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摘  要：【背景】黄瓜白粉病作为黄瓜种植过程中常见的真菌病害之一，在世界范围内广泛发生，造

成黄瓜品质和产量下降，引起严重的经济损失。【目的】分离鉴定对黄瓜白粉病具有防治效果的原始

生防细菌菌株，验证其防病促生作用。【方法】利用平板筛选法分离拮抗菌，并结合使用 16S rRNA
基因序列分析、系统发育分析、全基因组测序、次生代谢物预测及形态特征分析等方法鉴定该菌株对

黄瓜白粉病的生防效果以及对黄瓜植株生长的促进作用。【结果】利用玉米小斑病菌(Bipolaris maydis)
作为指示菌，平板筛选得到拮抗细菌 S1，并验证该菌对盆栽种植黄瓜植株的促生作用以及对白粉病

的防治效果。16S rRNA 基因序列分析结果表明该菌株与 Bacillus subtilis KZH-E3 具有 100%的相似

性。通过全基因组测序，借助生物信息学分析工具，利用系统发育进化关系，在全基因组水平上菌株

S1 被鉴定为枯草芽孢杆菌，自主命名为 Bacillus subtilis S1。通过温室盆栽防效试验，证明菌株 S1
对黄瓜白粉病具有显著的防效。【结论】枯草芽孢杆菌 S1 对黄瓜幼苗具有明显的防病促生作用，具

有重要的研究意义。 
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Abstract: [Background] As one of the major fungal diseases in cucumber production, powdery 
mildew occurs widely in the world, resulting in declined cucumber quality and yield and 
causing serious economic losses. [Objective] To isolate and identify the original strains for 
biocontrol against cucumber powdery mildew and to verify their biocontrol and plant 
growth-promoting effects. [Methods] Multiple methods including plate screening, 16S rRNA 
gene sequencing, phylogenetic analysis, whole genome sequencing, secondary metabolite 
analysis, and morphological characterization were employed to isolate, identify, and characterize 
the strains. [Results] An antagonistic bacterium S1 was obtained from the rhizosphere soil of 
cucumber with Bipolaris maydis as the indicator strain, and its growth-promoting effect on 
cucumber seedlings and control effect on powdery mildew were examined by pot experiments. 
The blast result of 16S rRNA gene sequences showed that this strain had a nucleotide identity of 
100% compared with Bacillus subtilis KZH-E3. The whole genome sequencing combined with 
the phylogenetic analysis eventually identified the strain as B. subtilis. The pot experiments in a 
greenhouse proved that S1 had a significant biocontrol effect on cucumber powdery mildew. 
[Conclusion] B. subtilis S1 has obvious disease-preventing and growth-promoting effects on 
cucumber seedlings, having important research significance. 
Keywords: cucumber; cucumber powdery mildew; isolation and characterization; Bacillus 
subtilis S1; 16S rRNA gene 
 

 

黄瓜是我国主要的蔬菜种植品类，深受大

众喜爱，是目前主要消费的蔬菜品种之一，广

泛种植于世界各地。然而，由于黄瓜在种植过

程中常年单一连作，栽培管理欠佳，经常会受

到各种病害，特别是白粉病的侵袭，并且黄瓜

在整个生长阶段均能被白粉病侵染。黄瓜白粉

病是一种传播速度快、侵入期和潜伏期短、发

生频率高的蔬菜病害，一旦暴发将对黄瓜的品

质和产量造成严重的打击。在病害防治方面，药

剂防治虽然是目前防控病害的首要途径，但是

化学药物的长期使用不仅会使得植物获得抗药

性，还会对人类和环境造成安全问题。相比之

下，低毒性、无残留、不易产生抗药性的生物

防治则更胜一筹。 
生物防治途径的挖掘开发离不开对生防微

生物的研究和应用，而来自土壤中的有益细菌

是生防微生物的重要组成部分。其中，芽孢杆

菌属的细菌是被探索和开发最多的植物病害生
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防细菌之一[1]。相较于存在危害性的化学肥料

