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　　摘要：解淀粉芽孢杆菌Ｂ１５是来源于酿酒葡萄表面的生防菌，通过研究该菌株发酵液对２３种植物病原菌的抑制
效果，并以水稻为试验对象进行安全性测试。结果表明，生防菌解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５的发酵稀释液（浓度为
１０ＣＦＵ／ｍＬ）对２３种植物病原菌的抑制率均在５０％以上，对香菇烂筒病、苹果腐烂病、棉花炭疽病、花生褐斑病和黄瓜
枯萎病５种病原真菌的抑制率在９０％以上，计算可得ＥＣ５０的范围为０．０００～１１．７０４个／ｍＬ，表明解淀粉芽孢杆菌Ｂ１５

具有广谱抗菌性。通过室内田间安全测试试验，验证了该菌株对作物的安全性，从而为该菌株生物农药的开发与应用

提供数据支持。
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　　笔者所在实验室在前期的研究中，从酿酒葡萄
表面筛选、鉴定发现１株具有明显抑制霉菌效果的
解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｍａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ），将其编
号为Ｂ１５，并对其抑菌活性成分和代谢机制进行研
究［１－３］。解淀粉芽孢杆菌为学界公认的植物病原真

菌的生防细菌，能够产生脂肽类抑菌物质，并且分

裂繁殖速度快、对营养条件要求简单，因而被广泛

应用于植物疫病防治和果蔬保鲜中，是经美国食品

和药物管理局（ＦＤＡ）安全认证的菌种，也是国内农
业农村部批准的生物农药使用菌种之一［４－６］。据统

计，以芽孢杆菌为基础的产品约占细菌生物防治剂

产品的一半［７］。

目前，国内研究者分离、研究并进行初步应用

的解淀粉芽孢杆菌菌株有 ＹＮ－１（来源于郑州果
园）［８］、ＴＢ－２（来源于茄科作物内生菌）［９－１０］、
ＰＥＢＡ２０（来源于杨树内生菌）［１１－１２］、ＨＮ－０６（来源
于土壤）［１３－１４］等，发现解淀粉芽孢杆菌能够抑制苹

果炭疽病、苹果轮纹病、苹果腐烂病、芹菜菌核病、

香蕉轴腐病、桃褐腐病、烟草黑胫病、辣椒疫霉、番

茄灰霉等病原菌的生长，并且应用芽孢杆菌处理在

防病稳定性与化学农药的相容性等方面具有明显

优势［１５］。

本研究分析来源于酿酒葡萄表面的解淀粉芽

孢杆菌Ｂ１５的抗菌谱和安全性，旨在为将该菌株作
为生防菌开发生物农药提供研究基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
水稻品种为明恢８６、武育粳３号、沈农２６５。
生 防 菌 菌 株 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 （Ｂ．

ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）Ｂ１５来源于酿酒葡萄表皮，贮藏于
国家级酒类品质与安全国际联合研究中心。２３种
植物病原见表１，来源于中国农业科学院植物保护
研究所农业部农药化学与应用技术重点开放实

验室。

１．２　培养基
种子液活化培养基为营养肉汤（ＮＢ），病原菌活

化培养基为马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）。基
础发酵培养基为改良 Ｌａｎｄｙ培养基，配方如下：
３０ｇ／Ｌ葡萄糖，１４ｇ／Ｌ谷氨酸钠，０．５ｇ／ＬＭｇＳＯ４，
０５ｇ／ＬＫＣｌ，１．０ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，０．１５ｍｇ／ＬＦｅＳＯ４，
５０ｍｇ／ＬＭｎＳＯ４，０．１６ｍｇ／ＬＣｕＳＯ４，ｐＨ值为７．０。
１．３　菌株Ｂ１５发酵液的制备

将保存于４℃的解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５接种到
斜面上，于３０℃培养４８ｈ，再将其接种于 ＮＢ培养
基上，于３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养２４ｈ后进行活
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表１　病原名称信息

