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陕西地区花椒主要病害的
生防菌筛选与鉴定
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摘　 要:为开发针对陕西地区花椒主要病害的生防菌资源ꎬ对陕西省宝鸡市凤县花椒根际土壤微生物进行分离

培养ꎬ并测定了其对花椒的 ４ 种靶标病原菌ꎬ即干腐病菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｚａｎｔｈｏｘｙｌｉ)、黑胫病菌(Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｃｉｔｒｏｐｈｔｈｏｒａ)、
根腐病菌(Ｆ. ｓｏｌａｎｉ)和落叶病菌(Ｍａｒｓｓｏｎｉｎａ ｓｐ.)的抑菌活性ꎮ 结果显示:从花椒根际土壤中共分离到 ２９７ 个微生物

菌株ꎬ其中 １０５ 个为真菌ꎬ１９２ 个为细菌ꎮ 通过初筛ꎬ获得了 ２０ 个对 ３ 种及以上靶标病原菌均具有显著拮抗作用的细

菌菌株ꎬ经形态学和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析ꎬ将其中 ７ 个鉴定为贝莱斯芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ)ꎬ５ 个鉴定为解淀粉

芽孢杆菌(Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ)ꎬ３ 个鉴定为伯克霍尔德氏菌属(Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ)的不同种ꎬ２ 个鉴定为安徽黄杆菌(Ｆｌａ￣
ｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｈｕｉｅｎｓｅ)ꎬ３ 个为其他种ꎮ 经复筛和验证ꎬ发现贝莱斯芽孢杆菌 Ｐ８７ 的生防潜力最强ꎬ可以作为花椒病

害生物防治的备选菌种ꎮ
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　 　 花椒(Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍ ｂｕｎｇｅａｎｕｍ Ｍａｘｉｍ)为芸香科

