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　　摘要：采用温室盆栽试验的方法，研究３株对黄瓜枯萎病具有较强抑制作用的芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）Ｂ５７９、
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ２－１、Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ９－２对黄瓜根际土壤关键酶活性的影响。结果表明，生防菌的施入能明
显提高黄瓜根际土壤中碱性磷酸酶、过氧化氢酶、几丁质酶和脲酶等４种与土壤肥力相关酶的活性。其中，生防菌处
理的酶活性最高，其次为拮抗处理和空白对照处理，病原菌处理的酶活性最低。因此，生防菌处理不仅对黄瓜具有防

病促生长的作用，同时还能提高土壤关键酶活性，增加土壤肥力，为今后生态环保型生防菌剂的开发和利用奠定了理

论基础。

　　关键词：生防芽孢杆菌；土壤酶活性；黄瓜枯萎病；土壤肥力
　　中图分类号：Ｓ４７６＋．９　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）０７－０１０８－０３

收稿日期：２０１７－１２－１７
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１４０１７９９）；山东省自然科学基
金（编号：ＺＲ２０１６ＥＬ０４、ＺＲ２０１３ＨＺ００２）；山东省抗体制药协同创新
中心开放课题（编号：ＣＩＣ－ＡＤ１８１６）；泰山学者工程专项资金。

作者简介：闫　杨（１９９３—），女，山东菏泽人，硕士，主要从事微生物
与生物防治研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙａｎｙａｎｇ０９０６＠１２６．ｃｏｍ。

通信作者：陈　芳，博士，副教授，主要从事微生物与生物防治研究。
Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｆａｎｇ２００４５＠１６３．ｃｏｍ。

　　黄瓜枯萎病是一种严重危害黄瓜的土传性真菌病害［１］，

其病原为镰孢菌属的尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ），病菌
主要侵入幼根或伤口，使瓜叶迅速萎蔫。一般苗圃黄瓜的枯

萎病发病率为２０％～５０％，严重的可达８０％以上。土壤是农
业生态系统中的枢纽［２］，负责物质与能量交换，而土壤酶作

为土壤中具有高度催化作用的蛋白质，主导着土壤中与物质

和能量转化有关的生物化学过程［３］。土壤酶的生物活性指

标一直是土壤酶学研究的重点，并逐渐成为土壤微生物生态

效应研究的重要方向和领域［４－７］。土壤酶活性的高低可较有

效地反映土壤中各种生化反应的强度和方向，代表着土壤中

物质代谢的旺盛程度，是土壤肥力的重要指标［８］。脲酶是土

壤中最活跃的水解酶类，是广泛存在于细菌、真菌和高等植物

中的酰胺酶，与土壤的微生物数量、有机质含量等密切相关，

能水解土壤中的尿素，释放出供作物利用的铵，其活性与土壤

肥力水平显著相关［９］。土壤过氧化氢酶活性与土壤的呼吸

强度及土壤微生物活动相关，是重要的土壤微生态环境指示

因子，可以表现出土壤氧化还原的能力［１０］，能有效防止过氧

化氢的毒害［１１］。碱性磷酸酶属于水解酶类，土壤中的有机磷

在土壤磷酸酶的酶促作用下才能转化为可利用的形态［１２］。

几丁质酶参与土壤有机碳和氮的转化，可以将几丁质转化为

氨基糖，是土壤中矿质氮的主要来源［１３－１４］。

芽孢杆菌是一类好氧和兼性厌氧的革兰氏阳性菌［１５］，对

植物生长具有促进作用，可以将物质转化为营养成分供给植

物或者刺激土壤中微生物的繁殖以增强土壤肥力，使植物处

于良好的生长状态［１６］。目前已有的研究大多是仅针对生防

菌提高根际土壤中关键酶活性来进行的，本研究中引入枯萎

病病菌进行生防菌的拮抗性试验。前期研究表明［１７－１９］，３株
生防菌的施入不仅具有防病促生长的作用，同时还能提高根

际土壤中微生物类群的多样性。因此，本研究将进一步揭示

３株生防芽孢杆菌对黄瓜根际土壤中４种关键酶活性的影
响，为今后生防芽孢杆菌菌株在农业生产中的作用提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验于聊城大学试验田进行，供试黄瓜品种为津优１号。

