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研究报告 

新疆棉花黄萎病菌拮抗细菌的分离、筛选与鉴定 
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摘  要：【背景】棉花黄萎病是由大丽轮枝菌(Verticillium dahliae Kleb.)引起的一种世界性病害，

近年来对该病害的生物防治因具有环境友好和人畜安全的特性而倍受关注。【目的】筛选棉花

黄萎病高效拮抗细菌并对其进行鉴定，为棉花黄萎病的生物防治扩充菌种资源。【方法】采用

稀释涂布平板法分离细菌，并进行拮抗细菌的初筛和复筛，通过形态特征、生理生化特征和 16S 

rRNA 基因序列分析对筛选到的细菌进行鉴定，确定其分类地位。【结果】初筛分离到 535 株对

病原菌具有拮抗作用的细菌，并选取了 108 株拮抗细菌进行复筛，最终筛选到了 4 株优势拮抗

细菌。通过形态观察、生理生化特征和 16S rRNA 基因序列分析，将菌株 BHZ-29、SHT-15、

SHZ-24 和 SMT-24 分别鉴定为贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)、枯草芽孢杆菌斯皮兹仁亚

种(Bacillus subtilis subsp. spizizenii)、萎缩芽孢杆菌(Bacillus atrophaeus)和香草芽孢杆菌(Bacillus 

vanillea)。【结论】获得了 4 株高效拮抗细菌，并且首次报道了香草芽孢杆菌对棉花黄萎病菌具

有抑制作用。 

关键词：棉花黄萎病，鉴定，贝莱斯芽孢杆菌，枯草芽孢杆菌斯皮兹仁亚种，萎缩芽孢杆菌，香

草芽孢杆菌 

Isolation, screening and identification of antagonistic bacteria  
against Verticillium dahliae Kleb. in Xinjiang 
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Abstract: [Background] Cotton Verticillium wilt, caused by Verticillium dahliae Kleb., is one of the 
most devastating diseases. Biological control has been drawn more and more attention in recent years 
for its safety to environment, human and animal. [Objective] In order to expand strain resources for 



张涛等: 新疆棉花黄萎病菌拮抗细菌的分离、筛选与鉴定 2419 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

biological control of cotton Verticillium wilt, we urge to isolate, screen and identify highly efficient 
antagonistic bacteria against Verticillium dahliae Kleb. [Methods] The bacteria were isolated by 
spread plate method, the antagonistic bacteria were obtained by primary screening and subsequent 
screening. Strains were identified based on morphological, physiological and biochemical 
characteristics and 16S rRNA gene sequence analysis. [Results] 535 strains of antagonistic bacteria 
were primarily isolated and 108 strains of them were further tested. Finally, four highly efficient 
antagonistic bacteria were screened. Based on morphological, physiological and biochemical 
characteristics and 16S rRNA gene sequence analysis, strains BHZ-29, SHT-15, SHZ-24 and SMT-24 
were preliminarily identified as Bacillus velezensis, Bacillus subtilis subsp. spizizenii, Bacillus 
atrophaeus and Bacillus vanillea, respectively. [Conclusion] Four highly efficient antagonistic 
bacteria were obtained and the inhibition effect of Bacillus vanillea on cotton Verticillium wilt was 
reported for the first time. 

Keywords: Cotton Verticillium wilt, Identification, Bacillus velezensis, Bacillus subtilis subsp. 
spizizenii, Bacillus atrophaeus, Bacillus vanillea 

