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摘要　芽胞杆菌是土传病害生防制剂开发中最具应用潜力的微生物之一，但目前针对药用植物土传病害，市场上可

供选择和使用的，以其为生防因子的产品和数量较少，远远不能满足生产实际需要。本文从菌株的筛选获得、定殖

与生态适应性、安全性评价等方面概述了影响其开发的制约因素，并提出了相应的建议和展望，以期为促进芽胞杆

菌制剂在防控药用植物土传病害中的应用提供参考。
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　　药用植物的药用部位７０％为根和根茎
［１］，而土

传病害的严重发生直接降低了药材产量和品质，给

药材生产造成了重大损失［２］。药用植物土传病害种

类繁多，发生最普遍的有根腐病、黑腐病、锈腐病等

真菌引起的病害［３］。目前该类病害的防治主要依赖

于化学农药，但化学农药存在毒性高、残留大、污染

重、且病原菌易产生耐药性甚至抗药性等缺陷。土

传病害发生环境相对稳定，相对适合微生物的定殖

和存活，适宜开展生物防治［４］。利用植株上附生的

或根际土壤中的拮抗细菌或其代谢产物调控根围有

害微生物的平衡以达到控病保产的目的是土传病害

防治的重要途径。

芽胞杆菌是土壤和植物微生态区系的优势生物

种群，具有很强的环境适应性和友好性，能通过分泌

抗生物质，调节微生物区系，促进植物生长以及竞争

作用等方式发挥多种有益作用［５］，在土传病害的防

治中显示出了巨大潜力，国内外已有不少制剂产品

报道，且新的拮抗芽胞杆菌也不断被筛选出来，针对
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药用植物土传病害，科研工作者也开展了相关工作

（表１），但与针对大田作物病害进行的菌株筛选和

产品研发相比，其产品数量仍较少，且缺乏作用机制

方面的研究。同时，由于次生代谢产物含量较高的

药用植物会引起根际土壤理化性质的改变，导致根

际微生物及根际土壤酶活性也发生变化［６］，从而使

得药用植物根际的生理生态状况与农作物有一定差

异。目前在这方面的研究还未见相关报道。

表１　土传病害拮抗芽胞杆菌的筛选及其制剂
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芽胞杆菌／制剂

犅犪犮犻犾犾狌狊／Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

病害／病原菌

Ｄｉｓｅａｓｅ／Ｐａｔｈｏｇｅｎ

寄主

Ｈｏｓｔ

文献

Ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＧＢ０３／Ｋｏｄｉａｋ 根部病害／犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪ｓｐ．，犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐ．，犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊ｓｐ．，等 棉花、大豆 ［５］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＭＢＩ６００／Ｓｕｂｔｉｌｅｘ 根部病害／犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐ．，犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊ｓｐ． 豆类、棉花、花生 ［５］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊Ｂ９０８／百抗
纹枯病、根腐病、黑胫病／

犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻，犉狌狊犪狉犻狌犿狊狅犾犪狀犻，犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪狆犪狉犪狊犻狋犻犮犪
水稻、三七、烟草 ［５］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊Ｂ３／麦丰宁 纹枯病／犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪犮犲狉犲犪犾犻狊 小麦 ［５］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊Ｂｓ９１６／纹曲宁 纹枯病、稻曲病／犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻，犝狊狋犻犾犪犵犻狀狅犻犱犲犪狏犻狉犲狀狊 水稻 ［５］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＣＡＳ１５ 枯萎病／犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿，等 辣椒 ［７］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＲＢ１４、ＮＢ２２
番茄猝倒病／

犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻，犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿，犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿
番茄 ［８］

犅犪犮犻犾犾狌狊ＳＢ２４ 根腐病／犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐ． 大豆 ［９］

犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊ＡＲ１５６ 纹枯病／犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻 水稻 ［１０］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊Ｂ１１ 根腐病／犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪，犉狌狊犪狉犻狌犿狊狅犾犪狀犻 人参 ［１１］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊Ｂｓ０７２８ 根腐病／犉狌狊犪狉犻狌犿狊狅犾犪狀犻 板蓝根 ［１２］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊Ｂ１、Ｂ２ 根腐病／犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿，犉狌狊犪狉犻狌犿狊狅犾犪狀犻 当归、黄芪 ［１３］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＢＳ０１５ 锈腐病／犆狔犾犻狀犱狉狅犮犪狉狆狅狀犱犲狊狋狉狌犮狋犪狀狊，犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犺犻狀狊犲狀犵，犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻 人参 ［１４］

