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高寒草地青藏苔草拮抗内生细菌筛选、鉴定
及其促生作用测定
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摘要：为从青藏苔草Carex moorcroftii内生细菌中开发优势拮抗菌种资源，采用对峙培养法测定其

叶片内生细菌对黄瓜枯萎病菌Fusarium oxysporum、马铃薯炭疽病菌Colletotrichum coccodes、孜然

根腐病菌 F. solani 等 9 种病原真菌的拮抗作用，对所筛选的优良拮抗内生细菌进行形态学及 16S

rDNA和gyr-B基因序列分析鉴定，并将其经固体发酵制成菌剂，采用生防菌剂接种方法测定其对

黄瓜和辣椒的促生作用。结果显示，从青藏苔草叶片中共分离得到14株内生细菌；以黄瓜枯萎病

菌作为指示菌初筛得到 8 株具有拮抗作用的菌株，其中菌株 1Y4、1Y5、和 1Y7 的抑菌率均为

57.53%，菌株1Y11的抑菌率为58.44%，均高于平均抑菌率56.73%；菌株1Y4具有广谱抑菌活性，对

孜然根腐病和马铃薯炭疽病菌的抑菌率分别达73.33%和71.43%，且具有固氮作用；结合形态学和

分子生物学鉴定，确定菌株1Y4为西姆芽胞杆菌Bacillus siamensis；以0.5% 1Y4发酵菌剂处理黄瓜

和辣椒，株高分别增加153.06%和117.33%，促生效果显著。表明青藏苔草内生细菌1Y4的防病促

生作用良好，有开发为微生物菌剂的潜力。
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Abstract: In order to exploit the resources of dominant bacteria with antagonistic function from the en-

dophytic bacteria of Carex moorcroftii, the antagonistic effects of endophytic bacteria against nine fungi

such as Fusarium oxysporum, Colletotrichum coccodes, F. solani, etc. were evaluated by using the flat

confrontation method; the selected endophytic bacteria with excellent antagonism were identified based

on morphology and sequence analyses of 16S rDNA and gyr-B, and the growth-promoting effects of en-

dophytic bacteria on cucumbers and peppers treated with the bacterial fertilizer fermented with selected

endophytic bacteria were determined. The results showed that 14 endophytic bacterial strains were iso-

lated from the leaves of C. moorcroftii, and eight endophytic bacteria with antagonistic activity were ob-

tained by preliminary screening of the strains against F. oxysporum. Among them, the inhibition rates of

strains 1Y4, 1Y5 and 1Y7 were 57.53%, and the inhibition rate of strain 1Y11 were 58.44%, both high-
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er than 56.73% (the average inhibition rate). The strain 1Y4 had broad-spectrum antibiotics, especially

against F. solani. and C. coccodes, with their inhibition rates reaching to 73.33% and 71.43%, respec-

tively; it also had the nitrogen-fixing function. According to morphological and sequence analyses,

strain 1Y4 was identified as Bacillus siamensis. When the cucumbers and peppers were treated with

0.5% fermentation agents of strain 1Y4, the height of plants was increased by 153.06% and 117.33%, re-

spectively. The results indicated that the endophytic bacterial strain 1Y4 from leaves of C. moorcroftii

in alpine grasslands had great anti-fungal and growth-promoting effects, and it also had the great poten-

tial for the development of microbial agents.

Key words: alpine grassland; Carex moorcroftii; antagonistic endophytic bacteria; identification;