花椒属的落叶灌木或小乔木ꎬ是我国重要的经济林

和生态林树种ꎮ 花椒以耐干旱、瘠薄、适应性强、投
资小、见效快、效益高、寿命长、分布广、管理方便等

优势ꎬ已成为陕西、甘肃等干旱、半干旱及丘陵地区

发展农村商品经济的重要经济树种ꎬ发展花椒产业

已成为农民增收的重要途径[１]ꎮ 陕西是我国花椒

的原产地和主产地ꎬ产量和面积均居全国之首ꎬ主
要分布在凤县、韩城、府谷、耀州、延川、宣州、太白、
富平等地ꎬ由于凤县花椒品质优良、麻香浓郁ꎬ已逐

渐成为国内高品质花椒的领导品牌ꎬ２００５ 年国家林

业和草原局将凤县命名为“中国花椒之乡”ꎬ其中知

名品种‘凤椒’被誉为“花椒之王” [２]ꎮ 近年来随着

国家大力发展乡村经济作物政策的指引与带动ꎬ陕
西省花椒的种植面积快速增加ꎮ 随着花椒种植面

积的扩大和集约化种植方式出现ꎬ以及环境和气候

风险的日益加剧ꎬ椒园土壤质量下降、椒树长势衰

弱、花椒病害等问题也日益突出ꎬ影响了花椒产业

的发展ꎮ 目前ꎬ陕西省花椒种植中的主要病害有干

腐病、根腐病、黑胫病和落叶病等[３－５]ꎬ这些病害的

防治以化学防治措施为主ꎮ 然而ꎬ化学农药的大量

使用不仅会造成环境污染ꎬ还会使有害生物产生抗

药性而导致其再次爆发ꎬ同时加剧土壤板结、生态

破坏和水土流失等现象[６]ꎮ 生物防治可以有效地

解决化学防治导致的弊端ꎮ 因此ꎬ开发干旱半干旱

地区花椒主要病害的生防菌资源迫在眉睫ꎮ
开发生防菌资源是进行植物病害生物防治的

基础ꎮ 根际是指植物根系与土壤之间进行能量和

物质交换的直接接触区ꎬ它不仅是微生物栖息的热

点区域ꎬ同时也是微生物与植物进行互作最密切和

活跃的地带[７]ꎮ 研究发现ꎬ根际土壤微生物在促进

宿主植物吸收营养和维持植物健康中发挥着重要

作用ꎬ可通过产生激素类代谢物促进植物生长[８]ꎬ
或通过溶磷、固氮、解钾和产生铁载体等方式为植

物提供可利用的营养元素[９]ꎬ还能通过产生抑菌活

性物质、诱导植物产生系统抗病性或与病原物竞争

营养物质和生态位而降低植物病害的发生[１０]ꎮ 随

着国内外对植物根际土壤微生物的深入研究ꎬ发现

根际土壤微生物在促进化肥减施增效和农业绿色

发展中具有巨大应用潜力ꎬ是微生物肥料和微生物

农药的主要菌种来源ꎬ深入开发利用植物根际微生

物资源能为农林产业增产和增收提供新的思路ꎮ
因此ꎬ本研究通过对花椒根际土壤微生物的分离培

养ꎬ分析其对陕西地区花椒主要病害病原菌的抑菌功

能ꎬ以期为花椒病害的绿色防治提供依据ꎬ同时助力

推动我国干旱半干旱地区花椒产业的进一步发展ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

供试培养基:马铃薯葡萄糖琼脂( ＰＤＡ) 培养

基ꎬ配方为马铃薯 ２００ ｇ、葡萄糖 ２０ ｇ、琼脂 １５ ~ ２０
ｇ、水 １ ０００ ｍＬꎬ自然 ｐＨ 值ꎻ牛肉膏蛋白胨琼脂

(ＢＰＡ)培养基ꎬ配方为牛肉膏 ３ ｇ、蛋白胨 １０ ｇ、ＮａＣｌ ５
ｇ、琼脂 １５ ~ ２５ ｇ、水 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ 值 ７.４ꎻ高氏 １ 号

(Ｇ１)培养基ꎬ配方为可溶性淀粉 ２０ ｇ、ＫＮＯ３ １ ｇ、
Ｋ２ＨＰＯ４ ０.５ ｇ、ＭｇＳＯ４７Ｈ２Ｏ ０.５ ｇ、ＮａＣｌ ０.５ ｇ、ＦｅＳＯ４

７Ｈ２Ｏ ０.０１ ｇ、琼脂 ２０ ｇ、水 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ 值 ７.４ꎮ
供试病原菌:靶标病原菌为陕西地区花椒的 ４ 种

主要病害病原菌ꎬ分别为花椒干腐病菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｚａｎ￣
ｔｈｏｘｙｌｉ)、花椒黑胫病菌(Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｃｉｔｒｏｐｈｔｈｏｒａ)、花
椒根腐病菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ)和花椒落叶病菌(Ｍａｒｓｓｏ￣
ｎｉｎａ ｓｐ.)ꎬ由西北农林科技大学林学院森林病理实

验室提供ꎬ均采用 ＰＤＡ 培养基进行活化培养ꎮ
１.２　 花椒根际土壤的采集

采样地为陕西省宝鸡市凤县花椒试验示范站

(凤州镇白石铺村ꎬ１０６°３９′Ｅꎬ３３°５９′Ｎ)ꎬ平均海拔

１ ０６１ ｍꎬ该区属于暖温带山地气候ꎬ特点为垂直变

化明显ꎬ小气候差异大ꎬ降水集中ꎬ分布不均ꎬ气温

日差较大ꎮ 年日照率为 ４２％ꎬ年日照平均为 １ ８４０.３
ｈꎬ地面年平均温度为 １３. ５℃ꎬ最高 １４. ３℃ꎬ最低

１２.７℃ꎬ年平均降水 ６１３.２ ｍｍꎬ全年多盛行东风和西

南风ꎮ 椒园土壤为粗砂质棕壤土ꎬ颗粒适中ꎬ保肥

保水性一般ꎬ有机质含量较高ꎬ为人工管理花椒林ꎮ
林地无间作植物ꎮ 椒园采用地膜滴灌ꎬ生育期滴灌

５~７ 次ꎬ基肥为磷酸二铵、尿素、硫酸钾和混合有机

肥等[１１]ꎮ
于 ２０２１ 年 ８ 月在凤县花椒试验示范站椒园内

随机选择 ４ 株 ５ 年生的健康‘凤县大红袍’花椒树ꎬ
除去表层土壤ꎬ采用抖落法采集根际土[１２]ꎮ 具体操

作方式为:以树干基部为中心ꎬ在距离其 １５ ｃｍ 处的

圆周上设置 ５ 个取样点ꎬ用土钻挖取距表土 １０ ~ ３０
ｃｍ 深度的土壤ꎬ收集土壤中的直径为 ２~５ ｍｍ 的花

椒细根ꎬ抖落细根上的大颗粒土壤ꎬ将细根带回实

验室ꎬ用力抖落细根上的土(距离根表<４ ｍｍ)ꎬ即
为根际土壤ꎮ 将同一株花椒的根际土混合装入密

封袋ꎬ共 ４ 个样品ꎬ备用ꎮ
１.３　 花椒根际土壤微生物的分离

使用稀释涂布平板法ꎬ分别采用 ＰＤＡ、ＢＰＡ 和

Ｇ１ 培养基对花椒根际土壤微生物进行分离[１３]ꎮ 每

份花椒根际土各取 ２.５ ｇꎬ加入含有 ９０ ｍＬ 无菌水
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(内有 ３０~４０ 粒无菌玻璃珠)的三角瓶中ꎬ振荡混匀

