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黄瓜枯萎病拮抗菌的拮抗促生因子
检测及生物效应研究

马　 兴ꎬ董星晨ꎬ张　 健ꎬ罗超越ꎬ邓德雷ꎬ张春红ꎬ王友玲ꎬ邱慧珍
(甘肃农业大学资源与环境学院 / 甘肃省干旱生境作物学重点实验室ꎬ甘肃 兰州 ７３００７０)

摘　 要:以黄瓜枯萎病病原菌ꎬ尖孢镰刀菌黄瓜专化型(ＦＯＣꎬ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ.ｓｐ. ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ)为靶标筛选

拮抗菌ꎮ 通过初筛和复筛ꎬ获得 ２ 株对尖孢镰刀菌黄瓜专化型拮抗效果稳定、拮抗能力较强的细菌 ＱＨＺ Ｙｂ１ 和

ＱＨＺ Ｙｂ２(以下简称ꎬＹｂ１ 和 Ｙｂ２)ꎬ采用平板对峙法测定其拮抗作用ꎬ抑菌带宽度达 ３.３７ ｍｍ 和 ３.４２ ｍｍꎬ抑菌圈直

径>２.７ ｃｍꎬ抑菌率分别达到 ６１.９％和 ６２.３％ꎻ通过形态学结合生理生化及菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析ꎬ初步确定这两

株菌均为萎缩芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ)ꎻ潜在拮抗促生因子的测定结果表明:菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 具有多种拮抗促

生因子ꎬ其脂肽类粗提取物的抑菌率分别达到 ５７.４％和 ５８.０％ꎬ生长素 ＩＡＡ 的分泌量可达 １.５６ ｍｇ􀅰Ｌ－１和 ３.６９ ｍｇ􀅰
Ｌ－１ꎬ溶 Ｐ 量为 ０.７７ ｍｇ􀅰Ｌ－１和 １.１９ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ两个菌株均可产嗜铁素、分泌酪蛋白酶ꎻ种子萌发试验结果表明:Ｙｂ１ 和

Ｙｂ２ 菌液均可促进黄瓜种子的萌发ꎻ菌株生物效应的盆栽试验结果表明:Ｙｂ１、Ｙｂ２ 以及 Ｙｂ１＋Ｙｂ２ 菌悬液的处理不仅

对黄瓜枯萎病有明显的生防效果ꎬ而且可显著增加黄瓜植株的生物量ꎬ增加黄瓜植株根际土中细菌和放线菌的数

量ꎬ减少真菌和尖孢镰刀菌的数量ꎬ尤其以 Ｙｂ１＋Ｙｂ２ 菌悬液的处理效果最显著ꎬ对黄瓜枯萎病的发病率降低 １１.１１
个百分点ꎬ植株生物量增加 ５６.７％ꎮ 结论:菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 具有生防潜力ꎬ两菌株配合运用效果更好ꎮ
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　 　 黄瓜是具有较高经济价值的重要蔬菜作物[１]ꎬ
中国的黄瓜种植面积和总产量一直位于世界首位ꎮ
甘肃省是我国北方黄瓜的主要种植区[２]ꎬ２０１４ 年种

植面积达到 ２.３３ 万 ｈｍ２[３]ꎮ 近年来ꎬ黄瓜高密度、高
复指数的种植模式使其土传病害频繁发生ꎬ尤其是

由尖孢镰刀菌黄瓜专化型(ＦＯＣꎬＦｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
ｆ.ｓｐ. ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ)侵染引起的黄瓜枯萎病ꎬ是一种

极具毁灭性的土传真菌病害[４ ５]ꎬ在我国北方黄瓜

主要种植区该病造成黄瓜产量下降 １０％ ~ ３０％ꎬ严
重时可达 ８０％ ~ ９０％ꎬ给种植者带来极大的经济

损失[６ ７]ꎮ
目前黄瓜枯萎病的防治方法主要采用化学防

治[８]、物理防治[９]、农业防治[１０]及生物防治[１１] 等方

法ꎬ其中以药剂为主导的化学防治是控制黄瓜枯萎

病的重要手段ꎬ但是长期的化学防治会使病原菌产

生抗性ꎬ导致防治效果衰退ꎬ而且化学药剂在使用

过程中易在土壤中残留ꎬ会造成土壤微生物区系的

破坏和多样性下降等一系列土壤健康问题ꎬ其严重

阻碍了黄瓜产业的健康和可持续发展[１２ １４]ꎮ
相对于化学防治ꎬ生物防治是利用高效功能微

生物对黄瓜枯萎病进行防治ꎬ是一种对环境无污

染ꎬ对人畜无毒ꎬ对土壤中有益微生物无影响ꎬ对黄

瓜无副作用ꎬ且尖孢镰刀菌不易产生抗性ꎬ使用成

本较低的防治方法[１５ １７]ꎮ 目前已有许多生防菌剂

用于植物病虫害的防治ꎬ取得了可观的成效ꎬ其中

研究最多的高效功能微生物类群有:荧光假单胞菌

(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ )、 芽 孢 杆 菌 属 ( Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐｐ.)、木霉属(Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｓｐｐ.) [１８]ꎮ 据研究报道

