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摘要　为开发新型微生物除草剂，通过萌发袋法对嗜盐高地芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊犪犾狋犻狋狌犱犻狀犻狊菌株Ｄ３０２０２抑制杂草种

子萌发和幼苗生长的活性进行测定。通过盆栽茎叶喷雾法对不同有机溶剂萃取物的杀草谱和作物安全性进行测定

和评价，并以自生油菜犅狉犪狊狊犻犮犪狀犪狆狌狊Ｌ．为供试杂草对活性菌株的抑草机理进行初探。结果表明，嗜盐高地芽胞

杆菌菌株Ｄ３０２０２发酵液的正丁醇萃取物对十字花科杂草自生油菜的除草活性最为显著，同时对青稞犎狅狉犱犲狌犿

狏狌犾犵犪狉犲ｖａｒ．犮狅犲犾犲狊狋犲、小麦犜狉犻狋犻犮狌犿犪犲狊狋犻狏狌犿Ｌ．表现出较高的安全性。而经正丁醇萃取物处理的自生油菜，其丙

二醛（ＭＤＡ）含量及抗氧化酶（ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ）活性呈持续下降趋势，表明该菌株的抑草作用机理可能是通过影

响光合作用等代谢过程实现的。综上所述，高地芽胞杆菌Ｄ３０２０２可开发为禾本科作物田十字花科杂草的生物

除草剂。
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　　农田杂草，以其极强的生命力及适应性侵占农

田并危害农作物生长发育。仅青海省农田草害受害

面积就达３２．６万ｈｍ２，每年由草害造成的粮油减产

量达８０００万ｋｇ
［１］。据调查，青海省农田杂草共３５

科６１属１８２种，除野燕麦等禾本科优势杂草外，前

茬自生油菜也泛滥成灾［２］。为了控制农田杂草，化



２０２２

学除草一直都是最为有效的措施。但是化学除草剂

的长期使用会带来农药残留及生态位破坏等危害，

即便是剂量低于推荐施用浓度（ＲＦＡＣ）也会严重影

响生态群落的功能组成，这对于生态农业的可持续

发展非常不利［３］。面对化学除草剂带来的诸多生态

风险，愈发严格的农药监管要求有创新的保护性农

田杂草管理投入农业生产［４］。

与化学除草剂相比，微生物源除草剂具有资源

丰富，不易使杂草产生抗性，对非靶标生物相对安

全，经济效益可观，环境相容性好等特点［５］。研究表

明，许多微生物的代谢产物会对植物的生长产生影

响，比如造成植物叶片、根茎以及组织发生病变，引

起疾病；抑制或者促进一些植物种子的萌发及植物

幼苗的生长［６］。因此，微生物农药的研究与开发成

为当今农药研究与开发的一个重要方向。

目前为止，仅从杂草中分离出的抑草生防菌株

就有近１００种，但实际应用的微生物资源十分有

限［７］。全球现注册有２０余种不同类型的生物除草

剂产品，如 ＭＢＩ００５、ＳｔｕｍｐＯｕｔ、Ｂｉｏｃｈｏｎ、Ｃａｍｐｅｒｉ

ｃｏ、Ｂｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ和 ＭｙｃｏＴｅｃｈＰａｓｔｅ
［８］。在中国只有

