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生防细菌 YC-10 的杀线虫活性及其鉴定
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摘要: 从烟草中分离出 1 株对根结线虫和胞囊线虫有较高生物活性的内生细菌菌株—YC-10。将该细菌发酵滤液原液及
5、10、20 和 40 倍稀释液处理南方根结线虫，96 h后线虫死亡率均达到 100%，处理大豆胞囊线虫 96 h，致死率大于 90%，在
植物线虫生物防治上显示出巨大的应用前景。通过形态特点、理化特征以及 16SrDNA 序列同源性分析将菌株 YC-10 鉴定
为苏云金芽孢杆菌( Bacillus thuringiensis) 。对发酵液活性成分理化性质研究表明，活性成分对热稳定，高温、蛋白酶 K 处
理不影响其杀虫活性，而酸性条件下杀线虫活性比碱性中更强。为后续杀线虫活性成分的分离及杀线虫机理研究奠定
基础。
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Abstract : A biocontrol bacterium YC-10 was isolated from tobacco and tested for the nematicidal activity．
The bacterium culture diluted 1，5，10，20 and 40 times all showed high nematicidal activity to Meloidogyne
incognita and Heterodera glycines Ichinohe． After the nematodes were treated with the culture for 96 hours，
the lethal rate of the M． incognita attained 100% and the H． glycines Ichinohe over 90% ． The results indica-
ted the potential application of biocontrol to nematode． The bacterium YC-10 was identified as Bacillus
thuringiensis according to its 16S rDNA sequence and morphological，cultural，physiological and biochemical
features． Study on the active substances of physical and chemical properties could showed that the substances
were heat-stable and high temperature or the Proteinase K digestion not affect its nematicidal activity． The
study also showed that nematicidal activity was stronger in acidic solution than in alkaline solution． The study is
the foundation for separating the active ingredient and its mechanism of nematicidal activity．
Key words: biocontrol bacterium ; nematicidal activity ; identification; Bacillus thuringiensis
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植物寄生线虫病是农作物的重要病害之一。
它的危害超过细菌和病毒，仅次于真菌病害。全球
每年由植物寄生线虫所造成的作物损失超过千亿
美元，线虫病害已成为农业生产上的一个突出问

题［1］。生产上常采用化学杀线虫剂来防治植物寄
生线虫病害，但目前市场上杀线虫剂品种少、毒性
高，且长期单一的施用高毒、高残留化学杀线虫剂，
不仅对环境造成了严重的污染，农产品中农药残留
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严重超标，同时线虫抗药性问题也日益突出［2］。
近些年来随着绿色农业口号的提出，化学农药的使
用越来越受到限制，除了继续探索低毒、低残留、高
选择性的化学农药外，人们更关注开发生防制剂以
作为化学农药的补充或替代品［3］。杀线虫微生物
作为植物病原线虫的重要天敌，是自然界中控制、
平衡和调节线虫种群数量的重要生物因子［4］。因
此，利用线虫天敌微生物开发生物杀线虫剂，具有
巨大的经济效益与环境效益。不断开发新的生物
防治菌体和研制生物农药是一条提高防效、减少线
虫抗药性的有效途径［5］。线虫天敌微生物种类繁
多，有真菌、细菌、放线菌等。而细菌由于易于培
养、定殖，且对植物寄生线虫的致死性强，展现出广
阔的应用前景和市场开发潜力［6］。

作者从烟草中分离筛选到 1 株对植物寄生线
虫具有较强毒杀作用的内生细菌菌株，初步命名为
YC-10。通过室内生测测定了 YC-10 细菌菌株对
南方根结线虫( Meloidogyne incognita) 、大豆胞囊
线虫( Heterodera glycines ) 的杀线虫活性，并采用
形态学、生理生化分析以及 16S rDNA 序列分析等
方法对其进行了种类鉴定。为将其研制开发成杀
线虫微生物产品奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 供试菌种与虫源

细菌菌株 YC-10 采用稀释平板法分离烟草，
分离方法参见文献［7］，将根结线虫发病田块采回
的健康烟草样品在自来水下冲洗干净，用 1%的次
氯酸钠消毒 10 min，灭菌水冲洗 3 次，在灭菌水中
捣碎，将液体稀释后涂布在 NA 培养基中。28℃下
培养 48 h后，挑取培养特征相异的单菌落，重复在
新的平板培养基上划线纯化培养。 － 20℃甘油保
存待用。

