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马铃薯疮痂病拮抗菌株 Ｂ１的鉴定及防效测定
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　　摘要：对１株马铃薯疮痂病菌拮抗菌株 Ｂ１进行了鉴定和盆栽防效试验。在采用皿内抑菌试验、管碟法确定了
Ｂ１菌株对马铃薯疮痂病的抑制作用后，通过表型特征观察、生理生化测定和１６ＳｒＤＮＡ序列分析，对菌株进行了鉴定。
结果表明，该菌的形态和生理生化特征与枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）一致，其１６ＳｒＤＮＡ序列与枯草芽孢杆菌的同
源性高达９９％，因此将其鉴定为枯草芽孢杆菌。菌株Ｂ１的培养液经８０％硫酸铵提取后，所得物质对部分马铃薯疮痂
病菌也具有一定的拮抗作用。温室盆栽试验结果表明该菌株对马铃薯疮痂病防效较好。
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　　马铃薯疮痂病是较难防治的土传病害，近年来该病在我
国各马铃薯产区的发生日益严重。感病薯块表面形成凸起、

凹陷或平状的痂状病斑，影响薯块的外观和市场竞争力。马

铃薯疮痂病可由多种植物病原链霉菌引起，这些病原链霉菌

可以长期存活在植物病残体和土壤中，引起马铃薯疮痂

病［１－２］，病情严重时会延迟马铃薯出苗，导致减产［３］。对于该

病目前还缺乏安全有效的防治方法，很多发病地区尝试用多

种化学农药防治该病，效果均不甚理想，同时造成了环境污染

和生态系统的破坏［４］。本研究在前期马铃薯疮痂病菌研究

的基础上［５－６］，对从土壤中获得的１株对马铃薯疮痂病菌具
有拮抗作用的菌株 Ｂ１进行鉴定和分析，旨在获得马铃薯疮
痂病的生防资源，探索马铃薯病害防治的新途径。

１　材料与方法

１．１　供试材料
土豆品种：荷兰７号。供试菌株：分离自土壤的Ｂ１菌株；

马铃薯疮痂病菌ＣＰＳ－１（Ｓ．ｓｃａｂｉｅｓ）、ＣＰＳ－２（Ｓ．ｇａｌｉｌａｅｕｓ）、
ＣＰＳ－３（Ｓ．ａｃｉｄｉｓｃａｂｉｅｓ）、ＳＨＸＨＺ－３（Ｓ．ｔｕｒｇｉｄｉｓｃａｂｉｅｓ）、
ＮＭ－１０菌株。以上菌株均为河北农业大学植物保护学院生
防实验室保存。试剂：结晶紫、草酸铵、碘液、９５％乙醇、番红、
孔雀绿、ＮａＯＨ、过氧化氢、甲基红、肌酸、对二甲基苯甲醛、浓
ＨＣｌ、石蕊、脱脂牛奶（国产分析纯）；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ、
１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（北京泽兴生物科技有限公司）；通用引物（上
海生工生物技术有限公司合成）；ＰＣＲ产物纯化试剂盒（北京
思语伟业生物有限公司）；ＰＧＭ－Ｔ克隆试剂盒（大连宝生物化
工有限公司）。

１．２　试验方法
１．２．１　拮抗菌菌株Ｂ１的鉴定
１．２．１．１　个体及群体的形态观察　（１）革兰氏染色：菌株Ｂ１
在ＰＤＡ培养基平板上培养２４ｈ后，准备１块干净的载玻片，
在载片上滴１滴水，接种环挑取１小块菌苔，于水滴边缘轻轻
涂几下，在火焰上通过几次，以固定涂片，结晶紫液染色

