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　　摘要：为了寻找优质高效的生物菌种资源，从森林土壤中分离出１７５个菌落特征相异的细菌，以草莓炭疽病病原
菌为指示菌进行平板对峙试验，筛选出一株拮抗效果最强的生防菌 ＳＫＬ１０８，抑菌率高达９３．２２％。经１６ＳｒＲＮＡ系统
进化树分析，结合细胞形态学观察和生理生化指标结果分析，将该菌株鉴定为萨拉曼卡假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｈｅｌｍａｎｔｉｃｅｎｓｉｓ）。利用平板对峙培养法研究该菌株的抑菌谱，结果表明，菌株ＳＫＬ１０８对多种病原真菌的生长具有明显
的抑制作用，包括常见的番茄灰葡萄孢菌、水稻立枯丝核菌、小麦禾谷镰孢菌等。这一研究结果是萨拉曼卡假单胞菌

作为生防菌在农业上的首次报道，也表明该菌株具有开发成生物菌剂的潜力。
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　　在自然生态系统中，农作物面临多种病原菌的
侵染威胁，近年来，农作物种类和栽培方式多样化，

使得作物病害日趋严重。草莓因其口感和营养，越

来越受到消费者的欢迎，但草莓病害大量发生，消

费者对草莓上农药残留更加关注。近年来，随着全

国范围内设施草莓的种植面积不断扩大，空间密闭

形成高温高湿环境，使草莓炭疽病发生日益严重，

造成草莓减产２５％ ～３０％［１］。草莓炭疽病在草莓

整个生育期都能发生危害［２－３］，以苗期和移栽期最

为 严 重，它 是 由 草 莓 炭 疽 菌 （Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｆｒａｇａｒｉａｅ）、胶孢炭疽菌（Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅ）和尖孢炭
疽菌（Ｃ．ａｃｕｔａｔｕｍ）等引起的，主要危害匍匐茎和根
冠，造成根冠腐烂，最终导致植株萎蔫死亡，已严重

制约了草莓产业的健康发展［４－７］。目前国内的防治

措施正往生物防治方面发展，不仅因其环境友好、

对人类健康安全，而且在防病的同时还能提高作物

的品质和产量［８－９］。关于草莓炭疽病的生物防治，

近年来国内外有少量报道，Ｆｒｅｅｍａｎ等利用４种木
霉菌的提取物防治草莓、葡萄的炭疽病和灰霉病并

取得了良好效果［１０］；张雪等的研究也证实了木霉菌

剂能显著提高红颜草莓植株对炭疽病的抗病性［１１］；

魏彩燕等鉴定出１株生防菌生防菌株 ＭＴ－０６对草
莓炭疽病的生长抑制率达７１．７５％［１２］。但国内的报

道都尚在研究阶段，暂时还未有产品登记。因此，

对草莓炭疽病有拮抗效果的拮抗生防菌亟待开发。

本研究从南京紫金山森林土壤这一相对原始的

生态环境中筛选出１株对草莓炭疽病菌有强烈的拮
抗效果的生防菌ＳＫＬ１０８，经细胞形态学观察、生理生
化指标结果分析以及１６ＳｒＲＮＡ系统进化树分析，鉴定
为萨拉曼卡假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｈｅｌｍａｎｔｉｃｅｎｓｉｓ），并
利用平板对峙培养法研究了ＳＫＬ１０８的抑菌谱。这为
草莓炭疽病生物防治提供了优良的菌种资源，更为假

单胞菌属作为拮抗菌开发提供了理论基础。

１　材料与方法

１．１　供试植物病原菌
草莓炭疽病菌、草莓灰霉病（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ）、

葡萄溃疡病（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｒｈｏｄｉｎａ）病原菌均由江
苏省丘陵地区镇江农业科学研究所提供。

水稻纹枯病（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）、水稻恶苗病
（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａｆｕｊｉｋｕｒｏｉ）、水稻稻曲病（Ｕｓｔｉｌａｇｉｎｏｉｄｅａ
ｏｒｙｚａｅ）、小麦纹枯病（Ｒ．ｃｅｒｅａｌｉｓ）、小麦赤霉病
（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）、 小 麦 全 蚀 病

（Ｇａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓ）、番 茄 灰 霉 病 （Ｂ．
ｃｉｎｅｒｅａ）病原菌均由江苏省农业科学院提供。
１．２　培养基及主要试剂

拮抗菌分离采用 ＴＳＡ培养基［１３］：胰蛋白胨
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１５ｇ，大豆蛋白胨５ｇ，ＮａＣｌ３０ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．６。

拮抗菌培养采用ＬＢ培养基：胰蛋白胨１０ｇ，酵
母提取物 ５ｇ，ＮａＣｌ１０ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，ｐＨ值
７．０。

草莓炭疽病病原菌培养和平板对峙试验采用

ＰＤＡ培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖１０ｇ，琼脂２０ｇ，
水１０００ｍＬ，ｐＨ值自然。
１．３　生化试剂

细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒、１６ＳｒＲＮＡ片段
扩增所用的各种酶、ｍａｒｋｅｒ、ｄＮＴＰｓ、ｂｕｆｆｅｒ等试剂均
为宝生物工程（大连）有限公司产品；其余试剂均为

国产分析纯。

１．４　拮抗菌的分离
在南京紫金山森林的０～２０ｃｍ土层中随机选

取土壤样品 ２０份，自然晾干，称取土壤样品
１０ｇ／份，混合均匀，称取混合土样１０ｇ，倒入三角瓶
中，用无菌水定容至１００ｍＬ，加入适量灭菌的玻璃
珠，置于水平摇床（太仓华美生化仪器厂，ＴＨＺ－Ｅ）
１６０ｒ／ｍｉｎ振荡３０ｍｉｎ混匀，制成１×１０－１ｇ／ｍＬ土
壤悬浮液，依次加无菌水稀释制成１０－２～１０－５ｇ／ｍＬ
浓度梯度的系列土壤悬浮液，取各稀释液１００μＬ涂
布于ＴＳＡ固体培养基上，于 ３０℃、１２ｈ下光照培
养，２ｄ后根据菌落特征挑选出单个菌落，划线纯化
３次，纯化后的细菌菌株置于 ＬＢ液体培养基中，于
２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下培养过夜后４℃冰箱保存。
１．５　拮抗菌的筛选

草莓炭疽病菌拮抗细菌初筛和复筛采用对峙

生长法。将各细菌在 ＬＢ固体培养基上活化，然后
分别移入２ｍＬＬＢ培养液中，２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ振荡
培养１２ｈ，获得拮抗菌液。将草莓炭疽病菌在 ＰＤＡ
固体培养基上活化，沿菌落边缘用直径５ｍｍ打孔
器打孔，将菌饼置于空白ＰＤＡ平板中央。培养皿四
周呈“十”字形点接拮抗菌液（距培养皿中心

２５ｍｍ），每个处理重复３皿，设清水对照。２８℃恒
温培养，待对照平板菌落长满时测量拮抗带宽，并

计算抑菌率［１４］。

　　抑菌率＝（对照菌落直径 －处理菌落直径）／对
照菌落直径×１００％。
１．６　拮抗菌的鉴定
１．６．１　拮抗菌ＤＮＡ的提取　将对峙筛选的拮抗菌
在ＬＢ固体培养基上划线，２８℃恒温培养２４ｈ，挑取
单菌落，２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养过夜，离心培养

的菌液，收集菌体，利用细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂
盒提取拮抗菌ＤＮＡ，－２０℃保存。
１．６．２　１６ＳｒＲＮＡ基因扩增　将提取好的拮抗细菌
ＤＮＡ进行ＰＣＲ反应，所用引物为１６ＳｒＲＮＡ通用引
物（２７Ｆ，５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′；
１４９２Ｒ，５′－ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）。
ＰＣＲ反应采用２５μＬ体系：１０×ｂｕｆｆｅｒ浓缩反应缓
冲液２．５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ混合物２μＬ，ＭｇＣｌ２
２．５μＬ，ｒＴａｑ０．２５μＬ，上游引物 １μＬ，下游引物
１μＬ，模板 １μＬ，无菌水补齐。ＰＣＲ反应程序：
９５℃ 预变性 ３ｍｉｎ；９５℃ 变性 １ｍｉｎ，５５℃退火
１ｍｉｎ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。将扩增产物进行电泳检测，切胶回收后，送
至南京金斯瑞生物科技有限公司测序。测序得到

