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马尾松叶际细菌多样性及其杀松材线虫活性
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摘要: 【目的】分析马尾松叶际细菌种群多样性ꎬ挖掘其菌株资源ꎻ获得具有杀松材线虫活性的菌株ꎬ明确

其分类地位ꎬ为松材线虫病的生物防治提供菌株资源ꎮ 【方法】通过平板分离培养法从福建宁德古田、霞
浦及三明尤溪的马尾松植株上分离叶际细菌ꎬ通过菌落形态特征、１６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 对供试菌株进行

分类ꎻ采用离心管培养法测定叶际细菌的杀松材线虫活性ꎬ通过生理生化特性测定、１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因和

ｇｙｒＢ 基因序列分析明确拮抗菌株的分类地位ꎮ 【结果】从福建宁德古田、霞浦及三明尤溪的马尾松植株

上分离纯化获得 １４１ 株马尾松叶际细菌ꎬ根据菌落形态特征将其分为 ９ 类ꎬ扩增获得的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 经 Ｈａｅ
Ⅲ和 ＭｓｐⅠ酶切后分别有 ９ 和 １１ 种图谱类型ꎬ将 ２ 种酶切图谱组合后ꎬ在 １００％相似水平下ꎬ供试菌株共有 １９ 种图谱类型ꎮ
以 ＮＢ 培养基或无菌水为对照ꎬ松材线虫的 ４８ ｈ 校正死亡率为指标ꎬ经测定具有不同程度杀线虫效果的菌株有 １２０ 株ꎬ占
细菌总数的 ８５.１１％ꎻ以 ＮＢ 培养基为对照ꎬ松材线虫校正死亡率大于 ５０％的菌株有 １１ 株ꎬ占筛选总数的 ７.８０％ꎬ其中杀松

材线虫效果最好的菌株为 ＧＴ１０ꎬ其 ４８ ｈ 杀线虫率为 ９２.５６％ꎻ该菌株为革兰氏阳性菌ꎬ菌体杆状、周生鞭毛ꎬ可利用甘露醇

和柠檬酸盐ꎬ硝酸还原反应和 Ｖ￣Ｐ 试验呈阳性ꎬ系统发育树分析结果显示ꎬ菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因和 ｇｙｒＢ 基因的序列均与

蜡样芽胞杆菌模式菌株 ＡＴＣＣ１４５７９ 聚为一支ꎬ将菌株 ＧＴ１０ 鉴定为蜡样芽胞杆菌ꎮ 【结论】马尾松叶际细菌具有丰富的多

样性ꎬ其中蜡样芽胞杆菌菌株 ＧＴ１０ 具有较高的杀松材线虫活性ꎬ具有防治松材线虫病的潜力ꎮ
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ｍｅｔｈｏｄꎬ ｔｈｅ ｐｈｙｌｌｏｓｐｈｅｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｐ. ｍａｓｓｏｎｉａｎａ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｇｕｔｉａｎ ａｎｄ Ｘｉａｐｕ ｃｏｕｎｔｉｅｓ ｏｆ Ｎｉｎｇｄｅ ａｎｄ
Ｙｏｕｘｉ ｃｏｕｎｔｙ ｏｆ Ｓａｎｍｉｎｇ. Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ
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ｔｙｐｅｓ ａｆｔｅｒ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍａｐ ｔｙｐｅｓ. Ｕｓｉｎｇ ＮＢ ｍｅｄｉｕｍ ｏｒ ｓｔｅｒｉｌｅ ｗａｔｅｒ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｔｈｅ ４８ ｈ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ ｏｆ Ｂ.
ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ ａｓ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒꎬ １２０ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ｖａｒｙｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｎｅｍａｔｉｃｉｄａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄꎬ ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ８５.１１％ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｕｓｉｎｇ ＮＢ ｍｅｄｉｕｍ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ １１ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ａ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ５０％ ｏｆ Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓꎬ ａｃ￣
ｃｏｕｎｔｅｄ ｆｏｒ ７.８０％ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｎｅｍａｔｉｃｉｄａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｓｔｒａｉｎ ＧＴ１０ꎬ ｗｉｔｈ ａ
４８ ｈ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｋｉｌｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ９２.５６％. Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｇｒａｍ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ (Ｇ＋) ｗｉｔｈ ｒｏｄ￣ｓｈａｐｅｄꎬ ｐｅｒｉｔｒｉｃｈｏｕｓ ｆｌａｇｅｌｌａ. Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ａｂｌｅ
ｔｏ ｕｔｉｌｉｚｅ ｍａｎｎｉｔｏｌ ａｎｄ ｃｉｔｒａｔｅ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｖ￣Ｐ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｇｙｒＢ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｂ. ｃｅｒｅｕｓ ｍｏｄｅｌ ｓｔｒａｉｎ
ＡＴＣＣ１４５７９. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ＧＴ１０ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ Ｂ. ｃｅｒｅｕｓ. 【Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】 Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｒｉｃｈ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｐｈｙｌｌｏｓｐｈｅｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ
ｏｆ Ｐ. ｍａｓｓｏｎｉａｎａ. Ｔｈｅ Ｂ. ｃｅｒｅｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＧＴ１０ ｈａｄ ａ ｈｉｇｈ ｎｅｍａｔｉｃｉｄａｌ ｅｆｆｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｐｉｎｅ ｗｉｌｔ ｄｉｓｅａｓｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａꎻ ｐｈｙｌｌｏｓｐｈｅｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａꎻ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰꎻ Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓꎻ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ

　 　 松材线虫病又称松树枯萎病(Ｐｉｎｅ ｗｉｌｔ ｄｉｓｅａｓｅꎬ
ＰＷＤ)ꎬ 是由松材线虫 Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ
(Ｓｔｅｉｎｅｒ ａｎｄ Ｂｕｈｒｅｒ) Ｎｉｃｋｌｅ 引起的一种全球性森林

