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摘  要: 从花生根际土壤中分离到一株对多种土传植物病原真菌具有拮抗作用的生防细菌 B3, 该
菌能够以 100 mg/L 高效氯氰菊酯、毒死蜱和吡虫啉为唯一碳源生长, 7 d 的降解率分别为 54.42%、

57.44%和 49.24%, 显示了该菌在植物病害生物防治和土壤生物修复方面具有潜在的开发价值。通

过形态特征、生理生化及 16S rRNA 同源性序列分析, 鉴定该菌为多粘类芽孢杆菌(Paenibacillus 
polymyxa)。 
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Abstract: One biocontrol bacillus B3 was isolated from peanut rhizosphere, which showed a broad inhibi-
tion spectrum against various soil-borne plant phytopathogenic fungi. It was also found to be capable of 
utilizing beta-cypermethrin, chlorpyrifos and imidacloprid as the sole source of carbon for growth. The ex-
tent of degradation of them at initial concentration of 100 mg/L was 54.42%, 57.44% and 49.24% respec-
tively within 7 days. Strain B3 was identified as Paenibacillus polymyxa based on morphological, physio-
logical-biochemical properties, and 16S rRNA sequence analysis. This study indicated that strain B3 had 
potential application in biological control and soil bioremediation. 
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半个世纪以来, 植物病虫害的防治一直依靠大
量化学农药的使用, 但由此造成的病原菌和害虫的
抗药性以及土壤和作物中的农药残留, 给人类健康
和生态环境造成了严重的危害。而生物防治以其无

毒害, 不污染环境, 不易引起抗药性等特点备受世
界各国的广泛关注, 许多生防菌剂已成功地应用于
农业生产中[1,2]。与此同时, 利用微生物进行土壤修
复的研究也取得了很大的进展 [3], 已有多种农药残

留降解菌剂问世。由于生产中施用的农药约 80%直
接进入土壤, 如果生防细菌能以农药作为碳源, 那
么在防治作物病虫害的同时, 还能降低土壤中的农
药残留, 对农业的可持续发展具有重要意义。而目
前国内外对兼具生防和农药降解作用的微生物却很

少研究。为此, 我们以多种土传植物病原真菌为靶
标, 以 3 种常用的杀虫剂(高效氯氰菊酯、毒死蜱、
吡虫啉)为筛选底物, 从植物根际土壤中分离筛选农
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药降解生防细菌, 为今后进一步开发应用于绿色农
业的多功能生防菌奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  病原真菌: 萝卜枯萎病菌(Fusarium spp.)、西
瓜枯萎病菌(F. oxysporum f. sp. niveum)、棉花枯萎病
菌(F. oxysporum f. sp. vasinfectum)、小麦纹枯病菌
(Rhizoctonia cerealis)、小麦赤霉病菌(F. graminea-
rum)、黄瓜枯萎病菌(F. oxysporum f. sp. cucumerinum)
由本实验室保存。 
1.1.2  培养基: NA培养基、改良 PDA培养基、添
加农药的基础培养基: NH4Cl 0.5 g, MgSO4·7H2O 0.2 g, 
Na2HPO4·12H2O 0.5 g, ZnSO4·7H2O 200 μg, KH2PO4 

0.5 g, CaCl2 0.06 g, 杀虫剂(高效氯氰菊酯或毒死蜱
或吡虫啉)100 mg, pH 7.2, 蒸馏水 1000 mL。 
1.1.3  主要试剂: PCR扩增的全套试剂购自上海生
物工程技术服务有限公司, 16S rRNA序列扩增引物
由上海生物工程技术服务有限公司合成, 高效氯氰
菊酯、毒死蜱和吡虫啉原药由山东农业大学植物保

护学院提供, 其余试剂为国产分析纯。 

1.2  生防细菌的分离筛选 
采用稀释涂布平板法, 从花生根际土壤中分离

细菌。采用异步培养法[4]测定菌株对各种病原真菌

的拮抗作用。于改良 PDA平板中央接种直径 10 mm
的病原菌菌饼, 37℃培养 24 h后在距离菌饼 2 cm处
接种分离到的细菌, 37℃恒温箱中培养, 同时以不
接细菌为对照, 每处理重复 3次。培养 7 d后测量病
原菌菌落直径, 计算对病原菌生长抑制率。 

