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摘要　为了明确大豆根瘤内生芽孢杆菌Ｓｎｂ２对大豆胞囊线虫的毒性和大豆根腐病菌的抑制作用，
用菌悬液处理和对峙培养法分别测定了 Ｓｎｂ２对两种病原微生物的作用效果。结果表明：Ｓｎｂ２的
菌悬液能够明显抑制大豆胞囊线虫胞囊的孵化，相对抑制率达到９４９％；菌悬液处理Ｊ２９６ｈ时死
亡率达到６６．７％；Ｓｎｂ２菌株对４种大豆根系病原真菌表现不同程度的拮抗作用，对尖孢镰刀菌和
茄腐镰刀菌的拮抗作用最明显，抑菌圈达到１０ｍｍ左右，抑制作用可持续１０ｄ；经细菌悬浮液浸种
测定，处理后的大豆子叶节到根尖的距离为９．１±４．５４ｃｍ，较对照增加了１５１９％％，对幼苗生长
有明显的促进作用；通过温室盆栽防效试验，进一步表明 Ｓｎｂ２菌悬液进行种子浸种对大豆胞囊线
虫病有明显的抑制作用，防治效果达到６２５％。
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　　 大豆胞囊线虫病 （ｓｏｙｂｅａｎｃｙｓｔｎｅｍａｔｏｄｅ，
ＳＣＮ），是制约大豆生产的重要病害。该病害一般使
大豆减产１０％ ～３０％，严重地块可达７０％ ～９０％，
甚至造成绝产，比任何一种单一病害所造成的危害

都大［１］。此病害在我国东北三省、内蒙古和黄淮海

大豆主产区发生严重，是一种极难防治的土传病

害［２］。从世界范围来看，ＳＣＮ的危害和蔓延有日益
加重的趋势［３］。对于大豆胞囊线虫的防治，以轮作

和化学药剂为主，但化学杀线虫剂对环境污染严重，

对人畜也不安全，很多高毒的化学杀线虫剂已被禁

用。因缺少安全、有效的杀线虫剂，大豆胞囊线虫的

生物防治越来越受到人们的重视。

利用内生细菌防治植物病害已成为国内外生物

防治研究中的一个热点［４］。大量研究表明，内生细

菌在生长发育和代谢过程中产生多种具有拮抗性、

竞争性的次级代谢产物或酶类物质［５～８］，通过直接

或间接作用，抑制或杀死病原菌。同时由于内生细

菌与植物之间建立了一种和谐的关系［９］，接种后易

于在植物体上定殖，生防效果比较稳定。

作者在大豆根瘤内分离获得一株内生芽孢杆菌

Ｓｎｂ２。经测定表明，该菌株不仅对大豆胞囊线虫具
有一定生防活性，而且对大豆根腐病菌也有较强的

拮抗效果，同时还能促进大豆幼苗期生长，是一株具

有良好应用前景的菌株。

１　材料与方法

１．１　材料
大豆：辽豆１０，本研究室保存。
大豆胞囊线虫胞囊：分离自沈阳农业大学线虫

学研究室试验田土样，用淘洗过筛法［１０］收集大豆胞

囊线虫（Ｈｅｔｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓ）３号生理小种胞囊。
大豆胞囊线虫二龄幼虫（Ｊ２）：将大豆胞囊线虫

３号生理小种胞囊在０．５％ＮａＣｌＯ中消毒５ｍｉｎ，无
菌水冲洗３次，放在含有少量无菌水的培养皿里，在
２５℃的恒温箱中培养，５ｄ后收集孵化出的Ｊ２。

大豆根腐病病原菌：尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘ
ｙｓｐｏｒｕｍ）、茄腐镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ）、立枯丝核
菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）、腐霉菌（Ｐｙｔｈｉｕｍｓｐ．），均由
本研究室分离、保存。

