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加显著。因此，应加强对玉米螟综合防治技术的研究，从而为玉米的

安全生产和食用、饲用安全提供保障。
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１株死谷芽孢杆菌的分离、鉴定
及防治西瓜枯萎病的效果

张　猛１，王　琼１，万东光２，余向阳１

（１．江苏省农业科学院农产品质量安全与营养研究所，江苏南京２１００１４；２．丽水出入境检验检疫局，浙江丽水 ３２３０００）

　　摘要：为筛选新的防治西瓜枯萎病的生防菌菌种资源，采用稀释涂布平板法从番茄植株中分离得到对西瓜枯萎病
菌具有显著抑制作用的拮抗菌，采用平板对峙法研究其对病原菌的广谱抑制效果，将菌体特征结合１６ＳｒＤＮＡ序列分
析及生理生化指标相结合，对生防菌进行初步鉴定，明确其分类地位，并采用温室栽培试验对其进行抗病效果初探。

结果表明，从番茄中分离的１株对西瓜枯萎病菌具有显著拮抗作用的菌株ｗｍ００５，对西瓜枯萎病菌、油菜菌核病菌、黄
瓜立枯病菌、草莓灰霉病菌、小麦赤霉病菌、辣椒疫霉病菌、番茄枯萎病菌、水稻恶苗病菌、葡萄炭疽病菌均表现出很强

的抑制作用，具有广谱抗性。根据菌体特征、１６ＳｒＤＮＡ序列分析及生理生化指标的结果，初步鉴定该菌为死谷芽孢杆
菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓｗｍ００５）。温室栽培试验表明菌株ｗｍ００５对由西瓜枯萎病菌引起的西瓜枯萎病具有显著的防
治效果（防效为７５．１％），高出化学药剂百菌清防效１６．９百分点，说明菌株Ｂａｃｉｌｌｕｓｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓｗｍ００５具有很好田间应
用开发的潜力。
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　　植物病害一直是威胁农业安全生产的重要因素，化学农
药的长期大量使用一方面使得病原菌产生了抗药性，另一方

面对人、畜和环境产生危害，由农药引起的食品安全问题已经

受到广泛关注［１］。因此，采用高效、低毒、环境友好的治理技

术来替代传统单一依靠化学农药来防治植物病害是生产中亟

待解决的问题。生物防治因其对环境和人畜安全、不易产生

抗药性、处理费用低廉等优点，已广泛应用于各种农林病虫害

的防治［２，４］。生物防治（ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｏｎｔｒｏｌ）是指利用生物物种
间的相互关系，以一种或一类生物抑制、消灭另一种或一类有

害生物的防治方法［５－６］。在生物防治过程中，分离和筛选防

效好、活性稳定、环境适应性强的可替代化学试剂的生防菌株

资源是保证生物防治效果的前提［７］。

植物内生细菌是指某一时期生活在活的植物组织内而不

引起明显病害症状，并与寄主和谐共存的细菌。植物内生菌作

为最具防病潜力与应用价值的一类生防细菌，不仅能够促进植

物生长，增加作物的产量，还能提高植株抗病能力，对植物本身

而言也不是一个外来物种，从而成为许多学者研究的热点对

象［８］。有资料显示，目前在各种农作物和经济作物中发现的

植物内生细菌已超过１２９种，分属于５４个属，主要为芽孢杆
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菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、肠杆菌属
（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、土壤杆菌属（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、泛菌属（Ｐａｎｔｏｅａ）
和克雷伯氏菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）等［９］，为植物病害的生物防治提供

了丰富的微生物资源。近年来内生菌领域的研究已取得一定

进展，发现了一些有医用、农用价值的菌株和化合物［１０］。

本研究从番茄中分离筛选到１株对西瓜枯萎病菌具有显
著抑制作用的拮抗菌，并结合菌体特征、１６ＳｒＤＮＡ序列分析
及生理生化指标，对拮抗菌进行初步鉴定，确定其分类地位。

同时，在温室盆栽条件下对分离的拮抗菌进行抗病效果初探，

旨在为生物防治提供菌种资源。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试致病菌株西瓜枯萎病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．

ｎｉｖｅｕｍ）由江苏省农业科学院产地环境研究室保存。试验中
选用的西瓜品种为江苏省江蔬种苗科技有限公司培育的“苏

蜜５号”。菌株培养基为马铃薯葡萄糖糖培养基（ＰＤＢ）和
Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ培养基（ＬＢ）。菌株ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增试剂，
均购自宝生物工程（大连）有限公司。

试验仪器为：超净台（苏州净化），摇床（上海知楚），ＰＣＲ

仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），扫描电镜（蔡司ＥＶＯ１８）。
１．２　试验方法
１．２．１　菌株的分离、纯化与保存　该菌株分离自江苏省农业
科学院蔬菜基地大棚内的番茄植株。采集番茄样品后，自来

