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　　摘要：为发掘对黄瓜白粉病有较好防治效果的生防菌株，对黄瓜白粉病根际土壤细菌进行分离纯化，采用盆栽活
体生测方法对白粉病拮抗细菌进行筛选，发现１株对黄瓜白粉病生防效果较好的细菌ＳＤＮＹ－０３８。经过菌株鉴定以
及进一步的生测验证表明，该菌株属于芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）细菌，对黄瓜白粉病具有一定的防治效果，７、１４ｄ后
生防效果分别达到７８．００％、８４．６７％，与阳性对照药剂相比，防效施高５５．９３、６６．３７百分点，该菌株具有进一步开发成
为生物农药的潜质。
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　　白粉病别称白毛病，是一种广泛发生的世界性病害。在
我国，夏秋露地和春保护地黄瓜每年都因白粉病的发生造成

大量减产［１］。黄瓜白粉病是由葫芦科白粉菌（Ｅｒｙｓｉｐｈｅｃｕｃｕｒ
ｂｉｔａｃｅａｒｕｍ）或单丝壳白粉菌（Ｓｐｈａｃｒｏｔｈｅｃａｆｕｌｉｇｉｎｅａ）引起
的［２］，病原菌主要通过气流传播，具有潜育期短、再侵染频

繁、流行性强等特点［３］。目前，防治白粉病的主要手段是化

学杀菌剂，但由于白粉病病菌繁殖率很高，同一流行季节可繁

殖多代，加之内吸性杀菌剂大多作用位点单一，病菌在药剂的

选择压力下极易产生抗药性，国内外已有黄瓜白粉病病菌对

苯并咪唑类、甾醇生物合成抑制剂类（ＥＢＩｓ）、有机磷类、羟基
嘧啶类、甲氧基丙烯酸酯类、苯氧基喹啉等６类杀菌剂产生抗
药性的研究报道［４］。随着环境法规制定普及和公众环保意

识的加强，减少化学农药的使用，减轻生态环境压力保持农业

可持续发展是未来农业的发展趋势［５］。

近年来，利用微生物防治黄瓜白粉病的研究国内外均有

报道，Ｒｏｍｅｒｏ等研究３种微生物对黄瓜白粉病的防效，结果
表明，枯草芽孢杆菌对瓜类白粉病的防治效果接近于２种重
寄生菌和醚菊农药对照［６］。芽孢杆菌作为重要的生防资源

已广泛用于防治植物病害［７－１１］。本研究通过对１株具有黄
瓜白粉病生防效果的细菌进行初步鉴定，确定其遗传地位。

并对盆栽黄瓜白粉病的防治效果进行试验验证，分别与商品

化生物农药进行对比，以期为该产品的进一步开发奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株　芽孢杆菌菌株 ＳＤＮＹ－０３８，由山东省农
药科学研究院生化实验室分离纯化并保存。

供试黄瓜品种为宝杨５号，为易感病品种，购自上海种子
市场。

１．１．２　培养基　菌种分离筛选和活化培养基：３ｇ牛肉膏，
１０ｇ蛋白胨，５ｇＮａＣｌ，１５ｇ琼脂，１０００ｍＬ自来水，ｐＨ值为
７．２～７．４。

种子菌液制备和菌种发酵基础培养基：３ｇ牛肉膏，１０ｇ
蛋白胨，５ｇＮａＣｌ，１０００ｍＬ自来水，ｐＨ值为７．２～７．４。
１．１．３　对照药剂　１００亿ＣＦＵ／ｇ枯草芽孢杆菌可湿性粉剂，
购自美国拜沃股份有限公司。

１．１．４　试验仪器　主要仪器有摇床、培养箱、洁净工作台、高
压灭菌锅，均购自上海博讯实业有限公司医疗设备厂。

１．２　试验方法
１．２．１　拮抗细菌的分离纯化　采用梯度稀释平板涂布法分
离黄瓜白粉病根际土壤中的细菌［１２］，根据平板上菌落形态、

颜色等挑取单菌落进行纯培养。

１．２．２　种子菌液的制备　将分离保存的菌种转接到牛肉膏
蛋白胨培养基平板上，在２８℃温度条件下培养４８ｈ进行活
化，活化后挑取部分菌落接于装液量为１００ｍＬ的２５０ｍＬ锥
形瓶的种子菌液制备培养基中，３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养
４８ｈ即为种子菌液。
１．２．３　发酵液的制备　将发酵好的种子液按５％（体积比）
的比例接种到装有２００ｍＬ菌种发酵基础培养基的５００ｍＬ锥
形瓶中，３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养７２ｈ备用。
１．２．４　拮抗细菌的筛选　以黄瓜白粉病病原菌为指示菌，采
用活体生测法，筛选对其有效的拮抗细菌。在温室条件下，挑

