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摘要　从番茄青枯病发病严重田块的健康植株根际土壤中分离筛选得到２株高效拮抗菌株，命名为Ｗ１２和Ｗ１１８，

经１６ＳｒＤＮＡ基因鉴定均属芽胞杆菌属；用ＰＣＲ扩增的方法扩增脂肽类抗生素合成基因，结果表明 Ｗ１２和 Ｗ１１８

含有合成ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎ、ｉｔｕｒｉｎ和ｆｅｎｇｙｃｉｎ三种抗生素的基因；将２株拮抗菌用于田间试验，结果表明混合菌株防控

效果最好，３次灌菌后防控效果达到６２．３％，单独施用菌株Ｗ１１８较单独施用Ｗ１２防控效果好，３次灌菌后防控效

果达到５６．７％。
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　　青枯病是一种灭绝性的土传细菌病害，它是由

茄科劳尔氏菌犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿 入侵植株根

部组织而引起的，其大规模分布于热带、亚热带以及

温带地区，在我国南方地区番茄上最为流行［１２］。该

病可造成被侵染作物大面积萎蔫直至死亡，发病严

重的田块青枯病的发病率高达８０％以上，使得番茄

产量急剧下降，严重制约了我国南方地区番茄产业

的发展。

目前防控番茄青枯病常用的方法主要有：施用

化学农药、利用土壤改良剂、选育具有抗病性能的品

种、嫁接及与禾本科作物轮作等，但效果均不稳

定［３４］。此外，施用化学农药还会引起一系列的环境

污染和食品安全问题。因此生物防治将会是一条环

保、经济、有效的防控途径。

番茄青枯病的生物防治主要是应用拮抗微生

物及其代谢产物来控制病原菌。从土壤中分离筛

选到高效拮抗病原微生物的拮抗菌是生物防治成

功的前提。芽胞杆菌产生的芽孢具有耐高温性，而

且还能在辐射、高酸碱等逆境下存活，因此，筛选

出高效拮抗芽胞杆菌备受重视。丁传雨等［５］用筛
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选得到的２株芽胞杆菌的菌液防控马铃薯青枯病，

