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摘    要：【目的】 明确 6株贝莱斯芽胞杆菌（Bacillus velezensi）对 7种土传病原菌的抑制活性，探究其拮抗机理，为

土传病害的生物防治提供菌种资源和理论依据。【方法】 采用平板对峙法测定拮抗菌株对 7种土传病原菌的抑菌活

性，用显微镜观察拮抗菌对病原物菌丝形态的影响；采用叶片离体接种法测定其防治效果，鉴别性培养基测定拮抗

菌株产生的胞外酶，并用 PCR扩增技术检测拮抗菌携带抗生素相关基因（mycB、 fenB、 ituA、 sfp、bamC、erisA、

spaS、 bacA、 yndJ 和 qk）。【结果】  所有测试菌株（NN01、NN02、NN04、NN05、NN88和 NN95）对核盘菌

（Sclerotinia sclerotiorum）、灰葡萄孢菌（Botrytis cinerea）、立枯丝核菌（Rhizoctonia solani）、尖孢镰刀菌古巴专化

型（Fusarium oxysporum f. sp. cubense）、齐整小核菌（Scleritium rolfsii ）和烟草疫霉（Phytophthora nicotianae）等土传

病原菌的菌丝生长均具有明显的抑制作用，其中对齐整小核菌抑制作用最明显；NN01、NN02、NN04和 NN88对尖

孢镰刀菌菌丝有较好的抑制效果，菌丝生长抑制率为 40.56%～56.30%；抑菌带边缘菌丝的形态发生明显改变，原生

质浓缩或外泄、菌丝破裂和颜色加深；所有拮抗菌株均能较好抑制桑白绢病和莴苣菌核病病斑的发展，防治效果分

别为 53.40%～71.32%和 43.57%～65.68%，高于或与枯草芽胞杆菌对照防治效果相当；所有拮抗菌都能产纤维素酶

和蛋白酶，除了 NN95基因组不携带 fenB，其余所有菌株都携带 mycB、ituA、 fenB、bacA 和 yndJ 等脂肽类抗生素相

关基因。【结论】  所有测定的贝莱斯芽胞杆菌对 6种土传病原菌均具有抑菌活性，能产纤维素酶和蛋白酶，携带

mycB、ituA、fenB、 bacA 和 yndJ 等 5 种抗生素相关基因，具有防治土传病害的潜力。

关键词：贝莱斯芽胞杆菌；抑菌活性；抗生素相关基因；土传病害；生物防治

中图分类号： S 476 文献标志码：A 文章编号：1008-0384（2022）03−0371−10

Inhibitory Activity and Mechanism of Bacillus velezensi Strains
against Soil-borne Pathogens

LI Jieqiu1,   SONG Wenxin2,   MENG Jiaorong2 *,   WANG Zhongwen2 *

（1. Agri-animal Industrial Development Institute, Guangxi University, Nanning, Guangxi　530004, China; 2. College of

Agriculture, Guangxi University, Nanning, Guangxi　530004, China）

Abstract: 【Objective】  Inhibitory  activities  and  antagonistic  mechanisms  of Bacillus  velezensi  (Bv)  strains  against  certain
soil-borne  pathogens  were  studied  in  search  for  new  venues  of  biological  disease  control.【Method】  Antagonism  of  6  Bv

strains,  NN01,  NN02,  NN04,  NN05,  NN88,  and  NN95,  on  7  soil-borne  pathogens,  Fusarium  oxysporum  f.  sp.  cubense,
Sclerotinia  sclerotiorum, Scleritium  rolfsii, Botrytis  cinerea, Rhizoctonia  solani,  and Phytophthora  nicotianae,  were  studied
using  a  plate  confrontation  test.  Morphological  responses  of  the  pathogen  mycelia  to  the  Bv strains  were  observed  under  an

optic  microscope,  and  the  control  efficacy  verified  in  vitro  on  mulberry  and  lettuce  leaves.  Activities  of  the  extracellular
enzymes (e.g., cellulase, protease, and β-1,3-glucanase) produced by the Bv strains were identified with differential media, and

10 antibiotic-related genes (i.e., mycB, fenB, ituA, sfp, bamC, Erisa, spaS, bacA, yndJ, and Qk ) in the bacteria detected by PCR
amplification with specific primers.【Result】 To varying extents the 6 Bv strains inhibited the mycelia growth of the 6 target
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pathogens.  The  strongest  effect  was  shown  on S.  rolfsii.  NN01,  NN02,  NN04,  and  NN88  displayed  inhibition  rates  ranging
from 40.56% to 56.30% on F. oxysporum.  The appearance of  mycelia  on edge of  inhibition rings changed significantly with
broken, leaking intracellular substances, and darked color. In vitro the Bv strains significantly inhibited disease development on
the  plant  leaves  by  S.  sclerotiorum  with  a  control  effect  of  53.40-71.32%  and  43.57-65.68%  by  S.  rolfsii,  which  were
higher  than  or  equal  to  the  inhibition  by  B.  subtilis.  All  6  Bv  strains  secreted  proteases  and  cellulases  with  the  presence
of 5 lipopeptide antibiotic-related genes (i.e., mycB, fenB, ituA, bacA, and yndJ), except no fenB found in NN95. 【Conclusion】 All
6 Bv strains had varying inhibitory effects against the 7 soil-borne pathogens. They showed extracellular protease and cellulase
activities, and almost all of them carried 5 lipopeptide antibiotic-related genes. These Bv strains could potentially be applied as
biocontrol agents for control of diseases caused by the soil-borne pathogens.