growth-promoting

大量内生细菌分布于植物组织或细胞间隙内，

与宿主建立共生关系，且对宿主无伤害（王娜等，

2016；Singh et al.，2017）。相对于生防真菌和放线

菌而言，具有拮抗作用的内生细菌种类和数量众多，

且具有抑菌方式多样、病菌不易产生抗性、菌体繁殖

迅速和易于人工发酵培养等特点（程亮等，2003），因

此，内生生防细菌在植物病害生物防治方面的应用

已成为研究热点。

近年来，应用比较成功的生防细菌主要有芽胞

杆菌 Bacillus spp.、荧光假单胞杆菌 Pseudomonas

fluorescens和放射性土壤杆菌Agrobacterium cradia-

bacter等，其中应用最为普遍的是芽胞杆菌（吴晓青

等，2017）。刘晓琳等（2015）筛选的枯草芽胞杆菌

B. subtilis xj063-1 对枣果黑斑病菌 Alternaria alter-

nata有拮抗作用；刘邮洲等（2017）报道了23株芽胞

杆菌对多种病原真菌有显著抑制作用；陈虹娇等

（2018）通过盆栽试验发现枯草芽胞杆菌S37对棉苗

立枯病的防效达51.7%。内生细菌除具有抑菌作用

外，还具有促生作用，如通过链霉素处理去除多枝臂

形草种子内生细菌后，幼苗生长受到影响，叶绿素含

量降低，当幼苗被重新接入内生细菌后恢复正常生长

（Verma & White，2018）；谢梓语等（2018）报道，不同

浓度的枯草芽胞杆菌B1409菌液处理番茄和辣椒后

均能促进其生长；Abbamondi et al.（2016）发现番茄

根部的内生细菌可产生有机酸、吲哚乙酸和氨基环

丙烷羧酸脱氨酶，并对根毛的生长有促进作用。

目前关于高寒草地牧草内生细菌的报道很多，

如畅涛等（2014）报道了高寒草地禾草内生细菌

B-401对9种病原真菌的抑菌率介于31.79%~74.45%

之间；崔月贞等（2016a）报道了分离自东祁连山高寒

草地牧草的3株内生细菌均能有效抑制马铃薯晚疫

病菌Phytophthora infestans的生长，并产生促进植物

生长的激素。青藏高原所处地理环境特殊，平均海

拔4 000 m以上，气温低、辐射强、日照时间长，气候

干冷而多风（李寿，2015）。在这种极端生境下生存

的牧草内生细菌可能也具有独特的生物学特性，王

玉琴等（2015）和范黎（2016）关于东祁连山高寒草地

内生细菌的报道也佐证了该观点。青藏苔草Carex

moorcroftii为莎草科苔草属多年生草本植物，抗逆性

强，是高寒草地的优良牧草（李积胜等，2008），明确

其内生细菌的生物功能有重要意义。目前，黄瓜枯

萎病破坏性强，发病较为普遍，难以防治，且病原菌

易产生抗药性（Islam et al.，2018）。因此，本试验对青

藏高原高寒草地青藏苔草叶片内生细菌进行分离，

以黄瓜枯萎病菌Fusarium oxysporum为指示菌进行

拮抗菌株初筛，并对优良拮抗内生细菌进行鉴定和

促生作用测定，以期为极端生境微生物资源利用提

供参考依据，也为微生物菌剂开发提供菌种资源。

1 材料与方法

1.1 材料

供试植物：高寒草地青藏苔草于 2016年 8月采

自青海省海晏县青海湖乡达五德吉村，并将其于

4℃下保存备用。黄瓜和辣椒品种分别为新研四号

和改良猪大肠，种子均购自甘肃省农业科学研究院

附近的种子市场。

供试病原菌：指示菌为黄瓜枯萎病菌，其它8种

植物病原真菌分别为马铃薯坏疽病菌Phoma fovea-

ta、番瓜根腐病菌Fusarium sp.、小麦根腐病菌Bipo-

laris sorokiniana、孜然根腐病菌 F. solani、番茄早疫

病菌 Alternaria solani、马铃薯黑痣病菌 Rhizoctonia

solani、马铃薯炭疽病菌 Colletotrichum coccodes 和

马铃薯枯萎病菌 F. avenaceum，均由甘肃农业大学

植物病原细菌及细菌多样性实验室保存并提供。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose

agar，PDA）培养基：马铃薯 200 g、葡萄糖 18 g、琼脂
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18 g、蒸馏水 1 L；营养琼脂（nutrient agar，NA）培养

