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土传棉花黄萎病拮抗菌的筛选及其生物效应3
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(南京农业大学江苏省固体有机废弃物资源化高技术研究重点实验室 ,南京　210095)

　　摘　要　　实验采用平板对峙法 ,从黄萎病发生严重的棉田中的健康植株根际土壤中分离筛选到 11株

对棉花黄萎病致病菌 V erticillium dahliae Kleb (Vd)具有拮抗效果的菌株 ,抑菌率在 5118%和 8714%之间 ,经

培养滤液抑菌率试验复筛 ,选择抑菌效果较好的 3株菌株进行盆栽试验。结果表明 :在施用拮抗菌摇床培养

液 (VS)、有机肥 (VF)和两者结合 (VFS)的 3个处理中 , VFS效果最显著 ,防病率达 57% ,植株生理性状显著

改善 ,根际可培养微生物数量发生显著变化 ,细菌数量增加 713～1314倍、放线菌数量增加 312～519倍 ,病原

菌微菌核数量下降 34%。结合生理生化和 16S rDNA技术鉴定 ,初步确定供试的 2株菌为死谷芽孢杆菌 (B a2
cillus va llism ortis) , 1株菌为枯草芽孢杆菌 (B acillus subtilis)。研究表明拮抗菌与有机肥共同施用不仅可以起

到防病的作用 ,而且可以使棉花连作土壤微生物区系向健康、合理的方向发展。本文首次报道了死谷芽孢杆

菌对棉花黄萎病有抑制作用。
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　　棉花黄萎病是世界棉区的主要土传病害 ,在我

国各产棉区危害日益加重 ,据统计 2002年我国黄萎

病发病面积高达 300万 hm
2 [ 1 ]

,已成为制约我国棉

花产业发展的瓶颈问题。黄萎病是棉花产生连作

障碍的主要病害之一 ,其病原菌为土壤习居菌大丽

轮枝菌 V erticillium dah liae Kleb (Vd) ,该病害的防治

方法已成为棉花生产的研究热点。生物防治是目

前研究克服土传病害的重要方法之一 ,获得高效拮

抗菌株是进行生物防治研究的基础 [ 2, 3 ]。本文利用

分离筛选到的拮抗细菌与合适有机肥结合 ,综合防

治棉花黄萎病 ,同时测定棉花根际微生物数量 ,试

图为研究克服棉花连作障碍机理提供依据。

1　材料与方法

111　试验样本

土壤 : 2006年 12月在江苏省大丰市黄萎病重

病棉田采集健康植株根际土壤样品 36份 ,自然晾

干、低温保存。供试病原菌株 :棉花黄萎病菌大丽

轮枝菌 V erticillium dah liae Kleb (Vd) ,来自南京农业

大学江苏省固体有机废弃物资源化高技术研究重

点实验室。供试培养基 : PDA、NA、NB,配方参照文

献 [ 4 ]。

112　拮抗菌的分离筛选与效果测定

土壤细菌的分离筛选 :对土壤样品进行系列稀

释涂布培养获得细菌单菌落 [ 5 ]。将 Vd保藏种进行

活化 ,用打孔器 (直径 5 mm )在菌落边缘区域打孔

制成菌片 ,转接在 PDA平板中央 , 28℃培养 4 d,采

用对峙法将分离到的细菌菌株点接在距 Vd菌片 20

mm处 ,每皿接种 3个菌株 ,同时设空白对照 (不接

菌 )。28℃培养 7 d,测量 Vd的菌落直径 ,并按照下

式计算抑菌率。

抑菌率 % =
对照 V d直径 -供试菌株 Vd直径

对照 V d直径
×100

选择抑菌效果显著的菌落进行纯化 ,并保存。

113　拮抗菌培养滤液对病原菌的抑制效果测定

选择测定中抑菌效果明显的菌株 , NB培养基

37℃、170 r m in - 1振荡培养 48 h,菌悬液经 012μm

细菌过滤器过滤获得滤液。按体积比 1∶10与冷却

至 40～50℃的 PDA培养基均匀混合 ,凝固后在平板

中央接种病原菌菌块 (直径 5 mm ) ,同时用无菌水

设对照 ,每处理重复 3次 , 28℃培养 7 d,测量 Vd菌
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落直径 ,并计算抑菌率 (公式同上 ) ,选择抑菌效果

