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6种放线菌抗药性标记及其在植株体内定殖能力测定
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摘　要 : 用抗药性标记法对 6种生防放线菌进行标记 ,并测定其在黄瓜、小麦、大麦以及大豆体内的定殖能

力 ,发现 15-3可以在黄瓜、小麦以及大麦的根部定殖 ,在黄瓜根部的定殖能力强于在其它两种作物根部的定

殖能力。 6种生防菌对黄瓜、小麦、大麦以及大豆种子萌发或苗期生长没有明显抑制作用 ;菌株 15-3对大麦、

黄瓜以及大豆具有不同程度的促生作用 ;菌株 SE2和 A4发酵液对黄瓜的生长有抑制作用。
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Abstract: Six st rains of actinomyces candidates w ith significant biocontro l po tential wa s tag ged w ith

antibiotics, fungicides o r combination of them. The result show ed tha t cucumber, w hea t and ba rley

plant could be co lonized by st rain 15-3 and the amount of st rain 15-3 in roo t of cucumber w as mo re

than that in the other tw o crops. Six strains of tested actinomyces had no inhibi tion on germination of

seeds and g row th in seedling stag e of cucumber , w heat , barley and soybean, and the development of

tested plants could be promo ted by st rain 15-3.
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　　离体和活体抑菌实验结果表明 ,西北农林科

技大学植保学院采用诱捕法从土壤中分离筛选的

几株生防放线菌对灰葡萄孢 ( Botrytis cinerea )、苹

果炭疽菌 (Colletotrichum gloeosprioides )、粉红聚

端 孢 ( Trichothecium roseum )、 黄 瓜 枯 萎 菌

( Fusarium oxysporum f. sp. cucumberium )以及

西瓜枯萎菌 ( F. oxysporum f. sp. niveum )等多种

病原菌具有较强的拮抗作用
[ 1]
。研究它们在植物

体内的定殖能力、在环境中的竞争存活能力及其

对植物的安全性是开发利用这些生防菌的基础工

作 [2, 3 ] ,对于提高和稳定菌剂的生防效果 ,制定科

学的施用技术具有重要意义。

1　材料与方法

1. 1　生防放线菌抗药性标记

将选用的抗生素或杀菌剂以不同浓度加入高

氏一号培养基 ,制成不同浓度梯度的培养基平板。

将待测生防菌菌悬液均匀涂于培养基平板上 ,

28℃下暗培养 , 3d后观察并记录生长状况 [4 ] ,每

处理重复 3次。以生长状况确定适合于标记生防

菌的抗生素和杀菌剂种类及浓度。

1. 2　植株体内定殖能力测定

将生防菌的 SN B发酵液以 106 cfu· g- 1的浓

度与土壤拌匀 ,以清水为 CK1, SNB营养液为
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CK2,每处理重复 10次。 小麦、大麦、大豆以及黄

