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　　摘要：分离筛选出对葡萄致腐菌灰葡萄孢有较强拮抗作用的拮抗菌，丰富葡萄采后保鲜拮抗菌资源，以期为葡萄
灰霉病的生物防治提供理论依据和奠定应用基础。利用组织块分离法在腐烂的葡萄果实中分离得到灰葡萄孢，梯度

稀释法从葡萄园土壤中分离得到潜力拮抗菌，通过平板对峙及琼脂扩散法筛选出拮抗作用较强的生防菌，并通过形态

学观察、生理生化测定、生物学鉴定确定其种属。通过对拮抗菌进行溶血性测定初步探索其是否对人体有溶血作用。

分离得到的葡萄致腐菌通过形态学观察，病原菌 ＰＨ－２３菌丝初期呈灰白色，继续培养会逐渐转变为淡淡的青灰褐
色，菌丝繁盛，孢子众多。对病原菌ＰＨ－２３进行ＩＴＳ、β－ｔｕｂ序列分析，结合形态学特征确定其为灰葡萄孢。致病力
测定结果表明，ＰＨ－２３接种后葡萄症状与葡萄灰霉病症状相符，腐烂严重。筛选得到对葡萄致腐菌 ＰＨ－２３拮抗作
用较强的生防菌ＴＰ－１，抑菌圈直径为２２．４９ｍｍ。通过形态学观察，菌体为杆状，芽孢呈椭圆形，大小为０．６２μｍ×
２．３５μｍ。ＴＰ－１革兰氏染色阳性。生理生化鉴定结果初步认为ＴＰ－１为芽孢杆菌。基于１６ＳｒＤＮＡ基因、ｒｐｏＢ基因、
ｇｙｒＢ基因序列分析确定其为贝莱斯芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）。拮抗菌 ＴＰ－１的溶血性测定显示其对人体无溶血
作用。拮抗菌ＴＰ－１对灰葡萄孢有较强的拮抗作用，在葡萄采后贮藏及生物保鲜中具有潜在的应用价值。
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　　葡萄是我国重要的水果，营养与经济价值颇
高，果实汁多味美，且含有多种营养物质及生物活

性物质［１］。我国生产的葡萄主要以鲜食为主，相比

其他生产大国２０％的鲜食率，我国基本上有７０％用
于鲜食［２］。早在２００２年我国鲜食葡萄的产量就突
破２００万ｔ，一跃成为世界第一的鲜食葡萄生产大
国。但葡萄由于具有鲜嫩柔软，皮薄肉厚，美味多

汁，含水量、含糖量较高的特点，在采收及贮运销售

过程中非常容易遭受病原菌侵染引起腐烂［３］。其

中，由灰葡萄孢（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ）引起的灰霉病是葡
萄会面临的严重病害，因为与其他致腐菌相比，

Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ不仅具备适应性强、增殖速度快以及
遗传变异大的特点，还拥有低温致病与潜伏侵染的

优势［４］。Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ在 －５℃的低温下仍可存
活生长，并产生较多的分生孢子，传播、繁殖，因此

在适宜贮藏果实的温度 ０℃中葡萄依然存在因
Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ而腐烂变质的风险，葡萄一旦被
Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ感染，通过分生孢子的传播，腐烂会
迅速扩散，难以控制，进而导致葡萄产量损失

严重［２］。

目前，主要是以农业和化学防治的办法来预防

控制葡萄灰霉病，但这些办法都存在一些缺陷。而

利用拮抗菌进行生物防治，能够大大降低化学农药

的使用率，治理农药残留的问题，与此同时还可预

防病菌形成耐药性。尤其对已形成抗药性的病菌

进行拮抗菌防治，不失为是一种有效解决抗药性的
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办法［５］。因此，从玫瑰香葡萄腐烂的果实中分离得

到致腐菌灰葡萄孢，并在从葡萄园土壤中分离得到

的细菌中，利用平板对峙法筛选出对灰葡萄孢具有

较好拮抗作用的拮抗菌，对其通过形态学观察、生

理生化测定、生物学鉴定进行菌种鉴定，以期丰富

葡萄灰霉病优良拮抗菌资源，为今后的菌剂研发提

供选择，扩大葡萄灰霉病的防治途径。

１　材料与方法

１．１　试供材料
１．１．１　试供葡萄　玫瑰香葡萄，购自乌鲁木齐市沙
依巴克区北园春水果市场。

１．１．２　试供土样　选择新疆石河子、昌吉、五家渠、
博乐、库尔勒、哈密为采样点。于各采样点的葡萄

园中使用５点取样法，用铲子将表层土移开，于距土
壤表面５～２０ｃｍ处采样，将同一地区采集的土样混
匀，装入采样袋带回。

将采集的土样分别过直径２ｍｍ的筛网去除石
块与杂根，将过筛后的各土样装入密封袋，４℃保存
备用。

１．１．３　培养基　ＮＡ培养基：氯化钠１．５ｇ，牛肉浸
粉０．９ｇ，蛋白胨３．０ｇ，琼脂４．５ｇ，ｐＨ值为７．３±
０１（２５℃），蒸馏水溶解，加热玻璃棒搅拌以便充分
溶解，终体积为３００ｍＬ，１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，备用。

ＮＢ培养基：氯化钠１．５ｇ，牛肉浸粉０．９ｇ，蛋白
胨３ｇ，ｐＨ值为７．２±０．２（２５℃），蒸馏水溶解，加
热玻璃棒搅拌以便充分溶解，终体积为 ３００ｍＬ，
１２１℃ 灭菌１５ｍｉｎ，备用。

