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　 　 摘要：　 为了明确生防枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 在番茄根部的定殖能力，本研究基于 Ｂｓ９１６ 全基因组数据，分析了

Ｂｓ９１６ 中参与生物膜形成的关键编码基因簇，研究了 Ｂｓ９１６ 及其绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记菌株 Ｂｓ９１６Ｇ 抑制番茄青

枯菌的能力和生物膜形成能力，并采用植物 ＭＳ 平板定殖研究法和温室盆栽试验评估了 Ｂｓ９１６ 在番茄根部的定殖

能力和规律。 全基因组分析结果表明，枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 拥有完整的生物膜形成关键基因（簇），包括胞外多糖

（ＥＰＳ）合成酶编码基因簇、ＴａｓＡ 蛋白和 γ⁃多聚谷氨酸聚合酶编码基因簇，其大小分别为１５ ７１５ ｂｐ、７８６ ｂｐ 和４ ３６９
ｂｐ，与已报道的相关氨基酸序列同源性达 ９６％～ １００％。 室内试验显示，ＧＦＰ 标记菌株 Ｂｓ９１６Ｇ 具有和野生菌株相

同的抑制番茄青枯菌的能力和生物膜形成能力。 在 ＭＳ 平板试验中，Ｂｓ９１６ 在番茄根部的定殖量可达 ３．１× １０７

ＣＦＵ ／ ｇ。 盆栽试验结果显示，在常规土壤或接种青枯菌处理中，Ｂｓ９１６ 在番茄根部的定殖数量都呈现先下降后上

升，最后趋于稳定的趋势。 表明，枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 可以在番茄根部有效定殖，这为其在田间防治番茄青枯病提

供重要保障。
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　 　 枯草芽孢杆菌可产生强抗逆性的内生芽孢，其
抑菌谱广，对多种植物病害具有良好防效，且对植物

具有促生作用。 已有研究结果表明，芽孢杆菌防治

植物病害的机制主要有：与病原菌竞争营养和生态

位点、分泌抗菌物质抑制病原菌的生长和激发植物

诱导系统抗性［１］。 然而，生防菌防治植物病害的先

决条件是其在引进位点能够有效定殖［２⁃３］。 因此，
生防菌的定殖能力及动态规律研究已经成为生防微

生物筛选、研发的重要参考指标。
生防菌在植物根际的有效定殖具有以下特征：

能够吸附在植物根表面；能够在生长的植物根系上

定殖；能够利用种子或根系泌出液为营养繁殖扩

展［４］。 生防芽孢杆菌通常以生物膜的形式定殖于

植物根际。 生物膜可以提高生防菌的生存竞争力，
帮助其抵抗抗生素等环境压力，逃避原生动物的捕

食；生物膜还能维持生防菌在植物根部的定殖数量，
从而提高细菌分泌的胞外酶和抗生素的浓度，使其

达到有效浓度，保证生防菌发挥正常的生防和促生

作用［５］。 芽孢杆菌生物膜主成分是胞外多糖、ＴａｓＡ
蛋白、多聚谷氨酸以及一些 ＤＮＡ 等物质［６］。 因此，
生物膜的主成分是影响芽孢杆菌在植物根际定殖的

重要因子。
江苏省农业科学院植物保护研究所水稻病害与

生防研究室经过长期研究，积累了大量的生防菌株

资源，并开发了相关产品，如防治水稻纹枯病的生物

制剂“纹曲宁” ［７⁃９］ 和防治水稻细菌性病害的“叶斑

宁”等［１０⁃１１］。 研究结果表明，枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６
（纹曲宁主要活性成分）对多种植物病原真菌和细

菌都具有抑制作用；全基因组测序和质谱检测显示，
Ｂｓ９１６ 可产生多种脂肽类和聚酮类抗生素，如表面

活性素、杆菌霉素 Ｌ 等［１２⁃１４］。 本研究拟在 Ｂｓ９１６ 全

基因组测序平台和其抑制番茄青枯病菌的基础上，
进一步分析 Ｂｓ９１６ 生物膜形成的关键基因，研究其

生物膜形成能力，并采用植物 ＭＳ 平板定殖研究法

和温室盆栽试验评估 Ｂｓ９１６ 在番茄根部的定殖能力

和规律，旨在为芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 防治番茄青枯病的

田间应用提供理论基础。

１　 材料与方法

１．１　 供试材料

试验 用 病 原 菌 番 茄 青 枯 菌 （ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏ⁃
ｌａｎａｃｅａｒｕｍ， ＲＳＱ）和生防菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｂｓ９１６）