病害ꎬ可导致松树的树脂道周围空化和木质部导管

功能障碍(张弘弢等ꎬ２０２１)ꎬ进而引起松树萎蔫、死
亡ꎮ 我国自首次发现松材线虫病以来ꎬ已累计致死

松树达 ５ 亿多株ꎬ导致的直接和间接经济损失高达

上百亿元(叶建仁ꎬ２０１９)ꎮ 松材线虫病的防治主要

包括植物检疫、疫木除治、诱杀媒介昆虫、化学防

治、生物防治以及树干注射等(叶建仁ꎬ２０１９)ꎮ 但

化学防治在防治松材线虫及松墨天牛 Ｍｏｎｏｃｈａｍｕｓ
ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ Ｈｏｐｅ 的同时ꎬ可能会危害其他有益生物ꎬ
对生态环境和人畜安全有一定隐患ꎮ 生物防治具

有安全、环保以及对病原生物高度特异性等优点ꎬ
故利用生防微生物对松材线虫病进行防治已成为

目前的研究热点(张婉君等ꎬ２０１９)ꎮ
叶际细菌( ｐｈｙｌｌｏｓｐｈｅｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ)是指在植物

叶、茎、花和果实等地上部组织的表面或内部定殖

的细菌ꎬ其密度在叶部可达 １０８ ＣＦＵ  ｇ－１ ( Ｌｅ￣
ｍａｎｃｅａｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｌｉｎｄｏｗ ＆ Ｂｒａｎｄｌꎬ２００３)ꎮ 叶

际细菌具有防治植物病害、提高植物抗病性、促进

植物生长及参与生态系统碳氮循环等优点(王贞霖

等ꎬ２０２３ꎻ Ｂｕｌｇａｒｅｌｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎬ从植物叶际分离

生防细菌用于防治植物病害已成为挖掘生防资源

的主要途径之一ꎮ 马尾松 Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａ Ｌａｍｂ.
是松材线虫的主要寄主之一ꎬ也是中国主要的造林

树种之一ꎬ具有重要的生态作用和经济价值(汪远

秀等ꎬ２０２０)ꎮ 因此ꎬ开展马尾松叶际细菌多样性研

究及其杀松材线虫活性测定ꎬ可为松材线虫的生物

防治提供菌株资源ꎬ也为马尾松抗松材线虫品种的

选育等提供理论依据ꎮ

研究表明ꎬ松科植物的叶际细菌具有防病、促
生、耐受逆境等丰富多样的生态功能ꎬ如曾丽琼等

(２０１８)在马尾松茎部分离获得的 ２ 株短小芽胞杆

菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ 能有效抑杀松材线虫ꎬ其培养滤

液处理松材线虫 ２４ ｈ 后线虫死亡率可达 ８９％以

上ꎻ贺丽娜等(２０２２)从马尾松上分离获得一株铜绿

假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＮＺＭ１３￣１１ꎬ其发

酵滤液在与松材线虫混合培养 １２ ｈ 后ꎬ松材线虫的

校正死亡率达 ９２. ２％、 消解率达 ８５％ꎻ 姚伍等

(２０１８)在福建三明三元区喷洒美国松 Ｐｉｎｕｓ ｅｌｌｉｏｔｔｉｉ
Ｅｎｇｅｌｍ. 林 内 分 离 获 得 的 嗜 麦 芽 窄 食 单 胞 菌

Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ Ｓｍａｌ￣００７ꎬ其防治效果

可达 ９０.９％以上ꎻＰａｄｄａ ｅｔ ａｌ. (２０２１)从扭叶松 Ｐ.
ｃｏｎｔｏｒｔａ ｖａｒ. ｌａｔｉｆｏｌｉａ 中分离获得 １４ 株固氮细菌ꎬ其
中 ３ 株假单胞菌菌株使松树幼苗高度增加了 １.６
倍ꎬ生物量增加了 ４ 倍ꎻＰａｐｅｎ ｅｔ ａｌ. (２００２)发现云

杉 Ｐｉｃｅａ ａｓｐｅｒａｔａ Ｍａｓｔ.叶际的硝化自养细菌可吸收

氨气、参与大气氮循环ꎮ 另有研究表明ꎬ马尾松叶

际细菌具有丰富的多样性ꎬ如袁贵云等(２０２１)通过

扫描电子显微镜观测到马尾松针叶表面定殖有大

量细菌ꎬ高通量测序结果表明ꎬ其优势种为蓝细菌

属 Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、拜叶林克氏菌属 Ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉａ 以及

鞘氨醇单胞菌属 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓꎻ尹诗恒等(２０２１)通
过变性梯度凝胶电泳(ＤＧＧＥ)及高通量测序技术研

究发现马尾松内生细菌共 ４４２ 属ꎬ主要包括蓝细菌

属、甲 基 杆 菌 属 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、 假 单 胞 菌 属

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 等ꎮ
近年来ꎬ松科植物叶际细菌的相关研究主要针

对其种群多样性以及生态功能ꎬ但关于可培养马尾

松叶际细菌杀松材线虫的相关报道较少ꎬ在获得后

续可研究、开发以及应用的有益菌株方面存在局
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限ꎻ鉴于松材线虫造成的危害持续加重ꎬ疫情防控

