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棉花黄萎病高效拮抗菌 !"#$%& 的筛选鉴定及其特性研究
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摘 要：为探讨棉花黄萎病高效拮抗菌的拮抗机制，从新疆有毒植物"麻（!"#$%& %&’’&($’& ) ?）中筛选出一株对棉花

黄萎病具有较强抗性的内生菌 CDEF3#，对其生物学特性进行初步研究，结果表明，/#G ( /’G为最适生长温度，HI#
( ’ 为最适生长 HI 值。根据其形态特征、生理生化检测、&#J .)KL、（MN O）,>&P，将其鉴定为蜡状芽孢杆菌，CDEF3
# 的获得为进一步的研究棉花黄萎病高效拮抗菌的拮抗机制提供了实验材料。
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黄萎病素有“棉花癌症”之称。&4/0 年传入我国，是比虫

害还要难治的病害。黄萎病分布在我国所有植棉区，发病面

积占我国棉田总面积的 0%P，重病田占 "%P，成为影响棉花

产量和品质的主要障碍因素［&］。其病菌可以长时间在土壤

中存活并在植物茎秆里由下向上传导，如同癌细胞在人的血

管里扩散一样，用化学农药防治难以奏效。迄今为止，在世

界上种植的所有“陆地棉”中，一直没有找到高抗黄萎病的棉

花品系，在世界范围内尚缺乏有效的根治办法［$，/］。当前国

内外在抗病育种、农业措施和化学防治等方面做了大量工

作，但收效不尽人意。对棉花黄、枯萎病的防治过去主要是

利用抗病品种，但抗病品种存在选育年限长，抗性单一，有时

农艺性状尚不如感病品种等问题［!］。目前，在缺乏有效抗源

的情况下，采用“以菌治菌”的生物防治措施逐渐引起人们

的重视，并被认为是最具有发展潜力的防治方法之一［0，#］。

因此，筛选出对棉花黄萎病具有较强抗性的内生菌有着极其

重要的意义，其不仅将为“以菌治菌”的生物防治措施提供高

效的菌种，而且将为培育出新的高抗棉花黄萎病品种提供全

新的抗病基因资源。

本研究首次对新疆"麻中的内生菌进行了分离。并以

分离出的内生菌为拮抗菌，以棉花黄萎病等致病真菌为指示

菌，进行拮抗试验，从中筛选出一株对棉花黄萎病有较强抗

性的内生菌 CDEF3#。CDEF3# 的获得为研究棉花黄萎病高效

拮抗菌的拮抗机制提供了极好的材料。

’ 材料和方法

’(’ 材料

’)’ )’ 供试材料：活体"麻（!"#$%& %&’’&($’& ) ?），$%%# 年 "
月上旬采自新疆塔城地区塔尔巴哈台山。

’)’ ) * 指 示 菌：黄 瓜 枯 萎 病 菌（ *+,&"$+- ./0,1."+- R ? SH?
%+%+-2"$’+-）；棉 花 枯 萎 病 菌（ *+,&"$+- ./0,1."+- R ? SH?
3&,$’42%#+-）；西 瓜 枯 萎 病 菌 （ *+,&"$+- ./0,1."+- R ? SH?

’$32+-）；苹果斑点落叶病菌（56#2"’&"$& -&6$）；葡萄白腐病菌

（7.’$.#80"$+- 9$16.9$266&）；稻瘟病菌（:&;’&1."#82 ;"$,2&）；番茄

灰霉 病 菌（ <.#"0#$, %$’2-& ）；油 菜 菌 核 病 菌（ =%62".#$’$&
,%62".#$."+-）；小麦赤霉病菌（ >$((2"266& ?2&2）；棉花黄萎病菌

（@2"#$%$66$+- 9&86$&2）；玉米小斑病菌（<$1.6&"$, -&09$,）。以上

农作物致病菌均购自中国农业科学院农业资源与农业区划

研究所菌种中心。

’(’(+ 培养基：FT 培养基、U)L 培养基、马丁氏培养基（加链

霉素抑制细菌生长）均按文献［"］配制。

’(’(, 试 剂 和 仪 器：胰 蛋 白 胨（1.<H:>@*）、酵 母 粉（V*6S:
*W:.6+:）、琼脂糖（L86.>S*）购自上海生工生物工程技术服务有

