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　 　 摘要:　 为丰富小麦赤霉病病菌拮抗菌资源ꎬ寻找替代化学杀菌剂的生物防治方法ꎬ采用平板稀释涂布法从小麦

赤霉病抗性鉴定圃土壤、小麦根部和周边植物根部分离拮抗细菌ꎬ明确其分类地位ꎬ并采用灌根和穗部喷施法测定其

对小麦赤霉病防治效果ꎮ 结果表明ꎬ本研究共分离获得 １８ 株拮抗细菌ꎬ筛选出杀菌谱广、对小麦赤霉病病菌抑菌效果

较好的拮抗菌 Ｄ０９ꎻ其对小麦赤霉病禾谷镰刀菌抑制率达到 ６７􀆰 ９２％ꎮ 根据形态特征、生理生化特性和分子鉴定ꎬ初步

鉴定拮抗菌 Ｄ０９ 为木糖氧化无色杆菌(Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｘｙｌｏｓｏｘｉｄａｎｓ)ꎮ 木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９ 发酵液灌根处理对小麦

赤霉病的田间防治效果达到 ５０􀆰 ９３％ꎬ与常用杀菌剂氟硅唑穗部喷雾处理无显著性差异ꎮ Ｄ０９ 发酵液灌根处理的小麦

籽粒中脱氧雪腐镰刀菌烯醇(ＤＯＮ)毒素含量低于苯甲嘧菌酯穗部喷雾处理ꎬ与氟硅唑穗部喷雾处理无显著性差异ꎬ
玉米赤霉烯酮(ＺＥＮ)、雪腐镰刀菌烯醇(ＮＩＶ) ２ 种毒素含量与戊唑多菌灵、苯甲嘧菌酯、氟硅唑穗部喷雾处理无显著

性差异ꎮ 综上ꎬ木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９ 对多种植物病原真菌具有广谱抗性ꎬ对小麦赤霉病有较好的防治效果ꎬ对
ＤＯＮ、ＺＥＮ、 ＮＩＶ ３ 种毒素具有抑制作用ꎬ作为小麦赤霉病的生防材料ꎬ具有良好的开发应用前景ꎮ
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　 　 赤霉病(ＦＨＢ)是世界性病害ꎬ主要是由禾谷镰

