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摘要　从新疆棉田中分离获得一株细菌ＡＬ７，利用形态观察、生理生化性状测定结合１６ＳｒＤＮＡ、犵狔狉犅序列分析对

菌株ＡＬ７进行种属鉴定，测定了菌株ＡＬ７及其挥发性气体对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的拮抗能力，利

用酸沉淀法粗提菌株ＡＬ７的抑菌活性物质，并测定了该活性粗提物对棉花黄萎病菌生长及其孢子萌发的拮抗能

力，利用薄层层析法对活性物质进行了初步分离。结果表明，菌株ＡＬ７为甲基营养型芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊犿犲狋犺狔犾

狅狋狉狅狆犺犻犮狌狊，该菌株对棉花黄萎病菌具有极强的抑制作用，分泌在ＰＤＡ平板中的抑菌物质对病原菌的抑制持效期

达１４ｄ以上，该菌株产生的挥发性气体对棉花黄萎病菌的抑制效果达５９．２％；菌株ＡＬ７的脂肽粗提物对棉花黄

萎病菌抑制率达到８２．８％，能够充分抑制大丽轮枝菌孢子的萌发，抑菌圈直径为３６．１ｍｍ，生物自显影分析表明，

菌株ＡＬ７分泌的抑菌活性物质犚犳值约为０．７５～０．８３，该菌株在防治棉花黄萎病方面表现出较好的应用前景。
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　　随着全国棉花种植重心向新疆转移，新疆棉区

