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贝莱斯芽孢杆菌SF18-3的鉴定及对辣椒细菌性
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摘 要：近年辽宁地区辣椒细菌性斑点病[(Xanthomonas campestris pv.vesicatoria (Doidge) Dye]发生严重，为挖掘新的优

质高效生防资源，以辣椒细菌性斑点病菌BWB3为靶标，采用稀释平板涂布法从动物粪肥混合物中分离获得 1株高效

生防细菌 SF18-3。为进一步明确 SF18-3的生防潜力，利用抑菌圈法优化最佳发酵条件后，采用双抗体夹心法测定其

发酵液中 6种胞外酶活性，测定其室内抑菌活性并评价田间盆栽防治效果，并通过形态特征观察、生理生化试验与 16S
rDNA序列分析确定其分类地位。结果表明：以NB为基础培养基 140 r·min-1恒温 30 ℃发酵 84 h后 SF18-3抑菌效果最

好，发酵液中蛋白酶活性与木聚糖酶活性较高，分别为 536.13 U·L-1与 564.22 U·L-1；最佳发酵条件下平板抑菌圈直径

为 3.40 cm，盆栽防治效果达 70.17%；显微镜观察 SF18-3菌体呈杆状、有芽孢；革兰氏染色为阳性。16Sr DNA序列与已

知贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis) OK169608及(B. velezensis) OK147645聚为一类，结合其菌落形态与生理生化特征，

确定菌株SF18-3为贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)。
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Identification and Evaluation of Bacillus subtilis SF18-3 Against

Bacterial Spot Disease of Pepper
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Abstract：In recent years, bacterial spot disease of pepper [Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Doidge) Dye] has
occurred seriously in Liaoning province. In this study, a strain of biocontrol bacterium SF18-3, known for its high efficacy,
was obtained from a mixture of animal manure using the dilution plate coating method. The target organism for this isolation
was bacterial mottle blotch BWB3 in pepper plants. To further clarify the biocontrol effect of SF18-3, the optimal
fermentation conditions were optimized by antibacterial zone method, and the 6 extracellular enzyme activities were
determined by double antibody sandwich method. The antibacterial activities were determined in laboratory test and the
control efficiency were evaluated in pod experiment. The taxonomic status of SF18-3 was determined by morphological
characteristics observation, physiological and biochemical tests and 16S rDNA sequence analysis. The results showed that
SF18-3 had the best bacterial inhibition effect after fermentation for 84 h at 30 ℃ with NB as the basal medium at 140 r·min-1.
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The protease activity and xylanase activity in the fermentation broth were higher, which were 536.13 U·L-1 and 564.22 U·L-1,
respectively. Under optimal fermentation conditions, the diameter of the transparent circle was 3.40 cm on the plate and a
70.17% control efficiency on potting. SF18-3 was rod-shaped, spore, Gram-positive bacterium, and 16Sr DNA sequence
was clustered with Bacillus velezensis OK169608 and B. velezensis OK147645. According to colony morphology and
physiological and biochemical characteristics, strain SF18-3 was identified as B. velezensis.
Key words：bacterial spot disease of pepper; Bacillus velezensis; extracellular enzymes; control efficiency; identification

