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摘 要：为了发掘更优质的生防菌用于防治禾谷镰刀菌（Fusarium graminearum）引起的赤霉病以减少农业经济损失，同

时探讨赤霉病生物防治的作用机制，本研究采用平板对峙法从海泥中筛选出一株抑菌率为 57.3%的禾谷镰刀菌拮抗菌

Y-2。经形态、生理生化及 16S rRNA分子进化分析，Y-2属于解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）。进一步的抑菌

物质活性研究结果表明，Y-2具有抑菌活性的物质是一种存在于发酵液中的脂肽类，会引起禾谷镰刀菌菌丝局部膨大、

数量稀少及孢子萌发延缓等现象，能抑制其他几种常见植物病原真菌，对禾谷镰刀菌引起的赤霉病病症之一幼苗苗腐防

效高达 69.1%，且预防效果显著高于治疗效果。本研究为禾本科作物赤霉病病原菌禾谷镰刀菌提供了更好的生防菌，为

生防菌作用机理的阐明提供了理论基础。
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Abstract：In order to discover high-efficiency biocontrol strain used to control the disease caused by Fusarium gra⁃
minearum and reduce the agricultural economic losses, an antagonistic strain with anti-Fusarium graminearum rate
57.3% named Y-2 had been isolated from sea soil by plat confrontation method. It showed that Y-2 had high ho⁃
mologous to Bacillus amyloliquefaciens by morphology, physiological and biochemical characteristics, 16S rRNA se⁃
quence. The antifungal element of Y-2 had been further studied. The results showed that the element with antifun⁃
gal activity was a lipid-peptide which located in the fermentation liquid and caused hypha swelling and spore germi⁃
nation delaying. It could inhibit another six plant pathogenic fungi and could biocontrol red mildew artificially in⁃
fested with biocontrol rate 69.1%. These data would be helpful to offer a better biocontrol strain with antagonistic ac⁃
tivity, and to provide basis to elucidate the antifungal mechanism.
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禾谷镰刀菌（Fusarium graminearum）是引起

禾本科作物重要病害赤霉病的病原菌，在小麦、

玉米、水稻等作物的各个时期都可以引起发病，

引起不同的症状，例如苗腐、茎基腐、秆腐和穗

腐，不仅影响作物产量和质量，造成巨大农业损

失，而且产生的真菌毒素，如脱氧雪腐镰刀菌烯

醇（deoxynivalenol，DON）及其乙酰化衍生物（3Ac-
收稿日期：2019-11-12
基金项目：2018 江苏省级大学生创新创业训练计划项目

（201811641058Y）
作者简介：赖晓芳（1975-），女，副教授，博士，主要从事海洋生物

学研究。

DON/15Ac-DON）和玉米烯酮（zearalenone，ZEN）
也会大量积累在病麦籽粒，极大危害人和动

物 [1-4]。目前防治赤霉病的措施中，生物防治对环

境友好并能连续使用，与周期较长的抗病品种选

育，将大量病原菌带回土壤的病麦集中掩埋还

田，使病原菌产生抗药性并衍生生态环境问题的

化学药剂施用等传统方法相比，优势明显 [5]。据

报道，能拮抗禾谷镰刀菌生长的益生菌包括芽孢

杆菌（Bacillus）、假单胞杆菌（Pseudomonas）和放线

菌（Actinomycetes）等细菌和部分酵母菌、木霉和粉

红黏帚霉等真菌 [6]。然而很多菌株防效较低，菌

株生长或抑制物质产生较慢，抗病机理不甚明
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了，限制了其在田间生物防治的实际使用。本研