而言，根际促生菌被一致认为是化学药剂的良

好环保型替代品，是一种能够有效提高作物产

量的产品，具有广泛的开发价值与研究意义。

芽孢杆菌是一类植物根际促生细菌，它们不仅

能在植物根际有效定殖、生存，活跃在植物根

系周围，与植物产生互作从而起到促生作用，还

能防治土传病害并且帮助植株应对外界胁迫[2]。

根际促生细菌常通过合成抗性相关产物、产生

嗜铁素、拮抗以及竞争作用 4 种方式与病原菌

相互作用 [3]。有研究表明，芽孢杆菌能产生对

高温、紫外光、辐射和部分化学药剂有强抗性

的芽孢，以抵抗不良环境状况，具有良好的应

用前景[4]。为了充分利用包括芽孢杆菌在内的

植物根际促生菌的优良生物学特性，提高其对

黄瓜白粉病的生物防治效果，保护农田生态环

境，迫切需要从植物根际土中分离筛选出适宜的

生防菌用于黄瓜抗白粉病的生产实践中。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

植物根际土壤采自上海交通大学农业与生

物学院实践教育基地的黄瓜、辣椒、茄子、番

茄、苜蓿、玉米和香柚等的植株根际。共采集

10 份土样，装入塑料自封袋，置于 4 ℃保存备

用。所用黄瓜品种为‘新泰密刺’，种子购于山东

省新泰市密刺黄瓜原种场。短小芽孢杆菌

(Bacillus pumilus) 103925 及玉米小斑病菌

(Bipolaris maydis)为实验室保存。 

1.2  主要试剂和仪器 
2×Taq PCR Master Mix 和 DuRed 染色剂，

上海少辛生物科技有限公司；DL2000 DNA 
Marker，生工生物工程(上海)股份有限公司。 

摇床，太仓华利达实验室设备公司；恒温

培养箱，上海森信实验仪器有限公司；基因扩

增仪，赛默飞世尔科技公司；显微镜，上海跃

河生物科技有限公司；分光光度计，艾本德公

司；生物型透射电镜，FEI 公司。 

1.3  培养基 
LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母提取物

5.0，NaCl 10.0。PDA 培养基(g/L)：去皮马铃薯

200.0，葡萄糖 20.0。 

1.4  根际土壤细菌的分离与纯化 
1.4.1  土壤悬浮液的制备 

在作物根际 3–5 cm处，取土装至密封袋中，

标记土壤源，于 4 ℃保存。将去离子水装入三角

瓶中，封口灭菌 20 min。供试土壤风干后用研

磨机研碎至粉末状，称 10 g 粉末装入 100 mL 无

菌水中，37 ℃、180 r/min 摇床培养 30 min，取

出后即得浓度为 10–1 的土壤悬浮液。准备 6 支

20 mL 灭菌试管，分别加入 9 mL 无菌水，用移

液枪吸取 1 mL 10–1 浓度土壤悬浮液至试管中，

混匀后得到浓度为 10–2 土壤悬浮液。重复上述

步骤，分别将土壤悬浮液依次稀释至 10–3、10–4、

10–5 和 10–6，混匀后待用。 
1.4.2  细菌的分离 

用移液枪从 10–4、10–5、10–6 这 3 个梯度的

试管中分别吸取 200 μL 土壤悬液涂布LB 平板，

每个梯度涂 3 个平板。用封口膜封好后将平板倒

置在 37 ℃细菌恒温培养箱中培养 24 h，观察菌

落生长情况。从平板上挑取不同形态特征的单

菌落分别装至含 1 mL 液体 LB 的 1.5 mL 离心

管中，标记编号后放入 37 ℃、180 r/min 摇床培

养过夜。 
1.4.3  细菌的纯化 

将培养过夜的菌液分别用接种环在 LB 平

板上划线培养 24 h，再从各平板上挑取单菌落

重复上述培养步骤，得到的菌株即为从土壤中

分离且经过纯化培养的菌株，将所有分离到的

菌株于–80 ℃保存备用。 
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1.5  拮抗细菌的筛选及鉴定 
拮抗细菌的鉴定采用普通显微镜检，并结

合 16S rRNA 基因测序、序列比对及系统发育树

分析等方法进行[5]。 
1.5.1  拮抗细菌的筛选 

以 B. maydis 为供试真菌，采用细菌发酵液

平板抑菌法测定各菌株对该真菌生长的抑制作

用，从而筛选出目标拮抗细菌。具体操作为：

用 LB 培养基扩大培养菌株，并分装于离心管

内；在 4 ℃、12 000 r/min 条件下离心 10 min
后吸取上清液，将上清液通过孔径为 0.25 μm
的微孔滤膜(材质为混合纤维，直径 50 mm)过
滤除菌，得到各菌株的发酵液，装入 1.5 mL 离

心管标记后待用；吸取 150 μL 发酵液至 PDA
平板上涂布至完全吸收；预先将玉米小斑病菌

接种至 PDA 平板的菌苔边缘，用无菌打孔器等

径打取菌饼，用接种针钩取一个菌饼置于已接

种的 PDA 平板正中央，设置 3 个重复，以涂无

菌水的平板为空白对照；接种后所有平板用封口

膜封口，统一放至 28 ℃真菌培养箱中光照培

养；在第 2–5 天内，用十字交叉法测量病菌菌

苔生长直径变化情况并拍照记录，待空白对照即

将长满整个培养皿时即可停止测量；计算第 5 天

各平板上病菌菌丝生长抑制率，筛选抑制率较

高的菌株。 
抑制率 (%)=(对照菌苔直径−处理菌苔直

径)/对照菌苔直径×100                  (1) 
1.5.2  16S rRNA 基因鉴定 

经过一轮初筛、复筛和终筛，选取拮抗表

现始终良好的高抑菌活性菌株进行 16S rRNA
基因测序。以菌液为模板，采用通用引物 27F 
(5′-ATGCCATTCGTGCGGAGGTTG-3′)和 1492R 
(5′-CGTCTCTGCTGTCATCACTTCGTAT-3′)进行

PCR 扩增。PCR 反应体系(25 μL)：模板 DNA (菌
液) 1 μL，2×Taq PCR Master Mix 12.5 μL，正向

引物 27F (10 μmol/L) 1 μL，反向引物 1492R  
(10 μmol/L) 1 μL，无菌双蒸水 9.5 μL。PCR 反应

条件：94 ℃ 10 min；94 ℃ 30 s，54 ℃ 30 s，72 ℃ 
1 min，35 个循环；72 ℃ 7 min；4 ℃保存。PCR
产物经琼脂糖电泳检测后送生工生物工程(上
海)股份有限公司测序。所得 16S rRNA 基因序

