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芝麻立枯病拮抗菌的筛选方案优化

王 俊 芳，王 　 淼，赵 建 波，王 　 刚
（河南大学 生命科学学院，河南 开封４７５００１）

　　摘　要：通过对峙培养法，利用ＰＤＡ、ＫＢＭ和ＭＹＧ等３种培养基分别测定３９９株内生细菌
对立枯丝核菌的拮抗作用。结果表明：在３种培养基上均表现出一定拮抗作用的菌株９５株，拮抗
率为２３％。温室条件下测定３９９株内生细菌对芝麻立枯病的生防效果，共筛选到２５株菌可有效
降低芝麻立枯病发病率和严重度。优化后的筛选方案为：首先利用３种培养基对内生细菌的拮
抗性进行体外初筛，选择３种培养基上均有拮抗性的菌株为目标菌株（９５株），再将初筛的拮抗性
菌株进行体内复筛，选择可有效降低芝麻立枯病发病率和严重度的生防菌株（２２株）。
关键词：芝麻；内生细菌；立枯病；拮抗细菌；筛选方案
中图分类号：Ｓ　４３５．６５３　文献标识码：Ａ　文章编号：１００１－０００９（２０１１）２０－００５５－０３

　　生物防治能与栽培措施和物理措施综合使用，降
低因大量使用化学农药而带来的环境危害，因此植病
生防成为目前研究的热点。传统方法生防菌的筛选，
一般选择一种培养基进行体外检测，筛选对病原菌有
拮抗性的菌株，接着将筛出的菌株进行体内检测，通过
观察植株的发病情况判断生防菌对病原菌的防效。利
用以上方式国内外研究者虽然已筛选到多种植病生防

菌株［１－２］，但是应用中常出现防效不稳定的现象。由于
微生物对营养成分、离子浓度及ｐＨ值等条件的要求
不同，导致同一微生物对于不同培养基显示不同的反
应特性。因此，利用一种培养基进行体外筛选具有一
定的不确定性，所以为筛选到高效和活力稳定的拮抗
性菌株，有必要设计能筛选出生长范围宽和适应能力
强的拮抗性菌株的筛选方案。
由立枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ　ｓｏｌａｎｉ）引起的芝麻立

枯病是一种土传病害，是芝麻苗期主要病害，目前对于
芝麻立枯病的生物防治尚鲜有报道。现利用从芝麻根
部分离的内生细菌，通过３种国内外已经报道的生防
细菌常用筛选培养基，对峙培养法分别检测内生细菌
对立枯丝核菌的拮抗作用；同时，在温室条件下将内生
细菌进行体内测试，筛选芝麻立枯病拮抗性菌株；对比
体外和体内２种筛选方法的筛选结果，以期获得优化
的拮抗菌筛选方案。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　供试菌　立枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｌｏｎｉａ　ｓａｌａｍｉ），芝