究从海泥中筛选对小麦赤霉病病原菌禾谷镰刀菌

更具优势的拮抗菌株，并对其拮抗机理进行初步

探索，以期为小麦赤霉病田间生物防治提供安全

有效的菌种，为生物防治机理的进一步阐明奠定

基础。

1 材料与方法

1.1 供试菌株

禾谷镰刀菌（F. graminearum）来自江苏省东

辛农场病麦，由本实验室分离鉴定。

1.2 供试培养基

SNB：10 g蛋白胨、3 g牛肉浸粉和 5 g NaCl用
海水溶解并定容至 1 000 mL。再加入 15 g琼脂即

为 SNA。
PDB：300 g马铃薯去皮切块，煮沸 30 min，所

得滤液加入 20 g葡萄糖并用蒸馏水定容至 1 000
mL。再加入 15 g琼脂即为 PDA。

花生壳培养基：100 g花生壳粉碎，煮沸 30
min，所得滤液用蒸馏水定容至 1 000 mL。

以上培养基配制好后进行高压蒸汽灭菌。以

下的培养实验均同时做 3次重复。

1.3 海泥拮抗菌的筛选

采自连云港赣榆海州湾的海泥接种于 SNB，
28 ℃ 100 r/min富集培养 2 d，梯度稀释后涂布于

SNA，28 ℃培养 2 d，挑取大小、颜色、形态等明显

不同的菌落进一步划线分离，所得单菌落即待测

拮抗菌。挑取禾谷镰刀菌菌丝接种于 PDA中央，

28 ℃培养 4 d，打取菌落边缘直径 0.5 cm的菌饼，接

种于 PDA正中央，四周距中央 2.5 cm处等距离点种

3个待测拮抗菌，28 ℃培养 4 d，产生抑菌现象的待

测菌即为拮抗菌，抑菌率=（正常菌落直径-抑菌菌

落直径）/正常菌落直径×100%。挑取抑菌率最大的

Y-2进行进一步的鉴定及抗菌物质活性测定。

1.4 拮抗菌的鉴定

1.4.1 形态学观察

Y-2接种于 SNA，28 ℃培养 12 h，进行革兰氏

染色、荚膜染色和鞭毛染色，革兰氏染色以大肠

杆菌（Escherichia coli）和金黄色葡萄球菌（Staphy⁃
lococcus aureus）作为阴性和阳性对照，继续培养至

24 h，观察菌落的表面、边缘、颜色、光泽度等形态

特征。继续培养至 48 h，进行芽孢染色。具体操

作和结果观察参照沈萍等方法 [7]。

1.4.2 生理生化反应

采用生理生化反应管（北京路桥技术股份有

限公司），参照说明书对 Y-2进行葡萄糖发酵、精

氨酸鸟氨酸双水解、赖氨酸脱羧酶、厌氧、明胶、

淀粉等生理生化反应试验。

1.4.3 16S rRNA 分子鉴定

Y-2接种于 SNB，28 ℃ 150 r/min培养 1 d，取
1.5 mL培养液 8 000 r/min离心 5 min，300µL蒸馏

水重悬沉淀，沸水浴 15 min后 8 000 r/min再次离

心 5 min，上清液即 Y-2 16S rRNA 序列 PCR 的

DNA模板。PCR引物是采用细菌通用引物 ALFF
（GAGAGTTTGATCCTGGCT）和 ALFR（CGGCTACC
TTGTTACGAC），反应程序为首先 94 ℃预变性 5
min，然后 30个循环（94 ℃ 30 s，50 ℃ 30 s，72 ℃ 1
min），最后 72 ℃延伸 10 min。PCR产物由上海生

物工程有限公司测序，与 GenBank 库中进行

BLAST，并利用 Mega 5.0以最大似然法分析系统

进化关系。

1.5 抑菌物质活性测定

1.5.1 抑菌物质的粗提

Y-2以2%的接种量接种于SNB，28 ℃ 150 r/min
培养 2 d。发酵液 8 000 r/min离心 5 min，上清液加

入硫酸铵固体至饱和度60%，沉淀用PBS（1 000 mL蒸
馏水中含0.2 g KCl、8 g NaCl、3.63 g Na2HPO4·12H2O和
0.24 g KH2PO4，pH 7.0，灭菌）溶解并透析过夜，

