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摘要　利用唯一碳源培养基筛选野生大豆根际微生物，分离获得５株分别降解邻苯二甲酸、丙二
酸、乙酸、丙酸、苯等大豆化感物质的微生物，分别命名为ＨＫ１４－２、ＨＫ２６－２、ＨＮ３１－１、ＨＫ４６－２、
ＨＫ５３－１。通过单菌落培养、显微镜观察、革兰氏染色以及 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ电泳试验证明，筛选的５
种微生物均为细菌，ＨＫ２６－２为杆菌，其余为球菌，且均为纯系。菌落平皿对峙试验证明５种细菌
均可拮抗大豆立枯丝核菌；不同菌剂的大豆盆栽试验证明５种细菌均可降低大豆根腐病发生率，其
中ＨＮ３１－１与ＨＫ５３－１复配菌剂的防效高达６９．５％。统计根系的主根长以及根干重的数据表
明：筛选菌剂的添加增加了大豆的主根长以及根干重，改善大豆根际微生态环境。初步认为所分离

野生大豆根际细菌可以缓解大豆连作障碍。
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　　大豆是黑龙江省重要的粮食作物，种植面积每
年保持在 ４００万 ｈｍ２左右，其中重迎茬面积已近
５０％。据调查，大豆迎茬减产幅度约为 ４２％ ～
２３４％，连作减产幅度为７２％ ～３８６％，危害严重
的地块已经出现绝产［１］。研究表明大豆连作障碍

是由土壤有害微生物、化感物质、大豆孢囊线虫等多

种因素综合作用的结果［２，３］。目前对大豆重茬病害

的生物防治主要集中在对大豆根腐病病原菌的防

治。众多学者从细菌、放线菌、真菌三个角度对大豆

根腐病展开了研究，筛选出了具有不同拮抗机理的

菌株［４～６］。对大豆的连作障碍缓解起到了一定的作

用。

野生大豆 （Ｇｌｙｃｉｎｅｓｏｊａ）是栽培大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ）的近缘野生种、类型繁多。它常年在相对固定
的一个区域内繁殖，这与连作栽培大豆生长方式有

类似之处，但是未见野生大豆生长受到抑制的报

道［７］。因此，野生大豆根际可能存在降解化感物质

和拮抗大豆根腐病原菌的微生物，通过野生大豆根

际微生态的研究为解决栽培大豆连作障碍提供有益

的借鉴和帮助，本研究从黑龙江省野生大豆根部土

壤筛选拮抗大豆根腐病原菌的微生物，并研究其缓

解栽培大豆连作障碍的初步机理，为保证和提高大

豆产量提供一条新的途径。

１ 材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株 采自黑龙江省克山县古北乡三

种不同湿度生境的野生大豆苗期根际土样中分离的

细菌；大豆致病病原菌株：立枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ．
Ｓｏｌａｎｉ），由黑龙江省农科院植保所提供。供试品
种：合丰２５。
１．１．２ 培养基　唯一碳源培养基：基本成分为 Ｋ２
ＨＰＯ４１．６ｇ、ＫＨ２ＰＯ４０．４ｇ、ＮＨ４Ｃｌ１．０ｇ、ＭｇＳＯ４０．０６
ｇ、ＦｅＳＯ４３ｍｇ、ＣａＣｌ２１ｍｇ、ＣｕＳＯ４０．０５ｍｇ、ＺｎＳＯ４０．０５

ｍｇ、ＨＢＯ３０．０３ｍｇ，然后，在上述溶液中分别加入邻
苯二甲酸、丙二酸、乙酸、丙酸、苯各１ｇ，定容至１Ｌ，
ｐＨ７．０。固体培养基则加入２０ｇ琼脂。细菌基本培
养基：ＮＨ４ＮＯ３１ｇ、ＭｇＳＯ４．７Ｈ２Ｏ０．１５ｇ、（ＮＨ４）２ＳＯ４
０．５ｇ、ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４１．５ｇ，定容至 １Ｌ，
ｐＨ７．０。固体培养基则加入２０ｇ琼脂。
１．２　试验方法
１．２．１　野生大豆根际微生物的分离　土样采集：根
际和根外土样采集分别参考左华清［８］与罗海峰［９］