刀菌引起的一种严重影响禾谷类作物产量和品质的

毁灭性病害[１]ꎮ 小麦赤霉病广泛分布于中国温暖

潮湿或半潮湿地区ꎬ多发于长江中下游冬麦区、川滇

冬麦区及华南冬麦区ꎬ对小麦生产的危害甚大[２]ꎮ
１９９３－２００１ 年ꎬ赤霉病给美国小麦和大麦生产造成

的直接经济损失高达７.６７×１０９ 美元[３]ꎮ 赤霉病在

带来产量损失的同时ꎬ引发小麦赤霉病的镰刀菌所

产生的 ＤＯＮ(脱氧雪腐镰刀菌烯醇)、ＮＩＶ(雪腐镰

刀菌烯醇)、ＺＥＮ(玉米赤霉烯酮)等真菌毒素在粮

食中存在ꎬ会使得人类或动物食用后出现呕吐、怀孕

母畜中毒后流产等症状[２]ꎮ ＤＯＮ、ＮＩＶ 等毒素能影

响真核细胞中蛋白质、ＤＮＡ、ＲＮＡ 的合成以及线粒

体功能、细胞分裂、膜功能等ꎬ从而对人和动物的健

康与免疫产生抑制作用[４]ꎮ １９９８ 年ꎬ国际癌症机构

公布的评估报告中ꎬＤＯＮ 被列为第 ３ 类致癌物ꎬ与
人类食管癌、ＩｇＡ 肾病、胃癌和骨关节病有关[４]ꎮ 小

麦赤霉病的流行主要是由于稻桩或土壤中的腐殖质

残留携带镰刀菌ꎬ在合适的气候环境下爆发引起的ꎮ
土壤中如富含抑制禾谷镰刀菌的微生物ꎬ将有利于

控制赤霉病的流行[５￣９]ꎮ 使用化学杀菌剂是目前麦

类生产中控制赤霉病的主要方法[１０]ꎬ但是长期使用

化学农药一方面容易导致禾谷镰刀菌产生抗药性ꎬ
另一方面还会带来农药残留、环境污染等问题ꎮ 因

此ꎬ筛选出具有抑制赤霉病病菌等多种病原真菌的

广谱拮抗菌ꎬ研制微生物农药对促进和提升小麦生

产具有现实意义ꎮ
微生物农药具有易降解、无污染、无残留的特

点ꎬ符合国家绿色生产的需求ꎬ已经在绿色农产品和

有机农产品生产中得到应用[１１￣１３]ꎮ 目前ꎬ微生物农

药研究比较多的菌种为解淀粉芽孢杆菌、枯草芽孢

杆菌、多黏类芽孢杆菌[１４￣１７] 等ꎮ 近年来ꎬ无色杆菌

引起了众多研究人员的重视ꎮ 无色杆菌一方面可以

产生广谱抗生素ꎬ对欧文氏菌、白色念球菌、肺炎克

雷伯菌等具有较强的抑菌活性[１８￣１９]ꎬ另一方面也可

以分泌杀虫蛋白ꎬ对害虫生物防治同样具有良好的

应用价值[２０]ꎮ 此外ꎬ无色杆菌在环境保护中也有很

好的应用价值ꎬ常用于土壤或废水中、农药残留、染
料等有害物质的降解[２１￣２２]ꎮ 本研究从福建省南平

市农业科学研究所小麦赤霉病自然抗性鉴定圃中土

壤、小麦植株根部及鉴定圃周边植物的根系中分离

出具有广谱抑制真菌活性的菌株ꎬ根据形态特征观

察、生理生化反应和系统发育树分析ꎬ鉴定其种属及

分类地位ꎮ 进一步通过田间试验测定其对小麦赤霉

病的防治效果和对 ＤＯＮ、ＺＥＮ、ＮＩＶ 等毒素生成的抑

制作用ꎬ为该菌株的开发应用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 拮抗菌菌株和真菌菌株 　 拮抗菌菌株分离

自福建省南平市农业科学研究所小麦赤霉病自然抗

性鉴定圃表层下５~ ２０ ｃｍ 深度的土样、鉴定圃中供

试小麦品种的根部及鉴定圃周围的植物根部ꎮ 供试

的 １２ 株病原真菌菌株编号和具体来源见表 １ꎮ
１.１.２　 供试的化学药剂　 ６０􀆰 ０％戊唑多菌灵水分散

粒剂和 ３２􀆰 ５％苯甲嘧菌酯悬浮剂由河北冠龙农化

有限公司生产ꎬ４０􀆰 ０％氟硅唑乳油由陕西标正作物

科学有限公司生产ꎮ
１.１.３　 供试小麦品种 　 高感赤霉病的冬小麦扬辐

麦 ４ 号ꎬ由江苏里下河地区农业科学研究所提供ꎮ
１.１.４　 培养基配制　 ＮＡ(细菌)培养基:蛋白胨 １０ ｇ、牛
肉膏 ３ ｇ、ＮａＣｌ ５ ｇ、琼脂 １５ ｇꎬ定容至１ ０００ ｍｌꎬｐＨ 值

７􀆰 ３ꎮ ＮＢ(细菌)培养液:蛋白胨１０ ｇ、牛肉膏３ ｇ、ＮａＣｌ ５
ｇ、定容至１ ０００ ｍｌ、ｐＨ 值 ７􀆰 ３ꎮ ＰＤＡ 培养基(真菌或细

菌):马铃薯 ２５０ ｇ、葡萄糖 ２０ ｇ、琼脂 ２０ ｇ、定容至１ ０００
ｍｌꎮ 红糖豆粉发酵液:红糖 ２３􀆰 ３ ｇ、ＣａＣＯ３ ４􀆰 ９ ｇ、豆粉

１１􀆰 １ ｇ、ＫＮＯ３ ８􀆰 ０ ｇ、ＫＨ２ＰＯ４ ０􀆰 ５ ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４ １􀆰 ２ ｇ、
ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ５􀆰 ０ ｇ、ＮａＣｌ ３􀆰 ０ ｇ、定容至１ ０００ ｍｌꎮ

９２３邓　 云等:一株木糖氧化无色杆菌的分离鉴定及其对小麦赤霉病的防治效果



１.１.５　 微生物菌液助剂配方 　 添加剂配方为湿润

剂 Ｄ４２５ (烷基磺酸缩聚物)４􀆰 ８％ꎬ分散剂 ＰＶＡ(聚
乙烯醇)７􀆰 ２％ꎬ保护剂 ＦＷＡ(荧光增白剂)０􀆰 １％ꎬ稳
定剂 ＣＭＣ￣Ｎａ(羧甲基纤维素钠)２􀆰 ０％[２３]ꎮ

