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小麦茎基腐病生防菌株YB-161的
分离鉴定及防效测定
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摘要：为筛选防治小麦茎基腐病的高效生防菌株，采用稀释涂布法从小麦茎基腐病病土中分离细

菌，以假禾谷镰孢Fusarium pseudograminearum为靶标菌，通过平板对峙培养法和室内盆栽试验筛

选优良菌株并测定其田间防治效果，分析优良菌株发酵滤液对假禾谷镰孢的抑菌能力，并结合形态

特征、Biolog微生物自动鉴定系统和gyrA序列分析对其进行种类鉴定，以及测定该菌株的抑菌谱。

结果表明，10份供试土样中共分离到98株细菌，对假禾谷镰孢的菌丝生长抑制率超过40.00%的菌

株有14株，其中菌株YB-161对假禾谷镰孢的菌丝生长抑制率最高，达63.50%。室内盆栽试验结果

显示，菌株 YB-161 处理小麦的病情指数最低，为 31.40，对小麦茎基腐病的防治效果最好，为

68.15%，其对小麦也表现出较好的促生作用。田间调查结果显示，菌株YB-161菌液拌种处理对小

麦茎基腐病的田间防治效果高于52.35%，并对小麦具有一定的增产作用。菌株YB-161的发酵滤

液 5 倍稀释液和 10 倍稀释液对假禾谷镰孢的菌落抑制率分别达 66.67%和 44.33%，该菌株被鉴定

为解淀粉芽胞杆菌 Bacillus amyloliquefaciens。此外，菌株 YB-161 对辣椒炭疽病菌 Colletotrichum

capisci、烟草疫霉病菌 Phytophthora parasitica 等 5 种植物病原真菌均有较好的拮抗作用。表明生

防菌株YB-161对绿色防控小麦茎基腐病具有良好的开发利用潜能。

关键词：小麦茎基腐病；假禾谷镰孢；分离筛选；解淀粉芽胞杆菌；防治效果

Isolation, identification and control efficiency of biocontrol strain YB-161 against

wheat crown rot

LIN Qitong1,2 YANG Lirong2 XIA Mingcong2 SUN Runhong2 LI Honglian1* ZHANG Jie2*

（1. National Key Laboratory of Wheat and Maize Crop Science, College of Plant Protection, Henan Agricultural

University, Zhengzhou 450002, Henan Province, China; 2. Henan International Joint Laboratory of Crop

Protection, Henan Biopesticide Engineering Research Center, Institute of Plant Protection,

Henan Academy of Agricultural Sciences, Zhengzhou 450002, Henan Province, China）

Abstract: To screen effective candidate biocontrol agents against wheat crown rot caused by Fusarium

pseudograminearum, bacteria were isolated from the diseased soil using the dilution separation method.

After the initial screening with confrontation culture and indoor pot test, the control effect of the strain

on wheat crown rot was analyzed under field conditions and the antimicrobial ability of fermentation

filtrate of the strain was determined. The strain was identified according to morphological characteris‐

tics, Biolog microbial identification system and gyrA sequence analysis. In addition, its antimicrobial
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spectrum was determined. The results showed that 98 strains were isolated from ten soil samples,

among which 14 strains significantly inhibited the mycelial growth of F. pseudograminearum with an

inhibition rate over 40.00%. Among them, the strain YB-161 had the highest inhibition rate (63.50%).

The indoor pot tests showed that the disease index of wheat treated with strain YB-161 was the lowest

(31.40), with the highest control efficiency (68.15%), and strain YB-161 could promote the growth of

wheat. The results of field experiments indicated that the control efficiency of strain YB-161 on wheat

crown rot was higher than 52.35%, concurrently increasing wheat yield. The colony inhibition rates of

five-fold dilution and ten-fold dilution of strain YB-161 fermentation filtrate against F. pseudogra‐

minearum were 66.67% and 44.33%, respectively. The strain YB-161 was identified as Bacillus amylo‐

liquefaciens. In addition, strain YB-161 showed a strong antagonistic effect on five species of plant

pathogens, such as Colletotrichum capisci and Phytophthora parasitica. The results indicated that the

biocontrol strain YB-161 had a great potential for green control of wheat crown rot.

