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辐射诱变贝莱斯芽孢杆菌及其对辣椒炭疽病抑菌效果
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摘要 采用 60Co-γ射线和电子束辐射诱变贝莱斯芽孢杆菌选育遗传稳定的突变菌株，用平板对峙法及四点法

对突变菌株进行初筛和复筛，研究其对辣椒炭疽病菌的抑菌效果。结果表明：菌悬液经 60Co-γ射线辐照，贝

莱斯芽孢杆菌D10值为2 366 Gy，在100~2 000 Gy诱变剂量范围内芽孢杆菌致死率随着辐照吸收剂量的增加

而升高。在 2 000 Gy辐照吸收剂量下，贝莱斯芽孢杆菌的致死率为 81.8%，并筛选出 5株（B004、B112、

B114、B117、B118）突变菌株，其对辣椒炭疽病菌抑制率由出发菌株的 51.2%分别提高到 57.5%、58.0%、

57.0%、57.7%和59.9%；贝莱斯芽孢杆菌菌悬液经电子束（10 MeV）辐照，贝莱斯芽孢杆菌D10值为499 Gy，

在100~600 Gy诱变剂量范围内，芽孢杆菌致死率随着辐照吸收剂量的增加而升高，在400 Gy辐照吸收剂量

下，贝莱斯芽孢杆菌致死率为91.8%，筛选出2株（D115和D243）突变菌株，其对辣椒炭疽病菌抑制率由

出发菌株的 55.2%分别提高到 58.4%和 58.1%；B004、B112、B117、B118贝莱斯芽孢杆菌诱变菌株对辣椒

炭疽病菌抑菌效果在6代内遗传稳定。研究结果表明：γ射线和电子束辐照在贝莱斯芽孢杆菌的诱变育种中

具有潜在的应用价值，本研究可为贝莱斯芽孢杆菌的诱变育种提供基础，为辣椒炭疽病病害的生物防治提

供理论参考。

关键词  贝莱斯芽孢杆菌，辣椒炭疽病菌，60Co-γ射线辐射诱变，电子束辐射诱变，抑菌

中图分类号  TL99，S476.1

DOI: 10.11889/j.1000-3436.2023-0029

引用该文：

谢慧, 刘安, 陈亮, 等 . 辐射诱变贝莱斯芽孢杆菌及其对辣椒炭疽病抑菌效果[J]. 辐射研究与辐

射工艺学报, 2023, 41(03): 030401. DOI: 10.11889/j.1000-3436.2023-0029.

XIE Hui, LIU An, CHEN Liang, et al. Radiation mutagenesis of Bacillus velezensis and its antibac‐

terial effect on Colletotrichum gloeosporioides[J]. Journal of Radiation Research and Radiation 

Processing, 2023, 41(03): 030401. DOI: 10.11889/j.1000-3436.2023-0029.

Radiation mutagenesis of Bacillus velezensis and its antibacterial effect on 

Colletotrichum gloeosporioides

基金资助：国家重点研发计划项目（2021YFE0111200-2）和湖南省农业科技创新项目（2022CX119）资助

第一作者：谢慧，女，1998年1月出生，2020年于湖南农业大学东方科技学院获工学学士学位，现为湖南农业大学生物与医药

专业硕士研究生

通信作者：刘素纯，教授，E-mail: liusuchun@163.com；王克勤，研究员，E-mail: wkq6412@163.com
收稿日期：初稿2023-03-29；修回2023-05-26
Supported by the National Key R & D Program of China (2021YFE0111200-2) and the Agricultural Science and Technology 
Innovation Project of Hunan Province ( 2022CX119 )
First author: XIE Hui (female) was born in January 1998, and obtained her bachelor's degree in Engineering from Orient Science & 
Technology College of Hunan Agricultural University in 2020. Now she is a graduate student at Hunan Agricultural University, 
majoring in biology and medicine
Corresponding author: LIU Suchun, professor, E-mail: liusuchun@163.com; WANG Keqin, professor, E-mail: wkq6412@163.com
Received 29 March 2023; accepted 26 May 2023



辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 2 0 2 3   4 1 : 0 3 0 4 0 1

030401⁃2

XIE Hui1 LIU An2 CHEN Liang2 WU Xiaofen2 QI Hui2 ZHANG Qiling2 WANG Zhen2 

DENG Ming2 WANG Keqin2 LIU Suchun1

1(College of Food Science and Technology, Hunan Agricultural University, Changsha 410125, China)

2(Engineering Technology Research Center of Agricultural Biological Irradiation, Hunan Institute of Nuclear 

Agricultural Science and Space Mutation Breeding, Hunan Academy of Agricultural Sciences, Changsha 410125, China)

ABSTRACT We used 60Co-γ ray and electron beam irradiation to mutate Bacillus velezensis to breed genetically 

stable mutant strains. The mutant strains were screened and re-screened by plate confrontation and the four-point 

method to study their antibacterial effects on Colletotrichum gloeosporioides. The results demonstrated that the 

D10 value of Bacillus velezensis suspension irradiated by 60Co-γ ray was 2 366 Gy, and the lethality rate increased 

with an increase in the irradiation coefficient dose in the range of 100 − 2 000 Gy. The lethality rate of Bacillus 

velezensis was 81.8% at 2 000 Gy irradiation coefficient dose, and five mutants (B004, B112, B114, B117, and 

B118) were screened. The inhibition rate against Colletotrichum gloeosporioides increased from 51.2% of the 

original strain to 57.5%, 58.0%, 57.0%, 57.7%, and 59.9%, respectively. The Bacillus velezensis suspension was 

irradiated by an electron beam (10 MeV), the D10 value was 499 Gy, and the lethality rate increased with an increase 

in the irradiation coefficient dose in the range of 100−600 Gy. The lethality rate of Bacillus velezensis was 91.8% at 

400 Gy irradiation coefficient dose. Two mutant strains (D115 and D243) were screened, and their inhibition rates 

against Colletotrichum gloeosporioides increased from 55.2% of the emitted strains to 58.4 and 58.1%, respectively. 

The inhibitory effects of B004, B112, B117, and B118 mutants on Colletotrichum gloeosporioides were genetically 

stable within six generations. In conclusion, γ-ray and electron beam irradiation have potential application value in 

the mutation breeding of Bacillus velezensis. The results provide a basis for Bacillus velezensis mutation breeding 

and a theoretical reference for the biological control of Colletotrichum gloeosporioides.

KEYWORDS Bacillus velezensis, Colletotrichum gloeosporioides, 60Co- γ ray radiation mutagenesis, electron 

