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摘  要: 对从塔里木盆地苦豆子中分离得到的内生细菌进行皿内涂布拮抗实验、对峙培养法拮抗

实验、胞外分泌物拮抗性测定和盆栽控病实验等研究, 结果表明塔里木盆地苦豆子根瘤中存在大

量的棉花枯萎病菌拮抗性内生细菌。皿内涂布法筛选结果表明 60 株苦豆子根瘤内生细菌中有 48

株相对抑菌率超过 50%。对峙培养法对 48 株拮抗性内生细菌进一步筛选的结果表明, 对棉花枯萎

病菌抑菌距离超过 20 mm 的菌株有 40 株。40 株拮抗性内生细菌胞外分泌物对棉花枯萎病菌的抑

菌距离超过 5 mm 的有 26 株。KDRE12 和 KDRE41 对棉花枯萎病的盆栽控病平均防效分别为

67.11%和 72.65%, 具有应用潜力。 
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Abstract: Lots of endophytic bacteria strains isolated from healthy Sophora alopecuroides were studied 
by using surface spread plate experiment, confront antibiotic culture experiment, antagonistic activities 
of extracellular secretions determination and disease-control experiment in greenhouse. The results in-
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dicated that there were a lot of endophytic bacteria resources isolated from nodule of Sophora 
alopecuroides antagonized against Fusarium oxysporum. 48 strains with the relative inhibition rate 
more than 50% of total 60 endophytic bacteria were selected with surface spread plate method. 48 an-
tagonistic strains were then screened in confront antibiotic culture trial. The results showed that 40 
strains had inhibits against Fusarium oxysporum with more than 20 mm inhibition zone, and 26 strains 
with more than 5 mm in extracellular secretions inhibitory activities testing experiment on 40 antago-
nistic strains. In disease-control experiments with Fusarium oxysporum carried out in greenhouses, two 
isolates (KDRE12 and KDRE41) gave satisfactory results, with 67.11% and 72.65% average control 
effect, respectively, which have good applied potential. 

Keywords: Sophora alopecuroides, Nodule endophytic bacteria, Cotton Fusarium wilt, Biological con-
trol, Antagonism 

