
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０１７ꎬ３３(６):１２４９~１２５６
ｈ ｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｊｓｎ ｙ ｘ ｂ.ｃｏｍ

段海明ꎬ程　 红ꎬ余　 利ꎬ等. 解淀粉芽孢杆菌 ｇｆｊ￣４ 发酵上清液及其混剂对玉米纹枯病菌的抑制活性[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０１７ꎬ
３３(６):１２４９￣１２５６.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０１７.０６.００８

解淀粉芽孢杆菌 ｇｆｊ￣４ 发酵上清液及其混剂对玉米
纹枯病菌的抑制活性

段海明ꎬ　 程　 红ꎬ　 余　 利ꎬ　 黄伟东ꎬ　 余海兵
(安徽科技学院农学院ꎬ安徽 凤阳 ２３３１００)

收稿日期:２０１７￣０５￣２１
基金项目:安徽省教育厅重点项目(ＫＪ２０１５Ａ２３８、ＫＪ２０１７Ａ５１２)ꎻ校引

进人才项目(ＺＲＣ２０１２３２６)ꎻ植物保护重点学科经费项目

(ＡＫＺＤＸＫ２０１５Ｃ０４)ꎻ国家级大学生创新训练计划项目

(２０１７１０８７９０７０)
作者简介:段海明(１９８２￣)ꎬ男ꎬ山东蒙阴人ꎬ博士ꎬ副教授ꎬ主要从事

农药毒理与应用技术研究ꎮ (Ｔｅｌ)１８２６９８９６５８１ꎻ(Ｅ￣ｍａｉｌ)
ｄｕａｎｈｍ＠ ａｈｓｔｕ.ｅｄｕ.ｃｎ

　 　 摘要:　 为探究解淀粉芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ)ｇｆｊ￣４ 发酵上清液及其与化学杀菌剂的混配剂对玉

米纹枯病菌(Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ)的抑制活性以及发酵上清液对温度和紫外线的稳定性ꎬ采用菌丝生长速率法对发酵

上清液和新型混剂的抑菌活性进行了测定ꎮ 结果表明ꎬ当解淀粉芽孢杆菌发酵上清液的浓度从 ４０􀆰 ０ μｌ / ｍｌ增至

１００􀆰 ０ μｌ / ｍｌ时发酵上清液对玉米纹枯病菌的抑制率从 ４０􀆰 ６％增至 ８４􀆰 ９％ꎬ发酵上清液对玉米纹枯病菌的有效中浓

度(ＥＣ５０)为 ５０􀆰 ７ μｌ / ｍｌ(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９５)ꎮ 发酵上清液的抑菌活性在 ６０ ℃以下基本保持稳定ꎬ但经 ８０ ℃以上温度处理

后抑菌活性物质部分发生热分解ꎬ１２１ ℃高温高压处理 １５ ｍｉｎ 后其抑菌活性下降至 ６１􀆰 ４％ꎻ随着紫外线照射时间

的增加ꎬ发酵上清液对病菌的抑制活性逐渐下降ꎬ紫外线照射时间为 ３０ ｍｉｎ 时其对玉米纹枯病菌的抑制活性降至

７４􀆰 ３％ꎬ但 ３０ ｍｉｎ 后下降速率趋缓ꎮ 发酵上清液对化学杀菌剂氟吡菌胺具有普遍的增效作用ꎬ其中以 ２ ∶ ８(发酵

上清液与化学杀菌剂的体积比)的比例混配毒性比率最高ꎬ为 １􀆰 ３４ꎻ发酵上清液与苯醚甲环唑以 ６ ∶ ４、７ ∶ ３ 和８ ∶ ２
混配表现为增效作用ꎬ其余则表现为相加作用ꎻ发酵上清液与戊唑醇混配表现为相加作用ꎻ发酵上清液与咪鲜胺、
腈菌唑混配部分配比表现为相加作用ꎬ部分配比则表现为拮抗作用ꎮ 然而ꎬ发酵上清液与三唑酮、丙森锌、福美双

混配则主要表现为拮抗作用ꎮ
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　 　 随着紧凑性玉米品种的大面积推广ꎬ玉米种植

