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海胆共附生菌ＤＮＣ２的鉴定及其发酵条件优化
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摘要：为对海胆共附生菌ＤＮＣ２进行开发利用，对该菌株进行

形态、生理生化以 及１６ＳｒＤＮＡ序 列 测 定，并 以 抑 菌 活 性 为

考察指标，对其 发 酵 条 件 进 行 优 化。结 果 表 明：海 胆 共 附 生

菌ＤＮＣ２属于枯 草 芽 孢 杆 菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）；用 牛 肉 膏 为

０．３％，蛋白胨为０．６％，初始ｐＨ值９．０的培养基，３５℃发酵

５ｄ时抑菌活性最优，且 该 条 件 的 菌 株 发 酵 液 对８种 真 菌 指

示菌抑菌效果良好，抑制率分别为苹果粉红９２％，玉米早疫、
番茄 灰 霉８９％，辣 椒 青 枯８８％，毛 霉 菌８１％，西 瓜 枯 萎

７３％，棉花枯萎７２％，串珠镰刀菌５２％。
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海洋动植物共附 生 菌 是 指 存 在 于 海 洋 动 植 物 表 面 并 能

与其共同生存 的 微 生 物。近２０年 来，有 关 海 洋 共 附 生 微 生

物产生新型代谢产物的报道逐渐增多，一些曾被认为是海洋

动植物产生的生物活 性 物 质 实 际 上 来 源 于 与 动 植 物 宿 主 共

生的微生物［１］。研究 发 现 海 洋 动 植 物 共 附 生 微 生 物 具 有 抑

菌、抗肿瘤、抗氧化等 多 种 生 物 活 性［２，３］，能 够 产 生 一 些 活 性

物质［４－６］，如 Ｗａｎｇ等［７］发现对５种 疾 病 细 菌 具 有 良 好 抗 菌

活性 的 珊 瑚 共 生 真 菌 乙 酸 乙 酯 提 取 物；姜 建 等［８］从 海 参、海

胆、海 葵、海 兔、石 莼、裙 带 菜 分 离 得 到 多 种 共 附 生 海 洋 微 生

物，其中２１株细菌，８株放线菌和２株真菌具有抑菌活性，前

人所作的研究为开发 和 利 用 海 洋 共 附 生 微 生 物 资 源 提 供 了

理论支持。而由于不受自然资源条件的限制，利用发酵法制

备微生物活性物质具有广阔的应用前景［９］。

本实验室［１０］前期从海胆 中 分 离 筛 选 出 一 株 具 抑 菌 活 性

共附生细菌ＤＮＣ２，本试 验 应 用１６ＳｒＤＮＡ分 子 生 物 学 等 方

法对其进行鉴定，并对其培养条件进行优化以获得最优抑菌

活性发酵液，以期为 该 菌 株 发 酵 液 中 抑 菌 活 性 物 质 的 提 取、

纯化鉴定奠 定 基 础，为 分 离 鉴 定 新 的 海 洋 抑 菌 保 鲜 活 性 物

质，以及海胆 共 附 生 微 生 物 资 源 的 研 究 及 综 合 利 用 提 供 依

据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

具抑菌活性的海胆 共 附 生 菌ＤＮＣ２：由 本 实 验 室 分 离 并

保存；

细菌指示菌：大 肠 杆 菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、枯 草 芽 孢 杆

菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、变形杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、产 气 杆 菌

６４１



（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ），中 国 科 学 院 大 连 化 学 物 理 研 究 所

１８０５组惠赠；

真菌指示 菌：辣 椒 青 枯（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ　ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ）、西 瓜

枯萎（Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ　ｆ．ｓｐ．ｎｉｖｅｕｍ）、苹 果 粉 红（Ｔｒｉ－

ｃｈｏｔｈｅｃｉｕｍ　ｒｏｓｅｕｍ （Ｂｕｌｌ．）Ｌｉｎｋ）、玉 米 早 疫 （Ａ．ｓｏｌａｎｉ
（Ｅｌｌ＆Ｍａｒｔ）．ｓｏｒａｕｅｒ）、雪霉叶枯（Ｇｅｒｌａｃｈｉａ　ｎｉｖａｌｉｓ（Ｃｅｓ．ａｔ

Ｓａｃｃ．））、串 珠 镰 刀 菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ）、番 茄 灰 霉

（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ　Ｐｅｒｓ）、毛 霉 菌 （Ｍｕｃｏｒ　ｍｕｃｅｄｏ （Ｌ．）

