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摘要　利用平板对峙试验从１７０株Ｂｔ菌株中筛选获得１２株对核盘菌犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿有抑菌活性的菌株，

对其中４株活性较强的菌株进行抗病相关基因分析，发现菌株中都含有几丁质酶基因，测定４ＡＰ１菌株发酵液的几

丁质酶活力为６７２．４Ｕ／ｍＬ。通过对４ＡＰ１菌株ｐＨ和温度敏感性的研究发现，４ＡＰ１菌株最高可耐受５５℃高温及

ｐＨ１２缓冲液的处理，抑菌活性与对照无显著差异。且该菌株抑菌谱较广，除核盘菌外，对小麦赤霉病菌犉狌狊犪狉犻狌犿

犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿等其他９种病原真菌均有抑制作用。本研究获得的４ＡＰ１菌株对核盘菌具有较强抑制作用，且耐热

耐强碱环境，为构建杀虫抗病Ｂｔ工程菌提供了菌株资源。
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　　油菜菌核病是由核盘菌引发的一种真菌病害，

在全世界近１００多个国家造成不同程度的危害
［１］。

核盘菌的寄主范围极其广泛，可寄生的植物多达７５

个科２７８个属４０８个种以及４２个变种或亚种
［２］。

目前对核盘菌比较有效的防治方法是化学防治，但

每年我国化学农药的使用量高达５０多万ｔ，对环境

已造成严重的破坏，国际上部分国家已经限制使用

化学杀菌剂［３４］。而生物防治因其对环境友好且不

易产生抗性等优点具有很好的开发前景。目前生物

防治菌核病主要是应用木霉和芽胞杆菌等［５８］，芽胞

杆菌因其易于分离以及产生的芽胞抗逆性强等优

点，在病害防治中占有重要的地位。

苏云金芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊，简称Ｂｔ，

可产生多种杀虫晶体蛋白，对昆虫有很强的毒性作

用，是一种应用最广泛的微生物杀虫剂［９１３］。Ｔａｋａ

ｈａｓｈｉ和Ｈｙａｋｕｍａｃｈｉ等研究发现，Ｂｔ犳狌犽狌狅犽犪犲狀狊犻狊
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亚种Ｂ８８８２菌株和狊狅狋狋狅亚种ＲＧ１６菌株可以诱导

