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番茄枯萎病拮抗菌 ＫＣＫＢ１的分离、鉴定及生防效果
武亚芬，向　丹，梁　斌，李　琳，黄玉丹，朱晓雪，徐　良

（青岛农业大学资源与环境学院，山东青岛２６６１０９）

　　摘要：为筛选获得针对番茄枯萎病的生防菌，从山东寿光设施大棚内番茄根际筛选获得１株细菌菌株ＫＣＫＢ１，通
过菌落形态特征观察以及１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析，菌株 ＫＣＫＢ１确认为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ），并对其开展
对峙培养、种属鉴定、生长特性研究、抑菌谱检测以及盆栽防效验证。结果表明，菌株ＫＣＫＢ１能有效抑制番茄枯萎病，
盆栽防治效果达到６１．４６％；菌株ＫＣＫＢ１可以提高番茄植株叶片内抗氧化酶（ＳＯＤ、ＣＡＴ）以及抑菌物质合成酶（ＰＡＬ、
ＰＰＯ）的活性，进而提高植株抗病性。同时，菌株ＫＣＫＢ１还具有溶磷、固氮、产铁载体、产 ＡＣＣ脱氨酶、产 ＩＡＡ等促生
功能，能明显促进番茄植株的生长。此外，菌株ＫＣＫＢ１对链格孢菌、甘薯长喙壳菌、灰葡萄孢、烟草疫霉菌、尖孢镰刀
菌甘薯专化型５种病原菌均具有良好的的抑菌效果。综上，枯草芽孢杆菌菌株ＫＣＫＢ１具有良好的生防潜力与广阔的
应用前景，为对番茄枯萎病进行生物防治提供了菌种资源。
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　　山东省寿光市是全国著名的菜都，番茄的种植
面积占蔬菜总种植面积的１／４左右［１］。但由于近年

来番茄的栽培面积不断扩大且连续栽培年限不断

加长，使寿光设施栽培条件下种植的番茄受到很多

土传植物病害的危害，其中对番茄影响很大的病害

之一为番茄枯萎病。番茄枯萎病是一种维管束疾

病，导致这种病害产生的病原菌是尖孢镰刀菌番茄

专化型（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ，Ｆｏｌ），
番茄的整个生育期都有可能被该病原菌侵染［２］，严

重时可造成番茄减产６５％以上甚至绝收［３］。目前，

对番茄枯萎病的防治措施有喷施化学药剂［４］，还有

以选育抗病品种和改善栽培模式为主的农业防

治［５］，以改良土壤理化性质、改善土壤ｐＨ值等为主
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的物理防治［６］。目前喷施化学药剂仍然是防治番

茄枯萎病的主要手段［７］。但长期大量施用化学农

药会带来植株表面残留药剂、使病原菌产生耐药

性、污染耕作土壤等危害人体及生态环境的问

题［８］。因此，迫切需要开发绿色无污染、高效可持

续、环境友好型的防治产品［９］。

利用生防菌防治植物病害能减小化学药剂对

环境的干扰，更为绿色安全，目前已经成为研究热

点［１０］。生防菌通过分泌抑菌物质、诱导植物产生系

统抗病性与病原菌竞争生存资源等途径来实现对

病原菌的抑制［１１］。已报道的番茄枯萎病生防菌主

要有 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．、Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐ．等［１２］。张亮等利

用荧光假单胞菌ＰＥＦ－５＃１８防治番茄枯萎病，发现
菌株能明显降低番茄枯萎病发病率，增加植株生物

量［１３］；张萧萧等获得一株 ＡＲＴＰ突变枯草芽孢杆菌
ＹＪＹ１９－０１，发现该菌株对番茄枯萎病菌抑制作用
明显［１４］；郝晓娟等使用铜绿假单胞菌对番茄枯萎病

进行防治试验，结果表明，ＦＪＡＴ－３６菌株能明显抑
制番茄枯萎病病原菌的生长，并对番茄植株有促生

作用［１５］；钱晓雍等发现，３株对番茄枯萎病有优良
防治效果的非致病镰刀菌菌株，以施用浓度为

１０５ＣＦＵ／ｇＩＦ２３菌株的防治效果最好［１６］。尽管现

在已经有多种对番茄枯萎病有防治效果的生防菌

被开发出来，但是由于生防菌株根际定殖能力不稳

定、具有生物防治能力的菌株与被引入地区土壤中

的土著微生物的生存会相互影响，导致生防菌株对

病害的田间防治效果不稳定、有地域适应性及差异

性等问题［１７］。这就迫切需要开发生防菌被引入地

特有的、与当地生态环境相匹配的拮抗菌，用于本

土番茄枯萎病的防治。

为进一步开发适合于山东省本土番茄枯萎病

的生防菌资源，本研究从山东省设施大棚内，利用

梯度稀释平板涂布法以及平板对峙法筛选番茄枯

萎病土著生防细菌，并通过细菌的生长状态和特点

以及１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析确定其分类地位，对菌
株生长特性以及促生功能进行检测，并利用室内盆

栽试验验证菌株的防效。旨在为山东省寿光市的

本土番茄枯萎病的生物防治提供理论支持，同时开

发稳定的番茄枯萎病生防菌株。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　供试菌株　番茄枯萎病：病原为尖孢镰刀菌

番茄专化型（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ），
由笔者所在课题组从山东省寿光市设施大棚内分

