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　　摘要：以链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ．）为靶标菌从农田土壤中分离到１株芽孢杆菌。通过形态学特征、生理生化分析
及１６ＳｒＤＮＡ序列分析等对菌株进行鉴定。结果表明，菌株 ＬＫＹＬＷ－１为萎缩芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｔｒｏｐｈａｅｕｓ，ＧｅｎＢａｎｋ
登录号为ＭＦ３７５９０５）；对链格孢的抑菌带宽为１５．８ｍｍ；采用菌丝生长抑制法、孢子萌发法测定ＬＫＹＬＷ－１的抑菌作
用，发现菌株ＬＫＹＬＷ－１代谢产物对链格孢丝有致畸作用；菌株 ＬＫＹＬＷ－１发酵液对孢子萌发抑制率为９６．６０％；
ＥＣ５０为６．９３ｍＬ／Ｌ；饱和度为２５％；硫酸铵获得的抑菌物质对链格孢的抑菌活性较高，抑菌圈直径达４２．０１ｍｍ。
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　　多种作物的黑斑病是由链格孢属真菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ．）
引起的［１］，链格孢属真菌会导致作物产量和品质受到严重影

响，链格孢属真菌同时也是蔬菜贮藏过程中的主要病害菌，能

引起多种瓜果、蔬菜的腐败，造成了巨大的经济损失［２］。使

用农药能暂时控制黑斑病的大面积传播，然而其副作用也引

起了人们的重视。

生物防治因其对人畜安全、环境兼容性好、而且不易产生

抗药性而倍受关注。王继华等从冷冻菌种甘油中分离到１株
芽孢杆菌，能产生抑制链格孢真菌的物质［３］；赵阳国等从土

壤中分离出１株枯草芽孢杆菌，该菌对农林业危害真菌链格
孢菌具有强烈的抑制作用［４］。芽孢杆菌防治植物病害的作

用机制主要有与病原菌竞争营养和生态位点、分泌抗菌物质

抑制病原菌的生长以及激发植物系统抗病性［５］。本研究通

过形态学特征、生理生化分析及１６ＳｒＤＮＡ序列分析等方法，
鉴定出１株从农田土壤中分离到的芽孢杆菌，能够强烈抑制
链格孢属真菌的生长。

１　材料与方法

１．１　材料
供试链格孢：本研究用菌由甘肃省酿酒葡萄苗木快繁工

程技术研究中心葡萄病理实验室保存、提供。

土壤样品：从甘肃省武威市林业科学研究院采集农田土

壤３０份。
培养基：溶菌肉汤（ＬＢ）固体培养基用于分离和保存分离

的芽孢杆菌；ＬＢ液体培养基用于发酵分离芽孢杆菌；马铃薯
葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基用于对峙培养。

试验时间：２０１６年８月。
１．２　方法
１．２．１　土壤拮抗芽孢杆菌的分离和筛选　芽孢杆菌的分离

采用稀释涂布法［６］。将采集的土样称取 １０ｇ，加入装有
９０ｍＬ无菌水并放有玻璃珠的２５０ｍＬ锥形瓶中，８０℃水浴
３０ｍｉｎ，再充分振荡３０ｍｉｎ，１０倍倍比稀释，涂布分离。纯化
的细菌经革兰氏染色和芽孢染色，显示菌体呈杆状、产芽孢、

Ｇ＋的分离物为芽孢杆菌。将分离得到的芽孢杆菌进行编号，
观察菌落形态。

采用平板对峙法进行拮抗芽孢杆菌的筛选，将已培养３ｄ
的链格孢用５ｍｍ打孔器打孔，将菌饼移到ＰＤＡ培养基中央，
２８℃培养２４ｈ后，在离真菌等距离的四周接上待测芽孢杆
菌，２８℃培养４ｄ后，测量抑菌带的宽度，筛选效果最好的１
株芽孢杆菌进行研究［７－８］。

１．２．２　拮抗芽孢杆菌的抑菌活性测定　对链格孢菌丝影响
的研究采用平板对峙法［９］，在 ＰＤＡ平板中央接链格孢菌饼，
在距离中心３ｃｍ的两侧接种培养４８ｈ且生长良好的拮抗芽
孢杆菌，２８℃倒置培养４ｄ。观察靠近芽孢杆菌抑菌圈边缘
菌丝的生长情况，以远离拮抗芽孢杆菌的边缘菌丝为对照，显

