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摘 要：以中药蒙古黄芪为供试材料，通过对蒙古黄芪根、茎、叶部位内生细菌的分离纯化，利用平板对峙试验，研究黄芪

内生细菌对 3种果树病原菌的抑制效果。结果表明：从黄芪各组织中共分离出可培养内生细菌 12株；12株菌株对葡萄

白腐病菌有抑菌作用，已达到 100%，而对苹果枝干轮纹病菌和梨黑斑病菌的抑菌作用均为 91.7%；对峙培养筛选出 4株
（J1、J2、G2和 Y1）对苹果枝干轮纹病菌、梨黑斑病菌和葡萄白腐病菌抑制作用明显的细菌，4菌株之间没有显著的差异性，

其中 J1对 3种病菌菌丝生长的拮抗作用最强，分别为 72.87%、59.75%和 66.98%。
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Abstract：The endophytic bacteria with antibacterial activity were screened with Astragalus membranceus as test ma⁃
terial. Through the separation and purification of endophytic bacteria in roots, stems and leaves, and to examine
their suppressive effects on three kinds of pathogenic fungi commonly found in fruit trees by using a pairwise compe⁃
tition experiment. The results showed that, 12 strains were isolated from astraglus membranceus. The effective ac⁃
tion on C.diplodiella of 12 strains was 100%, while the effection on B.dothidea and A.alternata was 91.7%. Four
strains (J1, J2, G2 and Y1) were screened from the agtagonism test between endophytic bacteria and B.dothidea, A.al⁃
ternata, C.diplodiella. The differences between the effects of the four bacterial strains were not significant. Among
these, strain J1 exhibited the strongest antagonistic effect on the mycelial growth of the three pathogens at 72.87%,
59.75% and 66.98%, respectively.
Key words：Astragalus membranceus; Endophytic bacteria; Pathogen; Antagonistic

我国是世界上第一水果生产大国，其中苹果、

梨和葡萄作为主要水果品种，分别约占水果总产

量的 17.3%、6.8%和 6.3%。但果树病害是影响我
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国水果产业可持续健康发展的限制性因素，给果

农造成严重损失。苹果枝干轮纹病、梨黑斑病、

葡萄白腐病是当前发生最为普遍，危害最为严重

的病害种类。其中苹果轮纹病不仅危害田间枝、

叶、果实，还会危害贮藏期果实，致使该病成为苹

果生产中严重病害之一；梨黑斑病是一种世界性

广泛发生的病害，造成树体衰弱，缩短结果年限，

降低梨品质和产量 [1]；葡萄白腐病为生长后期经

常发生的病害，严重影响葡萄的产量和质量 [2]。

植物内生菌是指定殖在植物细胞内且与寄主植物

共同生存的一类微生物，研究发现，许多内生菌
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能帮助植物抵抗病虫害，提高植物的抗逆性，是

具有较大潜力的微生物新资源 [3-4]。如孔阳等 [5]研

究一株烟曲霉属白花夹竹桃内生真菌，对白菜黑

斑病菌、苹果腐烂病菌和葡萄炭疽病菌的抑制率

分别为 91.8%、89.1%和 90.6%；路杨等 [6]研究了植

物内生白僵菌对多种害虫、病原菌具有双重生防

活性和促进作物生长的作用；龙良鲲等 [7]试验表

明，番茄菌株能拮抗青枯病菌；王万能等 [8]从烟草

的根部分离得到防治烟草黑胫病的内生细菌；王

夏等 [9]研究内生菌对苗期和生长期的西瓜都有明

显促生作用，微生物菌剂与化学肥料配施，可提

高西瓜对枯萎病的抵抗力；邓进超等 [10]筛选得到

的 ATB4菌株经鉴定为甲基营养型芽孢杆菌（Ba⁃
cillus methylotrophicus），对人参锈腐病菌（Cylindro⁃
carpon destructans）有较强的抑制效果。本课题组

发现了姜研磨液和蒜内可培养内生细菌对苹果腐

烂病菌菌丝的生长抑制效果，但并未对姜和蒜内

不可培养内生细菌及其他种类的内生菌对苹果腐

烂病的抑菌效果进行试验 [11]；通过 PCR检测发现 4
个拮抗菌株 Md1-14、Md3-14、Md2-17和 Md2-35
均能扩增获得特异性基因片段，表明 4株内生细