近年来, 从多种豆科植物的根瘤中分离得到非

共生性细菌[1−7], 这些非共生细菌生活在根瘤中, 但

不引起植物产生明显的病害, 为根瘤内生细菌。相

对于植物其它组织部位的内生细菌而言, 根瘤内生

细菌研究相对较少。植物内生细菌不仅将植物作为

其栖息场所, 而且对宿主植物有促生、防病、内生

联合固氮等广泛的生物学作用 [8−10], 根瘤内生细菌

也有类似的作用[5−7]。 

苦豆子 Sophora alopecuroides 别名草本槐、苦

豆根, 为豆科多年生耐盐旱生草本植物。苦豆子含

有多种单体生物碱, 并具有抗菌、抗癌、提高免疫

力等活性[11]。苦豆子各种组织中都有内生细菌分布, 

我们从苦豆子根瘤中分离得到 60 株内生细菌[12], 这

些内生细菌具有丰富的多样性[13], 同时也可能具有

其宿主植物一样的抗菌能力。 

棉花枯萎病(Cotton Fusarium wilt)是由尖孢镰

刀菌萎焉专化型 Fusarium oxysporum f. sp. vasin-

fectum 引起的, 由于其防治困难而给棉花生产带来

了巨大的危害, 新疆棉花栽培面积很大, 无法进行

轮作, 随着棉花连作年限增加, 棉花枯萎病发病率

有增加的趋势, 尤其是对枯萎病敏感的长绒棉, 损

失更为严重。 

针对新疆棉花生产中棉花枯萎病生物防治的需

要 , 我 们 进 行 了 苦 豆 子 根 瘤 内 生 细 菌 对 F. ox-

ysporum 的拮抗性研究, 以期筛选到能用于棉花枯

萎病生物防治的有效菌株, 为新疆棉花生产的可持

续发展服务。 

1  材料与方法 

1.1  培养基[14] 
根瘤菌及根瘤内生细菌的分离和纯化培养基均

采用 YMA 培养基, 病原真菌培养及拮抗性实验培

养基采用马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA), 根瘤内

生细菌培养采用营养琼脂培养基(NA)。 

1.2  靶标菌株 
F. oxysporum 由塔里木大学植物病理实验室

提供。  

1.3  供试根瘤内生细菌[15] 
从温宿县、阿拉尔市和乌恰县采集健康苦豆子

根瘤, 分离获得编号 KDRE1−KDRE60 的共 60 株根

瘤内生细菌用于本研究。 

1.4  皿内涂布法筛选拮抗内生细菌 
在直径为 9 cm 的 PDA 平板中加入 0.1 mL 制

备好的豆科植物内生细菌菌液, 涂布均匀后, 在平

板中央接入直径为 0.70 cm 的 F. oxysporum 菌饼 , 

28 °C 黑暗培养 5 d, 测量抑菌圈。取 0.1 mL 无菌培

养液代替内生细菌菌液涂布平板后接种真菌菌丝块

为对照。每处理重复 3 次。 

内生细菌对病原真菌的相对抑菌率计算如下 : 

相对抑菌率=(对照组病原真菌直径−试验组病原真

菌直径)/对照组病原真菌直径×100%, 相对抑菌率

超过 50%认为有抑菌作用。 

1.5  平板对峙培养法皿内筛选拮抗内生细菌 
在直径为 9 cm 的 PDA 平板中心接种 F. ox-

ysporum 菌块(d=0.7 cm), 距中心 1.5 cm 处划线接种
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待测内生细菌菌株, 每个菌株重复 3 次, 以划线接

种无菌培养液代替内生细菌菌液做为对照, 待对照

中 F. oxysporum 菌丝长至皿边缘时观察有无抑菌带

并做记录。 
内生细菌对病原真菌的拮抗性用抑菌距离来表

示: 抑菌距离=对照组病原真菌半径−试验组病原真

菌半径。 

1.6  拮抗细菌胞外分泌物抗菌活性的测定 
胞外分泌物的制备: 将 NA 平板上活化 24 h 的

拮抗细菌移植于 NB 培养液中, 28 °C、160 r/min 振

荡培养 48 h, 12 000 r/min 离心。取上清液, 经细菌

过滤器(Φ0.22 μm)过滤即得胞外分泌物原液。将胞

外分泌物原液涂布于 NA 平板, 检测过滤除菌是否

彻底。 

在接种 F. oxysporum 的 PDA 平板上(菌饼已长

至皿面积的 1/3)打 4 个直径 7 mm 的孔洞, 加入胞外

分泌物原液 50 μL, 以无菌培养液代替无菌胞外分

泌物接种作为对照, 每个处理重复 3 次。28 °C 培养

2−7 d, 观察有无抑菌圈产生, 测定大小。 

内生细菌胞外分泌物对病原真菌的拮抗性用抑

菌距离来表示: 抑菌距离=对照组病原真菌半径−试

验组病原真菌半径。 

1.7  拮抗菌株的盆栽控病实验 
试验设发病对照 CK1 (只接种 F. oxysporum)、

不发病对照 CK2 (不接菌)及处理组(接根瘤内生细

菌), 每处理 9 盆, 设 3 次重复, 每重复 10−12 株苗。 

选用籽粒饱满的军海一号棉花种子, 表面消毒

后按 10 粒/钵播于已灭过菌的钵土中, 棉花出苗后, 

注意浇水保湿。培养 30 d 后, 苗 2−3 叶期(高 7 cm− 

8 cm)时 , 处 理 组 每 苗 灌 入 根 瘤 内 生 细 菌 菌 悬 液

2 mL (109 CFU/mL), CK1、CK2 以无菌水处理替代。

接种根瘤内生细菌 2 d 后 , CK1 和处理组每钵灌入

50 mL (109 CFU/mL) F. oxysporum 菌悬液, CK2 灌等

量清水, 28 °C−32 °C 继续培养, 浇适量清水保湿, 

以利发病。出现病株后, 观察记录发病株数。植株

可见明显枯萎症状, 即记为发病株。以接种 F. ox-

ysporum 为起点日, 出现病株开始每 10 d 观察一次, 

共观察至 100 d。 

病情严重度分级如下:  
0 级=无症状, 植株健康;  

