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　　摘要：水稻条斑病菌（Ｘａｎｔｈｏｍｏｌｉａｓｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚｉｃｏｌａ，Ｘｏｃ）侵染水稻，引起细菌性条斑病（ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｅａｆｓｔｒｅａｋ，简
称ＢＬＳ），严重威胁水稻的安全生产。为筛选防治ＢＬＳ的生防细菌，以Ｘｏｃ的模式菌株ＲＳ１０５为靶标菌，采用平板稀释
和抑菌圈法，从大白菜根际土壤中分离筛选到具有拮抗活性的细菌菌株５１２。通过形态学、生理生化特征以及１６Ｓ
ｒＤＮＡ和ｇｙｒＢ序列分析，鉴定菌株５１２为蜡样芽孢杆菌，命名为Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ５１２。抑菌试验显示，Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２对黄
单胞菌属不同种细菌的拮抗活性存在较大差异，其中对水稻白叶枯病菌（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚａｅ，简称 Ｘｏｏ）的
拮抗效果最强。发酵液的稳定性试验表明，抑菌活性物质对高温和蛋白酶不敏感，耐强碱不耐强酸。在原丰早水稻品

种上，针对水稻条斑病防治的初步试验结果显示，Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２对Ｘｏｃ在水稻叶片上引起的水渍症状的扩展具有明显
的抑制作用。综上所述，Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２能够拮抗Ｘｏｃ和Ｘｏｏ，在ＢＬＳ的生物防治中将具有较大的应用潜力。
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　 　 水 稻 条 斑 病 菌 （Ｘａｎｔｈｏｍｏｌｉａｓｏｒｙｚａｅｐｖ．
ｏｒｙｚｉｃｏｌａ，简称Ｘｏｃ）是水稻黄单胞菌种下的变种，能
侵染水稻，引起水稻细菌性条斑病（ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｅａｆ
ｓｔｒｅａｋ，简称ＢＬＳ）［１］。在我国南方水稻产区，条斑病
已逐渐成为水稻上的第四大病害，每年造成１０％ ～
３０％的减产，严重威胁水稻的安全生产［２－３］。Ｘｏｃ
与水稻的互作不符合基因对基因关系，一些含有

ｘａ５［４］、Ｘａ２３［５］和 Ｘａ２１［６］等抗性基因的水稻品种对
白叶枯病菌（Ｘ．ｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚａｅ，简称Ｘｏｏ）具有较
好抗性，但对 Ｘｏｃ均表现为感病。我国的一些杂交
水稻品种对 Ｘｏｃ表现为感病，其中有些为高度感
病［７］。目前，ＢＬＳ的防治主要依赖于化学药剂，如噻
唑类杀菌剂等［８］。这些化学药剂的使用容易使病

原菌产生抗药性，且可破坏生态环境［９］。近年来，

随着生物防治措施的提倡和推广，从农业生态环境

中筛选拮抗微生物来防治ＢＬＳ的研究成为热点。
目前，应用最广泛的生防细菌主要包括链霉菌

（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐｐ．）、假 单 胞 杆 菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｐｐ．）以及芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．）等［１０］，其中芽孢

杆菌因具有良好的抗逆性和抗菌活性物质多样性

被广泛应用于植物病害的生物防治。蜡样芽孢杆

菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）是一种需氧的芽孢杆菌，主要分
布于水、土壤、植物根围、动物肠道等环境中，是引

起食物污染和食物中毒的主要病原菌。目前有研

究表明，Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ是土壤中的优势菌，能促进植物生
长，可作植物根际促生菌（ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，简称 ＰＧＰＲ）［１１－１２］。Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ能分泌
多种拮抗真菌、细菌和线虫的活性物质，被广泛应

