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摘要　为研发绿色、安全、高效的作物黄萎病生物防治产品，本研究以生防菌株ＢｖＲ００１为研究对象，通过对黄萎病

菌的抑菌效果测定、可湿性粉剂研制、在寄主根际的定殖能力与防效测定，明确该菌株对黄萎病具有防控效果。

犵狔狉犅序列检测和系统发育树构建分析表明，该菌株属于芽胞杆菌属，并且与贝莱斯芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊狏犲犾犲狕犲狀狊犻狊进

化关系最近，推测其可能是贝莱斯芽胞杆菌；平板对峙试验表明，该菌对２种基因型（落叶型和非落叶型）大丽轮枝

菌Ｖｄ９９１和Ｄ０８０４７菌落扩展的抑制率分别为７８．６％和８５％；研发了该菌的可湿性粉剂配方（ＷＰＢｖＲ００１）：吸附量

为１．２Ｌ／ｋｇ的发酵液 硅藻土母粉８７％、十二烷基磺酸钠５％、木质素磺酸钠５％、羧甲基纤维素钠２％、维生素Ｃ

１％，该配方得到的制剂活芽胞量为７．６５×１０８ｃｆｕ／ｇ、润湿时间３８ｓ、悬浮率为６２．１６％、杂菌率为０、ｐＨ６．８９±

０．０２、细度通过率（≤４５μｍ）９９．９９％、干燥减量０．６７％；利用烟草和棉花测试发现，该菌剂对寄主植物安全无毒，且

能有效定殖于寄主根际，显著降低了黄萎病菌繁殖扩展，对黄萎病具有良好的防效。

关键词　芽胞杆菌；　可湿性粉剂；　黄萎病；　生物防治
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４７卷第１期 纪晓彬等：芽胞杆菌ＢｖＲ００１对大丽轮枝菌抑制效果研究

　　黄萎病是由大丽轮枝菌犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲

Ｋｌｅｂ．引起的典型土传维管束真菌病害，严重威胁

农作物生产安全。大丽轮枝菌寄主范围十分广泛，

在我国自然病圃和人工病圃中大丽轮枝菌可感染

３８科６００多种植物，除棉花外，茄科、豆科、葫芦

科、菊科、唇形科和苋科等科的多种植物亦可受

害［１２］，每年给农业生产带来巨大损失。黄萎病对

棉花生产造成的危害尤为严重，是棉花生产上的头

号病害，受害棉株叶片变黄枯萎，蕾铃脱落，棉铃

变少，一般减产２０％左右，重者达６０％以上
［３］。化

学农药是防控黄萎病的有效方法之一，但化学药剂

防治存在环境污染、残留、病原抗药性等问题，因

此开发人畜无害、对环境友好的微生物制剂对黄萎

病防控具有重要意义。

目前，已发现多种生防菌对大丽轮枝菌具有良好

的抑制作用，如特基拉芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊狋犲狇狌犻犾犲狀狊犻狊

ＸＴ１４对马铃薯黄萎病的防效可达到６０％以上
［４］；室

内防效试验显示，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ＳＸ３能够延迟病害的发生，同时对棉花具有一