离保存；番茄灰霉病：病原为灰葡萄孢（Ｂ．ｃｉｎｅｒｅａ），
由青岛农业大学植物医学学院提供；甘薯黑斑病：

病原为甘薯长喙壳菌（ＣｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓｆｉｍｂｒｉａｔａＥｌｌｉｓｅｔ
Ｈａｌｓｔｅｄ），由中国农业科学院甘薯研究所提供；甘薯
蔓割病：病原为尖孢镰刀菌甘薯专化型 （Ｆ．
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｂａｔａｔａｓ），由福建省农业科学院作物
研究所提供；烟草赤星病：病原为链格孢菌

（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ），烟草黑胫病：病原为烟草疫霉
菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｐａｒａｓｉｔｉｃａｖａｒ．ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ），由中国
农业科学院烟草研究所生物技术研究中心提供。

１．１．２　供试培养基　ＬＢ培养基、马铃薯葡萄糖琼
脂培养基（ＰＤＡ）、燕麦培养基用于抑菌谱的测
定［１８］，Ａｓｈｂｙ无氮培养基［１９］，ＰＫＯ无机磷培养
基［２０］，蒙金娜有机磷培养基［２１］，ＣＡＳ培养基［２２］，ＤＦ
盐培养基［２３］，钾细菌筛选培养基用于菌株功能

检测［２４］。

１．１．３　供试番茄品种　草莓番茄购于山东寿禾种
业有限公司。

１．２　拮抗菌株的分离、纯化及保存
采集山东省寿光市设施大棚番茄根际土壤样

品，每份样品称取１０ｇ，加入９０ｍＬ无菌水中，恒温
振荡培养１５ｍｉｎ（３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ）。利用倍比稀释
法稀释土壤样品，稀释至浓度为 １０－６，将 １０－４、
１０－５、１０－６等３个浓度的土壤稀释样品涂布于ＬＢ培
养基上，稀释液涂布用量为１００μＬ，每个浓度涂布３
个平板，在恒温培养箱中培养２４ｈ，平板倒置，培养
温度为３０℃。将不同类型的单菌落接种至 ＬＢ培
养基平板上进行纯化培养，纯化３次后，用３０％甘
油将菌株保存在菌种保藏管中，并放入 －８０℃冰
箱，以备下一步筛选。

１．３　拮抗细菌的筛选
１．３．１　供试菌株的培养　用ＰＤＡ培养基以及燕麦
培养基活化培养上述６种不同的病原菌，分离出的
不同细菌菌株用 ＬＢ液体培养基活化培养，使不同
供试细菌最终浓度统一为１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，进行番
茄枯萎病生防菌株的筛选。

１．３．２　拮抗菌的筛选　采用平板对峙培养法［２５］。

在ＰＤＡ固体培养基平板中央接种长势均匀的直径
为０．５ｃｍ的菌饼，在距病原菌菌饼２．５ｃｍ的对称４
点处，分别接种不同的供试细菌菌株，以只接种病

原菌的平板作为对照，培养７ｄ，挑取具有抑菌效果
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的菌株进行复筛。将致病菌菌饼接种于 ＰＤＡ培养
基平板的正中间，在距病原菌菌饼２．５ｃｍ的对称４
点处，接种初筛获得的拮抗菌菌株，每个菌株３个重
复，以ＰＤＡ培养基上只接种病原菌作为对照，在温
度为２８℃的恒温条件下，倒置培养７ｄ，用十字交叉
法测量对照组致病菌的直径（Ｄ）、处理组致病菌菌
落直径（ｄ）以及抑菌带宽度，计算抑菌率。

抑菌率＝（Ｄ－ｄ）／Ｄ×１００％；
抑菌带宽度：细菌菌落边缘和病原菌菌丝边缘

之间的距离。

１．４　拮抗菌株ＫＣＫＢ１的鉴定
１．４．１　菌株形态　采用 ３区划线法，将菌株
ＫＣＫＢ１接种至 ＬＢ培养基中，置于３０℃培养２４～
４８ｈ，观察其菌落颜色和生长状态及特点；之后对菌
株ＫＣＫＢ１进行革兰氏染色，方法参考《常见细菌鉴
定手册》［２６］、《伯杰细菌鉴定手册》［２７］。

１．４．２　菌株 ＫＣＫＢ１多基因系统发育树构建　
ＫＣＫＢ１菌株１６ＳｒＲＮＡ基因片段的扩增使用细菌通
用引物２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡ－３′）和
１４９２Ｒ（５′－ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）进
行。ＰＣＲ反应体系参考细菌菌种鉴定 ＰＣＲ试剂盒
（Ｂ５３２０６３－００５０）说明书。引物合成和基因测序均
由上海派森诺生物科技有限公司完成。利用菌株

ＫＣＫＢ１的１６ＳｒＲＮＡ序列及在 ＮＣＢＩ网站下载的相
关参考菌株的基因序列，用 ＭＥＧＡ７．０构建系统发
育树。

１．５　菌株ＫＣＫＢ１抑菌作用测定
采用对峙培养法对 ＫＣＫＢ１菌株的抑菌作用进

行检测，选用甘薯黑斑病、甘薯蔓割病、烟草赤星

病、烟草黑胫病、番茄灰霉病进行抑菌作用测定，具

体操作步骤同“１．３．２”节。
１．６　菌株ＫＣＫＢ１生长速率测定

将在ＬＢ培养基上划线培养好的 ＫＣＫＢ１菌株
接种于 ＬＢ液体培养基中，３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ恒温振
荡培养，每隔２ｈ取样１次，测定６００ｎｍ波长下菌
液的吸光度（Ｄ６００ｎｍ），以取样时间为横轴，吸光度
（Ｄ６００ｎｍ）为纵轴，绘制生长曲线。
１．７　菌株生物学特性测定