用于植物病害的生物防治［１３］。在真菌病害的防治

中发现，Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ具有广谱的抗菌活性，能够有效抑
制小麦全蚀病菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍａｃｕｔａｔｕｍ）［１４］、番茄
灰霉病菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ）［１５］、枇杷果实炭疽病菌
（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅ）［１６］、玉米穗腐病菌
（Ｆｕｓａｒｉｕｍｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｏｉｄｅｓ）［１７］、百合叶枯病菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ
ｅｌｌｉｐｔｉｃａ）［１８］、苜 蓿 腐 烂 病 菌 （Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ
ｍｅｄｉｃａｇｉｎｉｓ）［１９］等多种病原真菌的生长。在线虫病害
的防治中发现，Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ能够产生２种拮抗南方根结
线虫（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｉｎｃｏｇｎｉｔａ）的活性物质，同时，能够
诱导番茄植株产生系统获得抗性［２０－２１］。目前，关于

Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ对水稻黄单胞菌具有拮抗作用的报道较少。
本研究从大白菜根际土壤中分离筛选对Ｘｏｃ具

有拮抗作用的生防菌并对其进行鉴定，分析其对２
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种水稻黄单胞菌的拮抗作用以及拮抗活性物质的

稳定性，初步确定其在水稻组织中是否能够抑制

Ｘｏｃ引起的水渍状病斑的扩展，以期为 ＢＬＳ的生物
防治以及后续生物农药的研制提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　菌株

