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　 　 摘要:　 为初步探究 １ 株分离自兰坪铅锌尾矿的特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 的防病促生效果及作用机理ꎬ将其无

菌滤液涂布平板与病原菌共培养以及与发酵滤液病原菌孢子共孵育来测定菌株 ＫＣ １２１ 对病原菌菌丝生长、产孢

数量及孢子萌发的影响ꎻ以发酵液浸种试验来测定菌株 ＫＣ １２１ 对玉米种子萌发的影响ꎻ最后利用盆栽灌根的方法

研究菌株 ＫＣ １２１ 对玉米镰刀菌根腐病的防治效果及对玉米幼苗的促生作用并探究其机理ꎮ 结果表明ꎬ特基拉芽

孢杆菌 ＫＣ １２１ 无菌滤液可使镰刀菌菌丝发生皱缩和凹陷ꎬ同时抑制了镰刀菌孢子的产生和萌发ꎻ浸种试验结果表

明ꎬ稀释１×１０３ 倍的菌株 ＫＣ １２１ 发酵液可以促进玉米种子萌发时主根增长 ６１％ꎬ芽长增加 １６２％ꎻ在盆栽试验中ꎬ菌
株 ＫＣ １２１ 发酵液原液对腐皮镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ)和拟枝孢镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐｏｒｏｔｒｉｃｈｉｏｉｄｅｓ)引起的玉米根腐

病的防治效果分别为 ６６􀆰 ６７％和 ７６􀆰 ００％ꎬ且分别使玉米植株地上部分干质量和鲜质量提高了 １３０％和 ９０％ꎮ 促生

机理探究发现特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 通过产淀粉酶ꎬ并产生 ６􀆰 １９ ｎｇ / ｍｌ的吲哚乙酸(ＩＡＡ)和提高玉米幼苗的总叶

绿素含量来促进玉米幼苗生长ꎮ 研究结果显示特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 对防治玉米镰刀菌病害及促进玉米生长具

有应用潜力ꎮ
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　 　 镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)隶属丛梗孢目瘤痤孢科镰刀

菌属ꎬ是一类世界性分布的真菌ꎬ它可以造成粮食作

物、经济作物及药用植物等多达数百种植物的根腐

病、茎腐病、花腐病和穗腐病等病害ꎮ 镰刀菌还会通

过孢子对作物进行二次侵染ꎬ带来持续的农业危害ꎬ
是生产上最难防治的病原菌之一ꎮ 镰刀菌的种类繁

多ꎬ由其导致的作物减产造成了农业生产的巨大经济

损失ꎮ 研究结果表明ꎬ禾谷镰刀菌、腐皮镰刀菌、拟枝

孢镰刀菌及尖孢镰刀菌是造成玉米根腐病的主要致

病菌[１￣３]ꎬ是玉米生产的重要隐患ꎮ 由镰刀菌引起的

玉米病害极大地影响了玉米的产量和品质ꎮ
目前ꎬ对于镰刀菌引起的病害多采用化学药剂

进行防治ꎬ造成了严重的农残超标和环境污染问题ꎬ
同时对人畜健康存在潜在威胁ꎮ 因此ꎬ迫切需要研

究安全有效的生物防治措施来攻克镰刀菌病害ꎮ 生

物防治具有农药残留少、环保、具有靶向性、可以改

善土壤微生态等优点[４]ꎬ是近年来农业病害防治研

究的重点方向ꎮ 目前应用于植物镰刀菌生物防治的

微生物主要有木霉菌、非致病性尖孢镰刀菌、丛枝菌

根真菌、芽孢杆菌、假单胞菌等ꎮ 其中ꎬ芽孢杆菌属

菌株(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)是一类分布于自然环境以及动物肠

道等处的能产生芽孢的革兰氏阳性菌ꎬ由于其能产

生酶及多种广谱杀菌活性物质而成为研究热点[５]ꎮ
张艳茹等[６]、曹荣耀等[７] 研究发现贝莱斯芽孢杆菌

对尖孢镰刀菌及禾谷镰刀菌具有抑制作用ꎻ毛咪

等[８]研究发现解淀粉芽孢杆菌对茄病镰刀菌具有

良好的拮抗作用ꎻ常淑娴等[９]、吉亚泰[１０] 研究发现

地衣芽孢杆菌、皮奥显亚类芽孢杆菌和枯草芽孢杆

菌对尖孢镰刀菌具有较强的拮抗作用ꎮ 可见ꎬ芽孢

杆菌在由镰刀菌引起的植物病害的生物防治研究领

域具有较大的应用潜力ꎮ 除了抑制病原菌之外ꎬ芽
孢杆菌还能促进作物生长ꎬ如王华笑[１１] 研究发现解

淀粉芽孢杆菌可以抑制尖孢镰刀菌ꎬ同时有解淀粉、
溶解磷、产吲哚乙酸(ＩＡＡ)的能力ꎬ可以促进盐碱胁

迫下的玉米生长ꎮ 李安等[１２] 研究发现枯草芽孢杆

菌不但能增强玉米的抗旱性ꎬ还能有效促进玉米的

萌发及萌发期幼苗的生长ꎮ
目前尚无特基拉芽孢杆菌防治玉米根腐病的报

道ꎬ本实验室前期从兰坪铅锌尾矿极端环境中分离

筛选出 １ 株能同时抑制腐皮镰刀菌(Ｆ. ｓｏｌａｎｉ)、禾
谷镰刀菌(Ｆ. ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)、尖孢镰刀菌(Ｆ. ｏｘｙｓｐｏ￣
ｒｕｍ)和拟枝孢镰刀菌(Ｆ. ｓｐｏｒｏｔｒｉｃｈｉｏｉｄｅｓ) ４ 种镰刀

