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　　摘要：ＴＤ－１２菌株是前期分离筛选得到的在防治马铃薯晚疫病中很有潜力的内生细菌。为加快对该菌株的深入
研究和利用，本试验利用滤纸片法对其部分发酵条件进行了初步优化，结果表明，该菌株在３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ、初始 ｐＨ
值７．０、培养３０ｈ得到的菌液抑菌效果最佳，抑菌率达到了９３．１２％，抑菌率比优化前提高了７．８６％。并通过对该菌
株的形态和培养特征观察、生理生化特性以及１６ＳｒＤＮＡ序列分析，对该菌株进行了初步鉴定，该菌株为解淀粉芽孢
杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）。试验结果为深入研究该菌株的抑菌性能及开发利用提供了基础资料。
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　　马铃薯（ＳｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍＬ．）是茄科茄属的一年生草
本块茎植物，在粮食作物中位居第四，是唯一的粮菜兼用型作

物。由致病疫霉［Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓ（Ｍｏｎｔ）ｄｅＢａｒｙ］引起
的马铃薯晚疫病是引起马铃薯产量损失最严重的一种病害。

由于化学农药的长期大量使用及病菌 Ａ２交配型的出现，致
使高致病性、高抗药性菌株不断出现，造成近几年晚疫病在马

铃薯和番茄上大流行，引起了国际社会的极大关注［１］。生产

中主要依靠选用抗病品种、农业栽培措施、化学农药来控制该

病的发生［２］，而生物防治因其与环境友好、维持生态平衡、有

利于人类健康等优点，受到越来越多研究者的关注和重视。

前人已从多种类型的土壤中筛选得到了一些有明显抑制致病

疫霉生长或诱导马铃薯增强抗病性的真菌［３］、细菌［４－５］和放

线菌［６］，并对他们产生的拮抗物质［３］、抑菌机理［７］、诱导抗病

作用［４－５，８］等进行了研究。但利用茄科植物内生菌抑制致病

疫霉的报道还比较少。我们在前期研究中筛选出了一些对致

病疫霉菌丝生长具有显著抑制作用的菌株，如分离自马铃薯

块茎的ＴＤ－１２菌株在初期试验中对致病疫霉菌丝生长表现
了强烈的抑制作用，在马铃薯离体组织上也展示出了良好的

防病作用，其活体对病菌生长的抑制率达到了９２．２４％，在马
铃薯块茎切片和离体叶片上对晚疫病的防效分别达到了

９１．００％、７６．２３％以上［９］。但在后期的重复试验研究中，发现

该菌株的抑菌率有所下降，抑菌率仅为８５．２６％。为稳定和
进一步提高ＴＤ－１２菌株对致病疫霉的抑制作用，对其部分
发酵条件进行了初步优化，并对该菌株的分类地位进行了鉴

定，以期为今后开发田间有效控制马铃薯晚疫病高效稳定的

生物农药提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌种
拮抗细菌ＴＤ－１２菌株（分离于马铃薯块茎中），致病疫

霉菌株［Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓ（Ｍｏｎｔ．）ｄｅＢａｒｙ］Ｚ１８２，本研究
室保存菌株。

１．２　ＴＤ－１２菌株发酵条件优化
１．２．１　种子液的制备　用灭菌竹签挑取牛肉膏蛋白胨平板
上的ＴＤ－１２菌株的新鲜培养菌落，接种到含有５０ｍＬＬＢ液
体培养基中，３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养２４ｈ后，按照１％的比
例吸取１ｍＬ到１００ｍＬ的ＬＢ液体培养基中，３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ
振荡培养２４ｈ后即为种子液。
１．２．２　发酵温度的确定　取ＴＤ－１２菌株种子液１ｍＬ接种
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到装有１００ｍＬＬＢ液体培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，分别在
２２、２５、２８、３１、３４、３７、４０℃条件下振荡（１５０ｒ／ｍｉｎ）培养２４ｈ，
采用滤纸片法［１０］．，测定对致病疫霉生长的抑制作用，参照李
丽艳等方法［５］计算抑菌率。

