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7=D

在人参体内的定殖规律及其在病原菌

胁迫下对人参防御酶活性的影响*为揭示
7=D

诱导人参产生抗病性的诱导抗病机制奠定基础*进而为人参根部病害

的绿色防控提供依据+,方法-采用抗生素标记法获得
7=D

菌株抗利福平的突变体菌株*采用灌根和叶面喷雾两种方

法接种*研究
7=D

在人参植株体内及人参根际土壤中的定殖规律)采用灌根法*利用盆栽试验研究不同处理条件下

7=D

对人参抗病相关防御酶活性的影响+,结果-从含
C$$

%

`
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KW

利福平抗性平板上得到标记菌株*该标记菌株能在

/5

培养基上稳定生长*抗性丢失率为
$

*且标记菌株与野生菌株的拮抗能力无明显差异+定殖试验结果表明*灌根

和叶面喷雾两种接种方式下*

7=D

P9.菌株均能在人参植株各个部位及根际土壤中定殖*并能在人参体内转移+其中*

灌根后
7=D

P9.在土壤中的定殖量在处理后第
%

天达到最大值*为
!<M]%$

C

O78

$
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)叶面喷雾后
7=D

P9.在叶片中的定殖

量在处理后第
%

天达到最大值*为
C<#]%$
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7=D

发酵液处理后再接种人参根腐病菌*与其他
C

个处理相比*

人参防御酶活性显著提高*
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XFE

和
XXF

分别在
7=D

发酵液灌根处理后第
%#

*

%L

和
%M

天达到峰值+,结论-

7=D

菌株能够在人参植株体内稳定定殖并传导*且能在一定程度上诱导人参产生抗病性+
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"为五加科人

参属多年生宿根草本植物*具有益气补心.生津安神

之功效*素有'百草之王(的美誉%

%

&

+人参栽培周期

一般为
L

&

D

年*较长时间的连作和自毒作用使得人

参根部病害发生严重*发病率在
#$\

左右*重者高

达
"$\

以上*严重影响人参的产量和品质*削弱了

我国人参产品在国际市场上的竞争力%

#BC

&

+目前*对

于人参根部病害的防治仍然主要依靠化学药剂*而

长期使用化学农药会导致病原菌抗药性的产生.人

参产品农药残留超标.农药对环境的压力加大等一

系列问题的出现*因此亟待寻求一种经济有效且对

环境友好的防治方法+生物防治作为一种安全有效

的防治手段*在人参病害防治中被广泛应用+

目前国内外关于人参根部病害生物防治的研究

报道相对较少*已有的研究也主要集中在生防菌的

筛选鉴定.田间防效测定及发酵条件优化等方

面%

!BL

&

+

V,*0-3

;

等%

D

&报道用
%$

余种常见土壤腐生

真菌和细菌来防治人参根腐病+傅俊范等%

"

&和周如

军等%

M

&从人参根际土壤中筛选到对人参锈腐病菌有

拮抗活性的细菌
#

株*并对其进行了鉴定及最适发

酵条件研究+孙卓等%

&

&采用平板对峙法从人参根际

土壤中筛选出
%C

株对毁灭柱孢菌!

$

2

"#*/4%.,4

@

%*

/&754C.5,*7

"具有良好抑制作用的菌株+姜竹%

%$

&从

人参根际土壤中筛选出
#

株对人参立枯丝核菌

!

B#J%.5%*#,7%",*#

"和人参尖镰孢菌!