序号 病害名称 对应病原的拉丁名

１ 香菇烂筒病 Ｔｉｃｈｏｄｅｒｍａｈａｒｚｉａｎｕｍ

２ 苹果腐烂病 Ｖａｌｓａｃｅｒａｔｏｓｐｅｒｍ

３ 棉花炭疽病 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｏｓｓｙｐｉｉ

４ 花生褐斑 Ｃｅｒｃｏｓｐｏｒａａｒａｃｈｉｄｉｃｏｌａ

５ 黄瓜枯萎病 Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｃｕｃｕｍｅｂｒｉｕｍ

６ 辣椒疫霉病 Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉ

７ 棉花枯萎病 Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

８ 棉花立枯病 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ

９ 稻瘟病 Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ

１０ 苹果斑点落叶病 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｒｉａ

１１ 番茄早疫病 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｏｌａｎｉ

１２ 玉米穗腐病 Ｆｕｓａｒｉｕｍｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ

１３ 小麦赤霉病 ＦｕｓａＨｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ

１４ 黄瓜靶斑病 Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａｃａｓｓｉｉｃｏｌａ

１５ 苹果轮纹病 Ｂｏｔｒｙｏｓｐｕａｅｒｉａｂｅｒｅｎｇｅｒｉａｎａ

１６ 番茄晚疫病 Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓ

１７ 猝倒病 Ｐｙｔｈｉｕｍａｐｈａｎｉｄｅｒｍａｔｕｍ

１８ 水稻恶苗病 Ｓａｒｏｃｌａｄｉｕｍｏｒｙｚａｅ

１９ 黄瓜灰霉病 Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ

２０ 油菜菌核病 Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ

２１ 芦笋茎枯病 Ｐｈｏｍａａｓｐａｒａｇｉ

２２ 水稻纹枯病 Ｔｈａｎａｔｅｐｈｏｒｕｓｃｕｃｕｍｅｒｉｓ

２３ 柑橘蒂腐病 Ｄｉｐｌｏｄｉａｎａｔａｌｅｎｓｉｓ

化扩培，得到种子液。将种子液按４％的接种量接
种于改良Ｌａｎｄｙ培养基中，于３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件
振荡培养 ５０ｈ，得到发酵液，然后将发酵液于
８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液。
１．４　抗菌谱的室内生测方法
１．４．１　植物病原菌的活化　用打孔器在实验室保
存的２３种植物病原菌平板上取１块菌板，置于ＰＤＡ
平板中央，放入培养箱中于２５℃进行培养，待病原
菌即将铺满平板时取出，用封口膜封好后放入４℃
冰箱中备用。

１．４．２　发酵液的稀释　经测定，“１．３”节制备的发
酵液的孢子数为１．９×１０８个／ｍＬ，按梯度稀释为７
个浓度（分别为１５０．０、５０．０、２５．０、１０．０、５．０、１．０、
０．５个／ｍＬ）的稀释液试验组，分别取 １００μＬ稀释
液加入６０ｍＬＰＤＡ培养基中，平均倒３个平板，以
无菌水作为对照组（即不添加解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５
菌液的ＰＤＡ平板），备用。
１．４．３　菌丝生长速率的测定　参照 ＮＹ／Ｔ１１５６．
２—２００６《农药室内生物测定试验准则　杀菌剂　

第２部分：抑制病原真菌菌丝生长试验　平皿法》，
将培养好的病原菌在无菌操作条件下用直径为

７ｍｍ的灭菌打孔器自菌落边缘切取菌苔（约
６ｍｍ），将菌丝面向下接种在上述平板中央，２５℃
恒温培养，待空白对照平板中的菌落充分生长后，

用十字交叉法测量各处理的菌落直径，计算抑制

率，计算公式如下：

　　菌落增长直径＝菌落直径平均值－菌饼直径；
（１）

菌丝生长抑制率＝对照菌落增长直径－处理菌落增长直径
对照菌落增长直径

×１００％。

（２）
　　采用回归分析法对试验数据进行分析，以各处
理浓度的对数值为横坐标、以菌丝生长抑制率换算

成的概率值为纵坐标，求出回归方程和有效抑制浓

度（ＥＣ５０、ＥＣ９０）。
１．５　安全性测试方法

测试试验在中国农业科学院植物保护研究所

温室内进行，浇透水后均匀撒播种子，温室白天温

度为２８℃，夜间温度为 ２５℃，培育 １周后进行
施药。

测定“１．３”节制备的发酵液孢子数，按梯度稀
释为３个浓度（１５０、５０、１０个／ｍＬ）的稀释液试验
组，以无菌水作为空白对照组，每个设浓度３个处
理，每个处理设１０株。采用ＳｐｒａｙｉｎｇＳｙｓｔｅｍ公司生
产的气力喷头ＡｉｒＡｔｏｍ喷雾，喷雾压力０．２ＭＰａ。

