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摘  要: 13-1 是从魔芋根际土壤中筛选得到的一株革兰氏阴性生防细菌, 抑菌试验结果表明它对

7 种植物病原细菌和 8 种病原真菌具有拮抗作用。形态和常规生理生化特征鉴定, 发现该菌株与

溶杆菌属 Lysobacter 特征很相近。Biolog 鉴定和 16S rDNA 基因序列分析表明, 菌株 13-1 与已报

道的抗生素溶杆菌 Lysobacter antibioticus DSM 2044(=ATCC29479)同源性高达 99%。二者在所建

系统发育树中处于同一分枝, 将 13-1 菌株鉴定为抗生素溶杆菌(L. antibioticus)。 
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Identification and Biological Characteristics on a Novel Strain 
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Abstract: Strain 13-1 was gram negative biocontrol bacterial strains isolated from Amorphophallus konjac. 
In vitro antagonistic assay showed that strain could suppress the growth of seven plant bacterial pathogens 
and eight pant fungal pathogens. The results of phenotypic and general physiological and biochemical prop-
erties showed that strain 13-1 homologized with which descripted for genus Lysobcter. 16S rDNA determi-
nation and analysis was used for further identification, which showed that 16S rDNA sequence of strain 13-1 
shared 99% homologies with published sequence of L.antibioticus DSM2044 from GenBank, and both se-
quences constituted a branch in phylogenetic tree. Based on these results, it is considered that the strain 13-1 
belongs to one strain of L.antibioticus. 
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软腐病是造成很多园艺和花卉如魔芋、马蹄莲

和马铃薯等作物的重要病害, 常造成种球腐烂、黑
胫、田间植株软腐和贮藏期种球的腐烂[1]。软腐病

常造成巨大损失, 1980 年, 由软腐病造成的世界损
失高达 1 亿美元。新西兰种球损失每年达 200 万新

元。在环境有利的条件下, 由于病害爆发流行, 贮藏
期种球腐烂率达 15%~20%, 田间损失率高达 100%。
软腐病的控制主要通过栽培措施(如轮作、间作等), 
而化学防治由于病原菌抗药性和易对环境造成污染, 
往往防治效果偏低。因此, 土壤中生防菌的应用已
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引起全球的高度重视。目前已报道的生防细菌有荧

光假单胞菌P. flourescens、枯草芽孢杆菌B. subtilis、
草生欧文氏菌E. herbicola Eh252、E. carotovora 
subsp. betavasculorum Ecb168、胡萝卜软腐欧文氏菌
软腐变种无毒菌株和链霉菌 , 这些菌对E. caroto-
vora subsp. carotovora都具有抑制活性[2−7]。 

溶杆菌属Lysobacter具有滑移性 , 该属细菌发
现于水体和土壤中, 目前已知共有 4个种, 分别为L. 
enzymogenes、 L. antibioticus、 L. brunescens和 L. 
gummosus[8]。随后, 几个新种相继添加进来, 它们分
别是L. koreensis、L. daejeonensis、L. yangpyeon 
gensis和来自于韩国温室土壤的L. niabensis[9]。随着

时间的发展, 还会有更多的新种报道。产酶溶杆菌
菌株C3是已报道的一类田间有效的生防因子, 对多
种真菌病害具有防治作用, 如草坪草褐斑病、高羊
茅草叶斑病和小麦赤霉病等[10]。 

该属的溶杆菌 3.1T8、N4-7、Lysobacter sp. XL1、
Lysobacter sp. SB-K88以及L. lactamgenus YK90等
已经在防治土传真菌病害上取得较好的防治效果 , 
防治的真菌病害主要有甜菜、菠菜猝倒病、黄瓜猝

倒病、羊茅草叶斑点、小麦赤霉病、牧草斑点病和

蚕豆锈病[11−15]; 防治的细菌病害主要是水稻白叶枯
病[16]。上述证据表明溶杆菌属菌株是一类较好的生

防因子 , 可以控制植物土传病害 , 但是 , 很少有此
类菌株控制魔芋细菌性软腐病的报道。 

本研究报道了一个从富源魔芋根际土壤中分离

获得的一个新菌株 ,  对细菌性软腐病表现出离体 
抑菌作用 ,  本文从表型特征、生理生化及系统发 
育等方面鉴定细菌, 以及明确其抑菌谱及其生物学
特性。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 
菌株 13-1是由本实验室采用平板稀释法从魔芋