选饱满的黄瓜种子播种到小花盆里，保湿，置于２５℃室温下
光照培养。待黄瓜幼苗长出２张真叶时，挑选长势一致的黄
瓜苗，将分离筛选的细菌发酵液浓度调至１０１０ＣＦＵ／ｍＬ，喷洒
于黄瓜叶片上，待药液晾干后接种孢子浓度大概为 １０万
个／ｍＬ左右的悬浮液，用接种喷雾器在黄瓜苗上均匀喷雾接
种，大概接种２ｈ（为确定筛选的拮抗细菌是否具有预防效
果，于接种白粉病菌前２４ｈ进行发酵液的喷洒）后试材自然
风干，然后移至恒温（２４℃左右）室灯光下，培养期间每天保
温、保湿。于１、２周后按黄瓜白粉病的常规分级标准及方法
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计算病情指数和防治效果，每个处理重复３次。对照药剂为
枯草芽孢杆菌可湿性粉剂，以清水作为空白对照。

１．２．５　生防菌株ＳＤＮＹ－０３８对黄瓜白粉病温室盆栽生物活
性的检测　采取盆栽的方法，检测生防菌株ＳＤＮＹ－０３８试验
样品对黄瓜白粉病的活体抑制效果。检测方法同拮抗细菌的

筛选。

１．２．６　生防菌株ＳＤＮＹ－０３８的鉴定
１．２．６．１　生防菌株ＳＤＮＹ－０３８的培养性状与形态特征　在
活化培养基上观察菌株ＳＤＮＹ－０３８的生长情况，菌落形态采
用革兰氏染色，按常规操作试验［１３］。

１．２．６．２　生防菌株 ＳＤＮＹ－０３８的１６ＳｒＤＮＡ片段的扩增与
序列分析　菌株基因组 ＤＮＡ的提取参照 Ｓａｍｂｒｏｏｋ等的方
法［１４］；引物为扩增细菌１６ＳｒＤＮＡ的通用引物［１５］，正向引物：

５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，反向引物：５′－ＡＣＧＧＣＴＡ
ＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴ－３′。ＰＣＲ产物由山东省农业科学院测序中
心进行测序，将结果在 ＧｅｎＢａｎｋ中进行 Ｂｌａｓｔ同源序列检索。
采用ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０软件进行多序列匹配排列，用系统发生推
断软件包ＭＥＧＡ３．１转化成Ｍｅｇａ格式后进行系统发育分析。
采用 Ｋｉｍｕｒａ－２－Ｐａｒａｍｅｔｅｒ模型，用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－

ｊｏｉｎｉｎｇ，简称ＮＪ）法构建系统发育树，自举分析１００００次重复
检测分子系统树的置信度，最后确定菌株ＳＤＮＹ－０３８的分类
地位。

１．３　数据分析
采用Ｅｘｃｅｌ软件进行数据分析以及差异性分析。

２　结果与分析

２．１　拮抗细菌的分离筛选
采用活体生测方法对土壤中分离得到的细菌进行筛选，

对黄瓜白粉病致病菌有防效的菌株相对较少，拮抗能力较强

的菌株只占２．５％左右，有较弱拮抗作用的菌株占５％，其他
均无防效。选取拮抗能力较强的 １株拮抗细菌编号为
ＳＤＮＹ－０３８，经过多次复筛，均表现出较好的生防效果，提前
２ｈ喷洒和提前２４ｈ喷洒与清水对照相比均具有显著性差
异，提前２ｈ喷洒在７、１４ｄ后的防治效果分别为８７．４５％、
８７．３５％，提前 ２４ｈ喷洒在 ７、１４ｄ后的防治效果分别为
５７．８４％、４１．７０％，提前２ｈ喷洒比提前２４ｈ喷洒在７、１４ｄ
后分别提高２９．６１、４５．６５百分点（图１）。

