
微生物学通报 Jan. 20, 2019, 46(1): 84−92 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.180210 

tongbao@im.ac.cn  
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  
 

                           

Foundation items: National Key Research and Development Program of China (2017YFD0201100); National Natural 
Science Foundation of China (31471812, 31672075) 

*Corresponding authors: JIANG Chun-Hao: Tel: 86-25-84395312; E-mail: chjiang@njau.edu.cn 
GUO Jian-Hua: Tel: 86-25-84395425; E-mail: jhguo@njau.edu.cn  

Received: 19-03-2018; Accepted: 18-05-2018; Published online: 07-06-2018 
基金项目：国家重点研发计划(2017YFD0201100)；国家自然科学基金(31471812，31672075) 

*通信作者：蒋春号：Tel：025-84395312；E-mail：chjiang@njau.edu.cn  

郭坚华：Tel：025-84395425；E-mail：jhguo@njau.edu.cn  

收稿日期：2018-03-19；接受日期：2018-05-18；网络首发日期：2018-06-07 

研究报告 

M60 家族肽酶参与调控蜡质芽胞杆菌 AR156 防治南方根结

线虫病的作用机制 

廖梦婕 1,2  汪宏凯 1,2  蒋春号*1,2  郭坚华*1,2 
1 南京农业大学植物保护学院  江苏 南京  210095 

2 南京农业大学农作物生物灾害综合治理教育部重点实验室  江苏 南京  210095 

摘  要：【背景】南方根结线虫(Meloidogyne incognita)寄主范围广泛，能侵染茄科、豆科、葫芦科等

蔬菜，对世界农业生产造成了严重危害，每年造成的损失可高达数百亿美元。蜡质芽胞杆菌(Bacillus 
cereus) AR156 是一种革兰氏阳性杆状细菌，对于南方根结线虫引起的土传病害有较好的防治效果，

并且已经完成了全基因组测序。【目的】了解 AR156 对南方根结线虫的生防机理，寻找与生防功能

相关的基因，进行遗传功能基因的分析。【方法】构建蜡质芽胞杆菌 AR156 miniTn10 随机插入突变

体文库，通过对南方根结线虫致死率和温室防病试验进行筛选，找到与 AR156 生防能力相关的突变

体，鉴定相关功能基因，并对产蛋白酶活性、定殖能力、生物膜形成和游动性等方面进行检测。【结

果】与 AR156 野生型相比，转座子插入位点在 M60 家族肽酶的突变体 BC41 产蛋白酶活性下降，

植物根围定殖能力减弱，生物膜形成能力和游动性受到影响，从而导致其防治南方根结线虫的能力

降低。【结论】通过对生防相关功能基因的分析，初步明确 M60 家族肽酶在蜡质芽胞杆菌 AR156 防

治南方根结线虫的过程中发挥重要作用。 

关键词：蜡质芽胞杆菌，南方根结线虫，M60 家族肽酶，定殖能力，生物膜，游动性 
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Mechanism of M60 family peptidase of Bacillus cereus AR156 
involved in biocontrol against Meloidogyne incognita 
LIAO Meng-Jie1,2  WANG Hong-Kai1,2  JIANG Chun-Hao*1,2  GUO Jian-Hua*1,2 
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Abstract: [Background] Meloidogyne incognita has a wide range of hosts to infect including Solanaceae, 
Leguminosae, Cucurbitaceae and other vegetables. It causes serious damage and tens of billions of losses 
to the global agricultural production every year. Bacillus cereus AR156 is a gram-positive and rod-shaped 
bacterium that can be used as a biocontrol agent to control M. incognita, and has complete genome-wide 
sequencing. [Objective] In order to understand its biocontrol mechanism against M. incognita and to 
search for the related gene of biocontrol function, we analyzed the functional gene of B. cereus AR156. 
[Methods] We screened mortality of M. incognita and biocontrol efficiency under greenhouse in the 
AR156 miniTn10 random insertion transposon library to find mutants associated with biocontrol ability in 
AR156. Gene involved in biocontrol in AR156 was identified. And we compared producing-protease 
ability, colonization, biofilm formation and swarming motility. [Results] Compared with the AR156 
wild-type, BC41 had reduced production of protease, colonization of plant rhizosphere, formation of 
biofilm and swarming motility. Its insertion site is the M60 family peptidase, which decreased the ability to 
biocontrol M. incognita. [Conclusion] M60 family peptidase plays an important role in the biocontrol 
activity of B. cereus AR156 by the analysis of biocontrol-related functional gene.  

