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摘要　选择对甘蔗黑穗病菌有拮抗作用的 5个革兰氏阳性芽孢杆菌拮抗菌株和 3个革兰氏阴性拮抗细菌菌株 ,

用 PCR技术 , 扩增抗霉菌枯草杆菌素操纵元中 m ycB基因。结果是 , 5个革兰氏阳性芽孢杆菌拮抗菌株均扩增

出一条大小为 2. 0kb左右的特异带 , 革兰氏阳性芽孢杆菌基因组的 PCR产物和伊枯草菌素 A合成酶操纵元中

的 ItuB基因的同源性为 97% ～ 98% , 说明其抗菌作用机制和 Iturin类群脂肽抗生素的产生有关。 3个革兰氏阴

性拮抗细菌中 , 没有扩增到基因 , 其抗菌作用机制有待进一步研究。
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Abstract　 5 g ram-positive Bacillus st rains and 3 g ram-negative bacteria st rains which are

antagonistic toUst ilago scitaminea were selected to be amplified themycB gene of i turin A operon by

PCR. A band of about 2. 0 kb appeared among all strains of 5 g ram-positive Bacil lus. The PCR

product is 97% ～ 98% homologous to ItuB gene of iturin A operon. This result show s that the
antifungal mechanism of antag onistic Bacillus is related to Iturin g roup lipopeptin producing. There

are no any PCR products appearing among 3 g ram-negative bacteria. M ore research on thei r

antifungal mechanism need to be done in the future.
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　　芽孢杆菌 (Bacil lus )是植物病害生物防治中被

广泛应用并取得成功的一种高效生防微生物 [ 1]。陈志

谊等
[2 ]
分离到的枯草芽孢杆菌 ( Bacil lus subtilus )

B916菌株 , 连续 4年防治水稻纹枯病的大田示范试

验 ,防治效果达 50. 0%～ 81. 9% ,相当或略好于井岗

霉素的防治效果 ,应用累计面积为 2000 hm2以上。黎

起秦等
[3 ]
分离到的芽孢杆菌 B11和 B14菌株对水稻

纹枯病的室内防治效果分别为 60. 5% 和 67. 4% ,在

大田的防治效果分别为 54. 6% 和 52. 1% ; 吴连举

等 [4 ]用拮抗性芽孢杆菌 Bc009、 Bc011、 Bc022等菌株

防治人参锈腐病 ,田间小区防治效果明显高于化学药

剂 , 其防治效果达到 64. 7%～ 73. 9% 。芽孢杆菌的

抗菌防病机制包括竞争作用、拮抗作用和诱导植物抗

病性等 ,其中拮抗作用是通过产生抗菌物质抑制病原

生长或直接杀灭病原。芽孢杆菌产生的拮抗物质主要

有抗生素、细菌素、细胞壁降解酶类和其它抗菌蛋白

及挥发性抗菌物质等。 其中抗生素包括脂肽抗生素、

多肽抗生素和次生代谢产生的其它抗菌活性物质

等 [ 5]。脂肽抗生素一般分为 3个类群: Surfactin类群、

Plipastatin-Fengycin类群和 Iturin类群
[6 ] ,其中 Iturin

类群包括伊枯草菌素 A、 C; 芽孢菌霉素 L、 D、 F和

抗霉菌枯草杆菌素等 [ 5]。

　　脂肽抗生素中的 Iturin,由亲脂的 C14或 C15-β -

氨基脂肪酸通过 β -氨基和羧基与 7个氨基酸短肽的

N-端氨基和 C-端羧基形成内脂 , 该类抗生素一般对

真菌具有强烈的拮抗作用
[5 , 7]
。抗霉菌枯草杆菌素操

纵元包括 4个开放阅读框 ,分别为 f enF、mycA、mycB

和 mycC基因 , 共同编码脂肽抗生素的七肽
[8 ]
。本文

根据枯草芽孢杆菌 ATCC6633菌株的肽合成酶

mycB基因的核酸序列设计引物 ,用 PCR技术扩增待
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测拮抗性细菌的基因组 DNA,检测其是否含有 mycB