较好的菌株进行抗性试验 ,确定相互间无生长抑制

现象的菌株制备复合菌悬液进行盆栽试验。

114　盆栽试验

供试土壤采自江苏省盐城市棉花连作土壤 (四

茬 ) ,有机质 10118 g kg- 1 ,全氮 1132 g kg- 1 ,速效磷

28137 mg kg
- 1

,速效钾 190113 mg kg
- 1

;供试病原菌

孢子悬液为病原菌接种于 PDA液体培养基 , 28℃、

170 r m in
- 1振荡培养 7 d,菌悬液经 4层纱布过滤获

得 ;拮抗菌复合菌悬液为 HJ25、DF215、DF214三株拮

抗菌分别接种于 NB培养基中 , 28℃、170 r m in
- 1振

荡培养 48 h后 ,按照含菌量 1∶1∶1的比例混合制

备 ;供试有机肥由江苏新天地氨基酸肥料有限责任

公司提供 ,有机质 36015 g kg- 1 ,全氮 3516 g kg- 1 ,

全磷 6218 g kg
- 1

;供试棉花品种为新陆早八号 ,砂

培育苗待 2至 3片真叶后使用。

试验设 5个处理 ,空白 ( CK)、空白 +病原菌

(V)、空白 +病原菌 +拮抗菌复合菌悬液 (VS)、空

白 +病原菌 +有机肥 (VF)、空白 +病原菌 +拮抗菌

复合菌悬液 +有机肥 (VFS) ,每盆装土 115 kg,施尿

素 0115 g,氯化钾 011 g, 4次重复。病原菌接种方

法 :将棉花黄萎病病原菌的孢子悬液与盆栽土壤混

合均匀装盆 ( 218 ×104个 g- 1土 )。有机肥使用方

法 :每盆 20 g与土壤混合均匀。拮抗菌接种方法 :

用无菌水将制备好的拮抗菌复合菌悬液稀释 5倍 ,

棉苗沾根后定植 ,其余稀释液浇灌于棉苗根部周围

(617 ×107个 g- 1土 ) ,或者与有机肥混合均匀后施

入。棉花生长 48 d后调查黄萎病发生情况 ,并计算

发病率和防治效果 ,测定棉花株高、鲜重、干重

(105℃杀青 30 m in, 75℃烘干至恒重 )。

115　土壤微生物数量的测定方法

根际土壤可培养微生物采用系列稀释平板计

数法计数 [ 6 ]
,细菌采用 NA培养基 ,真菌采用马丁氏

(Martin)培养基 ,放线菌采用改良高氏一号培养基。

土壤中棉花黄萎病病原菌大丽轮枝菌菌核数

的测定参照文献 [ 7 ]。选择性培养基配制方法为 :

土壤浸提液 25 m l, KH2 PO4 115 g, K2 HPO4 4 g,尿酸

钠 012 g,半乳糖醛酸钠 (果胶 ) 1 g,山梨糖 1 g, Dox

盐 2 m l, TergitolNP210 1 m l, PCNB 011 g,琼脂 17 g,

蒸馏水 1 000 m l, pH614～617。每 1 000 m l融化培

养基倒皿前加抗菌素液 50 m l (含氯霉素 0105 g、链

霉素 0105 g、青霉素 2G盐 0105 g)。

116　拮抗菌株的鉴定

将分离得到的拮抗菌株接种至 NB培养基平板

上 , 28 ℃倒置培养 5 d,观察其菌落形态特征。利用

革兰氏染色镜检和透射电镜技术观察菌体形态。

淀粉水解等生理生化试验及其培养基按常见细菌

鉴定方法进行 [ 8 ]。

降解菌株的分子生物学鉴定 :采用菌体直接扩增

16S rDNA的方法。PCR扩增引物选用 16S rDNA细

菌通用引物 27f/1492r [ 5’端引物 : 5’2AGAGTTT2
GATCCTGGCTCAG23’ ( Escherich ia coli bases 8 ～

