
书书书

魏　蜜，张　伟，管维轩，等．１株油茶真菌病害拮抗菌株的筛选鉴定及其拮抗作用［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１８）：１００－１０４．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．１８．０２６

１株油茶真菌病害拮抗菌株的筛选鉴定
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　　摘要：为获得并鉴定高效拮抗油茶主要真菌病害的拮抗菌，研究其拮抗作用，采用点接法和发酵培养法从油茶根
部土壤分离获得１株能同时拮抗６种油茶病害真菌的拮抗菌。通过生理生化鉴定和１６ＳｒＤＮＡ序列分析，将该拮抗菌
鉴定为解淀粉芽孢杆菌，并命名为 ＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＤ２ＷＭ。该拮抗菌能拮抗油茶炭疽病病菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）、胶孢炭疽病病菌（Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅ）、叶斑病病菌（Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ）、软腐病病菌（Ａｇａｒｉｃｏｄｏｃｈｉｕｍ
ｃａｍｅｌｌｉａ）、黑斑病病菌（Ａｌｔｅｒｍａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔｅ）和溃疡病病菌（Ｂｏｔｈｙｏｓｐｈａｅｒｉａｄｏｔｈｉｄｅａ）６种油茶病害病原菌，且拮抗菌发
酵产生的无菌滤液对以上６种病原菌的抑菌率均高于９５％。同时，Ｄ２ＷＭ菌株发酵产生的１０倍稀释菌液还对细菌
性软腐病病原菌欧文氏菌３个亚种的抑菌圈均大于２２ｍｍ，是１株具有广谱拮抗作用的生防菌株。Ｄ２ＷＭ菌株发酵
液耐酸碱范围广，在ｐＨ值为９时拮抗作用最佳；不耐高温，温度达到８０℃及以上时抑菌活性完全丧失。研究结果对
细菌性软腐病及油茶无公害防治提供了理论基础和参考依据。
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　　油茶（Ｃａｍｅｌｌｉａｏｌｅｉｆｅｒａ）属山茶科（Ｔｈｅａｃｅａｅ）山茶属
（Ｃａｍｅｌｌｉａ），是我国特有的一种高级油料作物，主要生长于中
国南方亚热带地区高山及丘陵地带，是重要的木本油料树种

之一［１］。油茶病害种类繁多，油茶炭疽病、油茶叶枯病、油茶

软腐病是油茶生产中３种毁灭性病害，在我国各油茶产区普
遍发生，油茶的地上各部位均可受害［２］，且油茶黑斑病、油茶

溃疡病等也时常发生，每年油茶产业因上述真菌性病害造成

了巨大的经济损失。

芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）是一类理想的生防菌，在目前生防细
菌中研究较多。周盈等报道了１种对胡萝卜软腐欧文氏菌具
有抑菌活性的枯草芽孢杆菌 ＢＳｎ５及其产生的抑菌蛋白
ＡＰｎ５，但该菌只能拮抗胡萝卜软腐欧文氏菌亚种，其生防范
围较窄［３］。刘君昂等公开了１种拮抗油茶病害的短芽孢杆菌
Ｚ２６，它能有效抑制油茶炭疽病病菌、根腐病病菌、半边疯病
菌等病原菌的生长，该生防菌剂对油茶炭疽病的最大抑制率

达到 ８３．４％［４］。陈琼珍等利用枯草芽孢杆菌对有害真菌的

生防作用及最佳发酵条件进行研究，结果显示枯草芽孢杆菌

只对红镰刀菌的拮抗作用明显［５］。目前，关于解淀粉芽孢杆

菌能同时在油茶主要真菌性病害及细菌性软腐病上的防治研

究及应用报道较少。

本研究从油茶根部土壤分离获得１株能拮抗油茶主要病
害真菌的解淀粉芽孢杆菌Ｄ２ＷＭ。采用平板对峙法和发酵培
养法研究该拮抗菌对油茶６种病害真菌的拮抗作用。另外，
使用管碟法测定该拮抗菌的无菌发酵液对细菌性软腐病病菌

的拮抗作用。最后本研究对拮抗菌发酵菌液的理化性质进行

了初步研究，为油茶真菌病害及蔬菜细菌性软腐病的无公害

防治提供了一定的理论基础和参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
菌株来源：油茶炭疽病病菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）、

