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　　草果（ＡｍｏｍｕｍｔｓａｏｋｏＣｒｅｖｏｓｔｅｔＬｅｍａｉｒｅ），又名草豆蔻，
多年生常绿丛生草本植物，隶属姜科豆蔻属，主要分布我国云

南、广西和贵州等省（区）局部地区；果实性温、浓香，具有健

胃、消食、顺气、祛寒湿等药效，也是上好的烹调佐料［１］。云

南南部、东南部和西南部的亚热带雨林种植广泛，萎蔫病、叶

斑病、疫病等常见病害日益引起研究者的关注［２－４］；另据本团

队调查，花腐病、果腐病、立枯病在云南红河州的屏边、元阳、

绿春均有暴发，其中果腐病已遍及文山、红河、绿春、金屏、屏

边多个县（区）的草果产区，常导致果穗腐烂、脱落，果实腐

烂，叶片枯死，其病原菌为镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．）。
产芽孢细菌，尤其是药用植物内生菌在植物病害生物防

治和促进植物生长方面有着重要的应用价值［５］；这类细菌突

出的特征是能产生耐热抗逆的芽孢，有利于生防菌剂的生产、

剂型加工及在环境中存活、定殖与繁殖［６］；目前应用广泛的

产芽孢细菌种类有枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｅｓ）、多黏芽
孢杆菌（Ｂ．ｐｏｌｙｍｙｘａ）、蜡状芽孢杆菌（Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ）、蜡状芽孢杆
菌蕈状变种（Ｂ．ｃｅｒｅｕｓｖａｒ．ｍｙｃｏｉｄｅｓ）等［７］。因而，本研究拟

从草果根际土壤及果实分离耐高温（８０℃恒温处理３０ｍｉｎ）
细菌，继而筛选对果腐病镰刀菌具有高拮抗活性的菌株，再进

行形态学及生理生化特征鉴定，重点筛选芽孢杆菌为后续生

防菌剂的开发提供菌株来源。

１　材料与方法

１．１　供试材料
病原菌：草果果腐病镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．）菌株Ｆ１。
供试土样及草果果实：供试土样于２０１１年１０月采自云

南省红河州金屏县马鞍底乡草果种植区的患病植株根际，以

无菌铲子刮去表层土壤，每个样点取１５～３０ｃｍ深度的草果
根际土３０ｇ；供试草果果实于２０１２年７—８月采自屏边县石
寨村、白沙村、仓房村、新现村及蒙自市岗坛子。

培养基：ＰＤＡ、ＬＢ、硝酸盐还原试验培养基、淀粉水解试
验培养基、葡萄糖蛋白胨液体培养基、西蒙氏柠檬酸盐培养

基、牛奶培养基等［８］。

１．２　试验方法
１．２．１　耐高温细菌的分离、纯化　土样细菌分离：将土壤样
品磨碎、混匀、过筛（１００目），每份样品取２ｇ细土样放入盛
有１８ｍＬ无菌水并带有玻璃珠的三角烧瓶中，１２０ｒ／ｍｉｎ室温
振荡１ｄ，使土样分散并与水混合，置于８０℃水浴３０ｍｉｎ以
杀死微生物菌体和其他杂菌保留芽孢［９］。热处理后静置

５ｍｉｎ，吸取１ｍＬ土壤悬液加入盛有９ｍＬ无菌水的大试管中
充分混匀，再吸取１ｍＬ加入另一盛有９ｍＬ无菌水的大试管
中摇匀，以此类推制成１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５等不同稀
释度的土壤溶液［８］。取各梯度土壤悬液涂布于 ＬＢ培养基
中，每个梯度３次重复，置于３２℃恒温培养箱中培养４８ｈ。

果实内生细菌的分离：剪取健康草果或果腐病病果的健

康部位，采用郭建伟等的方法［９］进行表面消毒，即先以７５％
乙醇消毒５ｍｉｎ，再转入１０％次氯酸钠溶液中消毒８ｍｉｎ，冲
洗２～３遍后用无菌剪刀剪取５ｇ，放入研钵中加入少量无菌
水、石英砂快速研磨，研磨之后放入无菌烧杯中加２０ｍＬ无菌
水溶解，置于８０℃水浴３０ｍｉｎ［１０］。热处理后静置５ｍｉｎ，取
上清液 ３０μＬ稀释 １００倍（相当于总共稀释 ５００倍）后取
３０μＬ涂布于牛肉膏蛋白胨培养基中，每份样品３个重复，置
于３２℃恒温培养箱中培养４８ｈ。

