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　　摘要：为筛选黄瓜枯萎病生防菌，采集黄瓜根际土壤分离放线菌，通过对峙培养获得一株具有较强抑菌活性的放
线菌ＣＡ－６。根据形态特征、生理生化特性及 １６ＳｒＤＮＡ序列系统进化分析确定菌株 ＣＡ－６为卡那链霉菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｋａｎａｍｙｃｅｔｉｃｕｓ）。ＣＡ－６发酵液具有强烈的抑菌活性，其５倍稀释液对黄瓜枯萎病菌分生孢子萌发及菌
丝生长抑制率分别达到１００．００％、９６．２２％，其１００倍稀释液对孢子和菌丝抑制率也在５０％以上。黄瓜苗盆栽防效试
验结果显示，菌株ＣＡ－６发酵液对黄瓜枯萎病防效可达６７．３８％。放线菌ＣＡ－６对黄瓜枯萎病菌具有较好的抑菌活
性，具有开发成天然抗菌活性物质的潜力。
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　　黄瓜真菌性枯萎病（Ｆｕｓａｒｉｕｍｗｉｌｔｄｉｓｅａｓｅ）是黄
瓜生产上的毁灭性病害之一，该病害由尖孢镰刀菌黄

瓜专化型（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ）引
起，该病害在世界黄瓜种植区广泛发生，给黄瓜生

产造成严重损失［１］。该病的化学防治常以多菌灵、

咪鲜胺、恶霉灵、代森锰锌等杀菌剂为主，但高频

次、大剂量使用化学药剂给生态环境带来巨大压

力，农药残留和环境安全已经成了危害人类健康的

棘手问题［２］。因而，从环保生态角度研究广谱高效

的生防菌对枯萎病防治具有不可替代的作用。

近年来报道的对黄瓜枯萎病具有拮抗作用的

微生物有真菌［３－５］、细菌［６－８］和放线菌［９－１２］。棘孢

木霉 （Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａａｓｐｅｒｅｌｌｕｍ）、哈 茨 木 霉 （Ｔ．
ｈａｒｚｉａｎｕｍ）和拟康氏木霉（Ｔ．ｐｓｅｕｄｏｋｏｎｉｎｇｉｉ）联合接
种对黄瓜枯萎病防效可达 ８１．５％［３］，而深绿木霉

（Ｔ．ａｔｒｏｖｉｒｉｄｅ）的水分散粒剂效果优于哈茨木霉［４］。

葡萄汁有孢汉逊酵母（Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａｕｖａｒｕｍ）菌株
１－１０１在固体培养基上对黄瓜枯萎病病菌具有完
全抑制作用［５］。芽孢杆菌中巨大芽孢杆菌［６］、多粘

类芽孢杆菌［６］、枯草芽孢杆菌［６］、解淀粉芽孢杆

菌［７］和贝莱斯芽孢杆菌［８］等均对黄瓜枯萎病菌具

有抑制作用。而放线菌中对黄瓜枯萎病具有良好

抑制效果的生防菌以链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）居多，
如黄赭色链霉菌（Ｓ．ｓｉｌａｃｅｕｓ）１１Ｆ菌株对黄瓜枯萎
病防效为７３．４５％［９］，比基尼链霉菌（Ｓ．ｂｉｋｉｎｉｅｎｓｉｓ）
ＨＤ－０８７菌株对黄瓜枯萎病菌具有明显的抑制效
果［１０］；Ｓ．ｌｕｒｉｄｕｓ对黄瓜枯萎病菌抑制率达到
５３３％［１１］；龟裂链霉菌（Ｓ．ｒｉｍｏｓｕｓ）Ｍ５２７菌株发酵
产物黄瓜枯萎病菌的拮抗作用明显［１２］。然而，放线