新疆是我国最大的产棉基地，棉花黄萎病是新

疆棉花产业中最主要的病害之一，严重阻碍了新疆

棉花产业的发展[1]。同时，由于常年连作、棉杆还

田以及品种抗病性差等不利因素使新疆棉花黄萎

病的发生日趋严重[2]，造成了巨大的经济损失[3]。

而生物防治以无污染、无残留、对人畜安全无害且

不易使病原菌产生耐药性等优点，已成为棉花黄萎

病研究工作中的热点[4]。利用生防菌防治棉花黄萎

病是生物防治研究的主要内容，而拮抗细菌以种类

多、分布广、生长快、抗逆性强和次生代谢产物多

而著称，是生物防治棉花黄萎病的主要菌群[5]。因

此，筛选棉花黄萎病高效拮抗细菌对棉花黄萎病的

生物防治具有重要意义。近年来，国内外关于棉花

黄萎病的生物防治已有很多研究。Erdogan 等[6]分离

了 4 株荧光假单孢菌并研究了其对棉花黄萎病的防

治效果。Tehrani 等[7]分离的 2 株芽孢杆菌不仅对棉

花黄萎病有拮抗作用，而且能够提高棉花的产量。

张冬冬等[8]获得了一株拮抗细菌 Z-5，其对大丽轮

枝菌的防治效果达到 76.05%。刘海洋等[9]的研究结

果表明拮抗细菌 AL7 对棉花黄萎病的防治效果达

到 77.1%。周京龙等[10]分离的一株拮抗细菌 YUPP-10

对棉花黄萎病的防治效果高达 80.60%。 

生物防治是目前防控棉花黄萎病最有效的方

法，但是拮抗细菌定殖能力差是棉花黄萎病防治中

普遍存在的问题[11-17]。因此，不断地大量挖掘拮抗

细菌资源是筛选具有高定殖潜力拮抗细菌的基础。

本文通过对新疆棉区 8 个采样点样品的分离、筛选

和鉴定工作的研究，以期筛选出对大丽轮枝菌具有

明显抑制作用的拮抗细菌，为新疆棉花黄萎病的生

物防治扩充菌种资源，同时为研究该拮抗细菌的定

殖潜力奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试病原菌和模式菌株 

大丽轮枝菌(Verticillium dahliae Kleb.)和模式

菌株由新疆农业科学院植物保护研究所提供。 

1.1.2  培养基 

NA 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，牛肉粉 3.0，氯化

钠 5.0，琼脂 15.0，pH 7.3±0.1。1×105 Pa 灭菌 30 min。 

NB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，牛肉浸出粉 3.0，

氯化钠 5.0，pH 7.2±0.2。1×105 Pa 灭菌 30 min。 

PDA 培养基(g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，

琼脂 15.0，自然 pH。1×105 Pa 灭菌 30 min。 

TSA 培养基(g/L)：胰酪胨 15.0，大豆木瓜蛋白

酶水解物 5.0，氯化钠 5.0，琼脂 15.0，pH 7.3±0.2。

1×105 Pa 灭菌 30 min。 

Czapek’s 培养基(g/L)：NaNO3 3.00，K2HPO3 

1.00，MgSO4·7H2O 0.50，KCl 0.50，FeSO4·4H2O 

0.01，蔗糖 30.00，pH 6.5。1×105 Pa 灭菌 30 min。 

菌种鉴定培养基：参见东秀珠等[18]的《常见细
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菌系统鉴定手册》。 

