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　　摘要：为研究１株海洋芽孢杆菌对黄瓜灰霉病的防治效果及防治机制，从室内生测、盆栽药效及田间药效３个方
面研究了１株海洋芽孢杆菌对黄瓜灰霉病的防治效果。同时，从拮抗作用、定殖特性、诱导抗病性３个方面来研究其
生防机制。室内生测及盆栽药效结果表明，该菌株对灰霉病菌的抑菌作用显著优于对照药剂嘧霉胺（Ｐ＜０．０５），其发
酵液处理在接种病原菌５ｄ后对黄瓜灰霉病的盆栽防效为８３．２３％。此外，菌株制剂３００倍液对灰霉病的田间治疗效
果达７７．３１％。防治机制研究表明，该菌株发酵上清液能使灰霉病菌菌丝畸形生长，原生质浓缩并外渗，导致菌丝死
亡；能抑制灰霉病菌孢子萌发，并导致萌发孢子不能正常生长；该菌株能在黄瓜苗的根、茎、叶等生态位点良好定殖，定

殖量维持在１０万～１００万ＣＦＵ／ｇ；黄瓜苗经菌株发酵液处理后，与抗病相关的过氧化物酶和过氧化氢酶活性均升高，
ＣＡＴ对应的基因转录量也增加，从生理水平和转录水平说明该菌株发酵液对黄瓜有诱导抗病性的作用。说明该株海
洋芽孢杆菌对黄瓜灰霉病有较好的防治效果，且防治机制包括抑菌、定殖和诱导抗病性。
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　　近年来，随着大棚蔬菜面积扩大，重茬黄瓜棚
增多，黄瓜灰霉病（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ）发病日趋严重，
已成为设施栽培黄瓜上的一种重要病害。在湿度

大、通风条件差的情况下，一旦发病，不能及时防

治，就会造成很大损失，一般减产２０％ ～３０％，严重
时全棚萎蔫、绝产［１－２］。化学防治是目前黄瓜灰霉

病的主要防治措施，然而高强度、高频次地使用化

学农药致使灰霉病菌对常用的杀菌剂已产生了抗

药性，而且对环境也造成了一定的农药污染［３－４］。

随着人们环保意识的增强和对食品安全的注重，对

无公害蔬菜的需求日益增多，生物农药由于其低污

染、低残留的特性已成为灰霉病防治研究的热点［４］。

海洋微生物因其生境特殊，常产生有异于陆地

微生物的代谢产物而成为近年来海洋微生物资源

开发的热点［５］。利用海洋微生物进行药剂开发的

研究主要集中在医药方面，而在防治灰霉病农药开

发方面的研究并不多，但也有学者开始相关研究。

如Ｅｄｗａｒｄｓ等研究发现，短短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｂｒｅｖｉｓ）可在液体、固体培养基及白菜离体叶片上抑
制灰霉病菌的萌发和生长［６］；Ｗａｎｇ等从中国东南
海域分离的酵母（Ｒｈｏｄｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍｐａｌｕｄｉｇｅｎｕｍ），离
体及活体都能较好地抑制灰霉病菌的生长［７］；聂亚

锋等从海水中分离的细菌 ＰＴ－ｓｗ－１，其胞外粗提
物对番茄灰霉病菌等几种病原菌有较好的抑菌活

性［８］；崔荣强等对来自潮间带红树植物的芽孢杆菌

Ｔ２８菌株进行了研究，发现 Ｔ２８菌株对番茄灰霉病
防治效果显著，且对番茄生长有多种促进作用［９］；

魏新燕等从渤海海水和底泥样品中分离出１株甲基
营养型芽孢杆菌 ＢＨ２１，它对灰霉菌菌丝生长有较
好的抑制效果［１０］；邱森森等对从东海海底土壤沉积

物中分离获得的芽孢杆菌菌株 ＺＤＣ－０１的室内防
效进行了研究，发现该菌株菌悬液对茄子灰霉病菌

有一定的防治效果，与对照药剂腐霉利防治效果相

当［１１］；杨可等研究发现，海洋生境贝莱斯芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）ＴＣＳ００１对黄瓜灰霉病菌菌丝生
长和孢子萌发有显著的抑制作用，形态学观察发现

