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摘 要：【背景】连作障碍严重影响了当归种植产业的健康发展，开发能够提升当归质量的复合

菌剂已成为当务之急。【目的】研究叶面喷施抗病和不抗病 2 类复合菌剂对连作当归质量的影响，

为研发更有效的抗病促生复合菌剂提供理论依据和参考。【方法】采用稀释平板涂布分离法分离

菌株；显微形态观察结合分子鉴定技术鉴定菌株；采用常规方法测定菌株生理生化指标，并统计

当归生长、病害情况；采用高效液相色谱法测定当归根中有效成分含量；试剂盒检测法测定植物

生理生化指标及菌株相关酶活性；采用超高效液相色谱串联质谱联用技术结合多反应监测模式检测

内源激素代谢物含量。【结果】共筛选出 6 株对当归具有一定促生功能的菌株，根据对茄腐镰刀菌

(Fusarium solani)的拮抗作用分为由贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)、解淀粉芽孢杆菌(Bacillus 

amyloliquefaciens)与萎缩芽孢杆菌 (Bacillus atrophaeus)组成的抗病菌剂 (KJ)和侧孢短芽孢杆菌

(Brevibacillus laterosporus)、耐寒短芽孢杆菌 (Peribacillus frigoritolerans)、巨大芽孢杆菌 (Bacillus 
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megaterium)组成的无拮抗活性菌剂(BJ)，并将菌株复配后开展田间叶面喷施试验。KJ 组和 BJ 组

均促进了当归生长、缓解了土壤病害，有利于当归有效成分的积累：较对照组(CK)，KJ 组百株

重增加 29.69%、根腐病发病率降低 69.44% (P<0.05)；BJ 组百株重增加 47.97%、根腐病发病率降

低 25.00% (P<0.05)。KJ 组显著提高了叶片丙二醛含量、亚硝酸还原酶活性、铵态氮、净光合速

率(net photosynthetic rate, Pn)及蒸腾速率(transpiration rate, Tr)，显著降低了 DPPH 清除率及硝酸还

原酶、谷氨酸合成酶、可溶性糖、叶绿素(P<0.05)；BJ 组显著提高了叶片丙二醛、过氧化物酶、

总酚、类黄酮、谷氨酰胺合酶、铵态氮及 Pn、Tr (P<0.05)。此外，KJ 组较 CK 组显著上调了细胞

分裂素、水杨酸类激素水平，下调了茉莉酸、赤霉素类激素水平；BJ 组显著上调了脱落酸、生

长素、细胞分裂素、赤霉素类激素水平及 12-氧代植物二烯酸。【结论】由贝莱斯芽孢杆菌、解淀

粉芽孢杆菌与萎缩芽孢杆菌组成的抗病菌剂(KJ)和侧孢短芽孢杆菌、耐寒短芽孢杆菌、巨大芽孢

杆菌组成的无抑菌活性菌剂(BJ)均对当归具有抗病、促生作用。抗病菌剂能够在镰刀菌病原菌胁

迫环境下高效防控病害，但同时也需付出氧化毒性代价；不抗病菌剂可能更适合多种复杂环境，

通过优化当归自身生理功能，促进植株生长与防御潜能提升。

关键词：当归；叶面喷施；芽孢杆菌属；短芽孢杆菌属；质量
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Abstract: [Background] Continuous cropping obstacles have severely hindered the healthy 
development of the Angelica sinensis cultivation industry, making the development of compound 
microbial agents to enhance the quality of this medicinal plant an urgent priority. [Objective] We 
investigated the effects of foliar spraying with disease resistant and non-disease-resistant composite 
microbial agents on the quality of A. sinensis under continuous cropping conditions, aiming to 
provide a theoretical basis for developing more effective disease-resistant and growth-promoting 
compound microbial agents. [Methods] Bacterial strains were isolated via the dilution plate 
coating method and identified through morphological observation combined with molecular 
techniques. Conventional methods were employed to determine the physiological and biochemical 
characteristics of the strains, as well as to evaluate the growth and disease incidence of A. sinensis. 
The content of bioactive compounds in A. sinensis roots was quantified by HPLC. Commercial 
assay kits were used to measure the plant physiological and biochemical parameters, along with 
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strain-related enzyme activities. Endogenous hormone metabolites were analyzed by ultra-
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry with multiple reaction monitoring 
(UPLC-MS/MS+MRM). [Results] A total of six bacterial strains exhibiting growth-promoting 
effects on A. sinensis were screened out. According to their antagonistic activity against Fusarium 
solani, they were classified into two groups: the antagonistic strain (KJ) group consisting of 
Bacillus velezensis, B. amyloliquefaciens, and B. atrophaeus and the non-antagonistic strain (BJ) 
group comprising Brevibacillus laterosporus, Peribacillus frigoritolerans, and B. megaterium. 
Field foliar spraying experiments were conducted with the compound agents developed with these 
strains. Both KJ and BJ treatments promoted A. sinensis growth, alleviated soil-borne diseases, and 
enhanced the accumulation of active components. Compared with the control (CK), the KJ 
treatment increased the fresh weight per 100 plants by 29.69% and reduced the root rot incidence 
by 69.44% (P<0.05). The BJ treatment increased the fresh weight per 100 plants by 47.97% and 
reduced the root rot incidence by 25.00% (P<0.05). Compared with CK, the KJ treatment increased 
the malondialdehyde (MDA), nitrite reductase, ammonium nitrogen, net photosynthetic rate (Pn), 
and transpiration rate (Tr), but decreased the DPPH radical scavenging activity, nitrate reductase, 
glutamine synthetase, soluble sugars, and chlorophyll content of leaves (P<0.05). The BJ treatment 
enhanced the MDA, peroxidase activity, total phenols, flavonoids, glutamine synthetase, 
ammonium nitrogen, Pn, and Tr of leaves (P<0.05). Additionally, the KJ treatment significantly 
raised the cytokinin and salicylic acid levels while lowering the jasmonic acid and gibberellin 
levels compared with CK. The BJ treatment significantly elevated the abscisic acid, auxin, 
cytokinin, gibberellin, and 12-oxo-phytodienoic acid levels. [Conclusion] Both the KJ agent 
composed of B. velezensis, B. amyloliquefaciens, and B. atrophaeus and the BJ agent consisting of 
B. laterosporus, Peribacillus frigoritolerans, and B. megaterium demonstrate disease-resistant and 
growth-promoting effects on A. sinensis. The KJ agent effectively controls diseases under Fusarium 
stress but incurs oxidative toxicity costs. The KJ agent may be more adaptable to complex 
environments and enhances plant growth and defense potential by optimizing the physiological 
functions of A. sinensis.
Keywords: Angelica sinensis; foliar spraying; Bacillus; Brevibacillus; quality

在自然生态系统中，植物的生长发育及其

生理行为与植物微生物组存在密切的互作关

系[1-2]。这些微生物群落定殖于植物的各个部分，

包括根、茎、叶、花、果实等部位，通过参

与营养代谢、增强宿主对生物胁迫(如病原菌

侵染等)和非生物胁迫 (如干旱、盐胁迫等)的

抗性等多种机制，显著影响宿主的生理功能

和生态适应性[1,3]。植物与环境互作的关键界

面主要是叶际和根际[4]。据报道，叶际微生物

群落的优势细菌门以变形菌门(Proteobacteria)、

放线菌门(Actinomycetota)、厚壁菌门(Firmicutes)

