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西瓜枯萎病生防细菌的筛选及鉴定

王　卿１，２，林　玲２，张　昕２，邓　晟２

（１．南京师范大学生命科学学院，江苏南京２１００４６；２．江苏省农业科学院植物保护研究所，江苏南京 ２１００１４）

　　摘要：以西瓜枯萎病菌为靶标菌，通过平板对峙法和生长速率法从３５５株根围细菌及植物内生细菌中筛选出７株
活菌或胞外代谢产物拮抗作用强的细菌。盆栽试验表明，这７株强拮抗细菌对西瓜枯萎病都有一定的防治效果，其中
菌株Ｊａａｓｅｄ１、Ｊａａｓｅｄ２、Ｊａａｓｅｄ３对西瓜枯萎病的防治效果优于化学药剂百菌清，防效分别为７５．１％、６４．１％、６３．２％。
田间试验进一步表明，菌株Ｊａａｓｅｄ１、Ｊａａｓｅｄ２、Ｊａａｓｅｄ３对西瓜枯萎病仍有较好的防效，其中菌株 Ｊａａｓｅｄ２的防效达
６４９％。经菌种鉴定，菌株Ｊａａｓｅｄ１和 Ｊａａｓｅｄ３为枯草芽孢杆菌，菌株Ｊａａｓｅｄ２为多黏类芽孢杆菌。
　　关键词：西瓜枯萎病；拮抗细菌；鉴定；防治效果
　　中图分类号：Ｓ４３６．４２９　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）０８－０１１６－０３

收稿日期：２０１３－０１－０９
基金项目：江苏省农业科技自主创新资金［编号：ＣＸ（１２）３０１８］。
作者简介：王　卿（１９８７—），女，甘肃兰州人，硕士研究生，从事土传
病害防治技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｎｎｕｗｑ１２９＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：林　玲，博士，副研究员，从事土传种传病害发生规律和防
治技术研究。Ｔｅｌ：（０２５）８４３９０７６９；Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｎｌｉｎｇ＠ｊａａｓ．ａｃ．ｃｎ。

　　中国是世界西瓜生产与消费第一大国，由尖孢镰刀菌西
瓜专化型（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｎｉｖｅｕｍ）引起的西瓜枯萎
病是西瓜的主要病害之一［１］，分布于各西瓜产区，重茬西瓜

地发生更为严重，成为制约我国西瓜生产的主要障碍之一。

西瓜枯萎病是一种毁灭性土传维管束病害，病原菌的厚垣孢

子在土壤中可存活１０年之久，一旦从根系侵入后就进人植株
维管束内繁殖，形成系统侵染导致植株枯死。对于该病的防

治，国内外做了大量的研究，有抗病育种、轮作、嫁接换根、化

学药剂防治、生物防治、物理防治等多种策略。选育抗病品种

周期长又往往与农艺性状发生矛盾；轮作方法因土地资源有

限不易实施；嫁接费工费时还影响西瓜品质，无籽西瓜嫁接比

较困难，化学药剂防治效果不佳还污染环境。因此，探索生物

防治西瓜枯萎病的方法非常必要。生物防治被认为是最具发

展潜力的防治方法之一，利用拮抗微生物防治蔬菜土传病害

已成为病害生态化防控的重要组成部分。已报道的西瓜枯萎

病生防菌主要有芽孢杆菌［２－４］、非致病尖孢镰刀菌［５］、荧光假

单胞菌［６］、绿色木霉［７］、哈茨木霉［８］等。本研究从西瓜、小麦

根围土壤以及茄子、棉花茎秆中分离获得土壤细菌和内生细

菌共３５５株，筛选鉴定了对西瓜枯萎病菌具有较强拮抗活性
的菌株，通过盆钵试验和田间试验明确了这些菌株对西瓜枯

萎病的防治效果，以期为西瓜枯萎病防治提供新的途径。

１　材料与方法

１．１　供试材料
病原真菌：西瓜枯萎病菌 ＧＹ１６（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．

ｓｐ．ｎｉｖｅｕｍ），江苏省农业科学院植物保护研究所保存。西瓜
品种：苏蜜１号，江苏省农业科学院蔬菜研究所提供。药剂：
７５％百菌清可湿性粉剂，四川中迅沃野农化有限公司生产。

