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摘　要：为筛选出既能诱导大豆抗寒又能抗胞囊线虫的细菌，将室内初筛诱导大豆抗寒的 １４株细菌菌株发酵液对

大豆进行种子包衣后播种于辽宁省和黑龙江省大豆胞囊线虫重病田，然后调查大豆苗期生长以及胞囊线虫发生情

况，并对表现优秀的菌株进行分子鉴定。结果表明：Ｓｎｅｂ６９、Ｓｎｅｂ８２、Ｓｎｅｂ１７９和 Ｓｎｅｂ２１８发酵液对大豆苗期生长有

明显抗寒作用；从根上胞囊量、土中胞囊量、根内线虫量 ３个方面调查发现对大豆胞囊线虫有显著的抑制作用，且

在不同地区不同重复中均保持稳定的抗病能力；Ｓｎｅｂ８２和 Ｓｎｅｂ２１８对根腐病有一定的抑制效果；从 ６个大豆生理

指标上与对照进行比较，结果差异明显，证明菌株 Ｓｎｅｂ６９，Ｓｎｅｂ８２，Ｓｎｅｂ１７９，Ｓｎｅｂ２１８为良好的抗逆菌；经 １６ＳｒＤＮＡ

序列同源性分析，初步判定菌株 Ｓｎｅｂ６９，Ｓｎｅｂ８２，Ｓｎｅｂ２１８为巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ），Ｓｎｅｂ１７９为铜绿假

单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）。
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　　东北是我国大豆主产区，高纬度地区全年大豆
生长的有效积温少，适宜大豆生长的季节短。低温

是限制大豆生产的主要因子
［１］
。多年以来，采用施

放烟雾、地膜覆盖、抗寒力强的品种或晚熟品种适

时早播等措施可提高植物的抗寒力；大豆胞囊线虫

病是制约大豆生产的重要病害之一。我国以东北

和黄淮海大豆产区危害比较严重。据不完全统计，

我国大豆胞囊线虫受害面积已达１３３万 ｈｍ２［２］。通
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过种植抗病品种，化学防治，改变耕作方式以及合

理的管理方式对大豆胞囊线虫病都能起到一定的

防治作用，但是都有一定的局限性
［３４］
。诱导抗性

具有广谱性、持续时间较长、抗性表达时间和空间

的相对可控性、诱导物对环境无污染等特点决定了

植物诱导抗性具有良好的应用前景。利用细菌作

为生物防治因子防治植物病害已成为国内外生物

防治研究中的一个热点。自从 １９７８年 Ｂｕｒｒ等首先
在马铃薯上报导 ＰＧＰＲ以来，国内外已发现包括荧
光假单孢菌、芽孢杆菌、根瘤菌、沙雷氏属等 ２０多
个种属的根际微生物具有防病促生的潜能，最多的

是假单孢菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓ），其次为农杆菌属（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、埃文氏菌
属（Ｅｒｉｗｉｎｉａ）和黄杆菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）［５］。试验
利用已室内初步筛选的诱导大豆抗寒的细菌发酵

液为诱导剂，研究在发生大豆胞囊线虫病土的情况

下，诱导剂对大豆生长发育的影响，以期进一步筛

选出既能诱导大豆抗寒又能抗胞囊线虫病的细菌。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　菌株　室内初筛诱导大豆抗寒细菌菌株
ｓｎｅｂ５６、ｓｎｅｂ６０、ｓｎｅｂ６９、ｓｎｅｂ８２、ｓｎｅｂ１７９、ｓｎｅｂ２１８、
ｓｎｅｂ２２６、 ｓｎｅｂ２４１、 ｓｎｅｂ２４３、 ｓｎｅｂ２５２、 ｓｎｅｂ２７４、
ｓｎｅｂ３２９、ｓｎｅｂ３７２和 ｓｎｅｂ５８６。
１．１．２　大豆　黑河 ５１，合丰 ５０，辽豆 １５分别种植
于黑龙江省黑河市和大庆市，辽宁省康平县。

１．２　试验方法
１．２．１　种子处理　将初筛诱导大豆抗寒的１４株细
菌菌株分别在牛肉膏蛋白胨（ＮＡ）液体培养基中发
酵振荡培养２ｄ，采用１％的种子量进行种子包衣处
理，待干燥后装袋、编号备用

