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马铃薯黑痣病生防芽孢杆菌的筛选与鉴定
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　　摘要：马铃薯黑痣病是我国马铃薯主产区普遍发生、危害严重的一种土传病害。为筛选出对马铃薯黑痣病具有生
防作用的芽孢杆菌，从河北省和内蒙古自治区马铃薯连作黑痣病发生严重的地块采集健康植株上的根际土，采用土壤

稀释法和平板对峙法分离筛选出６株对黑痣病菌抑制效果较好的菌株（抑菌带宽度＞６．０ｍｍ），研究温度对生防菌株
抑菌效果的影响。结果表明，温度降低，抑菌效果减小，温度为１５℃时，菌株ＨＮ－Ｑ－８抑菌效果显著高于其他菌株，
当温度降为１０℃时，无抑菌作用。以形态学特征为基础，结合 ｇｙｒＢ序列系统发育分析，筛选出来的６个菌株经鉴定
为贝莱斯芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）。盆栽防效试验表明，贝莱斯芽孢杆菌 ＨＮ－Ｑ－８对马铃薯黑痣病的防效为
５２．７２％～６１．２２％。
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　　马铃薯黑痣病是由立枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）引起
的一种土传性真菌病害，该病害既可通过土壤传播，也可通过

带病种薯传播［１］，在世界各国马铃薯主产区均普遍发生，严

重影响马铃薯的产量和品质［２］。近年来，马铃薯种植面积逐

渐扩大，难以进行轮作倒茬，导致土壤中立枯丝核菌逐年累

积，马铃薯黑痣病对我国马铃薯外观品质影响严重。据报道，

内蒙古地区马铃薯黑痣病发病严重的地块发病率可达

７０％～８０％［３］，植株幼苗的死亡率高达６０％［４］，严重制约我

国马铃薯产业的可持续健康发展。

目前，马铃薯黑痣病仍以化学防治为主，但化学药剂的频

繁使用会导致病原菌产生抗药性，造成农药残留和环境污

染［５－６］。我国农业现代化发展方向是绿色可持续发展，因此

利用生物源药剂来防控病害符合我国当今和未来的农业发展

趋势。当前，有机改良剂［７］、有益微生物［８］、植物药剂和生防

因子［９］等环境友好型生防药剂的开发成为防治土传病害的

研究热点。相关研究表明，寄生性真菌绿色黏帚霉

（Ｇｌｉｏｃｌａｄｉｕｍｖｉｒｅｎｓ）和木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐｐ．）［１０－１２］、轮枝
菌（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍｂｉｇｕｔｔａｔｕｍ）［１３－１５］能够破坏立枯丝核菌的菌丝
和菌核，从而降低马铃薯黑痣病的发生。此外，荧光假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）［１６］、多黏类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｏｌｙｍｙｘａ）［１７］等细菌也能够有效防治马铃薯黑痣病。

芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．）是土壤和植物微生态系统中的
优势微生物群体，能够产生不同的抗真菌化合物，有利于植物

生长并诱导其产生抗性；此外，还能产生耐热抗逆的芽孢，具

有很强的生存繁殖能力，有利于生防菌剂的开发［１８－１９］。芽孢

杆菌有益菌株已用于如稻瘟病［２０］、小麦赤霉病［２１］、小麦根腐

病［２２］、苹果轮纹病［２３］等多种植物病害的防控研究。针对马

铃薯病害的研究多集中于几种马铃薯细菌病害如马铃薯黑胫
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病和软腐病［２４］、马铃薯环腐病［２５］，对于马铃薯黑痣病的生防

芽孢杆菌，仅见枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＸＣ５［１７］和萎
缩芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｔｒｏｐｈａｅｕｓ）Ｄ１－０－１和 Ｄ１－０－２［２６］。
因此，进一步筛选出适合我国不同区域的芽孢杆菌菌株对于

防治黑痣病具有重要意义。

本研究从河北省和内蒙古自治区马铃薯连作试验田采集

的马铃薯根际土中筛选对黑痣病生防效果好的芽孢杆菌，进

行盆栽防效试验，以期为今后马铃薯黑痣病优良生防菌剂的

开发奠定基础。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
本研究所用生防菌株均由本试验分离获得，指示菌株立

枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）分离自马铃薯黑痣病块茎，保存
于河北农业大学马铃薯病害研究中心。

