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近年来，植物寄生线虫是提高农作物产量中一个重要

的限制因素，尤以植物根结线虫和植物孢囊线虫对农作物庄

稼危害最大，分布范围也最广[1]. 生物防治是控制植物病害、

减少化学农药污染的有效途径，目前许多学者已经分离到了

抗植物寄生线虫的微生物资源，从各类文献报道来看，分离

到的抗线虫活性的菌株多为真菌，如淡紫色拟青霉 [2]、厚垣

轮枝孢菌[3]、哈茨木霉[4]、水生真菌YMF 1.01019 [5]等. 杀线虫

细菌主要是根际细菌和芽胞杆菌，如多粘类芽孢杆菌 [6]、蜡

样芽胞杆菌[7]、荧光假单胞菌和恶臭假单胞菌[8]. 虽然分离到

的微生物资源丰富，但仅有一部分被制成生防产品运用于实

际生活中，因此发掘高效且新颖的生物资源仍具有重要的意

义. 我们尝试从特殊生境的细菌中筛选出抗根结线虫活性的
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摘  要   对1 432株海洋和极地来源的细菌进行抗南方根结线虫的离体筛选，并对其中活性较好的一株菌进行菌种鉴

定并通过盆栽实验验证其在实际生防中的效果. 设计诱导系统抗性实验，测定植物防御酶活的变化，初步研究细菌

的抗虫机制. 结果显示，从1 432株细菌离体筛选得到了9株具有抗南方根结线虫的细菌，其中南极土壤来源的菌株
1A00316在离体和活体中均表现出较好的抗性，其生防效果达到71.67%，经鉴定该菌株为恶臭假单胞菌（Pseudomonas 
putida）. 诱导番茄系统抗性实验结果显示，经菌株1A00316发酵液处理后的番茄3种防御酶苯丙氨酸解氨酶（PAL）、

多酚氧化酶（PPO）以及过氧化物酶（POD）的酶活均显著提高，分析数据认为该菌株的菌体可诱导番茄系统抗性. 本
研究表明恶臭假单胞菌1A00316抗南方根结线虫效果较好，可作为微生物制剂应用于实际生防中；该菌不仅有直接抗

虫作用，还存在间接抗虫机制，其多重抗虫机制也具有进一步的研究价值. 表5 图1 参17
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Mechanism of antagonistic bacteria Pseudomonas putida 1A00316 from the 
South Pole soil against Meloidogyne incongnita*

TANG Jiapin1, SHAO Zongze2, ZHANG Zhitao1, LI Guangyu2, JING Xueping1, YU Ziniu1 & ZHANG Jibin1**

1State Key Laboratory of Agricultural Microbiology, College of Life Science and Technology, National Engineering Research Center for Microbial 
Pesticides, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China
2Key Laboratory of Marine Biogenetic Resources, Third Institute of Oceanography State Oceanic Administration, Xiamen 361005, China

Abstract   Meloidogyne incongnita causes serious damage to crops. Nowadays, attention has been paid to the side effects of 
chemical insecticides control. It is important to isolate the antagonistic microbe against root knot nemtaode from microbial 
resources. In this study 1 432 marine and polar isolates were screened against nematode to identify 9 strains with high 
nematocidal activity to study its biocontrol effect on nematode by pot experiments. Among them the strain 1A00316 isolated 
from the South Pole showed good inhibition on M. incongnita in vitro and in pot experiment, with biocontrol efficiency on 
nematodes as 71.67%. The experiment of induced systemic resistance (ISR) was conducted to study the possible mechanisms 
of 1A00316 against M. incongnita by determining the enzymes. Strain identification showed the strain 1A00316 belonged 
to Pseudomonas putida. The ISR mediated by strain 1A00316 in tomato clearly showed an improvement of activity of three 
defense enzymes: phenylalnineammonialyase (PAL), polyphenol oxidase (PPO) and peroxidase (POD) in tomato plants. 
The result indicated strain 1A00316 itself could induce systematic resistance to tomato and enhance their resistance against 
nematode. This research showed that P. putida strain 1A00316 has good resistance to M. incongnita, of both direct and induced 
systemic resistance, therefore can be used as microbial agents. 
Keywords  Meloidogyne incongnita; Pseudomonas putida; biological control; induced systemic resistance
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菌株，结合温室盆栽实验对其在实际生防效果进行评估，同

