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摘要： 为了探究海洋甲基营养型芽孢杆菌BMF 04菌株的抑菌谱及其对仁果类真菌病害的防效，采

用平板对峙法和牛津杯法测定BMF 04菌株及其无菌发酵液对26种植物病原真菌和5种细菌的抑菌

活性；采用室内保湿法测定该菌株发酵液和无菌发酵液在果实上对苹果轮纹病菌的防治作用。 结

果表明，BMF 04菌株及其发酵液对供试的26种植物病原真菌和2种细菌均具有抑制作用；该菌株的

发酵液和无菌发酵液对苹果和梨的轮纹病均具有防治作用，且保护效果优于治疗效果，最高防效

分别为76.47%、51.77%，说明BMF 04是一株具有广谱抗菌性的海洋细菌，对果实轮纹病具有良好

的防效，具有开发微生物制剂的潜力。
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The Inhibitory Spectrum Determination of Bacillus methylotrophics BMF 04 and Control Effect

on Fungal Disease in Kernel Fruits
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Abstract: In order to investigate the inhibitory spectrum of Bacillus methylotrophics BMF 04 strain and its control effect

on nut fungus disease, we used plate stand-off method and Oxford cup method to determine the bacteriostatic activity of

fermentation broth and aseptic cell-free fermentation broth of the BMF 04 strain against 26 kinds of plant pathogenic

fungus and 5 kinds of bacteria. The effect of fermentation broth and cell-free fermentation broth of the strain on the control

effect of Botryosphaeria dothidea was measured by the indoor moisturizing method. The results showed that BMF 04

strain and its fermentation broth had inhibitory effects on 26 kinds of plant pathogenic fungus and 2 kinds of bacteria. The

fermentation broth and cell-free fermentation broth of the strain can prevent and cure apple and pear's ring rot, and the

protective effect was better than the therapeutic effect, the highest control effect value was 76.47%, 51.77%, respectivedly.

The above results suggest that BMF 04 is a marine bacterium with broad-spectrum antimicrobial activity, which has good

control effect on fruits' ring rot and has the potential to be develpoed as a microbial agent.
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苹果轮纹病是由葡萄座腔菌属引起的，该病菌

不仅会危害生长期的果树和果实，也会造成果实成

熟期的烂果、落果，并且在贮藏期也会造成大量的

烂果，是严重危害苹果产业的病害之一。除危害苹
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果外，还可侵染梨、桃、杏等多种果树，对果树的生

