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　　摘要：以生防菌株白刺链霉菌ＣＴ２０５为材料，通过诱变选育高效突变菌株，并探索其生物制剂对芹菜根腐病的防
控效果。菌株ＣＴ２０５经ＵＶ－ＬｉＣｌ复合诱变获得一株遗传稳定、相对高效的突变菌株Ｕ－Ｌ－４，液体发酵其活性物质
产量达到４２ｍｇ／Ｌ，较野生菌株提高５５．５６％。利用突变株Ｕ－Ｌ－４固体发酵，制备生物有机肥，通过田间试验防控芹
菜土传病害，结果表明，施用放线菌生物有机肥可有效防控芹菜根腐病，显著促进植株生长，芹菜产量增加７５．００％，
芹菜根际病原真菌－尖胞镰刀菌数量显著降低，改善了芹菜根际微生物群落组成。研究结果可为生防制剂防控土传
病害提供理论依据。
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　　芹菜是伞形科耐寒性蔬菜，营养价值高，具有
降血压、清肠利便、利尿消肿等作用［１－２］。近年来芹

菜连作普遍，土传根腐病时常发生，严重影响产

量［３］。芹菜根腐病致病菌主要有尖孢镰刀菌

（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、侧 雄 腐 霉 菌 （Ｐｙｔｈｉｕｍ
ｐａｒｏｅｃａｎｄｒｕｍ）及核盘菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）等，
病原菌的孢子或菌核可在土壤中潜伏多年，常规的

物理及化学手段难以有效根除，生物防控绿色、高

效，近年通过生防制剂防控土传病害的有效案例多

有报道［４］。

放线菌在防控土传病害、促进植株生长等方面

发挥着重要作用。文献报道，放线菌具有产生拮抗

物质及改善根际微生物群落结构达到防控植物病

害的作用［５－６］。由于微生物的遗传不稳定性，随着

菌株传代次数的增加，拮抗菌产生活性物质的能力

会下降，经过诱变处理可获得相对高产的菌株，单

一诱变剂诱变微生物的方法很多，但突变株易发生

回复突变［７］，而多种诱变剂的复合诱变具有协同、

高效的作用。白刺链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｌｂｏｓｐｉｎｕｓ）
ＣＴ２０５是实验室保存的一株抗菌谱广泛、对植物真
菌病害具有良好防控效果的生防菌株，其代谢产生

的活性物质为环己酰亚胺［８－９］，本研究通过对菌株

ＣＴ２０５进行物理和化学复合诱变获得相对高效的突
变株，制备生防制剂，通过田间试验研究其对芹菜

根腐病的生防效果。

１　材料与方法

１．１　材料
菌株Ｓ．ａｌｂｏｓｐｉｎｕｓＣＴ２０５实验室保存。种子培

养基：葡萄糖４５．０ｇ，大豆粉３０．０ｇ，酵母粉５．０ｇ，
ＣａＣＯ３５．０ｇ，去离子水１Ｌ，ｐＨ值７．５；发酵培养基：
蔗糖 ２０．０ｇ，可溶性淀粉 ３０．０ｇ，大豆粉 ８．０ｇ，
ＣａＣＯ３３．０ｇ，蛋白胨 ２．０ｇ，ＮａＣｌ２．０ｇ，ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，去离子水１Ｌ，
ｐＨ值８．０。
１．２　高效生防菌的诱变筛选
１．２．１　菌株 ＣＴ２０５单孢子悬液制备　白刺链霉菌
菌株ＣＴ２０５划线接种于ＰＤＡ平板上，２８℃培养，待
分生孢子形成，刮取分生孢子制备孢子悬液，无菌

脱脂棉过滤去除菌丝体，然后显微计数，将孢子浓

度调整为１０８个／ｍＬ。
１．２．２　ＵＶ＋ＬｉＣｌ复合诱变及突变株筛选　在直径
９０ｍｍ培养皿中加入１０ｍＬ孢子悬液，磁力搅拌器
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放在距离紫外（ＵＶ）灯的垂直高度约３０ｃｍ处，培养
皿放在磁力搅拌器上打开皿盖，适宜转速缓慢搅