瓜种子用 5‰ NaClO表面消毒 ,无菌水冲洗 3次

后进行常规播种。正常培育 10 d后取根、茎、叶组

织 ,采用直接组织培养法和组织研磨涂抹法 ,在加

有相应抗生素或杀菌剂的高氏一号培养基平板上

测定生防菌在植株体内的定殖能力 [ 3, 5]。

1. 3　生防菌对种子萌发的影响

待测种子用 5‰NaClO表面消毒 ,用无菌水

冲洗 3次备用。在直径为 18 cm的培养皿中铺上

滤纸 ,加入待测生防菌菌悬液 ,以清水为对照 ;或

者加入生防菌发酵液 ,以清水为 CK1,营养液

SN B为 CK2,每皿放置 10粒种子 , 28℃条件下黑

暗培养 ,分别于 36 h和 60 h测定根长或芽长 ,并

进行差异显著性分析 [6 ]。每处理 3个重复。

1. 4　生防菌对植物幼苗生长的影响

将生防菌的 SN B发酵液以 106 cfu· g
- 1的浓

度接种土壤 ,以清水为 CK1,营养液 SNB为

CK2。待测种子用 5‰ NaClO表面消毒后播种 , 10

d后测量植物的整株高、地上部高以及根长 ,并进

行差异显著性分析。每处理 10个重复。

2　结果与分析

2. 1　抗药性标记结果

抗药性标记试验结果表明 (表 1) ,除菌株 15-

3外 ,不同的生防放线菌菌株对供试的抗生素的

敏感程度有明显的差异 ,对利福平的抗性最差 ;在

供试杀菌剂中 , 5种放线菌对 50%的腐霉利可湿

性粉剂和 18%的三唑酮可湿性粉剂表现出极高

的抗性 ,但对 75%的百菌清可湿性粉剂较敏感。

据此可以筛选出适合 6种生防放线菌标记的药剂

及其浓度 ,该结果为进一步研究几株生防放线菌

在植物体内定殖能力、在自然生态系中的群体消

长动态以及竞争存活能力奠定基础 ,同时也为菌

药结合防治植物病害提供理论依据。
表 1　几株生防放线菌对常用抗生素和杀菌剂的抗性

Table 1　 Resistant ability of Act inomyces candidates to the antibiotics and fungicides

药剂
Antibiotic or fungicides

浓度 / (μg· mL- 1 )
Concen tration

生防放线菌 Actinom yces candid ates

SC1 SC1-1 SE2 A3 A4 15-3
链霉素 St reptom ycin 50 - + + + - - - + + +

100 / + + / / / + + +

150 / + / / / + + +

200 / - / / / + + +

500 - - - - - + + +

2500 / / / / / + + +

利福平 Rifampicin 50 - - + - - + + +

500 - - - - - + + +

2500 - - - - - + + +

四环素 Tetracycline 50 - + + + + + + - + + + +

150 / + + + + / / + + +

200 / - + + / / + + +

250 / - - / / + + +

500 - - - - - + + +

2500 / / / / / + + +

青霉素 Penici llin 50 + + + + + + + + + + + + + + + + + +

250 + + + + + + + + + + + + + + + + +

500 + + + + + + + + - + + + +

1000 + + - + + + - + + + +

1500 + + - + + + - - + + +

2000 + - + + - - + + +

2500 - - + - - + + +

50%腐霉利 Procymidone 25 + + + + + + + + + + + + + + + /

250 + + + + + + + + + + + + + + + /

1250 + + + + + + + + + + + + + + + /

18%三唑酮 Triadimefon 25 + + + + + + + + + + + + + + + /

250 + + + + + + + + + + + + + + + /

1250 + + + + + + + + + + + + + + + /

70%甲托 Thiophanate-meth yl 25 + + + + + + + + + + + + + + + /

250 + + - + + + /

500 - - - - - /

75%百菌清 Ch lorothalonil 25 - - - - - /

注: " - "表示不能生长 ; "+ , + + , + + + "分别表示在对应药板上的生长状况。 Note: "- " Indicates Actinomyces candid ates w as

sensi tive to th e ant ibiot ic or fu ngicides; "+ , + + , + + + " Indicates th e a resi stant abi li t y of Actinomyces candidates to the an tibiotic or

fungicid es.
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表 2　适宜于不同生防放线菌的抗生素和杀菌剂组合及浓度
Table 2　Resistant combinations of antibiotics and fungicides in suitable concentration for Act inomyces isolates