１５ ｍｉｎꎬ即得浓度为 １０－１ ｇｍＬ－１的土壤悬浮液ꎮ 然

后分别制备浓度为 １０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６ ｇ
ｍＬ－１和 １０－７ ｇｍＬ－１的系列土壤稀释液ꎬ取 ５０ μＬ
涂布于各分离培养基上ꎬ置于恒温培养箱进行暗培

养ꎮ ＰＤＡ 上涂布的土壤悬浮液浓度分别为 １０－３、
１０－４ ｇｍＬ－１ 和 １０－５ ｇｍＬ－１ꎬ培养温度为 ２５℃ꎻ
ＢＰＡ 和 Ｇ１ 培养基涂布的土壤悬浮液浓度分别为

１０－４、１０－５ ｇｍＬ－１ 和 １０－６ ｇｍＬ－１ꎬ培养温度为

３７℃ꎮ 每 ２４ ｈ 观察各培养基平板上微生物菌落形

态并挑取单菌落ꎬ在相应的新培养基平板上进行纯

化与保存ꎮ
１.４　 花椒主要病原菌的拮抗菌株初筛

以花椒干腐病菌、根腐病菌、黑胫病菌和落叶

病菌为靶标病原菌ꎬ采用平板对峙培养法[１４] 检测所

有根际土壤微生物菌株的拮抗活性ꎮ 将直径为 ５
ｍｍ 的靶标病原菌的菌丝块接种在 ＰＤＡ 平板中央ꎬ
在距离菌饼 ２.５ ｃｍ 处呈“十”字接种 ４ 个不同的待

测菌株ꎬ以只接种病原菌的处理为对照ꎬ２５℃暗培养

６~１０ ｄꎬ每天观察记录待测菌株对病原菌的拮抗作

用ꎬ并测量病原菌的菌落半径( ｒꎬｍｍ)ꎬ根据如下公

式计算抑菌率(Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ ＩＲ):
ＩＲ(％) ＝ ( ｒ０ － ｒ) × １００ / ( ｒ０ － ２.５)

其中ꎬｒ０为对照组靶标病原菌的半径(ｍｍ)ꎻｒ 为处理

组靶标病原菌的半径(ｍｍ)ꎮ
根据抑菌率的大小ꎬ将待测菌株对靶标病原菌

的拮抗活性分为 ４ 个等级:＋ ＋ ＋(最强ꎬ抑菌率≥
７０％)、＋＋(较强ꎬ３０％≤抑菌率<７０％)、＋(弱ꎬ１０％
≤抑菌率<３０％)、０(无抑菌活性ꎬ抑菌率<１０％)ꎮ
将对 ３ 种及以上靶标病原菌抑菌率≥７０％的拮抗菌

株标记为 ＡＩ(Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ)菌株ꎮ
１.５　 ＡＩ 菌株的鉴定

首先将 ＡＩ 菌株接种到培养基上ꎬ２５℃暗培养 ２
ｄ 后ꎬ观察记录菌落形态特征ꎮ 基于形态学的初步

鉴定结果ꎬ分析 ＡＩ 菌株的革兰氏染色反应ꎮ 最后ꎬ
采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析对 ＡＩ 菌株进行分子鉴定ꎮ
ＡＩ 菌株的 ＤＮＡ 提取采用 ＣＴＡＢ 法ꎬ１６Ｓ ｒＤＮＡ 的

ＰＣＲ 扩增引物为 ２７Ｆ(５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ￣
ＣＡＧ － ３′) 和 １４９２Ｒ ( ５′ － ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴ￣
ＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′) [１５]ꎮ ＰＣＲ 扩增产物经琼脂糖凝胶

电泳检测合格后ꎬ送生工生物工程(上海)股份有限

公司测序ꎮ 所得序列经拼接后在 ＮＣＢＩ 数据库进行

ＢＬＡＳＴ 分析ꎬ并将其提交至 ＮＣＢＩꎬ获取相应的 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 登录号ꎮ 结合比对分析结果从 ＧｅｎＢａｎｋ 中下

载相 关 菌 株 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序 列ꎬ 采 用 邻 近 法

(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ＪｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)构建 ＡＩ 菌株的系统发育树ꎬ
分析 ＡＩ 菌株的系统发育关系ꎮ
１.６　 ＡＩ 菌株的抑菌活性复筛

