
收稿日期：２０２２－１１－０１；修回日期：２０２３－０９－２５
基金项目：安徽高校自然科学研究项目（ＫＪ２０１９Ａ０５５１）；皖
西南生物多样性和生态保护安徽省重点实验室开放基金资

助项目（Ｗｘｎ２０２３０８）；安庆师范大学“敬敷育英”创新创业
引领计划项目（２１００１４－２０２０）；国家级大学生创新创业训练
计划项目（２０２２１０３７２０３３，２０２１１０７３２０３２）
作者简介：郑爱芳（１９８０），女，副教授，硕士生导师，硕士，研
究方向为微生物资源开发（Ｅｍａｉｌ）ａｉｆａｎｇｚｈｅｎｇ＠１２６．ｃｏｍ。
通信作者：赵　凯，教授，硕士生导师（Ｅｍａｉｌ）ｚｈａｏｋａｉ１９１１＠
１２６．ｃｏｍ。

油脂安全 ＤＯＩ：１０．１９９０２／ｊ．ｃｎｋｉ．ｚｇｙｚ．１００３－７９６９．２２０７３４

一株防治花生采后黄曲霉污染的拮抗菌的

筛选及其防控效果

郑爱芳１，２，３，４，何　欢１，高　晔１，张名雪１，王　煦１，赵　凯１，２

（１．安庆师范大学 生命科学学院，安徽 安庆 ２４６０１１；２．安徽省一带一路流域生物多样性保护与利用
国际合作基地，安徽 安庆 ２４６０１１；３．皖西南生物多样性研究与生态保护安徽省重点实验室，

安徽 安庆 ２４６０１１；４．安庆市林业科技创新研究院，安徽 安庆 ２４６０１１）

摘要：为预防花生储藏过程中的黄曲霉污染，从农田土中分离出２株拮抗芽孢杆菌，通过平板对峙
法优选出１株作为研究对象，研究其对黄曲霉的抑制效果及对花生采后黄曲霉污染的防控效果。
采用平板对峙法检测拮抗菌的抑菌广谱性并绘制生长曲线，并通过生理生化实验、形态特征观察及

１６ＳｒＤＮＡ序列分析对该菌株进行鉴定。结果表明：优选出拮抗菌Ｂ４１９作为研究对象，其可有效抑
制黄曲霉的生长，在拮抗菌浓度为１．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，黄曲霉孢子浓度为１．０×１０３ＣＦＵ／ｍＬ时，黄
曲霉孢子萌发抑制率达到９８％；相比拮抗菌无菌发酵滤液和拮抗菌细胞悬浮液，拮抗菌发酵液防
治花生黄曲霉污染效果最好；该菌株对互隔交链孢霉、枝孢霉、青霉、拟盘多毛孢等多种霉菌都有抑

制作用，对大肠杆菌、酵母菌也有抑制作用；该菌株在培养４ｈ后进入对数期，１４ｈ达到最大，２６ｈ
后进入衰亡期；该菌株被鉴定为贝莱斯芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）。综上，分离的拮抗菌 Ｂ４１９对
多种微生物都有抑制作用，不仅可以用来预防花生储藏过程中的真菌污染，在防治植物微生物病害

方面也具有良好的应用潜力。
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　　花生在储藏过程中容易受到黄曲霉污染而产生
黄曲霉毒素（ＡＦＴ，Ａｆｌａｔｏｘｉｎ），ＡＦＴ化学性质稳定，
２８０℃左右的高温才能分解，毒性远高于氰化物，同
时还具有极强的致癌性［１］。研究表明，花生酱、花