供试菌株为枯萎病病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ），由天津科润黄
瓜研究所分离保存；芽孢杆菌Ｂ５７９、２－１、９－２等３株生防菌
株均由笔者所在实验室分离并保存。枯草芽孢杆菌 Ｂ５７９从
天津近郊蔬菜种植区根围土分离所得，温室盆栽试验表明，它

对黄瓜枯萎病有显著的抑制作用，并能促进植物生长；枯草芽

孢杆菌２－１从聊城市茌平县杜郎口镇中药材种植基地感染
根腐病的丹参根际土壤筛选分离得到，对丹参根腐病具有生

物防治作用；解淀粉芽孢杆菌９－２从聊城本地感染根腐病的
中药材天南星的根际土壤中筛选分离得到，对天南星根腐病

具有较好的生物防治作用。枯萎病病菌采用ＰＤＡ（马铃薯葡
萄糖琼脂）培养基进行培养；芽孢杆菌的培养采用 ＬＢ液体和
固体培养基。酶活性测定选用天根生化科技（北京）有限公司

生产的土壤酶活性测定试剂盒。

１．２　方法
１．２．１　菌液培养　（１）芽孢杆菌菌液培养：将斜面保藏的生
防芽孢杆菌Ｂ５７９、２－１、９－２菌种分别转入内装３０ｍＬＬＢ液
体培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，恒温振荡培养箱中于３７℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ培养１５～１６ｈ，获得种子液。将１％种子液接种于
内装１００ｍＬＬＢ液体培养基的５００ｍＬ三角瓶中，３７℃条件
下１８０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡１５～１６ｈ，培养结束后将菌液制备成

—８０１— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第７期



１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ的发酵液［１８］。（２）枯萎病病菌菌液培养：将
枯萎病病菌ＦＯ在ＰＤＡ培养基上培养至产生明显孢子，用无
菌水制备成浓度为１×１０６个／ｍＬ的孢子悬液。
１．２．２　试验处理　春季培养黄瓜幼苗至２～３张真叶，将幼
苗移栽至直径为３０ｃｍ、高为３０ｃｍ的花盆中，每盆２～３株幼
苗，共计４８盆。共设置８组处理，每组６个平行，分别为：①
空白处理（ＣＫ），清水浇灌；② 枯萎病病菌处理，枯萎病病菌
ＦＯ菌液浇灌；③ Ｂ５７９处理，Ｂ５７９菌液浇灌；④ Ｂ５７９＋ＦＯ拮
抗处理，Ｂ５７９菌液＋枯萎病病菌 ＦＯ菌液等量浇灌；⑤ ２－１
处理，２－１菌液浇灌；⑥２－１＋ＦＯ拮抗处理，２－１菌液 ＋枯
萎病病菌ＦＯ菌液等量浇灌；⑦９－２处理，９－２菌液浇灌；⑧
９－２＋ＦＯ拮抗处理，９－２菌液＋枯萎病病菌ＦＯ菌液等量浇
灌。①组浇灌清水５０ｍＬ，②③⑤⑦组接种量５０ｍＬ，④⑥⑧
组接种量为生防菌液与枯萎病病菌菌液各５０ｍＬ。
１．２．３　菌液灌根处理　在黄瓜根部进行菌液灌根处理。黄
瓜在自然条件下，生长周期为９０～１２０ｄ，其生长发育一般经
历发芽期、幼苗期、初花期和结果期４个阶段。因此每盆黄瓜
从进行菌液浇灌之日算起，分别在４、８、１２和１６周在各株黄
瓜根际土壤约 ５～１５ｃｍ深处取样，测定土壤碱性磷酸酶
（ＡＬＰ）、过氧化氢酶（ＡＴ）、几丁质酶、脲酶（ＵＥ）４种不同酶
活性。

