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　　摘要：为丰富可用于水稻育秧基质防治由尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）所引起的水稻立枯病的生防菌资源，
从大豆根际土壤中分离得到１株对尖孢镰刀菌有拮抗作用的细菌，对该菌株分泌的胞外酶与促生能力进行了测定，并
进行菌种鉴定。同时，初步研究了该菌株的抑菌谱、对水稻幼苗的促生作用以及对水稻立枯病的防治效果。研究结果

表明，菌株ＴＣ－５２为贝莱斯芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ），其对尖孢镰刀菌抑菌率达到７２．７％，其分泌的上清液和挥
发性气体都能抑制尖孢镰刀菌的生长，并具有广谱抑菌活性；该菌株能够分泌蛋白酶、纤维素酶与几丁质酶并具有固

氮、产铁载体与吲哚－３－乙酸（ＩＡＡ）能力，其ＩＡＡ产量达到２１．７０μｇ／ｍＬ，耐受最低ｐＨ值达到４．０。与无菌水浸种处

理相比，１．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液浸种，水稻胚根的生长量可提高１９％；相较于未添加生防菌的育秧基质，在菌浓度

为１．０×１０９ＣＦＵ／ｍＬ的育秧基质中种植水稻，主根长度增长了２５％，侧根数增加了２９％，对水稻立枯病的防治效果＞
７５％。可见，菌株ＴＣ－５２在水稻育秧基质中具有促生与防病作用，有一定的开发和应用潜力。
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　　自水稻旱育秧技术推广以来，立枯病已成为水
稻育苗期间的常见病害，每年发病率为 １０％ ～
２３％，严重者死苗率高达７０％［１］。此外，由于气温

波动和管理不善等因素，黑龙江省的水稻立枯病发

病情况十分严重［２］。在实际工作中，插秧机会导致

许多空穴，严重影响水稻的质量和产量。

水稻立枯病常分为生理性立枯病和病理性立

枯病。生理性立枯病又称水稻青枯病，是秧苗在不

良环境下的吸水与蒸腾能力失调所致，会造成水稻

叶片的严重失水，使得水稻叶片呈青灰色，根毛稀

少［３］；病理性立枯病常分为３种不同的类型，即芽
腐、基腐和黄枯，一般由镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）、丝核

菌属（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ）、根霉菌属（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ）、蠕孢菌属
（Ｈｅｌｍｉｎｔｈｏｓｐｏｒｉｕｍ）等病原菌侵染造成。尖孢镰刀
菌是黑龙江省水稻秧苗枯病的主要致病菌，占致病

菌总量的４８％左右［４］。

当前，为了预防和控制水稻立枯病，在水稻生

产中通常采用化学药剂进行拌种、浸种、包衣或者

对苗床进行消毒处理。然而，长期以来过度依赖使

用化学农药必然会导致病原菌产生抗药性，同时也

对农田环境造成严重破坏，最终导致农产品质量和

产量下降，甚至对食品安全形成威胁［５－６］。因此，这

种做法不利于实现水稻立枯病的可持续防治。与

之相反，生物防治具有环境友好、不易产生抗药性

等特点，正渐渐地成为水稻立枯病防治的发展趋

势。微生物菌剂也有望成为理想的可替代或部分

替代化学农药的产品之一。

目前有报道指出采用浸种或拌种的方式施用

微生物菌剂，在防病方面取得了显著的效果。例

如，李敏等利用哈茨木霉分生孢子粉和多菌灵按照

６∶４的比例拌种水稻，水稻立枯病防治效果达到了
８２％［７］；Ｌｉｍｔｏｎｇ等利用附生酵母菌浸泡水稻种子，
对水稻苗期出现的烂苗现象的防治效果达到
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１００％［８］。另一部分报道则采用喷施的方式施用微

生物菌剂，也达到了较好的防病效果。例如，李鑫

杰等利用寡雄腐霉可湿性粉剂的６０００倍液分别于
水稻秧苗的立针期和２叶期喷施，使得防病效果达
到９０％［９］；曹阳利用水稻内生菌枯草芽孢杆菌于２
叶期喷施处理，使得防病效果达到７４％［３］。当前报

道较少采用拌土的方式施用微生物菌剂，可能是由

于采用拌土的方式将微生物菌剂加入到水稻育秧

基质会降低对水稻立枯病的防治效果，于文清等利

用土地类芽孢杆菌来防治水稻立枯病，菌液浸种结

合拌土处理，对立枯病防效达到了８０％，浸种方式
所产生的防治效果为７４％，而拌土方式对水稻立枯
病的防治效果仅有５５％［１０］。这可能是水稻育秧基

质呈酸性，不利于生防菌株的定殖所造成，故而对

病原菌的抑菌效果有所下降。

本研究欲筛选可以直接加入到水稻育秧基质

中并对水稻立枯病有生防作用的菌株。以尖孢镰

刀菌为指示菌，通过采制性培养，从大豆根际土壤

中筛选出对尖孢镰刀菌具有较好拮抗效果的菌株，

并对其促生效果进行研究。结合形态学观察、生理

生化鉴定及 １６ＳｒＲＮＡ序列分析对其进行菌株鉴
定，通过水稻催芽、盆栽试验，对该菌株水稻立枯病

的防治和促生效果进行评价，以期提供具有在育秧

基质中发挥防治水稻立枯病潜力的菌株资源。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　土样及病原菌　供试土壤样品采集于黑龙
江省安达市科技园区（地理位置４６°２４′Ｎ，１２５°２１′Ｅ），
属于北温带大陆性半干旱季风气候，海拔 １４７～
１４８ｍ，年平均日照时数为 ２６５９ｈ，年平均气温为
３２℃，年际间气温差异不大。在常年种植大豆的
田地中，用铁锹沿着大豆根部的生长方向尽量将植

