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摘  要：【背景】由极细枝孢(Cladosporium tenuissimum)引起的灰霉病是设施瓠瓜上非常普遍的一种

真菌性病害，常常造成巨大经济损失。【目的】对瓠瓜灰霉病菌具有明显拮抗活性的菌株 hjt6 进行

鉴定、生长特性和抑菌活性评价，为瓠瓜灰霉病的生物防治提供菌种资源。【方法】通过形态学、

生理生化测定、16S rRNA 基因序列和 gyrB 基因测序分析对菌株 hjt6 进行鉴定；通过生长曲线、温

度、pH 和耐盐度等测定菌株 hjt6 的生长特性；采用菌丝抑制法测定该菌株的广谱抗性效果；通过

平板拮抗、共培养和离体果实回接等测定菌株 hjt6 对灰霉病菌的防治效果。【结果】菌株 hjt6 鉴定

为贝莱斯芽孢杆菌；在 10−50 ℃时均能生长，30 ℃为最适生长温度，在 pH 5.0−9.0 时均能生长，pH 
7.0 时生长最好，在 0−10% NaCl 浓度下均能生长；菌株 hjt6 对 8 种作物病原菌均具有一定程度的

抑制作用，抑制率为 57.38%−82.18%；在平板上对灰霉病菌的抑制能力为“++++”，抑制率为 71.53%，

共培养能降低灰霉病菌菌丝质量 77.31%，离体果实回接防效高达 92.63%。【结论】菌株 hjt6 对瓠

瓜灰霉病菌具有较好的拮抗效果，可作为拮抗灰霉病菌的菌种资源。 
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Abstract: [Background] The gray mold disease caused by Cladosporium tenuissimum is a 
common fungal disease infecting protected bottle gourd, often resulting in serious economic 
losses. [Objective] To identify strain hjt6 with antagonistic activity against the gray mold 
disease of bottle gourd and evaluate the growth characteristics and antifungal activity of the 
strain, so as to provide microbial resources for the biocontrol of the gray mold disease of bottle 
gourd. [Methods] Strain hjt6 was identified based on morphological, physiological, and 
biochemical characteristics and 16S rRNA gene and gyrB gene sequences. The growth curve of 
the strain was established, and the temperature, pH, and salt tolerance was examined. The 
broad-spectrum antagonistic effect of this strain was evaluated by the mycelial inhibition assay. 
Plate confrontation, co-culture, and detached fruit re-inoculation were conducted to assess the 
disease control efficacy of strain hjt6 against C. tenuissimum. [Results] Strain hjt6 was 
identified as Bacillus velezensis. It grew within a temperature range of 10 ℃ to 50 ℃, with an 
optimal growth temperature of 30 ℃. It could grow within the range of pH 5.0–9.0, with pH 7.0 
being the most suitable. The strain tolerated 0% to 10% NaCl. Strain hjt6 exhibited inhibitory 
activities against eight crop pathogens, with the inhibition rates ranging from 57.38% to 
82.18%. It showed an inhibitory ability of “++++” and an inhibition rate of 71.53% against   
C. tenuissimum on plates. The co-culture results showed that the strain hjt6 reduced the mycelial 
mass of C. tenuissimum by 77.31%, and achieved the control efficacy of 92.63% on the 
detached fruits inoculated with the pathogen. [Conclusion] Strain hjt6 demonstrates promising 
antagonistic effects against the gray mold disease of bottle gourd and could serve as a valuable 
microbial resource for the biocontrol of this disease. 
Keywords: Bacillus velezensis; identification; growth characteristics; bottle gourd; gray mold 
disease; antagonistic effects 
 

瓠瓜[Lagenaria siceraria (Molina) Standl.]
是葫芦科(Cucurbitaceae)葫芦属(Lagenaria Ser.)
的一年生草本攀缘性植物，原产于非洲[1]，其

嫩果鲜嫩多汁，味甜可口，是我国重要的瓜类

蔬菜之一。由灰葡萄孢(Botrytis cinerea)导致的

灰霉病在瓠瓜中相当普遍，最近在我国首次发

现由极细枝孢(Cladosporium tenuissimum)引起

的瓠瓜灰霉病。据报道灰霉病病原能侵染蔬菜、

果树和中药材等 1 000 多种农作物[2]，是一种仅

次于稻瘟病菌的世界排名第二的真菌[3]。灰霉
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病菌在作物生长的各个时期及采后储藏、运输