油茶胶孢炭疽病病菌（Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）、油茶叶斑病病菌
（Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ）、油茶软腐病病菌（Ａｇａｒｉｃｏｄｏｃｈｉｕｍ
ｃａｍｅｌｌｉａ）、油茶黑斑病病菌（Ａｌｔｅｒｍａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔｅ）、油茶溃疡病
病菌（Ｂｏｔｈｙｏｓｐｈａｅｒｉａｄｏｔｈｉｄｅａ），均分离自湖北孝感大悟油茶
林地；胡萝卜软腐欧文氏菌胡萝卜亚种（Ｅｒｗｉｎｉａｃａｒｏｔｏｖｏｒａ
ｓｓｐ．ｃａｒｏｔｏｖｏｒａ）、胡萝卜软腐欧文氏菌黑胫亚种 （Ｅ．
ｃａｒｏｔｏｖｏｒａｓｓｐ．ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃａ）、菊欧文氏菌（Ｅ．ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｉ），均
分离自湖北孝感当地蔬菜田中腐烂的蔬菜。所有菌株均保存

于湖北工程学院特色果蔬质量安全控制湖北省重点实验室。

１．２　培养基［６］及主要试剂和仪器

ＬＢ培养基（筛选培养基）：１Ｌ中含有１０ｇ蛋白胨、５ｇ酵
母粉、１０ｇＮａＣｌ、１５～２０ｇ琼脂，ｐＨ值７．０～７．２，用去离子水
调至总体积为１Ｌ；牛肉膏蛋白胨培养基（分离培养基）：１Ｌ
中含有３．０ｇ牛肉膏，１０．０ｇ蛋白胨，５．０ｇＮａＣｌ，１５．０ｇ琼脂，
ｐＨ值７．２～７．４，用去离子水调至总体积为１Ｌ。上述培养基
分装后于１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，备用。

ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、ＰＣＲ反应用的各种试剂，均购自
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生工生物工程（上海）股份有限公司；蛋白胨、酵母粉、ＮａＣｌ、
琼脂等，均购自生工生物工程（上海）股份有限公司。

１．３　拮抗菌的筛选、分离及拮抗作用研究
采用稀释分离法［７］从油茶根部土壤分离拮抗细菌，取

１０ｇ健康油茶根际土样加入到盛有９０ｍＬ无菌水和玻璃珠
（直径 ０．５ｃｍ，每瓶 ３０～５０个）的三角瓶中，在 ２８℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡２０ｍｉｎ后，将菌悬液放置在８０℃水浴
中保持１５ｍｉｎ。将１ｍＬ土壤悬浮液移入盛有９ｍＬ无菌水的
试管中，制成１０－１菌悬液，依此类推，获得１０－２、１０－３、１０－４、
１０－５、１０－６菌悬液。梯度稀释后，吸取 １００μＬ稀释度为
１０－６～１０－３的菌悬液均匀涂布在分离培养基上，将涂布有菌
悬液的平板置于３０℃培养箱内培养，２４ｈ后观察分离培养基
上菌落的状态，用三步划线法进行分离纯化，统一编号登记。

接种斜面后，可在４℃短暂保藏，用５０％甘油作为保护剂，可
在－８０℃长久保藏。

采用平板对峙法［８］筛选能同时拮抗各油茶病原真菌的

拮抗细菌，将直径为７ｍｍ的病原菌饼置于ＰＤＡ平板中心，然
后用无菌牙签蘸取待测菌，于等距离点（距平板中央１．５ｃｍ）
接拮抗菌，置于２８℃恒温培养箱培养，５ｄ后观察抑菌带的大
小，每个处理重复３次，筛选抑菌带宽大于５ｍｍ的菌株。

将初筛有拮抗作用的菌株在 ＬＢ液体培养基中于
１５０ｒ／ｍｉｎ适温培养 ２４ｈ，发酵菌液以 ８０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，上清用０．２２μｍ微孔滤膜过滤至灭菌ＥＰ管中。将初
筛拮抗菌滤液与约５０℃的ＰＤＡ固体培养基按体积比１∶１９
混匀后倒入培养皿，冷却后在平板中央放入直径为７ｍｍ的
油茶病原真菌菌饼，以无菌水为对照，每个处理３次重复，５ｄ
后测量病原菌菌落直径。无菌滤液抑菌率 ＝（对照菌落直
径－处理菌落直径）／（对照菌落直径－０．７）×１００％。