１．２　拮抗细菌的分离与筛选
从江苏省南京市和姜堰市采集西瓜、小麦的根围土壤以

及茄子、棉花的茎秆，分别采用稀释平板法［９］和表面消毒 －
研磨－铺平板技术［１０］，于 ＫＭＢ和 ＮＡ培养基上进行分离。
分离得到的细菌经反复纯化，转移到斜面培养基上，４℃保
存。采用平板对峙法筛选对西瓜枯萎病菌有拮抗作用的细

菌：在直径为９ｃｍ的ＰＤＡ平板中央接直径为７ｍｍ的西瓜枯
萎病菌ＧＹ１６菌饼，在半径为３．０ｃｍ的圆周上等距离用牙签
点接３种细菌菌株，２８℃恒温培养，４ｄ后测量抑菌圈的大
小，重复３次。进一步通过生长速率法测定所筛选出的拮抗
细菌的代谢产物对西瓜枯萎病菌的抑制作用。将拮抗细菌菌

株接种到ＮＢ培养液中，于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床上培养４８ｈ
后，用孔径为０．２２μｍ的细菌过滤器过滤培养液，将滤液与
冷却至５０℃左右的熔融态ＰＤＡ固体培养基按１∶１０的体积
比混合，摇匀后倒平板，以ＮＢ空白培养液作为对照。用打孔
器打取直径为７ｍｍ的西瓜枯萎病菌ＧＹ１６菌饼，置于上述平
板中央，４ｄ后测量西瓜枯萎病菌 ＧＹ１６的菌落直径，计算抑
菌率。抑菌率＝（对照皿菌落直径－处理皿菌落直径）／对照
皿菌落直径×１００％。
１．３　盆钵防治效果测定

将西瓜枯萎病病菌 ＧＹ１６接种到 ＰＤＢ培养液中，２５℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养７ｄ后，用血球计数板测定其分生孢子
量。然后将西瓜枯萎病菌的分生孢子液与灭菌的基质（营养

土 ∶蛭石＝１∶１）混合均匀，接种量为基质１０５／ｇ个分生孢
子，制成病土。将西瓜种子用３％次氯酸钠消毒，催芽后播种
于穴盘中育苗，待西瓜苗长至２片真叶时，移栽至装有病土的
盆钵中。试验设 ９个处理，即 ７个强拮抗细菌菌株培养液
（１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）、百菌清稀释５００倍液、对照 ＮＢ空白培养
液，每处理１４株西瓜苗，３次重复。在移栽的同时，各处理分
别在每株西瓜苗根部灌浇５ｍＬ强拮抗细菌菌株培养液，以后
每隔５ｄ灌浇１次，连续３次。在最后１次施药后第２３天按
照于思勤等（１９９０）的分级标准［１１］调查西瓜苗发病情况，计算

病情指数与防治效果。

１．４　田间防治效果测定
将消毒的西瓜种子催芽后播于田间，待西瓜苗长出３～４
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片真叶时，在每株苗根部灌浇４００ｍＬ西瓜枯萎病菌 ＧＹ１６的
分生孢子液（１×１０６个／ｍＬ）。试验设４个处理，即３个比百
菌清盆钵防效好的拮抗细菌菌株 Ｊａａｓｅｄ１、Ｊａａｓｅｄ２、Ｊａａｓｅｄ３
的培养液（１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）、对照 ＮＢ空白培养液，每处理
２０～３０株西瓜苗，３次重复。在灌浇西瓜枯萎病菌分生孢子
液的第２天，每个处理再分别在西瓜苗根部灌浇 ４００ｍＬ。
２０ｄ后调查发病情况，计算病情指数与防治效果。
１．５　生防细菌的菌种鉴定

对菌株Ｊａａｓｅｄ１、Ｊａａｓｅｄ２、Ｊａａｓｅｄ３进行菌种鉴定。菌株
形态及生理生化特征按《伯杰细菌鉴定手册》［１２］进行鉴定。

利用Ｅｕｂａｃ２７Ｆ和Ｅｕｂａｃ１４９２Ｒ为引物，按照林玲等的方法［１３］

ＰＣＲ扩增菌株１６Ｓ－ｒＤＮＡ序列，ＰＣＲ产物分别由上海生工生
物工程技术服务有限公司和南京思普金生物科技有限公司测

序，用ＤＮＡＭＡＮ分析系统（ＬｙｎｎｏｎＢｉｏｓｏｆｔ、Ｑｕｅｂｅｃ、Ｃａｎａｄａ）
对上下游引物的测定序列进行拼接。将得到的１６Ｓ－ｒＤＮＡ
序列在ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ网站上用 ＢＬＡＳＴ工具进行同
源性比对，同时向ＧｅｎＢａｎｋ提交获取登录号。
１．６　数据处理与分析