防控效果分别为８５．１％和８２．１％。郑新艳等
［６］用

筛选得到的拮抗菌株防控马铃薯青枯病，发现其不

但能够有效拮抗青枯菌，还能提高马铃薯根系土壤

微生物的多样性，有助于克服土壤连作障碍。本试

验筛选和分离得到２株抑制番茄青枯病菌的高效

芽胞杆菌菌株，并对其进行了分子鉴定和拮抗基因

的扩增，检测了拮抗菌的田间效果，旨在为番茄青

枯病的生物防治工作提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　供试土壤

分别从宁波奉化、鄞州、江北、宁海、余姚、慈溪

等青枯病发病严重地块采集健康植株根际土壤３５

份。将植株连同根系一起连根拔起，轻轻地抖动，待

植株根部大部分土壤被抖落后，将剩下紧贴根部的

土壤连同须根一起收集起来，用自封袋装好，放入

４℃冰箱保存。

１．１．２　供试菌株和培养基

青枯病菌菌株为由本实验室筛选、鉴定、保存的

一株茄科劳尔氏菌。

牛肉膏蛋白胨改良培养基（ＮＡ）：每１０００ｍＬ

培养基中加葡萄糖１０ｇ，蛋白胨５ｇ，酵母粉０．５ｇ，

牛肉膏３ｇ，琼脂粉１５ｇ，ｐＨ７．０。

１．２　拮抗菌株的分离、筛选

１０ｇ健康番茄植株根际土壤投入装有９０ｍＬ

ｄｄＨ２Ｏ的锥形瓶中，在３０℃摇床上剧烈振荡３０

ｍｉｎ，静置３０ｍｉｎ。取上清液系列稀释涂布于改良

牛肉膏蛋白胨培养基上，每个梯度设置３次重复，放

置于３０℃恒温培养箱内培养２４ｈ后，用喉头喷雾器

将浓度为１．０×１０８ｃｆｕ／ｍＬ青枯菌菌悬液喷于其表

面，待平板上显现明显的抑菌圈后，用接种针选取有

抑菌圈，且形态不同的菌落，在新的平板上进行画线

纯化。

在改良牛肉膏蛋白胨培养基上用灭菌牙签接

种纯化后的菌株，放置于３０℃恒温培养箱内培养

１２ｈ，将１．０×１０８ｃｆｕ／ｍＬ的青枯病菌菌液均匀喷

洒于平板上，４８ｈ后测定抑菌圈直径，每个菌株设

置３次重复，选择抑菌圈大于１５ｍｍ的菌株保存

备用。

１．３　菌株１６犛狉犇犖犃鉴定

用市售细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取拮抗

菌株 Ｗ１２和 Ｗ１１８的基因组ＤＮＡ，采用细菌１６Ｓ

ｒＤＮＡ基因的通用引物：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧ

ＧＣＴＣＡＧ３′和３′ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ５′进

行ＰＣＲ扩增。反应程序设置如下：９４℃５ｍｉｎ；９４℃

６０ｓ，５３℃６０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，设置３５个循环；７２℃

７ｍｉｎ；４℃保持１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应后的凝胶产物经

试剂盒回收纯化后进行测序分析，测序工作由上海

美吉生物医药科技有限公司完成。

１．４　拮抗菌株基因组犇犖犃中脂肽类抗生素合成基

因的犘犆犚检测

　　采用ＰＣＲ法检测拮抗菌株基因组ＤＮＡ中编

码脂肽类抗生素合成的基因。检测的抗生素基因

名称、引物及其片段大小详见表１。ＰＣＲ反应体系

如下：１０×犜犪狇ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ
２＋

１．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１．５μＬ，２５ｐｍｏｌ／μＬ

上下游引物各２μＬ，细菌基因组ＤＮＡ１μＬ，５Ｕ／

μＬ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１４μＬ，总体

积２５μＬ。反应程序：９５℃５ｍｉｎ；９５℃６０ｓ，５５℃

３０ｓ，７２℃１０５ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ，４℃保

持１０ｍｉｎ。

１．５　田间试验设计

田间试验在宁波市鄞州区横溪基地内进行。以

１．２小节筛选出的拮抗效果较好的菌株为供试菌

株，菌株发酵液浓度为１０８ｃｆｕ／ｍＬ。于番茄移栽后１

个月（幼苗期）开始施用拮抗菌株发酵液，每隔７ｄ

施用１次，共计４次。每株番茄苗浇灌１０ｍＬ，其中

混合菌浇灌总共为１０ｍＬ。每个处理３次重复，以

施用等量清水为对照。

１．６　病情调查

试验开始前调查并记录各处理番茄植株的发病

情况，选择病情大致相同的区域进行试验，之后每次

灌菌后统计各处理的病情指数和防控效果。根据植

株叶片萎蔫程度，将发病级别分５级
［７］：０级，植株

正常；１级，植株叶片萎蔫程度不超过２５％；２级，植

株叶片萎蔫程度超过２５％且不超过５０％；３级，植

株叶片萎蔫程度超过５０％且不超过７５％；４级，植

株叶片萎蔫程度超过７５％。

·３８１·
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表１　基因名称及引物序列

犜犪犫犾犲１　犖犪犿犲狅犳犵犲狀犲犪狀犱狆狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲

基因名称

Ｎａｍｅｏｆｇｅｎｅ

拮抗物质

Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

片段大小／ｂｐ

Ｌｅｎｇｔｈ

犳犲狀犅 ｆｅｎｇｙｃｉｎ ＦｅｎＢ（正向） ＣＴＡＴＡＧＴＴＴＧＴＴＧＡＣＧＧＧＣＴＣ １４００

ＦｅｎＢ（反向） ＣＡＧＣＡＣＴＧＧＴＴＣＴＴＧＴＣＧＣＡ

犻狋狌犃 ｉｔｕｒｉｎ ＩｔｕＡ（正向） ＡＴＧＴＡＴＡＣＣＡＧＴＣＡＡＴＴＣＣ １１００

ＩｔｕＡ（反向） ＧＡＴＣＣＧＡＡＧＣＴＧＡＣＡＡＴＡＧ

犻狋狌犅 ｉｔｕｒｉｎ ＩｔｕＢ（正向） ＴＡＡＡＧＣＡＧＣＧＧＡＴＡＡＡＧＣＧＴ 　８７４

ＩｔｕＢ（反向） ＡＡＴＧＧＣＧＡＣＴＡＡＣＧＴＡＴＣＧＧ

犻狋狌犆 ｉｔｕｒｉｎ ＩｔｕＣ（正向） ＣＣＧＴＡＡＴＣＡＡＣＣＧＴＣＴＣＧＴＴ 　６４０

ＩｔｕＣ（反向） ＧＧＧＴＧＡＧＣＴＧＣＡＡＡＣＴＴＣＴＣ

犻狋狌犇 ｉｔｕｒｉｎ ＩｔｕＤ（正向） ＧＡＴＧＣＧＡＴＣＴＣＣＴＴＧＧＡＴＧＴ 　６４７

ＩｔｕＤ（反向） ＡＴＣＧＴＣＡＴＧＴＧＣＴＧＣＴＴＧＡＧ

犫犪犿 ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎ Ｂａｍ（正向） ＡＡＧＡＡＧＧＣＧＴＴＴＴＴＣＡＡＧＣＡ 　５０８