及其绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记菌株 Ｂｓ９１６Ｇ 均由江

苏省农业科学院植物保护研究所水稻病害与生防研

究室保存。 枯草芽孢杆菌活化和发酵均用改良酵母

膏蛋白胨葡萄糖（Ｙｅａｓｔ ｐｅｐｔｏｎｅ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＹＰＧ）培养

基（酵母膏 ５ ｇ、胰蛋白胨 ５ ｇ、葡萄糖 ５ ｇ、ｐＨ ７．０～
７􀆰 ２，固体培养基需加琼脂 １５ ｇ）。 菌株 Ｂｓ９１６Ｇ 由

姚震声［１５］ 构建， 其抗生素使用浓度为： 氯霉素

（Ｃｍ ）， ５ μｇ ／ ｍｌ。 番 茄 青 枯 病 菌 用 营 养 琼 脂

（Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ａｇａｒ，ＮＡ）培养基（牛肉浸膏 ３ ｇ、酵母膏 １
ｇ、蛋白胨 ５ ｇ、葡萄糖 １０ ｇ、蒸馏水１ ０００ ｍｌ，固体培

养基需加琼脂 １５ ｇ）活化培养。 试验所用番茄品种

为巨粉宝，枯草芽孢杆菌在无菌番茄根部定殖试验

采用植物普通组培（Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ ａｎｄ ｓｋｏｏｇ，ＭＳ）培养

基（购自荷兰 Ｄｕｃｈｅｆａ Ｂｉｏｃｈｅｎｉｅ 公司） ［１６］。
１．２　 平板对峙试验

将枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 和 Ｂｓ９１６Ｇ 在 ＹＰＧ 固体

平板活化，挑取单菌落入 ＹＰＧ 液体培养基发酵，３３
℃、 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 振 荡 培 养 ４８ ｈ （ 菌 含 量： ２× １０９

ＣＦＵ ／ ｍｌ）。 番茄青枯病菌在 ＮＡ 固体培养基上活

化，移入 ５０ ｍｌ ＮＡ 培养液中，２８ ℃、１５０ ｒ ／ ｍｉｎ振荡

培养 ２４ ｈ，吸取青枯菌液涂布空白 ＮＡ 平板（０􀆰 ２ ｍｌ
菌液 ／平板，青枯菌含量：１×１０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ）。 ＮＡ 平板

四周呈十字架型打 ４ 个直径 ５ ｍｍ 的小孔（离培养

皿中心距离约为 ３０ ｍｍ），每孔上滴入生防菌液 ５
μｌ。 每处理重复 ３ 皿。 ２８ ℃恒温培养 ２ ｄ 后，调查

抑菌圈直径。
１．３　 芽孢杆菌生物膜形成能力检测

芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 和 Ｂｓ９１６Ｇ 的生物膜形成能力

在 ＭＳｇｇ 培养液中进行评估。 ＭＳｇｇ 培养基配方如

下：磷酸钾 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， Ｍｏｐｓ（ ｐＨ ＝ ７） １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
ＭｇＣｌ２ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ＣａＣｌ２ ７００ μｍｏｌ ／ Ｌ， ＦｅＣｌ３ ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ， ＭｎＣｌ２ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ， ＺｎＣｌ２ １ μｍｏｌ ／ Ｌ， 硫胺

素 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ， 甘油 ０􀆰 ５％， 谷氨酸 ０􀆰 ５％、色氨酸 ５０
ｍｇ ／ Ｌ， 苯丙氨酸 ５０ ｍｇ ／ Ｌ［６］。 将芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 和

Ｂｓ９１６Ｇ 分别接种于 １０ ｍｌ ＹＰＧ 液体培养基中，２８
℃、１８０ ｒ ／ ｍｉｎ培养 １６ ｈ。 然后取 ５ μｌ 培养液，转接

到含有 ３ ｍｌ ＭＳｇｇ 培养液的 １２ 孔细胞培养板中，每
个菌株接 ４ 孔，重复 ３ 次。 ３７ ℃静置培养 ２４～ ４８ ｈ
后，观察生物膜形成情况。
１．４　 Ｂｓ９１６ 在无菌番茄根部的定殖