１．２　试验方法
１．２．１　内生细菌Ｓｎｂ２的分离、纯化与形态观察
取大豆上的饱满根瘤，用蒸馏水洗去表面浮土，在

９５％酒精中浸泡５ｍｉｎ，再置于０．１％ＨｇＣｌ２中处理３
～５ｍｉｎ，具体处理时间视根瘤大小的不同有变化，
用无菌水清洗３次，用无菌滤纸吸干表面水分［１０］，

用无菌解剖刀在无菌滤纸上切开，取一半放在 ＮＡ
培养基上，２～３ｄ后，从根瘤周围取少量菌体在培
养基上接种，２８℃培养４８ｈ，取单个菌落在ＮＡ培养
基上划线培养，直至得到纯培养，用１５％的甘油 －
牛肉蛋白胨培养液于４℃冰箱中保存。参照《常用
细菌系统鉴定手册》［１２］进行革兰氏染色、鞭毛染色、

芽孢染色等。

１．２．２　Ｓｎｂ２悬液对大豆胞囊线虫胞囊孵化的影响
　　取新鲜、成熟度一致的胞囊，用１１描述的消毒
方法消毒后，放入由夹滤纸的双层套管制成的孵化

池中［１３］。孵化池放在无菌的培养皿中，培养皿内盛

细菌悬液（１０×１０８ｃｆｕ／ｍＬ）与无菌水（１∶９），设无
菌水处理为对照，３次重复，２８℃下孵化。７ｄ后镜
检计算孵化出的Ｊ２数量。
１．２．３　菌悬液对Ｊ２的毒性作用　　刮取在 ＮＡ平
板上培养的细菌制成浓度为１０×１０８ｃｆｕ／ｍＬ的悬
浮液。在含有 １ｍＬ菌悬液的小皿中放入 ０１ｍＬ
（约含４０条Ｊ２）无菌水，置于２８℃恒温箱中，分别
在４８、９６ｈ观察线虫的死亡情况，以身体僵直，触而
不动者为死虫态，计算线虫的死亡率。以无菌水作

为对照，３次重复。
１．２．４　细菌对大豆根腐病病原菌的拮抗活性测定
　　采用对峙培养方法，即将各种病原菌先活化７ｄ，
用直径为５ｍｍ的打孔器在菌落边缘处制成菌碟，将
菌碟转移至ＰＤＡ平板中央，在距菌碟２５ｍｍ、靠近平
板边缘处划线接种细菌，放置在２５℃恒温箱中培养４
～５ｄ，观察病原菌生长的变化、病菌菌落的半径、抑
菌带的宽度及抑菌带宽度保持的时间。

１．２．５ 细菌悬浮液对大豆萌发及发芽初期生长的

影响　　辽豆１０种子用７５％酒精表面消毒５ｍｉｎ，
用无菌水冲洗３次，在浓度为１．０×１０８ｃｆｕ／ｍＬ的菌
悬液浸泡１５ｍｉｎ后播种在灭过菌的细砂中。以无
菌水浸泡处理为对照，于２５℃温箱中催芽。３ｄ后
计数种子萌发数量，１０天后观察生长情况，测量子
叶节到根尖的距离。

１．２．６ 浸种盆栽试验防治胞囊线虫　　辽豆１０
大豆种子用１．５％ ＮａＣｌＯ溶液中消毒３ｍｉｎ，无菌水
清洗残留 ＮａＣｌＯ３次。在浓度为 １０×１０８ｃｆｕ／ｍＬ
的菌悬液浸泡 １５ｍｉｎ后自然凉干，播种于营养钵
中，每钵约含３０个胞囊，每钵５粒，６次重复，以无
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菌水浸泡为对照，大豆出苗后常规管理，不施用任何