Key words: Bacillus velezensi；inhibition activity；antibiotic-related genes；soil-borne disease；biological control

  

0    引言

【研究意义】植物土传病害由生活在土壤中或

随植物病株残体残留在土壤中的病原物侵染植物根

部或茎部引起，具有危害面积大、病原种类多和病

害治理困难的特点[1−3]。随着集约化农业的发展和高

附加值作物的连年栽培，土传病害逐年加重，连年

栽种 3～5年后可造成减产 20%～40%，严重的减产

60%以上，作物品质也受到严重影响，土传病害已

成为我国农业生产可持续发展的主要制约因素 [4−5]。

化学药剂防治具有成本低、见效快等优点，在植物

土传病害防控中发挥着重要作用[3]。但是，化学药剂

的长期大量使用容易引起药物残留、环境污染和抗

药性增强等问题。生物防治以利用拮抗微生物防治

为主要手段，通常具有抗病和促生的双重效果，对

人体无毒无害、不污染环境及不容易使病原菌产生

抗性，符合我国当前农业生物药物与生态农业作为

优先发展的主题，是实现植物土传病害绿色防控的

有效技术手段 [1, 5−7]。目前应用于植物土传病害生物

防治的微生物菌剂中，除了木霉（Trichoderma sp.）
和假单胞杆菌（Pseudomonas sp.），其余的多为芽胞

杆菌属（Bacillus spp.），如枯草芽胞杆菌（B. subtilis）、

解淀粉芽胞杆菌（B. amyloliquefacien）和贝莱斯芽胞

杆菌（B. velezensis）等 [1, 8−10]。当前可供选择的拮抗

菌株资源仍然很少，可用于作物生产的制剂或产品

的种类和数量均有限，现有的菌株难以同时防治种

类繁多的病原物引致的病害[5−6]，因此，筛选获得对

多种植物土传病害病原菌具有拮抗作用的生防菌株

并研究其拮抗机制具有重要意义。【前人研究进

展】贝莱斯芽胞杆菌可以产生抗生素、酶、植物激

素和抗肿瘤剂，在农业、工业和医学上均有广泛用

途 [11−14]。大量的研究表明，贝莱斯芽胞杆菌抑菌谱

广，对多种植物病原真菌和细菌均具有良好和抑制

效果和防治潜力 [11, 15]。贝莱斯芽胞杆菌  E69菌株和

E33菌株是来自水稻叶片的内生菌，对立枯丝核菌

（Rhizoctonia solani）、灰葡萄孢菌（Botrytis cinerea）、

尖 孢 镰 刀 菌 （Fusarium  oxysporum）、 烟 草 疫 霉

（Phytophthora  nicotianae）和 链 格 孢 菌 （Alternaria
alternate）等 病 原 菌 均 具 有 显 著 的 拮 抗 作 用 [16]；

赵昱榕等[17] 从黄瓜植株体内分离筛选获得的贝莱斯芽胞

杆菌 ZF2，对多主棒孢病菌（Corynespora cassiicola）
在内的 6 种病原真菌和  7 种病原细菌具有显著拮抗

效果。以土传病原菌为目标的拮抗贝莱斯芽胞杆菌

筛选已有一些报道。崔文会等 [18] 土壤中分离筛选获

得贝莱斯芽胞杆菌 CX-2菌株，该菌株对水稻、小麦

和大豆等作物的 6种土传病原真菌均有明显的抑菌

活性。罗汉果白绢病与根腐病的病原菌分别为腐皮

镰孢菌（F. solani）和齐整小核菌，王瑞昊等[19] 从罗

汉果根际土壤中筛选分离对这 2种病原菌有拮抗作

用的贝莱斯芽胞杆菌 TYX-2菌株。许帅等[20] 从马铃

薯根际土壤分离筛选获得对马铃薯枯萎病菌（F.
oxysporum）有拮抗作用的贝莱斯芽胞杆菌菌株 ZF128，
盆栽试验防效为  82.46%。贝莱斯芽胞杆菌 2A-2B
菌株是从杂草 Sporobolus  airoides 根围土壤分离获