和拟杆菌门 (Bacteroidetes)为主 [5-7]，优势细菌

属以假单胞菌属 (Pseudomonas)[5]、鞘氨醇单

胞 菌 属 (Sphingomonas) [6]、 甲 基 杆 菌 属

(Methylobacterium)[8]和黄单胞菌属(Xanthomonas)[9]

等为主。根际微生物群落的优势细菌门以变形菌

门 (Proteobacteria)、放线菌门 (Actinomycetota)、

酸杆菌门(Acidobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、

厚壁菌门 (Firmicutes)、绿弯菌门 (Chloroflexi)、

芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)和硝化螺旋菌门
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(Nitrospirae)为主[10-13]，优势细菌属以芽孢杆菌

属(Bacillus)、假单胞菌属(Pseudomonas)、固氮

菌属(Azotobacter)、节杆菌属(Arthrobacter)、根

瘤菌属 (Rhizobium)、农杆菌属 (Agrobacterium)、

黄杆菌属(Flavobacterium)和微球菌属(Micrococcus)

等为主[14-16]。总体来看，根际细菌群落较叶际

更为丰富和复杂，从根际分离筛选具有促生、

抗病功能的有益菌并进行开发利用已成为药材

绿色种植领域的关注热点[17-18]，目前，以芽孢

杆菌属[19]、短芽孢杆菌属(Brevibacillus)[20]菌株

为基础的根施型复合菌剂得到了广泛应用。但

是，由于土壤类型、环境温度和降水等气候差

异的影响，其应用效果尚不稳定，同时，药用

植物种植常需覆盖地膜，种植后根施处理操作

困难、成本高等问题也使其应用受到限制。目

前，叶面喷施型复合菌剂因用量少、成本低、

操作方便、使用自由度高、效率高等优点，正

在逐渐受到关注[21]，然而，将有效菌株通过复

配后应用到叶际的抗病促生效果目前尚不明晰。

当归为伞形科植物当归 [Angelica sinensis 

(Oliv.) Diels]的干燥根，具有补血活血，调经止

痛，润肠通便的功效[22]。目前当归以栽培品为

主，主产于甘肃[23]，在云南、四川等地也有种

植[24]。近年来，甘肃岷县、宕昌等道地产区因

连作障碍等因素，导致病害频发，产量下降，

据报道，仅根腐病在部分地区就可高达 50% 以

上[25]，严重影响了当归种植产业的健康发展，

因此，开发能够提升当归质量的复合菌剂已

成为当务之急。研究表明，叶面菌剂具有控

制植物病害、促进植物生长的应用效果。Gupta

等[26] 研究发现，铜绿假单胞菌 (Pseudomonas 

aeruginosa) PM1 可以诱导烟草和黄花蒿对烟草

花叶病毒 (tobacco mosaic virus, TMV)等产生抗

性，叶面喷施 PM1 可显著降低病毒 RNA 的

积 累。Guo 等[27] 用解淀粉芽孢杆菌 (Bacillus 

amyloliquefaciens) Ba13 悬浮液喷施在番茄植株

真叶上，发现 Ba13 菌剂通过激活番茄中与系统

抗性相关的基因表达和酶活性来提高番茄对黄

化曲叶病的防御能力；同时 Ba13 菌剂还促进番

茄根系发育和地上部生长。但在实际应用中，

叶面菌剂也存在一定的瓶颈，如定殖效率低、

稳定性差等[28-29]。我们前期研究发现，芽孢杆

菌属在当归根际土壤和叶际中均有出现，而短

芽孢杆菌属仅在根际土壤中出现，属于根际特

有微生物[10]。为进一步研究 2 类细菌属是否能

够通过叶面喷施提升当归质量，本研究以当归

为研究对象，从植株的根际土壤和根内组织中

分离菌株，根据菌株功能筛选促生菌株并进行

菌剂复配，通过叶面喷施研究复合菌剂对当归

质量的影响，以期为叶施菌剂的开发提供理论

基础。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　样品

岷县中药材生产技术指导站提供的岷归

1 号当归幼苗，经甘肃中医药大学崔治家教授鉴

定为伞形科植物当归 [Angelica sinensis (Oliv.) 

Diels]。

1.2　培养基、主要试剂和仪器

LB 培养基、马铃薯葡萄糖肉汤 (potato 

dextrose broth, PDB)培养基、马铃薯葡萄糖琼脂

(potato dextrose agar, PDA)培养基、葡萄糖蛋白

胨培养液、牛肉膏蛋白胨液体培养基、高氏一

号培养基、改良斯蒂芬逊培养基、国际植物研

究所磷酸盐生长培养基、阿须贝氏(Ashby)培养

基等[30-31]，北京酷来搏科技有限公司。乙腈、

甲醇、冰乙酸、三氯甲烷，北京迈瑞达科技有

限公司；阿魏酸对照品(纯度≥98.0%)、阿魏酸松

柏酯对照品(纯度≥98.0%)、Z-藁本内酯对照品

(纯度≥98.0%)，上海源叶生物技术有限公司；总

酚(total phenol, TP)含量检测试剂盒、DPPH 自由

基清除能力试剂盒、硝酸还原酶试剂盒、谷氨

酸合成酶试剂盒、叶绿素含量检测试剂盒，北

京盒子生工科技有限公司；革兰氏染色试剂盒，

广东环凯生物科技有限公司；30% 过氧化氢溶
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液、甲基红试剂，国药集团化学试剂有限公司；

