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１株生防芽孢杆菌的鉴定及其抑菌活性的初步研究

赵　辉，鲁传涛＊，刘红彦，刘玉霞，倪云霞，王鹏涛
（河南省农业科学院 植物保护研究所／农业部华北南部农作物有害生物综合治理重点实验室／

河南省农作物病虫害防治重点实验室，河南 郑州４５０００２）

摘要：从芝麻连作田中分离筛选到１株具有拮抗作用的细菌菌株Ｂ１０－２６，为明确其对植物病原真
菌的抑菌效果及其分类地位，采用纸碟法及含毒介质法测定了其对部分植物病原真菌的抑菌作用，

并通过形态学、生理生化特征以及分子鉴定方法对菌株Ｂ１０－２６的分类地位进行了确定。结果表
明，生防菌Ｂ１０－２６菌体和活性物质对菜豆壳球孢（Ｍａｃｒｏｐｈｏｍｉｎａ　ｐｈａｓｅｏｌｉｎａ）、尖孢镰孢菌（Ｆｕ－
ｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、多主棒孢霉（Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａ　ｃａｓｓｉｉｃｏｌａ）和芝麻长蠕孢（Ｈｅｌｍｉｎｔｈｏｓｐｏｒｉｕｍ　ｓｅｓａ－
ｍｉ）均有较好的抑制作用。对菌株Ｂ１０－２６的１６ＳｒＤＮＡ序列同源性和系统发育分析，只能将其鉴
定到芽孢杆菌属；对菌株Ｂ１０－２６的ＩＴＳ序列同源性和系统发育分析表明，Ｂ１０－２６的ＩＴＳ序列与解
淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）的ＩＴＳ序列位于同一簇群，同源性达１００％。结合形
态特征、生理生化特性和ＩＴＳ序列分析鉴定指标，将Ｂ１０－２６菌株鉴定为解淀粉芽孢杆菌。
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　　在作物生产中，每年因遭受病害造成的减产占总
产量的１０％～１５％［１］，其中由真菌引起的植物病害占
植物病害总数的８０％以上［２］，因此，真菌病害的防治
成为减轻作物产量损失的重要保障。目前，植物真菌
病害的防治仍以化学防治为主，过量的施用化学农药
不仅造成农药残留，污染环境和影响人畜健康，而且
易使病原菌产生抗药性。由于化学农药带来的弊端，
使得寻找广谱、高效、低毒的生物农药成为农药发展
的方向。自１９４５年Ｊｏｈｎｓｏｎ等［３］报道枯草芽孢杆菌
产生抗菌物质后，在植物病害的防治中，各种微生物
及其产生的抗菌物质引起了人们的广泛关注。其中
芽孢杆菌以其对人畜无毒、无污染、环境适应性好、生
产工艺简单、成本低、施用方便、储存期长等特点，成
为一种理想的生防微生物［４－７］。
本实验室从芝麻连作田中分离筛选到１株对植

物病原真菌具有拮抗作用的细菌菌株Ｂ１０－２６，该菌株
抑菌活性较强，易于培养，可生产为生物农药或生物
肥料，具有较高的生防开发应用价值。本研究通过室
内抑菌试验测试Ｂ１０－２６菌株对多种芝麻田常见病原
真菌的抑制作用，并结合形态特征、生理生化特性、

１６ＳｒＤＮＡ序列的同源性和系统发育分析、ＩＴＳ序列
的同源性和系统发育分析对该菌进行鉴定，以期为该
菌株的进一步研究和生产利用奠定理论基础。

１　材料和方法

１．１　菌种
指示菌为芝麻田常见病原真菌菜豆壳球孢

（Ｍ．ｐｈａｓｅｏｌｉｎａ）、尖孢镰孢菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、多主
棒孢霉（Ｃ．ｃａｓｓｉｉｃｏｌａ）和芝麻长蠕孢（Ｈ．ｓｅｓａｍｉ），均
由本实验室保藏。拮抗菌Ｂ１０－２６由本实验室分离
及保藏。对照菌枯草芽孢杆菌 ＹＢ－８０由河南省农
业科学院植保所分子组提供。

１．２　培养基
参考文献［８］配制。ＮＹＤ培养基：牛肉浸膏

８．０ｇ，酵母膏５．０ｇ，葡萄糖１．０ｇ，Ｈ２Ｏ　１　０００ｍＬ。

ＰＤＡ培养基：新鲜马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂
粉２０ｇ，Ｈ２Ｏ　１　０００ｍＬ。ＬＢ培养基：蛋白胨１０ｇ，
酵母粉５ｇ，ＮａＣｌ　１０ｇ，琼脂粉２０ｇ，Ｈ２Ｏ　１　０００ｍＬ。

