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摘   要：【目的】研究娄彻氏链霉菌(Streptomyces rochei) D74 菌剂促进向日葵生长和抑制列当寄

生的作用，及其对根际微生物的影响。【方法】通过构建向日葵-列当-S. rochei D74 共培养体系，

观察 D74 菌株对列当寄生的影响；采用田间小区试验，测定 D74 菌剂接种对向日葵植物生理指标

和列当出土数的影响；测定向日葵产量指标，研究 D74 菌剂对向日葵籽粒品质及产量的影响；利

用 16S rRNA 基因高通量测序技术和传统微生物培养方法，分析添加 D74 菌剂对向日葵根际微生

物群落结构的影响。【结果】D74 菌剂能够促进向日葵生长[茎秆重和花盘重分别显著增加(P<0.05) 
37%−40%和 21%−37%]，同时抑制 28%−46% (P<0.05)的列当出土；还可以提高向日葵籽粒中粗蛋

白含量 5%−9%、大粒占比约 66% (P<0.05)和百粒重 8%−18%，并且通过产量测定表明，D74 菌剂

可增产约 30% (P<0.05)，这对提高农民经济收益具有深远意义。D74 菌剂对向日葵根际微生物群

落具有显著影响，调节了群落有益微生物数量。【结论】D74 菌剂可以显著降低向日葵根部列当寄

生病害的发生，促进花盘生长，使籽粒饱满，具有实际应用价值和推广意义。 

关键词：娄彻氏链霉菌(Streptomyces rochei) D74；向日葵；列当；根际微生物  
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Abstract: [Objective] To study the role of Streptomyces rochei D74 in promoting sunflower 
growth and inhibiting Orobanche cumana parasitism, and the effect on rhizosphere 
microorganisms. [Methods] We developed a sunflower-O. cumana-S. rochei D74 co-culture 
system to observe the effect of D74 on the parasitism of O. cumana. Through field experiment, 
we observed the influence of D74 on physiological indexes of sunflower and the number of 
epigaeous O. cumana, and measured the yield indexes of sunflower to evaluate the influence of 
D74 on quality and yield of sunflower kernels. High-throughput sequencing of 16S rRNA 
genes and traditional microbial culture method were used to explore the effect of D74 on 
microbial community structure in sunflower rhizosphere. [Results] D74 promoted the growth 
of sunflower, as manifested by the increase (P<0.05) in stem weight (by 37%−40%) and disk 
weight (by 21%−37%), and inhibited (P<0.05) the seedling emergence of 28%−46% O. 
cumana. In addition, it raised the crude protein content in sunflower kernels by 5%−9%, 
percentage of large kernels by 66% (P<0.05), and 100-grain weight by 8%−18%. In the field, 
D74 elevated the yield by about 30% (P<0.05), which has far-reaching significance for 
improving farmers’ economic returns. The sunflower rhizosphere microbial community was 
significantly affected by D74 which regulated the number of beneficial microorganisms. 
[Conclusion] D74 can significantly reduce the number of O. cumana in sunflower rhizosphere, 
promote the growth of flower discs, and increase the large kernels, which should be further 
applied and promoted. 
Keywords: Streptomyces rochei D74; sunflower; Orobanche cumana; rhizosphere microorganisms 
 
 

向日葵(HeLianthus annulus L.)作为中国东

北、西北和华北地区广泛种植的经济作物，具有

十分广阔的销售市场和经济前景[1-3]。但近年来，

由于引种不当，引起了一种植物型病害，向日葵

列当寄生。向日葵列当 (Orobanche cumana 
Wallr.)，别称毒根草，是列当科列当属，专性寄

生于向日葵根部的一年生全寄生杂草。向日葵列

当无叶绿素，不能独立进行光合作用，只能依靠

从向日葵根部竞争性汲取养分、水分和必要的生

长因子而生长。列当种子受到向日葵根系分泌的

独角金内酯类似物(strigolactones, SLs)刺激而萌

发形成芽管和吸器组织，吸器与寄主根系维管束

连接形成乳状突起并不断膨大生长。至此，列当

成功寄生于向日葵根系。随后列当通过其次生吸

器吸取寄主合成的营养物质以完成自身的生长

发育，包括出土、开花、繁殖产生大量种子[4]，
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每株列当约产生 17.4 万粒种子[5]。种子在土壤中