植物产生系统抗性，通过增强植物自身免疫力而提

高抗病性［１４１５］。Ｂｔ菌株可以分泌一些抗病抑菌活

性物质，祁红兵等从８０株Ｂｔ菌株中筛选到两株Ｂｔ

菌株ＱＢ５１和ＨＤ７，这２株菌株均具有较高的几丁

质酶活力［１６］；卢伟等筛选到１９株Ｂｔ菌株，其分泌产

生的几丁质酶对小麦赤霉病菌犉狌狊犪狉犻狌犿犵狉犪犿犻狀犲犪

狉狌犿Ｓｃｈｗａｂｅ有抑菌活性
［１７］。许多细菌、病毒等都能

够产生几丁质酶（ｃｈｉｎｉｔａｓｅ，ＥＣ３．２．１．１４）。微生物所

产生的几丁质酶与其他来源的几丁质酶一样分为外

切几丁质酶和内切几丁质酶，而绝大多数微生物产生

的是内切几丁质酶，能特异性地将几丁质中的β１，

４糖苷键水解成犖乙酰犇氨基葡萄糖（犖ａｃｅｔｙｌ犇

ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ，ＮＡＧ）
［１８］。微生物几丁质酶活性的最适

ｐＨ一般在３～１０之间，而发挥抑菌活性的最适温度

多在５０～６０℃，高于６０℃酶容易失活
［１９］。

目前报道，解淀粉芽胞杆菌、地衣芽胞杆菌以及

枯草芽胞杆菌等可以用于防治油菜菌核病［６，２０２１］，

而关于Ｂｔ的报道主要集中在其杀虫活性方面
［２２］。

本研究从Ｂｔ标准菌株库中分离获得对核盘菌有较

高抑菌活性的４ＡＰ１菌株，并对其抑菌谱、抑菌活性

的稳定性及其中几丁质酶的活性进行研究。旨在获

得对核盘菌有较高防效的Ｂｔ菌株，以期为真菌病害

的防治提供菌株资源。

１　材料与方法

１．１　材料

病原真菌：１０种供试病原真菌，核盘菌犛犮犾犲狉狅

狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿、小麦赤霉病菌犉狌狊犪狉犻狌犿犵狉犪

犿犻狀犲犪狉狌犿、黄瓜炭疽病菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狅狉犫犻犮狌

犾犪狉犲、苹果轮纹病菌犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪犫犲狉犲狀犵犲狉犻犪狀犪ｆ．

ｓｐ．狆犻狉犻犮狅犾犪、水稻稻瘟病菌犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲犵狉犻狊犲犪、

黄瓜枯萎病菌犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿、黄瓜黑星病菌

犆犾犪犱狅狊狆狅狉犻狌犿 犮狌犮狌犿犲狉犻狀狌犿、水 稻 纹 枯 病 菌

犜犺犪狀犪狋犲狆犺狅狉狌狊犮狌犮狌犿犲狉犻狊、棉花黄萎病菌犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻

狌犿犱犪犺犾犻犪犲、苹果腐烂病菌犆狔狋狅狊狆狅狉犪犿犪狀犱狊犺狌狉犻犮犪

由武汉科诺公司提供。

Ｂｔ菌株：供试菌株共１７０株，其中１６５株来自中

国农业科学院植物保护研究所的标准Ｂｔ菌株库；另

外５株Ｂｔ１８５、Ｇ０３、ＨＤ７３、ＨＤ７３－和ＨＢＦ１８由中

国农业科学院植物保护研究所抗虫生物技术课题组

保存。

供试植物：甘蓝型油菜犅狉犪狊狊犻犮犪狀犪狆狌狊（Ｌ．），品

种为‘新四月蔓’，栽培用土为营养土∶蛭石＝２∶１；光

照时间１４ｈ（７０００ｌｘ），黑暗时间１０ｈ，种植时间约

３０ｄ；种植地点为中国农业科学院植物保护研究所

温室。

培养基：ＬＢ液体培养基（胰蛋白胨１０．０ｇ／Ｌ，酵母

提取物５．０ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ１０．０ｇ／Ｌ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ），ＬＢ