纯化：待长出菌落后，根据菌落边沿是否整齐、光滑、中央

是否突起、正反面颜色挑取不同的菌体划线，３５℃恒温培养
２４～４８ｈ后根据菌落形态及镜检菌体形态确定是否为纯菌
落，若不纯则继续划线分离。

１．２．２　根腐病拮抗菌株的筛选　将细菌纯菌株以三点接种
法与病原菌接在加有蛋白胨的 ＰＤＡ培养基上，２８℃恒温培
养７ｄ；测量抑菌圈半径（抑菌圈半径是病原菌菌落半径减去
病原菌接种点到凹痕的距离），以不接种细菌的平板作对照
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测量病原菌半径，根据测量结果计算相对抑菌率（相对抑菌

率＝抑菌圈半径／病原菌半径×１００％）［１１］。
１．２．３　根腐病高拮抗菌株的形态及生理生化鉴定　对相对
抑菌率≥３５％的拮抗菌株进行革兰氏染色、芽孢染色、耐盐、
耐高温、Ｖ．Ｐ试验、厌氧性试验、柠檬酸盐利用试验、接触酶试
验、硝酸盐还原试验、淀粉水解试验、酪素水解试验等形态观

察及生理生化特征鉴定［８］。

２　结果与分析

２．１　耐高温细菌的分离
从采集自不同地方的草果果实及土壤样品中经８０℃处

理、稀释涂布、划线培养等方法共分离纯化得到２０８株细菌。
由表１可见，健康果实比病果的细菌数量更为丰富；细菌分布
具有一定的地方差异性，屏边县白沙村健康果实、病果的细菌

多样性最高，新现村健康果实、病果的细菌多样性最低。

表１　草果不同产地样品细菌分离结果

样品来源

健康果实（Ａ） 病果（Ｂ） 病株根际土（Ｃ）

样品数

（个）

菌株数

（株）

样品数

（个）

菌株数

（株）

样品数

（个）

菌株数

（株）

菌株

总计

屏边石寨村 １ １５ ３ ３４ ０ ０ ４９
屏边白沙村 １ １９ ２ ２３ ０ ０ ４２
屏边新现村 １ ８ ３ １７ ０ ０ ２５
屏边仓房村 １ １６ ３ ２５ ０ ０ ３１
蒙自岗坛子 １ １３ ２ ２０ ０ ０ ３３
金平马鞍底 ０ ０ ０ ０ ３ ２８ ２８
总计 ５ ７１ １３ １１９ ３ ２８ ２０８

　　注：屏边、蒙自、金平均为红河州辖区县。

２．２　根腐病拮抗菌株的筛选
经对峙培养法，从２０８株细菌中筛选出３５株具有一定抑

菌活性的菌株，其中屏边石寨村草果果实细菌中筛选到８株
拮抗菌，６株相对抑菌率≥３５％；白沙村筛选到７株拮抗菌，３
株相对抑菌率≥３５％；新现村筛选到２株拮抗菌，１株相对抑
菌率≥３５％；仓房村筛选到５株拮抗菌，２株相对抑菌率≥
３５％；蒙自岗坛子村草果果实细菌筛选到５株拮抗菌，２株相
对抑菌率≥３５％；金平县马鞍底乡果梗、果实均感染果腐病镰
刀菌的根际土壤细菌中筛选到８株拮抗菌，相对抑菌率均低
于３５％（表２）。相对抑菌率≥３５％的拮抗菌株均分离自患
病草果果实，可能因为健康草果样品较少、细菌多样性高但优

势种群少，不利于拮抗菌株的筛选。

２．３　果腐病高拮抗菌株的鉴定
参照文献［８］，经形态学与生理生化鉴定，ＰＳＢ－１、ＰＳＢ－

２、ＰＳＢ－１３、ＰＳＢ－１７、ＰＢＢ－１１、ＰＣＢ－９、ＰＣＢ－１０、ＭＧＢ－６
等８株菌为枯草芽孢杆菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ），ＰＢＢ－１９初步鉴定为
解淀粉芽孢杆菌（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ），ＰＳＢ－８初步鉴定为
嗜碱芽孢杆菌（Ｂ．ａｌｃａｌｏｐｈｉｌｕｓ），ＭＧＢ－７初步鉴定为花园芽
孢杆菌（Ｂ．ｈｏｒｔｉ），ＭＧＢ－１６初步鉴定为苛求芽孢杆菌
（Ｂ．ｆａｓｔｉｄｉｏｕｓ）；另有ＰＳＢ－３１、ＰＢＢ－１２、ＰＸＢ－１４等３株菌，
均产圆形或椭圆形芽孢，革兰氏阳性、接触酶、硝酸盐还原、

