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摘  要：从越橘（Vaccinium spp.）健康果实中分离获得 65 株内生细菌，采用琼脂平板扩散法筛选出

1 株对灰葡萄孢具有高拮抗作用的菌株 YJ15，经形态特征观察、生理生化测定和 16S rRNA 序列分析，鉴

定该菌株为暹罗芽胞杆菌（Bacillus siamensis）。在单因素试验的基础上，通过 Plackett-Burman 设计筛选

出 3 个发酵重要因素（温度、pH 和氮源）。利用最陡爬坡试验和响应面分析对菌株 YJ15 的发酵条件进

行优化，获得最优发酵条件为葡萄糖 20 g · L-1，酵母粉 36.01 g · L-1，FeSO4 1.5 g · L-1，甘油 1 g · L-1，K2HPO4 

1.5 g · L-1，接种量 1 mL，摇床转速 150 r · min-1，温度 31.35 ℃，pH 7.43，培养时间 15 h。采用生长速率

法测定菌株 YJ15 的发酵液对 9 种病原真菌均有抑制作用，抑菌率在 43.42% ~ 92.39%之间。菌株 YJ15 发

酵液处理越橘果实后，灰霉病的发病率和病斑直径均明显小于对照，与多菌灵防效差异不显著，可用于

越橘灰霉病的防治。 
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Abstract：Sixty-five endophytic bacteria strains were isolated from healthy blueberry fruits. 

Antagonistic bacterium strain YJ15 was screened with the agar plate diffusion method，and identified as 

Bacillus siamensis based on the morphological，physiological and biochemical characteristics，and 16S 

rRNA sequence analysis. Based on single factor tests，three important factors of temperature，pH and 

nitrogen source were screened by Plackett-Burman experimental design. The optimal fermentation 

conditions for glucose 20 g · L-1，yeast powder 36.01 g · L-1，FeSO4 1.5 g · L-1，glycerol 1 g · L-1，K2HPO4 

1.5 g · L-1，inoculation amount 1 mL，rotational speed 150 r · min-1，temperature 31.35 ℃，pH 7.43 and  
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cultural time 15 hours were determined by steepest ascent experiment and response surface methodology. 

The antifungal effects of fermentation broth of strain YJ15 on nine pathogenic fungi were obvious with the 

inhibition rate of 43.42%–92.39%. The fermentation broth of strain YJ15 with lower disease incidence 

and lesion diameter had better control effects with no significant difference compared with that of 

carbendazim，and could be useful to effectively control Botrytis cinerea causing blueberry gray mold. 

Keywords：blueberry gray mold；antagonistic bacterium；identification；fermentation condition；

control effect 

 

越橘（Vaccinium spp.）灰霉病由灰葡萄孢（Botrytis cinerea）侵染所致，是生产上的一种重要

病害，具有发病普遍、危害部位多且扩展迅速等特点（严雪瑞 等，2014；戴启东 等，2016），尤

其在设施栽培条件下更加严重（Hong，2011）。1924 年越橘灰霉病首次在美国新泽西州发现（苏宝

玲，2008），目前在加拿大（Hildebrand et al.，2001）、韩国（Hong，2011；Kwon et al.，2011）、

智利（Rivera et al.，2013）均有越橘灰霉病发生危害的报道。在中国，陈长卿等（2012）首次在吉

林农业大学越橘种植基地发现灰霉病菌，可危害果实和叶片，之后在贵州（金义兰 等，2015）、辽

宁（戴启东 等，2016）相继发现。另外，秦士维等（2017）发现灰霉病菌在健康越橘果实上也存在，

是一种重要的潜伏侵染病原菌。 

灰霉病菌繁殖速度快，遗传变异大，对化学农药极易产生抗药性（张玮 等，2013；Saito et al.，

2016）。生物防治是防治灰霉病的理想方法（石玉莹 等，2017），但目前尚未见利用拮抗细菌防治

越橘灰霉病的研究报道。本试验中从越橘果实中分离内生细菌，筛选出灰霉病菌的拮抗菌株，完成

菌株的形态及分子鉴定，优化发酵条件，并对拮抗菌株的抑菌谱及对越橘灰霉病的防效进行了研究，

为防治越橘灰霉病提供新的生防资源，为进一步利用该拮抗菌株防治越橘灰霉病奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