Ｂｓ９１６ 发酵 ４８ ｈ 后收集菌体，并用灭菌 ０􀆰 ９％
ＮａＣｌ 稀释至 ＯＤ６００为 １􀆰 ０ 待用（菌含量约为 ５×１０７

９７２１乔俊卿等：枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 在番茄根部的定殖



ＣＦＵ ／ ｍｌ）。 番茄种子于 ３％次氯酸钠溶液中浸泡 ５
ｍｉｎ 灭菌，无菌水冲洗至无味，置于 Ｂｓ９１６ 生防菌液

中浸泡 ２４ ｈ，种子晾干后，播种于 ＭＳ 琼脂平板，每
平板播种 ５ 粒，重复 ３ 次，静置于 ２８ ℃光照培养箱。
１５ ｄ 后，称取番茄根，将其研磨后用无菌水按照倍

比稀释法，涂布 ＹＰＧ 固体平板，检测生防菌 Ｂｓ９１６
在番茄根部的定殖数量。
１．５　 盆栽定殖

ＧＦＰ 标记菌株 Ｂｓ９１６Ｇ 于 ＹＰＧ 中发酵 ４８ ｈ，收集

菌液待用，测定原液菌含量，约为 ２×１０９ ＣＦＵ ／ ｍｌ。 番

茄青枯菌 ＲＳＱ 于 ＮＡ 培养液中培养 ４８ ｈ，收集菌液待

用，菌含量约 １×１０９ ＣＦＵ ／ ｍｌ。 自然土过筛，与营养土

和蛭石按 １ ∶ １ ∶ １ 配比，将催芽的番茄种子播入其

中，待番茄苗 ４ 叶 １ 心时定植于单独盆钵中。 盆栽定

殖试验共 ３ 个处理，分别是单浇 Ｂｓ９１６Ｇ 菌液处理

（Ｂｓ９１６Ｇ）、 先 浇 Ｂｓ９１６Ｇ 菌 液 后 浇 青 枯 菌 处 理

（Ｂｓ９１６Ｇ＋ＲＳＱ）和浇无菌水对照（ＣＫ），每处理 １５ 钵，
重复 ３ 次。 番茄定植前，需浇生防菌的处理，先将番

茄苗在生防菌液中浸根 ２０ ｍｉｎ，待定植后，每棵苗根

围再浇 Ｂｓ９１６Ｇ 菌液 ２０ ｍｌ；Ｂｓ９１６Ｇ＋ＲＳＱ 处理中，每
棵苗需同时灌根青枯病菌菌液 １０ ｍｌ；对照处理中，番
茄苗在无菌水中浸根 ２０ ｍｉｎ，定植后并灌根无菌水 ２０
ｍｌ。 灌根处理后 １ ｄ、２ ｄ、３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ 定期采集

番茄根，每次取苗 ３ 棵，抖落根土，并称取根部 １ ｇ，用
无菌水振荡洗涤，倍比稀释后，分别涂布含有 １０
μｇ ／ ｍｌ氯霉素的 ＹＰＧ 平板，２８ ℃静置培养 ４８～ ７２ ｈ
后，统计枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６Ｇ 菌落数。
１．６　 数据分析

试验数据采用 Ｅｘｃｅｌ ２００３ 和 ＳＰＳＳ １６．０ 软件进

行统计分析，Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 新复极差法分析不同处理间

差异显著性。

２　 结 果

２．１　 枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 生物膜形成关键基因的

发掘

　 　 全基因组序列分析显示，枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 含

有完整的生物膜形成关键基因（簇），包括胞外多糖

（ＥＰＳ）合成酶编码基因簇、ＴａｓＡ 蛋白和 γ⁃多聚谷氨

酸聚合酶编码基因簇（表 １）。 其中胞外多糖（ＥＰＳ）
合成酶编码基因簇大小为１５ ７１５ ｂｐ，包含 １５ 个编码

基因，与已报道的氨基酸序列同源性达 ９９％～１００％；
ＴａｓＡ 蛋白编码基因大小 ７８６ ｂｐ，与已报道蛋白同源

性达 １００％；γ⁃多聚谷氨酸聚合酶编码基因簇大小为

４ ３６９ ｂｐ，与已报道的相关氨基酸序列同源性达

９６％～１００％。 ３ 个完整且高度同源的编码基因（簇）
是 Ｂｓ９１６ 生物膜形成的有利遗传保障。

表 １　 枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 生物膜形成关键基因（簇）信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｄｅｔａｉｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｂｓ９１６