根际土壤中分离得到的拮抗细菌。植物病原真菌、

病原细菌详见表 1, 均由本试验室保存。 

1.2  平板抑菌作用测定 
植物病原真菌采用对峙培养法测定菌株 13-1 

对上述病原菌的抑菌作用。即在 PDA平板中心接入
直径为 5 mm 生长旺盛的病原菌菌块, 再在距离菌
块中心 2.5 cm 处点接细菌, 每皿接种细菌 3 点, 重
复 2皿, 28°C培养 5 d测量抑菌圈半径。 

病 原 细 菌 采 用 将 目 标 病 原 细 菌 制 成  
3×108 CFU/mL菌悬液, 与NA培养基混合制备含菌
平板, 冷却后将生防细菌 13-1 点接到平板上, 每皿
接种细菌 4点, 重复 2皿, 28°C培养 2 d~3 d, 测量抑
菌圈半径。 

1.3  培养性状和菌体形态特征观察 
将生防细菌 13-1分别在NA、R2A培养基上培养, 

观察菌落形态、颜色、质地和色素等。革兰氏染色

采用氢氧化钾(KOH)溶解法、结晶紫草铵染色法, 鞭

毛采用电子显微镜观察法, 菌体培养 18 h后PTA复

染, 用EM-1200EXⅡ型透射电子显微镜观察, 拍照。 

芽孢染色: 用牛肉汁培养基斜面培养 48 h的菌

落制成菌悬液, 采用孔雀绿染色法进行染色, 用显

微镜 100×10 倍油镜观测。滑行运动观察参照文 

献[17]。生防菌株 13-1 常规的生理生化鉴定参照文

献[18]。 

1.4  Biolog 微生物自动鉴定仪鉴定 
菌株的扩大培养: 挑取生防菌 13-1 的单菌落, 

在 BUG培养基上划“十”字线, 28°C培养 20 h~24 h。
用无菌棉签轻擦菌苔于接种液中(Biolog 公司), 制
成菌悬液, 浊度调整: 通过增加接种液或添加菌落
可以降低或升高菌悬液的浊度 ,  直至浊度达到 
61%±2%的范围。再用 8 孔移液器将菌悬液分加在
Biolog GN鉴定板的各孔中。每孔各 150 μL, 共 96
孔。盖上鉴定板盖, 置于 30°C 的培养箱中培养, 分
别在培养 4 h和 24 h后取出鉴定板, 置于读数仪上
读取结果。自动检索数据库, 比较鉴定结果。 

1.5  16S rDNA 的序列测定及其系统发育学分析 
细菌总DNA的提取, 采用裂解法提取菌株 13-1 

基因组总 DNA, 用引物 27 f (5′-AGAGTTTGATCCT 
GGCTCAG-3′)和 1492 r (5′-GGCTACCTIGTIACGA 
CTT-3′)进行 PCR扩增。PCR反应体系如下(50 μL): 
10×缓冲液 5 μL, dNTPs (2.5 mmol/mL) 4 μL, 引物
27 f (10 μmol/mL)2 μL, 引物 1942 r (10 μmol/mL)  
2 μL, 模板DNA 2 μL, DNA聚合酶(5 U/µL) 0.25 μL, 
超纯水ddH2O 34.75 μL。PCR扩增程序为: 95°C 
3 min; 94°C 1 min, 55°C 1 min, 72°C 1.5 min, 30个循
环; 72°C 8 min。扩增产物从琼脂糖凝胶上切下, 采
用上海华舜胶回收试剂盒进行回收、纯化后, 送上
海博亚生物技术有限公司进行PCR产物的直接测序, 
测序为双向引物测序 , 测序仪器为 ABI PRISM 
377~96自动测序仪, 测序用引物为 27 f和 1492 r。
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将测得的基因序列通过 Blast 程序与 GenBank 中核
酸数据库进行对比分析。 
1.6  16S rDNA 序列分析和系统发育树的构建 

