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摘  要: 拟对 Bacillus cereus CH2 菌株在田间条件下, 对茄子黄萎病的防治效果及其对茄子根围

土壤微生物群落结构和功能的影响进行研究。田间试验显示蜡状芽孢杆菌 Bacillus cereus CH2 对

茄子黄萎病有 60.6%的防治效果。对菌剂和清水对照处理小区茄子根围土壤的 Biolog 分析显示, 

CH2 的使用不会对根围土壤原有微生物群落结构和功能多样性产生显著影响, 同时对六大类碳源

利用能力的分析结果显示, CH2 的使用能在植株生长前期提高根围土壤微生物群体对除酚类化合

物的五大类碳源的利用能力。 
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Abstract: In this study we aimed to evaluate the biocontrol efficacy of Bacillus cereus CH2 against 
Verticillium wilt on eggplant in field condition and its influence on rhizosphere microbial community 
structure. Based on the results we can make a conclusion that Bacillus cereus CH2 could reduce the 
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desease incidence of Verticillium wilt on eggplant at 60.6%. The Biolog data showed that inoculating of 
CH2 had no significant impacts on the diversity of microbial community in rhizosphere. It also showed 
that its inoculation could increase utilizing ability of five groups of carbon sources except the phenolic 
compounds during the early growth stage of plants. 

