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摘要：［目的］为获得高效拮抗３种兰花病原真菌胶孢炭疽菌、尖孢镰孢菌和腐皮镰孢菌的菌株。［方法］使用平板
对峙法筛选拮抗菌株，结合形态特征观察、生理生化试验和１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析的方法对目的菌株进行鉴定。
［结果］筛选获得５株同时拮抗三种病原菌的菌株，其中菌株 ＧＴ３１２拮抗效果明显。１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析显示，
该菌株与Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ（模式菌株ＦＺＢ４２Ｔ）相似性最高，为９９．９３％。菌株形态特征观察、生理生化试验
结果与Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ描述一致。［结论］菌株ＧＴ３１２可同时拮抗３种兰花病原真菌，鉴定为解淀粉芽孢杆菌，
为兰花病害的生物防治提供了菌株资源。
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兰花是植物界进化程度最高的家族之一，具有

很高的科研、生态和药用价值，众多园艺品种还具有

较高的观赏价值。兰花栽培过程中常常受到多种病

害的危害，影响其观赏价值，其中炭疽病［Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉ

ｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ（Ｐｅｎｚ．）Ｐｅｎｚ．＆Ｓａｃｃ．］、枯萎病
（ＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍＳｅｈｌｅｃｈｔ．）及根腐病［Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｓｏｌａｎｉ（Ｍａｒｔ．）Ａｐｐ．ｅｔａｌ．］是兰花生产上常见的 ３
种真菌病害。兰花感染病害后，其生长发育会受到
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显著影响，观赏和经济价值也会大大降低，严重时则

会导致植株死亡，给兰花生产造成重要损失，已成为

制约兰花产业发展的重要因素［１］。

在兰花生产上，人们主要使用化学药剂防治兰

花病害，并辅以栽培和管理措施。但是，以化学防治

为主的措施不仅增加农产品的生产成本，还抑制了

土壤中的有益微生物，导致病原菌产生抗药性，同时

造成农药残留等问题［２］。随着人类对环境保护和生

物多样性意识的加强，以及对农业可持续发展的重

视，使用对植物病原真菌有拮抗作用的生防菌剂来

防治植物病害日益受到关注［３］。利用生防菌防治植

物病害，解决了传统化学防治方法污染环境、破坏生

态平衡的缺陷，具有安全、高效、环保等优点［４］，在控

制植物病原真菌引起的植物病害具有很好的发展前

途［５］。筛选广谱、高效和稳定的生防菌株，是植物病

害生物防治中最基础且艰难的工作［６］。本文通过对

实验室保存的１２０株细菌进行初筛和复筛，分离出
同时拮抗上述三种兰花病原真菌的拮抗细菌，并对

其中效果较好的 ＧＴ３１２菌株进行了种类鉴定。研
究旨在为兰花炭疽病、枯萎病、根腐病３种真菌病害
的生物防治提供生防菌株资源。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　试验菌株　供试病原真菌：胶孢炭疽菌（兰
花炭疽病）、尖孢镰孢菌（兰花枯萎病菌）、腐皮镰孢

菌（兰花根腐病菌）。其中胶孢炭疽菌由中国林业

科学研究院林业研究所实验室保存，尖孢镰孢菌及

腐皮镰孢菌由河北农业大学制药工程实验室提供。

试验细菌菌株：新疆库姆塔格沙漠植物和土

壤［７］、内蒙古毛乌素沙地土壤生物结皮［８］、重庆金

佛山兰根圈土壤［９］分离得到的１２０株细菌，其中，菌
株ＧＴ３１２分离自重庆南川金佛山的金佛山兰根际
土壤。试验菌株以斜面的方式在中国林业科学研究

院林业研究所实验室保存于４℃冰箱中。
１．１．２　培养基与试剂　胰大豆蛋白琼脂培养基
（ＴＳＡ）购买自 Ｄｉｆｉｃｏ公司。ＮＡ、ＮＢ及 ＰＤＡ培养基
依据《微生物学实验》［１０］配制。

寡营养培养基（Ｒ２Ａ培养基）：蛋白胨０．５ｇ，酵
母粉０．５ｇ，酸水解酪素０．５ｇ，可溶性淀粉０．５ｇ，葡
萄糖０．５ｇ，磷酸氢二钾０．３ｇ，丙酮酸钠０．３ｇ，硫酸
镁０．０５ｇ，琼脂１５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ。

