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摘   要：近年来由多种致病链霉菌引起的马铃薯疮痂病在我国普遍流行，且危害程度逐年加重，

严重影响块茎的品质和商品价值。病原菌土传和种传，难以防控。利用拮抗微生物抑制病菌生长

是目前防控疮痂病的重要措施。【目的】从病薯田土样中定向筛选对马铃薯疮痂病具有显著防效

的菌种，研究其拮抗机制，评价其环境适应性，为开发可产业化应用的高效复合功能菌剂提供理

论依据。【方法】通过平板对峙及盆栽试验研究目标菌株对主要病原菌疮痂链霉菌 Streptomyces 
scabies 的抑制效果；采用形态学、生理生化实验及分子生物学方法，确定其分类地位；结合高效

液相色谱质谱联用方法分析相关抑菌活性物质。【结果】获得 3 株对致病链霉菌 S. scabies 具有显

著拮抗功能的菌株 HZ11-4、HS-12、HZ13-1，抑菌圈直径分别为 34、29、30 mm，对马铃薯微型

薯疮痂病的防效分别为 68.57%、57.15%和 65.96%。菌体革兰氏染色呈阳性，经鉴定均为解淀粉芽孢

杆菌 Bacillus amylolique-faciens；3 株菌皆可扩增出 surfactin、iturin 和 fengycin 等脂肽类物质合成

酶相关基因片段，检测到上述脂肽类抗生素的存在，其中，仅 surfactin 对 S. scabies 有一定抑制
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效果，但非主要活性物质。3 株菌对茄链格孢菌、尖孢镰刀菌、立枯丝核菌、大丽轮枝菌等多种

植物病原菌均具有明显的抑制效果；可耐受 pH 5–9、NaCl 含量 1%–7%的盐碱环境和 100 °C 高温；

对氟菌·霜霉威、氟硅唑、吡唑醚菌酯、春雷霉素、中生菌素和甲基硫菌灵等生产上常用的杀菌剂

不敏感；具有显著促生长特性。【结论】HZ11-4、HS-12 和 HZ13-1 具有良好的环境适应性和广谱

抗病性，均可作为防控马铃薯土传病害功能菌剂的候选菌株。文章首次验证了脂肽类抗生素

surfactin、iturin A 和 fengycin 均非抑制 S. scabies 的主要活性物质。 

关键词：疮痂链霉菌；马铃薯疮痂病；解淀粉芽孢杆菌；脂肽类抗生素  
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Abstract: Potato common scab (CS) caused by pathogenic Streptomycetes has occurred widely in 
China and led to increasing damage to the quality and commercial value of potato. Since the pathogen is 
soil-borne and seed-borne, antagonistic microorganisms are regarded as an important method for the 
prevention and control of this disease. [Objective] We aim to screen out the antagonistic bacterial 
strains from the soil in the field with serious CS, reveal the mechanism of antagonism against 
Streptomyces scabies, and evaluate the environmental adaptability of the targeted strains. This study 
can provide a theoretical basis for developing applicable microbial agents. [Methods] The strains with 
antagonistic effects were screened out via the plate confrontation method and pot experiment and then 
identified based on morphological, physiological, biochemical, and molecular characteristics. Their 
metabolites with antifungal functions were detected via high performance liquid chromatography 
coupled with mass spectrometry. [Results] Three Gram-positive strains with antagonistic effects were 
identified as Bacillus amyloliquefaciens and designated HZ11-4, HS-12, and HZ13-1, which showed the 
inhibition zone diameters of 34, 29 and 30 mm to S. scabies and the control effects of 68.57%, 57.15%, 
and 65.96%, respectively. The genes coding for synthetases of surfactin, iturin, and fengycin were 
amplified from these strains, and existence of the lipopeptide antibiotics was detected by high 
performance liquid chromatography. S. scabies could be inhibited only by surfactin which was not the 
main active compound of the strains. The three strains exerted inhibitory effects on a variety of 
pathogens such as Alternaria solani, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, and Verticillium 
dahliae. They could live in a wide pH range of 5–9, tolerate 1%–7% NaCl and high temperature of 
100 °C, promote potato growth, and were insensitive to fluopicolide + propamocarb, flusilazole, 
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pyraclostrobin, kasugamycin, zhongshengmycin and thiophanate-methyl. [Conclusion] Owing to the 
good environmental adaptability and broad-spectrum resistance, B. amyloliquefaciens HZ11-4, HS-12, 
and HZ13-1 can be used to develop compound microbial agents against potato soil-borne diseases. This 
study verifies for the first time that surfactin, iturin A, and fengycin are not the main active substances 
to inhibit S. scabies. 

