
书书书

李德全，谈　蓉，周鸣鸣，等．筛选和利用海洋细菌防治玉米纹枯病试验［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（８）：１１８－１２１．

筛选和利用海洋细菌防治玉米纹枯病试验

李德全，谈　蓉，周鸣鸣，邓自发
（南通大学生命科学学院／农业部南方平原玉米科学观测实验站，江苏南通２２６００１）

　　摘要：从江苏省南通市沿海滩涂、近海海水、海藻体内分离到了８６２株海洋细菌，以玉米纹枯菌为指示菌对其抑菌
活性进行检测，经初筛、复筛、定量复筛，获得７株抑菌效果较好的拮抗细菌，并对筛选出的高效拮抗菌株进行室内抑
菌及田间防病测定试验。结果表明，ＮＨ－８菌株的拮抗活性和防效最强，通过形态特征、生理生化及１６ＳｒＤＮＡ同源
性序列分析，初步鉴定该菌株为芽孢杆菌。
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　　玉米纹枯病是由立枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）侵染所
致的土传病害。在我国，玉米纹枯病最早于１９６６年仅吉林省
有发生记载，继吉林省之后，辽宁省、湖北省、广西壮族自治

区、河南省、山西省、浙江省、陕西省、河北省、四川省、山东省、

江苏省等省（区）均陆续有玉米纹枯病发生的报道［１］。近年

来，随着玉米感病品种的种植与推广，玉米纹枯病发生与危害

日趋严重，已成为玉米高产、稳产的主要限制因子之一［２］。

由于纹枯病菌腐生能力强、寄主范围很广，国内外至今尚未发

现该病的高抗玉米品种，生产中主要采用化学杀菌剂进行防

治［３－４］。长期连续使用化学农药，容易导致病菌产生抗药性。

生物防治用生态学方法控制有害生物，避免使用化学农药带

来的一系列环境、能源问题，促进农业可持续发展［５－８］。随着

研究的深入，从陆生资源中分离筛选出新的有效生防资源菌

变得越来越困难，探索新的生防资源迫在眉睫。海洋微生物

由于其生长环境很特殊而受到学者们的关注，已有从海洋中

分离筛选出植物病害生防微生物的报道［９－１１］。但筛选利用

海洋细菌用于玉米纹枯病的生物防治目前尚未见报道。本研

究从江苏省南通市沿海滩涂近海海水及海藻中分离筛选到多

株对玉米纹枯病菌具有较强拮抗性能的海洋生防细菌，旨在

为防治植物病害提供新的生防资源。

１　材料与方法

１．１　样品采集与处理
样品采集点为南通市沿海滩涂、近海海水、海藻体内。沿

海滩涂取植物根际土壤，近海海水取样地点距海岸１～２ｋｍ，
选取多点采样。将样品密封于灭菌的容器，带回实验室４℃
保存［１２］。

１．２　供试病原菌
玉米纹枯病菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）、油菜菌核病菌（Ｓｃｌｅｒｏ

ｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）、小麦赤霉病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）、小

麦全蚀病菌（Ｇａｅｔａｎａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓ）、棉花枯萎病菌
（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ．ｓｐ．ｖａｓｉｎｆｅｃｔｕｍ）、小麦根腐病菌
（Ｈｅｌｍｉｎｔｈｏｓｐｏｒｉｕｍｓｏｒｏｋｉａｎｕｍ）由笔者所在实验室提供。花椰
菜根肿病菌（Ｐｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａｂｒａｓｓｉｃａｅ）、白菜黑斑病菌（Ａｌｔｅｒ
ｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃｉｃｏｌａ）菌株由中国农业科学院蔬菜花卉研究所提
供。玉米品系ＹＱ７－９６由广西大学农学院吴子恺教授提供。
１．３　供试培养基

海水ＰＹＳ培养基：蛋白胨５ｇ、酵母膏５ｇ、ＭｇＣｌ２·２Ｈ２Ｏ
２ｇ、葡萄糖５ｇ、ＮａＣｌ１６ｇ、陈海水１０００ｍＬ，用于拮抗细菌的
分离、纯化、培养［１３－１４］。ＰＤＡ培养基：马铃薯 ２００ｇ、蔗糖
２０ｇ、琼脂２０ｇ、水１０００ｍＬ，用于植物病原真菌培养。培养
基ｐＨ值均为７．０～７．２。
１．４　拮抗细菌的筛选
１．４．１　细菌分离　用稀释法分离海洋细菌，将分离物平板置
于２６℃培养箱中培养７２ｈ，挑取单菌落纯化，移植斜面保存
于ＰＹＳ培养基中。
１．４．２　初筛　以玉米纹枯病菌为指示菌，采用平板对峙
法［１５］筛选拮抗菌株。将纹枯菌移植到 ＰＤＡ平板上，２６℃培
养４８ｈ，用打孔器在带菌 ＰＤＡ平板上打孔，在不带菌的 ＰＤＡ
平板上呈对角点接海洋细菌，２４ｈ后在平板中央移入纹枯菌
菌盘，２６℃下培养４８ｈ，测量拮抗带宽度。每处理重复３次，
对抑菌作用快且强的海洋细菌进行定量复筛。