在我国棉花产业中的战略地位愈加凸显。棉种跨区

调运、病区秸秆还田、常年连作等突出问题导致棉花

黄萎病在新疆发生加重而原因复杂［１］，已成为新疆

棉花产业发展的严重制约因素，急需找到适合新疆

棉区的控制棉花黄萎病措施。

棉花黄萎病的病原为大丽轮枝菌犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿

犱犪犺犾犻犪犲，其具有致病力分化严重，变异速度快的特

点［２］，现阶段缺乏有效手段防治该病。化学农药的

减量施用已成为大势所趋，生物防治在棉花黄萎病

的防控方面展现出巨大优势。前人筛选到大量对棉

花黄萎病有较好抗菌效果的生防菌株［３１２］，枯草芽

胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＮＣＤ２制剂对棉花黄萎病

的防治效果可达７０％
［３］。抗菌蛋白、脂肽类抗生

素、环二肽等是生防细菌产生的主要抑菌活性物质，

此类物质能够破坏病原菌细胞膜的结构，使其变形

和裂解，抑制病原菌生长［１３１５］。

新疆地理环境独特，土壤盐碱度高。实践应用

中发现，利用国内现有生防菌剂等产品防治棉花黄

萎病时，存在防治效果不稳定的问题。而菌株ＡＬ７

是自新疆严重发病棉田内分离到的一株生防细菌，

对新疆地域生态环境高度适应，对棉花黄萎病菌的

拮抗能力极强，具有较好的应用前景。拟通过本研

究，完成对菌株ＡＬ７的种属鉴定，测定该生防菌的

抑菌活性物质对棉花黄萎病菌的拮抗能力，为研究

菌株ＡＬ７的生防机制打下基础，为棉花黄萎病的

防治提供生防资源，为研制适应新疆生态环境的棉

花黄萎病生防产品提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　供试菌株及药品

供试菌株：细菌ＡＬ７从石河子市棉花黄萎病

发生严重棉田土壤中分离；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由本实验室分离保存。

培养基：马铃薯葡萄糖培养基 （ｐｏｔａｔｏｄｅｘｔｒｏｓｅ

ａｇａｒ，ＰＤＡ）；肉汤培养基（ｌｙｓｏｇｅｎｙｂｒｏｔｈａｇａｒ，ＬＢ）；

可溶性淀粉培养基（ｓｏｌｕｂｌｅｓｔａｒｃｈａｇａｒ）；脱脂牛奶培

养基 （ｓｋｉｍｍｉｌｋａｇａｒ）；茯苓粉培养基 （ｔｕｃｋａｈｏｅ

ｐｏｗｄｅｒａｇａｒ，ＡＢＰ）；纤维素刚果红培养基 （ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ

ｃｏｎｇｒｅｄａｇａｒ）。以上培养基均添加去离子水至１Ｌ，

自然ｐＨ，１２１℃高压蒸汽灭菌２５ｍｉｎ。

供试试剂：细菌ＤＮＡ基因组试剂盒、三氯甲

烷、甲醇、浓盐酸、卢哥式碘液等。

供试仪器：显微镜、高速冷冻离心机、ＰＣＲ仪、

牛津杯、ＴＬＣ板、层析缸等。

１．２　菌株犃犔７的形态观察、生理生化性状测定及

生防相关酶检测

　　将菌株ＡＬ７接种于ＬＢ斜面上，３５℃培养２４ｈ，

挑取少量菌体用无菌水稀释，分别取１０－４和１０－５稀

释液１００μＬ涂布ＬＢ培养基平板，３０℃培养２４ｈ，

观察菌落形态；挑取ＬＢ斜面上３５℃培养２４ｈ的菌

株ＡＬ７进行革兰氏染色，显微观察其菌体及芽胞形

态；参照《常见细菌系统鉴定手册》对菌株ＡＬ７分别

进行生长温度等生理生化指标测定［１６］。淀粉酶检

测：取新活化的菌株ＡＬ７穿刺接种于含１％可溶性

淀粉的平板上，３０℃培养７２ｈ，待形成明显菌落后，

在平板上滴加卢哥式碘液染色２ｍｉｎ，然后快速用

７０％乙醇洗板，观察菌落生长处无色透明圈形成情

况；蛋白酶、葡聚糖酶、纤维素酶检测：取新活化的

菌株ＡＬ７分别穿刺接种于脱脂牛奶琼脂平板、ＡＢＰ

平板、刚果红平板上，３０℃培养７２ｈ后观察菌落外

围透明圈形成情况。每处理均３次重复。

１．３　菌株犃犔７的１６犛狉犇犖犃、犵狔狉犅序列分析及脂

肽类抗生素合成基因检测

　　采用 ＤＮＡ提取试剂盒，提取菌株ＡＬ７的总

ＤＮＡ，进行１６ＳｒＤＮＡ、犵狔狉犅序列
［１７］以及脂肽类抗

生素合成基因犻狋狌犆、犻狋狌犃、犻狋狌犇、犳犲狀犅、犳犲狀犇、犳犲狀

犃犆犈、狊犳狆、狊狉犳犃犃、犫犿狔犅、犫狔犿犆、犿狔犮犅扩增
［１８］，扩

增产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测，ＰＣＲ产物直接

测序，采用双向测序方法，测序工作由北京鼎国昌

盛生物公司完成，将测序得到的１６ＳｒＤＮＡ、犵狔狉犅

序列与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的核苷酸序列进行

ＢＬＡＳＴ分析，从中获取相近的序列，利用 ＭＥＧＡ

６ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统进化树。本研究所用

试剂盒、引物、Ｍａｒｋｅｒ及反应体系均购自北京鼎国

昌盛生物公司。

１．４　菌株犃犔７对棉花黄萎病菌的拮抗能力测定

用直径５ｍｍ打孔器在棉花黄萎病菌菌落边缘

取菌块接入ＰＤＡ平板中心，距中心３０ｍｍ处利用

无菌牙签点接或划线接种菌株ＡＬ７，以仅接种病原

菌的平板作为对照，待对照组病原菌长满平板时测

量菌株ＡＬ７对病原菌的抑菌带宽度及病原菌生长

量。每处理３次重复。

按上述方法利用无菌牙签在ＰＤＡ平板中央两
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侧点接菌株ＡＬ７，培养１０ｄ后，为逐步排除活菌干

