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１株生防芽孢杆菌对黄瓜根结线虫
的防治、促生作用及其鉴定
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　　摘要：利用１株实验室保藏的、分离自大棚黄瓜根际土壤的芽孢杆菌ＫＮ１进行发酵培养，在温室条件下研究ＫＮ１
菌株对黄瓜根结线虫病的防治效果及其对黄瓜的促生能力，并对该菌株进行分子生物学鉴定。结果表明：接种６０ｄ
在温室盆栽试验中，ＫＮ１菌剂蘸根处理线虫减退率和防治效果分别为４８．２％和４１．５％，与单独使用１０％噻唑磷颗粒
剂效果相当，能够显著减少根结的生成，ＫＮ１菌剂蘸根与１０％噻唑磷颗粒剂配合使用效果较好，线虫减退率和防治效
果分别达７１．５％和５７．２７％；ＫＮ１蘸根处理黄瓜植株鲜质量、根系干质量分别比不接种菌剂对照增加 ３０．３３％和
７０．８９％；基于１６ＳｒＤＮＡ系统发育分析结果显示，菌株 ＫＮ１属于苏云金芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ），与苏云金芽
孢杆菌ｓｅｒｏｖａｒｋｏｎｋｕｋｉａｎ序列的相似度达９９．５％，结合该菌的培养特征、形态特征将其鉴定为苏云金芽孢杆菌。菌株
ＫＮ１的鉴定及对黄瓜的温室盆栽防治效果为研究其生防机制及开发应用提供了依据。
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　　随着设施蔬菜产业的发展，作物的病虫害日趋严重如根
腐病、线虫病等病虫害，其中黄瓜根结线虫病为较突出的线虫

病害之一。黄瓜根结线虫病由植物线虫南方根结线虫

（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｉｎｃｏｇｎｉｔａ）侵染引起的，主要危害侧根和须根，染
病株发病初始地上部分症状不明显，发病严重时植株明显矮

化，结瓜少而小，地上部分出现萎蔫或逐渐枯黄，最后植株枯

死。目前，生产上对根结线虫的防治主要是利用化学药剂和

抗病品种。在长期的作物生产中曾采用一系列措施防治根结

线虫，包括化学和生物类杀线剂，但效果并不理想，原因在于

根结线虫种间致病性和抗药性差异很大［１－２］，虽然在大多数

情况下化学类杀线剂是有效的，但因存在环境污染和影响人

类健康等问题而受到限制，亟待开发一种可代替化学杀线剂

的生物类杀线剂。目前，在许多生物防治措施中经常利用食

线虫真菌防治植物线虫病害，但尚很少有商品化生防制剂，且

部分菌株对人体健康存在影响。因此，对根结线虫病的有效

防治很有必要找出一种有效的天然生物制剂来替代巨毒化学

农药。利用从健康黄瓜土壤中筛分的芽孢杆菌发酵后进行回

接试验，以黄瓜为供试作物，在温室盆栽中进行防治黄瓜根结

线虫病的生测试验［３］，为开发安全、高效防治黄瓜根结线虫

病的生物制剂及合理应用起到一定的指导作用。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
菌株 ＫＮ１保藏于养分资源高效开发与综合利用国家重

点实验室菌种保藏室，筛分自山东省临沂市大棚健康黄瓜根

际土壤。

１．２　培养基
牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏５．０ｇ，蛋白胨１０．０ｇ，ＮａＣｌ

５．０ｇ，琼脂１８．０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．２，在１０
万Ｐａ下灭菌３０ｍｉｎ。种子培养基：胰蛋白胨８ｇ，酵母提取物
５ｇ，葡萄糖１０ｇ，ＮａＣｌ５．０ｇ，ｐＨ值７．０，分装于３００ｍＬ三角
烧瓶内，每瓶５０ｍＬ，１０万 Ｐａ下灭菌１５ｍｉｎ［４］。菌株发酵培
养基：玉米淀粉２ｇ，黄豆饼粉２．６７ｇ，酵母粉０．５５ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４
０．０３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０２ｇ，ＣａＣＯ３０．０４ｇ，ＺｎＳＯ４０．０２ｇ，蒸
馏水１００ｍＬ，ｐＨ值７．２，装于５００ｍＬ三角烧瓶内，１０万Ｐａ灭
菌３０ｍｉｎ［４］。
１．３　菌株ＫＮ１的活化

