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　 　 摘要：　 采用抑菌圈法筛选出 １２ 株对绿色木霉有明显抑制作用的生防细菌，其中抑菌效果较好的为 １２Ｃ２⁃４ 和

ＭＳ８２ 菌株。 通过对峙培养法发现 ＭＳ８２ 菌株对双孢蘑菇菌丝生长几乎没有影响。 通过 ＡＰＩ２０ ＮＥ、ＡＰＩ５０ ＣＨ 生理

生化指标测定及基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因片段的系统进化分析对 ＭＳ８２ 菌株进行分类鉴定，结果显示 ＭＳ８２ 属于假单胞

菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．）。 为了明确 ＭＳ８２ 中参与抗真菌活性相关的基因，利用 Ｔｎ５ 转座子随机插入的方式构建 ＭＳ８２
菌株的突变体库，获得完全失去绿色木霉抗性的突变体 ＭＳ８２ＭＴ３１。 通过对抗菌失活突变体中突变基因定位，发现

突变基因为 ｒｐｏＢ 基因，与已知菌株 Ｐｆ０⁃１ 的 ｒｐｏＢ 基因相似性为 ９６％，说明 ｒｐｏＢ 基因与 ＭＳ８２ 抑菌活性物质合成密

切相关。
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　 　 木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｓｐ．）可侵染双孢菇、平菇、茶
树菇、香菇、银耳、杏鲍菇、毛木耳和灵芝等多种食用

菌的培养料、菌丝和子实体，是食用菌栽培中的第一

大污染菌［１］。 Ｐａｒｋ 等［２］认为不同的产地，其感染的

木霉种类并不一致，其中绿色木霉与哈茨木霉是优

势菌种［３］。 木霉侵染主要表现为产生绿色、青绿色

或者黄绿色霉层，它不仅污染菌种和培养料，造成菌

种或菌袋报废，同时还可寄生在食用菌菌丝和子实

体上引起寄生性病害［４］。 据报道，由木霉造成的食

用菌病害每年平均发病率为 ８％，食用菌损失率

４０％～５０％，有时高达 ８０％，甚至绝收［５］。
食用菌生产中土壤是一种最常用的基质，而土

壤中有多种有益微生物可产生多种杀菌活性物质，
对植物病害有明显的生物防效。 荧光假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）就是其中一类，它产生的

代谢产物对防治植物病害的研究报道较多［６⁃７］，而
防治食用菌病害的报道较少［８］，尤其是对木霉的防

治还未见报道。 本研究拟通过对土壤生防细菌的筛

选、鉴定，希望发现对木霉有明显抑制作用的荧光假

单孢菌菌株，为寻找新型的食用菌生物杀菌剂奠定

基础。

１　 材料与方法

１．１　 供试菌株与培养基

供试土壤生防细菌和绿色木霉（Ｔ． ｖｉｒｉｄｅ）均来

自美国密西西比州立大学植物病理学生物防治实验

室。 双孢蘑菇（Ａｇａｒｉｃｕｓ ｂｉｓｐｏｒｕｓ）分离于美国密西西

比州沃尔玛超市双孢菇子实体。 ＮＢＹ 培养基：营养

肉汤粉 ８ ｇ ／ Ｌ，酵母粉 ２ ｇ ／ Ｌ，１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｋ２ ＨＰＯ４ ５． ８
ｍｌ ／ Ｌ，１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＨ２ ＰＯ４ ３􀆰 ７ ｍｌ ／ Ｌ，琼脂粉 １６ ｇ，１２１
℃高压灭菌后冷却至 ５０ ℃，１０％无菌葡萄糖 ５０
ｍｌ ／ Ｌ，１ ｍｏｌ ／ Ｌ无菌 ＭｇＳＯ４ １ ｍｌ ／ Ｌ；ＬＢ 培养基：胰蛋

白胨 １０ ｇ ／ Ｌ，酵母粉 ５ ｇ ／ Ｌ，ＮａＣｌ ５ ｇ ／ Ｌ，琼脂粉 １５
ｇ ／ Ｌ，１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ ２􀆰 ５ ｍｌ ／ Ｌ；ＰＤＡ 培养基：土豆葡