本研究所用的菌株５１２是从福建省三明市尤溪
县西滨镇西洋村大白菜根际土壤中分离得到的。

供试的Ｘｏｏ、Ｘｏｃ菌株由本试验收集或者从各省水稻
病样中分离获得；其他植物病原黄单胞菌为笔者所

在实验室保存的菌株（表１），这些菌株在营养琼脂
（ＮＡ）培养基上和营养肉汤（ＮＢ）培养基中，于温度
为２８℃条件下培养。

表１　本试验所需菌株

菌株 相关特征或分离地点 来源

　５１２ 从福建省的大白菜根际土壤中分离获得的菌株 本研究　
水稻细菌性条斑病菌

　ＲＳ１０５ 野生型菌株，中国小种２号 笔者所在实验室

　ＨＮＢ０７－３ 菌株分离自湖南省 笔者所在实验室

　ＲＳ８５ 菌株分离自江苏省 笔者所在实验室

　ＨＮＢ３－１７ 菌株分离自湖南省 笔者所在实验室

　ＨＡＮＢ１２－２６ 菌株分离自海南省 笔者所在实验室

　ＺＪＢ０１－２５ 菌株分离自浙江省 笔者所在实验室

　ＨＡＮＢ１－１９ 菌株分离自海南省 笔者所在实验室

　ＪＳＢ１－３９ 菌株分离自江苏省 笔者所在实验室

　ＡＨＢ３－７ 菌株分离自安徽省 笔者所在实验室

　ＨＮＢ８－４７ 菌株分离自湖南省 笔者所在实验室

　ＡＨＢ１－５８ 菌株分离自安徽省 笔者所在实验室

　ＹＮＢ０１－３ 菌株分离自云南省 笔者所在实验室

　ＲＳＧＤ１０ 菌株分离自江苏省 笔者所在实验室

　ＪＳＢ３－２８ 菌株分离自江苏省 笔者所在实验室

　ＹＮＢ０－１７ 菌株分离自云南省 笔者所在实验室

水稻白叶枯病菌

　ＰＸＯ９９Ａ 野生型菌株，菲律宾小种６号 文献［２５］
　ＹＣ２ 菌株分离自银川市 笔者所在实验室

　ＡＨ１ 菌株分离自安徽省 笔者所在实验室

　ＹＣ６ 菌株分离自银川市 笔者所在实验室

　ＹＣ１１ 菌株分离自银川市 笔者所在实验室

　ＹＮ０４－１ 菌株分离自云南省 笔者所在实验室

　ＬＹＧ４６ 菌株分离自江苏省 笔者所在实验室

　ＪＬ３ 菌株分离自吉林省 笔者所在实验室

　８５６９ 菌株分离自银川市 笔者所在实验室

　ＹＣ１８ 菌株分离自银川市 笔者所在实验室

　ＸＺ３５ 菌株分离自西藏自治区 笔者所在实验室

　ＹＣ７ 菌株分离自银川市 笔者所在实验室

其他黄单胞菌属病菌

　核桃黑斑病菌 引起核桃黑斑病 笔者所在实验室

　豇豆细菌性疫病菌 引起豇豆细菌性疫病 笔者所在实验室

　菜豆细菌性疫病菌 引起菜豆细菌性疫病 笔者所在实验室

　辣椒斑点病菌 引起辣椒斑点病 笔者所在实验室

　棉花角斑病菌 引起棉花角斑病 笔者所在实验室

　甘蔗流胶病菌 引起甘蔗流胶病 笔者所在实验室

　洋葱细菌性叶枯病菌 引起洋葱细菌性叶枯病 笔者所在实验室

　香蕉细菌性枯萎病菌 引起香蕉细菌性枯萎病 笔者所在实验室

　大豆斑疹病菌 引起大豆斑疹病 笔者所在实验室

１．２　拮抗细菌的分离和鉴定
每份土样称取１０ｇ，置于三角锥形瓶中，加入

９０ｍＬ灭菌水和少许钢珠，在２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件

下振荡培养２０ｍｉｎ，室温静置１０ｍｉｎ，制成土壤菌悬
液。吸取１ｍＬ菌悬液，依次稀释成１０－３、１０－４、１０－５

３个浓度梯度［２２］。吸取１００μＬ菌液，均匀涂布在已
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加入２００μＬ指示菌株ＲＳ１０５的ＮＡ培养基平板上，
２８℃培养２４ｈ后，观察抑菌圈的形成情况，挑出对
ＲＳ１０５具有抑菌活性的菌落，纯化为单菌落。吸取
５０μＬ单菌落培养后的菌液，调整其浓度，使其
Ｄ６００ｎｍ（在６００ｎｍ处的吸光度）为２．０，进行抑菌活
性复筛试验，保存抑菌圈直径大于４ｃｍ的菌落，进
行后续菌株的鉴定。菌株５１２是从编号为５１的土
样中获得的，土样于２０１８年２月２１日采集自福建
省三明市尤溪县西滨镇西洋村大白菜根际土壤。

　　将菌株５１２送至中国典型培养物保藏中心（武
汉大学）进行形态学观察和生理生化特性测定。根

据《常见细菌系统鉴定手册》［２３］对其产酸产气、柠

檬酸利用、糖醇类发酵、色氨酸脱氨酶活性等生理

生化特性进行分析。提取菌株５１２的基因组 ＤＮＡ，
采用细菌 １６ＳｒＤＮＡ基因的特异性引物 ２７Ｆ和
１４９２Ｒ以及持家基因 ｇｙｒＢ的引物进行 ＰＣＲ扩增。
ＰＣＲ产物纯化后，送至铂尚生物技术（上海）有限公
司进行测序分析。利用ＮＣＢＩ网站的ＢＬＡＳＴ功能对
所测的１６ＳｒＤＮＡ和 ｇｙｒＢ序列进行同源性分析，确
定亲缘关系，最后使用 ＭＥＧＡ（６．０）软件的近邻
（ｎｅｉｇｈｂｏｒ＿ｊｏｉｎｉｎｇ）法［２４］构建系统发育树。

１．３　Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２对黄单胞菌拮抗活性的分析
采用牛津杯法测定 Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２对１５株 Ｘｏｃ