水洗风干，然后依次用７５％乙醇浸泡１ｍｉｎ和８％ ＮａＣｌＯ浸
泡４ｍｉｎ进行表面消毒处理，无菌水洗４次后，将根、茎、叶用
无菌剪刀剪开，根和茎切成约１ｃｍ的小段，放置于 ＬＢ平板
上；叶加水研磨至糊状，静置１０ｍｉｎ后涂布 ＬＢ平板，均放置
于３０℃培养４８ｈ，选取不同形态特征的单菌落反复平板划线
纯化后进行斜面保存。

１．２．２　拮抗菌的筛选及广谱性验证　采用对峙培养法筛选
出对西瓜枯萎病病原菌具有抑制作用的菌株。首先，将尖孢

镰刀菌在ＰＤＡ平板上２８℃培养５ｄ，用直径为５ｍｍ的打孔
器在平板上打取圆形琼脂块，将其接入 ＰＤＡ平板中央，２８℃
培养２ｄ，然后用灭菌牙签在病原菌菌饼两侧等距离处点接种
分离得到的细菌，于培养箱中２８℃培养３ｄ后观察记录抑菌
圈。每个处理重复３次，有抑菌圈的菌株即为拮抗菌。为进
一步验证分离的菌株对植物土传病害是否具有广谱抑菌效

果，选取了如表１所示的另外６种常见的植物病原真菌进行
进一步的抑菌试验。

表１　拮抗菌ｗｍ００５对９种植物病原菌的抑菌效果

植物病原真菌 抑菌带（ｍｍ） 抑菌率（％）
油菜菌核病菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍｉｎｏｉｌｓｅｅｄｒａｐｅ） ＋＋＋ ８８．７６
小麦赤霉病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｉｕｍ） ＋＋ ７４．１２
黄瓜立枯病菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ） ＋＋＋ ８９．４１
西瓜枯萎病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｎｉｖｅｕｍ） ＋＋＋ ９１．００
辣椒疫霉病菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉ） ＋＋ ７８．８２
番茄枯萎病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ） ＋＋ ７５．２９
草莓灰霉病菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ） ＋＋＋ ８７．０６
水稻恶苗病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ） ＋＋ ７５．３８
葡萄炭疽病菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ） ＋＋ ７４．５１

　　注：参考Ｖｅｓｔｂｅｒｇ法，“＋”“＋＋”“＋＋＋”分别表示抑菌带半径为＜５ｍｍ、５～１０ｍｍ、＞１０ｍｍ。

１．２．３　拮抗菌的鉴定　形态学观察：将分离菌株划线接种于
ＬＢ培养基，３７℃培养４８ｈ后观察菌落形态特征。采用结晶
紫进行革兰氏染色，并利用扫描电镜观察菌体形态及大小。

扫描电子显微镜（ＳＥＭ）样品制备过程参见林英等的方法［１１］

略作调整。固定：取液体培养基中的菌体１ｍＬ，４０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，弃上清，并用生理盐水清洗３次，倒入２．５％戊
二醛固定液于４℃过夜后，用生理盐水清洗３次。脱水：依次
用３０％、５０％、７０％、８５％、９０％的乙醇溶液梯度脱水处理，各
浓度均处理 １５ｍｉｎ。再用 １００％的乙醇处理 ２次，每次
１５ｍｉｎ。干燥：吸取混匀的细菌 －醋酸戊脂悬浮液滴在盖玻
片上，将滴有菌液的盖玻片分别于 －７０℃的冰箱冷冻１２ｈ
后，置于冷冻干燥机内真空干燥。扫描：将干燥后的样品放在

真空镀膜机内镀金１５ｍｉｎ后取出在扫描电镜中进行观察。
生理生化特征分析：３７℃培养２４～４８ｈ后，生理生化特

征按《伯杰细菌鉴定手册》［１２］进行鉴定。

１．２．４　拮抗菌的１６ＳｒＲＮＡ序列测定　采用常规小量基因组
提取方法，采用ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＢａｃｔｅｒｉｃａｌＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＥｘ
ｔｒａｃｔｉｏｎＶｅｒ．２．０试剂盒，根据细菌 １６ＳｒＤＮＡ的通用引物
２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，１４９２Ｒ：５′－

ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。以过夜培养的 ｗｍ００５
菌体基因组为模板进行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ运行程序：预变性
９４℃，１０ｍｉｎ；变性９４℃，４５ｓ；退火５６℃，４０ｓ；延伸７２℃，
４０ｓ，共３５个循环；总延伸７２℃，７ｍｉｎ。经１％琼脂糖凝胶电
泳检测，得到１条约１４００ｂｐ的特异性片段，样品送至生工生
物工程（上海）股份有限公司测序。