beam radiation mutagenesis, Bacteriostasis

CLC TL99, S476.1

微生物诱变育种是通过人工诱变技术手段诱

发微生物基因突变，改变微生物的遗传结构和功

能，筛选出具有特定性状的优良突变型微生物。

辐射诱变具有较高的微生物变异率、突变方向多

样、效率高等优点［1-3］，是微生物菌种选育的一个

重要途径。

辣椒是我国的大宗蔬菜作物，2020年辣椒产

量约为 1 960万吨［4-5］。但辣椒炭疽病可导致辣椒

减产30%~50%［6-7］。目前辣椒炭疽病多采用化学防

治，长期使用会造成植物病虫害抗性增加、环境

污染等问题。有文献报道多种细菌［8-10］、真

菌［11-14］、放线菌［15-16］均对辣椒炭疽病具有生物防

治作用。贝莱斯芽孢杆菌能产生具有抑菌活性的

多种次生代谢产物，如细菌素、抗菌蛋白、脂肽

类抗生素、水解酶类、聚酮化合物等［17］，能抑制

多种病原菌的活性，具有良好的生物安全性和益

生功能［18-19］，在生物防治及食品防腐保鲜方面具

有重要的发展前景。

因此，本研究选取贝莱斯芽孢杆菌作为出发

菌株，利用 60Co-γ射线和电子束对贝莱斯芽孢杆菌

进行辐射诱变，通过分离纯化培养、平板对峙法

和四点法筛选获得高效抑制辣椒炭疽病的贝莱斯

芽孢杆菌突变菌株，实验流程如图1所示。比较两

种诱变源的差异性，为后续贝莱斯芽孢杆菌诱变

育种和生防产品开发提供一定参考。

1   材料与方法

1.1　  材料　

1.1.1　 菌株　

贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis）由清华大

学提供。辣椒炭疽病菌（Colletotrichum gloeos-

porioides）由湖南省农科院植物保护研究所提供。

1.1.2　 培养基及试剂　

LB肉汤培养基：蛋白胨10 g/L、酵母膏粉5 g/L、

氯化钠5 g/L、葡萄糖1 g/L。
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LB琼脂：蛋白胨10 g/L、酵母膏粉5 g/L、氯化钠

