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柑桔溃疡病生防细菌 !"#的研究

谭小艳3，黄思良3，#"，任建国#，晏卫红#，岑贞陆#

（3广西大学农学院 南宁 B,$$$B） （#广西农业科学院微生物研究室 南宁 B,$$$2）

摘 要：柑桔溃疡病是中国柑桔的重要病害。从南宁柑桔园土壤中分离到 3株对柑桔溃疡病菌具有强抑制力的细
菌 -A0。根据 -A0菌株的形态、3"C )DE’序列分析以及生理生化特性，将其鉴定为鲍氏不动杆菌。-A0菌株的抑菌效
果受温度、(F及培养基等环境因素的影响。在温室条件下将该细菌悬浮液喷施到柑桔叶片上，获得了 BBG#H的病
斑抑制效果。研究结果揭示了鲍氏不动杆菌在柑桔溃疡病田间防治上的潜能。
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由 地 毯 草 黄 单 胞 杆 菌 柑 桔 致 病 变 种

〔!"#$%&’&#"( ")&#&*&+,( (J= -,$.,（F677/）K6;A/)*8〕引
起的柑桔溃疡病是柑桔的重要病害，为国内外植物

检疫对象［3］。该病在易受台风影响的沿海地区发生

尤为严重，是沿海地区发展柑桔（特别是橙类）生产

的难题。目前，防治柑桔溃疡病主要采用以农业防

治为基础，化学防治为主导的综合措施［#］。以化学

防治为主导的综合防治体系难以避免化学农药对环

境及农产品的残留污染及病原菌抗药性的产生。如

何在柑桔溃疡病的综合防治体系中导入生物防治技

术，减少对化学农药的依赖程度，是柑桔溃疡病防治

领域的重要研究方向。获取对柑桔溃疡病菌有拮抗

作用的微生物资源是进行柑桔溃疡病生物防治工作

的基础。玻器内测定，已知对柑桔溃疡病菌有拮抗

作用的微生物有枯草芽孢杆菌〔 /"-,001( (12$,0,(
（4:)/8L/)9）M?:8 302#，32!〕、草生欧氏杆菌〔3.4,#,"
%5.2,-&0"（N?:8*7）DO/ 3%"!，#"0〕、荧光假单胞菌
（6(51+&’&#"( 701&.5(-5#( P*9;+6 30%B，#%）和丁香假单
胞杆菌（6(51+&’&#"( (8.,#9"5 J68 F6++ 3%$#，3!3）以及
腐生的 Q68A:?5?867 7(=［,，!］。周吉奎等［B］报道了 R1#
与 R10两种细菌在温室和大田防治试验中对柑桔溃
疡病表现出良好的防治效果，但未阐明这两种细菌

的分类地位。目前，对柑桔溃疡病菌拮抗微生物资

源仍知之甚少。近年，作者从柑桔园土壤中分离到

一种新的对柑桔溃疡病菌有较强拮抗作用的细菌，

并对该菌的分类及生物学特性等进行了研究。

$ 材料和方法
$%$ 材料
$%$%$ 供试菌株和培养基：柑桔溃疡病菌
［!"#$%&’&#"( ")&#&*&+,( (J= -,$.,（F677/）K6;A/)*8 S
! = -"’*5($.,( (J= -,$., DO/ S ! = -,$.,（F677/）
D?T7?8］由广西农业科学院微生物研究室分离纯化
鉴定并保存，培养基采用 E’培养基：蛋白胨 B9，酵
母浸膏 39，牛肉膏 ,9，琼脂粉 3$9，蔗糖 3$9，水
3$$$5N，(F 2G$ & 2G#。
$%$%& 主要试剂：引物由上海 C689?8公司合成，UV;
DE’ U?+O5/)67/购自宝生物工程大连有限公司，UMW
产物纯化试剂盒购自上海中科开瑞生物芯片科技股