本试验于 2017 年 5—12 月在山西农业大学植物病理学重点实验室进行。 

供试菌种：灰葡萄孢（Botrytis cinerea）、尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporum）、禾谷镰刀菌（Fusarium 

graminearum）、拟盘多毛孢（Pestalotiopsis paeoniicola）、链格孢（Alternaria alternata）、毁灭柱孢

（Cylindrocarpon destructans）、藤仓镰刀菌（Fusarium fujikuroi）、半裸镰刀菌（Fusarium semitectum）、

粉红单端孢（Trichothecium roseum）和层出镰刀菌（Fusarium proliferatum），由本实验室分离、鉴

定并保存。 

供试培养基：NA 培养基和 LB 培养基用于拮抗细菌的分离及培养，KMB 培养基用于拮抗细菌

的发酵，PDA 培养基用于病原真菌的活化及培养（方中达，1998）。 

1.2  拮抗细菌的分离与筛选 

从山西省太原市小店区、清徐县，晋中市榆次区、太谷县分别采集越橘果实样品，先用自来水

清洗越橘果实表面，再用无菌水冲洗 1 次，然后依次用 70%乙醇浸泡 3 min，2% NaClO 浸泡 5 min，

70%乙醇浸泡 30 s，最后用无菌水淋洗 5 次，用无菌吸水纸吸干残留水分。将表面消毒后的果实放

入灭菌研钵中，加入少量石英砂和 10 mL 无菌水，充分研磨后取 200 μL 至 NA 培养基，涂布均匀，
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于 28 ℃恒温培养 2 d。根据生长出的菌落形状、颜色、大小、边缘、突起、透明度等特征，挑取单

