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摘 要：为了筛选出对马铃薯晚疫疫霉菌（Phytophthora infestans）有较强拮抗作用的生防细菌，从马铃薯种植地的土壤中分离细菌，

并通过平板对峙法，测定分离细菌对马铃薯晚疫疫霉菌的拮抗作用。经大量拮抗实验，筛选出一株细菌HC5，经形态特征观察、生

理生化特性测定和 16S rRNA基因序列分析，确定该菌株为假单胞菌（Pseudomonas sp.）。抑菌试验结果表明，HC5 菌株对辣椒

疫霉菌（Phytophthora capsici）、黄瓜尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporum）、马铃薯晚疫疫霉菌、辣椒炭疽菌（Colletotrichum capsici）均有

一定的抑制作用，尤其对马铃薯晚疫疫霉菌的抑菌效果显著，抑菌率达 89%。采用PCR方法对菌株HC5进行多种抗生素合成基因

的检测，扩增到786 bp的硝吡咯菌素片段和587 bp的氢氰酸片段，表明菌株HC5能够代谢产生这两种抗生素，单一或协同发挥拮抗

作用。研究表明，菌株HC5是一株具有开发潜力的生防细菌。
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Abstract：Lots of bacteria were isolated from the soil of the potato plantation, in order to screen out biocontrol bacteria with strong
antagonistic efficacy on Phytophthora infestans by dual culture. We screened out a strain HC5 through lots of antagonistic tests. This strain
was identified as Pseudomonas sp. by analysis of morphological, physiological and biochemical characteristics and 16S rRNA gene
sequence. The results showed that the strain HC5 exhibited antibiotic activity of antagonists against Phytophthora capsici, Fusarium
oxysporum, P. infestans and Colletotrichum capsici, especially it produced the outstanding antibiotic activity against P. infestans, with
inhibition rate up to 89%. Detected multiple antibiotic synthesis gene in strain HC5 with PCR method, we amplified the 786 bp gene of PRN
and 587 bp gene of HCN. This study showed that the strain HC5 could metabolize to produce the two antibiotics, playing the antagonistic
role by itself only or coordination. Above of all, the strain HC5 was a biocontrol bacterium with potential development.
Keywords：soil; bacteria; HC5; Pseudomonas sp.; Phytophthora infestans; antibiotic activity

农 业 资 源 与 环 境 学 报
2018年11月·第35卷·第6期：527-532 November 2018·Vol.35·No.6：527-532

Journal of Agricultural Resources and Environment

http://www.aed.org.cn

张艳萍，令利军，赵 瑛, 等 . 土壤中细菌HC5的分离鉴定及抑菌活性测定[J]. 农业资源与环境学报, 2018, 35（6）: 527-532.
ZHANG Yan-ping, LING Li-jun, ZHAO Ying, et al. Isolation and identification of bacterium HC5 from soil and determination of antibiotic activity[J].
Journal of Agricultural Resources and Environment, 2018, 35（6）: 527-532.

随着科学技术不断发展进步，利用生物种间关

系、种内关系调节有害生物种群密度的生物防治手段

越发受到人们的重视[1]。这种生物防治措施具有安

全、有效和无污染等特点，与保护生态环境和社会协调

发展的要求相吻合[2]。研究发现各类植物和庞大的微

生物群体是有效获得生物拮抗菌的巨大宝库[3]。我国
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有着非常丰富的动植物和微生物资源，对此进行广泛

