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低温生防菌枯草芽胞杆菌 BS303
的选育及其效果验证

吴　勇　黄巧云　陈雯莉

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　以枯草芽胞杆菌高效生防野生菌株BS５为出发菌株,经紫外线诱变,选育出低温生防菌BS３０３,并验

证了它的拮抗效果.２０℃时BS３０３对西瓜枯萎病原菌、玉米小斑病原菌、黄瓜枯萎病原菌、番茄叶霉病原菌４种

病原菌有显著的抑菌效果,防治指数达到０．７６７,野生型菌株 BS５只有０．５５７,两者差异显著;常温条件下菌株

BS５对西瓜枯萎病原菌的防治指数为０．６６７,BS３０３为０．７０１,差异不显著.通过稀释涂平板和荧光定量 PCR监

测生防菌和病原菌在土壤中的定殖动态,结果表明:诱变菌株 BS３０３比野生型 BS５能更好地在土壤中生存,常
温和低温下对西瓜枯萎病都有很强的拮抗能力,能显著降低土壤中的病原菌数量.
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　　因病原菌引起植物病害而造成经济作物产量下

降,使农业经济遭受严重损失的情况在全球农业生

产中常有发生.化学防治虽然能有效控制植物病

害,但农药的过量使用会导致环境污染,且会导致病

原菌耐药性变强.生物防治高效且无毒无害、不产

生抗药性;同时,生物防治制剂制备简单、生产周期

短、对厂房设备要求低,因此,生物防治技术得到广

泛运用,发展势头迅猛[１].
微生物种类繁多,分布广,遗传多样性非常丰

富.很多细菌、放线菌、真菌和病毒都有拮抗病原菌

的能力.其中,具有生物防治作用的细菌尤其引人

关注,例如放射杆菌属(Agrobacteriumsp．)和芽胞

杆菌属(Bacillussp．)等,特别是枯草芽胞杆菌(B．
subtilis)、苏云金芽胞杆菌(B．thuringiensis)和蜡

状芽胞杆菌(B．cereus)等能产生抗逆性强的芽胞,
防治效果非常显著[２Ｇ５].

生防微生物在田间实际运用时所处的环境与实

验室纯培养条件下的温度、营养以及酸碱度都有很

大差别,这些变化会影响菌株的生长、增殖,进而对

其生存和生物防治的效果产生影响,所以,目前生防

菌株的实际运用效果不稳定.通过微生物诱变育种

可以得到适应性更强、生防效果更好的菌株.目前

工业微生物育种经常使用的主要有紫外诱变、化学

诱变以及基因重组等方式,其中紫外诱变育种技术

操作简单、安全高效而得以广泛运用[６].胡源媛

等[７]以枯草芽胞杆菌和蜡状芽胞杆菌为出发菌株,
通过紫外诱变处理筛选出高产木聚糖酶菌株.王芳

等[８]采用对生防菌深绿木霉(Trichodermasp．)进
行紫外线照射诱变得到１株耐低温的深绿木霉突变

株,对灰霉病有较好的拮抗作用,增强了该菌的生防

能力.
枯草芽胞杆菌作为常用的生防菌能通过产生膜

脂肪酸等一系列物质抵御温度波动[９],但在温度波

动较大的低温环境下,如我国北方冬天低温环境,枯
草芽胞杆菌生长仍受到明显抑制,影响生物防治效

果.本研究以高效生防菌枯草芽胞杆菌 BS５为出

发菌株,通过紫外诱变育种获得１株在低温下适应

能力更强的突变株BS３０３,比较低温下突变株和野

生型的生防效果;同时,利用平板培养和荧光定量

PCR２种方法检测生防菌株和病原菌在土壤中的动

态变化,评估生防菌在自然土壤中的生存、生防能

力,旨在为后续制备高效低温生防菌剂奠定基础.
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1　材料与方法