温度对ＫＣＫＢ１菌株生长的影响：在 ＬＢ液体培
养基中接种培养好的 ＫＣＫＢ１菌株，分别在２２、２５、
２８、３１、３４、３７、４０、４３℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培
养，培养２４ｈ时，测定Ｄ６００ｎｍ，以培养温度为横坐标，
吸光度为纵坐标，绘制曲线图。

ｐＨ值对 ＫＣＫＢ１菌株生长的影响：在 ＬＢ液体
培养基中接种培养好的 ＫＣＫＢ１菌株，分别在 ｐＨ值
为４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２，３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下
振荡培养，培养２４ｈ时，测定菌液 Ｄ６００ｎｍ，以 ｐＨ值
为横坐标，Ｄ６００ｎｍ为纵坐标，绘制曲线图。

ＮａＣｌ浓度对ＫＣＫＢ１菌株生长的影响：在 ＬＢ液
体培养基中接种培养好的ＫＣＫＢ１菌株，ＬＢ液体培养
基的 ＮａＣｌ浓度分别为 ０、５、１０、２５、５０、１００ｇ／Ｌ，
３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养，培养２４ｈ时，测
定Ｄ６００ｎｍ，以 ＮａＣｌ浓度为横坐标，Ｄ６００ｎｍ为纵坐标绘
制曲线图。

１．８　菌株ＫＣＫＢ１的促生长活性检测。
１．８．１　菌株溶磷能力检测［１５－１６］　 在无机磷培养
基、蒙金娜有机磷培养基中分别接种 ＫＣＫＢ１菌株，
３０℃培养箱中倒置培养５～７ｄ，观察菌落周围有无
透明圈产生，若有，对其直径（Ｄ）和菌落直径（ｄ）进
行测量，通过二者比值（Ｄ／ｄ）大小判断ＫＣＫＢ１菌株
的溶磷能力。

１．８．２　菌株解钾能力检测［１９］　将菌株 ＫＣＫＢ１接
种至钾细菌筛选培养基上，于３０℃培养５～７ｄ，若
有，对其直径（Ｄ）和菌落直径（ｄ）进行测量，通过二
者比值（Ｄ／ｄ）测量透明圈直径和菌落直径的比值
（Ｄ／ｄ），比值代表菌株ＫＣＫＢ１的解钾能力。
１．８．３　菌株固氮能力的检测［１４］　将菌株 ＫＣＫＢ１
接种于Ａｓｈｂｙ无氮培养基上，以接种在 ＬＢ培养基
上为对照，若ＫＣＫＢ１菌株能在Ａｓｈｂｙ无氮培养基上
正常生长，则菌株具有固氮能力。

１．８．４　菌株分泌铁载体能力的检测　参考荣良燕
等的方法［２８］，采用 ＣＡＳ平板检测法，对 ＫＣＫＢ１菌
株是否具有分泌铁载体的能力进行检验。ＫＣＫＢ１
菌株划线接种在 ＬＢ培养基平板上，培养 ２４ｈ后，
在ＣＡＳ固体检测平板上接种 ＫＣＫＢ１菌株，接种所
用的工具为无菌牙签。放于３０℃培养箱中倒置培
养５～７ｄ。设置３个重复，观察菌落周围是否会产
生黄色或橙色晕圈，即噬铁圈，并测定晕圈的直径

（Ｄ）与菌落的直径（ｄ）即为噬铁指数，表示噬铁能
力的大小。

１．８．５　菌株分泌 ＩＡＡ能力的检测　产生长激素
（ＩＡＡ）能力检测参考Ｇｌｉｃｋ等的方法［２９］。将活化后

的菌株接种到含 ５ｍｍｏｌ／Ｌ色氨酸的 ＬＢ液体培养
基中，在３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床培养４８ｈ，取
２ｍＬ培养液，以１００００ｒ／ｍｉｎ的速度离心１５ｍｉｎ，
每１ｍＬ上清液加２ｍＬＳａｌｋｏｗｓｋｉ试剂（１０．８ｍｏｌ／Ｌ
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Ｈ２ＳＯ４含 ４．５ｇＦｅＣｌ３），室温暗处显色３０ｍｉｎ后，于
５３０ｎｍ处测吸光度。以空白培养基作对照，并以纯
ＩＡＡ对应的吸光度作标准曲线，计算 ＩＡＡ产量
（μｇ／ｍＬ）。　
１．８．６　菌株 ＡＣＣ脱氨酶活性检测　参考 Ｇｌｉｃｋ的
方法，在５ｍＬ无氮液体培养基中接种ＫＣＫＢ１菌株，
３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１ｄ［２９］；吸取上述培养液
０．１ｍＬ并在５ｍＬＤＦ培养基中接种，之后振荡培养
１ｄ；将上述培养液０．１ｍＬ接种至５ｍＬＡＤＦ培养基
中振荡２ｄ；重复转接、培养能够在ＡＤＦ培养基中正
常生长的菌株，能够仅靠氨基环丙烷羧酸提供的氮