ＴＣＳ００１发酵滤液可导致黄瓜灰霉病菌孢子萌发芽
管中间或顶端膨大畸形［１２］。Ｍａ等研究发现，来自
海洋沉积物的解淀粉芽孢杆菌 ＳＨ－Ｂ７４能产生制
磷脂菌素（ＰａｓｔａｓｔａｔｉｎＡ１），该物质能有效降低番茄
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灰霉病的发病率［１３］。目前，还未见有来自海洋的芽

孢杆菌对防治黄瓜灰霉病详细田间实际应用效果

的报道。

田黎研究员课题组与笔者所在实验室合作，从

渤海潮间带盐地碱蓬中分离到１株海洋芽孢杆菌。
为明确该菌株防治黄瓜灰霉病的效果并了解其防

治黄瓜灰霉病的机制，本试验以黄瓜灰霉病菌为靶

标，对该株海洋芽孢杆菌的室内生测、盆栽药效、田

间药效试验及生防机制进行了全面探究。

１　材料和方法

１．１　材料
生防菌：海洋芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍａｒｉｎｕｓ），分离

自渤海潮间带盐地碱蓬，由笔者所在实验室保藏。

病原指示菌：黄瓜灰霉病菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ），
分离自上海南汇地区的黄瓜上，由笔者所在实验室

保藏。

培养基：ＰＤＡ培养基［１４］、海洋芽孢杆菌培

养基［１５］。

药剂：４００ｇ／Ｌ嘧霉胺悬浮剂［拜耳作物科学
（中国）有限公司，农药登记证号：ＰＤ２００６００１４］。
１．２　海洋芽孢杆菌对灰霉病菌的室内生测

以４００ｇ／Ｌ嘧霉胺悬浮剂为对照药剂，用平板
扩散法来测定海洋芽孢杆菌摇瓶培养［１５］上清液对

黄瓜灰霉病菌的抑菌活性。每个处理设３个重复，
灭菌蒸馏水为空白对照。将各处理平皿置于２８℃
培养箱中培养４８ｈ后，用十字交叉法测量皿底抑菌
圈的大小，计算平均抑菌圈直径。采用 Ｄｕｎｃａｎｓ新
复极差法进行方差分析，以下同。

１．３　海洋芽孢杆菌对灰霉病的盆栽防治效果测定
盆栽试验方法参考上海南方农药研究中心“创

制农药生物活性评价ＳＯＰ规范”进行。取１叶１心
期长势一致盆栽黄瓜苗（宝杂２号），分别用海洋芽
孢杆菌 ５Ｌ发酵罐培养３０ｈ的发酵液、嘧霉胺８００
倍稀释液、嘧霉胺 １２００倍稀释液、清水喷雾处理
后，放在人工气候箱中（相对湿度 １００％，温度
２０℃，光照６０００ｌｘ１２ｈ），２ｄ后于黄瓜苗叶片中央
接种病原菌菌饼（直径 ５ｍｍ）。各处理设 ３个重
复，每天观察黄瓜苗生长状况，２～５ｄ后空白对照
充分发病时，以灰霉病菌菌块为中心，测定每片黄

瓜叶片病斑直径（ｃｍ），并按公式（１）和公式（２）计
算防效。

平均病斑直径＝∑病斑直径
叶片数

； （１）

防治效果＝对照平均病斑直径－处理平均病斑直径
对照平均病斑直径

×１００％。

（２）
１．４　海洋芽孢杆菌制剂对灰霉病的田间药效

２０２０年在江西省南昌市郊进行黄瓜灰霉病田
间试验，于第１次施药前进行病指基数调查并开始
用药，共喷施３次，每次间隔７ｄ。处理为海洋芽孢
杆菌可湿性粉剂３００倍液、６００倍液和１２００倍液、
嘧霉胺１０００倍液以及空白对照，各处理占地 ２５～
５０ｍ２。定期检查病情指数，并按公式（３）和公式
（４）计算病指防效。

