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摘 要：由茄雷尔氏菌（Ralstonia solanacearum）引起的茄科作物青枯病常有发生，危害严重且

较难防治。从海南樱桃番茄种植区的青枯病重病田中，由健康植株的砧木根系分离到一株贝莱斯

芽孢杆菌HNU24。HNU24和强致病力茄雷尔氏菌菌株EP1共培养实验表明，HNU24可显著抑制

EP1的生长，且HNU24发酵液的乙酸乙酯萃取物也表现出对EP1的高抑菌活性。根系添加HNU24

后的番茄青枯病发生时间显著推后，且发病率从82%下降到39%，HNU24还可以定殖在番茄根茎

部。经HNU24菌株水悬液灌根、浸根和叶面喷施分别处理的番茄株高、茎粗、鲜重和根系长度均比

未接种HNU24的番茄显著增加，表现出良好的促生长活性。研究结果可以为开发高效低毒生物农

药、开展作物青枯病的生物防治奠定基础。
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Abstract:The bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum often happens, which is seriously harmful and hard to con⁃
trol. The Bacillus velezensis strain HNU24 was isolated from the rootstock materials of healthy tomato plants surviving in the
severe bacterial wilt disease fields in Hainan, and has excellent antagonistic activity against the highly virulent R. sola⁃
nacearum strain EP1. The coculture experiment demonstrated that HNU24 could inhibit the proliferation of EP1, and the
ethyl acetate extract of HNU24 showed strong antagonistic activity against EP1. After adding HNU24, the occurrence time
of bacterial wilt was significantly delayed and the incidence rate decreased from 82% to 39%. Meanwhile, continuous recov⁃
ery experiment of HNU24 revealed that it could colonize in tomato roots and stems. By treatment of pouring root, dipping
root and spraying leaf respectively, the plant height, stem diameter, fresh weight and root length of tomato plants inoculated
with HNU24 were obvious higher than those without inoculation, which present significant growth-promoting activity. The
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results of this study can lay an important foundation for the development of high efficiency and low toxicity biological pesti⁃
cides and the biological control of bacterial wilt of solanaceous crops.
Keywords: Bacillus velezensis；Ralstonia solanacearum；antagonistic mechanism；rhizosphere microorganisms；control
effect；green agriculture

樱桃番茄（Solanum lycopersicum var. cerasiforme）俗称圣女果，原产于南美洲，因其风味独特、营养价值高

且含有防癌抗癌物质深受广大消费者的青睐，联合国粮农组织将樱桃番茄列为优先推广的果蔬之一[1]。研

究表明，2016—2020年中国居民对番茄消费量年均增长率约为5.14%[2]。海南、山东、江苏和广东等省份为中

国樱桃番茄主产区[3]。因海南独特的气候条件，樱桃番茄已成为海南冬种北运的优势果蔬品种之一，年种植

面积 0.67万hm2左右[4]。由于连续种植和种植面积的不断扩大，近些年樱桃番茄青枯病的发生呈现逐年加

重的趋势。

茄科作物青枯病是一种由茄雷尔氏菌（Ralstonia solanacearum）引起的典型细菌性维管束土传病害，其病

原能长时间存活于土壤中，对植物危害性极强[5]。该病原菌广泛分布于全球热带、亚热带以及温带的部分地

区，寄主范围极广，除危害多种茄科作物外还可侵染花生、香蕉等50科200种作物[6-7]。作物种植区域发病后

将导致作物大量减产甚至绝产，给农业生产造成巨大的经济损失，已成为海南樱桃番茄等茄科植物种植产

业的严重制约因素。

茄科植物青枯病的防治中采用最多的方法是化学防治，容易造成农药残留和环境污染。生物防治是植

物病虫害防治的新兴技术，生防产品以其环境友好、效果持久等特质近年来得到迅速发展。目前，主要的生

物防治策略包括无致病力菌株、生防菌、诱导抗性及转基因植物的研究与应用[8]。资料显示，微生物、青枯立

克中草药杀菌剂、乙蒜素植物仿生农药、青枯病拮抗菌等生防产品已应用于青枯病防治中[9]。但受限于海南

典型的亚热带地区高温和高湿等气候环境，部分生防菌剂在海南并没有表现出很好的防治效果。

为进一步研究生物防治技术防控茄科植物青枯病，本研究从海南省樱桃番茄重病田存活的健康植株的

砧木根际土壤中分离出了对茄雷尔氏菌具有高效拮抗活性的菌株，通过平板对峙的方法从分离出的菌株中

筛选出一株对茄雷尔氏菌拮抗效果优良的贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis，编号为HNU24），该菌株还表

