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对茶树炭疽病病菌具拮抗作用根际促生细菌

的分离、筛选及鉴定
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　　摘要：为了筛选出对茶树炭疽病病菌具有拮抗作用的根际促生细菌，从河南省信阳市茶园采集８５份土样，分离得
到２３株具有拮抗作用的细菌，利用平板对峙法筛选出对胶孢炭疽菌具有较强拮抗作用的７株细菌菌株，且其代谢产
物对茶树炭疽病病菌的平均抑制率达到５３．２０％。依据生理生化特征经初步鉴定，７株拮抗菌株均隶属于芽孢杆菌
属。试验结果为进一步构建多功能植物根际促生菌广适菌群提供菌株资源。
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　　茶树炭疽病是一种由真菌侵染引起的病害，是常见的茶
树叶部病害之一，在我国各产茶区均有发生，山区茶园尤为普

遍［１］，该病发病严重时可导致茶树大量落叶，并造成茶树树

势衰落和茶叶产量与品质降低，还影响翌年春季茶叶的产量。

目前，茶园主要利用化学药剂防治茶树炭疽病，但长期使

用化学药剂会导致病原菌抗药性增强，并可造成农药残留、环

境污染等一系列问题。在化肥农药零增长的大背景下，如何

开发生物制剂来防治茶树炭疽病尤为重要。植物根际促生菌

（ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈ－ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，简称 ＰＧＰＲ）指生存于
植物根际、根表，并能直接或间接地促进或调节植物生长的微

生物［２］，它能够通过多种机制促进植物的生长，目前人们普

遍认同的生物学功能主要有拮抗病原菌、诱导系统抗性、改善

根际微生态环境等［３］。国外研究人员已从水稻、小麦、玉米、

甘蔗和棉花等作物根际分离筛选出许多高效、优良的促生菌

株，并且部分菌株已实现商业化［４－６］。陈波等分离筛选出对

樱桃生长有明显促进作用的假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｐ．）［７］；史国英等分离得到１株对甘蔗具有促生作用的细菌，
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经鉴定为克雷伯氏菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．）细菌［８］；周晨昊等研

究发现，将筛选到的１株植物根际促生细菌ＪＤ３７与蚯蚓粪混
合对小白菜与蕹菜具有显著的促生作用，其鲜质量和产量均

有明显提高，还具有降低２种蔬菜中亚硝酸盐含量的作用［９］。

本研究从茶树根际土壤中分离 ＰＧＰＲ，初步研究其对茶
树炭疽病病菌的拮抗作用，通过形态学和生理生化特性对其

鉴定，为构建高效广适促生菌群提供菌株材料。

１　材料与方法

１．１　供试样品
从河南省信阳市河港镇、董家河、震雷山、信阳农林学

院等地的茶园中，共采集８５份根际土壤样品，放入自封袋，分
别标记为ＳＨＧ、ＤＪＨ、ＺＬＳ、ＸＹＮＬ，并加以编号，置于４℃冰箱
中保存备用。

１．２　供试培养基［１０］

ＰＤＡ培养基：２００ｇ去皮马铃薯、２０ｇ葡萄糖、１８ｇ琼脂；
ＮＡ培养基：５ｇ牛肉浸膏、１０ｇ蛋白胨、５ｇＮａＣｌ、１８ｇ琼脂、
ｐＨ值为 ７．２；ＮＢ培养液：３ｇ牛肉浸出膏、５ｇ蛋白胨、５ｇ
ＮａＣｌ、１０００ｍＬ水、ｐＨ值为７．０～７．２。
１．３　供试病原真菌

盘长孢菌（Ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｕｍｔｈｅａｅ－ｓｉｎｅｓｉｓＭｉｙａｋｅ）由信阳农
林学院农药学实验室分离和保存。

１．４　细菌的分离和纯化
称取１０ｇ土样，加入装有９０ｍＬ无菌水的２５０ｍＬ三角

瓶中，于１２０ｒ／ｍｉｎ摇床上振荡３０ｍｉｎ，即为１０－１稀释液，取
１ｍＬ１０－１稀释液加入盛有９ｍＬ无菌水的试管中，即为１０－２

稀释液，依此类推，用无菌水稀释成１０－３～１０－７稀释液，分别
取５μＬ涂布于３种固态培养基平板上，每个浓度重复３次，
置于２６～２７℃恒温箱中培养３～５ｄ后，挑取单菌落作为参
试菌株。

