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拿大，是名贵保健药品，在我国临床应用最早，已

有 300 多年应用历史。自 20 世纪 80 年代我国引

种西洋参成功后，已形成东北、北京和山东三大产

区，而东北是我国西洋参的主产区。
栽培西洋参病害比较严重，长期以来通过农

药等化学手段来防治西洋参病害，不仅加重环境

污染，导致西洋参农残超标，而且降低药材使用安
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西洋参病原菌拮抗细菌的分离筛选与鉴定
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摘 要：为了寻找西洋参病原菌的高效生防菌，从多年生西洋参根际土壤中筛选出 7 株对西洋参病原菌

有较强拮抗能力的细菌，并对多种西洋参病原菌有良好的拮抗作用，表现出拮抗的广谱性。通过扩增、测序得

到 7 株菌的 16S rDNA 序列,运用 ClustalX 进行多重序列对比，并通过 MEGA5.0 方法构建 16SrDNA 系统发育

树,结合菌体形态特征、生理生化特性鉴定，2 确定菌株 SJF-5、SJF-20 为 Bacillus methylotrophicus strain、菌

株 SJF-8 为 Bacillus aerophilus strain、菌 株 SJF-14 为 Bacillus amyloliquefacie、菌 株 SJF-24 为 Bacillus
pumilus strain。2 株 Brebibacillus 属中，菌株 SJF-6、SJF-26 均为 Brebbibacillus borstelensis strain。本文首次

报道了解淀粉酶芽孢杆菌、短杆芽孢杆菌、甲基营养型芽孢杆菌对西洋参病原菌有抑制作用。
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Isolation and Identification of Antagonistic Bacteria of Panax
quinquefolium L. Pathogeny Fungus
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Abstract: To find efficient bio-control bacteria against pathogens of Panax quinquefolium L., 7 strains

strongly antagonized pathogens of ginseng were selected from perennial Panax quinquefolium L. rhizosphere

soil, all of which had good antagonisms against various pathogens of ginseng and featured broad-spectrum

antagonism. The 16SrDNA sequences of the above 7 strains were obtained by amplification and sequencing.

Multiple sequence alignment was performed by ClustalX, and the 16SrRNA phylogenetic tree was recon-

structed by MEGA5.0. Based on identifications of thallophytic morphological, physiological and biochemical

characteristics, strain SJF-5 and SJF-20 were Bacillus methylotrophicus. Strain SJF-8 was Bacillus

aerophilus, strain SJF-14 was Bacillus amyloliquefacie, and strain SJF-24 was Bacillus pumilus. Among 2

Brebibacillus strains, strain SJF-6 and SJF-26 both were Brevibacillus borstelensis. This is the first paper

reported Bacillus amyloliquefaciens, Brevundimonas sp., Bacillus methylotrophicus and Bacillus vallismor-

tisis antibiotic against Panax quinquefolium L. pathogeny fungus.
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全性和商品价值。因此，人们把防治重点逐步转向

生物防治措施和农业防治措施上[1-7]。利用西洋参

根际土筛选出的大量有益微生物可调节改善土壤

微环境，具有拮抗效果的微生物亦可对西洋参土

传病害进行生物防治。生物防治符合国家 GAP

标准要求，在药用植物病害防治上，具有广谱、无

毒、无污染等优点，已成为当今病害防治的一个研

究热点，特别是对病原拮抗菌的分离和研究越来越

受到关注[8]。但目前有关西洋参病害生防菌资源的

开发研究基础较为薄弱，特别是对于生防细菌广

谱拮抗性方面的相关报道较少，尚未开发出西洋

参专用生防菌剂。本研究从生物防治的角度出发，

以吉林抚松不同连作年限的西洋参根际土壤为研

究对象，从中分离筛选出 7 株对西洋参病原菌具

有较强拮抗能力的细菌菌株，并通过对其形态特

征、生理生化特性以及 16S rDNA 基因的序列的

分析，对菌株进行了鉴定。

1 材料和方法
1.1 材料

1.1.1 菌株
本拮抗实验所用西洋参病原真菌均来自吉林

农 业 大 学 农 学 院 ： 西 洋 参 根 腐 菌 (Fusarium
solani)、西 洋 参 锈 腐 菌 (Cylindrocarpon destruc－
tans)、西洋参黑斑病菌(Alternaria panax Whetz)、
西洋参立枯病丝菌(Rhizoctonia solani)、西洋参疫