定的促生作用［５］；解淀粉芽胞杆菌犅．犪犿狔犾狅犾犻狇狌犲犳犪

犮犻犲狀狊ＰＨＯＤＢ３５对作物黄萎病具有良好的防效
［６］。还

有一些内生真菌对大丽轮枝菌具有拮抗作用，研究较

多的是木霉属，如哈茨木霉犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犺犪狉狕犻犪狀狌犿、

绿色木霉犜．狏犻狉犻犱犲、棘孢木霉犜．犪狊狆犲狉犲犾犾狌犿等均能够

有效防治黄萎病菌对番茄、橄榄等的危害，并伴有促

生作用［７８］。此外，有研究发现，一些非致病性镰刀

菌对大丽轮枝菌有一定的抑制作用，比如尖镰孢

犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿Ｆ２能够在茄子根茎有效定

殖，并能减少大丽轮枝菌在根部的定殖，从而减轻黄

萎病的发生［９］。目前也有一些生防菌制备成可湿性

粉剂被应用于生产实践，如芽胞杆菌犘犪犲狀犻犫犪犮犻犾犾狌狊

犪犾狏犲犻Ｋ１６５的生防制剂拌土后能有效降低茄子黄萎病

的发病症状［１０］；枯草芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊在棉

花、向日葵等作物黄萎病的防控上也取得了显著的效

果［１１１２］。此外，有研究表明，由于自然环境的多样性及

复杂性，多种生防菌按一定比例混合使用，能够起到比

单独使用一种生防菌更好的效果［１３１４］，如特基拉芽胞

杆菌Ｃ９和鞘氨醇杆菌犛狆犺犻狀犵狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿Ａ１复配

使用不仅能够高效抑制黄萎病菌的生长，还能激活

寄主植物的防御反应，从而显著提高寄主棉花对大

丽轮枝菌的抗性［１５］。

我国黄萎病危害尤为严重，特别是近年农业种

植结构调整加剧了黄萎病病原的变异，亟须筛选新

的对黄萎病具有防控效果的生防菌株并进行防控效

果评价，为最终在生产上防控黄萎病提供理论和数

据支撑。为此，本研究以分离自棉花、可显著抑制大

丽轮枝菌生长的生防菌株ＢｖＲ００１为研究对象，通

过对不同基因型（落叶型和非落叶型）大丽轮枝菌的

抑菌效果测定、可湿性粉剂的制备以及制剂对烟草

和棉花黄萎病的抑制效果测定等试验，评价该菌株

制剂对黄萎病的防效，为该菌剂后期配方优化及在

黄萎病防治中的推广应用提供科学依据。

１　材料和方法

１．１　材料

供试菌株：供试的大丽轮枝菌包括两种基因型，

分别为强致病力落叶型Ｖｄ９９１（本实验室保存）和中

等致病力非落叶型Ｄ０８０４７（来自中国农业科学院棉

花研究所）。芽胞杆菌ＢｖＲ００１分离自新疆黄萎病

棉田生长正常的棉株。

供试培养基：马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）、

ＬＢ（ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ）培养基。

试剂：硅藻土（中位粒径２２．２μｍ）、十二烷基磺

酸钠、木质素磺酸钠、羧甲基纤维素钠、维生素Ｃ、植

物ＤＮＡ快速提取试剂盒ＥＡＳＹｓｐｉｎ（原平皓，北

京）、ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴｏｐＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ（全式

金，北京）。

主要仪器：鼓风式干燥机、气流粉碎机。

供试寄主植物：烟草犖犻犮狅狋犻犪狀犪犫犲狀狋犺犪犿犻犪狀犪，棉花

犌狅狊狊狔狆犻狌犿犺犻狉狊狌狋狌犿 品种为‘军棉１号’，均选取长势

一致、状态良好、生长３周的幼苗作为测试对象。

１．２　微生物培养

将－８０℃保存的ＢｖＲ００１划线于ＬＢ固体培养

基上，３７℃培养活化，挑取单菌落接种于ＬＢ液体培

养基，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ过夜培养作为种子液，再以

１％的接种量转接于新鲜的 ＬＢ液体培养基中，

３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下培养４８ｈ得到发酵液。

分别取３μＬ保存于－８０℃的大丽轮枝菌Ｖｄ９９１

和Ｄ０８０４７，接种于ＰＤＡ固体培养基上，２５℃恒温培养

３～７ｄ，挑取菌落接种于完全液体培养基（ｃｏｍｐｌｅｔｅ

ｍｅｄｉｕｍ，酵母提取物６ｇ／Ｌ，酸水解酪蛋白６ｇ／Ｌ，蔗

糖１０ｇ／Ｌ）中，２５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培养５～７ｄ，过滤收集

孢子，并将孢子浓度调至１０７个／ｍＬ备用。

１．３　菌株犅狏犚００１分子鉴定

通过ＰＣＲ扩增犵狔狉犅（ＤＮＡｇｙｒａｓｅｓｕｂｕｎｉｔＢ

ｇｅｎｅ）基因序列
［１６］。扩增引物序列如下：
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ＵＰ１：５′ＧＡＡＧＴＣＡＴＣＡＴＧＡＣＣＧＴＴＣＴＧＣＡ