菌落划线纯化培养。 

将分离得到的细菌菌株转入装有 20 mL LB 培养基的 50 mL 三角瓶中，于 28 ℃、220 r · min-1

条件下培养 10 h，获得细菌发酵液。参照番茄灰霉病拮抗细菌的筛选方法（王伟 等，2010），将 1 mL

无菌水加入到长满灰霉病的 PDA 平板，用接种针将孢子刮下，制成菌悬液（105 spores · mL-1），并

与 PDA 培养基混合，倒入培养皿中，制成含灰霉病菌的平板。在平板上均匀打孔，分别注入 50 μL

发酵液，在 25 ℃恒温条件下培养 3 d，根据出现的抑菌圈大小筛选获得拮抗菌株。 

1.3  拮抗细菌菌株的鉴定 

1.3.1  形态特征及生理生化特性 

将拮抗细菌菌株接种于 NA 培养基上，在 25 ℃条件下培养 48 h。根据细菌菌株生长的菌落形态

特征（包括大小、光泽、隆起、形状、透明度、均匀度、边缘等），以及革兰氏染色反应和透射电镜

观察菌体形态特征，对菌株生理生化特性（东秀珠和蔡妙英，2001）等进行鉴定。 
1.3.2  分子鉴定 

将菌株接种于 LB 液体培养基于 28 ℃，180 r · min-1 条件下振荡培养 10 h，采用 BioFlux BSC12S1

细菌基因组 DNA 提取试剂盒（杭州博日科技有限公司）提取拮抗细菌的 DNA。 

16S rRNA 序列分析：采用 25 µL PCR 反应体系[10× PCR Buffer 2.5 µL，dNTP（10 mmol · L-1）

2 µL，MgCl2 1 µL，浓度为 10 mmol · L-1 的通用引物 27F 和 1492R 各 1 µL，模板 DNA 1 µL，Taq DNA

聚合酶 0.5 µL，ddH2O 补足至 25 µL]，95 ℃预变性 5 min，34 个循环（94 ℃ 45 s，45 ℃ 1 min，72 ℃ 

90 s），72 ℃ 10 min。PCR 扩增产物纯化后测序。序列在 NCBI 数据库中进行 Blast 比对，并下载相

关序列，使用 MEGA 5.0 软件构建系统发育树。 

1.4  拮抗细菌的最适发酵条件优化 

1.4.1  发酵培养基碳源、氮源和无机盐单因素试验 

以 KMB 培养基（葡萄糖 20 g，蛋白胨 20 g，MgSO4 · 7H2O 1.5 g，甘油 10 mL，K2HPO4 1.5 g，

蒸馏水 1 000 mL）作为基础发酵培养基，以葡萄糖、果糖、麦芽糖、乳糖、蔗糖、小麦粉、玉米粉、

可溶性淀粉和柠檬酸钠为碳源，以蛋白胨、牛肉膏、酵母粉、硝酸钠、硝酸钾、氯化铵和尿素作为

氮源，以 ZnSO4 · 7H2O、MgSO4 · 7H2O、MnSO4 · H2O、K2HPO4 · 3H2O、NaCl 和 FeSO4 作为无机盐，

培养条件为接种量 1 mL，接种液浓度为 108 CFU · mL-1，培养温度 28 ℃，250 mL 三角瓶中装液量

50 mL，180 r · min-1，培养 15 h，测定菌株发酵液的 OD600，菌株生长量以 OD600 表示，获得最适培

养基成分。 

1.4.2  筛选影响发酵的重要因素 

选取碳源、氮源、无机盐、甘油、K2HPO4、接种量、摇床转速、pH、温度和时间，共 10 个发

酵因素进行 Plackett-Burman 试验（N = 12），以菌株生长量为评价指标，根据各因素的主效应和交

互作用的一级作用，从而确定影响发酵的重要因素。 

1.4.3  最陡爬坡试验设计 

对影响发酵的重要因素进行最陡爬坡试验。对重要因素的变化方向和步长逐渐增大，获得最大

响应区域。选择菌株生长量最大的试验条件作为响应面试验组合的中心点。 

1.4.4  发酵条件的响应面分析 

根据 Box-Behnken 中心组合原理，使用 Design-Exper.V8.06 软件设计试验，采用 3 因素 3 水平
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Box-Behnken 设计优化各因素，从而获得最佳的发酵条件。 

