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蜡样芽孢杆菌 B3鄄 7在大田小麦根部的定殖动态
及其对小麦纹枯病的防治效果

黄秋斌1,张摇 颖1,刘凤英1,王摇 淼1,王摇 刚1,2,3,*

(1. 河南大学生命科学学院, 开封摇 475004; 2. 棉花生物学国家重点实验室, 开封摇 475004;

3. 河南大学生物工程研究所, 开封摇 475004)

摘要:为了阐明蜡样芽孢杆菌 B3鄄7 在大田条件下的生态适应性以及对于小麦纹枯病的生防效果,通过利用绿色荧光蛋白编码

基因 gfp 标记生防菌株 B3鄄7,室内比较了 GFP 标记菌株和原始出发菌株在菌落形态、生长特性,生物薄膜产生以及在小麦根部

定殖等方面的特性,结果发现 GFP 标记菌株和出发菌株在上述特性方面无明显差别。 在此基础上,大田条件下测定了 GFP 标

记菌株在小麦根部的定殖动态和对于小麦纹枯病的生防效果。 结果发现,GFP 标记菌株在小麦根部能够长期定殖,其存在量在

小麦分蘖期最大,每克根重达到 105 CFU,拔节期后,该细菌数量一直维持在 104 CFU 之上。 同时发现,生防菌株能够有效降低

小麦纹枯病的严重度和提高罹病小麦的产量。 小麦分蘖期、孕穗期和灌浆期生防菌对于小麦纹枯病的防治效果分别达到 60%、
34%,34%,小麦成熟后产量提高 13%—15%。 结果表明,B3鄄7 在大田条件下具有较好的生态适应性和防治小麦纹枯病的能力。
关键词:定殖;生物防治;小麦纹枯病;蜡样芽孢杆菌

Colonization dynamics of Bacillus cereus B3鄄7 on wheat roots and control
efficiency against sharp eyespot of wheat
HUANG Qiubin1, ZHANG Ying1, LIU Fengying1, WANG Miao1, WANG Gang1,2,3,*

1 College of life sciences, Henan University, Kaifeng 475004, China

2 State Key Laboratory of Cotton Biology,Henan University, Kaifeng 475004, China

3 Institute of Bioengineering, Henan University, Kaifeng 475004, China

Abstract: Sharp eyespot of wheat is caused by the fungus Rhizoctonia cerealis and is an important soil鄄Borne disease of
wheat worldwide. At present, no commercially cultivated disease resistant varieties are available to efficiently protect wheat
against infection by this pathogen. Control of the plant disease sharp eyespot currently relies on application of pesticides
such as Triadimefon and Validamycin; however, pesticides are expensive and pose serious health and environmental
hazards. Persistent application of pesticides can cause selection of pesticide resistant pathogenic fungi. Biological control is
an environmentally sound and effective means of reducing or mitigating plant diseases and the effects of plant pathogens
through the use of natural microorganisms. In the rhizosphere (on the plant root or in close vicinity to the root) bacteria are
abundant, most often organized in microcolonies. Bacteria in the rhizosphere, known as rhizobacteria, not only benefit from
the nutrients secreted by the plant root but also beneficially influence the plant in a direct or indirect way, resulting in
stimulation of plant growth. Among the beneficial microorganisms isolated from the rhizosphere, Bacillusspp. offer several
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advantages over fluorescent pseudomonads and other Gram鄄negative bacteria as seed inoculants for protection against root
pathogens. Bacillus spp. have a long shelf life because of their ability to form endospores and their unique mechanisms of
action as they can produce broad鄄spectrum antibiotics and compete for ecological niches against plant pathogenic fungi.

Bacillus cereus B3鄄7, a biological control strain isolated from the wheat rhizosphere, shows potential for control of sharp
eyespot and for efficient yield increase in wheat. To elucidate the ecological adaptability of B3鄄 7 and its efficacy for
biological control of sharp eyespot of wheat under field conditions, the green fluorescent protein (gfp) gene was inserted
into the B3鄄7 genome and a GFP鄄tagged B3鄄 7 strain was constructed. Colony shape, growth rate, biofilm formation and
colonization dynamics on wheat roots were analyzed with B3鄄 7 and the GFP鄄tagged strain in our laboratory. No significant
differences were obtained for any of the characteristics tested between the two strains. Colonization ability of the B3鄄7 GFP鄄
tagged strain on wheat roots was assessed under field conditions. The results indicated that the GFP鄄tagged strains could
persistently colonize the roots of wheat. The number of colonizing bacteria was highest during the tillering period at 105