1 级=1−2 片子叶局部发病;  

2 级=子叶及一片真叶局部发病;  
3 级=二片真叶发病或脱落仅剩心叶;  

4 级=植株生长点或全株枯死。 
发病率、病情指数及防效计算公式如下:  

发病率(%)=∑病株数/调查总株数×100%; 

病 情 指 数 = ∑ (每 个 病 级 的 植 株 数 ×级 别 数 )× 

100/总植株数×最高级别数; 

相 对 防 效 (%)=( 对 照 病 情 指 数 −处 理 病 情 指

数)×100/对照病情指数。 

2  结果与分析 

2.1  皿内涂布法筛选拮抗内生细菌 
按照相对抑菌率超过 50%认为有抑菌作用的标

准, 从 60 株苦豆子内生细菌中共筛选得到 48 株有

抑菌作用的菌株, 用于平板对峙培养法皿内筛选。 

2.2  平板对峙培养法皿内筛选拮抗内生细菌 
28 °C 培养 7 d 后, 在内生细菌菌落的周围产生

明显的抑菌圈, 宽度不一。从表 1 可以看出各菌株

处理都可以抑制棉花枯萎病菌的生长 , 但不同内

生细菌菌株的抑菌效果存在明显差异。根据抑菌距

离来看, 其中抑菌距离 10.0 mm−15.0 mm 的有 2 株, 

15.1 mm−20.0 mm 的有 7 株 , 20.1 mm−25.0 mm 的

有 17 株 , 25.1 mm−30.0 mm 的有 23 株 , 最大值

30.0 mm。挑出拮抗菌株对棉花枯萎病菌抑菌效果

较好的(抑菌距离大于 20.0 mm)共 40 株做胞外分泌

物的抑菌活性的测定。 

2.3  拮抗细菌胞外分泌物抗菌活性的测定 
由表 2 可以看出内生拮抗细菌胞外分泌物对

棉花枯萎病菌的抑菌活性存在明显差异 , 其中拮

抗能力不明显的有 3 株 , 抑菌距离在 5.0 mm 以下

的有 11 株 , 5.1 mm−10.0 mm 的有 17 株 , 10.1 mm− 

15.0 mm 的有 7 株, 15.1 mm−20.0 mm 的有 2 株, 最

大值 19.3 mm。胞外分泌物对棉花枯萎病菌抑菌距

离超过 15.0 mm 的 2 株根瘤内生细菌用于盆栽控病

实验。  
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表 1  苦豆子根瘤内生细菌对棉花枯萎病菌的抑菌效果 
Table 1  Inhibitary effects of antagonistic nodule endophytic bacteria against Fusarium oxysporum in growth  

antagotism tests 

菌株
Strain 

抑菌距离 
Antagonistic  

distance (mm) 

菌株
Strain 

抑菌距离
Antagonistic  

distance (mm) 

菌株 
Strain 

抑菌距离
Antagonistic 

distance (mm)

菌株
Strain 

抑菌距离
Antagonistic  

distance (mm) 

菌株
Strain 

抑菌距离
Antagonistic 

distance (mm)
KDRE01 22.0±0.0c KDRE12 28.5±0.1d KDRE24 29.5±0.2d KDRE39 25.0±0.4d KDRE50 24.0±0.0c 

KDRE02 30.0±0.0d KDRE13 23.5±0.1c KDRE25 26.5±0.1d KDRE41 22.5±0.1c KDRE51 27.0±0.4d 

