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摘 要：新疆加工番茄产业地位重要，但番茄早疫病频发严重制约其发展．随着绿色健康可持续农业发展的需求，生

物防治成为研究热点．采用系列稀释涂布法从新疆长期连作番茄农田的根际土壤中分离细菌，利用平板对峙法筛选番

茄早疫病拮抗细菌，经过形态学观察、生理生化实验及16S rDNA基因序列分析鉴定菌株属种分类，采用PCR扩增法检

测其抗菌肽合成基因，获得一株对番茄早疫病菌（Alternaria solani）高效拮抗菌株KM432，其抑菌率达61.45%，可

在pH 9.0和6%氯化钠条件下生长．菌株KM432含有srfAA、ituC、bacA、bmyB共4种抗菌肽合成基因．以上结果表明

菌株KM432兼具耐盐碱和拮抗病原真菌功能，有在番茄病害绿色防控中应用的潜力．
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0 引 言

番茄产业是新疆特色优势农业产业的重要构成部分．2023年，新疆加工番茄栽植面积约为5.6万公顷，产量

达641万吨，占全国总产量八成以上，是我国主要番茄酱生产和出口的基地，对当地经济发展起到重要支撑作

用[1−2]．在新疆加工番茄产业化进程中，规模化连作种植模式引发的真菌性病害呈现加剧趋势，其中番茄早疫

病（病原菌：Alternaria solani）已成为全域性爆发的主要病害[3]．田间监测数据显示，该病害在新疆加工番茄

主产区普遍发生，部分感病品种在湿热条件下发病率可达100%，造成10%∼30%的直接产量损失，对年产值超百

亿元的加工番茄产业链形成持续性威胁[4]．

茄链格孢菌（Alternaria solani）是番茄早疫病的致病菌，可在番茄整个生育期（包括苗期和成株期）造成

危害．目前生产上主要依赖化学防治番茄早疫病，但长期使用化学农药将导致环境问题[5−7]．在健康意识提升

和绿色农业发展的背景下，采用微生物拮抗技术防控植物病害，正成为实现农业生态可持续发展的重要途径[8]．

微生物源抗菌脂肽因其独特的抗菌活性，已成为植物病害生物防治研究的热点．这类由微生物合成的次生代谢

产物，通过多样化的作用机制展现差异化的抗菌特性，为绿色防控提供了新的解决方案[9−10]．研究表明，含有

抗菌脂肽合成基因的微生物菌株在防治多种植物病害中表现出良好效果．例如，携带表面活性素合成基因的芽

孢杆菌菌株，可有效抑制黄瓜枯萎病菌的生长，显著降低黄瓜枯萎病的发病率[11]；含丰原素合成基因的菌株对

番茄灰霉病菌有较强的抑制作用，能够减少番茄灰霉病的发生[12]．

然而，引进的拮抗菌株难以适应新疆干旱、盐碱的生态环境，导致其定殖和繁殖能力较差，限制了实际应

用效果．而从新疆农田中筛选耐盐碱、高效拮抗菌株，不仅能够提高菌株的环境适应能力，还可为开发适应干
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旱、盐碱生态环境的生防菌剂提供优良菌种资源[13−14]．因此，本文旨在从新疆长期连作番茄农田的根际土壤中

分离筛选对早疫病具有显著拮抗活性的细菌，对其耐盐碱特性及抗菌脂肽合成基因潜力进行研究，以期为新疆

番茄产业的可持续发展提供兼具生态安全性与经济可行性的技术方案．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 病原菌菌株

材料为石河子大学农学院植物病理教研室保存的番茄早疫病病原菌株AS19（Alternaria solani），菌株保存

于4 ℃冰箱．

1.1.2 供试土壤

于新疆石河子市147团16连加工番茄长期连作田块随机选择5株健康植株，分别在距离植株5 cm的范围内采

集根围土壤样品后混合、密封，置于4 ℃保存．

1.1.3 培养基

营养琼脂培养基（NA）：蛋白胨10 g、牛肉浸膏3 g、氯化钠5 g、琼脂粉15 g，蒸馏水定容至1 000 mL，调

整pH为7.0∼7.2．

营养肉汤培养基（NB）：蛋白胨10 g、牛肉浸膏3 g、氯化钠5 g，蒸馏水定容至1 000 mL，调整pH为7.0∼7.2．

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）：新鲜马铃薯浸出液200 g、葡萄糖20 g，琼脂5 g，蒸馏水定容至1 000 mL，