Keywords: Verticillium wilt, Microbial community, Diversity, Carbon source 

Garland 和 Mills (1991)建立起一套通过对 95 种

不同碳源的利用来分析细菌群体潜在功能多样性的

Biolog GN 系统[1], 但该系统主要是用于病原细菌的

鉴定[2]。Choi 和 Dobbs 在此基础上开发了专门用于

群落结构分析和微生态研究的 EcoPlateTM[3]。与其他

方法如磷脂酸分析相比, Biolog 系统对环境变化的

监测更灵敏, 并且对温度和水等主要环境影响因素

的反应更灵敏。到目前为止, Biolog 系统已经被广泛

用于分析被污染土壤[4−5]、植物根围土壤[6−8]、极地

土壤[9]、用杀虫剂处理或接种微生物土壤[10−11]的结

构、功能及其变化的分析。 
Biolog 系统用于检测生防菌对土壤微生物群落

的影响始于 1991 年, Bej 等人利用 Biolog 系统分析

了基因改良菌株对土壤原有微生物群落结构和功能

的影响[11]。但是用于研究使用生防菌后植物根围微

生物群落的变化则始于 2003 年, Björklöf 等人利用

Biolog 系统结合其他方法分析了用基因标记的荧光

假单胞菌对白桦树根围微生物群落的影响[12]。现在

Biolog 系统已经成为一种快速简洁的检测土壤微生

物群落变化的常用方法。 
茄子黄萎病是由轮枝菌属(Verticillium)真菌引

起的土传维管束病害, 是茄子上最有破坏性的病害

之 一 [13], 据 不 完 全 统 计 , 重 病 地 区 发 病 田 块 达

40%−100%, 造成产量直接损失达 10%−40%[14], 病

害的发生可大幅降低茄子的产量和品质。黄萎病主

要为害叶片, 在茄子各个生长期均可发病, 以结果

期发病最重。近年来, 我国保护地茄子种植面积迅

速扩大, 而保护地的特殊光温、水肥条件及连年频

繁种植使茄子黄萎病危害逐年加重。目前对于该病

害 的 防 治 主 要 是 化 学 防 治 和 嫁 接 处 理 [15−16] 。 B. 
cereus CH2 是本实验室从连云港赣榆县番茄根围土

壤中分离到的一种能够产几丁质酶的菌株, 该菌株

本身及其发酵上清液和几丁质酶液对 Verticillium 
dahliae 有拮抗作用, 在温室试验中, 该菌株对于茄

子黄萎病的防治效果能够达到 69.69%[17]。本研究拟

对 Bacillus cereus CH2 菌株在田间条件下对茄子黄

萎病的防治效果及其对茄子根围土壤微生物群落结

构和功能的影响进行研究。 

1  材料与方法 

1.1  菌株培养   
从 R2A (g/L, 酵母粉 0.5, 酪蛋白胨 0.25, 肉

蛋白胨 0.25, 水解酪蛋白 0.5, 葡萄糖 0.5, 淀粉

0.5, 丙酮酸钠 0.3, 磷酸氢二钾 0.3, 水 合 硫 酸 镁

0.024, 琼脂 15, pH 7.2)平板上将该菌接种到 R2A

培养液中, 30 °C、200 r/min 培养, 36 h 后 7 000 r/min

离心 10 min, 收集到的菌体用少量无菌水悬浮, 混

匀并用滴液法测定悬浮液中活菌浓度。 

1.2  田间试验  
田间实验在河北邯郸进行。实验分为 B. cereus 

CH2 菌剂处理和清水对照, 每个处理设 4 个重复/小

区, 各小区在田间随机排列。处理时, 先将腐熟的

有机肥均匀撒在定植沟内, 将菌剂按每小区(40 m2) 

30 mL 菌剂(浓度 2.7×1012 CFU/mL)对水稀释 1 000

倍后用农用喷雾器均匀喷在施用过有机肥的土壤表

面, 然后盖上地膜。清水对照与菌剂处理方法相同。

处理 15 d 后进行移栽。 

1.3  病情统计标准   
实验中, 统计茄子发病情况参照 Stinson 等人

(2003)的病情分级标准为: 0 级: 健株; Ⅰ级: 植株症

状轻微, 叶片有小面积褪色, 植株不矮化; Ⅱ级: 中

度发病症状 , 叶片发黄发病 , 双生叶的部分萎蔫 , 

植株轻度矮化; Ⅲ级: 叶片彻底萎蔫, 所有叶片受侵

染, 植株严重矮化。 

1.4  茄子根围土壤样品的采集和样品处理   
采集土样时将茄子整株挖出, 抖掉附着的非根

围土后, 用毛刷将附着在根系上的土刷下来收集。
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每个小区分 5 点取样并分开保存。土样共分 4 次采

集, 分别为菌剂处理前 1 d、移栽前 2 d、移栽后 7 d
和移栽后 40 d。取样时分别从菌剂处理和清水对照

小区取土。菌剂处理的土样用 sb 系列表示, 清水对

照用 sc 系列表示, 4 批土分别编号为: sc1、sb1、sc2、

sb2、sc3、sb3、sc4、sb4。其中的数字代表取样的

批次。在处理样品时, 将土样用网径 2 mm 的铁筛过

筛, 然后从同一批次同一小区的 5 点土样中各称取 2 
g 并混匀作为作为该小区用于 Biolog 分析的样品。

每次分析均用新鲜土样。 

1.5  Biolog 检测 
Biolog 操 作 程 序 : 称 土 (已 换 算 成 烘 干 土 ) 

5.00 g, 放在 45 mL 生理盐水(0.85%氯化钠溶液)
中 , 振荡 30 min 后静置 5 min, 倒出上清液到加样槽

中, 摇匀加入 EcoPlate 中, 每个孔中加样 125 µL。

25 °C 恒温培养, 测定时间间隔为: 0 天开始, 每隔 1
天测 1 次。 

Biolog 数据的分析: 土壤群落生物功能多样性

分 别 用 Shannon 指 数 和 均 度 、 Simpson 指 数 、

McIntosh 指数和均度等表示。Shannon 指数和均度

用来评估微生物群落丰富度和均度, Simpson 指数用

来评估某些最常见种的优势度, McIntosh 指数和均

度来评估基于群落物种多维空间上的欧几里德距离

的多样性和菌度。在分析微生物群落对 EcoPlate 上

六大类碳源(聚合物、碳水化合物、有机酸、酚类、

胺类和氨基酸)时采用温育 96 h 后这些碳源所在孔

的颜色平均变化率(AWCD)来进行分析。为了比较各

个样品微生物群落对单一碳源利用能力的差异, 用

SPSS11.0 对所有样品数据进行主成分分析(Principal 
component analysis) 

