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　　摘要：为获得对新疆地区棉花黄萎病具有拮抗活性的土壤放线菌，从新疆不同地区棉田采集２４份健康棉花根际
土样，通过平板稀释法分离纯化得到放线菌５６１株。经室内平板对峙法筛选获得１０１株具有拮抗棉花黄萎病菌作用
的放线菌，获得抑菌圈直径≥１７ｍｍ的放线菌５株，其中ＴＤ３－２－１的抑菌圈直径达２０．０７ｍｍ，其发酵液对棉花黄萎
病菌菌丝抑菌率达７９．７％。ＴＤ３－２－１具有作为生防菌的潜能。
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　　新疆是我国最大的商品优质棉生产基地，棉花产业是新
疆地区的重要支柱产业。由于棉花种植面积扩大、常年连作、

频繁调引品种和秸秆还田等原因［１－２］，棉花黄萎病的发生日

趋严重，该病具有寄主广泛、土壤传播快、抗逆性强和变异性

大等特点［３］，给新疆棉花生产造成极大危害，已成为制约新

疆棉花生产可持续发展的主要限制因素［４］。目前，国内外防

治棉花黄萎病主要通过培育抗病品种、化学防治、农业措施和

植物检疫等。经生产实践检验的陆地棉抗黄萎病新材料的选

育迄今尚未取得重大突破［４－５］，主要原因在于棉花黄萎病菌

在全国主产棉区存在着大量不同的生理小种，携带黄萎病抗

性基因的品种非常少［６］，且抗病性是相对的、暂时的；另外，

育种材料中严重缺乏广谱抗黄萎病的类型［７－９］。采用化学防

治不仅造成环境污染，而且对防治棉花黄萎病菌及形成的微

菌核效果不佳。农业措施中使用较多的是轮作，该方法需要

将宿主作物与非宿主植物（如单子叶植物）轮作４～５季才有
较好的效果［１０］。鉴于此，筛选出病菌高效拮抗菌，人为增施

生物菌剂已成为棉花黄萎病综合防治中最具潜力的防治措施

之一［１１］。通过对新疆多个棉区棉花根际土壤中微生物的大

量分离，以期筛选出对棉花黄萎病菌具有高效拮抗作用的放

线菌菌株，为新疆棉花黄萎病生物防治提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　土样采集　从新疆石河子、库尔勒、阜康、阿瓦提、昭
苏等地棉田中，用五点取样法采集土样２４份。采集土样时，
随机选取健康棉株，距棉株主干５ｃｍ处，用小铲拨去地表土
层，以见棉花根系为宜，取土样约２００ｇ，装入保鲜袋内，注明
采集日期、地点、土质和土样编号等，置于室温下风干备用。

１．１．２　供试菌株　棉花黄萎病原菌大丽轮枝菌（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｄａｈｌｉａｅ）ＭＫ－ＸＪ，由石河子大学农学院植物病理教研室王晓
东提供。

１．１．３　供试培养基　高氏一号培养基［１２］：可溶性淀粉２０ｇ，
ＫＮＯ３１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＮａＣｌ０．５ｇ，
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，琼脂 １８ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，ｐＨ值
７．４～７．６。不加琼脂为高氏一号培养液。１２１℃灭菌２６ｍｉｎ
后备用。ＰＤＡ培养基：马铃薯２００ｇ，切成小块后放入１０００ｍＬ
蒸馏水中煮１５ｍｉｎ，纱布过滤后加琼脂１８ｇ、葡萄糖２０ｇ，溶
化后补足水分至１０００ｍＬ。１２１℃灭菌２６ｍｉｎ后备用。
１．２　土壤放线菌的分离纯化

采用平板稀释法进行［１］。称取土样１０ｇ，放入９０ｍＬ含
有玻璃珠的无菌水中（１５０ｍＬ三角瓶），２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ恒温
摇培２０ｍｉｎ，静置１５ｍｉｎ后，在无菌条件下吸取土壤悬浮液，
用无菌水依次稀释至 １０－２、１０－３、１０－４，然后用移液器吸取
１００μＬ稀释液均匀涂布在高氏一号培养基平板上，表面晾干
后，放入２８℃恒温培养箱中培养５ｄ，挑出形态各异的放线菌
菌落，通过平板稀释划线法进行纯化，所获菌株进行编号后，

保存在４℃保鲜柜中备用。
１．３　拮抗放线菌的初筛

采用平板对峙法［１２］进行拮抗放线菌的初筛。将ＭＫ－ＸＪ
的孢子菌悬液浓度调至 １×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，无菌条件下吸取
４０μＬ均匀涂布在ＰＤＡ培养基平板上，表面晾干后备用。放
线菌培养５ｄ后用无菌打孔器（打孔直径５ｍｍ）沿菌落同心
环上进行打孔，挑取菌饼放入涂布有ＭＫ－ＸＪ孢子的ＰＤＡ培
养基平板上，每皿均匀分布３块菌饼，放在２５℃恒温培养箱
中培养７ｄ后，观察放线菌抑菌情况，并利用“十”字交叉法测
量抑菌圈直径。