石蕊试纸，天津塘沽澳科精细化工有限公司；

铬天青 S (CAS)试剂，上海中秦化学试剂有限公

司；亚硝酸盐氮、硝酸盐氮试剂盒，银川连华

科技发展有限公司。

气浴恒温振荡器，常州金坛恒丰仪器制造

有限公司；医用洁净工作台，济南鑫贝西生物

技术有限公司；显微镜，奥林巴斯(深圳)工业有

限公司；低速离心机，四川蜀科仪器有限公司；

紫外可见分光光度计，上海美谱达仪器有限公

司；便携式光合仪，北京力高泰科技有限公司；

多功能粉碎机，永康科莱尔有限公司；高效液

相色谱仪，安捷伦科技中国有限公司；超高效

液相色谱和串联质谱，上海 SCIEX 爱博才思分

析仪器贸易有限公司。

1.3　试验地概况

于 2024 年 4−10 月在位于甘肃省武威市天

祝藏族自治县华藏寺镇红大村的绿能农业科技股

份有限公司天祝中药材生态种植示范基地进行

(36.98°−37.05°N, 103.08°−103.15°E)，当地海拔

2 550 m，属大陆性高原季风气候，年平均气温

2 ℃，年无霜期 140 d，日照年均 2 500 h，年降

水量 260−700 mm，土壤类型为山地栗钙土。试

验地为连续种植 3 年当归的连作地块。

1.4　菌株的分离与鉴定

挑选大小(芦头直径约 0.4−0.6 cm)、重量(百

苗重约 100 g)一致的健康当归幼苗种植于大田

中，种植行距 30 cm，株距 15 cm，小区面积 30 m2 

(4 m×7.5 m)，种植前施用有机肥：有机质≥45%，

总养分(N+P2O5+K2O)≥4%，0.48 kg/m2。种植期

间叶面喷施课题组前期研制的复合菌剂，每 30 d

喷施 1 次，待生长 60 d 后，选取生长旺盛、无

病虫害的健康当归，采挖后用无菌毛刷刷取黏

附在根表面的细土混样作为根际土壤样品，土

壤和根部分别冻存备用。将根际土壤用无菌蒸

馏水梯度稀释 10−1−10−6 倍，根部通过 0.1% 的升

汞外植体消毒，无菌蒸馏水清洗 3−4 遍后进

行研磨，研磨液梯度稀释 10−1−10−6 倍。分别

吸取根际土壤和根部 100 µL 稀释液涂布于

TSA、PDA 等培养基，28 ℃培养 2−3 d 后分别

挑取单菌落采用平板划线法纯化，对纯化后

的菌株进行显微形态鉴定，初步选取芽孢

杆菌属和短芽孢杆菌属纯化菌株。使用通用

引物 27F (5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′)和

1492R (5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′)进

行 16S rRNA 基因序列 PCR 扩增，PCR 反应

体系：2×Taq DNA 聚合酶预混液 12.5 μL，27F 

(10 μmol/L)/1492R (10 μmol/L)各 1.0 μL，菌液

1.0 μL，ddH2O 9.5 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 

10 min； 95 ℃ 30 s， 58 ℃ 30 s， 72 ℃ 90 s，

34 次循环；72 ℃ 5 min；12 ℃保温。使用引

物 gyrB-F (5′-GGGGTCTACTGCTTCACCAA-3′)

和 gyrB-R (5′-TTGTCCGGGTTGTACTCGTC-3′)进

行 PCR 扩增，gyrB 保守基因反应体系：2×Taq 

DNA 聚合酶预混液 12.5 μL，gyrB-F (10 μmol/L)/

gyrB-R (10 μmol/L) 各 0.5 μL， 菌 液 1.0 μL，

ddH2O 10.5 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 150 s；

95 ℃ 15 s，50 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，34 次循环；

72 ℃ 10 min；12 ℃保温。电泳检测合格后，将

PCR 产物送至北京擎科生物科技股份有限公司

采用 Sanger 测序方法测序。使用 MEGA 11 软件

对 16S rRNA 基因序列、保守基因 gyrB 序列进

行串联，将得到的串联序列在 NCBI 数据库中进

行 BLAST 比对，下载同源性较高的序列，再利

用 MEGA 11 软件构建系统发育树。

1.5　菌株功能检测

对鉴定菌株分别进行茄腐镰刀菌(Fusarium 

solani)拮抗活性、解磷功能、甲基红反应、氨化

作用、接触酶试验等生理生化定性指标测定，

以及嗜铁素相对含量、硝化能力、固氮效能、

ACC 脱氨酶活性、过氧化物酶活性、漆酶活性

等生理生化定量指标测定。

甲基红反应：用无菌吸管接种菌液 0.1 mL

于葡萄糖蛋白胨培养液中，以不接种管作为对

照，放入 37 ℃温箱中培养 24 h。随后将 2 支试
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管摇动 3 min，沿管壁加入甲基红试剂 3−4 滴，

观察是否变色。

氨化作用：用无菌吸管接种菌液 0.1 mL 于

牛肉膏蛋白胨液体培养基中，以不接种管作为

对照。在试管口内壁各附挂 1 条红色石蕊试纸，

观察试纸是否变蓝。

接触酶试验：从平板中挑取少量菌种，滴

加 30% 过氧化氢溶液 2−3 滴，观察是否有气泡。

酶活性测定：ACC 脱氨酶活性参考文献

[32-33]方法测定；固氮酶活性采用蒽酮光电比

色法、固氮菌液全氮比色测定法等[34]测定；过

氧化物酶、漆酶活性按照试剂盒说明书所述分

光光度法测定。

促生指标测定：拮抗活性测定、解磷功能、

嗜铁素相对含量测定、硝化力测定等试验参考

姚阳阳[35]方法。

1.6　田间试验设计

通过菌株功能测定结果，将纯化菌株划分

为有抗病功能和无抗病功能 2 类。随后在 1.4 中

田间条件下，采用单因素完全随机设计，共设

置叶面喷施抗病菌剂组 (KJ)、不抗病菌剂组

(BJ)、对照组(CK) 3 个处理组，每个处理的小区

面积 30 m2 (4 m×7.5 m)，各重复 3 次。种植的当

归幼苗规格如 1.4 所述，KJ 组、BJ 组叶面每次

喷施复合菌剂 2×108 CFU/mL[36]，CK 组每次喷

施等量 PDB 培养基，种植于 4 月初进行，随

后于 5 月初至 8 月初每月叶面喷施处理 1 次，

共喷施 4 次，以叶片有水滴凝结为标准，喷施

时间为傍晚，环境温度为 10−20 ℃、湿度为

60%−80%。

1.7　叶片采集

待第 4 次喷施结束后的第 5 天进行叶片采

摘。每小区随机选取 10 株当归，采摘相同部位

叶片，每个处理组采集叶片 30 片进行混样，并

分为 2 份用液氮冻存，1 份用于检测激素代谢

组，1 份用于测定叶片生理生化指标。

1.8　当归生长、病害及有效成分测定

配制 6 个浓度梯度的阿魏酸 (0.002 16、

0.010 8、0.021 6、0.043 2、0.108、0.216 mg/mL)、

阿 魏 酸 松 柏 酯 (0.001 14、 0.005 7、 0.011 4、

0.022 8、0.057、0.114 mg/mL)、藁本内酯对照

品溶液(0.003 94、0.039 4、0.197、0.394、0.591、

0.788 mg/mL)，以峰面积(y)对浓度(x)进行线性

回归，相关系数(R2)要求≥0.999。精密量取 6 份

已知含量的样品溶液并精密加入适量的对照品

溶液，通过 HPLC 法测定，检测限为 0.1 μg/mL，

并计算回收率。HPLC 条件：色谱柱：Merk 

RP-C18 柱 (250 mm×4.6 mm, 5 μm)；流动相：

1% 冰乙酸水溶液(A)-乙腈(B)，梯度洗脱(0−60 min, 

19% B; 60−75 min, 100% B)；流速 1.0 mL/min；

检测波长 280 nm；柱温 30 ℃；进样量 20 μL。

各处理组随机选取 100 株完整当归，测定

百株鲜重、芦头直径、根颈长、根长，根据当

归根部病变计算根腐病发病率。各组随机选取

5 株当归按上述色谱条件测定阿魏酸、阿魏酸松

柏酯、藁本内酯含量。

1.9　叶片生理生化检测

按 照 检 测 试 剂 盒 说 明 书 测 定 丙 二 醛 、

DPPH、过氧化物酶、总酚、类黄酮、谷氨酰胺

合成酶、谷氨酸合成酶、亚硝酸还原酶、硝酸

还原酶、铵态氮、硝态氮、氨基氮、可溶性糖、

叶绿素等含量及酶活性。使用便携式光合仪测

定当归叶片净光合速率(net photosynthetic rate, 

Pn)、蒸腾速率(transpiration rate, Tr)。各处理组

3 个重复。

1.10　激素代谢组检测

采 用 超 高 效 液 相 色 谱 (ultra performance 

liquid chromatography, UPLC)和串联质谱(tandem 

mass spectrometry, MS/MS)检测数据，电喷雾离

子源温度为 550 ℃，正离子模式下质谱电压为

5 500 V，负离子模式下质谱电压为−4 500 V，

碰撞能量为 10−25 eV。基于标准品构建 MWDB 
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(metware database)数据库对质谱检测的数据进行