等过程中均可以导致病害发生，造成重大损失。

目前对于灰霉病的防治以啶酰菌胺、腐霉利和

嘧霉胺等化学药剂为主[4-6]，但是化学药剂的大

量使用不可避免地会出现抗药性、农药残留等

生物和环境安全问题，严重限制现代农业的可

持续发展，亟须一种高效、安全的防治措施用

于防控作物灰霉病。 
近年来生物防治是植物病害防控领域的研

究热点之一，芽孢杆菌因其繁殖速度快、抗逆

能力强等特点在该领域广泛应用[7-8]。其中贝莱

斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)作为一种生防细

菌已被证明具有较强的防病促生效果，2019 年

李国庆等公开发布了一项名为《一株贝莱斯芽

孢杆菌及其在生防中的应用》的发明专利，阐

述了 B. velezensis Bv-6 菌株可湿性粉剂对由  
B. cinerea 引起的灰霉病的生防效果[9]；2022 年

竺利红等研究表明 B. velezensis SM905 对铁皮

石斛胶孢炭疽菌(Colletotrichum gloeosporioides)
的防效优于苯醚甲环唑[10]；2023 年 Li 等发现

B. velezensis Ba-0321对烟草根腐病菌(Fusarium 
oxysporum)的防治效果达到 81.0%[11]；2023 年

车建美等发现 B. velezensis FJAT-55034 对由葡

萄座腔菌(Botryosphaeria dothidea)引起的梨轮

纹病果实的防治效果为 66.0%[12]，这些研究证明

了贝莱斯芽孢杆菌对多种病原物具有巨大的生

防潜力，是一个潜在的优质生防库，对其进一

步挖掘将会发现更多优质的生防菌株，但目前

并未发现有 B. velezensis 用于防控瓠瓜灰霉病

或由 C. tenuissimum 所引起的作物病害的报道。

另外，我国农作物种植范围广阔，土壤环境及

地理气候差异较大，生防菌株的繁殖又与土壤、

气候等密切相关，导致一些生防菌存在持效期

短、效果不稳定等问题，所以进一步筛选适应

性更强的生防菌株资源具有重要意义。 

本研究旨在明确一株芽孢杆菌 hjt6 的种类

及其生长特性，并就该菌株对瓠瓜灰霉病菌   
C. tenuissimum 接种的果实离体防效进行深入

研究，以期为瓠瓜灰霉病的生物防治提供优质菌

种资源。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

菌株：致病菌株极细枝孢(C. tenuissimum)分
离自兴国县驰兴宏农业发展有限公司蔬菜基地

新感染灰霉病的瓠瓜果实；菌株 hjt6 分离自瓠瓜

地块土壤中；层出镰孢菌(Fusarium proliferatum)、
葡萄座腔菌(Botryosphaeria dothidea)、植物弯

孢菌 (Curvularia plantarum)和茄腐皮镰孢菌

(Fusarium solani)由江西农业大学蒋军喜老师

实验室惠赠；灰葡萄孢(Botrytis cinerea)由南京

农业大学郭坚华老师实验室惠赠；辣椒疫霉菌

(Phytophthora capsici)、尖孢镰刀菌黄瓜专化型

(Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum)和茄病

镰刀菌(Fusarium solani f. sp. cucurbitae)由中国

农业大学有机循环研究院(苏州)王宁博士惠赠。 
培养基(g/L)：LB 固体/液体培养基：胰蛋

白胨 10.0，酵母浸粉 5.0，NaCl 5.0，调整 pH 值

至 7.2，分装，灭菌备用(液体培养基不加琼脂

粉)；PDA 培养基：马铃薯 200.0，蔗糖 18.0，
琼脂粉 15.0 (PDB 培养基不加琼脂粉)，灭菌备

用；发酵培养基：蛋白胨 16.0，葡萄糖 8.0，玉

米淀粉 3.0，酵母膏 0.5，磷酸氢二钾 0.1，磷酸

二氢钾 0.2，硫酸镁 0.5，硫酸锰 0.1，碳酸钙 0.3，
氯化钠 0.5。 

主要试剂和仪器：细菌基因组 DNA 提取试

剂盒，上海赛百盛生物工程有限公司。光学显

微镜，Olympus 公司；PCR 仪、电泳仪和凝胶

成像仪，耶拿分析仪器股份有限公司；酶标仪，

赛默飞世尔科技公司。 
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1.2  菌株鉴定 
1.2.1  形态特征观察 