鲁保１号等极少数生物除草剂被注册并大面积使

用。微生物除草剂可分为活体微生物除草剂和微生

物代谢产物除草剂，其中多数除草剂的作用机理尚

不明确［９］。本研究以前期课题组筛选出的一种高地

芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊犪犾狋犻狋狌犱犻狀犻狊Ｄ３０２０２为材料，对该

菌的抑草活性及多种酶活指标进行了测定，并确定

了该菌株的杀草谱和作物安全性，初步探索了其抑

草作用机制。研究结果能够为后续微生物源除草剂

的研究与开发提供新的活性微生物资源，从而为杂

草生物防控开辟新途径。研究发现的活性萃取物部

分为进一步开发除草活性天然产物及其先导化合物

奠定理论基础。活性萃取物抑草作用机理的初探可

为后续生防除草作用机理的研究提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料

供试菌株：高地芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊犪犾狋犻狋狌犱犻狀犻狊

Ｄ３０２０２（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＭＮ１０４５８３）由本课题组

成员自青海察尔汗盐湖湖泥样品中分离纯化得到，

并进行鉴定［１０］。该菌株保存于青海大学农林科学

院生物技术研究所实验室４℃冰箱。

供试杂草种子：野燕麦犃狏犲狀犪犳犪狋狌犪Ｌ．、自生油

菜犅狉犪狊狊犻犮犪狀犪狆狌狊Ｌ．、猪殃殃犌犪犾犻狌犿狊狆狌狉犻狌犿Ｌ．、藜

犆犺犲狀狅狆狅犱犻狌犿犪犾犫狌犿Ｌ．和密花香薷犈犾狊犺狅犾狋狕犻犪犱犲狀狊犪

Ｂｅｎｔｈ．由青海大学农林科学院生物技术研究所提供。

供试作物：小麦犜狉犻狋犻犮狌犿犪犲狊狋犻狏狌犿 Ｌ．‘青春

３８’、青稞犎狅狉犱犲狌犿狏狌犾犵犪狉犲ｖａｒ．犮狅犲犾犲狊狋犲‘昆仑１４

号’、藜麦犆犺犲狀狅狆狅犱犻狌犿狇狌犻狀狅犪 Ｗｉｌｌｄ．‘青白藜１

号’、蚕豆犞犻犮犻犪犳犪犫犪Ｌ．‘青蚕１４号’和玉米犣犲犪

犿犪狔狊Ｌ．‘纪元８号’由青海大学农林科学院作物栽

培研究所提供。

ＡＴＣＣ２１３改良培养基
［１１］：ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１０ｇ，

ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．２ｇ，ＫＣｌ５ｇ，蛋白胨２．５ｇ，酵母膏

１０ｇ，ＮａＣｌ３０ｇ，琼脂粉１６ｇ（液体培养基不加琼脂

粉），加蒸馏水至１０００ｍＬ，ｐＨ７．２～７．４。

１．２　试验方法

１．２．１　高地芽胞杆菌Ｄ３０２０２有机溶剂萃取物的

制备

　　将保存在４℃冰箱中的菌株Ｄ３０２０２接种于

ＡＴＣＣ２１３改良固体培养基平板上，于３７℃培养箱

中培养４８ｈ使其活化。将活化好的菌株Ｄ３０２０２

转入装瓶量为８００ｍＬ的ＡＴＣＣ２１３改良液体培养

基中，于３７℃恒温摇瓶柜中，以１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培

养７ｄ。收获菌株发酵液，发酵液经抽滤后，装入

３０００ｍＬ的梨形漏斗中用等量的乙酸乙酯或正丁

醇萃取３遍，萃取后的溶液经旋转蒸发仪减压浓缩

得到乙酸乙酯和正丁醇萃取物。萃取物经吐温 ８０

预溶，再将其分别配制成浓度为５、１０、２０ｍｇ／ｍＬ和

５０ｍｇ／ｍＬ的萃取物溶液，备用。

１．２．２　高地芽胞杆菌Ｄ３０２０２萃取物抑草活性

测定

　　挑选饱满、无损伤的野燕麦和自生油菜种子，用

５％次氯酸钠溶液置于磁力搅拌器中搅拌１０ｍｉｎ，再

用无菌水搅拌冲洗３次，将种子用吸水纸吸干后，放

置于生长箱（２８℃，Ｌ∥Ｄ＝１２ｈ∥１２ｈ）中。催芽

４８ｈ后，挑选露白一致的供试种子放入铺有双层无

菌滤纸的玻璃培养皿中（犱＝９ｃｍ），每皿１６粒供试

杂草种子。采用平皿法测定萃取物溶液的抑草活

性，共设置５个处理并进行３次重复。每个处理分

别加入不同浓度的萃取物溶液５ｍＬ，以０．２％ （犿／

犞，下同）吐温 ８０水溶液作为空白对照，即将空白对

照视为萃取物浓度为０的处理。将培养皿放置于人

工气候箱（２５℃，Ｌ∥Ｄ＝１２ｈ∥１２ｈ）中培养，培养期

间补充种子及幼苗生长所需水分［１２］。７ｄ后测定杂
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草种子的根长、芽长并计算抑制率。

