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　　摘要：从葡萄果园土壤中筛选出可有效抑制葡萄致病菌葡萄白粉病病原菌和葡萄霜霉病病原菌生长的菌株，通过
表型生理学、生物化学研究，筛选出的菌株 ＰＴ４被鉴定为枯草芽孢杆菌。为了增强 ＰＴ４菌株的拮抗能力，对其进行
Ｈｅ－Ｎｅ激光诱变，获得６株突变株，通过拮抗力和遗传稳定性的检测，对葡萄白粉病病原菌和葡萄霜霉病病原菌拮抗
性最强的突变株ＰＴ４６被挑选出来。根据试验结果，认为Ｈｅ－Ｎｅ激光诱变拮抗菌的方法可以应用于葡萄霜霉病和葡
萄白粉病的生物防治领域。
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　　葡萄以其独特的风味、丰富的营养价值和保健价值，成为
当今世界各国竞相发展的一种水果产业。近年来，随着人工

栽培葡萄面积的不断扩大，葡萄病害的危害也在逐年加重，有

的病害已经成灾，严重影响了葡萄的品质，制约着葡萄产业的

发展。引起葡萄病害的主要病原菌是葡萄白粉病和葡萄霜霉

病病原菌，前者主要侵染葡萄的绿色部分尤其是幼嫩组织，后

者能引起葡萄严重落叶，对葡萄树体危害严重［１－２］。

生物防治具有安全、无毒、有效、经济的优势，对建立绿色

有机葡萄生产体系具有战略性意义［３］。过去的２０年来，植物
病原菌的生物防治已经涌现出多种多样的防治策略。一些拮

抗性细菌，比如农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、
假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）被认为在作物保护中具有有益效果。
拮抗性微生物的分离和筛选对于生物防治的应用具有重要作

用，假单胞菌的使用已有很长历史，近年来又强调了芽孢杆菌

的使用，人们对于枯草芽孢杆菌的使用表现出极大兴趣［４－５］。

同时，拮抗菌的育种工作引起了很多科学家的关注，现代

的基因工程技术和代谢工程技术都被认为是微生物育种中行

之有效的方法，但是这种现代技术的应用总是遭遇到各种障

碍，因此，传统的育种方法仍是获得改良菌株的有效途径。低

功率的激光辐射技术引起了微生物诱变育种者的广泛关注，

该技术已经被报道用于苯酚降解菌的筛选［６］；但目前尚鲜有

利用低功率氦氖激光进行葡萄病害拮抗菌诱变育种的报道。

本研究报道了菌株 ＰＴ４的分离、鉴定、拮抗性能及氦氖激光
辐射诱变育种效果，将为开发有益微生物用于作物保护的工

作提供技术支撑。

１　材料与方法

１．１　供试菌种
致病菌葡萄白粉病病原菌（Ｕｎｃｉｎｕｌａｎｅｃａｔｏｒ）和葡萄霜霉

病病原菌（Ｐｌａｓｍｏｐａｒａｖｉｔｉｃｏｌａ）从陕西省微生物研究所获得，
病原菌生长在ＰＤＡ平板上，３０℃保存。
１．２　器械

Ｔ３型Ｈｅ－Ｎｅ激光发生器（波长６３２ｎｍ，功率１０ｍＷ），
使用光斑为１．５ｍｍ，西北大学光电厂提供。
１．３　培养基

牛肉膏蛋白胨培养基（ＮＡ平板）；马铃薯培养基；摇瓶种
子培养基。

１．４　试实验方法
１．４．１　细菌的分离　菌株分离自陕西渭南患病葡萄果园土
壤。所有试验操作在无菌环境中完成。取１０ｇ土壤，晒干后
研碎，于无菌条件下加入９０ｍＬ无菌水中，混合后用磁力搅拌
器振荡搅拌３０ｍｉｎ，连续稀释成１０－５、１０－６、１０－７的梯度浓度
稀释液。将梯度稀释液在１００℃水浴加热１０ｍｉｎ，而后将其
涂布于ＮＡ平板上，３７℃平板培养２４ｈ，获得单克隆。从各个
单克隆平板上挑取单个菌落接种到其他新鲜平板上以检查纯

度，获得单克隆后，于体外检查其对病原菌的拮抗性。

１．４．２　体外筛选拮抗性细菌　首先，用抑菌圈法进行初筛。
分别以葡萄霜霉病病原菌和葡萄白粉病病原菌为指示菌，采

用抑菌圈法检测各菌株的拮抗性能，稀释倒平板法制备病原

菌平板，将待测菌点接于平板上，２８℃恒温条件下培养４８ｈ
后观察抑菌情况，测量抑菌圈直径。每组试验重复３次，根据
抑菌圈直径大小选取抑菌活性较为明显的菌株，保存备用。