Key words: wheat crown rot; Fusarium pseudograminearum; isolation and screening; Bacillus amylo‐

liquefaciens; control efficiency

小麦是我国重要的粮食作物之一，其产量占粮

食总产量的 20%以上（赵广才等，2012），对我国粮

食安全至关重要。小麦茎基腐病是一种由多种病

原菌引起的小麦土传病害，目前已遍及北美、南

美、欧洲、非洲、亚洲西南部、澳洲等小麦产区，对

小麦的产量和品质造成了严重影响（Smiley & Pat‐

terson，1996；Chakraborty et al.，2006；Saremi et al.，

2007）。由于秸秆还田造成病原菌积累，加之大多

数推广品种不抗病，该病近年来在我国小麦主产

区逐年加重，给我国的小麦安全生产带来严重威

胁（徐飞等，2016）。该病害可造成小麦种植期烂

种、死苗，成株期茎基部褐变，发病严重时可见白

穗症状。目前，小麦茎基腐病在我国黄淮小麦主

产区的河南、河北、山东、安徽等省份普遍发生，并

呈不断加重和蔓延趋势（周海峰等，2014）。据报

道，引起小麦茎基腐病的病原菌主要有假禾谷镰

孢 Fusarium pseudograminearum、禾谷镰孢 F. gra‐

minearum 和黄色镰孢 F. culmorum，亚洲镰孢 F.

asiaticum、燕麦镰孢F. avenaceum、锐顶镰孢F. acu‐

minatum、早熟禾镰孢 F. poae、尖孢镰孢 F. oxyspo‐

rum、木贼镰孢 F. equiseti 等也可引起该病（Tunali

et al.，2008；Moya-Elizondo et al.，2011；Fernandez

et al.，2014）。其中，假禾谷镰孢是在我国黄淮麦

区新发现的小麦茎基腐病的优势病原菌（Li et al.，

2012）。

目前，小麦茎基腐病的防治主要采用农业防治、

化学药剂防治、选育抗病品种和生物防治措施等。

但是在实际生产过程中发现，单靠农业防治难以有

效地控制小麦茎基腐病的发生和发展，且耗费人

力；虽然化学药剂的防治效果较好，但其使用常伴

随着环境污染等问题；目前缺乏小麦茎基腐病的

免疫品种和高抗品种，一些中等抗性品种所表现

的抗性并不稳定（杨云等，2015），并且选育新的抗

病品种周期很长。生物防治措施由于其安全、高

效、环保等特性而逐渐受到关注。王路遥等

（2014）筛选由禾谷镰孢引起的小麦茎基腐病的生

防菌株，发现菌株 1-8 田间防治效果达 45%以上；

Mojgan（2016）报道印度梨型孢 Piriformospora in‐

dica 能够抑制禾谷镰孢和黄色镰孢侵染植株根

系，从而减轻其对小麦的危害。目前针对假禾谷

镰孢引起的小麦茎基腐病生物防治措施的报道较

少，亟需探索对假禾谷镰孢具有生物活性的新生

防资源。

本课题组前期研究发现，将枯草芽胞杆菌 Ba‐

cillus subtilis YB-05 菌株与申嗪霉素复配，对假禾

谷镰孢引起的小麦茎基腐病有较好的防治效果

（张洁等，2018）。同时 Huang & Wong（1998）研究

发现，洋葱伯克氏菌 Burkholderia cepacia 可以显

著减轻假禾谷镰孢引起的小麦茎基腐病的病症，

并有显著的增产作用。基于此，本研究从小麦茎

基腐病病土中分离细菌菌株，筛选假禾谷镰孢的

高效生防细菌，并进行种类鉴定和田间防治效果

测定，以期为小麦茎基腐病的生物防治工作提供

新的菌种资源。

1 材料与方法

1.1 材料

供试土壤及小麦品种：在河南省许昌市长葛市
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老城镇、周口市西华县大王庄乡、开封市祥符区兴隆