的方法。化感物质降解菌种的驯化与富集：将采集

来的土样，磨碎成小颗粒，混匀，称取０．５ｇ于唯一
碳源培养基中，摇床培养（３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ）至培养
液出现明显混浊后，取５ｍＬ菌液转入新鲜富集培养
基中，１６６ｒ／ｍｉｎ振摇培养７ｄ，采用稀释倒皿法分析
连续驯化富集４次。菌种的分离纯化：于最后一次
驯化培养液中取 ５ｍＬ菌液，按无菌操作稀释到
１０－８／ｍＬ，取稀释液０．５ｍＬ分别涂布于５种唯一碳
源选择固体培养基上（唯一碳源邻苯二甲酸、丙二

酸、乙酸、丙酸、苯的浓度分别为１ｇ／Ｌ），于３０℃培
养２～５ｄ，待长出菌落后，选生长速度较快的菌落进
一步纯化，保存备用［１０］。

１．２．２　菌种的形态观察及纯度鉴定　将分离纯化
的菌株进行革兰氏染色，然后采用荧光显微镜进行

观察。用 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术鉴定菌种纯度，具体参
照Ｂｅｒｎａｄｅｔｌｅ的方法［１１］。

１．２．３ 菌株对根腐病原菌拮抗能力的测定　对所
筛选的５个菌株进行大豆根腐病原菌拮抗筛选，采
用平板对峙法，将病原菌立枯丝核菌（Ｒ．ｓｏｌａｎｉ）分
别接种１ｍＬ于培养皿中，同固体培养基混合倒平
板，将灭菌塑料环插在固体培养基中间，其中接种分

离得到的拮抗菌株、２５℃恒温培养３ｄ。每菌株重
复３次，２５℃恒温培养。同时以只接种病原菌的培
养皿作为对照。当拮抗菌与病原菌出现拮抗现象

后，每天测量病原菌指向拮抗菌的菌落半径（Ｌｐ）和
对照的菌落半径（Ｌｃ）［１０］。
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表１ 筛选菌剂对大豆根腐病的抗病试验处理

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆｓｃｒｅｅｎｅｄｂａｃｔｅｒｉａｏｎｓｏｙｂｅａｎｒｏｏｔｒｏｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
菌株名称