所测序列递交 GenBank数据库, 使用 Blastn程

序进行相似性比较 (http://www.ncbi.nlm.nlm.gov/ 

blast), 调取 GenBank数据库中与之同源性较高的一

些细菌 16S rDNA序列, 使用软件 Clustal X进行多

序列匹配排列, 删除序列匹配排列中出现的插入和

缺失。用邻接法(Neighbor-joining method)获得分支

系统发育树, 从而得知各菌株间的亲缘关系远近。

设定 bootstrap为 1000, 用于构建系统发育树的菌株

名称、编号及其它们之间的亲缘关系, 见图 2。 

2  结果与分析 

2.1  菌株平板抑菌作用 
结果(表 1) 表明, 生防细菌 13-1 不仅对魔芋细

菌性软腐病菌 My9、ECC2、WM2 具有较强的抑菌

作用, 其抑菌圈直径为 11.4 mm~13.0 mm之间, 而

且对其它病原细菌如植物青枯病菌、水稻白叶枯病

菌及病原真菌如烟草赤星病菌等都具有较好的抑菌

效果, 表明该生防细菌 13-1 具有广谱的抑菌作用。 

2.2  培养性状及形态特征观察 
在 NA 培养基上菌落呈圆形, 有光泽、光滑、

不透明稀液状, 产生黑褐色色素, 培养初期为暗黄

色, 后期转为棕褐色菌落, 菌体杆状、单生、无鞭毛、 
 

表 1  生防细菌 13-1 对不同病原菌的抑菌圈直径 
Table 1  Inhibition zone diameter of bio-control bacteria strain 13-1 against various pathogens 

植物病原细菌(真菌) 
Plant bacterial(fungal) pathogen 

菌株编码 
Strain code 

抑菌圈真径(mm) 
Diameter of inhibition zone 

寄主 
Host plants 

魔芋细菌性软腐病菌 
Pectobacterium carotovorum ssp. carotovora 

My9 
ECC2 
Wm2 

5.0±0.2 
7.0±0.5 
4.6±0.3 

魔芋 Konnyaku 
白菜 Cabbage 
马蹄莲 Zantedeschia 

水稻白叶枯病菌 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

53 21.5±0.2 水稻 
Rice 

植物青枯病菌 
Ralstonia solanacearum 

Tb23 15.6±0.2 多种植物 
Various plants 

烟草青枯病菌 
P. syringae pv. tabaci 

CX10 11.5±0.2 烟草 
Tobacco 

香料烟细菌性斑点病菌 
P. syringae pv. tabaci 

T5 11.4±0.1 香料烟 
Orientia tobacco 

水稻细菌性条斑病菌 
Xathomonas oryzae pv. oryzicola 

Rs68 7.4±0.7 水稻 
Rice 

红掌细菌性疫病菌 Xanthomonas 
axonopodis pv. dieffenbachiae 

XCD-S 20.7±1.3 红掌 
Anthurium 

甘蓝黑腐病菌 
Xanthomonas campestris pv. campestris 

8004 9.7±0.9 白菜 
Cabbage 

稻瘟病菌 
Pyricularia grisea (Cooke) Sacc. 

Y2 4.3±0.2 水稻 
Rice 

腐霉病菌 Pythium sp. SQ1 6.5±0.8 Panax notoginseng 

香荚兰根腐病菌 Fusarium orysporum  
Schlf. sp. Vanillae (Tucker) Gordon 

F1 7.5±0.5 香荚兰 
Vanilla 

芦荟根腐病菌 
F. solani (Mart.) Appel & Wollenw. emend Snyd. & Hans 

LH5 6.7±0.4 芦荟 
Aloe barbadensis 

玉米大斑病菌 
Exserohilum turcicum (pass.) Leonard & Suggs 

DB 15.7±0.6 玉米 
Maize 

玉米小斑病菌 
Bipolaris maydis (Nishik & Miyabe) shoem 

XB 12.0±0.3 玉米 
Maize 

烟草黑胫病菌 
Phytophthora nicotianae 

97007, 97008 28.7±0.2 烟草 
Tobacco 

烟草赤星病菌 Alternaria 
alternate (Fries) Keissler 

CX 11.5±0.7 烟草 
Tobacco 
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图 1  菌株 13-1 菌落形态 
Fig. 1  Colony of strain 13-1 
注: A: 培养初期; B: 培养后期. 
Note: A: Early time; B: Later time. 
 
