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摘 要:为了鉴定拮抗番茄早疫病菌(Alternariasolani)的海洋细菌并评价其生防效果,

本研究以前期从海洋中分离筛选的番茄早疫病菌拮抗细菌221-11为研究对象,根据形态学

特征、生理生化特性和16SrDNA序列分析鉴定拮抗细菌的种类,再采用室内盆栽试验检

测海洋拮抗细菌对番茄植株的促生效果以及对番茄早疫病的预防、治疗效果,最后测定拮

抗菌对植物防御酶(SOD、POD、CAT)活性的影响.结果表明,海洋拮抗细菌221-11为贝

莱斯芽孢杆菌(Bacillusvelezensis),该菌对番茄早疫病菌抑菌圈直径为61.20±0.30mm,抑制

率为77.2%,且能抑制孢子萌发并致畸;盆栽灌根接种35d发现5.75×102~5.75×108CFU/mL
海洋拮抗细菌221-11发酵液均能促进番茄植株生长,其中,以5.75×108CFU/mL发酵液处理株

高、鲜质量和干质量最高,分别增长15.23%、64.23%和118.97%;发酵液的预防和治疗效

果分别为63.45%和45.74%;接种高浓度221-11发酵液后叶片防御酶SOD、POD、CAT
的活性显著增加,最高增加139.82%.综上所述,海洋拮抗细菌221-11对番茄植株有一定的

促生潜力且对番茄早疫病有很好的防治效果,是生物防治番茄早疫病的潜在菌株.
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Abstract:Inordertoidentifythemarinebacteriaantagonistictotomatoearlyblight(Alternaria
solani)andevaluateitsbiocontroleffect,inthisexperiment,thespeciesoftheantagonisticbac-
terium221-11fortomatoearlyblightscreenedinpreviousworkwasusedasresearchobject.
Basedonthemorphologicalcharacteristics,physiologicalandbiochemicalproperties,and16S
rDNAsequenceanalysis,thespeciesofantagonisticbacteriumwasidentified.Then,anindoor
pottestwasusedtodetectthegrowth-promotingeffectsofmarinebiocontrolbacteriaontomato
plantsandpreventive,therapeuticeffectontomatoearlyblight.Finally,theeffectsofantago-
nisticbacteriaontheactivitiesofplantdefenseenzymes(SOD,POD,CAT)weredetermined
byusingtheaziridiniumbluetetrazoliummethod,theguaiacolmethod,andtheUV-absorbance
method.Theresultsshowedthatthemarineantagonisticbacterium221-11wasBacillusvelezen-
sis.Itproducedaninhibitionzoneof61.2±0.3mmindiameterwith77.2%ofinhibitionratea-
gainsttomatoearlyblightpathogen,andinhibitedthesporegerminationandteratogenesis.Af-
terpottingrootinoculationfor35d,itwasfoundthat5.75×102-5.75×108CFU/mLofma-
rinebacterium221-11fermentationsolutionwereabletopromotethegrowthoftomatoplants.
Amongthem,theplantheight,freshweightanddryweightoftheplantstreatedwith5.75×
108CFU/mLsolutionwasthehighest,whichincreasedby15.23%,64.23%and118.97%,re-
spectively.Thepreventiveandtherapeuticeffectsofthefermentationsolutionwere63.45%and
45.74%.Comparedwiththecontrolgroup,theactivitiesofSOD,PODandCATafterinocula-
tionwithbiocontrolbacterium221-11increasedwiththeincreaseoffermentationliquidconcen-
tration,andthehighestincreasewas139.82%.Insummary,thebiocontrolbacterium221-11
hasgoodcontroleffectontomatoearlyblightandpromotionpotentialtotomatoplants,andis
apotentialstrainforbiologicalcontroloftomatoearlyblight.
Keywords:tomatoearlyblight;antibacterial;Bacillusvelezensis;controlefficiency;defensive
enzyme