0.22 µm滤膜除菌即得抑菌物质粗提液。

1.5.2 对菌丝生长的影响

禾谷镰刀菌菌饼接种于 PDA正中央，在距中

央 2.5 cm处等距离的 3个牛津杯中分别加入 50
µL未煮沸处理粗提液、煮沸处理粗提液和 PBS，
28 ℃培养 4 d，测量抑菌圈，同时镜检抑菌圈周围

菌丝生长情况。

1.5.3 对孢子萌发的影响

挑取禾谷镰刀菌菌丝接种于花生壳培养基，

28 ℃ 150 r/min培养 4 d，无菌纱布过滤得分生孢

子液。孢子液以接种后低倍镜每视野 10~20个孢

子的接种量接种于 100 mL PDB，分别加入 10%的

未煮沸处理粗提液、煮沸处理粗提液和 PBS，
28 ℃ 150 r/min培养，分别在培养 0、3、6、12 h时取

样镜检孢子萌发率及芽管状态，萌发率=镜检孢

子萌发数/镜检孢子总数×100%。
1.5.4 对其他植物病原菌的影响

在新鲜 PDA中央分别接种黄瓜枯萎病菌（Fu⁃
sarium oxysporium）、草莓灰霉病菌（Botrytis cinerea
Pers）、黄瓜炭疽病菌 (Colletotrichum orbiculare)、辣
椒疫霉病菌（Phytophthora capsici）、苹果炭疽病菌

（Colletotrichum gloeosporioides）、西瓜枯萎病菌（F.
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oxysporium f. sp. niveum），四周距中间 2.5 cm处等距

离接种Y-2，28 ℃培养4 d，检测抑菌现象。

1.6 Y-2对小麦苗腐的防治效果

试验用小麦为实验室培育的 30 d幼苗，试验

分孢子液（阴性对照）、先孢子液后 Y-2（先喷雾孢

子液，24 h后再喷雾 Y-2菌悬液）、先 Y-2后孢子

液（先喷雾 Y-2菌悬液，24 h后再喷雾孢子液）、同

时孢子液和 Y-2、Y-2（阳性对照）、清水（空白对

照）等 6个组，每组 50株幼苗。试验采用叶面喷

雾方式进行，分生孢子液浓度为 105个/mL，Y-2菌
悬液浓度为 108 cfu/mL，每组处理后用塑料薄膜覆盖

96 h保持高湿环境，记录 20 d后小麦的苗腐率和防

效，苗腐率=苗腐麦苗数/总麦苗数×100%，防效=（1-
防治后苗腐率）/防治前苗腐率×100%。
2 结果与分析

2.1 海泥拮抗菌的筛选

海泥经过富集、筛选并划线分离纯化，得到 56
株细菌，7株具有禾谷镰刀菌拮抗活性，其中命名为

Y-2的菌株（图1）活性最强，抑菌率高达57.3%。

2.2 Y-2的鉴定

形态观察如图 2和表 1所示，Y-2属于典型的

单生芽孢杆菌，芽孢中生，革兰氏阳性，有荚膜，

大小约 0.5×2 µm，菌落在培养 24 h表面湿润，培

养 48 h表面褶皱成膜状，乳白色，无光泽。生理

生化反应结果进一步证明，Y-2能水解淀粉、蔗

糖、明胶，好氧、耐受低盐和高盐。16S rRNA系统

进化树分析结果如图 3所示，Y-2与 Bacillus amy⁃
lokiquefaciens isolate TL4亲缘关系较近。

2.3 抑菌物质活性测定

2.3.1 抑菌物质对禾谷镰刀菌菌丝生长的影响

Y-2发酵液经 60%硫酸铵沉淀、PBS溶解、过

滤除菌得抑菌物质粗提液，该粗提液煮沸与否均

对禾谷镰刀菌菌丝生长产生抑制作用，抑菌圈半

径分别为 0.9 cm和 1.0 cm，差异不明显，对照PBS无

抑菌圈，抑菌圈边缘的菌丝均出现局部膨大且数量

稀少（图 4A），对照组菌丝细长且茂密（图 4B）。结

果表明，抑菌物质是一种分泌到胞外的脂肽类，对热

不敏感，会抑制菌丝生长且出现局部膨大现象。

2.3.2 抑菌物质对禾谷镰刀菌孢子萌发的影响

由表 2可知，对照组孢子在培养 3 h后，萌发

率达 92.1%；处理组孢子萌发情况被延缓，煮沸组

  

