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摘 要：1//0 5 "$$$ 年，从大同、太原和内蒙古自治区等地采集健康块茎中分离到 1## 株内生

细菌，通过离体抑菌作用测定、田间和温室实验，初步筛选出 6 个具有促生或潜在防治马铃薯

环腐病的内生细菌，其中 110 菌株定殖、促生和拮抗三种作用兼备，具有很好的开发应用前

景。
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马铃薯环腐病是一种维管束细菌病害，对马铃薯生产一直构成威胁［1］。病原菌存在

于维管束系统限制了化学农药的使用，而利用根围细菌防治环腐病已取得一定的防效［"］。

与根围细菌相比，内生细菌存在于植物体内，不易受环境条件的影响，具有稳定的生存空

间，可以在其中定殖和运转，有可能成为生物防治中有潜力的微生物农药，因而更受人们

的关注［#，!］。国外已有内生细菌用于马铃薯、水稻、棉花、玉米以及蔬菜和水果产后病害防

治的报道［6 5 0］，国内主要集中在棉花和水稻病害的防治［/，1$］，利用内生细菌的防治马铃薯

环腐病尚未见报道，近年来，山西省农科院高寒作物研究所和中国农业科学院植物保护研

究所合作，在国内首先开展了这方面的研究，本文就有关研究结果予以报道。

! 材料和方法

!"! 材料

肉汁胨培养基（:;9）：牛肉浸膏 #8$<，蛋白胨 68$<，酵母膏 18$<，葡萄糖 1$8$<，琼脂

108$ 5 "$8$<，用蒸馏水定容至 1$$$=>。以上不加琼脂即为肉汁胨液体培养基。

环腐病菌（ !"#$%&#’()* +%’,%-#.)./ ?+@?A) /)0)12.%’3+（7AB-CD E F’GGH）IJKB? 等，简称：

LM7）：LM7 3 1，是由中国农业科学研究院植物保护研究所分离，于真空冷冻干燥条件下保

存的菌株。

供试感病品种：弗而瑞它（由农业部种子公司从荷兰引进，英文名为 NJK’OBG-）。

!"# 内生细菌的分离、纯化和保存

将采集的健康块茎用自来水冲洗干净，在无菌操作台上，依次用 26P的乙醇和次氯



酸钠（有效 !"# $%&）分别进行表面消毒 ’ ( $%)*+，再用无菌水漂洗块茎三次。为了检验

表面灭菌的效果，用灭菌过的镊子夹住块茎，使其表面与固体平板接触 , ( ’)*+，然后将

培养皿放在 --. ( -’.的温箱中培养 , ( ’/。若发现皿中无菌落出现，证明该真茎表面

灭菌彻底，否则，该分离结果不能使用。用打孔器（/ 0 $%))）从茎基部插入薯块，取出样

品，用灭菌的手术刀切取 $%))（包括维管束环），置于研钵中［$$］。研磨样品，加无菌水定

容至 $%)1，静置 ,%)*+ 后，梯度稀释到浓度为 $%# $ ( $%# 2，取 %3-)1 涂布于 456 平板上，

每浓度涂平皿一个，重复三次，置于 --. ( -’.温箱中培养。培养 , ( ’/ 后，挑取不同形

态的菌落重新于固体平板上划线纯化，然后，真空冷冻干燥保存，备用。

!"# 供试菌株和环腐病菌菌悬液的制备

分别将供试菌株和 !789$ 新鲜细菌菌落用接种环接入 -%%)1 液体培养基中，摇床振

荡（$:%;<)*+）培养，供试菌在 -:.下培养 2:=，环腐病菌在 -,.下培养 >?=，然后离心，倒去

上清液，最后用无菌水配成 $%> @AB<)1 菌悬液，备用。

!"$ 供试菌株和环腐病菌抗药性标记［-］

!"% 抑菌作用的测定

在超静工作台上，将约 $%> @AB<)1 的环腐病菌悬液 %3-)1 加入灭菌培养皿中，然后倒

入已冷却至 2%.左右的培养基 -%)1，充分摇匀，冷却后点上待测菌，放在 --. ( -’.温箱

中培养 , ( 2/，检查抑菌圈的有无及大小。

!"& 田间促生作用的测定

根据离体抑菌作用的强弱和分离时出现比例选出的 $: 个菌株，制备菌悬液。取无病

健康种薯，切成小块（每块 $ ( - 个芽眼），浸入已制备好的供试菌菌悬液中，$-= 后取出，

稍晾干，播种。对照用无菌水处理。本试验共有 $> 个处理，每处理 - 个重复，共 ,: 个小

