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摘要　为寻找防治大白菜根肿病的更好方法,利用枯草芽孢杆菌 XFＧ１和香菇菌丝体研发生物诱抗剂香菇

菌丝体裂解液(EXFＧ１)和EXFＧ１丙酮抽提液,并在盆栽条件下测定其防治大白菜根肿病效果及对大白菜根际土

微生物群落多样性及土壤微生物量的变化.结果发现:施用 EXFＧ１和 EXFＧ１丙酮抽提物对大白菜根肿病的防

效分别达６５．０７％和４２．２０％.同时该生物诱抗剂增加了大白菜根际芽孢菌和根际真菌,但减少了放线菌总量,

起到调控根际微生态环境、改变土壤微生物群落功能多样性、促进大白菜根生长的作用.Biolog生态板培养表

面３１个碳源中糖类和氨基酸的方差贡献率分别为３５．０％和１０．７％.表明施入生物诱抗剂 EXFＧ１和 EXFＧ１丙

酮抽提物促进根生长的物质主要是糖类和氨基酸,从而起到调节抑制大白菜根肿病发生的作用.
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　　大白菜味道鲜美可口,营养丰富,为世界范围内

的一种重要蔬菜.然而,根肿病已成为大白菜生产

的制约因子.对根肿病的防治仍以化学药剂为主

体,除笔者所在研究室的枯草芽孢杆菌 XFＧ１(专利

号:２００８１００５８９１９．０)是世界上第一个正式登记(农
药登记号:PD２０１５２１１０)的生防制剂外,还未见其他

商品性生防制剂的报道.前人研究[１]表明某些特定

微生物对宿主植物具有化感作用,有益的方面包括

改变宿主微环境、促生、固氮和防御病害作用等,有
害的方面包括连作障碍、自毒作用、病原微生物和协

同病原微生物致病等.微生物的化感作用与植物根

际环境有着密切关系,环境条件与土壤理化性质对

根际微生物的多样性、功能群体及生物量有重要

影响[２Ｇ５].
生 物 诱 抗 剂 (biologicalresistanceinducer,

BRI)为本课题组研制出的一种由真菌胞壁降解物

为基础制作的一种生物制剂.主要用不同的细菌裂

解真菌,筛选出不同组合,实验室前期玉米、黄瓜预

处理实验筛选出的组合防效较好的是 XFＧ１和香

菇,菌株XFＧ１具有很好降解真菌细胞壁的能力[６],

本试验中主要是用细菌 XFＧ１裂解香菇形成的裂解

液,本文中主要指 EXFＧ１.实验室前期利用它的这

种能力,研制出一种由真菌细胞壁降解物为基础的

生物诱抗剂 BRI用于防治玉米圆斑病[７].为了解

该XFＧ１菌株和香菇制成的生物诱抗剂的防病机制

与微生物多样性间关系,本研究在证实其对大白菜

根肿病的防治效果的基础上,采用 BiologECO 技

术解析了其对土壤微生物群落的影响,以期为大白

菜根肿病防治机制研究提供有效参考.

1　材料与方法

1.1　供试材料

供试大白菜品种为“青岛８３Ｇ１”,属根肿病易感

病品种.供试生防菌株为枯草芽孢杆菌(Bacillus
subtilis)XFＧ１(下称 XFＧ１),香菇(Lentinusedodes)
为实验室保存菌种.
1.2　试验设计

耕作层土壤灭菌后作为生长栽培基质,装入上

口直径８０．０cm、下口直径７５．０cm,高２０．０cm 的大

盆中,每处理１０盆,重复３次,随机排列.每盆播大
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白菜种子１５粒,出苗后定苗５株.试验设 T１、T２、

T３、T４ ４ 个 处 理.T１:XFＧ１ 发 酵 液 (３ × １０９

cfu/mL);T２:EXFＧ１丙酮抽提物,即将香菇在马铃

薯蔗糖培养基中培养成菌丝后,以 XFＧ１菌株(３×
１０９cfu/mL)裂解３mg香菇菌丝体７２h成液体状,
再以丙酮抽提;T３:EXFＧ１裂解液,即 T２不加丙酮

抽提,为香菇菌丝体裂解物与 XFＧ１的混合物,不含

有香菇菌丝和细菌菌体;T４:未处理浇清水空白对

照.T２和T３被称为生物诱抗剂.于出苗后７d浇

灌第１次诱抗剂后,浇灌根肿菌１０mL,即每克土壤

含有根肿菌休眠孢子量１０７个.于出苗后１０、１５d
再浇灌诱抗剂２次.每次每盆灌１００mL(T２和 T３
均用干物质１g).于第３次处理完后的３、６、１０、１５、

