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　　炭疽病是严重危害农作物生产和农产品储运的一大真菌
性病害，具有危害广和危害时间长的特点，主要侵害农作物叶

片、枝条、花、果实和果柄，常造大量落叶、枝条枯死、落花、落

果和果实腐烂［１］。炭疽病的病原菌因植物不同而有所不同，

主要由半知菌亚门腔孢纲黑盘孢目炭疽菌属（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ）
中的真菌引起。炭疽病病原一般可直接在寄主上产生无性繁

殖阶段，而有性繁殖阶段则很少见到［２］。

引起柑橘炭疽病的病原菌无性阶段是半知菌亚门炭疽菌

属的胶孢炭疽菌（ＣｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓＰｅｎｚ），有性阶段
为子囊菌门小丛壳属（ＧｌｏｍｅｒｅｌｌａｃｉｎｇｕｌａｔａＳｔｏｎｅｍ），该病菌寄
主范围广，能侵害多种热带、亚热带和温带农产品品种［３－４］。

在很多情况下炭疽病是多种病原菌相互作用引起的，例如Ｃ．
ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ、Ｃ．ａｃｕｔａｔｕｍ 和 Ｃ．ｆｒａｇａｒｉａｅ引 起 草 莓 炭
疽病［５］。

目前，防治炭疽病主要依靠化学药物［６］。众所周知化学

杀菌剂的长期泛滥使用，极易增强病原菌的耐药性。根据美

国加利福尼亚的调查，抑霉唑在柑橘上连续使用５年以后，出
现了抗抑霉唑菌株指状青霉［７］。化学杀菌剂的滥用造成土

壤、空气的二次污染及农产品中的残留农药超标，再次威胁环

境和人类健康。因此植物炭疽病的防治研究开始转到生物技

术应用上来。部分用于防治农产品采后炭疽病害的安全有效

的生物制剂已经研发出来，国内外对拮抗菌筛选及采后果害

的研究也取得了一定的成果。但是在柑橘属农产品上，至今

尚未发现能抑制炭疽病菌达１２ｈ以上的生物杀菌剂。本研
究立足于地方脐橙产业中炭疽病害频发现状，旨在筛选出经

济、安全、高效的抑菌菌株，为进一步进行田间试验和微生物

农药的选育提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　培养基　细菌培养基采用牛肉膏蛋白胨培养基（牛
肉膏３ｇ，蛋白胨１０ｇ，氯化钠５ｇ，琼脂２０ｇ，水１０００ｍＬ，ｐＨ
值７．０～７．２，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ）。真菌培养基采用 ＰＤＡ培
养基（马铃薯 ２００ｇ，葡萄糖 ２０ｇ，琼脂 ２０ｇ，水 １０００ｍＬ，
１２１℃ 灭菌２０ｍｉｎ）。
１．１．２　供试菌株　炭疽病致病菌株 ＧＸＡ５－１，分离自江西
省赣州市赣县梅林果园脐橙炭疽病发病病叶。按照科赫氏法

则完成病原菌的分离纯化、鉴定及致病性测定，确认为胶孢炭

疽菌［８］。枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、苏云金芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）、荧光假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｓ）、木霉菌（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐｐ）、瓦克青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｗａｋｓ
ｍａｎｉｉ）、白浅灰链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｌｂｏｇｒｉｓｅｏｌｕｓ）购于中国农
业微生物菌种保藏管理中心。

１．１．３　生防菌处理液的制备　枯草芽孢杆菌、苏云金芽孢杆
菌、荧光假单胞菌于１００ｍＬ牛肉膏液体培养基３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ
振荡活化１２ｈ，取菌液５ｍＬ加至９５ｍＬ牛肉膏液体培养基
中，３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，浑浊后以 ４０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清备用。

木霉菌、瓦克青霉接种至查彼固体培养基，２５℃培养３ｄ，再
转接至液体培养基，２５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，出现大量菌
丝后过滤，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清备用。

