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摘要　 为明确萎缩芽孢杆菌 Bacillus
 

atrophaeus
 

XW-2 对松材线虫 Bursaphelenchus
 

xylophilus 的杀线活

性, 开发松材线虫病生防制剂, 研究通过室内浸渍试验, 测定了 XW-2 菌悬液和发酵上清液对松材线虫

的杀线活性。 结果表明, XW-2 的菌悬液和发酵上清液原液处理松材线虫 12
 

h 时, 松材线虫死亡率分别

为 100%和 91. 00%; 处理 24
 

h 的死亡率均可达 100%; 随着稀释倍数的增大, 线虫死亡率逐渐降低, 稀释

100 倍时, 菌悬液处理松材线虫 24
 

h 的线虫死亡率为 86. 67%, 发酵上清液处理的线虫死亡率为 63. 00%。
因此, XW-2 菌悬液和发酵上清液对松材线虫均具有杀线活性, 相同浓度下的菌悬液杀线活性显著 (P<
0. 05) 高于发酵上清液。
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Abstract　 To
 

determine
 

the
 

killing
 

activity
 

of
 

Bacillus
 

atrophaeus
 

XW-2
 

against
 

the
 

Bursaphelenchus
 

xylo-
philus, a

 

biocontrol
 

agent
 

against
 

pine
 

wood
 

nematode
 

disease
 

was
 

developed. The
 

killing
 

activity
 

of
 

XW- 2
 

bacterial
 

suspension
 

and
 

fermentation
 

supernatant
 

against
 

Bursaphelenchus
 

xylophilus
 

was
 

determined
 

by
 

the
 

in-
door

 

immersion
 

test. The
 

results
 

showed
 

that
 

when
 

XW - 2
 

bacterial
 

suspension
 

and
 

fermentation
 

supernatant
 

were
 

used
 

to
 

treat
 

pine
 

wood
 

nematodes
 

for
 

12
 

hours, the
 

correction
 

rates
 

for
 

pine
 

wood
 

nematodes
 

were
 

100%
 

and
 

91. 00%, respectively. However, after
 

24
 

h
 

of
 

treatment, the
 

corrected
 

mortality
 

rates
 

reached
 

100%. As
 

the
 

dilution
 

concentration
 

increases, the
 

mortality
 

rate
 

of
 

nematodes
 

gradually
 

decreases. However, after
 

dilu-
ting

 

the
 

bacterial
 

suspension
 

100
 

times
 

and
 

treating
 

nematodes
 

for
 

24
 

hours, the
 

corrected
 

mortality
 

rate
 

of
 

nema-
todes

 

is
 

86. 67%. However, after
 

diluting
 

the
 

fermentation
 

supernatant
 

100
 

times
 

and
 

treating
 

pine
 

wood
 

nema-
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todes
 

for
 

24
 

hours, the
 

corrected
 

mortality
 

rate
 

of
 

nematodes
 

is
 

63. 00%. Therefore, the
 

XW-2
 

bacterial
 

sus-
pension

 

and
 

fermentation
 

supernatant
 

both
 

had
 

bactericidal
 

activity
 

against
 

pine
 

wood
 

nematodes, and
 

the
 

bacte-
ricidal

 

activity
 

of
 

the
 

bacterial
 

suspension
 

at
 

the
 

same
 

concentration
 

was
 

significantly (P<0. 05)
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

fermentation
 

supernatant.
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　 　 松材线虫病 (Pine
 

