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香蕉枯萎病抑病菌群的构建及其生防效果研究
张龄尹ꎬ刘珊珊ꎬ魏文哲ꎬ徐谞ꎬ操一凡ꎬ刘红军ꎬ沈宗专∗ꎬ李荣ꎬ沈其荣

(南京农业大学资源与环境科学学院 /江苏省固体有机废弃物资源化高技术研究重点实验室 /
江苏省有机固体废弃物资源化协同创新中心ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]为实现香蕉枯萎病的有效防控ꎬ本研究拟构建对香蕉枯萎病具有抑制作用的生物防治菌群ꎮ [方法]利用平

板对峙法从香蕉枯萎病的抑病型土壤中分离筛选对香蕉枯萎病菌(尖孢镰刀菌古巴专化型 ４ 号生理小种)具有抑制作用的

菌株ꎬ并通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术对菌株进行鉴定ꎬ通过室内培养试验测定菌株产生长素和生物膜形成能力ꎬ结合室内共培

养试验和盆栽试验探究构建的菌群对香蕉枯萎病的抑制作用ꎮ [结果]分离筛选到的 ４ 株拮抗菌均对香蕉枯萎病菌表现出

较强的抑制作用ꎬ１６Ｓ ｒＲＮＡ 序列检测结果表明ꎬ其分别为芽胞杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)、链霉菌( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ.)、芽胞杆菌

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)、肠杆菌(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.)ꎻ室内培养试验发现ꎬ分离筛选的 ４ 株拮抗菌具有较强的产生长素和生物膜形成能

力ꎻ体外共培养研究结果进一步发现ꎬ由 ４ 株菌组成的合成菌群表现出最强的抑制效果ꎬ相比于对照ꎬ抑菌率增加了 ９３.６％ꎻ
盆栽试验证实该合成菌群能有效在香蕉植株根际定殖ꎬ并显著降低病原菌数量ꎬ相比于对照ꎬ其病原菌数量降低了９２.１３％ꎮ
[结论]成功分离筛选并构建了一个由 ４ 株细菌组成的抑病菌群ꎬ盆栽条件下其能明显抑制香蕉枯萎病病原菌的增殖ꎬ为利

用有益微生物防控香蕉枯萎病提供了一定的技术支撑ꎮ
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　 第 ５ 期 张龄尹ꎬ等:香蕉枯萎病抑病菌群的构建及其生防效果研究

香蕉(Ｍｕｓａ ｎａｎａ Ｌｏｕｒ)为芭蕉科芭蕉属单子叶草本植物ꎬ主要分布在热带亚热带地区ꎬ对经济发挥着

重要的作用[１]ꎬ也是世界上重要的水果ꎮ 香蕉除了有食用价值以外ꎬ某些香蕉品种还具有良好的园艺观

赏作用[２]ꎮ 近年来ꎬ全球的香蕉产业快速发展ꎬ但香蕉枯萎病持续爆发并不断扩大发生面积[３－４]ꎬ已成为

限制香蕉产业可持续发展的重要难题之一[５－６]ꎮ 香蕉枯萎病ꎬ俗称香蕉巴拿马病、黄叶病ꎬ是由尖孢镰刀

菌古巴专化型(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｃｕｂｅｎｓｅ ｒａｃｅ ４)引起的一种毁灭性维管束病害ꎬ病原菌侵染香蕉植

株ꎬ条件适宜时就定殖在其根部ꎬ沿球茎扩散并侵入假茎木质部导管ꎬ使得根部吸收的营养物质和水分无

法沿导管向植株地上部分运输ꎬ导致植株发病枯萎[７]ꎮ 此外ꎬ多年连作、土壤酸性、排水不良等都有可能

导致枯萎病的发生[８]ꎮ
目前ꎬ防控香蕉枯萎病的方法中化学农药防控对环境和人体具有一定的破坏性和危害性[５]ꎮ 抗病品

种选育周期长、抗病能力维持时间短[９]ꎬ且香蕉自身基因库中抗性基因数量少ꎬ分离克隆相关抗性基因的

难度大[１０]ꎮ 轮作可有效缓解长期连作而造成的土壤微生物群落失衡[１１]ꎬ但轮作使经济效益下降ꎬ制约了

香蕉产业的发展ꎮ 生物防治则具有资源充足、投入低、无污染等优势ꎬ是目前防控植物土传病害最安全有

效的方法之一[１２]ꎮ 随着微生物源农药研究的逐步深入ꎬ越来越多的生防菌被分离出来并应用于生产ꎬ然
而ꎬ单一生防菌剂施用后受到土壤营养环境和土著微生物群复杂的种间交互影响[１３]ꎬ导致生防菌株难以

定殖存活并发挥生防作用ꎮ
研究表明ꎬ高多样性的细菌菌群由于占据更宽的生态位而有利于引入微生物群落的建立、生存和功能

发挥[１４]ꎮ 此外ꎬ抑制病原体生长的次级代谢物随着接种的益生菌群密度和丰富度增加而增加[１５]ꎬ从而提

高抑制疾病的能力ꎮ 不同细菌群落中菌株之间的相互作用也可能涉及物种特异性反应ꎬ从而诱导或上调

抑制病原体生长的次级代谢物或信号分子[１６]ꎮ 生防菌之间的相互作用和相对重要性可能会随着细菌种

类、植株类型、根际理化指标的改变而改变ꎬ因此使用功能菌株防治植物病害的前期ꎬ需要充分验证该菌株

的环境适用性及其与植株之间的相互作用ꎮ 由于微生物相互作用的复杂性ꎬ目前有关合成菌群的应用研

究较少ꎮ
鉴于此ꎬ本研究拟从抑病土壤中筛选具有较强且稳定拮抗能力的细菌菌株ꎬ通过室内试验探究菌株的

促生抗逆潜能ꎬ并通过体外共培养试验和盆栽试验验证合成菌群的抑病效果及其对植物系统抗性的影响ꎬ
以期为香蕉枯萎病的防控提供优质的菌种资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 供试土样　 菌株分离所用土壤为海南万钟实业有限公司乐东分公司农场多年连续施用生物有机