1.1.3  供试棉株和土样 

选择新疆石河子、博乐、乌苏、精河、库尔勒、

图木舒克、阿拉尔和哈密为采样点。采用 5 点取样

法分别采集棉花重病田中发病棉株和健康棉株及

其根际 10 cm−15 cm 的土壤。土样在室内经自然晾

干后，用直径 2 mm 的筛网过筛，混匀，然后装入

密封袋中，置于 4 °C 保存备用，棉株置于 6 °C 保

存备用。 

1.1.4  主要试剂和仪器 

Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒、溶菌

酶、Premix TaqTM 购自生工生物工程(上海)股份有限

公司。 

落地普通型大容量全温度恒温培养振荡器，上

海智诚分析仪器制造有限公司；PCR 仪，耶拿分析

仪器股份公司；电泳仪和凝胶成像分析仪，北京市

六一仪器厂。 

1.2  方法 

1.2.1  根际拮抗细菌的分离 

采用稀释涂布平板法[19]分离根际拮抗细菌。准

确称取 10 g 土壤样品装入有适量玻璃珠和 90 mL

无菌水的 500 mL 三角瓶中，将三角瓶置于摇床上

以 150 r/min 振荡 30 min，使微生物细胞分散，静

置 30 s，连续 10 倍比稀释制成 10−4、10−5、10−6 稀

释菌液，分别取 0.2 mL 稀释菌液涂布在 TSA 培养

基上，每个处理重复 3 次，静置 20−30 min，然后

倒置于 33 °C 恒温培养箱中培养。培养 24 h 后在

TSA 培养基上挑取不同形态的单菌落，经过纯化后

接种在 TSA 试管斜面中，4 °C 保存备用。 

1.2.2  内生拮抗细菌的分离 

采用稀释涂布平板法[19]分离内生拮抗细菌。将

棉株的根、茎、叶用流水冲洗过夜，剥去根、茎的

表皮，用 70%的乙醇浸泡消毒 30 s，再用 2%的次

氯酸钠溶液浸泡消毒 5−10 min，用无菌水冲洗  

3−4 次，用剪刀将样品剪成 0.5 cm−1.0 cm 的小段，

置于粉碎机中粉碎。称取 1 g 粉碎后的样品于无菌

研钵中，加入 9 mL 无菌水并用研棒研磨均匀，连

续 10 倍比稀释制成 10−3、10−4、10−5 稀释菌液，

分别吸取 0.2 mL 稀释菌液涂布在 TSA 培养基上，

每个处理重复 3 次，静置 20−30 min，然后倒置于

33 °C 恒温培养箱中培养。培养 24 h 后在 TSA 培养

基上挑取不同形态的单菌落，经过纯化后接种在

TSA 试管斜面中，4 °C 保存备用。 

1.2.3  大丽轮枝菌平板的制作 

打孔挑取大丽轮枝菌菌饼接种到装有 200 mL 

Czapek’s 液体培养基的 500 mL 三角瓶中，25 °C、

150 r/min 振荡培养 7 d。吸取 0.5 mL 发酵液稀释成

10−2 稀释液，吸取 0.1 mL 涂布在 PDA 培养基上，

即为病原菌平板。 

1.2.4  拮抗细菌的初筛 

采用平板对峙法[20]初筛拮抗细菌。把 1.2.1 和

1.2.2 中分离得到的拮抗细菌点接在病原菌平板上，每

个平板点接 5 个，每个处理重复 3 次，静置 20−30 min，

置于 25 °C 恒温培养。5−7 d 后观察是否有抑菌圈产

生，记录产生抑菌圈的菌株并测量抑菌圈直径，初

步筛选出对病原菌有拮抗作用的菌株。 

1.2.5  拮抗细菌的复筛 

采用牛津杯法[21]复筛拮抗细菌。将初筛得到的

拮抗细菌以 NA 培养基活化后接种于 NB 培养基中，

33 °C、180 r/min 摇床培养 48 h，即为拮抗细菌发

酵液。向放置在病原菌培养基表面上的牛津杯中加

入拮抗细菌发酵液 0.2 mL，每个处理重复 3 次，

25 °C 恒温培养 5−7 d 后，测量抑菌圈的直径并拍照

保存。 

1.2.6  拮抗细菌的形态鉴定 

将活化后的菌株接种在装有已灭菌的 100 mL 

NB 培养基的 500 mL 三角瓶中，33 °C、180 r/min

振荡培养 48 h，依次稀释获得不同的稀释度，取 10−4

和 10−5 的稀释液 0.2 mL 分别涂布在 TSA 培养基上，

然后倒置于 33 °C 培养箱中培养 24 h 观察菌落形态

特征。挑选 TSA 培养基上的菌落进行革兰氏染色，

显微镜下观察其菌体形态特征。 

1.2.7  拮抗细菌的生理生化鉴定 

参照东秀珠等[18]《常见细菌系统鉴定手册》中
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的方法对拮抗细菌进行生理生化鉴定。 