Ｖ．Ｐ反应、淀粉水解、酪素水解均为阳性，能耐５％ ＮａＣｌ及
４０℃以上高温，除ＰＸＢ－１４柠檬酸盐反应阴性外其余２株为
阳性，仅能鉴定到革兰氏阳性产芽孢球菌（如表３所示），具
体属、种分类地位尚须进一步研究。

表２　不同产地来源的拮抗菌株

菌株编号 菌株来源
相对抑菌率

（％）
淀粉水解圈

直径（ｍｍ）
酪素水解圈

直径（ｍｍ）
ＰＳＪ－５ 屏边石寨村健果 ２４．６ ＮＤ ＮＤ
ＰＳＪ－１１ 屏边石寨村健果 １２．３ ＮＤ ＮＤ
ＰＳＢ－１ 屏边石寨村病果 ３９．４ １４．６ １３．５
ＰＳＢ－２ 屏边石寨村病果 ３６．４ １５．０ １４．３
ＰＳＢ－８ 屏边石寨村病果 ６１．３ ０ ９．０
ＰＳＢ－１３ 屏边石寨村病果 ６９．７ ９．３ ８．６
ＰＳＢ－１７ 屏边石寨村病果 ３５．５ １２．５ １２．５
ＰＳＢ－３１ 屏边石寨村病果 ４０．３ １５．９ ３．８
ＰＢＪ－２ 屏边白沙村健果 １１．２ ＮＤ ＮＤ
ＰＢＪ－６ 屏边白沙村健果 １９．８ ＮＤ ＮＤ
ＰＢＪ－１３ 屏边白沙村健果 ２４．３ ＮＤ ＮＤ
ＰＢＪ－１８ 屏边白沙村健果 １０．８ ＮＤ ＮＤ
ＰＢＢ－１１ 屏边白沙村病果 ４５．２ １６．１ １２．０
ＰＢＢ－１２ 屏边白沙村病果 ６１．３ １３．５ ７．３
ＰＢＢ－１９ 屏边白沙村病果 ３８．７ １３．９ ０
ＰＸＪ－７ 屏边新现村健果 ２０．３ ＮＤ ＮＤ
ＰＸＢ－１４ 屏边新现村病果 ４７．２ １２．０ １２．７
ＰＣＪ－３ 屏边仓房村健果 １８．３ ＮＤ ＮＤ
ＰＣＪ－４ 屏边仓房村健果 ２６．４ ＮＤ ＮＤ
ＰＣＪ－１５ 屏边仓房村健果 １２．７ ＮＤ ＮＤ
ＰＣＢ－９ 屏边仓房村病果 ４０．０ １３．０ １１．０
ＰＣＢ－１０ 屏边仓房村病果 ６７．７ ６．０ ７．９
ＭＧＪ－５ 蒙自岗坛子健果 ２０．８ ＮＤ ＮＤ
ＭＧＪ－８ 蒙自岗坛子健果 ２８．６ ＮＤ ＮＤ
ＭＧＢ－６ 蒙自岗坛子病果 ３５．５ ６．５ １２．０
ＭＧＢ－７ 蒙自岗坛子病果 ６９．２ １１．０ ７．９
ＭＧＢ－１６ 蒙自岗坛子病果 ６５．２ １７．０ ０
ＪＭＢＴ－１ 金平马鞍底病土 １３．４ ＮＤ ＮＤ
ＪＭＢＴ－２ 金平马鞍底病土 １６．７ ＮＤ ＮＤ
ＪＭＢＴ－４ 金平马鞍底病土 ２０．６ ＮＤ ＮＤ
ＪＭＢＴ－６ 金平马鞍底病土 ２３．４ ＮＤ ＮＤ
ＪＭＢＴ－８ 金平马鞍底病土 ２６．８ ＮＤ ＮＤ
ＪＭＢＴ－１０ 金平马鞍底病土 １０．６ ＮＤ ＮＤ
ＪＭＢＴ－１２ 金平马鞍底病土 １４．７ ＮＤ ＮＤ