（Ｃ／Ｔ）ＧＣ（Ａ／Ｇ／Ｃ／Ｔ）ＧＧ（Ａ／Ｇ／Ｃ／Ｔ）ＡＡ（Ａ／Ｇ）

ＴＴ（Ｃ／Ｔ）ＧＡ３′；ＵＰ２Ｒ：５′ＡＧＣＡＧＧＧＴＡＣＧ

ＧＡＴＧＴＧＣＧＡＧＣＣ（Ａ／Ｇ）ＴＣ（Ａ／Ｇ／Ｃ／Ｔ）ＡＣ（Ａ／

Ｇ）ＴＣ（Ａ／Ｇ／Ｃ／Ｔ）ＧＣ（Ａ／Ｇ）ＴＣ（Ａ／Ｇ／Ｃ／Ｔ）ＧＴ

ＣＡＴ３′。

扩增体系为３０μＬ：ＤＮＡ模板１μＬ，犵狔狉犅基因

序列通用简并引物各１μＬ，２×ＰＣＲＭｉｘ１５μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ１２μＬ。扩增条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃

变性１ｍｉｎ，６０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共３０

次循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．４　菌株犅狏犚００１抑菌活性测定

采用５ｍｍ打孔器打取大丽轮枝菌Ｖｄ９９１和

Ｄ０８０４７菌饼，置于９０ｍｍ的ＰＤＡ平板中心，２８℃

恒温培养５ｄ。在距离菌落边缘１５ｍｍ处接种芽胞

杆菌ＢｖＲ００１，于２８℃恒温继续培养７ｄ，观察菌落

生长情况，测量大丽轮枝菌菌落直径以及生防菌菌

落边缘与大丽轮枝菌菌落边缘的垂直距离，即抑菌

带距离，计算生防菌ＢｖＲ００１对Ｖｄ９９１和Ｄ０８０４７

菌落扩展的抑制率。计算公式如下：

抑菌率＝抑菌带距离／（１２ｄ对照菌落半径－

５ｄ对照菌落半径）×１００％。

１．５　生防菌犅狏犚００１可湿性粉剂制备

将种子液以１％的量加入新鲜ＬＢ液体培养基

中，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下培养４８ｈ得到发酵液。

向１ｋｇ载体硅藻土中添加ＢｖＲ００１发酵液，直至硅

藻土完全湿润不再吸附，将得到的混合物鼓风干燥

后经气流粉碎，得到吸附量为１．２Ｌ／ｋｇ的母粉。向

母粉中添加不同比例的润湿剂（十二烷基磺酸钠、木

质素磺酸钠）、分散剂（羧甲基纤维素钠）等助剂混匀

后经气流粉碎机粉碎，得到可湿性粉剂（ｗｅｔｔａｂｌｅ

ｐｏｗｄｅｒ）ＷＰＢｖＲ００１。

１．６　可湿性粉剂质量检测

制剂中活芽胞含量参照ＮＹ／Ｔ２２９３．１２０１２
［１７］中

描述的方法，润湿时间参照国标ＧＢ／Ｔ５４５１２００１
［１８］

中的方法测定，悬浮率参照国标ＧＢ／Ｔ１４８２５２００６
［１９］

中的方法测定，杂菌率参照ＮＹ／Ｔ２２９３．１２０１２
［１７］中的

方法测定，ｐＨ值按国标ＧＢ／Ｔ１６０１１９９３
［２０］中的方法测

定，细度按国标ＧＢ／Ｔ１６１５０１９９５
［２１］中的方法测定，干

燥减量参照ＮＹ／Ｔ２２９３．１２０１２
［１７］中的方法测定。

１．７　可湿性粉剂活性测定

称取１ｇＢｖＲ００１可湿性粉剂 ＷＰＢｖＲ００１溶于

１００ｍＬ无菌水中，混匀配制成粉剂悬液备用，同时

以商业化芽胞杆菌可湿性粉剂 ＷＰＢＳ１作为对照。

选取长势一致的健康烟草幼苗以及棉花幼苗若干，

