
浙江理工大学学报，２０１９，４１（６）：８０６－８１１
Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｚｈｅｊｉａｎｇ　Ｓｃｉ－Ｔｅｃｈ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－３８５１（ｎ）．２０１９．０６．０１５

收稿日期：２０１９－０４－２５　　网络出版日期：２０１９－１０－０９

基金项目：国家自然科学基金项目（８１６７３５３７）；浙江省重点研发项目（２０１５Ｃ０２０３０）

作者简介：沈永昶（１９９４－　），男，安徽霍山人，硕士研究生，主要从事微生物学方面的研究。

通信作者：胡秀芳，Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｕｘｉｕｆ＠ｚｓｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

三七根腐病原菌拮抗菌的筛选与活性分析
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（浙江理工大学生命科学与医药学院，杭州３１００１８）

　　摘　要：中药材三七的种植产业发展受根腐病影响十分严重，通过筛选高效、稳定的三七根腐病原菌拮抗菌株
可对三七进行生物防治。采用平板对峙试验，从三七植株中筛选出２株拮抗细菌菌株 ＷＺＺ－６和 ＷＺＺ－２５，并对其进
一步的活性测定。结果表明：ＷＺＺ－６和 ＷＺＺ－２５菌株对柱孢菌（Ｉｌｙｏｎｅｃｔｒｉａ　ｍｏｒｓ－ｐａｎａｃｉｓ）病原真菌有较好的抑制活
性，病菌菌丝的生长抑制率都超过５０％，其中菌株 ＷＺＺ－６抑菌率高达７２％；对三七离体块茎、植株的根腐病均具有
较强的拮抗作用，防治效果高达１００％。１６ＳｒＤＮＡ 鉴定结果显示：ＷＺＺ－６和 ＷＺＺ－２５分别为解淀粉芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）和枯草芽孢杆菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ），序列相似度分别为１００％和９９％。拮抗菌株 ＷＺＺ－６和
ＷＺＺ－２５有望成为三七根腐病生物防治的新材料。
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０　引　言

三七是中国名贵的中药材，根腐病是制约三七
种植产业持续发展的重要病害之一［１］。柱孢菌

（Ｉｌｙｏｎｅｃｔｒｉａ　ｍｏｒｓ－ｐａｎａｃｉｓ）为三七根腐病的优势病
原菌，是引起三七连作障碍性病害的重要病原菌［２］，

拮抗柱孢菌的生长、抑制相应的病害发生是克服连
作障碍的重要途径之一［３］。



自扩大三七的栽培面积以来，各种病害逐渐出
现，其中三七根腐病的危害最为严重，是造成三七减
产甚至绝收的重要因素［４］，已成为限制三七种植的
技术瓶颈之一，也是影响中国三七中药材健康发展
的重要因素［５］。当前在中药材的病害防治仍以化学
农药防治为主［６］，但该手段影响着中药材的食用安
全、抑制土壤中的有益微生物、造成环境污染等诸多
问题，并且对人类健康造成巨大的威胁［７］。
利用生物方法防治植物病害不仅避免了化学农

药带来的系列问题，而且持久、安全、有效，已成为植
病害防治的重要方向［８］。植物内生菌在病害生物防
治领域具有开发潜力巨大、应用前景广阔，目前已作
为生物防治剂或生长调节剂，在替代或减少农药的
使用、改善农业生态系统、保持植物微生态系统的生
物多样性、实现农业可持续发展等方面，发挥重要作
用［９］。研究三七的内生菌微生态调节作用不仅具有
普遍的生物防治意义，更重要的是内生菌可作为与
三七共存的共生体，可保持三七原有的微生态组成，
从而保证三七原料的“道地性”［１０］。三七根腐病原
菌生防方面的研究主要包括生防菌剂、细菌和真菌，
使用含有益生菌的生物菌剂拌苗，能抑制三七根腐
病原菌的活性，促进三七种子出苗，但防治效果并不
理想［７］。刘立志等［１１］从三七根际土、轮作土及三七
须根里一共筛选出８７株拮抗细菌，其中芽孢杆菌属
的菌株 Ｙ－４－７０、Ｘ－５－１５和 Ｘ－５－３２对毁灭损柱孢菌
（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｉｐｏｎ　ｄｅｓｔｒｕｃｔａｎｓ）具有较强的抑制作
用。生防真菌研究中，姚裕群等［１２］发现越南槐内生
真菌ＴＲＸＹ－３４－１对三种三七病原菌均有强的拮抗
活性。以上研究均未进行室外效果试验验证，在生
产应用上具有很大局限性。
目前，Ｉｌｙｏｎｅｃｔｒｉａ属病原菌生物防治内生菌及

