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摘要：［目的］探索解淀粉芽孢杆菌Ｐ１４对油茶炭疽病病原菌的拮抗物质，以期为油茶炭疽病的生物农药开发利
用提供理论依据。［方法］利用酸沉淀法和高效液相色谱法分离解淀粉芽孢杆菌 Ｐ１４发酵液中的拮抗物质，通
过顶空固相微萃取法和气相色谱－质谱法对解淀粉芽孢杆菌Ｐ１４的挥发性物质进行了分离鉴定。［结果］分离
后的组分ａ对油茶炭疽病的病原菌具有良好的抑制作用，其主要成分为 Ｃ１５ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎＤ（杆菌霉素 Ｄ）。此
外，共分离得到３５种挥发性化合物，其相对抑菌率为（２６．１９±３．８２）％，其中包含苯类物质（ｂｅｎｚｅｎｅｓ）１０种、烷
基类物质（ａｌｋｙｌｓ）８种、醇类物质（ａｌｃｏｈｏｌｓ）２种、酮类物质（ｋｅｔｏｎｅｓ）１１种、醛类物质（ａｌｄｅｈｙｄｅｓ）３种和１种酯类
物质（ｅｓｔｅｒｓ）。［结论］解淀粉芽孢杆菌Ｐ１４能产生对油茶炭疽病的病原菌具有明显的拮抗作用的物质，并确定
了其拮抗物质种类，为油茶炭疽病的生物农药开发提供了可靠的研究内容。
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　 　 油 茶 （ＣａｍｅｌｌｉａｏｌｅｉｆｅｒａＡｂｅｌ．）属 山 茶 科
（Ｔｈｅａｃｅａｅ）山茶属（Ｃａｍｅｕｉａ）植物，是我国主要的经
济林树种，也是世界四大木本油料植物之一［１］。由

于油茶具有适应性强、抗逆性好的特性，十分适宜在

相对贫瘠的红壤丘陵地区种植，因此广泛分布于我

国湖南、江西、广西等１７个省区，在我国已有超过两
千年的种植历史。我国现有油茶林种植面超过４．３
×１０６ｈｍ２，油茶籽年产达２１７万吨，产值超过６００亿
元。湖南作为油茶的最大产区和茶油的最大消费

区，油茶资源约占全国 ４０％［２］。但是，油茶的种植

生产过程中往往受到多种病虫害的侵袭，导致油茶

的产量和品质大幅下降，其中以油茶炭疽病对油茶

林的危害最为严重。

油茶炭疽病（ＣｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｃａｍｅｌｌｉａＭａｓｓｅｅ）病
菌能够侵染油茶的花芽、叶芽、果实、枝梢和叶片，通

常引起油茶的落花、落果和枝枯现象，严重时甚至能

造成整株死亡；在我国各油茶产区均有发生，可导致

２０％左右的平均落果率，有时可高达４０％ ５０％，
是油茶种植过程中的最主要病害之一［３］。尽管化学

农药对油茶炭疽病的防治具有一定效果［４－７］，但长

期滥用化学农药会引起病原菌的抗药性，造成环境

污染，同时大幅增加成本［８－９］。因此，开发出对油茶

炭疽病防治效果显著，无污染、无公害、可持续的生

物防治手段显得尤为重要。

芽孢杆菌属中的解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）在自然界中分布广泛，对人、畜无
毒无害，具有很高的抗逆能力；研究表明，解淀粉芽

孢杆菌具有广谱的抑制真菌和细菌活性的作用，且

生长速度快、稳定性强，是一种理想的生防菌资

源［１０－１１］。解淀粉芽孢杆菌的主要生防机制包括有

定殖、分泌拮抗物质、诱导系统抗性等，其中分泌拮

抗物质如脂肽类抗生素和挥发性物质等，可显著抑

制病原微生物的活性，抑制病害的发生［１２－１３］。因

此，本研究分别通过高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）和气相
色谱－质谱法（ＧＣＭＳ）对前期研究工作中分离得到
的解淀粉芽孢杆菌菌株 Ｐ１４中的脂肽类抗生素和
挥发性物质分别进行分离、鉴定，以期获得高效的抑