Keywords: Bacillus cereus, Meloidogyne incognita, M60 family peptidase, Colonization, Biofilm, 
Swarming motility 

随着我国农业设施化、专业化的迅猛发展，植

物寄生线虫严重危害着农业生产，尤其在温室大棚

等保护地上更严重[1]。根结线虫(Meloidogyne spp.)是

定居型内寄生线虫，其中南方根结线虫(Meloidogyne 
incognita)分布最广、危害最大。南方根结线虫主

要侵染植物的根部，特别是侧根与须根，能导致作

物减产 15%−20%，发病严重的年份甚至高达 70%

以上[2-3]。目前我国农业生产上主要以化学防治为

主，同时结合物理防治、农业防治等其他措施，这

些方法在一定程度上遏制了病害的发生与发展，然

而长期依赖化学药剂容易使植株产生抗药性，降低

防治效果，也会导致化学农药高残留等问题。同时，

在大力倡导无公害、绿色、可持续发展的今天，化

学药剂不可避免地会破坏生态平衡，造成环境的污

染。因此，通过增强拮抗物质活性或引入其他活性

物质的生物防治手段愈来愈受到国内外学者的关

注，并已经成为当前的研究热点。 

对根结线虫有防治效果的生物因子有很多，

目前研究比较广泛的是真菌和细菌，生防菌具有

无污染、无毒等特点。据报道，单顶孢霉属

(Monacrosporium)能有效防治南方根结线虫；淡紫

拟青霉(Paecilomyces lilacinus)对南方根结线虫也

有显著的抑制作用；镰刀菌(Fusarium spp.)通过产

生代谢小分子活性物质对线虫产生影响；具有内生

孢子的巴氏杆菌属(Pasteuria spp.)对于多种寄生线

虫都有明显的防治效果[4-7]。植物根际促生菌(Plant 

growth promoting rhizobacteria，PGPR)也是该病害

生物防治中的一大类重要资源。Becker等[8]发现芽

胞杆菌(Bacillus spp.)和假单胞菌(Pseudomonas spp.)

能有效控制根结线虫的发生与发展；丁国春等[2]报

道枯草芽胞杆菌 AR11能防治南方根结线虫。 

蜡质芽胞杆菌(Bacillus cereus) AR156 由本

实验室筛选，能够高效防治多种病原真菌、细菌

及线虫等引起的土传病害。本研究通过构建
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AR156 miniTn10 随机插入突变体文库，筛选到