份有限公司，生化试剂购自武汉生命技术有限公司。

$%& !"#菌株的分离
#$$,年 2月，从广西南宁青秀山柑桔园采集土

壤，称取土壤 3$9，放入 %$5N有玻璃珠的无菌水三
角瓶中，#$$)X5*8 #$5*8摇匀，制成 3$@ #土壤悬浮液，

然后稀释成 3$@ ,、3$@ !、3$@ B、3$@ "、3$@ 2，从 3$@ B、

3$@ "、3$@ 2悬浮液中，用接种环沾取悬浮液，在平板

培养基上划线，在 #0Y与 ,$Y下倒置培养，#!:后观
察，如有单菌落，挑到斜面上，连续观察 2Z［"］。
$%’ !"#菌株的抑菌活性测定
用抑菌圈法［2］测定 -A0菌株的抑菌活性。将分

离到的细菌菌株 -A0 和柑桔溃疡病菌分别接种于
3$5N的 E’液体培养基中，震荡（,$Y，32$)X5*8）培
养 #!:，将其配成浓度约 3 [ 3$0 >V;X5N的待测菌液。
测定时先倒一薄层水琼脂于培养皿内，中间放一牛



津杯，待融化的 !""#$ %&培养基冷却到 ’"(左右，
加入 !#$溃疡病菌悬浮液，混匀，倒入培养皿中，每
皿约 )"#$，冷却后，取出牛津杯，孔中注入 "*+#$的
,-.细菌悬浮液，以 %&液体培养基为对照，每一处
理 !个重复，于 !"(培养 /.0，观察抑菌情况，测量
抑菌圈直径［1］。

!"# 温度对抑菌活性的影响
用抑菌圈法［1］测定温度对 ,-.菌株抑菌活性的

影响。将接种的 %& 平板培养基分别放于 +.(、
)+(、)/(、)1(、!"(、!!(、!2(、!3(培养，/.0后
测量抑菌圈直径，每一处理 !个重复。
!"$ %&值对抑菌活性的影响
将 %& 液体培养基灭菌后用 45 计调至 !*"、

!*’、/*"、/*’、’*"、’*’、2*"、2*’、1*"、1*’、.*"、.*’、
3*"、3*’、+"*"、+"*’、++*"。将拮抗菌 ,-. 接入不同
的 45值培养液中，震荡（!"(，+1"67#89）培养 +.0，
用 +*!节的抑菌圈法做拮抗试验，/.0 后测量抑菌
圈直径，每一处理 !个重复。
!"’ 培养基对抑菌活性的影响
将拮抗菌 ,-. 分别接种在豆芽汁（+":新鲜黄

豆芽汁 )""#$，葡萄糖 ’";，水 .""#$，451*) <
1*/）、胡萝卜（新鲜胡萝卜 )"";，水 +"""#$）、=>&（马
铃薯 )"";，蔗糖 )";，水 +"""#$）、玉米粉（玉米粉
!";，水 +"""#$）、%&、$,（胰蛋白胨 +";，氯化钠 +";，
酵母提取物 ’;，双蒸水 +"""#$，45 1*"）液体培养基
中，震荡（!"(，+1"67#89）培养 )/0，用 +*!节的抑菌
圈法作拮抗实验，/.0后测量抑菌圈直径，每一处理
!个重复。
!"( )*+菌株抑菌力的稳定性
将 ,-.菌株在 %&斜面培养基上每隔 +’?移植 +

次，!"(培养 )/0后于 /(冰箱保存，连续反复移植
培养 .次，按 +*! 节的方法测定每次移植前 ,-. 菌
株的抑菌力，每次检测设 !个重复。
!"+ )*+菌株的分子生物学鉴定
用稀释涂布法将 ,-. 菌株接种在 %& 平板上，