Keywords: Streptomyces scabies; potato common scab; Bacillus amyloliquefaciens; lipopeptide antibiotics 
 

马铃薯是仅次于小麦、玉米、水稻的第四

大农作物，对维持我国粮食安全和人口增长发

挥了重要贡献。联合国粮农组织 (food and 
agriculture organization of the United Nations，
FAO)公布数据显示，2019 年中国马铃薯种植面

积为 491.47 万 hm2，产量约 9188.14 万 t。近年

来，由多种致病链霉菌引起的马铃薯疮痂病在全

国各产区普遍流行，商品薯发病率为 3%–60%，

微型薯发病率为 10%–60%，部分田块发病率高

达 90%[1–2]，且危害呈逐年加重趋势，已发展成

为制约我国马铃薯产业尤其是种薯产业可持续

发展的瓶颈问题。已报道的致病链霉菌多达  
20 多种，其中疮痂链霉菌 Streptomyces scabies 
(S. scabies)是分布最广、最具代表性的马铃薯疮

痂病原菌[3–4]，可通过分泌毒素 thaxtomin A 抑

制纤维素合成，影响细胞壁形成，引起细胞程

序性死亡[5]。病原菌土传和种传，防控难度大，

至今尚未发现对其有显著防效的化学药剂及值

得大面积推广的其他措施。Li 等[6]筛选的侧孢

短杆菌 BL12 可以减少土壤中疮痂病病原菌的

数量，对疮痂病防效为 34.29%；Cui 等[7]分离

鉴定的贝莱斯芽孢杆菌 8–4，在田间试验中对

疮痂病防效可达 51.83%；Zhang 等[8]利用新型

链霉菌 PBSH9，获得对疮痂病 47.64%的防效，

但其抑菌活性物质未见研究和报道。伊枯草菌

素 A (iturin A)、泛革素 A (fengycin A)和表面活性

素 A (surfactin A)是芽孢杆菌抑制多种植物病原

菌的主要拮抗物质 [9–10]，三者是否对疮痂链霉

菌有效目前尚不清楚。另外，各产区土壤环境

十分复杂，病原菌具有明显的组成多样性，且

差异化分布[11]，而绝大多数生防菌的环境适应

性和生态稳定性十分有限，致使单一菌种很难

在不同区域土壤定殖和发挥功能，限制了防控

体系的模式化和产业化。 
为了实现马铃薯生产中疮痂病的有效防

控，本文定向筛选多株可显著抑制致病链霉菌

生长的拮抗菌，在确定分类地位的同时，解析

生防菌的活性物质及抗病机制，评价其环境适

应性，为利用微生物及其代谢产物研制高效稳

定的复合功能菌剂提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  病原菌及供试土壤样品 

疮痂链霉菌 S. scabies 菌株购自中国科学

院微生物研究所菌种保藏管理中心，馆藏编号

为 CGMCC 4.1765 (下文简写为 4.1765)；供试

土壤样品采自广东省惠州市惠东县铁涌镇马铃

薯田(pH 为 5.9，总磷 1.54 g/kg，全氮 1.70 g/kg，
全钾 19.82 g/kg，有机质 33.73 g/kg)。 
1.1.2  试剂来源 

细菌基因组 DNA 提取试剂盒购自天根生

化科技(北京)有限公司，2×T5 Super PCR Mix

购自北京擎科新业生物技术有限公司；细菌理

化性质检测试剂条购自北京兰伯瑞生物科技有

限公司。 
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1.1.3  LB 培养基 
蛋白胨 10 g，酵母提取物 5 g，NaCl 10 g，

用蒸馏水定容至 1 000 mL，pH 调整至 7.0–7.2。 
1.1.4  PDA 培养基 

选取马铃薯块茎 200 g，沸水煮 20 min，纱

布过滤除渣，加入葡萄糖 20 g，琼脂 15 g，用

蒸馏水定容 1 000 mL，调 pH 至 7.0–7.2，121 °C
高压灭菌。 
1.1.5  Landy 培养基 

葡萄糖 20 g，L-谷氨酸 5 g，MgSO4·7H2O 
0.5 g，KCl 0.5 g，KH2PO4 1 g，Fe2(SO4)3·6H2O 
0.15 mg，MnSO4·H2O 5 mg，CuSO4·5H2O 0.16 mg，
蒸馏水 1 000 mL，pH 值调至 7.0–7.6。 
1.1.6  King 氏培养基 

蛋白胨 20 g，K2HPO4 1.725 g，丙三醇    
15 mL，MgSO4·7H2O 1.5 g，色氨酸 0.1 g，用

蒸馏水定容至 1 000 mL，调 pH 至 7.2。 
1.1.7  比色液 

将 20 mL 0.025 mmol/L 的 FeCl3 缓缓加入

30 mL 浓硫酸中，用玻璃棒搅拌均匀。 
1.1.8  B5 营养液 

KNO3 50 g，MgSO4·7H2O 5 g，NaH2PO4·H2O 
3 g，CaCl2·2H2O 3 g，(NH4)2SO4 2.7 g，FeSO4·7H2O 
5.56 g，EDTA·Na2 7.46 g，H3O3 3 g，MnSO4·4H2O 
10 g，ZnSO4·7H2O 2 g，NaMoO4·2H2O 0.25 g，
CuSO4·5H2O 0.025 g，CoCl2·6H2O 0.025 g，KI 
0.75 g，蒸馏水 1 000 mL。 

