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芽孢杆菌 #$%&'的分离鉴定及对马铃薯疮痂病的防治

宋 烨! 向君亮! 申永瑞! 王佳琦! 刘 权! 殷奎德

!黑龙江八一农垦大学 生命科学技术学院" 黑龙江 大庆
#)11#7

#

摘要! 为改善马铃薯
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疮痂病日益加重的情况! 以疮痂链霉菌
75$+:5"86;+4 4;$&9-+4

为指示菌筛选

拮抗菌! 优化菌株的发酵条件! 检测菌株对马铃薯疮痂病的抑制情况% 首先! 利用稀释涂布法& 平板划线法和抑

菌圈法分离筛选到了
#

株对疮痂链霉菌具有抑制作用的拮抗菌株! 通过形态学观察和
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序列比对鉴定为芽

孢杆菌
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! 并命名为
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% 随后! 采用单因素多水平试验设计方法! 对该菌株培养条件进行了优化! 确定

最适培养条件为$ 碳源为葡萄糖! 氮源为酵母浸粉! 碳氮比为
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! 培养温度为
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! 培养时间为
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% 最后! 通过盆

栽实验检验了芽孢杆菌
=>.6$

对马铃薯疮痂病的实际抑制效果! 结果显示$
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施用浓度为
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果最好! 抑制率为
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! 差异达极显著水平"
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马铃薯
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是中国主要的粮食作物" 黑龙江省的马铃薯种植面积一直居于前列" 但
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近年来由疮痂链霉菌
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引起的马铃薯疮痂病日益严重! 直接影响马铃薯的品质! 造

成了较大的经济损失"

&
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$ 马铃薯疮痂病首先会在马铃薯表面产生褐色的点状斑块! 随着马铃薯的生长!

点状斑块会随之扩大形成褐色圆形或不规则形的大斑块! 感染后期斑块处细胞木栓化! 致马铃薯表面形

成凹陷或凸起的疮痂状粗糙硬斑块! 严重影响马铃薯的外观品质和经济价值"

!
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$ 长期以来! 马铃薯疮痂

病的防治大多采用化学农药的方法! 虽然短期内防治效果显著! 但长期使用不仅污染环境和危害人类健

康! 还会造成土壤中的菌群失调! 使得病原菌缺乏有效抑制而导致病害发生更加严重"

'
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$ 生物防治是马

铃薯疮痂病防治的一个热点和趋势! 该方法利用微生物及其分泌物来抑制病害的发生! 不会对环境造成

污染! 是一种友好型的病害防治方法$ 目前! 已报道了多种能够对马铃薯疮痂病具有防治效果的拮抗菌

株! 其中以芽孢杆菌
/0).112*

占多数! 抑制效果也更加显著"

(!)
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$ 但是在前人利用芽孢杆菌作为生防菌防

治植物病害的研究中! 却发现有些生防菌株会出现异地防治效果不理想的状况! 究其原因可能与菌株在

土壤中的定殖能力以及受土壤中土著微生物的抑制有关"
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$ 生防菌株施用到土壤中! 会面临生存环境

的改变! 抑菌物的分泌量可能会受到影响! 进而影响生防菌株的抑菌效果$ 此外! 不同地区土壤的菌群

结构也存在差异! 导致一个地区的生防菌株在另一个地区施用可能会由于不适应新的微生物菌群结构及

生态环境! 同样发挥不了理想的生物防治效果"
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$ 鉴于此! 本研究从黑龙江省当地马铃薯疮痂病发病土

壤中筛选鉴定适宜本地生态环境及土壤菌群结构的拮抗菌! 对菌株的培养条件进行优化! 通过盆栽实验

检验菌株的实际防治效果! 旨在为该菌应用到马铃薯疮痂病的生物防治提供理论依据$
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材料与方法
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材料
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指示菌 病原菌疮痂链霉菌由本实验室保存提供$
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样品 土样采自黑龙江省克山县马铃薯发病地块% 马铃薯品种为 &大西洋'
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生防菌株的分离鉴定
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菌株的筛选 采集有伤病的马铃薯周围的土壤带回实验室! 土壤加水匀浆并倍比稀释至
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! 把
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!*倍的土壤稀释液涂布$ 在平板上挑取单个菌落纯化培养! 保存分离到的单个菌株! 在涂

