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α
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　　[摘　要 ]　从泰山土壤中分离获得1 株细菌4’531, 对其进行了形态特征观察、生理生化特征测定及16S rDNA

序列分析, 并构建了包括其在内的 10 株相关种属菌株的系统发育树, 最后研究了其对烟赤星病 (A lternaria

a lterna te)、黄瓜枯萎病菌 (F usarium oxy sp orum )、棉立枯病菌 (R h iz octon ia solan i) 3 种植物病原真菌的拮抗作用。结

果表明, 4’531 菌株属于类芽孢杆菌属 (P aen ibacillus) , 与其亲缘关系较近菌株 P aen ibacillus p olym y x a (A J 320493)

的同源性达 98% ; 结合形态和生理生化特征, 鉴定该菌株为多粘类芽孢杆菌 (P aen ibacillus p olym y x a) , 该菌株的

16S rDNA 序列已在GenBank 中注册, 登录号为DQ 279739; 4’531 菌株对3 种供试植物病原真菌均有明显的拮抗作

用。
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Abstract: 4’531, a st ra in of an tagon ist ic bacterium ,w as iso la ted from M oun ta in T ai so il. T he study w as

done by pheno typ ic characterist ics, physio logica l and b iochem ical p roperit ies and phylogenet ic analysis of

16Sr DNA sequences. Fu rthermove, a phylogenet ic t ree including itself w as con structed by comparing w ith

the pub lished 16Sr DNA sequences of ten rela t ive bacteria species f ina lly, it s an tagon ism w as invest iga ted

tow ard th ree p lan t pathogen s: A lterna ria a tterna te, F usa rium oxy sp orum and R h iz octon ia solan i. T he resu lts

show that 4’531 belonged to P aen ibacillus. In the phylogenet ic t ree, 4’531 w as the clo sest rela t ive to

P aen ibacillus p olym y x a (A J 320493) w ith mo re than 98% sequences sim ilarity. T he 16Sr DNA sequences of

4’531 have been registered at GenBank database under the accession num ber DQ 279739. It a lso had strong

inh ib it ion again st th ree test ing p lan t pathogen s.
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　　植物病害是世界范围内农作物减产的重要原

因, 据联合国粮农组织 (FAO ) 统计, 每年因植物遭

受病害造成的平均减产量为总产量的 10%～

15% [1 ]。半个世纪以来, 化学农药防治病虫害对农业

生产起到了十分重要的作用, 但是长期使用化学农

药, 已造成一系列严重的后果, 如污染环境、危害人

类健康、非靶向给药杀害天敌、破坏生态平衡以及病

原体耐药性增加等[2 ]。创制低毒、与环境兼容性好、

在食物中残留低等符合病虫害综合治理 ( IPM ) 计划

的新型微生物杀菌剂将愈来愈重要, 其中从土壤环

境中筛选新的高效抗病微生物菌株是一个重要的研

究方向。拮抗细菌4’531 是本实验室从泰山土壤中分
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离获得的, 本研究通过形态特征观察、生理生化特征

和 16S rDNA 序列同源性分析, 对该菌株进行了鉴

定, 最后测定了其对供试植物病原真菌的拮抗作用,

以期为获得高效抗病微生物菌株提供有益的参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌株　4’531 菌株由本实验室从泰山土壤中