根长抑制率＝（对照根长－处理根长）／对照根

长×１００％；

芽长抑制率＝（对照芽长－处理芽长）／对照芽

长×１００％。

１．２．３　正丁醇萃取物抑制杂草活性的盆栽试验

喷剂配制：称取菌株Ｄ３０２０２正丁醇萃取物，用

０．２％吐温 ８０水溶液稀释成１０、２０、４０ｍｇ／ｍＬ。

以０．２％吐温 ８０水溶液为空白对照，每剂量３次重

复，每盆（犱＝１２ｃｍ）施药量１５ｍＬ。

供试植物栽培：将试验土壤装至花盆４／５处，从

顶部浇水使土壤完全润湿。将预处理的供试作物和

杂草种子均匀撒播于土壤表面，根据种子大小覆土

０．５～２．０ｃｍ，播种后移入可控日光温室（２５℃，Ｌ∥

Ｄ＝１２ｈ∥１２ｈ）进行常规培养。待植株出苗后进行

间苗定株（５株／盆），并在植株３～４叶期进行茎叶

喷雾处理。药剂喷施从低浓度到高浓度进行，手持

压力喷壶距植株顶端８～１０ｃｍ并与叶面角呈４５°进

行喷施。

１．２．４　杀草谱测定

室内杀草谱测定参照中华人民共和国农业行业

标准（ＮＹ／Ｔ１１５５．８２００７）农药室内生物测定试验准

则除草剂 第８部分：作物的安全性试验 茎叶喷雾法，

根据选取杂草的受害症状和严重程度，评价药剂的除

草活性［１３］。杂草初始定株密度一致（１４０株／ｍ２），杂

草的栽培流程及药剂配制、喷施详见１．２．３。室内

杀草谱生物测定采用上述行业标准５．１．２．１目测法

评价药剂的除草活性。采用施药后靶标杂草的面积

相当于空白对照区该杂草面积的比例进行分级。１

级：全部死亡；２级：相当于空白对照区杂草面积的０

～２．５％；３级：相当于空白对照区杂草面积的２．６％

～５％；４级：相当于空白对照区杂草面积的５．１％～

１０％；５级：相当于空白对照区杂草面积的１０．１％～

１５％；６级：相当于空白对照区杂草面积的１５．１％～

２５％；７级：相当于空白对照区杂草面积的２５．１％～

３５％；８级：相当于空白对照区杂草面积的３５．１％～

６７．５％；９级：相当于空白对照区杂草面积的６７．６％

～１００％。

１．２．５　作物安全性评价

室内作物安全性评价依据１．２．４及上述行业标

准执行。供试植物在茎叶喷雾法处理后，分别在处

理后的１、３、５、７、９ｄ和１４ｄ定期观察作物和杂草的

生长状态，目测法进行颜色变化（黄化、白化、变紫

等）、形态变化（新叶畸形、扭曲等）和生长变化（脱

水、枯萎、矮、簇生等）等主要药害症状的记录，并根

据表１的药害分级标准进行分级。

表１　药害分级标准
［１４］

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆犺狔狋狅狋狅狓犻犮犻狋狔犮犾犪狊狊犻犳犻犮犪狋犻狅狀狊狋犪狀犱犪狉犱

药害级别

Ｐｈｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｇｒａｄｅ

代号

Ｃｏｄｅ

药害程度及特征

Ｐｈｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｄｅｇｒｅｅａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