均分成６组，每组２００ｍＬ悬液，处理１接种浓度为

１０７个／ｍＬ的Ｖｄ９９１孢子悬浮液；处理２先浇灌商

业化可湿性粉剂ＷＰＢＳ１悬液，７ｄ后再次接种１０７

个／ｍＬ的Ｖｄ９９１孢子悬浮液；处理３只浇灌商业化

可湿性粉剂ＷＰＢＳ１悬液，作为处理２的对照；处理

４为先浇灌可湿性粉剂ＷＰＢｖＲ００１，７ｄ后再次接种

１０７个／ｍＬ的Ｖｄ９９１孢子悬浮液；处理５只浇灌可

湿性粉剂 ＷＰＢｖＲ００１悬液，作为处理４的对照；剩

余一组作为空白对照（Ｍｏｃｋ），只定期浇水。接种

１５ｄ后进行病情观察。使用苗期５级分级法进行调

查，０级：植株未表现出黄萎病症状；１级：１～２片子

叶出现轻微黄萎病症状；２级：１片真叶出现轻微黄

萎病病症；３级：２片及以上真叶出现明显病症；４级

整株出现严重黄萎病病症或枯死。

病情指数＝∑（各级病株数×该病级值）／（调查

总株数×最高级值）×１００。

１．８　烟草和棉花茎基部大丽轮枝菌定殖检测

分别取各处理烟草、棉花的茎基部（根茎结合部

位），表面清洗干净后剪碎混匀，液氮速冻后保存于

－８０℃备用。各处理取１００ｍｇ的根茎结合部组织并提

取基因组ＤＮＡ，将各样品ＤＮＡ浓度调至１００ｎｇ／μＬ，

分别以烟草犖犫犈犉１α、棉花管家基因１８Ｓ为内参基

因，大丽轮枝菌的延伸因子犞犱犈犉１α作为靶标基

因，通过定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测大丽轮枝菌靶标基因

犞犱犈犉１α的相对值，即大丽轮枝菌的相对含量。定

量引物序列见表１。

表１　烟草和棉花根茎部位大丽轮枝菌定量检测引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉犿犲犪狊狌狉犻狀犵狉犲犾犪狋犻狏犲犳狌狀犵犪犾

犫犻狅犿犪狊狊犻狀狋狅犫犪犮犮狅犪狀犱犮狅狋狋狅狀

引物名称　Ｐｒｉｍｅｒ 序列（５′３′）　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

１８ＳＦ ＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＴＣＣＡＡＧＧＡＡ

１８ＳＲ ＴＧＴＣＡＣＴＡＣＣＴＣＣＣＣＧＴＧＴＣＡ

犖犫犈犉１αＦ ＡＧＧＡＴＡＣＡＡＣＣＣＴＧＡＣＡＡＧＡ

犖犫犈犉１αＲ ＧＴＧＧＧＡＣＣＡＡＡＡＧＴＡＡＣＡＡＣ

犞犱犈犉１αＦ ＴＧＡＧＴＴＣＧＡＧＧＣＴＧＧＴＡＴＣＴ

犞犱犈犉１αＲ ＣＡＣＴＴＧＧＴＧＧＴＧＴＣＣＡＴＣＴＴ

反应体系２０μＬ：ＤＮＡ 模板１μＬ，引物各

０．６μＬ，２×ｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．８μＬ。

１．９　烟草根部生防菌犅狏犚００１的测定

以烟草根际生防菌定殖检测为例，分别取各处

理烟草的根部，表面消毒后剪碎混匀，分别称取１ｇ

各处理的根部组织，加１０ｍＬ无菌水研磨，滤掉植
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物碎渣，取上清液进行梯度稀释涂板，次日统计