1.5  拮抗细菌的抑菌谱测定 

采用琼脂平板扩散法测定拮抗细菌发酵液对多种病原菌的抑菌活性。将拮抗菌株接种于 LB 培

养基，于 28 ℃、220 r · min-1 振荡培养 10 h。离心（10 000 r · min-1，4 ℃）后，将上清液用微孔滤

膜过滤除菌得到无菌发酵液。将 PDA 培养基熔化降温至 40 ~ 45 ℃，加入发酵液，制成含 1%、3%、

5%、7%、9%发酵液混合培养基，充分混匀后倒入无菌培养皿，以不加无菌发酵液的 PDA 培养基作

为对照。将培养 5 d 的 9 种供试病原真菌制成菌饼（直径 6 mm），菌丝面朝下放置于平板中央，于

25 ℃条件下培养 5 d。菌落直径的测量采用十字交叉法，并计算无菌发酵液对 9 种供试病原菌的抑

菌率，设 3 次重复。抑菌率（%）= [（对照菌落直径–处理菌落直径）/（对照菌落直径–6）] × 100。 

1.6  拮抗细菌菌株对越橘灰霉病的防效试验 

参照杀菌剂对越橘镰孢菌果腐病的防效试验（王春伟 等，2017）略有改动。 

选用越橘健康果实，使用 2%的 NaClO 浸泡处理 2 min，用无菌水冲洗 3 次后晾干。用灭菌接种

针在果实表面制造约 3 mm（深）× 2 mm（宽）伤口，往伤口滴加以下处理液：（1）108 CFU · mL-1

拮抗细菌发酵液；（2）对照药剂为 1 000 μg · mL-1 多菌灵；（3）无菌水对照。各处理设 3 次重复，

每处理 10 个果实。处理液接种量均为 20 μL。4 h 后接种 10 μL 灰霉病菌孢子液（105 spores · mL-1）。

之后将果实晾干，置于 25 ℃，95%相对湿度下，48 和 72 h 后统计病害发病率及病斑直径，并计算

防效（雍道敬 等，2014）。防效（%）=（对照组病斑面积–处理组病斑面积）/对照组病斑面积 × 

100。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗细菌的分离筛选与菌株 YJ15 的鉴定 

从越橘果实样品中分离获得内生细菌菌株 65 株，筛选出拮抗菌株 21 株，以未接种拮抗菌作为

对照，15 号菌株对灰葡萄孢抑菌效果最强，抑菌圈直径为 23 mm（图 1），将其命名为 YJ15。 

菌株 YJ15 在 NA 培养基上菌落近圆形，边缘整齐，不透明，乳白色，菌落生长后期中间有褶

皱（图 2，A）。革兰氏染色为蓝紫色，为革兰氏阳性菌（图 2，B）。生理生化试验结果见表 1。

透射电镜下观察，菌体为杆状，大小为（1.15 ~ 1.54）μm ×（0.58 ~ 0.74）μm（图 2，C）。菌株 YJ15

在 30 ~ 40 ℃，pH 5.7 和 6.8，2% ~ 5%NaCl 均可生长，能产生吲哚，可利用 D–葡萄糖、L–阿拉

伯糖、D–甘露醇和 D–木糖、接触酶、V-P 测定、葡萄糖氧化发酵、明胶液化、硝酸盐还原反应、

丙二酸利用、卵黄卵磷脂酶、硫化氢呈阳性，而运动性、水解淀粉、柠檬酸盐利用、甲基红、（NH4）2HPO4、

脂酶、厌氧生长呈阴性（表 1）。根据形态特征及生理生化试验结果，初步鉴定菌株 YJ15 属于芽孢

杆菌属（Bacillus sp.）。 

将菌株 YJ15 的 16S rRNA 序列（1 451 bp）提交至 GenBank 数据库，登录号为 MH118032。同

源性比对结果表明：菌株 YJ15 与 Bacillus siamensis JS15E（KX129844）相似性为 100%，与 Bacillus 

siamensis JL8（KX660755）相似性为 99%。系统发育分析表明菌株 YJ15 与 Bacillus siamensis JS15E

（KX129844）聚于同一分支（图 3）。 
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图 1  菌株 YJ15 对灰葡萄孢的拮抗作用 

Fig. 1  Antagonistic effects of strain YJ15 against Botrytis cinerea 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

图 2  菌株 YJ15 的菌体形态特征 

A：28 ℃ NA 培养基培养 2 d；B：革兰氏染色后在光学显微镜下；C：透射电镜下。 

Fig. 2  Morphological characteristics of strain YJ15  

A：On NA at 28 ℃ for 2 days，B：Under optical microscope after gram stain and C：Under transmission electron microscope. 
 

表 1  菌株 YJ15 的的生理生化特性 

Table 1  Physiological and biochemical characteristics of strain YJ15 

鉴定项目 Test 结果 Result 鉴定项目 Test 结果 Result 

接触酶 Catalase + 2% NaCl  生长 Growth 
V-P 测定 Voges-Proskauer test + 5% NaCl  生长 Growth 
V-P 培养物终 pH pH of V-P production 6.05 7% NaCl 不生长 No growth 
葡萄糖氧化发酵 Oxidation-fermentation of glucose + 10% NaCl 不生长 No growth 
运动性 Motility – 5 ℃ 不生长 No growth 
水解淀粉 Starch hydrolysis – 10 ℃ 不生长 No growth 
明胶液化 Gelatin hydrolysis + 30 ℃ 生长 Growth 
硝酸盐还原 Nitrate reduction + 40 ℃ 生长 Growth 
pH 5.7 生长 Growth 50 ℃ 不生长 No growth 
pH 6.8 生长 Growth 55 ℃ 不生长 No growth 
柠檬酸利用 Citrate utilization – 60 ℃ 不生长 No growth 
丙二酸利用 Malonate utilization + 产生吲哚 Indole production + 
（NH4）2HPO4 – D–葡萄糖 D-Glucose + 
甲基红 Methyl red – L–阿拉伯糖 L-Arabinose + 
脂酶 Lipase – D–甘露醇 D-Mannitol + 
硫化氢 Hydrogen sulfide production + D–木糖 D-Xylose + 
厌氧生长 Anaerobic digestion – 卵黄卵磷脂酶 Lecithinase + 

注：“+”表示阳性，“–”表示阴性。 

Note：“+”means positive reaction，“–”means negative reaction. 
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图 3  基于 16S rRNA 构建菌株 YJ15 的系统发育树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of strain YJ15 based on the 16S rRNA 

2.2  菌株 YJ15 的最适发酵条件优化 

2.2.1  发酵培养基中碳源、氮源和无机盐成分的选择 

以 KMB 培养基为基础培养基，测定不同碳源、氮源和无机盐各单因素对菌株 YJ15 生长量的影

响（表 2）。碳源中，葡萄糖效果最好，菌株 OD600 为 1.951，且与其他处理差异显著；氮源中，酵

母粉效果最好，菌株的 OD600 为 2.154，且与其他处理差异显著；无机盐中，FeSO4 效果最好，菌株

的 OD600 为 1.738，且与其他处理差异显著。因此，确定最优发酵培养基成分为葡萄糖 + 酵母粉 + 

FeSO4 + 甘油 + K2HPO4。 
 

表 2  不同碳源、氮源和无机盐成分对菌株 YJ15 生长量的影响 

Table 2  Effect of different carbon sources，nitrogen sources and inorganic salts on growth amount of strain YJ15 