定性分析。利用三重四级杆质谱的多反应监测

模式 (multiple reaction monitoring, MRM)进行定

量分析。通过差异倍数(fold change, FC)分析挖

掘差异代谢物。各处理组 3 个重复。

1.11　数据处理及分析

采用 SPSS 21.0 软件对所得数据进行方

差齐性检验 (单因素 ANOVA 检验 )分析差异

显著性 (显著性水平 P<0.05)。用迈维云平台

(https://cloud. metware. cn/#/home)绘制变异系数

(coefficient of variation, CV)图、正交偏最小二

乘 判 别 分 析 (orthogonal partial least squares 

discriminant analysis, OPLS-DA)得分图、火山图

和聚类热图。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　菌株鉴定与功能分析

2.1.1　菌株鉴定结果

通过对当归根际土壤和根部稀释液的分离

纯化，共获得 18 株菌株，通过平板培养观察菌

落的形态、颜色、表面和边缘特征，借助显微

镜和染色技术观察分离菌株的细胞性状，初步

筛选了 6 株疑似芽孢杆菌属和短芽孢杆菌属纯

化菌株，其菌落表面呈现光滑、粗糙或褶皱的

形态特征，其细胞呈杆状，能够形成椭圆形芽

孢，具有周生鞭毛结构，经革兰氏染色呈阳性

反应[37] (表 1)。

对筛选菌株扩增后的 PCR 产物进行分子鉴

定，将测序获得的菌株 16S rRNA 基因序列、

gyrB 基因序列分别上传至 NCBI 数据库，并

与 NCBI 数据库中的序列进行比对，发现 6 株

菌 株分别为芽孢杆菌属的贝莱斯芽孢杆菌

(Bacillus velezensis)、解淀粉芽孢杆菌 (Bacillus 

amyloliquefaciens)、 萎 缩 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

atrophaeus)、巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)，

短芽孢杆菌属的侧孢短芽孢杆菌(Brevibacillus 

laterosporus)、 耐 寒 短 芽 孢 杆 菌 (Peribacillus 

frigoritolerans) ( 表 2)， 菌 株 测 序 覆 盖 率 为

表1　菌株形态特征

Table 1　Strain morphological characteristics

菌株编号
Strain No.

DG4

DG9

DG11

DG19

DG60

DG21

菌落形态
Colony morphology

白色、圆形、不透明、表面褶皱、边缘不整齐云雾状扩散
White, circular, opaque, with wrinkled surface and irregular, 
spreading (or diffuse) edge

米黄色、不透明、表面光滑、边缘不整齐云雾状扩散
Cream-colored, opaque, with smooth surface and irregular, 
spreading (or diffuse) edge

米黄色、圆形、不透明、凸起、表面粗糙、边缘不规则
Cream-colored, circular, opaque, raised, with rough surface 
and irregular edge

黑色、不透明、表面褶皱、缘不整齐云雾状扩散
Black, opaque, with wrinkled surface and irregular, spreading 
(or diffuse) edge

白色、圆形、不透明、面光滑湿润、边缘整齐
White, circular, opaque, with smooth, moist (or glistening) 
surface and entire (or regular) edge

黄褐色、表面粗糙、不透明、边缘不规则
Yellowish-brown, opaque, with rough surface and irregular 
edge

细胞性状
Cell characteristic

杆状、芽孢椭圆形、具有周生鞭毛、革兰氏阳性细菌
Rod-shaped, ellipsoidal endospore-forming, 
peritrichous, Gram-positive bacterium

杆状、芽孢椭圆形、具有周生鞭毛、革兰氏阳性细菌
Rod-shaped, ellipsoidal endospore-forming, 
peritrichous, Gram-positive bacterium

杆状、芽孢椭圆形、具有周生鞭毛、革兰氏阳性细菌
Rod-shaped, ellipsoidal endospore-forming, 
peritrichous, Gram-positive bacterium

杆状、芽孢椭圆形、具有周生鞭毛、革兰氏阳性细菌
Rod-shaped, ellipsoidal endospore-forming, 
peritrichous, Gram-positive bacterium

杆状、芽孢椭圆形、革兰氏阳性细菌
Rod-shaped, ellipsoidal endospore-forming, Gram-
positive bacterium

杆状、芽孢椭圆形、具有周生鞭毛、革兰氏阳性细菌
Rod-shaped, ellipsoidal endospore-forming, 
peritrichous, Gram-positive bacterium

767



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

微生物学通报 Microbiol. China

50%−100%。如表 2 所示，比对序列一致性均大

于 98.7%，说明鉴定结果可靠。

为进一步确认菌株的种类，使用 16S rRNA

基因序列和 gyrB 基因序列的串联序列构建系统

发育树，如图 1 所示，菌株 DG4、DG9、DG11、

DG19、DG60、DG21 分别与贝莱斯芽孢杆菌

(Bacillus velezensis) strain ZK-3、侧孢短芽孢杆

菌(Brevibacillus laterosporus) strain DSM 25、解

淀粉芽孢杆菌 (Bacillus amyloliquefaciens) strain 

GKT04、 萎 缩 芽 孢 杆 菌 (Bacillus atrophaeus) 

strain SW、 耐 寒 短 芽 孢 杆 菌 (Peribacillus 

frigoritolerans) strain JHS1、 巨 大 芽 孢 杆 菌

(Bacillus megaterium) strain NBRC 15308 的串联

序列可信度分别为 83%、100%、83%、84%、

100%、100%，为进一步的种水平鉴定提供了强

有力证据。

2.1.2　菌株功能

如表 3 所示，贝莱斯芽孢杆菌 DG4、解淀

粉芽孢杆菌 DG11、萎缩芽孢杆菌 DG19 对当归

根腐病病原菌茄腐镰刀菌具有拮抗作用，侧孢

短芽孢杆菌 DG9、耐寒短芽孢杆菌 DG60、巨大

芽孢杆菌 DG21 对茄腐镰刀菌无拮抗作用。此

外，巨大芽孢杆菌 DG21 具有解磷作用；菌株

DG4、DG9、DG11、DG19、DG60、DG21 均可

分解葡萄糖产酸，且均具有氨化作用；萎缩芽

孢杆菌 DG19、巨大芽孢杆菌 DG21 含有过氧化

氢酶，可分解过氧化氢。

如表 4 所示，6 株菌株均含有一定量嗜铁

素、过氧化物酶及漆酶，并且均具有硝化、固

氮的能力。其中，菌株 DG4、DG60 的嗜铁素相

对含量高达 80% 和 83%，这表明这些菌株在铁

元素获取和利用方面具有优势；侧孢短芽孢杆

表2　菌株的16S rRNA基因序列、gyrB基因序列同源性分析

Table 2　Similarity analysis of partial 16S rRNA and gyrB gene sequences of all strains

编号
No.