肥培育的抑病土壤ꎬ土壤类型为燥红土发育形成的砂壤土ꎮ 土壤基本理化性质:ｐＨ６.５８ꎬ有机质含量 ４.６１
ｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ总氮含量 １.２７ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ速效磷含量 ７０.７ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ速效钾含量 ３７３.６ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎮ 盆栽试验用土为经过

伽马射线灭菌的上述土壤附近未种植过香蕉的草地土壤ꎮ
１.１.２　 供试香蕉苗　 巴西香牙蕉(Ｍｕｓａ ＡＡＡ ｃａｖｅｎｄｉｓｈ)组培苗为易感香牙蕉品种ꎬ由广东省农业科学院

果树研究所提供ꎮ
１.１.３　 供试菌株 　 香蕉枯萎病病原菌尖孢镰刀菌古巴专化型 ４ 号生理小种(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ.
ｃｕｂｅｎｓｅ ｒａｃｅ ４ꎬＦＯＣ４)由本实验室分离筛选并保存ꎮ
１.１.４　 供试培养基　 马铃薯葡萄糖琼脂培养基(ＰＤＡ):马铃薯 ２００ ｇꎬ蔗糖 ２０ ｇꎬ琼脂 ２.０~２.５ ｇꎬ蒸馏水补

足至 １ ＬꎬｐＨ 值自然ꎻ马铃薯葡萄糖培养基(ＰＤＢ)即为 ＰＤＡ 不加琼脂ꎻ胰蛋白胨肉汤琼脂培养基(ＴＳＡ):
胰蛋白胨 １５ ｇꎬ大豆蛋白胨 ５ ｇꎬＮａＣｌ ５ ｇꎬ琼脂 ２.０ ~ ２.５ ｇꎬ去离子水 １ ＬꎬｐＨ７.２ꎻ胰蛋白胨肉汤培养基

(ＴＳＢ)即为 ＴＳＡ 不加琼脂ꎻ尖孢镰刀菌选择性培养基(Ｋ２) [１７]:磷酸氢二钾 １ ｇꎬ硫酸镁 ０.５ ｇꎬ氯化钾

０.５ ｇꎬＥＤＴＡ－铁 ０.０１ ｇꎬＬ－天门冬酰胺 ２ ｇꎬＤ－半乳糖 ２０ ｇꎬ蒸馏水 １ Ｌꎬ培养基冷却至 ５０ ℃左右时加 １ ｇ 五

氯硝基苯、０.５ ｇ 牛胆汁、１ ｇ 十水硼酸钠和 ０.３ ｇ 硫酸链霉素ꎬ并用 １０％磷酸调节 ｐＨ 值最终为 ３.８~４.０ꎮ
１.２　 菌株的筛选与鉴定

１.２.１　 菌株的分离纯化 　 称取 １０ ｇ 新鲜土壤加入装有 ９０ ｍＬ 无菌生理盐水和玻璃珠的三角瓶中ꎬ
１７０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 摇床振荡 ３０ ｍｉｎꎬ获得初始土壤悬液ꎬ将所得土壤母悬液进行梯度稀释ꎬ制成 １０－２、１０－３、１０－４

等不同浓度的土壤悬液ꎮ 选取合适梯度的土壤悬液ꎬ吸取 １００ μＬ 均匀涂布于 ＴＳＡ 固体培养基上ꎬ每个稀

９９８
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释梯度重复 ３ 次ꎬ置于 ３０ ℃恒温培养箱中培养 ５ ｄꎮ 挑取菌落数量为 ３０~１００ 的平板进行菌株纯化ꎬ用接

种环挑取单菌落ꎬ在 ＴＳＡ 固体培养基上划线ꎬ重复纯化多次ꎬ直至得到单一菌株ꎮ
１.２.２　 拮抗菌株的初筛　 将病原菌接种于 ＰＤＡ 固体培养基ꎬ置于 ２８ ℃恒温培养箱活化ꎬ用直径 １ ｃｍ 的

打孔器打取新鲜菌饼ꎬ接种于 ＰＤＡ 固体培养基中央ꎮ 用十字交叉法ꎬ在距离菌饼 ２ ｃｍ 处四点接菌株的悬

浮液 １ μＬꎬ静置固体培养基 ３０ ｍｉｎ 后放入 ２８ ℃恒温培养箱中ꎬ倒置培养 ５ ｄꎮ 观察并记录拮抗圈的大小ꎬ
挑取拮抗能力比较强的菌株ꎬ于－８０ ℃冰箱中加甘油保藏ꎮ 最终选择编号为 ２、４、７、９ 的 ４ 株形态差异明

显且对病原菌生长有显著抑制作用的菌株进行后续研究ꎬ同时选择没有拮抗效果的菌株 １９ 作为阴性

对照ꎮ
１.２.３　 菌株的分子生物学鉴定　 按照细菌 ＤＮＡ 提取试剂盒(Ｍｏ Ｂｉｏ ＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓꎬＩｎｃ.ꎬＣａｒｌｓｂａｄꎬＣＡꎬＵＳＡ) [１８]

的说明书提取具有拮抗效果菌株的总 ＤＮＡꎬ用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 通用引物 ２７Ｆ(５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′)
和 １４９２Ｒ(５′￣ＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′)扩增菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列ꎬ参照 ＰＣＲ 的标准程序ꎬ对序列

进行扩增ꎮ ＰＣＲ 产物送至南京擎科测序公司纯化并测序ꎬ得到 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的测序结果ꎮ
１.３　 菌株的拮抗能力与理化性质

