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摘  要: 从健康番茄根系采样, 筛选出 4 株对番茄青枯病有较强拮抗作用的菌株, 在 NA 培养基上

抑菌圈直径>9 mm。其中拮抗菌株 YB6 抑菌活性最强且拮抗效果稳定, 通过形态学观察及部分生

理生化特征测定, 初步确定为节杆菌属。通过单因素试验进行了发酵条件初步研究, 得到适宜的

发酵条件为: 发酵时间 3 d, 培养温度 30 °C, 初始 pH 值 9.0, 接种量 3%, 转速 100 r/min, 碳源蔗

糖 , 氮源酵母浸膏。通过初步优化后拮抗菌株抑菌活性明显增强 , 最终对青枯病菌 SST-Y 和

G2M1.70 抑菌圈直径与 NB 培养基相比增加了 76.72%和 81.14%, 差异显著。 
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Abstract: The objective of this study was to screen and identify antagonistic bacteria against Ralstonia 
solanacearum from tomato rhizosphere soil. Four strains (YB1, YB6, YB22, YB70) showed strong an-
tagonistic activity, with diameters of inhibition zone above 9 mm. The strain YB6, identified as Ar-
throbacter sp. according to its morphological, physiological and biochemical characteristics, presented 
the best and most stable effect against R. solanacearum. The fermentation conditions of the strain YB6 
were 30 °C, pH 9.0, inoculum 3%, shaking at 100 r/min, sucrose as carbon source, and yeast condensate 
as nitrogen source. Under the optimized fermentation conditions, diameters of inhibition zone produced 
by the strain YB6 against R. solanacearum strains SST-Y and G2M1.70 increased by 76.72% and 
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81.14%, respectively. 

Keywords: Ralstonia solanacearum, Antagonistic bacteria, Physiological and biochemical characteristics, 
Fermentation condition, Antibacterial activity 

番 茄 青 枯 病 是 由 茄 科 雷 尔 氏 菌 (Ralstonia so-
lanacearum)引起的一种毁灭性土传病害[1]。该菌菌

系复杂 , 寄主广泛 , 高温高湿环境下生命力顽强 , 
能侵染 50 多个科的 450 多种植物, 防治难度大[2]。

虽然在抗病品种选育、化学防治、农业防治等方面

进行了大量的研究, 但至今效果均不理想[3]。生物防

治一直是解决土传病害的重要途经, 并且符合农业

可持续发展的要求, 已经成为防治该病害的重点发

展方向[4−5]。我国从 60 年代初就已开始研究青枯病

的生物防治。目前, 青枯病拮抗菌集中在无致病力

青枯菌和内生菌的研究。迄今为止, 筛选出的生防

菌株主要有芽孢杆菌[6−7]、假单胞菌[8]、菌根真菌[9]