南方根结线虫 ( M． incognita) 采自湖南湘西，
烟草室内盆载培养方式保存。当烟草根系上有大
量卵囊出现时，取出根系，用水轻轻冲洗，小心取下
卵囊，放在 0． 5%的次氯酸钠中消毒 3 min、用灭菌
水冲洗 3 次，放在有灭菌水的培养皿中，25℃恒温
培养，3 d后每 24 h收集新孵化的南方根结线虫 J2
备用;大豆胞囊线虫( H． glycines) 为中国农科院植
保所彭德良研究员实验室赠送并盆栽保存，通过淘
洗过筛法收集胞囊，将胞囊放在 0． 5%的次氯酸钠
中消毒 3 min，用灭菌水冲洗 3 次，放在含有少量灭

菌水的培养皿中，25℃恒温箱中培养，7 d 后开始
收集孵化的 J2。

1． 2 YC-10 细菌菌悬液对南方根结线虫和大豆
胞囊线虫的作用

利用南方根结线虫进行初步活性筛选，获得对
根结线虫具有活性的菌株。将活性最强的 YC-10
菌株活化培养后，挑取菌落在 1 mL 灭菌水中混匀
成菌悬液( 菌液浓度 ＞ 109 cfu /mL ) ，再加入 50 μL
( 内含 50 条以上南方根结线虫) 线虫液，25℃的恒
温箱中培养，48 h 后观察南方根结线虫的死亡情
况，并计算死亡率。以灭菌水作对照，3 次重复。
大豆胞囊线虫试验方法同上。

1． 3 YC-10 细菌发酵滤液对南方根结线虫和大
豆胞囊线虫的作用

1． 3． 1 YC-10 细菌发酵滤液的制备 将分离获得
的 YC-10 细菌菌株接种到 LB 发酵培养基中，30℃
摇床 220 r /min 培养 5 d 获得细菌发酵液，以
10 000 r /min离心 10 min取上清液即为发酵滤液。
1． 3． 2 发酵滤液对线虫的毒力测定 将发酵液依
次用灭菌水稀释成 1 ( 原液) 、5、10、20 和 40 倍，分
别处理南方根结线虫和大豆胞囊线虫 J2 幼虫，以
培养基处理作为空白对照。每处理重复 3 次。挑
取消毒后的根结线虫或胞囊线虫 J2 幼虫放于已灭
菌的 24 孔酶标板的小孔中，分别加入 2 mL 不同
稀释倍数的发酵滤液或培养基，放入 25℃恒温培
养箱中培养，于 24、48、72 和 96 h 进行观察计数，采
用针触法判断并记录线虫死亡情况。
1． 3． 3 发酵滤液对南方根结线虫卵孵化的影响
参考 Coolen等［8］方法，制得浓度为 5 000 粒 /mL
的卵悬浮液。将发酵液原液 1 mL 加入到 1 mL 卵
悬浮液中，以灭菌水作对照，3 次重复。置 25℃恒
温培养箱中培养孵化。7 d后观察卵的孵化情况。
1． 3． 4 发酵滤液对大豆胞囊线虫胞囊孵化率的
影响 取新鲜饱满的胞囊，灭菌水冲洗，0． 5% Na-
ClO 表面消毒 3 min，灭菌水冲洗 3 次，放入灭菌培
养皿中的擦镜纸上，在培养皿中加入细菌发酵液 3
mL，以灭菌水处理作为空白对照，3 次重复，25℃
恒温培养箱中孵化。7 d后统计孵化出的 J2 数量。