１．４．３　复筛　将初筛菌株移植到海水 ＰＹＳ培养基中，培养
液在２６℃、１４０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养４８ｈ，用移液枪移取
１０μＬ菌液，滴在ＰＤＡ平板上直径约６ｃｍ的灭菌滤纸片上，
进行定量复筛。测量抑菌圈半径，抑菌率计算公式如下：

抑菌率＝（２×抑菌圈半径）／４５×１００％。
１．５　拮抗菌株鉴定
１．５．１　生理生化鉴定、形态学观察　对复筛得到的１株抑菌
率为８７．１％的拮抗菌株 ＮＨ－８进行革兰氏染色、接触酶反
应、淀粉水解、好氧性试验、明胶液化、耐盐性试验、５０℃生长
等生理生化试验 ［１６－１７］。

１．５．２　１６ＳｒＤＮＡ序列分析鉴定　以拮抗菌株 ＢＨ－０１总
ＤＮＡ为模板，利用细菌 １６ＳｒＤＮＡ通用引物 Ｆ２７（５′－
ＡＧＡＧＴＩＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和Ｒ１４９２（５′－ＧＣＴＡＣＣＴＴ
ＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）进行 ＰＣＲ扩增，反应条件：９５℃ ３ｍｉｎ；
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９４℃４０ｓ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。
将ＰＣＲ产物检测、回收、连接、转化、阳性克隆，由生工生物工
程（上海）股份有限公司测序。将菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列与
ＧｅｎＢａｎｋ核酸序列数据库中的序列进行比对，回收、纯化扩增
产物后进行测序，利用 ＮＣＢＩ数据库的 ＢＬＡＳＴ程序对测序结
果进行同源性检索，与ＧｅｎＢａｎｋ数据进行比对分析。
１．６　拮抗菌对不同植物病原真菌的拮抗性能测定

将玉米纹枯病菌、油菜菌核病菌、小麦赤霉病菌、小麦全

蚀病菌、棉花枯萎病菌、小麦根腐病菌、花椰菜根肿病菌、白菜

黑斑病菌等 ８种病原菌在 ＰＤＡ平板上活化后，将直径为
５ｍｍ的病菌菌块放入ＰＤＡ平板中央，将ＮＨ－８在海水 ＰＹＳ
液体培养基中振荡培养４８ｈ，各取０．１ｍＬ呈对角点滴４个菌
株于ＰＤＡ平板上，每处理重复３次，２６℃培养。以放置病原
菌而不放拮抗菌的ＰＤＡ平板作为对照，当对照病原菌长满培
养基时，测量抑菌圈的直径。

１．７　拮抗菌株对玉米纹枯病的防治效果
１．７．１　拮抗细菌对纹枯病菌菌丝形态及菌核形成的影响　
将纹枯病病菌移植到ＰＤＡ平板上，２６℃下培养４８ｈ；用打孔
器在带菌ＰＤＡ平板上打孔，在不带菌的 ＰＤＡ平板上呈对角
点接４个滤纸片，每个上样２０μＬ拮抗菌悬液；２４ｈ后在平板
中央移入纹枯菌块，２６℃下培养４８ｈ，在显微镜（４００×）下观
察菌丝生长情况，继续观察对峙培养结果，记录菌核形成情

况、形成时间。

１．７．２　拮抗细菌防病能力试验　选取拮抗性能较强的７株
复筛菌株进行盆栽控病能力测定，每个菌株设置１０个处理，１
个空白对照。玉米苗期进行纹枯病菌接种，将在ＰＤＡ平板活
化的纹枯病菌放入灭菌的火柴梗中，待火柴梗长满菌丝后接

种于玉米叶鞘；接种纹枯病菌１０ｈ后，取２０ｍＬ拮抗菌悬液
兑水５００ｍＬ喷雾，１０ｄ后进行第２次喷雾，隔１０ｄ进行第３
次喷雾。接种处病斑扩展上下边缘长度即为病斑大小，植株