得，可显著抑制尖孢镰刀菌、立枯丝核菌、辣椒疫

霉（Phytophtora capsici）和腐皮镰刀菌等土传病原菌

菌丝的生长 [13, 21]。【本研究切入点】本课题组在前

期研究中以桑树细菌性枯萎病菌（Enterobacter spp.）
和桑枝菌核病菌（Sclerotinia sclerotiorum）作为目标

测试菌，获得一批具有明显拮抗活性的芽胞杆菌菌

株，其中NN01、NN02、NN04、NN05、NN88和NN95
等 6个拮抗菌株被鉴定为贝莱斯芽胞杆菌 [22−23]，这

些拮抗菌株对尖孢镰刀菌等主要土传病害病原菌是

否具有拮抗活性及其抑菌机理均有待明确。【拟解

决的关键问题】测定 NN01、NN02、NN04、NN05、
NN88和 NN95等 6株贝莱斯芽胞杆菌对核盘菌、灰

葡萄孢、立枯丝核菌、尖孢镰刀菌、齐整小核菌、

烟草疫霉和终极腐霉（Pythium ultimum）的抑菌活

性，以期明确其产生的胞外酶及携带的抗生素相关

基因种类，为植物常见土传病害的生物防治提供菌

种资源，为进一步开发利用这些拮抗菌株提供理论

依据。 
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1    材料与方法
 

1.1    供试材料 

1.1.1   菌株及植物材料　 6株贝莱斯芽胞杆菌菌株由

本实验室前期研究获得，其中 NN01、NN02、NN04
分离自桑树品种桂优 12的枝条，NN05、NN88、NN95
分离自桑树品种桂优 62的根部 [22−23]。植物土传病原

菌为核盘菌、灰葡萄孢菌、立枯丝核菌、尖孢镰刀

菌古巴专化型（F. oxysporum f. sp. cubense）、齐整小

核菌、烟草疫霉和终极腐霉，其中齐整小核菌从桑

白绢病病桑树上分离获得并保存，其他供试病原菌

由广西大学农学院植物病理学研究室提供。用于离

体接种的桑树品种为桂桑优 62，由广西蚕业站惠

赠；生菜叶片购于广西大学菜市场，品种未知。对

照枯草芽胞杆菌可湿性粉剂为河北中保绿农作物科

技有限公司产品（有效成分含量：1×1011 CFU·g−1）。 

1.1.2   培养基　 LB培养基 (luria-bertani, LB)：酵母提

取物 5.0 g，胰蛋白胨 10.0 g，NaCl 10.0 g，去离子水

定容到 1 000 mL，pH7.0～7.2。枯草芽胞杆菌常用培

养基：葡萄糖 20.0 g，蛋白胨 15.0 g，NaCl 5.0 g，牛

肉膏 0.5 g，去离子水定容到 1 000 mL，pH7.0～7.2。马

铃薯葡萄糖琼脂培养基 (potato  dextrose  agar,  PDA)：
PDA粉购自 BD公司，按照说明书配制。 V8培养基：

V8 果汁  200 mL，CaCO3 3.0 g，琼脂粉 15.0 g，去离

子水定容到 1 000 mL，pH 7.0～7.2。蛋白酶检测培养

基：脱脂奶粉 12.0 g，琼脂 20.0 g，去离子水定容至

1 000 mL。纤维素酶检测培养基：羧甲基纤维素钠

10.0  g，蛋白胨 10.0  g，琼脂 20.0  g，酵母粉 5.0  g，
KH2PO4 1.0 g，NaCl 5.0 g，去离子水定容到 1 000 mL，
pH7.0。β-1,3-葡聚糖酶检测培养基：酵母粉 5.0  g，
蛋白胨 10.0 g，刚果红 0.4 g，NaCl 5.0 g，琼脂 20.0 g，
去离子水定容至 1 000 mL，pH值 5.5～6.0。 

1.1.3   主要仪器设备　 实验室 pH计（梅特勒-托利多

仪器有限公司）、台式离心机（艾本德中国有限公

司）、恒温培养振荡器（上海福玛实验设备有限公

司）、电热恒温培养箱（上海福玛实验设备有限公

司）、微型分光光度计（Biochrom有限公司）、PCR
仪（赛默飞世尔科技中国有限公司）。 

1.2    试验方法 

1.2.1   拮抗贝莱斯芽胞杆菌抑菌活性的测定　  采用

平板对峙法测定 6株贝莱斯芽胞杆菌对 7种供试植

物土传病害病原菌的抑制作用：待测拮抗菌用 LB培

养基，在 28 ℃ 条件下振荡培养至 OD600 值为 1.0；各

种病原菌在 PDA培养平板或 V8培养基平板上（烟

草疫霉）培养，菌落直径约为 8.00 cm时，用打孔器

在菌落边缘取直径 0.6 cm的菌饼，倒置接种于 PDA
平板中央，在其周围距离 2.0 cm对称的 4个点上接

种 1.0 μL拮抗菌菌液，以 LB培养基作为对照，每株

拮抗菌 3次重复。对照（CK）平板上病原菌菌落直

径约为 8.00 cm时，测量各个处理与对照的菌落直

径，按如下公式计算菌丝生长抑制率：菌丝生长抑

制率/%=（对照菌落直径-处理菌落直径）/对照菌落

直径×100。 

1.2.2   拮抗贝莱斯芽胞杆菌对病原菌菌丝形态的影响

　 取上述对峙培养中抑菌带边沿的菌丝进行形态观

察，以不接种拮抗菌只接种病原菌的培养平板为对照。 

1.2.3   拮抗贝莱斯芽胞杆菌无菌发酵液对病原菌抑制

活性的测定　 各供试拮抗菌株接种于枯草芽胞杆菌

常用培养基（液体培养基），28 ℃、200 r·min−1 培
养 48  h，得到拮抗菌发酵液；将发酵液在 10 000
r·min−1 条件下离心 10 min，吸取上清，用 0.22 μm的