酪蛋白水解培养基：取５ｇ脱脂奶粉加入５０ｍＬ

蒸馏水中，另配５０ｍＬＮＡ培养基，将两者分开灭菌
后冷却至约４５℃，混匀倒平板。

淀粉水解、脂酶（吐温８０）试验所用培养基及试
剂参照《常见细菌系统鉴定手册》［１１］。

ＡＰＩ２０Ｅ试剂盒购买自生物梅里埃公司。
１．２　试验方法
１．２．１　菌株的活化　从保存于４℃冰箱中的细菌
菌株斜面上挑取菌落，接种于Ｒ２Ａ、ＮＡ培养基上，置
于恒温箱中３７℃培养，待菌落长出后保存备用。

将三种供试致病菌分别接种于 ＰＤＡ培养基上，
于２８℃培养备用。
１．２．２　含供试病原菌平板的制作　向培养５ｄ左
右的病原菌斜面上加入经灭菌的去离子水，用经灭

菌的竹签轻刮斜面上的孢子，混匀，制成约 １×１０７

个ｍＬ－１孢子悬浮液，将５．０ｍＬ孢子悬浮液加入２５０
ｍＬ灭菌后冷却未凝的 ＰＤＡ培养基里，轻轻晃动摇
匀，分装成平板，凝固待用。

１．２．３　拮抗细菌的生物测定　初筛：采用平板对峙
法，将活化的１２０株菌株采用“十”字画线方式接到
病原菌平板上，每个菌株设３个重复，２８℃培养３
５ｄ，初步筛选有拮抗作用的菌株。将初筛获得的拮
抗菌株接种于装有６０ｍＬＮＢ培养基的２５０ｍＬ三角
瓶中，３７℃、１７０ｒ·ｍｉｎ－１摇床振荡培养至培养液混
浊。离心（４℃，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１，５ｍｉｎ）后的上清液
用０．２μｍ微孔滤膜过滤后备用。

复筛：在病原菌平板上用经灭菌的打孔器（Ｄ＝
５ｍｍ）均匀打孔３个，取１００μＬ滤液注入孔内，设
置３个平行，静置３０ｍｉｎ后，２８℃恒温培养３ ５ｄ，
测量抑菌圈直径，挑选出对三种致病菌皆有拮抗作

用且抑菌圈大、清晰透明的菌株进行鉴定。

生物测定值的记录和统计：从垂直两个方向测

量每个孔抑菌圈直径，使用软件Ｅｘｃｅｌ２０１０计算抑菌
圈平均直径并记录。

１．２．４　拮抗菌株的鉴定　（１）形态鉴定及生理生
化鉴定　将细菌菌株在 ＴＳＡ培养基上平行划线，培
养２天后观察菌落的形态，挑取菌体，参照《常见细
菌系统鉴定手册》的方法进行革兰氏染色，显微镜下

观察其菌体形态。

根据《伯杰细菌鉴定手册》［１２］、《常见细菌系统

鉴定手册》中相应属、种鉴定的有关内容，选取相应

的生理生化试验，对菌株 ＧＴ３１２进行鉴定。耐盐性
试验、接触酶、氧化酶试验、淀粉、酪蛋白水解、脂酶

（吐温８０）生理生化试验参照《常见细菌系统鉴定手

３８６
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册》进行；Ｈ２Ｓ、吲哚产生、ＶＰ试验、柠檬酸盐利用、
明胶酶、脲酶、色氨酸脱氨酶、β半乳糖苷酶、精氨酸
水解酶、赖氨酸脱羧酶、鸟氨酸脱羧酶、葡萄糖、甘露

醇、山梨醇、肌醇、鼠李糖、蔗糖、蜜二糖、苦杏仁苷、

阿拉伯糖发酵试验使用ＡＰＩ２０Ｅ试剂条进行试验。
ＡＰＩ２０Ｅ试剂条根据说明书进行操作、判读。
（２）１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析　采用煮沸法［１３］

提取细菌菌株的ＤＮＡ。ＰＣＲ扩增其１６ＳｒＲＮＡ基因
序列，扩增采用细菌通用引物２７Ｆ和１４９２Ｒ［１４］。

ＰＣＲ扩增产物送交宝锐通生物科技（北京）有
限公司进行测序。测序结果登录 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ．ｎｅｔ／）数据库进行比对分析。
利用ＭＥＧＡ６．０软件中 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ法构建系统
发育树，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ为１，０００。