1.2  方法 
1.2.1  拮抗菌的分离 

取 1 g 土壤样品置于 50 mL 离心管中，加

入 10 mL 水充分振荡。吸取 100 µL 上述悬浮液

均匀涂布于 LB 固体培养基上 28 °C 培养 24 h；
挑选细菌单菌落进行划线纯化，并将所得菌株

接种于液体 LB 培养基中，37 °C 振荡培养备用。 
1.2.2  拮抗菌的筛选 

吸取 100 µL疮痂链霉菌孢子悬浮液均匀涂

布于 PDA 固体培养基上，吸取上述细菌培养液   
6 µL 滴至上述 PDA 固体培养基上，28 °C 培养

7 d 后测量抑菌圈直径。 
1.2.3  菌株形态观察 

将待测菌液均匀涂布于 LB 固体培养基上，

37 °C 培养 24 h 后观察菌落形态，采用日立冷

场发射扫描电子显微镜 SU8010 观察菌体表面

形态，并利用显微镜观察菌株革兰氏染色后的

状态。 
1.2.4  菌株生理生化特性分析 

利用试剂条测试细菌的理化性质，并将待

测菌种接种至不同梯度 pH、不同 NaCl 浓度的

液体 LB 培养基中，37 °C、200 r/min 振荡培养

12 h 后测定其 OD600 值
[12]。 

将 1 mL 发酵液 8 000 r/min 离心 10 min，
去上清，用无菌水清洗菌体 3 次，用 1 mL 无菌

水悬浮，分别置于 37、60、80、100 °C 水浴中

处理 30 min，吸取 6 µL 滴至涂有 S. scabies 的

PDA 固体培养基上，培养 36 h 测定抑菌圈直径，

采用平板计数法统计活菌数。 
1.2.5  16S rRNA 和 gyrB 基因序列分析 

采用细菌 16S rRNA 基因片段通用引物

(27F：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′，1492R：

5′-C TACGGCTACCTTGTTACGA-3′)和 gyrB 基

因引物 (5′-GCCTTGTCGACCACTCTTGA-3′，
5′-AATGGCAGTCAGCCCTTCTC-3′)分别进行

测序，所得结果在 NCBI 上比对，采用 MEGA 7.0
软件构建系统发育树。 
1.2.6  脂肽类抗生素合成酶相关基因分析 

参照 Joshi 等[13]报道的脂肽类抗生素合成

酶相关基因片段的引物进行 PCR 扩增(引物序

列见表 1)，反应条件为：94 °C 2 min；94 °C    
10 s，55 °C 20 s，72 °C 90 s，35 个循环；72 °C 
退火 5 min，反应体系 20 µL。采用琼脂糖凝胶

电泳分离和观察目标片段。 
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表 1  PCR 扩增引物序列 
Table 1  The primers for PCR amplification 
Gene Primer Sequence (5ʹ→3ʹ) Product/bp Reference 
srfA SrfAF ACACAGATATCAGGCAAGC 867 Joshi et al.[13] 

SrfAR GTCCCATCGTTCCTTCACA   
ituA ItuAF CCGCTATCAATGAATGTTTG 769 Joshi et al.[13] 

ItuAR TTAAGAAATAAGCGATTCGG   
fenA FenAF GTCTTGATGGTGCAGTCAGA 693 Joshi et al.[13] 

FenAR CTGGACCTGTTTGTCTTTGT   

 
1.2.7  脂肽类抗生素的分离和鉴定 

将待测菌株接种于 LB 液体培养基中，

37 °C、200 r/min 振荡培养 12 h 作为种子液备

用；取 1%种子液接入 200 mL Landy 培养基，

37 °C、200 r/min 培养 48 h。培养液于 8 000 r/min
离心 10 min，弃沉淀。上清液用等体积乙酸乙

酯处理，充分涡旋后静置数分钟，分层后收集

上层有机相，旋转蒸发干燥后，用 1 mL 甲醇溶

解备用。 
采用高效液相色谱 (HPLC)分离纯化甲醇

溶液中的活性物质，色谱柱型号为 ZORBAX 
Eclipse XDB-C18 (Agilent，9.4×250 mm，5 µm)，
流动相 A 液为 650 µL 三氟乙酸、20 mL 乙腈和

980 mL 超纯水混合液，B 液为 500 µL 三氟乙

酸、800 mL 乙腈和 200 mL 超纯水混合液。检

测波长为 215 nm，流速为 1 mL/min。梯度洗脱

过程为 50 min 内流动相 A 由 100%到 0%，分段

收集 HPLC 组分于 4 °C 保存备用。 
Thermo Q Exactive HFX 质谱仪在软件

Xcalibur，Thermo 控制下进行一级、二级质谱

数据采集，运行条件为：鞘气流量：30 Arb，
辅气流量：25 Arb，毛细管温度：350 °C，Full 
MS 分辨率：60 000，MS/MS 分辨率：7 500，
碰撞能量：10/30/60 (NCE mode)，喷涂电压：

