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摘  要: 【目的】研究分离得到的表面活性剂产生菌的产表面活性剂能力、分类地位和抑

菌活性。【方法】采用血平板、油平板进行表面活性剂产生菌的分离, 以排油圈法进行表面

活性的测定; 通过生理生化特性和 16S rDNA 序列相似性分析对 BS1 菌株进行初步鉴定; 
利用对峙培养法和菌丝生长、孢子囊形成、孢子萌发的抑制率测定研究其抑菌活性。【结果】

从石油污染土壤中分离到的 BS1 菌株可产生表面活性剂, 在分类学地位上属于假单胞菌属

(Pseudomonas sp.)。BS1 菌体、发酵上清液、挥发性物质对 12 种供试病原真菌均表现出一

定的抑制作用。BS1 菌体、发酵上清液对大豆疫霉菌(Phytophthora sojae)的抑制率最大, 分
别达到 65.31%和 95.93%。发酵上清液通过影响大豆疫霉菌菌丝生长、孢子囊形成、孢子

萌发等方式抑制病原菌的正常生长, 稀释 20 倍的发酵上清液依然具有明显的抑制作用。

BS1菌株产生的挥发性物质对大豆菌核菌(Sclerotinia sclerotiorum)的抑菌效果最好, 抑制率

达到 84.25%。【结论】BS1 菌株在产生表面活性剂的同时, 还具有生物防治作用潜力。 
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Abstract: [Objective] The objective of this study was to examine the production of biosur-
factant, taxonomic position and antifungal activity of the strain BS1. [Methods] Biosurfac-
tant-producing bacterium was isolated by hemolytic activity assay on blood agar plates and 
hydrolyzing oil activity estimation on oil agar plates. Oil spreading method was used to assay 
surface activity. The strain BS1 was indentified according to morphological features, physio-
logical and biochemical characteristics and 16S rDNA sequences of the strain. Antifungal ac-
tivity was tested by dual-culture method and the inhibiting effect on the the mycelium growth, 
sporagium formation and spore germination. [Results] The strain BS1 of producing biosurfac-
tant, isolated from the petroleum-polluted soil, was indentified as Pseudomonas sp.. The strain 
BS1, fermentation supernatant and the volatile compounds (VCs) exhibited inhibition activity 
on 12 kinds of plant pathogenic fungis. The strain BS1 and fermentation supernatant displayed 
significant inhibition to the Phytophthora sojae, the inhibitory rate was 65.31% and 95.93%, 
respectively. The fermentation supernatant of BS1 inhibited the growth of Phytophthora sojae 
by inhibiting mycelium growth, sporagium formation and spore germination, which had also 
remarkable inhibition even if it was diluted 20 times with pure water. VCs produced by strain 
BS1 had notable inhibiting effect against Sclerotinia sclerotiorum, and its inhibitory rate was 
84.25%. [Conclusion] The strain BS1 can produce surfactant and has the potential biocontrol. 

Keywords: Biosurfactant, Antifungal activity, Phytophthora sojae, Sclerotinia sclerotiorum 