ＰＤＢ培养基：葡萄糖６．０ｇ，马铃薯浸粉１．８ｇ，
蒸馏水溶解，加热玻璃棒搅拌以便充分溶解，终体

积为３００ｍＬ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，备用。
ＰＤＡ培养基：葡萄糖６．０ｇ，马铃薯浸粉１．８ｇ，

琼脂６．０ｇ，ｐＨ值为５．６±０．２（２５℃），蒸馏水溶解，
加热玻璃棒搅拌以便充分溶解，终体积为３００ｍＬ，
１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，备用。
１．１．４　其他材料 　Ｅｚｕｐ柱式真菌基因组 ＤＮＡ抽
提试剂盒、Ｅｚｕｐ柱式细菌基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒、
０．２２μｍ有机滤膜、直径６ｍｍ打孔器、玻璃珠、接
种环、竹签。

１．２　试验方法
１．２．１　病原菌的分离纯化　将玫瑰香葡萄置于温
度为２５℃，相对湿度为８５％的恒温气候箱中，自然
发病。粗筛：采用组织块分离法。用７５％乙醇对腐

烂变质的葡萄处理３０ｓ进行表面消毒。消毒后无
菌水冲洗去除乙醇残留，无菌滤纸吸除表面水分。

使用无菌镊子及刀片将葡萄果皮与果肉分离，分别

取０．５ｃｍ２果皮与果肉置于ＰＤＡ平板中，２４℃恒温
培养２～５ｄ。纯化培养：无菌接种环取少量粗筛单
菌落菌丝以无菌水稀释，取稀释液涂布于 ＰＤＡ平
板，２４℃恒温培养２～５ｄ，重复以上操作至每 ＰＤＡ
平板均为形态一致的单菌落。

１．２．２　病原菌形态学观察及致病力测定　用６ｍｍ
无菌打孔器于病原菌平板中选取单菌落打孔，获得

病原菌菌饼，将菌饼倒置（培养基在上方）紧贴于

ＰＤＡ平板中央，２４℃恒温培养２～５ｄ。观察病原菌
的形态特征。

对新鲜玫瑰香葡萄果实进行表面消毒，７５％乙
醇处理１ｍｉｎ，２％次氯酸钠处理３０ｓ，自然晾干。将
分离得到的病原菌返接到葡萄果实上，观察发病

症状。

１．２．３　病原菌基因组ＤＮＡ提取及分子生物学鉴定
　病原菌基因组 ＤＮＡ的提取：用无菌打孔器
（６ｍｍ）对病原菌平板进行打孔，得到病原菌菌饼，
取１５个病原菌菌饼接种于 ＰＤＢ培养基中，容量为
５００ｍＬ、装液量为１００ｍＬ，２５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培
养２ｄ，此为病原菌种子液。取病原菌种子液１ｍＬ，
转接于 ＰＤＢ培养基中，容量为 ５００ｍＬ、装液量为
２００ｍＬ，２５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养５ｄ，此为病原菌
菌 液。取 病 原 菌 菌 液 于 ５０ ｍＬ离 心 管 中，
９０００ｒ／ｍｉｎ室温离心２０ｍｉｎ，收集病原菌菌体。将
菌体用无菌滤纸充分吸除水分，利用液氮将病原菌菌

体快速研磨至细腻均一的粉末状，取适量于１．５ｍＬ
无菌离心管中。按照Ｅｚｕｐ柱式真菌基因组ＤＮＡ抽
提试剂盒的指示说明提取ＤＮＡ，－２０℃保存。

对病原菌的 ＩＴＳ基因片段进行扩增：引物序列
为ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′）、ＩＴＳ４
（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）。ＰＣＲ反应
体系为２５μＬ：２×ＴａｑＰＣＲＧｒｅｅｎＭｉｘ１２．５μＬ，上、
下游引物各 ０．５μＬ，病原菌 ＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
１０．５μＬ。扩增条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变
性１ｍｉｎ，４８℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循
环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存［６］。

对病原菌的β－ｔｕｂ基因片段进行扩增：引物序
列为β－ｔｕｂ－Ｆ１（５′－ＧＧＴＡＡＣＣＡＡＡＴＣＧＧＴＧＣＴＧ
ＣｖＴＴＴＣ－３′）、β－ｔｕｂ－Ｒ１（５′－ＡＣＣＣＴＣＣＧＴＧＴＡＧＴ
ＧＡＣＣＣＴＴＧＧＣ－３′）。ＰＣＲ反应体系为２５μＬ：２×
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ＴａｑＰＣＲ ＧｒｅｅｎＭｉｘ１２．５μＬ，上、下游引物各
０．５μＬ，病原菌ＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ。扩增条
件为：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５３℃退
火１ｍｉｎ，７２℃延伸 ４５ｓ，３５个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ，４℃保存［７］。

扩增片段的序列分析及系统发育树的构建：将

ＰＣＲ扩增产物进行凝胶电泳，观察扩增片段大小。
所用琼脂糖凝胶浓度为 １．５％，取 ＰＣＲ扩增产物
５μＬ，以等量ｄｄＨ２Ｏ为空白对照，ＭａｋｅｒＥ为参照标
准，设定电压９０Ｖ。电泳结束后于 ＥＢ染料中染色
１５ｍｉｎ，自来水淋去染料残留，凝胶成像分析仪观察
扩增片段大小。将产生明显条带的 ＰＣＲ产物委托
上海生工生物工程股份有限公司测序。利用