KDRE03 26.0±0.0d KDRE14 22.0±0.3c KDRE26 25.5±0.4d KDRE42 24.0±0.0c KDRE53 19.0±0.1b 

KDRE04 24.0±0.6c KDRE15 28.5±0.2d KDRE28 27.0±0.4d KDRE43 25.0±0.1d KDRE54 22.5±0.1d 

KDRE05 22.0±0.3c KDRE18 17.0±0.1b KDRE29 19.0±0.1b KDRE44 25.0±0.0c KDRE55 18.0±0.0b 

KDRE06 29.5±0.2d KDRE19 22.5±0.1d KDRE31 28.5±0.1d KDRE45 17.5±0.1b KDRE56 24.0±0.1c 

KDRE07 30.0±0.0d KDRE20 23.5±0.5c KDRE32 25.5±0.5d KDRE46 13.5±0.5a KDRE57 18.0±0.3b 

KDRE08 23.5±0.1c KDRE21 27.5±0.2d KDRE33 22.0±0.3c KDRE47 21.0±0.1c KDRE59 18.0±0.8b 

KDRE09 29.5±0.5d KDRE22 29.5±0.1d KDRE34 29.0±0.1d KDRE48 21.5±0.2c KDRE60 22.5±0.1d 

KDRE11 21.5±0.1c KDRE23 25.5±0.5d KDRE37 22.5±0.4c KDRE49 12.5±0.1a CK − 

注: −: 拮抗能力不明显或无拮抗现象(其中 CK 为−); 英文字母相同表示差异不显著; 不相同表示差异显著. 
Note: −: No antagonistic activates to tested pathogens. Same letters presented in the data means no significant difference among tested iso-
lates. Different letters means the difference was significant. 
 

表 2  苦豆子内生细菌胞外分泌物对棉花枯萎病菌的皿内抑菌效果 
Table 2  Inhibitary effects against Fusarium oxysporum of extracellular secretion of antagonistic nodule endophytic bacteria

菌株 
Strain 

抑菌距离 
Antagonistic  

distance (mm) 

菌株 
Strain 

抑菌距离
Antagonistic 

distance (mm) 

菌株 
Strain 

抑菌距离
Antagonistic 

distance (mm) 

菌株 
Strain 

抑菌距离
Antagonistic  

distance (mm) 

KDRE1 11.7±0.6c KDRE12 17.3±0.3d KDRE25 − KDRE42 0.3±0.3a 

KDRE2  8.0±0.0b KDRE13 13.0±0.7c KDRE26 11.5±0.3c KDRE43 7.3±0.1b 

KDRE3  6.3±0.3b KDRE14 11.7±1.3c KDRE28 12.7±0.4c KDRE44 5.3±0.4b 

KDRE4  6.3±0.3b KDRE15  4.7±0.1a KDRE31  4.0±0.2a KDRE47 5.0±0.6b 

KDRE5  8.0±0.0b KDRE19  8.3±0.3b KDRE32  4.7±0.3a KDRE48 9.3±0.3b 

KDRE6  8.0±0.0b KDRE20  3.3±0.3a KDRE33  5.0±0.0a KDRE50 7.7±0.1b 

KDRE7  7.7±0.1b KDRE21 − KDRE34  3.7±0.1a KDRE51 7.7±0.1b 

KDRE8  7.3±0.1b KDRE22  2.3±0.3a KDRE37  4.0±0.2a KDRE54 5.0±0.9b 

KDRE9 11.7±0.6c KDRE23  3.3±0.3a KDRE39  4.7±0.3a KDRE56 6.0±0.8b 

KDRE11 14.0±1.7c KDRE24 − KDRE41 19.3±0.3d KDRE60 8.3±0.8b 

注: −: 拮抗能力不明显或无拮抗现象(其中 CK 为−); 英文字母相同表示差异不显著; 不相同表示差异显著. 
Note: −: No antagonistic activates to tested pathogens. Same letters presented in the data means no significant difference among tested iso-
lates. Different letters means the difference was significant. 
 