的碱基序列在ＧｅｎＢａｎｋ中进行同源序列分析，并用
ＭＥＧＡ５软件构建系统进化树。
１．６．３　拮抗菌的生理生化分析　根据１６ＳｒＲＮＡ初
步鉴定的菌株种类，参考《伯杰氏系统细菌学手册》

选择所需测定的生理生化项目，测定菌株的生理生

化反应。

１．７　菌株ＳＫＬ１０８抗菌谱测定
采用对峙生长法测定 ＳＫＬ１０８对９种植物病原

真菌的抑制作用。将各病原菌在 ＰＤＡ固体培养基
上活化，试验方法同“１．５”节，计算 ＳＫＬ１０８对各病
原菌的抑菌率。

２　结果与分析

２．１　拮抗菌的分离和筛选
本研究从土样中共分离到１７５个菌落特征相异

的细菌，采用平板对峙培养法测定各细菌对草莓炭

疽病病原菌的抑制作用。其中有３个表现为拮抗作
用（图１），将选出的３个拮抗菌株进行复筛，发现１
个菌株编号为ＳＫＬ１０８的生防菌拮抗效果显著高于另
外２个菌株（Ｐ＜０．０５），抑菌率高达９３．２２％（图２）。
２．２　菌株ＳＫＬ１０８的鉴定

菌株ＳＫＬ１０８的细胞形态和生理生化指标结果
见表１。提取分离出的拮抗菌株 ＳＫＬ１０８的基因组
ＤＮＡ，用通用引物进行１６ＳｒＲＮＡ的ＰＣＲ扩增，电泳
检测得到约１４００ｂｐ长度的片段。将这段序列在
ＧｅｎＢａｎｋ中进行Ｂｌａｓｔ分析，与已有的序列进行同源
性比较，并用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行多重序列比较，结果
发 现 菌 株 ＳＫＬ１０８ 与 萨 拉 曼 卡 假 单 胞 菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｈｅｌｍａｎｔｉｃｅｎｓｉｓ）ＯＨＡ１１（ＨＧ９４０５３７）的
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亲缘关系最近，相似度达 ９９．３％，用ＭＥＧＡ５软件构
建系统进化树（图 ３）。结合形态学特征，将菌株
ＳＫＬ１０８鉴定为萨拉曼卡假单胞菌。
２．３　菌株 ＳＫＬ１０８对 １０种植物病原真菌的抑制
作用

由表２和图４可见，菌株 ＳＫＬ１０８对１０种供试
植物病原真菌均有较强的拮抗作用，其中对水稻恶

苗病菌的抑制率最低，为４７．２％，对番茄灰霉病菌
抑制效果最高，达９３．９％，说明其对大部分的病原
真菌都有较好的抑制作用，具有较广的抗菌活性。

３　讨论与结论

草莓炭疽病的防治主要遵循以预防为主、综合

防治的方法。选育抗病品种防控草莓炭疽病固然

是最经济有效的途径，但由于炭疽病的抗性机理复

杂，导致抗性品种资源缺乏。在大部分地区，种植

户还是依靠药剂进行病害防控，但化学农药会导致

炭疽病菌抗药性不断增加，防治效果越来越不理

想。韩国兴等曾报道，多年连续使用多菌灵和乙霉

威防治草莓炭疽病，导致高抗菌株的比例达９０％以
上，单剂和两者的混剂都不宜再推广应用［１５］。鉴于

化学农药导致的抗性和残留问题在草莓产业中越

来越受到重视，利用拮抗生防菌防治草莓炭疽病成

为一种极具发展潜力的防治措施［１６］。

假单胞菌属是土壤中分布最广的微生物类群

之一，也是一种重要的植物根际促生菌（ｐｌａｎｔ
ｇｒｏｗｔｈ－ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，ＰＧＰＲ）。Ｈａａｓ等证
实植物根际假单胞菌应用在谷物种子或土壤中可