3.6 kV (positive)。 
1.2.8  盆栽试验 

参试马铃薯品种为夏波蒂。在直径为 17 cm

的花盆中装满蛭石，浇施 2 L B5 营养液，将培

养 30 d 的夏波蒂组培苗移栽至花盆，每盆 3 株，

置于相同环境培养，10 d 后每株幼苗根部接种

10 mL 1×107 CFU/mL 的 S. scabies 孢子悬浮液，

间隔 10 d 后接种拮抗菌悬浮液(30 mL/盆，1× 
108 CFU/mL)，以不接种任何菌株的处理为

CK1，以仅接种 S. scabies 的处理组为 CK2。每

个处理重复 3 次，每周浇水 1 次，每次浇 2 L。

生长期间分别测定叶绿素相对含量(SPAD-502
叶绿素测定仪，以 SPAD 表示相对含量)、株高、

茎径，收获后分别测定块茎重量，并依据马铃

薯疮痂病分级标准统计发病率、病情指数，计

算防治效果。 
病害分级标准：0 级，薯皮健康，无病斑；

1 级，块茎病斑面积为 0−1/6；2 级，病斑面积

为 1/6−1/3；3 级，病斑面积为 1/3−1/2；4 级，

病斑面积为 1/2 以上。 
发病率 (%)=发病块茎数 /收获总块茎数× 

100%； 
病情指数=∑(各病级块茎数×该病级数代表

值)/(调查个体总和×最高病级数)×100； 
相对防效(%)=(对照组病情指数–处理组病

情指数)/对照组病情指数×100%。 
1.2.9  菌株促生长特性分析 

吸取 100 μL 菌液接种于 King 氏液体培养

基中，37 °C、200 r/min 培养 48 h，将培养液离

心，收集上清液，并用 SalKowski 比色法定性
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检测菌液中的生长素(indole acetic acid，IAA)。
参照李振东等[14]的方法测算 IAA 浓度。 
1.2.10  数据处理 

采用 Excel 和 Origin 2019b 软件处理，运用

MEGA 7.0 软件构建菌株系统发育树。 

2  结果与分析 
2.1  疮痂链霉菌拮抗菌的分离与筛选 

从采自惠东县薯田的土样中分离出 3 株对

疮痂链霉菌 S. scabies 具有明显拮抗作用的细

菌，编号分别为 HZ11-4，HS-12，HZ13-1，培

养 72 h 后发酵液抑菌圈直径分别为 34 mm (图
1A)，29 mm (图 1B)，30 mm (图 1C)，其中

HZ11-4 的抑菌圈透明度最高。 

2.2  拮抗菌形态学观察 
如图 2 所示，菌株 HZ11-4，HS-12 和 HZ13-1

的菌落均为圆形，白色，表面干燥，边缘整齐，

革兰氏染色均呈阳性，细胞杆状，两端钝圆。

其中菌株 HZ13-1 鞭毛结构最为发达，HZ11-4
次之，HS-12 无鞭毛。 

2.3  拮抗菌生理生化特性分析 
菌株 HZ11-4、HS-12、HZ13-1 均可利用葡

萄糖、甘露醇、山梨醇、蔗糖作为唯一碳源，

可利用柠檬酸盐，代谢产物可降解苦杏仁苷，

但不能分解鼠李糖和蜜二糖；可分泌明胶酶使

明胶液化。菌株 HZ11-4 和 HS-12 的丙酮酸盐

试验结果呈阳性，表明二者可以丙酮酸盐为底

物合成乙酰甲基甲醇；HZ11-4 的鸟氨酸试验呈

阳性，表明其可合成鸟氨酸脱羧酶降解鸟氨酸；

HZ13-1 的邻硝基苯-半乳糖苷和精氨酸分解试

验呈阳性，表明其可以产生 β-半乳糖苷酶和精

氨酸双水解酶(表 2)。 

2.4  基于 16S rRNA 和 gyrB 基因序列的分

子生物学鉴定 
将菌株 HZ11-4、HS-12 和 HZ13-1 的 16S 

rRNA 基因序列在 NCBI 中进行比对，发现三者

均与枯草芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌的同源性

达到 99.9%以上；进一步扩增菌株的 gyrB 基因

片段，并通过 MEGA 7.0 软件构建系统发育树，

发现其与 NR041455、CP014700 和 CPO17953
等解淀粉芽孢杆菌聚类到一个分支(图 3、图

4)，结合形态学观察结果和生理生化特性，确

定菌株 HZ11-4、HS-12 和 HZ13-1 均为解淀粉

芽孢杆菌。 

2.5  脂肽类抗生素合成酶相关基因片段扩增 
已有研究显示，srfA 和 ituA 基因所编码

的蛋白在合成表面活性素和依枯草素的过程

中发挥重要功能， fenA 可以活化泛革素合成

酶基因中的第 7–9 位氨基酸，占据氨基酸序列

的 1/3，三者常被用于上述抗生素的检测[7]。为 
 

 
 

图 1  目标菌株对疮痂链霉菌的抑制效果 
Figure 1  The inhibitory effect of the target strains on Streptomyces scabies. A: inhibition zone of HZ11-4; 
B: inhibition zone of HS-12; C: inhibition zone of HZ13-1. 
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图 2  菌株形态特征 
Figure 2  Morphological characteristics of HZ11-4, HS-12 and HZ13-1. A1: HZ11-4 colonies; A2: HZ11-4 
Gram staining; A3: HZ11-4 scanning electron microscopy (SEM); B1: HS-12 colonies; B2: HS-12 Gram 
staining; B3: HS-12 SEM; C1: HZ13-1 colonies; C2: HZ13-1 Gram staining; C3: HZ13-1 SEM. 
 