１.３.１　 菌株对病原菌的平板对峙试验　 以菌株 １９ 作为阴性对照ꎬ采用平板对峙培养试验[１９]再次测定菌

株 ２、４、７ 和 ９ 抑制尖孢镰刀菌的生长能力ꎮ 用直径 １ ｃｍ 的打孔器打取新鲜 ＦＯＣ４ 菌饼ꎬ接种于 ＰＤＡ 固体

培养基的中央ꎬ２８ ℃条件下避光培养 ２４ ｈ 后在距菌饼直线距离 ２ ｃｍ 的右侧接种 １ μＬ 菌液ꎬ左侧作为对

照ꎮ 静置固体培养基 ３０ ｍｉｎꎬ放入 ２８ ℃恒温培养箱中ꎬ倒置培养 ５ ｄꎬ测量各处理病原菌的菌落半径ꎬ每个

处理设置 ３ 个重复ꎮ
１.３.２　 菌株的产吲哚乙酸(ＩＡＡ)能力测定　 取 ３００ ｍｇ Ｌ－色氨酸用无菌水定容至 ５ ｍＬꎬ０.２２ μｍ 滤膜过滤

除菌ꎬ吸取 １００ μＬ Ｌ－色氨酸溶液加至 １００ ｍＬ ＴＳＢ 液体培养基中ꎮ 挑取单菌落接种到 ＴＳＢ 培养液中ꎬ
３０ ℃ 振荡培养 ７２ ｈꎮ 取 １ ｍＬ 菌液ꎬ１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ吸取 １００ μＬ 上清菌液与 １００ μＬ ＦｅＣｌ３ 比

色液ꎬ进行 ３０ ｍｉｎ 暗反应ꎮ 制作标准曲线:称取 ０.０５ ｇ ＩＡＡꎬ热水定容至 ５０ ｍＬꎬ制得 ＩＡＡ 标液 Ａꎻ吸取标

液 Ａ ２５ ｍＬ 定容至 ２５０ ｍＬꎬ制得标液 Ｂꎬ取标液 Ｂ 稀释至 ５０ ｍＬꎬ得到 １０、２０、３０、４０ 和 ５０ μｇ􀅰ｍＬ－１的标准

溶液ꎮ 测定 Ｄ５３０值ꎬ用加入 ＦｅＣｌ３ 比色液的 ＴＳＢ 培养液调零ꎬ以标准曲线计算该菌株产 ＩＡＡ 的量ꎮ 以空白

处理为对照ꎬ每个处理设置 ３ 个重复ꎮ
１.３.３　 菌株产生物膜能力测定　 用改良的结晶紫染色法[２０]分析菌株的生物膜形成能力ꎮ 取菌液接种于

装有 ２０ ｍＬ ＴＳＢ 液体培养基的三角瓶中ꎬ３０ ℃振荡培养 ２４ ｈꎬ２ ５００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ生理盐

水冲洗 ２ 次ꎬ弃上清液ꎬ在 ＴＳＢ 培养液中重悬ꎬ６００ ｎｍ 处测定吸光值ꎬ稀释调整菌液浓度ꎬ吸取 ２００ μＬ 终

浓度为 １０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１的单一或组合菌液于 ９６ 孔板中ꎬ用封口膜密封ꎬ３０ ℃培养 ７２ ｈꎮ 以空白处理为对

照ꎬ每个处理设置 ４ 个重复ꎮ 参考尤理想等[２１] 的方法测定 ５７０ ｎｍ 处吸光值以表征菌株的生物膜形成

能力ꎮ
１.４　 菌群体外条件下抑病效果研究

１.４.１　 拮抗菌株与尖孢镰刀菌的菌液制备　 在 ５０ ｍＬ 三角瓶中加入 ２０ ｍＬ ＴＳＢ 液体培养基ꎬ用接种环挑

取固体培养基上菌株 ２、４、７、９ 和 １９ 的菌落ꎬ分别接种于 ＴＳＢ 液体培养基ꎬ摇床 １７０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡 ４８ ｈ 制得

细菌菌液ꎮ 将病原菌接种于 ＰＤＡ 固体培养基ꎬ置于 ２８ ℃恒温培养箱活化ꎬ用打孔器打取菌丝生长旺盛的

病原菌菌饼ꎻ在 ２５０ ｍＬ 三角瓶中加入 １００ ｍＬ ＰＤＢ 液体培养基ꎬ将菌饼接种于 ＰＤＢ 液体培养基ꎬ１７０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１

振荡培养 ７ ｄꎬ过滤除掉菌丝后制得尖孢镰刀菌菌液ꎮ
１.４.２　 抑病菌群的构建　 共构建 ５ 个单菌与 ７ 个合成菌群处理ꎬ编号分别为 ２、４、７、９、１９、２４、２７、２９、４７、
４９、７９ 和 ２４７９ꎮ 在 ５０ ｍＬ 三角瓶中加入 ２０ ｍＬ ＰＤＢ 液体培养基ꎬ吸取 ３０ μＬ 尖孢镰刀菌菌液加入三角瓶ꎬ
吸取总量为 ６０ μＬ 的细菌菌液加入三角瓶(对单株菌ꎬ吸取 ６０ μＬ 菌液加入三角瓶ꎻ对 ２ 株菌的组合菌群ꎬ
各吸取 ３０ μＬ 菌液加入三角瓶ꎬ对 ４ 株菌的组合菌群ꎬ各吸取 １５ μＬ 菌液加入三角瓶)ꎬ以只接种 ３０ μＬ 尖

孢镰刀菌菌液的处理为对照ꎬ３０ ℃条件下 １７０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡培养 ７ ｄꎮ
采用平板稀释涂布计数法测定尖孢镰刀菌的数量ꎬ将各组菌液制备成 １０－１、１０－２、１０－３等不同浓度的系

列稀释梯度菌液ꎬ吸取 １００ μＬ 菌液于 Ｋ２ 固体培养基平板上ꎬ涂布棒均匀涂布ꎬ每个稀释梯度涂布 ３ 个重

复ꎬ放入 ２８ ℃恒温培养箱中ꎬ培养 ２４ ~ ７２ ｈꎮ 对尖孢镰刀菌菌落进行计数ꎬ将每毫升菌液形成的菌落数

(ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔꎬＣＦＵ)取对数值ꎬ以 ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１表示ꎮ

