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摘要：为筛选出对松材线虫具有抑制作用的生物防治细菌，对马尾松内生细菌进行分离纯化，从中筛选出 ６ 株对松

材线虫具有杀线虫活性的细菌，其中细菌 Ｚ１１⁃２ 和细菌 Ｇ３６ 具有较强的杀线活性，用它们的培养滤液分别处理松

材线虫 ２４ ｈ，松材线虫的死亡率分别达 ９２％和 ８９％，４８ ｈ 后线虫消解率分别是 ８７􀆰 ４％和 ７７􀆰 ５％。 通过细菌形态特

征观察和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序及其系统发育分析，菌株 Ｚ１１⁃２ 和 Ｇ３６ 与短小芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ 处于同一分支，同
源性分别为 １００％和 ９９％，初步鉴定细菌 Ｚ１１⁃２ 和 Ｇ３６ 为短小芽孢杆菌。
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　 　 松萎蔫病又名松材线虫病，是由松材线虫（Ｂｕｒ⁃
ｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ）引发的一种森林病害，属国

际重要检疫对象，列为森林病虫害之首［１］，被称为

“松 树 的 癌 症 ” ［２－３］。 该 病 靠 媒 介 松 墨 天 牛

（Ｍｏｎｏｃｈａｍｕｓ ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ）携带传播，使用化学药剂可

以有效控制松褐天牛，但化学药剂造成的环境污染

对生态平衡带来越来越明显的负面影响。 随着人

们环境意识的增强，对植物寄生线虫生物防治细菌

的研究逐渐兴起，应用细菌防治植物寄生线虫的工

作己经取得了诸多进展。 研究人员对于利用细菌

作为松材线虫防治制剂的报道，多见于对具有杀松

材线虫活性细菌的筛选，如牛秋红、郑海营等［４－５］ 分

别从土壤和海水中分离筛选出对松材线虫具有较

强杀线虫活性的细菌。 内生细菌作为最具防病潜

力与应用价值的一类生物防治细菌，是植物病害生

物防治的天然资源菌，其广阔的理论研究价值和开

发应用前景，成为许多学者研究的热点对象［６－８］。
马尾松作为松材线虫的寄主，从其本身分离筛选对



松材线虫活性有抑制作用的细菌，是理性控制松材

线虫病的途径，但是对于从松树上分离的内生细菌

的研究报道较少，仅见朱丽梅、邓海娟、李亮亮

等［９－１１］的报道。 本研究开展了对马尾松内生细菌分

离和对松材线虫杀线活性的测定研究，筛选出具有

较强抑制线虫活性的细菌，并对筛选到的菌株进行

初步鉴定，以期为微生物防治和开发植物寄生线虫

生物防治制剂提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

２０１４ 年 １１ 月，２０１５ 年 ３，６ 和 ９ 月分别选取在

松材线虫疫区健康生长的马尾松枝条作为分离材

料的来源。 树龄为 ６—７ 年生，采样时将枝条放入灭

菌的纸袋中带回实验室进行内生细菌分离。 松材

线虫来源于疫区枯死木，采用贝曼漏斗法分离后在

多毛孢平板中培养备用。
１．２　 内生菌分离

取松树嫩梢松针、枝条，依次用无菌水冲洗表

面，７５％乙醇消毒 ３０ ｓ、１０％ＮａＣｌＯ 消毒 ５ ｍｉｎ，再在

无菌水中漂洗 ４ 次，用消毒枝剪剪成小段，放入装有

２ ｍＬ 无菌水和少许灭过菌的石英砂的无菌研钵，将
其研磨成匀浆后，静置 ５ ｍｉｎ。 用移液枪吸取 １５０
μＬ 于 ＮＡ 平板中涂板，２８ ℃ 下培养。 待长出菌落

后，观察生长细菌菌落的状况。 同时检查检验表面

消毒的效果，方法为吸取 １５０ μＬ 第 ４ 次漂洗消毒材

料的无菌水，涂平板，经培养后若无微生物长出，证
明表面消毒彻底。 ３—７ ｄ，待长出菌落后，对不同单

菌落的颜色、大小、突起特征、边缘特征、表面光滑

与否和透明度等的特征进行描述，并根据菌落的形

态、颜色和大小选取分离到的菌株，在平板上进行

纯化保存。
１．３　 内生细菌杀线虫活性测定

将保存的菌株在 ＮＡ 平板上活化后接种到 ＮＡ
培养液中，２８ ℃ 条件下 １６０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ４８ ｈ，取 ２
ｍＬ 细菌发酵液至离心管中，经 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ，取上清液，用滤膜孔径为 ０􀆰 ２２ μｍ 的细菌过滤