基：牛肉膏3 g、蛋白胨5 g、葡萄糖8 g、琼脂18 g、蒸

馏水1 L；营养肉汤（nutrient broth，NB）培养液：牛肉

膏3 g、蛋白胨5 g、葡萄糖8 g、蒸馏水1 L；阿须贝无

氮（Ashby nitrogen-free，Ashby）培养液：KH2PO4 0.2 g、

MgSO4 · 7H2O 0.2 g、NaCl 0.2 g、CaCO3 5 g、甘露醇

10 g、CaSO4·2H2O 0.1 g、蒸馏水1 L。

试剂和仪器：TIANGEN细菌基因组DNA提取

试剂盒（离心柱型）、2×TSINGKE Master Mix、DL2000

DNA Marker，西安擎科泽西生物科技有限公司；引

物 27F/1492R和UP-1/UP-2r，武汉金开瑞生物工程

有限公司；其余试剂均为国产分析纯。S1000 Bio-

Rad PCR仪，美国Bio-Rad公司；JY-SPCT电泳仪，北

京君意东方电泳设备有限公司；BLOOK 凝胶成像

仪，金艮生物科技（北京）有限公司；SPX-250-GB恒温

培养箱，上海跃进医疗器械有限公司；H1850R 离心

机，湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；Axio Lab.

