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　　摘要：研究人参内生菌Ｂ６９菌株在人参根、茎、叶及其根际土壤中的定殖规律，以及 Ｂ６９菌株对人参根腐病的防
效，以期为新型人参根腐病生防制剂的开发提供理论依据。采用抗生素标记法，筛选出最佳标记菌株；采用盆栽和田

间试验测定自然土与无菌土处理下Ｂ６９菌株在人参植株内和根际土壤中的定殖能力。结果表明，标记菌株与未标记
菌株在形态特征、拮抗能力、防病效果等方面无显著差异；Ｂ６９菌株能够高效定殖在人参根部；Ｂ６９菌株对人参根腐病
有较好的防治效果，田间试验结果表明该菌处理后的病情指数为２５．４１，对根腐病的相对防效为５８．５６％。说明 Ｂ６９
菌株是有防治人参根腐病潜力的生防菌。
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　　随着植病防治策略的改变以及公众对环境与健康问题的
日益关注，生物杀菌剂的地位越来越重要［１－２］，但是进入产业

化的品种很少，主要原因是生物杀菌剂的作用范围一般比较

窄等。微生物制剂的缺陷已经受到研究人员的重视，并且致

力于多功能微生物制剂的研究［３］。人参根腐病主要侵染人

参的根部，造成根部软化腐烂，植株萎蔫死亡［４］。人参根腐

病致使人参产量、质量大幅度下降，造成巨大经济损失。随着

人们对无公害食品的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［５－６］。

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［７］、大蒜［８］、黄瓜［９］等植物生物防治的研

究已经取得了较大的进展，但对人参病害的生物防治还罕有

报道。本研究从人参的根际土壤中筛选出１株对人参根腐病
病原菌有极强拮抗作用的菌株Ｂ６９，研究该菌株在人参的根、
茎、叶和土壤的定殖规律及其对根腐病的盆栽和田间防治效

果，以期为开发出具有应用价值的生防菌剂奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株　内生细菌 Ｂ６９菌株由课题组从人参根中
分离得到，经鉴定为死谷芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ），保存
在吉林农业大学药用植物栽培研究室。人参根腐病病原菌

［Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ（Ｍａｒｔ．）Ａｐｐ．ｅｔＷｏｌｌｅｎｗ］，由吉林农业大学
菌物研究中心提供。

１．１．２　供试植株　人参根腐病防效试验所用的人参植株采
自吉林省白山市抚松县万良镇，５年生。

１．１．３　供试培养基及其他试剂　供试细菌的保存和培养使
用营养琼脂（ＮＡ）培养基；供试细菌液体发酵培养使用营养
肉汤（ＮＢ）基础培养基；病原真菌使用马铃薯葡萄糖（ＰＤＡ）
固体培养基；此外还使用了 ＰＤＡ液体培养基。试剂主要有
１０ｍｇ／ｍＬ利福平（Ｒｉｆ）溶液（９５％乙醇溶解），羧甲基纤维素
钠（ＣＭＣ），１０％多菌灵可湿性粉剂，均由吉林农业大学药用
植物栽培研究室提供。

１．１．４　试验场地　人参田间试验于２０１７年６—９月在吉林
农业大学药用植物科技示范园进行，采用一面坡式荫棚遮荫

种植。

１．２　试验方法
１．２．１　抗利福平突变菌株的筛选　将活化好的拮抗细菌在
３２℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床中培养２ｄ制成拮抗细菌种子液。取
１０ｍＬ种子液接种在含 ２０μｇ／ｍＬＲｉｆ的 ＮＢ培养液中。在
３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡培养４～５ｄ后，如果培养液变浑
浊，则吸取１０ｍＬ接入Ｒｉｆ浓度为４０μｇ／ｍＬ的１００ｍＬＮＢ培
养基中，以后每次培养液中Ｒｉｆ的浓度依次增加，直至标记至
３００μｇ／ｍＬ，Ｒｉｆ的浓度分别为 ４０、６０、８０、１００、１５０、２００、
３００μｇ／ｍＬ。然后用含３００μｇ／ｍＬＲｉｆ的ＮＢ培养基平板检测
并挑取能稳定生长，且拮抗活性、菌落形态变化不大的标记菌

株。为检测其遗传稳定性，将其在ＮＢ培养基（不含Ｒｉｆ）中连
续培养１０代后涂布于含３００μｇ／ｍＬＲｉｆ的 ＮＢ培养基平板
上，观察是否能正常生长。为检测其拮抗稳定性，采用平板扩