有链霉菌的平板上做抑菌实验$
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菌株的鉴定 形态观察( 显微镜观察单菌的颜色. 形状. 状态$ 分子生物学鉴定( 基于
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序列分析的生防菌株种属鉴定$
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无限循环$ 反应结果经
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!&琼脂糖凝胶电泳进行条带

检测! 纯化后样品送交上海生工完成测序$ 所获得的碱基序列在美国生物技术信息中心+

<=;M

,数据库

中进行
;./L-

同源性对比! 利用
45H, )

软件进行多序列比对并构建系统发育树$
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发酵条件的优化
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发酵方法及抑菌粗提液的制备 根据种子培养基的营养条件! 分别更换不同质量浓度和种类的碳

源. 氮源及不同比例的无机盐离子和碳氮比+

=N<

,加入装有
)% E7

发酵液培养基的
&%% E7

的三角瓶中!

改变培养菌株的发酵条件+培养温度.
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值. 培养时间等,! 将活化好的菌株接种到发酵液培养基中!
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!
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!&恒温振荡培养
!( O

后$ 菌液离心
( E10

!
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! 菌液上清使用
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滤膜

过滤后采用管碟法进行抑菌实验$

&+'+!

抑菌活性的测定 抑菌活性的测定采用管碟法! 把培养好的病原菌用涂布棒涂匀在已制作好的平

:)$
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无机离子实验因素质量浓度表

$%&'( ) *(+(' ,- ,./0,1,2%' (34(.56(2/%' -%7/,.8 ,- 52,.1%257 5,28

水平
9:

;

<=

#

>

!

1

"

*

?)

#

@1A=

B

"

C:

;

=>

!

1

"

*

?)

#

D%E'>

!

1

"

*

?)

#

) FG" FH" "HF

; )HF )HF )FHF

I )H" )H" )"HF

板$ 在平板上放牛津杯加入抑菌物粗提液% 抑菌活性通过测量抑菌圈的半径$ 计算平均值比较大小进行

确定%

)H!H!

适宜碳源的确定 根据培养基的营养条件$ 采用单因素多水平试验设计方法$ 分别加入
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的葡萄糖& 乳糖& 麦芽糖& 蔗糖作为不同的碳源$ 其他因素同种子液培养基$ 重复
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次"水平?)

$ 采用管

碟法测定抑菌活性确定适宜碳源的种类%

)H!HB

适宜氮源的确定 在适宜碳源试验结果基础上$ 根据培养基的营养条件$ 设计氮源单因素多水平

试验$ 分别加入
)FHF 1
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!)的蛋白胨& 胰蛋白胨& 大豆蛋白胨& 酵母浸粉& 牛肉粉作为不同的氮源$ 其

他因素不变$ 重复
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$ 采用管碟法测定抑菌活性确定适宜的氮源种类%
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适宜
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的确定 在适宜碳& 氮源试验结果基础上$ 根据培养基的营养条件$ 设计
E>D

单因素多

水平试验$ 选取
E>D

分别为
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进行发酵试验$ 其他因素不变$ 重复
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采用管碟法测定的抑菌活性确定适宜的
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无机离子正交试验 在适宜碳& 氮源及
E>D

试验结果基础上$ 根据培养基的营养条件$ 选择培

养基中的
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加入发酵培养基中$ 培养基
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值调至
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$ 其他因素不变$ 重复
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$ 采用管碟法测定抑菌物活性确定适宜的无机离子%
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最适
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值 在适宜碳$ 氮源$

E>D

$ 无机离子正交试验结果基础上$ 根据培养基的营养条件$

设计初始最适
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值单因素多水平试验$ 分别调节初始
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$ 重复
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$ 采用管碟法测定抑菌活性确定适宜的
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值%
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最适温度 在适宜碳$ 氮源$
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及
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值$ 无机离子正交试验结果基础上$ 根据培养基的营养

条件$ 设计培养温度单因素多水平试验$ 分别调节初始温度为
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$ 重复
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次"水

平?)