ＳｅｐＭａｎ软件对结果进行序列拼接，然后在 ＮＣＢＩ数
据库中进行比对，再利用 ＭＥＧＡ６．０软件构建系统
发育树。

１．２．４　拮抗菌的分离纯化及筛选　将采集的土样
以无菌水稀释至合适梯度，取１００μＬ涂布于 ＮＡ平
板，３７℃恒温培养１４～２４ｈ。纯化培养：无菌接种
环取单菌落以无菌水稀释后，取稀释液涂布于 ＮＡ
平板，３７℃恒温培养１４～２４ｈ，纯化至每ＮＡ平板均
为形态一致的单菌落。

采用平板对峙法进行拮抗菌的初筛。用无菌

接种环取少量灰葡萄孢菌丝以无菌水稀释，取稀释

液涂布于ＰＤＡ平板。待充分吸收后，十字交叉选取
４点，均距平板中央２．５ｃｍ，将纯化的单菌落点接于
４点，２４℃恒温培养，选出可产生明显抑菌圈的拮
抗菌。

采用琼脂扩散法复筛拮抗菌。将初筛的拮抗

菌接种于１００ｍＬＮＢ培养基中，３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ振
荡培养 １４～２０ｈ，取菌液于 １．５ｍＬ离心管中，
１２０００ｒ／ｍｉｎ室温离心１０ｍｉｎ，上清液用０．２２μｍ
有机滤膜过滤，即获得拮抗菌的无菌滤液。无菌接

种环取少量病原菌以无菌水稀释，取稀释液涂布于

ＰＤＡ平板。待稀释液充分吸收后，十字交叉选取４
点，均距平板中央２．５ｃｍ处用６ｍｍ无菌打孔器打
孔，取 ８０μＬ拮抗菌无菌滤液注入孔中，２４℃恒温
培养，观察拮抗菌对病原菌的拮抗作用。

１．２．５　拮抗菌形态学观察及生理生化测定　形态
学观察：用无菌接种环取单菌落以无菌水稀释，取

稀释液涂布于ＮＡ平板，３７℃恒温培养１４～２４ｈ，观
察其形态特征。革兰氏染色，显微镜下查看其菌体

形态特征。

生理生化测定：参考《常见细菌系统鉴定手册》

进行［８］。鉴定项目有：氧化酶试验、Ｖ－Ｐ试验、苯
丙氨酸、酪蛋白水解、接触酶试验、酪氨酸、Ｄ－甘露
糖、淀粉水解、Ｄ－阿拉伯糖、Ｄ－甘露醇、Ｈ２Ｓ产气
试验、明胶液化、柠檬酸盐、甲基红反应、Ｌ－阿拉伯
糖、吲哚试验、Ｄ－木糖、硝酸盐还原、葡萄糖等。
１．２．６　拮抗菌基因组ＤＮＡ提取及分子生物学鉴定
　拮抗菌基因组ＤＮＡ的提取：用无菌接种环取拮抗
菌单菌落，接种于 １００ｍＬＮＢ培养基中，３７℃，
１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１４～２０ｈ，获得拮抗菌菌液。取
１ｍＬ菌液于１．５ｍＬ离心管中，按照Ｅｚｕｐ柱式细菌
基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒的指示说明提取 ＤＮＡ，－
２０℃保存。

对拮抗菌的１６ＳｒＤＮＡ基因片段进行扩增：引
物序列为２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－
３′）和１４９２Ｒ（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）。
ＰＣＲ反应体系为 ２５μＬ：２×ＴａｑＰＣＲＧｒｅｅｎＭｉｘ
１２．５μＬ，上、下游引物各 ０．５μＬ，拮抗菌 ＤＮＡ
１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ。扩增条件为：９５℃预变性
５ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ｓ，５５℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸
２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存［９］。

对拮抗菌的ｒｐｏＢ基因片段进行扩增：引物序列
为ｒｐｏＢ－ｆ（５′－ＡＧＧＴＣＡＡＣＴＡＧＴＴＣＡＧＴＡＴＧＧＡＣ－
３′），ｒｐｏＢ－ｒ（５′－ＡＡＧＡＡＣＣＧＴＡＡＣＣＧＧＣＡＡＣＴＴ－
３′）。ＰＣＲ反应体系为 ２５μＬ：２×ＴａｑＰＣＲＧｒｅｅｎ
Ｍｉｘ１２．５μＬ，上、下游引物各０．５μＬ，模板 ＤＮＡ１
μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ。扩增条件为：９４℃预变性 ４
ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５１℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１
ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存［１０］。

对拮抗菌的ｇｙｒＢ基因片段进行扩增：引物序列
为ｇｙｒＢＵＰ－１（５′－ＧＡＡＧＴＣＡＴＣＡＴＧＡＣＣＧＴＴＣＴＧ
ＣＡＹＧＣＮＧＧＮＧＧＮＡＡＲＴＴＹＧＡ－３′），ｇｙｒＢＵＰ－２ｒ
（５′－ＡＧＣＡＧＧＧＴＡＣＧＧＡＴＧＴＧＣＧＡＧＣＣＲＴＣＮＡＣＲ
ＴＣＮＧＣＲＴＣＮＧＴＣＡＴ－３′）。ＰＣＲ反应体系为２５μＬ：
２×ＴａｑＰＣＲＧｒｅｅｎＭｉｘ１２．５μＬ，上、下游引物各
０．５μＬ，拮抗菌ＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ。扩增条
件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５４℃退
火１ｍｉｎ，７２℃延伸 ２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ，４℃保存［１１］。扩增片段的序列分析及系统

发育树的构建同“１．２．３”节。
１．２．７　拮抗菌溶血性测定　将拮抗菌与金黄色葡
萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）用无菌接种环同时于
血平板上划线，３４℃过夜培养。观察拮抗菌与金黄
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色葡萄球菌的生长情况，以此判断拮抗菌是否具有