病原菌的菌株 ＫＣ １２１ 并鉴定其为特基拉芽孢杆菌

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉｓ) [１３]ꎮ 在测定该菌株对镰刀菌病

害防治效果的同时ꎬ发现其还可以促进玉米幼苗生

长ꎮ 本研究将进一步测定特基拉芽孢杆菌对 ４ 种玉

米镰刀根腐病原菌的抑制及对玉米种子萌发和幼苗

的促生作用ꎬ并探究其防病促生机理ꎬ从而为镰刀菌

的生物防治研究提供理论依据和菌种资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料和试剂

本研究采用无包衣的玉米种子作为镰刀菌防效

测定及促幼苗生长等试验的供试材料ꎮ 本研究中用

到的镰刀病原菌菌株有:腐皮镰刀菌(Ｆ. ｓｏｌａｎｉꎬＢ６)、
禾谷镰刀菌(Ｆ. ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍꎬＢ７)、尖孢镰刀菌(Ｆ.
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍꎬＢ８)和拟枝孢镰刀菌(Ｆ. ｓｐｏｒｏｔｒｉｃｈｉｏｉｄｅｓꎬ
Ｂ９)ꎮ 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 为本课题组前期分离

筛选所得[１３]ꎮ
以上菌株均在 ２８ ℃条件下培养ꎮ 特基拉芽孢

杆菌 ＫＣ １２１ 采用改良 ＩＳＰ ２(ＩＳＰ Ｍｅｄｉｕｍ ２ꎬ国际链

霉菌培养基 ２ 号)培养[１４]ꎮ ４ 种镰刀病原菌采用马

铃薯葡萄糖琼脂培养基(ＰＤＡ)培养[１５]ꎮ 蒙金娜无

机磷培养基用于测定 ＫＣ １２１ 菌株解磷能力[１６]ꎮ 钾

长石培养基用于测定 ＫＣ １２１ 菌株解钾能力[１７]ꎮ
Ａｓｈｂｙ 无氮培养基用于测定 ＫＣ １２１ 菌株固氮能

力[１８]ꎮ 淀粉水解琼脂培养基用于测定 ＫＣ １２１ 菌株

水解淀粉能力[１９]ꎮ
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１.２　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 的抑菌作用

实验室前期研究发现特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 对

腐皮镰刀菌(Ｆ. ｓｏｌａｎｉ)、禾谷镰刀菌(Ｆ. ｇｒａｍｉｎｅａ￣
ｒｕｍ)、尖孢镰刀菌(Ｆ. ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)和拟枝孢镰刀菌(Ｆ.

ｓｐｏｒｏｔｒｉｃｈｉｏｉｄｅｓ)４ 种镰刀病原菌的抑菌率分别为

７６􀆰 ９１％、６５􀆰 ３１％、４７􀆰 ８８％、８２􀆰 ６６％(图 １)ꎮ 本研究对

特基拉芽孢杆菌的抑菌机理进行了初步探究ꎮ

Ａ:腐皮镰刀菌ꎻＢ:禾谷镰刀菌ꎻＣ:尖孢镰刀菌ꎻＤ:拟枝孢镰刀菌ꎻ图中ꎬ左边为对照(ＣＫ)ꎻ右边为 ＫＣ １２１ 发酵滤液处理ꎮ
图 １　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 对 ４ 种病原菌的抑制效果

Ｆｉｇ.１　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉｓ ＫＣ １２１ ｏｎ ｆｏｕｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

１.２.１　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 对 ４ 种病原菌菌丝及

孢子生长形态影响的电镜观察　 菌株活化:从特基拉

芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 保藏试管中挑取菌体转接于 ＩＳＰ ２
平板上ꎬ进行活化培养ꎮ 同时ꎬ从病原菌保藏试管中

挑取菌丝接种于 ＰＤＡ 平板上ꎬ置于 ２８ ℃恒温培养箱

中培养１~３ ｄꎮ
发酵液制备:挑取特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 的单

菌落接种至 ＩＳＰ ２ 液体培养基中ꎬ置于 ２００ ｒ / ｍｉｎ、２８
℃的摇床培养 ３ ｄꎬ制得发酵液ꎮ 发酵液离心后用

０􀆰 ２２ μｍ 的细菌过滤器过滤ꎬ再用无菌水分别制成稀

释１×１０１ 倍、１×１０２ 倍的发酵滤液稀释液ꎮ
对病原菌菌丝及孢子生长的影响:分别取 ２００

μｌ 不同含量的发酵滤液涂布于 ＰＤＡ 平板上ꎬ待培

养基表面的液体吸收后将直径为 ８ ｍｍ 的病原菌菌

块接种于平板上[２０]ꎬ在 ２８ ℃恒温箱培养 ７ ｄꎬ以空

白培养基涂板培养为对照ꎮ 待病原菌长好后ꎬ从菌

落边缘切矩形小块放在样品台上ꎬ将样品台放入提

前准备好的液氮雪泥中ꎬ－８０ ℃升华 １０ ｍｉｎ 后喷金

镀膜 ２ 次(每次 １ ｍｉｎ)ꎬ进行形态观察ꎮ
１.２.２　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 发酵滤液对病原菌