物根际完整取出，采用抖根法采集根际土壤，将附

在根际上的土用毛刷全部刷下，装入密封袋中做好

标记，于４℃冰盒保存。所有操作均用无菌工具进
行，带回实验室进行微生物分离和筛选。

供试病原菌：尖刀镰孢菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、立枯
丝核菌（Ｒ．ｓｏｌａｎｉ）、层出镰刀菌（Ｆ．ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ）、
串珠镰刀菌（Ｆ．ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ）、禾谷镰刀菌（Ｆ．
ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）、大豆疫霉菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ）、小
麦全蚀病菌（Ｇａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓ）、核盘菌
（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）。

１．１．２　供试培养基　ＬＢ培养基（ｐＨ值为５．０）、马
铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）（ｐＨ值为５．０）、几丁
质酶检测培养基［１１］、蛋白酶检测培养基［１２］、纤维素

酶检测培养基［１２］、Ａｓｈｂｙ无氮培养基［１３］、ＰＫＯ无机
磷培养基［１４］、蒙金娜有机磷培养基［１４］、钾细菌筛选

培养基［１５］、ＣＡＳ产铁载体检测培养基［１６］。

１．１．３　供试水稻种子　水稻品种为农丰１７０２，由
黑龙江八一农垦大学农学院水稻课题组提供。

１．２　试验方法
１．２．１　拮抗菌株的分离与纯化　采用土壤稀释涂
布法进行分离，将所取土样称取 １０ｇ，配成 １０－４、
１０－５、１０－６、１０－７倍稀释液，分别取 １００μＬ涂布到
ＬＢ固体培养基平板上，每个浓度梯度重复３次，于
３２℃避光培养２４ｈ，挑取形态不同的细菌菌落于
ＬＢ固体培养基上划线纯化，连续纯化３次后，将所
得的细菌单菌落，划线至 ＬＢ固体斜面培养基上，放
入４℃冰箱保藏备用。
１．２．２　拮抗菌株的初筛　将在斜面保藏的拮抗菌
株于ＬＢ固体培养基上进行划线活化后，挑取单菌
落接种于ＬＢ液体培养基中，于３２℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振
荡培养２０ｈ，制成发酵培养液，并放置于４℃条件下
贮存，用于对峙培养。在无菌工作台中，用打孔器

在已活化好的尖孢镰刀菌平板上取５ｍｍ菌饼接于
ＰＤＡ平板中央，接种后在距离病原菌菌饼２．５ｃｍ处
呈“十”字形滴加３μＬ分离菌株发酵液，以接种等
量ＬＢ液体培养基的处理作对照，每个处理重复 ３
次。３０℃培养７ｄ后，通过测量比较抑菌圈大小，计
算抑菌率。抑菌率（Ｖ）计算公式如下：

Ｖ＝（ＤＣＫ－Ｄｄ）／ＤＣＫ×１００％。
其中：Ｄｄ为处理平板上病原菌菌落直径，ｃｍ；

ＤＣＫ为对照平板上病原菌菌落直径，ｃｍ。
１．２．３　拮抗菌株的复筛　拮抗菌株上清液的抑菌
效果测定：在无菌工作台中，用打孔器在已活化好

的尖孢镰刀菌平板上取５ｍｍ菌饼接于ＰＤＡ平板中
央，培养 ３ｄ后，在距离病原菌菌饼 ２．５ｃｍ处呈
“十”字形放置牛津杯，将拮抗菌株发酵培养液

１００００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清液经过 ０．２２μＬ
滤膜过滤，得到无菌上清液，取无菌上清液５０μＬ加
入牛津杯中，以向牛津杯中加入等量 ＬＢ液体培养
基的处理作对照，每个处理重复３次，于３０℃恒温
培养箱中培养７ｄ。

拮抗菌株挥发性物质的抑菌效果测定：采用平

板倒扣法［１７］，在无菌工作台中，吸取拮抗菌株发酵
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培养液１０μＬ均匀涂布于 ＬＢ平板上，用打孔器在
已活化好的尖孢镰刀菌平板上取 ５ｍｍ菌饼接于
ＰＤＡ平板中央，并将接种病原菌的ＰＤＡ平板倒扣于
含发酵培养液的ＬＢ平板上，密封。以在 ＬＢ平板上
涂布了等量的ＬＢ培养基为对照，于３０℃恒温培养
箱中培养７ｄ，计算抑菌率。
１．２．４　拮抗菌株几丁质酶、蛋白酶与纤维素酶活性
测定　将保藏的拮抗菌株划线接种于 ＬＢ固体培养
基上并于３２℃生长活化２４ｈ后，用无菌接种环挑
取单菌落分别点接于几丁质酶、蛋白酶与纤维素酶