列利用 GenBank 数据库在线 BLAST 程序进行

序列相似性比对，并应用 MEGA 11 软件进行邻

接法聚类分析，构建系统发育树。 

1.6  最优拮抗菌株的生长特性研究 
1.6.1  菌体形态观察 

选取拮抗效果最好的菌株进行生物特性研

究。将菌株在 LB 培养液中培养至 OD600 达到

0.9–1.0 时，吸取 1 mL 菌液至 1.5 mL 离心管中，

于 4 ℃、12 000 r/min 条件下离心 10 min 后弃

上清液，用等量无菌水洗涤 2 次，最后用等量

无菌水重悬。取 10 µL 重悬菌液小心滴在碳膜载

网上，置于空气中阴干过夜。样品制备好后采    
用生物型透射电镜观察菌体形态。 
1.6.2  生长情况对比 

挑取经划线纯化培养的单菌落至 200 mL 
LB 培养基中，37 ℃、180 r/min 培养 12 h 后得

到种子液。以 1%接种量将种子液接种至 100 mL 
LB 培养基中，每个菌设置 3 个重复，37 ℃、

180 r/min 培养。每隔 2 h 吸取少量菌液，在紫

外分光光度计上测定 600 nm 波长处的光密度

值。以 OD600 测定值为纵坐标、培养时间为横坐

标，绘制菌株的生长曲线，以同样培养条件下的

短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus) 103925 的 OD600

为对照。 
1.6.3  孢子萌发抑制率测定 

将经拮抗细菌筛选试验得到的目标拮抗

细菌 S1 发酵液装入离心管中，并加入玉米小

斑病菌的分生孢子，于 28 ℃、120 r/min 培养。

另设空白对照组(液体 LB中只加入供试真菌分
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生孢子)与短小芽孢杆菌 103925 对照组(短小

芽孢杆菌 103925 发酵液中加入玉米小斑病菌

的分生孢子)在同一摇床上培养。每 2 h 吸取

20 μL 孢子悬浮液在光学显微镜下观察孢子萌

发数量，以分析菌株 S1 发酵液对 B. maydis 孢

子萌发的抑制情况。要求观察总计超过 200 个

孢子，记录萌发的孢子数量，并计算其萌发抑

制率。实验重复 3 次，比较各菌株处理组间的

差异。 
孢子萌发率(%)=孢子萌发数 /调查孢子总

数×100                               (2) 
孢子萌发抑制率(%)=(对照组孢子萌发率–处

理组孢子萌发率)/对照组孢子萌发率×100   (3) 

1.7  温室盆栽防治试验 
黄瓜种子表面消毒处理后分为两组，于培

养皿中培养。一组用 S1 菌悬液浸泡，隔天更换

一次菌悬液至发芽；另一组为对照组，用无菌

水浸泡处理。待种子发芽后播种至花盆中。菌

株 S1 处理组和无菌水对照组各种植 10 盆，每

盆播种 4 粒种子，播种期间密切注意水分和光

照湿度管理。待黄瓜苗长出第一片完整的真叶

后，将黄瓜白粉病病原菌孢子悬浮液均匀喷施

到叶片上并保湿一晚。24 h 后向处理组的叶面

喷施 S1 菌悬液，对照组用清水喷施。在黄瓜长

出第四片真叶时进行病情指数调查，计算病情指

数和相对防效。参照 GB/T 17980.19—2000 农药

田间药效试验准则中的病害分级标准[6]。 
病情指数=(发病级数×该级病叶数)× 

100/(调查总叶片数×病情最高级数)        (4) 
相对防效=(1−处理组病情指数 /对照组病

情指数)×100%                         (5) 

1.8  菌株 S1 全基因组测序 
1.8.1  菌株 S1 全基因组测序制样 

刮取纯化后的菌株 S1 单菌落接种到 200 mL 
LB 液体培养基中，37 ℃、180 r/min 培养过夜。

然后将菌液分装到 4 支灭过菌的 50 mL 离心管

中，于室温(25 ℃)、8 000 r/min 离心 10 min 去上

清，保留菌体沉淀。加入等量的 50 mL 无菌水，

重悬后再次离心 10 min，重复上述步骤 2 次。

最后将 4 份菌体分别以 10 mL 无菌水重悬，转

移到同一离心管中离心去上清，保留菌体沉

淀，标记菌株名称，置于−80 ℃保存。菌株 S1
全基因组测序由北京百迈客生物科技有限公司

完成。 
1.8.2  基因组比较分析 

将 菌 株 S1 全 基 因 组 序 列 上 传 网 络

(https://proksee.ca/projects/new)，采用 CG View
在线绘图软件绘制基因组圈图，添加 G+C 含量

和 G+C 偏移，采用 Prokka 法注释基因组序列。

在 NCBI 的 GenBank 数据库中下载 9 株芽孢杆

菌代表种菌株的全基因组序列，利用 BLAST 
Ring Image Generator (BRIG)软件绘制比较基

因组圈图[7]。 
1.8.3  平均核苷酸一致性(average nucleotide 
identity, ANI)分析 

从 NCBI 网站上下载芽孢杆菌属 9 个种代

表菌株的全基因组序列，其中包括枯草芽孢杆菌

标准株 168。采用 Orthologous Average Nucleotide 
Identity Tool (OAT)软件计算各菌株基因组间总

核苷酸序列的相似性[8]。 
1.8.4  次生代谢物分析 

上传菌株 S1 全基因组序列至 antiSMASH

数据库网站进行在线分析，预测菌株 S1 在生长

过程中自身合成的重要次级代谢物，尤其是有

抑菌活性的物质。 

1.9  菌株 S1 的促生作用 
1.9.1  种子催芽 

黄瓜种子用 75%乙醇浸泡搅拌 30 s 进行表

面灭菌，无菌水冲洗 3–4 次，再用 2% NaClO 溶

液浸泡 10 min，间歇性搅拌后再次洗涤 3–4 次。
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将两张灭过菌的滤纸放入一次性培养皿中，加入