施药后７ｄ通过目测法观察各处理水稻的生长
情况，观察水稻是否有变色、坏死、萎蔫等药害症

状，从而判断不同浓度解淀粉芽孢杆菌发酵液对水

稻苗的药害情况。

药害分级标准（分５级）：－表示无症状；＋表
示新叶上有少量药斑；＋＋表示新叶上有较多药斑，
但生长基本正常；＋＋＋表示新叶畸形扭曲且少量脱
落，或花蕾少量脱落，或幼果上有明显药斑；＋＋＋＋
表示花蕾大量脱落，甚至新梢枯死，或花蕾大量脱

落，或果实严重受害致畸、脱落。

测量各处理水稻的株高、根长和鲜质量，计算

不同浓度菌株Ｂ１５发酵液喷雾对水稻生长的影响。
试验中的数据采用 ＤＰＳ统计软件处理，采用
Ｄｕｎｃａｎｓ法比较不同处理之间水稻株高、根长和鲜
质量之间的差异显著性。相关公式如下：

　　株高（鲜质量、根长）抑制率 ＝（ＣＫ水稻的株
高、鲜质量、根长 －处理组的株高、鲜质量、根长）／
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ＣＫ水稻的株高、鲜质量、根长×１００％。

２　结果与分析

２．１　Ｂ１５发酵液抗菌谱的测定
部分室内生物活性测定试验结果见图１，其中

第１个平板中的 ＣＫ为空白对照，不添加解淀粉芽
孢杆菌Ｂ１５发酵液，其余各平板为不同稀释浓度的
解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５菌液。试验结果表明，病原菌
在ＣＫ平板中的长势良好，而在添加 Ｂ１５菌液平板

中的生长受到明显抑制，生长直径与菌液浓度成

反比。

以棉花枯萎病病菌为例，生长５ｄ时，测定不同
浓度发酵液处理组的菌落增长直径，从而计算抑制

率（表２），按照“浓度 －对数值”和“抑制率 －概率
值”进行直线回归分析（图 ２），计算得出，ＥＣ５０为
０．０８６个／ｍＬ，９５％置信限为０．０５６～０．１３３个／ｍＬ，
ＥＣ９０为 ２４．２９个／ｍＬ，９５％ 置信限为 １９．５４～
３０．２０个／ｍＬ。　

表２　解淀粉芽胞杆菌Ｂ１５发酵液对棉花枯萎病病菌

菌丝生长速率的抑制效果

药剂
浓度

（个／ｍＬ）
菌落增长直径

（ｍｍ）
菌丝生长抑制率

（％） 概率值

Ｂ１５发酵液 ５０．０ ４．００ ９１．９４ ６．４０

２５．０ ４．８３ ９０．２６ ６．３０

１０．０ ６．３３ ８７．２３ ６．１４

１．０ １４．３３ ７１．１０ ５．５６

０．５ １７．５０ ６４．７２ ５．３８

ＣＫ ０ ４９．６０ — —

　　采用“１．４”节的室内生测方法测定解淀粉芽孢
杆菌Ｂ１５发酵液的抗菌谱，结果（表３）表明，该菌株

１０ＣＦＵ／ｍＬ稀释发酵液对供试２３种植物病原真菌
的抑制率达到５０％以上，其中对香菇烂筒病、苹果
腐烂病、棉花炭疽病、花生褐斑病和黄瓜枯萎病５种
病原真菌的抑制率在９０％以上。由此可见，解淀粉
芽孢杆菌Ｂ１５发酵液的抑菌范围较广。
２．２　安全性试验

喷雾处理后７ｄ通过目测法观察药害情况。由
表４可以看出，３种水稻均生长正常，叶色鲜绿，无
坏死斑，叶缘无枯黄状，且无药害产生。

　　测定每个水稻品种、每个处理（１０株水稻）的株
高、根长和鲜质量。由表５可以看出，各浓度解淀粉
芽孢杆菌Ｂ１５对明恢８６株高的影响无论在０．０５水
平还是在０．０１水平都没有显著差异，而对武育粳３
号品种水稻的影响有显著差异。

　　由表 ６可以看出，各浓度的解淀粉芽孢杆菌
Ｂ１５对明恢８６、武育粳３号２个水稻品种的根长无
论在０．０５水平还是在０．０１水平都没有显著影响。
在对沈农２６５根长的影响方面，各浓度与 ＣＫ间在
０．０１水平上有显著差异，而各浓度之间不具有显著
差异。