依据 ＧＢ／Ｔ１７９８０．２８—２０００《农药田间药效试
验准则（一）杀菌剂防治蔬菜灰霉病》，灰霉病分级

标准：０级，无病斑；１级，单叶片有病斑３个；３级，
单叶片有病斑４～６个；５级，单叶片有病斑７～１０
个；７级，单叶有病斑 １１～２０个，部分密集成片；９
级，单叶片有病斑密集占叶面积１／４以上。

病情指数＝∑（各级病株数×相对级数值）
调查总株数×最高级数值 ×１００％。

（３）

相对病指防效＝ １－
ＣＫ０病情指数×ｐｔ１病情指数
ＣＫ１病情指数×ｐｔ０( )病情指数

×１００％。

（４）
式中：ＣＫ０、ＣＫ１分别为清水对照区施药前病株率（病
指）、施药后病株率（病指）；ｐｔ０、ｐｔ１分别为药剂处理
区施药前病株率（病指）、施药后病株率（病指）。

１．５　海洋芽孢杆菌对灰霉病菌生长抑制作用的
测定

１．５．１　对菌丝抑制作用的测定　取室内生测
“１２”节中靠近平皿中央孔口（注入海洋芽孢杆菌
摇瓶培养上清液或无菌水）的病原真菌菌丝，于显

微镜下观察菌丝形态，并拍照记录。

１．５．２　对孢子萌发抑制作用的测定　将病原真菌
以无菌生理盐水制备成孢子悬浮液（浓度约为

１０万孢子／ｍＬ）。取海洋芽孢杆菌摇瓶培养上清
液，与病原菌孢子悬浮液等体积混合，加入凹玻片

凹穴中，２０℃暗培养，定期检查孢子萌发状况，计算
孢子萌发率。用无菌生理盐水为对照。以芽管长

度超过孢子小端直径一半时记录为萌发，每处理３
个重复，计算孢子萌发率及孢子萌发抑制率。

孢子萌发率＝萌发孢子数
孢子总数

×１００％； （５）

孢子萌发抑制率＝对照孢子萌发率－处理孢子萌发率
对照孢子萌发率

×１００％。

（６）
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１．６　海洋芽孢杆菌的定殖
用薄膜将黄瓜苗茎基部以下部分包裹住，喷雾

海洋芽孢杆菌摇瓶培养液后去除薄膜，于人工气候

箱中培养（培养条件同“１．３”节），３、６、９、１２、１５ｄ对
黄瓜苗的叶、茎、根进行分离，并用稀释法计算接种

后不同时间、不同器官内海洋芽孢杆菌的含菌量。

每处理设５０株苗，每次取１０株苗的不同器官检测
活菌含量。

１．７　海洋芽孢杆菌发酵液对黄瓜抗病相关防御酶
活性的影响

共设２个处理。处理１：海洋芽孢杆菌摇瓶培
养液，喷雾；处理２：ＣＫ，清水喷雾。每处理设１５株
苗。每次取３株苗检测酶活性。分别于用药后１、
２、３、４、５ｄ取黄瓜叶片测定 ＰＯＤ、ＣＡＴ的活性，酶活
测定方法参照《植物生理学研究技术》［１６］。

１．８　荧光定量 ＰＣＲ检测海洋芽孢杆菌对黄瓜 ｃａｔ
基因表达的影响

共设２个处理。处理１：海洋芽孢杆菌摇瓶培

养液，喷雾；处理２：清水对照，ＣＫ。各处理１５盆苗，
分别于药剂处理后的０、１、２、３、４ｄ在各处理中随机
抽取３盆、摘取３张真叶，称质量后于液氮中研磨成
粉末状，用“植物总 ＲＮＡ提取试剂盒”（ＴＩＡＮＧＥＮ
公司）提取黄瓜叶片中的总 ＲＮＡ，用“反转录试剂
盒”（ＴＩＡＮＧＥＮ公司）合成 ｃＤＮＡ第一链，然后以
ｃＤＮＡ为模板进行荧光定量 ＰＣＲ，每个点做 ３次
重复。