　 　 　 　 　 　 　 　 　 基因 （簇） 大小 （ｂｐ） 基因功能
氨基酸序列
同源性 （％） 产物

胞外多糖（ＥＰＳ）合成酶编码基因簇（ＡＢＣＤＥＦＧＨＩＪＫＬＭＮＯ） １５ ７１５ 负责合成胞外多糖 ９９～１００ 胞外多糖

ＴａｓＡ 蛋白 ７８６ 合成 ＴａｓＡ 蛋白 １００ ＴａｓＡ 蛋白

γ⁃多聚谷氨酸聚合酶编码基因簇 ４ ３６９ 负责聚合 Ｌ⁃谷氨酸成 γ⁃多聚谷氨酸 ９６～１００ γ⁃多聚谷氨酸

２．２　 ＧＦＰ 标记菌株 Ｂｓ９１６Ｇ 的拮抗活性稳定性及

生物膜形成能力

　 　 平板对峙试验结果（表 ２）显示，枯草芽孢杆菌

Ｂｓ９１６ 及其 ＧＦＰ 标记菌株 Ｂｓ９１６Ｇ 对番茄青枯病菌均

显示较好的抑制作用，抑菌圈直径都在 １３ ｍｍ 左右，且
无显著差异，这表明 ＧＦＰ 的表达并未影响 Ｂｓ９１６ 对番

茄青枯菌的拮抗效果。 此外，生物膜形成能力结果（图
１）显示，Ｂｓ９１６ 和 Ｂｓ９１６Ｇ 在 ＭＳｇｇ 培养基中都能够形

成生物膜，且质地厚实，多皱褶。 这也表明 ＧＦＰ 的表达

并不影响芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 生物膜的形成能力。

表 ２　 枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 和 Ｂｓ９１６Ｇ 对番茄青枯菌的拮抗作用

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｂｓ９１６ ａｎｄ Ｂｓ９１６Ｇ
ａｇａｉｎｓｔ Ｒ． ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ

处理
对青枯菌抑菌圈直径

（ｍｍ）

Ｂｓ９１６ １３．３±０．７６ａ

Ｂｓ９１６Ｇ １２．５±０．５７ａ
同一列数据后相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

２．３　 枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 在无菌番茄根部的定殖

能力

　 　 如图 ２ 所示，在 ＭＳ 平板试验中，枯草芽孢杆菌
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Ｂｓ９１６ 浸种的番茄根系两侧均看到白色菌痕，而未

浸种的番茄根系两侧并无菌痕，这表明 Ｂｓ９１６ 能够

利用番茄根系分泌物在番茄根际定殖生存。 平板回

收测定 Ｂｓ９１６ 的定殖含量显示，Ｂｓ９１６ 在番茄根部

的定殖量为每 １ ｇ 根 ３．１×１０７ ＣＦＵ。

Ａ：Ｂｓ９１６； Ｂ：Ｂｓ９１６Ｇ； Ｃ：Ｍｓｇｇ 培养基

图 １　 枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 和 Ｂｓ９１６Ｇ 生物膜

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｂｉｏｆｉｌｍ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｂｓ９１６ ａｎｄ Ｂｓ９１６Ｇ ｉｎ ＭＳｇｇ ｍｅｄｉｕｍ

Ａ：ＭＳ 平板试验中 Ｂｓ９１６ 生长在番茄根围；Ｂ：Ａ 图中方框区域放大图；Ｃ：Ｂ 图方框区域显微镜观察图（×４０）
图 ２　 Ｂｓ９１６ 在 ＭＳ 平板试验中的番茄根部定殖情况

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｓ９１６ ｏｎ ｔｏｍａｔｏ ｒｏｏｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＭＳ ｐｌａｔｅ

２．４　 枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６Ｇ 在盆栽番茄根部的定

殖动态变化

　 　 利用 ＧＦＰ 标记菌株 Ｂｓ９１６Ｇ 灌根番茄苗后，通
过抗性平板回收法检测 Ｂｓ９１６Ｇ 在番茄根部的定殖

情况， 结果显示： 单独灌根 Ｂｓ９１６Ｇ 的处理中，
Ｂｓ９１６Ｇ 在番茄根部的定殖数量呈现先下降后逐渐

上升的趋势，即灌根 １ ｄ 后，番茄根表定殖量可以达

到 １×１０９ ＣＦＵ ／ ｇ，第 ５ ｄ 下降到最低点，仅为每 １ ｇ
根 １×１０６ ＣＦＵ，随后逐步回升达到 １×１０７ ＣＦＵ ／ ｇ，第
７ ｄ、１４ ｄ 稳定在 １×１０７ ＣＦＵ ／ ｇ。 在灌根 Ｂｓ９１６Ｇ 并