1.2.8  拮抗细菌的分子生物学鉴定 

(1) 拮抗细菌基因组 DNA 的提取 

采用 Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒的

方法提取基因组 DNA 并稍作改进。将复筛得到的

拮抗细菌以 NA 培养基活化后，挑选半个米粒大小

的菌落加入 1.5 mL 离心管中，加入 50 mg/mL 的溶

菌酶溶液 180 µL 重悬菌液，37 °C 水浴过夜，再加

入 20 µL Proteinase K 溶液，振荡混匀，56 °C 水浴

30−60 min 至细胞完全裂解，加入 200 µL BD buffer

充分混匀，再加入 200 µL 无水乙醇充分混匀。将吸

附柱放入收集管中，用移液器将溶液和半透明纤维状

悬浮物全部加入吸附柱中，静置 2 min，12 000 r/min

离心 1 min 后倒掉收集管中的废液；将吸附柱放回

收集管，加入 500 µL PW solution，10 000 r/min 离

心 30 s倒掉滤液；将吸附柱放回收集管，加入 500 µL 

Wash solution，10 000 r/min 离心 30 s 倒掉滤液；将吸

附柱重新放回收集管中，于 12 000 r/min 离心 2 min

去除残留的 Wash solution；取出吸附柱，放入一个

新的 1.5 mL 离心管中，加入 50−100 µL CE buffer

静置 3 min，12 000 r/min 离心 2 min，收集 DNA 溶

液。提取出的 DNA 置于−20 °C 保存。 

(2) 16S rRNA 基因片段的扩增 

以拮抗细菌基因组 DNA 为模板，利用细菌 16S 

rRNA 基因通用引物 27F/1492R 扩增目的片段，正

向引物 27F：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′；

反向引物 1492R：5′-ACGGCTACCTTGTTACGAC 

TT-3′。25 µL PCR 反应体系：Premix TaqTM 12.5 µL，

DNA模板1 µL，27F/1492R引物(10 µmol/L)各0.5 µL，

ddH2O 10.5 µL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 

45 s，50 °C 45 s，72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 

7 min。PCR 产物经 0.7%的琼脂糖凝胶电泳检测，

目标条带送生工生物工程 (上海 )股份有限公司 

测序。 

(3) 16S rRNA基因序列分析及系统发育树的构建 

将所测的 16S rRNA 基因序列提交至 GenBank 数

据库并获得登录号，同时用 BLAST 软件与 GenBank

数据库进行同源性比对分析，选取几个相似性较高

的菌株通过 Neighbor-Joining 法构建系统发育树，

并用 DNAMAN 8.0 软件计算序列的相似性值。 

1.2.9  数据处理和分析 

采用 Origin 2017、Sequin 9.20、DNAMAN 8.0、

MEGA 6.06 等软件对数据进行处理和分析。 

2  结果与分析 

2.1  新疆棉花黄萎病拮抗细菌的分离与筛选 

采用稀释涂布平板法对新疆地区 8 个采样点的

样品进行分离，挑选不同形态的单菌落经过纯化后

采用平板对峙法初筛拮抗细菌，初步筛选出了 535 株

对棉花黄萎病具有拮抗作用的细菌，从 535 株拮  

抗细菌中选取了 108 株抑菌效果较好的拮抗细菌。采

用牛津杯法进行复筛，按照抑菌圈直径大小将 108 株

拮抗细菌分为 5 类。结果显示，抑菌圈直径在 0−5 mm

的有 51 株，5 mm−10 mm 的有 2 株，10 mm−15 mm

的有 11 株，15 mm−20 mm 的有 36 株，20 mm−30 mm

的有 8 株，其中抑菌活性最高的菌株仅占总菌株的

7.4%，抑菌活性最低的菌株最多，占 47.2% (表 1)。 

2.2  新疆棉花黄萎病优势拮抗细菌的确定 

从 108 株拮抗细菌中筛选出了 4 株优势拮抗细

菌(图 1)，分别命名为 SHT-15、BHZ-29、SHZ-24

和 SMT-24，它们的抑菌圈直径依次为 20.35、25.59、

22.62 和 29.29 mm (表 2)。 

 
表 1  108 株拮抗细菌对棉花黄萎病病原菌株的抑菌

活性 