DG4

DG9

DG11

DG19

DG60

DG21

16S rRNA基因序列对
比信息(登录号) 
16S rRNA gene 
sequence comparison 
(accession No.)

Bacillus velezensis strain 
CR-502 (AY603658)

Brevibacillus 
laterosporus strain DSM 
25 (CP017705)

Bacillus 
amyloliquefaciens strain 
10-CK-CTC-1 
(MH894245.1)

Bacillus atrophaeus 
strain JCM 9070 
(AB021181)

Peribacillus 
frigoritolerans strain 
DSM 8801 
(MW578406.1)

Bacillus megaterium 
strain IHB B 4625 
(KF475802.1)

16S rRNA基
因序列一致性
16S rRNA 
gene sequence 
identity (%)

99

99

99

99

99

99

gyrB基因序列对比信息
(登录号) 
gyrB gene sequence 
comparison (accession 
No.)

Bacillus velezensis strain 
FZB42 (NC_009725.2)

Brevibacillus 
laterosporus strain DSM 
25 (CP017705)

Bacillus 
amyloliquefaciens strain 
GKT04 (CP072120)

Bacillus atrophaeus 
strain SW (CP154443)

Peribacillus 
frigoritolerans strain 
JHS1 (CP091882)

Bacillus megaterium 
strain NBRC 15308 
(CP009920)

gyrB基因
序列一致性
gyrB gene 
sequence 
identity (%)

99

100

99

100

99

99

细菌属
Bacterial genus

芽孢杆菌属
Bacillus

短芽孢杆菌属
Brevibacillus 

芽孢杆菌属
Bacillus

芽孢杆菌属
Bacillus

短芽孢杆菌属
Brevibacillus 

芽孢杆菌属
Bacillus 

菌株名称
Strain designation

贝莱斯芽孢杆菌
Bacillus velezensis

侧孢短芽孢杆菌
Brevibacillus 
laterosporus

解淀粉芽孢杆菌
Bacillus 
amyloliquefaciens

萎缩芽孢杆菌
Bacillus 
atrophaeus

耐寒短芽孢杆菌
Peribacillus 
frigoritolerans

巨大芽孢杆菌
Bacillus 
megaterium
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图1　基于16S rRNA基因和gyrB基因序列串联构建的系统发育树   括号中数值为GenBank登录号；分支

处标注有自展值；标尺0.01代表核苷酸替换率。

Figure 1　Phylogenetic tree constructed based on tandem sequence of 16S rRNA gene and gyrB gene. The values 

in parentheses are GenBank accession numbers; Bootstrap values are indicated at the branches; The scale bar 0.01 

represents the nucleotide substitution rate.

表3　各菌株生理生化特征

Table 3　Qualitative results of physiological and biochemical characterization of the strain

编号
No.

DG4

DG9

DG11

DG19

DG60

DG21

菌株名称
Strain name

贝莱斯芽孢杆菌Bacillus velezensis

侧孢短芽孢杆菌Brevibacillus laterosporus

解淀粉芽孢杆菌Bacillus amyloliquefaciens

萎缩芽孢杆菌Bacillus atrophaeus

耐寒短芽孢杆菌Peribacillus frigoritolerans

巨大芽孢杆菌Bacillus megaterium

平板拮抗真菌
Plate 
antagonistic 
fungi

+

−
+

+

−
−

解磷作用
Phosphate 
solubilization

−
−
−
−
−
+

甲基红
反应
Methyl red 
reaction

++

++

+

++

++

++

氨化作用
Ammonification

++

++

++

+

++

+

接触酶
试验
Catalase 
test

−
−
−
++

−
++

+：阳性结果；++：强阳性结果；−：阴性结果。

+: Positive result; ++: Strong positive result; −: Negative result.
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菌 DG9、巨大芽孢杆菌 DG21 具有较强的硝化

能力；贝莱斯芽孢杆菌 DG4、萎缩芽孢杆菌

DG19 固氮效能较强；侧孢短芽孢杆菌 DG9、萎

缩芽孢杆菌 DG19、耐寒短芽孢杆菌 DG60、巨

大芽孢杆菌 DG21 表现出较强的 ACC 脱氨酶活

性；贝莱斯芽孢杆菌 DG4、解淀粉芽孢杆菌

DG11 表现出较强的过氧化物酶活性；解淀粉芽

孢杆菌 DG11 表现出较强的漆酶活性。

综上，6 株菌株均具有一定的促生功能，但

通过聚类分析发现，6 株菌株无法按照促生相关

功能定量指标进行功能分类(图 2)，只能按照定

性指标划分为抗病型和不抗病型 2 类，所以在

后续实验中，将贝莱斯芽孢杆菌、解淀粉芽孢

杆菌与萎缩芽孢杆菌组成抗病菌剂组(KJ)，将侧

孢短芽孢杆菌、耐寒短芽孢杆菌、巨大芽孢杆

菌组成不抗病菌剂组(BJ)进行田间试验。KJ 组

和 BJ 组的复合菌剂按照 1:1:1 的活菌比例进行

配比，菌剂总浓度为 2×108 CFU/mL。

2.2　不同处理对当归生长、病害及有效

成分的影响

如表 5 所示，KJ 组和 BJ 组的当归芦头直

径、根颈长、根长、百株重均较 CK 组高，KJ

组百株重较 CK 组增加 29.69%，BJ 组百株重较

CK 组增加 47.97%。同时，根腐病发病率在组

间表现为 CK>BJ>KJ，其中，KJ 组较 CK 组降

低 69.44%，BJ 组较 CK 组降低 25.00%。

阿魏酸、阿魏酸松柏酯、藁本内酯对照

品 的 线 性 范 围 分 别 为 0.002 16 − 0.216、

表4　各菌株促生相关功能检测

Table 4　Quantitative results of physiological and biochemical characterization of the strain

编号

No.

