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一株马铃薯干腐病拮抗菌的筛选、鉴定及其生物防效 
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摘  要：【背景】马铃薯干腐病是一种由镰刀菌引起的田间和储藏期都普遍发生的病害，主要

引起块茎腐烂，致使马铃薯品质和产量降低，严重影响其食用价值和经济价值。【目的】发掘

有效的生防菌株以控制马铃薯干腐病，并探究其抑菌作用。【方法】从甘肃定西地区马铃薯根际

土壤中分离到 109 株细菌，以硫色镰刀菌(Fusarium sulphureum)为靶标菌，采用平板对峙法筛

选拮抗菌，并通过形态学、生理生化特征及 16S rRNA 基因序列分析对拮抗菌株进行鉴定。检

测拮抗菌无菌发酵液对 F. sulphureum 菌丝生长、孢子萌发、马铃薯块茎损伤接种病斑直径、干腐

病发病率及对绿豆种子发芽的影响。【结果】筛选到一株对马铃薯干腐病有较强抑制作用的菌株

YL11，经鉴定其为假单胞菌属(Pseudomonas sp.)菌株。YL11 菌株无菌发酵液对 F. sulphureum 菌丝

生长、孢子萌发、马铃薯块茎病斑扩展、干腐病发病率、毒素活性均有显著抑制作用。20%无

菌发酵液对 F. sulphureum 菌落生长的抑制率达到 87.3%；75%无菌发酵液可完全抑制孢子萌发；

无菌发酵液浸泡能有效抑制马铃薯干腐病病斑的扩展，14 d 时对病斑扩展的抑制率达到 67.1%；

90 d 后干腐病的发生率降低了 68.4%；同时降低了 F. sulphureum 毒素的活性。【结论】拮抗菌株

YL11 能显著抑制 F. sulphureum 的生长，对马铃薯干腐病有较强的生物防治效果，具有潜在的应

用价值。 
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Abstract: [Background] Potato dry rot is a fungal disease, caused by Fusarium spp., which always 



张紊玮等: 一株马铃薯干腐病拮抗菌的筛选、鉴定及其生物防效 1727 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

happens in both field and storage period. It mainly leads to quality deterioration and lower economic 
value. [Objective] To isolate and identify effective biocontrol strains to control potato dry rot, and 
investigate the inhibitory effect on plant pathogens. [Methods] We used 109 strains as tested strains, 
which were isolated from the rhizosphere soil of potato from Dingxi region in Gansu province. 
Antagonistic bacteria were screened by plate confrontation method with Fusarium sulphureum as the 
target strain, strain identification was based on morphology, physiological and biochemical 
characteristics and 16S rRNA gene sequence analysis. The effects of cell-free fermentation filtrate on 
the mycelial growth, spore germination of F. sulphureum, the lesion diameter of wounded inoculated 
potato tubers, the incidence of dry rot and germination of mung bean seeds were evaluated. [Results] 
Strain YL11 was isolated from the rhizosphere soil of potato and exhibited an excellent antagonistic 
activity against F. sulphureum, which was identified as Pseudomonas sp., cell-free fermentation 
filtrate of YL11 strain significantly inhibited the mycelial growth, spore germination of pathogenic 
fungi, the lesion diameter of wounded inoculated potato tubers and the incidence of dry rot. 
Moreover, the inhibition rate of 20% cell-free filtrate to F. sulphureum was 87.3%; 75% cell-free 
filtrate completely inhibited spore germination; the cell-free fermentation dip significantly reduced 
the lesion diameter of inoculated potato tuber, the inhibition rate was 67.1% after 14 days 
inoculation; the incidence of dry rot reduced by 68.4% after 90 days inoculation. Meanwhile, it also 
decreased the mycotoxin activity of F. sulphureum. [Conclusion] Strain YL11 significantly inhibited 
the growth of the F. sulphureum and had a notably biological control effect on potato dry rot, and it 
would be a potential biological control agent. 

