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摘 要：为有效防控马铃薯早疫病，从马铃薯早疫病病株根际土壤分离、筛选出有明显拮抗作用的细菌为供试菌株，筛选

出一株对靶标病原菌平板抑菌率达到 76%的拮抗菌株WB-1，菌落形态呈淡黄色，边缘规则，近圆形，微凸，表面湿润且

光滑，不透明，菌体杆状，两端钝圆。经 16S rDNA及 gyrB基因序列分析，其与 Bacillus velezensis（LC506620.1）及 B. velezensis
（MN365038.1）的同源性分别为 71%、95%。经鉴定，菌株WB-1为贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis)。具有解无机磷、产吲哚乙

酸（Indoleaceticacid, IAA）及铁载体的能力。盆栽试验结果表明，菌株WB-1可显著降低马铃薯早疫病的病情指数，相对防

效为 69.26%。因此，本试验获得的生防菌株WB-1对马铃薯早疫病菌具有较好的抑制效果，可以作为防治马铃薯早疫病

害的候选菌株。
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Abstract：Screening and development of bacterial strains with biocontrol effects against early blight of potato, to pro‐
vide strain resources and basis for effective prevention and control of this disease. Bacteria with obvious antagonistic
effects were isolated and screened from the rhizosphere soil of potato early blight diseased plants as the tested
strains. As a result, an antagonistic strain WB-1 with an inhibition rate of 76% against the target pathogen was
screened out. The colony shape was light yellow, with regular edges, nearly round, slightly convex, moist and
smooth, opaque, and rod-shaped. The ends are blunt and rounded. After 16S rDNA and gyrB gene sequence analy‐
sis, the homology with Bacillus velezensis (LC506620.1) and B. velezensis (MN365038.1) was 71% and 95%, respec‐
tively. After identification, the strain WB-1 is B. velezensis. It has the ability to dissolve inorganic phosphorus, pro‐
duce indoleaceticacid (IAA) and siderophores. The pot experiment results showed that the strain WB-1 can signifi‐
cantly reduce the disease index of potato early blight, with a relative control effect of 69.26%. Therefore, the biocon‐
trol strain WB-1 obtained in this experiment has a good inhibitory effect on potato early blight and can be used as a
candidate strain for preventing and controlling potato early blight.
Key words：Potato early blight; Bacillus velezensis; Biocontrol

马铃薯（Solanum tuberosum L.）是我国第四大

主粮作物 [1]。随着马铃薯种植面积逐步扩大，加

之连作重茬等不合理的种植模式，导致马铃薯病

害种类增多 [2]。其中马铃薯早疫病又称夏疫病、
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轮纹病，是由茄链格孢菌（Alternaria solani）引起

的土传、气传多循环流行性病害。茄链格孢菌在

自然界寄主种类多 ,分布广泛 ,对环境的适应能力

强。病原菌可通过种子、水流、土壤以及病残体

等多种途径进行传播，可侵染多种农作物，如番

茄、辣椒、茄子、芥属等 [3]。此病害已成为马铃薯

第二大真菌病害。马铃薯早疫病害发生时，田间

大片枯黄，严重的叶片干枯脱落，导致产量损失

严重、品质明显降低 [4]。目前，关于马铃薯早疫病

的防治，常见的方法主要有改善农业栽培管理措
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施、培育抗病品种、喷洒化学药剂以及生物防治

