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研究报告 

小麦赤霉病原菌拮抗菌 Bacillus amyloliquefaciens 7M1 

产抗菌素的研究 
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摘  要：【目的】从小麦根际土壤分离鉴定一株赤霉病拮抗菌，对该菌产的抗菌素进行生物学

性质研究、种类鉴定和抑菌实验。【方法】利用牛津杯法和光照培养箱实验对其抑菌活性进行

测定，通过 16S rRNA 基因序列分析对目标菌株的种属进行初步鉴定，根据抗菌素相关基因进

行 PCR 扩增和测序，利用在线软件 Pro Param tool 和 TMHMM 对编码蛋白进行生物信息学分析。

【结果】 7M1 菌体和抗菌素对禾谷镰刀菌的抑菌圈直径分别为 16.33±0.13 mm 和       

15.43±0.21 mm，16S rRNA 基因序列分析结果显示其为芽孢杆菌，并与解淀粉芽孢杆菌具有较

近的亲缘关系，菌株 7M1 抗菌素对小麦赤霉病的温室防治效果为 76.41%，而且热稳定性好，

可被蛋白酶 K、胰蛋白酶、胃蛋白酶降解，在 pH 5.0−10.0 有较好的抑菌活性，但是紫外线辐

射会降低其抑菌活性。菌株 7M1 含有 bacAB、ituC、bamD 3 种基因，通过与 GenBank 中相关

的抗菌素基因进行比对，发现其编码的氨基酸序列与 GenBank 库中的芽孢杆菌溶素、伊枯草菌

素和杆菌抗霉素 D 等抗菌素的相似性达到 99%。bacAB 编码蛋白和 ituC 编码蛋白是稳定蛋白，

bamD 编码蛋白是不稳定蛋白，此外，3 种基因的编码产物不具有明显的跨膜结构。【结论】从

该菌发酵液提取的抗菌素有很好的抗禾谷镰刀菌活性而且性质稳定，因而在小麦赤霉病的生物

防治中具有潜在的应用价值。 

关键词：杆菌，抗菌素，基因，抑菌活性，小麦赤霉病原菌 
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Identification of antagonistic bacterium strain Bacillus 
amyloliquefaciens 7M1 against Fusarium graminearum and 

characterization of the antibiotics from the target strain 
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Jiangsu Academy of Agricultural Sciences, Nanjing, Jiangsu 210014, China) 
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Abstract: [Objective] Isolation and identification of a strain with antagonistic activity against 
Fusarium graminearum, and the antibiotics from the target strain were identified and their 
bio-characteristics, antifungal activity was determined. [Methods] The inhibition activity of 
antibiotics was analyzed using oxford cup method and light growth chamber assay. Phylogenetic tree 
was constructed using the Neighbor-Joining method based on the 16S rRNA gene sequences, the 
antibiotics related genes were amplified by PCR, then the bioinformatics were determined using 
online software (Pro Param tool, TMHMM). [Results] The inhibitory zone diameter of 7M1 strain 
and antibiotics were 16.33±0.13 mm and 15.43±0.21 mm, light growth chamber assay showed that 
the control efficacy of wheat scab by 7M1 antibiotics was 76.41%. The 7M1 strain was found closely 
related to Bacillus amyloliquefaciens HQ840415.1 (98% similarity) based on the 16S rRNA gene 
sequence analysis. The antibiotics showed strong resistance to high temperature and a clear inhibition 
zone (5.33±0.32 mm) was still obtained after intense heating treatment of 90 °C for 30 min. The 
inhibitory activity was partially sensitive to proteinase K, pepsin and trysin. The antifungal activity 
of antibiotics was sustained throughout the pH range from 5.0 to 10.0. Along with the time of 
ultraviolet irradiation extending, the inhibitory activity was reduced. The gene essential for bacilysin, 
iturin and bacillomycin D synthetase was present in strain 7M1, which was naturally clustered from 
Bacillus sp. in GenBank, the amino acid sequence of the encoded product of the bacilysin, iturin and 
bacillomycin D synthetase gene exhibited high similarity up to 99% to that of iturin, bacilysin and 
bacillomycin D. bacAB encoded protein and ituC encoded protein were stable protein, bamD 
encoded protein were unstable protein. In addition, there was no obvious transmembrane structure 
present in the encoded product. [Conclusion] The antibiotics extracted from 7M1 had an obvious 
inhibiting effect against Fusarium graminearum and the antagonistic activity was resistant to some 
extent against temperature, pH proteinase and ultraviolet irradiation. These results suggested that 
7M1 antibiotics were a promising material to control wheat scab. 