采用平板对峙法分析拮抗菌对真菌主要病害的拮抗作

用［８］：将打好的直径为７ｍｍ的油茶炭疽病等病原菌菌饼置
于ＰＤＡ平板中心，然后用无菌牙签蘸取待测菌，于等距离点
（距平板中央１．５ｃｍ）接拮抗菌，置于２８℃恒温培养箱中培
养，５ｄ后观察抑菌带的大小，每个处理重复３次。采用管碟
法［９］分析拮抗菌对欧文氏菌的拮抗作用：在涂布有１００μＬ病
原菌（约１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ）的ＬＢ琼脂平板上等距离用打孔器
打直径为７ｍｍ的孔。每个孔中接入５０μＬ发酵液１０倍稀释
液，以无菌水为对照，每个处理设置３次重复。在３０℃恒温
箱中培养２０～２８ｈ后测量抑菌圈直径，根据数值大小确定拮
抗程度。

１．４　拮抗菌株鉴定
１．４．１　拮抗菌的形态特征和生理生化鉴定　将纯化后的菌
种转接到 ＬＢ平板上，于３０℃培养２４ｈ后，对菌落形态、颜
色、基质颜色及有无运动性等进行形态特征鉴定，并依据东秀

珠等的方法［１０］对拮抗菌株进行生理生化鉴定。

１．４．２　拮抗菌株的１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增和序列测定　拮抗
菌株基因组ＤＮＡ的提取方法参考文献［１１］。采用生工生物
工程（上海）股份有限公司的细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒
（编号：Ｂ５１８２２５）提取细菌基因组ＤＮＡ，－２０℃保存。

采用细菌的通用引物 Ｆ２７（ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ
ＣＡＧ）和Ｒ１４９２（ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ）进行ＰＣＲ扩
增，得到该细菌的１６ＳｒＤＮＡ。ＰＣＲ反应总体系为５０μＬ：各

２μＬ引物Ｆ２７和 Ｒ１４９２（由天一辉远生物科技有限公司合
成）、５μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ、２μＬｄＮＴＰ、１μＬＴａｑ酶、５μＬＭｇＣｌ２、
３３μＬ双蒸水。ＰＣＲ扩增条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５６℃
３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共设３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保
存。扩增产物用０．８％琼脂糖凝胶进行电泳，通过凝胶成像
系统显示并记录电泳结果。ＰＣＲ产物委托天一辉远生物科
技有限公司进行纯化和测序。

１．５　拮抗菌株无菌发酵液的特性研究
酸碱稳定性测定［１２］：将拮抗菌株菌液经无菌滤器过滤，

吸取５ｍＬ无菌滤液转入无菌试管中，用 １ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ或
ＨＣｌ调ｐＨ值分别至１、３、５、７、９、１１、１３，静置１ｈ后，测试不同
ｐＨ值拮抗菌株菌液对欧文氏菌的抑制作用。以不调 ｐＨ值
的滤液作为对照，每个处理重复３次。

热稳定性研究［１３］：将拮抗菌液经无菌滤器过滤，取５ｍＬ
无菌滤液转入无菌试管中，分别在２０、４０、６０、８０、１００℃下处
理２ｈ，测试不同温度处理的拮抗菌株菌液对欧文氏菌的抑制
作用。

２　结果与分析

２．１　拮抗菌的筛选和分离
以实验室分离到的油茶炭疽病病菌（Ｃ．ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）为指