1． 4 菌株 YC-10 的种类鉴定

1． 4． 1 形态观察 在 LB 琼脂平板上划线，30℃
恒温培养 2 d 后观察菌落形态。革兰氏染色及芽
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孢染色后镜检，染色方法参照文献［9］。同时进行
扫描电镜观察，电镜样品制备方法参见文献［10］。
1． 4． 2 菌株的生理生化试验 生理生化试验方法
参见文献［11］。
1． 4． 3 生防菌株 16SrDNA 序列测定及比对 利
用细菌 16S rDNA 通用引物对序列进行扩增。引
物序列: P1 ( 5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-
3') 和 P2 ( 5'-ACGGTTACCTTGTTACGACTT-3')。20
μL扩增反应体系所加试剂参照文献［12］，反应条
件为 94℃预变性 5 min; 94℃变性 45 s，52℃退火
30 s，72℃延伸 45 s，共 30个循环; 72℃延伸 10 min，
4℃保存。扩增产物经 1． 0%琼脂糖凝胶电泳检测
后割胶回收，送至华大测序。测序结果在 GenBank
中进行 blast，并选取相似性较高的几株菌株的 16S
rDNA 序列，用 DNAMan软件进行同源性分析。

1． 5 生防菌株 YC-10 活性成分理化性质研究

利用 pH计对发酵液酸碱度进行测定，同时利
用 12． 5% SDS-PAGE凝胶电泳检测发酵液中是否
有蛋白产生。通过利用不同温度处理和调节发酵
液 pH方法，检测活性成分对热和酸碱度的稳定
性。将发酵液分别用 40、60、80 和 100℃ 处理
15 min 后进行杀线虫活性测定。酸碱度对发酵液

中活性成分稳定性的影响研究，采用将发酵液 pH
调节到 3． 0、5． 0、7． 0、9． 0 和 11． 0 后，检测其杀线
虫活性。用蛋白酶 K 处理发酵液，65℃处理 1 h
后，检测发酵液对线虫 J2 的生物活性。

2 结果与分析

2． 1 细菌 YC-10 菌悬液对南方根结线虫和大豆
胞囊线虫的作用

试验结果表明，细菌 YC-10 菌悬液处理南方
根结线虫 J2 48 h 后，其校正死亡率达到了
82． 1%，大豆胞囊线虫的校正死亡率较南方根结线
虫稍低，为 77． 5%，但差异不显著( P ＞ 0． 05 ) 。说
明菌株 YC-10 菌悬液对南方根结线虫和大豆胞囊
线虫都表现出很高的活性( 表 1) 。

2． 2 细菌 YC-10 发酵滤液对南方根结线虫 J2 幼
虫的活性测定结果

YC-10 细菌发酵滤液原液及不同稀释倍数对
南方根结线虫 J2 都具有较强的毒杀作用。当稀释
倍数小于 10 倍，处理 24 h 对南方根结线虫的致死
率达到 100%。40 倍稀释液在 96 h 内也使南方根
结线虫全部死亡。与对照相比都达到了极显著的
差异水平( P ＜ 0． 05) ( 表 2) 。

Table 1 Effect of bacteria suspension on J2 root-knot and cyst nematode

Nematode Treatment Mortality of J2 /% Revised mortality /%

Meloidogyne incognita bacteria suspension 82． 1 82． 1
CK 0 -

Heterodera glyciness bacteria suspension 85． 2 77． 5
CK 7． 7 -

Note: Data are the averages of three replicates．

Table 2 Effect of different diluted fermentation filtrate of bacteria on root-knot nematode J2

Dilution
24 h

Mortality / ( % )
48 h

Mortality / ( % )
72 h

Mortality / ( % )
96 h

Mortality / ( % )

CK 0 Dd 0 Dd 0 Cc 0 Bb

1 100 Aa 100 Aa 100 Aa 100 Aa

5 100 Aa 100 Aa 100 Aa 100 Aa

10 100 Aa 100 Aa 100 Aa 100 Aa

20 87． 0 Bb 90． 9 Bb 100 Aa 100 Aa

40 66． 2 Cc 75． 0 Cc 85． 3 Bb 100 Aa
Note: The letters in table were the results of Duncan's test． Capital and small letter indicated P≤0． 01 and P≤0． 05，sepa-
rately．
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2． 3 YC-10 细菌发酵滤液对胞囊线虫 J2 幼虫的
活性测定结果

细菌发酵液对大豆胞囊线虫也具有很好的杀
虫活性，原液 24 h内使胞囊线虫全部致死，40 倍稀
释液 96 h后对胞囊线虫的致死率也超过 90%，与
对照差异显著( 表 3) 。