枯草芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ)制成的生物有机肥

对棉花黄萎病的防治效果达到 ３９％以上[１９]ꎻ俞鲁

等[２０]筛选的芽孢杆菌ꎬ其生物有机肥对香蕉枯萎病

的防治效果达到 ７４％ꎻ有学者用解淀粉芽孢杆菌 Ｔｈ
１ 防治西瓜枯萎病ꎬ其盆栽试验结果发现:添加菌

株 Ｔｈ １ 的处理与对照相比防治效果增加７８.５％[２１]ꎻ

Ｐｅｒｚｅ Ｖｉｃｅｎｔｅ 等的研究发现:功能微生物———哈茨

木霉与抗病品种的结合ꎬ使香蕉枯萎病的防治效果

达到 ９５％[２２]ꎻ有研究针对辣椒青枯病(Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｏ￣
ｌａｎａｃａｒｕｍ)筛选拮抗菌ꎬ得到一株枯草芽孢杆菌

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ)ꎬ其对辣椒青枯病的防治效果很

好[２３]ꎮ 对于生物防治ꎬ高效功能微生物是其关键
因子[１]ꎮ

本研究采集了黄瓜蔬菜大棚枯萎病发病地块

的健康植株根际土和根系ꎬ通过分离、筛选ꎬ得到 ２
株对尖孢镰刀菌黄瓜专化型有稳定抑制作用的菌

株 ＱＨＺ Ｙｂ１ 和 ＱＨＺ Ｙｂ２(以下简称 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２)
并对 ２ 株菌进行了鉴定ꎬ探索了其潜在的拮抗促生

因子ꎬ检验了其对黄瓜种子萌发的影响及对植株防

病和促生的效果ꎬ旨在为黄瓜枯萎病的生物防治及

植株健壮生长提供优良菌株ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

黄瓜枯萎病病原菌:尖孢镰刀菌黄瓜专化型

(ＦＯＣꎬ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ)由本

实验室提供ꎮ
培养基 ＬＢ、ＰＤＡ、尖孢镰刀菌选择性培养基的

配制ꎬ采用凌宁等的方法[２４]ꎮ
菌株 ＤＮＡ 提取试剂盒购于上海生工生物工程

股份有限公司ꎮ
１.２　 拮抗菌的筛选

２０１４ 年 ９ 月在甘肃省白银市白银区ꎬ采集黄瓜

蔬菜大棚枯萎病发病地块的健康植株根际土和根

系ꎮ 称取根际土和根系共 ５ ｇꎬ其中根系用无菌剪刀

剪成 １ ｍｍ 的小段ꎬ进行梯度稀释ꎬ取 １０－４、１０－５、
１０－６的稀释液 ０.１ ｍＬ 涂布ꎬ２８ ℃恒温培养 ３ ｄ 后挑

选形态各异的菌落ꎬ纯化后采用平板对峙法筛选拮

抗菌ꎬ平板对峙法参照文献[１２]ꎮ
１.３　 拮抗菌的鉴定

拮抗菌传统的形态、生理生化鉴定参照«微生
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物学实验技术»的方法[２５ ２６]ꎮ
菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列测定及分析:采用 Ｅｚｕｐ 柱

式基因组细菌 ＤＮＡ 抽提试剂盒 ( Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈꎬ
Ｓｈａｎｇｈａｉꎬ Ｃｈｉｎａ)ꎬ 按照说明书的步骤提取细菌

ＤＮＡꎮ 使用 ＰＣＲ 对样品 １６Ｓ ｒＤＮＡ 进行扩增ꎬ引物

为:２７Ｆ、１４９２Ｒ[２７]ꎮ ＰＣＲ 反应程序:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ
９４℃ ４５ ｓꎬ５５ ℃ ４５ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３０ 次循环ꎻ７２ ℃
７ ｍｉｎꎬ４ ℃条件下ꎬ将 ＰＣＲ 产物进行纯化后交南京