菌均具有合成某些抑菌活性物质的潜力 [12]。植物

内生菌次生代谢产物应用安全，无任何药害并且

能促进番茄生长和增强其抗逆性 [13]。

蒙古黄芪适应性强，分布广。作为中医药材，

其体内的内生菌或分泌物与它具有协同作用，具

有抑制病菌生长的化学物质 [14]。本试验以黄芪为

试材，从其根、茎和叶组织内分离纯化可培养内

生细菌，研究可培养内生细菌对苹果枝干轮纹病

病菌、梨黑斑病病菌、葡萄白腐病病菌是否具有

拮抗作用，蒙古黄芪内生细菌防治果树上 3种病

害未见报道，因此，内生细菌作为植物病害防治

的天然资源菌，具有广阔的应用与发展前景。分

离得到 12株细菌，筛选出对果树病原菌具有强拮

抗活性的菌株，为果树病害的生物防治提供指导

作用。

1 材料及方法

1.1 材料

蒙古黄芪（Astragalus membranceus）由邢台市

南和县农业嘉年华提供；苹果枝干轮纹病病菌

（Botryosphaeria dothidea）、梨黑斑病病菌（Alter⁃
naria alternata）、葡萄白腐病病菌（Coniothyrium di⁃
plodiella）均由衡水学院生命科学系园林植物实验

室和微生物实验室提供。

1.2 方法

1.2.1 分离、纯化内生细菌

将蒙古黄芪的根部、茎部、叶片流水冲洗 5
min，除去植物表面附着的营养土，室内晾干。分

别将根部、茎部、叶片组织剪成 2 mm的小段，用

75%的酒精浸泡 30 s，再用 0.1%升汞浸泡 2 min，
无菌水清洗 5次。然后用无菌滤纸将各部分材料

水分吸干，随后分别称取 0.1 g，放入研钵中加 1
mL无菌水充分研磨，静置待用。分别吸取 100 μL
上清液，涂匀于 NA 平板上，每组织重复 3 次，

28 ℃培养 3~4 d。待菌落长出后，观察记录菌落

形状、大小、颜色及边缘平滑程度，采用平板划线

法挑取单菌落划线纯化，4 ℃保存。

1.2.2 检测可培养内生细菌对 3 种病原菌菌丝生

长的抑制效果

平板对峙法。将内生细菌纯化培养，用直径

为 1 cm的打孔器在复壮后的 3种病原菌培养基上

打孔，挑取菌饼倒扣于新 PDA平板中心位置，用

接种针挑取内生菌株，在菌饼左右 1.5 cm处各划

一条直线，每株内生细菌重复 3次。对照为无菌

水。PDA平板置于 28 ℃培养箱培养 4~6 d，观察

记录其抑菌效果。

抑菌率（%）=[（对照菌落直径-处理菌落直

径）/对照菌落直径]×100
1.3 数据分析

采用 Excel 2016对数据进行处理，采用 SPSS
16.0进行误差分析（P<0.05）。
2 结果与分析

2.1 黄芪组织可培养内生菌的分离

从黄芪根、茎和叶中分离得到 12株菌株（表

1）。其中黄芪根、茎均分离到 3株，叶分离到 6
株。叶分离率达 50%，叶器官分离比率比根、茎高

可能与其药用功能与营养成分有关。

表 1 黄芪组织可培养内生菌的分离结果

分离部位

根

茎

叶

合计

内生菌编号

G1、G2、G3
J1、J2、J3

Y1、Y2、Y3、Y4、Y5、Y6

数量（株）

3
3
6
12

分离比率（%）
25
25
50
100

2.2 黄芪组织内拮抗菌株的筛选

2.2.1 内生菌株对苹果枝干轮纹病菌丝生长的抑

制作用

各细菌的抑菌效果见图 1、表 2。苹果枝干轮
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纹病菌菌丝的生长直径越小，抑菌率越高，说明

细菌对其抑制效果越好。

由表 2可知，除 J3菌株外，其余 11株菌株都对

苹果枝干轮纹病菌丝有抑制效果，筛选有效率达

到 91.7%。其中 J1、J2、G2和 Y1对苹果枝干轮纹病

病菌具有稳定的拮抗作用，抑制效果与对照具有

显著差异，该 4株菌株间抑制效果没有显著差异，

但与其他菌株抑菌效果有显著差异。其中 J1菌株

拮抗活性最强，菌落平均直径为 24.03 mm，抑菌

率为（72.87±2.69）%，抑菌效果最好。

2.2.2 内生菌株对梨黑斑病菌丝生长的抑制作用

梨黑斑病菌丝的生长直径越小，抑菌率越高，

说明细菌对其抑制效果越好，各细菌的抑菌效果

见表 3、图 2。
表 3 内生菌株对梨黑斑病病菌菌丝生长的抑制效果

分离

部位

根

茎

叶

对照（CK）

内生菌

编号

G1
G2
G3
J1
J2
J3
Y1
Y2
Y3
Y4
Y5
Y6

菌落直径

（mm）
51.44
31.09
46.26
28.98
30.74
52.66
34.04
51.15
58.17
58.56
74.79
69.06
72.01

抑菌率±标准差

（%）
28.57±2.26bc
56.88±3.24a
35.76±2.82b
59.75±1.51a
57.31±1.64a
26.87±4.47c
52.73±1.35a
28.96±0.87bc
19.22±1.53d
18.68±4.55d
-3.87±0.35e
4.10±2.54e