检测培养基上，每个处理重复３次，于３２℃恒温培
养箱中培养 ３ｄ，其中纤维素检测培养基需用
１ｍｇ／ｍＬ的刚果红溶液将整个培养皿浸没染色
３０ｍｉｎ，再用１ｍｏｌ／Ｌ的氯化钠溶液洗涤，观察３个
检测培养基的透明圈。根据 ＨＣ值判断酶活性大
小，酶活性与ＨＣ值呈正相关，ＨＣ值计算公式如下：

ＨＣ＝Ｄ／ｄ×１００％。
其中：Ｄ为胞外酶检测培养基上透明圈直径，

ｃｍ；ｄ为胞外酶检测培养基上菌落直径，ｃｍ。
１．２．５　拮抗菌株的促生性研究　参照余涵霞等的
方法［１３］，通过菌株能否在无氮培养基上生长判断菌

株有无固氮能力。参照代志等的方法［１４］，通过菌株

在ＰＫＯ无机磷和蒙金娜有机磷培养基上有无透明
圈判断菌株有无溶磷活性。参照吴红艳等的方

法［１５］，通过菌株解钾培养基上有无透明圈判断菌株

有无解钾活性。参照李冬莹的方法［１６］，通过菌株

ＣＡＳ产铁载体培养基上有无透明圈判断菌株有无
产铁载体能力。参照张昊鑫等的方法［１８］判断菌株

是否能分泌吲哚乙酸（ＩＡＡ）。参照 Ｇｌｉｃｋｍａｎｎ等的
方法［１９］对菌株产ＩＡＡ能力进行定量检测。
１．２．６　拮抗菌株的生物学相关特性测定
１．２．６．１　生长ｐＨ值范围测定　将ＬＢ液体培养基
的ｐＨ值分别调整为２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、
１３，取１ｍＬ发酵液接种于不同 ｐＨ值的 ＬＢ液体培
养基中，３２℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培养３０ｈ后取样，测定样
本的Ｄ６００ｎｍ，每组重复３次。
１．２．６．２　形态学及生理生化鉴定　将筛选出的拮
抗菌株在ＬＢ培养基上划线接种，３２℃培养２４ｈ，观
察筛选出的拮抗细菌单个菌落的形态、大小、颜色、

干湿、光滑或粗糙等。根据《伯杰细菌鉴定手册》

《常见细菌系统鉴定手册》的方法，对拮抗细菌进行

硫化氢试验、明胶液化试验、苯丙氨酸脱氢酶试验、

淀粉水解试验、Ｖｏｇｅｓ－Ｐｒｏｓｋａｕｅｒ试验、硝酸盐还原

试验、甲基红试验、吲哚试验、接触酶试验、酪素水

解试验，并进行革兰氏染色［２０－２１］。

１．２．６．３　分子生物学鉴定　拮抗菌株 ＤＮＡ的提
取：挑取单菌落菌株接种于 ＬＢ液体培养基中，于
３２℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培养１８ｈ后得到发酵培养液，按照
天根生化细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒要求进行拮
抗菌株ＤＮＡ的提取。
１６ＳｒＲＮＡ序列分析：采用通用引物２７Ｆ：５′－Ａ

ＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′和１４９２Ｒ：５′－ＣＴＡＣ
ＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ－３′，经过ＰＣＲ扩增后，送至
进行序列分析，结果在 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ数据库中比对
后，选取相似性较高的菌株序列，利用 ＭＥＧＡ１１．０
软件中的Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ（重复抽样１０００次）进
行系统发育树的构建。

１．２．７　拮抗菌株抑菌谱系测定　采用滤纸片法对
拮抗细菌进行筛选［２２］。在无菌工作台中，用打孔器

在已活化好的尖孢镰刀菌平板上取５ｍｍ菌饼接于
ＰＤＡ平板中央，在距离病原菌２．５ｃｍ处呈“十”字
形放置无菌滤纸片并滴加３μＬ拮抗菌株发酵液，并
且以接种ＬＢ液体培养基的处理为对照，每个处理
重复３次。
１．２．８　拮抗菌株对水稻幼苗的促生性研究
１．２．８．１　水稻种子的消毒处理　在小烧杯中加入
纯水，将种子浸没并保持３０ｍｉｎ。剔除空秕粒后，用
７５％的乙醇表面消毒５ｍｉｎ，１％ ＮａＣｌＯ浸泡５ｍｉｎ，
再用无菌水清洗３～５次，装入烧杯中加入无菌水浸
没水稻种子。

１．２．８．２　菌悬液的制备方法　将拮抗菌株划线接
种于ＬＢ固体培养基上，３２℃活化１６ｈ后，挑取单菌
落接种于ＬＢ液体培养基中，于３２℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡
培养２４ｈ，制成发酵培养液。将所制成的发酵培养液
８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后，弃去上清液，向菌体中加
入无菌蒸馏水，重复该操作３次，制成菌悬液。
１．２．８．３　不同菌浓度对水稻种子发芽的影响　在
无菌工作台中，将培养皿底部铺上２层无菌滤纸，每
个培养皿中装３０粒水稻种子，分别设置４个处理：ＣＫ
（５ｍＬ无菌蒸馏水浸润）；Ｔ１（５ｍＬ１．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ
菌悬液浸润）；Ｔ２（５ｍＬ１．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液浸
润）；Ｔ３（５ｍＬ１．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液浸润），每
组进行重复６次，并放置在３０℃恒温培养箱中暗处
理。催芽期间逐日记载发芽粒数，以籽粒幼根达籽

