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　 　 摘要:　 为了开发在农业实践中能够稳定发挥功能的生防菌资源ꎬ本研究从甜瓜根际挖掘具有良好根际定殖

能力的抗甜瓜枯萎病病菌生防菌株ꎮ 通过继代培养法、平板对峙法、发芽率测试和盆栽试验筛选出对甜瓜枯萎病

有较强防控作用的生防菌株 Ｒ１￣３ꎬ经该菌发酵液处理的甜瓜植株对甜瓜枯萎病病菌的防效达 ５０􀆰 ０４％ꎬ且菌株发酵

液处理能够促进甜瓜植株的生长ꎮ 根际定殖相关因素的测试结果表明ꎬ菌株 Ｒ１￣３ 能形成强健的生物膜结构且对

不同质量浓度的甜瓜根系分泌物均具有显著趋化性ꎬ具备良好的根际定殖能力ꎮ 该菌株对不同植物专化型尖孢镰

刀菌和蔓枯病病菌也有一定的抑制作用ꎬ且具有分泌吲哚乙酸(ＩＡＡ)、溶解无机磷及耐盐能力ꎮ 通过菌株 １６Ｓ ｒＤ￣
ＮＡ 序列分析ꎬ将 Ｒ１￣３ 初步确定为芽孢杆菌属细菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)ꎮ
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　 　 甜瓜属于中国广泛栽种的经济作物ꎬ近年来其

产业经济效益较高ꎬ在种植业中的地位不断提

升[１￣２]ꎮ 但是长年连续种植甜瓜会导致农田土壤病

原微生物积累ꎬ造成土传病害频发ꎬ连作障碍已成为

甜瓜可持续生产的重要限制因素之一[３]ꎮ 特别是

６３３



尖孢镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)导致的甜瓜枯萎

病、蔓枯病病菌( Ｓｔａｇｏｎｏｓｐｏｒｏｐｓｉｓ ｓｐｐ.)引起的甜瓜

蔓枯病等ꎬ在连作地发生的概率很高ꎬ严重影响甜瓜

的产量和品质[４]ꎮ 目前这些土传病害的防治主要

依赖化学药剂ꎬ但化学药剂的长期使用易使病原菌

产生抗药性ꎬ且易造成安全隐患[５]ꎮ 相比之下ꎬ生
物防治因其环境友好和经济投入较少等优点而受到

广泛的关注和认可[６]ꎮ 许多芽孢杆菌属细菌不仅

能够产生抗菌活性物质拮抗病原菌ꎬ还具有植物促

生特性ꎬ在生物防治中发挥着重要作用[７]ꎮ 然而ꎬ
尽管多数生防菌在室内条件下具有良好的防病效

果ꎬ但它们在农业生产应用中对病害的实际防效依

然有限ꎬ效果往往不稳定[８￣９]ꎮ 首先ꎬ许多生防菌是

在富营养的培养基中被分离筛选出来的[１０￣１２]ꎬ未必

能适应土壤中较贫瘠的营养条件ꎮ 其次ꎬ很多研究

在筛选过程中多以平板对峙试验中生防菌对病原菌

的抑制率作为主要筛选指标[１２￣１４]ꎬ而平板抑制率仅

能表征菌株产生拮抗物质的活性与能力ꎮ 菌株充分

发挥生防功能的重要前提是其在植物根际能够有效

定殖[１５]ꎮ 影响细菌根际定殖的关键因素包括菌株

对植物根系分泌物的趋化性和自身生物膜的形成能

力[１６]ꎮ 根系分泌物中包含的信号物质能够调控细

菌向根表趋化运动[１７]ꎬ停留在根表的细菌群体分泌

胞外基质(主要成分为蛋白质、多糖和胞外 ＤＮＡ
等)ꎬ将自身包裹而形成膜样的细菌群体聚合物ꎬ细
菌群体聚合物被称为生物膜ꎬ可为其提供一种受保

护的、竞争力更强的生存模式[１８￣１９]ꎬ因而有益细菌

向根表趋化并聚集成膜是其发挥抑病促生功能的关

键ꎮ 为获得在植物根际能够稳定发挥功能的微生

物ꎬ本研究在贫营养条件下采用传统的生防菌筛选

方法ꎬ同时结合菌株生物膜形成能力和对根系分泌

物趋化性的评估ꎬ分离筛选获得 １ 株具有防病促生

效果和良好根际定殖能力的芽孢杆菌属细菌 Ｒ１￣３ꎬ
并探索了其潜在的促生因子、耐盐能力以及拮抗多

种病原菌的特性ꎮ 研究结果能够为生防菌株的筛选

应用提供新的思路及资源ꎬ有助于减少对农用化学

品的依赖以及促进甜瓜产业健康和可持续发展ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试样品采集:甜瓜植株及其根际土壤样品采