２　结果与分析

２．１　不同时期不同处理对黄瓜根际土壤中碱性磷酸酶活性
的影响

由图１可知，生防菌处理（Ｂ５７９、２－１、９－２）酶活性变化
趋势与空白处理相似，均为在处理后４周和８周升高，在１２
周和１６周降低，即变化趋势为先升高后降低，且生防菌处理
在１６周时碱性磷酸酶活性均明显高于空白处理组，其次为３
组拮抗处理，枯萎病病菌ＦＯ处理酶活性最低，并且生防菌处
理８周后酶活性逐渐降低，因此生防菌在碱性磷酸酶的酶活
性中体现出其最佳使用周期为８周。

２．２　不同时期不同处理对黄瓜根际土壤中过氧化氢酶活性
的影响

由图２可知，空白处理组与生防菌Ｂ５７９、２－１和９－２处
理基本都为先升高再降低的趋势，这４种处理酶活性在整个
生长期都处于较高状态，且在处理１２周时均为最高酶活性，
而后３种处理在整个生长周期的酶活性均略高于对照，考虑
为生防菌益生作用的结果。在８组处理的不同时期，ＦＯ处理
组过氧化氢酶活性均处于最低状态。ＦＯ处理与 Ｂ５７９＋ＦＯ，

２－１＋ＦＯ拮抗处理酶活性均处于先降低再升高再降低的趋
势，而９－２＋ＦＯ拮抗处理则与生防菌处理组变化趋势相同，
含ＦＯ的４种处理最后的过氧化氢酶活性基本相同。此结果
的原因考虑为在黄瓜的生长过程中生防菌对ＦＯ病菌的拮抗
作用由强变弱直至消失，对产生过氧化氢酶的微生物影响力

逐渐减小，故４种处理过氧化氢酶活性在１６周时基本相同。
由此可见，由生防菌处理的黄瓜植株根际土壤过氧化氢酶活

性在整个处理期均处于较高状态，且其最佳使用周期为 １２
周。拮抗处理组酶活性相对较低，但介于生防菌处理组与对

照处理组之间，表明生防菌对土壤根际的过氧化氢酶活性能

产生积极影响。

２．３　不同时期不同处理对黄瓜根际土壤中几丁质酶活性的
影响

由图３可知，空白处理组的几丁质酶活性变化趋势为先
升高再降低，而其他７组处理的酶活性变化趋势为先升高再
降低再升高。ＦＯ处理组在１６周的酶活性仍低于同时期对照
的酶活性。在生防菌（Ｂ５７９、２－１、９－２）处理和生防菌 ＋ＦＯ
（Ｂ５７９＋ＦＯ、２－１＋ＦＯ、９－２＋ＦＯ）拮抗处理的比较中可以明
显看出，生防菌处理各时期几丁质的酶活性均高于相应拮抗

处理同时期的酶活性（除８周时的９－２）。由此可见，各处理
与空白处理对于黄瓜根际土壤中的几丁质酶活性变化趋势无

太大相似性，而ＦＯ处理与各生防菌处理、拮抗处理组具有相
同趋势，且ＦＯ处理组的酶活性在各个时期仍为最低，并且生
防菌处理８周后酶活性均明显降低。

２．４　不同时期不同处理对黄瓜根际土壤中脲酶活性的影响
由图４可知，在处理４周时空白处理组和生防菌处理土

壤脲酶活性均较高，且在４个处理中的变化趋势为先升高再
降低再升高。而ＦＯ处理与各拮抗处理在４周时土壤脲酶活
性均较低，且在４个处理中的变化趋势基本与前面４组相似，

