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摘要　通过离体叶片筛选法，得到１株对黄瓜霜霉病原菌有较强抑制作用的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

菌株Ｐ１。通过液体发酵和剂型处理，将Ｐ１制成含量２×１０９ｃｆｕ／ｍＬ的悬浮剂分别进行室内和大田药效测试。室内药

效试验结果表明，Ｐ１ＳＣ悬浮剂对黄瓜霜霉病的防治效果与用药浓度呈正相关。当使用浓度为１．２５×１０７ｃｆｕ／ｍＬ时，

Ｐ１悬浮剂对霜霉病的防治效果与化学农药２５０ｇ／Ｌ嘧菌酯ＳＣ的相似；当使用浓度为５．０×１０７ｃｆｕ／ｍＬ时，防治效果

显著大于嘧菌酯（犘≤０．０５）。２０１７年和２０１８年连续两年大田药效测试结果显示，经Ｐ１ＳＣ处理（３０００ｍＬ／ｈｍ２）的

黄瓜植株霜霉病病情指数（２．５３，２．４８）显著低于经２５０ｇ／Ｌ嘧菌酯ＳＣ（６００ｍＬ／ｈｍ２）处理的植株（４．３３、６．２２），防

治效果（８６．１６％，８９．９０％）显著高于后者（７６．３４％、７４．９５％）（犘≤０．０５）。
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　　黄瓜犆狌犮狌犿犻狊狊犪狋犻狏狌狊Ｌ．是一种重要的经济作

物，全球每年产量高达８３００万ｔ。霜霉病、白粉病

和角斑病是黄瓜生产上最为严重的３种病害，其中

由古巴假霜霉犘狊犲狌犱狅狆犲狉狅狀狅狊狆狅狉犪犮狌犫犲狀狊犻狊引起的

霜霉病最具毁灭性，可导致３０％左右的减产，病情

严重时可造成５０％～７０％的减产，甚至是绝收
［１５］。

目前，防治黄瓜霜霉病主要依靠化学药剂，但由于霜

霉的侵染能力极强，在适合的环境条件下，病害可频

繁连续发生，迫使化学农药的使用频率增加，进而加

快了病原菌对多种化学农药产生抗性的速度［６］。同

时，长期使用化学农药会造成食品安全、环境污染及

高残留等问题。
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　　为了降低化学农药的使用频率，提高对环境和