筛选，针对不同的有害生物建立相应的资源数据库，

这是十分重要的基础工作[4]。

由致病疫霉菌引起的马铃薯晚疫病在马铃薯生

产中是一种毁灭性的病害[5]，我国马铃薯生产每年因

此而减产 10%~15%[6]，化学农药的防治措施造成的农

药残留、环境污染和病原菌产生抗性等问题日益突

出[7]，因此，开发对人类和环境友好、同时具有较好防

治效果的生物农药就显得十分必要。国内外已有研

究[8-13]表明，许多植物成分或微生物对马铃薯晚疫疫

霉菌表现出杀菌活性。Filippov等[14]很早就将Pseudo⁃

monas putida和 Bacillus subtilis应用于马铃薯晚疫病

的防治中，结果表明，生物制剂 Immunofit M 的防效效

果与化学药剂相当；王树桐等[10]研究了 88 种中草药

提取物对马铃薯晚疫病的抑菌活性；崔月贞等[7]从高

寒草地牧草内生菌中筛选出对马铃薯晚疫疫霉菌具

有高拮抗性的芽胞杆菌 262AY11、262AY6 和 264AY2。
这些研究为马铃薯晚疫病的生物防治奠定了理论和

应用基础，展示了生物防治技术良好的应用前景。但

是，病原菌会不断发生变异或者出现新的生理小种，

拮抗菌的拮抗性状也可能会随着接种代数的增加而

发生变异退化，所以针对这些问题，需要不断补充新

的拮抗菌[15]。再者，从不同分离渠道获得的生防菌往

往存在不易繁殖、在土壤和植物体内定殖能力弱、田

间防效差和抗菌谱窄的缺点[16]，而从马铃薯种植地土

壤中分离筛选本土拮抗菌更易获得繁殖力强、易定殖

的高效拮抗菌株。本研究从甘肃省临洮、会川等马铃

薯种植地采集土样分离细菌，测定其对马铃薯晚疫疫

霉菌的抑制效果，筛选出高拮抗生防菌，为晚疫病生

物防治菌剂的研发提供菌株资源和理论依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

土壤样本分别采集于甘肃会川和临洮马铃薯种

植地。供试的植物病原真菌为辣椒疫霉菌（Phytoph⁃

thora capsici）、黄瓜尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporum）、

马铃薯立枯丝核菌（Rhizoctonia solani）、马铃薯晚疫

疫霉菌（Phytophthora infestans）、辣椒炭疽菌（Colletot⁃

richum capsici）、小 麦 禾 谷 镰 刀 菌（FusaHum gra⁃

minearum），均由西北师范大学生命科学学院微生物

实验室提供。

土壤中细菌分离、纯化和培养采用牛肉膏蛋白胨

培养基（NA），马铃薯晚疫疫霉菌的培养与拮抗试验采

用黑麦-西红柿培养基（HX），其余植物病原菌的培养

及拮抗试验采用马铃薯葡萄糖培养基（PDA）。NA培

养基：牛肉浸膏3 g，蛋白胨10 g，氯化钠5 g，琼脂18 g，
加水至 1 L，pH 7.0；HX 培养基：黑麦 60 g，西红柿汁

100 mL，碳酸钙 0.4 g，琼脂 15 g，加水至 1 L；PDA培养

基：马铃薯200 g，葡萄糖20 g，琼脂18 g，加水至1 L。
1.2 试验方法

参照张国庆等[17]的方法对所采土壤样品进行处

理培养。取土壤样品 1 g 置于 NA 液体培养基内，

37 ℃、180 r·min-1培养 24 h。取 0.1 mL培养液，用无

菌水稀释成 103、104、105这 3个浓度梯度，涂布于 NA
平板上，37 ℃培养 24 h。根据菌落形态和颜色等挑取

不同单菌落，按常规方法纯化后保存，供筛选鉴定。

采用平板对峙生长法，测定所有分离菌株对马铃

薯晚疫疫霉菌的拮抗作用，从中筛选出具有较强拮抗

性的菌株。在直径 9 cm的HX平板中央接入直径为

5 mm的马铃薯晚疫疫霉菌菌饼，20 ℃左右黑暗生长

一周后，在距中央 2.5 cm处接入浸有活化培养 24 h的

分离菌株菌液的滤纸圆片（直径 5 mm），20 ℃左右继

续黑暗培养，设不接种分离菌株的处理为对照，每个

菌株处理重复3次，10 d后测量病原菌的菌落半径。

参照王莉衡等[18]的平板对峙生长方法，在PDA平

板上，进一步测定拮抗菌株对其他 5种植物病原真菌

的抑制能力，每个处理重复 3次，10 d后测量病原菌

的菌落半径。

观察拮抗菌株的培养形态、革兰氏染色并测定其

生理生化特征，以及参照邢芳芳等[19]菌落基因组。采

用细菌通用引物 27F（5′ -AGAGTTTGATCCTGGCT⁃
CAG-3′）和 1492R（5′ -GGTTACCTTGTTACGACTT-
3′），由上海英俊生物技术有限公司合成。反应体系