时从诱导抗性角度对其抗虫机制进行初步研究，并推测经过

活性菌株的处理后，植株的防御酶会有不同程度的提高，这

对以后进一步研究该菌的抗虫机制将具有重要的作用

1  材料与方法

1.1  供试菌株
海洋和极地细菌由中国国家海洋局海洋微生物菌种保

藏管理中心（MCCC）提供. 
1.2  南方根结线虫

南方根结线虫由南京农业大学李红梅教授提供. 
1.3  培养基

2216E：氯化钠19.45 g、蛋白胨10 g、酵母粉5 g、牛肉浸粉
1 g、乙酸钠1 g、氯化镁0.75 g、硫酸镁0.75 g、氯化钾0.55 g、柠

檬酸钠0.5 g、硝酸铵0.2 g、碳酸氢钠0.16 g、柠檬酸铁0.1 g、溴

化钾0.08 g、氯化锶34 mg、硼酸22 mg、硫酸锌10 mg、磷酸氢二

钠8 mg、硅酸钠4 mg、氟化钠2.4 mg、氯化锰0.5 mg、硫酸铜0.5 
mg，蒸馏水定容至1 000 mL，终pH 7.6 ± 0.2，121 ℃灭菌20 min. 

磷脂培养基：牛肉膏5 g、蛋白胨10 g、琼脂18 g，蒸馏水

定容至1 000 mL，pH调节至7.0左右灭菌备用. 鸡蛋黄5 mL、

生理盐水（过滤除菌）5 mL混匀后加入200 mL的前期基础培

养基中到平板备用. 
明胶液化培养基：蛋白胨5 g、明胶100-150 ，加蒸馏水定

容至1 000 mL，115 ℃灭菌20 min备用. 
1.4  抗南方根结线虫的细菌离体筛选试验

在平板 上将菌株划线分离活化得到单菌落；从海洋菌

平板挑取单菌 落到PA瓶中培养制备种子液（28 ℃，180 r/
min，16 h）；取1%种子液至三角瓶中摇瓶培养制备试验用

发酵液（28 ℃，180 r/min，48 h）；取发酵液上清过滤除菌后

备用；取根结线虫卵块用2%次氯酸钠表面消毒后用无菌水

孵育出二龄线虫备用. 用96孔板进行毒力测定，每孔吸取试验

用二龄南方根结线虫30头左右；加入定量（200 μL）过滤除菌

后的上清液，加入1%的氯霉素抑制；每种假单胞菌发酵液上

清设置3个重复，并用2216E培养基设置对照；20 ℃温育，分别

于24 h、48 h、72 h，在倒置显微镜下观察线虫存活情况；线虫

死活判断以针触之不动判定为死亡. 死亡率按以下公式统计：

1.5  菌株1A00316抗南方根结线虫的盆栽实验
番茄种子灭菌处理，70%酒精1 min，2%次氯酸钠消毒

10 min，无菌水洗涤3次；番茄种子在吸满水的滤纸上萌发；

将萌发的种子种植至无菌的培养土中 1 000 g（土:沙= 1:1），

每盆接种一颗番茄；待番茄长出4片真叶后，采用灌根法，每

盆接入5 mL细菌发酵液上清，接入3 d后接种3 mL幼虫悬浮

液(约1 000条)，对照接入5 mL蒸馏水. 每种处理设3次重复. 
在温室内培养  30 d后小心拔出番茄植株，用清水将根部的

土壤洗净，计数所有植株的根结数量；植株根试验 设2种处

理，设只接种线虫的番茄为空白对照处理CK. 根结指数参照

Negron和Acosta的方法 [9]分0-5级. 
0级：无根结或卵块；1级：1-2个根结或卵块 /株；2级：

3-10个根结或卵块/株；3级：11-30个根结或卵块/株；4级：31-
100个根结或卵块/株；5级：100个以上根结或卵块/株. 

