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　　摘要：从白芨根际土壤中筛选出对白芨根腐病有拮抗性的菌株，初步研究其抑菌作用，为白芨病害的生物防治提
供参考依据。采用平板稀释法从白芨根际土壤中分离获得菌株，以白芨根腐病菌、白芨灰霉菌、白芨黑斑菌为靶标菌

采用平板对峙法筛选出拮抗菌株；分别采用１６ＳｒＤＮＡ和２８ＳｒＤＮＡ序列分析方法鉴定拮抗细菌和真菌菌株的分类学
地位。结果：共计从白芨栽培土壤中分离到３５株细菌和１０株真菌菌株，其中８株细菌和６株真菌对４种白芨致病菌
表现较好的抑菌活性；经鉴定，细菌菌株大多数为芽孢杆菌，真菌为木霉属，ＢＪ－１３５为甲基营养型芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ），ＢＪ－１７５为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ），ＢＪ－２为木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａａｓｐｅｒｅｌｌｕｍ）。筛选出的菌株中
有５株拮抗菌对４种白芨致病菌均有较好的抑菌活性，菌株ＢＪ－１３５、ＢＪ－１７５、ＢＪ－２可用于生防菌剂开发，用于白芨
病害防治。
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　　白芨［Ｂｌｅｔｉｌｌａｓｔｒｉａｔａ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｒｅｉｃｈｂ．ｆ．］别称冰球子、地
螺丝、利知子、连及草等，为兰科白芨属多年生草本植物［１］，

主要分布在我国秦岭以南地域，多生长在潮湿的环境之中，作

为我国一种传统的中药材［２］，具有清热利湿、收敛止血、消肿

生肌等功效，此外，白芨还是很好的黏合剂和食品增稠剂，白

芨应用广泛［２－３］，因此，在市场呈现出供不应求的状态，大量

的人工采挖使得野生资源匮乏，于是出现了人工栽培，但在栽

培过程中病害不断发生，严重地影响了白芨产业的健康发展。

据统计，最常见且危害最严重的真菌性病毒害包括白芨根腐

病菌、白芨灰霉菌、白芨黑斑病菌。白芨根腐病主要侵染白芨

的根部和叶片，造成根部软化腐烂、叶片褪绿变黄，萎蔫死亡。

白芨根腐病致使白芨大面积减产、质量大幅度下降，造成了巨

大的经济损失。

目前控制白芨根腐病的主要方法仍以化学杀菌剂为主，

但由于化学杀菌剂容易出现抗药性和药物残留，不仅污染环

境，还严重地威胁人体健康。随着人们对无公害食品需求的

日益增加以及对环境保护的日益关注，生物防治成为了人们

控制植物病害的理想途径［４－５］。因此，筛选出生物活性高、抗

菌谱广的菌株具有重要的意义。目前国内外对番茄［６］、黄

瓜［４，６］等植物生物防治的研究已经取得了较大的进展［４］，但

对白芨病害的生物防治还罕有报道。本研究从白芨根际土壤

中进行拮抗细菌和真菌的分离筛选，以４种常见的白芨致病
菌为供试菌株，对所得菌株进行生理生化及分子生物学鉴定，

探讨白芨根际土壤细菌和真菌对不同病原菌的拮抗作用，为

解决白芨在栽培过程中的病害问题提供了初步的试验依据。
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１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　供试土样　供试土样采自多年轮作无病害的白芨根
际土壤。

１．１．２　培养基　细菌培养采用肉汤（ＬＢ）培养基：牛肉膏
３ｇ、蛋白胨１０ｇ、ＮａＣｌ５ｇ、纯净水定容至１０００ｍＬ。固体培
养基中加琼脂１８．０ｇ，ｐＨ值为７．２。真菌培养采用马铃薯葡
萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基：马铃薯 ２００ｇ、葡萄糖 ２０ｇ、琼脂
１５～２０ｇ、自来水１０００ｍＬ。
１．１．３　供试菌株　白芨叶褐斑病病菌、叶斑霉病病菌、白芨块
茎腐烂病菌、白芨根腐菌均由陕西理工大学微生物实验室保存。

