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杂交竹白纹羽病生防菌的筛选与应用

朱天辉，李姝江，韩 珊，谯天敏，张丽娜，邵宝林
( 四川农业大学林学院，四川 雅安 625014)

摘 要:本文以健康杂交竹根际土为对象，在稀释平板法获得 25 株芽孢杆菌基础上，采用牛津杯法、打孔法测定两
株目标生防菌发酵滤液对白纹羽病菌的抑制活性，筛选出最优 B2 菌株，盆栽试验证明该菌株有较高生防潜能，形
态学与生理生化鉴定为蜡样芽孢杆菌( Bacillus cereus) 。田间试验表明该菌剂 100 倍 ～ 200 倍( 体积比) 稀释度沿根
系幅面灌根，每株 100 mL，每年春季施用一次，可预防白纹羽病发生; 50 倍 ～ 100 倍( 体积比) 稀释度沿根系幅面灌
根及附近土壤淋灌，每株 200 mL，春、夏各一次，连续 3 a，可有效治疗白纹羽病，总体效果优于甲基托布津。
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Screening and Application of Biocontrol Bacterium against White
Ｒoot Ｒot of Bambusa pervariabilis × Dendrocalamopsis grandis

ZHU Tian-hui LI Shu-jiang HAN Shan QIAO Tian-min ZHANG Li-na SHAO Bao-lin
( College of Forestry，Sichuan Agricultural University，Ya'an 625014，China)

Abstract: In this paper，taking the rhizosphere soil of healthy hybrid bamboo as the object and based on
25 strains Bacillus spp． obtained by dilution-plate method，the fermentation activities of the two strains of
biocontrol bacteria against Ｒosellinia necatrix were determined by the oxford cup method and the perfora-
ting method． B2 was the optimal strain and the pot experiment showed that it had great biocontrol poten-
tial，which was identified as Bacillus cereus by morphology and physiology-biochemistry． The field tests
showed that 100 ～ 200 times ( volume ratio) of dilution of the bacterial inocula was used to irrigate the
surface roots with 100 mL per plant and applied once in spring each year，which could prevent the occur-
rence of white root rot． 50 ～ 100 times ( volume ratio) of dilution of the bacterial inocula was used to irri-
gate the surface roots and surrounding soil with 200 mL per plant and applied twice in spring and summer
each year and lasted for use of three years，which could control white root rot，and the effect was better
than thiophanate methyl．
Key words: Bacillus cereus，Biological control; Bambusa pervariabilis × Dendrocalamopsis grandis，White
root rot

撑 × 绿杂交竹是南方重要的经济用材竹，也是

四川等地引种发展的主要经济竹种之一［1］。近年

来，由褐坚壳菌［Ｒosellinia necatrix ( Hart． ) Berl．］引

起的杂交竹白纹羽病［2］ 导致根系腐烂、竹整株枯

死，造成较大的经济损失，极大地威胁着长江中上游

地区退耕还林进程和生态屏障建设［1，3］。目前主要

采用化学防治和营林技术，而生物防治措施研究尚

未涉及。化学防治虽是一种有效的防治手段，但存

在病原菌抗药性、环境与食品安全、药害等许多实际

问题，一些化学杀菌剂在许多发达国家和地区已严
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格限制使用［4，5］。而与环境友好的生物农药越来越

受到人们的青睐，是未来农业可持续发展的重要组

成部分［6 － 9］。该病土传根病侵染循环不明显，发病

环境相对稳定，最适宜于生物防治。本文以健康杂

交竹根际土中芽孢杆菌为筛选对象，通过初筛、复

筛、盆栽试验获得目标菌株，在此基础上，经发酵培

养后进行生防研究，以期为环保型生防制剂研究提

供技术支撑。

1 材料与方法

1． 1 供试病原菌

供试病原菌为杂交竹白纹羽病菌［Ｒosellinia ne-
catrix ( Hart． ) Berl． ］，分离于雅安某杂交竹林地。
1． 2 芽孢杆菌的分离和纯化