溶血性：菌落周围出现透明溶血圈为 β溶血，对人
体有强致病力；菌落周围出现绿色晕圈为 α溶血，
对人体致病力弱；若菌株正常生长无反应，则为 γ
溶血，无溶血性。金黄色葡萄球菌为阳性对照菌

株，对人体有强致病力，菌落周围会出现透明溶

血圈。

２　结果与分析

２．１　病原菌形态学特征及致病力测定
由图１可知，在 ＰＤＡ平板中，病原菌菌丝初期

呈灰白色，继续培养会逐渐转变为淡淡的青灰褐

色，菌丝繁盛，孢子众多。灰霉病是葡萄贮藏期间

易发且危害严重的腐烂病害，初步筛选出与灰葡萄

孢相似的病原菌，将其命名为ＰＨ－２３。

　　将 ＰＨ－２３接种到健康玫瑰香葡萄后，葡萄表
皮出现白色丝绒状菌丝，后期菌丝转变为土灰色，

孢子丰富易振落，果实皱缩凹陷，散发出土腥味。

症状与葡萄灰霉病症状相符。

２．２　病原菌分子生物学鉴定
病原菌 ＩＴＳ片段鉴定结果见图 ２的Ⅰ －ａ与

Ⅰ－ｂ，测序片段经比对后确定其 ＩＴＳ片段大小为
５１７ｂｐ，与ＰＣＲ扩增产物凝胶电泳图谱保持一致，
说明试验结果可靠。基于ＩＴＳ基因构建的系统发育
树中病原菌 ＰＨ－２３与 ＢｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａＣＬＲ１５
（ＭＫ３７０６９３）相似性为１００％。病原菌 β－ｔｕｂ片段
鉴定结果见图２的Ⅱ－ａ与Ⅱ－ｂ，测序片段经比对
后确定其β－ｔｕｂ片段大小为４７７ｂｐ，与ＰＣＲ扩增产
物凝胶电泳图谱保持一致，说明试验结果可靠。基

于β－ｔｕｂ基因构建的系统发育树中病原菌 ＰＨ－２３
与ＢｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａＡＳＦ－Ｂｃ８（ＭＨ２０８２８１）相似性为
１００％。综合以上试验结果最终将病原菌鉴定为灰
葡萄孢（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ）。

２．３　拮抗菌的分离筛选
采用稀释涂布平板法与平板对峙法结合筛选

出对ＰＨ－２３有拮抗作用的菌株８１株，琼脂扩散法
复筛得到拮抗菌４６株。由表１可知，据抑菌圈直径
大小将拮抗菌划分为 ５个等级，其中抑菌圈直径
０～５ｍｍ表示拮抗效果很弱，共１９株；６～１０ｍｍ表
示拮抗效果弱，共６株；１１～１５ｍｍ表示拮抗效果中
等，共１０株；１６～２０ｍｍ表示拮抗效果强，共９株；
２１～２５ｍｍ表示拮抗效果很强，共２株。其中，拮抗
效果很弱的菌株最多，占总菌株的４１．３％，拮抗效
果很强的菌株仅占总菌株的４．３％。

将拮抗效果很强的２株拮抗菌命名为 ＴＰ－１、
ＴＰ－２，选用拮抗能力最强的 ＴＰ－１开展后续试验，
结果见图３，ＴＰ－１对 ＰＨ－２３拮抗作用明显，抑菌
圈直径为２２．４９ｍｍ。
２．４　拮抗菌的形态学特征及生理生化特征

由图４可知，ＴＰ－１在ＮＡ平板中菌落近圆形，表
面自中间向四周呈花瓣状，光滑干燥，整体乳白色，不

透明；其菌体为杆状，芽孢呈椭圆形，大小为０．６２μｍ×
２．３５μｍ；革兰氏染色阳性。拮抗菌 ＴＰ－１及模式
菌株生理生化鉴定结果见表２，通过和枯草芽孢杆
菌对比，初步认为ＴＰ－１为芽孢杆菌。
２．５　拮抗菌分子生物学鉴定

拮抗菌１６ＳｒＤＮＡ基因片段序列分析结果见图
５的Ⅲ －ａ与Ⅲ －ｂ，扩增片段经比对后大小为
１４４２ｂｐ，与凝胶电泳图谱保持一致，说明试验结果
可靠。基于１６ＳｒＤＮＡ基因序列构建的系统发育树
中拮抗菌与 ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＰｇＢｅ１８６（ＭＨ２１１２７７）
相似性为９９．９３％。拮抗菌ｒｐｏＢ基因片段序列分析
结果见图５的Ⅳ－ａ与Ⅳ－ｂ，扩增片段经比对后大
小为１１９５ｂｐ，与凝胶电泳图谱保持一致，说明试验
结果可靠。基于 ｒｐｏＢ基因构建的系统发育树中拮
抗菌与ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＷＬＹＳ２３（ＣＰ０５５１６０）相似
性为９９．９３％。拮抗菌ｇｙｒＢ基因片段序列分析结果
见图５的Ⅴ－ａ与Ⅴ－ｂ，扩增片段经比对后大小为
１１４８ｂｐ，与凝胶电泳图谱保持一致，说明试验结果
可靠。基于ｇｙｒＢ基因构建的系统发育树中拮抗菌
与 ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＮＮ０５（ＭＴ１１９７５８）相似性为
９８．２５％。综上，基于 １６ＳｒＤＮＡ基因、ｒｐｏＢ基因、
ｇｙｒＢ基因序列分析确定拮抗菌为贝莱斯芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）。
２．６　拮抗菌溶血性测定