００９
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１.５　 合成菌群的生防效果

１.５.１　 盆栽试验　 盆栽试验于南京农业大学资源与环境科学学院温室进行ꎮ 共设置 ７ 个处理:１)只加病

原菌处理(ＣＫ)ꎻ２)接种拮抗菌株 ２ 处理(２)ꎻ３)接种拮抗菌株 ４ 处理(４)ꎻ４)接种拮抗菌株 ７ 处理(７)ꎻ
５)接种拮抗菌株 ９ 处理(９)ꎻ６)接种对照菌株 １９ 处理(１９)ꎻ７)接种由菌株 ２、４、７ 和 ９ 组成的抑病菌群处

理(２４７９)ꎮ 将塑料盆中装入 １.５０ ｋｇ 经过伽马射线灭菌的草地土ꎬ移栽 １ 株长有 ４ 片真叶的无菌水培香蕉

幼苗ꎬ将盆栽在 ３０ ℃、湿度 ８０％、每日光照 /黑暗时间 １６ ｈ / ８ ｈ 的温室中培养ꎮ 对不同处理组的香蕉幼

苗ꎬ按照每克土有效活菌数为 １×１０６ＣＦＵ 的接种量接种细菌菌株ꎬ３０ ｄ 后同时在处理组和对照组中接种最

终孢子浓度为 １.０ × １０４ ＣＦＵ􀅰ｇ－１的尖孢镰刀菌ꎬ每个处理设置 ３ 个重复ꎮ
１.５.２　 土壤样品采集　 接种尖孢镰刀菌 ２ 个月后取样ꎬ移出香蕉苗后ꎬ采集根际土壤样品[２２]ꎮ 将土混匀ꎬ
用四分法保留 ２０ ｇ 土壤作为各处理的土体土壤样品ꎻ收集香蕉植株根系ꎬ抖落根系表面土壤ꎬ将根系剪至

３~５ ｃｍꎬ加入装有无菌水和玻璃珠的三角瓶中ꎬ１７０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇床振荡 ３０ ｍｉｎꎬ超声波清洗 ５ ｍｉｎꎬ获得根际

土壤悬液ꎮ
１.５.３　 根际土壤中细菌与尖孢镰刀菌数量测定　 采用平板稀释涂布计数法测定细菌和尖孢镰刀菌的数

量ꎮ 细菌采用 ＴＳＡ 培养基ꎬ尖孢镰刀菌采用 Ｋ２ 培养基ꎮ 对细菌和病原菌的菌落进行计数ꎬ将每克土壤形

成的菌落数取对数值ꎬ以 ＣＦＵ􀅰ｇ－１表示ꎮ
１.５.４　 菌株诱导香蕉植株系统抗性测定　 参考文献[２３]并略作改动ꎮ １)几丁质酶(ＣＨＴ)活性的测定ꎮ
将不同处理的 ０.５ ｇ 植株样品在液氮中研磨成粉ꎬ冰浴条件下在粉末中加入 ２ ｍＬ ０.０５ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１磷酸缓冲液

(ｐＨ５.０)ꎬ混合均匀ꎬ１２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎮ 采用植物几丁质酶酶联免疫吸附测定试剂盒(上海优选生物

科技有限公司)测定粗酶溶液中的几丁质酶活性ꎮ ２)多酚氧化酶(ＰＰＯ)活性的测定ꎮ 取不同接种处理的

１ ｇ 植株样品ꎬ在冰浴条件下加入 ２ ｍＬ ０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１柠檬酸盐缓冲液(ｐＨ７.２ꎬ含 ５％聚乙烯吡咯烷酮)ꎬ匀浆

提取过夜ꎬ在 ４ ℃ 条件下 １２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ上清液即为 ＰＰＯ 粗酶提取液ꎮ 按照植物多酚氧化物

(ＰＰＯ)酶联免疫吸附测定试剂盒说明书测定 ＰＰＯ 活性ꎮ ３)过氧化物酶(ＰＯＤ)活性的测定ꎮ 取不同接种

处理的 １ ｇ 植株样品加入 ５ ｍＬ ０.２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｔｒｉｓ￣ｂｕｆｆｅｒ(ｐＨ８.０ꎬ含 １ ｇ 聚焦磷酸乙烯基)ꎬ１２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎮ
按照植物过氧化物酶(ＰＯＤ)酶联免疫吸附测定试剂盒说明书测定 ＰＯＤ 活性ꎮ
１.６　 数据处理与分析

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 和 ＳＰＳＳ ２６ 软件对数据进行统计分析ꎮ 用 ＳＰＳＳ ２６ 进行 ｔ 测验和 ＡＮＯＶＡ 检验分析处

理间差异的显著性ꎮ 用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 和 Ｒ ４.３.１ 语言软件绘图ꎮ

图 １　 基于菌株 ２、４、７、９ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 系统发育树

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ２ꎬ４ꎬ７ꎬ９

２　 结果与分析

２.１　 菌株的筛选与鉴定

根据初步的平板对峙试验结果ꎬ最终选择 ４ 株形态差异明显且对病原菌生长有显著抑制作用的菌株

作为菌群构建的备选菌株ꎬ４ 株菌的编号分别为 ２、４、７ 和 ９ꎮ 对菌株 ２、４、７ 和 ９ 进行 ＤＮＡ 提取扩增并测

序ꎬ随后在 ＮＣＢＩ 上进行 ＢＬＡＳＴ 同源序列分析ꎬ并根据测序结果构建系统发育树(图 １)ꎮ 菌株 ２ 与贝莱斯
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芽胞杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ)、菌株 ４ 与阿南德氏链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ａｎａｎｄｉｉ)、菌株 ７ 与贝莱斯芽胞杆菌

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ)、菌株 ９ 与川大肠杆菌(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｈｕａｎｄａｅｎｓｉｓ)的同源性分别为 ９９.８０％、９１.８４％、
９８.１３％和 ９９. ２２％ꎮ 最终将菌株 ２ 初步鉴定为芽胞杆菌 ( Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)ꎬ菌株 ４ 初步鉴定为链霉菌

