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根系土壤假丝酵母菌 Ｃａｎｄｉｄａ ｓｐ. ＹＩＮ９ 对
大丽轮枝菌和全齿复活线虫的抑制作用
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摘要: 【目的】研究黄萎病抗性棉(海 ７１２４)根际土壤中酵母菌株对棉花黄萎病病原真菌大丽轮枝菌和全

齿复活线虫的拮抗效果ꎬ为生物防治棉花黄萎病和全齿复活线虫提供理论依据ꎮ 【方法】通过镜检、糖发

酵实验、碳源同化实验、２６Ｓ ｒＲＮＡ 测序对菌株的形态、生理生化特征及其系统发育关系进行鉴定ꎬ并利用

七叶苷筛选、刚果红染色、平皿对峙实验、盆栽实验、平板生测实验测试其产酶活性以及抑制大丽轮枝菌

和杀线虫活性ꎮ 【结果】 从大批黄萎病抗性棉(海 ７１２４)根际土壤中筛选出编号为 ＹＩＮ９ 的酵母菌菌株ꎬ
分类鉴定结果表明:ＹＩＮ９ 菌株属于假丝酵母属 Ｃａｎｄｉｄａꎮ 平皿对峙实验结果表明:菌株 ＹＩＮ９ 对大丽轮枝

菌的抑菌率达 ５９％ꎻ将菌株 ＹＩＮ９ 的无菌发酵滤液与大丽轮枝菌孢子共培养 １２ ｈ 后镜检发现ꎬ用菌株 ＹＩＮ９ 处理的实验组ꎬ
大部分棉花黄萎病病菌孢子不能正常萌发ꎮ 盆栽实验结果表明:菌株 ＹＩＮ９ 对棉花黄萎病的平均防治效果为 ６０.０２％ꎬ可以

显著降低感病棉棉花黄萎病的发病率和病情指数ꎮ 此外ꎬ与从黄萎病抗性棉根际土壤中筛选获得的其他酵母菌株相比ꎬ菌
株 ＹＩＮ９ 具备较高的杀线虫活性:菌株作用全齿复活线虫 ４８ 和 ６０ ｈ 后ꎬ线虫死亡率分别为 ９０％和 １００％ꎮ 将菌株 ＹＩＮ９ 发

酵液煮沸后ꎬ其抑制大丽轮枝菌和杀线虫活性均急剧下降ꎬ进一步测试发现ꎬ该菌株拥有较高的蛋白酶和纤维素酶活性ꎮ
【结论】 ＹＩＮ９ 中的生防因子可能是热不稳定性物质ꎬ具备较高的杀线虫活性ꎬ可以显著提高感病棉对黄萎病的抗性ꎮ
关键词: 假丝酵母菌ꎻ 大丽轮枝菌ꎻ 线虫ꎻ 蛋白酶ꎻ 纤维素酶
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ｓｔｒａｉｎ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ Ｃａｎｄｉｄａ. Ｔｈｅ ｐｌａｔｅ ｃｏｎｆｒｏｎｔａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＹＩＮ９ ｏｎ Ｖ. ｄａｈｌｉａｅ ｗａｓ ｕｐ ｔｏ ５９％.
Ａｆｔｅｒ ｃｏ￣ｃｕｌｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｔｅｒｉｌｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｆｉｌｔｒａｔｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＹＩＮ９ ｗｉｔｈ Ｖ. ｄａｈｌｉａｅ ｓｐｏｒｅｓ ｆｏｒ １２ ｈꎬ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｆｏｕｎｄ
ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｒａｉｎ ＹＩＮ９ꎬ ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｏｒｅｓ ｏｆ Ｖ. ｄａｈｌｉａｅ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ｇｅｒｍｉｎａｔｅ ｎｏｒｍａｌｌｙ. Ｐｏｔ ｅｘｐｅｒｉ￣
ｍｅｎｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＹＩＮ９ ｏｎ ｃｏｔｔｏｎ Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｗｉｌｔ ｗａｓ ６０.０２％ꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅ￣
ｄｕｃｅ ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘ ｏｆ Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｗｉｌｔ ｉｎ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｃｏｔｔｏｎ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｙｅａｓｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｏｆ Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｗｉｌｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｃｏｔｔｏｎꎬ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ＹＩＮ９ ｓｈｏｗｅｄ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｎｅｍａｔｉｃｉｄａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ: ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｗａｓ ９０％ ａｎｄ １００％ ａｆｔｅｒ ４８ ａｎｄ ６０ ｈ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＹＩＮ９ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｆｔｅｒ ｂｏｉｌｉｎｇ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
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ｂｒｏｔｈ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＹＩＮ９ꎬ ｂｏｔｈ ｉｔｓ ｎｅｍａｔｉｃｉｄａｌ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｖ. ｄａｈｌｉａｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｈａｒｐｌｙ. Ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｓｔｒａｉｎ ｈａｄ ｈｉｇｈ ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ. 【Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】 Ｉｔ ｗａｓ ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ＹＩＮ９ ｍｉｇｈｔ ｂｅ
ａ ｔｈｅｒｍａｌｌｙ ｕｎｓｔａｂｌｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｈｉｇｈ ｎｅｍａｔｉｃｉｄａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ
ｃｏｔｔｏｎ ｔｏ Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｗｉｌｔ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃａｎｄｉｄａꎻ Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄａｈｌｉａｅꎻ ｎｅｍａｔｏｄｅꎻ ｐｒｏｔｅａｓｅꎻ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ

　 　 大多数酵母菌属于单细胞真菌ꎬ多用于发酵面

包、啤酒和葡萄酒等ꎮ 酵母在发酵工业、食品工业、
医学、科学研究和农业等多个领域均得到了广泛应

用ꎮ 近年来ꎬ酵母还被用作针对水果、蔬菜和其他

作物的多种疾病的潜在生物防治剂(Ｄíａｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０ꎻ Ｍａｎｎｉｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２０ꎻ Ｚｈｉｍｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２１)ꎮ 已

有研究表明ꎬ酵母菌通过增溶磷酸盐促进植物生长

(Ａｎｎａｄｕｒａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２１ )、帮助植物抵抗病原菌

(Ｓａｔｉａｎｐａｋｉｒａｎａｋｏｒｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２０)ꎮ
棉花 Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｓｐｐ.是人类最大的天然纤维来

源ꎬ也是重要的油料作物ꎬ在国民经济中具有重要

地位(赵君洁等ꎬ２０１７)ꎮ 在我国ꎬ棉花黄萎病是棉

花生产上危害最为严重的病害ꎬ该病是由大丽轮枝

菌 Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄａｈｌｉａｅ Ｋｌｅｂ.引起的一种土传维管束

病害ꎬ通过根部侵染宿主微管组织引发ꎬ严重影响

棉花的产量与品质ꎮ 其微菌核的萌发与细胞壁的

代谢过程息息相关ꎬ而葡聚糖 β￣１ꎬ３￣糖苷酶在细胞

壁消解途径中起着关键作用(孙瑶等ꎬ２０１７)ꎮ 大丽

轮枝菌的细胞壁主要由葡聚糖和几丁质构成ꎬ葡聚

糖酶和几丁质酶共同作用可以破坏大丽轮枝菌菌

丝体顶端细胞壁ꎬ使菌丝体顶端膨胀、破碎ꎬ最终死

亡(张迎春等ꎬ２０２０)ꎮ
植物寄生线虫是目前世界上分布最广、对农作

物危害最重的害虫ꎬ每年对全球经济造成巨大损

失ꎬ也是全世界植保界最关心、最不易解决的难题

(任万兰等ꎬ２０２０)ꎮ 近年来ꎬ随着人们环保意识的

增强ꎬ人们逐渐抵制利用化学药剂防治线虫及棉花

黄萎病ꎮ 除了继续研究低毒、低残留、高选择性的

化学农药外ꎬ人们更关注开发生防制剂来补充或替

代化学农药ꎮ 在微生物家族中ꎬ因酵母菌具备生长

周期短、抗逆能力强、培养难度低、对宿主的毒性极

弱等特点ꎬ且酵母菌的工业化生产技术较为成熟ꎬ研
究开发酵母菌杀线虫剂已经成为一种趋势(王晓妍

等ꎬ２０２０ꎻ 朱莲英ꎬ２０１３ꎻ Ｍｕｋｈｅｒｊｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２０ꎻ Ｙｕａｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２０ )ꎮ 本研究从大量植物根际土壤酵母菌

中筛选得到 ＹＩＮ９ 菌株ꎬ分析菌株形态并从分子水

平对其进行鉴定ꎮ 以全齿复活线虫 Ｐａｎａｇｒｅｌｌｕｓ ｒｅｄ￣

ｉｖｉｖｕｓ 为靶标研究该菌株的杀线虫活性ꎬ以及测试

该菌株抑制棉花黄萎病的活性ꎬ并对其生防因子进

行初步探究ꎬ以期为开发酵母生防菌剂提供参考ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 材料

以河南省南阳师范学院西区黄萎病抗性棉(海
７１２４)根际土壤为供试土样ꎬ从供试土样中分离供

试菌株ꎮ 全齿复活线虫由云南大学、云南省省部共

建的生物资源保护与利用重点实验室分离并保存ꎮ
棉花黄萎病病原菌大丽轮枝菌 Ｖ９９１ꎬ由河南大学

植物逆境国家重点实验室蔡应繁教授惠赠ꎮ 供试

棉花品种为感病棉品种 ＴＭ￣１ꎮ 供试培养基包括低

营养无机盐固体培养基、低营养无机盐液体培养

基、ＰＤＡ 培养基、ＹＭ 培养基、糖发酵基础培养基、
酵母菌筛选培养基、固体刚果红培养基、七叶苷筛

选培养基ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 酵母菌种分离、筛选与培养　 将土壤样本经

过富集培养得到大量菌株ꎬ按梯度稀释成 １０－３、
１０－４、１０－５、１０－６浓度ꎬ涂布在酵母菌筛选培养基上ꎬ
在 ２５ ℃培养箱中培养 １ ｄꎬ分离筛选出酵母菌ꎮ 将