取健康杂交竹根际土壤( 表层 10 cm 以下) 装

入无菌样品袋带回实验室，备用。每份样品称量 10
g 转至装有 90 mL 生理盐水和少量玻璃珠的三角瓶

中，充分混匀后制成土壤悬浮液，放入 100 ℃水浴中

加热 5 min。冷却后，无菌条件下取 1 mL 加入装有

9 mL 无菌水的试管中，充分混匀得到 10 －2的样品稀

释液，按照此法依次稀释，分别获得 10 －3、10 －4、10 －5

和 10 －6的土壤稀释液，取 10 －3、10 －4、10 －5和 10 －6的

土壤稀 释 液 各 0. 1 mL，分 别 采 用 稀 释 平 板 涂 布

法［10］将其涂布在 LB 培养基上，倒置在 30 ℃恒温培

养箱中，48 h 后根据菌落形态特征，挑取单菌落进

行平板划线，以保证菌落纯度，分别保存于斜面备

用。
1． 3 生防芽孢杆菌的初筛

将斜面培养的产孢白纹羽病菌用无菌水洗出分

生孢子，用移液枪取 1 mL 加入无菌培养皿中，然后

倒入 45 ℃左右的 PDA 培养基 15 mL，充分混合均

匀，冷却后制成含菌平板。采用点菌法［11］，接种分

离获得的芽孢杆菌，倒置在 30 ℃ 恒温培养箱中，24
h 后观察有无抑菌圈产生进行生防芽孢杆菌的筛

选，并做好记录。
1． 4 发酵液活性的测定( 复筛)