1.1　菌株和质粒

供试菌株及质粒信息见表１.本研究所用植物

病原菌,包括西瓜枯萎病病原菌(FusariumoxysＧ
porumf．sp．melonis)、黄瓜枯萎病病原菌(FusariＧ
umoxysporumf．sp．cucumerinum)、玉米小斑病病

原菌(Bipolarismaydis)、番茄叶霉病病原菌(Fulvia
fulvacifferri)和油菜菌核病病原菌(SclerotiniascleＧ
rotiorum),由华中农业大学农业微生物学国家重点实

验室张吉斌教授提供.
1.2　培养基

细菌生长采用 LB培养基;枯草芽胞杆菌发酵

培养基为 NYD培养基[１２];病原真菌采用查氏培养

液或者PDA培养基培养.
1.3　引　物

本研究所用引物信息见表２.
1.4　紫外诱变育种

首先确定紫外线致死剂量,按照６０％致死剂量

进行处理,照射后以红光为唯一光源进行后续操作,
表１　供试菌株和质粒

Table１　Strainsandplasmidstestedinthisexperiment

名称 Names 特征 Relevantcharacteristics 来源 Sources
枯草芽胞杆菌B．subtilis
BS５ 高效野生型生防菌株 BioＧcontrolwildtypestrain 本实验室保存 Thislab
BS３０３ 低温诱变菌株 Lowtemperaturemutantstrain 本研究 Thisstudy

BS１６８ trpC２
美国国家农业部菌种保藏中心

UnitedStatesDepartmentofAgriculture
CulturePreservationCenter

FB５ BS５∷pHT３０４ＧbcgfpEry＋ gfp 本研究 Thisstudy
FB３０３ BS３０３∷pHT３０４ＧbcgfpEry＋ gfp 本研究 Thisstudy
质粒Plasmid

pHT３０４
大肠杆菌Ｇ枯草芽胞杆菌穿梭载体;Ampr,Eryr;６．６kb
E．coliＧB．subtilisshuttlevector;Ampr,Eryr;６．６kb

[１０]

pHT３０４Ｇbcgfp
穿梭载体,含有蜡状芽胞杆菌 UW８５启动子和gfpmut３a基因;

Ampr,Eryr;１１kbShuttlevectorwithB．cereusUW８５
promoterandgfpmut３agene;Ampr;Eryr;１１kb

本研究 Thisstudy

pAD４４Ｇ１２
大肠杆菌Ｇ枯草芽胞杆菌穿梭载体,含有gfpmut３a基因;

Ampr,Cmr;１０kbE．coliＧB．subtilisshuttlevector
withgfpmut３agene;Ampr;Cmr;１０kb

[１１]

表２　供试引物
Table２　Primersusedinthisexperiment

引物名称 Primers 引物序列(５′Ｇ３′)Sequences 特征 Characteristics
Gfpforward AAAGGGCAGATTGTGTGGAC

RTmＧPCR,生防菌上gfp 基因gfpgeneinbiocontrolstrain
Gfpreverse AAGCGTTCAACTAGCAGACC
Fusaforward TCACCAGGTCCAGACACAATG RTmＧPCR,西瓜枯萎病病原菌的部分１８SrRNA 基因

Partialof１８SrRNAgeneinFusariumoxysporumf．sp．melonisFusareverse AATCACTCCACCAACTAAGAACG
Ns１ GTAGTCATATGCTTGTCTC 西瓜枯萎病病原菌上的１８SrRNA 基因

１８SrRNAgeneinFusariumoxysporumf．sp．melonisNs８ TCCGCAGGTTCACCTACGGA

首先取２００μL转接到１０mLLB中,避光于２０℃
下振荡培养至D６００约为１．０.再取５mL进行紫外

线照射,重复此过程４次[１３].