27 ) [ 9 ]
, 3’端引物 : 5’2TACCTTGTTACGACTT23’

( Escherich ia coli bases 1 507～1 492) [ 10 ] ]。扩增反

应体系为 : 10 ×Taq聚合酶反应缓冲液 5μl, dNTP

(20 mmol l
- 1 ) 5μl, 5’端引物 (25 pmolμl

- 1 ) 2μl,

3’端引物 (25 pmolμl
- 1 ) 2μl,Mg

2 + (25 mmol l
- 1 ) 6

μl,菌体 DNA (约 50 ngμl- 1 ) 1μl, Taq DNA聚合酶

(5 Uμl- 1 ) 015μl, H2 O 2815μl,总体积 50μl。

PCR反应条件 : 94℃预变性 2 m in,进入热循环 : 94℃

变性 30 s, 52℃退火 30 s, 72℃延伸 1 m in,共 30个

循环。PCR产物采用试剂盒 (Axyp rep DNA Gel Ex2
traction Kit, Axygen B iosciences) 纯化后 ,与 PMD192
T2vector载体连接。 16℃连接 10 h,转化 E1 coli

DH5α,经蓝白斑筛选 ,随机挑选阳性克隆 ,酶切质

粒 DNA验证后 ,进行测序。测序结果在 GenBank数

据库中进行同源性检索。

117　数据处理

数据采用 SAS812统计软件进行分析。

2　结果与分析

211　拮抗菌的筛选与鉴定

通过平板对峙法 ,从分离到的 600余株土壤细

菌中筛选到 11株具有拮抗能力的菌株 (表 1) ,其中

HJ21、HJ25、DF26、DF27、DF212、DF213、DF214、DF215

等 8株菌株均能显著抑制 Vd生长 ,抑菌率大

于 70%。

胞外拮抗物质的产生能力是筛选高效拮抗菌

株的标准之一。通过对初筛获得的 8株拮抗菌的

培养滤液抑制 Vd生长能力的测定发现 , HJ25、DF2
15、DF214、DF213、DF212等 5株拮抗菌的培养滤液

对 Vd菌落生长的影响与对照差异显著 ( p <

0105) ,结果见表 2。其中 HJ25、DF215、DF214三株

菌株的抑菌率大于 30% ,通过平板抗性试验表明

三者之间无拮抗现象 ,所以选用 HJ25、DF215、DF2
14三株拮抗菌制备拮抗菌复合菌悬液进行盆栽

试验。
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表 1　分离菌株对 Vd生长的影响

Table 1　 Influence of the isolated bacterial strains on growth of Vd

供试菌株

Bactereial strain

抑菌率

Inhibition rate ( % )

抑菌带

Inhibition zone (mm)

HJ21 7416 8ab

HJ22 5118 417c

HJ23 6216 817ab

HJ24 6812 711b

HJ25 8714 916a

DF26 7215 713b

DF27 7819 815ab

DF212 7512 818ab

DF213 7315 715b

DF214 8417 813ab

DF215 8616 816ab

表 2　初筛菌株的培养滤液对 Vd生长的影响

Table 2　Effect of culture filtrate of the isolated strains on growth of Vd

初筛菌株

Bacterial strain

Vd菌落直径

D iameter of Vd (mm)

抑菌率

Inhibition rate ( % )

CK 70a 2

HJ21 67ab 413

HJ25 40c 4219

DF26 62ab 1114

DF215 47c 3219

DF212 59b 1517

DF213 58b 1711

DF214 45c 3517

DF27 62ab 1114

212　拮抗菌与有机肥结合施用对棉花苗期生长的

影响

　　通过利用拮抗菌复合培养液与有机肥混合接

种 ,进行盆栽试验。结果表明 , CK与 VS、VF处理间

株高、鲜重无显著差异 ,干重差异显著 ; VS与 VF处

理间干重差异显著 ; CK与 VFS处理间株高、鲜重、

干重差异均显著 (表 3) ,说明拮抗菌对棉花苗期生

长有促进作用 ,拮抗菌与有机肥共同施用能够显著

提高棉花苗期的生长。

表 3　拮抗菌与有机肥结合施用对棉花苗期生长的影响

Table 3　Effect of antagonistic bacteria p lus organic manure

on growth of cotton seedling

处理

Treatment

株高

Plant height ( cm)