固体培养基（ＬＢ液体培养基加琼脂１５ｇ／Ｌ），５％的

胶体几丁质和ＰＤＡ固体培养基，购自北京冰达生物

科技有限公司。

引物由ＳａｎｇｏｎＢｉｏｔｅｃｈ北京合成部合成，测序

由中国农业科学院农作物基因资源与基因改良国家

重大科学工程开放实验室完成，生化及分子生物学

试剂均为市售分析纯。

１．２　对核盘菌具有抑菌活性犅狋菌株的筛选

将纯化后的Ｂｔ菌株分别接种在ＬＢ液体培养

基中，３０℃，２２０ｒ／ｍｉｎ活化１２ｈ。核盘菌在固体

ＰＤＡ平板上活化生长至满板时，利用打孔器取直径

为７ｍｍ的圆形菌饼倒置于９０ｍｍＰＤＡ固体培养

基平板的中央位置，然后在平板对称位置距离菌饼

２０ｍｍ处放置４个直径为６ｍｍ的圆形无菌滤纸

片，每个滤纸片滴加５μＬ待测菌液，随后将平板置

于２８℃恒温培养箱中培养，观察有无抑菌圈产生，

每个处理３个重复。

１．３　菌株中抑菌基因的检测

提取菌株的基因组，方法参照《分子克隆指

南》［２３］。利用Ｒａｄｄａｄｉ等
［２４］报道的引物（表１）扩增

以下５个基因：降解真菌细胞壁几丁质的几丁质酶

基因和几丁质外切酶基因、ＺｗＡ抗生素基因簇的丙

二酸单酰辅酶Ａ转酰基酶基因和ＺｗＡ抗性基因、

干扰细菌病原菌群体感应系统的酰基高丝氨酸内酯

酶基因。ＰＣＲ扩增反应体系（２０μＬ）：２×犜犪狇Ｍｉｘ１０

μＬ，上、下游引物各０．４μＬ，浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ，模板

ＤＮＡ１μＬ，超纯水８．２μＬ。ＰＣＲ扩增反应条件：

９４℃预变性１０ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，合适的温度退

火１ｍｉｎ，７２℃延伸一定的时间（１ｋｂ的扩增产物延伸

时间为１ｍｉｎ），３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩

增产物用１％琼脂糖凝胶、１４０Ｖ电泳检测，产物送

交测序。将测序获得的核酸序列，上传ＮＣＢＩ数据

库进行ＢｌａｓｔＮ比对分析。
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表１　犘犆犚引物的核酸序列和退火温度

犜犪犫犾犲１　犖狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊犪狀犱犪狀狀犲犪犾犻狀犵狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊狅犳犘犆犚狆狉犻犿犲狉狊