可休眠数十年仍保持萌发活性，因此对寄主植物

向日葵的生长发育造成持续性危害[6]。列当种子

小而轻，易于随着农业器械和媒介动物传播，造

成种植区病害面积迅速扩大，严重威胁当地农民

的经济收益。据统计，巴彦淖尔市部分农田向日

葵列当寄生率为 72%，严重地块向日葵列当寄

生率高达 100%，导致当地向日葵减产约 40%，

近万亩向日葵农田绝收，造成了严重的经济损   
失[3,7]。由于列当的生长特性，在其出土被观察

到时，已对向日葵造成了不可逆的损害。目前农

业上常用措施有：(1) 合理轮作[8]；(2) 化学防

治[9]；(3) 培育列当抗性品种[10]；(4) 人工拔除；

(5) 生物防治[11-12]。近年来生物防治措施主要集

中两个方面，一是在列当病原菌的筛选上，它们

通常为镰刀霉(Fusarium)。例如从 O. cumana 中

分离出来的 F. oxysporum f. sp. Orthoceras (FOO)
菌株在小规模的田间试验中，列当出土率减少

90%，向日葵籽粒产量增加了 5−11 倍[13]。二是

在抑制列当萌发和寄生方面，研究发现常见的根

际微生物如假单胞菌(Pseudomonas)和芽孢杆菌

(Bacillus)可以减少 Orobanche 种子萌发率，抑

制芽管的伸长，降低寄生数量[14-15]。也有研究

表明溶杆菌(Lysobacter)可促进 O. cumana 种子

萌发，可以作为自杀萌发诱导物质，在种植宿

主作物前，添加至土壤中，可显著降低 O. 
cumana 寄生[16]。 

土壤微生物作为生态系统中的重要组成部

分，是生态系统的分解者，也是物质循环和能量交

流的承担者。近些年，对于链霉菌研究逐渐增多，

它们参与土壤有机质分解、腐殖质形成、土壤养  
分转化和循环等过程，促进植物 N、P 吸收[17-19]，

分泌植物激素[20]，从而增加土壤肥力[21]，改善

植物的营养状况，提高作物产量。它们还可以通

过抑制有害微生物的生长，促进有益菌繁殖，提  

高植物防病促生能力[22]。目前被广泛应用到番 
茄[17]，马铃薯[23]和小麦[20]等多种农作物的种植

中。本实验所使用的娄彻氏链霉菌(Streptomyces 
rochei) D74，可以通过诱导玉米产生过氧化物酶

等与植物抗性相关的酶活，促进植物生长[20]。

还可以在魔芋根际有效定殖，改善魔芋根际土壤

微生物群落结构，增加有益菌数量，抑制土壤中

有害微生物的繁殖，降低土传病害发生，从而促

进魔芋根系的健康生长[24]。进一步研究表明，

S. rochei D74 菌剂与有机肥合理配施，能促进魔

芋根系生长发育和叶片光合作用，使植株生长旺

盛，从而提高魔芋的产量和球茎的经济效益[25]。

Li 等[26]研究表明 D74 菌剂可以控制块茎植物乌

头根腐病的发生，并且与根际微生物群的变化密

切相关。 
尽管目前国内外有不少关于 D74 菌剂提高

植物抗病促生能力的研究，但主要集中于玉米、

小麦和马铃薯等粮食作物上[17]，缺乏对列当防

除和向日葵促生增产作用的相关研究。因此，开

展 D74 菌剂对向日葵的促生增产、列当防治及

其根际微生物群落改变的研究，对列当防治以及

农民增收具有十分重要的意义。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

向日葵(Helianthus annuus L.)选用列当敏感

型向日葵品种“363” (内蒙古自治区，巴彦淖尔，

三瑞农业科技股份有限公司 )。列当种子于   
2019 年采集自内蒙古自治区巴彦淖尔市磴口

县，列当寄生严重的向日葵农田。使用的菌株为

娄彻氏链霉菌 S. rochei D74，由西北农林科技大

学资源环境学院微生物资源研究室薛泉宏教授

提供，经前期研究表明，该菌株具有促生作用和

生防特性[20,22,24-26]。D74 菌剂由陕西博秦生物工

程有限公司提供。 
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1.2  向日葵-列当-S. rochei D74 共培养 
D74 菌株在高氏一号培养基[27]中培养 7 d