然后，为了检测细菌发酵液的拮抗能力，采用牛津杯法进行复

筛。将拮抗细菌接种到牛肉膏蛋白胨液体培养基中，３７℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ摇瓶培养３ｄ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃沉淀，将
上清液经０．２５μｍ的微孔滤膜除菌，制成无菌的发酵液置于
４℃保存。以病原菌为指示菌，测定拮抗菌发酵液的拮抗能
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力。将１００μＬ１０９ＣＦＵ／ｍＬ的病原菌涂布于平板，在平板中
放置１个牛津小杯，然后将制备好的无菌发酵液２００μＬ移入
牛津杯中，以无菌水作为对照。所有的平板均置于３０℃培养
箱中培养２４ｈ，记录牛津杯周围出现的抑菌圈大小，并根据记
录结果衡量拮抗性。以上涉及到的试验均重复３次。
１．４．３　形态学和生理生化鉴定　参照微生物学试验、《伯杰
细菌鉴定手册》和《常见细菌系统鉴定手册》，进行了革兰氏

染色、芽孢染色和细菌大小测定。利用光学显微镜对其形态

学和微观特征进行目视观察，按照规定程序进行革兰氏染色，

利用孔雀绿芽孢染色进行芽孢形成鉴定。将菌落划线接种于

平板上培养２４ｈ，观察记录菌落形态特征、菌落质地、菌落边
缘、光学特性、菌落的颜色和是否分泌可溶性色素等。参照微

生物试验标准进行过氧化氢酶反应、糖或醇类发酵试验、ＶＰ
试验、淀粉水解试验、柠檬酸盐利用试验、酪素水解试验、硝酸

盐还原试验、耐盐性试验、在 ｐＨ值５．７的 ＮＡ培养基中生长
试验、纤维素分解试验、硫化氢产生试验和吲哚产生试验等生

理生化指标鉴定。以上试验均进行３次重复。
１．４．４　１６ＳｒＤＮＡ序列分析　细菌总 ＤＮＡ提取、１６ＳｒＤＮＡ
片段回收、Ｅ．ｃｏｌｉ质粒的提取均利用相应的试剂盒进行操作
（天跟生化有限公司提供）。参照前人的方法［７］，对１６ＳｒＤＮＡ
序列进行了扩增和序列分析。设计了１对通用引物，上游引
物为 ２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＧＴＣＡＴＧＧＣＴＣ－３′，下游引物为
１４９２Ｒ：５′－ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′（上海生工生
物工程有限公司合成）。通过 ＰＣＲ合成核苷酸样本的
１５００ｂｐ的１６ＳｒＤＮＡ。ＰＣＲ条件：９５℃ ３ｍｉｎ；９５℃ ５０ｓ，
５２℃ ５０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产
物经纯化后将目的片段提交上海生工生物工程有限公司进行

测序。利用 ＭＡＧＥ３１的 ＮＪ法与 ＧｅｎＢａｎｋ中相近物种的
１６ＳｒＤＮＡ构建系统发育树，发育树的聚类稳定性进行１０００
次自导检验［８］。

１．４．５　Ｈｅ－Ｎｅ激光照射诱变拮抗性菌株ＰＴ４
１．４．５．１　诱变菌种活化　取培养３０ｈ的 ＰＴ４菌种斜面，分
别用５ｍＬ的无菌生理盐水清洗菌苔，并倒入含玻璃珠的锥形
瓶，在回旋振荡器上振荡３０ｍｉｎ，采用光电比浊计数法调节
Ｄ６００ｎｍ值为０．９８６，使菌悬液浓度为１０

８ＣＦＵ／ｍＬ。
１．４．５．２　Ｈｅ－Ｎｅ激光照射　无菌条件下，取２ｍＬＰＴ４菌悬
液分别置于无菌试管中，调节 Ｈｅ－Ｎｅ激光（波长为６３２ｎｍ，
扩束光斑直径为 ２．５ｍｍ）的输出功率为 ９ｍＷ，照射距离
２５ｃｍ，分别照射５、１０、１５、２０、２５ｍｉｎ，原菌悬液作为对照，每
个照射时间设３次重复，试验重复３次。
１．４．５．３　诱变菌培养　用无菌吸管吸取１ｍＬ照射的菌悬
液，移入预先装有９ｍＬ无菌水的试管中，制成 １０－１的稀释
度，振荡使菌悬液充分混匀，再用同样的方法分别稀释到

