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　　摘要：为获得针对小麦全蚀病的优质生防资源，从１６ＳｒＤＮＡ序列分析、抑菌效果及显微观察、活性物质稳定性等
方面鉴定和评估内生细菌 Ｚ０－ｊ及其生防潜力。结果显示，内生细菌 Ｚ０－ｊ为铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ），对靶标菌禾顶囊壳小麦变种（Ｇａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓｖａｒ．ｔｒｉｔｉｃ）拮抗效果明显，引致靶标菌菌丝畸形、顶
端膨大、原生质外渗、细胞膜透性增强的现象。同时，菌株 Ｚ０－ｊ活性物质对温度、ｐＨ值、紫外光照、超声波以及蛋白
酶等外界因素有良好的耐受性。由此可见，内生细菌Ｚ０－ｊ是一株对小麦全蚀病具备良好开发潜力的生防菌株。
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　　由禾顶囊壳小麦变种（Ｇａｅｕｍａｎｎｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓ
ｖａｒ．ｔｒｉｔｉｃ）引起的小麦全蚀病，是世界上最重要的小
麦根部病害，因其突出的土壤传播特性，一直是小

麦亟待解决的防治难题［１］。该病在我国安徽省、山

东省和河南省等栽培地区广泛发生，目前主要采取

化学药剂拌种的方法进行防治，而化学防治易引起

环境污染及产生抗药性［２］。随着人们环保、绿色意

识的增强，利用微生物防控全蚀病已成为一条行之

有效的新途径。假单胞菌是广泛存在于植物根际

的一类微生物，常常具备显著防治植物病害、促进

植物生长的作用［３］。其生防机制包括产生拮抗物

质［４］和铁载体或水解酶、营养竞争［５］、生物膜的快

速形成［６］以及诱导植物抗性［７］等。因此，本研究在

前期构建的微生物资源库基础上，以禾顶囊壳小麦

变种为靶标菌，鉴定全蚀病生防菌株 Ｚ０－ｊ，并对其
拮抗效果和代谢产物稳定性进行评估，为进一步开

发利用奠定理论依据和技术支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试病原真菌为禾顶囊壳小麦变种，由黑龙江

八一农垦大学柯希望副教授惠赠。

供试生防细菌Ｚ０－ｊ，２０１７年１１月筛选自江苏
省环洪泽湖生态农业生物技术重点实验室有益微

生物资源库，编号Ｌ０３１，保存于－８０℃冰箱。
１．２　试验方法
１．２．１　菌株活化　靶标菌：将斜面上保存的禾顶囊
壳小麦变种扩繁于ＰＤＡ培养基上，待菌落直径长至
培养皿的一半时，待用。

菌株Ｚ０－ｊ发酵液制备：按照前期研究结果，将
直径７ｍｍ的菌饼接种到种子发酵培养液（２５０ｍＬ
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三角瓶，发酵培养基装瓶量为５０ｍＬ）中，于２８℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ摇床上培养２ｄ后，以１２．８％的接种量、
装料量１００ｍＬ／２５０ｍＬ，接入 ＮＡ发酵培养液中进
行二次发酵，于２５℃、１２０ｒ／ｍｉｎ摇床上培养２ｄ，即
为发酵液原液。将发酵液原液在１００００ｒ／ｍｉｎ、４℃
下离心１５ｍｉｎ，上清液经０．２２μｍ无菌滤膜过滤，
即为无菌发酵滤液，保存于４℃冰箱备用。
１．２．２　１６ＳｒＤＮＡ鉴定　采用细菌基因组试剂盒提
取基因组ＤＮＡ，用细菌通用引物２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴ
ＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和１４９２Ｒ（５′－ＧＧＴＴＡＣＣ
ＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）进行１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增。
扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５６℃
退火３０ｓ，７２℃延伸 １．５ｍｉｎ，共 ３０次循环；最后
７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。所得ＰＣＲ产物送生工生物工程
（上海）股份有限公司测序。测序后的序列，利用