食品安全的保护力度，许多研究者尝试用植物提取

液、微生物和生物诱抗剂等生物制剂防治黄瓜霜霉

病。生物防治对环境友好，不易产生抗药性，在黄瓜

的安全生产中可起到重要作用［７］。王玉全［８］选用中

草药制剂ＺＹ、苯丙噻二唑ＢＴＨ和侧柏叶提取液

ＣＢ３种药剂进行盆栽试验评估对黄瓜霜霉病的防

效，其中侧柏叶提取液ＣＢ的效果最佳（６１．６％）。

张淑梅等［９］分离得到１株在叶面有较强定殖能力的

枯草芽胞杆菌ＺＨ８，对黄瓜霜霉病的室内防效为

７５．６１％。李星等
［１０］研究发现枯草芽胞杆菌ＺＸ３

和ＺＸ１０对黄瓜霜霉病有预防和治疗效果。郑丽

等［１１］用青枯菌的Ｈａｒｐｉｎ蛋白ＰｏｐＷ诱导黄瓜获得

系统抗性抵抗霜霉病，温室防效达４２．８５％，并能增

加黄瓜生物量２６．９２％。本研究通过离体叶片法筛

选得到１株对黄瓜霜霉病原菌有较强抑制作用的多

黏类芽胞杆菌犘．狆狅犾狔犿狔狓犪Ｐ１，通过室内生测和田

间药效试验测定Ｐ１菌株对黄瓜霜霉病的防治效果。

１　材料与方法

１．１　供试材料

生防菌：３０株生防细菌，由上海万力华生物科

技有限公司分离、保存。

供试黄瓜：品种为‘颜如玉’，沈阳市九农高科种

苗有限公司生产。

试验药剂：２×１０９ｃｆｕ／ｍＬＰ１悬浮剂（Ｐ１ＳＣ），

上海万力华生物科技有限公司；２５０ｇ／Ｌ嘧菌酯悬

浮剂（ＳＣ），先正达南通作物保护有限公司。

１．２　生防菌菌液制备

用接种针分别将培养于营养琼脂培养基（ＮＡ）

平板上的３０株生防菌接种至装有１００ｍＬ营养肉

汤（ＮＢ）培养基的５００ｍＬ三角瓶中，置于３０℃，

１８０ｒ／ｍｉｎ摇床上培养４８ｈ。用ＰｅｔｒｒｏｆｆＨａｕｓｅｒ细

菌计数板将３０株生防菌发酵液分别稀释成１×

１０８ｃｆｕ／ｍＬ的菌体悬浮液备用。

１．３　霜霉病菌孢子囊悬浮液制备

采集黄瓜霜霉病叶，清水冲净，置于含有２层湿

滤纸片的培养皿中，在２４℃保湿培养２４ｈ，促进其

产生新的孢子囊。用无菌水冲洗霉层收集孢子囊，

通过２层纱布过滤杂质，加无菌水稀释后配制成

１×１０５ｃｆｕ／ｍＬ孢子囊悬浮液备用。

１．４　离体叶片法筛选

在盆栽黄瓜苗上选择相同叶位、长势一致的叶

片，从叶柄１～２ｃｍ处剪下，用湿脱脂棉包裹叶柄，

将叶片在１．２制备的３０株生防菌菌液中各自充分

浸润３０ｓ，沥去多余菌液，待药液被吸收干后，将各

处理叶片叶背向上，按处理标记排放在培养皿内，

并置于支架上培养２４ｈ，用喉头喷雾器喷头（压力

０．１ＭＰａ）将霜霉病菌孢子囊悬浮液接种至黄瓜叶

片背面，然后在培养皿内加９ｍＬ无菌水，设置病

原对照和无菌空白培养对照，每个处理３片叶，

３次重复。加盖保湿２２℃培养５ｄ后调查发病情况。

１．５　生防菌株犘１的鉴定

生理生化鉴定：生防菌株Ｐ１参考《常见细菌鉴

定手册》［１２］进行显微镜形态观察、革兰氏染色、芽胞

染色以及厌氧生长试验、接触酶试验、氧化酶等生理

生化项目测定。

分子鉴定：采用ＣＴＡＢ法
［１３］提取菌株基因组

ＤＮＡ，扩增其１６ＳｒＤＮＡ序列。采用通用引物进行

序列扩增。正向引物２７Ｆ（５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ

ＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′）；反向引物１４９２Ｒ（５′ＡＣＧＧＣ

ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴ３′）。ＰＣＲ扩增产物由上

海生工生物工程技术服务有限公司测序，测序结果

在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中进行 ＢＬＡＳＴ 分析，采用

ＭＥＧＡ５．０软件ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统发育

树，根据菌株间的亲缘关系确定菌株Ｐ１的种属。

１．６　室内药效生测

挑选４叶期长势一致的‘颜如玉’黄瓜苗移栽至

营养钵（直径１０ｃｍ），钵内装有３／４的营养土（草

炭∶蛭石∶珍珠岩＝７∶２∶１）。先将试验药剂Ｐ１ＳＣ

配制成５个浓度：２．０×１０５、７．８×１０５、３．１２×１０６、

１．２５×１０７、５×１０７ ｃｆｕ／ｍＬ。化学对照药剂：

２５０ｇ／Ｌ嘧菌酯ＳＣ１２５ｍｇ／Ｌ。再用喉头喷雾器喷

头（压力０．１ＭＰａ）将药液均匀喷施于叶片两面至全

部润湿，４次重复，设清水为空白对照。喷药后２４ｈ

进行病原接种（方法同１．４），然后将黄瓜苗移至温

室（２０～２２℃）保湿箱中，ＲＨ９０％以上条件下培养。

待空白对照充分发病，调查各处理每株黄瓜苗

病斑数，根据调查数据，计算各处理的防治效果。防

治效果＝（对照病斑数－处理病斑数）／对照病斑数

×１００％。

１．７　田间药效测试

田间药效试验在上海浦东张江镇卉绿农场（２０１７

年－２０１８年）进行，品种为‘颜如玉’。试验设５个处

理，均为制剂用量。Ｐ１ＳＣ１５００、２２５０ｍＬ／ｈｍ２ 和

３０００ｍＬ／ｈｍ２，２５０ｇ／Ｌ嘧菌酯ＳＣ６００ｍＬ／ｈｍ２，

·２７２·
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空白对照。黄瓜霜霉病病发初期开始用药，后续每