表 １　 供试的病原菌菌株及来源

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｓｔｅｄ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｏｕｒｃｅｓ

编号 病原菌　 　 　 　 来源　 　 　 　

１ 香蕉枯萎病尖孢镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ.ｓｐ.ｃｕｂｅｎｓｅ) 福建农林大学植物保护学院

２ 水稻纹枯病立枯丝核菌(Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ) 中国农业科学院植物保护研究所

３ 玉米叶斑病平脐蠕孢(Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ) 福建农林大学植物保护学院

４ 芦笋颈枯病菌(Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ａｓｐａｒａｇｉ) 福建省农业科学院植物保护研究所

５ 黄瓜枯萎病菌[Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ (Ｓｃｈｌ.) Ｆ.ｓｐ ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ Ｏｗｅｎ] 福建农林大学植物保护学院

６ 丝瓜枯萎镰刀菌[Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ (Ｓｃｈｌ.) Ｆ.] 四川省农业科学院植物保护研究所

７ 香蕉褐缘灰斑病菌(Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ ｍｕｓｉｃｏｌａ) 福建省农业科学院植物保护研究所

８ 大豆根腐尖孢镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ.ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ) 福建省农业科学院植物保护研究所

９ 大豆炭疽病菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｔｉ) 福建省农业科学院植物保护研究所

１０ 白菜菌核核盘菌(Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ) 四川省农业科学院植物保护研究所

１１ 小麦赤霉病禾谷镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ) 福建省南平市农业科学研究所

１２ 小麦赤霉病亚洲镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ａｓｉａｔｉｃｕｍ) 福建省南平市农业科学研究所

１.２　 方法

１.２.１　 拮抗菌菌株的分离和纯化 　 土壤样品中的

菌株采用稀释涂布平板法分离[２４]ꎬ植物根部内生菌

采用表面消毒法进行分离[２５]ꎮ 得到的拮抗菌菌株

进行编号ꎬ２ 次单菌落划线纯化ꎬ纯化后的菌株采用

甘油法保藏于－８０ ℃冰箱ꎮ
１.２.２　 拮抗菌菌株的筛选及拮抗谱的测定 　 分离

的菌株采用划线平板对峙法进行拮抗菌菌株筛选ꎮ
选择表 １ 中的 １２ 个真菌作为靶标病原真菌ꎮ 先挑

取纯化后的细菌菌落在对应的 ＰＤＡ 或 ＮＡ 培养基

上活化ꎬ挑取靶标病原真菌新鲜菌块接种到 ＰＤＡ 或

ＮＡ 培养基(直径 ６ ｃｍ 培养皿)的中央ꎬ再以靶标病

原真菌菌株的菌丝块为中心ꎬ对拮抗细菌菌落画边

长为 ４ ｃｍ 的正方形方框[２６]ꎬ以只接种靶标病原真

菌作为对照ꎻ于 ２８ ℃下培养５~ ７ ｄꎬ观察生长情况ꎬ
筛选出的拮抗效果好的菌株进行抑菌谱测定ꎬ测量

抑菌带宽度和菌落直径ꎬ计算抑菌效果ꎮ
１.２.３　 拮抗菌的鉴定　 菌落形态特征观察:纯化后

的菌株用 ＮＢ 培养液培养 ２４ ｈꎬ取 １００ μｌ 菌液用无

菌水稀释１ ０００倍ꎬ取 １００ μｌ 均匀涂布于 ＰＤＡ 平板

上ꎬ２８ ℃ 恒温培养 ４８ ｈꎬ观察单菌落的形态特

征[２７]ꎮ 菌体形态采用革兰氏染色法染色后ꎬ在

１ ０００倍显微镜下用带刻度尺的载玻片进行观察ꎮ

１６Ｓ ｒＤＮＡ 序列同源性鉴定:结合菌落特征和菌

体形态对菌株进行初步分类ꎬ对菌株进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ
序列测定ꎬＤＮＡ 提取由生工生物工程(上海)股份有