动，照射时间设置０．５、１、２、４、６ｍｉｎ等５个处理，照
射结束暗处理 ３０ｍｉｎ，孢子悬液系列稀释后，取
１０－３、１０－４系列稀释液各 １００μＬ，涂布在含有
０．１％～０．６％ ＬｉＣｌ的ＰＤＡ平板上培养，每个处理５
个重复，２８℃避光培养，设置空白处理对照。菌落
长出后统计不同处理菌落致死率，选取致死率

７０％～８０％的处理，挑选与野生型菌落形态相似或
不同的菌落［１０］。先以酵母菌为指示菌通过拮抗圈

检测拮抗活性进行初筛，然后通过摇瓶液体发酵进

行复筛，即菌株的分生孢子接种在种子培养基中，

在２８℃ １７０ｒ／ｍｉｎ的摇床中培养４８ｈ，然后转接到
发酵培养基中于相同条件下培养 ９６ｈ，发酵液
６０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清液，用生物活性法
检测发酵上清液中活性物质的含量［１１］，在此基础上

选择传代稳定、效价高的突变菌株制备固体制剂。

１．２．３　突变株Ｕ－Ｌ－４对芹菜根腐病病原菌的拮
抗作用　芹菜根腐病病原菌尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）Ｊ０１由前期实验室分离保存，并经柯赫
氏法则验证其致病性［１１］。用平板对峙法测试诱变

菌株Ｕ－Ｌ－４及野生株 ＣＴ２０５对病原菌的拮抗效
果。将诱变菌株与野生株、Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍＪ０１分别接
种在ＰＤＡ平板于２８℃培养７ｄ。用无菌打孔器打
取直径５ｍｍ的菌块，将病原菌菌块放置在 ＰＤＡ平
板中央，以菌块为中心，在距离菌块 ２０ｍｍ处两侧
对称接种生防菌株，并设置对照，每处理重复３次，
２８℃培养５ｄ，测定菌株对病原菌的抑制率。抑制
率＝（对照组菌落直径 －处理组菌落直径）／（对照
组菌落直径）×１００％。
１．２．４　突变株的固体发酵及生物有机肥制备　根
据前期固体发酵条件的优化，固体发酵配方由以下

比例组成，细土与沙 ∶麦麸 ∶花生饼 ∶椰糠 ∶小
米 ∶肉骨粉＝４∶２∶１∶１∶１∶１，料水比１∶０．８，混
合搅拌均匀后，装袋１２１℃ ３０ｍｉｎ灭菌，按１０％的
接种量接种种子液，分装浅盘，厚度２．０～２．５ｃｍ，
２８℃ 培养１４ｄ，取样稀释涂布测其活菌数。细土：
取南京麒麟镇后村菜园土（黄棕壤）研磨处理，细土

与沙过２０目筛，肉骨粉由华中农业大学资环学院李
国庆教授提供。固体发酵制备的菌剂，按１０％比例
复合有机肥制备生物有机肥，有机肥由淮安柴米禾

生物科技公司提供。

１．２．５　田间试验　２０１９年９—１１月，在南京溧水

华城蔬菜种植合作社进行田间试验。土壤类型为

马肝土，含全氮１．８７ｇ／ｋｇ、速效磷１７２．４ｍｇ／ｋｇ、速
效钾 １５５．２３ｍｇ／ｋｇ、有机质 ２６．７７ｇ／ｋｇ，ｐＨ值
７１８，土壤中尖孢镰刀菌计数为２．３×１０４ＣＦＵ／ｇ。
大棚种植前施用普通有机肥１５００ｋｇ／ｈｍ２和三元
复合肥（纯Ｎ、Ｐ２Ｏ５、Ｋ２Ｏ含量均为１６％）、尿素（Ｎ＞
４６％）、硫酸钾（Ｋ２Ｏ＞５２％）各３００ｋｇ／ｈｍ