!"( 培养过夜，采用细菌单菌落直接 =@A扩增法，
制备细菌 >%&，即取一单菌落溶于 +"!$ +: B>B溶
液中，充分震荡摇匀，用 !""!$ CD（C68EF5@G）溶解获
得 >%& 原液，将原液稀释 +" 倍为 =@A 扩增模
板［.］。=@A扩增采用通用引物［++］，序列为：=68#H6+：
’IF&J&JCCCJ&C@&CJJ@C@&JF!I，=68#H6)： ’IFC&@
JJCC&@@CCJCC&@J&@CCF!I。=@A 反应条件：3/(
/#89；3/( +#89，’"( +#89，1)( )#89，!" 个循环；
1)( +"#89。反应结束后，取 ’!$反应液进行 +: 琼
脂糖凝胶电泳检测。使用纯化试剂盒纯化 =@A产
物，委托上海鼎安生物公司对扩增产物进行测序，序

列采用双向测定。采用 ,$&BC程序对扩增产物序
列进行同源性比较，并用 @GKE-LGM+*.+ 软件构建系
统发育树。

!", )*+菌株的形态学特征和生理生化性状
形态学和生理生化性状分析按照常规细菌学方

法［3 < ++］进行。

!"!- )*+菌株的盆栽防治试验
将生防菌 ,-.和柑桔溃疡病菌接种于 %&液体

培养基中，摇床（!"(，+’"67#89）培养 )/0后，配成浓
度约为 + N +". OPK7#$的菌体悬浮液。设 ! 个处理：
" 同时接溃疡病菌和拮抗菌；# 先接溃疡病菌 )?
以后接拮抗菌 ,-.；$ 先接拮抗菌 ,-. )?以后接溃
疡病菌，以只接溃疡病菌为对照。选取健康的植株，

在不同方位的枝条上取 /组叶子，分别为对照、处理
"、处理#、处理$，每一处理 !片叶子，挂好标签，
针刺接种后于温度为 )+( < )3(、湿度为 .":的环
境中保湿 ’?，对照发病后第 )’?调查发病情况，采用
十字相交法测量病斑直径，按下式计算病斑抑制率：

病斑抑制率（:）Q对照病斑总面积F处理病斑总面积
对照病斑总面积

N +""

. 结果

."! )*+菌株的抑菌活性
对 ,-.菌株的抑菌活性进行测定结果表明，该

菌株对柑桔溃疡病菌生长有很强的抑制作用，其抑

菌圈直径可高达 ’’## < 2"##（图 +）。

图 ! )*+菌株对柑桔溃疡病菌生长的抑制
R8;S+ J6TU-0 TP ! S "#$%$&$’() 4VS *(+,( 8908W8-H? WX ,-. E-6L89

.". 温度、%&值和培养基对 )*+菌株抑菌活性的
影响

."."! 温度与 45值对 ,-. 菌株抑菌活性的影响：
温度对 ,-.菌株抑菌活性有显著的影响，在 +.( <
!"(抑菌圈直径差异不大，但在 !!(时抑菌圈直径
达到最大。表现最大与最小抑菌圈直径的温度与最

大 -. 值及最小 -. 值的温度相一致，在所测定的
温度范围内，抑菌圈直径及反映菌体生长量的 -.
值均与温度的高低基本呈正相关（表 +）。45值对
,-.菌株抑菌活性的影响：当 45为 +"*"时 ,-.菌株
抑菌圈直径达到最大（’+*))##），而 45 +"*"的 -.
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值相对较低（!"!#）。最高 !" 值的 $%为 &"’。该结
果显示 ()*菌株抑菌活性最强的 $%与菌体最适生
长的 $%处于异位状态（表 !）。

表 ! 温度与 "#对 $%&菌株抑菌活性的影响
+,-./ ! 011/2) 31 )/4$/5,)65/7 ,89 $%7 38 :8;:-:):8< ,2):=:):/7 31 ()* 7)5,:8

+5/,)4/8) !"&’> ?:,4/)/5 31 :8;:-:):38 @38/A44
+/4$/5,)65/（B）

!* !"C! !#"DE -
F! !"CF !E"*C -
F# !"CC !E"CC -
FE !"CF !*"’> -
C> !"CD F>"*& -
CC !"’F CD"&E ,

$%
#"’ >">* F’"’C /
’"> !"!E FE"DC 9/
’"’ !"!D F’"#D /
&"> !"!D F*"#E 29/
&"’ !"C& F’"’# /
E"> !"!C F*"FE 9/
E"’ !"C> C&"E& -
*"> !"FE CF"E’ -29/
*"’ !">E CC"&# -29
D"> !"FC FD">C 29/
D"’ !">& CC"CE -29
!>"> !"!# ’!"FF ,
!>"’ !"!! C’"&# -2
!!"> !"!! >">> 1