基因名称

Ｇｅｎｅｓｎａｍｅ

引物名称和序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

几丁质酶基因

犆犺犻狋

ＣｈｉｔＦ：ＡＴＴＣＡＣＡＣＴＧＣＴＡＴＴＡＣＴＡＴＣ

ＣｈｉｔＲ：ＴＧＡＣＧＧＣＡＴＴＴＡＡＡＡＧＴＴＣＧＧＣ
５０

胞外几丁质酶基因

犆犺犻狋３６

Ｃｈｉ３６Ｆ：ＧＡＴＧＴＴＡＡＡＣＡＧＧＴＴＣＡＡ

Ｃｈｉ３６Ｒ：ＴＴＡＴＴＴＴＴＧＣＡＡＧＧＡＡＡＧ
５０

丙二酸单酰辅酶Ａ转酰基酶基因

犕犃犜（狅狉犳２）

Ｆ：ＡＴＴＧＴＡＴＴＴＡＴＧＴＴＴＣＣＴＧＧＣＧＴＡ

Ｒ：ＴＴＴＧＴＴＣＴＣＴＣＴＣＴＴＴＡＡＴＣＴＧＴＴ
５５

ＺｗＡ抗性基因

狕犿犪犚

Ａ０６７８：ＡＴＧＴＧＣＡＣＴＴＧＴＡＴＧＧＧＣＡＧ

Ａ０６７７：ＴＡＡＡＧＣＴＣＧＴＣＣＣＴＣＴＴＣＡＧ
５５

酰基高丝氨酸内酯酶基因

犪犻犻犃

ＡＩＦ：ＴＡＡＡＴＧＴＡＡＡＧＧＴＧＧＡＴＡＣＡＴＡＡＴＧＡＣＡＧＴ

ＡＩＲ：ＡＧＣＴＣＡＴＧＡＣＴＴＴＴＴＧＣＡＣＴＡＴＡＴＡＴＡ
５０

１．４　几丁质酶活力的测定

以５％的胶体几丁质为底物，取１．５ｍＬ纯化后

的细菌培养液于１０ｍＬ的离心管中，加入０．５ｍＬ含

１％（质量分数）胶体几丁质的０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲

液（ｐＨ＝７．０），３７℃水浴１ｈ后，加入２ｍＬ３，５二硝

基水杨酸（ＤＮＳ）溶液，终止反应，１００℃加热１０ｍｉｎ，

以不含胶体几丁质作为对照，测定 ＯＤ
［２５］
５２０
。绘制

ＮＡＧ标准曲线，１个酶活力单位（Ｕ）定义为３７℃条

件下反应１ｈ生成１μｇＮＡＧ。

１．５　不同狆犎缓冲液及温度对４犃犘１菌株抑菌能力

的影响

　　将菌株接种在５ｍＬＬＢ液体培养基中，３０℃振

荡培养１２ｈ，收集菌液，分别取３００μＬ菌液于１０个

１．５ｍＬ离心管中，其中４管分别加入等量的ｐＨ分

别为１０、１１、１２和１３的缓冲液，颠倒混匀，室温反应

３０ｍｉｎ。５管分别置于温度为５５、６０、６５、７０和８０℃

的恒温水浴锅中温育３０ｍｉｎ，剩余１管不做任何处

理。分别取５μＬ反应液通过平板对峙试验检测其

对核盘菌的抑菌能力，并测量其抑菌圈直径，每个处

理设３个重复。

１．６　抑菌谱的检测

利用对核盘菌抑菌能力最强的菌株，通过平板

对峙试验检测其对１０种病原真菌的抑菌能力，每个

处理设３个重复，并测量抑菌圈直径，培养温度均

为２８℃。

２　结果与分析

２．１　抗核盘菌犅狋菌株的筛选

通过平板对峙试验检测１７０株Ｂｔ菌株对核盘菌的

抑菌能力，结果显示来自标准菌株库的１２株Ｂｔ菌株

４ＡＰ１、４Ｒ１、４ＢＲ１、４ＢＳ１、４ＡＡ１、４Ｊ５、４Ｋ５、４Ｌ１、４Ｄ１２、

４Ｄ１６、４Ｇ７和４Ｂ３对核盘菌有抑菌活性，比例为７．１％。

其中４ＡＰ１、４ＢＲ１、４ＢＳ１、４ＡＡ１菌株抑菌能力较强

（图１），而实验室常用菌株 Ｂｔ１８５、Ｇ０３、ＨＤ７３、

ＨＤ７３－和ＨＢＦ１８均对核盘菌无抑菌活性。

图１　犅狋菌株抑菌能力检测

犉犻犵．１　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犪狀狋犻犳狌狀犵犪犾犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犅狋狊狋狉犪犻狀狊

２．２　犅狋菌株中抑菌相关基因检测及几丁质酶活力

的测定

　　提取４ＡＰ１、４ＢＲ１、４ＢＳ１、４ＡＡ１菌株的基因组，

对４个真菌病害抗性相关基因：几丁质酶基因、几丁

质外切酶基因、丙二酸单酰辅酶Ａ转酰基酶基因和

ＺｗＡ抗性基因，以及１个细菌病害抗性相关基因：

酰基高丝氨酸内酯酶基因进行ＰＣＲ鉴定。鉴定结

果显示，４个菌株中均检测到几丁质酶基因和酰基

高丝氨酸内酯酶基因（表２）；４ＡＰ１菌株含有４个抗

病相关基因，包括几丁质酶基因、丙二酸单酰辅酶Ａ

转酰基酶基因、ＺｗＡ抗性基因和酰基高丝氨酸内酯

酶基因（图２）。对４ＡＰ１菌株的几丁质酶基因进行

ＰＣＲ扩增并测序，ＮＣＢＩＢｌａｓｔＮ结果显示４ＡＰ１菌

株中几丁质酶基因（１８７３ｂｐ）与ＢｔＨＤ２０１几丁质酶

基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＹ４５２５０６．１）核酸序列相

似性为９９％。随后对４ＡＰ１菌株发酵液的几丁质酶

活力进行测定，结果显示其酶活力为６７２．４Ｕ／ｍＬ。
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表２　４犃犘１、４犅犚１、４犅犛１、４犃犃１菌株抗病相关基因鉴定结果１
）

犜犪犫犾犲２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犱犻狊犲犪狊犲狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲狉犲犾犪狋犲犱犵犲狀犲狊狅犳