自江苏省淮安市甜瓜枯萎病发生地块ꎬ于甜瓜收获

期随机选取靠近枯萎病发病株附近的健康植株ꎬ连
根带土采集其根系用于菌株分离ꎮ

供试病原菌:甜瓜枯萎病病原菌尖孢镰刀菌

(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｍｅｌｏｎｉｓ)ꎬ菌种编号为

ＡＣＣＣ３６１０２ꎬ购自中国农业微生物菌种保藏管理中

心ꎮ 尖孢镰刀菌西瓜专化型(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ.
ｓｐ. ｎｉｖｅｕｍ)、蔓枯病病菌(Ｓｔａｇｏｎｏｓｐｏｒｏｐｓｉｓ ｓｐｐ.)由淮

安市农业科学院蔬菜中心提供ꎮ 尖孢镰刀菌黄瓜专

化型(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ)由南京

农业大学资源与环境科学学院提供ꎮ
供试培养基:细菌的分离筛选参照 Ｓｕｎ 等[２０] 的

方法ꎬ采用贫营养的 １ / １０ 胰酪大豆胨(ＴＳＡ)培养基

(胰蛋白胨 １􀆰 ５ ｇꎬ大豆蛋白胨 ０􀆰 ５ ｇꎬ氯化钠 ０􀆰 ５ ｇꎬ
琼脂 ２０􀆰 ０ ｇꎬ用蒸馏水定容至 １􀆰 ０ Ｌ)ꎮ 拮抗效果鉴

定使用平板对峙培养法ꎬ采用 ＰＤＡ 培养基[１１]ꎮ 生

物膜测试参照张楠[２１] 的方法ꎬ采用 ＭＳｇｇ 培养基ꎮ
ＩＡＡ 产量测定的样品制备参照陈小娟[２２] 的方法ꎬ采
用添加 Ｌ￣色氨酸的 Ｌａｎｄｙ 培养基ꎮ 溶磷能力的测定

参照刘娜[２３]的方法ꎬ使用蒙金娜无机磷培养基ꎮ 菌

株耐盐能力检测参照李晋等[２４] 的方法ꎬ使用添加不

同质量浓度氯化钠的牛肉膏蛋白胨培养基ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 根际及内生细菌的分离纯化 　 抖落植物根

部松散的附着土ꎬ剪成长约 ３ ｃｍ 的小段ꎬ称量植物

根及其根际土 １０ ｇ 倒入盛有 ９０ ｍｌ 无菌水和灭菌玻

璃珠的三角瓶内振荡 ３０ ｍｉｎꎬ取 １ ｍｌ 土壤悬液经系

列梯度稀释后涂布于 １ / １０ ＴＳＡ 平板上ꎮ ３０ ℃倒置

培养１~２ ｄ 后ꎬ挑取形态不同的菌落ꎬ经划线纯化后

制备甘油管ꎬ保存至－８０ ℃冰箱ꎮ 内生菌分离时需

对根进行表面消毒(用 ２％次氯酸钠浸泡 １５ ｍｉｎꎬ用
７０％乙醇浸泡 ５ ｍｉｎꎬ用无菌水冲洗干净)ꎬ然后剪成

１ ｃｍ 左右的碎块ꎬ立即转移至无菌研钵中研磨ꎬ最
后转移至上述三角瓶内ꎬ其余操作和根际细菌分离

纯化步骤相同ꎮ
１.２.２　 生防菌的初步筛选 　 以甜瓜枯萎病病原菌

尖孢镰刀菌作为指示菌ꎬ采用对峙培养法[１４]ꎬ测试

保存菌株的拮抗效果ꎮ 先活化病原菌ꎬ再沿菌落边

缘打孔获取直径为 ５ ｍｍ 的菌饼ꎬ接种于 ＰＤＡ 平板

中央ꎮ ２８ ℃培养 ２ ｄ 后ꎬ将分离得到的细菌按 １％
的接种量在 １ / １０ ＴＳＡ 液体培养基中过夜活化并点

接 ２ μｌ 至病原菌菌片两边ꎬ点接处距离病原菌中心

２􀆰 ５ ｃｍꎬ对照为单独接种尖孢镰刀菌菌饼的平板ꎬ２８
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℃培养７~８ ｄꎬ观察是否有抑制效果ꎬ参照文献[１４]
计算其抑制率ꎬ选择抑制效果明显的菌株用于后续

