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细菌，经形态观察、１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析鉴定菌株，并优化其发酵条件。结果表明，共分离得到拮抗菌株１６个，其
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　　薏苡黑穗病由黑粉菌（ＵｓｔｉｌａｇｏｃｏｉｃｉｓＢｒｅｆｅｌｄ）引起，该病
原菌属担子菌亚门黑粉菌目黑粉菌科，易感染、分布广，在大

多数国家均有报道［１－２］。随感病薏苡杂交种的推广、连作薏

苡的增加，薏苡黑穗病不断蔓延、加重，导致薏苡减产严重。

１９５７、１９５８年田间调查发现，薏苡黑穗病危害十分严重，大田
平均病株率达８０％～１００％，病瘿率达５０％以上［３］。

目前，防治薏苡黑穗病的主要措施有药剂防控、轮作和筛

选抗病品种，而通过筛选拮抗菌获得生物菌剂进行生物防治

的研究报道相对较少。筛选薏苡黑穗病菌的拮抗菌株一方面

可为黑穗病的生物防治提供更多选择，另一方面能降低环境

污染，为其他作物黑穗病的防控提供借鉴。笔者采用梯度稀

释平板涂布法从土壤中分离并纯化细菌，通过平板对峙法、滤

纸片法获得拮抗薏苡黑粉菌的菌株，对薏苡黑穗病有稳定抑

菌效果，这为薏苡黑穗病的生物防控提供了技术支撑。

１　材料与方法

１．１　试验材料
薏苡黑粉菌，由贵州省亚热带作物研究所生化与分子生

物学实验室提供。供试土样于２０１４年７—１０月从贵州省兴
义市各个县（市）采集，选取薏苡黑穗病发病较重的地块，采

集发病植株及健康植株根围的土壤，合计９９份，用封口袋密
封，贴上标签带回实验室。２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、琼脂糖凝
胶ＤＮＡ回收试剂盒，购自 Ｔｉａｎｇｅｎ公司；氨苄青霉素，购自
ＳａｎｇｏｎＢｉｏｔｅｃｈ公司；Ｅｚｕｐ柱式基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒（细
菌），购自上海生工公司；引物合成和测序由英潍捷基公司完

成。马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）：称取马铃薯２００ｇ，洗

净，去皮切碎，加水１０００ｍＬ煮沸０．５ｈ；纱布过滤，加２０ｇ葡
萄糖、１４ｇ琼脂，充分溶解，并补足水；分装，１２１℃灭菌
２０ｍｉｎ。营养琼脂培养基（ＮＡ，１０００ｍＬ）：牛肉膏３ｇ，酵母膏
１ｇ，蛋白陈５ｇ，葡萄糖１０ｇ，ｐＨ值７．０；１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．２　试验方法
１．２．１　菌株的分离、纯化及保存　细菌分离采用稀释涂布
法［４］，具体步骤为：称取风干土样１０ｇ，置于盛有９０ｍＬ无菌
水、带有玻璃珠的三角瓶中，摇床上 １６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养
３０ｍｉｎ；静置５ｍｉｎ，吸取１ｍＬ悬浮液置于装有９ｍＬ无菌水
的试管中，混匀，逐级梯度稀释；取１０－４、１０－５、１０－６３个梯度
的悬浮液０．１ｍＬ于冷却的ＮＡ培养基上涂布，每个梯度重复
３次，３７℃恒温培养２４ｈ；挑取菌落形态不一样的单菌落在
ＮＡ平板上划线，３７℃培养２４ｈ，连续纯化４次；挑取单菌落
于ＮＡ斜面上，３７℃培养２４ｈ，４℃冰箱中保存，备用。
１．２．２　拮抗菌的筛选　
１．２．２．１　初筛　将５ｍｍ薏苡黑粉菌菌饼接入 ＰＤＡ平板中
央，２８℃恒温培养３ｄ；采用平板对峙法在距菌饼中央等距离
４点处接入细菌分离菌株，以未接细菌处理为对照，２８℃恒温
培养；待对照病原菌长满平板时，观察抑菌效果，记录抑菌圈