wilt
 

disease, PWD) 是松

材线虫 Bursaphelenchus
 

xylophilus 寄生松树 Pinus
 

spp. 引起的一种系统性侵染病害, 对全球松树产

业造成严重影响。 该病害因易传播、 发病快、 防

治困难而在我国迅速扩散蔓延。 截至 2023 年底,
松材线虫病已在我国 18 个省 (区、 市) 136 个地

级市的 663 个县级行政区相继发生, 目前疫情已

扩散至我国北方吉林省[1] 。 对松材线虫病的新一

轮适生区预测分析表明, 我国大多数省区均属于

松材线虫病的高适生区或中适生区[2] 。 松材线虫

病严重破坏了松林等自然景观, 造成重大林业经

济和生态价值损失, 给林业管理部门和地方政府

带来较重的防治压力和经济负担。
世界各国均在松材线虫病治理中, 采取了包

括制定法律、 合理管护和加强检疫等不同的防治

策略, 以及物理、 化学和生物防治等技术措施,
虽取得一定成效, 但并未能遏制松材线虫病的扩

散蔓延[3] 。 目前我国松材线虫病防治的主要措施

包括疫情监测普查、 疫木除治、 媒介昆虫防治和

检疫封锁[4] 。 但现有措施和防治手段均未取得持

续性良好的防治效果, 松材线虫病依然是威胁松

林生态安全的重要生物因子。
生物防治是一种经济和环境友好型病虫害防

治技术, 已在各种林木病虫害防治中得到广泛研

究和应用[5-6] 。 筛选和鉴定具有杀松材线虫活性的

生防菌株是松材线虫病研究中的重要科学方向。
2018 年至今, 在国内外关于具有杀线活性的生防

菌株挖掘和应用的报道中, 关于根结线虫的报道

有 44 篇, 87 菌株; 关于胞囊线虫的报道有 10 篇,
16 菌株; 而关于松材线虫的报道仅有 11 篇, 8 菌

株[7] 。 在国内, 关于具有杀线活性生防菌的报道

多集中于根结线虫, 针对松材线虫的研究甚少[8] 。
目前国内报道的生防细菌以芽孢杆菌属为主, 生

防真菌以节丛孢属和镰刀菌属为主, 但均停留在

理论研究阶段[9] 。 因此, 挖掘更多具有杀线活性

的生物防治资源将为利用生防菌防控松材线虫病

提供科学依据。

芽孢杆菌是一类具有广阔应用前景的生防细

菌, 在植物病虫害的生物防治中发挥了重要作用。
黄华毅等[10] 从杨树 Populus

 

tomentosa 根际土壤中

分离鉴定到一株枯草芽孢杆菌 Bacillus
 

subtilis
 

SY-
15, 研究表明, 该菌株可产生蛋白酶和纤维素酶,
对植物病原真菌金黄壳囊孢菌 Cytospora

 

chryso-
sperma 抑菌活性为 100%, 是防治杨树腐烂病和其

他真菌病害的高效生防菌株。 梁文洪等[11] 的研究

发现, 森林假单胞菌 Pseudomonas
 

silvicola
 

T1-3-
2 对杉木炭疽病的抑菌活性达 65%以上, 并且对多

种植物病原真菌具有广谱抑菌特性。 本研究测定

了一株萎缩芽孢杆菌 Bacillus
 

atrophaeus
 

XW-2 对

松材线虫的杀线活性, 旨在为进一步利用该菌株

研制高效、 便携和实用性强的生防菌剂提供依据。

1　 材料与方法
1. 1　 供试材料

1. 1. 1　 供试细菌　 萎缩芽孢杆菌菌株 XW-2 分离

自杨树叶片, 微生物保藏号 CGMCC
 

No. 7698, 由

本课题组分离鉴定并保存于 20%甘油中。
1. 1. 2　 松材线虫　 松材线虫分离自广东省清远市

阳山县松材线虫病疫情小班的枯死马尾松 Pinus
 

massoniana 中, 采用贝曼漏斗法分离线虫[12] , 在

显微镜下经形态鉴定确认为松材线虫, 在 PDA 培

养基上培养拟盘多毛孢 Pestalotiopsis
 

sp. 至长满整

个培养皿, 挑取单条松材线虫雌虫至长满盘多毛

孢的培养皿里纯化培养, 并继代繁殖备用。 杀线

活性测定时用贝曼漏斗分离纯培养的松材线虫,
制备成浓度为 100

 

nematodes·100
 

μL-1 的线虫悬

浮液。
1. 1. 3　 培养基　 马铃薯葡萄糖琼脂培养基 (Pota-
to

 

dextrose
 

agar
 

(Medium), PDA): 马铃薯 200
 

g,
葡萄糖 10

 

g, 琼脂 18
 

g, 水 1
 

000
 

mL, 121
 

℃高温

高压灭菌 20
 

min 保存备用。 Luria-Bertani (LB)
液体培养基: 胰蛋白胨 10

 

g, 酵母提取物 5
 

g,
NaCl

 

