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　　摘要：采用组织破碎、稀释涂布法、对峙培养法，分别从草果（Ａｍｏｍｕｍｔｓａｏ－ｋｏＣｒｅｖｏｓｔｅｔＬｅｍａｉｒｅ）根、茎、叶中分离
果腐病镰刀菌拮抗内生菌。结果表明，分别从草果的根、茎、叶分离出内生细菌１３、６、３株，从根、茎、叶分离内生真菌
５、１、０株。从草果根、茎、叶分离到的内生细菌、内生真菌数量以及草果果腐病镰刀菌的拮抗内生细菌、拮抗内生真菌
数量均呈现依次递减趋势。草果根部存在葡萄球菌属、微球菌属、芽孢杆菌属３类拮抗内生细菌及３株不同属的内生
真菌，茎部仅有微球菌属１类拮抗内生细菌。
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　　草果（Ａｍｏｍｕｍｔｓａｏ－ｋｏＣｒｅｖｏｓｔｅｔＬｅｍａｉｒｅ）为姜科豆蔻
属多年生常绿丛生草本植物，主要分布在我国贵州、广西、云

南等地，果实性温、浓香，具有健胃、消食、顺气、祛寒湿等药

效，是上好的烹调佐料［１］。草果在云南省南部、东南部、西南

部地区的亚热带雨林中广泛种植，叶斑病、花腐病、果腐病、立

枯病等病害日益严重，常导致果穗腐烂、脱落，果实腐烂，叶片

枯死［２－４］。内生菌是指生活史的某一阶段或全部阶段生活在

健康植物组织和器官内的真菌、细菌、放线菌，被感染的宿主

植物不表现外在症状［５］。利用内生菌的固氮、促生、抗旱、防

病等功能，开发微生物菌肥，可替代或减少农药、化肥的使用，

改善农业生态系统，保持植物微生态系统的生物多样性，实现

农业可持续发展［６］。目前关于利用草果果腐病拮抗内生菌

研究鲜见报道。本研究探索草果内生菌的分离方法并筛选拮

抗菌株，旨在为草果的优质高产提供潜在的生防菌株。

１　材料与方法

１．１　材料
草果果腐病镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．）Ｆ１、Ｆ２均由红河学院

云南省高校农作物优质高效栽培与安全控制重点实验室提

供。牛肉膏蛋白胨培养基（ＮＡ）、马铃薯培养基（ＰＤＡ）、ＬＢ液
体培养基。

１．２　内生菌分离
１．２．１　样品采集　从云南省红河州金屏县马鞍底乡草果种
植区分别采集草果根、茎、叶，置于无菌自封袋内带回实验室。

１．２．２　内生细菌的分离、纯化　将根、茎、叶修剪整齐，分别
放入７５％乙醇中消毒５ｍｉｎ，再放入１０％ＮａＣｌＯ中分别消毒
８、５、２ｍｉｎ，用无菌水反复浸洗２～３次，最后用无菌滤纸吸干

表面水分。分别取５ｇ样品置于无菌研钵中，加１０ｍＬ无菌
水研磨，静置５０ｓ，取３０μＬ分别涂布在 ＬＢ、ＰＤＡ平板上，置
于２８℃恒温箱中培养２～３ｄ，以最后一遍浸洗消毒组织的无
菌水涂布上述平板作为对照。待菌落长出后，根据细菌形态、