生防放线菌
Actin omyces candidates

SC1 SC1-1 A3 A4 SE2 15-3

药剂种类及浓度 /(μg· mL- 1 )
an tibiotic o r fungicid es

and concen t ration

青霉素 250
三唑铜 1250

链霉素 50
四环素 50
三唑铜 1250

青霉素 100
三唑铜 1250

青霉素 250
三唑酮 1250

四环素 100
三唑酮 1250

链霉素 500
利福平 500

　　根据以上试验结果 ,又进行了不同药剂组合

测定 ,从而确定了适宜于各菌株的最佳药剂组合

及其浓度 (表 2)。

2. 2　植株体内定殖能力

采用直接组织培养法和研磨组织涂抹法测定

了生防菌在植株体内的定殖能力 ,结果表明 ,直接

组织培养法没有从植株体内检测到生防菌 ,而利

用研磨组织涂抹法在除大豆以外的 3种植物根中

检测出 15-3菌株 ,在黄瓜、小麦和大麦根中的检

出率分别为 7. 0× 10
2
cfu· g

- 1
、 80 cfu· g

- 1
和 50

cfu· g
- 1 ,可见菌株 15-3可在作物根内定殖 ,在

黄瓜根部的定殖能力强于在小麦和大麦根部的定

殖能力。其它几种生防菌均未检测到。

表 3　生防菌放线菌对 4种植物种子萌发的影响

Table 3　 Effect of actinomyces on germination of plant seeds

测定项目
Item

菌悬液 Actinomycetes suspension

菌株 Is olates 36 h结果 菌株 Isolates 60 h结果

发酵液 Fermen tation b roth

菌株 Is olates 36 h结果 菌株 Isolates 60 h结果

小麦根长 Root
length of wh eat

CK 3. 9 a A4 35. 0 a CK1 6. 7 a CK1 25. 5 a

A4 3. 0 ab SC1 15. 5 ab 15-3 1. 6 b 15-3 4. 9 b

15-3 1. 7 ab 15-3 15. 0 ab SC1 0. 9 b SC1 4. 5 b

SC1 1. 4 ab A3 11. 6 ab A3 0. 4 b A3 4. 1 b

SC1-1 1. 4 ab CK 11. 2 ab CK2 0. 4 b CK2 2. 5 b

SE2 0. 6 b SC1-1 8. 6 ab SC1-1 0. 4 b SE2 1. 7 b

A3 0 b SE2 3. 3 b SE2 0 b SC1-1 1. 5 b

A4 0 b A4 1. 0 b

大麦根长 Root
length of barley

SC1-1 15. 4 a A3 28. 8 a CK1 7. 9 a 15-3 21. 4 a

A3 12. 3 a SC1 23. 8 ab 15-3 7. 0 ab CK1 18. 0 ab

SC1 9. 4 a A4 21. 1 ab A3 6. 9 ab A3 17. 0 abc

CK 6. 9 a SE2 16. 1 bc SC1 6. 9 ab SE2 14. 7 bc

A4 6. 7 a 15-3 15. 5 bc SC1-1 6. 3 ab SC1-1 13. 0 bcd

SE2 5. 2 a CK 15. 5 bc SE2 5. 8 ab SC1 11. 7 cd

15-3 5. 1 a SC1-1 10. 5 c A4 4. 8 ab CK2 11. 4 cd

CK2 3. 8 b A4 7. 8 c
黄瓜芽长 Germ
length of
cucumber

A3 30. 3 a A3 70. 0 a CK1 23. 4 a CK1 65. 5 a

15-3 25. 9 ab 15-3 50. 5 b A3 16. 6 b 15-3 50. 5 b

CK 21. 6 abc CK 49. 0 b 15-3 14. 5 b A3 35. 0 c

A4 20. 2 bc A4 39. 0 bc CK2 11. 8 bc CK2 31. 0 cd

SE2 18. 3 bcd SE2 34. 6 bc SC1-1 8. 5 bc SC1-1 22. 5 d e

SC1 15. 2 cd SC1 34. 5 bc SC1 8. 1 cd SE2 21. 8 d e

SC1-1 10. 0 d SC1-1 21. 5 c SE2 7. 0 cd SC1 12. 2 ef

A4 3. 0 c A4 7. 0 f

大豆芽长 Germ
length of soybean

15-3 6. 3 a 15-3 28. 5 a CK1 6. 2 a CK1 22. 5 a

CK 5. 6 ab A3 26. 5 ab CK2 2. 9 b SE2 20. 8 ab

A3 4. 1 ab SC1 23. 0 abc SE2 2. 8 b A4 20. 7 ab

SC1 3. 9 ab A4 22. 3 abc 15-3 2. 8 b 15-3 18. 6 abc

SC-1 3. 9 ab SC1-1 16. 6 abc SC1-1 2. 6 bc CK2 18. 3 abc

A4 3. 8 ab CK 14. 5 bc A4 1. 0 bc SC1-1 12. 0 abc

SE2 1. 6 b SE2 11. 0 c A3 0. 3 bc SC1 11. 3 bc

SC1 0 c A3 9. 5 c

注:发酵液中 CK1为清水对照 , C K2为 SNB营养液对照。

Note: In fermen tation b roth , CK1 w as w ater, CK2 w as SNB nut rien t solution.
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2. 3　生防菌对种子萌发影响

