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番茄灰霉病拮抗菌 DB2203A筛选
鉴定及发酵条件优化

陈佳蕙，黄　洁，叶　敏*，范黎明*

（云南农业大学植物保护学院，云南生物资源保护与利用国家重点实验室，云南昆明 650201）

摘　要：番茄灰霉病是由灰葡萄孢菌（Botrytis cinerea）引发的一种危害严重的世界性病害，本研究从云南高黎贡

山大树茶的健康枝叶中分离到一株对重要植物病原菌灰葡萄孢菌（Botrytis cinerea）有较强抑菌作用的拮抗菌，形

态学及分子生物学的鉴定结果表明，该拮抗菌为枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）并命名为 DB2203A。通过单因素

和正交试验优化了菌株 DB2203A的发酵条件，并在此条件下进行发酵液的抑菌活性测定与抑菌物质初探。结果显

示，本研究从枝叶组织中分离筛选得到 7株对病原菌具有较强拮抗作用的菌株，其中对灰葡萄孢菌抑菌效果最显

著的菌株为 DB2203A，其无菌发酵液对灰葡萄孢菌的抑制率达 74.77%。菌株最佳培养基为 LB培养基，最佳发酵

条件为接种量 6%、装液量 50%、初始 pH7.0、发酵时间 72 h。研究结果还表明，稀释 40倍的发酵液对灰葡萄孢

菌的抑菌活性为 59.25%，且发酵液中的脂肽类物质可抑制灰葡萄孢菌菌丝的生长。枯草芽孢杆菌 DB2203A及其

脂肽类代谢产物在番茄灰霉病绿色防控中具有良好应用潜力，为微生物菌剂开发提供了理论基础与菌种资源。
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Screening, Identification and Fermentation Condition Optimization
of Antagonistic Bacterium DB2203A against Tomato Gray

Mould (Botrytis cinerea)
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Abstract：Tomato  grey  mould,  caused  by Botrytis  cinerea,  is  a  severely  damaging  global  disease.  This  study  isolated  a
strain  of  antagonistic  bacteria  with  strong  inhibitory  effects  against  the  important  plant  pathogen Botrytis  cinerea  from
healthy  branches  and  leaves  of Camellia  sinensis  in  Yunnan's  Gaoligong  Mountain.  The  morphological  and  molecular
biological  identification  results  indicated  that  the  antagonistic  strain  was  Bacillus  subtilis,  which  was  designated  as
DB2203A.  The  fermentation  conditions  of  strain  DB2203A  were  optimized  through  single-factor  and  orthogonal
experiments, and the antibacterial activity of the fermentation broth was determined along with a preliminary exploration of
the antibacterial substances under these conditions. This study isolated and screened seven strains with strong antagonistic
effects against pathogenic fungi from leaf and branch tissues. Among them, strain DB2203A exhibited the most significant
inhibitory  effect  against B.  cinerea,  with  its  sterile  fermentation  broth  achieving  an  inhibition  rate  of  74.77% against  the  
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pathogen.  The optimal  medium for  the strain DB2203A was LB medium, with the best  fermentation conditions being an
inoculation  volume of  6%,  a  filling  volume of  50%,  an  initial  pH of  7.0,  and  a  fermentation  time  of  72  h.  The  research
results also showed that the antifungal activity of the 40 times diluted fermentation broth against B. cinerea was 59.25%.
Moreover, the lipopeptide substances in the fermentation broth could inhibit the growth of the mycelium of B. cinerea. The
strain B. subtilis DB2203A and its lipopeptide metabolites exhibit promising potential for the green control of tomato gray
mold, providing a theoretical foundation and microbial resources for the development of microbial products.

Key words：tomato grey mould；Bacillus subtilis；orthogonal experiment optimisation；antifungal activity；Camellia sinensis