萄糖琼脂粉 ３９ ｇ ／ Ｌ，维生素分析酪蛋白水解物

４ ｇ ／ Ｌ。

１．２　 抗真菌活性生物测定方法

抗真菌活性生物测定采用抑菌圈法［９］。 取

ＮＢＹ 琼脂培养基上培养的生防拮抗细菌单菌落放

入 ５ ｍｌ ＮＢＹ 液体培养基中 ２８ ℃振荡培养 ２４ ｈ，将
菌液用无菌水稀释为 １ ｍｌ ２×１０８细胞浓度的菌悬

液，取 １０ μｌ 分别置于 ＮＢＹ 和 ＰＤＡ 琼脂培养基的中

心，待菌液晾干后倒置培养 ３ ｄ（２８ ℃）。 将绿色木

霉孢子用无菌水稀释成 １ ｍｌ ２×１０８细胞浓度的菌悬

液，均匀喷雾于培养基上，静置培养 ３ ｄ 后观察抑菌

圈大 小。 每 处 理 重 复 ３ 次， 抑 菌 圈 半 径 采 用

Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 新复极差法进行差异显著性比较［１０］。 在

抑菌圈处取一小块无绿色木霉菌丝和细菌菌落的培

养基，倒置于 ＮＢＹ 培养基上，静置培养 ３ ｄ 观察是

否有绿色木霉菌丝生长，若有菌丝生长，即为抑菌作

用；若无菌丝生长，即为杀菌作用。 以双孢蘑菇为指

示菌时采用对峙培养［１１］，观察细菌对蘑菇菌丝的影

响。 每处理重复 ３ 次。
１．３　 拮抗细菌的分类鉴定

１．３．１　 生理生化鉴定 　 生理生化特征采用细菌鉴

定系统 ＡＰＩ２０ ＮＥ 和 ＡＰＩ５０ ＣＨ［１２］，将抑菌作用最明

显的一株细菌菌悬液浓度调为 １ ｍｌ ２×１０８细胞，加
入 ＡＰＩ２０ ＮＥ 和 ＡＰＩ５０ ＣＨ 细菌鉴定试剂盒中，２５ ℃
静置培养 ４８ ｈ 后观察菌悬液颜色变化情况。
１．３． ２ 　 分子生物学鉴定 　 用 Ｗｉｚａｒｄ 􀅺 Ｇｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 提取上述细菌基因组 ＤＮＡ，以
引物 ２７Ｆ （ ５′⁃ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣ⁃３′） 和 １４９２Ｒ
（５′⁃ＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃３′）扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡ［１３］

序列， ＰＣＲ 产物通过 Ｗｉｚａｒｄ 􀅺 ＳＶ Ｇｅｌ ａｎｄ ＰＣＲ
Ｃｌｅａｎ⁃Ｕｐ Ｓｙｓｔｅｍ 纯化后由 Ｅｕｒｏｆｉｎｓ ＭＷＧ Ｏｐｅｒｏｎ 公

司测序。 细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列拼接后在 ＮＣＢＩ
上进行比对。 用 ＢＬＡＳＴ 将细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序结

果与 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的序列进行比对，并选取相近

菌株作为参比序列。 将细菌序列与参比序列用软件

ＤＮＡＭＡＮ 进行同源性分析。 使用 ＭＥＧＡ５．０ 软件构

建系统发育树，分析分离株与参比株的亲缘关系，鉴
定分离株的种属［１４］。
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１．４　 突变菌株的筛选

为了明确与抗真菌活性相关的基因，将 ＥＺ⁃Ｔｎ５
（Ｒ６Ｋγｏｒｉ ／ ＫＡＮ⁃２） Ｔｎｐ 转座子随机插入到上述细菌

菌株的基因组 ＤＮＡ 中。 具体方法为：细菌单菌落在

ＬＢ 液体培养基中培养至对数生长期（ＯＤ６００ ＝ ０．８～
１􀆰 ０）时，以 ０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ蔗糖溶液作为电转培养液制

备细菌菌株感受态细胞［１５］，以电转化的方式 （２５
μＦ，２００ Ω，１􀆰 ８ ｋＶ）将 ＥＺ⁃Ｔｎ５ 转座子插入细菌基因

组 ＤＮＡ，恢复培养 ２ ｈ 后将菌悬液均匀涂布在含有

５０ μｇ ／ ｍｌ卡那霉素的 ＬＢ 培养基上，过夜培养后，筛
选完全失去或 ８０％失去抑菌活性的单菌落，并且确

认其在基础培养基上可以正常生长。 以 ＥｚＴｎ５Ｆ
（ ５′⁃ＴＴＡＣＧＡＡＡＣＡＣＧＧＡＡＡＣＣ⁃３′） 和 ＥｚＴｎ５Ｒ （ ５′⁃
ＴＣＴＡＡＴＡＣＣＴＧＧＡＡＴＧＣＴＧＴＴ⁃３′） 为引物扩增 Ｔｎ５
转座子序列并测序，以确认获得的突变株包含转座