器过滤，取 ９００ μＬ 滤液分装到 ２４ 孔细胞培养板的

样品孔中，以不接菌的 ＮＡ 培养液滤液为对照，加入

线虫悬液 １００ μＬ（５０ ０００ 条 ／ ｍＬ）混匀，每个处理重

复 ３ 次，２５ ℃下慢速振荡培养，分别在处理 ２４ 和 ４８
ｈ 后观察并统计线虫死亡数，观察时取 １００ μＬ（观
察的线虫总数不少于 ３０ 头）点到载玻片上，在 １０ 倍

光学显微镜下计数死亡线虫数及线虫总数（线虫死

亡标准是虫体僵直，用解剖针搅动或接触刺激时仍

不活动视为死亡［１２－１３］ ）。 毒力级别划分参照万树

青［１４］方法，即Ⅰ级：死亡率≥９０％；Ⅱ级：７０％≤死

亡率＜９０％；Ⅲ级：５０％≤死亡率＜７０％；Ⅳ级：３０≤死

亡率＜５０％；Ⅴ级：１０≤死亡率＜３０％；Ⅵ代表无杀线

活性。
１．４　 高活性菌株的鉴定

对得到的高活性菌株进行形态观察，革兰氏染

色和 ＫＯＨ 拉丝试验按照常规方法进行。 细菌基因

组的提取利用 ＰＣＲ 技术，对待鉴定细菌的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 序列进行扩增，其中正向引物 ２７Ｆ：５’⁃ＡＧＡＧ⁃
ＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃３’，反向引物 １４９２Ｒ：５’⁃ Ｔ⁃
ＡＣＧＧＣＴＡ ＣＣＴＴＧＴＴＡＣ ＧＡＣＴＴ⁃３’。 ＰＣＲ 反应条

件为 ９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎ，９４ ℃变性 ３０ ｓ，５４ ℃退火

２０ ｓ，７２ ℃延伸 ２０ ｓ，循环 ３３ 次，再在 ７２ ℃延伸 ５
ｍｉｎ 后终止反应。 ＰＣＲ 产物通过 １􀆰 ０％琼脂糖胶电

泳进行分析，缓冲液为 ＴＡＥ，委托福建省尚辰生物

技术有限公司进行测序，将测序结果与 ＮＣＢＩ 上面

进行 ＢＬＡＳＴ 同源性比对，选取同源性高的菌株模式

菌株序列，用 ＭＥＧＡ５􀆰 ０ 的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ—Ｊｏｉｎｉｎｇ 构建系

统发育树，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值取１ ０００。

表 １　 ６ 株细菌发酵液对松材线虫的杀线虫活性比较

菌株编号 ２４ ｈ 死亡率 ／ ％ 活性级别 ４８ ｈ 消解率 ／ ％

Ｚ１１⁃１ ７７．６ Ｂｂ Ⅱ ５５ Ｂｂ

Ｚ１１⁃２ ９２ Ｄｃ Ⅰ ８７．４ Ｄｅ

Ｚ３５⁃１ ８５．２ ＢＣｂｃ Ⅱ ７１．４ Ｃｃ

Ｇ３１ ５８ Ａａ Ⅲ ５０ Ｂｂ

Ｇ３６ ８９ ＢＣｃ Ⅱ ７７．５ Ｃｄ

Ｇ４２ ５０ Ａａ Ⅲ ２７．６ Ａａ

ＣＫ １．６ Ⅵ ０
　 　 同列数据后不同大、小写字母表示，应用 Ｄｕｎｃａｎ 法检验存在极

显著性差异（ｐ＜０􀆰 ０１）、显著性差异（ｐ＜０􀆰 ０５）

２　 结果和分析

２．１　 具杀线虫活性内生细菌分离及筛选

经分离得 １０５ 株马尾松内生细菌，筛选到 ６ 株

能够比较有效的抑制松材线虫活性。 由表 １ 中可

知，具有杀线虫活性的细菌发酵滤液处理松材线虫

２４ ｈ 后，死亡率在 ５０％及以上，活性级别均不低于

Ⅲ级，并且使线虫虫体渗漏或消解。 ６ 株细菌的杀

线活性存在明显差异，细菌 Ｚ１１⁃２ 培养滤液处理松

材线虫 ２４ ｈ 的致死率达到 ９２％，与其他 ５ 株存在极
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显著差异，Ｚ３５⁃１ 和 Ｇ３６ 处理也超过 ８５％；６ 株细菌

对松材线虫的消解率也存在差异极显著，其中 Ｚ１１⁃
２ 培养滤液的消解水平最高，４８ ｈ 后松材线虫虫体

消解率为 ８７􀆰 ４％，其次为 Ｇ３６ 菌株，其消解率为

７７􀆰 ５％，Ｚ３５⁃１ 培养滤液对松材线虫的消解率也超过

了 ７０％，说明这 ３ 株细菌培养液中含有较高的杀线

虫活性物质，并可能含分解松材线虫体壁的物质。
２．２　 具较高杀线虫活性内生细菌的鉴定

由表 ２ 可知，细菌 Ｚ１１⁃２ 和 Ｇ３６ 菌体杆状，有芽

孢形成，为革兰氏阳性。 Ｚ１１⁃２ 形成乳白色稍有光

泽的圆形半透明菌落，菌落表面光滑稍有凸起，边

缘整齐；细菌 Ｇ３６ 菌落白色不透明，表面湿润光滑

稍有凸起，边缘整齐。 通过 ＰＣＲ 技术，分别得到 ２
株细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的特异性扩增，将序列分别与