隔７ｄ施用１次，连施３次。采用春丰８ＨＡ电动喷

雾器对黄瓜进行茎叶喷雾施药，用水量为７５０Ｌ／

ｈｍ２。每处理试验面积为２０ｍ２，４次重复，各处理

随机排列。末次用药７ｄ后，统计病情指数并计算

防效，病指调查与防效计算方法参考文献［１４］。

１．８　数据处理

试验数据使用Ｅｘｃｅｌ整理，采用ＳＰＳＳ２０．０对

数据进行单因素ＡＮＯＶＡ分析。

２　结果与分析

２．１　离体叶片法筛选结果

离体叶片筛选结果（表１）表明，经Ｂ０９、Ｂ１２、

Ｐ１和Ｐ７菌液处理的黄瓜叶片，病斑数量都少于其

他菌液及病原对照处理的叶片，其中经Ｐ１处理的

叶片未出现病斑。

２．２　菌株犘１鉴定结果

经对菌株Ｐ１进行生理生化测试，鉴定结果（表

２）表明，Ｐ１是１株能产生芽胞的杆状革兰氏阳性细

菌，结合１６ＳｒＤＮＡ序列分析（图１）菌株Ｐ１为多黏

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。

表１　离体叶片法筛选结果１
）

犜犪犫犾犲１　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犱犲狋犪犮犺犲犱犾犲犪犳犪狊狊犪狔犻狀狏犻狋狉狅

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

病情

Ｄｉｓｅａｓｅ

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

病情

Ｄｉｓｅａｓｅ

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

病情

Ｄｉｓｅａｓｅ

Ｂ０１ ＋＋ Ｂ１１ ＋＋ Ｐ６ ＋＋＋＋

Ｂ０２ ＋＋ Ｂ１２ ＋ Ｐ７ ＋

Ｂ０３ ＋＋＋＋ Ｂ１３ ＋＋＋ Ｐ８ ＋＋

Ｂ０４ ＋＋＋ Ｂ１４ ＋＋＋ Ｐ９ ＋＋＋

Ｂ０５ ＋＋ Ｂ１５ ＋＋ Ｐ１０ ＋＋＋＋

Ｂ０６ ＋＋ Ｐ１ — Ｐ１１ ＋＋

Ｂ０７ ＋＋ Ｐ２ ＋＋＋ Ｐ１２ ＋＋＋＋

Ｂ０８ ＋＋＋ Ｐ３ ＋＋ Ｐ１３ ＋＋＋

Ｂ０９ ＋ Ｐ４ ＋＋＋＋ Ｐ１４ ＋＋＋＋

Ｂ１０ ＋＋ Ｐ５ ＋＋ Ｐ１５ ＋＋＋

病原对照

ＰａｔｈｏｇｅｎＣＫ
＋＋＋＋

　１）“－”叶片无病斑；“＋”叶片有病斑１～３个；“＋＋”叶片有病斑４～

６个；“＋＋＋”叶片有病斑７～１０；“＋＋＋＋”叶片病斑１０个以上。

“－”Ｎｏｄｉｓｅａｓｅｓｐｏｔｓｏｎｌｅａｖｅｓ；“＋”：１－３ｌｅｓｉｏｎｓｏｎｔｈｅｌｅａｖ

ｅｓ；“＋＋”：４－６ｌｅｓｉｏｎｓｏｎｔｈｅｌｅａｖｅｓ；“＋＋＋”：ｍｏｒｅｔｈａｎ１０

ｌｅｓｉｏｎｓｏｎｔｈｅｌｅａｖｅｓ．

表２　菌株犘１的生理生化特性

犜犪犫犾犲２　犘犺狔狊犻狅犾狅犵犻犮犪犾犪狀犱犫犻狅犮犺犲犿犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳狊狋狉犪犻狀犘１