荧光定量ＰＣＲ所用试剂盒为ＴＯＹＯＢＯ公司，所
用仪器为 ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅｐｌｕｓ（ＡＢＩ公司），反应体系
（２０μＬ）：模板 ２μＬ，引物 Ｆ０．８μＬ，引物 Ｒ
０．８μＬ，２．５×ＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ／２０×ＳＹＢＲ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
１０μＬ，补充超纯水至 ２０μＬ。程序：９５℃预变性
３０ｓ；９５℃ 变性５ｓ，５０～６１℃退火１０ｓ，７２℃延伸
１５ｓ，４０个循环。依据引物设计原则及ｃａｔ和番茄的
１８ＳｒＲＮＡ基因序列、选取序列中的一段保守序列进
行相应的引物设计（表１）。数据处理方法用相对定
量法中的２－ΔΔＣＴ法［１７］。

表１　ｃａｔ、１８ＳｒＲＮＡ基因的荧光定量ＰＣＲ引物

基因名称 引物序列（５′→３′） 片段大小（ｂｐ）

ｃａｔ Ｆ：ＡＡＴＧＧＣＣＧＧＡＧＧＡＴＧＴＧＡ；Ｒ：ＣＣＡＡＣＧＡＣＡＴＡＧＡＧＡＡＡＧＣＣＡＡＣ １０７

１８ＳｒＲＮＡ（内参） Ｆ：ＡＴＧＡＴＡＡＣＴＣＧＡＣＧＧＡＴＣＧＣ；Ｒ：ＣＴＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＡＧＣＣＧＴ １９０

２　结果与分析

２．１　海洋芽孢杆菌对灰霉病菌的室内抑菌作用
从表２可以看出，海洋芽孢杆菌摇瓶培养上清

液原液至稀释２０倍液对灰霉病菌都有明显的抑菌
圈。其上清液原液至稀释２０倍液对灰霉病菌的抑
菌圈直径分别为６８．７０、５７．２７、４８．３０、３８．８７ｍｍ；嘧
霉胺８００倍、１６００倍稀释液对灰霉病菌的抑菌圈直
径分别为３３．４７、２８．２０ｍｍ。海洋芽孢杆菌上清液
原液至稀释２０倍液与嘧霉胺８００倍液和１６００倍
液的抑菌圈直径在 ０．０５和 ０．０１水平上均差异显
著。由上述结果可见，海洋芽孢杆菌摇瓶培养上清

液原液至稀释２０倍液对灰霉病菌的抑制作用明显
优于嘧霉胺８００倍液和１６００倍液。
２．２　海洋芽孢杆菌对黄瓜灰霉病的盆栽防效测定

室内生测结果（表３）显示，海洋芽孢杆菌对灰
霉病菌有较强的抑菌作用，且优于常用化学药剂嘧

霉胺；盆栽试验也显示了相同的结果：在接种病原

菌５ｄ后，海洋芽孢杆菌发酵液对黄瓜灰霉病的防
效为８３．２３％，显著优于对照药剂嘧霉胺田间推荐
使用浓度（Ｐ＜０．０５）。

表２　海洋芽孢杆菌胞外代谢产物对黄瓜灰霉病菌的抑菌作用

处理 稀释倍数
平均抑菌圈直径

（ｍｍ）

海洋芽孢杆菌上清液原液 ０ ６８．７０±０．２６ａＡ

５ ５７．２７±０．４０ｂＢ

１０ ４８．３０±０．２６ｃＣ

２０ ３８．８７±０．１２ｄＤ

嘧霉胺 ８００ ３３．４７±０．０６ｅＥ

１６００ ２８．２０±０．２０ｆＦ

空白对照（灭菌水） — —

　　注：不同大、小字母分别表示同列不同试验处理的抑菌圈直径

分别在０．０１和０．０５水平上差异显著。表３、表４、表５、表６同。

２．３　海洋芽孢杆菌可湿性粉剂对黄瓜灰霉病的田
间药效

由表４可知，在第３次药后７ｄ，海洋芽孢杆菌
可湿性粉剂的防效随着用药浓度的升高而升高，且

３００倍稀释液对黄瓜灰霉病的相对病指防效为
７７３１％，与对照药剂４００ｇ／Ｌ嘧霉胺１０００倍稀释
液防效相当。

２．４　海洋芽孢杆菌对灰霉病菌抑制作用机制
２．４．１　对菌丝抑制作用的测定　由图１可知，与空
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表３　海洋芽孢杆菌对黄瓜灰霉病的盆栽防效