与 AR156 生防能力相关的突变体，并完成相关

功能基因的鉴定，初步明确了 AR156 防治南方

根结线虫的生防机理，为生物农药的研究提供理

论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和线虫 

蜡质芽胞杆菌 AR156 和含卡那霉素抗性的

AR156 来源于南京农业大学生物农药及绿色植保

实验室。供试线虫分离自上海阿林果蔬园发病番茄

植株，经形态学和分子生物学方法鉴定为南方根结

线虫，利用感病番茄(上海合作 903)进行繁育。接

种 45 d后，番茄根部有大量的卵块，将根部洗干

净，用医用解剖针将病根上的卵块挑取下来，收集、

过滤 500 目筛子，筛子下放上装有无菌水的培养

皿，28 °C孵化培养。利用贝曼漏斗法[9]获得二龄

幼虫。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

限制性内切酶 EcoR I和 Hind III，西格玛奥德

里奇(上海)贸易有限公司；树脂型 TM基因组 DNA

提取试剂盒，天根生化科技(北京)有限公司。PCR

仪，Eppendorf公司。 

1.1.3  培养基  

LB培养基、LBGM培养基根据严芳[10]的方法

进行配制。蛋白培养基、产蛋白酶培养液根据 Yang

等[11]的方法进行配制。 

1.2  方法 

1.2.1  蜡质芽胞杆菌随机突变体文库的构建 

将含有 pIC333 质粒的菌株 B79 接种在含有

100 mg/L 壮观霉素和 1 mg/L 红霉素的液体 LB

培养基中，25 °C、200 r/min培养至对数中期，然

后将培养物以 1:100 稀释至新鲜仅含有壮观霉素

的液体 LB培养基中，45 °C、200 r/min培养过

夜。以上两个步骤重复 8−10 次。最后，梯度稀

释后选择合适的浓度涂布于含有壮观霉素的 LB

平板上，并将平板放置于 45 °C培养过夜。挑取

培养过夜的转化子纯化，并将抗壮观霉素但是对

红霉素敏感的转化子保存[10,12]。 

1.2.2  线虫致死率测定 

从−70 °C冰箱中取出保存菌株，在 LB平板上

划线，28 °C培养 24 h，接种至 5 mL LB试管中，

28 °C、200 r/min培养 12 h至菌液 OD600为 1.0，

大约 108 CFU/mL，备用。使用贝曼漏斗法[9]收集

南方根结线虫的二龄幼虫，利用 24孔的聚氯乙烯

微孔板，在每个小孔中加入已计数的活的二龄幼虫

溶液 100 µL，然后分别加入 200 µL AR156野生型

和突变体菌液，于 25 °C处理 48 h后显微镜检。

每个处理设置 4个重复，以无菌水为对照。计算南

方根结线虫的死亡率和校正死亡率。死亡率=(死亡

线虫数/供试线虫数)×100%，校正死亡率=[(处理死

亡率−对照死亡率)/(1−对照死亡率)]×100%[13]。 

1.2.3  温室防效试验 

待番茄幼苗 3−4叶期后进行移栽。移栽当天，

分别用 20 mL 108 CFU/mL的AR156野生型和突变

体菌液灌根处理，每个处理设置 3 个重复，并设

置清水对照。第 7 天在根际注射接种南方根结线

虫，每棵苗接种 800条。接种线虫第 45天开始统

计发病结果。按照南方根结线虫病级标准记录病

级数，计算病害严重度和防病效果[14]。病情分级

标准：0级：根系健康，无根结；1级：根系只有

不易发现的小根结；2级：有一些明显的小根结，

主根干净；3级：有一些明显的大根结，主根干净；

4 级：绝大部分是大根结，主根干净；5 级：50%

根系被侵染，主根出现根结；6 级：主根上出现

大量根结；7级：绝大部分主根上有根结；8级：

全部主根上均有根结；9级：全部根上均有根结；

10 级：绝大部分是大根结，主根干净。病害严重

度和防效的计算公式如下：病害严重度=[∑(各级病

根数×相对级数值)/(调查总根数×10)]×100%，防治

效果=[(对照组病害严重度−处理组病害严重度)/对

照组病害严重度]×100%。 

1.2.4  随机突变体插入位点的鉴定 

利用树脂型 TM基因组 DNA 提取试剂盒提取
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基因组 DNA。由于转座子元件上不含有 EcoR I和