  番茄(Solanumlycopersicum)是仅次于土豆的世界第二大消费蔬菜[1],而由茄链格孢菌

(Alternariasolani)侵染引起的番茄早疫病造成的经济损失高达70%~80%[2].因此,加强番

茄早疫病的防治研究,对降低番茄早疫病、促进农业生产、提高农民收入具有重要意义.
生物防治具有绿色、安全的特性,利用拮抗微生物防治植物病害是生物防治的一个重要方

面[3].海洋是最多样和最具竞争力的生态系统[4],如研究发现海洋发根链霉菌和解淀粉芽孢杆

菌可以作为番木瓜中抵抗炭疽病的抗性诱导剂[5].孙一凡等[6]发现番茄植株经侧孢短芽孢杆菌

(Brevibacilluslaterosporus)B113处理后,叶片中多酚氧化酶(Polyphenoloxidase,PPO)、过

氧化物酶(Peroxidase,POD)等防御酶活性提高,同时番茄早疫病对植株的侵染程度降低.唐彤

彤等[7]发现赤杆菌 (Erythrobacter)YH-07对番茄枯萎病有很好的防治效果.目前,针对番茄早
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疫病可供选择的菌株资源仍相对较少,仍需大量筛选及鉴定对番茄病害广谱、高效拮抗的菌株.
本实验室前期从连云港海域条斑紫菜附生菌中筛选到一株对番茄早疫病菌有强烈抑制作

用的海洋细菌221-11.本研究拟对该菌株进行种属鉴定,并通过盆栽试验探究此拮抗菌对番茄

的促生作用和对番茄早疫病的防治效果,为海洋细菌在生物防治中的应用打下理论基础.

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 供试菌株和植物来源

番茄早疫病菌系茄链格孢菌来自中国农业科学院生物防治研究所,本实验室保存.拮抗菌

为本实验室从连云港海域中的条斑紫菜表面分离,编号221-11.供试番茄来源于宿迁市沭阳大

棚蔬菜种植基地购买的长势及各项生长指标相近、对早疫病原菌无抗性的健康番茄苗.

1.1.2 供试培养基

牛奶培养基等测试培养基参照文献[8-10]方法进行配置并灭菌.

1.1.3 供试试剂

革兰氏染色、芽孢染色和鞭毛染色试剂盒购自青岛高科技工业园海博生物技术有限公司,

酶活试剂盒购自南京建成生物工程研究所,其他生化试剂为国产分析纯.

1.2 试验方法

1.2.1 海洋拮抗菌221-11的抑菌作用

采用平板对峙法测定海洋拮抗菌221-11对茄链格孢菌的抑菌作用,对照组与处理组各重

复3次,于28℃生化培养箱培养7d后测量并计算抑制率.菌丝生长抑制率(%)=(对照组菌

落直径-处理组菌落直径)/(对照组菌落直径-菌饼直径)×100%[11].

1.2.2 海洋拮抗菌221-11的鉴定

1)形态学观察.采用平板划线法将拮抗菌接种于PDA培养基,于28℃恒温培养24h,观

察并记录平板上菌株的形态.同时采用革兰氏染色、孢子染色和鞭毛染色方法进行进一步观察.

2)生理生化特征观察.参照《微生物学实验》[12]和《伯杰细菌鉴定手册》[13],将菌株221-11
分别接种于纤维素刚果红培养基等培养基上,分别观察是否有透明圈产生.鉴定菌株221-11对

ONPG、葡萄糖等营养物质的利用能力.

3)分子生物学鉴定.利用16SrDNA序列通用引物27F:5'-AGAGTTTGATCMTGGCT-

CAG-3'和1492R:5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'参照已报道的方法[14]进行基因扩增并

在上海生工生物工程有限公司进行测序,将所测得的16SrDNA序列与GenNBank中已知的序

列进行同源性分析,选择相似度最高的同源序列,用MEGA-11.0软件进行ClustalW 多重序列

比对,并采用NJ(Neighbour-Joining)算法构建系统发育树.

1.2.3 海洋拮抗菌221-11发酵液和番茄早疫病原菌的制备

将拮抗菌221-11置于28℃下,在PDA培养基划线培养48h后接种到PDB培养基中,恒温振

荡培养(28℃,转速180r/min)24h后,用无菌水100倍梯度稀释配成5.75×102~5.75×108CFU/mL
的系列发酵液.取4℃冰箱保存的番茄早疫病菌于PDA培养基上,28℃培养5d后制成直径

6mm的菌饼,备用.