现出在番茄根系和茎部稳定定殖的特性和对番茄的显著促生长作用。本研究对防治茄科植物青枯病和采

用生物防治技术提高茄科植物的产量具有重要的指导意义。

1 材料与方法

1.1 供试材料

1.1.1 供试菌

强致病力茄雷尔氏菌EP1[10]、贝莱斯芽孢杆菌FZB42和HNU24由本实验室保存，其中菌株HNU24分离

自海南陵水县樱桃番茄青枯病重病田健康植株的砧木根系。

1.1.2 培养基

TTC固体培养基配方为葡萄糖10 g、酪蛋白水解物1 g、胰蛋白胨10 g、琼脂15 g、蒸馏水1 000 mL。TTC
液体培养基配方为葡萄糖10 g、酪蛋白水解物1 g、胰蛋白胨10 g、蒸馏水1 000 mL。LB固体培养基配方为胰

蛋白胨10 g、酵母浸粉5 g、氯化钠10 g、琼脂15 g、蒸馏水1 000 mL。LB液体培养基配方为胰蛋白胨10 g、酵
母浸粉5 g、氯化钠10 g、蒸馏水1 000 mL。
1.1.3 番茄品种

番茄品种Moneymaker由华南农业大学汪国平教授馈赠。

1.2 平板对峙试验

将分离纯化出的HNU24和保存的茄雷尔氏菌EP1活化后分别转移至新鲜的LB液体培养基和TTC液体

培养基中，均在恒温摇床上于200 rmp、28 ℃条件下振荡培养48 h；加热TTC固体培养基使其完全融化，待其

降至适宜温度（37 ℃左右）后按培养基与菌液的体积比为100:1的比例向融化后的TTC培养基中加入已摇好
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的EP1菌液（OD600 ≈ 1.2），并彻底混匀；向直径为9 cm的培养皿中倒入20 mL混合后的培养基，待平板彻底凝

固后在平板上用直径为 5 mm的打孔器打孔；分别向平板的每个孔中加 40 µL HNU24菌液（OD600 = 2.0）；在

30℃培养箱中培养48 h后观察统计抑菌圈直径。平板对峙实验以贝莱斯芽孢杆菌FZB42作对照。

1.3 HNU24发酵液乙酸乙酯萃取物的制备

将HNU24纯培养物置于LB液体培养基中震荡培养（30 ℃、200 rpm）48 h，于 12 000 g离心 20 min，收集

上清液。于上清液中加入等体积的乙酸乙酯，充分震荡摇匀，将有机相于旋转蒸发仪中蒸干，最后使用

DMSO溶液将蒸干后的萃取物溶解（浓度调整为 1mg/mL），通过平板检测法检测萃取物抑制茄雷尔氏菌的活

性，检测时采用DMSO做对照，其他操作参照1.2中的描述。

1.4 EP1与贝莱斯芽孢杆菌HNU24的共培养实验

将茄雷尔氏菌EP1和贝莱斯芽孢杆菌HNU24分别接种在TTC固体培养基和LB固体培养基上以获得单

菌落。将EP1和HNU24的单菌落分别接种在 10 mL的 TTC液体培养基和 LB液体培养基中，在 28 ℃、160
rpm条件下振荡培养48 h获得单培物（OD600 = 2.0），分别标记为A、B。按200 µL的接种量将A、B分别接种在

10 mL TTC液体培养基和LB液体培养基中；按 100 µL的接种量将A、B同时接种在 10 mL TTC液体培养基

中，分别标记为MP（A）、MP（B）、CP（A+B），均在 28 ℃、160 rpm条件下振荡培养。在第 6、12、18、24、30、36、
42、48 h分别从MP（A）、MP（B）、CP（A+B）中取出1 mL 3种菌液，连续稀释这三种菌液（稀释倍数为10-6、10-7、
10-8），将稀释后的菌液按各100 µL的接种量分别在TTC固体培养基和LB固体培养基上涂板（每个稀释倍数

各有3个重复），在30 ℃的培养箱培养48 h后选取菌落数量适当的（30～60个）固体培养基平板统计在不同

振荡培养时间共培养EP1和HNU24的菌落数（EP1和HNU24的分别培养作为对照）。

1.5 贝莱斯芽孢杆菌HNU24的生防实验

分别将EP1接种在 10 mL的 TTC液体培养基中，HNU24和 FZB42接种在 10 mL LB液体培养基中，于

28 ℃、180 rpm条件下进行恒温摇床培养24 h，用无菌水稀释至500 mL制成菌悬液（OD600 = 1.0）。选出80株
健康、长势一致的番茄幼苗，分为A、B、C、D组，每组20株。A组幼苗的根蘸取无菌水后再移栽入无菌土中；