后，通过高速离心和抽滤获得无细胞发酵液。向

日葵种子经表面消毒后，置于穴播盘中(大小为

5 cm×5 cm×15 cm，土壤与基质的比例为 2:1)，
每穴中注入 20 mL 无菌蒸馏水，在人工气候室

中 培 养 (28 ℃ ， 光 照 和 黑 暗 培 养 时 间 为        
12 h:12 h)。在植物长出两片真叶(约 7−10 d)后，

将生长均匀的幼苗从土壤中移出，用无菌水洗净

根部备用。列当的种子用 1%的次氯酸钠溶液和

75%酒精进行了表面消毒[6]后备用。在超净工作

台中，将向日葵根部平铺在直径 9 cm 的玻璃纤

维滤纸上，均匀地洒上 15 mg 表面消毒的列当种

子，并将另一张玻璃纤维滤纸放在上面，形成一

个类似三明治的形状。然后在夹层的两侧各贴上

2 张相同大小的普通滤纸，用订书机将 4 层滤纸

缝合起来，防止列当种子和向日葵的根系松动。

将共培养的滤纸层装入 9 cm 的 PE 自封袋中，

使幼苗叶子置于外侧，加入 20 mL 的 Hoagland
营养液[28]，每 2 d 补充 1 次。置于不透明纸盒中，

并用锡纸包裹，以防止根部受到光照。在人工气

候室(28 ℃, 12 h:12 h, 图 1)中培养 60 d，对列当

的寄生情况进行观察。 

1.3  大田种植实验 
向日葵种子包衣处理：将向日葵种子置于稀

释300倍的D74菌株无细胞发酵液中，浸泡8−10 h，
用浓度为 6 g/L 的羧甲基纤维素钠作为胶结剂喷

洒于种子表面，随后将 D74 菌剂均匀包裹在种

子周围，包衣量为种子质量的 4%。 
向日葵种植于内蒙古巴彦淖尔市列当病害

频繁的农田中，该区域耕地土壤中存在大量列当

种子，适合用于 D74 菌剂对向日葵产量和抑制

列当寄生的研究。设置 2个对照组和 2个处理组，

分别为 C1 (对照)、C2 (穴施羊粪 50 g)、T1 (种
子包衣处理并穴施羊粪 50 g)和 T2 [种子包衣处

理，穴施 S. rochei D74 与羊粪(1:100)混合物    
50 g]。每个处理重复 3 个小区，每小区为 15 m× 
8 m。向日葵幼苗期时，每行等距选取 10 株向日

葵挂牌做标记，便于后续向日葵采样和各项指标

测定，种植示意图如图 1 所示。 

1.4  植物指标测定及土样采集 
向日葵成熟时，测定花盘鲜重，茎秆鲜重，

根鲜重，花盘直径，产量和列当出土数。将花盘

运输至实验室，自然风干后，测定百粒重，并根

据当地收购标准，将大小粒按 36 mm×5 mm 标

准分级，分别测定大小粒重量。对大粒进行粗脂

肪、粗蛋白质含量测定，粗脂肪含量检测方法参

考 GB2906—1982《谷物、油料作物种子粗脂肪

测 定 方 法 》， 粗 蛋 白 质 检 测 方 法 参 考

GB5009.168—2016《食品安全国家标准食品中

蛋白质的测定》。在各小区选取生长状况相近的

向日葵挖出根部，分别收集根际土 5 g 用于土壤

总 DNA 提取，50 g 用于可培养微生物分离筛选，

根周土 500 g 用于土壤理化性质测定。 

1.5  可培养微生物的分离培养和计数鉴定 
先对根际土壤样品含水量进行测定，利用稀

释平板法对不同土壤样品中的可培养微生物进

行分离、计数和保藏。通过 LB 培养基[29]、高氏

一号培养基[27]和 PDA 培养基[30]分别培养细菌、

放线菌和真菌。操作方法为：取 10 g 向日葵根 
 

 
 

图 1  向日葵实验田种植示意图 
Figure 1  Diagram of sunflower experimental field 
planting. 
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际土壤于 90 mL 无菌水中摇匀制备浓度为 10−1的

