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摘要：从形态、生理生化、!&( )*+, - 个方面确定了番茄青枯菌拮抗菌株 -.!.!& 的分类地位。光学显微镜下观察到

菌体为杆状细胞，革兰氏染色均匀，并可见菌体染成蓝紫色。透射电镜进一步观察到细胞内有许多颗粒状物质，无

伴胞晶体。/01213 鉴定，-.!.!& 与巨大芽孢杆菌（!"#$%%&’ ()*"+),$&(）具有最高相似率为 456。!&( )7+, 分析，-.!.!&
与巨大芽孢杆菌 89-! 同源性最高为 44:’6。聚类分析显示 -.!.!& 与 - 株巨大芽孢杆菌聚成一支，支持度为

!$$6。生理生化特征及培养特征测定结果表明，菌株 -.!.!& 鉴定为巨大芽孢杆菌（!"#$%%&’ ()*"+),$&(）。盆栽试验

表明该菌株对番茄青枯病防病效果达到 5!:-6。
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青枯病是由青枯菌（B"%’+0.$" ’0%"."#)",&(）引

起的一种毁灭性土传病害，是世界上危害最大、分

布最广、造成损失最严重的植物病害之一［!］，至今

尚无有效的化学农药和其它防治办法。基于此，青

枯病的生物防治越来越吸引国内外研究者的重视，

成为有很大吸引力的研究领域。

随着人们对农业可持续发展的日益重视，利用

土壤中既有的拮抗微生物进行生物防治这种由植

物根际细菌介导的既能控制植物病原菌，又能保护

植物，对环境友好的病害防治方法受到国内外科学

家的青睐。我国从 &$ 年代初就开始了利用拮抗微

生物防治花生青枯病的研究。迄今为止，已在芽孢

杆菌、链霉菌、假单胞杆菌、菌根真菌中筛选出大量

的具有抑制青枯病效果的菌株。如芽孢杆菌 /!-$
制成的泥炭制剂对生姜青枯病的防效达到 !$$6，
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增产 !"#$%& ’ "$#()&［*］；荧光假单胞菌 +,( 菌株对

青枯菌的侵染具有明显保护作用［!］；生防菌 -./0 1
$23$-制剂当年使用对连作重病区的茄子青枯病具

有良好的防治效果，同时，对植株有显著促长作用［"］。

近年来，本研究小组致力于植物青枯病拮抗菌

的筛选，从严重发病的番茄根际筛选到一株细菌 !4
(4(5［)］，该菌在平板上对番茄青枯菌有较强的拮抗

作用。为了更好地利用该菌株，本试验拟对 !4(4(5
菌株的生理生化性状、形态特征和 (56 78.- 基因序

列进行测定和分析，结合 9:;<;= 鉴定系统对该菌株

进行鉴定，确定该菌株的种属分类地位。并在盆栽

试验条件下，检测 !4(4(5 控制番茄青枯病的效果，

为该菌株进一步研究和田间应用提供依据。

! 材料与方法

!"! 供试菌株

!4(4(5 菌株由本课题组分离保存；阳性对照菌

株为巨大芽孢杆菌 !"#$%%&’ ()*"+),$&(、蕈状芽孢杆

菌 !"#$%%&’ (-#.$/)’、泛 酸 芽 孢 杆 菌 !"#$%%&’
0"1+.+2)1+$#&’、短小芽孢杆菌 !"#$%%&’ 0&($%&’，由广东