Hind III酶切位点，因此使用 EcoR I或 Hind III酶

切基因组 DNA 24 h。纯化回收，并使用 T4 DNA

连接酶在 16 °C下连接 24 h。使用 42 °C热击的方

法将连接混合物转化到大肠杆菌 Top10，利用壮观

霉素抗性筛选大肠杆菌的转化子。提取质粒，并使

用引物 miniTn10-113-98 (5′-GCCGCGTTGGCCGA 

TTC-3′)和 miniTn10-2235-2249 (5′-GATATTCAC 

GGTTTA-3′)测序。这 2 个引物序列允许从转座子

插入位点的边界序列向外读取 DNA序列。将得到

的 DNA 序列在 NCBI 上与 2 个蜡质芽胞杆菌

ATCC14579和 AR156的基因组序列进行比对，分

析插入位点[10]。 

1.2.5  蛋白酶活性检测 

将待测突变体和野生型菌株接种至蛋白培养

基平板上，28 °C培养 2−3 d，观察并记录透明圈

的大小[11]。利用福林酚试剂法定量检测待测突变

体和野生型菌株产蛋白酶能力。 

1.2.6  定殖能力的评价 

实验室前期已经对 AR156 野生型进行了卡那

霉素抗性的筛选。因此将带有卡那霉素抗性的

AR156和 AR156突变体的菌液分别浇灌至植物根

围之后，在 1、3、7、12、22和 30 d后分别收集

样品，梯度稀释涂平板统计菌落数，分析其在植物

根围的定殖能力。具体方法：取 3 g植物的根围土，

加入含有 27 mL 0.85% NaCl的离心管中，室温下

200 r/min振荡 30 min，静置 5 min后对样品进行

梯度稀释，选择合适的浓度涂布于含有相对应抗生

素的平板上，平板放置于 37 °C培养过夜后统计菌

落数。每个样品取 3次重复。 

1.2.7  生物膜形成能力的评估 

利用 12孔的聚氯乙烯微孔板分析AR156野生

型和突变体的生物膜形成能力。将生长至稳定期的

细胞按照 0.1%的比例加入 LBGM培养基中，28 °C

静置培养 48 h。拍照记录结果。 

1.2.8  游动性能力的检测 

根据 Kearns等[15]的方法对蜡质芽胞杆菌进行

游动性检测。挑取培养过夜的单菌落接种于 LB培

养液中，28 C、200 r/min培养至细胞生长的对数

期。取 5 µL菌液置于 0.5% LB平板中央，放置于

通风厨中 10 min，然后 25 C静置培养。每个处理

3个重复，并重复试验 3次。  

2  结果与分析 

2.1  蜡质芽胞杆菌 AR156 和随机插入突变体对

南方根结线虫的致死率 

从蜡质芽胞杆菌 AR156 的随机突变体文库中

选取了 50个突变体，比较它们与野生型对南方根

结线虫致死率的影响。结果发现，与 AR156 野生

型相比，除了突变体 BC41外，其余突变体对南方

根结线虫的致死率均没有显著影响。因此随机选取

9株突变体和 BC41进行后续试验(表 1)。 

2.2  蜡质芽胞杆菌 AR156 和随机插入突变体对

南方根结线虫的生防效果 

在温室条件下，比较筛选出来的突变体与野生

型对南方根结线虫的防治能力。表 2、图 1 显示，

AR156野生型菌株对南方根结线虫具有较好的防效 

 
表 1  蜡质芽胞杆菌 AR156 和随机插入突变体对南方根

结线虫的致死率 
Table 1  Mortality of M. incognita treated by B. cereus 
AR156 and insertional mutants   

菌株 

Strains 

校正致死率 

Corrected mortality (%) 

AR156 84.19 

BC75 85.37 

BC44 85.01 

BC179 84.39 

BC58 83.94 

BC56 83.69 

BC70 83.69 

BC138 83.31 

BC143 82.95 

BC41 65.40 

注：CK处理后南方根结线虫的死亡率为 0.65%. 

Note: Mortality of M. incognita treated by sterile water was 0.65%. 
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表 2  蜡质芽胞杆菌 AR156 和随机插入突变体对南方根

结线虫的防治效果 
Table 2  Biocontrol efficiencies of B. cereus AR156 and 
insertional mutants towards M. incognita 
处理 

Treatments 

病害严重度 

Disease severity (%)

防治效果 

Biocontro lefficiency (%)

CK 68.33±0.014a − 

BC58 30.83±0.008c 54.89 

BC75 30.83±0.022c 54.89 

BC179 30.83±0.014c 54.89 

AR156 31.67±0.022c 53.66 

BC143 31.67±0.008c 53.66 

BC44 32.50±0.033c 52.44 

BC70 32.50±0.025c 52.44 

BC138 32.50±0.022c 52.44 

BC56 33.33±0.017c 51.22 

BC41 43.33±0.014b 36.59 

注：防治效果是接种南方根结线虫第 45 天的结果，每个处理

重复 3次；不同字母表示处理间在P<0.05的显著水平下差异性

显著. 

Note: Biocontrol efficiency was determined at 45 dpi, each 
treatment repeated 3 times; Means with different letters have 
significant differences (P<0.05, LSD test). 