B组幼苗的根蘸取EP1菌液后再移栽入无菌土中；C组幼苗的根蘸取EP1菌液前先在HNU24菌液中浸泡 5
min，然后移栽至无菌土中；D组幼苗的根蘸取EP1菌液前先在FZB42菌液中浸泡5 min，然后移栽至无菌土

中。最后将4组番茄幼苗置于25 ℃温室条件下培养，每隔2 d拍照并记录每个组的番茄植株发病株数，最后

分别计算各组幼苗的发病率。番茄幼苗发病率 =发病幼苗数/总幼苗数 × 100%。

1.6 贝莱斯芽孢杆菌HNU24的促生长实验

将HNU24在10 mL的LB液体培养基中于28 ℃、180 rpm条件下恒温摇床培养48 h后，用无菌水稀释至

500 mL制成菌悬液（OD600 = 1.0）。选出 60株健康、长势良好的番茄幼苗，分为 CK-A、CK-B、HNU24-A、
HNU24-B 4组，每组 15株。CK-A组用稀释 50倍的 500 mL LB液体培养基进行叶面喷施处理。CK-B组用

稀释50倍的500 mL LB培养基进行灌根处理。HNU24-A组用稀释50倍的500 mL HNU24菌液进行叶面喷

施处理。HNU24-B组用稀释50倍的500 mL HNU24菌液进行灌根处理。将4组番茄幼苗置于25 ℃的温室

条件下培养，每隔3 d处理一次，拍照并测量株高、茎围、鲜重和根系长度。

1.7 贝莱斯芽孢杆菌HNU24定殖能力的探究

把选出的18株健康、长势良好的番茄幼苗的根在HNU24（已经过利福平抗性筛选）菌悬液（OD600 = 1.0）
中浸泡5 min，然后栽种在同一花盆中。每次取3株幼苗（每7 d取样一次，4次重复），将根表的土剥除并用

无菌水反复冲洗，然后每株称取1 g根和1 g茎，用无菌水冲洗3次后用70%的酒精处理表面1.5 min，再用无

菌水冲洗 2次。将上述材料分别研磨成糊状，加入 1 mL无菌水成母液，后加无菌水分别稀释 100倍、1 000
倍、10 000倍。分别取 100 µL稀释液涂抹在含 30 µg/mL利福平的LB固体培养基平板上，每浓度均 3个重

复，在30℃的培养箱培养48 h后选取菌落数量适当（30～60个）的固体培养基平板统计HNU24的菌落数（在

进行菌落统计时以HNU24的纯培养菌落形态作为对照），同时设置空白处理（未接种）对照。按照上述方法，

研究接种7、14、21和28 d后每个平板上长出菌落的形态和数目，评价HNU24在番茄幼苗根部和茎部的定殖

能力。
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1.8 数据统计与分析

用 IBM SPSS Statistics 23.0软件进行数据处理分析，采用Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 HNU24的分离鉴定和形态特征

菌株HNU24分离自樱桃番茄的根系，目前已保藏于广东省微生物菌种保藏中心，菌株保藏编号为GD⁃
MCC61231，全基因组测序结果表明其为贝莱斯芽孢杆菌。HNU24菌落在LB培养基上呈乳白色，凸起且有

规则的边缘。扫描电镜结果显示HNU24呈现明显的杆状结构，单个或成对排列，有的也呈短链排列；芽孢呈

椭圆状，位于非肿胀胞囊的中间或末端（图1A）。

2.2 平板对峙实验

以强致病力茄雷尔氏菌EP1菌株为指示菌，用已报道的对茄雷尔氏菌具有较强拮抗活性的贝莱斯芽孢

杆菌FZB42作对照，对贝莱斯芽孢杆菌HNU24对茄雷尔氏菌EP1的拮抗作用进行研究。结果发现，HNU24
周围可以产生较大的透明圈，其抑菌圈直径可达25 mm（图1B），表明HNU24对EP1具有较强的拮抗效果，且