由图６可知，在相同条件与时间培养下，金黄色
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表１　４６株拮抗菌对ＰＨ－１的拮抗效果

拮抗效果
抑菌圈直径

（ｍｍ） 数量
比例

（％）

＋＋＋＋ ２１～２５ ２ ４．３

＋＋＋ １６～２０ ９ １９．７

＋＋ １１～１５ １０ ２１．７

＋ ６～１０ ６ １３．０

－ ０～５ １９ ４１．３

　　注：＋＋＋＋表示很强；＋＋＋表示强；＋＋表示中；＋表示弱；－表

示很弱。

葡萄球菌周围出现明显溶血圈，为 β溶血，与金黄
色葡萄球菌性质一致。而拮抗菌周围无变化，为 γ
溶血，说明拮抗菌对人体无溶血作用。

３　讨论与结论

葡萄在运输和销售过程中由于自身特性，极易

受到外界的机械损伤及致腐菌感染带来严重的经

济损失，因此采后做好葡萄的防腐保鲜工作是必不

可少的。葡萄灰霉病是葡萄最为常见且危害极大

的采后病害之一，病原菌灰葡萄孢（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ）
不仅能够感染葡萄，还同样能够作用于菜品、树类

以及花草［１２－１３］，危害极大。灰葡萄孢能够形成菌核

与分生孢子，使其传播迅速且可在作物残留物中长

表２　拮抗菌ＴＰ－１及其模式菌株的生理生化结果

项目
鉴定结果

１ ２

氧化酶试验 ＋ ＋

Ｖ－Ｐ试验 ＋ ＋

苯丙氨酸 － －

酪蛋白水解 ＋ ＋

接触酶试验 ＋ ＋

酪氨酸 － ＋

Ｄ－甘露糖 ＋ ＋

淀粉水解 ＋ ＋

Ｄ－阿拉伯糖 － －

Ｄ－甘露醇 ＋ －

Ｈ２Ｓ产气试验 － －

明胶液化 ＋ ＋

柠檬酸盐 ＋ ＋

甲基红反应 ＋ －

Ｌ－阿拉伯糖 ＋ ＋

吲哚试验 － －

Ｄ－木糖 ＋ ＋

硝酸盐还原 ＋ ＋

Ｄ－葡萄糖 ＋ ＋

　　注：１表示ＴＰ－１；２表示模式菌株Ｂａｃｉｌｌｉｓｓｕｂｔｉｌｉｓｓｕｂｓｐ．ｓｐｉｚｉｚｅｎｉｉ

ＮＲＲＬＢ－２３０４９Ｔ。＋表示阳性反应；－表示阴性反应。

时间存活，加之可低温生存使其有效防治变得困

难［１４］。当前人们常用的化学试剂防控葡萄灰霉病

虽然有效，但长期使用化学试剂所带来的的农药残

留、农药抗性以及环境的污染问题不容忽视［１５］。因

此采用生物防治的办法“以菌治菌”备受人们的青

睐，相较于以往的化学农药，生物防治从大自然甚

至植物本身分离出拮抗菌，不仅具有对人与环境友

好、不易产生抗性、来源广泛、毒性低、有助于保护

生物多样性等多种优点，且可靶向性防治，高效安

全［１６－１８］。因此，积极扩充拮抗菌资源对高效的生物

防治菌剂的开发应用有重要的基础意义。

本研究从贮藏腐烂的玫瑰香葡萄中以组织块

分离法得到致腐真菌，将其命名为 ＰＨ－２３，通过形
态学观察与致病力测定初步确认其为灰葡萄孢，而

后通过ＩＴＳ、β－ｔｕｂ基因片段进行序列分析将其鉴
定为灰葡萄孢（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ），ＩＴＳ序列在种内不
同菌株之间会高度保守，但是在种间则会表现出较

大差异，因此ＩＴＳ序列对于属内种间的系统学研究
有较大的应用价值。β－ｔｕｂ则是一种重要的管家基
因，常被用作种系发育的深层分析标记［１９］。从不同
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葡萄园土壤中以稀释涂布平板法与琼脂扩散法结

合分离筛选出对ＰＨ－２３有明显拮抗作用的一株拮
抗菌，抑菌圈直径为 ２２．４９ｍｍ，并将其命名为
ＴＰ－１。通过形态特征、生理生化特性初步认定其
为芽孢杆菌，再通过１６ＳｒＤＮＡ、ｒｐｏＢ和ｇｙｒＢ等３个
基因的序列结合分析将其鉴定为贝莱斯芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）。１６ＳｒＤＮＡ基因是细菌分离鉴
定常用的通用型引物，可在所有细菌中稳定表达，

具有高度保守性。但也存在一定不足，对于亲缘关

系较近细菌之间的鉴定，１６ＳｒＤＮＡ分辨率不高，可
能会出现不精确的鉴定结果［２０－２４］。将１６ＳｒＤＮＡ基

因序列分析手段与其他核酸分析技术结合使用可

更精准地鉴别菌株，现今常用蛋白编码基因辅助芽

孢杆菌属的分类鉴定，如 ｇｙｒＢ是促旋酶（ｇｙｒａｓｅ）的
β亚单位基因，是管家基因，在细菌的近缘物种区分
鉴定方面，比１６ＳｒＤＮＡ更有分辨率，常用于细菌种
水平的鉴定［２５－２８］。王天力等将１６ＳｒＲＮＡ基因序列
与ｇｙｒＢ基因序列进行比较分析，结果显示属于枯草
芽孢杆菌群的各种、亚种的 ｇｙｒＢ基因相似性为
７５％～９５％，区分效果要比１６ＳｒＲＮＡ更好［２９］。而