和发展态势不容乐观ꎬ杀松材线虫的细菌菌种资源

相对匮乏ꎬ研究人员急需获得更多的生防细菌菌种

资源以加强对松材线虫病的防治ꎮ 本试验从福建

宁德古田和霞浦、三明尤溪采集马尾松松枝ꎬ对其

可培养叶际细菌进行分离并纯化ꎬ依照其菌落形态

以及采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 技术对其叶际细菌

进行系统归类、分析其遗传多样性ꎻ测定叶际细菌

的杀松材线虫活性ꎬ获得杀松材线虫活性高的菌

株ꎬ并明确其分类地位ꎬ为松材线虫的生物防治提

供菌株资源和理论依据ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 试验材料

１.１.１　 供试样品及菌株 　 采自福建宁德古田(１５
份样品)、三明尤溪(４ 份样品)、宁德霞浦(４ 份样

品)健康的马尾松松枝ꎻ从以上样品上分离纯化的

马尾松叶际细菌菌株编号的前缀分别用 ＧＴ、ＹＸ 和

ＸＰ 表示ꎮ
枯草芽胞杆菌 Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＢＳ１６８ 由福建农林大

学细菌学实验室保存ꎮ
松材线虫和盘多毛孢菌 Ｐｅｓｔａｌｏｔｉａ ｓｐ.由福建省

林业科学研究院保存ꎮ
１.１.２ 　 供试引物 　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列扩增引物

２７Ｆ / １４９２Ｒ ( Ｌａｎｅꎬ １９９１): ５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧ￣
ＧＣＴＣＡＧ￣３′ / ５′￣ＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′ꎻ
ｇｙｒＢ 基因序列扩增引物 ＵＰ￣１ / ＵＰ￣２ (Ｙａｍａｍｏｔｏ ＆
Ｈａｒａｙａｍａꎬ １９９５ ): ５′￣ＧＡＡＧＴＣＡＴＣＡＴＧＡＣＣＧＴＴＣＴＧ￣
ＣＡＹＧＣＮＧＧＮＧＧＮＡＡＲＴＴＹＧＡ￣３′/ ５′￣ＡＧＣＡＧＧＧＴＡＣＧ￣
ＧＡＴＧＴＧＣＧＡＧＣＣＲＴＣＮＡＣＲＴＣＮＧＣＲＴＣＮＧＴＣＡＴ￣３′ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 马尾松叶际细菌分离与纯化 　 参照胡振亮

等(２０１９)的方法ꎬ将采集的马尾松用自来水冲洗干

净后晾干ꎬ称取马尾松针叶 ０.３ ｇ 或枝干 ０.５ ｇꎬ用
７５％的酒精消毒 １ ｍｉｎꎬ无菌水漂洗后ꎬ置于无菌滤

纸上晾干ꎻ再将植物组织剪成小段ꎬ装入 ２ ｍＬ 研磨

管ꎬ加入适量石英砂、２ 颗研磨钢珠和 １ ｍＬ 无菌水ꎬ
使用高通量组织研磨仪研磨匀浆(６０ Ｈｚꎬ４ ｍｉｎ)ꎻ
静置 １５~２０ ｍｉｎꎬ取 １００ μＬ 研磨原液涂布于 ＮＡ 平

板培养基上ꎬ２８ ℃培养 ４８ ｈ (方中达ꎬ１９９８)ꎮ 根据

细菌的菌落形态特征进行归类、纯化ꎬ保存备用ꎮ
１.２.２　 叶际细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 分析　 参照

Ｌａｎｅ (１９９１)的方法ꎬ采用菌落 ＰＣＲ 方法对叶际细

菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列进行扩增ꎬ１％琼脂糖凝胶

电泳ꎬ以 ＤＬ２０００ 为 Ｍａｒｋｅｒ 进行分析ꎮ
参照杨瑞先(２０１３)和王娜娜(２０１０)的方法ꎬ

对 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列扩增产物分别用 ＨａｅⅢ和 ＭｓｐⅠ
限制性内切酶进行酶切(３７ ℃ꎬ ４ ｈ)ꎬ２％琼脂糖凝

胶电泳ꎬ以 １００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ 为Ｍａｒｋｅｒ 进行分析ꎮ
分析酶切后的电泳图谱ꎬ将不同菌株酶切后具有相

同条带数及条带大小归为同一性状ꎬ用字母随机标

记性状ꎬ随机标记为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ和 ａ、 ｂ、 ｃ、 ｄ
ꎮ 对 ２ 种酶切结果的电泳条带建立 ０１ 矩阵图

进行统计分析ꎬ用电泳条带图像分析软件(Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ)校准电泳条带后输入 Ｅｘｃｅｌ 表格内生成矩阵

表ꎬ每个样品不同条带存在时记为“１”ꎬ不存在时记

为“０”ꎬ利用 ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ 软件构建聚类树状图ꎮ 每一

个分离株设定为一个分类学单位( ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏ￣
ｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔꎬ ＯＴＵ)ꎬ并把相似性大于 ９０％的菌株看

作相同起源的分离株ꎮ
１.２.３　 松材线虫液的获得　 参照白兴月和程瑚瑞

(１９９２)的方法ꎬ采用玉米粒培养基培养松材线虫ꎻ
将培养有松材线虫的玉米粒倒在无菌培养皿中ꎬ正
置ꎬ每隔 ６~８ ｈ 用无菌水冲洗、收集爬上皿盖的线

虫ꎬ离心(３０００ ｒｍｉｎ－１ꎬ２ ｍｉｎ)去上清后ꎬ将线虫

液浓缩至 ２ ｍＬꎬ加入 ８ ｍＬ ０.２％硫酸链霉素溶液混

匀后浸泡 １５ ｍｉｎ 后离心去上清ꎬ无菌水漂洗 ３ 次ꎬ
离心去上清ꎬ最后加入适量无菌水混匀得到松材线

虫液ꎬ备用ꎮ
１.２.４　 细菌悬浮液的获得 　 活化菌株于 ＮＡ 平板

培养基上培养 ２４ ~ ４８ ｈ 后ꎬ挑取单菌落于 ＮＢ 培养

基中(方中达ꎬ１９９８)ꎬ置于摇床中恒温振荡培养

(１８０ ｒｍｉｎ－１ꎬ２８ ℃) ４８ ｈ 后ꎬ备用ꎮ
１.２.５　 叶际细菌杀松材线虫活性的测定

参照曾丽琼等(２０１８)的方法ꎬ采用离心管培养

法ꎬ以 ＮＢ 培养基和无菌水作为空白对照(其中ꎬ以
无菌水为对照用于观察松材线虫自然死亡率ꎬ以
ＮＢ 培养基为对照用于排除培养基的杀松材线虫活

性)ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎬ分别在 ０、２４ 和 ４８ ｈ 后ꎬ将
含松材线虫的混合液混匀后吸取 ２０~５０ μＬ 并滴加