HNU24对EP1的拮抗效果优于FZB42（图1C）。
2.3 EP1和HNU24共培养实验

通过稀释涂板法测定单一培养MP（A）、MP（B）和共培养CP（A+B）48 h培养液中的菌落生长状况。在

MP（A）和MP（B）中，EP1、HNU24的菌落数目均逐渐增加。在CP(A+B)中，菌株EP1的菌落数在0～24 h内逐

渐增多，但24～48 h逐渐减少并在48 h时未检测到EP1，而菌株HNU24的菌落数则一直增长且和MP（A）的

生长趋势接近，说明CP（A+B）后期HNU24增殖的同时显著抑制了茄雷尔氏菌EP1的生长（图2）。为进一步

验证HNU24的活性代谢产物是否抑制茄雷尔氏菌生长，本研究对HNU24发酵液的乙酸乙酯萃取物进行了

活性检测。结果表明，萃取物中含有可以拮抗茄雷尔氏菌的活性物质（图3）。
2.4 HNU24的生防实验

生防实验中，第 12 d番茄植株的发病情况见表 1，仅接种EP1的植株发病率为 82%；同时接种EP1和
FZB42的植株发病率为 63%；同时接种EP1和HNU24的植株发病率为 39%，且接种后第 17 d才表现出萎蔫

症状，发病时间明显推迟。结果表明，贝莱斯芽孢杆菌HNU24可明显降低番茄植株青枯病的发病率，推迟发

病时间，拮抗效果优于FZB42。

HNU24的扫描电镜图 HNU24的拮抗圈 HNU24与FZB42的拮抗圈直径比较

图1 贝莱斯芽孢杆菌HNU24的平板对峙实验和形态特征

Figure 1 Plate confrontation experiment and morphological characteristics of the Bacillus velezensis strain HNU24
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2.5 HNU24的促生长实验

促生长实验表明，HNU24对番茄幼苗具有明显的促生长作用，结果见表2。通过HNU24菌液叶面喷洒

和灌根2种方式处理的番茄幼苗经过21 d温室培养（25 ℃）后，其株高、茎粗、鲜重和根系长度等各项指标都

显著高于CK-A和CK-B处理。其中，HNU24菌液喷洒处理（HNU24-A）番茄幼苗21 d后的株高、茎围、鲜重、

根系长度分别是CK-A处理的1.26倍、1.25倍、1.46倍和1.09倍；HNU24菌液灌根处理（HNU24-B）番茄幼苗

21 d后的株高、茎围、鲜重、根系长度分别是CK-B处理的1.20倍、1.09倍、1.39倍和1.18倍。可见，灌根和叶

面喷施HNU24菌株均可以有效促进番茄幼苗的生长。

2.6 HNU24定殖能力的探究

贝莱斯芽孢杆菌HNU24定殖能力研究结果见图 4。番茄植株在接种HNU24后 7、14、21和 28 d仍可以

在番茄植株根部和茎部分离得到HNU24（具有利福平抗性，30 µg/mL），且分离到的菌落形态和HNU24纯培

养的菌落形态一致，表明HNU24在番茄植株根部和茎部都可以稳定定殖。从番茄植株根部分离出的

HNU24菌落数明显多于番茄植株茎部，说明HNU24主要存在于番茄植株的根部，其在根部定殖后可以转移

到番茄茎部。

表2 贝莱斯芽孢杆菌HNU24对番茄幼苗的促生长效果

Table 2 Growth promotion effect of the B. velezensis strain HNU24 on tomato seedlings

指标

CK-A
CK-B

HNU24-A
HNU24-B

株高/cm
15.02 ± 2.64c
20.02 ± 1.66b
18.95 ± 1.59b
24.08 ± 1.77a

茎围/cm
4.36 ± 0.42b
5.10 ± 0.35a
5.47 ± 0.43a
5.57 ± 0.34a

鲜重/g
1.90 ± 1.40b
2.44 ± 0.63ab
2.77 ± 0.27ab
3.40 ± 1.90a

根系长度/cm
5.18 ± 0.54b
5.45 ± 0.44ab
5.65 ± 1.09ab
6.41 ± 0.95a

注：表中数据为平均数±标准差，同列数据后不同小写字母表示经邓肯新复极差法检验在 P＜0.05水平差异显著。

图2 茄雷尔氏菌EP1与贝莱斯芽孢杆菌HNU24的共培养和单独培养菌

落数量变化

Figure 2 Changes of colony number in single culture and co-culture of
R. solanacearum and the Bacillus velezensis strain HNU24

图3 贝莱斯芽孢杆菌

HNU24发酵液的乙酸乙酯萃

取物对茄雷尔氏菌EP1的拮

抗活性检测

Figure 3 Antagonistic activity
of the B. velezensis HNU24
ethyl acetate extract to R. so⁃

lanacearum EP1
表1 生防实验统计

Table 1 Biocontrol experiment statistics

处理

B组
C组
D组

发病时间/d
12.00 ± 1.58b
17.20 ± 1.48a
16.00 ± 0.71a

番茄幼苗发病率/%
82.00 ± 5.09a
39.00 ± 3.74c
63.00 ± 5.09b

注：表中数据为平均数±标准差，同列数据后不同小写字母表示经邓肯新复极差法检验在 P＜0.05水平差异显著。
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3 讨论