基部至接种处病斑上边缘的长度即为病斑高度，基部至最高

叶尖距离为株高，根据病斑大小及高度计算防效，确定拮抗菌

株的防病能力。

２　结果与分析

２．１　拮抗细菌筛选
从南通市沿海滩涂、近海海水、海藻中共分离得到８６２株

海洋细菌，其中有８３株对玉米纹枯病菌具有不同程度的拮抗
作用，占分离总菌株的９．６％，其中，来自沿海滩涂、海藻、近
海海水的拮抗菌株分别占所有拮抗菌株的 １９．２５％、
１２１３％、２７．７５％。通过复筛及定量复筛，获得７株玉米纹枯
病抑制率在５１％以上的拮抗菌株。由表１可见，菌株ＮＨ－８
的拮抗带宽１９．６ｍｍ，对玉米纹枯病病菌的抑菌效果最好，抑
菌率高达８７．１％（图１）。
２．２　菌株ＮＨ－８鉴定
２．２．１　形态学鉴定观察　菌株 ＮＨ－８革兰氏染色呈阳性，
菌体为杆状，在ＰＹＳ培养基上２６℃培养２４ｈ后产生芽孢，芽
孢呈椭圆形，中生。培养初期菌落为圆环形、乳白色，边缘整

齐，菌落隆起，呈馒头状，表面湿润；培养后期菌落为淡黄色，

边缘呈小齿状，表面干燥有褶皱。在液体培养基中静止培养

时，菌体在培养基表面形成白色菌膜。结合《常见细菌系统

表１　拮抗菌株对纹枯病病原菌拮抗性的筛选结果

菌株
拮抗带宽度

（ｍｍ）
抑菌率

（％）

ＮＴ－１ １１．６ ５１．４
ＮＴ－２３ １５．２ ６７．５
ＮＨ－１１ １３．４ ５９．４
ＮＨ－８ １９．６ ８７．１
ＮＨ－６８ １７．１ ７６．０
ＮＨ－０２ １２．６ ５６．０
ＮＺ－４５ １４．５ ６４．４

鉴定手册》，将该菌鉴定为芽孢杆菌属。

２．２．２　生理生化特性　根据菌落、染色、生理生化特征（表２），
进一步确定ＮＨ－８菌株为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）。

表２　菌株ＮＨ－８的生理生化特性

测试项目 结果 测试项目 结果

革兰氏染色 ＋ 硝酸盐还原 ＋
接触酶 ＋ ５０℃ 生长 ＋
淀粉水解 ＋ ７％ ＮａＣｌ生长 ＋
明胶液化 ＋ 甲基红试验 ＋
Ｖ－Ｐ反应 ＋ Ｄ－葡萄糖 ＋
厌氧生长 － Ｄ－木糖 ＋

　　注：“＋”为阳性反应，“－”为阴性反应。

２．２．３　ＮＨ－８菌株１６ＳｒＤＮＡ鉴定　提取ＮＨ－８菌株ＤＮＡ
进行 ＰＣＲ扩增，测序结果表明，菌株１６ＳｒＤＮＡ序列长度为
ｌ５１０ｂｐ。将测序结果（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＤＦ５２０９５６）与
ＮＣＢＩ中芽抱杆菌１６ＳｒＤＮＡ基因序列进行同源性比较，菌株
１６ＳｒＤＮＡ序列与枯草芽孢杆菌１６ＳｒＤＮＡ序列同源性
达９９％。
２．３　拮抗菌株对不同植物病原菌的拮抗作用

由表３可见，７个活性较好的拮抗菌株对其他供试植物
不同病原菌的拮抗性能不同。ＮＨ－８菌株对玉米纹枯病菌、
油菜菌核病菌、花椰菜根肿病菌、小麦赤霉病菌、棉花枯萎病

菌的拮抗作用与其他拮抗菌比有显著差异；但对小麦全蚀病

菌、白菜黑斑病菌的拮抗作用与其他拮抗菌比多没有显著差

异。以玉米纹枯病菌为指示菌筛选获得的拮抗菌株在供试中

表现出对花椰菜根肿病菌有较强的抑制作用，为该病害的生

物防治提供了很好的拮抗材料。复筛出的海洋源细菌具有抗

菌谱广、抑菌活性强的特点，表明从海洋中分离筛选活性强的

菌株用于防治植物病害是切实可行的。
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表３　７个拮抗菌株对不同植物病原真菌的抑制作用