病菌(Phytophthora cactorum)和西洋参菌核病菌

(Sclerotinia schinseng)、西 洋 参 灰 霉 菌 (Botrytis
spp.)等 7 种。
1.1.2 土壤

土壤采自吉林省抚松县万良镇西洋参栽培

地，取多年生西洋参根际 30 cm 以内的土壤备

用。
1.1.3 培养基

马铃薯葡萄糖培养基(PDA，1 000 mL)的制

备：去皮马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、琼脂 22 g，

pH 为 7.0。牛肉膏蛋白胨培养基 (1 000 mL)：牛

肉膏 3.0 g、蛋白胨 10.0 g、NaCl 5.0 g，pH7.0～
7.2，BPY 液体培养基。
1.1.4 主要试剂和仪器

DNAMarker 和 PCR 扩增试剂盒 (TaKaRa 公

司)，PCR 产物纯化试剂盒(上海生工),细菌通用引

物 (长春联星生物技术有限公司合成)，UV-1700

型 紫 外 / 可 见 分 光 光 度 计 (SHIMADZU)，

GAPS-9700 型 PCR 仪(AB Applied Biosystems),

HPG-320H 型人工气候箱 (哈尔滨东联电子科技

有限公司)，DYCP-31DN 水平电泳仪(北京市六一

仪器厂), GIS-2010 型凝胶成像系统(上海天能科

技有限公司)。
1.2 菌株的分离筛选

采用平板稀释法，称取 10 g 土样，加无菌水

振荡 1 min，取 1 mL 上清液，加入 9 mL 0.05%
SDS 液，40℃保温 20 min，取 1 mL，加入 9 mL 无

菌水，按梯度依次稀释至 10-3、10-4、10-5，各取

100μL 稀释液在牛肉膏蛋白胨平板上涂布，3 次

平行，34℃培养 48d，选取长出的单菌落细菌菌株

纯化保藏，用于抑菌圈实验。
1.3 菌株发酵液的制备

将 12 株拮抗菌制备牛肉膏蛋白胨种子液后，

以 5%接种量接种到液体 BPY 培养基中，用容量

200 mL 三角瓶每瓶装 BPY 培养液 50 mL，34℃、
185 r/min 下振荡培养 24 h，收集发酵液。发酵液

12 000 r/min 离心 10 min，取上清液用 0.22μm

细菌过滤器过滤，保存过滤液供拮抗活性检测和

抑菌谱测定。
1.4 拮抗活性测定

将分离出的菌株用直径为 8 mm 的打孔器在

活化后的西洋参病原菌培养基上打孔，挑取菌苔

放于无菌的 PDA 平板中央, 然后把灭菌的直径为

1 cm 的 4 片滤纸圆片对称地粘于平板中，其中 3

片每片滤纸圆片上点接 20μL 供试菌悬液 (浓度

约为 108cfu/mL)，1 片滤纸圆片点接 20μL 无菌

水，每个处理重复 3 次，然后置于 34℃ 的培养箱

中培养 24 h，观察是否有抑菌圈出现。
1.5 抑菌谱测定

分别将待测西洋参病原真菌接种于 PDA 固

体培养基中央, 28℃下培养 24 h 后在新长成的

菌丝周围打孔(Φ=8 mm)，将待测活性物质注入孔

内，每孔 100μL，用灭菌水作空白对照，28℃培养

24～48 h，观察抑菌状况及抑菌圈大小，重复 3

次。
1.6 形态学鉴定

革兰氏染 色 确 定 菌 体 形 态 ， 在 10 倍 目 镜

100 倍油镜下观察进行形态学鉴定。
1.7 生理生化实验

通过还原硝酸盐实验、耐盐性培养(2%、5%、
7%、10%)实验、运动性实验、淀粉水解实验、明胶

水解实验、硝酸盐还原实验、柠檬酸钠盐利用实

验、乙 酰 甲 基 甲 醇 实 验 (V-P 反 应 )、厌 氧 生 长 实

验、酪氨酸、酪蛋白水解实验、接触酶实验、碳水化
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表 1 拮抗菌株对不同病原菌的抑菌谱

