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摘  要：【背景】西瓜专化型尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum f. sp. niveum, Fon)是西瓜枯萎病的致

病菌，严重威胁连作西瓜的生产。【目的】筛选拮抗西瓜枯萎病菌的菌株并推测其无菌上清液

(cell-free supernatant, CFS)的抑菌成分，为其在农业生产中的应用提供理论依据。【方法】利用平

板对峙法筛选拮抗 Fon 的菌株，通过盆栽试验验证其抑制西瓜枯萎病的能力，并通过扫描电镜、共

聚焦显微镜观察和抗氧化酶活性测定等方法研究 Fon 暴露在拮抗菌株次级代谢物下孢子形态的变

化、膜的完整性和造成的氧化损伤，通过二代 Illumina HiSeq 联合三代 PacBio Sequel 测序平台进

行全基因组测序、LC-MS 非靶代谢组学、超高液相色谱系统和高分辨率质谱(UHPLC-ESI-MS/MS)，
明确拮抗菌株次级代谢物中的抑菌功能物质。【结果】从健康西瓜根际土筛选到拮抗 Fon 的一株

优良菌株 J4，盆栽试验表明其对西瓜枯萎病的防治效果为 72.6%。经全基因组学鉴定为 Bacillus 
methylotrophicus J4，该菌株可产蛋白酶、淀粉酶、葡聚糖酶和纤维素酶并有分泌铁载体的能力，其

衰亡期无菌上清液对 Fon 菌丝生长抑制率为 71.87%，菌株 J4 的 CFS 使 Fon 孢子表面凹陷，破坏

其细胞膜的完整性，造成细胞死亡。菌株 J4 诱导 Fon 菌丝体活性氧(reactive oxygen species, ROS)
的积累；菌株 J4 的 CFS 引起 Fon 菌丝超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶

(catalase, CAT)、过氧化物酶(peroxidase, POD)、谷胱甘肽还原酶(glutathione reductase, GR)活性，以

及可溶性蛋白和丙二醛(malondialdehyde, MDA)含量的显著升高。该菌株基因组中含有 13 个抑菌
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功能的次级代谢产物合成基因簇，菌株 J4 的 CFS 中含有 3 种多肽化合物，并且这 3 种脂肽具有抑

制 Fon 菌丝生长的能力，推测菌株 J4 上清液中的抑菌功能物质是伊枯草菌素 A (iturin A)、丰原素

(fengycin)和表面活性素(surfactin)。【结论】菌株 J4 对西瓜枯萎病有较强的防效，在西瓜枯萎病

生物防治中具有广泛的应用前景。 
关键词：拮抗菌株；西瓜专化型尖孢镰刀菌；甲基营养型芽胞杆菌 
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Abstract: [Background] Fusarium oxysporum f. sp. niveum (Fon) is the causal agent of 
watermelon wilt, seriously threatening the production of watermelon in continuous cropping. 
[Objective] To screen out the antagonistic strain against Fon and identify the antifungal 
components in the cell-free supernatant (CFS), providing a theoretical basis for application of 
the strain in agricultural production. [Methods] Plate confrontation was employed to screen the 
antagonistic strain against Fon. Pot experiments were conducted to verify the control effect of 
the antagonistic strain on watermelon wilt. Scanning electron microscopy and confocal 
microscopy were employed to observe the conidial morphology and membrane integrity of Fon. 
The activities of antioxidant enzymes were determined to evaluate the oxidative damage. Whole 
genome sequencing through second-generation Illumina HiSeq combined with third-generation 
PacBio Sequel sequencing platform, LC-MS-based non-target metabolomics, and 
ultra-performance liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry 
(UHPLC-ESI-MS/MS) were employed to identify the antifungal substances in the secondary 
metabolites of the strain. [Results] An antagonistic strain J4 was screened out from the 
rhizosphere soil of healthy watermelon. The pot experiments showed that its control effect 
against watermelon wilt was 72.6%. The strain was identified as Bacillus methylotrophicus J4 
by whole genome sequencing, and it could produce protease, amylase, glucanase, cellulose, and 
siderophores. The CFS of J4 in the decline stage presented the inhibition rate of 71.87% on the 
growth of Fon. Moreover, it led to the collapsing of Fon spore surface, destroyed the integrity of 
the cell membrane, and caused cell death. Strain J4 induced the accumulation of reactive oxygen 
species (ROS) in the mycelia of Fon. The CFS of strain J4 significantly increased the activities 
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of superoxide dismutase, catalase, peroxidase, and glutathione reductase and the content of 
soluble protein and malondialdehyde in the mycelia of Fon. The genome of strain J4 carried 13 
gene clusters for the synthesis of secondary metabolites with antimicrobial functions. The CFS 
of strain J4 contained three peptides, which were proved to inhibit the growth of Fon. It was 
hypothesized that the antifungal functional substances in the CFS of strain J4 were iturin A, 
fengycin, and surfactin. [Conclusion] Strain J4 had a strong control effect on watermelon wilt 
and could be used to control watermelon wilt in the future. 
Keywords: antagonistic strain; Fusarium oxysporum f. sp. niveum; Bacillus methylotrophicus 
 

西瓜专化型尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum 
f. sp. niveum, Fon)是西瓜枯萎病的致病菌，严重

威胁连作西瓜的生产。在食品和环境安全日益

受到关注的背景下，使用生防菌剂来减少农业

生产中农用化学品的投入，是一种可持续的控

制植物疾病的有效手段 [1-4]。例如，生防菌

(Bacillus velezensis) HY19 可以降低温室番茄灰

霉病的发病率 [5]，Radhakrishnan 等研究发现   
甲基营养型芽孢杆菌(Bacillus methylotrophicus) 
KE2 可作为芝麻炭腐病的生物防治剂[6]。 