-

图1 J1、J2、G2、Y1对苹果枝干轮纹病菌丝生长的抑制效果

图 2 J1、J2、G2、Y1对梨黑斑病菌丝生长的抑制效果

由表 3可知，除 Y5菌株外，其余 11株菌株都

对梨黑斑病菌丝有抑制效果，筛选有效率达到

91.7%。J1、J2、G2和 Y1对梨黑斑病病菌具有稳定的

拮抗作用，抑制效果与对照具有显著差异，4株菌

株间抑制效果没有显著差异，但与其他菌株抑菌效

果有显著差异。其中 J1菌株拮抗活性最强，菌落平

均直径为 28.98 mm，抑菌率为（59.75±1.51）%，抑菌

效果最好。

2.2.3 内生可培养内生细菌对葡萄白腐病菌丝生

长的抑制作用

葡萄白腐病菌菌丝的生长直径越小，抑菌率

越高，说明细菌对其的抑制效果越好，各细菌的

抑菌效果见图 3、表 4。
由表 4可知，12株菌株均对葡萄白腐病菌丝有

抑制效果，筛选有效率达到 100%。J1、J2、G2、Y1和
Y2对葡萄白腐病病菌具有稳定的拮抗作用，抑制效

表 2 内生菌株对苹果枝干轮纹病病菌的菌丝生长

抑制效果

分离

部位

根

茎

叶

对照（CK）
注：表中不同字母表示不同处理间差异显著（P<0.05），下同

内生菌

编号

G1
G2
G3
J1
J2
J3
Y1
Y2
Y3
Y4
Y5
Y6

菌落直径

（mm）
60.49
28.15
57.07
24.03
26.92
88.81
26.31
49.44
49.25
46.81
44.03
45.82
88.57

抑菌率±标准差

（%）
31.70±3.08d
68.22±2.01a
35.57±4.55cd
72.87±2.69a
69.61±0.85a
-0.27±0.95e
70.29±1.58a
44.18±6.58bcd
44.39±4.60bcd
47.15±7.34bc
50.29±6.32b
44.50±8.51bcd

-



3期 王芳芳等：蒙古黄芪内生细菌对果树病原菌的抑制作用初探 47

果与对照具有显著差异，5株菌株间抑制效果没有

显著差异，但与其他菌株抑菌效果有显著差异。其

中 J1菌株拮抗活性最强，菌落平均直径为 28.65
mm，抑菌率为（66.98±3.99）%，抑菌效果最好。

3 结论与分析

黄芪根、茎、叶均能分离到可培养内生细菌，

且绝大多数菌株对苹果枝干轮纹病菌丝、梨黑斑

病菌丝、葡萄白腐病菌丝生长具有抑制效果，其

中对葡萄白腐病菌有拮抗作用的菌株 12株，筛选

有效率达到 100%，而对苹果枝干轮纹病菌和梨黑

斑病菌有拮抗作用的菌株为 11株，筛选有效率为

91.7%。抑菌效果最好的菌株为 J1、J2、G2 和 Y1，对
3 种病原菌的抑菌率分别最高达到 72.87%、
59.75%和 66.98%，可见黄芪内生菌株是潜在的生

防菌资源，后续试验将对 4株菌株的抗菌谱做进

一步验证，特别对 J1的生理生化指标、鉴定以及抑

菌机理等方面进行生物防治深入研究。

目前，黄芪广泛应用于临床配方的药理、病理

方面，针对其内生菌的研究较少，近几年集中涉

及内生菌菌种的分离、寄主次生代谢物质以及动

物病原细菌抑菌研究等方向 [15]，并未将其内生细

菌作为生防菌应用于果树病害的研究。而果树病

害已成为我国水果产业健康发展的重要制约因子

之一。药用植物体内生物活性成分很多，具有不

同的药理作用，其内生菌自身活性成分对研究药

用植物内生菌的抑菌作用具有较大开发价值，可能

会成为未来筛选新型生防菌剂的重要资源之一。
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表 4 内生菌株对葡萄白腐病病菌的菌丝生长的抑制

效果

分离

部位

根

茎

叶

对照（CK）

内生菌

编号

G1
G2
G3
J1
J2
J3
Y1
Y2
Y3
Y4
Y5
Y6

菌落直径

（mm）
75.08
31.77
81.23
28.65
30.94
80.80
30.54
35.15
54.75
50.75
61.21
41.89
86.75

抑菌率±标准差

（%）
13.45±6.00f
63.38±1.98a
6.36±1.99f
66.98±3.99a
64.33±0.21a
6.86±2.91f
64.79±0.41a
59.48±3.38ab
36.88±6.12de
41.50±0.85cd
29.44±5.16e
51.71±2.78bc

-

图 3 J1、J2、G2、Y1、Y2对葡萄白腐病菌丝生长的抑制效果