ＢｖＲ００１菌落数。

１．１０　数据处理

应用ＭＥＧＡ６构建系统发育树
［２２］，采用ＳＰＳＳ

２３软件对试验数据进行方差分析，采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ

Ｅｘｃｅｌ２０１６及ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐＣＣ作图。

２　结果与分析

２．１　菌株犅狏犚００１的犵狔狉犅序列分析

通过ＰＣＲ扩增获得ＢｖＲ００１的犵狔狉犅基因序列长

度为１１３９ｂｐ，将该序列在ＮＣＢＩ进行ＢＬＡＳＴ比对，

结果显示其与贝莱斯芽胞杆菌犅．狏犲犾犲狕犲狀狊犻狊ＢＨ２１

（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＴ８８９３６４）的犵狔狉犅序列一致性达９９％。

选取大肠杆菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＡＴＣＣ１１７７５的犵狔狉犅

基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＢ０８３８２１）为外群，利用ＭＥＧＡ

６软件，采用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发育

树。结果表明，菌株ＢｖＲ００１与贝莱斯芽胞杆菌聚在

一个分支（图１），以上结果表明，该生防菌株属于芽胞

杆菌属，并且与贝莱斯芽胞杆菌进化关系最近，推测

其可能是贝莱斯芽胞杆菌。

图１　基于犵狔狉犅基因序列构建菌株犅狏犚００１的系统发育树

犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲狊狋狉犪犻狀犅狏犚００１犫狔犵狔狉犅狊犲狇狌犲狀犮犲狊狌狊犻狀犵狀犲犻犵犺犫狅狉犼狅犻狀犻狀犵犿犲狋犺狅犱（犫狅狅狋狊狋狉犪狆狏犪犾狌犲＝１０００）

　

２．２　菌株犅狏犚００１抑菌活性测定

平板抑菌结果表明，ＢｖＲ００１对２种基因型大丽

轮枝菌（强致病力落叶型Ｖｄ９９１和中等致病力非落

叶型Ｄ０８０４７）的菌落扩展均有显著的抑制作用（图

２ａ）。进一步通过测量抑菌带距离，统计结果发现，

ＢｖＲ００１对大丽轮枝菌有显著的抑制作用（犘＜

０．０１）（图２ｂ），计算得到生防菌ＢｖＲ００１对Ｖｄ９９１

和Ｄ０８０４７菌落扩展的抑制率分别可达７８．６％

和８５％。

２．３　可湿性粉剂制备及质量检测

对添加不同比例的十二烷基磺酸钠、木质素磺

酸钠、羧甲基纤维素钠及维生素Ｃ的母粉的润湿性

及悬浮率进行测定，结果表明，芽胞杆菌ＢｖＲ００１可

湿性粉剂（ＷＰＢｖＲ００１）优化制备方法为：向载体硅

藻土中添加摇瓶发酵液直至硅藻土完全湿润不再吸

附，将得到的混合物鼓风干燥后经气流粉碎得到母

粉，再加入助剂十二烷基磺酸钠５％、木质素磺酸钠

５％、羧甲基纤维素钠２％以及紫外保护剂维生素Ｃ

１％，经气流粉碎机混合均匀。该配方得到的制剂活

芽胞量为７．６５×１０８ｃｆｕ／ｇ，润湿时间３８ｓ，悬浮率为

６２．１６％，杂菌率为０，ｐＨ值为６．８９±０．０２，细度通

过率（≤４５μｍ）９９．９９％，干燥减量０．６７％（表２）。
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图２　犅狏犚００１对大丽轮枝菌的抑制效果检测

犉犻犵．２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋狅犳犅狏犚００１狅狀犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲

　
表２　可湿性粉剂犠犘犅狏犚００１质量检测

犜犪犫犾犲２　犙狌犪犾犻狋狔犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狑犲狋狋犪犫犾犲狆狅狑犱犲狉狅犳犠犘犅狏犚００１