A1正置显微镜，德国卡尔·蔡司公司。

1.2 方法

1.2.1 内生细菌的分离及拮抗菌株的筛选

将青藏苔草叶片剪取 3 mm×30 mm组织，依次

用 10%次氯酸钠和 0.1%升汞表面消毒 2~3 min和

8 min，处理间用无菌水冲洗3~4次，最后1次冲洗完

放入研钵，加入5 mL生理盐水研磨，静置5~10 min，

取上清液梯度稀释为 10-1~10-3，并分别吸取 0.2 mL

稀释菌悬液涂布于NA平板上（张猛等，2017），28℃

下黑暗培养，根据培养性状进行纯化与保存。

将供试指示菌黄瓜枯萎病菌接种于PDA平板，

25℃恒温培养箱中黑暗培养6~7 d后在菌落边缘打

取直径为6 mm的菌饼，接种于PDA平板中央，距中

央四周等距 30 mm 处分别接种分离所得的各内生

细菌，以只接种黄瓜枯萎病菌的PDA平板为对照。

置于 25℃恒温培养箱中黑暗培养 6 d后，测量抑菌

圈直径并计算抑菌率，以抑菌率表示拮抗作用的大

小，初步筛选拮抗菌株。抑菌率=（空白对照菌落直

径-处理菌落直径）/（空白对照菌落直径-菌饼直

径）×100%。

1.2.2 拮抗菌株的生物功能测定

抑菌谱的测定：采用 1.2.1方法将供试 8种病原

真菌分别接种于PDA平板上，培养 6~7 d后打取直

径为6 mm的菌饼，接种于新的PDA平板中央，距中

央四周等距 30 mm 处接种 1.2.1 所筛选得到的 4 株

优良拮抗内生细菌，以只接种病原真菌为对照。置

于 25℃恒温培养箱中黑暗培养 6 d后，测量抑菌圈

直径并计算抑菌率，以抑菌率表示拮抗作用的大小，

明确拮抗内生细菌的抑菌谱。

固氮能力的测定：将 1.2.1筛选得到的 4株优良

拮抗内生细菌分别于NB培养液中培养 24 h后，取

0.2 mL菌悬液接种于Ashby培养液中，以接种等量

无菌水为对照，于 28℃、120 r/min条件下振荡培养

7 d，若培养液变浑浊，则表明该拮抗内生细菌具有

固氮能力，记为+，否则记为-（崔月贞等，2016b）。

1.2.3 拮抗菌株的形态学和分子生物学鉴定

形态特征观察：将 1.2.2筛选得到的 1株广谱拮

抗内生细菌于NA平板上四区划线接种，重复 3次，

并置于 28℃恒温培养箱中黑暗培养 18 h后进行革

兰氏染色，并于油镜（×100）下进行菌体形态大小的

显微观察、测量和拍照。每次观察5个视野，每个视

野中测量菌体数为 10~20个；72 h后进行单菌落形

态观察和描述。

基因序列分析：利用 TIANGEN 细菌基因组

DNA 试剂盒提取拮抗菌株总 DNA，使用通用引物

27F（5 ′ -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ′）/1492R

（5 ′ -GGTTACCTTGTTACGACTT-3 ′）进行16S rDNA

的 PCR 扩增，50 μL 反应体系：2×TSINGKE Master

Mix 25 μL、DNA 2 μL、上下游引物各 2 μL、ddH2O

19 μL；反应程序：94℃预变性5 min；94℃变性1 min，

48℃退火30 s，72℃延伸1 min，32个循环；72℃延伸

8 min（Fan et al.，2016）。使用引物UP-1（5 ′ -GAAG-

TCATCATGACCGTTCTGCAYGCNGGNGGNAAR-

RTTYGA-3 ′）/UP-2r（5 ′ -AGCAGGGTACGGATGT-

GCGAGCCRTCNACRTCNGCRTCNGTCAT-3 ′ ）进

行 gyr-B 序列扩增，50 μL 反应体系与 16S rDNA 的

反应体系相同；反应程序：94℃预变性4 min；94℃变

性1 min，57℃退火1 min，72℃延伸70 s，35个循环；

72℃延伸10 min（曹凤明等，2014）。PCR产物经1%

琼脂糖凝胶检测后，送武汉金开瑞生物工程有限公

司测序，将所得测序结果导入GenBank数据库进行

BLAST比对，选取并下载同源性较高的相似序列，

使用Mega 6.0软件构建系统发育树，确定优良拮抗

菌株的系统发育学地位。

1.2.4 对黄瓜和辣椒促生作用的测定

将1.2.2筛选得到的1株广谱拮抗内生细菌接种

至NB培养液中，于28℃、180 r/min条件下振荡培养

24 h，制备获得菌悬液。按质量比于70%秸秆、10%

油渣和20%米糠混合基质中加入0.2%葡萄糖、0.8%

牛肉膏和0.008% MnSO4，料水质量比1.0∶1.2，按质量

比接种10%制备好的菌悬液，并于 36℃下发酵 40 h

后获得微生物菌剂。

将所用营养土于 121℃高压灭菌 2 h后，以 2∶1
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的比例加入蛭石，同时按质量比0.5%、1.0%和5.0%

加入发酵菌剂，混匀后分装于180 mm×150 mm的花

盆中，每盆 400 g，将催芽的黄瓜和辣椒种子按每盆

6粒进行播种，以不加菌剂为对照，每处理重复3次；

于黄瓜和辣椒栽种40 d后，每盆随机取样2~3株，测

定其株高、第 1节间长、叶片数、茎粗、鲜重和干重，

明确不同浓度菌剂的促生作用。株高和第1节间长

从茎基部起测量；植株茎粗的测量部位为茎基部；采

集新鲜植株后直接称量鲜重，然后将其于70℃烘干

至恒重后称量干量。

1.3 数据分析

采用Excel 2016、SPSS 19.0软件进行试验数据

的统计分析，应用Duncan氏新复极差法进行差异显

著性检验。

2 结果与分析

2.1 内生细菌的分离及拮抗菌株的筛选

根据菌落形态、颜色以及是否透明等特征，从青

藏苔草叶片内共分离纯化得到14株内生细菌，编号

为 1Y1~1Y14。14株内生细菌中有 8株对指示菌黄

瓜枯萎病菌具有拮抗作用，分别为 1Y4、1Y5、1Y7、

1Y8、1Y9、1Y10、1Y11 和 1Y14，占分离菌株总数的

57.14%，抑菌率介于 54.79%~58.44%之间（图 1）；其

中抑菌率高于平均抑菌率56.73%的拮抗菌株有4株，

分别为 1Y4（57.53%）、1Y5（57.53%）、1Y7（57.53%）

和1Y11（58.44%），后续将对其抑菌谱进行测定。

图1 青藏苔草叶片内生拮抗细菌对黄瓜枯萎病菌的抑菌率

Fig. 1 Inhibition rates of endophytic bacteria from Carex moorcroftii leaves against Fusarium oxysporum

图中数据为平均数±标准误。不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±SE.

Different letters indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test.