省微生物研究所菌种保藏中心提供。

!"# 培养基与试剂

牛肉汁蛋白胨琼脂培养基（.-，(>）：蛋白胨 )=，
氯化钠 )=，牛肉膏 !=，琼脂 (#$&。

革兰氏染色试剂、芽孢染色剂、各类碳源均从

广东环凯生物科技有限公司购买；?@8 扩增试剂

盒、小量细菌总 A.- 抽提试剂盒从上海生工生物工

程技术服务有限公司购买；9:;<;= 鉴定板、鉴定用试

剂和培养基从广州华粤行仪器有限公司购买。

!"$ 显微形态观察

将菌株 !4(4(5 接种在 .- 培养基上，在 !2B培

养 *"C 后观察菌落的形态特征，包括形状、大小、透

明度、边缘和表面隆起等。在普通光学显微镜和投

射电子显微镜下观察新鲜培养物中细菌芽孢和细

胞的形态和鞭毛等。并测定其大小。

!"% 常规生理生化鉴定

参照蔡妙英等编译《芽孢杆菌属》、9DECFGFG（布

坎南）等编写的《伯杰细菌鉴定手册》（第八版）和东

秀珠等（*22(）编著的《常见细菌系统鉴定手册》中提

供的检测方法对菌株进行了接触酶试验、明胶的液

化试验、H4? 测定（产生 !4羟基丁酮试验）及 ?I 变

化、产生吲哚试验、淀粉水解试验、苯丙氨酸脱氨酶

试验，从糖类（A4葡萄糖、>4阿拉伯糖、A4木糖和甘露

醇）产酸和产气试验、好气性测定、柠檬酸盐利用、

不同温度下的生长试验等。

!"& ’()*)+ 系统 %"#,",% 的快速鉴定

菌株在 /6-/J培养基上 *)B培养 *"C，用 2#$)&
的生理盐水配制菌悬液，悬液终浓度为 34)%2 K 2#*

’ 2#! 之间；在含有 3) 种唯一碳源的 9:;<;= L? 微孔

板中每孔加 ()2!> 菌悬液，对照孔（-(）加 ()2!> 生

理盐水，*$B培养，"C、*"C 和 "$C 后观察板中 35 孔

的颜色变化，使用 9:;<;= J:E7; 6MFM:;G 6NOMPQ 软件分

析，机器读板结果直接与数据库比较，记录结果。

!"- !-. /012 基因序列及系统发育学分析

取对数生长期新鲜菌液，离心收集菌体，按文

献［$］的方法提取基因组 A.-。采用细菌 (56 7A.-
通用 引 物 ,*% 和 8()** 进 行 ?@8 扩 增 菌 株 的

(56 7A.-。?@8 反应产物进行直接测序。

将得到的菌株 (56 7A.- 序列用 LPG9FGR 中的

9<FOMG 程序进行比较分析，得出相似性［3］。使用软

件 @>S6/-> T 进行多序列匹配排列［(2］。采用软件

/7PPU!* 得出系统发育树。删除序列匹配排列中出

现的插入和缺失，根据“V:QD7F 双参数”方式，通过

序列数据计算矩阵距离；使用 .P:=CW;7 1 X;:G:G= 方

法，进行进化树估算。重复数为 (222，计算各分支

的置信度。

!"3 防治番茄青枯病的测定

盆栽试验土壤采自华南农业大学连续多年种

植番茄的田块，番茄品种选用感病品种“红宝石”，

购自华南农业大学。病原菌为番茄青枯病菌 /Q!，

由华南农业大学提供。

将番茄种子播在育苗盘中，生长至 * 片真叶期

后移栽，栽培介质为菇泥，每盆 ! 株。移栽时，每株

用经 摇 床（*%B，()27YQ:G）培 养 "$C 稀 释 为 ) Z
(2% E[DYQ> 的 !4(4(5 菌悬液浸根处理 (Q:G，以后隔 (
周淋 ( 次菌悬液，共淋 * 次。同时设置不接菌的对

照。移栽 "2\ 后，用青枯菌悬液（( Z (2$ YQ>）*2Q> 灌

根进行挑战接种。接种青枯菌 *2\ 后，采样测定。调

查记录番茄植株发病情况，计算发病率、病情指数。

# 结果与分析

#"! 形态和培养特征

菌株 !4(4(5 在 .- 培养基 *"C 的菌落有大小两
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种形态，形态较大的菌落呈灰白色，表面干燥不透