密度逐渐加大ꎬ另外由于氮肥施用量的增加和秸秆

还田技术的普及ꎬ使玉米纹枯病菌越冬菌源量逐年

积累ꎬ导致玉米纹枯病的发生一直呈加重趋势[１]ꎮ
目前ꎬ由于高产优质抗病品种较少ꎬ玉米病害的防控

仍然主要依靠化学杀菌剂ꎮ 经查询农业部农业检定

所网站ꎬ中国尚未有登记防治玉米纹枯病的杀菌剂ꎬ
在生产上主要是施用井冈霉素等药剂进行防治ꎮ 然

而ꎬ化学农药的长期高频次大量使用导致了“３Ｒ”
(残留、抗药性和再猖獗)问题的频频出现和环境的

严重污染[２￣３]ꎮ 为减少化学农药的使用量ꎬ中国农业

部于 ２０１５ 年制定了«到 ２０２０ 年农药使用量零增长

行动方案»ꎬ农药的减量增效已在全社会形成了广

泛共识[４]ꎮ 因此ꎬ玉米纹枯病的防治也亟需开发新

型的高效制剂以达到化学农药减量增效、延缓抗性

和保证农产品质量和生态环境安全的目的ꎮ 其中ꎬ
微生物农药和化学杀菌剂联合使用防治病害已成为

实现化学农药减量增效的重要技术路径之一ꎮ
农用微生物抗菌剂由于低毒、低残留以及对环

境无污染和不易产生抗药性而越来越受到关注ꎬ主
要包括生物活体和次级代谢产物两大部分[５￣８]ꎮ 微

生物活体农药与化学杀菌剂的混合或交替使用在防

治植物病害方面较普遍ꎮ 已有文献报道ꎬ枯草芽孢

杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ)分别与嘧霉胺、戊唑醇联用防

治梨黑斑病、蚕豆枯萎病具有协同作用[９￣１０]ꎮ 木霉

菌(Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｓｐ.)和化学杀菌剂互作防治植物病

害也有较多的报道ꎬ互作后对植物病害的防效均高

于两者单用的防效[１１￣１５]ꎮ 然而ꎬ生物活体所具有的

受环境条件影响大和不耐贮存等缺点限制了其大量

推广应用ꎬ生防菌次级代谢产物虽然受环境影响较

小ꎬ但一般产量不高或生产成本很高ꎬ所以在当今农

业生产上生物杀菌剂不可能完全替代化学杀菌剂ꎮ
因此ꎬ本研究将微生物源抑菌活性成分与化学杀菌

剂进行混配筛选新型增效组合ꎬ从而达到提高药效

和化学杀菌剂减量使用的目的ꎮ 然而ꎬ生防菌活体

生物和化学药剂的混配受到二者相容性和贮藏期的

限制ꎮ 刘邮洲等[１６]报道枯草芽孢杆菌 ｓｆ６２８ 虽然能

在含 １０ ｍｇ / Ｌ咪鲜胺锰盐的培养基中生长良好ꎬ但
二者联合制成粉剂后ꎬ贮藏时间超过 １ 年后菌落数

就会开始下降ꎮ 因此筛选微生物源活性代谢产物和

化学杀菌剂的增效混配剂用于植物病害的防控更加

符合中国现在的农业生产要求ꎮ 尤春梅等[１７] 利用

菌丝生长速率法和 Ｗａｄｌｅｙ 法评价微生物源农药申

嗪霉素与咪鲜胺、多菌灵和烯唑醇不同配比组合对

桃枝枯病菌(Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ａｍｙｇｄａｌｉ)的防效ꎬ结果表明

这些组合均具有增效作用ꎬ中生菌素和梧宁霉素与

化学农药的组合大多具有增效作用或相加作用ꎮ 本

实验室前期分离到一株解淀粉芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ)ｇｆｊ￣４ꎬ对玉米纹枯病菌(Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ
ｓｏｌａｎｉ)等多种常见农作物病原菌的抑制效果较好ꎬ
但是有关解淀粉芽孢杆菌 ｇｆｊ￣４ 发酵上清液及其与

化学杀菌剂联合对玉米纹枯病菌的抑制效应尚未见

报道ꎮ 因此ꎬ本研究采用菌丝生长速率法ꎬ分析解淀

粉芽孢杆菌 ｇｆｊ￣４ 发酵上清液及其与 ８ 种化学杀菌

剂的混配剂对玉米纹枯病菌的抑菌活性ꎬ以期为化

学杀菌剂的减量使用和玉米纹枯病的可持续防控提

供技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 供试药品 　 ９５％苯醚甲环唑原药、９６％腈菌

唑原药、９６％三唑酮原药由山东潍坊润丰化工股份
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有限公司提供ꎬ９７％咪鲜胺原药和 ９６％戊唑醇原药

由山东华阳农药化工集团有限公司提供ꎬ９７％氟吡

菌胺原药、７０％丙森锌可湿性粉剂由拜耳作物科学

有限公司提供ꎬ５０％福美双原药由江苏省南通宝叶

化工有限公司提供ꎮ 杀菌剂原药用丙酮溶解ꎬ制剂

用灭菌水溶解ꎬ配制成１.０×１０４ μｇ / ｍｌ的母液ꎬ置于 ４
℃冰箱中保存备用ꎮ
１.１.２　 供试菌株　 玉米纹枯病菌(Ｒ. ｓｏｌａｎｉ)分离自

安徽省宿州市夹沟农场玉米纹枯病典型发病株ꎬ纯
化后进行纯培养ꎮ 解淀粉芽孢杆菌(Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅ￣
ｆａｃｉｅｎｓ)ｇｆｊ￣４ 分离自罹病番茄果实ꎬ于 ２０１４ 年 ９ 月

