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对黄瓜枯萎病具防效的海洋源芽孢杆菌 Y3F 的鉴定 
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摘  要：【目的】对一株从连云港海域海藻样品中获得的拮抗细菌 Y3F 进行鉴定并且研究菌株

Y3F 对黄瓜土传枯萎病害的控制效果。【方法】对 Y3F 进行形态、生理生化特征和 16S rRNA

基因序列分析，采用平板对峙法测定菌株 Y3F 的活菌液和无菌滤液的抑菌活性，利用盆栽试验

测定 Y3F 对黄瓜枯萎病害的防治效果。【结果】初步鉴定该菌属于蜡样芽孢杆菌(Bacillus 

cereus)，用 2216E 培养基振荡培养 24 h 的 Y3F 的无菌滤液对黄瓜尖孢镰刀菌有较强的抑菌活

性，表明菌株能分泌抑制病原菌生长的活性物质。盆栽试验表明，种植 30 d 后，浸种和灌根同

时处理(JG)的防治效果达到 50.46%，对黄瓜枯萎病害有明显的控制效果，显著提高黄瓜植株生

物量，显著降低黄瓜根际土的真菌和尖孢镰刀菌数量，增加根际的细菌和放线菌数量。【结论】

菌株 Y3F 能有效防治黄瓜枯萎病害，改善根际微生物结构，具有进一步开发应用的前景。 
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Abstract: [Objective] An antagonistic bacterium Y3F is isolated from marine algae in Lianyungang, 
its biocontrol effect on cucumber fusarium wilt is studied. [Methods] Y3F is identified as Bacillus 
cereus through the morphological, physiological and biochemical characteristics and phylogenetic 
analysis based on 16S rRNA gene sequence. The antimicrobial activity of broth and sterile filtrate of 
Y3F is checked by plate confrontation method, and its biocontrol activity to fusarium wilt of cucumber 
is checked by pot experiments. [Results] Y3F is identified as a member of Bacillus cereus. The sterile 
culture filtrate of Y3F in 2216E medium strongly inhibit the growth of Fusarium oxysporum strain cfcc 
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82185, implying that Y3F might secrete some kinds antifungal substances. The results of pot 
experiments indicated that soaking seeds and irrigating roots treatment (JG) could significantly increase 
the production of cucumber biomass, lower the incidence rate of fusarium wilt disease up to 50.46% 
after planting 30 days, and increase the total number of bacteria and actinomycetes, and decrease the 
number of fungi and Fusarium oxysporum strain cfcc 82185 in rhizosphere soil. [Conclusion] Strain 
Y3F can effectively control fusarium wilt of cucumber and improve microbial community structure in 
rhizosphere, and it has potential development and application prospect. 