5 g/L、葡萄糖1 g/L、琼脂15 g/L。

PDA培养基：马铃薯浸粉5 g/L、葡萄糖20 g/L、

琼脂15 g/L。

1.1.3　 仪器及设备　

UH5300型分光光度计：日本株式会社日立高

新技术科学有限公司；THZ-82B气浴恒温振荡器：

江苏金怡仪器科技有限公司；WPL-45BE电热恒温

培养箱：天津市泰斯特仪器有限公司；LDZX-

50KBS高压蒸汽灭菌器：上海申安；BCM-1000型

生物净化工作台：苏州净化设备有限公司。

1.2　  方法　

1.2.1　 贝莱斯芽孢杆菌辐射敏感性（D10)测定　

将冻存的贝莱斯芽孢杆菌接种至液体培养基

中，在气浴摇床中 37 ℃、180 r/min振荡培养后，

稀释涂布至平板培养基，挑取平板培养基中的单

菌落接种至装液量为 50 mL的LB肉汤培养基三角

瓶中，37 ℃、180 r/min摇瓶培养16 h后进行稀释，

制备浓度为1×107 CFU/mL的菌悬液，分装于10 mL

无菌离心管中。分别采用 100 Gy、200 Gy、400 Gy、

600 Gy、800 Gy、1 000 Gy、1 200 Gy、1 500 Gy

和2 000 Gy辐照吸收剂量的 60Co-γ射线和电子束处

理。将辐照后的菌悬液分别进行平板计数，参考

GB4789.2―2016［20］中的方法计算不同吸收剂量处

理菌悬液的活菌数。以吸收剂量为横坐标（x），活

菌浓度的 lg值为纵坐标（y）作图，计算贝莱斯芽孢

杆菌在 60Co-γ射线和电子束辐照下的D10值。

1.2.2　 贝莱斯芽孢杆菌活菌浓度的测定　

将冻存的贝莱斯芽孢杆菌接种至液体培养基

中，在气浴摇床中 37 ℃、180 r/min振荡培养后，

稀释涂布至平板培养基，挑取平板培养基中的单

菌落接种至装液量为 50 mL的LB肉汤培养基三角

瓶中，37 ℃、180 r/min摇瓶培养16 h，此为一级活化

液。将一级活化培养液振荡摇匀后，分别取2 mL接

种到50 mL LB肉汤培养基中，37 ℃、180 r/min摇瓶

培养，同时以LB肉汤培养基做空白对照。每间隔4 h进

行1个三角瓶取样，以无菌的LB液体培养基作为空

白对照，用紫外-可见分光光度计在 600 nm处测定

其吸光值（OD600），平板计数法计数此刻的活菌数浓

度，以每 4 h的菌浓度的 lg（x）值为横坐标，以OD600

值（y）为纵坐标，绘制标准曲线。

1.2.3　 贝莱斯芽孢杆菌生长曲线的测定　

一级活化液制备方式同§1.2.2，分别取2 mL一

级活化液接种至50 mL的 LB肉汤培养基，在气浴

摇床中 37 ℃、180 r/min振荡培养，同时以LB肉

汤培养基做空白对照。每间隔2 h进行取样，以无

菌的LB肉汤培养基作为空白对照，用紫外-可见分

光光度计在 600 nm 处测定吸光值（OD600）。使用

Origin 软件绘制时间 t 与吸光值 OD600的生长关系

曲线。

1.2.4　 贝莱斯芽孢杆菌菌悬液的制备　

一级活化液制备同§1.2.2，取2 mL一级活化液

图1　60Co-γ射线和电子束辐射诱变贝莱斯芽孢杆菌技术路线图
Fig.1　60Co-γ ray and electron beam radiation mutagenesis technology roadmap for Bacillus velezensis
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接种至 50 mL 的 LB 肉汤培养基，在气浴摇床中

37 ℃、180 r/min振荡培养至对数期后，用紫外-可

见分光光度计在 600 nm处测定其吸光值（OD600）。

依据§1.2.3中的生长关系曲线得出贝莱斯芽孢杆菌

的菌群浓度，用生理盐水进行稀释，调节菌悬液

浓度为1×107 CFU/mL左右，吸取9 mL菌悬液放入

10 mL离心管中，4 ℃保存待用。

1.2.5　 贝莱斯芽孢杆菌菌悬液辐射诱变条件及致

死率测定　

使用§1.2.4 中制备的菌悬液进行辐射诱变，
60Co- γ 射线剂量率为 5 Gy/min，辐照吸收剂量

分别为 100 Gy、200 Gy、400 Gy、600 Gy、800 Gy、

1 000 Gy、1 200 Gy、1 500 Gy和 2 000 Gy。电子束

束流能量为 10 MeV，剂量设定分别为 100 Gy、

200 Gy、400 Gy、600 Gy、800 Gy、1 000 Gy、

1 200 Gy、1 500 Gy和 2 000 Gy。

参照GB4789.2—2016对不同剂量诱变过后菌

悬液进行平板计数，以未诱变的菌落数（A）作为空

白对照，计数诱变后菌悬液菌落数（B），计算诱变

菌悬液致死率（C），公式如式（1）所示。

              C (%) = ( )A - B
A

× 100%                       (1)

挑取致死率在 80%~90%处理平板里的单菌落

纯化培养并编号， 60Co-γ射线诱变编号以B开头，

电子束诱变以D开头。

1.2.6　 贝莱斯芽孢杆菌诱变菌株拮抗指数测定　

制备贝莱斯芽孢杆菌出发菌株和诱变菌株菌

悬液，测定其吸光值并计算浓度，将浓度调至相

近。参照邹立飞等［21］的方法用打孔器在长好的辣

椒炭疽病菌平板边缘打大小相同的8 mm菌饼，接

种在新的PDA培养基平板中央，在距辣椒炭疽病

菌菌饼中央 2.5 cm处的两端放置滤纸片，分别吸

取10 μL菌悬液滴于滤纸片上，一端为出发贝莱斯

芽孢杆菌标（CK），一端为诱变后的贝莱斯芽孢杆

菌，每个做 3个平行。然后置于 28 ℃恒温培养箱

中培养 6 d，测量抑菌圈半径（E）和拮抗菌半径

（F），计算诱变菌株拮抗指数（G）与出发菌株CK

的拮抗指数（H）及诱变菌株拮抗指数提高量（I），见

公式（2）、（3）。

抑菌圈半径为拮抗菌菌饼中心至辣椒炭疽病

病菌菌丝边缘的距离。

               H (G ) = ( )E - F
F

                                     (2 )

            I (%) = ( )G - H
H

× 100%                          (3)

