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　　摘要：为对槟榔芋软腐病进行生物防治，从槟榔芋根际土壤分离出５３株细菌，经离体球茎拮抗筛选，获得９株对
槟榔芋软腐病具有拮抗效果的细菌。拮抗菌的拮抗机制分析表明，拮抗菌对病原菌的拮抗作用不是由于产生次生抑

菌物质引起的，这种拮抗方式不会引起病原菌的耐药性突变，因此更为安全可行。
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　　槟榔芋（ＣｏｌｏｃａｓｉａｅｓｃｕｌｅｎｔａＬ．ｖａｒ．ｃｏｒｍｏｓｕｓＣｈａｎｇ），属于
天南星科芋属魁芋类。槟榔芋有较高的经济价值，在福建省

福鼎地区大面积种植［１］。软腐病是槟榔芋最重要的病害之

一，该病病原为胡萝卜软腐欧文氏菌胡萝卜软腐致病型

（Ｅｒｗｉｎｉａｃａｒｏｔｏｖｏｒａｓｕｂｓｐ．ｃａｒｏｔｏｖｏｒａ），属细菌［２］。此病菌也

是主要引起其近缘物种芋头［３］、魔芋［４－５］软腐病的主要病菌。

近年来发生危害日益严重，给槟榔芋产业造成了严重威胁，传

统的防治方法有药剂防治、合理密植和轮作等［６］，但效果均

不理想且存在食品安全和生态环境问题。

研究表明，土壤微生态环境恶化是造成许多作物重茬病

的主要原因。因此，从调控土壤微生态环境入手，利用植物根

际土壤微生物对槟榔芋病害进行生物防治既可达到病害防治

的目的，又可保持生态平衡，降低化学农药造成的环境污染，

是一种很有研究前景的控制措施。相关学者对苹果、番茄、柑

橘、草莓、葡萄、辣椒等果蔬的采前、采后病害进行了微生物防

治的研究，也取得较好效果。但国内外尚无槟榔芋软腐病生

物防治方面的的报道。本研究在实验室前期已经分离鉴定了

槟榔芋软腐病病原菌的基础上，对槟榔芋根系土壤微生物进

行拮抗菌株的筛选，以期为槟榔芋软腐病的防治和生防菌株

的开发利用提供研究基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　土样采自福建省福鼎市贯岭镇河坑村槟
榔芋种植田地。取深度１０～１５ｃｍ的健康槟榔芋植株根际土
壤２００ｇ带回实验室，备用。槟榔芋软腐病病原菌为笔者课
题组实验室前期分离并鉴定的１株软腐病病原菌（菌株编号

１４１１０８）。
１．１．２　试剂　ＮＡ培养基，其他药品均为国药分析纯。
１．１．３　仪器　微量移液器，法国吉尔森 Ｐｉｐｅｔｍａｎ系列；涡旋
振荡器，德国 ＩＫＡＭＳ３ｄｉｇｉｔａｌ；智能生化培养箱，上海齐欣
ＫＬＨ－２５０ＦＤ；恒温摇床，上海南荣 ＮＲＹ２１０２Ｃ；超净工作台，
苏州净化 ＳＷ －ＣＪ－２Ｄ型；自动高压灭菌器，美国致微
ＧＲ６０ＤＡ等。
１．２　方法
１．２．１　根系土壤中细菌的分离　参考方中达的方法［７］，在

ＮＡ培养基平板上分离纯化，根据平板上长出菌落的形态、颜
色、透明度等性状挑取不同单菌落，划线纯化后接斜面４℃冰
箱保藏。

１．２．２　拮抗菌的离体球茎筛选　参考陈娇梅等的方法［８］略

有改动。将根系土壤中分离的细菌和软腐病病原菌分别接种

于ＮＡ液体培养基中，置于３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ摇床培养８ｈ备
用。选取健康槟榔芋球茎，洗净并风干后，切取大小为长

５．０ｃｍ、宽３．０ｃｍ、厚０．５～０．７ｃｍ的组织块，７５％乙醇消毒
１ｍｉｎ后使用 ０．１％氯化汞溶液消毒 １０ｍｉｎ，蒸馏水荡洗 ３
次，将处理好的组织块置于放有滤纸的无菌培养皿中备用。