调整pH为7.0∼7.2．

1.2 方法

1.2.1 菌株的分离纯化

土壤微生物分离纯化操作流程：首先，准确称量10 g土壤样本，加入90 mL经灭菌处理的去离子水，在150

r/min的摇床中震荡混匀30 min，获得原始土壤菌悬液．其次，采用十倍稀释法进行梯度稀释，依次选取10−3、10−4

和10−5 3个稀释梯度的菌悬液各100 μL，使用无菌涂布棒在NA平板上进行均匀涂布，每个梯度设置3个平行重

复．将接种后的平板置于28 ℃恒温培养箱中避光培养24 h．待菌落形成后，根据菌落形态特征和颜色差异筛选

目标菌株，通过划线法开展纯化培养．接种至NA斜面培养基，培养24 h后，对菌株进行编号并转移至4 ℃保存

以供后续使用．

1.2.2 拮抗细菌的筛选

采用平板对峙法，将斜面保存的番茄早疫病菌接种到PDA平板上进行活化培养，待真菌菌落直径达到80

mm后，用灭菌的打孔器制备6 mm的菌饼，通过灭菌的接种针挑取菌饼并转接到PDA平板中心，在PDA平板上

以病原菌为中心，于半径20 mm的圆周处接种待测细菌，并以单独接种病原菌的平板作为对照组．28 ℃恒温培

养，7 d后观察并测量病原菌的菌落直径，计算抑菌率[15]．筛选出拮抗菌菌株为KM432．

1.2.3 菌株KM432鉴定

形态观察及生理生化测定：参照《现代微生物学实验技术》[16]和《伯杰细菌鉴定手册》[17]中的方法对菌

株KM432的菌落形态进行观察和革兰氏染色镜检，并测定其糖类化合物利用、硝酸盐还原、各种酶类利用情况，

以及不同盐度（氯化钠0∼10%）和pH梯度（5.0∼9.0）条件下的耐受性等生理生化指标．

分子生物学鉴定：采用细菌基因组DNA提取试剂盒（DP302，天根生化科技(北京)有限公司）完成菌体

总DNA的纯化制备．以所提基因组DNA作为PCR扩增模板，选用文献[18]报道的通用引物27F（5′-AGAGTTTGA

TCCTGGCTCAG-3′）和1492R（5′-GGCTACCTTGTTACGACTT-3′）对16S rDNA基因靶标片段进行特异性扩

增．扩增产物经纯化后送交测序平台完成双向测序，获得高质量序列数据．通过NCBI数据库的BLAST在线工具

将测序结果与已知菌株进行核苷酸序列相似性比对分析．使用MEGA 7.0生物信息学软件基于邻接法（Neighbor-

Joining）构建系统发育树，确定该菌株在进化树中的分类学地位．

1.2.4 菌株KM432抗菌脂肽合成基因的检测

采用分子生物学方法对菌株KM432的抗菌脂肽合成基因进行检测分析．以该菌株的基因组DNA作为PCR扩

增模板，针对6种典型抗菌脂肽（包括Iturin、Subtilin、Surfactin、Fengycin、Bacylisin和Bacillomycin）的编码基
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因设计特异性引物（表1），通过PCR进行目标基因片段的特异性扩增检测．