Table 1  Antifungal activity of 108 strains of antagonistic 
bacteria against Verticillium dahliae Kleb. 

抑菌活性 

Antifungal 
activity 

抑菌圈直径 

Inhibition 
diameter (mm)

菌株数 

Number of 
strains 

比例 

Percentage 
(%) 

+ + + + 20−30 8 7.4 

+ + + 15−20 36 33.3 

+ + 10−15 11 10.2 

+  5−10 2 1.9 

− 0−5 51 47.2 

注：++++：很强；+++：强；++：中；+：弱；–：很弱. 

Note: ++++: Very strong; +++: Strong; ++: Middle; +: Weak; −: 
Very weak. 
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图 1  4 株拮抗细菌对棉花黄萎病菌的抑制效果 
Figure 1  Inhibition effect of four strains of antagonistic bacteria against Verticillium dahliae Kleb. 
Note: A: SHT-15; B: BHZ-29; C: SHZ-24; D: SMT-24. 
 
表 2  4 株拮抗细菌对棉花黄萎病病原菌株的抑菌效果 
Table 2  Antifungal activity of four strains of antagonistic bacteria against Verticillium dahliae Kleb. 

序号 

Number 

菌株编号 

Tested strains 

抑菌圈直径 

Inhibition diameter (mm) 

菌株来源 

Source of strains 

1 BHZ-29 25.59±1.54b Bole 

2 SHT-15 20.35±1.72c Shihezi 

3 SHZ-24 22.62±1.98bc Shihezi 

4 SMT-24 29.29±1.84a Shihezi 

注：同列数据后不同字母表示经 Duncan 氏新复极差法检验在 P<0.05 水平差异显著.  

Note: Values followed by different letters within a column are significantly different (P<0.05) according to Duncan’s new multiple range test. 
 

2.3  新疆棉花黄萎病拮抗细菌的鉴定 

2.3.1  4 株拮抗细菌的形态特征和生理生化特征 

4 株拮抗细菌在 TSA 培养基上生长良好，

BHZ-29 菌落呈圆形，边缘整齐，表面光滑干燥，

乳白色，不透明，中间有凹陷，菌体呈杆状，大小

为 0.63 µm×2.40 µm，革兰氏染色阳性，芽孢椭圆

形；SMT-24 菌落呈圆形，边缘整齐，白色不透明，

表面有褶皱，中间有火山状突起，菌体呈杆状，

大小为 0.78 µm×3.25 µm，革兰氏染色阳性，芽孢 

圆形；SHT-15 菌落边缘不整齐，淡黄色，中间有

凹陷，菌体呈杆状，大小为 0.55 µm×2.34 µm，革

兰氏染色阳性，芽孢圆形；SHZ-24 菌落呈圆形，淡

黄 色 ， 边 缘 光 滑 整 齐 ， 菌 体 呈 杆 状 ， 大 小 为       

0.58 µm×2.78 µm，革兰氏染色阳性，芽孢椭圆形。

4 株拮抗细菌生理生化特征如表 3 所示。根据 4 株

拮抗细菌的形态特征和生理生化特征，结合东秀珠

等[18]《常见细菌系统鉴定手册》初步将 4 株拮抗细

菌鉴定为芽孢杆菌属。 
 
 



张涛等: 新疆棉花黄萎病菌拮抗细菌的分离、筛选与鉴定 2423 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

表 3  菌株 SHZ-24、SHT-15、SMT-24 和 BHZ-29 与其相关模式菌株之间生理生化特征的比较 
Table 3  Phenotypic comparison of strains SHZ-24, SHT-15, SMT-24, BHZ-29 and closely related species 

项目 Items 
菌株代号 Strains No. 