$ 采用管碟法测定抑菌活性确定最适温度%

)HIHM

培养时间 在上述最佳培养条件确定基础上$ 根据培养基的营养条件$ 设计培养时间单因素多水

平试验$ 分别设置
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$
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$
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$ 采用管碟法测定的抑菌活性确定适宜的培养时间%
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菌株
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对马铃薯疮痂病的防效盆栽实验

实验在黑龙江八一农垦大学大庆市重点实验室中进行$ 采用盆栽实验$ 实验用盆钵为
;L 76 $ ;F

76

的聚乙烯塑料盆$ 钵装风干土为
I K1

"盆!)

$ 装入马铃薯疮痂病发病土壤% 选取健康的有芽马铃薯$

用清水冲洗干净$ 切成三角块$ 在盆钵土壤中植入
;

块有芽马铃薯$ 芽尖向上% 同时制备发酵培养基$

接种
NO)FL

生防菌% 设置
I

组处理$ 重复
J

次"处理P)

$ 分别为对照!

7K

;

#$ 低浓度
NO)FL

!

)$)F

L

7-Q

"

6

?;

#和高浓度
NO)FL

!

)$)F

)F

7-Q

"

6

!;

#% 各个处理中菌液最终施用量为
)FF 6*

$ 在栽种时加入菌液$ 之后

不再添加$ 栽种前浇水
) FFF 6*

% 根据马铃薯生长情况定量加水$ 待马铃薯成熟后$ 进行病斑数的统

计与分析%

;

结果与分析

("!

土壤中菌株的分离筛选和鉴定

从有病害马铃薯根际土壤中分离得到
;FF

余株菌株$ 命名按
NO)

$

NO;

$

NOI

等依次排列$ 对所有

得到的菌株进行抑菌实验% 结果显示'

NO)FL

与其他菌株相比抑菌圈半径最大$ 抑菌效果最为明显!图

)

#%

NO)FL

菌落形态白色不透明$ 边缘不整齐& 干燥& 中间有星状皱起( 在液体培养基中色暗& 皱褶&

完整的膜& 轻度混浊$ 可知
NO)FL

对疮痂链霉菌有抑菌效果% 在
)JA .RDS

序列分析的基础上进行

DENT

序列比对$ 找到与目的菌株相似度最为接近的碱基序列% 应用
@UVS"

软件对这些碱基序列进行

分析$ 构建系统进化树% 从图
;

可以看出'

NO)FL

属于芽孢杆菌属$ 但与目前鉴定到的芽孢杆菌种之间

存在不同$ 与
!"#$%%&' 84H

!

9$"LI#;"H)

#亲缘关系最近%

宋 烨等' 芽孢杆菌
NO)FL

的分离鉴定及对马铃薯疮痂病的防治 C"M
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图
& '(#%$

抑制疮痂链霉菌

)*+,-. & /01*2*340 45 '(#%$ 6+6*073

!"#$%"&'()$* *)+,-$*

图
! '(&"$

的
&89 -:;<

序列系统进化树

)*+,-. ! =1>?4+.0.3*@ 3-.. 45 '(&%$ &89 -:;<

!"!

培养条件的优化

!A!A&

适宜碳源的选择 分别用葡萄糖! 麦芽糖! 乳糖! 蔗糖代替培养

基中的葡萄糖" 结果显示# 抑菌实验的半径平均值分别为
&&

$

BA8

$

BA$

和
$A! CC

" 由图
D

可知# 当葡萄糖作为碳源时$ 抑菌效果最为明显" 由

方差分析可知# 组内间的差异较小$ 而且葡萄糖与其他的碳源有极显著

差异%

.＜"A"&

&$ 因此确定葡萄糖为最佳碳源"

!A!A!