1.2.7　 诱变菌株对辣椒炭疽病菌抑制率测定　

分别挑取出发菌株和§1.2.6中抑菌效果提高的

诱变菌株接种至装液量为 50 mL的LB肉汤培养基

三角瓶中，37 ℃、180 r/min摇瓶培养，16 h后测

量其吸光值，计算菌群浓度，用LB肉汤培养基将

所有菌液浓度调至接近。

参照崔文会等［22］的方法，用打孔器在长好的

辣椒炭疽病菌边缘打大小相同的8 mm菌饼接在新

的PDA培养基平板中间，用十字交叉法在距病原

菌菌饼中央 2.5 cm处的四端放置滤纸片，分别吸

取 10 μL菌悬液滴于滤纸片上，同时做空白对照，

空白为滤纸片上接 10 μL无菌水，28 ℃培养 6 d，

测量空白对照菌落生长直径（P）、处理菌落生长直

径（Q），每个处理做3个平行，计算出发菌株抑制

率（R）、诱变菌株抑制率（S）及诱变菌株抑制率提

高量（T），见公式（4）、（5）。

        R ( S ) (%) = ( )P - Q
Q

× 100%               (4 )

         T = S - R                                                     (5)

1.2.8　 贝莱斯芽孢杆菌诱变菌株抑菌稳定性的测

定　

贝莱斯芽孢杆菌抑菌率测定方法及公式同

§1.2.7。挑选§1.2.7中较出发菌株CK抑制率提高的

菌株进行传代培养，传至第 6代后，测量第 1代、

第5代、第6代菌株对辣椒炭疽病抑制率效果，将

同一菌株第 5代、第 6代的抑菌率与第 1代进行对

比，并对比每一代诱变菌株相对于出发菌株的抑

菌提高率，评估贝莱斯芽孢杆菌诱变菌株6代内的

抑菌稳定性。

1.3　  数据处理　

采用SPSS26对数据进行单因素ANOVA分析，

Origin2022作图，p<0.05即有统计学意义。

2   结果与讨论

2.1　  不同射线种类对贝莱斯芽孢杆菌辐射敏感性

的影响　

贝莱斯芽孢杆菌菌悬液经 60Co-γ射线辐照和电

子束辐照诱变后，菌株存活量与辐照吸收剂量的
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关系如图 2所示。由图 2可知，60Co-γ射线辐照吸

收剂量与贝莱斯芽孢杆菌存活率的 lg值关系曲线

为：y=7.306 2−0.000 352 1x，R2=0.959 2；电子束

辐照吸收剂量与贝莱斯芽孢杆菌存活率的 lg值关

系曲线为：y=5.612−0.001 3x，R2=0.916 2。依据公

式算出 60Co- γ 射线辐照吸收剂量的 D10 值约为

2 366 kGy，电子束辐照吸收剂量的 D10 值约为

499 Gy。贝莱斯芽孢杆菌对 60Co-γ射线不敏感，D10

值较高，对电子束敏感，D10值较低。

图2　吸收剂量对贝莱斯芽孢杆菌存活量的影响：
（a） 60Co-γ射线；（b）电子束

Fig.2　Effect of absorbed dose on survival of Bacillus 
velezensis: (a) 60Co-γ ray; (b) electron beam