许多芽孢杆菌具有很强的抗菌活性，它们

通过竞争生态位和营养，或产生次级代谢产物

及诱导系统抗性，直接或间接地对抗真菌病原

体[1,3,7]。例如，蜡样芽胞杆菌(B. cereus) MH778713
生产的十三烷和 2,4-二叔丁基苯酚能促进番茄幼

苗的生长并对尖孢镰刀菌显示抗真菌活性[8]。氧

化胁迫是描述细胞内发生的各种有害过程的表

达，这些过程由活性氧(reactive oxygen species, 
ROS)的过量形成和有限的抗氧化剂防御之间

的不平衡引起[9]，诸如单态氧(1O2)、超氧化物

(O2
‒)、过氧化氢 (H2O2)和羟基自由基 (OH‒)等

ROS 在高浓度下由于氧化胁迫而诱导细胞死亡[10]。

为减轻 ROS 的有害影响，细胞会进化出复杂的

反应和保护机制。例如，提高超氧化物歧化酶、

过氧化氢酶和过氧化物酶等抗氧化酶的活性[10]。

此外，丙二醛是公认的氧化损伤的生物标志物，

其含量标志着细胞氧化损伤的程度[11]。一些生

防菌通过分泌抗菌次级代谢产物诱导病原菌氧

化胁迫。例如，bacillomycin D 在禾谷镰刀菌

(Fusarium graminearum)中诱导 ROS 积累并导

致细胞死亡[12]。 
芽孢杆菌是广谱抗生素的生产者，包括非

核糖体合成的产物脂肽、核糖体合成肽、铁载体

杆菌肌动蛋白和聚酮类化合物，对不同的腐生和

病原微生物具有抑制活性[13-14]。例如，从保加利

亚的天然温泉中分离出的 B. methylotrophicus 
BM47，其合成的脂肽产物细菌素可以抑制串珠

镰 孢 菌 (Fusarium moniliforme) 、 泡 盛 曲 霉

(Aspergillus awamori)、青霉菌(Penicillium sp.)、
黑 曲 霉 (Aspergillus niger) 和 铜 绿 假 单 胞 菌

(Pseudomonas aeruginosa)的生长[15]；从秦岭原

始森林土壤中分离到一株具有生防潜力的    
B. methylotrophicus BC79，经薄层色谱法和高效

液相色谱法提取的发酵液中活性物质苯氨甲基

乙酸，被认为是该菌株中的最强抑制物质[16]。

利用基因组学和代谢组学测序，预测微生物代

谢产物的种类[17-18]，有助于对具有多种次级代

谢物生产潜能的芽孢杆菌进行更深层次的研

究，以促进其在农业和工业上的应用[19]。 
本研究以齐齐哈尔市园艺所棚室基地西瓜

根际土和西瓜枯萎病致病菌(Fon)为材料筛选

拮抗 Fon 的菌株，通过盆栽试验验证其抑制西

瓜枯萎病能力，并研究 Fon 暴露在拮抗菌株次

级代谢物下孢子形态的变化、膜的完整性及造
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成的氧化损伤，以确定拮抗菌株次级代谢物中

的抑菌功能物质，为其在农业生产中的应用提

供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

供试土壤：齐齐哈尔市园艺所棚室基地健

康西瓜与患西瓜枯萎病西瓜的根际土。 
病原真菌：西瓜专化型尖孢镰刀菌(Fusarium 

oxysporum f. sp. niveum, Fon)分离于患西瓜枯萎

病的植株，由齐齐哈尔大学微生物生态实验室

提供，属于生理小种 2 号。 
1.1.2  培养基 

马铃薯葡萄糖琼脂培养基(potato dextroseagar, 
PDA)；营养琼脂培养基(nutrient agar, NA)；营

养培养基(nutrition medium, NB)。以上培养基或

培养液均参照徐伟慧等[20]的方法配制，使用时

定容至 1 000 mL，于 121 ℃灭菌 30 min。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

荧光探针 2′,7′-二氯荧光素 -二乙酸 (2′,7′- 
dichlorodihydrofluorescein diacetate, DCFH-DA)，
默 克 有 限 公 司 ； 菌 丝 超 氧 化 物 歧 化 酶

(superoxide dismutase, SOD) 、 过 氧 化 氢 酶

(catalase, CAT)、过氧化物酶(peroxidase, POD)、
谷胱甘肽还原酶(glutathione reductase, GR)、丙

二醛(malondialdehyde, MDA)和可溶性蛋白测

定试剂盒，南京建成生物工程研究所；AO/PI
双染试剂盒，上海沪震实业有限公司；Wizard®

基因组 DNA 纯化试剂盒，上海普洛麦格公司。

激光共聚焦扫描显微镜，恩斯特·徕茨公司；超

高液相色谱系统和高分辨率质谱 (UHPLC- 
ESI-MS/MS)，赛默飞世尔科技公司；TBS-380
荧光仪，TurnerBiosystems 公司；电热恒温水浴

锅，天津市泰斯特仪器有限公司；台式高速离

心机，湖南可成仪器设备有限公司；−40 ℃冰

箱，青岛海尔特种电器有限公司；电子天平，

上海良平仪器仪表有限公司；冷冻离心机和扫

描电子显微镜，日立(中国)有限公司；Illumina 
HiSeq 和 PacBio RS II 单分子实时平台(SMRT)
测序，美吉生物制药科技有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  拮抗菌株的筛选 

