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摘 要：采用稀释平板法，从新鲜蚯蚓粪中分离到 374株细菌。筛选出对黄瓜枯萎病菌有拮抗活性的菌株 28株，其中以

D2的抑菌效果最好，抑菌直径达 28.28 mm，且抑菌效果稳定。利用菌体形态和菌落特征观察、生理生化试验和 16S rD⁃
NA序列同源性分析，对抑菌效果良好的菌株进行分类鉴定，D2的分子生物学鉴定中，得到目的片段大小为 1462 bp，并
结合其形态及生理生化特征结果表明该菌株为洋葱伯克霍尔德菌（Burkholderia cenocepacia）。
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Screening and Identification of Antagonistic Bacterial Strains against Fusari⁃
um oxysporum f．sp．cucumerinum in Earthworm Excrement
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Abstract：A total number of 374 bacterial strains were isolated from fresh earthworm excrement by tube dilution as⁃
say. The result of plate test showed that 28 strains had antagonistic activity against Fusarium oxysporum f．sp．cuc⁃
umerinum. According to the results of the suppression assay, strain D2 was selected as the best one. The inhibiting
diameter was 28.28 mm and the inhibitory effect is stable. The mycelium shape, colony characteristic observation, a
series of physiological and biochemistry experiments and determination of the sequence of 16S rRNA of the D2 had
been done. Identification of molecular biology of D2 obtained the target fragment sized 1462 bp. Combined with its
morphological and physiological and biochemical characteristics, the results showed that the strain was Burkholde⁃
ria cenocepacia.
Key words：Earthworm excrement; Cucumber fusarium wilt disease; Antagonistic bacteria; 16S RDNA identifica⁃
tion

黄瓜枯萎病是由尖孢镰孢菌黄瓜专化型（Fu⁃
sarium oxysporum f. sp. cucumerinum Owen）侵染引

起的、具有毁灭性的真菌病害，广泛分布于世界

各黄瓜产区。目前枯萎病的防治措施主要有种植

抗病品种、轮作、嫁接育苗及药剂防治等。药剂

防治虽是快速、有效的减轻枯萎病危害的方法，

但会对作物和环境造成污染，产生农药抗性及农

药残留等一系列令人担忧的问题。而且随着人们

环保意识的增强和对绿色食品的认可，使药剂防

治受到了很大程度的限制。因此减少化学农药的
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使用，使用生物有机肥和生物农药成为减轻枯萎

病危害的安全、经济、有效的途径。

蚯蚓粪是蚯蚓对其生活环境周围的有机质进

行利用和降解的产物，家畜禽类的排泄物经过蚯

蚓的处理，既可以有效利用生物质能源，降低环

保中的投入资金，又能够显著减少废弃物里病原

菌的数目 [1]。更可贵的是至少含有 2种以上拮抗

微生物，这些大量有益微生物施入土壤后，可迅

速抑制有害菌的繁殖，减轻土传病害的发生，从

而达到控制病害，改善作物品质的目的。本研究

的目的是从蚯蚓粪中筛选出对黄瓜枯萎病菌有较

强抑菌作用的拮抗细菌，鉴定其分类地位，研究

其对黄瓜枯萎病的防治效果，为扩大生产以及进

一步开发有关蚯蚓粪的系列优质高效农化产品提

供有力的理论依据。
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1 材料与方法

1.1 供试材料

1.1.1 供试蚯蚓粪

新鲜蚯蚓粪来自黑龙江省双城区杏山镇顺利

村。

1.1.2 供试黄瓜品种

感病品系 L18，由东北农业大学黄瓜课题组

提供，用于拮抗菌株皿内促生和盆栽防效试验。

1.1.3 供试病菌

黄瓜枯萎病菌（Fusarium oxysporum f．sp．cu⁃
cumerinum），由东北农业大学植物病理研究室提

供。

1.2 方法

1.2.1 蚯蚓粪中拮抗细菌的分离

称取蚯蚓粪样品 10 g倒入含 90 mL无菌水的

三角瓶中，震荡 20 min，得到蚯蚓粪悬浮液母液。

取 1 mL加入装有 9 mL灭菌水三角瓶中形成 10-2
稀释，并依次将蚯蚓粪母液稀释 10-3、10-4、10-5、
10-6、10-7。取系列稀释菌液 0.2 mL分别涂布在 NA
平板上，置于 28℃恒温箱中培养 24 h，挑取单菌落

