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2 株昆虫病原线虫共生菌代谢产物的抑菌作用
α

王永宏, 张　兴
(西北农林科技大学 无公害农药研究服务中心, 陕西 杨凌 712100)

　　 [摘　要 ]　嗜线虫致病杆菌 X enorhabd us nem atop h ila YL 001 (简称 YL 001) 和伯氏致病杆菌 X enorhabd us

bov ien ii YL 002 (简称YL 002)是分别从陕西杨凌土壤中筛选的2 株昆虫病原线虫体内分离鉴定获得的共生菌。对这

2 株昆虫病原线虫共生菌发酵液及其无菌滤液的抑菌作用进行了研究。室内活性测定结果表明, 2 菌株对供试的14

种植物病原真菌和 5 种病原细菌均有不同程度的抑制作用。其中, YL 001 发酵液对烟草赤星菌、番茄早疫菌、辣椒

疫霉菌、南瓜枯萎菌、黄瓜炭疽菌和稻瘟菌, YL 002 发酵液对辣椒疫霉菌、黄瓜炭疽菌、稻瘟菌和小麦纹枯菌的抑制

率均在 75%～ 100% ; 无菌滤液仅对辣椒疫霉菌有较强的抑制作用, EC 50分别为 16. 65 和 15. 19 mL öL ; YL 001 和

YL 002 发酵液及其无菌滤液均对水稻白叶枯菌和金黄色葡萄球菌有较强的抑制作用, 对大肠杆菌和沙门氏菌的抑

制作用较弱。盆栽试验结果表明, 辣椒种子用YL 001 和YL 002 发酵液处理后, 对辣椒疫霉病的防治效果分别为60.

6% 和 73. 2% ; 100 mL öL 发酵液处理土壤后, 对辣椒疫霉病的防治效果分别为 48. 72% 和 74. 34%。
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Abstract: Studies on an t im icrob ia l act ivity of m etabo lites of X . nem a top h ilus YL 001 and X . bov ien ii

YL 002 show that bo th sym b io t ic bacteria had differen t an t im icrob ia l act ivit ies again st 14 species of p lan t

pathogen ic fungi and 5 species of bacteria. T he p lan t pathogen ic fungi w ere almo st ly inh ib ited by the

ferm en ted liqu id, and the inh it ion ra te w as 75% - 100%. Phytoph tho ra cap sici w as on ly comp letely

inh ib ited by cell2free aqueou s filt ra tes of ferm en ted liqu id. A fter d ilu ted 10 fo ld, the cell2free aqueou s

filt ra tes of ferm en ted liqu id had h igh ly an t im icrob ia l act ivity again st Phytoph tho ra cap sici, and the EC 50w as

16. 65 and 15. 19 mL öL respect ively. W hen cap sicum seeds w ere soaked in to the cell2free aqueou s filt ra tes

of ferm en ted liqu id fo r 6 h p rio r to p lan t ing, the disease reduct ion reached 60. 6% and 73. 2% 12 days after

p lan t ing. W hen disease so il t rea ted w ith 100 mL öL the cell2free aqueou s filt ra tes of ferm en ted liqu id and

m eta lax l, the disease reduct ion reached 48. 72% and 74. 34%. YL 001 and YL 002 had h igher an t ibacteria l

act ivity again st X an thom onas cam p estris and S tap hy lococcus au reus, bu t low er an t ibacteria l act ivity again st

E. coli. and S a lm onella typ h i.

Key words: en tomopathogen ic nem atodes; sym b io t ic bacteria; m etabo lity; an t im icrob ia l act ivity

　 　 昆 虫 病 原 线 虫 共 生 菌 包 括 致 病 杆 菌

(X enorhabd us)和光杆菌(P hotorhabd us) 两个属, 分别

与 斯 氏 线 虫 ( S teinernem a ) 和 异 小 杆 线 虫

( H eterorhabd itis ) 共 生, 均 属 肠 杆 菌 科

(En terobacteriaceae) , 革兰氏阴性细菌[1 ]。在自然状态

下, 线虫携带共生菌通过气门、肛门、节间膜等自然孔口
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进入昆虫体内, 将共生菌释放到昆虫的血腔中, 并在其中