1.5　突变株筛选

紫外线照射５次后,梯度稀释菌液,取１００μL
涂布于LB平板上,避光２０℃培养３d.挑取单菌

落,在２０℃下进一步培养,选取生长快的诱变菌株,
重复验证其稳定性.
1.6　发酵液抑菌试验

采用Irina等[２,１４]的方法并加以改进,将 PDA
培养基溶化后冷却至约４０℃,加入３mL生防菌株

发酵的无菌上清液,混匀后制成含有抑菌剂的平板,
另一平板加入等体积无菌水混匀制成对照.将预先

培养好的植物病原菌打成直径约５mm 的菌块,分
别接种到抑菌平板和对照平板的中央,每个处理设

置４个重复,２８℃培养５d,测量病原菌半径,利用t
检验分析结果,P＜０．０５为显著差异.
抑制率＝(对照组平板菌落半径－处理组平板菌落半径)/

(对照组平板菌落半径－原菌饼半径)×１００％

1.7　平板对峙试验

采用５点对峙法进行抑菌试验[４].培养温度

２８℃、２０℃,培养时间５d,测量抑菌圈直径,利用t

０２
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检验分析结果,P＜０．０５表示显著差异.
1.8　温室盆栽试验

选择武汉秋冬两季进行西瓜盆栽试验,西瓜枯

萎病原菌作为供试病原真菌,评估诱变菌株和野生

型菌株在不同温度下对西瓜枯萎病的生物防治效

果.设置６个处理:(１)只接种野生型BS５;(２)只接

种诱变株 BS３０３;(３)接种 BS５加西瓜枯萎病病原

菌;(４)接种 BS３０３和西瓜枯萎病病原菌;(５)只接

种西瓜枯萎病病原菌;(６)空白对照,每个处理设

１００个重复.
西瓜种子为西研黑冠,产自新疆昌吉市西甜瓜

开发研究中心.种子表面灭菌后催芽２４h,选取其

中发芽一致的种子备用.
西瓜枯萎病病原菌接入查氏培养液培养后,加

入蛭石中,制成含菌１０６cfu/g的病土,同时对照组

加入等量的无菌水,备用.生防菌接种浓度达１０８

cfu/g;对照组加入等量灭菌水备用.然后在每钵蛭

石中种入５粒西瓜种籽,定时定量浇水管理至西瓜

苗子叶脱落,检测植株感病情况[１５].
1.9　带标记生防菌株的构建

选取质粒pAD４４Ｇ１２上的 UW８５组成型启动

子,启动下游gfp(绿色荧光蛋白基因)的表达.将

上述片段与大肠杆菌和芽胞杆菌间的穿梭载体

pHT３０４相连,将酶连产物转化大肠杆菌 TG１感受

态细胞.挑选转化子,验证后保存质粒,将质粒命名

为pHT３０４Ｇbcgfp.将得到的重组质粒用电转化法

分别导入生防枯草芽胞杆菌BS５和BS３０３中得到

带标记的基因工程菌FB５、FB３０３.

2　结果与分析

2.1　低温生防菌 BS303 的筛选

以前期筛选得到的野生型枯草芽胞杆菌 BS５
为出发菌株,用紫外线照射法进行诱变处理.涂布

平板后共得到１５３株菌株,通过初筛和复筛最终选

出在低温下生长良好的诱变菌株BS３０３.野生型枯

草芽胞杆菌BS５和诱变株BS３０３在３７、２８、２０℃下

的生长状况如图１所示.
从图１可以看出,BS５和BS３０３在３７、２８℃下

的生长趋势没有显著差异,但２０℃时野生型菌株的

迟滞期为１１h、诱变菌株为８h,比野生型菌株快了

３h,野生型菌株在２６h后生长达到峰值,而诱变菌

株在１９h时就达到峰值,说明BS３０３在低温下的适

A:３７℃;B:２８℃;C:２０℃．

图１　低温诱变株和野生型在不同温度下的生长趋势

Fig．１　Growthcurveofthemutantandwildtypestrainatdifferenttemperatures
应能力更强.
2.2　诱变菌株 BS303 的稳定性

将诱变菌株BS３０３于２０℃下连续培养４０代,
结果表明其生长速度没有明显改变,表明诱变菌株

低温条件下具有良好的生长稳定性.
2.3　诱变菌株的生防能力

１)发酵液抑菌试验结果.与野生型菌株 BS５
相比,经过紫外照射处理后得到的生防菌BS３０３,其
发酵上清液对玉米小斑病病原菌、油菜菌核病病原

菌、番茄叶霉病病原菌有显著的抑制效果(图２).