2  结果与分析 

2.1  田间防治实验 
B. cereus CH2 对茄子黄萎病的田间防效见表 1。 

从表 1 中可以看出, 菌株 CH2 在田间对茄子黄

萎病具有很明显的防治效果, 与清水对照相比其防

效可达 60.6%。相比于温室中防治效果略有降低, 造

成这一现象的主要原因可能是由于田间环境条件相

对于温室来说更加复杂, 对于生防菌株的影响也相

对较大。 
 

表 1  B. cereus CH2 对茄子黄萎病的田间防效 
Table 1  Biocontrol efficacy of B. cereus CH2 against 

Verticillium wilt on eggplant in the field 
处理 

Treatment 
病情指数 

Disease severity (%) 
防病效果 

Biocontrol efficacy (%)
CH2 菌剂 
B. cereus CH2 15.4b 60.6 

清水对照 
Blank control  39.1a − 

注: 表中数据均为 4 个重复的平均值(P>0.05, LSD test). 
Note: Data means average value of four repeats (P>0.05, LSD test). 
 
2.2  根围土壤微生物群落功能多样性变化 

由表 2 可见, 处理前田间土壤的微生物群落结

构和功能多样性分布均匀, 各小区间差异不显著。

菌剂处理后, 各个处理的土壤微生物群落结构和多

样性在不同时期出现微小变化, 从而可以看出该菌

剂的使用对土壤中原有微生态有较小的影响。
 

表 2  反映根围土壤微生物群落功能多样性变化的 5 种指数的平均值 
Table 2  Means numbers of five different indexes which can reflect the change of microbial community in rhizosphere soil

土壤样品 
Soil sample 

Shannon 指数 
Shannon index 

Shannon 均度 
Shannon evenness 

Simpson 指数 
Simpson index 

McIntosh 指数 
McIntosh index 

McIntosh 均度 
McIntosh evenness 

sc1 3.195 0.928 47.50 5.890 0.951 
sb1 3.200 0.931 47.40 6.000 0.949 
sc2 3.197 0.935 47.87 5.883 0.953 
sb2 3.219 0.937 46.19 6.691 0.959 
sc3 3.192 0.930 49.84 5.628 0.952 
sb3 3.175 0.927 50.21 6.552 0.947 
sc4 3.269 0.952 43.96 7.124 0.967 
sb4 3.210 0.935 47.67 7.119 0.957 

注: t-检验均不显著(P<0.05). 
Note: Data are not significant different as determined by the t-test (P<0.05). 
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2.3  土壤样品微生物群落对单一碳源利用能力的

主成分分析 
从图 1 可以看出, 在处理前, 对照小区和待处

理小区土壤的碳源利用能力(聚合物)几乎完全一致

(sc1 和 sb1 几乎重叠)。从处理开始, 土壤中的微生

物群落碳源利用能力开始变化, 移栽前 2 d (sc2 和

sb2)和移栽后 7 d (sc3 和 sb3)的土壤微生物群落对碳

源的利用能力差异较大, 但此后处理和对照间的差

异随着植株的生长时间逐渐变小, 到移栽后 40 d 时, 

两个处理群落间碳源利用能力的差异已经很小(sc4
和 sb4)(由于其他几种碳源的分析图基本一致, 此处

仅以聚合物作为例子显示)。 
 

 

图 1  不同土壤样品中微生物群落对单一碳源(聚合物)利
用能力的主成分分析 
Fig. 1  Principal analysis of sole carbon source (polymers) 
utilizing ability of microbial community in different soil 
samples 
注: PC1 和 PC2 总共聚集了 86.9%的数据变异, 各样品点在主成

分坐标系中的位置可以反映样品间在碳源利用能力上的差异. 
Note: 86.9% data variation were gathered in PC1 and PC2, position 
of each samples in the Principal component coordinate system 
reflects the difference in carbon source utilizing ability. 
 