肥料和其它农药。出苗期检查出苗率和生长情况，

在３０～３５ｄ期间，每天监测对照中白色雌虫发育情
况，到达最适宜时期，将苗从营养钵中扣出，检测根

系胞囊数量。

２ 结果与分析
２．１　Ｓｎｂ２菌株的培养性状及初步鉴定

分离纯化后获得的细菌菌株在 ＮＡ上生长良
好，菌落大，初期白色，后期灰白色，边缘不规则形，

粘稠，中间凹陷，不产色素。在２８℃下培养４ｄ菌
落直径达４～５ｍｍ。菌体杆状，大小为０３５～０９
μｍ×１．２～２３μｍ，革兰氏染色反应为阳性，周生多
鞭毛，芽孢椭圆形，间生，偶有端生，孢囊不膨大。根

据以上性状分析，初步鉴定该菌为芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓｓｐ．）（图１）。

注：Ａ．革兰氏染色　Ｂ．芽孢染色
Ｎｏｔｅ：Ａ．Ｇｒａｍｅｓｔａｉｎ　Ｂ．Ｓｐｏｒｅｓｔａｉｎ

图１　Ｓｎｂ２菌株的鉴定
Ｆｉｇ．１　ＧｒａｍｓｔａｉｎａｎｄＳｐｏｒｅｓｔａｉｎｏｆＳｎｂ２

２．２ 菌悬液对胞囊孵化的影响

７ｄ后观察菌悬液对胞囊孵化的作用，发现在
胞囊表面包被一层细菌菌体形成的包被膜（图２），
孵化出的 Ｊ２数量明显少于对照中孵化出的 Ｊ２数
量。结果表明，菌株Ｓｎｂ２的菌悬液能够明显抑制大
豆胞囊线虫胞囊的孵化，相对抑制率达到９４９％。
推测菌悬液抑制胞囊孵化的原因是细菌在胞囊表面

形成包被膜，影响外界水分、气体、营养物质等的交

换或分泌某些有毒物质，从而对大豆胞囊线虫的孵

化起到一定的抑制作用。

２．３ 菌悬液对Ｊ２的毒性作用
结果表明，Ｓｎｂ２菌悬液不仅对大豆胞囊线虫胞

囊孵化有明显的抑制作用，对Ｊ２也有毒性作用。４８
ｈ后 Ｊ２的校正死亡率为１７５％。随着处理时间的
延长，对线虫的毒性越加明显，９６ｈ的致死率达到
６６．７％。
２．４　Ｓｎｂ２对病原菌的拮抗作用

对峙培养结果表明，Ｓｎｂ２菌株对４种病原菌表

图２　Ｓｎｂ２在大豆胞囊线虫胞囊表面形成的细菌膜
Ｆｉｇ．２　Ｂａｃｔｅｒｉａｍｅｍｂｒａｎｅｃｏｖｅｄｏｎｔｈｅ
ｃｙｓｔｓｕｒｆａｃｅｏｆＨｅｔｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓ

现出较强的拮抗作用，抑菌圈明显（图３）。随着培
养时间的延长，与抑菌圈接触的真菌菌落边缘部位

的菌丝颜色发生一定的变化，如尖孢镰刀菌变红并

逐渐转为黑色。腐霉与抑菌圈接触的部分出现了溶

菌现象。该菌对不同的致病菌表现不同的拮抗效

果，对尖孢镰刀菌和茄腐镰刀菌的拮抗作用最为明

显，抑菌圈达到１０ｍｍ左右。继代培养多代后，仍
能保持较强的拮抗性，并且对峙培养１０ｄ后拮抗作
用不减退，病菌菌丝不再生长。

注：Ａ．对尖孢镰刀菌的作用　Ｂ．对茄腐镰刀菌的作用
Ｃ．对立枯丝核菌的作用　Ｄ．对腐霉菌的作用

Ｎｏｔｅ：Ａ．ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
Ｂ．ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎＦｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ
Ｃ．ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎＲｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ
Ｄ．ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎＰｙｔｈｉｕｍｓｐ．
图３　Ｓｎｂ２对４种大豆根腐病菌的拮抗作用
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆＳｎｂ２ｔｏ４
　　　 ｐａｔｈｏｇｅｎｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｒｏｏｔｒｏｔ
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２．５ 对大豆的促生作用