大量繁殖, 产生毒素和抑菌物质, 使昆虫患败血症, 一般

在 48 h 内死亡。昆虫病原线虫共生菌具有较广的抗菌

谱, 对细菌、真菌和酵母菌具有较强的抗菌活性[223 ] , 特别

对植物疫霉菌有特异拮抗性[428 ]。到目前为止, 已从致病

杆菌X enorhabd us 和光杆菌P hotorhabd us 共生菌中分

离鉴定出30 多种生物活性成分, 这些代谢产物不仅

具有多种化学结构, 而且在医药和农业上具有广泛

的生物活性, 如抗细菌[9217 ]、真菌[14 ]、杀虫[13 ]、杀线

虫[18 ]、抗溃疡[13 ]、抗肿瘤[19221 ]和抗病毒活性。近年

来, 昆虫病原线虫共生菌的这一生理代谢特征已成

为国际上研究的热点。

嗜线虫致病杆菌 X enorhabd us nem a top h ila

YL 001 和 伯 氏 致 病 杆 菌 X enorhabd us bov ien ii

YL 002, 是分别从陕西杨凌土壤中筛选的昆虫病原

线虫 S teinernem a sp. YL 001 和 S teinernem a sp.

YL 002 中分离鉴定获得的2 株共生菌[22 ]。由于昆虫

病原线虫共生菌的代谢产物在医药和农业上具有广

泛的生物活性。因此, 本研究对这2 个菌株代谢物的

抑菌作用进行了探讨, 以期为昆虫病原线虫共生菌

生物农药的开发提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供试菌株　嗜线虫致病杆菌X enorhabd us

nem a top h ila YL 001 (简称 YL 001)、伯氏致病杆菌

X enorhabd us bov ien ii YL 002 (简称YL 002) (共生线

虫分别为S teinernem a sp. YL 001 和S teinernem a sp.

YL 002, 采自陕西杨陵) , 均由西北农林科技大学无

公害农药研究服务中心提供。

1. 1. 2 　供试病原菌　烟草赤星菌 A lterna ria

a lterna ta、番茄早疫菌A lterna ria solan i、辣椒疫霉菌

P hy top h thora cap sici、南瓜枯萎菌M elon f usa rium

W ilt、西 瓜 枯 萎 菌 F usa rium oxy sp orum f. sp.