子，同时扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因并测序确认突变株来

自同一细菌菌株。
１．５　 目的基因的序列分析

用 Ｗｉｚａｒｄ 􀅺 Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 提取

细菌突变株基因组 ＤＮＡ， 用限制性内切酶 Ｓａｌ Ｉ 进行

剪切、自连，电转到大肠杆菌 ＪＭ１０９ 中，提取质粒，以
ＫＡＮ⁃２ＦＰ⁃１ 和 ＫＡＮ⁃２ＲＰ⁃１ 为引物对质粒进行测序后

在ＮＣＢＩ 上进行比对，确认 Ｔｎ５ 转座子插入的位置，预
测插入位置处蛋白对抗真菌活性的作用。

２　 结果与分析

２．１　 绿色木霉拮抗细菌的筛选

２．１．１　 拮抗细菌对绿色木霉菌丝的抑制作用 　 以

双孢菇生产中侵染严重的绿色木霉为指示菌，从密

西西比州立大学植物病理学生物防治实验室保存的

３００ 多株对植物病原真菌和细菌都有不同程度拮抗

作用的拮抗细菌中筛选出 １２ 株有明显抑制作用的

菌株。 从表 １ 可以看出，同一菌株在不同培养基上

表现不同的抑菌或杀菌活性，这可能与细菌在不同

培养基上产生的代谢产物种类不同有关。 在 １２ 株

细菌中，ＭＳ８２ 和 １２Ｃ２⁃４ 两个菌株在 ＮＢＹ 和 ＰＤＡ
培养基上对绿色木霉都有明显的抑制效果，且在不

同培养基上均表现为稳定的杀菌作用。

表 １　 １２ 株细菌对绿色木霉的抑制作用

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ １２ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｇａｉｎｓｔ ｍｙｃｅｌｉｕｍ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｖｉｒｉｄｅ

菌株

ＮＢＹ

抑菌圈半径
（ｍｍ）

对真菌
作用

ＰＤＡ

抑菌圈半径
（ｍｍ）

对真菌
作用

菌株

ＮＢＹ

抑菌圈半径
（ｍｍ）

对真菌
作用

ＰＤＡ

抑菌圈半径
（ｍｍ）

对真菌
作用

１２Ａ５⁃７ １１．００ｅ 抑菌 ０ｅ 抑菌 １２Ｃ７⁃５ １１．３３ｅ 杀菌 １１．３３ｂｃ 杀菌

１２Ａ７⁃６ａ １３．６７ｄ 抑菌 ３．３３ｄ 抑菌 １２Ｃ９⁃１ａ １１．６７ｄｅ 杀菌 １１．００ｂｃ 杀菌

１２Ｂ１０⁃５ １９．３３ａ 杀菌 ２．６７ｄ 抑菌 １２Ｄ１３⁃１０ａ １７．３３ｂｃ 杀菌 １０．３３ｃ 杀菌

１２Ｃ１⁃１ ９．６７ｅ 杀菌 １１．３３ｂｃ 杀菌 ＭＳ８２ １８．６７ａｂ 抑菌 １８．３３ａ 抑菌

１２Ｃ２⁃４ １１．６７ｄｅ 杀菌 １１．６７ｂｃ 杀菌 １３Ｂ５⁃１１ １７．３３ｂｃ 抑菌 １３．００ｂ 抑菌

１２Ｃ３⁃６ １０．００ｅ 杀菌 １１．３３ｂｃ 杀菌 １３Ｃ１３⁃５ １６．３３ｃ 抑菌 １１．３３ｂｃ 抑菌

同列数据中不同小写字母代表差异达 ０．０５ 显著水平。

２．１．２　 拮抗细菌对绿色木霉和食用菌菌丝的影响　 以

抑菌效果明显的 １２Ｃ２⁃４ 和 ＭＳ８２ 菌株作为供试菌株，
观察 ２ 株拮抗细菌对绿色木霉和双孢蘑菇菌丝的影

响。 从图 １ 中可以看出，ＭＳ８２ 菌株对绿色木霉的抑菌

效果明显优于 １２Ｃ２⁃４菌株（图 １Ａ、图 １Ｂ）；１２Ｃ２⁃４菌株

对双孢蘑菇菌丝有明显的抑制作用（图 １Ｃ），而 ＭＳ８２
菌株对双孢蘑菇菌丝几乎没有影响（图 １Ｄ）。 因此，选
择ＭＳ８２ 菌株作为后续研究的生防菌株。
２．２　 ＭＳ８２ 菌株的鉴定