生物表面活性剂是微生物合成的具有双亲性

(分子结构中同时具有亲水性和亲油性基团)的一

类化合物[1]。目前市场上大部分表面活性剂都是

化学合成的, 化学合成表面活性剂的应用易产生

二次污染。与化学表面活性剂相比, 生物表面活

性剂除具有降低表面张力、稳定乳化液等特性以

外, 还具有一般化学合成表面活性剂所不具备的

可生物降解、低毒和适应极端的温度、酸碱性等

优点[2−3], 可应用于环境保护、医药、化妆品、洗

涤剂、食品、微生物采油等领域 [4−6]。前人的一

些研究发现, 一些生物表面活性剂还表现出对细

菌[7−8]、真菌[9−10]、病毒[11]有抗菌活性, 使其在新

药开发、食品防腐和农业生物防治领域也具有广

阔的应用前景, 是很有希望开发的环保型生物源

农药。 

本研究从大庆受石油污染的土壤中筛选出

一株生物表面活性剂产生菌BS1, 初步研究发现

产生的表面活性剂主要成分为糖脂类表面活性

剂[12], 在研究其在原油降解等方面应用(研究结

果另文发表)的同时, 在室内离体条件下检测了

菌株及代谢产物对12种植物病原真菌的抑菌作

用, 以期初步明确菌体和代谢产物的抑菌作用, 

为扩大该菌株的应用范围进行了初步的探索和

尝试。 
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1  材料与方法 

1.1  供试土样 
土壤样品采自大庆市石油污染土壤。取样方

法: 以多点采样法采取油井附近长期被石油污染

的表层土(3 cm−10 cm)。 

1.2  供试病原真菌 
供试病原真菌(表1)均由黑龙江八一农垦大

学植物病理与应用微生物研究所提供。 

1.3  培养基 
富集培养基参照文献[13]; 血液凝胶培养基

和油平板培养基参照文献[14]。 
发酵培养基: 用等量的液体石蜡替代富集培

养基中的原油。 
马铃薯葡萄糖培养基(PDA)、马铃薯蔗糖培

养基(PSA)和牛肉膏蛋白胨培养基的配制参照

文献[15], 胡萝卜琼脂培养基(CA)的配制参照

文献[16]。 

1.4  产表面活性剂菌株筛选 
1.4.1  富集培养: 称取5 g土样, 置于盛有100 mL
富集培养基的250 mL的三角瓶中振荡培养(37 °C、

180 r/min), 5−7 d后将变浑浊的培养物按5%的接

种量接种到富集培养基中继续富集培养3次。 
1.4.2  血平板筛选: 由于表面活性剂可使红细胞

破裂并释放血红素出现溶血圈, 因此采用血平板

法进行表面活性剂产生菌的初筛[13−14,17]。取0.1 mL
的富集培养液涂布于血液凝胶培养基上, 37 °C恒

温培养箱中培养1−2 d后取出, 观察是否有溶血

现象, 若有则为产生物表面活性剂的菌株。 
1.4.3  油平板筛选: 采用油平板法进行表面活性

剂产生菌的复筛[14,18]。将溶血圈大且透明的单菌

落转接于油平板培养基上, 37 °C培养3−4 d, 将在

油平板上形成噬油斑的菌落进行单菌的分离, 保

存做进一步研究。 

1.5  菌株产表面活性剂能力测定 
血平板和油平板筛选只能定性地筛选得到表

面活性剂产生菌, 而排油活性试验可以初步研究

菌株产表面活性剂的浓度和活性[19]。将1.4筛选获

得的产表面活性剂菌株活化培养后接种于发酵

培养基中, 37 °C、180 r/min培养4 d, 参照文献[12]

的方法, 采用排油圈法测定发酵液的表面活性, 

以排油圈直径大小比较菌株的产表面活性剂能

力, 筛选高产菌株。 

1.6  BS1菌株的生理生化实验和16S rDNA的

PCR扩增及其序列分析 
生理生化实验方法参见文献[20]。利用氯苯

法[21]提取菌株总DNA。16S rDNA序列的扩增采

用细菌通用引物27F: 5'-AGAGTTTGATCCTGGC 
TCAG-3'; 1492R: 5'-GGCTACCTTGTTACGACT 
T-3'。PCR反应程序为: 94 °C 5 min; 92 °C 1 min, 

50 °C 1 min, 72 °C 2 min, 30个循环; 72 °C 5 min。 

PCR产物使用TIANGEN琼脂糖凝胶DNA回

收试剂盒纯化回收。纯化后的PCR产物由上海生

物工程技术有限公司完成测序。根据测序结果, 

在 NCBI 网 站 中 进 行 比 对 , 使 用 ClustaW 和

MEGA 4.0 软件进行系统发育分析, 用Neighbor- 

Joining 的方法构建系统进化树。 

1.7  BS1菌株抑菌活性测定 
1.7.1  BS1菌株抑菌活性: 采用对峙培养法测定

BS1菌株的抑菌活性。在PDA、PSA、CA平板中

心接种植物病原菌菌饼(直径5 mm), 四周2 cm 处

接BS1菌株菌饼(直径5 mm), 空白对照不接BS1菌

株菌饼, 置25 °C培养箱中培养。空白对照长满平

皿时测定各处理病原真菌菌落直径, 计算抑制率。 

抑制率(%)=
对照菌落直径－处理菌落直径

对照菌落直径－菌丝块直径
×100% 

1.7.2  BS1菌株发酵上清液制备及其抑菌活性测

定: 将表面活性剂产生菌BS1活化培养后接种于

装有130 mL发酵培养基的250 mL三角瓶中, 置

于30 °C、180 r/min的振荡培养箱中培养4 d后, 将

发酵液于4 °C、10 000 r/min离心20 min, 上清液
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再经0.2 μm滤膜过滤后, 获得发酵上清液。 

