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内生黏质沙雷氏菌犔犐犈犎９２对向日葵菌核病的

防治效果及其防病机制研究
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摘要　本研究评价了从向日葵列当体内分离筛选得到的内生黏质沙雷氏菌（犛犲狉狉犪狋犻犪犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊）ＬＩＥＨ９２对向日

葵菌核病进行盆栽与大田防效评价，并测定了该菌株的生理特性和其在根际土与向日葵体内的定殖情况。结果表

明，ＬＩＥＨ９２发酵液对向日葵菌核病的室内盆栽防效达７３．３５％，对大田根腐型菌核病和盘腐型菌核病防效分别达

５３．４８％和３８．６４％。菌株ＬＩＥＨ９２可产生几丁质酶，并能在根际土和向日葵根、茎、叶内定殖与传导，定殖菌量达

１０２～１０
６ｃｆｕ／ｇ。其在向日葵植株的根内定殖数量最大，茎中次之，叶中最少。在灭菌土中ＬＩＥＨ９２在根际土和向

日葵根部的定殖菌量小于在自然土中其在相应部位的定殖菌量，而灭菌土中ＬＩＥＨ９２在向日葵茎部和叶部的定殖

菌量则大于自然土中相应的定殖菌量。ＬＩＥＨ９２处理可提高向日葵植株ＰＡＬ、ＰＯＤ和ＰＰＯ等防御酶活性，从而诱

导向日葵对菌核病的抗性。ＬＩＥＨ９２对向日葵菌核病具有生防潜力。
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　　向日葵菌核病导致葵花籽空壳率增加、籽仁含油

率及蛋白质含量下降，油质变苦，品质严重下降。向

日葵整个生育期均可受到核盘菌的侵染，根据其侵染

和发病部位不同可分为根腐型、茎腐型、叶腐型、盘腐

型４种，内蒙古河套地区以根腐型和盘腐型为主。根

腐型植株受病菌侵染后，形成水渍状病斑，随病情发
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展病部产生白色菌丝体，后期菌丝体相互纠结缠绕产