颜色、质地，反复划线纯化，根据真菌菌落形态、颜色、质地及

菌丝形态（粗细、气生菌丝是否发达）挑取菌丝转接纯化［７］。

１．３　内生菌对果腐病病原菌的拮抗测定
１．３．１　镰刀菌、内生菌的培养　将镰刀菌、内生真菌接在
ＰＤＡ平板上，２５℃恒温培养，待菌丝长满平板后转４℃冰箱
保存备用。将纯化的内生细菌接种于 ＬＢ培养基上，２８℃
１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养２４ｈ，４℃ ６０００ｒ／ｍｉｎ离心１２ｍｉｎ，取沉
淀，以无菌水悬浮并调整浓度为１０６ＣＦＵ／ｍＬ。
１．３．２　拮抗活性测定　用打孔器取直径为５ｍｍ的病原菌
饼于ＰＤＡ平板中央，用接种环挑取内生细菌悬浮液点接在距
平板中央３ｃｍ处的４个角点上，或用打孔器取直径为５ｍｍ
的内生真菌点接在距病原菌２～３ｃｍ处的平板右边，以仅接
镰刀菌的平板作为对照，每处理设３次重复。２８℃恒温培养
３～７ｄ后，计算相对抑制率：Ｉ＝（Ｒ０－Ｒｉ）／Ｒ０×１００％。式
中：Ｒ０代表对照病原菌菌落的扩展半径，Ｒｉ代表对峙培养病
原菌菌落的扩展半径，Ｉ代表相对抑制率。
１．４　拮抗菌株的鉴定

用形态学、生理生化方法初步鉴定内生细菌，用形态学方

法初步鉴定内生真菌［８－９］。

２　结果与分析

２．１　草果内生菌的分离
利用涂布平板法，根据菌落的形态、颜色、质地、大小等特

征划线纯化，分别从草果的根、茎、叶中分离出内生细菌１３、
６、３株，共计２２株。根据菌落形态、颜色、大小、质地及菌丝
形态的不同，分别从根、茎、叶中分离内生真菌５、１、０株，共计
６株。从草果根系分离到的内生菌数量及种类远多于茎、叶。
２．２　内生菌对镰刀菌的拮抗活性测定

采用对峙培养法利用 ＰＤＡ培养基筛选出对草果果腐病
镰刀菌具有一定拮抗作用的内生细菌５株，占测试内生细菌
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的２２．７３％。其中，４株分离自草果根系，１株分离自草果茎。
由表１可知，分离自根系的菌株 ＣＧＧＸ－０９、ＣＧＧＸ－１６对草
果果腐病有较强的抑制作用。采用对峙培养法利用 ＰＤＡ培
养基筛选出拮抗性内生真菌３株，均分离自根系，占测试内生
真菌的５０％。ＣＧＧＺ－０２、ＣＧＧＺ－０３、ＣＧＧＺ－０４对草果果腐
病的抑菌率分别为３１．８％、９０．９５％、１５．０％，菌株ＣＧＧＺ－０３
对草果果腐病抑制作用较强。

表１　草果组织中５株拮抗内生细菌对草果果腐病的相对抑菌率

菌株编号

Ｆ１ Ｆ２

菌落直径

（ｃｍ）
相对抑菌率

（％）
菌落直径

（ｃｍ）
相对抑菌率

（％）
ＣＫ ６．２０ ０ ６．６０ ０

ＣＧＧＸ－０９ ２．００ ６７．７４ ２．００ ６９．７０
ＣＧＪＸ－１０ ３．８０ ３８．７１ ４．００ ３９．３９
ＣＧＧＸ－１１ ４．００ ３５．４８ ４．２０ ３６．３６
ＣＧＧＸ－１６ ２．４０ ６１．２９ ２．３０ ６５．１５
ＣＧＧＸ－２０ ３．４０ ４５．１６ ４．００ ３９．３９

２．３　拮抗内生菌的鉴定
结合形态学、生理生化分析对拮抗性内生细菌进行鉴定，

结果表明：ＣＧＧＸ－０９革兰氏反应阴性，球菌，接触酶反应阳
性，甲基红反应阴性，淀粉水解反应阴性，可耐受 ７％ ＮａＣｌ。
ＣＧＪＸ－１０革兰氏反应阴性，球菌，接触酶反应阳性，甲基红
反应阴性，淀粉水解反应阴性，可耐受７％ ＮａＣｌ。ＣＧＧＸ－１１
革兰氏反应阳性，杆菌，接触酶反应阳性，甲基红反应阴性，淀

