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　　摘要：从土壤中分离筛选出对葡萄白腐病菌有抑制效果的菌株，并对菌株进行纯化与鉴定。结果表明，筛选的菌
株千山黄一号对葡萄白腐病菌有良好的抑制效果，适宜的培养基为高氏１号、马铃薯浸汁、无机盐淀粉琼脂。１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列全长为１４２２ｂｐ，与ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｇｒｉｓｅｉｎｕｓｓｔｒａｉｎＮＢＲＣ１２８６９属于同一支，同源性高达９９％。
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　　葡萄白腐病俗称“水烂”或“穗烂”，是葡萄生长期引起果
实腐烂的主要病害，特别是在多雨年份常和炭疽病并发流行，

给生产带来很大损失。为了抑制葡萄白腐病的发生，通常采

用化学药剂防治，由于化学防治对果实安全品质有一定的影

响，而生防菌具有安全、无毒、价格低廉等特点，因此生物防治

越来越受到人们的重视。本研究从千山上的土壤中提取的放

线菌千山黄一号对葡萄白腐病菌具有较好的抑制作用，可有

效抑制葡萄白腐病发生。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　葡萄白腐病菌由辽宁科技大学生物工程实验
室筛选。

１．１．２　培养基　ＰＤＡ培养基、高氏１号培养基、高氏１号合
成培养基、无机盐淀粉培养基、葡萄糖天冬门素培养基、马铃

薯浸汁培养基、伊莫松培养基、蔗糖察氏培养基。

１．１．３　主要仪器　电子天平、生化培养箱、高压灭菌锅、恒温
培养振荡器、高速离心机、数码成像光学显微镜、ＤＮＡ测序仪。
测序用试剂：ＢｉｇＤｙｅＴｅｒｍｉｎａｔｏｒＶ３．１ＣｙｃｌｅＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇＫｉｔ。
１．２　方法
１．２．１　菌种的分离与筛选　将土样经无菌水稀释后涂布于高
氏一号平板中，２８℃培养７ｄ，从平板菌落选取不同菌株。再
用固体平板发酵培养的方法进一步筛选，将在平板中生长良好

的放线菌打孔后反向置于接有葡萄白腐病菌的平板中央，

２５℃ 培养２～３ｄ，观察抑菌圈形成情况。再采用滤纸片法［１］，

测定发酵滤液对葡萄白腐病菌的拮抗性。最终确定抑菌比较

明显的菌株为筛选菌株，并将该菌株命名为“千山黄一号”。

１．２．２　形态特征观察　使用插片法，将待鉴定的拮抗菌株做
平皿插片，２８℃培养７ｄ后，用显微镜观察插片上菌株的形态
特征。

１．２．３　培养特征观察　将待鉴定菌株接种在不同的培养基
上，２８℃培养，７、１５ｄ后观察并记录菌株在各种培养基上的
培养特征和生长形态［２］。

１．２．４　生理生化特性的测定　参照《链霉菌鉴定手册》［３］对
千山黄一号进行生理生化指标的检测。

１．２．５　１６ＳｒＤＮＡ测序及序列分析　将菌株培养后交于大连
宝生物工程有限公司，测得菌株千山黄一号１６ＳｒＤＮＡ序列。
通过构建进化树进行评估，确定所测菌株的分类地位［４－５］。

２　结果与分析

２．１　千山黄一号对葡萄白腐病菌的抑菌效果
千山黄一号对葡萄白腐病菌有良好的抑制效果（图１）。

培养基中葡萄白腐病菌生长良好，接种千山黄一号菌块，

２５℃ 培养２～３ｄ后，四周形成明显抑菌圈，表明筛选的千山
黄一号对葡萄白腐病菌有很好的抑制效果。

２．２　适宜培养基筛选
千山黄一号菌株在不同培养基上生长存在一定差异（表

１），最适培养基为高氏１号、马铃薯浸汁、无机盐淀粉琼脂，
其中千山黄一号在高氏１号培养基２８℃培养７ｄ后，气生菌
丝体灰色，基生菌丝体深褐色，培养基上基丝不断裂，菌丝成

分枝状，大多数孢子成椭圆状，大小比较均匀（图２）。
２．３　千山黄一号菌株生理生化特性

进一步对千山黄一号生理生化测试表明，该菌株发生明

胶液化、牛奶凝固与陈化、淀粉水解、硝酸盐还原、产生硫化
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表１　千山黄一号菌株的培养特征

培养基 气生菌丝体 基内菌丝体 可溶性色素 生长状况

高氏１号合成 灰色 深褐色 红褐色 ＋＋＋
葡萄糖天冬门素 灰白 红褐色 无 ＋＋
伊莫松 浅黄色 乳白色 无 ＋＋
马铃薯浸汁 灰色 黄色 无 ＋＋＋
无机盐淀粉琼脂 灰色 红褐色 红色 ＋＋＋
蔗糖察氏 乳白色 乳白色 无 ＋＋

　　注：“＋”表示生长一般；“＋＋”表示生长较好；“＋＋＋”表示生长好。

氢，而不发生纤维素水解和产生黑色素。对供试的葡萄糖、果

糖等７种碳源均可利用（表２）。

表２　千山黄一号的生理生化特征

测试项目 结果 碳源利用 结果

明胶液化 ＋ 葡萄糖 ＋
牛奶凝固与胨化 ＋ 果糖 ＋
淀粉水解 ＋ 鼠李糖 ＋
纤维素水解 － 木糖 ＋
硝酸盐还原 ＋ 肌醇 ＋
产硫化氢 ＋ 蔗糖 ＋
产黑色素 － 甘露醇 ＋