取冰箱保存的试管斜面，划线活化于牛肉膏蛋白胨培养

基平板上，置于３７℃生化培养箱中倒置培养，连续传代２次
即得到活化菌株。

１．４　菌株ＫＮ１制剂的制备
挑取活化后的健壮 ＫＮ１菌落接种于种子培养基中，于

３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床培养１８ｈ，按照１０％的接种量接
种于发酵培养基中，每瓶发酵培养基接种 １０ｍＬ，置于
２００ｒ／ｍｉｎ条件下摇床培养３２ｈ，即得ＫＮ１发酵液，离心发酵
液得上清液和菌体沉淀，将菌体沉淀用灭菌水配成含有１００
亿ＣＦＵ／ｍＬ的ＫＮ１菌剂。
１．５　菌株ＫＮ１黄瓜盆栽试验
１．５．１　试验时间、地点　试验于２０１６年９—１２月在金正大
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生态工程集团股份有限公司的智能玻璃温室内进行，试验期

间平均温度２８℃，湿度７０％左右。
１．５．２　试验材料　供试黄瓜品种北京３０１，种子由山东省潍
坊市蔬菜研究所提供；供试药剂为１０％颗粒噻唑磷，由日本石
原产业株式会社生产；供试底肥为Ｎ、Ｐ２Ｏ５、Ｋ２Ｏ含量均为１５％
的硝基复混肥；供试土壤为砂姜黑土，有机质含量１２９ｇ／ｋｇ。
１．５．３　试验设计　先进行苗床育苗，２５ｄ后选取苗床长势一
致的黄瓜幼苗进行移栽，每盆２株。从温室大棚中取病土充
分混匀，每盆装病土５ｋｇ，硝基复混肥作为底肥一次性施入土
壤，施入量为０．３３ｇ／盆。空白对照组（ＣＫ），不接菌的病土；
处理１（Ｔ１），用 ＫＮ１菌剂（１００亿 ＣＦＵ／ｍＬ）蘸根，处理 ２
（Ｔ２），为药剂处理，将１ｇ１０％噻唑磷颗粒剂与病土均匀装
盆；处理３（Ｔ３），在处理２的基础上移栽时再用 ＫＮ１菌剂蘸
根，每组设４个重复，其间适时定量浇水，管理措施一致。
１．５．４　ＫＮ１菌株对黄瓜根结线虫的防效测定　盆栽 ６０ｄ
后，取出根系周围土，混匀，取１００ｇ作为调查土样，用贝曼漏
斗法分离土壤中的线虫，调查土壤中２龄线虫的数量，与空白
对照相比计算线虫减退率。土壤中线虫数量的测定参考

Ｃａｓｔｉｌｌｏ等方法［５］；根结指数的测定和分级标准参照Ｂｉｒｄ等的
方法［６－７］，并调查病株及根系受侵染程度，计算病情指数和防

治效果。病害严重度分级标准［８］：０级，根系上无根结；１级，
轻度感染，仅有少量的小根结，根结率在３．０％及以下；２级，
根结率为 ３．１％ ～２５．０％；３级，根结较多，根结率为
２５．１％～５０．０％；４级，在根瘤上有再次根结，５０．１％ ～
７５０％根系有根结；５级，根结相互连接成根结团块，７５．０％
以上根系有根结。