菌物质用于油茶炭疽病的生物防治。
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１　材料与方法

１．１　供试菌株
解淀粉芽孢杆菌菌株 Ｐ１４由湖南省林业科学

院森林资源保护所分离鉴定，油茶炭疽病病原真菌

（Ｃ．Ｃａｍｅｌｌｉａ）由湖南省林业科学院森林资源保护所
分离保存。

１．２　菌液制备
将保存的解淀粉芽孢杆菌菌株 Ｐ１４划线到 ＬＢ

培养基（ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉＢｒｏｔｈ）平板上，３７℃下活化２４
ｈ；而后挑取活化菌株的单菌落接种于含１００ｍＬＬＢ
液体培养基的三角瓶中，３７℃、１７０ｒ·ｍｉｎ－１下培养
２４ｈ作为种子液。将 ５ｍＬ种子液接种到 １００ｍＬ
Ｌａｎｄｙ培养基中，３０℃、１７０ｒ·ｍｉｎ－１下震荡培养，连
续培养６０ｈ后获得发酵液，将发酵液置于低温条件
下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心初步除去菌体，并用 ０．２２
μｍ无菌微孔滤膜过滤。取５０μＬ滤液均匀涂布于
ＬＢ培养基平板上，３７℃下培养２４ｈ无杂菌即得无菌
滤液。

１．３　脂肽类抗生素的测定
１．３．１　脂肽类抑菌物质的提取　通过酸沉淀法［１４］

提取无菌滤液中的脂肽类抑菌物质，加入 ６ｍｏｌ·
Ｌ－１ＨＣｌ调节无菌滤液 ｐＨ至 ２．０，４℃过夜沉淀；
８０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心１０ｍｉｎ，弃上清液，待沉淀自
然干燥后加入甲醇抽提两次并将抽提液合并，即得

脂肽抗菌物质粗提物；粗提物冷冻干燥后溶于 ｐＨ
６．８的磷酸缓冲液（ＰＢＳ）中，用０．２２μｍ的无菌滤
膜过滤，置于－２０℃下备用。
１．３．２　脂肽类抑菌物质的 ＨＰＬＣ分离及鉴定　脂
肽类抑菌物质的纯化分离采用高效液相色谱法，分

离柱为 ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（４．６×２５０ｍｍ，Ａｇｉｌｅｎｔ，
ＵＳＡ）；流动相Ａ为０．１％的乙酸溶液，Ｂ为１００％乙
腈，Ａ：Ｂ＝６０：４０；流速设置为０．４ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温
为３０℃，进样量为２０μＬ。

采用抑菌圈法筛选具有抑菌效果的 ＨＰＬＣ分离
物，用已灭菌的打孔器在ＰＤＡ平板上等距地打四个
小孔，分别取１００μＬＨＰＬＣ分离物加入小孔中，对照
组为无菌水和甲醇溶液；每个分离物重复试验３次，
培养７ｄ后观察平板上的抑菌圈大小以确定该组分
是否具有抑菌作用。

通过抗菌效果实验筛选出的拮抗物质，运用安

捷伦高效液相色谱 －电喷雾／质谱仪（ＨＰＬＣＥＳＩ

ＭＳ；ＨＰＬＣ：１２００系列，ＥＳＩＭＳ：６４１０ＴｒｉｐｌｅＱｕａｄＬＣ／
ＭＳ，ＵＳＡ）进一步鉴定其分子量与结构。分离柱为
ＭＳＣ１８色谱柱（５０ｍｍ×２．１ｍｍ，１．８μｍ，Ａｇｉｌｅｎｔ，
ＵＳＡ）。溶剂Ａ为乙腈，Ｂ为水（含０．１％ 乙酸），Ａ：
Ｂ＝４０％：６０％。流速设置为０．３ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温
为２５℃，２１０ｎｍ波长检测。电离方式采用电喷雾离
子源，质量检测器为四级质量分析器。电喷雾条件

为：喷雾电压４．５ｋＶ、毛细管温度３００℃，检测方式
为正离子模式（ＥＳＩ＋），利用碰撞诱导解离技术
（ＣＩＤ）获得化合物的典型碎片离子，碰撞池中碰撞
气体为氮气，碰撞能量根据试验需要进行设定。

１．３．３　拮抗物质合成的相关基因检测　采用ＣＴＡＢ
法提取菌株Ｐ１４的基因组ＤＮＡ，以此为模板扩增脂
肽类抗生素 ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎＤ合成的相关基因 ｂａｍＤ，
其引物（Ｆ：５’ＧＣＴＣＴＴＧＡＴＧＡＣＣＴＴＣＴＣＴＧＣＧ３’，
Ｒ：５’ＡＴＴＴＴＧＴＧＣＧＡＴＴＧＧＴＴＣＴＧＴＴ３’）选择参考
Ｃｈｅｎｅｔａｌ．［１５］中所述。将扩增的基因片段测序后在
ＮＣＢＩ上进行 ＢＬＡＳＴ同源性分析，判定拮抗菌 Ｐ１４
是否能够合成期望的拮抗物质。