长和水果产量造成了巨大的影响[1-2]。目前，我国轮

纹病害的防治主要是依靠化学农药，而化学农药的

大量使用和滥用导致了环境污染、生态多样性破

坏、农药残留及植物病原菌产生耐药性等一系列难

题[3]。开发利用新型生物农药可弥补化学农药的不

足，微生物制剂用于植物病害的防治受到了广泛的

重视[4-5]。芽孢菌属繁殖力强，其芽孢可在恶劣环境中

存活，并且其产生的细菌素、抗菌蛋白、脂肽类抗生

素等产物具有抑菌作用，被广泛地应用于微生物菌

剂的研制[6-8]。用于植物病害防治的微生物菌株主要

来源于陆地和海洋，其中来源于陆地的生物菌株开

发应用比较普遍，而来源于海洋的微生物菌株，由

于海洋特殊的生态环境，如高压、高盐、低温、寡营

养等，造就了其产物的特异结构和活性是陆源微生

物无法比拟的[9-11]。很多海源微生物的次生代谢产物

对植物病害的防效更好，成为近年来的研究热点。
本课题组从连云港海域分离获得1株对轮纹病

等多种植物病原真菌具有较强抑制作用的甲基营

养型芽孢杆菌BMF 04菌株。为了进一步了解该菌株

特性，笔者系统研究了该菌株及其发酵液的抑菌谱

以及对仁果类轮纹病病害的防效，旨在为该菌株后

续开发利用奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验菌株、培养基及果实来源

甲基营养型芽孢杆菌BMF 04由江苏海洋大学

海洋微生物实验室分离、鉴定、保存。供试植物病原

真菌（表1）和细菌保存在该实验室。
PDA马铃薯培养基；PD液体培养基；NA液体培

养基；发酵培养基：麸皮1.0%，花生饼粉1.0%，CaCl2
1.0%，pH 7.5。

梨：市售雪梨；苹果：市售红富士。
1.2 BMF 04菌株及其无菌发酵液对植物病

原真菌抑菌作用的测定
将4℃下保存的BMF 04菌株在无菌条件下转接

于PDA斜面上，在28℃的条件下培养1 d进行活化；

将4℃下保存的植物病原真菌在无菌条件下转接于

PDA平板上，在28℃培养3 d进行活化，备用。
采用平板对峙培养法，在PDA平板中央接种直

径为7 mm的病原真菌菌苔，在真菌三边距培养皿边

缘25 mm处划线接种活化1 d的BMF 04菌株，以不接

BMF 04菌株作为对照，3次重复。28℃培养3～5 d，

观测并测量抑菌带宽度。

将甲基营养型芽孢杆菌BMF 04接种于PDA斜

面，在温度为28℃条件下，培养16 h，用PD培养基洗

下，制成菌悬液，接入装有60 mL种子液培养基的

250 mL三角瓶中。在温度为28℃条件下，180 r/min摇

床培养16 h，得到种子液，调整种子液浓度为108

CFU/mL。按照10%的接种量，将种子液接种装入盛

有60 mL发酵培养基的250 mL三角瓶中；在温度为

28℃条件下，180 r/min摇床培养48 h，发酵液冷却至

4℃，以10 000 r/min转速离心20 min，上清液经0.22
μm微孔滤膜过滤去除菌体，即为无菌发酵液。

采用牛津杯法，将植物病原真菌接在直径90 mm
的平板中央，在距边缘25 mm处对称放置4个牛津杯，

3个牛津杯中各加入无菌发酵液200 μL，以发酵培

养基为对照，重复3次。28℃下恒温培养4 d后，观察

植物病原真菌的生长情况，并测量其抑菌带宽度。
1.3 BMF 04菌株发酵液对不同细菌抑制作

用的测定
采用牛津杯法，将斜面培养24 h的5种供试细菌

病原菌种类
抑菌带宽度/mm

菌株 无菌发酵液

苹果腐烂病菌 23.00±1.73 21.00±0.00
小麦赤霉病菌 27.33±0.58 14.67±2.52
葡萄白腐病菌 24.00±1.00 20.00±2.00
黄瓜枯萎病菌 22.67±0.58 19.67±1.53
菠菜早疫病菌 24.33±0.58 20.00±1.73
番茄早疫病菌 27.17±1.53 20.00±1.00
棉花立枯病菌 25.33±0.58 18.67±0.58
稻瘟病病菌 16.33±1.53 11.33±0.58
小麦根腐病菌 18.33±1.15 19.33±0.58
斑点落叶病菌 20.00±0.00 15.67±2.08
甘蓝枯萎病菌 18.33±1.53 16.00±2.00
苹果轮纹病菌 20.97±0.90 23.50±0.30
梨炭疽病菌 19.83±1.85 16.00±0.62
芒果炭疽病菌 28.67±0.58 23.00±1.00
苹果炭疽病菌 22.00±1.00 21.67±1.15
小麦雪腐镰刀菌 19.33±1.53 15.00±1.00
草莓灰霉病菌 21.33±0.58 13.67±1.15
小麦纹枯病菌 19.33±1.15 17.67±1.53
大豆菌核病菌 26.83±1.15 19.33±0.58
水稻纹枯病菌 27.33±0.58 21.33±0.58
玉米弯孢霉叶斑病菌 18.17±2.08 19.67±0.58
蓝莓早疫病菌 19.17±1.26 19.00±1.00
玉米叶枯病菌 18.17±1.44 17.67±0.58
玉米小斑病菌 18.67±0.58 16.67±0.58
水稻胡麻斑病菌 9.00±1.00 6.67±0.58
马铃薯晚疫病菌 9.67±1.15 4.67±0.58

