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3 种芽孢杆菌菌剂对黄瓜枯萎病的防效及其作用机制初探

季倩茹１,陈静１,胡远亮１,２,梁运祥１,胡咏梅１

１．华中农业大学生命科学技术学院,武汉４３００７０;２．湖北师范大学生命科学学院,黄石４３５００２

摘要　以含有黄瓜枯萎病病原菌(尖孢镰刀菌)的病土为材料,采用盆栽试验研究巨大芽孢杆菌B２１３、多粘

类芽孢杆菌B２０７和枯草芽孢杆菌B２０４单独或联合施用对黄瓜枯萎病的防效,并对其作用机制进行初步分析.

结果显示:３种芽孢杆菌单独或组合施用后均可有效抑制黄瓜枯萎病的发生,并显著增加黄瓜植株的生物量,且
三菌剂联用＞双菌剂联用＞单菌剂施用.在黄瓜幼苗移栽后３５d,与对照组相比,三菌剂联用组黄瓜枯萎病的

发病率降低了７９．９９％;植株干质量提高了６．９２倍;植株抗性酶如苯丙氨酸解氨酶、多酚氧化酶、过氧化物酶活性

分别提高了６０．０２％、２８．９０％和１０８．６０％;根际土壤尖孢镰刀菌数量下降了２个数量级.该防病促生效果可能与这

３种芽孢杆菌对病原菌的拮抗作用、溶磷能力以及吲哚乙酸、蛋白酶、几丁质酶和嗜铁素的分泌能力有关.
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　　黄瓜在我国的种植历史已有２０００多年,种植

规模和产量都居世界前列.黄瓜枯萎病(cucumber
fusariumwilt)是威胁黄瓜的主要土传病害之一,在
黄瓜的整个生长过程中均能发生,且以开花结果期

发病率最高.其症状为茎基部变为黄褐色,子叶失

水缢缩、萎蔫,植株逐渐枯死[１].黄瓜枯萎病是由黄

瓜专化型尖孢镰刀菌(Fusariumoxysporumf．sp．
cucumerinum,FOC)引起的全球性的土传病害,严
重影响黄瓜的产量和品质[２].该病原菌在任何生长

阶段都会通过根或茎侵染宿主植物的维管束系统,
破坏养分运输,从而影响养分吸收[３].通常枯萎病

发病率１０％~３０％,严重时可达５０％甚至绝收[４].
在现有的枯萎病防治方法中,育种、嫁接等农业

防治以及化学药剂喷洒、浸种等措施存在效率低、田
间管理难度大、污染环境等缺点,而生物防治既能有

效控制病害,又有利于农业的可持续发展,符合现代

农业发展新形势,具有广阔的发展前景[５].微生物

菌剂主要通过竞争、抗生、重寄生和诱导抗性来防治

病害.例如,生防菌可通过占据所有可能被病原菌

侵染的位点或与病原菌争夺营养物质来减少土壤中

病原菌的含量[６].研究表明,Bacillussubtilis 可产

生对尖孢镰刀菌(Fusariumoxysporum)有较强抗

生抑制作用的抗菌小肽[７].生防菌还可先识别目标

病原菌,再侵染到病原菌内,通过代谢活动溶解寄主

细胞,引起病原菌的死亡[８].对植物有益的微生物

可通过抑制植物病原体而直接诱导植物的系统抗

性,从而间接地保护植物[９].
生防菌在植物病害中的防治应用虽已有多年历

史,但大多数仍然是基于单一菌剂的研究和应用.
混合接种生防菌可能增强生防菌的协同作用,达到

持续防治植物病害的效果[１０Ｇ１１].与单一菌剂相比,
双菌或三菌联用或可更好地降低黄瓜枯萎病的发病

率[１２].目前生物肥产业已呈现出由单一菌种向复

合菌种转化的趋势[１３],然而芽孢杆菌菌剂混合施用

是否对黄瓜枯萎病具有防病促生、协同增效效果的

报道并不多见.笔者所在实验室在前期工作中获得

了３株具有优良特性的芽孢杆菌菌株———巨大芽孢

杆菌 B２１３、多粘类芽孢杆菌 B２０７、枯草芽孢杆菌

B２０４,但对其单独或联用的防病促生效果还不明

确.本研究以含有黄瓜枯萎病的病原菌(尖孢镰刀

菌)的病土为材料,采用盆栽试验,分析这３种芽孢

杆菌菌剂对黄瓜的防病促生效果,并对其作用机制
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进行初步研究,旨在为进一步开发生防菌及微生物

复合肥料提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)菌株.巨大芽孢杆菌(BacillusmegateriＧ
um)B２１３,简称Bm;多粘类芽孢杆菌(Paenibacillus
polymyxa)B２０７,简称Bp;枯草芽孢杆菌(Bacillus
subtilis)B２０４,简称 Bs;尖孢镰刀菌 黄 瓜 专 化 型

(Fusariumoxysporumf．sp．cucumerinum),均由

笔者所在实验室保藏.