２０、３０d采集土样,用于细菌、真菌、放线菌数量测

定.出苗后第５５天按照吴道军等[８]方法调查根肿

病的防治效果.
1.3　根际微生物的收集

采用抖落法,取植株根围土.采样时,在每个重

复中随机取３株根围土,混匀,过２mm 筛后备用.
其中第３次浇灌后３０d的土样分成２份:１份用于

测定 微 生 物 群 落 水 平 多 样 性 (communityＧlevel
physiologicalprofiles,CLPP),另１份装入无菌塑料

袋内,贮存于４℃的冰箱中,用于芽孢细菌、真菌和

放线菌数量的测定,其他时段所取土样只用于微生

物数量的测定.
1.4　土壤微生物数量测定与计数

１)Biolog接种液制备.参照Schutter等[９]BiＧ
ologEcoＧPlates(BiologInc．,Hayward,CA,USA,
下称ECO板)的试验方法,评价生物诱抗剂对土壤

微生物的功能多样性的影响.称取５g土壤加入４５
mL无菌的０．８５％ NaCl溶液中,在摇床上以 ２００
r/min的转速振荡３０min后静置１５min,取上清

液,并用同样的 NaCl溶液分别稀释成１０－３ 倍接

种液.
接种菌悬液和读数:将 BiologECO 平板从冰

箱内取出,预热到２５℃.将菌悬液分别接种在BiＧ
ologECO平板的各孔中.每孔１５０μL,每个样３２
孔.每块板３个重复.将加好样的BiologECO 用

毛巾加盖,置于保湿保鲜盒在２５℃恒温箱内进行培

养.培养过程中分别在４、２４、４８、７２、９６、１２０、１４４、

１６８h读取５９０nm 波长的数据.

２)芽孢细菌、真菌和放线菌数量分析.采用牛

肉膏蛋白胨培养基分离培养土壤中的芽孢菌,２８℃

条件下培养２~３d;采用改良高氏I号培养基分离

放线菌[１０],２８℃培养７~１０d;真菌采用马丁氏培养

基,２５℃培养５~７d[１１].芽孢细菌数量的检测:将
稀释好的土样悬液(１０－１、１０－２、１０－３)在８０℃的水

浴锅中保温１０min,以便杀死不耐高温的真菌、细
菌、放线菌及其他土壤生物,然后涂布于平板培养基

上,于(３０±１)℃培养 ２~４d后,记数菌落数.各

处理３次重复,菌量以菌落数cfu/g土样表示.
1.5　根际微生物群落代谢多样性的 Biolog 分析

将ECO板从冰箱内取出,预热到２５℃.用８
道移液器将土壤悬液分别接种在 ECO 板的各孔

中.每孔１５０μL,每个样３２孔.每块板３个重复.
将加好样的 ECO 板盖好盖子,置于保温盒中于

２５℃培养.在培养过程中,分别于４、２４、４８、７２、９６、

１２０、１４４h读取数据(５９０nm 波长)[１２].
1.6　数据分析

以３１个孔的颜色平均变化率 (averagewell
colordevelopment,AWCD)作为整体活性的有效指

数.常采用培养１２０h的数据进行土壤微生物碳源

利用分析和主成分分析,一般用来描述微生物对碳

源的代谢活性,计算公式如下:AWCD＝∑(C－
R)/n,其中C 是每一个孔里的颜色变化(光密度),

R 是微孔板上空白孔的光密度,n 是碳源数目.BiＧ
ologECO 微孔板碳源数目包括六大类共３１种,具
体为:１０种糖类、６种氨基酸类、７种羧酸类、４种

多聚物类、２种酚酸类以及２种胺类化合物[１３].碳

源３次重复.以 Multibase２０１４及 MetaboAnalyst
３．０进行最小二乘法辨别法(PLSＧDA)和最小二乘

法增强辨别法(PLSＧEDA)[１４Ｇ１６]分析.

2　结果与分析

2.1　生物诱抗剂防治大白菜根肿病效果

在灭菌的大白菜花盆里直接种植白菜,出苗后

第５５天调查根肿病发生情况,T１、T２、T３处理均具

有一定的防治效果(表１).在４个处理中,菌株

EXFＧ１裂解液(T３)和菌株XFＧ１(T１)处理的植株发

病率最低,为２６．１９％和２４．３９％,其次是诱抗剂菌株

EXFＧ１丙酮抽提物 (T２)处理的植株发病率,为

４５．３４％;CK 处理植株的发病率最高,为７１．７３％.