研究ꎮ 菌株对不同病原菌的平板拮抗效果试验与此

步骤相同ꎮ
将上述获得的菌株在 １ / １０ ＴＳＡ 液体培养基中

进行 ２０ 次传代培养ꎬ选取第 １、第 ５、第 １０、第 １５ 和

第 ２０ 代的菌液进行平板对峙试验ꎬ测量病原菌被抑

制的菌落半径( ｒ)ꎬ筛选出在传代过程中对甜瓜尖

孢镰刀菌的拮抗效果较稳定的菌株[２５]ꎮ
将拮抗效果稳定的菌株分别接种至 ＴＳＡ 液体

培养基中ꎬ振荡(３０ ℃ꎬ１７０ ｒ / ｍｉｎ)培养 ２４ ｈ 制成含

量约为１×１０８ ＣＦＵ / ｍｌ的菌悬液用于种子发芽率测

试ꎬ对照为空白 ＴＳＡ 培养基ꎮ 挑取外观一致的甜瓜

种子ꎬ用体积分数 ７０％的乙醇溶液对种子进行表面

消毒后使用无菌水冲洗干净ꎮ 分别将种子放入上述

生防菌菌悬液和空白 ＴＳＡ 培养基中浸泡 ２ ｈꎬ取出

种子后置于灭菌培养皿内的湿润无菌滤纸上ꎬ每个

处理 ５０ 粒种子ꎬ３ 次重复ꎮ ３０ ℃条件下催芽 ３６ ｈꎬ
统计并计算种子的发芽率[２５]ꎮ
１.２.３　 盆栽防效及促生试验 　 甜瓜种子催芽后在

灭菌基质中播种育苗 １４ ｄꎬ生防菌菌悬液制备参照

方法 １.２.２ꎬ在每株甜瓜根围分别接种 ３ ｍｌ 含量为

１×１０８ ＣＦＵ / ｍｌ的生防菌菌悬液ꎬ每个处理 ２１ 株甜

瓜ꎬ重复 ３ 次ꎬ空白对照设置为添加等量无菌 ＴＳＡ
培养基ꎮ 参照张美君等[１２] 的方法制备甜瓜枯萎病

病原菌孢子悬液ꎬ生防菌菌悬液接种 ５ ｄ 后ꎬ在每株

甜瓜根围接种 ２ ｍｌ 甜瓜枯萎病病原菌孢子悬液(含
量为 １ ｍｌ １×１０６个)ꎬ于病原菌接种 ２０ ｄ 后统计植

株发病情况ꎬ参照郝芳敏等[１１]的方法计算病情指数

和防病效果ꎮ
甜瓜种子催芽后在灭菌基质中播种育苗 １４ ｄꎬ

挑选长势一致的幼苗ꎬ参照上述方法进行生防菌菌

悬液接种ꎬ接种 １８ ｄ 后统计不同处理甜瓜苗的株高

和鲜质量ꎮ
１.２.４　 菌株生物膜形成试验 　 将过夜活化的生防

菌菌株振荡培养ꎬ待其 ＯＤ６００ 达到 １. ０ 时ꎬ离心

(５ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ５ ｍｉｎ)收集菌体并用等体积的无菌水

重悬ꎮ 生物膜形成试验采用 ４８ 孔细胞培养板ꎬ每孔

接种 １ ｍｌ ＭＳｇｇ 培养基[２１] 和 １０ μｌ 菌悬液ꎬ每处理

设 ８ 个重复ꎬ以无菌水为对照ꎬ３０ ℃条件下静置培

养ꎬ在培养 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 时观察不同处理的生物膜形

成情况ꎮ 选取培养 ４８ ｈ 形成的生物膜用于定量测

定ꎬ将培养孔中的浮游生物膜及液体培养基在无菌

条件下转移至细胞滤器(滤膜孔径为 １００ μｍ)中过

滤ꎬ留在细胞滤网上的生物膜连同细胞滤器一起放

置于超净工作台内吹干并称质量ꎮ
１.２.５　 甜瓜根系分泌物的收集 　 甜瓜播种育苗 ３０
ｄ 后轻轻拔起幼苗ꎬ将根部杂质冲洗干净ꎬ放入装有

１００ ｍｌ 无菌去离子水的三角瓶中ꎬ每瓶 ２ 棵幼苗ꎬ培
养 ２４ ｈ 后收集三角瓶中的液体ꎬ置于冷冻干燥机中

抽干ꎬ用去离子水将冻干物溶解ꎬ使其质量浓度为 １
ｍｇ / ｍｌꎬ用滤膜 (孔径为 ０􀆰 ２２ μｍ) 过滤ꎬ保存于

－８０ ℃冰箱备用ꎮ
１.２.６　 菌株对甜瓜根系分泌物的趋化试验 　 趋化

定量试验参照文献[２６]ꎬ采用 １ ｍｌ 注射器作为毛细

管ꎬ分别吸取 １００ μｌ 不同质量浓度梯度 ( ０􀆰 ０３
ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 １０ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ３０ ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌ)的甜