用对菌丝生长的抑制率[22]测定 BS1 菌株发酵

上清液的抑菌作用。将 25 mL 发酵上清液分别加

入到冷却至 45 °C 左右的 100 mL PDA、PSA、CA

培养基中迅速混匀后倒入培养皿中, 每皿 15 mL, 

以加入等量发酵培养基的处理为对照。培养基凝

固后, 将供试病原菌菌饼(直径 5 mm)接种到平板

中央, 25 °C 培养, 重复 3 次。当对照菌落长满培

养皿时, 用十字交叉法测量菌落直径, 按 1.7.1 中

的公式计算抑制率。 

1.7.3  BS1菌株挥发性物质抑菌活性测定: BS1
菌株挥发性物质抑菌活性测定采用平板检测方

法[23]。将菌株BS1涂布接种于牛肉膏蛋白胨平板

上。将接种病原真菌菌饼(直径为5 mm)的PDA、

PSA、CA平板反扣在已涂布菌株BS1的培养皿上, 

用封口膜密封两培养皿接口处, 置于25 °C恒温

培养箱中培养。以不涂布BS1菌株为对照, 重复3

次。在对照菌丝长满培养皿后, 十字交叉法测量

各处理菌落直径, 按1.7.1中的公式计算抑制率。 

1.8  BS1菌株发酵上清液对大豆疫霉菌的抑制

作用 
1.8.1  BS1 菌株发酵上清液对大豆疫霉菌丝生长

的影响: 将不同量的 BS1 菌株发酵上清液加入到

冷却至 45 °C 左右定量的 CA 培养基中, 使培养基

中去菌体发酵滤液分别稀释至 10、20、30、40、

50、100 倍, 迅速混匀倒平板。待培养基冷却后, 

将直径为 5 mm 的大豆疫霉菌菌饼接种于平板中

央, 以大豆疫霉菌菌饼接种到发酵上清液作为原

液处理。分别以等量的空白发酵培养基代替发酵

上清液为对照, 每处理重复 3 次。以对菌丝生长

的抑制率测定去菌体发酵滤液的抑菌作用[22]。 

1.8.2  BS1 菌株发酵上清液对大豆疫霉孢子囊形

成和孢子萌发的影响: 参照文献[24]的方法制备

游动孢子悬浮液。BS1 菌株发酵上清液原液及稀

释 10、20、30、40、50、100 倍的稀释液对大豆

疫霉孢子囊形成和孢子萌发的影响测定分别参

照左豫虎等[22]和易龙等[25]方法测定。 

2  结果与分析 

2.1  表面活性剂产生菌的分离筛选 
通过富集培养、血平板和油平板筛选从大庆

石油污染土样中分离到10株具有产表面活性剂的

菌株。利用排油圈实验进行排油活性测定, 获得一

株排油圈直径达到6.4 cm的菌株BS1。BS1菌株溶

血现象明显(图1), 可以在油平板上生长(图2), 具有

排油活性(图3), 表明BS1菌株可以产生表面活剂。 
 

 
图1  菌株BS1在血平板上形成的溶血斑 
Fig. 1  Hemolytic zone formed by strain BS1 on blood 
agar plate 
 

 
图2  菌株BS1在油平板上形成的噬油斑 
Fig. 2  Hydrolyzing oil spot formed by strain BS1 on oil 
agar plate 
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图3  菌株BS1发酵液的排油效果 
Fig. 3  Degreasing activity of fermentation broth 
 