生硬度较大的黑色菌核，严重者整株萎蔫枯死。盘腐

型一般发生于向日葵开花末期，造成花盘变软、腐烂。

植物内生细菌一方面靠宿主提供生存繁殖所需

的养分和空间，另一方面可通过自身复杂的新陈代

谢或借助信号转导等作用对植物体产生影响，反作

用于宿主，表现出一些特殊的生物学功能，例如营养

传递功能（固氮菌）、分解功能（溶磷菌）、促生功能

（分泌植物激素的微生物）以及生物防治（增强宿主

对病、虫及不良环境的抗性）等［１］。植物内生细菌具

有良好的生防潜力，是生物菌剂的重要来源和微生

态研究的重要对象。植物内生菌在植物体内生活，

受外界环境影响小，通过分泌抑菌物质、营养竞争、

生态位排斥、诱导系统抗性（ＩＳＲ）、增强寄主化感作

用等机制促进植物生长、抑制病害发生，一种内生菌

可同时具有几种作用机制。

生防菌能否在靶标植物体内及其根际适应并定

殖存活是筛选、评价土传病害生防菌的重要指标。

生防细菌的定殖能力与其生防效果成正比，定殖能

力越强，生防细菌环境适应性越强、防效越稳定［２５］。

徐大可等［６］报道双抗生素标记的黏质沙雷氏菌（犛犲狉

狉犪狋犻犪犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊）菌株可在越橘体内定殖，其对菜豆炭

疽病病原真菌（犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犾犻狀犱犲犿狌狋犺犻犪狀狌犿）抑菌

率达７０．５％，对２种越橘叶斑病病原菌拟盘多毛孢菌

（犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．）和柯氏帚梗柱孢霉（犆狔犾犻狀犱狉狅犮犾犪犱犻

狌犿犮狅犾犺狅狌狀犻犻）的抑制率分别达６８．６％和５７．７％。龙良

鲲等［７］报道内生细菌０１ １４４通过浸种和灌根处理

后可在番茄根茎内定殖，定殖数量呈“由增到减”趋

势，且在根部定殖能力大于茎内。李术娜等［８］报道

棉花黄萎病拮抗细菌２ ７０施入土壤５个月后仍可

在棉花根内保持菌量达１０３ｃｆｕ／ｇ。胡小加等
［９］研究

表明枯草芽胞杆菌Ｔｕ１００在油菜体内定殖３０ｄ后

在根内仍保持菌量１．３×１０２ｃｆｕ／ｇ。

本研究以发生普遍且危害严重的向日葵菌核病

菌为靶标，利用从向日葵列当体内分离筛选得到的内

生黏质沙雷氏菌ＬＩＥＨ９２对向日葵菌核病进行盆栽

与大田防效评价，测定该菌株的生理特性，以利福平

作为标记、测定菌株ＬＩＥＨ９２在向日葵体内的定殖情

况，并研究其抗病机理，以丰富新型高效生物农药和

生物菌肥开发所需的菌株资源，为向日葵列当内生细

菌的开发利用提供理论依据，同时为内生生防细菌的

大田应用及新型生物制剂的研发奠定基础。

１　材料与方法

１．１　供试菌株

黏质沙雷氏菌（犛犲狉狉犪狋犻犪犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊）ＬＩＥＨ９２

分离自内蒙古巴彦淖尔市双河镇黄河滩地向日葵种

植区的向日葵列当茎部，由河套地区绿色农产品安

全生产与预警控制实验室提供。

向日葵菌核病菌（犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿）分

离自巴彦淖尔市临河区向日葵菌核病自然发病株茎

基部，于４℃保存。

１．２　供试向日葵品种

供试向日葵品种为‘星火’（食用向日葵，内蒙古

杭锦后旗绿源种子公司），高感菌核病。

１．３　供试药剂

５０％腐霉利可湿性粉剂（日本住友化学株式会

社）。抗重茬菌剂（北京中农绿康生物技术有限公

司），葵花专用生物菌剂。

１．４　向日葵列当内生细菌犔犐犈犎９２发酵液和菌悬

液制备

　　将活化好的菌株ＬＩＥＨ９２接入肉汁胨液体培

养基（牛肉膏３ｇ，酵母浸膏１ｇ，蛋白胨５ｇ，葡萄糖

１０ｇ，水１０００ｍＬ，ｐＨ７．０），置于２８℃的摇床中

１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４８ｈ，制成１０８ｃｆｕ／ｍＬ的黏质沙

雷氏菌株ＬＩＥＨ９２发酵液。菌株发酵液在８０００ｒ／

ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后弃上清，沉淀用无菌水稀释至浓

度１０８ｃｆｕ／ｍＬ，即得到菌悬液。

１．５　犔犐犈犎９２对向日葵菌核病盆栽防效试验

将土壤高温灭菌后装入２７．５ｃｍ×２０ｃｍ的盆钵

内，每盆土表均匀撒菌核２０ｇ后再覆土２ｃｍ。将食

用向日葵品种‘星火’用内生细菌ＬＩＥＨ９２发酵液

（１０８ｃｆｕ／ｍＬ）浸泡２４ｈ后播种。分别在播种时、播种后

１０ｄ和２５ｄ用ＬＩＥＨ９２发酵液灌根，每盆１００ｍＬ。待

向日葵出苗后每盆留苗５株，每处理３盆，共１５株。以

５０％腐霉利可湿性粉剂１５００倍液和清水代替ＬＩＥＨ

９２发酵液作为药剂对照和空白对照。待清水对照发病

后，调查各处理的发病率和防病效果。

１．６　犔犐犈犎９２对向日葵菌核病大田防效试验

试验地设在内蒙古巴彦淖尔市干召庙镇东风三

社向日葵菌核病重病田，‘星火’用ＬＩＥＨ９２发酵液

（１０８ｃｆｕ／ｍＬ）浸泡３ｈ后播种。试验区随机区组排

列，每小区面积３０ｍ２（长２５ｍ，宽１．２ｍ），播种８０

株，株距６０ｃｍ，四周设保护行，３次重复。分别在播
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种时、播种后１０ｄ和２５ｄ用内生细菌ＬＩＥＨ９２发