等量 ２％ＮａＣｌ 溶液计数(观察的线虫总数不少于 ３０
条)ꎬ５ ｍｉｎ 后在光学显微镜下观察线虫死亡情况ꎬ
死虫虫体僵直ꎬ活虫虫体卷曲或扭动ꎮ

校正死亡率 / ％ ＝ [(处理死亡率￣对照死亡

率) / (１￣对照死亡率)]×１００

８８ 生物安全学报(中英文)　 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｓａｆｅｔｙ 第 ３４ 卷　

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 



１.２.６　 杀松材线虫菌株的鉴定　 (１)形态学鉴定ꎮ
病原菌的培养性状观察:供试菌株接种于 ＮＡ 平板

培养基上ꎬ２８ ℃培养 ４８ ｈꎬ观察菌落形态特征ꎮ 病

原菌的形态观察:供试菌株接种于 ＮＡ 平板培养基

上ꎬ２８ ℃培养 １２~１６ ｈꎬ采用 ２％磷钨酸负染法并在

透射电子显微镜 Ｈｉｔａｃｈｉ ＨＴ７８００ 下观察细菌菌体

和鞭毛的形态特征并拍照ꎮ
(２)生理生化测定ꎮ 以枯草芽胞杆菌标准菌株

ＢＳ１６８ 为对照菌株ꎬ革兰氏染色反应、运动性测定、
硝酸还原反应、耐盐性测定、柠檬酸盐利用测定、过
氧化氢酶测定、淀粉水解酶测定、氧化酶测定、甲基

红试验和吲哚试验参照方中达(１９９８)的方法ꎬＶ￣Ｐ
试验参照东秀珠和蔡妙英(２００１)的方法ꎬ糖醇类物

质利用测定参照 Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ. (２０１２)的方法ꎮ
１.２.７　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列和 ｇｙｒＢ 基因序列分析　 参照

Ｌａｎｅ (１９９１)的方法进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因鉴定ꎻ参照

Ｙａｍａｍｏｔｏ ＆ Ｈａｒａｙａｍａ (１９９５)的方法进行 ｇｙｒＢ 基

因分析ꎮ 以供试菌株的总 ＤＮＡ 为模板ꎬ分别用 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 的通用引物和 ｇｙｒＢ 基因的特异性引物进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ经琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ将条带大小

正确的 ＰＣＲ 产物委托生工生物工程(上海)股份有

限公司进行测序ꎬ通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件拼接序列ꎮ

通过 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 检索系统进行序列同源性分

析ꎮ 选取同源性最近的序列及相关的模式菌株序

列ꎬ用 ＭＥＧＡ ７. ０ 进行比对分析ꎬ 采用邻接法

(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬ ＮＪ)构建 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的系统发育

进化树ꎬ 采用最大似 然 法 ( ｍａｘｉｍｕｍ￣ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬ
ＭＬ)构建 ｇｙｒＢ 基因的系统发育进化树ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 叶际细菌的分离结果

从宁德古田、霞浦和三明尤溪分离获得马尾松

叶际细菌菌株数分别为 １１７、１７ 和 ７ 株ꎮ 根据菌落

的颜色、质地及形态特征将分离获得的叶际细菌分

为 ９ 类:菌落 Ａ 白色、圆形、边缘毛絮状、较湿润ꎬ有
９８ 株ꎬ占总数的 ６９.５０％ꎻ菌落 Ｂ 白色、边缘不规则、
平展ꎬ有 ２６ 株ꎬ占总数的 １８.４４％ꎻ菌落 Ｃ 白色、圆
形、隆起、黏稠ꎬ有 ７ 株ꎻ菌落 Ｄ 淡黄色、圆形、半透

明ꎬ有 ４ 株ꎻ菌落 Ｅ 白色、近圆形、黏稠、略微隆起ꎬ
有 ２ 株ꎻ菌落 Ｆ 淡黄色、半透明、流动性强ꎬ有 １ 株ꎻ
菌落 Ｇ 黄色、边缘不规则、隆起、有褶皱ꎬ有 １ 株ꎻ菌
落 Ｈ 黄白色、边缘不规则、较湿润ꎬ有 １ 株ꎻ菌落 Ｉ
淡黄色、半透明、边缘不规则ꎬ有 １ 株(图 １)ꎮ

图 １　 马尾松叶际细菌的菌落形态特征
Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐｈｙｌｌｏｓｐｈｅｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｐ. ｍａｓｓｏｎｉａｎａ

２.２　 叶际细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增产物限制性酶切结

果及聚类分析

对分离获得的马尾松叶际细菌进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ
ＰＣＲ 扩增ꎬ用限制性内切酶 ＨａｅⅢ和 ＭｓｐⅠ对 ＰＣＲ
扩增产物分别进行酶切ꎬ分别有 ９ 和 １１ 种图谱类