粒长，幼芽至少达籽粒长的１／２为发芽标准，于第５
天计算发芽势，第７天计算测定胚芽长度与胚根长
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度，第１０天计算发芽率，并计算发芽指数（ＧＩ）。试
验进行过程中，及时向培养皿中补充蒸馏水使滤纸

始终保持湿润状态，计算公式如下：

Ｘ＝Ｍ１／Ｍ×１００％；
Ｙ＝Ｍ２／Ｍ×１００％；
ＧＩ＝∑（ＤＧ／Ｄｔ）。

式中：Ｘ为发芽势；Ｙ为发芽率；ＧＩ为发芽指数；Ｍ１
为第５天正常发芽籽粒数；Ｍ２为第１０天正常发芽
籽粒数；Ｍ为组试籽粒数；Ｄｔ为对应 ＤＧ的发芽天
数；ＤＧ为发芽试验终期内每天的发芽数。
１．２．８．４　不同菌浓度对水稻幼苗期生长的影响　
本试验共设置４个处理：ＣＫ（１Ｌ育秧基质 ＋１０ｍＬ
无菌蒸馏水）；Ｔ１（１Ｌ育秧基质 ＋１０ｍＬ１．０×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液）；Ｔ２（１Ｌ育秧基质 ＋１０ｍＬ
１０×１０９ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液）；Ｔ３（１Ｌ育秧基质 ＋
１０ｍＬ１．０×１０１０ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液），试验在１０５ｍｍ×
１０５ｍｍ×５８ｍｍ方盘中进行，每盘播种１００粒经消
毒后的水稻种子，每个处理重复３次，方盘放置于
２５℃、光—暗周期为 １４ｈ—１０ｈ的温室中生长，
２１ｄ后，对水稻幼苗的株出苗率、茎长、根长以及侧
根数进行考察。

１．２．９　拮抗菌株盆栽防效测定　本试验共设置５
个处理：ＣＫ１（１Ｌ育秧基质 ＋１０ｍＬ无菌蒸馏水）；
ＣＫ２（１Ｌ育秧基质＋１０ｍＬ无菌蒸馏水 ＋１０ｍＬ浓
度为１．０×１０５个／ｍＬ的尖孢镰刀菌分生孢子悬浮
液）；Ｔ１（１Ｌ育秧基质 ＋１０ｍＬ稀释６００倍的 霉

灵＋１０ｍＬ浓度为１．０×１０５个／ｍＬ的尖孢镰刀菌
分生孢子悬浮液）；Ｔ２（１Ｌ育秧基质＋１０ｍＬ１．０×

１０８ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液＋１０ｍＬ浓度为１．０×１０５个／ｍＬ
的尖孢镰刀菌分生孢子悬浮液）；Ｔ３（１Ｌ育秧基
质＋１０ｍＬ１．０×１０９ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液 ＋１０ｍＬ浓度
为１．０×１０５个／ｍＬ的尖孢镰刀菌分生孢子悬浮
液）。试验在１０５ｍｍ×１０５ｍｍ×５８ｍｍ方盘中进
行，每盘播种１００粒经消毒后的水稻种子，并喷施
１０ｍＬ浓度为１．０×１０５个／ｍＬ的尖孢镰刀菌分生
孢子悬浮液，每个处理重复３次，方盘放置于２５℃、
光—暗周期为１４ｈ—１０ｈ温室中生长，６ｄ后调查
出苗率，１５ｄ后计算发病率与防治效果。

发病率＝发病株数／总株数×１００％；
防治效果＝（对照发病率 －处理发病率）／对照

发病率×１００％。
１．２．１０　数据统计与分析　试验数据采用 Ｅｘｃｅｌ
２０１０、ＳＰＳＳ２５、Ｏｒｉｇｉｎ２０１８、ＭＥＧＡ１１．０统计软件进
行处理分析和构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　拮抗菌株的分离与筛选
采用稀释涂布平板法在 ｐＨ值为５．０的 ＬＢ固

体培养基上共筛选出１０２株菌，分离出５株对尖孢
镰刀菌有较好拮抗效果的菌株（图１），其中 ＴＣ－５２
菌株对尖孢镰刀菌抑菌率达（７２．７±１．４）％。后又
对上述５种菌进行复筛，ＴＣ－５２菌株的抑菌效果最
好，其上清液抑菌直径达到（２７．２９±１．５７）ｍｍ，挥
发性物质的抑菌率达（３３．７±２．０）％。
２．２　拮抗菌株抑菌胞外酶活性测定

菌株ＴＣ－５２在纤维素酶检测培养基（图２－
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Ａ）、蛋白酶检测培养基（图２－Ｂ）与几丁质酶检测培
养基（图２－Ｃ）上均产生透明圈，其中蛋白酶的活性