２４ 日保藏于中国典型培养物保藏中心(ＣＣＴＣＣ ＮＯ:
Ｍ ２０１４４４４)ꎮ
１.１.３　 供试培养基　 ＰＤＡ 培养基:马铃薯 ２００􀆰 ０ ｇꎬ
葡萄糖 １８􀆰 ０ ｇꎬ琼脂 １８􀆰 ０ ｇꎬ去离子水 １􀆰 ０ Ｌꎮ ＮＡ 培

养基:蛋白胨 ５􀆰 ０ ｇꎬ牛肉浸膏 ３􀆰 ０ ｇꎬ酵母膏 １􀆰 ０ ｇꎬ
葡萄糖 １０􀆰 ０ ｇꎬ琼脂 １５􀆰 ０ ｇꎬｐＨ ７􀆰 ０(可不加琼脂制

成 ＮＢ 培养基)ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 解淀粉芽孢杆菌 ｇｆｊ￣４ 发酵上清液的制备　
解淀粉芽孢杆菌 ｇｆｊ￣４ 在 ＮＡ 培养基上划线培养 ４８
ｈꎬ挑取单菌落菌苔转接入 ＮＢ 液体培养基中ꎬ３３ ℃、
１２０ ｒ / ｍｉｎ培养 １２ ｈꎮ 然后以 １０％的接种量接种到

ＮＢ 液体培养基中ꎬ３３ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ培养 ８ ｈꎮ 获取

的种子液以 ０.５％的接种量接种到 １００ ｍｌ ＮＢ 培养

基中ꎬ置于 ３３ ℃、１４０ ｒ / ｍｉｎ的恒温摇床中培养 ８４
ｈꎮ 然后１１ １８０ ｇ、４ ℃离心 ２０ ｍｉｎꎬ获得的发酵上清

液经 ０.２２ μｍ 滤膜过滤后保存于 ４ ℃冰箱备用ꎮ
１.２.２　 发酵上清液对玉米纹枯病菌的抑制活性测

定　 将制备好的发酵上清液按一定比例与冷却到

５０ ℃左右的 ＰＤＡ 培养基充分混匀ꎬ使发酵上清液

的含量分别为 ４０􀆰 ０ μｌ / ｍｌ、５０􀆰 ０ μｌ / ｍｌ、５５􀆰 ６ μｌ / ｍｌ、
６６􀆰 ７ μｌ / ｍｌ、８３􀆰 ３ μｌ / ｍｌ和 １００􀆰 ０ μｌ / ｍｌꎮ 在 ＰＤＡ 培

养基平板中央接种玉米纹枯病菌菌菌饼ꎬ每一浓度

处理 ３ 皿ꎬ重复 ３ 次ꎬ以加入相同体积的灭菌水为对

照ꎮ ２７ ℃培养 ４８ ｈ 后采用十字交叉法测量菌落直

径ꎬ利用 ＳＰＳＳ １３.０ 软件计算发酵上清液对玉米纹

枯病菌的有效中浓度(ＥＣ５０)ꎮ
１.２.３　 温度对发酵上清液抑菌活性的影响试验 　
将制得的发酵上清液于 ４０ ℃、５０ ℃、６０ ℃、８０ ℃、
１００ ℃处理 １５ ｍｉｎ 以及 １２１ ℃高压灭菌 １５ ｍｉｎ 后

离心ꎬ取上清液和 ＰＤＡ 培养基混合均匀稀释 １２ 倍ꎮ

接种玉米纹枯病菌菌饼ꎬ于 ２７ ℃恒温恒湿培养箱中

培养 ４８ ｈꎬ计算不同温度处理的发酵上清液对玉米

纹枯病菌的抑制率ꎮ
１.２.４　 紫外线对发酵上清液抑菌活性的影响试验

　 取发酵上清液ꎬ在 ２５ Ｗ 紫外灯下ꎬ距离 ２０ ｃｍꎬ分
别照射处理 ０ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、９０ ｍｉｎ 和