Keywords: Strain Y3F, Cucumber fusarium wilt, Antagonism, Biocontrol 

黄瓜枯萎病是黄瓜连作障碍中主要的因素之

一，是黄瓜病害中危害最为严重、造成经济损失最

大的病害之一[1-2]。黄瓜枯萎病的病原菌是尖孢镰

刀菌(Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum)，病原

菌通过根部的伤口或根毛顶端侵入，在维管束内寄

生，破坏黄瓜的根、茎和叶，使黄瓜植株吸收和运输

水分的能力丧失，最终会导致黄瓜植株枯萎死亡[3]。

国内外对黄瓜枯萎病进行了较为详细和深入的研

究，化学农药是防治黄瓜枯萎病最常用的方法，但

是长期使用化学农药不仅会造成药物残留，污染环

境，危害人畜健康，而且病原菌会产生抗药性，逐

渐降低防效。因此，研制开发高效、安全、绿色的

防治黄瓜枯萎病的方法显得尤为重要。生物防治因

其对人畜无害、环境友好、不易产生抗病性，成为

行之有效的防治方法，生物防治黄瓜枯萎病害在国

内外也有报道[4-5]。目前应用于防治黄瓜枯萎病的生

防细菌主要包括芽孢杆菌(Bacillus spp.)和假单胞菌

(Pesudomonas spp.)等[6]，芽孢杆菌具有防病增产的

作用，在防治黄瓜枯萎病方面具有良好的前景。例如

Chung 等研究发现枯草芽孢杆菌 ME488 对黄瓜枯

萎病的发生有很好的抑菌效果[7]；韦巧婕等从根际土

壤中分离出对尖孢镰刀菌具有较强抑菌作用的菌

株 B，盆栽试验表明拮抗菌株 B和有机肥发酵制成

的微生物有机肥不仅能有效防治黄瓜枯萎病害，还

有促生作用[3]；张璐等从黄瓜根际土壤中筛选出对

黄瓜枯萎病菌有稳定拮抗效果的短芽孢杆菌 DS-1，

与对照相比，对黄瓜苗期的防治效果达到 84.92%[4]。 

近年来，虽然芽孢杆菌防治黄瓜土传病害已有

大量报道，但是大部分拮抗菌株都是从土壤或植物

根际分离出来的，从海洋中分离出来的芽孢杆菌应

用于黄瓜枯萎病害的防治还是比较少的，而且海

洋生防菌作为新型的生物资源，具有独特的生存

环境，能产生不同于陆地微生物的新颖的活性物

质，从海洋中筛选具有强定殖能力的生防菌的可

能高于陆地微生物中约 4%的几率[8]，具有研究开

发的价值。海洋细菌具有耐高低温、耐贫营养、

耐酸碱和耐盐等特性，能够产生不同于陆地微生

物的新颖的生物活性物质[9-10]，对于海洋微生物应

用于植物病害防治方面的报道也很多[11]，李伟等

从南海中分离出对黄瓜枯萎病菌有强抑制效果的

枯草芽孢杆菌 3512A，对黄瓜枯萎病害的田间防

治效果达到 70%以上[12]；刘小宇等分离出一株对

稻瘟霉菌和大肠埃希氏菌有很强抑菌活性的海洋

芽孢杆菌 ZJ8112[13]；汪晶晶等报道了海洋解淀粉

芽孢杆菌 GM-1 菌株对水稻纹枯病有明显的防治

效果，能够促进水稻幼苗的生长[14]。海洋藻类表

面附着大量的微生物，其中细菌主要集中在假单

胞菌属(Pesudomonas)、弧菌属(Vibrio)、微球菌属

(Micrococcus)、芽孢杆菌属(Bucillus)等[15]，海藻体

表的微生物可以应用于海洋防污治理、生物防治、

海洋药物的研发、食品防腐剂等。Egan等从石莼表

面分离得到 5株海洋细菌，其中 3株细菌对多种海

洋细菌和真菌的生长具有抑制作用[16]；Trischman

等从加利福尼亚海湾的石莼中分离出了 13株细菌，

其中 2 株革兰氏阳性菌能产生抗菌活性物质[17]；

Yoshikawa 等发现从海藻表面分离筛选到弧菌

C-979，其培养液对一些蓝细菌生长有抑制作用[18]。 

本研究从连云港海域中筛选出一株对黄瓜枯

萎病菌有强抑制作用的海洋细菌 Y3F，对该菌株进

行了鉴定，证明其为蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)。
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盆栽试验显示Y3F对黄瓜枯萎病害具有防治效果，

并对黄瓜有促生作用。初步研究显示该菌通过分泌

某种抗菌物质抑制黄瓜枯萎病原菌的生长。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株：从采集的连云港海域的海藻样品

中分离出菌株 Y3F (本研究中分离)；黄瓜尖孢镰刀

菌cfcc 82185 (Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum)