１ｍｉｎ，用水冲净结晶紫液，滴加碘液并覆盖１ｍｉｎ，水冲去碘
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液，将水甩干，用９５％的乙醇脱色３０ｓ，立即用水冲洗；番红
复染１ｍｉｎ，用水洗净，风干，镜检。（２）芽孢染色：涂片后，用
饱和的孔雀绿水溶液染色１０ｍｉｎ，自来水冲洗，０．５％番红液
复染１ｍｉｎ，水洗，吸干，镜检。
１．２．１．２　生理生化测定　过氧化氢酶的测定：取１块干净的
载玻片，在上面滴１滴３％～１０％的Ｈ２Ｏ２，用接种针挑取培养
了１０～２４ｈ的菌苔，在 Ｈ２Ｏ２溶液中涂抹，观察有无气泡产
生。Ｍ．Ｒ试验：将 Ｂ１菌株菌株接种于 Ｍ．Ｒ－Ｖ．Ｐ液体培养
基（活性物质胨 ５．０ｇ，葡萄糖 ５．０ｇ，ＮａＣｌ５．０ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．２）中，于培养箱２８℃培养４～６ｄ
后，在培养基中加入几滴甲基红，观察颜色变化。Ｖ．Ｐ试验：
将Ｂ１菌株接种于Ｍ．Ｒ－Ｖ．Ｐ液体培养基中，于培养箱２８℃
培养４～６ｄ后，取培养液２ｍＬ与等量的４０％ＮａＯＨ溶液混
合，加入少量肌酸，充分振荡在热水中稍加热，观察颜色变化。

淀粉水解试验：在淀粉水解培养基（肉汤培养基中加入０．２％
的淀粉）平板上点接Ｂ１菌株，于培养箱２８℃培养２～４ｄ后，
在平板上滴加碘液，以铺满菌落周围为度，观察现象。柠檬酸

盐的利用：取幼龄菌种接种于含柠檬酸盐的培养基［柠檬酸

钠２．０ｇ，ＮａＣｌ５．０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４１．０ｇ，
Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ，琼脂粉１８～２０．０ｇ，蒸馏水９９０ｍＬ，加热溶解
后加入 １．０％ 溴百里酚兰水溶液］斜面上，于培养箱２８℃培
养３～７ｄ后，观察培养基颜色。明胶水解试验：将Ｂ１菌株菌
株用穿刺法接种于明胶培养基（活性物质胨 ５．０ｇ，明胶
１２０．０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．２）的中央，其中１管
不接菌作对照，于培养箱２８℃培养７ｄ后，取出置于４℃冰
箱１０ｍｉｎ，观察培养基的变化。酪氨酸水解：将 Ｂ１菌株点接
在酪氨酸（Ｌ－酪氨酸０．５ｇ悬浮于１０ｍＬ蒸馏水中，肉汤琼
脂１０ｍＬ，分别灭菌后混匀）平板上，于培养箱２８℃培养７ｄ
后，观察菌落周围培养基是否被水解而使培养基变透明。酪

素水解试验：在酪素培养基（脱脂牛奶５０ｍＬ，琼脂１８ｇ溶于
５０ｍＬ蒸馏水中，分别灭菌后将两液混匀）平板上点接 Ｂ１菌
株，于培养箱２８℃培养５ｄ后，观察菌落周围是否被分解而
透明。靓基质试验：将 Ｂ１菌株接种于活性物质胨水培养基
中，适温培养２、４或７ｄ，将配好的试剂（对二甲基氨基甲醛
５ｇ溶于７５ｍＬ９５％乙醇和２５ｍＬ浓ＨＣｌ中）沿管壁缓缓滴加
数滴，观察颜色变化。在ｐＨ值５．７营养肉汤上的生长：接种
于ｐＨ值５．７的营养肉汤培养基（活性物质胨１０ｇ，葡萄糖
２０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值５．７。培养基在１２１℃条件下灭
菌２０ｍｉｎ备用）中，２８℃培养１～３ｄ后观察生长情况。耐盐
性试验：在分别含２％、３．５％、５％、７％、１０％ ＮａＣｌ的肉汤培
养基中接种 Ｂ１菌株，设阴性对照，于培养箱２８℃培养７ｄ
后，目测生长情况。生理生化测定项目按照《农药生物测定

技术》［７］和《微生物分类学》［８］中的方法进行，培养基的配制

参考《微生物培养基的制造与应用》［９］中的方法进行。

１．２．１．３　１６ＳｒＤＮＡ序列分析　菌株Ｂ１在ＴＳＢ（胰酪胨大豆
胨肉汤培养基）中培养，基因组 ＤＮＡ的提取用煮沸裂解法提
取，选用１６ＳｒＤＮＡ通用引物进行ＰＣＲ扩增［１０］。正向引物为