(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ.)ꎬ菌株 ７ 初步鉴定为芽胞杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)ꎬ菌株 ９ 初步鉴定为肠杆菌(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.)ꎮ
２.２　 菌株的拮抗能力与性质测定

２.２.１　 菌株的平板拮抗效果　 如图 ２ 和 ３ 所示ꎬ菌株 ２、４、７ 和 ９ 均对病原菌的生长产生明显影响ꎬ对照菌

株 １９ 无明显拮抗作用ꎬ其中菌株 ２、４、７ 均对病原菌有明显的拮抗效果ꎬ３ 株菌的抑制率分别为 ７１.９％、
６３.５％和 ６８.９％ꎮ 菌株 ９ 则对病原菌的菌丝生长产生明显的抑制效果ꎬ在与病原菌接触后ꎬ菌株 ９ 会随着

菌丝一起生长ꎮ 将受到菌株影响的病原菌重新接种ꎬ发现其生长速度显著低于对照处理(图 ３－ｂ)ꎬ表明其

生长活性受到明显抑制ꎮ 以上结果表明ꎬ菌株 ２、４、７、９ 均显著抑制病原菌的生长ꎮ

图 ２　 菌株 ２、４、７、９ 对尖孢镰刀菌古巴专化型 ４ 号生理小种(ＦＯＣ４)的拮抗效果

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ２ꎬ４ꎬ７ꎬ９ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｃｕｂｅｎｓｅ ｒａｃｅ ４(ＦＯＣ４)

图 ３　 菌株 ２、４、７、９ 对 ＦＯＣ４ 生长的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ２ꎬ４ꎬ７ꎬ９ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＦＯＣ４
　 　 ａ. 处理 ２、４、７、９、１９ 表示接种菌株 ２、４、７、９、１９ꎬＣＫ 为只加病原菌 Ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ２ꎬ４ꎬ７ꎬ９ꎬ１９ ｍｅａｎ ｉｎｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｒａｉｎ ２ꎬ
４ꎬ７ꎬ９ꎬ１９ꎬａｎｄ ＣＫ ｏｎｌｙ ａｄｄｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ. ｂ. 重新接种受到菌株 ９ 影响的病原菌的生长状况 Ｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ ９ ｗａｓ ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ. ｃ. 重新接种受到菌株 ９ 影响的病原菌培养皿照片 Ｐｅｔｒｉ ｄｉｓｈ ｐｈｏｔｏ
ｏｆ ｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ ９.

不同大写字母表示组间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｇｒｏｕｐｓ. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ. ∗∗∗Ｐ<０.００１.

图 ４　 菌株的产吲哚乙酸(ａ)和生物膜形成能力(ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｉｎｄｏｌｅａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ(ＩＡＡ)(ａ)ａｎｄ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ(ｂ)

２.２.２　 菌株产 ＩＡＡ 能力　 根据 ＩＡＡ 浓度与 Ｄ５３０值ꎬ绘制 ＩＡＡ 标准曲线 ｙ ＝ ０.０１７ｘ＋０.０４８ １ꎬ并求出各菌株

产 ＩＡＡ 量ꎮ 由图 ４－ａ 可知ꎬ菌株 ２、４、７、９、１９ 的 ＩＡＡ 浓度分别为 ７.４４、５.４６、９.７０、６.７６ 和 ４.８９ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎮ
５ 组处理的 ＩＡＡ 浓度之间均存在显著差异ꎬ菌株 ７ 产 ＩＡＡ 能力最强ꎬ显著高于其他菌株ꎬ菌株 ２ 产 ＩＡＡ 能

力较强ꎬ菌株 ９ 产 ＩＡＡ 能力次之ꎬ菌株 ４ 产 ＩＡＡ 能力较弱ꎬ菌株 １９ 产 ＩＡＡ 能力最弱ꎮ

２０９



　 第 ５ 期 张龄尹ꎬ等:香蕉枯萎病抑病菌群的构建及其生防效果研究

２.２.３　 菌株的生物膜形成能力　 利用结晶紫染色法定量分析菌株的生物膜形成能力ꎮ 测定 ＡＢＳ５７０ 数值

结果如图 ４－ｂ 所示ꎬ菌株 ２、４、７、９ 和 １９ 的 ＡＢＳ５７０ 数值分别为 ２８.２９、１０.５２、２７.３２、１３.２８ 和 １１.３７ꎬ菌株 ２
和菌株 ７ 的成膜能力显著高于菌株 ４、９ 和 １９ꎬ菌株 ２ 的 ＡＢＳ５７０ 数值最高ꎬ成膜能力最强ꎬ菌株 ７ 成膜能

力次之ꎬ菌株 ９ 和菌株 １９ 成膜能力较弱ꎬ菌株 ４ 成膜能力最弱ꎮ
２.３　 体外条件下菌群对病原菌生长的影响

在液体培养基中对菌株 ２、４、７ 和 ９ 构建的多种菌群与病原菌进行共培养试验ꎬ采用稀释涂布法测定

病原菌的数量ꎬ最终确定构建的菌群对病原菌生长的影响ꎮ 结果(图 ５)表明ꎬ相比于 ＣＫ 和菌株 １９ꎬ添加

拮抗细菌菌株的处理均显著降低病原菌的数量ꎮ 其中ꎬ相比于 ＣＫꎬ菌株 ２、４、７、９ 处理病原菌数量分别降

低了 ７３.３％、８３.８％、６９.９％和 ５７.０％ꎻ２ 株菌组合 ２４、２７、２９、４７、４９、７９ 处理病原菌数量分别降低了 ８５.８％、
８６.６％、８７.２％、８１.１％、８３.０％和 ８７.９％ꎻ４ 株菌 ２４７９ 组合处理的病原菌数量最低ꎬ为 ２.７３×１０５ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎬ
降低了 ９３.６％ꎮ 以上结果表明ꎬ菌株的联合使用会增强抑病效果ꎬ且多样性最高的菌群抑制效果最强ꎮ

图 ５　 体外条件下不同处理对 ＦＯＣ４ 数量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＦＯＣ４ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
　 　 ２４ 为菌株 ２、４ 组合菌群 Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ２ ａｎｄ ４ꎻ４７ 为菌株 ４、７ 组合菌群 Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ４ ａｎｄ ７ꎻ２７ 为菌株 ２、７ 组

合菌群 Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ２ ａｎｄ ７ꎻ２９ 为菌株 ２、９ 组合菌群 Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ２ ａｎｄ ９ꎻ４９ 为菌株 ４、９ 组合菌群 Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ４ ａｎｄ ９ꎻ７９ 为菌株 ７、９ 组合菌群 Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ７ ａｎｄ ９ꎻ２４７９ 为菌株 ２、４、７、９ 组合菌群 Ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｓｏｒｔｉａ
ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ２ꎬ４ꎬ７ ａｎｄ ９.