型(图 ２)ꎬ将 ２ 种限制性内切酶的酶切图谱类型进

行组合ꎬ共有 １９ 种组合图谱类型(表 １)ꎮ 其中第

Ⅴ类组合图谱的菌株数量最多(４４ 株)ꎬ占酶切分

析总数的 ３１.２１％ꎻ其次为第Ⅱ类组合图谱的菌株

(３６ 株)ꎬ占酶切分析总数的 ２５.５３％ꎻ第Ⅲ、Ⅷ、Ⅺ、
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Ⅻ、ⅩⅢ、ⅩⅥ、ⅩⅦ、ⅩⅧ和ⅩⅨ类型的菌株均只有 １
株ꎮ 其中ꎬ分离自宁德古田的 １１７ 株叶际细菌产生

１４ 种图谱类型(Ⅰ、Ⅱ、Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ、Ⅷ、Ⅸ、Ⅹ、Ⅺ、
Ⅻ、ⅩⅢ、ⅩⅨ、ⅩⅦ和ⅩⅨ类型)ꎻ分离自宁德霞浦的

１７ 株叶际细菌产生 ７ 种图谱类型(Ⅲ、Ⅳ、Ⅵ、Ⅹ、
ⅩⅤ、ⅩⅥ和ⅩⅧ类型)ꎻ分离自三明尤溪的 ７ 株叶际

细菌均为Ⅵ类型ꎮ
另通过 ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ 软件采用平均连锁方式

(ＵＰＧＭＡ)进行聚类分析ꎬ构建聚类树状图(扫描本

文 ＯＳＩＤ 码ꎬ查看聚类树状图)ꎬ在 １００％相似水平

上ꎬ１４１ 株叶际细菌被分为了 １９ 个类群ꎬ与酶切图

谱组合类型分类一致ꎬ证明聚类结果可信ꎮ
从以上结果可知ꎬ从福建不同地区的马尾松松

枝上分离到的可培养叶际细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ￣ＲＦＬＰ
图谱存在差异ꎬ宁德古田和霞浦的马尾松叶际细菌

的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因扩增片段均具有丰富多样的

ＲＦＬＰ 遗传图谱类型ꎮ

图 ２　 部分供试菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的限制性酶切图谱
Ｆｉｇ.２　 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｏｆ ｓｏｍｅ ｔｅｓｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

Ｍ: １００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ１~１５:供试细菌菌株ꎮ
Ｍ: １００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ １~１５: Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ.

表 １　 马尾松叶际细菌菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ￣ＲＦＬＰ 图谱类型
Ｔａｂｌｅ １　 １６Ｓ ｒＤＮＡ￣ＲＦＬＰ ｍａｐ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐｈｙｌｌｏｓｐｈｅｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｐ. ｍａｓｓｏｎｉａｎａ

ＨａｅⅢ ＭｓｐⅠ １６Ｓ ｒＤＮＡ 酶切图谱类型
Ｔｙｐｅ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｍａｐ

菌株数
Ｑｕａｎｔｉｔｙ ＨａｅⅢ ＭｓｐⅠ １６Ｓ ｒＤＮＡ 酶切图谱类型

Ｔｙｐｅ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｍａｐ
菌株数
Ｑｕａｎｔｉｔｙ

Ａ ａ Ⅰ (Ａａ) ２ Ｄ ｅ Ⅺ (Ｄｅ) １
Ａ ｃ Ⅱ (Ａｃ) ３６ Ｄ ｇ Ⅻ (Ｄｇ) １
Ａ ｆ Ⅲ (Ａｆ) １ Ｄ ｉ ⅩⅢ (Ｄｉ) １
Ｂ ｂ Ⅳ (Ｂｂ) ２ Ｅ ｄ ⅩⅣ (Ｅｄ) ３
Ｃ ｃ Ⅴ (Ｃｃ) ４４ Ｆ ｊ ⅩⅤ (Ｆｊ) ２
Ｃ ｄ Ⅵ (Ｃｄ) ２３ Ｇ ｇ ⅩⅥ (Ｇｇ) １
Ｃ ｅ Ⅶ (Ｃｅ) ３ Ｈ ｃ ⅩⅦ (Ｈｃ) １
Ｃ ｉ Ⅷ (Ｃｉ) １ Ｈ ｈ ⅩⅧ (Ｈｈ) １
Ｄ ｃ Ⅸ (Ｄｃ) ３ Ｉ ｋ ⅩⅨ (Ｉｋ) １
Ｄ ｄ Ⅹ (Ｄｄ) １４