瓜根系分泌物溶液ꎬ以无菌水为对照ꎮ 待测菌株菌

悬液制备参照方法 １􀆰 ２􀆰 ４ꎮ 使用无菌移液枪头(规
格为 ２００ μｌ)吸取菌悬液 １００ μｌꎬ将注射器的针头轻

轻装入 ２００ μｌ 移液枪头内ꎬ放置于超净台内 ３０
ｍｉｎꎬ梯度稀释注射器中的溶液并进行平板涂布计

数ꎬ获得注射器溶液中的菌落数ꎬ每个处理 ３ 次重

复ꎮ 趋化性指数(ＲＣＩ) ＝ 处理菌落数的平均值 /相
应对照菌落数的平均值ꎬ一般当 ＲＣＩ≥２ 时[２６]ꎬ则认

为与对照相比ꎬ处理的趋化性具有显著差异ꎮ
１.２.７　 菌株的根际定殖试验　 分别将菌株 Ｒ１￣３ 和

Ｒ１￣６ 接种至 ＴＳＡ 液体培养基中ꎬ振荡培养(３５ ℃ꎬ
１８０ ｒ / ｍｉｎ) ３０ ｈ 左右ꎬ使菌株发酵液含量为１×１０９

ＣＦＵ / ｍｌꎮ 将各菌株发酵液按照 ５％(体积比)的比

例接种至灭菌基质中ꎬ混合均匀ꎮ 甜瓜种子催芽后

播种于基质中育苗 １６ ｄꎬ轻轻拔起幼苗并将根上的

基质抖落ꎬ称取 １ ｇ 根放置于含 ９ ｍｌ 无菌水的离心

管中ꎬ使用涡旋仪剧烈振荡ꎬ吸取悬液进行梯度稀释

和平板涂布计数ꎬ菌株数量以每克根质量计ꎬ用
ＣＦＵ / ｇ 表示ꎮ
１.２.８　 菌株促生、耐盐特性研究　 按照细菌 ＩＡＡ 检

测试剂盒(上海朗顿生物科技有限公司产品)说明

书测定菌株 ＩＡＡ 的产量ꎮ 菌株溶磷能力的测定参

照文献[２３]ꎮ 使用 ＮａＣｌ 将牛肉膏蛋白胨培养基平

板分别调至不同的盐含量 ( ３％、５％、８％、１１％ 和

１３％ꎬ质量体积比)ꎬ将菌株划线接种至这些平板上

并观察其生长状况ꎬ测试菌株的耐盐能力ꎮ
１.２.９　 菌株的分子鉴定及系统发育树的构建 　 参
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照陈小娟[２２] 的方法ꎬ提取菌株 Ｒ１￣３ 的总基因组

ＤＮＡꎬ使用通用引物 ２７Ｆ 和 １４９２Ｒ[２２]进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ
序列扩增ꎬ对 ＰＣＲ 扩增产物进行清洁回收并委托生

工生物工程(上海)股份有限公司测序ꎮ 测序结果

在美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)数据库中进

行 ＢＬＡＳＴ 同源性比对ꎬ选取同源性较高且具有代表

性的序列下载ꎮ 使用 ＭＥＧＡ １１.０ 内置 ＣｌｕｓｔａｌＷ 命

令进行多序列比对ꎬ去除间隔后ꎬ通过自动分析找到

最佳核酸替换模型为 Ｋｉｍｕｒａ ２＋Ｇａｍｍａ 分布ꎬ基于

该模型构建 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 为 ５００ 的最大似然进化树ꎬ进
化树采用 ＦｉｇＴｒｅｅ １.４.４ 制作ꎮ
１.３　 数据分析