将 10 g 根际土置于含有玻璃珠和 90 mL 水

的锥形瓶中，充分振荡 20 min，取 1 mL 土壤悬

浮液加入盛有 9 mL 无菌水的试管中，混合均匀

得到 10−1 稀释液，通过梯度稀释法依次得到

10−2、10−3、10−4、10−5、10−6、10−7、10−8 和 10−9

的土壤悬浮液；从 10−7、10−8 和 10−9 的试管中

分别取 0.1 mL 置于 NA 中进行稀释涂布，最后

将平板倒置于 30 ℃恒温培养箱培养 3 d，每个

稀释度重复 3 次。将筛选出的菌株通过平板划

线法接种到 NA 培养基，置于 30 ℃恒温箱培养

3 d，利用平板对峙法筛选 Fon 的拮抗菌株。将

筛选出的拮抗菌株采用平板划线法在 NA 培养

基上进行纯化，观察其菌落形态；用革兰氏染

色法对菌体染色并用光学显微镜观察其形态。 
1.2.2  拮抗菌株的无菌上清液(cell-free supernatant, 
CFS)对 Fon 的抑制效果 

将菌株 J4 接种在 LB 液体培养基中，28 ℃、

180 r/min 培养 72 h，并将培养 72 h 的菌液于

4 ℃、10 000 r/min 离心 5 min，收集上清液，

用 0.22 μm 滤膜过滤，得到 CFS。将其与未凝

固的 PDA 培养基以 1:1 比例混合摇匀，用等量

的无菌 LB 培养液和未凝固的 PDA 培养基混合

作对照；混合液倒入平板(直径 90 mm)，待培养

基凝固后在平板中央接入 Fon 菌饼(直径 8 mm)，
28 ℃培养 5 d；用十字交叉法测量 Fon 菌落直

径，根据公式(1)计算拮抗菌株的无菌上清液的

抑菌率。 
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抑菌率(%)=(对照 Fon 菌落直径−处理 Fon 菌落

直径)/对照菌落直径×100                (1) 
1.2.3  拮抗菌株生理生化特性的测定 

拮抗菌株分泌蛋白酶 (protease)、淀粉酶

(amylase)、葡聚糖酶 (glucanase) 和纤维素酶

(cellulose)的测定参考刘海洋等[21]的方法；铁载

体(siderophores)活性的测定参考荣良燕等[22]的

方法。 
1.2.4  拮抗菌株的生防试验 

试验设置 2 个处理，分别为 J4 (生防菌

J4+Fon)和 CK (NB+Fon)。西瓜植株生长于   
10 cm×10 cm 的营养钵中，每钵一株幼苗，每

个处理 3 次重复，每个重复 10 株苗。幼苗长至

两叶一心时，J4 处理每株苗均浇灌 30 mL 菌悬

液(1×106 CFU/mL)，培养 3 d 后再接入 Fon 孢

子悬液 20 mL (2×106 CFU/mL)，每间隔 7 d 浇

灌一次 J4 菌悬液；CK 处理每株苗均浇灌等量

的无菌 NB 培养基，3 d 后再接入相同量的 Fon
孢子悬液[23]，每间隔 7 d 浇灌一次无菌 NB 培

养基。将西瓜幼苗置于日光温室中培养[白天

(30±2) ℃/夜晚(20±2) ℃，相对湿度 60%]，试验

期间正常管理，待植株发生西瓜枯萎病时，记录

并计算其发病率[公式(2)]和防治效果[公式(3)]。 
发病率(%)=发病植株数/总植株数×100     (2) 
防治效果(%)=(对照组发病率−处理组发病率)/
对照组发病率×100                     (3) 
1.2.5  基因组测序、分类及次级代谢产物基因

簇的预测 
使用 Wizard®基因组 DNA 纯化试剂盒提取

菌株 J4 的基因组 DNA。纯化的基因组 DNA 使

用荧光计进行定量。提取的 DNA 在 Illumina 
HiSeq 和 PacBio RS II 单分子实时平台(SMRT)上
测序。原始读数通过 Fastp v0.23.0 (https://github. 
com/OpenGene/fastp)进行质量过滤，剔除低质

量数据以获得干净的数据。过滤后的数据由

Unicycler v0.4.8 (https://github.com/rrwick/Unicycler)
组装，用 Pilon v1.22 软件进行短序列比对和碱

基质量校正。根据 Wang 等[24]的方法，利用菌株

基因组服务器(https://tygs.dsmz.de/)构建菌株 J4
系统发育树。采用 antiSMASH 6.6.0rcl (https://dl. 
secondarymetabolites.org/releases/6.0.0/) 软 件 和