CFU / g roots. The colonization number decreased to 104 CFU / g roots in the heading period, and persisted through the
milking period. Efficacy of B3鄄7 and the GFP鄄tagged strain as biological control agents against sharp eyespot of wheat was
also evaluated under field conditions. The results revealed that the two strains could reduce disease severity and effectively
increase the yield of wheat. The disease control efficacy of the two strains for sharp eyespot of wheat reached 60% to 62%,
34% to 39%, and 34% to 38% during the tillering, heading, and milking periods, respectively. The yield of wheat treated
with the biological control strain increased 13% to 15% compared with that of the untreated control. The results indicated
that Bacillus cereus B3鄄7 has the capacity for environmental adaptability and the potential to act as a biological control agent
against sharp eyespot of wheat under field conditions.

Key Words: colonization; biological control; sharp eyespot of wheat; green fluorescent protein

摇 摇 小麦纹枯病(sharp eyespot of wheat)是由植物病

原真菌禾谷丝核菌(Rhizoctonia cerealis)侵染引起一

种分布广泛、危害严重的土壤传播病害。 病菌以菌

丝或菌核在土壤和病残体上越冬或越夏。 播种后开

始侵染为害[1]。 在田间发病过程可分 5 个阶段即冬

前发病期、越冬期、横向扩展期、严重度增长期及枯

白穗发生期。 一般使小麦减产 10%—20%,严重地

块减产 50%左右,个别地块甚至绝收。 由于目前尚

缺乏高抗小麦纹枯病的小麦品种,生产上对于该病

的防治主要通过施用化学农药如井冈霉素和粉锈宁

等方法,不仅提高了小麦生产成本,而且容易导致抗

药性菌株的出现,进一步降低化学药剂的防治效

果[2]。 因此,寻找一种有效的小麦纹枯病防治方法

成为小麦生产上的当务之急。
植物根际细菌(rhizobacteria)作为一类存在于植

物根际,对于植物生长发育具有重要作用的一类微

生物[3]。 大量的研究表明,根际细菌中存在包括荧

光假单胞菌、枯草芽孢杆菌、和蜡样芽孢杆菌等多种

能够控制植物病害发生的细菌类型[4鄄5]。 不同的微

生物可以通过产生抗菌物质、生态位与营养竞争以

及诱导植物产生抗性等多种机制发挥作用[6鄄7]。 利

用根际细菌防治植物病害,对于替代或者减少化学

农药的使用,促进农业的可持续发展具有重要价值。
植物病害生物防治的本质是植物、病原菌以及生防

微生物之间的相互作用,通过三者的互作,减少病原

菌对于植物的危害。 因此,利用根际微生物防治植

物病害的前提是这些微生物能够在植物根部有效定

殖并具有较好的环境适应性。 研究生防细菌的环境

适应性和在植物根部的定殖能力,有助于认识生防

细菌的作用机制,提高生防细菌的防治效果。 蜡样

芽孢杆菌 B3鄄7 菌株是作者前期研究过程中从健康

小麦根际分离得到的 1 株生防菌株[8鄄9]。 该菌株能

够产生多种抗菌物质,可以在固体基质表面产生大

量的有助于其存在的生物膜(biofilm),在温室测定

中能够在小麦根部稳定定殖且对于小麦纹枯病和小

麦全蚀病具有较好的生防效果。 该生防菌株在大田

条件下是否能够在小麦根部长期定殖以及是否对于

病害具有防治效果,有待于进一步研究。 因此,本研

究通过利用绿色荧光蛋白(green fluorescent protein,
GFP)标记菌株,利用标记菌株测定了其在大田小区
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中在小麦根部的定殖和对小麦纹枯病的生物防治。

1摇 材料与方法

1.1摇 供试材料

1.1.1摇 供试菌株、质粒和培养条件

本研究供试植物病原真菌、生防细菌及其衍生

菌株和和质粒的特征及来源见表 1。 大肠杆菌

(Escherichia coli ) 和 生 防 细 菌 蜡 样 芽 孢 杆 菌

(Bacillus cereus ) 常规培养采用 LB 培养基,生物薄

膜测定采用 Standard succinate medium ( SSM) 培养

基[6]。 试验用抗生素浓度为氨苄青霉素(Ampicillin,
Amp)100滋g / mL、红霉素(Erythromycin,Erm) 10滋g /
mL、利福平(Rifampin,Rfp)100 滋g / mL。 凝胶回收试