菌株、１２株Ｘｏｏ菌株以及９株其他黄单胞菌属病菌
菌株的拮抗效果。将各供试黄单胞菌单菌落接种

于ＮＢ培养基中，在温度为２８℃条件下培养 ２４ｈ
后，调节菌液浓度，使其 Ｄ６００ｎｍ为２．０，吸取２００μＬ
菌液加入到冷却至 ４５℃ 左右的 ＮＡ培养基中，充
分混合。向牛津杯中加入５０μＬＢ．ｃｅｒｅｕｓ５１２发酵
液，每个处理设３次重复，置于温度为２８℃条件下
培养２４ｈ，测量和统计抑菌圈直径大小。数据采用
Ｅｘｃｅｌ２０１０和ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计分析。
１．４　抑菌活性物质的稳定性分析
　　将Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２单菌落接种于３ｍＬＮＢ中，在
２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床中培养２４ｈ，得到发酵液，调节
菌液浓度，使其Ｄ６００ｎｍ为２．０。在检测蛋白酶培养基
平板中央放置１个牛津杯，向牛津杯中注入 ５０μＬ
Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２发酵液，在２８℃培养箱中正向培养２ｄ
后观察结果，并测定酶解圈的直径，试验重复３次。

将Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２单菌落接种于３ｍＬＮＢ中，在
温度为２８℃、转速为１８０ｒ／ｍｉｎ摇床中培养２４ｈ，得
到发酵液。根据参考文献［２６］、［２７］的方法分别检
测发酵液经过蛋白酶、酸碱和热处理后的抑菌活

性。向发酵液中分别加入胰蛋白酶、胃蛋白酶和蛋

白酶 Ｋ，使酶的最终浓度为 １ｍｇ／ｍＬ，３７℃ 反应
１ｈ，测定不同蛋白酶处理后发酵液对ＲＳ１０５的抑菌
活性，以不加入酶的发酵液为空白对照，测量抑菌

圈直径。调节菌液的 ｐＨ值为７．０，在此基础上，用
１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ和１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调节发酵液的 ｐＨ值
为１、３、５、９、１１和１３，静置３ｈ后测定不同酸碱处理
后发酵液对 ＲＳ１０５的抑菌活性，测量抑菌圈直径。
将发酵液分别在４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００℃等７个
不同温度下水浴３０ｍｉｎ后立即冷却至室温。用牛
津杯法测定不同高温处理后发酵液对 ＲＳ１０５的抑
菌活性，测量抑菌圈直径，空白对照为未经高温处

理（２５℃）的发酵液。
１．５　对病害的抑制活性

将Ｘｏｃ野生型菌株ＲＳ１０５和Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２单菌
落接种至５ｍＬＮＢ中，在温度为２８℃条件下培养
２４ｈ，调节ＲＳ１０５的菌液、Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２菌液浓度使
其Ｄ６００ｎｍ分别为０．３、１．０。采用２种接种方式进行
接种，治疗处理的接种法：利用无针头的注射器将

ＲＳ１０５菌液（Ｄ６００ｎｍ ＝０．３）注射入水稻叶片中，２ｈ
后再注射Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２菌液（Ｄ６００ｎｍ＝１．０）；预防处
理的接种法：先将Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２菌液（Ｄ６００ｎｍ＝１．０）
注射入水稻叶片中，２ｈ后再注射接种 ＲＳ１０５菌液
（Ｄ６００ｎｍ＝０．３）。每种方法接种大约１０张叶片，连
续７ｄ观察水渍状病斑的形成情况，７ｄ后统计病斑
的长度。其中水稻品种为高感 Ｘｏｃ的原丰早，由湖
南农业科学院植物保护研究所肖友伦博士提供，种

植于上海交通大学水稻温室中，生长２周左右的水
稻苗用于上述接种试验。

２　结果与分析

２．１　水稻条斑病菌拮抗细菌的分离和鉴定
为从植物根际土壤中筛选出能够拮抗Ｘｏｃ的细

菌，从全国各省（市、区）收集了１０７份土样，以 Ｘｏｃ
的模式菌株 ＲＳ１０５为指示菌。按照常规的筛选流
程筛选了５０份土样，获得６６株具有拮抗活性的细
菌，发现菌株 ５１２对 ＲＳ１０５的拮抗效果非常明显
（图１－Ａ）。为明确菌株５１２对Ｘｏｃ的拮抗活性，选
取１５株具有代表性的Ｘｏｃ菌株进行测定，结果发现，
菌株５１２对这些菌株都具有拮抗活性（图１－Ｂ）。