及链霉菌等少数放线菌 [10]。龙良鲲等 [11]和黎起秦

等 [6]从番茄根内分离出青枯病的内生拮抗菌, 有一

定的防效; Lemessa F.等 [3]通过根际微生物的筛选, 
得到效果较好的拮抗菌株 APF1 和 B2G。然而, 绝

大多数拮抗菌株的筛选均是针对茄科雷尔氏菌的

某一株, 因此防治范围较小, 并且存在拮抗能力退

化快 , 定殖能力弱 , 效果不稳定 , 使用方法复杂等

问题。 

面对以上问题 , 本试验针对广东省诱发青枯

病的两株主要病原菌 , 从番茄根系土壤中筛选出

能够拮抗青枯病菌的优势土著微生物 , 经鉴定为

节杆菌属。该菌广泛存在于土壤中, 主要用于生产

丙 氨 酸 [12], 少见关于其对拮抗番茄青枯病菌的报

道。因此, 进一步研究该菌不同条件下的抗菌活性, 
优化发酵工艺, 从而为该菌工业生产和田间应用奠

定基础。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品来源: 土壤样品采集于广东省博罗县杨

村镇蓝记菜场、珠海市斗门区斗门镇小赤坎村、佛

山市三水利达隆有基肥菜场及广东省农业科学院蔬

菜研究所大丰基地, 每个地点随机采取 9 个健康番

茄植株根系 0−20 cm 深度的土样, 混合均匀。 
1.1.2  供试病原菌 : 青 枯 雷 尔 氏 菌 (Ralstonia so-

lanacearum) SST-Y 菌株由广东省农业科学院植物

保护研究所提供, G2M1.70 菌株购买自广东省微生

物研究所。 
1.1.3  培养基: 牛肉膏蛋白胨培养基(NA); 牛肉膏

蛋白胨液体培养基(NB); 青枯病菌培养基(Tm); 青

枯病菌致病力检测培养基(TTC, g/L): 蛋白胨 10.0, 
酪朊水解物 1.0, TTC (2,3,5-氯化三苯基四氮唑 ) 

0.05, 葡萄糖 10.0, 琼脂 18.0, pH 7.0[13]。 

1.2  筛选方法 
1.2.1  菌株的分离纯化: 分别称取 10.0 g 土样加入

90 mL 无菌水中, 于 30 °C、180 r/min 振荡 30 min, 

然后分级稀释(10−4−10−8)涂布在 NA 平板。每个稀释

度重复 3 次, 30 °C 培养 24 h, 待平板上长出菌落后, 

挑取培养特征相异的单个菌落, 经纯化后 4 °C 保存

备用。 

1.2.2  番茄青枯病拮抗菌筛选: 初筛采用打孔法进

行对峙试验。首先将经 TTC 平板检测具有强致病力

的病原菌菌液(SST-Y, G2M1.70) 200 µL 混合于 NA

平板, 然后用打孔器(直径为 8 mm)以十字交叉方式

打孔, 孔中分别加入分离菌株的培养液 50 µL, 30 °C

培养 48 h, 观察孔周围菌落生长情况, 选择有抑菌

圈或影响病原菌生长的菌株保存备用。 

复筛时选取对 2 种病原菌均有拮抗作用的菌株

进行筛选, 复筛方法同初筛方法, 挑选抑菌圈大且

效果稳定的菌株。 

1.3  拮抗菌株的形态观察和生理生化鉴定 
根据《常见细菌系统鉴定手册》和《伯杰细菌

鉴定手册》(第 8 版)进行形态和生理生化鉴定[14−15]。 

1.4  拮抗菌株发酵条件初探 
依次调整拮抗菌株的发酵时间、温度、初始 pH、

接种量、供氧量、碳源和氮源等, 选择最佳条件进

行不断优化, 以确定最适发酵条件。抑菌活性用抑

菌 圈 直 径 表 示 , 抑 菌 圈 直 径 (mm)= 透 明 圈 总 径
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(mm)−孔径(8 mm)。 
1.4.1  发酵时间: 以 1%接种量将培养 24 h 的拮

