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摘要：为筛选评价优良生防菌，本试验选取４株生防菌，通过平板扩散法对大豆根腐病优势致病菌尖孢镰刀菌

进行平板抑菌试验测定及盆栽防效初探。结果表明：枯草芽孢杆菌ＨＭＧＲ８和解淀粉芽孢杆菌ＮＨ２对靶标

菌表现出较好的抑制作用，抑制率分别是４６．５２％和６５．９５％，木霉菌４Ｒ８以竞争方式对靶标菌产生强抑制

作用。木霉菌 ＭＭ２除了以重寄生方式抑制靶标菌外，其代谢产物对靶标菌菌丝生长起到了一定抑制作用。

盆栽试验中，４株生防菌均有不同程度的促生作用，且经木霉菌 ＭＭ２菌悬液和枯草芽孢杆菌 ＨＭＧＲ８发酵

液单一菌剂处理以及两者混合处理的植株病情指数为２５．３３％、２５．６０％和２４．１７％，与化学药剂多菌灵处理

组病情指数１７％差异不显著，与只接病原菌处理组病情指数５３．３３％差异显著。筛选出的木霉菌 ＭＭ２和枯

草芽孢杆菌 ＨＭＧＲ８可有效降低大豆根腐病的危害程度。
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　　大豆根腐病是一种分布广、危害严重的世界

性大豆土传病害［１］，我国大豆各产区均有发生，一

般可导致大豆减产１０％～６０％，严重时可使大豆

绝产［２］。引起大豆根腐病的病原菌种类较多，其

中以镰孢菌（犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐｐ．）为主要病原菌的大

豆根腐病在世界各地均有相关报道［３４］。在我国

大豆主产区的东北，尽管大豆根腐镰孢菌的种类

三省间存在差异，但尖孢镰刀菌（犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊

狆狅狉狌犿）仍是该地区的强致病种
［５］。目前，大豆根

腐病的防治普遍采用是化学药剂种子包衣处理。

随着农业生产的可持续发展，微生物农药在农业

生产上的应用不断扩大。在防控农作物土传病

害、促进植物生长等方面，利用根际促生真菌、细

菌的研究取得了显著成果，其中以具有代表性的

木霉菌属的生防真菌和芽孢杆菌属的拮抗细菌等

表现出很好的发展前景［６９］。

本研究选用课题组从作物根际土壤、野生药

用植物中分离、筛选获得的对植物病原菌具有一

定拮抗作用的４种生防菌株，开展生防菌对优势

致病菌尖孢镰刀菌抑制作用及对大豆根腐病盆栽

防治效果初步评价，旨在为大豆根腐病生物防治

与应用提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　材料

大豆品种：绥农５３。

大豆根腐尖孢镰孢菌：Ｍ３３ＸＵ菌株由黑龙

江省农业科学院植物保护研究所生物防治研究室

分离自大豆根腐病样，并鉴定和保存。

生防菌株：木霉菌４Ｒ８、ＭＭ２，芽孢杆菌

ＮＨ２、ＨＭＧＲ８由黑龙江省农业科学院植物保护

研究所生物防治研究室保存。

多菌灵：８０％可湿性粉剂。

１．２　方法

１．２．１　大豆根腐病原接种体制备　将保存至斜

面的尖镰孢 Ｍ３３须菌株活化转接到ＰＤＡ 培养

基，培养７ｄ，备用。

将高粱粒沸水煮３０ｍｉｎ，取２００ｇ放入罐头

瓶中，高压灭菌１２０ｍｉｎ。每瓶接入活化后直径

７ｍｍ的病原菌５块，２５±１℃培养１０ｄ，备用。

１．２．２　生防菌制备　木霉菌接种到ＰＤＡ培养

基中，于２５±１℃培养７ｄ；芽孢杆菌接种到ＬＢ

１４
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培养基中，于２８±１℃、１８０ｒ·ｍｉｎ１振荡培养３ｄ，