无菌水浸湿后将种子均匀铺在上面，2 d 换 1 次

水，置于 37 ℃培养箱中萌发至出芽。 
1.9.2  栽培与管理方法 

无菌蛭石栽培系统：将 80 g 蛭石装入 1 L
烧杯中，厚度约 3–5 cm。用牛皮纸包好后于

121 ℃湿热灭菌 30 min，待完全冷却至室温后

将萌发的黄瓜种子播种其中。播种时注意胚根

朝下，种子上面再覆盖浅层无菌蛭石。每个烧

杯里种 5 棵苗，浇透水后放在通风光照处培养，

保持水分管理。 
菜园土混合泥炭土基质栽培系统：菜园土

和泥炭土营养基质按质量比约 9:1充分混匀后装

盆。将已出芽的黄瓜种子(胚根长约 0.4–0.6 cm)
胚根向下播种于浅土层，每盆种 3 颗，将水浇

透到盆栽底。出苗后每天浇一次水，子叶充

分展平后，每 2 d 浇 1 次水，以土壤保持湿润

为宜。 
1.9.3  菌株 S1 处理黄瓜根围土壤 

将菌株 S1 以 1%接种量接于 100 mL LB 培

养基中，于 37 ℃、180 r/min 培养过夜。将菌液

离心去上清，用无菌水重悬菌体再离心，重复

以上操作 2 次，最后将菌体悬浮在等量无菌水

中。待黄瓜幼苗第 1 片真叶完全长出后，将重

悬的菌液作为处理组施用到黄瓜幼苗根围土

壤，每棵苗 20 mL 菌液(108–109 CFU/mL)，以

施用等量无菌水作为对照组。以上处理每隔 3 d
进行一次，共处理 5 次，处理组和对照组各设

置 3 盆重复。 
以同样方法制备菌株 S1 重悬菌液。待蛭石

中的黄瓜苗长出两片真叶并完全舒展后(约1周)，
将重悬的菌液作为处理组施用到黄瓜幼苗根部

附近，每棵幼苗 10 mL 菌液，以施用等量无菌

水作为对照组。每隔 3 d 处理 1 次，共处理 3 次，

处理组和对照组各设置 5 个重复。 

1.9.4  黄瓜幼苗生物量测定 
盆栽系统幼苗取样：完成 3 次促生处理后

2 周开始取样，每隔 15 d 取样，共 3 次。将整

盆土倒出后，用手托住黄瓜苗和根部，轻轻抖

落土壤，与幼苗根部粘连的土壤用清水多次泡

洗，将黄瓜苗缠绕的根系谨慎分开，用纸巾擦

干多余水分。在根颈处剪断幼苗植株得到根系，

测量株高、根长，称量株鲜重和根鲜重。 
蛭石系统幼苗取样：完成 3 次促生处理 1 周

后开始取样，每隔 7 d 取样，共 3 次。将黄瓜

苗连带蛭石轻轻取出后，用平缓的水流冲洗幼

苗根部蛭石，小心地分开根系，用纸巾吸干根

部水分后测量黄瓜生物量，包括株高、株鲜重、

根长、根鲜重。 

2  结果与分析 
2.1  菌株的拮抗活性筛选与 16S rRNA 基因

测序 
从 7 种植物根际土样中共分离纯化出 121 个

菌株，对这些菌株进行拮抗活性筛选比较，最

终得到 5 株对玉米小斑病菌(B. maydis)有拮抗

作用的菌株，分别编号为 S1、S2、S3、S4、S5。
其中，菌株 S1、S2 分离自大棚黄瓜根际土，菌

株 S3、S4 分离自辣椒根际土，菌株 S5 分离自

玉米根际土(图 1)。 
2.1.1  菌株发酵液平板拮抗活性筛选结果 

筛出的 5 株拮抗菌株发酵液处理玉米小斑

病菌，至第 5 天时观测菌苔直径。此时，对照组

(CK，无菌水处理)的菌苔已长满平板(直径 9 cm)，
所有参试拮抗菌株菌苔直径均不同程度地小于

对照组，表现出一定的抑菌活性。其中，菌株

S1 的抑制效果最佳，可以作为目标拮抗菌株深

入研究。 
对菌苔直径数据进行统计分析，结果显示

菌株 S1、S2 发酵液处理的菌苔直径分别约为 
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图 1  发酵液处理后 5 d 的玉米小斑病菌苔 
Figure 1  The lawn of 5-day-cultured Bipolaris 
maydis with fermentation broth treatment. A: CK. B: 
Strain S1. C: Strain S2. D: Strain S3. E: Strain S4. F: 
Strain S5. 
 
(4.77±0.05) cm 和(6.74±0.03) cm，抑菌率分别达

到 47.03%和 32.44%，两菌株发酵液有极显著的

抑菌活性(P<0.01)。菌株 S3 [(7.29±0.03) cm]和
菌株S4 [(7.65±0.04) cm]处理组与CK组相比有显

著差异(P<0.05)。菌株 S5 处理组[(8.87±0.02) cm]
与 CK 组相比菌苔大小差异不显著(P>0.05)。各

拮抗菌株间的抑菌活性差异较大(图 2)，菌株 S1
发酵液对 B. maydis 菌丝生长抑制作用最强，抑

制效果持续稳定。 
2.1.2  16S rRNA 基因测序结果 

结果显示菌株 S1–S5 均成功扩增出一条特

异性条带，其大小约为 1.5 kb，与预期相符。

对目标条带进行测序，所得序列提交 GenBank
数据库进行序列相似性比对，结果表明菌株 S1
的 16S rRNA 基因序列与枯草芽孢杆菌极为相

似，相似度为 99.5%–100%，因此，初步判断

菌株 S1 在分类上可能归属 Bacillus subtilis，

菌株 S2 可能属于 Bacillus amyloliquefaciens，

菌株 S3 可能属于 Klebsiella oxytoca，菌株 S4
和菌株 S5 可能分别属于 Bacillus cereus 和

Klebsiella oxytoca。 

 
 
图 2  五株候选拮抗菌株对玉米小斑病菌的抑菌率   
图中柱上方不同的大小写字母分别表示两组间存

在统计学上极显著或显著性差异 
Figure 2  Antibacterial rate of five candidate 
antagonistic strains against the pathogenic fungus 
Bipolaris maydis. The different uppercase and 
lowercase letters above the columns in the figure 
indicate statistically extremely significant or 
significant differences between the two groups. 
 