Ｂａｍ（反向） ＣＧＡＣＡＴＡＣＡＧＴＴＣＴＣＣＣＧＧＴ

病情指数＝∑（病级数×该病级植株数）／

（最大病级数×植株总株数）×１００；

防控效果（％）＝（对照组病情指数－

处理组病情指数）／对照组病情指数×１００
［７］。

１．７　数据分析

数据采用ＤＰＳ７．５软件进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　拮抗菌株的分离、筛选

从３５份土样中共分离筛选出１２１株平板菌

落特征不同的拮抗菌株，其中２８株有抑菌效

果，经过多次纯化复筛，其中 Ｗ１１８与 Ｗ１２菌

株抑菌效果最好，且比较稳定，Ｗ１１８拮抗圈直径

达到３０ｍｍ以上，Ｗ１２菌株拮抗圈直径为２８ｍｍ

（图１）。

图１　拮抗菌株对茄科劳尔氏菌的平板抑制效果

犉犻犵．１　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅犳犠１２犪狀犱犠１１８犪犵犪犻狀狊狋犚犪犾狊狋狅狀犻犪

狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿狅狀犖犃犿犲犱犻狌犿

２．２　拮抗菌株的１６犛狉犇犖犃鉴定

将菌株 Ｗ１２和 Ｗ１１８的１６ＳｒＤＮＡ序列与

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中相关序列进行ＢＬＡＳＴ比对与分

析，然后通过 ＭＥＧＡ５．１软件采用ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎ

ｉｎｇ绘制系统发育树（图２）。分析结果显示，拮抗

菌株 Ｗ１２和 Ｗ１１８的１６ＳｒＤＮＡ基因序列与跟其

比对的１００株芽胞杆菌属细菌的同源相似性均在

９９％以上。其中 Ｗ１２与枯草芽胞杆菌犅．狊狌犫狋犻犾犻狊

ＤＳＭ１０（ＡＪ２７６３５１）的同源性最高，Ｗ１１８与解淀粉

芽胞杆菌犅．犪犿狔犾狅犾犻狇狌犲犳犪犮犻犲狀狊ＤＳＭ７（ＮＣ０１４５５１）

的同源性最高，因此，初步鉴定菌株 Ｗ１２和 Ｗ１１８

均属于芽胞杆菌属。

图２　犠１２（犪）和犠１１８（犫）与芽胞杆菌属相关菌株基于

１６犛狉犇犖犃基因序列的进化树

犉犻犵．２　犈狏狅犾狌狋犻狅狀犪狉狔狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀１６犛狉犇犖犃

狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狊狋狉犪犻狀犠１２（犪），犠１１８（犫）犪狀犱

狉犲犾犪狋犲犱狊狋狉犪犻狀狊狅犳犅犪犮犻犾犾狌狊狊狆．
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２．３　拮抗菌株脂肽类抗生素合成基因的检测与分析

通过ＰＣＲ扩增法从拮抗菌株 Ｗ１２基因组序列

中成功扩增出６个脂肽类抗生素合成基因，分别为

犅犪犿、犐狋狌犇、犐狋狌犆、犐狋狌犅、犐狋狌犃和犉犲狀犅，这些基因分

别为抗生素ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎ、ｉｔｕｒｉｎ和ｆｅｎｇｙｃｉｎ的基因

组成片段，其中犐狋狌犆扩增条带较暗，可能与引物的

保守性有关。菌株Ｗ１１８扩增出５个抗生素合成基

因，分别是犅犪犿、犐狋狌犇、犐狋狌犅、犐狋狌犃和犉犲狀犅，对应的

抗生素分别是ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎ、ｉｔｕｒｉｎ和ｆｅｎｇｙｃｉｎ。由

此可知，菌株 Ｗ１２和 Ｗ１１８有合成ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎ、

ｉｔｕｒｉｎ和ｆｅｎｇｙｃｉｎ的潜力（图３）。

２．４　拮抗菌株发酵液对番茄青枯病田间防控效果

通过表２知，在田间施用拮抗菌株发酵液能有

效抑制番茄青枯病的发生。Ｗ１２和Ｗ１１８能显著降

低番茄青枯病发病率，１次灌菌后的防效分别达到

１９．３％和３４．３％，两菌混合的防效达到３７．７％，灌

菌３次后的防控效果最好，其中两菌混合防效为

６２．３％，Ｗ１１８的防控效果略低，为５６．７％。

图３　拮抗菌株犠１２和犠１１８基因组犇犖犃中部分脂肽类抗生素合成基因的犘犆犚扩增产物

犉犻犵．３　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犪狀狋犪犵狅狀犻狊狋犻犮犵犲狀犲狊犻狀犠１２犪狀犱犠１１８