１．２　根际土壤样品的采集
从河北省和内蒙古自治区马铃薯连作试验田采用５点取

样法取马铃薯黑痣病发病严重的植株周围的健康植株根际

０～２０ｃｍ的土壤，混合均匀，装入自封袋带回实验室，４℃保
存备用。

１．３　马铃薯黑痣病生防芽孢杆菌的分离和筛选
采用土壤稀释法分离土壤中的芽孢杆菌［２７］，以平板对峙

法［２８］筛选对马铃薯黑痣病具有生防效果的菌株：将２５℃培
养３ｄ的立枯丝核菌菌饼（直径５ｍｍ）置于 ＰＤＡ培养基中
央，取供试芽孢杆菌菌悬液５μＬ分别接种于距立枯丝核菌菌
饼２．５ｃｍ处的无菌滤纸片上，以接无菌水为对照。放置在
２８、１５、１０℃进行培养，待对照长满平板，测量抑菌带宽度。
１．４　生防芽孢杆菌的鉴定
１．４．１　生防菌的培养特征和形态特征　参照范秀容等的方
法［２９］，将所筛选的菌株划线接种于 ＬＢ平板，于３７℃恒温培
养箱培养２４ｈ后，观察菌落形态并进行革兰氏染色。
１．４．２　生防菌的分子鉴定　采用细菌 Ｅｚｕｐ柱式基因组
ＤＮＡ抽提试剂盒提取生防菌 ＤＮＡ，并用引物 ｇｙｒＢ－Ｆ（５′－
ＴＴＧＲＣＧＧＨＲＧＹＧＧＨＴＡＴＡＡＡＧＴ－３′）和 ｇｙｒＢ－Ｒ（５′－
ＴＣＣＤＣＣＳＴＣＡＧＡＲＴＣＷＣＣＣＴＣ－３′）进行 ｇｙｒＢ序列扩增［２６］。

ＰＣＲ产物经１％的琼脂糖凝胶电泳检测，送上海生工生物工
程有限公司测序。将测得的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中核酸序列进
行ＢＬＡＳＴ同源序列比对，下载同源性大于９８％的序列，利用
ＣｌｕｓｔａｌＸ进行多重序列比对，切除两端不齐的部分，用 ＭＥＧＡ
（６．０６）以邻接法构建系统发育树，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ置信值估算重复
次数为１０００次。
１．５　生防菌对马铃薯黑痣病的盆栽防效试验
１．５．１　生防菌发酵液的制备　将保存在－８０℃的菌株划线
于ＬＢ平板上活化培养，挑取单菌落于 ＬＢ液体培养基中，
３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养 ２０ｈ，按 ２％的接种量接种于 ４０ｍＬ／
２５０ｍＬ的三角瓶中，培养 ２～３ｄ，调整菌液浓度至 １．０×
１０９ＣＦＵ／ｍＬ，备用。
１．５．２　盆栽防效试验　将麦粒培养基中培养２０ｄ后的病原
菌按２％的质量比接入盆中。试验设计４个处理（表１），每个
处理１０盆，重复３次。接种３０ｄ后调查其出苗率、发病率，
根据张建平等的分级标准［３０］统计病害严重度，计算病情指数

和防治效果。

出苗率＝出苗数／播种数×１００％；
发病率＝发病数／出苗数×１００％；

　　病情指数＝∑（各级病株数 ×发病级别）／（调查数 ×最
高级别）×１００％；
　　防治效果＝（对照病情指数－处理病情指数）／对照病情
指数×１００％。

表１　生防菌株ＨＮ－Ｑ－８对马铃薯黑痣病的盆栽试验处理

处理 方法

灌根 含有病原菌的土壤，播种未经处理的种薯，用生防菌浇

灌，每盆浇２０ｍＬ
浸种 含有病原菌的土壤，播种经生防菌浸种３０ｍｉｎ的种薯
生防菌对照 未经处理的土壤播种经生防菌浸种３０ｍｉｎ的种薯
病原菌对照 含病原菌的土壤，播种未经处理的种薯