［６］
。

１．２．２　田间小区处理　分别在辽宁省康平县，黑
龙江省大庆市和黑河市进行 ５次重复试验。以 ＮＡ
液体培养基处理为对照。试验田为重茬大豆田，土

为田间自然发病土。

１．２．３　田间调查取样　在大豆播种后 ３５ｄ，待大
豆胞囊线虫生长发育突破大豆根表后，每个处理随

机取３株苗，方法是先去掉表土（０～５ｃｍ），将植株
连根挖出，保持根系完整，先计数根上胞囊数量，然

后放入取样袋中封存、写好标签带回实验室；收集

根际土：在５～１５ｃｍ深度挖取大约 ３００ｇ根围土装
袋，封口，做好标签，带回实验室及时分离。

测定项目：单株大豆根系胞囊着生量，根内线

虫量，土中胞囊量，大豆根腐病病情指数，根长，苗

高，根干重，地上部干重，根冠比。

土中胞囊的分离与计数：每份土样称取 ２００ｃｃ
（即用 １０００ｍＬ烧杯盛水 ８００ｍＬ，加土至 １０００
ｍＬ），淘洗过筛收集胞囊［７］

，在体视解剖镜下记录胞

囊的数量。

根内线虫的染色与计数：将根系用流水清洗干

净，称根鲜重，然后用次氯酸钠—酸性品红染色法

进行根内线虫的染色
［７］
，在体视显微镜下观察记录

根内线虫数量，并折成每克根鲜重线虫的数量。

苗期根腐病调查：按０～５的６级分类法［８］
在大

豆苗期进行调查，取样方法为每处理随机取 ５株，
记录病株数并分级。

防治效果计算：

胞囊抑制率（％）＝对照胞囊数 －处理胞囊数
对照胞囊数

×１００

线虫抑制率（％）＝对照线虫数 －处理线虫数
对照线虫数

×１００

病情指数（％）＝（病情指数 ×该级指数）
调查株数 ×最高病级

×１００

防效（％）＝对照病情指数 －处理病情指数
对照病情指数

×１００

１．２．４　数据分析　应用 Ｅｘｃｅｌ和 ＤＰＳ软件对数据
进行处理和分析。

１．２．５　１６ＳｒＤＮＡ基因序列测定与系统发育树分析
　细菌基因组 ＤＮＡ的提取：采用 ＴＩＡＮＧＥＮ公司细
菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒法。

１６ＳｒＤＮＡ基因的 ＰＣＲ扩增：引物为通用保守引
物２７ｆ（５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ３′）和１４９２ｒ
（５′ＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）。

测序：ＰＣＲ产物由宝生物工程（大连）有限公司
纯化并测序。

序列的系统发育分析：将所得序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中已登录鉴定的序列进行 ＢＬＡＳＴ分析，选取
亲缘关系相近的序列的 １６ＳｒＤＮＡ，采用 ＤＮＡＭＡＮ
６．０．３．９９进行比对，并通过 ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３和 ＭＥＧＡ
４．１软件构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　诱导抗寒细菌发酵液对大豆胞囊线虫的影响
２．１．１　根上大豆胞囊线虫　由图１可知，Ｓｎｅｂ２１８、
Ｓｎｅｂ８２、Ｓｎｅｂ２５２和 Ｓｎｅｂ５６对根上胞囊线虫有一定
抑制作用。其中 Ｓｎｅｂ２１８的抑制效果最好，在大庆、
黑河的胞囊抑制率分别达到 ９１．９１％和 ４１．３４％；
Ｓｎｅｂ８２在康平、大庆胞囊抑制率分别达到 ６５．６９％
和７５．８０％。室内复筛出的抗寒效果最为显著的
２菌株Ｓｎｅｂ１７９和 Ｓｎｅｂ６９中，前者在康平抑制率为
３３．３３％，后者在康平、大庆的胞囊抑制率分别达到
４３．１４％和６０．２９％。
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图 １　不同细菌菌株包衣处理大豆种子

对大豆根系胞囊形成的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓｃｏａｔｉｎｇｏｎ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎｒｏｏｔｃｙｓｔｎｕｍｂｅｒｓ