表 1 抗菌脂肽合成基因检测的引物序列及目的片段长度

抗菌脂肽种类 基因 引物序列（5′ →3′） 目的片段长度/bp

Surfactin srfAA
TCGGGACAGGAAGACATCAT

201
CCACTCAAACGGATAATCCTGA

Fengycin fenD
GGCCCGTTCTCTAAATCCAT

269
GTCATGCTGACGAGAGCAAA

Bacillomycin bmyB
GAATCCCGTTGTTCTCCAAA

370
GCGGGTATTGAATGCTTGTT

Subtilin spaS
GGTTTGTTGGATGGAGCTGT

375
GCAAGGAGTCAGAGCAAGGT

Iturin ituC
GGCTGCTGCAGATGCTTTAT

423
TCGCAGATAATCGCAGTGAG

Bacylisin bacA
CAGCTCATGGGAATGCTTTT

498
CTCGGTCCTGAAGGGACAAG

2 结果与分析

2.1 菌株KM432的分离和筛选

实验共分离出菌落形态学差异明显的菌株36株．通过抗病原菌活性筛选，获得5株能有效抑制番茄早疫病

菌生长的菌株（抑制率大于等于50%）．结果显示，菌株KM432对茄链格孢菌有较强的抑菌活性，当对照菌落直

径长至83 mm时，对峙菌落直径仅长至32 mm，菌丝生长抑制率为61.45%；正常的茄链格孢菌可形成完整的辐

射状菌落，而拮抗菌株对峙后的菌落菌丝生长变慢、颜色加深，且在抑菌带处可见因菌丝卷缩形成的明显边际

线（图1）．

图 1 菌株KM432在PDA平板上对茄链格孢菌的拮抗作用

注：A为对峙平板菌落形态（KM432）；B为对照平板菌落形态（CK）；C为对照和对峙平板菌落直径，不同字母表示处理间差异显

著（P<0.05）

图 2 菌株KM432菌落形态及显微形态

注：A为菌株KM432菌落形态；B为菌株KM432革兰氏染色显微形态
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2.2 菌株KM432的鉴定

2.2.1 表型特征与生理生化特征

将拮抗菌株涂布在NA平板上于30 ℃培养48 h，观察发现菌株KM432单菌落形态呈圆形，中间凸起，边缘

不整齐，乳白色，有光泽，湿润黏稠状（图2A）；革兰氏染色结果显示该菌株为革兰氏阳性菌，菌体呈杆状，长

度为2∼3 μm（图2B）；部分生理生化实验结果如表2所示．

表 2 菌株KM432生理生化特征

测试指标 结果 测试指标 结果

硝酸盐还原 + V-P +

木糖 + 硫化氢 −

葡萄糖 + 苯丙氨酸脱氨酶 −

阿拉伯糖 + 精氨酸脱羧酶 −

甘露醇 + 淀粉水解 +

明胶液化 + 酪氨酸水解 +

注：+表示阳性反应，−表示阴性反应

菌株KM432在32 ℃、180 r/min条件下培养16 h后OD600达到3.70，此时菌株生长进入平台期（图3A）；该

菌株能在含0∼7%氯化钠的NB中生长，但浓度大于6%后，菌体生长受到明显抑制（图3B）；该菌株能在pH

5.0∼9.0的NB中生长，当pH大于9.0时，菌体生长受到严重抑制（图3C）．

图 3 菌株KM432生长曲线及其耐盐碱特性检测

注：A为生长曲线；B为耐盐特性检测；C为耐碱特性检测

图 4 基于16S rDNA基因序列构建菌株KM432的系统发育树
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2.2.2 分子生物学鉴定