n iveum、棉花枯萎菌V erticillium d ah liae、苹果炭疽

菌 C lom erela ciny u la te、黄瓜炭疽菌 Colletotrichum

lag ena rium、番茄灰霉菌B otry tis cirerea、小麦赤霉

菌 F usa rium g ram inea rum、杨树溃疡菌D oth iorella

g reg a ria、苹果干腐菌B otry osp haeria bereng eriana、

稻瘟菌 Py ricu la ria ory z ae、小麦纹枯菌R h iz octon ia

cerea lis、水稻白叶枯菌X an thom onas cam p estris、金

黄色葡萄球菌S tap hy lococcus au reus、蜡状芽孢杆菌

B acillus cereus、大肠杆菌E schericha i coli 和沙门氏

菌S a lm onella typ h i, 均由西北农林科技大学无公害

农药研究服务中心提供。

1. 1. 3　培养基　共生菌培养基: NA、NBTA 及发

酵培养基YS [22 ]。

真菌培养基: 马铃薯葡萄糖琼脂培养基

(PDA )。

1. 2　共生菌发酵液及其无菌滤液的制备

取种管保存的共生菌, 划线于NA 培养基平板

上, 28 ℃培养 24～ 48 h, 挑取单菌落, 划线于NBTA

平板上, 28 ℃培养 48 h, 挑取蓝色初生型单菌落接

种于摇瓶发酵培养基中, 28 ℃、180 röm in 振荡培养

16 h, 以 5% 接种量转接于摇瓶发酵培养基中, 28

℃、180 röm in 培养72 h, 得共生菌发酵液; 将发酵液

在14 000 röm in、4 ℃离心10 m in, 上清液经0. 22 Λm

滤膜过滤除菌, 得发酵液无菌滤液。

1. 3　共生菌发酵液及其无菌滤液对病原菌的抑制

作用

1. 3. 1　对植物病原真菌的抑制作用　用融化的

PDA 培养基将培养 48 h 的共生菌发酵液及其无菌

滤液稀释10 倍, 分别取10 mL 倒入直径9. 0 cm 的灭

菌培养皿内制成平板, 以加无菌YS 培养基的 PDA

平板为对照。从培养3～ 6 d的供试病原真菌菌落边

缘, 用打孔器切成直径7. 5 mm 的菌块, 置于平板中

央, 于 20 ℃黑暗条件下培养 3 d, 测量菌落直径, 计

算抑制率。

1. 3. 2　对病原细菌的抑制作用　采用琼脂扩散法

测定病原细菌对共生菌发酵液及其无菌滤液的敏感

性。将熔化的营养琼脂培养基冷却至45～ 50 ℃, 加

入体积分数 1. 5% 的供试病原细菌摇匀, 每皿 (直径

9. 0 cm )倒入15 mL 培养基, 制成平板, 用打孔器 (直

径7. 5 mm )在平板上均匀打3 个孔, 每孔内加入100

ΛL 共生菌发酵液及其无菌滤液, 以庆大霉素为对

照。28 ℃培养24 h, 测量抑菌圈直径。

1. 3. 3　对敏感真菌的毒力测定　用融化的PDA 培

养基将无菌滤液配制成 100, 67, 33, 17, 8. 3 mL öL 5

个不同浓度, 每浓度为1 个处理, 每处理设 3 个平板

重复, 以加无菌YS 培养基的PDA 平板为对照。从培

养3～ 6 d 的供试敏感真菌菌落边缘, 用打孔器切成

直径7. 5 mm 的菌块, 置于平板中央, 于20 ℃黑暗条

件下培养3 d, 测量菌落直径, 计算抑制率。

1. 4　共生菌发酵液对辣椒疫霉病的盆栽防效试验

1. 4. 1　浸种对辣椒疫霉病发病率的影响　从培养3

～ 6 d 的辣椒疫霉菌菌落边缘, 用打孔器切成直径

7. 5 mm 的菌块, 置于含灭菌蛭石的纸杯中, 将辣椒
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种子用共生菌发酵液浸种6 h 后, 用清水冲洗两遍,