2.2　  贝莱斯芽孢杆菌活菌浓度与OD600值的相关

性　

为确定贝莱斯芽孢杆菌浓度与吸光值（OD600）

的关系，以贝莱斯芽孢杆菌浓度的对数值 lg（x）为

横坐标，OD600为纵坐标，进行线性拟合，得到回

归曲线：y=1.746 1x−13.958 2，R2=0.993 1（图 3）。

制备诱变菌悬液是利用公式计算菌悬液的活菌浓

度，将菌悬液的浓度调整为 107 CFU/mL左右，缩

小实验的误差［23］。

2.3　  贝莱斯芽孢杆菌生长曲线　

贝莱斯芽孢杆菌的生长曲线如图4所示。由图

4可知，0~2 h为贝莱斯芽孢杆菌的延滞期，2~12 h

为贝莱斯芽孢杆菌的对数期，12 h后贝莱斯芽孢杆

菌进入平稳期，在 22 h时，贝莱斯芽孢杆菌的数

量达到最大（OD600=2.699），22 h后贝莱斯芽孢杆菌

进入衰亡期，菌群浓度逐渐降低。研究发现，贝

莱斯芽孢杆菌的延滞期较短，其原因可能是菌的

接种浓度较高，因此达到对数期所需菌群浓度的

时间缩短［24］，2~12 h为贝莱斯芽孢杆菌的对数期，

该时期菌体繁殖迅速，DNA复制频繁，对于各种

化学物质以及环境中物理因子的刺激比较敏感，

所以在诱变时一般选用对数期的菌体进行诱变，

这样能保证诱变实验时壮健的菌体细胞足够多，

以增加变异细胞的量，使突变率较高且重现性较

好［25］。因此，选择对数时期生长的贝莱斯芽孢杆

菌进行辐射诱变。

2.4　  贝莱斯芽孢杆菌辐射诱变剂量的确定　

60Co-γ射线和电子束辐射诱变贝莱斯芽孢杆菌

菌悬液后，吸收剂量与致死率之间的关系如图5所

图3　贝莱斯芽孢杆菌活菌浓度与OD600的相关曲线
Fig.3　Correlation curve between viable cell concentration 

and OD600 of Bacillus velezensis

图4　贝莱斯芽孢杆菌生长曲线
Fig.4　Growth curve of Bacillus velezensis
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示：60Co-γ射线辐照在100~2 000 Gy剂量下，贝莱