为进一步验证 ＡＩ 菌株对靶标病原菌的抑菌活

性ꎬ再次采用平板对峙培养法分析所有 ＡＩ 菌株对 ４
种靶标病原菌的抑菌活性ꎮ 具体操作及分析方法同

１.４ 节ꎬ其区别为在每个靶标病原菌四周的“十”字接

种位点上接种同一个 ＡＩ 菌株ꎮ 经复筛分析后ꎬ将同

时对 ４ 种供试靶标病原菌抑菌率≥７０％的菌株标记

为 ＯＡＩ 菌株(Ｏｐｔｉｍａｌ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓꎬ ＯＡＩ)ꎮ
１.７　 ＯＡＩ 菌株的抑菌活性验证

以花椒根腐病菌为靶标病原菌ꎬ采用抑菌圈法

验证 ＯＡＩ 菌株的抑菌活性ꎮ 将 ＯＡＩ 菌株接种在

ＰＤＡ 培养基平板中央ꎬ以 ＯＡＩ 菌株为中心ꎬ在距离

其 ３ ｃｍ 处的圆周上均匀地接种 ８ 个根腐病菌的菌

饼(直径 ５ ｍｍ)ꎮ 以不接种 ＯＡＩ 菌株为对照ꎮ 将所

有培养基平板放置于 ２５℃暗培养ꎬ每天观察病原菌

的生长情况ꎬ待对照组中根腐病菌菌丝在培养基中

央汇合时ꎬ测量处理组的抑菌圈直径ꎬ以抑菌圈直

径的大小为指标ꎬ验证 ＯＡＩ 菌株的抑菌活性ꎮ
１.８　 数据分析

采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 对试验数据进行统计分析ꎬ采
用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 法检验各数据之间的差异显著性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 花椒根际土壤微生物的分离与抑菌活性初筛

从花椒根际土壤中共分离到 ２９７ 个菌株ꎬ其中ꎬ
１０５ 个为真菌ꎬ１９２ 个为细菌ꎮ 从 ＰＤＡ、ＢＰＡ 和 Ｇ１
培养基上分离到的菌株数分别为 ８７、８０、１３０ 个(图
１Ａ)ꎮ 通过分析 ２９７ 个供试菌株对 ４ 种靶标病原菌

的抑菌率ꎬ发现大部分供试菌株没有抑菌活性ꎬ而
对任意 ３ 种及以上靶标病原菌具有显著抑菌活性

(抑菌率≥７０％)的菌株有 ２０ 个(图 １Ｂ)ꎬ分别为

Ｐ３、Ｐ１４、Ｐ３２、Ｐ５３、Ｐ６６、Ｐ８３、Ｐ８７、Ｂ１、Ｂ３、Ｂ８、Ｂ１１、
Ｂ１７、Ｂ２６、Ｂ２７、Ｂ４９、Ｂ７９、Ｇ２７、Ｇ４７、Ｇ５１ 和 Ｇ１００ꎬ将
这些菌株标记为 ＡＩ 菌株ꎮ
２.２　 ＡＩ 菌株的鉴定

通过对 ２０ 个 ＡＩ 菌株的菌落形态特征进行观

察ꎬ判断其均为细菌(图 ２)ꎮ ２０ 个 ＡＩ 菌株的革兰

氏染色结果发现ꎬ其中 ８ 株为革兰氏阴性菌ꎬ分别为

Ｂ１、Ｂ１１、Ｂ７９、Ｐ１４、Ｇ２７、Ｇ４７、Ｇ５１ 和 Ｇ１００ꎻ１２ 株为

革兰氏阳性菌ꎬ分别为 Ｂ３、Ｂ８、Ｂ１７、Ｂ２６、Ｂ２７、Ｂ４９、
Ｐ３、Ｐ３２、Ｐ５３、Ｐ６６、Ｐ８３ 和 Ｐ８７(表 １)ꎮ 通过进一步

分析 ＡＩ 菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列对其进行分子鉴定ꎬ
各 ＡＩ 菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列的扩增产物均合格ꎬ其
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扩增片段长度约为 １ ５００ ｂｐ(图 ３)ꎮ 将 ＡＩ 菌株的

１６Ｓ ｒＤＮＡ 序列在 ＮＣＢＩ 进行 ＢＬＡＳＴ 分析ꎬ将其中 ７
个鉴定为贝莱斯芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ)ꎬ５ 个