药剂 稀释倍数
培养２ｄ 培养５ｄ

平均病斑直径（ｃｍ） 防效（％） 平均病斑直径（ｃｍ） 防效（％）

海洋芽孢杆菌发酵液 发酵液 ０．００±０．００ １００ａＡ ０．５６±０．５１ ８３．２３ａＡ

４００ｇ／Ｌ嘧霉胺悬浮剂 ８００ ０．８６±０．３２ ５２．６７ａＡ ２．２９±０．７４ ３１．１３ｂＡ

１２００ ０．９７±０．９５ ４６．５９ａＡ ２．５３±０．９９ ２３．７０ｂＡ

空白对照 １．８１±０．１７ — ３．３２±０．３１ —

表４　海洋芽孢杆菌可湿性粉剂对黄瓜灰霉病的田间防效

处理 稀释倍数
药前基数 第２次用药后７ｄ 第３次药后７ｄ

病指 病指 相对病指防效（％） 病指 相对病指防效（％）

海洋芽孢杆菌可湿性粉剂 ３００ ０．５８±０．２３ ３．３８±０．４４ ７３．９２ａＡ ５．１３±０．６５ ７７．３１ａＡ

６００ ０．５２±０．１５ ３．５８±１．２１ ７０．８８ａＡ ５．７０±１．４１ ７３．１０ａｂＡ

１２００ ０．５０±０．１４ １７．２８±０．９７ ６２．６５ｂＢ ６．９３±２．４０ ６６．６５ｂＡ

４００ｇ／Ｌ嘧霉胺悬浮剂 １０００ ０．５０±０．１０ ３．２２±０．７６ ７２．８３ａＡ ４．９０±０．８６ ７６．０２ａＡ

空白对照 ０．６６±０．２１ １５．００±２．２９ — ２６．１８±２．７３ —

白对照相比，海洋芽孢杆菌摇瓶培养上清液可使灰

霉病菌的菌丝畸形生长，使其原生质浓缩，导致菌

丝死亡。

２．４．２　对孢子萌发抑制作用的测定　由表５可知，
海洋芽孢杆菌上清液４８ｈ内对灰霉孢子的萌发有
明显的抑制作用。处理４～４８ｈ，海洋芽孢杆菌上清
液对灰霉孢子的抑制率为４６．７６％ ～９０．６２％，随着
时间的延长抑制作用开始减弱。镜检海洋芽孢杆

菌上清液处理４８ｈ萌发孢子的形态，发现芽管比对
照短且粗大。可以看出，生防菌株海洋芽孢杆菌上

清液对灰霉孢子的作用还表现为推迟孢子的萌发

时间，并导致萌发孢子不能正常生长。

２．４．３　海洋芽孢杆菌在黄瓜苗上的定殖情况　由
表６可知，海洋芽孢杆菌发酵液喷雾接种到黄瓜苗
上３～１５ｄ时，在叶、茎、根上均能良好定殖。叶部
可能由于保水能力不强，其含菌量从接种 ３ｄ的
１４３万ＣＦＵ／ｇ下降到６ｄ时的２２．５万ＣＦＵ／ｇ，此后
在９ｄ有所上升，到１５ｄ时含量达到８２．８万ＣＦＵ／ｇ。