２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′；反向引物为
１４９２Ｒ：５′－ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ－３′。ＰＣＲ反应体系
（２５μＬ）为：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，２７Ｆ０．５μＬ，１４９２Ｒ
０．５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０．５μＬ，ＤＮＡ模板 ０．５μＬ，Ｔａｑ酶

（５Ｕ／μＬ）０．４μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足 ２５μＬ。ＰＣＲ反应程序为：
９５℃ 预变性 ７ｍｉｎ；９５℃变性１ｍｉｎ，５０℃退火１ｍｉｎ，７２℃
延伸２ｍｉｎ，循环３０次；７２℃再延伸１０ｍｉｎ。结果用１．５％的
琼脂糖凝胶检测。ＰＣＲ产物纯化与回收参照试剂盒说明书。
回收的 ＰＣＲ片段直接与 ｐＭＤ１９－Ｔ载体混合，１６℃连接过
夜。连接产物转化后的阳性克隆交上海生工生物工程技术服

务有限公司测序。从 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中调出相关属种菌株
序列，利用ＤＮＡＳｔａｒ软件构建系统发育树。
１．２．２　菌株Ｂ１的拮抗作用
１．２．２．１　菌株 Ｂ１的抑菌能力测定　采用纸碟法测定。将
各疮痂病菌制成５０ＣＦＵ／ｍＬ的孢子悬浮液，取３０μＬ均匀涂
布于ＯＭＡ（燕麦琼脂培养基）平板上作为指示菌。将 Ｂ１菌
株涂在ＰＤＡ培养基平板上生长１～２ｄ后，用打孔器打取菌
饼倒扣在涂有指示菌的平板中央，２８℃恒温培养箱中培养，
４ｄ后观察抑菌圈并测量其直径。
１．２．２．２　菌株 Ｂ１无菌滤液抑菌能力测定　将 Ｂ１菌悬液
１０μＬ接种于１００ｍＬ燕麦液体培养基中，２８℃ ２００ｒ／ｍｉｎ振
荡培养，分别在２、３、４、５、６、７ｄ后收集滤液。培养的菌液在
高速冷冻离心机上 ４℃、１００００ｇ离心 １０ｍｉｎ，取上清用
０．４５μｍ细菌滤膜过滤除菌，得到其无菌滤液。采用管碟
法［１１］做抑菌试验，以马铃薯疮痂病菌为指示菌，测定菌株 Ｂ１
滤液的抑菌作用。在 ＯＭＡ平板上分别涂上马铃薯疮痂病
菌，在ＰＤＡ培养基上分别涂上番茄灰霉病菌、黄瓜蔓枯病菌、
番茄溃疡病菌作为指示菌。在平板中央放１个牛津杯，轻微
插入培养基中，牛津杯中加入１４０μＬ无菌滤液，以非接菌燕
麦培养基无菌滤液为对照，２８℃恒温培养７ｄ后，测定抑菌圈
的直径，并分析抑菌效果最好的培养时间。

１．２．２．３　菌株 Ｂ１无菌滤液活性物质的提取及抑菌能力测
定　将收集的抑菌效果最好的滤液取出２００ｍＬ放在烧杯中，
将烧杯放在盛有冰块的大容器中确保温度为 ０℃，加入
１０３．２ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４使浓度为８０％

［１２］，用恒温磁力搅拌器搅

拌至全溶（小烧杯依然在盛有冰块的大容器中，即０℃下操
作），静置０℃过夜，４℃、１２０００ｇ３０ｍｉｎ离心，分别收集沉
淀和上清。沉淀用０．０２ｍｏｌ／ＬｐＨ值 ７．５的磷酸盐缓冲液
（称取Ｎａ２ＨＰＯ４·２Ｈ２Ｏ６．０２ｇ和ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ０．５ｇ以
蒸馏水溶解定容到１０００ｍＬ制成０．０２ｍｏｌ／Ｌ的浓度）溶解，
将全部重悬沉淀和部分上清分别放入透析袋［１３－１５］，置于磷酸