1. 3 筛选出抑菌活性较强的芽孢杆菌菌株，活

化后分别将其接种于 LB 肉汤培养液中，30 ℃，120 r
·min －1的恒温摇床中培养，培养 24 h 后，作为种子

液以 1∶ 1比例加入含有葡萄糖的 LB 肉汤培养基，30
℃，120 r·min －1的恒温摇床中培养 48 h 后取出，用

牛津杯法和打孔法［12］进行抑菌试验，检测发酵液是

否有抑菌活性。

1． 5 发酵滤液活性的测定

用移液枪吸取 5 mL 经过 24 h 培养的种子液，

加入装有 45 mL 含葡萄糖的 LB 肉汤培养液的 250
mL 三角瓶中，30 ℃，120 r·min －1 的恒温摇床中培

养，36 h 后，经3 000 r·min －1，离心 5 min 后，取上

清液，用 0. 2 μm 细菌过滤器过滤，获得无细胞发酵

滤液。取 0. 1 mL 病原菌稀释液涂布于平板上，采用

牛津杯法、打孔法［12］测定发酵滤液对病原菌的抑菌

活性，重复 3 次，并设对照，2 d 后测量抑菌圈直径。
同时对发酵液进行 121 ℃，15 min 高温处理，按

照上述方法检测拮抗活性的有无。
结合 1. 3 和 1. 4 实验结果，筛选出最佳生防芽

孢杆菌进行后续试验。
1． 6 盆栽试验

选取一年生盆杂交竹为实验对象，PDA 斜面白

纹羽病菌分生孢子( 106 cfu·mL －1 ) 接种根系一周

后，用筛选出的生防菌经发酵后，取其发酵液采用灌

根法分不同浓度( 原液、50 倍、100 倍、200 倍、500
倍、1 000倍) 对竹苗进行灌根处理，每盆 200 mL，并

以无菌水作对照，重复 3 次，统计杂交竹发病情况。
1． 7 生防芽孢杆菌的鉴定

1． 7． 1 形态特征观察
将待测菌株接种在 LB 琼脂培养基上，24 h 后

观察菌落颜色、质地、光学特性、色素、边缘及形态。
1． 7． 2 个体形态观察

对待测细菌进行革兰氏染色、芽孢染色和菌体

形状进行观察［13］。
革兰氏染色: 取一张干净的载玻片，在其中央滴

加一滴无菌水，用接种环蘸取少量培养 18 h ～ 24 h
的待测芽孢杆菌进行涂片固定，待风干后在涂片位

置滴加结晶紫进行初染，1 min 后用自来水进行冲

洗，待无明显紫色后甩掉多余水分，滴加碘液进行媒

染，1 min 后用自来水进行冲洗，甩掉多余水分后滴

加 95% 的酒精进行脱色，脱色时需轻轻晃动，20 s
后用自来水冲洗，去掉多余水分滴加番红进行复染，

2 min 后用自来水冲洗，去掉多余水分待风干后进

行镜检。如果镜检菌体颜色为紫色，说明待测菌为

革兰氏阳性菌; 颜色为红色，待测菌为革兰氏阴性

菌。
芽孢染色: 在干净的载玻片中央滴加少量无菌

水，用接种环蘸取培养 72 h 后的待测菌进行涂片固

定，在涂片位置滴加甲醇，30 s 后倾掉并用酒精灯火

焰进行干燥，滴加番红进行染色，在酒精灯火焰上方

加热( 略见蒸汽时为宜，防止染液过快蒸发) ，维持 1
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min 稍冷却后去掉多余染液，用自来水进行冲洗，待

风干后镜检。
1． 7． 3 生理生化鉴定

根据菌体和菌落形态特征、革兰氏染色等，结合

生理生化鉴别试验，参照《伯杰氏细菌鉴定手册》
( 第 8 版) ［14］进行鉴定。
1． 8 田间防治

1． 8． 1 B2 液体制剂制作
①一级斜面种子: 常规方法制作牛肉膏蛋白胨

斜面培养基( 牛肉膏 7 g，蛋白胨 10 g，NaCl5 g，琼脂

17 g，水1 000 mL) ，接种蜡样芽孢杆菌 B2 后在 26
℃ ～28 ℃下培养 24 h ～ 36 h 制成一级种子。

②二级液体种子: 营养肉质培养液( 牛肉膏 7
g，蛋白胨 10 g，NaCl5 g，竹根浸渍液1 000 mL) 经高

压灭菌后，按 100 mL 液体盛于 300 mL 三角瓶比例

( 通氧控制) 装瓶，在无菌状态接种蜡样芽孢杆菌 B2
斜面种子，每瓶接种两支斜面种子，温度 26 ℃ ～ 28
℃，初始 pH 值 6. 0，120 r·min －1 振荡培养 36h，制