1.2.4 海洋拮抗菌221-11对番茄幼苗的促生作用

将1.2.3中稀释的发酵液浇灌到幼苗根部,同时设置清水为对照组,每处理组10株,每株
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10mL,每7d灌根一次,共5次.培养35d后将植株连根拔起,洗净根部的土壤和肥料,吸水

纸吸干水分,分别统计株高、鲜质量和干质量[15].

1.2.5 海洋拮抗菌221-11对番茄早疫病的防效测定

拮抗菌221-11对番茄早疫病的防效测定采用盆栽试验.取纯化后的番茄早疫病菌,用打孔

器打下制成菌饼.在预防测定中,将10mL浓度为5.75×108CFU/mL的发酵液均匀喷洒在植

株叶片上,保湿1d后再将番茄早疫病菌菌饼倒扣在番茄叶片中央;治疗测定中,先接种病菌,

保湿1d后再均匀喷洒5.75×108CFU/mL发酵液.以清水为对照组,每组处理设置20株幼苗,

重复3次[16-17].在25℃、12h∶12h光周期条件下保湿培养7d后,测定3组的发病率和病情指数.
病情分级标准与计算方式是以叶片为单位,0~4级为标准调查番茄幼苗的病情指数[18].病

情指数=∑(各级病叶数×对应发病级数)/(调查总叶片数×最高调查发病级数)×100;预防效

果(治疗效果)=(对照病情指数-处理病情指数)/对照病情指数×100.

1.2.6 海洋拮抗菌221-11对番茄幼苗叶片防御酶活性的影响

分别以灌根的方式浇灌10mL5.75×104CFU/mL、5.75×108CFU/mL浓度的海洋拮抗

菌221-11发酵液到幼苗根部,以无菌水为对照.每5d灌根一次,10d后采集植株叶片(倒数第

1和倒数第2的完全展开叶)进行研磨,得到粗酶液.按照蔡庆生[19]的方法测定SOD、POD和

CAT活性.

1.3 数据统计与分析

试验数据采用SPSS27.0进行数据分析,以最小显著差数法(LSD)分析差异显著性.

2 结果与分析

2.1 海洋拮抗菌221-11的抑菌作用

海洋细菌221-11对番茄早疫病菌具有强烈抑菌作用(图1A和B).抑菌带直径为61.2±

0.3mm,菌丝生长抑制率为77.2%.与正常生长的孢子和菌丝相比(图1C和E),受抑制的孢

子呈现长棒状、细长且出现破裂,菌丝则变得膨大、弯曲、分枝增多(图1D~F).

A:番茄早疫病菌;B:经对峙培养的番茄早疫病菌;C:正常的番茄早疫病菌孢子;D:受抑制的番茄早疫病菌孢子;

E:正常的番茄早疫病菌菌丝;F:受抑制的番茄早疫病菌;C~F显微镜倍数400×

图1 拮抗菌对番茄早疫病菌的抑制作用

12第5期    杨星月,等:抗番茄早疫病海洋细菌221-11的鉴定及其生防效果评价



2.2 海洋拮抗菌的鉴定

2.2.1 形态学观察和生理生化特征

海洋拮抗菌221-11菌体为杆状,革兰氏染色为阳性;在PDA培养基上单菌落为乳白色、

不透明、边缘不整齐、表面干燥和褶皱,芽孢呈绿色,鞭毛呈紫色(图2),属于芽孢杆菌属.

A:大肠杆菌(阴性对照);B:金黄色葡萄球菌(阳性对照);C:海洋拮抗菌221-11;

D:菌落形态 ;E:芽孢染色 ;F:鞭毛染色;A~C、E、F显微镜倍数400×

图2 海洋拮抗菌221-11的形态学观察

海洋拮抗菌221-11生理生化特征测定结果见表1和图3,该菌能够利用部分糖类,产蛋白

酶,透明圈直径为37.2±0.2mm(图3).