辣椒细菌性斑点病(bacterial spot disease of pepper)，又称细菌性疮痂病，由野油菜黄单胞菌致病变

种[(Xanthomonas campestris pv.vesicatoria(Doidge)Dye]引起[1-2]，是世界辣椒生产上普遍发生一种细菌性

病害[3-4]。病害主要为害植物叶片，最初病斑水渍状、黄绿色，后扩大成不规则斑块，病斑表面粗糙如疮

痂状，易造成叶片穿孔、脱落。我国东北三省早在 1991年就有该病害发生的报道[5]，近年调查发现辽

宁省该病害苗期发生严重，造成产量损失 10%～20%，严重时 80%以上，导致秧苗无法销售，损失极

大。生产上该病害的防治主要依赖于抗病品种及化学农药的使用，但辣椒细菌性斑点病病菌群体结

构复杂[6]，导致优质抗病性品种难以获得[1,7]，而化学农药长期使用增加了病菌抗药性、污染生态环境，

致使病害防治难度加大。生物防治具有适应性强、持效期长、安全等优点，成为化学杀菌剂有效可持

续替代手段[8-10]。芽孢杆菌属(Bacillus)作为一类重要的生防资源具有易生长、繁殖快、抗逆性强及拮抗

与促生作用被广泛应用于植物病害防治中[11-12]。其中，在防治由野油菜黄单胞菌致病变种引起的蔬菜

病害方面解淀粉芽孢杆菌(B. amyloliquefaciens)起着重要的作用[2,13-15]。贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis)是
芽孢杆菌属中被发现与分类较晚的一类[16]，可防治由真菌、细菌，病毒及线虫引起的多种植物病害，有

较好的应用与发展前景[17]。本研究以辣椒细菌性斑点病菌(Xanthomonas euvesicatoria) BWB3为靶标，

采用平板稀释法从动物粪肥混合物中分离并获得了一株对辣椒细菌性斑点病有明显抑制作用的生防

细菌 SF18-3。在优化 SF18-3发酵条件前提下利用双抗体夹心法测定其发酵液中 6种胞外酶活性，通

过室内抑菌试验与盆栽防治试验评价 SF18-3对病害的防治效果；结合形态特征、生理生化试验与 16S
rDNA序列分析结果，明确 SF18-3为贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis)。本研究结果可为辣椒细菌性斑点

病生物防治提供新的资源，并为深入开发利用菌株SF18-3提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试辣椒细菌性斑点病菌(Xanthomonas euvesicatoria) BWB3，由辽宁省农业科学院植物保护研究

所园艺作物病害研究室分离保存。革兰氏阴性对照菌株大肠杆菌(Escherichia coli) EM2，由沈阳农业

大学能源与环境研究室提供。盆栽甜椒品种为“early calwonder”，由辽宁省农业科学院蔬菜研究所辣

椒课题组提供，采用常规方法进行育苗与管理。供试培养基为牛肉膏蛋白胨培养基(beef protein medium,
BPM)、牛肉膏蛋白胨液体培养基、马丁氏培养基和高氏Ⅰ号培养基[18]。酶联免疫分析试剂盒购自上海

酶联生物科技有限公司。供试农药 0.3%四霉素水剂，购自辽宁微科生物工程有限公司；46%氢氧化

铜水分散粒剂，购自美国杜邦公司。

1.2 方法

1.2.1 BWB3菌悬液配制 将纯化的致病菌菌株BWB3于NA平板划线25 ℃静置培养72 h，无菌条件下

用接种环刮取菌体放置无菌水中配制成浓度为1×107 cfu·mL-1的菌悬液，用于含菌平板的制备。

1.2.2 生防菌株的分离 于2022年和2023年从辽宁省沈阳市采集马粪、牛粪、兔粪与猪粪等多种动物

粪肥混合物，采用稀释平板涂布法分离筛选生防菌株。分别制备10-5，10-6，10-7混合物稀释液涂布于牛

肉膏蛋白胨培养基分离细菌，将10-4，10-5，10-6稀释液分别涂布于马丁氏培养基与高氏Ⅰ号培养基分离

真菌与放线菌。涂布后平板置于25 ℃恒温培养2～3 d观察细菌生长情况、5～7 d观察真菌与放线菌生

长情况。每处理3次重复。挑取菌落特征不同的菌株纯化后4 ℃保存[18]。
1.2.3 含菌平板的制备 将1.2.1配制好的BWB3菌悬液(1×107 cfu·mL-1) 5 mL倒入晾至45～50 ℃ 45 mL
牛肉膏蛋白胨培养基中，制成浓度为1×106 cfu·mL-1的含菌平板。
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1.2.4 生防菌株初筛 采用抑菌圈法。将分离纯化的生防菌株于牛肉膏蛋白胨培养基25 ℃培养72 h
后，无菌条件下挑取并放置于含菌平板中央，25 ℃培养4～5 d测量抑菌圈直径，3次重复。