成蜡样芽孢杆菌 B2 液体种子。
③液体发酵: 营养肉质培养液( 牛肉膏 7 g，蛋

白胨 10 g，NaCl5 g，竹根浸渍液1 000 mL) 经高压灭

菌后，按 200 mL 液体盛于 500 mL 三角瓶比例( 通

氧控制) 装瓶，在无菌状态接种 B2 液体种子，接种

量 10% ( 体积比) ，温度 26 ℃ ～ 28 ℃，初始 pH 值

6. 0，120 r·min －1 振荡培养 72 h，制成 B2 液体制

剂。
1． 8． 2 田间预防与治疗试验

①预防处理: 选择未发病杂交竹用上述液体制

剂 0 ～ 1 000倍( 体积比) 稀释度沿根系幅面灌根，每

株 100 mL，每年春季施用一次，重复 6 次，用清水和

70%甲基托布津1 000倍分别作对照。
②防治处理: 选择发病杂交竹按 0 ～ 1 000倍

( 体积比) 稀释度沿根系幅面灌根及附近土壤淋灌，

每株 200 mL，春、夏各 1 次，连续 3 a，用清水和 70%
甲基托布津 800 倍分别作对照。

2 结果与分析

2． 1 生防芽孢杆菌的初筛与复筛

分离共获得 36 株芽孢杆菌，根据菌落形态、颜
色、边缘、光学特性以及是否产生色素进行合并后，

共 25 株( 表 1) 。分别通过点菌法进行拮抗测定，筛

选出杂交竹白纹羽病菌具有较强拮抗做用的菌株 4
株。抑菌圈直径达到 5 mm 以上的共 3 株，其中 B2

菌株拮抗作用最强，抑菌圈直径均达到 14 mm 左

右; 其次是 B21，抑菌圈直径均达到 8 mm 左右; B2A
抑菌圈最小，仅达到 3 mm。

待测生防菌株发酵后，静置，取上清液，3500
r·min －1，离心 5 min，取上清液分别采用打孔法、牛
津杯法对指示病原菌进行拮抗测定。

采用打孔法，将指示病原菌分生孢子接种在平

板上，直径 5 mm 打孔器打孔后，在孔中加入待测的

生防菌发酵液，测得 B2A、B21 基本不产生抑菌圈，

而 B2 菌株抑菌圈直径达到 20 mm ± 0． 6 mm，说明

B2 对杂交竹白纹羽病菌具有较好的抑制作用。
采用牛津杯法对发酵液进行拮抗活性的测定，

测得 B2 具有一定的拮抗活性，发酵液对病原菌的

抑菌圈直径达到 13 mm ±0． 5 mm，而 B2A 和 B21 基

本看不出抑菌圈，发酵液无抑菌活性。

表 1 生防菌株初筛结果

Table 1 Screening results of biocontrol bacteria

分离菌株代码
No． of strain

菌落特征
Colony characteristics

抑菌圈直径
Inhibition zone
diameter ( mm)

B1 表面不光滑，淡黄色 5
B2 表面不光滑，白蜡状，乳白色 14
B2A 表面不光滑，淡黄色 3
B2 － 1 表面不光滑，干燥，白色 4
B3 表面不光滑，淡黄色 4
B4 表面不光滑，淡黄色 7
B5 表面不光滑，干燥，白色 5
B6 表面不光滑，淡黄色 6
B7 表面不光滑，干燥，白色 7
B8 表面不光滑，淡黄色 4
B9 表面不光滑，干燥，白色 4
B10 表面不光滑，淡黄色 4
B11 表面不光滑，干燥，白色 4
B12 表面不光滑，淡黄色 4
B13 表面不光滑，干燥，白色 5
B14 表面不光滑，干燥，白色 5
B15 表面不光滑，淡黄色 6
B16 表面不光滑，干燥，白色 4
B17 表面不光滑，干燥，白色 5
B18 表面不光滑，淡黄色 4
B19 表面不光滑，干燥，白色 6
B20 表面不光滑，淡黄色 4
B21 表面不光滑，干燥，乳白色 8
B22 表面不光滑，淡黄色 5
B23 表面不光滑，淡黄色 4

2． 2 目标芽孢杆菌生物活性

B2 菌株经发酵后，取其上清液用细菌过滤器

( 直径 0. 2 μm) 过滤后获得无菌发酵滤液，用打孔

法和牛津杯法分别测定抑菌活性测定。结果表明，

B2 菌株经发酵后获得无细胞发酵滤液对指示病原

菌表现出一定的拮抗效果，打孔法和牛津杯法产生

的抑菌圈带宽分别为 4 mm ±0. 5 mm 和 3 mm ± 0. 2
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mm。发酵滤液经过 121 ℃，15 min 高温处理后仍具

有拮抗活性，说明抑菌代谢产物具有耐热性。
2． 3 目标芽孢杆菌盆栽生防效果

B2 发酵液经稀释后，表现出不同的防治效果，

原液至 200 倍以下效果显著，特别是 50 倍以下，可

基本上控制病害不发生( 表 2) 。

表 2 盆栽试验 30 d 后菌株 B2 的防治效果

Table 2 Control effect of B2 after 30 days of pot experi-

ment

处理
Treatment

稀释倍数( 体积比)
Dilution time ( volume ratio)