表1 海洋拮抗菌221-11生理生化特征

生理生化指标 结果 生理生化指标 结果

ONPG - 6.5%NaCl高盐肉汤 -
葡萄糖 + 明胶 +
蔗糖 + 硫化氢 -

麦芽糖 + 胆汁七叶苷 +
阿拉伯糖 - 七叶苷 -

乳糖 - 尿素 -
半固体琼脂 +

A:纤维素刚果红培养基;B:果胶培养基;C:牛奶培养基

图3 海洋拮抗菌221-11产酶能力鉴定
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2.2.2 海洋拮抗菌221-11的16SrDNA序列分析

16SrDNA测序所得序列经网上比对发现与贝莱斯芽孢杆菌(GenBank号:MN093876)相

似度最高,相似度为99%.系统发育树发现海洋拮抗菌221-11序列与贝莱斯芽孢杆菌(Bacil-

lusvelezensis)聚为一支(图4).再结合形态学观察和生理生化鉴定结果,确定拮抗菌221-11为

贝莱斯芽孢杆菌(B.velezensis).

图4 海洋拮抗菌221-11的系统发育树

2.3 海洋拮抗菌221-11对番茄幼苗的促生作用

灌根35d后,株高与质量如表2所示.结果发现不同浓度海洋拮抗菌221-11菌液对番茄植

株的生长均有一定的促进作用,各生长指标与对照相比均显著差异(p<0.05).当发酵液浓度为

5.75×108CFU/mL时,番茄的株高、鲜质量和干质量达到最大值,增长率分别为15.23%、

64.23%和118.97%;同时鲜质量和干质量与其他处理组及对照组间差异均达到极显著水平

(p<0.001).

表2 海洋拮抗菌221-11对番茄幼苗植株的影响

处理
菌液浓度/(CFU·mL-1)

株高/cm 鲜质量/g 干质量/g

对照(CK) 23.17±0.73bA 9.87±0.29cB 1.16±0.01eD
5.75×102 23.69±0.94aA 12.23±1.09bAB 1.43±0.07dCD
5.75×104 24.10±1.17aA 12.93±0.92bAB 1.73±0.04cBC
5.75×106 24.87±1.00aA 13.84±1.48bAB 1.94±0.03bB
5.75×108 26.70±0.90aA 16.21±1.90aA 2.54±0.18abA

  注:表中数据为平均值±标准差;同列数据后小写字母不同表示差异显著(p<0.05),大写字母不同表示差异极显著(p<0.001).

2.4 海洋拮抗菌221-11对番茄早疫病的防治效果

研究结果表明221-11可显著降低病情指数,治疗组和预防组的病情指数分别比对照组降

低45.73%和63.36%,并且预防效果要高于治疗效果(表3).
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表3 番茄幼苗病情指数和防治效果计算

处理 叶片总数/片 发病率/% 病情指数 相对防效/%

CK 330 100 92.53±0.62aA

T1 330 45.45 33.90±1.61cC 63.45±1.61aA

T2 350 60.61 50.22±2.50bB 45.74±2.34bB

 注:T1:预防处理组;T2:治疗处理组.同列数据后小写字母不同表示差异显著(p<0.05),大写字母不同表示差异极显著(p<0.01).

2.5 海洋拮抗菌221-11对番茄叶片防御酶活性的影响

不同浓度的拮抗菌221-11对番茄植株内相关防御酶活性均有一定的增加.SOD、POD和

CAT活性都随着菌液浓度(0、5.75×104 和5.75×108CFU/mL)的增大而升高,当发酵液浓度

为5.75×108CFU/mL时达到最高,酶活性分别为对照的119.24%、158.82%和239.82%,

POD、CAT活性与对照组相比差异极显著(p<0.001)(表4).

表4 海洋拮抗菌221-11对番茄叶片SOD、POD、CAT活性的影响

处理
菌液浓度/(CFU·mL-1) SOD/(U·g-1) POD/(U·g-1·min-1) CAT/(U·g-1)

0 299.673±39.33aA 17±1.00cC 0.452±0.02cC

5.75×104 351.596±40.90aA 22±0.30bB 0.723±0.04bB

5.75×108 357.333±18.07aA 27±0.60aA 1.084±0.04aA

  同列数据后小写字母不同表示差异显著(p<0.05),大写字母不同表示差异极显著(p<0.01).