白浅灰链霉菌接种至高氏一号固体培养基，２８℃活化培
养２ｄ，再转接至液体培养基，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，浑
浊后以４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清备用。
１．１．４　菌株处理液对脐橙炭疽病病原菌菌丝生长的影响　
采用杯碟法［９］，配制含有生防菌处理液的 ＰＤＡ平板，稀释度
为１０、１００、２００倍。直径４ｍｍ的打孔器切取菌块，移植至含
有生防菌处理液的ＰＤＡ平板中央，２８℃下培养。３ｄ后测量
菌落直径，记录生长情况。不含处理液的 ＰＤＡ平板，作为对
照。每个菌株做３次重复，计算相对抑制率。
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抑制率＝（对照菌落直径－４ｍｍ）－（处理菌落直径－４ｍｍ）
对照菌落直径－４ｍｍ ×１００％。

１．１．５　菌株处理液对脐橙炭疽病病原菌孢子萌发的影响　
制备浓度为５×１０４个／ｍＬ的孢子悬浮液。将生防菌处理液
和孢子悬浮液稀释１０、１００、２００倍，滴在无菌凹玻片上，２８℃
保湿培养１８ｈ后镜检，３次重复，无菌水做对照。每处理５００
个孢子，计算孢子萌发率和抑制率。

抑制率＝对照萌发率－处理萌发率
对照萌发率

×１００％。

２　结果与分析

２．１　不同生防菌处理液对脐橙炭疽ＧＸＡ５－１菌丝生长的抑
制作用

从表１可以看出，在相同浓度下，各生防菌对病原菌的生

长影响表现有显著性差异，白浅灰链霉菌的抑制效果最显著，

在不同稀释度下的相对抑制率都是最大的。细菌中苏云金芽

孢杆菌的防治效果不明显，枯草芽孢杆菌的防治效果较显著。

苏云金芽孢杆菌比其他生防菌的抑制率都低，在稀释１０倍时
抑制率为４２．６９％。相同生防菌菌株随着浓度下降，对病原
菌菌丝生长的抑制率也下降。

２．２　不同生防菌处理液对脐橙炭疽 ＧＸＡ５－１孢子的抑制
作用

从表２可以看出，在相同浓度下各生防菌对分生孢子萌
发影响差异显著，其中枯草芽孢杆菌在不同稀释度下的相对

抑制率都是最大的，而苏云金芽孢杆菌的抑制效果不明显，当

稀释度为１０倍时苏云金芽孢杆菌的抑制率为３６．４９％。相
同生防菌菌株随着浓度的下降对孢子萌发的抑制率也下降。

表１　不同生防菌处理液对脐橙炭疽ＧＸＡ５－１菌丝生长的抑制作用

处理液
菌落直径（ｍｍ） 相对抑制率（％）

稀释１０倍 稀释１００倍 稀释２００倍 稀释１０倍 稀释１００倍 稀释２００倍
枯草芽孢杆菌 １１．４６Ｃｃ ２１．８３Ｃｃ ４４．３３Ａａ ８３．９６Ｃｂ ６１．６５Ｃｃ １３．２６Ｄｄ
苏云金芽孢杆菌 ３０．６５Ａａ ４１．３７Ａａ ４５．８８Ａａ ４２．６９Ｅｄ １９．６４Ｅｅ ９．９４Ｄｄ
荧光假单孢菌 ２０．３２Ｂｂ ２７．９７Ｂｂ ３４．０９Ｂｂ ６４．９１Ｄｃ ４８．４６Ｄｄ ３５．２９Ｃｃ
木霉菌 ６．８７ＤＥｄ １８．０８Ｄｃｄ ２７．８６Ｃｃ ９３．８４ＡＢａ ６９．７１Ｂｂｃ ４８．６８Ｂｂ
瓦克青霉 ８．７４Ｄｃｄ １４．０７Ｅｄｅ ２１．３５Ｄｄ ８９．８１Ｂａｂ ７８．３５Ａａｂ ５６．６０Ａａ
白浅灰链霉菌 ５．７２Ｅｄ １０．５９Ｅｅ ２４．１８Ｃｃｄ ９６．３１Ａａ ８５．８２Ａａ ６２．６９Ａａｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著，不同大写字母表示在０．０１水平上差异显著。下同。

表２　不同生防菌处理液对脐橙炭疽ＧＸＡ５－１孢子的抑制作用

处理液
相对抑制率（％）

稀释１０倍 稀释１００倍 稀释２００倍
枯草芽孢杆菌 ８９．９３Ａａ ６７．５９Ａａ ４８．７６Ａａ
苏云金芽孢杆菌 ３６．４９Ｆｆ ２１．２７Ｄｃ １６．０１Ｄｄ
荧光假单孢菌 ５９．６８Ｄｄ ４０．４５Ｃｂ ２２．８８Ｃｃ
木霉菌 ８１．６５Ｂｂ ５９．７８Ｂａ ４５．５９Ａａ
瓦克青霉 ５３．０６Ｅｅ ４４．８９Ｃｂ ３２．５４Ｂｂ
白浅灰链霉菌 ７３．６９Ｃｃ ５２．３７ＡＢａ ４６．７１Ａａ