乡、新乡市延津县石婆固乡、洛阳市宜阳县柳泉镇等

小麦茎基腐病发生严重的地块，按照五点取样法共

采集 10份土壤样品。小麦品种为郑麦 366，种子由

河南省农业科学院小麦研究所提供。

供试病原菌：假禾谷镰孢强致病力菌株 WZ-

8A，由河南农业大学植物保护学院植物土传病害实

验室提供；辣椒炭疽病菌 Colletotrichum capisci、烟

草疫霉病菌 Phytophthora parasitica、西瓜枯萎病菌

F. oxysporum f. sp. niverum、芹菜早疫病菌Cercospo‐

ra apii、番茄枯萎病菌F. oxysporum f. sp. lycopersici

菌株，均由河南省农业科学院植物保护研究所分子

生物学实验室分离和保藏。

培养基：营养琼脂（nutrient agar，NA）培养基：

牛肉膏3 g、蛋白胨5 g、葡萄糖2.5 g、琼脂15 g，蒸馏

水定容至 1 000 mL，pH 7；马铃薯葡萄糖琼脂（pota‐

to dextrose agar，PDA）培养基：马铃薯200 g、葡萄糖

20 g、琼脂15 g，蒸馏水定容至1 000 mL，pH 7；营养

肉汤（nutrient broth，NB）培养基：牛肉膏3 g、蛋白胨

5 g、氯化钠5 g，蒸馏水定容至1 000 mL，pH 7；小米

培养基：小米煮熟晾干，装入三角瓶中高压灭菌

30 min。

药剂、试剂及仪器：4.8%苯醚·咯菌腈（difeno‐

conazole·fludioxonil）悬浮种衣剂，先正达生物科技

（中国）有限公司。革兰氏染色液试剂盒，北京索莱

宝科技有限公司；BAG 培养基、接种液 B、Gen III

微孔板，美国 Biolog 公司；Ezup 柱式细菌基因组

DNA 抽提试剂盒，生工生物工程（上海）股份有限公

司；KOD OneTM PCR Master Mix，东洋纺（上海）生物

科技有限公司；其余试剂均为国产分析纯。LDZX-

75KB 立式压力蒸汽灭菌器，上海申安医疗器械厂；

QYC-200 振荡培养箱，上海福玛实验设备有限公

司；PQX 型人工气候箱，宁波莱福科技有限公司；

A360型紫外可见分光光度计，翱艺仪器（上海）有限

公司；LifeECO 基因扩增仪，杭州博日科技有限公

司；DYY-7C 电泳仪，北京六一仪器厂；Gen III Mi‐

crostation型Biolog微生物自动鉴定系统，美国Bio‐

log公司；Axio Imager A2荧光显微镜，卡尔蔡司（德

国）有限公司。

1.2 方法

1.2.1 土壤中生防细菌的分离与初步筛选

将土壤样品置于通风处阴干后过 60目筛，4℃

冰箱保存备用。试验时称取 20 g 土壤样品，加入

180 mL无菌水和适量灭菌的玻璃珠，120 r/min振荡

30 min后，利用10倍梯度稀释法稀释103、104、105倍，

将所得土壤悬液并涂布于NA培养基上，每处理3次

重复。28℃培养 1~3 d，挑取形态不同的单菌落在

NA培养基上纯化，挑取纯化后的单菌落保藏于NA

斜面培养基备用。

采用平板对峙法，以抑菌带和抑菌率为指标，对

分离所得的细菌菌株进行初筛。取假禾谷镰孢

WZ-8A菌株在PDA培养基上活化，4 d后在菌落边

缘用直径 5 mm的打孔器打制菌饼，将菌饼倒置接

种在新的PDA培养基中央，挑取活化的上述细菌菌

饼对称点接在距离菌饼20 mm处，以只接种假禾谷

镰孢WZ-8A菌饼的PDA培养基为对照，每处理3次

重复。28℃倒置培养 5 d，测量各处理的抑菌带宽

度，并计算抑菌率。抑菌率=（对照菌落直径-处理

菌落直径）/对照菌落直径×100%。

1.2.2 生防细菌的室内盆栽筛选

采用室内盆栽试验，以防治效果和对小麦的促

生效果为指标，对初筛所得的生防菌株进行复筛。

取假禾谷镰孢 WZ-8A 菌株在 PDA 培养基上活化，

4 d后在菌落边缘用直径5 mm的打孔器打制菌饼，每

100 mL 小米培养基接种 3 块，25℃黑暗培养 5~7 d

得小米培养物。将土、草炭和蛭石按照 7∶2∶1体积

比混合均匀，在烘箱内 160℃灭菌 2 h得无菌基质。