分离获得。大肠杆菌 (E scherich ia coli DH 5Α)、烟赤

星 病 菌 (A lterna ria a lterna te )、黄 瓜 枯 萎 病 菌

(F usa rium oxy sp orum )、棉立枯病菌 (R h iz octon ia

solan i)均由本实验室保存。

1. 1. 2　培养基和试剂　 (1)改良PDA 培养基: 土豆

200 g, 牛肉膏 5. 0 g, 葡萄糖 20 g, 琼脂 15 g,

(N H 4) 2SO 41. 0 g,M gSO 41. 0 g, KH 2PO 4 0. 6 g, 蒸馏

水1 000 mL。 (2)LB 培养基: 蛋白胨10 g, 酵母粉5

g,N aC l 5 g, 水1 000 mL , pH 7. 0。

其他生理生化特征测定培养基的配方均参照文

献[ 324 ]。

克隆质粒pU Cm 2T、DNA 聚合酶、T 4 DNA 连

接酶、PCR 产物纯化试剂盒均购自上海生工生物工

程技术服务有限公司, 其他试剂均为进口或国产分

析纯。

1. 2　4’531 菌株形态特征的观察和生理生化特征

的测定

　　将4’531 菌株接种于LB 固体培养基上, 28 ℃下

培养18～ 24 h, 观察其菌落形态。利用光学显微镜观

察在LB 培养基上生长18～ 24 h 的菌体形状和革兰

氏染色情况, 利用电镜观察菌体大小、荚膜和鞭毛着

生情况。

各项生理生化特征的测定参照文献[ 324 ]。

1. 3　4’531 菌株的16S rDNA 片断扩增和序列分析

1. 3. 1　基因组DNA 的提取[527 ]　当 4’531 菌株在

LB 液体培养基培养至OD 600 = 0. 8 时, 离心收集菌

体, 采用CTAB 法提取基因组DNA。

1. 3. 2　16S rDNA 片断的扩增[527 ]　以 1. 3. 1 提取

的基因组DNA 作为模板, 采用扩增细菌 16S rDNA

的一对通用引物。正向引物16Sf: A GA GT T T GA

TCC T GG CTC A G; 反向引物 16Sr: A CG GCT

A CC T T G T TA CGA CT。这对引物可扩增约1. 6

kb 的16S rDNA 全序列。PCR 反应体系 (30 ΛL )为:

10×Buffer (M g2+ ) 2. 5 ΛL , 10 mmo löL dN T P 2 ΛL ,

10 Λmo löL 引物各1 ΛL , T aq 酶0. 15 ΛL , 模板1 ΛL ,

ddH 2O 22. 35 ΛL。PCR 程序为: 95 ℃ 4 m in; 94 ℃ 1

m in, 56 ℃ 1 m in, 72 ℃ 2 m in, 循环30 次; 72 ℃ 20

m in。将 PCR 产物用质量分数 1% 的琼脂糖凝胶电

泳, 电泳缓冲液为 1×TA E, 选取L am bda DNA ö

E coR É + H indË M arker23 作为M arker。

1. 3. 3　克隆与筛选　将 1. 3. 2 的 PCR 产物经

UN IQ 210柱式DNA 胶回收试剂盒纯化后, 连接克

隆载体pU Cm 2T , 转化到大肠杆菌 (E scherich ia coli

DH 5Α) , 在加有Amp öIPT GöX2Gal 的LB 平板上进

行蓝白斑筛选。挑取白色菌落, 进行PCR 鉴定, 分析

插入片段的大小, 挑出重组克隆。

1. 3. 4　DNA 序列测定　将 1. 3. 3 的重组克隆送上

海生工生物工程技术服务有限公司测序。

1. 4　4’531 菌株16Sr DNA 序列系统发育树的构建

将 1. 3. 4 测序所得序列 ( GenBank 登录号:

DQ 279739)与 GenBank 中核酸数据库进行BLA ST

同源序列检索, 然后利用DNAM AN V ersion 5. 1 软

件中的M u lt ip le Sequence A lignm en t 程序进行多序

列同源性分析[8 ] , 并构建系统发育树。

1. 5　4’531 菌株对3 种植物病原真菌的拮抗作用

　　将 4’531 菌株从斜面保藏培养基中转接至改良

的PDA 平板培养基中活化24 h。用接种环刮取菌体

接种于装有50 mL 改良液体PDA 发酵培养基的250

mL 三角瓶中, 28 ℃、200 röm in 振荡培养48 h。发酵

液经100 ℃水浴加热灭菌10 m in, 4 200 röm in 离心

20 m in 去除菌体及发酵液沉淀, 收集上清液。

在PDA 平板培养基中心接种烟赤星病菌、黄瓜

枯萎病菌、棉立枯病菌菌盘 (直径 5 mm ) , 两侧 2 cm

处用打孔器 (内径为6. 7 mm )打孔。每孔加入20 ΛL

4’531 菌株发酵液的上清液, 置 25 ℃生化智能培养

箱培养48 h 后进行观察。

2　结果与分析

2. 1　4’531 菌株的形态特征

　　经观察可知, 4’531 菌株的菌体大小为 (0. 6～

0. 8) Λm× (2. 0～ 5. 0) Λm , 革兰氏阳性, 兼性厌氧,

杆状, 产芽孢, 有荚膜, 侧生鞭毛。在PDA 平板上, 菌

落较小、圆形、凸面, 边缘整齐, 表面有光泽、光滑、湿

润、半透明; 在营养肉汤中生长较微弱, 无菌膜, 液体

澄清; 在斜面培养基上生长良好, 菌苔线状、扁平, 表

面光滑、半透明。

2. 2　4’531 菌株的生理生化特征

由表1 可知, 4’531 菌株的接触酶、厌氧生长、酪

朊水解、淀粉水解、V 2P 反应和硝酸盐还原均为阳性;

酪氨酸水解、脲酶、卵黄卵磷脂水解、吲哚产生、柠檬
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酸盐利用均为阴性; 可利用D 2葡萄糖、D 2木糖、D 2甘
露醇、甘油, 且均产酸、产气。此外经观察可知, 4’531

菌株在pH 5. 6 条件下生长; 在50 ℃下不生长。

表 1　4’531 菌株的生理生化特征

T able 1　Characterist ics of an tagon ist ic 4’531 stra in

特征 Characterist ic 结果 Resu lt

接触酶 Perox idase +
厌氧生长A naerob ic +

D 2葡萄糖 D 2gluco se + +

D 2木糖 D 2xylo se + +

D 2甘露醇 D 2m annito l + +
甘油 Glycerin + +
酪朊水解 Casein hydro lysis +
淀粉水解 Starch hydro lysis +
酪氨酸水解 T yro sine hydro lysis -
脲酶试验U rease test -
卵黄卵磷脂水解L ecith in hydro lysis -

V 2P 反应 V 2P reaction +
吲哚产生 Indo le p roduction -
硝酸盐还原N itrate reduction +
柠檬酸盐利用 C itrate u tilization -

　　注:“+ ”. 阳性;“- ”. 阴性;“+ + ”. 产酸、产气。
N o te:“+ ”. Po sit ive;“- ”. N egative;“+ + ”. A cid p roduction,

air p roduction.

2. 3　4’531 菌株的系统发育分析

4’531 菌株的 16S rDNA 扩增产物经质量分数

1% 的琼脂糖凝胶电泳, 凝胶成像系统下的图像如图

1 所示。由图 1 可知, 利用 16Sfö16Sr 一对引物扩增

出的序列长度为 1 584～ 1 375 bp , 符合常规的 16S

rDNA 序列长度。测序结果 (图 2) 表明, 扩增的 16S

rDNA 序列全长 1 519 bp , 该序列在GenBank 上的

登录号为DQ 279739。

图 1　4’531 菌株 16S rDNA 的扩增带谱
A. 4’531 菌株的PCR 产物;M. L am bda DNA öE coR É +

H indË M arker23

F ig. 1　16S rDNA PCR amp lified spectrum of strain 4’531

A. A garo se gel electropho resis of amp lified 16S rDNA

of strain 4’531;M. L am bda DNA öE coR É + H indË M arker23

图 2　4’531 菌株 16S rDNA 的测序结果

F ig. 2　16S rDNA sequence of 4’531

　　将上述碱基序列在 GenBank 数据库中进行 BLA ST 同源序列检测, 从中选取9 株具有代表性的
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菌株, 利用DNAM AN 软件构建系统发育树, 如图 3