图 1 禾谷镰刀菌拮抗菌

Y-2筛选

图 2 Y-2菌落形态

表 1 Y-2的形态特征及生理生化特性

形态特征项目

生长状态

色素产生情况

菌体形状

排列情况

革兰氏染色

芽孢形状

芽孢位置

孢囊情况

荚膜

菌落颜色

菌落光泽度

菌落表面

菌落边缘

观察结果

良好

无

杆状

单生

阳性

椭圆形

中生

不膨大

有

乳白色

无光泽

褶皱

不规则

生理生化鉴定项目

葡萄糖发酵

精氨酸鸟氨酸双水解

赖氨酸脱羧酶

蔗糖

无盐胰蛋白胨

5%乳糖发酵

3.5%NaCl硫化氢

尿素酶

厌氧生长

淀粉水解

明胶水解

pH 7.0生长

海水牛肉汤

观察结果

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阴性

阴性

阴性

阴性

阳性

阳性

阳性

阳性

图 3 Y-2 16S rRNA系统进化树分析

 

 KM497438.1 Bacillus subtilis strain YA-3

 HQ662597.1 Bacillus methylotrophicus strain Mo-Bm-12

 JF899260.1 Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum strain Hk8-20

 KY129662.1 Bacillus amyloliquefaciens isolate TL4

 Y-2

 KX214614.1 Bacillus sp. strain Y-10

 KU529689.1 Bacillus sp. strain HB12274

 MG189611.1 Bacillus velezensis strain FDJ2

 HQ662596.1 Bacillus methylotrophicus strain Mo-Bm-11

 MH000677.1 Bacillus velezensis strain T49

 

 

 

 

 

 A：处理组 B：对照组

图 4 Y-2抗菌物质对禾谷镰刀菌菌丝生长的影响

（40×10）
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表 2 抑菌物质对禾谷镰刀菌孢子萌发的影响