扰，用无菌刀片将平板上一端生长有菌株ＡＬ７菌落

的培养基去除，继续培养７ｄ后，去除平板上另一端

菌株ＡＬ７，再培养７ｄ，测量病原菌生长量变化情况，

用以测定菌株ＡＬ７分泌活性物质的抑菌稳定性。以

仅接种病原菌的平板作为对照，每处理３次重复。

将菌株ＡＬ７在ＬＢ平板上划线培养，将直径５ｍｍ

的棉花黄萎病菌接种于ＰＤＡ平板中心，将以上２

个平板对扣后用封口膜密封，将空白ＬＢ平板与接

种病原菌的ＰＤＡ平板对扣处理为对照，２６℃培养，

１５ｄ后测各处理病原菌生长量，每处理３次重复。

１．５　菌株犃犔７活性物质提取
［１９］及其拮抗能力测定

取新活化的菌株ＡＬ７接种于ＬＢ培养液中，３０℃，

１６０ｒ／ｍｉｎ培养３ｄ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ去沉

淀，取上清液，６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调节ｐＨ至２．０，静置

于４℃冰箱中过夜。后经８０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，２０ｍｉｎ

离心收集沉淀，将沉淀物在电热鼓风干燥箱中６５℃

烘干，再用甲醇抽提，抽提液用细菌过滤器 （犱＝

０．２μｍ）过滤，将过滤后的抽提液用旋转蒸发仪减

压蒸干，得到脂肽粗提物（ＣＬＰ），备用。

采用打孔法、平板涂抹法与管碟法测定菌株ＡＬ７

脂肽粗提物对棉花黄萎病菌的拮抗能力。脂肽粗提

物浓度为１０００μｇ／ｍＬ（溶剂为２．５％ＤＭＳＯ）。将棉

花黄萎病菌菌块接入ＰＤＡ平板中心，在距ＰＤＡ平

板中心３０ｍｍ处直线两端利用直径５ｍｍ打孔器

打孔，孔内加入２００μＬ菌株ＡＬ７脂肽粗提物，另

一孔内加入２００μＬ甲醇作对照，测定病原菌的生

长量；ＰＤＡ培养液中接种棉花黄萎病菌，２７℃，

１２０ｒ／ｍｉｎ培养７ｄ，利用无菌纱布过滤后制成孢子

悬浮液，取５００μＬ孢子悬浮液在ＰＤＡ平板上涂抹

均匀，之后放置牛津杯于此平板之上，加入１００μＬ

的菌株ＡＬ７脂肽粗提物，测定对棉花黄萎病菌孢子

的抑制情况；将２００μＬ的菌株ＡＬ７脂肽粗提物涂抹

于ＰＤＡ平板之上，将棉花黄萎病菌菌块接入平板中

心，测定病原菌的生长量，以未涂脂肽粗提物的平板

处理为对照。以上试验处理及对照均３次重复。

１．６　菌株犃犔７活性物质的生物自显影分析
［２０］

在超净工作台中将ＴＬＣ薄层层析板 （ｓｉｌｉｃａｇｅｌ

ｔｏ６０，ｕｎｉｔｓ２０ｃｍ×２０ｃｍＨＸ０８３２９６）用灭菌剪刀

剪成１０ｃｍ长的铝板。标记样品点样位置，样品距

层析板底部１ｃｍ，距两边２ｃｍ，点样，待样品完全

干燥后将铝板垂直放入预先加有展开剂（三氯甲烷∶甲

醇∶水体积比为６５∶２５∶４）的层析缸中（２０ｃｍ×２０ｃｍ），

凡士林密封；当前沿流动相移动至约７～９ｃｍ时，

取出层析板，在超净工作台中吹干 （至少要干燥１ｈ

以上），使有机溶剂挥发完全，防止影响病原菌生

长；沿前沿处剪下，后将条带贴于涂有大丽轮枝菌

孢子的培养基上，室温放置２ｈ，使样品扩散至培

养基中。取下层析板，２５℃培养３ｄ，观察试验结

果，抑菌带位置指示了通过ＴＬＣ分离的抗菌物质

的位置。试验３次重复。

１．７　数据分析

利用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１０软件对试验数据进

行统计分析。

２　结果与分析

２．１　菌株犃犔７的形态观察、生理生化性状测定及

生防相关酶检测

　　菌株ＡＬ７在ＬＢ平板上生长良好，菌落近圆

形，表面有明显皱褶，干燥，不透明，近白色，革兰

氏阳性，菌体杆状，产芽胞。