Ｂｒｅｆｅｌｄ）、石榴黑 腐（Ｍｏｎｉｌｉａ　ｌａｘａ）、禾 谷 镰 刀 菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ

ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）、棉花枯萎（Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ　ｏｆ　Ｃｏｔｔｏｎ），

中国科学院大连化学物理研究所１８０５组惠赠；

种子 液 体 培 养 基：牛 肉 膏 ０．３％，蛋 白 胨 １％，ＮａＣｌ

０．５％，ｐＨ　７．２～７．４；

沙氏培养基：葡萄糖４％，蛋白胨１％，琼脂粉１．８％；

牛肉膏、蛋白胨、葡萄糖、琼 脂、ＮａＣｌ等：分 析 纯，安 泰 生

物工程股份有限公司。

１．１．２　设备及仪器

生物显微 镜：ＸＳ－２１３ＪＮＯＥＣ型，南 京 江 南 永 新 光 学 有

限公司；

电子天平：ＢＳ２２４Ｓ型，北 京 赛 多 利 斯 仪 器 系 统 有 限 公

司；

不锈钢蒸汽 消 毒 器：ＹＸ２８０Ｂ型，上 海 三 申 医 疗 器 械 有

限公司；

恒温培养箱：ＨＨ．ＢＩＩ．４２０－ＢＳ型，上海跃进医疗器械厂；

恒温振荡器：ＴＨＺ－８２Ａ型，常州国华电器有限公司；

超净工作台：Ｓ．ＨＳ－１３００型，上海跃进医疗器械厂。

１．２　试验方法

１．２．１　海胆共附生菌ＤＮＣ２的鉴定

（１）形态学及生理生化特 性：采 用 平 板 划 线 法 观 察 菌 落

形态，显微镜下观察经革 兰 氏 染 色 后 的 菌 体 形 态 特 征［１１］；参

考微生物鉴定试验方法［１２］，进 行 酪 氨 酸 水 解 试 验、酪 素 水 解

试验、酸 性 营 养 肉 汤 试 验、耐 盐 性 试 验、柠 檬 酸 盐 利 用 试 验、

过氧化氢酶测定试验、对叠氮化钠抗性试验、需氧性试验、乙

酰甲基甲醇（Ｖ．Ｐ）试 验、对 溶 菌 酶 抗 性 试 验、最 高 温 最 低 温

试验、糖发酵试验、淀粉水解试验及硝酸盐还原试验。

（２）分子生物学 鉴 定：将ＤＮＣ２号 菌 株 交 由 大 连 宝 生 物

工程有限公司进 行１６ＳｒＤＮＡ基 因 测 序。将 测 得 序 列 提 交

至 ＮＣＢＩ数 据 库，通 过 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 已 知 菌 种 的 序 列

ＢＬＡＳＴ比对，比较 分 析 同 源 性［１３］，使 用 ＭＥＧＡ　５．０软 件 构

建系统发育进化树。

１．２．２　发酵条件优化

（１）制备种子发酵液：挑取生长良好的ＤＮＣ２菌株斜面培

养物接种至装有５０ｍＬ种子液体培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，

１８０ｒ／ｍｉｎ，３０℃恒温振荡２４ｈ，用作优化发酵的种子液。

（２）碳源 单 因 素 试 验：分 别 在 以０．３％的 牛 肉 膏、麦 芽

糖、可溶性淀粉、蔗糖和乳糖为碳源的培养基中接入１％ （Ｖ／

Ｖ）种子发酵液，１８０ｒ／ｍｉｎ恒温培养３ｄ，发酵温度３０℃。分

别测定各碳源发酵液的抑菌活性，以确定抑菌活性较好的碳

源成分。

（３）发 酵 条 件 的 优 化：利 用 五 因 素 四 水 平 正 交 试 验

（表１）探究发酵温 度、初 始ｐＨ、发 酵 时 间、碳 源 浓 度 和 氮 源

浓度对海胆共附生菌ＤＮＣ２发酵液抑菌活性的影响，进而确

定最优抑菌活性发酵条 件［１４］。以 碳 源 经 过 改 良 的 培 养 基 用

作ＤＮＣ２菌株的基础发酵培养基，将菌龄为２４ｈ的种子液以

１％ （Ｖ／Ｖ）接种量接入各试验组培养基中，１８０ｒ／ｍｉｎ恒温振

荡培养。

表１　正交试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ　１　Ｌｅｖｅｌｓ　ａｎｄ　ｆａｃｔｏｒｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平
Ａ发酵