１．３　生防菌Ｂ１０－２６的抑菌作用测定

１．３．１　生防菌发酵培养及拮抗物质的获得　将菌
株Ｂ１０－２６在 ＬＢ培养基上活化后，取适量接种于

ＮＹＤ液体培养基中，在温度３０℃、摇床转速１５０
ｒ／ｍｉｎ的条件下培养４８ｈ，获得菌株Ｂ１０－２６的发酵
培养物。
将菌株 Ｂ１０－２６的发酵培养物在４ ℃、转速

５　０００ｒ／ｍｉｎ的条件下离心２０ｍｉｎ，取上清液，用

０．２２μｍ的过滤器过滤后，取滤液备用。

１．３．２　生防菌的抑菌作用测定　采用纸碟法［９］测
试生防菌Ｂ１０－２６菌体的抑菌活性。在ＰＤＡ培养基
的平板中央放置１块病原菌菌饼，其周围均匀放置

４个湿润的纸碟，将固体培养的Ｂ１０－２６涂抹其上，

２８℃下培养。每个处理重复４次，以不放置纸碟的
处理作对照。待对照的菌落将长满平板时，以病原
菌的生长速度计算生防菌的抑菌效果。
采用含毒介质法［１０］测试生防菌Ｂ１０－２６拮抗物

质的抑菌活性。在冷却至４５℃的ＰＤＡ培养基中加
入过滤后的发酵液滤液，混匀，铺制平板。待培养基
凝固后，于中央接入病原菌菌饼（Φ＝６ｍｍ），每个处
理重复４次，以不含菌液的平板作对照。待对照的菌
落将长满平板时，测量菌落直径，计算抑菌效果。
抑菌率＝（对照菌落直径－处理菌落直径）／（对

照菌落直径－６）×１００％。

１．４　菌株Ｂ１０－２６的形态特征及生理生化特性分析
观察菌落的形态、大小、边缘、表面、凹凸度、透

明度；通过革兰氏染色及芽孢染色，观察菌株形态。
参照《常见细菌系统鉴定手册》［１１］测定相关的生理
生化指标。

１．５　菌株Ｂ１０－２６的１６ＳｒＤＮＡ和ＩＴＳ序列测定和
分析

菌株基因组ＤＮＡ提取采用ＳＤＳ－ＣＴＡＢ法［１２］。
菌株１６ＳｒＤＮＡ序列ＰＣＲ扩增引物采用细菌１６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因通用引物２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ－
ＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′和 １４９２Ｒ：５′－ＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴ－
ＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。细菌核糖体基因间隔片段（１６Ｓ－
２３Ｓｒｉｂｏｓｏｍａｌ　ＤＮＡ　ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ　ｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）序列

ＰＣＲ扩增引物采用１４０５Ｆ：５′－ＴＧＹＡＣＡＣＡＣＣＧＣ－
ＣＣＧＴ－３′ 和 ４５６Ｒ： ５′－ＣＣＴＴＴＣＣＣＴＣＡＣＧＧ－
ＴＡＣＴＧ－３′。ＰＣＲ产物测序由上海生工生物工程有
限公司完成。
将序列通过ＢＬＡＳＴ程序与 ＧｅｎＢａｎｋ中核酸

数据进行同源性比对，检索同源性高且具代表性的
菌株，采用Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ软件和 ＭＥＧＡ　４软件进行多
序列同源性分析，并用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建系
统发育树，进一步对菌株Ｂ１０－２６进行鉴定。

２　结果与分析

２．１　生防菌Ｂ１０－２６的抑菌作用
生防菌Ｂ１０－２６菌体的抑菌活性测试结果（表

１）表明：Ｂ１０－２６对菜豆壳球孢、尖孢镰孢菌、多主棒
孢霉和芝麻长蠕孢均有抑制作用，平均抑菌圈直径
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为３３．４ｍｍ，平均抑菌率为３０．９％，其中对菜豆壳
球孢和芝麻长蠕孢的抑菌率较高，分别为４２．９％和

４０．１％。

表１　菌株Ｂ１０－２６菌体的抑菌活性

病原菌 抑菌圈直径／ｍｍ 抑菌率／％

菜豆壳球孢 ３８．２　 ４２．９

尖孢镰孢菌 ２７．５　 ３０．９

多主棒孢霉 ３２．２　 ３６．２

芝麻长蠕孢 ３５．７　 ４０．１

　　生防菌Ｂ１０－２６拮抗物质的抑菌活性测试结果
（图１）表明：Ｂ１０－２６产生的拮抗物质对４种病原真
菌均有较高的抑制作用，对菜豆壳球孢、尖孢镰孢
菌、多主棒孢霉、芝麻长蠕孢的抑菌率分别为９７％、