 

(53.66%)；与 AR156 野生型相比，BC41 对南方

根结线虫的防效显著降低；而其他突变体对南方

根结线虫的防效则基本与野生型一致，没有明显

的差异，这一结果与对南方根结线虫致死率的结

果相符合。 

2.3  BC41 插入位点鉴定 

突变体插入位点的鉴定结果显示，突变体

BC41的随机插入位点为 1 283 251 nt，位于 M60 

family peptidase (M60家族肽酶)。 

2.4  蜡质芽胞杆菌 AR156 和随机插入突变体产

蛋白酶能力的检测 

从定性、定量两方面综合比较 AR156 野生型

和 9株突变体菌株的产蛋白酶活性。由表 3定性检

测的结果可知，与 AR156野生型相比，只有 BC41

产蛋白酶活性明显减弱。表 4定量检测的结果也验

证了上述结论，除 BC41外，其他突变体的产蛋白

酶活性与 AR156野生型相比无显著变化。 

2.5  BC41 在番茄根围定殖能力的评估 

图 2结果表明，蜡质芽胞杆菌 AR156能够在番

茄根围稳定定殖，接种 30 d，在番茄根围的定殖量

依然能达到 107 CFU/g土壤以上；而 BC41在番茄

根围的定殖量则降低至 4.7×106 CFU/g 土壤，只有 

 

 
 

图 1  蜡质芽胞杆菌 AR156 和随机插入突变体对南方根结线虫的防治效果 
Figure 1  Biocontrol efficiencies of B. cereus AR156 and insertional mutants towards M. incognita 
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表 3  蜡质芽胞杆菌 AR156 和随机插入突变体产蛋白酶

能力的定性检测 
Table 3  Protease activity of B. cereus AR156 and 
insertional mutants by qualitative detection   

菌株 

Strains 

透明圈大小 

Transparent circle size (cm) 

BC75 0.686 7±0.038 3a 

BC56 0.683 3±0.025 8a 

BC44 0.676 7±0.049 7a 

BC179 0.673 3±0.020 7a 

BC70 0.673 3±0.025 0a 

AR156 0.669 0±0.043 0a 

BC58 0.668 3±0.024 8a 

BC143 0.666 7±0.040 8a 

BC138 0.666 7±0.040 8a 

BC41 0.348 3±0.026 8b 

注：不同字母表示处理间在 P<0.05的显著水平下差异性显著. 

Note: Means with different letters have significant differences 
(P<0.05, LSD test). 

 
表 4  蜡质芽胞杆菌 AR156 和随机插入突变体产蛋白酶

能力的定量检测 
Table 4  Protease activity of B. cereus AR156 and 
insertional mutants by quantitative detection  

菌株 

Strains 

蛋白酶活力 

Protease activity (U/mL) 

BC56 64.139 1±0.347 8a 

BC179 63.559 4±2.633 7ab 

BC75 63.559 4±2.443 1ab 

AR156 63.443 5±1.739 1ab 

BC138 63.095 7±1.391 3abc 

BC143 62.400 0±2.508 2abc 

BC44 61.704 3±2.782 6bc 

BC70 61.472 5±1.062 6bc 

BC58 61.008 7±2.087 0c 

BC41 39.443 5±1.204 9d 

注：不同字母表示处理间在 P<0.05的显著水平下差异性显著. 

Note: Means with different letters have significant differences 
(P<0.05, LSD test). 

 

 
 

图 2  蜡质芽胞杆菌 AR156 和 BC41 在番茄根围的定殖

能力 
Figure 2  Colonization of B. cereus AR156 and BC41 in the 
rhizosphere 

 
野生型定殖量的 1/5左右。这意味着与AR156相比，

突变体 BC41 的定殖能力显著下降。同时，温室试

验的结果也显示，突变体对南方根结线虫的防治效

果也显著低于野生型。因此，推断定殖能力是影响

AR156发挥生防作用的重要因素之一。 

2.6  蜡质芽胞杆菌 AR156 和 BC41 生物膜形成

能力的评估 

由图 3可知，在 LBGM培养基中，30 °C培养

48 h后，野生型 AR156菌株已经在生物膜表面形

成明显的褶皱，而突变体 BC41 的生物膜比较光

滑，只有少许的褶皱。所以与野生型 AR156相比，

该突变体生物膜形成能力显著减弱。 

2.7  蜡质芽胞杆菌 AR156 和 BC41 游动性能力

的比较 

如图 4所示，在 25 °C静置培养 10 h后，野

生型蜡质芽胞杆菌细胞游动至整个 0.5% LB 平板 

 