麻内生细菌，由河南大学微生物实验室提供。
１．１．２　芝麻种子　“豫芝１０号”芝麻种子，由开封市
农科所种子销售公司提供。
１．１．３　培养基　内生细菌保存选用金氏培养基Ｂ
（ＫＢＭ）培养基，Ｒ．ｓｏｌａｎｉ的培养选用ＰＤＡ培养基，拮
抗菌的筛选分别采用ＰＤＡ、ＫＢＭ和 ＭＹＧ培养基。
１．２　试验方法
１．２．１　平板对峙法筛选拮抗菌　内生细菌菌体悬浮
液制备：将斜面保存的内生细菌菌株置于ＫＢＭ液体
培养基中，根据王俊芳等［３］内生细菌的活化方法将细
菌悬液浓度调整为１０８ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。对峙培养：将斜面上
保存的Ｒ．ｓｏｌａｎｉ菌接种于马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）平
板上活化，取已经培养好的Ｒ．ｓｏｌａｎｉ菌平板，利用无菌
打孔器打成直径６ｍｍ的菌饼，将菌饼分别放置于
ＰＤＡ、ＫＢＭ和 ＭＹＧ等不同的培养基平板中央；取待
检测的细菌悬浮液５μＬ，对称点种在菌饼两侧３０ｍｍ
处，于２８℃恒温培养２４ｈ，测定不同培养基上各内生细
菌菌株对病原菌的拮抗性。每处理３次重复，每种培
养基以不接供试内生菌的平板为对照（ＣＫ）。试验３
次重复。内生细菌对Ｒ．ｓｏｌａｎｉ菌的抑菌率计算方法：
抑菌率（％）＝［（ｄ１－ｄ２）／ｄ１］×１００％，式中：ｄ１为对照
平板Ｒ．ｓｏｌａｎｉ菌落半径，ｍｍ；ｄ２为拮抗平板Ｒ．ｓｏｌａｎｉ
菌落半径，ｍｍ。
１．２．２　温室条件下芝麻立枯病生防菌株的筛选　取
ＰＤＡ平板上培养３ｄ的Ｒ．ｓｏｌａｎｉ菌接种物，利用无菌
打孔器制备菌饼，然后将菌饼置于装有麦粒沙培养基
的三角瓶中，２８℃培养１５ｄ，待产生大量菌核后备用。
将制备好的Ｒ．ｓｏｌａｎｉ菌固体接种物于研钵中磨碎，按
照１∶１００（Ｗ／Ｗ）的比例与无菌土充分混合制备芝麻生
长基质，每盆（１５ｃｍ×２０ｃｍ，Ｄ×Ｈ）装基质１ｋｇ，将催
芽芝麻种子播种于盆内，每盆播种２０粒，每处理５盆。
同时，以不加Ｒ．ｓｏｌａｎｉ的盆作为对照。将盆随机摆放
于温室中培养，光周期为１２ｈ光照（２８℃），１２ｈ黑暗
（２２℃）。播种后１５ｄ，取出幼苗，自来水洗净后根据芝
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麻苗期分级标准统计病害严重度［３］。试验设３次重
复。发病率＝Ｘ１／Ｘ×１００％；防治效果＝［（ｙ１－ｙ２）／
ｙ１］×１００％；式中：Ｘ１为发病株数，Ｘ为总植株数；ｙ１为
对照组病情指数，ｙ２为生防组病情指数。

２　结果与分析
２．１　拮抗菌的筛选
利用３种不同培养基分别测定了３９９株内生细菌

对Ｒ．ｓｏｌａｎｉ的拮抗作用。由图１～３可看出，ＰＤＡ、
ＫＢＭ和 ＭＹＧ培养基上筛选出的拮抗性菌株分别为
１７６、１２４和１０５株；拮抗菌率分别为３８％、３２％和

２７％，在３种培养基上均表现出有一定拮抗作用的菌
株共９５株，拮抗菌率２３％。ＰＤＡ和ＫＢＭ培养基上拮
抗强度一级的菌株数拮抗菌数相差不显著，分别占总
数的１５％和１７％，ＭＹＧ培养基上筛出的菌株数最少，
占总数的１２％；ＰＤＡ培养基和 ＭＹＧ培养基上拮抗强
度二级的菌数有显著性差异，占总数比例分别为１４％
和９％；拮抗强度三级的菌株数的比较，ＰＤＡ培养基和
ＭＹＧ培养基上筛出的菌数分别占分离总数的９％
和６％。

图１　ＰＤＡ培养基上拮抗菌比例　　图２　ＫＢＭ培养基上拮抗菌比例　　图３　ＭＹＧ培养基上拮抗菌比例
注：１．代表拮抗菌抑菌圈半径ｄ＜１０ｍｍ菌株数；２．代表拮抗菌抑菌圈半径１０ｍｍ＜ｄ＜１５ｍｍ菌株数；３．代表拮抗菌抑菌圈
半径ｄ＞１５ｍｍ菌株数；４．代表没有拮抗能力菌株数。

２．２　温室条件下拮抗菌的筛选
温室条件下测定了３９９株内生菌对芝麻立枯病的

生防作用，结果见表１。共筛选出２５株可有效降低芝
麻立枯病的发病率和严重度的拮抗菌；除３个菌株
（ｅ３２３、Ｆ３２和Ｈ０３防治效果均在１５％以下）体外检测
时没有显示对立枯丝核菌有拮抗活性外，剩下的２２株
为体外检测时在３种培养基上均显示出对立枯丝核菌
有拮抗活性的菌株，菌株 Ｇ１０的生防效果最好
达５２％。
通过对体内试验结果分析发现，直接利用体外检