将小米培养物按照0.5%质量比与无菌基质混合均匀

得带病基质，然后将200 g带病基质装入直径9 cm、

高13 cm的花盆。挑选大小一致、健康的小麦种子，

用1% NaClO溶液消毒3 min，再用无菌水冲洗3次，

然后置于垫有润湿滤纸的培养皿内，26℃、12 h/12 h

光暗交替条件下催芽36 h至种子露白。将初筛所得

生防菌株分别接种于50 mL NB培养液中，于30℃、

200 r/min振荡培养一定时间得OD600 nm值为0.8时的

菌液。取露白种子放入不同菌液中浸种 2 h作为处

理组，以NB无菌培养液浸种 2 h作为空白对照，并

设 4.8%苯醚·咯菌腈悬浮种衣剂 2 mL/kg拌种处理

作为药剂对照，拌种时加入适量清水，充分搅拌均

匀后置于通风处阴干备用。每盆播种 6粒小麦，再

均匀覆盖 30 g 带病基质，每处理种 6 盆，3 次重复。

26℃、12 h/12 h 光暗交替条件下培养 30 d 后，每盆

随机取样 5株，调查小麦茎基腐病的发生情况和小

麦的生长情况。

盆栽防治效果及促生效果测定：对小麦茎基腐

病的发生情况进行分级调查，计算病情指数和防治



942 植 物 保 护 学 报 47卷

效果。分级标准为（Smiley et al.，2005）：0 级，无症

状；1级，胚盘节变褐；2级，胚盘节变褐，地中茎或叶

鞘变褐；3级，胚盘节、地中茎和叶鞘均变褐；4级，地

中茎、叶鞘及下部秆变褐；5级，茎秆出现干枯腐烂

症状；6级，由茎秆腐烂导致植株死亡；7级，苗枯或

种子腐烂。病情指数=∑（各病情分级×该病级的发

病株数）/分级标准中最高级别数×调查总株数×100；

防治效果=（对照组病情指数-处理组病情指数）/对

照组病情指数×100%。将小麦从基质中取出，用

清水冲洗根部，洗净擦干后分别统计株高、根长和

鲜重，每处理调查 30株。

1.2.3 菌株YB-161对小麦茎基腐病的田间防治效果

在河南省焦作市武陟县王召乡对室内筛选出的

菌株YB-161进行田间防治效果试验。试验地块常

年种植小麦且茎基腐病发生严重，病原菌鉴定为假

禾谷镰孢（Li et al.，2012）。将菌株 YB-161 接种于

NB培养基中，于30℃、200 r/min振荡培养一定时间

得 OD600 nm 值为 0.8 时的菌液。本试验共设 3 个处

理：（1）YB-161 菌液 30 mL/kg 拌种；（2）4.8%苯醚·

咯菌腈悬浮种衣剂2 mL/kg拌种（药剂对照）；（3）清

水拌种（空白对照）。拌种时加入适量清水，充分搅

拌均匀后置于通风处阴干备用。每处理3个小区重

复，每小区面积为长10 m、宽3 m，随机区组排列。播

种时间为 2018 年10月22日，播种量为225 kg/hm2，

小麦生长周期中除试验外不使用其它杀菌剂，保

持田间管理措施一致。分别在 2018 年 3 月 2 日和

5月 4日进行田间调查，每小区采用五点取样法取

样，每点取 20 株小麦，对小麦茎基腐病发生情况

进行分级调查（Poole et al.，2012）。分级标准为：

0 级，整株茎秆无变褐症状；1 级，地上部分第 1叶

鞘出现变褐，但茎节没有变褐；2级，地上部分第1茎

节有变褐腐烂现象；3 级，地上部分第 2 茎节有变

褐腐烂现象；4 级，病斑超过第 2 茎节，但无白

穗；5 级，病斑超过第 2 茎节，有白穗或因发病而无

穗。按上述方法计算防治效果。同时在小麦收获

期进行测产，每小区采用五点取样法取样，每点取

1 m2实收测产，折合为每公顷产量，并计算增产率。

增产率=（处理组产量-对照组产量）/对照组产量×

100%。

1.2.4 菌株YB-161发酵滤液对假禾谷镰孢的抑菌能力

将 500 μL YB-161 菌液接种于 100 mL NB 培

养基中，于 30℃、200 r/min 振荡培养 36 h 得培养

液。将培养液 6 000 r/min室温离心 15 min，取上清

液，用 0.22 μm 的微孔滤膜滤除菌体，得菌株 YB-

161的发酵滤液。分别按 1∶4和 1∶9体积比将发酵