表 1 BMF 04 菌株及其无菌发酵液对不同植物病原真菌的

抑制作用测定结果
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接种至盛有60 mL NA液体培养基的250 mL三角瓶

中，28℃、180 r/min振荡培养24 h，制成浓度为106

CFU/mL的菌悬液，取100 μL菌悬液均匀涂布在NA
平板上，每个涂菌平板上等距离摆放4个牛津杯。牛

津杯中加入200 μL BMF 04菌株的无菌发酵液，以

等量的发酵培养基为对照，28℃下培养36 h，测定抑

菌带宽度，重复3次。
1.4 BMF 04菌株发酵液及其无菌发酵液对

梨、苹果果实轮纹病防治作用的测定
苹果、梨果实表面的处理:选择健康果形大小一

致的苹果和梨的果实，对其表面消毒后，在果实的

赤道处打直径为7 mm、深度为3 mm的伤口，每个果

实3个伤口。用2种不同处理方法分别测定BMF 04菌

株发酵液和无菌发酵液的保护作用和治疗作用。
保护作用：在伤口处分别用浓度为108 CFU/mL

BMF 04发酵液和无菌发酵液100 μL处理，以等量的

发酵培养基为对照，16 h接种苹果轮纹病菌菌苔。
治疗作用：在果实伤口处接种轮纹病菌菌苔，

16 h后分别接种浓度为108 CFU/mL BMF 04发酵液、
无菌发酵液100 μL。

将不同处理的果实放入相对湿度为95%左右、
28℃的恒温培养箱中，观察5～7 d，采用十字交叉

法测量病斑直径。每个处理设3重复，每个重复10个

果实。

2 结果与分析

2.1 BMF 04菌株及其无菌发酵液对不同植

物病原真菌的抑制作用
从表1和图1可见，BMF 04菌株对供试的26种植

物病原真菌丝生长均具有明显的抑制作用，对23种

真菌的抑菌带宽度达18 mm以上，其中对芒果炭疽

病菌抑制作用最强，抑菌带宽度为28.67 mm，其次

是小麦赤霉病菌、水稻纹枯病菌、番茄早疫病菌，抑

菌带宽度均超过27 mm。

从表1和图2可见，BMF 04菌株无菌发酵液对供

试的植物病原真菌均有抑制作用，对24种真菌的抑

菌带宽度在10 mm以上，其中对苹果轮纹病菌和芒

果炭疽病菌的抑制作用最强，抑菌带宽度分别为

23.50 mm和23.00 mm，对水稻胡麻斑病菌和马铃薯

晚疫病菌抑菌作用最弱，抑菌带宽度分别为6.67 mm
和4.67 mm。

2.2 BMF 04菌株发酵液对不同细菌的抑制

作用
从表2和图3可知，BMF 04菌株对供试的金黄色

葡萄球菌的抑制作用最强，抑菌带宽度为20.55 mm，

其次是青枯病菌，抑菌带宽度为11.83 mm，对大肠

杆菌、角斑病菌和枯草芽孢杆菌没有抑制作用。

2.3 BMF 04菌株发酵液及其无菌发酵液对

梨、苹果果实轮纹病防治作用

从表3可见，经BMF 04菌株发酵液处理过的梨、
苹果轮纹病病斑直径分别为21.03、18.03 mm，经无

菌发酵液处理过的梨、苹果轮纹病病斑直径分别为

24.60、22.60 mm，无菌发酵培养基为对照组的梨、苹
果轮纹病病斑直径分别为43.10、53.87 mm；BMF 04
菌株发酵液对梨、苹果的保护作用分别为61.15%、
76.47%，无菌发酵液对梨、苹果的保护作用分别为