生理生化试验结果如表１所示，菌株ＡＬ７革兰

氏染色阳性，耐盐性强，在１２％的氯化钠中可生

长，耐高温，能够利用（ＮＨ４）２ＨＰＯ４、ＫＮＯ３、甘露

糖、麦芽糖、可溶性淀粉，有运动性，能使明胶液化，

产Ｈ２Ｓ；呈阳性反应的有硝酸盐还原、柠檬酸盐、酪

素水解、淀粉水解、葡萄糖氧化、接触酶、脲酶、ＰＨＥ

脱氨酶、ＶＰ反应；甲基红反应、吲哚试验呈阴性。

与文献报道中甲基营养型测定性状相符，而与文献

报道中解淀粉芽胞杆菌在麦芽糖和柠檬酸盐利用、

甲基红反应、酪素水解、吲哚试验、ＰＨＥ脱氨酶、

Ｈ２Ｓ产气等方面存在不同。

综合菌株ＡＬ７形态特征和生理生化特性，参

照《常见细菌系统鉴定手册》进行检索，初步鉴定菌

株ＡＬ７为芽胞杆菌属。

菌株ＡＬ７能够产生多种与生防相关的酶，该

菌株在可溶性淀粉平板上３０℃培养７２ｈ后，滴加

卢哥式碘液染色后形成了平均直径２５．６ｍｍ的明

显透明圈 （图１ａ），具有较强的产淀粉酶能力；在

脱脂牛奶平板上３０℃培养７２ｈ后，形成了平均直

径２１．２ｍｍ的明显透明圈 （图１ｂ），具有较强的产

蛋白酶能力；同时，菌株ＡＬ７具有产葡聚糖酶和纤

维素酶的能力，其在茯苓粉平板 （图１ｃ）、刚果红平

板 （图１ｄ）上培养７２ｈ后，形成了较小的透明圈。
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表１　拮抗细菌犃犔７的生理生化特征１
）

犜犪犫犾犲１　犘犺狔狊犻狅犾狅犵犻犮犪犾犪狀犱犫犻狅犮犺犲犿犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳犪狀狋犪犵狅狀犻狊狋犻犮狊狋狉犪犻狀犃犔７

检测项目

Ｔｅｓｔ

反应Ｒｅａｃｔｉｏｎ

ＡＬ７
犅犪犮犻犾犾狌狊犿犲狋犺狔犾狅狋狉狅狆犺犻犮狌狊

［１７，２１２３］ 犅犪犮犻犾犾狌狊犪犿狔犾狅犾犻狇狌犲犳犪犮犻犲狀狊
［２４３１］

ＢＭ２４ＬＷ６１ ＷＦ３ ＨＬＳ８ Ｋ１０３ ＢａＸ０３０ ＹＢ１５ Ｚ２ ＷＴＤ ＱＤ１０ ＭＨ７１ ＰＣ２

革兰氏染色Ｇｒａｍｓｔａｉｎｉｎｇ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

耐盐试验Ｓａｌｔｔｏｌｅｒａｎｃｅ １２％ ５％ ７％ １０％ ７％ ７％ ／ ５％ １０％ ／ ８％ １０％ ／

６０℃ ＋ － － ／ ／ － ／ ／ － ／ － ８０℃ ／

４℃ － ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

（ＮＨ４）２ＨＰＯ４ ＋ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

ＫＮＯ３ ＋ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

甘露糖 Ｍａｎｎｏｓｅ ＋ ＋ ＋ ／ ／ ＋ ／ ／ ／ ／ ／ ＋ ／

麦芽糖 Ｍａｌｔｏｓｅ ＋ ＋ ＋ ／ ／ － ／ ／ ／ ／ ／ ＋ ／

可溶性淀粉Ｓｏｌｕｂｌｅｓｔａｒｃｈ ＋ － ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

硝酸盐还原Ｎｉｔｒａｔｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ／ ＋ ＋ ／ ／ ＋ ＋ ／

柠檬酸盐Ｃｉｔｒａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎｔｅｓｔ ＋ ＋ ＋ ／ － － ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ／