数据处理采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 软件ꎬ统计

分析采用 ＳＰＳＳ １９ 软件ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 生防菌株的分离与初筛

本试验从供试样品中分离获得根际菌株(用 Ｓ
表示)及内生菌株(用 Ｒ 表示)共 １２２ 株ꎬ通过 ＰＤＡ
平板对峙试验ꎬ发现其中 １２ 株菌株对甜瓜枯萎病病

原菌尖孢镰刀菌有拮抗能力ꎮ 在继代培养试验中ꎬ
当在 １ / １０ ＴＳＡ 液体培养基中连续培养至 ２０ 代时ꎬ
只有 ８ 株菌株仍对病原菌有一定的拮抗能力(表
１)ꎮ 因此推断这些菌株抑制甜瓜枯萎病病原菌的

能力具有较好的稳定性ꎬ在农业实践中具有持续发

挥作用的潜力ꎮ 甜瓜种子发芽率测试结果(图 １)表
明ꎬ除了菌株 Ｒ１￣１１ 外ꎬ其余 ７ 株菌株处理后的甜瓜

种子发芽率为８６.０％~９５􀆰 ３％ꎬ与对照的种子发芽率

(９０.７％)相比差异不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ表明这 ７ 株菌

株不影响甜瓜种子的发芽情况ꎬ可用于进一步试验ꎮ
２.２　 生防菌对甜瓜的防病和促生效果

在平板对峙培养试验中ꎬ５ 株菌株的抑制率大

于 ５０％ꎬ其中菌株 Ｒ１￣６ 对甜瓜尖孢镰刀菌的平板抑

制效果最强ꎬ抑制率达到 ５９􀆰 ２％(图 ２、表 ２)ꎮ 在温

室盆栽防效试验中ꎬ当病原菌接种 ２０ ｄ 后ꎬ病害防

控效果突出的菌株为 Ｒ１￣３ 和 Ｒ１￣１ꎬ病情指数分别

下降 ５０􀆰 ２％和 ４８􀆰 ３％ꎬ防病效果分别达 ５０􀆰 ０４％和

４８􀆰 ４１％(表 ２)ꎮ 在促生试验中ꎬ生防菌接种 １８ ｄ
后ꎬ发现 Ｒ１￣３ 菌悬液处理可以显著提高盆栽甜瓜植

株的株高和鲜质量ꎬ与对照相比ꎬ甜瓜苗株高增加了

１２􀆰 ４％ꎬ鲜质量增加了 ２５􀆰 ０％(表 ２)ꎬ表明菌株 Ｒ１￣３
对甜瓜幼苗具有一定的促生作用ꎮ 综上所述ꎬ经菌

株 Ｒ１￣３ 处理的甜瓜苗发病最轻且具有促生效果ꎬ综
合表现最佳ꎮ 试验还发现ꎬ生防菌的实际防治效果

和平板上的抑制率并不具有相对应的关系ꎮ

表 １　 生防菌对甜瓜枯萎病病原菌拮抗作用的遗传稳定性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｇａｉｎｓｔ Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｍｅｌｏｎｉｓ

菌株编号
传代次数(代)

１ ５ １０ １５ ２０

Ｒ１￣１ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

Ｒ１￣３ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋

Ｒ１￣６ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋

Ｒ１￣１１ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋

Ｒ２￣３ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋

Ｒ２￣１４ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋

Ｓ２￣８ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋

Ｓ３￣１０ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋

Ｒ２￣１０ ＋＋ ＋ － － －

Ｒ２￣１６ ＋＋ ＋ － － －

Ｓ４￣２０ ＋＋＋ ＋＋ － － －

Ｒ２￣７ ＋＋ ＋ － － －

Ｓ:根际菌株ꎻＲ:内生菌株ꎮ “ ＋＋＋”表示病原菌菌落半径( ｒ)≤２.０
ｍｍꎻ“＋＋”表示 ２.０ ｍｍ<ｒ≤２.３ ｍｍꎻ“ ＋”表示 ２.３ ｍｍ < ｒ≤２.５ ｍｍꎻ
“－”表示无抑菌作用ꎮ

Ｓ:根际菌株ꎻＲ:内生菌株ꎮ 不同小写字母表示处理间差异在

０􀆰 ０５ 水平显著ꎮ
图 １　 生防菌处理后的甜瓜种子发芽情况

Ｆｉｇ.１　 Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｕｓｋｍｅｌｏｎ ｓｅｅｄｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ａｎ￣
ｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