BLAST 预测菌株的次级代谢产物基因簇及数量。 
1.2.6  Fon 菌丝 ROS 荧光观察 

将 Fon 在 PDA 培养基上 30 ℃培养 5−7 d，

待菌丝布满整个培养基，在菌落边缘扣取菌饼

(φ=8 mm)接种在 PDA 培养基的一侧，同时将菌

株 J4 接种在 NB 液体培养基中，28 ℃、180 r/min

培养 12 h，8 000 r/min 离心 10 min，将细菌沉

淀物(30 μL)接种在 PDA 培养基平板另一侧，在

28 ℃继续培养 3 d。用细胞刮刀收集抑菌区(U

区)的菌丝，重悬于 10 mmol/L 磷酸钠缓冲液 

(pH 7.4)中，将收集到的 U 区菌丝与 10 µmol/L 

DCFH-DA 混合置于 25 ℃下避光孵育 30 min，

然后用激光共聚焦显微镜在激发波长 488 nm

和发射波长 535 nm 下观察[12]，对照组为正常生

长的菌丝。 
1.2.7  Fon 菌丝抗氧化酶活性检测 

取菌株 J4 衰亡期 72 h 的 CFS 与 PDB 培养

基按照一定比例混合，CFS 与培养基的体积比

分别为 0.5:1、1:1、2:1 和 3:1。相同比例的 LB

培养基和 PDB 混合作为对照。在 40 mL 混合培

养基中加入 4 个 Fon 菌饼，28 ℃、180 r/min 培

养 72 h，经无菌滤纸过滤后获得菌丝，按照

SOD、CAT、GR、POD、MDA 和可溶性蛋白

试剂盒的说明，并结合 Wang 等[25]的方法计算

菌丝中 SOD、CAT、GR 和 POD 的活性及可溶

性蛋白和 MDA 的含量。 
1.2.8  拮抗菌株 J4 的 CFS 对 Fon 孢子微观形态

的影响 
挑取 PDA 平板上培养 5 d 的 Fon 置于无菌
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水中，经 6 层纱布过滤后于 4 ℃、10 000 r/min 离

心 5 min，弃去上清液，保留沉淀，加入适量无菌

水制成孢子悬浮液，调节浓度至 1×106 CFU/mL。

将菌株 J4 衰亡期 72 h 的 CFS 与 Fon 孢子悬液

等体积混合，放入无菌离心管，于 28 ℃培养 12 h；
以无菌 LB 培养液与 Fon 孢子悬液等体积混合作

为阴性对照；以 1.25 μg/mL 两性霉素 B 与 Fon
孢子悬液等体积混合作为阳性对照。分别吸取

混合液滴在锡箔纸上风干，在 4 ℃冰箱中用

2.5%戊二醛溶液固定并保存 4 h 以上；再用

pH 7.2 的磷酸缓冲液将其固定并冲洗 2 次，依

次将样品置于浓度为 50%、70%、80%、90%
和 100%乙醇中脱水置换，每级脱水时间为

10−15 min；最后用 100%乙醇和无水硫酸铜等

体积混合溶液脱水 10−15 min，置于冷冻室固化

过夜。每组设置 3 个重复。用扫描电子显微镜

(scanning electron microscope, SEM)观察并分析

其形态变化[26]。 
1.2.9  拮抗菌株 J4 的 CFS 对 Fon 膜完整性的

影响 
按上述 1.2.8 制备样品，按照 AO/PI 双染试

剂盒的说明进行染色，在 4 ℃、10 000 r/min 离

心 2 min，弃去上清液；加 1 mL 无菌水重复洗

涤 3 次。再加 1 mL 无菌 PBS 缓冲溶液于离心

管中，摇匀后取适量溶液于载玻片上制片，激

光共聚焦扫描显微镜 (confocal laser scanning 

microscope, CLSM)观察并分析其颜色变化。荧

光指示剂 AO 使所有细胞染色，碘化丙啶

(propidium iodide, PI)仅使细胞膜受损的细胞染

色，两种荧光指示剂同时进入细胞时，PI 渗入

量越大则 AO 染色效果越差[27]。因此，具有完

整细胞膜的 Fon 孢子被 AO 染色而发出绿色荧

光，细胞膜受损的 Fon 孢子被 PI 染色并根据其

受损程度发出黄色或红色荧光。 

1.2.10  LC-MS 非靶代谢组学及差异代谢物

分析 
将菌株 J4 接种到 LB 培养基中 28 ℃、180 r/min

发酵培养 72 h，将发酵液 4 °C、8 000 r/min 离

心 10 min 取上清，使用 0.22 μm 的滤膜过滤去

除残留菌株，以无菌 LB 培养基为对照。冷冻

干燥上述样品，干燥完成后送至上海美吉生物

医药科技有限公司进行 LC-MS 非靶代谢组学

分析。此外，进行 student’s t 检验和差异倍数分

析，差异代谢物的选择基于偏最小二乘判别法

分析(orthogonal partial least squares-discriminant 
analysis, OPLS-DA) 模型得到的变量权重值

(variable information processing, VIP)和 student’s 
t 检验 P 值来确定，VIP>1 且 P<0.05 的代谢物

为差异代谢物。 
1.2.11  菌株 J4 的 CFS 中抑菌功能物质的检测 

为评价不同代谢产物对 Fon 菌丝生长的影

响，将标准品(浓度分别为 0.1、0.2 和 1.0 mg/mL)
溶于甲醇取 0.2 mL 涂布于 PDA 平板，涂布等

量的无菌水为 CK1，涂布等量的甲醇为 CK2，
在中央接入 Fon 菌饼(直径 8 mm)，28 ℃培养   
5 d；用十字交叉法测量 Fon 的菌落直径，根据

