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　 　 摘要:　 为了开发对大豆疫霉病病菌具有拮抗作用的放线菌资源ꎬ从健康大豆根际土壤中分离筛选获得 ２ 株对

大豆疫病具有显著抑制效果的生防放线菌菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ꎮ 经生理生化和分子生物学鉴定ꎬ菌株 ＪＡＸ￣１３ 和

ＪＡＸ￣１４ 分别为放线菌属细菌(Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ)和链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ)ꎮ 平板拮抗试验结果表明ꎬ２ 种菌株对

大豆疫霉病病菌的抑制率分别为 ５６.２６％和 ５０.０６％ꎻ光学显微镜观察发现ꎬ菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 发酵液处理的大豆

疫霉病病菌菌丝排列杂乱无章ꎬ菌丝生长受到抑制并且菌丝内部出现原生质聚集成块现象ꎮ 盆栽试验结果表明ꎬ经
菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 发酵液处理的大豆对大豆疫霉病病菌的防效分别达 ５６􀆰 ５６％和 ７２􀆰 ２２％ꎬ且菌株发酵液对大豆

植株具有一定的促生作用ꎮ 总体来看ꎬ菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 生防效果优良ꎬ是 ２ 种具有潜在应用价值的放线菌ꎮ
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　 　 大豆疫病是由大豆疫霉菌(Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｓｏｊａｅ)感
染引起的一种分布范围广、危害极其严重的全球性土

传病害ꎬ防治十分困难[１￣２]ꎮ 大豆疫霉病病菌在大豆

的整个生育期内都可以进行侵染ꎬ造成种子、根、茎等
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腐烂ꎬ植株枯死ꎬ大豆产量严重损失[３]ꎮ 大豆疫病防

治的最有效方法是选育抗病品种ꎬ但是其抗病资源极

为有限[４]ꎮ 目前ꎬ预防和控制疫病主要依赖化学防治

方法ꎬ但化学防治方法的长期使用会造成农药残留、
环境污染、危害人类及动物健康等问题[５]ꎮ 生物防治

方法利用微生物资源来防治植物病害ꎬ具有绿色、安
全、无污染等特点ꎬ是一种具有发展潜力的防治方

法[６]ꎮ 因此ꎬ开发具有防病抗病、绿色无污染的生物

防治方法是一种大豆疫病防控的良好途径ꎮ
放线菌属于一类能够产生多种活性代谢产物且分

布广泛的细菌类微生物ꎮ 目前ꎬ研究人员开发出来的

抗生素种类中 ７０％以上均由放线菌产生[７￣８]ꎮ 链霉菌

是一种在土壤中含量较多的放线菌ꎬ能够在土壤中产

生多种具有生物活性的次生代谢产物ꎬ具有促生和抗

病等多种功能[９￣１０]ꎬ具有潜在的研究和应用价值ꎮ 刘婷

婷等[１１]从白山市的人参根围筛选到 １ 株对多种病原真

菌都具有较强抑菌作用的放线菌 ＴＬ￣００７ꎬ并鉴定出其

为黑胡桃链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｎｏｇａｌａｔｅｒ)ꎬ该菌株对锈

腐病的抑菌率为 ８５􀆰 ９３％ꎬ在农业生产上具有应用价

值ꎮ 林睿等[１２]从内蒙古土壤样品中分离到 ２ 株链霉菌

属(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ.)放线菌ＷＨ４￣５７ 和ＷＨ４￣５８ꎬ其对大

肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)、酿酒酵母(Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅ￣
ｖｉｓｉａｅ)等都具有较强的广谱抗性ꎮ 黄军等[１３]从多年连

作的健康辣椒植株根中分离到 １ 株鲤链霉菌(Ｓ. ｃａｒ￣
ｐａｔｉｃｕｓ)ＰＥＳ￣Ａ２３ꎬ其对辣椒疫霉病病菌(Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ
ｃａｐｓｉｃｉ)、辣椒镰刀枯萎病病菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐｐ.)、辣椒炭

疽病病菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐｐ.)、辣椒金黄色葡萄球菌

(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)等均具有显著的抑制效果ꎮ
目前ꎬ已有芽孢杆菌 ( Ｂａｃｉｌｌｕｓ) 和假单胞菌