将待测拮抗菌液和软腐病病原菌液按体积比１∶１混合。用
无菌刀和镊子在处理好的组织块中央划１个长 ３．０ｃｍ、宽
１０ｃｍ、深０．２～０．３ｃｍ的十字，接种５μＬ混合菌液于槟榔
芋组织块十字中央，以无菌水接种作为阴性对照，以软腐病病

原菌和无菌水体积比 １∶１混合接种作为阳性对照，置于
３７℃ 恒温培养箱保湿培养，观察接种部位症状并拍照记录。
以上每个处理设置５个重复。
１．２．３　拮抗机制的初步分析　平板拮抗试验参考龙超安的
方法［９］略有改动。将 １００μＬ的病原菌菌液（约 １．０×
１０９ＣＦＵ／ｍＬ）涂布于ＮＡ琼脂平板上，将直径为５ｍｍ浸有拮
抗细菌菌液（约１．０×１０９ＣＦＵ／ｍＬ）的滤纸片等距离放置在平
板上，每个平板放置５个滤纸片，３７℃恒温培养，观察抑菌
圈，每个处理重复５次。菌悬液和无菌滤液拮抗试验分别参
考谷会等的方法［１０－１１］。３７℃恒温培养，观察抑菌圈，每个处
理重复５次。
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２　结果与分析

２．１　根系土壤中细菌的分离
采用平板稀释法从健康槟榔芋根际土壤共分离出５３株

细菌。编号：Ｎ０１～Ｎ５３。
２．２　拮抗菌的离体球茎筛选

接有待测候选拮抗细菌与致病菌混合菌液的槟榔芋组织

块，４～５ｄ后芋块出现不同程度的变色，７ｄ后芋块出现不同
程度的软腐；其中接种待测菌株 Ｎ０５、Ｎ０７、Ｎ２６、Ｎ４１、Ｎ４８、
Ｎ５０与致病菌混合菌液的槟榔芋组织块未发病，接种 Ｎ０６、
Ｎ１１、Ｎ３２和致病菌混合菌液的槟榔芋组织块仅十字一侧出

现轻微的软腐，无特殊气味出现。其他待测菌株以及接种软

腐病病原菌的阳性对照组，５ｄ后芋块出现轻微变色，７ｄ后
芋块腐烂，并散出腐烂臭味。注射无菌水的阴性对照组未发

病（图 １）。离体球茎防效测定结果表明，细菌 Ｎ０５、Ｎ０７、
Ｎ２６、Ｎ４１、Ｎ４８、Ｎ５０对软腐病病原菌具有明显的拮抗作用，细
菌Ｎ０６、Ｎ１１、Ｎ３２对软腐病病原菌致病力具有一定减轻作用。
２．３　拮抗机制的初步分析
２．３．１　平板拮抗试验　对９株有拮抗效果的细菌进行平板
拮抗试验，只有菌株 Ｎ２６滤纸周围产生抑菌圈，抑菌圈大小
为０．５～１．５ｍｍ（图２），其他均无抑菌圈，说明在平板上对病
原菌没有抑菌效应的细菌不一定没有生防效果。

２．３．２　菌悬液和无菌滤液拮抗试验　为确定拮抗菌的拮抗
作用是菌体自身还是其产生的次生抑菌物质引起的，分别将

Ｎ２６菌株的菌悬液和无菌滤液对软腐病病原菌做平板拮抗试
验。发现菌株Ｎ２６的菌悬液对软腐病病原菌产生抑菌圈（图

３－Ａ）；菌株Ｎ２６的无菌滤液对软腐病病原菌不产生抑菌圈
（图３－Ｂ），说明 Ｎ２６对软腐病病原菌的拮抗作用不是因为
其产生的次生抑菌物质引起的，而是由菌体自身引起。

３　结论

本试验从福建省福鼎市槟榔芋根际土壤分离出５３株细
菌，经离体球茎拮抗筛选，获得９株对槟榔芋软腐病具有拮抗
效果的细菌，其中拮抗效果较好的细菌６株（Ｎ０５、Ｎ０７、Ｎ２６、
Ｎ４１、Ｎ４８、Ｎ５０），能够减轻植物发病程度的细菌 ３株（Ｎ０６、