Keywords: Potato dry rot, Fusarium sulphureum, Pseudomonas, Cell-free fermentation filtrate, 
Identification 

马铃薯干腐病是一种生长期和储藏期都常见

的病害，该病可由多种镰刀菌引起[1]，对马铃薯品

质造成影响，不仅致使产量降低，还会积累真菌毒

素[2-3]，严重危害人类的健康。我国是世界上最大

的马铃薯生产国，随着“马铃薯主粮化战略”的提

出，马铃薯种植面积不断扩大，病害的发生也越来

越严重，常年发病率高达 30%，由此造成马铃薯

产量损失 40%−50%[4]。在我国马铃薯主产区甘肃，

硫 色 镰 刀菌 (Fusarium sulphureum)、腐皮镰刀菌

(Fusarium solani) 和 接 骨 木 镰 刀 菌 (Fusarium 

sambucinum)是造成马铃薯干腐病的主要病原菌[5-6]。

目前，对马铃薯干腐病以化学防治为主，化学杀菌

剂处理虽然可以有效控制干腐病，但由于杀菌剂残

留、病原物产生耐药性以及环境污染等问题而逐渐

受到限制[7-8]。因此，使用合理、高效、环保的方法

控制病害的发生显得尤为重要，生物防治便成为了

国内外研究的热点[9-11]。 

根际微生物对植物病原菌具有寄生或拮抗作

用，可用于防治由病原菌引起的植物病害，是一种

重要的生防菌[12-14]。近年来用于防治植物病害的生

防 菌主 要有假 单胞 菌 (Pseudomonas)、 芽孢 杆菌

(Bacillus) 、 链 霉 菌 (Streptomyces) 、 微 球 菌

(Micrococcus)等，其中假单胞菌是植物根际最为丰

富 的 细 菌 类 群 [15] 。 研 究 表 明 ， 铜 绿 假 单 胞 菌

(Pseudomonas aeruginosa) 、 致 金 色 假 单 胞 菌

(Pseudomonas aureofaciens) 、 绿 针 假 单 胞 菌

(Pseudomonas chlororaphis) 、 荧 光 假 单 胞 菌

(Pseudomonas fluorescens)等对多种植物病原菌具有

抑制作用[9,16]，假单胞菌可产一种或多种如吩嗪-1-

羧酸、2,4-二乙酰藤黄酚、藤黄绿脓菌素、硝吡咯

菌素和氰化物等活性物质抑制病原物的生长[17]。目

前有关假单胞菌功能的报道越来越多，但是还未见到

其对马铃薯干腐病病原菌有拮抗作用的报道。国内外

对番茄、大豆等植物生物防治的研究已经取得了较大

进展，但对马铃薯干腐病生物防治的报道不多。 

生物防治主要是利用拮抗菌及其代谢产物防

治植物病害，筛选高效的拮抗菌株是生物防治的前

提。马铃薯根系周围微生物总数中，细菌数占绝对
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优势[18]。因此，从中筛选出新的具有潜在生防效果

的细菌具有重要意义。本文中，我们从甘肃定西马

铃薯根际土壤中分离到一株拮抗马铃薯干腐病病

原菌硫色镰刀菌的菌株 YL11，通过形态学、生理

生化特征及 16S rRNA 基因序列分析鉴定该菌株为

假单胞菌；研究了拮抗菌无菌发酵液对硫色镰刀菌

菌丝生长、孢子萌发的影响，同时测定了无菌发酵

液对马铃薯块茎损伤接种病斑直径、干腐病发病率

及对绿豆种子发芽的影响。本研究旨在为探索拮抗

菌 YL11 的生防潜力提供技术参考，为马铃薯干腐

病的生物防治提供新的菌株资源。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品及菌株 

供试土样采自甘肃省定西市马铃薯根系部位

的土壤；供试马铃薯(品种：陇薯 3 号)于 2014 年

10 月采于定西市渭源县会川镇大田；供试病原真菌

硫 色 镰 刀 菌 (Fusarium sulphureum) 、 粉 红 单 端 孢

(Trichothecium roseum)由甘肃农业大学采后生物学与

技术实验室保藏；扩展青霉(Penicillium expansum)、

黑 曲 霉 (Aspergillus niger) 、 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(Staphyloccocus aureus)、 粪 产 碱 杆 菌 (Alcaligenes 