(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)用于防治大豆疫病的广泛报道[１４￣１８]ꎬ
但关于放线菌防治大豆疫病的相关报道较少[１９￣２１]ꎮ
为进一步开发对大豆疫霉病病菌具有拮抗作用的放

线菌资源ꎬ本研究从江苏省大豆田未发病大豆根际

土壤中分离得到对大豆疫霉病病菌具有抑制作用的

放线菌 ＪＡＸ￣１３ 和放线菌 ＪＡＸ￣１４ꎮ 本研究发现的生

防放线菌为大豆疫病的控制提供有效资源ꎬ并为下

一步分离其中的有效成分提供基础ꎬ对利用放线菌

开展大豆疫病的生物防治具有十分重要的意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

土壤样品采自江苏省宿迁市未发病的大豆根际

土壤ꎮ 供试病原菌菌株为大豆疫霉病病菌ꎬ由南京

农业大学王源超实验室提供ꎮ
放线菌的筛选和抑菌活性测定参照牛红杰[２２]

的方法进行ꎬ培养基分别为高氏一号培养基和马铃

薯琼脂(ＰＤＡ)培养基ꎮ 放线菌的蛋白酶活性和几

丁质酶活性测定参照徐刘平[２３] 的方法进行ꎬ培养基

分别为蛋白质培养基和以胶体状几丁质为唯一碳源

的培养基(Ｃｈｉ￣Ａｙｅｒｓ)ꎮ 放线菌的纤维素酶活性测

定参照 Ｇｈｏｓｅ[２４]的方法进行ꎬ培养基为纤维素酶活

性测定培养基ꎮ 嗜铁素的产生参照 Ｓｈｉｎ[２５] 等的方

法进行测定ꎬ培养基为嗜铁素检测培养基(ＣＡＳ)ꎮ
供试大豆种子:合丰 ３５ 号ꎮ

１.２　 试验方法

１.２.１　 放线菌的分离纯化　 将采集的 ３ ｇ 新鲜土壤

样品添加到含 ２７ ｍｌ 无菌水的玻璃三角瓶中ꎬ１５０
ｒ / ｍｉｎ振荡培养 ３０ ｍｉｎꎮ 从三角瓶中取 １ ｍｌ 土壤悬

浮液加入到含 ９ ｍｌ 无菌水的试管中ꎬ混匀后ꎬ利用

梯度稀释法制成 １０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６ 的

土壤稀释液ꎮ 用玻璃涂布棒在高氏一号培养基上均

匀涂 １００ μｌ 上述各浓度的稀释液ꎬ每个浓度设 ３ 个

重复ꎬ２８ ℃连续培养 ３ ｄꎮ 选取菌落总数在５０~ ３００
ＣＦＵ 的平板ꎬ计数并依次挑取长出的菌落ꎬ在高氏

一号固体培养基上纯化后ꎬ用接种环挑取单一菌落

接种于盛有 ５ ｍｌ 高氏一号液体培养基的试管中ꎬ２８
℃、２００ ｒ / ｍｉｎ振荡培养２４~２８ ｈꎬ取悬浮液与等体积

５０％甘油溶液混匀ꎬ于－８０ ℃保存备用ꎮ
１.２.２　 抗性放线菌的筛选与鉴定　 平板对峙试验:
用打孔器从大豆疫霉病病菌平皿中打取大小为

６ ｍｍ×６ ｍｍ 的大豆疫霉病病菌琼脂块ꎬ倒置于 ＰＤＡ
平板上ꎬ同时用接种环分别挑取待测菌ꎬ在距中心 ２
ｃｍ 的边缘划线ꎬ并设置空白对照ꎮ ２８ ℃培养５~７ ｄ
后ꎬ观察是否有抑菌现象ꎮ 挑选抑菌效果显著的菌

株进行保存ꎬ用于后续研究ꎮ 分子鉴定:按照细菌基

因组 ＤＮＡ 提取试剂盒[生工生物工程(上海)股份

有限公司产品]说明书提取放线菌基因组 ＤＮＡꎮ １６
Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增使用通用引 物: ２７ Ｆ ( ５′￣
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′) 和 １４９ Ｒ ( ５′￣ＡＧ￣
ＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＡＣＡ￣３′)ꎮ ２５􀆰 ０ μｌ ＰＣＲ 反应