2.2  菌株BS1的形态及生理生化鉴定 
BS1菌株平板培养的菌落呈不规则圆形, 不

透明, 乳白色, 边缘整齐, 菌株为两端椭圆, 杆状, 
大小0.6 μm×2.2 μm。革兰氏染色、V.P.反应、吲

哚试验为阴性, 甲基红试验(M.R.)、接触酶、明胶

液化反应、硝酸盐还原反应阳性, 不产H2S, 葡萄 

糖发酵产酸, 能利用蔗糖并产气, 不能水解淀粉。 

2.3  16S rDNA 序列测定及系统发育分析 
将菌株BS1 16S rDNA 序列提交GenBank 

数据库(登录号GQ281048), 经BLAST序列对比, 
选出数据库中具有代表性的几株细菌的序列构

建 系 统 发 育 树 ( 图 4) 。 图 4 表 明 菌 株 BS1 与

Pseudomonas sp.亲缘关系 近。结合生理生化特

征、菌体和菌落形态学特征进一步确定该菌株在

分类学地位上属于假单胞菌属(Pseudomonas sp.)。 

2.4  BS1菌株、发酵上清液和挥发性物质对供

试病原真菌菌丝生长的抑制作用 
对峙培养法测定的BS1菌株抑菌活性及其发

酵上清液和挥发性物质对12种植物病原真菌的

抑菌作用结果见表1。BS1菌株对大豆疫霉病菌、

大豆菌核病菌、番茄灰霉病菌的抑制作用较好, 
抑制率均在60%左右。BS1菌株发酵上清液对大

豆疫霉菌的抑菌率可达95.93%, 对马铃薯早疫病

菌、番茄早疫病菌的抑菌效果次之, 抑制率分别 

 

 
图4  菌株BS1的16S rDNA系统进化树 

Fig. 4  Phylogenetic tree of derived from 16S rDNA sequence of strain BS1 
Note: Numbers in parentheses represent the sequences’ accession number in GenBank. Numbers at the nodes indicate the bootstrap 
values on Neighbor-Joining analysis of 1 000 resampled data sets. Bar: 0.005 represent sequence divergence. 
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为89.34%和71.85%。BS1菌株产生的挥发性物质

对大豆菌核菌的抑菌效果 好, 抑制率为84.25%; 

对番茄灰霉病菌和小麦赤霉病菌的抑菌效果次

之, 抑制率分别为68.82%和56.53%。 

2.5  BS1菌株发酵上清液对大豆疫霉菌丝生

长、孢子囊形成和孢子萌发的影响 
BS1菌株发酵上清液对大豆疫霉菌丝生长、 

孢子囊形成和孢子萌发均有一定的抑制作用, 随

着浓度的增大, 抑制作用逐渐增强(表2)。稀释20
倍的发酵上清液对菌丝生长、孢子囊形成和孢子

萌 发 的 抑 制 作 用 分 别 达 到 69.42% 、 69.04% 和

59.17%。表明BS1菌株发酵上清液是通过影响大

豆疫霉菌菌丝的生长、孢子囊的形成、孢子的萌

发等方式阻碍大豆疫霉菌的正常生长发育。 
 

表 1  BS1 菌株、发酵上清液和挥发性物质对病原真菌菌丝生长的抑制作用 
Table 1  Inhibition activity of strain BS1, supernatant and VCs on experimental pathogen fungal mycelium  

病原真菌  
Pathogenic fungi 

对峙培养抑菌率 
Inhibitory rate of confronting 

incubation (%) 

发酵上清液抑菌率 
Inhibitory rate of  
supernatant (%) 

挥发性物质抑菌率 
Inhibitory rate of VCs 

(%) 

番茄早疫病菌 Alternaria solani 53.38 71.85 33.37 
马铃薯早疫病菌 Alternaria solani 41.41 89.34 37.07 
小麦根腐病菌 Bipolaris sorokiniana 46.49 29.90 10.69 
番茄灰霉病菌 Botrytis cinerea 59.96 22.20 68.82 
杨树烂皮病菌 Cytospora chrysosperm 34.62 44.08 49.58 
小麦赤霉病菌 Fusarium graminearum 30.74 47.54 56.53 
甜瓜枯萎病菌 Fusarium oxysporum 14.88 54.16 20.09 
大豆疫霉病菌 Phytophthora sojae 65.31 95.93 33.76 
水稻稻瘟病菌 Pyricularia grisea Cav 38.39  5.51 19.64 
水稻纹枯病菌 Rhizoctonia solani 47.34 48.71 27.13 
大豆根腐病菌 Rhizoctonia solani 40.70 48.90 43.88 
大豆菌核病菌 Sclerotinia sclerotiorum 60.56 50.35 84.25 