２，作基肥，

撒施深翻整平、培垄。设置 Ｕ－Ｌ－４生物有机肥
（１０８ＣＦＵ／ｇ）、木霉生物有机肥（淮安柴米禾生物科
技公司提供，木霉有效活菌数１０８ＣＦＵ／ｇ）和对照３
个处理，大棚等面积分９块，每个处理３个重复，小
区面积２×２ｍ２。Ｕ－Ｌ－４生物有机肥处理减施
１０％三元复合肥。

移栽３５ｄ的芹菜苗，株距２０ｃｍ，生物有机肥处
理每株穴施１０ｇ。移栽种植后３５ｄ，统计不同处理
芹菜发病情况，取不同处理１×１ｍ２芹菜植株连根
拔起，统计生物量，计算产量。取芹菜根际土，稀释

涂布法测定土壤中细菌、放线菌、真菌以及尖孢镰

刀菌的数量。尖孢镰刀菌用 Ｋｏｍａｄａ选择性培养基
（Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ，ＭｇＳＯ４０．５ｇ，ＫＣｌ０．５ｇ，Ｆｅ－ＥＤＴＡ
０．０１ｇ，天门冬酰胺 ２．０ｇ，Ｄ－半乳糖２０．０ｇ，琼脂
２０．０ｇ，去离子水１Ｌ，ｐＨ值７．２～７．４）计数。
１．２．６　数据处理与统计　本研究数据利用
ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ２０１０、ＳＰＳＳＢＡＳＥｖｅｒ．２５．０统
计分析，在α＝０．０５水平上进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　高效诱变菌株的筛选
由图１可见，随着ＵＶ处理时间的延长，致死率

不断增加，１～２ｍｉｎ致死率急剧上升，４～６ｍｉｎ致
死率处于９０％左右，６ｍｉｎ时致死率接近１００％。

　　参考ＵＶ诱变处理的致死率结果，选择０．５、１、
２ｍｉｎ等３个 ＵＶ照射剂量，进行 ＵＶ－ＬｉＣｌ复合诱
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变处理，结果（表１）发现，经紫外照射０．５ｍｉｎ后，
致死率伴随ＬｉＣｌ浓度的增加而出现下降的趋势，而
１ｍｉｎ与２ｍｉｎＵＶ照射与０．１％ ～０．６％的 ＬｉＣｌ诱
变结合致死率无明显规律。根据致死率，选择在

０５ｍｉｎＵＶ和０．１％ ＬｉＣｌ处理中挑选菌落。
　　共挑取１０５个菌落，通过与酵母菌拮抗试验对
比得到２０株正突变菌。５次传代培养后，发现有１２
株菌株拮抗能力下降。剩余 ８株菌株依次编号
Ｕ－Ｌ－１、Ｕ－Ｌ－２、Ｕ－Ｌ－３、…、Ｕ－Ｌ－８，分别测
定２次液体发酵上清液中环己酰亚胺的含量，结果
发现诱变株Ｕ－Ｌ－２与Ｕ－Ｌ－４的产量较高，达到
４２ｍｇ／Ｌ左右，但传代后菌株Ｕ－Ｌ－２生长缓慢、分

