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摘要 从土壤中分离获得1株具有较强拮抗作用的细菌菌株X-42,经形态特征、16SrDNA序列分析,将其

鉴定为解淀粉芽孢杆菌。该菌可产生一系列具有抑菌功能的代谢物,抑制禾谷镰刀菌生长。从X-42菌株发酵

液中分离纯化代谢物,经硫酸铵沉淀的脂肽类物质用于抑菌分析,结果表明,来自X-42的脂肽物,既能直接破坏

禾谷镰刀菌菌丝结构,也能影响分生孢子萌发,导致菌丝及孢子局部膨大。小麦开花期的田间赤霉病防治研究

表明,在接种禾谷镰刀菌前和接种后施用拮抗菌X-42代谢物,均可有效防治赤霉病,其防治效果高达79%~
88%,与化学杀菌剂多菌灵相当。
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  禾谷镰刀菌引起的小麦赤霉病(Fusariumhead
blight,FHB),是我国小麦生产上的重要病害,在小

麦的各生育期均可发生,主要危害小麦穗部,感染病

菌后的麦穗籽粒变色、皱缩,粒重下降,不仅产量降

低,严重时甚至颗粒无收;同时,赤霉菌在侵染小麦

过程中产生的毒素,直接存留在籽粒中,进入食物

链,影响食品安全[1]。近年来,小麦赤霉病在我国的

发生逐年加重,而防治赤霉病的常规化学杀菌剂多

菌灵的防效降低及其衍生的生态环境问题也愈来愈

突出[2]。因此,研发新型、高效、对环境安全的生物

杀菌剂,对于有效防控小麦赤霉病、减少赤霉菌毒素

危害、保障食品安全具有重要意义。
目前,一些微生物已被用于重要植物病害生防

药剂的研发。芽孢杆菌是植物病害生物防治研究中

的重要微生物之一,其种类多、分布广,是土壤和植

物微生态的优势种群,可产生、分泌多种具有抑菌作

用的物质,是应用潜力广阔的生防菌[3]。笔者所在

的实验室分离获得1株对我国小麦赤霉病优势菌种

禾谷镰刀菌具有较强抑制作用的解淀粉芽孢杆菌,
为小麦赤霉病田间生物防治提供了材料。

1 材料与方法

1.1 小麦品种及菌株

小麦品种为苏麦3号。解淀粉芽孢杆菌(Ba-

cillusamyloliquefaciens)菌株X-42,分离自华中农

业大学试验田。禾谷镰刀菌(Fusariumgraminea-
rum)菌株5035,来自笔者所在的实验室。
1.2 培养基

拮抗菌分离及抗性测定选用马铃薯培养基

(PDA),拮抗菌活化为牛肉膏蛋白胨培养基(NA),
拮抗菌发酵为Landy培养基,禾谷镰刀菌分生孢子

制备为CMC培养基[4]。

1.3 菌株 X-42 的鉴定

1)菌落形态特征鉴定。取培养24h的X-42菌

株,用无菌水制成菌悬液,然后取100μL均匀地涂

布于NA平板上,28℃恒温培养48h,观察菌落的

形态特征。将 X-42菌株在 NA 平板上培养24h
后,参照《常见细菌系统鉴定手册》中介绍的细菌染

色方法,对X-42菌株进行革兰氏染色,用光学显微

镜观察。

2)16SrDNA扩增分析。参照文献[5]方法及

引物扩增 X-42菌株16SrDNA,将 PCR 产物经

DNA凝胶回收纯化试剂盒回收、测序(上海生工)。
将所得序列在NCBI-BLAST中进行序列同源性比

对,并用mega以及ClustalW软件进行核酸序列分

析,构建系统发育树。
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1.4 菌株的拮抗作用检测

采用平板对峙培养法[6],于PDA平板中央接种

直径为5mm的靶标真菌菌丝块,同时在距其2.5