由南京农业大学海洋生物学重点实验室提供。 

1.1.2  供试土壤：从江苏省姜堰市采集的潮土用于

黄瓜盆栽防效试验，供试土壤的基本理化性质如

下：有机质含量 23.42 g/kg，全氮含量为 1.56 g/kg，

碱解氮含量为 103.6 mg/kg，速效磷和速效钾含量

分别为 13.1 mg/kg，126.6 mg/kg，pH 7.09。 

1.1.3  供试作物：用于盆栽试验的黄瓜品种为“富

阳 35F1”，是农业科学院育成的新一代杂交品种。 

1.1.4  培养基：2216E marine agar培养基参照 Sun

等的方法配制[19]；真菌 PDA 培养基、牛肉膏蛋白

胨培养基、高氏一号培养基、马丁氏培养基参照

赵斌等的方法配制[20]；尖孢镰刀菌选择性培养基

参照 Komada的方法配制[21]。 

1.1.5  主要试剂和仪器：Bacterial DNA Kit (50)试

剂盒购自 OMEGA 公司；引物由华大基因公司合

成；PCR扩增反应试剂购自TaKaRa公司。XSP-6C

双目生物显微镜，上海长方光学仪器厂；Bio-Rad 

PCR仪，美国伯乐公司；UVmini-1240紫外可见分

光光度计，岛津分析检测仪器；Eppendorf 5424R

高速冷冻离心机，德国艾本德公司。 

1.2  方法 

1.2.1  菌株 Y3F 的分离和筛选：待连云港东西连岛

海域退潮后，在岩礁、石块、贝壳、泥沙等海藻生

长基质采集海藻样品，将不易腐烂、个体大的海藻

直接收入采集袋，写好标签，4 °C保存备用。将采

集的海藻样品用无菌器具剪碎，再用无菌生理盐水

稀释 10倍后，吸取 100 µL在 2216E marine agar培

养基上均匀涂布，28 °C培养 24−72 h。分别挑取颜

色、形状、大小不同的单个菌落在 2216E培养基上

划线纯化，4 °C 保存分离纯化的菌株。采用琼脂

挖块对峙法[22]，将黄瓜枯萎病菌接入到 PDA 中

央，在距离病原菌 2.5 cm 四周用无菌打孔器打直

径为 5 mm的孔，每个孔内加入 25 µL的培养 24 h

的Y3F培养液，以接种2216E液体培养基的平板为

对照，设 3次重复，28 °C倒置培养 7 d后采用十字

交叉法测量不同处理的病原菌的菌落直径，计算

抑菌率，筛选出抑菌作用最强的拮抗菌。 

1.2.2  菌株 Y3F 的鉴定：(1) 菌株形态特征观察是

将菌株在 2216E培养基上涂布，28 °C培养 24 h，

对菌株的个体菌落的颜色、大小、形状等特征进

行记录，同时对菌株进行革兰氏染色。 

(2) 菌株的生理生化学特征鉴定：参照《常见

细菌系统鉴定手册》[23]调查生理生化学特征。 

(3) 菌株 16S rRNA基因序列测定分析：采用

Bacterial DNA Kit(50)试剂盒提取菌株 Y3F的基因

组 DNA，采用由华大基因公司合成的细菌 16S 

rRNA基因通用引物(27F：5′-AGAGTTTGATCCTG 

GCTCAG-3′，1492R：5′-TACGGCTACCTTGTTAC 

GACTT-3′)进行 PCR扩增。PCR反应体系(50 µL)：

10×PCR缓冲液 0.5 µL，20 mmol/L dNTPs 2.5 µL，

25 mmol/L MgCl2 4 µL，20 µmol/L正反向引物各  

1 µL，DNA模板 0.5 µL，175 U/µL Taq DNA聚合

酶 0.5 µL，ddH2O 40 µL。PCR反应条件：94 °C    

4 min；94 °C 1 min，55 °C 1 min，72 °C 1.5 min，

30个循环；72 °C 5 min。将 PCR扩增产物送交华

大基因公司测序，然后向 NCBI提交测得的菌株的

序列，同时进行 BLASTn相似性比对，选择相似性

较高的序列通过 MEGA 5.0 采用邻接法(Neighbor- 

Joining)构建菌株系统发育树。 

1.2.3  菌株 Y3F 对病原菌的抑菌能力测定：以菌

株 Y3F 作为拮抗菌株，制备菌株 Y3F 的培养液和

无菌滤液。菌株 Y3F的培养液制备：挑取 1–2环菌

株 Y3F接入到装有 30 mL 2216E培养液的 150 mL

三角瓶中，28 °C、180 r/min振荡培养 24 h后吸取

300 µL种子液接种到装有 30 mL 2216E液体培养
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基的 150 mL的三角瓶中，28 °C、180 r/min振荡培