测初筛的拮抗菌株（９５株）进行体内复筛，即可筛选出

内生细菌（３９９株）中８８％的有拮抗性的菌株（２２株）；
对于没被选择的１２％（３株）的抗性菌株对芝麻立枯病
虽有生防效果，但是菌株的生长范围相对较窄（没有列
出），这部分菌的生防应用价值相对小，建议舍弃。优
化后的筛选体系为：首先利用３种培养基对内生细菌
的拮抗性进行体外初筛，选择３种培养基上均有拮抗
性的菌株为目标菌株（９５株），再将初筛的拮抗性菌株
进行体内复筛，选择可有效降低芝麻立枯病发病率和
严重度的生防菌株（２２株）。筛选体系优点：相对快速
有效筛选拮抗性菌株；减轻了劳动量；加快试验进度。

　　表１ 内生细菌对芝麻立枯病的盆栽防治效果 ％

菌株 发病率 病情指数 防治效果 菌株 发病率 病情指数 防治效果

Ａ０３　 ８２ｂ ６５．３　 １３ Ｅ３５　 ８０ｂ ６４．９ｂ １３．５
Ａ０４　 ８６ａ ６７．５ｂ １０ Ｆ０１０　 ８５ｂ ６７ｂ １０．５
Ａ０６　 ８５ｃ ６６ｄ １２ Ｆ３８　 ８５ｄ ６６．４ｃ １１．５
ａ３１３　 ８１ｂ ６５ｂ １３．２ Ｆ３２　 ８５ｃ ６５．６ｂ １２．６
Ｂ３１６　 ７５ｂ ６０．５ｂ ２１ Ｆ３４　 ８７ａ ６６．８ｂ １１
ｂ２１０　 ６０ｃ ４５ｃ ４０ Ｇ１０　 ５５ｃ ３６ｄ ５２
ｂ２３　 ８２ｃ ６５ｂ １３．３ ｇ３５　 ８１ｃ ６４．８ｄ １３．６
Ｄ３１　 ８０ｂ ６３．８ｂ １５ ｇ３１８　 ８１ｂ ６４．５ｂ １４
Ｄ３８　 ８５ｂ ６５．８ｂ １２．３ Ｈ０３　 ７８ｃ ６４．４ｂ １４．２
Ｄ０４　 ８０ｂ ６４．５ｂ １４ Ｈ０６　 ８３ｃ ６５．６ｂ １２．５
ｅ２３　 ８０ｂ ６１．５ｂ １８ Ｈ３２１　 ９０ｂ ６７．８　 ９．６
ｅ３２３　 ８２ｃ ６５．４　 １２．８ Ｉ１０　 ７５ｂ ５８．５ｂ ２２
ＣＫ　 １００ａ ７５ａ ｉ３５　 ９０ｄ ６７．５ｂ １０

　　注：不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论
生物防治具有广阔的发展前景，但是生防菌株的

筛选是目前生防研究和应用的瓶颈，如何有效地筛选
到防效稳定的菌株是研究人员关注的问题。通过对芝
麻立枯病拮抗菌体外和体内筛选结果的分析，确立优
化的筛选方案：首先利用多种培养基对内生细菌的拮

抗性进行体外初筛，然后将初筛的拮抗性菌株进行体
内复筛，选择有潜力的生防菌株。该体系保证了筛选
到的生防菌株生长范围的相对广泛的特性，由于菌株
具有最适生长条件和产生某种代谢产物的最适条件，
生长环境的改变，菌株显示不同的生理反应，生长范围
窄的菌株作出反应程度强烈，相应地生长范围宽的菌
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株对环境变化的反应程度弱些，这可能是一些生长范
围窄的抗性菌株防效不稳定的原因之一［４］。
通过该研究，利用多种培养基体系筛选拮抗菌株，

除可从中筛选出适应环境能力强和生长范围相对宽的

拮抗菌株，进行研究和应用；另外也减轻了劳动力，加
快了试验进度。该试验方案和数据也可为其它作物生
防菌的筛选提供实践和理论依据。
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