in Gaoligong Mountain

番茄（Lycopersion esculentum Mill.）是全球重要

的经济作物，但在种植过程中极易受灰葡萄孢菌

（Botrytis cinerea）侵染，导致番茄灰霉病大规模爆

发。灰葡萄孢菌主要侵染番茄的叶和果实，造成叶片

干枯和果实腐烂，严重时可使番茄减产高达 60%以

上[1−2]，并且在果实采后贮藏、运输过程中低温高湿

的环境下仍能发生病菌侵染，造成很大的经济损失。

目前，灰霉病的防治仍依赖化学杀菌剂，但长期滥用

化学农药引发了灰葡萄孢菌抗药性增加[3]、农残超标

等问题。因此，亟需一项绿色安全的生物防治技术，

对保障番茄品质和防治番茄采后病害具有重要意义。

近年来，植物内生菌因其与宿主的长期共生关

系及低环境风险，成为生物防治研究的热点。这类微

生物定殖于健康植物组织内部，且不会对宿主植物产

生危害的微生物，主要包括内生细菌、内生真菌和内

生放线菌等[4−5]。目前，植物内生菌的研究多集中于

常见水生和陆生植物[6−7] 中，但对特殊生态环境中

（如极端盐碱、干旱、高寒等）的植物内生菌仍较为匮

乏，这往往是功能独特的内生菌资源及其活性物质的

重要来源[8−9]。Mutungi等[10] 研究团队从盐碱湖岸灌

木中筛选出两株对菜豆根腐病菌（Fusarium solani）
具有显著抑制活性的拮抗菌。Egas等[11] 研究发现，

南极洲维管植物通过内生真菌共生调控氧化还原平

衡等分子机制，显著增强对持久性有机污染物的胁迫

耐受性。而随着对植物内生菌的深入研究，发现部分

内生菌可通过定殖竞争、抗菌物质分泌或诱导植物

抗性等方式抑制病原菌，从而成为具有开发潜力的拮抗

菌株[12−13]。

目前，防治番茄采后病害的拮抗菌主要有木

霉[14]、枯草芽孢杆菌[15]、放线菌[16] 等。其中枯草芽

孢杆菌因其广谱抑菌性，并且能产生抗菌物质，如脂

肽类抗生素、抗菌蛋白等物质，成为食品保鲜的研究

热点[17]。马超等[18] 从植物内生细菌中筛选出解淀粉

芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌，其发酵液对番茄灰葡萄孢

菌抑制率分别达 86.6%和 83.0%。赵焕兰[19] 从猕猴

桃筛选出一株贝莱斯芽孢杆菌 A4，其发酵液在体内

及体外均可抑制灰霉孢子萌发和破坏菌丝。然而，现

有研究多集中于常温环境菌株，对适应低温环境中的

拮抗菌鲜有报道。本研究首次从云南省高黎贡山（海

拔 1800余米）大树茶中分离内生菌，通过平板对峙

法和菌丝生长速率法筛选高效抑菌菌株，结合形态鉴

定和基因鉴定明确菌株地位，进一步优化发酵条件，

并采用酸沉淀法提取脂肽类活性物质，通过 HPLC
比对表面活性素标准品，解析其抑菌活性成分。本研

究不仅为高寒植物内生菌资源库填补空白，更为开发

适用于番茄采后低温保鲜的微生物菌剂提供理论依

据和技术支撑。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

高黎贡山大树茶（树径 20 cm）健康枝条样品

　取自于海拔 1800余米的有机生态茶园，采样区域

由云南省腾冲市高黎贡山生态茶叶有限责任公司挂

牌保护管理；灰葡萄孢菌（Botrytis cinerea）　为云南

省植物病理重点实验室保藏菌种；Surfactin标准品

　上海源叶生物科技有限公司；2×Phanta  Flash
Master Mix（Dye Plus）高保真聚合酶　南京诺唯赞

生物科技股份有限公司；马铃薯葡萄糖琼脂培养基

（PDA）、营养琼脂培养基（NA）、营养肉汤培养基

（NB）、LB培养基（酵母浸粉 5 g/L，蛋白胨 10 g/L，
NaCl 10 g/L）、牛肉膏酵母浸粉葡萄糖培养基（NYBD）

（牛肉膏 8 g/L，酵母浸粉 5 g/L，葡萄糖 10 g/L）、完

全培养基（CM）（葡萄糖 5 g/L，硫酸铵 2 g/L，柠檬酸

钠 1 g/L，七水合硫酸镁 0.2 g/L，磷酸氢二钾 4 g/L，
磷酸二氢钾 6 g/L）[20]。

YXO-LS-50SⅡ型立式压力蒸汽灭菌锅　上海

博迅实业有限公司医疗设备厂；AL104型电子分析

天平　梅特勒-托利多仪器上海有限公司；HG303-3
型恒温培养箱　南京实验仪器厂制造；SW-CJ系列

超净工作台　苏州安泰空气技术有限公司；MSD701
型显微镜　宁波舜宇仪器有限公司；CHA-S型气浴

恒温振荡器　金坛市易晨仪器制造有限公司；ST3100
型 pH计　奥豪斯仪器有限公司；Hei-vap Advantage
（ML）型旋转蒸发仪　德国海道尔夫（Heidolph）公司；

Kinetex 2.6 u C18 色谱柱　广州菲罗门科学仪器有限

公司；1260型高效液相色谱仪　美国 Agilent公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   拮抗菌的分离与纯化　将大树茶枝条剪切成

0.5  mm大小的块状组织；经 75%酒精溶液漂洗

2~3次后，采用 3%次氯酸钠浸泡处理 7 min，无菌水

漂洗 4次，置于无菌滤纸上晾干，将消毒过的组织块

接种于含 0.05 mg/mL重铬酸钾的 NA平板，每组处

理 3次重复；28 ℃ 黑暗培养 5 d，每日观察菌落生长

情况。根据菌落形态差异挑取单菌落，于 NA平板
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划线纯化，甘油保存法在−20 ℃ 冰箱保存备用。