２．１．２　土中大豆胞囊线虫　由图 ２可知，Ｓｎｅｂ８２、
Ｓｎｅｂ５８６、Ｓｎｅｂ５６、Ｓｎｅｂ２２６和 Ｓｎｅｂ６９对土中胞囊线
虫有一定的抑制作用。其中 Ｓｎｅｂ８２效果最好，在康
平、大庆、黑河胞囊抑制率分别达到 ５９．７８％、
６２．２４％、６１．１１％；而室内复筛出的抗寒效果最为显
著的菌株 Ｓｎｅｂ１７９和 Ｓｎｅｂ６９中前者在康平抑制率
为３３．０６％，后者在康平、大庆胞囊抑制率分别达到
６０．９０％、５８．９６％。

图 ２　不同细菌菌株包衣处理大豆种子

对大豆根系周围土中胞囊的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓｃｏａｔｉｎｇｏｎ

ｓｏｉｌｃｙｓｔａｒｏｕｎｄｓｏｙｂｅａｎｒｏｏｔｓ

２．１．３　根内大豆胞囊线虫　由图 ３可知，Ｓｎｅｂ８２、
Ｓｎｅｂ２１８、Ｓｎｅｂ５６、Ｓｎｅｂ２２６和 Ｓｎｅｂ６９对根内胞囊线
虫有一定抑制作用，其中 Ｓｎｅｂ８２、Ｓｎｅｂ２１８和Ｓｎｅｂ５６
效果最好，Ｓｎｅｂ８２在康平、大庆、黑河线虫抑制率分
别达到６３．９８％、７０．２２％和 ７７．０２％，Ｓｎｅｂ２１８在康
平、大庆、黑河线虫抑制率分别达到 ５７．８６％、
６６．１４％和６５．０９％，Ｓｎｅｂ５６在康平、大庆、黑河线虫
抑制率分别达到５５．９９％、６３．４６％和６５．１８％；而室
内复筛出的抗寒效果最为显著的菌株 Ｓｎｅｂ１７９和

Ｓｎｅｂ６９中，前者在康平抑制率为２７．３３％，后者在康
平、大庆、黑河胞囊抑制率分别达到 ５３．６９％、
６６．２４％和３８．４１％。

图 ３　不同细菌菌株包衣处理大豆种子

对大豆根内胞囊线虫的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓｃｏａｔｉｎｇｏｎ

ｃｙｓｔｉｎｓｏｙｂｅａｎｒｏｏｔｓ

２．２　诱导抗寒细菌发酵液对大豆根腐病的田间
防治效果

　　 由表 １可知，Ｓｎｅｂ２５２、Ｓｎｅｂ８２、Ｓｎｅｂ２１８和
Ｓｎｅｂ２２６对大豆根腐病有一定抑制作用，Ｓｎｅｂ８２在
大庆、黑河防效分别达到 ５４．８６％ 和 ２７．８５％，
Ｓｎｅｂ２１８在康平、黑河防效分别达到 ２６．１５％和
４７．０６％。