发病率( % )
Disease incidence rate

B2 － 1a
50 5ab
100 10b
200 15bc
500 40d
1 000 50e

CK － 95f

* 差异性比较: 含相同字母为差异不显著，反之，则差异显著。

2． 4 目标芽孢杆菌的分类地位

B2 菌株经 LB 琼脂平板培养 24 h 后，菌落扁

平，颜色为乳白色，不透明，表面略粗糙，呈白蜡状，

质地软，略有光泽，无色素，外形不规则近圆形，中部

突起，边缘不整齐。显微镜下革兰氏染色呈阳性，菌

体呈杆状，末端方，成短或长链，芽孢椭圆中生或近

中。B2 芽孢杆菌的生理生化特征见表 3，参照《伯

杰细菌鉴定手册( 第 8 版) 》，根据 B2 菌株菌落形态

特征、革兰氏染色和生理生化测定结果( 表 3) ，初步

确定为蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus。

表 3 B2 菌株的生理生化特征

Table 3 Physiological-biological characteristics of B2

特征
Characteristics

结果
Ｒesults

特征
Characteristics

结果
Ｒesults

运动性 + 厌氧生长 +
接触酶 + 卵磷脂酶 +

苯丙氨酸脱氨酶 － 甲基红 －
柠檬酸盐利用 + 明胶液化 +

葡萄糖利用 + 过氧化氢酶 +
木糖利用 － 蔗糖利用 +

甘露醇利用 － 麦芽糖利用 +
阿拉伯糖利用 － 马尿酸盐水解

乳糖 － 酪素水解 +
溶菌酶生长 + 酪氨酸水解 +
硝酸盐还原 + 淀粉水解 +

V． P． + 形成吲哚 －
V． P． － pH 5． 1 7% NaCl +
pH5． 7 + pH6． 8 +
5℃ + 50℃ －

注:“ +”阳性;“ －”阴性。

2． 5 蜡样芽孢杆菌田间生防效果

在预防处理中，未发病杂交竹用上述液体制剂

100 倍 ～ 200 倍( 体积比) 稀释度沿根系幅面灌根，

每株 100 mL，每年春季施用 1 次，可预防白纹羽病

发生，且优于甲基托布津，甲基托布津预防效果与

1000 倍生防制剂相当( 表 4) 。
在防治处理中，发病杂交竹按 50 倍 ～ 100 倍

( 体积比) 稀释度沿根系幅面灌根及附近土壤淋灌，

每株 200 mL，春、夏各 1 次，连续 3 a，可效治疗白纹

羽病，且优于甲基托布津，而甲基托布津治疗效果与

500 倍生防制剂相当( 表 5) 。

表 4 B2 预防效果( 1 a 生未发病杂交竹林地)

Table 4 Prevent effect of B2 ( one year old non-diseased
hybrid bamboo)

处理
Treatment

稀释倍数( 体积比)
Dilution time

( volume ratio)

发病率
Disease incidence

rate( % )
B2 － 0a*

50 0a
100 0a
200 0a
500 2b
1 000 4c

70% 甲基托布津 1000 5c
CK － 19d

* 差异性比较: 含相同字母为差异不显著，反之，则差异显著。

表 5 B2 治疗效果 ( 处理 3 a 后发病杂交竹林地)

Table 5 Control effect of B2 ( diseased hybrid bamboo af-
ter treated for 3 years)

处理
Treatment

稀释倍数( 体积比)
Dilution time

( volume ratio)

发病率
Diseased incidence

rate( % )

防治效果
Cotrol effect

( % )
B2 － 10a* 90

50 15b 85
100 20c 80
200 30d 70
500 40e 60
1 000 60f 40

70% 甲基托布津 800 42e 58
CK( 自然发病) － 100

* 差异性比较: 含相同字母为差异不显著，反之，则差异显著。

3 结论与讨论

众多研究表明，细菌有着其他微生物所不具备

的优点，如种类和数量庞大，繁殖快速，作用方式多

等等，以致在植物病害生物防治中有着非常重要的

地位。目前，有 18 个属的细菌在植物病害生物防治

上有潜力［15］，特别是芽孢杆菌属的细菌，由于其抗

逆性强、商贮性好，更是受到生防工作者重视。本文

所分离的蜡样芽孢杆菌，对杂交竹白纹羽病菌拮抗

作用强，能抗高温、干燥，易繁殖，是一种有较高开发

价值的生防菌。
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植物根标存在大量的有益微生物，现已从多种

植物根际分离到对植物病害具有良好抑制效果的微

生物［16 ～ 19］，因此利用微生物防治撑 × 绿杂交竹白纹

羽病可成为一种新途径，本文从杂交竹根际获得的

芽孢杆菌，能很快定殖、占领土壤空间，排挤病原物，

其防效持续、稳定，优于化学农药( 甲基托布津) 的

效果。
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更 正 启 事

《四川林业科技》2012 年第 6 期上“高山柳扦插育苗试验”一文中，高
山柳的学名( Salix cupularis) 应为高山柳( Salix paraplesia Schneider) ，特此
更正。
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