盐缓冲液中０℃透析，每６ｈ换１次缓冲液，透析４８ｈ后转移
到干净试管中，０℃保存用于生化测试。
１．２．２．４　菌株Ｂ１对马铃薯疮痂病的防效盆栽测试　选取
健康的马铃薯块茎，表面用７０％乙醇消毒，然后用清水冲洗
干净，放置在２８℃光照培养箱中催芽。待出芽后将马铃薯块
茎切成留有１个芽眼的三角块，选取芽长相近的薯块置于滤
纸上晾 １ｄ，形成愈伤组织。然后将薯块芽眼朝上，播至蛭
石 ∶土壤＝１∶１的花盆（直径１５ｃｍ）中，在温室中培养，待薯
苗长出后，选取长势一致的植株进行试验。将培养１０ｄ的马
铃薯疮痂病菌 ＣＰＳ－１、ＣＰＳ－２、ＣＰＳ－３、ＳＨＸＨＺ－３和
ＮＭ－１０分别制成１０５ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液，在接种指示菌后的
７、１４、２１ｄ分别接入１５０ｍＬＢ１菌悬液（１０６ＣＦＵ／ｍＬ），采用
灌根法接种，每盆１００ｍＬ，同时设置清水对照和接菌对照，每
个处理重复４次。待马铃薯收获后进行病害分级鉴定，并计
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算病情指数和防治效果。

２　结果与分析

２．１　菌株Ｂ１的形态及生理生化特性观察结果
经各项生物学指标观察和测试，Ｂ１菌株芽孢椭圆形，

Ｖ．Ｐ反应阳性，Ｍ．Ｒ反应、靓基质试验阴性，能产生淀粉水解
酶水解淀粉，能使明胶液化，能水解酪素，不能水解柠檬酸盐，

能使酪氨酸水解，能在含２％ ～７％的肉汤培养基上生长，酸
性营养肉汤（ｐＨ值５．７）不能生长（表１）。依据《伯杰细菌鉴
定手册》［１６］和《常见细菌系统鉴定手册》［１７］，结合 Ｂ１菌株形
态特征和生理生化指标的测定结果，用ＤＰＳ数据处理系统做
０／１聚类分析，发现该菌株与枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）
基本一致。

表１　Ｂ１菌株与Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ的生理生化特性对比

菌株
过氧化

氢酶测定
Ｖ．Ｐ试验 淀粉水解 明胶液化 酪素水解 最高耐盐

７％Ｍ．Ｒ
试验

柠檬酸盐

的利用

酪氨酸

水解

靓基质

试验

ｐＨ值５．７
营养肉汤

Ｂ１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＿ ＿ ＋ ＿ ＿
　枯草芽孢杆菌 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＿ ＿ ＋ ＿ ＿

　　注：“＋”表示阳性；“－”表示阴性。

２．２　菌株Ｂ１１６ＳｒＤＮＡ序列分析结果
以菌株Ｂ１的ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增得到该菌株１．６ｋｂ

的１６ＳｒＤＮＡ序列片段，测序结果经校对后，在 ＧｅｎＢａｎｋ中经
ＢＬＡＳＴ分析后发现，该序列与多株枯草芽孢杆菌的１６ＳｒＤＮＡ
序列（登录号 ＧＱ４２１４７２、ＡＢ０１８４８６）的同源性均达９９％，用
ＤＮＡＳｔａｒ软件构建的系统发育树如图１。根据菌株Ｂ１的生物
学特征和１６ＳｒＤＮＡ的序列分析结果，将其鉴定为枯草芽孢
杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）。

２．３　菌株Ｂ１对马铃薯疮痂病菌的抑菌活性
纸碟法测定结果表明，菌株 Ｂ１对不同疮痂病菌均有一

定的抑制能力，在测试菌株中抑菌效果最好的是 ＣＰＳ－１和
ＮＭ－１０，抑菌圈直径为１８．３６ｍｍ；其次为ＣＰＳ－２，抑菌圈直
径为１４７８ｍｍ；然后是ＣＰＳ－３，抑菌圈直径为１３．１１ｍｍ；最
后是ＳＨＸＨＺ－３，抑菌圈直径为１０４３ｍｍ。说明菌株 Ｂ１对
马铃薯疮痂病菌的抑菌效果较好（图２）。