４犃犘１，４犅犚１，４犅犛１犪狀犱４犃犃１狊狋狉犪犻狀狊

基因Ｇｅｎｅ ４ＡＰ１ ４ＢＲ１ ４ＢＳ１ ４ＡＡ１

几丁质酶基因犆犺犻狋 ＋ ＋ ＋ ＋

几丁质外切酶基因犆犺犻狋３６ － ＋ ＋ ＋

丙二酸单酰辅酶Ａ转酰基酶基因

犕犃犜（狅狉犳２）
＋ － － －

ＺｗＡ抗性基因狕犿犪犚 ＋ － － －

酰基高丝氨酸内酯酶基因犪犻犻犃 ＋ ＋ ＋ ＋

　１）“＋”表示鉴定到该基因；“－”表示未鉴定到该基因。

“＋”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｇｅｎｅ；“－”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｇｅｎｅ．

图２　４犃犘１菌株抗病相关基因鉴定结果

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犱犻狊犲犪狊犲狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲狉犲犾犪狋犲犱

犵犲狀犲狊狅犳４犃犘１狊狋狉犪犻狀狊

２．３　狆犎及温度对４犃犘１菌株抑菌能力的影响

选择抑菌能力最强的４ＡＰ１菌株，分析ｐＨ及

温度对Ｂｔ菌株抑菌能力的影响。室温条件下，经

ｐＨ分别为１０、１１、１２的缓冲液处理３０ｍｉｎ后，４ＡＰ１

菌株抑菌活性与对照无显著差异，抑菌圈直径在３０．３

～３２．８ｍｍ之间，而经ｐＨ为１３的缓冲液处理后，

其抑菌活性显著降低，抑菌圈直径为（２５．０±０．９）

ｍｍ（图３ａ），说明在ｐＨ１０～１２缓冲液中４ＡＰ１菌

株能保持稳定的抑菌活性。

不同温度处理对４ＡＰ１菌株活性影响测定结果

表明：经５５℃处理３０ｍｉｎ后４ＡＰ１菌株可保持稳定

的抑菌活性，抑菌圈直径为（２９．２±０．８）ｍｍ；随着处

理温度升高其抑菌活性均显著降低，８０℃高温处理

后其抑菌活性完全丧失（图３ｂ）。表明４ＡＰ１菌株仅

耐５５℃高温处理。

图３　狆犎及温度对４犃犘１菌株抑菌能力的影响

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狆犎犪狀犱狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀犪狀狋犪犵狅狀犻狊狋犻犮

犪犫犻犾犻狋狔狅犳４犃犘１狊狋狉犪犻狀狊

２．４　４犃犘１菌株抑菌谱的测定

利用平板对峙试验对４ＡＰ１菌株的抑菌谱进行

测定，结果显示：４ＡＰ１菌株对核盘菌犛．狊犮犾犲狉狅狋犻狅

狉狌犿、小麦赤霉病菌犉．犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿、黄瓜炭疽病菌

犆．狅狉犫犻犮狌犾犪狉犲、苹果轮纹病菌犅．犫犲狉犲狀犵犲狉犻犪狀犪ｆ．ｓｐ．

狆犻狉犻犮狅犾犪、水稻稻瘟病菌犕．犵狉犻狊犲犪、黄瓜枯萎病菌犉．

狅狓狔狊狆狅狉狌犿和黄瓜黑星病菌犆．犮狌犮狌犿犲狉犻狀狌犿 的抑

菌能力最强，抑菌圈直径均＞３０ｍｍ；对水稻纹枯病

菌犜．犮狌犮狌犿犲狉犻狊和棉花黄萎病菌犞．犱犪犺犾犻犪犲的抑菌

效果较强，抑菌圈直径介于２０～３０ｍｍ之间；对苹

果腐烂病菌犆．犿犪狀犱狊犺狌狉犻犮犪的抑菌效果较弱，抑菌

圈直径＜２０ｍｍ，具有较广的抑菌谱（表３）。

３　讨论

长期以来，人们对于Ｂｔ的研究主要集中于对其

杀虫活性的研究［１１，２２］，也有研究报道Ｂｔ可以抑制

病原真菌的生长。韩苗苗等研究发现Ｂｔ５１９１对小

麦赤霉病菌犉．犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿等８种病原真菌有不

同的抑制作用［２６］；周国旺等研究发现ＢｔＬＴＳ２９０菌
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株可抑制６种马铃薯致病镰孢菌的生长
［２７］。本研