依据 BLAST 结果挑选 14 个芽孢杆菌属菌

株，基于 16S rRNA 基因序列采用最大似然法计

算菌株间的遗传距离，与菌株 S1 一起应用邻接

法构建系统发育树，结果如图 3 所示。从图 3 可

以看出 S1 和 Bacillus subtilis L23 (KU179336.1)
的遗传距离最近，进一步表明菌株 S1 在分类学

上可能归属为枯草芽孢杆菌。 

2.2  菌株 S1 的形态观察与生长特性测定 
2.2.1  菌体形态 

在透射电镜下观察到菌株 S1 菌体呈杆状，

细胞大小为(0.6–0.8) μm×(2.2–2.6) μm (图 4)。
细胞外被厚荚膜，周生鞭毛。该菌多个细胞常

串联，呈线性排列。在 LB 固体培养基上的 S1
菌落为乳白色，边缘为不规则圆形。初期单菌

落表面平滑，内含透明黏液，放置一段时间后

菌落干燥皱缩，表面有褶皱，易刮取。 
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图 3  菌株 S1 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号中的序号为各菌株 16S rRNA 基因在

GenBank 数据库的登录号；步长检验次数为 1 000，分支点上的数字代表遗传变异度(进化距离)；标尺

代表发育树的距离单位 
Figure 3  Phylogenetic tree of strain S1 based on 16S rRNA gene sequences. The numbers in parentheses 
represent the accession numbers of the 16S rRNA gene of each strain in the GenBank database. The bootstrap 
value was set to 1 000, and the number on the branching point indicates the degree of genetic variation 
(evolutionary distance). The ruler exhibits the distance unit of the phylogenetic tree. 
 

 
 
图 4  枯草芽孢杆菌 S1 细菌形态[透射电子显微镜

(transmission electron microscope, TEM), 30 000×] 
Figure 4  Morphology of the bacterial strain Bacillus 
subtilis S1 (transmission electron microscope (TEM), 
magnification 30 000×). 

2.2.2  生长情况对比结果 
监测菌株 S1 和对照菌株短小芽孢杆菌

103925 的 24 h 内细胞增殖情况，绘制生长曲线

(图 5)，结果表明在接种 24 h 内两者都未达到菌

群生长的停滞期。在接种后 0–2 h，细胞生长

速度慢，处于延滞期。短小芽孢杆菌 103925 在

2–4 h 内显示出较快的生长速度，接近对数增

长，而后继续保持快速增长；在 18–24 h 生长

速度有所降低，但在 24 h 内未显示出明显的稳

定期和衰亡期。菌株 S1 在 1–16 h 的生长速度

比较稳定，16–18 h 生长速度有大幅提高，18 h
后持续增加，同样也未在 24 h 内出现稳定期和 
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图 5  菌株 S1 的生长曲线 
Figure 5  Growth curve of the isolated bacterial 
strain S1. 
 
衰亡期。两株菌在 24 h 的 OD600 值都在 1.5 左

右。由此可见，在常规培养条件下，这两种芽

孢杆菌细胞生长速度无明显差异。 
2.2.3  孢子抑制率结果 

菌株 S1 和菌株 103925 发酵液对 B. maydis 孢

子萌发抑制结果如表 1、图 6 所示，在 2 h 时，

菌株 S1 就对供试真菌的分生孢子显示出一定的

抑制作用，这种抑制作用持续到 6 h 时。在 CK
组中，孢子萌发率显著高于菌株 S1 和 103925。菌

株 S1 与对照菌株 103925 相比，其发酵液在 2–4 h
就能快速显示出较强的抑制作用。 

 
表 1  菌株 S1 和 103925 发酵液对病原菌的孢子

萌发抑制率 
Table 1  Inhibition rates of the pathogenic spore 
germination by the fermentation broth of strains S1 
and 103925 
Time (h) Strain 103925 Strain S1 

2 13.25%±3.0% 26.17%±2.12%** 

4 36.03%±13.59% 36.38%±6.37% 

6 34.45%±8.59% 42.16%±9.27%* 

*: P<0.05; **: P<0.01. 

 
 
图 6  拮抗菌发酵液对玉米小斑病菌分生孢子萌发的

抑制(400×)   A–C 分别为菌株 S1、短小芽孢杆

菌 103925 发酵液处理和空白对照组的第 2 h 玉

米小斑病菌分生孢子萌发情况. D–F 分别为菌株

S1、短小芽孢杆菌 103925 发酵液处理和空白对照

组的第 4 h 玉米小斑病菌分生孢子萌发情况. G–I
分别为菌株 S1、短小芽孢杆菌 103925 发酵液处

理和空白对照组的第 6 h 玉米小斑病菌分生孢子

萌发情况 
Figure 6  Inhibition of the antagonistic bacterial 
fermentation broth on the germination of conidia of 
Bacillus maydis (magnification 400×). A and B 
respectively represent the germination of the 
conidia of maize pathogen B. maydis at 2 h after 
treatment with the fermentation broth of strains S1 
and B. pumilus 103925, and C shows the 
germination status of fungal conidia in the control 
group at the corresponding time point. Similarly, D, 
E, F, and G, H, I in this figure respectively indicate 
the germination status of the conidia of B. maydis at 
4 h and 6 h after treatment. 
 