Keywords: Bacilli, Antibiotics, Genes, Antimicrobial activity, Wheat scab 

小麦赤霉病 (Wheat scab， Fusarium head 

blight，FHB)是由多种镰孢属真菌侵染小麦引起的

一种典型的土传加气传病害，是世界温暖潮湿和

半潮湿地区小麦的重要病害，会造成小麦大量的

减产和品质的降低。引起小麦赤霉病的主要病原

菌 主 要 是 以 下 5 种 ： 禾 谷 镰 刀 菌 (F. 

graminearum)、黄色镰刀菌(F. culmorum)、梨孢镰

刀菌(F. poae)、燕麦镰刀菌(F. avenaceum)以及雪

腐镰刀菌(Microdochium nival)，在我国绝大部分地

区优势的小麦赤霉病病原和赤霉毒素产生菌为禾

谷镰刀菌(F. graminearu)。鉴于防治赤霉病的必要

性，国内外学者采用了多种防治措施，其中生物

防治是目前研究的重点和热点，许多细菌能够产

生抗菌活性物质，这些物质对植物抵抗病原菌侵

入、潜伏、扩展蔓延等有非常重要的作用。解淀

粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)是广泛存在
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于自然界的一种非致病性细菌，在其生长过程中

会产生小分子量抗菌素、抗菌蛋白或者多肽类物

质，从而抑制多种植物病原菌，在生物防治中发

挥了重要的作用[1]。据报道，芽孢杆菌产生的抗菌

物质主要有脂肽类化合物、抗菌蛋白、聚酮类化

合物等[2-3]，其中通过非核糖体途径合成的丰原素

(Fengycin)、伊枯草菌素 (Iturin)和表面活性素

(Surfactin)等脂肽类抗菌素[4]是芽孢杆菌发酵过程

中产生的主要抗菌素，在抑制真菌病害中起着重

要作用。Ongena 等发现伊枯草菌素可以破坏酵母

细胞的细胞膜，使钾离子和其他重要物质渗透，

造成酵母细胞的死亡[5]。枯草芽孢杆菌产的抗霉枯

草菌素(伊枯草菌素家族的重要活性物质)可以抑制

多种酵母的生长，但对黄曲霉(Aspergillus spp.)的

抑制是效果最好的[6]。丰原素能够影响真菌细胞膜

的表面张力，导致微孔的形成，钾离子及其他重

要离子渗漏，引起细胞死亡，但是对尖孢镰刀菌

的形态和细胞结构没有显著影响[7]。Zhao 等研究

认为 B. subtilis SG6产生的丰原素和表面活性素在

抑制禾谷镰刀菌(F. graminearum)生长的过程中起

主要作用[8]。 

菌株 7M1 是从小麦根际土壤中分离筛选到的

一株细菌，对小麦赤霉病禾谷镰刀菌有较强抑制

作用，但是对于该菌的鉴定及其产生的抗菌素尚

没有研究。为了能够将该菌产生的抗菌素用于生

物防治，需要进一步对该菌产生的抗菌素种类进

行鉴定，以期在一定程度上确定解淀粉芽孢杆菌

7M1 抗菌素相关基因，明确解淀粉芽孢杆菌在防

治小麦赤霉病中的作用。 

1  材料与方法 

1.1  试验菌株 

菌株 7M1：从江苏省农业科学院六合实验基

地采集的小麦根基土壤中筛选分离保存的菌   

株；禾谷镰刀菌 GZ3639：实验室保藏菌株。 

1.2  培养基 