1.6  菌株1A00316的鉴定及生理生化特征分析
将菌株进行革兰氏染色、卵凝脂酶实验以及明胶液化

实验，观察有无液化现象以及透明区域出现. 通过16S rRNA
的克隆和序列分析，确定待测细菌的属. 以菌株1A00316的总

DNA为模板，以27 F，1492 R引物扩增基因片段，获得了一条

大小为1.5 kb左右的特异性引物片段，与原核生物的16S rRNA
基因片段大小相符. 将该产物切胶回收后纯化，纯化的样品

测序. 将测序得到的1A00316的16S rRNA的基因的序列（1 155 
bp）在NCBI数据库中进行比对，选取与其序列重叠率≥98%
的部分菌株构建系统发育树. 

1.7  菌株1A00316诱导番茄系统抗性实验
1.7.1  植物温室实验及样品处理    盆栽种植番茄，待长出4片子

叶后，选择长势一致的植株作为供试植株 . 取大小相同的盆

砵，放入灭菌后的沙土（1:1），每盆移入5颗番茄幼苗，接种南

方根结线虫二龄幼虫1 000条左右，实验设5个处理，M为接

种根结线虫的处理，M316为接种根结线虫和1A00316发酵液

的处理；1A00316和1A00316S分别为接种1A00316发酵液及其

发酵液上清的处理，F组为未侵染根结线虫和未接种1A00316
的番茄植株. 每个处理3个重复，分别于处理番茄7 d、14 d、

21 d、28 d、35 d测试各处理的酶活指标. 
1.7.2  酶粗提液制备    准确称取1 g 番茄根系样品，放入预冷

的研钵中，加入1.5 mL 0.1 mol/L pH 8.8的硼酸缓冲液（内含1 
mmol/L EDTA，5 m mol/L巯基乙醇，聚乙烯吡咯烷酮PVP少

许）及约0.2 g 石英砂，冰浴中研磨成匀浆，转入离心管中；用

1.5 mL上述缓冲液冲洗研钵及研棒，合并转入离心管10 000 r/
min，4 ℃离心20 min，上清液即为酶的粗提液；将粗提液放

入冰箱中-20 ℃冷冻保存. 
1.7.3  酶粗提液蛋白含量的测定    参照考马斯亮蓝G-250法，用

牛血清蛋白做标准曲线；然后吸取各样品提取液0.1 mL，加

5 mL考马斯亮蓝G-250蛋白试剂，充分混匀；放置2 min后，在

595 nm波长下比色测定；记录吸光值，并通过标准曲线查得

各样品中蛋白质的含量. 其计算公式为：

1.7.4  苯丙氨酸解氨酶（PAL）酶活测定    将酶的粗提液用0.1 
mol/L pH 8.8的硼酸缓冲液稀释10倍 [10]；取洁净的试管加入

2.0 mL 0.1mol/L pH 8.8的硼酸缓冲液(不含巯基乙醇 )和1.0 
mL 0.02 mol/L苯丙氨酸，再加入0.5 mL稀释后的酶液，空白

对照（3.0 mL 0.1mol/L pH 8.8 的硼酸缓冲液和0.5 mL稀释酶

液）；仪器调零，在290 nm处测吸光值1（D1）；在40 ℃水浴中

反应15 min后立即终止反应，在290 nm处测吸光值2（D2），

每个样品重复3次；用OD2减OD1所得值为净增加值，以每小

时OD值变化0.01为一个酶活单位. 其计算公式：
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V为反应总体积（mL），a为测定时用的酶液量（mL），t为反

应时间（min）. 
1.7.5  多酚氧化酶（PPO）酶活测定    取200 μL酶粗提液用0.1 
mol/L硼酸缓冲液稀释2倍后取50 μL加入试管中 [10]；与2.95 
mL 0.05 mol/L pH 6.8含0.02 mol/L邻苯二酚的磷酸缓冲液混