2.3  菌株 S1 对黄瓜白粉病的盆栽防效测

定结果 
盆栽防效试验结果如表 2 所示，以菌株 S1

菌悬液(浓度约为 108 CFU/mL)喷施苗期黄瓜叶 
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表 2  菌株 S1 对黄瓜苗白粉病的防效 
Table 2  Effect of strain S1 against powdery mildew 
on seedling cucumbers 
Seedling group Disease index Relative control 

efficacy (%) 
Sterile water treatment 31.93±6.60** – 
S1 treatment 11.78±5.32 63.11 
**：P<0.01；–：以无菌水处理的黄瓜白粉病的发病情况(相
对防效为 0) 
**: P<0.01; –: The incidence of cucumber powdery mildew 
treated with sterile water (relative control efficacy is 0).  
 
片，对黄瓜白粉病有一定防治效果。菌株 S1 菌

液浸种及叶面喷施处理后黄瓜幼苗的病情指数

为 11.78，比无菌水处理的黄瓜幼苗病情指数低，

单因素 ANOVA分析结果显示二者差异极显著。

菌株 S1 对黄瓜白粉病的相对防效为 63.11%，

表明叶面喷施菌株 S1 对黄瓜白粉病有较好的

防治作用。 
2.4  全基因组分析结果 

测序结果表明，菌株 S1 全基因组由一条长

度为 4 083 451 bp 的染色体组成，G+C 含量为

43.83%，细胞中无内源性质粒。预测编码基因

数量为 4 020 个，序列总长度为 3 600 498 bp。
基因组中重复序列总长度为 4 005 bp，含量约占

整个基因组的 0.1%。RNA 基因(转录生成有功能

的非编码 RNA 的 DNA 序列) 206 个，其中 rRNA
类非编码基因有 30 个，基因家族数为 3 个；

tRNA 类非编码基因有 86 个，基因家族数为

33 个；其他 ncRNA 类非编码基因有 90 个，基

因家族数量为 46 个。CRISPR 序列在基因组中

的作用是保护细菌免受外源 DNA 的侵入，在

S1 全基因组中预测含 4 个 CRISPR 序列。此外，

还发现 S1 基因组中含 6 个假基因、2 个前噬菌

体、4 个启动子区域、4 个基因岛及 12 个次生代

谢产物合成基因簇。蛋白亚细胞定位分析结果

显示有信号肽 292 个、跨膜蛋白 1 139 个、分

泌蛋白 292 个。目前，S1 全基因组测序与基因

注释相关结果已提交至 GenBank 数据库，登录

号为 CP092824。图 7 为菌株 S1 的全基因组圈

图，由内向外分别为基因组刻度(单位为 Mb)、 
 

 
 

图 7  枯草芽孢杆菌 S1 基因组圈图 
Figure 7  Circle diagram of the Bacillus subtilis S1 genome. ORF: Open reading frame. 
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G+C 偏移、G+C 含量。ORF 代表开放阅读框，

内 3 圈为 ORF (–)，外 3 圈为 ORF (+)。利用 BRIG
软件进行比较基因组分析，结果显示从基因组结

构和序列一致性来看，菌株 S1 和枯草芽孢杆菌

种的标准株 B. subtilis 168 全基因组序列相似性

最高，基因变异或缺失相较于其他菌株而言很

少(图 8)。 
ANI 分析结果表明，菌株 S1 与 B. subtilis 

168 菌株的全基因组序列一致性约为 98.91%，

而与其他 8 株芽孢杆菌属菌株的基因组序列一

致性为 67.19%–76.99%，均低于 95% (表 3)。因

此，可以确定菌株 S1 在分类上归为枯草芽孢杆

菌种，正式定名为 Bacillus subtilis S1 菌株。 
2.5  次生代谢物合成分析 

有研究发现芽孢杆菌对黄瓜病害存在直接

与间接作用两种抑菌机制。直接机制为与病原

体竞争空间、营养素或者产生具有抗生素活性

和可降解细胞壁的化合物。前者可能是由于生

防菌剂吸收营养比病原菌更快，从而妨碍孢子

的萌发和菌丝的生长 [9]，或通过胞外水解酶的

合成来破坏真菌细胞壁的结构[10-11]。间接机制

主要是诱导抗性和促进植物生长，研究发现生

防细菌可通过合成细菌挥发物、分泌活性物质

或其他脂肽来诱导抗性[12]，也可通过提高过氧

化氢的积累和有效氮、磷、钾等的含量来促进

黄瓜植株的生长[13]。 
通过 antiSMASH 生物信息学分析，结果显

示菌株 S1 在自身生长过程中会合成 12 种次级代

谢物，表明菌株 S1 具有较强的次生代谢物合成

活性。其中，有 6 种次级代谢物有抑菌功能(表 4)。 
 

 
 
图 8  枯草芽孢杆菌 S1 与同属其他种代表菌株的比较基因组圈图 
Figure 8  Comparative genomic circle diagram of Bacillus subtilis S1 and representative strains of other 
species in the same genus. 
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表 3  菌株 S1 与芽孢杆菌属代表性菌株的基因组一致性比较 
Table 3  Comparison of genomic identity between the strain S1 and the representative strains of Bacillus 
genus 
Strains No. S1 CHB19 7D3 HBCD-sjtu CP6 Bac84 AR03 168 GA-A07 NZ4 
S1 * 70.67 76.95 67.27 72.74 72.71 70.86 98.91 67.19 76.99 
CHB19  * 70.16 67.50 70.27 70.14 89.25 70.62 67.62 70.28 
7D3   * 66.47 72.41 72.32 70.44 77.01 66.50 94.08 
HBCD-sjtu    * 66.42 66.57 67.57 67.33 91.70 66.59 
CP6     * 94.68 70.27 72.71 66.47 72.61 
Bac84      * 70.24 72.93 66.55 72.81 
AR03       * 70.76 67.35 70.34 
168        * 67.26 77.03 
GA-A07         * 66.64 
NZ4          * 
S1: Strain S1; CHB19: Bacillus altitudinis CHB19; 7D3: Bacillus amyloliquefaciens 7D3; HBCD-sjtu: Bacillus cereus 
HBCD-sjtu; CP6: Bacillus licheniformis CP6; Bac84: Bacillus paralicheniformis Bac84; AR03: Bacillus pumilus AR03; 168: 
Bacillus subtilis 168; GA-A07: Bacillus thuringiensis GA-A07; NZ4: Bacillus velezensis NZ4. *: Not applicable. 
 