LB培养基[8]用于解淀粉芽孢杆菌7M1的培养。 

PDA培养基[8]用于禾谷镰刀菌 GZ3639的培养

及拮抗活性测定。 

1.3  主要仪器 

DHZ-D恒温冷冻振荡器，江苏省太仓市实验设

备厂；GNP-9080BS-Ⅲ隔水式恒温培养箱，上海新

苗医疗器械制造有限公司；DL-CJ-2N 超级洁净工

作台，北京东联哈尔仪器制造有限公司；Kendro 

D-37520 高速冷冻离心机，德国 Heraeus 公司；

Alpha1-2LD Plus 冷冻干燥机，德国 Chirst 公司；

Lambda 25 紫外可见光分光光度计，美国 Perkin 

Elmer公司；Labcycler Standard Plus 梯度 PCR仪，

德国 SENSO公司。 

1.4  试验方法 

1.4.1  抑菌活性测定：菌株 7M1的抑菌活性测定：

用灭菌枪头蘸取单菌落，加入装有 2 mL LB的无菌

试管中，30 °C、180 r/min培养 24 h，测定OD600，

用无菌 LB调节培养液 OD600=0.8，取 3.5 μL 菌悬

液，滴至平板厚度一致的 PDA培养基上，30 °C培

养 48 h 后，将禾谷镰刀菌孢子液 (孢子数      

1×105个/mL)均匀喷在培养后的平板上，28 °C培养

48 h，每个试验重复 3次。用十字交叉法测定抑菌

圈直径，抑菌圈直径 (mm)=总直径 (mm)−菌落    

直径(mm)。 

抗菌素的抑菌活性测定：在平板厚度一致的

PDA 培养基上均匀涂布指示菌禾谷镰刀菌的孢子

液，放置灭过菌的牛津杯，加入 20 μL 的样品，

28 °C培养 48 h，观察结果，用十字交叉法测量抑

菌圈直径[抑菌圈直径(mm)=总直径(mm)−牛津杯直

径(mm)]，每个实验重复 3 次，以未接菌的用相同

方法处理的培养液为空白对照。 

1.4.2  生长曲线及抗菌活性曲线测定：将保藏的

7M1 菌株划线于 LB 固体培养基上 30 °C 培养过

夜，挑选单菌落于 LB 液体培养基中，30 °C、    

200 r/min振荡培养 24 h。将活化好的菌悬液以 1%

接种量转接至 LB液体培养基中，30 °C、200 r/min

振荡培养，每隔 2 h 测定一次 OD600值，当 OD600
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值趋于稳定时停止测定。采用 1.4.1 所述方法测定

菌株不同生长时期的抑菌活性，然后作 7M1 菌株

的生长曲线和抑菌活性曲线。 

1.4.3  菌种的鉴定：提取菌株 7M1基因组 DNA作

为模板，使用芽孢杆菌 16S rRNA[9]基因通用引物

扩 增 。 16S rRNA 基 因 引 物 为 27F 

(5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′) 和 1492R 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)。反应体系：

10×Taq buffer (Mg2+ free) 5.0 μL ， MgCl2         

(25 mmol/L) 3.0 μL，dNTP mixer (10 mmol/L)   