散法［１０］，以原始菌株为对照，观察抑菌率是否存在差异。

１．２．２　抗利福平标记菌株在人参土壤中的定殖　采用灌根
接种法［１１］，每盆３株，于第１天、第３天、第５天、第７天、第
１０天、第１５天、第２０天、第３０天分离根际土壤的细菌，在含
有 ３００μｇ／ｍＬ的利福平ＮＡ培养基平板中均匀涂布稀释液，
３ｄ后计数，计算含菌量。
１．２．３　细菌在植株内的定殖　采用灌根接种法［１１］，用盆钵

种植方式，分别于接菌后第７天、第１０天、第１５天、第２０天、
第３０天时随机取２株人参苗进行根部、茎、叶目标菌株的分
离、回收。
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１．２．４　内生菌株Ｂ６９对人参根腐病防效的盆栽试验　盆栽
试验采用保护法和治疗法，待人参展叶期时，采用灌根接种法

接种Ｂ６９菌株发酵菌液和根腐病病菌孢子悬浮液。保护法：
先接种Ｂ６９菌株发酵菌液，３ｄ后再接种３×１０４个／ｍＬ根腐病
病菌孢子悬浮液；治疗法：先接种３×１０４个／ｍＬ根腐病病菌孢
子悬浮液，３ｄ后再接种Ｂ６９菌株发酵菌液；以接种无菌发酵液
为对照。每个处理５盆，每盆３株人参苗，２０ｄ灌根１次，每株
接种 Ｂ６９菌株发酵菌液的浓度为 １０８ＣＦＵ／ｍＬ，接种量为
５０ｍＬ，共灌根５次。处理完成２０ｄ后随机取５株人参苗观察
根腐病发病情况，病情指数分级方法参考马凤茹等的方法［１２］。

１．２．５　内生菌株Ｂ６９对人参田间病害的防治效果　田间试
验采用随机区组设计，共设置４个处理，每个处理３个小区，
小区面积为３．０ｍ２。处理１：单接病原菌；处理２：生防菌＋病
原菌；处理３：１０％多菌灵可湿性粉剂 ＋病原菌；处理４：未进
行处理（ＣＫ）。待人参苗完全展叶后开始处理，处理１每个小
区每株浇灌 ５０ｍＬ病原菌液；处理 ２每个小区每株浇灌
５０ｍＬ根腐病病菌液＋５０ｍＬＢ６９菌株发酵菌液；处理３和４
每个小区喷施４ｇ／ｍ２药液或清水。每隔２０ｄ处理１次，共处
理５次。

人参田间试验每个处理分别在７月５日、８月８日、９月
１０日调查３次，每个小区随机选择５点，每点调查１０株，记
录总叶片数和各叶片发病级数，计算出各处理的病情指数和

防治效果。病害严重度分级，即人参根腐病发病程度参考马

凤茹等的方法［１２］进行分级计算。

２　结果与分析

２．１　抗利福平突变菌株的筛选
通过对Ｂ６９菌株进行抗利福平筛选，得到能在含利福平

的ＮＡ固体培养基上稳定生长，且菌落形态、颜色等与原始菌
株相同的突变菌株（图１、图２）；在不含利福平的 ＮＢ液体培
养基中振荡培养后，其培养液对根腐病菌仍具有抑制作用，且

与原始菌株的抑制效果基本相同。

２．２　抗利福平突变菌株的遗传稳定性
挑取抗利福平的突变标记菌株，在不含利福平的 ＮＢ液

体培养基中连续培养１０代后，仍能在含利福平的ＮＡ固体培
养基上生长（图３、图４），表明这株生防菌株的突变菌株具有
遗传稳定性，可用于定殖研究。

２．３　内生菌Ｂ６９菌株在人参植株内及其根际土壤中的定殖
动态

２．３．１　内生菌Ｂ６９菌株在根际土壤中的定殖动态　由图５
可知，Ｂ６９菌株具有较好的土壤定殖能力。随着时间的延长，
其在自然土和灭菌土中定殖量的消长动态一致，均呈现先降