 1.2.2   拮抗菌的筛选　以灰葡萄孢菌作为指示菌，本

研究采取以下方法分别进行初筛与复筛。

 1.2.2.1   初筛　参考文献 [21]采用平板对峙法对上

述分离纯化得到的细菌进行筛选，在其基础上进行一

定改良，来达到初期快速筛选的目的。将灰葡萄孢菌

菌饼（直径 5 mm）接种于直径 9 cm的 PDA平板中

央，用无菌竹签在距菌饼 2.5 cm处沿十字交叉线对

称的两个方向分别接种两种待测细菌的平板为处理

组，以未接细菌只接种灰葡萄孢菌的平板为对照组，

每处理 3个重复，置于 26 ℃ 倒置培养 5 d，采用十字

交叉法测量灰葡萄孢菌菌落直径，计算拮抗菌的抑制

率，选择抑制效果较好的拮抗菌菌株进行后续实验。

参考文献 [22]采用滤纸片法在其基础上进行改

动。挑取从经平板对峙筛选得到的菌株在 NA培养

基上划线，28 ℃ 黑暗培养 24 h，挑取单菌落接种至

50/250 mL NB液体培养基中，28 ℃、140 r/min摇床

中培养 12 h，获得对数期菌悬液（OD600≈0.8），即为拮

抗菌种子液。在 PDA平板中心接种灰葡萄孢菌菌

饼（5 mm），在距菌饼中心 3 cm处的水平两侧，各放

置一片无菌滤纸片，在其上滴加 4 μL拮抗菌种子液

作为处理组，而对照组则滴加等量无菌水，于无菌超

净台中静置风干 2 min，每个处理设置 3个重复。在

26 ℃ 下倒置培养 5 d后，测量菌落直径计算抑制率，

选择抑制率较高的菌株进行后续实验。公式如下：

抑制率(%) =
对照组菌落直径−处理组菌落直径
对照组菌落直径−菌饼直径

×100

 1.2.2.2   复筛　采用菌丝生长速率法[23]。将上述经初

筛得到的抑制率较高的拮抗菌种子液按 2%接种量

转移至 50 mL NB培养基中，28 ℃、140 r/min摇床中

培养 72 h。在 4 ℃、10000 r/min下离心 10 min，弃
沉淀，收集上清液，经 0.22 μm过滤除菌，即为拮抗菌

的无菌发酵液，将无菌发酵液与灭菌后冷却至 45 ℃
左右的 PDA培养基按 1:4（v/v）混合，振荡混匀后倒

成平板作为处理组，取直径 5 mm的灰葡萄孢菌菌饼

接种于平皿中央，每组处理设 3个重复，以加入等体

积无菌水的平板为对照组。置于 26 ℃ 下培养 5 d，
测量菌落直径，并根据 1.2.2.1中公式计算抑制率。

菌株筛选标准：选择抑制率≥70%且三次重复

间标准差<5%的菌株为有效候选菌。

 1.2.3   拮抗菌的鉴定

 1.2.3.1   菌株形态学及生理生化鉴定　对培养 24 h
的菌落进行革兰氏染色，通过光学显微镜观察菌落形

态，并参照《伯杰氏细菌鉴定手册》[24] 和《常见细菌

系统鉴定手册》[25] 中的测试方法对拮抗菌进行初步

鉴定。

 1.2.3.2   菌株分子生物学鉴定　分子鉴定采用细菌

通用引物 27F：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′
和 1492R：5′-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3′[26−27]

和 gyrB 引物 gyrB-2F（5′-AGAAGGDTTGGAAGCTG
TTCG-3′）和 gyrB-2R（5′-CGCGGTTCTACYTTGTC
DCC-3′）进行 PCR扩增，PCR反应条件：98 ℃ 2 min；
98 ℃ 10 s，58 ℃ 10 s，72 ℃ 10 s，30 个循环；72 ℃
5 min；4 ℃ 保存。细菌 16S rDNA和 gyrB 基因测序