病原菌生长抑制率(%) = (对照菌落直径 − 处

理菌落直径)/对照菌落直径×100% 

1.3  农药的降解作用 
1.3.1  农药降解菌的筛选: 将生防细菌涂于添加农
药的基础培养基平板上, 37℃培养, 挑选生长良好
的菌落保存。 
1.3.2  降解菌对农药的降解率: 在分别含 100 mg/L
杀虫剂(高效氯氰菊酯或毒死蜱或吡虫啉)的 50 mL
基础培养基中, 以 2%的接种量(OD600 = 1.0)接种生
防细菌后, 37℃、150 r/min振荡培养。分别于 24 h、
48 h、72 h、96 h、120 h、144 h和 168 h取 2 mL发
酵液测 OD600, 剩余发酵液用二氯甲烷萃取后, 用紫
外分光光度计测 250 nm~350 nm的光度值, 制作农

药降解率曲线和菌体生长曲线[5]。 
降解率(%) = (对照样品残留量 − 处理样品残

留量)/对照样品残留量×100% 
1.4  菌种鉴定 
1.4.1  生理生化试验: 对筛选到的菌株进行革兰氏

染色和芽孢染色, 观察菌体形态、大小、有无芽孢

及着生位置。按照《常用细菌鉴定手册》[6]方法进

行生理生化试验, 如碳氮源利用试验、甲基红试验

(MR)、乙酞甲醇试验(V-P)和接触酶试验等。 

1.4.2  16S rRNA 序列扩增和序列分析: 采用蛋白

酶/SDS 法制备总 DNA 模板, 根据原核生物 16S 

rRNA 保守序列通用引物 F8(5′-AGAGTTTGATCCT 

GGCTCAG-3′ )和 R1492(5′-GGTTACCTTGTTACGA 

CTT-3′ )[7]进行 16S rRNA的 PCR扩增。扩增产物由

上海生物工程技术服务有限公司测序, 将测定的序

列在 GenBank中用 Blast软件与已知的 16S rRNA序

列进行同源性比较, 采用 Mega3.1 软件进行多序列

同源性分析, 并构建系统发育树。 

2  结果 

2.1  拮抗细菌的分离筛选 
采用平板稀释法从花生根际土样中分离到 54

株细菌, 通过抑菌谱筛选得到了对多种植物病原真
菌均有明显抑制作用的菌株 B3(见图 1及表 1)。 

 

  
 

 

  

 
图 1  菌株 B3 对萝卜枯萎病菌(Fusarium spp.)和西瓜枯

萎病菌(F. oxysporum f. sp. niveum)的拮抗作用 
Fig. 1  Antagonistic activity of strain B3 against Fusarium 
spp. and F. oxysporum f. sp. niveum 

Fusarium spp. 

F. o

F. oxysporum f. sp. niveum 
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表 1  菌株 B3 对不同病原真菌的抑制作用 
Table 1  Inhibition of strain B3 on growth of 

different pathogens 

病原真菌 
Phytopathogenic fungi 

抑菌带宽度 
Width of inhibition 

zone (mm) 

抑菌率 
Inhibition rate

(%) 
萝卜枯萎病菌 
Fusarium spp. 

9.0 ± 0.8 81.6 ± 3.9 

西瓜枯萎病菌 
F. oxysporum f. sp. 

niveum 
4.3 ± 0.4 67.6 ± 2.1 

棉花枯萎病菌 
F. oxysporum f. sp. 

vasinfectum 
2.3 ± 0.5 63.3 ± 2.3 

小麦纹枯病菌 
Rhizoctonia cerealis 

7.2 ± 0.5 60.4 ± 3.9 

小麦赤霉病菌 
F. graminearum 

2.5 ± 0.5 51.6 ± 2.9 

黄瓜枯萎病菌 
F. oxysporum f. sp. 

cucumerinum 
4.0 ± 1.0 47.5 ± 4.0 

 
2.2  菌株 B3 对 3 种杀虫剂的降解作用 

菌株生长和农药降解率的关系曲线表明, 在分
别以 3 种杀虫剂为唯一碳源的基础培养基中, 菌株
生长的对数期在 0~2 d 之间, 农药残留量迅速减少, 
与菌株生长近乎成正相关, 稳定期在 2 d~3 d, 随着
菌株生长进入衰亡期(3 d以后), 农药残留量也趋向
稳定(见图 2)。 