后升再降的趋势。Ｂ６９菌株在灭菌土中的定殖量小于在自然
土中的定殖量，在灭菌土中的定殖量变化幅度则大于在自然

土中的定殖量变化幅度。分析其原因可能是因为土壤灭菌后

其理化性质、土壤微生态结构遭到破坏，且没有其他微生物对

所接入生防细菌的影响，从而可能相对不利于生防细菌定殖

能力的发挥。Ｂ６９菌株在土壤中定殖的初始菌量为１×１０７

ＣＦＵ／ｇ，第３天后在灭菌土和自然土中定殖量迅速下降，第１０
天定殖量达到 １个峰值，在自然土和灭菌土中分别为
６．５７×１０６、４．２５×１０６ＣＦＵ／ｇ；第１０天以后随着处理时间的
延长定殖量逐渐减少，但在第３０天Ｂ６９菌株在自然土和灭菌

土中的定殖量仍可达到１０５ＣＦＵ／ｇ以上。
２．３．２　内生菌Ｂ６９菌株在人参植株内的定殖动态　人参定
苗的进行标记菌株发酵液灌根，第３天开始定期检测标记菌
株在人参根、茎、叶中的定殖数量，发现植株的根中可检测到

菌株，但对照中无。从定殖数量上看，Ｂ６９菌株在人参植株的
根内定殖数量最大，茎中次之，叶中最少（图６，图７）；随着定
殖时间的延长，各部分定殖菌量呈现先增后减的趋势，这说明

细菌进入植物体内的途径可能与根部有关。Ｂ６９菌株在人参
体内表现出一定的定殖能力，从不同处理来看，自然土中菌株

在人参体内的传导能力优于灭菌土，且自然土中的定殖菌量

高于灭菌土，因此推断自然土中存在的某些微生物可能有利

于Ｂ６９菌株的定殖。自然土中生防菌株 Ｂ６９在人参根、茎、
叶内的最大定殖量均出现在第 １５天，分别为 ３．５４×１０６、
５．２６×１０５、２．１２×１０５ＣＦＵ／ｇ；灭菌土中生防菌株 Ｂ６９在人参
根、茎、叶内的最大定殖量也出现在第１５天，分别为２．１１×１０６、
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２．６２×１０５、５．８３×１０４ＣＦＵ／ｇ。
２．４　内生菌Ｂ６９发酵液对人参根腐病的盆栽防效

由表１可以看出，内生菌 Ｂ６９菌株发酵液对根腐病的防
治效果明显。采用保护作用处理的防效优于治疗作用处理的

防效，两者的防效分别达到６０．８％、５６．６％，表明菌株Ｂ６９发
酵液的预防作用效果较好，但两者防效差异不显著。保护作

用处理和治疗作用处理的病情指数分别为２５．３２、２８．１１，均
低于对照处理的４７．８３，差异达到显著水平（Ｐ＜０．０５）。

表１　菌株Ｂ６９发酵液对人参根腐病的防效

处理 病情指数
防治效果

（％）

保护作用处理 ２５．３２±１．４５ｃ ６０．８±０．７５ａ
治疗作用处理 ２８．１１±２．２６ｂ ５６．６±０．８３ａ

ＣＫ ４７．８３±１．１８ａ

　　注：数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），下表同。

２．５　内生菌Ｂ６９对人参根腐病的田间防效
由表２可以看出，在不接种病原菌的ＣＫ中，根腐病发病

的病情指数为４１．５８，ＣＫ组的病情指数可达单接根腐病病菌
组的６７％左右。结果表明，５年生人参苗本身已经存在发病
机制，若不接种根腐病病菌，供试人参苗亦可发病。在单接根

腐病病菌对照中，病情指数为６１．３４；在内生菌Ｂ６９菌株与根
腐病病菌混接处理中，病情指数为２５．４１，其对根腐病的相对
防效为５８．５６％；而在１０％多菌灵可湿性粉剂与根腐病病菌
混接处理中，病情指数为２８．１４，其对根腐病的相对防效为
５４．１２％。可见，生防菌Ｂ６９菌株对人参根腐病具有更好的防
治效果，且其相对防效显著高于农药处理组（Ｐ＜０．０５）。

表２　菌株Ｂ６９发酵液对人参根腐病的田间防治效果

处理 病情指数 相对防效（％）
生防菌Ｂ６９菌株＋根腐病病菌 ２５．４１±１．７５ｄ５８．５６±２．９２ａ
１０％多菌灵可湿性粉剂＋根腐病病菌 ２８．１４±０．９７ｃ５４．１２±２．４７ｂ
单接根腐病病菌 ６１．３４±０．８９ａ
ＣＫ ４１．５８±０．８４ｂ