体系:ｄＮＴＰ Ｍｉｘ(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)０􀆰 ５ μｌꎬＰｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕ￣
ｐｅｒ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ 聚合酶 ０􀆰 ５ μｌꎬ２７ Ｆ １􀆰 ０ μｌꎬ１４９ Ｒ
１􀆰 ０ μｌꎬ灭菌蒸馏水 ２１􀆰 ０ μｌꎬ提取的总 ＤＮＡ １􀆰 ０ μｌꎮ
ＰＣＲ 反应程序:９４ ℃ ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ５７ ℃ ５５ ｓꎬ
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７２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物电

泳后测序ꎬ将测序结果用 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 进行同源

性检索ꎬ从而鉴定菌株ꎮ
１.２.３　 是否具有蛋白酶活性的测定 　 用接种针挑

取生防菌接种在蛋白质培养基上ꎬ２５ ℃下培养 ３ ｄ
后观察ꎬ如果菌落周围有透明圈ꎬ则表示有蛋白酶活

性ꎬ否则表示没有蛋白酶活性ꎮ
１.２.４　 能否产生嗜铁素的测定 　 用消毒灭菌针或

牙签挑取放线菌接种在 ＣＡＳ 培养基中ꎬ２５ ℃连续培

养 ３ ｄꎬ若放线菌菌落周围出现橘黄色的小晕圈ꎬ则
表明放线菌菌株具有产生嗜铁素的能力ꎬ否则表示

不具有产生嗜铁素的能力ꎮ
１.２.５　 能否产生纤维素酶的测定 　 用消毒灭菌针

或牙签挑取放线菌ꎬ接种在纤维素酶活性测定培养

基中ꎬ２５ ℃下培养 ３ ｄ 后将其取出ꎬ用刚果红(１ ０００
ｍｇ / Ｌ)加水染色 １ ｈ 后ꎬ用氯化钠(１ ｍｏｌ / Ｌ)加水浸

泡 １ ｈꎬ若放线菌菌落周围产生透明圈ꎬ则表明放线

菌菌株具有产生纤维素酶的能力ꎬ否则表示不能直

接产生纤维素酶ꎮ
１.２.６　 能否产生几丁质酶的测定 　 用消毒灭菌针

或牙签挑取放线菌菌落ꎬ接种在 Ｃｈｉ￣Ａｙｅｒｓ 培养基

中ꎬ２５ ℃下培养 ５ ｄ 后ꎬ若放线菌菌落周围有透明

圈ꎬ则表明放线菌菌株能产生几丁质酶ꎬ否则表示放

线菌菌株不能产生几丁质酶ꎮ
１.２.７　 放线菌的液体培养　 在 １００ ｍｌ 高氏一号液

体培养基中接种 １００ μｌ 放线菌菌液ꎬ２８ ℃下连续培

养 ５ ｄ 后ꎬ取 ２０ ｍｌ 菌液接种到含 ３００ ｍｌ 高氏一号

液体培养基的玻璃三角瓶中ꎬ２８ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ连续

培养 ７ ｄ 后ꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎꎬ收集发酵液ꎬ４
℃保存备用ꎮ
１.２.８　 放线菌发酵液对大豆疫霉病病菌的抑制效

果　 将放线菌上清液和 ＰＤＡ 培养基以１ ∶ ５(体积

比)混合制成培养基ꎮ 将大豆疫霉病病菌菌碟菌丝

朝下接种在平板(大小为６ ｍｍ×６ ｍｍ)中央ꎬ于 ２５
℃培养 ６ ｄ 后测量菌落半径(对照组测量大豆疫霉

病病菌的菌落半径ꎬ处理组测量靠近生防菌的大豆

疫霉病病菌的菌落半径)ꎬ以加无菌水处理的 ＰＤＡ
平板作为对照ꎬ计算抑菌率[２６]ꎬ计算公式:抑菌率 ＝
(对照组菌落半径－处理组菌落半径) /对照组菌落

半径×１００％ꎮ
１.２.９　 放线菌发酵液对大豆疫霉病病菌菌丝的影

响　 为了准确检测放线菌在体外对大豆疫霉病病菌

菌丝的拮抗作用ꎬ分别取 ５ ｍｌ ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 发

酵液ꎬ４ ℃、１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ然后用 ０􀆰 ２２
μｍ 细菌过滤器过滤发酵液ꎬ获得无菌放线菌发酵