Ｓｔｒａｉｎｓ

土壤类别

Ｓｏｉｌ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

处理号

Ｎｕｍｂｅｒ

菌株名称

Ｓｔｒａｉｎｓ

土壤类别

Ｓｏｉｌ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

处理号

Ｎｕｍｂｅｒ

ＨＫ１４－２

ＨＫ２６－２

ＨＮ３１－１

ＨＫ４６－２

大豆连作土壤
喷施立枯丝核菌

对照

１

２

玉米根茬土壤
喷施立枯丝核菌

对照

３

４

大豆连作土壤
喷施立枯丝核菌

对照

５

６

玉米根茬土壤
喷施立枯丝核菌

对照

７

８

大豆连作土壤
喷施立枯丝核菌

对照

９

１０

玉米根茬土壤
喷施立枯丝核菌

对照

１１

１２

大豆连作土壤
喷施立枯丝核菌

对照

１３

１４

玉米根茬土壤
喷施立枯丝核菌

对照

１５

１６

ＨＫ５３－１

ＨＫ１４－２＋

ＨＫ２６－２

ＨＮ３１－１＋

ＨＫ５３－１

无菌剂

无菌剂

大豆连作土壤
喷施立枯丝核菌

对照

１７

１８

玉米根茬土壤
喷施立枯丝核菌

对照

１９

２０

大豆连作土壤
喷施立枯丝核菌

对照

２１

２２

玉米根茬土壤
喷施立枯丝核菌

对照

２３

２４

大豆连作土壤
喷施立枯丝核菌

对照

２５

２６

玉米根茬土壤
喷施立枯丝核菌

对照

２７

２８

大豆连作土壤 不施致病菌 ２９

玉米根茬土壤 不施致病菌 ３０

１．２．４　菌株对土壤 ｐＨ值及大豆抗病性指标的影
响　取大豆连作土壤以及玉米根茬土壤灭菌后待
用。细菌菌剂为５个单一菌株（ＨＫ１４－２、ＨＫ２６－
２、ＨＮ３１－１、ＨＫ４６－２、ＨＫ５３－１）以及２个复配菌
株（ＨＫ１４－２＋ＨＫ２６－２与 ＨＮ３１－１＋ＨＫ５３－１）
等７个菌剂，分别在播种后每盆喷入浓度为１０８个／
ｍＬ的５０ｍＬ菌液；每种菌剂的处理分别为连作土壤
以及玉米根茬土壤，每种土壤设置喷施５０ｍＬ的立
枯丝核菌孢子悬液（浓度为 １０８个／ｍＬ），并以不喷
致病菌悬液为对照，每处理５盆；并分别以未喷施菌
剂玉米根茬土壤和连作大豆土壤为总对照。试验共

计３０个处理，详见表１。在大豆的第二片复叶展开
时测定大豆根系主根长度、根干重及土壤 ｐＨ值，并
分别以未喷施菌剂玉米根茬土壤和连作土壤 ｐＨ值
为对照，研究筛选菌剂对土壤 ｐＨ值的影响。同时
测定根腐病发生情况，计算生防效果，防治效果 ＝
（对照发病率－处理发病率）／对照发病率。

２ 结果与分析

２．１　野生大豆根际微生物的分离结果
通过唯一碳源法从野生大豆根部土壤筛选获得

５个化感物质降解细菌，分别命名为 ＨＫ１４－２、
ＨＫ２６－２、ＨＮ３１－１、ＨＫ４６－２、ＨＫ５３－１，它们分别
降解邻苯二甲酸、丙二酸、苯、丙酸、乙酸。五株细菌

菌落的共同特征是菌落隆起、乳白色、比较湿润，区

别是ＨＫ１４－２菌落较大，其它菌株菌落较小；ＨＫ５３
－１和ＨＫ４６－２边缘有缺刻，ＨＮ３１－１、ＨＫ２６－２和
ＨＫ１４－２边缘规则。ＨＫ１４－２革兰氏染色阳性，其
余阴性。经油镜观察ＨＫ２６－２为杆菌，其余为球菌
通过ＰＣＲ－ＤＧＧＥ电泳结果表明在每个菌的扩增泳
道中未出现杂带，证明所筛选的细菌为纯系，没有感

染杂菌（图１）。

１．ＨＫ５３－１；２．ＨＫ４６－２；３．ＨＮ３１－１；
４．ＨＫ２６－２；５．ＨＫ１４－２

图１ ５株筛选细菌的ＤＧＧＥ检测
Ｆｉｇ．１　ＤＧＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｉｖｅｓｃｒｅｅｎｅｄｂａｃｔｅｒｉａ

１．ＨＫ５３－１　　２．ＨＫ４６－２　　３．ＨＮ３１－１
图２ ３个筛选细菌与立枯丝核菌的平皿对峙试验
Ｆｉｇ．２　Ｃｏｌｏｎｙｓｔａｎｄｏｆｆｏｆ３ｂａｃｔｅｒｉａｔｏＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
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２．２　菌株对根腐病原菌拮抗能力的测定
通过平皿对峙试验结果表明３株生防细菌在离

体的条件下对尖孢镰刀菌有很好的抑制作用，其抑

菌圈直径达１０～２５ｍｍ，其中菌ＨＮ３１－１抑菌圈直

径最大，达到了２５ｍｍ，菌株 ＨＫ５３－１抑菌圈直径
最小，但也达到了１５ｍｍ（图２），其它２个菌株对立
枯丝核菌也都有一定的抑制作用。

表２ 菌剂对连作大豆土壤ｐＨ的影响
Ｔａｂｌｅ２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｓｃｒｅｅｎｅｄｂａｃｔｅｒｉａｏｎｓｏｉｌｐＨｏｆｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｃｒｏｐｐｉｎｇｓｏｙｂｅａｎ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ＨＫ１４－２ ＨＫ２６－２ ＨＮ３１－１ ＨＫ４６－２ ＨＫ５３－１