酵液灌根，每株１００ｍＬ，其他田间管理同常规生产。

以清水为空白对照，向日葵抗重茬菌剂为药剂对照。

由于当地向日葵菌核病以根腐型和盘腐型为主，待

向日葵开花末期分别调查根腐型和盘腐型菌核病发

病情况。

向日葵根腐型菌核病分级标准［１０］：０级，无任何

症状；１级，发病轻，叶枯萎；２级，植株萎蔫，茎基部

水渍状病斑大于３ｃｍ；３级，整株死亡。

向日葵盘腐型菌核病分级标准［１１］：０级，无症

状；１级，花盘背面病斑占花盘总面积的比例为０～

２５％；２级，花盘背面病斑面积占花盘总面积的比例

为２６％～５０％；３级，花盘背面病斑面积占花盘总面

积的比例为５１％～７５％；４级，花盘背面病斑面积占

花盘总面积的比例大于７５％。

病株率（％）＝发病株数／总株数×１００；

病情指数＝Σ（发病级代表值×各级病株数）／

（调查总株数×最高病级代表值）×１００；

防治效果（％）＝（对照病情指数－处理病情指

数）／对照病情指数×１００。

１．７　犔犐犈犎９２生理特性测定

１．７．１　生长曲线测定

取１００μＬ培养２４ｈ的ＬＩＥＨ９２发酵液加入装

有１０ｍＬＮＢ培养液（牛肉膏３ｇ，蛋白胨１０ｇ，ＮａＣｌ

５ｇ，水１０００ｍＬ，ｐＨ７．０）的试管，置２８℃摇床中

１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，每隔４ｈ取样１次，２４ｈ后每

隔１２ｈ取样１次，至９６ｈ结束，测定犃６００（以肉汁胨

培养液为对照），并绘制生长曲线。

１．７．２　最适ｐＨ测定

将 ＮＢ培养液用１ｍｏｌ／Ｌ ＨＣｌ和１ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＯＨ分别调整ｐＨ至４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０、

１０．０，取１００μＬ培养２４ｈ的ＬＩＥＨ９２发酵液加入

装有１０ｍＬＮＢ培养液的试管，２８℃１６０ｒ／ｍｉｎ恒

温振荡培养４８ｈ，测定犃６００。

１．７．３　耐盐性测定

将ＮＢ培养液中ＮａＣｌ浓度分别调至０、０．５％、

１．５％、３％、５％、７％、９％、１１％，取１００μＬ培养２４ｈ

的ＬＩＥＨ９２发酵液加入装有１０ｍＬＮＢ培养液的试

管，２８℃振荡培养４８ｈ，测定犃６００。

１．８　犔犐犈犎９２产几丁质酶检测

几丁质平板（胶体几丁质２．５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．７ｇ，

ＫＨ２ＰＯ４０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．０１ｇ，琼脂１５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ７．０）中央放