菌资源丰富，种类繁多，已研究报道的种类有限。而

且，由于目前使用的一些化合物的高残留性以及病原

物出现的抗药性，所以挖掘新抗生素和其他生物活性

代谢物仍然是新药研究的重要目标［１３］。

本研究以农业生产上难以防治的黄瓜枯萎病

菌为靶标，进行拮抗放线菌筛选，并对高活性菌株

进行发酵复筛、种类鉴定、室内及离体防效研究。

本研究旨在为黄瓜枯萎病生物防治提供理论依据，

也为拮抗生防菌资源开发奠定基础。
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１　材料与方法

１．１　供试材料
试验于２０１８年１０月至２０２０年１１月在运城学

院逸夫实验楼及智能温室开展。２０１８年１０月于山
西省运城市北相镇黄瓜大棚采集土壤样品，采用五

点取样法在健康黄瓜根际取土。取５０～１００ｇ土样
装入无菌自封袋备用。供试病原菌黄瓜枯萎病菌

（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ）保存于笔者所在
实验室［１４］。

高氏一号培养基：１ｇＫＮＯ３、０．５ｇＫ２ＨＰＯ４、
０．５ｇＭｇＳＯ４、０．５ｇＮａＣｌ、０．０１ｇＦｅＳＯ４、２０ｇ可溶性
淀粉，１０００ｍＬ蒸馏水。马铃薯葡萄糖（ＰＤＡ）培养
基：２００ｇ马铃薯，１５ｇ葡萄糖，１．５％琼脂粉，
１０００ｍＬ蒸馏水。１０％小米培养基：１０ｇ葡萄糖，３ｇ
蛋白胨，２．５ｇＮａＣｌ，２ｇＣａＣＯ３，１０ｇ小麦，１０００ｍＬ
蒸馏水，ｐＨ值＝７．２。
１．２　放线菌的分离与纯化

将风干土样研磨成粉，称取１０ｇ倒入９０ｍＬ无
菌水中，搅拌溶解后静置１０ｍｉｎ，取上清液。将上清
液梯度稀释后与５０℃左右高氏一号培养基混匀后
倒平板，置于２８℃培养箱培养１周，长出菌落后转
接到新的高氏一号平板，具体方法参见文献［１５］。
１．３　拮抗放线菌的筛选
１．３．１　拮抗菌株的初筛　根据参见文献［１６］的方
法，准备放线菌和黄瓜枯萎病菌菌饼。将黄瓜枯萎

病菌菌饼接种于ＰＤＡ平板中央，同时将放线菌菌饼
接种于距病原菌约２．０ｃｍ的四周，２５℃培养７ｄ，
对照组只接黄瓜枯萎病菌菌饼。观察病原菌菌落

生长情况，并测量菌落直径，每个处理重复３次。
１．３．２　放线菌发酵液活性测定　放线菌 ＣＡ－６用
高氏一号液体培养基于２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养
７２ｈ；然后再按 ６％的接种量接入到装液量为
２００ｍＬ的１０％小米培养基中（５００ｍＬ三角瓶），在
上述培养条件下发酵５ｄ。发酵结束后，用快速定性
滤纸抽滤得到发酵液；所得发酵液再用０．２２μｍ的
无菌滤器过滤，置于４℃冰箱备用。

采用滤纸条法和牛津杯法检测发酵液的抑菌

活性。滤纸条法：ＰＤＡ平板正中接病原菌菌饼，然
后在菌饼两侧同等距离处贴滤纸条，然后加入

１００μＬ发酵液浸润，以无菌水作为对照，试验重复３
次。牛津杯法：制备１．０×１０６个／ｍＬ黄瓜枯萎病分
生孢子悬浮液，将２００μＬ孢子悬浮液均匀涂布在

ＰＤＡ平板上，然后将 ４个无菌牛津杯均匀放置在
ＰＤＡ平板上，将２００μＬ发酵滤液置于牛津杯中，以
无菌水为对照，将平板置于２５℃下恒温培养５ｄ，然
后测量抑菌圈宽度，每个处理设置３个重复。
１．４　拮抗菌株的分类地位
１．４．１　表型特征及生理生化特征　在高氏一号培
养基上培养７～１０ｄ，观察气生菌丝、基内菌丝颜色，
可溶性色素的有无，根据文献描述的方法对菌株进

行初步鉴定［１７］。采用插片法观察菌株 ＣＡ－６在高
氏一号培养基的基内菌丝形态和孢子特征。菌株

生理生化特性分析参照《放线菌快速鉴定与系统分

类》和 《微生物资源学》中相应章节的描述

进行［１８－１９］。

１．４．２　分子鉴定　利用十六烷基三甲基溴化铵
（ＣＴＡＢ）法提取 ＣＡ－６基因组 ＤＮＡ，以细菌 １６Ｓ
ｒＤＮＡ通用引物２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣ
ＡＧ－３′和１４９２Ｒ：５′－ＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－
３′进行ＰＣＲ扩增。５０μＬ反应体系：２×ＴａｑＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ２５μＬ、基因组 ＤＮＡ１μＬ、引物各１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
补足至 ５０μＬ。反应程序为 ９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃
１ｍｉｎ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３２个循环；最后７２℃
１０ｍｉｎ［１６］。