１．２．５　盆栽试验　盆栽试验在江苏省农业科学院日光温室
内进行。将西瓜枯萎病菌在ＰＤＡ平板上培养６～７ｄ，用孔径
为２０ｍｍ的打孔器在培养基上打孔，取１０片带菌培养基加
入２００ｍＬ灭菌绿豆汤培养基中，于２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床振
荡培养 ７ｄ，用灭菌纱布（４层）过滤去渣，滤液于 ４℃、
５０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，去上清液取沉淀物（西瓜枯萎病
菌分生孢子），用液体马铃薯培养基重悬后，用灭菌去离子水

稀释使孢子浓度为１×１０７个／ｍＬ，２８℃孵育６０ｍｉｎ，然后将
西瓜枯萎病菌的分生孢子液与灭菌的基质（营养土 ∶蛭石 ＝
１∶１）混合均匀，接种量为 １０６个分生孢子／ｇ基质，制成病
土。将西瓜种子表面消毒后，无菌水浸泡过夜，３０℃恒温催
芽２ｄ。露白后播种于穴盘，待小苗长至２片真叶时，移栽至
内径１０ｃｍ、高１５ｃｍ、内装３００ｇ病土壤的塑料杯中。试验设
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３个处理，即拮抗细菌菌株ｗｍ００５培养液（１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）、
７５％百 菌 清 可 湿 性 粉 剂 稀 释 ５００倍 液 （有 效 成 分
１５００ｍｇ／Ｌ）、对照ＬＢ空白培养液，每处理１２株西瓜苗，３次
重复。在移栽的同时，各处理分别在每株西瓜苗根部灌浇

１０ｍＬ拮抗细菌菌株ｗｍ００５培养液，以后每隔５ｄ灌浇１次，
连续３次。在最后１次施药后第２１天按照于思勤等的分级
标准［１３］调查西瓜苗发病情况，计算病情指数与防治效果。

１．３　数据分析
采用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件中的 ＡＮＯＶＡ过程进行

Ｄｕｎｃａｎｓ多重比较，检验组间差异显著性。数据表示为平均
数±标准差（ｘ±ｓ）。

２　结果与分析

２．１　拮抗菌的分离及广谱性验证
通过平板对峙法对分离的细菌进行筛选，得到１株对西

瓜枯萎病菌具有明显拮抗活性的菌株，将其命名为 ｗｍ００５。
对菌株ｗｍ００５进行抗菌谱测定，发现菌株ｗｍ００５对油菜菌核
病菌、黄瓜立枯病菌和草莓灰霉病菌具有非常强烈的抑制效

果，且菌株ｗｍ００５对小麦赤霉病菌、辣椒疫霉病菌、番茄枯萎
病菌、水稻恶苗病菌、葡萄炭疽病菌表现出了很强的抑制作

用。由此可见菌株 ｗｍ００５在离体平板试验条件下对植物病
原菌具有广谱的抑菌效果。

２．２　拮抗菌鉴定
２．２．１　形态特征　供试菌株 ｗｍ００５为革兰氏阳性菌株，其
电镜照片见图１，菌体呈杆状、无鞭毛、两端钝圆，能够产生椭
圆形芽孢，长１．２～２．２μｍ，宽０．６～０．８μｍ。该菌株在 ＬＢ
培养基上３０℃培养４８ｈ后，菌落呈乳白色，边缘不规则，表
面干涩易起皱、易挑起。能在２５～４０℃的温度下生长，最适
生长温度为３２℃；生长ｐＨ值范围为４．０～９．０；最适ｐＨ值为
６．５。生理生化测定结果（表 ２）表明，接触酶反应、Ｖ．Ｐ．试
验、硝酸盐还原反应、石蕊牛奶还原胨化、淀粉水解反应、利用

柠檬酸盐反应、葡萄糖酸盐、吲哚试验、甲基红反应、氧化酶试

表２　拮抗菌ｗｍ００５的生理生化特征

测试项目 结果 测试项目 结果

菌株形态 杆状 葡萄糖酸盐 ＋
革兰氏反应 ＋ 丙二酸盐 －
接触酶 ＋ 氧化酶 ＋
Ｖ．Ｐ．试验 ＋ 甲基红试验 ＋
硝酸盐还原 ＋ 柠檬酸盐 ＋
石蕊牛奶 ＋ 明胶液化 －
吲哚 ＋ 淀粉水解 ＋