以菌株KM432的基因组DNA为模板，扩增获得其16S rDNA基因序列长度为1 452 bp．运用NCBI数据库

的BLAST程序对KM432的16S rDNA基因序列进行同源比对分析以及系统发育树构建，发现菌株KM432与芽

孢杆菌属显示出99%以上的同源性，并且与标准菌株Bacillus subtilis ATCC 6633序列同源性最高（99.86%），

且位于同一进化分支（图4）．通过形态学观察和生理生化检测综合分析，鉴定菌株KM432为枯草芽孢杆菌

（Bacillus subtilis），该菌株已在中国普通微生物菌种保藏管理中心储存，编号为CGMCC19301；GeneBank序列

号为PV875221．

2.2.3 菌株KM432抗菌脂肽合成基因的检测

通过6对引物对菌株KM432进行PCR检测，扩增出4个与目标大小匹配的抗菌脂肽合成基因（srfAA、ituC、

bacA、bmyB）（图5）．序列比对结果表明：srfAA基因序列与菌株Bacillus subtilis DSM 21393（CP120614.1）

对应的基因序列相似性为98.5%；ituC基因序列与菌株Bacillus amyloliquefaciens LL3（CP002634.1）对应的

基因序列相似性为97.0%；bacA基因序列与菌株Bacillus subtilis JCL16（CP054177.1）对应的基因序列相似性

为99.4%；bmyB基因序列与菌株Bacillus atrophaeus BA59（CP024051.1）对应的基因序列相似性为92.4%．

图 5 PCR检测菌株KM432的抗菌脂肽合成基因

注：M为DNA Marker；S为srfAA；B为spaS；I为ituC；B1为bacA；B2为bmyB；F为fenD

3 讨 论

新疆是我国加工番茄种植的核心产区，产业规模位居全国首位．然而，番茄早疫病的持续暴发对该产业健

康发展构成严重威胁．尽管化学农药在病害防控方面具有一定效果，但会引发病原菌抗药性增强以及农产品安

全风险等问题．在此背景下，具有生态安全性高、不易诱导抗性等特点的生物防治技术，正逐步发展为化学农

药的重要替代方案[8,19]．

本文筛选的拮抗菌菌株KM432表现出良好的抑菌效果，对茄链格孢病原菌菌丝生长抑制率达61.45%．该结

果与以往研究中部分拮抗细菌对番茄早疫病菌的抑制效果相当[20−21]．通过表型特征、生理生化特征及分子生

物学鉴定，确定其为枯草芽孢杆菌．这种微生物作为重要的生防资源，在植物病害防控中展现出多重抑菌机制：

既能通过次级代谢产物（如抗生素类物质）直接抑制病原菌，又可通过生态位竞争（包括营养争夺和生存空间

抢占）间接限制病原菌的生长发育，因而在农业生物防治实践中具有显著的应用价值[22−23]．研究结果表明，抗

菌脂肽合成基因检测发现菌株KM432含有srfAA、ituC、bacA、bmyB共4种抗菌脂肽合成基因，这些基因编码的

抗菌脂肽具有抗菌、抗病毒等多种功能[24−25]，表明菌株KM432可通过分泌多种抗菌脂肽协同作用，抑制番茄早

疫病菌的生长．本文仅在实验室条件下对菌株KM432的拮抗效果和基因特性进行了初步探究，在实际应用中，

还需进一步对其抗菌脂肽产物进行定量分析，并开展盆栽及田间实验，研究其在田间环境中的定殖能力、与其

他微生物的相互作用以及对番茄生长和品质的影响．同时，应优化发酵条件，提高其芽孢和抗菌脂肽的产量，

降低生产成本．

4 结 论

从新疆长期连作番茄农田的根际土壤中成功分离筛选出对番茄早疫病病原菌（茄链格孢菌）具有显著拮抗

活性的菌株KM432，经鉴定为枯草芽孢杆菌，可在pH 9.0和6%氯化钠条件下生长，有分泌多种抗菌脂肽的能力，

能抑制番茄早疫病菌．本研究为新疆干旱、盐碱生态环境下的农田番茄早疫病生物防治提供了新的菌种资源．
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Screening and Identification of an Antagonistic Bacterium

Against Tomato Early Blight and Analysis of

Its Antimicrobial Peptide Synthesis Genes
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Abstract：The processing tomato industry in Xinjiang holds significant importance, but the frequent occurrence

of early blight severely hampers its development. With the growing demand for green, healthy, and sustainable

agriculture, biological control has become a research hotspot. In this study, bacteria are isolated from the rhizo-

sphere soil of tomatoes in long-term continuous cropping fields in Xinjiang using a serial dilution plating method.

Antagonistic bacteria against tomato early blight are screened using a dual-culture plate assay. The isolated strain

is identified to genus and species level through morphological observation, physiological and biochemical tests, and

16S rDNA gene sequence analysis. Their antimicrobial peptide synthesis genes were detected using PCR amplifica-

tion. A highly effective antagonistic strain, KM432, against Alternaria solani (the pathogen causing tomato early

blight) is obtained, with an inhibition rate of 61.45%. This strain can grow under conditions of pH 9.0 and 6% NaCl.