1 2 3 4 5 6 7 8 

V-P 试验 V-P test + + + + + + + + 

接触酶试验 Catalase test + + + + + + + + 

淀粉水解 Amylolysis + + + + + + + + 

甲基红反应 Methyl red test − − + + − − + + 

吲哚试验 Indole test − − − − − − − − 

硝酸盐还原 Nitrate reduction + + + + + + + + 

H2S 产气试验 H2S production − − − − − − − − 

柠檬酸盐 Citrate solution test + + + + + + + + 

氧化酶试验 Oxidse test + + + + + + + + 

酪蛋白水解 Casein hydroiysis + + + + + + + + 

D-甘露糖 D-mannose + − + + + − + + 

D-甘露醇 D-mannitol − + + + − + + + 

D-葡萄糖 D-glucose + + + + + + + + 

D-木糖 D-xylose + + + + + + + + 

L-阿拉伯糖 L-arabinose + + − + + + − + 

明胶液化 Gelatin liquefaction + + + + + + + + 

D-阿拉伯糖 D-arabinose − − − − − − − − 

酪氨酸 Tyrosine + − − − + − − − 

苯丙氨酸 Phenylalanine − − − − − − − − 

注：1：SHZ-24；2：SHT-15；3：SMT-24；4：BHZ-29；5：Bacillus atrophaeus JCM 9070T；6：Bacillis subtilis subsp. spizizenii NRRL 

B-23049T；7：Bacillus vanillea XY18T；8：Bacillus velezensis CR-502T. +：阳性反应；−：阴性反应. 

Note: 1: SHZ-24; 2: SHT-15; 3: SMT-24; 4: BHZ-29; 5: Bacillus atrophaeus JCM 9070T; 6: Bacillis subtilis subsp. spizizenii NRRL 
B-23049T; 7: Bacillus vanillea XY18T; 8: Bacillus velezensis CR-502T. +: Positive; −: Negative. 

 
2.3.2  4 株拮抗细菌的 16S rRNA 基因扩增 

以拮抗细菌基因组 DNA 为模板，利用细菌 16S 

rRNA 基因通用引物 27F/1492R 扩增目的片段。PCR

产物经 0.7%的琼脂糖凝胶电泳检测后，在 WD-9413B

型凝胶成像分析仪系统中成像并拍照。结果显示，4 株

拮抗细菌均能扩增出约 1 500 bp 的目标片段(图 2)。 

2.3.3  4 株拮抗细菌的 16S rRNA 基因序列分析及

系统发育树构建 

将 4 株拮抗细菌 BHZ-29、SHT-15、SHZ-24 和

SMT-24 的 16S rRNA 基因序列提交至 GenBank 数据

库，获得登录号分别为 MG470759、MG470679、

MG470659 和 MG470750，分别将 4 株拮抗细菌的 16S 

rRNA 基因序列通过 BLAST 软件与 GenBank 数据库

进行相似性比对分析，选取相似性较高的模式菌株

(表 4)，通过 MEGA 6.06 软件采用 Neighbor-Joining  

 
 
 

图 2  引物 27F/1492R 对 4 株拮抗细菌的 16S rRNA 基

因 PCR 扩增结果 
Figure 2  Results of 16S rRNA gene PCR amplification of 
four strains by primers 27F and 1492R 
Note: M: DNA marker E; 1: SHZ-24; 2: SHT-15; 3: SMT-24; 4: 
BHZ-29. 
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表 4  4 株拮抗细菌的 16S rRNA 基因序列与 GenBank 数据库中其他相关菌株序列相似性的比较 
Table 4  Homology comparison of the 16S rRNA gene sequences of four strains of antagonistic bacteria with those of other 
closely related strains in GenBank 

菌株 

Strains 

登录号 

Accession No. 