养 24 h，4 °C保存备用。菌株 Y3F无菌滤液的制

备：将菌株 Y3F的培养液 4 °C、8 000 r/min离心

30 min，得到的上层清液用孔径为 0.22 µm的滤膜

过滤，4 °C 保存备用。分别吸取制备的菌株 Y3F

的培养液和无菌滤液 200 µL到 PDA培养基上，用

无菌涂布棒均匀涂布后在培养基的中央接种黄瓜

枯萎病原菌，以无菌的 2216E液体培养基为对照，

每个处理重复 3次。28 °C培养 72 h后每隔一天用

十字交叉法测量病原菌菌落直径，计算抑菌率[24]。 

1.2.4  菌株 Y3F 对黄瓜枯萎病害的盆栽防效测

试：拮抗菌液的制备：将制备好的菌株 Y3F 的培

养液用生理盐水稀释成 108 CFU/mL 的拮抗菌悬

液；病原菌孢子悬浮液的制备：将黄瓜枯萎病原

菌 cfcc 82185接种到装有 50 mL PDA液体培养基的

250 mL 三角瓶中，28 °C、180 r/min 振荡培养一

周，得到的菌液用无菌纱布过滤后，用无菌水稀

释成浓度为 108 CFU/mL的病原菌孢子悬浮液。 

拮抗试验方法：试验设计 5个处理，采用的拮

抗菌液施用方法：J：浸种处理；G：灌根处理；JG：

浸种和灌根处理；B：只接种病原菌孢子悬浮液；

CK：清水对照。浸种处理是将饱满的黄瓜种子在

拮抗菌液浸泡 30 min，催芽后播种在温室内装有

供试土的盆钵中，待黄瓜幼苗长至一心一叶时每

株幼苗灌根接种浓度为 108 CFU/mL 的病原菌孢

子悬浮液 20 mL；灌根处理是直接将黄瓜种子催芽

后播种在温室内装供试土的盆钵中，待黄瓜幼苗生

长至一心一叶时同时灌根接种病原菌孢子悬浮液

20 mL和拮抗菌液 20 mL；浸种和灌根同时处理是

先将黄瓜种子浸泡在拮抗菌液中 30 min，催芽后

播种在温室内装有供试土的盆钵中，然后待黄瓜幼

苗长至一心一叶时同时灌根接种病原菌孢子悬浮

液 20 mL和拮抗菌液 20 mL。只接种病原菌孢子悬

浮液是直接将黄瓜种子催芽后播种在温室内装有

供试土的盆钵中，待黄瓜幼苗长至一心一叶时灌根

接种病原菌孢子悬浮液 20 mL。设清水作为对照。

每个盆钵装入 800 g土，播种前每盆土施入 50 mL

黄瓜营养液[营养液配方(g/L)：(NH4)2SO4 0.190，

MgSO4 0.537，Ca(H2PO4)2·H2O 0.589，KNO3 0.915，

CaP2H4O8 0.337]，每盆播种 4粒，每个处理 10盆，

随机排列，播种后覆上一层地膜，地膜密封 2−3 d。

待出苗后白天温度保持在 24−28 °C，夜间温度保

持在 12−13 °C，光照时数保持在 8 h，每天喷施清

水保湿。 

1.2.5  发病调查：分别在播种后第 15、30 天调查

和记录各个处理黄瓜的病株数、发病症状，计算

发病率、病情指数和防治效果。当病级为 0级表示

植株叶面无症状，正常生长；病级为 1级表示植株

上 1/4以下的叶面表现出萎蔫症状；病级为 2级表

示植株上 1/4−1/2 的叶面表现出萎蔫症状；病级为

3 级表示植株上 1/2 以上叶面表现出萎蔫症状；病

级为 4级表示植株整株萎蔫死亡[2]。 

1.2.6  黄瓜盆栽植株生物量测定：黄瓜播种 1个月

后，每个不同的菌液处理的黄瓜盆栽随机采集   

10 株黄瓜植株样测定株高、根长、地上部分及地

下部分鲜重和干重。地下部分的干重的测定方法

是将地下部分的样品先 105 °C 杀青 30 min，再

70 °C烘干至恒重。 

1.2.7  黄瓜盆栽中根际土壤微生物种群和数量的

变化：黄瓜盆栽种植 1个月后，每个不同菌液处理

黄瓜盆栽随机采集 5株植株的根际土，混匀后装入

自封袋内，于 4 °C 保存，尽快处理样品。采用稀

释平板涂布分离法，分别对黄瓜植株根际土中的

细菌(牛肉膏蛋白胨培养基)、放线菌(高氏一号培

养基)、真菌(马丁氏培养基)、黄瓜尖孢镰刀菌(尖

孢镰刀菌选择性培养基)进行分离和计数。所有的

统计采用 SPSS 16.0进行单因素方差分析。 

2  结果与分析 

2.1  菌株 Y3F 的分离和筛选 

通过稀释平板涂布划线法分离得到的不同颜

色、大小、形状的菌株，采用琼脂挖块对峙法筛选

到了 2株对黄瓜尖孢镰刀菌有较强抑菌效果，抑菌

率达到 70%以上的菌株，把这两个菌株命名为 yw2、

Y3F。菌株 Y3F的抑菌效果最好，抑菌率为 71.45% 

(图 1)，以菌株 Y3F作为拮抗菌株进行下一步研究。 
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图 1  菌株 Y3F 的平板抑菌效果及其形态特征 
Figure 1  The antimicrobial effect and morphological characteristics of strain Y3F 