病原菌
拮抗带宽（ｃｍ）

ＮＴ－１ ＮＴ－２３ ＮＨ－１１ ＮＨ－８ ＮＨ－６８ ＮＨ－０２ ＮＺ－４５
玉米纹枯病菌 １．１６ａ １．５２ｂ １．３４ａ １．９６ｃ １．７１ｂ １．２６ａ １．４５ｂ
小麦赤霉病菌 １．４０ｂ １．６３ａ １．５６ａ １．８７ｃ １．５９ａ １．６４ａ １．５８ａ
小麦全蚀病菌 １．００ａ １．１６ａ １．１９ａ １．２０ａ １．２１ａ １．１８ａ １．２２ａ
棉花枯萎病菌 １．４０ｂ １．５９ａ １．５８ａ １．７９ｃ １．３７ｂ １．６２ａ １．６０ａ
小麦根腐病菌 １．００ａ １．０９ａ １．１２ａ １．１３ａ １．１１ａ １．０６ａ １．１３ａ
花椰菜根肿病菌 １．６８ｃ １．８６ｂ １．８８ｂ ２．９９ａ １．７２ｃ １．６９ｃ １．８７ｂ
白菜黑斑病菌 １．６１ｂ １．８２ａ １．８５ａ １．８６ａ １．６７ｂ １．８２ａ １．８１ａ
油菜菌核病菌 １．６５ｂ １．７２ｂ １．６８ｂ １．９８ａ １．７４ｂ １．６６ｂ １．７１ｂ

　　注：同行数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．４　拮抗菌株ＮＨ－８对玉米纹枯病的拮抗效果
２．４．１　拮抗细菌对纹枯病菌菌丝、菌核形成的抑制作用　对
照纹枯病菌菌丝在ＰＤＡ平板上能正常生长，菌丝细长，光滑
透明，但在拮抗菌株ＮＨ－８对峙培养处理的 ＰＤＡ平板上，纹
枯病菌菌丝生长受到抑制（图２）。对峙培养处理的抑菌带周
围的菌丝粗大扭曲、不规则生长，菌丝顶端或中间膨大成泡囊

状，菌丝体内有原生质泄露。对照纹枯菌丝在ＰＤＡ平板上正
常生长，培养约４ｄ开始出现菌核，菌核数量多且分布均匀。
ＮＨ－８对峙培养处理菌丝生长受到抑制，出现黄化，培养９ｄ
才开始出现菌核，菌核数量少且分布不均，说明拮抗菌能推迟

并影响菌核的形成。

２．４．２　拮抗细菌防病能力试验　由表４可见，７个拮抗菌株
对玉米纹枯病防治效果不同，防效为７０．２％ ～８７．４％，其中，
ＮＨ－８、ＮＴ－２３菌株抑制玉米纹枯病能力较强，病斑直径均
低于２．５ｃｍ，防效在８０％以上；ＮＨ－８菌株抑菌活性最强，防
效达８７．４％，可用于后续试验。

表４　７个拮抗菌株防治玉米纹枯病盆栽试验

菌株
病斑直径

（ｃｍ）
病斑高度

（ｃｍ）
防效

（％）

ＮＴ－１ ２．９ｄ ７．９ｂ ７３．５ｃ
ＮＴ－２３ ２．３ｅ ６．２ｄ ８１．０ｂ
ＮＨ－１１ ３．０ｄ ５．８ｅ ７２．３ｄ
ＮＨ－８ １．６ｆ ７．７ｂ ８７．４ａ
ＮＨ－６８ ２．７ｄ ７．４ｃ ７４．１ｃ
ＮＨ－０２ ４．７ｃ ７．２ｃ ７１．４ｄ
ＮＺ－４５ ６．３ｂ ５．８ｅ ７０．２ｅ
ＣＫ ３３．２１ａ １３．４ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

３　结论与讨论

海洋源微生物由于长期在海洋中生存繁殖，产生了不同

于陆源微生物的新型活性物质，为医用、农用抗生素的开发提

供了丰富的资源 ［１８］。筛选应用海洋源微生物进行植物病害

防治虽起步较晚，但研究应用前景良好。何培青等从海洋细

菌中筛选到一株对多种植物病原真菌具有显著抑制或溶菌作

用的芽孢杆菌 Ｂ－９９８７［１９］。胡江春等从海洋中分离筛选到
一株能在重茬大豆根际成功定殖、对克服重茬大豆连作障碍

具有明显作用的海洋放线菌ＭＢ９７［１０］。本研究分离筛选到多
株对玉米纹枯病菌具有较强拮抗性能的海洋生防细菌，复筛

获得７株对纹枯病抑制率在５１％以上的拮抗菌株，其中菌株
ＮＨ－８抑菌率最高，进一步证明海洋有着丰富的微生物资
源，同时ＮＨ－８菌株对蔬菜土传病害花椰菜根肿病有较强的
抑制作用及防病效果，应用前景广阔。关于ＮＨ－８菌株活性
物质、防病菌剂的研制及其防病机制等，还有待进一步研究。
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１８种植物乙醇提取物对二斑叶螨的杀螨活性
邢燕燕，韩俊艳，刘广纯