区，每小区 -% 个薯块，播种成两行，每行种 $% 棵。田间管理要求定期定量灌溉、及时除草

和防治其它病虫害。出苗后一个月调查株高，收获期统计产量。

!"’ 内生细菌对环腐病菌数量的影响

根据促生作用测定结果，筛选出 %?>、%:’、$$%、$$?、$$: 作为供试菌株，环腐病菌使用

抗药性菌株，分别制备菌悬液。选用大小均匀一致的马铃薯幼苗，剪去 $<, 根系，先用供

试菌株菌悬液浸根处理 ,%)*+，再用环腐病菌菌悬液处理 ,%)*+，对照植株只用病原菌菌

悬液处理，之后，将幼苗移载到装有自然土的塑料钵（直径 $%@)，高 $’@)）中，每钵移栽 $
株，每处理 $% 株。

一个月后，取根系分离环腐病菌。

!"( 部分内生细菌定殖能力的研究

对 %?>、%:’、$$%、$$?、$$: 五个供试菌株进行抗药性标记，制备菌悬液。选用大小均匀

一致的马铃薯幼苗，剪去 $<, 根系，用菌悬液浸根处理 ,%)*+，对照植株用无菌水处理。之

后，将幼苗移栽到装有自然土的塑料钵（直径 $%@)，高 $’@)）中，每钵移植 $ 株，每处理 -%
株。两周后取根系分离，方法基本同环腐病菌的分离。

!") 内生细菌种类鉴定

对 %?>、%:’、$$%、$$?、$$: 五个供试菌株进行致病性、细菌形态、培养性状和生理生化

特性的测定［$- ( $2］。

$C-, 期 袁 军等：防治马铃薯环腐病有益内生细菌的分离和筛选



! 结果和分析

!"# 分离和抑菌作用的测定

通过对分离到的 !"" 个菌株进行离体测定，共得到 #$ 株对环腐病菌有拮抗作用的菌

株，占到总菌株数的 "$%，抑菌圈半径最大的可达 !"&&（表 !）。

表 # 离体抑菌作用测定

’()*+ ! ’,+ -+./*0. 12 (30(4135.056 +7(&53(0513

!
!!!! !
!!!! !
!!!!

!" #!$%&

80-(53
91:

;(<5/. 12
53,5)50513
65-6*+=&&

80-(53
91:

;(<5/. 12
53,5)50513
65-6*+=&&

80-(53
91:

;(<5/. 12
53,5)50513
65-6*+=&&

80-(53
91:

;(<5/. 12
53,5)50513

!! !! !! 65-6*+=&&

!! !! !!$$> > $>? @ $?A > !$! !

!! !! !!$$" @ $>A @ $?B " !$# #

!! !! !!$!$ @ $>B " $A! " !$@ ?

!! !! !!$!! @ $"" @ $A" > !$A >

!! !! !!$!@ !" $"# @ $C" " !!$ >

!! !! !!$!C A $"@ ? $C@ # !!? !

!! !! !!$>$ @ $"? > $B# @ !!C >

!! !! !!$>! > $#! @ $B? @ !>> "

!! !! !!$>> > $#" !! $BA # !"! @
$>@ @ $?B @ !$$ " !"" ?

!"! 田间促生作用的测定

从表 > 可以看出，块茎经处理后，供试菌株对马铃薯的株高和产量都有不同程度的影

响。株高增加最高达 !"DB%，增产高达 >BD"%。以产量为主要指标，参考株高变化，将供

试菌株分为三类：（!）促进生长的：株高和产量的增加接近或大于 !$%，包括 $?B、$C@、!!$、

!!? 和 !!C 共 @ 个供试菌株；（>）抑制生长的：株高和产量低于对照，包括 $>B、$"#、$"@、

$#"、$A!、!$A 和 !"" 共 A 个供试菌株；（"）作用不确定的：株高和产量两个指标中有一项低

于对照，包括 $>$、$>@、$#?、$B?、!$! 和 !"! 共 ? 个供试菌株。

表 ! 内生细菌对马铃薯生长和产量的影响
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!!$#? >A:B L !?:$ "C$ M !:" !!C "?:> M B:$ #C@ M >B:"

