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摘要
!

为了明确解淀粉芽胞杆菌
($-"#/c!

%

c!

&对大白菜软腐病的防治效果!本研究通过平板对峙和离体生防试

验评估了
($-"#/c!

对软腐病的生防潜力!同时采用绿色荧光蛋白标记菌株
c!/

7:5

!测定其在大白菜植株内的定

殖能力!在温室内研究了
($-"#/c!

对大白菜软腐病的防治和增产效果#结果表明!

($-"#/c!

在
](

平板和离体植

物组织上均能有效地抑制软腐病原菌的生长'淋灌
c!/

7:5

发酵液后!标记菌在大白菜根际"根"茎"叶等组织内的

种群数量呈现出(先上升后下降最后趋于平稳)的趋势!最终稳定在约
#"

&

7M<

*

5

组织'温室防效试验结果表明!移栽

生防苗后淋灌
c!

菌悬液防治效果最佳!为
-!>!&O

!仅移栽生防苗与移栽普通苗后淋灌
c!

菌悬液防效分别为
!+>

+'O

与
%$>%+O

!大白菜产量分别增加了
#%->,+O

"

%'>,!O

及
#"$>&'O

#研究结果表明解淀粉芽胞杆菌
($-"#/c!

能够有效防控大白菜软腐病#
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由果胶杆菌
!()%'9#)%(&*23L

NN

>

引起的细菌性

软腐病是大白菜的三大主要病害之一'一般发生在

大白菜结球的中后期'造成极大损失$

#

%

*与病毒病

和霜霉病相比'软腐病在大白菜的种植)运输)储藏



%-

卷第
!

期 崔文艳等&解淀粉芽胞杆菌
($-"#/c!

对大白菜软腐病防治效果研究

及销售过程中均会发生$

&

%

*近年来'国内软腐病发

病面积急剧增加'严重危害大白菜等重要蔬菜作物

的生产*果胶杆菌可随灌溉用水)大白菜的运输与

贮藏及人类活动而传播'且对自然环境适应性强'是

自然条件下地理分布与寄主范围最为广泛的植物病

原菌之一$

%

%

*在田间一旦发现明显的软腐症状后再

采取防治措施往往很难取得理想的防治效果*培育

抗病品种是防治病害的最好选择'但是我国主栽大

白菜品种对软腐病的抗性不理想#化学防治虽然有

效但由于其对环境和农产品安全具有负面影响而难

以成为首选#生物防治一般说来较为安全'已成为经

济和有效的防控手段之一*

芽胞杆菌是最重要的植物病害生防资源菌之

一'以其高效性和安全性而著称'能够拮抗常见的主

要植物病原菌$

,-

%

*解淀粉芽胞杆菌
0#)*""24

#3

<

"'"*

G

2(

:

#)*($4($-"#/c!

!下称
c!

"分离自小麦根

际土壤'对多种植物病害有良好的生防效果'应用潜

力巨大$

'+

%

'但是否能够防控大白菜软腐病仍不清楚*

本文就室内拮抗)离体生防活性测试)植株内的定殖

及温室防效等进行了初步研究'以期为大白菜软腐病

的生物防治及
c!

在农业生产中的应用提供参考*

$

!

材料与方法

$%$

!

材料

供试菌株&解淀粉芽胞杆菌
c!

及其绿色荧光

蛋白!

ÛR

"标记菌株
c!/

7:5

!下称
c!/

7:5

"均系

本实验室自有知识产权保存菌株!

.+"P

保存"*大

白菜软腐病菌
!()%'9#)%(&*23)#&'%'H'&23L<HL

N

>

)#&'%'H'&23

!

!))

"'编号
0#

!下称
0#

"'由本实验室

分离鉴定保存*

供试品种与样品&0青岛
+&/#

(是高感软腐病的

大白菜品种'种子购自昆明市安宁市青龙镇农贸市

场*健康的大白菜植株)黄瓜及马铃薯均购自昆明

市龙头街农贸市场*商业育苗基质由微生物菌种筛

选与应用国家地方联合工程研究中心提供*

$%&

!