温度／℃

Ｂ初始

ｐＨ

Ｃ发酵

时间／ｄ

Ｄ碳源

浓度／％

Ｅ氮源

浓度／％

１　 ２０　 ３　 １　 ０．１　 ０．６

２　 ２５　 ５　 ３　 ０．３　 ０．８

３　 ３０　 ７　 ５　 ０．５　 １．０

４　 ３５　 ９　 ７　 ０．７　 １．２

　　（４）抑 菌 活 性 测 定：利 用 滤 纸 片 法（Ｋｉｒｂｙ　Ｂａｕｅｒ，ＫＢ

法）［１５］检测 不 同 试 验 组 的 样 品 对 细 菌 指 示 菌 的 抑 制 活 性。

指示菌菌液制备：将４种细菌指示菌接种于新鲜牛肉膏蛋白

胨液体培养基中，置３７℃摇床中１８０ｒ／ｍｉｎ振 荡 培 养２４ｈ。

在已凝固的牛肉膏蛋白胨培养基表面滴入１００μＬ细菌指示

菌培养液，用无菌涂布棒涂 布 均 匀，将 灭 菌 的 滤 纸 片（直 径６

ｍｍ）贴于各平板分区上，取１０μＬ试 验 组 的 发 酵 液（用 无 菌

微孔滤膜除去菌体）滴 到 滤 纸 片 中 央，以７５％乙 醇 作 阳 性 对

照，相应的空白液体 培 养 基 作 阴 性 对 照，每 组 试 验 设３个 平

行。于３７℃培养箱中培养２４ｈ，测定抑菌圈直径。

（５）优 化 条 件 验 证：采 用 优 化 后 的 发 酵 培 养 条 件 对

ＤＮＣ２菌株发酵培养，测定其发酵液的抑菌活性，以未优化培

养基作阴性对照。

１．２．３　海胆共附生菌ＤＮＣ２最优条件发酵液对真菌的抑制

效果　将辣椒青枯、玉 米 早 疫 等１１种 供 试 病 原 真 菌 接 种 于

沙氏培养基平板，菌 落 形 成 均 匀 后，用 直 径 为７ｍｍ的 打 孔

器切取边缘整齐的菌饼用于接种；将ＤＮＣ２菌株最优条件的

发酵液（用无菌微孔滤膜除去菌体）与冷却至５０℃左右的沙

氏培养基以１∶９的 比 例 混 匀 倒 平 板，凝 固 后 在 各 平 板 中 央

分别接入１１种 真 菌 菌 饼，每 个 处 理 设３个 平 行，以 不 含

ＤＮＣ２菌株发酵液的 沙 氏 培 养 基 作 阴 性 对 照。于２８℃培 养

箱培养５ｄ，采用十字 交 叉 法 测 定 真 菌 指 示 菌 菌 落 直 径。根

据式（１）计算最优条件发酵液对真菌菌丝生长的抑制率［１６］。

抑制率＝
对照值－处理值

对照值－７ ×１００％ （１）

２　结果与讨论

２．１　海胆共附生菌ＤＮＣ２鉴定结果

２．１．１　形态学及生理生化鉴定　菌落、菌体形态鉴定结果：

７４１

提取与活性 　 ２０１５年第１期



经平板 培 养 后 菌 落 呈 圆 形，光 滑，不 易 挑 取，略 微 发 红，颜 色

不均一，边缘絮状，四周颜色较浅。经光学显微镜观察，细菌

呈杆状。使用显微测 微 尺 测 量 细 菌 大 小，菌 株 长 度１．１５５～

１．９２５ !ｍ，宽度０．３８５～０．７７０ !ｍ。菌体革兰氏染色后呈红

色，表明其 为 革 兰 氏 阴 性 菌。于 芽 孢 培 养 基 上 培 养 并 染 色

后，观察到ＤＮＣ２菌株有椭圆形芽孢，孢囊膨大。生理生化鉴

定见表２。结合ＤＮＣ２菌 株 的 形 态 学 与 生 理 生 化 特 征，对 比

此菌与枯草芽孢杆菌有较高符合度，可将其初步鉴定为芽孢

杆菌属枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）。

表２　ＤＮＣ２号菌株生理生化特征

Ｔａｂｌｅ　２　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｎｄ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＤＮＣ２