cm的位置接种待测拮抗菌,28℃培养5d后测量菌

落之间的距离,计算抑菌率:抑菌率=(对照菌落直

径-处理菌落直径)/对照菌落直径×100%。
1.5 菌株代谢物活性检测

1)无菌发酵液的制备分离。采用Landy培养

基[7],将X-42按照4%接种量接种于50mL体积

中,200r/min摇床28℃培养48h[8],12000r/min
离心15min去除菌体,取上清液,向其中缓缓加入

硫酸铵至60%饱和度,4℃静置过夜,8000r/min
离心20min收集沉淀,再溶于1/10体积的PBS缓

冲液中,4℃透析48h,以沉淀后的上清液为对照,
用直径为0.45μm的过滤器过滤后备用。

2)抗菌物质抑菌活性测定。采用含毒介质平板

法[9],在PDA 平板中加入200μL浓度为5×105

/mL的禾谷镰刀菌5035的分生孢子液,均匀涂布,
在正三角形的三顶点相距2.5cm处打取直径7mm
的孔,每孔加入100μL抑菌物质,于28℃培养5d,
测量抑菌圈直径,每个处理3次重复。

3)抗菌物质对禾谷镰刀菌菌丝和孢子的影响分

析。取菌丝于PDB培养基中,加入50μL制备的抑

菌物质,28℃振荡(200r/min)培养24h后观察菌

丝形态特征;同时取50μL抗菌物质与50μL分生

孢子液(5×104/mL)混合,于500μLPDB培养基

中同上培养,24h后测定孢子萌发抑制率。在 Ni-
kon显微镜下照相。

孢子萌发抑制率=(对照组萌发率-处理组萌发率)/

          对照组萌发率×100%

1.6 田间赤霉病防效试验

取禾谷镰刀菌5035分生孢子,在华中农业大学

试验基地于小麦品种苏麦3号扬花期喷雾接种。分

别于接种5035前或接种后24h喷雾 X-42菌液

(2×108/mL),以喷雾50%多菌灵(800倍稀释液)
和仅接禾谷镰刀菌5035的小麦为对照,每处理30
个穗子套袋保湿3d。接种14d后调查病小穗数和

总小穗数,计算病小穗率和相对防效,以SAS8.1统

计分析实验数据。
病小穗率= 病小穗数/总小穗数×100%;

相对防效=(对照组病小穗率-处理组病小穗率)/

 对照组病小穗率×100%

2 结果与分析

2.1 菌株分离鉴定

分离获得的X-42菌体短杆状,周生鞭毛,革兰

氏染色阳性。以16SrDNA 特异引物,从该菌株基

因组DNA中扩增出一段1426bp的DNA片段,核
酸测序后与GenBank数据库序列比对分析表明,来
自X-42的16SrDNA核酸序列与芽孢杆菌属多个

菌株的同源性达到99%,与解淀粉芽孢杆菌(Bacil-
lusamyloliquefaciens,FJ889055)的 同 源 性 高 达

99.9%,从基于芽孢杆菌属不同菌株16SrDNA序

列构建的系统发育树(图1)中可以看出,X-42与菌

株FJ889055位于同一组中,因此该菌株被鉴定为解

淀粉芽孢杆菌。

图1 X-42菌株的16SrDNA系统发育树

Fig.1 PhylogenetictreeofthestrainX-42basedon16SrDNAsequences

2.2 拮抗菌在培养皿中的抑菌作用测定

将已鉴定的拮抗菌X-42与禾谷镰刀菌5035为

靶标菌对峙培养,用于测定X-42的拮抗作用。结果

表明,X-42与禾谷镰刀菌对峙培养5d后,拮抗菌
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X-42与靶标菌之间产生了清晰的抑菌带(图2),表
明 X-42菌株可分泌抑菌物,抑制禾谷镰刀菌生长;
而在相同条件下的对照组禾谷镰刀菌菌丝已布满整