滤液与PDA培养基混匀得 5倍稀释液和 10倍稀释

液，以空白 PDA培养基为对照。打取直径为 5 mm

的假禾谷镰孢 WZ-8A 菌株菌饼接种于培养基中

央，每处理 3 次重复。28℃倒置培养，待对照培养

基菌丝长满后，用十字交叉法测量菌落直径，按

1.2.1 方法计算抑菌率。挑取 5 倍稀释液处理组和

对照组菌落边缘菌丝，在荧光显微镜 400倍镜下观

察假禾谷镰孢的菌丝形态，共观察 5个视野。

1.2.5 菌株YB-161的种类鉴定

形态特征鉴定：将菌株YB-161在NA培养基上

划线，30℃培养 48 h，观察菌落特征，按照革兰氏染

色液试剂盒说明书进行革兰氏染色，在荧光显微镜

1 000倍油镜下观察菌体和芽胞形态。共观察 5个

视野，每视野观察10个菌体和10个芽胞。

微生物自动鉴定系统鉴定：将菌株 YB-161 在

BAG培养基上划线转接两代后，用无菌棉签轻轻蘸

取菌株YB-161单菌落，接种于接种液B中，充分混

匀后加入 GEN III微孔板中，每孔 100 μL。30℃培

养至微孔板中约 50%孔变色后，将GEN III 微孔板

放入Biolog微生物自动鉴定系统对菌株YB-161的

碳源利用特征进行测试，根据Biolog微生物自动鉴

定系统给出的相似值判断菌株YB-161的分类地位，

相似值越大则说明分类地位越相近。

gyrA 序列分析鉴定：按 Ezup 柱式细菌基因组

DNA 抽提试剂盒说明书提取菌株YB-161的基因组

DNA。以菌株YB-161的基因组DNA为模板，采用

引 物 gyrA-F（5′-CAGTCAGGAAATGCGTACGTC-

CTT-3′ ）和 gyrA-R（5′-CAAGGTAATGCTCCAG‐

GCATTGCT-3′）扩增gyrA序列。引物由生工生物工

程（上海）股份有限公司合成。25 μL反应体系：KOD

OneTM PCR Master Mix 12.5 μL、10 μmol/L gyrA-F

0.5 μL、10 μmol/L gyrA-R 0.5 μL、DNA 模板1 μL，补

ddH2O 至 25 μL。扩增程序：98℃变性 10 s，55℃退

火 5 s，68℃延伸 5 s，33个循环。经 1%琼脂糖凝胶

电泳检测，将具有gyrA阳性克隆条带的PCR产物送

生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。将测

定结果通过BLAST比对分析，并用MEGA 6.0软件

以邻接法构建系统发育树，以确定菌株YB-161的分

类地位。

1.2.6 菌株YB-161抑菌谱的测定

将菌株 YB-161 在 PDA 培养基上按照 1.2.1 方
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法分别与辣椒炭疽病菌、烟草疫霉菌、西瓜枯萎病

菌、芹菜早疫病菌、番茄枯萎病菌菌株进行对峙培

养，以只接种病原菌的 PDA 培养基为对照，每处

理 3 次重复。28℃倒置培养，待对照组菌丝长满

培养基后，测量各处理的抑菌带宽度，按 1.2.1 方

法计算抑菌率。

1.3 数据分析

采用SPSS 25.0 软件对试验数据进行单因素方

差分析，利用Duncan氏新复极差法进行差异显著性

检验。

2 结果与分析

2.1 生防细菌的分离与初步筛选

从 10 份土壤样品中共分离得到 98 株细菌菌

株。平板对峙结果表明，共有 27 株细菌的抑菌带

在 5 mm 以上，约占分离所得细菌总数的 27.55%。

对假禾谷镰孢抑菌率超过 40.00% 的细菌菌株共

有 14 株，分别为菌株 YB-161、YB-165、YB-155、

YB-212、YB-192、YB-195、YB-220、YB-232、YB-

158、YB-174、YB-163、YB-168、YB-171、YB-172

（图 1）。

图1 供试菌株对假禾谷镰孢平板抑菌测定

Fig. 1 Confrontation culture of the isolated strains and Fusarium pseudograminearum