1.0 μL，Primer 27F (10 μmol/L) 1.5 μL，Primer 

1492R (10 μmol/L) 1.5 μL，模板(DNA) 0.7 μL，

rTaq (5 U/μL) 0.3 μL，ddH2O 37 μL。PCR程序：

98 °C 2 min；98 °C 15 s，55 °C 30 s，72 °C      

1.5 min，30个循环；72 °C 10 min。所得 PCR产物

纯化后通过T-A克隆到pMD-19T载体，转入E. coli 

DH5α 感受态细胞，鉴定阳性克隆，菌液送至上海

生工生物工程技术服务有限公司进行纯化测序，将

得到的基因序列通过 BLAST在 GenBank中进行同

源比对，通过邻近法构建系统进化树，并自举分

析 (Bootstrap)进行置信度检测，自举数据集       

1 000次，初步确定拮抗菌种属。 

1.4.4  抗菌素的提取：抗菌素的提取方法参考文

献[10]并做了一定的修改：取 100 mL 发酵培养

液，10 000 r/min离心 15 min，上清冷冻干燥后溶

于10 mL去离子水，加入等体积的乙酸乙酯，在超

声波辅助条件下提取 15 min (40 Hz，200 W)，然

后旋转蒸发溶于 1 mL甲醇，再经 0.22 μm有机滤

膜过滤，收集滤液保存在 4 °C待用。 

1.4.5  光照培养箱防治实验：从麦田中取扬花期

的小麦，除去叶子，将麦穗修剪成 25 cm长，选取

麦穗大小一致的样品置于无菌水中。在麦穗部位

均匀喷洒提取的抗菌素，对照药剂 50%多菌灵可

湿粉以 500倍液喷洒在麦穗，在 25 °C光照培养箱

中放置过夜，再吸取 1 μL禾谷镰刀菌孢子液(孢子

数 1×105个/mL)注入穗轴中部麦小穗的颖片中，并

作记号，以接禾谷镰刀菌孢子液、未喷洒抗菌素和

对照药剂的样品为空白对照，每个处理15株，3次

重复。置于温度 25 °C、湿度 80%的光照培养箱中

培养，15 d后调查小麦穗的发病情况，统计发病率

和病情指数，计算相对防治效果[11]。 

防治效果(%)=[(对照病情指数−处理病情指数)/

对照病情指数]×100 

1.4.6  拮抗物质稳定性的测定：对热的稳定性：

将经过硫酸铵沉淀的 2 mL粗提液分别在 40、50、

60、70、80、90、100 °C 不同温度条件下水浴处

理 30 min，在 0.107 MPa的灭菌锅中静置 30 min，

以未经温度处理的粗提液作为对照，测定经过不

同温度处理的粗提液的抑菌活性，每个处理重复  

3次[12]。对蛋白酶的稳定性：取 3份经过硫酸铵沉

淀的 2 mL粗提液，分别加入 1 g/L的胰蛋白酶、胃

蛋白酶、蛋白酶 K 溶液 20 μL，30 °C 水浴处理     

60 min，采用牛津杯法测定处理后的粗提液的抑菌

活性，以加入 20 μL PBS缓冲液(pH 7.0)处理的粗

提溶液作为对照，每个处理重复 3 次[13-14]。对 pH

的稳定性：将经过硫酸铵沉淀的 2 mL粗提溶液用

0.2 mol/L磷酸氢二钠和 0.1 mol/L柠檬酸不同比例

的混合液与1 mol/L氢氧化钠溶液，分别调pH值为

2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、

11.0，12 h 后调节 pH 至中性，以未经处理的粗提

溶液为对照，采用牛津杯法，测定不同 pH 处理后

的粗提液的抑菌活性，每个处理重复 3 次[15]。对紫

外线的稳定性：将经过硫酸铵沉淀的 2 mL粗提液

倒入细胞培养板(直径 35 mm)置于 30 W 紫外光

下，距离 30 cm，照射 0.25、0.5、1.0、1.5、2.0 h，

以不用紫外光照射的粗提液为对照，采用牛津杯

法，取 20 μL检测其抑菌活性[15]。 

1.4.7  引物设计：芽孢杆菌溶素、伊枯草菌素、杆

菌抗霉素等合成必需基因的 PCR 合成引物参考文

献[16]，扩增 bamD、bacAB、ituC等基因引物序列

如表 1 所示。产物大小预测值分别为 482、749、

594 bp。设计的引物在上海生工生物工程有限公司

合成。 

1.4.8  PCR 检测：以解淀粉芽孢杆菌 7M1 的基因 
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表 1  抗菌素合成相关基因 
Table 1  Related genes of antibiotics synthetase 

抗菌素 

Antibiotics 

基因 

Gene 

引物 

Primer 

序列 

Primer sequence (5′→3′) 

产物大小 

PCR product size (bp) 

芽孢杆菌溶素 

Bacilysin 
bacAB 

BACD-F AAAAACAGTATTGGTYATCGCTGA 
749 

BACD-R CCATGATGCC TTCKATRCTGAT 

伊枯草菌素 

Iturin 
ituC 

ITUC-F CCCCCTCGGTCAA GTGAATA 
594 

ITUC-R TTGGTTAAGCCCTGATGCTC 

杆菌抗霉素 D 

Bacillomycin D 
bamD 

ITUD-F TTGAAYGTCAGYGCSCCTTT 
482 

ITUD-R TGCGMAAATAATGGSG TCGT 

 

组 DNA作为 PCR的模板，对抗菌素相关基因进行

PCR检测。25 L反应体系为：DNA模板 1 L，

10×PCR缓冲液 2.5 L，dNTPs (10 mmol/L) 2 L，

Mg2+ (25 mmol/L) 1.5 L，上游引物(10 μmol/L)   