工作分别委托昆明擎科生物有限公司和中科 e测公

司完成。将获得的测序结果在 NCBI数据库中进行

BLAST比对分析及系统发育树的构建采用 MEGA
7.0软件中的邻接法（Neighbor-joining ethod）完成，

其中 Bootstrap重复抽样次数设置为 1000次，其他

参数均采用软件默认设置[28]。

 1.2.4   发酵条件优化

 1.2.4.1   初始发酵培养基对拮抗菌无菌发酵液抑菌

活性的影响　将拮抗菌种子液（同 1.2.2.1）以 2%的

接种量分别接种于含 50 mL LB、NYBD、NB、CM
培养基的 250  mL锥形瓶中，pH为 7.0，于 28 ℃、

140 r/min摇床中培养 72 h，离心后上清液经 0.22 μm
滤膜过滤除菌，采用生长速率法测定抑制率，每个处

理重复 3次[29]。

 1.2.4.2   发酵时间对拮抗菌无菌发酵液抑菌活性的

影响　将拮抗菌种子液以 2%接种量接于 50 mL的

优化培养基中，pH为 7.0，于 28 ℃、140 r/min摇床

中分别发酵培养 48、60、72、84、96 h，离心后上清液

经 0.22 μm滤膜过滤除菌，采用生长速率法测定抑制

率，每个处理重复 3次[30]。

 1.2.4.3   接种量对拮抗菌无菌发酵液抑菌活性的影

响　将拮抗菌种子液分别以接种 2%、4%、6%、

8%、10%的接种量接于 50 mL优化培养基中，pH
为 7.0，于 28 ℃、140 r/min摇床中培养 72 h，离心后

上清液经 0.22 μm滤膜过滤除菌，采用生长速率法测

定抑制率，每个处理重复 3次[31]。

 1.2.4.4   装液量对拮抗菌无菌发酵液抑菌活性的影

响　分别以 10%、20%、30%、40%、50%的装液量

在 250 mL锥形瓶中装入上述优化的发酵培养基，以

2%的接种量接种拮抗菌种子液，pH为 7.0，于 28 ℃、

140 r/min摇床中培养 72 h，离心后上清液经 0.22 μm
滤膜过滤除菌，测定其无菌上清液对灰葡萄孢菌的抑

制率，每个处理重复 3次[31]。

 1.2.4.5   初始 pH对拮抗菌无菌发酵液抑菌活性的影

响　用 1 mol/L HCl溶液和 1 mol/L NaOH标准溶

液将培养基初始 pH分别调节至 5.0、6.0、7.0、8.0、
9.0，将拮抗菌种子液接种于 50 mL优化培养基中，

于 28 ℃、140 r/min摇床中培养 72 h，离心后上清液

经 0.22 μm滤膜过滤除菌，测定其无菌上清液对灰葡

萄孢菌的抑制率，每个处理重复 3次[32]。

 1.2.5   正交试验优化　根据单因素实验结果选取三

个抑菌活性影响显著的因素进行设计 L9（3
4）试验，

以优化培养基为基础，采用菌丝生长速率法测定其无

菌上清液对灰葡萄孢菌的抑制率并以此作为衡量指
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标，每个处理重复 3次，各因素的水平见表 1。
  

表 1    菌株 DB2203A发酵条件正交优化试验因素及水平
Table 1    Orthogonal design factors and levels for strain

DB2203A fermentation optimization

水平 A发酵时间（h） B接种量（%） C初始pH

1 60 4 6
2 72 6 7
3 84 8 8

 