表 3结果显示 , 6种生防菌菌悬液对于 4种

作物种子萌发有不同的作用 ,对于同一作物而言 ,

同种生防菌在不同时间作用也有差异。总的来讲 ,

随着培养时间的延长 ,有利于作物种子萌发的生

防菌株数量也随之增加。 60h的测定结果显示 , 6

种生防菌对于小麦根的生长几乎没有作用 ,而菌

株 A3、 SC1和 A4则对大麦根的伸长有促进作

用。 就黄瓜而言 ,菌株 A3对其具有促生作用 ,

SC1-1却对其有一定的抑制作用。还可以看出 ,大

豆芽的伸长受菌株 SE2抑制 , 15-3却对其具有明

显的促生作用。

与菌悬液相比 , 6种生防菌发酵液对供试靶

标菌表现出更强的拮抗活性 ,因此它们的发酵液

对作物的安全性研究是至关重要的。 从实验结果

我们可以看出 , 6种生防菌放线菌发酵液对所选

作物种子萌发没有明显的抑制作用 , 15-3发酵液

对于大麦根的伸长以及黄瓜幼芽生长有一定的促

进作用。菌株 SC1和 A4发酵液能够抑制黄瓜幼

芽生长 ,在应用方面值得注意。
表 4　生防菌对植物苗期生长影响

Table 4　 Ef fect of biocontrol agents on plant seedlings

供试植物
Tes ted Plant

菌株
Isolates

整株高 / cm
Length in to tal

菌株
Is olates

地上部高 /cm
Length of s tem

菌株
Isolates

根长 /cm
Leng th of root

小麦 Wheat CK2 24. 3 a A3 20. 9 a CK1 3. 9 a

A3 23. 9 ab CK2 20. 3 a SE2 3. 8 a

A4 23. 8 ab A4 19. 7 ab A4 3. 8 ab

SE2 23. 3 ab SC1 19. 7 ab CK2 3. 8 ab

15-3 23. 2 ab SC1-1 19. 6 ab 15-3 3. 5 abc

SC1 23. 1 ab SE2 19. 6 ab SC1 3. 3 abc

SC1-1 22. 6 ab 15-3 19. 6 ab A3 3. 0 bc

CK1 22. 2 b CK1 18. 3 b SC1-1 2. 7 c

大麦 Barley 15-3 26. 0 a 15-3 19. 5 a 15-3 6. 5 a

SE2 22. 0 b SC1-1 18. 4 ab SE2 5. 5 b

SC1-1 20. 3 bc CK2 17. 5 b A3 2. 3 c

CK2 20. 3 bc A3 17. 2 b CK1 2. 3 c

A3 19. 6 c SC1-1 17. 1 b A4 2. 2 c

A4 19. 3 c SE2 17. 1 b CK2 2. 2 c

CK1 19. 2 c A4 17. 0 b SC1-1 1. 9 c

SC1 19. 0 c CK1 16. 9 b SC1 1. 7 c

黄瓜 Cucumber SC1-1 14. 2 a SC1-1 12. 7 a CK1 3. 2 a

15-3 13. 7 b SC1 11. 2 b 15-3 3. 0 ab

SC1 13. 0 b 15-3 10. 8 bc A3 2. 5 bc

A3 12. 9 bc A3 10. 5 bcd SE2 2. 0 cd

CK2 12. 1 cd CK2 10. 2 cd A4 1. 8 de

CK1 11. 9 d A4 9. 8 d CK2 1. 7 de

A4 11. 6 d CK1 8. 6 e SC1 1. 6 de