３　结论与讨论

研究表明，定殖是生防菌发挥作用的重要因素，许多室内

防治效果显著的菌株在田间很难达到预期的效果，究其原因

是不能有效定殖于植物根际或体内［１３］。本研究采用抗生素

标记法，筛选出最佳标记菌株。定殖动态结果表明，Ｂ６９菌株
在人参根际可有效定殖３０ｄ以上，覆盖人参的整个旺盛生长
期，表明Ｂ６９菌株在生产实践上具有较大的生物防治潜力。

细菌作为生防菌防治植物病害主要是利用其强力的竞争

机制，其中芽孢杆属（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．）由于具有抗逆性强、繁殖
速度快、易于培养等优点而被广泛用作生防菌源［１４］。

Ｄｉｏｎｉｓｉｏ利用Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＤＧＡ１４防治香蕉的冠腐病
取得了较好的效果［１５］；Ｃｈｅｎ等利用 Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＳ２０
控制茄子的细菌性枯萎病效果显著［１６］；贾斌等利用解淀粉芽

孢杆菌拮抗人参黑斑病病菌，抑制率达到８０％［１７］。本研究结

果表明，死谷芽孢杆菌 Ｂ６９菌株对根腐病病菌抑制效果明
显。盆栽试验结果表明，采用保护作用处理的防效优于治疗

作用处理的防效，两者的防效分别达到６０．８％、５６．６％，表明
Ｂ６９菌株发酵液的预防作用效果较好。保护和治疗作用处理
的病情指数分别为２５．３２、２８．１１，均显著低于对照组的４７．８３
（Ｐ＜０．０５）。田间试验结果表明，人参在栽植后单接根腐病
病菌的病情指数为６１．３４；在生防菌与根腐病病菌混接处理
中，人参在栽植后的病情指数为２５．４１，其对人参根腐病的相
对防效为５８．５６％；而在１０％多菌灵可湿性粉剂与根腐病病
菌混接处理中，人参在栽植后的病情指数为２８．１４，其对人参
根腐病的相对防效为 ５４．１２％，可见，Ｂ６９菌株对人参根腐病
具有更好的防治效果，且其相对防效较农药组高４．４４％。因
此验证了Ｂ６９菌株是防治根腐病的良好菌源，具有较大的开
发潜能。
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高，也可能没有发生胚状体。在这个未知条件还没有解决之

前，由于花期时长有限，试验中尽量保证每天有足够的花蕾是

获得较多ＤＨ植株的一个简单直接的方式。
除了基因型对小孢子培养的影响外，如何高效利用已经

形成的胚状体是一个亟待解决的问题。本试验发现，胚状体

的大小对于转绿率的影响比较大，子叶胚宽度小于２ｍｍ时，
一般很难转绿，推测由于出胚率较高的品种、有限的空间及培

养基限制了胚状体生长空间及获得较多营养物质。笔者尝试

将较大的胚状体转出后，换成新的ＮＬＮ－１０培养基继续避光
振荡培养，结果显示该方法可促进胚状体的生长，提高转绿

率。归因于增加胚状体生存空间及可用营养物质，同时置换

掉培养基中胚状体产生的一些有害代谢产物。同一品种在不

同时期的出胚率也不一样，说明外在环境条件对胚状体发生

也会产生一定影响，探究利于出胚的环境条件，也是一个可以

有效提高易出胚品种出胚数的方法。

利用抗根肿病基因特异分子标记可以快速检测大白菜材

料含有的抗病基因，本研究利用ＣＲａ特异分子标记检测获得
的４０个ＤＨ植株，有２７个携带抗性基因 ＣＲａ，纯合抗病植株
与感病植株比为３∶１。所用供试母株材料为杂合植株，根据
孟德尔遗传定律中的分离定律，预测试验结果纯合抗病植株

与纯合感病植株比为１∶１，与本次试验结果相差较大。由于
成苗过程中胚状体有大量损耗，所以无法判断是含有抗根肿

病Ｃｒａ基因的花粉更容易形成胚状体，还是含有抗病基因的
胚状体更容易成苗。在后续试验中，可以通过拓宽供试材料

基因型，增加出胚率、提高成苗率等有效方法来获取更多抗根

肿病纯合种质资源，进而应用于抗根肿病育种实践当中。
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