试验方法

$>&>$

!

0#

与
c!

菌悬液的制备

分别挑取
0#

和
c!

单菌落于
](

液体培养基

中'

&'P

)

#-"?

,

13:

的条件下振荡培养
%+8

'使用涂

板梯度稀释法检测菌落数量后使用
R(C

缓冲液!

N

Y

'>"

"重悬备用*

$>&>&

!

室内平板拮抗试验

吸取
!""

#

]#D#"

-

7M<

,

1]

的
0#

菌悬液至不

同
](

固体平板'使用涂布器轻轻涂布均匀'再使用

移液枪吸取
#"

#

]c!

菌悬液!

#D#"

'

7M<

,

1]

"点滴

到平板中央*以滴加等量
R(C

缓冲液作为阴性对

照*每个处理
&

次重复*

!+P

恒温培养
!%8

后测

定
c!

菌落与抑菌圈的半径$

#

%

*

$>&>'

!

室内离体试验

参考
2̂?

5

9

等$

$

%的方法开展离体试验'略有修

改*将健康的大白菜叶柄用水冲洗干净并表面消毒

后'用灭菌水清洗干净'然后使用灭菌水果刀将其切

割成碎片'大小约!

&>,

"

%>"

"

71D

!

,>,

"

->,

"

71

*

使用相同的方法将黄瓜及马铃薯切成厚约
">,71

薄片备用*

$>&>'>$

!

c!

的致病性测试

将大白菜叶柄碎片及黄瓜)马铃薯薄片放入预

先铺有滤纸且润湿的无菌培养皿中'每皿
#

片*使

用移液枪吸取
#D#"

+

7M<

,

1]

的
c!

菌悬液注射待

测试的组织'每块组织碎片接种
#"

#

]

*重复
&

次'

!+P

恒温培养
!%8

后观察结果*

$>&>'>&

!

离体拮抗测试

预先将
c!

与
0#

的菌悬液混合制备成混合接

种液!终浓度均为
#D#"

+

7M<

,

1]

"*采用上文方法

将
#"

#

]

的混合接种液注射待测试的组织'接种等

量无菌
R(C

缓冲液为阴性对照及
0#

重悬液!

#"

+

7M<

,

1]

"为阳性对照*每个处理
&

次重复'

!+P

恒

温培养
!%8

后观察结果'记录腐烂斑块与组织块的

面积并统计腐烂率*腐烂率
Z

腐烂表面积,组织总

表面积
D#""O

*

$>&>(

!

c!

在大白菜根围和植株内的动态监测与

回收

!!

挑取
c!/

7:5

单菌落于
](

!含
#"

#

5

,

1]

氯霉

素"液体选择性培养基中'

&'P

)

#-"?

,

13:

的条件下

振荡培养
%+8

*然后于
#!"""

5

的条件下室温离心

!13:

'弃上清收集菌体后加入等体积的无菌
R(C

缓

冲液!

N

Y'>"

"重悬菌体*相同方法重复离心
#

次'并

使用
R(C

缓冲液重悬菌体至终浓度为
#D#"

'

7M<

,

1]

'

%P

保存备用*

将无菌自然土分装入
!#71D!#71

的营养盆内'

将健康饱满的大白菜种子表面消毒$

#"

%后播种*出苗

'K

后'选取长势一致的大白菜幼苗作为试验材料'采用

淋灌的方法接种
c!

菌体悬浮液*淋灌&将
c!

菌悬液

自幼苗茎部轻柔自上淋下'每盆均匀淋灌
#""1]c!/

7:5

的重悬液'淋灌时须保持土壤浸润但不能有水从

盆底流出且不能溅至盆外*本试验同时设立野生型
c!

和无菌水两个处理'每个处理设置
&

个重复*

在处理后第
#

)

&

)

,

)

'

)

#"

)

#,

)

!,

)

&,

)

%,

天分别

+

&##

+



!"!"