ｒｐｏＢ基因是编码 ＲＮＡ聚合酶的 β亚基，负责 ＲＮＡ
的合成。２００９年，Ｋｉ等分离得到２０个芽孢杆菌，分
别来自不同的海洋环境，利用１６ＳｒＤＮＡ与 ｒｐｏＢ基
因分析鉴定其多样性，分析结果显示以 ｒｐｏＢ基因分
析构建的系统发育树比１６ＳｒＤＮＡ基因分析构建的
系统发育树大４．５倍［３０］，说明 ｒｐｏＢ基因可以很好
地区分鉴定芽孢杆菌菌种。

本研究分离筛选所得的ＴＰ－１对 ＰＨ－２３有较
好的拮抗作用，抑菌圈直径为２２．４９ｍｍ，溶血性试
验表明对人体无溶血作用，说明 ＴＰ－１具有发展为
高效防治葡萄灰霉病生物菌剂的潜力。前人的研
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究表明，芽孢杆菌属是极具研究开发潜力的生防

菌，主要是由于该属可以产生多种抑制植物病原菌

的抗生素和形成抗药性强的内生孢子［３１］。贝莱斯

芽孢杆菌的代谢产物中就包含多种抗菌物质，如淀

粉环素、杆菌素、蜂毒素、表面蛋白活性剂等物质，

可抑制多种病原菌生长，拮抗作用明显，具有较大

的研究价值［３２］。如孙平平等研究发现，贝莱斯芽孢

杆菌Ｌ－１对梨灰霉及青霉病菌有较好的抑制作
用［３３］；杨胜清研究发现，贝莱斯芽孢杆菌Ｓ６对番茄
早疫病原菌和灰霉病原菌有明显的拮抗作用且对常

见病原菌有较广的抑制作用［３４］。前人的研究充分展

现了贝莱斯芽孢杆菌的生防潜力，而本研究仅仅开始

了第１步，ＴＰ－１对ＰＨ－２３详细的拮抗机理及其防
治效果尚未开展研究，有待进一步试验，积极探索安

全、有效、可持续的葡萄灰霉病生物防治之路。

综上所述，本研究从贮藏腐烂的葡萄果实中分

离得到致腐真菌 ＰＨ－２３，通过观察形态特征及
ＩＴＳ、β－ｔｕｂ基因序列分析将其鉴定为灰葡萄孢。从
２１份葡萄园土壤中分离筛选出对ＰＨ－２３有明显拮
抗作用的拮抗菌ＴＰ－１，通过观察形态特征、生理生
化特性及１６ＳｒＤＮＡ、ｒｐｏＢ、ｇｙｒＢ基因序列分析将其
鉴定为贝莱斯芽孢杆菌。溶血性试验表明拮抗菌

ＴＰ－１不具备溶血作用，在葡萄采后贮藏及生物保
鲜中具有潜在的应用价值。

参考文献：

［１］宋开艳，阿米尼古丽·再那吉，冯宏祖，等．南疆葡萄采后致病菌

分离鉴定及拮抗菌的筛选［Ｊ］．新疆农业科学，２０１１，４８（５）：

８７１－８７６．　

［２］李　静．伯克霍尔德氏菌 ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓＢ－１对玫瑰

香葡萄采后病害生防潜力研究［Ｄ］．太原：山西大学，２０１６．

［３］秦　丹，石雪晖，胡亚平，等．葡萄采后贮藏保鲜研究进展［Ｊ］．

保鲜与加工，２００６（１）：９－１２．

［４］李丽梅．果蔬保鲜生物拮抗菌的筛选及剂型研究［Ｄ］．天津：天

津科技大学，２０１８．

［５］韩　君，范怀峰，王海娜，等．防治灰霉病药剂的开发进展［Ｊ］．

农药研究与应用，２０１１，１５（３）：５－１０．

［６］徐云飞，祁依佳，温思思，等．浙贝母黑斑病致病菌的分离鉴定及

分子检测［Ｊ］．浙江中医药大学学报，２０２０，４４（２）：１１１－１１８．

［７］白飞荣，姚　粟，凌　空，等．黄曲霉和米曲霉的多相鉴定方法

［Ｊ］．微生物学通报，２０１８，４５（１）：２１５－２２６．

［８］东秀珠，蔡妙英．常见细菌系统鉴定手册［Ｍ］．北京：科学出版

社，２００１．

［９］杨　迪，杜婵娟，张　晋，等．香蕉枯萎病拮抗菌贝莱斯芽孢杆菌

的筛选鉴定及其生物学特性［Ｊ］．中国生物防治学报，２０２１，３７

（１）：１６５－１７１．

［１０］ＱｉｕＺＣ，ＬｕＸ Ｍ，ＬｉＮ Ｙ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｇａｒｌｉｃ

ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｇａｒｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ［Ｊ］．

ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙＯｐｅｎ，２０１８，７（１）：ｅ００５４７．

［１１］ＮｏｃｈｉＺ，ＳａｈｅｂｅｋｈｔｉａｒｉＮ，ＫｈａｒａｚｉｈａＰ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ１６Ｓ

ｒＲＮＡ，２３ＳｒＲＮＡ ａｎｄｇｙｒＢ ｇｅｎｅｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ

ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｏｆＳｈｉｇｅｌｌａ ｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍ Ｉｒａｎ［Ｊ］． Ａｎｎａｌｓｏｆ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００９，５９（３）：６１５－６２２．

［１２］ＷｉｌｌｉａｍｓｏｎＢ，ＴｕｄｚｙｎｓｋｉＢ，ＴｕｄｚｙｎｓｋｉＰ，ｅｔａｌ．Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ：ｔｈｅ