细菌过滤器过滤获得无菌发酵上清液；制作双层

PDA平板（琼脂粉含量，上层为 16 g·L−1，下层为 20
g·L−1），取直径为 0.6  cm的病原菌菌饼置于双层

PDA平板中央；在距离中央 2 cm处对称的 4个位置

将上层的培养基打孔，取出上层琼脂圆片，将 40 μL
无菌发酵上清液加入到打好的孔内，28 ℃ 下进行培

养。以加入无菌 LB培养基为对照，每个处理 3个重

复。其余步骤同“1.2.1”。 

1.2.4   叶片离体接种测定拮抗贝莱斯芽胞杆菌的防治

效果　 选取齐整小核菌和核盘菌为目标菌进行离体

防治效果测定。齐整小核菌接种于健康桑叶，在桑

叶沿中线对称的 2个位置制造伤口，在培养至 3 d的

齐整小核菌菌落边缘打孔，菌饼接种于右边伤口

处，无菌 PDA培养基接种于左边伤口处作为对照，

将叶片置于湿润的滤纸上，分别无菌水（CK1）、新

鲜拮抗菌菌液（1×108 CFU·mL−1）和枯草芽胞杆菌

可湿性粉剂（稀释 1 000倍液）（CK2）喷雾，至叶

片湿润不滴水为止，每个处理 3次重复，24 h后重

复喷雾 1次。接种叶片于 28 ℃ 培养箱中放置 72 h，
以十字交叉法测量病斑的直径，计算防治效果。核

盘菌则接种生菜叶片，培养温度为 25 ℃，接种 48 h
后测量病斑的大小，其他操作步骤与桑叶片接种方

法相同。防治效果 /%=（对照叶片病斑直径-处理叶

片病斑直径）/对照叶片病斑直径×100。 

1.2.5   拮抗贝莱斯芽胞杆菌细菌胞外酶活性的测定　 蛋
白酶活性的检测：将 6株待测拮抗菌接种于 LB培养

基中，28 ℃、200 r·min−1 下培养，至菌液 OD600 值

为 0.6，分别吸取 1.0 μL拮抗菌菌液，均匀点在距离

蛋白酶检测培养基平板中心约 2.0 cm处。设置 3个
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重复，以无菌 LB液体培养基作为对照，培养 2 d后，

观察在菌落边缘是否形成透明圈。若形成透明圈，

根据透明圈的大小判断菌株产生蛋白酶活性的大

小。纤维素酶活性的检测：按上述方法将待测拮抗

菌接种于纤维素酶活性检测培养基平板上，经 28 ℃
培养 3 d后，用质量浓度为 1.0 mg·mL−1 的刚果红溶

液 5.0 mL染色 15 min，倒掉刚果红溶液加入 5.0 mL
l.0 mol·L−1 的 NaCl溶液，静置 15 min，倒掉 NaCl溶
液，观察是否形成透明圈。β-1,3-葡聚糖酶活性的检

测：在 β-1,3-葡聚糖酶活性检测培养基上进行，操作

步骤同蛋白酶活性的检测。 

1.2.6   拮抗贝莱斯芽胞杆菌抗生素相关基因的检测　 依
据文献合成用于检测mycB [24]、fenB[25]、ituA [25]、sfp [25]、

bamC[26]、erisA[26]、bacA [27]、spaS [27]、yndj [28] 和 qk [29]

共  10 个目标基因的引物（表 1）。分别以 6株拮抗

菌的基因组 DNA作为模板对目标基因进行 PCR 检
测。PCR反应体系：总反应体积 50 μL，其中 Taq
Mix 25 μL，上下游引物（10 mmol·L−1）各 2 μL， DNA
模板 (50 ng·μL−1) 2 μL，ddH2O 19 μL。反应条件：95 ℃
预变性 5 min，94 ℃ 变性 30 s，退火 30 s，72 ℃ 延伸

2 min，运行 30个循环，最后 72 ℃ 延伸  5 min，其

中 erisA 的退火温度为 54 ℃，bamC、bacA 和 spaS 的

退火温度为 58 ℃，其余基因的退火温度为 55 ℃。

PCR产物经 1.0% 琼脂糖凝胶电泳检测，将条带大小

正确的片段进行回收纯化后测序。

 
  