生糖等加工制品的 ＡＦＴ检出率明显高于带壳花生
和花生仁等原料［２］，食用被ＡＦＴ污染的食物会导致
人类急性或者慢性中毒［３］，给人们的健康造成威

胁［４］。花生黄曲霉的污染防控是一项世界性难题。

科研工作者对全国大部分地区花生和花生油及其制

品中ＡＦＴ污染情况进行了调查，发现在我国花生主
产区（北方尤其是东北产区），采后花生ＡＦＴ污染较
轻，而南方产区的花生在生产环节容易发生黄曲霉的

污染，主要原因与南方地区梅雨季节时温湿度较高且

持续时间长有关［５－６］。虽然我国北方地区花生 ＡＦＴ
污染的程度较低，但是储存条件不当，也会提高污染

的发生率［７］。

目前控制花生采后黄曲霉污染的主要方法有物

理法、化学法和生物法。物理法主要是控制湿度和

温度，此方法耗时长、成本高［８］；化学法主要采用化

学杀菌剂，容易导致药物残留且病原菌容易产生耐

药性［９］；生物法主要利用植物源化合物和微生物等

对黄曲霉的不利作用，抑制 ＡＦＴ的产生，具有高效、
对环境友好等特点。近年来利用微生物防控食品真

菌感染成为一个重要的研究方向［１０－１２］，且研究多为

将木霉属真菌、芽孢杆菌属细菌等微生物应用于花

生采收前的防控［１３］，或者利用微生物来分解花生等

食品中的ＡＦＴ，而将拮抗菌应用于花生采后黄曲霉污
染防控方面的研究较少，因此开发高效的生防菌资源

具有现实意义。由于芽孢杆菌在环境中的抗逆性比

较强，更容易适应复杂的环境，本研究拟从环境中筛

选出具有抑菌活性的芽孢杆菌作为研究对象，探究其

生物学特性及对采后花生黄曲霉污染的防治效果，以

期找到有效的花生黄曲霉污染的生物防控方法。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　菌种及花生

黄曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ）、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）、酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、胶红酵母
（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓａ）、互隔交链孢霉（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ａｌｔｅｒｎａｔａ）、枝孢霉（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．）、青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｓｐ．）、拟盘多毛孢（Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓｓｐ．）等菌株，课题组
保存；花生，购于本地市场。

１．１．２　培养基与试剂
ＮＡ培养基：牛肉膏３ｇ／Ｌ、蛋白胨１０ｇ／Ｌ、氯化

钠５ｇ／Ｌ、琼脂粉２０ｇ／Ｌ。改良ＮＡ培养基：牛肉膏３
ｇ／Ｌ、酵母膏１ｇ／Ｌ、蛋白胨５ｇ／Ｌ、葡萄糖１０ｇ／Ｌ、琼
脂粉２０ｇ／Ｌ。改良ＮＢ液体培养基：去除ＮＡ培养基
配方中的琼脂粉。牛肉膏、琼脂粉、氯化钠，北京奥

博星生物技术有限责任公司；酵母膏，安琪酵母股份

有限公司；葡萄糖，天津市致远化学试剂有限公司；

蛋白胨，上海博微生物科技有限公司。

１．１．３　仪器与设备
ＳＷ－ＣＪ－２Ｇ超净工作台，苏州净化设备有限

公司；ＦＡ２２０４电子天平，上海力辰仪器科技有限公
司；ＤＳＸ－３０Ｌ－１高压蒸汽灭菌锅，上海申安医疗
器械厂；７２１Ｇ－１００紫外可见分光光度计，上海仪电
分析仪器有限公司；ＡＸＴＧＬ１６Ｍ台式高速冷冻离心
机，上海赵迪生物科技有限公司；ＸＳＰ－１１ＣＦ生物
显微镜，上海光学仪器一厂；ＢＳＤ－ＹＸ２２００智能精
密摇床、ＨＰＸ－９２７１ＭＢＥ电热恒温培养箱，上海博
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讯实业有限公司医疗设备厂；ＥａｓｙＣｙｃｌｅｒＧｒａｄｉｅｎｔ９６
ＰＣＲ仪，ＢｉｏｍｅｔｒａＧｍｂｈ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　土壤样品的采集及拮抗菌的初筛

取深度为１０ｃｍ左右、有机质丰富的农田土，置
于采样袋中，于４℃冰箱保存备用。

取１ｇ土于三角瓶中，加入９９ｍＬ无菌水，摇床
１５０ｒ／ｍｉｎ下振荡２０ｍｉｎ，静置后取０．１ｍＬ上清液
涂布于改良 ＮＡ培养基平板上，于２８℃培养，观察
平板上微生物之间有无拮抗现象（土壤中微生物含