室内砂培结果表明，Ｓｎｂ２菌株处理未发现对大
豆种子的萌发率有影响，但能有效地促进大豆幼苗

的生长，处理后的大豆子叶节到根尖的距离为９１
±４５４ｃｍ，较对照增加了１５１９％，并且同样的生
长时间和生长条件，经处理的大豆长出小真叶，而对

照仅表现为子叶略微张开。

２．６ 浸种盆栽试验防治胞囊线虫

在盆栽试验中，菌悬液处理对大豆种子萌发率

影响不大，出苗比较整齐。与对照相比较，大豆苗期

株高、根重等指标差异均不显著，没有表现出促进幼

苗及根系生长的作用。对胞囊有明显的抑制作用，

对照根部平均胞囊量为３６个，最多达５７个，而经过
菌悬液浸种处理的大豆根部平均胞囊量为１３５个，
防治效果达到６２５％。

３ 讨论

大豆胞囊线虫是一类重要的植物根内寄生线

虫，除胞囊和卵的发育时期外，其他龄期虫态均在植

物体内危害［１４］。植物内生细菌存在于植物体内，拥

有其他微生物不具备的优点，即占据有利的生态位、

能经受住植物的防御反应、与病原微生物直接作用

及促生作用等［１５］。因此，从内生细菌中筛选对大豆

胞囊线虫有抑制作用的菌株有重要的研究价值和广

阔的开发应用前景。本研究中的 Ｓｎｂ２是从大豆根
内筛选获得的一株内生芽孢杆菌，对大豆胞囊线虫

及大豆根部病原真菌有一定的生防潜力。

室内测定发现，菌株Ｓｎｂ２能明显地抑制大豆胞
囊线虫胞囊的孵化，能在胞囊表面形成一层细菌包

被膜，很可能是导致孵化率较低的原因之一，阻止胞

囊内的卵与外界环境的各种物质交换或产生具有毒

性的次生代谢物，通过胞囊表皮渗入到胞囊内部，对

其卵的结构和发育有破坏作用，但其确切作用方式

有待于进一步研究证明；对 Ｊ２的毒性作用在 ９６ｈ
较为明显，线虫的致死率为６６７％。同时对大豆根
腐病部优势病原菌镰刀菌表现较强的抑制作用，抑

菌圈达１０ｍｍ，且持续时间长。
有报道认为，生防细菌可以通过多种作用方式

作用于线虫，其中通过产生特殊的酶或代谢物从而

干扰线虫的生活史，例如影响线虫卵的孵化等［１６］，

这与本研究的推测有相似之处。Ｈａｌｌｍａｎｎ等［１７］研

究发现，在观察棉花内生细菌与线虫的相互作用过

程中，一种内生细菌在线虫侵染部位的种群数量明

显增加。大量研究表明，许多芽孢杆菌在活体或离

体条件下对多种病原微生物具有拮抗作用。研究结

果还认为，芽孢杆菌产生的抗菌物质主要为多肽或

蛋白类物质［４，１８］。ＢａｉＹｕｍｉｎｇ等［１１］从大豆根瘤中

分离出三株对大豆生长有明显促进作用的芽孢杆

菌。内生细菌与根际细菌促生的机制基本相似，如

抑制病原物的生长、产生激素类物质、提高吸收利用

矿物质能力等［１５］。

Ｓｎｂ２是一株大豆根瘤内生芽孢杆菌。内生性
使之具备与大豆和谐共处、与病原微生物直接接触

的优势；而芽孢杆菌以其独特的芽孢结构，使其易于

产业化、延长货架期和田间施用等［１９］。本研究为对

Ｓｎｂ２的初期研究，对于Ｓｎｂ２抑制胞囊线虫、病原真
菌和促生作用的机制、在植物体内的定殖、分布及活

性物质的纯化、组成结构等还有待于深入研究。
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