１．４　拮抗放线菌的复筛
对初筛中具有拮抗 ＭＫ－ＸＪ作用的放线菌再次进行筛

选。对峙后的培养皿放在２５℃恒温培养箱中培养１５ｄ后，
进行观察和测量。具体方法同“１．３”节。
１．５　拮抗放线菌发酵液对ＭＫ－ＸＪ菌丝生长的影响
１．５．１　放线菌发酵液的制备　挑取新鲜拮抗放线菌菌丝块，
接种至 １００ｍＬ高氏一号培养液（２５０ｍＬ三角瓶）中，
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１８０ｒ／ｍｉｎ、２８℃振荡培养５ｄ，取发酵液４℃、１×１０４ｒ／ｍｉｎ离
心２０ｍｉｎ后，倾出上清液，经膜孔０．４５μｍ细菌器过滤后，放
置在４℃冰箱内保存备用。
１．５．２　拮抗放线菌发酵液对 ＭＫ－ＸＪ菌丝生长的影响　将
生长良好的ＭＫ－ＸＪ菌落用无菌打孔器制成菌饼（打孔直径
７ｍｍ），浸泡在稀释１０倍的放线菌发酵液中，处理３０ｍｉｎ后，
取出晾干。挑取菌饼放入 ＰＤＡ培养基平板中，２５℃恒温培
养７ｄ。利用“十”字交叉法测量菌落直径。以高氏一号培养
液为对照，试验重复３次。计算公式：生长抑制率 ＝（对照菌
落直径－处理菌落直径）／（对照菌落直径－７ｍｍ）×１００％ 。
１．６　数据统计与分析

采用ＳＡＳ８．０中的方差分析程序（ＡＮＯＶＡ）分析上述各
试验中不同处理间的差异显著性。抑菌率数据在进行方差分

析前进行反正弦转化。处理之间的差异显著性采用Ｄｕｎｃａｎｓ
新复极差法（Ｐ＜０．０５）。

２　结果与分析

２．１　土壤放线菌的分离及拮抗菌初步筛选
由表１可知，从新疆不同地区采集的２４份土样中分离得

到５６１株放线菌。从中获得１０１株对ＭＫ－ＸＪ具有不同程度
拮抗作用的放线菌，占分离菌株总数 １８．０％。抑菌圈直径
≥１０ｍｍ的放线菌有５９株，占分离菌株总数１０．５２％；抑菌
圈直径≥１５ｍｍ的放线菌２９株，占分离菌株总数５．２％。

表１　新疆棉田土壤放线菌分离及拮抗菌的筛选

序

号
采集时间 采集地点 土质

分离

株数

拮抗菌

株数

筛选率

（％）

１２０１３－０６－１０阜康土墩子农场 壤土 １０１ ２５ ２４．７５
２２０１３－０４－０３库尔勒托布不力其乡 沙壤土 ２８ ７ ２５．００
３２０１３－１０－０１石河子农垦科学院 中壤土 １１１ ２６ ２３．４２
４２０１３－０９－０２石河子市１４５团 壤土 ６８ １０ １４．７１
５２０１３－０９－１０石河子北泉镇 中壤土 ４２ ６ １４．２９
６２０１３－０６－１０阜康小泉牧场 壤土 ３０ ４ １３．３３
７２０１３－０９－２９石河子大学试验站 中壤土 １６２ ２１ １２．９６
８２０１３－０６－０８阿克苏阿瓦提县 壤土 １９ ２ １０．５３

２．２　拮抗放线菌的复筛
对初筛获得的２９株具有拮抗 ＭＫ－ＸＪ作用的放线菌进

行二次筛选，结果获得抑菌圈≥１７ｍｍ的拮抗放线菌５株，对
这５株放线菌进行第 ３次筛选，结果（图 １）表明，菌株
ＴＤ３－２－１的抑菌圈直径为 ２００７ｍｍ，与其他菌株差异
显著。

２．３　拮抗放线菌发酵液对ＭＫ－ＸＪ菌丝生长的影响
由图２可知，供试５株拮抗放线菌发酵液对ＭＫ－ＸＪ菌丝

生长均具有不同程度的抗生作用。其中，放线菌 ＴＤ３－２－１
抑菌率最大，为７９．７％，与其他放线菌菌株抑菌率差异显著。
放线菌ＧＳ－２２发酵处理后的抑菌率为５５．７％，ＬＧ－２２抑菌
率为５８．５％，两者间差异不显著。