土壤悬液，梯度稀释至浓度为 10−4。移液枪吸取

相应梯度 50 μL 土壤悬液于培养基中，小心旋转

涂布器均匀涂布，以分离细菌(涂布浓度为 10−3，

10−4)、放线菌(10−3, 10−4)和真菌(10−1, 10−2)，每梯

度 3 个重复，上述操作均在超净台中进行。涂布

后将培养基置于 28 ℃培养箱中倒置培养，细菌培

养 3−5 d；放线菌和真菌培养 7−9 d 后计数。每克

干土中含有的微生物数目的计算公式如(1)所示： 
每克干土菌落数(CFU/g)=平均菌落数×稀释

倍数×20×水分系数                      (1) 
可培养细菌的鉴定：DNA 提取选用碱裂解

法[31]，以 27F 和 1492R 为引物进行 PCR 扩增。

50 μL PCR 反应体系为：2×SanTaq PCR Mix 预

混液 25 μL，DNA 模板 2.0 μL，正、反向引物   
(10 µmol/L) 2 μL，ddH2O 19 μL。PCR 反应条件：

95 ℃ 5 min；95 ℃ 1 min，58 ℃ 1 min，72 ℃ 
2 min，循环 30 次；72 ℃ 10 min，4 ℃保存。

对扩增产物进行电泳检测，合格后委托生工生物

工程(上海)股份有限公司测序[32]。将测序结果与

NCBI 数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)进行

序列比对分析，并选取同源性相近的菌株，采用

MEGA 7.0 软件构建系统发育树，构建方法为最

大似然法，检验方法为 Bootstrap method，比对次

数为 1 000，根据进化树统计比对结果。 

1.6  向日葵根际土壤总 DNA 提取及测序结

果分析 
使 用 FastDNA SPIN Kit for Soil (MP 

Biochemicals, Solon)试剂盒，按照操作流程提取

土 壤 总 DNA 。 经 NanoDrop 8000 (Thermo 
Scientific)检测合格的 DNA 样品送至天津诺禾

致源科技股份有限公司，基于 IonS5TMXL 测序

平台，利用单端测序(single-end)的方法，构建小

片段文库，使用引物 515F (5′-GTGCCAGCMGC 
CGCGGTAA-3′)和 907R (5′-CCGTCAATTCCTT 

TGAGTTT-3′)对 16S rRNA 基因 V4–V5 区测序。 
通过对 reads 剪切过滤，操作分类单元

(operational taxonomic units, OTUs)聚类，并进行

物种注释及丰度分析，揭示样品物种构成；进一

步进行 α多样性分析和 β多样性分析挖掘样品之

间的差异[27-30]。使用 R (4.0.0 版本) vegan 包[33]

获得多样性指数和距离矩阵结果，ggplot2 包[34]

绘制箱线图和相对丰度柱状图。Venn 包[35]绘制

韦 恩 图 ， linkET 包 (https://github.com/Hy4m/ 
linkET)绘制土壤理化因子与微生物相关性图，

偏 最 小 二 乘 回 归 分 析 (partial least squares 
discriminant analysis, PLS-DA)在 Tutools 平台完

成(https://www. cloudtutu.com)。 

1.7  土壤理化测定 
测定根周土壤样品的理化特性，以评估土壤

条件对微生物的影响。采用标准方法[36-37]测量土

壤 pH 值、有机质(organic matter, OM)、全氮(total 
nitrogen, TN) 、 碱 解 氮 (alkaline hydrolyzed 
nitrogen, AHN)、全磷(total phosphorus, TP)、全

钾 (total potassium, TK) 、 有 效 磷 (available 
phosphorus, AP)、有效钾 (available potassium, 
AK)、有效铜(available copper, ACu)、有效锌

(available zinc, AZn)、全铁(total iron, TFe)、钠

(Na)、阳离子交换量(cation exchangeable capacity, 
CEC)、钠离子交换量(cation exchangeable capacity- 
natrium, CEC-Na)、可溶性总盐(soluble salts, SS)。 

1.8  数据与分析 
使 用 GraphPad Prism 9[38] 和 Excel 2020 

(microsoft corp., redmond)对收集的数据进行统计

分析。计算植株生物量、产量、籽粒等相关指标和

可培养的微生物数量的均值，使用单因素方差分析

(one-way analysis of variance, one-way ANOVA)和
最小显著性差异法(least-significant difference, LSD)
分析对照组与处理组的差异。本研究所使用序列已

提交至国家微生物科学数据中心 NMDC10018190
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和 NCBI 数据库 PRJNA830700，附录数据提交至