金斯 瑞 生 物 科 技 有 限 公 司 ( Ｇｅｎｓｃｒｉｐｔꎬ Ｎａｎｊｉｎｇꎬ
Ｃｈｉｎａ)进行测序ꎬ测序结果在 ＮＣＢＩ 基因数据库中

进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ同时使用软件 ＭＥＧＡ７.０ 构建系

统发育树ꎮ
１.４　 拮抗菌拮抗促生因子检测

１.４.１　 拮抗菌脂肽类粗提取物的抑菌效果测定 　
打取直径 ５ ｍｍ 的黄瓜枯萎病病原菌菌饼接于 ＰＤＡ
固体平板中央ꎬ将牛津杯放置于距中央 ２.５ ｃｍ 处ꎬ
每皿放置 ４ 个ꎬ每个牛津杯中加 １００ μＬ 提取物ꎬ３
次重复ꎬ２５ ℃恒温培养 ７ ｄ 后ꎬ计算其抑菌率ꎬ拮抗

菌脂肽类物质粗提取参照文献[２８]ꎮ
１.４.２　 拮抗菌分泌 ＩＡＡ 的测定　 将活化后的菌株

分别接种至 ＬＢ 液体培养基中(每升 ＬＢ 液体培养基

中含色氨酸 ５ ｍｍｏｌ)ꎬ２８±２℃ꎬ１７０ ｒ / ｍｉｎ 摇床培养 ２
ｄꎬ取适量菌液ꎬ１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清

液 １ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 无菌离心管中ꎬ加入 Ｓａｌｋａｗｓｋｉ’ ｓ
显色剂显色ꎬ以不接菌的培养基为对照ꎬ３０ ｍｉｎ 后

对比观察颜色变化ꎮ 定量测定:将活化后的菌株分

别接种至 ＬＢ 液体培养基中(每升 ＬＢ 液体培养基中

含色氨酸 ５ ｍｍｏｌ)ꎬ２８±２ ℃ꎬ１７０ ｒ / ｍｉｎ 摇床培养 ２
ｄꎬ取适量菌液ꎬ１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清

液 １ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 无菌离心管中ꎬ加入 ＰＣ 显色剂[２９]

２ ｍＬꎬ３０ ｍｉｎ 后ꎬ测定 ＯＤ５３０值ꎬ以空白培养基为对

照ꎬ用纯的 ＩＡＡ 作标准曲线ꎬ计算菌株产 ＩＡＡ 的量ꎮ
１.４.３　 拮抗菌溶 Ｐ 能力测定　 定性测定:将菌株点

接于 Ｐｉｋｏｖａｓｋａｉａ[３０]固体平板上ꎬ每皿点接 ３ 次ꎬ３ 次

重复ꎬ２８±２ ℃恒温培养 ７ ｄꎬ观察菌株是否形成溶磷

圈ꎮ 定量测定:制备 １０８ ｃｅｌｌ / ｍＬ 的菌悬液ꎬＯＤ６００≈
２ꎬ分别接种各菌液 １ｍＬ 置 １００ｍＬ Ｐｉｋｏｖａｓｋａｉａ 液体

培养基中ꎬ２８±２ ℃ꎬ１７０ｒ / ｍｉｎ 摇床培养 １４ｄꎬ取菌液

于 ５０ｍＬ 的离心管ꎬ低温 ４ ℃ꎬ １００００ｒ / ｍｉｎꎬ离心

２０ｍｉｎꎬ以不接菌的 Ｐｉｋｏｖａｓｋａｉａ 液体培养基作对照ꎬ
用钼锑抗比色法测定上清液中有效 Ｐ 含量[３０]ꎮ
１.４.４　 拮抗菌产嗜铁素的测定　 在 ＬＢ 液体培养基