2． 4 YC-10 细菌发酵滤液对根结线虫卵及胞囊
线虫胞囊孵化的影响

发酵滤液不仅对南方根结线虫 J2 有很高的生
物活性，而且对根结线虫卵的孵化也存在很明显的
抑制作用。发酵滤液处理根结线虫卵 5 d 后对根
结线虫卵孵化抑制率达到 71． 7%，而对大豆胞囊
线虫胞囊的孵化率也存在显著的抑制作用( 表 4) 。

2． 5 菌株 YC-10 的鉴定结果

2． 5． 1 菌株 YC-10形态及生理生化特征鉴定结果

菌株 YC-10 生长对培养基要求不高，在普通培养
基上即可生长。LB 培养基平板上生长良好，30℃
下恒温培养 2 d 菌落直径可达到 0． 2 ～ 0． 5 cm，菌
落圆形或椭圆形、不透明、边缘不齐。液体培养基
中菌液淡黄色，无菌膜和菌环。好氧、G +、短杆状
或形成短链，大小为 ( 1． 0 ～ 1． 2 ) μm × ( 3． 0 ～
4． 0) μm，产椭圆形芽孢、中生。菌株及芽孢形态
见图 1 和图 2。芽孢对高温、抗生素、紫外线抗性
强。最适生长温度 30℃，最高生长温度 45℃，最低
生长温度 10℃。该菌株过氧化氢酶反应、V． P 反
应均为阳性，水解淀粉、明胶、卵磷脂，不能水解酪
氨酸，不能将苯丙氨酸氧化脱氨，含有脲酶，葡萄糖
发酵产酸，利用木糖、甘露醇不产酸，有棱形和不规
则形晶体产生。

菌株形态及生理生化特征研究结果表明菌株
YC-10 与苏云金芽孢杆菌 ( Bacillus thuringiensis )
特征相符。

Table 3 Effect of different diluted fermentation filtrate of bacteria on cyst nematodes J2

Dilution
24 h

Mortality / ( % )
48 h

Mortality / ( % )
72 h

Mortality / ( % )
96 h

Mortality / ( % )

CK 0 Ee 0 Dd 0 Dd 1． 2 Cc
1 100 Aa 100 Aa 100 Aa 100 Aa
5 100 Aa 100 Aa 100 Aa 100 Aa
10 93． 8 Bb 100 Aa 100 Aa 100 Aa
20 73． 3 Cc 82． 5 Bb 93． 0 Bb 100 Aa
40 59． 5 Dd 71． 5 Cc 80． 4 Cc 90． 4 Bb

Note: The letters in table were the results of Duncan's test． Capital and small letter indicated P≤0． 01 and P≤0． 05，se-
parately．

Table 4 Effect of bacteria fermentation filtrate on hatching of eggs and cysts

Treatment
Meloidogyne incognita

Fermentation filtrate CK

Heterodera glycines

Fermentation filtrate CK
Hatched J2 numbers 502． 3 1 773． 7 28． 7 75． 7

Relative restrained

rates /% 71． 7 62． 1

Note: Data are the averages of three replicates．
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2． 5． 2 菌株 YC-10 16S rDNA 序列测定及比对
结果 以通用引物进行菌落 PCR，产物经 PCR
Product Purification kit纯化后进行序列测定，获得
1 458 bp 的片段( 图 3) 。将序列在 GenBank 中进
行 blast，发现与苏云金芽孢杆菌及蜡状芽孢杆菌
的相似性都超过 98%。选取相似性较高的几株苏
云金芽孢杆菌和蜡状芽孢杆菌的 16S rDNA 序列，
经 DNAMan软件做同源性比较，结果表明与菌株
B． thuringiensis TSH67 ( AB508858 ) 以及菌株
B． cereus NA10( FJ462699) 同源性都是 100%。

根据形态特征以及生理生化特点，参考 16S
rDNA 序列分析结果，认为生防菌株 YC-10 为苏云
金芽孢杆菌( B． thuringiensis) 。

2．6 生防菌株 YC-10活性成分理化性质研究结果

通过对发酵液 pH 测定结果表明，细菌菌株
YC-10发酵培养后，发酵液的 pH值由发酵前的 6． 9
变成 8． 9，表明有碱性物质产生。SDS-PAGE 凝胶
电泳检测结果表明细菌有胞外蛋白的产生，分别在
97、66、24 kD 左右共有 4 条蛋白条带产生( 图 4) 。