国家微生物科学数据中心 NMDCX0000133。 

2  结果与分析 
2.1  S. rochei D74 对列当寄生的影响 

在共培养实验中添加 D74 无细胞发酵液后，显

著降低了处理组中列当的寄生数，在体视显微镜

下，没有观察到列当种子寄生在向日葵根部(图 2)。
而对照组中，列当吸器可以成功地与向日葵根系连

接并形成乳状突起，吸取寄主营养物质。在处理组

中，列当种子可以正常发芽，却没有有效连接到寄

主根部，表明放线菌成功地抑制了列当寄生。 
在大田实验中对 50 株向日葵根部列当的出

土数量进行统计分析。结果显示(图 3A)，通过两

种方式添加菌剂(T1, T2)，与对照组(C1)相比，向

日葵根部列当的出土数分别显著减少了 45.7%和

27.8% (P<0.05)，表明 D74 菌剂能有效抑制列当

寄生，减少向日葵养分流失，寄主可以将充足的

营养物质输送至花盘，以满足籽粒灌浆。 

2.2  D74 菌剂对向日葵植株和产量的影响 
植物生物量分析结果显示，种子包衣处理

(T1, T2)，均显著增加向日葵地上部分重量(包括

花盘和茎秆)，与对照组(C1)相比，分别提高了

36.6%和 21.3%的花盘重，40.4%和 37.0%的茎秆

重(图 3B)。并且根鲜重有不同程度的增加，说

明 D74 菌剂对根系生长也有一定的促进作用，

图片已提交国家微生物科学数据中心 (编号

NMDCX0000133)。同时，测量了成熟期花盘直

径，结果显示(国家微生物科学数据中心，图片

编号 NMDCX0000133)，种子包衣或者是包衣并穴

施菌肥混合物，均能使花盘直径显著增加 13.8% 
(T1)和 15.3% (T2) (P<0.05) (图 3B)。综上所述，

D74 菌剂可以促进农作物的生长，增加花盘直径

及重量，为农作物的增产提供必要的物质积累。
 

 
 

图 2  向日葵-列当-Streptomyces rochei D74 共培养实验及其抑制列当寄生的效果 
Figure 2  Co-cultivation experiments with sunflower-Orobanche cumana-Streptomyces rochei D74 and 
inhibition of O. cumana parasitism. The red circles represent O. cumana seeds that germinated and failed to 
parasitize on the sunflower root. 
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图 3  D74 菌剂在农田中的应用效果 
Figure 3  Effects of D74 agent of Orobanche cumana number. A: Vegetative growth. B: Grain growth. C: 
Protein and fat content of host. D: Yield. E: Error bars indicate the standard error, and lowercase letters indicate 
significant differences (P<0.05). 
 

对每个试验小区的产量进行测量，结果显示

(图 3E)有机肥和菌剂都可以增加向日葵的产量，

其中最为显著的是 T1 和 T2 处理，分别增产了

28.9%和 38.3% (P<0.05)，其次是有机肥处理组

C2 增加了 19.1%。同时，也对实验田以外的农

田施用 D74 菌剂后的增产情况进行调查，数据

表明添加菌剂后，向日葵籽粒产量提高了

30.8%，与小区实验增产效果一致，表明 D74 菌

剂对提高作物产量具有稳定而显著的效果。 
2.3  D74 菌剂对籽粒质量的影响  

对于向日葵来说，最具经济价值的部位是籽

粒。其品质与收购价格密切相关，因此，根据收
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购标准(36 mm×5 mm)，将每个花盘的向日葵脱