中ꎬ接种活化后的菌株ꎬ２８±２ ℃ꎬ１７０ ｒ / ｍｉｎ 摇床培

养 １２ ｈꎬ离心ꎬ获取上清液ꎬ按 １ ∶ １ 比例取菌株上清

液和 ＣＡＳ 显色液[３１] 混合ꎬ显色 ２ ｈꎬ以不接菌的培

养基作对照ꎬ３ 次重复ꎬ若培养基颜色改变ꎬ则有嗜

铁素产生ꎮ
１.４.５　 拮抗菌产酪蛋白酶的测定 　 将活化后的菌

株点接于酪蛋白固体培养基[３２]ꎬ每皿点接 ３ 次ꎬ３
次重复ꎬ２８±２ ℃恒温培养ꎬ观察菌株周围有无透明

圈产生ꎮ
１.５　 菌液对黄瓜种子萌发的影响

将黄瓜种子置于 ６０ ℃ 热水中ꎬ缓慢搅拌 １０
ｍｉｎꎬ再用 １％次氯酸钠溶液处理 １ ｍｉｎꎬ最后用无菌

水反复冲洗ꎮ 分别接种菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 于 ＬＢ 液体

培养基中ꎬ２８±２ ℃ꎬ１７０ ｒ / ｍｉｎ 摇床恒温培养 ２０ ｈꎬ
ＯＤ６００≈ ２ꎬ分别吸取 １ ｍＬ 均匀置于垫有无菌湿润

滤纸的培养皿内ꎬ每皿放置 １０ 粒大小均等的黄瓜种

子ꎬ３ 次重复ꎬ再将培养皿置于 ２８±２ ℃恒温培养箱

３６ ｈ(期间定期加 １ ~ ２ ｍＬ 无菌水保持培养皿内湿

度)ꎬ对照加等量 ＬＢ 液体培养基ꎬ观察出芽长度ꎮ
１.６　 拮抗菌生物效应研究

盆栽试验用土:用健康的大田土ꎬ土壤基本理

化性状:有机质 ７.４７ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ碱解氮 １６. ３０ ｍｇ􀅰
ｋｇ－１ꎬ速效磷 ２５. ８ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ速效钾 ３５０. ８４ ｍｇ􀅰
ｋｇ－１ꎬｐＨ 为 ７.８４ꎮ 盆栽试验共设 ４ 个处理:Ｔ１ꎬ对照

(ＣＫ)ꎻＴ２ꎬ ＋Ｙｂ１ 菌悬液ꎻＴ３ꎬ ＋Ｙｂ２ 菌悬液ꎻＴ４ꎬ ＋
(Ｙｂ１＋Ｙｂ２)菌悬液ꎮ １２ 盆 /处理ꎬ３ 株 /盆ꎬ５ ｋｇ 土 /
盆ꎬ常规的水肥管理ꎬ所有处理均在黄瓜移栽前 ７ ｄ
接种 ３.２９×１０４ ＣＦＵ / ｇ 尖孢镰刀菌黄瓜专化型孢子ꎬ
移栽时各处理均匀拌入菌悬液ꎬ加菌量达到 ０.８×１０６

ＣＦＵ / ｇꎮ
黄瓜种子用 ６０ ℃温水和 ５％过氧化氢消毒后

催芽育苗ꎬ在育苗盘育苗 ３０ ｄ 后移栽于盆钵ꎬ移栽

后观察记录植株生长和发病状况ꎬ在移栽 ６０ｄ 时ꎬ测
定不同处理黄瓜植株的生物量[１７] 并计算各处理枯

萎病的发病率及防治效果ꎬ测定根际可培养微生物

的数量[２０]ꎮ 发病率(％)＝ 发病植株 /调查总株数×
１００％ꎬ防治效果＝(对照发病率－处理发病率) /对照

发病率×１００％[１４]ꎮ
采用 ＳＰＳＳ ２０ 进行数据统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 菌株的筛选结果

通过 ７ｄ 对峙试验得到 ２ 株对黄瓜枯萎病病原

菌具有显著抑制作用的菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ꎬ抑菌带宽
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度达 ３.３７ ｍｍ 和 ３.４２ ｍｍꎬ抑菌圈直径>２.７ ｃｍꎬ抑
菌率分别达到 ６１.９％和 ６２.３％(图 １)ꎮ
２.２　 菌株的鉴定结果

２.２.１　 菌株的形态特征结果　 菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 在

ＬＢ 平板培养基上ꎬ２８±２ ℃ꎬ培养 ２４ ｈꎬ均可呈现明

显菌落ꎮ Ｙｂ１ 菌落呈圆形、乳白色、不透明、表面褶

皱、边缘为波状ꎻＹｂ２ 菌落呈圆形、乳白色、不透明、
表面有褶皱、边缘不整齐ꎻ３ ｄ 后两菌落均成褐色ꎮ
菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 革兰氏染色均呈阳性ꎬ均为中生

芽孢ꎮ
２.２.２　 菌株生理生化特性的测定结果　 对菌株 Ｙｂ１
和 Ｙｂ２ 进行生理生化特性的测定ꎬ结果见表 １ꎮ 通

过自动检索数据库比对测定结果ꎬ结果表明 Ｙｂ１ 和

Ｙｂ２ 均属于芽孢杆菌属ꎮ
２.２.３　 菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析结果　 菌株 Ｙｂ１ 和

Ｙｂ２ 的 １６ＳｒＤＮＡ 序列长度分别为 １４１２ ｂｐ 和 １４１７
ｂｐꎮ 在 ＮＣＢＩ 基因数据库中进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ绘制

系统发育树(图 ３)ꎮ 结果表明:菌株 Ｙｂ１ 与萎缩芽

孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＣＭ ９０７０ ＮＲ—

０２４６８９.１ 的亲缘性最高(图 ３Ａ)ꎬ菌株 Ｙｂ２ 与萎缩

芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＮＢＲＣ １５５３９ ＮＲ
１１２７２３.１ 的亲缘性最高(图 ３Ｂ)ꎬ结合菌株的形态特