抗菌培养液接种 NB 培养基中静置培养 1 周 , 每天

16: 00 时取样做对峙试验, 确定最适发酵时间。 

1.4.2  发酵温度: 设置温度分别为 20 °C、25 °C、

30 °C、35 °C 和 40 °C 5 个梯度, 选用 NB 培养基和

最适时间发酵, 做对峙试验, 确定最适发酵温度。 

1.4.3  初始 pH: 设置 NB 培养基初始 pH 分别为 5、

6、7、8、9 和 10 6 个梯度, 选用最适时间和温度发

酵, 做对峙试验, 确定最适初始 pH。 

1.4.4  接种量: 设置 0.1%、0.5%、1%、2%、3%、

5%、7%和 10% 8 个接种量将拮抗菌接种于 NB 培养

基(初始 pH 为上述所得最佳 pH), 选用最适时间和

温度发酵, 做对峙试验, 确定最适接种量。 

1.4.5  供氧量: 以所得最适接种量将培养 24 h 拮

抗菌培养液接种于 NB (初始 pH 为上述所得的最

佳 pH)培养基 , 分别设定 0、50、100、150、180、

200 r/min 的不同转速连续振荡培养, 选最适时间和

温度发酵, 做对峙试验, 确定最适供氧量。 

1.4.6  碳源: 分别以 0.3%的牛肉膏、葡萄糖、蔗糖、

玉米粉、糖蜜、可溶性淀粉、CaCO3 为碳源(除碳源

外其它成分与 NB 培养基相同), 初始 pH 上述所得

的最佳 pH, 选用以上最适条件发酵, 做对峙试验, 

确定最佳碳源。 

1.4.7  氮源: 分别以 1%的磷酸氢二氨、硫酸氨、硝

酸氨、硝酸钾、尿素、蛋白胨、酵母浸膏为氮源(除

氮源外其它成分与 NB 培养基相同), 选用以上最适

条件发酵, 做对峙试验。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗菌株的筛选和鉴定 
初筛获得 33 株拮抗菌, 试验结果表明, 广东省

农业科学院蔬菜研究所大丰基地健康番茄根系土样

筛选到拮抗菌株较多, 这可能与土壤环境和番茄品

种有关, 该地是常年青枯病多发地, 通过采用番茄

青枯病抗性品种来防止青枯病的发生。经复筛后获

得 4 株抑菌活性较强的菌株 (表 1), 分别命名为

YB1、YB6、YB22、YB70。其中 YB6 抑菌活性最

强, 对 SST-Y 和 G2M1.70 抑菌圈直径分别达到了

18.13 mm 和 18.56 mm。经 10 次传代(每隔 7 d 传代

1 次)后对 SST-Y 和 G2M1.70 抑菌活性仍然达到

16.94 mm 和 16.37 mm, 与最初的抑菌活性相比差异

不显著(P>0.05), 拮抗效果稳定。因此 YB6 作为本

试验的研究对象。 
 

表 1  拮抗菌对番茄青枯病菌的抑制效果[抑菌圈直径(mm)]
Table 1  Inhibition effects of antagonistic bacterium against 
Ralstonia solanacearum [diameter of inhibition zone (mm)]

菌株编号 Number SST-Y G2M1.70 

YB6 18.13 18.56 

YB1  9.98  9.75 

YB22 10.09 10.18 

YB70  9.27 11.72 

 
经平板划线, 革兰氏染色、芽孢及鞭毛染色, 观

察菌株培养特征及形态特征(图 1), 该菌菌落呈圆

形, 较小, 边缘整齐, 表面凸起, 光滑湿润, 易挑起, 

菌落棕黄色, 不透明; 革兰氏染色阳性, 易褪色, 不

规则杆状, 有明显的杆、球周期变化, 幼龄菌杆状, 

老龄菌全部断裂为球状; 无芽孢, 单端极生鞭毛(图

1)。生理生化特征鉴定结果见表 2, 菌株 YB6 为好

氧菌, 接触酶反应、硝酸盐还原、葡萄糖氧化发酵

及明胶液化均为阳性; 淀粉水解和纤维素分解反应

为阴性。 

综合以上菌落形态特征及生理生化特征, 依据

《常见细菌系统鉴定手册》和《伯杰细菌鉴定手册》

(第 8 版)进行分析, 该菌株与节杆菌属(Arthrobacter)
相符。 

2.2  拮抗菌发酵条件研究 
2.2.1  发酵时间对菌株抑菌活性的影响: 不同培养

时间对菌株抑菌活性影响情况(图 2)表明随着培养

时间的延长, 抑菌活性呈现先快速增强后缓慢下降

的趋势。第 3 天时 YB6 对 2 种病原菌的抑菌活性均

达到最大。继续培养抑菌活性开始下降, 最后基本

趋于平稳。其中培养时间为 3 d 的抑菌效果与其余 6

种培养时间比较, 均具有显著差异(P<0.05)。故 3 d

为最佳培养时间。 



黄明媛等: 番茄青枯病拮抗菌筛选鉴定及其发酵条件初探  217 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