１０－５、１０－６、１０－７，各取０．２ｍＬ悬液涂布平板，每个稀释度３
个平板，３７℃条件下培养２０ｈ，观察菌落形态，细菌个数计
数，未照射的原菌液作为阴性对照。

１．４．５．４　存活率和正变率的计算　将长出的菌落接至病原
菌平板上，采用抑菌圈法进行拮抗性检测，并计算存活率和正

变率。存活率＝诱变后的活菌数／诱变前的活菌数 ×１００％；
正变率＝正突变的菌株数／诱变后的活菌数×１００％。
１．４．６　ＰＴ４突变株筛选　在正突变株中挑选出长得又快又

好且菌落形态变化明显的突变株，以葡萄白粉病病原菌和葡

萄霜霉病病原菌作为指示菌，采用抑菌圈法检测各正变株的

拮抗能力；以病原菌为指示菌，牛津杯法测定拮抗细菌发酵液

拮抗能力的大小。

１．４．７　ＰＴ４突变株遗传稳定性试验　将挑选出的拮抗效果
显著的突变株活化并转接至ＮＡ培养基上培养１ｄ，作为第１
代，然后按照相同的方法培养至第５０代，通过菌株拮抗能力
的变化情况，确定该突变株拮抗能力的遗传稳定性。

２　结果与分析

２．１　微生物的分离和拮抗菌的筛选
从葡萄果园土壤中分离获得的６株菌都是细菌。以葡萄

霜霉病病原菌和葡萄白粉病病原菌为靶标，采用抑菌圈法对

６株菌进行初筛并测量形成的抑菌圈大小，结果如表１所示。
结果表明：６株菌针对２种病原菌的拮抗效果表现出了明显
的差异，ＰＴ４和ＰＴ３对２种病原菌有比较明显的拮抗效果，而
另４株菌的拮抗效果则表现出明显的不均衡性，如 ＰＴ１对葡
萄白粉病病原菌表现出较强的抑制作用，而对葡萄霜霉病病

原菌的拮抗效果较弱。

表１　６株菌株细胞的拮抗效应

拮抗菌
抑菌圈直径（ｍｍ）

白粉病菌 霜霉病菌

ＰＴ１ ３．６±０．１３ １．３±０．３２
ＰＴ２ ２．６±０．３１ ２．３±０．５８
ＰＴ３ ４．２±０．３１ ４．０±０．１１
ＰＴ４ ４．４±０．００ ４．２±０．００
ＰＴ５ １．７±０．２３ １．６±０．２３
ＰＴ６ ２．３±０．２５ ２．０±０．０８

　　将６株菌制成无菌发酵液，以葡萄白粉病病原菌和葡萄
霜霉病病原菌为靶标，采用牛津杯法进行复筛，着重验证初筛

中抑菌效果较为明显的ＰＴ３和ＰＴ４的拮抗能力（表２）。表２
中结果表明，６株菌株发酵滤液对于２种病原菌的拮抗能力
相比活细菌而言均有不同程度的下降，但是 ＰＴ４的拮抗效果
仍是最强的，其发酵滤液抑菌圈直径与初筛相比只是略有下

降，说明其胞外分泌的抑菌物质足够多，拮抗性能较为稳定，

因此选取拮抗性能最强的ＰＴ４菌株进行后续研究。

表２　６株菌株发酵液的拮抗效应

拮抗菌
抑菌圈直径（ｍｍ）

白粉病菌 霜霉病菌

ＰＴ１ ３．０±０．１８ １．１±０．０２
ＰＴ２ ２．１±０．１６ ２．０±０．０７
ＰＴ３ ２．５±０．１５ ２．２±０．２４
ＰＴ４ ４．２±０．２１ ３．０±０．００
ＰＴ５ １．５±０．２５ １．４±０．２５
ＰＴ６ １．８±０．２５ １．９±０．００

２．２　拮抗菌ＰＴ４表型特征
对拮抗菌ＰＴ４进行了个体形态和群体形态的观察，结果

显示：幼龄培养物形态为杆状，革兰氏染色阳性，产芽孢，芽孢

呈椭圆形，芽孢囊膨大，细菌大小１．１μｍ×０．９μｍ，菌落干燥
带褶，不透明、有不规则扩散边缘。由这些形态特征可初步判

定：ＰＴ４可能属于芽孢杆菌属。
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２．３　拮抗菌ＰＴ４的生物化学特征
由拮抗细菌ＰＴ４的生理生化指标测定结果可看出，ＰＴ４