置５ｍｍ灭菌滤纸片，并在滤纸片上滴加１０μＬ向日

葵列当内生细菌ＬＩＥＨ９２发酵液（１０８ｃｆｕ／ｍＬ），

２８℃培养３～７ｄ，观察接菌滤纸片周围有无透明圈

产生。

１．９　向日葵列当内生细菌犔犐犈犎９２定殖能力测定

１．９．１　抗利福平（Ｒｉｆ）ＬＩＥＨ９２突变菌株的筛选

取培养２４ｈ的ＬＩＥＨ９２发酵液１０ｍＬ接种在

含５μｇ／ｍＬＲｉｆ的ＮＢ培养液中（装液量１００ｍＬ／

２５０ｍＬ）。２８℃，１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养至ＮＢ培养液

变混浊，吸取１０ｍＬ接入Ｒｉｆ浓度为１０μｇ／ｍＬ的

１００ｍＬＮＢ培养液中，以后每次更换的新鲜ＮＢ培

养液中Ｒｉｆ的浓度均增加２０μｇ／ｍＬ，直到标记至

３００μｇ／ｍＬ。然后用含３００μｇ／ｍＬＲｉｆ的ＮＡ平板

检测并挑取能稳定生长，且拮抗能力、菌落形态变化

不大的突变菌株。采用平板对峙法检测突变菌株对

向日葵菌核病菌的拮抗能力。将突变菌株在不含

Ｒｉｆ的ＮＢ培养液中连续培养１０代，取适量涂布在

含３００μｇ／ｍＬＲｉｆ的ＮＡ固体培养基上观察其是否

能正常生长，以检测突变菌株的遗传稳定性。选择

遗传性稳定、抗菌能力不变的抗利福平突变菌株用

于定殖试验。

１．９．２　ＬＩＥＨ９２在向日葵根际土和植株体内的

定殖

　　抗利福平突变菌株菌悬液以灌根的方式施入。

将‘星火’种子在５０℃水中浸泡２０ｍｉｎ，期间不断搅

拌，然后降至室温，用ｌ％次氯酸钠表面消毒１０ｍｉｎ，

无菌水漂洗数次后播种至２７．５ｃｍ×２０ｃｍ的盆钵

中。设置自然土（取自向日葵田）和灭菌土（１２１℃湿

热灭菌２ｈ）２个处理。向日葵出苗后每盆留苗５

株，每处理１０盆。待向日葵苗长出第４叶时，往向

日葵苗根部土壤注入１０８ｃｆｕ／ｍＬ突变菌株菌悬液，

每株１０ｍＬ，同时以清水代替菌悬液灌根作为对照。

从处理后第５天开始，每隔５ｄ分离向日葵苗内

（根、茎和叶）和根际土的抗利福平突变标记菌，计算

每克根、茎、叶和根际土中的标记菌含量。

根际土中抗利福平突变标记菌的分离采用稀释

涂平板法。土壤溶液经梯度稀释后，取１０－４、１０－５、

１０－６浓度的土壤稀释液进行平板涂布。向日葵根、

茎、叶内标记菌株的分离，各称取１ｇ根、茎、叶组

织，分别放入７０％乙醇中浸泡１ｍｉｎ，随即浸入２％

次氯酸钠溶液中消毒３ｍｉｎ，然后用７０％乙醇处理
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３０ｓ，最后无菌水反复漂洗４次。分别将经表面消

毒的根、茎、叶置于研钵中，并加１０ｍＬ无菌水进行

研磨，研磨液静置１５ｍｉｎ后，取１００μＬ上清液涂抹

于含３００μｇ／ｍＬ利福平的ＮＡ平板上，置于２８℃恒

温箱中培养４８ｈ，检测是否有待测菌生长，同时采用

平板对峙法测定回收菌的抑菌效果。

１．１０　向日葵列当内生细菌犔犐犈犎９２对向日葵植株

防御酶系的诱导

　　将‘星火’种子表面消毒后播种于装有灭菌土的

２７．５ｃｍ×２０ｃｍ盆钵中。向日葵出苗后每盆留苗５

株，每处理１０盆。待向日葵苗长至４叶时，往向日

葵苗根部土壤注入１０８ｃｆｕ／ｍＬＬＩＥＨ９２发酵液，每

株１０ｍＬ，对照用清水代替发酵液。从处理后第１

天起，每隔２ｄ随机取植株叶片１次，直至１３ｄ，分

别研磨后测定过氧化物酶（ＰＯＤ）、苯丙氨酸解氨酶

（ＰＡＬ）和多酚氧化酶（ＰＰＯ）活性
［１２１３］。

　　试验设４个处理：处理１（清水灌根，未接核盘菌菌

核，对照），处理２（土壤接种核盘菌菌核），处理３（细菌

ＬＩＥＨ９２发酵液灌根，未接核盘菌菌核），处理４（土壤

接入核盘菌菌核，并用细菌ＬＩＥＨ９２发酵液灌根）。

２　结果与分析

２．１　向日葵列当内生细菌犔犐犈犎９２对向日葵菌核

病的防治效果

　　用内生菌株ＬＩＥＨ９２的发酵液处理向日葵植株，

室内盆栽和大田试验均表明其菌核病的发病率和病

情指数明显低于清水对照，且低于药剂对照（５０％腐

霉利１５００倍液和向日葵抗重茬菌剂）。菌株ＬＩＥＨ

９２对向日葵菌核病的室内盆栽防效达７３．３５％（表

１），对大田根腐型菌核病和盘腐型菌核病防效分别达

５３．４８％和３８．６４％（表２）。ＬＩＥＨ９２的室内盆栽防效

高于大田防效，对根腐型菌核病的防效大于盘腐型。

表１　内生细菌犔犐犈犎９２对向日葵菌核病的室内盆栽防效１
）

犜犪犫犾犲１　犆狅狀狋狉狅犾犲犳犳犻犮犪犮狔狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犫犪犮狋犲狉犻狌犿犔犐犈犎９２犪犵犪犻狀狊狋犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿犻狀狆狅狋犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狊

处理　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ 发病率／％　Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｒａｔｅ 病情指数　Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ 防治效果／％　Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