限公司完成ꎮ ＰＣＲ 所用的引物融合了 Ｍｉｓｅｑ 测序平

台的 Ｖ３￣Ｖ４ 通用引物 ８０５Ｒ(上游引物 ５′￣ＧＡＣＴＧ￣
ＧＡＧＴＴＣＣＴＴＧＧＣＡＣＣＣＧＡＧＡＡＴＴＣＣＡ￣３′ꎬ下游引物

５′￣ＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ￣３′)和 ３４１Ｆ(上游

引 物 ５′￣ＣＣＣＴＡＣＡＣＧＡＣＧＣＴＣＴＴＣＣＧＡＴＣＴＧ￣３′ꎬ 下

游引物 ５′￣ＣＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧＣＡＧ￣３′)ꎮ ＰＣＲ 反

应体系:２×Ｔａｑ ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １５ μｌꎬＢａｒ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ Ｆ
(１０ μｍｏｌ / Ｌ) １ μｌꎬＰｒｉｍｅｒ Ｒ (１０ μｍｏｌ / Ｌ) １ μｌꎬＧｅ￣
ｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ２０ ｎｇꎬ加 Ｈ２Ｏ 至 ３０ μｌꎮ ＰＣＲ 扩增程序:
９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ２０ ｓꎬ
７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ２５ 次循环ꎻ最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ
ＤＮＡ 序列测定由生工生物工程(上海)股份有限公

司完成ꎮ １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列在核糖体数据库( ｈｔｔｐ: / /
ｒｄｐ.ｃｍｅ.ｍｓｕ.ｅｄｕ / ｉｎｄｅｘ. ｊｓｐ)中进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ利
用 ＭＥＧＡ ７ 软件构建系统发育进化树ꎮ

生理生化测试:对具有生防潜力的菌株进一步

开展 Ｄ￣葡萄糖、Ｄ￣木糖、乳糖、蔗糖、纤维素利用及

耐盐性、水解淀粉、甲基红试验、Ｖ￣Ｐ 反应、Ｈ２ Ｓ 产

生、纤维素利用、４２ ℃生长、厌氧生长等生理生化指

标测试ꎮ
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１.２.４　 拮抗菌对小麦赤霉病田间防效及小麦籽粒

毒素测定　 拮抗菌对小麦赤霉病田间防效试验于

２０２０－２０２１ 年度在福建省南平市农业科学研究所试

验基地进行ꎮ 该基地有全国冬小麦国家区试赤霉病

自然抗性鉴定圃ꎬ赤霉病常年自然发生ꎬ无需接种赤

霉病菌ꎮ 冬小麦品种扬辐麦 ４ 号于 １１ 月 １６ 日播

种ꎬ次年 ２ 月 １１ 日始穗ꎬ２ 月 １４ 日始花ꎮ 试验设拮

抗菌发酵液(按微生物菌液助剂配方配置)灌根、拮
抗菌发酵液穗部喷雾、６０％戊唑多菌灵水分散粒剂

穗部喷雾、３２􀆰 ５％苯甲嘧菌酯穗部喷雾、４０％氟硅唑

穗部喷雾 ５ 个处理及清水穗部喷雾对照ꎮ 施药前用

平板血球计数法检测菌液的有效菌含量ꎬ穗部喷施

发酵液有效成分含量为１.５×１０１３ ＣＦＵ / ｈｍ２ꎬ土壤灌

根浇施有效成分含量３.０×１０１３ ＣＦＵ / ｈｍ２ꎮ 灌根处理

在小麦始穗期灌根 １ 次ꎬ喷雾处理分别在始穗期、始
花期和盛花期各喷施 １ 次ꎬ每个小区 ２０ ｍ２ꎬ３ 次重

复ꎮ ４ 月 １５ 日小麦成熟后调查赤霉病发病情况ꎬ各
处理选取病麦粒 １ ｋｇꎬ３ 次重复ꎬ委托中国农业科学

院果树研究所对小麦籽粒的 ＤＯＮ、ＺＥＮ、ＮＩＶ 毒素含

量进行检测ꎮ 各处理防效的计算按下式进行:
防效＝(清水对照下的病小穗率－处理下病小穗

率) /清水对照下的病小穗率×１００％
１.２.５　 数据处理和分析 　 采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
１９ 软件选择单因素方差分析、方差同质性检测和

Ｗａｌｌｅｒ￣Ｄｕｎｃａｎ 的选项进行数据处理分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 拮抗细菌的筛选