４个试验处理结果中:XFＧ１对大白菜根肿病的防效

达到６８．８１％,病情指数仅为 １１．５８;其次为菌株

EXFＧ１裂解液处理,植株的病情指数为１３．２７,防效

６５．０７％;EXFＧ１丙酮抽提物(T２)处理的植株的病

３３
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表１　盆栽试验中生物诱抗剂防治大白菜根肿病效果

Table１　ControleffectofthebiologicalresistanceinducersonclubrootofChinesecabbageinthepotexperiment

处理

Treatment
调查总数

Totalplant
发病株数

Diseasedplant
发病率/％

Diseaseincidence
病情指数

Diseaseindex
防效/％

Controleffect

T１ ４３ １０ ２４．３９ １１．８５aA ６８．８１

T２ ４３ １９ ４５．３４ ２１．９５bB ４２．２０

T３ ４３ １１ ２６．１９ １３．２７aA ６５．０７

CK ４３ ３０ ７１．７３ ３７．９８cC —

　注:不同小写字母表示０．０５水平上差异显著,不同大写字母表示０．０１水平上差异显著.Note:Thedifferentlowercaseandcapital

lettersmeanthedifferentsignificancesat０．０５and０．０１levels,respectively．

情指数为２１．９５,对大白菜根肿病的防效为４２．２０％.
2.2　施入生物诱抗剂对大白菜根际微生物区系的

影响

　　随着大白菜苗的生长,各处理土壤中的细菌逐

渐增加,真菌数量因处理不同有增加和减少之分,而
放线菌数量逐渐下降.但各处理与对照相比,EXFＧ
１丙酮抽提物处理后,土壤中芽孢菌数量最高,其次

为XFＧ１、EXFＧ１裂解液(图１).与对照相比,处理

后６d,EXFＧ１丙酮抽提物处理根际土中芽孢菌数

量对数为１．２５倍,处理后１５d,EXFＧ１裂解液处理

根际土中芽孢菌数量对数为１．３０倍;XFＧ１处理后,
根际土中真菌数量最高,其次为 EXFＧ１丙酮抽提

物、EXFＧ１裂解液(图２),与对照相比,EXFＧ１丙酮

抽提物处理后６d变化不大,处理后１０d呈现下降

趋势,这可能与其防治根肿病抑制根系微生物生长

有关(图３);与对照相比,EXFＧ１裂解液处理后放线

菌数量最高,其次为 XFＧ１和 EXFＧ１丙酮抽提物.
各处理６d后,放线菌数量变化不大;但处理１０d
后,EXFＧ１裂解液处理菌落数量对数是对照的１．２８
倍,EXFＧ１ 丙 酮 抽 提 物 菌 落 数 量 对 数 是 对 照 的

１．２０倍.

图１　不同诱抗剂处理对大白菜根际土中芽孢菌数量的影响

Fig．１　PromotionofBacillusbiomassintheseedling
rhizosphereofChinesecabbagebyapplyingBRIs

图２　不同诱抗剂处理对大白菜根际土真菌生物量的影响

Fig．２　EffectofdifferentBRIonthebiomassoffungiaround
theseedlingrhizosphereofChinesecabbage

图３　不同诱抗剂处理对大白菜根际放线菌生物量的影响

Fig．３　EffectofdifferentBRIonthebiomassofactinomycete

growingintheseedlingrhizosphereofChinesecabbage
2.3　施入生物诱抗剂对大白菜根际微生物碳源代

谢特征的影响

　　 从大白菜施 入 XFＧ１、EXFＧ１ 丙 酮 抽 提 物 和

EXFＧ１裂解液处理后,根际微生物对碳源代谢特征

均发生变化,各处理大白菜根际土 AWCD 显著高

于不加任何处理的对照(P＜０．０５).EXFＧ１丙酮抽

提物处理后,根际微生物的活力最大,EXFＧ１裂解

４３
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液高于XFＧ１(P＜０．０５)(图４).但六大类碳源在不