适宜氮源的选择 在最佳碳源确定的基础上$ 分别用胰蛋白胨!

蛋白胨! 大豆蛋白! 牛肉粉! 酵母浸粉代替培养基中的蛋白胨" 结果

%图
E

&显示# 抑菌实验的半径平均值分别为
8A$

$

8A8

$

8AE

$

BA!

和
$A8

CC

" 当酵母浸粉作为氮源时$ 抑菌效果最为明显" 由方差分析可知#

酵母浸粉与其他的氮源有极显著差异%

.＜"A"&

&$ 因此确定酵母浸粉为最

佳氮源"

!A!AD

适宜
FG;

的选择 碳源和氮源之间的比例对微生物的生长和代谢

同样重要" 在最佳碳! 氮源确定的基础上$ 设置
FH;

为
#!#

$

#!!

$

#!D

$

#!E

$

#!I

" 结果显示%图
I

&# 抑

菌圈的半径平均值分别
JA%

$

#!AI

$

BAD

$

BA$

和
BA% CC

" 当
FH;

为
#!!

时抑菌效果最为明显$ 与方差分析

组内间的差异较小$ 与其他组间有极显著差异%

.＜%A%#

&$ 因此确定最佳
FH;

为
#!!

"

!A!AE

适宜的无机离子 在最佳碳源! 氮源和
FH;

确定的基础上改变无机离子的浓度$ 并检测无机离子

图
D

碳源对芽孢杆菌
'(#%$

抑菌活性的影响

)*+,-. D K55.@3 45 @6-240 74,-@. 40 31. 6@3*L*3> 45 /+0-112* '(#%$

图
E

氮源对芽孢杆菌
'(#%$

抑菌活性的影响

)*+,-. E K55.@3 45 0*3-4+.0 74,-@. 40 31. 6@3*L*3> 45 /+0-112* '(#%$

B8%
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表
!

无机离子对抑菌活性影响的正交试验结果

$%&'( ) *(+,'-+ ./ .0-1.2.3%' -(+-+ .3 -1( (//(4- ./ 53.02%354 5.3+ .3 -1( 65('7 ./ %3-58540.&5%' %2(3-+

试验号
9:

)

;<

=

>2?<

=

!

@:

)

< A%B'

空白项"

4C

D

# 抑菌圈半径
E88

D D D D D D"F)

) D ) ) ) GF@

H D H H H @F)

= ) D ) H DIFH

" ) ) H D @F)

J ) ! D ) D)FG

@ ! D ! ) @F"

G ! ) D ! D!FJ

K ! ! ) D JFG

!

D

!DFD !! =DFJ )KF)

!

)

!IF! )KF" )"FG )KFI

!

!

)@FK )JFG )DFK !DFD

" !F) JF) DKF@ )FD

说明$

D

%

)

%

!

表示相对应的水平&

!

D

代表每组水平
D

的抑菌圈半径之和%

!

)

和
!

!

同理'

"

代表极差% 对照组"空白项#的

D

%

)

%

!

不代表水平% 只代表正交表里的检验项

表
"

无机离子对抑菌活性影响的方差分析

$%&'( ! L%05%34( %3%'6+5+ ./ -1( (//(4- ./ 53.02%354 5.3+ .3 %3-5&%4-(05%' %4-5M5-6

因素 偏差平方和 自由度 均方
# #

!NIFI"

9:

)

;<

=

DFG" ) IFKH )FIJ DK

>2?<

=

JF== ) HF)) @FDJ

A%B' @)F"" ) HJF)G GIFJ)

空白项
IFKI ) IF="

对抑菌活性影响' 由表
)

可知$

A%B'

对抑菌效果影响最

大% 极差
"

大小依次为
A%B'＞>2?<

=

!