１２０ ｍｉｎꎮ 照射结束后ꎬ取上清液和 ＰＤＡ 培养基混

合均匀稀释 １２ 倍ꎬ接种玉米纹枯病菌菌饼ꎬ于 ２７℃
恒温恒湿培养箱中培养 ４８ ｈꎬ测定不同时间紫外线

照射的发酵上清液对玉米纹枯病菌的抑制率ꎮ
１.２. ５ 　 化学杀菌剂对玉米纹枯病菌的室内毒力

(ＥＣ５０值)测定　 采用菌丝生长速率法[１８] 测定戊唑

醇、腈菌唑、苯醚甲环唑、三唑酮、咪鲜胺、福美双、丙
森锌和氟吡菌胺 ８ 种化学杀菌剂对玉米纹枯病菌的

抑制活性ꎮ 接种完毕后置于 ２７ ℃恒温恒湿培养箱

中培养 ４８ ｈꎬ用十字交叉法测量菌落直径ꎮ 采用

ＳＰＳＳ １３.０ 软件计算这 ８ 种化学杀菌剂对玉米纹枯

病菌的 ＥＣ５０值ꎮ
１.２.６　 杀菌剂新型混剂的毒性比率测定　 采用陈福

良等的方法[１９] 设计化学杀菌剂和菌株 ｇｆｊ￣４ 发酵上

清液的混配试验ꎮ 发酵上清液和化学杀菌剂药液的

混配浓度均为 ＥＣ５０ꎬ发酵上清液与化学杀菌剂药液体

积比为 ０ ∶ １０、１ ∶ ９、２ ∶ ８、３ ∶ ７、４ ∶ ６、５ ∶ ５、６ ∶ ４、７ ∶
３、８ ∶ ２、９ ∶ １、１０ ∶ ０ꎮ 以不加药剂处理为对照ꎮ 采用

菌丝生长速率法测定混剂的抑菌率ꎬ计算毒性比率:
实际抑菌率＝[(对照菌落直径－处理菌落直径) / (对
照菌落直径－菌饼直径)] ×１００％ꎬ理论抑菌率 ＝ (药
液 Ａ 的 ＥＣ５０实际抑菌率×Ａ 在配比中所占的比例＋药
液 Ｂ 的 ＥＣ５０实际抑菌率×Ｂ 在配比中所占的比例)×
１００％ꎬ毒性比率＝实际抑菌率 /理论抑菌率ꎮ 毒性比

率>１ 为增效作用ꎻ毒性比率<１ 为拮抗作用ꎻ毒性比

率为 １ 左右ꎬ则为相加作用ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 解淀粉芽孢杆菌发酵上清液对玉米纹枯病菌

的抑制活性

　 　 由表 １ 可知ꎬ当解淀粉芽孢杆菌发酵上清液的

浓度从 ４０􀆰 ０ μｌ / ｍｌ增至 １００􀆰 ０ μｌ / ｍｌ时ꎬ在 ２７ ℃恒

温恒湿培养箱中培养 ４８ ｈꎬ对玉米纹枯病菌的抑制

率从 ４０􀆰 ６％增至 ８４􀆰 ９％ꎮ 经 ＳＰＳＳ１３􀆰 ０ 软件分析得

知发酵上清液对玉米纹枯病菌的 ＥＣ５０为 ５０􀆰 ７ μｌ / ｍｌ
(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９５)ꎮ 与对照相比ꎬ经解淀粉芽孢杆菌发酵
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上清液处理的玉米纹枯病菌菌丝扩展缓慢ꎬ生长稀

疏ꎮ 高浓度发酵上清液处理可使菌丝颜色转变为深

褐色ꎬ边缘生长不规则ꎮ

表 １　 不同稀释倍数的解淀粉芽孢杆菌发酵上清液对玉米纹枯病菌

的抑制率

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｔｏ Ｒｈｉｚｏｃｔｏ￣
ｎｉａ ｓｏｌａｎｉ

稀释倍数
发酵上清液浓度

(μｌ / ｍｌ) 抑菌率(％)

１０ １００.０ ８４.９±０.５

１２ ８３.３ ８１.１±１.４

１５ ６６.７ ６１.１±０.４

１８ ５５.６ ５２.７±０.７

２０ ５０.０ ４７.３±１.４

２５ ４０.０ ４０.６±１.４

２.２　 不同处理温度对发酵上清液抑菌活性的影响

由图 １ 可知ꎬ在 ６０ ℃以下处理发酵上清液 １５
ｍｉｎꎬ抗菌活性几乎不变ꎮ 当温度上升到 ８０ ℃ 和

１００ ℃时ꎬ发酵上清液对玉米纹枯病菌的抑制率分

别下降至 ７１􀆰 ０％和 ６９􀆰 ６％ꎻ当在 １２１ ℃下高温高压

处理 １５ ｍｉｎ 时ꎬ 发酵上 清 液 抑 菌 活 性 下 降 至

６１􀆰 ４％ꎮ 由此可知ꎬ发酵上清液的抑菌活性在常温

下基本稳定ꎬ但经 ８０ ℃以上高温处理后部分抑菌活

性物质会失去活性ꎮ

图 １　 不同温度处理对发酵上清液抑菌率的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｔｏ Ｒ. ｓｏｌａｎｉ

２.３　 不同时间紫外线照射对发酵上清液抑菌活性

的影响

　 　 由图 ２ 可知ꎬ随着紫外线照射时间的增加ꎬ发酵

上清液对玉米纹枯病菌的抑制活性逐渐下降ꎬ紫外

线照射时间为 ３０ ｍｉｎ 时其对玉米纹枯病菌的抑制

活性下降至 ７４􀆰 ３％ꎬ但从照射 ３０ ｍｉｎ 开始直至 １２０
ｍｉｎꎬ发酵上清液抑菌活性变化较小(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 说

明发酵上清液对紫外线的耐受性较强ꎮ

图 ２　 不同紫外线处理时间对发酵上清液抑菌率的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｎ ｉｎｈｉｂｉ￣
ｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｔｏ Ｒ. ｓｏｌａｎｉ