faecalis)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)由甘肃农业

大学食品微生物与发酵技术实验室保藏；腐皮镰刀菌

(Fusarium solani)、大肠杆菌(Escherichia coli)均由兰

州理工大学植物基因工程实验室馈赠。 

1.1.2  培养基 

NA 培养基(g/L)：牛肉膏 3.0、蛋白胨 10.0、氯

化钠 15.0、琼脂 20.0，pH 7.2，1×105 Pa 灭菌 30 min；

PDA 培养基(g/L)：马铃薯 200.0、葡萄糖 20.0、琼

脂 20.0，pH 自然，1×105 Pa 灭菌 20 min；LB 固体

培养基(g/L)：蛋白胨 10.0、酵母提取物 5.0、氯化

钠 10.0、琼脂 15.0，pH 7.0，1×105 Pa 灭菌 30 min；

LB 液体培养基：LB 固体培养基中不加琼脂；

GYEP 培养基(g/L)：葡萄糖 20.0、酵母浸膏 1.0、

蛋白胨 1.0，pH 5.0，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

牛肉膏、蛋白胨、酵母浸膏，北京奥博星生

物技术有限责任公司；琼脂，北京索莱宝科技有

限公司；葡萄糖、氯化钠，国药集团化学试剂有

限公司。 

恒温培养摇床、电热恒温培养箱、电热鼓风

干燥箱，上海一恒科学仪器有限公司；洁净工作

台，苏州安泰空气技术有限公司；立式高压灭菌

器，上海申安医疗器械厂；生物显微镜，宁波舜

宇仪器有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  拮抗菌的分离、纯化 

称取研细土样 5 g，加入盛有 45 mL 无菌水的

锥形瓶中振荡 1 h，吸取上清液用无菌水依次稀释

10 倍到 10−6 一系列稀释液，分别吸取 10−4、10−5

和 10−6 稀释液 200 μL 均匀涂布于 NA 培养基上，

每个处理 3 个重复。30 °C 培养 3 d 后，挑取单菌落

划线接种于 LB 培养基进一步纯化，筛选其中拮抗

活性最高的菌株，做成甘油菌，于−20 °C 保存备用。 

1.2.2  拮抗菌的筛选 

采用平板对峙法将已培养 7 d 的 F. sulphureum

打孔移取直径 4 mm 的菌饼置于 PDA 培养基中央，

同时在距离菌落边缘 3 cm 处上下左右均匀点接分

离菌株，于 28 °C 培养 6 d，观察抑菌情况，测量抑

菌带宽度。 

1.2.3  拮抗菌抑菌谱的测定 

采用平板对峙法测定抑菌效果。将在 PDA 培

养基培养 7 d 的供试病原真菌 F. sulphureum、F. 

solani、T. roseum、P. expansum、A. niger 打孔移取

直径 4 mm 的菌饼分别置于 PDA 培养基中央，同时

在距离菌落边缘 3 cm 处上下左右均匀接种 YL11 菌

株，每个处理重复 3 次，于 28 °C 培养 6 d，观察生

长情况，计算菌丝生长的抑制率。 

菌丝生长抑制率= 100%
C T

C


  

式中：T 为处理组菌落直径(mm)；C 为对照组

菌落直径(mm)。 
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1.2.4  生理生化鉴定 

参照《常见细菌系统鉴定手册》对菌株 YL11

进行革兰氏染色、反硝化、精氨酸双水解、接触酶、

吲哚、氧化酶、明胶液化、葡萄糖、果糖、淀粉水

解、硝酸盐水解、脂酶、4 °C 和 41 °C 生长情况等

生理生化特征的鉴定[19]。 

1.2.5  分子鉴定 

菌株 YL11在 LB液体培养基中 37 °C、120 r/min

培养过夜后，于 10 000 r/min 离心 10 min 收集菌体

细胞。用 CTAB 法提取基因组 DNA。采用通用引

物 1 (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和引物 2 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′) 扩 增 目 的 菌 株

的 16S rRNA 基因。PCR 反应体系：模板 DNA    

(1−2 μg/L) 2 μL，10×Buffer (含 2.5 mmol/L Mg2+)   

5 μL，Taq 聚合酶(5 U/μL) 1 μL，dNTPs (10 mmol/L) 

4 μL，引物 1 和引物 2 (10 μmol/L)各 2 μL，ddH2O

补充至 50 μL。PCR 反应条件：94 °C 5 min；94 °C 

30 s，57 °C 30 s，72 °C 80 s，32 个循环；72 °C 3 min。

1%琼脂糖凝胶电泳后胶回收，胶回收产物送至金唯

智生物科技(北京)有限公司进行测序。将测序结果

在 GenBank 数据库进行 BLAST 同源序列检索，选

择相似性较高的序列，使用 MEGA 6.0 软件构建系

统进化树。 

1.2.6  发酵液的制备 

将菌株 YL11 接种至 LB 液体培养基中，37 °C、

120 r/min 振荡培养 3 d，4 °C、10 000 r/min 离心 10 min

后，收集上清液即为发酵上清液。将上清液用 0.22 μm

无菌滤膜过滤，收集滤液即为无菌发酵液。 

1.2.7  发酵上清液对 F. sulphureum 的抑菌作用 

将在 PDA 培养基培养 7 d 的 F. sulphureum 打

孔移取直径 4 mm 的菌饼置于 PDA 培养基中央，

28 °C 培养 3 d 后在距离中心 3 cm 处放置 2 个牛津

杯，加入 250 μL 发酵上清液，无菌水处理为空白对

照，每处理 3 个重复。28 °C 培养 6 d，观察抑菌情

况，用游标卡尺测量抑菌圈直径，计算抑菌效价。 

抑菌效价(mm/mL)= 1 000
X Y

V


  