DG4

DG9

DG11

DG19

DG60

DG21

菌株名称

Strain name

贝莱斯芽孢杆菌

Bacillus velezensis

侧孢短芽孢杆菌

Brevibacillus 

laterosporus

解淀粉芽孢杆菌

Bacillus 

amyloliquefaciens

萎缩芽孢杆菌

Bacillus atrophaeus

耐寒短芽孢杆菌

Peribacillus 

frigoritolerans

巨大芽孢杆菌

Bacillus megaterium

嗜铁素相对

含量

Relative 

siderophore 

content (%)

80.00±1.00a

52.00±1.00d

61.00±2.00c

58.00±1.00c

83.00±2.00a

68.00±0.40b

硝化力

Nitrification 

capacity (%)

1.76±0.03d

2.86±0.15a

2.04±0.02c

0.85±0.06f

1.51±0.05e

2.68±0.03b

固氮效能

Nitrogen fixation 

efficiency (g/g)

0.088 00±0.000 22b

0.007 50±0.000 33e

0.033 00±0.000 38d

0.094 00±0.001 10a

0.058 00±0.000 87c

0.058 00±0.031 00c

ACC脱氨酶

活性

ACC 

deaminase 

activity 

(μmol/min)

0

0.70±0.015a

0

0.36±0.041b

0.34±0.011b

0.34±0.03b

过氧化物酶

Peroxidase 

(U/mL)

87.78±0.20b

3.32±0.11e

203.65±2.36a

1.22±0.11f

16.13±0.10d

27.37±0.59c

漆酶

Laccase 

(U/mL)

1.71±0.31b

1.22±0.45c

4.49±0.29a

1.00±0.11c

1.06±0.15c

1.16±0.13c

同列数据不同小写字母代表差异显著。

Different lowercase letters within the same column indicate significant differences.
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0.001 14−0.114、0.003 94−0.788 mg/mL，对应当

归中含量分别为 0.086 4−8.64、0.045 6−4.56、

0.157 6−31.52 mg/g；其回收率分别为 97.49%、

98.27%、97.01%。结果表明，KJ 组的阿魏酸松

柏酯、藁本内酯含量显著高于其他组；BJ 组的

阿魏酸含量显著高于其他组，而藁本内酯含量

显著低于其他组。

2.3　不同处理对当归叶片生理生化指标的

影响

如图 3 所示，丙二醛(malondialdehyde)表现

为 KJ、BJ>CK，DPPH 表现为 CK>BJ>KJ，过

氧化物酶(peroxidase)、总酚(total phenolics)、类

黄酮 (flavonoids)表现为 BJ>KJ、CK。这表明，

抗病菌剂组可能对叶片细胞产生氧化毒性，导

致丙二醛含量升高、抗氧化能力下降。而不抗

病菌剂组通过增强抗氧化系统和次生代谢进行

主动防御，但防御反应具有局限性。

如图 4 所示，可溶性糖(soluble sugar)表现

为 CK>BJ>KJ，叶绿素(chlorophyll)表现为 CK、

BJ>KJ，净光合速率(net photosynthetic rate)、蒸

腾速率(transpiration rate)表现为 BJ>KJ>CK。这

表明，抗病菌剂组可能抑制了叶片的光合色素

合成和碳代谢，不抗病菌剂组能够调整光合与

蒸腾过程。

如图 5 所示，谷氨酰胺合成酶 (glutamine 

synthetase)表现为 BJ>KJ、CK，谷氨酸合成酶

(glutamate synthase)、 硝 酸 还 原 酶 (nitrate 

reductase)表现为 BJ>CK、KJ，亚硝酸还原酶

(nitrite reductase)表现为 KJ>BJ、CK，铵态氮

(ammonium nitrogen)表现为 KJ、BJ>CK，氨基

氮(amino nitrogen)表现为 KJ、CK>BJ。这表明，

抗病菌剂组可能抑制了叶片硝态氮代谢关键酶，

阻断硝态氮向有机氮的转化；不抗病菌剂组增

强了氨的同化，有机氮可能优先用于抗逆而非

生长。

如表 6 所示，叶片总氮含量无组间差异，

但光合速率和光合氮利用效率表现为 BJ>KJ>

CK，并且 BJ 组和 KJ 组的光合速率较 CK 组分

别提高了 402.76% 和 358.84%，光合氮利用效率

较 CK 组分别提高了 263.16% 和 200.00%。但是

KJ 组的叶绿素含量又明显低于 CK 组，这一矛

盾的结果可能表明，KJ 组通过放弃部分对叶绿

图2　菌株功能分组聚类热图

Figure 2　 Functional grouping cluster heatmap of 

bacterial strains.
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素的氮投入，转而将氮素集中用于提升光合系

统中的高效功能单元，使有限的氮资源更直接

地转化为光合速率的提升。

总体上，抗病菌剂组和不抗病菌剂组均能

通过优化氮素利用效率和增强光合机构功能

提升植物的光合能力，其中 BJ 组综合效果更

优，这一性能对于氮素利用率低的环境是有

利的。

表5　生长与有效成分综合评价表

Table 5　Comprehensive evaluation table of growth performance and bioactive components

Item

芦头直径Rhizome diameter (cm)

根颈长Root collar length (cm)

根长Root length (cm)

平均百株重Average weight per hundred plants (kg)

根腐病发病率Root rot incidence (%)

阿魏酸Ferulic acid (mg/g)

阿魏酸松柏酯Coniferyl ferulate (mg/g)

藁本内酯Ligustilide (mg/g)

KJ group

3.59±0.31a

3.32±0.71a

20.07±1.49a

8.30±0.79a

11.00±3.00c

1.10±0.01b

0.32±0.07a

18.20±0.24a

BJ group

3.47±0.51a

3.35±0.85a

20.67±1.11a

9.47±1.25a

27.00±2.00b

1.26±0.03a

0.21±0.05b

13.34±0.11c

CK

2.47±0.37b

2.63±0.82b

18.67±1.29b

6.40±0.53b

36.00±1.00a

1.04±0.02b

0.13±0.00b

17.06±0.38b

同列数据不同小写字母代表差异显著。

Different lowercase letters within the same column indicate significant differences.

图3　不同处理对当归叶片氧化应激系统的影响   不同小写字母代表差异显著，P<0.05。下同。

Figure 3　Effects of different treatments on the oxidative stress system of Angelica sinensis leaves. Different 

lowercase letters indicate significant differences, P<0.05. The same below.
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2.4　不同处理对植物内源激素代谢的

影响

2.4.1　CV 分布

CV 是用于衡量数据离散程度的常用指

标。借助经验累积分布函数(empirical cumulative 

distribution function, ECDF)，能够剖析 CV 值小

于特定参考值的物质出现的频率情况，质控样

本(quality control, QC)里 CV 值较低的物质占比

越高，意味着实验数据的稳定性越强。如图 6

所示，KJ 组、BJ 组、CK 组中 CV 值小于 0.2 的

物质占比均高于 80%，表明实验数据具有良好

的稳定性。

2.4.2　OPLS-DA 分析

通过 UPLC-MS/MS+MRM 方法在所有样本

中共检测并鉴定到了 61 种激素代谢物，主要包

括细胞分裂素(34.43%)、生长素(19.67%)、赤霉

素(19.67%)、茉莉酸(13.11%)、水杨酸(8.20%)、

脱落酸(3.28%)、乙烯(1.64%)七大类植物激素。

通过 OPLS-DA 了解组间激素代谢水平差异，

如图 7 所示，预测主成分(X 轴)和正交主成分

(Y 轴)对样品差异性的解释度分别为 53.4% 和

32.9%，两者共计 86.3%，3 个处理组沿坐标轴

发生明显分离，说明组间差异明显。其中，差

异代谢物的筛选标准为 VIP>1，OPLS-DA 模型

的 Q2 值为 0.984 (P<0.005)，表明模型的预测能

力出色，R2Y 值为 0.995 (P<0.005)，表明模型

对分组的解释优秀。

2.4.3　内源激素代谢物的组间差异

如图 8A、8B 所示，KJ 组与 CK 组共有激

素代谢物为 51 种，其中 9 种存在显著组间差

异，占总数的 17.65%，主要为生长素、细胞分

裂素、赤霉素、茉莉酸、水杨酸。其中，水杨

表6　不同处理对当归叶片光合氮利用效率的影响

Table 6　 Effects of different treatments on the 

photosynthetic nitrogen use efficiency of Angelica 

sinensis leaves

处理
Treatment

KJ

BJ

CK

光合速率
Photosynthetic
rate 
(μmol/(m2·s))

9.87±0.012b

10.91±0.029a

2.17±0.035c

总氮
Total 
nitrogen 
(μg/g)

172.69±7.31a

158.88±9.47a

157.87±11.42a

光合氮利用效率
Photosynthetic 
nitrogen use 
efficiency 
((μmol·g)/(m2·s·μg))

0.057±0.002 3b

0.069±0.004 2a

0.019±0.000 84c

同列数据不同小写字母代表差异显著。

Different lowercase letters within the same column indicate 

significant differences.