大小。每处理重复３次。
１．２．２．２　复筛　将５ｍｍ薏苡黑粉菌菌饼接入 ＰＤＡ平板中
央，２８℃恒温培养３ｄ；挑取细菌分离物接入 ＮＡ培养液中，
１６０ｒ／ｍｉｎ２８℃摇床培养３６ｈ，即获得细菌发酵液；距菌饼中
央等距离对峙３点处放置直径为６ｍｍ的无菌滤纸片，吸取
１０μＬ细菌发酵液于滤纸片上，２８℃恒温箱内培养，以未接细
菌发酵液处理为对照；待对照病原菌长满平板时，观察抑菌效

果，记录抑菌圈大小，计算抑制率。每处理重复３次。
１．２．３　拮抗菌的鉴定　参考《伯杰细菌鉴定手册》（第八
版）、《常见细菌系统鉴定手册》和《芽孢杆菌属》［５－７］，观察平

板上单菌落的颜色、气味、透明度、光泽及边缘形状等，革兰氏

染色、鞭毛染色、芽孢染色，显微镜进行形态观察。对菌株进

行甲基红试验（Ｍ．Ｒ）、吲哚试验、硝酸盐还原试验、柠檬酸盐
试验、接触酶试验、耐盐性试验及淀粉、蔗糖、葡萄糖、麦芽糖、

乳糖、甘露醇、明胶水解试验等生化试验。对菌株进行 １６Ｓ
ｒＲＮＡ序列分析：按照上海生工Ｅｚｕｐ柱式基因组ＤＮＡ抽提试
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剂盒使用说明提取细菌基因组ＤＮＡ；以基因组 ＤＮＡ为模板，
采用引物２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′、１４９２Ｒ：
５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′进行 ＰＣＲ扩增，扩增产物
４℃保存。ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）为：２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
２５μＬ，上、下游引物各 １μＬ，模板 １μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ补齐至
５０μＬ。ＰＣＲ反应程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，
５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
扩增产物经连接转化，对阳性转化子进行克隆测序，获得的序

列利用ＤＮＡＳｔａｒ软件和Ｂｌａｓｔｎ程序进行序列比对分析。
１．２．４　菌株的发酵条件优化　采用单因子变量法对菌株
Ｘ－２生长的最适温度、最适装液量、最适 ｐＨ值等生长条件
进行优化，以不接菌培养液为对照，测定波长６００ｎｍ处的吸
光度，以此反映培养菌株Ｘ－２的生物量。每试验处理重复３
次。种子液的制备：接种菌株 Ｘ－２接入装有５ｍＬＮＡ培养
基的试管中，３０℃１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ，即获得种子液。
１．２．４．１　培养时间　取１ｍＬ种子液（１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ），接
种于３０ｍＬＮＡ培养液中，３０℃１６０ｒ／ｍｉｎ培养，０～１８ｈ之间
每隔２ｈ取样１次。
１．２．４．２　温度　取１ｍＬ种子液（１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ），接种于
３０ｍＬＮＡ培养液中，分别置于２０、２５、３０、３４、３７、４０℃温度条
件、１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养２４ｈ。
１．２．４．３　初始ｐＨ值　取１ｍＬ种子液（１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ），分
别接种于ｐＨ值为５．０、６．０、７．０、８．０、９．０的 ＮＡ培养液中，