不同大、小写字母表示组间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ａｎｄ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ ａｍｏｎｇ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.４　 菌群对土壤病原菌的抑制效果评价

２.４.１　 细菌在香蕉植株根际的定殖能力　 用平板稀释涂布法对香蕉根际土壤中细菌丰度进行计数ꎬ测定

菌株与菌群的定殖能力ꎮ 结果如图 ６－ａ 所示ꎬ在单菌株处理中ꎬ菌株 ２、４、７、９、１９ 处理的根际土壤中细菌

的数量分别为 ７.１×１０７、４.３２×１０７、６.３２×１０７、６.５５×１０７ 和 ４.８６×１０７ ＣＦＵ􀅰ｇ－１ꎻ对于菌群 ２４７９ 处理ꎬ根际土壤

中细菌的数量为 ８.８９×１０７ ＣＦＵ􀅰ｇ－１ꎮ 这表明 ４ 株拮抗菌均能够在香蕉根际土壤中有效定殖ꎬ并且组合菌

的定殖效果最好ꎮ

图 ６　 不同处理香蕉根际细菌(ａ)和尖孢镰刀菌(ｂ)的数量

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ(ａ)ａｎｄ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ(ｂ)ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ
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２.４.２　 菌群对香蕉根际土壤尖孢镰刀菌数量的影响　 由图 ６－ｂ 可知ꎬ单一菌株处理组的根际土壤尖孢镰

刀菌数量显著低于 ＣＫ(Ｐ<０.０５)ꎬ菌株 ２、４、７ 和 ９ 处理组的尖孢镰刀菌数量分别降低了 ８８.２４％、７１.７０％、
８５.４４％和 ８１.７３％ꎬ由菌株 ２、４、７ 和 ９ 组成的菌群处理的根际土壤尖孢镰刀菌数量显著低于其他处理ꎬ相
比于 ＣＫ 降低 ９２.１３％ꎮ 以上结果表明ꎬ在盆栽条件下ꎬ单一菌株均能显著降低病原菌数量ꎬ构建的菌群对

于香蕉枯萎病病原菌的抑制作用最强ꎮ
２.４.３　 菌群对香蕉植株系统抗性的影响　 由图 ７ 可知ꎬ单一菌株处理的香蕉植株几丁质酶(ＣＨＴ)、过氧

化物酶(ＰＯＤ)和多酚氧化酶(ＰＰＯ)活性均高于 ＣＫꎬ由菌株 ２、４、７ 和 ９ 组成的菌群 ＣＨＴ、ＰＯＤ 和 ＰＰＯ 的

活性显著高于其他处理ꎬ相比于 ＣＫꎬＣＨＴ、ＰＯＤ 和 ＰＰＯ 的活性分别提高了 ２７.３４％、１０３.２５％和 ３４.０２％ꎮ
以上结果表明ꎬ香蕉植株的防御系统对 ２４７９ 组合菌群反应更灵敏ꎮ

图 ７　 单菌和菌群 ２４７９ 诱导的植物系统抗性

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｂｙ ｓｉｎｇｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｓｏｒｔｉａ ２４７９

３　 讨论

本试验从香蕉抑病土壤中分离纯化出 ４ 株对香蕉枯萎病病原菌有明显拮抗作用的菌株 ２、４、７、９ꎬ对各菌

株进行分子生物学鉴定ꎬ菌株 ２、４、７、９ 分别初步判定为芽胞杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)、链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ.)、
芽胞杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)以及肠杆菌(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.)ꎮ 通过菌株对尖孢镰刀菌的拮抗能力测定结果发现ꎬ
４ 株拮抗菌株在固体培养基条件下对尖孢镰刀菌都有很强的拮抗能力ꎮ 刘冰等[２４] 从人参根际土壤中分

离出 １ 株贝莱斯芽胞杆菌ꎬ其通过促进稻瘟菌菌丝细胞质的外泄而抑制稻瘟菌的生长ꎮ 放线菌是抗生素

的重要来源ꎬ李鹿鸣[２５]分离得到 １ 株对鲜绿青霉有拮抗作用的阿南德式链霉菌 ＪＸＮＵ０２ꎬ具有广谱的抗菌

活性ꎬ对细菌、酵母菌及霉菌均具有拮抗作用ꎮ Ｃｈｏｉｕ 等[２６]证实解淀粉芽胞杆菌 Ｂ１９０ 对百合离体果实和

幼苗疫病有一定的防治效果ꎮ 杨海莲等[２７]分离得到 １ 株阴沟肠杆菌可以诱导水稻的抗病性ꎮ 然而ꎬ王亚

娇等[２８]证实拮抗菌的平板拮抗能力不等同于该菌的生防能力ꎮ 因此ꎬ在本研究中ꎬ进一步对菌株的产吲

哚乙酸能力与生物膜形成能力进行测定发现ꎬ菌株都表现出较强的产吲哚乙酸与生物膜形成能力ꎮ ＩＡＡ
是一种吲哚类具有生长素活性的广谱性植物生长调节剂ꎬ较强的产 ＩＡＡ 能力表明其对植株有良好的促生