图5　不同处理对当归叶片氮素循环的影响   

Figure 5　Effects of different treatments on nitrogen 

cycling in Angelica sinensis leaves. 

图4　不同处理对当归叶片碳素循环的影响 

Figure 4　 Effects of different treatments on carbon 

cycling in Angelica sinensis.
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酸 2-O- β - 葡萄糖苷、顺式玉米素、赤霉素

A24、2-香豆酸盐等 4 种激素在 KJ 组显著上调，

N-(−)-茉莉酰基-(L)-缬氨酸、茉莉酰-L-异亮氨

酸、茉莉酸、顺式 - (+) -12-氧代植物二烯酸、

6-苄基腺苷等 5 种激素显著下调。同时，KJ 组

出现 2-甲硫基-N6-异戊烯基腺嘌呤、N-(3-吲哚

乙酰基)-L-苯丙氨酸等 2 种特有激素代谢物，CK

组出现赤霉素 A1、3-氧代-2-[2-(Z)-戊烯基]环戊

烷-1-丁酸、茉莉酸甲酯、N-(+)-茉莉酰基-(l)-苯

丙氨酸等 4 种特有激素代谢物。这表明，抗病

菌剂能够激活当归生长促进类激素和抗病相关

激素，抑制茉莉酸类激素和赤霉素活化，通过

以生长素为核心、牺牲茉莉酸功能的激素响应

图6　不同处理CV分布图   横坐标代表CV值，纵

坐标表示小于对应CV值的物质数目占总物质数的

比例，不同颜色代表不同的分组样本，QC为质控

样本，其中与X轴垂直的2条参考线对应的CV值为

0.2和0.3，与X轴平行的参考线对应物质数目占总

物质数的80%。

Figure 6　 Distribution map of CV under different 

treatments. The horizontal axis represents the CV 

values, while the vertical axis indicates the proportion 

of substances with CV values less than the 

corresponding value, relative to the total number of 

substances. Different colors represent different 

grouped samples, with QC denoting quality control 

samples. The two vertical reference lines correspond 

to CV values of 0.2 and 0.3, respectively, and the 

horizontal reference line corresponds to the 

proportion of 80% of the total number of substances.

图7　不同处理当归叶片内源激素OPLS-DA得

分图    横坐标表示预测主成分，横坐标方向可以

看出组间的差距；纵坐标表示正交主成分，纵坐

标方向可以看出组内的差距；百分比表示该成分

对数据集的解释度。图中的每个点表示一个样品，

同一个组的样品使用同一种颜色表示。

Figure 7　 OPLS-DA score plot of endogenous 

hormones in Angelica sinensis leaves under different 

treatments. The horizontal axis represents the 

predictive principal component, and differences 

between groups can be observed along the horizontal 

axis direction; The vertical axis represents the 

orthogonal principal component, and differences 

within groups can be observed along the vertical axis 

direction. The percentages indicate the contribution of 

each component to the explanation of the dataset. 

Each point in the figure represents a sample, with 

samples from the same group indicated by the same 

color. “Group” denotes the classification of samples.
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模式，帮助当归定向抵御特定病菌(茄腐镰刀

菌)，但也会打破原有激素平衡，带来生长或防

御的偏态代价。

如图 8C、8D 所示，BJ 组与 CK 组共有激

素代谢物为 55 种，其中 17 种存在显著组间差

异，占总数的 28.81%，主要为脱落酸、生长素、

细胞分裂素、赤霉素、茉莉酸、水杨酸。其中，

6-苄基腺苷、赤霉素 A7、吲哚-3-乙酰基-L-天冬

氨酸、L-苯丙氨酸、脱落酸、顺式-(+)-12-氧代

植物二烯酸、赤霉素 A1、L-色氨酸、吲哚、

3-吲哚丙烯酸、赤霉素 A6、吲哚-3-乙酸甲酯、

顺式玉米素等 13 种激素在 BJ 组显著上调，赤

霉素 A15、赤霉素 A20、N-6-异戊烯基腺苷-5′-

单磷酸、12-羟基茉莉酸等 4 种激素显著下调。

同时，BJ 组出现吲哚-3-甲酸、邻-托朴宁-9-葡

萄糖苷、间-托朴宁、赤霉素 A4 等 4 种特有代

谢物。这表明，不抗病菌剂可能较全面地激活

了当归生长促进通路和胁迫响应通路，同时对

少数激素进行了精准抑制，构建了生长-防御协

同增强的激素网络。

如图 8E、8F 所示，KJ 组与 BJ 组共有激素

代谢物为 51 种，其中 16 种存在显著组间差异，

占总数的 31.37%，主要为生长素、细胞分裂素、

赤霉素、茉莉酸、水杨酸。其中，赤霉素 A20、

赤霉素 A15、2-香豆酸盐、12-羟基茉莉酸等

4 种激素在 KJ 组显著上调，顺式-(+)-12-氧代植

物二烯酸、茉莉酰-L-异亮氨酸、茉莉酸、N-(−)-

茉莉酰基-(L)-缬氨酸、吲哚、3-吲哚丙烯酸、

L-色氨酸、赤霉素 A6、赤霉素 A7、吲哚-3-乙酰

基-L-天冬氨酸、6-苄基腺苷、N6-异戊烯基-腺嘌

呤-7-葡萄糖苷等 12 种激素显著下调。同时，KJ

组出现 2-甲硫基-N6-异戊烯基腺嘌呤、N-(3-吲哚

乙酰基)-L-苯丙氨酸等 2 种特有激素代谢物，BJ

组出现吲哚-3-甲酸、邻-托朴宁-9-葡萄糖苷、

间-托朴宁、赤霉素 A4、赤霉素 A1、3-氧代-2-

[2- (Z) -戊烯基]环戊烷 -1-丁酸、茉莉酸甲酯、

N-(+)-茉莉酰基-(l)-苯丙氨酸等 8 种特有激素代

谢物。这表明，抗病菌剂与不抗病菌剂对当归

激素系统的调控路径高度分歧，抗病菌剂仅能

激活局部激素通路，而不抗病菌剂通过全面激

活当归主动生长与防御的潜力，促进当归生长。

3　讨论　讨论

3.1　筛选菌株的功能差异

本研究从当归根际土壤和根部筛选出 6 株

芽孢杆菌属和短芽孢杆菌属菌株，经分子生物

学鉴定明确分类后，发现在抗病功能上发生明

显分化，其中，贝莱斯芽孢杆菌、解淀粉芽孢

杆菌、萎缩芽孢杆菌对当归根腐病致病菌—茄

腐镰刀菌具有明显的拮抗作用，与前人研究结
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图8　差异激素代谢网络图   KJ vs. CK的差异激素代谢物火山图(A)和聚类热图(B)；BJ、CK处理组火山