本试验共分离出 １８ 株拮抗菌菌株ꎬ１６Ｓ ｒＤＮＡ
序列测定均为细菌ꎬ１８ 株拮抗菌菌株对 １２ 种病原

真菌的抗菌谱结果见表 ２ꎮ 其中ꎬ枯草芽孢杆菌

(Ｄ０１)、多黏类芽孢杆菌(Ｄ０４、Ｄ１７)、木糖氧化无色

杆菌(Ｄ０９、Ｄ１１)、越南伯克霍尔德氏菌属(Ｄ１２)、洋
葱伯克霍尔德氏菌属(Ｄ１４)等 ７ 株菌株对小麦赤霉

病等病原真菌表现出广谱拮抗效果ꎬ而菌株 Ｄ０９ 木

糖氧化无色杆菌的抑制作用明显高于其他 ６ 株菌菌

株ꎮ 此外ꎬ表 ２ 中有 ３ 株木糖氧化无色杆菌 Ｄ０８、
Ｄ０９ 和 Ｄ１１ꎬ但 ３ 者却表现出不同的抑菌效果ꎮ

表 ２　 １８ 株拮抗菌的抑菌效果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ １８ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

序号 菌属
病原菌

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２

Ｄ０１ 枯草芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ) ＋ ＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

Ｄ０２ 巨大芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ) － － － － － － － － － － － ＋

Ｄ０３ 嗜麦芽糖寡养单胞菌属(Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ) － － － － － － － － － － － －

Ｄ０４ 多黏类芽孢杆菌(Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｏｌｙｍｙｘａ) ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｄ０５ 贝莱斯芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ) － － － － － － － － － － － －

Ｄ０６ 栖稻假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｒｙｚｉｈａｂｉｔａｎｓ) － － － － － － － － － － － ＋＋

Ｄ０７ 苏云金芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ) － － － － － － － － － － － －

Ｄ０８ 木糖氧化无色杆菌(Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｘｙｌｏｓｏｘｉｄａｎｓ) － － － － ＋ － － － － － － －

Ｄ０９ 木糖氧化无色杆菌(Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｘｙｌｏｓｏｘｉｄａｎｓ) ＋ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋

Ｄ１０ 阿氏肠杆菌属(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ａｓｂｕｒｉａｅ) － － － － － － － － － － － －

Ｄ１１ 木糖氧化无色杆菌(Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｘｙｌｏｓｏｘｉｄａｎｓ) ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｄ１２ 越南伯克霍尔德氏菌属(Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｖｉｅｔｎａｍｉｅｎｓｉｓ) ＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋＋

Ｄ１３ 库德里阿兹威毕赤酵母(Ｐｉｃｈｉａ ｋｕｄｒｉａｖｚｅｖｉｉ) － － － － － － － － － － － －

Ｄ１４ 洋葱伯克霍尔德氏菌属(Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｃｅｐａｃｉａ) ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｄ１５ 黏质沙雷氏菌属(Ｓｅｒｒａｔｉａ ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ) － － ＋ － － － － － － － － －

Ｄ１６ 蕈状芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｙｃｏｉｄｅｓ) － － － － ＋ － － － － － － ＋

Ｄ１７ 多黏类芽孢杆菌(Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｏｌｙｍｙｘａ) ＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｄ１８ 黏质沙雷氏菌属(Ｓｅｒｒａｔｉａ ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ) ＋ － － － － － － － － － － ＋

病原菌１~１２ 见表 １ꎻ＋表示有拮抗作用ꎬ＋＋表示强拮抗作用ꎬ－表示弱拮抗作用ꎮ

１３３邓　 云等:一株木糖氧化无色杆菌的分离鉴定及其对小麦赤霉病的防治效果



２.２　 拮抗菌 Ｄ０９ 的鉴定

２.２.１　 拮抗菌 Ｄ０９ 的形态学观察　 筛选出的广谱

抗病原真菌的木糖氧化无色杆菌(Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｘｙ￣
ｌｏｓｏｘｉｄａｎｓ)Ｄ０９ 为赤霉病鉴定圃周边生长多年的吊

兰根系中分离ꎬ中国典型培养物保藏中心保藏号为

Ｍ２０２１１００２ꎮ 菌株在 ＰＤＡ 固体培养基上生长时ꎬ表
面湿润、淡黄色、光滑、透明、微隆起、边缘较整齐、胶
状、黏性强ꎻ革兰氏染色阴性ꎬ１ ０００倍显微镜下观察