　　由表７可以看出，各浓度解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５
对武育粳３号２个水稻品种鲜质量的影响无论在
００５水平还是在０．０１水平都没有显著影响。而在对

—４０１— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第５期



表３　解淀粉芽孢杆菌Ｂ１５发酵液的抑菌谱和一致性效果

序号 病害名称
周期

（ｄ）
抑制率

（％）
ＥＣ５０

（个／ｍＬ）
回归方程 ｒ

ＥＣ５０的９５％置信区间
（个／ｍＬ）

１ 香菇烂筒 ５ ９６．６７ ０．０１９ ｙ＝６．３１３４＋０．７６００ｘ ０．９９７ ０．０１０～０．０３７

２ 苹果腐烂病 ６ ９５．８２ ０．１２７ ｙ＝５．７８６５＋０．８７６３ｘ ０．９８４ ０．０００～０．０００

３ 棉花炭疽 ６ ９４．６１ ０．０１２ ｙ＝６．３３７＋０．６９４８ｘ ０．９４１ ０．００１～０．１１６

４ 花生褐斑 ６ ９０．６９ ０．００８ ｙ＝５．８３２６＋０．３９７４ｘ ０．９７２ ０．００１～０．０６１

５ 黄瓜枯萎 ６ ９０．５７ ０．０００ ｙ＝６．１０３３＋０．３０２８ｘ ０．９４９ ０．０００～０．００７

６ 辣椒疫霉 ６ ８９．５５ ０．０００ ｙ＝６．１７６２＋０．２１７４ｘ ０．９９７ ０．０００～０．０００

７ 棉花枯萎 ５ ８７．２３ ０．０８６ ｙ＝５．５５６５＋０．５２３３ｘ ０．９９７ ０．０５６～０．１３３

８ 棉花立枯 ５ ８６．４１ ０．０００ ｙ＝５．８２２６＋０．２３３５ｘ ０．９９３ ０．０００～０．００１

９ 稻瘟 ６ ８６．２７ ０．００２ ｙ＝５．７４４９＋０．２８２３ｘ ０．９６６ ０．０００～０．０２９

１０ 苹果斑点落叶 ５ ８４．９４ ０．０００ ｙ＝５．８４５５＋０．２３０５ｘ ０．９８０ ０．０００～０．００２

１１ 番茄早疫 ４ ８４．９３ ０．０００ ｙ＝５．９３７７＋０．０９０６ｘ ０．９９８ ０．０００～０．０００

１２ 玉米穗腐 ５ ８４．７５ ０．００１ ｙ＝５．８２３＋０．２７６９ｘ ０．９７５ ０．０００～０．００８

１３ 小麦赤霉 ４ ８４．６４ ０．００１ ｙ＝５．７４５６＋０．２４７１ｘ ０．９８７ ０．０００～０．００５

１４ 黄瓜靶斑 ４ ８４．００ ０．００３ ｙ＝５．７１６４＋０．８２７５６ｘ ０．９９７ ０．００１～０．００６

１５ 苹果轮纹 ６ ８３．６０ ０．０２９ ｙ＝５．６１７８＋０．４００５ｘ ０．９８３ ０．００７～０．１２１

１６ 番茄晚疫 ５ ７９．３２ ０．００７ ｙ＝５．５６８８＋０．２６２５ｘ ０．９９７ ０．００４～０．０１２

１７ 猝倒 ３ ７９．０７ ０．００２ ｙ＝５．６２３６＋０．２３６４ｘ ０．９２４ ０．０００～０．１６６

１８ 水稻恶苗 ６ ７７．０２ ０．０１２ ｙ＝５．４９４５＋０．２５８９ｘ ０．９９３ ０．００６～０．０２６

１９ 黄瓜灰霉 ６ ７４．６５ ０．３０２ ｙ＝５．２０６１＋０．３９６２ｘ ０．９８９ ０．１２４～０．７３７

２０ 油菜菌核 ３ ６９．４８ ０．２８０ ｙ＝５．１９０４＋０．３４４１ｘ ０．９７２ ０．１２５～０．６２８

２１ 芦笋茎枯 ４ ６７．８８ ０．３２４ ｙ＝５．１８９３＋０．３８７３ｘ ０．９３７ ０．０９９～１．０６４

２２ 水稻纹枯 ２ ６３．１０ ０．１３６ ｙ＝５．１９１８＋０．２２１６ｘ ０．９６４ ０．０３２～０．５８９

２３ 柑橘蒂腐 ２ ５６．５８ ５．８１２ ｙ＝４．６４０７＋０．４７０１ｘ ０．９６８ ２．８８７～１１．７０４

表４　解淀粉芽孢杆菌Ｂ１５发酵液对３种水稻的影响

解淀粉芽孢杆菌浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