播于含无菌蛭石纸杯中的辣椒疫霉菌块上, 上面覆

一层无菌蛭石, 洒水保湿。每纸杯播 7 粒种子, 每处

理重复 6 钵, 以蒸馏水浸种为对照, 25～ 28 ℃培养,

分别在第12 天调查辣椒幼苗的发病情况。

1. 4. 2　土壤处理对辣椒疫霉病发病率的影响　将

已萌发的辣椒种子播于含无菌蛭石纸杯中的辣椒疫

霉菌块上, 上面覆一层无菌蛭石, 洒水保湿。每纸杯

播种7 粒, 每处理重复6 钵, 在25 ℃培养24 h, 然后将

浓度为 100, 50, 25, 12. 5 mL öL 的无菌滤液及1. 7

mL öL 甲霜灵 25 mL 分别浇灌于纸杯中, 以自来水

为对照, 以不含辣椒疫霉菌块的为健康对照。在

25～ 28 ℃培养12 d, 检查辣椒幼苗的发病情况。

2　结果与分析

2. 1　共生菌发酵液及其无菌滤液对植物病原真菌

的抑制作用

　　由表 1 可以看出, X . nem a top h ila YL 001 菌株

发酵液对供试植物病原真菌均有不同程度的抑制作

用, 对烟草赤星菌、番茄早疫菌、辣椒疫霉菌、南瓜枯

萎菌、黄瓜炭疽菌和稻瘟菌的抑制率在 75%～

100% ; X . bov ien ii YL 002 菌株发酵液除对小麦赤霉

菌无抑制作用外, 对其余供试植物病原真菌也有不

同程度的抑制作用, 对辣椒疫霉菌、黄瓜炭疽菌、稻

瘟菌和小麦纹枯菌的抑制率为75%～ 100%。2 菌株

发酵液对供试植物病原真菌的抑菌活性有一定差

异, YL 001 菌株对烟草赤星菌、番茄早疫菌和南瓜

枯萎菌的抑制率均为100% , 而YL 002 菌株对这3 种

病原真菌的抑制率明显低于 YL 001 菌株, 分别为

62. 1% , 48. 0% 和27. 8% , 这可能与2 个菌株产生的

抑菌活性物质, 以及供试植物病原真菌在PDA 平板

中对营养物质的利用能力不同有关。

YL 001 和YL 002 菌株无菌滤液对辣椒疫霉菌

有较强的抑制作用, 抑制率均为 100% , 而对其他供

试植物病原真菌无抑制作用或抑制率较低。与发酵

液相比, 无菌滤液的抑制率有较大幅度的降低, 如

YL 001 菌株发酵液对烟草赤星菌、番茄早疫菌、南

瓜枯萎菌的抑制率均为100. 0% , 而无菌滤液的抑制

率仅为 27. 6% , 40. 0% 和 27. 8% , 分别降低了 72.

4% , 60. 0% 和 72. 2% ; YL 002 菌株发酵液对黄瓜炭

疽菌和小麦纹枯菌的抑制率均为100. 0% , 而无菌滤

液对这2 种供试植物病原真菌无抑制作用。
表 1　共生菌发酵液及其无菌滤液对植物病原真菌的抑制作用

T able 1　A ntim yco tic acit ivity of ferm ented liqu id and the cell2free aqueous filt ra tes

of X . nem atop h ila YL 001 and X . bov ien ii YL 002 %

植物病原真菌 Fnugi

抑制率 Inh ib it ing rate

发酵液
Ferm en ted liqu id

无菌滤液
Cell2free aqueous filtrate

YL 001 YL 002 YL 001 YL 002

烟草赤星菌A lternaria a lterna ta 100. 0 62. 1 27. 6 24. 1

番茄早疫菌A lternaria solan i 100. 0 48. 0 40. 0 32. 0

辣椒疫霉菌 P hy top h thora cap sici 100. 0 100. 0 100. 0 100. 0

南瓜枯萎菌M elon f usarium w ilt 100. 0 27. 8 27. 8 27. 8

西瓜枯萎菌
F usarium oxy sp orum f. sp. n iveum

48. 9 53. 3 6. 7 8. 9

棉花枯萎菌V erticillium d ah liae 42. 5 35. 5 12. 9 9. 7

苹果炭疽菌 C lom erela ciny u la te 11. 1 16. 7 13. 6 16. 7

黄瓜炭疽菌 Colletotrichum lag enarium 88. 2 100. 0 0. 0 0. 0

番茄灰霉菌B otry tis cirerea 50. 0 53. 8 8. 2 22. 2

小麦赤霉菌 F usarium g ram inearum 2. 5 0. 0 23. 8 0. 0

杨树溃疡菌D oth iorella g reg aria 38. 5 23. 1 11. 5 15. 4

苹果干腐菌B otry osp haeria bereng eriana 35. 1 33. 3 0. 0 3. 5

稻瘟菌 Py ricu la ria ory z ae 79. 2 79. 2 20. 8 16. 7

小麦纹枯菌 R h iz octon ia cerea lis 60. 0 100. 0 0. 0 0. 0

2. 2　共生菌发酵液及其无菌滤液对病原细菌的抑

制作用

　　由表 2 可以看出, X . nem a top h ila YL 001 和X .

bov ien ii YL 002 菌株发酵液及其无菌滤液对供试细

菌的抑制作用有较大差异。YL 001 菌株对金黄色葡

萄球菌有较强的抑制作用, 其抑菌活性高于庆大霉

素 (发酵液、无菌滤液和庆大霉素的抑菌圈直径分别

为26. 50, 25. 25 和20. 00 mm ) ; 水稻白叶枯菌次之,

与庆大霉素的抑菌活性相当; 沙门氏菌的抑制作用

较弱, 明显低于庆大霉素的抑菌活性 (发酵液、无菌
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滤液和庆大霉素的抑菌圈直径分别为 13. 50, 13. 13