土壤微生物方面的研究还未见报道，本文从三七植
株中分离内生拮抗细菌，并对其应用效果进行评价，
为三七的病害防治提供稳定高效的拮抗菌株。

１　材料与方法

１．１　实验材料
供试病原菌：三七根腐病病原真菌柱孢菌

（Ｉｌｙｏｎｅｃｔｒｉａ　ｍｏｒｓ－ｐａｎａｃｉｓ）Ｇ３Ｂ，由本实验室分离
保存。供试拮抗菌来自本实验室从三七植株内分离
保存的内生细菌中筛选出来的内生拮抗细菌。
供试培养基：Ｉ．ｍｏｒｓ－ｐａｎａｃｉｓ　Ｇ３Ｂ用 ＰＤＡ

培养基培养；细菌用ＮＡ培养基培养。
三七植株：采自云南文山的三七植株，分别用于

三七离体块茎、切片和茎段及植株的拮抗效果试验。

１．２　实验方法

１．２．１　拮抗菌的筛选
采用平板对峙方法筛选拮抗菌：用无菌打孔器

在ＰＤＡ上生长的Ｉ．ｍｏｒｓ－ｐａｎａｃｉｓ　Ｇ３Ｂ菌落边
缘，打孔获得菌块，倒置于新的ＰＤＡ 培养平板中
央，在其四周与植物病原菌等距约３ｃｍ 的四个点
上，分别放置接种含有１０μＬ供试菌（浓度约为１０

８

个／ｍＬ）的无菌滤纸片，不接细菌的培养皿为空白对
照组，每个处理重复３次，然后置于２２℃的培养箱
中培养７～１０ｄ。测量病原菌的菌落直径，并按照下
列公式计算抑制率：

Ｍ／％＝（Ｌ０－Ｌ１）／Ｌ０×１００ （１）
其中：Ｍ 为抑制率，％；Ｌ０ 为单独培养菌落直径，

ｍｍ；Ｌ１ 为对峙培养菌落直径，ｍｍ。

１．２．２　拮抗菌的活性检测

１．２．２．１　三七离体切片
将病原菌Ｉ．ｍｏｒｓ－ｐａｎａｃｉｓ　Ｇ３Ｂ在ＰＤＡ固体

斜面培养基上活化，２２℃恒温培养箱培养７～１４ｄ，
用无菌ｄｄ　Ｈ２Ｏ洗下孢子并制成１０６ 个／ｍＬ悬浮
液。供试细菌用ＮＡ斜面培养基培养后，用无菌水
将拮抗细菌冲洗，制成１０８ 个／ｍＬ菌悬液。将健康
的三七根用流水冲洗３０ｍｉｎ，７０％ 酒精浸泡２０ｓ，

３％次氯酸钠溶液浸泡３ｍｉｎ。用无菌ｄｄＨ２Ｏ冲洗

５次；用无菌手术刀片将表面消毒的根切成５ｍｍ
厚的薄片（或取等长的离体茎段），置于含有无菌滤
纸的培养皿中，培养皿中添加１ｍＬ无菌水保湿。分
别采用菌液浸泡和菌液点接的方式依次接种拮抗细