基因 , 以推测其抗性作用与脂肽抗生素产生的关系 ,

为进一步开发应用其抗性活性物质打基础。

1　材料与方法

　　选择对甘蔗黑穗病菌有拮抗作用的细菌代表性

菌株 , 即 5个革兰氏阳性的芽孢杆菌拮抗菌株 ( A34、

A46、 A61、 A66、 B14 )和 3个革兰氏阴性拮抗细菌菌株

( B11、 B24、 B30 ) , 用 PCR技术 , 扩增抗霉菌枯草杆菌

素操纵元中 mycB基因。

1. 1　拮抗细菌的培养

　　将待测细菌菌株于 NA (肉汁胨琼胶培养基 ) [9 ]

平板培养基上 , 28℃下复壮培养 1 d; 然后移植单菌

落到 200ml N B (肉汁胨液体培养基 )
[9 ]
培养液中 ,

28℃下振荡培养 24～ 36 h, 离心并收集细菌。

1. 2　拮抗细菌基因组 DNA的提取

　　用 10% SDS (十二烷基硫酸钠 )裂解细胞 ,蛋白

酶 K降解蛋白质 , 酚 /氯仿抽提去除溶液中的杂质 ,

无水乙醇沉淀获取细菌基因组 DNA, 具体步骤见文

献 [10]。

1. 3　引物的设计

　　根据 Erwin H. Dui tman 1999年设计的用于扩增

枯草芽孢杆菌 ATCC6633菌株 mycB基因的引物 [ 8] ,

分别在上游引物及下游引物的 5′端加上 Bam HⅠ和

HindⅢ酶切位点。
上游引物:

5′CGC GGATCC
Bam HⅠ

ATGTCGGTGTT TAAAAATCAAGTAACG 3′

下游引物:

5′CCC AAGCTT
Hind Ⅲ

TT AGGACGCCAGCAGTT CT TCT ATTGAG　 3′

　　引物由 TaKaRa宝生物工程 (大连 )技术有限公

司合成。

1. 4　 PCR扩增

　　在 25μl的 PCR反应体系中 , 模板 DNA ( 10ng)

1μl, 上下游引物 ( 20μM) 各 1μl, Taq DN A聚合酶

( 5U /μl) 0. 4μl, dN TP复合物 ( 10mM ) 1. 25μl, MgCl2

( 25mM ) 1. 675μl, 10× PCR反应缓冲液 3. 325μl,加

15. 35μl双蒸水至总体积为 25μl。反应程序为: 95℃

变性 2 min; 共 32个循环 ; 接着 92℃变性 30s, 50℃

退火 1 min, 65℃延伸 8min, 65℃延伸 8min; 取 5μl

PCR产物于 0. 75%琼脂糖凝胶上电泳 , 溴化乙锭染

色后在紫外光下检测和拍照。

1. 5　 PCR产物的核苷酸序列测定

　　取 A34菌株的 PCR产物 , 由联合基因科技 (集

团 )有限公司和上海联合基因科技研究院测序服务中

心 , 测定其核苷酸序列 , 用 BLAST程序进行同源性

比较。

2　结果与分析

2. 1　不同菌株基因组 DNA的 PCR结果

　　不同菌株基因组 DNA的 PCR结果见图 1。所选

择的 5个革兰氏阳性的拮抗性芽孢杆菌 ,均可扩增出

一条 2. 0kb左右的带 ,而 3个革兰氏阴性的拮抗性细

菌菌株 , 均未扩增到任何带。

图 1　拮抗性细菌基因组 DNA的 PCR扩增产物分析

　　 Fig . 1　 Ana lysis o f PCR product from antagonistic

bacteria g enomic DNA

1. A34 ; 2. A46; 3. A61; 4. A66; 5. B14; 6. B24; 7. B30 ; 8. B11; 9.λ/

HindⅢ DN A分子大小 ( bp)标记 (片段长度: 23. 130, 9. 416,

6. 557, 4. 361, 2. 322, 2. 027, 564 ) DN A molecular si ze

( bp) standa rd ( f ragment leng th: 23. 130, 9. 416, 6. 557, 4. 361,

2. 322, 2. 027, 564) .