　　从２０１２年的调查来看，我国登记的农药有效成

分总数６００多个，生物源农药登记品种１１２个，而微

生物农药仅３０个
［１５］，且近一半的生物源农药品种

虽然处于登记状态，但并未生产。２０１４年对全国主

要生物农药企业的问卷调查也发现，在已登记的生

物农药产品中，约２０％处于未生产状态，３４％为生

物农药与化学农药的混配制剂［１６］。目前，自１９８２

年我国实行农药登记制度以来，获得登记的１３０多

种生物农药［１７］中，仅有１种芽胞杆菌制剂（登记证

号：ＬＳ２００１８２１），登记用于三七根腐病的防治。由

此看出，针对药用植物土传病害开发的微生物农药，

特别是以芽胞杆菌为目标因子开发的、在市场上可

供选择和使用的生物农药产品和数量很少，远远不

能满足生产实际需要。

生物源农药的发展与国家政策、研发水平、农业

生产方式、市场需求等密切相关，其自身特性、登记

管理政策以及用药成本等因素是制约生物源农药产

业发展的主要因素［１６］。芽胞杆菌制剂作为生物源

农药的重要组成部分，阻碍其发展的制约因素有与

其他生物源农药共性的地方，也有因其自身特性导

致的差异。本文从拮抗菌筛选获得、定殖与生态适

应性和安全性等３个方面展开论述，以期为避免盲

目筛选所导致的后续问题，促进药用植物土传病害

芽胞杆菌制剂的开发提供参考。

１　拮抗芽胞杆菌的筛选获得

１．１　菌株来源

对于获得具有生防潜力的拮抗芽胞杆菌而言，

其来源是首要考虑的因素。分离位点优先选择高病

害压力下植物不发病或少发病的区域。抑病型土壤

为选择天然存在的土传病害生防制剂提供了一个逻

辑位点［１８］，如Ｍｅｎｄｅｓ等发现种植于抑病型土壤的

甜菜其根际优势群落普遍为与拮抗病原菌相关的微

生物，如放线菌门、β变形菌门、γ变形菌门等
［１９］。

其次，药用植物根际微生物中细菌具有较高的类群

多样性，其中芽胞杆菌属犅犪犮犻犾犾狌狊、假单胞菌属

犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊细菌最常见
［６］，也是获得拮抗菌的良

好来源，且因其“土著”性而更容易适应当地生态环

境。另外，植物内生菌是防治植物病害的重要微生

物资源［２０］，芽胞杆菌是其中的常见类群。如李勇

等［２１］从人参根部分离出了具有理想抑菌活性的枯

草芽胞杆菌犅．狊狌犫狋犻犾犻狊ｇｅ２５。

１．２　分离方法

土壤中芽胞杆菌的分离主要采用先加热杀死非
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芽胞细菌，再进行分离的方法［２２］，但这种方式是针