究从１６５株标准Ｂｔ菌株和５株实验室常用菌株中

筛选到４株对核盘菌抑菌活性较强的Ｂｔ菌株，发现

其中的４ＡＰ１菌株对其他９种病原真菌均有不同程

度的抑制作用，尤其对病害严重的水稻稻瘟病菌犕．

犵狉犻狊犲犪以及小麦赤霉病菌犉．犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿等具有

较强的抑制效果。此外，ＰＣＲ鉴定结果显示４株抑

菌活性较强的Ｂｔ菌株中都含有几丁质酶基因，且

４ＡＰ１菌株发酵液具有较高的几丁质酶活力，因此

推测该菌株的抑菌活性可能与其含有的几丁质酶相

关，或者与Ｂｔ菌株分泌的环脂肽类抗生素相关
［２８］，

需要进一步的试验验证。

表３　４犃犘１菌株抑菌能力测试１
）

犜犪犫犾犲３　犃狀狋犪犵狅狀犻狊狋犻犮犪犫犻犾犻狋狔犪狊狊犪狔狅犳４犃犘１狊狋狉犪犻狀狊

病原真菌

Ｐａｔｈｏｇｅｎｆｕｎｇｕｓ

４ＡＰ１菌株抑菌能力

Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃａｂｉｌｉｔｙｏｆ４ＡＰ１

核盘菌

犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿
＋＋＋

小麦赤霉病菌

犉狌狊犪狉犻狌犿犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿
＋＋＋

黄瓜炭疽病菌

犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狅狉犫犻犮狌犾犪狉犲
＋＋＋

苹果轮纹病菌

犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪犫犲狉犲狀犵犲狉犻犪狀犪ｆ．ｓｐ．

狆犻狉犻犮狅犾犪

＋＋＋

水稻稻瘟病菌

犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲犵狉犻狊犲犪
＋＋＋

黄瓜枯萎病菌

犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿
＋＋＋

黄瓜黑星病菌

犆犾犪犱狅狊狆狅狉犻狌犿犮狌犮狌犿犲狉犻狀狌犿
＋＋＋

水稻纹枯病

犜犺犪狀犪狋犲狆犺狅狉狌狊犮狌犮狌犿犲狉犻狊
＋＋

棉花黄萎病

犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲
＋＋

苹果腐烂病

犆狔狋狅狊狆狅狉犪犿犪狀犱狊犺狌狉犻犮犪
＋

　１）“＋”表示抑菌圈直径≤２０ｍｍ，“＋＋”表示２０ｍｍ＜抑菌圈直

径＜３０ｍｍ，“＋＋＋”表示抑菌圈直径≥３０ｍｍ。

＋ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅ≤２０ｍｍ；＋＋ｒｅｐｒｅ

ｓｅｎｔｓ２０ｍｍ＜ｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅｓ＜３０ｍｍ；＋＋＋

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅ≥３０ｍｍ．

已有的研究表明，微生物几丁质酶在ｐＨ３～１０

之间、低于６０℃的条件下可以保持降解几丁质的活

性［１９］。陶树兴等研究发现枯草芽胞杆菌２３２分泌

几丁质酶的最适温度为４０℃，最适ｐＨ为７．０，温度

高于５０℃及碱性条件下酶活力都会下降
［２９］。黄小红

等研究发现ＢｔＷＢ７分泌的几丁质酶活性在ｐＨ４．５

～６．５区域稳定，而在ｐＨ＞８时酶很快失活，且

５５℃处理３０ｍｉｎ后，酶的活性没有发生变化，高于

该温度，酶就失去活性［３０］。本研究发现的４ＡＰ１菌

株５５℃处理３０ｍｉｎ后活性无显著变化，随着温度的

升高，活性降低，８０℃处理后活性完全丧失；经ｐＨ