鉴定指标
鉴定结果

枯草芽孢杆菌 ＤＮＣ２

过氧化氢酶 ＋ ＋

厌氧生长 － ＋

Ｖ．Ｐ反应 ＋ ＋

Ｖ．Ｐ反应中的ｐＨ值 ５．０～８．０　 ５．４

生长温度
最高／℃ ４５～５５　 ５５

最低／℃ ５～２０　 ４

抗溶菌酶（０．００１％） ｂ　 ａ

ｐＨ　５．７的培养基上生长 ＋ ＋

抗叠氮化钠（０．０２％） － ＋

生长在ＮａＣｌ（７％）上 ＋ －

产酸

葡萄糖 ＋ ＋

木糖 ＋ ＋

甘露醇 ＋ ＋

淀粉水解 ＋ ＋

柠檬酸盐利用 ＋ ＋

硝酸盐还原 ＋ ＋

酪素水解 ＋ ＋

酪氨酸分解 － －

　具有指示特征的菌株百分数：＋为８５～１００；ａ为５０～８４；ｂ为１５

～４９；－为０～１４；Ｖ为易变特征。

２．１．２　１６ＳｒＤＮＡ鉴定　ＤＮＣ２菌株的１６ＳｒＤＮＡ经扩增和

测 序 后 将 序 列 提 交 ＧｅｎＢａｎｋ 数 据 库，获 得 登 录 号 为

ＫＦ７０６３４２。将该序列在数据库中 进 行Ｂｌａｓｔ同 源 性 分 析，结

果显示多株Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ的 序 列 与 其 亲 缘 关 系 相 近。利

用 ＭＥＧＡ５．０软件的Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ方法构建系统发育树

（图１），结果表明ＤＮＣ２菌株与Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ（ＡＭ２３７３５５）

亲缘关系最近，处于 同 一 分 支，同 源 性 达９８％以 上。因 此 综

合形态学及生理生化特征，可将ＤＮＣ２菌株鉴定为枯草芽孢

杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）。

２．２　海胆共附生菌ＤＮＣ２发酵条件优化结果

２．２．１　碳源对发酵液抑菌活性的影响　由图２可知，牛肉
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图１　基于１６ＳｒＤＮＡ构建的菌株ＤＮＣ２的

基因序列系统进化树
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图２　碳源对发酵液抑菌活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ　２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｃａｒｂｏｎ　ｓｏｕｒｃｅｓ　ｏｎ　ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