２)平板对峙试验结果.利用平板五点对峙法评

估了BS５和BS３０３在２８、２０℃下的拮抗作用,结果

见图３.在２８℃下,诱变株对西瓜枯萎病病原菌

的拮抗作用较出发菌株明显减弱,但对油菜菌核病

　１．玉米小斑病病原菌 Bipolarismaydis;２．西瓜枯萎病病原菌

Fusariumoxysporumf．sp．melonis;３．番茄叶霉病病原菌Fulvia

fulvacifferri;４．油菜 菌 核 病 病 原 菌 Sclerotiniasclerotiorum;

５．黄瓜枯萎病病原菌Fusariumoxysporumf．sp．cucumerinum．

图２　　BS３０３和BS５的发酵上清液

对５种植物病原菌的抑制率 (∗ P＜０．０５)

Fig．２　BiologicalcontrolactivityofcellＧfreesuspension
ininhibitionofthefivephytopathogens

１２



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３６卷　

病病原菌、番茄叶霉病病原菌都表现出比野生型

BS５更强的抑制能力.在２０℃时,除对油菜菌核病

病原菌的抑制能力与野生型 BS５无明显差异外,

BS３０３对４种病原菌的抑菌效果都强于初始菌株

BS５,与发 酵 上 清 液 试 验 结 果 一 致,说 明 低 温 下

BS３０３表现出对病原菌更强的拮抗能力.

　１．西瓜枯萎病病原菌Fusariumoxysporumf．sp．melonis;２．油菜菌核病病原菌Sclerotiniasclerotiorum;３．玉米小斑病病原菌BipoＧ

larismaydis;４．番茄叶霉病病原菌Fulviafulvacifferri;５．黄瓜枯萎病病原菌Fusariumoxysporumf．sp．cucumerinum．

图３　平板对峙实验评估BS５和BS３０３对５种植物病原菌的拮抗作用(∗ P＜０．０５)

Fig．３　AntagonisticofBS５andBS３０３tothefivepathogensassayedbyplateconfrontation

　　３)温室盆栽试验结果.对西瓜枯萎病的拮抗效

果如图４和表３所示.秋季植物生长的平均温度约

为２５℃,从表３可以看到,诱变后的菌株BS３０３较

野生型菌株BS５常温下生防能力略有增强;经诱变

株BS３０３处理后,西瓜种子的发病率(１９％)较野生

型菌株处理的发病率(２２％)略有下降.结合病情指

数和发病率计算出２个菌株对枯萎病的防治指数,

BS３０３达到０．７０１,BS５为０．６６７.
由BS５和BS３０３在冬季低温(２０℃)下的生防

效果可知(表３),２０℃下接种诱变株BS３０３的西瓜

发病率为２４％,接种野生型的达到３３％,而 BS３０３
在低 温 下 的 防 治 指 数 (０．７６７)也 显 著 高 于

BS５(０．５５７).这说明诱变株低温下比野生型具有更

好的生物防治效果.
仅接种西瓜枯萎病病原菌的处理组中,２０℃时

比２５℃下植株的发病率也一定程度降低,这应该是

植物病原菌在低温时生长速度降低、代谢减缓、侵染

能力受限造成的.