２.３　 叶际细菌杀松材线虫活性的测定结果

以无菌水或 ＮＢ 培养基为对照ꎬ供试的 １４１ 株

马尾松叶际细菌中有 １２０ 株对松材线虫有不同程

度的杀线虫活性ꎬ占叶际细菌总数的 ８５.１１％ꎻ完全

无杀松材线虫活性的菌株有 ２１ 株ꎬ占测定菌株数

的 １４.８９％ꎮ 其中ꎬ以 ＮＢ 培养基为对照ꎬ４８ ｈ 后杀

松材线虫活性大于 ５０％的菌株有 １１ 株ꎬ占筛选总

数的 ７. ８０％ (表 ２)ꎬ分别为 ＧＴ１０、 ＧＴ２９、 ＧＴ３０、
ＧＴ１３、 ＧＴ１９、 ＧＴ２２、 ＧＴ１６、 ＧＴ１、 ＧＴ３２、 ＧＴ３８ 和

ＧＴ３４ꎮ 其中ꎬ菌株 ＧＴ１０ 的杀线虫活性最好ꎬ处理

后 ４８ ｈ 的杀松材线虫活性为 ９２.５６％ꎬ经该菌株处

理后的松材线虫僵直不动、死亡(图 ３)ꎮ

２.４　 菌株 ＧＴ１０ 的鉴定

２.４.１　 生物学测定结果　 菌株 ＧＴ１０ 的革兰氏染色

呈阳性ꎬ菌体短杆状ꎬ周生鞭毛ꎬ具有运动性ꎬ能利

用葡萄糖、阿拉伯糖、山梨醇、甘露醇、海藻糖、麦芽

糖、纤维二糖、丙三醇ꎻ不能利用鼠李糖、甜醇、蔗
糖、棉籽糖和香叶醇ꎻ柠檬酸钠的利用、硝酸还原、
淀粉水解、Ｖ￣Ｐ 试验和过氧化氢酶均为阳性ꎬ氧化

酶、甲基红试验和吲哚的产生均为阴性ꎬ耐盐性为

７％ꎻ与枯草芽胞杆菌 ＢＳ１６８ 菌株相比ꎬ除了棉籽糖

和香叶醇的利用情况以及耐盐性 １０％存在差异外ꎬ
其余所有测定结果均与其一致ꎬ故将菌株 ＧＴ１０ 初

步鉴定为芽胞杆菌属(表 ３、图 ４)ꎮ
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表 ２　 叶际细菌对松材线虫的杀线虫活性
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｅｍａｔｉｃｉｄａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｈｙｌｌｏｓｐｈｅｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｇａｉｎｓｔ Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ

菌株
Ｓｔｒａｉｎｓ

２４ ｈ
Ｈ２Ｏ ＮＢ

４８ ｈ
Ｈ２Ｏ ＮＢ

ＧＴ１０ ６６.５８±１１.８１ａ ６５.５５±１２.１７ａ ９５.０３±５.１８ａ ９２.５６±７.７７ａ
ＧＴ２９ ２６.３５±０.６０ｂ ２４.０７±０.６１ｂｃ ８３.７５±２.５１ａｂ ７５.６４±３.７６ａｂ
ＧＴ３０ １３.４７±２３.４３ｂ １０.７９±２４.１５ｃ ７７.９７±４.８１ｂｃ ６６.９７±７.２１ｂｃ
ＧＴ１３ ３１.９６±４.３８ｂ ２９.８５±４.５１ｂｃ ７７.９５±４.０３ｂｃ ６６.９４±６.０３ｂｃ
ＧＴ１９ １９.６４±３.９２ｂ １７.１５±４.０４ｂｃ ７７.２１±３.９１ｂｃ ６５.８４±５.８６ｂｃ
ＧＴ２２ ２２.０１±１６.８２ｂ １９.６０±１７.３４ｂｃ ７３.１４±６.０９ｂｃ ５９.７３±９.１３ｂｃ
ＧＴ１６ ２１.４７±４.２５ｂ １９.０４±４.３８ｂｃ ７２.６６±１２.１０ｂｃ ５９.０２±１８.１４ｂｃ
ＧＴ１ ５１.９２±２.５５ａ ３８.７７±３.２５ｂ ６５.３１±５.９３ｃ ５５.７７±７.５６ｃ
ＧＴ３２ １９.９８±１１.３１ｂ １７.５１±１１.６６ｂｃ ７０.４２±５.５７ｃ ５５.６５±８.３６ｃ
ＧＴ３８ １９.２７±６.６１ｂ １６.７７±６.８１ｂｃ ６９.３７±１１.５５ｃ ５４.０８±１７.３２ｃ
ＧＴ３４ １５.１７±９.６９ｂ １２.５５±９.９９ｃ ６８.２４±６.７０ｃ ５２.４０±１０.０５ｃ

　 　 同列相同字母表示在 Ｐ<０.０５ 水平下无显著差异ꎮ
Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ０.０５.

图 ３　 菌株 ＧＴ１０ 的杀线虫效果
Ｆｉｇ.３　 Ｎｅｍａｔｏｉｄａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ＧＴ１０

表 ３　 供试菌株 ＧＴ１０ 的生理生化测定结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＧＴ１０

测试项目
Ｔｅｓｔ ｉｔｅｍｓ ＧＴ１０ ＢＳ１６８ 测试项目

Ｔｅｓｔ ｉｔｅｍｓ ＧＴ１０ ＢＳ１６８

革兰氏染色∗ Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ ＋ ＋ 运动性 Ｍｏｔｉｌｉｔｙ ＋ ＋

鞭毛类型∗ Ｆｌａｇｅｌｌｕｍ ｔｙｐｅ 周生
Ｐｅｒｉｆｌａｇｅｌｌａ

周生
Ｐｅｒｉｆｌａｇｅｌｌａ

硝酸还原∗ Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ＋ ＋
淀粉水解酶∗ Ｓｔａｒｃｈ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ＋ ＋
过氧化氢酶 Ｃａｔａｌａｓｅ ＋ ＋
氧化酶 Ｏｘｉｄａｓｅ － －
甲基红试验 Ｍｅｔｈｙｌ ｒｅｄ ｔｅｓｔ － －
Ｖ￣Ｐ 试验∗ Ｖ￣Ｐ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ＋ ＋
柠檬酸钠的利用∗ Ｃｉｔｒａｔｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ＋ ＋
吲哚的产生 Ｉｎｄｏｌｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ － －
耐盐性 Ｓａｌｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ２％ ＋ ＋

５％∗ ＋ ＋
７％ ＋ ＋
１０％ － ＋

糖醇的利用
Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｕｇａｒ ａｌｃｏｈｏｌ

阿拉伯糖 Ａｒａｂｉｎｏｓｅ ＋ ＋
鼠李糖 Ｉｓｏｄｕｌｃｉｔｅ － －
甜醇 Ｄｕｌｃｉｔｏｌ － －
山梨醇 Ｓｏｒｂｉｔｏｌ ＋ ＋
甘露醇∗ Ｍａｎｎｉｔｏｌ ＋ ＋
丙三醇 Ｇｌｙｃｅｒｏｌ ＋ ＋
香叶醇 Ｇｅｒａｎｉｏｌ － ＋
葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ ＋
蔗糖 Ｓｕｃｒｏｓｅ － －
海藻糖 Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ ＋ ＋
麦芽糖 Ｍａｌｔｏｓｅ ＋ ＋
棉籽糖 Ｒａｆｆｉｎｏｓｅ － ＋
纤维二糖 Ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ ＋ ＋