Ｇｅｎｂａｎｋ中的 ＢＬＡＳＴ软件对获得的１６ＳｒＤＮＡ序列
进行同源性分析，再通过 ＭｅｇａＸ软件构建系统进
化树［８］。

１．２．３　菌株 Ｚ０－ｊ抑菌效果测定　采用菌丝体干
质量法测定菌株 Ｚ０－ｊ对小麦全蚀病菌的抑菌效
果。将生长７２ｈ的靶标菌菌饼（直径７ｍｍ），移至
ＰＤ培养液中，再将不同体积的生防菌 Ｚ０－ｊ发酵液
原液和上清液加入摇瓶中，设置无菌水作为对照，

每个处理重复３次，于２５℃、１１０ｒ／ｍｉｎ条件下培
养，４ｄ后取菌丝于３０℃条件下烘干，测定菌丝干质
量，并计算抑制效果。

１．２．４　菌株 Ｚ０－ｊ抑菌效果的显微观察　利用皿
内对峙法，取受抑制后的靶标菌菌落边缘菌丝，利

用光学显微镜进行形态学观察，并以照片记录受抑

制菌丝形态变化。

１．２．５　菌株 Ｚ０－ｊ对靶标菌菌丝膜通透性的影响
　采用电导率法进行测定，参考郅晓燕等的方
法［９］，稍作改动。将靶标菌菌饼接种于 ＰＤ液体培
养基中，于２５℃、１１０ｒ／ｍｉｎ振荡培养３ｄ后，将菌
丝用蒸馏水冲洗３次，去除菌丝表面培养基及水分；
分别称取０．１ｇ菌丝体，加入到设置不同浓度菌株
Ｚ０－ｊ发酵液的水溶液中，以蒸馏水作为空白对照。
在２０℃条件下分别测定０、０．５、１、２、４ｈ时处理和
对照溶液的电导率，重复３次。根据公式计算溶液
电导率的增幅。

电导率增幅 ＝（不同时刻电导率 －初始电导
率）／初始电导率×１００％。
１．２．６　代谢产物稳定性分析　温度影响：无菌发酵

液置于恒温水浴锅中处理 ３０ｍｉｎ，梯度为 ４０、６０、
８０、１００℃，采用皿内对峙法测定其抑菌效果。

ｐＨ值影响：用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ、１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调
节发酵上清液ｐＨ值分别为４、６、７、８、１０、１２，处理后
放入 ４℃冰箱中放置４８ｈ，采用皿内对峙法测定其
抑菌效果。

紫外线影响：１００Ｗ紫外灯下处理无菌发酵滤
液０～１ｈ，梯度间隔为１０ｍｉｎ，距离为６０ｃｍ，再采
用皿内对峙法测定其抑菌效果。

超声波影响：利用１００Ｗ超声波分别处理无菌
发酵上清液２０、３０、４０、６０ｍｉｎ，采用皿内对峙法测定
其抑菌效果。

蛋白酶Ｋ影响：吸取１ｍＬ无菌发酵上清液于
１．５ｍＬ离心管中，向管内加入浓度不同的蛋白酶
Ｋ，使其终浓度分别达到２、２０、１００ｇ／ｍＬ，３７℃下水
浴２ｈ后，采用皿内对峙法测定其抑菌效果。

２　结果与分析

２．１　菌株Ｚ０－ｊ分子鉴定
将拮抗菌Ｚ０－ｊ测序获得的１６ＳｒＤＮＡ序列在

Ｇｅｎｂａｎｋ数据库中进行同源性比对，挑选与之高度
同源的序列，然后利用 ＭｅｇａＸ软件，利用邻接法
（ｎｅｉｇｈｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发育树（图１）。可以看
出，生防菌 Ｚ０－ｊ与铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）ＲＴＥ４在同一分支，同源性最高。再结
合前期形态学特征与生理生化特征，最终鉴定为铜