量丰富，彼此可以作为指示菌），将有拮抗作用的菌

株经过多次平板划线分离保存，并通过简单染色或

者芽孢染色观察有无芽孢。

１．２．２　拮抗菌的优选
采用平板对峙法，在改良 ＮＡ培养基平板中间

接种黄曲霉，在距离黄曲霉两侧２ｃｍ处接种初筛的
拮抗菌，置于２８℃培养箱中培养４ｄ，测定抑菌带
宽，考察拮抗菌对黄曲霉的抑制效果。

１．２．３　黄曲霉孢子悬液及拮抗菌培养物的制备
１．２．３．１　黄曲霉孢子悬液

用无菌棉签蘸取无菌水，从培养５ｄ、长满孢子
的黄曲霉平板上刮取孢子，在装有５０ｍＬ无菌水的
三角瓶中洗脱孢子，然后用８层无菌纱布通过漏斗
过滤到无菌三角瓶中，获得初始黄曲霉孢子悬液，用

血球计数板计数，用无菌水将其浓度调整为１×１０６

ＣＦＵ／ｍＬ的孢子悬液，置于４℃冰箱保存。
１．２．３．２　拮抗菌发酵液、拮抗菌细胞悬浮液及无菌
发酵滤液

参照文献［１４］的方法进行。
拮抗菌发酵液的制备：用接种环从拮抗菌斜面

取３环接种到含有 ３０ｍＬ改良 ＮＢ液体培养基的
１５０ｍＬ三角瓶中，于３５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床中培养
１２ｈ，经平板划线法检验是否染菌，从未染杂菌的发
酵液中取２ｍＬ加入到装有２００ｍＬ改良ＮＢ液体培
养基的５００ｍＬ的三角瓶中，共３瓶，置于３５℃、１５０
ｒ／ｍｉｎ摇床中培养５５ｈ，获得拮抗菌发酵液，调整浓度
为１．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ。

拮抗菌细胞悬浮液的制备：将拮抗菌发酵液混

合后离心（４℃，１００００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），收集上清液，
下层菌体用无菌生理盐水悬浮、洗涤、离心２次，最
后用无菌生理盐水悬浮，通过平板计数法计算活菌

数，并调整菌体的浓度为１．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ。
拮抗菌无菌发酵滤液的制备：用５０ｍＬ无菌针

筒吸取拮抗菌细胞悬浮液制备过程中离心后的上清

液，过０．２２μｍ滤膜后获得无菌发酵滤液，用平板

划线法做滤液活菌检测来确保滤液中无活菌。

１．２．４　液体培养基中拮抗菌对黄曲霉的抑制效果
分析

参照武利勤等［１５］的方法，用打孔器在黄曲霉平

板上打取若干６ｍｍ的黄曲霉菌饼，向６个装有３０
ｍＬ改良ＮＢ液体培养基的１５０ｍＬ三角瓶中分别接
入１个６ｍｍ的黄曲霉菌饼，其中３个三角瓶中分
别加入５ｍＬ拮抗菌发酵液，以不加拮抗菌的３个三
角瓶作为对照，于２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床中培养１ｄ，
观察发酵液澄清度及菌体生长情况。

１．２．５　拮抗菌对黄曲霉孢子萌发的抑制作用分析
将黄曲霉孢子悬液做梯度稀释，最终浓度分别

为１．０×１０３、１．０×１０４、１．０×１０５ＣＦＵ／ｍＬ。取３只
５０ｍＬ离心管，分别加入５ｍＬ拮抗菌发酵液，再分
别加入５ｍＬ不同浓度的黄曲霉孢子悬液、２ｍＬ改
良ＮＢ培养基，置于２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床中培养１２
ｈ，取样，显微观察孢子的萌发情况，计算萌发和未
萌发的孢子数，观察至少１０个视野。计算孢子萌发
抑制率，孢子萌发抑制率为未萌发孢子数占孢子总