　　注：ＮＤ表示未检测。

　　本研究以８０℃处理３０ｍｉｎ筛选草果果腐病产芽孢拮抗
菌，筛选到的１５株相对抑制率≥３５％的拮抗菌株均能产芽
孢，表明这种筛选产芽孢细菌的方式是有效的。

３　结论与讨论

内生菌定植于植物组织内部不易受环境条件影响而成为

重要的微生物农药、增产菌，根际微生物是定殖于植物根际能

直接或间接促进植物生长的微生物［１２］。由于草果在根际萌花

并结果，草果果实极易受到周围及根际土壤、果实表面微生物

的影响，因而本研究为扩大筛选防治草果果腐病并利于加工生

防菌剂的菌株来源，选择健康及患病草果、病株根际土壤筛选

耐高温细菌，从１３份样品中共筛选到２０８株细菌，３５株对果腐
病镰刀菌具有一定的室内抑制作用，其中相对抑制率≥３５％的
有１５株，经鉴定均能产芽孢，大部分属于芽孢杆菌属甚至枯草
芽孢杆菌，这与陈波等的研究结果［１３］基本一致但有所差异。

差异的原因可能在于：一是采样地点环境及管理的差异性，本

研究中草果种植于保留松树等部分山林树种或具有人工栽培

旱冬瓜作为遮阴植物的山坡，与同因镰刀菌引起的香蕉种植园

相比排水性好却极少施肥，对土壤微生物及草果果实内生、附

生微生物种群的人为干扰较少；二是分离样品的差异性，本研
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表３　草果果腐病高拮抗产芽孢细菌的生理生化特征

测试指标 ＰＳＢ－１ ＰＳＢ－２ ＰＳＢ－８ ＰＳＢ－１３ ＰＳＢ－１７ ＰＳＢ－３１ ＰＢＢ－１１ ＰＢＢ－１２
３％ＮａＣｌ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
５％ ＮａＣｌ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
７％ ＮａＣｌ － ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋
１０％ ＮａＣｌ － － － － － － ＋ ＋
１０℃ － － － － － － － －
３０℃ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
４０℃ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
５０℃ － － － － － － － －
革兰氏染色 ＋，杆状 ＋，杆状 ＋，杆状 ＋，杆状 ＋，杆状 ＋，球形 ＋，杆状 ＋，球形
芽孢染色 ＋，圆形 ＋，圆形 ＋，椭圆形 ＋，圆形 ＋，圆形 ＋，椭圆形 ＋，圆形 ＋，椭圆形
硝酸盐还原反应 ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｖ．Ｐ试验 ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
厌氧性试验 － － － － － － － －
柠檬酸盐利用 ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
淀粉水解 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
接触酶试验 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｄ－葡萄糖产酸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｄ－甘露醇产酸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｄ－木糖产酸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｄ－果糖产酸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
酪蛋白水解 ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
氧化酶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

测试指标 ＰＢＢ－１９ ＰＸＢ－１４ ＰＣＢ－９ ＰＣＢ－１０ ＭＧＢ－６ ＭＧＢ－７ ＭＧＢ－１６
３％ＮａＣｌ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
５％ ＮａＣｌ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
７％ ＮａＣｌ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
１０％ ＮａＣｌ － － － － － － ＋
１０℃ － － － － － － －
３０℃ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
４０℃ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
５０℃ － － － － － － －
革兰氏染色 ＋，杆状 ＋，球形 ＋，杆状 ＋，杆状 ＋，杆状 ＋，杆状 ＋，杆状
芽孢染色 ＋，椭圆形 ＋，椭圆形 ＋，圆形 ＋，圆形 ＋，圆形 ＋，椭圆形 ＋，椭圆形
硝酸盐还原反应 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
Ｖ．Ｐ试验 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
厌氧性实验 － － － － － － －
柠檬酸盐利用 ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ －
淀粉水解 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
接触酶试验 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｄ－葡萄糖产酸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｄ－甘露醇产酸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｄ－木糖产酸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｄ－果糖产酸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
酪蛋白水解 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
氧化酶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：“＋”表示呈阳性，“－”表示呈阴性。