公式(1)计算不同代谢产物的抑菌率，同时确定

具有抑制 Fon 作用的物质。 
菌株 J4 按照 1.2.10 描述培养 72 h 后获得

CFS，并检测分析其次级代谢产物，以相同方

式培养 72 h 的 LB 培养基上清液为对照。参考

Wang 等[25]的方法使用超高液相色谱系统和高

分辨率质谱 (UHPLC-ESI-MS/MS)对抑菌化合

物进行鉴定。 

1.3  数据分析 
利用 Microsoft Excel 2021 对试验数据进行

整理；利用 SPSS 26 软件的 Duncan 法在 P<0.05
水平上进行差异显著性分析，利用 GraphPad 
Prism 8.0.2 软件作图。 



 
540 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

2  结果与分析 
2.1  11 株拮抗菌的 CFS 对 Fon 的影响 

利用稀释涂布法从西瓜根际筛选出 53 株

菌，采用平板对峙法研究菌株对 Fon 的拮抗功

能，发现有 11 株菌对 Fon 有良好的拮抗作用。 
11 株拮抗菌的 CFS 对 Fon 的抑制效果如 

图 1A 所示，这 11 株菌的 CFS 对 Fon 均有抑制

效果，其 Fon 的菌丝直径均显著小于对照(CK)
的菌丝直径(P<0.05)，其中菌株 J4 的 CFS 对 Fon
的抑菌率最高，达到 71.87% (图 1B)，其次是 J48

的 CFS 抑菌率为 71.35%，菌株 J37a 的 CFS 抑

菌率最低为 4.08%。 

2.2  11 株拮抗菌的生理生化特性 
由表 1 可以看出，菌株 J52 不具有分泌铁

载体的能力，菌株 Y1-1 不产葡聚糖酶，菌株

J37a 不产蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶和葡聚糖

酶；菌株 J4、J46、G1-2b、J7、G1-1、J48、J9a
和 Y1-2a 具有良好的产淀粉酶、纤维素酶、葡

聚糖酶、蛋白酶和铁载体的能力(表 1)。 
综上所述，菌株 J4 具有产水解酶和分泌铁

载体的能力，且其无菌上清液对 Fon 的抑菌率 
 

 
 

图 1  11 株拮抗菌的 CFS 对 Fon 生长的影响   A：11 株拮抗菌的无菌上清液对 Fon 抑制的形态图. B：

11 株拮抗菌的上清液抑菌率以及 Fon 菌丝直径. 图中不同小写字母表示在 0.05 水平下差异显著，下同 
Figure 1  Effects of cell free supernatant from the 11 strains on growth of Fusarium oxysporum f. sp. niveum 
(Fon). A: Morphological diagram of inhibited Fon by cell-free supernatants from 11 strains. B: The inhibition 
rate of cell-free supernatants from 11 antagonistic strains and the diameter of Fon mycelia. Different 
lowercase letters indicate a significant difference at the level of 0.05. The same below. 
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表 1  11 株拮抗菌的生理生化特性 
Table 1  Determination of physiological and 
biochemical characteristics of the 11 strains 
Strain 
No.  

Protease Amylase Glucanase Cellulase Siderophore 

J4 + + + + + 
J46 + + + + + 
G1-2b + + + + + 
J7 + + + + + 
G1-1 + + + + + 
J52 + + + + − 
J48 + + + + + 
J9a + + + + + 
Y1-1 + + − + + 
J37a − − − − + 
Y1-2a + + + + + 
+：阳性；−：阴性 
+: Positive; −: Negative. 
 
在筛选的菌株中表现最佳，因此选择菌株 J4 用

于后续研究。 

2.3  菌株 J4 对西瓜枯萎病发病率的影响  
幼苗培养 45 d 后，J4、CK 处理组植株发

病率分别为 17.6%、64.3%，J4 处理组西瓜枯萎

病发病率明显低于 CK 组，菌株 J4 对西瓜枯萎

病的盆栽防效为 72.6%，说明菌株 J4 能有效抑

制西瓜枯萎病的发生。 

2.4  菌株 J4的系统发育分析和基因组特征 
在生防特性研究的基础上，进一步对其基

因组进行了测序分析，以探究菌株 J4 的生防潜

能。对样品测序结果进行组装和注释，得到 J4
的全基因组图谱(图 2A)。该菌株的全基因组由

一条 3 929 790 bp 的环状染色体组成，G+C 含量

为 46.5%。据预测，该基因组包含 3 749 个编码

DNA 序列(coding DNA sequences, CDSs)、27 个

rRNA 基因、86 个 tRNA 基因。根据 COG、GO
和 KEGG 功能注释，鉴定的基因分别为 3 011、
2 850 和 2 231 个。在基因组中鉴定出 9 个已知

的基因簇分别为丰原素(fengycin)、表面活性素

(surfactin)、多肽类杆菌素(bacillibactin)、大环

内酰亚胺(macrolactin) H、杆菌烯(bacillaene)、
丁酰苷菌素(butirosin) A、地非西丁(difficidin)、
溶杆菌素(bacilysin)和 4 个未知基因簇(图 2A)。
经系统发育分析表明 (图 2B)，菌株 J4 与      
B. methylotrophicus KACC 13105 的亲缘关系最