2.3  形态和生理生化特征 
菌株 B3为革兰氏阳性菌。在 NA平板上, 菌落呈

圆形或不规则形, 表面光滑, 琼脂平板上的培养物
在水中不易分散开。内生芽孢, 椭圆形, 膨大不明显,  

 
图 2  菌株 B3 生长和对农药的降解 
Fig. 2  Utilization of different pesticides during growth of 
strain B3 
 
居中。V-P 和 M.R 试验阳性, 可水解淀粉, 利用蔗
糖产生果糖和葡萄糖 , 从果糖、乳糖、半乳糖、阿
拉伯糖、麦芽糖、山梨糖、甘露醇、木糖和丙三

醇产酸产气。利用柠檬酸盐 , 可还原硝酸盐为亚硝
酸盐。  

2.4  16S rRNA 的序列分析 
PCR扩增后得到约 1.5 kb的扩增产物。将扩增

产物测序, 表明菌株 B3 16S rRNA的全序列由 1459
个碱基构成, 已在 GenBank登录(Accession number: 
FJ940900)。通过与 GenBank中的序列进行比较, 菌
株 B3与多粘类芽孢杆菌(Paenibacillus polymyxa)有
99%的同源性。系统发育分析表明, 菌株 B3与类芽
孢杆菌(Paenibacillus spp.)相似度最高(见图 3), 结
合生理生化试验结果, 将其鉴定为多粘类芽孢杆菌
(P. polymyxa)。 

 

 

图 3  菌株 B3 的系统发育树 
Fig. 3  The phylogenetic tree of strain B3 

注: 分支点的数字为分支自展支持率(%); 括号中的序号为 GenBank数据库中的登录号. 
Note: Numbers at each branch points indicate the percentage supported by bootstrap (%); those in parentheses are the GenBank accession 
number. 
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3  讨论 

类芽孢杆菌属(Paenibacillus spp.)是芽孢杆菌属
(Bacillus spp.)分类上的新发展, 1994年由Ash等人[8]

将 11 个种从芽孢杆菌属中分离出来, 至今已有 23
个种。类芽孢杆菌抗菌谱广, 抗病能力强, 效果稳定, 
代谢产物抗逆性强, 既可防病, 又能促进作物生长, 
在农业生产中得到了广泛的应用。我们从花生根际

分离到的菌株 B3, 是类芽孢杆菌属 (Paenibacillus 
spp.)中的多粘类芽孢杆菌(P. polymyxa), 对 6种土传
植物病原真菌具有明显的拮抗作用, 这与国内外报
道[9,10]的结果一致, 而且该菌对目前常用的 3种杀虫
剂: 拟除虫菊酯类的高效氯氰菊酯、有机磷类的毒
死蜱和烟碱类的吡虫啉具有降解作用, 是一株具有
土壤修复功能的生防菌。 

目前国内外关于农药降解菌的报道主要集中在

假单胞菌属(Pseudomonas spp.)[11]、芽孢杆菌属

(Bacillius spp.)[12]、产碱杆菌属(Alcaligenes spp.)[13]和

不动杆菌属(Acinetobacter spp.)[14]中, 未见类芽孢杆
菌属(Paenibacillus spp.)中有农药降解菌的报道。本
实验发现, 菌株B3在底物浓度为 100 mg/L时, 降解
率最高(结果未列出), 培养 7 d对高效氯氰菊酯、吡
虫啉和毒死蜱的降解率分别为 54.42%、49.24%和
57.44%, 达到或超过了目前国内外的同类研究结果, 
如假单胞菌(Pseudomonas spp.) 20 d对 60 mg/L氯氰
菊酯的降解率为 50%左右[11], 14 d对 50 mg/L吡虫啉
的降解率约为 70%[15], 粪产碱杆菌(Alcaligenes fae- 
calis) 18 d对 100 mg/L毒死蜱的降解率为 76.22%[13], 
且未见有高效氯氰菊酯降解菌的文献报道。 

上述结果表明, 菌株 B3 具有潜在的降解农药
残留和防治土传作物病害的双重作用, 这是许多其
它菌株无法比拟的。该菌在土壤中的实际生防及农药

降解作用需进一步通过盆栽试验证实, 其生防和农
药降解机制的研究也是我们目前正在开展的工作。 
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