液ꎮ 用显微镜(型号:ＬＥＩＧＣ ＤＭ２５００)观察 ＪＡＸ￣１３、
ＪＡＸ￣１４ 发酵液对大豆疫霉病病菌菌丝的影响ꎬ以灭

菌水作为对照ꎬ每组 ３ 次重复ꎬ观察并拍照记录ꎮ
１.２.１０　 放线菌发酵液对大豆疫霉病病菌拮抗作用

的离体试验 　 分别将大豆叶片完全浸在 ＪＡＸ￣１３、
ＪＡＸ￣１４ 的发酵液或无菌水中 １ ｍｉｎꎬ然后从生长 ５ ｄ
的大豆疫霉病病菌菌落边缘挑取 １ 个菌碟接种于经

处理的叶片中心ꎮ 接种 ４８ ｈ 后ꎬ用 ７５％乙醇对叶片

进行脱色处理后ꎬ统计病斑直径ꎬ定量评价 ２ 种放线

菌对大豆疫霉病病菌的拮抗作用ꎮ 每组处理 ６ 张叶

片ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.２.１１　 放线菌发酵液防治大豆疫霉病病菌的温室试

验　 大豆生长 １４ ｄ 后ꎬ取长势一致的植株ꎬ每株大豆

根围接种 ２ ｍｌ 放线菌发酵液(对照组接种 ２ ｍｌ 灭菌

水)ꎮ 接种放线菌发酵液 ７ ｄ 后ꎬ采用下胚轴接种

法[２７]接种大豆疫霉病病菌ꎬ即在大豆植株的下胚轴 １
ｃｍ 处用手术刀划取伤口后接种大豆疫霉病病菌菌饼

(直径为 ６ ｍｍ)ꎬ将处理后的大豆植株放在 ２５ ℃、湿
度 ８０％和 １６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗的条件下培养 ４ ｄꎬ统计

发病情况ꎮ 每个处理 １８ 株大豆植株ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.３　 数据处理

数据处理和分析使用Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 生防放线菌对大豆疫霉病病菌的拮抗作用与

菌种鉴定

　 　 从大豆根际土壤中共获得 １４ 株放线菌菌株ꎮ
将测序结果在 ＮＣＢＩ 网站上进行 ＢＬＡＳＴ 比对后发

现ꎬ主要为放线菌属细菌 ( Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ ｂａｃｔｅｒｉ￣
ｕｍ)、链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ ｓｐ.)和疮痂链霉菌(Ｓｔｒｅｐ￣
ｔｏｍｙｃｅｓ ｓｃａｂｉｅｉ)(表 １)ꎮ 平板拮抗试验结果表明ꎬ对
大豆疫霉病病菌有抑制作用的放线菌共有 １１ 株ꎬ其
中 ＪＡＸ￣１３ ( Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ) 和 ＪＡＸ￣１４
(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ ｓｐ.)对大豆疫霉病病菌具有显著的抑

制效果(图 １)ꎬ抑菌率分别为 ５６􀆰 ２６％和 ５０􀆰 ０６％ꎮ
２.２　 生防菌 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 的酶活性检测

由图 ２ 可知ꎬ菌株 ＪＡＸ￣１３ 可以分泌蛋白酶、嗜
铁素、纤维素酶和几丁质酶ꎬ菌株 ＪＡＸ￣１４ 可以分泌

纤维素酶、嗜铁素和蛋白酶ꎬ但不能分泌几丁质酶ꎮ

９３１１纠　 敏等:大豆疫霉病病菌生防放线菌的筛选、鉴定及生防效果



表 １　 生防放线菌对大豆疫霉病病菌的拮抗作用与菌种鉴定结果

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ａｇａｉｎｓｔ
Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｓｏｊａｅ ａｎｄ ｓｔｒａｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