３　讨论

棉花黄萎病是由大丽轮枝菌引起的一种真菌性土传病

害，主要侵染棉株维管束系统，引起棉花大幅度减产。国内外

虽已在棉花抗黄萎病育种、农业措施及化学防治等方面做了

大量的研究，并取得了一定成果，但仍然未从根本上解决该病

的防治问题［１３］。在探索新的防治途径中，利用拮抗性微生物

已成为棉花黄萎病最具前景的防治手段之一［１４］。近年来，国

内外学者针对对棉花黄萎病有防效的拮抗微生物做了大量筛

选，其中对生防细菌和真菌研究较多［１５－１８］，而对拮抗放线菌

的研究较少。放线菌是一类土壤和植物根际的重要微生物种

群，分布广泛，抗逆性较强，所生产的抗生素种类繁多、功能各

异，这些突出的特征在植物病害生物防治中起着至关重要的

作用［１９］。刘大群等从土壤中分离获得了一株拮抗链霉菌

Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－９３－６，研究发现该菌及其次生代谢产物对不同
致病力的棉花黄萎病菌均表现较强的抑制作用，且对棉花具

有增产效果［２０］。本研究从新疆不同棉区土样中经大量分离

和多次筛选，成功获得一株对棉花黄萎病具有拮抗作用的放

线菌菌株ＴＤ３－２－１，其发酵液对棉花黄萎病菌生长的抑制
率达７９．７％，具有良好的生防潜质。拮抗放线菌的筛选进一
步拓宽了棉花黄萎病拮抗微生物种类的筛选范围，可为今后

棉花黄萎病的生防工作提供参考。放线菌 ＴＤ３－２－１对棉
花黄萎病的生防机理有待进一步研究。
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黄绿木霉菌发酵液对水稻防御酶的影响

林志伟１，孙冬梅１，迟　丽２
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　　摘要：以黄绿木霉菌在马铃薯几丁质营养液中培养９６ｈ获得的发酵滤液为试验药剂，进行室内稻瘟病菌孢悬液
人工接种与防治处理，测定水稻植株各防御性关键酶的变化规律，研究黄绿木霉菌发酵液对水稻植株抗病性的诱导能

力。结果表明，喷施发酵液的水稻植株，稻瘟病病斑比对照减小；不同处理间水稻植株酶活性变化不同，喷施发酵液并

接种病菌的水稻植株各种防御酶活性峰值出现较早，接种１２ｈ，多酚氧化酶（ＰＰＯ）含量是对照的４倍，苯丙氨酸解氨
酶（ＰＡＬ）含量比对照高２５％，绿原酸含量比对照高６０％；接种４８ｈ，过氧化物酶（ＰＯＤ）含量是对照的８倍。黄绿木霉
菌几丁质发酵液具有抗御稻瘟病菌侵染和提高防御酶活性的作用。

　　关键词：黄绿木霉菌；几丁质；稻瘟病；防御酶；多酚氧化酶；苯丙氨酸解氨酶；过氧化物酶
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　　几丁寡糖为功能型低聚糖，水溶性好且易被分散吸收，具
有多种生理和生物学功能，尤其是可提高植物对病原菌的抵

抗能力，启动和激发植物的防御系统［１］，目前已被广泛应用

到农业生产领域［２］。几丁寡糖可由几丁质通过酸解法、氧化

法和酶解法降解产生［３］。传统化学方法降解几丁质的反应

条件难以控制，反应稳定性和重复性较差，易造成环境污染。

利用生物发酵技术降解几丁质成为当前研究热点，至今，已发

现包括细菌、真菌和植物［４］在内的许多生物能产生几丁质降

解酶。黄绿木霉菌（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｍａａｕｒｅｏｖｉｒｉｄｅ）对几丁质有较好

的降解能力［５］，对水稻纹枯病菌［Ｔｈａｎａｔｅｐｈｏｒｕｓｃｕｃｕｍｅｒｉｓ
（Ｆｒａｎｋ）Ｄｏｎｋ］、稻瘟病菌（Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａｇｒｉｓｅａ）、核盘菌［Ｓｃｌｅｒｏ
ｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ（Ｌｉｂ．）ｄｅＢａｒｙ］等有良好的应用潜能［６－８］。

有研究表明，微生物代谢产生的几丁寡糖可以诱导植物提高

抗病能力［９－１２］，但有关黄绿木霉菌代谢产物诱导抗病能力的

产生还未见报道。研究黄绿木霉菌在含几丁质营养液中发酵

所得滤液对水稻植株防御酶系的影响，探索黄绿木霉发酵几

丁质产生几丁寡糖的利用途径，明确黄绿木霉菌防病作用机

理，对开拓植物病害的生物防治资源具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　供试材料
供试菌种黄绿木霉菌 Ｔ４、水稻稻瘟病菌 ＺＤ１，由黑龙江

八一农垦大学植物保护系提供；试验水稻品种为垦鉴稻５号，
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