表 1    用于检测拮抗贝莱斯芽胞杆菌抗生素相关基因的引物

Table 1    Primers used to detect antibiotic-related genes in Bv strains

基因

Genes
引物名称及其序列（5′→3′）
Primers and the sequences

片段大小

Product size/bp
抑菌物质

Antifungal substances

mycB
MycB-F：ATGTCGGTGTTTAAAAATCAAGTAACG
MycB-R：TTAGGACGCCAGCAGTTCTTCTATTGA 2 024 

抗霉枯草菌素

Mycosubtilin

fenB
FenB-F：CTATAGTTTGTTGACGGCTC
FenB-R：CAGCACTGGTTCTTGTCGCA 1 600 

丰原素

Fengycin

ituA
ItuA-F：ATGTATACCAGTCAATTCC
ItuA-R：GATCCGAAGCTGACAATAG 1 047 

伊枯草菌素

Iturin

sfp
Sfp-F：ATGAAGATTTACGGAATTTA
Sfp-R：TTATAAAAGCTCTTCGTACG    675 

表面活性素

Surfactin

bamC
Bamc-F：AGTAAATGAACGCGCCAATC
Bamc-R：CCCTCTCCTGCCACATAGAG    957 

杆菌霉素

Bacillomycin

erisA
Erisa-f：TTCGATGARTTCGATTTGGA
Erisa-r：GCAGCCCTTTTTCTTTTATTTC    357  Ericin

spaS
Spas-f：GGTTTGTTGGATGGAGCTGT
Spas-r：GCAAGGAGTCAGAGCAAGGT    375 

枯草菌素

Subtilin

bacA
Baca-f：CAGCTCATGGGAATGCTTTT
Baca-r：CTCGGTCCTGAAGGGACAAG    498 

溶杆菌素

Bacylisin

yndj
147-F：CAGAGCGACAGCAATCACAT
148-147-R：TGAATTTCGGTCCGCTTATC    212 

假定蛋白

Yndj

qk
Qk1-F：CTTAAACGTCAGAGGCGGAG
Qk1-R：ATTGTGCAGCTGCTTGTACG    704 

枯草杆菌蛋白酶

Subtilisin
 
 
 

1.2.7   数据统计与分析　 用 Excel计算平均数及标准

差，利用 IBM SPSS Statistics V21.0软件进行统计学

分析，利用新复极差测验法（SSR 法）进行平均数之

间的多重比较，判断不同处理间的差异显著性。 

2    结果与分析
 

2.1    6株贝莱斯芽胞杆菌对土传病害病原菌的抑菌活性

采用对峙培养法测定 6株贝莱斯芽胞杆菌对 7种

土传病害病原菌抑菌活性，结果显示，6株拮抗菌株

对核盘菌、灰葡萄孢、立枯丝核菌、尖孢镰刀菌、齐

整小核菌和烟草疫霉等 6种病原菌菌丝生长均有较强

的抑制作用，对终极腐霉抑制效果不明显（图 1-A）。

不同拮抗菌株对不同病原菌的抑菌活性有明显差

异，菌株 NN01对核盘菌、灰葡萄孢、尖孢镰刀菌和

齐整小核菌的抑制效果较好，抑菌率均达 34.07%及

以上；NN02对齐整小核菌的抑制活性最高，达 76.11%，

对核盘菌和尖孢镰刀菌的抑菌率分别为 52.22%和

46.67%；NN04对齐整小核菌和尖孢镰刀菌的抑菌活
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性较高，分别为 74.81%和 56.30%；NN88对齐整小

核菌和尖孢镰刀菌的抑菌活性也较高，分别为

62.41%和 40.56%（表 2）。就病原菌而言，所有拮

抗菌株对齐整小核菌具有较强的抑制作用，菌丝抑

制率在 28.70% ～ 76.11%；有 4个拮抗菌株（NN01、
NN02、NN04、NN88）有对尖孢镰刀菌具有较强的

抑制作用，抑制率在 40.56%～56.30%；所有拮抗菌

株对立枯丝核菌和烟草疫霉抑制作用较弱，菌丝抑

制率均未达到 19.26%。采用枯草芽胞杆菌培养基培

养所有拮抗菌株，过滤获得无菌发酵液，以核盘

菌、灰葡萄孢菌和立枯丝核菌作为指示菌进行对峙

培养，结果显示所有菌株的无菌发酵液对病原菌也

均具有明显的抑制作用（图 1-B）。 

2.2    拮抗贝莱斯芽胞杆菌对核盘菌和灰葡萄孢菌菌

丝形态的影响

在 PDA上对峙培养 48 ～96 h后，用显微镜观察

 

CK NN01 NN02 NN04 NN05 NN88 NN95

A

1

2

3

4

5

6

7

B

1

2

3

 
注：CK，LB 培养基；1，核盘菌；2，灰葡萄孢；3，立枯丝核菌；4，尖孢镰刀菌古巴专化；5，齐整小核菌；6，烟草疫霉；7，终极腐霉。

Note: CK, LB medium；1, S. sclerotiorum; 2,  B. cinerea; 3,  R. solani;4, F. oxysporum f. sp. cubense; 5,  S. rolfsii; 6, P.a nicotianae; 7, P. ultimum.