鉴定为解淀粉芽孢杆菌(Ｂ.ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ)ꎬ３ 个

为伯克霍尔德氏菌属(Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ)的不同种ꎬ２ 个

为安徽黄杆菌(Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｈｕｉｅｎｓｅ)ꎬ其余 ３ 个

分别为根癌土壤杆菌(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ)、杀

虫贪铜菌(Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓ ｎｅｃａｔｏｒ)和鹤羽田戴尔福特菌

(Ｄｅｌｆｔｉａ ｔｓｕｒｕｈａｔｅｎｓｉｓ) (表 １)ꎮ 各 ＡＩ 菌株的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 序 列 均 提 交 至 ＮＣＢＩꎬ 并 获 得 其 相 应 的

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号ꎬ分别为 ＭＺ３９７８０８ 和 ＭＺ３９６９３４ ~
ＭＺ３９６９５２ꎮ 采用 ＮＪ 法ꎬ基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列构建了

ＡＩ 菌株的系统发育树(图 ４)ꎬ有力支持了 ＡＩ 菌株

的鉴定结果ꎮ

　 　 注:“＋＋＋”ꎬ抑菌率≥７０％ꎻ“＋＋”ꎬ抑菌率为 ３０％~７０％ꎻ“＋”ꎬ抑菌率为 １０％~３０％ꎻ“０”ꎬ抑菌率为 ０~１０％ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: “＋＋＋”ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ≥ ７０％ꎻ “＋＋” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ３０％~７０％ꎻ “＋” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ

ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ １０％~３０％ꎻ“０” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １０％. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 花椒根际土壤微生物的分离及抑菌活性初筛

Ｆｉｇ.１　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｚ. ｂｕｎｇｅａｎｕｍ ａｎｄ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ

图 ２　 ＡＩ 菌株的菌落形态
Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＡＩ ｉｓｏｌａｔｅｓ
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表 １　 ＡＩ 菌株的鉴定结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＩ ｉｓｏｌａｔｅｓ

菌株
Ｉｓｏｌａｔｅ

登录号
Ａｃｃｅｓｓ
ｎｕｍｂｅｒ

ＧｅｎＢａｎｋ 比对分析 Ｍａｔｃｈ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ

相近物种
Ｃｌｏｓｅｓｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓ

ｎｕｍｂｅｒ

覆盖率 / ％
Ｑｕｅｒｙ

ｃｏｖｅｒａｇｅ

同源性 / ％
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

１６Ｓ ｒＤＮＡ
长度 / ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ
１６Ｓ ｒＤＮＡ

革兰氏染色
Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎ

Ｂ８ ＭＺ３９６９４０ Ｂ. ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ＭＴ３６５１１７ ９９ ９９.９３ １４５２ Ｇ＋
Ｂ１７ ＭＺ３９６９４２ Ｂ. ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ＭＴ３６５１１７ ９９ ９９.５９ １４４８ Ｇ＋
Ｂ２６ ＭＺ３９６９４３ Ｂ. ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ＭＴ６１１５９４ ９９ ９９.７２ １４４８ Ｇ＋
Ｂ４９ ＭＺ３９６９４４ Ｂ. ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ＫＭ６５９２２５ ９９ ９９.８６ １４５２ Ｇ＋
Ｐ６６ ＭＺ３９６９５０ Ｂ. ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ＬＣ６１７０８３ ９９ ９９.７２ １４５２ Ｇ＋
Ｐ８３ ＭＺ３９６９５１ Ｂ. ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ＭＴ３６５１１７ ９９ ９９.８６ １４５４ Ｇ＋
Ｐ８７ ＭＺ３９６９５２ Ｂ. ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ＭＴ３６５１１７ ９９ １００.００ １４５４ Ｇ＋
Ｂ３ ＭＺ３９６９３８ Ｂ.ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＫＦ４７５８０５ ９９ ９９.１１ １４３１ Ｇ＋
Ｂ２７ ＭＺ３９６９３７ Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＫＣ６９２１９２ １００ ９９.７４ １１２１ Ｇ＋
Ｐ３ ＭＺ３９６９３５ Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＫＣ９５３５９８ ９８ １００.００ １１６３ Ｇ＋
Ｐ３２ ＭＺ３９６９３６ Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＫＣ９５３５９８ ９７ ９９.１０ １４３８ Ｇ＋
Ｐ５３ ＭＺ３９６９３４ Ｂ.ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＭＮ０８７７７１ ９９ １００.００ １４５４ Ｇ＋
Ｂ１ ＭＺ３９６９３９ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｓｔａｂｉｌｉｓ ＡＢ９３８３１５ ９９ ９９.９３ １４４０ Ｇ－
Ｇ２７ ＭＺ３９６９４６ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｓｐ. ＡＢ９２１２７１ ９７ １００.００ １１５３ Ｇ－
Ｇ５１ ＭＺ３９７８０８ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｃｅｐａｃｉａ ＫＦ４７５８４１ ９９ ９９.６６ １１０６ Ｇ－
Ｐ１４ ＭＺ３９６９４９ Ｆ. ａｎｈｕｉｅｎｓｅ ＪＱ０４０００３ ９９ ９９.７２ １４１１ Ｇ－
Ｇ１００ ＭＺ３９６９４８ Ｆ. ａｎｈｕｉｅｎｓｅ ＪＱ０４０００３ ９９ ９９.５７ １４１２ Ｇ－
Ｂ１１ ＭＺ３９６９４１ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ ＭＦ０７７１１６ ９９ ９９.９３ １３８７ Ｇ－
Ｂ７９ ＭＺ３９６９４５ Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓ ｎｅｃａｔｏｒ ＫＸ００８２９４ ９９ ９９.４４ １４３３ Ｇ－
Ｇ４７ ＭＺ３９６９４７ Ｄｅｌｆｔｉａ ｔｓｕｒｕｈａｔｅｎｓｉｓ ＨＱ７３１４５３ ９９ ９９.８６ １４３０ Ｇ－