2.2 拮抗菌株的生物功能

2.2.1 抑菌谱

内生拮抗细菌 1Y4、1Y5、1Y7和 1Y11对 8种植

物病原真菌的抑菌率存在差异。其中菌株 1Y5、

1Y7 和 1Y11 对马铃薯炭疽病菌的抑菌率分别为

70.48%、72.86%和70.95%，显著高于对其它7种病原

真菌的抑菌率（表1）；菌株1Y4对孜然根腐病菌和马

铃薯炭疽病菌的抑菌效果最好（图 2），抑菌率分别

为73.33%和71.43%，显著高于对其它6种病原真菌的

抑菌率，且对8种病原真菌的平均抑菌率达63.36%，

高于其它3株内生细菌对8种病原真菌的平均抑菌

率。表明菌株1Y4具有良好的广谱抑菌活性。

表1 青藏苔草优良内生拮抗细菌的抑菌谱

Table 1 The inhibitory spectrum of antagonistic endophytic bacteria from Carex moorcroftii

病原真菌Pathogenic fungus

小麦根腐病菌Bipolaris sorokiniana
马铃薯黑痣病菌Rhizoctonia solani
孜然根腐病菌Fusarium solani
番瓜根腐病菌Fusarium sp.
马铃薯坏疽病菌Phoma foveata
马铃薯炭疽病菌Colletotrichum coccodes
马铃薯枯萎病菌Fusarium avenaceum
番茄早疫病菌Alternaria solani
平均数Average

抑菌率 Inhibition rate（%）

1Y4

64.40±0.43 b
49.10±0.87 d
73.33±3.08 a
61.33±0.77 bc
64.65±1.82 b
71.43±1.43 a
63.60±0.42 bc
59.07±0.42 c

63.36

1Y5

65.80±1.92 b
49.10±1.15 e
65.33±2.03 b
59.11±0.44 c
64.14±1.01 b
70.48±0.48 a
63.16±0.76 b
54.85±1.12 d

61.50

1Y7

64.90±1.17 b
52.17±0.43 d
66.22±0.45 b
60.00±0.77 c
65.15±1.51 b
72.86±1.43 a
62.72±0.44 bc
59.49±1.93 c

62.93

1Y11

64.43±0.87 c
49.60±0.43 e
68.00±0.77 b
59.56±0.44 d
63.64±0.87 c
70.95±0.48 a
64.03±0.44 c
62.03±1.46 c

62.77

表中数据为平均数±标准误。同列不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±

SE. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test.
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图2 青藏苔草优良内生拮抗细菌1Y4菌株对孜然根腐病菌和马铃薯炭疽病菌的抑菌作用

Fig. 2 The inhibition effects of endophytic bacteria strain 1Y4 from Carex moorcroftii of against

Fusarium solani and Colletotrichum coccodes

2.2.2 固氮能力

将优良拮抗内生细菌1Y4、1Y5、1Y7和1Y11于

Ashby培养液中培养 7 d后，与对照相比，其培养液

均明显变浑浊，表明菌株 1Y4、1Y5、1Y7和 1Y11均

具有固氮活性。

2.3 拮抗菌株的鉴定

2.3.1 形态特征观察

具有广谱抑菌活性的优良拮抗内生细菌1Y4于

NA平板上28℃培养72 h后，其菌落直径为2.50 mm，

呈近圆环状，边缘整齐，乳白色不透明，且表面褶皱

凸起（图 3-A）；菌株 1Y4 革兰氏染色呈阳性（G+），

菌体杆状，大小为 0.24~0.88 μm×1.04~2.69 μm（图

3-B）。

2.3.2 基因序列分析

BLAST比对发现，菌株1Y4的16S rDNA序列与

西姆芽胞杆菌B. siamensis（MF662474.1、MF682396.1

和 MG008632.1）、贝莱斯 芽 胞 杆 菌 B. velezensis

（MK224503.1）和解淀粉芽胞杆菌 B. amyloliquefa-

ciens（MF521600.1）的相关序列相似性均在 99%以

上，且与西姆芽胞杆菌（MG008632.1）在系统发育树

上聚于同一分支（图 4-A）。gyr-B 基因可以快速鉴

定芽胞杆菌属的近缘种，因此用该基因特异性引物

进行再次鉴定，发现菌株1Y4的gyr-B基因序列与西

姆芽胞杆菌（KC608573.1和KR092185.1）的相关序

列相似性达 96%，也聚于同一分支（图 4-B）。结合

形态特征，最终将菌株1Y4鉴定为西姆芽胞杆菌。

图3 青藏苔草优良内生拮抗细菌1Y4的培养性状（A）和菌体革兰氏染色图（B）

Fig. 3 Culture characteristics（A）and Gram straining（B）of endophytic antagonistic bacteria 1Y4 from Carex moorcroftii