从植物根际土壤筛选分离的酵母菌接种到 ＰＤＡ 培

养基上ꎬ密封ꎬ２５ ℃恒温箱中培养 ７ ｄ 后ꎬ观察分析

其菌落颜色、形态差异ꎬ并将不同的酵母菌在 ＰＤＡ
平板上进行纯化后保存备用ꎮ 在无菌条件下ꎬ接种

纯化后的菌株到 １００ ｍＬ 的 ＰＤＡ 培养基中ꎬ２５ ℃、
２２０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１恒温摇床振荡培养 ３ ｄꎮ
１.２.２　 供试线虫的制备　 采用简易贝曼漏斗将线

虫从培养基中清洗出来:将漏斗置于铁架台上ꎬ用 ６
张洁净的擦镜纸交叉叠放于漏斗中(擦镜纸低于漏

斗口)ꎬ漏斗下端连上乳胶管ꎬ用夹子封住乳胶管下

端口ꎬ按需求量挑取线虫放入漏斗中ꎬ加入适量蒸

馏水ꎬ使线虫沉到漏斗底部ꎬ打开止水夹ꎬ线虫便随

水流至试管ꎬ得到线虫悬液ꎮ
１.２.３　 全齿复活线虫生防酵母菌的筛选 　 将事先

灭过菌的玻璃纸平铺在制备好的低营养无机盐培
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养基平板上ꎬ并将酵母菌菌株均匀涂布于玻璃纸

上ꎬ待菌株培养到长满菌苔后ꎬ在玻璃纸中间加入

线虫悬浮液 ２００ μＬ (约 ３００ 条)ꎮ 每隔 １２ ｈ 用解

剖镜观察线虫的存活情况ꎬ并用光学显微镜观察线

虫体壁产生的变化ꎮ 计算死亡率ꎬ死亡率 / ％ ＝ (死
线虫数 / ３００)×１００ꎮ
１.２.４　 高活性菌株鉴定　 形态特征观察:在 ＹＭ 培

养基平板上接种筛选出的高活性菌株ꎬ２５ ℃ 恒温

培养 ２~ ３ ｄꎬ观察其菌落形态、颜色ꎬ并用显微镜观

察其细胞具体形态特征(梁苏育和袁峰ꎬ ２０２１)ꎮ
生理生化特征鉴定:测试葡萄糖、果糖、麦芽

糖、蔗糖、半乳糖、乳糖、木糖、阿拉伯糖和棉籽糖 ９
种糖的发酵结果(陶森等ꎬ２０１９)ꎮ 将菌株接种在分

别含有 ５％的葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖、半乳糖、
木糖、Ｌ￣鼠李糖、Ｌ￣阿拉伯糖、琥珀酸、可溶性淀粉、
柠檬酸、肌醇的培养基中ꎬ２５ ℃条件下培养 ２~４ 周

后观察培养基是否浑浊ꎬ实验重复 ２ ~ ３ 次(陈兴民

等ꎬ２０１６)ꎮ
酵母菌 ＤＮＡ 的提取:用珠磨法提取酵母菌

ＤＮＡꎮ 将筛选出的高活性酵母菌菌株接种到 ＹＭ
培养基中ꎬ２５ ℃培养 １６ ~ １８ ｈꎬ收集菌液 １.５ ｍＬꎬ
１２０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎮ 得到的菌体

用 ＴＥ 缓冲液洗涤 ２ 次后ꎬ溶于 ２００ μＬ ＴＥ 缓冲液

中ꎬ加入 ５０ ｍｇ 玻璃珠(直径 ０.３ ~ ０.５ ｍｍ)和 １００
μＬ 酚－氯仿(体积比 ２５ ∶ ２４)ꎬ漩涡振荡 ３ ｍｉｎꎻ
１２０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ２ ｍｉｎꎬ取上清液 ３００ μＬꎬ加入

等体积酚－氯仿(体积比 ２５ ∶ ２４)ꎬ抽提后 １２０００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎꎻ取上清液ꎬ加入 ０.５ μＬ 核糖核

酸酶 Ａꎬ３７ ℃水浴 ３０ ｍｉｎꎻ加入 ２ 倍体积无水乙醇ꎬ
－２０ ℃静置 ３０ ｍｉｎꎻ１００００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎꎬ沉淀

物用 ７０％乙醇洗 ２ 次ꎬ自然干燥后ꎬ溶于 ２０ μＬ ＴＥ
缓冲液ꎬ保存(赵宏宇等ꎬ ２０１１)ꎮ

２６Ｓ ｒＲＮＡ 序列分析:２６Ｓ ｒＲＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增反

应体系为 Ｍｉｘｔｕｒｅ (１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)２５ μＬ、正向引物

ＮＬ１ (１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ) １. ０ μＬ、反向引物 ＮＬ４ (１０
μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) １. ０ μＬ、模板 ＤＮＡ ３. ０ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ２０
μＬꎬ总体积 ５０ μＬꎮ 扩增条件为 ９５ ℃ 预变性 １
ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 １ ｍｉｎꎬ５１.３ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸

９０ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ４ ℃保藏(管庆林等ꎬ２０２１)ꎮ 取 ５
μＬ ＰＣＲ 扩增后的产物ꎬ在 ０.８％琼脂糖凝胶水平电

泳ꎬ在 １００ Ｖ ＤＹＹ￣７Ｃ 电泳仪上电泳 ３０ ~ ６０ ｍｉｎꎬ溴
化乙锭(ＥＢ)染色 １０ ｍｉｎ 左右ꎬ用凝胶成像系统对

ＤＮＡ 凝胶样品进行图像采集ꎬ检查有无条带(王丽

群ꎬ２０２１)ꎮ
测序及序列比对:获得扩增 ２６Ｓ ｒＲＮＡ 产物ꎬ提

供相同的引物送至北京生物工程公司进行测序ꎮ
获得的序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中比对ꎬ确定菌株的

系统发育地位(乔传丽等ꎬ２０１７)ꎮ
１.２.５　 抑制大丽轮枝菌活性测试　 采用平板对峙法

测试抑制大丽轮枝菌活性:接种直径为 １ ｃｍ 的大丽

轮枝菌菌块于 ＰＤＡ 培养基平板中央ꎬ２５ ℃恒温培养

箱倒置培养 ３ ｄ 备用ꎮ 待测菌株 ３７ ℃、２２０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１

摇瓶培养 １２ ｈꎬ取 １００ μＬ 菌液均匀涂布于 ＬＢ 平板ꎬ
３７ ℃恒温培养 １２ ｈꎬ用直径 １ ｃｍ 的打孔器打出细菌

菌饼ꎬ两侧对称放置在接种大丽轮枝菌的 ＰＤＡ 平板

上ꎬ２５ ℃恒温对峙培养 １０ ｄꎬ测量抑菌直径并计算抑

菌率ꎬ３ 次重复ꎮ 抑菌率 / ％ ＝ [(对照组真菌菌落生

长直径－处理组真菌菌落生长直径) /对照组真菌菌

落生长直径]×１００(王丽丽等ꎬ２０１７)ꎮ
１.２.６　 盆栽实验验证　 用 ＹＩＮ９ 菌液浸泡 ＴＭ￣１ 棉

种发芽ꎮ 选用优质土壤ꎬ消毒后作为栽培基质ꎬ盆
栽棉花至长出 ２ 片真叶ꎮ 实验处理 ａ 为清水灌根

作对照ꎻ处理 ｂ 为接种大丽轮枝菌病菌 (棉花伤根

后用浓度为 １×１０６ ~ １×１０７ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１的大丽轮枝

菌孢子悬液浸泡 １ ｍｉｎ)ꎻ处理 ｃ 为接种大丽轮枝菌

病菌 ２ ｄ 后ꎬ再用 ＹＩＮ９ 发酵滤液浇灌棉花根部ꎮ
处理 ３０ ｄ 后进行病害调查统计ꎬ并计算发病

率、病情指数和防治黄萎病效果ꎮ 病情分级标准:０
级ꎬ棉株健康ꎬ无病叶ꎬ生长正常ꎻ１ 级ꎬ棉株 １ / ４ 以

下叶片发病ꎬ变黄萎蔫ꎻ２ 级ꎬ棉株 １ / ４ 以上、１ / ２ 以

下叶片发病ꎬ变黄萎蔫ꎻ３ 级ꎬ棉株 １ / ２ 以上、３ / ４ 及

其以下叶片发病ꎬ变黄萎蔫ꎻ４ 级ꎬ棉株 ３ / ４ 以上叶

片发病ꎬ或叶片全部脱落ꎬ棉株枯死ꎮ
发病率 / ％ ＝(病株数 /调查总株数)×１００ꎻ
病情指数 / ％ ＝ [∑(各级发病数×相应级数) /

(调查总株数×最高级数) ]×１００ꎻ
防治效果 / ％ ＝ [(对照病情指数－处理病情指

数) /对照病情指数]×１００ (李文鹏等ꎬ２０２０)ꎮ
１.２.７　 高活性菌株的生防因子探究　 菌株培养:接
种筛选出的高活性菌株到液体培养基中ꎬ２５ ℃ 摇

床培养 ２ ｄꎬ转速为 ２２０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ꎮ
粗蛋白提取:６０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１、１０ ｍｉｎ 条件离心

发酵培养物ꎬ取上清液ꎬ按 ０％ ~ ９０％饱和度加入硫

酸铵ꎬ于 ４ ℃静置 ２ ｈꎬ然后 ８５００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ３０
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ｍｉｎꎬ弃上清液ꎮ 向沉淀中加入适量浓度为 ５０
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１的磷酸缓冲液ꎬ使沉淀重新溶解ꎬ然后装