同的处理中利用率差异显著,XFＧ１发酵液(T１)、

EXFＧ１丙酮抽提物(T２)、EXFＧ１裂解液(T３)利用

率高于空白对照 T４(P＜０．０１).就单类物质而言,

T２、T３处理中的微生物对酚类物质利用率较高

(P＜０．０１),对其他碳源利用率低于 XFＧ１发酵液和

空白对照处理(P＜０．０１);除氨基酸外,XFＧ１发酵液

处理后的微生物对各类碳源利用率均低于其他处理

(P＜０．０１).依据大白菜根际微生物代谢活性１２０h
数据的微生物群落功能PLSＧEDA分析,３１个碳源,
糖类(PC１)和氨基酸(PC２)的方差贡献率分别为

３５．０％和１０．７％,累计方差贡献率达到４５．７％.不

同处理在根际形成了差别化的群落结构和特点,从
而产生了不同碳源的代谢特性,处在同一方位的处

理表明,微生物群落对碳源代谢比较相近,反之则

远;处理XFＧ１发酵液和EXFＧ１裂解液较为相近,表

图４　不同诱抗剂处理对大白菜根际微生物活力的影响

Fig．４　Promotionofmicrobialmetabolicactivity
intheseedlingrhizosphereofChinesecabbage

byapplyingdifferentBRI

图５　不同诱抗剂处理对大白菜根际

微生物碳源种类利用率的影响

Fig．５　EffectoftheBRIonthecarbonsourcesutilityof

microbesinChinesecabbageseedlingrhizosphere

　A２:丙酸甲基酯 Pyruvicacidmethylester;A３:吐温４０Tween

４０;A４:吐温８０Tween８０;A５:环糊精 Cyclodextrin;A７:DＧ纤

维二糖DＧCellobiose;A８:αＧDＧ乳糖αＧDＧLactose;A９:βＧ甲基ＧDＧ
葡萄糖苷βＧMethylＧDＧglucoside;A１１:ⅠＧ赤藓糖醇ⅠＧErythritol;

A１２:DＧ甘露醇 DＧmannitol;A１３:NＧ乙酰基ＧDＧ葡萄胺 NＧAcetylＧ

DＧglucosamine;A１９:２Ｇ羟 基 苯 甲 酸 ２ＧHydroxy benzoicacid;

A２０:４Ｇ羟基苯甲酸４ＧHydroxybenzoicacid;A２１:羟基丁酸 HyＧ

droxybutyricacid;A２３:αＧ丁酮酸αＧKetobutyricacid;A３０:甘氨

酰ＧLＧ谷氨酸 GlycylＧLＧglutamicacid．

图６　不同诱抗剂处理对大白菜

根际微生物单一碳源利用率的影响

Fig．６　EffectoftheBRIonthesolecarbonsourcesutilityof

microbesintheseedlingrhizosphereofChinesecabbage

明这两处理微生物碳源的代谢程度相近,EXFＧ１丙

酮抽提物与对照XFＧ１发酵液和EXFＧ１裂解液对碳

源的利用率差异都较大(图５).由图６可知,贡献较

大的重要变量得分(VIP(variableimportantvalue)

Score)≥１．００的碳源有９种,其中糖类占７５．６％,氨
基酸类占２．４％,羧酸类占２２．０％,是不同处理差异

最大的碳源种类.按照重要性排序结果为 A４,吐温

８０;A５,环糊精;A９,βＧ甲基ＧDＧ葡萄糖苷;A１１,IＧ赤

藓糖醇;A１２,DＧ甘露醇;A１９,２Ｇ羟基苯甲酸;A２３,

αＧ丁酮酸;A３０,甘氨酰ＧLＧ谷氨酸,是不同处理差异

最大的碳源类型.

3　讨　论

笔者所在实验室发现的枯草芽孢杆菌 XFＧ１是

一株高效防治根肿病的商品生防专利菌株,主要通

过产生蛋白酶裂解丝状真菌和根肿病菌休眠孢

子[１７]以及分泌丰齐素实现十字花科作物根肿病防

治.枯草芽孢杆菌 XFＧ１与香菇形成的生物诱抗剂

对大白菜根肿病和黄瓜白粉病有较好的防治效果,
但其裂解产物是否亦能作为激发子还尚未完全弄清

楚.人们已知菇类多糖具有激活植物抗病能力,并
已开发出了多种产品.本研究采用 XFＧ１裂解香菇
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菌丝体用于防治根肿病,并初步了解它对根围微生