不形成荚膜和芽孢。大小为 (0 .6~0.9)μm×(1.5~ 
2.0)μm。革兰氏染色反应呈阴性。有滑动现象。 

2.3  常规生理生化特征鉴定 
试验结果见表 2, 其中对照菌株为红掌细菌性

疫病菌(Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae 
XCD)。革兰氏反应为阴性 , 严格好气 , 不产生H2S, 
利用过氧化氢酶、氧化酶和葡萄糖产酸, 葡萄糖产
气, 不能与硝酸盐产生还原反应, V.P试验为阴性反
应, 不能水解淀粉和吐温 80, 水解酪蛋白, 能使明
胶液化产生果聚糖, 在 2% NaCl中生长良好, 但在
浓度大于 5% NaCl中生长受到抑制, 能利用阿拉伯
糖、葡萄糖、半乳糖、蔗糖、海藻糖和山梨醇, 不
能利用果糖、甘露糖和纤维二糖。 

2.4  Biolog 微生物鉴定系统鉴定 
将生防菌 13-1 细菌悬浮液接种到 95 种碳源的 

 
表 2  菌株的生理生化性状 

Table 2  Physiological and biochemical characteristers of bacterial strains 

测试菌株 Strain test 测试菌株 Strain test
测试项目 Test items 

13-1 XCD

测试项目 Test items 
13-1 XCD

革兰氏染色 
Gram stain 

− − 
果聚糖产生 
Levan formation 

＋ + 

严格好气 
Aerobic growth 

＋ ＋ NaCl中 2%生长 
Growth on 2% NaCl 

＋ ＋ 

兼性厌气或微好气 
Anaerobic growth 

− − 
NaCl中 5%生长 
Growth on 5% NaCl 

− ＋ 

H2S产生H2S  
Produce 

− ＋ NaCl中 10%生长 
Growth on 10% NaCl 

− − 

过氧化氢酶 
Catalase 

＋ ＋ 果糖 
Frutcose 

− ＋ 

氧化酶试验 
Oxidase 

＋ − 
阿拉伯糖 
Arabinose 

＋ ＋ 

葡萄糖酸化 
Glucose acidification 

＋ ＋ 葡萄糖 
Glucose 

＋ ＋ 

脲酶 
Urease 

− − 
组氨酸 
Histidine 

− − 

精氨酸双水解 
Arginine dihydrolase 

− − 
甘露糖 
Mannose 

− ＋ 

   脯氨酸 
L-Proline 

＋ － 

硝酸盐还原 
Nitrate deoxidization 

− − 
半乳糖 
D-Galactose 

＋ ＋ 

V.P试验 
Voges-Proskauer test 

− − 
蔗糖 
Sucrose 

＋ ＋ 

淀粉水解 
Hydrolysis of starch 

− ＋ D-木糖 
D-Xylose 

N ＋ 

酪蛋白水解 
Casein hydrolysis 

＋ − 
海藻糖 
Trehalose 

＋ ＋ 

明胶液化 
Hydrolysis of gelatin 

＋ ＋ 纤维二糖 
Cellobiose 

− ＋ 

注: +: 阳性反应; −: 阴性反应. 

Note: +: Positive; −: Negative. 
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Biolog板微孔中, 培养 24 h后, 测定菌株代谢情况, 
以下为生防细菌 13-1 对 95 种碳氮源底物的利用 
能力。 

能利用 N-乙酰-D-半乳糖、N-乙酰-D-葡糖胺、
D-甘露糖、α-D-葡萄糖、D-海藻糖、柠檬酸、3-羟
基乙酸、α-丁酮酸、α-酮戊二酸、丙酸、琥珀酸、
溴琥珀酸、丙氨酰胺、L-脯氨酸和 L-苏氨酸; 不能
利用 L-丝氨酸、L-组氨酸、阿拉伯糖、麦芽糖、密
二糖、组氨酸和纤维二糖等。该菌株在利用糖原