入 ２１ ｍｍ 透析袋(截留分子质量 ＭＷ: ８０００~１４０００
ｕ)ꎬ在干净的烧杯中加入透析袋中溶液 １５ 倍体积

的 ５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１磷酸缓冲液ꎬ将透析袋放入烧杯

中透析 ４ 次ꎬ每次大约 ３ ｈꎬ最终取得透析袋中溶

液(王青华等ꎬ２０２０)ꎮ 收集透析袋中的溶液ꎬ保
存备用ꎮ

蛋白类物质活性测试:在无菌环境中用灭过菌

的打孔器在牛奶板上打孔ꎬ在孔中加入 １００ μＬ 上

述提取的蛋白液ꎬ同时以 ＰＢＳ 溶液作空白对照ꎬ在
恒温培养箱中 ３７ ℃培养 １２ ｈ 后取出观察ꎮ

生防因子测试:以适量液体培养基为对照 １ 溶

液ꎻ以 ５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１磷酸缓冲液为对照 ２ 溶液ꎻ以
透析溶液作为对照 ３ 溶液ꎻ将透析袋中的溶液煮沸

灭活作为对照 ４ 溶液ꎮ 在 １.５ ｍＬ 离心管中加入

２００ μＬ 的实验用药剂ꎬ吸取 １０ μＬ 事先制备好的线

虫悬浮液(约 １５０ 条线虫)加入到离心管中ꎬ２５ ℃
下将离心管水平放置ꎬ分别在处理后 ２４、４８、６０ ｈ 观

察线虫的死亡情况并计算死亡率ꎬ在光学显微镜下

观察线虫体壁出现的变化ꎮ 鉴定线虫是否死亡(薛
美静等ꎬ２０１９):取 １５ 滴浓度为 ５％ＮａＣｌ 溶液加入

待鉴定的离心管中ꎬ静置大约 ２ ｍｉｎ 后观察ꎬ死虫虫

体僵直不动ꎬ活虫虫体则卷曲或扭动ꎮ 用 ４ 种对照

药剂分别处理ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ 死亡率 / ％ ＝
(死线虫数 / １５０)×１００ꎮ

七叶苷平板测试 β￣萄聚糖酶活性:将筛选得到

的拮抗菌株划线转接于 ＹＭ 培养基 ２５ ℃恒温培养

２４ ｈꎬ挑单菌落点接在七叶苷平板中央ꎬ２５ ℃恒温培

养 ４８ ｈꎬ如果平板变黑ꎬ说明菌株能产 β￣萄聚糖酶ꎮ
刚果红平板测试纤维素酶活性:将筛选得到的

拮抗菌株划线转接于 ＹＭ 培养基 ２５ ℃恒温培养 ２４
ｈꎬ观察单菌落ꎬ刚果红平板上点上单菌落ꎬ２５ ℃恒

温培养 ４８ ｈꎬ用 １ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＮａＣｌ 溶液脱色ꎬ如果

出现透明圈ꎬ说明菌株能产纤维素酶ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 全齿复活线虫生防酵母菌的分离和筛选

从黄萎病抗性棉(海 ７１２４)根际土壤中分离

得到 ５５ 株酵母菌ꎬ并筛选出对线虫有致死性的菌

株 １７ 株ꎬ以杀线虫活性最高的 ＹＩＮ９ 菌株作为供

试菌株ꎮ

２.２　 ＹＩＮ９ 酵母菌的鉴定

２.２.１　 表型特征 　 在 ＹＭ 平板培养基上观察到呈

饱满圆形的菌落形状ꎬ表面光滑湿润ꎬ菌苔颜色为

白色(图 １Ａ)ꎮ 在显微镜下观察到其圆形或椭圆形

的细胞形状ꎬ多边芽殖ꎬ能形成假菌丝(图 １Ｂ)ꎮ

图 １　 酵母菌 ＹＩＮ９ 的形态特征
Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｙｅａｓｔ ＹＩＮ９

　 　 Ａ:菌落特征ꎻＢ:细胞形态ꎮ
　 　 Ａ: Ｃｏｌｏｎｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎻ Ｂ: Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ.

２.２.２　 ＹＩＮ９ ２６Ｓ ｒＲＮＡ 序列分析　 以 ＹＩＮ９ 菌株的

基因组为模板ꎬ用 ＮＬ１ 和 ＮＬ４ 作为引物做 ＰＣＲ 扩

增ꎬ得到的 ２６Ｓ ｒＲＮＡ 序列(图 ２)ꎮ ＹＩＮ９ 菌株的

２６Ｓ ｒＲＮＡ 的 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＭＺ６６４３３６ꎮ 将得

到 ＹＩＮ９ 菌株的 ２６Ｓ ｒＲＮＡ 序列分别与 ＧｅｎＢａｎｋ 中

的序列进行比对ꎬ菌株 ＹＩＮ９ 与 Ｃａｎｄｉｄａ ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ
(ＥＵ５４３６８６)的相似度达到 ９８％ꎬ基于其 ２６Ｓ ｒＲＮＡ
构建的系统发育树表明 ＹＩＮ９ 菌株与 Ｃａｎｄｉｄａ ｔｒｏｐｉ￣
ｃａｌｉｓ (ＥＵ５４３６８６)亲缘关系最近ꎬ证明菌株 ＹＩＮ９ 属