ｃａｕｓｅｏｆｇｒｅｙｍｏｕｌｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２００７，８

（５）：５６１－５８０．

［１３］ＳｈｌｅｚｉｎｇｅｒＮ，ＧｏｌｄｆｉｎｇｅｒＮ，ＳｈａｒｏｎＡ．Ａｐｏｐｔｏｔｉｃ－ｌｉｋｅｐｒｏｇｒａｍｅｄ

ｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｆｕｎｇｉ：ｔｈｅｂｅｎｅｆｉｔｓｉｎｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ

ｉｎＯｎｃｏｌｏｇｙ，２０１２，２：９７．

［１４］ＷｅｄｇｅＤ Ｅ，ＳｍｉｔｈＢ Ｊ，ＱｕｅｂｅｄｅａｕｘＪＰ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｇｉｃｉｄｅ

ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｃｏｎｔｒｏｌｏｆｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｆｒｕｉｔｒｏｔｄｉｓｅａｓｅｓｉｎ

ＬｏｕｉｓｉａｎａａｎｄＭｉｓｓｉｓｓｉｐｐｉ［Ｊ］．ＣｒｏｐＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，２００７，２６（９）：

１４４９－１４５８．　

［１５］黄　曦，许兰兰，黄荣韶，等．枯草芽孢杆菌在抑制植物病原菌

中的研究进展［Ｊ］．生物技术通报，２０１０（１）：２４－２９．

［１６］郭　荣．我国生物农药的推广应用现状及发展策略［Ｊ］．中国

生物防治学报，２０１１，２７（１）：１２４－１２７．

［１７］朱昌雄，蒋细良，姬军红，等．我国生物农药的研究进展及对未

来发展建议［Ｊ］．现代化工，２００３，２３（７）：１－４．

［１８］黄运霞．生物农药的研究与应用概述［Ｊ］．农药市场信息，２０００

（３）：１４－１５．

［１９］张俊楠．两株盐生海芦笋内生真菌分离鉴定及其次级代谢产物
研究［Ｄ］．南京：南京农业大学，２０１５．

［２０］刘朝军，沈定霞．１６ＳｒＤＮＡ序列测定在细菌鉴定中的应用［Ｊ］．
军医进修学院学报，２０１１，３２（７）：７７４－７７６，７７９．

［２１］ＨａｌｌＬ，ＤｏｅｒｒＫＡ，ＷｏｈｌｆｉｅｌＳＬ，ｅｔａｌ．ＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＭｉｃｒｏＳｅｑ
ｓｙｓｔｅｍｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｂｙ１６ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＤＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ａ ｒｏｕｔｉｎｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙｌａｂｏｒａｔｏｒｙ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，
２００３，４１（４）：１４４７－１４５３．

［２２］ＯｌｓｅｎＧＪ，ＬａｒｓｅｎＮ，ＷｏｅｓｅＣＲ．ＴｈｅｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｄａｔａｂａｓｅ
ｐｒｏｊｅｃｔ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，１９９１，１９（Ｓ１）：２０１７－２０１８．

［２３］安　然，易图永，肖启明，等．ｇｙｒＢ基因在细菌分类和检测中的
应用［Ｊ］．江西农业学报，２０１０，２２（４）：１８－２０，２４．

［２４］ＫｕｍａｒＡ，ＡｓｔｈａｎａＭ，ＧｕｐｔａＰ，ｅｔａｌ．１６ＳｒＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｄｙｅ
ｄｅｃｏｌｏｒｉｚｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｓｏｉｌ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，２０１５，１１
（１）：１－５．

［２５］朱碧春，顾　丽，李　正，等．南极土壤芽孢杆菌的分离鉴定及
其防治玉米细菌性褐腐病的研究［Ｊ］．南京农业大学学报，
２０１７，４０（４）：６４１－６４８．

［２６］郝云婕，韩素贞．ｇｙｒＢ基因在细菌系统发育分析中的应用［Ｊ］．
生物技术通报，２００８（２）：３９－４１．

［２７］ＫａｓａｉＨ，ＷａｔａｎａｂｅＫ，ＧａｓｔｅｉｇｅｒＥ，ｅｔａｌ．ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｙｒＢ
ｄａｔａｂａｓｅｆｏｒｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．
ＧｅｎｏｍｅＩｎｆｏｒｍａｔｉｃｓＷｏｒｋｓｈｏｐｏｎＧｅｎｏｍｅＩｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，１９９８，９：
１３－２１．　

［２８］侯晓丽，曹清毅，潘劲草，等．霍乱弧菌和副溶血弧菌分离株的ｇｙｒＢ
基因系统发育分析［Ｊ］．微生物学报，２００６，４６（６）：８８４－８８９．

—２５１— 江苏农业科学　２０２４年第５２卷第１５期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［２９］ＷａｎｇＬＴ，ＬｅｅＦＬ，ＴａｉＣＪ，ｅｔａｌ．ＲｅｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＢａｃｉｌｌｕｓ

ａｘａｒｑｕｉｅｎｓｉｓＲｕｉｚ－Ｇａｒｃｉａｅｔａｌ．２００５ａｎｄＢａｃｉｌｌｕｓｍａｌａｃｉｔｅｎｓｉｓ

Ｒｕｉｚ－Ｇａｒｃｉａｅｔａｌ．２００５ａｓｌａｔｅｒｈｅｔｅｒｏｔｙｐｉｃｓｙｎｏｎｙｍｓｏｆＢａｃｉｌｌｕｓ

ｍｏｊａｖｅｎｓｉｓＲｏｂｅｒｔｓｅｔＡｌ．１９９４［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆ

ＳｙｓｔｅｍａｔｉｃａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００７，５７（Ｐｔ７）：１６６３－

１６６７．　

［３０］ＫｉＪＳ，ＺｈａｎｇＷ，ＱｉａｎＰＹ．ＤｉｓｃｏｖｅｒｙｏｆｍａｒｉｎｅＢａｃｉｌｌｕｓｓｐｅｃｉｅｓｂｙ

１６ＳｒＲＮＡａｎｄｒｐｏＢｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｕｓｅｆｕｌｎｅｓｓｆｏｒｓｐｅｃｉｅｓ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００９，７７

（１）：４８－５７．

［３１］ＣａｖａｇｌｉｅｒｉＬ，ＯｒｌａｎｄｏＪ，ＥｔｃｈｅｖｅｒｒｙＭ．Ｉｎｖｉｔｒｏｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｍｉｘｔｕｒｅｓｏｎＦｕｓａｒｉｕｍ ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｏｉｄｅｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｆｕｍｏｎｉｓｉｎＢ１

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ：ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｅｅｄｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｍａｉｚｅｒｏｏｔｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＬｅｔｔｅｒｓｉｎＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００５，４１（５）：３９０－３９６．

［３２］ＰａｌａｚｚｉｎｉＪＭ，ＤｕｎｌａｐＣＡ，ＢｏｗｍａｎＭＪ，ｅｔａｌ．Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ

ＲＣ２１８ａｓａｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌａｇｅｎｔｔｏｒｅｄｕｃｅＦｕｓａｒｉｕｍｈｅａｄｂｌｉｇｈｔａｎｄ

ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ：ｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎｄｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｃｌｕｓｔｅｒｐｒｏｆｉｌｅｓ［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１６，

１９２：３０－３６．

［３３］孙平平，崔建潮，贾晓辉，等．贝莱斯芽孢杆菌Ｌ－１对梨灰霉和

青霉病菌的抑制作用评价及全基因组分析［Ｊ］．微生物学报，

２０１８，５８（９）：１６３７－１６４６．

［３４］杨胜清．贝莱斯芽孢杆菌Ｓ６的鉴定、发酵条件优化及其生防作

用研究［Ｄ］．长春：吉林农业大学，２０１７．

陈淑童，刘　芮，陈魏锋，等．堆肥对烟草黑胫病的防效及作用机理研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０２４，５２（１５）：１５３－１５９．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２４．１５．０１９

堆肥对烟草黑胫病的防效及作用机理研究

陈淑童１，刘　芮２，陈魏锋３，杨自东３，李　振１，张　鑫１，陈芊如１，尤祥伟１，李义强１，沈广材２

（１．中国农业科学院烟草研究所，山东青岛２６６１０１；２．云南省烟草公司保山市公司，云南保山 ６７８０００；

３．云南省烟草公司大理州公司洱源县分公司三营烟站，云南洱源６７１２００）

　　摘要：为明确堆肥对烟草黑胫病的生防效果，进而揭示其抑菌防病机理，以蘑菇渣、浒苔粉、玉米秸秆、凹凸棒和生
物炭按照不同组合制备的４种堆肥为研究对象，采用菌丝生长速率法分析堆肥浸提液对烟草黑胫病菌的抑制效果，并
进一步通过扫描电镜观察菌体超微结构；采用盆栽试验，考察４种堆肥对烟草黑胫病的防治效果，并从烟草植物防御
酶活性、土壤理化性质和土壤酶活性的角度揭示防治机理。结果表明，４种堆肥浸提液原液对病原菌菌丝生长均有明
显的抑制作用，最高抑制率达８５．５４％，且电镜结果显示菌丝体受到严重破坏，而高温灭菌液几乎无抑制效果。盆栽
试验结果表明，堆肥处理显著促进了烟株的生长发育，最大叶长、最大叶宽和最大叶面积显著增加；降低了烟草黑胫病

的发生率和病情指数，其中堆肥Ａ（蘑菇渣＋浒苔粉＋秸秆＋凹凸棒）和ＡＢ（蘑菇渣＋浒苔粉＋秸秆＋凹凸棒＋生物
炭）防效可达１００％；改善了土壤理化性质和土壤酶活性，有效提高土壤ｐＨ值、速效磷含量、速效钾含量，提升土壤脲
酶和酸性磷酸酶活性。综上所述，堆肥处理可通过抑制病原菌生长、改善土壤理化性质和调节土壤酶活性，有效控制

烟草黑胫病的发生。
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　　烟草黑胫病是由土传卵菌寄生疫霉烟草致病
变种（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｐａｒａｓｉｔｉｃａｖａｒ．ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）引起的
维管束病害［１］。该病在众多烟区均有发生，不仅造

成了严重的损失且防治难度较大。过去多年中，选

育抗病品种、轮作和施用化学杀菌剂等已被广泛证

明其防治的有效性，然而，随着现代化农业要求升

级，这些措施的局限性逐渐显现，亟待寻求一种更

加环保、高效的防治策略［２］。

土壤有机改良可以在目前集约化的耕作制度

下，通过有效影响土壤微生物群落结构来提高土壤

肥力，进而实现防治病害和改良土壤的双重功

能［３］。作为土壤改良的主要策略之一，堆肥处理不

仅可以绿色无害化处理有机废弃物，还可以防控土

传病害，对于经济可持续健康发展具有重要意

义［４－５］。已有大量研究表明，堆肥及其浸提液可以
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