处理

抑菌物质煮沸

抑菌物质未煮沸

PBS（CK）

总数

113
105
101

3 h
萌发数

5
6
93

萌发率（%）
4.4
5.7
92.1

总数

110
117
-

6 h
萌发数

16
18
-

萌发率（%）
14.5
15.4
-

总数

107
96
-

12 h
萌发数

90
84
-

萌发率（%）
84.1
87.5
-

和未煮沸组培养 3 h后分别只有 4.4%和 5.7%萌

发，培养 6 h后分别为 14.5%和 15.4%萌发，培养

12 h后才达到 84.1%和 87.5%萌发，因此，Y-2能
延缓禾谷镰刀菌孢子的萌发，煮沸与否影响不显

著。对已萌发的孢子芽管进行显微观察，结果发

现抑菌物质处理过的孢子虽然萌发，但芽管出现膨

大、短粗现象，对照PBS处理的芽管呈细长丝状。

2.3.3 抑菌物质对其他农业病原菌的影响

由图 5可知，Y-2对黄瓜枯萎病菌、草莓灰霉

病菌、黄瓜炭疽病菌、辣椒疫霉病菌、苹果炭疽病

菌、西瓜枯萎病菌等 6种来自不同植物的不同真

菌病菌有不同程度的抑制作用，具有广谱抑真菌

活性，其中对黄瓜炭疽病菌和苹果炭疽病菌的抑

菌能力最强。

2.4 Y-2对小麦赤霉病的防治效果

由表 3可知，只喷洒清水的空白对照和 Y-2
菌液的阳性对照苗腐率均只有 6.7%，表明实验有

一个极低的正常苗腐率，本实验操作处理可行，

而 Y-2对小麦幼苗无副作用；只喷洒禾谷镰刀菌

孢子液的阴性对照苗腐率高达 96.7%，结果表明

本实验所用禾谷镰刀菌具有强的致赤霉病能力。

先孢子液后 Y-2组、先 Y-2后孢子液组、同时孢子

液和 Y-2 组的苗腐率分别为 67.3%、33.3% 和

44.7%，均低于孢子液组，表明 Y-2具有降低小麦

赤霉病的作用。先 Y-2 后孢子液组防效高达

69.0%，而先孢子液后 Y-2组的防效只有 33.8%，
结果表明Y-2预防比治疗的防效更好。

3 讨 论

禾谷镰刀菌感染禾本科植物并致病能力很

强，从幼苗到抽穗都可能发生，防治不妥会影响

小麦产量、质量和安全，带来巨大经济损失。科

学家对此高度重视，采取了一系列方法，其中生

物防治因其环境友好、效果较显著而越来越受到

青睐 [8]。自从 1945年 Johson[9]发现枯草芽孢杆菌对

禾谷镰刀菌有拮抗作用以来，各种来源不同种类

的拮抗菌不断被筛选出来，绝大多数是从染病小

麦样品 [5，10]或土壤 [11-12]中分离的芽孢杆菌属以及放

线菌、伯克霍尔德菌和真菌等。芽孢杆菌分布

广、种类多、繁殖快、抗逆强、分泌多种抑菌物质，

如枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、蜡样芽孢杆菌

（B. cereus）、多黏芽孢杆菌（B. polymyxa）、萎缩芽

孢杆菌（B. atrophaeus）、短小芽孢杆菌（B. pumi⁃
lus）、地衣芽孢杆菌（B. licheniformis）、解淀粉芽孢

杆菌（B. amyloliquefaciens）等陆续被发现，是应用

潜力广阔的植物病害生防菌 [13-15]。本研究从海泥

中分离了一株解淀粉芽孢杆菌（B. amyloliquefa⁃
ciens），具有广谱抑菌活性，对农作物常见病原菌

如禾谷镰刀菌、黄瓜枯萎病菌、草莓灰霉病菌、黄

瓜炭疽病菌、辣椒疫霉病菌、苹果炭疽病菌、西瓜

枯萎病菌等的生长有明显的抑制作用。进一步研

究发现，抑菌活性存在于无菌发酵液 60%硫酸铵

饱和溶液沉淀物中，煮沸与否均能抑制禾谷镰刀

 

注：上行为黄瓜枯萎病菌、草莓灰霉病菌、黄瓜炭疽病菌；

下行为辣椒疫霉病菌、苹果炭疽病菌、西瓜枯萎病菌

图 5 Y-2抑菌物质对其他真菌的抑制作用

表 3 Y-2不同处理对小麦苗腐的防治效果

处理

禾谷镰刀菌孢子

液（CK）
先孢子液后Y-2
先Y-2后孢子液

同时孢子液+Y-2
清水（CK）
Y-2

总麦苗数

150
150
150
150
150
150

苗腐麦苗

数

145
101
50
67
10
10

苗腐率

（%）
96.7
67.3
33.3
44.7
6.7
6.7

防效（%）

3.4
33.8
69.0
57.2
96.5
96.5
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菌菌丝生长及孢子萌发，表现出菌丝局部膨大和

数量稀少等现象，结果与胡元森 [13]、Chen[16]等报道

作用现象一致。田间试验结果也证明了对小麦幼

苗具有防治赤霉病的功能。张淑梅等 [17]发现内生

多黏芽孢杆菌 SD-6所产生的抗真菌蛋白可使水

稻恶苗病菌菌丝产生扭曲变形断裂、原生质浓缩

及孢子萌发抑制等现象。由此可见，很多生防作

用的芽孢杆菌作用机制可能是一致的。田间试验

结果显示 Y-2 69.0%的防效大于来自土壤的菌株

7F1 57.9%的防效 [12]，且预防比治疗的防效更好。

可能是独特的海洋环境使得 Y-2具有独特的性

质，在抑制小麦赤霉病作用方面优于陆地生防

菌。除此之外，本研究还发现 Y-2不仅对禾谷镰

刀菌有强烈的抑制作用，对其他 6种植物病原真

菌也具有抑制作用，这可能为农业生产的生物防

治提供了更优质的新资源。为了更好地利用 Y-2
并阐明其抑菌机理，本项目组将进一步对 Y-2的
抑菌物质进行更详细深入的研究，以期为植物生

防保护的研究和利用提供坚实的基础。
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