菌株YB-161、YB-165、YB-155对假禾谷镰孢的

抑制作用较强，抑菌带分别为12.7、12.7和12.0 mm，

抑菌率分别为 63.50%、63.50%、60.00%。

2.2 生防菌株的室内盆栽筛选

调查结果显示，对照组的病情指数高达 98.60，

各生防菌株处理组的病情指数均显著低于空白对

照，表明初筛所得的 14 株生防菌株对假禾谷镰孢

均有一定的防治效果。其中生防菌株YB-161处理

组的病情指数最低，为 31.40，防治效果达 68.15%，

接近 4.8% 苯醚·咯菌腈悬浮种衣剂的防治效果

71.91%。菌株 YB-212、YB-155 的防治效果也较

高，分别达到了 67.04%和 66.84%（表 1）。

对照组小麦株高、根长和鲜重分别为22.60 cm、

3.90 cm和0.17 g，菌株YB-161处理组小麦株高、根长

和鲜重分别为25.60 cm、5.40 cm和0.20 g，分别比对

照增加13.27%、38.46%、17.65%。菌株YB-174处理

组小麦株高、根长和鲜重分别为27.50 cm、5.40 cm和

0.25 g，分别比对照增加 21.68%、38.46%、47.06%。

4.8%苯醚·咯菌腈悬浮种衣剂拌种拌种处理对小麦

株高、根长均没有明显影响，但是小麦鲜重比对照增

加 58.82%（表 1）。结果表明，菌株 YB-161 和 YB-

174对小麦植株具有较好的促生作用。

2.3 菌株YB-161对小麦茎基腐病的田间防治效果

田间调查结果显示，2018 年 5 月 4 日各处理的

病情指数均高于 3 月 2 日，YB-161 菌液拌种处理

病情指数分别为 6.27 和 8.47，防治效果分别达到

58.33%和 52.35%；4.8%苯醚·咯菌腈悬浮种衣剂

拌种处理病情指数分别为 5.97 和 7.53，防治效果

分别达到 60.40%和 57.60%。表明 YB-161 菌液拌

种能有效防治小麦茎基腐病，其防治效果接近化

学药剂 4.8%苯醚·咯菌腈悬浮种衣剂。测产结果

显示，对照产量为 8 484.23 kg/hm2，YB-161 菌液拌

种处理的产量为 9 046.37 kg/hm2，增产率达 6.6%；

4.8% 苯醚·咯菌腈悬浮种衣剂拌种处理的产量为
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8 896.27 kg/hm2，增产率达 4.9%（表 2）。表明 YB- 161菌液拌种具有一定的增产效果。

表1 供试菌株对小麦茎基腐病的室内盆栽防治效果和对小麦生长情况的影响

Table 1 Effects of the isolated strains against wheat crown rot and the growth of wheat in the greenhouse

处理
Treatment

YB-161

YB-212

YB-155

YB-165

YB-158

YB-195

YB-232

YB-220

YB-192

YB-163

YB-174

YB-172

YB-168

YB-171
4.8% 苯醚·咯菌腈

4.8% difenoconazole·fludioxonil
对照CK

病情指数
Disease index

31.40±3.60 fg

32.50±3.20 efg

32.70±5.00 efg

33.80±3.60 defg

33.90±1.40 defg

36.10±1.40 defg

38.70±1.40 defg

40.70±2.30 defg

42.90±7.20 cdefg

56.30±7.00 bcdef

58.00±5.70 bcde

59.20±5.40 bcd

68.40±5.30 bc

68.60±5.80 b

27.70±3.60 g

98.60±9.30 a

防治效果
Control efficiency/%

68.15±0.89 b

67.04±0.74 b

66.84±1.08 b

65.72±0.48 b

65.62±0.33 bc

63.39±0.70 cd

60.75±1.47 de

58.72±1.47 ef

56.49±1.39 f

42.9±1.79 g

41.18±0.24 g

39.96±1.09 g

30.63±1.01 h

30.43±0.93 h

71.91±1.24 a

/

株高/cm
Plant height

25.60±1.00 a

25.40±1.60 a

26.80±3.50 a

28.70±2.60 a

26.10±2.40 a

28.30±2.80 a

26.90±1.20 a

26.30±1.70 a

24.90±3.00 a

25.40±1.30 a

27.50±1.70 a

17.60±2.50 a

25.50±1.60 a

20.60±2.80 a

22.90±3.60 a

22.60±1.50 a

根长/cm
Root length

5.40±1.00 a

4.40±0.40 ab

3.10±0.20 cde

4.10±0.40 abcd

3.30±0.30 bcde

4.20±0.40 abc

4.10±0.30 abcd

2.50±0.10 bcde

3.20±0.70 bcde

1.90±0.30 de

5.40±0.60 a

1.80±0.40 e

2.10±0.20 cde

3.20±0.30 bcde

4.10±0.40 abcd

3.90±0.30 bcde

鲜重/g
Fresh weight

0.20±0.03 a

0.27±0.02 a

0.24±0.02 a

0.26±0.02 a

0.25±0.02 a

0.29±0.02 a

0.27±0.05 a

0.24±0.02 a

0.23±0.05 a

0.17±0.01 a

0.25±0.02 a

0.18±0.02 a

0.20±0.03 a

0.19±0.02 a

0.27±0.02 a

0.17±0.03 a

表中数据为平均数±标准误。同列不同小写字母表示经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 in the same column significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test.

表2 菌株YB-161对小麦茎基腐病的田间防治效果

Table 2 Field control efficiency of strain YB-161 against wheat crown rot

处理Treatment

YB-161

4.8% 苯醚·咯菌腈

4.8% difenoconazole·fludioxonil

对照CK

2018年3月2日 March 2 in 2018

病情指数
Disease index

6.27±0.12 a

5.97±0.19 a

15.07±0.52 b

防治效果/%
Control efficacy

58.33±1.35

60.40±0.70

/

2018年5月4日May 4 in 2018

病情指数
Disease index

8.47±0.24 a

7.53±0.63 a

17.77±0.59 b

防治效果/%
Control efficacy

52.35±1.60

57.60±4.88

/

产量/（kg/hm2）

Yield

9 046.37±99.04 a

8 896.27±67.24 a

8 484.23±108.42 b

表中数据为平均数±标准误。同列不同小写字母表示经 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.