孢子萌发影响的显微镜观察　 病原菌孢子悬浮液制

备:用无菌水洗脱产孢病原菌菌丝上的孢子ꎬ将孢子

悬浮液用无菌水稀释制得 １ ｍｌ １０４个的病原菌孢子

悬浮液ꎮ
对病原菌孢子萌发影响的测定:采用凹玻片

法[２１] 测定不同稀释倍数的发酵滤液(制备方法同

１.２.１)对病原菌孢子萌发的影响ꎮ 在凹玻片中央滴

加 ２０ μｌ 发酵滤液和 ２０ μｌ 孢子悬浮液ꎬ混合均匀ꎬ
置于铺有湿润滤纸的培养皿中ꎬ在 ２８ ℃的条件下培

养ꎬ每 ２ ｈ 镜检 １ 次ꎬ观察并记录萌发情况ꎬ直至对

照组的萌发率达 ９０％时停止观察ꎮ
１.３　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 的防病效果测定

试验在大棚内进行ꎬ玉米种子在穴盘中育苗后ꎬ
将长势一致的玉米幼苗移栽至装有混合土壤(腐殖

土 ∶ 红土＝ １ ∶ １)的盆中ꎮ 试验设置 ３ 个处理ꎬ每个

处理 ３０ 株ꎬ处理情况如下:
处理一:将玉米幼苗移栽到正常土壤中ꎻ
处理二:将玉米幼苗移栽到拌有病原菌的土壤中ꎬ

随后灌入 ２００ ｍｌ 的特基拉芽孢杆菌ＫＣ １２１ 发酵液(菌
体含量为４.９７×１０６ ＣＦＵ/ ｍｌ)ꎬ每 ７ ｄ 浇灌 １ 次ꎻ

处理三:将玉米幼苗移栽到拌有病原菌的土壤

中ꎬ随后灌入 ２００ ｍｌ 的空白培养基ꎬ每 ７ ｄ 浇灌 １ 次ꎮ

５３２吴雅杰等:特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 拮抗玉米镰刀菌的防病促生作用



自移栽之日起每 ７ ｄ 观察玉米幼苗的生长及发

病情况并记录ꎬ共观察 ２１ ｄꎮ 根据记录结果ꎬ按照刘

治刚[２２]和樊炳君[２３]的分级标准进行病情指数和防

治效果的测定ꎮ
１.４　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 对玉米促生效果的

测定

１.４.１　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 发酵液促玉米种子萌

发试验　 按照 １.２.１ 的方法制备发酵液原液ꎬ并用无

菌水分别制成稀释１×１０１ 倍、１×１０２ 倍、１×１０３ 倍、１×
１０４ 倍、１×１０５ 倍、１×１０６ 倍的发酵液稀释液ꎬ分别吸取

１０ ｍｌ 上述稀释液加入铺有滤纸的培养皿中ꎮ 挑选清

水浸泡了 ２４ ｈ 的饱满玉米种子ꎬ置于培养皿中ꎬ每皿

１０ 粒ꎬ浸湿滤纸ꎬ以空白培养基(ＣＫ)为对照ꎮ 将处

理好的种子放置在光照培养箱(温度 ２８ ℃ꎬ湿度

７０％)中培养ꎬ每天补充 ２ ｍｌ 发酵滤液稀释液(共培

养 ５ ｄ)ꎬ每天进行观察ꎬ记录主根长和芽长ꎮ
１.４.２　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 发酵液促玉米植株

生长试验　 将种子放入清水中浸泡 ２４ ｈ 后取出ꎬ挑
选饱满的玉米种子置于铺有湿润滤纸的培养皿中催

芽ꎮ 待 ８０％的种子萌发后挑选长势一致的种子播

种于穴盘中ꎮ 每穴播入 １ 粒种子ꎬ待株高为 １０ ｃｍ
左右时ꎬ将其移栽至花盆中继续种植ꎬ每周每盆加入

２００ ｍｌ 的发酵液原液灌根ꎬ每 ４ ｄ 进行观察并记录

株高和茎粗ꎮ 栽种 ２４ ｄ 后将植株拔出ꎬ用清水洗掉

根部附着的土壤ꎬ放在通风处自然晾干表面水分后

分别进行地上部分和地下部分鲜质量的称量ꎻ随后

将植株放入烘箱 ６５ ℃恒温烘干后称量干质量ꎮ
１.５　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 的促生机制初探