粒后，进行分级称重，结果表明(图 3C)，添加

有机肥和菌剂都可以使向日葵籽粒产量增加。其

中最为显著的是处理组 T1 和 T2 相较于对照组

C1 大粒重分别增加 64.6%和 66.8% (P<0.05)。通
常，大粒价格是小粒的 4−6 倍，这对于提高农民

经济收益来说，具有较大意义。分析大粒的百粒

重，可以发现 T1 处理对籽粒百粒重增加较显著

(P<0.05)，相较于 C1 提升了 17.8%，T2 处理提

升了 7.5%。 
籽粒的品质与口感通常取决于其蛋白质和

脂肪的含量，因此测定了籽粒中粗蛋白和粗脂肪

的含量。结果表明(图 3D)，菌剂处理后，T1 组

中粗蛋白含量显著提升(P<0.05) 9.3%，T2 提升

4.9%。而对于粗脂肪来说，菌剂 T1 处理比对照

C1 脂肪含量增加 4.07%，其他处理均不明显。

说明菌剂对于植物蛋白的合成具有促进作用，这

可能与 D74 菌剂可以促进作物生长，增加生物量

积累相关，而对于粗脂肪含量的影响并不明显。 

2.4  D74 菌剂对微生物的影响 
2.4.1  对向日葵根际微生物群落结构的影响 

对不同处理的向日葵根际微生物进行 α 多

样性分析，chao1 指数结果(图 4A，4B)表明，添

加有机肥(C2)可以增加土壤中细菌和真菌数量，

对向日葵种子包衣，提高了根际细菌数量，降低

了根际真菌数量。当同时对种子进行包衣处理并

穴施菌肥混合物(T2)，会使向日葵根际细菌数量

减少，真菌略微增加。对各处理组中菌群 OTU
数进行分析，构建 Venn 图可知(图 4C，4D)，处

理组和对照组共有细菌和真菌的 OTU 数分别为

2 508 个和 682 个，D74 菌剂处理(T1, T2)后，与

非菌剂处理(C1, C2)特有的细菌和真菌的 OTU
分别为 111、110 个和 89、61 个。4 种根际土     
壤中，特有 OTU 数分别为 302、201、268 和   
216 个；特有真菌的 OTU 数分别为 170、234、

185 和 198 个。 
对于微生物群落结构的组成，在门水平上进

行分析比较(图 4E，4F)。4 种根际土壤(C1、C2、
T1 和 T2)中细菌的优势门(相对丰度>10%)均为

变形菌门(Proteobacteria，占比分别为 38.01%、

44.65% 、 41.62% 和 49.41%) 、 放 线 菌 门

(Actinobacteria，占比分别为 23.29%、11.66%、

13.19%和 13.15%)和酸杆菌门(Acidobacteria，占

比分别为 11.28%、11.85%、12.68%和 10.06%)；
其次分别为绿弯菌门(Chloroflexi，占比分别为

8.68%、10.22%、9.38%和 7.85%)，拟杆菌门

(Bacteroidetes，占比分别为 5.92%、5.57%、4.86%
和 5.54%)和浮霉菌门(Planctomycetes，占比分别

为 4.08%、3.82%、4.06%和 3.15%)。其中变形

菌门在 T2 处理组中显著性增加(tukey’s multiple 
comparisons test, P<0.05)，而放线菌门在 C2 处

理中显著降低。厚壁菌门(Firmicutes)在 T1 处理

中相对丰度为 3.98%，高于其他 3 组(C1 0.79%, 
C2 0.13%, T2 0.94%)。厚壁菌门中的芽孢杆菌在

寄生植物的根际可能发生与抵御病原菌入侵的

类似机制，从而抵御列当寄生。在真菌中，优势

门分别为子囊菌门 (Ascomycota，占比分别为

37.70%、19.94%、23.63%和 31.13%)，担子菌门

(Basidiomycota，占比分别为 4.67%、27.61%、

19.57% 和 3.73%) 。 其 次 为 被 孢 霉 门

(Mortierellomycota，占比分别为 1.31%、14.96%、

5.17%和 5.18%)和球囊菌门(Glomeromycota，占

比分别为 1.61%、1.47%、1.11%和 7.02%)。通

过构建偏最小二乘回归分析(partial least squares 
discriminant analysis, PLS-DA) (图 4G，4H)，前

两个成分对于细菌和真菌群落的解释量分别为

25%和 22%。不同处理可引起细菌群落结构组成

差异，其中使用 D74 菌剂对种子包衣处理(T1)，
对细菌群落影响最大。而包衣并穴施菌肥混合物

(T2)，对真菌群落影响较大。 
 
 



 

 

 

席娇等 | 微生物学报, 2023, 63(2) 753 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

 
 

图 4  D74 菌剂对根际微生物多样性的影响 
Figure 4  The effect of D74 agent on rhizosphere microbial diversity. Chao1 index (A, B), venn diagram (C, 
D), community composition on phylum level (E, F) and PLS-DA (G, H) of bacteria and fungi. 
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添加 D74 对微生物细菌和真菌群落均有一