斯芽孢杆菌致死率与诱变剂量呈正相关，电子束

辐照在 100~400 Gy剂量下贝莱斯芽孢杆菌致死率

均与诱变剂量呈正相关；60Co-γ 射线辐照剂量在

600 Gy时，菌悬液芽孢杆菌致死率为50.6%，吸收

剂量在 2 000 Gy时，菌悬液芽孢杆菌致死率达到

81.8%；电子束的辐照剂量在100 Gy时，芽孢杆菌

致死率达到47.8%，辐照剂量在400 Gy时，菌悬液

芽孢杆菌致死率达到 91.8%。已有研究表明［26］，

致死率在 80%~90%时突变效果较好，获得目标菌

株的可能性较高。因此，选用芽孢杆菌致死率为

81.8%和91.8%的诱变菌悬液进行初筛、复筛后续

实验。

有研究表明，不同菌株对 60Co-γ射线敏感度具

有差异，枯草芽孢杆菌 JNFE1126在 60Co-γ射线辐

射下最佳诱变剂量为 400 Gy［27］，肠膜明串珠菌的

最佳诱变剂量为 800 Gy［28］，真菌抗生素产生菌

UEZC的最佳诱变剂量可达1 000 Gy［29］。相较于上

述菌株，研究发现，贝莱斯芽孢杆菌对 60Co-γ射线

的敏感度稍低，其原因可能是贝莱斯芽孢杆菌辐

照菌悬液中有许多芽孢，芽孢的抗逆性比较强，
60Co-γ射线杀灭其的难度增大。

前人研究黑曲霉在10 MeV能量电子束辐照下

最佳诱变剂量为 200 Gy［30］，酵母电子束辐照的最

佳剂量为 500~900 Gy［31］，丙酮丁醇梭菌电子束辐

照的最佳剂量为 450~800 Gy［32］。研究发现，贝莱

斯芽孢杆菌电子束的适宜诱变剂量为 400 Gy，与

前人研究诱变剂量相近。其原因可能是黑曲霉是

孢子用于诱变、酵母菌具有细胞壁、丙酮丁醇梭

菌与贝莱斯芽孢杆菌都产芽孢，这些特征使得其

抗逆性接近，电子束对其的诱变效果接近。

两种不同辐射源辐照剂量对贝莱斯芽孢杆菌

的致死率相差较大，其原因可能是贝莱斯芽孢杆

菌对两种辐射源的敏感程度不同，两种辐射源的

作用机理及辐照效率不同。60Co-γ 射线产生电磁

波，通过破坏细胞的遗传物质，导致合成蛋白质

受阻，改变细胞渗透压，从而导致微生物死亡；

电子束是由电子经过高压电场加速后产生的一种

高速的电子流，带有负电荷，对辐照的物质产生

一定的生物学效应［33］。10 MeV 能量电子束能量

高，辐照束流集中定向，能源利用充分，辐照效

率高，因此电子束辐照对贝莱斯芽孢杆菌的致死

率更高。

2.5　  贝莱斯芽孢杆菌辐射突变菌株的筛选　

2.5.1　 抑菌效果提高的贝莱斯芽孢杆菌诱变菌株

初筛　

分别将2 000 Gy 60Co-γ射线辐照诱变菌悬液和

400 Gy电子束辐照诱变菌悬液进行稀释涂布平板，

挑选出单菌落进行纯化培养并编号。以拮抗指数

较CK提高量为指标对纯化的诱变菌株进行初筛，

结果如图 6所示。60Co-γ射线和电子束辐射分别筛

选出19株和18株诱变菌株，两种辐射源对贝莱斯

芽孢杆菌的初筛结果相似。

2.5.2　 贝莱斯芽孢杆菌辐射突变菌株对辣椒炭疽

病菌抑制效果的影响　

将初筛后拮抗指数较CK提高的19株 60Co-γ射

线诱变菌株和 18株电子束诱变菌株进行复筛。从

图7、8可知，60Co-γ射线诱变菌株复筛得到5株对

辣椒炭疽病菌抑制率显著提高突变菌株，即B004、

B112、B114、B117和B118；出发菌株CK对辣椒

炭疽病菌的抑制率为51.2%，与出发菌株CK相比，

B004、B112、B114、B117 和 B118 对辣椒炭疽病

菌的抑制率分别为 57.5%、58.0%、57.0%、57.7%

和 59.9%，分别提高了 6.3%、6.8%、5.8%、6.5%

和 8.7%。电子束诱变菌株复筛获得 2株对辣椒炭

疽病菌抑制率显著提高的突变菌株，为 D115 和

D243；出发菌株 CK 对辣椒炭疽病的抑制率为

55.2%，D115和D243对辣椒炭疽病的抑制率分别

提高到 58.4%和 58.1%，较CK分别提高了 3.2%和

2.9%。由于外界因素对菌株状态会有影响，因此

每组实验均以CK进行组间比较，降低实验误差。

7株诱变菌株中对辣椒炭疽病抑制率最高达到

59.9%。这与李国光等［34］研究中拮抗菌对辣椒炭疽

图5　60Co-γ射线与电子束辐照不同吸收剂量下
贝莱斯芽孢杆菌的致死率

Fig.5　Lethal rate of Bacillus velezensis under different 
absorbed doses of 60Co-γ ray and electron beam irradiation
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病菌的抑制率为 63.33%的结果比略低。抑制率略

低的原因是由实验过程中拮抗菌和病原菌的接种

距离不同造成的，拮抗菌接种距病原菌越近，对病

原菌的抑制效果一般越明显，表现出抑制率越高。

李国光等实验中拮抗菌与病原菌的距离为5 mm，本

研究中拮抗菌接种距病原菌25 mm。由于本实验中

接种的距离与李国光等实验中的距离相比较远，

造成了效果与其略有差异。

图7　出发菌株和辐射诱变菌株对炭疽病菌的抑制率：
（a） 60Co-γ射线；（b）电子束

字母与CK不同，则与CK相比具有显著差异(p<0.05)
Fig.7　Inhibition rate of original strain and radiation 

mutagenesis strain on Colletotrichum gloeosporioides: 
(a) 60Co-γ ray; (b) electron beam

The letters were different from CK, and there was a significant 
difference compared with CK (p<0.05)

2.6　  贝莱斯芽孢杆菌辐射突变菌株抑制辣椒炭疽

病菌遗传稳定性　

将出发菌株CK及抑制率提高量大于 6%突变

菌株进行传代培养，测量第 1代、第 5代、第 6代

的抑制率，结果见图9、10。

经过传代后，B004、B112、B117和B118突变

菌株对辣椒炭疽病菌的抑制率依旧高于CK，传代

图6　辐照诱变菌株拮抗炭疽病菌的提高量：（a）60Co-γ射线；（b）电子束
Fig.6　Radiation mutagenesis strains antagonistic Colletotrichum gloeosporioides increased amount: 