水Ｗａｔｅｒ（ＣＫ） 　（１００±０．００）ａ （７０．７４±１．００）ａ —

５０％腐霉利ＷＰ　５０％ＰｒｏｃｙｍｉｄｏｎｅＷＰ （３５．０９±０．９８）ｂ （２２．５７±０．３６）ｂ ６８．０９

ＬＩＥＨ９２ （２１．９６±０．８１）ｃ （１８．８５±０．４３）ｃ ７３．３５

　１）表中数据均为平均值±标准误，同列数据后不同字母表示经Ｄｕｎｃａｎ氏新复极差法检验在０．０５水平差异显著。下同。

Ｄａｔａｉｎｔｈｅｔａｂｌｅａｒｅｍｅａｎｓ±ＳＥ．Ｄａｔａｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔｔｈｅ０．０５ｌｅｖｅｌｂｙＤｕｎ

ｃａｎ′ｓｎｅｗｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅｔｅｓｔ．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

表２　内生细菌犔犐犈犎９２对向日葵菌核病的大田防效

犜犪犫犾犲２　犆狅狀狋狉狅犾犲犳犳犻犮犪犮狔狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪犔犐犈犎９２犪犵犪犻狀狊狋犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿犻狀犳犻犲犾犱狆犾狅狋犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

根腐型Ｒｏｏｔｒｏｔ

发病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｒａｔｅ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防治效果／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

盘腐型Ｆｌｏｗｅｒｈｅａｄｒｏｔ

发病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｒａｔｅ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防治效果／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

水 Ｗａｔｅｒ（ＣＫ） （３２．３９±０．７５）ａ （２４．５５±０．５８）ａ — （２１．２８±０．１７）ａ （１８．６１±０．５２）ａ —

向日葵抗重茬菌剂

Ａｎｔｉｒｅｐｌａｎｔｉｎｇａｇｅｎｔ

ｆｏｒｓｕｎｆｌｏｗｅｒ

（１８．７６±０．２５）ｂ （１３．２８±０．３８）ｂ ４５．９１ （１４．４３±０．４３）ｂ （１３．３７±０．６６）ｂ ２８．１６

ＬＩＥＨ９２ （１７．３７±０．５２）ｂ （１１．４２±０．４７）ｃ ５３．４８ （１２．４５±０．４１）ｃ （１１．４２±０．４５）ｃ ３８．６４

２．２　向日葵列当内生细菌犔犐犈犎９２生理特性测定
从绘制的内生细菌ＬＩＥＨ９２生长曲线（图１）可

以看出，菌株ＬＩＥＨ９２在发酵培养１６ｈ后进入对数

生长期，菌液浓度迅速增加，２４～４８ｈ菌株处于稳定

生长期，在３６ｈ菌液浓度达到最大值。４８ｈ后，菌

株生长进入衰亡期。

菌株ＬＩＥＨ９２在ｐＨ４～１０的范围内均能生

长，ｐＨ６～８时生长旺盛，期间菌液浓度达到最大值

（图２）。在ｐＨ＜５时菌体生长慢，菌液浓度低；当

ｐＨ＞８时，菌体生长缓慢，菌液浓度开始下降。

ＬＩＥＨ９２在 ＮａＣｌ浓度０～９％时均可生长。

ＮａＣｌ浓度在０～０．５％之间时菌体生长旺盛，盐浓度

在０．５％时菌体浓度达最大值（图３）。当ＮａＣｌ浓度

大于０．５％时，随着盐浓度增加，菌体生长呈现下降趋

势。当ＮａＣｌ浓度大于１０％时，菌株生长基本停滞。

２．３　向日葵列当内生细菌犔犐犈犎９２产几丁质酶的

测定

　　将内生菌株接于几丁质平板培养４ｄ后，平板

上出现了明显的透明圈，说明菌株ＬＩＥＨ９２能产生

几丁质酶。

·６７·
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图１　内生细菌犔犐犈犎９２生长曲线

犉犻犵．１　犌狉狅狑狋犺犮狌狉狏犲狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪犔犐犈犎９２

图２　内生细菌犔犐犈犎９２生长适宜狆犎测定

犉犻犵．２　犗狆狋犻犿犻狕犲犱狆犎狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪犔犐犈犎９２

图３　内生细菌犔犐犈犎９２耐盐性测定

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲犖犪犆犾犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅狀犵狉狅狑狋犺狅犳

犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪犔犐犈犎９２

２．４　向日葵列当内生细菌犔犐犈犎９２的定殖能力

用１０８ｃｆｕ／ｍＬ抗生素标记的内生细菌ＬＩＥＨ

９２突变菌株菌悬液灌根处理向日葵苗５ｄ后即可在

根际土壤和植株体内分离到标记的突变菌株，３０ｄ

时仍能在向日葵根、茎部回收到突变菌株。而使用

清水代替菌悬液处理的对照向日葵根际和体内均未

分离到标记的突变菌株，说明菌株ＬＩＥＨ９２能在根

际土壤和向日葵根、茎、叶内定殖并传导。

２．４．１　ＬＩＥＨ９２在向日葵根际土的定殖

根际土中所测得的内生菌ＬＩＥＨ９２突变菌株

菌量均小于其菌悬液浓度１０８ｃｆｕ／ｍＬ，且２５ｄ前

在灭菌土中该菌株的定殖菌量小于在自然土中的

定殖菌量（图４）。自然土中，ＬＩＥＨ９２突变菌株定

殖菌量在１０ｄ时达到最大，为１０．３３×１０６ｃｆｕ／ｇ，

之后开始下降，２０ｄ后定殖菌量开始急剧下降。

而在灭菌土中，ＬＩＥＨ９２突变菌株定殖菌量在１５ｄ

时达到最大，为９．１７×１０６ｃｆｕ／ｇ，之后开始下降。

这可能和土壤中微生物之间的相互作用有关，灭菌

土土壤结构和微生物遭到破坏，可能不利于生防菌

株定殖。

图４　内生细菌犔犐犈犎９２在向日葵根际土的定殖动态

犉犻犵．４　犆狅犾狅狀犻狕犪狋犻狅狀犱狔狀犪犿犻犮狊狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪

犔犐犈犎９２犻狀狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾狅犳狊狌狀犳犾狅狑犲狉

２．４．２　ＬＩＥＨ９２在向日葵体内的定殖

无论是自然土还是灭菌土，内生细菌ＬＩＥＨ９２

突变菌株在向日葵植株根内的定殖数量最大，茎中

次之，叶中最少，推测内生细菌由植株根部进入体

内，并从下向上进行传导运输。

整个检测过程中，在灭菌土中ＬＩＥＨ９２突变菌

株在向日葵根部的定殖菌量均小于在自然土中向日

葵根部的定殖菌量（图５），这与根际土中的定殖菌

量变化规律基本保持一致。在向日葵根部，自然土

中ＬＩＥＨ９２突变菌株定殖菌量在１０ｄ时达到最大，

为１．７６×１０５ｃｆｕ／ｇ，１５ｄ后定殖菌量开始急剧下降；

而在灭菌土中，ＬＩＥＨ９２突变菌株定殖菌量在１５ｄ

时达到最大，为１．６３×１０５ｃｆｕ／ｇ。推断自然土中存

在的某些微生物可能利于ＬＩＥＨ９２突变菌株的定

殖，这也反映了该菌株有较好的环境适应能力。

图５　内生细菌犔犐犈犎９２在向日葵根部的定殖动态

犉犻犵．５　犆狅犾狅狀犻狕犪狋犻狅狀犱狔狀犪犿犻犮狊狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪

犔犐犈犎９２犻狀狊狌狀犳犾狅狑犲狉狉狅狅狋狊
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当ＬＩＥＨ９２突变菌株进入植株根部后，受外界因

素的干扰变小，出现了在灭菌土中向日葵茎部、叶部

ＬＩＥＨ９２的定殖菌量大于在自然土中定殖菌量的现

象。在向日葵茎部，自然土中ＬＩＥＨ９２突变菌株定殖

菌量在２０ｄ时达到最大，为２．３３×１０４ｃｆｕ／ｇ；而在灭

菌土中，ＬＩＥＨ９２突变菌株定殖菌量在１５ｄ时达到最

大，为２．５５×１０４ｃｆｕ／ｇ（图６）。在向日葵叶部，自然土

和灭菌土中ＬＩＥＨ９２定殖菌量均在１５ｄ时达到最

大，分别为２．８３×１０３ｃｆｕ／ｇ和３．４４×１０３ｃｆｕ／ｇ（图７）。

图６　内生细菌犔犐犈犎９２在向日葵茎部的定殖动态

犉犻犵．６　犆狅犾狅狀犻狕犪狋犻狅狀犱狔狀犪犿犻犮狊狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪

犔犐犈犎９２犻狀狊狌狀犳犾狅狑犲狉狊狋犲犿狊

图７　内生细菌犔犐犈犎９２在向日葵叶部的定殖动态

犉犻犵．７犆狅犾狅狀犻狕犪狋犻狅狀犱狔狀犪犿犻犮狊狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪

犔犐犈犎９２犻狀狊狌狀犳犾狅狑犲狉犾犲犪狏犲狊

２．５　向日葵列当内生细菌犔犐犈犎９２对向日葵植株

防御酶系的诱导

　　清水灌根对照各防御酶活性变化不大。仅用内

生菌ＬＩＥＨ９２发酵液灌根的向日葵植株叶片中

ＰＡＬ、ＰＯＤ和ＰＰＯ活性均高于清水对照，ＰＡＬ和

ＰＰＯ活性峰均出现在处理后第７天，而ＰＯＤ则在

处理后第５天、第９天出现了２次活性峰。仅接核

盘菌时，向日葵叶片ＰＡＬ、ＰＯＤ和ＰＰＯ各活性峰分

别出现在第５、９和５天。

接核盘菌的同时用菌株ＬＩＥＨ９２发酵液灌根

后，从第１天开始各防御酶的活性便持续快速增加，

ＰＡＬ、ＰＯＤ和ＰＰＯ活性峰分别出现在第５、７和９

天，其中ＰＯＤ活性峰出现时间比仅接核盘菌时提前

了２ｄ。除第９天单独施用菌株ＬＩＥＨ９２发酵液的

向日葵植株叶片中ＰＯＤ活性略高外，其余情况下，

既接种核盘菌又使用菌株ＬＩＥＨ９２发酵液灌根的

处理向日葵叶片ＰＡＬ、ＰＯＤ和ＰＰＯ各防御酶活性

均高于其他３种处理（图８～１０）。说明在核盘菌和

菌株ＬＩＥＨ９２的共同作用下，向日葵叶片各防御酶

活性显著升高，迅速激活向日葵植株体内防御酶系，

提高向日葵的抗病性。

图８　内生细菌犔犐犈犎９２和核盘菌处理对

向日葵犘犃犔酶活性的影响

犉犻犵．８　犐犿狆犪犮狋狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪犔犐犈犎９２犪狀犱

犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿狅狀狊狌狀犳犾狅狑犲狉

犘犃犔犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔

图９　内生细菌犔犐犈犎９２和核盘菌处理对

向日葵犘犗犇酶活性的影响

犉犻犵．９　犐犿狆犪犮狋狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪犔犐犈犎９２犪狀犱

犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿狅狀狊狌狀犳犾狅狑犲狉

犘犗犇犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔

·８７·



４２卷第１期 王靖等：内生黏质沙雷氏菌ＬＩＥＨ９２对向日葵菌核病的防治效果及其防病机制研究

图１０　内生细菌犔犐犈犎９２和核盘菌处理对

向日葵犘犘犗酶活性的影响

犉犻犵．１０　犐犿狆犪犮狋狅犳犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪犔犐犈犎９２犪狀犱

犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿狅狀狊狌狀犳犾狅狑犲狉

犘犘犗犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔

３　讨论

由于拮抗细菌在田间应用时可能受到外界复杂环

境因素（温度、湿度等）、土壤性状、微生物间相互作用的

影响，因此本研究利用向日葵列当内生细菌ＬＩＥＨ９２

进行向日葵菌核病防治试验时，室内盆栽防效高于大

田。根腐型菌核病在向日葵整个生育期内均可发生，

而盘腐型菌核病通常在向日葵开花末期开始出现。而