革兰氏染色反应结果（图１－Ｃ）表明，菌株５１２
为革兰氏阳性细菌，细胞呈短杆状，能够产生椭圆

形的芽孢，且能运动。在ＮＡ培养基上，菌株５１２能
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形成乳白色的菌落，菌落表面粗糙、边缘不规则、不

透明（图 １－Ｄ）。进一步生理生化特征分析结果
（表２）显示，菌株５１２能够利用柠檬酸，且能够利用
硫代硫酸钠产生 Ｈ２Ｓ、利用丙酮酸盐产生乙酰甲基
甲醇，能分泌精氨酸双水解酶、明胶酶；在碳源利用

反应中，菌株５１２能够利用核糖、葡萄糖、果糖、甘露
糖、淀粉、糖原等多种碳源。根据《常见细菌系统鉴

定手册》，这些生理生化特性与芽孢杆菌具有相似

性。将菌株５１２的１６ＳｒＤＮＡ序列在 ＮＣＢＩ网站上
进行 ＢＬＡＳＴ分析，发现其与 Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ、Ｂ．

ｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ、Ｂ．ａｌｂｕｓ等菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列具有
１００％的同源性，系统进化树分析结果（图２－Ａ）显
示，它们具有较高的亲缘关系。进一步选取持家基

因ｇｙｒＢ进行分析，序列比对结果显示，菌株５１２的
ｇｙｒＢ与蜡样芽孢杆菌（Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ）的 ｇｙｒＢ同源性为
９９％，据其构建的系统发育树结果（图２－Ｂ）显示，
菌株５１２与蜡样芽孢杆菌亲缘关系最近。因此，结
合菌株的形态、生理生化特征及分子鉴定结果将菌

株５１２确定为蜡样芽孢杆菌（Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ），命名为蜡
样芽孢杆菌５１２（Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２）。

２．２　Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２对水稻白叶枯病菌及其他黄单
脆菌属病菌的拮抗活性

　　Ｘｏｃ和Ｘｏｏ为水稻黄单胞菌的２个致病变种，
为检测 Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２是否对 Ｘｏｏ也具有拮抗活性，
选取１２株Ｘｏｏ菌株进行分析，结果（图３－Ａ）发现，
Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２对Ｘｏｏ菌株的拮抗活性非常明显，且
明显强于对 Ｘｏｃ菌株，其中对 ＹＣ７和 ＸＺ３５的拮抗
效果最明显，平均抑菌圈直径分别达到了 ６５、

５９ｍｍ。这表明Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２对 Ｘｏｏ和 Ｘｏｃ都具有
抑制活性。

为明确Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２是否对其他植物病原黄单
胞菌也具有拮抗活性，选取９株代表菌株进行测定，
结果（图３－Ｂ）发现，Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２对香蕉枯萎病菌
（Ｘ．ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｐｖ．ｍｕｓａｃｅａｒｕｍ，简称 Ｘｃｍ）、豇豆细
菌性疫病菌 （Ｘ．ａｘｏｎｏｐｏｄｉｓｐｖ．ｖｉｇｎｉｃｏｌａ，简称
Ｘａｖ）、辣椒斑点病菌（Ｘ．ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｐｖ．ｖｅｓｉｃａｔｏｒｉａ，
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表２　菌株５１２的生理生化特征

项目 反应底物 结果 项目 反应底物 结果

酶活　　　　 邻硝基苯－半乳糖苷 － 碳源氧化　　 葡萄糖 ＋
精氨酸 ＋ 甘露醇 －
赖氨酸 － 肌醇 －
鸟氨酸 － 山梨醇 －
柠檬酸钠 ＋ 鼠李糖 －
硫代硫酸钠 ＋ 蔗糖 －
尿素 － 蜜二糖 －
色氨酸 － 苦杏仁苷 ＋
色氨酸 － 阿拉伯糖 －
丙酮酸盐 ＋
Ｋｏｈｎ明胶 ＋