等。但是，这些措施均存在不足之处。其中，化

学药剂可以有效防治马铃薯早疫病害，但通常是

见症施药，极易错过最佳防治时机，并常伴有环

境污染及农产品质量安全等一系列问题 [5]。生物

防治具有防治效果稳定持久，对靶标病原物有专

一性，与环境的兼容性好等特点，逐渐受到植物

病害防治领域的关注 [6]。高丽辉 [7]研究表明，木霉

菌 T-115D发酵滤液能够抑制马铃薯早疫病菌菌

丝生长，其发酵原液对马铃薯早疫病的防效达

41.7%。吴颖等 [8]试验结果表明，枯草芽孢杆菌代

谢物原液对茄链格孢菌菌丝生长有一定的抑制作

用 ,其抑制率为 55.44%。杨胜清 [9]分离的贝莱斯芽

孢杆菌 S6对番茄早疫病的田间防效达 80.83%，同
时拮抗菌株 S6发酵液的抑菌效果具有广谱性。

杨登路等 [10]筛选鉴定到 1株枯草芽孢杆菌，对马

铃薯早疫病具有良好的抗菌活性。研究结果表

明，木霉和苏云芽孢杆菌可在一定程度上降低茄

链格孢菌对马铃薯植株的侵害，起到提质增产的

效果。综合近年来马铃薯早疫病生防菌的相关进

展，相关研究还较少，分离鉴定的菌株种类还不

是很多，适用于大田生产的资源有限。本研究从

马铃薯早疫病病株根际周围采集土样，筛选出对

马铃薯早疫病害具有高效拮抗作用的菌株，进行

鉴定、代谢分泌物测定及盆栽验证，以期丰富防

治马铃薯早疫病的菌种资源。

1 材料与方法

1.1 试验材料

土样采集：采用五点取样法从内蒙古正蓝旗

马铃薯种植区采集早疫病病株根际距离地表 3~
10 cm处的土样，共 10份。每份土样重 20 g，装入

采样袋，编号，4 ℃保存。

培养基包括：PDA培养基、LB液体培养基、LB
固体培养基、燕麦琼脂（OMA）培养基、无机磷

（PKO）培养基的配制参见文献[11]，高压灭菌后备

用。 Salkowski显色液的配制参见文献 [12]、CAS
（Chrome azurol sulphonate）检测液的配制参见文

献[13]。
供试病原菌：中化农业（临沂）研发中心有限

公司实验室保存的马铃薯早疫病菌（Alternaria so⁃
lani）ZH-Z01(GenBank登录号为MW365320）。

细菌的生理生化鉴定：参照《伯杰细菌鉴定手

册》[14]和《常见细菌系统鉴定手册》[15]，革兰氏染色

以及糖类分解试验，硝酸盐还原、甲基红、淀粉水

解试验。

细菌的抗生素敏感性：将生防作用强的菌株

纯化培养后，分别挑取单菌落，接种至 LB 液体培

养基中，30 ℃，180 r/min震荡培养 24 h后，用无菌

移液枪吸取 100 µL的菌液涂布于 LB固体平板

上，将供试抗生素纸片置于 LB平板上，倒置培养

24 h后，依据抑菌圈的大小，分析生防菌株对不同

抗生素的敏感性 [16]。供试抗生素包括：四环素，多

黏菌素 B、氨苄西林、氯霉素、青霉素 G、庆大霉

素、红霉素、卡那霉素、头孢噻吩、万古霉素、环丙

沙星、链霉素。

供试马铃薯品种：荷兰 15号。

供试菌剂：马铃薯专用微生物菌剂，有效活菌

数 8亿 cfu/g，购买于中农绿康（北京）生物技术有

限公司。

1.2 马铃薯早疫病拮抗菌株的分离筛选

1.2.1 土壤菌群分离

采用稀释涂布平板法分离土壤菌群，并挑选

单菌落进行纯化培养及编号 [17]。

1.2.2 拮抗菌株的筛选

采用平板对峙法，筛选对靶标病原菌有明显

拮抗作用的菌株，重复上述步骤，进行复筛。依

据抑菌圈直径的大小选出对病原菌具有较好抑制

作用的菌株，4 ℃保存备用。

1.3 拮抗菌株的鉴定

1.3.1 形态学观察

对复筛得到的拮抗性较强的菌株在 LB固体

培养基上进行纯化，放置在 30 ℃恒温培养箱中培

养，观察菌落表面形态特征。用无菌接种环挑取

单个菌落，接种到无菌载玻片上，进行革兰氏染

色，并进行显微镜镜检，以判断供试拮抗菌株为

革兰氏阳性菌还是革兰氏阴性菌。

1.3.2 分子生物学鉴定

将复筛拮抗性较强的菌株经过纯化后，采用

细 菌 16S rDNA 序 列 通 用 引 物 BSF（27f）: 5´-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´和 BSR(1541r): 5´-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3´进行扩增。gyr-B
基因片段扩增引物为 gyrB-F: 5´-GAAGTCATCAT
GACCGTTCTGCAYGCNGGNGGNAARTTYGA-3´ 和
gyrB-R: 5´-AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCCRTC
AACRTCNGCRTCNGTCAT-3´。 PCR 扩增产物委

托北京擎科生物科技有限公司青岛分公司进行测

序。根据测序结果，通过 NCBI-Blast序列比对，选

取结果中同源性高的菌株序列与供试拮抗菌株进

行比对，使用MEGA7.0软件构建系统发育树。
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1.3.3 生理生化特性测定