+;/ .3G/52,7/7 5/$5/7/8) );/ 7:<8:1:2,82/ ./=/. 31 9:11/5/82/ ,) !H I
J),):7):2 ,8,.K7:7 G,7 2,55:/9 36) 7/$,5,)/.K 135 )/4$/5,)65/7 ,89 $%7I

’(’(’ 培养基对 ()*菌株抑菌活性的影响：不同培
养基对 ()*菌株抑菌活性有一定的影响：豆芽汁培
养基培养的 ()* 菌株抑菌圈直径最大（C*"EE44）；
在 L(中的抑菌圈直径最小（F>"#*44），且与其它处
理区相比在 !H水平上差异极显著。!" 值的高低
与抑菌圈直径大小呈正相关，即表现最大与最小抑

菌圈直径的培养基分别与最大 !" 值及最小 !" 值
的培养基相一致（表 F）。

表 ’ 培养基对 $%&菌株抑菌活性的影响
+,-./ F 011/2) 31 4/9:, 38 :8;:-:):8< ,2):=:):/7 31 ()* 7)5,:8
M/9:64 !"&’> ?:,4/)/5 31 :8;:-:):38 @38/A44

(/,8 7//9.:8< N6:2/ !"C# C*"EE ,
M,:@/ $3G9/5 !"F# C’"!F ,
O,553) N6:2/ !"F# C#"’> ,
PQ !"FC CC"C’ ,
R3),)3 N6:2/ !"FF CF"!# ,
L( !">> F>"#* -

+;/ .3G/52,7/7 5/$5/7/8) );/ 7:<8:1:2,82/ ./=/. 31 9:11/5/82/ ,) !H "

’() $%&菌株抑菌力的稳定性
对生防菌 ()* 抑菌力的稳定性监测结果表明，

连续移植 * 次，抑菌圈平均直径 C!"!E44，各移植
次数的抑菌圈直径有一定差异（表 C）。移植前抑菌
圈直径最大（CD"’44），显著大于所有移植次数的抑
菌圈直径。移植 !次后，抑菌圈直径围绕平均值上
下波动，变化规律不明显。没有观察到抑菌力消失

的现象。该结果显示，与移植前相比，()*菌株抑菌
力略下降后基本趋于稳定。

表 ) 生防菌株 $%&连续 &次移植的抑菌力监测
+,-./ C M38:)35:8< 31 :8;:-:):8< ,2):=:):/7 31 ()* 7)5,:8

,<,:87) # I $%&’&(&)*+ $=I ,*-.*
+5,871/5 ):4/ ?:,4/)/5 31 :8;:-:):38 @38/A44

> CD"’> ,
! CF"!# -
F F*"D> 29
C FE"#* 9
# C!"C> -2
’ CC"C’ -
& CF">> -
E F*"*> 29
* FE">C 9

+;/ .3G/52,7/7 5/$5/7/8) );/ 7:<8:1:2,82/ ./=/. 31 9:11/5/82/ ,) !H I

’(* $%&菌株 !+, -./0序列测定与分析
ROS扩增结果，获得了 ()* 菌株!&J 5?PQ的约

!"’T-扩增片段。对 ROS产物测序结果，共测得 ()*
菌株 !&J 5?PQ 全序列由 !##C 个碱基构成，已在
U/8(,8T登录（登录号：QV*#EF*#）。对 !&J 5?PQ序
列进 行 比 较 发 现，()* 菌 株 与 不 动 杆 菌 属
/,*’0-&1$,-0.有 DDH 的同源性。系统发育分析结果
表明，该菌株与不动杆菌属 /,*’0-&1$,-0. 形成一个类
群（图 F）。