1.2.5 发酵条件优化 以牛肉膏蛋白胨液体培养基为基础培养基，设定SF18-3不同发酵条件：发酵时

间 (0～96 h)、温度 (10～40 ℃)、转速 (100～200 r·min-1)、初始pH值 (2.0～10.0)，考察不同发酵条件对

SF18-3抑菌效果的影响，以无菌NB培养液为空白对照，每处理3次重复。

1.2.6 SF18-3胞外酶活性测定 采用双抗体夹心法。酶联免疫分析试剂盒测定SF18-3最佳发酵条

件下获得的发酵液中溶菌酶(lysozyme)、蛋白酶(protease)、几丁质酶(chitinase)、木聚糖酶(xylanase)、纤维

素酶(cellulase)及乙酰辅酶A (acetoacetyl coenzyme A)酶活性。

1.2.7 SF18-3防治效果测定

1.2.7.1 不同浓度SF18-3菌液的制备 无菌条件下用移液器吸取SF18-3菌悬液(1×107 cfu·mL-1，方法

同1.2.1) 1 mL接种于装有150 mL牛肉膏蛋白胨液体培养基的250 mL三角瓶中以最佳发酵条件培养后

即为1×菌液，之后用无菌水依次稀释配制成10×、50×、100×、500×、1 000×菌液，用于室内抑菌活性测定

及盆栽防治效果评价。

1.2.7.2 室内抑菌活性测定 采用牛津杯法。无菌条件下先将灭菌的牛津杯放置于1.2.3制成的含菌

平板上，吸取1.2.7.1不同浓度SF18-3菌液200 µL注入牛津杯内，25 ℃下静置培养4～5 d后测量抑菌圈

直径，3次重复。

1.2.7.3 盆栽防治试验 于辽宁省农业科学院试验基地进行。采用人工接种方法在辣椒苗8片真叶

期进行。试验设8个处理：SF18-3的1×、10×、50×、100×、500×菌液及0.3%四霉素水剂57.5 mL·
(667m2)-1、46%氢氧化铜水分散粒剂50 g·(667m2)-1与清水对照。第1天将浓度为3×106 cfu·mL-1 BWB3
菌悬液(方法同1.2.1)均匀地喷雾至辣椒叶片的正反面[19]，翌日分别将8个处理药液均匀地喷施于叶片

正反面，以不流水滴为宜。7 d后第2次施药，14 d调查接种辣椒叶片的总叶数、各病情级别的叶片数、

病情级别，计算出病情指数。

病情级别划分标准[20]：0级：全叶无病斑；1级：病斑占叶面积的 5%以下；2级：病斑占叶面积的

6%～10%；3级：病斑占叶面积的 11%～25%；4级：病斑占叶面积 26%～50%；5级：病斑占叶面积的

50%以上。

按下列公式计算病指与防治效果[21]：
病情指数=∑(各级代表值×各级叶片数)/(发病最高代表值×调查总叶数)×100 （1）

防治效果(%)=(对照病情指数–处理病情指数)/对照病情指数×100 （2）
1.2.8 菌株SF18-3的鉴定

1.2.8.1 形态观察与生理生化试验 参照《植病研究方法》[19]与《常见细菌系统鉴定手册》[22]与对SF18-
3进行菌落培养性状、菌体形态与生理生化特征进行描述与鉴定，以大肠杆菌(Escherichia coli) EM2作
为革兰氏阴性对照菌株。

1.2.8.2 16S rDNA序列分析 使用十六烷基三甲基溴化铵(cetyltrimethylammonium bromide，CTAB)法
提取SF18-3基因组DNA，将提取产物经1.2%琼脂糖凝胶电泳，并用紫外分光光度计测定OD260/280值，并