51.24%、66.72%。以上结果表明，BMF 04菌株发酵

液的抑菌作用明显优于无菌发酵液；BMF 04菌株对

苹果和梨具有很强的保护作用，且对苹果果实轮纹

病的保护效果优于梨果实上轮纹病的保护效果。
从表4可知，先接种轮纹病菌，后接种BMF 04菌

株发酵液的梨、苹果轮纹病病斑直径分别为29.03、

（a）芒果
炭疽病菌

（b）小麦
赤霉病菌

（c）水稻
纹枯病菌

（d）番茄
早疫病菌

图 1 BMF 04 菌株对不同植物病原真菌的抑制作用

图 2 BMF 04 无菌发酵液对不同病原真菌的抑制作用

（a）苹果
轮纹病菌

（b）芒果
炭疽病菌

（c）水稻
胡麻斑病菌

（d）马铃薯
晚疫病菌

细菌种类

金黄色葡萄球菌

大肠杆菌

青枯病菌

抑菌带宽度/mm
20.50±1.00

0.00
11.83±0.58

细菌种类 抑菌带宽度/mm
角斑病菌 0.00
枯草芽孢杆菌 0.00

表 2 BMF 04 菌株无菌发酵液对不同细菌的抑制作用

（a）金黄色
葡萄球菌

（b）大肠杆菌 （c）青枯病菌 （d）角斑病菌

图 3 BMF 04 菌株对不同细菌的抑制作用
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32.13 mm，接种无菌发酵液的梨、苹果轮纹病病斑直

径分别为34.17、36.77 mm，无菌发酵培养基为对照组

的梨、苹果轮纹病病斑直径分别为44.53、59.10 mm；

BMF 04菌株发酵液对梨、苹果的治疗作用分别为

41.30%、51.77%，无菌发酵液对梨、苹果的治疗作用

分别为27.67%、42.88%。以上结果表明，BMF 04菌

株发酵液对苹果、梨轮纹病具有较好的治疗作用，

且对苹果果实轮纹病的治疗效果优于梨果实上轮

纹病的治疗效果。
对比表3和表4可以看出，海洋细菌BMF 04菌株

发酵液及其无菌发酵液对苹果、梨果实的轮纹病都

具有良好的防效，且该菌株对果实的保护效果优于

治疗效果。

3 结论与讨论

甲基营养型芽孢杆菌BMF 04菌株及其发酵液

对供试的26种植物病原真菌和2种细菌均具有抑制

作用，该菌株对23种真菌的抑菌带宽度达到了18 mm
以上，无菌发酵液对24种真菌的抑菌带宽度达到了

10 mm以上，其中对苹果轮纹病菌和芒果炭疽病菌

的抑制作用最强，抑菌带宽度分别为23.50 mm和

23.00 mm，说明其抗菌谱较广。目前，应用于植物防

病促生的芽孢菌属主要为枯草芽孢杆菌、解淀粉芽

孢杆菌等[12]，关于甲基营养型芽孢杆菌在植物病害

的防治应用近年来也有所报道。甲基营养型芽孢杆

菌BAC-9912、WF-3对黄瓜灰霉病和炭疽病的防效

分别达78.8%、77.38%[13-14]。从海洋中分离筛选的甲

基营养型芽孢杆菌SHB114和BH21，能有效抑制黄

瓜枯萎病、炭疽病、立枯丝核菌和葡萄灰霉病[15-16]。

分 离自天然饼肥发酵液的甲基营养型芽孢杆菌

4-L-16菌株在香蕉根际土壤和植物体内具有良好

的定殖能力，是防治香蕉枯萎病的新菌种资源[17]。赵

文珺等[18]室内盆栽实验表明，甲基营养型芽孢杆菌

NK、G-1对番茄白粉病防效分别达87.55%、47.74%，

且能不同程度促进番茄的生长。本研究中的BMF 04
菌株与上述报道的菌株相比抗菌谱较广，抗菌种类

也有明显不同。该菌株的发酵液和无菌发酵液对苹

果和梨的轮纹病均具有防治作用，且保护效果优于

治疗效果，发酵液的防效优于无菌发酵液的防效，对

苹果的保护效果及治疗效果分别为76.47%、51.77%。
本研究说明甲基营养型芽孢杆菌BMF 04是一

株具有广谱抗菌性的海洋细菌，对果实轮纹病具有

良好的防效，在植物病害的微生物防治方面具有广

泛的应用前景。
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处理
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