１．２　方法
１．２．１　菌株的分离纯化　从陕西省汉中市白芨种植区挑选
生长状态好的白芨植株，采集其根际土壤，将土壤自然风干后

过２０目筛，分别称取５ｇ置于三角瓶中，加入４５ｍＬ无菌水
及玻璃珠振荡２０ｍｉｎ得到土壤样品悬液，依次用无菌水配制
成５个浓度梯度的土壤悬液，每个梯度取１００μＬ均匀涂布在
ＬＢ培养基表面，每组设置３个重复，于２８℃下培养３～５ｄ，
挑取性状差异明显的单菌落进行编号，划线法纯化培养，４℃
保藏备用。拮抗细菌分离采用ＬＢ培养基［７－８］，３５℃培养３～
５ｄ。拮抗木霉菌分离采用ＰＤＡ培养基［９］，２５℃培养５～７ｄ，
分离得到的拮抗菌株纯化后，４℃保存。
１．２．２　抑菌活性的筛选　本试验以４种白芨致病菌为靶标，
采用菌饼法［７，１０］筛选拮抗菌株。将预先培养好的白芨致病菌

菌饼置于ＰＤＡ培养基中心，四周距平板边缘１ｃｍ处对称接
种拮抗菌株，每种处理３～５次重复，２８℃培养５～７ｄ［４，１１］。
拮抗细菌的筛选采用ＬＢ培养基，３７℃培养２～３ｄ，看是否有
抑菌圈的出现，并记录对照及处理组白芨致病菌菌落直

径［２，１２］，按公式计算抑制率：

　　菌丝生长抑制率 ＝（对照菌落直径 －处理菌落直径）／
（对照菌落直径－菌饼直径）×１００％。
１．２．３　抗菌株的鉴定　对初步分离出来的白芨土壤根际细
菌采用水煮法进行 ＤＮＡ的提取、１６ＳｒＲＮＡ分子生物学鉴
定［１３］，本研究所用引物由康为世纪生物科技有限公司合成，

引物序列 Ｅ－２７Ｆ：（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）、
１４９２Ｒ（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）［１４］，应用这２种
引物进行ＰＣＲ扩增，扩增长度大约为１５００ｂｐ［１５－１６］。扩增体
系５０μＬ，包括：ｄＮＴＰ（４种核苷酸混合物）５μＬ、Ｅ－２７Ｆ和
１４９２Ｒ２种引物各２μＬ，模板 ＤＮＡ（菌悬液）１μＬ，ＤＮＡ聚合
酶０．２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补齐。扩增程序为 ９４℃预变性 ２ｍｉｎ；
９４℃ 变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，４０次循环；
７２℃终延伸２ｍｉｎ；４℃保存，扩增产物用１％琼脂糖凝胶电
泳检测［１７］。采用ＣＴＡＢ法用于真菌 ＤＮＡ的提取［１８－１９］，ＰＣＲ
扩增体系：９４℃预变性２ｍｉｎ；４０个循环（９４℃ ３０ｓ，５７℃退
火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ）；７２℃延伸２ｍｉｎ，４℃保存［２０－２１］，

ＰＣＲ反应体系为１０×Ｂｕｆｆｅｒ（反应缓冲液）５μＬ、脱氧核苷三
磷酸底物（ｄＮＴＰ）５μＬ，上下游引物 ＩＴＳ１、ＩＴＳ４各２μＬ，ＤＮＡ
模板１μＬ、５Ｕ／μＬＴａｑ０．２５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ３４．７５μＬ，ＩＴＳ序列长
度都在５００～７５０ｂｐ之间［２２］。该片段包括 ＩＴＳ１、５．８ＳｒＤＮＡ
和ＩＴＳ２的全部序列以及１８ＳｒＤＮＡ和２８ＳｒＤＮＡ的部分序列，

将完成ＰＣＲ扩增的样品再次进行１％琼脂糖凝胶电泳［２３］，筛

选出条带明亮且清晰的样品，将ＰＣＲ送上海生工生物工程技
术服务有限公司测序，测得序列与ＧｅｎＢａｎｋ数据库进Ｂｌａｓｔ分
析，ＭＥＧＡ６．０软件分析序列同源性，以 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ方
法构建系统发育树［２４］，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ（１０００次重复）进行检验。