检测其浓度及纯度后，进行16S rDNA扩增，产物利用NEP025-1切胶回收，由北京鼎国昌盛生物技术有

限责任公司测序。16S rDNA扩增引物为：27F：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′；1492R：5′-GGT⁃
TACCTTGTTACGACTT-3′。
1.3 数据处理

使用Excel 2016及 IBM SPSS Statistics 24进行数据统计与方差分析。

2 结果与分析

2.1 菌株SF18-3的分离与筛选

从动物粪肥混合物中分离获得有益微生物21株：细菌13株、真菌5株、放线菌3株。图1为对BWB3
有抑制作用的4株菌株，均为细菌。其中SF18-3抑菌效果最好，抑菌圈边缘清晰，直径为2.95 cm。
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2.2 发酵条件优化

由图 2a可知，菌株 SF18-3发酵 0～84 h时抑菌圈直径不断增大；84 h抑菌效果最好，抑菌圈直径

为 2.77 cm；84 h之后抑菌效果缓慢下降。由图 2b可知，温度为 10～30 ℃时 SF18-3抑菌效果不断上

升，30℃抑菌效果最好，抑菌圈直径为 2.74cm；温度高于 30℃抑菌效果开始下降。由图 2c可知，转速

100 r·min-1～140 r·min-1时 SF18-3抑菌效果随转速的升高而增加，140 r·min-1抑菌圈直径最大，为

2.92 cm；转速 140～160 r·min-1抑菌效果趋于稳定，大于 160 r·min-1抑菌效果下降。由图 2d可知，初始

pH值为 2.0～7.0时抑菌效果逐渐升高，pH值 7.0时抑菌效果最好，抑菌圈直径 2.73 cm；pH值大于 7后
抑菌效果逐渐降低

图1 生防菌株筛选

Figure 1 Screening for biocontrol strain

图2 生防菌株SF18-3发酵条件优化

Figure 2 Biocontrol strain SF18-3 fermentation conditions optimisation

a b

c d

2.3 SF18-3胞外酶活性

将 1.2.7.1制备的 SF18-3菌悬液以牛肉膏蛋

白胨液体培养基为基础培养基(初始 pH值 7.0)
经恒温 30 ℃摇床 140 r·min-1培养 84 h后，用双

抗体夹心法测定发酵液中 6种胞外酶活性。试

验结果表明，木聚糖酶活性最高，为564.22 U·L-1，
其次为蛋白酶活性536.13 U·L-1，其余依次为乙酰

辅酶 A 135.02 U·L-1与几丁质酶 131.77 U·L-1。
纤维素酶与溶菌酶活性最低，分别为64.18 U·L-1
与55.79 U·L-1(图3)。

图3 SF18-3发酵液胞外酶活性

Figure 3 SF18-3 extracellular enzyme activities
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2.4 SF18-3抑菌效果测定

2.4.1 室内抑菌活性 由图4和表1可知，最佳发酵条件下获得的SF18-3的1×菌液对致病菌BWB3的
抑制效果最好，平均抑菌圈直径为3.40 cm，比优化前增加0.45 cm；10×、50×、100×、500×菌液抑菌圈直

径分别为2.82，2.25，1.68，146 cm，而SF18-3的1 000×菌液对BWB3无抑制作用。0.05水平下SF18-3菌
液6个剂量处理之间均呈现显著差异。

图4 不同稀释倍数的SF18-3菌液室内抑菌试验

Figure 4 Indoor antibacterial activity experiment with different dilution ratio of SF18-3 bacterial solution

处理
Treatments
1
2
3
4
5
6

菌液稀释倍数
Dilution ratio of bacterial solution

1
10
50
100
500
1 000

抑菌圈直径/cm
Inhibition zone
3.40±0.05a
2.82±0.07b
2.25±0.04c
1.68±0.10d
1.46±0.04e
0.00±0.00f

注：不同小写字母为0.05水平上差异显著性。下同。
Note: Different lowercase letters mean significant differences at 0.05.The same below.