１．４　挥发性有机物质（ＶＯＣｓ）的测定
１．４．１　挥发性抑菌物质的平板检测　在二分格培
养皿的两侧分别倾倒ＬＢ固体培养基和ＰＤＡ固体培
养基，划线接种 Ｐ１４菌株到二分格培养皿一侧的
ＬＢ培养基中央，另一侧同时接种的油茶炭疽病的病
原菌菌饼于ＰＤＡ培养基中央，重复试验３次，对照
组中不接种Ｐ１４菌株。置于２５℃下培养３ｄ，逐日
记录每天病原菌的菌落直径。

１．４．２　挥发性抑菌物质的离体叶片抑菌试验　在
二分格培养皿的一侧倾倒ＬＢ固体培养基，划线接种
Ｐ１４菌株，另一侧放置灭菌滤纸，滴入适量无菌水保
湿；对照皿中不接种Ｐ１４菌株。取油茶健康叶片用
无菌水冲洗晾干后置于灭菌滤纸一侧，用无菌针头

在叶片中央划出一条伤口，并将油茶炭疽病的病原

菌菌块接种于伤口处，重复试验３次，在２８℃下培养
３ｄ，观察油茶叶片的发病情况。
１．４．３　挥发性抑菌物质的收集及检测　采用顶空
固相微萃取法（ｈｅａｄｓｐａｃｅｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｍｉｃｒｏｅｘｔｒａｃ
ｔｉｏｎ，ＨＳＳＰＭＥ）收集 Ｐ１４菌株产生的挥发性物质。
挑取Ｐ１４菌株的菌块接种于含２００ｍＬＰＤＡ培养基
的锥形瓶中，而后将５０／３０μｍＤＶＢ／ＰＤＭＳ萃取头
（Ｓｕｐｅｌｃｏ，Ｖｉｅｎｎａ，Ａｕｓｔｒｉａ）置于锥形瓶的顶部空间，
并暴露于Ｐ１４菌株产生的挥发性物质（ＶＯＣｓ，ｖｏｌａ

９１１



林　业　科　学　研　究 第３２卷

ｔｉｌｅｏｒｇａｎｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓ）中，以不接种 Ｐ１４菌块的
ＰＤＡ液体培养基作为空白对照。将锥形瓶置于
３０℃下培养７ｄ，而后取出含 ＶＯＣｓ的萃取头，注入
气相色谱 －质谱联用仪（ＧＣＭＳ，ＧａｓＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａ
ｐｈｙＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）中进行检测。将含 ＶＯＣｓ的
萃取头在２２０℃下加热１ｍｉｎ释放ＶＯＣｓ，而后以Ｈｅ
作为载气，恒速１ｍＬ·ｓ－１进行监测，首先将萃取柱
在２２０℃加热１ｍｉｎ将ＶＯＣｓ释放于ＨＰ５ＭＳ色谱柱
（Ａｇｉｌｅｎｔ，Ｗａｌｄｂｒｏｎｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）中，然后再用Ｈｅ作为
载气恒速１ｍＬ·ｍｉｎ－１进行检测。检测程序为初始
温度４０℃，保持２ｍｉｎ，而后以１０℃·ｍｉｎ－１的速率
升温到 ２００℃；接着以 ２５℃·ｍｉｎ－１的速率升温到
２６０℃，保持 ５ｍｉｎ。质谱检测参数参考 Ｙｕａｎｅｔ
ａｌ．［１６］，将测定的各物质质谱信息与 Ｍａｉｎｌｉｂ和
Ｒｅｐｌｉｂ质谱数据库条目进行比较，如果匹配度达≥
９０％即可认定为该种物质。

２　结果与分析

２．１　拮抗菌Ｐ１４脂肽类物质的分离与鉴定
通过ＨＰＬＣ分析，从解淀粉芽孢杆菌 Ｐ１４发酵

液中纯化收集到５种主要组分，其分析图谱如图１
所示；对收集的５种组分进行冷冻干燥后，溶于一定
量的甲醇中备用。运用牛津杯法分别测定５种组分
的抗菌活性，抗菌效果如图２所示，结果表明５种主
要成分中仅有 ａ号峰有抑菌活性。将收集的ａ号峰
进行ＨＰＬＣＥＳＩＭＳ分析，得到分子量分别为１０４５．５
和１０６７．５的物质，其质谱图如图３所示。对比芽孢
杆菌脂肽物质的分子量数据可知：组分 ａ中主要是
含有Ｃ１５ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎＤ（杆菌霉素Ｄ）。

图１　菌株Ｐ１４脂肽类抗菌物质的ＨＰＬＣ分析图谱
Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅ

ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｓｔｒａｉｎＰ１４．

ＣＫ：对照组为水，ＭｅＯＨ：甲醇

图２　ａ号峰抗菌活性测定
Ｆｉｇ．２　Ａｎｔｉｆｕｎｇｉａｃｔｉｖｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ（ａ）