表５　海洋芽孢杆菌上清液对灰霉孢子萌发的影响

处理时间

孢子萌发率（％）

空白对照
海洋芽孢杆菌

胞外代谢产物

孢子萌发

抑制率（％）

４ｈ １２．８０±２．１０ａＡ １．２０±０．３０ｂＢ ９０．６２

１２ｈ ３８．５０±６．００ａＡ ５．８０±０．４０ｂＢ ８４．９３

２４ｈ ８５．６０±３．７０ａＡ ２３．５０±２．８０ｂＢ ７２．５４

４８ｈ ９１．３０±１．８０ａＡ ４８．６０±２．７０ｂＢ ４６．７６

表６　海洋芽孢杆菌在黄瓜苗的各器官的定殖情况

接种后时间

（ｄ）
含菌量（万ＣＦＵ／ｇ，鲜质量）

叶 茎 根

３ １４３．０±８．０ ５１．４±８．２ １６．０±４．０

６ ２２．５±３．０ ５１．０±９．９ ２７．１±７．２

９ ４７．５±１２．０ ２８１．０±２２．０ １０７．０±１１．４

１２ ６０．２±２．７ ２６０．０±５０．０ ７４．１±８．７

１５ ８２．８±１１．３ ４６．３±６．５ ４５．０±３．０

茎部和根部保水能力较好，其含菌量从接种３ｄ后
持续上升，到９ｄ时达到最大值（１００万 ＣＦＵ／ｇ），此
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后开始虽有所下降，但 １５ｄ时茎和根内仍含有
４５万ＣＦＵ／ｇ左右的活菌。由此可见，海洋芽孢杆
菌在黄瓜苗各器官内可以良好定殖。

２．４．４　海洋芽孢杆菌发酵液对黄瓜抗病相关防御
酶活性的影响　过氧化物酶（ＰＯＤ）和过氧化氢酶
（ＣＡＴ）属于植物活性氧清除酶系，对于超氧阴离子
自由基和过氧化氢的清除，保护膜结构发挥了重要

作用。这２种酶均为植物抗病性的重要指标。由表

７可见，黄瓜叶片经海洋芽孢杆菌培养液处理后，叶
片内的ＣＡＴ和ＰＯＤ这２种酶的活性与对照相比均
明显升高。其中，ＣＡＴ在３ｄ时活性达到最高，ＰＯＤ
在２ｄ时达到最高，在４ｄ时又出现第２个酶活性高
峰。酶活性的增加在一定程度上反映了植物抗病

性的增加，说明海洋芽孢杆菌发酵液对黄瓜有诱导

抗病的作用。

表７　海洋芽孢杆菌发酵液对黄瓜叶片ＣＡＴ、ＰＯＤ活性的影响

时间
ＣＡＴ活性［Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）］ ＰＯＤ活性［Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）］

海洋芽孢杆菌发酵液处理 ＣＫ 海洋芽孢杆菌发酵液处理 ＣＫ

１ｄ ６５．２０±９．７１ １６４．９９±６６．８９ １１８４．５１±４７．９１ １０７５．５７±１２５．８７

２ｄ ２２５．９１±０．００ ９４．１４±３２．８４ ２５０７．９４±１７５．７７ ７５６．８７±２１．２１

３ｄ ２７７．６７±３１．７６ ２１．５２±１６．７４ ２１７０．３６±３５．９１ ６４３．１６±２５．４６

４ｄ ２２５．６２±５．６２ １５８．０１±１６．９２ ２４３１．５９±８４．４９ ６３９．９１±２２．３４

５ｄ １２２．１７±１２．６３ １３４．９４±２０．７４ １４０２．８２±２７．５５ ９３７．３３±５４．１５

２．５　海洋芽孢杆菌发酵液对黄瓜防御酶 ｃａｔ基因
表达量的影响

运用实时荧光定量 ＰＣＲ技术，以１８ＳｒＲＮＡ为
内参基因，分析黄瓜苗经发酵液处理后 ｃａｔ基因的
差异表达。由表８可知，经海洋芽孢杆菌培养液处
理后，黄瓜叶片中的 ｃａｔ基因 ｍＲＮＡ转录量增加。