２)黄瓜种子.津春４号,购自天津科润农业科

技公司.

３)供试土壤.黄棕壤,采集自华中农业大学水

稻田(３０°．２７′N,１１５°．０５′E,海拔３０m,中亚热带与

北亚热带之间的过渡地带).土壤的基本理化性质:
有机质５．４９％,碱解氮１４０．６５mg/kg,速效磷１００．６４
mg/kg,速效钾２９９．４７mg/kg,pH７．４９.

４)有机肥料.发酵干鸡粪,购自河北德沃多肥

料公司.养分含量:有机质５０％,水分０．９５％,全氮

１．６４％,全磷３．７２％,全钾２．５８％.

５)主要仪器.DLＧCJＧ２ND医用型洁净超净工

作台,北京东联哈尔仪器制造公司;LDZXＧ５０FDS
高压蒸汽灭菌器,上海申安医疗机械厂;PL３０３电子

分析天平,梅特勒Ｇ托利多仪器公司;恒温培养箱,上
海索普仪器有限公司;７２２S可见光光度计,上海精

密科学仪器公司;PCR 仪,美国 BIOＧRAD 公司;

ZWYＧ２１１C恒温摇床,上海智城分析仪器公司.
1.2　病土的制备

供试土壤风干后过孔径０．５cm 筛备用.将尖

孢镰刀菌接种到PDA 液体培养基中,于３０℃、１７０
r/min培养５d.用４层无菌纱布滤去菌丝,用血球

计数板计算滤液中孢子数量,并用无菌水配制成

４×１０６cfu/mL 的孢子悬浮液[１４],按照５０mL/kg
将其接种在健康土壤中.病土放置７d后备用.
1.3　芽孢杆菌菌剂的制备

将活化后的３种芽孢杆菌分别按１％比例接种

于LB液体培养基中,３７℃培养３２~４８h后离心,
用无菌水重悬菌悬液,使其中的芽孢达到１×１０８

cfu/mL.按等体积比分别配制双菌组合菌剂及三

菌组合菌剂,将上述菌悬液分别均匀混入无菌有机

肥中,使芽孢杆菌在有机肥中达到５×１０７cfu/g.

1.4　盆栽试验和植物抗性酶测定

盆栽试验共设８个处理,每处理８盆,每盆含

１kg土、２０g有机肥,CK 组不接种菌悬液,用等体

积的无菌蒸馏水替代;Bm 组接种Bm 菌悬液;Bp组

接种Bp菌悬液;Bs组接种 Bs菌悬液;BmBp组接

种Bm 和 Bp复合菌悬液;BmBs组接种 Bm 和 Bs
复合菌悬液;BpBs组接种 Bp和 Bs复合菌悬液;

BmBpBs组接种Bm、Bp和Bs复合菌悬液.
取温室营养钵中２叶１心的黄瓜幼苗移栽于各

处理组的盆中.发病(＞２０％的叶片萎蔫)后记录每

个处理植株的发病情况并计算发病率.发病率＝
各处理发病植株株数/各处理植株总数×１００％.移

栽后第３５天,采用抖根法收集根际土壤[１５],测量各

处理组黄瓜植株的鲜质量、干质量.
1.5　植物抗性酶的测定

参照文献[１６]测定新鲜叶片的抗性酶活性,分
别以D２９０nm、D４７０nm、D４１０nm值变化０．０１为１个苯丙

氨酸解氨酶(PAL)、过氧化物酶(POD)和多酚氧化

酶(PPO)的酶活力单位,U.
1.6　根际土壤病原菌数量的测定

采用SYBR染料法和荧光定量PCR测定根际

土壤尖孢镰刀菌的数量.尖孢镰刀菌特异性引物为

βＧtubulin F:５′ＧTACTTCAACGAGGTATGCATＧ
TAACAGＧ３′和βＧtubulinR:５′ＧGGTACCAGGCTＧ
CAAGATCGACＧ３′)[１７].反 应 体 系 (２０ μL)为:

LowRox(购自上海诩圣生物科技公司)１０μL,引物

βＧtubulinF 和 βＧtubulinR 各 ０．５μL,模板 DNA
２μL,ddH２O７μL.反应条件:９５℃预变性２min,

９５℃变性１５s,６０℃退火３０s,３８个循环.
1.7　抑菌效果的测定

采用平板对峙法测定芽孢杆菌的抑菌效果[１８].
在倒有 PDA 培养基的培养皿中央接种一块直径

０．６cm的尖孢镰刀菌菌饼,距菌饼四周２．５cm 处用

无菌牙签点接供试细菌,３０℃培养,观察并记录抑

菌圈的有无,计算抑菌率.
1.8　吲哚乙酸(IAA)分泌能力的测定

将活化后的菌株分别接种至含５mmol色氨酸

的LB液体培养基中,(２８±２)℃、１７０r/min摇床

培养２d,１００００r/min离心１０min后,取上清液

１mL,加入PC显色剂４mL,静置３０min后测定

D５３０nm值,带入标准曲线计算菌株产IAA的量[１９].
1.9　溶磷能力的测定

将菌株点接于磷酸钙固体培养基上,(２８±

２０１
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２)℃恒温培养,观察菌株是否形成溶磷圈.用钼锑

抗比色法测定上清液中有效P含量[２０].
1.10　产蛋白酶的测定

将活化后的菌株点接于脱脂牛奶固体培养基

上,(２８±２)℃恒温培养,观察菌株周围有无透明圈

产生.
1.11　产几丁质酶的测定

分别以几丁质和胶体几丁质为唯一碳源对３个

菌株进行液体发酵培养,发酵上清液与胶体几丁质

混合,３７℃恒温水浴３０min,加入３,５Ｇ二硝基水杨

酸试剂(DNS),沸水浴１０min,通过液体的颜色变

化检测是否存在还原糖[２１].
1.12　产嗜铁素的测定

在LB液体培养基中接种活化后的菌株,３０℃、

１７０r/min摇床培养 ２４h,取离心后的上清液和

CAS显色液按等比例混合,避光显色２h,观察颜色

变化[２２].
1.13　数据处理

数据的处理在 Excel２０１１中完成,绘图使用

Origin８．６完成,数据统计分析使用 SPSS１２．０进

行,样品间的差异采用oneＧwayANOVA 单因素方

差分析.

2　结果与分析

2.1　芽孢杆菌单独或混合施用对黄瓜枯萎病的防

效及生物量的影响

　　黄瓜幼苗移栽１４d后,芽孢杆菌单独或混合施用

组的黄瓜长势均明显好于对照组,其植株高大,叶片肥

硕,色泽油亮鲜绿,而对照组的黄瓜植株矮小,叶片瘦

小,且部分叶片卷曲生长缓慢,有患病趋势(图１A).

　A:黄瓜幼苗移栽１４d后的生长状态;B:黄瓜幼苗移栽３５d后的生长状态;C:黄瓜枯萎病发病率;D:黄瓜植株的鲜质量;E:黄瓜植株

的干质量.A:Growthstatusofcucumberonthe１４thdayoftransplantation;B:Growthstatusofcucumberonthe３５thdayoftransplantaＧ

tion;C:Incidenceofcucumberfusarium wilt;D:Plantfreshweight;E:Plantdryweight．柱形图中不同小写英文字母为P＜０．０５,下同.

DifferentlettersincolumnchartsindicatesignificantdifferentatP＜０．０５,thesameasbelow．

图１　芽孢杆菌单独或混合施用对黄瓜枯萎病的防效及生物量的影响

Fig．１　EffectsofBacillusaloneorincombinationonthecontroleffectofcucumberfusariumwiltandbiomass