表 １　采用不同细菌菌株包衣处理大豆种子

对大豆根腐病的防治效果

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓｃｏａｔｉｎｇ

ｏｎｓｏｙｂｅａｎｒｏｏｔｒｏｔ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

辽宁康平

Ｋａｎｇｐｉｎｇ

Ｌｉａｏｎｉｎｇ

黑龙江大庆

Ｄａｑｉｎｇ

Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ

黑龙江黑河

Ｈｅｉｈｅ

Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅ

ｉｎｄｅｘ／％

防效

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｅｆｆｅｃｔ／％

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅ

ｉｎｄｅｘ／％

防效

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｅｆｆｅｃｔ／％

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅ

ｉｎｄｅｘ／％

防效

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｅｆｆｅｃｔ／％

ＣＫ ８６．６７ ——— ８０．００ ——— ６８．００ ———

Ｓｎｅｂ２４１ ４２．６７ ５０．７７ ６６．６７ １６．６７ ６０．００ １３．３３
Ｓｎｅｂ２４３ ７０．６７ １８．４６ ８１．６７ ——— ６０．００ １１．７６
Ｓｎｅｂ２７４ ５２．００ ４０．００ ８１．６７ ——— ５１．６７ ２４．０２
Ｓｎｅｂ２５２ ７６．６７ １１．５４ ４４．４４ ４４．４４ ４５．３３ ３３．３３
Ｓｎｅｂ１７９ ５６．００ ３５．３８ ８０．５６ ——— ４８．００ ２９．４１
Ｓｎｅｂ８２ ８０．００ ７．６９ ３６．１１ ５４．８６ ４９．３３ ２７．４５
Ｓｎｅｂ２１８ ６４．００ ２６．１５ ６６．６７ １６．６７ ３６．００ ４７．０６
Ｓｎｅｂ３２９ ６８．００ ２１．５４ ８０．００ ——— ５８．３３ １４．２２
Ｓｎｅｂ５８６ ７３．３３ １５．３８ ８１．３３ ——— ６１．３３ ９．８０
Ｓｎｅｂ５６ ７５．００ １３．４６ ５０．００ ３７．５０ ４９．３３ ２７．４５
Ｓｎｅｂ２２６ ６９．３３ ２０．００ ４２．２２ ４７．２２ ４３．３３ ３６．２７
Ｓｎｅｂ６０ ７８．６７ ９．２３ ６１．６７ ２２．９２ ５８．３３ １４．２２
Ｓｎｅｂ６９ ６２．６７ ２７．６９ ５０．００ ３７．５０ ６５．００ ４．４１
Ｓｎｅｂ３７２ ６４．００ ２６．１５ ３６．６７ ５４．１７ ６３．３３ ６．８６
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２．３　诱导抗寒细菌发酵液对大豆的促生效果
由表２可知 Ｓｎｅｂ１７９，Ｓｎｅｂ２１８对大豆根长有

一定促长作用；大多数发酵液对大豆苗高没有促长

作用，反而对大豆有矮化作用，矮化可以增加植株

抗逆性
［３］
，其中 Ｓｎｅｂ６９，Ｓｎｅｂ８２有明显矮化抗逆作

用；Ｓｎｅｂ６０，Ｓｎｅｂ２４１，Ｓｎｅｂ２１８促进大豆须根的生
长；Ｓｎｅｂ２４３，Ｓｎｅｂ６０，Ｓｎｅｂ８２能够增加大豆的根干
重；大多数发酵液对大豆地上部分干重没有增加作

用，反而有减少作用，与诱导抗寒细菌发酵液对大

豆苗高的影响一样，可提高抗逆性，其中 Ｓｎｅｂ８２，
Ｓｎｅｂ２１８，Ｓｎｅｂ３２９，Ｓｎｅｂ６０ 效 果 明 显； Ｓｎｅｂ８２，
Ｓｎｅｂ２４１，Ｓｎｅｂ６９可提高大豆的根冠比。综合以上
抗寒和抗病结果得出 Ｓｎｅｂ６９，Ｓｎｅｂ８２，Ｓｎｅｂ１７９，
Ｓｎｅｂ２１８也具有一定的促生抗逆作用。

２．４　抗逆细菌１６ＳｒＤＮＡ基因序列和系统发育学
分析

　　采用 ＤＮＡＭＡＮ６．０．３．９９对 ４株诱导大豆抗逆
细菌的 １６ＳｒＤＮＡ基因序列相似性的比较结果表
明：菌株 Ｓｎｅｂ６９，Ｓｎｅｂ８２，Ｓｎｅｂ２１８序列同巨大芽孢
杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）序 列 相 似 性 分 别 为
９９．９％、９９．９％和 ９９．８％，菌株 Ｓｎｅｂ１７９序列同铜
绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）序列相似性为
９９．９％。从图４系统发育树可见，筛选到的 ４株抗
逆细菌分属于已报道生防细菌中占很大比例的芽

孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）和假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）。
其中菌株 Ｓｎｅｂ６９，Ｓｎｅｂ８２，Ｓｎｅｂ２１８均属于芽孢杆菌
科 （Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ），芽 孢 杆 菌 属 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ）；菌 株
Ｓｎｅｂ１７９属于假单胞菌科（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ），假单
胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）。