!!$?B "?:! M C :A #!$ M B:" !"! "#:" M ":" "C$ M !:"
$A! "$:! L B :" "A$ L >:" !"" >?:> L >!:! "#$ L B:"
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!"# 供试菌株对病原菌数量的影响

测定结果表明：菌株 !!" 处理过的植株中环腐病菌的数量最低，为 #$! % !&’ ()*+,，与

对照相差 !&& 倍，&-.、!!&、!!- 次之，大约 !&/ ()*+, 左右，比对照低一个数量级，&"/ 与对照

处于同一数量级，为 !&- ()*+,。
!"$ 部分内生细菌定殖能力的研究

从图 ! 中发现：&"/ 第一次检测时的菌量为 0$’ % !&’ ()*+,，第二次检测时降为 !$! %
!&’ ()*+,，以后都未检测到。其余四个菌株则可连续检测到，但菌株之间存在差异，!!" 始

终高于其它 0 个菌株，初期，呈下降趋势，/ 1 - 周开始增长，其菌量变动范围为：!&/ 1
!&2 ()*+,。&-.、!!& 和 !!- 消长趋势前期有所不同，后期基本一致，大约在 !&/ ()*+, 左右。

图 % 部分内生细菌定殖力测定结果

34,5! 678 (9:9;4<4;, =>4:4?@ 9) A=B?:@ 8;C9A7@?4( >=(?8B4=

!"& 内生细菌种类鉴定

!!" 为荧光假单胞生物型 D（!"#$%&’&()"
*+$&,#"-#(" ./&0), 1）；!!& 为 短 小 芽 孢 杆 菌

（2)-/++$" 3$’/+$"）；&"/ 为嗜热脂肪芽孢杆菌

（2)-/++$" "4#),&45#,’&35/+$"）；&-. 为草生欧文

氏菌（ 6,7/(/) 5#,./-&+)）；!!- 革兰氏染色阳

性，无芽孢，菌体不规则，短杆状，老培养物往

往丧失革兰氏染色特性，并且出现一定比例

的球形细菌，氧化酶阴性，接触酶阳性，缓慢

液化明胶，初步确定属于短小杆菌属（8$,4&9
.)-4#,/$’）。

# 讨论

!!" 为荧光假单胞生物型 D，定殖能力

强，促生作用明显而且稳定，并能使环腐病菌的种群数量显著降低，是一个定殖、促生和拮

抗三种作用兼备、有开发应用前景的内生细菌；&"/ 为嗜热脂肪芽孢杆菌，促生作用明显，

比较稳定，但对病原菌数量几乎无影响，可能会使其应用受到限制，但也有可能作为增产

菌用于生产；&-. 为草生欧文氏菌，促生作用与 !!" 相当，拮抗、定殖能力较强，尽管该属细

菌很少用做生防菌，但并不排除其作为一种新的生防菌来源，用于环腐病的防治。!!& 为

短小芽孢杆菌、!!- 为短小杆菌属二者都具有一定的定殖能力、促生和拮抗作用，但不太

稳定，能否应用于生产，尚待研究；试验中通过对环腐病菌进行抗药性标记，研究供试菌株

对其数量变化的影响，是一种间接反映防病效果的方法。对于像环腐病具潜伏侵染，症状

不明显的病害，它可作为生防菌筛选的一种方法。也有人利用 EFGHI 技术定性定量的对

环腐病菌进行检测，以此来评价生防菌的作用［!/］。

本研究利用菌株的抗药性标记，不仅确认了菌株的内生性，而且还定量地研究了它们

在植物体内的动态变化，因此，标记菌体在内生细菌的研究中有重要的作用。抗药性标记

则因其简单、快速、灵敏度较高、成本较低等优点而得到了广泛的应用，特别适合筛选过程

中对大量菌株的标记。总之，本文为利用有益内生细菌防治马铃薯环腐病提供了一定的

科学依据，并展示了其良好的应用前景。
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