施药后７ｄ的药害情况

明恢６３ 武育粳３号 沈农２６５

１０ 生长正常、叶色绿，无药害 生长正常、叶色绿，无药害 生长正常、叶色绿，无药害

５０ 生长正常、叶色绿，无药害 生长正常、叶色绿，无药害 生长正常、叶色绿，无药害

１５０ 生长正常、叶色绿，无药害 生长正常、叶色绿，无药害 生长正常、叶色绿，无药害

表５　解淀粉芽孢杆菌Ｂ１５发酵液喷雾对３种水稻株高的影响

浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
明恢８６ 武育粳３号 沈农２６５

平均株高（ｍｍ） 抑制率（％） 平均株高（ｍｍ） 抑制率（％） 平均株高（ｍｍ） 抑制率（％）

ＣＫ ２１６．９ａＡ ２００．２ｂＢ ２６２．８ａＡ

１０ ２２４．８ａＡ －３．６６ ２４２．５ａＡ －２１．１ ２５２．２ａｂＡ ４．０６

５０ ２２５．５ａＡ －４．００ １８５．５ｃＢＣ ７．４ ２４８．７ａｂＡ ５．３６

１５０ ２３１．２ａＡ －６．５９ １８１．３ｃＣ ９．５ ２４４．２ｂＡ ７．０９

　　注：同列数据后标有不同小写字母、大写字母分别表示差异显著（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）。下表同。

沈农２６５的水稻鲜质量方面，５０、１５０ＣＦＵ／ｍＬ处理
与ＣＫ在０．０５水平上具有显著差异；在００１水平
上，各解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５浓度与 ＣＫ及其他各浓
度之间都没有显著差异。

３　讨论与结论

本研究以解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５为研究对象，进
行室内生物活性测定和安全性测定，旨在为将该生

—５０１—江苏农业科学　２０２１年第４９卷第５期



表６　解淀粉芽孢杆菌Ｂ１５发酵液喷雾对３种水稻根长的影响

浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
明恢８６ 武育粳３号 沈农２６５

平均根长（ｍｍ） 抑制率（％） 平均根长（ｍｍ） 抑制率（％） 平均根长（ｍｍ） 抑制率（％）

ＣＫ １９３．９ａＡ １７４．０ａＡ １９９．６ａＡ

１０ １１９．６ａＡ ３８．３１ １９４．７ａＡ －１１．９ １５９．２ｂＢ ２０．２２

５０ １７１．４ａＡ １１．６２ １５７．６ａＡ ９．４ １５８．５ｂＢ ２０．５７

１５０ １７１．６ａＡ １１．５２ １５４．２ａＡ １１．３ １６５．５ｂＢ １７．１０

表７　解淀粉芽孢杆菌Ｂ１５发酵液喷雾对３种水稻鲜质量的影响

浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
明恢８６ 武育粳３号 沈农２６５

平均鲜质量（ｍｍ） 抑制率（％） 平均鲜质量（ｍｍ） 抑制率（％） 平均鲜质量（ｍｍ） 抑制率（％）

ＣＫ ０．１３２ａｂＡ ０．１０３ａＡ ０．０９９ｂＡ

１０ ０．１３５ａｂＡ －２．０２ ０．１０２ａＡ －２．０ ０．０９６ｂＡ ３．０２

５０ ０．１１９ｂＡ １０．１０ ０．０９６ａＡ ３．７ ０．１１３ａＡ －１３．４２

１５０ ０．１５３ａＡ －１５．６６ ０．１２１ａＡ －２１．０ ０．０９１ｃＡ ８．０５

防菌株作为生物农药推广应用奠定研究基础。研

究结果表明，解淀粉芽孢杆菌Ｂ１５对２３种供试植物
病原菌均有抑制作用，且抑制率高，作用浓度低，同

时对测试水稻植株无药害作用，安全性高。以本研

究为基础，可以进行解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５可湿性粉
剂的开发与田间应用研究。
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