究采用草果果实、病株根际土壤分离耐高温拮抗微生物，比后

者香蕉健康及枯萎病植株根际细菌的丰度高但排除了葡萄球

菌属等不产孢细菌类群。在产芽孢细菌的分离技术方面与王

松等的研究［５］相比，本研究先采用高温处理去除其他非产芽

孢细菌的干扰，分离效率更高，但后者在分离细菌后进行芽孢

染色观察排除非产芽孢细菌的干扰，也提高了分离效率，若结

合２种处理筛选拮抗产芽孢细菌，可能分离效率更高。
ＰＳＢ－８、ＰＳＢ－１３、ＰＢＢ－１２、ＰＣＢ－１０、ＭＧＢ－７、

ＭＧＢ－１６对草果果腐病镰刀菌的相对抑菌率均大于６０％，除

ＰＢＢ－１２外均属于芽孢杆菌属，而 ＰＢＢ－１２属于革兰氏阳性
产芽孢球菌，既具有高拮抗性又都具有可抗逆境的芽孢，便于

开发抗逆性强、耐贮存的生防菌剂，因而均具有较好的应用前

景。有研究表明大量的根际有益微生物具有固氮、解磷、产生

植物激素等促进植物生长和防治病害的能力，内生细菌主要

为兼性内生的土壤细菌，目前还不清楚其促生长机制是单个

微生物还是多种微生物类群的作用［１４］。本研究虽未从病株

根际土壤筛选到高拮抗性的产芽孢细菌，但数量多达８株，因
而根际土壤拮抗产芽孢细菌也具有一定的应用潜能。
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２０１２年河北省围场县马铃薯晚疫病菌表型
及基因型分析

何佳昱１，丁明亚２，杨志辉１，朱杰华１

（１．河北农业大学植物保护学院，河北保定０７１００１；２．河北省围场县马铃薯研究所，河北围场 ０６８５５０）

　　摘要：对２０１２年采自河北省围场县永和栈、银窝沟、克勒沟、小苇子沟、扣花营５个地点的６０株晚疫病菌测定了
其交配型、甲霜灵抗性、ｍｔＤＮＡ单倍型、ＳＳＲ基因型，结果表明，６０株晚疫病菌全部为 Ａ１交配型，甲霜灵高抗菌株５８
株，占９６．６７％；敏感菌株２株，占３．３３％。采用以ＰＣＲ方法为基础的ｍｔＤＮＡ单倍型检测新方法共鉴定出ⅠＲ３、ⅡＲ３、

ⅡＲ２３种ｍｔＤＮＡ单倍型。其中，ⅠＲ３单倍型为该群体的优势单倍型，占８０．０％；ⅡＲ３、ⅡＲ２分别占１８．３％、１．７％。同

时，还利用具有多态性的８对引物测定了该群体的ＳＳＲ基因型，共检测到１８个等位基因、５种基因型。ＳＳＲ聚类结果
表明，ＳＳＲ基因型与菌株对甲霜灵抗性有一定相关性，而与交配型和地理来源无相关性。围场县晚疫病菌群体结构比
较单一，遗传多样性程度较低。
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　　河北省围场县是中国人民共和国农业部命名的第一批国
家级马铃薯生产基地县，是“中国马铃薯之乡”，马铃薯年种

植面积稳定在 ３００００ｈｍ２，年产鲜薯５亿 ～６亿 ｋｇ，年产值
３０００万～４０００万元［１］。由于马铃薯晚疫病的发生与流行，

马铃 薯 产 量 损 失 约 ４５００ｋｇ／ｈｍ２，经 济 损 失 超 过

２０００元／ｈｍ２［２］。晚疫病的发生与流行和病菌群体遗传结构
变化有密切联系［３－５］。了解一个区域晚疫病菌的群体结构是

制定该地区晚疫病防控技术的理论基础。２０００年，朱杰华等
在围场县首次发现了晚疫病菌 Ａ２交配型［６］。２００２年，王文
桥等在围场县再次发现 Ａ２交配型，但之后检测中并未发现
Ａ２交配型［７－８］。２００６年，姚国胜等报道，围场县甲霜灵高抗
菌株占被测菌株的８８．５％［９］。２０１２年，王文桥等发现，河北
省甲霜灵抗性菌株所占比例由２００７年的１００％降为２００８年
的６６４％，２００９年又回升为７４．２％［８］。为了更好地揭示晚

疫病的群体结构、动态变化，国内学者采用了分子技术对其进

行研究［１０］。２０００年，朱杰华等采用 ＲＡＰＤ方法研究了 ＤＮＡ
多态性与Ａ２交配型之间的关系，认为两者之间具有一定的
相关性，各地的晚疫病菌系出现不同程度的群体分化现

象［１１］。２００８年，杨志辉等利用 １２对 ＡＦＬＰ引物组合对
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