２　结果与分析
２．１　拮抗细菌的筛选和生物测定

将实验室保存的 １２０株细菌菌株与胶孢炭疽
菌、尖孢镰孢菌和腐皮镰孢菌３种致病真菌使用平
板对峙法进行初筛，获得拮抗胶孢炭疽菌的菌株有

８株，拮抗尖孢镰孢菌的菌株有７株，拮抗腐皮镰孢
菌的菌株有１０株。对初筛得到的拮抗菌株进行复
筛，共获得５株同时拮抗上述三种致病真菌的拮抗
菌株，编号分别为 ＧＴ３１２、ＧＴ５６、ＧＴ２１３、ＳＴ３９、７９Ｊ１０
－１－５，抑菌圈直径见表１。由表１可知，拮抗菌株
ＧＴ３１２拮抗三种致病真菌的效果相对较好，随后对
其进行鉴定。

表１　５株拮抗菌对不同病原菌抑菌圈直径的大小

菌株
抑菌圈直径／ｍｍ

胶孢炭疽菌 尖孢镰刀菌 腐皮镰孢菌

ＧＴ３１２ ２０．１±０．２ １４．２±０．４ １４．９±０．９
ＧＴ５６ １５．３±０．６ １４．０±０．５ ８．５±０．４
ＧＴ２１３ ９．３±２．０ ９．４±０．７ ９．８±０．２
ＳＴ３９ ９．３±１．２ ９．３±０．５ ６．０±０．２

７９Ｊ１０－１－５ １３．６±０．５ １０．３±０．５ １６．３±１．７

拮抗菌株 ＧＴ３１２对三种致病真菌的抑制作用
见图１。
２．２　拮抗细菌ＧＴ３１２菌株的鉴定
２．２．１　菌落、菌体形态　菌落形态：菌株 ＧＴ３１２在
ＴＳＡ平板上３０℃培养４８ｈ后的菌落呈近圆形，暗白
色不透明，边缘不整齐，菌落湿润粘稠且内部皱褶凸

起，不产生色素。菌体形态：显微镜下观察菌体为杆

状，革兰氏染色阳性，大小为（０．５ ０．６）×（１．８
３．４）μｍ。芽孢椭圆形，中生或近中生，大小为（０．５

Ａ胶孢炭疽菌；Ｂ尖孢镰孢菌；Ｃ腐皮镰孢菌

图１　拮抗细菌ＧＴ３１２对３种兰花病原真菌的

抑制作用（上）及对照（下）

０．６）×（１．０ １．４）μｍ。

Ａ菌落形态；Ｂ菌体和芽孢形态

图２　拮抗菌株ＧＴ３１２的菌落、菌体和芽孢形态

２．２．２　生理生化特征　菌株ＧＴ３１２生长需氧，生理
生化特征见表２。

表２　拮抗细菌ＧＴ３１２菌株的生理生化特征

试验内容 试验结果 试验内容 试验结果

２％耐盐性试验 ＋ 柠檬酸盐利用 ＋
５％耐盐性试验 ＋ Ｈ２Ｓ产生 －
５０℃生长 ＋ 淀粉水解试验 ＋
吲哚产生 － 酪蛋白水解试验 ＋
ＶＰ试验 ＋ 吐温８０实验 －
接触酶试验 ＋ 葡萄糖 Ｗ
β半乳糖苷酶 － 甘露醇 －
精氨酸双水解酶 ＋ 肌醇 －
赖氨酸脱羧酶 － 山梨醇 －
鸟氨酸脱羧酶 － 鼠李糖 －
脲酶 － 蔗糖 －
色氨酸脱氨酶 － 蜜二糖 －
明胶酶 ＋ 苦杏仁苷 －
氧化酶 ＋ 阿拉伯糖 －

　　注：“＋”为阳性反应或生长，“－”为阴性反应，“Ｗ”为弱阳性

反应。

菌株ＧＴ３１２的接触酶、氧化酶呈阳性，可以水解
淀粉、酪蛋白、明胶，但是不水解吐温８０，可以利用
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柠檬酸盐，ＶＰ试验呈阳性，可以葡萄糖发酵产酸，
以上鉴定特征与 Ｐｒｉｅｓｔ［１５］对解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）的描述一致。
２．２．３　１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析　将菌株ＧＴ３１２的