２　结果与分析

２．１　拮抗菌株分离、纯化结果
从白芨根际土壤中分离得到３５株细菌和１０株真菌，拮

抗菌株筛选研究发现，对白芨致病菌有抑菌活性的菌株共计

１４株（表１、表２）。其中，对白芨根腐菌有抑菌作用的菌株有
１４株，占拮抗菌总株数的１００％；对白芨叶斑霉病病菌、白芨
叶褐斑病病菌、块茎腐烂病菌有抑菌作用的菌株９株，占拮抗
菌总株数的６４．２９％。在上述１４株具有抑菌效果的微生物
菌株中，ＢＪ－１６９、ＢＪ－０１７、ＢＪ－１３５、ＢＪ－００２、ＢＪ１－０７、ＢＪ２－
０４对４种供试致病菌均有较好的抑菌活性。

表１　８株白芨根际土壤细菌对４种供试菌株的抑菌作用

菌株编号

对白芨致病菌抑制情况

白芨叶褐斑

病病菌

叶斑霉

病病菌

块茎腐

烂病菌
白芨根腐菌

ＢＪ－１６９ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋
ＢＪ－０１７ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋
ＢＪ－１７５ ＋＋ ＋＋ － ＋＋
ＢＪ－１３５ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋
ＢＪ－１７９ － ＋ － ＋＋＋
ＢＪ－００７ － － － ＋＋＋
ＢＪ－０７０ － － － ＋
ＢＪ－００２ ＋＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋

　　注：“＋＋＋”表示抑菌作用明显（抑菌率 ＞６０％）；“＋＋”表示抑
菌作用较明显（抑菌率为４０％～６０％）；“＋”表示抑菌作用有效果但
不明显（抑菌率＜４０％）；“－”表示无抑菌效果。下表同。

表２　６株白芨根际土壤真菌对４种供试菌株的抑菌作用

菌株编号

对白芨致病菌抑制情况

白芨叶褐斑

病病菌

叶斑霉

病病菌

块茎腐

烂病菌
白芨根腐菌

ＢＪ２－０３ － － ＋＋ ＋＋
ＢＪ１－０２ ＋＋ ＋ － ＋
ＢＪ１－０７ ＋ ＋＋ ＋ ＋
ＢＪ１－１０ ＋ － － ＋＋
ＢＪ２－０４ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＪ２－０６ － － ＋ ＋

２．２　拮抗菌株鉴定
８株拮抗细菌同源性分析结果（图１）表明，菌株ＢＪ－１６９

芽孢杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．（ＫＸ３６０７４５）的序列同源性高达１００％，
它们位于系统发育树同一分支上；综合同源性比对结果，ＢＪ－
１３５属甲基营养型芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ）；ＢＪ－
１７５为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）；菌株 ＢＪ－１７９与梭形
芽孢杆菌 Ｌｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．（ＭＦ７８４４７０）的序列同源性达
１００％；ＢＪ－７属于嗜气杆菌属 Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａｓｐ．（ＫＹ４６５５２３）；
ＢＪ－７０燕麦属Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘｓｐ．（ＫＦ９９９７２９）；菌株ＢＪ－２与假单
胞菌属Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．（ＫＪ６４２３４７）；６株拮抗真菌综合同源
性比对结果（图 ２），ＢＪ２－４、ＢＪ２－６与 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｕｄａｇａｗａｅ
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（ＬＣ３１７４６２）的同源性１００％，它们位于系统发育树的同一分
支上，综合同源性比对结果和 ＢＪ２－４、ＢＪ２－６与曲霉在发育
系统中的位置，该菌株应属于曲霉；ＢＪ２－９与 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
ａｓｐｅｒｅｌｌｕｍ（ＭＦ８０８６１９）的序列同源性达到１００％，它们位于系
统发育树的同一分支上，综合同源性比对结果和在发育系统

中的位置，该菌株应属于剌孢木霉；菌株ＢＪ２－３与Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｔｕｂｉｎｇｅｎｓｉｓ（ＭＧ６４７８６６）序列同源性达１００％，综合同源性比对