数的比例。

１．２．６　拮抗菌对花生黄曲霉污染的抑制效果分析
参照谢海涛［１６］的方法对花生进行预处理。先

用无菌水浸泡洗涤花生种子２ｍｉｎ，再用７５％的酒
精消毒５ｍｉｎ，然后用３％的次氯酸钠处理１０ｍｉｎ，
用无菌水洗涤５次。

将处理好的花生种子分装到５个无菌三角瓶
中，每瓶装１８粒。拮抗菌发酵液和拮抗菌细胞悬浮
液浓度为１．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，黄曲霉菌孢子悬液浓
度为１．０×１０２ＣＦＵ／ｍＬ。分别做如下处理：ＣＫ１．无
菌水浸泡花生种子１０ｍｉｎ，倒掉无菌水后加入黄曲
霉孢子悬液浸泡１０ｍｉｎ；ＣＫ２．无菌水浸泡花生种子
２０ｍｉｎ；处理１．拮抗菌发酵液浸泡花生种子１０ｍｉｎ，
倒掉发酵液后加入黄曲霉孢子悬液浸泡１０ｍｉｎ；处
理２．拮抗菌细胞悬浮液浸泡花生种子１０ｍｉｎ，倒掉
悬浮液后加入黄曲霉孢子悬液浸泡１０ｍｉｎ；处理３．
拮抗菌无菌发酵滤液浸泡花生种子１０ｍｉｎ，倒掉无
菌发酵滤液后加入黄曲霉孢子悬液浸泡１０ｍｉｎ。上
述处理之后，每个平板放６粒种子，每种处理做３个
平行，置于培养箱中培养（２８℃，湿度７０％～８０％）７
ｄ，观察花生的黄曲霉感染程度。
１．２．７　拮抗菌抑菌广谱性检测

用实验室保藏的互隔交链孢霉、枝孢霉、青霉、

拟盘多毛孢等病原霉菌以及酿酒酵母、胶红酵母、大

肠杆菌与拮抗菌做平板对峙实验，检测拮抗菌的抑

菌广谱性。青霉菌不容易形成大菌落，采用涂布法，
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孢子制取过程参考１．２．３．１，青霉菌孢子的浓度为
１．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ；酵母菌和大肠杆菌采用划线法
接种，拮抗菌采用点接法接种。

１．２．８　拮抗菌生长曲线的测定
将菌种从斜面接入装有１００ｍＬ改良 ＮＢ液体

培养基的５００ｍＬ三角瓶中，于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ的
摇床中培养１２ｈ后，取１０ｍＬ加入到含有２００ｍＬ
无菌液体牛肉膏蛋白胨培养基的５００ｍＬ三角瓶中，
做３个平行，置于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ的摇床中培养。
每隔２ｈ从每个三角瓶中取２ｍＬ发酵液，采用梯度
稀释涂平板法计算样品中的菌落形成单位（ＣＦＵ），测
定３４ｈ内菌株的生长规律。以培养时间为横坐标，
菌落形成单位的对数值作为纵坐标绘制生长曲线。

１．２．９　拮抗菌的鉴定
１．２．９．１　拮抗菌生理生化及形态特征的观测

根据《常见细菌鉴定手册》对拮抗菌生理生化特

征进行鉴定。参考文献［１７－１８］将菌株接种到改良
ＮＡ培养基平板上（以ＮＡ培养基为对照），于３７℃培
养一定时间后观察菌落形态特征，将拮抗菌革兰氏染

色之后镜检，观察其显微形态。

１．２．９．２　拮抗菌分子鉴定和发育树的构建
将拮抗菌接种到改良 ＮＢ培养基中，于３７℃培

养２４ｈ，按照细菌ＤＮＡ提取试剂盒说明书提取菌株
总ＤＮＡ后，进行ＰＣＲ扩增［１９］，ＰＣＲ产物用０．８％的
琼脂糖凝胶电泳检测，阳性样品送上海凌恩生物科

技有限公司进行测序。将测得序列在 ＧｅｎＢａｎｋ中
与已知种属 ＢＬＡＳＴ作同源性比对和分析，利用
ＭＥＧＡ７．０软件对其进行系统发育分析，采用邻接
（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ）法构建系统发育树，自举法
（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）对系统树进行１０００次循环来检验发育
树的准确性［２０］。

２　结果与分析
２．１　拮抗菌初筛

拮抗菌的初筛主要利用土壤中丰富的微生物种

群作为指示菌，发现２个平板上有２株菌对其他菌
有拮抗作用，如图１所示。

注：箭头所指为具有拮抗效果的菌株

图１　初筛平板上具有拮抗效果的菌株

　　由图１可知：Ａ平板中分离的菌株都比较湿润，

其中 １株细菌对其他细菌有拮抗作用，命名为
Ｂ２１２；Ｂ平板上有绿色霉菌和细菌，其中１株细菌对
霉菌有抑制效果，命名为 Ｂ４１９。实验发现，２株菌
株均为芽孢杆菌属细菌。