２．２．１ 　 生理生化鉴定 　 采用 ＡＰＩ２０ ＮＥ 和 ＡＰＩ５０

ＣＨ 细菌鉴定系统对 ＭＳ８２ 菌株的生理生化特性进

行测定，测定结果显示 ＭＳ８２ 菌株的生化反应颜色

及状态与荧光假单胞菌属完全吻合，而与其他假单

胞菌属都有差异（表 ２）。
２ ． ２ ． ２ 　 分 子 生 物 学 鉴 定 　 通过在 ＮＣＢＩ 数据

库中 ＢＬＡＳＴ 发现， ＭＳ８２ 菌株 １６ Ｓ ｒＤＮＡ 基因

序 列 （ １ ３８７ ｂｐ） 与 假 单 胞 菌 属 同 源 性 达 到

９９％ （ 图 ２ ） 。 结合菌株形态特征和生理生化

特征鉴 定 结 果， 确 定 ＭＳ８２ 菌 株 属 于 假 单 胞

菌属。
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Ａ：ＭＳ８２ 菌株对绿色木霉菌丝的抑菌圈；Ｂ：１２Ｃ２⁃４ 菌株对绿色木霉菌丝的抑菌圈；Ｃ：１２Ｃ２⁃４ 菌株对双孢菇菌丝生长的影响，培养基左侧菌

落为双孢菇，右侧菌落为 １２Ｃ２⁃４；Ｄ：ＭＳ８２ 菌株对双孢菇菌丝生长的影响，培养皿中心菌落为 ＭＳ８２，两侧菌落为双孢菇。
图 １　 菌株 １２Ｃ２⁃４和 ＭＳ８２ 对绿色木霉和双孢蘑菇菌丝的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ １２Ｃ２⁃４ ａｎｄ ＭＳ８２ ａｇａｉｎｓｔ ｍｙｃｅｌｉａ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｔ． ｖｉｒｉｄｅ ａｎｄ Ａｇａｒｉｃｕｓ ｂｉｓｐｏｒｕｓ

表 ２　 ＭＳ８２ 菌株生理生化特征

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＭＳ８２

　 　 特　 征 ＭＳ８２ 荧光假单胞菌 恶臭假单胞菌 韩国丛毛假单胞菌 铜绿假单胞菌

硝酸盐ａ ＋ ＋ － － ＋

精氨酸水解酶ａ ＋ ＋ ＋ ＋ Ｖ

乙酰葡萄糖胺ａ ＋ ＋ － ＋ ＋

苯乙酸ａ － － ＋ － －

Ｌ⁃阿拉伯糖ｂ ＋ ＋ － ＋ －

Ｄ⁃核糖ｂ ＋ ＋ － ＋ ＋

Ｄ⁃木糖ｂ － － － － －

Ｄ⁃半乳糖ｂ ＋ ＋ － ＋ －

Ｄ⁃甘露糖ｂ ＋ ＋ － ＋ －

Ｄ⁃甘露醇ｂ ＋ ＋ － ＋ ＋

七叶苷ｂ － － － － ＋

Ｄ⁃海藻糖ｂ － － － － －

Ｄ⁃阿拉伯醇ｂ ＋ ＋ － ＋ ＮＤ
ａ：ＡＰＩ２０ ＮＥ 系统；ｂ：ＡＰＩ５０ ＣＨ 系统。 ＋：阳性反应；－：阴性反应；Ｖ：多种反应；ＮＤ：未测定。

２．３　 Ｔｎ５ 突变菌株的鉴定

从 ＥＺ⁃Ｔｎ５ 转座子随机插入突变体库中得到的

１０ ０００多个带有卡那霉素抗性标记的单克隆中筛选

到 ２８ 株完全失去或 ８０％失去抑制绿色木霉活性的

突变体。 ＭＳ８２ＭＴ３１ 是其中一株完全失去抑制绿色

木霉活性的突变体（图 ３），并且通过突变体中 ＥＺ⁃
Ｔｎ５ 片段和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析确定这些突变体都