源生长的菌株为 ＡＣＣ（１－氨基环丙基 －１－羧酸）
脱氨酶阳性菌株。

１．９　菌株ＫＣＫＢ１对番茄枯萎病盆栽防效测定
１．９．１　试验概况　试验于２０１９年在青岛农业大学
人工气候室进行。采用灌根法接种拮抗菌以及病

原菌进行盆栽试验。利用马铃薯葡萄糖液体培养

基培养番茄枯萎病病原菌，于２８℃、以１８０ｒ／ｍｉｎ的
速度恒温振荡培养２ｄ后，过滤、弃滤渣收集滤液备
用（１×１０６个／ｍＬ）；将 ＫＣＫＢ１菌株接种于液体 ＬＢ
培养基中，３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床振荡培养２４ｈ后收
集菌液（１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ）备用。挑选长势一致的２
叶１心健康番茄幼苗，移栽至花盆中（直径１０．０ｃｍ，
高 ８．３ｃｍ），每盆１株。共设置４个处理：ＣＫ（清水
对照）；ＫＷ（只接种番茄枯萎病病原菌）；ＫＣＫＢ１（只
接种拮抗菌株 ＫＣＫＢ１）；ＫＷ＋ＫＣＫＢ１（拮抗菌菌株
ＫＣＫＢ１和病原菌同时存在）每个处理３０盆。移栽
后定植３ｄ，用灌根法接种菌株ＫＣＫＢ１菌液５０ｍＬ，
接种 ３ｄ后同样以灌根法接种病原菌孢子悬液
３０ｍＬ。接种病原菌３０ｄ观察番茄植株感染番茄枯
萎病的情况。

１．９．２　盆栽防效评价指标　统计病情指数、发病
率、菌株ＫＣＫＢ１的生物防治效果以及番茄植株叶片
内抗氧化酶［超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）［３０］、过氧化氢
酶（ＣＡＴ）［３１］、过氧化物酶（ＰＯＤ）［３２］］和抑菌物质合
成酶［多酚氧化酶（ＰＰＯ）［３３］、苯丙氨酸解氨酶
（ＰＡＬ）［３４］］５种防御酶活性。

番茄枯萎病病情分级标准参考周东兴等统计

番茄枯萎病病情指数的标准［３５］：

病情指数＝∑（不同级别病情的植株数 ×病情
代表级数）／（病情调查植株的总数 ×最高代表级
数）；

发病率 ＝发病植株数／调查总植株数 ×

１００％；　
防治效果＝（对照病情指数 －调查处理病情指

数）／对照病情指数×１００％。
１．１０　数据分析

试验数据采用 ＳＰＳＳ２０．０进行单因素方差分
析，用ＬＳＤ法进行显著性差异检验，用ＭＥＧＡ７．０采
用邻接法（ＮＪ）构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　拮抗菌的分离与筛选
从寿光设施大棚土壤中共分离纯化获得３１株

细菌，经过初筛获得８株具有抑菌效果的菌株。复
筛结果表明：ＫＣＫＢ１菌株的抑菌效果最好（表１、图
１），抑菌率为７５．１０％，高于其他菌株，因此选用此
菌株进行后续试验。

表１　不同菌株对番茄枯萎病平板抑菌率

菌株名称
抑菌率

（％）
抑菌带宽度

（ｍｍ）

ＫＣＫＢ１ ７５．１０±０．０５ａ ３．６０±０．５３ａｂ

ＹＪＤ３ ６２．４８±０．０１ｂ

ＹＪ２４ ６２．３１±０．０２ｂ ２．５０±０．５０ｂ

ＰＺ３３ ５１．６８±０．０２ｄ ４．０７±０．１５ａ

ＳＧ４ ５４．５４±０．０１ｄ ２．６７±０．５８ｂ

ＹＪ１９ ６８．０４±０．０１ａｂ ２．６７±０．５８ｂ

ＹＪＤ２ ６１．７２±０．０２ｂ

ＳＧ７ ６８．３９±０．０３ａｂ ２．６７±０．５８ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。表

２、表５、表６同。

２．２　番茄枯萎病拮抗菌株ＫＣＫＢ１的鉴定
２．２．１　菌株 ＫＣＫＢ１形态学特征　在 ＬＢ固体培养
基上接种 ＫＣＫＢ１菌株，培养 １ｄ之后观察菌株
ＫＣＫＢ１菌落的生长状态及特点。菌落的颜色为不
透明的污白色，形状不规则，菌落表面不光滑、不平

整，杆状菌体，菌株ＫＣＫＢ１为革兰氏阳性菌（图２）。
２．２．２　分子生物学鉴定　以ＫＣＫＢ１菌株的基因组
ＤＮＡ为模板，使用 １６ＳｒＲＮＡ通用基因引物进行
ＰＣＲ扩增并测序，得到１４６９ｂｐ的序列，在ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中提交并比对所得基因序列，结果显示，该

菌为芽孢杆菌属细菌，其与 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＫＣ１４２１２４有
９９％的同源性基因序列，系统发育树（图３）显示，与
菌株 ＫＣＫＢ１同一分支的为枯草芽孢杆菌属。因此
依据１６ＳｒＲＮＡ基因序列的分析结果，结合菌株的形
态学特征，将其判定为枯草芽孢杆菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）。
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２．３　菌株ＫＣＫＢ１对病原菌的抑菌作用测定
菌株ＫＣＫＢ１不仅对番茄枯萎病病原菌有很好