注：A、B：黄瓜尖孢镰刀菌在未接种 Y3F和接种 Y3F的平板上的生长情况；C、D：菌株 Y3F在 2216E培养基和油镜(1 000×)下

的形态特征. 

Note: A−B: The growth of Fusarium oxysporum cfcc 82185 without inoculation of strain Y3F and inoculation of strain Y3F; C−D：The 

morphology of strain Y3F in 2216E plate and under oil immersion lens (1 000×). 
 

2.2  菌株 Y3F 的形态特征 

菌株 Y3F在 2216E培养基上的菌落(图 1)呈现

圆形，乳白色，直径 5 mm−8 mm，边缘整齐，表

面光滑，中央凸起，菌落不透明。如图 1所示，Y3F

菌体在显微镜下呈杆状，芽孢呈椭圆形，革兰氏染

色阳性。 

2.3  菌株 Y3F 的生理生化特征 

菌株 Y3F能分解利用葡萄糖，能水解淀粉，分

解明胶，柠檬酸盐实验阴性，不产硫化氢，硝酸盐

还原实验阳性，吲哚实验阳性，卵磷酯酶实验阳性，

接触酶阳性，苯丙氨酸脱氨酶实验阴性。在 pH 9.0、

10% NaCl、55 °C下不能生长。菌株 Y3F理化特征

和蜡样芽孢杆菌基本相同(表 1)。 

2.4  菌株 Y3F 的 16S rRNA 基因序列分析及发

育树构建 

将菌株 Y3F序列提交至 GenBank获得的登录

号是 KX682281，通过 BLASTn进行相似性比对分

析显示，菌株 Y3F的 16S rRNA基因序列与 NCBI

数据库中比对的蜡样芽孢杆菌属同源相似度均大于

99%，最高的相似度达到 100%。同时通过构建的

系统发育树(图 2)可知，菌株 Y3F和 Bacillus cereus 

KSCI、Bacillus cereus Fck-1-16、Bacillus cereus 

HG10、Bacillus cereus Fck-1-17的亲缘关系最近，

同源性最高，而且 Bootstrap的检验值是 1 000。因

此，根据菌株 16S rRNA基因序列相似性分析，形

态特征和生理生化特性的结果，可以确定菌株 Y3F

为蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)。 

表 1  菌株 Y3F 的生理生化特性分析 
Table 1  Physiological and biochemical characteristics of 

strain Y3F 

测试项目 

Test items 

Y3F菌株 

Strain Y3F 

蜡样芽孢杆菌

Bacillus cereus

Glucose acid production + + 

Arabinose acid production − − 

Xylose acid production − − 

Glucose gas production − − 

Amylohydrolysis + + 

Citrate utilization − + 

Gelatin hydrolysis + + 

Hydrogen sulfide − − 

Nitrate reduction + + 

Indole production + + 

Phenylalanine ammonia lyase − − 

Phospholipase + + 

Catalase + + 

pH for growth 

5.7 + + 

6.8 + + 

9.0 − − 

NaCl concentration for growth 

3% + + 

5% + + 

7% + + 

10% − − 

Temperature for growth 

10 °C + + 

30 °C + + 

50 °C + + 

55 °C − − 

注：+：阳性；−：阴性. 

Note: +: Positive; −: Negative. 
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图 2  菌株 Y3F 的 16S rRNA 基因序列系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree based on analysis of 16S rRNA gene sequences of strain Y3F and some related strains 

注：括号中的序号为相关细菌的GenBank的登录号；分支点上的数字表示Bootstrap支持率；标尺表示每个核苷酸位点上的 0.005替换值. 