　１:接种 BS５BS５inoculation;２:接种 BS３０３BS３０３inoculation;３:BS５和西瓜枯萎病病原菌双接种 BothBS５andphytopathogeninＧ

oculation;４:BS３０３和西瓜枯萎病病原菌双接种 BothBS３０３andphytopathogeninoculation;５:接种西瓜枯萎病病原菌 Phytopathogen

inoculation;６:空白对照Control．

图４　盆栽试验西瓜苗发病情况

Fig．４　IncidenceofCitrulluslanatusingreenhouseexperiment

表３　野生型和诱变株在秋季常温和冬季低温下的生物防治效果

Table３　Effectsofthewildtypestrainandmutantstraininautumnundernormaltemperatureandinwinterunderlowtemperature

处理

Treatment
发病率/％Incidence

秋季 Autumn 冬季 Winter

病情指数/％Indexofdisease
秋季 Autumn 冬季 Winter

病情防治指数 Diseasecontrolindex
秋季 Autumn 冬季 Winter

BS５ ４．０ ３．０ ２．６７ １．６７
BS３０３ ３．０ ２．０ １．８０ １．３３
BS５＋西瓜枯萎病病原菌

BS５andphytopathogen
２２．０ ３３．０ ８．６７ １１．２２ ０．６６７ ０．５５７

BS３０３＋西瓜枯萎病病原菌

BS３０３andphytopathogen
１９．０ ２４．０ ７．７８ ５．８９ ０．７０１ ０．７６７

西瓜枯萎病病原菌

Phytopathogen
８４．０ ７６．０ ２６．００ ２５．３３

CK １１．０ ９．０ ３．４４ ４．２０

２２
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2.4　土壤盆栽试验结果

为监测生防菌和病原菌在土壤中的定殖动

态,将带有 GFP标记的重组质粒用电转化法分别

导入 BS５和 BS３０３中得到带标记的工程菌 FB５、
FB３０３.

１)土壤稀释涂布平板培养的结果.利用稀释涂

布平板培养法检测了接种到土壤以后生防菌的存活

状况,结果如图５所示,带有标记的野生型和诱变菌

株在自然土壤中定殖能力良好.第４~７天,由于细

菌刚接种到土壤中需要适应环境,活细菌数目有所

降低.度过适应期后,生防菌的数目开始上升,到第

７天后保持稳定.第２６天检测到土壤中野生型和

诱变株活菌数仍能够达到１０５~１０６,但随后活菌数

目开始下降.从第６天开始土壤中诱变株的活菌数

比野生型的数量高出０．５到１个数量级,说明诱变

菌株适应能力更强.另外,与病原菌一同接入到土

壤中并未影响生防菌的存活能力.

　字母“f”代表植物病原菌,下同.Character“f”representsphytoＧ
pathogen,thesameasfollows．

图５　土壤中检测的生防活细菌数目

Fig．５　Thenumberofactiveantagonisticbacteriainsoil

　　２)土壤总基因组的荧光定量PCR结果.首先

对西瓜枯萎病病原菌进行１８SrRNA 序列分析,比
对结果显示其１８SrRNA 的序列与 NCBI编号为

AB１１０９１０．１的Fusariumoxysporum 的相似度达

９９％,据此设计了针对西瓜枯萎病病原菌的荧光定

量PCR特异性引物.
将抽提的土壤宏基因组进行荧光定量 PCR分

析,结果(图６)与稀释涂布平板培养法计数结果一

致,荧光定量 PCR 结果显示生防菌能在土壤中定

殖,从第６~４８天,FB３０３在土壤中的菌数均高于

FB５的菌数.土壤中病原菌的数目在前３d保持较

高水平,但接种拮抗细菌后病原菌数量开始减少,第
７天土壤中西瓜枯萎病病原菌数量达到最低.７d
后,病原菌数量趋于稳定,可能病原菌与生防菌在土

壤中达到相对平衡.对比未接种生防菌的处理,接
种生防菌后病原菌在第２６~４８天菌数开始减少,西

瓜枯萎病病原菌的菌数降低约２~３个数量级,说明

枯草芽胞杆菌FB５和FB３０３对西瓜枯萎病病原菌

有抑制作用.且加入FB３０３的处理组中,西瓜枯萎

病病原菌的数量较FB５的处理组要低,说明FB３０３
的抑菌能力强于FB５.