扩增产物经电泳初步检测后，送到生工生物工

程（上海）股份有限公司进行测序，测序结果在

ＮＣＢＩ中进行 ＢＬＡＳＴ分析比对，并下载模式菌株的
１６ＳｒＤＮＡ序列。采用ＭＥＧＡ－Ｘ构建ＮＪ（Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－
Ｊｏｉｎｉｎｇ）系统发育树以明确菌株分类地位［２０－２１］。

１．５　ＣＡ－６对黄瓜枯萎病的拮抗活性及防效测定
１．５．１　发酵液对黄瓜枯萎病菌丝生长的影响　
２５℃ 培养箱内将黄瓜枯萎病病菌在ＰＤＡ平板上培
养１周，用打孔器取菌饼（直径７ｍｍ）。将无菌发
酵原液与ＰＤＡ培养基按一定比例混匀制成含药平
板，使发酵液稀释成５、１０、５０、１００、２００倍液；将菌饼
接至平板中央，２５℃下培养７ｄ后，以十字交叉法
测量菌落直径大小，计算菌丝生长抑制率。菌丝生

长速率计算公式参照文献［１６］进行。以无菌水的
处理为对照，设置３个重复。
１．５．２　发酵液对黄瓜枯萎病病菌分生孢子萌发的
影响　制备浓度为１．０×１０７个／ｍＬ的黄瓜枯萎病
孢子悬浮液；加入适量上述发酵液将孢子悬浮液终

浓度调为１．０×１０６个／ｍＬ，于２５℃暗培养２４ｈ后
镜检，每个处理观察３个视野，分别观察５０个分生
孢子，统计孢子萌发率。如果分生孢子抽出芽管
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（芽管长度至少为分生孢子长度的一半）、长出菌

丝，则判定分生孢子已萌发［２２］。以无菌水为对照，

每个处理 ３个重复，参照文献中方法计算孢子萌
发率［２２］。

１．５．３　ＣＡ－６发酵液对盆栽黄瓜苗的防治效果　
利用盆栽黄瓜苗测定 ＣＡ－６对黄瓜苗期枯萎病的
室内防效。按上述方法制备黄瓜枯萎病病菌孢子

悬浮液１０７个／ｍＬ，接种感病黄瓜品种（９９３０）的幼
苗。试验设置２个处理：（１）接种病原菌 ＋ＣＡ－６
发酵液原液；（２）接种病原菌分生孢子悬浮液，每个
处理使病原菌分生孢子终浓度调节为１０６ＣＦＵ／ｍＬ，
分别移栽２０棵黄瓜幼苗并用５０ｍＬ接种液灌根处
理。具体测试方法参见文献［２３］。试验设置３个
重复，１４ｄ后测量并记录发病情况［２４］，计算病情指

数和防治效果。病情指数 ＝Σ（病株数 ×相应级
数）／总株数×最高级数×１００；防治效果 ＝（对照病
情指数－处理病情指数）／对照病情指数×１００％。
１．６　数据处理

采用ＳＰＳＳ２０．０统计分析软件对测量数据进行
差异显著性检验（Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法，α＝０．０５）。

２　结果与分析

２．１　拮抗菌株分离
共获得４８株放线菌纯培养，编号为 ＣＡ－１～

ＣＡ－４８。通过形态观察，初步去除重复菌株，根据
平板对峙培养结果，发现对黄瓜枯萎病具有明显拮

抗作用的放线菌有５株（表１），其中菌株 ＣＡ－６抑
菌率达６９．３６％，因此本研究选择 ＣＡ－６进行后续
试验（图１）。　

表１　放线菌对黄瓜枯萎病菌的抑制作用初筛结果

菌株编号
菌落直径

（ｃｍ）
抑菌率

（％）

ＣＫ ８．４２±０．１２ —

ＣＡ－１ ４．４１±０．０６ ４７．６２±０．１４ａ

ＣＡ－２ ３．４２±０．０２ ５９．３８±０．０８ａ

ＣＡ－６ ２．５８±０．０４ ６９．３６±０．０６ａ

ＣＡ－３１ ３．４９±０．０６ ５８．５５±０．０６ｂ

ＣＡ－４０ ３．８０±０．０２ ５４．８７±０．０４ｃ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著，表