和22. 00 mm )。YL 002 对供试细菌的抑制作用强弱

依次为: 水稻白叶枯菌、金黄色葡萄球菌、蜡状芽孢

杆菌、大肠杆菌和沙门氏菌, 与庆大霉素的抑菌活性

相比, 表现出与YL 001 相似的规律。

表 2　共生菌发酵液及其无菌滤液对病原细菌的抑制作用

T able 2　A ntibacteria l act ivity of YL 001 and YL 002 stra ins

病原细菌
T ested bacterium

处理
T reatm en t

抑菌圈直径ömm D iam eter of inh ib it ion zone

YL 001 YL 002

水稻白叶枯菌
X an thom onas

camp estris

发酵液
Ferm en ted liqu id 23. 50 25. 50

无菌滤液
Cell2free aqueous filtrates 23. 50 23. 25

庆大霉素
Gentam icin 23. 00 23. 00

金黄色葡萄球菌
S tap hy lococcus

au reus

发酵液
Ferm en ted liqu id 26. 50 23. 75

无菌滤液
Cell2free aqueous filtrates

25. 25 23. 75

庆大霉素
Gentam icin

20. 00 20. 00

蜡状芽孢杆菌
B acillus

cereus

发酵液
Ferm en ted liqu id

18. 00 16. 75

无菌滤液
Cell2free aqueous filtrates

17. 50 16. 00

庆大霉素
Gentam icin

25. 00 25. 00

大肠杆菌
E. coli

发酵液
Ferm en ted liqu id

15. 25 13. 70

无菌滤液
Cell2free aqueous filtrates

14. 25 13. 00

庆大霉素
Gentam icin

18. 00 18. 00

沙门氏菌
S a lm onella

typ h i

发酵液
Ferm en ted liqu id

13. 50 12. 75

无菌滤液
Cell2free aqueous filtrates 13. 13 12. 00

庆大霉素
Gentam icin 22. 00 22. 00

2. 3　共生菌无菌滤液对辣椒疫霉菌的毒力测定结

果

　　X . nem a top h ila YL 001 和X . bov ien ii YL 002 对

植物病原真菌抑制作用的试验结果表明, 在供试植

物病原真菌中, 辣椒疫霉菌对YL 001 和YL 002 十分

敏感, 因此本试验以辣椒疫霉菌为供试菌, 测定了无

菌滤液的毒力。由表3 可以看出, YL 001 和YL 002 菌

株无菌滤液对辣椒疫霉菌有较强的抑制作用, 其

EC 50分别为16. 65 和15. 19 mL öL。

表 3　共生菌无菌滤液对辣椒疫霉菌的抑制作用

T able 3　A ntim yco tic acit ivity of the cell2free aqueous filt ra tes of ferm ented liqu id

of YL 001 and YL 002 stra ins against P hy top h thora cap sici

供试菌株
Strain

毒力回归方程
Regression equation

相关系数
r

EC 50ö
(mL ·L - 1)

95% 置信限ö
(mL ·L - 1)

95% degree of
confidence

YL 001 y = 3. 376 2+ 1. 329 6x 0. 944 3 16. 65 4. 73～ 78. 67

YL 002 y = 2. 764 3+ 1. 892 3x 0. 993 1 15. 19 9. 30～ 31. 20

2. 4　共生菌发酵液对辣椒疫霉病盆栽防效试验结

果

　　由表 4 可以看出, 辣椒种子用共生菌发酵液处

理后能有效降低幼苗的发病率。播种后 12 d 调查,

X . nem a top h ila YL 001 和X . bov ien ii YL 002 菌株发

酵液处理后对辣椒疫霉病的防治效果分别为60. 6%

和73. 2% , YL 002 菌株的防效优于YL 001 菌株。
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表 4　浸种对辣椒疫霉病的控制作用

T able 4　Efficacy of samp les against the P hy top h thora cap sici using seed treatm en after 12 days

菌株
Strain

播种数
N o. seed

发病株数
N o. disease p lan t

发病率ö%
Rate of disease p lan t

防治效果ö%
P ro tective effect

YL 001 42 16 38. 0 60. 6

YL 002 42 8 19. 0 73. 2

CK 84 60 71. 0

　　由表 5 可以看出, 用共生菌发酵液处理土壤可

有效降低辣椒幼苗的发病率。随着发酵液浓度的降

低, 辣椒疫霉菌的防治效果也逐渐降低。浓度为100

mL öL 的 X . nem a top h ila YL 001 和 X . bov ien ii

YL 002 发酵液处理土壤后, 防治效果分别为

48. 72% 和 74. 34% , 而甲霜灵的防治效果为

64. 10%。说明YL 002 菌株发酵液对辣椒疫霉菌的

防效明显优于YL 001 和甲霜灵。
表 5　土壤处理对辣椒疫霉病的控制作用

T able 5　Efficacy of samp les against the P hy top h thora cap sici using so il treatm ent after 12 days