绿假单胞菌。

２．２　抑菌效果测定
菌株Ｚ０－ｊ对小麦全蚀菌（Ｇ．ｇｒａｍｉｎｉｓ）菌丝生

长抑制７２ｈ后，进行菌丝干质量测定。从图２可以
看出，处理组Ｌ５０、Ｌ１００的菌丝干质量与ＣＫ存在显
著差异（Ｐ＜０．０５），抑菌效果分别为 ７３．３％、
８７４％，且干质量平均值呈下降趋势；处理 Ｙ１０、
Ｙ５０、Ｙ１００的菌丝干质量与ＣＫ存在显著差异，抑菌
效果均在 ９４％以上，且干质量平均值也呈下降趋
势。由此可见，发酵液中活性物质能够显著抑制菌

丝的生长，且活性物质含量越高，拮抗效果越好。

２．３　菌株Ｚ０－ｊ对靶标菌抑制显微观察
显微观察结果（图３）表明，对照菌丝光滑、纤

细、粗细均匀、向前生长；而经生防菌 Ｚ０－ｊ处理
７２ｈ后，靶标菌菌丝多数呈现畸形、粗细不一、顶端
膨大、旋转扭结；部分菌丝明显出现溶解、断裂、原

生质外渗且透明等杂乱现象。
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２．４　菌株Ｚ０－ｊ对靶标菌菌丝膜通透性的影响
由图４可知，随着处理时间的增加，对照组和处

理组溶液的电导率持续增大，处理组电导率增幅明

显高于对照组，且随着发酵液活性物质浓度增多，

处理组溶液电导率增幅也呈增大趋势。当添加

１００μＬ发酵上清液时，处理后溶液的电导率平均增
幅在１２０ｍｉｎ时为１８．２５％，当添加１００μＬ发酵原
液时，处理后溶液的电导率平均增幅在１２０ｍｉｎ时
为２１．１４％。由此可知，菌株Ｚ０－ｊ可以破坏靶标菌
菌丝完整性，和显微观察结果一致。

２．５　不同外界因素对代谢产物稳定性的影响
２．５．１　温度对活性物质稳定性的影响　用平板对

峙法测量２０（ＣＫ）、４０、６０、８０、１００℃与室温下的活
性物质抑菌效果，结果显示，发酵滤液的抑菌圈直

径总体呈缩小趋势。ＣＫ与其他温度处理相比差异
显著；高于４０℃处理的抑菌圈直径显著缩小；但在
１００℃条件下活性物质仍有较强抑菌活性，抑菌圈
直径达到２６．５８ｍｍ，说明活性物质在高温处理下比
较稳定（图５）。
２．５．２　ｐＨ值对活性物质的影响　用平板对峙法测
量生防菌Ｚ０－ｊ活性物质在 ｐＨ值为４、６、７（ＣＫ）、

８、１０、１２时的抑菌活性，发现随着 ｐＨ值变化，活性
物质的抑菌作用在酸性条件下差异不显著，在碱性

条件下显著下降，但仍表现出较强的抑菌活性，表

明菌株Ｚ０－ｊ可能含有多种活性物质，保证抑菌能
力对不同ｐＨ值条件的稳定性（图６）。
２．５．３　紫外线对活性物质的影响　由图７可知，经
不同时间（１０、２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ）紫外线处理后，
Ｚ０－ｊ发酵滤液的抑菌作用出现了显著差异。未经
紫外线照射处理的发酵滤液的抑菌作用最大，抑菌
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圈直径为２９．７６ｍｍ，紫外线照射处理后，抑菌圈直
径有所缩小，但从照射时长在２０ｍｉｎ以上后，仍保
持有２７．８２ｍｍ的抑菌圈直径，且各处理间没有显

著差异。说明发酵液活性性物在紫外线条件下抑

菌作用比较稳定。

２．５．４　超声波对活性物质的影响　由图８可知，随
着超声波处理时间（２０、３０、４０、６０ｍｉｎ）的延长，未经
处理的发酵滤液抑菌圈直径为２９．０３ｍｍ，处理的抑
菌圈对比对照显著缩小，但至少仍有２７．６２ｍｍ的
直径，且各个处理间无显著差异。说明该活性物质