密切。因此，菌株 J4 最终被鉴定为 Bacillus 
methylotrophicus J4 (全基因组序列已经上传到

NCBI，登录号为 CP119299)。 

2.5  菌株 J4 对 Fon 菌丝细胞内 ROS 的影响 
荧光探针 DCFH-DA 可以检测细胞内 ROS

的水平，在活性氧的存在下 DCFH 被氧化生成

2',7'-二氯荧光素(2',7'-dichlorofluorescein, DCF)，

从而发出绿色荧光，荧光越强代表积累的 ROS

越多。如图 3 所示，U 区 Fon 菌丝的绿色荧光

强于对照，这表明菌株 J4 的次级代谢产物可以

诱导 Fon 菌丝细胞中 ROS 的积累，扰乱细胞氧

化还原稳态，造成氧化胁迫，从而抑制 Fon 的

生长。 

2.6  CFS 对 Fon 菌丝抗氧化酶活性的影响 
如图 4A‒4D 所示，经 CFS 处理后 Fon 的

细胞 SOD、POD、CAT、GR 酶活性，以及可

溶性蛋白和 MDA 含量显著高于对照组，当暴

露于不同浓度(CFS 与 PDB 培养基的体积比分

别为 0.5:1、1:1、2:1 和 3:1) CFS 时，SOD 酶活

性分别升高 2.36、1.74、2.95 和 1.6 倍；GR 酶

活性分别升高 2.66、3.84、1.67 和 1.56 倍；POD

含量分别升高 1.37、1.38、1.65 和 1.30 倍；CAT

含量分别升高 1.72、6.74、2.55 和 1.83 倍；可

溶性蛋白、MDA 在体积比为 0.5:1 的处理组与

对照相比无显著差异，在其他处理组(1:1、2:1

和 3:1)中，可溶性蛋白含量分别升高 4.96、3.94

和 2.57 倍；MDA 含量分别升高 2.37、3.20 和

4.10 倍(图 4E、4F)。 
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图 2  菌株 J4 的基因组图谱及系统发育树分析   A：菌株 J4 的基因组图谱，由外到内的圈为：基因

组的大小、正向链基因、负向链基因、预测到的次级代谢产物基因簇位置和命名、G+C 含量、G+C-skew 值

和菌株 J4 番红染色的形态图. B：基于全基因组测序菌株 J4 的系统发育树 
Figure 2  Genomic map of strain J4 and phylogenetic tree analysis. A: Genome map of strain J4, circles 
from outer to inner: genome size, forward-strand genes, reverse-strand genes, nomenclature and position of 
predicted secondary metabolite gene clusters, G+C content, G+C-skew value and morphological diagram of 
strain J4 stained with saffranine. B: Phylogenetic tree of strain J4 based on complete genome alignments. 
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图 3  菌株 J4 诱导 Fon 菌丝活性氧积累   A：共培养平板(C：Fon 被完全抑制的无菌区；U：抑菌区). 
B：共聚焦显微镜下观察 U 区的 Fon 菌丝的 ROS 积累. C：共聚焦显微镜下观察对照区的 Fon 菌丝的
ROS 积累 
Figure 3  The J4 strain induces the accumulation of reactive oxygen species in Fon mycelia. A: Co-cultured 
plates of strain J4 and Fon (C: Fon is completely inhibited sterile area; U: Sterilization area). B: ROS 
production of Fon mycelia in the U region is observed under confocal microscopy. C: ROS production of Fon 
mycelia in the control is observed under confocal microscopy.  
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图 4  菌株 J4 不同浓度的 CFS 对 Fon 菌丝抗氧化酶活性、可溶性蛋白和丙二醛含量的影响   A‒D：抗

氧化酶活性(分别为 CAT、POD、SOD 和 GR). E：可溶性蛋白含量. F：丙二醛含量. *：P<0.05；**：P<0.01；
***：P<0.001 
Figure 4  Effects of different concentrations CFS from strain J4 on antioxidant enzyme activities, content of 
soluble protein and MDA in Fon mycelia. A‒D: Antioxidant enzyme activities (CAT, POD, SOD and GR, 
respectively). E: Content of soluble protein. F: MDA content. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
 
2.7  Fon 孢子形态和膜完整性对拮抗菌株

J4 的 CFS 的响应 
如图 5A‒5C 所示，SEM 观察发现，阴性对

照中 Fon 孢子表面光滑无凹陷(图 5B)，阳性对

照和 J4 CFS 处理的 Fon 孢子表面皱缩凹陷、畸

形扭曲，经 J4 的 CFS 处理后的 Fon 孢子表面

凹陷程度要大于两性霉素 B 处理后的 Fon 孢子

(图 5A、5C)。说明菌株 J4 的 CFS 对 Fon 孢子形

态的破坏性更大。CLSM 观察结果如图 5D、5E
所示，经 J4 的 CFS 处理后，部分孢子显示黄色

荧光，部分孢子显示红色荧光，说明部分孢子

的膜结构受到损伤，部分孢子的膜结构被严重

破坏且引起孢子死亡(图 5D)，表明菌株 J4 的 CFS
对 Fon 孢子膜完整性造成不同程度的损伤；阴

性对照中的 Fon 孢子显示绿色荧光，说明 Fon
孢子膜结构完整(图 5E)；经两性霉素 B 处理后

的部分孢子显示黄色荧光，部分显示绿色荧光，

无孢子呈现红色荧光(图 5F)，说明经两性霉素 B

处理后部分孢子的膜结构受到损伤。 

2.8  菌株 J4 上清液抑菌活性成分分析 
通过 LC-MS 在菌株发酵上清液中鉴定出丙

二酸(malonic acid)、咪唑啉(imidaprilat)、钙三酸

(calcitroic acid)、埃博霉素(epothilone) A、恶唑并

[5,4-B]吡啶(oxazolo[5,4-B]pyridine)、N-乙酰氨基

甲酸酯(N-acetylmuramate)、表面活性素(surfactin) 
A 和 9-羟基癸酰肉碱(9-hydroxydecanoylcarnitine)
等与抗菌有关的物质，以上活性物质在 CK 组