2.4  拮抗菌株的盆栽控病实验 

从盆栽控病实验结果可以看出 (表 3, 图 1), 

KDRE12 和 KDRE41 对棉花枯萎病均有较好的防

治效果 , 到接种棉花枯萎病菌 100 d 时对棉花枯

萎病菌的相对防效分别为 59.30%和 80.49%, 但

两株菌之间存在差异。KDRE12 从 80 d 到 100 d

之间相对防效呈下降趋势, 80 d 时最高, 为 72.01%, 

平 均 防 效 为 67.11%; KDRE41 从 80 d 到 100 d
之 间相对防效存在波动 , 到 100 d 时达到最大 , 

为 80.49%, 平均防效为 72.65%。仅接种 F. ox-
ysporum 的对照组棉花枯萎病发病率很高 , 症状

明显(图 1)。  
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表 3  根瘤内生细菌盆栽防治棉花枯萎病菌的效果 
Table 3  The control effects of antagonistic nodule endophytic bacteria against Fusarium oxysporum in pot tests 

病情指数 
Desease indix 

棉枯萎相对防效 
Relative control effect (%) 编号 

No. 
80 d 90 d 100 d 80 d 90 d 100 d 

平均防效 
Mean control 

effect (%) 

KDRE12 23.89 26.76 38.80 72.01 70.02 59.30 67.11 

KDRE41 20.04 34.85 18.60 76.52 60.95 80.49 72.65 

CK1 82.65 87.59 94.62 − − − − 

CK2 0 0 0 − − − − 

 

   

图 1  拮抗菌株的盆栽控病实验结果 
Fig. 1  The result of antagonistic nodule endophytic bacteria against to Fusarium oxysporum in pot tests 

注: CK: 对照, 仅接种 Fusarium oxysporum; KDRE12、KDRE41: 接种内生细菌后接种 F. oxysporum. C: 感病植株茎部剖面. 
Note: CK: Control inoculated Fusarium oxysporum; KDRE12, KDRE41: Inoculating endophytic bacteria with F. oxysporum. C: Stems of 
cotton Fusarium wilt plant. 

 

3  结论与讨论 

本文研究结果表明 , 苦豆子根瘤内生细菌中

存在大量拮抗棉花枯萎病致病菌 F. oxysporum 的菌

株 , 40 个菌株在皿内对峙培养中对 F. oxysporum 抑

菌距离超过 20 mm, 胞外分泌物对 F. oxysporu 抑

菌距离超过 5 mm 的有 26 株。由于在皿内涂布、

对峙培养和胞外分泌物的拮抗性实验中 , 同一菌

株对 F. oxysporum 拮抗能力大小表现不完全一致 , 

有理由相信这些根瘤内生细菌至少可以通过营养竞

争和产生抗菌物质 2 种方式对 F. oxysporum 起拮抗

作用[16]。 

苦豆子中存在大量的内生细菌 [12−13,15,17−18], 很

多菌株对枯萎病菌有拮抗作用[12,17−18], 但从苦豆子

根瘤内生细菌中筛选拮抗枯萎病菌的菌种资源尚未

见文献报道。根瘤内生细菌相对于其他组织部位的

内生细菌而言, 对土壤的适应性更强, 用于土传性

病害的生物防治更具优势。本研究结果证实利用苦

豆子根瘤内生细菌来防治棉花枯萎病有很好的效

果, 有较好的应用潜力。 
苦豆子根瘤内生细菌的胞外分泌物对 F. ox-

ysporum 有较强的拮抗作用, 表明可以产生抗菌物

质。但产生什么性质的抗菌物质, 以及抗菌物质产

生的条件等问题还有待进一步研究。本研究为今后

苦豆子根瘤内生细菌抗菌物质的分离、纯化、生物

防治机制的研究奠定了理论基础。 
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