指标名称

Ｉｎｄｅｘ

润湿时间／ｓ

Ｗｅｔｔｉｎｇｔｉｍｅ

悬浮率／％

Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｒａｔｅ

杂菌率／％

Ｎｏｎｔａｒｇｅｔ

ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｒａｔｅ

ｐＨ

ｐＨｖａｌｕｅ

细度／％

Ｆｉｎｅｎｅｓｓ

干燥减量／％

Ｄｒｙｄｅｃｒｅｍｅｎｔ

国家标准值Ｎａｔｉｏｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｖａｌｕｅ ≤１８０ ≥７０ ≤３ ５．０～８．０ ≥９０ ≤６

实际测定值Ａｃｔｕａｌｖａｌｕｅ ３８ ６２．１６ ０ ６．８９±０．２ ９９．９９ ０．６７

２．４　可湿性粉剂活性测定

以烟草和棉花为测试对象对可湿性粉剂 ＷＰＢ

ｖＲ００１对黄萎病的防效进行测定。结果显示，单独

接种Ｖｄ９９１的处理组烟草植株弱小，株高增长缓慢

或停滞，叶片发黄枯萎至死亡，茎基部剖面图显示茎

基部维管束褐化，呈现出典型的黄萎病症状；生防菌

剂ＷＰＢｖＲ００１＋Ｖｄ９９１及商业化生防菌剂 ＷＰＢＳ１

＋Ｖｄ９９１两组处理下烟草的长势良好，和空白对照

组基本一致，表现出良好的黄萎病防控效果；单独接

种生防菌剂ＷＰＢｖＲ００１的烟草长势正常，茎基部维

管束未见褐化（图３ａ和３ｂ）。对棉花黄萎病的防效

也得到类似结果，与商业化生防菌剂ＷＰＢＳ１相似，

图３　可湿性粉剂对烟草和棉花黄萎病的防治效果检测

犉犻犵．３　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犮狅狀狋狉狅犾犲犳犳犲犮狋狅犳狑犲狋狋犪犫犾犲狆狅狑犱犲狉（犠犘犅狏犚００１）狅狀狋狅犫犪犮犮狅犪狀犱犮狅狋狋狅狀犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿狑犻犾狋
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可湿性粉剂ＷＰＢｖＲ００１预处理的棉花幼苗对大丽轮

枝菌表现出良好抗性，叶片黄化脱落明显减轻，维管

束褐化得到缓解（图３ｃ和３ｄ），说明ＷＰＢｖＲ００１对黄

萎病的防效与商业化菌剂ＷＰＢＳ１相当。

对不同处理条件下烟草和棉花的发病情况进行

统计，结果显示，生防菌剂 ＷＰＢｖＲ００１＋Ｖｄ９９１及

商业化生防菌剂ＷＰＢＳ１＋Ｖｄ９９１两组处理下烟草

和棉花的病情指数与单独接种Ｖｄ９９１相比，具有显

著性差异（犘＜０．０５），进一步说明生防菌剂 ＷＰＢ

ｖＲ００１对黄萎病具有良好的防效（表３）。

表３　不同处理下烟草和棉花发病的病情指数１
）

犜犪犫犾犲３　犇犻狊犲犪狊犲犻狀犱犲狓狅犳狋狅犫犪犮犮狅犪狀犱犮狅狋狋狅狀狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