菌体短杆状 (图 １)ꎬ长度为２.０~ ４􀆰 ０ μｍꎬ宽度为

０.５~０􀆰 ９ μｍꎮ

图 １　 Ｄ０９ 菌群落(左)及菌体(右)形态(×１ ０００)
Ｆｉｇ.１ 　 Ｄ０９ ｃｏｌｏｎｙ ( ｌｅｆｔ) ａｎｄ ｍｙｃｅｌｉａ ( ｒｉｇｈｔ) ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ( ×

１ ０００)

２.２. ２ 　 拮抗菌 Ｄ０９ 的的生理生化特性 　 拮抗菌

Ｄ０９ 能利用 Ｄ￣葡萄糖、Ｄ￣木糖、乳糖、蔗糖等多种碳

源ꎬ产酸ꎬ能利用纤维素ꎬ明胶液化速度快ꎬ其他生理

生化特征见表 ３ꎮ

表 ３　 菌株 Ｄ０９ 的生理生化特性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｄ０９

测试项目　 　 　 　 　 生理生化特性

耐盐性(５％) 耐盐

Ｄ￣葡萄糖 利用

Ｄ￣木糖 利用

乳糖 利用

蔗糖 利用

水解淀粉 水解

甲基红试验 阴性

Ｖ￣Ｐ 反应 阴性

Ｈ２Ｓ 产生 不产生

明胶液化 液化

柠檬酸钠 不能利用

纤维素 利用

４２ ℃生长 生长

厌氧生长 生长

２.２.３　 拮抗菌 Ｄ０９ 的分子鉴定　 拮抗菌 Ｄ０９ 的系

统进化树见图 ２ꎮ １６Ｓ ｒＤＮＡ 的碱基序列长度为

１ ４６９ ｂｐꎬ在 ＧｅｎＢａｎｋ 的登录号为 ＣＰ０１２０４６.１ꎮ 根

据 ＢＬＡＳＴ 比对结果ꎬ并结合形态特征和生理生化特

性ꎬ鉴定该菌株为木糖氧化无色杆菌(Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ
ｘｙｌｏｓｏｘｉｄａｎｓ)ꎮ

ＮＰＤＹ２０Ｚ:Ｄ０９ꎮ
图 ２　 木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９ 的系统进化树

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｘｙｌｏｓｏｘｉｄａｎｓ Ｄ０９

２.３　 木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９ 的抑菌谱

木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９ 对 １２ 种病原真菌的抑

菌效果如图 ３ 所示ꎮ Ｄ０９ 菌株对所有测试的病原真

菌均有不同程度的拮抗作用ꎬ表现出广谱抗病原真

菌的特性ꎮ 其中ꎬ对水稻纹枯病立枯丝核菌、芦笋颈

枯病菌、香蕉褐缘灰斑病菌和大豆炭疽病菌的抑制

率均达到 ７０％以上(表 ４)ꎮ

病原菌１~１２ 见表 １ꎮ
图 ３　 Ｄ０９ 菌株对多种病原真菌的拮抗效果

Ｆｉｇ.３　 Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｄ０９ ｏｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ
ｆｕｎｇｉ
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表 ４　 木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９ 的抑菌谱

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｘｙｌｏｓｏｘｉｄａｎｓ Ｄ０９

编号 病原菌 抑制率(％)

１ 香蕉枯萎病尖孢镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ.ｓｐ.
ｃｕｂｅｎｓｅ)

５７.９２ｆ

２ 水稻纹枯病立枯丝核菌(Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ) ７４.１２ｂｃ

３ 玉米叶斑病平脐蠕孢菌(Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ) ５６.１７ｆ

４ 芦笋颈枯病菌(Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ａｓｐａｒａｇｉ) ７５.５６ｂ

５ 黄瓜枯萎病菌[Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ (Ｓｃｈｌ.) Ｆ.ｓｐ
ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ Ｏｗｅｎ]

６２.５５ｅ

６ 丝瓜枯萎镰刀菌[Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ (Ｓｃｈｌ.) Ｆ.] ６２.９４ｅ

７ 香蕉褐缘灰斑病菌(Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ ｍｕｓｉｃｏｌａ) ７８.５４ａ

８ 大豆根腐尖孢镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ.ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ) ６３.５４ｅ

９ 大豆炭疽病菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｔｉ) ７２.９１ｃ

１０ 白菜菌核核盘菌(Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ) ６９.２２ｄ

１１ 小麦赤霉病禾谷镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ) ６７.９２ｄ

１２ 小麦赤霉病亚洲镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ａｓｉａｔｉｃｕｍ) ５６.１６ｆ
数据后不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２.４　 木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９ 对小麦赤霉病的田间