表 4  菌株 S1 产抑菌活性物质的编码基因簇 
Table 4  Gene clusters encoding antibacterial active substances in the genome of Bacillus subtilis S1 
Gene cluster Start End Length (bp) Product 
r1c1 276 680 381 947 105 268 类双硫醇 Bacillaene  
r1c2 457 890 534 816 76 927 丰原素 Fengycin 
r1c5 1 646 387 1 692 396 46 010 铁载体 Bacillibactin 
r1c7 2 218 021 2 239 632 21 612 枯草杆菌肽 A Subtilosin A 
r1c8 2 246 387 2 287 805 41 419 芽孢杆菌溶素 Bacilysin 
r1c10 2 984 791 3 050 182 65 392 表面活性素 Surfactin 
 
具体包括：基因簇 r1c1 编码合成 bacillaene，是

一种新型多烯抗生素，能够抑制原核蛋白的合

成，从而达到一定的抑菌效果[14]。基因簇 r1c2
编码合成丰原素，其为一种抗真菌环脂肽[15]。

基因簇 r1c5 编码合成 bacillibactin，这是一种儿

茶酚型嗜铁素。产嗜铁素生物主要有两种促生

防病作用方式：一是通过向胞外分泌嗜铁素以

提高周围环境中铁的有效性；二是与病原菌竞争

周围环境中含量有限的铁离子[2,16]。基因簇 r1c7
编码合成 subtilosin A，它是一种细菌素，被证

明对多种病原菌具有很好的抗菌活性[17-18]。基

因簇 r1c8 编码合成的 bacilysin 也是一种抗菌物

质，它能够引起金黄色葡萄球菌的溶解，对真

菌和细菌生长都有显著的抑制能力[19]。基因簇

r1c10 编码合成表面活性素，该物质同样具有抑菌

活性[20]。这些重要抑菌活性代谢物的合成对于  
B. subtilis S1 发挥拮抗作用具有重要的意义。 

2.6  菌株 S1 处理蛭石基质栽培中的黄瓜

生物量 
菌株 S1 对蛭石基质栽培的黄瓜幼苗具有

明显的促生作用(图 9)。在促生处理后的第 1 周，

菌株 S1 处理组的幼苗长势就明显优于 CK 组，

并且这种差距在后续 2 周依然明显。施用菌株

S1 可显著提高黄瓜幼苗的株高、株鲜重、根重，

这 3 个指标均显著高于 CK 组，可能由于在烧

杯中生长受限，两组间的根长差异并不显著。 
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图 9  菌株 S1 处理对蛭石基质栽培系统中黄瓜幼苗生物量的影响   A–C 分别为第 15、30 和 45 天时空白

组与菌株 S1 处理组间的黄瓜苗的株高、根长、株鲜重和根鲜重的差异显著性分析. D–F 分别展示第 15、
30 和 45 天时空白组与菌株 S1 处理组的黄瓜整株差异. 图中柱状图上的单星号、双星号分别表示菌株

S1 与 CK 组间同一生物量存在显著差异(P<0.05)或极显著性差异(P<0.01) 
Figure 9  Growth promoting effect of strain S1 on cucumber seedlings planted in vermiculite. The significant 
differences in seedling height, root length, plant fresh weight, and root fresh weight between the control group 
and the strain S1 treatment group on the 15th, 30th, and 45th days after strain S1 fertilization are shown in A, B 
and C, respectively. D, E and F exhibit the differences in cucumber whole plants between the control group and 
the strain S1 treatment group on the 15th, 30th, and 45th day after strain S1 treatment, respectively. The single 
and double asterisks on the bar chart in the figure indicate significant differences (P<0.05) or extremely 
significant differences (P<0.01) in the same biomass between strain S1 and CK groups, respectively. 
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总体而言，施用菌株 S1 可显著提高黄瓜幼苗的

生物量。 

2.7  菌株 S1 处理营养土盆栽中的黄瓜生

物量 
施用菌株 S1 后第 15 天，黄瓜幼苗的株鲜

重极显著高于施用无菌水的 CK 组。处理后  
第 45 天，菌株 S1 处理组的黄瓜幼苗在株高、

株鲜重、根长上都显著优于 CK 组(图 10)。这

表明菌株 S1 处理对营养土盆栽中的黄瓜生物

量有显著的提升作用。 

3  讨论与结论 
一直以来，生防菌剂被认为是绿色、环保

且无公害的农药替代品。从根际土壤中筛选拮

抗菌株是生防菌开发的重要途径之一，通过这种

途径找到有益菌来维持健康的植物微生物群，对

黄瓜生产中的病害防治具有重要意义[21-22]。本研

究采集了来自大棚黄瓜、番茄、玉米、茄子、

辣椒、苜蓿、香柚等 7 种植物根际土壤，通过

分离、纯化和抑菌活性筛选，最终得到一株理

想的黄瓜根际促生生防菌 B. subtilis S1，该菌株

对玉米小斑病菌和黄瓜白粉病菌均有良好的抑

菌活性。白粉菌是活体寄生菌，无法离体培养

和保存。若直接以白粉病菌作为指示菌进行拮

抗菌的活性筛选需要种植大量的黄瓜植株，筛

选周期长、成本高、工作量大，这种筛选方法

不适合大量拮抗菌株的筛选。基于此，本研究

选用玉米小斑病菌作为供试真菌进行生防菌株

的初筛，快速缩小拮抗菌株的筛选范围，再通

过黄瓜白粉病菌接种实验对目标菌株进行复筛

鉴定，可以加快筛选进度。枯草芽孢杆菌在农

业上广泛用作促生防病菌，研究发现枯草芽孢

杆菌生物制剂能更好地促进马铃薯生长，增加

产量，抑制马铃薯疮痂病发生，具有生产实践 

 
 