图３　ａ号峰各组分的质谱图
Ｆｉｇ．３　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｃｏｍｐｏｎｅｎｔ（ａ）ｆｒｏｍＨＰＬＣ

２．２　拮抗菌Ｐ１４与脂肽类拮抗物质合成相关基因
的检测

　　为进一步确定拮抗菌 Ｐ１４产生的脂肽类拮抗
物质，以菌株Ｐ１４的基因组 ＤＮＡ为模板扩增 ｂａｃｉｌ
ｌｏｍｙｃｉｎＤ合成的相关基因，其ＰＣＲ产物的大小和理
论值吻合，结果如图４。将扩增得到的序列上传至
ＮＣＢＩ进行同源性分析，比对结果表明菌株 Ｐ１４中
ｂａｍＤ基因片段与 Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＦＺＢ４２ｂａｃｉｌ
ｌｏｍｙｃｉｎＤ基因同源性达９９％。
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Ｍ１：ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１和２：ｂａｍＤ

图４　菌株Ｐ１４抗菌物质合成相关基因ＰＣＲ
产物琼脂糖凝胶电泳图

Ｆｉｇ．４　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｆｏｒｔｈｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆａｎｔｉｆｕｎｇｉａｃｔｉｖｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎＳｔｒａｉｎＰ１４

２．３　解淀粉芽孢杆菌挥发性抑菌物质的鉴定
挥发性物质抑菌试验结果如图５所示，接种３ｄ

后，解淀粉芽孢杆菌处理中病原菌的菌落直径显著

图５　解淀粉芽孢杆菌的挥发性有机物质抑制病
原菌生长（左边为处理，右边为对照）

Ｆｉｇ．５　Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓａｎｔｉｆｕｎｇａｌｖｏｌａｔｉｌｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｎｄｉｖｉｄｅｄｐｌａｔｅｓ．Ｍｙｃｅｌｉａｌｐｌｕｇｇｒｏｗｔｈ
ｗａｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａ
ｓｔｒｅａｋｅｄｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓ（ｒｉｇｈｔ），

ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｌｅｆｔ）

低于对照组，相对抑菌率为（２６．１９±３．８２）％；此外，
经过３次重复试验，在油茶健康叶片发病实验中，二
分皿另一侧未接种 Ｐ１４菌株时，油茶叶片发病严
重，而接种Ｐ１４菌株的油茶叶片未发病（图６），表
明解淀粉芽孢杆菌的挥发性物质具有显著的抑菌活

性。运用顶空固相微萃取法收集 Ｐ１４菌株产生的
挥发性气体进行 ＧＣＭＳ分析，可分离得到３５种化
合物，包含苯类物质（ｂｅｎｚｅｎｅｓ）１０种、烷基类物质

（ａｌｋｙｌｓ）８种、醇类物质（ａｌｃｏｈｏｌｓ）２种、酮类物质
（ｋｅｔｏｎｅｓ）１１种、醛类物质（ａｌｄｅｈｙｄｅｓ）３种和１种酯
类物质（ｅｓｔｅｒｓ），如表１所示。

图６　解淀粉芽孢杆菌的挥发性有机物质抑制
叶片发病（左边为处理，右边为对照）

Ｆｉｇ．６　ＶｏｌａｔｉｌｅｏｒｇａｎｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｆＢ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ
ｒｅｄｕｃｅｓｙｍｐｔｏｍｓｏｆＣａｍｅｌｌｉａｏｌｅｉｆｅｒａｌｅａｆ．Ｍｙｃｅｌｉａｌｐｌｕｇ
ｇｒｏｗｔｈｗａｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａ
ｓｔｒｅａｋｅｄｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓ（ｒｉｇｈｔ），

ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｌｅｆｔ）

３　讨论
解淀粉芽孢杆菌在促进植物生长、增强植物抗

病性方面具有一定作用，并作为拮抗菌在棉花、番

茄、黄瓜等的病虫害防治中得到广泛应用［１７－１９］。解

淀粉芽孢杆菌能产生多种具有拮抗作用的次生代谢

产物，主要可分为两大类：通过核糖体途径合成的抗

菌物质，如细菌素［２０－２１］及杆菌溶素［２２］等；通过非核

糖体途径也能合成两种重要抗菌物质，如脂肽类抗

生素［２３］、聚酮化合物［２４］和挥发性抗菌物质［１６］。本

研究对解淀粉芽孢杆菌菌株 Ｐ１４主要抗菌活性物
质———脂肽类抗生素和挥发性物质进行了分离纯

化，并进行鉴定，以期阐明该菌株的生防机制。

研究表明，解淀粉芽孢杆菌可以产生至少一种

具有拮抗作用的脂肽类抗生素，其中两个主要类

群———伊枯草杆菌素 Ｉｔｕｒｉｎｓ和丰原素 Ｆｅｎｇｙｃｉｎｓ具
有很强的抗真菌活性［２５－２７］。本研究利用酸沉淀法

和ＨＰＬＣ法分离鉴定解淀粉芽孢杆菌 Ｐ１４发酵液
中的脂肽类物质，结果表明分离后的组分 ａ对油茶
炭疽病的病原菌具有良好的抑制作用，组分 ａ中主
要成分为分子量１０４５．５和１０６７．５的 Ｃ１５ｂａｃｉｌｌｏ
ｍｙｃｉｎＤ，该组分属于伊枯草菌素家族 Ｉｔｕｒｉｎ，是一种
在抑制真菌生长方面起主要作用的胞外物质［２８］。