 1.2.6   不同浓度发酵液对灰葡萄孢菌的影响　结合

单因素实验与正交试验的优化条件培养拮抗菌，采用

菌丝生长速率法测定 DB2203A无菌发酵液对灰葡

萄孢菌菌丝生长的影响，用 45 ℃ 的 PDA培养基将

发酵液稀释 2.5、5、10、20、40倍，混合摇匀倒板，以

只加无菌水的平板作对照组，平板中央接入 5 mm灰

葡萄孢菌菌饼，28 ℃ 培养 5 d，测定菌落的生长直

径，计算其无菌发酵液对灰葡萄孢菌的抑制率。

 1.2.7   拮抗菌株 DB2203A抑菌物质的初步分析

 1.2.7.1   酸沉淀法提取有效物质　菌株 DB2203A初

步鉴定为芽孢杆菌，该属细菌产生脂肽类抑菌物质的

研究可见于多份相关文献[33−34]。推测菌株 DB2203A
抑菌活性的物质基础，有较大概率为脂肽类成分。为

验证该推测，参考文献 [35]所述，采用针对脂肽类物

质的提取方法，对菌株 DB2203A的发酵上清液进行

酸沉淀提取。按照 1.2.2.2中的方法获得 DB2203A
的无菌发酵液，用 6.0 mol/L的盐酸调节无菌培养

滤液的 pH至 2.0，于 4 ℃ 冰箱静置过夜，在 4 ℃，

10000 r/min的条件下离心 30 min后收集沉淀，用甲

醇萃取 3次，合并萃取液，在旋转蒸发仪中减压蒸干

得到脂肽类粗提物。用蒸馏水将粗提物溶解成浓度

为 40 mg/mL的待测样品，0.22 μm微孔滤膜过滤，

吸取 600 µL待测样品溶于 45 ℃ 的 60 mL PDA培

养基中，振荡摇匀后制成平板，平板中央接种 5 mm
的灰葡萄孢菌菌饼，以接种无菌水的平板为对照，每

个处理重复三次，参考 1.2.2.1中公式计算其抑制率。

 1.2.7.2   高效液相色谱检测　将上述得到的脂肽类

粗提物用甲醇溶解，0.22 μm有机系滤膜过滤，进行

HPLC分析，以表面活性素（surfactins）为参照。检测

仪器为 Agilent UPLC 1290 Infinity Ⅱ，色谱条件如

下：色谱柱为 Kinetex 2.6 u C18，100×4.6 mm；流动相

A：0.1%磷酸水，流动相 B：乙腈；流速：0.5 mL/min；
柱后平衡：3 min；柱温：35 ℃；检测波长：205 nm；步

进值：2.0 nm；采样频率：20 Hz；进样量：5 μL；梯度洗

脱条件见表 2。

 1.3　数据处理

采用 SPSS Statistics 27.0软件统计与分析实验

数据和设计正交试验，通过单因素方差分析对实验数

据进行统计学检验，并利用 Duncan多重比较法进行

组间差异分析。所有数据均以均值±标准差形式呈

现，P<0.05表示差异显著，P<0.01表示差异极显著，

并采用软件 Origin Pro2024制图。

 2　结果与分析

 2.1　拮抗细菌筛选

 2.1.1   拮抗菌初筛　从大树茶健康枝叶分离纯化得

到细菌 107株，通过平板对峙法初筛得到对灰葡萄

孢菌抑制作用较好（抑制率≥50%）的细菌 28株，进

一步通过纸片法筛选出抑菌率在 70%以上且稳定的

细菌 8株（表 3）。
  

表 3    大树茶拮抗菌筛选（初筛）
Table 3    Primary screening of antagonistic bacteria

from Camellia sinensis

拮抗菌 抑制率（%） 拮抗菌 抑制率（%）

DB04 77.26±0.52a DB05 73.93±1.58cd

GB02 76.25±1.74ab GBAZ 72.71±1.15d

DB03 75.79±1.19abc DB2203A 70.04±0.77e

TB2202 75.11±0.7bc TB3 68.78±0.25ef

TB1 75.11±1.67bc TB2212A 67.19±0.34f

注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05），表4、表7同。

 2.1.2   拮抗菌复筛　采用菌丝生长速率法对初筛所

得的菌株发酵液的抑菌活性进行复筛，有 7株拮抗

菌抑菌效果较好，均在 58.93%以上，其中 DB2203A

无菌发酵滤液抑菌率达到 74.77%±2.35%，结合初筛

结果，因此选择 DB2203A作为后续实验研究菌株。

结果见图 1、表 4。

 

表 2    液相色谱梯度洗脱程序

Table 2    Program of HPLC gradient elution

时间（min） 流动相A（%） 流动相B（%）

0 40 60
5 30 70
20 15 85
20.5 40 60

 

a b c

图 1    拮抗细菌 DB2203A对灰葡萄孢菌的抑菌效果

Fig.1    Antibacterial effect of antagonistic bacteria DB2203A
against Botrytis cinerea

注：a：对照组；b：菌株拮抗组；c：无菌发酵液拮抗组。

 

表 4    大树茶拮抗菌筛选（复筛）

Table 4    Secondary screening of antagonistic bacteria
from Camellia sinensis

拮抗菌无菌发酵滤液 抑制率（%） 拮抗菌无菌发酵滤液 抑制率（%）

DB04 22.38±4.52cd DB05 28.38±0.49c

GB02 60.97±9.07b GBAZ 65.71±5.66ab

DB03 67.26±8.36ab DB2203A 74.77±2.35a

TB2202 60.96±3.66b TB3 15.90±5.57d

TB1 70.74±2.41a TB2212A 58.93±2.87b
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 2.2　DB2203A菌株鉴定