1 L，下游引物(10 μmol/L) 1 L，rTaq (5 U/L) 

0.125 L，ddH2O 16 L。抗菌素相关基因的 PCR

扩增条件为：94 °C 5 min；94 °C 30 s，57 °C    

30 s，72 °C 90 s，循环 32次；72 °C 10 min。所得

PCR 产物纯化后连接到 pMD-19T 克隆载体上，转

入 E. coli DH5α感受态细胞，在氨苄抗生素 100 g/L

的 LB 平板上涂布培养，将获得的阳性克隆送上海

生工生物工程有限公司进行测序。 

1.4.9  序列分析：在 NCBI 网站利用 BLAST 程序

进行同源比对。用 ORF Finder (Open reading frame 

finder)对解淀粉芽孢杆菌 7M1抗菌素合成必需基因

片段进行阅读框分析，转化成氨基酸序列，再利

用 NCBI中的 BLAST程序与 GenBank数据库中的

氨基酸序列进行同源比对，下载相关的数据利用

MEGA 5.1软件将得到的抗菌素的氨基酸序列与数

据库中抗菌素的氨基酸序列进行比对，最后利用

邻接法构建系统发育树。 

1.4.10  蛋白理化性质分析：使用 ProParam tool 

(http://www.expasy.ch/tools/protparam.html) 对 基 因

编码产物的理化性质进行分析。 

1.4.11  跨膜螺旋信号分析：解淀粉芽孢杆菌产生

抗菌素氨基酸序列的跨膜螺旋信号采用在线软件

TMHMM 2.0 进行分析，网址：http://www.cbs. 

dtu.dk/services/TMHMM/。 

1.5  数据分析 

抑菌圈直径采用十字交叉法测量，每个试验 

3次重复，采用平均值±标准误差。 

2  结果与分析 

2.1  生长曲线及抑菌活性曲线 

菌株 7M1 的生长曲线及抗菌活性曲线如图 1

所示，培养时间对菌株产生抗菌素的抑菌效果有

很大的影响。随着菌株的生长，抑菌圈直径逐渐

增加，在 22 h达到最大值；随着时间的延长，抑

菌圈逐渐减小，由此可见，抗菌素主要在菌体生

长的对数阶段；在生长后期抑菌活性下降可能是

因为培养时间过长使部分抗菌素失活或者被菌体

吸附。 

 

 
 
图 1  菌株 7M1 生长曲线及抑菌活性曲线 
Figure 1  Curve on growth of strain 7M1 and 
antimicrobial activity 
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2.2  菌株 7M1 的 16S rRNA 基因鉴定 

通过对菌株 7M1 的 16S rRNA 基因进行 PCR

扩增，得到了 1 458 bp的基因片段，与GenBank数

据库中序列进行 BLAST比对后，发现与菌株 7M1

相似性最高的类群为Bacillus amyloliquefaciens，相

似性达 98%。利用 MEGA 5.0 的 Neighbor-Joining

构建系统发育树，结果如图 2所示。初步鉴定 7M1

为解淀粉芽孢杆菌。 

2.3  7M1 菌体和抗菌素的抑菌效果 

通过 1.4.4方法提取解淀粉芽孢杆菌 7M1产抗

菌素，利用 1.4.1 方法做抑菌试验，同时与解淀粉

芽孢杆菌 7M1 的抑菌效果作比较，结果如图 3 所

示，7M1 菌体和抗菌素提取物都有明显的抑菌

圈，其抑菌圈直径分别为 16.33±0.13 mm 和

15.43±0.21 mm，以甲醇做空白对照没有抑菌圈出现。 

2.4  菌株 7M1 抗菌素的光照培养箱防病效果 

从表2可知，菌株7M1抗菌素粗提液处理的小

麦穗在接种禾谷镰刀菌孢子液 15 d 后的发病率为

24.33%，病情指数为 22.51%，防治效果为

76.41%；对照药剂 50%多菌灵可湿粉 500倍液处理

的发病率为 35.54%，病情指数为 19.77%，防治效

果为 79.28%。说明菌株 7M1 对小麦赤霉病有较好

的预防效果，菌株 7M1 及其代谢产物可以作为生

防药剂用于小麦赤霉病的防治。 

 
 

 
 

图 2  菌株 7M1 的 16S rRNA 基因系统进化树 
Figure 2  Phylogenetic tree of strain 7M1 and telated species based on 16S rRNA gene sequences 

注：发育树节点的数值表示 Bootstrap值；括号内的数值为 GenBank数据库中的登录号. 
Note: Number at notes present bootstrap percentages; GenBank accession number are shown in parentheses. 