图 1    贝莱斯芽胞杆菌（A）及其无菌发酵液（B）对 7 种土传病害病原菌菌丝生长的抑制效果

Fig. 1    Inhibitory effects of Bv culture liquid (A) and cell-free fermentation broth (B) against 7 soil-borne pathogens
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抑菌带中核盘菌和灰葡萄孢菌菌丝形态，结果显

示，NN02、NN88和 NN95菌株处理的核盘菌菌丝原

生质浓缩，颜色加深，局部菌丝破裂，原生质分布

不均匀；NN02、NN04、NN05、NN88、NN95处理

的灰葡萄孢菌菌丝也有相似的表现。NN01、NN04
处理的核盘菌菌丝及 NN01处理下的灰葡萄孢菌菌丝

颜色加深，其形态无明显变化（图 2）。

 

  

A

B

CK NN01 NN02 NN04 NN05 NN88 NN95

 
图 2    贝莱斯芽胞杆菌对核盘菌（A）和灰葡萄孢（B）菌丝形态的影响

Fig. 2    Effects of Bv strains on morphology of S. sclerotiorum (A) and B. cinerea (B) mycelia
 
 

2.3    拮抗贝莱斯芽胞杆菌在离体叶片上的防治效果

分别在桑叶片接种齐整小核菌，生菜叶片在接种

核盘菌后，用 6株贝莱斯芽胞杆菌液喷雾处理，48～

72 h后观察发病情况。结果显示，所有拮抗菌株对桑叶

片或生菜叶片的病斑扩展均有不同程度的抑制作用

（图 3），对桑白绢病的防治效果都在 53.40%以上，

其中 NN01防治效果为 71.32%，NN01、NN02、NN05

菌株防治效果分别为 65.65%、65.05%和 61.46%高于

 
表 2    拮抗贝莱斯芽胞杆菌对土传病原菌菌丝生长的影响

Table 2    Effect of Bv strains on in vitro growth of soil-borne pathogens

病原菌

Pathogens

菌株及抑制率

B. velezensi strains and Inhibition rate /%

NN01 NN02 NN04 NN05 NN88 NN95

齐整小核菌（S. rolfsii ） 67.59±4.12 a 76.11±0.61 a 74.81±6.11 a 46.67±6.70 a 62.41±2.57 a 28.70±3.88 a

核盘菌（S. sclerotiorum） 34.07±16.19d 52.22±3.14 b 19.44±8.85 c 14.81±2.18 b 13.50±2.58 d 10.93±3.47 b

灰葡萄孢菌（B. cinerea） 56.39±1.67 b 11.11±4.16 c 13.056±2.46 c 13.89±5.20 b 12.78±3.20 d 22.78±4.11 ab

尖孢镰刀菌古巴专化型（F. oxysporum f. sp. cubense） 47.78±1.41 c 46.67±0.99 b 56.30±3.63 b 11.67±1.53 b 40.56±9.65 b 11.67±1.17 b

烟草疫霉（P. nicotianae） 10.00±4.97 e 12.96±1.67 c 13.70±1.67 c 15.74±1.30 b 19.26±2.69 c 15.37±3.02 b

注：表中数据为３次重复的平均值±标准差，同列的相同小写字母表示在 0.05 水平上无显著差异。

Note: Data presented as mean±standard deviations were calculated from three independent experiments.Values followed by the same letter within a row were not

significantly different at 0.05 level.

 

NN95CK1 NN01 NN02 NN04 NN05 NN88 CK2

A

B

 
注：CK1，无菌水；CK2，枯草芽胞杆菌。

Note: CK1, sterilized water；CK2, B. subtilis.

图 3    拮抗贝莱斯芽胞杆菌在离体叶片上对病桑白绢病 (A) 和生菜菌核病（B）的抑制效果

Fig. 3    In vitro inhibitory effects of Bv strains against S. rolfsii on mulberry leaves (A) and S. sclerotiorum on lettuce leaves (B)
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对照枯草芽胞杆菌菌剂（CK2），其余菌株的抑制效

果与枯草芽胞杆菌菌剂的相当；所有拮抗菌株对

生菜菌核病的抑制效果均优于对照枯草芽胞杆菌菌

剂（CK2），其中 NN01防治效果最好，为 65.68%
（表 3）。

 
  

表 3    离体条件下 6 株贝莱斯芽胞杆菌桑白绢病和生菜菌核病的防治效果

Table 3    In vitro control efficacy of Bv strains against S. rolfsii and S. sclerotiorum

桑叶 mulberry 生菜叶 lettuce

菌株

Strain
病斑直径

Lesion diameter/cm
防治效果

Control efficacy/%
菌株

Strain
病斑直径

Lesion diameter/cm
防治效果

Control efficacy/%

NN01 1.61±0.12 71.32±2.26 a NN01 1.97±0.45 65.68±0.08 a

NN05 1.91±0.28 65.65±3.70 b NN02 2.42±0.75 57.82±0.13 b

NN02 1.95±0.20 65.05±5.12 b NN05 2.52±0.82 56.08±0.14 b

NN95 2.15±0.10 61.46±1.87 c NN88 2.77±1.35 51.72±0.23 c

CK2 2.25±0.39 59.67±7.00 c NN04 2.93±1.02 48.81±0.18 c

NN04 2.33±0.23 58.18±4.19 c NN95 3.23±0.25 43.57±0.04 d

NN88 2.60±0.26 53.40±4.67 c CK2 4.05±1.15 29.32±0.20 e

CK1 5.58±0.12 — CK1 5.73±0.91 —

注：① 表中数据为3次重复的平均值±标准差，同列的相同小写字母表示在 0.05 水平上无显著差异。② CK1：无菌水；CK2：枯草芽胞杆菌。

Note: ① Data presented as mean±standard deviations were calculated from three independent experiments. Values followed by the same letter within a row were

not significantly different at 0.05 level. ② CK1：sterilized water；CK2：B. subtilis.
 