9C7,4#C+%=D

2

7

@

%4C+

"具有拮抗作用的细菌菌株
NL&

和
f%

*并

对其进行鉴定.发酵研究和抗菌物质分析+

N

;
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&研究了枯草杆菌
NB!##M

对人参根腐病的抑制

作用+

人参根际土壤中栖息着大量对人参病害有生防

作用的有益微生物资源*这些有益微生物不仅可以

在其生长发育过程产生多种拮抗或竞争性的代谢产

物*而且还可以激活植物的防御反应使植物产生诱

导抗病性*这些过程是通过防御酶系应答而实现*因

此*防御酶活力往往与抗病性呈正相关%

%#B%C

&

+同时*

不同菌株田间定殖能力存在差异*生防菌株能否在

植物根表及植株体内高效定殖是其发挥生防功能的

重要前提+研究生防菌的环境适应性和定殖规律*

有助于解析生防菌的作用机制*更好地发挥其生防

功能+

解淀粉芽孢杆菌!
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7=D

是吉林农业大学植物病害综合治理实验室从人

参根际土壤中分离得到的
%

株生防细菌*室内研究

表明该菌株对人参主要病害病原菌具有较好的抑菌

效果*同时对植物具有一定的促生能力+田间试验

表明其能够有效防治人参根部病害*但对于生防菌

株
7=D

的生防机制和定殖特性尚不明确+本试验

采用灌根和叶面喷雾两种方法*研究
7=D

菌株在人

参根.茎.叶和根际土壤中的定殖规律*以及在病原

菌胁迫下
7=D

对人参防御酶活性的影响*为阐明解

淀粉芽孢杆菌
7=D

与人参的互作机制.进一步揭示

7=D

诱导人参产生抗病性的诱抗机制奠定理论基

础*进而推动该菌株的产业化开发与应用*为人参根

部病害的绿色防控提供技术支持+
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!

材料与方法

%<%

!

供试材料

%<%<%

!

供试菌株
!

解淀粉芽孢杆菌
7=D

!
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2
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Q
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".人参根腐病菌!

9C7,4#C+7%",D

*#

"*均由吉林农业大学植物病害综合治理实验室保

存提供+

%<%<#

!

供试品种
!

三年生人参!大马牙"*购自吉林

省抚松县松江和镇+

%<%<C

!

供试药剂
!

利福平!

P9.

"*邻苯二酚*

#$\

三

氯乙酸*

$<$#K(-

$

WRV

#

XF

!

溶液*

C$\

过氧化氢*

$<%K(-

$

W

过氧化氢*

Y*94BVO-

*磷酸二氢钠*磷酸

氢二钠*愈创木酚等试剂*均购自
=9

`

K,

和北京化工

等生物试剂公司+
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解淀粉芽孢杆菌
7=D

定殖特性
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!

生防菌株
7=D

抗药性突变菌株的筛选
!

抗

生素母液的配制#准确称取
L

`

利福平溶于适量甲

醇溶液中*待利福平完全溶解后定容至
%$$KW

*即

配制成质量浓度为
L]%$

!

%

`

$

KW

的利福平溶液*

备用+

将供试菌株转入含
L

%

`

$

KW

利福平!

P9.

"的

/5

平板培养基上划线*于
#Md

培养
!M1

+挑取可

以生长的突变体菌株*再接入同一
P9.

质量浓度的

/5

培养基*传代
%

次后转入含
%$

%

`

$

KWP9.

培养

基上*利用同样方法直至筛选出能在质量浓度为

C$$

%

`

$

KWP9.

的
/5

培养基上稳定生长*且菌落

形态.生理生化特性及对病原菌的拮抗作用等保持

不变的突变体菌株+

%<#<#

!

标记菌株遗传稳定性
!

将标记菌株在
/5

培养基上连续传代
#$

次后*接种在含有质量浓度为

C$$

%

`

$

KW

利福平的
/5

培养基上*观察其生长情

况)从中挑取单菌落接种于
WN

培养基中*于
#Md

*

%D$*

$

K9+

培养
#!1

*取菌液
%$$

%

W

涂布于
/5

培

养基上*于
#Md

培养
#!1

后*随机挑取
%$$

个菌落

点接到含
C$$

%

`

$

KW

利福平的
/5

培养基上*

#Md

培养
!M1

*以抗性菌株所占百分比计算标记菌株的

稳定性+
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!

菌株发酵液的制备
!

将菌株
7=D

和抗性标

记菌株
7=D

P9.在
WN

液体培养基中于
#M d

.

%M$

*

$

K9+

振荡培养
#!1

活化得种子液+按
D\

接种量.

装液量
L$KW

$

#L$KW

.摇床转速
%!$*

$

K9+

.初始

J

VD<$

.培养温度
#Md

.培养时间
%#1

的最优发酵

条件在发酵培养基中进行培养*制得菌体浓度为

%$

M

O78

$

KW

的发酵液*备用+

%<#<!

!

抗利福平突变菌株定殖特性
!

将
L$KW

菌

体浓度为
%$

M

O78

$

KW

的
7=D

P9.发酵液灌根接种于

人参根部*分别于接种后
%

*

C

*

"

*

%!