表1 SF18-3室内抑菌活性测定

Table 1 Determination of indoor antibacterial activity of SF18-3

2.4.2 田间盆栽防治效果 辣椒叶片接种后第14天调查结果表明(图5、表2)。随着SF18-3菌液浓度

的降低病斑面积逐渐扩大。菌株SF18-3的1×菌液防治效果可达70.17%，其余依次降低，分别为：

10×菌液防效为67.31%、50×菌液防效为65.47%、100×菌液防效为53.79%、500×菌液防效为41.46%；

对照生物农药0.3%四霉素水剂57.5 mL·(667 m2)-1防效为71.38%，对照化学农药46%氢氧化铜水分散

粒50 g·(667 m2)-1防效为75.94%。在F=0.05水平，SF18-3的1×菌液处理与3%四霉素水剂57.5 mL·(667 m2)-1
及46%氢氧化铜水分散粒剂50 g·(667 m2)-1处理对辣椒细菌性斑点病防治效果无显著差异；SF18-3的
10×菌液处理及50×菌液处理与SF18-3的1×菌液处理及3%四霉素水剂57.5 mL·(667 m2)-1处理防治效

果无显著差异，但与46%氢氧化铜水分散粒剂50 g·(667 m2)-1处理存在显著差异；SF18-3的100×菌液处

理与500×菌液处理对病害防治效果明显降低，与其余5个试验处理间均存在显著差异。

2.5 菌株SF18-3的鉴定

2.5.1 形态学特征 菌株SF18-3于NA培养基上菌落呈乳白色、干燥、无光泽、不透明、有褶皱、边缘不

整齐(图6)；显微镜下菌体呈杆状，有芽孢、革兰氏染色呈阳性(图7)。
2.5.2 生理生化特征 菌株SF18-3生理生化试验测定结果见表3。甲基红、过氧化氢酶、氧化酶反应
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与明胶液化试验为阳性，V-P反应、吲哚反应、硝酸盐还原与H2S产生试验为阴性。

2.5.3 16S rDNA序列分析 菌株SF18-3基因组DNA经1.2%琼脂糖凝胶电泳，得到2 000 bp的清晰均

匀的条带；16S rDNA扩增后经1.5%琼脂糖凝胶电泳并切胶回收得到1 426 bp的核苷酸序列。序列与

NCBI已知序列比对并用BioEdit及MEGA 7.0进行聚类分析，结果表明，SF18-3的16S rDNA序列与Bacil⁃

图5 SF18-3菌液防治辣椒细菌性斑点病盆栽试验

Figure 5 Pot experiment on the controlled of c bacterial spot disease of pepper by SF18-3 solution

药剂
Bactericide

SF18-3菌液
SF18-3 bacterial solution

0.3%四霉素水剂
0.3% tetramycin aqueous solution
46%氢氧化铜水分散粒剂
46% copper hydroxid water dispersed granule
清水对照
Control

浓度
Concentration

1×
10×
50×
100×
500×

57.5 mL·(667 m2)-1

50 g·(667 m2)-1

‒

病情指数
Disease index
5.93±0.21
6.53±0.97
6.85±0.16
9.17±0.69
11.67±1.82
5.69±0.42
4.77±0.21
19.91±1.20

防治效果/%
Prevention and control efficiency

70.17±2.00ab
67.31±3.40b
65.47±2.76b
53.79±5.03c
41.46±7.84d
71.38±1.61ab

75.94±2.56a

‒

表2 SF18-3菌液对辣椒细菌性斑点病盆栽防治效果评价

Table 2 The control efficiency of SF18-3 solution on bacterial spot disease of pepper

图6 SF18-3 菌落形态特征

Figure 6 SF18-3 colony morphology

图7 SF18-3 显微形态(1 000×)