以抑制病原菌的生长［１７］，其作用机理主要包括根际

营养竞争、分泌降解微生物的酶及抗生作用等。据
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表１　菌株ＳＫＬ１０８的细胞形态和生理生化特征

试验项目 结果 试验项目 结果 试验项目 结果

细胞形态 杆状 革兰氏染色 － ＶＰ试验 ＋

β－半乳糖苷酶 － 精氨酸双水解酶 ＋ 柠檬酸的产生 ＋
触酶 ＋ α－Ｄ－葡萄糖 ＋ 明胶液化 －
氧化酶 ＋ ｐ－羟基苯乙酸 － 丙酮酸甲酯 －
糊精 － Ｄ－甘露糖 ＋ 甘氨酸－Ｌ－脯氨酸 －
Ｄ－麦芽糖 － Ｄ－果糖 ＋ Ｌ－丙氨酸 ＋
Ｄ－海藻糖 － Ｄ－半乳糖 ＋ Ｌ－精氨酸 ＋
Ｄ－乳酸甲酯 － Ｌ－乳酸 ＋ 柠檬酸 ＋
Ｄ－纤维二糖 － ３－甲基－Ｄ－葡萄糖 － Ｌ－天冬氨酸 ＋

α－酮戊二酸 ＋ Ｄ－苹果酸 － Ｌ－苹果酸 ＋
龙胆二糖 － Ｄ－岩藻糖 － Ｌ－谷氨酸 ＋
蔗糖 － Ｌ－岩藻糖 － Ｌ－组氨酸 －
松二糖 － Ｌ－鼠李糖 － Ｌ－焦谷氨酸 ＋
水苏糖 － 肌苷 ＋ Ｌ－丝氨酸 ＋
溴代丁二酸 － 吐温４０ － γ－氨基丁酸 ＋
Ｄ－棉子糖 － Ｄ－山梨醇 － 果胶 －

α－Ｄ－乳糖 － Ｄ－甘露醇 ＋ Ｄ－半乳糖醛酸 －
Ｄ－蜜二糖 － Ｄ－阿糖醇 ＋ Ｌ－半乳糖酸内酯 －

α－羟丁酸 － β－羟基－Ｄ、Ｌ－丁酸 ＋ α－丁酮酸 －

β－甲基－Ｄ－葡糖苷 － 肌醇 ＋ Ｄ－葡糖酸 ＋
Ｄ－水杨苷 － 甘油 ＋ Ｄ－葡萄糖醛酸 －
Ｎ－乙酰－Ｄ－葡糖胺 ＋ Ｄ－葡糖－６－磷酸 － 葡糖醛酰胺 ＋
乙酰乙酸 － Ｄ－果糖－６－磷酸 ＋ 黏酸 ＋
Ｎ－乙酰－Ｄ－半乳糖胺 － Ｄ－天冬氨酸 － 奎宁酸 ＋
Ｎ－乙酰神经氨酸 － Ｄ－丝氨酸 － 糖质酸 ＋
甲酸 － 乙酸 ＋ 丙酸 ＋

　　注：“＋”表示阳性，“－”表示阴性。

报道，假单胞菌可以产生多种抗生素如２，４－二乙
酰基间苯三酚、吩嗪酸、硝吡咯菌素、根菌素、假单

胞菌酸等，能大大减轻病原菌对植物的侵染［１８］。目

前假单胞菌在生物防治领域研究最为深入的是荧

光假单胞菌（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ），它产生的噬铁素能促

进植物生长的同时抑制植物病害的发生。除噬铁

素外，它还能够产生十几种抗生性次级代谢产物，

在生防菌剂的开发及应用方面具有巨大的

潜力［１９－２０］。

本研究从相对原始的森林土壤中分离筛选出１
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表２　菌株ＳＫＬ１０８对１０种植物病原真菌营养生长的抑制效果测定