对土壤中能够培养的微生物进行的。目前发现土壤

中超过９９％的微生物不能被传统的技术所分离培

养［２３］，这大大阻碍了拮抗菌的获得。分子技术克服

了传统培养方法的弊端［２４］，如宏基因组学技术是完

全不依赖于人工分离培养直接获得环境中理论上所

有微生物基因组信息的一种有效手段［２５］，但单凭分

子生物学方法也存在不能得到纯培养物的缺陷［２４］。

纯培养物的获得不仅能够提供生理学、遗传学、病理

学等研究的对象，也可获得能够应用于工业生产的

新菌株［２６］，所以将传统方法与分子方法相结合，二

者互为补充，用分子技术指导分离培养的方向，是我

们当前应着重考虑使用的。例如：近年来兴起的基

于ＰＣＲ技术的分子生物学研究方法ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ、

ＲＦＬＰ、ＳＳＣＰ、ＤＧＧＥ等，能分析或鉴定出大部分土

壤微生物，且精度高［２４］。据此，我们可以根据分离

需求，先选择适宜的分子技术对土壤或植物等分离

源进行分析，确定其所含微生物种的丰富度和优势

种群，进而选择特定的适合待分离菌生长的培养基

进行分离，以提高目标微生物的分离率，更迅速地得

到所需的菌种。为了克服纯培养物获得过程中环境

因素的影响，还可通过培养基的重新设计和优化，准

确模拟微生物栖息地的化学条件；也可通过选择透

性滤膜直接进行天然环境原位培养，减少非生物因

素对土壤微生物生长的影响［２６］。如龚国淑等［２２］先

将土壤悬液热处理后，再采用麦芽汁牛肉膏蛋白胨

琼脂培养基分离土壤中的芽胞杆菌，程序简单，鉴定

的类群也多。

１．３　筛选策略和方法

筛选高效稳定的拮抗菌株是生防菌剂成功研发

并保证生物防治获得成功的先决条件［５］。筛选策略

和方法直接决定了获得菌株的类型。以预防为目

的，遵循基本生态学方法的筛选策略主要是基于诱

导或提高抑病型土壤的活性，达到对植物较为长期

的保护作用；而治疗性的策略则将微生物作为生物

农药，以期在有限的时间内控制病害，这在某些方面

和化学农药类似［１８］。但这两种策略在实际的筛选

过程中由于拮抗菌株多样化的作用机制，并不能完

全割裂开来。

筛选方法中以平板法筛选产生各种酶类（如溶

菌酶、几丁质酶、葡聚糖酶等）和抗生素、抗菌肽等物

质的拮抗芽胞杆菌主要倾向于治疗性的策略。以简

便的平板法进行产酶拮抗微生物的筛选可以先于

拮抗菌与病原菌和／或植物的互作进行，但作为拮

抗菌攻击的靶标，真菌细胞壁的复杂性要求拮抗菌

能迅速产生多种的胞外酶来消解细胞壁组分达到

生防效果［１８］，这就使以单一的酶作为指标筛选获

得的菌株生防效果不能尽如人意。而以芽胞杆菌

产生抗生素、抗菌肽等拮抗物质为出发点，通过活

体外平板上“抑菌圈”的产生进行筛选已成为评价

拮抗菌—靶标菌互作的经典方法。也有研究表明：

活体外抗生素的产生和活体内是不相关的［２７］。尽

管平板法筛选忽略了菌株对植物的诱导抗性，但从

获得能产生高性能抗菌物质菌株的角度来说，依然

最为简单有效。

土传病害拮抗菌的筛选，除了考虑对病原菌的

直接作用外，还将对土壤的调控作用、营养竞争、促

生长和诱导抗性作为指标，这类筛选在考虑对病原

菌抑制作用的同时，更多地遵循了基本的生态学策

略，利于获得更为高效的菌株。如利用特殊培养基

筛选产嗜铁素的细菌，可获得对尖孢镰刀菌犉狌狊犪狉犻

狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿，稻瘟病菌犘狔狉犻犮狌犾犪狉犻犪狅狉狔狕犪犲和小

菌核属菌犛犮犾犲狉狅狋犻狌犿ｓｐ．等土传病害病原菌具有拮

抗作用的假单胞菌属犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊，芽胞杆菌属

犅犪犮犻犾犾狌狊等属细菌
［２８］。

传统平板对峙筛选主要测试供试微生物产生抗

生物质的能力，难以明确或预测所选菌株的根际定

殖能力［２９］，也排除了寄主与病原菌敌对关系之间的

关联因子，常使筛选出的菌株性能较差［１８］。可见，

拮抗菌的有效性不能仅以室内抑菌率来判断，必须

经过大田验证。然而，活体内试验获得的拮抗菌株

也有局限性。某些菌株的生化途径是诱导性的，有

的功能在某一环境下可以表达，但改变条件后不再

表达；而另一些具有抗菌能力的细菌在传代过程中

所产生的特异性转化酶容易使其发生“相位变异”，

导致在试验条件下有效的拮抗菌株，在根际条件下

却丧失了作用［３０］。

另外，由于药用植物土传病害一般由多种病原

菌混合侵染引起［２］，致病机理多样，且不同生长期和

生长地优势病原菌差异明显，而针对单一靶标筛选

的拮抗菌不一定对其他病菌有良好的抑制效果，因

此筛选方法的选择应基于菌株呈现复杂性的水平而

定，避免因靶标单一造成效果降低。
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２　拮抗芽胞杆菌的定殖与生态适应性