在 LB 固体培养基上划线接种甘油保藏的

菌株 hjt6，25 ℃培养 72 h，观察菌落形状、颜

色、光泽和边缘形态等特征。 
1.2.2  生理生化特征 

综合《常见细菌系统鉴定手册》[13]和《伯

杰鉴定手册》[14]所述方法对菌株 hjt6 进行生理

生化测定。 
1.2.3  分子生物学鉴定 

16S rRNA 基因序列鉴定：挑取纯化后的单

菌落至 LB 液体培养基中，25 ℃、180 r/min 培

养 24 h。利用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取

菌株的基因组 DNA。采用细菌 16S rRNA 基因通

用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′)
和 1492R (5′-GGTACCTTGTTACGACTT-3′)对
待测菌株 hjt6 进行 16S rRNA 基因序列 PCR 扩

增[15]；通过正向引物 UP (5′-GAAGTCATCATGAC 
CGTTCTGCAYGCNGGNGGNAARTTYGA-3′)和
反向引物 UP2r (5′-AGCAGGGTACGGATGTGC 
GAGCCRTCNACRTCNACRTCNGCRTCNGTC
AT-3′)对 gyrB 基因进行 PCR 扩增[16]，引物序列

由生工生物工程(上海)股份有限公司进行合成，

并对 PCR 扩增产物进行测序，16S rRNA 基因

和 gyrB 基因序列在 NCBI GenBank 数据库中进

行比对分析；利用 MEGA X 软件中的邻接

(neighbor-joining, NJ)法构建系统发育树。 

1.3  菌株 hjt6 的生长特性测定 
1.3.1  生长曲线测定 

将单菌落 hjt6 接种至发酵培养基，30 ℃、 
180 r/min 培养 24 h 获得发酵液，100 mL LB 培

养液中接种 1%的 hjt6 发酵液，于 30 ℃、180 r/min
培养，分别于 0−12 h 每隔 2 h、24−36 h 每隔 2 h、
48−78 h 每隔 6 h，以及 96、102 和 120 h 取样，