(a) 60Co-γ ray; (b) electron beam

图8　四点法测定出发菌株和辐射诱变菌株的抑菌效果
a：空白；b：CK；c：B004；d：B112；e：B114；f：B117；g：B118；

D1：CK；D2：D115；D3：D243
Fig.8　Bacteriostatic effect of the original strain and the 

radiation mutagenic strain was determined by the 
four-point method

a: blank control; b: CK; c: B004; d: B112; e: B114; f: B117; 
g: B118; D1: CK; D2: D115; D3: D243
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至第6代时，这4株菌对辣椒炭疽病菌的抑制率分

别为59.4%、58.5%、59.0%和60.3%，抑菌提高率

分别为 6.1%、4.5%、5.4% 和 7.7%，与第 1 代相

比，抑菌提高率没有显著差异，说明这4株突变菌

株对辣椒炭疽病菌的抑制率在6代内遗传稳定，退

化可能性小。

本实验研究可为贝莱斯芽孢杆菌辐射诱变育

种以及辣椒炭疽病病害的生物防治及防腐保鲜提

供科学研究基础。后续可进行田间实验对遗传稳

定的贝莱斯芽孢杆菌突变菌株抑制辣椒炭疽病菌

的效果进行验证，并对其抑菌机理进行进一步的

研究。

3   结论

本研究采用 60Co-γ射线、电子束两种不同射线

源对贝莱斯芽孢杆菌进行诱变选育，两者均具有

较好的诱变效果，说明辐射诱变可望成为一种优

秀的微生物诱变育种手段。但辐射诱变剂量存在

差异，60Co-γ射线适宜诱变剂量高于电子束诱变剂

量。经 60Co-γ射线辐射的诱变菌株对辣椒炭疽病菌

抑制效果更好，在实验室环境下，诱变菌株B118

对炭疽病菌抑制率最高可达到 59.9%。60Co-γ射线

辐射诱变获得的B004、B112、B117、B118诱变菌

株对辣椒炭疽病菌抑菌效果在6代内遗传稳定。本

实验结果可为贝莱斯芽孢杆菌辐照诱变育种研究

提供基础，为辣椒炭疽病病害的生物防治及防腐

保鲜提供理论参考，后续可进行田间实验对贝莱

斯芽孢杆菌抑制辣椒炭疽病菌的效果进行验证，

并对其抑菌机理进行进一步的研究，研究其对辣

椒采后防腐保鲜效果。

图9　60Co-γ射线辐射诱变菌株抑菌效果的遗传稳定性
（彩色见网络版）

字母与CK不同则与CK相比具有显著差异（p<0.05）
Fig.9　Genetic stability of antibacterial effect of 60Co-γ ray 

radiation mutagenesis strains (color online)
The letters were different from CK, and there was a significant 

difference compared with CK (p<0.05)

图10　四点法测定 60Co-γ射线辐射诱变菌株的抑菌遗传稳定性
a1：空白；b1：CK；c1：B004；d1：B112；e1：B114；f1：B117；g1：B118；b5：CK第5代；c5：B004第5代；d5：B112第5代；

e5：B114第5代；f5：B117第5代；g5：B118第5代；b6：CK第6代；c6：B004第6代；d6：B112第6代；
e6：B114第6代；f6：B117第6代；g6：B118第6代

Fig.10　Four-point method was used to determine the antibacterial genetic stability of 60Co-γ ray irradiated mutant strains
a: blank control; b1: CK; c1: B004; d1: B112; e1: B114; f1: B117; g1: B118; b5: CK fifth generation; c5: B004 fifth generation; d5: 
B112 fifth generation; e5: B114 fifth generation; f5: B117 fifth generation; g5: B118 fifth generation; b6: CK sixth generation; c6: 
B004 sixth generation; d6: B112 sixth generation; e6: B114 sixth generation; f6: B117 sixth generation; g6: B118 sixth generation
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