１．５　对茶树炭疽病病原菌拮抗作用的测定
１．５．１　细菌菌株对茶树炭疽病病原菌拮抗性测定　采用对峙
生长法测定茶树根际细菌对胶孢炭疽菌的拮抗性。即在直径

为９ｃｍ的ＰＤＡ平板正中央接入直径为５ｍｍ的胶孢炭疽菌菌
块，同时在距平板中心２．５ｃｍ处的４个点上分别接入１环目
标细菌菌落，对照不接筛选菌株，只接入培养基，于２７℃ 恒温
箱内培养７２ｈ，测量从茶树根际土壤中筛选的细菌的菌落边缘
和茶树炭疽病病原菌菌落边缘之间的抑菌带宽度，筛选出对茶

树炭疽病病原菌具有拮抗作用的菌株。同时观察筛选菌的菌

落大小和生长速度，选出拮抗作用明显的细菌。

１．５．２　拮抗细菌代谢产物对供试病原菌的抑制作用　将初
筛的拮抗细菌于ＮＢ培养液中２８℃振荡培养３ｄ，将发酵液
以８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液，最后用孔径为０．２２μｍ
的滤膜过滤，每个处理重复３次。将２ｍＬ无菌滤液和２０ｍＬ
ＮＡ培养基混合均匀倒入培养皿，冷却凝固后，在每个培养皿
中央接入直径为５ｍｍ的供试病原菌菌块，２７℃下培养２４ｈ。
以直接培养的炭疽菌作为对照，用垂直十字法分别测量含测

试菌发酵液条件下和不含发酵液条件下的病原菌菌块直径，

用如下公式计算抑制率：

抑制率＝对照菌落直径－处理菌落直径
对照菌落直径

×１００％。

１．６　拮抗菌株的初步鉴定
对拮抗菌株进行革兰氏染色、芽孢染色、硝酸盐还原反

应、伏－普（Ｖ－Ｐ）反应、柠檬酸盐利用反应、淀粉水解、厌氧
性试验、接触酶反应，以及葡萄糖、蔗糖、甘露醇产酸等形态学

及生理生化分析，对拮抗菌株进行初步鉴定。

２　结果与分析

２．１　不同样品中分离的细菌菌株及拮抗菌株
从８５份根际土壤样品中分离细菌，对分离出的根际细菌

根据其菌落形态、颜色等挑取单菌落，按常规方法纯化后保

存，共获得２５４株细菌菌株，根据菌落的形态特征，经过进一
步筛选，发现具有拮抗作用的菌株２３株，其中７株菌株对茶
树炭疽病病原菌具有较强的拮抗作用。如表１所示，７株目
标拮抗菌株主要来自震雷山茶场、河港镇何家寨茶场、董家

河尖山茶场。菌株来源相对分散，相比较而言，化学防治较少

的震雷山茶场分离得到的菌株较多，从侧面反映化学杀菌剂

的使用可能导致茶树根际微生物种群中有益微生物的数量减

少。另外，７株菌株均出自相对肥沃的土壤，这与孙海新等的
研究结论［１１］一致。从茶树品种来看，４株菌株来源于福鼎大
白茶、２株来源于龙井４３、１株来源于白毫早，而福鼎大白茶
在茶区种植面积较大，因此，不同茶树品种对拮抗菌株是否存

在一定的影响需要进一步研究证明。

表１　７株拮抗菌株的来源及相关信息

菌株编号　 来源地　　 宿主品种　
ＺＬＳ－００９ 震雷山茶场 福鼎大白茶

ＺＬＳ－４４ 震雷山茶场 福鼎大白茶

ＤＪＨ－１２４ 董家河尖山 龙井４３
ＺＬＳ－１８ 震雷山茶场 福鼎大白茶

ＳＨＧ－１３ 河港镇何家寨 白毫早

ＳＨＧ－３４ 河港镇何家寨 福鼎大白茶

ＤＪＨ－１３１ 董家河尖山 龙井４３

２．２　目标菌株对茶树炭疽病病原菌的拮抗性测定
由表２可知，７株目标菌株对茶树炭疽病病原菌具有一

定的拮抗作用，其中 ＺＬＳ－００９的抑菌带宽度为２．３８ｃｍ，抑
菌带宽度最大，拮抗作用最好；抑菌带宽度最小的是 ＤＪＨ－
１３１菌株，为１．４４ｃｍ，但明显高于对照。