菌和病原真菌，接种量分别为２０μＬ。拮抗细菌提前

２４ｈ接种，接种后置于２２℃培养，７ｄ后调查发病情
况，统计发病率和病情指数的计算方法参考文献［４，

１３］，计算防治效果。试验设置ＣＫ（接无菌水）、接
拮抗菌、接拮抗菌加病原菌、病原菌四个处理，每个
处理设３个重复。

１．２．２．２　三七离体块茎
将无菌针刺过的三七离体块茎浸在１０８ 个／ｍＬ

的拮抗菌液中，２０ｍｉｎ后取出放入垫有湿润无菌滤
纸的培养皿内。间隔２４ｈ后，再放入１０６ 个／ｍＬ的
孢子悬浮液中浸泡１０ｍｉｎ。将平板置于２２℃恒温
培养箱中并保湿，７ｄ后统计发病率和病情指数。
试验设置的处理、三七离体块茎根腐症状的分级标
准、病情指数和防治效果的计算方法同上。

１．２．２．３　三七植株
三七植株源于云南文山，每盆３株；接种方法：
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移栽后，将拮抗菌液（１０８ 个／ｍＬ）接种于三七植株
根基部，５ｍＬ／株；２４ｈ后，采用灌根法，将病原菌
的孢子液分别加入已移栽好的三七盆栽植株的根

部，根部事先适当给予针刺。接种病原菌液（１０６

个／ｍＬ），５ｍＬ／株。将植株２２℃植物培养箱中并
保湿，７ｄ后调查发病情况，统计发病率和病情
指数。

１．２．３　拮抗菌的鉴定

１．２．３．１　形态观察
将５株拮抗细菌接种于 ＮＡ 固体培养基上，

３０℃培养３６ｈ后，观察各自的菌落形态。并对菌
体进行革兰氏染色，观察菌体形态。

１．２．３．２　分子鉴定
将细菌菌株接种于ＬＢ液体培养基中，３０℃、

２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１４～１６ｈ，收集菌体，用ＣＴＡＢ
法提取细菌基因组ＤＮＡ，具体方法参考文献［１４］。

以提取的 ＤＮＡ 为模板，采用通用引物２７Ｆ：５′－
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′和 １４９２Ｒ：５′－
ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ
反应参数参考文献［１４］；上述ＰＣＲ扩增产物纯化
后，送往上海生物工程有限公司测序，测序结果用

ＤＮＡ　Ｓｔａｒ 进 行 分 析，并 在 Ｎａｔｉｏｎａｌ　ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ
ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ网站上进行ｂｌａｓｔ比对，
用 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ （ＭＥＧＡ　ｖｅｒｓｉｏｎ
５．０），构建菌株的系统发育树的方法参考文献［１５］。

２　结果与分析

２．１　拮抗菌的筛选
通过平板对峙培养法，对分离自三七植株的３５

株内生细菌进行抑菌效果检测，结果表明细菌 ＷＺＺ－６
和 ＷＺＺ－２５均能够显著抑制Ｉ．ｍｏｒｓ－ｐａｎａｃｉｓ　Ｇ３Ｂ
的生长（图１）。

图１　内生拮抗菌对Ｇ３Ｂ的抑菌效果

　　进一步测定２株拮抗细菌对供试病原菌菌丝生
长的抑制率，结果见表１。由表１可知，菌株 ＷＺＺ－６
与 ＷＺＺ－２５对供试病原菌具有显著的抑制活性，对
病菌菌丝的生长抑制率为５４．８％，其中菌株 ＷＺＺ－６
的拮抗活性最强，抑制率高达７２．２％。