ＨＫ１４－２

＋ＨＫ２６－２

ＨＮ３１－１＋

ＨＫ５３－１

玉米根茬土壤

（ＣＫ１）

连作土壤

（ＣＫ２）

ｐＨ ６．８９ ６．９７ ６．９３ ７．１１ ７．３１ ７．４５ ７．５２ ６．８６ ６．７２

Ｎｏｔｅｓ：ＣＫ１：ｓｏｉｌｏｆｍａｉｚｅ；ＣＫ２：ｓｏｉｌｏｆｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｃｒｏｐｐｉｎｇｓｏｙｂｅａｎ

２．３ 喷施菌剂对连作大豆土壤ｐＨ的影响
由表２可以看出施用菌剂可以较大幅度提高土

壤ｐＨ，同多年连作大豆土壤对照相比，土壤 ｐＨ最
高可以提高１１．９％。同玉米根茬土壤相比，ｐＨ也

有很大提高。ｐＨ的提高在一定程度上大大降低大
豆致病菌的生活力，从而改善土壤的生态环境，有利

于土壤生态环境的重建，打破大豆致病菌的生物群

落优势，对大豆根腐病等的防治是一个有利的探索。

表３ 待测菌株对大豆根腐病防治效果

Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｏｎｓｏｙｂｅａｎｒｏｏｔｒｏｔ

处理

Ｎｕｍｂｅｒ

主根长（ｃｍ）

Ｒｏｏｔｌｅｎｇｔｈ

根干重（ｇ）

Ｄｒｙｒｏｏｔ

ｗｅｉｇｈｔ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅ

ｉｎｄｅｘ

防效（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｅｆｆｅｃｔ

处理

Ｎｕｍｂｅｒ

主根长（ｃｍ）

Ｒｏｏｔｌｅｎｇｔｈ

根干重（ｇ）

Ｄｒｙｒｏｏｔ

ｗｅｉｇｈｔ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅ

ｉｎｄｅｘ

防效（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｅｆｆｅｃｔ

１ ６．７０ ０．６５ ２２．６ ３０．９ｃ １６ ８．０１ １．２４ １０．１ ７４．０ａ

２ ６．９８ ０．７３ １８．５ ４８．５ｃ １７ ７．４６ ０．９８ １９．６ ４４．０ｃ

３ ７．１２ ０．７０ １７．６ ６４．２ａ １８ ７．６６ ０．９９ １６．８ ６６．４ａ

４ ７．３６ ０．９８ １０．４ ７２．１ａ １９ ７．８９ １．１０ １４．９ ６２．４ａ

５ ５．９１ ０．５９ ２５．９ ２９．０ｃ ２０ ７．９５ １．１５ １１．２ ７０．２ａ

６ ６．２４ ０．６８ ２０．５ ４４．２ｃ ２１ ６．９１ ０．８６ １３．０ ６４．２ａ

７ ６．５５ ０．７２ １９．５ ４３．５ｃ ２２ ７．０４ １．０５ １１．２ ７０．５ａ

８ ６．５８ ０．８３ １２．０ ６８．４ａ ２３ ７．１８ １．２１ １０．９ ７３．０ａ

９ ８．５８ １．１２ １８．１ ５２．２ｂ ２４ ７．４５ １．３１ ９．７ ７４．５ａ

１０ ９．２５ １．４３ １３．５ ６４．８ａ ２５ ７．９９ １．４５ １２．６ ６９．５ａ

１１ ９．６５ １．５６ １０．７ ７３．４ａ ２６ ９．５８ １．６５ １０．４ ７６．８ａ

１２ １０．６８ １．８０ ８．５１ ７９．７ａ ２７ １１．５０ ２．３１ ７．６４ ８３．０ａ

１３ ７．５９ １．０１ １９．２ ４４．９ｃ ２８ １２．６５ ２．５４ ６．９５ ８５．９ａ