Note: The numbers in parentheses represent the sequence accession numbers in GenBank. The numbers in each branch point indicate the 
rate of support by bootstrap. The scale bar shows the 0.005 substitution value on each nucleotide site.  
 

2.5  菌株 Y3F 对病原菌的平板抑菌效果 

菌株 Y3F 对病原菌有很好的抑制效果，随着

时间的增加，抑菌作用越来越强，培养 5 d后，抑

菌率达到了 70%以上(图 3)。对于去除菌体的 Y3F

的无菌发酵滤液而言，无菌滤液对病原菌的抑菌活

性也是随着时间增加不断变强，培养 5 d后，菌株

Y3F 的无菌滤液的抑菌率大于 70%。菌株 Y3F对

黄瓜尖孢镰刀菌有明显稳定的抑制作用，菌株 Y3F

能分泌抑菌活性物质有效地抑制病原菌的生长。 

2.6  菌株 Y3F 对黄瓜枯萎病的生物防治作用 

在温室黄瓜盆栽试验中，从不同施菌处理方式

下的黄瓜植株的发病情况可以看出(表 2，图 4)，施

用拮抗菌的黄瓜植株病情指数明显低于病原菌和清

水对照的黄瓜植株病情指数。在种植 15 d后，不同

施菌处理方式下的防治效果也有明显差异，其中浸

种和灌根同时处理下的防治效果达到 64.10%，随着

种植天数的增加，黄瓜盆栽的病情指数也在增加，

但是浸种和灌根同时处理下的黄瓜盆栽的病情指数

上升幅度较小，显著低于对照的黄瓜病情指数。在

种植 30 d后，浸种和灌根同时处理下对黄瓜枯萎病

的防治效果为 50.46%，保持着较好的防治效果。 

2.7  菌株 Y3F 对黄瓜生长的促生作用 

通过分析采集的黄瓜植株样品，得到了黄瓜植

株的生物量数据(表 3)。与清水对照相比，浸种和

灌根同时处理、灌根处理下的黄瓜植株的株高、根

长、地上地下部分鲜重和干重都有显著性差异，浸

种处理下黄瓜植株的生长量与清水对照的差异不

是很明显，但是浸种处理下的黄瓜植株的生物量数

据还是高于清水对照下的数据。由此可见，浸种和

灌根同时处理、灌根处理方式下的黄瓜植株生长较

好，说明浸种和灌根同时处理、灌根处理的施菌方

式对黄瓜生长有明显的促生作用。 

2.8  菌株 Y3F 对盆栽黄瓜根际土微生物种群数

量的影响 

黄瓜种植一个月后，对黄瓜根际土的微生物进

行分离计数，从表 4中的数据可以看出，采用浸种 
 

 
 

图 3  菌株 Y3F 的发酵液和无菌滤液的抑菌效果图 
Figure 3  Fermentation broth and sterile filtrate of strain 
Y3F inhibite pathogenic fungi 



2376 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.10 

  

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

 

表 2  不同处理对黄瓜枯萎病的防治效果 
Table 2  Effect of different treatments on fusarium wilt of cucumber 

处理方式 

Treatment 

15 days 30 days 

发病率 

Incidence of 
fusarium wilt (%) 

病情指数 

Disease index 

防治效果 

Control 
efficiency (%)

发病率 

Incidence of 
fusarium wilt (%)

病情指数 

Disease index 

防治效果 

Control 
efficiency (%)

J 42.39±2.07d 38.06±0.37d 55.40±0.56b 55.36±3.02c 54.64±1.51d 39.85±1.67b

G 51.06±2.04c 43.33±1.67c 49.21±2.00c 58.62±2.81c 60.51±0.42c 33.38±0.46c

JG 31.28±1.05e 30.63±0.15e 64.10±0.22a 36.61±1.66d 45.00±1.44e 50.46±1.58a

B 98.33±1.67a 83.50±1.75a − 98.89±1.11a 90.83±3.19a − 

CK 85.33±1.48b 50.83±2.31b − 90.69±2.16b 68.76±0.65b − 

注：J：浸种处理；G：灌根处理；JG：浸种和灌根处理；B：只接种病原菌；CK：清水对照. 表中字母 a、b、c等表示在 P<0.05

水平上差异显著. 