的抑菌效果，还对另外 ５种病原菌都具有良好的抑
菌效果，抑菌率均高于６０％，其中对烟草赤星病的
抑菌效果最好，抑菌率达到７４．８９％（表２、图４）。

表２　ＫＣＫＢ１菌株对五种植物病害病原菌的抑菌率

病原菌
抑菌率

（％）
抑菌带宽度

（ｃｍ）

灰葡萄孢 ７０．４５±０．０２ｂ

甘薯长喙壳菌 ６７．９３±０．０１ｂ ０．１７±０．０６ｂ

尖孢镰刀菌甘薯专化型 ６７．１７±０．０１ｂｃ

链格孢菌 ７４．８９±０．０２ａ ０．６３±０．０６ａ

烟草疫霉菌 ６３．７５±０．０４ｃ

２．４　菌株生长特性研究
利用 ＬＢ液体培养基培养菌株 ＫＣＫＢ１，在生长

的０～６ｈ处于平缓期，９～３０ｈ处于对数生长期，
３０ｈ以后开始生长缓慢，直到４０ｈ都处于稳定期，
４０ｈ以后开始进入衰亡期。３７℃为ＫＣＫＢ１菌株最
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适宜生长的温度，最适和 ＫＣＫＢ１菌株生长的 ｐＨ值 为ｐＨ值＝７、氯化钠浓度为１０ｇ／Ｌ（图５）。

２．５　番茄枯萎病拮抗菌ＫＣＫＢ１的促生长特性
对菌株ＫＣＫＢ１溶解有机磷及无机磷、解钾、固

氮、分泌铁载体、ＩＡＡ、ＡＣＣ脱氨酶能力进行检测，评
价它的促生长特性，结果（表 ３、图 ６）表明，菌株

ＫＣＫＢ１具有溶解无机磷、固氮、分泌铁载体、生长素
（ＩＡＡ）以及ＡＣＣ脱氨酶的能力，其中溶解无机磷的
能力较强（溶磷指数达到２８８），但是其产ＩＡＡ的能
力较弱（１．５７μｇ／ｍＬ）。

表３　ＫＣＫＢ１菌株的促生长特性检测

菌株

名称

促生长特性

溶解有机磷

指数（Ｄ／ｄ）
溶解无机磷

指数（Ｄ／ｄ）
解钾指数

（Ｄ／ｄ） 固氮
噬铁指数

（Ｄ／ｄ）
ＩＡＡ浓度
（μｇ／ｍＬ）

产ＡＣＣ
脱氨酶能力

ＫＣＫＢ１ － ２．８８±０．０８ － ＋ １．１６±０．０３ １．５７ ＋

　　注：“＋”表示检测阳性，“－”表示检测阴性。
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２．６　菌株ＫＣＫＢ１对番茄枯萎病的盆栽防效以及对
番茄生长的影响

２．６．１　菌株ＫＣＫＢ１对番茄枯萎病的盆栽防治效果
　在温室盆栽条件下，检测菌株ＫＣＫＢ１对番茄枯萎
病防效，结果（表４）表明，接种菌株 ＫＣＫＢ１后能够
显著降低番茄枯萎病的病情指数以及发病率，菌株

ＫＣＫＢ１对于番茄枯萎病具有一定的防治效果，防效
为６１．４６％。此外，番茄植株受到番茄枯萎病胁迫
下，番茄植株体内的 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ、ＰＰＯ以及 ＰＡＬ
活性分别是清水对照的 ３．５４、１．０５、３．２１、１．６８、
１１９倍，接种菌株 ＫＣＫＢ１后，番茄体内 ＳＯＤ、ＣＡＴ、

ＰＯＤ、ＰＰＯ、ＰＡＬ活性较枯萎病处理分别提高
１８９１％、４５．２６％、１８．１１％、１４．８１％、４．４２％（表
５）。结果表明，番茄枯萎病可以诱导番茄植株体内
的抗逆酶活性提高，加入菌株ＫＣＫＢ１可以进一步诱
导番茄植株体内抗逆酶活性提高，增强植株的抗