６６．５％、７９．６％、７４．８％。

２．２　生防菌Ｂ１０－２６的形态特征及染色结果
拮抗菌Ｂ１０－２６革兰氏染色（图２）呈阳性，杆状，产

芽孢，芽孢椭圆形，有荚膜，具运动性。在ＬＢ平板上
（图２）形成的菌落乳白色，边缘不规则，有隆起，表面褶
皱，不透明，干燥；液体培养静止时有菌膜形成。

Ａ．菜豆壳球孢；Ｂ．多主棒孢霉；Ｃ．尖孢镰孢菌；Ｄ．芝麻长蠕孢

图１　菌株Ｂ１０－２６拮抗物质的抑菌活性

Ａ．菌落形态；Ｂ．芽孢染色；Ｃ．革兰氏染色

图２　拮抗菌Ｂ１０－２６菌落形态及染色形态

２．３　生防菌Ｂ１０－２６的生理生化特性分析
由表２可知，菌株Ｂ１０－２６的过氧化氢酶试验、

厌氧生长、明胶水解、淀粉水解、Ｖ．Ｐ反应、Ｍ．Ｒ反
应、硝酸盐还原和尿素酶试验均为阳性；酪氨酸水
解、苯丙氨酸脱氨酶试验、吲哚产生、柠檬酸盐利用
均为阴性；可利用Ｄ－葡萄糖、Ｄ－甘露醇、麦芽糖。经
观察可知，菌株Ｂ１０－２６在７％的ＮａＣｌ中不生长，在

５０℃下不生长。与对照菌株枯草芽孢杆菌 ＹＢ－８０
相比较，菌株Ｂ１０－２６在厌氧生长、柠檬酸盐利用、

７％ ＮａＣｌ和５０℃下的生长能力等方面表现不同。
结合Ｂ１０－２６菌株的形态特征及染色结果，参照参考
文献［１１］，判断Ｂ１０－２６为枯草芽孢杆菌种以外的芽
孢杆菌或类芽孢杆菌属。

表２　拮抗菌Ｂ１０－２６和枯草芽孢杆菌ＹＢ－８０的
生理生化特征

项目　　　
Ｂ１０－
２６

ＹＢ－
８０

项目　　　
Ｂ１０－
２６

ＹＢ－
８０

过氧化氢酶试验 ＋ ＋ 苯丙氨酸脱氨酶试验 － －

厌氧生长 ＋ － 尿素酶试验 ＋ ＋

Ｖ．Ｐ反应 ＋ ＋ Ｄ－甘露醇 ＋ ＋

Ｍ．Ｒ反应 ＋ ＋ Ｄ－葡萄糖 ＋ ＋

明胶水解 ＋ ＋ 麦芽糖 ＋ ＋

淀粉水解 ＋ ＋ ２％ ＮａＣｌ ＋ ＋

柠檬酸盐利用 － ＋ ７％ ＮａＣｌ － ＋

硝酸盐还原 ＋ ＋ ５℃培养 ＋ ＋

吲哚产生 － － ３０℃培养 ＋ ＋

酪氨酸水解 － － ５０℃培养 － ＋

　注：＋表示阳性反应；－表示阴性反应。
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２．４　菌株Ｂ１０－２６的１６ＳｒＤＮＡ和ＩＴＳ序列分析
菌株Ｂ１０－２６ＤＮＡ用细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物

２７Ｆ／１４９２Ｒ进行ＰＣＲ扩增后，经测序，序列长度为

１　４２８ｂｐ。在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行序列比对，结果
表明：菌株Ｂ１０－２６的１６ＳｒＤＮＡ核苷酸序列与芽孢杆
菌属 最 近，与 Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ（ＧＱ８５３４１４．１、

ＫＣ６９２１９２．１）、Ｂ．ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ （ＪＱ７６５４３４．１、

ＫＣ７９０３２４．１、ＫＣ７９０３２５．１）、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ（ＡＹ９０５６９３．１、

ＥＵ２９４４０９．１、ＥＵ２９４４１０．１、ＪＸ５０４００９．１）、Ｂ．ｖａｌｌｉｓ－
ｍｏｒｔｉｓ（ＪＱ７６５４３３．１）、Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ（ＧＵ５８６１３７．１、

ＥＦ４３３４０７．１）等菌的１６ＳｒＤＮＡ序列同源性最高，最
大相似性均为９９％。以１６ＳｒＤＮＡ序列同源性为基
础构建系统进化树如图３。由图３可见，菌株Ｂ１０－２６
与 Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｂ．ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ、

Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ同处于一个分支。因此，通过１６ＳｒＤＮＡ序
列分析，只能将菌株Ｂ１０－２６鉴定到芽孢杆菌属。