０ － 植株生长正常与空白对照株无异

１ ＋ ２０％以内叶尖灼伤，或叶片出现斑点

２ ＋＋ ２０％～４９％植株叶片发生药害斑点

３ ＋＋＋ ５０％～６９％植株叶片发生药害斑点或１０％植株枯萎

４ ＋＋＋＋ ７０％～９０％植株叶片发生枯萎或有２０％植株死亡

１．２．６　菌株Ｄ３０２０２正丁醇萃取物溶液处理后自

生油菜生理生化指标的测定

　　药剂喷施及采样：在温室用花盆培育自生油菜

至三叶期，用手持喷壶将浓度为４０ｍｇ／ｍＬ的菌株

Ｄ３０２０２正丁醇萃取物溶液均匀喷洒到自生油菜叶

片上，以０．２％吐温 ８０水溶液作对照，每处理重复

３次，每盆施药量为１５ｍＬ，连续喷施８ｄ，每天对不

同处理的叶片进行采样。

丙二醛（ＭＤＡ）含量（μｍｏｌ／ｇ）测定：采用过氧化

脂质硫代巴比妥酸法［１５］。

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性测定：采用氮蓝四

唑（ＮＢＴ）光化还原法
［１６］。

过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性测定：采用紫外吸收法
［１５］。

过氧化物酶（ＰＯＤ）活性测定：采用愈创木酚比

色法［１６］。

１．２．７　数据分析

数据采用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２５．０软件进行

统计分析，应用Ｄｕｎｃａｎ氏新复极差法进行各处理间

的差异显著性分析（犘＜０．０５），数据以平均值±标

准差表示。
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２０２２

２　结果与分析

２．１　高地芽胞杆菌犇３０２０２发酵液萃取物抑草活性

２．１．１　高地芽胞杆菌Ｄ３０２０２发酵液萃取物对野

燕麦根长和芽长的抑制活性

　　由表２可知，正丁醇萃取物溶液对野燕麦根长

的抑制率随着浓度的升高而增加，当浓度为

１０ｍｇ／ｍＬ时，该萃取物溶液对野燕麦的根长表现

出较强的抑制活性，抑制率为６０．９７％。乙酸乙酯

萃取物浓度为５０ｍｇ／ｍＬ时对野燕麦根长表现出

较强抑制性，抑制率达６８．７２％。正丁醇萃取物和

乙酸乙酯萃取物在低浓度５ｍｇ／ｍＬ时对野燕麦芽

长均具有促进作用，在５０ｍｇ／ｍＬ对芽长均具有中

度抑制活性。

表２　菌株犇３０２０２发酵液萃取物对野燕麦根长和芽长抑制活性１
）

犜犪犫犾犲２　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅狀狑犻犾犱狅犪狋狉狅狅狋犪狀犱狊狆狉狅狌狋犫狔犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀犲狓狋狉犪犮狋狅犳狊狋狉犪犻狀犇３０２０２

浓度／

ｍｇ·ｍＬ－１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

正丁醇萃取物

犖ｂｕｔａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｓ

根长／ｃｍ

ＲＬ

根长抑

制率／％

ＲＬＩＲ

芽长／ｃｍ

ＳＬ

芽长抑

制率／％

ＳＬＩＲ

乙酸乙酯萃取物

Ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｅｘｔｒａｃｔｓ

根长／ｃｍ

ＲＬ

根长抑

制率／％

ＲＬＩＲ

芽长／ｃｍ

ＳＬ

芽长抑

制率／％

ＳＬＩＲ

０ （８．２５±０．３８）ａ － （７．０３±０．５１）ａｂ － （８．２５±０．３８）ａ － （７．０３±０．５１）ａ －

５ （５．９７±０．７２）ｂ ２７．６３ （８．２９±１．１７）ａ －１７．９ （７．７２±１．０１）ａ １１．８８ （７．１２±０．６６）ａ －１．２８

１０ （３．２２±０．４６）ｃ ６０．９７ （６．１３±０．７４）ｂ １２．８０ （７．５２±０．１６）ａ ８．５８ （４．８５±１．１０）ｂ ３１．０１

２０ （１．２４±０．１８）ｄ ８４．９７ （３．７２±０．６５）ｃ ４７．０８ （４．４６±０．３４）ｂ ４５．９４ （３．５１±０．２９）ｃ ５０．０７

５０ （１．０７±０．４２）ｄ ８７．０３ （２．１２±０．２０）ｄ ６９．８４ （２．５８±０．２９）ｃ ６８．７２ （２．３５±０．１４）ｃ ６６．５７

　１）表中数据为平均值±标准差。同列不同字母间表示经Ｄｕｎｃａｎ氏新复极差法检验在犘＜０．０５水平差异显著。ＲＬ：根长；ＲＬＩＲ：根长抑制

率；ＳＬ：芽长；ＳＬＩＲ：芽长抑制率。下同。

Ｔｈｅｄａｔａｉｎｔｈｅｔａｂｌｅａｒｅｔｈｅｍｅａｎ±ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｔ０．０５ｌｅｖｅｌｂｙ

Ｄｕｎｃａｎ’ｓｎｅｗｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅｍｅｔｈｏｄ．ＲＬ：Ｒｏｏｔｌｅｎｇｔｈ；ＲＬＩＲ：Ｒｏｏｔｌｅｎｇｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ；ＳＬ：Ｓｐｒｏｕｔｌｅｎｇｔｈ；ＳＬＩＲ：Ｓｐｒｏｕｔｌｅｎｇｔｈｉｎｈｉ

ｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ．Ｔｈｅｓａｍｅａｐｐｌｉｅｓｂｅｌｏｗ．

２．１．２　高地芽胞杆菌Ｄ３０２０２发酵液萃取物对自

生油菜根长和芽长的抑制活性

　　由表３可知，当正丁醇萃取物溶液浓度在

５ｍｇ／ｍＬ时，便对自生油菜根长表现出较强的抑制

活性，抑制率达８１．６４％；在１０ｍｇ／ｍＬ以上时对自

生油菜的芽长、根长均表现出明显的抑制活性，抑制

率可达８０．１４％～１００％。乙酸乙酯萃取物溶液在

２０ｍｇ／ｍＬ以上对自生油菜的根长和芽长表现出较

强抑制活性。

通过对比，发酵液的正丁醇萃取物溶液在浓度

仅为５ｍｇ／ｍＬ时，便对自生油菜表现出强抑制作

用，在５０ｍｇ／ｍＬ时完全抑制了自生油菜种子萌发。

因此，在后续试验应选择抑草活性较高的正丁醇萃

取物进行。

表３　菌株犇３０２０２发酵液萃取物对自生油菜根长和芽长的抑制活性

犜犪犫犾犲３　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅狀狏狅犾狌狀狋犲犲狉狅犻犾狊犲犲犱狉犪狆犲狉狅狅狋犪狀犱狊狆狉狅狌狋犫狔犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀犲狓狋狉犪犮狋狅犳狊狋狉犪犻狀犇３０２０２

浓度／

ｍｇ·ｍＬ－１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

正丁醇萃取物

犖ｂｕｔａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｓ

根长／ｃｍ

ＲＬ

根长抑

制率／％

ＲＬＩＲ

芽长／ｃｍ

ＳＬ

芽长抑

制率／％

ＳＬＩＲ

乙酸乙酯萃取物

Ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｅｘｔｒａｃｔｓ

根长／ｃｍ

ＲＬ

根长抑

制率／％

ＲＬＩＲ

芽长／ｃｍ

ＳＬ

芽长抑

制率／％

ＳＬＩＲ

０ （８．６１±０．６３）ａ － （２．７７±０．４２）ａ － （８．６１±０．６３）ａ － （２．７７±０．４２）ａ －

５ （１．５８±０．９４）ｂ ８１．６４ （１．３４±０．３８）ｂ ５１．２６ （８．１４±１．６３）ａ ５．４５ （１．９３±０．１７）ｂ ３０．３２

１０ （０．５６±０．２８）ｂ ９５．５０ （０．５５±１．０８）ｃ ８０．１４ （５．３６±０．８３）ｂ ３７．７４ （１．５１±０．２５）ｂ ４５．４９

２０ （０）ｃ １００ （０．２６±０．１２）ｃ ９０．６１ （２．６６±１．２１）ｃ ６９．１１ （０．８５±０．１４）ｃ ６９．３１

５０ （０）ｃ １００ （０）ｄ １００ （１．９３±０．９０）ｃ ７７．５８ （０．９１±０．０４）ｃ ６７．５１

２．２　菌株犇３０２０２正丁醇萃取物的杀草谱

野燕麦、自生油菜、猪殃殃、藜和密花香薷经浓

度为１０、２０ｍｇ／ｍＬ和４０ｍｇ／ｍＬ的正丁醇萃取物

溶液处理７ｄ后结果显示，浓度为４０ｍｇ／ｍＬ的正

丁醇萃取物溶液对自生油菜、野燕麦、藜和密花香薷

均有不同程度的防效，对十字花科的杂草自生油菜
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防效最为显著（图１）。在浓度为１０ｍｇ／ｍＬ和

２０ｍｇ／ｍＬ时，正丁醇萃取物溶液对藜、密花香薷和

自生油菜的防效随浓度降低，对猪殃殃和野燕麦防

效甚微（表４）。

３种不同浓度的正丁醇萃取物溶液对目标杂草

处理７ｄ后，４０ｍｇ／ｍＬ正丁醇萃取物溶液对茜草科

猪殃殃以外的供试杂草均造成了不同程度的药害症

状。其中，十字花科自生油菜受害症状最为严重，植

株全部死亡；藜科藜、唇形科密花香薷和禾本科野燕

麦的受害症状较轻。

图１　４０犿犵／犿犔菌株犇３０２０２正丁醇萃取物对

杂草自生油菜的影响（７犱）

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狅犳狀犫狌狋犪狀狅犾犲狓狋狉犪犮狋狊狅犳狊狋狉犪犻狀犇３０２０２