限公司产品；胶回收试剂盒购于上海华舜生物工程公司。

16X6Y6 5W 16Z1[酶及其他所需试剂均购自宝生物工程（大

连）有限公司。/%/3& 电热培养箱（江苏省东台县电器厂）；

"$$ 紫外可见分光光度计（上海精密科学仪器有限公司）；

T7>,*:.6 1H*.S>@62 UOY 扩增仪（德国 T7>,*:.6 公司）。

’(* 内生菌的分离、基因组 -./ 提取及 0123%431 指纹图

谱分析

内生菌的分离采用碾碎法［’］；内生菌基因组 )KL 的提

取 采 用 O1LT 法［4］。 5Y\O3UOY 引 物 为（ F&：0]3L1M1
LLMO1OO1MMMML11OLO3/]）和（ Y$：0]3LLM1LLM1MLO1M
MMM1MLMOM3/]），由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成。UOY 采 用 !%!F 反 应 体 系，UOY 条 件：4!G 0,7@，4!G
/%S，0$G &,7@，#0G ’,7@，/% 个循环，#0G &$,7@，/G停止

反应。

’(+ 待测样品制备

’(+(’ 所分离菌株发酵液的制备：纯化的菌株接种于 FT 培

养液中，/"G振荡培养 0^，!%%%._,7@ 离心 &%,7@，取上清液，

!G冰箱保存备用。

’(+(* 致病真菌菌悬液的制备：将病原真菌在 U)L 液体培

养基中，$’G下恒温振荡培养 "$=，常温保存备用。



!"# 拮抗菌株的筛选

采用琼脂扩散法［!"］来筛选对病原真菌具有拮抗作用的

内生菌。每皿加入 #""!$（孢子浓度 % !"& ）棉花黄萎病致病

菌菌悬液，涂布均匀。每孔中加入 ’"!$ 内生菌（菌体浓度 %
!"(）的发酵液。

!"$ %&’()* 菌株的生物学特性和生理生化特征

用 $) 培养基，选择不同的温度（#"* + ,"*，-. / 01"）、

不同 2. 值（’ + !3）、456! 浓 度（"7 + 3"7）置 于 摇 床 上

!#"89:;<振荡培养 !3=。通过测量发酵液的 !"&’"值分析以上

因素对 >?@$A& 菌株生长的影响。个体形态特征、菌落形态

特征、运动性和生理生化特征观察测定参照文献［0］和［!!］

进行。

!"* %&’()* 菌株基因组的提取和（+, -）./!0测定

采用苯酚氯仿混合提取法［!3］。用高效反相液相色谱仪

来测定 >?@$A& 菌株基因组的（BC 6）:D$7含量［!#］。高效液

相色谱仪为日本岛津 $6A&EF 高效液相色谱仪，岛津 G-FA
!HEI2 紫外检测器，6J5KKAL- 数据处理工作站，M8D:5K;J6!( 柱

（’N:，3’":: % ,1&::），流速 !:$9:;<，检测波长 3&"<:。移

动相 为 !"7 甲 醇，O"7 3"::DJ9$ 磷 酸 二 氢 钾 溶 液（2. /
’1&）。

!"1 %&’()* 菌株 !*2 3456 序列分析

用 6PE) 法所提取的菌株基因组 F4E 为模板［O］。!&G
8F4E的 -6Q 引物：$：’RAEBEBPPPBEP66PBB6P6EBA#R；Q：’RA
E6BB6PE66PPBPPE6BE6PPA#R，由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成；-6Q 条件：O,* #:;<，O,* #"K，&"* 03*
3:;<，#’ 个循环，,*终止反应。用购于上海华舜生物工程公

司的 胶 回 收 试 剂 盒 回 收 片 段。 测 序 引 物 为 $：’RA
EBEBPPPBEP66PBB6P6EBA#R；Q：’RAE6BB6PE66PPBPPE6B
E6PPA#R，由上海生工生物工程技术服务有限公司测序。用