个培养皿(图2-B),比较分析X-42的抑菌带与对照

的生长表明,拮抗菌X-42的抑菌率达到60%以上。
2.3 拮抗菌代谢物活性分析

1)脂肽粗提物在培养皿中的抑菌作用测定。将

解淀粉芽孢杆菌X-42菌株的脂肽粗提液硫酸铵沉

淀物溶解后,与上清液及PBS缓冲液一起,在培养

皿中分别检测它们对禾谷镰刀菌的抑菌作用。结果

表明,脂肽粗提液的抑菌作用最强(图2-C-Ⅰ),培
养5d后仍具有清晰的抑菌带,宽度达27mm;而脂

肽沉淀后的上清液对禾谷镰刀菌的抑菌活性较低

(图2-C-Ⅱ),PBS对照则完全没有抑菌活性(图2-
C-Ⅲ)。因此,芽孢杆菌产生的主要抑菌物质,可经

硫酸氨沉淀富集,推测其为脂肽类物质。

2)脂肽粗提物对禾谷镰刀菌菌丝的抑制作用。
取脂肽粗提液处理24h后的禾谷镰刀菌菌丝,显微

观察脂肽粗提液的抑菌特点,如图3所示,没有脂肽

粗提液处理的对照菌丝生长正常(图3-A),粗细均

匀,菌丝顶端略细(图3-B);而经脂肽粗提液处理的

禾谷镰刀菌菌丝扭曲畸形﹑局部膨大,菌丝顶端形

成很多球状体(图3-C,3-D),不能形成丝状菌体,也
不能形成正常隔膜结构。所以,芽孢杆菌X-42的脂

肽物质,通过直接破坏菌丝的结构及发育,抑制菌丝

生长。

 A.X-42;B.对照CK;C,Ⅰ.脂肽粗提液Lipopeptides;Ⅱ.粗提液上清Supernatantoflipopeptides;Ⅲ.PBS.

图2 拮抗菌X42及其代谢物对禾谷镰刀菌的拮抗作用

Fig.2 AntifungalactivitiesofX-42anditsmetabolitesagainstF.graminearuminplatetests

 A,B.正常生长的菌丝 Normalmycelia;C,D.处理后生长异常的菌丝 Abnormalmyceliaaftertreatmentwithlipopeptides.

图3 脂肽粗提液对禾谷镰刀菌菌丝生长的影响

Fig.3 AntifungaleffectsoflipopeptidesonmycelialgrowthofF.graminearum

 A.正常生长的分生孢子 Normalconidiospores;B.分生孢子萌发 Conidiosporegermination;C.脂肽物处理的分生孢子 Conidio-
sporestreatedwithlipopeptides;D.脂肽物处理24h的分生孢子Conidiosporestreatedwithlipopeptidesfor24h.

图4 脂肽粗提液对禾谷镰刀菌分生孢子萌发的影响

Fig.4 AntifungaleffectsoflipopeptidesonconidiosporesgerminationofF.graminearum
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  3)脂肽粗提液对禾谷镰刀菌分生孢子萌发的影

响。脂肽粗提液也能抑制禾谷镰刀菌分生孢子萌

发。在没有脂肽物质存在的条件下,禾谷镰刀菌分

生孢子呈镰刀形,具有3~5个隔膜(图4-A);孢子

萌发时从其一端或两端长出菌丝,在培养24h时即

可形成粗细均匀的丝状菌丝(图4-B),孢子萌发率

达到73.1%;而经脂肽物质处理的分生孢子局部膨

大变形,孢子结构发生显著变化(图4-C),培养24h
后分生孢子端部膨大,大多不能萌发形成丝状菌丝

(图4-D),孢子萌发率仅29%。表明菌株X-42的脂

肽物质,也能破坏禾谷镰刀菌分生孢子的细胞结构,
抑制孢子萌发。
2.4 拮抗菌田间防治赤霉病鉴定

在小麦品种苏麦3号开花期接种禾谷镰刀菌

5035,分别于接种前和接种后施用拮抗菌X-42处理

小麦麦穗,于接种14d后调查小麦的病小穗率,鉴
定拮抗菌对赤霉病发生的影响。结果表明,拮抗菌

处理的病小穗率为3.4%(接种后)~5.7%(接种

前),而未处理对照的病小穗率为27.6%(图5),处
理与未处理之间的差异极显著,拮抗菌的相对防效

高达79%~88%;而接种禾谷镰刀菌前和接种后施

用拮抗菌的病小穗率没有显著差异,均可有效防治

赤霉 病,其 防 治 效 果 与 化 学 杀 菌 剂 多 菌 灵 相 当

(图5)。

1.X-42;2.50%多菌灵50%Carbendazim;3.对照CK.