 
 

 
 

图 3  解淀粉芽孢杆菌 7M1 和产抗菌素抑制禾谷镰刀菌效果 
Figure 3  Inhibition of Bacillus amyloliquefaciens 7M1 and its antibiotic against Fusarium graminearum 
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表 2  菌株 7M1 对小麦赤霉病的光照培养箱防治效果

Table 2  Control efficacy of strain 7M1 on Fusarium 
graminearum in light growth chamber 

处理 

Treatment 

发病率 

Incidence 
(%) 

病情指数 

Disease 
index (%) 

防治效果

Control 
efficacy (%)

7M1抗菌素 

7M1 antibiotics 
37.46±1.32 22.51±1.47 76.41±0.76

50%多菌灵可湿粉 

Carbendazim WP 
(500×) 

35.54±1.09 19.77±1.54 79.28±0.76

阳性对照 

Positive control 
100.00±0.00 95.43±1.43 − 

 

2.5  解淀粉芽孢杆菌 7M1 产抗菌素的稳定性 
抗菌素粗提液的稳定测定结果如图 4所示，解

淀粉芽孢杆菌 7M1 产生的抗菌素受温度的影响较

小，当温度低于 80 °C时，虽然抗菌素抑菌活性有

所下降，但下降幅度不大，总体上比较稳定；在

温度达到 90 °C时，抗菌素抑菌活性大幅下降，温

度达到 100 °C 时抗菌素才失去活性，说明抗菌素

有很好的热稳定性；经蛋白酶处理后的粗提液与

未经蛋白酶处理的粗提液相比，抑菌活性明显下

降，特别是胃蛋白酶的影响最大，说明抗菌素粗

提液对蛋白酶敏感，从而也证实了抗菌素的蛋白

质性质；抗菌素粗提液的抑菌活性在酸性条件下

影响很大，抗菌素粗提液在中性条件下比较稳

定，在强酸性和强碱性条件下不稳定，在 pH 值达

到 10.0以上或者 5.0以下才失去抑菌活性，说明抗

菌素粗提液的抑菌活性会受到酸碱的影响；随着

紫外线照射时间的延长，粗提液的稳定性受到影

响，抑菌活性有一定的降低。 
 

 
图 4  不同因素对抗菌素抑菌活性的影响 

Figure 4  Inhibitory activity of antibiotics treated by different factors 
注：A：温度；B：蛋白酶；C：pH；D：时间. 
Note: A: Temperature; B: Protease; C: pH; D: Time. 
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2.6  解淀粉芽孢杆菌 7M1 抗菌素相关基因的检

测和分析 

利用设计的3对引物分别进行PCR扩增，并获

得了 3条目的条带(图 5)，将 PCR产物的测序结果

在 BLAST 中比对，结果表明从解淀粉芽孢杆菌

7M1 扩增的 bacAB 基因与 Bacillus subtilis isolate 

ME488 (EU334356.1) 中 调 控 基 因 Bacilysin 

synthetase B (bacB)和 Bacilysin synthetase A (bacA)

的相似性为 99%；扩增的 ituC 基因与 Bacillus 

amyloliquefaciens (KP453870.1)中的调控基因 Iturin 

A synthetase C的相似性为 99%；扩增的 bamD基因

与 Bacillus subtilis (AF184956.1)中的 Mycosubtilin

操纵子相似性为 99%。根据比对结果可以推测该

菌的基因组 DNA 中可能存在芽孢杆菌溶素、伊枯

草菌素和杆菌抗霉素 D 代谢合成操纵子序列，该

菌可能代谢产生 3种抗菌素。 

2.7  解淀粉芽孢杆菌 7M1 抗菌素的氨基酸分析 

通过氨基酸的比对分析可以看出解淀粉芽孢

杆菌 7M1 的 bacAB 基因编码产物的氨基酸序列与

GenBank 中的芽孢杆菌溶素合成酶有较高的相似

性，解淀粉芽孢杆菌 7M1 的 ituC 基因编码产物的

氨基酸序列与 GenBank 中的伊枯草菌素素合成酶

有较高的相似性，解淀粉芽孢杆菌7M1的bamD基 
 

 
 

图 5  解淀粉芽孢杆菌 7M1 抗菌素合成基因的 PCR 扩增 
Figure 5  PCR amplification of gene for antibiotics 
synthetase of Bacillus amyloliquefaciens 7M1 