１．２．３　发酵培养中转速的确定　将ＴＤ－１２菌株１ｍＬ的种
子液接种到１００ｍＬＬＢ液体培养基中，按照上述试验中已确
定的最适培养温度，分别在５０、１００、１５０、２００、２５０ｒ／ｍｉｎ等不
同转速下振荡培养 ２４ｈ，所得菌液抑菌效果的测定方法同
“１．２．２”节。
１．２．４　培养时间的确定　取ＴＤ－１２菌株种子液１ｍＬ接种
到装有１００ｍＬＬＢ液体培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，按照上述
试验中已确定的最适培养温度和转速，分别取在第 １２、１８、
２４、３０、３６、４２、４８ｈ的菌液进行抑菌试验，所得菌液抑菌效果
的测定方法同“１．２．２”节。
１．２．５　初始ｐＨ值的确定　用ＮａＯＨ和ＨＣｌ将ＬＢ液体培养
基调制成ｐＨ值分别为４．０、４．５、５．０、５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、
８．０、８．５、９．０、９．５、１０．０、１０．５、１１．０的培养基，然后将１ｍＬ
ＴＤ－１２菌株的种子液接种到１００ｍＬ上述培养基中，按照上
述试验中所确定的最佳发酵温度、转速以及时间进行发酵培

养，所得菌液抑菌效果的测定方法同“１．２．２”节。
以上各项试验条件每组处理重复３次，所得试验结果用

ＳＰＳＳ软件进行统计分析。
１．３　菌株分类地位的确定
１．３．１　菌株培养特性及菌体形态观察及其染色　观察 ＴＤ－
１２菌株在 ＬＢ固体培养基上的生长状况及菌落特征，在光学
显微镜下观察菌株菌体的形态，并参照文献［１１］进行革兰氏
染色和芽孢染色。

１．３．２　生理生化特征　参照常见细菌系统鉴定手册的方
法［１２］，对ＴＤ－１２菌株分别进行了接触酶反应、明胶水解、淀粉
水解、Ｖ－Ｐ测定、硝酸盐还原、酪氨酸水解、苯丙氨酸脱氢酶、
吲哚产生、柠檬酸利用以及葡萄糖、Ｄ－甘露醇、麦芽糖、蔗糖
的利用试验。

１．３．３　１６ＳｒＤＮＡ基因序列测定及分析　采用ＳＤＳ法提取菌
株ＴＤ－１２总 ＤＮＡ，采用细菌１６ＳｒＤＮＡ扩增通用引物扩增
ＴＤ－１２菌株的基因组 ＤＮＡ，通用引物设计，Ｐｒｉｍｅｒ１：５′－
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，Ｐｒｉｍｅｒ２：５′－ＴＡＧＧＧＴＴＡＣ
ＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。委托华大基因测序，将所得测序结果
通过Ｂｌａｓｔ软件与ＧｅｎＢａｎｋ核酸数据库进行对比，选取具有代
表性的菌株，采用Ｍｅｇａ４．１软件包中的Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ进行系统发
育树的构建［１３］。

２　结果与分析

２．１　发酵培养温度
取ＴＤ－１２菌株种子液１ｍＬ接种到装有１００ｍＬＬＢ液体

培养基的 ２５０ｍＬ三角瓶中，分别在 ２２、２５、２８、３１、３４、３７、
４０℃条件下振荡（１５０ｒ／ｍｉｎ）培养２４ｈ，结果表明，培养温度
对ＴＤ－１２菌液抑菌率的影响比较明显（图１），随培养温度
升高，抑菌率呈先上升后下降的趋势，在培养温度为２２℃时
抑菌率只有４２．５９％，随着培养温度的升高，抑菌率逐渐升
高，在培养温度为３７℃时抑菌率最高，为９０．２５％，而在培养
湿度为４０℃时抑菌率显著下降。分析表明，温度３７℃所得