２.３　 生防菌株的生物膜形成能力、对根系分泌物的

趋化性及其根际定殖研究

　 　 由上述分析可知ꎬ平板抑制率最高的菌株 Ｒ１￣
６ꎬ其实际防效却并不理想ꎬ而菌株 Ｒ１￣１ 和 Ｒ１￣３ 尽

管平板抑制率不是最佳ꎬ却有更好的实际防效ꎮ 为

了进一步探索其中的原因ꎬ以菌株 Ｒ１￣１、Ｒ１￣３ 和

Ｒ１￣６ 为研究对象ꎬ分别测试不同菌株的生物膜形成
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能力及其对甜瓜根系分泌物的趋化能力ꎮ 在静态培

养条件下 ３ 株菌株的生物膜逐渐成熟ꎬ培养时间达

到 ４８ ｈ 时ꎬ生物膜呈现出褶皱复杂且致密的状态

(图 ３)ꎮ 定量试验结果表明ꎬ３ 株菌株的生物膜质

量(２４ 孔细胞培养板中 １ 个孔的生物膜质量)分别

为２０.５５ ｍｇ、２１.３２ ｍｇ 和２２.３１ ｍｇꎬ三者之间差异不

显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ说明 ３ 株菌株都能够形成强健的生

物膜结构ꎮ 趋化定量试验结果(图 ３)表明ꎬ在０.０１~
１􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌ甜瓜根系分泌物质量浓度范围内ꎬ随着

根系分泌物质量浓度的升高ꎬ３ 株菌株的趋化性指

数都呈现先升高再降低的趋势ꎮ 菌株 Ｒ１￣１ 表现出

对低质量浓度根系分泌物(０.０１~ ０􀆰 ０３ ｍｇ / ｍｌ)的趋

化性不显著(ＲＣＩ<２)ꎬ对较高质量浓度的根系分泌

物(０.１０~１􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌ)趋化性显著(ＲＣＩ≥２)ꎮ 而菌

株 Ｒ１￣３ 在测定范围内对任意质量浓度的根系分泌

物都具有显著趋化性ꎬ表明该菌对甜瓜根系分泌物

的趋化性较强ꎬ可推测其在土壤环境中更容易向甜

瓜根际趋化从而实现在根表的定殖成膜ꎮ 在根系分

泌物质量浓度为 ０􀆰 １０ ｍｇ / ｍｌ和 ０􀆰 ３０ ｍｇ / ｍｌ时ꎬ３ 株

菌株的趋化性都具有显著性差异ꎬ但菌株 Ｒ１￣６ 的趋

化性指数(ＲＣＩ)最低ꎬ且 Ｒ１￣６ 对其他质量浓度的根

系分泌物趋化性都不显著ꎬ表明菌株 Ｒ１￣６ 对甜瓜根

系分泌物的趋化现象较弱ꎬ这很可能造成其根际定

殖能力较差并导致其实际防效不佳ꎮ 为了验证推

测ꎬ选取菌株 Ｒ１￣３ 和 Ｒ１￣６ 为研究对象ꎬ测试其根际

定殖数量ꎮ 结果表明ꎬ育苗 １６ ｄ 后ꎬ菌株 Ｒ１￣３ 在甜

瓜根际的定殖数量达１.８４×１０７ ＣＦＵ / ｇꎬ而菌株 Ｒ１￣６
的定殖数量显著低于 Ｒ１￣３ꎬ仅有２.２×１０６ ＣＦＵ / ｇꎬ说
明其根际定殖能力较差ꎮ

Ｓ:根际菌株ꎻＲ:内生菌株ꎮ Ａ:对照ꎬＢ~Ｈ 表示菌株 Ｒ１￣１、Ｒ１￣３、Ｒ１￣
６、Ｒ２￣３、Ｒ２￣１４、Ｓ３￣１０和 Ｓ２￣８对甜瓜枯萎病菌的平板拮抗效果ꎮ
图 ２　 不同生防菌抑制甜瓜枯萎病病菌菌丝生长的效果

Ｆｉｇ.２　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｙｃｅｌｉｕｍ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓ￣
ｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｍｅｌｏｎｉｓ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

表 ２　 生防菌的抑菌作用、防病效果及促生作用

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎꎬ ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号

对峙培养

菌落半径
(ｍｍ)

抑制率
(％)

病害防控

病情指数
防病效果

(％)

促进生长

株高
(ｃｍ)

植株鲜质量
(ｇ)