病原真菌
抑制率

（％）

草莓炭疽病菌 ９３．２±１．７ａ

草莓灰霉病 ７９．６±０．８ｂ

水稻稻曲病 ５８．９±７．２ｃ

水稻纹枯病 ８６．５±１．２ａｂ

水稻恶苗病 ４７．２±３．１ｃ

番茄灰霉病 ９３．９±０．７ａ

葡萄溃疡病 ６５．７±６．０ｃ

小麦赤霉病 ７４．８±０．２ｃ

小麦全蚀病 ９３．８±１．０ａ

小麦纹枯病 ８８．１±０．８ａｂ

　　注：数据后不同小写字母表示不同病原真菌间抑菌效果达显著

差异。

株对草莓胶孢炭疽菌有强烈抑制效果的拮抗生防

菌ＳＫＬ１０８菌株，经细胞形态观察、生理生化测定及
１６ＳｒＲＮＡ系统进化树分析等，鉴定该菌株为假单胞
菌属，与荧光假单胞菌有很高的亲缘关系。菌株

ＳＫＬ１０８发酵液对草莓炭疽病的抑制率高达
９３．２％，且抑菌谱较广。这一研究结果为开发高效
安全的生防菌剂拓宽了研究方向，也提供了优质的

菌种资源。尽管室内生物测定试验中菌株 ＳＫＬ１０８
抑菌作用效果明显，但还须要进行大量的实践工作

才能明确抑菌作用机理和田间试验防治效果。因

此，下一步的研究重点是初步筛选菌株 ＳＫＬ１０８的
初生代谢产物和次生代谢产物，同时明确田间防

效，以期开发出优质高效的生物菌剂。
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外源硝态氮对盐胁迫下马齿苋谷氨酸积累

及其代谢酶活性的影响

刘　冲１，邢锦城１，魏福友２，董　静１，朱小梅１，洪立洲１，２

（１．江苏沿海地区农业科学研究所，江苏盐城２２４００２；２．盐城市新洋农业试验站，江苏盐城２２４０４９）

　　摘要：为了阐明外源硝态氮对盐胁迫下马齿苋谷氨酸积累及其代谢酶活性的影响，采用石英砂砂培试验，以苏马
齿苋２号为材料，设定３个 ＮａＣｌ浓度［Ｓ１（０ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｓ２（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｓ３（１００ｍｍｏｌ／Ｌ）］，４个外增硝态氮浓度［Ｎ０
（０ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｎ１（８ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｎ２（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｎ３（１２ｍｍｏｌ／Ｌ）］，培养１５ｄ后对马齿苋各项指标进行测定。结果表明，

在Ｓ２盐分处理下，马齿苋生物量、可溶性蛋白含量、谷氨酸含量以及谷氨酸合成酶活性、谷氨酸脱氢酶活性明显高于

Ｓ１盐分处理。在Ｓ３盐分处理下，各指标数值明显降低。整体上看，外源硝态氮的添加可增加 Ｓ１、Ｓ２盐胁迫下马齿苋

生物量、可溶性蛋白含量、谷氨酸含量以及谷氨酸合成酶的活性，基本呈现Ｎ２＞Ｎ３＞Ｎ１＞Ｎ０的趋势，但对盐胁迫下马

齿苋谷氨酸脱氢酶活性的影响不显著。由此可见，外源硝态氮可有效促进盐胁迫下马齿苋中谷氨酸的积累，提高其代

谢关键酶活性，以Ｓ２Ｎ２处理（５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ浓度，１０ｍｍｏｌ／Ｌ外源硝态氮浓度）效果最佳。
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　　近年来，研究者们普遍认为，土壤盐渍化是全
国乃至全球限制农业生产力发展的主要因子之

一［１］。我国滩涂资源丰富，盐碱地总面积达２１７．０９
万ｈｍ２。苏北地区拥有全国１／４的盐碱地，且每年
在不断淤涨，年淤涨面积达１３．３ｋｍ２［２］。合理地开
发利用广大滩涂资源，使盐碱地变废为宝，是近年

来研究的焦点。

马齿苋（ＰｏｒｔｕｌａｃａｏｌｅｒａｃｅａＬ．）为马齿苋科马齿
苋属草本植物，是我国原卫生部审定的药食同源型

植物，其氨基酸含量极为丰富［３］。马齿苋的环境适
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