  

2.4    拮抗贝莱斯芽胞杆菌胞外酶活性

胞外酶活性进行检测结果显示，所有菌株在纤

维素酶和酶蛋白酶检测培养基上均可产生明显透明

圈，表明这些菌株可以产生纤维素酶和蛋白酶，其

中 NN01、NN02、NN04和 NN88产纤维素酶的能力

较强，NN05、NN95产纤维素酶的能力较弱；NN04
产蛋白酶的能力最强，其次为 NN01和 NN02菌株。

在 β-1,3-葡聚糖酶检测平板上，NN02、NN04、NN05、
NN88能够形成透明圈，但是透明圈界限不够明显，

说明这些菌株可以产生葡聚糖酶，但是酶活性较弱

或者产量较低，而菌株 NN01和 NN95在 β-1,3-葡聚

糖酶检测平板上不产生可见透明圈，表明在此条件

下，这 2个菌株不产生葡聚糖酶 (图 4) 。
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A B C 
注：①1：NN01；2：NN02；3：NN04；4：NN05；5：NN88；6：NN95。②A：纤维素酶；B：蛋白酶；C：β-1,3-葡聚糖酶。

Note: ①1: NN01; 2: NN02; 3: NN04; 4: NN05; 5: NN88; 6: NN95. ② A: Cellulase; B: Protease; C: β-1,3-glucanase.

图 4    拮抗贝莱斯芽胞杆菌的纤维素酶、蛋白酶和 β-1,3-葡聚糖酶活性检测

Fig. 4    Determination of cellulase, protease, and amylase activities in Bv strains
 
 

2.5      拮抗贝莱斯芽胞杆菌抗生素合成相关基因的

检测

分别以拮抗菌株的总 DNA作为模板，使用 10

对引物（表 1）对抗生素合成相关基因进行 PCR扩

增。电泳检测显示，除了菌株 NN95基因组没有扩增

出 fenB 基因的特异条带，其余菌株用 5对基因

（mycB、 fenB、 ituA、bacA、yndj）的引物均可扩增

出特异性单一的条带，条带大小正确（图 5），经测

序验证均为对应的目标基因片段，表明这些菌株都

具有产生抗霉枯草菌素、丰原素、伊枯草菌素、溶
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杆菌素和假定蛋白 Yndj的潜力，而 NN95菌株没有

产生丰原素的潜力。另外 5对基因（sfp、bamc、erisa、
spaS、qk）的引物则没有扩增出明显的条带（图中未

显示），表明所有拮抗菌株中均没有携带产生表面

活性素、杆菌霉素、Ericin、枯草菌素和枯草杆菌蛋

白酶等抗生素的相关基因。

  

ECA B

5M 1 2 3 4 6 5M 1 2 3 4 6 5M 1 2 3 4 6 5M 1 2 3 4 6

D

5M 1 2 3 4 6

 
注：①M：1 kb DNA marker；1：NN01；2：NN02；3：NN04；4：NN05；5：NN88；6：NN95。② A：mycB (2 024 bp)；B： fenB (1 400

bp)；C：ituA (1 150 bp)；C：mycB (2 024 bp)；D：bacA (498 bp)；E：yndj (212 bp)。

Note: ①M: 1 kb DNA marker; 1: NN01; 2: NN02; 3: NN04; 4: NN05; 5: NN88; 6: NN95. ② A: mycB (2 024 bp); B: fenB (1 400 bp); C: ituA (1 150

bp); C: mycB (2 024 bp); D: bacA (498 bp); E: yndj (212 bp).

图 5    贝莱斯芽胞杆菌菌株中抗生素合成基因电泳检测结果

Fig. 5    Detection of antibiotic-related genes in Bv strains by PCR amplification
 
 