粉水解反应阴性，可耐受７％ ＮａＣｌ。ＣＧＧＸ－１６革兰氏反应
阳性，杆菌，接触酶反应阳性，甲基红反应阴性，淀粉水解反应

阴性，可耐受１０％ ＮａＣｌ。ＣＧＧＸ－２０革兰氏反应阴性，球菌，
接触酶反应阳性，甲基红反应阴性，淀粉水解反应阴性，可耐

受１０％ ＮａＣｌ。参考《常见细菌系统鉴定手册》［８］，可以初步
确定菌株 ＣＧＧＸ－０９为葡萄球菌属，菌株 ＣＧＪＸ－１０为微球
菌属，菌株ＣＧＧＸ－１１为芽孢杆菌属，菌株ＣＧＧＸ－１６为芽孢
杆菌属，菌株ＣＧＧＸ－２０为微球菌属。根据内生真菌的菌落
形态观察，结合《真菌鉴定手册》［９］，初步确定菌株ＣＧＧＺ－０２
为子囊菌纲多腔菌目沙卡氏菌科沙卡氏菌属，菌株

ＣＧＧＺ－０３为半知菌亚门丛梗孢目青霉属卡地干酪青霉组，
菌株 ＣＧＧＺ－０４为半知菌类无孢菌群丝核菌属（表２）。

表２　草果组织中内生真菌的形态观察结果

菌株编号 菌落颜色、形态 气生菌丝、分生孢子形态 气味 生长速度

ＣＧＧＺ－０２ 菌落圆形，白色，较厚，密集度高，中间有环形沟状并

突起，表面干燥，呈干粉状，反面乳白色

菌丝发达，呈灰色，较细长，有分支；孢子短杆

状，黑色，大多集中在菌丝头部

有霉味 较慢

ＣＧＧＺ－０３ 菌落圆形，初呈白色，后变为灰绿色，外圈白色，较薄，

表面干燥，前期少量菌丝呈棉絮状，反面橙黄色

菌丝较少，呈青绿色，较粗，较长，顶端有帚状

的间枝，有横隔；孢子椭圆形，光滑，深绿色

有霉味 较慢

ＣＧＧＺ－０４ 菌落圆形，白色，较厚，中间突起，表面干燥，菌丝密

集，呈棉絮状，反面乳白色

菌丝发达，较细长，有分支，无横隔；不产孢子 有霉味 较慢

３　结论与讨论

３．１　样品组织对内生菌多样性的影响
研究表明，内生菌广泛分布于植物的根、茎、叶、花、果实、

种子等器官、组织的细胞或细胞间隙中［１０］。石斛内生真菌分

布及类群组成具有组织差异性，不同地方的样品内生真菌优

势种群也具有差异性［１１－１２］。本研究从草果根、茎、叶分离到

的内生细菌、内生真菌数量以及草果果腐病镰刀菌的拮抗内

生细菌、拮抗内生真菌数量均呈现依次递减趋势。草果根部

存在葡萄球菌属、微球菌属、芽孢杆菌属３类拮抗内生细菌及
３株不同属的内生真菌，茎部仅有微球菌属１类拮抗内生细
菌，初步揭示了草果内生菌分布及类群存在着组织差异性。

根部内生菌及拮抗菌株较为丰富或许与果腐病镰刀菌是土传

病害有关。

３．２　草果内生菌对果腐病镰刀菌的防治
生防菌的田间防效会因物理、化学、微生物种群等因素的

影响而降低，因而室内筛选的生防菌尚需盆栽试验进一步验

证［１３］。内生真菌ＣＧＧＺ－０３经鉴定为青霉属真菌，该菌为多
种土壤的优势真菌属，且能分泌丰富的抑菌次生代谢物［１４］。

张玲琪等从草果病害组织中分离出青霉，但未经回接试验证

明为病原菌［２］。该菌株在探索盆栽试验及田间试验前应进

行草果接种试验探明其是否具有致病性。
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定及分布［Ｊ］．生物技术进展，２０１２，２（３）：１９０－１９４．
［１３］ＺｏｕＣＳ，ＭｏＭＨ，ＧｕＹＱ，ｅｔａｌ．Ｐｏｓｓｉｂｌｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆｖｏｌａｔｉｌｅ－

ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｔｏｓｏｉｌｆｕｎｇｉｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＳｏｉｌＢｉｏｌｏｇｙ＆Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ，２００７，３９（９）：２３７１－２３７９．

［１４］鲁海菊，张晓永，全舒舟，等．从９３株土壤真菌中筛选抑制石榴干
腐病菌的活性菌株［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（７）：１０８－１１０．
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