合，以不加酶液而加同体积的提取缓冲液作为空白对照；30 ℃
水浴中反应2 min后，记录398 nm处光密度值，以每分钟OD值

变化0.01为一个酶活单位，每样品重复3次；其计算公式为：

ΔD398 nm：2 min时的D398 nm值减去0 min时的D398 nm值，V为反应

液体积（mL），t为反应时间（min）. 
1.7.6  过氧化物酶（POD）酶活测定    样品200 μL酶粗提液用
0.2 mol/L硼酸缓冲液稀释2倍后取50 μL加入试管中[10]；与3.0 
mL0.1 mol/L pH 5.8含18 mmol/L愈创木酚的磷酸钠缓冲液混

匀，在30 ℃水浴中平衡5 min；加入50 μL 2.5%（V/V）过氧化氢

溶液，混匀，起始酶反应，用同体积提取缓冲液代替酶液作为空

白对照；仪器调零，在470 nm处测光密度值记为D470 nm，每30 s测
1次，测5 min，以每分钟OD值变化0.1为一个酶活单位，样品

重复3次. 其计算公式为：

ΔD470 nm：5 min时的D470 nm值减去0 min时的D470 nm值，V为反应

液体积（mL），t为反应时间（min）. 

2  结果与分析

2.1  抗南方根结线虫的细菌离体筛选结果
通过线虫离体筛选试验共筛选出了9株具有杀虫效果的菌

株（表1），其中有6株的杀虫率达到80%以上，并且这些菌株都属

于假单胞菌属（Pseudomonas）. 本实验都是用菌株发酵上清液处

理，说明这些菌株分泌的某些次级代谢物具有抗虫作用，具体是

何种物质还有待进一步研究. 6株菌中有4株为铜绿假单胞菌（P. 
aeruginosa），考虑到以后的应用，选择对其中的一株效果较好的

菌株1A00316进行深入研究，确认其在实际生防中的作用效果. 

表1  抗南方根结线虫的海洋细菌筛选结果

Table 1  Screening of marine bacterium against Meloidogyne incongnita

菌株编号
Strain number

菌种信息
Genus

平均校正死亡率(r/%)
Mean corrected mortality

1A00316 Pseudomonas sp. 86.58 ± 4.21
1A00318 Pseudomonas sp. 58.8 ± 3.17
1A00364 P. aeruginosa 55.03 ± 2.03
1A01321 P. aeruginosa 80.95 ± 0.81
1A04311 P. aeruginosa 90.00 ± 1.11
1A05429 P. aeruginosa 98.00 ± 3.51
1A06830 P. plecoglossicida 83.72 ± 2.08
1A06832 P. otitidis 87.50 ± 7.22
1A06898 P. plecoglossicida 63.64 ± 2.31

2.2  菌株1A00316抗南方根结线虫盆栽实验结果
表2显示菌株1A00316对南方根结线虫的平均生防效果

为71.67%，与未用菌液处理的植株相比根结数明显减少，说

明该菌株在温室实验中也能起到抗南方根结线虫的效果. 

表2  抗南方根结线虫盆栽实验结果

Table 2  Pot experiment of control effect of strain 1A00316 against 
Meloidogyne incongnita

不同处理
Treatment

根结指数
Root knot index

生防效果(r/%)
Biocontrol effect

1A00316发酵液处理
Fermentation broth of 1A00316 1.33 ± 0.57 71.67±10.48

对照 Control 4.67 ± 0.57

2.3  菌种鉴定
以1A00316菌株的DNA为模板，以27 F，1492 R引物进行

PCR扩增，获得了一条大小为1.5 kb左右的特异性引物片段，

与原核生物的16S rRNA片段大小相符. 将该产物切胶回收后

纯化，纯化的样品测序. 将测序得到的1A00316的16S rRNA的

基因的序列（1 155 bp）在NCBI数据库中进行比对，选取与其

序列重叠率≥98%的部分菌株构建系统发育树（图1）. 由系

统树结构可知，与菌株1A00316同源性最近的菌株是恶臭假

单胞菌CNE 18（P. putida strain CNE 18），处于同一个分支. 
综上，结合16S rRNA基因分子鉴定及其前面的生理生化鉴定

结果，基本可以确定1A00316属于恶臭假单胞菌（P. putida），

该菌革兰氏染色阴性，明胶水解实验、卵磷脂酶实验阴性，

好氧，最适宜生长温度为25-28 ℃，具有特殊的腥臭味. 
2.4  菌株1A00316诱导植物系统抗性实验结果
2.4.1  苯丙氨酸解氨酶酶活变化    PAL的活性变化如表3所