征及生理生化测定结果ꎬ初步确定 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 均为

萎缩芽孢杆菌(Ｂ. ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ)ꎮ

图 １　 菌株 Ｙｂ１(ａ)和 Ｙｂ２(ｂ)对黄瓜枯萎病病原菌生长的影响(７ ｄ)
Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｙｂ１ (ａ) ａｎｄ Ｙｂ２ (ｂ) ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ.ｓｐ. ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ(７ ｄ)

(ａ)Ｙｂ１ 菌落形态ꎻ(ｂ)Ｙｂ１ 革兰氏染色ꎻ(ｃ)Ｙｂ１ 芽孢染色ꎻ(ｄ)Ｙｂ２ 菌落形态ꎻ(ｅ)Ｙｂ２ 革兰氏染色ꎻ(ｆ)Ｙｂ２ 芽孢染色

(ａ)Ｃｏｌｏｎｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎＹｂ１ꎻ (ｂ)Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｙｂ１ꎻ (ｃ)Ｓｐｏｒｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｔｒａｉｎＹｂ１ꎻ (ｄ)Ｃｏｌｏｎｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｙｂ２ꎻ
(ｅ)Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｙｂ２ꎻ (ｆ)Ｓｐｏｒｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｙｂ２

图 ２　 菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 形态学鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｙｂ１ ａｎｄ Ｙｂ２
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表 １　 菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 生理生化特性的测定结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｙｂ１ ａｎｄ Ｙｂ２

测定指标
Ｔｅｓｔ ｉｎｄｅｘ

试验结果 Ｒｅｓｕｌｔ
Ｙｂ１ Ｙｂ２

测定指标
Ｔｅｓｔ ｉｎｄｅｘ

试验结果 Ｒｅｓｕｌｔ
Ｙｂ１ Ｙｂ２

葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ ＋ 产 Ｈ２Ｓ Ｓｕｌｆｕｒｅｔｔｅｄ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ＋ ＋
果糖 Ｆｒｕｃｔｏｓｅ ＋ ＋ 产吲哚乙酸 Ｉｎｄｏｌｅ ＋ ＋
蔗糖 Ｓｕｃｒｏｓｅ ＋ ＋ 尿素水解 Ｕｒｅａ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ＋ －
淀粉 Ｓｔａｒｃｈ ＋ ＋ 柠檬酸 Ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ＋ ＋
甘油 Ｇｌｙｃｅｒｏｌ ＋ ＋ 苯丙氨酸 Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ＋ －

Ｖ Ｐ 试验 Ｖ Ｐ ｔｅｓｔ ＋ ＋ 色氨酸 Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｅ ＋ ＋
Ｍ Ｒ 试验 Ｍ Ｒ ｔｅｓｔ － － 酪氨酸 Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ＋ ＋
淀粉水解 Ａｍｙｌｏｌｙｓｉｓ ＋ ＋ 接触酶 Ｃａｔａｌａｓｅ ＋ ＋

明胶液化 Ｇｅｌａｔｉｎｅ ｌｉｑｕｅｆｉｃａｔｉｏｎ ＋ ＋ 硝酸盐还原 Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ＋ ＋
产氨 Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ＋ ＋ 石蕊牛奶试验 Ｌｉｔｍｕｓ ｍｉｌｋ ｔｅｓｔ ＋ ＋

　 　 注:＋:阳性反应ꎻ－:阴性反应ꎮ Ｎｏｔｅ:＋:ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎꎻ－:ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ.

图 ３　 Ｙｂ１(Ａ)和 Ｙｂ２(Ｂ)系统发育树

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｙｂ１ ａｎｄ Ｙｂ２

２.３　 菌株拮抗促生因子检测结果

２.３.１　 菌株脂肽类粗提取物的抑菌效果　 菌株 Ｙｂ１
和 Ｙｂ２ 脂肽类粗提物的抑菌效果如图 ４ꎬ抑菌率分

别为 ５７.４％和 ５８.０％ꎮ
２.３.２　 菌株分泌 ＩＡＡ 的测定结果　 如图 ５ 结果显

示ꎬ加入 Ｓａｌｋａｗｓｋｉ’ ｓ 显色剂ꎬ显色 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ菌株

Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 的上清液均较 ＣＫ 颜色变深ꎬ说明菌株

Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 均分泌 ＩＡＡꎮ 定量测定结果表明ꎬ菌株

Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 分 泌 ＩＡＡ 的 量 分 别 为 １. ５６ ｍｇ 􀅰
Ｌ－１ꎬ３.６９ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎮ
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图 ４　 Ｙｂ１(ａ)和 Ｙｂ２(ｂ)脂肽类粗提物对黄瓜枯萎病病原菌生长的影响
Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅ ｆｒｏｍ Ｙｂ１(ａ) ａｎｄ Ｙｂ２(ｂ)ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｏｆ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｗｉｌｔ

图 ５　 菌株 Ｙｂ１(ａ)和 Ｙｂ２(ｂ)产 ＩＡＡ
Ｆｉｇ.５　 ＩＡＡ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｆｒｏｍ Ｙｂ１(ａ) ａｎｄ Ｙｂ２(ｂ)

２.３.３　 菌株溶 Ｐ 能力测定结果　 图 ６ 结果显示ꎬ在
菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 的菌落周围有明显的溶磷圈ꎬ且后

者显著大于前者ꎬ定量测定结果表明ꎬ菌株 Ｙｂ１ 和

Ｙｂ２ 的溶磷量分别为 ０.７７ ｍｇ􀅰Ｌ－１和 １.１９ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎮ
２.３.４　 菌株产嗜铁素的测定结果 　 如图 ７ 结果显

示ꎬ对比 ＣＫꎬ菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 的上清液颜色改变ꎬ
说明菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 均产嗜铁素ꎮ
２.３.５　 菌株产蛋白酶的测定结果 　 点接在酪蛋白

培养基(图 ８)上的 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 菌株周围均有明显

的透明圈产生ꎬ说明两菌株均有产酪蛋白酶的能力

且 Ｙｂ２ 菌株产酪蛋白酶的能力强于 Ｙｂ１ꎮ

图 ６　 菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 溶 Ｐ
Ｆｉｇ.６　 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｙｂ１ ａｎｄ Ｙｂ２

图 ７　 菌株 Ｙｂ１(ａ)和 Ｙｂ２(ｂ)产嗜铁素

Ｆｉｇ.７　 Ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｆｒｏｍ Ｙｂ１(ａ) ａｎｄ Ｙｂ２(ｂ)

２.４　 菌液对黄瓜种子萌发的影响结果

如图 ９ 所示ꎬ黄瓜种子催芽 ３６ ｈ 后ꎬ接种 Ｙｂ１
和 Ｙｂ２ 菌液的黄瓜种子出芽长度明显长于 ＣＫꎬ说

明菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 均能促进黄瓜种子的萌发及芽

的生长ꎮ
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２.５　 拮抗菌生物效应研究结果

如表 ２ 所示ꎬ对比 ＣＫꎬＹｂ１、Ｙｂ２、Ｙｂ１＋Ｙｂ２ 菌悬

液的处理不仅对黄瓜枯萎病有不同程度的生防效

果ꎬ而且均使植株生物量增加ꎮ 对比 ＣＫꎬＹｂ１ 和

Ｙｂ２ 菌悬液无论是单独使用还是加和在一起使用ꎬ
都使黄瓜枯萎病的发病率降低 ５.０％以上ꎬ防治效果

达到 ６.０％以上ꎬ其中 Ｙｂ１＋Ｙｂ２ 菌悬液的处理使黄

瓜枯萎病的发病率降低了 １１.１１ 个百分点ꎮ 黄瓜移

栽后 ６０ ｄꎬ接种 Ｙｂ１、Ｙｂ２ 和 Ｙｂ１＋Ｙｂ２ 菌悬液处理

的株高分别比 ＣＫ 增加了 ５２.１％、３４.０％和 ７３.７％ꎬ
植株干重增加了 １７.９％、８.９％和 ５６.７％ꎬ植株地上部

和根系干重分别增加了 １５.９７％和 ６.１４％、５３.０７％和

６１.１１％、７７.７８％和 １３８.８９％ꎮ 可以看出ꎬＹｂ１ 和 Ｙｂ２
无论对黄瓜植株地上部还是根系生长的促进作用ꎬ
均具有明显的加和效果ꎮ

各处理对黄瓜根际土中可培养微生物数量的

计数结果如表 ３ 所示ꎮ 可以看出ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＹｂ１、
Ｙｂ２ 和 Ｙｂ１＋Ｙｂ２ 菌悬液处理的黄瓜植株根际土中

的细菌、放线菌数量明显增加ꎬ真菌和尖孢镰刀菌

数显著减少ꎬ说明拮抗菌 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 能够抑制病原

菌的数量ꎬ使根际微生物区系向健康转变ꎬ有利于

降低植株发病率而且加和效果突出ꎮ

图 ８　 菌株 Ｙｂ１(ａ)和 Ｙｂ２(ｂ)产蛋白酶

Ｆｉｇ.８　 Ｃａｓｅａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｆｒｏｍ Ｙｂ１(ａ) ａｎｄ Ｙｂ２(ｂ)

图 ９　 菌株 Ｙｂ１(ａ)和 Ｙｂ２(ｂ)对黄瓜种子萌发的影响

Ｆｉｇ.９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｙｂ１(ａ) ａｎｄ Ｙｂ２ (ｂ) ｏｎ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