　 　 ＋:阳性反应ꎻ－:表示阴性反应ꎻ∗:关键性测试ꎮ
＋: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎꎻ －: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎꎻ ∗: Ｃｒｉｔｉｃａｌ ｔｅｓｔ.
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图 ４　 菌株 ＧＴ１０ 鞭毛图
Ｆｉｇ.４　 Ｆｌａｇｅｌｌｕｍ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＧＴ１０

２.４.２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列和 ｇｙｒＢ 基因序列分析　 供试

菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因核苷酸序列长度为 １４４７ ｂｐꎬ
ｇｙｒＢ 基因核苷酸序列长度为 １１８１ ｂｐꎮ 通过 ＮＣＢＩ
数据库在线的对比与分析结果显示ꎬ菌株 ＧＴ１０ 的

１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因和 ｇｙｒＢ 基因核苷酸序列与蜡样芽胞

杆菌 Ｂ. ｃｅｒｅｕｓ 的同源性达 ９９％ꎬ选取与供试菌株相

似的菌株及相关模式菌株ꎬ用 ＭＥＧＡ ７ 软件分别依

据 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和 ｇｙｒＢ 基因序列ꎬ分别用 ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣
ｊｏｉｎｉｎｇ 法和 ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ 构建系统发育树ꎬ
结果显示ꎬ供试菌株均与蜡样芽胞杆菌模式菌株

ＡＴＣＣ１４５７９ 聚为一支(图 ５、６)ꎮ

图 ５　 依据 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列构建拮抗菌株 ＧＴ１０ 的系统发育树
Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｔｒａｉｎ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

图 ６　 依据 ｇｙｒＢ 序列构建拮抗菌株 ＧＴ１０ 的系统发育树
Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｔｒａｉｎ ＧＴ１０ ｏｎ ｇｙｒＢ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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３　 讨论
研究植物叶际细菌多样性的方法主要包括组

织分离法、限制性片段长度多态性(ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ)分
析技术、变性梯度凝胶电泳和高通量测序技术等ꎬ
其中ꎬＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 技术具有结果准确、操作简便的

优点ꎬ是研究细菌多样性常用手段之一ꎬ目前已利

用该方法对烟草 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ. (陈泽斌

等ꎬ２０１２)、大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ. (Ｈｕｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００７)、铁皮石斛 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ Ｋｉｍｕｒａ ｅｔ
Ｍｉｇｏ (王珊珊等ꎬ ２０２１)、 红豆杉 Ｔａｘｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
(Ｐｉｌｇｅｒ) Ｒｅｈｄ. (张晶晶等ꎬ２０１３)和胡杨 Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｅｕｐｈｒａｔｉｃａ Ｏｌｉｖ. (杨多等ꎬ２０２２)等植物体内的细菌

种群多样性进行了分析ꎮ 本研究首次用该方法分

析了马尾松叶际细菌多样性ꎬ结果显示ꎬ从福建省 ３
个地方分离获得的 １４１ 株马尾松叶际细菌中有 １９
种酶切图谱组合类型ꎬ说明马尾松叶际细菌具有丰

富的种群多样性ꎮ 有研究通过高通量测序技术对

马尾松(尹诗恒等ꎬ２０２１ꎻ 袁贵云等ꎬ２０２１)、赤松

Ｐｉｎｕｓ ｄｅｎｓｉｆｌｏｒａ Ｓｉｅｂ. ｅｔ Ｚｕｃｃ. (谢宪等ꎬ２０２１)和红

松 Ｐｉｎｕｓ ｋｏｒａｉｅｎｓｉｓ Ｓｉｅｂ. ｅｔ Ｚｕｃｃ. (Ｄｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２２)
等松科植物的叶际细菌多样性进行分析ꎬ发现松科

植物的叶际细菌具有丰富的种群多样性ꎬ主要包括

蓝细菌属、甲基杆菌属、伯克氏菌属 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ 和

嗜麦芽窄食单胞菌属等ꎮ 但本研究尚未明确马尾

松叶际细菌的具体种类与比例ꎬ有待进一步研究ꎮ
利用酶切图谱对供试菌株进行分类时ꎬ限制性

内切酶的选择尤为重要ꎬ选择的内切酶要能产生一

定程度多样性的图谱类型ꎬ还需方便分类ꎮ 吕志堂

和刘志恒(２０００)用 ＨａｅⅢ、ＭｓｐⅠ和 ＨｈａⅠ ３ 种内

切酶将 １２ 株糖单孢菌 Ｓａｃｃｈａｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ 归为 ５ 个

类群ꎬ而另一种内切酶 ＲｓａⅠ则不适于糖单孢菌属

的 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 分析ꎬ它不能将任何一种与其他种区

分开ꎻ徐正金等(２０１４)用 ４ 种限制性内切酶对固氮

酶基因 ｎｉｆＨ 进行酶切及聚类分析ꎬ发现 ＨａｅⅢ和

ＭｓｐⅠ的图谱类型多于 ＨｉｎｆⅠ和 ＨｈａⅠꎮ 本研究选

取了 ＨａｅⅢ和 ＭｓｐⅠ这 ２ 种限制性内切酶进行马尾

松叶际细菌多样性分析ꎬ结果表明ꎬ这 ２ 种酶可将

供试菌株分为 １９ 类ꎮ 若增加第 ３ 或第 ４ 种限制性

内切酶ꎬ分类结果是否与本结果一致ꎬ还需进一步

试验验证ꎮ
本研究结果发现ꎬ不同地理位置的细菌遗传类

型存在差异ꎬ如宁德古田马尾松叶际细菌酶切图谱

类型最多ꎬ三明尤溪叶际细菌仅有 １ 种遗传图谱类

型ꎬ这与已有的报道结果相似ꎬ如唐璎等(２０２４)发
现甘肃不同地区的紫花苜蓿 Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.
叶面附生的乳酸菌及青贮乳酸菌群落结构存在差