对超声波有较好的耐受性。

２．５．５　蛋白酶对活性物质的影响　用平板对峙法
测量了生防菌Ｚ０－ｊ活性物质经蛋白酶Ｋ处理后的
抑菌圈直径，发现各处理的活性物质的抑菌圈直径

逐渐减小，存在显著差异。蛋白酶 Ｋ浓度为２ｇ／Ｌ
处理时，抑菌效果与对照之间无显著差异：蛋白酶Ｋ
浓度逐渐提高到２０、１００ｇ／Ｌ时，抑菌能力显著降
低，但抑菌圈直径仍有２５．７０ｍｍ。由此可见，活性
物质中可能含有某些酶类物质，但发酵液活性物质

整体对蛋白酶Ｋ表现出良好的耐受性（图９）。

３　讨论与结论

小麦全蚀病是小麦生产过程中的重大病害，本

研究鉴定和评估了内生细菌Ｚ０－ｊ及其对小麦全蚀
病菌的生防潜力，证明了内生细菌 Ｚ０－ｊ为铜绿假
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单胞菌（Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ），对靶小麦全蚀病菌拮抗效
果显著，能够引致靶标菌菌丝畸形、顶端膨大、原生

质外渗、细胞膜透性增强，甚至菌丝死亡。同时，菌

株Ｚ０－ｊ活性物质对温度、ｐＨ值、紫外光照、超声波
以及蛋白酶等外界因素有良好的耐受性，表明内生

细菌Ｚ０－ｊ是一株对小麦全蚀病具备良好开发潜力
的生防菌株。

研究表明，活跃在植物根际的假单胞菌一方面

产生活性物质或改善矿质营养直接促进植物生长，

另一方面产生代谢物质或竞争作用抑制或阻碍病

原微生物的侵染［１０－１１］。假单胞菌产生的铁载体通

过竞争病原菌的铁营养而占据优势生态位，拮抗物

质如吩嗪酸（ＰＣＡ）、硝吡咯菌素（Ｐｒｎ）、２，４－二乙
酰滕黄酚（Ｐｈ１）、藤黄绿脓菌素（Ｐｌｔ）、环状脂多肽
等通过抑制孢子萌发、裂解真菌菌丝等途径抑制病

原真菌生长发育，多种低分子量挥发性有机化合物

（ＶＯＣｓ）亦抑制菌丝生长、产孢、萌发等，水解酶如几
丁质酶、蛋白酶和纤维素酶可以溶解真菌的细胞

壁［１１］，甚至一些吩嗪类和 ＶＯＣｓ物质还参与植物系
统抗性的诱导［１２］。本研究中的生防假单胞菌Ｚ０－ｊ
能够显著抑制靶标菌小麦全蚀菌（Ｇ．ｇｒａｍｉｎｉｓ）的生
长，在不同影响因素条件下表现的抑制效果有所差

异，证明活性物质中有多种抑菌物质，且包含一些

能被蛋白酶Ｋ影响的酶类活性物质。
一直以来，生防假单胞菌被认为是一种有效、

环保、可持续的化学杀菌剂替代品［１３－１５］。然而，对

于成千上万被报道的潜在生防资源而言，仅有极少

数被开发应用，其主要原因就是野外条件下生物资

源的稳定性不佳，进而影响其商业化程度［１３］。因

此，生防菌活性物质的稳定性是其作为生防制剂、

生物肥料、植物生长调节因子等发挥有效作用的关

键因素［１６－１７］。本研究中生防假单胞菌 Ｚ０－ｊ发酵
液中的活性物质在温度、ｐＨ值、紫外线、超声波、蛋
白酶Ｋ等影响下，依然表现出良好的抑菌能力，显
示出对外界环境的耐受性，说明该菌株是一株对小

麦全蚀病有开发潜力的生防菌株。
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