病性。

表４　番茄植株发病情况及ＫＣＫＢ１菌株对番茄枯萎病的防治效果

处理 病情指数
发病率

（％）
防治效果

（％）

ＫＷ＋ＫＣＫＢ１ ３４．０４±０．１０ｂ ４７．１４±１．１９ｂ ６１．４６±０．３６

ＫＷ ８８．３３±０．０４ａ ８９．５７＋０．５１ａ —

表５　ＫＣＫＢ１菌株对番茄植株抗逆酶活性的影响

处理
ＳＯＤ

［Ｕ／（ｇ·ｈ）］
ＣＡＴ

［Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）］
ＰＯＤ

（μｇ／（ｇ·ｍｉｎ）］
ＰＰＯ

［Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）］
ＰＡＬ

［Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）］

ＣＫ １１５．９６±４．７１ｃ ２２．２２±２．２２ｂ １２．６７±０．９７ｃ １７．１７±１．６８ｂ ４５．５８±１．４１ｂ

ＫＷ ４１０．３８±２１．０４ｂ ２３．３３±１．３３ｂ ４０．６９±１．９３ｂ ２８．８３±２．２２ａ ５４．０３±２．１２ａｂ

ＫＣＫＢ１ １１６．２４±１７．３７ｃ ２６．１１±１．１１ｂ １３．３０±１．４５ｃ ２１．００±２．４５ｂ ５７．８５±４．３３ａ

ＫＷ＋ＫＣＫＢ１ ４８５．０４±８．９９ａ ３３．８９±１．６４ａ ４８．０６±１．２６ａ ３３．１０±１．７２ａ ５６．４２±１．４１ａ

２．６．２　菌株ＫＣＫＢ１对番茄植株生长状况的影响　
为评价菌株ＫＣＫＢ１对番茄生长的影响，分别测定番
茄植株的株高、茎粗、地上部生物量、地下部生物

量。试验结果表明，在正常生长条件下，菌株

ＫＣＫＢ１处理后番茄植株的茎粗、地下鲜质量、地上
干质量、地下干质量分别增加 ３６．０５％、１３８．２０％、

９．２１％、２９４１％；在有番茄枯萎病胁迫下，ＫＣＫＢ１
菌株处理后，番茄植株的茎粗和地下鲜质量、地下

干质量分别增加２９．４２％、７９．７８％、３６．９６％。以上
结果表明，菌株ＫＣＫＢ１对番茄植株有明显的促生作
用，主要表现在促进番茄植株根系生长方面（表６）。

表６　ＫＣＫＢ１菌株对番茄植株生长状况的影响

处理
株高

（ｃｍ）
茎粗

（ｍｍ）
地上鲜质量

（ｇ）
地上干质量

（ｇ）
地下鲜质量

（ｇ）
地下干质量

（ｇ）

ＣＫ ８５．３３±４．１４ａ ４．６６±０．０６ｄ ５５．４９±３．０２ａ ６．０８±０．０４ｂ ３．７７±０．２８ｃ ０．５１±０．０５ｂ

ＫＷ ８０．１７±２．３５ａｂ ５．５４±０．１２ｃ ５０．８３±１．０１ａ ４．９５±０．３５ｃ ３．５６±０．０８ｃ ０．４６±０．０４ｂ

ＫＣＫＢ１ ７７．０３±２．３２ｂ ６．３４±０．０８ｂ ５３．７２±２．２２ａ ６．６４±０．０２ａ ８．９８±０．２２ａ ０．６６±０．０２ａ

ＫＷ＋ＫＣＫＢ１ ６８．６１±２．２５ｃ ７．１７±０．２５ａ ４２．８１±２．１５ｂ ５．１７±０．０４ｃ ６．４０±０．２３ｂ ０．６３±０．０５ａ

３　结论与讨论

生防菌的使用存在防效地域差异性的问题［３６］。

此外，外源生防菌株是否能适应被引入地的环境，

成功定殖、增殖是生防菌株发挥生防效果的关键，

这也是制约生防菌大范围推广使用的重要因素［３７］。

因此，筛选适合当地生态环境的土著生防菌株就变

得尤为重要。本研究从山东省寿光市设施大棚番

茄根际，筛选获得番茄枯萎病生防菌株 ＫＣＫＢ１，经
菌株ＫＣＫＢ１的生长状态和特点观察以及１６ＳｒＲＮＡ

基因序列分析，ＫＣＫＢ１菌株被鉴定为枯草芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）。该菌株可以显著降低番茄植株
枯萎病病情指数以及发病率，盆栽防效为６１．４６％，
这是对利用山东寿光土著生防菌防治设施番茄枯

萎病的首次报道。已有研究表明，山东寿光设施番

茄土壤，随着使用年限的增加，已出现明显的酸化

与盐渍化现象［３８］，而本研究筛选获得的菌株

ＫＣＫＢ１具有较强的耐酸碱和耐盐能力（适宜生长的
ｐＨ值范围为４～１０，可以在盐浓度为１０ｇ／Ｌ的环境
中生长），能够适应山东寿光设施番茄生长的条件。
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番茄枯萎病病菌生长和侵染番茄的温度为５～
３５℃，在２５～２８℃时发病最为严重［３９－４０］。本研究

筛选获得的菌株 ＫＣＫＢ１适宜生长的温度范围为
２２～４０℃，这与番茄枯萎病的发病温度一致，适用
于番茄枯萎病的防治。此外菌株 ＫＣＫＢ１除了对番
茄枯萎病有较好的拮抗作用外，还对番茄灰霉病、

甘薯黑斑病、甘薯蔓割病、烟草黑胫病、烟草赤星病

均具有较好的抑菌效果。其中，对烟草赤星病的抑

菌率最高，达到７４．８９％；对甘薯黑斑病和甘薯蔓割
病的抑菌率分别达到６７．９３％和６７．１７％，本研究也
是首次发现枯草芽孢杆菌对这２种病原菌有较好的
抑菌效果。这为后续利用生物手段防治这些病原

菌引起的病害提供了较好的菌种资源。

诱导植株产生系统抗性（ＩＳＲ）是生防菌防治植
物病害的机制之一，其中诱导系统抗性产生的重要

机制包括与抗病反应相关的防御酶活性提高［４１］。

植物体内与抵抗病原菌侵染有关的重要的防御酶

有ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＡＬ、ＰＰＯ、ＰＯＤ［４２］。本研究中，番茄
植株受到枯萎病侵染后，植株体内超氧化物歧化

酶、过氧化氢酶、过氧化物酶、多酚氧化酶、苯丙氨

酸解氨酶的活性均较清水对照处理有所提高；使用

菌株 ＫＣＫＢ１处理后，番茄植株体内超氧化物歧化
酶、过氧化氢酶、多酚氧化酶、过氧化物酶、苯丙氨

酸解氨酶活性进一步提高，分别较单接病原菌处理

的植 株 提 高 了 １８．９１％、４５．２６％、１８１１％、
１４８１％、４．４２％，以上结果表明菌株ＫＣＫＢ１可以诱
导番茄植株防御酶活性增高，增强植株的抗病能

力。因此，诱导系统产生抗病性可能是菌株 ＫＣＫＢ１
抑制番茄枯萎病的重要机制。此外，一些土壤微生

物具有溶解土壤中难以被植株直接利用的磷、钾、

产生铁载体以及固氮的能力［４３］；可以产生 ＡＣＣ脱
氨酶［４４］抑制乙烯的合成和排放，有利于减缓植株衰

老；还可以产生 ＩＡＡ，促进植株生长，这些促生特性
也是拮抗菌的生防机制之一［４５］。在本研究中，无论

是否接种番茄枯萎病，菌株ＫＣＫＢ１均表现出了明显
的促生作用，这可能与菌株ＫＣＫＢ１具有较高的溶磷
（溶解无机磷指数可达２．８８）、固氮、分泌铁载体、生
长素以及ＡＣＣ脱氨酶的能力紧密相关。