表 2  菌株 HZ11-4、HS-12 和 HZ13-1 的生理生化特性 
Table 2  Physiological and biochemical properties of HZ11-4, HS-12 and HZ13-1 

Test items Results Test items Results 
HZ11-4 HS-12 HZ13-1 HZ11-4 HS-12 HZ13-1 

2-Nitrophenyl 
galactopyranoside 

– – + Rhamnose – – – 

Arginine – – + Sucrose + + + 
Lysine – – – Melibiose – – – 
Ornithine + – – Amygdalin + + + 
Sodium citrate + + + Glucose + + + 
Pyruvate + + – Mannitol + + + 
Kohn gelatin  + + + Sorbitol + + + 
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图 3  基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree constructed based on the 16S rRNA gene sequences. 

 

 
 

图 4  基于 gyrB 基因序列构建的系统发育树 
Figure 4  Phylogenetic tree constructed based on the gyrB gene sequences. 

 
了进一步研究 3 株解淀粉芽孢杆菌的拮抗机

理，明确抗菌物质成分，我们分别以菌株

HZ11-4，HS-12 和 HZ13-1 基因组 DNA 为模板

进行 PCR 扩增，凝胶电泳结果如图 5 所示，

目标片段大小符合预期。将 PCR 产物测序结

果在 NCBI 网站比对发现，引物 SrfAF 与 SrfAR
扩增得到的序列均与菌株 ATCC 55079 和 PG12 
(KC454625.1，KT896547.1)表面活性素合成酶

基因 srfA 序列的相似度达到 99%以上；引物

ItuAF 和 ItuAR 扩增得到的目的片段均与菌株

JK6 和 IBFCBF (KR149330.1，MG800639.1)中
的伊枯草素合成酶 ituA 基因序列的相似度达

到 99%以上；引物 FenAF 和 FenAR 扩增的目

标片段均与菌株 SYBCH47 (KY051731.1)中的

泛革素合成酶 fenA 基因序列相似度达到 99%
以上。可见，3 株菌均可扩增出脂肽类抗生素

表面活性素、泛革素和伊枯草素的合成酶相关

基因。 
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图 5  菌株 HZ11-4 (A)、HS-12 (B)、HZ13-1 (C)特异性 PCR 扩增结果 
Figure 5  Specific PCR amplification results of HZ11-4 (A), HS-12 (B) and HZ13-1 (C). 
 
2.6  脂肽类抗生素的分离、纯化和鉴定 

3 株参试细菌中，HZ11-4 和 HZ13-1 的发

酵上清液对 S. scabies 有一定抑制效果(图 6A)，
其中 HZ11-4 效果最明显。我们利用乙酸乙酯

萃取法获得 HZ11-4 的脂肽类抗生素粗提物，

通过高效液相色谱进行组分分离，将分段回收

的所有馏分(图 7)分别滴于涂有 S. scabies 孢子

悬浮液的 PDA 平板上，48 h 后观察发现仅组

分 1 对疮痂链霉菌有明显的拮抗效果，如图 6B
所示。 

 

 
 

 
图 6  HZ11-4 及表面活性素对 S. scabies 的拮抗效果 
Figure 6  The antagonistic effect of HZ11-4 and surfactin on S. scabies. A: HZ11-4 fermentation supernatant; 
B: HPLC fractionation components; C: different concentrations of surfactant. 
 

如图 8 所示，利用超高效液相色谱质谱，

检测到组分一中包含表面活性素 A，分子量为

994.64 Da。我们购买了表面活性素 A 的标准品

进行 HPLC 验证，保留时间为 26 min，与图 6

中组分 1 保留时间接近。平板对峙试验结果表

明，表面活性素 A 对疮痂链霉菌 S. scabies 具有

一定的拮抗活性(图 6C)。 

 
图 7  HPLC 结果 
Figure 7  The profile of HPLC.  
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图 8  拮抗菌脂肽类物质的质谱分析图谱 
Figure 8  Mass spectrum analysis prefile of antagonist produsts.  

 

2.7  盆栽防病试验结果 
盆栽试验结果表明，CK1 处理组 3 盆共收

获 10 粒微型薯，均未发现疮痂病；CK2 处理组

3 盆共收获 11 粒微型薯，发病率为 90.91%，病

级达 4 级的 7 粒，占总薯数的 63.64%，0 级的

仅 1 粒，病情指数为 79.55；S. scabies 和 HZ11-4
共同处理组 3盆共收获 15粒，发病率为 53.33%，

其中无病斑微型薯 7 粒，占 46.67%；病薯中 1
级的居多，占总薯数的 26.67%，病情指数为

25.00，较对照显著降低，防效为 68.57%。S. 
scabies 和 HS-12 处理组 3 盆共收获 11 粒，发

病率为 63.64%，其中无病斑薯 4 粒，占 36.36%；

病薯中 1 级薯占 27.27%，病情指数为 34.09，
防效为 57.15%。S. scabies 和 HZ13-1 处理组 3
盆共收获 12 粒，发病率为 58.33%，其中无病