10
 

g, 加去离子水至 800
 

mL, 待完全溶解

后, 用 5
 

mol·L-1
 

NaOH 溶液调 pH 至 7 后, 加去
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离子水定容至 1
 

000
 

mL, 121
 

℃高温高压灭菌 20
 

min 保存备用。 LB 固体培养基配制同液体培养基,
每 1

 

000
 

mL 培养基加琼脂 15
 

g。
1. 2　 菌悬液和发酵上清液的制备

将甘油保存的 XW-2 在 LB 固体培养基上进

行活化培养, 在 28
 

℃下培养 24
 

h 后, 挑取单菌落

于盛有 100
 

mL
 

LB 液体培养基的 250
 

mL 三角瓶

中, 180
 

r·min-1 震荡培养 24
 

h 至 O. D. 600≈9. 81,
然后 8

 

500
 

rpm 离心 10
 

min, 得到发酵上清液, 收

集备用。 同时用等体积无菌水悬浮菌体 O. D. 600 ≈
8. 23, 得到菌悬液备用。 按照 1︰10、 1︰50、 1︰
100 的体积比稀释菌悬液和发酵上清液, 分别测定

不同稀释倍数的菌悬液和发酵上清液对松材线虫

的杀线活性。
1. 3　 杀线活性测定

采用浸渍法测定杀线活性, 分别取菌悬液和

发酵上清液 1
 

mL 于 24 孔板中, 再分别加入 100
 

μL 松材线虫悬浮液 (100
 

nematodes), 用无菌水

做对照, 置于 28
 

℃培养箱中, 分别在处理 12
 

h 和

24
 

h 后, 收集线虫并清水复苏 4
 

h, 于显微镜下用

针刺法确认线虫死活状态并计数, 不蠕动且用挑

针刺激仍然不动的线虫视为死亡, 最后计算死亡

率, 每个处理设置 5 个重复。

R =
S2

S1

× 100%

式中, R 为死亡率, S1 为供试线虫总数, S2

为死亡线虫数。
1. 4　 数据分析

采用 Excel
 

2023 和 GraphPad
 

Prism
 

5 软件进行

数据处理, 选择 Two-way
 

ANOVA 进行方差分析。

2　 结果与分析

2. 1　 XW-2菌悬液对松材线虫的杀线活性

生测结果显示, XW-2 菌悬液原液处理松材

线虫 12 和 24
 

h 时, 松材线虫的死亡率均为 100%
(图 1 ~ 2); 稀释 10 倍的死亡率分别为 77. 00%和

94. 00%; 稀释 50 倍, 死亡率分别为 69. 00% 和

92. 67%; 稀释 100 倍, 死亡率分别为 59. 33%和

86. 67%。 该结果表明, XW-2 菌悬液对松材线虫

的杀线活性, 随着稀释倍数的增加显著降低 (P<
0. 01), 但在处理 24

 

h 时, 稀释 100 倍时菌悬液的

杀线活性高达 86. 67% (图 2)。

注: CK 为无菌水对照; 不同字母表示差异显著 ( P <
0. 05);∗在 P<0. 05 水平上差异显著,∗∗在 P<0. 01 水
平上差异显著。

Note: CK
 

is
 

control
 

of
 

ddH2O;∗ indicates
 

significant
 

differ-
ence

 

at
 

P< 0. 05,∗∗
 

indicates
 

significant
 

difference
 

at
 

P
<0. 01.