３　讨论

采用杯碟法测定枯草芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌、荧光假

单孢菌、木霉菌、瓦克青霉、白浅灰链霉菌５种生防菌对菌株
ＧＸＡ５－１的抑制效果。试验结果显示白浅灰链霉菌抑制菌
丝体生长的效果最显著，在不同稀释度下的相对抑制率都是

最大的，稀释１０、１００、２００倍的相对抑制率分别为９６．３１％、
８５８２％、６２．６９％。枯草芽孢杆菌抑制孢子萌发的效果是最
显著的，稀释１０、１００、２００倍的相对抑制率分别为８９．９３％、
６７．５９％、４８．７６％。

生防菌防治植物病害防效是植物体、病原菌和杀菌剂共

同作用的结果，生防菌对脐橙炭疽病病原菌的生防机理呈多

样性，包括竞争作用、抑菌作用和诱导植物抗性等［１０］。在室

内毒力测定中，主要是生防菌分泌抗菌物质抑制病原菌生

长［１１］。如枯草芽孢杆菌产生抗菌素伊枯草素（ｉｔｕｒｉｎ）能有效
防治植物腐烂病，丁香假单胞杆菌产生丁香素防治柠檬绿霉

病［１２］。当然防效是依靠多种机制协同作用，目前还没有发现

单一机制决定生物防效的生防菌。

本研究结果显示，生防菌抑制率受有效浓度直接影响，随

着试验浓度下降，抑制率也下降很快。而在大田生产中，生防

菌有效浓度受阳光、气温、湿度及土壤营养条件等自然环境因

素影响较大，因此生防菌的不稳定性成为目前生物农药研发

的最大阻碍。

虽然目前生防菌的防治机理研究不够深入，在大田生

产中对自然环境依赖性强故而导致对植物病害的防治效果

不如化学药物，但是从环境影响和安全的角度考虑，选育高

效生防菌替代化学药物防治植物病害是今后生物农药开发

的热点。
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ＭｏｌＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌ，１９９６，９：３９５－４０４．

［６］ＷａｌｌｅｒＪＭ．Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｄｉｓｅａｓｅｓｏｆｐｅｒｅｎｎｉａｌａｎｄｏｔｈｅｒｃａｓｈｃｒｏｐｓ
［Ｊ］．Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ，Ｂｉｏｌｏｇｙ，ＰａｔｈｏｌｏｇｙａｎｄＣｏｎｔｒｏｌ，１９９２，１６７－

—３５１—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
１８５．　

［７］王忠肃，华世珍，欧阳秩．柑橘炭疽病菌 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉ
ｏｉｄｓ潜伏侵染带菌部位研究［Ｊ］．西南农业大学学报，１９９２，１３
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毒力测定［Ｊ］．中国农学通报，２０１０，２６（１１）：２７２－２７５．

［９］徐红梅，管兰华，韩正敏．不同胶孢炭疽菌菌株比较［Ｊ］．南京林
业大学学报：自然科学版，２００４，２８（３）：６７－６９．

［１０］王柏泉，邹东霞，卢宗荣，等．樟树、柑橘、冬青卫矛炭疽病病原
学比较研究［Ｊ］．西北林学院学报，２００６，２１（３）：７８－８０．
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ｇｒｏｗｔｈｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｂｙｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ：ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
ｏｆＢａｃｉｌｌｉｉｎａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＯｐｉｎｉｏｎｉｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
２０１１，２２（２）：１８７－１９３．

［１２］刘海波，田世平．水果采后生物防治拮抗机理的研究进展［Ｊ］．
植物学通报，２００１，１８（６）：６５７－６６４．

丁雅迪，缪福俊，毛德昌，等．元江芦荟根际放线菌的分离与鉴定［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（１）：１５４－１５７．
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元江芦荟根际放线菌的分离与鉴定