表１　三七拮抗活性测定结果

菌株

代码

抑菌条带

宽／ｍｍ
菌丝生长

抑制／％

ＷＺＺ－６　 ２．５　 ７２．２
ＷＺＺ－２５　 １．１　 ５４．８

　　对拮抗效果较强的拮抗菌 ＷＺＺ－６，进一步分析对

Ｉ．ｍｏｒｓ－ｐａｎａｃｉｓ　Ｇ３Ｂ菌丝的影响结果如图２所示。
图２（ａ）结果表明，对照菌丝细长，粗细一致，原生质分
布均匀，未见厚壁孢子产生；图２（ｂ）显示，菌株 ＷＺＺ－
６对病原菌的菌丝有显著的致畸作用，菌丝局部出现
膨大变粗，膨大部分变成节，甚至断裂，菌丝变短、分
支增多，胞壁加厚并诱导促进厚壁孢子的产生。 图２　ＷＺＺ－６对菌丝形态的影响
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２．２　拮抗活性检测

２．２．１　三七切片和块茎

ＷＺＺ－６和 ＷＺＺ－２５分别在三七块根、茎段上进
行拮抗活性测定，结果如图３所示。由图３可知，２

株拮抗菌拮抗效果相同，Ｉ．ｍｏｒｓ－ｐａｎａｃｉｓ　Ｇ３Ｂ处
理的块根表面及四周均出现明显的腐烂症状，而拮
抗菌处理显著抑制块根腐烂，空白对照组和拮抗菌
的块根保持完好。

图３　拮抗菌对三七块根根腐病的抑制效果

　　拮抗菌对三七茎段根腐病防治效果效果图４所
示。图４表明，２株拮抗菌拮抗效果相同，Ｉ．ｍｏｒｓ－
ｐａｎａｃｉｓ　Ｇ３Ｂ处理的三七茎段表面及周围出现明显

的腐败症状，而拮抗菌能显著抑制茎段腐烂，空白对
照和拮抗菌茎段完好。

图４　拮抗菌对三七茎段根腐病的抑制效果

　　图５为２株供试拮抗菌在三七离体切片上显示
了不同程度的拮抗效果。图５（ｄ）表明，Ｉ．ｍｏｒｓ－
ｐａｎａｃｉｓ　Ｇ３Ｂ处理三七离体切片四周及下半部分均
有明显的腐烂现象；而图５（ｂ）和图５（ｅ）显示，２株

拮抗菌 ＷＺＺ－６和 ＷＺＺ－２５均显著抑制病原菌引
起的离体切片组织腐烂；图５（ｃ）和图５（ｅ）拮抗
菌和病原菌混合处理显著降低三七离体切片腐

烂程度。

图５　拮抗菌对三七离体切片的抑制效果
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　　拮抗菌对三七根腐病的防治效果统计分析结果见
表２。由表２可知，ＷＺＺ－６和ＷＺＺ－２５对病原菌Ｇ３Ｂ具
有显著的拮抗效果，其中菌株 ＷＺＺ－６对三七块根切片
及块根的腐烂病防治率达到１００％，对三七茎段的防治