３０℃ １６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养２４ｈ。
１．２．４．４　摇床转速　等量接种 １．５ｍＬ的种子液（１×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ）于３０ｍＬＮＡ培养液中，分别进行８０、１００、１２０、
１６０、１８０、２００ｒ／ｍｉｎ３０℃摇瓶振荡培养２４ｈ。
１．２．４．５　接种量　取振荡培养 １２ｈ的种子液（１×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ），分别按体积分数１％、２％、３％、４％、５％、６％、
７％的接种量接入３０ｍＬＮＡ培养液中，３０℃ １６０ｒ／ｍｉｎ振荡
培养２４ｈ。
１．２．４．６　装液量　１００ｍＬ三角瓶中分别装入１０、２０、３０、４０、
５０ｍＬＮＡ培养液，灭菌，按３％体积分数接入菌龄为１２ｈ的
种子液（１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ），３０℃ １６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养２４ｈ。

２　结果与分析

２．１　拮抗菌的筛选
结果表明，通过稀释涂布法从土壤中分离并纯化细菌菌

株２００个；采用平板对峙法初筛到１６个对黑粉菌有不同拮抗
作用的菌株，依次为 Ｘ－２、１０３、２２、３７、４５、４６、４７、４２、４－１３、
４－６、３－１、３－２、３－３、２－６、２－７、４－５；１６个细菌菌株经发
酵液滤纸片法复筛发现，１６个菌株对黑粉菌均有抑制作用，
其中以菌株Ｘ－２的抑制率相对最高，为６６．７％，具有明显的
抑菌带，病原菌菌落边缘与抑菌带接触部位的菌丝发生溶解

（图１、图２），这说明菌株 Ｘ－２对薏苡黑穗病的拮抗作用
较强。

２．２　拮抗菌的鉴定
将菌株Ｘ－２接种到ＮＡ培养基上进行菌落形态观察，结

果表明，菌株Ｘ－２的菌落呈白色，圆形，边缘不规则，表面粗
糙，不透明，不产色素；菌体形态为杆状，大小（０．５～０．６）μｍ×
（１．６～３．０）μｍ；产生芽孢，位于菌体中央或偏稍，芽孢形成

后菌体不膨大；革兰氏染色为阳性。初步鉴定为芽孢杆菌属

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）。经生化试验发现，菌株 Ｘ－２的淀粉、蔗糖、
麦芽糖、甘露醇、明胶、乳糖水解试验及柠檬酸盐试验、接触酶

试验、耐盐性试验、甲基红试验（Ｍ．Ｒ）、吲哚试验为阳性，葡
萄糖水解、硝酸盐还原试验为阴性。以菌株 Ｘ－２基因组
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ＤＮＡ为模板，经引物２７Ｆ、１４９２Ｒ进行 ＰＣＲ扩增和测序，结果
表明，菌株Ｘ－２的基因片段长度约为９４８ｂｐ（图３）；经Ｂｌａｓｔ
序列分析，亲缘关系相近的前 ２０个序列都为芽孢杆菌属
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）菌株，菌株Ｘ－２与其有９９％以上的同源性，其中
与枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）的同源性达到９９％。综合
形态观察、生理生化特征及１６ＳｒＲＮＡ基因序列，将菌株Ｘ－２
鉴定为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）。

２．３　菌株Ｘ－２发酵条件的优化
２．３．１　培养时间　由图４可见，菌株Ｘ－２培养０～４ｈ生长
缓慢，为迟缓期；培养４～１２ｈ时生长较为迅速，为对数生长
期；培养１２～１６ｈ生长趋于平缓，为稳定期；１６ｈ后逐渐减
少，菌株Ｘ－２进入衰亡期；菌株Ｘ－２培养１４ｈ的生长量相
对最大。因此，菌株Ｘ－２以培养６～１４ｈ的培养液为最适菌
株发酵种子。

２．３．２　温度　由图５可见，２０～４０℃范围内，菌株 Ｘ－２均
能生长；随温度升高，菌株Ｘ－２的生物量呈先增加后减少趋
势；３０～３７℃时，菌株Ｘ－２的生物量相对较大，其中３４℃时
生物量达到最大值。因此，菌株 Ｘ－２的最适发酵温度
为３４℃。