采用酶标仪测定 600 nm 吸光度值，每个处理 3 次

重复。 

1.3.2  温度对菌株 hjt6 生长的影响 
在 100 mL LB 培养液中接种 1%的 hjt6 发

酵液，置于 10、20、30、40 和 50 ℃恒温摇床

中，180 r/min 培养 24 h 后取样，测定 600 nm
处的吸光度值，每个处理 3 次重复。 
1.3.3  含盐量对菌株 hjt6 生长的影响 

在 100 mL LB 培养液中接种 1%的 hjt6 发

酵液，分别加入 0、0.1%、0.5%、1%、2%、5%、

8%和 10%的 NaCl，于 30 ℃、180 r/min 培养

24 h 后取样，测定 600 nm 处的吸光度值，每

个处理 3 次重复。 
1.3.4  pH 对菌株 hjt6 生长的影响 

利用 HCl 和 NaOH 将 LB 培养液的 pH 值

分别调整到 1.0、3.0、5.0、7.0、9.0 和 11.0，
接种 1%的 hjt6 发酵液，于 30 ℃、180 r/min 培

养 24 h 后取样，测定 600 nm 处的吸光度值，

每个处理 3 次重复。 

1.4  菌株 hjt6 的广谱抗性测定 
将储存于 4 ℃中的辣椒疫霉菌(Phytophthora 

capsici)、层出镰孢菌(Fusarium proliferatum)、灰

葡萄孢(Botrytis cinerea)、尖孢镰刀菌黄瓜专化

型(Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum)、茄

病镰刀菌(Fusarium solani f. sp. cucurbitae)、葡

萄座腔菌(Botryosphaeria dothidea)、植物弯孢菌

(Curvularia plantarum)和茄腐皮镰孢菌(Fusarium 

solani)这 8 种病原真菌在 PDA 平板上 25 ℃进

行活化，待病原真菌长到一定程度后用无菌的打

孔器沿菌落外边缘整齐地打成直径为 8 mm 的圆

形菌块，将圆形菌丝块转接到新的 PDA 平板的

中心，在其周围距菌丝块相同距离处的左右位

置各接种 20 μL 菌株 hjt6 发酵液，上下位置各

接种 20 μL 无菌水作为对照。25 ℃培养 7 d 后

按照公式(1)计算抑制率[17]。 
抑制率 (%)=(对照组菌落直径–处理组菌落直

径)/(对照组菌落直径–菌饼直径)×100     (1) 
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1.5  菌株 hjt6 生防能力的评价 
1.5.1  对 Cladosporium tenuissimum 的平板拮抗 

将储存于 4 ℃冰箱中的病原菌 C. tenuissimum
在 PDA 平板上进行 25 ℃活化，7 d 后用无菌打

孔器沿菌落外边缘整齐地打成直径为 8 mm的圆

形菌块，将菌丝块转接到新的 PDA 平板的中心，

在其周围距菌丝块相同距离处的左右位置各接

种一株生防菌，将同样的菌丝块接种至另一个新

的 PDA 平板中心，在相同位置点上接种 20 μL
无菌水作为对照。25 ℃培养 7 d 后记录拮抗圈的

大小(R-r)，R 为病原菌菌落中心到生防菌菌落中

心直线距离，r 为生防菌菌落半径。每个处理 3 次

重复。采用 2 种计算方法统计拮抗效果，一种是

抑菌圈大小评价 [18]，即“+”表示抑菌圈直径为

5−10 mm，“++”表示抑菌圈直径为 10−15 mm，

“+++”表示抑菌圈直径为 15−20 mm，“++++”表示

抑菌圈直径>20 mm；另一种是抑制率大小评价。 
1.5.2  对 Cladosporium tenuissimum 菌丝生长量

的影响  
将单菌落 hjt6 接种至发酵培养基 30 ℃、

180 r/min 培养 24 h。将 4 块直径 8 mm 的灰霉

病病菌接种至 50 mL PDB 培养基中，再按照

1% (体积分数 )接种量接入菌株 hjt6 发酵液

(1.0×108 CFU/mL)，30 ℃、180 r/min 培养 2 d，
以 PDB 培养基作为对照。培养 2 d 后 8 000 r/min
离心 1 min，去掉上清液，收集菌丝称重，每个

处理 3 个重复。 
1.5.3  对瓠瓜灰霉病的温室防效 

取开花后 7−10 d 新鲜的瓠瓜果实，70%酒

精表面消毒后，无菌水清洗 3 次，用无菌小刀在

每个果实表面切开一个约 3 mm×5 mm 大小的伤

口，于菌株 hjt6 发酵液(1.0×108 CFU/mL)中浸泡

20 min 后取出晾干，再将直径约 8 mm 的灰霉病

菌菌饼贴于伤口上，26 ℃培养 24 h 后测定病斑

的直径，以直接将灰霉病菌菌饼贴于伤口上的处

理作为阳性对照，以 PDA 培养基处理作为阴性

对照。每个处理 4 个果实，每个处理 3 次重复。  
抑制率(%)=[(对照果斑面积–处理果斑面积)/对
照果斑面积]×100                       (2) 
果斑面积=π(d/2)2  