甲基红 Ｍｅｔｈｙｌｒｅｄ － － － ／ － ／ ／ － ／ － ＋ ＋ ／

酪素水解Ｃａｓｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ＋ ／ ／ ／ ＋ ／ － ／ ＋ ／ ／ ／ ／

淀粉水解Ｓｔａｒｃｈｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ／ ＋ ＋ ＋ ＋

葡萄糖氧化Ｇｌｕｃｏｓｅｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ＋ ／ ／ ／ ／ ／ ＋ ／ ＋ ＋ ／ ＋ ＋

吲哚试验Ｉｎｄｏｌｅｔｅｓｔ － ／ ／ ／ ／ ／ － ／ ／ ＋ ＋ ＋ －

运动性 Ｍｏｔｉｌｉｔｙ ＋ ／ ／ ／ ＋ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

明胶液化Ｇｅｌａｔｉｎｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ／ ＋ ＋ ＋ ／ ＋ ＋ ＋

接触酶Ｃａｔａｌａｓｅｔｅｓｔ ＋ ＋ ＋ ／ ＋ ／ ／ ＋ ＋ ／ ＋ ＋ ／

脲酶Ｕｒｅａｓｅ ＋ ／ ＋ ＋ ／ ／ ／ ／ ／ ＋ ／ ＋ ／

ＰＨＥ脱氨酶ＰＨＥｄｅａｍｉｎａｓｅ ＋ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ － － － ／

Ｈ２Ｓ产气 Ｈ２Ｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ＋ ／ ／ ／ ／ ／ ／ － ／ ＋ ＋ ＋ －

Ｖ－Ｐ测定Ｖ－Ｐｔｅｓｔ ＋ ＋ ＋ ／ ＋ ／ ／ ＋ ＋ ＋ ／ ／ ／

　１）“＋”表示阳性，“－”表示阴性，“／”表示未见报道。

“＋”：ｐｏｓｉｔｉｖｅ；“－”：ｎｅｇａｔｉｖｅ；“／”：ｎｏｔｒｅｐｏｒｔｅｄ．

图１　菌株犃犔７的生防相关酶的检测

犉犻犵．１　犅犻狅犮狅狀狋狉狅犾狉犲犾犪狋犲犱犲狀狕狔犿犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狊狋狉犪犻狀犃犔７

２．２　菌株犃犔７的１６犛狉犇犖犃与犵狔狉犅序列分析

将菌株ＡＬ７的１６ＳｒＤＮＡ序列进行ＢＬＡＳＴ分

析，选择序列相似性高的序列，采用邻接法构建系

统进化树。菌株ＡＬ７与模式菌株甲基营养型芽胞

杆菌犅．犿犲狋犺狔犾狅狋狉狅狆犺犻犮狌狊（登录号：ＥＵ１９４８９７．１）和

解淀粉芽胞杆菌犅．犪犿狔犾狅犾犻狇狌犲犳犪犮犻犲狀狊（登录号：

ＨＭ１０７８０６．１）归为一个分支（图２ａ），１６ＳｒＤＮＡ序

列分析结果可将菌株ＡＬ７确定为芽胞杆菌属，但

未直接鉴定到种。

以菌株ＡＬ７的犵狔狉犅基因序列与文献报道
［３２］的

模式菌株的犵狔狉犅基因序列比对结果构建系统发育

树，菌株ＡＬ７与甲基营养型芽胞杆菌犅．犿犲狋犺狔犾狅狋狉狅

狆犺犻犮狌狊（登录号：ＪＮ８９６９４０．１）可归为一支，亲缘关系最

近且遗传距离一致（图２ｂ），利用犵狔狉犅基因序列鉴定

菌株ＡＬ７为甲基营养型芽胞杆菌。２株解淀粉芽胞

杆菌（登录号：ＫＣ３１１７２４．１、ＪＸ０１４６３１．１）归为一支。
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综合该菌株的形态特征、生理生化特性及１６Ｓ