表3  各处理番茄根系苯丙氨酸解氨酶活性的变化

Table 3  Changes of PAL activity in tomato roots with different treatments

处理时间 
Time (t/d)

苯丙氨酸解氨酶酶活  PAL activity (λ/U g-1)
M F M316 1A00316 1A00316S

7 3.46 ± 0.14B 43.30 ± 0.85D 5.84 ± 0.72C 1.06 ± 0.25A 4.06 ± 1.36B
14 4.00 ± 0.27B 2.59 ± 0.23AB 1.90 ± 0.37A 16.76 ± 1.3C 3.81 ± 0.28B
21 0.89 ± 0.07A 0.89 ± 0.07A 8.56 ± 0.88C 3.52 ± 0.31B 4.18 ± 1.29B
28 3.66 ± 0.49AB 2.72 ± 0.06B 2.34 ± 0.24A 4.65 ± 0.13C 4.36 ± 0.34C
35 3.95 ± 0.51A 3.65 ± 0.38A 5.45 ± 0.87B 6.02 ± 0.23B 3.85 ± 0.78A

表格中每列平均值后面的字母相同表示各处理间不具有显著性差异，字母不同表示各处理间具有显著性差异. 利用SPSS18.0进行Duncan多重比较分

析实验数据的差异显著性，显著水平为0.05. M：只接种根结线虫的番茄植株；M316：接种南方根结线虫以及生防菌1A00316发酵液的番茄植株；F：

未侵染根结线虫和未接种1A00316的番茄植株；1A00316：只接种生防菌1A00316发酵液的番茄植株；1A00316S: 只接种1A30016上清液的番茄植株. 
Uppercase letters indicate significant difference at the level of P < 0.05 (Duncan’s multiple range test). M: tomatoes inoculated with Meloidogyne incongnita; 
F: tomatoes without any treatment; M316: tomatoes treated with 1A00316 fermentation broth and Meloidogyne incongnita; 1A00316: tomatoes treated with 
1A00316 fermentation broth; 1A00316S: tomatoes treated with 1A00316 liquid supernatant of fermentation broth.
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示. 经1A00316处理的实验组较未经处理的实验组的PAL的