鲜重

Fresh weight ( g)

干重

D ry weight ( g)

CK 1811 ±017b 1416 ±018c 211 ±012b

V 816 ±112c 411 ±116d 0161 ±011c

VS 2017 ±719ab 1711 ±311bc 414 ±016a

VF 1919 ±114ab 1510 ±115ab 212 ±011b

VFS 2618 ±113a 2116 ±114a 415 ±012a

213　拮抗菌与有机肥结合施用对棉花苗期黄萎病

的防治效果

　　从表 4可以看出 , VS、VF、VFS处理对棉花苗期

黄萎病均有防治效果 ,其中 VFS的防治效果高达

57% , VS和 VFS处理结果表明拮抗菌对棉花黄萎

病具有防治效果 ; VF和 VFS处理结果表明施用有

机肥能够降低黄萎病的发病率 ,其中 VFS处理的发

病率降低达 50% ; VFS的防治效果说明拮抗菌与有

机肥结合施用能够提高防治效果。

表 4　拮抗菌与有机肥结合施用防治棉花黄萎病的效果
Table 4　Effect of antagonistic bacteria p lus organic manure on

control of cotton verticillium wilt in green house

处理

Treatment

发病率

Incidence of

Verticillium wilt ( % )

防治效果

Control Effect ( % )

CK 13% -

V 88% -

VS 50% 43%

VF 63% 28%

VFS 38% 57%

214　拮抗菌与有机肥结合施用对棉花连作土壤微

生物数量的影响

　　从测定各处理间根际土壤微生物数量可以看

出 (表 5) , VS、VF、VFS处理真菌数量较 CK均有减

少 ,细菌和放线菌数量有显著增加。其中 ,细菌为

CK的 4194～9106倍、3156～5189倍、7133 ～13144

倍 ; VF和 VFS处理放线菌数较 CK有显著增加 ,

　　　　
表 5　施用拮抗菌及有机肥对棉花连作土壤微生物

区系的影响

Table 5　Effect of antagonistic bacteria p lus organic manure on soil

m icroflora in cotton fields under consecutive cropp ing

处理

Treatment

细菌

Bacteria

( ×10
7

cfu

g- 1 soil)

放线菌

Actinomyces

( ×10
6

cfu

g- 1 soil)

真菌

Fungi

( ×10
4

cfu

g- 1 soil)

大丽轮枝

菌菌核

Sclerotia

(个 g
- 1 )

CK 118 ±015b 217 ±111b 213 ±015ab 87 ±7b　

V 116 ±110b 213 ±110b 217 ±112a 109 ±16a

VS 1216 ±317a 912 ±019a 113 ±014bc 79 ±23b

VF 815 ±211a 518 ±312b 112 ±111bc 81 ±21b

VFS 1817 ±515a 1212 ±317a 119 ±013c 78 ±7b

为 CK的 2144倍～4181倍、3115倍～5189倍 ; VS、

VF处理真菌数量较 CK稍有减少 , VFS处理较 CK

显著减少 ; VFS处理大丽轮枝菌菌核数量较 V处理

下降 34%。

215　菌株生理生化特性及 16S rD NA鉴定

在 LB平板上 , 37℃培养箱倒扣生长 12 h后的
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HJ25、DF215、DF214菌株菌落周边不规则 ,不透明 ,

具运动性 , HJ25、DF215菌株菌落表面起皱 , DF214菌

落表面光滑。挑单菌落镜检均为杆状。透射电镜

照片显示 HJ25和 DF214菌株为杆菌 (图 1)。染色

表明 ,三株菌株均为革兰氏阳性 ( G﹢ )细菌。生理

生化试验表明 , HJ25、DF215、DF214菌株的葡萄糖产

酸、蔗糖产酸、麦芽糖产酸、木糖产酸、甘露醇产酸

反应、淀粉水解、氧化酶、厌氧生长、甲基红反应、V2
P (Voges2Proskauer)反应、柠檬酸盐利用和硝酸盐降

解等均为阳性 ,而乳糖产酸和丙酸盐利用均为阴

性。由于 HJ25和 DF215菌生理生化特性完全相同 ,

在浓度为 50 mg L - 1的 NaCl溶液中生长受到显著抑

制 ,而 DF214菌生长良好 ,因此初步判断 HJ25与
DF215菌为同一种菌 ,而与 DF214菌有差异。
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　　进一步用分子生物学方法对 HJ25和 DF214菌