图 ３　 ＡＩ 菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增产物凝胶电泳检测

Ｆｉｇ.３　 Ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＡＩ ｉｓｏｌａｔｅｓ’ １６Ｓ ｒＤＮＡ

２.３　 ＡＩ 菌株的抑菌活性复筛

通过对 ２０ 个 ＡＩ 菌株的抑菌活性进行复筛ꎬ根
据其对 ４ 种供试靶标病原菌的抑菌活性等级ꎬ将其

抑菌活性分为 ４ 个不同的等级ꎬ选择各抑菌活性等

级的 １ 株典型菌株为示例(图 ５Ａ)ꎬ结果发现对花椒

干腐病菌、根腐病菌、黑胫病菌和落叶病菌依然表

现出最显著抑菌活性(抑菌率≥７０％)的菌株分别

有 １３、１２、１２ 株和 １３ 株ꎬ有 ５、８、５ 株和 ７ 株没有抑

菌活性ꎬ其余菌株表现出一定的抑菌活性(图 ５Ｂ)ꎮ
将同时对 ４ 种供试靶标病原菌的抑菌率均≥７０％的

菌株标记为 ＯＡＩ 菌株ꎬ包括 ７ 个贝莱斯芽孢杆菌

(Ｂ. ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ)ꎬ分别为 Ｂ８、Ｂ１７、Ｂ２６、Ｂ４９、Ｐ６６、Ｐ８３
和 Ｐ８７ꎻ５ 个解淀粉芽孢杆菌(Ｂ.ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ)ꎬ
分别为 Ｂ３、Ｂ２７、Ｐ３、Ｐ３２ 和 Ｐ５３ꎮ
２.４　 ＯＡＩ 菌株的抑菌活性验证

以花椒根腐病菌为靶标病原菌ꎬ进一步验证

ＯＡＩ 菌株的抑菌活性ꎬ发现除贝莱斯芽孢杆菌 Ｐ８３
和 Ｂ８ 外ꎬ其余 ＯＡＩ 菌株均对花椒根腐病菌的菌落

生长表现出显著的抑菌活性ꎬ在 ＯＡＩ 菌株周围能观

察到明显的透明抑菌圈(图 ６Ａ)ꎮ 在培养 ９ ｄ 时ꎬ对
照组花椒根腐病菌的菌丝恰好在 ＰＤＡ 培养基正中

央汇合ꎬ此时测量各 ＯＡＩ 菌株的抑菌圈直径ꎬ结果
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表明贝莱斯芽孢杆菌 Ｐ８７ 的抑菌活性最强ꎬ抑菌圈