拮抗菌株 根腐 立枯 灰霉 锈腐 黑斑 菌核 疫病

SJF-5 ＋＋＋ ＋＋＋ - ＋＋ ＋＋ - -

SJF-6 - ＋＋＋ - - - ＋＋ -

SJF-8 - ＋＋＋ ＋ - - ＋ -

SJF-14 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ - -

SJF-20 - - - ＋＋ - ＋ ＋＋＋

SJF-24 - - ＋＋ ＋ - ＋ -

SJF-26 - - ＋ ＋＋ - - -

注：“+”、“++”、“+++”分别表示平均抑菌圈半径为小于 5 mm、5～10 mm、大于 10 mm。

合物利用实验 (D- 葡萄糖、L- 阿拉伯糖、D- 木

糖、D- 甘露醇) 研究其生理生化特性。
1.8 16S rRNA 基因序列分析

1.8.1 细菌基因组的提取
应 用 TaKaRa MiniBEST Bacterial Ge-

nomicDNA Extraction Kit Ver.2.0 试剂盒 [宝生

物工程(大连)有限公司]，TaKaRa Code：DV810A

提取基因组。
1.8.2 PCR引物

PCR 扩 增 所 用 通 用 引 物 为 16S1F：5′ -A－
GAGTTTGATCCT -GGCTCAG -3′ 和 16S1R：5′ -
TACGGCTACCTTGTTACG-ACTT-3′。
1.8.3 16S rDNA 基因

PCR 扩增体系 (50μL)：基因组 DNA 2μL、
dNTP (10 mmol/L) 2μL、10×Buffer5μL、16S1F

2μL、16S1R 2μL、Taq 酶 (2.5U/μL)2μL、双蒸

水 35μL。 PCR 扩 增 条 件 ：94℃预 变 性 5 min；

94℃ 1 min，58℃30s，70℃ 90s；35 个 循 环 ；72℃
延伸 10 min。
1.8.4 凝胶回收测序

采用 TIANGEN 凝胶回收试剂盒于生工生

物工程(上海)股份有限公司测序。
1.8.5 菌株序列分析、菌株系统发育分析和系统

发育树构建
将扩增出目的片断的菌液进行序列测定，通过

BLAST 寻找与目的序列同源性最高的已知分类地

位菌种的 16S rDNA 序列进行比较鉴定。从 Gen-

Bank 中查找到已经测序的同属菌的 16SrDNA 序列

及 1 个外群菌株的 16S rDNA 序列共同用 ClustalX

进行比对分析，以该菌的 16SrRNA 序列为基础，利

用 MEGA5.0 软件以 UPGMA 法构建系统发育树。

2 结果与分析
2.1 菌株发酵液的室内拮抗活性及抑菌谱

通过对西洋参主要病害的对峙实验研究，从

分离得到 101 株细菌中筛选出 7 株拮抗菌(表 1)，

通 过 计 算 抑 菌 率 ， 发 现 体 外 抑 菌 实 验 中 菌 株

SJF-14 对根腐菌、立枯丝菌、灰霉菌、锈腐菌和黑

斑菌都有抑制作用；菌株 SJF-5 对根腐病菌、立枯

丝菌、锈腐菌、黑斑病菌有抑制作用，且抑制效果

极显著，表现出较强的广谱性；菌株 SJF-6 和菌株

SJF-20 分别对立枯丝菌、菌核菌和灰霉菌、锈腐

菌有抑制作用，其中菌株 SJF-6 对立枯丝菌抑制

效果极显著，菌株 SJF-20 对疫病菌抑制效果极显

著，表现出较强的专一性；菌株 SJF-5、SJF-6、
SJF-8、SJF-14 对立枯丝菌有抑制作用且抑制效

果明显;菌株 SJF-6、SJF-8、SJF-20、SJF-24 对菌

核菌有抑制作用，但抑菌效果不显著。
2.2 形态学和生理生化特性

2.2.1 形态学特性

图 3 菌株 SJF-14

荚膜形态

图 1 菌株 SJF-6

革兰氏形态

图 2 菌株 SJF-24

革兰氏形态

图 4 菌株 SJF-26

荚膜形态
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2.2.2 生理生化特性
依据《伯杰明细菌手册》对该菌进行了 V-P