２．４　菌株Ｂ１培养无菌滤液的抑菌效果
将菌株Ｂ１培养液经细菌滤膜抽滤后，所得无菌滤液对

疮痂病菌 ＣＰＳ－１和 ＣＰＳ－３具有一定的抑制作用（图 ３）。
其中对ＣＰＳ－１的抑菌圈直径在３ｄ最大至１５．２５ｍｍ，５ｄ为
１４．７２ｍｍ，６ｄ为７．２２ｍｍ；对ＣＰＳ－３的抑菌圈直径在３ｄ最
大至１０．６７ｍｍ，５ｄ为５．５３ｍｍ，６ｄ为２．３９ｍｍ（表 ２）。说
明Ｂ１菌株可以产生胞外抑菌活性物质，但该抑菌活性物质
的稳定性至６ｄ时大大下降；但无菌滤液对其他测试菌株抑
制效果不明显，说明不同疮痂病菌存在较大差异，且 Ｂ１菌株
可能产生多种抑菌活性物质。

表２　不同培养时间的Ｂ１菌株滤液对马铃薯疮痂病菌抑菌带直径

疮痂病菌
抑菌圈直径（ｍｍ）

２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ
ＣＰＳ－１ １４．３３ １５．２５ １４．５８ １４．７２ ７．２２ －
ＣＰＳ－３ ９．４８ １０．６７ ７．４７ ５．５３ ２．３９ －

２．５　菌株Ｂ１培养液活性物质的测试效果
由于已确定菌株 Ｂ１为枯草芽孢杆菌，对该类拮抗菌的

很多研究证明其活性物质为蛋白类物质，因此本研究将无菌

滤液用硫酸铵变性，高速冷冻离心机 １００００ｇ离心 ３０ｍｉｎ
后，将收集到的沉淀用缓冲液溶解透析，测试对疮痂病菌的抑

菌效果，结果表明对菌株 ＣＰＳ－１和 ＣＰＳ－３有抑菌作用，而
对其他测试菌株无明显抑制效果（图４）。
２．６　菌株Ｂ１对疮痂病的盆栽防效

为检测Ｂ１菌株对疮痂病菌的防效特进行盆栽试验。将
不同的疮痂病菌接种至长势一致的马铃薯植株上，用 Ｂ１菌
株进行防治试验。结果表明菌株 Ｂ１对各测试菌株均有一定
防治效果，其中对ＣＰＳ－３的防效最好，新生薯块没有病斑出
现，对其他病菌的防效也较好，新生薯块仅有少量出现１～２
个病斑；而接种疮痂病菌的对照均发病较重（图５）。
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３　讨论和结论

马铃薯疮痂病是生产中常见的经济性病害，目前对该病

还缺乏高效稳定的防治方法。本研究对获得的１株疮痂病菌
拮抗菌株Ｂ１进行了鉴定并进行了抑菌活性和盆栽防病测
试，确定该菌株为枯草芽孢杆菌，且对马铃薯疮痂菌具有较好

的抑菌活性。在对菌株鉴定过程中遵循目前常用的生物学特

性结合分子特征的多项分类鉴定法则，将菌株 Ｂ１鉴定为枯
草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）。近年来对于该类菌株作为生
防资源的研究较多，有些已成功应用于生产并取得了较好的

防治效果。枯草芽孢杆菌对小麦全蚀病菌菌丝的生长有显著

的抑制作用［１８］。对该类菌株抑菌活性物质的研究也成为近

年来研究的热点，枯草芽孢杆菌Ｂ－３３２被证实具有３种抑制
稻瘟病菌的活性成分［１９］；岳东霞等对黄瓜内生枯草芽孢杆菌

Ｂ１０的抗菌活性物质稳定性进行了测定［２０］。马铃薯疮痂病

作为土传病害在防治上尚无良策，在使用化学药剂效果不理

想的情况下采用生物防治的手段是一个较好的研究方向。本

研究在确定菌株 Ｂ１对马铃薯疮痂病菌具有抑菌活性后，对
其抑菌活性物质进行了初步分析，发现其培养液无菌滤液和

蛋白提取液均表现出抑菌作用，说明该菌株具有一定的生防

潜力。在抑菌测试时发现该菌株只对部分疮痂病菌表现出抑

菌活性，因此在实际应用该生防菌株时要首先明确病原菌的

种类，有针对性地选择使用。对该菌株的进一步深入研究，一

方面有助于进一步了解疮痂病的生防机制，另一方面也有利

于该芽孢杆菌生防制剂的开发利用研究与应用。
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