病情指数　Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

烟草Ｔｏｂａｃｃｏ 棉花Ｃｏｔｔｏｎ

Ｖｄ９９１ （９３．５４±０．０４）ａ （８１．２５±０．０２）ａ

ＷＰＢＳ１＋Ｖｄ９９１ （１２．４７±０．０３）ｂ （１３．２０±０．０３）ｂ

ＷＰＢｖＲ００１＋Ｖｄ９９１ （１３．１０±０．０４）ｂ （１３．８１±０．０２）ｂ

对照Ｍｏｃｋ ０ｃ ０ｃ

ＷＰＢＳ１ ０ｃ ０ｃ

ＷＰＢｖＲ００１ ０ｃ ０ｃ

　１）同列不同小写字母表示差异显著（犘＜０．０５，Ｔｕｋｅｙ’ｓＨＳＤ检

验法）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ犘＜０．０５ｂａｓｅｄｏｎＴｕｋｅｙ’ｓＨＳＤ．

２．５　烟草和棉花茎基部大丽轮枝菌定殖检测

采用ｑＰＣＲ检测大丽轮枝菌 Ｖｄ９９１靶基因

犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１α（犈犉１α）在烟草和

棉花茎基部的相对拷贝数，并以此表示大丽轮枝菌

在寄主根部的生物量［２４］，进一步明确可湿性粉剂

ＷＰＢｖＲ００１对黄萎病的防效。结果表明，单独接

种大丽轮枝菌Ｖｄ９９１的烟草茎基部中Ｖｄ９９１的生

物量显著高于同时接种生防菌剂（ＷＰＢＳ１和 ＷＰ

ＢｖＲ００１）和大丽轮枝菌的试验组（α＝０．０１），其中

单独接种Ｖｄ９９１的烟草茎基部菌体生物量分别是

经商业化生防菌剂 ＷＰＢＳ１和本试验可湿性粉剂

ＷＰＢｖＲ００１处理后的１４倍和２５倍（图４）。对棉

花的测试结果类似，单独接种Ｖｄ９９１的棉花茎基

部的生物量显著高于 ＷＰＢＳ１＋Ｖｄ９９１以及 ＷＰＢ

ｖＲ００１＋Ｖｄ９９１处理的棉花（α＝０．０１），分别为７倍

和４倍（图４）。上述结果说明可湿性粉剂 ＷＰＢ

ｖＲ００１能够有效防止大丽轮枝菌在烟草和棉花茎

基部的定殖，进而达到防控黄萎病的作用。同时，

上述结果也显示可湿性粉剂 ＷＰＢｖＲ００１对烟草和

棉花黄萎病具有和商业化生防菌剂 ＷＰＢＳ１相当

的防效。

图４　可湿性粉剂犠犘犅狏犚００１处理后烟草和棉花茎基部大丽轮枝菌犞犱９９１繁殖量检测

犉犻犵．４　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犳狌狀犵犪犾犫犻狅犿犪狊狊犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋狅犳犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲狊狋狉犪犻狀犞犱９９１犻狀狊狋犲犿狉狅狅狋

狅犳狋狅犫犪犮犮狅犪狀犱犮狅狋狋狅狀狌狀犱犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺狑犲狋狋犪犫犾犲狆狅狑犱犲狉（犠犘犅狏犚００１）

　
２．６　烟草与棉花根部组织生防菌犅狏犚００１定殖

检测

　　以烟草与棉花为例对生防菌ＢｖＲ００１在根部定

殖情况进行检测，通过稀释涂板法，统计不同处理

烟草和棉花根部组织内生防菌ＢｖＲ００１定殖情况。

结果显示，与商业化生防菌剂 ＷＰＢＳ１类似，单独

接种可湿性粉剂 ＷＰＢｖＲ００１和既接种可湿性粉剂

ＷＰＢｖＲ００１又接种病原菌的处理，烟草和棉花根
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部内生的生防菌菌落数没有明显差异，菌落数均在

１０５ｃｆｕ／ｇ左右，随机挑选平板中菌落进行测序分

析，结果显示测序菌落均为生防菌ＢｖＲ００１，这一结

果表明可湿性粉剂 ＷＰＢｖＲ００１能够有效定殖于烟

草和棉花根系，并且病原菌对生防菌的定殖也没有

显著影响（图５）。

图５　烟草与棉花根部犅狏犚００１生防菌的检测

犉犻犵．５　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犮狅犾狅狀犻狕犪狋犻狅狀狅犳犅狏犚００１犻狀狋狅犫犪犮犮狅犪狀犱犮狅狋狋狅狀狉狅狅狋狊

　