(不含菌株 J4 的 LB 培养基)中均不存在，并且

菌株 J4 上清液代谢物峰面积显著高于基础培养

基 LB 发酵上清液(图 6A)。通过 LC-MS 在菌株

J4 发酵上清液和培养基中均鉴定到 7-O-琥珀酰

大内酰胺(7-O-succinyl macrolactin) A、毛里塔尼

亚(mauritine) A、芬吉松(fungizone)、多粘菌素

(polymyxin)、林可霉素(lincomycin)、富米特霉素

(fumitremorgin) B、硫酸西索霉素(sisomicin sulfate)、
去甲基亚硝胺(desmethylenylnocardamine)、庆大 
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图 5  Fon 孢子形态和膜完整性对菌株 J4 的 CFS 的响应   A‒C：暴露于菌株 J4 CFS (A)、无菌 LB 培

养液(B)和两性霉素 B (C)下 Fon 孢子微观形态的扫描电镜观察. D‒F：菌株 J4 的 CFS (D)、无菌 LB 培

养液(E)和两性霉素 B (F)对 Fon 膜完整性的影响 
Figure 5  Response of morphology and membrane integrity of Fon conidia to CFS from strain J4. A‒C: 
Scanning electron microscopy (SEM) images of Fon conidia exposed to CFS from strain J4 (A), sterile LB 
medium (B) and amphotericin B (C). D‒F: Effects of CFS from strain J4 (D), sterile LB medium (E) and 
amphotericin B (F) on the integrity of Fon membrane. 
 
霉素(gentamicin) C、甜菊糖苷(steviobioside)和
环己酰亚胺(cycloheximide)等与抗菌有关的活

性物质，推测 LB 培养基原料在制作前可能被

其他的细菌污染过(图 6B)，然而在菌株 J4 发酵

后这些产物增加，说明菌株 J4 能分泌上述这些

物质。 

2.9  抑制 Fon 物质的确定 
结合全基因组学与代谢组学数据分析购买

6 种标准品，结果表明，放线菌酮(cycloheximide)
浓度为 1.0 mg/mL 时对 Fon 的菌丝生长有明显

的抑制作用(图 7A)，0.1、0.2 和 1.0 mg/mL 丰

原素(fengycin)、伊枯草菌素(iturin) A 和表面活

性素(surfactin)均对 Fon 菌丝生长抑制作用，但

当其浓度为 1.0 mg/mL 时对 Fon 菌丝生长抑制

作用最显著，抑菌率分别为 60.96%、44.20%和

65.09% (图 7B‒7D)，而丙二酸(malonic acid)和
N-乙酰氨基甲酸酯(N-acetylmuramate)不能抑制

Fon 的菌丝生长(图 7E、7F)。 

2.10  菌株 J4 分泌抗真菌化合物的鉴定 
通过对基因组数据挖掘，在 J4 基因组中共

发现 13 个代谢产物基因簇，为进一步鉴定菌株

J4 的抗真菌化合物，通过 UHPLC-ESI-MS/MS 
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图 6  菌株 J4 分泌的抑菌物质   A：抑菌物质仅存在于菌株 J4 的上清液中. B：抑菌物质存在于 LB
培养基和菌株 J4 的上清液中 
Figure 6  Antimicrobial substances secreted by strain J4. A: The antimicrobial substances existed only in the 
strain J4 CFS. B: The antimicrobial substances existed in the LB medium and strain J4 CFS. 
 
检测菌株 J4 的 CFS。在菌株 J4 CFS 中检测到

m/z 值分别为 1 043.547 6、1 463.800 2 和      
1 036.688 2 的离子，分别属于伊枯草菌素(iturin) 
A、丰原素(fengycin)和表面活性素(surfactin)；
未检测到 m/z 值为 282.168 7 的放线菌酮

(cycloheximide) (图 8A、8B)。 

3  讨论 
芽孢杆菌是农业上很有潜力的生物防治

剂，不仅能促进植物的生长，还能增强植物的

抗病力，在可持续的农业生产中具有良好的应用

前景[28]。暹罗芽孢杆菌产生的 macrolactin R 抑

制草莓病原菌(葡萄孢杆菌)的生长，可作为草莓

病原菌(葡萄孢杆菌)的生防制剂[29]。贝莱斯芽孢

杆菌(B. velezensis) N46 对苦瓜白粉病的防治

效果达到 59%；莫哈韦芽孢杆菌(B. mojavensis)
对梨树腐烂病的生物防治效果为 44.6%[30-31]。

本研究盆栽试验发现，甲基营养性芽孢杆菌  
(B. methylotrophicus) J4 对西瓜枯萎病菌有较强

的抑制作用，能显著降低西瓜枯萎病的发病率，

防治效果为 72.6%，这一结果为其生产和后续

研究提供了依据。 
据报道，过量的 ROS 会对丝状真菌造成损

伤，通过细胞内蛋白质失活和脂质过氧化导致

线粒体老化和细胞程序性死亡[32]，在菌株 J4 与

Fon 共培养平板中，可见明显的无菌区(C 区)和抑

菌区(U 区)，并且菌株 J4 刺激了 U 区 Fon 菌丝细

胞的 ROS 积累，这可能导致氧化胁迫[10,33]。有研

究表明，脂肽类化合物如 iturin、fengycin 和

bacillomycin D 通过诱导 ROS 积累导致真菌细

胞死亡[12,34]。结合共聚焦显微镜观察结果，说

明氧化胁迫可能是造成共培养时 Fon 菌丝生长

受到抑制的原因之一(图 3B、3C)。ROS 扰乱细

胞氧化还原稳态并产生氧化胁迫，引起生物损

伤，真菌可以通过多种机制来抵抗 ROS 的毒性，

分泌抗氧化酶是一种重要的细胞内防御机制[35]。

CAT、POD、SOD 和 GR 是广泛存在于微生物

中的防御酶，在氧化应激过程中对清除活性氧

起着关键作用[36]。本研究结果表明，暴露于菌

株 J4 的 CFS 下 Fon 菌丝体中的 SOD、CAT、

GR 和 POD 酶活性水平显著增加(图 4A‒4D)，
这种增加被认为是对 ROS积累的一种适应性反 
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图 7  六种标准品对 Fon 菌丝生长的影响   A‒F 分别为放线菌酮(cycloheximide)、丰原素(fengycin)、表面