取样'结合选择性培养与光电折射仪'采用梯度稀释

涂板法回收监测标记菌在大白菜的根际土)根)茎以

及叶的定殖数量$

###!

%

*

$>&>)

!

温室防病试验

$>&>)>$

!

生防育苗基质准备

生防育苗基质&加入一定量
c!

菌悬液与自来

水至商业育苗基质中!终浓度
#D#"

'

7M<

,

5

基质"'

充分混匀后装入育苗盘内备用*普通育苗基质&加

入等量的
R(C

缓冲液与自来水至商业育苗基质中'

充分混匀后装入育苗盘内备用*

$>&>)>&

!

漂浮育苗

参考汪汉成等$

#&

%的方法进行育苗'略有改动*

选取健康饱满的大白菜种子表面消毒后播种于预装

有普通育苗基质或生防育苗基质的育苗盘!

#-"

孔,

盘"中'然后分别放入专门的育苗池内生长!下文中

两处理的幼苗分别简称普通苗和生防苗"*每穴播

种
&

颗种子'出苗
&K

后每穴保留长势一致的幼苗

!

株*待大白菜幼苗长至
!"K

苗龄时备用*

$>&>)>'

!

温室试验设计

从漂盘内选取长势一致的大白菜幼苗移栽入

温室内'每塘种植
#

株*移栽后第
!

天按照以下

%

种方式处理&

\e

'移栽普通苗'每塘淋灌
#""1]

0#

菌悬液!

#D#"

-

7M<

,

1]

"#

B#

'移栽生防苗'每塘

淋灌
#""1]0#

菌悬液!

#D#"

-

7M<

,

1]

"#

B!

'移栽普

通苗'每塘淋灌
#""1]0#

菌悬液!

#D#"

-

7M<

,

1]

"'

同时分别于移栽后第
!

)

$

)

#-

)

!&

天 淋灌
#""1]c!

菌

悬液!

#D#"

'

7M<

,

1]

"#

B&

'移栽生防苗'后续处理方式

与
B#

一致*温室试验地按面积划分为
#!

个小区!约

!"1

!

,小区"'

&

种处理方式均匀分布在试验地内*

出苗
-"K

后采收大白菜'将所有大白菜小心拔

起'用清水冲洗干净后调查病株数)病情等级'计算

发病率)病情指数)防治效果'称量大白菜植株地上

部鲜重并计算增产率$

#

'

+

%

*

根据离体试验中大白菜叶片被软腐病原菌侵染

后出现的表型'并参考大白菜软腐病的单株分级标

准$

#

%

'将软腐病情按严重程度分为以下
,

个等级&

"

级'无症状#

#

级'仅外围叶片有极轻微的少量病斑'

呈水浸状#

!

级'外围叶片有明显可见的病斑#

&

级'外

围叶片部分腐烂且部分内部叶片有明显可见的病斑#

%

级&植株大部分叶片叶柄大部分或全部腐烂*

发病率
Z

病株数,调查总株数
D#""O

#

病情指数
Z

&

!病情等级
D

病株数量",!

%D

调

查总株数"

D#""

#

防治效果
Z

!对照区病情指数
.

处理区病情指

数",对照区病情指数
D#""O

#

大白菜增产率
Z

!处理区地上部鲜重
.

对照区

地上部鲜重",对照区地上部鲜重
D#""O

*

$%'

!

数据分析

运用
CRCC!!>"

软件对试验数据进行单因素方

差分析'采用
*<:72:

氏新复极差法进行差异显著性

检验!

!

#

">",

"*

&

!

结果与分析

&%$

!

C&

对大白菜软腐病菌的抑制作用

!%8

对峙培养后'与只接种
R(C

缓冲液相比'接

种
c!

菌悬液处理
c!

菌落半径为!

-a#E">!

"

11

'菌

落周围观察到!

+>%E">&

"

11

的抑菌圈'表明
c!