表１　不同剂量ＵＶ－ＬｉＣｌ处理ＣＴ２０５致死率

ＬｉＣｌ浓度
（％）

不同照射时间菌株致死率（％）

０．５ｍｉｎ １ｍｉｎ ２ｍｉｎ

０．１ ７６．４２ ４７．５４ ２３．８９

０．２ ５９．６３ ４１．９４ ２２．６１

０．３ ３９．５６ ５３．０１ ５０．７５

０．４ ３７．３２ ６３．０６ ３６．１２

０．５ ２９．４８ ５５．２３ ３７．４１

０．６ ２７．２４ ４４．０３ ４４．６３

生孢子不丰富，最终选择 Ｕ－Ｌ－４进行后续试验，
其活性物质产量较野生菌株提高了 ５５．５６％（图
２）。

２．２　突变株Ｕ－Ｌ－４对病原菌抑制效果
对峙试验结果表明，突变株 Ｕ－Ｌ－４与野生型

ＣＴ２０５均对芹菜根腐病病原菌尖孢镰刀菌表现出良
好的抑菌效果（图３），与野生型ＣＴ２０５相比，诱变菌
株的抑菌能力显著提高，对病原菌的抑菌率达到

７０．３１％（表２），因此后续利用诱变菌株 Ｕ－Ｌ－４
进行固体发酵及对芹菜根腐病进行防控。

表２　突变菌株对芹菜根腐病病原菌Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍＪ０１的拮抗效果

供试菌株
Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍＪ０１菌落直径

（ｃｍ）
抑菌率

（％）

ＣＴ２０５ ３．４７±０．０５ｂ ５４．５９

Ｕ－Ｌ－４ ２．２７±０．０９ｃ ７０．３１

对照 ７．６３±０．１２ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

２．３　突变菌株 Ｕ－Ｌ－４固体发酵及生物有机肥
制备

菌株Ｕ－Ｌ－４种子液按 １０％接种量接种后
３ｄ，菌体在培养基上生长旺盛，基质表面出现白色
菌丝体。接种后７ｄ，基质表面的白色变为灰色（图

４），基质散发放线菌特有的“土腥味”，镜检发现大
量菌丝及少量分生孢子。培养１４ｄ，取样镜检发现
大量分生孢子，然后活菌计数，Ｕ－Ｌ－４固体制剂活
菌数达８．０×１０８ＣＦＵ／ｇ。按１０％比例复合有机肥
制备生物有机肥。
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２．４　田间试验结果
２．４．１　不同处理芹菜生物量及产量的差异　结果

表明，施用Ｕ－Ｌ－４生物有机肥及木霉生物有机肥
与对照相比，芹菜的株高、鲜质量等生物量显著增

加（图 ５、表 ３）。对照处理的芹菜发病率为
２７９１％，经观察发病植株根基部出现一定程度的腐
烂且有褐黄色水渍。木霉生物有机肥处理的芹菜

发病率为６６７％，发病芹菜根基部出现断口，无明
显水渍。Ｕ－Ｌ－４生物有机肥处理植株没有出现发
病植株。经统计 Ｕ－Ｌ－４生物有机肥处理和木霉
生物有机肥处理的芹菜产量分别达到 ２０９７９、
１５９８４ｋｇ／ｈｍ２，分 别 比 对 照 提 高 了 ７５．００％、
３３３３％。　