潜力[２９]ꎻ生物膜形成能力则可以表征植株的根际定殖能力和抗性ꎬ生物膜形成能力强可以有效定殖于植

株根际以抵御病原菌入侵ꎮ
通过体外构建多种菌群与尖孢镰刀菌共培养发现ꎬ不同菌群对病原菌均有抑制作用ꎬ组合菌群的抑病

４０９
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能力高于任何一种单一培养的菌株ꎬ且由菌株 ２、４、７ 和 ９ 组成的菌群抑病效果最强ꎮ 多种菌株构成的菌

群提高了对病原菌生长的抑制效果ꎬ这表明不同拮抗菌株产生的次级代谢产物能够协同抑制病原菌ꎮ 由

于不同菌株产生的化合物分子机制与作用方式不同ꎬ由不同菌株共同组成的细菌群落可以产生更多种类

的化学物质ꎬ从而增加组合菌群的总抗菌活性[１４]ꎮ 菌群之间还存在代谢产物交叉喂养现象ꎬ生物合成成

本高的氨基酸代谢交换倾向于促进强合作相互作用ꎬ所需营养物质由共存的菌株或其他环境来源提供ꎬ则
可增强菌群的存活能力[３０]ꎮ 在碳源营养一定的环境中ꎬ生态系统的自我调节能力与微生物的种类差异和

丰富度密切相关ꎬ推测在液体培养基中碳源不足时ꎬ各菌株之间可能存在多种拮抗作用或者竞争方式ꎬ因
此种类差异和丰富度越高的菌群组合越易存活[３１]ꎮ

进一步对合成菌群在盆栽条件下的抑病效果进行验证ꎬ结果显示单株拮抗菌与菌群的定殖能力都比

较强ꎬ该菌群在盆栽条件下ꎬ对于香蕉枯萎病病原菌显示出最强的抑制效果ꎮ Ｈｕ 等[１４]发现多样化的群落

可以通过密度效应表现出更高的病原菌抑制作用ꎬ合成微生物群落能够提供单一微生物物种或菌株无法

提供的功能特性ꎬ因此构建合成菌群被广泛应用于生物技术应用过程中ꎮ 本研究中ꎬ对单一拮抗菌与菌群

诱导香蕉植株系统抗性的测定结果表明ꎬ单一菌株与菌群都能有效提高香蕉植株几丁质酶、过氧化物酶和

多酚氧化酶的活性ꎬ香蕉植株的防御系统对菌群最灵敏ꎮ 过氧化物酶和多酚氧化酶活性的增强可以促进

酚类物质氧化和木质素合成ꎬ从而抵御病原菌入侵ꎮ Ｌｉ 等[２３]发现由多种菌株联合构成的菌群诱导的系统

抗性比任意单一菌株都强ꎬ具有不同生态功能的细菌可以组装合成细菌群落ꎬ用于防治土传病害ꎮ
综上ꎬ由拮抗菌株 ２、４、７ 和 ９ 组成的菌群在实际应用中对香蕉枯萎病病原菌———尖孢镰刀菌古巴专

化型 ４ 号生理小种有良好的抑制作用ꎬ可以为防控香蕉枯萎病提供良好的菌群资源ꎮ
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Ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ２００８ꎬ２２(４):５６５－５７９.

[１１] Ｈｕａｎｇ Ｙ ＨꎬＷａｎｇ Ｒ ＣꎬＬｉ Ｃ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｗｉｌｔ ｉｎ ｂａｎａｎａ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｌｅｅｋ[ Ｊ] . Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ２０１２ꎬ
１３４(１):８７－９５.

[１２] 付琳ꎬ阮云泽ꎬ沈宗专ꎬ等. 生物有机肥对连作香蕉根际土壤可培养细菌区系的影响[ Ｊ] . 南京农业大学学报ꎬ２０１２ꎬ３５(６):８２－８８.
ＤＯＩ:１０.７６８５ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００－２０３０.２０１２.０６.０１４.
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Ｆｕ ＬꎬＲｕａｎ Ｙ ＺꎬＳｈｅｎ Ｚ Ｚꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｏ￣ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｏｆ ａ
ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ￣ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｂａｎａｎａ ｆｉｌｅｄ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２０１２ꎬ３５(６):８２－８８( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[１３] Ｅｌｌｉｏｔｔ Ｍ Ｌꎬｄｅｓ Ｊａｒｄｉｎ Ｅ ＡꎬＢａｔｓｏｎ Ｗ ＥꎬＪｒꎬｅｔ ａｌ. Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｇｅｎｔｓ ｏｎ ｃｏｔｔｏｎ ａｎｄ ｓｎａｐ ｂｅａｎ ｓｅｅｄｓ[ Ｊ] . Ｐｅｓｔ
Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２００１ꎬ５７(８):６９５－７０６.

[１４] Ｈｕ ＪꎬＷｅｉ ＺꎬＦｒｉｍａｎ Ｖ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ[ Ｊ] . ｍＢｉｏꎬ２０１６ꎬ
７(６):ｅ０１７９０.

[１５] Ｊｏｕｓｓｅｔ ＡꎬＢｅｃｋｅｒ ＪꎬＣｈａｔｔｅｒｊｅｅ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｓｈａｐｅ ｔｈｅ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ[ Ｊ] . Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ
２０１４ꎬ９５(５):１１８４－１１９０.

[１６] Ｆｕｊｉｗａｒａ Ｋꎬ Ｉｉｄａ ＹꎬＳｏｍｅｙａ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｏｆ ａｎｔａｇｏｎｉｓｍ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｕｓ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｂｙ ｉｎｔｅｒｐｌａｙ ａｍｏｎｇ ｎｏｎ￣
ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ａ ｈｙｄｒｏｐｏｎｉｃｓ ｕｓｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐａｒａｌｌｅｌ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ２０１６ꎬ１６４(１１ / １２):８５３－８６２.

[１７] Ｋｏｍａｄａ Ｈ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆｒｏｍ ｎａｔｕｒａｌ ｓｏｉｌ[Ｊ] . Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ１９７５ꎬ８:１１４－１２４.