)J5KS< 比较菌株 !&G 8F4E 与 BT<)5<U 中已登录的序列，调出

与菌株 !&G 8F4E 同源并且已经鉴定的菌种 !&G 8F4E 序列，

并进行比对。

7 结果和分析

7"! 内生菌的分离

依据菌株的表型特征，即菌落形态、单细胞形态来对内

生菌进行初步分类。分离筛选出的 !, 株菌中，细菌 !3 株，

真菌 3 株，没有发现放线菌。因为真菌数目太少，所以本文

主要以从牛肉膏蛋白胨细菌培养基上分离、筛选到的细菌为

研究对象，并编号为 >?@$A! + >?@$A!3。

7"7 所分离菌株的 89:-);-9 指纹图谱分析

从所分离菌株的 VQW6A-6Q 指纹图谱中（图 !）可以很明

显的看出所分离得到的 !3 株"麻内生细菌是完全不同的 !3
种菌。

7"< 抗菌谱的测定

对分离自新疆有毒植物"麻的 !3 株内生菌通过琼脂扩

散法分别进行拮抗实验，从中筛选出 ! 株对棉花黄萎病具有

较强拮抗的菌株 >?@$A&（表 !），其对棉花黄萎病的拮抗圈直

径达 #’::；一株对黄瓜枯萎病有较强抗性的菌株 >?@$A(；一

株对西瓜枯萎病有较强抗性的菌株 >?@$A!3。

图 ! 89:-);-9 指纹图谱

X;YZ! P=T VQW6A-6Q [;<YT828;<S D[ ;KDJ5ST\ ]5^ST8;5J KS85;<K [8D: #$%&’(
’())(*&)( + Z Z _Z !’"""]2 F4E J5\\T8；"1 <TY5S;IT ^D<S8DJ；!A!31 S=T
VQW6A-6Q [;<YT828;<SK D[ >?@$A! + >?@$A!3 YT<D:;^ F4EZ

表 ! %&’()* 的抗菌谱

P5]JT ! E<S;:;^8D];5J K2T^S8N: 5<\ KS5];J;S‘ D[ S=T

[T8:T<S5S;D< ]8DS= D[ >?@$A&
P=T <5:T D[ 25S=DYT<;^ XN<Y; 5<S;[N<Y5J 5^S;I;S‘
,-.($&-/ 012.30$-/ 4 Z K2 Z ’-’-/5$&)-/ 4
60%$2%&. ’&)5$5( 75$. Z 4
,-.($&-/ 012.30$-/ 4 Z K2 Z 8(.&)45’%-/ 4
9’:5$0%&)&( .’:5$0%&0$-/（+&* Z）;5 6($2 4
,-.($&-/ 012.30$-/4 Z K2 Z )&85-/ 4
,-.($&-/ <$(/&)5($/ 4
=:%5$)($&( /(:& >0*5$%. 4
?5$%&’&::&- ;(@:&(5 A:5* Z C C C C
B0)&0%@2$&-/ ;&3:0;&5::( 4
6&30:($&. /(2;&.（C&.&DEF&2D5）.@05/ 4
72$&’-:($&( 0$2(5 B(8 Z 4

C C C Z P=T \;5:TST8 D[ ;<=;];S;D< aD<T b 3"::；4Z <D 5<S;[N<Y5J
5^S;I;S‘

图 7 %&’()* 对棉花黄萎病的拮抗图（4= >?..）

X;YZ3 P=T 5<S5YD<;KS;^ :52 D[ >?@$A& 5Y5;<KS ^DSSD< IT8S;^;JJ;N: c;JS Z

7"# %&’()* 菌株的生物学特性

分别单一改变培养起始 2.、培养温度、456J 浓度，而其

它条件不变，通过测定 >?@$A& 菌发酵液的 !"&’"值，对 >?@$A

& 菌株的生物学特性进行研究。结果表明，培养起始 2. 值

在 , + !" 时，>?@$A& 均能生长，起始 2. 值在 & + ( 时，为最适

2.值（图 #E）；培养温度在 3’* + ,"*时，>?@$A& 均可以生

长，温度 #&* + #(*为 >?@$A& 最适生长温度（图 #)）；培养基

456J 的浓度为 !7 + !"7时，>?@$A& 均可以生长，37456J 浓

’("!张洪涛等：棉花黄萎病高效拮抗菌 >?@$A& 的筛选鉴定及其特性研究 Z 9微生物学报（3""0）,0（&）



度为最适生长浓度（图 !"）。

图 ! 不同培养条件对 "#$%&’ 生长的影响

#$%&! ’(()*+ ,( -$(().)/+ $/*012+$,/ *,/-$+$,/3 ,/ +4) %.,5+4 ,( 6789:;< =& ’(()*+ ,( $/$+$2> ?@；A& ’(()*+ ,( +)B?.2+0.)；"& ’(()*+ ,( $/$+$2> C2">

*,/*)/+.2+$,/&

()* 菌落及菌体形态观察

6789:; 菌落呈圆形，颜色为白色，表面光滑，边缘整齐。

菌体呈直杆状，圆端。革兰氏阳性，每个细胞一个芽孢，芽孢

呈柱形，中生不膨大，有鞭毛。

()’ "#$%&’ 生理生化特征

6789:; 主要生理生化特征如表 D。

表 ( "#$%&’ 生理生化特征

E21>) D F)30>+3 ,( B,.?4,>,%$* *42.2*+).$3+$*3，

!!?4G3$,>,%$*2> 2/- 1$,*4)B$*2> ?.,?).+$)3
=/2>GH).’3 I).(,.B2/*) F)30>+ =/2>GH).’

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!