2. 2　A34菌株 PCR产物的测序结果

　　 A34菌株 PCR产物 3′端的核苷酸序列见图 2。

1 t t c c gcg ggg c t a t g t a t t c g t a t t c c g cc cg cg t a t t t t c g t c a g cag c agg caa ag c t t t c a g a t c a a t c t t c c c a t t

81 g ga ag t g a g c gg aa t g cg t t c c aa t g g g a t a a ag cg gg ag gg aa t c a t a t a a t t g g g ca g t t c c cgg ga t a a t t c t t t t c

161 t g a ac t g c g c t g c t g t c a aa g aagg c t c g c cg aca t a a t a g g ca t a c a a t t g t t t g g a cc cg t c t g c g t c t t c c c g cg cg

241 acg ac t g c gg c t t c a cg aa c g t t t t c c a ga t t g a a ca t g g c t g c c t c t a c c t cg c cg a t c t c a a t c c gg t a g c cg cg aa t

321 t t t t a c t t g a t g a t c a a t c c gg cc t a a a t a t t c g a t t c t t c c a t c c gg ca ac ca t c t g g c g ag a t c c cc c g t t t t a t a c a

401 t c t t t t g a t c a g gg aca t g c ag a t g c t c c a ca aa t t t t t c c t c c g t c a a t t c a g gg cga t t g a g g t a g c c g cggg c cac t

481 cccg c t c c t c cg a ca t a c ag c t c t c c cg g t a cg c cg a t c g gc t g g a t t t g a t g g t g c g c t c c t a a a a t a t a a g c t t g a t g

561 g t t g g c cac c gg g c t g c cga t t g t g a t c t g t t c a t c a g cg ga c t g a ac ag g g t g a a a t g t a g a t a c cacg c t g t t t t c t g

641 t c gg t c c g t a

图 2　 A34菌株 PCR产物 3′端的核苷酸序列

Fig. 2　 Th e 3′-end DN A sequence of PCR product of A34 strain
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1 t a c c t g g ga a a ac c t g t t t g a t g a aga aga cgg a c t a a gc gc a t t c c c t t a c t t t a a a g c agcg ga t a a a g cg t c g t t g g

81 cccg t a c cgg c t a c cagg aa a aa t g c a t c t g c cg t t c c t t a t c t c c gg aa g t a t c t c a a a g aa t c a t g a c a a t g g cg t a t

161 ca t t c c g a t a t g g cg g cc t a t c t g a t t t t a t t g g cg gg t a t t g a a t g c t t g t t a t a t a a a t a t a c gg a t c a aa cg ag cc t

241 g a t t c t t g g c a t t c c ga cgg t a t c g aag ca aa aag ccg gc cag t c a gc cg t t a a ca aca t t g t c c t c t t a a a aa a t a c g c

321 t t t c a a acg a g ag t a c a t t t a a a a ccg t a t t cg g g cag c t g a aag aag cc g t t a a t g a t t c t c t g a aaa a t c a a aa cc t g

401 ccg t t t a g a a a aa t g g t t c a g ca t c t g a gc g t g c a a t a c a a t g a cg ag ca t c t g c cg t t g a t t c a t a c cg t c g t t t cg c t

481 t a a cga aa t t c a t t c c t t g c a a t t t a a a ga ag a t a c t g c a gc cga t a c g c t g t t t c a c t t t g a t t t g g a g a aca acgg gg

561 t t c a t t t g a a g c t t t t t t a t a a cgg ca a t c t g t a cg a t g a gcg c t a t a t t a a t c a a a t t g t a t c c c a t t t g g a t c a g c t g

641 c t g t c t g t g a

图 3　 A34菌株 PCR产物 5′端的核苷酸序列

Fig. 3　 The 5-end DN A sequence of PCR product of A34 strain

　　经 BLAST的同源性分析 , 3′末端 650nt的序列 ,

和枯草芽孢杆菌伊枯草菌素 A合成酶操纵元的 ituB

基因的同源性为 98% , 5′末端 650nt的序列 ,和该基

因 的 同 源 性 为 97% ( GenBank 登 录 号:

AB050629. 1
[6 ]
)。枯草芽孢杆菌 ituB基因的产物是伊

枯草菌素 A的合成酶 B, 伊枯草菌素 A为 Iturin类

群脂肽抗生素的成员之一。此外 , 3′末端 650nt的序

列 , 和枯草芽孢杆菌抗霉菌枯草杆菌素操纵元中的

mycB基因的同源性仅为 84% , 5′末端 650nt的序列 ,

和 该基因的同源性为 82% ( GenBank 登录号:

AF184956. 1
[8 ]
)。

　　伊枯草菌素 A和抗霉菌枯草杆菌素同为 Iturin

类群的脂肽抗生素。伊枯草菌素 A和抗霉菌枯草杆

菌素几乎有相同的结构 , 伊枯草菌素 A合成酶操纵

元有 4个开放阅读框 , ituD、 ituA、 ituB和 ituC ,和抗

霉菌枯草杆菌素操纵元的 4个开放阅读框 f enF、

mycA、mycB和 mycC均有很高的同源性 , 其同源性

分别为 79%、 79% 、 79%和 64% ; 抗霉菌枯草杆菌

素和伊枯草菌素 A的不同之处只是 7肽中的第 6、第

7位的氨基酸排序刚好相反 ,前者为 D-Ser ( D-型丝氨

酸 ) → L-Asn ( L-型天冬氨酸 ) , 而后者为 L-Asn→ D-

Ser
[ 6]
。

　　 A34菌株 PCR产物和伊枯草菌素 A合成酶操纵

元中的 ituB基因的同源性为 97% ～ 98% ,说明 A34菌

株对甘蔗黑穗病菌的拮抗作用和 Iturin类群脂肽抗

生素中的伊枯草菌素 A合成有关 ;在所检测的另外 4

个革兰氏阳性芽孢杆菌菌株 ( A46 ; A61 ; A66 ; B14 ) ,均

获得相同大小的 PCR产物 , 说明该 4个菌株对甘蔗

黑穗病菌的拮抗作用和 A34菌株相同。 但 A34菌株

PCR产物和 mycB基因的同源性仅为 82% ～ 84% ,

一般核苷酸的同源性在 86%以下 ,视为不同的基因。

因此 , 认为 A34菌株产生的抗生素和抗霉菌枯草杆菌

素无关。

3　讨论

　　枯草芽孢杆菌产生的脂肽抗生素 ,对多种真菌具

有拮抗作用 , 如禾镰刀菌 (Fusarium graminearum )、

立枯 丝 核菌 ( Rhizoctonia solani )、 禾 谷 丝核 菌

( Rhizoctonia cereal is )和灰梨孢菌 ( Pyricularia grisea)

等 [ 11] ,脂肽抗生素由短肽和脂肪酸链组成 ,在土壤中

比持久性的化学药剂更易于被土壤中的生物降解 [7 ] ;

芽孢杆菌能产生耐热抗逆的芽孢 ,利于生防菌剂的生

产、 剂型加工及在环境中存活、 定殖与繁殖 [ 5] ; 由于

这些特性 ,芽孢杆菌被广泛用于植物病害的生物防治

中
[ 12]
。在进行甘蔗黑穗病菌拮抗细菌的筛选过程中 ,

从根际土壤、 芽、 茎、 叶组织中 , 共分离到 928个菌

株 , 18个菌株对甘蔗黑穗病菌有强的拮抗作用 ,其中

12个为革兰氏阳性细菌中的芽孢杆菌 , 包括本试验

中检测的 5个菌株 ;同时 ,经多项生理生化特性测定 ,

鉴定 A34菌株为枯草芽孢杆菌 (待发表 )。本试验中 ,

经对 8个拮抗性菌株基因组 DNA进行 PCR扩增 ,

A34、 A46、 A61、 A66、 B14等 5个革兰氏阳性芽孢杆菌

菌株均可产生大小为 2. 0kb左右的特异带 ,而革兰氏

阴性细菌未扩增到任何带。 对 PCR产物的测序结果

表明 ,所检菌株对甘蔗黑穗病菌的拮抗作用和脂肽抗

生素的产生有关。鉴于芽孢杆菌的稳定性和脂肽抗生

素对植物病原真菌的强拮抗性 ,有必要进一步开展拮

抗细菌田间防治甘蔗黑穗病的试验。
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