从固氮、溶磷、溶钾、产吲哚乙酸以及对玉米幼

苗叶绿素含量的影响等方面探究特基拉芽孢杆菌

ＫＣ １２１ 促生作用的机理ꎮ 根据黄涛[２４] 的方法对特

基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 促生功能进行测定:利用

Ａｓｈｂｙ 无氮培养基测定菌株固氮能力ꎬ菌株在平板

上能正常生长即具有固氮能力ꎻ利用蒙金娜无机磷

培养基测定菌株溶磷能力ꎬ菌落周围产生透明圈即

说明菌株具有溶无机磷能力ꎻ利用钾长石培养基测

定菌株溶钾能力ꎬ菌落周围产生透明圈即说明菌株

具有溶钾能力ꎮ
使用 ＩＡＡ 试剂盒测定特基拉芽孢杆菌ＫＣ １２１ 发

酵液中 ＩＡＡ 的含量[２５]ꎻ利用淀粉水解琼脂培养基测

定特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 水解淀粉的能力[２３]ꎻ采用

李合生[２６]的方法测定玉米幼苗的叶绿素含量ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 的抑菌作用

２.１.１　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 对病原菌菌丝及分

生孢子形态影响的电镜观察　 由于未经稀释的发酵

液即原液对病原菌的抑制效果最好ꎬ因此选用该含

量平板上的菌丝观察特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 对 ４
种病原菌形态的影响ꎮ 通过扫描电镜观察发现ꎬ未
经处理的 ４ 种病原菌菌丝表面光滑ꎬ呈现正常的管

状结构ꎬ长且直ꎬ并均匀地从顶端延伸生长ꎮ 经过菌

株 ＫＣ １２１ 发酵液处理的 ４ 种病原菌菌丝相比对照

有较大变化ꎬ菌丝粗细不一ꎬ表面均出现皱缩和凹

陷ꎮ 其中ꎬＢ６、Ｂ７ 和 Ｂ８ 病原菌在经过发酵液处理

后菌丝发生明显黏连现象ꎬＢ６ 和 Ｂ９ 的菌丝体弯折

明显且易断裂ꎬＢ７ 和 Ｂ８ 的菌丝体则出现了一定程

度的皱缩和凹陷(图 ２)ꎮ 以上结果表明菌株 ＫＣ
１２１ 发酵液可以通过使 ４ 种镰刀病原菌菌丝发生不

同程度的皱缩、凹陷和弯折而抑制其菌丝的生长ꎮ
　 　 通过光学显微镜初步观察(图 ３)可以看出ꎬ与
对照相比ꎬＢ６ 病原菌处理组的分生孢子数量减少ꎬ
分生孢子形态变小且细长ꎮ Ｂ７ 病原菌处理组及对

照均未发现分生孢子ꎬ经处理的 Ｂ７ 病原菌ꎬ菌丝分

隔减少ꎮ Ｂ８ 病原菌处理组的分生孢子数量也明显

减少ꎬ视野中仅有极少的分生孢子分布ꎬ且分生孢子

形态变得小且细长ꎮ Ｂ９ 病原菌处理组的分生孢子

数量同对照相比减少ꎬ而分生孢子形态无明显变化ꎮ
该结果表明特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 发酵液可以通

过减少病原菌分生孢子的数量来抑制腐皮镰刀菌、
尖孢镰刀菌和拟枝孢镰刀菌的生长ꎬ通过减少菌丝

分隔来抑制禾谷镰刀菌的生长ꎮ
２.１.２　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 对病原菌分生孢子

萌发的显微镜观察　 由于多次培养均未找到禾谷镰

刀菌的分生孢子ꎬ因此本试验仅研究了特基拉芽孢

杆菌 ＫＣ １２１ 发酵液对其他 ３ 种病原菌分生孢子萌

发的影响(表 １)ꎮ
对于腐皮镰刀菌(Ｆ. ｓｏｌａｎｉ)来说ꎬ当培养至 ４ ｈ

时ꎬ对照的分生孢子萌发率为 ５９􀆰 ３７％ꎬ发酵液原液

处理过的分生孢子萌发率仅为 ２２􀆰 １６％ꎬ稀释１×１０１

倍的发酵滤液处理的分生孢子萌发率为 ３８􀆰 ４４％ꎬ
稀释１×１０２ 倍的发酵滤液处理的分生孢子萌发率与

对照无明显差异ꎻ当培养至 ６ ｈ 时ꎬ对照的分生孢子

萌发率为 ８７􀆰 ０６％ꎬ发酵液原液处理过的分生孢子
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萌发率仅为 ２７􀆰 ４９％ꎬ而稀释１×１０１ 倍和稀释１×１０２

倍的发酵滤液处理的分生孢子萌发率则较高(表
１)ꎮ 以上结果表明随着发酵液含量的降低ꎬ对分生

孢子萌发的抑制能力也降低ꎮ

Ｂ６:腐皮镰刀菌ꎻＢ７:禾谷镰刀菌ꎻＢ８:尖孢镰刀菌ꎻＢ９:拟枝孢镰刀菌ꎮ Ａ:对照(ＣＫ)ꎻＢ:ＫＣ １２１ 发酵液处理组ꎮ
图 ２　 ＫＣ １２１ 发酵液对 ４ 种病原菌菌丝生长的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＫＣ １２１ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｎ ｍｙｃｅｌｉａ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｆｏｕｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ

Ｂ６:腐皮镰刀菌ꎻＢ７:禾谷镰刀菌ꎻＢ８:尖孢镰刀菌ꎻＢ９:拟枝孢镰刀菌ꎮ Ａ:对照组(ＣＫ)ꎻＢ:ＫＣ １２１ 发酵液处理组ꎮ
图 ３　 ＫＣ １２１ 发酵液对病原菌孢子生长的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＫＣ １２１ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｎ ｓｐｏｒｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

　 　 对分生孢子萌发的显微观察发现ꎬ２ ｈ 时对照

的部分分生孢子已开始萌发ꎬ而处理组的分生孢子

在 ４ ｈ 时才开始萌发ꎮ 随着培养时间的延长ꎬ对照

组的分生孢子不断萌发并发育成正常菌丝ꎻ发酵液

原液和稀释１×１０１ 倍的发酵滤液处理的分生孢子则

未能正常萌发ꎬ二者在分生孢子萌发芽管的不同位

置发生膨大ꎬ进而减缓甚至阻止了菌丝的形成ꎬ该现

象在培养 ８ ｈ 时稀释１×１０１ 倍的发酵滤液处理组中

表现得最为明显(图 ４)ꎮ 稀释１×１０２ 倍的发酵滤液

对分生孢子萌发的影响不明显ꎮ
　 　 对于尖孢镰刀菌(Ｆ. ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)来说ꎬ培养６~８ ｈ
时对照的分生孢子萌发率为５５.６５％~９０􀆰 ５４％ꎬ而发酵

液原液极大地降低了分生孢子萌发率(表 １)ꎬ发酵滤

液稀释液对分生孢子萌发的抑制作用则显著减弱ꎮ
通过显微镜观察到培养 ８ ｈ 时发酵液原液处理的尖

孢镰刀菌仅有少数开始萌发且产生的芽管发生膨大ꎮ

７３２吴雅杰等:特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 拮抗玉米镰刀菌的防病促生作用



Ａ:对照(ＣＫ)ꎻＢ:特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 发酵滤液处理组ꎮ

图 ４　 孵育 ８ ｈ 时稀释１×１０１ 倍的 ＫＣ １２１ 发酵滤液对腐皮镰刀

菌孢子萌发的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ １０￣ｆｏｌｄ ｄｉｌｕｔｅｄ ＫＣ １２１ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｆｉｌｔｒａｔｅ ｏｎ
ｃｏｎｉｄｉａ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ ａｆｔｅｒ ８ ｈ ｉｎｃｕｂａ￣
ｔｉｏｎ

　 　 对于拟枝孢镰刀菌(Ｆ. ｓｐｏｒｏｔｒｉｃｈｉｏｉｄｅｓ)而言ꎬ在
培养 ２ ｈ 到 ８ ｈ 的时间段内ꎬ发酵液原液始终对分生

孢子萌发有较强的抑制作用(表 １)ꎬ少数萌发的分

生孢子芽管较短且出现不同程度的膨大ꎮ 发酵滤液

稀释液对分生孢子萌发的抑制作用明显降低ꎮ
综上所述ꎬ特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 发酵液原液

会使萌发分生孢子的芽管延伸受阻ꎬ使芽管发生膨

大ꎬ进而抑制菌丝的正常形成ꎮ 由表 １ 可以看出ꎬ处
理时间高于 ２ ｈ 时ꎬ菌株 ＫＣ １２１ 发酵液原液对腐皮

镰刀菌、尖孢镰刀菌、拟枝孢镰刀菌分生孢子萌发的

抑制效果最好ꎮ

表 １　 发酵滤液对病原菌孢子萌发的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｆｉｌｔｒａｔｅ ｏｎ ｃｏｎｉｄｉａｌ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ

菌株
处理时间

(ｈ)
分生孢子萌发率(％)

对照 发酵液原液 稀释１×１０１ 倍的发酵滤液 稀释１×１０２ 倍的发酵滤液

腐皮镰刀菌 ２ １.９３±０.９７ａ ２.５７±０.５２ａ ２.２６±０.５９ａ ２.００±１.０８ａ

４ ５９.３７±４.６８ａ ２２.１６±７.０１ｃ ３８.４４±３.６２ｂ ５６.５４±８.４２ａ

６ ８７.０６±４.９２ａ ２７.４９±１.６６ｃ ６６.２５±１.９８ｂ ８４.６２±２.４９ａ

８ ９０.６８±２.９３ａ ７６.５３±４.８１ａ ８５.８３±５.９２ａ ８４.９５±６.１８ａ

尖孢镰刀菌 ２ ４.７６±２.４６ａ １.８６±１.１３ｂ １.３３±０.５８ｂ ２.９０±１.９７ａｂ

４ ６.０２±２.４８ｃ １.９７±１.００ｃ １４.７６±４.２０ｂ ４４.６７±２.０７ａ

６ ５５.６５±１１.２１ａ ４.１９±１.７５ｃ ３０.６３±７.９５ｂ ６５.７７±１４.３３ａ

８ ９０.５４±６.７３ａｂ ９.４５±３.８４ｃ ８２.９６±１.８６ｂ ９４.５８±１.９４ａ

拟枝孢镰刀菌 ２ １３.０８±０.８３ａ ０.５８±０.３４ｄ ２.６０±０.６１ｃ ４.６２±１.５７ｂ

４ ７０.０７±７.４４ａ ２.０８±１.２０ｄ １６.６９±２.５９ｃ ４９.９５±３.５０ｂ

６ ９０.７２±３.７９ａ ２.９８±２.０２ｂ ６８.９３±２２.９７ａ ８９.８５±５.９６ａ

８ ９４.８０±２.３７ａ ２９.８３±６.１７ｂ ８４.４４±８.９７ａ ９５.０７±１.９８ａ
同一种病原菌同一行数据后不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