抑菌率与其他处理之间差异显著。表明ＴＤ－１２菌株的最佳
培养温度为３７℃，以下试验培养温度均选用３７℃。

２．２　振荡培养中的转速
振荡培养中的转速对ＴＤ－１２菌液抑菌率的影响见图２。

在转速为５０ｒ／ｍｉｎ条件下，所得菌液的抑菌率仅为２０％，与
静置培养条件下的抑菌率无明显差异；当转速在１００～２００ｒ／ｍｉｎ
范围内时，所得菌液均表现出了很强的抑制作用，抑菌率都在

７０％以上，其中以１５０～２００ｒ／ｍｉｎ条件下所得菌液的抑菌率
较高，均在８０％以上。在转速为１５０ｒ／ｍｉｎ时抑菌率最高，为
９０．５２％，在转速为２５０ｒ／ｍｉｎ时，抑菌率明显下降，为６０％。
分析表明，转速 １５０ｒ／ｍｉｎ所得抑菌率与转速 ５０、１００、２００、
２５０ｒ／ｍｉｎ之间差异极显著，表明１５０ｒ／ｍｉｎ是最适条件。

２．３　发酵培养时间
培养时间对抑菌活性的影响结果见图３。该菌株在培养

时间为１２ｈ时抑菌率最低，只有７０％，随着培养时间的增加，
抑菌率逐渐增加，在培养时间为３０ｈ时抑菌率最高，为９２％，
之后抑菌率随着培养时间的增加而有所下降。分析表明，培

养时间为３０ｈ所得抑菌率与培养１２、１８、２４、３６、４２、４８ｈ处理
间差异显著。因此，该菌株的最佳发酵时间为３０ｈ。

２．４　培养基初始ｐＨ值
从图４可以看出，在初始 ｐＨ值为４时，抑菌率最低，只
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有４１％；在初始ｐＨ值为６～９时，抑菌率基本稳定在９０％，其
中ｐＨ值为７时，抑菌率最高，为９３．１２％；ｐＨ值超过９后，抑
菌率急剧下降，当 ｐＨ值为 １０、１１时，抑菌率分别为 ７４％、
５８％。分析表明，初始 ｐＨ值为７时所得抑菌率与其他处理
差异显著，由此确定ｐＨ值７为最适的初始ｐＨ值。
　　综合上述所有优化条件，优化后的结果见图５。优化后
ＴＤ－１２菌株菌液对致病疫霉的抑菌率达到了９３．１２％，比优
化前８５．２６％提高了９．２２％，表明ＴＤ－１２菌株有进一步应用
潜能。

２．５　菌株分类地位的确定
２．５．１　培养特性、形态特征及染色结果　拮抗菌 ＴＤ－１２在
ＬＢ培养基上培养呈黄色不透明菌落，表面粗糙，菌落边缘不
规则（图６）。显微镜下油镜观察细胞呈杆状，革兰氏染色呈
阳性，产芽孢，芽孢呈椭圆形，有运动性。

２．５．２　生理生化特征　ＴＤ－１２菌株的接触酶反应有气泡产
生，明胶水解、淀粉水解、Ｖ－Ｐ反应和硝酸盐还原均为阳性；
酪氨酸水解、苯丙氨酸脱氢酶、吲哚产生、柠檬酸利用均为阴

性；可利用葡萄糖、Ｄ－甘露醇、麦芽糖和蔗糖。综合 ＴＤ－１２
菌落特征、培养特性、形态观察和染色结果，参照东秀珠等的

方法［１２］，初步推测 ＴＤ－１２菌株可能为芽孢杆菌或类芽孢杆
菌属细菌。

２．５．３　拮抗菌ＴＤ－１２菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列分析　经ＰＣＲ
扩增后得到ＴＤ－１２菌株１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ产物为单一条带，
测序结果表明，ＴＤ－１２菌株１６ＳｒＤＮＡ的序列长度为１４３２ｂｐ。
将该序列在 ＧｅｎｅＢａｎｋ／ＮＣＢＩ中进行序列比对，结果表明，
ＴＤ－１２菌株与解淀粉芽孢杆菌在同一个分支上，同源性为
９４％（图７、图８），表明 ＴＤ－１２菌株与解淀粉芽孢杆菌亲缘
关系最近。结合上述形态特征、染色结果和生理生化特性，可