３０１
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　　黄瓜幼苗移栽３５d后,对照组的患病植株最

多,叶片萎蔫,茎部缢缩有水渍浸出,生长缓慢或基

本不生长;而芽孢杆菌菌剂组的黄瓜植株生长迅速,
尤其是三菌剂或双菌剂联用组的植株更高、叶片更

多,并长出丝蔓(图１B).从发病率的角度看,三菌

剂联用 组 (BmBpBs)的 黄 瓜 枯 萎 病 发 病 率 最 低

(１３．８９％),对黄瓜枯萎病的防效达７９．９９％;双菌剂

联用组的植株发病率低于单菌剂施用组;而对照组

黄瓜枯萎病的发病率最高,达６９．４４％(图１C).与

对照组相比,三菌剂联用组的促生效果最好,鲜质量

和干质量均最大,其中干质量提高了６．９２倍;双菌

剂联用组次之,优于单菌剂组,并显著高于对照组

(图１D和图１E),说明这３种芽孢杆菌具有协同增

效的作用.
2.2　芽孢杆菌单独或混合施用对黄瓜抗性酶及病

原菌数量的影响

　　苯丙氨酸解氨酶(PAL)、过氧化物酶(POD)和
多酚氧化酶(PPO)活性可作为植物抗逆和抗病能力

的生理指标[２３Ｇ２５].由图２A、B和 C可知,与对照组

相比,菌剂组黄瓜叶片的PAL、POD和PPO活性分

别提高了１５．９４％~６０．０２％、２３．７６％~１０８．６０％和

１４．４４％~２８．９０％,其中三菌剂联用组的酶活最高,
分别为２７．３０、２３４５．１７和５５０．４４U/g.

８个处理组的根际土壤病原菌 DNA 拷贝数为

６．６×１０５~１．８５×１０７,其中对照组的最高,三菌剂联

用组的最低(图２D).经计算可知,三菌剂联用组的

尖孢镰刀菌数量比对照组降低了２个数量级;双菌

剂联用组和单菌剂施用组的病原菌数量均比对照组

降低了１个数量级.
2.3　芽孢杆菌的防病促生作用机制分析

１)对尖孢镰刀菌的拮抗作用.接种芽孢杆菌

Bp、Bs５d后,病原菌菌落直径明显变小,菌丝体生

长受到抑制且边缘逐渐溶化,呈现明显老化现象

(图３).Bm、Bp和Bs对黄瓜枯萎病菌的抑制率分

别为２．５７％、４９．１９％和４８．５３％.

２)产吲哚乙酸和溶磷能力.由表２可知,芽孢

杆菌Bm、Bp、Bs均具有分泌IAA的能力,其强弱顺

序为:Bm＞Bp＞Bs,说明这３株芽孢杆菌均具有促

进植物生长的潜力.

　A:叶片苯丙氨酸解氨酶酶活;B:叶片过氧化物酶酶活;C:叶片多酚氧化酶酶活;D:病原菌DNA拷贝数.A:LeafPALactivity;B:Leaf

PODactivity;C:LeafPPOactivity;D:PathogenicbacteriaDNAcopies．

图２　芽孢杆菌单独或混合施用对黄瓜抗性酶及病原菌数量的影响

Fig．２　EffectsofBacillusaloneorincombinationonthecontroleffectofcucumberresistantenzymesandpathogens
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图３　３种芽孢杆菌对尖孢镰刀菌的拮抗作用

Fig．３　AntagonisticeffectsofthreeBacillusstrainsonFusariumoxysporumf．sp．cucumerinum
表２　３种芽孢杆菌产吲哚乙酸和溶磷能力

Table２　IndoleaceticacidＧproducingand

phosphorusＧdissolvingcapabilities

菌株

Strains
IAA/

(μg/mL)
溶磷量/(mg/L)

Amountofdissolvedphosphorus
Bm ４６．２ ３５
Bp
Bs

２４．８
２０．１

１８
２９

　　芽孢杆菌Bm、Bp、Bs均具有溶磷能力,其强弱

顺序为:Bm＞Bs＞Bp,说明这３株菌均可将土壤中

难溶性磷转化为可供植物吸收利用的磷,从而促进

植物的生长发育.

３)产蛋白酶、嗜铁素和几丁质酶的能力.蛋白

酶可能通过降解真菌的细胞壁来达到生防的效果,
是芽孢杆菌的抑菌机制之一.由图４A 可见,Bm、

Bp、Bs菌落周围均可见明显的蛋白水解圈,表明它

们均产生了蛋白酶.
嗜铁素是一种重要的生物活性物质.如图４B

所示,与CK对比,Bm、Bp、Bs管中有明显的颜色变

化,表明这３株菌均有产生嗜铁素的能力.

A:产蛋白酶;B:产嗜铁素;C:产几丁质酶.A:Proteaseproduction;B:Ferrophilinproduction;C:Chitinaseproduction．

图４　３种芽孢杆菌产蛋白酶、嗜铁素和几丁质酶的能力

Fig．４　Protease,ferrotrophinandchitinaseＧproducingcapabilities

　　几丁质酶可降解病原真菌的细胞壁来达到抑制

尖孢镰刀菌的目的.如图４C所示,以几丁质为唯

一碳源的 Bm、Bp、Bs发酵上清液与胶体几丁质的

溶液经沸水浴后,均变为棕红色,说明几丁质被部分

水解成了还原糖,表明Bm、Bp、Bs均具有产几丁质

酶的能力.