 2.2.1   DB2203A形态学和生理生化鉴定　菌株

DB2203A在 NA培养基上 28 ℃ 培养 24 h后，菌落

近似圆形，呈乳白色，表面干燥且边缘突起有皱纹，边

缘完整，光学显微镜下观察菌体呈杆状，革兰氏结果

显示阳性（图 2）。V-P试验、接触酶试验、硝酸盐还

原试验、氧化酶试验均为阳性，甲基红试验弱阳性，

使明胶液化、可分解淀粉、葡萄糖，可利用柠檬酸盐，

不能产生脲酶、吲哚（表 5）。结合形态特征和生理生

化特征，初步鉴定 DB2203A为芽孢杆菌属。

  
a b

图 2    DB2203A 形态学特征
Fig.2    Morphological characteristics of strain DB2203A

注：a：DB2203A 的菌落形态；b：革兰氏染色结果（1000×）。
  

表 5    菌株 DB2203A的生理生化特性
Table 5    Physiological and biochemical properties

of strain DB2203A

项目 结果 项目 结果

革兰氏染色 + 接触酶试验 +
V-P试验 + 脲酶试验 −

甲基红试验 ± 明胶液化 +
氧化酶试验 + 淀粉水解 +
吲哚试验 − 柠檬酸盐利用 +

硝酸盐还原试验 + 糖酵解试验 +

注：“+”表示阳性或有，“−”表示阴性或无，“±”表示弱阳性。
 

 2.2.2   DB2203A分子生物学鉴定　测序所得菌株

DB2203A的 16S  rDNA基因序列长度为 1393  bp，
将测序结果与 GenBank数据库中已知基因序列进

行 Blast比对分析，选取数据库中与其相似度最高的

菌株序列信息，利用 NJ法构建系统发育树。进一步

对菌株进行 gyrb多基因鉴定，使用 2×Phanta Flash
Master Mix（Dye Plus）高保真聚合酶，按设计的 4对

简并引物分别进行 PCR扩增，gyrB-2F/gyrB-2R可

以扩增出目的条带大小约 1800 bp，将测序结果拼接

后与 GenBank数据库中已知基因序列进行同源性比

对分析，并构建系统发育树。从图 3及图 4系统发

育树中可明显看出菌株 DB2203A与其他菌种的进

化关系，菌株 DB2203A的 16S rRNA基因序列均与

芽孢杆菌属处于同一分支，其 gyrB 基因序列与枯草

芽孢杆菌 NCIB 3610同源性均达到了 100%。结合

形态学与生理生化试验结果，将菌株 DB2203A鉴定

为枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）。

 2.3　发酵条件优化结果

 2.3.1   初始发酵培养基筛选　如图 5所示，相较于其

他三种培养基，采用 LB培养基发酵所得发酵液对灰

葡萄孢菌的抑制率最高，达到 94.28%，其次为 CM、

 

Bacillus licheniformis DSM 13 (NR118996)

Bacillus glycinifermentans GO-13 (KT005408)

Bacillus atrophaeus JCM 9070 (NR 024689)

Bacillus atrophaeus NBRC 15539 (NR112723)

Bacillus siamensis KCTC 13613 (MN176482)

Bacillus halotolerans DSM 8802 (NR115063)

Bacillus subtilis NBRC 13719 (NR112629)

Bacillus subtilis DSM 10 (MW049219)

DB2203A

Bacillus altitudinis 41KF2b (MK773490)

Bacillus safensis NBRC 100820 (KY174336)

Bacillus carboniphilus JCM9731 (NR024690)

Bacillus fastidiosus NBRC 101226 (NR113989)

Bacillus paranthracis MCCC 1A00395 (NR157728)

Bacillus cereus JCM 2152 (NR113266)

Pontibacillus halophilus JSM 076056 (EU583728)
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图 3    基于菌株 DB2203A的 16S rDNA基因序列构建的
系统发育树

Fig.3    Phylogenetic tree of strain DB2203A based
on 16S rDNA gene sequence

 

Bacillus inaquosorum KCTC 13429 (CP029465)

Bacillus inaquosorum LBA001 (CP127095)

Bacillus cabrialesii TE3 (CP096889)

Bacillus spizizenii kcgeb sc (CP145137)

Bacillus spizizenii kcgeb S11 (CP145722)

Bacillus stercoris 92p (PQ106793)

Bacillus stercoris BS21 (CP124601)

Bacillus subtilis NRS6121 (OX419575)

Bacillus subtilis NCIB 3610 (CP130597)

DB2203A

Bacillus spizizenii ATCC 6633 (CP034943)

Bacillus halotolerans MEC B334 (CP100651)

Bacillus mojavensis 28-1 (KF194272)

Bacillus axarquiensis LNXM78 (GU568224)

Bacillus atrophaeus MBLB1156 (CP120846)

Listeria booriae FSLA5-0281 (KY175946)
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图 4    基于菌株 DB2203A的 gyrB 基因序列构建的
系统发育树

Fig.4    Phylogenetic tree of strain DB2203A based
on gyrB gene sequence

 

a
b b

c

LB CM NYBD NB
0

20

40

60

80

100

120

抑
制

率
 (%

)

培养基

图 5    不同发酵培养基对抑制率的影响

Fig.5    Effect of different fermentation media on inhibition rate
注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05）；图 6~图 9同。
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NYBD和 NB培养基，说明 LB培养基更有利于抑