@:

)

<＞9:

)

;<

=

＞

4C

' 由表
H

可知$

A%B'

对抑菌物的产生影响最大% 影响

最小的为
9:

)

;<

=

' 可见%

A%B'

质量浓度为
"FI 2

!

O

PD 时

对菌株的抑菌效果最佳'

)F)F"

最适
Q:

值 在最佳碳源( 氮源和
BEA

及无机离

子比例确定的基础上% 改变培养基
Q:

为
"

%

J

%

@

%

G

%

K

' 结果"图
J

#显示$ 抑菌圈的半径平均值分别为
KFI

%

KFJ

%

KFG

%

D)F=

和
GF= 88

' 当
Q:

为
G

时% 抑菌效果最

为明显% 由方差分析可知各个组内间的差异较小而且

Q:

为
G

时与其他组有极显著差异"

$＜IFID

#% 因此确定

Q: G

是最佳
Q:

值'

)F)FJ

培养温度 在最佳碳源( 氮源(

BEA

和无机离子

比例及
Q:

确定的基础上 % 设置培养温度为
))

%

)G

%

!)

%

!@

%

== !

' 结果"图
@

#显示$ 抑菌圈的半径平均值分别为
KFI

%

D)FJ

%

KFI

%

GF)

和
@FI 88

' 芽孢杆

菌
RSDIG

在
))

%

!)

%

!@ !

下生长良好% 在
== !

下生长一般%

)G !

下生长情况最佳' 由方差分析可知$

培养温度为
)G !

时组内间的差异较小% 与其他组相比具有极显著差异"

$＜IFID

#% 因此
)G !

为最佳培

养温度'

)F)F@

培养时间 培养时间过长营养物质消耗殆尽不利于菌株的生长% 时间过短微生物代谢物质的分泌

量不足影响菌株的抑菌效果' 在最佳碳源( 氮源(

BEA

( 无机离子比例和
Q:

值及培养温度确定的基础

上% 设置培养时间为
G

%

DI

%

D)

%

D=

%

DJ

%

DG

%

)I

%

))

%

)=

%

)J

%

)G

和
!I 1

' 结果显示"图
G

#$ 抑菌实

验的半径平均值分别
"F)

%

"F)

%

JF@

%

@F)

%

@F@

%

GF!

%

GF@

%

DDF@

%

KFI

%

@F@

%

@FI

和
JF! 88

'

)) 1

时抑菌半

图
" BEA

对芽孢杆菌
RSDIG

抑菌活性的影响

T52,0( " U//(4- ./ BEA .3 -1( %3-%2.35+-54 %4-5M5-6 ./

%&'())*+ RSDIG

宋 烨等$ 芽孢杆菌
RSDIG

的分离鉴定及对马铃薯疮痂病的防治 @JD
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径最大! 抑菌效果最好" 由方差分析可知# 组内间的差异较小! 与其他组相比具有极显著差异$

!＜

"&"'

%! 因此最适培养时间为
!! (

&

!"#

菌株
$%&'(

对疮痂病的防治效果

对
)

组处理的盆栽实验的病斑数进行统计$图
*

%# 对照组的病斑数平均值为
#!&%

! 高浓度
+,#%$

组

的病斑数平均值为
#&%

! 低浓度
+,#%$

组的病斑数平均值为
$&)

& 由方差分析可知# 高浓度
+,#%$

组与

其他组别间有极显著差异! 抑制率为
*#&-.

& 低浓度
+,#%$

组与对照之间有极显著差异$

!＜%&%#

%! 抑

制率为
)%&$.