斑薯 5 粒，占 45.45%，1 级病薯最多，占总薯

数 33.33%，病情指数为 27.08，相对防效为

65.96% (表 3，图 9)。 
 

表 3  马铃薯疮痂病情统计 
Table 3  Statistics of potato scab 

Treatment Number of  
grains 

Sickness 
Occurrence rate/% Disease 

index Relative control effects/% 0 1 2 3 4 
CK1 10 10 0 0 0 0 0  0  – 
CK2 11 1 0 2 1 7 90.91 79.55 – 
HZ11-4 15 7 4 2 1 1 53.33 25.00 68.57 
HS-12 11 4 3 1 2 1 63.64 34.09 57.15 
HZ13-1 12 5 4 1 1 1 58.33 27.08 65.96 

 

 
 

图 9  盆栽结果 
Figure 9  Results of pot culture experiment. 
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2.8  菌株生长状况测定 
为了进一步了解拮抗菌株的生长繁育特

性，我们将 3 株拮抗菌分别接入 LB 液体培养

基中，对其生长量与 pH 进行实时测定。结果

表明，3 株菌的生长情况基本一致，培养 8 h 结

束对数生长期，OD600 值分别为 0.975、0.940

和 0.878 (图 10 左)，此时发酵液 pH 值分别为

6.76、6.75 和 6.74 (图 10 右)。培养 20 h 后生物

量最大，OD600 值分别为 1.352、1.286 和 1.253，

此时发酵液的 pH 值分别为 7.62、7.44 和 7.44。 

2.9  菌株耐高温及耐盐碱特性分析 
菌体分别在 37、60、80、100 °C 水浴中处

理 30 min，平板计数法统计各处理活菌数。结

果表明，HZ11-4 在不同温度处理后的活菌数分

别为 1×108、7×106、1×105、1×104 CFU/mL，

HS-12 的活菌数分别为 8×107 、1×107、7×106、

1×105 CFU/mL ， HZ13-1 的 活 菌 数 分 别 为

1.6×107L、5×106、1.4×106、1×104 CFU/mL。

100 °C处理后 3株菌体依然有一定的抑菌活性，

抑菌圈直径分别为 19.33、13.33、20.00 mm。三

者相比较，HZ13-1 具有较好的热稳定性(图 11)。 

为了探究参试菌株对盐碱环境的适应性，

我们分别将其接种于 pH 1–13、NaCl 含量为

1%–11%的 LB 液体培养基中，培养 24 h 后观察

发现，菌株 HZ11-4 可耐受 NaCl 浓度为 11%的

高盐环境，在 pH 5–13 的条件下均可生长。其

中，在 pH 为 7–11 和 NaCl 含量为 1%–7%的培

养基上能良好生长，OD600 值达 2.50 左右；在

NaCl 含量为 9%的条件下，OD600 值可达 1.881。

菌株 HS-12 可耐受 pH 13 和 NaCl 含量为 11%

的极端盐碱环境，pH 5–9、NaCl 含量为 1%–7%

的环境对其生长无影响，OD600 值达 2.5 左右；

在 NaCl 含量为 9%的条件下，可获得一半左右

的生物量。菌株 HZ13-1 对弱酸性与中性环境表

现出良好的适应性，在 pH 为 5–7 和 NaCl 浓度

为 1%–5%的环境下生长良好，OD600 值达 2.75

左右；在 pH 9、NaCl 含量 7%的条件下可缓慢

生长。推测菌株 HZ11-4 在北方中性偏盐碱土壤

环境中的定殖力较强，HS-12 和 HZ13-1 可能更

适应南方偏酸性土壤环境。 

2.10  菌株对常用杀菌剂的敏感性测试 
化学药剂通过土地残留或当季喷施对生防

菌的活性和功能产生影响。为明确目标菌株对

农业生产中常用化学杀菌剂及生物农药的敏感 

 

 
 

图 10  菌株 HZ11-4、HS-12、HZ13-1 的生长曲线 
Figure 10  The growth curve of HZ11-4, HS-12 and HZ13-1. The growth curves are shown on the left and 
the pH monitoring values on the right. 
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图 11  拮抗菌耐高温及耐盐碱范围 
Figure 11  Resistance ranges of the antagonistic strains to high temperature and salt-alkali. 
 
性，参考李曦等[15]和杨惠敏等[16]的研究方法。

本文选择了表 4 所示的 9 种药剂，采用产品说

明书推荐的溶液浓度进行测试，并以无菌水、

大肠杆菌 BL21、农杆菌 GV3101 和茄链格孢为

对照。将直径 8 mm 的滤纸片在无菌水与杀菌

剂溶液中浸泡，分别置于涂有大肠杆菌 BL21、
农杆菌 GV3101、茄链格孢、HZ11-4、HS-12
和 HZ13-1 的培养基上，37 °C 培养 12 h 后观察

发现(表 4)，无菌水不会影响菌株生长，表明滤

纸片无污染。氟硅唑、春雷霉素、中生菌素与

代森锰锌可抑制 BL21 的生长，苯醚甲环唑和

嘧菌酯可抑制 GV3101 的生长，氟菌·霜霉威、

吡唑醚菌酯和甲基硫菌灵可抑制茄链格孢的生

长，表明以上 9 种药剂药效正常。3 株拮抗菌

的生长均不受氟菌·霜霉威、氟硅唑、吡唑醚菌

酯、春雷霉素、中生菌素、甲基硫菌灵的影响，

推测 3 株拮抗菌可与上述杀菌剂混合使用。但

需要回避苯醚甲环唑、嘧菌酯和代森锰锌。 

2.11  菌株广谱抗病性分析 
为了更进一步挖掘拮抗菌株的生防功能，

我们通过平板对峙试验测试了其对多种重要植

物病原菌的拮抗效果。结果如图 12 所示，3 株 
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表 4  杀菌剂对菌株 HZ11-4、HS-12 和 HZ13-1 的影响 
Table 4  Effect of fungicides on HZ11-4, HS-12 and HZ13-1 