图６　利用荧光定量PCR检测土壤中野生型、诱变株

单独存在及其与病原菌共存时FB５和FB３０３
及真菌Fusariumoxysporum 数量的变化

Fig．６　DeterminationofthechangesinnumberofFB５,

FB３０３andphytopathogeninsoilstreatedwithwildtype
andmutantstrainaloneandtogether

withphytopathogenbyRTＧPCR

3　讨　论

生物防治是防治植物病害最有力的工具,而性

能优良的生防菌株的筛选和培育则是提升生防效果

的重要保证.本研究利用紫外线进行诱变育种,以
野生型枯草芽胞杆菌 BS５为出发菌株筛选到１株

在低温下有生长优势的生防菌BS３０３.BS３０３对于

５种常见植物病原菌都有较显著的抑菌效果,比野

生型BS５在低温下有更好的适应性.在西瓜盆栽

试验中,接种诱变株BS３０３的植株比接种野生型菌

株的处理低温下发病率明显降低.可见,BS３０３在

低温下生防效果优于野生型.使用平板计数法和荧

光定量PCR２种方法检测了盆栽试验土壤中接入

的生防菌和西瓜枯萎病病原菌数量的动态变化,结
果显示使用荧光定量PCR测得的土壤中诱变株和

野生型数量比平板培养法检测的数量多１~２个数

量级,原因在于平板培养法只能检测活菌,而荧光定

量PCR法能检测到土壤中所有的微生物 DNA,因
此,结果偏高.但２种方法所得的结果都表明生防

菌在土壤中定殖情况良好,接入生防菌后,土壤中病

原菌的数量下降.
本研究仅验证了诱变菌株的生防能力及其在自

然土壤中的生存能力,后续工作首先需确定 BS３０３
的突变位点;其次,鉴定诱变菌株 BS３０３和出发菌

株BS５的拮抗物质,进一步明确诱变菌株BS３０３的

３２
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代谢调控机制,以期为了解生防菌的耐寒机制、生态

效应等奠定基础.
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Breedingandcharacterizationofalowtemperature
biologicalcontrolstrainBS３０３

WUYong　HUANGQiaoyun　CHEN Wenli

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,
Wuhan４３００７０,China

Abstract　Inthepreviousstudy,abiologicalcontrolstrainBacillussubtilisBS５withastronganＧ
tagonismeffectagainstseveralphytopathogenswasisolated．Alowtemperaturebiocontrolstrainnamed
BS３０３wasobtainedbyinducingstrainBS５withUV．TheactivityofbiologicalcontrolofBS３０３wasinＧ
vestigatedwithplateconfrontationessayandgreenhouseplantpot．Resultsshowedthattheantagonism
activityofBS３０３againstfourpathogenicfungiat２０℃ wasstrongerthanthatofBS５．Theprotectindex
ofBS３０３andBS５againstFusariumoxysporumf．sp．melonisat２８℃ was０．７０１,and０．６６７,withno
significantdifferencebetweenthem．However,theprotectindexofBS３０３(０．７６７)againstFusariumoxＧ
ysporumf．sp．melonisat２０ ℃ washigherthanthatofBS５(０．５５７)．SpreadplateandRTＧPCRwere
usedtodeterminethecolonizationdynamicsofbiologicalcontrolbacteriaandphytopathogenfungiin
soil．Theresultsshowedthatbothbiologicalcontrolstrainsfittedandestablishedwellinsoil．ThecoloＧ
nizationdynamicsofBS３０３strainwasbetterthanthatofBS５(wildtype)．NumberofthephytopathoＧ
genfungiwassignificantlydecreasedwhenthebiologicalcontrolbacteriawereapplied．

Keywords　lowtemperature;biologicalcontrol;Bacillussubtilis;UVbreedingbyinducedmutaＧ
tion;colonizationdynamics
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