表 ２　 不同处理对黄瓜枯萎病的防治效果及黄瓜植株生长的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｆｕｓａｒｉｕｍ ｗｉｌｔ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

发病率
Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ / ％

防治效果
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ / ％

株高
Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ / ｃｍ Ｐｌａｎｔ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ / ｇ 地上部干重

Ｓｈｏｏｔｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ / ｇ
地下部干重

Ｕｎｄｅｒｇｒｏｕｎｄ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ / ｇ
ＣＫ ８０.５５±４.８１ａ －－ ４８.５０±２.５２ｄ ４.２５±０.１０ｃ ４.０７±０.１１ｃ ０.１８±０.０３ｄ
Ｙｂ１ ７５.００±０.００ａｂ ６.９０ ７３.７５±２.８７ｂ ５.０１±０.０８ｂ ４.７２±０.０６ｂ ０.２９±０.０２ｃ
Ｙｂ２ ７２.２２±４.８１ｂ １０.３４ ６５.００±２.９４ｃ ４.６３±０.３９ｂ ４.３２±０.３８ｂ ０.３２±０.０３ｂ

Ｙｂ１＋ Ｙｂ２ ６９.４４±２.７３ｂ １３.７９ ８４.２５±３.７８ａ ６.６６±０.１２ａ ６.２３±０.１４ａ ０.４３±０.０２ａ
　 　 注:同列数值后不同字母表示差异达 ５％显著水平ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ｖａｌｕｅｓ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ ５％ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ.

表 ３　 不同处理对黄瓜根际土中可培养微生物数量的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｉｎｃｕｃｕｍｂｅｒ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ 细菌数 / (１０７ＣＦＵ􀅰ｇ－１)
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｕｎｔ

真菌数 / (１０５ＣＦＵ􀅰ｇ－１)
Ｆｕｎｇｉ ｎｕｍｂｅｒ

放线菌数 / (１０６ＣＦＵ􀅰ｇ－１)
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ

尖孢镰刀菌数 / (１０４ＣＦＵ􀅰ｇ－１)
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｆ. ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

ＣＫ ０.６６±０.１２ｂ ２.５３±０.２０ａ ０.６８±０.１１ｂ ７.１７±０.１１ｂ
Ｙｂ１ １.０８±０.１６ａ １.８４±０.１３ｂ １.２４±０.１３ａ ４.２６±０.０６ａ
Ｙｂ２ １.０３±０.１３ａ １.７８±０.１５ｂ １.２８±０.１７ａ ４.０３±０.０７ａ

Ｙｂ１＋Ｙｂ２ １.１２±０.３９ａ １.７０±０.１４ｂ １.３０±０.２２ａ ３.６９±０.０６ａ
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３　 结论与讨论

芽孢杆菌是一类重要的生防菌ꎬ不仅对植物病

害有防治作用而且能够促进植物的生长发育[３３]ꎮ
有研究发现枯草芽孢杆菌 Ｂ２９ꎬ其菌剂(７×１０６ ＣＦＵ
􀅰ｍＬ－１)对黄瓜枯萎病的田间防效达 ８４.９％ꎬ增产

１２.５７％[３４]ꎮ 据研究报道生防菌 ＣＴ２０５ 不仅对黄瓜

生长有促进作用而且对黄瓜枯萎病的防治效果达

到 ５１.８５％[３５]ꎮ 有研究者对几株芽孢杆菌的促生能

力进行了研究ꎬ结果发现其对温室条件下的玉米和

番茄有显著的促生作用[３６]ꎮ 本研究通过平板对峙

试验筛选到 ２ 株拮抗效果好的菌株:Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ꎬ通
过形态学结合生理生化及菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分

析ꎬ初步确定这两株菌均为萎缩芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ)ꎮ

生防芽孢杆菌通过产生抗菌物质及其它生防

机制共同或单独作用发挥良好的生防效果[３７]ꎮ 生

防芽孢杆菌发挥抗菌作用抑制病原菌主要源于其

分泌的脂肽类抗生素ꎬ包括伊枯草素( Ｉｔｕｒｉｎ)、泛革

素( Ｆｅｎｇｙｃｉｎ) 和表面活性素 ( Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ) 三大类脂

肽[３８]ꎮ 陈莉的研究发现萎缩芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｔ￣
ｒｏｐｈａｅｕｓ)Ｂ４４ 产生的 ｉｔｕｒｉｎ Ａ 是关键的抑菌活性物