丁雅迪１，缪福俊２，毛德昌１，吴正富１，熊　智１

（１．西南林业大学，云南昆明６５０２２４；２．云南省林业科学院，云南昆明６５０２０１）

　　摘要：开展元江芦荟根际放线菌的研究，为促进元江芦荟的生长及品质的改良提供理论基础。采用涂布平板法对
芦荟根际放线菌进行分离纯化，再对纯化的放线菌进行形态显微结构观察、生理生化及系统发育树构建分析。结果表

明，从元江芦荟根际土壤中共分离鉴定出３株放线菌，属于链霉菌属的小链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐａｒｖｕｓ）、早期链霉菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐｒａｅｃｏｘ）及克兰斯基链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｋｒａｉｎｓｋｉｉ）。研究结果将为芦荟病害的生物防治提供应用资源。
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　　放线菌是革兰氏阳性菌，其物种及Ｇ＋Ｃ含量丰富，具有
明显分枝的菌丝体，广泛分布于自然界，主要分布于土壤、海

洋、植物体内及一些极端环境中［１］。随着放线菌在人们生活

中的普遍使用，赋予其巨大的市场经济价值；并且由于放线菌

能够产生丰富的生物活性物质，其中包含大量抗生素，使其具

有较强的生物修复能力［２－４］，目前有２／３的抗生素被广泛应
用于农业、林业和临床医学等方面［５］。近年来，随着人们对

植物根际区域研究的不断深入，发现从放线菌的天然栖居地

土壤中仅能分离出１／１０的放线菌，而根际土壤中含有大量微
生物类群，其数量远多于非根际土壤中的微生物类群［６］。根

际土壤放线菌形成的生物活性物质也明显高于非根际土壤放

线菌，根际土壤放线菌不仅能够分解土壤有机质，为植物制造

养料，还具有产生碳酸气、有机酸的能力，使土壤中难溶性物

质溶解［７－９］。因此，开展根际土壤放线菌的研究意义重大，有

望开辟放线菌新药物及具有活性的次级代谢产物的新资源。

目前对植物根际放线菌研究不多，主要集中于海洋放线

菌［１０－１２］、植物内生放线菌［１３－１５］、特殊环境放线菌［１６－１８］等方

面，国内外针对元江芦荟根际放线菌的研究未有报道。芦荟

因具有药用、食用、美容及保健等方面的功能而得到广泛应

用［１９］，主要分布于云南、广东、海南、四川、福建等热带地

区［２０－２１］。本研究选择云南元江芦荟（Ａｌｏｅｙｕａｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ）根际
土壤作为研究对象，采用选择性分离方法、形态结构特征观察

法、生理生化性质分析法及系统发育树分析法对放线菌进行鉴

定，以期为后期优化出拮抗芦荟根腐病病原菌的放线菌奠定基

础，并提高其在农林保护及医学研究等方面的应用价值。

１　材料与方法

１．１　试验材料
选取云南野生元江芦荟（Ａ．ｙｕａｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ）种植地作为目

标地，采集１０份根际混合土样作为分离样品，实验室自然风
干备用。

主要培养基为：高氏一号培养基，配方参见文献［２２］；
ＴＷＹＥ培养基（０．０２５％酵母浸膏，０．０５％Ｋ２ＨＰＯ４，１．８％琼
脂，加水至 １０００ｍＬ，调节 ｐＨ值为 ７．２）、ＹＩＭ３８号培养基
（０４％酵母浸膏，０．４％葡萄糖，０．５％麦芽膏，微量复合维生
素，１ｍＬ微量盐，１．５％琼脂，加水至１０００ｍＬ，调节 ｐＨ值为
７２）。为抑制细菌生长，倒平板前分别于上述３种培养基中
加入３．３ｍＬ无菌０．０１％重铬酸钾溶液。
１．２　主要仪器

主要仪器有：微波炉（格兰仕）；高压蒸汽灭菌锅（上海博

迅实业有限公司）；冷冻型台式高速离心机（ＭＩＫＲＯ２２０Ｒ）；
普通离心机（德国艾本德）；超净工作台（Ａｉｒｔｅｃｈ）；恒温培养
箱（上海一恒科学仪器有限公司）；水浴锅（天津市泰斯特仪

器有限公司）；光学显微镜（上海比目仪器有限公司）；凝胶成

像系统（英国Ｓｙｎｇｅｎｅ）；ＰＣＲ自动系列化分析仪（德国Ｂｉｏｍｅ
ｔｒａ）。
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