表２　拮抗菌株犠１２和犠１１８及其混合发酵液对番茄青枯病的田间防控效果１
）

犜犪犫犾犲２　犆狅狀狋狉狅犾犲犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀犾犻狇狌犻犱狅犳狊狋狉犪犻狀狊犠１２犪狀犱犠１１８狅狀狋狅犿犪狋狅犫犪犮狋犲狉犻犪犾狑犻犾狋犻狀狋犺犲犳犻犲犾犱

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

１次灌菌后

Ｔｈｅ１ｓｔａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎｓ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防控效果／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｅｃｔ

２次灌菌后

Ｔｈｅ２ｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎｓ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防控效果／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｅｃｔ

３次灌菌后

Ｔｈｅ３ｒｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎｓ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防控效果／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｅｃｔ

Ｗ１１８ （７．３±１．５）ａ （３４．３±５．１）ａ （８．７±０．６）ｂｃ （４９．０±８．６）ａ （９．３±１．５）ｂ （５６．７±４．１）ａ

Ｗ１２ （９．０±１．７）ａ （１９．３±７．８）ｂ （１２．０±１．０）ｂ （２９．７±９．１）ｂ （１３．０±２．７）ｂ （３９．７±３．１）ｂ

Ｗ１２＋Ｗ１１８ （７．０±１．７）ａ （３７．７±３．８）ａ （７．７±２．１）ｃ （５６．０±５．６）ａ （８．３±３．２）ｂ （６２．３±４．８）ａ

ＣＫ （１１．３±３．２）ａ － （１７．３±３．２）ａ － （２１．７±５．５）ａ －

　１）表中数据为平均值±标准差。同列中不同小写字母表示在０．０５水平差异显著。

Ｄａｔａｉｎｔｈｅｔａｂｌｅａｒｅｍｅａｎ±ＳＤ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ．

３　讨论

茄科劳尔氏菌寄主广泛，可以侵染２００多种植

物，涉及５０多个科属，其中以南方地区番茄、马铃薯

以及烟草等作物受害最为严重［８］。生物防治是防控

青枯病最为有效的途径，目前主要是利用微生物对

其进行防控。本试验从宁波本地番茄青枯病发病严

重田块的健康植株根际土壤中通过平板对峙试验分

离筛选到２株拮抗菌株 Ｗ１２和 Ｗ１１８，对番茄青枯

菌都具有高效且稳定的抑菌作用。２个拮抗菌株是

从植株根际处直接筛选而获得的，对植物本身具有

很强的亲和能力，在植株根部接种后更易于在根际

定殖存活。

利用生物防治手段防控番茄青枯病主要是利用

生防菌在其生长发育过程中产生多种类型的具有拮

抗性的代谢产物，其与植物通过直接或者间接作用

达到抑制甚至杀死病原微生物的效果［９］。本试验从

Ｗ１２和 Ｗ１１８菌株中均能扩增得到ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎ、

ｉｔｕｒｉｎ和ｆｅｎｇｙｃｉｎ抗生素合成基因，说明其均有产

生多种拮抗性代谢产物的潜力，能够有效地抑制病

原菌的生长。

有效控制田间番茄青枯病的发生是生物防治的

最终目的，本试验将筛选出的两株高效拮抗菌经发酵

（下转２２３页）
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未死亡的菜青虫无法正常化蛹，小菜蛾虽可以化蛹，

但时间提前，而且蛹发育畸形，无法正常羽化，由此可

知瑞香狼毒素对菜青虫和小菜蛾的生长发育也有一

定影响。具体的作用机理还需进一步深入研究。

此外，该药剂对截形叶螨、豌豆蚜、菜青虫和小

菜蛾的室内致死率均低于９０％，在大田试验中受自

然因素影响估计杀虫效果会进一步降低，为提高其

药效，还需进一步完善其剂型配方，以获得效率更

高、毒副作用更小、生物利用度更为理想的植物源农

药，以在大田中发挥较好的杀虫效果。
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后用于田间，其中单一菌株 Ｗ１１８和 Ｗ１２在３次灌

菌后的防控效果分别达到５６．７％和３９．７％，混合菌

株在３次灌菌后的防控效果达到６２．３％，说明在田

间施用拮抗菌对番茄青枯病有较好的防控效果。
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