与对照相比，ｃａｔ基因在处理后３ｄ时转录量达到最
大，ＣＡＴ活性也在３ｄ时达到最大。ｃａｔ基因转录量
和ＣＡＴ活性的增加分别从分子水平和生理水平上
说明了海洋芽孢杆菌发酵液能诱导黄瓜植株产生

抗病性。

表８　不同处理中黄瓜叶片ｃａｔ基因表达差异

基因 处理
不同时间点与０ｄ相比表达倍数差异

０ｄ １ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ

ｃａｔ ＣＫ １±０．１８ ０．５２±０．０２ ０．３１±０．０２ ０．５３±０．０２ ０．２６±０．０１

海洋芽孢杆菌发酵液处理 １±０．１０ ５．０３±０．１１ １０．２６±０．３７ ７．３０±０．２７ ０．６１±０．０４

３　讨论

利用生物防治法防治灰霉病已有诸多文献报

道，且被认为是代替化学药剂的有效方法之一［７］。

海洋的特殊生境（高盐、低温、高压、寡营养和流动

等特点）使生活于其中的海洋生物极易产生与陆地

生物不同的代谢产物，对病害防治可能有与陆地微

生物不同的效果；此外，对于资源日渐匮乏的陆地，

可持续开发海洋资源已成为当今研究的热点［５］。

田黎研究员课题组与笔者所在课题组合作，从

渤海潮间带盐地碱蓬根际分离到１株海洋芽孢杆
菌。室内生测及盆栽药效试验显示，海洋芽孢杆菌

对黄瓜灰霉病菌的抑菌效果优于常用化学药剂

４００ｇ／Ｌ嘧霉胺悬浮剂（推荐稀释倍数 ８００～１２００
倍）；海洋芽孢杆菌制剂在田间药效能达到

７７３１％，与４００ｇ／Ｌ嘧霉胺悬浮剂（稀释１０００倍）
的药效相当，且对环境友好，对作物及其他生物无

药害。此外，笔者所在课题组刘荣峰等从其发酵液

中分离到３个新结构的环脂肽化合物，这些化合物
对灰霉病菌也有较强的抑菌活性［１８－２０］；最低抑菌浓

度（ＭＩＣ）为５０μｇ／ｍＬ，进一步盆栽试验结果表明，
环脂肽物质（１２５μｇ／ｍＬ）对黄瓜灰霉病的盆栽防效
高达９５６％，而嘧霉胺（５００μｇ／ｍＬ，推荐使用浓度）
的防效仅为５１．１％［２０］。可见产生环脂肽物质是海

洋芽孢杆菌抑制灰霉病的重要机制之一。

本研究结果表明，海洋芽孢杆菌菌株代谢产物

对黄瓜灰霉病菌菌丝生长有强烈的抑制作用，同时

该菌株代谢产物能杀死分生孢子，降低孢子萌发

率。海洋芽孢杆菌能在黄瓜根、茎、叶生态位点有

良好的定殖能力，并对黄瓜苗有诱导抗病性的作
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用。因此，可以推断海洋芽孢杆菌对黄瓜病害的防

治机制包括拮抗、位点竞争和诱导抗病性。本研究

用荧光定量ＰＣＲ法研究了海洋芽孢杆菌诱导植物
抗病相关基因表达量的变化，从转录水平说明了其

对黄瓜有诱导抗病性作用。

生防微生物应用后防治效果能否稳定持久，受

多种因素的影响。尤其是灰霉病菌，它是一种极易

变异的植物病原菌，使其生物防治变得更复杂。只

有详细了解了生防菌对不同来源的抗性和敏感性

灰霉病菌菌株的抑制效果，生防菌使用后在植物内

生防菌与灰霉病菌的消长情况，生防菌产生的抑制

灰霉病菌的主要抑菌活性物质及其在生防菌代谢

产物内的含量，以及不同环境因素对生防菌的存活

和防效的影响后，才能更好地发挥生防菌对灰霉病

的防病功能。目前，正在开展海洋芽孢杆菌在不同

类型田间土壤的定殖能力、适生性、稳定性及其在

不同地区防治灰霉病效果的研究，以期充分探究其

防治不同来源灰霉病的机制和效果。
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