因编码产物的氨基酸序列与 GenBank 中的杆菌抗

霉素 D 合成酶有较高的相似性。通过邻接法构建

的系统发育树(图 6)也证实解淀粉芽孢杆菌 7M1的

抗菌素合成相关基因的系统进化关系。 

2.8  解淀粉芽孢杆菌 7M1 抗菌素合成相关基因

编码产物的理化性质 

在线软件蛋白预测结果显示，bacAB编码产物的

相对分子量为13.23 kD，理论等电点为6.82，带负电

的残基数(Asp+Glu)为 15 个，带正电荷的残基数

(Arg+Lys)为 15 个，分子式为 C597H936N156O173S5，

原子数 1 867，脂肪系数 86.55，总平均疏水指数

−0.24，不稳定系数 25.42%，说明该蛋白较稳定，

出现频率较高的氨基酸残基为 Leu (10.3%)、Asp 

(8.6%)和 Lys (7.8%)，不含有 Pyl和 Sec。预测在 N

端的序列是 Met，哺乳动物网织红细胞(体外)半衰

期为 30 h，酵母细胞(体内)半衰期为 20 h，大肠杆

菌细胞(体内)半衰期为 10 h。 

ituC 编码产物的相对分子量为 9.62 kD，理论

等电点为8.07，带负电的残基数(Asp+Glu)为12个，

带正电荷的残基数(Arg+Lys)为 13 个，分子式为

C422H677N121O132S2，原子数 1 354，脂肪系数

71.46，总平均疏水指数 −0.87，不稳定系数

30.47%，说明该蛋白较稳定，出现频率较高的氨

基酸残基为 Thr (12.2%)、Glu (9.8%)和 Gln (8.5%)，

不含有 Pyl 和 Sec。预测在 N 端的序列是 Leu，哺

乳动物网织红细胞(体外)半衰期为 5.5 h，酵母细胞

(体内)半衰期为 3 min，大肠杆菌细胞(体内)半衰期

为 2 min。 

bamD编码产物的相对分子量为 10.98 kD，理

论等电点为 9.57，带负电的残基数(Asp+Glu)为   

8 个，带正电荷的残基数(Arg+Lys)为 12 个，分子

式为 C485H799N139O138S6，原子数 1 567，脂肪系数

105 .63，总平均疏水指数−0 .27，不稳定系数

68.14%，说明该蛋白不稳定。出现频率较高的氨

基酸残基为Leu (13.5%)、Lys (8.3%)和Asn (8.3%)，

不含有 Pyl 和 Sec。预测在 N 端的序列是 Met，哺

乳动物网织红细胞(体外)半衰期为 5.5 h，酵母细胞 
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图 6  3 种基因编码产物的氨基酸序列及系统发育树 
Figure 6  Amino acid sequence of the encoded product of three genes and phylogenetic tree 

注：发育树节点的数值表示 Bootstrap值；括号内的数值为 GenBank数据库中的登录号. A：bacAB；B：ituC；C：bamD. 
Note: Number at notes present bootstrap percentages; GenBank accession number are shown in parentheses. A: bacAB; B: ituC; C: bamD. 

 
(体内)半衰期为 3 min，大肠杆菌细胞(体内)半衰期

为 2 min。 

2.9  解淀粉芽孢杆菌 7M1 抗菌素的氨基酸跨膜

螺旋信号分析 

跨膜蛋白是由跨越脂质膜的片段(通常是螺旋)

以及膜外连接这些片段的卷曲区域组成的。跨膜

的片段往往含有较高比例的疏水残基，长度常常

在 20 个残基以上，这种相对较长的疏水残基片段

在可溶性球蛋白中很少见，因而可以依靠疏水残

基片段来进行预测。跨膜螺旋是可以根据序列数

据比较准确预测的蛋白质特性之一。解淀粉芽孢

杆菌 7M1 抗菌素的氨基酸跨膜螺旋信号分析结果

如表 3所示。 

由表3可知，解淀粉芽孢杆菌7M1抗菌素合成

相关基因(bacAB，ituC，bamD)编码产物的氨基酸

跨膜螺旋中的氨基酸残基数分别是 0.006 15、0 和

0.101 13，跨膜蛋白判定的相关标准显示[17]，如果

预测蛋白前 60 个氨基酸的跨膜螺旋中有数个氨基

酸残基数，预测跨膜螺旋中的氨基酸残基数大于

18，则氨基酸很有可能存在跨膜序列，并且蛋白

的 N 端可能存在信号肽。由此可以说明解淀粉芽

孢杆菌 7M1 抗菌素合成相关基因(bacAB，ituC，

bamD)编码产物不具有明显的跨膜结构，而且 N端

不存在信号肽。 
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表 3  相关基因编码产物的氨基酸跨膜螺旋数据分析结果 
Table 3  Results of amino acid transmembrane heices of the encoded product of related genes 

