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生防菌 Ｂ－０９对人参灰霉病病原菌的抑制作用
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（中国农业科学院特产研究所，吉林长春１３０１１２）

　　摘要：菌株Ｂ－０９是１株从人参根际土壤中筛选出的生防菌。为明确Ｂ－０９菌株在人参灰霉病生防应用中的潜
力，进行了Ｂ－０９室内抑菌效果和温室防治效果试验。结果表明，室内抑菌试验 Ｂ－０９活体菌株对人参灰霉病病原
菌的抑菌圈直径达３２ｍｍ；Ｂ－０９无菌发酵液对人参灰霉病病原菌菌丝生长的抑制率达９０％以上，对人参灰霉病病原
菌孢子萌发的抑制率达８７％以上。在温室控病试验中，Ｂ－０９无菌发酵液对人参灰霉病的防治效果达７８．６％左右，
与化学药剂处理组效果相当，表明供试生防菌可开发为生物农药的潜力。
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　　人参为五加科多年生草本植物，以根茎、叶、花、果实入
药，具有大补元气、复脉固脱、补气益血、生津、安神等功

效［１］。人参灰霉病是２０世纪８０年代国内新发现的病害，该
病以危害人参的叶片、叶柄、花、果实为主，严重时危害根部，

１９８１—１９８８年吉林省栽培人参该病的发病率达２０％～３０％。
自２００２年以来，吉林省人参灰霉病发生频繁，已成为影响人
参产量的主要病害之一［２］。目前，该病的防治主要以化学防

治为主，由于长期大量使用化学农药，给生态环境、药材品质

带来了不可忽视的危害；另外因植物病原菌对常用化学药剂

抗药性的逐渐增强，使其防效不断下降。因此，有针对性地使

用生物农药，开发微生物杀菌剂是植物病害防治的必然趋势。

试验以抗菌谱较广的生防菌Ｂ－０９为材料，对菌株的抑菌活
性和控病作用开展了研究，明确了生防菌 Ｂ－０９对人参灰霉
病的抑制效果，为进一步开发生物农药奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试生防菌枯草芽孢杆菌 Ｂ－０９，分离自吉林省抚松县

人参根际土壤。供试病原菌人参灰霉病病原菌，分离自吉林

省吉安市人参种植基地人参灰霉病病株。化学药剂。８０％多
菌灵可湿性粉剂，北京绿怡园科技发展有限公司生产。培养

基。ＰＤＡ培养基、ＮＡ培养基、营养肉汤培养基。
１．２　试验方法
１．２．１　生防菌Ｂ－０９无菌发酵液的制备　将菌株 Ｂ－０９接
种于ＮＡ培养基活化２４ｈ后，取直径３ｍｍ的菌饼转接于营养
肉汤培养基中，于３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养７２ｈ，离心后取
上清液，再用０．２２μｍ微孔滤膜滤去上清液中残留菌体，制

得Ｂ－０９无菌发酵液。
１．２．２　Ｂ－０９菌株平板内拮抗作用　利用平板对峙法［３］，在

ＰＤＡ平板中央接种直径为 ６ｍｍ的病原菌菌饼，距菌饼
２５ｍｍ处用接种针点接生防菌，以不接生防菌的ＰＤＡ平板作
为空白对照，于２５℃温箱培养，６ｄ后检测生防菌株对病原菌
菌丝生长的抑制作用，并测定抑菌圈直径大小。每处理３次
重复（下同）。

１．２．３　Ｂ－０９无菌发酵液对病原菌菌丝生长的抑制作用　
将Ｂ－０９无菌发酵液与冷却至５０℃左右的ＰＤＡ培养基分别
以１∶４、１∶６、１∶１０、１∶１８的体积比混匀（发酵液终浓度为
２０％、１４％、９％、５％）倒平板，冷却后于平板中央接种直径
６ｍｍ病原菌菌饼，以装有营养肉汤培养基与 ＰＤＡ培养基混
合物的平板为对照，比例同上，于“１．２．２”节的条件下培养
６ｄ后测量各处理病原菌菌丝直径，并计算抑制率。
１．２．４　Ｂ－０９无菌发酵液对病原菌孢子萌发的抑制作用　
用无菌水配制灰霉病病原菌孢子悬浮液，浓度为 １×１０６

ＣＦＵ／ｍＬ。将Ｂ－０９无菌发酵液１００％、５０％、２５％的稀释液
与等体积的灰霉病病原菌孢子悬浮液混合（发酵液终浓度为

５０％、２５％、１２５％），用载玻片悬滴法［４］于２５℃培养，以加入
营养肉汤培养基的孢子悬浮液为对照，２４ｈ后镜检孢子萌发
情况。

１．２．５　Ｂ－０９无菌发酵液对人参灰霉病防治试验　取３年
生人参盆栽苗，每株人参苗针刺８个伤口，用人参灰霉病病原
菌孢子悬浮液（浓度约为２×１０５ＣＦＵ／ｍＬ）喷洒接种，接种后
保湿，３６ｈ后喷洒Ｂ－０９无菌发酵液，６株为１处理，每处理
设３次重复。１０ｄ后观察发病情况，统计发病率和病情指数，
并计算防治效果［５－６］。对照组和化学药剂组分别喷洒无菌水