结点处数字为 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值，括号内为序列登录号

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｓａｒｅｓｈｏｗｎａｔｔｈｅｂｒａｎｃｈｐｏｉｎｔｓ，ｓｕｂｍｉｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｎｇｇｅｎｅｒａｉｓａｖａｉｌａｂｌｅａｓｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｄａｔａｉｎＩＪＳＥＭＯｎｌｉｎｅ

图 ４　株抗逆菌和相关菌株序列的 １６ＳｒＤＮＡ基因序列的邻接法系统发育树
Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｏｆｆｏｕｒｓｔｒｅｓｓｔｏｌｅｒａｎｃｅｓｔｒａｉｎｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｗｉｔｈｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｒｅｌａｔｉｎｇ
ｇｅｎｅｒａｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄａｎｄｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＤＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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３　结论与讨论

研究结果表明，细菌 Ｓｎｅｂ６９，Ｓｎｅｂ８２，Ｓｎｅｂ１７９，
Ｓｎｅｂ２１８发酵液包衣种子能提高大豆在逆境条件下
的幼苗抗寒力及抗大豆胞囊线虫病能力。综合考

虑康平、大庆、黑河三地初步判断菌株 Ｓｎｅｂ８２，
Ｓｎｅｂ２１８， Ｓｎｅｂ６９， Ｓｎｅｂ５６， Ｓｎｅｂ２２６， Ｓｎｅｂ２５２，
Ｓｎｅｂ５８６对大豆胞囊线虫有一定的抑制作用，其中
Ｓｎｅｂ８２，Ｓｎｅｂ２１８对大豆胞囊线虫抑制效果较好，室
内复筛出的抗寒效果最为显著的两株菌 Ｓｎｅｂ１７９和
Ｓｎｅｂ６９对大豆胞囊线虫也有一定的抑制作用。部
分菌株在辽宁康平、黑龙江大庆、黑龙江黑河三地

处理的结果有一定差异，与 Ｔｉａｎ等［１０］
的结果相似。

在测定指标中，幼苗株高矮化，根系长度增加，根冠

比值提高，从而达到了壮苗的目的，增强了抗逆能

力。用细菌 Ｓｎｅｂ６９，Ｓｎｅｂ８２，Ｓｎｅｂ１７９，Ｓｎｅｂ２１８发酵
液对诱导大豆抗寒及抗线有一定的潜力，其中

Ｓｎｅｂ８２，Ｓｎｅｂ２１８发酵液对大豆根腐病也具有一定
的抑制作用。

经过１６ＳｒＤＮＡ鉴定得出这 ４株菌分属于芽孢
杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）和假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）。虽
然１６ＳｒＤＮＡ／ＲＮＡ基因序列广泛应用于细菌鉴定
或构建细菌的系统进化关系，但在亲缘关系很近的

分类类群间，由于序列间的相似度太高而失效
［１１］
。

近年来国内外研究发现为了弥补 １６ＳｒＤＮＡ／ＲＮＡ
基因的不足，以如 ｇｙｒＡ基因、ｇｙｒＢ基因、ｒｏｐＤ基因
等编码蛋白的基因作为系统发育鉴定标记。可以

通过多重 ＰＣＲ技术、ＤＮＡＤＮＡ杂交分析以及限制
性酶切分析区分开来

［１２］
。该研究是通过细菌发酵

液诱导大豆的方法使其具有抗逆性，结合前期室内

抗寒筛选和该试验康平、大庆、黑河三地田间进一

步筛选，综合各指标优选出 ３株芽孢杆菌和 １株假
单胞菌。但是单一拮抗菌用于田间生物防治时，由

于生防菌在田间条件下受不同地区生态条件包括

温湿度、降雨量、土壤结构、ｐＨ、含水量、以及微生物
区系等因素的影响，往往存在着不同年份、不同地

点防治效果不够稳定的问题。生防菌株复合菌剂

与单一菌株相比，更能适应不同土壤、多种病原物

和环境变化，从而提高生防效果及其稳定性
［１３］
。研

究还需在各微生物的复配、定殖和后效研究上进行

探讨，对细菌诱导剂发挥抗逆功效的机制还有待于

进一步研究。

致谢：感谢黑龙江省农科院大庆分院李肖白研究员

和黑河分院李红鹏研究员在试验过程中给予的支

持和帮助。
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