质ꎬ菌株 Ｂ４４ 在田间条件下ꎬ对棉苗立枯病、棉花黄

萎病、加工番茄根腐病均有良好的生防治效果[３９]ꎮ
生防菌 Ｂｓ ９１６ 分泌的脂肽类化合物 Ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎ
Ｌꎬ用 ５００ μｇ􀅰ｍＬ－１防治水稻纹枯病和苗瘟ꎬ防效分

别为 ７０.８％和 ５６.３％[４０]ꎮ 生防芽孢杆菌也可以通

过分泌细胞壁降解酶抑制病原菌的生长[４１] 以及通

过产嗜铁素ꎬ在与病原菌竞争铁元素时占据绝对优

势ꎬ使病原菌因缺铁而生长异常ꎬ进而起到生防作

用[３８]ꎮ 研究发现菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 的脂肽类粗提取

物(用量:１００ μＬ)对黄瓜枯萎病病原菌的抑菌率分

别达到 ５７.４％和 ５８.０％ꎬ且均产蛋白酶和嗜铁素ꎬ菌
株 Ｙｂ２ 产蛋白酶的能力较 Ｙｂ１ 强ꎬ说明菌株 Ｙｂ１ 和

Ｙｂ２ 具有良好的生防潜力ꎬＹｂ２ 的防治效果或许强

于 Ｙｂ１ꎻ盆栽试验检验菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 的生防能力

发现:Ｙｂ１、Ｙｂ２ 及 Ｙｂ１＋Ｙｂ２ 菌悬液处理对黄瓜枯萎

病的防治效果分别为 ６.９％、１０.３４％、１３.７９％ꎬ菌株

Ｙｂ２ 的生防效果较 Ｙｂ１ 好ꎬ这与菌株平板对峙试验

和菌株脂肽类粗提取物的抑菌效果及酪蛋白酶的

分泌量结果一致ꎻＹｂ１＋Ｙｂ２ 菌悬液处理的生防效果

最好ꎬ说明两菌株具有加和效应ꎮ
有些生防芽孢杆菌通过促进植物生长间接的

发挥其生防作用[４２]ꎬ其促生机制包括:产生长素

(ＩＡＡ)促进植物生长、产嗜铁素将多余的铁元素供

给植物、溶磷使土壤中无效态磷转化成有效态磷[４３]

等ꎮ 菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 既能分泌生长素(ＩＡＡ)ꎬ也可

溶磷并产嗜铁素ꎬ通过种子发芽试验及盆栽试验检

验其防病和促生能力发现:菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 对黄瓜

种子的萌发有促进作用ꎮ 盆栽试验结果表明:对比

ＣＫꎬＹｂ１、Ｙｂ２ 及 Ｙｂ１＋Ｙｂ２ 菌悬液处理均使黄瓜植

株生物量增加ꎬ株高分别增加了 ５２. １％、３４. ０％、
７３.７％ꎬ植株干重增加了 １７.９％ꎬ８.９％和 ５６.７％ꎬ植
株地上部和根系干重分别增加了 １５.９７％、６.１４％、
５３.０７％ꎬ６１.１１％、７７.７８％、１３８.８９％ꎮ 以上说明ꎬ菌
株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 对黄瓜植株地上部及根系生长具有

促进作用且有明显的加和效应ꎻ株高和植株地上部

干重的增加量 Ｙｂ１>Ｙｂ２ꎬ根系干重的增加量 Ｙｂ２>
Ｙｂ１ꎬ这可能与菌株促生机制的主要作用部位和产

生量有关ꎮ
根际是病原微生物和有益微生物的运动场和

战场[４４]ꎬ根际病原微生物和有益微生物的数量和密

度对植物生长和健康有非常重要的影响[４５ ４６]ꎮ 健

康的根际体系ꎬ微生物群体相对平衡ꎬ这种平衡一

旦被打破ꎬ有益微生物减少ꎬ病原微生物增加ꎬ从而

导致植物病害产生及作物产量下降[４７]ꎮ 在土壤中

添加有益微生物ꎬ不仅改善根际微生物群体的相对

平衡ꎬ而且有利于防治植物病害ꎮ 盆栽试验的结果

表明:与 ＣＫ 相比ꎬＹｂ１、Ｙｂ２ 及 Ｙｂ１＋Ｙｂ 菌悬液处理

尖孢镰刀菌及真菌数量明显减少ꎬ细菌和放线菌的

数量增加ꎬ根际微生物区系明显改善ꎬ结果与其防

治效果一致ꎬ两种菌的加和处理对尖孢镰刀菌的抑

制效果更好ꎮ
菌株 Ｙｂ１ 和 Ｙｂ２ 不仅具有多种拮抗促生因子ꎬ

而且在实践中表现了抗病促生能力ꎬ因此菌株 Ｙｂ１
和 Ｙｂ２ 具有生防潜力ꎬ两株菌配合应用效果更好ꎮ
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