利用碳源产酸 对照 ＋ 利用碳源产酸 七叶灵 ＋
甘油 － 柳醇 ＋
赤藓醇 － 纤维二糖 －
Ｄ－阿拉伯糖 － 麦芽糖 Ｗ
Ｌ－阿拉伯糖 － 乳糖 －
核糖 ＋ 蜜二糖 －
Ｄ－木糖 － 蔗糖 －
Ｌ－木糖 － 海藻糖 ＋
阿东醇 － 菊糖 －
β－甲基－Ｄ－木糖苷 － 松三糖 －
半乳糖 － 棉籽糖 －
葡萄糖 ＋ 淀粉 ＋
果糖 ＋ 糖原 ＋
甘露糖 ＋ 木糖醇 －
山梨糖 － ?牛儿糖 －
鼠李糖 － Ｄ－松二糖 －
卫矛醇 － Ｄ－来苏糖 －
肌醇 － Ｄ－塔格糖 －
甘露醇 － Ｄ－岩糖 －
山梨醇 － Ｌ－岩糖 －
α－甲基－Ｄ－甘露糖苷 － Ｄ－阿拉伯糖醇 －
α－甲基－Ｄ－葡萄糖苷 － Ｌ－阿拉伯糖醇 －
Ｎ－乙酰－葡糖胺 ＋ 葡萄糖酸盐 －
苦杏仁苷 ｗ ２－酮基－葡萄糖酸盐 －
熊果苷 ｗ ５－酮基－葡萄糖酸盐 －

　　注：“＋”表示阳性反应；“－”表示阴性反应；“Ｗ”表示弱阳性反应。

简称 Ｘｃｖ）以及核桃黑斑病菌（Ｘ．ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｐｖ．
ｊｕｇｌａｎｄｉｓ，简称Ｘｃｊ）具有明显的拮抗活性，对棉花角
斑病菌（Ｘ．ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｐｖ．ｍａｌｖａｃｅａｒｕｍ）和菜豆细菌
性疫病菌（Ｘ．ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｐｖ．ｐｈａｓｅｏｌｉ）具有微弱的拮
抗活性，对洋葱细菌性叶枯病菌（Ｘ．ａｘｏｎｏｐｏｄｉｓｐｖ．
ａｌｌｉｉ）、甘蔗流胶病菌（Ｘ．ａｘｏｎｏｐｏｄｉｓｐｖ．ｖａｓｃｕｌｏｒｕｍ）
和大豆斑疹病菌（Ｘ．ａｘｏｎｏｐｏｄｉｓｐｖ．ｇｌｙｃｉｎｅｓ）不存在
拮抗活性。这些结果表明，Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２对黄单胞
菌属不同种细菌的拮抗活性存在较大差异，其中对

水稻黄单胞菌Ｘｏｏ和Ｘｏｃ的效果最为明显。

２．３　Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２抑菌活性物质的特性分析
进一步分析Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２抑菌活性物质的稳定

性，结果（图４）发现，Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２能够分泌水解牛
奶的蛋白酶，将其发酵液经过蛋白酶Ｋ、胰蛋白酶和
胃蛋白酶处理后，仍具有拮抗 Ｘｏｃ的活性，据此推
测，Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２拮抗 Ｘｏｃ的活性物质可能不是蛋
白类物质。ｐＨ值为７时，发酵液具有较好的拮抗活
性，在此基础上进行酸碱调节，当 ｐＨ值为１时，发
酵溶液拮抗Ｘｏｃ的活性显著降低，在ｐＨ值为３、５的
酸性环境以及ｐＨ值为９、１１、１３等碱性条件下，发
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酵溶液仍具有较好的抑制Ｘｏｃ的活性。将发酵液进
行４０、５０、６０、７０、８０℃等５种不同高温处理后，其拮
抗Ｘｏｃ的活性与室温（２５℃）下相比没有明显的变
化，在９０℃和１００℃ ２种温度处理下，发酵液的拮
抗活性丧失。综上所述，Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２的抑菌活性
物质能耐碱不耐强酸，具有热稳定性，能耐９０℃以
下的高温。