Strain KM432 possesses four antimicrobial peptide synthesis genes: srfAA, ituC, bacA, and bmyB. These results

indicate that strain KM432 combines saline-alkali tolerance with pathogenic fungus antagonism, demonstrating

potential for application in the green management of tomato diseases.

Key words： tomato early blight; saline-alkali resistance; antagonistic bacteria; antimicrobial peptide synthesis

gene
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Όىبىتا΄ى΄تەتشىنىΌەΑلۇغۇشΌۇدىنى،.E - mail: moucheng2005@126.com
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...ڭىنۇەۋشىتىΈېبپالاتىنەيىͪېتكابىچۇغرۇتىشراقەگىلىͰېكشىنىلمۇقۇيرۇدلابرۇدىمەپ:را΄ىلراتاقڭاخۈي

16S rDNAا΄ىنېىنىرۈتەيىͪېتكابپۈرۈتشەلͪىبىنىͬىلاناىپىترەتنېگͱ؛PCRراىلۇسۇشىتيەڭېك‒
.ͱۈرۈشكەتىنىنېگىچۇغΌىقلىساھدىتپېپىشراقا΄غرۇبمەͫڭىنۇقىΌىق

ەجىتەن..33 ەجىتەن

نىدىچىڭىنۇب،ΛدΌى΄ىچپىͪياىپΚتەيىͪېتكابقىΌقرەپ36يى͐مەج:ͱالاتپىͪياىنىرۈتەيىͪېتكاب
ͱەب ڭىنپΚت- ىشراقا΄غرۇبمەͫڭىنKM432ۇΐپۇلΚب،ΛدلΚبΛͪىقۇيى΄ىΌناچپىتكاͱۇرۇتىشراقا΄غرۇبمەͫ-
ͱۇرۇت ͱۇرۇتىشراقەگىسەيىͪېتكابىΌىͰېكشىنىΌمۇقۇيرۇدلابڭىنرۇدىمەپ،پۇلΚب-ىشخايڭە-ىمۈنۈ-
.ΑەΈتەيەك61.45%ىتىبͰىن

‒Κب)革兰氏阳性杆状菌(ەيىͪېتكابΑاΐىͰقاياتتەبسۇمىشنەΌېگͱ:KM432ا΄ىنېىنىرۈتەيىͪېتكاب
،پۇل pH؛ەگىەگرەΈΌىΌىدىھاا΅ەتشۇلΚبقاىمۇيىپΚتەيىͪېتكابەΈكەي- 4.5 - 9.0،NaCl 0% - ‒لΚب7%
pHىتىھۇمͱۈسۆقىپ͑ۋۇمڭە،ۇديەلەسۆاتتى͑راشΑاغ ‒͑راشΑاغلΚبΑەۋۆتنىت%6اͰلΚبNaCl،نى9.0ͧ
16S؛رۇتتى rDNAىقراΌىنېقى΄Όتەيىͪېتكابۇب،ەچىشىنىΚبنىدىسەيىͪېتكابپۆچ-توقۇرۇقىپΚپۇل،
.ΑەΈتەيەك%99.86ى΄ىΌشاشخوΑەΌىبΛرۈتەيىͪېتكابكىΌمەچلۆڭىنۇ

‒اھدىتپېپىشراقا΄غرۇبمەͫلىختۆتقىلراتاقͱ:KM432ͧ͑srfAA،ituC،bacA،bmyBۈرۈشكەتنېگ
.ΛͪىقۇيقىΌشاشخوەدىپىترەتنېگͭاماغىپΚتەيىͪېتكابكىΌتەۋىسانۇم،پۇلΚبرابنېگىچۇغΌىقلىس

ەساۇخ..44 ەساۇخ
قۇرۇق-اتتا΄ى΄تەت-ۇب ۇب،ΛدΌى΄ىچپالاتپىΌىͪياكىΌتەيىقەپپەۋۇمKM432ىسەيىͪېتكابپۆچ-تو-

Λرۈت-ەيىͪېتكاب ‒ΚبەگىەگمۈنۈΛͪىقۇياتشۇرۇتىشراقاغىغرۇبمەͫىΌىͰېكشىنىΌمۇقۇيرۇدلابرۇدىمەپ-
،پۇل ͱۇرۇت-ىشراق- اق͑دنۇش.%61.45-ىتىبͰىن- ͫۇت- pHپۇلΚب΅ۈΌچۈكى΄ىΌم͑دىچ-اغرا΄شى-- ەۋ9.0