图３　基于１６ＳｒＤＮＡ序列同源分析的系统进化树

　　菌株Ｂ１０－２６ＤＮＡ用细菌ＩＴＳ通用引物１４０５Ｆ／

４５６Ｒ进行ＰＣＲ扩增后，经测序，序列长度为５５２ｂｐ。
在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行序列比对，结果表明：菌株

Ｂ１０－２６的ＩＴＳ核苷酸序列与Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉ－ｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ
（ ＣＰ００３３３２．１、 ＣＰ００３８３８．１、 ＣＰ００４０６５．１、

ＨＥ７７４６７９．１、ＨＦ５６３５６２）的ＩＴＳ核苷酸序列同源性
最高，最大相似性达到１００％；与Ｂ．ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ
（ＡＥ０１７３３３．１、ＣＰ００５９６５．１）、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ（ＡＰ０１２４９６．１、

ＣＰ００３３２９．１、ＣＰ００３６９５．１、ＣＰ００４０１９．１）等的ＩＴＳ核
苷 酸 序 列 同 源 性 为 ９８％；与 Ｂ．ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ
（ＣＰ００２２０７．１）的ＩＴＳ核苷酸序列同源性为９７％。
以ＩＴＳ序列同源性为基础构建系统进化树如图４。
由图４可见，菌株Ｂ１０－２６与Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ
同处于一个分支。结合菌株Ｂ１０－２６形态和生理生
化特征，鉴定菌株 Ｂ１０－２６ 为解淀粉芽孢杆菌
（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）。

图４　基于ＩＴＳ序列同源分析的系统进化树
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３　结论与讨论

解淀粉芽孢杆菌作为生防菌具有繁殖能力强、
易于工业化生产、对人畜无害、不污染环境等特点，
成为近年来继枯草芽孢杆菌之后的又一研究和应用

热点。解淀粉芽孢杆菌能产生抗菌蛋白、伊枯草菌
素（ｉｔｕｒｉｎ）、表面活性素（ｓｕｒｆａｃｔｉｎ）、丰原素（ｆｅｎｇｙ－
ｃｉｎ）和杆菌霉素（ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎ）等抗菌物质，对霉菌
抑制作用较好［１３－１６］。因此在生物防治方面，解淀粉
芽孢杆菌可生产为生物农药或生物肥料，具有较广的
开发应用前景。本试验从芝麻连作田中分离筛选到

１株具有拮抗作用的细菌菌株Ｂ１０－２６，经初步检测发
现，其菌体和活性物质对菜豆壳球孢、尖孢镰孢菌、多
主棒孢霉和芝麻长蠕孢均有较好的抑制作用。生理
生化特性鉴定发现，Ｂ１０－２６与对照Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ菌株

ＹＢ－８０在厌氧生长、柠檬酸盐利用、耐盐性和５０℃条
件下生长能力等方面存在明显差异。
由于解淀粉芽孢杆菌许多表型特征与枯草芽孢

杆菌非常相似，因此在早期分类系统中将解淀粉芽
孢杆菌归为枯草芽孢杆菌的一个亚种［１７］，后来的分
类系统才将两者划分开［１８］。但仅通过形态、培养特
征及生理生化特性很难区分，只有通过进一步的基
因序列比较才可以将两者区分［１９］。Ｏｌｅｇ等［２０］和权
春善等［２１］利用枯草芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌

ｙｙａＲ、ｙｙａＯ、ｔｅｔＢ－ｔｅｔＬ 基因顺序的差异设计特异引
物，通过特异ＰＣＲ对二者进行区分。Ｉｄｒｉｓｓ等［２２］根
据枯草芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌α－淀粉酶基因
的差异，通过特异ＰＣＲ完成了一些枯草芽孢杆菌和
解淀粉芽孢杆菌的区分。刘勇等［２３］根据枯草芽孢
杆菌、地衣芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌基因组中β－
甘露聚糖酶基因的差异，通过特异ＰＣＲ将三者成功
区分开。本试验通过１６ＳｒＤＮＡ序列比对分析发
现，１６ＳｒＤＮＡ 不能将 Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ、Ｂ．
ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｂ．ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ、Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ有效区分开，
而只能将菌株Ｂ１０－２６鉴定到芽孢杆菌属；对ＩＴＳ序
列同源性和系统发育分析表明，菌株Ｂ１０－２６的ＩＴＳ
序列与Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎ的ＩＴＳ序列位于同一
簇群，同源性达１００％。分子鉴定的结果说明，１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列比对分析只能将芽孢杆菌鉴定至属一级
分类阶元，而不能鉴定至种一级分类阶元，而ＩＴＳ
序列分析能有效地将解淀粉芽孢杆菌鉴定至种一级

分类阶元。结合形态特征、生理生化特性和ＩＴＳ序
列分析等鉴定指标，将菌株Ｂ１０－２６鉴定为解淀粉芽
孢杆菌，从而为该菌株的进一步研究和生产利用提
供了理论依据。
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