酶活均有增加的趋势. 与M组相比，M316组PAL活性于处理

后的第21天达到峰值，同时由表可以看出M316组的PAL酶活

性波动比较大，在第7天﹑第21天和35天的酶活性均显著高于

M组. 1A00316组的PAL活性在第14天达到峰值. 其中，第14天

时，1A00316组的的酶活为16.76 U/g，M组为4.00 U/g，F组为

2.74 U/g，1A00316组为M组的4.19倍，为F组的6.47倍；第21天

时，M316组的酶活为8.56 U/g，M组和F组均为0.89 U/g，M组

和F组的9.72倍，通过该表我们发现1A00316组的PAL活性在

第14、21、28、35天的测量值均比M组和F组高，而1A00316S
组只是在 第21、28天的PAL活性 显著高于M组和F组，说明

1A00316发酵液和上清液在一定程度上有诱导番茄PAL产生

的作用. 
2.4.2  多酚氧化酶酶活变化    1A00316组PPO的酶活除了第14天

低于M组和F组（表4），其余时间点酶活均明显高于M组和F
组. 1A00316组和M316组的PPO活性随着时间的增加而显著

提高. 第14天时，与M组相比，M316组的酶活显著低于 M组，

而第35天M316组显著高于M组，是M组的2.5倍；1A00316S组

的酶活在第7、21天两次酶活测定中没有显著差异，其他时间

点1A00316S组显著比M组低. 表明1A00316发酵液有诱导提高

PPO活性的作用，而1A00316S没有诱导提高PPO活性的作用. 
2.4.3  过氧化物酶酶活变化    1A00316组POD的活性始终显

著高于M组和F组（表5）. 第35天1A00316组POD的活性比M组

高11倍，比F组高7倍. M316组的酶活则表现出明显的波动性，

其中在第14天显著高于M组，第21天和第35天高于M组，而第

7天和第28天又低于M组. 1A00316S组也表现出一定的波动

性，第14天POD 的活性显著高于M组，第21天和35天与M组没

有显著差异，在第7天和第28天却显著低于M组. 实验结果表

明，与1A00316上清液相比，1A00316发酵液诱导POD活性的提

高较显著. 
综上，1A00316发酵液及其发酵上清液对植物系统诱导

抗性相关的3种酶PAL、PPO和POD的作用不同，1A00316发酵

液在观察的35 d内，对以上3种酶的活性有明显促进作用，而

1A00316上清液除了对PAL的活性提高有一定作用，对PPO和

POD作用不明显. 根据以上结果，确定1A00316菌体具有诱导

番茄对线虫的抗性作用. 

3  结论与讨论

本研究以海洋和极地细菌为筛选菌株，以南方根结线

虫病原靶标，筛选出9株具有抗根结线虫效果的假单胞菌，

其中一株有拮抗活性的恶臭假单胞菌1A00316，其发酵上清

液对线虫的拮抗活性为86.58%，温室盆栽实验数据显示其

对南方根结线虫的防治效率达71.67%，说明其 在活体 植株

中同样具 有良好的生物防治效 果 . 目前报道的抗南方根结

线虫的假单胞菌有荧光假单胞菌（P. f luorescens）[11]、恶臭

假单胞菌 [12]、门多萨假单胞菌（P. mendocina）[13]、栖稻假单

胞菌（P. oryzihabitans）[14]等根际细菌，这些假单胞菌抗线

虫机制主 要包括杀虫次级代 谢 物、诱导系统 抗性、与线虫

共同竞争营养位点 [15]等. 其中部分菌株的抗虫机制具多效

性，如研究发现假单胞菌CHA0产生的活性物质2,4-DAPG
（2,4-diacetylphloroglucinol，DAPG）既有直接触杀作用，又

可以诱导植株产生系统抗性 [16]. 从实验结果分析，当植物受

到侵害时，这些诱发因子诱导了植物产生防御反应，表现为

某些蛋白质如防御酶活的增加，这些蛋白质在正常情况下表

达量很低，但是当受到外界环境刺激时，可大量表达，增加

图1  1A00316菌株的系统发育树.
Fig. 1  Phylogenetic tree of strain 1A00316.
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南极土壤来源的恶臭假单胞菌1A00316抗南方根结线虫的机制  6期

果蔬的自身抗病能力[17]. 目前的文献报道具有诱导抗性的细

菌主要有荧光假单胞菌、枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、

类芽孢杆菌（Paenibacillus spp.）等，其作用机制也有所不同. 
这些生防细菌诱导产生的与植物抗病性防御反应相关的酶

类括POD、几丁质酶、超氧化物歧化酶（SOD）、PPO和苯丙

氨酸解胺酶等，ISR反应与这些酶活的增加有关 . 本研究通

过对番茄防御酶活进行测定，发现经菌株1A00316处理过的

PAL酶活、PPO酶活及POD酶活均能在一定程度有所提高，但

1A00316上清液对酶活的提高效果不明显，说明1A00316菌体

具有诱导番茄对线虫的抗性作用. 
本研究表明南极土壤来源的恶臭假单胞菌1A00316不仅

可以分泌某些活性成分直接抗南方根结线虫，还存在诱导系

统抗性的间接机制，但对于其诱导抗性的分子机制以及是何

种活性物质有直接的杀线虫作用还需要进一步研究. 极地来

源的微生物生长环境具有特异性，发掘新型抗线虫活性物质

的比例高于陆生微生物；同时盆栽实验结果说明可以将该菌

体制成微生物菌剂直接用于南方根结线虫的实际防治中，有

较强的应用价值. 
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