剂盒、内切酶、 T4 DNA 连接酶, Taq 酶等均购自

Fermentas 公司。

表 1摇 本研究中使用的细菌、真菌和质粒

Table 1摇 Bacterial, fungal strains and plasmids used in this study

菌株和质粒
Strain and plasmid

相关性状
Relevant characteristics

来源
Source

大肠杆菌
Escherichia coli GM2163 甲基化酶缺陷菌株,具有链霉素抗性。 Fermentas 公司

蜡样芽孢杆菌
Bacillus cereus
B3鄄7
B3鄄7 (驻amy::gfp)

小麦纹枯病生防菌株,具有利福平抗性 。
amy 基因缺失菌株,具有绿色荧光蛋白编码基因

本实验室保存
本研究

禾谷丝核菌
Rhizoctonia cerealis 小麦纹枯病致病菌 本实验室保存

质粒
Plasmid
pMAD
pAD123
pMAD-驻amY

含有温度敏感复制子的穿梭载体.
不含 gfp 基因启动子的穿梭载体
gfp 插入到 amy 基因的 pMAD 质粒

[10]

[11]
本研究

1.1.2摇 农田土壤条件和小麦品种

选用的农田为河南省夏邑县太平村的麦田,种
植制度为多年小麦鄄玉米轮作,土壤呈弱碱性( pH,
7郾 7),有机质 7—9 g / kg,全氮含量 0.7—0.85g / kg,全
磷含量 0.5—0.6g / kg,全钾含量 19.8—20.2g / kg,速
效磷 2 mg / kg,速效钾,137 mg / kg。 小麦品种为当地

大面积种植的矮抗 58。
1.2摇 生防菌株 B3鄄 7 绿色荧光蛋白(GFP)标记菌株

的构建

根据 B3鄄7 菌株 琢鄄淀粉酶编码基因 amY 的核苷

酸序列设计设计引物,上游的一对引物分别是 amY鄄
up鄄S ( CCCAGGATCCTTTAAAAGAATAACAATAGTC,
划线部分为 BamH I 位点) 和 amY鄄up鄄A ( CCAA
AAGCTTCAAAATCAAGATCCGCATACA,划线部分为

Hind III 位点),下游的一对引物分别是 amY鄄down鄄S
(CCCAAAGCTTTGCGAATGAAATGAAAAAATG,划线部

分 为 Hind III 位 点 ) 和 amY鄄down鄄A ( CAAA
GTCGACCTGCTGAACATATATGGAAAC,划线部分为

Sal I 位点)。 利用引物 amY鄄up鄄S 和 amY鄄up鄄A 扩增

出 amY 基因上游片段,利用 amY鄄down鄄S 和 amY鄄
down鄄A 扩增出 amY 基因下游片段,然后用内切酶

Hind III 分别酶切后,与同样用 Hind III 酶切质粒

pAD123 得到的绿色荧光蛋白编码基因 gfp 片段等浓

度混合,经 T4 连接酶连接后,用 amY鄄up鄄S 和 amY鄄
down鄄A 扩增出插入 gfp 基因的 amY 基因片段,将此

片段用 BamH I 和 Sal I 双酶切后,插入到穿梭载体

pMAD 的对应位点内,构建 amY 基因的敲除载体

pMAD鄄驻amY,将此敲除载体转化进入生防菌 B3鄄 7
的电击转化感受态细胞,根据 Maryvonne 等[9] 的方

法获得产淀粉酶缺陷并在蓝光照射下发出绿色荧光

的突变株。
1.3摇 生防菌株 B3鄄7 及其 GFP 标记突变株生物学性

状比较

1.3.1摇 菌落形态和群体生长特性比较

分别将野生型 B3鄄 7 及其 GFP 标记突变株接种

于液体 LB 培养基中,于 30 益振荡(200 r / min)培养

24 h 后,离心收集细菌,加入新鲜的 LB 液体培养基

中,调整浓度 OD600 = 0.1,用移液器分别取 2滋L 点接
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到 LB 平板上,于 30益培养箱中培养 5 d,观察 B3鄄 7
及其 GFP 标记突变株菌落形态是否存在差别。 同