示菌，以分离得到的菌株为待检菌，将分离纯化得到的细菌利

用平板对峙法依次筛选，初步确定对油茶主要真菌病害有拮

抗作用的３株菌株 Ｄ２ＷＭ、Ｄ９ＷＭ、Ｄ２１ＷＭ。然后采用发酵
法进行复筛，最终确定Ｄ２ＷＭ的拮抗作用最强。
２．２　拮抗菌株Ｄ２ＷＭ的形态学及生理生化特性分析

如图１所示，Ｄ２ＷＭ菌株的菌体呈杆状，周生鞭毛，并具
有运动性；菌落为乳白色，呈近圆形，表面粗糙有褶皱，边缘不

规则，不产生可溶性色素。生理生化鉴定结果表明，该菌株属

于革兰氏阳性菌，具有接触酶活性，能水解淀粉，能利用

Ｄ－葡萄糖、Ｌ－阿拉伯糖、Ｄ－木糖、Ｄ－甘露糖产酸，能利用
柠檬酸盐，能够水解酪素并使明胶液化，能够还原石蕊牛奶和

硝酸盐，伏－普（Ｖ－Ｐ）反应呈阳性，不具有卵磷脂酶活性，不
能水解马尿酸盐和酪氨酸，不能利用葡萄糖产气。

２．３　拮抗菌株Ｄ２ＷＭ的分子鉴定及系统发育树构建
对菌株 Ｄ２ＷＭ进行分子鉴定，将测得的１６ＳｒＤＮＡ序列

（片段长度为 １４３９ｂｐ）与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的序列进行
ＢＬＡＳＴ分析，选取９株菌株用 ＣｌｕｓｔａｌＸ２．１进行多序列比对
分析，利用ＭＥＧＡ６．０软件采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ）进
行系统发育树构建和聚类分析，如图 ２所示。菌株 Ｄ２ＷＭ
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（登录号为 ＫＵ９７３５１１）与 ＧｅｎＢａｎｋ中登录号为 ＨＭ１０７８０８．１
［解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）ｓｔｒａｉｎ１５］菌株
的同源性达到９９％。依据１６ＳｒＤＮＡ分类标准，一般认为１６Ｓ

ｒＤＮＡ序列同源性大于９７％，可认为属于同一个种。结合上
述形态和部分生理生化特征，可初步判定拮抗菌株Ｄ２ＷＭ属
于解淀粉芽孢杆菌（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）。

２．４　拮抗菌株Ｄ２ＷＭ的拮抗作用分析
采用平板对峙法和发酵菌液培养法开展解淀粉芽孢杆菌

Ｄ２ＷＭ与多种油茶病原菌拮抗作用研究。由图３可知，解淀
粉芽孢杆菌 Ｄ２ＷＭ对油茶炭疽病、油茶胶孢炭疽病、油茶叶
斑病、油茶软腐病、油茶黑斑病和油茶溃疡病６种油茶病害致
病菌均有较好的拮抗作用，尤其是对油茶炭疽病病菌、叶斑病

病菌、黑斑病病菌的拮抗效果明显。由表１可知，解淀粉芽孢
杆菌Ｄ２ＷＭ对油茶主要病害致病菌的抑菌率均高于９５％，尤
其是对叶斑病病菌的抑菌率达到１００．００％。上述结果表明，
解淀粉芽孢杆菌Ｄ２ＷＭ的抗菌谱较广，是１株针对油茶主要
病害的高效生防菌株。

表１　解淀粉芽孢杆菌Ｄ２ＷＭ对油茶主要病原真菌
的抑制直径及抑菌率

病原真菌
抑制直径

（ｍｍ）
无菌滤液抑菌率

（％）

油茶炭疽病病菌（Ｃ．ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ） ４０．２±１．２ａ　９７．６７±０．９２ｂｃ

油茶胶孢炭疽病病菌

（Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）
３７．４±０．６ｂ ９５．８７±１．３４ｂｃ

油茶叶斑病病菌（Ｐ．ｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ） ４０．１±１．０ａ １００．００±１．２８ａ
油茶软腐病病菌（Ａ．ｃａｍｅｌｌｉａ） ３７．６±１．１ｂ ９５．８９±０．９２ｃ
油茶黑斑病病菌（Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔｅ） ３９．７±０．６ａ ９９．４６±０．８８ａｂ
油茶溃疡病病菌（Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ） ３９．９±０．９ａ ９６．８５±１．０９ｂｃ

　　注：表中数据为“平均值 ±标准差”；抑制直径 ＝未处理病原菌
直径－处理后病原菌直径。

　　另外，本研究还考察了解淀粉芽孢杆菌Ｄ２ＷＭ发酵液对
细菌性软腐病菌欧文氏菌的拮抗作用。由图４可知，Ｄ２ＷＭ
发酵液的１０倍稀释液对胡萝卜软腐欧文氏菌胡萝卜亚种、胡
萝卜软腐欧文氏菌黑胫亚种、菊欧文氏菌３个亚种的抑菌圈直
径均大，抑制效果较好，其无菌水对照处理组均未出现抑菌圈。

２．５　拮抗菌株Ｄ２ＷＭ的拮抗物质特性研究
２．５．１　酸碱稳定性研究　由图５可知，Ｄ２ＷＭ菌株发酵液的
无菌滤液酸碱耐受范围较广，在 ｐＨ值为１～１１范围内对软
腐病病原菌均有一定的抑制效果，并且在ｐＨ值为９时，其抑
制效果最佳，证明偏碱性的环境更有利于无菌滤液中的有效