                      (3) 
式中：d 为果斑直径平均值。 

1.6  数据统计与分析  
采用 Microsoft Excel 2021 和 DPS7.05 进行

数据统计和分析，采用 GraphPad Prism 7 作图，

试验数据差异显著性通过 DPS7.05 软件进行邓

肯氏新复极差法检测。 

2  结果与分析 
2.1  菌株 hjt6 的鉴定结果 
2.1.1  形态特征 

菌株 hjt6 在 LB 固体培养基上培养 7 d 后不

透明，乳白色，有褶皱，形状不规则(图 1A、

1B)，并伴随有难闻的挥发性气味，显微镜下观

察菌株呈杆状或短杆状，单个或多个排列，呈

短链状(图 1C)。 
2.1.2  菌株 hjt6 生理生化鉴定结果 

菌株 hjt6 革兰氏染色阳性，甲基红反应阳

性，V-P 反应阴性，硝酸盐还原反应阳性，可

以利用蔗糖、葡萄糖、果糖和麦芽糖，不能利

用柠檬酸盐，能水解淀粉，不能水解脲酶，在

5% NaCl 条件下可以生长(表 1)。这些生理生化

特征与芽孢杆菌属的特征一致，并且与已报道的

贝莱斯芽孢杆菌生理生化特征基本一致[12,19]。 
2.1.3  菌株 hjt6 分子生物学鉴定结果 

以 hjt6 基因组 DNA 为模板，通过 16S rRNA
基因和 gyrB 基因序列扩增后得到 2 段序列，电

泳结果显示大小约为 1 000−1 500 bp，与预期

目标基本相符(图 2)；将其上传至 NCBI，得到

GenBank 登录号分别为 OR264129 和 OR327565，
基于 16S rRNA 和 gyrB 基因序列通过 MEGA X 
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图 1  菌株 hjt6 在 LB 平板上和显微镜下的形态学观察   A：平板正面. B：正面特写. C：显微形态 
Figure 1  Morphological observation of strain hjt6 on the LB plate. A: Plate front. B: Frontal close-up. C: 
Morphological characteristics under microscope. 
 
软件构建系统发育树，结果显示这 2 段序列与

贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)聚类为一支

(图 3，图 4)；NCBI 数据库比对结果显示分别与

B. velezensis 相似性达 100% (登录号：OP358487)
和 99.65% (登录号：MN553593)，菌株 hjt6 经形

态学和分子生物学鉴定为 B. velezensis。 

2.2  菌株 hjt6 生长特性测定结果 
2.2.1  菌株 hjt6 的生长曲线 

培养 0−2 h，菌株 hjt6 处于生长迟缓期，生长 

 
表 1  菌株 hjt6 生理生化鉴定结果 
Table 1  Physiological and biochemical identification 
of strain hjt6 
处理 
Treatment 

结果 
Results 

革兰氏染色 Gram staining + 
甲基红反应 Methyl red reaction + 
V-P 反应 V-P reaction ‒ 
硝酸盐还原 Nitrate utilization + 
柠檬酸盐利用 Citrate utilization ‒ 
蔗糖利用 Sucrose utilization + 
葡萄糖利用 Glucose utilization + 
果糖利用 Fructose utilization + 
麦芽糖利用 Maltose utilization + 
淀粉水解 Starch hydrolysis + 
脲酶水解反应 Urease hydrolysis reaction ‒ 
5% NaCl + 
+：阳性；‒：阴性 
+: Positive; ‒: Negative. 

缓慢；2−60 h，菌株生长进入对数增殖期，生长

迅速，在 60 h 时，生长达到顶峰，OD600为 1.299 8 
(图 5)；60−72 h，菌株生长进入稳定期，繁殖

数和死亡数保持相对稳定；72 h 后，菌株开始

进入衰退期，但依然能在一定时间段内保持相

对稳定。 
 

 
 
图 2  菌株 hjt6 的 16S rRNA 基因序列(A)和 gyrB
基因序列电泳图(B)   Marker：DNA 分子量参照

条带；CK：阴性对照 
Figure 2  16S rRNA gene sequence (A) and gyrB 
gene sequence electrophoresis (B) map of strain hjt6. 
CK: Negative control. 
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图 3  菌株 hjt6 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号中的序号为该菌株 GenBank 登录

号；标尺 0.01 表示序列偏差值；分支点上的数字为支持度，用于代表该分支结构的可靠程度 
Figure 3  Phylogenetic tree based on the 16S rRNA gene sequence of strain hjt6. The serial number in 
brackets is the GenBank accession number of the strain; The value of 0.01 shows the sequence deviation 
value; The number of internal nodes is support value, which represents the reliability of the branch structure. 
 