2.4 菌株YB-161发酵滤液对假禾谷镰孢抑菌能力

菌株YB-161发酵滤液对假禾谷镰孢生长具有

明显的抑制作用。与对照相比，处理组菌落明显缩

小、变黄，边缘畸形、不整齐。菌株YB-161发酵滤液

的5倍稀释液和10倍稀释液对假禾谷镰孢的菌落抑

制率分别达到66.67%和44.33%（图2）。

a：5倍稀释液；b：10倍稀释液；c：对照。a：Five fold dilution；b：ten fold dilution；c：CK.

图2 不同浓度的菌株YB-161发酵滤液对假禾谷镰孢生长的影响

Fig. 2 Effects of YB-161 fermentation filtrate at different concentrations on the growth of Fusarium pseudograminearum
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通过显微镜观察发现，处理组中假禾谷镰孢菌

丝出现明显的原生质体凝集、菌丝膨大、变粗、菌丝

节点缩短、断裂等畸形现象。对照组菌丝光滑均匀，

生长正常（图3）。结果表明，菌株YB-161对假禾谷

镰孢菌丝的生长有明显的拮抗活性。

2.5 菌株YB-161的种类鉴定

菌株 YB-161 在 NA 培养基上菌落为乳白色不

透明，表面粗糙，边缘不规则（图4-a）；革兰氏染色阳

性，菌体呈短杆状，大小为 2.57 μm×0.64 μm（图 4-

b）；芽胞中生至近顶生，大小为1.78 μm×0.76 μm（图

4-c）。经形态学鉴定为芽胞杆菌属Bacillus的一种。

Biolog微生物自动鉴定系统结果显示，菌株YB-161

与数据库中解淀粉芽胞杆菌的相似值最高，为0.749。

a：对照组；b：处理组。a：CK；b：treatment.

图3 菌株YB-161对假禾谷镰孢菌丝生长的影响（400×）

Fig. 3 Effects of YB-161 on mycelium growth of Fusarium

pseudograminearum（400×）

a：菌落；b：菌体（1 000×）；c：芽胞（1 000×）。a：Colony；b：thallus（1 000×）；c：spores（1 000×）.

图4 菌株YB-161的形态特征

Fig. 4 The morphology of strain YB-161

gyrA 序列分析结果表明，菌株 YB-161 的 gy‐

rA 序列与解淀粉芽胞杆菌的 gyrA 序列的同源性

达 99%；基于 gyrA 基因采用邻接法构建菌株 YB-

161 及其相似菌株的系统发育树，结果表明，YB-

161 菌株与解淀粉芽胞杆菌 B. amyloliquefaciens

FZB42（CP000560）亲缘关系最近（图 5）。综合形

态特征、微生物自动鉴定系统结果以及 gyrA 序列

分析结果，最终将菌株 YB-161 鉴定为解淀粉芽胞

杆菌。

2.6 菌株YB-161抑菌谱的测定

对峙试验结果表明，菌株YB-161对辣椒炭疽病

菌、烟草疫霉病菌、西瓜枯萎病菌、芹菜早疫病菌、番

茄枯萎病菌的菌丝生长都有较强的抑制作用（图

6），抑制率分别为 60.00%、60.00%、53.50%、43.50%

和40.00%。

3 讨论

近年来小麦土传病害发生逐渐加重，严重制约

着我国农业生产发展，随着人们对食物安全的重视

和环保意识的增强，对农业可持续发展提出更高的

要求，生物防治因其成本低、对环境安全友好和无残

留等特点已成为国内外防治植物土传病害的研究热

点（李兴龙和李彦忠，2015）。在有寄主或病原菌存

在的土壤中，筛选到强拮抗效果的生防菌株的可能

性较大（张斌等，2015）。本研究从河南省小麦茎基

腐病严重发生的地块采集病土进行生防细菌分离，

其中对假禾谷镰孢抑菌带在5 mm以上的菌株占所

分离细菌总数的27.55%。因此，从发病土壤中分离

生防菌株是一种实现绿色防治小麦茎基腐病等土传

病害的重要途径。

生防菌株的定殖能力是其发挥作用的关键

（Bolwerk et al.，2003）。本研究通过平板对峙试验

初步筛选得到14株生防细菌，在室内盆栽试验中均

具有一定防治效果。可能是因为室内盆栽试验使用

灭菌基质，控制了基质中微生物的种类和数量，有利

于生防菌株的定殖和拮抗作用的发挥。平板抑菌试

验和田间防治效果测定结果可能存在一定差异，离

体拮抗作用较强的菌株在田间未必表现出较好的生

防效果（刘邮洲等，2012）。自然条件下田间土壤情

况复杂，微生物种类、数量众多，此外，近年来施行的

秸秆还田措施增加了土壤中的病原菌数量（陆宁海

等，2019）。而本研究中菌株YB-161在室内和田间
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均表现出良好的防治效果，说明菌株YB-161能够在 土壤中较好的定殖并发挥防治效果。