本试验仅在播种时、播种后１０ｄ和２５ｄ用细菌ＬＩＥＨ

９２发酵液灌根，结果表明该菌株对大田根腐型菌核病

防效大于盘腐型。盘腐型菌核病发生时，菌株ＬＩＥＨ９２

的防效较低。说明随施用时间延长，该生防菌株的作

用逐渐减弱，应该增加施药次数来提高防效。

病原真菌细胞壁主要成分为几丁质，向日葵列当

内生黏质沙雷氏菌ＬＩＥＨ９２可分泌几丁质酶来水解

向日葵菌核病菌的细胞壁，从而抑制核盘菌生长。

抗生素标记是研究细菌定殖最常用的方法。本

研究利用抗生素利福平来标记内生菌株ＬＩＥＨ９２，

获得突变菌株，采用灌根法分别在灭菌土和自然田

土的盆栽中接种，结果表明菌株ＬＩＥＨ９２在向日葵

体内和土壤中均能成功定殖。到第３０天时，ＬＩＥＨ

９２突变菌株在向日葵根、茎、叶中的定殖量仍保持较

高水平，叶中最低也达１０２ｃｆｕ／ｇ。同时３０ｄ时，其在

土壤中的定殖量达１０６ｃｆｕ／ｇ，说明菌株ＬＩＥＨ９２能适

应向日葵体内外的生态环境，应用潜力较大。

当受到病原物侵染或其他诱导因子作用时，植

物体内与抗病性相关的防御酶（苯丙氨酸氨解酶

ＰＡＬ、过氧化物酶ＰＯＤ、多酚氧化酶ＰＰＯ等）会发

生变化，从而提高自身的免疫力［１４］。ＰＡＬ是该代谢

途径中的关键酶和限速酶，能催化Ｌ 苯丙氨酸形成

反式肉桂酸，控制植物体内多种次生酚类化合物（类

黄酮、酚类物质、木质素、植保素、花青素等）的合成。

ＰＯＤ是一类氧化还原酶，能催化脂肪族、芳香族和酚

类物质的氧化，水解细胞毒性物质过氧化氢，参与木

质素的沉积。ＰＰＯ参与酚的氧化和木质素的合成，可

将细胞代谢产物中的酚类物质氧化为醌类来杀死细

胞，或使细胞壁增厚以抵御病菌的入侵和扩展。

许英俊等［１５］报道，链霉菌属的３株放线菌对草莓

有促生作用，且能够提高草莓根系ＰＰＯ活性，对增强

抵抗草莓根系根区病原菌侵染有一定效果。陈刘军

等［１６］报道蜡质芽胞杆菌ＡＲ１５６可提高水稻植株

ＳＯＤ、ＰＡＬ、ＰＯＤ 和 ＣＡＴ 等防御酶活性，用菌株

ＡＲ１５６预处理水稻植株后接种立枯丝核菌（犚犺犻狕狅犮狋狅

狀犻犪狊狅犾犪狀犻）ＨＮＷ２１，其ＳＯＤ和ＰＡＬ分别提前４ｄ和

２ｄ出现活性峰，诱导水稻对纹枯病的抗性。Ｌａｖａｎｉａ

等［１７］研究表明黏质沙雷氏菌ＮＢＲＩ１２１３可诱导ＰＡＬ、

ＰＯＤ、ＰＰＯ等防御酶活性来提高植物抗烟草疫霉菌

（犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪狀犻犮狅狋犻犪狀犪犲）所引起根腐病的能力，且促

生增产作用明显。Ｐｒｅｓｓ等
［１８］报道黏质沙雷氏菌能诱

导黄瓜和烟草产生抗性而抵御多种真菌、细菌及病毒

的侵染。本研究中内生细菌ＬＩＥＨ９２对向日葵的防

御酶系具有诱导作用，能提高植株自身的免疫力。

内生细菌的作用机制主要包括两方面，一是对病

原菌的直接抑制，如产生几丁质酶（溶解病原真菌的细

胞壁）、纤维素酶、淀粉水解酶、蛋白酶、嗜铁素（螯合铁

离子），固氮作用，产生抗生素、合成ＡＣＣ脱氢酶、吲哚

３乙酸（ＩＡＡ）及铁载体等；另一方面是增强寄主植物自

身的抗性，如激发诱导抗性、分泌促生物质等。

综合各方面研究，向日葵列当内生黏质沙雷氏

菌ＬＩＥＨ９２防治向日葵菌核病的作用机制包括产

生几丁质酶、在向日葵体内定殖、诱导向日葵植株的

防御酶系等，菌株ＬＩＥＨ９２的抑菌作用可能是这些

机制共同作用的结果。生产上要将内生细菌ＬＩＥＨ

９２真正用于向日葵菌核病的生物防治，还需进行该

菌株活性物质的提取与鉴别、发酵工艺、制剂研发、

应用方式等方面的深入研究。
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