 
 
图 4  基于菌株 hjt6 的 gyrB 基因序列构建的系统发育树   括号中的序号为该菌株 GenBank 登录号；标

尺 0.1 表示序列偏差值；分支点上的数字为支持度，用于代表该分支结构的可靠程度 
Figure 4  Phylogenetic tree based on the gyrB gene sequence of strain hjt6. The serial number in brackets is 
the GenBank accession number of the strain; The value of 0.1 shows the sequence deviation value; The 
number of internal nodes is support value, which represents the reliability of the branch structure. 
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2.2.2  温度对菌株 hjt6 生长的影响结果 
菌株 hjt6 在 10−50 ℃均能生长，30 ℃时生

长速度最快，OD600 为 0.520 9 (图 6)。 
2.2.3  耐盐性 

NaCl 添加量为 0−10%时，菌株 hjt6 均能较

好地生长繁殖；在一定范围内，菌株 hjt6 生长

速度随着添加量的增大而增大，NaCl 添加量为

1%时，OD600 为 0.519 1，生长速度最快且与对 
 

 
 

图 5  菌株 hjt6 的生长曲线 
Figure 5  Growth curve of strain hjt6. 
 

 
 

图 6  温度对菌株 hjt6 生长的影响   不同小写

字母表示在P<0.05水平上各处理间差异显著. 下同 
Figure 6  Effect of temperature on the growth of 
strain hjt6. The data in the same column followed 
by the different lowercase letters designed 
significantly different (P<0.05). The same below. 

照无显著差异；当添加量超过 1%时，菌株生长

速度显著降低(图 7)。 
2.2.4  pH 对菌株 hjt6 生长的影响结果 

pH 5.0−9.0 时，菌株 hjt6 均能生长，其中，

pH 7.0 时，生长速度最快，OD600 为 0.487 6，
pH<5.0 或者 pH>9.0 均不利于该菌株的生长

(图 8)。 

2.3  菌株 hjt6 的广谱抗性 
菌株 hjt6 对 8 种病原真菌均具有较好的抑

制效果(图 9)，抑制率为 57.38%−82.18%。其中 
 

 
 
图 7  NaCl 对菌株 hjt6 生长的影响 
Figure 7  Effect of NaCl on the growth of the 
strain hjt6. 
 

 
 
图 8  pH 对菌株 hjt6 生长的影响 
Figure 8  Effect of pH value on the growth of the 
strain hjt6. 
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对灰葡萄孢菌(B. cinerea)抑制效果最强并显著

高于其他病原真菌，抑制率达 82.18%；其次为

植物弯孢菌(C. plantarum)，抑制率为 79.68% 
(图 9I)。 

2.4  菌株 hjt6 生防能力评价结果 
2.4.1  菌株 hjt6 对 Cladosporium tenuissimum
的平板拮抗结果 

菌株 hjt6 能明显抑制 C. tenuissimum 菌丝

的生长(图 10A、10B)，导致 C. tenuissimum 菌

丝断裂，刺激 C. tenuissimum 产生色素，菌丝变

黑，并产生大量分生孢子(图 10C−10F)。25 ℃
培养 7 d 后抑菌圈大小为 22 mm，抑菌能力为

“++++”，对 C. tenuissimum 的抑制率为 71.53% 
(表 2)。 
2.4.2  菌株 hjt6 对 Cladosporium tenuissimum
菌丝生长量的影响结果 

菌株 hjt6 能显著抑制 C. tenuissimum 菌丝

生长(图 11A、11B)，菌株 hjt6 与 C. tenuissimum
混合摇菌处理菌丝鲜重为 0.49 g，对照组菌丝鲜重

为 2.16 g，菌株 hjt6 可以显著减少 C. tenuissimum
菌丝 77.31%的生长量(图 11C)。 
2.4.3  菌株 hjt6 对瓠瓜灰霉病的温室防效 