种名 

Species names 

菌种号 

Strain No. 

相似性 

Similarity (%)

菌株来源 

Strain origins 

参考文献 

References 
SHZ-24 AB021181 Bacillus atrophaeus JCM 9070(T) 99.31 − [22] 

JH600280 Bacillus mojavensis RO-H-1(T) 98.56 Desert soil [23] 

JH600273 Bacillus vallismortis DV1-F-3(T) 98.56 Soil [24] 

LBMN01000156 Bacillus paralicheniformis KJ-16(T) 98.34 Soybean paste [25] 

SHT-15 AMXN01000021 Bacillus subtilis subsp. 
inaquosorum 

KCTC 13429(T) 99.11 − [26] 

CP002905 Bacillus subtilis subsp. 
spizizenii 

NRRL 
B-23049(T) 

99.11 Tunisian desert 
soil 

[27] 

AYTO01000043 Bacillus tequilensis KCTC 13622(T) 99.11 − [28] 

LPVF01000003 Bacillus halotolerans ATCC 25096(T) 98.97 − [29] 

SMT-24 KF986320 Bacillus vanillea XY18(T) 99.29 Vanilla bean [30] 

AJVF01000043 Bacillus siamensis KCTC 13613(T) 99.10 Salted crab [31] 

LSAZ01000028 Bacillus nakamurai NRRL 
B-41091(T) 

98.83 Soil [32] 

FN597644 Bacillus amylolique DSM 7(T) 98.83 − [33] 

BHZ-29 AY603658 Bacillus velezensis CR-502(T) 99.22 The mouth of 
the river 

[34] 

ABQL01000001 Bacillus subtilis subsp. 
subtilis 

NCIB 3610(T) 98.83 − [27] 

LECW01000063 Bacillus glycinifermentans GO-13(T) 97.46 Soybean paste [35] 

MRBL01000076 Bacillus haynesii NRRL 
B-41327(T) 

97.11 Desert soil [36] 

 

 
 

图 3  基于 16S rRNA 基因序列建立的菌株 SHZ-24、SHT-15、SMT-24、BHZ-29 与相关菌株的系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree of strain SHZ-24, SHT-15, SMT-24, BHZ-29 and other related strains based on the 16S rRNA 
gene sequences 
注：菌株名称后括号内的序号为 NCBI 序列编号；分支点上数字为重复 1 000 次的自展值；标尺 0.001 为核苷酸替换率. 

Note: NCBI accession numbers were listed behind strain numbers; Numbers at nodes indicate percentage levels of bootstrap support based 
on a Neighbor-Joining analysis of 1 000 resampled datasets; The scale bar indicates 0.001 substitutions per nucleotide position. 
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法构建系统发育树(图 3)，并用 DNAMAN 8.0 软件计

算序列的相似性值。结果表明，菌株 BHZ-29 与

Bacillus velezensis (AY603658)高度相似，相似性高

达 99.22%；菌株 SHT-15 与 Bacillus subtilis subsp. 

spizizenii (CP002905) 、 Bacillus subtilis subsp. 