３、表４同。

２．２　拮抗放线菌复筛
对拮抗放线菌进行复筛，结果表明，发酵液抑

菌活性显著，牛津杯周围出现了明显的抑菌圈，抑

菌圈直径可达１７．８ｍｍ（图２－Ａ）；浸润发酵液的无
菌滤纸条具有明显的抑制活性，而对照组病原菌能

正常生长（图２－Ｂ、图２－Ｃ）。因此，放线菌ＣＡ－６
发酵液具有明显的抑菌活性，可以作为黄瓜枯萎病

候选生防菌用于后续试验。

２．３　ＣＡ－６菌株鉴定
２．３．１　形态特征　放线菌ＣＡ－６在高氏一号培养
基上菌落呈扁平状，近圆形，孢子丝乳白色，培养过

程中无色素产生（图 ３）；其基丝连续、气生菌丝发
达，可产生大量孢子。

２．３．２　生理生化特征　根据《放线菌快速鉴定与
系统分类》和《微生物资源学》的相关章节方法对菌

株生理生化进行分析［１８－１９］。由表 ２可知，菌株
ＣＡ－６能使淀粉、纤维素水解，能使牛奶凝固和胨
化，能使明胶液化，不能使硝酸盐还原，不能产生硫

化氢。能利用 Ｄ－葡萄糖、Ｄ－果糖、蔗糖，不能利
用麦芽糖、鼠李糖。

２．３．３　分子鉴定　对放线菌株ＣＡ－６进行分子鉴
定，结果表明，放线菌株ＣＡ－６的１６ＳｒＤＮＡ核苷酸
总长为１４３３ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＭＷ６５２６８９）。经
ＢＬＡＳＴ比对分析，发现与菌株 ＣＡ－６同源性高者均
属于链霉菌属。下载１６个典型菌株的１６ＳｒＤＮＡ序
列用ＭＥＧＡ－Ｘ软件Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建进化
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表２　菌株ＣＡ－６的生理生化特征

生理生化特征 结果 生理生化特征 结果

淀粉水解 ＋ 纤维素利用 ＋

硫化氢反应 － 牛奶胨化 ＋

硝酸盐还原 － 明胶液化 ＋

牛奶凝固 ＋ 麦芽糖 －

蔗糖 ＋ Ｄ－果糖 ＋

鼠李糖 － Ｄ－葡萄糖 ＋

　　注：“＋”表示阳性反应或可利用；“－”表示阴性反应或不可

利用。　

树。图 ４结果表明，菌株 ＣＡ－６与 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｋａｎａｍｙｃｅｔｉｃｕｓ（ＦＮ６４６６４１．１）亲缘关系最近，聚为一
支，因此将菌株 ＣＡ－６初步鉴定为卡那链霉菌

（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｋａｎａｍｙｃｅｔｉｃｕｓ）。
２．４　放线菌ＣＡ－６对黄瓜枯萎病的抑菌活性及盆
栽防效

２．４．１　发酵滤液对黄瓜枯萎病分生孢子萌发的抑
制作用　经不同浓度发酵滤液处理的黄瓜枯萎病
分生孢子萌发率差异明显，说明ＣＡ－６发酵滤液对
黄瓜枯萎病菌分生孢子萌发具有明显的抑制效果。

稀释５倍的发酵液处理的黄瓜枯萎病菌孢子萌发抑
制率达１００．００％。当发酵液稀释１０倍时对分生孢
子的抑制率为８７．５０％，稀释１００倍时，对病原菌分
生孢子萌发抑制率仍达 ５４．８０％，而当稀释到 ２００
倍时，抑制效果明显减弱，分生孢子萌发抑制率只

有１３．７１％，抑菌活性显著降低（表３）。
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２．４．２　发酵液对黄瓜枯萎病菌生长的抑制效果　
由表３可知，ＣＡ－６发酵液对黄瓜枯萎病菌菌丝生
长抑制效果明显。当发酵液稀释５倍时，对病原菌
菌丝生长抑制率为９６．２２％；当稀释１０倍时，抑制
率为８７．６１％；当稀释１００倍时，菌丝抑制率下降到
５０．３０％。当 稀 释 ２００倍 时，菌 丝 抑 制 率 为
１０４０％，抑菌活性显著降低。
表３　菌株ＣＡ－６发酵滤液对黄瓜枯萎病菌菌丝生长的抑制作用

稀释倍数
分生孢子萌发抑制率

（％）
菌丝生长抑制率

（％）

５× １００．００±０．０ａ ９６．２２±１．１ａ

１０× ８７．５０±０．４ｂ ８７．６１±１．２ｂ

１００× ５４．８０±１．１ｃ ５０．３０±０．６ｃ

２００× １３．７１±０．８ｄ １０．４０±０．７ｄ

２．４．３　发酵液对黄瓜枯萎病的防效　将 ＣＡ－６菌
株发酵后进行黄瓜枯萎病盆栽防效测定，结果（表

４）表明，接种菌株ＣＡ－６发酵原液有效降低了黄瓜
枯萎病的发病，发病率明显降低，防治效果达

６７３７％。ＣＡ－６发酵液拮抗黄瓜幼苗枯萎病效果
明显，具有生防菌株的潜力，具有良好的应用前景。

３　讨论与结论

真菌性枯萎病是农业生产上重要的土传病害，

主要由镰孢菌属真菌尖孢镰孢菌 （Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍＳｃｈｌ．）引起。据报道大田作物、园林花
卉、林果及保护地蔬菜等均能发生真菌枯萎病，造