株进行鉴定 ,扩增获得的 16S rDNA序列 HJ25菌株
有 1 562 bp, DF214菌株有 1 606 bp。测序结果在

GeneBank数据库中进行 BLAST同源性检索 ,再用

MEGA311分析绘制系统发育树 (图 2)。结果表明 ,

HJ25菌株与死谷芽孢杆菌 B acillus va llism ortis

(AB021198) 的同源性达 9918% , DF214菌株与枯

草芽孢杆菌 B acillus subtilis (AJ276351)的同源性达

9717% ,因此初步确定 HJ25为死谷芽孢杆菌 , DF214

为枯草芽孢杆菌。

3　讨　论

迄今 ,本文首次报道了死谷芽孢杆菌对大丽轮

枝菌侵染和危害有显著的抑制作用。自 1996年首

次报道死谷芽孢杆菌为枯草芽孢杆菌的近亲以

来 [ 11 ]
, 2007年一项研究首次报道了该菌对番茄的

青枯病致病菌 (R alston ia solanacearum )生长有抑制

作用 [ 12 ]。由于细菌与真菌病原菌的侵染、危害及其

控制方法有较大的差异 ,因此本文的研究结果具有

较好的创新性。

生物防治土传病害是未来农业生产中的重要

措施 ,分离筛选高效拮抗菌是进行生物防治研究工

作的基础。土壤是微生物生活的大本营 ,尽管通过

可培养方式只能获得土壤微生物总量的 011%
[ 13 ]