菌株 hjt6 对瓠瓜灰霉病具有一定抑制效

果。26 ℃接种 24 h 后，阴性对照正常，无病害

症状发生(图 12A)；阳性对照发病率为 100%，

病斑平均直径为 5.67 cm (图 12B)；处理组发病

率为 16.67%，病斑平均直径为 1.3 cm (图 12C)，

菌株 hjt6 对瓠瓜灰霉病的防效高达 92.63% (表 3)。 

3  讨论与结论 
目前，芽孢杆菌如枯草芽孢杆菌、苏云金

芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌等作为一类生防细

菌应用已经非常广泛，它们具有繁殖速度快、 

 

 
 

图 9  菌株 hjt6 对不同病原真菌的抑制作用 
Figure 9  Inhibition effects of strain hjt6 on different fungi. A: Phytophthora capsici. B: Fusarium 
proliferatum. C: Botrytis cinerea. D: Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum. E: Fusarium solani f. sp. 
cucurbitae. F: Botryosphaeria dothidea. G: Curvularia plantarum. H: Fusarium solani. I: Statistical results. 
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图 10  拮抗 Cladosporium tenuissimum 平板图   A、C、D：处理组. B、E、F：对照组 
Figure 10  Antigonistic activity to Cladosporium tenuissimum. A, C, D: Treatment group. B, E, F: Control 
group. 
 
抗逆能力强等特点，具有非常大的生防潜力，并

且部分芽孢杆菌已登记为生物农药投入使用[20]。

贝莱斯芽孢杆菌作为其中的一个分支，近年来

对其生防研究热度高涨。芽孢杆菌的精准鉴定

是其进行下一步研究及开发利用的基础，其种

类鉴定单从传统的菌株表型特征和生理生化现 
 
表 2  拮抗 Cladosporium tenuissimum 分析 
Table 2  Analysis of strain hjt6 antagonized 
Cladosporium tenuissimum 
处理  
Treatment 

C. tenuissimum hjt6+ 
C. tenuissimum 

直径  
Diameter (cm) 

5.27±0.18a 1.50±0.15b 

抑制率  
Inhibition rate (%) 

‒ 71.53 

抑菌圈  
Bacteriostatic zone R-r 
(mm) 

‒ 22.00±1.00 

抑菌能力  
Bacteriostatic ability 

‒ ++++ 

++++：抑菌圈直径>20 mm；‒：无数据 
++++: The size of bacteriostatic zoned ranged>20 mm in 
diameter; ‒: No data. 

象并不能完全区分，大多研究均会从分子层面

强化鉴定结果，16S rRNA 基因序列分析是最常

见的鉴定技术，如车建美等[12]和王静等[19]利用

16S rRNA 基因序列分析鉴定了 B. velezensis 

FJAT-55034 和 B. velezensis 41，但是由于同属

之间的同源性很高，16S rRNA 基因序列分析有

可能无法精准判断，近年来 gyrA 基因和 gyrB

基因作为辅助鉴定的一种蛋白编码基因，经常

用于芽孢杆菌属的种类鉴定[16]，如张诺妮等[21]

结合 16S rRNA 基因序列分析和 gyrB 基因序列

分析对 B. velezensis ZF-10 进行了鉴定，这样的

结果无疑更加可靠。本研究结合菌株表型特征、

生理生化特征及 16S rRNA 基因序列和 gyrB 基

因序列分析保障了菌种鉴定工作的可靠性，并

通过以上方法鉴定菌株 hjt6 为 B. velezensis。 
在本研究中，B. velezensis hjt6 在 10−50 ℃ 

(最适温度 30 ℃)、pH 5.0−9.0 (最适 pH 7.0)、
0−10% NaCl浓度(最适 NaCl浓度 1%)环境中仍

能生长，这与车建美等 [12]和高艳侠等 [22]关于 
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图 11  菌株 hjt6 对 Cladosporium tenuissimum 菌丝生长量的影响   A：处理组. B：对照组. C：结果

统计 
Figure 11  Effect of strain hjt6 on mycelial growth of Cladosporium tenuissimum. A: Treatment. B: Control. 
C: Statistical results. **: P<0.01. 
 