 
 

图 3  蜡质芽胞杆菌 AR156 和 BC41 的生物膜形成 
Figure 3  Biofilm formation of B. cereus AR156 and BC41 
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图 4  蜡质芽胞杆菌 AR156 和 BC41 的游动性能力检测 
Figure 4  Assays of swarming motility by B. cereus AR156 
and BC41 

 
约 2/3的位置，而突变体则只能游动至平板 1/3的

位置；培养 20 h后，野生型与突变体虽然都游动

至整个平板，但是 AR156菌落表面有明显的起皮，

这表明相较于野生型，突变体 BC41的游动能力明

显减弱。 

3  讨论与结论 

AR156 是本实验室筛选出来的一株能够防治

南方根结线虫的蜡质芽胞杆菌，本研究利用转座子

miniTn10 构建其随机插入突变体文库，从中选取

50株 AR156突变体通过对南方根结线虫致死率和

温室防病试验进行筛选，得到一株生防能力大幅度

降低的突变体 BC41，其余突变体的防治效果和野

生型相差不大。经鉴定，BC41随机插入的位点位

于 M60 家族肽酶。生防菌产生分泌的蛋白酶等次

生代谢产物是生物防治植物病害过程中重要的一

部分[16-17]。生防菌在对线虫病害发挥作用时的第一

步就是要穿透线虫的体壁，而其体壁的主要成分是

蛋白质，有些生防菌产生分泌的蛋白酶等活性物质

能直接抑制或杀死线虫，而且其活性与防治效果呈

现一定程度上的相关性 [18-20]。Niu 等 [21]报道

Bacillus spp. B16产生的 28 kD蛋白酶能有效地杀

死线虫；Lian等[22]研究表明芽胞杆菌 RH219分泌

的蛋白酶 Apr219对根结线虫有致死能力；Wei等[23]

利用产蛋白酶活性为指标进行根结线虫生防菌的

筛选，可以大大提高生防菌筛选的效率。蛋白酶又

称内肽酶，蛋白质的水解需要蛋白酶和肽酶协同催

化完成[24]，将该位点进行突变，减弱了 BC41分解

线虫体壁蛋白质的能力，从而影响了温室防病效

果。在检测 AR156 野生型和突变体产蛋白酶活性

时，我们发现只有 BC41产蛋白酶活性明显减弱，

而其他突变体的产蛋白酶活性与 AR156 野生型无

显著差异。这一结果再一次解释了 BC41温室防效

降低的原因。 

无论生防菌以何种作用机理防治植物病害，

能够稳定地在植物根围定殖是其发挥生防作用的

前提条件。M60家族与多糖的识别、结合和分泌

等过程有关，研究表明其家族含有 HEXXH 和   

N 端信号肽，有的还包含跨膜结构域，这些都暗

示着M60家族可以分泌或锚定在宿主细胞的表面 

上[25-26]。目前已经有 M60能够影响蜡质芽胞杆菌

作为生防因子发挥作用的报道[10]。在本试验中，

我们发现突变体 BC41 在番茄根围定殖的能力相

较于野生型显著减弱，由此可以推断 AR156的细

胞通过 M60识别周围细胞，相互聚集定殖在植物

根围，从而开始侵染南方根结线虫，达到防治病

害的作用。 

微生物通过细胞相互识别分泌基质，通过基质

相互聚集在一起，粘附到生物或者非生物界面上形

成的薄膜状结构被认为是生物膜[27-29]。有些生防菌

在植物根表能够形成生物膜。植物根围是一个狭小

的空间，根围能受到植物根系分泌物间接的影响；

而且根系的表面营养成分丰富，包裹在自身分泌

的基质中的多细胞微生物能被允许定殖在根系表

面[30-31]。已有报道表明，蜡质芽胞杆菌能在植物

根围形成生物膜[32-33]。在本研究中，与 AR156 野

生型相比，突变体 BC41生物膜形成能力受损、游

动性减弱，这表明 AR156 能通过在植物根系形成

生物膜来发挥对南方根结线虫的生防作用，但生物

膜形成能力的受损致使 BC41防病能力降低。 
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