２.４　 ８ 种化学杀菌剂对玉米纹枯病菌的抑制活性

由表 ２ 可知ꎬ玉米纹枯病菌对麦角甾醇生物合

成抑制剂戊唑醇、腈菌唑和苯醚甲环唑的敏感性较

高ꎮ 其中ꎬ戊唑醇对玉米纹枯病菌的抑制活性最高ꎬ
ＥＣ５０为０.２０６ ５ μｇ / ｍｌꎬ其次为腈菌唑和苯醚甲环唑ꎬ
ＥＣ５０分别为０.４０９ ０ μｇ / ｍｌ和０.４２１ ３ μｇ / ｍｌꎮ 保护性

有机硫杀菌剂福美双和丙森锌对玉米纹枯病菌的抑

制活性也较高ꎬＥＣ５０分别为６.１５８ ９ μｇ / ｍｌ和６.６８０ ０
μｇ / ｍｌꎻ细胞有丝分裂抑制剂氟吡菌胺对玉米纹枯

病菌的抑制活性最差ꎬＥＣ５０为４８.４３７ ６ μｇ / ｍｌꎮ
２.５　 解淀粉芽孢杆菌发酵上清液与化学杀菌剂复

配组合的毒性比率

　 　 解淀粉芽孢杆菌 ｇｆｊ￣４ 发酵上清液分别与 ８ 种

化学杀菌剂以一定的比例复配后对玉米纹枯病菌的

抑制活性有的表现有增效作用ꎬ也有的表现为相加

作用和拮抗作用ꎬ差异性较大(表３~ 表 １０)ꎮ 发酵

上清液对氟吡菌胺具有普遍的增效作用ꎬ其中以２ ∶
８ 的比例混配毒性比率最高ꎬ达 １􀆰 ３４ꎻ发酵上清液与

苯醚甲环唑以 ６ ∶ ４、７ ∶ ３ 和 ８ ∶ ２ 混配时表现为增

效作用ꎬ其余则主要表现为相加作用ꎻ发酵上清液与

戊唑醇混配主要表现为相加作用ꎻ发酵上清液和咪

鲜胺、腈菌唑混配部分配比表现为相加作用ꎬ部分配

比则表现为拮抗作用ꎻ发酵上清液和三唑酮、丙森

锌、福美双混配则主要表现为拮抗作用ꎮ
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表 ２　 ８ 种化学杀菌剂对玉米纹枯病菌的毒力

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓ ｔｏ Ｒ. ｓｏｌａｎｉ

杀菌剂 毒力回归方程 ＥＣ５０(μｇ / ｍｌ) ９５％置信区间 Ｒ２

戊唑醇 Ｙ＝ ０.５４４ ６ｘ＋０.３７３ １ ０.２０６ ５ ０.１４８ ５~０.２７５ ６ ０.９５１

腈菌唑 Ｙ ＝ ０.５９８ １ｘ＋０.２３２ ２ ０.４０９ ０ ０.３２１ ０~０.５０９ ４ ０.９５６

苯醚甲环唑 Ｙ ＝ ０.４２０ ０ｘ＋０.１５７ ７ ０.４２１ ３ ０.２９３ ３~０.５８２ ５ ０.９５２

三唑酮 Ｙ ＝ ０.７４６ ８ｘ－０.０５８ ７ １.１９８ ４ ０.８６０ ９~１.５５９ ３ ０.９６６

咪鲜胺 Ｙ ＝ ０.８３３ ４ｘ－０.４９０ １ ３.８７３ １ ３.０７７ ２~４.７３１ ９ ０.９２７

福美双 Ｙ ＝ １.１４０ ９ｘ－０.９００ ８ ６.１５８ ９ ５.５４４ ４~６.８４６ ５ ０.９７０

丙森锌 Ｙ ＝ １.３７５ ０ｘ－１.１３４ １ ６.６８０ ０ ６.０９５ １~７.３１０ ２ ０.９５８

氟吡菌胺 Ｙ ＝ ２.１８５ ７ｘ－３.６８３ ３ ４８.４３７ ６ ４５.１３５ ８~５１.７２５ ０ ０.９７３
ＥＣ５０<５ μｇ / ｍｌ为高度敏感ꎬＥＣ５０ ＝ ５~２０ μｇ / ｍｌ为中度敏感ꎬＥＣ５０>２０ μｇ / ｍｌ为不敏感[２０] ꎮ

表 ３　 解淀粉芽孢杆菌发酵上清液与氟吡菌胺复配对玉米纹枯病菌

的毒性比率

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｕｐｅｒ￣
ｎａｔａｎｔ ａｎｄ ｆｌｕｏｐｉｃｏｌｉｄｅ ｔｏ Ｒ. ｓｏｌａｎｉ