综上所述，枯草芽孢杆菌ＫＣＫＢ１可以诱导番茄
植株防御酶活性提高，能明显改善番茄枯萎病的发

病情况，降低病情指数和发病率，对番茄枯萎病有

较好的抑制效果，还具有较广的抑菌谱，同时还具

有溶解有机磷及无机磷、固氮、分泌嗜铁素、ＡＣＣ脱

氨酶以及生长素等促生特性，对番茄植株生长有明

显的促进作用，表现出了良好的生防潜力，应用前

景非常广阔。

从番茄根际筛选获得１株番茄枯萎病拮抗菌
ＫＣＫＢ１，经鉴定，菌株为Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，菌株最适宜
生长条件为温度３７℃，ｐＨ值７，盐分浓度１０ｇ／Ｌ。
菌株ＫＣＫＢ１能有效抑制番茄枯萎病，显著降低番茄
枯萎病发病率和病情指数，盆栽防治效果为

６１４６％；菌株 ＫＣＫＢ１可以提高番茄植株叶片内
ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＡＬ以及 ＰＰＯ的活性，进而提高植株抗
病性。同时，菌株ＫＣＫＢ１还具有溶解有机磷和无机
磷、固氮、分泌铁载体、ＡＣＣ脱氨酶、生长素等促生
功能，能明显促进番茄植株的生长。此外，菌株

ＫＣＫＢ１具有广谱抑菌作用，除了尖孢镰刀菌番茄专
化型，菌株ＫＣＫＢ１还对灰葡萄孢、甘薯长喙壳菌、尖
孢镰刀菌甘薯专化型、链格孢菌和烟草疫霉菌５种
病原菌具有良好的的抑菌效果，其中对烟草赤星病

的抑菌率最高，达到７４．８９％。
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ａｎｔｉｆｕｎｇａｌｃｈｉｔｉｎａｓｅｆｒｏｍａｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌａｇｅｎｔ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ
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２８－９［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００５，３８

（１）：８２－８８．

［１２］ＳｈｅｎＴ，ＬｅｉＹＨ，ＰｕＸＤ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｍｉｃｒｏｆｌａｖｕｓＧ３３ｉｎｃｏｍｐｏｓｔｔｏｓｕｐｐｒｅｓｓｔｏｍａｔｏｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｗｉｌｔｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＳｏｉｌＥｃｏｌｏｇｙ，２０２１，１５７：１０３７２４．

［１３］张　亮，盛　浩，袁　红，等．荧光假单胞菌 ＰＥＦ－５＃１８防控番

茄枯萎病的定殖机理［Ｊ］．中国生物防治学报，２０１７，３３（５）：

６５８－６６６．

［１４］张萧萧，张心青，杨传伦，等．枯草芽孢杆菌突变株 ＹＪＹ１９－０１

抑菌效果与对番茄枯萎病防效的初步研究［Ｊ］．山东农业科

学，２０２１，５３（６）：８４－８８．

［１５］郝晓娟，刘　波，谢关林，等．铜绿假单胞菌 ＦＪＡＴ－３４６对番茄

枯萎病的生防作用［Ｊ］．山西农业大学学报（自然科学版），

２０１１，３１（１）：３９－４３．

［１６］钱晓雍，沈根祥，黄丽华，等．３株非致病性镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ

ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ菌株对番茄枯萎病的生物防治效果［Ｊ］．上海农业学

报，２００７，２３（４）：６０－６２．

［１７］赵建波．小麦纹枯病生防菌株生态适应性及生防增效因子筛选

［Ｄ］．开封：河南大学，２０１１．

［１８］宋雨露．油茶根际土壤高效功能菌的筛选及拮抗菌肥的研制

［Ｄ］．长沙：中南林业科技大学，２０２０．

［１９］魏志敏，孙　斌，方　成，等．固氮芽孢杆菌 Ｎ３的筛选鉴定及

其对二月兰的促生效果［Ｊ］．土壤，２０２１，５３（１）：６４－７１．

［２０］宫安东，朱梓钰，路亚南，等．吡咯伯克霍尔德菌 ＷＹ６－５的溶

磷、抑菌与促玉米生长作用研究［Ｊ］．中国农业科学，２０１９，５２

（９）：１５７４－１５８６．

［２１］高晓星，满百膺，陈秀蓉，等．东祁连山线叶蒿草内生细菌 Ｘ４

的产吲哚乙酸、解磷、抗菌和耐盐特性研究及分子鉴定［Ｊ］．草

业学报，２０１３，２２（４）：１３７－１４６．

［２２］ＮｅｉｌａｎｄｓＪＢ．Ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅｓ：ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｉｒｏｎ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９５，２７０

（４５）：２６７２３－２６７２６．

［２３］ＧｌｉｃｋＢＲ．ＢａｃｔｅｒｉａｗｉｔｈＡＣＣｄｅａｍｉｎａｓｅｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈ

ａｎｄｈｅｌｐｔｏｆｅｅｄｔｈｅｗｏｒｌｄ［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１４，１６９