与多菌灵１０００倍液。病情分级标准如下［７］：０级，无病斑；１
级，病斑面积占整个叶面积５％以下；３级，病斑面积占整个叶
面积６％～１０％；５级，病斑面积占整个叶面积１１％ ～２０％；７
级，病斑面积占整个叶面积２１％ ～５０％；９级，病斑面积占整
个叶面积５０％以上。
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２　结果与分析

２．１　Ｂ－０９菌株平板内抑菌效果
从图１可见，生防菌与灰霉病病原菌对峙培养６ｄ后，在

生防菌周围形成直径为３２ｍｍ的透明抑菌圈，且直径大小不
随时间的推移而改变。显微镜下观察可见，抑菌圈周围的病

原菌菌丝生长缓慢，部分菌丝顶端膨大，并且细胞壁被破坏，

原生质体外泄，表现出溶菌现象（图２）。

２．２　Ｂ－０９菌株无菌发酵液对病原菌菌丝生长的抑制作用
从表１可见，Ｂ－０９无菌发酵液在５．０％的浓度下对菌丝

生长有抑制作用，但效果不明显；在１４％、２０％浓度下的抑菌
效果较好，且二者没有显著差异。表明分无菌发酵液在１４％
的浓度下已能有效抑制病原菌菌丝的生长。

表１　Ｂ－０９菌株无菌发酵液对人参灰霉病病原菌
菌丝生长的抑制效果

无菌发酵液浓度

（％）
病原菌菌落直径

（ｍｍ）
抑制率

（％）

０（对照） ８９．７±０．５
５．０ ７３．３±０．５ １８．２±０．５ａ
９．０ ２４．０±０．８ ７３．０±０．８ｂ
１４．０ １１．７±０．５ ８７．０±０．６ｃ
２０．０ ８．７±０．４ ９０．３±０．２ｃ

　　注：抑制率 ＝（对照组菌落直径 －处理组菌落直径）／对照组菌
落直径×１００％。同列中数据后不同的小写字母表示差异显著（Ｐ＜
０．０５），表２、表３同。
２．３　Ｂ－０９无菌发酵液对病原菌分生孢子萌发的抑制效果

Ｂ－０９菌株无菌发酵液浓度在５０％、２５％、１２．５％时均能
对人参灰霉病病原菌孢子的萌发产生抑制作用，其中以５０％
浓度为最佳，浓度为１２．５％ 时抑制作用最弱（表２）。进一步
观察，灰霉病病原菌孢子在浓度１２．５％时虽大量萌发，但畸
形孢子比例较大，不能发育成为完整的菌丝体。

表２　Ｂ－０９菌株无菌发酵液对人参灰霉病病原菌
孢子萌发的抑制效果

无菌发酵液终浓度

（％）
孢子萌发率

（％）
抑制率

（％）

０（对照） ８７．０±０．２
１２．５ ７２．２±０．３ １７．１±０．４ａ
２５．０ １７．０±０．２ ８０．４±０．２ｂ
５０．０ １０．６±０．２ ８７．９±０．２ｃ

　　注：抑制率 ＝（对照组孢子萌发数 －处理组孢子萌发数）／对照
组孢子萌发数×１００％。

２．４　温室盆栽试验
接种１０ｄ后调查结果，经无菌发酵液处理后的人参盆栽

苗植株发病率和病情指数均大幅降低，植株生长发育正常，对

照组植株几乎全部发病，生长发育完全受到影响，严重整个植

株枯萎。经Ｂ－０９处理后的防治效果高达７８．６％，与１０００
倍多菌灵处理效果相当，表明Ｂ－０９具有被开发为生物农药
的潜力（表３）。

表３　菌株Ｂ－０９温室防治人参灰霉病的效果

处理
发病率

（％） 病情指数
防治效果

（％）

对照 ９８．０±０．４ａ ６０．０±１．２ａ
Ｂ－０９发酵液 ３２．６±０．９ｂ １２．８±１．０ｂ ７８．６±０．５ａ
多菌灵１０００倍液 ３０．３±０．２ｂ １１．４±０．４ｂ ８１．０±０．８ａ