使用细菌微量生化鉴定管对供试菌株的生理

生化特性进行测定。参照细菌鉴定使用说明书，

用接种针从 LB平板上挑取经过纯化的单一菌落，

接种于需要进行试验测试的安瓿管中，根据具体

要求分别进行操作。与此同时，结合《伯杰细菌

鉴定手册》[14]中有关方法进行测定。

1.3.4 抗生素敏感性测定

将复筛拮抗性较强的拮抗菌株经纯化后，用

灭菌接种环挑取单菌落，转接入 LB培养液中，

30 ℃，180 r/min震荡培养 24 h，取 100 µL涂布于

LB平板上，再将抗生素纸片放置于 LB平板上，继

续培养 24 h。根据是否产生透明圈，检测该菌株

对不同抗生素的敏感性。

1.4 拮抗菌株代谢分泌物的测定

1.4.1 解无机磷定性测定

用灭菌牙签将供试菌株点接于 PKO培养基

中，30 ℃培养 48 h，观察菌落周围是否有明显透

明圈出现。若有，则说明该菌株具有解磷能力；

反之，则不具有解磷能力 [18]。

1.4.2 解无机磷定量测定

将供试菌株接种至 LB培养基中，30 ℃过夜培

养，作为种子液。吸取 2 mL种子液加入 200 mL
的 PKO液体培养基中，对照组加入等量的无菌

水，30 ℃，180 r/min培养，每个处理 3次重复。分

别在第 0、1、3、5、7天取样，4 000 r/min，20 min进
行离心，吸取上清液。采用钼蓝比色法测定其有

效磷含量 [17]。

1.4.3 吲哚乙酸（Indoleaceticacid, IAA）检测

采用Maor等 [12]方法检测吲哚乙酸。吲哚乙酸

含量测定的色谱条件为：流动相 60% CH3OH+
40% H2O, pH≤3，流速 0.8 mL/min，UV=254 nm。在

上述色谱条件下，将处理好的样品，取等体积的

标品与样品溶液，进行 HPLC测定。与标品溶液

的保留时间做定性比较，保留时间基本相同则表

明供试菌株可以产生 IAA，峰高法进行定量测定

菌株产 IAA的含量 [19]。

1.4.4 铁载体（Siderop Hores）检测

采用 Schywn等 [13]方法检测铁载体。将拮抗菌

株用灭菌牙签接种于 CAS平板上，然后放置于

30 ℃，恒温培养 3 d，观察接种的菌株周围是否有

透明圈产生，若有，则说明供试菌株具有产铁载

体能力，处理重复 3次。

1.5 盆栽试验验证

将在 PDA固体培养基上活化培养的早疫病菌

打成直径为 8 mm的菌饼，接种到 OMA固体培养

基上，25 ℃黑暗条件下培养 7 d，用无菌水洗下孢

子，调整其浓度为 2.0×104个/mL，制备孢子悬浮

液，备用 [20]。拮抗菌剂WB-1为本实验室自行发

酵并干燥制成的固体菌粉，有效活菌数为 736亿
cfu/g。

盆栽试验共设置 3个处理，所有处理均有 5次
重复，以只接种病原菌 ZH-Z01孢子悬浮液为空

白对照组（CK），病原菌 ZH-Z01与市场菌剂、拮抗

菌剂WB-1共同处理分别为 F1、F2。在马铃薯植株

12~16叶期时，先接种早疫病菌孢子悬浮液，用移

液枪滴加在叶片背部，并用灭菌棉签均匀涂抹，

用量为 40 µL，每个植株分别滴加 4片复叶。72 h
后接种对应处理的拮抗菌剂，有效活菌数≥0.5亿
cfu/g。接种 30 d后统计植株发病率、病情指数及

相对防效。

病叶分级标准 [21]：0级：无病斑；1级：病斑面

积占整个叶面积 5%以下；3级：病斑面积占整个

叶面积 6%~10%；5级：病斑面积占整个叶面积

11%~20%；7 级：病斑面积占整个叶面积 21%~
50%；9级：病斑面积占整个叶面积 50%以上。

病情指数 = Σ（各级病叶数 × 该病级值）
调查总叶数 × 最高病级值

× 100

相对防效 = 对照病情指数 - 处理病情指数
对照病情指数

× 100%
1.6 数据处理与分析

试验中所有数据利用 DPS 9.1软件进行统计

分析，采用 Duncan氏新复极差法进行差异显著性

分析，运用MEGA 7.0软件构建系统发育树。

2 结果与分析

2.1 马铃薯早疫病拮抗菌株的分离与筛选

经筛选编号为 WB-1 的菌株对病原菌 ZH-
Z01的抑制效果最为明显，抑菌率为 76%，见图 1。
与未接种拮抗菌株WB-1相比（图 2），接种拮抗菌

株导致病原菌 ZH-Z01菌丝畸形、弯曲、分支增多

及生长停滞。初步判断拮抗菌株WB-1对病原菌

ZH-Z01有抑制作用。

 

 

 