图 ’ 基于!+, -./0序列同源性的 $%&菌株系统发育树
W:<IF R;K.3</8/):2 )5// -,7/9 38 !&J 5?PQ 7/X6/82/ ;343.3<K 31 ()*
7)5,:8I +;/ 864-/57 :8 $,5/8);/7/7 5/$5/7/8) );/ 7/X6/82/ ,22/77:38
864-/5 :8 U/8(,8TI +;/ 864-/57 :8 /,2; -5,82; $3:8)7 9/83)/ );/
$/52/8),</7 76$$35)/9 -K -33)7)5,$I (,5，’H 7/X6/82/ 9:=/5</82/I

’(1 $%&菌株的形态学与生物学特征
生防菌 ()*菌体呈球形或椭圆至短杆状，>"D Y

!"’!4，静止时期呈球状，常成对，也可呈不同长度
的链状，无芽孢，无鞭毛，革兰氏染色阴性，生长温度

!! Y ##B，最适 CCB，生长 $% #"> Y !!">，最适 $%
E">和 D">。在 PQ平板上，菌落白色，直径 F44左
右，圆形，表面低凸，光滑，培养 F#;菌落边缘整齐，
#*;后缺刻（图 C），不透明，无粘性，没有可溶性色素
产生，有恶臭气味。

’(+ $%&菌株生理生化特征
()*菌株能够利用的化合物有麦芽糖、乙醇、LZ

#DF +QP [:,3ZK,8 0- $2 I A/,-$ 3*,.&1*&2&4*,$ 5*’*,$（F>>&）#&（F）



图 ! 生防菌株 "#$菌体及菌落形态
!"#$% &’()*’+’#",-+ ,*-(-,./("0.",0 ’1 2.3 0.(-"4$ 5$ 6/++ ,*-"4；2$ 789
*’:(9’+; ,’+’4"/0；6$839*’:(9’+; ,’+’4"/0$

赖氨酸、<=9丙氨酸、=9缬氨酸、=9组氨酸、=9酪氨酸、
=9亮氨酸、<=9苹果酸钙。能够以硝酸铵、硫酸铵、磷
酸氢二铵为氮源（表 8）。不产生荧光色素，能在 7>
的 ?-6+ 中生长。生理生化反应阳性的是：吲哚试
验、过氧化氢酶、油脂水解、柠檬酸盐的利用、葡萄糖

产酸、葡萄糖氧化、吐温 3@、硝酸盐还原；生理生化
反应阴性的是：氧化酶、淀粉水解、甲基红（&$A$）、
乙酰甲基甲醇（B9C）、亚硝酸盐还原、硫化氢、%9酮基
乳糖测定、明胶液化、反硝化（表 D）。

表 % 生防菌株 "#$对不同化合物的利用
E-F+/ 8 G."+"H-."’4 ’1 ;"11/(/4. ,’I)’:4;0 FJ!! 2.3 0.(-"4
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表 & 生防菌株 "#$的生理生化反应
E-F+/ D C*J0"’+’#",-+ -4; F"’,*/I",-+ (/-,."!! ’40 ’1 2.3 0.(-"4