犪狋４０犿犵／犿犔狅狀狏狅犾狌狀狋犲犲狉狅犻犾狊犲犲犱狉犪狆犲（７犱）

　
２．３　作物安全性评价

在１０、２０ｍｇ／ｍＬ和４０ｍｇ／ｍＬ正丁醇萃取物

溶液处理下，玉米‘纪元８号’、藜麦‘青白藜１号’、

表４　不同浓度菌株犇３０２０２正丁醇萃取物处理后

各杂草发生等级

犜犪犫犾犲４　犗犮犮狌狉犲狀犮犲犾犲狏犲犾狅犳狑犲犲犱狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犲犱犫狔狀犫狌狋犪狀狅犾

犲狓狋狉犪犮狋狊狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳狊狋狉犪犻狀犇３０２０２

供试杂草

Ｔｈｅｔｅｓｔｅｄｗｅｅｄ

杂草发生等级

Ｏｃｃｕｒｅｎｃｅｌｅｖｅｌｏｆｗｅｅｄｓ

１０ｍｇ／ｍＬ ２０ｍｇ／ｍＬ ４０ｍｇ／ｍＬ

自生油菜犅狉犪狊狊犻犮犪狀犪狆狌狊 ６ ４ １

野燕麦犃狏犲狀犪犳犪狋狌犪 ９ ８ ８

藜犆犺犲狀狅狆狅犱犻狌犿犪犾犫狌犿 ９ ８ ５

密花香薷犈犾狊犺狅犾狋狕犻犪犱犲狀狊犪 ９ ９ ５

猪殃殃犌犪犾犻狌犿狊狆狌狉犻狌犿 ９ ９ ９

青稞‘昆仑１４号’、小麦‘青春３８’和蚕豆‘青蚕１４

号’的药害程度均随正丁醇萃取物溶液浓度的升高

而加重。在４０ｍｇ／ｍＬ正丁醇萃取物溶液处理下，

玉米叶片药害症状明显，表现为叶片失水，干枯萎

蔫，叶片卷曲，并伴随叶片白化，植株矮化；藜麦叶

片干枯萎蔫凋零，随之茎秆出现萎蔫、倒伏，植株

死亡；青稞叶片失绿，卷曲，尖端干枯，白化；小麦

叶片尖端干枯，白化；蚕豆仅出现零星药害斑点，

随着时间的推移，症状消失。在１０ｍｇ／ｍＬ和

２０ｍｇ／ｍＬ正丁醇萃取物溶液处理下，玉米叶片出

现病斑，叶面卷曲变黑；藜麦叶片干枯，茎秆萎缩；

青稞和小麦的药害症状不明显，仅表现为叶片零星

白化斑点或尖端白化；蚕豆未显现明显药害症状

（表５）。

表５　不同浓度菌株犇３０２０２正丁醇萃取物对不同作物的安全性评价

犜犪犫犾犲５　犛犪犳犲狋狔犲狏犪犾狌犪狋犻狅狀狅犳狀犫狌狋犪狀狅犾犲狓狋狉犪犮狋狊狅犳狊狋狉犪犻狀犇３０２０２狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狉狅狆狊

作物

Ｃｒｏｐ

药害等级

Ｐｈｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｇｒａｄｅ

０ １０ ２０ ４０

症状

Ｓｙｍｐｔｏｍ

玉米犣犲犪犿犪狔狊 － ＋ ＋＋ ＋＋＋ １０ｍｇ／ｍＬ处理叶面出现斑点，干枯。２０ｍｇ／ｍＬ处理叶面卷曲变黑

藜麦犆犺犲狀狅狆狅犱犻狌犿狇狌犻狀狅犪 － ＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋ １０ｍｇ／ｍＬ和２０ｍｇ／ｍＬ处理叶片干枯，茎秆萎蔫