定影响，同时土壤理化性质会影响微生物的生

长，而不同的微生物会由于生态位竞争而相互影

响，形成不同的群落，群落差异进一步影响列当

寄生[16]。通过曼特尔检验(Mantel test)对相对丰

度前 10 的科水平物种与土壤多种理化性质进行

相关性分析。结果如(图 5A，5B)所示，对于细

菌群落来说，Bacillaceae 与土壤中 AHN 和 AZn
显著正相关，与 TP 和 TK 负相关，同时 TP 与

TK 之间为显著正相关。而土壤中 AP 含量与

Flavobacteriaceae、Anaerolineaceae和unidentified_ 
Acidobacteria 丰度呈显著正相关，同时 AP 含量

与土壤 pH 负相关，也就是说土壤中 AP 含量越

高，pH 越低。土壤 CEC-Na 和 SS 分别与

Burkholderiaceae和 Xanthomonadaceae丰度显著

负相关。对于真菌群落来说，土壤 AZn 含量与

Pleosporaceae和 Sporormiaceae丰度负相关，TFe
与 Glomeraceae 正相关。 
2.4.2  对可培养微生物的影响 

由可培养微生物分离计数结果可知，不同处

理向日葵根际土壤每克干土中细菌、放线菌和真

菌的数量存在显著性差异(P<0.05)。添加有机肥

可以降低土壤中细菌的可培养数量，而种子包衣

增加了根际中可培养细菌数量，其中 T1 处理组

根际可培养细菌数量(4.37×107 CFU/g)显著高于

种子不包衣处理(C2 4.95×106 CFU/g)。对于放线

菌 来 说 ， 种 子 包 衣 并 穴 施 有 机 肥 ( T 1     
6.04×106 CFU/g)可以显著增加土壤中放线菌的

数量(C2 2.41×106 CFU/g)。种子包衣并穴施菌肥

混合物(T2)降低了土壤中细菌和放线菌的数量，

而增加了真菌数量。可能高浓度 D74 菌株与根

际土壤中细菌发生生态位竞争，抑制了其他细菌 
的生长。对于真菌的数量而言，穴施有机肥和菌

剂 D74 都可以增加土壤中真菌的数量，在双重

处理下，达到显著性增加。与对照 C1 相比，种

子包衣并穴施菌肥混合物(T2)，放线菌与真菌的

数量比(A/F)和细菌与真菌的数量比(B/F)显著降

低，而单独对种子包衣处理，则显著增加 A/F
和 B/F 的比值(图 6)。上述结果表明，添加菌剂

或者有机肥，均可引起土壤中可培养微生物数量

改变，进而导致群落结构变化。 
对可培养细菌分离和菌种鉴定，在 4 种不同

处理的根际土壤中，共分离到可培养细菌 140 株，

通 过 与 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
nucleotide BLAST 进行序列比对。统计结果并发

现(表 1)，这些细菌分布于 4 个门 Actinobacteria、 
 

 
 

图 5  土壤理化性质对微生物群落结构的影响 
Figure 5  The influence of soil physical and chemical properties on rhizosphere microbial community 
structure.  
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图 6  可培养微生物的分离鉴定及细菌筛选结果 
Figure 6  Isolation and identification of culturable microorganisms. Error bars indicate the standard error, and 
lowercase letters indicate significant differences (P<0.05). 

 

表 1  不同处理对向日葵根际可培养细菌的影响  
Table 1  Effect of different treatments on culturable bacteria from sunflower rhizosphere 
Phylum Genus Number of strains 

C1 C2 T1 T2 Total 
Actinobacteria Microbacterium 0 1 4 3 8 

Arthrobacter 2 2 4 2 10 
Pseudarthrobacter 1 3 2 4 10 
Streptomyces 0 1 1 0 2 
Kocuria 0 0 1 0 1 

Bacteroidetes Chryseobacterium 1 0 0 0 1 
Firmicutes Bacillus 4 7 6 3 20 

Brevibacterium 0 3 4 2 9 
Fictibacillus 0 0 1 0 1 

Proteobacteria Pseudomonas 3 3 4 6 16 
Ensifer 0 0 1 4 5 
Paracoccus 1 4 0 0 5 
Phyllobacterium 1 0 0 0 1 
Rhizobium 1 3 1 4 9 

Total of genus 14 8 9 11 8 36 
Total of strains 14 27 29 28 98 
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Bacteroidetes、Firmicutes 和 Proteobacteria 和 14 个