１．６　数据统计和分析
生防菌筛选和盆栽试验数据采用 ＳＰＳＳＶ２１．０进行方差

分析，并采用Ｄｕｎｃａｎ氏新复极差法检验差异显著性。

２　结果与分析

２．１　芽孢杆菌的分离及黑痣病菌拮抗菌株的筛选
通过土壤稀释法从２８个土样中共分离到１４１株芽孢杆

菌，以平板对峙法 ２８℃培养筛选出 １２株对黑痣病菌（Ｒ．
ｓｏｌａｎｉ）具有拮抗作用的菌株，其抑菌带宽度＞５．０ｍｍ（表２）。
其中ＨＮ－Ｑ－８、ＨＣ－Ｘ－２１、ＮＺ－９、ＮＺ－７、ＦＸ、ＨＣ－Ｗ－
１６２等６株芽孢杆菌对黑痣病菌（Ｒ．ｓｏｌａｎｉ）具有很强的抑制
作用（图１），其抑菌带宽度为６．１～８．０ｍｍ（表２）。

表２　芽孢杆菌对立枯丝核菌的抑制效果

菌株号
抑菌带宽度

（ｍｍ） 菌株号
抑菌带宽度

（ｍｍ）

ＨＮ－Ｑ－８ （８．０±０．２）ａ ＮＺ－４ （５．８±０．５）ｄｅｆ
ＨＣ－Ｘ－２１ （７．６±０．５）ａｂ ＨＣ－Ｘ－１ （５．６±０．６）ｅｆ
ＮＺ－９ （７．１±０．８）ｂｃ ＨＣ－Ｚ－４ （５．６±０．６）ｅｆ
ＮＺ－７ （６．６±０．６）ｃｄ ＮＺ－５ （５．６±０．４）ｅｆ
ＦＸ （６．６±０．５）ｃｄ ＨＣ－Ｚ－５ （５．６±０．５）ｅｆ
ＨＣ－Ｗ－１６２ （６．１±０．１）ｄｅ ＨＣ－Ｚ－１３ （５．０±０．８）ｆ

　　注：数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　温度对芽孢杆菌抑制黑痣病菌的影响
将筛选获得的６株强抑制作用的芽孢杆菌分别放置于
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２８、１５、１０℃与供试立枯丝核菌进行对峙培养，测定温度对抑
菌带大小的影响。结果表明，２８℃时供试６株芽孢杆菌的抑
菌带最宽；１５℃时抑菌带的大小急剧减小（图２）。从表３可
以看出，不同菌株抑菌带减小量差异很大，菌株 ＦＸ在２８℃
时抑菌带宽度为 ６．６ｍｍ，在１５℃时抑菌带宽度为２．１ｍｍ，
减少了４．５ｍｍ；温度为１５℃时，菌株ＨＮ－Ｑ－８的抑菌带宽
度明显高于其他菌株。而当温度降为１０℃时，所有菌株均无
抑菌效果（图２－Ｃ），表明低温抑制了芽孢杆菌的活力，从而
使其丧失了抑菌效果。

２．３　生防菌株的培养和形态学特征
生防菌ＨＮ－Ｑ－８等６个菌株在 ＬＢ平板上３７℃培养

２４ｈ后，菌落形态一致为圆形或椭圆形、乳白色，黏稠湿润，

菌落边缘不整齐，表面有褶皱，不透明（图３－Ａ）。革兰氏染
色呈阳性，菌体呈杆状并生有芽孢（图３－Ｂ）。

表３　温度对生防菌株抑制黑痣病菌效果的影响

温度

（℃）
抑菌带宽度（ｍｍ）

ＨＮ－Ｑ－８ ＨＣ－Ｘ－２１ ＮＺ－９ ＮＺ－７ ＦＸ ＨＣ－Ｗ－１６２
２８ （８．０±０．２）Ａ （７．６±０．５）Ａ （７．１±０．８）Ａ （６．６±０．６）Ａ （６．６±０．５）Ａ （６．１±０．１）Ａ
１５ （４．６±０．１）Ｂａ （４．２±０．１）Ｂｂ （４．２±０．１）Ｂｂ （３．０±０．２）Ｂｃ （２．１±０．３）Ｂｄ （３．１±０．３）Ｂｃ
１０ ０Ｃ ０Ｃ ０Ｃ ０Ｃ ０Ｃ ０Ｃ

　　注：同列数据后不同大写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）；同行数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．４　生防芽孢杆菌的分子鉴定
本研究测定了ＨＮ－Ｑ－８等６个菌株的ｇｙｒＢ序列，提交