ｒＤＮＡ序列与犵狔狉犅 基因序列分析结果，将菌株

ＡＬ７鉴定为甲基营养型芽胞杆菌。

图２　基于１６犛狉犇犖犃与犵狔狉犅序列构建的菌株犃犔７的

系统发育树状图

犉犻犵．２　１６犛狉犇犖犃犪狀犱犵狔狉犅犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮

犱犲狀犱狉狅犵狉犪犿狊狅犳狊狋狉犪犻狀犃犔７

２．３　菌株犃犔７对棉花黄萎病菌的拮抗能力测定

在ＰＤＡ平板上将菌株ＡＬ７与棉花黄萎病菌对

峙培养２０ｄ，菌株ＡＬ７在ＰＤＡ平板上生长良好，

形成直径约２０．１ｍｍ的菌落，其对棉花黄萎病菌表

现出极强的抑制作用，抑菌带宽平均为１３．２ｍｍ，

充分抑制了棉花黄萎病菌在培养基上的生长，致使

其菌落呈梭形（图３ａ）。

图３　菌株犃犔７对棉花黄萎病菌拮抗能力

犉犻犵．３　犜犺犲犪狀狋犪犵狅狀犻狊狋犻犮犲犳犳犲犮狋狅犳狊狋狉犪犻狀犃犔７狅狀狋犺犲

犵狉狅狑狋犺狅犳犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲

试验发现，菌株ＡＬ７发酵上清液对大丽轮枝

菌菌落生长及其孢子萌发没有明显的抑制效果，为

测定菌株ＡＬ７活性物质抑菌持久性，在ＰＤＡ平板

上将菌株ＡＬ７与棉花黄萎病菌进行两侧对峙培养，

１０ｄ后菌株ＡＬ７明显抑制了棉花黄萎病菌的生长，

接种ＡＬ７处理病原菌菌落直径分别为１７．６ｍｍ、

１０．５ｍｍ，而空白处理病原菌菌落直径为４４．３ｍｍ；去

除病原菌单侧的菌株ＡＬ７记为ＡＬ７Ｒ处理，将其

继续培养７ｄ，此时，接种ＡＬ７处理病原菌菌落直径

为１９．０ｍｍ，增加１．４ｍｍ；ＡＬ７Ｒ处理中病原菌菌

落直径为１０．５ｍｍ，未增加；而空白处理病原菌菌

落直径为６２．０ｃｍ；去除ＡＬ７Ｒ处理中病原菌另一

侧的菌株ＡＬ７后再继续培养７ｄ，此时，接种ＡＬ７处

理病原菌菌落直径为１９．７ｍｍ，继续增加０．７ｍｍ，

ＡＬ７Ｒ处理中病原菌菌落直径为１１．５ｍｍ，较７ｄ

前增加１．５ｍｍ，而空白处理病原菌菌落长满全皿，

直径为８４．７ｍｍ。结果表明，随着ＡＬ７菌株的移

除，ＡＬ７处理１４ｄ病原菌直径增加２．１ｍｍ，ＡＬ７

Ｒ处理１４ｄ病原菌直径增加１．０ｍｍ，棉花黄萎病

菌没有明显恢复生长，其分泌在培养基中的活性物

质具有较好的抑菌持久性，能够长期抑制病原菌的

生长（图４）。

图４　菌株犃犔７对棉花黄萎病菌的抑菌持久性测定

犉犻犵．４　犜犺犲狆犲狉狊犻狊狋犲狀犮犲狅犳犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀犵犲狀犲狉犪狋犲犱犫狔狊狋狉犪犻狀

犃犔７犪犵犪犻狀狊狋犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲

２．４　菌株犃犔７产挥发性气体对棉花黄萎病菌的抑

制能力

　　在ＰＤＡ平板上将菌株ＡＬ７与棉花黄萎病菌对

扣培养１５ｄ，菌株ＡＬ７对扣处理的大丽轮枝菌的菌

落直径平均为３０．２ｍｍ，而空白处理大丽轮枝菌的

平均菌落直径为７４．５ｍｍ，经计算，菌株ＡＬ７挥发

性气体对大丽轮枝菌抑菌效果为５９．２％，表明菌株

ＡＬ７产生的挥发性气体对棉花黄萎病菌的生长有

明显的抑制作用（图５）。
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图５　菌株犃犔７的挥发性气体对棉花黄萎病菌的抑菌能力