体积比
实际抑菌率

(％)
理论抑菌率

(％) 毒性比率

０ ∶ １０ ４８.５９ ４８.５９ １.００
１ ∶ ９ ５９.４３ ４９.０６ １.２１
２ ∶ ８ ６６.５０ ４９.５３ １.３４
３ ∶ ７ ６４.４６ ５０.０１ １.２９
４ ∶ ６ ６５.４６ ５０.４８ １.３０
５ ∶ ５ ６４.２５ ５０.９５ １.２６
６ ∶ ４ ６１.８４ ５１.４２ １.２０
７ ∶ ３ ６３.２５ ５１.８９ １.２２
８ ∶ ２ ６４.２５ ５２.３７ １.２３
９ ∶ １ ６５.４６ ５２.８４ １.２４

１０ ∶ ０　 ５３.３１ ５３.３１ １.００

表 ４　 解淀粉芽孢杆菌发酵上清液与苯醚甲环唑复配对玉米纹枯病

菌的毒性比率

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｕｐｅｒ￣
ｎａｔａｎｔ ａｎｄ ｄｉｆｅｎｏｃｏｎａｚｏｌｅ ｔｏ Ｒ. ｓｏｌａｎｉ

体积比
实际抑菌率

(％)
理论抑菌率

(％) 毒性比率

０ ∶ １０ ４９.１２ ４９.１２ １.００
１ ∶ ９ ４８.９４ ４９.３１ ０.９９
２ ∶ ８ ５２.１２ ４９.５１ １.０５
３ ∶ ７ ４７.１７ ４９.７０ ０.９５
４ ∶ ６ ５１.７７ ４９.９０ １.０４
５ ∶ ５ ５６.３６ ５０.０９ １.１３
６ ∶ ４ ６５.７２ ５０.２８ １.３１
７ ∶ ３ ６４.９０ ５０.４８ １.２９
８ ∶ ２ ６２.９４ ５０.６７ １.２４
９ ∶ １ ５６.３６ ５０.８７ １.１１

１０ ∶ ０　 ５１.０６ ５１.０６ １.００

表 ５　 解淀粉芽孢杆菌发酵上清液与戊唑醇复配对玉米纹枯病菌的

毒性比率

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｕｐｅｒ￣
ｎａｔａｎｔ ａｎｄ ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ ｔｏ Ｒ. ｓｏｌａｎｉ

体积比
实际抑菌率

(％)
理论抑菌率

(％) 毒性比率

０ ∶ １０ ４３.６４ ４３.６４ １.００
１ ∶ ９ ４５.５８ ４４.３８ １.０３
２ ∶ ８ ４９.８１ ４５.１２ １.１０
３ ∶ ７ ４７.１７ ４５.８７ １.０３
４ ∶ ６ ４７.１７ ４６.６１ １.０１
５ ∶ ５ ４７.５３ ４７.３５ １.００
６ ∶ ４ ４８.４１ ４８.０９ １.０１
７ ∶ ３ ５１.２４ ４８.８３ １.０５
８ ∶ ２ ５０.１８ ４９.５８ １.０１
９ ∶ １ ５２.１２ ５０.３２ １.０４

１０ ∶ ０　 ５１.０６ ５１.０６ １.００

表 ６　 解淀粉芽孢杆菌发酵上清液与咪鲜胺复配对玉米纹枯病菌的

毒性比率

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｕｐｅｒ￣
ｎａｔａｎｔ ａｎｄ ｐｒｏｃｈｌｏｒａｚ ｔｏ Ｒ. ｓｏｌａｎｉ

体积比
实际抑菌率

(％)
理论抑菌率

(％) 毒性比率

０ ∶ １０ ５６.４１ ５６.４１ １.００
１ ∶ ９ ５５.１８ ５６.３３ ０.９８
２ ∶ ８ ５５.１８ ５６.２５ ０.９８
３ ∶ ７ ６２.４４ ５６.１７ １.１１
４ ∶ ６ ４８.０７ ５６.０９ ０.８６
５ ∶ ５ ５２.５５ ５６.０１ ０.９４
６ ∶ ４ ５３.１７ ５５.９２ ０.９５
７ ∶ ３ ６０.１２ ５５.８４ １.０８
８ ∶ ２ ５８.４２ ５５.７６ １.０５
９ ∶ １ ４８.６９ ５５.６８ ０.８７

１０ ∶ ０　 ５５.６０ ５５.６０ １.００

３５２１段海明等:解淀粉芽孢杆菌 ｇｆｊ￣４ 发酵上清液及其混剂对玉米纹枯病菌的抑制活性



表 ７　 解淀粉芽孢杆菌发酵上清液与腈菌唑复配对玉米纹枯病菌的

毒性比率

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｕｐｅｒ￣
ｎａｔａｎｔ ａｎｄ ｍｙｃｌｏｂｕｔａｎｉｌ ｔｏ Ｒ. ｓｏｌａｎｉ

体积比 实际抑菌率
(％)