（沈阳大学／城市有害生物治理与生态安全辽宁省重点实验室，辽宁沈阳１１００４４）

　　摘要：采用室内玻片浸渍法和叶片浸渍法对１８种植物乙醇提取物进行了二斑叶螨雌成螨和卵的触杀活性测定。
结果表明，紫茉莉、臭椿、鸡爪槭、紫花地丁、牛膝菊和藜对雌成螨的生物活性较高，在１０ｍｇ／ｍＬ时，其７２ｈ校正死亡
率均为１００％。根据初筛结果对这６种植物提取物进行雌成螨和卵的毒力测定，都表现出较强的毒力，其中对雌成螨
的ＬＣ５０依次为４．０７８、４．６８６、４．３５８、５．５３５、３．６７９、７．３７８ｍｇ／ｍＬ，对卵的ＬＣ５０在１１．１７６～６０．６５１ｍｇ／ｍＬ之间。
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　　二斑叶螨（Ｔｅｔｒａｎｙｃｈｕｓｕｒｔｉｃａｅ）是一种危害严重的农林业
害虫，在我国各地普遍存在。由于繁殖能力强、世代周期短，

二斑叶螨在适宜的条件下种群可迅速扩大，危害植物达１５０
余种，严重影响其产量及品质。对二斑叶螨的控制目前主要

依赖于化学农药，但二斑叶螨的生物特性决定了它比其他害

虫更易对化学农药产生抗药性［１］。而且化学杀螨剂在杀灭

害螨的同时，还会非选择性的杀灭天敌及其他有益生物，破坏

生态平衡，并会对生态环境和人类健康产生一定的负面影响。

植物体内含有一些黄酮类、生物碱类、苦楝素类、香豆素类等

次生代谢物质，这些次生代谢物质与害虫长期协同进化来防

御病虫害对其自身的侵害，且这些杀虫物质是自然界中本来

存在的物质，对环境污染轻，对人畜健康安全；对害虫作用较

为缓慢，主要用于抑制害虫种群增长，符合 ＩＰＭ理论和农业
可持续发展战略。植物源杀螨剂的开发研制成为杀螨剂研究

的一个热点。笔者采集了１５科１８种植物，利用其乙醇提取
物对二斑叶螨雌成螨和卵进行室内触杀活性测定，为筛选植

物源杀螨活性物质进而研制杀螨剂提供基础数据。

１　材料与方法

１．１　材料

试验所用植物材料均采于沈阳大学及其周边绿地，共１５
科１８种（表１）。将采集的植物材料洗净、阴干，置于中草药粉
粹机中粉碎，过８０目筛，密封，放入４℃医用冷藏柜中备用。

表１　１８种测试植物名录

植物名称 科名　　 采集部分 采集地点

小蓟 菊科 干燥全草 沈大社区

黄花蒿 菊科 干燥全草 沈阳大学

蒲公英 菊科 干燥全草 沈阳大学

牛膝菊 菊科 干燥全草 沈阳大学

臭椿 苦木科 叶子 沈大社区

桑 桑科 叶子 沈阳大学

紫花地丁 堇菜科 干燥全草 沈阳大学

景天 景天科 地上干燥部分 沈阳大学

三叶草 豆科 干燥全草 沈阳大学

紫茉莉 紫茉莉科 干燥全草 沈大社区

鸡爪槭 槭树科 叶子 沈大社区

芦荟 百合科 干燥全株 沈阳大学

棕榈 棕榈科 叶子 沈阳大学

爬山虎 葡萄科 叶子 沈阳大学

藜 苋科 干燥全草 沈阳大学

车前草 车前科 干燥全草 沈大社区

紫苏 唇形科 干燥全草 沈大社区

红蓼 蓼科 干燥全草 沈阳大学

　　二斑叶螨来自辽宁省城市有害生物治理与生态安全重点
实验室。饲养条件：智能人工气候箱，温度（２５±１）℃、相对
湿度６０％～６５％，光照为１６ｈ∶８ｈ（Ｌ∶Ｄ）。以雌成螨为试
验用虫。
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