,

但可供筛选利用的有益微生物资源还是相当丰富

的。我们从棉花黄萎病发生严重的土壤中分离筛

选到 3株拮抗菌 HJ25、DF214、DF215,在平板对峙试

验中对棉花黄萎病致病菌大丽轮枝菌均有显著拮

抗效果 (图 1)。近年来很多报道 ,高效拮抗菌常常

是在实验室平板效果明显 ,在盆栽和田间效果不稳

定。因此 ,目前采用多株拮抗菌复配使用提高防治

效果的策略的研究报道较多 [ 14 ]
,有细菌与真菌、细

菌与酵母、细菌与细菌等多种形式 [ 15～17 ]。我们将筛

选到的 3株拮抗细菌进行细菌与细菌的复配研究 ,

综合防治效果有了提高 ,这与前人的研究结果是一

致的 [ 14 ]
,可能与三株拮抗菌之间的拮抗方式互补有

一定关系。另一个重要因素是拮抗菌赖以生存并

发挥作用的环境条件与营养状况、气候变化等因素

的影响 ,通过人为技术 ,直接为拮抗菌创造宜居微

环境提高了拮抗效果。目前利用有机肥施肥过程

向土壤中添加有助拮抗菌定植、促进生长的研究报

道不多见。本盆栽试验表明 , HJ25、DF214、DF215三

株拮抗菌发酵液的复合菌剂与有机肥结合施用对

棉花黄萎病防治效果高达 57% (表 4) ,可能是由于

土壤中加入有机物等措施提高原有的拮抗微生物

的活性 ,从而降低土壤中病原菌的密度 ,抑制病原

菌的活动 ,减轻病害的发生 [ 18 ]。同时对植株的生长

也有一定的促进作用 ,这与前人研究施用抗生菌剂

缓解大豆重迎茬根际微生态障碍并能促进植株生

长发育的结果一致 [ 19 ]。

土壤微生物是土壤中最活跃的肥力因子之一 ,

在土壤生态系统中占重要位置 [ 20, 21 ]
,对土壤结构的

改善和养分积累、转化以及维持和促进植物生长起

重要作用 [ 22 ]。细菌是土壤物质转化的主要动力 ,在

土壤中占绝对优势。放线菌产生抗生素和激素类

物质 ,有利于抑制有害微生物的生长。真菌虽在物

质分解中也起重要作用 ,但往往与土传病害有关。

所以土壤中细菌、放线菌数量与土壤养分含量及作

物产量呈显著正相关 ,而真菌数量与养分含量之间

相关性较差 [ 23 ]。土壤微生物区系失去平衡 (细菌数

量减少、真菌数量增加 )是作物连作产生障碍的主

要因素之一 ,因此在研究克服连作障碍的施肥过程

中 ,不仅要抑制土传病原菌的数量 ,而且要提高有

益细菌和放线菌的数量。本试验结果表明 :在棉花

连作土壤中使用拮抗菌和与之匹配的有机肥能够

明显改变土壤微生物区系组成 ,拮抗菌和有机肥的

施入能够改变土壤中微生物数量 ,使连作土壤中真

菌数量降低 ,细菌和放线菌的数量有所上升。细菌

可分解有机物料带来大量可溶性物质 ,从而大量繁

殖 [ 24 ]。细菌数量较 CK增加 713倍～1314倍、放线

菌数量较 CK增加 312倍～519倍、而真菌的数量略

有减少、病原菌 (大丽轮枝菌微菌核 )数量下降 34%

(表 5) ,障碍土壤的微生物区系能够逐步向健康土

壤的微生物区系方向发展。

棉花黄萎病致病菌大丽轮枝菌在土壤中产生

的休眠体———微菌核是其侵染下茬棉花的主要方

式 ,在土壤中和作物病残体中可存活十几年之

久 [ 25, 26 ]。本试验中微菌核数量虽然减少 ,但下降幅

度不大 ,未达到临界值 ,这可能与我们分离筛选的

拮抗菌是抑制病原菌营养体而不是微菌核寄生菌

有关 [ 27 ]。所以在以后的试验中不但要筛选对病原

菌营养体有抑制作用的拮抗菌 ,而且也要筛选对休

眠体有作用的拮抗菌株 ,两者结合效果会更好。同

时拮抗菌接种连作土壤后 ,定植行为和位点、与病

原菌之间的关系需要进一步研究。
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SCREEN ING O F BACTER IA ANTAGO N IST IC AGA INST SO IL 2BO RNE

CO TTO N VERT IC ILL IUM W IL T AND THE IR B IOLO G ICAL EFFECTS O N

THE SO IL 2CO TTO N SY STEM

Zhang Hui　Yang Xingm ing　Ran W ei
­　Xu Yangchun　Shen Q irong

( J iangsu Key Laboratory for O rganic Solid W aste U tilization, N anjing Agricultura l U niversity, N anjing　210095, China)

Abstract　 In an experiment using the flat2stand method, 11 strains of bacteria antagonistic against Verticillium dahli2
ae Kleb (Vd) were isolated from healthy cotton p lants growing in cotton fields seriously infected with verticillium wilt1
Their verticillium inhabiting rates ranged from 70% to 8714% 1 Cotton Verticillium wilt disease was effectively supp ressed

by 57% over the control by app lication of a m ixture of the antagonistic bacteria along with organic fertilizer1 M icrobial

communities were significantly changed in cotton rhizospheric soils in Treatment VS ( app lication of m ixed antagonistic

strain solution) , Treatment VF ( organic manure) , and Treatment VFS ( strain solution p lus organic manure) , among

which Treatment VFS was the highest in disease inhabiting rate, reaching 57% 1 Significant increase in population of bac2
teria and actinomyces and decrease in population of pathogen m icrosclerotia were found in these treatments, as compared

with that in the control1 Based on the physiological and biochem ical determ ination and the 16S rDNA sequence analysis,

HJ25 and DF215 strains were identified as B acillus vallism ortis, while DF214 strain as B acillus subtilis1 This is the first pa2
per that reports B acillus va llism ortis is antibiotic against Verticillium dahliae1

Key words　Cotton Verticillium wilt; Antagonistic bacteria; Rhizosphere m icrobe