２．４　Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２对 ＢＬＳ水渍症状的抑制作用
分析

　　为测定 Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２对 Ｘｏｃ的抑制效果，利用

高感Ｘｏｃ的原丰早水稻品种，采用苗期注射接种法，
在水稻叶片中同时接种 Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２和 ＲＳ１０５菌
株。接种５ｄ后发现，野生型 ＲＳ１０５、Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２
治疗处理（ＲＳ１０５／５１２）和预处理（５１２／ＲＳ１０５）的水
稻叶片出现水渍状病斑（图５－Ａ）；接种７ｄ后，与
野生型 ＲＳ１０５处理相比，预防接种（５１２／ＲＳ１０５）引
起的水渍状病斑长度显著变短（图５－Ａ和图５－
Ｂ）。这表明 Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２含有的抑菌活性物质在
水稻组织中能够有效抑制Ｘｏｃ引起的水渍状病斑的
扩展。
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３　讨论

本研究从大白菜根际土壤中筛选得到１株蜡样
芽孢杆菌Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２，该菌株对Ｘｏｃ和Ｘｏｏ具有明
显的拮抗活性，其发酵液能够耐高温和蛋白酶降

解，为水稻黄单胞菌的生物防治提供了新的微生物

资源。

根据形态、生理生化特征将菌株５１２鉴定为芽
孢杆菌。利用 １６ＳｒＤＮＡ序列进行分析发现，其与
Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ、Ｂ．ｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ和 Ｂ．ａｌｂｕｓ等菌株 １６Ｓ
ｒＤＮＡ的序列具有１００％的同源性，无法有效确定其

分类地位。进一步选取持家基因 ｇｙｒＢ进行分析发
现，菌株 ５１２和 Ｂ．ｃｅｒｅｕｓｇｙｒＢ基因的同源性为
９９％；系统发育树分析结果表明，两者亲缘关系最
近。因此，结合形态、生理生化特征及分子鉴定将

５１２确定为 Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ，命名为蜡样芽孢杆菌５１２（Ｂ．
ｃｅｒｅｕｓ５１２）。很多芽孢杆菌如Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ很容易被
鉴定为 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ或者 Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ［２８］。在
利用分子技术进行鉴定时，除了考虑１６ＳｒＤＮＡ序
列之外，也需要结合一些持家基因（例如 ｇｙｒＡ或者
ｇｙｒＢ）进行同源性分析。
　　已有研究显示，Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ能够促进植物生长、抗

—３３１—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第７期



真菌［１８］和线虫［２０－２１］，且能够产生超氧化物歧化酶

（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，简称 ＳＯＤ），诱导植物的系统
抗病性［１６］，对于病原真菌如轮枝镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｏｉｄｅｓ）［１７］、葡 萄 炭 疽 病 菌 （Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）［２９］以及引起花生仁产后腐烂的曲霉
真菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ）［３０］等具有明显的抑制作用，
已成功应用于生产实践。但关于 Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ对植物
病原黄单胞菌具有拮抗活性的报道较少。本研究
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发现，Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２可以抑制Ｘｃｍ、Ｘａｖ、Ｘｃｖ和Ｘｃｊ的
生长，对于Ｘｏｏ和 Ｘｏｃ的抑制效果最明显。张荣胜
等曾利用解淀粉芽孢杆菌（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）
ＬＸ－１１菌株来防治ＢＬＳ，防治效果可达６０．２％［３１］。

本研究发现，Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２在水稻叶片中能够抑制
Ｘｏｃ的生长，限制条斑病症状的扩展。这预示着 Ｂ．
ｃｅｒｅｕｓ５１２也具有防治ＢＬＳ的潜力，但是在田间是否
具有生防潜力，还需要进一步的试验论证。