图 1　 XW-2 菌悬液与发酵上清液对松材线虫
12

 

h的杀线活性
Fig. 1　 The

 

activity
 

of
 

XW-2
 

suspension
 

and
 

supernant
against

 

pine
 

wood
 

nematode
 

for
 

12
 

h

注: CK 为无菌水对照; 不同字母表示差异显著 ( P <
0. 05);∗在 P<0. 05 水平上差异显著,∗∗在 P<0. 01 水
平上差异显著。

Note: CK
 

is
 

control
 

of
 

ddH2O;∗
 

indicates
 

significant
 

differ-
ence

 

at
 

P< 0. 05,∗∗
 

indicates
 

significant
 

difference
 

at
 

P
<0. 01.

图 2　 XW-2 菌悬液与发酵上清液对松材线虫 24
 

h的
杀线活性

Fig. 2　 The
 

activity
 

of
 

XW-2
 

suspension
 

and
 

supernant
against

 

pine
 

wood
 

nematode
 

for
 

24
 

h

2. 2　 XW-2发酵上清液对松材线虫的杀线活性

结果表明, XW-2 发酵上清液原液处理松材

线虫 12 和 24
 

h 时, 松材线虫的死亡率分别为

91. 00%和 100% (图 1 ~ 2); 稀释 10 倍的死亡率
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分别为 70. 00%和 90. 67%; 当稀释 50 倍时, 死亡

率分别为 64. 00%和 83. 67%; 当稀释 100 倍时,
死亡率分别为 42. 33%和 63. 00%。
2. 3　 菌悬液与发酵上清液杀线活性比较

结果表明, XW-2 菌悬液原液处理松材线虫

12
 

h 对松材线虫的杀线活性显著高于发酵上清液

原液 (P<0. 05) (图 1)。 随着稀释倍数的增加,
菌悬液的杀线活性始终高于发酵上清液。 当菌悬

液和发酵上清液均稀释 100 倍时, 菌悬液的杀线

活性极显著高于发酵上清液 (P<0. 01) (图 1),
死亡率约为发酵上清液的 1. 4 倍, 但两者对松材

线虫的死亡率均低于 60. 00%, 分别为 59. 33%
和 42. 33%。

XW-2 菌悬液和发酵上清液原液处理松材线

虫 24
 

h 时, 松材线虫的死亡率均为 100% (图 2)。
当两者均稀释 10 和 50 倍时, 菌悬液的杀线活性略

高于发酵上清液。 当两者均稀释 100 倍时, 菌悬

液的杀线活性极显著高于发酵上清液 (P< 0. 01)
(图 2), 约为发酵上清液的 1. 4 倍, 死亡率均高于

60. 00%, 分别为 86. 67%和 63. 00%。

3　 讨论与结论

松材线虫病是世界范围内的检疫性森林病害,
该病害致病机理复杂, 涉及病原 (松材线虫)、 寄

主植物 (松树)、 传播媒介 (松墨天牛 Monocham-
us

 

alternatus) 和环境条件等多个病害发生相关的

因素, 因此尚未有科学有效的防治措施[1] 。 生物

防治被认为是一种安全、 有效、 可行的植物病虫

害防治手段, 在有害生物防治领域发挥了重要作

用[5] 。 以真菌、 细菌、 放线菌为主要代表的生防

菌在自然界分布广泛, 种类繁多, 但已报道对松

材线虫具有杀线作用的种类还较少, 已有报道对

其杀线机理和林间应用产品开发的研究也比较

缺乏。
伊氏线虫真菌 Esteya

 