微观察菌丝的生长情况。

拮抗芽孢杆菌无菌发酵滤液的制备：将发酵液经

１００００ｒ／ｍｉｎ离心过滤，０．２２μｍ滤膜过滤除菌得到无菌发
酵液。将链格孢孢子制备成孢子悬浮液（４００倍显微镜下，每
个视野中可看到２０个孢子），将制备好的拮抗芽孢杆菌无菌
发酵液与病原菌孢子配制成０、５０、１００、２００、５００ｍＬ／Ｌ系列浓
度的孢子悬浮液，以清水为对照，每个处理３次重复。２８℃
恒温培养８～１０ｈ，检查对照处理的孢子萌发情况（以孢子芽
管长度大于孢子短半径时判为萌发），孢子萌发抑制率 ＝（对
照孢子萌发率 －处 理孢子 萌发 率）／对照 孢子 萌发
率×１００％［１０－１１］。

１．２．３　拮抗芽孢杆菌的鉴定
１．２．３．１　菌体形态、培养特征观察及生理生化指标测定参照
柳凤等的方法［１２］。

１．２．３．２　１６ＳｒＤＮＡ基因序列测定及其系统进化树的构建参
照Ｔｏｄｏｒｏｖ等的方法［１３］　提取细菌基因组ＤＮＡ为模板，以７ｆ
（５′－ＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ－３′）和１５４０ｒ（５′－ＡＧＧＡＧＧＴＧ
ＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ－３′）［生工生物工程（上海）股份有限公司合

—１９—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第４期



成］为上、下游引物，扩增菌株的１６ＳｒＤＮＡ。ＰＣＲ产物经１％
琼脂糖凝胶电泳检测后送往该公司进行序列测定，测序结果

用Ｂｌａｓｔ软件在ＧｅｎＢａｎｋ中进行同源性比较，并提交注册登录
号，进行序列分析。

１．２．４　拮抗芽孢杆菌抑菌物质的提取　将拮抗芽孢杆菌
ＬＫＹＬＷ－１接种到 ＬＢ液体培养基中，对照为 ＬＢ液体培养
基，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养 ２４ｈ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，去菌体，加入不同质量浓度的硫酸铵，使硫酸铵饱和
度分别为 １０％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、５０％、６０％、
７０％、８０％、９０％、１００％，４℃下静置沉淀２４ｈ，弃上清，沉淀
用２５ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液溶解，透析脱盐后与链格孢对峙培
养，５ｄ后用滤纸片法［１４］测定抑菌圈大小。

１．２．５　数据分析　采用 ＳＰＳＳ１６．０软件、Ｄｕｎｃａｎｓ方法对所
有数据进行分析。

２　结果与分析

２．１　拮抗芽孢杆菌的筛选结果
２．１．１　拮抗芽孢杆菌的筛选　从甘肃省武威市林业科学研
究院农田３０份土壤中，分离得到１５１株芽孢杆菌。经链格孢
筛选后，得到抗链格孢活性较强的芽孢杆菌 ３株，其中

ＬＫＹＬＷ－１菌株对链格孢的拮抗活性较好，抑菌带宽为
１５．８ｍｍ，如图１所示。故后续试验均以 ＬＫＹＬＷ－１菌株为
拮抗菌。

２．２　ＬＫＹＬＷ－１的抑菌活性
２．２．１　对链格孢菌丝生长的影响　图２结果显示，对照菌丝
生长细长而均匀，细胞结构较为清晰，并无膨大畸形现象（图

２－ａ）。ＬＫＹＬＷ－１菌株主要使菌丝体膨大变粗，生长畸形，
菌丝顶端和分枝处较为膨大；菌丝分枝增多，粗而短；菌丝体

内部细胞原生质体分布不均匀，浓缩成不规则体，部分菌丝内

有原生质流出形成空壳的现象（图２－ｂ）。

２．２．２　对链格孢孢子萌发的抑制作用　由图３可知，无菌发
酵液对孢子萌发有明显的抑制作用，孢子萌发抑制率为

９６．６０％，ＥＣ５０为６．９３ｍＬ／Ｌ。

２．２．４　ＬＫＹＬＷ－１菌株的鉴定
２．２．４．１　菌株 ＬＫＹＬＷ－１培养性状、形态学特征及生理生
化特征　在ＬＢ固体培养基上，ＬＫＹＬＷ－１菌落呈乳白色、不
透明、菌落光滑、中间凹陷、边缘隆起。透过电镜显示

ＬＫＹＬＷ－１呈杆状，长约２μｍ，革兰氏阳性，周生鞭毛，芽孢
呈椭圆形（图４）。将菌株 ＬＫＹＬＷ－１的形态特征和生理生
化特性（表１）与《常用细菌系统鉴定手册》中有关细菌的描