时,分别取 OD600 = 0.1 的菌液 300滋L 加入深孔培养

板中,然后将培养板至全自动生长曲线分析仪

(Bioscreen C),进行生长曲线测定(参数设置为:振
荡温度,30益;振荡时间,57 h;测定时间间隔,1 h;测
定吸光度 OD(530—580),比较 B3鄄 7 及其 GFP 标记突变

株群体生长曲线是否存在差别。
1.3.2摇 生物薄膜形成能力比较

分别挑取野生型 B3鄄7 菌株及其 GFP 标记菌株,
接种于液体 LB 培养基中,30益、200 r / min 的摇床中

培养至对数期,用 LB 培养基分别稀释菌液至 OD600

= 0郾 1,取 20 滋L 菌液加入到含有 2mL 培养基的玻璃

管中(直径 D = 0.8 cm),轻轻混匀后于 22益静止培

养 5 d,观察不同菌株在玻璃管内壁生物薄膜的形成

情况。 之后,轻轻吸去每个管中的菌液(注意不要触

碰管壁),向玻璃管中加入 1.5 mL 的蒸馏水,轻轻晃

动,再用枪头将蒸馏水吸出,反复清洗 3 次,去除管

底菌体,加入 2郾 5 mL 0.1%(w / v)的结晶紫溶液,室
温染色 20 min,吸去染色液,加入蒸馏水轻轻冲洗 3
次,直到水变为无色。 加入 2.5 mL 10% SDS,反复晃

动试管溶解生物薄膜,用 10% SDS 稀释 5 倍,吸取 2.
5 mL 至比色皿中,以 2.5 mL 10% SDS 作为对照,测
定 OD590的光吸收值。 每个处理设置 8 个重复,试验

重复 3 次。
1.3.3摇 室内条件下测定 B3鄄 7 及其 GFP 标记菌株在

小麦根部的定殖状况

利用 LB 液体培养基培养 B3鄄 7 及其 GFP 标记

菌株,离心去除上清后,加入 1%的羧甲基纤维素钠

(carboxymethyl cellulose,CMC),调整浓度至 OD600 =
1.5,将已经催芽的小麦种子(品种为中国春)浸入菌

液中 1 h,播种至盛有无菌土的一次性塑料杯中,每
个杯子中央播种 3 粒种子。 将各个处理随机放入 22
益培养室内培养,待小麦出苗后,每隔 5 d 取样,轻轻

抖掉麦苗所带的泥土并剪去地上部,分别称重后将

根放入定量的 0.1% Tween鄄 20 溶液中,剧烈振荡 3
min 后梯度稀释并涂布含有利福平的 LB 平板,30 益
培养 24 h 后,统计平板菌落数,同时,在蓝光下观察