２.２　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 的防病效果

盆栽试验结果(表 ２)表明ꎬ菌株 ＫＣ １２１ 发酵液

原液灌根处理对由腐皮镰刀菌(Ｆ. ｓｏｌａｎｉ)和拟枝孢

镰刀菌(Ｆ. ｓｐｏｒｏｔｒｉｃｈｉｏｉｄｅｓ)引起的玉米根腐病的防

治效果分别为 ６６􀆰 ６７％和 ７６􀆰 ００％ꎬ对由尖孢镰刀菌

(Ｆ. ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)和禾谷镰刀菌(Ｆ. ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)引

起的玉米根腐病在盆栽试验中的防治效果仅有

３􀆰 ４３％和 ４􀆰 ６４％ꎮ 以上结果表明ꎬ特基拉芽孢杆菌

ＫＣ １２１ 对由腐皮镰刀菌(Ｆ. ｓｏｌａｎｉ)和拟枝孢镰刀菌

(Ｆ. ｓｐｏｒｏｔｒｉｃｈｉｏｉｄｅｓ)引起的玉米根腐病有较好的防

治效果ꎬ而对尖孢镰刀菌和禾谷镰刀菌引起的根腐

病防治效果较差ꎮ
２.３　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 对玉米的促生效果

２.３.１　 ＫＣ １２１ 发酵液促玉米种子萌发的作用　 利

表 ２　 盆栽试验防治效果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｏｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

处理 病情指数 防治效果(％)

Ｂ６＋１２１ １６.６７±２８.８７ｂ ６６.６７±５７.７４ａｂ
Ｂ６ ＣＫ ５０.００±５０.００ａ －
Ｂ７＋１２１ ６９.００±５０.００ａ ４.６４±３.４７ｃ
Ｂ７ ＣＫ ７２.２０±１９.２３ａ －
Ｂ８＋１２１ ７５.００±２５.００ａ ３.４３±２.３９ｃ
Ｂ８ ＣＫ ７７.６７±４.６２ａ －
Ｂ９＋１２１ １６.６７±２８.８７ｂ ７６.００±４１.５７ａ
Ｂ９ ＣＫ ６９.３３±１７.２１ａ －

Ｂ６＋１２１ 表示 ＫＣ １２１ 发酵液原液灌根防治由腐皮镰刀菌引起的玉米
根腐病ꎻＢ６ ＣＫ 表示腐皮镰刀菌引起的玉米根腐病ꎻＢ７＋１２１ 表示 ＫＣ
１２１ 发酵液原液灌根防治由禾谷镰刀菌引起的玉米根腐病ꎻＢ７ ＣＫ
表示禾谷镰刀菌引起的玉米根腐病ꎻＢ８＋１２１ 表示 ＫＣ １２１ 发酵液原
液灌根防治由尖孢镰刀菌引起的玉米根腐病ꎻＢ８ ＣＫ 表示尖孢镰刀
菌引起的玉米根腐病ꎻＢ９＋１２１ 表示 ＫＣ １２１ 发酵液原液灌根防治由
拟枝孢镰刀菌引起的玉米根腐病ꎻＢ９ ＣＫ 表示拟枝孢镰刀菌引起的
玉米根腐病ꎮ 同一列数据后不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
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用发酵液处理玉米种子ꎬ 自第 ２ ｄ 起ꎬ 稀释 １×
１０２倍~１×１０６倍的发酵滤液处理组的主根长和芽长

就始终优于对照(图 ５)ꎮ 当培养至 ５ ｄ 时ꎬ稀释１×
１０３倍的发酵滤液处理组的促生效果最好ꎬ其主根长

已达 １０􀆰 ４６ ｃｍ(图 ５Ａ)ꎬ较对照提高了 ６１％ꎻ芽长达

７􀆰 ２４ ｃｍꎬ较对照提高了 １６２％(图 ５Ｂ)ꎮ 因此ꎬ发酵

滤液稀释１×１０３倍是促进种子根和芽生长的最佳处

理(图 ６)ꎮ

Ａ:主根长ꎻＢ:芽长ꎮ
图 ５　 ＫＣ １２１ 发酵液对玉米种子萌发时的促生作用

Ｆｉｇ.５　 Ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＫＣ １２１ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｎ ｍａｉｚｅ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

Ａ:对照(ＣＫ)ꎻＢ:ＫＣ １２１ 发酵滤液稀释１×１０３ 倍处理组ꎮ
图 ６　 ＫＣ １２１ 发酵液对玉米种子萌发 ５ ｄ 时根长及芽长的促生作用

Ｆｉｇ.６　 Ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＫＣ １２１ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｎ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｓｈｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｓｅｅｄｓ ａｔ ５ ｄ ａｆｔｅｒ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