最强，ＨＣ值为３．１３±０．０４，纤维素酶与蛋白酶的活性
较弱，ＨＣ值依次为１．６１±０．０６、１．１４±０．０３。

２．３　拮抗菌株的促生性研究
菌株无法在 ＰＫＯ无机磷培养基和蒙金娜有机

磷培养基上生长，初步判断菌株不具备溶磷能力；

菌株可以在解钾培养基上生长，却不产生透明圈，

初步判断菌株不具备解钾能力；菌株在固氮培养基

上生长（图３－Ａ），初步判断菌株具有固氮能力；菌
株在 ＣＡＳ产铁载体培养基上生长，并产生透明圈

（图３－Ｂ），可以初步判断该菌株具有产铁载体的
能力。将菌株发酵液与比色液混合后暗孵育３０ｍｉｎ，
混合液呈现红色（图３－Ｃ），初步表明菌株能够分泌
ＩＡＡ。对菌株产ＩＡＡ能力进行测定，标准曲线为ｙ＝
０．０１１８ｘ＋０．０１１９，决定系数ｒ２为０．９９４５，表明试验
数据和拟合函数吻合度较高，方程可用，确定菌株

ＴＣ－５２分泌ＩＡＡ的量为２１．７０μｇ／ｍＬ。

２．４　拮抗菌株的生物学相关特性
２．４．１　生长 ｐＨ值范围测定　将菌株接种在不同
ｐＨ值的培养基中，其生长情况见图４，菌株在最适
ｐＨ值为５．０～８．０时没有明显差异，当 ｐＨ值 ＜５．０
或＞８．０时，菌株的生长受到明显的抑制，当ｐＨ值＜
４．０或＞９．０时，菌株几乎不能生长，因此，可以推断
菌株可以适应 ｐＨ值为 ５．０左右的育秧基质的
环境。

２．４．２　形态学及生理生化鉴定　在 ＬＢ平板上，
ＴＣ－５２菌落呈不规则圆形，边缘透明，不整齐，中心
不透明，整体呈现灰白色，呈革兰氏阳性，如图５所
示，菌株的生理生化试验结果见表１。

２．４．３　分子生物学鉴定　测序获得菌株 ＴＣ－５２
的１６ＳｒＲＮＡ序列大小为１０６０ｂｐ，通过１６ＳｒＲＮＡ
序列鉴定并与同源序列比对分析，对拮抗菌株的分

类地位进行确定，推断菌株ＴＣ－５２属于贝莱斯芽孢
杆菌（Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ），且在已鉴定到种的该属细菌中，
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表１　菌株ＴＣ－５２生理生化试验

菌株生理生化试验 结果

硫化氢试验 －

明胶液化试验 ＋

苯丙氨酸脱氢酶试验 －

淀粉水解试验 ＋

Ｖｏｇｅｓ－Ｐｒｏｓｋａｕｅｒ试验 ＋

硝酸盐还原试验 ＋

甲基红试验 －

吲哚试验 ＋

接触酶试验 ＋

酪素水解试验 ＋

０．５％～７．０％ ＮａＣｌ溶液 ＋

１０％ ＮａＣｌ溶液 －

１５％ ＮａＣｌ溶液 －

４℃ －

２２～４２℃ ＋

　　注：＋表示阳性；－表示阴性。

菌株ＴＣ－５２与Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＣＲ－５０２亲缘关系最为
接近，同源性最高（一致性９９．１４％），确定 ＴＣ－５２
号菌株为贝莱斯芽孢杆菌（图６）。
２．５　拮抗菌株抑菌谱系的鉴定

菌株ＴＣ－５２对病原菌的抑制效果见表２，其中，
菌株ＴＣ－５２对禾谷镰刀菌的抑菌效果最为明显，
抑菌率高达６６．７７％，对大豆疫霉菌的抑菌效果较
差，仅有４３．９５％，对核盘菌几乎没有拮抗效果，对
立枯丝核菌、串珠镰刀菌、层出镰刀菌、小麦全蚀病

菌抑菌率均在５０％～７０％之间。菌株ＴＣ－５２具有
较广的抑菌谱系。

表２　菌株ＴＣ－５２对不同植物病原菌的抑菌作用

病原菌
抑菌率

（％）

层出镰刀菌（Ｆ．ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ） ６１．７０±２．６６

立枯丝核菌（Ｒ．ｓｏｌａｎｉ） ６３．６０±１．４９

串珠镰刀菌（Ｆ．ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ） ６３．８４±２．４５

禾谷镰刀菌（Ｆ．ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ） ６６．７７±１．８７

大豆疫霉菌（Ｐ．ｓｏｊａｅ） ４３．９５±２．４３

小麦全蚀病菌（Ｇ．ｇｒａｍｉｎｉｓ） ５３．９３±２．３６

核盘菌（Ｓ．ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ） ０

２．６　拮抗菌株对水稻种子发芽的影响
将农丰１７０２水稻种子经消毒处理后浸润在不

同浓度的ＴＣ－５２菌悬液中，种子萌发情况见表３。
相较于ＣＫ，不同浓度菌悬液对水稻种子的发芽率、
发芽势、发芽指数以及胚芽长无明显影响；但 Ｔ１与
Ｔ２处理却能显著促进胚根的生长，分别增加了１９％
与１３％；而 Ｔ３处理对水稻种子的胚根生长产生了
一定的抑制效果。由此可见，拮抗菌株浸种浓度不