２．２　生防菌株ＳＤＮＹ－０３８对黄瓜白粉病盆栽防治效果
盆栽测定结果显示，对生防菌株 ＳＤＮＹ－０３８在施药 ７ｄ

后的喷施效果进行调查，生防菌株ＳＤＮＹ－０３８的病情指数和
防治效果分别为３．３１、７８．００％，防治效果比阳性对照药剂高
出５９．９３百分点，１４ｄ后的病情指数和防治效果分别为
１２．１１、８４．６７％，防治效果比阳性对照药剂高出 ６６．３７百分
点，病情指数与防治效果与空白对照相比均呈显著性差异

（图２）。
２．３　生防菌株 ＳＤＮＹ－０３８的形态特征以及生理生化鉴定
结果

生防菌株ＳＤＮＹ－０３８在基础培养基上生长迅速，菌落呈
圆形，乳白色，不透明，无皱褶，边缘不规则，菌落表面光滑，湿

润，经革兰氏染色鉴定为革兰氏阳性菌，能水解淀粉和还原硝

酸盐，葡萄糖、木糖、甘露糖以及柠檬酸盐生长试验反应均为
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阳性。

２．４　生防菌株 ＳＤＮＹ－０３８的１６ＳｒＤＮＡ的序列分析和系统
发育树构建

　　经测序，生防菌株 ＳＤＮＹ－０３８的１６ＳｒＤＮＡ全长序列为
１４７１ｂｐ，在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行 Ｂｌａｓｔ比对，结合进化树

（图３）分析，结果显示其与芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）相关家
族亲缘关系最为接近，同源性达到９９％。结合相关的形态特
征以及生理生化鉴定结果，可以初步判断生防菌株

ＳＤＮＹ－０３８为芽孢杆菌。

３　讨论与结论

近几年，随着国家对环境安全越来越重视，化学农药新品

种的登记以及产品生产的门槛越来越高，生物农药的研制成

为大势所趋，发掘高效低毒的生物农药并不容易，尽管过去几

年人们开发的生物农药数不胜数，但真正有较好防治效果的

产品是少之又少。对黄瓜白粉病具有防效的生防菌在国内外

有不少的报道［１６－１８］，说明生防菌用于黄瓜白粉病的防治具有

较大的发掘潜力。

通过对黄瓜白粉病根际土壤菌进行分离纯化，以及活体

黄瓜白粉生测试验筛选，发现１株对白粉病具有较好防治效
果的生防细菌，通过对该菌株１６ＳｒＤＮＡ进行鉴定，结合相关
的生理生化特征，发现其与芽孢杆菌属于同一属，具有较好的

预防保护效果，在对幼苗处理 ７、１４ｄ后的防效分别达到
７８００％、８４．６７％，持效期较长，具有较好的应用开发前景。

（下转第６９页）
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目前，已经开始被应用于生产防治植物病害的植物源杀

菌剂有大蒜素、苦参碱、根复特、混合脂肪酸、银杏提取素、低

聚糖素、植物激活蛋白、丁子香酚、黄连素、柠檬醛·烯和丙烯

酸·香芹酚等［１０］。石志琦等报道，蛇床子素具有杀虫抑菌的

双重作用；２００６年石志琦联合江苏省苏科农化有限责任公司
开发了首个蛇床子素杀菌剂１％蛇床子素水乳剂，用于替代
三唑类、代森锰锌等杀菌剂，可以减少化学农药使用量达

３０％～６０％，有效保障了农产品的安全［１１］。张晓艳等研究发

现，江苏省农业科学院产地环境与投入品安全研究室研发的

２０％丁香酚水乳剂对番茄黄化曲叶病毒具有较高的防效［１２］。

沈阳化工研究院在１９９７年以天然抗生素为先导化合物研制
了１种新型甲氧基丙烯酸酯类杀菌剂烯肟菌酯，其对瓜类、番
茄具有明显的促进生长和提高品质的作用，用于防治霜疫霉

病、苹果叶斑病和小麦赤霉病等［１３－１４］。李嘉报道，黄蝉属植

物主要的化学成分为环烯醚萜、木脂素等，其中环烯醚萜内酯

成分黄蝉花定、鸡蛋花素等具有抗肿瘤和抗真菌的生物活

性［１５］。Ｔｉｗａｒｉ等研究发现，从软质黄蝉中分离出的鸡蛋花苷
显示出强烈的抗皮肤真菌的活性［１６］。因此，在本研究的基础

上，对硬枝黄蝉中的抑菌活性物质有待进一步分离。
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