式中：X 为抑菌圈直径(mm)；Y 为牛津杯直     

径(mm)；V 为发酵液体积(μL)。 

1.2.8  无菌发酵液对 F. sulphureum 的抑菌作用 

将无菌发酵液分别以体积分数 1%、2%、5%、

10%、20%的比例与 PDA 培养基混合，每平板 10 mL

混合培养基，在混合培养基中央放置直径 4 mm 的

F. sulphureum 菌饼，无菌水处理为空白对照，每个

处理 3 个重复。28 °C 培养 6 d 后测定菌落直径，计

算菌丝生长的抑制率。 

菌丝生长抑制率= 100%
C T

C


  

式中：T 为处理组菌落直径(mm)；C 为对照组

菌落直径(mm)。 

1.2.9  无菌发酵液对 F. sulphureum 孢子萌发的影响 

将在 PDA 培养基 28 °C 培养 7 d 的 F. sulphureum

用无菌水冲洗，制备孢子悬浮液，用血球计数板计

数，调整孢子浓度为 105 CFU/mL，分别吸取 3 mL

孢子悬浮液和 1 mL 无菌发酵液、2 mL 孢子悬浮液

和 2 mL 无菌发酵液、1 mL 孢子悬浮液和 3 mL 无

菌发酵液于无菌离心管中，得到体积分数为 25%、

50%、75%的无菌发酵液，无菌水处理为空白对照，

28 °C、120 r/min 振荡培养 24 h。每个处理重复 3 次。

显微镜镜检观察，孢子萌发形成的芽管长度大于孢

子一半时视为萌发，计算孢子萌发率。 

孢子萌发率= 100%
G

A
  

式中：G 表示萌发孢子个数；A 表示总的孢子

个数。 

孢子萌发抑制率= 100%
S S

S


  

式中：S 表示空白对照萌发孢子率；S′表示处

理的孢子萌发率。 

1.2.10  马铃薯块茎抑菌实验 

选取大小一致、无病虫感染的马铃薯块茎，清

洗表面杂物，1% NaClO 表面消毒 5 min，无菌水冲

洗，再用 75%乙醇消毒，然后置于 YL11 无菌发酵

液中浸泡 10 min，以灭菌 LB 液体培养基浸泡为对

照，在马铃薯的赤道部位均匀打 3 个 3 mm 深、直
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径 3 mm 的小孔，每个孔接种 20 μL F. sulphureum

的孢子悬浮液(孢子浓度为 105 CFU/mL)。用聚乙烯袋

包装后装入纸箱中在室温[(25±2 °C)，RH 55%−60%]

条件下贮藏 10、12、14 d 后用十字交叉法测量病斑

直径，每个处理用马铃薯 20 个，重复 3 次。 

病斑直径抑制率= 00%1
D D'

D


  

式中：D 表示空白对照病斑直径(mm)；D′表示

处理的病斑直径(mm)。 

1.2.11  无菌发酵液对干腐病发病率的影响： 

上述 YL11 无菌发酵液及灭菌 LB 液体培养基

中 浸 泡 后 接 种 F. sulphureum 的 块 茎 在 室 温

[(25±2 °C)，RH 55%−60%]条件下贮藏 3 个月后测

马铃薯干腐病的发病率。 

干腐病发病率= 100%
D

T
  

式中：D 表示发生干腐病的马铃薯个数；T 表

示总的马铃薯个数。 

1.2.12  无菌发酵液对F. sulphureum真菌毒素活性

的影响 

将 F. sulphureum 接种于 PDA 培养基，28 °C

培养 7 d 后，转种于 GYEP 液体培养基中，28 °C、

120 r/min 黑暗条件振荡培养 14 d。用双层灭菌纱布

滤去菌丝体，即获得具有毒素活性的培养滤液。将

大小均匀，颗粒饱满的绿豆种子用 2%次氯酸钠溶

液表面消毒 5 min，无菌水冲洗 3 次，放入铺有灭

菌滤纸、加入 2 mL 培养滤液和 3 mL 无菌水的培养

皿内，26−28 °C 恒温黑暗条件下培养 3 d 后，测量

胚根长度，计算平均值。用培养滤液对绿豆种子胚

根长度的影响表示产毒情况。每个处理用种子 20 粒，

重复 3 次。 

胚根生长抑制率= 00%1
L L'