菌株５１２的发酵液虽具有蛋白酶活性，但抑制
Ｘｏｃ的活性物质能耐蛋白酶解和高温，在 ｐＨ值为
３～１３之间都能够维持稳定的抑菌活性。这表明，
Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ５１２拮抗Ｘｏｃ的活性物质不是蛋白类和常
见的脂肽类化合物，是否为新的化合物还有待于进

一步分析。
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外源脱落酸对荒漠植物红砂幼苗光合

及叶绿素荧光特性的影响

曾继娟１，２，种培芳３，朱　强１，２

（１．宁夏林业研究院股份有限公司，宁夏银川７５０００４；２．种苗生物工程国家重点实验室，宁夏银川 ７５０００４；

３．甘肃农业大学林学院，甘肃兰州７３００７０）

　　摘要：以２年生红砂幼苗为试材，采用盆栽试验，通过喷施浓度为０．１、１、１０、１００μｍｏｌ／Ｌ的脱落酸（ＡＢＡ）溶液，研
究外源ＡＢＡ对红砂幼苗光合和叶绿素荧光参数的影响，旨在为荒漠区植被恢复提供依据。结果表明，叶面喷施ＡＢＡ
后，气孔导度（Ｇｓ）、蒸腾速率（Ｔｒ）和净光合速率（Ｐｎ）都在短时间内得到较好的抑制，但是当 ＡＢＡ喷施浓度为

１００μｍｏｌ／Ｌ时，Ｐｎ下降，Ｇｓ的变化趋势不明显，主要与气孔因素有关，说明适度的 ＡＢＡ浓度（＜１００μｍｏｌ／Ｌ）有助于

红砂更好地适应逆境，超过此浓度，则不利于红砂进行光合作用。对照的ＰＳⅡ原初光能转化效率（Ｆｖ／Ｆｍ）、ＰＳⅡ的潜

在光化学活性（Ｆｖ／Ｆｏ）、最大荧光／初始荧光（Ｆｍ／Ｆｏ）、可变荧光（Ｆｖ）均维持在较高水平，其中 Ｆｖ／Ｆｍ＞０．８，外施 ＡＢＡ

后，Ｆｖ／Ｆｍ、Ｆｖ／Ｆｏ、Ｆｍ／Ｆｏ、Ｆｖ均不同程度地降低，随着ＡＢＡ浓度的变化，各处理的变化趋势一致；随着 ＡＢＡ胁迫时间

的延长，Ｆｖ／Ｆｍ、Ｆｖ／Ｆｏ、Ｆｍ／Ｆｏ、Ｆｖ均低于胁迫初期。外施ＡＢＡ对红砂光合生理机能的影响表现为多个指标的相互作

用，并受ＡＢＡ胁迫浓度、胁迫时间共同影响。综合分析表明，喷施一定浓度的脱落酸可以维持红砂生长季叶片正常的
生理代谢功能，从而有效控制叶片的衰老进程。

　　关键词：红砂；脱落酸；光合特性；叶绿素荧光
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　　近年来，全球气候变化和过度的人为活动加剧
了我国北方荒漠草原的沙漠化进程，其生态环境极

为脆弱，成为制约我国“西部大开发”战略实施的重

要因素［１］。植被恢复与重建可以有效抵御荒漠化

威胁，而水分是影响植物生长与分布的关键因子。

因此，研究荒漠植物抗旱的生理生态适应机制，采

用有效的方法提高植物的抗旱性，对于荒漠区植被

恢复与重建意义重大。

红砂（Ｒｅａｍｕｒｉａｓｏｏｎｇａｒｉｃａ）是柽柳科红砂属超
旱生小灌木，广泛分布于我国干旱荒漠地区，其抗

逆性强，生态可塑性大，具有较强的抗旱、耐盐和集

沙能力［２］，是西北干旱、半干旱地区的荒漠复苏植

物和主要的牧草饲料［３－４］。近年来，对于红砂的研

究主要集中于种子萌发［５］、幼苗建植［６］、遗传多样

性［７］、耐盐［８］、抗旱以及气候因子［９－１０］等生理生态
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