青稞犎狅狉犱犲狌犿狏狌犾犵犪狉犲 － － － ＋ １０ｍｇ／ｍＬ和２０ｍｇ／ｍＬ处理叶片出现零星白化斑点

小麦犜狉犻狋犻犮狌犿犪犲狊狋犻狏狌犿 － ＋ ＋ ＋＋ １０ｍｇ／ｍＬ和２０ｍｇ／ｍＬ处理叶尖白化，变枯

蚕豆犞犻犮犻犪犳犪犫犪 － － － ＋ １０ｍｇ／ｍＬ和２０ｍｇ／ｍＬ处理安全，无影响

　　上述结果表明，４０ｍｇ／ｍＬ正丁醇萃取物溶液

对主要农作物玉米和藜麦药害显著，对小麦和青稞

药害较弱，对蚕豆安全，说明该浓度以下的正丁醇萃

取物溶液适宜于蚕豆田间防除十字花科杂草。在

１０ｍｇ／ｍＬ和２０ｍｇ／ｍＬ下，正丁醇萃取物溶液对

青稞和蚕豆安全，对玉米、小麦和藜麦仍有一定药

害；对目标杂草野燕麦、藜和密花香薷防效较弱，对

自生油菜防效较为显著。

２．４　供试杂草自生油菜生理生化指标变化的测定

三叶期自生油菜在喷施菌株Ｄ３０２０２正丁醇萃

取物溶液后的８ｄ内，其叶片相关生理生化指标变

化情况如下（图２）。

经菌株Ｄ３０２０２正丁醇萃取物处理过的自生油

菜，其叶片丙二醛（ＭＤＡ）含量明显高于对照组样品。

经正丁醇萃取物处理的样品在１～３ｄ丙二醛含量急

剧上升，３ｄ以后丙二醛含量开始下降，但其整体水平

·１０２·



２０２２

一直高于对照组。而对照组样品的丙二醛（ＭＤＡ）含

量保持相对平稳，基本没有大幅波动（图２ａ）。

菌株Ｄ３０２０２正丁醇萃取物使自生油菜一系列

抗氧化酶活性呈持续下降趋势。与对照样品相比

较，处理过的自生油菜ＣＡＴ活性呈现先上升后下降

的趋势；第２天为活性变化转折点，此时ＣＡＴ活性

值最高。对照组ＣＡＴ活性维持在２０００～２５００Ｕ／

（ｍｉｎ·ｇ）水平内上下浮动（图２ｂ）。在ＳＯＤ活性的

观测试验中，对照组ＳＯＤ活性在１～８ｄ内基本保

持平稳，仅在第７天有些许波动。与对照样品相比

较，在１～３ｄ内两组处理的ＳＯＤ活性均保持平稳

趋势；３ｄ以后菌株Ｄ３０２０２正丁醇萃取物处理过的

自生油菜ＳＯＤ活性呈现剧烈下降的趋势（图２ｃ）。

菌株Ｄ３０２０２正丁醇萃取物处理过的自生油菜ＰＯＤ

活性随时间变化呈现出负相关的下降趋势，在１～

３ｄ内处理组ＰＯＤ活性高于对照组。在３ｄ以后，

对照组样品ＰＯＤ活性呈相对上升趋势，处理组

ＰＯＤ活性呈直线下降趋势（图２ｄ）。

图２　菌株犇３０２０２正丁醇萃取物溶液处理后的自生油菜生理生化指标变化

犉犻犵．２　犆犺犪狀犵犲狊狅犳狆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犻狀犱犲狓犲狊狅犳狏狅犾狌狀狋犲犲狉狉犪狆犲狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺狀犫狌狋犪狀狅犾犲狓狋狉犪犮狋狅犳狊狋狉犪犻狀犇３０２０２

　