Fungicide Producer Concentration 
Resistance 

Escherichia 
coli BL21 

Agrobacterium 
tumefaciens 
GV3101 

Moniliales 
fungus HZ11-4 HS-12 HZ13-1 

H2O   + + + + + + 
Difenoconazole Hebei Zhongbao Green 

Crop Technology Co., Ltd. 
0.10% + – – – – – 

Fluorobacteria·propamo
carb 

Bayer Crop Science 
(China) Co., Ltd. 

0.10% + + – + + + 

Flusilazole Jiangsu Jiannong Plant 
Protection Co., Ltd. 

0.01% – + – + + + 

Pyrazole ether fungus 
ester 

Jinan Zhongke Green 
Biological Engineering 
Co., Ltd. 

0.05% + + – + + + 

Kasugamycin Shaanxi McColo 
Biological Co., Ltd. 

0.10% – + + + + + 

Zhongshengmycin Fujian Kaili Biological 
Products Co., Ltd. 

0.10% – – + + + + 

Azoxystrobin Xianzhengda Nantong 
Crop Protection Co., Ltd. 

0.10% + – – – – – 

Mancozeb Sichuan Runer 
Technology Co., Ltd. 

0.10% – – – – – – 

Thiophanate-methyl Jinan Taihe Chemical 
Co., Ltd. 

0.10% + + - + + + 

+: fungicides do not affect antagonist growth; –: fungicides inhibit antagonist growth. 
 

 

 
 

图 12  菌株 HZ11-4、HS-12、HZ13-1 的广谱抗性 
Figure 12  Broad-spectrum resistance of HZ11-4, HS-12 and HZ13-1. A, B, C, D: HZ11-4, HS-12 and HZ13-1 
antagonize Alternaria solani; E, F, G, H: HZ11-4, HS-12 and HZ13-1 antagonize Fusarium oxysporum; I, J, K, L: 
HZ11-4, HS-12 and HZ13-1 antagonize Rhizoctonia solani; M, N, O, P: HZ11-4, HS-12 and HZ13-1 antagonize 
Verticillium dahlia. 
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拮抗菌对茄链格孢菌(Alternaria solani)、尖孢镰

刀 菌 (Fusarium oxysporum) 、 立 枯 丝 核 菌

(Rhizoctonia solani)和大丽轮枝菌 (Verticillium 
dahliae)均具有一定的拮抗效果，其中，菌株

HZ11-4 对以上 4 株病原菌的抑菌率分别达

76.41%、60.87%、64.26%、65.11%，HS-12 的

抑菌率分别为 64.41%、 36.08%、 58.33%、

80.01%，HZ13-1 的抑菌率分别为 70.51%、

60.87%、52.56%、78.64%。表明这 3 株解淀粉

芽孢杆菌具有广谱抗病效果，产业化应用前景

良好。 

2.12  菌株促生长效果测定 
将 3 株菌在 King 氏培养基培养 24 h，将上

清液与比色液混合，观察到菌株 HZ11-4，

HS-12，HZ13-1 的混合液均显粉红色，表明    
3 株菌皆可产 IAA，对照标准曲线计算，菌株

IAA 的产量分别为 4.64、3.83 和 4.45 mg/L。 
将发酵菌体用自来水悬浮后浇施马铃薯幼

苗(活菌数为 1×108 CFU/mL，30 mL/盆)，60 d
后统计 SPAD、株高、茎粗，收获后称取产量，

数据汇总见图 13 所示。3 株菌处理的植株长势

均优于对照，其中，HZ11-4 处理后的 SPAD 值、
 

 
 

图 13  拮抗菌促生试验 
Figure 13  Antagonistic bacterial growth promotion assay. A–D: basic condition; E: water treatment, F–H: 
the order of pouring HZ11-4, HS-12 and HZ13-1 bacterial culture. 
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株高、茎径较对照分别增加了 22.68%，15.23%
和 52.38%，差异均达到极显著水平，块茎重量