于假丝酵母菌属 Ｃａｎｄｉｄａ ｓｐ.(图 ３)ꎮ
２.３　 ＹＩＮ９ 菌株抑制大丽轮枝菌活性测试结果

平板对峙实验结果(图 ４)表明ꎬＹＩＮ９ 菌株对

大丽轮枝菌的菌丝生长有明显抑制作用ꎬ菌株

ＹＩＮ９ 对大丽轮枝菌的抑菌率达 ５９％ꎮ 将菌株

ＹＩＮ９ 的无菌发酵滤液与大丽轮枝菌孢子共培养 １２
ｈ 后镜检发现ꎬ用菌株 ＹＩＮ９ 处理的实验组ꎬ大部分

棉花黄萎病病菌孢子不能正常萌发ꎬ孢子短、厚、膨
大ꎬ有聚集现象ꎬ菌丝生长明显下降ꎮ 而未经菌株

ＹＩＮ９ 处理的对照组大丽轮枝菌孢子正常萌发ꎬ菌
丝生长旺盛ꎮ 以上结果说明ꎬ酵母菌 ＹＩＮ９ 菌株能

明显抑制大丽轮枝菌生长ꎮ
２.４　 盆栽实验结果

盆栽实验结果(图 ５)显示ꎬＹＩＮ９ 酵母菌菌液

对棉花黄萎病有较好的防治效果ꎮ 大丽轮枝菌侵

染棉花对照组 ２ 周后植株萎蔫矮小ꎬ叶片泛黄卷曲

并且边缘出现烧焦状干枯ꎬ一些叶片用手轻触即可
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掉落ꎬ发病明显ꎮ 而用酵母菌 ＹＩＮ９ 处理的棉花组

长势较好ꎬ染病现象不明显ꎬ植株也较高ꎬ长势较为

茂盛ꎮ 菌株 ＹＩＮ９ 对棉花黄萎病的平均防治效果为

６０.０２％ꎮ 可见ꎬ拮抗菌株 ＹＩＮ９ 能显著提高感病棉

品种 ＴＭ￣１ 对黄萎病的抗性ꎮ

图 ２　 ＹＩＮ９ ２６Ｓ ｒＲＮＡ 序列
Ｆｉｇ.２　 ＹＩＮ９ ２６Ｓ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

图 ３　 基于 ２６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列构建的 ＹＩＮ９ 系统发育树
Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＹＩＮ９ ｂａｓｅｄ ｏｎ ２６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

图 ４　 菌株 ＹＩＮ９ 对大丽轮枝菌的抑制效果

Ｆｉｇ.４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＹＩＮ９ ａｇａｉｎｓｔ Ｖ. Ｄａｈｌｉａ
　 　 Ａ:用 ＹＩＮ９ 处理的大丽轮枝菌ꎻＢ:对照组大丽轮枝菌ꎮ

　 　 Ａ: Ｖ. Ｄａｈｌｉａ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＹＩＮ９ꎻ Ｂ: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｖ. Ｄａｈｌｉａ.

２.５　 ＹＩＮ９ 菌株生防因子探究结果

由表 １ 可知:ＹＩＮ９ 菌株处理 ４８ ｈ 后ꎬ线虫的平

均死亡率达 ９０％ꎻ处理 ６０ ｈ 后ꎬ线虫的平均死亡率

达 １００％ꎮ 用液体培养基(对照 １)、５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１磷

酸缓冲液(对照 ２)、透析溶液(对照 ３)和煮沸灭活

后的透析溶液(对照 ４)处理全齿复活线虫后ꎬ线虫

的死亡率不高ꎬ且线虫体壁没有溶解ꎮ 而以透析袋

中的蛋白处理全齿复活线虫 ４８ ｈ 后ꎬ线虫的死亡率

达 ９０％ꎬ且线虫体壁出现溶解ꎮ 这说明 ＹＩＮ９ 杀线

虫的主要活性成分是一种蛋白类物质ꎮ

图 ５　 接种 ２ 周后菌株 ＹＩＮ９ 对棉花黄萎病的拮抗效果
Ｆｉｇ.５　 Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ＹＩＮ９ ｏｎ Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ

ｗｉｌｔ ｏｆ ｃｏｔｔｏｎ ｔｗｏ ｗｅｅｋｓ ｌａｔｅｒ
　 　 Ａ:用 ＹＩＮ９ 处理的棉花ꎻＢ:对照组棉花ꎮ

　 　 Ａ: Ｃｏｔｔｏｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＹＩＮ９ꎻ Ｂ: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｃｏｔｔｏｎ.
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表 １　 ＹＩＮ９ 对全齿复活线虫的毒杀效果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＹＩＮ９ ｔｏ Ｐ. ｒｅｄｉｖｉｖｕｓ