表３　不同处理对芹菜植株生长的影响

处理
发病率

（％）
地上部株高

（ｃｍ）
单株鲜质量

（ｇ）
产量

（ｋｇ／ｈｍ２）
增产

（％）

对照 ２７．９１ ３７．３５±２．１１ｂ ２７．９１±３．２１ｂ １１９８８

木霉生物有机肥 ６．６７ ４３．８５±２．２３ｂ ３５．５５±１．４５ｂ １５９８４ ３３．３３

Ｕ－Ｌ－４生物有机肥 ０ ５３．０５±１．３１ａ ４６．６７±２．１４ａ ２０９７９ ７５．００

２．４．２　不同处理芹菜植株根际主要微生物数量变
化　施用Ｕ－Ｌ－４生物有机肥及木霉生物有机肥
处理芹菜根际主要微生物数量发生显著变化（表

４）。Ｕ－Ｌ－４生物有机肥处理后，根际土中细菌数
量较木霉及对照处理显著降低，放线菌数量较木霉

及对照处理显著增加。Ｕ－Ｌ－４生物有机肥与木霉
生物有机肥处理根际土壤中真菌的数量变化差异

不显著，但与对照相比显著降低。比较各处理根际

土壤中尖孢镰刀菌的数量变化，发现 Ｕ－Ｌ－４生物
有机肥及木霉生物有机肥均能显著降低尖孢镰刀

菌的数量，但 Ｕ－Ｌ－４生物有机肥处理的效果更

好，尖孢镰刀菌的数量降低一个数量级，显著改善

了芹菜根际微生物群落组成。

３　讨论与结论

微生物野生菌株效价低是常见问题，妨碍了功

能微生物在实际生产中的应用［１２］。诱变选育是筛

选高效菌株的重要途径，常规诱变方法包括物理诱

变、化学诱变、生物诱变、复合诱变等［１３］，其中复合

诱变是使用２种以上或多次使用１种诱变剂的重要
诱变手段，通常诱变剂之间具有协同作用。如

ＵＶ－ＬｉＣｌ复合诱变，ＬｉＣｌ本身没有诱变作用，但通
表４　不同处理芹菜根际土壤微生物数量变化

处理
细菌

（×１０８ＣＦＵ／ｇ）
放线菌

（×１０６ＣＦＵ／ｇ）
真菌

（×１０４ＣＦＵ／ｇ）
尖孢镰刀菌

（×１０４ＣＦＵ／ｇ）

对照 １．９５±０．０７ａ １．６３±０．２５ｂ ３．５０±０．６１ａ ５．９７±０．２５ａ

木霉生物有机肥 １．５４±０．０８ｂ ２．６７±０．５０ｂ ２．００±０．９５ｂ ２．２７±０．７１ｂ

Ｕ－Ｌ－４生物有机肥 １．３７±０．０５ｃ ７．１０±０．８７ａ ０．９７±０．１５ｂ ０．９０±０．１０ｃ

—１４１—江苏农业科学　２０２１年第４９卷第２１期



过协同作用可以提高ＵＶ的诱变效果从而可获得更
为高效的诱变菌株。李蕤等对木霉 Ｔ６采用 ＵＶ－
ＬｉＣｌ复合诱变后获得一株产几丁质酶和葡聚糖酶能
力显著提升的突变菌株［１４］。在对微生物诱变选育

时要在合适诱变致死率的处理中挑选诱变菌株进

行研究，研究发现在７０％ ～８０％的诱变致死率中更
易出现正突变菌株［１５］。本研究采用ＵＶ－ＬｉＣｌ复合
诱变在７０％～８０％的诱变致死率中筛选获得１株
正突变菌株Ｕ－Ｌ－４，其抑菌活性物质产量较野生
型提高了５５．５６％。

芹菜根腐病病原真菌可以在土壤中存活多年，

土传病害一旦发生，难以有效防治［１６］。土地熏蒸是

一种化学防控措施，使用棉隆消毒剂对土地熏蒸有

一定效果，但是在棉隆熏蒸消毒后，土壤中各类微

生物数量急剧下降，对微生物群落结构造成严重破

坏［１７］。土传病害的生物防控是促进农业可持续发

展的重要措施，开发使用生防制剂取代化学药剂成

为当前土传病害的重要防控手段［１８－１９］。生防菌株

可以通过影响植物根际微生物群落结构防控病害

的发生［２０］。杨可欣等研究发现，大豆接种芽孢杆菌

８－３２生物制剂处理后，土壤酶活增加，根际微生态
发生变化，尖孢镰刀菌数量显著降低，大豆根腐病

防控效果显著［２１］。王宁等通过高通量测序发现，在

施用木霉生物制剂制剂后，草莓根际真菌多样性降

低，细菌多样性无明显变化，有害真菌数量减少，防

控草莓土传病害效果达到 ６５％［２２］。何斐等报道，

魔芋接种放线菌制剂处理后，土传病害防控效果显

著，根际微生物区系发生显著变化，放线菌数量增

加，有害真菌和细菌数量下降，魔芋根际微生物从

“真菌型”和“细菌型”变为“放线菌型”［２３］。本研究

结果与之相似。目前功能微生物的筛选及生物有

机肥的研发方兴未艾，新型生物有机肥的应用，有

利于改良土壤，保护生态环境，提高农业种植水平

和农作物产品品质。

本研究利用ＵＶ－ＬｉＣｌ复合诱变得到一株优良
的突变菌株Ｕ－Ｌ－４。利用其制备的生物有机肥可
有效防控芹菜根腐病，促进芹菜生长，提高芹菜产

量，并显著降低根际土壤中病原真菌 －尖孢镰刀菌
的数量，改善了根际生态环境，芹菜增产７５％。
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