率达到８０．０７％。菌株 ＷＺＺ－２５对三七块根切片的腐
烂病防治率为８８．８９％，对三七茎段及块根的防治率为

１００％。以上结果表明，２个拮抗细菌显著抑制Ｉ．ｍｏｒｓ
－ｐａｎａｃｉｓ　Ｇ３Ｂ引起三七块根和茎的腐烂。

表２　拮抗菌对三七不同离体材料根腐病的抑制效果

菌株代码
三七根切片 三七茎切片 三七离体块茎

病情指数／％ 防治效果／％ 病情指数／％ 防治效果／％ 病情指数／％ 防治效果／％
ＣＫ０（阴性对照） ０．００ — ０．００ — ０．００ —

ＣＫ１（阳性对照） １００．００ — ８３．３３ — １００．００ —

ＷＺＺ－６　 ０．００　 １００．００　 １６．６０　 ８０．０７　 ０．００　 １００．００
ＷＺＺ－２５　 １１．１１　 ８８．８９　 ０．００　 １００．００　 ０．００　 １００．００

２．２．２　三七植株
进一步验证２株内生拮抗细菌对三七盆栽植株

的拮抗效果如表３和图６所示。表３表明，接种菌

株 ＷＺＺ－６和 ＷＺＺ－２５的三七植株生长良好，根腐病
的发病率为０，表明２个拮抗菌均显著抑制植株根
腐病的发生，防治效果为１００％。

表３　拮抗细菌的三七植株防治效果

菌株代码 病情指数／％ 防治效果／％ ５％差异水平 １％差异水平

ＣＫ０（阴性对照） ０．００ — — —

ＣＫ１（阳性对照） １００．００ — — —

ＷＺＺ－６　 ０．００　 １００．００ ａ Ａ
ＷＺＺ－２５　 ０．００　 １００．００ ａ Ａ

　　注：ａ表示５％差异水平下 ＷＺＺ－６和 ＷＺＺ－２５防治效果相同；Ａ表示１％差异水平下 ＷＺＺ－６和 ＷＺＺ－２５防治效果相同。

图６　拮抗菌对三七植株根腐病的抑制效果

　　图６为拮抗菌对三七盆栽植株的抑制效果。图

６（ｄ）显示，Ｉ．ｍｏｒｓ－ｐａｎａｃｉｓ　Ｇ３Ｂ处理的三七盆栽
植株叶片凋落，植株死亡；图６（ｂ）和图６（ｅ）表明，两
种拮抗菌 ＷＺＺ－６和 ＷＺＺ－２５均显著抑制Ｉ．ｍｏｒｓ－
ｐａｎａｃｉｓ　Ｇ３Ｂ对三七植物的腐败作用；图６（ｃ）和图

６（ｆ）说明拮抗菌和病原菌混合处理显著抑制病原菌
对三七植物的侵染。

２．３　拮抗菌的鉴定

２．３．１　形态鉴定
在ＮＡ平板上观察２个拮抗菌的菌落形态，如

表４所示。表４显示，菌落特征多为光滑、边缘圆
整、不透明和湿润／半湿润，菌体均为杆状，产芽孢，
符合芽孢杆菌属的特征，因此菌株 ＷＺＺ－６和 ＷＺＺ－
２５属于革兰氏阳性菌。
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表４　拮抗菌的菌落和菌体特征

形态特征 ＷＺＺ－６ ＷＺＺ－２５
菌落表面 光滑凸起 光滑扁平

菌落边缘 圆整 圆整

菌落透明度 不透明 不透明

菌落颜色 乳粉色 乳粉色

含水状况 半湿润 半湿润

菌落大小／（ｍｍ·３０ｈ－１） ３　 ４
生长速度 慢 慢

菌体形状 杆状 椭圆状或柱状

菌体大小／μｍ
（０．６８～０．９５）×
（１．５５～２．７８）

（０．７５～０．８６）×
（１．９５～２．９８）

革兰氏染色 ＋ ＋
芽孢 ＋ ＋

２．３．２　分子鉴定
进一步基于１６ＳｒＤＮＡ序列分析进行分子鉴

定，ｂｌａｓｔ对比分析结果表明：ＷＺＺ－６和 ＷＺＺ－２５均
属于芽孢杆菌属，分别为解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ　ｓｕｂｓｐ．Ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＦＺＢ４２）和枯
草芽孢杆菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ　ｓｕｂｓｐ．ｓｐｉｚｉｚｅｎｉｉ　ＡＴＣＣ
６６３３），其序列同源性分别为９９％和１００％。

３　结　论

本文通过筛选分离高效的三七根腐病拮抗菌来

进行生物防治，主要结论如下：

ａ）本文从三七植株中分离获得两株高效拮抗菌
为解淀粉芽孢杆菌（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）和枯草
芽孢杆菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）。

ｂ）两株拮抗菌均有效抑制病原菌Ｉ．ｍｏｒｓ－
ｐａｎａｃｉｓ　Ｇ３Ｂ引起的三七块根、茎和植株的腐烂，防
治效果达１００％，在三七种植中显示较好的应用
前景。
解淀粉芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌产生具有抗逆

性较强的芽孢，广泛用于农业生产中，本文结果为菌
剂的生产、开发和应用提供了便利。
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