同时接种青枯菌的处理中，Ｂｓ９１６Ｇ 的定殖数量变化

趋势和未接种处理基本一致，其定殖数量也基本相

近，但在第 １４ ｄ 时，Ｂｓ９１６Ｇ 的定殖量明显比未接种

低约 １０ 倍，仅为 １×１０６ ＣＦＵ ／ ｇ（图 ３）。

３　 讨 论

芽孢杆菌生物膜的成分主要是胞外多糖、ＴａｓＡ
蛋白和 γ⁃多聚谷氨酸。 胞外多糖由 ｅｐｓ 操纵子负责

合成，该操纵子编码胞外多糖合成酶，ＴａｓＡ 蛋白由

ｔａｓＡ 负责合成并泌出到胞外［１７］。 Ｃｈｅｎ 等研究结果

表明，枯草芽孢杆菌单独突变 ｅｐｓ 或 ｔａｓＡ 基因，虽然
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图 ３　 枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６Ｇ 在盆栽番茄根部的定殖动态变化

Ｆｉｇ．３ 　 Ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｂｓ９１６Ｇ ｏｎ ｔｈｅ
ｒｏｏｔ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ

能产生微弱的生物膜，但其在番茄根部的定殖能力

下降，而 ｅｐｓ 和 ｔａｓＡ 的双突变体不产生任何生物膜，
在番茄根部基本不能定殖［１８⁃１９］。 本研究结果显示，
枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 中具有完整的生物膜形成关键

基因（簇），包括胞外多糖（ＥＰＳ）合成酶编码基因

簇，ＴａｓＡ 蛋白和 γ⁃多聚谷氨酸聚合酶编码基因簇，
其大小分别为１５ ７１５ ｂｐ、７８６ ｂｐ 和４ ３６９ ｂｐ，与已报

道的相关氨基酸序列同源性达 ９６％～１００％。 同时，
本研究的后续试验已经构建了 ｔａｓＡ 基因的突变体，
并发现该突变体的生物膜形成能力严重下降，在番

茄根系定殖能力减弱，这与 Ｃｈｅｎ 等［１９］ 报道的结果

一致。 由此可见，生物膜是芽孢杆菌在植物根部定

殖的重要存在形式。
绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）是一种良好的标记物，近

年来，ＧＦＰ 被广泛应于标记生防芽孢杆菌，用来观

察和研究生防菌在植物根部的行为和互作方

式［２０⁃２１］。 刘邮洲等利用 ＧＦＰ 标记枯草芽孢杆菌

ＰＴＳ⁃３９４，并进行了其在番茄根围定殖的观察研

究［２２］。 本研究首先比较了 ＧＦＰ 标记的枯草芽孢杆

菌 Ｂｓ９１６Ｇ 与野生型 Ｂｓ９１６ 的生物膜形成能力和抑

制番茄青枯菌的能力，确认两者无显著差异后，利用

ＧＦＰ 标记菌株进行其在番茄根部的定殖动态和规

律研究，为生防芽孢杆菌 Ｂｓ９１６ 田间防治番茄青枯

病奠定了理论基础。
生防芽孢杆菌施用后，稳定的定殖能力是其发

挥生防、促生作用的关键因素［２３］，因此，生防菌的定

殖能力及动态规律研究已经成为生防微生物筛选、
研发的重要参考指标之一。 刘庆丰等［２４］ 报道，枯草

芽孢杆菌 ＸＦ⁃１ 能在大白菜根围、根表和根内长时间

定殖，有利于占据有利生态位点，从而抑制白菜根肿

病菌的侵染和繁殖。 本试验结果表明，枯草芽孢杆

菌 Ｂｓ９１６ 能够在番茄根部定殖，其在番茄根部的定

殖数量呈现先下降后逐渐上升的趋势，即使接种青

枯菌，Ｂｓ９１６ 的定殖数量的变化趋势和未接种处理

也基本一致，但在第 １４ ｄ 时，其定殖量明显比未接

种低约 １０ 倍。 以上结果表明，枯草芽孢杆菌 Ｂｓ９１６
可以在番茄根部有效定殖，这是其在田间发挥防治

番茄青枯病的重要保障因素。
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