图(C)和聚类热图(D)；KJ、BJ处理组火山图(E)和聚类热图(F)。

Figure 8　Differential hormone metabolic network. Volcano plot (A) and clustered heatmap (B) of differential 

hormone metabolites for KJ vs. CK; Volcano plot (C) and clustered heatmap (D) for BJ and CK treatment groups; 

Volcano plot (E) and clustered heatmap (F) for KJ and BJ treatment groups.
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果[38-39]一致，侧孢短芽孢杆菌、耐寒短芽孢杆

菌、巨大芽孢杆菌对其无拮抗作用。同时发现，

6 株菌均具有产酸、氨化、嗜铁素合成等促生潜

力，但由于功能聚类分析结果显示其定量难聚

的特征，因而按其能否对病原菌产生拮抗作用

进行抗病型菌株和不抗病型菌株分类，进而复

配成两类叶面喷施型菌剂，进行田间试验。目

前，以贝莱斯芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌等菌

株为基础的单一菌剂已有报道[40-41]，但以上述

6 种菌株为基础进行复配菌剂研发的报道尚不

多见。

3.2　菌剂对当归生长、病害和有效成分的

影响

结果显示，KJ 组和 BJ 组均较 CK 组有明显

的促生效果，但 KJ 组与 BJ 组间并无明显差异，

KJ 组根腐病发病率降幅(69.44%)远高于 BJ 组

(25.00%)，这与菌株的茄腐镰刀菌拮抗功能直接

关联。研究表明，能够直接抑制病原菌生长的

菌株主要通过分泌抗菌物质压制病原菌定殖，

例如假单胞菌属的吩嗪类化合物[42]、乳酸菌属

的细菌素和有机酸[43-44]、链霉菌属的抗生素[45]

等均可通过氧化应激损伤、破坏病原菌细胞膜

完整性、抑制病原菌蛋白质合成等方式干扰病

原菌生长。据报道，芽孢杆菌属可通过分泌脂

肽类抗生素、肽类抗生素等破坏病原菌细胞膜、

抑制细胞壁合成[46-47]。该研究为进一步明确贝

莱斯芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌、萎缩芽孢杆

菌的抑菌机制提供思路。结果表明，当归阿魏

酸松柏酯、藁本内酯含量在 KJ 组最高，阿魏酸

含量在 BJ 组最高，说明菌剂对当归不同有效成

分的积累具有特异性调控作用。例如，不同菌

株中的活性物质可能通过激活苯丙氨酸解氨酶

(phenylalanine ammonia-lyase, PAL)、4-香豆酸:辅

酶 A 连接酶(4-coumarate:coenzyme A ligase, 4CL)

等关键酶的活性，促进阿魏酸及其衍生物的合

成[48-49]；或是通过调控倍半萜合成途径，影响

藁本内酯的积累[50]。此外，菌剂在降低病害发

生率的同时，减少了植株因抵御病原菌侵染消

耗的能量，使得更多光合产物能够向药用有效

成分转化，这也可能是有效成分含量提升的

原因。

3.3　菌剂对当归叶片生理生化指标的

影响

结果显示，KJ 组的丙二醛升高、DPPH 清

除率降低，说明抗病菌剂可能通过氧化毒性损

伤细胞膜；而 BJ 组则通过上调过氧化物酶、总

酚、类黄酮，启动主动抗氧化防御，但丙二醛

仍高于 CK 组，说明胁迫未完全消除。这可能暗

示，抗病菌剂取得抗病收益的同时要付出氧化

代价，不抗病菌剂的促生收益依赖于抗氧化代

偿[51]。KJ 组可溶性糖、叶绿素双低，与赤霉素

A1 下调相互呼应，表明抗病菌剂可能通过激素

网络抑制光合机构[52-53]。BJ 组高光合/蒸腾，与

赤霉素(A7/A4)、细胞分裂素(6-苄基腺苷)上调协

同，暗示这些促进生长的激素，促使植物叶片

上的气孔张开，同时提高与光合作用相关酶的

活性，进而优化 CO2 吸收与光能转化过程[54]。

KJ 组的硝酸还原酶、谷氨酸合成酶下调，铵态

氮积累，反映出硝态氮的代谢阻断，抗病菌剂

可能通过抑制氮同化关键酶，迫使当归依赖铵

态氮应急；BJ 组的谷氨酰胺合成酶上调、氨基

氮分配灵活，结合菌株的氨化功能，体现出铵

态氮高效同化和有机氮抗逆分配的特点。

由此可见，抗病菌剂通过氧化毒性快速抑

制病原菌，但会引发当归自身氧化损伤和代谢

抑制，而不抗病组通过抗氧化系统和激素协同

优化当归生理功能，更侧重于促生。

3.4　菌剂对当归内源激素的调控

结果表明，KJ 组通过激活水杨酸、细胞分

裂素通路，抑制茉莉酸、活性赤霉素，构建水

杨酸-茉莉酸拮抗的定向防御网络[55]。这种策略

虽能精准抵御茄腐镰刀菌，但会导致茉莉酸类

下调后其他损伤防御能力下降的后果，形成定

向防御的激素代价。而 BJ 组通过全面激活生长
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素、细胞分裂素、赤霉素、脱落酸、茉莉酸前

体等，提升激素利用效率，构建出生长-防御协

同网络，既满足当归生长需求，又通过脱落酸、

茉莉酸前体储备抗逆潜力，似乎更加适配复杂

田间环境。总体而言，抗病菌剂与不抗病菌剂

在调控当归健康生长上的生态路径存在明显差

异，抗病菌剂可能更适合镰刀菌的单一胁迫，

而不抗病菌剂则可能更适用于多种复杂环境。

4　结论　结论

本研究以当归为研究对象，从根际土壤与

根部筛选出 6 株芽孢杆菌属和短芽孢杆菌属菌

株。经分类鉴定及功能探究，菌株间抗病与促

生特性差异显著，基于此复配的 2 类叶面喷施

型菌剂在田间试验里展现出不同功效。总体而

言，2 类菌剂各有优势，抗病菌剂能够在镰刀菌

胁迫环境下高效防控病害，对保障当归在高病

害压力下的生存具有重要意义，但同时也需付

出氧化毒性代价。不抗病菌剂可能更适合复杂

环境，通过优化当归自身生理功能，促进植株

生长与防御潜能提升，为当归在相对稳定但需

综合提升生长态势与抗逆性的环境中提供助力。

该研究为当归种植中叶面喷施型菌剂的科学选

用提供了有力依据，未来可通过进一步探索

2 类菌剂在复配过程中的潜在协同机制，挖掘其

在病害抑制或植物代谢调控中的互补作用或筛

选低氧化毒性的菌株改良抗病菌剂性能等方式，

进一步实现当归质量提升。
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