ＣＫ ４.１５±０.１２ ８４.４７±５.８５ａ ２５.８７±３.２０ｂｃ ６.６３±０.５０ｃ

Ｒ１￣１ １.９７±０.０５ ５２.５±１.３ｃｄ ４３.６５±４.９５ｃ ４８.４１±２.８６ａ ２６.１４±２.０３ｂｃ ６.９８±０.６１ｂｃ

Ｒ１￣３ １.９０±０.１１ ５４.０±４.１ｂｃ ４２.０７±２.７５ｃ ５０.０４±４.６８ａ ２９.０９±１.８９ａ ８.２９±０.７２ａ

Ｒ１￣６ １.６９±０.０８ ５９.２±１.３ａ ５３.１７±５.９９ｂ ３６.９７±６.８１ａｂ ２５.６２±３.２５ｃ ６.８７±０.３９ｂｃ

Ｒ２￣３ １.８０±０.０５ ５６.５±０.３ａｂ ５７.９３±４.９５ｂ ３１.００±９.６７ｂ ２６.６９±２.４７ｂｃ ６.１５±０.７３ｃ

Ｒ２￣１４ ２.１１±０.０９ ４９.１±１.４ｄ ６１.９０±４.２０ｂ ２６.２６±９.８４ｂ ２６.０３±２.１３ｂｃ ６.０６±０.３５ｃ

Ｓ２￣８ ２.２９±０.０７ ４４.８±１.９ｆ ５７.１４±６.３０ｂ ３２.２０±８.０７ｂ ２６.３４±２.２７ｂｃ ６.３８±０.５４ｃ

Ｓ３￣１０ １.８３±０.０６ ５５.９±０.８ａｂｃ ６１.１１±１.３７ｂ ２７.４３±５.３２ｂ ２７.４６±２.８０ｂ ７.８１±０.６４ａｂ
Ｓ:根际菌株ꎻＲ:内生菌株ꎮ 同一列数据后不同小写字母表示处理间差异在 ０.０５ 水平显著ꎮ

２.４　 菌株 Ｒ１￣３的其他生物学特性

菌株 Ｒ１￣３ 与不同植物(西瓜、黄瓜) 专化型

尖孢镰刀菌及蔓枯病病菌的平板对峙试验结果

(图 ４)表明ꎬ该菌也能够抑制这 ３ 种供试病原菌

的生长ꎮ 促生因子的定量测定结果表明ꎬ菌株

Ｒ１￣３ 具有一定的产吲哚乙酸( ＩＡＡ) 、溶解无机磷

的能力ꎬ其分泌 ＩＡＡ 的量为１.２７ ｍｇ / Ｌꎬ溶磷量为

３９.６５ ｍｇ / Ｌꎬ这可能是该菌促进植物生长的原

因ꎮ 耐盐能力检测结果表明ꎬ菌株 Ｒ１￣３ 最高可

耐受 １１％(质量分数) 的 ＮａＣｌꎬ达到中度的耐盐

水平 [２４] ꎬ推测其在连作条件导致的盐渍化土壤

中具有一定的生存能力ꎮ 综上ꎬ可将菌株 Ｒ１￣３
作为防控植物病害和促进植物生长的功能菌进

行开发和利用ꎮ
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∗表示菌株对根系分泌物的趋化性与对照相比具有显著差异(ＲＣＩ≥２)ꎮ
图 ３　 生防菌的生物膜形成及其对不同质量浓度根系分泌物的趋化反应

Ｆｉｇ.３　 Ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏｗａｒｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒｏｏｔ ｅｘｕｄａｔｅｓ ｂｙ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

图 ４　 菌株 Ｒ１￣３对 ３ 种病原真菌生长的抑制作用

Ｆｉｇ.４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｒ１￣３ ｏｎ ｔｈｒｅｅ ｆｕｎｇａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ
ｇｒｏｗｔｈ

２.５　 菌株系统鉴定

将菌株 Ｒ１￣３ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列提交到 ＮＣＢＩ 中
进行比对ꎬ利用 ＦｉｇＴｒｅｅ １.４.４ 软件构建系统发育树ꎬ
如图 ５ 所示ꎬ Ｒ１￣３ 与贝莱斯芽孢杆菌 ( Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ)ＦＺＢ４２ 在同一分支ꎬ相似性最高ꎬ初步鉴