inaquosorum (AMXN01000021)、Bacillus tequilensis 

(AYTO01000043)高度相似，相似性均为 99.11%；

菌株 SHZ-24 与 Bacillus atrophaeus (AB021181)高度

相似，相似性高达 99.31%；菌株 SMT-24 与 Bacillus 

vanillea (KF986320)高度相似，相似性高达 99.29%。

结合形态特征及生理生化鉴定结果，最终将菌株

BHZ-29、SHT-15、SHZ-24 和 SMT-24 分别鉴定为

贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)、枯草芽孢杆菌

斯皮兹仁亚种(Bacillus subtilis subsp. spizizenii)、萎

缩芽孢杆菌(Bacillus atrophaeus)和香草芽孢杆菌

(Bacillus vanillea)。 

3  讨论与结论 

棉花黄萎病(Cotton Verticillium wilt)是由大丽

轮枝菌(Verticillium dahliae Kleb.)引起的一种土传

病害，具有发病率高、流行性强、发病范围广等特

点，被称为棉花的“癌症”，已成为制约新疆棉花产

业发展的主要问题[37-38]。随着人们环保意识的增

强，棉花黄萎病的生物防治已成为目前研究的重要

方向[39-40]。新疆具有特殊的自然环境以及广阔的地

貌[41]，蕴藏着丰富多样的微生物资源[42]，具有巨大

的研究和开发价值[43]，通过不断地大量挖掘可利用

的微生物资源对于扩充新疆棉花黄萎病生防资源

具有重要意义。本文通过对新疆棉区 8 个采样点样

品进行分离和筛选，最终筛选到 4 株优势拮抗细菌。

平板对峙实验结果表明，4 株优势拮抗细菌对棉花

黄萎病菌具有明显的抑制作用，是棉花黄萎病生  

物防治的优良菌种资源。虽然平板对峙实验表明了 

4 株拮抗细菌对大丽轮枝菌的抑菌效果，但是由于

拮抗细菌对黄萎病菌室内盆栽试验和室外大田试

验的定殖能力受多种因素影响[11]，因此，探究其对

黄萎病菌防病效应及其稳定性是下一步研究工作

的重点。 

芽孢杆菌以其生长速度快、营养需求简单、

抗逆性强、耐热性强[44]以及可以产生多种拮抗物

质 [45-46]等优点已成为近年来生防微生物研究的热

点。李全胜等[47]筛选的一株枯草芽孢杆菌对棉花黄

萎病菌的抑菌率为 56%，抑菌圈直径达 20.00 mm。

王伟等[48]、田祖光[49]和吴国江等[50]研究表明，贝莱

斯芽孢杆菌对大丽轮枝菌具有明显的抑制作用，抑

菌圈直径分别为 18.50、16.10 和 13.60 mm。孙崇思

等[51]从新疆棉花主产区的土壤中分离出一株对重

要植物病原菌大丽轮枝菌具有抑制作用的拮抗菌，

其抑菌圈直径为 15.80 mm，将其鉴定为萎缩芽孢杆

菌。与以上结果相比，本文所筛选的枯草芽孢杆菌

斯皮兹仁亚种 SHT-15、贝莱斯芽孢杆菌 BHZ-29 和

萎缩芽孢杆菌 SHZ-24 对棉花黄萎病菌抑菌圈直径

分别为 20.35、25.59 和 22.62 mm，其应用价值值得

进一步探索。香草芽孢杆菌对棉花黄萎病菌的抑制

作用未见报道，而本文筛选的香草芽孢杆菌 SMT-24

对棉花黄萎病菌的抑菌圈直径高达 29.29 mm，是  

一株潜力巨大的拮抗细菌，这也是香草芽孢杆菌具

有抑制棉花黄萎病菌的首次报道，为新疆棉花黄萎

病的生物防治提供了新的菌种资源。 

本研究从新疆棉区 8 个采样点的样品中分离到

4 株对棉花黄萎病菌具有明显抑制作用的拮抗细

菌。通过形态观察、生理生化试验和 16S rRNA 基

因全序列分析，将菌株 BHZ-29、SHT-15、SHZ-24

和 SMT-24 分别鉴定为 Bacillus velezensis、Bacillus 

subtilis subsp. spizizenii 、 Bacillus atrophaeus 和

Bacillus vanillea，为新疆棉花黄萎病的生物防治扩

充了菌种资源。 
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