异ꎬ在河西干旱灌区ꎬ以植物乳杆菌 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｌａｎｔａｒｕｍ 为主ꎬ而在雨水充沛湿热的陇南地区ꎬ以
乳酸片球菌 Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ ａｃｉｄｉｌａｃｔｉｃｉ 和戊糖片球菌 Ｐ.
ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ 为主ꎮ 还有研究表明ꎬ植物叶际细菌种

群组成与病害的发生具有相关性ꎬ如烟草野火病

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｔａｂａｃｉ 不同发病等级的叶片与其叶际

细菌群落组成之间有着密切联系ꎬ叶际细菌物种丰

富度与野火病发病等级呈负相关(程浅ꎬ２０２０)ꎻ枯
梢病菌 Ｓｐｈａｅｒｏｐｓｉｓ ｓａｐｉｎｅａ 的侵染影响了赤松针叶

内生细菌的群落结构ꎬ枯梢病的发病程度与细菌多

样性及其相对丰度呈负相关(谢宪等ꎬ２０２１)ꎻ但高

爽(２０１６)研究发现ꎬ柑橘溃疡病 Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ ｃｉｔｒｉ
ｓｕｂｓｐ. ｃｉｔｒｉ 的发生能够影响叶表细菌群落结构和组

成ꎬ发病叶片样品的细菌群落结构组成较于未发病

样品更加复杂ꎮ 另外ꎬ杨瑞先(２０１３)研究发现ꎬ不
同树龄银杏 Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ Ｌｉｎｎ.叶片中细菌的种群

组成存在差别ꎮ 由此推测不同区域、不同病害发生

情况、环境条件、品种或树龄等因素均可能导致叶

际细菌多样性存在一定的差异ꎬ因此为了明确以上

相关因素对马尾松叶际细菌多样性的影响ꎬ还需更

加系统地进行样品采集、分离和分析ꎮ
１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技术具有快速、准确性高等优

点ꎬ是常用的细菌分子生物学鉴定方法之一ꎮ 但在

芽胞杆菌属中ꎬ其种间 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列高度相似ꎬ无
法单纯依靠该方法准确定位到种ꎬ而 ｇｙｒＢ 基因是

用于编码 ＤＮＡ 促旋酶的 Ｂ 亚单位ꎬ其进化速度高

于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列ꎬ 可以区分近缘种 (傅奇等ꎬ
２０２１)ꎮ 本研究在对杀松材线虫菌株 ＧＴ１０ 的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 基因序列进行分析时ꎬ发现菌株 ＧＴ１０ 与蜡样

芽胞杆菌模式菌株 ＡＴＣＣ１４５７９ 以及苏云金芽胞杆

菌 Ｂ. ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ 模式菌株 ＡＴＣＣ１０７９２ 聚为一支ꎻ
而依据 ｇｙｒＢ 基因序列构建的系统发育树分析结果

显示ꎬ菌株 ＧＴ１０ 与蜡样芽胞杆菌菌株 ＡＴＣＣ１４５７９
聚为一支ꎬ其可信度为 ９９％ꎬ高于依据 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序

列构建的系统发育树中的 ９３％ꎻ且菌株 ＧＴ１０ 与苏

云金芽胞杆菌菌株 ＡＴＣＣ１０７９２ 的距离更远ꎬ即二

者之间的同源性更小ꎬ进一步说明 ｇｙｒＢ 基因序列

分析用于区分细菌种的准确性较 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分
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析高ꎮ
据报道ꎬ广泛利用杀线虫的细菌主要有蜡样芽

胞杆菌、解淀粉芽胞杆菌 Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ 和短

小芽胞杆菌等ꎮ 郝颖等(２０１３)在腌制的芥菜表面

分离筛选得到一株具有较高毒杀松材线虫活的细

菌菌株ꎬ经鉴定为蜡样芽胞杆菌ꎬ其杀线虫率达

９９.０４％ꎬ具 有 很 强 的 杀 线 虫 活 性ꎮ 朱 丽 梅 等

(２００８)从松树的体内分离筛选出对松材线虫具有

较高毒杀线虫活性的解淀粉芽胞杆菌 ＪＫ￣ＪＳ３ꎬ朱丽

梅等(２０１１)又通过气质联用方法对该菌株分泌的

具有杀松材线虫活性物质的水溶液进行分析和鉴

定ꎬ鉴定出 ３ 种杀线虫化合物ꎮ 李亮亮等(２０１７)从
马尾松体内分离筛选到 ２ 株芽胞杆菌ꎬ其中短小芽

胞杆菌 ＬＹＭＣ￣３ 细菌悬浮液的 １０ 倍稀释液的处理

松材线虫 ２ ｄ 后线虫的死亡率达到 ９４.７０％ꎬ蜡样芽

胞杆菌 ＮＪＳＺ￣１３ 细菌悬浮液处理 ４８ ｈ 后线虫的死

亡率达到 ８１.５％ꎬ且可导致松材线虫虫体断裂、体
壁消解ꎮ 孙玉凤等(２０２３)研究发现ꎬ蜡样芽胞杆菌

ＮＪＳＺ￣１３ 可附着于松材线虫体表并分泌蛋白酶将松

材线虫杀死ꎮ 本研究从马尾松叶际分离获得的杀

松材线虫菌株蜡样芽胞杆菌 ＧＴ１０ 也具有较高的杀

线虫活性ꎬ处理线虫 ４８ ｈ 后松材线虫的死亡率达

９２.５６％以上ꎬ但该菌株细菌悬浮液中导致松材线虫

死亡的具体物质还需进一步研究ꎮ
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