２．２　拮抗菌优选
２种拮抗菌对黄曲霉的抑制效果如图２所示。

注：箭头所指为拮抗菌

图２　２种拮抗菌对黄曲霉的抑制效果

　　由图２可知，固体培养基上菌株Ｂ４１９对黄曲霉
的抑菌带宽为２ｍｍ左右，菌株Ｂ２１２对黄曲霉抑制
效果不明显，因此选择菌株Ｂ４１９作为研究对象。
２．３　液体培养基中拮抗菌对黄曲霉的抑制效果

液体培养基中拮抗菌对黄曲霉的抑制效果如图

３所示。

图３　液体培养基中拮抗菌对黄曲霉的抑制效果

　　由图３可知，未加Ｂ４１９菌株的三角瓶中发酵液
澄清，有大量黄曲霉菌丝球，而加有 Ｂ４１９菌株的三
角瓶中Ｂ４１９菌株大量繁殖，发酵液呈浑浊状态，静
置后，三角瓶底部未见黄曲霉菌丝球，只有１个之前
接入的黄曲霉菌饼，这表明拮抗芽孢杆菌 Ｂ４１９菌
株能有效抑制黄曲霉的生长。

２．４　拮抗菌对黄曲霉孢子萌发的抑制效果
将不同浓度的黄曲霉孢子悬液与拮抗菌发酵液

共培养，考察拮抗菌对不同浓度的黄曲霉孢子萌发

的抑制率，结果如表１所示。
表１　拮抗菌对不同浓度的黄曲霉孢子萌发的抑制率

拮抗菌／
（ＣＦＵ／ｍＬ）

黄曲霉孢子／
（ＣＦＵ／ｍＬ）

孢子萌发

抑制率／％

１．０×１０６ １．０×１０５ ５０
１．０×１０６ １．０×１０４ ８０
１．０×１０６ １．０×１０３ ９８
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　　由表 １可知，当拮抗菌细胞浓度为 １．０×１０６

ＣＦＵ／ｍＬ，黄曲霉孢子浓度为１．０×１０５ＣＦＵ／ｍＬ时，孢
子萌发抑制率仅为５０％，黄曲霉孢子浓度为１．０×１０４

ＣＦＵ／ｍＬ时，孢子萌发抑制率为８０％，黄曲霉孢子浓度
为１．０×１０３ＣＦＵ／ｍＬ时，孢子萌发抑制率达到９８％。
２．５　拮抗菌对花生黄曲霉污染的抑制效果

不同拮抗菌处理方式对花生黄曲霉污染的抑制

效果如表２所示。
表２　不同拮抗菌处理方式对花生黄曲霉污染的抑制效果

编号 花生黄曲霉污染程度

ＣＫ１ ＋＋＋
ＣＫ２ －
处理１ －
处理２ ＋
处理３ ＋＋

　注：＋＋＋代表１００％污染；＋＋代表５０％污染；＋代表５％
污染；－代表无污染

由表２可知，培养７ｄ后，ＣＫ２没有染菌，ＣＫ１
中黄曲霉生长最旺盛，处理１预防效果最好，花生表
面基本没有黄曲霉生长，处理２略差，但是优于处理
３。原因可能是：处理１中不仅有拮抗菌菌体，而且
发酵液中可能含有抗菌物质，抑制黄曲霉孢子萌发