３　结论与讨论

芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐｐ．是自然界广泛分布的生

防细菌，因具有庞大的种群，较强的繁殖力，稳定的

理化性质，以及广泛的抑菌谱，在科研和生产中应用

较多［１７］。研究组最初通过种子萌发袋法从８７株中

度嗜盐菌中筛选出具有抑草活性的菌株Ｄ３０２０２，通

过１６ＳｒＲＮＡ／ＩＴＳ基因序列比较分析，发现菌株

Ｄ３０２０２的ＩＴＳ与已知菌株 犅犪犮犻犾犾狌狊犪犾狋犻狋狌犱犻狀犻狊

（ＡＳＪＣ０１００００２９）的一致性达１００％。结合菌株

Ｄ３０２０２形态及理化特征，最终确定了菌株Ｄ３０２０２

为高地芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊犪犾狋犻狋狌犱犻狀犻狊
［１８］。虽然用于

生防的芽胞杆菌资源丰富，但处于高寒生境中的高

地芽胞杆菌的研究和开发还相对较少。高寒嗜盐的

高地芽胞杆菌Ｄ３０２０２作为特种生防菌具有良好的

开发前景。

作物安全性评价和杀草谱的测定是新除草剂开

发阶段必不可少的一步。本研究采用温室盆栽试验

对菌株Ｄ３０２０２正丁醇萃取物溶液的杀草谱及其对

作物的安全性进行了测定及评价。根据朱友理

等［１９］不同药剂浓度对作物安全性不同的研究，结合

Ｓｍｉｔｈ
［２０］的田间除草理论：根据作物对不同浓度药

剂的敏感性以及不同浓度药剂的除草活性来选择药

剂的适宜浓度用于田间除草的理论，菌株Ｄ３０２０２

正丁醇相萃取物具有开发为禾本科作物田间防除十

字花科杂草除草剂的潜力。这也与张风文等［２１］的

研究结论相呼应。为明确新化合物作为新型除草剂

在农田应用的可行性，需测定新化合物的杀草谱以

·２０２·
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及对作物的安全性。

当前研究的除草剂作用机理都是通过打乱或破

坏植物的正常代谢过程而引起杂草死亡，诸如：抑制

光合作用、抑制生命活动必需物质的合成、干扰激素

平衡、抑制细胞的发育和破坏膜完整性等［２２２３］。本

研究选取丙二醛（ＭＤＡ）及一系列抗氧化酶（ＳＯＤ、

ＰＯＤ、ＣＡＴ）作为观测供试杂草的代谢指标。植物

受到逆境胁迫时，细胞中会积累渗透调节物质并提

高抗氧化酶类活性，而渗透调节物质 ＭＤＡ同时也

是膜脂过氧化的最终产物，其含量多少象征着植物

细胞膜遭受逆境的伤害程度和抗逆性的强弱［２４２５］。

从试验结果得知，在菌株Ｄ３０２０２正丁醇萃取

物溶液处理２ｄ后，无论是ＭＤＡ含量，还是抗氧化

酶（ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ）活性都发生了显著变化。

ＭＤＡ含量始终高于对照样品，表明杂草受到了胁

迫。而抗氧化酶（ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ）活性均出现显著

下降，这可能是胁迫超过了机体所能承受的极限，引

起了酶活性的下降或破坏，导致膜脂质过氧化作用加

剧，植物体的正常代谢被破坏，生长受到抑制。其中

观测到的对照组样品抗氧化酶活性波动及ＰＯＤ活性

的略微上升，除去试验允许的随机误差外，可能是三

叶期杂草对氧浓度调节和组织老化的体现。

试验结果中抗氧化酶活性的变化与李磊等、洪

法水等［２６２７］关于胁迫对植物抗氧化酶活性影响的研

究结果一致。胁迫使过氧化物大量积累，而供试植

物的抗氧化酶系统对氧化损伤的缓解效果不断减

弱。氧自由基的积累加速了叶绿体分解和膜脂过氧

化加剧，最终导致植物质膜结构和生理功能的破坏。

调节系统的紊乱不仅影响了光合作用，还影响了机

体的正常生物合成。王云生等［２８］的研究指出ＭＤＡ

含量的升高还影响光合电子传递，从而抑制光合作

用，使植株死亡。张利霞等［２９］通过模拟试验证实了

夏枯草抗氧化酶活性和光合参数对逆境胁迫的响

应。此次试验只选择了丙二醛、抗氧化酶等指标进

行测定，仅初步探明除草机理与光合作用和生物合

成有关。而在测试萃取物抑草活性的环节选取了两

种极性不同的有机溶剂进行对比，乙酸乙酯萃取物

和正丁醇萃取物的抑草效果存在着浓度差，这可能

是因为极性不同的溶剂萃取到的活性成分不同导致

的，后续应深度优化萃取条件以确定最优抑草组分。

关于代谢物中活性化合物具体通过什么途径和模式

起作用，以及其作用位点是什么还需对活性化合物

进一步分离表征。
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