Ｎ１１、Ｎ３２）。平板拮抗试验结果表明，此次筛选到的拮抗细菌
对病原菌的拮抗作用不是由于产生次生抑菌物质引起的，而

是其他方式，如竞争作用、抗生作用、重寄生作用、溶菌作用等

引起的拮抗效应，其拮抗机制及槟榔芋活体生防效果有待进

一步研究阐明。本次试验筛选到的拮抗菌对软腐病病原菌的

拮抗方式不会引起病原菌的耐药性突变，因此更为安全可行。
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　　摘要：为了研发控制黑斑病的生物防治方法，以平板对峙法测定解淀粉芽孢杆菌ＺＪ０１和枯草芽孢杆菌对枣黑斑
病菌的抑制效果，并采用田间喷雾法分析这２种菌在不同浓度、不同时期以及与杀菌剂混施时对枣黑斑病防治效果。
结果表明，解淀粉芽孢杆菌 ＺＪ０１和枯草芽孢杆菌对枣黑斑病菌均有较强的抑制作用，抑制率分别为 ７７．５３％、
８１３８％。２种生防菌能明显降低黑斑病发生，其中以解淀粉芽孢杆菌ＺＪ０１菌悬液１００倍液和多抗霉素２００倍液混施
的防治效果最好，发病率控制在２．１２％，防效高达８５．８７％。
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　　枣（ＺｉｚｉｐｈｕｓｊｕｊｕｂａＭｉｌｌ．）是原产中国并且独具特色的重
要果树，已有七千多年的栽培历史；枣果的药用价值和营养价

值都很高，是典型药食兼用的果品之一［１］。日照长、温差大、

土壤通透性好等新疆独特的自然条件特别适合枣树生长，使

新疆成为枣树的主要优生区之一。随着新疆枣树产业的大力

发展，截至２０１６年年底，种植面积已达５０．４５万ｈｍ２，居全国
首位［２］。红枣产业是新疆发展最快、效益最突出、惠民成效

最显著的一项产业［３］。然而自２０１０年以来，枣黑斑病在南疆
垦区发生普遍，病果率可达３０％以上。枣黑斑病危害枣果、
枣叶和枣花，甚至已严重影响新疆红枣产业的健康发展［４］。

生物农药符合环境保护、食品安全和人类健康的需要，是

目前条件下化学杀菌剂的理想替代品，获得高效生防菌是生

物防治的基础。解淀粉芽孢杆菌 ＺＪ０１（生防菌 ＺＪ０１）是由河
北农业大学中国枣研究中心筛选的对枣树链格孢、毁灭茎点

霉等病原菌具有较强抑制作用的一种生防细菌，新疆农垦科

学院林园研究所自２０１１年引入。芽孢杆菌属菌株通过分泌
抗菌物质、营养竞争和诱导植株产生免疫反应等方式在防治

植物病害中发挥着重要作用［５－８］。本研究以生防菌 ＺＪ０１和
枯草芽胞杆菌为试材，通过平板试验、大田试验，明确生防菌

ＺＪ０１对枣黑斑病的抑制作用及其防治效果，为今后大面积推
广应用提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试菌株为河北农业大学中国枣研究中心提供的解淀粉

芽孢杆菌ＺＪ０１（生防菌 ＺＪ０１）。６０％唑醚·代森联水分散粒
剂、２５％醚菌酯悬浮剂、３％多抗霉素可湿性粉剂，市售；１０亿
活芽孢／ｇ枯草芽孢杆菌可湿性粉剂（保定市绿丰生化科技有
限公司）。

试验地点位于新疆生产建设兵团４４团１０连１５号骏枣园，
试验时间２０１７年５—１１月，供试品种为９年生骏枣，试验面积
０１５ｈｍ２，枣树株行距为２ｍ×３ｍ，长势良好，耕作条件一致。
１．２　试验方法
１．２．１　培养基制备　以ＰＤＡ培养基培养枣黑斑病菌和生防
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