SE2 9. 7 e SE2 7. 7 e SC1-1 1. 2 e

大豆 Soybean SC1-1 27. 3 a SC1 23. 0 a SC1-1 4. 3 a

15-3 25. 0 ab SC1-1 23. 0 a CK2 4. 1 a

SC1 24. 6 ab 15-3 22. 0 ab CK1 3. 8 ab

SE2 23. 1 bc SE2 19. 8 bc SC1 3. 8 ab

CK1 22. 5 bcd CK1 18. 6 cd SE2 3. 3 ab

CK2 21. 6 bcd CK2 17. 5 cd A4 3. 3 ab

A4 20. 6 cd A4 17. 3 cd A3 3. 3 ab

A3 19. 3 d A3 16. 3 c 15-3 3. 0 b

2. 4　生防菌对植物苗期生长的影响

采用土壤处理法研究了 6种生防放线菌对 4

种作物苗期生长的影响 ,结果发现 , 6种生防菌发

酵液对供试作物地上部以及根的生长均没有明显

抑制作用。从表 4结果可以看出 ,菌株 15-3可以

促进大麦地上部生长 ,菌株 SC1-1和 SC1对黄瓜

地上部生长具有促进作用 ,菌株 SC1、 SC1-1和

15-3都可以促进大豆地上部生长。只有菌株 SE2

对黄瓜地上部的生长有抑制作用。从表 4结果还

可以发现 ,菌株 15-3和 SE2能够促进大麦根的生

长 ,菌株 15-3和 A3能够促进黄瓜根的生长 ,但

15-3则抑制大豆根的生长。
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以上结果 (表 3,表 4)表明 , 6种生防菌对 4

种作物根或芽的伸长以及苗期生长均没有明显的

抑制作用。菌株 15-3有较强的促生作用 ,对其促

生机制需要做进一步的研究。 对于菌株 A4和

SE2对黄瓜幼苗的抑制作用还需要做深入的探

索。

3　结论与讨论

生防菌标记是研究相关菌株生态学习性的主

要手段 ,为了便于监测人工接种的生防菌的群体

动态 ,需要建立有效的跟踪体系以区别于自然界

中类似微生物群体 ,利用 lac, lux , x y l和 gusA

基因进行的遗传标记已经用来研究微生物在作物

根际的定殖作用。 本实验所采用的抗药性标记方

法虽然不能达到特异性标记的目的 ,但是相对于

逐步筛选、遗传学标记等方法而言 ,具有快速、简

便且成本低的优点 ,此方法也不会导致原始菌株

的遗传稳定性及其它重要特性变异甚至丧失
[7 ]
。

但为了更深入系统地了解菌株 15-3在植物体内

或土壤中的定殖、存活、繁殖运动等微生态行为规

律及其生防机制 ,可以选择适宜的特异标记方法。

利用生防微生物防治植物病害具有环境压力

小、安全、持效期长等特点 ,但由于生防微生物容

易受外界环境影响 ,与病原菌竞争过程中往往存

在作用滞后的缺点 ,在应用过程中 ,可以考虑将有

潜力的生防微生物与杀菌剂混配 ,以达到安全有

效的病害防治目的
[8, 9 ]
。本研究的抗药性标记结

果可以为菌药结合防治植物病害提供依据。

试验结果表明 , 15-3具有一定的促生作用和

定殖能力 ,在试验过程中 ,还发现 15-3的繁殖速

度特别快。 希望在对其促生机制以及在植物体内

定殖能力深入研究的基础上 ,考虑用原生质融合

法将其与其他表现强拮抗活性的菌株结合 ,期望

得到表现良好综合性状的菌株。
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