图4 基于16S rDNA（A）和gyr-B（B）基因序列构建青藏苔草优良内生拮抗细菌1Y4及其它相关菌株的系统发育树

Fig. 4 Phylogenetic tree of endophytic bacteria 1Y4 from Carex moorcroftii and other related strains based on

16S rDNA（A）and gyr-B（B）gene sequences
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2.4 1Y4菌剂的促生作用

以浓度为 0.5%和 1.0%的 1Y4 菌剂处理黄瓜

后，其株高和鲜重均显著高于对照组，尤其菌剂浓度

为0.5%时，处理组黄瓜的株高、茎粗、鲜重和干重较

对照组分别显著增加了 153.06%、34.55%、355.41%

和 232.4%（表 2）；当 1Y4 菌剂浓度为 0.5%时，辣椒

的株高、叶片数、茎粗、鲜重和干重均显著高于对照

组和其它处理组，其中株高和茎粗较对照组显著增

加了117.33%和52.17%（表2）。随着菌剂浓度的增

加，黄瓜和辣椒的植物学指标明显下降，说明高浓度

的菌剂具有抑制作用。表明1Y4菌剂对黄瓜和辣椒

的最适浓度为0.5%，且促生作用显著。

表2 青藏苔草优良内生拮抗细菌1Y4菌剂对黄瓜和辣椒生长指标的影响

Table 2 The influence of the fertilizer with endophytic bacteria 1Y4 from Carex moorcroftii on the growth of cucumber and pepper

浓度
Concentration

（%）

0.0（CK）

0.5

1.0

5.0

黄瓜 Cucumber

株高
Plant height

（cm）

73.50±12.06 c

186.00±18.03 a

115.00±3.05 b

101.00±6.76 bc

第1节间长
Length of first internode

（cm）

4.17±0.73 a

4.33±0.17 a

4.83±0.34 a

4.83±0.44 a

叶片数
Leaf number

9.00±1.76 a

12.00±1.53 a

8.00±0.58 a

11.00±0.88 a

茎粗
Thickness of stem

（cm）

0.55±0.02 bc

0.74±0.05 a

0.68±0.01 b

0.50±0.00 c

鲜重
Fresh weight

（g）

15.70±4.06 c

71.50±10.20 a

39.72±1.33 b

35.95±4.29 b

干重
Dry weight

（g）

2.50±0.74 b

8.31±1.63 a

5.12±0.14 b

2.50±0.39 b

浓度
Concentration

（%）

0.0（CK）

0.5

1.0

5.0

辣椒 Pepper

株高
Plant height

（cm）

15.00±1.44 b

32.60±3.77 a

13.33±3.18 b

13.33±1.76 b

第1节间长
Length of first internode

（cm）

4.00±0.29 a

4.67±0.33 a

3.67±0.33 a

3.66±0.67 a

叶片数
Leaf number

8.00±0.67 b

30.00±5.36 a

13.00±4.73 b

10.00±2.85 b

茎粗
Thickness of stem

（cm）

0.46±0.01 b

0.70±0.05 a

0.51±0.05 b

0.53±0.01 b

鲜重
Fresh weight

（g）

3.65±2.09 b

25.27±4.65 a

1.78±0.27 b

2.97±0.56 b

干重
Dry weight

（g）

0.25±0.09 b

3.05±0.21 a

0.25±0.05 b

0.36±0.10 b

表中数据为平均数±标准误。同列不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±

SE. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test.