特征Ｃｈａｒａｃｔｅｒ 结果Ｒｅｓｕｌｔ 特征Ｃｈａｒａｃｔｅｒ 结果Ｒｅｓｕｌｔ

细胞形态Ｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ 杆状 α犇葡萄糖α犇ｇｌｕｃｏｓｅ ＋

革兰氏染色Ｇｒａｍｓｔａｉｎｉｎｇ ＋ 犇甘露糖犇ｍａｎｎｉｔｏｌ ＋

形成芽胞Ｓｐｏｒｅｆｏｒｍｉｎｇ ＋ 犇果糖犇ｆｒｕｃｔｏｓｅ ＋

氧化酶Ｏｘｉｄａｓｅ － 犔鼠李糖犔ｒｈａｍｎｏｌｉｐｉｄ －

接触酶Ｃａｔａｌａｓｅ ＋ 犔丙氨酸犔ａｌａｎｉｎｅ －

ＶＰ测定ＶＰｔｅｓｔ ＋ 犔苹果酸犔ｍａｌｉｃａｃｉｄ ＋

厌氧生长Ａｎａｅｒｏｂｉｃｇｒｏｗｔｈ ＋ 柠檬酸盐Ｃｉｔｒａｔｅｓａｌｔ －

明胶水解Ｇｅｌａｔｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ － ４％ＮａＣｌ ＋

淀粉水解Ｓｔａｒｃｈｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ＋ ｐＨ６．０ ＋

图１　菌株犘１及其相关菌株基于１６犛狉犇犖犃系统进化树

犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狊狋狉犪犻狀犘１犪狀犱狉犲犾犪狋犻狏犲狊狋狉犪犻狀狊犫犪狊犲犱狅狀１６犛狉犇犖犃狊犲狇狌犲狀犮犲
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２０２１

２．３　室内药效测试结果

结果（表３）表明，Ｐ１ＳＣ对黄瓜霜霉病的防治效

果与用药浓度呈正相关。当使用浓度为１．２５×

１０７ｃｆｕ／ｍＬ时，Ｐ１ＳＣ对霜霉病的防治效果与化学农

药２５０ｇ／Ｌ嘧菌酯ＳＣ相似；当使用浓度为５．０×

１０７ｃｆｕ／ｍＬ时，防治效果显著大于（犘≤０．０５）嘧菌酯。

表３　犘１犛犆防治黄瓜霜霉病室内生测结果１
）

犜犪犫犾犲３　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犻狀犱狅狅狉犫犻狅犪狊狊犪狔狅犳犮狅狀狋狉狅犾犾犻狀犵犮狌犮狌犿犫犲狉犱狅狑狀狔犿犻犾犱犲狑狑犻狋犺犘１犛犆

药剂

Ａｇｅｎｔ

浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

病斑数／个

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｌｅｓｉｏｎｓ

防效／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

２×１０９ｃｆｕ／ｍＬ多黏类芽胞杆菌Ｐ１悬浮剂

Ｐ１ＳＣ２×１０９ｃｆｕ／ｍＬ

２．００×１０５ｃｆｕ／ｍＬ （２８．２５±１．７９）ｂ （４９．３３±４．４７）ｅ

７．８０×１０５ｃｆｕ／ｍＬ （１４．７５±１．４８）ｃ （７３．５４±２．１７）ｄ

３．１２×１０６ｃｆｕ／ｍＬ （５．７５±０．８３）ｄ （８９．６９±１．５１）ｃ

１．２５×１０７ｃｆｕ／ｍＬ （２．７５±１．０９）ｅ （９５．０７±２．０７）ｂ

５．００×１０７ｃｆｕ／ｍＬ （０．２５±０．４３）ｆ （９９．５５±０．７６）ａ

２５０ｇ／Ｌ嘧菌酯ＳＣ ａｚｏｘｙｓｔｒｏｂｉｎ２５０ｇ／ＬＳＣ １２５．００ｍｇ／Ｌ （２．５０±０．５０）ｅ （９５．５２±０．９７）ｂ

对照ＣＫ — （５５．７５±１．６４）ａ —

　１）表中的数值分别代表平均值±标准差，同列数据后不同字母表示在０．０５水平上差异显著（Ｄｕｎｃａｎ氏多重比较）。下同。

Ｄａｔａｉｎｔｈｅｔａｂｌｅａｒｅｍｅａｎ±ＳＤ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓａｔｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｔ０．０５ｌｅｖｅｌａｍｏｎｇｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔｓｂｙＤｕｎｃａｎ’ｓｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｔｅｓｔ．Ｔｈｅｓａｍｅａｐｐｌｉｅｓｂｅｌｏｗ．

２．４　大田药效测试结果

连续两年大田药效测试结果（表４）表明。经Ｐ１

ＳＣ处理（２２５０ｍＬ／ｈｍ２）的黄瓜植株霜霉病病情指

数（４．６５，６．００）和防治效果（７４．５３％，７５．６６％）分别与

经２５０ｇ／Ｌ嘧菌酯ＳＣ（６００ｍＬ／ｈｍ２）处理的植株

（４．３３、６．２２；７６．３０％、７４．９５％）相似。而经Ｐ１ＳＣ

（３０００ｍＬ／ｈｍ２）处理的黄瓜植株霜霉病病情指数

（２．５３，２．４８）和防治效果（８６．１６％，８９．９０％）分别显

著低于或高于经２５０ｇ／Ｌ嘧菌酯ＳＣ（６００ｍＬ／ｈｍ２）

处理的植株（犘≤０．０５）。

表４　犘１犛犆防治黄瓜霜霉病大田测试结果

犜犪犫犾犲４　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犳犻犲犾犱狋犲狊狋狅犳犮狅狀狋狉狅犾犾犻狀犵犮狌犮狌犿犫犲狉犱狅狑狀狔犿犻犾犱犲狑狑犻狋犺犘１犛犆