[１８] Ｍｅｎｄｅｓ Ｌ ＷꎬＫｕｒａｍａｅ Ｅ ＥꎬＮａｖａｒｒｅｔｅ Ａ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｔａｘｏｎｏｍｉｃａｌ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ[ Ｊ] . Ｔｈｅ
ＩＳＭＥ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ２０１４ꎬ８(８):１５７７－１５８７.

[１９] Ｍｅｌａ Ｆꎬ Ｆｒｉｔｓｃｈｅ Ｋ Ｗꎬ ｄｅ Ｂｏｅｒ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｕａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ａ ｂａｃｔｅｒｉａｌ / ｆｕｎｇａｌ ｃｏｎｆｒｏｎｔａｔｉｏｎ: ｃｏｌｌｉｍｏｎａｓ ｆｕｎｇｉｖｏｒａｎｓ ｖｅｒｓｕｓ
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ[Ｊ] . Ｔｈｅ ＩＳＭＥ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ２０１１ꎬ５(９):１４９４－１５０４.

[２０] Ｒｅｎ Ｄ ＷꎬＭａｄｓｅｎ Ｊ Ｓꎬｄｅ ｌａ Ｃｒｕｚ￣Ｐｅｒｅｒａ Ｃ Ｉꎬｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｍｕｌｔｉｓｐｅｃｉｅｓ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ￣ｂａｓｅｄ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓꎬ ｕｓｅｆｕｌ ｆｏｒ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ [ Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ２０１４ꎬ６８ ( １):
１４６－１５４.

[２１] 尤理想ꎬ赵青ꎬ周敏ꎬ等. 细菌生物膜检测方法改进与应用[Ｊ] . 实验技术与管理ꎬ２０１５ꎬ３２(３):７２－７６.
Ｙｏｕ Ｌ Ｘꎬ Ｚｈａｏ Ｑꎬ Ｚｈｏｕ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｂｉｏｆｉｌｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔꎬ２０１５ꎬ３２(３):７２－７６( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[２２] Ｂｏｎｉｌｌａ ＮꎬＣａｚｏｒｌａ Ｆ ＭꎬＭａｒｔíｎｅｚ￣Ａｌｏｎｓｏ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｏｒｇａｎｉｃ ａｍｅｎｄｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｌａｎｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ａｆｆｅｃｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎꎬｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ａｎｄ ｂｉｏｍａｓｓ ｉｎ ａｖｏｃａｄｏ ｃｒｏｐ ｓｏｉｌｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｓｏｉｌꎬ２０１２ꎬ３５７(１):２１５－２２６.

[２３] Ｌｉ Ｚ ＦꎬＢａｉ Ｘ ＬꎬＪｉａｏ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｒｅｓｃｕｅｓ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｏｎｇｈｏｌｉｃｕｓ ｆｒｏｍ ｒｏｏｔ ｒｏｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｌａｎｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ[Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅꎬ２０２１ꎬ９(１):２１７.

[２４] 刘冰ꎬ陈枫ꎬ刘金亮ꎬ等. 水稻稻瘟病生防菌筛选、鉴定及作用机制初探[Ｊ] . 东北农业科学ꎬ２０２３ꎬ４８(３):５２－５７.
Ｌｉｕ ＢꎬＣｈｅｎ ＦꎬＬｉｕ Ｊ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇꎬｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｔｒａｉｎ ａｇａｉｎｓｔ Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０２３ꎬ４８(３):５２－５７( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[２５] 李鹿鸣. 一株抗真菌阿南德氏链霉菌及其抗真菌活性产物的初步研究[Ｄ] . 南昌:江西师范大学ꎬ２０１５.
Ｌｉ Ｌ Ｍ. Ｔｈｅ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ａｎ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ａｎａｎｄｉｉ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ[Ｄ] . Ｎａｎｃｈａｎｇ:Ｊｉａｎｇｘｉ Ｎｏｒｍａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２０１５( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[２６] Ｃｈｉｏｕ Ａ ＬꎬＷｕ Ｗ Ｓ. Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ Ｂ１９０ ｆｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｌｉｌｙ ｇｒｅｙ ｍｏｕｌｄ ( Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｅｌｌｉｐｔｉｃａ) [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌꎬ２００３ꎬ１５１(１):１３－１８.

[２７] 杨海莲ꎬ孙晓璐ꎬ宋未. 水稻内生阴沟肠杆菌的定殖研究[Ｊ] . 自然科学进展ꎬ１９９９ꎬ９(增刊 １):１２４１－１２４４.
Ｙａｎｇ Ｈ ＬꎬＳｕｎ Ｘ ＬꎬＳｏｎｇ Ｗ. Ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ ｉｎ ｒｉｃｅ[Ｊ] . Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ１９９９ꎬ９(Ｓｕｐｐｌ １):１２４１－

１２４４( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ) .
[２８] 王亚娇ꎬ栗秋生ꎬ纪莉景ꎬ等. 一株西瓜枯萎病生防菌的鉴定与田间防效[Ｊ] . 微生物学通报ꎬ２０２１ꎬ４８(６):１９７６－１９８４.

Ｗａｎｇ Ｙ ＪꎬＬｉ Ｑ ＳꎬＪｉ Ｌ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｅｌｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｇａｉｎｓｔ ｏｆ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｗｉｌｔ[ Ｊ] .
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｃｈｉｎａꎬ２０２１ꎬ４８(６):１９７６－１９８４( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[２９] Ｗａｇｉ ＳꎬＡｈｍｅｄ Ａ. Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐｐ.:ｐｏｔｅｎｔ ｍｉｃｒｏｆａｃｔｏｒｉｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＩＡＡ[Ｊ] . Ｐｅｅｒ Ｊꎬ２０１９ꎬ７:ｅ７２５８.
[３０] Ｓｕｎ Ｘ ＬꎬＸｕ Ｚ ＨꎬＸｉｅ Ｊ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ ｒｅｓｉｄｅｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｔｕｔｚｅｒｉ ｆｏｒ ｐｌａｎｔ ｈｅａｌｔｈ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
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