的能力最强；处理２中只含有拮抗菌菌体，无抗菌物
质，降低了对黄曲霉孢子萌发的抑制能力；处理３中
仅含有发酵滤液，没有菌体，对黄曲霉孢子萌发的抑

制能力较弱，说明发酵滤液中抗菌物质的抑菌能力

较弱或者浓度较低，但不论是拮抗菌菌体还是发酵滤

液对黄曲霉的生长和孢子的萌发均有抑制作用，当拮

抗菌发酵液与黄曲霉孢子的浓度比大于１×１０４∶１时
能有效抑制黄曲霉的生长。

２．６　拮抗菌抑菌广谱性
拮抗菌对部分霉菌的抑制作用如图４所示。

图４　拮抗菌对部分霉菌的抑制作用

　　由图４可知，拮抗菌与霉菌互隔交链孢霉拮抗
后形成的抑菌带宽约为５ｍｍ，与拟盘多毛孢形成的
抑菌带宽约为６ｍｍ，与枝孢霉形成的抑菌带宽约为

８ｍｍ，枝孢霉菌丝基本不生长，对青霉的抑菌圈直
径为２６ｍｍ，拮抗菌菌落直径为１６ｍｍ。从拮抗菌
与各种霉菌的平板对峙结果看，拮抗菌与霉菌没有

接触，说明拮抗菌能够产生某种或某些对霉菌菌丝

生长有抑制作用的物质。

拮抗菌对部分细菌和酵母菌的抑制作用如图５
所示。

图５　拮抗菌对部分细菌和酵母菌的抑制作用

　　由图５可知：拮抗菌对大肠杆菌抑菌圈直径为
１６ｍｍ，菌落直径为６ｍｍ；对酿酒酵母抑菌圈直径
为１５ｍｍ，菌落直径为６ｍｍ；对胶红酵母抑菌圈直
径为２５ｍｍ，菌落直径为６ｍｍ。

以上结果说明拮抗菌的抑菌谱较广。

２．７　拮抗菌的生长曲线
拮抗菌在３７℃摇床中培养，其生长曲线如图６

所示。

图６　拮抗菌的生长曲线

　　由图６可知：拮抗菌在０～４ｈ时生长较为迟
缓，为延滞期；４ｈ之后菌株开始增殖，进入对数期；
培养１４ｈ时数量达到高峰，之后进入稳定期；２６ｈ
后活菌数开始减少，进入衰亡期。

２．８　拮抗菌的鉴定
２．８．１　生理生化特征及形态特征

拮抗菌的生理生化特征如表３所示。
表３　拮抗菌的生理生化特征

项目 结果 项目 结果

Ｖ－Ｐ实验 ＋ 糖发酵实验

甲基红实验 － 　葡萄糖 ＋
淀粉水解实验 ＋ 　果糖 ＋
硝酸盐还原实验 ＋ 　麦芽糖 ＋
接触酶实验 ＋ 好氧性 兼性

硫化氢产气实验 －

　注：＋代表阳性；－代表阴性
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　　由表３可看出，拮抗菌的接触酶实验、Ｖ－Ｐ实
验、硝酸盐还原实验、淀粉水解实验、糖发酵实验

结果均为阳性，硫化氢产气实验和甲基红实验结

果为阴性，兼性好氧，这些特征都与贝莱斯芽孢杆

菌特征相似。

拮抗菌的显微和菌落形态特征如图７所示。

图７　拮抗菌的形态特征

　　由图７可知，在改良ＮＡ培养基上培养３６ｈ，菌落
直径为３～５ｍｍ，呈乳白色不透明、圆形或椭圆形，边缘
不规则，中间有褶皱凸起，表面粗糙，其明显区别于在

ＮＡ培养基上培养的菌落形态（菌落较小，直径为２～３
ｍｍ，菌落为圆形，外缘向中间卷曲，中间无凸起）。结
果说明不同的营养成分对该菌株的菌落形态有明显影

响。培养４８ｈ，拮抗菌Ｂ４１９革兰氏染色为阳性，在显
微镜下菌体大小为（０．５～１．０）μｍ ×（１．５～３．０）μｍ。
２．８．２　分子鉴定

测得拮抗菌 Ｂ４１９的１６ＳｒＤＮＡ基因序列长为

１４４１ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ收录号ＫＸ３４５７９４），与电泳结果
吻合。通过同源性比对和分析发现，菌株 Ｂ４１９与
贝莱斯芽孢杆菌 ＦＺＢ４２菌株 （ＧｅｎＢａｎｋ收录号
ＮＲ０７５００５）相似性最高，序列相似性达 ９９％，聚在
一个分支。结合菌株显微形态、菌落特征、生理生化

特征及１６ＳｒＤＮＡ基因序列特点，将菌株 Ｂ４１９鉴定
为贝莱斯芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）。图 ８为邻
接法构建的基于 １６ＳｒＤＮＡ基因序列的菌株 Ｂ４１９
的系统发育树。

图８　邻接法构建的基于１６ＳｒＤＮＡ基因序列的菌株Ｂ４１９的系统发育树

３　结　论
本研究从农田土中分离得到一株芽孢杆菌

Ｂ４１９，对黄曲霉孢子的萌发抑制率可以达到９８％，
能有效控制花生采后黄曲霉污染，同时该菌株抑菌

谱较广，能抑制多种植物病原真菌以及大肠杆菌、酵

母菌等微生物的生长，具有开发为生物农药的潜力。

最终依据菌株显微形态、菌落特征、生理生化特征及

１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析，将该菌株鉴定为贝莱斯芽
孢杆菌。
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