防治效果

　 　 不同处理对小麦赤霉病的田间防治效果如表

５ꎮ 除戊唑多菌灵和苯甲嘧菌酯处理下的赤霉病病

穗率比喷清水对照有显著降低ꎬ其他处理病穗率均

在 ９５􀆰 ００％以上ꎬ与对照无显著差异ꎮ 而各处理下

病小穗率均显著低于喷清水对照ꎻ木糖氧化无色杆

菌 Ｄ０９ 发酵液灌根处理和穗部喷雾处理后ꎬ病小穗

率分别为 １４􀆰 ４２％和 ２１􀆰 ４２％ꎬ比 ＣＫ 下降 ５０􀆰 ９３％和

２７􀆰 １２％ꎻ其中 Ｄ０９ 发酵液灌根处理病小穗率与苯甲

嘧菌酯和氟硅唑穗部喷雾处理相当ꎮ 化学药剂的防

效大多在 ６０％以上ꎬ而木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９ 发酵

液灌根处理和穗部喷雾处理的防效分别为 ５０􀆰 ９３％
和 ２７􀆰 １２％ꎮ

表 ５　 木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９ 对小麦赤霉病的田间防治效果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｆｉｅｌｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｘｙｌｏｓｏｘｉｄａｎｓ Ｄ０９ ｏｎ
ｗｈｅａｔ ｓｃａｂ

处理　 　 　 病穗率
(％)

病小穗率
(％)

防治效果
(％)

Ｄ０９ 发酵液灌根 ９７.５０±２.５０ｃ １４.４２±０.６３ｂ ５０.９３

Ｄ０９ 发酵液穗部喷雾 ９５.００±２.５０ｃ ２１.４２±４.８２ｃ ２７.１２

戊唑多菌灵穗部喷雾 ５７.５０±５.００ａ ４.８６±０.８４ａ ８３.４６

苯甲嘧菌酯穗部喷雾 ８０.００±５.００ｂ ６.５３±１.４６ａｂ ７７.７８

氟硅唑穗部喷雾 ９７.５０±２.５０ｃ １１.８１±３.８０ｂ ５９.８２

清水穗部喷雾(ＣＫ) １００.００±０ｃ ２９.３９±７.７４ｄ
同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２.５　 木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９ 对小麦籽粒毒素含量

的影响

　 　 不同处理下小麦籽粒 ＤＯＮ、ＺＥＮ、ＮＩＶ ３ 种毒素

含量检测结果如表 ６ 所示ꎮ 木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９
发酵液灌根处理小麦籽粒 ３ 种毒素的含量分别为

０􀆰 ６２８ ｍｇ / ｋｇ、０􀆰 ０１６ ｍｇ / ｋｇ、１􀆰 ３０８ ｍｇ / ｋｇꎬ穗部喷施

Ｄ０９ 发酵液处理小麦籽粒 ３ 种毒素的含量分别为

０􀆰 ８３６ ｍｇ / ｋｇ、０􀆰 ０８０ ｍｇ / ｋｇ、２􀆰 ６８８ ｍｇ / ｋｇꎬ均显著低

于喷清水对照ꎻＤ０９ 发酵液灌根处理小麦籽粒 ３ 种

毒素的含量均低于穗部喷施 Ｄ０９ 发酵液处理ꎻＤ０９
发酵液灌根处理小麦籽粒 ＤＯＮ 毒素含量低于苯甲

嘧菌酯穗部喷雾处理ꎬ与氟硅唑穗部喷雾处理相当ꎻ
Ｄ０９ 发酵液灌根处理小麦籽粒 ＺＥＮ、ＮＩＶ 毒素含量

与戊唑多菌灵穗部喷雾、苯甲嘧菌酯穗部喷雾、氟硅

唑穗部喷雾处理相当ꎮ

表 ６　 木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９ 对小麦籽粒毒素含量的影响

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｘｙｌｏｓｏｘｉｄａｎｓ Ｄ０９ ｏｎ ｔｏｘｉｎ ｃｏｎ￣

ｔｅｎｔ ｉｎ ｗｈｅａｔ ｇｒａｉｎｓ

处理　 　 　 ＤＯＮ
(ｍｇ / ｋｇ)

ＺＥＮ
(ｍｇ / ｋｇ)