菌株样品 Ｓａｍｐｌｅｓ
死亡率 Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ / ％

１２ ｈ ４８ ｈ ６０ ｈ

线虫变化 Ｎｅｍａｔｏｄｅ ｃｈａｎｇｅ

１２ ｈ ４８ ｈ ６０ ｈ

ＹＩＮ９ ６０ ９０ １００ 体壁粗糙ꎬ开始出现溶解
Ｂｏｄｙ ｗａｌｌｓ ａｒｅ ｒｏｕｇｈ ａｎｄ ｂｅｇｉｎ ｔｏ ｄｉｓｓｏｌｖｅ

虫体僵直 Ｉｎｓｔｉｆｆ ｓｔｉｆｆ 部分溶解
Ｐａｒｔ ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ

对照 １ Ｃｏｎｔｒｏｌ １ ５ ２０ １０ 未溶解 Ｕｎｄｉｓｓｏｌｖｅｄ 无变化 Ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ 未溶解 Ｕｎｄｉｓｓｏｌｖｅｄ
对照 ２ Ｃｏｎｔｒｏｌ ２ ５ １５ １０ 未溶解 Ｕｎｄｉｓｓｏｌｖｅｄ 无变化 Ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ 未溶解 Ｕｎｄｉｓｓｏｌｖｅｄ
对照 ３ Ｃｏｎｔｒｏｌ ３ ５ ２０ １０ 未溶解 Ｕｎｄｉｓｓｏｌｖｅｄ 无变化 Ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ 未溶解 Ｕｎｄｉｓｓｏｌｖｅｄ
对照 ４ Ｃｏｎｔｒｏｌ ４ １０ ３０ ２０ 未溶解 Ｕｎｄｉｓｓｏｌｖｅｄ 无变化 Ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ 未溶解 Ｕｎｄｉｓｓｏｌｖｅｄ
透析袋中的蛋白
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄｉａｌｙｓｉｓ ｂａｇ

５０ ９０ ７０ 体壁粗糙ꎬ开始出现溶解
Ｂｏｄｙ ｗａｌｌｓ ａｒｅ ｒｏｕｇｈ ａｎｄ ｂｅｇｉｎ ｔｏ ｄｉｓｓｏｌｖｅ

虫体僵直 Ｉｎｓｔｉｆｆ ｓｔｉｆｆ 部分溶解
Ｐａｒｔ ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ

　 　 如图 ６ 所示ꎬ经过牛奶板测试ꎬ含有蛋白液的孔

周围出现透明的晕圈ꎬ说明孔周围牛奶中的蛋白质

被降解ꎬ可以初步判断 ＹＩＮ９ 菌株杀线虫生防活性

因子是一种蛋白类物质ꎮ

图 ６　 蛋白类物质活性测试
Ｆｉｇ.６　 Ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ

　 　 Ａ:ＰＢＳ 溶液ꎻＢ:透析袋中蛋白液ꎮ
　 　 Ａ: ＰＢＳ ｌｉｑｕｉｄꎻ Ｂ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｉｎ ｄｉａｌｙｓａｔｅ ｂａｇ.

　 　 由图 ７ 可见ꎬ与对照组线虫相比ꎬ用蛋白溶液处

理的线虫和用 ＹＩＮ９ 处理的线虫体壁发生溶解的过

程十分明显ꎮ 由于线虫体壁被 ＹＩＮ９ 菌株产生的一

种蛋白类物质溶解ꎬ导致线虫体内物质大量外泻ꎬ最
终造成线虫死亡ꎮ

图 ７　 菌株 ＹＩＮ９ 对全齿复活线虫的活性测试

Ｆｉｇ.７　 Ｋｉｌｌｉｎｇ ｏｆ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ
　 　 Ａ:对照组线虫ꎻＢ:用蛋白溶液处理的线虫ꎻ

Ｃ:用 ＹＩＮ９ 处理的线虫ꎮ
　 　 Ａ: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｎｅｍａｔｏｄｅｓꎻ Ｂ: Ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｏｌｕｔｉｏｎꎻ Ｃ: Ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＹＩＮ９.