超过１．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时对水稻种子无毒害作用。

表３　菌株ＴＣ－５２对水稻种子的影响

处理
发芽势

（％）
发芽率

（％） 发芽指数
胚根长

（ｃｍ）
胚芽长

（ｃｍ）

ＣＫ ８８．８９±５．０９ａ ９８．８９±１．９３ａ ９．７７±０．２４ａ ８．７７±０．７５ｂ ４．１２±０．２１ａ

Ｔ１ ９２．２２±１．９３ａ ９８．８９±１．９２ａ ９．８９±０．１０ａ １０．４２±０．７３ａ ４．１４±０．１４ａ

Ｔ２ ９２．２２±１．９３ａ ９８．８９±１．９３ａ ９．９４±０．１９ａ ９．８９±０．６９ａ ４．１５±０．１６ａ

Ｔ３ ８６．６７±３．３３ａ ９７．７８±３．８５ａ ９．５１±０．３８ａ ７．７４±０．８７ｃ ４．０６±０．１５ａ

　　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４同。

２．７　拮抗菌株对水稻幼苗生长的影响
在含有不同菌浓度的育秧基质中种植农丰

１７０２水稻种子，幼苗生长状况见表 ４。相较于 ＣＫ
处理，Ｔ１、Ｔ２处理分别使得水稻幼苗根长显著增加
了１６％与 ２５％，侧根数分别显著增加了 ２０％与
２９％，其中，Ｔ２处理还会使得水稻幼苗的平均茎长

增加１ｃｍ，而当菌浓度增加至Ｔ３处理时，水稻出苗
率显著降低，水稻幼苗的生长受到抑制。由此可

见，适宜的菌悬液浓度可以显著促进水稻幼苗根与

茎的生长。

２．８　盆栽防效测定
将尖孢镰刀菌的分生孢子悬浮液分别喷洒到
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表４　菌株ＴＣ－５２对水稻幼苗的影响

处理
出苗率

（％）
平均茎长

（ｃｍ）
平均根长

（ｃｍ）
平均侧根数

（条）

ＣＫ ９９．３０±０．４８ａ ２０．８６±１．２７ｂ １１．０１±１．４７ｃ １０．７０±１．５７ｃ

Ｔ１ ９９．３０±０．４８ａ ２０．８６±１．０７ｂ １２．７３±１．４３ｂ １２．８０±１．４７ｂ

Ｔ２ ９９．００±０．８１ａ ２１．８６±１．０６ａ １３．７３±１．２９ａ １３．８３±０．９５ａ

Ｔ３ ９８．４０±０．５１ｂ ２０．６０±１．１７ｂ １０．６６±１．１３ｃ １０．２０±１．４２ｃ

添加等量无菌水、 霉灵与不同浓度的 ＴＣ－５２菌
株的育秧基质中，对其出苗率、发病率等指标进行

测定，结果见图７，相较于处理组 ＣＫ１，处理组 ＣＫ２
的出苗率降低了９．６７％。相较于处理组 ＣＫ２，Ｔ１、
Ｔ２、Ｔ３处理组出苗率分别提升了９．００％、４３４％与
９．３４％，发病率分别降低了 ６４．６６％、３７．００％、
６５．３３％，由此可见，喷施化学杀菌剂与菌悬液均可
以一定程度防治水稻立枯病，改善因病原菌的侵染

所导致的出苗率低的问题。相较于菌浓度较低的

Ｔ２组，菌浓度较高的Ｔ３组在防治效果上更加明显，
且与施加化学杀菌剂的Ｔ１组防治效果均＞７５％，由
此可见，一定浓度的 ＴＣ－５２菌株拌入水稻育秧基
质中对水稻立枯病有较好的防病效果。

３　讨论与结论

酸碱度合适的育苗基质不仅有利于水稻生长，

同时有利于预防一些水稻病虫害，水稻的最适生长

ｐＨ为５．０左右，因此，筛选可以在该 ｐＨ环境中长
势较好的生防菌株就变得尤为重要。李晋等发现

了一株暹罗芽孢杆菌，其可耐受 ｐＨ值为４．０，在酸
性土壤中对西瓜枯萎病的防治效果达到 ６７％［２３］；

Ｚｈａｏ等研究发现，假单胞菌ＣＬＰ－６在ｐＨ值为５．５
时释放的挥发性有机化合物对烟草白性枯萎病的

防治效果为７８．９１％［２４］。本研究所筛选的菌株，根

据菌体特征、１６ＳｒＲＮＡ序列分析及生理生化试验，
鉴定为贝莱斯芽孢杆菌，在水稻育秧基质中的防效

达到７５．４１％，这是对于耐酸水稻立枯病拮抗菌株
的首次报道。该菌株既具芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）繁殖
速度快、因可以产生内生孢子而具有较强的抵御外