反应、糖醇发酵、柠檬酸钠盐的利用等生理生化特

性的测定(如表 2 所示)。

2.3 16SrDNA 基因序列分析

测定 7 株拮抗细菌的 16SrDNA 序列，序列

长度为 1320～1413 bp，将序列提交到 GenBank，

获得登录号。菌株 SJF-5、SJF-6、SJF-8、SJF-14、
SJF -20、SJF -24、SJF -26 的 登 录 号 依 次 为

KC511100、KC511101、KC511102、KC511103、
KC511104、KC511105、KC511106， 并 将 序 列 在

GenBank 中 BLAST 进行比对。
2.4 构建进化树

获 得 的 7 株 拮 抗 细 菌 与 相 关 6 株 细 菌 的

16SrDNA 序 列 进 行 遗 传 距 离 计 算 ， 并 根 据

MEGA5.1 软件得到系统发育树，见图 5。

3 讨 论
本实验从西洋参拮抗细菌入手，在西洋参根

际土壤中分离、纯化、筛选出对不同病原菌有显著

效果的拮抗细菌并进行了初步的鉴定。通过梯度

稀释涂布法和平板对峙法对西洋参土壤中拮抗细

菌进行分离、纯化和筛选，得到 7 株对不同病原菌

有拮抗作用的拮抗细菌：菌株 SJF-5、SJF-14 对 4

种病原菌以上有显著拮抗效果，表现出较强的广

谱性；菌株 SJF-6、SJF-20 对立枯丝菌和疫病菌

有显著拮抗效果，表现出较强的单一性。
结合形态学鉴定、生理生化实验以及 16SrD-

NA 基因测序等手段对拮抗细菌进行了初步的鉴

定。7 株拮抗细菌中有 5 株为 Bacillus 菌属，另外

2 株为 Brebibacillus 属。经鉴定：5 株 Bacillus 菌

属中，菌株 SJF-5、SJF-20 为甲基营养型芽孢杆

菌(Bacillus methylotrophicus strain)、菌株 SJF-8

为嗜气杆菌菌株 (Bacillus aerophilus strain)、菌

株 SJF-14 为解淀粉酶芽孢杆菌 (Bacillus amy－
loliquefacie)、菌 株 SJF-24 为 短 小 芽 孢 杆 菌

(Bacillus pumilus strain)。2 株 Brebibacillus 属

中，菌株 SJF-6 和菌株 SJF-26 均为波茨坦芽孢

杆菌(Brevibacillus borstelensis strain)。甲基营养

型芽孢杆菌(B.methylotrophicus)和解淀粉酶芽孢

杆菌 (B. amyloliquefaciens)分别在蔬菜和旱地植

物的研究中，被鉴定为具有明显拮抗作用[9-10]；本

研究筛选鉴定出的 7 株拮抗细菌对西洋参土传病

害具有生防潜力的外生细菌菌株，这些拮抗细菌

能否成功定殖，并在根际土壤维持菌群数量是其

能否发挥生防作用的关键。由于所(下转第 75 页)

�����������������������
图 5 拮抗菌和相关菌株的系统发育树

表 2 拮抗细菌的形态与生理生化指标

理化性质
拮抗菌株

SJF-5 SJF-6 SJF-8 SJF-14 SJF-20 SJF-24 SJF-26
细胞形状 杆状 杆状 杆状 杆状 杆状 直杆状 杆状
细胞大小(μm) 0.5～0.6×2.0～2.5 0.7～0.8×3.0～3.1 0.6～0.7×3.2～4.1 0.3～0.4×3.4～3.5 0.3～0.4×3.0～3.1 0.5～0.6×1.2～1.3 0.6～0.7×3.1～3.2
运动性 ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋
革兰氏染色 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
厌氧生长 ＋ － ＋ － － － －
D- 葡萄糖 ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋
L- 阿拉伯糖 ＋ － － ＋ ＋ ＋ －
D- 木糖 ＋ － ＋ － ＋ ＋ －
脂肪酶 ＋ ＋ ＋ － － ＋ －
甘露醇 ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋
硝酸盐还原 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －
利用 - 柠檬酸盐 － ＋ － － － ＋ ＋
淀粉水解 ＋ － － ＋ ＋ － ＋
明胶水解 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
酪蛋白水解 ＋ ＋ ＋ － － ＋ －
酪氨酸水解 ＋ － － － － － ＋
接触酶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
V-P 测试 ＋ － － ＋ ＋ ＋ －
5%耐盐试验 ＋ － ± － ＋ ＋ －
10%耐盐试验 ＋ － － － － ± －

注：+：表示呈阳性反应；-：表示呈阴性反应。
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(上接第 65 页)筛选出的菌株均来自土壤，对于后续

菌株的定殖研究提供了便利的条件，且具有很好
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