芽孢杆菌能产生多种拮抗活性物质和抗逆性强的芽孢并易于在植物根际定殖，已成为国内外生防微生

物研究的热点[11]。本研究从健康樱桃番茄植株的砧木根际分离到贝莱斯芽孢杆菌HNU24菌株。贝莱斯芽

孢杆菌是芽孢杆菌属的一种功能性菌种，对农作物致病菌具有广谱的抗菌活性[12]，对棉花黄萎病病原菌大丽

轮枝杆菌（Verticillium dahliaekleb）、白菜黑斑病致病菌（Alternaria brassicae）、番茄灰霉病灰葡萄孢菌（Botrytis
cinerea）、稻瘟病菌（Pyricularia grisea（Cooke）Sacc）、黑腐菌（Thielaviopsis）等植物病害均有一定的拮抗作

用[13-16]。分离于黄瓜根际土的B. velezensis SQR9菌株是一种广谱拮抗菌，在农业生产中可作为生物肥料和生

物防治剂，能够形成强健的生物膜，具有突出的根系定殖力，可有效促进植物生长和抑制土传病害[17]。
本研究结果表明，贝莱斯芽孢杆菌HNU24菌株对茄雷尔氏菌具有拮抗作用，具有防治茄科作物青枯病

的潜力，且与国际公认具有良好拮抗效果的同属芽孢杆菌的FZB42菌株相比效果更好。在共培养实验中，

HNU24的菌落数和茄雷尔氏菌EP1负相关，在2 d左右HNU24可以将EP1控制在较低水平。HNU24发酵液

粗提物表现出较强的抑菌活性，证明HNU24产生的活性物质可以有效地抑制茄雷尔氏菌的生长，活性物质

的产生使HNU24在HNU24和EP1共培养的过程中具有生存优势，从而抑制或杀灭共培养液中的茄雷尔氏

菌。大量研究已表明，芽孢菌具有产生多种次级代谢产物的能力，如 surfactin、fengycin、bacilysin、bacillaene、
macrolactin和difficidin等，且这些产物往往对一些病原真菌和细菌具有较好的抑菌活性。本研究中，HNU24
的发酵液粗提物具有较强的拮抗活性，说明该菌株具有一定的开发应用潜力。

实验发现，同时接种茄雷尔氏菌EP1和贝莱斯芽孢杆菌HNU24的番茄植株青枯病发病时间明显延后，

且发病率从82%降到39%，表明HNU24对茄雷尔氏菌引起的番茄青枯病具有良好的防治效果。本研究结果

还证明HNU24在番茄植株根部的定殖能力较强，而且对海南高温环境的适应性良好。由于茄雷尔氏菌往往

是从根部侵染，且HNU24可以在根部很好地定殖，因此在种植番茄时进行蘸根或灌根处理可以在其根部形

成有效的生物屏障，从而阻止茄雷尔氏菌的侵入。本研究在番茄的茎部也分离到HNU24菌株，证明HNU24
菌株可以从根部转移到茎部，从而更加有效地防止病原菌的入侵。Luisa等研究发现芽孢杆菌 EA-CB0575
在香蕉和番茄根际有效定殖的同时还表现出一定的促生长作用[18]。Priyanka等获得的芽孢杆菌MT7菌株同

样具有显著促进植物生长的作用[19]。MENG等的实验结果表明，来源于马铃薯疥疮病抑菌型土壤的 B.
velezensis BAC03菌株具有ACC脱氨酶活性和分泌 IAA的能力，对甜菜、胡萝卜、黄瓜、胡椒、马铃薯、萝卜、南

瓜、番茄和萝卜等9种作物都具有一定的促生长作用[20-22]。本研究利用贝莱斯芽孢杆菌HNU24菌悬液通过

喷洒和灌根2种方式处理番茄幼苗后，番茄幼苗的株高、茎粗、鲜重和根系长度等各项指标与对照组相比都

表现出不同程度的增加，叶面喷施的处理方式具有较好的促生长效果，操作简便，易于相关产品的推广。

图4 贝莱斯芽孢杆菌 HNU24在番茄根部和茎部的定殖实验

Figure 4 Colonization experiment of the Bacillus velezensis HNU24 on tomato roots and stems
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