来自 ＭＳ８２ 菌株。 ＭＳ８２ＭＴ３１ 突变株 Ｓａｌ Ｉ 酶切、自
连、转化后获得质粒 ｐＭＴ３１Ｅ１，通过 ＢＬＡＳＴ 比对后

发现 Ｔｎ５ 插入位置为 ｒｐｏＢ 基因，与已知菌株 Ｐｆ０⁃１
的 ｒｐｏＢ 基因相似性为 ９６％ （ ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号

ＣＰ００００９４． ２）。 ｒｐｏＢ 基因插入 Ｔｎ５ 转座子后基因功

能发生了改变，导致 ＭＳ８２ 抗绿色木霉活性物的合

成途径中断，丧失了抑菌活性，说明 ｒｐｏＢ 基因与

ＭＳ８２ 抑菌活性物质合成密切相关。

３　 讨 论

土壤中有多种微生物，国内外已发现 ２０ 多个种

属的微生物具有防病促生的潜能，如假单胞菌属

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、芽胞杆菌属 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、农杆菌属

（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、埃文氏菌属（Ｅｒｉｗｉｎｉａ）、黄杆菌属

（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、巴斯德氏菌属（Ｐａｓｔｅｕｒｉａ）、沙雷氏

菌属（Ｓｅｒｒａｔｉａ）、肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ） 等［１６］。 对

食用菌绿霉有明显拮抗作用的菌株 ＭＳ８２ 是从土壤

中分离得到，荧光假单胞菌 ＭＳ８２ 对双孢蘑菇菌丝

无影响，而董晓雅等［１７］从小麦根际分离到 １ 株荧光
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图 ２　 ＭＳ８２ 菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列系统进化树

Ｆｉｇ．２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＭＳ８２ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ａ：ＭＳ８２ 菌株对绿色木霉菌丝的抑菌圈，Ｂ：突变菌株 ＭＳ８２ＭＴ３１
对绿色木霉菌丝的抑菌圈。
图 ３　 菌株 ＭＳ８２ 及其突变菌株 ＭＳ８２ＭＴ３１ 对绿色木霉菌丝生

长的抑制

Ｆｉｇ． ３ 　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＭＳ８２ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ
ＭＳ８２ＭＴ３１ ａｇａｉｎｓｔ ｍｙｃｅｌｉａ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｔ． ｖｉｒｉｄｅ

假单胞菌 Ｐ２⁃１０ 可显著提高食用菌菌丝生长速度并

诱导促进子实体的形成和发育。 细菌分泌次生产物

抗生素与细菌的生长状态和生长环境有着极大的联

系［１８］，因此在不同的培养基上同一菌株表现出不同

的抑菌活性。
在细菌中，ＲＮＡ 聚合酶的核心酶只执行转录延

伸和终止功能。 转录因子 σ 对核心酶识别特定启

动子的专一性序列和转录起始起着关键作用［１９］。
其蛋白的编码基因常用“ ｒｐｏＸ”来表示，现今发现的

转录因子编码基因有 ｒｐｏＡ、 ｒｐｏＢ、 ｒｐｏＣ、 ｒｐｏＤ、 ｒｐｏＳ、
ｒｐｏＮ 等。 在不同外界环境条件下以及在菌体生长

和发育的各个时期，各种特异性表达的基因利用不

同的 σ 因子起始转录。 徐汪节等［２０］ 研究结果表明
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ｒｐｏＤ 和 ｒｐｏＳ 基因能调控荧光假单胞菌吩嗪⁃１⁃羧酸

（ＰＣＡ，吩嗪类抗生素）和藤黄绿菌素（Ｐｌｔ，聚酮类抗

生素）等抑菌物质的合成。 本研究中 Ｔｎ５ 转座子随

机插入 ｒｐｏＢ 基因后抑制了荧光假单胞菌 ＭＳ８２ 抗真

菌活性物质的合成，可能是由于 ｒｐｏＢ 基因的破坏导

致核心酶不能识别特定启动子，从而阻止了抑菌物

质的合成。 但 ｒｐｏＢ 基因调控抑菌物质合成的具体

机制还不明确。
荧光假单胞菌虽然可以防治植物的病害，但本

身却是一种环境污染菌，有些菌株对动植物存在致

病的风险［２１⁃２３］。 在日常生活中，荧光假单胞菌是奶

类、蛋类在低温保存条件下导致腐败变质的主要细

菌之一。 在菌类生产中，可以通过对农业环境中尤

其是来源于植物根际的具有生防作用的荧光假单胞

菌致病性及毒力进行比较研究［２４］，同时优化其代谢

产物培养条件和加强对抑菌活性物质的分离纯化条

件，从而避免有害物质对食用菌的危害。
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