进行纯培养。

1.2.2 蚯蚓粪中拮抗细菌的筛选及对植物病原真

菌的抑制作用

采用平板对峙法测定 [2]。在 PDA培养基中

心接种黄瓜枯萎病菌，25℃恒温培养 48 h后，在距

离菌碟 2.5 cm处接种拮抗菌悬浮液，每个培养皿

对称点 4个点，重复 3次，以不接拮抗菌为空白对

照。26℃培养 7 d，测量菌落直径，计算抑菌率。

抑菌率 = 对照菌落生长直径 - 处理菌落生长直径
对照菌落生长直径

× 100%
挑取纯培养的待测细菌培养物放入装有 50

mL NB培养液的 100 mL三角瓶中，置于恒温振荡

培养箱中 28℃ 180 r/min震荡培养 48 h，并用无菌

水配制成浓度为 3×108 cfu/mL的菌悬液备用。

1.2.3 拮抗菌的鉴定

1.2.3.1 形态鉴定

单菌落形态：利用逐级稀释法，将 D2菌悬液

用无菌水稀释，10-3到 10-7依次涂在 NA上，28℃培

养 2 d，有了单菌落，观察菌落的形态。

革兰氏染色：1. 固定。2. 结晶紫染 1 min。3.
水冲洗。4. 加碘液染 3 min。5. 水洗，吸去水分。

6. 加 95 %酒精脱色，20 s后水洗，吸去水分。7.
番红染液染 10 s后，用水冲掉。8. 油镜镜检。革

兰氏阳性菌菌体被染成紫色，革兰氏阴性菌被染

成红色 [3]。

芽孢染色：1. 制备菌悬液。2. 孔雀绿加热染

色 20 min。3. 涂片固定。4. 水洗脱色。5. 番前红

复染 3 min。6. 干燥 ,油镜镜检。芽孢呈绿色，芽

孢囊及营养体呈红色 [4]。

采用扫描电镜观察洁抗菌的菌体形态、测量

菌体大小。

1.2.3.2 生理生化特性测定

参照东秀珠等 [5]、方中达 [6]、钱存柔等 [4]的方法

进行D2的生理生化特性测定。

荧光产生反应：将 D2接种在 NA斜面上，28℃
恒温培养 2 d，挑取培养物划线接种于 King B培养

基斜面上，置 28℃恒温培养 2 d后，在 365 nm紫外

灯下观察有无荧光产生。

把 D2在 NB里培养，不加菌是空白对照，依次

放在 4℃/41℃水浴锅里，培养 2 d，观察培养液，出

现浑浊是生长的。

耐盐性试验：配制 NaCl含量分别为 2%，5%，
7%，10%的 NB培养液，接种 D2，28℃ 150 r/min振
荡培养 2~3 d，观察细菌的生长情况 [5]。

明胶液化试验：取斜面培养的 D2菌苔穿刺接

种于明胶高层约 2/3深度的培养基上，以未接种

为空白对照。置于 22℃（明胶低于 20℃凝固成固

体，高于 24℃则自行呈液化状态）温箱中培养，3
d、5 d、7 d分别观察明胶是否液化及液化程度。

淀粉水解试验：将 D2划线接种于可溶性淀粉

平板上，28℃培养 2~3 d；打开皿盖，在平板上滴

加少量碘液，轻轻旋转，使碘液覆盖整个平板。

如果培养基变为深蓝色，说明拮抗菌未水解淀

粉，为阴性反应，以“－”表示；如果菌体周围出现

无色透明圈，为阳性反应，以“＋”表示。

1.2.3.3 分子鉴定

16S rDNA序列分析：拮抗菌基因组 DNA采用

CTAB法提取 [7]；以基因组 DNA为模板，采用细菌

的 16S rDNA通用引物进行 PCR扩增 [8]。引物序列

为：上游引物 F：5′-AGTTTGATCMTGGCTCAG-3′，
下游引物 R：5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′，引
物由上海生工生物工程有限公司合成。