   

图 1  YB6 菌落、形态特征及鞭毛染色 
Fig. 1  Bacterial colonies and morphological characteristics and flagella staining of strain YB6 

 
表 2  菌株 YB6 的生理生化特征 

Table 2  Physiological and biochemical characteristics of 
strain YB6 

项目 
Item 

结果 
Result 

项目 
Item 

结果
Result

革兰氏染色 
Gram stain 

+ 硝酸盐还原 
Nitrate reduction test 

+ 

鞭毛染色 
Flagella stain 

+ 葡萄糖氧化发酵 
Glucose fermentation 

+ 

芽孢染色 
Spore stain 

− 明胶液化 
Gelatin hydrolysis 

+ 

需氧试验 
Aerobic test 

好氧 淀粉水解 
Starch hydrolysis 

− 

接触酶 
Catalase test 

+ 纤维素分解 
Cellulose decomposition 

− 

注: +: 阳性; −: 阴性. 
Note: +: Positive; −: Negative. 
 

 

图 2  不同时间对 YB6 菌株抑菌活性的影响 
Fig. 2  The effect of fermentation time on antibacterial 
activity of YB6 
 
2.2.2  发酵温度对菌株抑菌活性的影响: 在其他条

件相同的情况下, 在 20 °C−40 °C 范围内菌株的抑

菌活性呈正态分布(图 3）。YB6 对 2 种病原菌的抑

菌活性均在 10 mm 以上, 表现出较高的抑菌活性。

30 °C 时抑菌活性最大, 其对 SST-Y 和 G2M1.70 抑

菌圈直径分别为 16.53 mm 和 17.21 mm, 明显高于

其余温度条件所得的结果 , 统计结果表明抑菌结

果存在极显著差异(P<0.01)。因此 30 °C 为最佳发

酵温度。 
 

 

图 3  不同温度对 YB6 菌株抑菌活性的影响 
Fig. 3  The effect of temperature on the antibacterial ac-
tivity of YB6 
 
2.2.3  初始 pH 对菌株抑菌活性的影响: 培养基初

始 pH 对拮抗菌的抑菌活性有较大的影响, 从图 4 可

以看出, 在 pH 5.0−9.0 范围内 YB6 对 2 种病原菌抑

菌活性不断增大, pH 9.0 时抑菌活性最大, 对 SST-Y
和 G2M1.70 抑菌圈直径分别达到了 19.38 mm 和

18.87 mm。pH 10.0 时抑菌活性明显降低。试验结果

表明菌株 YB6 在碱性环境更适宜拮抗物质的产生, 

其中 pH 9.0 时与其余不同 pH 时比较, 均具有极显

著差异(P<0.01)。故 pH 9.0 为菌株发酵最适初始 pH。 
2.2.4  接种量对菌株抑菌活性的影响: 分别以不同

接种量接入 NB 培养基中, 进行发酵。结果如图 5
所示, 3%接种量最有利于拮抗物质的产生, 且与其 
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图 4  不同 pH 值对 YB6 菌株抑菌活性的影响 
Fig. 4  The effect of pH value on the antibacterial activity 
of YB6 
 

 

图 5  不同接种量对 YB6 菌株抑菌活性的影响 
Fig. 5  The effect of inoculum amount on antibacterial 
activity of YB6 
 
他接种量差异极显著(P<0.01), 当接种量超过 3%时, 
抑菌活性明显下降。 

2.2.5  供氧量对菌株抑菌活性的影响: 振荡培养转

速的大小关系到发酵时的供氧量。选用不同的转速

进行发酵 , 结果如图 6 所示 , 不同的转速培养对

YB6 菌株抑菌活性影响较大。100 r/min 的抑菌活性

与其他 4 种转速比较, 均具有极显著差异(P<0.01), 

故选择 100 r/min 作为培养的最佳转速 , 即适宜供

氧量。  

2.2.6  碳源对菌株抑菌活性的影响: 碳源是微生物

重要组成部分, 碳水化合物不仅是微生物维持生命

活动所需能量的主要来源, 而且是产生各种代谢产

物和储藏物质的主要原料[16]。本试验在发酵培养基

中分别加入不同的碳源, 根据抑菌圈直径确定碳源 

 