*

#%

*

#M

*

CL

*

D$@

取样*以浇灌等量清水为对照*每处理重复
C

次*测

定
7=D

P9.在人参植株各个部位和土壤中的定殖情

况+

将
C$KW

菌体浓度为
%$

M

O78

$

KW

的
7=D

P9.发

酵液均匀喷施于人参叶片表面*分别于接种后
%

*

C

*

"

*

%!

*

#%

*

#M

*

CL

*

D$@

取样*以清水为对照*每个处理

重复
C

次*测定
7=D

P9.在人参植株各个部位和土壤

中的定殖情况+

%<#<L

!

抗药性突变菌株的回收与计数
!

称取上述

各处理植株样品
$<L

`

*经体积分数
"L\

酒精浸泡

C$4

后*用质量分数
$<%\

升汞浸泡灭菌
LK9+

*再

用无菌水洗涤
D

次*取灭菌样品在
/5

平板上做印

迹检验表面灭菌效果+将样品晾干后剪碎并加入
%

KW

无菌水磨碎*静置
%$K9+

后吸取上清液
%$$

%

W

做梯度稀释
%$

S%

*

%$

S#

*

%$

SC

*分别取
%$$

%

W

上清液

及稀释液涂布含
P9.

!

C$$

%

`

$

KW

"的
/5

培养基平

板*每稀释浓度重复
C

次*置于
#Md

恒温箱中培养

#!

&

!M1

后*统计菌落数+根据每皿出现菌落数折

算为每克鲜组织中的细菌数!

O78

$

`

"+

%<#<D

!

回收菌株的鉴定及拮抗作用测定
!

结合原

始菌株的主要鉴定指标对回收菌株进行形态观察.

生理生化鉴定和
%D=E/5

序列分析*并测定回收菌

株对病原真菌的拮抗活性+

%<C

!

解淀粉芽孢杆菌
7=D

对人参防御酶活性的

影响

%<C<%

!

人参根腐病菌孢子悬浮液的制备
!

取在

XE5

平板上生长
L

&

"@

的人参根腐病病菌*在无

菌操作下*用直径
&KK

的枪头取
#

个菌饼*放入装

有
#$$KWXEN

培养液的
L$$KW

三角瓶中*

#Md

.

#$$*

$

K9+

条件下摇床培养
"#1

后*用无菌水稀释

成浓度为
%]%$

"

O78

$

KW

的孢子悬浮液*备用%

%!

&

+

%<C<#

!

盆栽试验设计
!

在吉林农业大学温室大棚

中!大棚进行遮光处理"*将三年生人参栽入盆中*每

盆
C

株*进行正常的栽培管理+试验共设
!

个处理#

)

%$KW7=D

发酵液灌根处理!

7=D

")

*

%$KW

人

参根腐病菌孢子悬浮液灌根处理!

9L7

")

+

先用
%$

KW7=D

发酵液灌根处理*再接种人参根腐病菌

!

7=Dp9L7

")

,

清水对照处理!

OR

"+每处理
C

次

重复*分别在处理后
C

*

D

*

&

*

%#

*

%L

*

%M

*

#%@

取样测

定防御酶活性+

%<C<C

!

防御酶活性测定
!

XXF

和
XFE

活性测定

分别参照汤绍虎等%

%L

&的邻苯二酚法和愈创木酚法)

O5Y

活性测定参照李仕飞等%

%D

&的分光光度法*试

验设置
C

次重复+

%<!

!

数据分析

利用
Z9>*(4(.0F..9>3?a>3-#$%C

对试验数据

进行整理*利用
EX=

统计软件对整理后的数据进行

分析+

#

!

结果与分析

#<%

!

解淀粉芽孢杆菌
7=D

的定殖特性

#<%<%

!

标记菌株遗传稳定性和拮抗活性
!

遗传稳

定性试验结果表明*将标记菌株在
/5

培养基上连

续传代
#$

次后*随机挑取
%$$

个菌落点接到含
C$$

%

`

$

KW

利福平的
/5

培养基上*

%$$

个菌落点均能
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第
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在含
C$$

%

`

$

KW

利福平的
/5

培养基上稳定生长*

抗性丢失率为
$

*说明所获突变体菌株
7=D

P9.具有很

好的遗传稳定性+拮抗活性试验表明*标记菌株的

特性与野生菌株相比未发生明显改变*且对人参根

腐病菌的抑菌带宽度分别为
D<#"

和
D<C%KK

*抑菌

效果几乎保持不变+

#<%<#

!