表２　７株目标菌株对茶树炭疽病病原菌的拮抗作用

菌株编号 抑菌带平均宽度（ｃｍ）
对照 ０．３１

ＺＬＳ－００９ ２．３８
ＺＬＳ－４４ ２．１２
ＤＪＨ－１２４ ２．００
ＺＬＳ－１８ １．９８
ＳＨＧ－１３ １．７２
ＳＨＧ－３４ １．５６
ＤＪＨ－１３１ １．４４

２．３　目标菌株代谢产物对茶树炭疽病病原菌的抑制作用
由表３可知，７株目标菌株代谢物对茶树炭疽病病原菌

具有一定的拮抗作用，其中抑制茶树炭疽病病原菌菌落直径

的平均值分别为１．８１、１．８６、１．８８、１．９８、２．０２、２．２１、２．３６ｃｍ，
对应的抑制率分别为５８．００％、５６．８４％、５６．３８％、５４．０６％、
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５３．１３％、４８．７２％、４５．２４％，其平均抑菌率达到５３．２０％。结
果表明，７株菌株均有作为生物农药进一步开发的潜能，可以
对其进一步研究。

２．４　拮抗细菌的鉴定
由表４可知，７株拮抗细菌革兰氏染色反应、芽孢染色反

应、硝酸盐还原反应、Ｖ－Ｐ测定、柠檬酸盐利用反应、运动性、
淀粉水解反应、接触酶反应、葡萄糖产酸、蔗糖产酸、甘露醇产

酸反应等均呈阳性，厌氧性试验均呈阴性。根据细菌形态特

征观察和生理生化反应结果，参照《常见细菌系统鉴定手

册》［１２］和《芽孢杆菌属》［１３］，初步确定这７株菌株均属于芽孢
杆菌属。

表３　７株目标菌株代谢产物对茶树炭疽病病原菌的抑制结果

菌株编号
抑制菌落直径平均值

（ｃｍ）
抑制率

（％）

对照 ４．３１
ＺＬＳ－００９ １．８１ ５８．００
ＺＬＳ－４４ １．８６ ５６．８４
ＤＪＨ－１２４ １．８８ ５６．３８
ＺＬＳ－１８ １．９８ ５４．０６
ＳＨＧ－１３ ２．０２ ５３．１３
ＳＨＧ－３４ ２．２１ ４８．７２
ＤＪＨ－１３１ ２．３６ ４５．２４

表４　７株拮抗菌株的生理生化特征

菌株编号
革兰氏

染色

芽孢

染色

硝酸盐

还原反应
Ｖ－Ｐ测定 柠檬酸盐

利用反应
淀粉水解

厌氧性

试验

接触酶

反应

葡萄糖

产酸
蔗糖产酸 甘露醇产酸 运动性

ＺＬＳ－００９ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＺＬＳ－４４ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＤＪＨ－１２４ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＺＬＳ－１８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＳＨＧ－１３ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＳＨＧ－３４ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＤＪＨ－１３１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：“＋”表示反应呈阳性或者菌株可以生长、利用；“－”表示反应呈阴性或者菌株不可以生长、利用。

３　结论与讨论

目前，植物根际促生细菌的筛选利用及其促生机制的研

究已成为一个热点［１４－１５］。从本试验筛选的初步结果看，７株
菌株代谢产物平均拮抗抑制率为５３．２０％，经生理生化鉴定，
７株菌株均为芽孢杆菌属。虽然拮抗抑制率与申光辉等所筛
选的拮抗菌株的拮抗抑制率［１６］有差距，但是并不能简单认为

其生防效果不理想。因为拮抗作用只是促生细菌作用中的一

个方面，需要从多个方面综合筛选方可成功开发出生产中具

有意义的微生物农药。另外，拮抗菌株在室内和田间表现的

稳定性往往存在差异，有研究表明物理、化学、微生物种群等

环境条件会对细菌生长造成影响，从而制约其促生效果［１７］。

因此，在室内试验中拮抗效果不突出的菌株，并不意味着不具

有开发价值。要将所筛菌株在农业生产上用于防治植物病

害，尤其是防治茶树炭疽病还需进一步通过田间试验来验证，

如果田间防治效果较好，那么对于其产生的抗菌活性物质有

效成分的分离、纯化、结构鉴定等都值得进一步研究。另外，

促生机制具有多样性，能否将７株菌株构建适应不同环境要
求的多功能菌群以共同发挥作用也需要进一步研究。
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