GFP 标记菌株的荧光菌落并计数,计算单位根重含

有的菌落数(CFU / g 根)。 每个处理设置 15 个重复,
试验重复 3 次。

1.4摇 GFP 标记菌株在大田小麦根部的定殖情况及

其对小麦纹枯病的防治效果

利用上年小麦纹枯病严重发病的麦田,从中选

取 15 m伊12 m(长伊宽)的区域设置试验小区,共设 9
个试验小区(纵横各 3 个小区)。 每个小区为 6 m2

(3m伊2m,长伊宽),小区与小区之间间隔 2 m,用于保

护行,小区的外侧设置 1 m 的距离用作保护行。 试

验设置 B3鄄7、GFP 标记菌株和阴性对照 3 个处理,每
个处理设置 3 个重复,即每个小区为 1 个重复。 播

种时间为 10 月上旬,播种前,利用 LB 液体培养基培

养细菌,经离心后,将细菌悬浮于 1% CMC 溶液中,
调整细菌浓度约至 109 CFU / mL,将麦种浸入菌液

1h,捞出麦种晾干后进行播种,播种量为 10 kg / 666.
7m2。 阴性对照和保护行小麦处理时,仅在不含有细

菌的 1% CMC 浸种。 小麦出苗后,分别于冬前分蘖

期、越冬期、拔节期、孕穗期和灌浆期取样调查。 调

查小麦发病情况时,每个小区随机调查 100 株小麦,
根据 Clarkson 和 Cook[12]的方法进行调查,统计病害

的严重度。 同时计算出不同时期的病害防治效果。
测定生防菌株的定殖数量时,从 GFP 标记菌株

处理的小区五点取样(3 个小区共 15 个取样点)。
每个取样点取 20 株小麦,轻轻地连根挖出小麦植

株,带土分别放入无菌牛皮纸袋中带回实验室,根据

1.3.3 所述的方法统计小麦根部 GFP 菌株的数量。
为了证实分离出的荧光菌株就是接种的 GFP 标记菌

株,从分离得到的荧光菌落中随机挑取部分菌落,利
用根据 B3鄄7 基因组序列设计的两对特异引物进行

进行菌落 PCR,根据扩增结果判断分离菌落的正

确性。

2摇 结果与分析

2.1摇 生防菌 B3鄄7 绿色荧光蛋白标记菌株的构建

为了测定 B3鄄 7 菌株在大田小麦根系的定殖动

态,需要构建能够区分土著微生物的标记菌株。 为

此,将绿色荧光蛋白(GFP)的编码基因 gfp 插入到生

防菌的基因组中。 利用 PCR 对 琢鄄淀粉酶编码基因

amY 阅读框内的上游和下游片段进行,成功扩增出

上游 711 bp 的片段和下游 840bp 片段,经过序列测

定正确后,分别利用 Hind III 酶切上述两个片段,然
后与同样用 Hind III 酶切的 gfp 基因及其启动子片

段混合,经 T4连接酶连接后扩增出 2.5 kb 的片段,将
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此片段插入穿梭载体 pMAD 中,构建成功 amY 基因

敲除载体 pMAD鄄驻amY(图 1)。 在此基础上,将敲除

载体 pMAD鄄驻amY 转化进入 B3鄄 7 菌株,通过热处理

和蓝白斑筛选等一系列步骤,获得基因双交换白色

菌落,该菌落在蓝光下发绿色荧光,经过多次传代后

菌落的荧光特性不发生改变,表明 GFP 标记菌株构

建成功(图 1)。

图 1摇 生防细菌 B3鄄7绿色荧光蛋白(GFP)标记突变菌株的构建

Fig.1摇 Construction of green flurescence protein (GFP) tagging mutant of biocontrol strain B3鄄7
a: 基因敲除载体图谱:绿色荧光蛋白编码基因 gfp 插入到 琢鄄淀粉酶编码基因 amY 之间 Map of gene knockout vector with green flurescence
protein encoding gene gfpinsertion within alpha鄄amylase encoding gene amY; b: GFP 标记菌株 GFP tagging strains

2.2摇 生防菌株 B3鄄7 及其 GFP 标记突变株生物学性

状比较

图 2摇 生防细菌 B3鄄7及其 GFP 标记突变株的群体生长曲线

Fig.2摇 Growth curves of biocontrol bacteria B3鄄 7 and its GFP
tagging mutant

2.2.1摇 菌落形态和群体生长状态比较

通过测定生防菌株 B3鄄 7 及其 GFP 标记菌株在

LB 培养基平板上菌落形态,发现两者之只是菌落颜

色方面存在差别,GFP 标记菌株呈现淡绿色,而野生

型 B3鄄7 菌株为乳白色。 只有由于标记菌株 GFP 表

达的结果,其它形态特征如生长速度、菌落形态和菌

落大小等方面没有明显差别。 通过测定上述两个菌

株在 LB 液体培养基内的群体生长,发现二者不存在

差别,在生长过程中表现出相同的迟缓期,对数生长

期和稳定期(图 2)。 上述结果表明 GFP 标记不影响

该细菌在固体基质和液体基质内的生长。
2.2.2摇 生防菌 B3鄄7 及其 GFP 标记菌株的生物膜形

成能力

采用定性和定量测定相结合的方法测定了 B3鄄7
及其 GFP 标记衍生菌株在固体基质表面(试管内

壁)形成生物膜的能力,结果发现两者没有明显差异

(图 3)。 生物膜作为自然状态下微生物存在的方

式,微生物通过形成生物膜附着在固体基质表面,提
高对于环境胁迫的抗性,上述两个菌株在生物膜形

成方面不存在差异,表明 GFP 标记菌株可能与其野

生型具有相似的定殖能力。
2.2.3摇 室内条件下生防菌 B3鄄 7 及其 GFP 标记菌株

在小麦根部的定殖能力

室内限菌条件下测定了生防菌 B3鄄 7 及其 GFP
标记菌株在小麦根部的定殖能力,结果发现二者均

能高效地在小麦根部定殖。 在测定的 30 d 内,随着

时间的延长,定殖数量总体呈现下降趋势,但是保持

在每克根重 105菌落形成单位(CFU)之上。 测定的

两个菌株之间无显著差异,表明 GFP 标记后至少在
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室内条件下不影响生防菌的定殖。 综合上述 GFP 标