成严重损失。枯萎病病原菌生存能力强、传播途径

表４　菌株ＣＡ－６发酵滤液对盆栽黄瓜苗防病效果

处理
病害防治

发病率（％） 病情指数 防病效果（％）

黄瓜枯萎病菌 ９２．３７±１．８２ａ ７３．７６±２．３７ａ —

ＣＡ－６发酵原
液＋病原菌 ５０．２８±３．０８ｂ ２４．０６±１．３ａｂ ６７．３８±１．３

多，一旦发病很难根治。因此，近年来利用高活性

生防菌防治枯萎病是治理该类病害的重要途径［２５］。

筛选高防效拮抗微生物菌株是生防制剂开发的重

要基础，本研究从黄瓜根际土壤中分离到一株对黄

瓜枯萎病菌具有强烈拮抗作用的菌株 ＣＡ－６，该菌
株对黄瓜枯萎病菌菌丝生长和孢子萌发的抑制作

用明显。目前国内外枯萎病拮抗放线菌以链霉菌

属生防菌报道居多［１０－１１，２３，２６］，Ｓ．ｂｉｋｉｎｉｅｎｓｉｓＨＤ－
０８７对黄瓜枯萎病菌具有明显的抑制效果［１０］；菌株

Ｓ－１０１（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｌｕｒｉｄｕｓ）能抑制黄瓜枯萎病菌，
而且对尖镰孢菌黏团专化型（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．
ｃｏｎｇｌｕｔｉｎａｎｓ）有抑制作用［１１］；Ｓ．ｒｈｉｚｏｓｐｈａｅｒｉｃｕｓ对苦
瓜枯萎病具有良好的抑制作用［２３］；Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．
ＣＢ－７５对香蕉枯萎病有较好的抑制作用［２６］；这些

研究均表明链霉菌具有控制土传病害的巨大潜力。

据报道，卡那链霉菌对苜蓿炭疽病菌及粉红镰孢、

尖镰孢等苜蓿根腐病菌均表现出良好的拮抗效

果［２６］；本研究将菌株ＣＡ－６初步鉴定为卡那链霉菌，
该研究首次报道了用于枯萎病防治的卡那链霉菌。

链霉菌应用于生物防治主要是利用活体竞争

作用，诱导或提高植物抗病性和代谢产物抑菌作
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用［２７］。本研究中滤纸条和牛津杯试验结果均能证

明ＣＡ－６发酵液对黄瓜枯萎病菌拮抗效果显著。
本研究中共同接种黄瓜枯萎病菌与放线菌时比单

一接种病原菌组的黄瓜苗发病率降低了４２．０９百分
点，温室条件下，ＣＡ－６发酵液对黄瓜苗期枯萎病
的防效达到６７．３８％，表明放线菌 ＣＡ－６对病原菌
的生防作用是由于发酵活性物质。据报道，放线菌

菌株 Ｓ－１０１发酵液对黄瓜枯萎病防效达
５７１１％［１１］，杀结节链霉菌（Ｓ．ｔｕｂｅｒｃｉｄｉｃｕｓ）的代谢
产物对稻瘟病的抑菌作用［２８］，都与本研究结果相

似；而链霉菌菌株０２５０菌悬液对盆栽和大田苦瓜枯
萎病菌的防效和促生作用明显［２３］，说明放线菌具有

抑菌促生作用。而影响放线菌抗菌活性物质产生

的关键因素是发酵条件，因此优化发酵条件是提高

活性成分含量的必经途径［２７，２９－３０］。本试验通过小

米培养基发酵，后续研究将通过单因素和正交试验

优化发酵条件，以确定最佳发酵条件，提高活性成

分含量。再者，生防菌能否在植物根部定殖也是决

定大田试验效果的重要因素［１１］，本研究下一步将通

过荧光蛋白标记技术确定其定殖特性。本研究未

确定该放线菌的抑菌活性物质，后续将通过层析技

术、色谱技术等确定活性物质的成分及结构。

参考文献：

［１］ＨｕＪＬ，ＬｉｎＸＧ，ＷａｎｇＪＨ，ｅｔａｌ．Ａｒｂｕｓｃｕｌａｒｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌｆｕｎｇａｌ

ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｓｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｕｃｕｍｂｅｒＦｕｓａｒｉｕｍ ｗｉｌｔｉｎ

ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅｓｏｉｌｓ［Ｊ］．Ｐｅｄｏｓｐｈｅｒｅ，２０１０，２０（５）：５８６－５９３．

［２］ＬｕｏＷＪ，ＬｉｕＬＤ，ＱｉＧＦ，ｅｔａｌ．ＥｍｂｅｄｄｉｎｇＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＮＨ－

１ｉｎｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅｓｆｏｒｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌｏｆｃｕｃｕｍｂｅｒＦｕｓａｒｉｕｍｗｉｌｔ［Ｊ］．

ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１９，８５（９）：ｅ０３１２８－

ｅ０３１１８．　

［３］张春秋，马光恕，廉　华，等．木霉对黄瓜幼苗生理特性及枯萎病

防治效果的影响［Ｊ］．植物保护，２０１８，４４（５）：２３８－２４６．

［４］朱森林，王丹媚，唐秀梅，等．木霉水分散粒剂的培养条件优化及

其对黄瓜枯萎病的防治效果［Ｊ］．浙江农业学报，２０２０，３２（６）：

１００９－１０１８．

［５］张俊杰，尚益民，田　寅，等．１株黄瓜枯萎病菌拮抗酵母的分离

鉴定及其拮抗作用初探［Ｊ］．河南农业大学学报，２０１９，５３（３）：

３９３－３９９．

［６］季倩茹，陈　静，胡远亮，等．３种芽孢杆菌菌剂对黄瓜枯萎病的

防效及其作用机制初探［Ｊ］．华中农业大学学报，２０２０，３９（５）：

１０１－１０７．

［７］张德珍，李婷婷，代惠洁，等．解淀粉芽孢杆菌ＪＦ－１对黄瓜的防

病促生作用［Ｊ］．北方园艺，２０２０（１０）：１６－２１．

［８］罗文建，杨　凡，史宣杰，等．黄瓜枯萎病拮抗菌的分离鉴定及其

生物防效［Ｊ］．华中农业大学学报，２０１８，３７（３）：３２－３８．

［９］张涛涛，张　虹，赵　娟，等．黄赭色链霉菌１１Ｆ发酵工艺及其对

黄瓜幼苗生长的影响［Ｊ］．科学技术与工程，２０２０，２０（１６）：

６３９１－６３９６．　

［１０］ＺｈａｏＳ，ＤｕＣＭ，ＴｉａｎＣＹ．ＳｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍａｎｄ

ｉｎｄｕｃｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｐｌａｎｔｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌｏｆｃｕｃｕｍｂｅｒ

ＦｕｓａｒｉｕｍｗｉｌｔｂｙＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｂｉｋｉｎｉｅｎｓｉｓＨＤ－０８７［Ｊ］．Ｗｏｒｌｄ

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１２，２８（９）：２９１９－

２９２７．　

［１１］圆　圆，张　虹，苏道拉呼，等．抑制黄瓜枯萎病的链霉菌 Ｓ－

１０１及其生防作用研究［Ｊ］．中国生物防治学报，２０１９，３５（５）：

８１３－８２０．

［１２］路丹丹，赵艳芳，马　正，等．龟裂链霉菌 Ｍ５２７抗真菌物质的

分离鉴定及其在黄瓜枯萎病防治中的应用［Ｊ］．中国生物防治

学报，２０１６，３２（６）：７８３－７８７．

［１３］ＢｕｓｔｉＥ，ＭｏｎｃｉａｒｄｉｎｉＰ，ＣａｖａｌｅｔｔｉＬ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ－ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

ａｂｉｌｉｔｙｂｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｏｆａ ｎｅｗｌｙ ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ ｌｉｎｅａｇｅ ｏｆ

ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ（Ｒｅａｄｉｎｇ，Ｅｎｇｌａｎｄ），２００６，１５２

（Ｐｔ３）：６７５－６８３．

［１４］ＬｉＰＱ，ＰｕＸＭ，ＦｅｎｇＢＺ，ｅｔａｌ．ＦｏｃＶｅｌ１ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓａｓｅｘｕａｌ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓｇｒｏｗｔｈ，ｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ａｎｄｖｉｒｕｌｅｎｃｅｉｎ

Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＰｌａｎｔ

Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１５，６：３１２．

［１５］中国科学院微生物研究所放线菌分类组．链霉菌鉴定手册

［Ｍ］．北京：科学出版社，１９７５：１９－４１１．

［１６］李培谦，冯宝珍，李新秀，等．番茄灰霉菌拮抗放线菌 ＬＡ－５的

筛选及鉴定［Ｊ］．应用生态学报，２０１８，２９（１２）：４１７２－４１８０．

［１７］ＥｒｒａｋｈｉＲ，ＬｅｂｒｉｈｉＡ，ＢａｒａｋａｔｅＭ．Ｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏａｎｔａｇｏｎｉｓｍｏｆ

ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ Ｍｏｒｏｃｃａｎｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃａｌｓｏｉｌｓａｇａｉｎｓｔ

Ｓｃｌｅｒｏｔｉｕｍｒｏｌｆｓｉｉ：ａｃａｕｓａｌａｇｅｎｔｏｆｒｏｏｔｒｏｔｏｎｓｕｇａｒｂｅｅｔ（Ｂｅｔａ

ｖｕｌｇａｒｉｓＬ．）［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００９，１０７（２）：

６７２－６８１．

［１８］徐丽华，娄　恺，张　华，等．微生物资源学［Ｍ］．北京：科学出

版社，２０１０．

［１９］叶振风，吴湘琴，吕冠华，等．梨树腐烂病的病原菌鉴定和化学

药剂筛选［Ｊ］．华中农业大学学报，２０１５，３４（２）：４９－５５．

［２０］ＬｕＸＨ，ＬｉｕＷＱ，ＸｉａｎｇＣＧ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆＧＲＡＳｆａｍｉｌｙａｎｄｔｈｅｉｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｓｉｎｃｏｌｄｔｏｌｅｒａｎｃｅｏｆ

ｃｕｃｕｍｂｅｒ（ＣｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓＬ．）［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆ

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０２０，２１（１１）：３８５７．

［２１］李培谦，冯宝珍．尖孢镰孢菌果胶裂解酶基因家族鉴定及侵染

表达模式分析［Ｊ］．微生物学通报，２０２１，４８（８）：２７７４－２７８３．

［２２］ＶｅｌｏｕｋａｓＴ，ＫａｌｏｇｅｒｏｐｏｕｌｏｕＰ，ＭａｒｋｏｇｌｏｕＡＮ，ｅｔａｌ．Ｆｉｔｎｅｓｓａｎｄ

ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＢｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａｆｉｅｌｄｉｓｏｌａｔｅｓｗｉｔｈｄｕａｌ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏＳＤＨＩａｎｄＱｏＩｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓ，ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｓｅｖｅｒａｌｓｄｈＢ

ａｎｄｔｈｅｃｙｔｂＧ１４３Ａｍｕｔａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１４，１０４（４）：

３４７－３５６．

［２３］李晓芳，田叶韩，彭海莹，等．防治苦瓜枯萎病的拮抗放线菌分

离筛选及鉴定［Ｊ］．应用生态学报，２０２０，３１（１１）：３８６９－３８７９．

［２４］ＰｕＸＭ，ＸｉｅＢＹ，ＬｉＰＱ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｄｅｆｅｎｃｅ－ｒｅｌａｔｅｄ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｎｃｕｃｕｍｂｅｒｓｅｅｄｌｉｎｇｓｉｎｒｅｌａｔｉｏｎｔｏｒｏｏｔｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎｂｙ

ｎｏｎｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ＣＳ － ２０［Ｊ］． ＦＥＭＳ

ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙＬｅｔｔｅｒｓ，２０１４，３５５（２）：１４２－１５１．
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［２５］ＣｈｅｎＹＦ，ＺｈｏｕＤＢ，ＱｉＤＦ，ｅｔａｌ．Ｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｏｎａｎｄｄｉｓｅａｓｅ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆａＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．ＣＢ－７５ｆｒｏｍ ｂａｎａｎａ

ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅｓｏｉｌ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１８，８：２７０４．

［２６］胡进玲，汪治刚，徐　娜，等．防治紫花苜蓿真菌病害的生防菌

筛选［Ｊ］．草业学报，２０１７，２６（６）：１４５－１５２．

［２７］杨祁云，王　成，冼海辉，等．海洋放线菌株 Ｈ７４－１８抗菌活性

及其发酵条件优化［Ｊ］．中国海洋药物，２０２０，３９（５）：５２－５８．

［２８］阮宏椿，石妞妞，杜宜新，等．水稻稻瘟病拮抗稀有放线菌的筛

选及防治效果［Ｊ］．中国生物防治学报，２０２１，３７（３）：５３８－

５４６．　

［２９］王飞飞，庹　利，刘佳萌，等．放线菌Ｒ２Ａ１４Ａ－１的活性代谢产

物分离及菌株鉴定［Ｊ］．中国抗生素杂志，２０１４，３９（１０）：７２１－

７２８．　

［３０］程　亮，罗明明，吴继纲，等．海洋放线菌Ｙ１２－２６中抗真菌活

性代谢产物的分离纯化与结构鉴定［Ｊ］．中国抗生素杂志，

２０１７，４２（８）：６３１－６３８．

李正鹏，苏皖平，杨　威，等．小麦全蚀病拮抗细菌Ｚ０－ｊ的鉴定及其生防潜力评估［Ｊ］．江苏农业科学，２０２２，５０（１７）：１２１－１２５．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２２．１７．０１９