成分发挥拮抗作用。

２．５．２　热稳定性研究　由图６可知，Ｄ２ＷＭ菌株发酵液的无
菌滤液在２０～６０℃范围内保留抑菌活性。试验同时得到未
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经处理的无菌滤液在室温 ２５℃条件下的抑菌圈直径为
（３１．２±０．４）ｍｍ。结果表明，温度大于４０℃时会减弱无菌滤
液的拮抗效果，当温度高于８０℃时，抑菌活性丧失，说明该无
菌滤液中的有效成分不耐高温。

３　讨论与结论

本试验通过对油茶主要病害的拮抗菌进行双重筛选，最

终获得１株能同时高效拮抗油茶主要病害和欧文氏菌的解淀
粉芽孢杆菌（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）Ｄ２ＷＭ。该菌株分离自油
茶健康植株根际土壤，经检测无致病性，具有较稳定的生防作

用。现有报道中解淀粉芽孢杆菌多见于对真菌的抑制，王英

国等从堆肥中分离到１株解淀粉酶芽孢杆菌，通过产生抗菌
多肽类物质拮抗尖孢镰刀菌、草莓蛇病菌、毛霉和黑曲霉等多

种真菌［１４］。勾长龙等分离获得１株对人参根腐病病原菌拮
抗作用较强的解淀粉芽孢杆菌 ＨＢ－３，其无菌发酵液对人参
根腐病病菌菌丝生长和孢子萌发均有显著的抑制作用［１５］。

同时也有利用解淀粉芽孢杆菌对采后柑橘绿霉病的生防效果

的相关研究等［１６］。本研究筛选得到的解淀粉芽孢杆菌对油

茶的６种主要病害真菌均有较好的抑制作用，同时还能较好
地抑制细菌性软腐病欧文氏菌的３个亚种，说明解淀粉芽孢
杆菌确实是理想的生防菌株来源。

研究表明，解淀粉芽孢杆菌可产生抑菌蛋白类、脂肽类抗

生素、大环内酯类、寡肽酶、肽类和聚酮化合物等［１７－２１］。本研

究对解淀粉芽孢杆菌Ｄ２ＷＭ的抑菌物质特性研究表明，其无
菌滤液耐酸碱范围较广，在偏碱性条件下的抑菌活性更高，但

是其热稳定性较差，推测其抑菌物质成分中含有蛋白类［１８］。

下一步将分别采用有机溶剂提取法和硫酸铵沉淀法从菌株发

酵液中制备出抑菌物质粗提液和粗蛋白液，并对活性粗提物

进行高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法、高效液相色谱 －质谱联用技
术（ＨＰＬＣ－ＭＳ）、基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱
（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）分析［２２－２３］，为揭示拮抗菌的物质基础

和拮抗机制奠定基础。另外，该拮抗菌株液体培养代谢产物

只需要在ＬＢ液体培养基中培养１２～２０ｈ即可获得较好的拮
抗效果，相对于一般细菌、真菌大大缩短了培养时间，降低了

生产成本［６］。

目前，对油茶主要病害和细菌性软腐病普遍通过种植抗

性品种和化学防治来控制，过多地使用化学杀菌剂有危害人

类身体健康、药物残留破坏生态环境、引发病原物产生抗药

性、影响产品质量和食用安全等诸多缺点，不利于绿色可持续

发展［４］。寻求安全、高效和经济的生物源农药已成为当前防

治细菌性软腐病和油茶病害的热点和当务之急，其中拮抗微

生物在植物病害生物防治中起到十分重要的作用。本研究首

次报道了单一微生物菌剂同时防治多种油茶病原真菌和欧文

氏菌的３个亚种，在油茶真菌病害及蔬菜细菌性软腐病的无
公害防治上有一定的应用潜力。
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更好地开展病害防治工作及整合诸多分散防治措施于一体，

是学术界亟须解决的问题之一。同时，针对目前关于油用牡

丹生物防治措施少、效果差等问题，及时开展生物菌剂开发和

利用，是学术界今后开展研究工作的方向之一。此外，针对一

些新型病害的发生，尽快明确其病原、病害发生规律以及防治

措施等，是未来研究的重点。
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