3 结论与讨论

有研究表明,从海洋环境中分离得到的细菌,能够产生多种抗微生物的活性物质,并诱导

宿主产生抗性[20-22],在植物抵御植物病原体方面发挥着越来越重要的作用,发掘海洋微生物资

源充实抗菌微生物库成为生物防治的主要任务之一.本试验从海洋条斑紫菜表面分离的贝莱斯

芽孢杆菌221-11经过平板对峙培养,结果表明对番茄早疫病菌等植物病菌具有显著抑制作用,

丰富了番茄早疫病微生物生物防治的菌种资源.
相对于放线菌和真菌来说,芽孢杆菌生成的芽孢具有较强的抗逆性、容易生产、需要营养

简单、易于保存和使用等优点,所以市场上商业化的拮抗制剂大多为芽孢杆菌属[23].海洋芽孢

杆菌属细菌,如解淀粉芽孢杆菌(Bacillusamyloliquefaciens)[24]、枯草芽孢杆菌(Bacillussub-

tilis)[25]、贝莱斯芽孢杆菌(B.velezensis)[26]、苏云金芽孢杆菌(Bacillusthuringiensis)[27]等,

已经被证实是一种植物生长促进剂和免疫系统性诱导剂,能产生多种抗微生物化合物,抑制病

原菌生长.沈会芳等[28]的试验表明,贝莱斯芽孢杆菌GDND能抑制烟草镰孢根腐病菌的整个

生产发育过程,包括孢子萌发、菌丝生长和孢子形成.本研究从连云港海域条斑紫菜表面筛选

到的番茄早疫病菌拮抗菌221-11初步鉴定为贝莱斯芽孢杆菌,能强烈地抑制番茄早疫病菌的

生长,具有进一步的应用价值.
白红燕等[29]通过温室试验和大田试验发现贝莱斯芽孢杆菌EBV02对棉花黄萎病的防治效
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果分别可达68.33%和37.25%,且可以显著促进棉苗生长;安婉宁等[30]从渤海海泥分离筛选出

的贝莱斯芽孢杆菌CT2628可以增强植物的保水能力和光合作用,促进植物生长.本研究与前

人研究结果一致,盆栽试验表明贝莱斯芽孢杆菌221-11具有显著的促生长和防治效果.贝莱斯

芽孢杆菌221-11在试验浓度下均能够促进番茄植株生长,鲜质量和干质量与对照相比差异极

显著.

SOD、POD与CAT可调节 H2O2 浓度,降低植物细胞膜脂的过氧化作用,保护植物细胞,

避免病原体进一步侵害植物[31-32].邹强等[33]指出接种TP-1发酵液可以诱导葡萄相关防御酶活

性的提高,增强葡萄对灰霉病的抗性.赵欣等[34]发现玉米幼苗接种解淀粉芽孢杆菌 HRH317
后,其叶片内SOD、POD和CAT活性峰值是对照的1.38~3.35倍.本项研究中灌根海洋拮抗

菌221-11发酵液后,叶片防御酶SOD、POD、CAT的活性随着发酵液浓度的升高而增强,

CAT和POD活性表现为极显著差异,SOD表现为显著差异,与赵欣等研究结果[34]相似.然而

本试验CAT酶活(2.40倍)增加最多,SOD增加的效果最差;赵欣等[34]的研究中SOD增加效

果最高(3.35倍),POD增加最少(1.38倍),这可能与拮抗菌的种类与特性有关.
本研究结果也存在一些不足.据前人研究,拮抗菌可以在土壤及植物组织内进行定殖从而

增强植物生理活动,诱导非特异性防御酶增加.本研究在促生与防御酶酶活测定试验中采用灌

根方式,而作为药剂,在实际操作中喷洒操作更为常见,因此在防效试验中应采用喷洒方式.
关于221-11的最佳使用方式还需要进一步研究,同时要明确防治因子的具体种类和作用机

制[35-36]、拮抗菌在土壤中的定殖效果[37-38]、定殖的影响因素以及菌剂制备方法和使用方法,并

进一步做更加深入的研究.
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