结果和 ＢＪ２－３在发育系统中的位置，该菌应属于 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｔｕｂｉｎｇｅｎｓｉｓ；菌株 ＢＪ１－７与 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｏｘａｌｉｃｕｍ（ＭＧ５４３６９７）
序列同源性达１００％，综合同源性比对结果和 ＢＪ１－７在发育
系统中的位置，该菌应属于 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｏｘａｌｉｃｕｍ；菌株 ＢＪ１－２
与Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｅｆｆｕｓｕｍ（ＭＦ０４０２１３、ＭＦ１３６５４４）序列同源性达
１００％，综合同源性比对结果和ＢＪ１－２在发育系统中的位置，
该菌株属木霉属。

３　讨论

从白芨根际土壤中分离得到３５株细菌和１０株真菌，其
中对白芨致病菌有抑菌活性的菌株共计１４株，这些菌株对白
芨根腐病菌、白芨灰霉菌、白芨黑斑病菌以及白芨块茎腐烂病

菌都有不同程度的抑制作用，其中６种菌株对供试菌株都有
拮抗作用，且抗菌活性较强。分别采用细菌１６ＳｒＲＮＡ和真
菌１８Ｓ基因序列对分离出的细菌和真菌进行分子生物学鉴
定［１１］，发现这些细菌主要分布在芽孢杆菌属中、真菌主要分

布在木霉属中，甲基营养型芽孢杆菌是２０１１年才被鉴定的新
种，刘利强等利用该菌种防治黄瓜灰霉病［８］。枯草芽孢杆菌

和解淀粉芽孢杆菌作为芽孢杆菌属的重要成员［２５］，在防治传

统农业产品病害的同时，也逐渐用于人参病害生物防治。据

已有的报道显示，枯草芽孢杆菌广泛应用于植物根部［２６］、枝

干［２７］、叶［２８］、花部以及果蔬采摘后病害的防治方面，甚至用

于人和动物疾病的治疗和预防。因此，本研究首次从白芨根

际土壤中分离得到的这 ２种芽孢杆菌可能与枯草芽孢杆
菌［２９］在一些生理活性上具有密切关联性，比如它们的抑菌活

性。除此之外，本研究中分离得到的芽孢杆菌属中存在大量

抑制白芨根腐病菌、叶斑霉病病菌、白芨叶褐斑病病菌以及白

芨块茎腐烂病菌的活性菌。目前，普遍的观点认为芽孢杆菌

主要通过营养和空间位点竞争、抗菌物质产生、溶菌作用、诱

导植物抗病性等方面来发挥其防病促生作用［３０－３１］。正是通

过这些相关机制，芽孢杆菌杀菌剂对多种植物病原菌产生较

强的拮抗作用，并同时具备环境兼容性好、抗逆性强、对人畜

安全、不易产生抗药性等优点［２９］。因此，利用所获得的具有

抗菌活性的芽孢杆菌进行深入研究、开发相关微生物菌剂是

后续要进行的重要工作之一。自发现木霉菌对植物病原真菌

有拮抗作用以来，科学家们从诸多方面开展了木霉菌的生防

研究。由于木霉菌的拮抗作用具有广谱性，目前已被认为是

用于植物病害生物防治最有潜力的生防菌之一。据已有研究

报道，木霉对人参锈腐菌等引发的人参根部病害有较好的防

治效果。丁万隆等研究发现，木霉菌剂可显著降低西洋参立

枯病的发病率［１３］。本试验结果表明，白芨根际病原菌受到木

霉菌抑制后有明显的生长停滞甚至萎缩现象，据已知木霉菌

生防机制，推测可能是木霉菌生长速度快，对病原菌形成营养

和空间的双重竞争，使病原菌因缺乏营养和空间而萎缩；另外

也可能是木霉对病菌菌丝的重寄生作用，导致病菌菌丝生长

受到抑制。本试验筛选出的１４株拮抗菌对４种白芨致病菌
均有较强的抑菌活性，证明其在白芨病害生物防治领域有较

大的应用潜力。后续将深入探索上述菌株对白芨致病菌的抑

菌作用机制，结合田间病害防效测定，为白芨病害生物防治提

供科学依据。
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