（50 μL）：EX premix Tag 25 μL、27F 引物（10 mmol·
L-1）1 μL、1492R引物（10 mmol·L-1）1 μL、上清液模板

5 μL、ddH2O 18 μL。 PCR 反应体系：94 ℃ 5 min，
94 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30个循环，72 ℃ 10
min。通过生理特征和分子水平分析共同确定拮抗菌

株的种属。

采用 PCR 方法，对菌株 HC5进行多种抗生素合

成基因的检测，名称和相应引物[20]序列见表1。
1.3 测定项目与方法

拮抗菌株的抑菌率=（对照菌落半径-处理菌落

半径）/ 对照菌落半径×100%
细菌常规的生理生化指标测定参照《常见细菌系

统鉴定手册》[21]。
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扩增片段测序后，所得序列经校对后与GenBank
数据库中的已有序列进行 BLAST 比对分析，用

MEGA 6.0软件聚类分析，构建系统发育树。

2 结果与分析

2.1 拮抗菌株HC5的筛选获得

从土壤富集、稀释之后培养出的细菌中，选取了

12 株菌株进行与马铃薯晚疫疫霉菌的对峙拮抗筛

选，其中从甘肃省会川所采土样中分离获得的菌株

HC5对马铃薯晚疫疫霉菌有较好的拮抗效果（图 1和

图2）。

2.2 拮抗菌株HC5的抑菌谱活性

采用平板对峙试验，菌株HC5对测试的 6种植物

病原真菌中的 4种都有不同程度的拮抗作用。其中

对马铃薯晚疫疫霉菌拮抗性最显著，抑菌率达 89%。

对辣椒疫霉菌、黄瓜尖孢镰刀菌、辣椒炭疽菌也有一

定的拮抗作用。对马铃薯立枯丝核菌、小麦禾谷镰刀

菌不具有拮抗作用，病原菌包围拮抗菌，并长满整个

平板（表2和图3）。

2.3 拮抗菌株HC5种属的鉴定

2.3.1 形态及生理生化鉴定

HC5菌株在NA培养基上室温培养 24 h，菌落呈

扁平圆形，表面光滑有光泽，乳白色，不产色素；在

表1 菌株HC5中抗生素合成基因的检测

Table 1 Detection of antibiotic synthesis gene in strain HC5
名称Name

2，4-二乙酰基间苯三酚2，4-DAPG

吩嗪-1-羧酸PCA

吩嗪-1-甲酰胺PCN

硝吡咯菌素PRN

藤黄绿脓菌素PLT

氢氰酸HCN

引物序列Prime sequence
5′-GAGGACGTCGAAGACCACCA-3′
5′-ACCGCAGCATCGTGTATGAG-3′
5′-TGCCAAGCCTCGCTCCAAC-3′
5′-CGCGTTGTTCCTCGTTCAT-3′

5′-CGCACGGATCCTTTCAGAATGTTC-3′
5′-GCCACGCCAAGCTTCACGCTCA-3′
5′-CCACAAGCCCGGCCAGGAGC-3′

5′-GAGAAGAGCGGGTCGATGAAGCC-3′
5′-CGGAGCATGGACCCCCAGC-3′

5′-GTGCCCGATATTGGTCTTGACCGAG-3′
5′-ACTGCCAGGGGCGGATGTGC-3′

5′-ACGATGTGCTCGGCGTAC-3′

长度Size/bp
745

1100

2000

786

779

587

图1 不同菌株与马铃薯晚疫疫霉菌的拮抗效果（5号显著）

Figure 1 Antagonistic efficacy of different strain to P. infestans
（No.5 is best）