L


  

式中：L 表示对照胚根平均长度(mm)；L′表示

处理胚根平均长度(mm)。 

1.2.13  数据处理 

利用 SPSS 17.0 进行数据统计，结果以平均值±

标准差表示。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗菌株的筛选 

把土壤悬液经系列稀释后采用涂布法接种于

NA 培养基上，培养后挑取单菌落，共分离得到

109 株菌。通过对分离到的 109 株菌开展拮抗实

验，筛选到对 F. sulphureum 具有抑菌效果的 14 株

菌(表 1)，其中具有最强抑制效果的 1 株编号为

YL11 (图 1)。 
 

表 1  不同拮抗菌株对 F. sulphureum 的抑菌作用 
Table 1  The inhibition of different strains against F. 
sulphureum 

菌株编号 

Strain No. 

抑菌带宽度 

Inhibition zone width (mm) 

YL27 9.1±0.2f 

YL28 13.4±0.3c 

YM09 8.5±0.3g 

YM14 11.6±0.4d 

BL03 9.2±0.2f 

BL10 10.5±0.2e 

BL22 7.1±0.1h 

YL09 13.7±0.3c 

YL11 16.2±0.2a 

YM11 7.5±0.4h 

YM26 8.3±0.2g 

BL23 5.2±0.2i 

BM03 14.6±0.3b 

BM14 13.6±0.6c 

注：同列数据后的不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 

Note: The different letter means significant difference (P<0.05). 
 

 
 

图 1  菌株 YL11 对 F. sulphureum 的抑菌作用 
Figure 1  Inhibition of strain YL11 against F. sulphureum 
注：A：空白对照；B：菌株 YL11. 

Note: A: CK; B: Strain YL11. 
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2.2  拮抗菌株抑菌谱的测定 

YL11 菌株对 F. sulphureum、F. solani、T. roseum

的抑菌效果较明显，抑制率分别为 61.7%、61.2%、

56.9%；对 P. expansum 和 A. niger 也具有一定的拮

抗作用，抑制率分别为 41.9%和 37.0% (表 2)；而对

细菌如 E. coli、A. faecalis、S. aureus、B. subtilis 均

未显示抑菌效果。研究表明 YL11 菌株具有广谱的

抗病原真菌活性，特别是对马铃薯干腐病优势病原

菌 F. sulphureum 和 F. solani 有较好的抑制效果，是

潜在的植物病原真菌生防菌资源。 

2.3  拮抗菌株的鉴定 

2.3.1  生理生化试验 

菌株 YL11 在 LB 培养基上生长良好，28 °C

恒温培养 24 h 后可形成米黄色菌落，圆形，边缘

整齐。镜检结果显示(图 2)，菌株 YL11 呈杆状或

略弯，不产芽孢，革兰氏染色阴性。结合生理生

化鉴定结果(表 3)，初步鉴定拮抗菌 YL11 为假单

胞菌属细菌。 

 
表 2  菌株 YL11 抑菌谱的测定 
Table 2  The antimicrobial spectrum of strain YL11 

菌株类型 

Strain type 

对照 

CK (mm) 

菌株 YL11 处理的 

菌落直径 

Colony diameter of 
YL11 treated (mm) 

抑制率

Inhibition 
rate (%)

硫色镰刀菌 

F. sulphureum 

82.3±1.2 31.5±1.0 61.70 

腐皮镰刀菌 

F. solani 

63.7±1.1 24.7±0.5 61.20 

粉红单端孢 

T. roseum 

76.4±1.3 32.9±0.9 56.90 

扩展青霉 

P. expansum 

78.1±1.6 45.4±1.8 41.90 

黑曲霉 

A. niger 

82.1±1.5 51.7±2.4 37.00 

大肠杆菌 

E. coli 

79.2±0.7 78.7±1.7 0.63 

粪产碱杆菌 

A. faecalis 

80.3±1.3 80.1±1.2 0.25 

金黄色葡萄球菌 

S. aureus 

77.6±1.1 77.4±1.4 0.26 

枯草芽孢杆菌 

B. subtilis 

81.7±0.5 80.9±0.8 0.98 

 