对

果胶杆菌
0#

的生长有良好的抑制作用*

&%&

!

C&

离体生防活性潜力评估

&>&>$

!

c!

的无致病性测试

将
c!

菌悬液注射接种至健康大白菜叶柄)黄

瓜果实及马铃薯块茎
!%8

后'均未观察到浸渍症状

!图
#H

"*表明
c!

不会引起软腐病'可用于后续的

生防试验*

&>&>&

!

c!

离体生防活性测试

各处理间软腐症状的严重程度差异显著!图
#

与表
#

"*与空白对照!图
#2

'接种灭菌水"相比'接

种果胶杆菌
0#

后'黄瓜)马铃薯及大白菜测试组织

上均出现了可见的严重腐烂斑块!图
#7

"'腐烂率分

别达
-->&,O

)

&,>&%O

及
%%>&'O

*然而'当植物组织

接种入
0#

和
c!

的混合接种液后'腐烂的面积均显著

减小!图
#K

"'其中黄瓜)马铃薯及大白菜测试组织的

腐烂率分别下降了
&!>%'O

)

##>-'O

及
!&a!-O

'离体

防效依次达
%+>$%O

)

&&>"!O

及
,!>%!O

*

&%'

!

C&E

'()

在大白菜根际土壤及植株内的定殖能力

在淋灌生防菌
c!/

7:5

菌悬液
#K

后'大白菜的

根系内即可检测到
c!/

7:5

菌株的存在'密度达
#>%D

#"

&

7M<

,

5

根'随着取样时间的推移'根系内菌落密度

呈现出-先上升后下降'最后维持稳定.的趋势!图
!

"*

淋灌标记菌后第
#"

天'大白菜根系内
c!/

7:5

菌落密

度达到顶峰!

#>#D#"

%

7M<

,

5

根"'此后逐渐下降'并在

淋灌处理
#,K

后菌落定殖密度稳定在
!D#"

&

"

,D

#"

&

7M<

,

5

*在大白菜的茎)叶及根际土壤中'

c!

表现出

相似的定殖规律'淋灌处理
%,K

后根际土壤中菌落数

量仍然稳定在
!D#"

%

7M<

,

5

土壤*接种
#,K

后
c!/

7:5

在叶组织中的定殖密度始终高于茎组织!约
&

"

,

倍"'

这可能与大白菜的叶片内营养更丰富有关*

+

%##

+
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卷第
!

期 崔文艳等&解淀粉芽胞杆菌
($-"#/c!

对大白菜软腐病防治效果研究

图
$

!

解淀粉芽胞杆菌
C&

在马铃薯#黄瓜和大白菜上对软腐病的离体生防效果

*+

,

%$

!

R+7?7<6:7=/88/?6178#*+,--./*0

1

-2-,

3

.4

(

*+,45/C&7<1786:7678

5

76267

$

?@?@49/:2<0U.+</1/?2992

,

/,56,782

表
$

!

解淀粉芽胞杆菌
C&

对软腐病的离体生防活性$

%

-29=/$

!

R+7?7<6:7=2?6+S+6

3

78#*+,--./*0

1

-2-,

3

.4

(

*+,45/

C&7<1786:76,56,782

处理

B?92J19:J

腐烂率,
O

!

X=JJ3:

5

?2J9

黄瓜

\<7<1H9?

马铃薯

R=J2J=

大白菜

\83:9L972HH2

5

9

0#

!

-->&,E&>"!

"

2

!

&,>&%E">+#

"

2

!

%%>&'E!>"%

"

2

0#fc!

!

&&>++E&>!+

"

H

!

!&>-'E#>-&

"

H

!

!#>"$E#>"-

"

H

!

#

"表中数据为平均值
E

标准误'同列数据后不同字母表示差异显

著!

!

#

">",

"*下同*

B89K2J23:J89J2H492?9192:EC0>*3MM9?9:J49JJ9?L3:J89L2197=4/

<1:3:K372J9L3

5

:3M372:JK3MM9?9:79L

!