试验数据用 ＳＰＳＳ统计软件（ＩＢＭ，美国）进行方差分析
（ＡＮＯＶＡ）。各处理的平均值用 Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法对相关
组数据进行组间比较。

２　结果与分析

２．１　拮抗细菌的分离与筛选
从西瓜、小麦的根围土壤以及茄子、棉花的茎秆中共分离

出根围细菌和植物内生细菌３５５株。通过平板对峙法筛选出
２２株对西瓜枯萎病病菌 ＧＹ１６有拮抗作用的细菌（表１），其
中菌株ｊｂ５２的拮抗作用最强，抑菌圈半径大于７．０ｍｍ，其次
菌株Ｊａａｓｅｄ３、Ｊａａｓｅｄ２、２８－６的拮抗作用较强，抑菌圈半径
均大于６．０ｍｍ。通过生长速率法测定这２２株拮抗细菌的胞
外代谢产物对西瓜枯萎病菌生长的抑制作用，结果表明除了

菌株２８－６之外，其余２１株拮抗细菌的胞外代谢产物对西瓜
枯萎病菌ＧＹ１６的生长均有不同程度的抑制作用，其中菌株
Ｊａａｓｅｄ１产生的胞外代谢产物抑菌效果最好，抑菌率达
３２３％，菌株２３－９、ｊｂ５２、Ｊａａｓｃｄ产生的胞外代谢产物抑菌效
果也较好，抑菌率分别为１９．４％、１４．５％、１２．９％（表２）。菌
株２８－６的胞外代谢产物没有抑制西瓜枯萎病菌 ＧＹ１６的菌
落直径，但使病原真菌的菌落畸形，边缘不整齐，颜色变浅，相

关机制有待于进一步研究。

表１　细菌菌株对西瓜枯萎病菌ＧＹ１６的拮抗作用

抑菌圈半径

（ｍｍ） 细菌菌株

ｒ＞７．０ ｊｂ５２
６．０＜ｒ≤７．０ Ｊａａｓｅｄ３、Ｊａａｓｅｄ２、２８－６
５．０＜ｒ≤６．０ １１－１、２９－１、２３－５、２９－８、２９－１３、２９－２、２２－１８
４．０＜ｒ≤５．０ ２２－５、２３－９、２２－３０、２２－３３、２２－２７
１＜ｒ≤４．０ ２２－２５、１８－１０、２２－３５、Ｊａａｓｅｄ１、ｃ１１７、Ｊａａｓｃｄ

　　根据平板对峙法测定的结果筛选出活菌拮抗作用最强的
４株细菌ｊｂ５２、Ｊａａｓｅｄ３、Ｊａａｓｅｄ２和２８－６，再依据生长速率法
测定的结果，筛选出胞外代谢产物抑菌率最高的 ４株细菌
Ｊａａｓｅｄ１、２３－９、ｊｂ５２和Ｊａａｓｃｄ，其中ｊｂ５２在２组试验中匀被
选出，因此，共有７株强拮抗细菌菌株被选出进行下一步抑菌

表２　拮抗细菌发酵滤液对西瓜枯萎病菌ＧＹ１６的拮抗作用

拮抗细菌菌株
病原真菌菌落直径

（ｃｍ）
抑菌率

（％）
Ｊａａｓｅｄ１ ４．２ ３２．３
２３－９ ５．０ １９．４
ｊｂ５２ ５．３ １４．５
Ｊａａｓｃｄ ５．４ １２．９
２３－５ ５．５ １１．３
２９－１ ５．５ １１．３
２９－１３ ５．５ １１．３
２９－８ ５．６ ９．７
Ｊａａｓｅｄ２ ５．６ ９．７
２２－３０ ５．７ ８．１
２９－２ ５．７ ８．１
２２－５ ５．８ ６．５
ｃ１１７ ５．９ ４．８
２２－３３ ５．９ ４．８
Ｊａａｓｅｄ３ ５．９ ４．８
２２－３５ ５．９ ４．８
１８－１０ ６．０ ３．２
２２－１８ ６．０ ３．２
２２－２５ ６．１ １．６
１１－１ ６．１ １．６
２２－２７ ６．１ １．６
２８－６ ６．２ －
对照 ６．２ －