 
 
 

图 2  菌株 YL11 普通光学显微镜下的细胞形态(1 000×) 
Figure 2  The cell morphology of strain YL11 under 
optical microscope (1 000×) 
 
 

表 3  菌株 YL11 的生理生化特征 
Table 3  The physiological and biochemical character of 
strain YL11 

实验项目 

Items 

结果 

Results 

葡萄糖 Glucose + 

果糖 Fructose + 

氧化酶 Oxidase + 

接触酶 Catalase + 

脂酶 Lipase − 

精氨酸双水解酶 

Arginine double enzyme hydrolysis 

+ 

淀粉水解 Hydrolysis of starch − 

硝酸盐还原 Nitrate reduction − 

反硝化 Denitrifying + 

吲哚试验 Indole test + 

V-P 试验 V-P test − 

明胶液化 Gelatin liquefaction + 

4 °C 生长 Growth at 4 °C + 

41 °C 生长 Growth at 41 °C − 

注：+：阳性；−：阴性. 

Note: +: Positive; −: Negative. 
 

2.3.2  菌株 YL11 16S rRNA 基因序列分析与系统

进化树构建 

使用 16S rRNA 基因细菌通用引物扩增 YL11 的

16S rRNA 基因序列，得到 1 366 bp 左右的特异性条

带(图 3)。将得到的基因序列提交到 GenBank 数据库，

获得 GenBank 登录号为：MG877640。对测序结果进 
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图 3  菌株 YL11 16S rRNA 基因 PCR 产物电泳图 
Figure 3  The electrophoretogram of YL11’s 16S rRNA 
gene PCR product 
Note: M: DNA marker; 1: YL11. 
 

行 BLAST 分析与多重序列比对，选取相似序列构建

系统进化树(图 4)。结果发现 YL11 菌株的 16S rRNA

基因序列与假单胞菌属中 Pseudomonas azotoformans、

Pseudomonas poae strain Pier1 的相似性较高，达到

99.9%。表明菌株 YL11 与 Pseudomonas azotoformans

的进化距离较近。由于假单胞菌属内 16S rRNA 基因

的同源性极高，因此，无法确定 YL11 为 Pseudomonas 

azotoformans，综合菌体形态、生理生化试验结果以

及 16S rRNA 基因序列分析，只能暂时将其鉴定为假

单胞菌属 Pseudomonas sp.细菌。 

2.4  菌株 YL11 的抑菌活性 

2.4.1  发酵上清液对 F. sulphureum 的抑菌作用 

菌株 YL11 的发酵上清液对 F. sulphureum 显示出

明显的抑制效果(图 5)，抑菌圈直径为 25.4±1.1 mm，

抑菌效价为 69.6 mm/mL。由于本实验发酵液中菌

体未经破壁处理，表明该抗菌物质为胞外产物。挑

取抑菌圈周围的 F. sulphureum 菌丝制片，显微观察

到菌丝溶解、断裂和膨大的现象。 

2.4.2  YL11 无菌发酵液对 F. sulphureum 的抑菌

作用 

菌株 YL11 无菌发酵液对 F. sulphureum 具有显

著的抑菌活性，随着无菌发酵液体积分数的增加，

菌落直径逐渐减小，当无菌发酵液体积分数达到

20%时，菌落直径仅为 10.3±1.5 mm，生长抑制率达

到 87.3% (表 4)。 
 

 
 

图 4  菌株 YL11 的系统进化树 
Figure 4  Phylogenetic tree of strain YL11 
注：括号内的数字为 GenBank 登录号；进化树节点的数值表示 Bootstrap 值；比例尺为 5%的序列差异. 

Note: Number in parenthesis represented GenBank accession number; Number at notes present bootstrap percentages (based on 1 000 sampling); 
Bar 0.05 represents sequence divergence. 
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图 5  菌株 YL11 发酵上清液对 F. sulphureum 的抑菌作用 
Figure 5  Inhibitory activity of strain YL11’s fermentation 
solution on F. sulphureum 
注：A：空白对照；B：YL11 菌株发酵液对峙处理. 

Note: A: CK; B: Fermentation solution of YL11. 