图 10  S1 处理对盆栽系统中黄瓜幼苗的促生作用   
A：15 d. B：30 d. C：45 d. 
Figure 10  Growth promoting effect of the Bacillus 
subtilis S1 on cucumber seedlings planted in 
vegetable soils. A: Day 15. B: Day 30. C: Day 45.  
*: P<0.05; **: P<0.01. 
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价值[23]。枯草芽孢杆菌 Bs-15 可通过产嗜铁素

及诱导植株系统抗性增强对甜椒枯萎病的防

效，并显著提高甜椒苗的株高、平均单果重和

单株产量，促进提早开花[24]。近年来，采用枯

草芽孢杆菌防治黄瓜白粉病屡有报道，研究者

从枯草芽孢杆菌菌株田间防效测定[25]、微粉剂

的研制[26]、菌株在黄瓜体内的定殖能力及防病

机制等方面开展了系列研究[27]。但是，这些研

究多从宏观层面探索和开发芽孢杆菌防治黄瓜

白粉病的应用价值，采用基因组学和遗传工程

等技术全面揭示芽孢杆菌促生抗病分子机制的

报道不多。菌株 S1 全基因组序列的获得为后续

开展其遗传改造、基因生物学功能分析、生防

菌剂的研制等提供了便利。同时，也为定向克

隆该菌株的生防、促生相关基因和筛选鉴定重

要的抗菌蛋白、次级代谢物等打下坚实的基础。 
芽孢杆菌生防菌剂在田间的使用效果不稳

定，容易受到土壤、气候等环境因子的影响。

由于菌株 S1 细胞具有较厚的荚膜及周生鞭毛，

这有利于其更好地适应不良的外界环境如高温、

干旱和紫外线杀伤，提高在植物根部的定殖和获

取营养的能力。许多枯草芽孢杆菌能产促生物

质如吲哚乙酸(IAA)、植酸酶、赤霉素等，从而

促进植物生长。最近有报道从日本野漆树组培苗

中分离鉴定出一株内生枯草芽孢杆菌 BSH-1，该

菌株被证明产 IAA 的能力达到 17.27 mg/L，可

提升水稻幼苗的株高、茎粗和生根数，从而促

进植株生长[28]。郭英等证实生防枯草芽孢杆菌

T2 胞外植酸酶在增强小麦耐盐性方面起着重

要作用[29]。有研究者通过转座子 Tn917 的转座

诱变，构建了枯草芽孢杆菌 B931 的突变体库，

从中筛选得到多个产生长素、赤霉素、细胞分

裂素能力增加的突变体，并证实这些突变体对

甘薯苗的生根有显著的促进作用[30]。 
本研究通过蛭石基质栽培系统和菜园土盆

栽系统的促生试验，证实枯草芽孢杆菌 S1 对黄

瓜植株的生长有明显的促进作用。无论是灌根处

理还是叶面喷施菌株 S1，这种促生作用均显著

有效，表明菌株 S1 的促生作用与施用方式无关，

促生效应是菌株自身的生物学特性所致。在实验

过程中，我们发现以蛭石作为栽培基质，黄瓜苗

的生物量显著小于菜园土栽培系统，这可能是由

于蛭石系统除能提供少量的矿质元素，总体上缺

乏黄瓜生长所需的充足营养，而菜园土营养基质

养分充足，微生物菌群丰富，存在较好的氮、磷

营养供应和循环代谢。在研究细菌对植物的促生

效应方面，以灭菌蛭石作栽培基质可以避免土壤

系统中各种影响因子(生物/非生物的)的干扰，简

化了栽培系统，黄瓜生长环境简单稳定，促生结

果相对直观。以菜园土作为栽培基质，这种方式

更贴合生产实际，这两种栽培系统的结合使用更

有力地证明了菌株 S1 对黄瓜生长具有显著的促

进作用，但其促生机制如促生物质的鉴定以及

合成条件等需要进一步研究。生物信息学分析

表明菌株 S1 可产生包括嗜铁素、丰原素等多种

抗菌活性物质，这有助于其充分发挥生防抗病能

力。采用优化细菌培养条件、基因突变等方法提

高抗性物质的产量，理论上可以提高生防效果。

枯草芽孢杆菌在田间的抗病促生及在土壤中定

殖、增殖能力的发挥与菌剂载体的选择有密切关

系。研究表明，在枯草芽孢杆菌 GY801 系列菌剂

中，海藻精是比较合适的土壤增殖和促生载体，

而豆粕粉是相对比较合适的抑菌防病载体[31]。 
为更好地挖掘枯草芽孢杆菌 S1 在黄瓜生产

上的促生抗黄瓜白粉病的潜力，今后可开展 S1
菌剂载体的筛选工作，深入探究菌株 S1 与土壤

微生物间的互作机制，考察施用菌株 S1 对黄瓜

根际土壤中的微生物菌群结构组成、群落丰度及

菌种多样性的影响，为将菌株 S1 开发成理想的

生防菌剂提供理论指导。 
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