小麦全蚀病拮抗细菌 Ｚ０－ｊ的鉴定及其生防潜力评估
李正鹏１，苏皖平１，杨　威１，宋虎卫１，顾大路２，刘廷武１，罗玉明１

（１．江苏省环洪泽湖生态农业生物技术重点实验室／淮阴师范学院生命科学学院，江苏淮安２２３３００；

２．江苏徐淮地区淮阴农业科学研究所，江苏淮安２２３００１）

　　摘要：为获得针对小麦全蚀病的优质生防资源，从１６ＳｒＤＮＡ序列分析、抑菌效果及显微观察、活性物质稳定性等
方面鉴定和评估内生细菌 Ｚ０－ｊ及其生防潜力。结果显示，内生细菌 Ｚ０－ｊ为铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ），对靶标菌禾顶囊壳小麦变种（Ｇａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓｖａｒ．ｔｒｉｔｉｃ）拮抗效果明显，引致靶标菌菌丝畸形、顶
端膨大、原生质外渗、细胞膜透性增强的现象。同时，菌株 Ｚ０－ｊ活性物质对温度、ｐＨ值、紫外光照、超声波以及蛋白
酶等外界因素有良好的耐受性。由此可见，内生细菌Ｚ０－ｊ是一株对小麦全蚀病具备良好开发潜力的生防菌株。
　　关键词：小麦全蚀病；假单胞菌；内生细菌；生物防治；稳定性
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收稿日期：２０２１－１０－２１

基金项目：国家自然科学基金青年科学基金（编号：３１８０１７９１）；江苏

省高等学校自然科学研究面上项目（编号：１７ＫＪＢ２１０００２）。

作者简介：李正鹏（１９８５—），男，河南信阳人，博士，讲师，主要从事植

物病害综合治理研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｐ＿ｌｉ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：罗玉明，教授，主要从事植物病害生物防治研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｕｍｉｎｇｌｕｏ＠１６３．ｃｏｍ。

　　由禾顶囊壳小麦变种（Ｇａｅｕｍａｎｎｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓ
ｖａｒ．ｔｒｉｔｉｃ）引起的小麦全蚀病，是世界上最重要的小
麦根部病害，因其突出的土壤传播特性，一直是小

麦亟待解决的防治难题［１］。该病在我国安徽省、山

东省和河南省等栽培地区广泛发生，目前主要采取

化学药剂拌种的方法进行防治，而化学防治易引起

环境污染及产生抗药性［２］。随着人们环保、绿色意

识的增强，利用微生物防控全蚀病已成为一条行之

有效的新途径。假单胞菌是广泛存在于植物根际

的一类微生物，常常具备显著防治植物病害、促进

植物生长的作用［３］。其生防机制包括产生拮抗物

质［４］和铁载体或水解酶、营养竞争［５］、生物膜的快

速形成［６］以及诱导植物抗性［７］等。因此，本研究在

前期构建的微生物资源库基础上，以禾顶囊壳小麦

变种为靶标菌，鉴定全蚀病生防菌株 Ｚ０－ｊ，并对其
拮抗效果和代谢产物稳定性进行评估，为进一步开

发利用奠定理论依据和技术支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试病原真菌为禾顶囊壳小麦变种，由黑龙江

八一农垦大学柯希望副教授惠赠。

供试生防细菌Ｚ０－ｊ，２０１７年１１月筛选自江苏
省环洪泽湖生态农业生物技术重点实验室有益微

生物资源库，编号Ｌ０３１，保存于－８０℃冰箱。
１．２　试验方法
１．２．１　菌株活化　靶标菌：将斜面上保存的禾顶囊
壳小麦变种扩繁于ＰＤＡ培养基上，待菌落直径长至
培养皿的一半时，待用。

菌株Ｚ０－ｊ发酵液制备：按照前期研究结果，将
直径７ｍｍ的菌饼接种到种子发酵培养液（２５０ｍＬ
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