Note: J: Soaking seeds treatment; G: Irrigating roots treatment; JG: Soaking seeds and irrigating roots treatment; B: Spore suspension of 
the pathogen treatment; CK: Water treatment. The letters a, b, c, etc in the table indicate significant difference at the P<0.05 level.  

 

 
 

图 4  不同处理方式下菌株 Y3F 对黄瓜枯萎病的防治效果 
Figure 4  The control effect of strain Y3F on cucumber fusarium wilt under different treatments 

注：A：灌根处理(G)；B：浸种处理(J)；C：浸种和灌根处理(JG)；D：清水对照(CK)；E：只接种病原菌(B). 

Note: A: Irrigating roots treatment (G); B: Soaking seeds treatment (J); C: Soaking seeds and irrigating roots treatment (JG); D: Water 
treatment (CK); E: Spore suspension of the pathogen treatment (B). 

 

表 3  不同处理方式对黄瓜植株生长的影响 
Table 3  Effect of different treatments on growth of cucumber 

处理方式 

Treatment 

株高 

Plant height 
(cm) 

根长 

Root length 
(cm) 

地上部分鲜重 

Fresh weight of 
aboveground (g) 

地下部分鲜重 

Fresh weight of 
underground (g)

地上部分干重 

Dry weight of 
aboveground (g) 

地下部分干重 

Dry weight of 
underground (g) 

JG 22.07±0.43a 6.29±0.34ab 52.36±0.09a 7.35±0.28a 15.25±0.38a 4.47±0.19a 

G 20.48±0.46b 6.00±0.35ab 50.33±0.21b 7.29±0.36a 14.24±0.78ab 4.42±0.03ab 

J 17.75±0.42c 6.37±0.46a 49.51±0.08b 7.02±0.22ab 13.17±0.21b 4.39±0.11ab 

CK 17.75±0.50c 5.28±0.22b 35.18±0.86c 6.35±0.13b 10.34±0.14c 4.04±0.13b 

注：JG：浸种和灌根处理；G：灌根处理；J：浸种处理；CK：清水对照. 表中字母 a、b、c等表示在 P<0.05水平上差异显著. 

Note: JG: Soaking seeds and irrigating roots treatment; G: Irrigating roots treatment; J: Soaking seeds treatment; CK: Water treatment. 
The letters a, b, c, etc in the table indicate significant difference at the P<0.05 level.  



陈香等: 对黄瓜枯萎病具防效的海洋源芽孢杆菌 Y3F的鉴定 2377 

 

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

表 4  不同处理对黄瓜根际土微生物数量的影响 
Table 4  Effect of different treatments on the density of microorganisms in rhizosphere 

处理方式 

Treatment 

细菌数 

Number of bacteria 
(×107 CFU/g) 

放线菌数 

Number of actinomycetes 
(×106 CFU/g) 

真菌数 

Number of fungi 
(×104 CFU/g) 

尖孢镰刀菌数 

Number of F. oxysporum 
(×103 CFU/g) 

J 7.08±0.96b 3.36±0.71b 3.06±1.56c 15.55±2.13c 

G 12.83±1.12a 12.92±1.70a 2.72±0.89c 4.08±0.58d 

JG 13.05±0.58a 13.64±0.42a 2.75±0.72c 4.42±0.89d 

B 5.78±1.22bc 3.90±1.48b 12.5±1.20a 64.28±4.71a 

CK 2.78±0.75c 4.67±1.10b 7.48±1.22b 26.01±1.17b 

注：J：浸种处理；G：灌根处理；JG：浸种和灌根处理；B：只接种病原菌；CK：清水对照. 表中字母 a、b、c等表示在 P<0.05

水平上差异显著. 

Note: J: Soaking seeds treatment; G: Irrigating roots treatment; JG: Soaking seeds and irrigating roots treatment; B: Spore suspension of 
the pathogen treatment; CK: Water treatment. The letters a, b, c, etc in the table indicate significant difference at the P<0.05 level. 
 