活性素(surfactin)、伊枯草菌素 A (iturin A)、丙二酸(malonic acid)和 N-乙酰氨基甲酸酯(N-acetylmuramate)
对 Fon 菌丝生长的影响(P<0.05) 
Figure 7  Effects of six standard products on growth of Fon mycelia. A‒F represents the effects of 
cycloheximide, fengycin, surfactin, iturin A, malonic acid, and N-acetylmuramate on growth of Fon mycelia, 
respectively (P<0.05). 
 
应[37]。如图 4E 所示，可溶性蛋白含量的升高说

明 Fon 菌丝通过增加细胞中可溶性蛋白含量，

提高细胞的渗透压，进而提高细胞对 CFS 胁迫

的抗性。此结果与 Yin 等[37]和 Halifu 等[38]报道

的真菌在胁迫下的反应相似；过多的 ROS 会攻

击生物膜中的不饱和脂肪酸，造成脂质过氧化，

形成脂质过氧化物 MDA，从而使 MDA 的含量

升高[11]。研究发现 MDA的含量明显增加(图 4F)， 
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图 8  四种代谢产物在菌株 J4 CFS 中的 UPLC-MS 分析   A：4 种标准品. B：菌株 J4 CFS 的液质分析 
Figure 8  UPLC-MS analysis of four metabolites from strain J4 CFS. A: Four standard substances. B: 
UPLC-MS analysis of CFS from strain J4. 
 
表明 Fon 暴露于菌株 J4 的 CFS 下，菌丝体发生

了脂质过氧化的现象；同时，利用 J4 的 CFS 对

西瓜枯萎病菌的抑制率(P<0.05)进行评估(图 1)，
结果显示 J4 的 CFS 对 Fon 具有较强的抑制作

用，其抑菌率可以达到 71.87%，表明 J4 的 CFS
中含有抑制 Fon 生长的功能物质，这些功能物

质可能导致 Fon 细胞 ROS 累积，造成氧化损伤，

从而抑制 Fon 的生长。 
J4 中的 CFS 可使 Fon 孢子表面凹陷，破坏

细胞膜的完整性，造成细胞死亡(图 5)。据报道，

多数抗菌物质的靶标是病原菌细胞膜，溶解细

胞膜导致病原菌死亡[39]，Li 等[40]发现抗菌物质

直接与病原菌细胞膜作用，增强膜的渗透性引

起细胞死亡，芽孢杆菌分泌的脂肽类对植物病原

真菌具有抑菌活性[41-42]，通常将其分为 surfactin、
iturin 和 fengycin 这三大类，并以各种各样异构

体的形式出现[43]；surfactin 是一种强力的生物

表面活性剂，具有抗病毒和抑菌活性，Shan 等[44]

研究发现 surfactin 通过破坏细胞壁和细胞膜有

效地抑制了痤疮杆菌(Propionibacterium acnes)
的生长；fengycin 对丝状真菌有较强的抑制活

性，B. velezensis FZB42 产生的 fengycin 具有抑
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制镰刀菌的生物防治潜力，并且可以抑制该真菌

产生的毒素，降低致病力[45]；从枯草芽孢杆菌  
(B. subtilis) WL-2 中提取的 iturin A 可以通过诱

导细胞氧化应激、损伤线粒体并破坏其细胞结

构抑制马铃薯晚疫病的发生[46]。本研究发现，

surfactin、iturin A 和 fengycin 对 Fon 菌丝存在

抑制作用，且通过 UHPLC-ESI-MS/MS 在菌株

J4 次级代谢产物中检测到 iturin A、fengycin 和

surfactin 这 3 种次级代谢产物(图 7 和图 8)，此

结果与 Wang 等[25]报道的 B. velezensis WB 的次

生代谢产物通过触发氧化应激而对 Fon 显示出

抗真菌作用的结果相似。fengycin、iturin A 和

surfactin 在 J4 CFS 中的含量以及菌株 J4 抑制西

瓜枯萎病机制还需要进一步研究。 

4  结论 
本研究从健康西瓜根际中分离到一株优良

的拮抗 Fon 的菌株 J4，该菌株可产生蛋白酶、

淀粉酶、葡聚糖酶和纤维素酶并有分泌铁载体

的能力，其衰亡期的 CFS 对 Fon 菌落生长抑制率

为71.87%，其对西瓜枯萎病的防治效果为72.6%，

经全基因组学鉴定为 Bacillus methylotrophicus。
菌株 J4 的 CFS 可使 Fon 孢子表面凹陷，破坏

细胞膜的完整性，造成细胞死亡，还能诱导 Fon
菌丝体 ROS 的积累，引发氧化应激反应，使

SOD、CAT、POD、GR 活性及 MDA、可溶性

蛋白含量升高。经 LC-MS 非靶代谢组学、超高

液相色谱系统和高分辨率质谱 (UHPLC-ESI- 
MS/MS)分析及抑菌功能验证，明确了丰原素

(fengycin)、伊枯草菌素 A (iturin A)和表面活性

素(surfactin)在 J4菌株抑制 Fon生长中起着很重

要的作用。 
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