２.３.２　 ＫＣ １２１ 发酵液原液促玉米植株生长的作用

　 培养 ２４ ｄ 时ꎬ发酵液原液对玉米幼苗的促生作用

最为明显(图 ７)ꎮ 培养 ８ ｄ 和 １６ ｄ 时 ＫＣ １２１ 发酵

液原液处理的株高与对照有显著差异ꎬ在第 １６ ｄ 时

株高较对照提高了 ０􀆰 ３８ 倍(图 ８Ａ)ꎬ但对茎粗影响

不大(图 ８Ｂ)ꎮ 种植 ２４ ｄ 后进行干质量和鲜质量测

量ꎬ经过特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 发酵液原液灌根的

玉米植株地上部分鲜质量为 ５􀆰 ７ ｇꎬ较对照提高了

９０％ꎬ而干质量则较对照提高了 １３０％ꎻＫＣ １２１ 对地

下部分干质量和鲜质量的影响不大ꎮ
２.４　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 的促生功能测定

前面的研究结果显示ꎬ特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 可

以促进玉米种子萌发时的芽长和根长ꎬ同时也可以促

进玉米幼苗生长时的地上部分干质量和鲜质量ꎬ但其

机理尚不明确ꎮ 因此ꎬ本研究初步探究了其促生机理ꎮ
２.４.１　 菌株解磷、钾及固氮功能　 通过对特基拉芽

孢杆菌 ＫＣ １２１ 固氮、溶磷、溶钾能力的测定发现ꎬ该
菌株在蒙金娜无机磷培养基平板及钾长石培养基平

板上均无透明圈的产生ꎬ且在 Ａｓｈｂｙ 无氮培养基平

板上不能生长ꎮ 因此ꎬ该菌株不具有固氮、溶磷、溶
钾的功能ꎮ
２.４.２ 　 分泌 ＩＡＡ 能力 　 经检测ꎬ特基拉芽孢杆菌

ＫＣ １２１ 具有产 ＩＡＡ 的能力且质量浓度达 ６􀆰 １９
ｎｇ / ｍｌꎮ
２.４.３　 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 水解淀粉能力　 淀

粉水解试验结果表明ꎬ加碘液后在淀粉水解琼脂培

养基上的菌落周围出现了透明圈ꎬ表明该菌株可分

泌淀粉酶ꎬ具有较强的水解淀粉能力ꎮ
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Ａ:对照(ＣＫ)ꎻＢ:ＫＣ １２１ 发酵液原液处理组ꎮ
图 ７　 ＫＣ １２１ 发酵液原液对玉米幼苗 ２４ ｄ 时的促生效果

Ｆｉｇ.７　 Ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＫＣ １２１ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｎ ｍａｉｚｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ａｔ ２４ ｄａｙｓ

Ａ:株高ꎻＢ:茎粗ꎻ∗表示处理组之间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ８　 ＫＣ １２１ 发酵液原液对玉米幼苗株高和茎粗的促生效果

Ｆｉｇ.８　 Ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＫＣ １２１ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｎ ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｓｔｅｍ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

２.４.４　 玉米幼苗叶绿素含量 　 经特基拉芽孢杆菌

ＫＣ １２１ 稀释１×１０３倍的发酵滤液处理后玉米幼苗中

叶绿素 ａ 含量、叶绿素 ｂ 含量及叶绿素 ａ＋ｂ 含量较

对照均明显增加ꎮ 其中ꎬ稀释１×１０３倍的发酵滤液处

理组叶绿素 ａ 含量为 ２􀆰 ４１ ｍｇ / Ｌꎬ较对照 ( ０􀆰 ８７
ｍｇ / Ｌ)增加了 １１７􀆰 ０１％ꎬ叶绿素 ｂ 的含量为 １􀆰 ０８
ｍｇ / Ｌꎬ较对照(０􀆰 ７２ ｍｇ / Ｌ)则增加了 ５０􀆰 ００％ꎬ总叶

绿素含量为 ３􀆰 ４９ ｍｇ / Ｌꎬ较对照(１􀆰 ５９ ｍｇ / Ｌ)增加了

１１９􀆰 ５０％ꎮ

３　 讨论与结论

本研究探究了特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 的防病

促生作用及其机理ꎮ 防病试验结果表明ꎬ菌株 ＫＣ
１２１ 发酵液灌根能减轻由腐皮镰刀菌和拟枝孢镰刀

菌引起的玉米根腐病ꎬ这为玉米镰刀根腐病的生物

防治提供了微生物资源ꎮ 促生试验结果表明适宜含

量的菌株 ＫＣ １２１ 发酵液对玉米种子萌发及幼苗生

长均具有促进作用ꎬ可用于促进玉米生长菌剂的开

发ꎮ 对特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 的防病促生机理的

探究ꎬ为后期开发防治玉米镰刀根腐病及促生菌剂

的研究提供了参考ꎮ
特基拉芽孢杆菌(Ｂ. ｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉｓ)是在 ２００６ 年由