到ＧｅｎＢａｎｋ，登录号为：ＫＹ３６９９１５－ＫＹ３６９９２０，长度为９１１～
９２７ｂｐ。分别在ＧｅｎＢａｎｋ中进行ＢＬＡＳＴ同源序列比对，下载
２１条相似性高于 ９８％的序列，同源比对后，获得长度为
８９９ｂｐ的ｇｙｒＢ基因数据组。以 Ｂ．ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｂ．
ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ和Ｂ．ｍａｌａｃｉｔｅｎｓｉｓ作为外群构建系统发育树（图
４）。该树形成了３个分支，从上到下以阿拉伯数字表示。结
合文献和ＧｅｎＢａｎｋ注释分支１～３为解淀粉芽孢杆菌复合种。
Ｄｕｎｌａｐ研 究 表 明，菌 株 ＪＮ８６１４０ 为 Ｂ． ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ［３１］，
Ａｇｂｏｂａｔｉｎｋｐｏ等和Ｚｈａｏ等分别将菌株 ＪＸ５１３９５２和 ＪＱ７３４５３８
鉴定为Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ［３２－３３］，因此分支１界定为 Ｂ．
ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ，分支２界定为狭义的 Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ，而分支３
为一未命名的隐藏种。本研究中所测定的６个芽孢杆菌均聚
在分支 １中，因此我们将其鉴定为贝莱斯芽孢杆菌（Ｂ．
ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）。
２．５　生防芽孢杆菌ＨＮ－Ｑ－８对马铃薯黑痣病的盆栽防治
效果

不同处理组接种培养３０ｄ后，测定生防菌株对马铃薯黑
痣病的防治效果。结果表明，生防菌灌根和浸种处理组的发

病率和病情指数均低于病原菌对照组，且灌根处理低于浸种

处理组（表４）；生防菌灌根处理对马铃薯黑痣病的防治效果
高于浸种处理组，防效分别为６１．２２％和５２．７２％（表４）。

３　讨论

应用有益微生物和微生物代谢产物被认为是防治植物病

害的有效方法［３４－３７］。本研究从马铃薯根际土中筛选出６株
对马铃薯黑痣病菌具有较强抑制效果的 Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ，其中菌
株ＨＮ－Ｑ－８对马铃薯黑痣病的防治效果最强。研究表明，
Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ能够促进植物生长，防控植物病原菌，并且能够
诱导寄主产生抗性［３１，３８－３９］。Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＣＣ０９产生的活性化
合物对由大豆炭疽病菌、立枯丝核菌和链格孢引起的真菌病

害具有防治作用，且促进植物生长［４０－４１］。Ｃｈｅｎ等发现 Ｂ．
ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＦＺＢ４２产生的聚酮化合物对果树火疫病具有防治作
用［４２］。此外，Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ对白菜黑斑病菌［４３］、番茄灰霉病

菌［４４］、兰花枯萎病菌［４５］等也具有较好的抑制作用。

本研究发现生防菌在不同的温度下其防治效果不同，大

体表现为温度降低，生防效果减小，且不同菌株减小的程度不

同。在１０℃时供试芽孢杆菌对黑痣病菌均无任何抑制作用，
而马铃薯在５℃以上即可发芽，１０℃即可生长，同时黑痣病
菌１０℃也可生长，而此时供试芽孢杆菌无防病作用。因此，
在今后利用芽孢杆菌防控黑痣病时，应注意播种前期结合喷

施化学药剂方能在后期表现出其对黑痣病的防控作用。本研

究中菌株ＨＮ－Ｑ－８和ＨＣ－Ｘ－２１在２８℃时对立枯丝核菌
的抑制作用无明显差异，但当温度降至１５℃时，其抑菌效果
差异显著。因此，为了更好地发挥早期温度较低时生防菌株

的防病效果，应选择受温度影响较小的菌株。
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表４　菌株ＨＮ－Ｑ－８对马铃薯黑痣病的盆栽防治效果

处理
出苗率

（％）
发病率

（％） 病情指数
防效

（％）

灌根 １００．００ ４６．６７ｃ （２２．５０±０）ａ　 ６１．２２
浸种 １００．００ ６３．３３ｂ （２８．３３±１．４４）ｂ ５２．７２
生防菌对照 １００．００
病原菌对照 ９６．６７ ９６．６７ａ （６２．９６±０．８０）ｃ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
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