碳源 Carbon source OD600 氮源 Nitrogen source OD600 无机盐 Inorganic salt OD600 
玉米粉 Corn meal 0.092 ± 0.022 f 酵母粉 Yeast powder 2.154 ± 0.002 a 硫酸锌 Zinc sulfate 0.461 ± 0.010e  
小麦粉 Wheat flour 0.685 ± 0.013 d 牛肉膏 Beef extract 1.985 ± 0.008 b 氯化钠 Sodium chloride 1.516 ± 0.009 b 
蔗糖 Sucrose 1.797 ± 0.024 b 蛋白胨 Peptone 1.951 ± 0.006 b 硫酸镁 Magnesium sulfate 1.473 ± 0.006 c  
可溶性淀粉 Soluble starch 0.272 ± 0.049 e  硝酸钠 Sodium nitrate 0.100 ± 0.026 c 磷酸氢二钾 1.452 ± 0.014 c 
柠檬酸钠 Sodium citrate 0.329 ± 0.047 e  氯化铵 Ammonium chloride 0.049 ± 0.020 de Potassium phosphate dibasic  
麦芽糖 Maltose 1.485 ± 0.003 c 尿素 Urea 0.063 ± 0.011 cd 硫酸亚铁 Ferrous sulfate 1.738 ± 0.041 a 
乳糖 Lactose 1.852 ± 0.017 ab 硝酸钾 Potassium nitrate 0.018 ± 0.002 e 硫酸锰 Manganese sulfate 1.238 ± 0.009 d 
葡萄糖 Glucose 1.951 ± 0.006 a    
果糖 Fructose 1.519 ± 0.044 c      

 

2.2.2  影响发酵的 10 种因素比较 

以葡萄糖、酵母粉、FeSO4、甘油、K2HPO4、接种量、摇床转速、温度、pH 和时间等 10 个因

素（B-L）进行二水平 N = 12 的 Plackett-Burman 试验，以确定对发酵影响显著的因子，设置一个虚

拟变量（A）进行误差估计。效应评价中 P 值用于评价各因素的影响，P < 0.10 说明对结果影响大于

90%。温度效价 P 为 0.0926（< 0.10），对试验结果的影响大于 90%，其次为 pH 和酵母粉，效价分

别为 0.1355 和 0.1600。因此 10 个因素中温度、pH 和酵母粉对菌株生长量的影响最大，是重要影响

因素，其他 7 个因素影响不显著（P > 0.1739），应维持在低水平（表 3）。 

2.2.3  最陡爬坡试验设计 

对温度、pH 和酵母粉这 3 个 Plackett-Burman 试验筛选出的影响发酵的重要因素进行最陡爬坡

试验。将 3 个因素水平值逐步增大，从而获得最大响应区域。结果（表 4）表明第 2 组试验设计，

即温度 30.00 ℃，pH 7.50，酵母粉 35.00 g · L-1 时，菌株生长量最大，OD600 为 2.357，因此以第 2
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组试验设计作为响应面试验的中心点进行响应面试验。 
 