3 I).(,.B2/*) F)30>+

".G3+2>
I).,J$-23)
=/2).,1$*
"$+.2+) 0+$>$H2+$,/
=*$-,>G3$3：K:%>0*,3)
9:=.21$/,3)
K:B2//$+,>
L23 ?.,-0*+$,/ (.,B
%>0*,3)
"23)$/ 4G-.,>G3$3
L>0+$/ 4G-.,>G3$3
M+2.*4 4G-.,>G3$3
L.,5+4 2+ C2">：DN

ON
PN
QRN
QQN

9$S) 5$+4 >G3,HGB)

T
U
T
U
U
T
T
T
U
U
U
U
U
U
U
U
T
U

"$+.2+) 0+$>$H2+$,/
?.,?$,/2+) 0+$>$H2+$,/
EG.,3$/) 4G-.,>G3$3
I4)/G>2>2/$/) 2BB,/$2
>G23)
>)*$+4$/23)
C$+.2+) .)-0*+$,/
V/-,>) ?.,-0*+$,/
C2"> 2/- W">
/))- ,( 0.)2 32>+
L.,5+4 $/ B)-$0B

?@;<X
?@O<P

L.,5+4 2+：OY
QRY
ZRY
ORY
OOY

U
CK
U
T
U
U
U
T
T
U
U
U
U
CK
U
U
U
U

“ U ”?,3$+$S) ；“ T ”/)%2+$S)；“CK”/,+ -,&

()+ "#$%&’ 的（,- .）/012测定

采用高效反相液相色谱来测定（LU "）B,QN含量。从标

准碱基混合液的柱色谱分离图谱（图 !:=）可以看出各峰分离

效果良好，其检出时间、峰型和峰面积稳定。

由碱基的毫摩尔数可以得到 6789:; 基因组 KC= 的（LU
"）B,QN含量（图 Z:A），测得 6789:; 的（L U "）B,QN含量为

!X<XZ B,>N。完全在芽孢杆菌属 KC=（LU "）B,QN（!D [ ;\）

之内。

()3 1’4 5678 序列分析

用细菌 Q;M .KC= 通用引物对 6789:; 的基因组进行 I"F
扩增，扩 增 产 物 回 收 并 测 序，提 交 C"AV 注 册（ 注 册 号：

’#!XD!;Z）并进行比对，结果显示菌株 6789:; 与 !"#$%%&’ #()(&’

图 9 碱基溶液的分离图谱

#$%&Z M)?).2+) B2? ,( 123)3& =& 3)?).2+) B2? ,( 3+2/-2.- 123)3；A&
3)?2.2+) B2? ,( 123)3 (.,B 6789:;<

?DDQ 的同源性为 \XN，并且与蜡状芽孢杆菌多个种的同源

性都是 \XN，如：!"#$%%&’ #()(&’ *>,/) A!RO、!"#$%%&’ #()(&’ 3+.2$/
=@ ODP、!"#$%%&’ #()(&’ 3+.2$/ K)>2?,.+) 等。

这说明，6789:; 应该为蜡状芽孢杆菌。这一结果与上述

生理生化测定结果及（L U "）B,>N结果相一致。因此，6789:
; 属于蜡状芽孢杆菌。

! 讨论

利用微生物之间的拮抗作用防治植物病害进行生物防

治国内外已有较多的研究［QZ］。鉴于棉花黄萎病对棉花的危

害，筛选出对棉花黄萎病致病菌具有抗性的生物活性物质正

逐渐成为国内外专家研究的热点［QO］。6789:; 菌株具有较强

;XRQ ]@=CL @,/%:+2, (* "% & ^+#*" ,$#)-.$-%-/$#" 0$1$#"（DRRP）ZP（;）



的抗棉花黄萎病菌的能力，是一个非常适宜研究拮抗棉花黄

萎病菌机制的实验材料。该菌株有望为培育出高抗棉花黄

萎病的转基因棉花提供良好的基因资源，具有潜在的生态效

益和社会效益。

所分离拮抗菌的来源不是抗病强的棉花植株而是有毒

植物"麻，该事实表明，能产生抗真菌活性物质的细菌不仅

仅局限于致病菌所寄生的植物。因此在今后寻找真菌致病

菌的拮抗菌时，不应仅仅局限于致病菌所寄生的植物，而应

该广域的寻找，尤其是那些具有较强抗真菌病菌感染的植

物，更应该成为分离、寻找拮抗菌的重要来源之一，并应给予

足够的重视。

本研究表明，!"#$%& 在室内对棉花黄萎病致病菌病菌具

有较强的拮抗作用。至于 !"#$%& 能否在棉花活体上定植及

!"#$%& 在活体棉花植株上是否具有的同样强的拮抗作用的

研究工作正在进行中。
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