—９０１—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第７期



即同为先升高再降低再升高，且８组处理在１６周时根际土壤
中脲酶活性均处于较高状态。

３　讨论

研究表明，３种生防芽孢杆菌Ｂ５７９、２－１、９－２均能提高
黄瓜根际土壤的酶活性。在黄瓜根际施加生防芽孢杆菌菌液

后，仅施加生防菌的３组处理的４种酶活性与空白处理的酶
活性相比结果如下：仅施加生防菌的３个不同处理组各个取
样时期的碱性磷酸酶活性明显高于对照；不同取样时期过氧

化氢酶活性均略高于空白处理，这一结果与曾庆宾等对微生

物菌剂对烤烟根际土壤过氧化氢酶活性的研究结果［２０］一致，

而刘素慧等在ＥＭ（有效微生物）对连作大蒜根际土壤酶活性
的影响中也得出了相似结论［２１］；各生防菌处理不同时期的几

丁质酶活性相较于空白处理组在总体上同样偏高；各生防菌

处理组不同时期的脲酶活性与空白处理组相比均有提高，且

其变化趋势与尹淑丽等不同生防菌对黄瓜根际土壤酶活性的

研究结果［１］一致。因此，总体上来说，生防芽孢杆菌可提高

黄瓜土壤根际的４种不同土壤酶的活性，同时可说明生防菌
对于植株的生长具有促生作用。

在用枯萎病病菌ＦＯ处理后，可明显发现ＦＯ处理组不同
时期的４种酶活性相较于空白处理组均明显降低。而各拮抗
处理组的酶活性与 ＦＯ处理组相比较的情况如下：不同时期
的Ｂ５７９＋ＦＯ、２－１＋ＦＯ与９－２＋ＦＯ３组拮抗处理的碱性磷
酸酶活性均明显高于 ＦＯ处理，且这３组处理的碱性磷酸酶
活性高于空白处理组，低于对应的仅加入生防菌的处理组，表

明生防菌对于施加了枯萎病病菌的黄瓜根际土壤中碱性磷酸

酶活性有较大影响；这３组处理不同时期的过氧化氢酶活性
明显高于ＦＯ处理组但低于空白处理组；拮抗处理组不同时
期的几丁质酶活性相较于ＦＯ处理组的变化与碱性磷酸酶活
性相似，这与王倡宪等对黄瓜苗期根系抗病相关酶活性的研

究结果［２２］相似；拮抗处理组不同时期的脲酶活性无明显规律

性，但总体能看出施加生防菌的 ＦＯ的处理组脲酶活性较仅
施加ＦＯ处理组高。根据４种不同酶活性的变化，在ＦＯ病菌
存在的前提下，施加生防菌可提高黄瓜根际土壤的酶活性，联

系笔者所在实验室前期研究［１７，２３］，说明生防菌对于枯萎病病

菌存在较明显的拮抗作用。但对于生防菌防病促生长作用的

机制仍需要进一步的研究。

４　结论

在植株根际土壤中施入生防芽孢杆菌菌株可以提高土壤

中的酶活性，从而可改善土壤结构，增强土壤肥力，有利于土

壤的健康发展。本研究通过设置多种对照处理研究不同生防

菌对不同土壤酶活性的影响程度，表明生防菌不仅在植株生

长发育过程中起到促生作用，而且对可能存在的致病菌起到

拮抗作用，能有效防止枯萎病的发生，为今后生态环保型生防

菌剂的开发和利用奠定了理论基础。
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外引改良玉米自交系对广西主要病害抗性鉴定