表 3  Plackett-Burman 试验设计与响应值表（N = 12） 

Table 3  Experimental design and response of Plackett-Burman（N = 12） 

试验 
设计 
Run 

虚拟项
Virtual 
item  

（g · L-1） 
接种量/mL
Inoculation 
amount 

转速/ 
（r · min-1）
Rotational 
speed 

温度/℃ 
Temperature 

pH 
时间 /h 
Time 

OD600 葡萄糖 
Glucose 

酵母粉 
Yeast 
powder 

FeSO4 
甘油 
Glycerol

K2HPO4 

1 –1 20.00 20.00 2.50 1.00 2.50 1.50 150 28.00 7.00 20.00 1.924 ± 0.196 
2 –1 20.00 30.00 1.50 1.50 2.50 1.00 200 28.00 7.00 15.00 2.393 ± 0.030 
3 1 20.00 30.00 2.50 1.00 2.50 1.50 200 25.00 5.00 15.00 1.074 ± 0.976 
4 1 20.00 20.00 1.50 1.50 1.50 1.50 200 25.00 7.00 20.00 1.374 ± 0.060 
5 –1 30.00 20.00 2.50 1.50 1.50 1.50 200 28.00 5.00 15.00 1.725 ± 0.152 
6 1 30.00 30.00 1.50 1.00 1.50 1.50 150 28.00 7.00 15.00 2.412 ± 0.054 
7 –1 30.00 30.00 2.50 1.00 1.50 1.00 200 25.00 7.00 20.00 1.156 ± 0.069 
8 1 30.00 20.00 2.50 1.50 2.50 1.00 150 25.00 7.00 15.00 1.843 ± 0.037 
9 –1 30.00 30.00 1.50 1.50 2.50 1.50 150 25.00 5.00 20.00 1.524 ± 0.211 
10 1 30.00 20.00 1.50 1.00 2.50 1.00 200 28.00 5.00 20.00 2.124 ± 0.153 
11 1 20.00 30.00 2.50 1.50 1.50 1.00 150 28.00 5.00 20.00 1.185 ± 0.028 
12 –1 20.00 20.00 1.50 1.00 1.50 1.00 150 25.00 5.00 15.00 0.689 ± 0.078 
P 值 
P value 

0.1739 0.1600 0.2276 0.4678 0.9314 0.4785 0.7321 0.0926 0.1355 0.3922 
 

 

表 4  最陡爬坡试验设计及响应值 

Table 4  Experimental design of steepest ascent and responding value 

试验设计 Run 温度/℃ Temperature pH 酵母粉/（g · L-1）Yeast powder OD600 
1 28.00 7.00 30.00 2.101 ± 0.152 
2 30.00 7.50 35.00 2.357 ± 0.108 
3 32.00 8.00 40.00 1.985 ± 0.172 
4 34.00 8.50 45.00 1.814 ± 0.119 

2.2.4  发酵条件的响应面分析 

以菌株生长量OD600为响应值，利用Design-Exper.V8.06软件设计了3因素3水平的Box-Behnken

试验（表 5）。对试验结果进行多元回归拟合，获得以 Y（菌株生长量）为响应值，以 X1（温度）、

X2（pH）、X3（酵母粉）为变量的二次多项回归模型：Y = 2.24 + 0.42X1 + 0.083X2 + 0.38X3–0.25X1X2

–0.32X1X3–0.094X2X3–0.29 X1
2–0.36X2

2–0.43X3
2。 

表 5  Box-Behnken 试验设计 

Table 5  Box-Behnken experimental design 

试验设计 
Run 

温度/℃ 
Temperature 

pH 
酵母粉/ 
（g · L-1） 
Yeast powder 

OD600 试验设计

Run 
温度/℃ 
Temperature

pH 
酵母粉/ 
（g · L-1） 
Yeast powder 

OD600 

1 28.00 7.50 30.00 0.754 ± 0.156 10 30.00 7.50 35.00 2.300 ± 0.148 
2 30.00 8.00 40.00 1.856 ± 0.119 11 30.00 7.00 40.00 1.904 ± 0.073 
3 30.00 7.00 30.00 0.845 ± 0.252 12 30.00 7.50 35.00 2.245 ± 0.111 
4 28.00 7.50 40.00 2.024 ± 0.087 13 32.00 7.50 40.00 1.642 ± 0.104 
5 30.00 7.50 35.00 2.324 ± 0.071 14 32.00 7.50 30.00 1.650 ± 0.099 
6 28.00 8.00 35.00 1.214 ± 0.120 15 32.00 7.00 35.00 2.453 ± 0.037 
7 30.00 7.50 35.00 2.064 ± 0.182 16 30.00 7.50 35.00 2.274 ± 0.155 
8 30.00 8.00 30.00 1.174 ± 0.096 17 32.00 8.00 35.00 2.145 ± 0.220 
9 28.00 7.00 35.00 0.525 ± 0.113      

 

葡萄糖、温度和 pH 三因素间的交互作用对 OD600 的影响通过响应面及其等高线图反映。椭圆

形表示两因素之间的交互作用影响显著，而圆形说明二者间交互作用影响不显著。葡萄糖、温度、

pH 交互影响等高线图均为椭圆形（图 4 ~ 图 6），说明葡萄糖、温度、pH 与 OD600 存在显著影响。
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响应曲面方差分析表明回归模型的 P 值为 0.0192（< 0.05），拟合效果显著。通过二次多项回归模型