（１）：３０－３９．

［２４］秦韵婷．红枣根际复合功能菌的研制及肥效研究［Ｄ］．乌鲁木

齐：新疆农业大学，２０１５．

［２５］沙月霞，隋书婷，曾庆超，等．贝莱斯芽孢杆菌 Ｅ６９预防稻瘟病

等多种真菌病害的潜力［Ｊ］．中国农业科学，２０１９，５２（１１）：

１９０８－１９１７．

［２６］东秀珠，蔡妙英．常见细菌鉴定手册［Ｍ］．北京：科学出版社，

２００１：３５３－３６４．

［２７］布坎南ＲＥ．伯杰细菌鉴定手册［Ｍ］．８版．北京：科学出版社，

１９８４：７２９－７３５．

［２８］荣良燕，姚　拓，赵桂琴，等．产铁载体 ＰＧＰＲ菌筛选及其对病

原菌的拮抗作用［Ｊ］．植物保护，２０１１，３７（１）：５９－６４．

［２９］ＧｌｉｃｋＢＲ，ＬｉｕＣＰ，ＧｈｏｓｈＳ，ｅｔａｌ．Ｅａｒｌｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃａｎｏｌａ

ｓｅｅｄｌｉｎｇｓｉｎ ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｔｈｅｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈ－ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ

ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉｕｍＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａＧＲ１２－２［Ｊ］．ＳｏｉｌＢｉｏｌｏｇｙ＆

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９７，２９（８）：１２３３－１２３９．

［３０］薛春生，肖淑芹，王国英，等．玉米与矮花叶病毒互作对防御反

应酶系活性的影响［Ｊ］．种子，２００５，２４（３）：６－１０．

［３１］高增贵，陈　捷，刘军华，等．拮抗内生细菌Ｂ２０－００６菌株对玉

米主要防御酶系的影响［Ｊ］．植物病理学报，２００７，３７（１）：

１０２－１０４．　

［３２］陈　捷，蔺瑞明，高增贵，等．玉米弯孢叶斑病菌毒素对寄主防

御酶系活性的影响及诱导抗性效应［Ｊ］．植物病理学报，２００２，

３２（１）：４３－４８．

［３３］ＡｎｄｅｒｓｏｎＪＶ，ＭｏｒｒｉｓＣＦ．Ａｎｉｍｐｒｏｖｅｄｗｈｏｌｅ－ｓｅｅｄａｓｓａｙｆｏｒ

ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｗｈｅａｔｇｅｒｍｐｌａｓｍｆｏｒｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．Ｃｒｏｐ

Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００１，４１（６）：１６９７－１７０５．

［３４］许　勇，王永健，葛秀香，等．枯萎病菌诱导的结构抗性和相关

酶活性的变化与西瓜枯萎病抗性的关系［Ｊ］．果树科学，２０００，

１７（２）：１２３－１２７．

［３５］周东兴，王恩泽，刘　多，等．番茄枯萎病生防细菌的筛选及对

植株防御酶活性的影响［Ｊ］．生态学杂志，２０２０，３９（５）：１７５３－

１７６０．　

［３６］杨　雪，谢永丽，陈　兰，等．青海极端生境７株萎缩芽孢杆菌

的生物活性［Ｊ］．福建农林大学学报（自然科学版），２０２０，４９

（４）：４５９－４６６．

［３７］ＮａｉｎｇＫＷ，ＮｇｕｙｅｎＸＨ，ＡｎｅｅｓＭ，ｅｔａｌ．ＢｉｏｃｏｎｔｒｏｌｏｆＦｕｓａｒｉｕｍ

ｗｉｌｔｄｉｓｅａｓｅｉｎｔｏｍａｔｏｂｙＰａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｅｈｉｍｅｎｓｉｓＫＷＮ３８［Ｊ］．

ＷｏｒｌｄＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１５，３１（１）：

１６５－１７４．　

［３８］曾希柏，白玲玉，苏世鸣，等．山东寿光不同种植年限设施土壤

的酸化与盐渍化［Ｊ］．生态学报，２０１０，３０（７）：１８５３－１８５９．

［３９］王永强．解淀粉芽孢杆菌 ＳＤＴＢ００９的分离鉴定及其对番茄枯

萎病的防治研究［Ｄ］．泰安：山东农业大学，２０２０．

［４０］肖　辉，程文娟，张　鹏，等．木醋液与杀菌剂复配对番茄枯萎病

和灰霉病的防治效果［Ｊ］．江苏农业科学，２０２１，４９（１）：８２－８７．

［４１］ＬｕｇｔｅｎｂｅｒｇＢＪＪ，ＭａｌｆａｎｏｖａＮ，ＫａｍｉｌｏｖａＦ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｎｔｒｏｌ

ｏｆｐｌａｎｔｒｏｏｔｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｍ］．Ｈｏｂｏｋｅｎ：ＪｏｈｎＷｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，

２０１３：５７５－５８６．

［４２］张梦琦，陈云云，张　熙，等．多功能植物根际促生菌 ＤＤ３的功

能特性及对大蒜幼苗的促生效果［Ｊ］．植物营养与肥料学报，

２０１７，２３（３）：７４８－７５６．

［４３］赵龙飞，徐亚军，常佳丽，等．具ＡＣＣ脱氨酶活性大豆根瘤内生

菌的筛选、抗性及促生作用［Ｊ］．微生物学报，２０１６，５６（６）：

１００９－１０２１．

［４４］马　卫．植物根际促生菌的筛选鉴定及其复合菌群的应用研究

［Ｄ］．武汉：湖北大学，２０１９．

［４５］ＬｉｕＸＪ，ＬｉＨＹ，ＬｉＳＮ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｏｎ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ３Ａ３－１５［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｅｂｅｉ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＥｄｉｔｉｏｎ），２０１９，３９（３）：３０２－３１０．
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