记菌株的菌落形态、群体生长、生物膜形成以及在小

麦根部的定殖动态测定结果,认为 GFP 标记不影响

菌株的生物学特性。

图 3摇 生防细菌 B3鄄7及其 GFP 标记突变株的生物薄膜形成

Fig 3摇 biofilm formation of biocontrol strain B3鄄7 and its GFP tagging mutants
a: 菌株在试管内壁形成的生物薄膜;A,B 为 B3鄄7 菌株,C,D 为 B3鄄7(GFP)菌株 Biofilm formation on inner wall of glass tubes: A,B strains of
B3鄄7, C,D strains of B3鄄7(GFP); b: 生物薄膜的定量测定 Quantitative measure for biofilm formation

2.3摇 GFP 标记菌株在大田小麦根部的定殖动态

在室内测定生防菌 B3鄄 7 菌株的 GFP 标记突变

体基本生物学特性的基础上,于 2002—2003 年测定

了该标记菌株在大田小区条件下在小麦根系的定殖

能力和对小麦纹枯病的生物防治效果。 结果发现,
小麦的整个生育期均能在小麦根部分离出发绿色荧

光的菌株,利用 PCR 方法对发光菌株进行特异性扩

增,证明其为施用的 GFP 标记菌株(图 4)。 GFP 标

记菌株在小麦根部的定殖数量呈现明显的规律性,

即冬前分蘖期最多,每克根重的细菌数量达到 105

CFU,之后随着温度的降低,小麦进入越冬期,分离

出的 GFP 菌株数量达到最低,仅为 102 CFU,越冬后

小麦进入拔节期时,细菌数量虽然有所增加,但是与

越冬期没有明显的差别。 之后,随着温度的进一步

升高,小麦进入抽穗期和灌浆期,分离出的 GFP 标记

细菌迅速增加,到灌浆期时单位根重(g)的细菌数量

达到 104 CFU(图 5)。

图 4摇 大田小麦根部分离获得的 GFP 标记菌株及其 PCR 鉴定

Fig.4摇 PCR identification to GFP tagging strains isolated from roots of wheat grown in field
a: 绿色荧光菌落 Green fluorescent colonies; b: 绿色荧光菌落的 PCR 鉴定,泳道 A 和 A忆,B3鄄 7 的 GFP 标记菌株扩增出的 2 个特征片段;
Identification to green flurescent colonies by PCR: Lanes A and A忆 refer to two specific fragments amplified with GFP tagging mutant of strain B3鄄7;
泳道 B—H 和 B忆—H忆,PCR 鉴定随机挑选的 7 个的荧光菌落 Lanes B to H and B忆 to H忆 refer to two specific fragments amplified with 7 strains
chosen randomized

2.4摇 GFP 标记菌株对大田小麦纹枯病的防治效果

分别于小麦冬前分蘖期、拔节期、孕穗期和灌浆

期调查大田不同小区施用生防菌 B3鄄 7 及其 GFP 标

记菌株后小麦纹枯病的发病率和严重度,结果发现,
与不施用任何菌株的对照相比,施用 B3鄄 7 及其 GFP

标记菌株后小麦纹枯病的发病率没有差别。 病害的

严重度除了在拔节期差别不明显外,在分蘖期、孕穗

期和灌浆期差异显著。 B3鄄 7 及其 GFP 标记菌株在

分蘖期、孕穗期和灌浆期对于小麦纹枯病的防治效

果分别为 60%—62%、34%—39%和 34%—38%,两
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图 5摇 GFP 标记菌株在不同生育期小麦根部的定殖动态

Fig.5摇 Colonization dynamic of GFP tagging strain on roots of
different growth stages wheat