方程求解得最适条件为温度 31.35 ℃，pH 7.43，酵母粉 36.01 g · L-1。 

 

        
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  温度与 pH 交互影响 OD600 的曲面图和等高线图 

Fig. 4  Response surface plot and contour plot for the effects of temperature and pH on OD600 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5  温度与酵母粉交互影响 OD600 的曲面图和等高线图 

Fig. 5  Response surface plot and contour plot for the effects of temperature and yeast powder on OD600 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 6  pH 与酵母粉交互影响 OD600 的曲面图和等高线图 

Fig. 6  Response surface plot and contour plot for the effects of pH and yeast powder on OD600 
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2.3  菌株 YJ15 的抑菌谱 

抑菌谱测定结果表明菌株 YJ15 抑菌谱广，其不同浓度发酵液对 9 种植物病原真菌均有抑制作

用，且随着发酵液浓度增大，对病原真菌的抑菌率增高。其中发酵液浓度 9%时，对粉红单端孢

（Trichothecium roseum）和拟盘多毛孢（Pestalotiopsis paeoniicola）的抑菌率为 92.39%和 91.14%，

对藤仓镰刀菌（Fusarium fujikuroi）的抑菌率为 43.42%，对其他病原真菌的抑菌率在 48.03% ~ 81.15%

之间（表 6）。 
 

表 6  菌株 YJ15 的不同浓度发酵液对植物病原真菌的抑制作用 

Table 6  Inhibition effects of different concentration of fermentation broth from strain YJ15 on plant pathogenic fungi 
病原菌 
Pathogenic fungi 

不同浓度发酵液的抑菌率/% Inhibition rate of different concentration of fermentation broth 
1% 3% 5% 7% 9% 

禾谷镰刀菌 Fusarium graminearum 5.88 ± 3.70 ab 7.52 ± 1.25 c  29.08 ± 2.69 d 49.35 ± 4.32 d 50.98 ± 3.11 d 

拟盘多毛孢 Pestalotiopsis paeoniicola 0.63 ± 1.27 b 6.96 ± 8.43 c 53.48 ± 10.76 bc 91.46 ± 6.32 a 91.14 ± 8.20 a 

半裸镰刀菌 Fusarium semitectum 4.53 ± 3.03 ab 52.04 ± 8.82 a 64.48 ± 17.46 ab 68.03 ± 4.59 bc 76.91 ± 6.32 b 

层出镰刀菌 Fusarium proliferatum 1.88 ± 1.44 ab 4.51 ± 3.13 c 3.01 ± 1.94 d 73.31 ± 4.32 bc 80.08 ± 1.44 ab 

链格孢 Alternaria alternata 7.73 ± 7.30 ab 42.28 ± 12.26 ab 74.48 ± 8.05 a 81.94 ± 3.27 ab 81.15 ± 3.85 ab 

毁灭柱孢 Cylindrocarpon destructans 5.77 ± 4.24 ab 12.69 ± 9.43 c 35.77 ± 8.74 cd 45.00 ± 3.64 d 50.00 ± 6.71 d 

藤仓镰刀菌 Fusarium fujikuroi 2.30 ± 1.26 ab 3.29 ± 0.76 c 42.76 ± 6.67 cd 39.47 ± 10.02 d 43.42 ± 4.43 d 

尖孢镰刀菌 Fusarium oxysporum 1.97 ± 0.76 ab 25.66 ± 5.88 abc 28.62 ± 4.97 d 38.16 ± 5.58 d  48.03 ± 3.13 d 

粉红单端孢 Trichothecium roseum 12.32 ± 17.09 a 4.35 ± 3.13 c 79.35 ± 5.72 a 91.30 ± 2.90 a 92.39 ± 3.81 a 

注：不同小写字母表示发酵液对不同病原真菌抑菌率间 P < 0.05 差异显著。 

Note：The different lowercase letters show significant difference of the inhibition rate of fermentation broth on different plant pathogenic fungi 

at P < 0.05. 