!!Q./I ./0./; A/-,."’4 Q./I ./0./; A/-,."’4

!!6-.-+-0/ (/-,."’4 O ?".("./ (/;:,."’4 N

!!R"+ 1-. *J;(’+J0"0 O </4".("1",-."’4 N

!!L’;":I ,".(-./ O S/+-."4 +"T:/1-,."’4 N

!!<9#+:,’0/ O !+:’(/0,/4,/ ;J/ N

!!<9#+:,’0/ O M## J’+U -#-( N

!!?".(-./ (/;:,."’4 O L:+1:(/./; *J;(’#/4 N

!!Q4;’+/ O S(’V.* "4 7> ?-6+ O

!!EV//4 3@ O S(’V.* "4 D> ?-6+ N

!!RW";-0/ N S(’V.* -. 8%X O

!!L.-(,* *J;(’+J0"0 N S(’V.* -. 88X O

!!&/.*J+ (/; N S(’V.* -. 8DX N
B’#/09C(’0U-:/( N
“ O”-4;“ N”(/)(/0/4. )’0"."P/ -4; 4/#-."P/ (/-,."’40，(/0)/,."P/+J$

’() 盆栽防治试验效果
2.3菌株不同的处理对柑桔溃疡病的抑制效果

有一定差异，处理"的病斑抑制率最小（78YD>），处

理#居中（%ZY%>），处理$最高（D7Y7>）。通过多
次试验，处理$ 的病斑抑制率均为最高且稳定（数
据未示）。

! 讨论
)[值对 2.3 菌株的抑制活性的影响与温度或

培养基的影响机制不一样。表现最大与最小抑制菌

圈直径的温度分别与最大 !" 值及最小 !" 值的温
度相一致（表 Z）。同样，表现最大与最小抑菌圈直
径的培养基分别与最大 !" 值及最小 !" 值的培养
基相一致（表 %）。因此，温度及培养基对 2.3菌株的
抑菌活性的影响主要是通过影响该菌株的生长量来

实现的。表现最大 !" 值的 )[为 \ $ D，而表现最大
抑菌圈直径的 )[却为 Z@ $ @（表 7），该结果表明，表
现最强抑菌活性的 )[（Z@ $ @）不是 2.3 菌株的最适
生长 )[，)[对该菌株抑菌活性的影响不唯一依赖
菌体的生物量。)[影响 2.3 菌株的抑菌活性的机
理值得进一步研究。本研究结果对优化 2.3菌株的
培养条件，发挥其最佳抑菌活性具有指导意义。

采用分子生物学方法，能够快速地鉴定细菌，但

由于菌株间的遗传距离较近，只能准确地鉴定到属，

至于种的鉴定，还必需考虑菌株的形态及生理生化

特征。经Z\L (<?5序列对比和系统发育分析，2.3菌
株虽与乙酸钙不动杆菌 #$%&’()*+$(’, $+-$)+$’(%$./
2’:P/. /. S("I’4.也有 ]]>的同源性，但生理生化特
性测试结果表明，2.3 菌株与乙酸钙不动杆菌有两
点不相同：Z）2.3菌株可以在 8ZX与 88X环境中生
长（表 D），而乙酸钙不动杆菌不能在 8ZX环境中生
长［]，Z7 ^ Z8］；7）2.3菌株能利用苹果酸钙（表 8），而乙酸
钙不动杆菌不能利用该化合物［]，Z7 ^ Z8］。由于 2.3 菌
株与具有 ]]>同源性的鲍氏不动杆菌 #$%&’()*+$(’,
*+.0+&&%% 2’:P/. /. S("I’4. 的生理生化特征［]，ZZ ^ Z%］

相一致，因此作者将 2.3菌株鉴定为鲍氏不动杆菌。
引起人类、动物疾病的鲍氏不动杆菌的菌株在医学

及兽医学领域报道较多［Z8 ^ 78］。该菌有的菌株可以

降解除草剂敌草隆［7D］。L-(I-等［7\］从被油污染的土
壤中分离到能降解石油的鲍氏不动杆菌，并确认种

内多样性的存在。本研究首次发现鲍氏不动杆菌对

柑桔溃疡病菌有拮抗作用（图 Z），这一研究结果进
一步丰富了人们对该菌生物学多样性的认识。

由生理特征可知，2.3 菌株有较广的生长温度
和 )[值，能够抵抗外界的不良环境，在合适的环境
中，该菌生长迅速，平皿中测试对柑桔溃疡病菌有很

强的拮抗作用，其最适生长温度和柑桔溃疡病菌的

最适侵染温度吻合。盆栽防治效果良好而稳定。因

此，2.3作为柑桔溃疡病的生防菌具有很大的开发
潜力。今后，对抗菌活性成分的纯化、鉴定、利用及

其调控基因的克隆与利用值得深入研究。

D]7谭小艳等：柑桔溃疡病生防细菌 2.3的研究 $ _微生物学报（7@@\）8\（7）
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