犉犻犵．５　犜犺犲犪狀狋犪犵狅狀犻狊狋犻犮犲犳犳犲犮狋狅犳狋犺犲狏狅犾犪狋犻犾犲犵犪狊狆狉狅犱狌犮犲犱犫狔

狊狋狉犪犻狀犃犔７犪犵犪犻狀狊狋犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲

２．５　菌株犃犔７的活性粗提物对棉花黄萎病菌的拮

抗能力

　　菌株ＡＬ７抑菌活性粗提物的平板打孔法测定结

果显示 （图６ａ），菌株ＡＬ７的抑菌活性粗提物致使棉

花黄萎病菌菌丝生长异常，菌落出现明显褶皱，棉花

黄萎病菌完全不能向含有活性粗提物的一侧生长，

显示出明显的拮抗效果；平板涂抹法 （图６ｃ）测定菌

株ＡＬ７的活性粗提物对棉花黄萎病菌的平均抑制率

达到８２．８％；牛津杯法测定菌株ＡＬ７活性粗提物对

棉花黄萎病菌孢子萌发抑制的结果表明，菌株ＡＬ７

活性粗提物能够充分抑制大丽轮枝菌孢子的萌发，

形成的抑菌圈直径平均为３６．１ｍｍ（图６ｄ）。

图６　菌株犃犔７的抑菌活性物质对棉花黄萎病菌的抑菌能力

犉犻犵．６　犃狀狋犪犵狅狀犻狊狋犻犮犲犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲犪犮狋犻狏犲犻狀犵狉犲犱犻犲狀狋狊狆狉狅犱狌犮犲犱犫狔狊狋狉犪犻狀犃犔７狅狀犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲

２．６　菌株犃犔７脂肽类抗生素相关合成基因检测

经ＰＣＲ检测，拮抗菌株ＡＬ７含有犻狋狌犃、犻狋狌犇、

犳犲狀犅、狊犳狆、狊狉犳犃犃、犫犿狔犅、犫狔犿犆７种参与脂肽类抗

生素合成的基因（图７）。其中，犻狋狌犃和犻狋狌犇为伊枯

草素合成酶基因，犳犲狀犅为丰原素合成酶基因，狊犳狆

和狊狉犳犃犃 为表面活性素合成调控基因，犫犿狔犅和

犫狔犿犆为芽胞菌霉素合成酶基因。

图７　菌株犃犔７脂肽类抗生素相关合成基因检测

犉犻犵．７　犘犆犚犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犵犲狀犲狊犮狅犱犻狀犵犳狅狉犾犻狆狅狆犲狆狋犻犱犲犪狀狋犻犫犻狅狋犻犮狊犻狀犃犔７

２．７　菌株犃犔７活性物质的生物自显影分析

拮抗菌株ＡＬ７的脂肽类抗生素粗提物生物自

显影分析表明，菌株ＡＬ７的活性粗提物只产生了

一条明显的抑菌带，该物质能够显著抑制大丽轮枝

菌孢子的萌发 （图８），经计算，该活性物质的犚犳

值约０．７３～０．８３。

３　讨论

研究表明，甲基营养型芽胞杆菌对多种植物病

害具有较好的防治效果，刘伟等筛选到２株分别对番

茄灰霉病菌犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪、烟草青枯病菌犚犪犾狊狋狅狀犻犪

狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿等多种病原菌有较强生防效果的甲基营

养型芽胞杆菌ＬＷ６１
［２２］和ＬＷ４

［３３］，ＬＷ６１对番茄

灰霉病菌菌丝生长和孢子萌发的抑制率分别为９５．３４％

和９３．９８％；ＬＷ４菌悬液对烟草青枯病菌的防治

效果为７０．３７％，对烟草有明显的促生作用。王洪

梅等从土壤中筛选出一株甲基营养型芽胞杆菌Ｎ５，

具有产生铁载体、β１，３葡聚糖酶、纤维素酶、蛋白酶

以及多种脂肽类抗菌物质的能力，该菌与有机肥二

次发酵产物对番茄青枯病菌犚．狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿盆栽
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防效达６９％
［３４］。谢学文等筛选得到一株对黄瓜炭