Figure 7 SF18-3 Microscopic morphology (1 000×)
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lus velezensis OK169608及B. velezensis OK147645相似率均为99.93%，结合形态学观察与生理生化试验，

确定SF18-3为贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis) (图8)。

测定项目
Identification index
革兰氏染色
Gram staining
甲基红反应
Methyl red reaction
V-P反应V-P reaction
过氧化氢酶反应
Hydrogen peroxidase reaction
氧化酶反应
Oxidase reaction

结果
Results

SF18-3
+
+
‒
+
+

EM2
‒
+
‒
+
‒

测定项目
Identification index
吲哚反应
Indole reaction
硝酸盐还原
Nitrate utilization
H2S产生
H2S production
明胶液化
Gelatin hydrolysis

结果
Results

SF18-3
‒
‒
‒
+

EM2
+
+
‒
‒

表3 菌株SF18-3生理生化特征

Table 3 Physiological and biochemical characteristics of strain SF18-3

注：+表示试验结果为阳性；-表示试验结果为阴性。
Note: + indicated that the experiment result was positive; ‒ indicated that the experiment result was negative.

图8 菌株SF18-3 16S rDNA序列与NCBI已知序列聚类分析

Figure 8 Clustering analysis of strain SF18-3 16S rDNA sequence with known NCBI sequences

3 讨论与结论

贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)广泛分布于土壤、水体与植物组织中，有较好的土壤定殖与环

境适应能力[16]。该菌自发现以来在农业领域广泛应用[23]，特别是在植物病害防治中[24-26]，它可以通过

促进植物生长[27-31]、诱导植物系统产生抗性[32-33]及分泌活性抑菌物质[34-36]防治多种植物病害且效果显

著。其中，产生抗菌蛋白与脂肽类抗生素等抗菌活性物质是其发挥生防作用的主要机制[37]。研究发

现，B. velezensis YB15代谢产物中的β−葡聚糖酶对杨树紫纹羽病(Helicobasidium purpureum)等多种植物

真菌病害有抑制作用[38]；B. velezensis ZF2代谢产物中的蛋白酶和纤维素酶可以显著抑制黄瓜棒孢叶斑

病病菌(Corynespora cassiicola)等菌丝的生长[39]；B. velezensis CE100代谢产物中具有几丁质酶、蛋白酶和

β-1,3-葡聚糖酶活性，可以降解核桃炭疽病(Colletotrichum gloeosporioides)细胞壁，抑制孢子萌发和菌

丝生长[40]。

0.08

Pseudomonas sp. KF312468
Staphyococous FR839669

Bacilfus cereus JN700160
Bacillus velezensis OK147645
Bacillus velezensis OK169608
SF18-3
Paenibacilus peoriae AB680894
Paenibacillus polymyxa JN700208

Agrobacterium sp. HM151906
Chrobactrum sp. JN256921

Flavobacterium sp. HE681208
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贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis) SF18-3是以辣椒细菌性斑点病为靶标从动物粪肥中分离筛选获得

的一株优良生防细菌，其发酵液中代谢产物对辣椒细菌性斑点病防治效果明显，经优化后发酵液中含

有较高的蛋白酶活性与木聚糖酶活性，且抑菌活性增加。该研究结果可为后续解析编码菌株 SF18-3
抑菌物质的基因(簇)及明析次生代谢产物中抑菌成分提供理论基础。此外，研究还发现 SF18-3菌液

对番茄细菌性软腐病病菌(Pectobacterium carotovorum)与黄瓜细菌性角斑病病菌(Pseudomonas syringae)
均有较好的抑菌效果，这与许多研究发现贝莱斯芽孢杆菌具有广泛的抑菌谱一致[39,41-44]。由此可见，

贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis) SF18-3在防治蔬菜病害，特别是细菌病害中具有较高的生防应用潜力

和价值。
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