图5 基于gyrA序列采用邻接法构建菌株YB-161及其相似菌株的系统发育树

Fig. 5 Neighbor-joining dendrogram showing the relationships of tested strain YB-161 and other known Bacillus spp. strains

based on gyrA gene sequences

a：辣椒炭疽病菌；b：烟草疫霉病菌；c：西瓜枯萎病菌；d：芹菜早疫病菌；e：番茄枯萎病菌。

a：C. capisci；b：P. parasitica；c：F. oxysporum f. sp. niverum；d：C. apii；e：F. oxysporum f. sp. lycopersici.

图6 菌株YB-161对不同植物病原菌抑菌能力的测定

Fig. 6 Confrontation culture of strain YB-161 against different plant pathogens

芽胞杆菌由于其较高的遗传相似性，仅采用序

列比对等方法有时难以进行种类区分。Biolog微生

物鉴定系统通过鉴定板对微生物的碳源利用特征进

行测试，计算机模拟后与数据库进行比对，具有高

效、准确的特性，是一种可靠的微生物鉴定手段（鹿

秀云等，2019）。本研究结合形态特征、Biolog微生

物鉴定系统和 gyrA 序列分析结果，将菌株 YB-161

鉴定为解淀粉芽胞杆菌。作为一类重要的生防细

菌，解淀粉芽胞杆菌在小麦赤霉病（冉军舰等，

2016）、水稻纹枯病（卢钰升等，2017）、棉花枯萎病

（丁建朋等，2019）等植物病害的防治上都有广泛应

用。张臻（2018）研究表明，解淀粉芽胞杆菌对禾谷

镰孢引起的小麦茎基腐病的防治效果与 50%多菌

灵可湿性粉剂相当。但在小麦茎基腐病的生物防治

中，鲜有以假禾谷镰孢为靶标菌的报道。本研究从

河南省严重发生小麦茎基腐病的病田土壤中分离筛

选出解淀粉芽胞杆菌YB-161菌株，相较于已报道的

解淀粉芽胞杆菌菌株，其可能更适宜黄淮麦区的土

壤环境条件和病原菌种类，从而表现出更好的定殖

能力和拮抗活性，符合当地生产需求，对于该病的综

合防控工作具有一定的实际意义。此外，本文研究

发现菌株YB-161对多种植物病原菌均有较好的拮
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抗作用，具有良好的开发利用潜能。

解淀粉芽胞杆菌可通过产生细菌素、伊枯草菌

素、多肽类物质等多种抑菌活性物质来发挥生防效

果（陈哲等，2015）。Zhang et al.（2013）研究发现，解

淀粉芽胞杆菌产生的脂肽类化合物可以在立枯丝核

菌 Rhizoctonia solani 的细胞膜上形成孔道，造成细

胞内物质泄漏，从而导致细胞死亡。赵欣和郝林

（2020）研究发现，解淀粉芽胞杆菌HRH317菌株对

串珠镰孢菌 F. moniliforme 菌丝形态和超微结构有

破坏作用，能抑制其菌丝体生长。本研究筛选得到

的菌株YB-161发酵滤液能够造成假禾谷镰孢菌丝

膨大、畸形甚至断裂破碎，下一步将研究其抑菌物质

的种类以及在自然条件下的活性和产生能力。本研

究还发现，菌株YB-161对小麦植株的生长具有较好

的促生作用。Idriss et al.（2002）研究表明，解淀粉芽

胞杆菌 FZB45 菌株胞外植酸酶活性与其促进植物

生长的能力有关；Idriss et al.（2007）发现，解淀粉芽

胞杆菌FZB42菌株可以通过分泌生长素类似物（in‐

dole-3-acetic acid，IAA）对植物的生长产生促进作

用；乔俊卿等（2013）发现解淀粉芽胞杆菌B1619菌

液可以提高番茄叶片的光合速率、蒸腾速率等，从而

促进植物的光合作用来达到促生作用。因此，菌株

YB-161对小麦生长的促生作用机理，以及是否通过

诱导抗性提高小麦的抗病能力有待进一步研究。
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