属严格好氧菌，能在肉汤培养基中生长，ｐＨ值５．７，２％、５％、
７％、１０％抗氯化钠，可发酵多种糖类化合物包括葡萄糖（只
产酸）和甘露醇，但是不能产生吲哚和硫化氢。以下反应均

是阳性：淀粉和酪蛋白水解、明胶液化、ＶＰ试验（ｐＨ值
７８２）、柠檬酸盐利用、产过氧化氢酶和氧化酶。其生理生化
特征均和枯草芽孢杆菌标准株相同，根据形态及生理生化特

征可基本确定拮抗菌ＰＴ４属于芽孢杆菌属。
２．４　ＰＴ４的１６ＳｒＤＮＡ系统发育研究

扩增出的ＰＣＲ产物经测序分析得到１４９１ｂｐ碱基序列
（图１）。通过与 ＮＣＢＩ基因库中相近物种的１６ＳｒＤＮＡ序列
进行ＢＬＡＳＴ序列相似性分析，结果显示该菌与与枯草芽孢杆

菌ＣＴ５有１００％的同源性。采用Ｎ－Ｊ法构建系统发育树，根
据系统进化特征（图 ２），可确定拮抗菌 ＰＴ４属于枯草芽孢
杆菌。

２．５　ＰＴ４突变株的筛选
用激光对拮抗菌株ＰＴ４照射不同时间，处理结果见表３。

表３　不同激光处理时间对拮抗菌株ＰＴ４的影响

照射时间（ｍｉｎ） 存活率（％） 正变率（％）
５ ５９．５ １０．１
１０ ４２．０ １９．６
１５ ２８．６ ２３．０
２０ １５．０ １８．１
２５ ８．８ １５．４

　　由表３可以看出，随着照射时间的增加，ＰＴ４菌株的死亡
率逐渐增大，正变率也随之增大；但增大到一定的程度后，正

变率出现下降趋势，可见并非致死率越高，其正变率就越高，

综合考虑以１５ｍｉｎ照射时间为最佳。
通过使用抑菌圈法，６株形态较大、生长较快、且拮抗性

强于亲本ＰＴ４的突变株被挑选出来，分别编号为ＰＴ４１、ＰＴ４２、
ＰＴ４３、ＰＴ４６、ＰＴ４７、ＰＴ４９。使用对峙生长法检测它们对葡萄霜
霉病病原菌和葡萄白粉病病原菌的拮抗能力，综合分析拮抗

活性后，选择ＰＴ４６用作后续研究。
２．６　ＰＴ４６突变株发酵液的拮抗性

采用牛津杯法检测 ＰＴ４６发酵液的拮抗性，结果显示，与
亲本ＰＴ４相比，突变株 ＰＴ４６发酵液抗葡萄霜霉病病原菌的
能力有了显著提升。

２．７　ＰＴ４正拮抗突变株的遗传稳定性
把拮抗效果显著提高的突变株 ＰＴ４６传代培养５０代，每

代的菌株分别做对峙拮抗试验，结果表明各代拮抗效果基本

一致，且菌落数量变化也不大，说明突变株 ＰＴ４６的拮抗能力

的遗传稳定性良好。

３　讨论

本研究在葡萄果园土壤中分离出抗葡萄病害霜霉病和白

粉病病原菌的６株菌株，经过初筛和复筛，得到了对葡萄白粉
病和葡萄霜霉病病原菌抗性最强的菌株 ＰＴ４，经鉴定，确定
ＰＴ４菌株是枯草芽孢杆菌。

为增强该生物防治菌菌株的拮抗能力，对所选菌株 ＰＴ４
进行激光诱变育种，经过Ｈｅ－Ｎｅ激光照射后，不仅菌落形态
发生了变化，而且菌落数量减少，说明激光照射对于 ＰＴ４菌
株有致死和致突变的效应。将传代５０次的拮抗效果比较分
析，发现突变株ＰＴ４６的拮抗能力具有良好的稳定性，有进一
步研究的价值。