放线菌 菌株种类
对大豆疫霉病

病菌的拮抗作用

ＪＡＸ￣１ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｃａｂｉｅｉ －

ＪＡＸ￣６ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ ｓｐ. ＋

ＪＡＸ￣８ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ ｓｐ. ＋

ＪＡＸ￣９ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ ｓｐ. ＋

ＪＡＸ￣１１ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｃａｂｉｅｉ －

ＪＡＸ￣１２ Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ －

ＪＡＸ￣１３ Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＋

ＪＡＸ￣１４ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ ｓｐ. ＋

ＪＡＸ￣１５ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｃａｂｉｅｉ ＋

ＪＡＸ￣１６ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｃａｂｉｅｉ ＋

ＪＡＸ￣１７ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ ｓｐ. ＋

ＪＡＸ￣１８ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ ｓｐ. ＋

ＪＡＸ￣１９ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ ｓｐ. ＋

ＪＡＸ￣２３ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ ｓｐ. ＋
表中“＋”表示对大豆疫霉病病菌有拮抗作用ꎻ“ －”表示对大豆疫霉
病病菌无拮抗作用ꎮ

图 １　 菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 对大豆疫霉病病菌的抑制效果

Ｆｉｇ.１　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ＪＡＸ￣１３ ａｎｄ ＪＡＸ￣１４ ｏｎ Ｐｈｙ￣
ｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｓｏｊａｅ

图 ２　 菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 拮抗物质的检测

Ｆｉｇ.２ 　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｓｔｒａｉｎｓ ＪＡＸ￣１３
ａｎｄ ＪＡＸ￣１４

２.３　 放线菌发酵液对大豆疫霉病病菌菌丝的影响

显微镜观察结果表明ꎬ对照组生长正常ꎬ菌丝光

滑、均匀ꎬ菌丝末端分枝近似直角ꎬ菌丝体不发生弯

曲ꎮ 放线菌菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 发酵液处理过的

大豆疫霉菌菌丝杂乱无章ꎬ菌丝的部分位置弯曲变

粗ꎬ分枝的角度发生改变ꎬ分枝数量减少ꎬ且菌丝内

部原生质集中成块(图 ３)ꎮ

图 ３　 菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 发酵液对大豆疫霉病病菌菌丝形

态的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ＪＡＸ￣１３ ａｎｄ ＪＡＸ￣１４ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ
ｏｎ ｍｙｃｅｌｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｓｏｊａｅ

２.４　 放线菌发酵液对大豆疫霉病病菌的离体防效

菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 发酵液对大豆叶片中大

豆疫霉病病菌的拮抗作用研究结果表明ꎬ在接种 ２ ｄ
后ꎬ相比经 Ｈ２Ｏ 处理过的对照组(ＣＫ)ꎬ大豆疫霉病

病菌能轻微侵染 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 发酵液处理的叶

片ꎬ但病斑直径较小(图 ４)ꎮ 其中经 ＪＡＸ￣１３ 发酵液

处理过的病斑直径为 １􀆰 ３０ ｃｍꎬ经 ＪＡＸ￣１４ 发酵液处

理过的病斑直径为 １􀆰 ６０ ｃｍꎬ对照组病斑直径为

２􀆰 ００ ｃｍ(图 ５)ꎮ

图 ４　 菌株 ＪＡＸ￣１３和ＪＡＸ￣１４发酵液对大豆疫霉病病菌的离体防效

Ｆｉｇ.４　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ＪＡＸ￣１３ ａｎｄ ＪＡＸ￣１４ ｆｅｒ￣
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图 ５　 菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 发酵液对大豆疫霉病病菌的离体

防效

Ｆｉｇ.５　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ＪＡＸ￣１３ ａｎｄ ＪＡＸ￣１４ ｆｅｒ￣
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｎ Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｓｏｊａｅ

２.５　 放线菌发酵液对盆栽大豆疫霉病的防效

经放线菌菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 发酵液处理后

的植株部分出现倒伏ꎬ没有出现死亡植株ꎻ而对照组
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大豆植株全部倒伏ꎬ甚至枯萎死亡(图 ６)ꎬ表明放线

菌能抵抗大豆疫霉病病菌的侵染ꎮ 防病率和防效的

统计结果表明ꎬ经菌株 ＪＡＸ￣１３ 处理后的大豆发病率

为 ４４􀆰 ４４％ꎬ防效可达 ５６􀆰 ５６％ꎻ经菌株 ＪＡＸ￣１４ 处理

后的大豆发病率为 ２７􀆰 ７８％ꎬ防效可达 ７２􀆰 ２２％ꎮ 相

比对照组有显著差异ꎬ防治效果明显ꎮ

图 ６　 菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 发酵液对盆栽大豆的大豆疫霉病病菌防效

Ｆｉｇ.６　 Ｂｉｏ￣ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ＪＡＸ￣１３ ａｎｄ ＪＡＸ￣１４ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｎ Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｓｏｊａｅ ｂｙ ｐｏｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