药剂

Ａｇｅｎｔ

制剂用量／

ｍＬ·（ｈｍ２）－１

Ｄｏｓｅ

２０１７

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防效／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

２０１８

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防效／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

２×１０９ｃｆｕ／ｍＬ多黏类芽胞杆菌Ｐ１悬浮剂

Ｐ１ＳＣ２×１０９ｃｆｕ／ｍＬ

１５００ （６．４９±０．５６）ｂ （６４．５１±５．００）ｃ （８．９１±０．７５）ｂ （６３．８４±１．７６）ｃ

２２５０ （４．６５±０．６４）ｃ （７４．５３±４．５３）ｂ （６．００±０．４４）ｃ （７５．６６±２．３４）ｂ

３０００ （２．５３±０．２７）ｄ （８６．１６±１．７５）ａ （２．４８±０．４８）ｄ （８９．９０±２．２４）ａ

２５０ｇ／Ｌ嘧菌酯ＳＣ ａｚｏｘｙｓｔｒｏｂｉｎ２５０ｇ／ＬＳＣ ６００ （４．３３±０．４５）ｃ （７６．３０±２．５４）ｂ （６．６２±０．６７）ｃ （７４．９５±２．６８）ｂ

对照ＣＫ （１８．３２±１．２０）ａ — （２４．６５±１．２１）ａ —

３　讨论

作为一种生防菌，多黏类芽胞杆菌已在绿色和

有机农业生产中得到了广泛的应用。多黏类芽胞杆

菌对作物和环境都安全，已被美国环境保护署

（ＥＰＡ）列为可商用的微生物种类之一
［１５１６］。该菌

对水稻恶苗病菌犉狌狊犪狉犻狌犿犿狅狀犻犾犻犳狅狉犿犲、人参黑斑

病菌犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狆犪狀犪狓、棉花黄萎病菌犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿

犱犪犺犾犻犪犲和番茄青枯病菌犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿

等病菌有良好的拮抗效果［１７２０］，但是，应用在黄瓜霜

霉病上的研究还鲜有报道。本研究结果显示，Ｐ１ＳＣ

对黄瓜霜霉病菌有较强的抑菌效果，Ｐ１能定殖在黄

瓜叶片上，抵御或杀死霜霉病菌。

随着黄瓜种植面积的扩展和农药使用次数的

增加，霜霉病菌对化学农药的抗性问题日益严重，

已被杀菌剂抗性行动委员会（ＦＲＡＣ）归属为高抗

药性风险病原菌［２１］。孟润杰等［２２］研究发现河北省

不同地区的８３８株黄瓜霜霉病菌对化学农药甲霜

灵和嘧菌酯的抗性频率为１００％，抗性倍数分别为

４８２．９９和３５４．９４倍。路粉等
［２３］通过叶盘漂浮法

检测了２０１１年－２０１６年河北、山东２地１８２１个

霜霉病菌对烯酰吗啉和双炔酰菌胺的抗药性，抗性

频率分别为８８．５％和３４．３％。然而多黏类芽胞杆

菌主要是通过与病原菌竞争生存空间和营养物质，
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产生抗生素以及多黏菌素和各种水解酶等抑菌物

质，诱导植物获得系统抗性等途径实现对植物病害

的防治［２４２６］。Ｐ１ＳＣ对植物病害的防治效果独特，

具多重作用机制（拮抗作用、形成生物菌膜等），病

原菌难以产生抗药性，而且其选择性高，对环境安

全，是解决黄瓜霜霉病菌抗性问题的首选［２７］。本

研究室内及两年田间药效试验表明，当Ｐ１ＳＣ的用

药剂量为３０００ｍＬ／ｈｍ２时对黄瓜霜霉病的防效优

于２５０ｇ／Ｌ嘧菌酯ＳＣ。在黄瓜的安全生产中，Ｐ１

ＳＣ能减少或代替化学农药的使用，在绿色农业的可

持续发展道路上，有良好的应用前景。
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