ｏｆ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｂｒｏｔｈｓ

膏为碳源时发酵液对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和变形杆菌的

抑菌活性最强，而碳源为麦芽糖时发酵液对产气杆菌抑菌性

最好，综合考虑以牛肉膏作ＤＮＣ２菌株发酵的碳源。

２．２．２　正交试验 优 化 结 果　ＤＮＣ２菌 株 发 酵 液 抑 菌 活 性 正

交试验设计及结果见表３。由表３可知，发酵液对４种指示

菌的最佳抑制条 件 各 不 相 同。各 因 素 对 大 肠 杆 菌 抑 制 效 果

的影响主次顺序为Ｂ＞Ａ＞Ｅ＞Ｄ＞Ｃ，即 初 始ｐＨ ＞发 酵 温

度＞氮源浓度＞碳 源 浓 度＞发 酵 时 间，且 温 度３５℃，初 始

ｐＨ　９，发酵３ｄ，碳源浓度０．３％，氮源浓度０．６％时抑制作用

最强；同理，对枯草芽 孢 杆 菌 抑 制 效 果 的 影 响 主 次 顺 序 为 发

酵时间＞初始ｐＨ＞氮 源 浓 度＞发 酵 温 度＞碳 源 浓 度，发 酵

温度２５℃，初始ｐＨ　９，发酵５ｄ，碳 源 浓 度０．３％，氮 源 浓 度

１．２％时 抑 菌 作 用 最 好；对 变 形 杆 菌 抑 制 效 果 的 影 响 主 次 顺

序为初始ｐＨ＞发 酵 温 度＞碳 源 浓 度＞发 酵 时 间＞氮 源 浓

度，发酵温度３５℃，初始ｐＨ　９，发酵７ｄ，碳源浓度０．３％，氮

源浓度０．６％时抑菌作用最好；对产气杆菌抑制效果的影响

主次顺序为发酵温度＞氮源浓度＞初始ｐＨ＞碳源浓度＞发

酵时间，发 酵 温 度３５ ℃，初 始ｐＨ　７，发 酵１ｄ，碳 源 浓 度

０．５％，氮源浓度０．６％时抑菌作用最好。

通过综合平衡法评价各因素最优水平：发酵温度对产气

杆菌抑菌性影响程 度 最 强，对 变 形 杆 菌 和 大 肠 杆 菌 次 之，抑

菌作用均在３５℃时达最高；ｐＨ对大肠杆菌和变形杆菌抑菌

性影响程度最强，其 次 为 枯 草 芽 孢 杆 菌，且ｐＨ 为９时 抑 菌
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性均达最高；发酵时 间 对 枯 草 芽 孢 杆 菌 抑 菌 性 影 响 最 强，发

酵５ｄ时抑菌性最高，ｐＨ对其余３种指示菌影响程 度 较 低；

碳源浓度 对４种 指 示 菌 抑 菌 性 影 响 程 度 较 低，但 浓 度 为

０．３％时 对３种 指 示 菌 抑 菌 性 都 达 最 高；氮 源 浓 度 对 产 气 杆

菌及大肠杆菌 抑 菌 性 影 响 较 强，均 在０．６％浓 度 时 达 最 高。

综合上述分析确定，海胆共附芽孢杆菌ＤＮＣ２号菌株最优抑

菌活性发酵条件 为：在 含 牛 肉 膏０．３％，蛋 白 胨０．６％，初 始

ｐＨ值９．０的培养基中３５℃发酵培养５ｄ。

表３　正交试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ　３　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔｓ

试验号 Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ　 Ｅ
抑菌圈直径／ｍｍ

大肠 枯草 变形 产气

１　 １　 １　 １　 １　 １　 ６．０　 ６．０　 ６．０　 ６．０

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ２　 １０．０　 ６．０　 １５．０　 ６．０

３　 １　 ３　 ３　 ３　 ３　 ６．０　 １３．９　 １７．１　 ６．０

４　 １　 ４　 ４　 ４　 ４　 ６．０　 １４．５　 １５．０　 ６．０

５　 ２　 １　 ２　 ３　 ４　 ６．０　 ６．０　 ６．０　 ６．０

６　 ２　 ２　 １　 ４　 ３　 ６．０　 １４．５　 １６．０　 ６．０

７　 ２　 ３　 ４　 １　 ２　 ６．０　 １３．０　 １３．０　 ６．０

８　 ２　 ４　 ３　 ２　 １　 ２０．０　 １５．０　 １８．０　 ６．０

９　 ３　 １　 ３　 ４　 ２　 ６．０　 ６．０　 ６．０　 ６．０

１０　 ３　 ２　 ４　 ３　 １　 １６．０　 ６．０　 １６．０　 １５．５

１１　 ３　 ３　 １　 ２　 ４　 １３．０　 １７．０　 １７．６　 １５．０

１２　 ３　 ４　 ２　 １　 ３　 １７．０　 ６．０　 １３．０　 ６．０

１３　 ４　 １　 ４　 ２　 ３　 ６．０　 ６．０　 １８．１　 ６．０

１４　 ４　 ２　 ３　 １　 ４　 １６．０　 １８．０　 １３．０　 １４．０

１５　 ４　 ３　 ２　 ４　 １　 １５．８　 ６．０　 １４．５　 １５．０

１６　 ４　 ４　 １　 ３　 ２　 ２０．０　 １５．０　 １９．０　 １５．０

大
肠
杆
菌

ｋ１ ７．０００　 ６．０００　 １１．２５０　 １１．２５０　 １４．４５０

ｋ２ ９．５００　 １２．０００　 １２．２００　 １２．２５０　 １０．５００

ｋ３ １３．０００　 １０．２００　 １２．０００　 １２．０００　 ８．７５０

ｋ４ １４．４５０　 １５．７５０　 ８．５００　 ８．４５０　 １０．２５０

Ｒ



７．４５０　 ９．７５０　 ３．７００　 ３．８００　 ５．７００

枯
草
芽
孢
杆
菌

ｋ１ １０．１００　 ６．０００　 １３．１２５　 １０．７５０　 ８．２５０

ｋ２ １２．１２５　 １１．１２５　 ６．０００　 １１．０００　 １０．０００

ｋ３ ８．７５０　 １２．４７５　 １３．２２５　 １０．２２５　 １０．１００

ｋ４ １１．２５０　 １２．６２５　 ９．８７５　 １０．２５０　 １３．８７５

Ｒ　 ３．３７５　 ６．６２５　 ７．２２５　 ０．７７５　 ５．６２５

变
形
杆
菌

ｋ１ １３．２７５　 ９．０２５　 １４．６５０　 １１．２５０　 １３．６２５

ｋ２ １３．２５０　 １５．０００　 １２．１２５　 １７．１７５　 １３．２５０

ｋ３ １３．１５０　 １５．５５　 １３．５２５　 １４．５２５　 １１．７７５

ｋ４ １６．１５０　 １６．２５　 １５．５２５　 １２．８７５　 １２．９００

Ｒ　 ５．５００　 ７．２２５　 ３．４００　 ３．４２５　 ３．２２５

产
气
杆
菌
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２．２．３　验证优化发 酵 条 件　以 未 经 优 化 的 发 酵 液 作 对 照，

测定 最 优 条 件ＤＮＣ２菌 株 发 酵 液 的 抑 菌 活 性（图３），由 图３

可知：与未优化的发 酵 液 相 比，优 化 后 发 酵 液 的 抑 菌 活 性 较

好，抑菌活性得到增强。
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图３　优化前后发酵液的抑菌作用

Ｆｉｇｕｒｅ　３　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｎｏｔ

ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｂｒｏｔｈｓ　ｏｎ　ｔｈｅ

ｔｅｓｔｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉａ

２．３　海胆共附生菌ＤＮＣ２最优条件发酵液的抑真菌活性

　　ＤＮＣ２菌 株 最 优 条 件 发 酵 液 对１１种 植 物 病 原 真 菌 菌 丝

的生长均有抑制效果，试验组平板中的真菌指示菌较少生长

或生长减缓，而对照 组 的 真 菌 菌 落 几 乎 长 满 整 个 培 养 皿，依

据式（１）计算出 发 酵 液 对 指 示 菌 的 菌 丝 生 长 抑 制 率（图４）。

由图４可知：发酵液 对８种 病 原 菌 具 有 较 强 的 抑 菌 性，抑 制

率分别为苹果 粉 红９２％，玉 米 早 疫、番 茄 灰 霉８９％，辣 椒 青

枯８８％，毛 霉 菌８１％，西 瓜 枯 萎７３％，棉 花 枯 萎７２％，串 珠

镰刀菌５２％；对禾谷镰刀菌、雪霉叶枯、石榴黑腐也有一定抑

制性。由此可见，最优条件发酵液对于植物病原真菌具有较

好的抑菌作用，表现出应用于保鲜技术及生物防治领域的潜

力，具有进一步研究开发的价值。

 
80

60

40

20

0

抑
制

率
In
hi
bt
io
n
ra
tio

/%

指示菌

Indicator bacteria

100

辣
椒

青
枯

西
瓜

枯
萎

苹
果

粉
红

玉
米

早
疫

雪
霉

叶
枯

串
珠

镰
刀

番
茄

灰
霉

毛
霉

石
榴

黑
腐

禾
谷

镰
刀

棉
花

枯
萎

图４　海胆共附生菌ＤＮＣ２发酵液对真菌的抑制效果

Ｆｉｇｕｒｅ　４　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｂｒｏｔｈｓ　ｏｆ

ｓｔｒａｉｎ　ＤＮＣ２ｏｎ　ｔｈｅ　ｆｕｎｇｉ

３　结论

以抑菌活性菌株ＤＮＣ２作为试验菌株，根据形态学、生理

生化 试 验 及１６ＳｒＤＮＡ 序 列 分 析 将 其 鉴 定 为 枯 草 芽 孢 杆 菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）；该菌的最优发酵条件为：０．３％牛肉膏，０．

６％蛋白胨，初始ｐＨ　９．０，发酵温度３５℃，发酵时间５ｄ；基于

最佳发 酵 条 件，发 酵 液 对 苹 果 粉 红、玉 米 早 疫、番 茄 灰 霉、辣

椒青枯、毛 霉 菌、西 瓜 枯 萎、棉 花 枯 萎、串 珠 镰 刀 菌８种 真 菌

的抑菌性较强。本试 验 为 后 期 代 谢 物 中 抑 菌 活 性 成 分 的 分

离和应用提供了依据，关于ＤＮＣ２菌株发酵液中活性代谢产

物的分离纯化、结构鉴定等有待于进一步研究。
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