图5 拮抗菌X-42田间防治小麦赤霉病分析

Fig.5 BiocontroleffectofantagonisticstrainX-42on

Fusariumheadblightofwheatinfield

3 讨 论

本研究从土壤中分离获得1株对禾谷镰刀菌具

有较强拮抗作用的芽孢杆菌X-42,根据形态特征及

16SrDNA序列分析,该菌株被鉴定为解淀粉芽孢

杆菌。芽孢杆菌不仅可产生多种抗生素,而且可形

成抗逆性较强的内生芽孢,适宜多变的田间自然环

境。因此芽孢杆菌作为一种生防菌,已被用于生物

防治[10]。解淀粉芽孢杆菌是一种常见的生防菌株,
对多种病原真菌具有显著的抑菌作用。分析X-42
菌株的发酵液代谢物的结果表明,大部分抑菌物质

可被硫酸铵沉淀,推测其为脂肽类物质。显微分析

进一步表明,它们既可直接破坏禾谷镰刀菌菌丝,也
可作用于分生孢子,影响孢子萌发和菌丝生长。因

此X-42菌株的这些特点,是其能有效防治小麦赤霉

病的基础。
田间小麦赤霉病防治分析证明,X-42在田间接

种小麦赤霉菌孢子前或接种后施用,均可以有效控

制小麦赤霉病,这些研究结果为在小麦生产上应用

X-42提供了依据。小麦赤霉病一般在开花期阴雨

潮湿天气发生,受气候条件影响,田间喷雾生物药剂

有时会在孢子侵染小麦麦穗之前,也可能在孢子侵

染植株之后,本研究结果证实,X-42在禾谷镰刀菌

孢子侵染前后施用均可有效降低赤霉菌侵染危害,
表明这个拮抗菌在我国小麦开花期田间条件下适应

性较好,在小麦赤霉病防控中具有良好的开发应用

前景。
国内外研究表明,小麦赤霉病防治中已经施用

多年的多菌灵杀菌剂,不仅诱发产生抗药禾谷镰刀

菌菌株[11],还促进毒素生物合成[2],因此许多国家

已提出了禁用多菌灵来防治小麦赤霉病。本研究

筛选获得的拮抗菌X-42,为我国开发替代多菌灵

的新型安全防控赤霉病生物杀菌剂提供了材料和

依据。
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Abstract Oneantagonisticbacterialstrain wasisolatedform soliandidentifiedasBacillus
amyloliquefaciensX-42basedonitsmorphologyand16SrDNAsequences.Thisstrainproducedaseries
ofmetabolitesthatexhibitedastronginhibitoryactivitytoFusariumgraminearum.Fromitssecreted
metabolitesduringfermentation,somelipopeptideswereprecipitatedwithammoniasulfateandusedfor
antifungalassays.TheselipopeptideswereabletodirectlydamagemyceliaandconidiosporesofF.gra-
minearum,resultinginseverelydeformed,partlyenlargedstructures.Fieldassaysshowedasignificant
reductionofFusariumheadblight(FHB)diseasesonwheatwhenX-42suspensionwassprayedon
wheatspikeseitherbeforeorafterinoculationwithF.graminearum.Relativeprotectiveefficaciesranged
from79%to88%,comparabletothattreatedwithchemicalfungicidecarbendazim.Thisstudymay
serveasfoundationforthedevelopmentofnewandenvironmentalfriendlybiologicalagentstocontrol
FHB.

Keywords antagonism;Bacillusamyloliquefaciens;biologicalcontrol;Fusariumgraminearum;

Fusariumheadblight

(责任编辑:杨锦莲)

23