 
表 2  BS1菌株发酵上清液对大豆疫霉菌丝生长、孢子囊形成和孢子萌发的抑制作用 

Table 2  Inhibition of supernatant from strain BS1 on the mycelium growth, sporagium for 
mation and spore germination of Phytophthora sojae 

菌丝生长 
Mycelium growth 

孢子囊形成 
Sporagium formation 

孢子萌发 
Spore germination 

菌落直径 
Colony diameter 

(cm) 

孢子囊数 
Sporagium number 

(ind) 

孢子萌发率 
Spore germination 

rate (%) 

稀释 
倍数 

Dilution 
multiple 

对照
CK 

处理 
Treatment

抑制率
Inhibition 
rate (%) 

 

对照 
CK 

处理 
Treatment

抑制率 
Inhibition 
rate (%) 对照 

CK 
处理 

Treatment 

抑制率 
Inhibition 
rate (%) 

原液 
Stock 

solution 
4.25 0.58 95.93  317.00 0.00 100.00 92.50  0.00 100.00 

10 4.09 1.33 81.12  319.33  60.67  81.00 92.00 31.33  68.50 
20 4.13 1.76 69.42  319.77  99.00  69.04 92.33 40.67  59.17 
30 4.21 2.35 51.33  319.77 155.67  51.32 92.50 68.17  31.83 
40 4.24 2.81 35.57  320.00 206.33  35.52 92.83 77.00  23.00 
50 4.29 3.43 22.05  319.77 249.33  22.03 92.83 85.33  13.67 
100 4.34 3.89 10.95  319.33 285.00  10.75 93.33 90.17   9.83 
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3  结论与讨论 

产表面活性剂的微生物大致可分为3类: 一

类 是 严 格 以 烷 烃 作 为 碳 源 的 微 生 物 , 如

Corynebacterium sp.; 一类是以水溶性底物为碳

源的微生物, 如Bacillus sp.; 另一类可以烷烃和水

溶性底物两者作为碳源, 如Pesudomonas sp.[26]。其

中Pesudomonas sp.在自然界分布比较广, 但能产

表面活性剂的种类却很少[27]。本研究从大庆石油

污染土样中筛选出一株排油圈直径达6.4 cm的表

面活性剂产生菌BS1。经形态观察、生理生化特

性测定及16S rDNA序列测定分析, 初步鉴定BS1

属于Pseudomonas sp.。研究发现BS1菌株代谢物

在具有表面活性剂的同时, 其菌体、发酵上清液、

挥发性物质对12种供试病原真菌均表现出不同

程度的抑制作用, 其中BS1菌株的菌体、代谢产

物 对 Phytophthora sojae 及 其 挥 发 性 物 质 对

Botrytis cinerea抑制作用较高。但起抑菌作用的物

质是BS1代谢产生的表面活性剂, 还是产生了其

它抑菌物质, 抑菌物质的性质及抑菌机制还需进

一步研究明确。 

Joshi 等[10]研究发现了Bacillus subtilis 具有

同时产生表面活性剂和抑制真菌物质的特性, 认

为此类微生物的应用可以大大减少化学表面活

性剂和杀菌剂的用量。Nielsen等[28]研究表明产生

表面活性剂的Pseudomonas fluorescens 的菌体及

发酵提取物对Pythium ultimum和Rhizoctonia so-

lani有较好的抑制作用。李宝庆等[23]研究表明枯

草芽孢杆菌菌株BAB-1能够产生脂肽类物质和挥

发性物质, 并且这两类物质都具有较强的抑菌活

性。以上报道对抗菌作用仅做了定性研究或对菌

体、代谢产物和挥发性物质中的两者生防作用进

行了研究。本研究的BS1菌株的菌体、发酵上清

液、挥发性物质对供试的8个属病原真菌均有不

同程度的抑制作用, 说明BS1菌株具有生物防治

应用潜力。 
BS1 菌株的菌体、挥发性物质和发酵上清液

对不同供试病原真菌的作用效果不同, 可能是由

不同病原真菌的特异性造成的。 
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