5

10

8

11

图2 菌株HC5对马铃薯晚疫疫霉菌的抑制作用

Figure 2 Inhibitive activity of strain HC5 to P. infestans

表2 菌株HC5对植物病原真菌的抑制效果

Table 2 Inhibitive efficacy of strain HC5 to pathogenic fungi
植物病原真菌
Pathogenic fungi

辣椒疫霉菌 P. capsici

黄瓜尖孢镰刀菌 F. oxysporum

马铃薯立枯丝核菌R. solani

马铃薯晚疫疫霉菌P. infestans

辣椒炭疽菌C. capsici

小麦禾谷镰刀菌F. graminearum

菌丝扩展半径
Diameters of mycelia

spreading/mm
40
45
80
8
50
80

抑菌宽带
Inhibition
zone/mm

28
15
0
62
21
0
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PDA培养基上室温生长 24 h，表面光滑湿润，产生蓝

色色素和一种黄绿色代谢物，使周边培养基呈现淡黄

色。革兰氏染色为阴性。生理生化鉴定结果见表3。
2.3.2 分子生物学鉴定

对菌株 HC5 经过扩增测序后，测序结果提交于

GenBank进行同源比对，比对结果显示，HC5菌株的

16S rRNA基因序列与公开发表的假单胞菌属同源性

较高，相似度达 99%。利用 MEGA 6.0 软件，将菌株

HC5 与模式菌株和假单胞菌属内的多个不同种的

16S rRNA基因序列构建系统发育树，结果见图4。
2.4 菌株HC5中含有的抗生素合成基因

PCR检测结果见图 5，其中 2，4-二乙酰基间苯三

酚（2，4-DAPG）、吩嗪-1-羧酸（PCA）、吩嗪-1-甲酰

胺（PCN）和藤黄绿脓菌素（PLT）都未扩增出相应条

黄瓜尖孢镰刀菌F. oxysporum 辣椒疫霉菌P. capsici 辣椒炭疽菌C.capsici

图3 菌株HC5对植物病原真菌的抑制作用

Figure 3 Inhibitive activity of strain HC5 to pathogenic fungi

马铃薯立枯丝核菌R.solani 小麦禾谷镰刀菌F. graminearum 马铃薯晚疫疫霉菌P. infestans

表3 菌株HC5生理生化特征

Table 3 Biochemical characteristics of strain HC5

注：“+”表示阳性反应；“-”表示阴性反应。

Note："+" means positive reaction；"-" means negative reaction.

测定指标 Test index
氧化酶Oxidase
木糖Xylose

明胶液化Gelatin liquefaction
淀粉水解Amylum hydrolysis
吲哚反应 Indole reaction
甲基红Methyl red test

V-P测定V-P determination
柠檬酸利用Citrate utilization

绿脓菌素Pyocyanin
H2S产生H2S production

葡萄糖发酵Glucose fermentation
琥珀酸盐产碱Succinate alkali

活性Activity
-
-
-
-
+
+
+
+
-
-
-
+

测定指标Test index
D-葡萄糖D-Glucose

蔗糖Sucrose
柠檬酸盐Citrate

D-甘露醇D-Mannitol
D-甘露糖D-Mannose

L-脯氨酸芳胺酶L-ProA
脂酶Lipase

酪氨酸芳胺酶TyrA
D-纤维二糖D-Cellobiose

尿素酶Urease
丙二酸盐Malonate
磷酸酶Phosphatase

活性Activity
+
-
+
+
+
+
+
+
-
-
+
-

测定指标Test index
L-乳酸盐同化 ILATa

L-苹果酸盐同化 IMLTa
O/129耐受O/129 Resistance

5 ℃生长Growth at 5 ℃
30 ℃生长Growth at 30 ℃
40 ℃生长Growth at 40 ℃
50 ℃生长Growth at 50 ℃
55 ℃生长Growth at 55 ℃

pH 3.0生长Growth at pH 3.0
pH 5.0生长Growth at pH 5.0
pH 7.0生长Growth at pH 7.0
pH 9.0生长Growth at pH 9.0