 

 

500 µm 500 µm 

 

WB-1 10 µm 

A对照组 B拮抗菌株WB-1
图 1 病原菌 ZH-Z01与拮抗菌株WB-1平皿对峙图
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2.2 形态学特征及分子生物学鉴定

如图 3所示，WB-1菌株菌落形态呈淡黄色，

边缘规则，近圆形，微凸，表面湿润且光滑，不透

明，菌体杆状，两端钝圆，革兰氏染色阳性。将测

序获得的拮抗菌株WB-1的基因序列上传至 Gen‐
bank数据库中，选取特征相近的基因序列进行

BLAST同源性比对分析，并用 MEGA 7.0构建其

系统发育树。结果见图 4、图 5。菌株 WB-1的
16S rDNA及 gyrB基因序列均与芽孢杆菌属的同

源性最高，故将其归类为芽孢杆菌属。菌株WB-1
的 16S rDNA基因片段序列长度为 979 bp，与 B.
velezensis（LC506620.1）的基因序列同源性 71%，其
gyrB基因片段序列长度为 1 205 bp，与 B. velezensis
（MN365038.1）的基因序列同源性最为接近，为

95%。根据形态学及分子生物学鉴定，将 WB-1
鉴定为贝莱斯芽孢杆菌（B. velezensis）。将WB-1
的 16S rDNA及 gyrB序列分别提交至 GenBank，申
请获得登录号依次为MW365732、MW884254。

 

 

 

 

 

500 µm 500 µm 

 

WB-1 10 µm 

图 2 ZH-Z01菌丝形态镜检图

A病原菌菌丝边缘

（未接种拮抗菌）

B病原菌菌丝边缘

（接种拮抗菌）

 

 

 

 

 

500 µm 500 µm 

 

WB-1 10 µm 

A 菌落形态 B 革兰氏染色

图 3 菌株WB-1菌落及显微形态观察

 

 

 

 

 

500 µm 500 µm 

 

WB-1 10 µm 

图 4 基于 16S rDNA基因序列构建的菌株WB-1系统发育树

 

 

 

 

 

500 µm 500 µm 

 

WB-1 10 µm 

图 5 基于 gyrB基因序列构建的菌株WB-1系统发育树
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2.3 生理生化特性分析