定 Ｒ１￣３ 为芽孢杆菌属细菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)ꎮ

３　 讨 论

芽孢杆菌具有生长速度快、环境友好以及抗逆

性强等特点ꎬ在防控植物病害和促进作物生长等方

面都具有良好的表现ꎬ应用前景广阔[２７￣２９]ꎮ 本研究

首先在贫营养条件下分离细菌ꎬ然后初筛出能够稳

定拮抗甜瓜枯萎病病菌且不影响种子发芽率的生防

菌株ꎬ进一步利用温室盆栽试验复筛出对甜瓜幼苗

枯萎病防控效果较好且具有促生作用的菌株 Ｒ１￣３ꎮ
该菌被鉴定为芽孢杆菌属细菌ꎬ与贝莱斯芽孢杆菌

的同源性较近ꎬ在以后的工作中需要进一步确定其

具体到种的分类地位ꎮ

生防芽孢杆菌可通过多种机制帮助植物抵御病

原菌侵染ꎬ例如产生抗生素抑制病原菌生长、与病原

菌竞争养分和生态位及诱导植物系统产生抗性

等[１６ꎬ３０￣３４]ꎬ也可通过产植物激素 ＩＡＡ、溶磷增加养分

获取等促进植物生长的方式间接发挥其生防功

能[３５]ꎮ 菌株 Ｒ１￣３ 能够抑制不同植物专化型尖孢镰

刀菌和蔓枯病病菌的生长ꎬ可通过产 ＩＡＡ、溶磷等方

式提高甜瓜幼苗株高及鲜质量ꎬ兼具抵御病害和促

生功能ꎬ然而其具体防病机制还有待更深入的研究ꎮ
研究中发现不能简单地将生防菌的平板抑菌能

力直接等同于该菌的病害防控能力ꎮ 杨迪等[３６] 在

筛选鉴定香蕉枯萎病拮抗菌过程中发现拮抗菌盆栽

防效强弱与其平板测试的抑菌活性高低并不一致ꎮ
说明在筛选过程中ꎬ如果仅以实验室条件下的平板

抑制率对菌株进行取舍ꎬ很可能会遗漏一些实际防

效好的菌株ꎮ 王亚娇等[３７] 的研究也充分证实这一

点ꎬ所以ꎬ提倡将平板对峙试验和温室生物学指标测

定(包括菌株对植物生长的影响及防病效果测定)
结合起来ꎬ才能够更准确地评估拮抗菌的生防能力ꎮ
本研究中的菌株筛选思路与此一致ꎬ然而此方法在

筛选对象数目较多时ꎬ大量候选菌株的温室生物学

指标测定会产生较大的工作量ꎮ 相关研究结果表

明ꎬ微生物功能的稳定发挥还要依赖于其在植物根

际能够有效定殖[１５]ꎬ菌株在植物根际的定殖能力又

与其对根系分泌物的趋化性和生物膜形成能力紧密

相关[１６]ꎮ 因此ꎬ本研究进一步探索了试验中获得的

代表性菌株的生物膜形成能力、趋化性及根际定殖

能力ꎬ试验结果与上述观点一致ꎮ 实际病害防控能

力最好的菌株 Ｒ１￣３ 对不同质量浓度的甜瓜根系分

泌物都具有显著趋化性ꎬ还能形成强健的生物膜ꎬ并

１４３李　 青等:防控甜瓜枯萎病病菌的生防菌筛选及其根际定殖



图 ５　 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列构建的菌株 Ｒ１￣３的系统发育树

Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｒ１￣３

且具有较强的根际定殖能力ꎮ 而在平板上表现出最

强抑制能力的菌株 Ｒ１￣６ꎬ虽然生物膜形成能力与

Ｒ１￣３ 没有显著差异ꎬ但其对根系分泌物的趋化性较

弱ꎬ其根际定殖能力也相应较差ꎬ这很可能是其在盆

栽试验中防效不佳的原因ꎮ 由此可见ꎬ生物膜形成

能力相当的前提下ꎬ对根系分泌物趋化性强的菌株

拥有更有效的根际定殖能力和对病害的实际防控能

力ꎮ 鉴于部分植物促生菌能够有效利用根系分泌物

从而实现根际定殖ꎬ崔晓双等[３８] 在根际促生菌的筛

选工作中将菌株对根系分泌物竞争能力的强弱作为

初筛标准ꎬ在一定程度上减少了工作量且筛选出对

根系分泌物中的营养物质具有高竞争能力的菌株ꎮ
本研究结果表明ꎬ可以将平板对峙试验结果和根际

定殖能力结合起来考量菌株特性ꎬ即把候选菌株对

根系分泌物的趋化性和生物膜形成能力纳入初筛标

准ꎬ选择综合表现较好的生防菌株进行温室生物学

试验验证ꎮ
综上ꎬ生防芽孢杆菌 Ｒ１￣３ 是一株有着较强根际

定殖能力的多功能生防菌株ꎬ下一步将探索该菌的

规模化培养条件和田间防效ꎬ以期为开发防控甜瓜

土传病害的生物肥料及微生物制剂奠定基础ꎮ
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