研究表明，ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎＤ是抑制黄曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
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表１　解淀粉芽孢杆菌Ｐ１４挥发性物质鉴定
Ｔａｂｌｅ．１　ＶｏｌａｔｉｌｅｏｒｇａｎｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙＢ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＰ１４

苯类物质 Ｂｅｎｚｅｎｅｓ

保留时间

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

烷基类物质 Ａｌｋｙｌｓ

保留时间

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

醇类物质 Ａｌｃｏｈｏｌｓ

保留时间

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

酮类物质 Ｋｅｔｏｎｅｓ

保留时间

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

醛类物质 Ａｌｄｅｈｙｄｅｓ

保留时间

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

酯类物质 Ｅｓｔｅｒｓ

保留时间

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

１．２５ １，４Ｐｅｎｔａｄｉｅｎｅ １２．６４
Ｃｙｃｌｏｏｃｔａｎｅ，
ｍｅｔｈｙｌ

１０．４８
Ｂｅｎｚｙｌ
Ａｌｃｏｈｏｌ

７．６８ ２Ｈｅｐｔａｎｏｎｅ ９．１６ Ｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ １４．５１
ｎｐｅｎｔａｄｅｃｙｌ
ｅｓｔｅｒ

９．５４ Ｐｈｅｎｏｌ １３．０５ Ｄｏｄｅｃａｎｅ １０．３５
１Ｈｅｘａｎｏｌ，
２ｅｔｈｙｌ

８．９６
２Ｈｅｐｔａｎｏｎｅ，
６ｍｅｔｈｙｌ

１０．６４
Ｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ，
２ｈｙｄｒｏｘｙ

１０．０９
Ｂｅｎｚｅｎｅ，１，
２ｄｉｃｈｌｏｒｏ

１５．４８ Ｃｙｃｌｏｄｅｃａｎｅ １０．７９ ２Ｎｏｎａｎｏｎｅ １５．９７ Ｄｏｄｅｃａｎａｌ

１１．２１
Ｐｙｒａｚｉｎｅ，
２ｅｔｈｙｌ３，
５ｄｉｍｅｔｈｙｌ

１５．８３ Ｔｅｔｒａｄｅｃａｎｅ １１．０４ Ａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ

１３．５７ Ｂｅｎｚｏｔｈｉａｚｏｌｅ １６．６８
２Ｍｅｔｈｙｌ１
ｄｏｄｅｃｅｎｅ

１１．３９ ２Ｎｏｎａｎｏｎｅ

１４．７５
Ｐｙｒａｚｉｎｅ，２，
５ｄｉｍｅｔｈｙｌ３
（３ｍｅｔｈｙｌｂｕｔｙｌ）

１６．７９ Ｃｙｃｌｏｄｏｄｅｃａｎｅ １２．４０
２，４，６

Ｃｙｃｌｏｈｅｐｔａｔｒｉｅｎ
１ｏｎｅ

１５．２４
Ｑｕｉｎａｚｏｌｉｎｅ，
４ｍｅｔｈｙｌ

１９．５２ Ｅｉｃｏｓａｎｅ １３．４７
Ｂｅｎｚｏｆｕｒａｎ，
２ｅｔｈｅｎｙｌ

１６．２５
Ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ，
２，６ｄｉｍｅｔｈｙｌ

２０．０６ Ｎｏｎａｄｅｃａｎｅ １３．９０ ２Ｕｎｄｅｃａｎｏｎｅ

１７．００
９Ｏｃｔａｄｅｃｅｎｅ，
（Ｅ）

１５．３ ４Ｄｏｄｅｃａｎｏｎｅ

１７．３５
Ｂｕｔｙｌａｔｅｄ

Ｈｙｄｒｏｘｙｔｏｌｕｅｎｅ
１６．６０ ２Ｔｒｉｄｅｃａｎｏｎｅ

１７．８４２Ｈｅｘａｄｅｃａｎｏｎｅ

ｆｌａｖｕｓ）效果最佳的抗生素之一［２９］，对白粉病病原菌

（Ｐｏｄｏｓｐｈａｅｒａｆｕｓｃａ）也具有很强的抑制作用［３０］；与