３　讨论

芽胞杆菌属的不同种之间亲缘关系极为相近，

１６ＳｒＤＮＡ序列很难区分，比如苏云金杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊

狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊和蜡样芽胞杆菌犅．犮犲狉犲狌狊的１６ＳｒＤ

ＮＡ序列仅有几个碱基的差异
［２３］，而犵狔狉犅基因进

化速率快且不发生水平转移，有较好的分辨率［２５］。

本试验利用该基因序列对芽胞杆菌ＢｖＲ００１进行分

类鉴定，可初步将其与其他芽胞杆菌区分开，通过系

统发育树分析推断本研究的芽胞杆菌ＢｖＲ００１为贝

莱斯芽胞杆菌。关于该菌株准确的种属分类尚需进

一步的分子验证。

本研究还通过平板对峙试验检测了ＢｖＲ００１

对不同基因型大丽轮枝菌Ｖｄ９９１和Ｄ０８０４７菌落

生长的抑制效果，结果表明ＢｖＲ００１具有潜在的防

控黄萎病应用价值。可湿性粉剂是微生物农药中

的主要剂型，该剂型生产成本低，应用范围广。有

研究表明在可湿性粉剂研制过程中气流粉碎的方

法对活芽胞含量的影响十分微小，增加粉剂细度则

更有利于吸收粉剂，大大缩短润湿时间，提高悬浮

率［２６］。本试验也采取气流粉碎方法对各组分进行

混合，最终制剂细度为９９．９９％，几乎完全通过

４５μｍ筛选筛，润湿时间也大大缩短。初步得到的

生防菌剂 ＷＰＢｖＲ００１的活芽胞数为７．６５×

１０８ｃｆｕ／ｇ。后续研究为了在实际应用中达到低剂

量、高防效的目的，还需进一步提高制剂活芽胞

数，例如可以对ＢｖＲ００１菌株发酵条件进行优化，

筛选该菌株最佳发酵条件。如研制生防菌Ｂ９９１

可湿性粉剂时首先对其发酵条件进行了优化，通过

筛选得到菌量为１００亿芽胞杆菌ｃｆｕ／ｍＬ的菌

量［２７］，为后期得到更多生物量的生防菌剂提供了

基础保障。对 ＷＰＢｖＲ００１各项指标进行测定发

现，除悬浮率偏低外（悬浮率为６２．１６％，低于国标

值≥７０％），其余各指标均符合国标值。针对悬浮

率不足问题，后期应进一步选择多种助剂进行筛

选，尤其是对分散剂的选择。

本研究以烟草及棉花幼苗为测试植物，对初步

得到的可湿性粉剂 ＷＰＢｖＲ００１对黄萎病的防效进

行了测定，单独接种生防菌剂 ＷＰＢｖＲ００１的烟草

和棉花均能正常生长，茎基部维管束未见褐化，说

明该生防菌对植物安全无毒，为进一步确定其对人

畜也安全无毒，后期还需进一步通过一系列毒理学

试验来确保其安全性，比如急性经口、急性经皮毒

性试验，急性皮肤刺激试验等。单独接种Ｖｄ９９１

的处理组烟草和棉花幼苗的植株弱小，株高增长缓

慢或停滞，叶片发黄枯萎至死亡，茎基部维管束褐

化，而接种生防菌剂ＷＰＢｖＲ００１＋Ｖｄ９９１及商业化

的生防菌剂 ＷＰＢＳ１＋Ｖｄ９９１两组处理下烟草和

棉花的长势良好，和空白对照组基本一致，说明

ＷＰＢｖＲ００１对室内烟草和棉花黄萎病的发生具有
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良好的防效，且效果与商业化菌剂 ＷＰＢＳ１相当。

同时，经生防菌剂处理的烟草和棉花的根茎结合部

位组织仅能检测到少量的大丽轮枝菌，对接种

ＷＰＢｖＲ００１的烟草根际生防菌的检测发现，生防

菌能够在根际有效定殖，并且不受后来入侵的病原

菌大丽轮枝菌制约，说明ＢｖＲ００１菌株具有良好的

生防应用前景。
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