备用。

１．２．３　盆栽土壤处理　盆栽用土采自黑龙江省

哈尔滨市道外区民主乡国家现代农业科技示范展

示基地，经间歇式灭菌后备用。各生防菌分别在

培养完成时按照体积与质量比１∶１，用等质量无

菌草炭分别吸附各生防菌菌悬液，室温风干后制

成真菌、细菌单一生防菌剂和真菌、细菌复合生防

菌菌剂（复合比为１∶１）。２株木霉菌分生孢子终

浓度为１０８个孢子·ｇ
１干土，２株芽孢杆菌终浓度

为１０７ＣＦＵ·ｇ
１干土，待用。

１．２．４　生防菌拮抗作用测定　采用平板扩散培

养法［１０］，略加改动。在ＰＤＡ培养基平皿中央接

种植物病原菌菌碟，在菌碟周围按等边三角形距

培养皿边缘１ｃｍ处等距离打孔（φ＝７ｍｍ），每孔

分别接入生防菌菌悬液和生防细菌发酵液

２０μＬ，每处理重复３次。生防真菌和生防细菌分

别以每孔接入无菌水和无菌ＬＢ培养液为对照。

置２５±１℃ 培养箱黑暗培养，待对照菌落长满培

养皿，测量病原菌菌落半径，计算菌丝生长抑

制率。

抑制率（％）＝（对照菌落半径－对峙培养菌

半径）／对照菌落半径×１００

１．２．５　盆栽试验处理　生防菌剂、病原菌接种体

分别按盆栽土壤重量的２％、４％与无菌土壤混匀

装盆，加水保持含水量４０％～６０％。大豆种子经

表面消毒后播种，每盆播９粒，出苗后，间苗保留

每盆５株。试验设接种病原菌和空白对照，另选

５００倍液多菌灵每盆灌１００ｍＬ做处理，每处理

３次重复。待２５ｄ左右，三出复叶期，调查病情指

数及植株的根、茎鲜重，调查结束后将样本放

８０℃烘箱烘干后称量根、茎干重。大豆根腐病的

分级标准参照王春玲等［１１］的方法。

病情指数＝１００×∑（各级病根数×相对级

数值）／（调查总根数×最高级数）

表１　生物菌剂土壤处理及施用量

编号 土壤处理
每千克土壤中施用量

生物菌剂／ｍＬ 病原菌接种体／ｇ

１ 木霉菌 ＭＭ２菌悬液Ｔ１＋根腐病原菌 ２０ ４０

２ 木霉菌４Ｒ８菌悬液Ｔ２＋根腐病原菌 ２０ ４０

３ 解淀粉芽孢杆菌ＮＨ２发酵液Ｃ１＋根腐病原菌 ２０ ４０

４ 枯草芽孢杆菌 ＨＭＧＲ８发酵液Ｃ２＋根腐病原菌 ２０ ４０

５ 复合菌Ｔ１Ｃ１＋根腐病原菌 １０＋１０ ４０

６ 复合菌Ｔ１Ｃ２＋根腐病原菌 １０＋１０ ４０

７ 复合菌Ｔ２Ｃ１＋根腐病原菌 １０＋１０ ４０

８ 复合菌Ｔ２Ｃ２＋根腐病原菌 １０＋１０ ４０

９ 根腐病原菌对照  ４０

１０ 空白对照  

１１ 多菌灵＋根腐病原菌 对照 ５００倍液１００ｍＬ·盆１ 

１．２．６　统计分析　采用ＳＰＳＳ２２．０数据处理系

统进行方差分析和Ｄｕｎｃａｎ氏多重比较。

２　结果与分析

２．１　生防菌对病原菌的抑菌作用

枯草芽孢杆菌 ＨＭＧＲ８和解淀粉芽孢杆菌

ＮＨ２对靶标菌表现出较好的抑制作用，有明显的

抑菌圈，抑制率分别是４６．５２％和６５．９５％。２株

木霉菌在扩散培养２ｄ后，因生长速度较快，对靶

标菌产生强抑制作用（图１）。

２．２　生防菌对大豆的促生防病效果

由表２可知，解淀粉芽孢杆菌 ＮＨ２发酵液

单一菌剂处理３植株的地上部干重与其他处理组

差异显著。解淀粉芽孢杆菌ＮＨ２发酵液和木霉

菌４Ｒ８菌悬液混合处理７植株的地上部干重高

于其他混合菌剂处理，比只接病原菌处理９的地

上部干重提高了４２．９６％。木霉菌 ＭＭ２菌悬液

２４
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处理１和枯草芽孢杆菌 ＨＭＧＲ８发酵液处理４

的植株病情指数为２５．３３％和２５．６０％，与多菌灵

处理１１差异不显著，与只接病原菌处理９的病情

指数（５３．３３％）差异显著。同时，只接病原菌的处

理９病情指数与除处理１０外的其他处理存在显

著差异。生物菌剂处理中，木霉菌 ＭＭ２菌悬液

处理１对大豆根腐病的防效最高为５０．８０％。

图１　生防菌对番茄灰霉病菌菌丝抑制作用

表２　生防菌对大豆的防病促生效果

处理 地上部干重／ｇ 地下部干重／ｇ 病情指数／％ 防治效果／％

１ １．８３±０．５８ｂｃｄ ０．７０±０．２８ａｂｃ ２５．３３±１０．０１ｅｆ ５０．８０±１４．７８ａ

２ １．５７±０．４５ｂｃｄ ０．６０±０．２５ｂｃ ３２．００±８．６４ｃｄｅ ４１．５５±１８．１８ａ