其它脂肽类抗生素无交叉耐药性、毒性小、抗菌谱

广、显著增强其他脂肽类抗生素的抑菌活性［３１］。信

珊珊等［３２－３３］研究表明，运用解淀粉芽孢杆菌 ＷＨ１
中的脂肽类物质作为防治油茶炭疽病的生物农药是

可行的，但未对其主要有效成分进行分离鉴定；孟庆

敏等［３４］通过乙醇沉淀、固相萃取、ＨＰＬＣ及 ＬＣＭＳ
对枯草芽孢杆菌Ｙ１３中的抑菌物质进行分离鉴定，
结果表明其主要脂肽类抑菌物质分别为 Ｉｔｕｒｉｎ和
Ｆｅｎｇｙｃｉｎ的同系物。本研究首次从油茶分离并鉴定
解淀粉芽孢杆菌中脂肽类抑菌物质 ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎＤ，
并验证了其对油茶炭疽病的抑制效果。

芽孢杆菌所合成的挥发性物质的抑菌作用明

显，代谢产生的挥发性物质能够抑制多种植物病原

真菌的生长，其中包括酸、酮、酯和醇等有机物，不同

的挥发性物质抑制真菌的效果也不同［３５－３７］。本研

究中通过顶空固相微萃取法收集，能够直接收集挥

发性物质，无需采用有机溶剂萃取，既增加了收集的

挥发性物质种类，同时也减少了操作步骤，提高了收

集效率［２７］。此外，本研究通过 ＧＣＭＳ对解淀粉芽
孢杆菌Ｐ１４的挥发性物质进行了鉴定，共分离得到
３５种化合物，包含苯类物质（ｂｅｎｚｅｎｅｓ）１０种、烷基
类物质（ａｌｋｙｌｓ）８种、醇类物质（ａｌｃｏｈｏｌｓ）２种、酮类
物质（ｋｅｔｏｎｅｓ）１１种、醛类物质（ａｌｄｅｈｙｄｅｓ）３种和１
种酯类物质（ｅｓｔｅｒｓ），其种类与前人研究基本一致。
本研究分离的３５种化合物中，至少有１３种在其他
芽孢杆菌的挥发物中能够分离得到，其中苯并噻唑

（Ｂｅｎｚｏｔｈｉａｚｏｌｅ）、２乙基己醇（１Ｈｅｘａｎｏｌ，２ｅｔｈｙｌ）、
２壬酮（２Ｎｏｎａｎｏｎｅ）、苯酚（Ｐｈｅｎｏｌ）、２十一酮（２
Ｕｎｄｅｃａｎｏｎｅ）已被证实具有植物生长的功能，并能诱
导植物产生抗病作用［１６，３８－３９］。其它挥发性化合物

是否具有抑菌作用，还需进一步的证实。

４　结论
本研究通过对解淀粉芽孢杆菌菌株 Ｐ１４产生
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的脂肽类抗生素的分离与鉴定，获得了对油茶炭疽

病病原菌具有拮抗作用的组分ａ，其主要成分为Ｃ１５
ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎＤ；同时对Ｐ１４产生的挥发性物质进行
分离验证，结果表明Ｐ１４产生的挥发性物质对油茶
炭疽病病原菌具有拮抗作用，并分离得到了３５种挥
发性物质。本研究确定了解淀粉芽孢杆菌 Ｐ１４的
拮抗物质种类，为油茶炭疽病的生物农药开发提供

了可靠的研究内容。
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［９］ＨｖｉｓｔｅｎｄａｈｌＭ．Ｉｎｒｕｒａｌａｓｉａ，ｌｏｃｋｉｎｇｕｐｐｏｉｓｏｎｓｔｏｐｒｅｖｅｎｔｓｕｉｃｉｄｅｓ

［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１３，３４１（６１４７）：７３８．

［１０］ＢｏｒｒｉｓｓＲ．Ｕｓｅｏｆｐｌａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｂａｃｉｌｌｕｓｓｔｒａｉｎｓａｓｂｉｏｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｓ

ａｎｄｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌａｇｅｎｔｓｉｎａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ［Ｍ］／／Ｍａｈｓｈｗａｒｉ．Ｂａｃｔｅｒｉａｉｎ

Ａｇｒｏｂｉｏｌｏｇｙ：ＰｌａｎｔＧｒｏｗｔｈＲｅｓｐｏｎｓｅｓ．Ｓｐｒｉｎｇｅｒ，２０１１：４１－７６．

［１１］ＥｒｌａｃｈｅｒＡ，ＣａｒｄｉｎａｌｅＭ，ＧｒｏｓｃｈＲ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｔｈｅ

ｐａｔｈｏｇｅｎＲｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉａｎｄｉｔｓｂｅｎｅｆｉｃｉａｌｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔＢａｃｉｌｌｕｓ

ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓｏｎｔｈｅｉｎｄｉｇｅｎｏｕｓｌｅｔｔｕｃｅｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ［Ｊ］．Ｆｒｏｎｔ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１４，５（１７５）：１７５．

［１２］ＣｈｅｎＸＨ，ＫｏｕｍｏｕｔｓｉＡ，ＳｃｈｏｌｚＲ，ｅｔａｌ．ＧｅｎｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢａ

ｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＦＺＢ４２ｒｅｖｅａｌｓｉｔｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｆｏｒｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌｏｆ

ｐｌａｎｔｐａｔｈｏｇｅｎｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００９，１４０（１）：２７

－３７．

［１３］ＣｈｏｗｄｈｕｒｙＳＰ，ＨａｒｔｍａｎｎＡ，ＧａｏＸＷ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌｍｅｃｈａ

ｎｉｓｍｂｙｒｏｏｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＦＺＢ４２ａｒｅｖｉｅｗ

［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１５，６（７８０）：７８０．

［１４］高学文，姚仕义，Ｈｕｏｎｇ，等．枯草芽孢杆菌 Ｂ２菌株产生的表

面活性素变异体的纯化和鉴定［Ｊ］．微生物学报，２００３，４３

（５）：６４７－６５２．

［１５］ＣｈｅｎＸＨ，ＫｏｕｍｏｕｔｓｉＡ，ＳｃｈｏｌｚＲ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｔｈｅｃｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇｂａｃｔｅ

ｒｉｕｍＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＦＺＢ４２［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

２００７，２５（９）：１００７－１０１４．

［１６］ＹｕａｎＪ，ＲａｚａＷ，ＳｈｅｎＱ，ｅｔａｌ．ＡｎｔｉｆｕｎｇａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＢａｃｉｌｌｕｓ

ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＮＪＮ６ｖｏｌａｔｉｌｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓａｇａｉｎｓｔＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓ

ｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｃｕｂｅｎｓｅ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄ＆ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，

２０１２，７８（１６）：５９４２－５９４４．

［１７］ＧｒｏｓｃｈＲ，ＪｕｎｇｅＨ，ＫｒｅｂｓＢ，ｅｔａｌ．ＵｓｅｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓａｓａ

ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌａｇｅｎｔ．ＩＩＩ．ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｏｎｆｕｎｇａｌｒｏｏｔ

ｄｉｓｅａｓｅｓａｎｄｏｎｙｉｅｌｄｉｎｓｏｉｌｌｅｓｓｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｌａｎｔＤｉｓｅａ

ｓｅｓ＆Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，１９９９，１０６（６）：５６８－５８０．

［１８］ＹａｏＡＶ，ＢｏｃｈｏｗＤｒＨ，ＫａｒｉｍｏｖＳ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｏｆＦＺＢ２４ Ｂａ

ｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓａｓａｂｉｏｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｏｎｃｏｔｔｏｎｙｉｅｌｄｓｉｎｆｉｅｌｄｔｅｓｔｓ［Ｊ］．Ａｒ

ｃｈｉｖｅｓｏｆＰｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ＆ＰｌａｎｔＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，２００６，３９（４）：３２３

－３２８．

［１９］ＧüｌＡ，ＫｉｄｏｇｌｕＦ，ＴüｚｅｌＹ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｎｄＢａｃｉｌｌｕｓ

ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓｏｎｔｏｍａｔｏ（ＳｏｌａｎｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍＬ．）ｇｒｏｗｉｎｇｉｎ

ｐｅｒｌｉｔｅ［Ｊ］．２００８，６（３）：４２２－４２９．

［２０］ＳｃｈｏｌｚＲ，ＭｏｌｏｈｏｎＫＪ，ＮａｃｈｔｉｇａｌｌＪ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｎｔａｚｏｌｉｃｉｎ，ａｎｏｖｅｌ

ｍｉｃｒｏｃｉｎＢ１７／ｓｔｒｅｐｔｏｌｙｓｉｎＳｌｉｋｅｎａｔｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ

ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＦＺＢ４２．［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，２０１１，１９３

（１）：２１５－２２４．

［２１］ＳｃｈｏｌｚＲ，ＶａｔｅｒＪ，ＢｕｄｉｈａｒｊｏＡ，ｅｔａｌ．Ａｍｙｌｏｃｙｃｌｉｃｉｎ，ａｎｏｖｅｌｃｉｒ

ｃｕｌａｒｂａｃｔｅｒｉｏｃｉｎｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＦＺＢ４２

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，２０１４，１９６（１０）：１８４２－１８５２．

［２２］ＣｈｅｎＸＨ，ＳｃｈｏｌｚＲ，ＢｏｒｒｉｓｓＭ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｉｃｉｄｉｎａｎｄｂａｃｉｌｙｓｉｎ

ｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｐｌａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ，ａｒｅｅｆｆｉ

ｃｉｅｎｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｆｉｒｅｂｌｉｇｈｔｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ，２００９，１４０（１
#

２）：３８－４４．

［２３］ＫｏｕｍｏｕｔｓｉＡ，ＣｈｅｎＸＨ，ＨｅｎｎｅＡ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ

ａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｓｄｉｒｅｃｔｉｎｇｎｏｎｒｉｂｏｓｏｍａｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｏｆｂｉｏａｃｔｉｖｅｃｙｃｌｉｃｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓｓｔｒａｉｎ

ＦＺＢ４２［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，２００４，１８６（４）：１０８４．

［２４］ＣｈｅｎＸＨ，ＶａｔｅｒＪ，ＰｉｅｌＪ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｈａｒａｃ

ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｓｉｎＢａｃｉｌｌｕｓ

ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＦＺＢ４２［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，２００６，１８８

（１１）：４０２４．

［２５］ＦｌｄｅｓＴ，ＢáｎｈｅｇｙｉＩ，ＨｅｒｐａｉＺ，ｅｔａｌ．ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｔｒａｉｎｓ

ｆｒｏｍｔｈｅｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅｏｆｃｅｒｅａｌｓａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｓｃｒｅｅｎｉｎｇｆｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｍ

ａｇａｉｎｓｔｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ，ｆｏｏｄｂｏｒｎｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｃａｎｄｓｐｏｉｌａｇｅｍｉｃｒｏ

ｏｒｇａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０００，８９（５）：８４０

－８４６．

［２６］ＲｏｍｅｒｏＤ，ＤｅＶＡ，ＯｌｍｏｓＪＬ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅｓｏｆａｎ

ｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｓｔｒａｉｎｓｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，ｏｎｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｕｌｔｒａ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｃｕｃｕｒｂｉｔｆｕｎｇａｌｐａｔｈｏｇｅｎＰｏｄｏｓｐｈａｅｒａｆｕｓｃａ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００７，１０３（４）：９６９
#

９７６．

［２７］李宝庆，鹿秀云，郭庆港，等．枯草芽孢杆菌ＢＡＢ１产脂肽类

及挥发性物质的分离和鉴定［Ｊ］．中国农业科学，２０１０，４３

（１７）：３５４７－３５５４．

［２８］ＯｎｇｅｎａＭ，ＪａｃｑｕｅｓＰ．Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅｓ：ｖｅｒｓａｔｉｌｅｗｅａｐｏｎｓｆｏｒ

ｐｌａｎｔｄｉｓｅａｓｅｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００８，１６

（３）：１１５－１２５．

［２９］ＸｕＺ，ＳｈａｏＪ，ＬｉＢ，ｅｔａｌ．ＣｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎＤｉｎＢａｃｉｌ

ｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＳＱＲ９ｔｏａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄ＆ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１３，７９（３）：

８０８－８１５．

［３０］ＲｏｍｅｒｏＤ，ＤｅＶＡ，ＲａｋｏｔｏａｌｙＲＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｔｕｒｉｎａｎｄｆｅｎｇｙｃｉｎ

３２１
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ｆａｍｉｌｉｅｓｏｆｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅｓａｒｅｋｅｙｆａｃｔｏｒｓｉｎａｎｔａｇｏｎｉｓｍｏｆＢａｃｉｌｌｕｓ

ｓｕｂｔｉｌｉｓｔｏｗａｒｄＰｏｄｏｓｐｈａｅｒａｆｕｓｃａ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔｍｉｃｒｏｂｅＩｎ

ｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ：ＭＰＭＩ，２００７，２０（４）：４３０．

［３１］ＭｏｙｎｅＡＬ，ＳｈｅｌｂｙＲ，ＣｌｅｖｅｌａｎｄＴＥ，ｅｔａｌ．ＢａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎＤ：ａｎ

ｉｔｕｒｉｎｗｉｔｈａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｇａｉｎｓｔＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００１，９０（４）：６２２．

［３２］信珊珊．解淀粉芽胞杆菌 ＷＨ１的发酵优化及其产物对油茶炭

疽病和肿瘤的抑制作用研究［Ｄ］．武汉：华中农业大学，２０１１．

［３３］信珊珊，祁高富，朱发银，等．１株解淀粉芽孢杆菌发酵条件的
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