Fig． 3 16S rDNA of sequence
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Fig． 4 SDS-PAGE electrophoresis of fermen-
tation broth

M : protein marker，lane1the protein of fermentation broth．

发酵液分别用 40、60、80 和 100℃处理 15 min
后，杀线虫活性测定结果显示，对南方根结线虫作
用活性没有发生明显改变，表明活性成分具有较高
的热稳定性。呈碱性的发酵液 pH 调到 3． 0、5． 0、
7． 0、9． 0 和 11． 0 后处理南方根结线虫，试验结果
显示活性成分在酸性环境中杀线虫作用最强，pH
为 3． 0、5． 0 的发酵液处理南方根结线虫 2 h 后线
虫全部死亡，且部分开始解体，而呈中性和碱性的
发酵液的作用稍弱，但当在 8 h 时也全部死亡。利
用蛋白酶 K 处理过的发酵液对根结线虫的生物活
性没有太大影响。说明蛋白酶 K 不能水解发酵液
中的杀线虫活性物质。

3 结论与讨论

随着人们环保意识的加强以及大量高毒、高残
留农药的禁用，人们对植物寄生线虫病害的防治研
究也有了极大的转变。由于长期大量高毒、高残留
化学农药的使用，不仅对环境造成了严重的污染，
线虫抗药性也成倍的增加，使得防治越来越困
难［13］。线虫学家们力图通过利用真菌、细菌以及
放线菌等微生物及生物农药代替化学农药来防治
线虫病害［14］。本研究筛选得到的内生菌株 YC-10

的菌悬液、发酵液对根结线虫、胞囊线虫的 J2 幼虫
都具有较强的生物活性，能显著抑制根结线虫卵的
发育以及胞囊线虫胞囊的孵化，表现出在植物寄生
线虫生物防治上的巨大潜力。但该芽孢菌株产生
的生物活性物质的分离及结构鉴定以及菌株对线
虫的作用机理和田间防治效果等方面还有待于进
一步的研究。

芽孢杆菌在植物病害防治中是一类重要的微
生物资源［15］，但很少用于植物线虫的防治。仅有
穿刺芽孢杆菌( B． penetrans) 在线虫病害防治上发
挥了较大的作用。但穿刺芽孢杆菌的难培养一直
成为产业化的技术瓶颈，从而不能广泛应用于生产
实践［16 ～ 19］。因此，研究和开发易于培养的其他杀
线虫的芽孢杆菌对于植物线虫病害防治具有十分
重要的意义。本研究中苏云金芽孢杆菌菌株 YC-
10 易于培养、活性高，适宜于产业化生产，具有极
大的应用前景。苏云金芽孢杆菌能杀死的鳞翅目、
双翅目、鞘翅目和直翅目等多个目的昆虫幼虫，
1961 年 Ciordia等［20］首次发现 Bt苏云金亚种对线
虫有杀灭作用。后来 Prasad 等［21］报道了 Bt 外毒
素对根结线虫有较高的毒力。但具有杀线虫活性
的苏云金芽孢杆菌菌株并不多，Bravo 等［22］在墨
西哥全国范围内采集分离的 496 株苏云金芽孢杆
菌中没有发现带有合成杀线虫毒素基因的菌株。
本研究中筛选获得的苏云金芽孢杆菌表现出对植
物线虫很强的毒杀活性，对开发研制新的杀线虫
Bt生防制剂具有非常重要的意义。

农业上最重要的植物线虫是根结线虫和胞囊
线虫［5］。南方根结线虫是引起我国作物根结线虫
病的主要病原种，对我国农业生产造成了严重的损
害。尤其在蔬菜生产上，根结线虫病已经成为制约
我国蔬菜生产的重大病害之一，在南方各省以及北
方大棚蔬菜区均有发生，常年造成减产 15% ～
20%，严重时 70%以上甚至绝收。而大豆胞囊线
虫病是我国连作大豆的主要病害，成为大豆生产的
主要障碍［23］。利用农业生产上造成严重损失的根
结线虫、胞囊线虫等病原线虫开展杀线虫微生物的
筛选以及获得对植物线虫具有毒杀作用的活性物
质，这对加快我国杀线虫微生物制剂以及生物制剂
的研发、丰富杀线虫剂的种类具有非常重要的
作用。
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