项目 Projects bacAB ituC bamD 

氨基酸数目 

Number of amino acid 

116 82 96 

预测的跨膜螺旋数 

Prediction of transmembrane helical number 

0 0 0 

跨膜螺旋中的氨基酸残基数 

Amiono acid residue number of transmembrane helical 

0.006 15 0 0.101 13 

前 60个氨基酸残基数 

The front 60 amino acid residue number 

0.001 14 0 0.101 13 

N端在细胞膜内的可能性 

The possibility of N-terminal within the cell membrane 

0.056 87 0.063 12 0.444 36 

 

3  讨论 

目前有越来越多关于生防菌的研究，杨洪凤

等[18]从樟树叶中分离获得的解淀粉芽孢杆菌对禾

谷镰刀菌等多种病原真菌的生长有抑制作用；李

峰等[19]从小麦植株体内分离到多粘类芽孢杆菌能

抑制禾谷镰刀菌菌丝的生长，5 倍稀释的无菌发酵

液可完全抑制禾谷镰刀菌分生孢子萌发。本研究

利用的是小麦根基土壤中筛选出的解淀粉芽孢杆

菌 7M1，该菌及其产生的抗菌素对禾谷镰刀菌有

很好的抑制效果，其抗菌素粗提液对禾谷镰刀菌

的抑制作用与多菌灵可湿粉 500倍液产生的抑制效

果相当，在实际应用过程中多菌灵可湿粉的有效

用药浓度为 800 倍液[20]，由此推测低浓度的 7M1

抗菌素在生产中也具有良好的防治赤霉病的效

果，可以为替代化学农药用于小麦赤霉病的防治

提供新途径。解淀粉芽孢杆菌 7M1 产生抗菌素有

良好的热稳定性，在 90 °C仍具有活性，对蛋白酶

部分敏感，以上特点说明菌株 7M1 产生的抗菌素

至少由多肽和非多肽两类不同代谢物组成[21]。除

耐高温外，菌株 7M1产生的抗菌素在 pH 5.0−10.0

之间具有良好的抑菌活性，而且紫外线的照射对

其抑菌活性影响也不明显，说明菌株 7M1 产生的

抗菌素性质稳定，能够适应田间环境，具有实际

应用的价值。 

解淀粉芽孢杆菌属于芽孢杆菌属，与枯草芽

孢杆菌有很高的亲缘性，在生长过程中能产生多

种次级代谢产物抑制植物病原菌的生长[22]，其中

小分子脂肽类抗菌素如丰原素(Fengycin)、伊枯草

菌素(Iturin)和表面活性素(Surfactin)等是主要的抗

菌物质，为了进一步研究解淀粉芽孢杆菌 7M1 产

生的抗菌素的种类，需要通过基因手段进行分

析，本研究利用抗菌素相关基因的特异性引物对

解淀粉芽孢杆菌 7M1基因组DNA进行PCR扩增，

发现该菌基因组中存在抗菌素的合成相关基因

bacAB、ituC 和 bamD，推测解淀粉芽孢杆菌 7M1

基因组中可能存在芽孢杆菌溶素、伊枯草菌素和

杆菌抗霉素 D 代谢合成操纵子序列，该菌可能代

谢产生这 3种抗菌素。通过生物信息学分析 3种基

因编码产物，各分子量跟文献报道的结果有所差

异[23]，可能是因为不同物种相关基因存在着分子

量差异，并表现出多态性。依据不稳定系数需小

于 40才是稳定蛋白的标准[24]，可判断 bacAB编码

蛋白和 ituC 编码蛋白是稳定蛋白，bamD 编码蛋

白是不稳定蛋白，这与软件分析的结果一致，另

外解淀粉芽孢杆菌 7M1 抗菌素合成相关基因

(bacAB，ituC，bamD)编码产物不具有明显的跨

膜结构，而且 N端不存在信号肽，说明产物可以

大量分泌到胞外，可直接利用发酵液作为生防 

材料。 

本研究不仅为小麦赤霉病生物防治提供材料，

而且为抗菌素合成机制提供了研究基础，为验证解

淀粉芽孢杆菌 7M1在小麦赤霉病生防中的应用性，
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本研究将继续进行赤霉病防治效果的田间试验及

活性物质的分离、纯化和结构鉴定。 
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