增加了 29.30%；HS-12 处理后块茎重量、SPAD
值与茎径较对照分别增加了 28.34%、19.78%和

46.38%，差异均达到极显著水平，株高增加

3.42%，差异不显著；HZ13-1 处理后块茎重量、

SPAD 值与茎径分别较对照增加了 49.48%、

24.28%和 45.39%，差异均达到极显著水平，株

高增加了 9.25%，差异达到显著水平。由此可

见，3 株拮抗菌均表现出良好的促生长效果。 

3  讨论  
国际上开展马铃薯疮痂病研究已有近百年

历史，但在防控方面至今尚未获得重大突破。

一方面其病原菌是特殊的可致病链霉菌。链霉

菌可产生多种次级代谢产物，目前发现的抗生

素约 2/3 是由链霉菌产生的[17]，还包括抗肿瘤

剂、杀虫剂、酶抑制剂、色素及各种酶类，其

中几丁质酶也具有抗菌功能[18] (至于疮痂链霉

菌是否产抗生素、产哪种抗生素的报道并不

多)。另一方面病原菌中包含多个毒素合成相关

基因的致病岛 PAI 可以水平转移，导致适宜不

同生态环境的非致病性链霉菌致病，病原菌因

此具有遗传多样性，且差异化分布[19]。 
有报道显示，capitan、ridomil 和 rizolex    

3 种药剂在田间均能有效降低疮痂病危害程度[20]，

咯菌腈对种薯疮痂病的防效达 79.01%[21]，施用

铁补充剂可以增加马铃薯的抗病性，但并没有

改变病原菌定殖[22]。可见化学药剂不能理想地

控制疮痂病，反而引发土壤生态恶化、有益菌

群数量下降、影响人畜健康等问题；Larkin 等[23]

报道了马铃薯与大麦、油菜、绿豆等轮作，疮

痂病病情指数降低了 20%–33%，以印度芥菜 
为绿肥对减少马铃薯疮痂病危害效果最佳[24]，

但疮痂链霉菌在无茄科作物的土壤中仍可存活

3 年[25]。由于受土地资源的限制，加之种植面

积逐步扩大，在我国马铃薯集中产区很难实现

5 年以上与非茄科作物有效轮作。 
近年来，以菌治菌的生物防治技术正在兴

起。芽孢杆菌属(Bacillus)是应用最为广泛的生

防菌之一，对常见的细菌、真菌引起的植物病

害都具有一定的防治效果，包括马铃薯黑痣  
病[26]，晚疫病[27]，早疫病[28]和枯萎病[29]等。解

淀粉芽孢杆菌是其中抗病效果好、对环境友好、

应用较为广泛的菌种，已被应用于多种植物病

害的防控。李岚岚等[30]筛选出 4 株高效防治橡

胶树炭疽病的解淀粉芽孢杆菌；董国然等[31]筛

选的两株解淀粉芽孢杆菌 HBW 和 HBR，对橡

胶棒孢菌、小麦赤霉菌、草莓灰霉菌、香蕉枯

萎菌、辣椒炭疽菌和可可球二孢菌具有显著抑

制效果。但是应用于防治马铃薯疮痂病的解淀

粉芽孢杆菌却鲜有报道。本文所获得的 3 株解

淀粉芽孢杆菌对于疮痂链霉菌的抑菌圈直径可

达 34、29、30 mm，盆栽试验防效达 68.57%、

57.15%和 65.96%。在解磷、解钾、固氮培养基

上虽然不能产生明显的透明圈，但均可较好地

生长，不仅抗病促生，且能耐受极端盐碱条件，

具有良好的抗逆特性，利于在各种土壤环境中

定殖挥功能，产业化应用前景良好。 
芽孢杆菌的抗菌机制包括竞争和拮抗两个

方面。自张娟等[32]从枯草芽孢杆菌中鉴定出抑

菌活性物质以来，国内外学者先后分离出非核

糖体代谢途径合成的多肽、脂肽类抗菌物质，

以及核糖体途径合成的抗菌蛋白类抑菌物质，

其中脂肽类物质研究和应用最多的是表面活性

素 (surfactin) 、 伊 枯 草 素 (iturin) 和 泛 革 素

(fengycin)。表面活性素可以影响微生物的黏着

性、破坏细胞膜结构[33]、抑制真菌菌丝发育[34]，

在抑制水稻条斑病菌和灰葡萄孢的生长过程中

发挥主要作用[35–36]；伊枯草素可改变磷脂裹泡
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的曲率，干扰 K+离子运输[37]，影响细胞膜的生

物活性，是抑制青霉菌和禾谷镰孢菌的有效物

质[38–39]；泛革素会导致病原菌菌丝染色质浓缩

和 DNA 链断裂，诱导细胞凋亡[40]，是抑制西

瓜枯萎病病菌的主效物质[41]。本文采用乙酸乙

酯萃取法获得解淀粉芽孢杆菌的脂肽类物质，

HPLC-MS 分析发现，仅分子量为 700–1 000 Da
的组分对 S. scabies 具有明显的抑制效果。已知

表面活性素、伊枯草素和泛革素的分子量分别

为 994.64、1 071.86、718.39 Da，于是我们购买

了上述抗生素药剂进行平板对峙试验，结果仅

表面活性素对 S. scabies 有一定的抑制效果。 
石莹莹等分离鉴定的苏云金芽孢杆菌

YN-2-2，对疮痂链霉菌的抑菌圈直径为 22.8 mm，

其抑菌活性物质完全存在于发酵上清液中，是

一种对环境稳定的可溶性非脂肽类抗菌物质[42]，

其拮抗机制与本文 3 株解淀粉芽孢杆菌完全不

同。HZ11-4、HS-12 和 HZ13-1 菌体对于 S. 
scabies 的抑菌圈直径均大于发酵上清液(HS-12
发酵上清液几乎无效果)，推测菌体还可能通过

营养竞争或与病原菌互作产生其他抑菌物质，

具体机制有待进一步深入研究。 
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