!

#

">",

"

>B89L219H94=G>

图
&

!

淋灌的解淀粉芽胞杆菌绿色荧光蛋白标记菌株
C&E

'()

在大白菜根#茎#叶内及根际土壤中的定殖量

*+

,

%&

!

U7=7<+V26+7<78#*+,--./*0

1

-2-,

3

.4

(

*+,45/C&E

'()

+<:776

$

16/4

$

=/282<0:.+V71

5

./:/17+=78U.+</1/

?2992

,

/9

3

0:/<?.+<

,

&%(

!

C&

对软腐病防治效果

与空白对照相比'

c!

所有处理的病情指数均显

著下降!

!

#

">",

"'有效地减轻了软腐病对大白菜

的危害!表
!

"*其中'仅移栽生防苗!

B#

"或移栽普

通苗但淋灌
c!

菌悬液!

B!

"'并不减少软腐病的发

病率'而病情指数由对照组的
-'>&-

分别显著下降

到
%'>$!

及
&%>"&

'相应防治效果为
!+>+'O

与

%$a%+O

*移栽生防苗后连续淋灌
%

次生防菌悬浮

液!

B&

"的防控效果最好'软腐病的发病率)病情指

数和防治效果分别为
-$>%%O

)

!,>%%

和
-!>!&O

'

表明同时在育苗与栽培阶段接种
c!

更有利软腐病

的防控*不同处理的大白菜地上部产量总体上与其

防病效果呈正相关'淋灌
c!

的保产增收效果显著高

于仅移栽生防苗处理'其中
B!

和
B&

增产
#"$a&'O

和
#%->,+O

'显著高于
B#

的增产效果!

%'>,!O

"*

'

!

讨论

随着人类对农业生态)环境污染及食品安全的

关注'开发高效低毒生防制剂替代化学农药防控植

物病害'特别是粮油作物病害逐渐成为现阶段植保

研究的热点$

#%

%

'大量具有生防效应的微生物被开发

+

,##

+



!"!"

成生防制剂用于农业生产$

#

'

$

%

*本文以解淀粉芽胞

杆菌
c!

为材料研究了其对大白菜软腐病的生防效

果*

c!

无论是在室内平板对峙'还是离体生防活性

试验中均能有效地抑制软腐病病原菌的生长*在离

体条件下'

c!

在黄瓜)马铃薯与大白菜组织上对软

腐病都有良好的生防效果'离体防效分别为

%+a$%O

)

&&>"!O

及
,!>%!O

'这可能与
c!

和果胶

杆菌
0#

在不同作物组织上的生长及侵染速度不同

有关$

$

%

*离体试验结果也表明
c!

对不同作物有良

好的适应性'

[2:

5

等$

#,

%在广东省发现一株解淀粉

芽胞杆菌能够侵染马铃薯并在其块茎上形成典型的

软腐病症状'而
c!

在离体条件下对黄瓜)马铃薯及

大白菜测试组织均安全无害'展现出了防控软腐病

的生防潜力*

表
&

!

淋灌解淀粉芽胞杆菌
C&

对大白菜软腐病的防病效果及对大白菜增产效果$

%

-29=/&

!

J786:76?7<6:7=2<0

3

+/=0+<?:/21//88/?678#*+,--./*0

1

-2-,

3

.4

(

*+,45/C&9

3

0:/<?.+<

,

处理

B?92J19:J

发病率,
O

A:73K9:79

病情指数

*3L92L93:K9Q

防治效果,
O

\=:J?=49MM97J

产量,
_

5

+

1

.!

c394K

\e

!

#"">""E">""

"

2

!

-'>&-E#>!"

"

2 .

!

#">-'f#>,-

"

K

B#

!

$'>!!E%>+#

"

2

!

%'>$!E,>,#

"

H

!

!+>+'E+>#+

"

7

!

#,>'%E!>$+

"

7

B!