２.６　 纤维素酶和 β￣葡聚糖酶活性测试结果

刚果红能和培养基中的纤维素形成红色复合

物ꎮ 纤维素酶分解纤维素后ꎬ不能形成刚果红－纤
维素复合物ꎬ培养基中会出现环绕纤维素分解菌的

透明圈ꎮ ＹＩＮ９ 菌株在刚果红平板上能形成明显的

透明圈(图 ８Ａ)ꎮ 进一步发现ꎬＹＩＮ９ 菌株能产 β￣葡
聚糖酶ꎬ把七叶苷分解为葡萄糖和七叶素ꎬ然后七叶

素与培养基中枸橼酸铁的二价铁离子发生反应ꎬ生
成黑色的化合物ꎬ使培养基呈黑色ꎮ 其他菌株(Ｙ６)
不产 β￣葡聚糖酶ꎬ无法分解七叶苷ꎬ培养基不变色

(图 ８Ｂ)ꎮ

图 ８　 拮抗菌株 ＹＩＮ９纤维素酶和 β￣葡聚糖酶活性检测结果
Ｆｉｇ.８　 Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ β￣ｇｌｕｃａｎａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｓｔｒａｉｎ ＹＩＮ９
　 　 Ａ:ＹＩＮ９ 在刚果红平板上纤维素酶活性检测结果ꎻ
Ｂ:ＹＩＮ９ 在七叶苷平板上 β￣葡聚糖酶活性检测结果ꎮ
　 　 Ａ: Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＹＩＮ９ ｏｎ ｃｏｎｇｏ ｒｅｄ ｐｌａｔｅꎻ

Ｂ: Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ β￣ｇｌｕｃａｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＹＩＮ９ ｏｎ ａｅｓｃｉｎ ｐｌａｔｅ.

３　 讨论
自然界中广泛存在各种酵母菌ꎬ目前已知的大

部分酵母菌对人体是无毒的ꎮ 酵母菌在发酵工程中

发挥着非常重要的作用ꎬ如酿酒、食品等ꎮ 近年来ꎬ
研究人员利用多种酵母菌开发了各种生防试剂ꎮ 据

报道ꎬ酵母菌作为生防菌大多数被用来防治真菌和

细菌对果蔬造成的病害等(Ｐｅｓｃｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎬ如:
范先敏(２０１７)从 １０２ 株酵母菌中筛选出 ７ 株对桃褐

腐病菌具有显著抑制作用的酵母菌株ꎻ罗姗姗
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(２０１５)从不同品种芒果 Ｍａｎｇｉｆｅｒａ ｉｎｄｉｃａ Ｌ.表皮及

伤口、叶片及根际土壤中筛选出了一株拮抗酵母菌

Ｔ１８ꎬ对芒果炭疽病表现出明显的抑制作用ꎮ 但是ꎬ
关于酵母菌在防治线虫和防治棉花黄萎病方面的研

究报道却很少(王晨等ꎬ２０１７)ꎬ已有的研究主要集

中在研发含酵母菌复合防治剂来防治线虫和棉花黄

萎病ꎮ 如:彭勇和彭瑞芳(２０２０) 公开了一种利用酵

母和厚孢轮枝菌生防菌复合菌剂防治根结线虫的发

明专利ꎻ凌新萍等(２０２０)发现利用木霉菌、淡紫拟

青霉菌和酵母菌 ３ 种微生物代谢后的产物、各种发

酵产物及 ３ 种微生物相互配合能有效防治农作物线

虫病ꎻ而含有淡紫拟青霉、酿酒酵母菌、地衣芽孢杆

菌、侧孢短小芽孢杆菌、胶质芽孢杆菌的发酵菌群添

加番茄碱几丁质酶钛具有防治根结线虫的功效(王
猛ꎬ２０１６)ꎻ张志红等(２０１０)研究 ４ 株芽孢杆菌与 １
株酵母菌组合后对甲壳素的降解效果ꎬ以及甲壳素

降解液防治番茄南方根结线虫病的效果ꎬ结果表明ꎬ
所有菌株组合后的降解效果最好ꎬ其降解液的黏度

最低ꎬ几丁质酶活性最高ꎮ 方治(２０１６)从土壤样品

中分离得到多株防治蔬菜根结线虫病的真菌ꎬ其中

３ 株是隐球酵母科真菌ꎮ
本研究成功筛选出了一株既能抑制大丽轮枝菌

活性又能杀线虫的假丝酵母 ＹＩＮ９ 菌株ꎬ对其主要

的生防因子进行初步探究ꎬ结果发现ꎬ该酵母菌的发

酵液煮沸后ꎬ其杀虫和抑制病原真菌大丽轮枝菌的

活性均丧失ꎬ从而推测其主要的生防因子为热不稳

定性物质ꎬ有可能是蛋白类物质ꎮ 进一步对其各种

酶活进行测试发现ꎬ酵母菌 ＹＩＮ９ 具有蛋白酶、纤维

素酶和 β￣葡聚糖酶活性ꎮ 据此推测ꎬ该酵母菌的作

用机理是菌株产生了一种蛋白类物质ꎬ能够将线虫

和真菌的体壁分解并破坏ꎬ从而达到抑制效果ꎮ 由

于酵母菌对宿主的毒性小、生长快、易于培养ꎬ并且

工业化生产技术基本成熟ꎬ可以考虑将其开发成为

一种生防药剂ꎬ用于植物寄生线虫和棉花黄萎病的

生物防治ꎮ 本研究只是初步探究了 ＹＩＮ９ 菌株的作

用机理ꎬ要想将该菌株大规模用于田间应用ꎬ还需要

对其安全性、稳定性、作用机制以及规模化防效进行

更深一步的研究ꎮ
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