3 讨论

由于青藏高原独特的地理环境、生态条件和极

端气候，可能孕育了具有特殊生物功能的微生物，关

于这种极端生境下具有特殊代谢产物和特殊适应机

制的微生物的研究和开发越来越受关注（唐永红等，

2006；李红晓等，2016a）。崔月贞等（2016a）报道了

分离自东祁连山高寒草地矮生嵩草Kobresia humilis

叶片的枯草芽胞杆菌对马铃薯储藏期主要病害有显

著抑制作用；王玉琴等（2014）发现分离自东祁连山

高寒草地针茅 Stipa capillata 的解淀粉芽胞杆菌具

有广谱抑菌作用。本试验对青海高寒草地青藏苔草

内生细菌进行了筛选和拮抗功能评价，结果显示，

57.14%的内生细菌具有显著的抑菌能力，其比例高

于裴淑兰等（2018）从野生酸枣中分离的拮抗内生细

菌的数量（10.53%），说明不同生存条件下的不同植

物间的内生细菌数量存在差异；在分离所得的拮抗

内生细菌中，菌株 1Y4、1Y5、1Y7和 1Y11对黄瓜枯

萎病菌的抑菌效果均优于李海云等（2018）报道的菌

株NCRP2；在拮抗内生细菌中，菌株1Y4对6属9种

病原真菌表现出广谱抑菌活性，如对孜然根腐病菌、

马铃薯炭疽病菌和小麦根腐病菌的抑制率分别达

73.33%、71.43%和 64.40%，具有开发为生防菌剂的

巨大潜力。

由于芽胞杆菌属的亲缘关系很近，因此本研究

通过形态学及 16S rDNA 和 gyr-B 基因序列分析对

所得优良拮抗菌株进行鉴定，最终将菌株 1Y4鉴定

为西姆芽胞杆菌。冯志珍等（2012）曾采用形态学、

生理生化和 16S rDNA 序列分析，将分离自土壤的

菌株FC12-05鉴定为西姆芽胞杆菌，且其对小麦根

腐病菌具有良好的拮抗作用，与本试验结果基本一

致；另外本研究结果显示，菌株1Y4对马铃薯枯萎病

菌也有一定抑制效果，抑菌率为 63.60%，该结果高

于崔月贞等（2016a）报道的拮抗菌株262AY6（62.38%）

和 264AY2（50.75%）对马铃薯枯萎病菌的抑菌率。

Jeong et al.（2012）研究发现，从腌制的泰国食物中

分离得到的西姆芽胞杆菌可以抵抗病原物并促进植

物生长；王瑶等（2017）首次测定了西姆芽胞杆菌对

禾谷镰孢菌 F. graminearum 的拮抗作用；本试验所
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筛选的西姆芽胞杆菌对多种病原真菌具有良好的抑

菌效果；表明西姆芽胞杆菌在微生物防治病害方面

具有广泛应用和开发的潜能，但是关于其大田生物

防治效果尚待进一步验证。

植物内生细菌主要通过抑制病原菌的侵染、改

变寄主植物对逆境的敏感性或通过生物固氮、产生

植物激素等方式来间接或直接地促进植物生长。如

李红晓等（2016b）报道，绝大多数芽胞杆菌具有较强

的根际定殖能力，还可以通过固定环境中的氮元素

来促进植物生长；王晶晶等（2013）研究结果表明，以

解淀粉芽胞杆菌WJ22的最佳固体发酵配方所制成

的生物有机肥能够有效促进香蕉苗期的生长。本试

验结果表明，西姆芽胞杆菌 1Y4在最佳固体发酵条

件下所得菌剂对黄瓜和辣椒的株高、茎粗、鲜重和干

重等具有明显促进作用，尤其是 0.5%的菌剂处理

后，黄瓜和辣椒的株高分别比对照组显著增加了

153.06%和117.33%；谢梓语等（2018）筛选的枯草芽

胞杆菌B14902处理番茄和辣椒后，株高较对照分别

增加了 25.40%和 45.23%，促生效果弱于本试验筛

选的内生细菌 1Y4，说明不同菌株间的生物功能存

在差异，主要与内生细菌所处的生态环境有关，也进

一步表明西姆芽胞杆菌在农业生产中具有进一步研

究和开发为微生物菌剂的潜力。由于植物内生细菌

所处生境具有特殊性，因此如何选择适应性良好的

储存环境、确定菌剂功效的保持时间和菌株在根际

的定殖能力，以及将其施用于大田的施用剂量等还

需进一步研究和探讨。
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