PCR反应体系：25μL总体积中包括 0.5μL基
因组 DNA（50 ng/μL），引物 F (10 μM)、R（10μM）
各 0.5μL，2.5μL Buffer(10×)(with Mg2+) ，1μL dNTP
(2.5 mM)，0.2μL Taq(1 U/μL)，19.8μL ddH2O。

反应程序：首先 94℃预变性 4 min；然后 94℃
变性 45 s，；55 ℃退火 45 s，；72 ℃延伸 1 min，；
循环 30次；接着 72 ℃ 延伸 10 min，最后在 4 ℃
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下保存。PCR产物经 1 %琼脂糖凝胶电泳检测经

试剂盒纯化后，送至上海生物工程技术公司进行

测序。将所测得的 16S rDNA序列用 Blast软件与

Genbank数据库进行同源性分析。

2 结果与分析

2.1 黄瓜枯萎病菌拮抗细菌的筛选

本试验采用稀释平板法，分别从先后获得的

两批新鲜蚯蚓粪中分离到 374株细菌，编号为

D1~D374。对这 374株细菌进行枯萎病菌拮抗性

试验，共 28株细菌对黄瓜枯萎病菌具有一定的拮

抗作用（表 1）。

2.2 分离菌株的拮抗力测定

采用室内对峙培养法对经分离纯化所得的菌

株进行拮抗力测定，其中以 D2的抑菌效果最显

著，抑菌直径达 28.28 mm，对黄瓜枯萎病菌抑菌

率为 64.0%，并且经多次重复试验，抑菌效果稳

定。

2.3 拮抗菌的鉴定

2.3.1 拮抗菌形态及染色反应

拮抗菌在 NA培养基上生长良好，单菌落形态

为圆形或近圆形，扁平状，中等大小，表面光滑，

不透明（图 1A）。革兰氏染色反应为阴性（图

1B），不产生芽孢。扫描电子显微镜下菌体呈直

杆状，单极生鞭毛，0.5~1.0 μm × 1.5~4.0 μm（图

2）。

2.3.2 生理生化特性

生理生化反应实验结果表明，拮抗细菌在荧

光反应实验中结果为阴性，即不产生荧光。在 4℃
时不生长，在 41℃时可以生长。在耐盐性实验中，

拮抗菌在 NaCl浓度为 2%和 5%时可以生长，7%
和 10%时不生长。明胶液化实验中，拮抗菌可以

使明胶液化。淀粉水解实验中，拮抗菌不能分解

淀粉（表 2）。

根据《常见细菌系统鉴定手册》及《伯杰氏细

菌鉴定手册》[9]综合分析菌株 D2形态特征及生理

生化特性，初步鉴定菌株 D2属于伯克霍尔德氏菌

属（Burkholderia）。
2.3.3 拮抗菌 16S rDNA 序列分析

PCR扩增片段大小为 1462 bp，将扩增产物送

至上海生物工程技术公司进行测序，将所得的测

表 1 黄瓜枯萎病拮抗细菌的筛选

菌株编号

D1
D2
D18
D22
D24
D26
D41
D44
D54
D69
D88
D91
D93
D114

抑菌直径（mm）
29.16
28.28
30.68
32.74
32.90
34.82
34.66
37.04
31.82
35.48
35.06
36.12
33.40
37.84

菌株编号

D123
D129
D136
D180
D209
D218
D243
D265
D272
D297
D312
D322
D349
D355

抑菌直径（mm）
34.66
39.08
37.52
35.38
35.06
31.38
32.94
34.74
36.28
35.76
33.44
31.80
38.42
37.62

 

 

 
图 1 菌落特征及革兰氏染色

 