3　讨　论

目前,随着农业生产越来越规模化、产业化,土
传病害问题也随之而来,且在现有耕作制度下,土壤

肥料使用不合理、土壤肥力衰退等问题日益突出,十
分不利于我国农业发展[２６].微生物肥料的出现成

为必然趋势,使用复合微生物菌剂防治黄瓜枯萎病

也进入了大众的视野.有研究证明,由菌株PaeniＧ

bacillussp．３００和Streptomycessp．３８５按１∶１或

４∶１的比例混合使用比每种菌株单独使用或按其

他比例混合更能显著控制黄瓜枯萎病[２７].枯草芽

孢杆菌BSDＧ２、放线菌S３１７、木霉 T３６三种生防菌

联用也可改善黄瓜的生长状况,有效降低黄瓜枯萎

病的发病率[１２].
本研究通过盆栽试验探讨了微生物菌剂的联用

效果,结果表明,芽孢杆菌处理组的黄瓜植株长势、
鲜质量、干质量都显著优于对照,并且能有效地抑制

黄瓜枯萎病的发生,减少发病率.在这些促生抗病

效果上,双菌剂联用优于单菌剂施用,三菌剂联用优

于双菌剂联用的效果,这种梯度式的变化揭示了微

生物菌剂在联用方面具有一定的规律性和可控性.
试验结果还表明,施用复合微生物使植物叶片的３
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种抗性酶活性都有一定程度的提高,且明显抑制了

土壤根际病原菌的数量,使土壤微生物群落向更健

康的状态发展.
芽孢杆菌具有促进植物生长和提高植物抗逆性

的潜能,在土壤生态恢复的过程中,发挥着提高土壤

肥力、解磷和解钾的作用[２８].本研究中菌株 Bm、
Bp、Bs均有产IAA、几丁质酶、蛋白酶、嗜铁素和溶

磷的能力.其中,IAA 可以强化植物根部的生长分

化,有利于根系对营养物质的获取[２９],而嗜铁素在

植物铁元素调控中潜力巨大[３０],这些生理特性更进

一步揭示了黄瓜枯萎病的防控机制,为筛选出更多

具有优良植物促生作用的菌株提供了思路.
在倡导绿色健康农业的大环境下,生物防治作

为一种功能多样、安全有效的措施,其发展前景十分

广阔.微生物种类繁多,功能丰富,探究更多微生物

的不同组合以及根际土壤中微生态的变化,使土地

问题从根本上得到有效治理,是今后发展的方向.
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ControleffectofthreeBacillusstrainsoncucumber
fusariumwiltanditsmechanism

JIQianru１,CHENJing１,HUYuanliang１,２,LIANGYunxiang１,HUYongmei１

１．CollegeofLifeScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;
２．CollegeofLifeSciences,HubeiNormalUniversity,Huangshi４３５００２,China

Abstract　ThepotexperimentwiththesoilcontainingpathogensofFusariumoxysporumf．sp．was
conductedtostudytheeffectsofBacillusmegaterium B２１３,Bacilluspolymyxa B２０７,andBacillus
subtilisB２０４aloneorincombinationoncucumberfusariumwiltanditsmechanism．Theresultsshowed
thatthethreemicrobialagentsaloneorincombinationeffectivelyinhibitedtheoccurrenceofcucumber
fusariumwiltandsignificantlyincreasedthebiomassofcucumber．Theeffectofthetwomicrobialagents
incombinationwasbetterthanthatofsinglemicrobialagent．Theeffectofthethreemicrobialagentsin
combinationwasbetterthanthatofthetwomicrobialagents．Comparedwiththecontrolgroup,theinciＧ
denceofcucumberfusarium wiltinthethreeＧagentcombinationgroupwhencucumberseedlingswere
transplanted３５daysagoreducedby７９．９９％;thedryweightofcucumberplantsincreasedby６．９２
times;theactivitiesofplantresistanceenzymesincludingacidlyase,polyphenoloxidase,andperoxidase
increasedby６０．０２％,２８．９０％,and１０８．６０％respectively;thenumberofrhizospheresoilFusariumoxＧ
ysporum decreasedby２ordersofmagnitude．Theeffectofdiseasepreventionandgrowthpromoting
mayberelatedtotheantagonismonthepathogenicbacteria,theabilitytodissolvephosphorus,andthe
secretoryabilityofindoleaceticacid,protease,chitinaseandferrophilinofthesethreeBacillusspecies．

Keywords　Bacillus;cucumberfusarium wilt;resistanceＧrelatedenzymes;controleffect;bioconＧ
trol;antagonism;microbialinoculant;mixedinoculationwithbiocontrolbacteria
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