蒙　成，黄艳花
（广西农业职业技术学院，广西南宁５３０００７）

　　摘要：对外引改良玉米自交系进行抗病性鉴定，筛选出抗病材料，为玉米抗病育种奠定基础。采用田间人工接种
鉴定和自然发病２种方法，对７６份外引改良玉米自交系进行南方玉米锈病、玉米纹枯病、玉米小斑病抗病鉴定。结果
表明，通过人工接种抗病性鉴定，筛选出高抗南方玉米锈病５份；高抗玉米纹枯病１４份；高抗玉米小斑病６份；高抗玉
米纹枯病和玉米小斑病的自交系３份；高抗玉米纹枯病和南方玉米锈病的自交系１份；兼抗３种病害（含高抗、抗、中
抗病）的自交系２４份。对田间接种鉴定和自然发病２种鉴定方法比较表明，人工接种鉴定发病病级普遍重于自然发
病鉴定，进行人工接种鉴定是鉴定玉米自交系抗病性准确、有效的途径。
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　　南方玉米锈病已成为我国黄淮海夏玉米主产区和南方玉
米区的重要病害，会对我国玉米生产造成严重威胁［１］。玉米

纹枯病是一种世界性病害，在许多国家和地区均有发生和危

害的报道，在我国南方玉米产区以及东南亚国家和地区发生

尤为严重［２－５］。玉米小斑病是玉米主产区的重要病害之一，

是我国温暖潮湿玉米产区的重要叶部病害［６］。南方玉米锈

病、玉米纹枯病、玉米小斑病这３种病害是广西壮族自治区玉
米生产上的主要病害，广西地处亚热带地区，温度适中、湿度

大，比较适宜这些病害的发生流行与危害［７］。在玉米育种工

作中，新种质、新材料的应用是培育优质、高产玉米杂交种的

基础，而新材料的抗病性与其所组配出的杂交种的抗病性有

着极大的关系［８］。近代以来，我国已有不少研究人员分别开

展了玉米抗纹枯病、南方玉米锈病、玉米小斑病种质资源材料

筛选和鉴定的基础研究工作［９－１３］，并从大量的玉米品种（品

系）中筛选出一些抗病品种（品系）。李石初等也开展了杂交

种对这３种病害的抗病性鉴定研究［７］。但同时开展这３种病
害种质资源材料筛选鉴定未见报道。抗病鉴定方法常用人工

接种鉴定法和自然诱发鉴定法，在种质资源材料筛选和鉴定

中２种方法鉴定结果差异比较未见报道。为丰富广西玉米种
质资源，２０１３年从国外引进了一批玉米自交系并进行３年６

代适应性等性状改良后开展抗病性鉴定，试图通过成株期对

多种病害的抗病性鉴定，筛选出适合广西栽培的多抗性外引

改良玉米自交系，为培育出优质、高产、抗病、适应性强的玉米

新品种奠定基础。本研究同时采用田间接种和自然发病２种
方法，对７６份外引改良玉米自交系进行３种病害抗病性鉴
定，初步明确其抗病性，并对田间接种和自然发病２种鉴定方
法进行比较，为玉米抗病育种提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
７６份玉米自交系来自美国、泰国、巴西、印度、老挝等地，

经３年６代改良。试验于２０１７年春秋２季进行３种主要病
害接种鉴定。接种鉴定用的南方锈病病原菌（夏孢子）是从

当年广西早播春糯玉米品种南方锈病典型病株叶上采集到

的。玉米纹枯病病菌及小斑病病菌从广西农业职业技术学院

作物研究所玉米试验基地采集、分离获得。

１．２　田间试验设计
１．２．１　试验地点　试验在广西农业职业技术学院作物研究
所玉米育种试验基地进行，前茬作物为玉米，试验地四周种植

各类玉米种质材料。

１．２．２　试验设计　试验设南方玉米锈病、玉米纹枯病、玉米
小斑病各１个处理，自然发病设１个处理，每个处理７６份玉
米自交系，每份种植１行，行距０．７ｍ、行长３．５ｍ，每行定植
１５株。以齐３１９、黄早四作对照品种，常规田间管理。
１．３　鉴定方法
１．３．１　田间人工接种鉴定
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