２．１　拮抗菌的定殖

拮抗菌稳定的定殖能力是其发挥生防、促生作

用的关键因素［３１］，其在土壤及药用植物根部的生长

状况、定殖时间的长短及定殖数量的变化直观地反

映了菌株定殖能力强弱［３２］。以根部入药的药用植

物多具多年生特性，使得拮抗菌必须在土壤中具有

增殖存活更长时间的能力才能产生好的生防效果。

首先，由于药用植物根际微生物有着丰富的类群多

样性和数量多样性［６］，因而作为外来生物的拮抗芽

胞杆菌，对土著微生物菌群需具有更强的竞争力，才

能在根际竞争中占得有利位置；其次，药用植物产生

的次生代谢产物中的一些小分子物质在栽培生长过

程中很容易释放到环境中，从而改变根际土壤理化

性质，进而影响土壤环境的微生物群落结构［３３３４］，这

就要求拮抗芽胞杆菌必须对因根际分泌物积累引起

的微生物群落变化有更好的适应性。第三，药用植

物根际分泌物随着时间的变化对已经引入的生防菌

株数量和群落结构也可能产生影响。

另外，有些拮抗菌可以通过产生次生代谢产物

来增强其在寄主植物根围的竞争力，从而在定殖过

程中占据优势［３５］，如：嗜铁素、抗生素、水解酶等，所

以在拮抗菌的筛选和遗传改造中，可以将上述能力

作为筛选指标和改造靶点，以期获得定殖力较强的

菌株。

芽胞杆菌通常以生物膜的形式定殖于植物根

际，表现出较好的定殖能力［３６３７］。生物膜不仅可以

提高生防菌的生存竞争力，帮助其抵抗抗生素等环

境压力，还能维持其在植物根部的定殖数量，从而提

高细菌分泌的胞外酶和抗生素的浓度，保证生防和

促生作用的正常发挥［３６］。因此，对拮抗芽胞杆菌产

生生物膜能力的测定可先于土壤测定来评价其可能

的定殖情况。另外，有益的植物内生细菌往往能在

植物体内定殖传导，长期发挥生防作用［３８］。

２．２　对环境的适应性

拮抗菌能否适应其被引入的生态环境，充分发

挥自身的抑菌机制，与相应病原物有效竞争，决定着

生物防治的成败。拮抗菌在田间环境中的定殖、生

长很容易受到紫外光、温度、化学农药、水分、ｐＨ和

营养状况等因素的影响。对于多年生药用植物，环

境因子可通过对其次生代谢物和根际分泌物的影响

改变根际微环境，进而影响拮抗菌的生长环境。如：

养分胁迫可导致药用植物生理代谢的异常变化和根

系原生质膜透性的增加，促进分泌物的大量分泌，进

而引起植物自毒作用，改变土壤微生物群落结构及

土壤ｐＨ值，引起土壤物理化学性质的改变
［１］。由

于大多数实验室条件下筛选出来的拮抗菌，筛选环

境与田间条件有很大区别，因此针对药用植物土传

病害筛选获得的目标生防菌，在应用于根际时，除了

需要适应自然环境变化所带来的影响，还要适应由

于其生理变化导致的土壤微环境的变化。

此外，芽胞杆菌制剂多为活菌制剂，田间应用时

常受到温度、湿度、土壤、ｐＨ值等外界因素的影响，

导致防效不稳。要使其在田间施用时可以较长时间

地发挥抑菌作用，维护其产生的抗菌物质的稳定性

对于确保生防效果非常重要，目前这方面的研究还

很欠缺［５］。

３　拮抗芽胞杆菌的安全性分析

３．１　对药用植物活性成分的影响

药用植物由于其生产和用途的特殊性，病害防

治中使用的农药必须符合《中药材生产质量管理规

范》（ＧＡＰ）的要求，既要有效防控病害，又不能影响

药材品质。据报道，芽胞杆菌制剂可直接作用于植

物，促进生长，增加产量，提高有效成分的含量［３９］。

在药用植物上也有一些相关报道，如：ＳｈａｒａｆＥｌｄｉｎ

等［４０］发现枯草芽胞杆菌可提高番红花苦苷、番红花

酸和藏红花醛的含量；Ｋａｒｔｈｉｋｅｙａｎ等
［４１］报道，芽胞

杆菌可以提高长春花抗癌有效成分生物碱的含量。

但上述报道只是针对药用植物中单一或几种成分进

行研究，没有考虑活性成分的整体变化。近年来，利

用以组群指标分析为基础的植物代谢组学技术来分

析植物在非生物或生物胁迫下的应答机制已取得了

很大进展［４２４４］，因此，若将其应用于研究芽胞杆菌对

药用植物活性成分的影响，更利于从整体变化的层

面来进行安全性评价。

另外，芽胞杆菌应用后，药用植物中某一成分含

量的显著升高或降低是否会对其他成分的效果有负

面作用，以及芽胞杆菌是否会对药用植物中的非药

效成分，特别是一些毒性成分产生影响也需引起高

度重视。

３．２　对土壤微生物群落及结构的影响

虽然大多数生防菌来自于土壤或植物内生菌，
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与土壤及植物具有较好的相容性，但将其大量集中