图 2 拮抗细菌D2的电镜观察（20 000×）

表 2 D2的生理生化特性

细菌学试验

荧光反应

生长试验

耐盐性试验

明胶液化

淀粉水解试验

注：“＋”阳性，“－”阴性。

4℃
41℃
2%
5%
7%
10%

鉴定结果

－

－

＋

＋

＋

－

－

＋

－
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序结果与 Genbank中已报道的序列进行同源性比

较，结果表明拮抗菌 D2与 NR_074686.1（Burkhold⁃
eria cenocepacia AU 1054 strain AU 1054） 、

CP001025.1 （Burkholderia ambifaria MC40-6） 、

CP000958.1（Burkholderia cenocepacia MC0-3）、

CP000458.1（Burkholderia cenocepacia HI2424）和

CP000378.1 (Burkholderia cenocepacia AU 1054)的同

源性均达到 99%，证明该菌株为洋葱伯克霍尔德

菌（Burkholderia cenocepacia）（如图 3）。

3 讨论与结论

土传病害生物防治的研究始于 20世纪 20年
代，至今已有不少成功范例，其中最著名的当属

Agrobacterium radiobacter 84菌系，它可防治由 A.
tumefaciens引起的桃、樱桃、葡萄等植物的根癌

病，目前已在很多国家推广使用 [10]。土传病害（如

枯萎病）的发生是土壤有害生物和环境条件共同

作用的结果 [11]，土壤微生物组成及非生物因素如

土壤的理化性质和营养状况等都会对病害的发生

和为害产生影响。

随着科学技术的进步和人类对蚯蚓研究的深

入，人们发现蚯蚓粪并不仅仅是代谢废弃物，而

且在促进作物的生长、抑制病原菌的活性和改善

土壤肥力等方面都具有重要作用。胡艳霞等 [12]研

究发现，蚯蚓对农业有机废弃物进行生物降解的

产物蚯蚓粪，在一定程度上能够控制黄瓜苗期土

传病害的发生，并表现出明显的促生长效应；并

从新鲜蚯蚓粪中成功分离到拮抗活性强、抗菌性

广的拮抗微生物。本研究通过对分离得到的 374
株细菌进行发酵液的抑菌活性测定，筛选出对黄

瓜枯萎病菌有一定抑菌效果的菌株 28个。对 28
株菌株进行单胞分离、抑菌活性测定，确定 D2为
最佳菌株，抑菌直径达 28.28 mm ，抑菌效果稳

定，此拮抗细菌用来防治黄瓜枯萎病的潜力是非

常大的。直接在土壤中养殖蚯蚓或者添加适量蚯

蚓粪，可起到防病、增肥、改良土壤、促进作物生

长等作用，是符合绿色农业发展的一种方法 [13]。

本研究在菌株的形态、培养性状、生理生化的

特性等传统鉴定方法的基础上，结合 16S rDNA分
子鉴定方法对 D2 菌株分类地位进行鉴定。传统

鉴定结果与《常见细菌系统鉴定手册》及《伯杰细

菌鉴定手册》描述的洋葱伯克霍尔德菌（Burkhold⁃
eria cenocepacia）特征一致。16S rDNA 序列分析

进行细菌鉴定是国际上通用的鉴定技术，一般认

为 16S rDNA 序列同源性小于 98 %，可以认为种

不同，同源性小于 93%~95%，可以认为属不同 [5]。

D2 与洋葱伯克霍尔德菌（Burkholderia cenocepa⁃
cia）NR_074686.1 、CP001025.1 、CP000958.1 、

CP000458.1和 CP000378.1 的匹配率均达到 99%，
认为菌株 D2即为洋葱伯克霍尔德菌（Burkholde⁃
ria cenocepacia）。伯克霍尔德菌是一类广泛存在

于土壤、水和植物根围的革兰氏阴性细菌，在农

业领域中具有生物防治、生物降解和促进植物生

长等多种功能 [14]。目前国内外研究较多的伯克霍

尔德菌是来自土壤、水及植物根围等农业环境

中，也有从水稻、柑橘、桑树体内分离到的报道 [5]。

有关该拮抗细菌的田间防治效果以及生物安全性

还有待于进一步的研究。
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