处理 T reatm en t

菌株
Strain

浓度ö(mL ·L - 1)
Concen tration

播种数
N o. seed

发病株数
N o. disease

p lan t

发病率ö%
Rate of disease

p lan t

防治效果ö%
P ro tective

effect

清水W ater 84 78 93. 0

甲霜灵M etalax l 42 14 33. 0 64. 10

YL 001

100 42 20 48. 0 48. 72

50 42 22 52. 0 43. 59

25 42 32 76. 0 17. 95

12. 5 42 40 95. 2 0. 0

YL 002

100 42 10 24. 0 74. 34

50 42 18 43 53. 84

25 42 30 71. 0 23. 08

12. 5 42 34 81. 0 12. 83

3　结论与讨论

微生物之间拮抗作用的机制包括寄生作用、竞

争作用和抗生作用。本研究结果表明, 昆虫病原线虫

共生菌X . nem a top h ila YL 001 和X . bov ien ii YL 002

有较广的抑菌谱和较强的抑菌活性, 说明共生菌的

抑菌机制主要是竞争作用和抗生作用。由于不同供

试菌对营养的利用能力和对抑菌物质的敏感性不

同, 因而共生菌发酵产物对其抑制作用有一定差异。

昆虫病原线虫共生菌对疫霉菌具有特异性拮抗作

用[428 ] , X . bov ien ii A 2 发酵液乙酸乙酯提取物在质

量浓度为 10 m gömL 时, 对马铃薯晚疫病的防效为

96% [4 ]; X . nem a top h ila BJ 发酵液浓度为 50 mL öL
时, 对马铃薯晚疫病和大豆疫霉根腐病的防效分别

为 75. 9% 和 76. 3% [728 ]。本研究中辣椒疫霉菌对

YL 001 和YL 002 菌株表现出较高敏感性, 2 个菌株

对辣椒疫霉菌的EC 50分别为16. 65 和15. 19 mL öL ,

发酵液浓度为 100 mL öL 时, 采用土壤处理对辣椒

疫霉病的防治效果分别为48. 72% 和74. 34%。

本研究仅以YL 001, YL 002 菌株发酵液及其无

菌滤液为试验材料测试了其抑菌活性, 虽然对辣椒

疫霉病具有较好的防效, 但由于其成分相当复杂, 抑

菌活性成分不明确, 距离实际应用还有一定距离。只

有在活性跟踪条件下将具有抑菌活性的各组分分离

纯化出来, 并对分离出的各组分的抑菌活性和相互

作用进行进一步研究, 才有望获得新的抑菌活性物

质。

天然产物研究是近年来新农药创制的主要途径

之一, 发现和寻找具有结构新颖的高活性化合物或

先导化合物是创制新农药的关键。目前, 从共生菌中

已分离鉴定出 30 多种生物活性成分, 其中

X enorhabd us bov ien ii 主 要 产 生 xeno rhabdin s,

X enorhabd us nem a top h ila 主 要 产 生

xenocoum acin s[23 ]。由于抑菌物质的产生与共生菌

的菌株和培养条件有关, 如X enorhabd us spp. 在 1.
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0% 的蛋白胨培养基中不产生抑菌物质[24 ] , 而在酵

母提取物培养基[17 ]、LB 培养基[17 ]、海水培养基[16 ]

和 T SB 培养基中可以产生抑菌物质[9210 ]; X .

nem a top h ilus D 1 在 35 ℃的抑菌活性远低于 15～ 30

℃[24 ]。X . nem a top h ila YL 001 和X . bov ien ii YL 002

是分别从陕西杨凌土壤中筛选的昆虫病原线虫

S teinernem a sp. YL 001 和S teinernem a sp. YL 002 中

分离鉴定获得的 2 株共生菌[22 ] , 通过对其培养条件

的优化, 有望从中发现结构新颖的高活性化合物或

先导化合物, 为研制新的杀菌剂提供材料。
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