2.4  同一处理不同批次土壤对 6 种不同碳源的

利用 
处理前所取各小区土样的微生物群落对六大类

碳源的利用能力几乎没有差异, 但从菌剂处理开始, 
处理与对照间的差异逐渐显现, 随着茄子植株的生

长, 这种差异又逐渐缩小, 到移栽后 40 d 时, 菌剂

处理和清水对照土壤微生物群落对六大类碳源的利

用能力已经基本相同。除了酚类化合物, 菌剂处理

土壤微生物群落对其余五大类碳源的利用能力基本

都是先比清水对照高, 随后两者能力差异又逐渐缩

小并在 40 d 时基本相同(图 2)。 

3  讨论 

随着对化学杀菌剂和杀虫剂对环境和人体健康

影响的关注, 人们不断寻求对人体更安全, 对环境

影响更小的替代产品。由于对人畜安全, 对环境友

好, 生防制剂作为替代产品应用有较好的前景。本

实验室筛选到的 Bacillus cereus CH2 在温室和田间

实验中均对茄子黄萎病有一定的防效 , 田间防治

效果可以达到 60.6%。到目前为止 , 已经有较多

B. cereus 菌株被研究用于生物防治。其中最典型的

是 B. cereus UW85, 它已经被大量田间实验证明对

美国中西部地区的大豆根腐病和疫霉菌引起的猝倒

病有可靠的防效[18], 并且已在美国环境署作为大豆

的种子处理剂登记注册。但是, 到目前为止尚未见

B. cereus 菌株用于对茄子黄萎病生物防治的相关研

究报道。 
利用生物农药活菌制剂防治茄子黄萎病对生态

环境和其他生物的非目标效应还不清楚。Cook 等

(1996)评论 BCAs 潜在的非目标效应时提出, 非目标

效应可能包括: 竞争性取代、过敏、毒素和致病性。

通过争夺营养和空间, BCAs 会排除或取代环境中原

有 的 非 目 标 微 生 物 ; 人 类 或 其 他 动 物 可 能 会 对

BCAs 的孢子或制剂过敏, 同时 BCAs 所释放的帮助

控制病害的抗生素或生物碱对非目标生物可能会有

毒; 从风险管理方面来看最受关注的是 BCAs 可能

会侵染非目标生物 , 而不侵染目标生物 [19]。另外 , 
还要考虑的是 BCAs 被释放后繁殖并传播到非目标

环境中, 这可能会对当地土著生物产生难以预料的

影响[20]。有些 BCAs 是植物病原物的无毒菌株, 通

过与有毒菌株竞争而起到防效, 但这存在一种可能, 
即在无毒和有毒菌株间发生基因转移 , 从而导致

BCAs 获得致病力并因此失去生防能力[21]。因此, 不

论是经过基因修饰或自然的微生物在商业化应用之

前, 一定要对其在农业环境中的行为和对土壤生态

系统的潜在影响进行风险评估。
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图 2  同一小区不同批次土壤对六大类碳源的利用 
Fig. 2  Utilizing ability of six major carbon source of the soil samples from different time 

注: 图中 sc、sb 系列分别代表清水对照和菌剂处理, 数字则代表取样的批次。图中字母代表六大类不同碳源, 具体为: A: 聚合物; B: 糖

类; C: 有机酸类; D: 酚类; E: 胺类; F: 氨基酸类. 
Note: sc: Represent blank control; sb: Represent treatment of B. cereus CH2; Number means the time of sampling. Character in the 
picture represent the six kind of carbon source as described followed: A: Polymers; B: Sugars; C: Organic acids; D: Phenolic compounds; E: 
Amines; F: Amino acids. 
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本研究首次报道了利用 B. cereus 防治茄子黄萎

病, 且首次对茄子黄萎病生物防治过程中根围土壤

微生物群落结构和功能变化进行了分析。通过对菌

剂和清水处理后茄子根围土壤微生物群落的 Biolog

分析发现 B. cereus CH2 的使用对茄子根围土壤的微

生物结构和功能多样性没有显著影响, 这一结果与

其他学者关于生防细菌非目标效应的研究结果相一

致[22−23], 即外源施用的生防菌剂对于所施用环境原

有微生态不会产生显著影响 [24−26]。这一点正符合

人们对生物农药的期望, 即对环境安全。不仅如此 , 
B. cereus CH2 的应用在茄子植株生长前期提高了根

围土壤对除酚类化合物之外的五大类碳源的利用能

力。对于酚类化合的利用能力, 对照土壤比处理土

壤要高, 其中的原因可能是 B. cereus CH2 的使用抑

制了能利用该类化合物的微生物群落的生长, 这种

抑制作用的原因可能是营养竞争或其他因素所造

成, 这有待于以后的研究。 
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