 
表 4  不同体积分数的 YL11 无菌发酵液对 F. sulphureum
的抑菌作用 
Table 4  Inhibitory effect of YL11’s fermentation solution 
with different volume fraction on F. sulphureum 

无菌发酵液体积分数 

Volume fraction of 
cell-free culture 
supermatant (%) 

菌落直径 

Colony diameter 
(mm) 

生长抑制率 

Growth inhibition
rate (%) 

0 81.1±1.8 0.0 

1 42.3±1.7 47.8 

2 36.1±1.0 55.5 

5 28.4±2.1 65.0 

10 19.7±1.9 75.7 

20 10.3±1.5 87.3 

 
2.4.3  无菌发酵液对 F. sulphureum 孢子萌发的

影响 

无菌水处理的 F. sulphureum 孢子在 12 h 萌发

率为 75.6%，24 h 达到 90.2%，与对照相比，高浓

度的无菌发酵液能彻底抑制孢子的萌发，随着浓度

的降低，孢子的萌发率显著增大(图 6)。体积分数为

25%的无菌发酵液处理的孢子在 24 h 萌发率为

43.2%，孢子萌发抑制率为 52.1%；体积分数为 50%

的无菌发酵液处理的孢子在 24 h 萌发率为 17.0%，

孢子萌发抑制率为 81.1%；体积分数为 75%的无菌

发酵液完全抑制了孢子的萌发，12 h、24 h 后孢子

萌发抑制率均为 100%。 

 
 
 

图 6  菌株 YL11 无菌发酵液对 F. sulphureum 孢子萌发

的影响 
Figure 6  The effects of stain YL11’s fermentation solution 
on spore germination of F. sulphureum 
注：柱形图上不同的小写字母表示差异显著(P<0.05). 

Note: The different letter means significant difference (P<0.05). 
 
 
 
 
 

2.5  马铃薯块茎抑菌实验 

2.5.1  无菌发酵液对马铃薯块茎病斑直径的影响 

无菌发酵液能有效抑制马铃薯干腐病病斑的

扩散，10、12、14 d 时无菌发酵液处理马铃薯块茎

病斑直径均小于对照(图 7)。14 d 时 YL11 菌株无菌

发酵液处理马铃薯块茎的平均病斑直径为 9.7 mm，

灭菌 LB 培养基处理的平均病斑直径为 29.5 mm， 
 
 

 
 
 

图7  菌株YL11无菌发酵液处理对马铃薯块茎病斑直径

的影响 
Figure 7  The effects of strain YL11’s fermentation 
solution on the diameters of disease spots  
注：柱形图上不同的小写字母表示差异显著(P<0.05). 

Note: The different letter means significant difference (P<0.05). 
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YL11 菌株无菌发酵液处理对马铃薯块茎病斑直径

扩展的抑制率为 67.1%。主要是无菌发酵液能有效

抑制 F. sulphureum 的生长，进而更好地抑制了病斑

扩展。12 d 时 YL11 无菌发酵液处理马铃薯块茎的

平均病斑直径为 8.7 mm，与 14 d 相比没有显著性

差异。进一步表明无菌发酵液对病斑的扩展具有较

好的防效。 

2.5.2  无菌发酵液对马铃薯干腐病发病率的影响 

无菌发酵液处理马铃薯块茎接种 F. sulphureum

后，室温贮藏 90 d 后干腐病的发病率为 23.3%，与

对照(干腐病的发病率 91.7%)相比降低了 68.4%，显

著降低了干腐病的发病率(图 8)，表明菌株 YL11 无

菌发酵液对马铃薯干腐病的发生具有较好的防治

效果。 

2.5.3  无菌发酵液对 F. sulphureum 真菌毒素活性

的影响 

种子的发芽抑制实验是检测病原菌粗毒素的

常用生物学方法之一。菌株 YL11 无菌发酵液处

理 F. sulphureum 后，粗毒素对绿豆种子发芽的抑

制率为 14.3%，与未经处理的 F. sulphureum 粗毒

素(对绿豆种子发芽的抑制率为 44.8%)相比，显著

提高了种子的发芽率(图 9)，间接表明抑制了毒素

的活性。 

 

 
 

图8  菌株YL11无菌发酵液处理对马铃薯干腐病发病率

的影响 
Figure 8  The effects of strain YL11’s fermentation 
solution on incidence of dry rot  
注：柱形图上不同的小写字母表示差异显著(P<0.05). 

Note: The different letter means significant difference (P<0.05). 
 

 
 

图 9  粗毒素对绿豆种子发芽的影响 
Figure 9  The effects of crude toxin on germination of mung 
bean seeds 
注：柱形图上不同的小写字母表示差异显著(P<0.05). 

Note: The different letter means significant difference (P<0.05). 
 