直径达 ２６.９２ ｍｍꎻ贝莱斯芽孢杆菌 Ｂ１７、Ｂ２６、Ｐ６６ 和

解淀粉芽孢杆菌 Ｂ３、Ｐ３２ 抑菌活性次之ꎬ抑菌圈直

径分别为 １７. ４２、１５. ４３、１９. ８２ ｍｍ 和 １８. ６３、１９. ６０
ｍｍꎻ解淀粉芽孢杆菌 Ｂ２７、Ｐ３ 和 Ｐ５３ 的抑菌活性相

对较弱ꎬ抑菌圈直径分别为 １３.３８、１１.０２、１０.４０ ｍｍꎻ
贝莱斯芽孢杆菌 Ｂ４９ 抑菌作用最弱ꎬ抑菌圈直径为

６.７０ ｍｍꎻ贝莱斯芽孢杆菌 Ｐ８３ 和 Ｂ８ 无抑菌活性

(图 ６Ｂ)ꎮ

３　 讨　 论

花椒广泛种植在干旱和半干旱地区ꎬ是重要的

抗旱、耐瘠薄和水土保持树种ꎮ 目前ꎬ花椒在我国

陕西、甘肃等干旱半干旱地区种植面积广泛ꎬ其中

陕西为我国花椒的主产区ꎬ高密度、复种指数高是

陕西花椒种植的特点ꎬ由此导致花椒病害频发ꎬ尤
以干腐病、根腐病、黑胫病和落叶病危害最严重ꎬ阻
碍了陕西省花椒产业的发展[１６]ꎮ 因此ꎬ对陕西省花

椒的主要病害进行有效防控迫在眉睫ꎮ 目前ꎬ针对

陕西省花椒病害的防治研究主要集中在化学防治

药剂的筛选及应用上ꎬ如曹支敏等[１７] 发现托布津和

富美胂对花椒干腐病的防治效果较好ꎻ阮钊等[５] 基

于杀菌剂的室内毒力测定筛选出花椒根腐病的有

效防治药剂为丙唑多菌灵、苯甲丙环唑、多菌

灵和代森锰锌ꎻ李培琴等[１８] 研究发现烯酰氰霜

唑、氟菌霜霉威、霜脲锰锌和烯酰吡唑酯对花

椒黑胫病的抑菌活性较强ꎻ尚未见花椒落叶病防治

相关的研究报道ꎮ 化学农药有效促进了我国农林

生产的效益提升ꎬ但其大量使用也给环境、土壤和

农林产品质量带来了不良影响ꎬ如环境污染、生态

破坏、农药残留、有害生物的抗药性增强、土壤板结

与酸化、土壤生物群落失衡、水体富营养化等ꎬ对我

国农林业的可持续发展构成严重威胁[１９－２０]ꎮ 目前ꎬ
一些高毒和剧毒的农药(如福美胂、二溴氯丙烷等)
已被禁用[２１]ꎮ 因此ꎬ探寻花椒病害的无公害防控措

施至关重要ꎮ

图 ４　 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列构建的 ＡＩ 菌株系统发育树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＡＩ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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图 ５　 ＡＩ 菌株的抑菌活性复筛分析
Ｆｉｇ.５　 Ｒｅ￣ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＡＩ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

　 　 注:不同小写字母表示菌株间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ (Ｐ<０.０５) .

图 ６　 ＯＡＩ 菌株的抑菌活性验证
Ｆｉｇ.６　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＯＡＩ ｓｔｒａｉｎｓ
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　 　 生物防治是植物病害无公害防治的重要措施ꎬ
其中微生物为生物防治的重要资源ꎬ因其繁殖快、
活性强、适应性广、无污染、环境友好等优势ꎬ可以