NaCl اغنېگىچۇغΌىقلىساھدىتپېپىشراقا΄غرۇبمەͫلىخپۆكەنەيۇ،ۇديەلەسۆۇΐىتتى͑راشΑاغلΚب6%
‒را΄شى-قۇلͫۇت،قاغرۇقڭىنڭاجنىشΛرۈتەيىͪېتكابۇب.ەگىەΈچۈكΑۇرۇشΚيروͫەتتەھەجۇب،پۇلΚبەگى
قىل ͑دىتىھۇم- اەىنشا͑ۋ͑ͧ-شىΌېىنىدلاكىلەيىگΚلΚيىبىنىΌىͰېكشىنىΌمۇقۇيرۇدلابڭىنرۇدىمەپ-
.ΛدىΌنىمەتΑەΌىبى΄ىΌيابΛرۈتەيىͪېتكاب

قىلىڭېي..55 شىتىرايقىلىڭېي ىسىتقۇنشىتىراي ىسىتقۇن
‒ېت͑ͧۇتەͧͧۇمق͑ͫۇ،پۇلۇيΚقاغىتىھۇمكىلەيىگΚلΈΚېڭىنڭاجنىشΚگڭۇجەقۋەم:ͱالاتقىΌناشىن

‒كاب،پىنىΌېىپΚتەيىͪېتكابنىتق͑ͪپۇتىΈىدىپ͑ͪتەΛͬىتΌىيرۇدىمەپىΈىدىͪىΌن͑ديەمقىΌىچنا΄ھېΑͧاغΌىͪ
قىΌىچنا΄ھېͧقىلرا΄شى-قۇلͫۇت،قاغرۇقڭىنڭاجنىشەيىͪېتكابۇب،ΛدنىΌېۋىΌلاتKM432---ىپΚتەيىͪېت
‒ىΌناچشىشىΌسامڭىنىͪىΌپΚتەيىͪېتكابΑەگلۈͫۈگͪىكنىتتەچ،پىشىΌسامΑاساۇΐىͦېتاغىتىھۇمىن͑ديەم
.ۇديااىقΉەھىنىͰىΌىسەمͱۇلΚبراچانى΄

ىΌىͰېكشىنىΌمۇقۇيرۇدلابڭىنرۇدىمەپΛرۈتەيىͪېتكابۇب:ىΈىΌلەͫۋەكىΌىͧۋەگڭىنىرۈتەيىͪېتكاب
،ەگىەΈΈىΌىدىھااΚͱق΅ەتشۇلΚبقىΌم͑دىچاغرا΄شى-ͫۇتەۋΛͪىقۇيىمۈنۈاتشۇرۇت-ىشراق-اغىغرۇبمەͫ
اق͑دنۇش ‒لەͰېكرۇدىمەپڭىنۇاڭۇش،ەگىاغنېگىچۇغΌىقلىساھدىتپېپىشراقا΄غرۇبمەͫلىخپۆكەنەي-
ΌىΈېىنىدلالىشېيىنىΌقاتشا͑ۋ͑ͧ-شىΚلΌىنىΌيشىΚۇرۇشΑتەۋىسانۇمۇب.روͫىچۈكΌيىبكىΚلΚەيىگ‒
‒يابەيىͪېتكابكىΌتەپۈسىنشاسايپىΌىققى΄تەتىنىͰىروͧەيىͪېتكابىΈىدىرۈتͱا͑ۋ͑ͧ-شىΌېىنىدلاكىل
Όىبى΄ىΌەΑنىمەتΌۇديە.

قۇΌچۇ΄چا رەلͫۆسقۇΌچۇ΄چا ىچۇغرۇتىشراق؛قىΌناچم͑دىچاغرΚش؛ىΈىΌلەͰېكشىنىΌمۇقۇيرۇدلابڭىنرۇدىمەپ::رەلͫۆس
نېگىچۇغΌىقلىساھدىتپېپىشراقەگەيىͪېتكاب؛ەيىͪېتكاب
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