述进行比较，确定此菌株为芽孢杆菌属，菌株基本可以确定为

萎缩芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｔｒｏｐｈａｅｕｓ）。
２．２．４．２　１６ＳｒＤＮＡ序列分析　以 ＬＫＹＬＷ－１基因组 ＤＮＡ
为模板，用引物 ７ｆ和 １５４０ｒ进行 ＰＣＲ扩增，测得该菌株的
１６ＳｒＤＮＡ核苷酸序列长度为 １４９２ｂｐ，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为
ＭＦ３７５９０５。将该序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中的相关数据进行相似性
分析，结果表明，与亲缘关系相近的前１００个序列全为芽孢杆
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表１　生防芽孢杆菌ＬＫＹＬＷ－１菌株的生理生化特征

项目 结果 项目 结果

革兰氏染色 ＋ 接触酶 ＋
淀粉水解 ＋ 甲基红反应 －
需氧性测定 ＋ １０％ ＮａＣｌ ＋
Ｖ－Ｐ测试 ＋ ｐＨ值５．７ ＋
葡萄糖 ＋ 温度生长范围 １５～４５℃
阿拉伯糖 ＋ 石蕊－牛奶 变红

形成吲哚
!

卵磷脂酶测定 ＋
酪氨酸水解

!

硫化氢生成 ＋
甘露醇 ＋ 酪蛋白水解 ＋
硝酸盐还原 ＋ 利用碳水化合物产酸 ＋
柠檬酸利用 ＋ Ｖ－Ｐ反应后ｐＨ值 ６．７７～７．３３
明胶 ＋ Ｌ－阿拉伯糖 ＋
最适生长ｐＨ值 ７ 最适生长温度 ２８℃
氧化酶试验 ＋ 利用葡萄糖产气

!

丙二酸盐利用 ＋ ｐＨ值生长范围 ４～１０

　　注：＋表示阳性反应；－表示阴性反应。

菌属；前２０个序列中，有１３株为萎缩芽孢杆菌菌株；且菌株
ＬＫＹＬＷ－１与它们都具有９９％以上的同源，其中与萎缩芽孢
杆菌 （登录号：ＣＰ０２２６５３．１、ＣＰ０２１５００．１、ＫＲ０８５８８２．１、
ＣＰ０１１８０２．１、ＣＰ０１０７７８．１、ＣＰ００７６４０．１、ＫＦ７５１６４３．１、
ＣＰ００２２０７．１）的同源性最高，达到了１００％。综合生理生化特
征将其鉴定为萎缩芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｔｒｏｐｈａｅｕｓ）ＬＫＹＬＷ－１。
２．２．５　ＬＫＹＬＷ－１菌株的抑菌物质对链格孢的抑菌活性　
由表２可知，菌株 ＬＫＹＬＷ－１能够分泌胞外抑菌物质，在硫
酸铵饱和度≥３５％时无沉淀析出，即对链格孢无抑菌活性，而
硫酸铵饱和度为１０％～３０％时，获得的抑菌物质对链格孢均
具有抑菌活性，但抑菌活性不同。其中，硫酸铵饱和度为

２５％时获得的抑菌物质抑菌圈直径最大，即抑菌活性最高，抑
菌圈直径达４２．０１ｍｍ（图５）。

表２　不同饱和度硫酸铵获得ＬＫＹＬＷ－１抑菌物质的抑菌活性

硫酸铵饱和度

（％）
抑菌圈直径

（ｍｍ）
硫酸铵饱和度

（％）
抑菌圈直径

（ｍｍ）

１０ ３．３１±１．３３Ｂ ５０ —

２０ ３８．６８±１．５６ＡＢ ６０ —

２５ ４２．０１±１．０１Ａ ７０ —

３０ ３６．２３±１．４３Ｂ ８０ —

３５ — ９０ —

４０ — １００ —

　　注：表中数据为平均值 ±标准差。同列数据后不同大写字母表
示经Ｄｕｎｃａｎ氏新复极差法检验在０．０１水平上差异显著。

３　结论与讨论

本研究从农田土壤中分离筛选出拮抗芽孢杆菌，一方面

增大了成功筛选出拮抗菌的可能性，另一方面将其施用于作

物时无毒无害。芽孢杆菌是自然界中广泛存在的一种非致病

性细菌，能产生多种抗菌物质，其中大部分是多肽，主要抑制

革兰氏阳性菌，有些还能抑制霉菌、革兰氏阴性菌和酵母［１５］。

本研究中ＬＫＹＬＷ－１菌株在距离链格孢中心３ｃｍ的２侧接
种培养４８ｈ后，可使菌丝体膨大变粗，生长畸形；菌丝体内部
细胞原生质体分布不均匀，浓缩成不规则体，部分菌丝内有原