vermicola 是世界上第一

个报道且至今研究最为广泛和深入地对松材线虫

有高效防治作用的生防菌株[13-14] , 虽已明确伊氏

线虫真菌寄生松材线虫的分子机理, 但伊氏真菌

在林间发挥作用的关键技术仍未解决[15] 。 研究较

多且具有广泛应用前景的细菌主要有芽孢杆菌、
假单胞菌、 沙雷氏菌和巴氏杆菌等[16] 。 而对松材

线虫具有较高杀线活性的细菌多集中在芽孢杆菌

和假单胞菌[14,19] 。 芽孢杆菌是一类分布广泛、 易

于培养且研究较多的革兰氏阳性细菌, 苏云金芽

孢杆菌 B. thuringiensis 是目前最理想和用于害虫生

物防治最成功的芽孢杆菌, 但关于 Bt 对松材线虫

杀线活性和实际应用价值的研究也较少[16,20] 。 近

年来报道对松材线虫具有杀线活性的芽孢杆菌有

短小 芽 孢 杆 菌 B. pumilus 和 蜡 样 芽 胞 杆 菌

B. cereus[17] 。
早在 2008 年, 就有报道从松材线虫虫体和健

康马尾松中分别分离到 2 株坚强芽孢杆菌 B. firmus
 

GD1 和 GD2, 研究表明 2 株坚强芽孢杆菌均可延

长松材线虫的存活时间, 且高浓度的 GD1 和 GD2
能促进线虫的繁殖[21] 。 李亮亮等[17] 从湿地松 P.
elliotti 中分离到 1 株具有杀松材线虫活性的蜡样芽

孢杆菌 NJSZ-13, NJSZ-13 菌悬液处理松材线虫

48
 

h 后的线虫死亡率可达 81. 5%。 许嘉麟等[22] 随

后研究了 NJSZ-13 对松材线虫产卵和繁殖的影响,
表明 NJSZ-13 的菌悬液和发酵滤液均具有杀线活

性, 且都能抑制松材线虫产卵、 卵孵化和繁殖,
但发酵滤液在抑制产卵、 卵孵化和繁殖的效果显

著高于菌悬液。 本研究中萎缩芽孢杆菌 XW-2 是

分离自杨树叶片的内生菌, 结果显示, XW- 2 的

菌悬液和发酵上清液均对松材线虫具有较好的杀

线活性, 但菌悬液在 12
 

h 的杀线活性显著高于发

酵上清液, 而在 24
 

h 菌悬液与发酵上清液的杀线

活性均达到 100%, 但稀释 100 倍后, 菌悬液处理

松材线虫 24
 

h 的杀线活性显著高于发酵上清液。
生防细菌因其具有在植物体内分布的普遍性和

多样性, 且易于培养等优势, 近年来成为植物寄生

线虫生防菌研究的热点[23] , 目前已发现的具有杀线

活性的内生细菌有假单胞菌属[24] 、 嗜麦芽窄食单胞

菌 Stenotrophomonas
 

maltophilia[25] 、 缺陷短波单胞

菌 Brevundimonas
 

diminuta[26] 、 枯草芽孢杆菌[27]

等。 多数研究认为内生细菌主要通过产生次生代谢

化合物来调节线虫体内的酶和生物代谢通路, 从而

使线虫活力下降甚至死亡[23] , 例如蜡样芽孢杆菌能

产生胞外蛋白酶, 水解包括线虫角质层和胶原等,
造成线虫内溶物的泄漏, 最终杀死线虫[28] 。 而苏云

金芽孢杆菌在代谢过程中产生晶体蛋白毒素, 引起

线虫肠内膜渗透性增大, 从而破坏线虫肠道组织,
致使线虫死亡[29] 。

本研究首次报道了萎缩芽孢杆菌对松材线虫

的杀线活性, 与已报道的蜡样芽孢杆菌不同的是,
蜡样芽孢杆菌发酵滤液的杀线活性高于菌悬液,
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而本文中萎缩芽孢杆菌的菌悬液杀线活性高于发

酵上清液[22] 。 此外, 目前关于芽孢杆菌对线虫的

杀线活性成份和机理的研究, 均是在秀丽隐杆线

虫 Caenorhabditis
 

elegans 和根结线虫中开展的[16] 。
因此关于萎缩芽孢杆菌对松材线虫的杀线活性成

份和机理, 以及进一步的开发应用条件均需开展

深入的研究。
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