2.4  菌株 YJ15 对越橘灰霉病的防效 

以防治灰霉病的常用药剂多菌灵为参照，进行拮抗菌株 YJ15 对越橘灰霉病的防效试验（表 7）。菌

株 YJ15 发酵液和多菌灵处理的发病率和病斑直径均明显小于清水对照。处理 48 h 和 72 h 后，菌株 YJ15

发酵液防效分别为 41.55%和 67.40%，而多菌灵处理防效分别为 47.87%和 68.22%，二者对越橘灰霉病的

防效差异不显著。 

 

表 7  菌株 YJ15 对越橘灰霉病的防效 

Table 7  Control effects of strain YJ15 on blueberry gray mold 

处理 
Treatment 

48 h 72 h 
发病率/%  
Disease incidence 

病斑直径/mm 
Colony diameter

防效/% 
Control effect

发病率/% 
Disease incidence

病斑直径/mm 
Lesion diameter 

防效/% 
Control effect

清水对照 Water as control 83.33 ± 5.77 a 6.33 ± 0.65 a   100.00 ± 0.00 a 12.27 ± 1.15 a   

菌株 YJ15 Strain YJ15 53.33 ± 5.77 b 3.70 ± 0.40 b  41.55 a 86.67 ± 5.77 b 4.03 ± 0.65 b 67.40 a 

多菌灵 Carbendazim 60.00 ± 10.00 b 3.30 ± 1.30 b  47.87 a 83.33 ± 5.77 b 3.90 ± 0.61 b 68.22 a 

注：不同小写字母表示处理间的差异显著（P < 0.05）。 

Note：The different lowercase letters show significant difference of different treatments at P < 0.05. 

3  讨论 

目前多采用嘧菌环胺、啶酰菌胺、环酰菌胺、咯菌腈和吡唑醚菌酯防治越橘灰霉病，但研究表

明其病原菌灰葡萄孢对以上 5 种农药均产生了抗药性（Saito et al.，2016）。内生细菌在植物体内有

稳定的生存空间，可长期稳定地定殖于植物体，不易受植物外环境的影响，与病菌可以直接互作，
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是一类重要的生防资源（何玲敏和叶建仁，2014）。目前已报道粘质沙雷氏菌（Serratia marcescens）、

枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）可用于越橘病害的

防治（Xu et al.，2007；范永强 等，2008；徐大可 等，2009；宫燕伟 等，2017）。 

植物内生芽孢杆菌能产生芽孢，抗逆性强，且在环境中容易存活、定殖，在生物防治领域应用

广泛。本研究从越橘果实中分离获得 1 株对 9 种常见病原真菌具有高效抑菌效果的拮抗内生细菌菌

株，经鉴定为暹罗芽胞杆菌（Bacillus siamensis）。陈兴等（2016）研究表明 Bacillus siamensis 能有

效改善烟叶品质，陈倩倩等（2016）筛选了一株对尖孢镰刀菌有较好抑制作用的菌株，也鉴定为暹

罗芽胞杆菌（Bacillus siamensis）。Meidong 等（2017）从泡菜中分离获得 Bacillus siamensis，该菌株

对鲶鱼细菌性病害有控制作用。Bacillus siamensis 作为生防菌，对灰葡萄孢有拮抗作用方面还未见

报道。本研究中获得的暹罗芽胞杆菌（Bacillus siamensis）菌株对灰葡萄孢拮抗效果好（抑菌圈直径

为 23 mm），并且抑菌谱广，对 9 种常见病原真菌具有抑菌效果，对越橘灰霉病防效显著，发病率

和病斑直径均明显小于对照，与多菌灵的防效相当，说明该菌株可应用于越橘灰霉病的防治。 

目前对生防菌培养条件的研究，多采用单因素结合正交试验进行（Rahman et al.，2006；Shih et 

al.，2008；Li & Xu，2011；马桂珍 等，2013），其试验设计及试验处理较多，且涉及到后期繁琐

的数据处理。响应面法是优化因素配比的有效方法，通过多项式函数对试验模拟和优化，简便、直

观、可信度高（Bezerra et al.，2008）。本研究在单因素试验基础上采用 Plackett-Burman 设计和响应

面方法相结合，筛选出 3 个重要影响因素葡萄糖、温度和 pH，然后通过最陡爬坡试验逼近最佳响应

面区域，建立连续变量曲面模型和回归方程，对菌株 YJ15 的发酵条件进行整体优化，确定一套产

率最大、最节约有效的发酵模式，为菌株 YJ15 的深层发酵及大规模工业化生产奠定了基础。 
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