１．５．５　ＫＮ１菌株对黄瓜植株的促生作用的测定　收获时测
定植株鲜质量、根系干质量［９－１０］。

１．５．６　数据分析　试验数据采用Ｅｘｃｅｌ进行处理，利用ＳＰＳＳ
１６．０软件进行数据统计及差异显著性分析。
１．６　１６ＳｒＤＮＡ序列分析鉴定

菌株 ＫＮ１的 １６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增参考谢永丽等的方
法［１１］。将 ＫＮ１活化菌株接入种子培养基中，种子培养基装
瓶量为７０ｍＬ／３００ｍＬ，于３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ下培养２４ｈ，离心
收集菌体，并用灭菌滤纸吸干多余水分，利用 Ｅｚｕｐ柱式细菌
基因组ＤＮＡ抽提试剂盒［生工生物工程（上海）股份有限公
司］，提取ＫＮ１基因组，扩增引物分别为１６ＳｒＤＮＡ，通用引物
为：２７Ｆ，５′－ＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，１４９２Ｒ，５′－ＧＧＴ
ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′，引物由生工生物工程（上海）股份
有限公司合成。ＰＣＲ反应体系：１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰ
１．０μＬ，引物２７Ｆ０．５μＬ、１４９２Ｒ０．５μＬ，Ｔａｑ酶０．２μＬ，Ｇ１
基因组０．５μＬ，加双蒸水至２５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预
变性３ｍｉｎ；９５℃变性３５ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延伸９０ｍｉｎ，
共２５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃终止反应。由生工生物
工程（上海）股份有限公司对 ＰＣＲ产物测序，将测得的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ序列提交至ＧｅｎＢａｎｋ，与数据库中相似性高的相关菌株
的１６ＳｒＤＮＡ序列进行比对。

２　结果与分析

２．１　生防芽孢杆菌ＫＮ１菌剂对黄瓜根结线虫的盆栽防效
通过盆栽试验发现，处理组对线虫的防治均有一定的效

果，其中Ｔ３施用噻唑磷拌土、菌剂蘸根处理的线虫减退率和
防治效果最高，分别为７１．５％和５７．２７％，Ｔ１菌剂蘸根处理
线虫减退率和防治效果分别为４８．２％和４１．５％，仅次于１０％
噻唑磷颗粒剂土壤处理的 ５２．６８％和 ４２．１５％。单独施用
ＫＮ１菌剂和１０％噻唑磷颗粒剂线虫防效都达到４０％以上，２
龄线虫数量和病情指数均显著低于对照，生防菌ＫＮ１蘸根配
合１０％噻唑磷颗粒剂使用线虫减退率达到７１．５％，防治效果
达到５７．２７％，具有较好的生防潜力。

表１　生防菌株对黄瓜根结线虫的盆栽防效测定结果

处理
２龄线虫数量
（头）

线虫减退率

（％） 病情指数
防治效果

（％）

ＣＫ ５３１．５０±１０．６６ｄ ６９．５３±０．７８ｃ
Ｔ１ ２７６．２５±１４．２４ｃ ４８．０２ ４０．６８±１．１７ｂ ４１．５０
Ｔ２ ２５１．５０±５．８０ｂ ５２．６８ ４０．２３±０．３９ｂ ４２．１５
Ｔ３ １５１．５０±４．８０ａ ７１．５０ ２９．７１±０．８５ａ ５７．２７

　　注：２龄线虫数量指的是每１００ｇ土中的数量；同列数据后不同
小写字母表示在０．０５水平上差异显著，下同。

２．２　生防芽孢杆菌ＫＮ１菌剂对黄瓜盆栽促生效果
与对照相比，生防菌 ＫＮ１蘸根、１０％噻唑磷颗粒剂土壤

处理及蘸根配合１０％噻唑磷颗粒剂土壤处理都具有增加黄
瓜植株鲜质量的作用，较对照组差异达到显著水平。其中，

ＫＮ１菌剂蘸根处理黄瓜植株鲜质量较对照增加 ３０．３３％，
１０％噻唑磷颗粒剂土壤处理黄瓜植株鲜质量较对照增加
３０．１２％，蘸根配合１０％噻唑磷颗粒剂土壤处理对黄瓜鲜质
量影响最大，单株鲜质量达到９５．２ｇ，比对照增加３３．０３％，
略高于１０％噻唑磷颗粒剂土壤处理和ＫＮ１菌液蘸根处理，但
处理组之间差异不显著。各处理组根系干质量较对照显著增