３　 讨 论

本研究分离到 ２ 株对大豆疫霉病病菌均具有抑

制效果的放线菌菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ꎬ经鉴定

ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 分别为放线菌属细菌和链霉菌ꎮ
链霉菌主要通过拮抗性、竞争性、重寄生性、诱

因性和耐受性作用机制来防治各种动植物病害ꎬ且
链霉菌不仅仅通过一种作用发挥其生防功能ꎬ通常

是由多种作用共同发挥其生防功能[２８]ꎮ 研究结果

表明ꎬ链霉菌产生的活性物质能够抑制病原菌的生

长[２９]ꎮ 杨红旗[３０]从菜豆中发现的几丁质酶能够抑

制真菌生长ꎬ而且水稻、烟草、马铃薯、大麦、玉米产

生的几丁质酶也能有效抑制多种病原菌的生

长[３１￣３２]ꎮ 本研究发现ꎬ菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 均能

产生蛋白酶、嗜铁素、纤维素酶ꎬ其中 ＪＡＸ￣１３ 还可以

产生几丁质酶ꎮ 推测菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 的抑菌

机制可能是通过溶菌作用或竞争作用来抑制大豆疫

霉菌生长ꎬ具体如何发挥作用还需进一步探究ꎮ
黄敏敏[３３]从福建的土壤样品中分离到 １ 株生

防放线菌 Ｚ￣１６ꎬ可使大豆疫霉菌菌丝出现大量分

枝、歪曲、变粗变短ꎬ孢子及菌丝出现不同程度的紧

缩、干瘪ꎬ一些孢子还出现不正常破裂、孢子内含物

外泄等ꎮ 本研究还发现ꎬ菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 的

发酵液对大豆疫霉病病菌菌丝生长具有明显的影

响ꎬ通过显微镜观察ꎬ对照组菌丝纤细光滑ꎬ生长正

常ꎬ而经菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 发酵液处理的大豆

疫霉病病菌菌丝排列杂乱无章ꎬ分枝减少ꎬ且菌丝内

部原生质聚集成块ꎮ 由此可见ꎬ菌株 ＪＡＸ￣１３ 和

ＪＡＸ￣１４ 发酵液可以较好地抑制大豆疫霉病病菌菌

丝的生长ꎮ
链霉菌可产生多种抗菌物质ꎬ对病原菌细胞壁、

蛋白质和核酸的合成等具有抑制作用[３４￣３８]ꎮ 在叶

片离体试验中ꎬ菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 的发酵液对

大豆疫霉病病菌有显著防效ꎮ 在盆栽试验中ꎬ用菌

株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 的发酵液处理后的大豆发病率

均有明显降低ꎬ防治效果明显ꎬ菌株 ＪＡＸ￣１４ 的防效

更为显著ꎮ 由于菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 的发酵液通

过细菌过滤器过滤除去了其中的活菌ꎬ说明菌株的

防治作用不一定来自菌种之间活菌的相互竞争ꎬ可
能与发酵液中的一些化学产物相关ꎬ具体机制有待

进一步研究ꎮ
此外ꎬ菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 还可能通过诱导植

物抗性从而防治大豆疫病ꎮ 金娜等[３９] 研究发现ꎬ链
霉菌 ＨＤＺ￣９￣４７ 发酵液处理感染红灰链霉菌的番茄

后ꎬ能有效提高番茄表皮中多酚氧化酶、过氧化物酶、
苯丙氨酸解氨酶和超氧化物歧化酶的活性ꎬ进而提高

番茄抗性ꎮ 因此ꎬ菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 的生防机制

可能通过多种作用相互结合进而具有稳定的效果ꎬ这
种生防菌机制能够在各种复杂多变的条件和环境中

较好地抑制疫霉病病菌的繁殖和生长ꎮ 本研究后续

将对菌株 ＪＡＸ￣１３ 和 ＪＡＸ￣１４ 产生的活性物质进行分

离、纯化和鉴定ꎬ对其是否引起植物诱导抗性进行验

证ꎬ对其在田间的应用进行评估ꎬ以期更好地开发其

生防功能ꎬ为大豆疫病的防治提供新的方法ꎮ
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