3    讨论与结论

贝莱斯芽胞杆菌来源广泛，抑菌谱广且可促进

植物生长，作为植物生防制剂具有良好的应用前

景，开展贝莱斯芽胞杆菌菌种资源的收集、筛选对

推进植物病害的生物防治具有重要意义[13−14, 30]。本研

究表明 6株贝莱斯芽胞杆菌对核盘菌、灰葡萄孢

菌、立枯丝核菌、尖孢镰刀菌、齐整小核菌和烟草

疫霉等病原菌菌丝生长均具有明显抑菌活性，为常

见植物土传病害的生物防治提供了菌种资源。作用

机理不同的多个菌株混合使用可以提高拮抗菌的防

治效果，可以防治同一作物上不同病害，甚至防治

不同作物上不同病害[5, 10]，在今后的盆栽试验及大田

试验中，将使用不同菌株混合后进行防治，评估其

用于制备混合菌剂的潜力。

芽胞杆菌可分泌产生多种胞外酶和抗生素等抗

菌物质，参与抑菌过程[9]。芽胞杆菌分泌的常见胞外

酶包括几丁质酶、蛋白酶、纤维素酶和 β-1,3-葡聚糖

酶等，胞外酶的种类及其活性可作为筛选拮抗菌的

主要标记，通常产生胞外酶种类多的拮抗菌株，均具

有较好的生防效果[12, 31]。脂肽类抗生素（lipopeptin）
是芽胞杆菌分泌的主要抗菌物质，以伊枯草菌素家

族、表面活性素和丰原素为主，其中伊枯草菌素家

族包括伊枯草菌素、杆菌抗霉素和抗霉枯草菌素

等，可破坏真菌细胞壁、细胞膜，强烈抑制真菌菌

丝生长；丰原素作用机理与伊枯草菌素家族的相

似，对丝状真菌抑制效果好[9, 32]；溶杆菌素可导致微

生物细胞壁的结构受损，细胞溶解死亡，对真菌和

细菌都具有广谱的抗菌活性 [33- 34]。本研究中的 6个

拮抗贝莱斯芽胞杆菌菌株均能分泌蛋白酶和纤维素

酶，4个菌株可以产生少量的 β-1,3-葡聚糖酶；除了

NN95菌株不携带 fenB，所有拮抗菌株都携带 mycB、
fenB、ituA、bacA 和 yndj 等抗生素相关基因，表明这

些菌株都具有产生抗霉枯草菌素、丰原素、伊枯草

菌素、溶杆菌素和假定蛋白 Yndj的潜力。拮抗菌株

的无菌发酵液对病原菌具有明显的抑菌作用，抑菌

带边缘的菌丝出现原生质浓缩或外泄、菌丝破裂、

颜色变深等，推测 6株拮抗菌产生的胞外酶和抗生

素参与了它们的抑菌过程。与其他 5个菌株相比，

NN95菌株在平板上的抑菌效果相对较差，可能与该

菌株缺少 fenB 基因有关。

在本研究中拮抗菌株在平板对峙培养显示的抑

菌活性与叶片离体防治效果不存在一一对应关系，

NN02和 NN04对白绢病菌平板测试的抑菌活性分别

为 76.11%和 74.81%，均比 NN01菌株的（67.59%）

高，但是其离体防治效果比 NN01菌株的低；NN95
菌株对齐整小核菌平板抑制为 28.70%，离体防治效

果 61.46%，均优于 NN04和 NN88菌株，推测不同菌

株的作用机制存在一定的差异。在平板对峙培养

中，菌株产生拮抗物质的活性和生物量直接影响其

抑菌效果，而离体叶片或田间防治效果则是拮抗菌-
病原菌-寄主植物三者的相互作用的结果，与菌株产

生的拮抗物质、定殖能力、能否诱导产生诱导抗性

及寄主的抗病性等均有密切关系[9, 35]。今后可以利用

基因组学、蛋白组学和代谢组学等多种组学方法联

合分析，明确抗生素相关基因及胞外酶在拮抗菌-病
原菌-寄主植物三者之间发挥作用的机制。

本研究中的拮抗菌株对立枯丝核菌、烟草疫霉

和终极腐霉抑菌活性较低或没有活性。不同的病原

菌对不同拮抗物质的反应有所不同，而培养条件会
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影响拮抗菌产生拮抗物质的种类及浓度 [34, 36]。如枯

草芽胞杆菌野生型菌株（ATCC 6633）对病原菌并没

有明显的抑制活性，其过量表达抗霉枯草菌素基因

的工程菌株 BBG100则对灰葡萄孢菌、尖孢镰刀菌

和瓜果腐霉（Pythium aphanidermatum）有明显的拮

抗活性 [37]。后续研究将通过改变培养基配方及培养

条件或者构建主要抗生素相关基因的过量表达菌

株，重新评估这些菌株产生拮抗物质的活性及其抑

菌范围。此外，本研究中 6株拮抗贝莱斯芽胞杆菌

均携带 bacA 基因，具有产生溶杆菌素的潜力。溶杆

菌素对细菌有强的抑制作用[9, 34]，一些贝莱斯芽孢杆

菌菌株对植物病原细菌也具有较强的抑制活性[9, 34, 38]。

本 研 究 中 的 拮 抗 菌 株 对 茄 科 青 枯 菌 （Ralstonia
solanacearum）等土传细菌性病原是否有抑制作用，

值得进一步研究。

6株拮抗贝莱斯芽胞杆菌抑菌谱广，对核盘菌、

灰葡萄孢、立枯丝核菌、尖孢镰刀菌、齐整小核菌

和烟草疫霉等 6种土传病原菌菌丝生长具有抑制作

用；所有拮抗菌株均能较好抑制桑白绢病和生菜菌

核病病斑的发展，产生纤维素酶和蛋白酶；除了

NN95菌株不携带 fenB，所有拮抗菌株都携带 mycB、
fenB、ituA、bacA 和 yndj 等抗生素相关基因，具有产

生抗霉枯草菌素、丰原素、伊枯草菌素、溶杆菌素和

假定蛋白Yndj的潜力，是植物土传病害潜在的生防菌。
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