ＮＩＶ
(ｍｇ / ｋｇ)

Ｄ０９ 发酵液灌根 ０.６２８±０.０３８ｂ ０.０１６±０.００２ａ １.３０８±０.０８３ａｂ

Ｄ０９ 发酵液穗部喷雾 ０.８３６±０.０１７ｃ ０.０８０±０.０１９ａ ２.６８８±０.９３８ｂ

戊唑多菌灵穗部喷雾 ０.２３０±０.０１７ａ ０.０２８±０.００５ａ ０.７０８±０.１９４ａ

苯甲嘧菌酯穗部喷雾 １.２０２±０.０８０ｄ ０.０８６±０.０２２ａ １.６３±０.１０１ａｂ

氟硅唑穗部喷雾 ０.５２８±０.０２８ｂ ０.０２６±０.００９ａ １.２９４±０.０３４ａ

清水穗部喷雾(ＣＫ) １.４２０±０.１２２ｄ ０.６６０±０.０８５ｂ ４.５８０±１.００７ｃ
ＤＯＮ:脱氧雪腐镰刀菌烯醇ꎻＺＥＮ:玉米赤霉烯酮ꎻＮＩＶ:雪腐镰刀菌烯
醇ꎮ 同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

３　 讨 论

３.１　 无色杆菌属抑菌功能属性的发现

目前ꎬ国内外对无色杆菌研究主要在于其抑菌活

性及降解农药残留、染料等功能方面[２８￣３６]ꎬ本研究在

筛选鉴定木糖氧化无色杆菌菌株 Ｄ０９ 的基础上ꎬ进一

步分析了菌株 Ｄ０９ 对小麦赤霉病的田间防治效果及

小麦籽粒毒素含量的影响ꎬ为无色杆菌的农业应用进

行了初步尝试ꎮ 木糖氧化无色杆菌菌株 Ｄ０９ 已申请

国家发明专利(申请号:２０２１１１０４２１２４２)ꎮ
３.２　 微生物农药防治效果低于化学农药的探讨

本研究结果表明ꎬ木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９ 发酵

液灌根处理ꎬ虽然病穗率与清水对照差异不大ꎬ但病

小穗率和防效与常用化学药剂苯甲嘧菌酯穗部喷
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雾、氟硅唑穗部喷雾等处理相当ꎬ而 Ｄ０９ 发酵液穗

部喷雾处理虽然防治效果只有 ２７.１２％ꎬ但病小穗率

亦显著低于清水对照ꎬ说明木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９
能有效抑制赤霉病病菌在穗部的扩散ꎮ 总体来说ꎬ
木糖氧化无色杆菌 Ｄ０９ 发酵液处理的防效不及化

学杀菌剂ꎬ这与拮抗菌的作用机制及其对环境的敏

感性有关ꎮ 研究中 Ｄ０９ 灌根处理和穗部喷雾处理

之间在病小穗率和防效上亦有一定差异ꎬ这说明不

同施用方式对拮抗菌在田间的定殖有较大影响ꎮ 木

糖氧化无色杆菌 Ｄ０９ 在田间定殖情况及其与化学

杀菌剂复配使用方法还需要进一步研究ꎮ
３.３　 菌株 Ｄ０９ 对小麦籽粒毒素含量的探讨

本研究结果显示微生物农药或化学药剂对毒素

的抑制效果和对赤霉病的防治效果不完全同步ꎮ 如

苯甲嘧菌酯穗部喷雾处理对赤霉病的控制效果高于

Ｄ０９ 发酵液灌根ꎬ防效达 ７７.７８％ꎬ但小麦籽粒 ３ 种

毒素含量却高于 Ｄ０９ 发酵液灌根处理ꎮ Ｍａｇａｎ 等研

究结果表明ꎬ嘧菌酯降低了小麦赤霉病的发病率ꎬ但
其处理过的小麦籽粒 ＤＯＮ 毒素含量较高ꎬ可能与嘧

菌酯使用导致毒素累积有关[３７]ꎻ本研究中嘧菌酯处

理后 ＤＯＮ 等毒素含量虽比对照有所减少ꎬ但和其他

药剂相比ꎬ嘧菌酯对毒素的产生和累积的抑制效果

较低ꎮ Ｄ０９ 发酵液处理对小麦籽粒 ＤＯＮ、ＺＥＮ、ＮＩＶ
３ 种毒素含量的控制机理还需进一步研究ꎮ
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