释放到土壤中也可能破坏部分土壤原有微生物的群

落结构和功能，并对其构成威胁，从而对整个生态系

统产生有害作用［４５４６］。其中，最大的潜在影响是引

入微生物对土壤小生境中原有微生物的取代，导致

土壤生态系统的多样性和机能下降［４７］。生防芽胞

杆菌的引入对土壤微生物的类群存在重要影响，例

如：连玲丽等［４８］报道：枯草芽胞杆菌ＥＮ５处理使根

际土壤中细菌、真菌和放线菌的数量明显高于对照

土壤，同时，还改善了根际土壤中细菌群体的多样

性；余贤美等［４９］报道，施用枯草芽胞杆菌Ｂｓ１５后土

壤中细菌的数量变化不明显，放线菌的数量在第３

天和第７天显著低于对照，第１４天以后恢复到对照

水平；而真菌种群数量于第７天开始显著下降。另

外，芽胞杆菌对土壤微生物的影响也会因作物的不

同而不同，陈雪丽等［５０］报道：多黏类芽胞杆菌

犘犪犲狀犻犫犪犮犻犾犾狌狊狆狅犾狔犿狔狓犪和枯草芽胞杆菌犅．狊狌犫狋犻

犾犻狊对不同时期黄瓜和番茄根际土壤微生物群落结

构有不同的影响。向土壤中引入生防菌也可能对群

落中原有的非致病真菌产生非目标效应［４７］，尤其经

过基因改良的生防菌，由于它们的某些能力通常被

特别加强而更需加以注意。

３．３　对人及有益生物的安全性

相对于化学农药来说，大多数芽胞杆菌对人畜

有益，具有较高的安全性，但进入市场开发的芽胞杆

菌必须经过安全测试，对其毒理学、非靶标环境影

响、环境繁衍等方面进行综合评估，才可生产使用。

目前我国尚未建立专门的微生物农药安全性评价技

术与相关试验导则［４９］，对于微生物农药的环境安全

性评价和药效评价等均是参照化学农药的准则，缺

乏对其特殊性的考虑，因而尽快建立适合微生物农

药的生态毒理学评价标准、风险评估程序以及药效

试验准则非常重要［５２］。

生防芽胞杆菌除了在土壤中定殖外，还可进入

植物体内，特别是来源于植物的内生芽胞杆菌。这

些菌进入药用植物体内后，保留于药材成品中，在加

工及煎煮过程中，定殖的数量和变化尚属未知。进

一步研究这些菌的自身毒性、在植物体内的定殖情

况以及在药材加工过程中的变化，对保障安全用药

至关重要。

４　展望

研究和实践证明，芽胞杆菌类制剂对土传病害

经济有效，是仅次于假单胞菌被广泛研究和商业化

的菌种。因此，尽量避免开发过程中的各种制约因

素，对于促进芽胞杆菌制剂快速发展，有效防控药用

植物土传病害非常重要。今后的发展应从以下几方

面加以考虑：

（１）借鉴医药源微生物资源开发的新技术，优

选生防微生物发掘的生态环境，扩大筛选范围和信

息获取量，加强生防微生物新颖性的科学评价，建立

新的高效菌株筛选体系，增加新菌株发现的几率。

（２）芽胞杆菌在稳定性、与化学农药的相容性

等方面明显优于非芽胞杆菌和真菌生防菌剂［５３］，因

此将其与化学农药或植物源杀菌剂复配使用，可使

芽胞杆菌形成优势种群，同时发挥化学药剂抑菌迅

速、防效稳定的优势，达到优势互补的目的。

（３）根据与其他拮抗微生物协同互作，功能互

补的原理，将互融的两种以上的拮抗微生物混用，达

到对植物不同空间部位的全面占领，实现多种病害

兼防、作用持久的协同控病效果［５４］。

（４）芽胞杆菌可以产生多种重要的酶和抗菌物

质，利用生物技术手段生产代谢物产品，也是一条值

得探索的途径。
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