　　注：病情指数＝∑［（各级病叶数×相对级数值）／调查总数 ×最
高级值］×１００；防治效果 ＝（对照组病情指数 －处理组病情指数）／
对照组病情指数×１００％。

３　讨论与结论

近年来，某些国家正在逐渐淘汰化学农药，越来越多采用

生物农药和生物肥料等生物防治措施控制和消灭植物病虫

害，并取得了显著进展［８－９］。生物农药包括细菌农药、真菌农

药、病毒农药和抗生素农药四大类。由于生物农药具有选择

性强、效率高、成本低、不污染环境、对人畜无害等特点，某些

国家正越来越多地将其应用于农作物防病、治虫、防草等方

面，推广应用前景广泛。

生防菌Ｂ－０９是从２００余个人参土壤根际菌中经过反复
筛选后获得的抗菌活性很强的菌株。试验结果表明，供试菌

株的活菌体能够良好地抑制人参灰霉病病原菌菌丝的生长能

力；菌株的无菌发酵液对人参灰霉病病原菌菌丝生长与孢子

萌发均表现出显著的抑制作用。在温室盆栽试验中，Ｂ－０９
无菌发酵液对人参灰霉病的防治效果达到７８．６％，与常用化
学农药效果相当，但温室是一个相对可控的系统，影响因素相

对于田间要少，菌株Ｂ－０９虽然具有一定开发为生物农药的
潜力，但防控效果还需要进一步进行田间试验来验证。
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不同溶剂提取物对３龄斜纹夜蛾幼虫的生物活性。结果表明，５种植物提取物对斜纹夜蛾均有一定的拒食活性；胡萝
卜籽石油醚提取物和乙酸乙酯提取物、防风石油醚提取物和乙酸乙酯提取物分别处理 ４８ｈ后，斜纹夜蛾幼虫拒食率
相对较高，分别为９２．４０％和８１．２７％、８２．２７％和７７．４９％；独活乙酸乙酯提取物及胡萝卜籽甲醇提取物胃毒活性相对
较高，校正死亡率为４０．００％。
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　　斜纹夜蛾（ＰｒｏｄｅｎｉａｌｉｔｕｒａＦａｂｒｉｃｉｕｓ）属鳞翅目夜蛾科昆
虫，食性杂，全国各地均有分布，是一种暴食性害虫，主要危害

十字花科、茄科等植物，对番茄、豆类、瓜类、棉花等植物危害

尤其严重。食性杂、世代重叠现象严重、抗药性上升快等原

因，致使农药用量越来越大，防效越来越差，防治难度也越来

越大［１］。

近年来，开发天然资源物质，创制新型、高效、低毒杀虫剂

倍受人们重视，特别是利用天然植物活性成分作为杀虫剂更

是引人注目。目前，已开发了烟碱、苦参碱、鱼藤酮、茵蒿素、

黎芦碱、茶皂素、川楝素、印楝素、蛇床子素等十几种植物源杀

虫剂，在防治多种害虫方面表现出良好的效果［２－４］。蛇床子

素为近年来由江苏省农业科学院开发的植物源农药，来源于

伞形科植物蛇床子中，已有文献报道蛇床子提取物具有杀虫

活性［５］。本试验以蛇床子不同溶剂提取物为阳性对照，测定

了白芷、防风、独活和胡萝卜籽等４种伞形科植物不同溶剂提
取物对斜纹夜蛾的活性，为伞形科植物作为植物源农药在有

害生物治理中的应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　供试虫源　将田间采集的斜纹夜蛾带回室内，用未施
药、新鲜干净的甘蓝叶继代饲养、稳定繁殖，挑选健壮、大小一

致的３龄幼虫用于生物活性测定。
１．１．２　供试中药材　蛇床子、白芷、防风、独活饮片均购于安
徽省亳州市中药材市场，由亳州市中药饮片厂生产；胡萝卜种

子“大禹特级三红（五寸参）”由河北大禹种业有限公司生产。

供试植物产地或来源、使用部位等信息见表１。

表１　供试植物种类

种名 科名 使用部位 来源或产地

蛇床子 伞形科 果实 安徽

白芷 伞形科 根 安徽

防风 伞形科 根 东北

独活 伞形科 根 湖北

胡萝卜籽 伞形科 种子 河北

１．２　试验方法
１．２．１　样品制备　将各供试植物材料在４０℃烘箱内烘干，
取出，用粉碎机充分粉碎，制成干粉；分别称取５００ｇ干粉，用
９５％乙醇热回流提取３次，回收溶剂的浸膏；浸膏用水溶解
后，先用石油醚萃取至颜色较淡，再用乙酸乙酯萃取至颜色较

浅，剩余部分用甲醇溶解；将石油醚萃取液、乙酸乙酯萃取液

及甲醇提取液分别回收，溶剂用丙酮溶解后再用水稀释，同时

加入几滴吐温８０作乳化剂，稀释成一定浓度的溶液作为供试
样品备用。

１．２．２　采用浸渍叶碟法进行活性测定［６］　将新鲜甘蓝叶片
剪成２０ｍｍ×２０ｍｍ的叶碟，放入供试样品内浸２～３ｓ，取出
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