３ ２．５５±１．３７ａ ０．９９±０．３９ａｂ ３４．００±１２．５９ｃｄｅ ４０．１０±１３．１６ａ

４ １．５８±０．５３ｂｃｄ ０．５７±０．２２ｃ ２５．６０±３．５８ｅｆ ４８．９９±１６．５９ａ

５ １．５４±０．４５ｂｃｄ ０．６３±０．２６ｂｃ ２６．００±５．１６ｄｅｆ ４６．５５±２３．１５ａ

６ １．４９±０．３４ｂｃｄ ０．５６±０．１７ｃ ２４．１７±５．００ｅｆ ４９．２０±２１．１７ａ

７ １．８３±０．０４ｂｃｄ ０．６３±０．０８ｂｃ ３２．７５±６．６０ｃｄｅ ４０．９２±１０．９０ａ

８ １．６２±０．２５ｂｃｄ ０．７４±０．０４ａｂｃ ３４．２５±７．２３ｃｄｅ ４６．５０±２１．５９ａ

９ １．２８±０．１１ｅ ０．８９±０．４６ａｂｃ ５３．３３±１２．２２ａ 

１０ ２．２７±０．２２ｂｃ ０．９１±０．０４ａｂ ４９．３３±２．３１ａｂ 

１１ １．７７±０．５３ｂｃｄ ０．７８±０．１５ａｂｃ １７．００±２．６５ｆ ６８．１３±５．４７ａ

　　注：同列数据不同小写字母表示在０．０５水平差异显著。

　　通过对幼苗期根部发病情况调查，与对照相

比，处理组幼苗根系发达，根腐病发病不明显。

表明生物菌剂对盆栽大豆幼苗根腐病有很好的

防治效果。同时，生物菌剂处理的大豆幼苗与对

照组相比，植株生长健壮，具有明显的促生作用

（图２）。
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Ａａ：病原菌处理组；Ａｂ：病原菌＋拮抗菌株处理组；Ｂａ：病

原菌处理组；Ｂｂ：病原菌＋拮抗菌株处理组；Ｂｃ：空白对照

处理

图２　生防菌株对大豆幼苗防病促生效果

３　结论与讨论
生物防治一直被认为是对生态环境友好型的

防治手段，各国研究者们也在一直挖掘、筛选生防

菌剂。而植物内生真菌是一类生长在植物体内、

与寄主植物协同进化生长的一类真菌，不仅具有

抗菌、抗氧化等活性，还能促进植物生长，成为了

筛选新型生防菌的重要微生物资源。木霉属作为

生防因子对病原菌的拮抗机制报道中，主要是通

过快速生长与植物病原菌产生空间竞争，达到抑

制病原菌生长的作用，很少有产生抑菌圈的报道。

此外，木霉还可通过几丁质酶和葡聚糖酶分解植

物病原真菌细胞壁的几丁质，进而穿透病原菌细

胞壁，抑制细胞壁再合成，达到抑制病害再发

生［１２］。本研究中的木霉菌株 ＭＭ２产生了明显

的抑菌圈，很有可能是菌株 ＭＭ２产生了具有抗

生活性的次生代谢产物。关于木霉菌在温室及田

间条件下防治农作物病害的报道有很多，木霉菌

能明显降低病害的发生，同时具有促进植株生长

的能力［１３１４］。本试验中的两株木霉菌菌悬液对

大豆苗期的病情指数分别为２５．３３％和３２．００％，

均与处理９和处理１０对照组差异显著。

关于根际细菌芽孢杆菌属防治土传病害的研

究，国内外学者进行了大量报道，且对病原菌的作

用机理一般被认为是抗生、竞争、生长促进和诱导

系统获得抗性［１５］。在利用芽孢杆菌防治大豆根

腐病方面，有些学者直接利用生防菌培养液浸种

或是作为种衣剂包衣处理，或是将培养液与播种

土混合后播种，结果都可促进大豆幼苗生长，对根

腐病也都有一定防效［１６１８］。本研究选取的两株

芽孢杆菌在平皿试验中，对病原菌生长有明显抑

制作用，但是否与其各自代谢产物有关有待进一

步试验验证。盆栽试验中，解淀粉芽孢杆菌ＮＨ２

和枯草芽孢杆菌 ＨＭＧＲ８对大豆苗期防控效果

较好。在大豆三出复叶期调查发现，无论是单一

还是复合菌剂处理较接种根腐病原菌的对照处理

显著提高植株干重，但对根干重影响不显著。木

霉菌 ＭＭ２与枯草芽孢杆菌 ＨＭＧＲ８的复配菌

剂处理６对大豆苗期的防效为４９．２０％，可适当

考虑在今后的防治应用上采用两菌剂复配使用。

在实际生产中，大豆根腐病是多种病原菌复合侵

染导致，在一定栽培条件下，生防菌复配使用更能

适应作物生长的环境，进而减轻病害的发生程度，

促进作物的生长。但是利用复配菌株处理不是简

单的累加，而有一定的协同作用，充分发挥不同菌

株的生防机制，可以起到防病增产的作用［１９］。
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