Ｇａｔｓｏｎ 等[２７] 从墨西哥一座墓穴中首次分离得到的

菌株ꎮ 随后ꎬ研究人员陆续报道了该菌株的抑菌活

性ꎬ如从健康水稻植株中分离出来的特基拉芽孢杆

菌对多种植物病原真菌和卵菌具有抑制作用[２８]ꎬ从
土样中分离出来的特基拉芽孢杆菌对立枯丝核菌具

有拮抗作用[２９] 等ꎮ 目前有关特基拉芽孢杆菌生物

防治作用的研究主要集中于防治马铃薯黑痣病、西
瓜枯萎病、枸杞根腐病等[２９￣３１]ꎬ对特基拉芽孢杆菌

防治玉米镰刀根腐病的报道较少ꎮ 本研究利用盆栽

试验进一步探究了菌株 ＫＣ １２１ 对 ４ 种玉米镰刀菌

病害的防治效果ꎮ 盆栽试验结果表明ꎬ菌株 ＫＣ １２１
发酵液灌根能减轻由腐皮镰刀菌和拟枝孢镰刀菌引

起的玉米根腐病ꎬ 防治效果分别达 ６６􀆰 ６７％ 和

７６􀆰 ００％ꎻ但对禾谷镰刀菌及尖孢镰刀菌的盆栽防治

效果只有 ４􀆰 ６４％和 ３􀆰 ４３％ꎬ因此特基拉芽孢杆菌

ＫＣ １２１ 仅适合防治由腐皮镰刀菌和拟枝孢镰刀菌
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引起的玉米根腐病ꎮ
一些研究结果表明ꎬ特基拉芽孢杆菌可以使尖

孢镰刀菌的菌丝体发生皱缩、弯折[３２]ꎮ 本研究通过

对特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 抑菌机理的初探发现ꎬ菌
株 ＫＣ １２１ 发酵液可以使 ４ 种病原菌菌丝皱缩和凹

陷ꎬ使腐皮镰刀菌、尖孢镰刀菌以及禾谷镰刀菌菌丝

体发生黏连ꎬ通过使腐皮镰刀菌和拟枝孢镰刀菌的

菌丝体弯折明显且易断裂等方式来抑制菌丝体的生

长ꎮ 孢子是真菌的主要繁殖器官ꎮ 本研究发现特基

拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 发酵液可以降低腐皮镰刀菌、尖
孢镰刀菌和拟枝孢镰刀菌的产孢量ꎬ还能使病原菌

孢子萌发的芽管变得膨大ꎬ以此来延缓或抑制病原

菌孢子的萌发ꎮ 特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 可以通过

降低镰刀菌的产孢量及延缓或抑制孢子萌发来抑制

镰刀菌病害的传播ꎮ 综上ꎬ特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１
通过干扰、抑制菌丝生长ꎬ降低病原菌产孢量、抑制

孢子萌发等方式来实现对病原菌的防治作用ꎮ
在进行特基拉芽孢杆菌 ＫＣ １２１ 对玉米根腐病

防病效果试验的过程中发现该菌株对玉米生长具有

促进作用ꎬ因此对该菌株的促生效果和促生机制进

行了初步探究ꎮ 结果显示ꎬ稀释１×１０３倍的发酵滤液

浸种 ５ ｄ 可以使玉米种子萌发时的主根长和芽长增

加ꎬ发酵液原液灌根 ２４ ｄ 使幼苗地上部分的干、鲜
质量增加ꎮ 已有研究结果表明ꎬ从特基拉芽孢杆菌

中提取出的生物表面活性剂(ＢｉｏｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓꎬＢＳ)能

够促进玉米种子萌发及幼苗生长[３３]ꎬ而本研究中特

基拉芽孢杆菌的发酵液原液即可促进玉米种子萌发

及幼苗成长ꎬ不仅使得操作更加简便ꎬ还降低了生产

成本ꎮ 在玉米种子萌发的过程中ꎬ胚乳中的淀粉被

水解后为种子的萌发提供营养和能量ꎮ 本研究对菌

株 ＫＣ １２１ 促生机制的探究发现ꎬ该菌株具有较强的

水解淀粉的能力ꎬ可加快玉米种子萌发的能量供应ꎬ
从而促进种子萌发ꎮ 菌株 ＫＣ １２１ 还能通过产生

６􀆰 １９ ｎｇ / ｍｌ的 ＩＡＡ 以及增加玉米幼苗的叶绿素含量

来促进玉米幼苗地上部分的生长ꎮ
生防菌能够防治植物病害的原因一方面是生防

菌对病原菌具有抑菌活性ꎬ另一方面能通过固氮、溶
磷ꎬ产生生长素等方式促进植物健康生长从而提高

植物的抗逆性[３４￣４０]ꎮ 本研究对特基拉芽孢杆菌 ＫＣ
１２１ 防治玉米镰刀根腐菌以及促进玉米生长的机理

探究结果表明ꎬ该菌株一方面产生了抑制玉米镰刀

根腐病的活性物质ꎬ同时又通过产淀粉酶、产 ＩＡＡ

以及提高幼苗叶绿素含量的方式促进玉米健康生长

和抗病性的产生ꎮ 本研究结果为镰刀菌引起的植物

真菌病害的生物防治以及生物防治菌剂的开发提供

了参考ꎮ 然而ꎬ我们对于抑制镰刀菌的活性物质尚

不清楚ꎬ今后仍需进一步加强对特基拉芽孢杆菌 ＫＣ
１２１ 抑菌活性物质的详细研究ꎬ以助力防治镰刀菌

病害生防菌剂的研发ꎮ
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