理论抑菌率
(％) 毒性比率

０ ∶ １０ ４７.１６ ４７.１６ １.００
１ ∶ ９ ５５.４９ ４８.３５ １.１５
２ ∶ ８ ５０.３８ ４９.５５ １.０２
３ ∶ ７ ５７.９５ ５０.７４ １.１４
４ ∶ ６ ４７.５４ ５１.９３ ０.９２
５ ∶ ５ ４９.０５ ５３.１３ ０.９２
６ ∶ ４ ４７.７３ ５４.３２ ０.８８
７ ∶ ３ ６０.０４ ５５.５１ １.０８
８ ∶ ２ ４６.７８ ５６.７０ ０.８３
９ ∶ １ ５１.５２ ５７.９０ ０.８９

１０ ∶ ０　 ５９.０９ ５９.０９ １.００

表 ８　 解淀粉芽孢杆菌发酵上清液与三唑酮复配对玉米纹枯病菌的

毒性比率

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｕｐｅｒ￣
ｎａｔａｎｔ ａｎｄ ｔｒｉａｄｉｍｅｆｏｎ ｔｏ Ｒ. ｓｏｌａｎｉ

体积比
实际抑菌率

(％)
理论抑菌率

(％) 毒性比率

０ ∶ １０ ５８.１８ ５８.１８ １.００
１ ∶ ９ ４６.８３ ５７.８７ ０.８１
２ ∶ ８ ４６.５２ ５７.５６ ０.８１
３ ∶ ７ ４２.１９ ５７.２６ ０.７４
４ ∶ ６ ６４.１４ ５６.９５ １.１３
５ ∶ ５ ４４.２０ ５６.６４ ０.７８
６ ∶ ４ ４０.３４ ５６.３３ ０.７２
７ ∶ ３ ４５.６０ ５６.０２ ０.８１
８ ∶ ２ ４０.９６ ５５.７２ ０.７４
９ ∶ １ ４２.３５ ５５.４１ ０.７６

１０ ∶ ０　 ５５.１０ ５５.１０ １.００

表 ９　 解淀粉芽孢杆菌发酵上清液与丙森锌复配对玉米纹枯病菌的

毒性比率

Ｔａｂｌｅ ９　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｕｐｅｒ￣
ｎａｔａｎｔ ａｎｄ ｐｒｏｐｉｎｅｂ ｔｏ Ｒ. ｓｏｌａｎｉ

体积比
实际抑菌率

(％)
理论抑菌率

(％) 毒性比率

０ ∶ １０ ４９.４２ ４９.４２ １.００
１ ∶ ９ ４８.５２ ５０.３３ ０.９６
２ ∶ ８ ４５.２２ ５１.２４ ０.８８
３ ∶ ７ ４３.１２ ５２.１５ ０.８３
４ ∶ ６ ４４.９９ ５３.０６ ０.８５
５ ∶ ５ ４８.２５ ５３.９７ ０.８９
６ ∶ ４ ４３.５９ ５４.８７ ０.７９
７ ∶ ３ ４１.２６ ５５.７８ ０.７４
８ ∶ ２ ４７.１７ ５６.６９ ０.８３
９ ∶ １ ５６.１８ ５７.６０ ０.９８

１０ ∶ ０　 ５３.３１ ５３.３１ １.００

表 １０　 解淀粉芽孢杆菌发酵上清液与福美双复配对玉米纹枯病菌

的毒性比率

Ｔａｂｌｅ １０　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｕｐｅｒ￣
ｎａｔａｎｔ ａｎｄ ｔｈｉｒａｍ ｔｏ Ｒ. ｓｏｌａｎｉ