生质流出形成空壳的现象，最终可能会导致菌丝不能正常分

化产生孢子，影响其繁殖，不过抑菌机制还需要进一步研究。

本研究的目的是通过筛选找到对链格孢有明显拮抗作用

的菌株，并对其进行初步研究，拓宽了链格孢拮抗菌的筛选范

围，为今后链格孢引起的病害生物防治奠定了基础。今后将

对菌株ＬＫＹＬＷ－１进行深入研究，包括发酵条件优化，拮抗
蛋白的分离、提取，以及拮抗蛋白的纯化测序等，使其商品化

生产。
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　　烟草白粉病是烟草的重要病害之一［１］，近年来在我国烟

区发生日趋严重，发生区域也逐年扩大，该病已由烟草生产上

的次要病害发展成为阻碍我国烟草生产的重要病害。烟草白

粉病不仅可以造成烟叶产量的严重损失，而且可以造成烟叶

质量的大幅下降，甚至引起烟株死亡。为此笔者对其研究现

状进行综述，以期为烟草白粉病的防治与研究提供参考。

１　分布及发展

１８７８年Ｃｏｍｅｓ等首次报道意大利发现烟草白粉病，１８７９
年ｖｏｎＴｈｕｍｅｎ报道葡萄牙发现该病，随后澳大利亚、巴西、中
国、保加利亚、希腊、印度、伊拉克、危地马拉、日本、爪哇岛、马

其顿王国、马达加斯加、毛里求斯、莫桑比克、葡萄牙、罗马尼

亚、津巴布韦、苏门答腊、俄罗斯、南非、土耳其、前南斯拉夫、

波兰、牙买加、尼加拉瓜等国家也报道发现该病［１－２］。１９４７
年烟草白粉病曾在意大利流行，给当地烟叶生产造成了严重

损失；巴尔干半岛国家白粉病常年发生，发病率通常为

５０％～１００％；在津巴布韦烟草白粉病发生也很严重，尤其是
海拔５００ｍ以上的烟区；在南非白粉病造成的年平均烟叶损
失为２０％～３０％；在奥地利、爪哇岛、马其顿王国和苏门答腊

白粉病年年严重发生［１－２］。

我国台湾地区 １９１９年报道发现烟草白粉病，余茂勋
１９３９年报道在四川省成都平原发现该病［１］，随后贵州、云南、

山西、陕西、山东、广东、福建、安徽、河南等省份相继报道发现

该病，局部危害严重。进入２１世纪以来，烟草白粉病对华中、
华南和西南烟区的危害呈加重趋势［３］。

２　病原及特征

烟草 白 粉 病 的 病 原 菌 为 二 孢 白 粉 菌 （Ｅｒｙｓｉｐｈｅ
ｃｉｃｈｏｒａｃｅａｒｕｍＤＣ），属于子囊菌亚门核菌纲白粉菌目白粉菌
科白粉菌属（Ｅｒｙｓｉｐｈｅ）［２－４］。２０１５年我国报道青岛地区烟草
白粉病的病原菌为奥隆特高氏白粉菌 （Ｇｏｌｏｖｉｎｏｍｙｃｅｓ
ｏｒｏｎｔｉｉ）［５］。有关烟草白粉病菌的分类地位有待更广泛地取
样研究，并且现代分子生物学技术也必将使白粉病菌分类地

位的研究更加精细。

尽管不同的研究报道表明，烟草白粉病菌孢子萌发存在

不同的适宜温度，但是孢子萌发的最低温度为７℃，最适温度
为２３～２５℃，最高温度为３２℃。Ｍｉｎｅｖ报道，粉孢子可抵抗
－３℃低温［２］。粉孢子在相对湿度（ＲＨ）１００％和水中不能萌
发，尽管Ｒｏｓｓｏｕｗ报道粉孢子在ＲＨ０％ ～１００％和１５～３２℃
条件下可以萌发［２］。粉孢子最适萌发湿度为 ＲＨ８１％ ～
９２％［３］，有些可在ＲＨ２０％条件下萌发［２］，说明粉孢子在萌发

过程中利用了自身的水分。Ｓｏｍｅｒｓ等报道，粉孢子的含水量
随其形成时间空气湿度的变化而变化［２］。这些研究者认为，

粉孢子的储水能力不是绝对含水量，而是干旱条件下粉孢子

萌发的重要条件。Ｌｅｖｙｋｈ发现在 ＲＨ８０％ ～８９％湿度条件
下，短命的粉孢子能够存活１２ｄ，但在 ＲＨ４０％ ～５８％，温度
１９～２１℃条件下粉孢子几天就死亡［２］。在温度为 ２２～
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