菌活性物质的合成。因此，选定 LB培养基作为后续

发酵优化实验的基础培养基。

 2.3.2   发酵时间的影响　如图 6所示，当发酵时间

为 48 h时，菌株已产生抑菌物质，其发酵液的抑制率

达到 93.64%，随着时间增长，抑菌率逐渐上升，是因

为在生长前期，营养物质充足，菌体优先快速增殖，并

逐渐积累次生代谢产物，在 72 h时，DB2203A发酵

液的抑菌活性物质产生达到峰值，抑菌率达到

100%，超过 72 h，其抑菌活性轻微下降。可能是菌株

在生长后期因自溶作用导致菌体减少，并释放蛋白

酶、脂肪酶等，使部分抗菌活性物质被降解[36]。方差

分析结果显示发酵时间对菌株的抑菌物质产出有显

著影响（P<0.05），因此选择 72 h作为最适发酵时间，

并选择作为下一步正交试验的中心点。
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图 6    不同发酵时间对抑制率的影响
Fig.6    Effect of different fermentation times on inhibition rate
 

 2.3.3   接种量的影响　由图 7可知，随着接种量的提

升，抑菌活性物质的产量呈现出先增后减的趋势，当

初始接种量为 6%时，菌株 DB2203A发酵液的抑菌

活性达到峰值，抑制率达到 99.79%，而在 8%~10%
的接种量之间，抑菌活性明显下降，推测这可能是培

养基中菌体量过多导致菌种竞争增加，并产生更多的

代谢废物[37]。方差结果也显示接种量对菌株的抑菌

物质产出较为显著（P<0.05），因此，选择 6%接种量

为最适接种量，并选择作为下一步正交试验中心点。
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图 7    不同接种量对抑制率的影响
Fig.7    Effect of different inoculum size on inhibition rate

 

 2.3.4   装液量的影响　如图 8所示，装液量在 10%~
30%时，发酵液的抑菌效果先上升后下降，后续随着

装液量的增加持续稳定上升，这可能由于随着装液量

的升高，营养物质增多所以先逐渐上升，后续可能是

由于培养基溶氧量不足导致轻微下降。并且装液量

在 40%~50%之间抑菌活性差异不显著，在装液量

为 50%时，抑菌率达到最高。发酵工艺中，装液量过

少，在发酵过程中发酵液蒸发会增大[37]，因此选取

50%装液量作为菌株 DB2203A发酵培养的最适装

液量，并后续不再进行优化。
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图 8    不同装液量对抑制率的影响
Fig.8    Effect of different liquid volume on inhibition rate

 

 2.3.5   初始 pH的影响　如图 9所示，培养基的初

始 pH对菌株 DB2203A产生的抑菌活性物质产

生显著影响（P<0.05）。在 pH6.0~8.0范围内，菌株

DB2203A的发酵液显示出最高的抑菌活性，且在

pH为 8.0时达到峰值，当 pH为 5.0或 9.0时，发酵

液则几乎丧失抑菌活性，这说明过酸或过碱的环境中

不利于菌株生长进而影响抑菌活性物质的合成。因

此，pH在 6.0~8.0之间，适合菌株的抑菌物质的产

出，并选择 pH为 7.0作为正交试验中心点。
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图 9    不同 pH对抑制率的影响
Fig.9    Effect of different pH on inhibition rate

 

 2.3.6   正交试验　本研究以灰葡萄孢菌作为指示菌，

在 LB培养基作为基础培养基的条件下，选择发酵时

间、接种量和初始 pH这三个关键因素，对枯草芽孢

杆菌 DB2203A的发酵条件进行了 L9（3
4）正交试

验。试验结果如表 6所示，在 3个因素中，初始 pH
对试验结果的影响最大，发酵时间次之，接种量影响

最小。如表 6所示，最佳发酵条件的组合为 A2B2C2，

即初始 pH7.0、发酵时间 72 h、接种量为 6%，在此发

酵条件下 DB2203A发酵液对灰葡萄孢菌的抑制率
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最大，A2B1C2 组合同时也达到了 100%，但结合单因

素实验和优化结果，并且以抑制率稳定性和后续工业

化可放大性为核心目标，优先选择 A2B2C2 进行后续

试验。经验证，根据正交试验得出的最优组合，在最

适培养基（LB）和最适装液量（50%）条件下，独立进

行 3次重复实验，平均抑制率为 100%，与正交试验

结果趋于一致。
  

表 6    正交试验结果（L9（3
4））

Table 6    Results of orthogonal design L9(3
4)

试验号 A（发酵时间） B（接种量） C（初始pH） 抑制率（%）

1 1 1 1 94.75
2 1 2 2 98.44
3 1 3 3 96.46
4 2 1 2 100.00
5 2 2 3 99.98
6 2 3 1 98.17
7 3 1 3 94.89
8 3 2 1 95.50
9 3 3 2 99.25
K1 96.55 96.55 96.14
K2 99.38 97.97 99.23
K3 96.55 97.96 97.11
R 2.84 1.43 3.09

 

 2.4　不同浓度发酵液对灰葡萄孢菌的影响

本研究通过 PDA培养基梯度稀释法评估了菌

株 DB2203A发酵产物的抑菌活性（图 10）。如表 7
所示：发酵液 2.5倍稀释时完全抑制灰葡萄孢菌菌丝

生长；20倍稀释时仍保持 89.25%的抑制率；40倍稀

释时抑制活性仍达 59.25%，表明该发酵产物具有优

异的抑菌稳定性。

  