Glycogen、麦芽糖 Maltose、α-D-葡萄糖和柠檬酸盐
上与 L. antibioticus DSM 2044菌株具有差异。 

经Biolog微生物鉴定系统分析生防菌 13-1的代
谢指数 , 相似性低于 50%, 与 Stenotrophomonas 
maltophilia标准菌株最相近, 也仅为 46.1%。 

2.5  16S rDNA 的序列测定及其系统发育学分析 
2.5.1  生防细菌 13-1 16S rDNA 的序列测定: 用引 
物 27 f 和 1492 r 对生防细菌 13-1 的 16S rDNA进 

行 PCR扩增, 得到约 1.5 kb的 PCR产物,  经测序
得到生防细菌 13-1菌株的 16S rDNA 部分序列大小
为 1268 bp, GenBank登录号为 DQ188260。 
2.5.2  系统发育学分析: GenBank 序列同源性比对
结果显示 , 生防菌 13-1 与 L. antibioticus DSM 
2044(ATCC29479)同源性高达 99%, 通过N-J法构建
系统发育进化树(图 2), 结果显示, 生防菌 13-1与 L. 
antibioticus OC5、DSM 2044(ATCC29479)聚类在一
起, 构成一个分支, 可信度达到 91%。结合其培养特
征与生理生化反应(见表 2), 将生防菌 13-1鉴定为抗
生素溶杆菌(L. antibioticus 13-1)。其分类地位为: 黄
单 胞 菌 科 (Xanthomonadaceae), 溶 杆 菌 属

(Lysobacter), 抗生素溶杆菌(L. antibioticus)。 

3  讨论 

13-1 是一株从魔芋根际土壤中筛选得到的生防
细菌, 该菌株典型特征是在 NA 平板上菌落颜色为 

 

 
 

图 2  生防菌 13-1 的系统发育树 
Fig. 2  Phylogenetic tree constructed based on strain 13-1 16S rDNA gene sequence 

注: 分支点的数字代表 bootstrap1000对该支的支持百分数; 括号中代表菌株号和 GenBank 16S rDNA登录号. 
Note: The number at each branch points is percentage supported by bootstrap; Strain No. and GenBank accession number.  
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浅黄色至黄褐色, 产生可溶性黑褐色色素, 菌龄越

老产生色素越多。常规的生理生化试验结果与伯杰

氏手册第九版的报道基本一致[20], 但伯杰氏手册记

载L. antibioticus ATCC29479可以利用D-纤维二糖。

然而, 本研究中菌株 13-1 Biolog系统鉴定结果与之

不同, 可能是利用效率降低的原因。 

Biolog microStation 微生物自动鉴定仪是根据

菌株对碳源的利用率及其与各属之间的相似系数进

行同源性分析, 是传统分类方法及数值分类法的结

合, 具有快速、经济、准确、高效的特点, 但对数据

库中不常见的属、种及新出现的种缺乏比对数据。

在本研究中, 采用 Biolog 对生防细菌 13-1 的鉴定

结果表明, 鉴定结果与 Stenotrophomonas 的相似程

度最高(SIM 值为 0.46), 但均未达到鉴定结果的临

界值(革兰氏阴性菌培养 16 h~24 h的 SIM≥0.5)。由

于 Biolog 数据库中没有该菌的相应参数, 因此无 

法精确鉴定 ,  但对各种碳源利用情况提供了详尽 

资料。 

利用 16S rDNA序列同源性和系统发育分析进
行细菌鉴定是国际上通用的鉴定技术 , 通常 16S 
rDNA序列同源性小于 98%, 认为种不同; 同源性小
于 93%~95%,可以认为属不同[20]。根据这一结论, 生
防菌 13-1与L. antibioticus DSM 2044(ATCC29479)同
源性高达 99%, 可以得出菌株 13-1为溶杆菌属抗生
素种的一个新菌株, 命名为抗生素溶杆菌L. antibi-
oticus 13-1。  

溶杆菌属主要存在于土壤和水生环境, 已有研

究发现, 该属菌株可以产生抗生素并具有较好的定

殖活性, 已在多种植物真菌病害的生物防治过程中

得以利用。而我们的研究结果表明, 抗生素溶杆菌

L. antibioticus 13-1同样可以产生抗生素, 对多种病

原细菌、真菌也都具有较好的抑菌作用。有关其抗

菌物质的组分、结构研究正在进行中。 
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