２．３．３　初始ｐＨ值　由图６可见，培养液不同初始 ｐＨ值条
件下，菌株Ｘ－２的生物量影响不大；ｐＨ值为５．０～９．０时菌
株Ｘ－２均能较好生长；ｐＨ值为６．０时，菌株 Ｘ－２生长较好
且产抑菌物质相对最大，说明该菌的最适生长ｐＨ值为６．０。

２．３．４　摇床转速　由图 ７可见，随摇床转速的增加，菌株
Ｘ－２的生物量呈先增加后减少的趋势；转速为１８０ｒ／ｍｉｎ时，
菌株Ｘ－２的生物量相对最大。因此，菌株Ｘ－２的最适发酵
转速为１８０ｒ／ｍｉｎ。

２．３．５　接种量　由图８可见，在一定范围内，菌株 Ｘ－２的
接种量对发酵液的生物量影响不大；接种量为 ４％时，菌株
Ｘ－２的生物量相对最大，接种量大于４％时，菌株Ｘ－２的生
物量趋于稳定。因此，菌株Ｘ－２的最佳接种量为４％。

２．３．６　装液量　由图９可见，１６０ｒ／ｍｉｎ转速下，随着三角瓶
中装液量的增加，菌株 Ｘ－２的生物量呈先增加后逐渐减少
的趋势；装液量为２０ｍＬ时，菌株 Ｘ－２的生物量相对最大。
因此，菌株Ｘ－２的最适装液量为２０ｍＬ。

３　结论与讨论

目前，防治薏苡黑穗病的常用药剂主要有三唑酮、甲基硫
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菌灵、多菌灵等。研究多菌灵重复施用后在薏苡仁、土壤中的

残留动态及对土壤微生物群落的多样性影响发现，距最后１
次施药间隔期 ２１、３０ｄ采样，薏苡仁中多菌灵的残留量为
００８～０．２７ｍｇ／ｋｇ，土壤中多菌灵的残留量为 ＮＤ～
１．１４ｍｇ／ｋｇ，多菌灵对土壤微生物的抑制作用随处理浓度增
加而增强［８－９］。２０世纪５０年代以来，刘颖等从枯草芽孢杆
菌培养液中分离出抗真菌肽，并不断发现抗生素、细菌素、细

胞壁降解酶类等抗菌物质［１０－１２］。从现有植物病害的生防物

质看，用于生物防治的微生物有细菌、真菌、病毒等，其中细菌

种类相对较多［１３－１４］，主要有枯草芽孢杆菌、假单胞杆菌、土壤

放射杆菌，枯草芽孢杆菌因其具有较强的抗逆性、容易保存等

优点而具有巨大的生防潜力和应用前景［１５－１８］。枯草芽孢杆

菌产生的抗菌物质能溶解病原菌菌丝的细胞壁或细胞膜，造

成其原生质外溢、菌丝断裂或畸形，同时可抑制孢子的萌

发［１６］；或在植物的根部形成一层生物膜，保护植物根部免受

病原菌的侵染［１９］；或同时分泌多种结构相似的抗菌物质，如

菌株Ｂ２胞外存在脂肽类抗生素表面活性素、多烯类及一种
分子量为５６４结构未知的新物质这３种抑菌物质，表现出协
同的抑菌效果［２０－２１］。

本研究从土壤中分离得到１个对薏苡黑穗病病原菌有拮
抗作用的细菌菌株Ｘ－２，结合菌株的形态特征、生理生化特
性及１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析结果，鉴定菌株 Ｘ－２为枯草芽
孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ），其最佳发酵条件为温度３４℃、ｐＨ
值６．０、摇床转速１８０ｒ／ｍｉｎ、接种量４％、１００ｍＬ三角瓶装液
量２０ｍＬ。这与鞠瑞成等的研究结论［２２－２３］有一定差别，可能

与分离的菌株不同有关。另外，虽然从土壤中分离得到了拮

抗菌株，但其对薏苡黑穗病的拮抗机制、是否产生抗菌物质等

须进行深入研究。
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