菌株WB-1的生理生化特性详见表 1。生理

生化试验结果表明，拮抗菌株WB-1为革兰氏阳

性菌，甲基红反应为阴性，硝酸盐还原反应为阳

性，能够水解淀粉，可利用果糖、葡萄糖、麦芽糖、

乳糖、甘露醇、蔗糖、山梨醇、D-阿拉伯糖等多种

物质，说明其对碳源的代谢谱较广，有助于在土

壤中定殖。

表 1 菌株WB-1的生理生化特性

特征

革兰氏染色

甲基红

果糖

葡萄糖

麦芽糖

乳糖

注：“+”代表反应为阳性，“-”代表反应为阴性

WB-1
+
-
+
+
+
+

特征

蔗糖

山梨醇

D-阿拉伯糖

硝酸盐还原

甘露醇

淀粉水解

WB-1
+
+
+
+
+
+

2.4 抗生素敏感性测定

用抗生素纸片对供试菌株WB-1进行敏感性

试验，结果见表 2，拮抗菌株WB-1对多种抗生素

具有较强的抗性。此结果可用于设计拮抗菌株

WB-1的选择性培养基。

表 2 菌株WB-1的抗生素敏感性

抗生素

四环素

多黏菌素B
氨苄西林

氯霉素

青霉素G
庆大霉素

注：“++”代表很敏感，“+”代表敏感，“-”代表具有抗性

WB-1
-
-
-
-
++
-

抗生素

红霉素

卡那霉素

头孢噻吩

万古霉素

环丙沙星

链霉素

WB-1
++
++
++
-
-
-

2.5 拮抗菌株代谢分泌物的测定

2.5.1 解无机磷定性测定

试验结果如图 6所示，WB-1菌落周围出现了

溶磷圈，则初步表明其具有解无机磷的能力。

2.5.2 解无机磷定量测定

图 7为拮抗菌株WB-1解无机磷能力定量测

定结果。在第 7天的时候WB-1表现出最高的解

磷含量为 19.87 mg/L，则进一步说明其具有促生

能力。

2.5.3 产吲哚乙酸测定

向拮抗菌株WB-1的滤液中加入 Salkawski显
色液后，颜色逐渐显现为粉红色，如图 8所示。并

通过HPLC测定吲哚乙酸含量为 203 µg/L，说明供

试拮抗菌株可产生 IAA，进一步说明该菌株具有

促生能力，可开发为植物促生菌剂。

2.5.4 产铁载体能力测定

微生物合成的铁载体既与植物病害的生物防

治有关，又与促进植物生长有关。试验结果如图

9所示，菌落周围出现了透明圈，表明菌株WB-1
能产生铁载体，进一步说明供试菌株具有一定的

生防和促生能力。
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图 6 菌株WB-1解无机磷定性测定
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注：小写字母不同表示差异显著（P<0.05）
图 7 菌株WB-1解无机磷定量测定
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图 8 菌株WB-1产吲哚乙酸的测定
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图 9 菌株WB-1产铁载体能力测定
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2.6 盆栽试验验证拮抗菌株对马铃薯早疫病防

控效果

马铃薯盆栽接种拮抗菌株 30 d之后调查发病

情况，计算病情指数及相对防效值，试验结果如

表 3所示。对照组（CK）的病情指数达 83.17，F1处
理组的病情指数为 61.46，相对防效为 25.37%，F2
处理组的病情指数为 25.56，相对防效为 69.26%，
显著低于 CK与 F1处理组的病情指数。盆栽试验

结果再次验证贝莱斯芽孢杆菌WB-1对马铃薯早

疫病有较好的防控效果，可作为菌种资源。

表 3 盆栽试验验证结果

处理

CK

F1

F2
注：表中数据为“平均值±标准差”，小写字母不同表示差异显著

（P<0.05）

病情指数

83.17±0.06a

61.46±0.32b

25.56±0.04a

相对防效/%

—

25.37±1.14c

69.26±0.07a

3 结论与讨论

在有病原菌或者寄主存在的地块中，采集、分

离与筛选拮抗菌株是一种可有效防治农作物病害

的重要途径。本研究筛选的拮抗菌株WB-1，经
形态学观察、16S rDNA、gyrB基因序列分析及生理

生化检测，鉴定为贝莱斯芽孢杆菌 (B. velezensis)，
不仅具有产生代谢分泌物的能力，且能够对马铃

薯早疫病的防控起到一定的作用。鉴于目前国内

外关于马铃薯早疫病生防菌株的相关研究报道还

较少，研制和应用的复合菌剂比较有限。本研究

中的生防菌株WB-1可为马铃薯等茄科农作物早

疫病病害的高效防治提供依据。

在用于防治植物病害的生防细菌中，芽孢杆

菌属具有抗逆性及定殖能力强、理化性质稳定等

特点，应用最为广泛。目前，应用于植物病害防

治方面的芽孢杆菌有枯草芽孢杆菌（Bacillus subti⁃
lis）、解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）、
贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis）、短小芽孢杆

菌（Bacillus pumilus）、巨 大 芽 孢 杆 菌（Bacillus
magaterium）、苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringien⁃
sis）等 [22]。Ali等 [23]指出，芽孢杆菌不仅具有生防作

用，还具有解磷、固氮及分泌类植物生长激素等

作用，从而促进植物生长。吴凯 [16]从烟草根际土

壤分离的解淀粉芽孢杆菌 SQY162具有解磷、产铁

载体及 IAA的能力，说明其在促进植物生长方面

发挥了作用。本研究筛选出一株编号为WB-1的
拮抗菌株，对靶标病原物 ZH-Z01具有明显的抑

制效果。经鉴定为贝莱斯芽孢杆菌（B. velezen⁃
sis）。试验结果显示，该菌株对四环素、多黏菌素

B、氨苄西林、氯霉素、链霉素等多种抗生素具有

抗性，可用于计算分析拮抗菌株WB-1在马铃薯

根际土壤中的定殖情况。拮抗菌株WB-1具有解

无机磷、产 IAA及铁载体的作用，其解无机磷的量

为 19.87 mg/L，产 IAA量为 203 µg/L，表明该菌株

具有防控植物病害和促进植株生长的潜能，该结

果与黄程 [24]和张斌等 [25]的研究一致。盆栽防效试

验结果显示，各个处理均有发病情况，施用拮抗

菌株WB-1后，马铃薯植株的病情指数明显降低，

相对防效为 69.26%，表明WB-1可作为防治马铃

薯早疫病害复合功能菌剂的候选菌株。关于拮抗

菌株WB-1的抑菌机理有待深入研究，并将设置

田间试验验证对马铃薯植株的抗病促生能力。由

于田间土壤情况复杂，微生物数量及种类较多，

外界因素影响较大，可能与室内试验存在一定的

差异性。将通过优化菌剂发酵条件、优化菌种等

方法，提高菌株的抑菌率，为实现拮抗菌株WB-1
的大面积推广应用奠定基础。
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