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　　摘要：小麦纹枯病是由禾谷丝核菌引起的土传病害，生物防治具有重要的理论意义和应用前景。从发病小麦根
系土壤中分离筛选出１株高效的拮抗菌株，电镜扫描结果显示菌体呈短杆状，大小一般在（１．７～２．１）μｍ×（０．５～
０８）μｍ。进一步通过生理生化鉴定及１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析，确定为枯草芽孢杆菌。采用红外光谱分析将抗菌活
性成分初步鉴定为酯肽类物质。
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　　小麦纹枯病（ｗｈｅａｔｓｈａｒｐｅｙｅｓｐｏｔ）别称立枯病，是由禾谷
丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｃｅｒｅａｌｉｓ）侵染小麦产生的一种重要土传病
害［１］，广泛分布于我国小麦主产区，严重危害小麦的生产［２］。

目前，农业方面主要采用化学防治，包括三唑酮、井冈霉素、戊

唑酮、丙环唑和咯菌腈等杀菌剂［３］。但是，长期和大量地使

用化学杀菌剂，会造成农药残留和病原菌的抗药性等问题。

生物防治效果稳定、持久，且对环境没有影响，因而越来越受

到人们的关注［４］。本试验从发病小麦的根系土壤中筛选到

了１株高效拮抗菌，对其进行了鉴定。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株分离材料　开封地区纹枯病发病小麦根系土壤。
１．１．２　禾谷丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｃｅｒｅａｌｉｓ）　河南大学生物工
程实验室保存。

１．１．３　培养基　平板和摇管：ＬＢ培养基。
１．２　方法
１．２．１　菌种分离　取少量土样，用无菌生理盐水稀释，上清
稀释后取０．１ｍＬ涂布ＬＢ平板，３７℃过夜培养。挑取单菌落
接种于装２ｍＬＬＢ液体培养基的摇管中，３７℃，１５０ｒ／ｍｉｎ，过
夜培养。取１０μＬ发酵液进行针对禾谷丝核菌的抑菌圈试
验，选取抑菌效果明显的菌株作为试验菌株。

１．２．２　菌株生理生化鉴定　参照文献［５］进行。
１．２．３　菌株１６ＳｒＲＮＡ鉴定　由宝生物工程（大连）有限公
司完成１６ＳｒＲＮＡ的测序，测序结果在ＮＣＢＩ数据库中ＢＬＡＳＴ
搜索其相似性最高的序列确定菌种分类。

１．２．４　抗菌活性样品制备　发酵液于 １００００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ去除菌体，上清液用浓盐酸调 ｐＨ值至２，发酵液中产
生絮状沉淀，４℃静置过夜。１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集沉
淀，用ｐＨ值为２的盐酸清洗沉淀２次。０．１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ
溶液调ｐＨ值至中性，冻干后得到浅褐色固体粉末。

１．２．５　红外光谱测定　将提取的样品用溴化钾压片后，使用
ＡＶＡＴＡＲ３６０型傅立叶变换红外光谱仪进行分析。

２　结果与分析

２．１　菌株筛选
经分离筛选得到了１株禾谷丝核菌的高效拮抗菌，命名

为Ｈｅｎｕ１１，拮抗效果见图１。

２．２　菌株鉴定
２．２．１　形态特征　Ｈｅｎｕ１１菌株在ＬＢ平板上菌落呈圆形，中
间突起，边缘整齐，无色到乳白色，半透明，直径４～５ｍｍ，表
面光滑，黏稠。扫描电镜（ＳＥＭ）结果（图２）显示菌体短杆状，
大小一般在（１．７～２．１）μｍ×（０．５～０．８）μｍ。

２．２．２　生理生化特征　具体见表１。
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表１　菌株Ｈｅｎｕ１１生理生化试验结果

项目 菌株Ｈｅｎｕ１１ 项目 菌株Ｈｅｎｕ１１ 项目 菌株Ｈｅｎｕ１１
淀粉水解试验 强＋ 蔗糖发酵 产酸强＋，产气－ Ｄ－阿拉伯糖发酵 产酸－，产气－
油脂水解试验 弱＋ 果糖发酵 产酸强＋，产气－ Ｄ－半乳糖发酵 产酸－，产气－
明胶水解试验 强＋ 甘露醇发酵 产酸－，产气－ 鼠李糖发酵 产酸－，产气－
石蕊牛奶还原 ＋ 吲哚试验 － 葡萄糖发酵 产酸＋，产气－
尿素试验 － 甲基红试验 － Ｈ２Ｏ２酶试验 ＋
麦芽糖发酵 产酸弱＋，产气－ 伏－普试验 － 运动性 －
乳糖发酵 产酸－，产气－ 柠檬酸盐试验 ＋ 厌氧生长 －
木糖发酵 产酸－，产气－ Ｈ２Ｓ产生试验 － 硝酸盐还原 ＋

　　注：“＋”为阳性反应，“－”为阴性反应。

２．２．３　１６ＳｒＲＮＡ序列分析　将得到的 Ｈｅｎｕ１１１６ＳｒＲＮＡ序
列用ＧｅｎＢａｎｋＢｌａｓｔ比对，选取相似性在９９％以上的序列利用

ＢｉｏＥｄｉｔ进行多重比较，最后用ＭＥＧＡ４．０软件构建进化树，结
果见图３。

　　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中提供的基因序列，对 Ｈｅｎｕ１１的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ序列构建进化树进行分析，其中同源性最高的菌株是
Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＣＩＣＣ１０１６３、Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ等，同源性为１００％，
且相似性最高，结合形态、生理生化特征以及１６ＳｒＲＮＡ序列
分析的系统进化结果，将该菌株鉴定为芽孢杆菌属枯草芽孢

杆菌，命名为枯草芽孢杆菌Ｈｅｎｕ１１（ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＨｅｎｕ１１）。
２．３　红外光谱分析

对提取的样品进行红外光谱分析，结果见图４。图４中
的吸收峰和基团之间的关系如下：３３０８ｃｍ－１处吸收峰表明
分子中存在氢键引起的 Ｎ—Ｈ收缩振动，２９５９、２９２６、
２８５５ｃｍ－１处吸收峰表明分子中存在饱和 Ｃ—Ｈ伸缩振动，
１６５７、１５４６ｃｍ－１处吸收峰表明分子中存在酰胺键 Ｎ—Ｈ和
Ｃ Ｏ，１４６４、１４０８、１３８５ｃｍ－１处吸收峰表明分子中存在脂
肪酸族碳链Ｃ—Ｈ的伸缩振动，１２６１、１７３７ｃｍ－１处吸收峰表
明分子中存在内脂结构，１１６３、１０９８、１０３１ｃｍ－１处吸收峰表
明分子中存在Ｃ—ＯＨ，８６４、８０３ｃｍ－１处吸收峰表明分子中存
在葡萄糖单元环。由上述分析可知，该产物为酯肽类物质，而

详细的分子结构需要做进一步的研究。

３　结论

从小麦纹枯病发病植株根系土壤中，分离筛选出１株对
致病菌禾谷丝核菌的高效拮抗菌，结合形态、生理生化特征及

１６ＳｒＲＮＡ分析，鉴定为枯草芽孢杆菌Ｈｅｎｕ１１，并通过红外光
谱分析将其抗菌活性成分初步鉴定为酯肽类物质。本试验的

结果为该菌株的进一步生防利用奠定了基础。
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