１０～１３缓冲液处理３０ｍｉｎ后仍有较高的抑菌活性，

但其发酵液上清没有抑菌活性，该几丁质酶可能存

在于菌体内，需要后续纯化分离，进一步确定其对碱

性条件的耐受能力。

通过本研究发现Ｂｔ菌株中部分菌株对核盘菌

等病原真菌有较强抑菌能力，其中４ＡＰ１菌株抑菌

物质具有耐碱和耐热性，为真菌病害生防菌的筛选

提供了新的思路，为构建杀虫抗病Ｂｔ工程菌奠定

了基础，对于增加Ｂｔ制剂的市场份额具有重要的

意义。
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［１４］ＫｏｉｋｅＳＴ，ＧｏｒｄｏｎＴＲ，ＤａｕｇｏｖｉｓｈＯ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐ

ｍｅｎｔｓｏｎｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｐｌａｎｔｃｏｌｌａｐｓｅｐｒｏｂｌｅｍｓｉｎ Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ

ｃａｕｓｅｄｂｙ犉狌狊犪狉犻狌犿 ａｎｄ犕犪犮狉狅狆犺狅犿犻狀犪 ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｒｕｉｔＳｃｉｅｎｃｅ，２０１３，１３（１ ２）：７６ ８３．

［１５］王素素，杜国栋，吕德国．土壤高温处理对连作草莓根系呼吸代

谢及植株发育的影响［Ｊ］．果树学报，２０１１，２８（２）：２３４ ２３９．

［１６］郭修武，李坤，谢洪刚，等．连作土灭菌对葡萄生长及根系分

泌特性的影响［Ｊ］．果树学报，２０１０，２７（１）：２９ ３３．

［１７］肖宏，毛志泉，于明革，等．连作土与灭菌土对平邑甜茶幼苗生长

发育的影响［Ｊ］．果树学报，２００４，２１（４）：３７０ ３７２．

［１８］侯永侠，周宝利，吴晓玲，等．土壤灭菌对辣椒抗连作障碍效

果［Ｊ］．生态学杂志，２００６，２５（３）：３４０ ３４２．

［１９］方祖柽．石灰抑制稻纹枯菌的效应及应用研究［Ｊ］．安徽农业科

学，２００４，３２（３）：４５４ ４５５．

［２０］孙桂芝，王成云．棚室蔬菜连作障碍的成因及防治对策［Ｊ］．现

代化农业，２０１６（１１）：２５ ２６．

［２１］刘炳君，杨扬，李强，等．调节茶园土壤ｐＨ对土壤养分、酶活

性及微生物数量的影响［Ｊ］．安徽农业科学，２０１１，３９（３２）：

１９８２２ １９８２４．

［２２］张丽荣，康萍芝，沈瑞清．石灰氮对设施番茄根际土壤微生物

数量及产量和枯萎病的影响［Ｊ］．西北农业学报，２０１４，２３（３）：

２０１ ２０４．

［２３］ＯｌｅｓｚｃｚｕｋＰ，ＪｏｋｏＩ，ＦｕｔａＢ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓｏｎｍｉ

ｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ，ｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｐｌａｎｔｉｎｂｉｏｃｈａｒａｍｅｎｄｅｄ

ｓｏｉｌ［Ｊ］．Ｇｅｏｄｅｒｍａ，２０１４，２１４ ２１５（２）：１０ １８．

［２４］班洁静，侯明生，蔡丽．土壤ｐＨ对芸薹根肿菌侵染及病害发

生的影响［Ｊ］．植物保护，２０１５，４１（６）：５５ ５９．

［２５］姚燕来，黄飞龙，薛智勇，等．土壤环境因子对土壤中黄瓜枯萎病

致病菌增殖的影响［Ｊ］．中国土壤与肥料，２０１５（１）：１０６ １１０．

［２６］张超，赵芊，张哲，等．植物免疫应答过程中Ｃａ２＋及ＣａＭ／

ＣＭＬ的功能［Ｊ］．生物学杂志，２０１４，３１（２）：６９ ７２．
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