图 6  不同转速对 YB6 菌株抑菌活性的影响 
Fig. 6  The effect of rotation speed on the antibacterial 
activity of YB6 
 

 

图 7  不同碳源对 YB6 菌株抑菌活性的影响 
Fig. 7  The effect of carbon source on the antibacterial 
activity of YB6 
 
对拮抗菌株抑菌活性的影响, 结果如图 7 所示, 玉

米粉、碳酸钙、葡萄糖、牛肉膏、糖蜜和淀粉作为

碳源对 2 种病原菌的抑制作用差异不显著(P>0.05)。

蔗糖作为碳源对 2 种病原菌 SST-Y 和 G2M1.70

的抑制作用均很强 , 抑菌活性达到 25.42 mm 和

24.10 mm, 与其他碳源相比 , 抑菌圈 直径差异极

显著(P<0.01), 因此蔗糖为最佳发酵碳源。 

2.2.7  氮源对菌株抑菌活性的影响: 在发酵基础培

养基中以蔗糖为碳源, 初始 pH 9.0, 进行发酵来研

究不同的无机氮源和有机氮源对菌株抑菌活性的影

响。试验发现, 不同的氮源均可使拮抗菌株 YB6 对

2 种病原菌的抑菌圈直径均达到 20 mm 以上。不同
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的无机氮源对抑菌活性影响不大, 对 SST-Y 抑菌直

径均在 20.63 mm−21.23 mm 之间, 对 G2M1.70 的抑

菌直径均在 20.61 mm−24.00 mm 之间, 差异不显著

(P>0.05)。有机氮源相对而言更有利于拮抗物质的产

生 , 其中酵母浸膏作为氮源时菌株抑菌活性最强 , 

对 SST-Y 和 G2M1.70 抑菌活性达到 32.04 mm 和

33.62 mm, 其次是蛋白胨, 抑菌活性达到 26.91 mm 和

28.94 mm, 如图 8 所示, 酵母浸膏与其他氮源相比

较差异极显著(P<0.01), 因此酵母浸膏作为氮源时

最有利于拮抗物质的产生, 为发酵最佳氮源。 
 

 

图 8  不同氮源对 YB6 菌株抑菌活性的影响 
Fig. 8  The effect of nitrogen source on the antibacterial 
activity of YB6 