物群落的影响.试验结果表明,在每克土１０７个休

眠孢子的接种条件下,大白菜出苗后７、１０、１５d连

续浇灌３次,可实现对根肿病６８．８１％的防治效果,

XFＧ１与其裂解的香菇菌丝体的防效达６５．０７％,而
单独施用香菇裂解物的丙酮抽提物对根肿病的防效

为４２．２０％,远低于对黄瓜白粉病８９．１０％防效[１８],
这种裂解物本身不能杀死根肿病菌孢子(另文发

表).根据我们的研究结果,十字花科作物根肿病菌

在种子萌发初期,特别是第１周为侵入高峰,且引起

的症状最为严重,减产量最多(未发表),本研究是在

出苗后第７天才开始施用生防菌及生物诱抗剂,仍
表现出较好的防治效果,防效低于对黄瓜白粉病效

果的原因可能是根肿病菌一旦侵入,就难以通过提

高植株抗性实现有效控制;并且黄瓜白粉病为地上

部病害,这２种病害系统不一样.但在大白菜出苗

当天施用生物诱抗剂能否提高控病效果还有待进一

步证实.
本试验中生防菌 XFＧ１和生物诱抗剂影响土壤

微生物类群的组成,与空白对照相比,施入３d后

EXFＧ１发酵液丙酮抽提物(T２)处理、EXFＧ１裂解液

(T３)处理细菌和真菌数量明显增加,放线菌数量则

无显著变化规律.同时增强了微生物对碳源的利用

程度(AWCD),并显著提高了土壤微生物功能的多

样性;这与顾美英等[１９]的研究结果一致,但与邓晓

等[２０]的结果相反.本试验结果还表明,在不同处理

对土壤Ｇ根际微生物区系,微生物生物量的变化规律

表现为:细菌群落随培养时间推移,数量增加;对于

大白菜根际细菌和真菌数量来说,施用BRI处理显

著高于对照处理.但施用生防菌的处理放线菌数量

显著低于对照,这与生防菌降低放线菌的生物量、提
高根际细菌和根际真菌生物量的报道相一致[１３].

不同生育时期施入生物诱抗剂,采用传统微生

物分析方法与生态板相结合的方法,对大白菜根际

土壤微生物区系和多样性的变化进行研究.结果表

明,不同处理不同生育时期施入生物诱抗剂处理的

土壤,各处理均能改善土壤中微生物数量,本试验

中,生物诱抗剂 XFＧ１、EXFＧ１发酵液丙酮粗提物、

EXFＧ１裂解液根际微生物的活力显著高于未处理

的空白对照.T２的颜色平均变化率(AWCD)最

高,在９６h为空白对照的４倍,同时显色反应读数

时颜色反应 T２最明显,颜色反应分布均匀.这与

Yao等[２１]结果相似,说明不同的发酵液及萃取处理

对根际微生物有重要影响.生物诱抗剂 T２增强了

微生物的活力,改善了大白菜根际微生态环境,调节

大白菜根的生长发育,可能也是其防治根肿病作用

机制之一.
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Controleffectofbiologicalresistanceinducersonclubroot
diseaseandrhizosphericmicrobecommunityofChinesecabbage

LIUQin１,２　WUYixin３　ZHANGXuechuan４　XIONGJuhui４　DENGLinfu５　HEPengfei１

１．PlantProtectionCollege,YunnanAgriculturalUniversity,Kunming６５０２０１,China;

２．YunnanAgriculturalVocationalＧTechnicCollege,Kunming６５０２０１,China;

３．AgronomyandBiotechnologyCollege,YunnanAgriculturalUniversity,Kunming６５０２０１,China;

４．ExtensionStationofAgriculturalTechnologies,LuchuanCounty,Luchuan６５１５００,China;

５．AgriculturalServiceCenterofYunlongTownship,LuchuanCounty,Luchuan６５１５０５,China

Abstract　ToobtainmoremeasurestocontroltheclubrootdiseaseofChinesecabbage,Bacillus
subtilisXFＧ１lysissolutionofLentinusedodesmycelia(EXFＧ１)anditsacetoneextractwereusedasbioＧ
logicalresistanceinducers(BRI)andtheireffectsoncontrollingclubrootdiseaseandonmicrobialpopuＧ
lationinChineasecabbagerhizoshereweretestedbasedonthepotcultureexperiment．Theresults
showedthatEXFＧ１anditsacetoneextractcouldcontrol６５．０７％and４２．２０％oftheclubrootdisease,reＧ
spectively．BRIsincreasedthenumbersofBacillusandfungi,butreducedthatofactinomycetes．Based
ontheresultsof１２０hcultureinBiologEcoＧPlates,sugarsandaminoacidscouldexplain３５．０％ and
１０．７％ofthevarianceamong３１principalfactors．Therefore,BRIcouldcontroltheclubrootdiseaseand
affectthemicrobialpopulationsinthesoil．

Keywords　biologicalresistanceinducer;rhizospherefungus;Bacillus;biomass;biologEcoＧPlates
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