所示。图3 括号内为各菌株的GenBank 登录号。由

图 3 可 知, 4’531 菌 株 与 类 芽 孢 杆 菌 属

( P aen ibacillus ) 的 遗 传 进 化 距 离 最 近, 其 与

P aen ibacillus k ribbensis 同处于一个最小的分支, 与

已知菌株 P aen ibacillus p olym y x a (A J 320493) 的同

源性达到98%。由此可知, 4’531 菌株属于类芽孢杆

菌属。

综合 4’531 菌株的形态特征、生理生化特征及

16S rDNA 序列分析结果, 参考文献 [ 9 ], 鉴定其为

多粘类芽孢杆菌 (P aen ibacillus p olym y x a)。

图 3　4’531 菌株 16S rDNA 序列的系统发育树

F ig. 3　Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequence of 4’531

2. 4　4’531 菌株对3 种植物病原真菌的拮抗作用

在PDA 平板培养基上, 4’531 菌株的 48 h 培养

液对3 种供试植物病原真菌均可产生明显的抑菌带

(图4) , 说明该菌株分泌物中某些物质可强烈抑制植

物病原真菌的生长。

图 4　4’531 菌株对 3 种植物病原真菌的拮抗作用

A. 烟赤星病菌; B. 黄瓜枯萎病菌; C. 棉立枯病菌

F ig. 4　Effect of cu ltu re supernatan t of stra in 4’531 on p lan t pathogen ic fungi

A. A lternaria a lterna te; B. F usarium oxy sp orum ; C. R h iz octon ia solan i

3　讨　论

本研究通过形态特征观察和16S rDNA 序列分

析, 鉴 定 4’531 菌 株 属 于 类 芽 孢 杆 菌 属

(P aen ibacillus) ; 结合生理生化指标的测定, 最终鉴

定 4’531 菌株为多粘类芽孢杆菌 ( P aen ibacillus

p olym y x a )。值得注意的是, 在4’531 菌株16S rDNA

序列系统发育树中, 该菌株虽与类芽孢杆菌属

(P aen ibacillus) 下的 P aen ibacillus k ribbensis (登录

号: A F391123)同处于一个最小的分支, 且两者的同

源性达 98% , 但是基于 16S rDNA 的序列同源性分

析最适于区分属及属以上的远源关系, 不能确定到

种[10 ]。结合生理生化指标测定结果可知, 4’531 菌株

与《伯杰细菌鉴定手册》[9 ]中对多粘类芽孢杆菌的描
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述相一致, 并与已报道的 P aen ibacillus p olym y x a

16S rDNA 序列 (登录号: A J 320493) 有 98% 的相似

性, 所以将其鉴定为多粘类芽孢杆菌 (P aen ibacillus

p olym y x a) , 关于两者的同源性没有达到 100% 的现

象, 沈卫锋等[11 ]认为, 这是由同种细菌的种内差异

造成的, 同属于多粘类芽孢杆菌, 但地理分布不同的

菌株之间在遗传上存在的微小差异可以通过 16S

rDNA 序列上的差异反映出来。

芽孢杆菌属 (B acillus) 细菌是广泛存在于自然

界的一类好氧和兼性厌氧、产生抗逆性内生孢子的

杆状细菌。类芽孢杆菌属 (P aen ibacillus) 细菌是芽

孢杆菌属分类上的新发展, 在1993 年由A sh 等[12 ]将

11 个种从芽孢杆菌中分出来, 至今已有22 个种归类

为类芽孢杆菌属。由于类芽孢杆菌属细菌生长快、营

养简单、能够形成具有较强抗逆能力的芽孢、在产品

开发中较非芽孢杆菌属细菌有效活菌数量高、性能

稳定等优势而备受瞩目。多粘类芽孢杆菌抗菌谱广,

抗病能力强, 并且效果稳定, 代谢产物抗逆性强, 既

可防病, 又能促进作物生长, 在农业生防上也取得了

广泛的应用。有研究者从豌豆和矮化法国菜豆外种

皮和子叶上获得多粘芽孢杆菌 ( P aen ibacillus

p olym y x a ) , 具有抗灰霉病菌的能力 [13 ]。张中鸽

等[14 ]从宁夏春季玉米全蚀病等土传病害发生严重

田块中的无明显发病症状植株根样中, 分离获得生

防菌株多粘芽孢杆菌B 48, 对棉花黄萎、黑根腐、炭

疽病菌、赤霉病菌、玉米全蚀病菌等均具有强烈的抑

制作用。

对 4’531 菌株的初步研究发现, 该菌株抗菌谱

广、抗菌物质耐高温、性质稳定, 对该菌株的代谢机

制及其产生抗菌物质的研究正在进行中。
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