活性Activity
-
-
-
+
+
+
+
-
-
+
+
+

图4 菌株HC5基于16S rRNA基因序列的系统发育树

Figure 4 Phylogenetic tree of strain HC5 and its relatives based on 16S rRNA gene sequences

Pseudomonas corrugata 147-HR1（MF077200.1）
Pseudomonas syringae yangyue P4（KU977139.1）
Pseudomonas corrugata 155-HR9（MF077202.1）

Pseudomonas kilonensis 520-20T（AJ292426.1）
Pseudomonas thivervalensisT（AF100323.1）

HC5（MH289541）

63
63

97

0.000 2
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带，硝吡咯菌素（PRN）和氢氰酸（HCN）分别在 786 bp
和587 bp上出现了亮条带，说明菌株HC5中含有硝吡

咯菌素和氢氰酸的合成基因，能够代谢产生这两种抗

生素，在其抑制病原菌生长过程中发挥相应作用。

3 讨论

一般地，16S rRNA基因序列同源性大于 99%，可

以认为是同一种；同源性为 95%~98%可以认为是同

属不同种；同源性在 95% 以下可以认为不同属[22-23]。

根据同源性比对、系统发育树的构建，结合形态和生

理生化特征分析，确定菌株HC5为假单胞菌。假单胞

菌在自然界广泛分布，种类繁多，能抑制多种植物病

原菌，并在植物根际中具有很强的定殖能力，是植物

根际土壤周围起生物防治功能的主要细菌类群[24]。

根围微生物群被认为是植物的“第二基因组”[25]，为植

物提供由微生物衍生的化合物并具有相应的特性[26]，因

此，根系生防菌可谓是植物抵抗病原菌的天然屏障，

故从自然界中分离新的假单胞菌是充分利用该细菌

的基础[27]。

本研究分离获得的假单胞菌HC5经对峙实验发

现，对辣椒疫霉菌、黄瓜尖孢镰刀菌、马铃薯晚疫疫霉

菌、辣椒炭疽菌均有一定的抑制作用，尤其对马铃薯

晚疫疫霉菌的抑菌效果显著，抑菌率达 89%。通过生

理生化检测发现，该菌株对温度和酸碱的耐受力极

强，因此，认为假单胞菌HC5是一株具有开发潜力的

生防细菌。

假单胞菌HC5对马铃薯晚疫疫霉菌有较强的抑

制作用。假单胞菌的生防作用机理涉及有效的根部

定殖、抗生作用、根际营养竞争（特别是对 Fe 的竞

争）、诱导植物抗性、分泌降解微生物的酶、分泌一种

或几种抗生素[28]。本研究通过PCR方法检测发现，菌

株HC5中含有合成硝吡咯菌素和氢氰酸的基因。因

此，菌株分泌的代谢产物中会存在这些抗生素，它们

通过单一或协同作用产生抑菌效果，具体作用方式还

有待进一步地深入研究来验证。

本研究对菌株HC5的拮抗性仅做了初步的鉴定，

对马铃薯晚疫疫霉菌的拮抗能力的测定仅局限于实

验室，对其在田间的拮抗能力表现仍需开展进一步的

试验加以研究，将菌株HC5制备成制剂进行田间试验

评价是我们下一步研究的重点。

4 结论

以土壤为筛选基质，从中选取 12株菌株进行对

马铃薯晚疫疫霉菌的拮抗试验，获得一株拮抗率高达

89%的菌株，编号为HC5，种属鉴定为假单胞菌，其可

产生硝吡咯菌素和氢氰酸两种抗生素的合成基因，生

长中对温度、酸碱的耐受力较强，是一株具有开发潜

力的生防细菌。
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