& 表明芽孢杆菌
+,#%$

能够抑制马铃薯疮痂病的发生! 且浓度越高! 抑制效果越好&

图
$

培养时间对芽孢杆菌
+,#%$

抑菌活性的影响

/01234 $ 566478 96 72:8234 80;4 9< 8(4 =<80>=78430=: =780?08@ 96

"#$%&&'( +,#%$

图
*

芽孢杆菌
+,#%$

对马铃薯疮痂病的

影响

/01234 * 566478 96 "#$%&&'( +,#%$ 9< A98=89 B7=>

处理
7C

!

)

结论与讨论

本研究通过平板涂布法' 平板划线法分离单菌! 利用本实验室提供的病原菌筛选拮抗菌! 对
!%%

余

株菌株做抑菌实验! 测量抑菌圈的半径! 发现菌株
+,#%$

抑菌圈半径最大! 抑菌效果最为明显" 通过

形态学观察和菌株的进化树分析! 初步确定
+,#%$

属于芽孢杆菌" 因
+,#%$

与目前已知的芽孢杆菌序

列之间存在较大不同! 无法归类到具体的种"

通过摇瓶发酵对芽孢杆菌
+,#%$

抑菌活性物质的培养条件进行了研究!

+,#%$

的最佳培养条件#

碳源为葡萄糖! 氮源为酵母浸粉!

DEF

为
#!!

! 无机离子
GH

!

IJ

K

为
%&L 1

(

M

N#

!

O1PJ

K

(

QH

!

J

为
%&L 1

(

M

N#

!

F=D:

为
L&% 1

(

M

N#

!

AH $

! 培养时间为
!! (

! 培养温度为
!$ "

& 有些生防菌的最佳碳源为葡萄糖' 氮源

为大豆饼粉)

#K##L

*

! 最佳的
AH

偏酸性)

#-

*

! 而
+,#%$

的最佳碳源为葡萄糖' 氮源为酵母浸粉! 在偏碱性条

件下生长良好并且抑菌效果最佳& 证明其培养条件的不同对芽孢杆菌
+,#%$

菌株抑菌物的产生有很大

图
- AH

对芽孢杆菌
+,#%$

抑菌活性的影响

/01234 - AH 466478 9< 8(4 =<80>=78430=: =780?08@ 96 "#$%&&'(

+,#%$

图
Q

培养温度对芽孢杆菌
+,#%$

抑菌活性的影响

/01234 Q 566478 96 72:8234 84;A43=8234 9< 8(4 =<80>=78430=: =780?08@

96 "#$%&&'( +,#%$

Q-!
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期 宋 烨等! 芽孢杆菌
$%&'(

的分离鉴定及对马铃薯疮痂病的防治

影响" 无机离子质量浓度对
$%&'(

菌株抑菌物的产生也有很大影响# 在本研究中无机离子质量浓度最

小时$ 抑菌效果最好% 由此可见$ 生防菌株不同其培养条件相差很大$ 每个菌株都有其相应的营养要求

和培养方式"

本研究采用盆栽实验检验了菌株
$%&'(

对马铃薯疮痂病的抑制效果" 实验设置了不同浓度的生防

菌发酵液处理土壤$ 发现抑菌效果与发酵菌液的浓度之间存在正相关$ 发酵液浓度高的处理组其抑菌效

果也高" 原因可能是低浓度的发酵液菌数少则抑菌物分泌量也相对较少$ 抑制率也低" 本研究确定了

$%&'(

在土壤中具有抑制疮痂病发病的效果$ 可以作为生物防治的候选" 本次盆栽试验为了保证马铃薯

发病$ 盆栽土壤采用马铃薯疮痂病发病土壤$ 马铃薯发病和生防菌抑菌效果表现良好$ 但是在实际应用

中面对复杂的土壤微生物$ 能否取得理想效果还有待检验"

在前人利用芽孢杆菌防治植物病害的研究中$ 芽孢杆菌多与其他微生物或药剂共同使用&

&)!*'

'

% 在今

后的实际应用中也可以尝试与其他生防菌组合使用$ 增强对马铃薯疮痂病的抑制效果%

#
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