3  讨论 

已有的研究表明, 生防菌在目标作物上的定殖

会受多种因素影响, 而土壤生物是一个重要因子[17], 

本试验采用健康番茄根系土进行拮抗菌株的筛选 , 
具有根际优势。共筛选出 4 株抑菌活性较强的菌株, 

其中细菌 YB6 抑菌活性最强且效果稳定, 经发酵条

件优化后, 其抑菌圈可达到 32 mm−33 mm, 略大于

黎起秦等[6]所筛选的 B47 (抑菌圈 30 mm), 远远大

于李伟杰等[18]所筛选的 X10 (抑菌圈 10.43 mm)菌株

和 Lemessa F 等[3]所筛选 APF1 (抑菌圈 10.70 mm), 

以及徐玲等[7]筛选的 HY96-2 (抑菌圈 18.13 mm), 也

要好于谭兆赞等 [19]组配的复合微生物菌剂(抑菌圈

22.80 mm)。该菌经过形态及生理生化鉴定初步确定

为节杆菌属。节杆菌广泛分布于环境, 主要是土壤

中 [15], 它主要用于生产丙氨酸, 有报道节杆菌可以

产生乙内酰脲酶 , 将乙内酰脲水解为苯丙氨酸 [12], 

因此, 其作为生防菌对植株生长的利害还有待进一

步研究。 
节杆菌属最适生长温度为 20 °C−30 °C[15], 本

试 验 测 定 的 发 酵 温 度 对 菌 株 抑 菌 活 性 的 影 响 中

30 °C 效果最好, 这说明菌体的最适生长温度也是

其产生拮抗物质的最适温度, 二者相吻合, 并且青

枯病菌最佳培养温度为 30 °C, 应该更有利于增强

其拮抗效果; 而黎起秦[6]所筛选的 B47 最适生长温

度为 35 °C。通过本试验发现, 随着培养时间不断延

长, 抑菌活性有缓慢下降的趋势, 长期培养中的活

性损失可能是因为菌株生长后期培养基养分大量消

耗, 同时产生的次级代谢产物使拮抗物质失活或者

产生了反馈抑制作用, 也有可能是因为在生长后期

阶段 pH 的改变影响了拮抗物质活性[20]。pH 与拮

抗物质的产生有很大的关系 , 一般认为不同的抗

菌物质在不同的 pH 值中产生, 且其 pH 活性范围不

同[20]。本研究中最适 pH 值为 9, 这与王美琴等[21]

拮抗细菌的研究有差异, 黎起秦等 [6]筛选的菌株最

适 pH 在 5−6 之间, 这是筛选出的拮抗菌株种属不同

的原因。南方土壤多为酸性土壤, 因此拮抗菌的最

适 pH 偏酸性可能拮抗效果更好。本试验筛选的菌

株在中性偏碱的条件下拮抗物质活性较高, 因此在

今后的应用与土壤调理剂配合使用可能效果更好。

谭兆赞等[22]的研究表明施用堆肥可以减轻番茄青枯

病, 今后将该菌接种于有机肥作为二次接种菌剂也

是一个研究方向。  
当接种量超过3%时, 抑菌活性明显下降, 此时,  

可能是由于接种量过多而使得菌体生长速度过快 , 
培养基养分贫瘠, 不利于抗菌物质的积累[23]。由于

该菌为好氧菌 , 因此随着转速增加抑菌活性增强 , 
100 r/min 时对 2 种病原菌的抑菌效果最佳, 之后随

着转速增加抑菌活性下降, 过高的 O2 浓度可能对微

生物产生毒害作用, 抑制了菌体生长和代谢产物的

产生。从培养基成分来看氮源对 YB6 拮抗物质的产

生影响较大, 尤其是有机氮效果较好, 这与黎起秦

等 [6]的研究相符, 有机氮源更有利于拮抗物质的产

生, 这说明青枯病拮抗菌对氮源有一定要求, 而对碳
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源的要求相对较低, 这与大多数人的研究相符[6,21]。

本试验研究的 7 个因素中, 在调节温度、接种量和

碳源时, YB6 对 G2M1.70 和 SST-Y 的抑菌活性变化

趋势和影响程度基本一致 , 而在调节时间、初始

pH、供氧量和氮源时, YB6 对 G2M1.70 和 SST-Y 的

抑菌活性变化趋势虽然大致相同, 但影响程度不同。

这说明, YB6 对 G2M1.70 和 SST-Y 的拮抗物质有可

能是同类物质, 但不是同一种, 或者是 G2M1.70 和

SST-Y 细胞结构和成分不同对拮抗物质的抵抗作用

程度不同。要想明确这一点, 需要进一步研究 YB6
对 G2M1.70 和 SST-Y 的拮抗作用机理。 

通过单因素试验对 YB6 发酵条件研究表明 , 
30 °C 下 , 以蔗糖为碳源 , 酵母浸膏为氮源 , 初始

pH 9.0 的发酵培养基中, 3%接种量, 100 r/min 恒温

连续培养 3 d, 抑菌活性与 NB 培养基比较明显增

强。该结果是在实验室条件下得到, 能否用于实践

生产, 还需盆栽和田间试验验证, 并且工业化生产

时需根据本试验中的最佳碳氮源成分寻找廉价的培

养基原料。 
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