分离筛选的亲本菌株 ＰＴ４抵抗葡萄霜霉病病原菌的能
力较弱，抵抗葡萄白粉病病原菌的能力较强，但是经过诱变

后，抵抗葡萄霜霉病病原菌的能力也显著增强，而且菌体发酵

液的拮抗活性也比诱变前有了显著提高。推测可能是诱变过

程中某个代谢过程的调控酶的基因发生了突变，从而使得抗

生素产量提高，具体原因还需要进一步的试验进行论证。
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双孢菇生产中高效安全杀虫剂的筛选
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　　摘要：采用平板加药法和杀虫剂杀灭果蝇试验，研究敌敌畏乳油、高效氯氰菊酯乳油及印楝素乳油对双孢菇菌丝
生长的影响和对果蝇的杀灭效果。结果表明：敌敌畏乳油对果蝇的杀灭作用强，但同时对菌丝的生长有较强的抑制作

用和致畸作用；高效氯氰菊酯乳油对菌丝生长抑制作用稍弱，对果蝇的杀灭效果一般；印楝素乳油对菌丝生长的抑制

作用较小，且对果蝇的杀灭效果明显，可作为高效安全杀虫剂在食用菌栽培中使用。
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作者简介：金　硕（１９８８—），女，辽宁沈阳人，硕士研究生，研究方向
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　　近年来，随着食用菌产业的迅速发展，生产中病虫害的问
题也日益凸显出来。特别是危害性大、发生普遍的菇蚊和菇

蝇类害虫，咬食子实体和菌丝，使菌丝枯萎、衰退，尤其危害菇

蕾和幼菇的正常生长，严重时可造成子实体绝收，对食用菌的

产量及品质会造成严重的影响［１－３］。食用菌的抗药性远不如

植物，在使用常规杀虫剂时，常导致食用菌菌丝体特别是子实

体生长异常、畸变甚至死亡［４－５］。此外，随着食用菌产品出口

对药物残留检测标准的提高以及人们对食品质量与安全的关

注，食用菌栽培中对农药的使用越来越引起关注［６］。因此，

在虫害发生初期，选择高效、低毒、低残留的杀虫剂，已成为食

用菌领域的一个极为热门的研发课题。为此，我们选择了敌

敌畏乳油、高效氯氰菊酯乳油及印楝素乳油为供试药物，研究

其对双孢菇菌丝生长的影响以及对果蝇的杀灭效果，旨在选

择一种对双孢菇菇蝇杀灭效果好、且农药残留又符合要求的

高效安全杀虫剂。

１　材料与方法

１．１　供试材料
杀虫剂：８０％敌敌畏乳油（山东大成农药公司）、４．５％高

效氯氰菊酯乳油（河北桃园农药公司）、０．３％印楝素乳油（成
都绿金生物科学有限公司）；菌种：双孢菇，引于沈阳师范大

学特种菌业研究所菌种资源库；果蝇：引于沈阳师范大学遗传

实验室。

１．２　试验方法
１．２．１　含杀虫剂培养基的配制　采用平板加药法，初筛依据
供试杀虫剂商品含量浓度，以培养基最终含纯药量０．０１％、
０．０３％、０．０５％、０．０７％、０．０９％为浓度标准［７－８］。１００ｍＬ加
富ＰＤＡ培养基经灭菌后，当温度下降到５０～６０℃时，分别倒
入表１中的３种杀虫剂不同浓度的对应药量，摇匀后平均倒
入４个培养皿中，做好标记。试验中所配制的３种杀虫剂的
不同浓度药液见表１。

表１　配制含有不同浓度杀虫剂培养基所需加药量

药剂
原浓度

（％）
１００ｍＬ培养基所需加药量（ｍＬ）

０．０１％ ０．０３％ ０．０５％ ０．０７％ ０．０９％
敌敌畏乳油 ８０ ０．０１２ ０．０３７ ０．０６２ ０．０８７ ０．１１２

高效氯氰菊酯乳油 ４．５ ０．２２２ ０．６７１ １．１２３ １．５８０ ２．０４０
印楝素乳油 ０．３ ３．３３３１０．０００１６．６６７２３．３３３３０．０００

１．２．２　菌落及菌丝生长状态观察　在培养基上进行菌种种
源接种，２０℃恒温培养数日后，自菌落边缘用直径为０．９ｃｍ
的打孔器连同培养基打孔，接种在平板中央并做好标记，

２０℃ 恒温培养。接种后７ｄ，测定菌落直径和观察菌丝体长
势，结果取平均值，以不加药为对照。待菌落大小长至整个培

养基的５０％左右时，在菌落的边缘用盖玻片进行插片。插片
时，盖玻片与菌落的边缘保持一点距离，待菌丝爬上盖玻片

后，把盖玻片取出，进行显微观察。总生长量（ｃｍ）＝第７天
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