谱测定和盆钵防治效果测定。

２．２　拮抗细菌对西瓜枯萎病的盆钵防治效果
室内盆钵试验中对照西瓜枯萎病的发病率为８８０％，病

情指数达６９．６。在供试的７株强拮抗细菌中有３株防治效
果优于化学药剂百菌清，其中菌株Ｊａａｓｅｄ１的防效最高，达到
７５．１％，其次为菌株 Ｊａａｓｅｄ２、Ｊａａｓｅｄ３，防效分别为６４．１％、
６３．２％。另外有２个菌株ｊｂ５２、Ｊａａｓｃｄ的防治效果与化学药
剂百菌清相当，其余２株防治效果低于百菌清（表３）。

表３　拮抗细菌对西瓜枯萎病的盆钵防治效果

处理 发病率（％） 病情指数 防治效果（％）
ｊｂ５２ ４５．２ ２９．８ ５７．２ｃ
Ｊａａｓｅｄ３ ４０．５ ２５．６ ６３．２ｂ
Ｊａａｓｅｄ２ ４０．５ ２５．０ ６４．１ｂ
２８－６ ６１．９ ４５．８ ３４．２ｄ
Ｊａａｓｅｄ１ ２６．２ １７．３ ７５．１ａ
２３－９ ６９．０ ４７．５ ３１．６ｄ
Ｊａａｓｃｄ ５２．４ ３０．４ ５６．３ｃ
百菌清 ５２．４ ２９．２ ５８．０ｃ
对照 ８８．０ ６９．６

　　注：同列中的不同小写字母表示在０．０５水平上的差异显著。表
４同。
２．３　拮抗细菌对西瓜枯萎病的田间防治效果

对盆钵试验中比化学药剂百菌清防效好的３个拮抗细菌
菌株Ｊａａｓｅｄ１、Ｊａａｓｅｄ２和Ｊａａｓｅｄ３在日光大棚中进一步测定
对西瓜枯萎病的田间防治效果，结果表明，这３株拮抗细菌都
能有效防治西瓜枯萎病，其中菌株Ｊａａｓｅｄ２的防效最好，达到
６４．９％，其次为菌株Ｊａａｓｅｄ１，防效为５２．９％（表４）。
２．４　菌种鉴定

拮抗细菌菌株Ｊａａｓｅｄ１、Ｊａａｓｅｄ２、Ｊａａｓｅｄ３在 ＮＡ培养基
上生长良好，其中菌株Ｊａａｓｅｄ１、Ｊａａｓｅｄ３的菌落不透明，乳白
色，扁平微隆起，表面有褶皱，边缘不规则。显微镜下观察，菌
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表４　拮抗细菌对西瓜枯萎病的田间防治效果

处理
发病率

（％） 病情指数
防治效果

（％）

Ｊａａｓｅｄ１ ６４．６ １８．４ ５２．９ｂ
Ｊａａｓｅｄ２ ５４．７ １３．７ ６４．９ａ
Ｊａａｓｅｄ３ ７２．２ ２１．１ ４５．８ｃ
对照 ８３．８ ３８．９ －

体细胞杆状，产生芽孢。革兰氏反应阳性，过氧化氢酶反应阳

性，利用阿拉伯糖、木糖、甘露醇、葡萄糖产酸，利用葡萄糖不

产气，Ｖ．Ｐ反应阳性，淀粉水解阳性，明胶液化阳性，分解酪素
阳性。根据菌株Ｊａａｓｅｄ１、Ｊａａｓｅｄ３的形态和生理生化特性初
步鉴定为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｉｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）。菌株 Ｊａａｓｅｄ２的
菌落呈半玻璃珠状、淡乳黄色、无光泽、隆起、不透明、边缘整

齐、表面湿润光滑。显微镜下观察，菌体细胞杆状，形成荚膜，

产生芽孢。革兰氏反应阳性，过氧化氢酶反应阳性，利用阿拉

伯糖、木糖、甘露醇、葡萄糖产酸，利用葡萄糖产气，Ｖ．Ｐ反应
阳性，淀粉水解阳性，明胶液化阳性，分解酪素阳性。根据菌

株Ｊａａｓｅｄ２的形态和生理生化特性初步鉴定为多黏类芽孢杆
菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｏｌｙｍｙｘａ）。

利用 Ｅｕｂａｃ２７Ｆ和 Ｅｕｂａｃ１４９２Ｒ为引物进行 ＰＣＲ分别扩
增出３个拮抗细菌菌株 Ｊａａｓｅｄ１、Ｊａａｓｅｄ２、Ｊａａｓｅｄ３的１６Ｓ－
ｒＤＮＡ序列，并向 ＧｅｎＢａｎｋ提交，登录号分别为 ＥＦ１７８２９３、
ＪＸ８４９６５８、ＪＸ８４９６５９。分别将这 ３个序列在 ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ网站上用ＢＬＡＳＴ工具与ＧｅｎＢａｎｋ中已登录的细菌菌
株的１６ＳｒＤＮＡ序列进行相似性比较，结果表明，菌株 Ｊａａｓ
ｅｄ１的 １６Ｓ－ｒＤＮＡ序列与枯草芽孢杆菌菌株的同源性为
１００％，菌株 Ｊａａｓｅｄ２与多黏类芽孢杆菌菌株的同源性为
９９％，菌株Ｊａａｓｅｄ３与枯草芽孢杆菌菌株的同源性为９９％。
通过对３个菌株的形态特征、生理生化特征和遗传学特征的
鉴定，菌株Ｊａａｓｅｄ１、Ｊａａｓｅｄ３为枯草芽孢杆菌，菌株 Ｊａａｓｅｄ２
为多黏类芽孢杆菌。

３　讨论

西瓜枯萎病是典型的系统性侵染土传病害，此病有潜伏

侵染现象，幼苗感病多数表现不明显，到成株开花结果期陆续

显症，有的感病株甚至终年不显症。该病在西瓜重茬栽培情

况下，发病更为严重。国内外虽已进行了大量的综合防治技

术研究，但到目前为止，仍无根治良方。利用拮抗细菌进行生

物防治，为防治西瓜枯萎病提供了一条新途径。本研究从

３５５株根围细菌和植物内生细菌中，通过平板对峙法筛选出
活菌拮抗作用强的菌株，通过生长速率法筛选出胞外代谢产

物拮抗作用强的菌株，再进一步对筛选出的强拮抗细菌菌株

通过盆钵试验，筛选出３株对西瓜枯萎病防治效果比化学药
剂百菌清好的菌株Ｊａａｓｅｄ１、Ｊａａｓｅｄ２和Ｊａａｓｅｄ３，在田间试验
中也显示出较好的防治效果。对这３株拮抗细菌进行了菌种
鉴定，其中菌株 Ｊａａｓｅｄ１和 Ｊａａｓｅｄ３为枯草芽孢杆菌，菌株
Ｊａａｓｅｄ２为多黏类芽孢杆菌。枯草芽孢杆菌和多黏类芽孢杆
菌对人畜安全，作为生防菌已有很多相关报道，并成功应用于

多种农作物病害的防治，瓜菜土传病害的生物防治研究相对

滞后，本研究筛选出的３株拮抗细菌非常具有开发应用价值。
拮抗细菌的作用机制主要包括竞争、分泌抗菌物质、促进

植物生长和诱导植物抗病等［１－３］。我们在生防细菌的筛选过

程中，发现菌株ｊｂ５２是唯一在平板对峙法和生长速率法测定
中都被选出的菌株，显示其活菌和胞外代谢产物的拮抗作用

都很强，但在盆钵试验中对西瓜枯萎病的防治效果却不是很

突出，究其来源发现 ｊｂ５２分离自根围土壤，最终被选出的防
效好的菌株Ｊａａｓｅｄ１、Ｊａａｓｅｄ２和Ｊａａｓｅｄ３都来源于植物茎秆，
属于内生拮抗细菌。利用拮抗细菌进行生物防治受植物、病

原物、拮抗细菌和环境条件等多种因素的影响，特别是其他微

生物的竞争作用，使拮抗细菌的种群数量发生较大变化，因此

生防细菌的定殖能力非常重要。由于西瓜枯萎病这类土传维

管束病害的病原菌从根部侵染后在植株维管束内生长繁殖，

而植物内生细菌能够在寄主植物体内定殖，不易受环境条件

的影响，比土壤拮抗细菌具有更强的定殖能力，比土传维管束

病害的生物防治上更具有优势。我们已经用利福平抗性标记

和绿色荧光蛋白标记这些强拮抗细菌菌株，以期监测其在西

瓜植株根内维管束和根际土壤中的定殖行为，探索拮抗细菌

的定殖位点和种群数量与病害防效之间的相关性。
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