体积比
实际抑菌率

(％)
理论抑菌率

(％) 毒性比率

０ ∶ １０ ５７.９６ ５７.９６ １.００

１ ∶ ９ ３７.９１ ５７.７１ ０.６６

２ ∶ ８ ４６.４２ ５７.４７ ０.８１

３ ∶ ７ ５０.９５ ５７.２２ ０.８９

４ ∶ ６ ４８.９ ５６.９８ ０.８６

５ ∶ ５ ４６.６８ ５６.７３ ０.８２

６ ∶ ４ ４３.７４ ５６.４８ ０.７７

７ ∶ ３ ３６.６３ ５６.２４ ０.６５

８ ∶ ２ ３３.０８ ５５.９９ ０.５９

９ ∶ １ ４２.１９ ５５.７５ ０.７６

１０ ∶ ０　 ５５.５０ ５５.５０ １.００

３　 讨 论

３.１　 解淀粉芽孢杆菌在防治立枯丝核菌病害方面

的利用价值

　 　 立枯丝核菌侵染能够造成多种植物的纹枯病、
立枯病和根腐病等多种病害ꎬ而且大多为土传病害ꎬ
一旦发生难以防治ꎬ利用微生物来控制土传病害已

经成为一种有效的防治措施ꎬ其中解淀粉芽孢杆菌

(Ｂ.ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ)对植物病害的防控研究是近几

年研究的热点[２１￣２２]ꎮ 解淀粉芽孢杆菌对水稻纹枯

病菌、黄瓜立枯病菌、马铃薯丝核病菌和甜菜立枯病

菌都具有较强的抑制作用[２３￣２６]ꎮ 本研究用菌丝生

长速率法测定的解淀粉芽孢杆菌发酵上清液 １０ 倍

稀释液对玉米纹枯病菌的抑制率达 ８４.９％ꎬ具有较

高的利用价值ꎮ 但是值得注意的是ꎬ张亮等[２７] 在

ＰＤＡ 培养基上采用对峙培养法测定的解淀粉芽孢

杆菌 ＳＲ２２ 对立枯丝核菌的抑制率达 ７９.２１％ꎬ然而

菌株在 ＮＢＹ 培养基中发酵产生的无菌滤液却失去

了抑菌活性ꎬ这说明不同培养基和发酵条件对菌株

产生抑菌活性物质的含量和种类会产生重要影响ꎮ
因此ꎬ在室内筛选生防菌时应选用多种方法相互佐

证ꎬ然后再开展田间试验验证防效ꎮ
３.２　 解淀粉芽孢杆菌产生的次级代谢产物对温度

和紫外线的耐受性

　 　 温度和紫外线是制约生防菌次级代谢产物发挥

抑制活性的最重要的影响因素[２８]ꎮ 王皓楠等[２９] 报
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道ꎬ解淀粉芽胞杆菌 ＨＡＢ￣６ 菌株的正丁醇粗提物经

１００ ℃高温处理后抑菌活性仍为对照的 ９１％ꎬ经紫

外线照射 １２０ ｍｉｎ 后抑菌活性为对照的 ７８％ꎬ推测

其抑菌活性物质为小分子芳香族类化合物ꎮ 郭照辉

等[３０]分离得到 １ 株解淀粉芽孢杆菌 ＨＭＩ￣２３ꎬ其发

酵液的脂肽粗提物对水稻纹枯病菌、油菜菌核病菌

和青枯雷尔氏菌均具有强烈的抑制作用ꎬ发酵液对

温度、紫外线不敏感ꎬ经 ２０~ ８０ ℃处理后发酵滤液

对油菜菌核病菌的抑菌活性基本保持不变ꎬ１００~
１２０ ℃处理后仍能保留 ６０％以上的抗真菌活性ꎬ表
明抗真菌活性物质具有较高的热稳定性ꎬ而且紫外

线照射 １０~ ６０ ｍｉｎ 后抑菌圈直径变化也较小ꎮ 本

研究提取的解淀粉芽孢杆菌 ｇｆｊ￣４ 发酵上清液经紫

外线照射 １２０ ｍｉｎ 后抑菌活性为对照的 ８５􀆰 ７％ꎬ１２１
℃高温高压处理 １５ ｍｉｎ 后抑菌活性仍达到对照的

７４.３％ꎬ说明 ｇｆｊ￣４ 菌株的抑菌活性物质对温度和紫

外线的耐受性较强ꎬ这为进一步的抑菌活性物质分

离纯化和鉴定以及生防菌的剂型加工和应用提供了

依据ꎮ
３.３　 解淀粉芽孢杆菌次级代谢产物和化学杀菌剂

混配

　 　 生防菌与化学农药混配使用是提高生防菌株防

效以及实现化学药剂减量施用的有效措施ꎬ但是在

实际应用中要考虑生防菌株(次级代谢产物)与化

学农药的相容性和最佳配比等问题[３１]ꎮ 生防菌的

次级代谢产物与化学杀菌剂混配防治植物病害的研

究较少ꎬ在开发应用之前要首先开展抑菌活性评估ꎮ
本研究采用菌丝生长速率法测定了 ８ 种化学杀菌剂

对玉米纹枯病菌的抑制活性ꎬ８ 种杀菌剂中甾醇生

物合成抑制剂对玉米纹枯病菌的抑菌活性较高ꎬ其
次为有机硫类杀菌剂ꎮ 通过发酵上清液和化学杀菌

剂混配研究获得了系列增效组合ꎬ为解淀粉芽孢杆

菌发酵上清液和化学杀菌剂协同防治玉米纹枯病提

供了基础数据ꎮ 氟吡菌胺是拜耳公司研发的新型药

剂ꎬ主要防治卵菌纲病害ꎬ通过作用于类血影蛋白而

影响细胞的有丝分裂进而起到抑菌作用[３２]ꎮ 本研

究通过室内毒力测定发现氟吡菌胺对玉米纹枯病菌

也具有一定的抑制效果ꎬ而且解淀粉芽孢杆菌发酵

上清液对氟吡菌胺具有普遍的增效作用ꎬ两者配比

为 ２ ∶ ８ 时毒性比率最高ꎮ 说明发酵上清液所含有

的抑菌物质和氟吡菌胺对立枯丝核菌的作用位点可

能存在较大差异ꎬ这对拓展该药剂在防治作物病害

方面的利用范围具有重要参考价值ꎮ
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