验均为阳性，丙二酸盐和明胶液化试验为阴性，能分解葡萄糖

产酸不产气；在含２％～５％ ＮａＣｌ的ＬＢ培养基上均能生长。
２．２．２　１６ＳｒＤＮＡ序列分析　菌株 ｗｍ００５经１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ
扩增后，得到了１条约１４００ｂｐ的目的条带，将目的片段胶回
收后测序，为长度１４０７ｂｐ的ＤＮＡ序列。将序列在ＮＣＢＩ数
据库中采用 Ｂｌａｓｔ进行同源性比对 （序列登记号为：
ＫＸ０９４４４３），结合 ＭＥＧＡ６．０用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ，
Ｎ－Ｊ）构建系统发育树（图２），ｗｍ００５与 Ｂａｃｉｌｌｕｓｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
同属１个遗传分支，亲缘性达到９９％。结合形态特征观察以
及生理生态特征分析，确定菌株 ｗｍ００５为死谷芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓｗｍ００５）。

２．３　盆栽试验
由表３可知，从番茄中分离的拮抗菌ｗｍ００５在温室条件

下对西瓜枯萎病菌引发的枯萎病有一定的防治效果，从病情

指数上来看，接种菌株 ｗｍ００５的西瓜植株病情指数１７．２，明
显低于没有接种菌株ｗｍ００５。只接种西瓜枯萎病菌的对照试
验组（７０．２），病情指数下降５３。从防治效果来看，菌株

表３　拮抗菌ＷＭ００５对西瓜枯萎病的盆栽防效

处理
发病率

（％） 病情指数
防治效果

（％）

ｗｍ００５ ２５．３ １７．２ ７５．１
百菌清 ５２．１ ２９．０ ５８．２
对照组 ８７．８ ７０．２ －
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ｗｍ００５对西瓜枯萎病的防效为７５．１％，明显高于化学药剂百
菌清的防治效果（５８．２％），防效高出１６．９百分点。

３　结论与讨论

传统的生物防治是引入一个新生物来控制植物有害生

物，但是多数难以取得成功，这是因为一个新物种的进入必然

涉及到未知的风险。因此，客观地评估生物防治中的新物种

对环境及其他物种带来的潜在危害至关重要［１４］。植物内生

细菌能够促进植物生长、增加作物的产量，还能提高植株抗病

能力，对植物本身而言也不是一个外来物种，不存在上述潜在

的危害，因此作为生防细菌具有巨大的防病潜力和重要的应

用价值。国内外关于植物内生细菌防治植物病害报道很多。

ｖａｎＢｕｒｅｎ等从马铃薯茎组织中分离得到６１株内生菌对马铃
薯环腐病有防治效果［１５］。Ｒｅｎ等在杨树干中发现的短小芽
孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓ）对杨树溃疡病菌有抑制作用，还对
植物生长可以起到促进作用［１６］。龙良鲲等从番茄根内筛选

到１８株内生细菌，在番茄的根部具有较强的定殖能力，在盆
栽试验中对番茄青枯病菌具有一定的拮抗作用［１７］。杨海莲

等报道水稻苗期根内分离的阴沟肠杆菌 （Ｅｎｔｅｒｏｂａｔｅｒ
ｃｌｏａｃａｅ），对水稻白叶枯病菌不表现体外拮抗作用，但是用其
发酵液喷雾或浸种，都可以显著提高水稻对白叶枯病的抗

性［１８］。本试验从番茄植株中分离到１株对西瓜枯萎病菌具
明显拮抗作用的内生菌株 ｗｍ００５，根据菌体特征、１６ＳｒＤＮＡ
序列分析及生理生化指标，初步鉴定该菌为死谷芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓｗｍ００５）。
芽孢杆菌可产生肽类、脂肽类、磷脂类、多烯类、氨基酸

类、核酸类等抗菌物质，不同种类的抗菌物质有不同的生物学

活性，因此芽孢杆菌往往表现出对多种病害的广谱抗性。采

用平板对峙试验对该菌株进行抗菌谱测定，结果表明菌株

ｗｍ００５对西瓜枯萎病菌、油菜菌核病菌、黄瓜立枯病菌、草莓
灰霉病菌、小麦赤霉病菌、辣椒疫霉病菌、番茄枯萎病菌、水稻

恶苗病菌、葡萄炭疽病菌均表现出了很强的抑制作用。由此

可见菌株ｗｍ００５对植物病原菌具有广谱的抑菌效果。
研究表明，很多生防菌在平板对峙试验中对病原菌表现

出良好抑制效果，但是在植物活体或田间试验中却没有理想

的防效［１９－２１］。在本试验中，内生生防细菌 ｗｍ００５不仅对西
瓜枯萎病菌以及其他病原菌表现出了广谱的抑菌效果，而且

在温室盆栽试验中，对西瓜枯萎病菌引起的西瓜枯萎病也具

有较好的防治效果。但是由于实际田间环境相对温室条件而

言要复杂得多，植物内生生防细菌 ｗｍ００５在田间实际应用中
的防治效果还需要进一步研究。
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