个菌株之间防病效果无明显差异。 病田通过施用生

防菌能够提高产量,B3鄄7 菌株及其 GFP 标记菌株能

够提高产量 13%—15%(表 2)。
上述结果表明,GFP 标记后不改变生防菌 B3鄄 7

对于小麦纹枯病的防病效果,B3鄄 7 通过降低病害的

严重度,增加小麦的产量,具有一定的应用前景。

3摇 讨论

植物在生长过程中,通过其根系向周围环境中

分泌大量的有机物,营造了适于微生物生长繁殖的

表 2摇 生防菌对于小麦纹枯病的防治效果

Table 2摇 Control efficacy to sharp eyespot of wheat by biocontrol bacteria

处理
Treatment

严重度 Severity

分蘖期
Tillering period

拔节期
Jointing stage

抽穗期
Heading period

灌浆期
Milking period

产量

Yield / (kg / 6m2)

B3鄄7 7.9 a 12.3 a 15.2 a 20.6 a 4.05依0.22

B3鄄7(GFP) 7.5 a 13.1 a 16.7 a 19.5 a 4.11依0.41

对照 Control 19.8 b 14.2 a 25.2 b 31.4 a 3.56依0.20

摇 摇 数据后不同小写字母表示差异显著(P<0. 05),产量为 3 个试验小区产量的平均数依标准差

环境,导致大量微生物存活于于植物根部。 其中某

些根部细菌一方面利用根系分泌物获取营养,另一

方面通过其本身的代谢活动促进植物生长,这些细

菌被 称 为 根 际 促 生 细 菌 ( plant growth鄄promoting
rhizobacteria,PGPR)。 有研究表明,PGPR 可以通过

多种机制促进植物生长。 这些机制主要包括:1)促
生作用,某些种类的 PGPR 能够通过生物固氮、产生

植物激素和解磷解钾等方式促进植物生长[6];2)抑
制有害生物对于植物的危害,PGPR 可以通过产生抗

菌物质或者利用生态位和营养竞争作用减少包括植

物病原真菌在内的有害生物对于植物的危害,间接

促进植物生长[13];3)诱导植物产生对于逆境胁迫的

抗性,有些 PGPR 本身的细胞成分或者细胞分泌物

能够激发植物产生抗性,提高植物的对于逆境胁迫

的抗性[14]。 利用 PGPR 防治植物病害,尤其是土壤

传播病害对于替代化学农药的使用、减少抗药性病

原菌的产生、减少病害造成的损失和改善作物品质

具有重要价值。 国内外已有多种利用 PGPR 开发的

生物农药实现商业化应用[15]。
自然状况下,植物根际是一个复杂的生态环境,

不仅存在温度、湿度等环境因子的变化,而且不同微

生物之间存在营养和生态位竞争。PGPR生防菌株

发挥作用的前提是能够在植物根际长期定殖并形成

数量优势,这就需要生防菌株具有良好的生态适应

性。 芽孢杆菌作为一类在自然界中广泛存在的微生

物类型,其可以分泌多种胞外水解酶和抗菌物质,有
助于在竞争中获得优势[16]。 尤其重要的是,芽孢杆

菌可以在逆境胁迫下产生特殊的休眠结构芽孢,有
助于该类细菌在低温、高温和干旱等逆境条件下环

境中长期存在,待条件适宜时,芽孢萌发并快速分裂

形成大量个体,形成优势种群,促进其生防作用的发

挥。 本研究利用的 B3鄄7 菌株是一株蜡样芽孢杆菌,
前期研究中发现在室内对于小麦纹枯病和小麦全蚀

病具有较好的生防效果。 该菌株已经授权国家发明

专利。 为了进一步解析该菌株在大田中的作用效

果,本研究利用广泛使用的标记蛋白 GFP 对其进行

标记。 通过比较标记菌株与 B3鄄 7 的生物学特性,发
现 GFP 标记不改变生防菌的生物学特性和对于小麦

纹枯病的生防特性。 大田小区实验不仅证明了生防

菌株具有较强的适应性,而且证明了生防菌株 B3鄄 7
在大田条件下也对病害具有防治效果,为进一步开

发生防制剂奠定了基础。 本研究仅仅是单点小区试

验,对于 B3鄄 7 在其它不同气候条件下的生态适应性

和对病害的防治效果,有待进一步研究。
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