ＧｅｎＢａｎｋ 中的序列进行比对，发现 ２ 株细菌与芽孢

杆菌属的同源性都较高：菌株 Ｚ１１⁃２ 与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｕｍｉｌｕｓ 的最大相似性达到 １００％，菌株 Ｇ３６ 与 Ｂ．
ｐｕｍｉｌｕｓ 的同源性为 ９９％。 根据比对结果，选取芽孢

杆菌属 ２０ 种的模式菌株序列与细菌 Ｚ１１⁃２ 和 Ｇ３６
的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列构建系统发育树（见图 １），Ｚ１１⁃２
和 Ｇ３６ 与 Ｂ． ｐｕｍｉｌｕｓ（ＡＹ８７６２８９．１）位于同一簇群，
亲缘关系最近，初步鉴定其为短小芽孢杆菌。

表 ２　 ２ 株具较高杀线活性细菌形态特征

菌株编号 革兰氏染色 ＫＯＨ 拉丝试验 细胞形状 芽孢
菌落特征

颜色 表面 透明度 隆起 边缘

Ｚ１１⁃２ ＋ － 杆状 ＋ 乳白色 湿润光滑 半透明 ＋ 整齐

Ｇ３６ ＋ － 杆状 ＋ 白色 湿润光滑 不透明 ＋ 整齐

图 １　 细菌 Ｚ１１⁃２ 和 Ｇ３６ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列系统发育树

２　 结论与讨论

在马尾松上分离得到 ６ 株对松材线虫活性具有

抑制作用的细菌 Ｚ１１⁃１， Ｚ１１⁃２， Ｚ３５⁃１， Ｇ３１， Ｇ３６，
Ｇ４２，其中细菌 Ｚ１１⁃２ 和 Ｇ３６ 的杀线活性较强，其毒

力级别在Ⅱ级以内，处理 ２４ ｈ 的松材线虫死亡率分
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别为 ９２％和 ８９％，４８ ｈ 线虫消解率分别为 ８７􀆰 ４％和

７７􀆰 ５％。 通过形态特征观察，结合 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分

析，初步鉴定这 ２ 株细菌为短小芽孢杆菌（Ｂ． ｐｕｍｉ⁃
ｌｕｓ）。

具杀线活性的微生物及其代谢产物为数不少，
但目前能够商品化的微生物制剂为数极少，植物寄

生线虫生物防治细菌的研究是控制线虫危害的一

种重要防治途径。 据有关报道，至今已发现多种对

松材线虫具有杀线虫活性的细菌，如徐华潮等［１５］ 发

现一些苏云金杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）的伴孢晶

体蛋白对松材线虫有明显毒杀作用，Ｏｌｉｖｅｉｒａ 等［１６］

曾报道侧孢短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｌａｔｅｒｏｓｐｏｒｕ）对
松材线虫具有杀线虫活性，郝颖［１７］ 在腌制芥菜表面

分离筛选得到 １ 株具有杀松材线虫活性的蜡状芽孢

杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ） ＬＺ⁃０１，朱丽梅、李亮亮等［９－１１］

从松树体内分离筛选出对松材线虫具有较高杀线

虫活性的解淀粉芽孢杆菌（Ｂ． ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＪＫ⁃
ＪＳ３）和短小芽孢杆菌（Ｂ． ｐｕｍｉｌｕｓ ＬＹＭＣ⁃３）。 筛选

有效的拮抗细菌，对于开发新的植物寄生线虫生物

防治细菌制剂有重要意义，但现在对内生细菌的研

究报道，只是分离、纯化、种类鉴定、离体防治效果

及室内防治效果测定，因林间防治效果受到多种复

杂因素的影响，离体防治效果和室内防治效果的结

果一般不能反映林间防治效果［１８］。 本试验将继续

开展内生细菌用于线虫的林间防治试验，这对于保

护森林资源，尤其是一些受松材线虫病威胁的风景

名胜区、重点生态区的安全有重要意义。
本试验中发现细菌 Ｚ１１⁃２ 和 Ｇ３６ 培养滤液不但

使松材线虫死亡，还能造成线虫体壁被分解，引起

线虫内容物的泄漏，最终使线虫虫体的消解，这与

前人研究报道［９－１０，１９］基本相同。 试验筛选出的细菌

发酵滤液之所以对松材线虫有较高杀线活性，可能

是产生了某种对松材线虫活性有抑制作用的物质，
但该类物质的性质及其作用途径等尚不明确，不同

菌株产生的物质是否相同也有待研究。
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