属，并且在 4 种土壤中筛选到的优势菌株为

Bacillus。在 C1、C2、T1 和 T2 四组土壤中筛选

出的可培养细菌分布在 8、9、11 和 8 个属中，

T1处理可培养得到的属种类高于其他 3个处理。

其中，副球菌属(Paracoccus)是无 D74 菌剂添加

的 C1 和 C2 组中特有的细菌类型，而添加菌剂

的 T1 和 T2 处理组特有的细菌是剑菌属

(Ensifer)。这些具有显著富集差异的菌株，可能

参与了列当寄生的过程，或者通过代谢物干扰了

列当的寄生。 

3  讨论 
在向日葵-列当-S. rochei D74 共培养实验

中，明显观察到添加 D74 无细胞发酵滤液可以

显著抑制发芽的列当种子与寄主根系维管束连

接，使其不能成功寄生。使用 D74 菌剂在向日

葵种子表面进行包衣可以减少真菌数量，降低植

物根际病害发生。然而当 D74 使用浓度加大时，

D74 会与原位微生物产生生态位的竞争作用，使

得根际细菌、放线菌数量下降，导致群落失衡，

引起真菌数量增加。在扩增子测序中，Firmicutes
在 T1 处理中相对丰度显然高于其他 3 组(C1、
C2 和 T2)，这可能与其抗病性有关[39]。在其他

研究中，观察到寄主对于列当的抵抗，与其抵御

病原菌入侵的机制类似，会引起植物细胞壁的增

厚[40]，寄主产生次级代谢产物，增强免疫[41]，

寄 主 发 生 超 敏 反 应 (hypersensitive response, 
HR)[41]，在感染部位引起细胞坏死，以阻止异物

进一步入侵。同时会引起系统获得性抗性

(acquired systemic resistance)的增强[42-43]，病程蛋

白(PR proteins)表达增加[44]，来抵抗列当寄生。 
土壤理化性质分析结果显示，对于微生物来

说，土壤中不同元素的含量对微生物的群落有直

接影响[45]，微生物对于土壤中营养元素的选择

具有偏好性，有些微生物可以在氮源丰富的土壤

中生存，而另外一些，比如固氮菌却可以在无氮

环境中正常生长。土壤中的各元素含量不仅对微

生物具有影响，对元素间也有相互的制约。例如，

有机质主要是由土壤中正在分解的残留物，或负

责分解残留物的生物所产生的副产品，以及微生

物本身和腐殖质转化而成[46]。因此当土壤中总

氮(TN)含量增加，土壤中有机质含量(OM)也会

增加，表现出显著正相关[47]。研究表明，土壤

肥力可以影响寄主分泌的发芽诱导物质，从而改

变列当的萌发与寄生[48]，在玉米农田中施加氮

肥和磷肥后，宿主根和根际土提取物诱导的向日

葵列当萌发显著减少[49]。在高氮肥土壤条件下，

列当表现出逆适应现象，种子不能顺利萌发生 
长[50]。在向日葵、列当、菌剂与原位微生物的

复杂关系中，添加菌剂相当于人为扰动了土壤原

位微生物的群落结构，随之群落进行动态平衡调

节，使其结构发生变化，例如在处理组中，

Bacillaceae 和 Rhizobiaceae 菌丰度增加，而

Microscillaceae、Flavobacteriaceae和Nectriaceae
菌丰度减少。这些微生物的变化，也可能是引起

列当寄生改变的一个不可忽略的因素。 
D74 菌剂具有促进作物生长、增产的作   

用[20,22,25]，本实验中，促生效果仍然明显(图 3B)。
加之使用菌剂，列当寄生数量减少(图 3A)，使

其自身营养物质的流失转移降低，充分保证了寄

主生殖发育所需的营养物质，因此双重作用显著

增加向日葵的花盘重，同时提高了籽粒中大粒占

比和百粒重(图 3)。为了确保使用菌剂，不会影

响籽粒口感，测定了籽粒粗蛋白含量和粗脂肪含

量，结果显示添加菌剂可以显著增加籽粒蛋白含

量，而对粗脂肪含量影响较小。在实验田和当地

农民管理的农田中对产量进行评估，均表明使用

菌剂可显著提高约 30%的产量，这意味着使用

菌剂可以提高农民的经济收益。 
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4  结论 
通过添加 D74 菌剂，显著降低向日葵根部

列当寄生病害的发生，减少寄主自身养分流失。

同时作为促生菌，促进作物有机质积累，花盘生

长，使籽粒饱满，增加花盘中大粒占比，百粒重

和籽粒蛋白质含量，最重要的是显著增产达到

30%，提高农业经济收益，并为研究防治列当提

供新策略。 
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