3  讨论与结论 

马铃薯干腐病是农业生产上危害很大的采前、

采后病害，导致作物减产由此造成经济损失。当前

国内外从抗病育种、化学防治和农业措施等方面做

了大量工作，初见防治效果。寻找并开发利用新的

生防菌被认为是最具发展潜力的防治方法之一，国

内已有研究表明细菌和木霉菌对马铃薯干腐病有

一定的防治作用。张茹等从甘肃西部地区农牧交错

区的马铃薯根际土壤中分离到的木霉对接骨木镰

刀菌有较好的拮抗作用，抑制率达到 82.6%，与

YL11 对硫色镰刀菌的抑制率 61.7%相比，较高的抑

制效果可能与木霉产生细胞壁降解酶直接作用于

病原菌有关[20]；王爱军等研究了从甘肃国营条山农

场马铃薯连作试验田中分离到的 4 株芽孢杆菌对马

铃薯干腐病致病菌有抑菌作用[21]，其中对腐皮镰刀

菌最具抑菌效果的 F-4-1 抑菌圈直径为 5.6 mm，

与之相比 YL11 菌株对腐皮镰刀菌的抑菌圈直径

为 19.5 mm，显著优于芽孢杆菌；牛世全等从河西

走廊盐碱土壤中分离到球孢链霉菌对腐皮镰刀菌

具有很好的抑制作用，发酵液抑菌率为 54.45%，对

马铃薯干腐病的防效为 65.45%[22]；孙现超等发现

链霉菌属吸水链霉菌发酵液对马铃薯干腐病病原
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菌菌丝生长和孢子萌发均有抑制作用，抑制率分别

为 74.5%和 100%，浸泡处理后可明显降低马铃薯干

腐病病原菌的致病率[23]。菌株 YL11 与球孢链霉菌

和吸水链霉菌相比，发酵液具有更强的抑制效果。

值得一提的是，用发酵液衡量抑菌效果并不是真正

的定性和定量分析，不同批次的发酵液其有效物质

的浓度也可能不一样。 

假单胞菌活跃于植物根际，部分是最主要的植

物根际促生菌，已被应用于谷物种子或土壤中以抑

制谷物病原菌的生长。张亚等研究表明假单胞菌

SU8 对稻瘟病菌、辣椒炭疽病菌、烟草赤星病菌、

水稻纹枯病菌和小麦赤霉病菌均有较好的抑制作

用[24]。但是利用假单胞菌控制马铃薯干腐病的研究

未见报道。本研究从甘肃定西地区马铃薯根际土壤

中分离到 1 株假单胞菌，对峙实验表明对马铃薯干

腐病致病菌 F. sulphureum 的抑制率为 61.7%，发酵

上清液对 F. sulphureum 显示出明显的抑制效果，抑

菌圈直径为 25.4±1.1 mm，抑菌效价为 69.6 mm/mL；

无菌发酵液体积分数达到 20%时，菌落直径仅为

10.3±1.5 mm，生长抑制率达到 87.3%；培养 24 h

后，体积分数 25%无菌发酵液对 F. sulphureum 孢子

萌发抑制率为 52.1%，体积分数 50%无菌发酵液孢

子萌发抑制率为 81.1%，体积分数 75%无菌发酵液

完全抑制了孢子的萌发，无菌发酵液能有效抑制马

铃薯干腐病病斑的扩散，14 d 时对病斑扩展的抑制

率达到 67.1%，室温贮藏 90 d 后干腐病的发生率降

低了 68.4%；绿豆种子发芽实验表明，无菌发酵液

同时抑制了 F. sulphureum 毒素的活性。真菌毒素在

块茎积累会严重危害食用者的健康，无菌发酵液在

抑制 F. sulphureum 生长及降低干腐病发生的同时，

降低了真菌毒素的活性，推测是由于降低了毒素的

含量。本实验仅初步探讨了粗毒素的活性，毒素的

分离、纯化、鉴定及定量分析需进一步进行研究。

本实验研究菌株 YL11 对马铃薯干腐病病原菌的抑

菌作用，结果表明 YL11 不仅对 F. sulphureum 和

F. solani 有较强的抑制作用，还对 T. roseum、P. 

expansum 和 A. niger 也具有一定的拮抗作用。这将

为生物防治马铃薯干腐病等植物病害提供新的菌

种资源和技术依据。随后，我们将对拮抗菌的发酵

特性、活性物质的成分及抑菌机理进行深入研究。 
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