１６ＳｒＲＮＡ序列与 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ数据库中序列进行相
似性分析，构建系统发育树（图３）。结果表明，菌株
ＧＴ３１２与菌株 Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓｓｕｂｓｐ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ
ＦＺＢ４２Ｔ亲缘关系最近，相似度为９９．９３％。

（分支节点上的数字表示每１０００次ｂｏｏｔｓｔｒａｐ分析所支持的次数，小于５０的未显示）

图３　采用邻接法构建的基于１６ＳｒＲＮＡ基因序列的菌株ＧＴ３１２系统发育树

　　综合以上菌体的形态特征、生理生化特性和
１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析结果，将ＧＴ３１２菌株鉴定为
解淀粉芽孢杆菌（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）。

３　讨论
在现代农林业生产中，生物防治已成为人们关

注的热点，在控制植物病害方面发挥了重要作

用［１６］，但是关于兰花病害的拮抗微生物的研究相对

滞后。李潞滨［１７］、曹晓璐［１８］、吕纪涛［１９］等分别从各

地土样样品中筛选获得花域芽孢杆菌（Ｂ．ｖａｌｌｉｓｍｏｒ
ｔｉｓ）、Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ和甲基营养型芽孢杆菌（Ｂ．ｍｅｔｈｙｌ
ｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ），发现上述菌株均具有拮抗兰花病原菌胶
孢炭疽菌的活性，但是抗菌谱较为单一。连彩［２０］等

人从衡水饶阳县棉田土样中筛选获得一株拮抗兰花

枯萎病病原菌尖孢镰孢菌的菌株（Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ），并
对其抗菌谱进行了测定，发现该菌株对胶孢炭疽菌、

腐皮镰孢菌具有拮抗作用，但抑菌效果不太明显。

本研究筛选获得菌株 ＧＴ３１２，经鉴定为解淀粉
芽孢杆菌（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）。菌株 ＧＴ３１２对不
良环境有较强的抗逆能力，对兰花三种病原菌———

胶孢炭疽菌、尖孢镰孢菌和腐皮镰孢菌同时具有抑

制作用，具备广谱抑菌能力，并且抑菌圈明显，具有

相对较高的生防活性，作为兰花病害防治生防菌株

具有较大应用潜力，为今后开发相应的生防菌剂奠

定了基础。

生防菌抑制植物病原菌的作用机制多种多样，

主要通过分泌脂肽类抗生素等抗菌物质、营养和空

间竞争、溶菌作用而拮抗病原菌［２１－２３］。另外，生防

菌还可以通过促进植物生长的方式增强植物的抗病

性，从而间接地减少病害发生［２４］。同时，这几种机

制也可以共同起作用［２５］。国外有学者对荧光假单

胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）防治兰花假鳞茎腐烂
病（Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍｐｓｅｕｄｏｂｕｌｂｒｏｔ）的研究显示，该细菌在
通过分泌铁载体、蛋白酶、几丁质酶、吲哚乙酸直接

抑制病原菌的同时，促进植物的生长［２６］。目前，已

有研究表明解淀粉芽孢杆菌（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）
可以促进植物生长［２７］，且该菌携带有抗生素等次生

代谢物相关编码基因［２８－２９］。本研究获得的拮抗菌

株 ＧＴ３１２分离自金佛山兰根际土壤。研究结果发
现，根际微生物与植物的关系密切，可通过分泌抑菌
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物质直接或通过促进植物生长间接抑制致病菌，在

植物病虫害防治方面发挥着不可取代的作用［３０］。

菌株ＧＴ３１２可同时拮抗３种兰花病原真菌的有效成
分和作用机理仍需进一步研究。

４　结论
通过对本实验室保存的１２０株细菌进行初筛和

复筛，共获得５株可同时拮抗胶孢炭疽菌、尖孢镰孢
菌和腐皮镰孢菌三种兰花病原真菌的菌株，其中菌

株ＧＴ３１２抑菌效果最明显。通过对菌株 ＧＴ３１２进
行形态特征观察、生理生化试验和１６ＳｒＲＮＡ基因序
列分析，最终鉴定为解淀粉芽孢杆菌（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅ
ｆａｃｉｅｎｓ）。具有高效生防活性的解淀粉芽孢杆菌菌
株ＧＴ３１２的获得，为兰花病害的生物防治提供了新
的拮抗菌资源。
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