界有害因子能力的特点［２５］，又可以在 ｐＨ值为５．０
左右的环境中正常繁殖生长，耐受ｐＨ值达到４．０。

尖孢镰刀菌是常见的植物致病菌，其细胞壁成

分主要由糖蛋白、几丁质与纤维素等物质构成［２６］，

真菌细胞壁在细胞分裂、生长、维持菌丝形态和适

应环境中起着重要作用，因此破坏了病原菌细胞壁

的完整性，将会极大程度地抑制病原菌生长，降低

植物的发病率［２７］。在本研究中，贝莱斯芽孢杆菌

ＴＣ－５２具有产纤维素酶、蛋白酶以及几丁质酶３种
抑菌胞外酶的能力，３种酶互相协作，通过分解真菌
的细胞壁，进而抑制病原菌的生长，降低植物的发

病率，这与 Ｗａｎｇ等的报道结果［２８］一致，芽孢杆菌

的抑菌特性还可以通过分泌抗生素来直接抑制病

原菌的生长［２９－３１］。本研究中，贝莱斯芽孢杆菌

ＴＣ－５２的上清液与挥发性抑菌活性物质可以进一
步抑制尖孢镰刀菌的生长，使得对尖孢镰刀菌抑菌

率达到 ７２．７％，同时该菌株对立枯丝核菌（Ｒ．
ｓｏｌａｎｉ）、层出镰刀菌（Ｆ．ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ）等６种常见菌
株均有明显的抑制效果。但是该菌株是否产生其

他抗生素以及挥发性抑菌物质的具体成分尚不可

知，需后续进一步研究分析。

菌株的促生特性也是生防菌的机制之一［３２］，菌

株能利用植物根系分泌的色氨酸合成 ＩＡＡ，直接促
进植物细胞伸长和细胞分裂，高雅新等发现，具有

产ＩＡＡ能力的哈茨木霉 Ｍ９５对黄瓜幼苗生长具有
显著的促进作用［３３］；王东亚等还发现，具有产 ＩＡＡ
能力的菌株在浸染条件下可以显著增加水稻种子

的萌发率、根和芽长及生物量［３４］。本研究中贝莱斯

芽孢杆菌 ＴＣ－５２具有产 ＩＡＡ能力，其 ＩＡＡ产量达
到２１．７０μｇ／ｍＬ，相较于浸润在无菌水中，将水稻种
子浸润在１．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液中，胚根的生长
增加了１９％。菌株的促生性还表现在可以通过固
氮、溶磷、解钾等能力提高土壤速效、缓效养分含

量，提高微生物的生物活性，进一步促进植物的生

长，以增加对病原菌的抗性［３５－３６］，本研究中贝莱斯

芽孢杆菌ＴＣ－５２具有固氮能力，进一步促进了水
稻的生长，减少了病害的侵染，将贝莱斯芽孢杆菌

ＴＣ－５２拌入水稻育秧基质中时，可以明显促进水稻
幼苗根系的生长，对主根长度的增长达到２５％，对
侧根数的增长达到 ２９％。此外，贝莱斯芽孢杆菌
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ＴＣ－５２具有产铁载体能力，可以特异地螯合 Ｆｅ３＋，
在低铁环境中与病原菌竞争铁元素，抑制病原菌生

长，也可以将难溶的铁转化为易溶的铁供植物吸

收，促进植物生长［１１，３７－３８］。

综上所述，贝莱斯芽孢杆菌 ＴＣ－５２可以适应
酸性环境，对尖孢镰刀菌有较好的抑制效果，拌入

水稻育秧基质中可以明显改善水稻立枯病的发病

情况，同时对水稻幼苗的生长有明显的促进作用，

表现出了良好的应用前景，但关于该菌株代谢产物

的分离纯化、大田应用效果等方面还需进一步的

研究。

本研究从大豆根际土壤中筛选得到了１株对尖
孢镰刀菌具有明显拮抗作用的菌株ＴＣ－５２，根据菌
体特征、１６ＳｒＲＮＡ序列分析及生理生化试验，初步
鉴定该菌株为贝莱斯芽孢杆菌，该菌株可以通过分

泌纤维素酶、蛋白酶以及几丁质酶３种抑菌胞外酶
以及挥发性抑菌活性物质来抑制尖孢镰刀菌以及

其他病原菌的生长，具有较广的抑菌谱，同时该菌

株具有固氮、产铁载体与产 ＩＡＡ能力，有较好的防
病效果和一定的促生能力。
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［２９］任沛东，彭健玲，刘圣航，等．沙福芽孢杆菌 ＧＸ－Ｈ６的分离鉴

定及对水稻细菌性条斑病的防病效果［Ｊ］．生物技术通报，

２０２３，３９（５）：２４３－２５３．
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ｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ［Ｊ］．Ｌｅｔｔｅｒｓｉｎ

ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００８，４７（３）：１８０－１８６．

［３１］ＭａｌａｎｉｃｈｅｖａＩＡ，ＫｏｚｌｏｖＤＧ，ＥｆｉｍｅｎｋｏＴＡ，ｅｔａｌ．Ｎｅｗａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

ｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｓｔｒａｉｎｓ［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１４，８３