以初步确定 ＴＤ－１２菌株为解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）。

３　讨论

微生物在不同生长发育阶段和不同培养条件下产生活性

物质的种类和数量均不相同，有时培养条件即使只发生微小

的变化，活性物质产生也会受到明显的影响。因此，确定菌株

的最佳发酵条件对于获得大量高活性物质至关重要。李双东

等从番茄中分离得到内生枯草芽孢杆菌 ＥＢ－２８，ＥＢ－２８无
菌体培养液对致病疫霉游动孢子释放的抑制率达９１．２６％，
但对菌体生长没有抑制作用，ＥＢ－２８菌悬液对马铃薯晚疫病
在离体叶片和盆栽植株上的防病效果分别为 ５５．６８％和

７４．２２％［１４］。Ｄａａｙｆ等筛选得到的芽孢杆菌 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＢ１、Ｊ１、
Ｂ３对致病疫霉的抑菌率分别达到８１％、７９％、７６％［１５］。姜军

坡等从健康的牛粪便中筛选出１株解淀粉芽孢杆菌 ＢＮ－９，
发现其对大肠杆菌有较强的抑制作用［１６］。Ｓｕｔｙａｋ等从益生
菌乳制品中分离得到１株解淀粉芽孢杆菌，其细胞无菌上清
液可以对单核细胞增生李斯特菌、链球菌属及肠道加德菌产

生抑制作用，但对肠道乳酸菌不产生作用［１７］。此外，于靓等

对解淀粉芽孢杆菌Ｔ１进行了发酵培养基和培养条件进行优
化，优化后的培养液中解淀粉芽孢杆菌 Ｔ１的活菌数明显增
多，由１．４×１０９ＣＦＵ／ｍＬ增至３．５×１０９ＣＦＵ／ｍＬ［１８］。郭尧等
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用滤纸片法以单因子试验对致病疫霉拮抗放线菌 ｓｙ１１发酵
条件优化，结果表明，优化后抑菌率达到了９０％，比优化前提
高了约１０％［１９］。吴真真等对致病疫霉拮抗细菌 ＳＲ１３－２进
行发酵条件优化，优化后比优化前抑菌率提高了约１０％，并
且发现该菌株具有较强的耐热性和耐酸碱性［２０］。

本研究对分离自马铃薯块茎的 ＴＤ－１２菌株菌液抑制致
病疫霉菌丝生长的部分发酵条件进行了优化，明确了该菌株

的最适发酵条件为：将 １ｍＬ种子液接种到初始 ｐＨ值７的
１００ｍＬＬＢ液体培养基中，在３７℃条件下以１５０ｒ／ｍｉｎ的转
速振荡培养３０ｈ，在此条件下，所得菌液对致病疫霉菌丝生长
的抑制率可达９３．１２％ 优化后比优化前抑菌率提高了９．２２％。
该菌株在抑制致病疫霉方面有较大的应用潜力。此外，明确

拮抗菌的种类及其分类地位，对开发生物制剂且应用于农业

生产具有重要的指导意义。本试验中通过菌体形态、培养特

性、菌落特征观察以及生理生化特性的１６ＳｒＤＮＡ序列分析，
将菌株 ＴＤ－１２鉴定为解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅ
ｆａｃｉｅｎｓ）。有报道表明，解淀粉芽孢杆菌种内的许多菌株对人
畜安全，已被越来越多地应用于饲料添加剂和饲用微生态制

剂［１３］。与此同时，该细菌种内的另外一些菌株展示出了抑制

许多植物病原菌的巨大潜力，分离自土壤的１株解淀粉芽孢
杆菌 ＨＮ０６，对黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）、稻瘟病菌（Ｍａｇｎａ
ｐｏｒｔｈｅｏｒｙｚａｅ）、水稻纹枯病菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）、苦瓜枯萎病
菌（ｃｕｃｕｒｂｉｔｗｉｌｔ）均有良好的抑制作用［２１］。上述研究进一步

证实，解淀粉芽孢杆菌在植物病害防治方面有广阔的应用

潜力。
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