明，菌落圆形或不规则形，边缘不整齐；形态较小的

菌落呈白色，表面光滑，半透明，略凸起，边缘整齐。

两种菌落重新划 !" 平板培养 #$% 后其菌落形态一

样。菌落大小为 #&& ’ (&&。

菌株 ()*)*+ 革兰氏染色为阳性，菌体杆状，大

小为 #,- ’ (,(!& ’ *,( ’ #,*!&，产生芽孢，芽孢为

近似柱形，孢囊不膨大，没有伴孢晶体，有鞭毛（图

*.）；在细胞内可观察到液泡状结构的物质（图 *"）。

" 菌体细胞中的液泡状结构物质（(-// 0 ） . 菌体的鞭毛（-/// 0 ）

图 * ()*)*+ 的电镜照片

!"! 生理生化特征

菌株 ()*)*+ 能在 -1 ’ $/1的温度下生长，其

最适 生 长 温 度 范 围 为 */1 ’ (/1。最 适 生 长 的

!234 浓度为 /5 ’ +5 ，当 !234 浓度大于 65时，生

长被抑制。()*)*+ 菌株的接触酶试验为阳性，不产

生苯丙氨酸脱氨酶；能水解明胶、淀粉；吲哚和 7)8
反应为阴性，7)8 培养物终 9: ; +；不利用柠檬酸

盐，可利用 <)葡萄糖产酸，利用 <)甘露醇产弱酸，不

能利用 =)阿拉伯糖、蔗糖产酸，在糖类中生长不产

气；厌氧环境下不能生长。

.>?4?@细菌自动鉴定系统进行鉴定的结果发

现，()*)*+ 与 巨 大 芽 孢 杆 菌 具 有 最 高 相 似 率 为

AB5。菌株 ()*)*+ 菌株的主要生理生化特征与巨大

芽孢杆菌进行了比较（表 *）。菌株 ()*)*+ 的生化特

征与巨大芽孢杆菌（! C "#$%&#’()"）相似。

!"# 以 $%& ’()* 序列同源性为基础的系统发育

学分析

采用 .42DE 将菌株 ()*)*+ 长 *$$(F9 的 *+G HI!"
基因序列（JKL.2LM 登录号为 <N+-6B--）与 JKL.2LM
中已登录的基因序列进行比对，结果发现与菌株 ()
*)*+ 的 *+G HI!" 同源性最高的是巨大芽孢杆菌

!%*(++), "#$%&#’()" OP(* （ JKL.2LM 登 录 号

"Q--(**B,*），同源性为 AA,$5。

表 $ 菌株 #+$+$% 与芽孢杆菌属（!"#$%%&’ ,-./）

部分成员表型特征的比较

表型特征
() *
) *+

巨大芽

孢杆菌

! C "#$%)
&#’()"

蕈状芽

孢杆菌

! C "-*.)
(/#,

泛酸芽

孢杆菌

! C 0%1)
&.&2#1)
&(*),

短小芽

孢杆菌

! C 0))
"(+),

接触酶 R R R R R
厌氧生长 S S R R S
7)8 测定 S S R S R

7)8 培 养 物 终 9:
; +

R T R R R

U 6 S S S S S

<)葡萄糖产酸 R R R R R

=)阿拉伯糖 S T S S R

<)木糖 S T S S R

<)甘露醇 R T S S R

葡萄糖产气 S S S S S

明胶水解 R R R R R

淀粉 R R R R S

柠檬酸盐利用 S R T S R

苯丙氨酸脱氨酶 S T S T S

硝酸盐还原 S T R T S

生长温度：-1 S T T T S

(/1 R R R R R

R 阳性，S 阴性，T **5 ’ BA5菌株为阳性
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图 ! 菌株 "#$#$% 的 $%& ’()* 序列系统发育树

根据菌株 "#$#$% 的 $%& ’()* 序列与芽孢杆菌

属的 $%& ’()* 序列做出系统进化树（图 !），菌株 "#
$#$% 在系统进化树中基本分为 ! 大类群，菌株 "#$#
$% 与 " 株 !"#$%%&’ ()*"+),$&( 聚在一起，构成一个分

支，支持度为 $++,。

!"# 拮抗菌对青枯病的防治效果

在挑战接种的情况下，清水对照的发病株率为

-+,，病情指数为 .+。拮抗菌株 "#$#$% 却表现出较

强的防病效果，其发病株率仅为 !"/",，病情指数

仅为 $"，防病效果高达 -$/",。

$ 结论与讨论

细菌的菌落形态、菌落扩展方式、革兰氏染色、

芽孢染色及其各项生理生化测定指标都是确定其

分类地位的重要依据。$%& ’0)* 基因序列在属水

平上具有很高的保守性，是目前细菌分类的重要参

考标准。根据测序结果及生理生化特征及培养特

征，菌 株 "#$#$% 与 巨 大 芽 孢 杆 菌（ !"#$%%&’
()*"+),$&(）最接近。通过 123435 鉴定，"#$#$% 与巨大

芽孢杆菌具有最高相似率为 6-,。通过 $%& ’0)*
分析，"#$#$% 与 !"#$%%&’ ()*"+),$&( 78"$ 同源性最

高为 66/9,。聚类分析显示 "#$#$% 与 " 株 !"#$%%&’
()*"+),$&( 聚成一支，支持度为 $++,。因此，初步

认 为，菌 株 "#$#$% 为 巨 大 芽 孢 杆 菌 !"#$%%&’

()*"+-),$&( :;7（*）$/++$。

本 研 究 筛 选 出 的 巨 大 芽 孢 杆 菌 !"#$%%&’
()*"+-),$&( :;7（*）$/++$ 在盆栽试验中显示出很好

的防病效果，说明该菌株可能具有较好的应用前

景。对于该菌株抑菌活性物质的分离、田间防病效

果的测试以及抑菌谱的研究正在继续，相关的研究

结果在另文报道。
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