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具有较强拮抗活

性的甲基营养型芽胞杆菌 ＷＦ３，该菌株活体盆栽

条件下对黄瓜炭疽病的防治效果为６６．４８％，田间

防效最高达７３．７０％
［１７］，以上研究表明甲基营养型

芽胞杆菌具有较为广阔的开发应用前景。

图８　菌株犃犔７的抑菌活性物质的生物自显影分析

犉犻犵．８　犅犻狅犪狌狋狅犵狉犪狆犺犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犪狀狋犻犳狌狀犵犪犾犪犮狋犻狏犲

犻狀犵狉犲犱犻犲狀狋狊犻狀狋犺犲狊狋狉犪犻狀犃犔７

菌株ＡＬ７经鉴定为甲基营养型芽胞杆菌犅．

犿犲狋犺狔犾狅狋狉狅狆犺犻犮狌狊，翟枫等曾初步报道了甲基营养

型芽胞杆菌ＬＷ４在棉花黄萎病防治上的应用
［３５］，

但并未对该菌株抗菌活性物质进行研究。刘伟等报

道甲基营养型芽胞杆菌ＬＷ４的抑菌物质对烟草青

枯病菌犚．狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿 的抑菌圈直径达３７．８

ｍｍ
［３３］。本文研究表明，菌株ＡＬ７高度耐盐，能产

大量的淀粉酶和蛋白酶，其活菌体对棉花黄萎病菌

犞．犱犪犺犾犻犪犲具有极强的抑菌能力，该菌株产生的挥

发性气体对棉花黄萎病菌的抑制效果达５０％以上。

利用涂抹法、打孔法测定发现，拮抗菌ＡＬ７发酵液

对大丽轮枝菌菌丝生长和孢子萌发没有明显抑制作

用，但是，利用酸沉淀法提取的菌株ＡＬ７分泌的抑

菌活性粗提物对棉花黄萎病菌的菌丝生长抑制率达

到８０％以上，并能够充分抑制该菌孢子的萌发，抑菌

圈直径为３６ｍｍ，抑菌效果明显，与黄霄等
［２１］研究

结论一致，表明菌株ＡＬ７抑菌能力主要是菌体竞争。

拮抗作用是芽胞杆菌防治植物病害的一个重要

机制，其通过产生抗菌代谢产物抑制病原菌的生长

繁殖或直接杀死病原菌，从而达到防治植物病害的

目的［３６］。芽胞杆菌分泌的抗菌代谢产物主要有蛋

白类物质［３７３８］、脂肽类抗生素［３９４２］及其他类别物

质［４３４４］。吴燕燕等研究发现，甲基营养型芽胞杆菌

抗菌肽能够延长罗非鱼片的保质期４ｄ以上
［４５］。吕

倩等首次报道从海洋中分离得到一株甲基营养型芽

胞杆菌ＳＨＢ１１４，分离纯化得到了具有较强抑制活

性的ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎＬｃ类脂肽，对黄瓜炭疽病菌犆．

狅狉犫犻犮狌犾犪狉犲、立枯丝核菌犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻、黄瓜枯

萎病菌犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉犻狌犿ｆ．ｓｐ．犮狌犮狌犿犲狉犻狊等植

物病原真菌的抑制作用较强［４６］。菌株ＡＬ７经检测

含有伊枯草素、表面活性素、丰原素等多种脂肽类抗

生素合成基因，利用酸沉淀法提取到的菌株ＡＬ７

的脂肽类抑菌粗提物对棉花黄萎病菌菌丝生长和孢

子萌发抑制作用明显，生物自显影分析表明该活性

物质犚犳值约为０．７５～０．８３，其挥发性气体中同样

含有对棉花黄萎病菌具有明显抑制作用的物质，具

体是何种物质还需进行深入研究。

菌株ＡＬ７自新疆棉区严重发生黄萎病棉田内健

康棉株根际土壤中分离获得，其能够更好地适应新

疆农田生态环境，具有较好的在新疆开发应用的前

景，下一步通过液相色谱、制备ＨＰＬＣ等分析化学手

段解析菌株ＡＬ７产生的抑菌活性物质，深入研究菌

株ＡＬ７的生防机制，为该菌株的开发应用提供基础。
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