（４）：３５２－３５６．

［３２］武亚芬，向　丹，梁　斌，等．番茄枯萎病拮抗菌 ＫＣＫＢ１的分

离、鉴定及生防效果［Ｊ］．江苏农业科学，２０２３，５１（９）：１３１－

１３９．　

［３３］高雅新，王甲果，张翔凯，等．高产ＩＡＡ哈茨木霉突变株Ｍ９５的

筛选及其对黄瓜的促生作用［Ｊ］．南京农业大学学报，２０２３，４６

（３）：４９９－５０９．

［３４］王东亚，陈冠虹，方利平，等．水稻根际芽孢杆菌抗砷胁迫作用

及其微生物机制［Ｊ］．土壤学报，２０２４，６１（３）：７８３－７９３．

［３５］韦江璐，覃　英，谢显秋，等．促生菌对土壤养分、酶活性及细菌

群落功能多样性的影响［Ｊ］．南方农业学报，２０２０，５１（１０）：

２３４８－２３５７．

［３６］许佳露，张　平，李美芳，等．产铁载体菌株的分离、培养条件优

化及初步应用［Ｊ］．微生物学通报，２０２２，４９（３）：１００４－１０１６．

［３７］ＬｕｃｅｎａＪＪ，Ｈｅｒｎａｎｄｅｚ－ＡｐａｏｌａｚａＬ．Ｉｒｏｎｎｕｔｒｉｔｉｏｎｉｎｐｌａｎｔｓ：ａｎ

ｏｖｅｒｖｉｅｗ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａｎｄＳｏｉｌ，２０１７，４１８（１）：１－４．

贾艺凡，赵延存，李朝辉，等．３种梨树链格孢病菌的鉴定、遗传多样性及其对杀菌剂的敏感性［Ｊ］．江苏农业科学，２０２４，５２（１０）：１３７－１４４．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２４．１０．０１８

３种梨树链格孢病菌的鉴定、遗传多样性
及其对杀菌剂的敏感性

贾艺凡，赵延存，李朝辉，孙伟波，刘凤权

（江苏省农业科学院植物保护研究所，江苏南京２１００１４）

　　摘要：梨黑斑病是梨树的主要真菌病害之一，可引起叶片早落，降低梨果产量及品质，造成巨大经济损失。本研究
从各地区梨园采集病叶病果后进行病原菌分离，基于形态学观察和多基因串联进化树构建对分离的病原菌进行鉴定，

并进行室内药剂敏感性试验。结果表明，从昆明、砀山、成都、贵阳等地采集的样品中分离鉴定到梨黑斑病菌４１株，将
其分为４个种，分别为乔木链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｒｂｏｒｅｓｃｅｎｓ，３株）、梨黑斑链格孢（Ａ．ｇａｉｓｅｎ，１株）、棉链格孢
（Ａ．ｇｏｓｓｙｐｉｎａ，１株）、链格孢（Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔａ，３６株）。选取３种链格孢进行致病力分析，在翠玉梨叶片、库尔勒香梨果实
上均表现致病性，但致病力存在差异。４种杀菌剂室内药剂敏感性测定结果表明，３种梨黑斑病菌对咪鲜胺、苯醚甲环
唑、吡唑醚菌酯均有较好的敏感性，抑制中浓度（ＥＣ５０值）为０．０５１８～１０．１１４７ｍｇ／Ｌ；乔木链格孢９－１５菌株对嘧菌酯

敏感性较好，ＥＣ５０值为１．５３３０ｍｇ／Ｌ；乔木链格孢８－３４、９－５３，黑斑链格孢９－１，棉链格孢８－４６对嘧菌酯敏感性较

差。明确了３种可引起梨黑斑病的链格孢属真菌特性及其对不同药剂的敏感性，为后续药剂防治提供技术支撑。
　　关键词：梨黑斑病；链格孢；病原菌鉴定；致病力分析；敏感性
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｆｑｌｉｕ２００１１＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

　　我国是世界上最大的梨生产国，根据联合国粮
食及国家统计局数据，２０１９年中国梨栽培面积达
９４０７万ｈｍ２，产量１７３１．４万ｔ（２０２０年已达１７８１．５
万ｔ），占世界梨产量的７１．４５％。梨黑斑病对于梨
树危害重大，主要侵染果实、叶片和新梢，严重时导

致叶片皱缩变形焦枯，果实龟裂，叶和果实提前脱

落、新梢枯死，在世界各梨产区均有发生，给梨产业

造成重大经济损失［１－４］。梨黑斑病于１９３３年在日
本首次由Ｔａｎａｋａ报道；１９３５年，我国首次发现梨黑
斑病［５－６］。梨黑斑病是由链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．）类
真菌引起，目前，梨果实上链格孢已发现９个种，我
国共发现其中６个种，即梨黑斑链格孢（Ａ．ｇａｉｓｅｎ
Ｋ．Ｎａｇａｎ）、链格孢［Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔａ（Ｆｒ．）Ｋｅｉｓｓｌｅｒ］、极
细链 格 孢 （Ａ．ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ）、侵 染 链 格 孢 （Ａ．
ｉｎｆｅｃｔｏｒｉａ）、鸭梨侵染链格孢（Ａ．ｙａｌｉｉｎｆｉｃｉｅｎｓＲ．Ｇ．
Ｒｏｂｅｒｔｓ）、紫 萼 链 格 孢 （Ａ． ｖｅｎｔｒｉｃｏｓａ Ｒ．Ｇ．
Ｒｏｂｅｒｔｓ）［７－１０］。其中，Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔａ、Ａ．ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ和
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