!

$%>%%E$>-!

"

2

!

&%>"&E%>&%

"

7

!

%$>%+E->%%

"

H

!

!!>&%E&>&!

"

H

B&

!

-$>%%E#!>'&

"

H

!

!,>%%E&>#+

"

K

!

-!>!&E%>'!

"

2

!

!->&#E!>'$

"

2

!

#

"

\e

&移栽普通苗#

B#

&移栽生防苗#

B!

&移栽普通苗'移栽后第
!

)

$

)

#-

)

!&

天淋灌
c!

菌悬液#

B&

&移栽生防苗'移栽后第
!

)

$

)

#-

)

!&

天

淋灌
c!

菌悬液*

\e

&

\83:9L972HH2

5

9L99K43:

5

L

5

?=G:3:3:=?

5

2:37L<HLJ?2J9H9M=?9J?2:L

N

42:J3:

5

#

B#

&

A:H3=/=?

5

2:37L<HLJ?2J9H9M=?9J?2:L

N

42:J3:

5

#

B!

&

A:3:=?

5

2:37L<HLJ?2J9H9M=?9J?2:L

N

42:J3:

5

H<JJ?92J9KH

6

K?9:783:

5

c!L<L

N

9:L3=:2MJ9?J?2:L

N

42:J3:

5

2J!

'

$

'

#-

'

!&K

'

?9L

N

97J3I94

6

#

B&

&

A:H3=/=?

5

2:37L<HLJ?2J9H9M=?9J?2:L

N

42:J3:

5

H<JJ?92J9KH

6

K?9:783:

5

c!L<L

N

9:L3=:2MJ9?J?2:L

N

42:J3:

5

2J!

'

$

'

#-

'

!&K

'

?9L

N

97J3I94

6

>

!!

目前国内外利用生防菌来防治软腐病有较多报

道'但大多在室内抑菌效果较好'在田间生防效果不

佳'或田间效果好但是防效不稳定'这可能是在复杂

多变的田间环境中'生防菌的存活)定殖能力)与病

原菌营养竞争能力及与土壤微生物协同共存受到威

胁等有关$

#

'

#-

%

*本研究中使用绿色荧光标记菌株

c!/

7:5

为材料'研究其在大白菜根际土壤及植株

内的定殖能力后发现'

c!

通过淋灌后不仅能够在植

株根际土壤内存活'还能够快速定殖到大白菜植株

内'优先占据生态位点'在
%,K

后'细菌数量仍能稳

定在
#"

&

7M<

,

5

组织'从而能够有效发挥生防作用*

故与对照相比'即使仅在漂浮育苗阶段使用生防育

苗基质!含
c!#"

&

7M<

,

5

基质"'对软腐病也有一定

的防治效果!

!+>+'O

"#移栽生防苗后连续淋灌
%

次

#D#"

'

7M<

,

1]

的
c!

菌悬液'防效达
%$>%+O

'它们

的防治效果均低于移栽生防苗后淋灌同等浓度发酵

液的处理!

-!>!&O

"'后者出现双重叠加防效'这可

能与这种处理方式下育苗阶段
c!

已经占据大白菜

根系)茎等组织的生态位点抑制病原菌的入侵$

,

'

#-

%

'

同时温室种植阶段淋灌的
c!

菌悬液又直接杀死大

量病原菌或抢夺根际土壤内营养物质而影响病原菌

的存活)繁殖有关$

#-#'

%

*无论是育苗阶段'还是温室

种植阶段'应用
c!

后均可以使大白菜的产量增加

%'>,!O

"

#%->,+O

'提高品质'产量增加与对病害

的防效呈正相关'这些试验结果表明'合理的应用生

防菌
c!

'能够有效地防控大白菜软腐病'减少软腐

病造成的经济损失'还为其他作物难防病害提供一

个范例'即减少化学农药的使用'在育苗与移栽后种

植阶段同时应用生防制剂'可以更高效地防控植物

难防病害*
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