和灌根同时处理、灌根处理两种施菌方式下的黄瓜

根际土的细菌和放线菌数量明显高于清水和病原

菌对照。灌根和浸种同时处理的根际土细菌数和放

线菌相比较清水对照增加了 78.70%和 65.76%；灌

根处理的根际土细菌数和放线菌比清水对照增加

了 78.33%和 63.85%。对于根际土的真菌和尖孢镰

刀菌数量而言，施用拮抗菌液的根际土的真菌和尖

孢镰刀菌的数量明显低于清水和病原菌对照，其中

在浸种和灌根同时处理下的根际土的真菌和尖孢

镰刀菌数比清水对照降低了 63.23%和 83.01%。 

3  讨论 

蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)是革兰氏阳性

需氧型杆菌，能够产生多种生物活性物质，被广泛

用作生防制剂、饲料添加剂以及对人类胃肠道疾病

的防治等。研究表明蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)

不仅对多种植物病害有明显抑制作用，而且能促进

植物生长，如高芬等分离发现一株蜡样芽孢杆菌

BC98-1 对黄瓜枯萎病害有较好的抑制作用，而且

抑制作用稳定[25]；Xiao 等研究发现蜡样芽孢杆菌

X5 和农业有机废弃物制备的生物有机肥能够有效

控制温室盆栽和田间中的根结线虫(Meloidogyne 

sp.)[26]；Niu等发现菌株 Bacillus cereus AR156可

以很好地定殖于番茄根系，能够防治植株病害和促

进番茄植株生长[27]；Milner等分离到一株蜡样芽孢

杆菌 Bacillus cereus UW85对黄瓜、花生、烟草苗 

等植物病害有很好的防治效果[28]。本实验室筛选

得到一株菌株 Y3F，根据其菌株形态特征、生理

生化特征和《常规细菌系统鉴定手册》中蜡样芽

孢杆菌的描述基本一致，对于柠檬酸盐的利用情

况，菌株 Y3F 和蜡样芽孢杆菌是不同的，可能是

因为蜡样芽孢杆菌的菌株之间的理化性质会存在

一些差异[29]，蜡样芽孢杆菌可以根据对柠檬酸盐

利用、硝酸盐还原、淀粉水解、明胶液化性状的试

验分成不同型别。对菌株 Y3F的 16S rRNA基因序

列进行了比对分析，菌株 Y3F 和蜡样芽孢杆菌的

同源性最高[30]，认为该菌株 Y3F 属于蜡样芽孢杆

菌。菌株 Y3F 的发酵液对黄瓜枯萎病原菌有明显

稳定的抑制作用，其无菌滤液也对病原菌有显著的

抑制效果，说明了蜡样芽孢杆菌能够分泌出抑菌作

用强、稳定性好的生物活性物质[25]。这对进一步

提取拮抗菌抑菌活性物质，研究活性物质的结构组

成和拮抗作用机理提供了有效的依据。 

熊丽平通过不同施菌方法防控温室烟草青枯

病的试验中发现，浸种灌根的施用方式的防病效果

达到 80.23%，高于单个施用方法的防病效果，不

同施用方法的组合的防效高于单个施用方法的防

效[31]。在本研究的盆栽黄瓜实验中，通过浸种灌

根同时施用 Y3F菌液，接种 30 d后，对黄瓜枯萎

病的防治效果达到 50.46%，防治效果高于浸种、

灌根的单一施菌处理方式。表明不同施菌方式对防
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效结果有一定影响，当然影响防效的因素还包括施

用菌液浓度、时间、土壤含水量、pH、温度等[32-33]，

这些因素会影响生防菌在土壤中的定殖能力和对

病害的防治效果[34]。在黄瓜的生长期间，菌株 Y3F

不仅对黄瓜枯萎病有很好的防治作用，而且对黄瓜

的地上、地下部分鲜重、干重、株高、根长有一定

的促生作用，Turner等证明枯草芽孢杆菌能有效防

治 Rhizobium spp.引起的植物病害，同时能促进植

株生长，这些特点使枯草芽孢杆菌作为生防菌剂得

到了广泛应用[35]。经 Y3F 菌液处理的黄瓜根际土

的真菌和尖孢镰刀菌的数量明显低于清水对照和

病原菌对照，细菌和放线菌数量有所上升，这个结

果显示 Y3F 可能产生和分泌了某种抗生素，这与

王超等的研究结果相符合，即细菌、放线菌通过产

生生物活性物质抑制土壤病原微生物的生长与土

传病害发生[36]。综上所述，本研究从海藻中筛选

得到的蜡样芽孢杆菌 Y3F 具有对黄瓜枯萎病生防

作用和对黄瓜的促生作用，显示其具有潜在的在黄

瓜生产中的应用价值。 
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