CK 2.5倍 5倍 10倍 20倍 40倍

图 10    不同浓度发酵液对灰葡萄孢菌抑制效果
Fig.10    Inhibitory effects of fermentation broth at different

concentrations on Botrytis cinerea
  

表 7    稀释发酵液对灰葡萄孢菌抑菌效果
Table 7    Inhibitory efficacy of diluted fermentation broth

against Botrytis cinerea

稀释倍数 抑制率（%）

2.5 100.00±0.00a

5 100.00±0.00a

10 93.54±0.98b

20 89.25±0.82c

40 59.25±2.73d

 

 2.5　拮抗细菌 DB2203A抑菌物质初探

 2.5.1   脂肽粗提物产量及抑菌活性分析　采用酸沉

淀法，得到疑似脂肽类产物 0.155 g。该提取物显示

较强的抑菌活性，在 0.4 mg/mL浓度下，能抑制灰葡

萄孢菌丝生长，且抑菌活性稳定，抑菌率达到 62.18%

（图 11），说明该抑菌物质很可能是脂肽类物质，并通

过后续的 HPLC检测进行验证。与已报道的枯草芽

孢杆菌脂肽类代谢产物相比，如钱荣等[34] 筛选得到

的枯草芽孢杆菌 KC-WQ，其胞外脂肽类产物对沙门

氏菌具有显著抑菌特性，而 DB2203A脂肽类代谢

产物对病原真菌更具特异性；其抑菌效果与苗永美

等[33] 从石豆兰植物分离得到的枯草芽孢杆菌 BBs-
27相似，其脂肽类提取物使黄色镰刀菌（Fusarium
culmorum）菌丝畸变并通过破坏可溶性蛋白和糖的

合成途径抑制菌丝生长。现有研究表明，抗菌脂肽通

过改变细胞膜通透性、破坏质子动力势、诱导活性氧

积累及引发氧化损伤等机制发挥广谱抑菌作用[38]。

因此，DB2203A菌株的脂肽类代谢产物在生物防治

方面具有应用潜力，并在后续试验中会进一步挖掘抑

菌物质的其他活性成分。

  
a b

图 11    脂肽类粗提物对灰葡萄孢菌的抑菌活性
Fig.11    Antibacterial activity of lipopeptide crude extracts

against Botrytis cinerea
注：a：对照组；b：处理组。

 

 2.5.2   HPLC分析　采用同样的 HPLC方法分别对

表面活性素（surfactins）混合标准品和菌株 DB2203A
的酸沉淀粗提物进行了色谱分析，结果见图 12。通

过对比几组色谱峰的保留时间、相对分布和相对峰

面积，发现两者具有较高的相似性。表面活性素

（surfactins）是由芽孢杆菌发酵产生的一系列具有相

似基本结构的环状脂肽，本次色谱分析条件下，呈现
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图 12    脂肽粗提物与标准品 HPLC保留时间对比

Fig.12    Comparison of HPLC retention times between crude
lipopeptide extract and standard product

注：a：标准品；b：粗提物。
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出三组、六个主要色谱峰的特征，第一组保留时间在

11.7、11.9 min，第二组保留时间在 14.3、14.97 min，
第三组保留时间在 16.7、16.9 min。菌株 DB2203A
的酸沉淀粗提取物在基本相同的保留时间出现色谱

峰，只是第三组的相对峰面积更大。这些色谱特征可

以作为初步证据，支持菌株 DB2203A所产生的抑菌

物质是表面活性素等脂肽类成分的结论。

 3　结论
本研究从云南高黎贡山大树茶健康枝叶中分离

筛选到一株拮抗细菌 DB2203A，经鉴定，该菌株为枯

草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）。其无菌发酵液对灰

葡萄孢菌（Botrytis cinerea）的抑制率达 74.77%。通

过单因素和正交试验优化确定了其产抑菌活性物质

的最佳条件为：LB培养基，接种量 6%，装液量 50%，

初始 pH7.0，发酵时间 72 h。在此条件下，无菌发酵

液 5倍稀释时对灰葡萄孢菌完全抑制，40倍稀释时

抑制活性仍达 59.25%。此外，通过酸沉淀法获得的

粗提物在浓度为 0.4 mg/mL时对灰葡萄孢菌丝生长

具有较强抑菌作用，抑制率达 62.18%，此为高黎贡山

大树茶内生细菌资源的首次报道，结果显示出菌株

DB2203A具有作为开发为番茄灰霉病生防制剂的潜

力，但是关于菌株 DB2203A产生的抑菌物质分离纯

化及鉴定、抑菌机制与田间防效都需要进一步深入

研究。
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