　　注：“＋”代表发生；“－”代表不发生。

２．４　１６ＳｒＤＮＡ序列分析及系统进化树构建
由大连宝生物有限公司对千山黄一号菌株的１６ＳｒＤＮＡ

测序，其序列全长为１４２２ｂｐ（图３）。依据１６ＳｒＤＮＡ序列，
用Ｍｅｇａ６．０软件构建系统发育树，结果发现菌株千山黄一号
与ＳｔｒｅｏｔｏｍｙｃｅｓｇｒｉｓｅｉｎｕｓｓｔｒａｉｎＮＢＲＣ１２８６９属于同一支，同源
性高达９９％（图４）。

３　结论

从千山上的土壤中提取的放线菌千山黄一号对葡萄白腐

病菌具有较好的抑制作用，该菌株适宜的培养基为高氏１号、
马铃薯浸汁、无机盐淀粉琼脂。该菌株发生明胶液化、牛奶凝

固与陈化、淀粉水解、硝酸盐还原、产硫化氢，而不发生纤维素

水解和产生黑色素。对供试的葡萄糖、果糖等７种碳源均可
利用。１６ＳｒＤＮＡ序列全长为 １４２２ｂｐ，与 Ｓ．ｇｒｉｓｅｉｎｕｓｓｔｒａｉｎ
ＮＢＲＣ１２８６９属于同一支，同源性高达９９％。
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　　摘要：通过对豆粕有机质发酵液的研究，阐明豆粕发酵液对香蕉枯萎病的防治机制。对豆粕有机质发酵液中的微
生物进行分离、纯化，得到３０株细菌，经平板对峙发现有７株细菌对香蕉枯萎病病原菌有拮抗效果，抑菌作用稳定，并
对７种拮抗菌进行了鉴定。通过对豆粕有机质发酵液中微生物的研究，初步明确了豆粕有机质发酵液对香蕉枯萎病
的防治机制。
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　　香蕉枯萎病是香蕉生产上的一种毁灭性病害［１］。目前，

香蕉枯萎病的防治主要采用化学防治和轮作等农业防治措

施，但防治效果并不理想［２－３］。生物制剂以及拮抗菌株的筛

选，为香蕉枯萎病的防治提供了新思路。近年来，生防菌的研

究已经逐渐成为香蕉枯萎病防治的热点［４－７］。海南香蕉基地

的农民采用豆粕发酵液浇灌香蕉植株，可有效控制香蕉枯萎

病的发病率。本研究对豆粕有机质发酵液中的微生物进行分

离、纯化、筛选，在此基础上阐明豆粕有机质发酵液对香蕉枯

萎病的防治机制，以期明确香蕉枯萎病的生物防治新方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　豆粕有机质发酵液　根据农民所给的配方在本实验
室进行发酵，在２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ摇菌培养９６ｈ，重复３次。
１．１．２　菌株分离培养基　ＬＢ：胰蛋白胨１０ｇ／Ｌ、酵母提取物
５ｇ／Ｌ、氯化钠１０ｇ／Ｌ，固体培养基加入琼脂粉１７ｇ，１２１℃灭
菌２０ｍｉｎ；ＰＤＡ：马铃薯２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、琼脂１５～２０ｇ、自

来水１０００ｍＬ；高氏１号：可溶性淀粉２０ｇ、ＮａＣｌ０．５ｇ、ＫＮＯ３
１ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ０．５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ、ＦｅＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ、琼脂１５～２０ｇ、水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．４～７．６。
１．１．３　香蕉枯萎病菌来源　菌株：香蕉枯萎病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｃｕｂｅｎｓｅＳｎｙｄｅｒ＆Ｈａｎｓｅｎ，简称为 Ｆｏｃ）为尖孢
镰刀菌古巴专化型４号生理小种，本实验室分离保存。
１．２　拮抗细菌的分离方法
１．２．１　样品悬浮液的制备　豆粕有机质发酵液中加入无菌
水进行１、５、１０、５０、１００、５００倍稀释，剧烈振荡后备用。
１．２．２　发酵液中菌株的分离纯化　用移液器吸取１００μＬ稀
释后的不同浓度发酵液分别于 ＬＢ、高氏１号、ＰＤＡ培养基平
板内，用消毒的三角棒均匀涂抹，直至平板上没有液体流动，

每个浓度重复３次。封板，２８℃培养１～２ｄ，然后挑取单菌
落，按常规方法纯化后，采用甘油冷冻保存法保存。

１．２．３　拮抗细菌的初筛　在直径为９ｃｍ的 ＰＤＡ培养基平
板中间接种直径为５ｍｍ的Ｆｏｃ４菌丝块，检测上述分离到的
各种菌株，（以下称“待测菌株”）对香蕉枯萎病菌（以下称

“靶标菌株”）的抑菌活性。再将活化后的待测菌株接种在距

靶标菌株菌丝块２～３ｃｍ处的四周，每平板接种４个待测菌
株，设空白对照（不接任何待测菌株的靶标菌株），３次重复，
选择出活性较好的菌株进行复筛。

１．２．４　拮抗细菌的复筛　选择初筛拮抗活性较好的菌株，在
９ｃｍ的培养皿两侧距离５ｃｍ处分别接种，设置空白对照，每
个处理３次重复。在２８℃下黑暗培养７ｄ后，测量各待测菌
株菌落的半径（Ｒ１）、抑菌带宽度（Ｒ２），计算抑菌圈半径
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