有效弥补化学防治的缺点ꎬ已成为生物防治研究的

热点材料[２２]ꎮ 因此ꎬ获得生防菌资源是开展植物病

害生物防治的前提ꎮ 根际土壤微生物是土壤生态

系统中物质循环和能量流动的主要参与者ꎬ承担着

土壤中有机质积聚、土壤颗粒结构形成和养分转

化、动植物残体分解、矿物质吸收等功能ꎬ已成为农

林生态系统的重要组成部分ꎮ 植物根际土壤中的

很多微生物群落具有促进植物生长、增强植物抗逆

性、抑制土传病害等功能ꎬ如固氮菌、促生菌和生防

菌等[７]ꎮ 目前ꎬ从根际土壤中挖掘抗植物病害的生

物菌资源已成为生物防治的重要研究内容ꎬ如丁艳

哲等[２３]从健康刺五加的根际土壤中筛选到 １４ 株对

刺五加黑斑病菌(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ)抑菌率超过

６０％的菌株ꎬ其中贝莱斯芽孢杆菌 ＹＺ－３２３ 活性最

强ꎻ要雅倩等[２４]从桃树根腐病发病土壤中筛选出对

多种桃树根腐病菌有拮抗效果且抗菌范围广泛的

解淀粉芽孢杆菌 Ｔ－６ꎻ曹伟平等[２５]从花生根际土壤

中筛 选 到 对 花 生 果 腐 病 主 要 病 原 菌 镰 孢 菌

(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐｐ.)具有显著抑菌活性的贝莱斯芽孢杆

菌 Ｈｓｇ１９４９ꎮ 本研究从健康花椒的根际土壤中筛选

到 １２ 个对陕西省花椒的 ４ 种主要病原菌表现出显

著抑菌活性的菌株ꎬ其中 ７ 株为贝莱斯芽孢杆菌ꎬ５
株为解淀粉芽孢杆菌ꎬ可见贝莱斯芽孢杆菌和解淀

粉芽孢杆菌存在于多种植物根际土壤中ꎬ能够防治

多种植物病害ꎬ具有广谱的抑菌活性ꎮ 已有报道表

明ꎬ芽孢杆菌能够产生耐热、耐旱、抗紫外线和有机

溶剂的芽孢ꎬ其在生长过程中不仅可以定殖在寄主

植物根围、叶围等部位ꎬ与病原菌竞争营养和侵染

位点ꎬ分泌抑菌物质ꎬ抑制病原菌生长ꎬ还能诱导植

物产生系统抗病性ꎬ抵御病原菌入侵ꎬ从而防治植

物病害ꎬ还能促进植物生长[２６]ꎬ是理想的生防菌ꎬ具
有非常广阔的应用前景ꎮ

目前ꎬ针对花椒病害生物防治相关的研究主要

围绕陕西、甘肃等干旱半干旱地区开展ꎬ田凤鸣

等[２７－２８]针对甘肃地区花椒根腐病开展了其生防菌

筛选研究ꎬ获得了 ２ 株具有显著抑菌作用的生防细

菌ꎬ分别为贝莱斯芽孢杆菌 Ｔ－１ 和枯草芽孢杆菌 Ｗ
－５ꎻ梁巧兰[２９]发现哈茨木霉和深绿木霉对甘肃地区

花椒树腐朽病菌(Ｓｃｈｉｚｐｈｙｌｈｌｓ ｃｏｍｍｕｎｅ)具有一定的

抑制作用ꎻ李建嫄等[３０]针对河北地区的花椒枯穗病

菌(Ａ. ａｌｔｅｒｎａｔａ)开展了生防菌筛选研究ꎬ发现 １ 株

多粘类芽孢杆菌活性较强ꎻ而针对四川地区花椒病

害生物防治研究主要集中在根腐病上ꎬ如朱天辉

等[３１]发现利用腐皮镰刀菌可以诱导花椒抵抗根腐

病的能力ꎬ李姝江等[３２]从花椒根际土壤获得了 １ 株

抑菌活性显著的蜡样芽孢杆菌(Ｂ. ｃｅｒｅｕｓ)ꎬ李梦玮

等[３３]发现花椒根部内生真菌草酸青霉(Ｐｅｎｉｃｉｌｉｕｍ
ｏｘａｌｉｃｕｍ)的抑菌活性较强ꎮ 目前ꎬ针对陕西地区花

椒病害生物防治的研究主要集中在花椒疫霉病上ꎬ
如王洁菲等[３] 从花椒园土壤中分离获得 １ 株对花

椒疫霉病菌具有拮抗活性的链霉菌 ( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｓｐ.)ｚｙ－１ꎮ 本研究针对陕西地区 ４ 种主要的花椒病

害ꎬ开展生防菌的筛选与鉴定研究ꎬ获得了 ２０ 个对

花椒干腐病菌、根腐病菌、落叶病菌和黑胫病菌具

有显著拮抗活性的潜在生防细菌ꎬ其中 ７ 个为贝莱

斯芽孢杆菌ꎬ５ 个为解淀粉芽孢杆菌ꎬ３ 个为伯克霍

尔德氏菌属的不同种ꎬ２ 个为安徽黄杆菌ꎬ３ 个为其

他种ꎬ并发现贝莱斯芽孢杆菌 Ｐ８７ 对花椒根腐病菌

的抑菌活性最强ꎬ能为陕西地区花椒病害生物防治

相关研究提供重要指导依据ꎮ 然而ꎬ生防菌在实际

生产应用中面临较大的挑战ꎬ其能否大规模推广使

用必须基于大量的盆栽和田间防效检测分析ꎬ后期

将深入开展针对性研究ꎬ力争为推动我国干旱半干

旱地区花椒产业的发展提供高质量参考依据ꎮ

４　 结　 论

从花椒根际土壤中分离到 ２９７ 个微生物菌株ꎬ
其中真菌 １０５ 个ꎬ细菌 １９２ 个ꎻ经抑菌活性初筛ꎬ获
得 ２０ 个对陕西地区花椒主要病害病原菌具有显著

拮抗作用的细菌菌株ꎬ其中 ７ 个为贝莱斯芽孢杆菌ꎬ
５ 个为解淀粉芽孢杆菌ꎬ３ 个为伯克霍尔德氏菌属的

不同种ꎬ２ 个为安徽黄杆菌ꎬ３ 个为其他种ꎻ经抑菌活

性复筛和验证ꎬ发现贝莱斯芽孢杆菌 Ｐ８７ 的生防潜

力最强ꎬ可作为进一步研究的备选菌种ꎮ
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