 
 
图 12  菌株 hjt6 对瓠瓜灰霉病的温室防效   A：阴性对照. B：阳性对照. C：处理组 
Figure 12  Control efficacy of strain hjt6 against bottle gourd gray mold disease in greenhouse. A: Negative 
control. B: Positive control. C: Treatment group. 
 
B. velezensis 的最适温度和 pH 的研究结果一致，

但车建美所述的 B. velezensis FJAT-55034 在

10 ℃时几乎不生长，杨迪等[23]所述 B. velezensis 
LF01 生长最高温度仅为 37 ℃，而 B. velezensis 
hjt6 在 10−50 ℃均能生长；另外车建美等[12]所述

的 B. velezensis FJAT-55034 在 NaCl 浓度为 10%
时几乎不生长，而 B. velezensis hjt6 在同样条件下

生长速度更快，说明 B. velezensis hjt6 对环境的耐

受能力更强、适应性更广。从很多研究中可以发

现，大多数生防菌株对病原菌的抑制效果往往是

从菌丝生长及形态方面来展现，如 B. velezensis 

W24[8]、B. velezensis 41[24]和 B. velezensis 
FJAT-55034[12]分别对大豆核盘菌[Sclerotinia 
sclerotiorum (Lid.) de Bary]、黄曲霉(Aspergillus 
flavus)和葡萄座腔菌(Botryosphaeria dothidea)
的菌丝具有明显抑制作用，导致病原菌菌丝断

裂、畸形和顶端膨大，菌膜破裂、菌核受损等，

这些现象与本研究结论相似；本研究还发现   
B. velezensis hjt6 与病原菌 C. tenuissimum 平板

对峙时，能刺激 C. tenuissimum 产生色素，菌丝

黑化，同时快速产生大量分生孢子，推测是因

为病原菌此时处于一个逆境胁迫环境，从而导致 
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表 3  菌株 hjt6 对瓠瓜灰霉病的温室防效 
Table 3  Control efficacy of strain hjt6 against gray 
mold disease on bottle gourd 
处理  
Treatment 

发病率 
Incidence 
(%) 

病斑直径  
Diameter 
(cm) 

防效 
Control 
efficacy (%) 

阴性对照 
Negative control 

‒ 0 ‒ 

阳性对照 
Positive control 

100 5.67±0.67a ‒ 

处理组 
Treatment group 

16.67 1.30±1.25b 92.63 

表中数值为平均值±标准误，同列数据后不同小写字母表

示 Duncan 氏新复极差法检验在 P<0.05 水平差异显著；−：
无数据 
The values in the table represent mean±standard error. 
Different lowercase letters after the same column of data 
indicate significantly different at P<0.05 by Duncan’s; −: 
No data. 
 
其应激性产孢，快速老化，加速死亡过程。沈

会芳等[25]关于贝莱斯芽孢杆菌 GDND-2 对尖孢

镰孢菌 (Fusarium oxysporum)孢子萌发的研究

表明，GDND-2 对 F. oxysporum 孢子萌发具有

抑制作用，但是其研究表明 GDND-2 同时可以

抑制 F. oxysporum 产孢，该结果与本研究发现

B. velezensis hjt6 会导致病原菌应激性产孢存在

差异，这是不同属病原菌对生防菌株的应激反

应不同引起的差异还是其他因素导致的差异，

还需进一步研究；同时 B. velezensis hjt6 对    
C. tenuissimum 分生孢子萌发的抑制效果及作

用机理也需进一步探索。本研究还验证了     
B. velezensis hjt6 对 B. cinerea 等 8 种病原真菌

具有较好的室内拮抗效果，作为生防菌株具有

广谱抗性，对多种病原真菌具有抑制作用，生

防潜力广阔，这与大多数研究一致[12,26]，但其

对多种病原真菌和 C. tenuissimum 引起的瓠瓜

灰霉病的实际大田效果还需进一步的田间试验

验证。 
综上所述，B. velezensis hjt6 是一个非常具

有生防潜力的菌株，对由 C. tenuissimum 引起的

瓠瓜灰霉病具有较好的防治效果，有望在多种

作物病害中发挥重要作用。下一步我们将围绕     
B. velezensis hjt6 对 C. tenuissimum 的生防机制

和田间应用进行深入研究。 
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