加，生防菌 ＫＮ１蘸根、１０％噻唑磷颗粒剂土壤处理及蘸根配
合１０％噻唑磷颗粒剂土壤处理根系干质量分别较对照增加
６７．３４％、６６．９５％、７０．８９％，其中蘸根配合１０％噻唑磷颗粒
剂土壤处理根系干质量最大达到４．４５ｇ，生防菌ＫＮ１蘸根处
理其次为４．３６ｇ，但处理组之间差异不显著。由图１可以看
出，生防菌ＫＮ１蘸根具有明显的提高黄瓜植株鲜质量及促进
根系发育的作用。

２．３　１６ＳｒＤＮＡ测定结果
生防菌株ＫＮ１的１６ＳｒＤＮＡ基因序列扩增后片段长度为

１５１１ｂｐ，使用ＢＬＡＳＴ程序将该序列与ＮＣＢＩ数据库中的序列
进行比对，然后使用ＭＥＧＡ软件构建系统发育树（图２）。分
析结果（图２）表明，菌株ＫＮ１与苏云金芽孢杆菌ｓｅｒｏｖａｒ
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ｋｏｎｋｕｋｉａｎ同源性最高，匹配程度可达到９９．５％，与芽孢杆菌
属其他菌株的遗传距离相对较远，结合菌株形态观察确定

ＫＮ１是苏云金芽孢杆菌。

３　讨论与结论

生物防治以其安全、高效和无污染的特点越来越受到重

视，是根结线虫未来防控策略中的主要方向之一。芽孢杆菌

是自然界中广泛存在的一类细菌，种类繁多，遗传类型多样，

对多种植物病原真菌、细菌和线虫具有拮抗活性，营养要求相

对简单，很容易存活、定殖，以其为主剂开发的生防制剂具有

加工制作简单、使用方便和耐贮存等优点，是最为理想的生防

菌。本研究温室盆栽试验结果表明，生防菌ＫＮ１对黄瓜根结
线虫具有明显的防治效果，线虫防效均达４０％以上，且对黄
瓜植株、根系都有明显的促生长作用。生防菌ＫＮ１蘸根对黄
瓜根结线虫的防效略低于单独使用１０％噻唑磷颗粒剂土壤
处理防治效果，两者配合使用对线虫的效果最好，线虫减退率

达到７１．５％，防治效果达到５７．２７％，具有较好的生防潜力。
各处理组植株鲜质量、根系干质量比 ＣＫ高，其中鲜质量增加
２１．７８～２３．８８ｇ，增幅达到３０．１２％～３３．０３％，差异达到显著
水平，根系干质量增加 １．７５～１．８５ｇ。生防菌 ＫＮ１蘸根、
１０％噻唑磷颗粒剂土壤处理及蘸根配合１０％噻唑磷颗粒剂
土壤处理根系干质量分别较对照增加 ６７．３４％、６６．９５％、
７０．８９％，试验结果表明菌株 ＫＮ１具有较强的防治黄瓜根结
线虫及促生作用。通过对菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列的测定和分
析，鉴定菌株ＫＮ１为苏云金芽孢杆菌。

苏云金芽孢杆菌由于具有专一性强、对人畜无害、防治效

果好、生物降解无残毒、所用原料简单等优点，在虫害防治中

发挥着越来越重要的作用［１２］，自２０世纪６０年代实现工业化
生产以来，已成为世界上用途最广、商业开发最成功、产量最

大的微生物杀虫剂，每年以２０％的速度增长［１３－１４］。尽管目

前人们对苏云金芽孢杆菌的杀线机理还不十分清楚，但随着

新的杀线虫Ｂｔ及其晶体蛋白的发现，在晶体蛋白的结构和作
用机制以及Ｂｔ制剂的应用研究等方面还是取得了长足的进
展。本研究中的苏云金芽孢杆菌 ＫＮ１具有较好的防治黄瓜
根结线虫功能及促生作用，具有较好的生防应用前景。ＫＮ１
的发酵工艺及制剂配方有待于进一步优化，将对菌株ＫＮ１的

工业化生产和田间大规模防治根结线虫病害奠定基础。
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