１４ ７．８５ １．０９ １４．５ ５９．８ｂ ２９ ５．５１ ０．５６ ６２．９

１５ ７．６５ １．００ １２．４ ６６．４ａ ３０ ６．２１ ０．６１ ２８．９

２．４　分离细菌对大豆根腐病的防治作用
盆栽试验结果表明，不接种筛选细菌的连作大

豆土壤中大豆苗根腐病发病的病情指数为６２９％，
而喷施７种菌剂后的连作大豆土壤中大豆苗根腐病
发病的病情指数为６９５％ ～２５９％，说明喷施野生

大豆根际筛选细菌培养液可有效抑制连作大豆土壤

大豆根腐病的发生，其中 ＨＮ３１－１和 ＨＫ５３－１复
配菌剂的防效则最高达６９５％，菌株ＨＫ１４－２防效
最低，但也达到了３０９％（表３）。菌剂在防治大豆
根腐病方面同其在平皿中与立枯丝核菌的对峙试验
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的结果是一致的，菌株ＨＮ３１－１表现出的大豆根腐
病防治效果最佳。通过对照试验表明，喷施菌剂的

玉米根茬土壤中的大豆苗同喷施相应菌剂的连作大

豆根茬土壤中的大豆苗相比，其大豆根腐病发病率

均大大降低。说明土壤的轮作有利于改善土壤微生

态环境，野生大豆根际筛选细菌的加入对改善连作

大豆根茬土壤根际微生物群落十分有益。另外，从

大豆根系的统计数据来看，经筛选细菌处理后土壤

中的大豆幼苗在主根长度以及根干重等方面均明显

高于未处理的对照，主根长度最高增加１０３倍，根
干重最高增加３１６倍。说明大豆根系的生长状况
改善与大豆根腐病的抗性提高密切相关。

３ 讨论

从野生大豆根际土壤分离微生物用于大豆根腐

病防治是大豆生物防治新的探索。利用大豆化感物

质（邻苯二甲酸、丙二酸、乙酸、丙酸、苯）作为唯一

碳源的筛选培养所获得的生防细菌，在离体的情况

下，可不同程度的抑制大豆根腐病病原菌，培养滤液

也对立枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）有一定的抑制
作用，其中菌株 ＨＮ３１－１表现尤为突出，在盆栽条
件下这５株生防细菌及其复配菌剂可以明显地降低
立枯丝核菌对大豆的致病性，这可能是由于其产生

了大量的次生代谢物，其抑制了立枯丝核菌的生长，

这也可能是其防病的机制之一。

虽然７种生防细菌菌剂减轻了立枯丝核菌
（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）对大豆的危害程度，但是盆栽
的结果同大田相比，会出现一些偏差。盆栽的致病

菌接种强度远远大于大田的发病率，另外所用土壤

均为无菌处理，其土壤微生态环境同大田不一致，可

能病原菌对大豆苗根部的危害更严重，防治效果

差［１２］。在盆栽和大田、有病原菌和无病原菌的情况

下，生防细菌、土壤和植株之间的互作有一定的差

别，造成了促生效果有一定的差别［５，６］。大田的根

际土壤中微生态环境是否有利于所筛选野生大豆根

际土壤分离微生物的生存是一个问题，必须采取一

定的措施来提高其在连作大豆土壤中的定植能力，

使其在大田的环境下能更有效地发挥作用。

尽管还需要采取一定的措施来提高野生大豆根

际土壤分离细菌的防病效果，从试验结果可以看出，

本试验所采用的生防细菌既可防治大豆根腐病，又

有明显的改善大豆生长作用，因此利用野生大豆根

际土壤分离生防细菌来防治大豆根腐病，改善大豆

连作障碍是可行的。
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