7=D

P9.在人参植株和根际土壤中的定殖动态

!

由图
%

可知*

7=D

P9.发酵液灌根后*从第
%

天起就

在人参根际土壤中检测到
7=D

P9.

*人参根中从第
C

天起*茎和叶从第
L

&

D$

天均能在植株体内检测到

7=D

P9.

*且其在人参根.茎和叶内的定殖动态趋势基

本一致*定殖量先呈逐渐上升趋势*到达峰值后下

降+人参根和茎中
7=D

P9.的定殖量均是在灌根处理

后的第
#M

天达到最大值*分别为
#<!]%$

C 和
%<!]

%$

C

O78

$

`

*在叶片中是第
#%

天达到峰值!

%<$]%$

C

O78

$

`

"*之后迅速下降+在土壤中的定殖量第
%

天

时最大*为
!<M]%$

C

O78

$

`

*之后则逐渐下降*第

C$

天后定殖量趋于平稳+

!!

由图
#

可知*

7=D

P9.发酵液叶面喷雾处理后*从

第
%

天起在人参叶.茎和土壤中均能检测到
7=D

P9.

*

且其在人参根.茎中的定殖动态趋势一致*均表现为

先升高后下降*分别在第
#%

天和第
"

天达到峰值+

在叶片中的定殖量第
%

天最大*为
C<#]%$

C

O87

$

`

*之后逐渐下降+

图
%

!

灌根处理后
7=D

P9.在人参根.茎.叶及

土壤中的定殖动态

79

`

<%

!

O(-(+9U,09(+(.40*,9+7=D

P9.

9+

`

9+43+

`

*((0

*

403K

*

-3,.,+@4(9-,.03**((09**9

`

,09+

`

29017=D

P9.

.3*K3+0,09(+b*(01

图
#

!

叶面喷雾后
7=D

P9.在人参根.茎.叶及

土壤中的定殖动态

79

`

<#

!

O(-(+9U,09(+(.40*,9+7=D

P9.

9+

`

9+43+

`

*((0

*

403K

*

-3,.,+@4(9-,.03*-3,.4

J

*,

;

9+

`

29017=D

P9.

.3*K3+0,09(+b*(01

#<#

!

解淀粉芽孢杆菌
7=D

对人参防御酶活性的影

响

#<#<%

!

XXF

活性
!

如图
C

所示*与清水处理相比*

单独用
7=D

发酵液处理.单独用病原菌接种处理

XXF

活性变化平稳且处于较低水平)

7=Dp9L7

处

理
XXF

活性出现了明显变化*第
C

&

&

天内逐渐上

升*第
&

天时达到
LC<CC8

$

`

*而后缓慢下降*第
%#

@

后
XXF

又开始回升且在第
%M

天时达到峰值

!

M%<D"8

$

`

"*分别是单独接种根腐病菌和清水对

照的
#<$C

倍和
%<DC

倍+这说明在病原菌的胁迫

下*

7=D

有利于抗病相关酶
XXF

的积累*有助于植

物对病原菌胁迫产生应答反应*对人参具有一定的

诱导抗性+

#<#<#

!

XFE

活性
!

如图
!

所示*

7=D

灌根处理后*

人参叶片中
XFE

活性与对照相比明显升高*其中以

7=Dp9L7

处理组
XFE

活性升高最为明显*分别在

处理后第
D

天和第
%L

天出现峰值*第
%L

天
XFE

活

性达到高峰!

CM$<D"8

$

`

"*为清水对照的
%<!#

倍+

与之相比*单独接种病原菌处理*人参叶片中
XFE

活性与对照差异不明显*先后出现相同趋势的上升

和下降交替*说明
7=D

对人参叶片中
XFE

活性表

达有明显的诱导和促进作用*在病原菌胁迫条件下*

经
7=D

处理
XFE

活性明显升高*使植株更容易产

生对胁迫的应答+

#<#<C

!

O5Y

活性
!

如图
L

所示*

7=D

发酵液处理

第
C

&

&

天*

7=Dp9L7

处理与其他处理相比*人参

O5Y

活性变化不明显*

7=Dp9L7

处理
&@

后*

O5Y

活性出现明显升高的趋势*在第
%#

天和第
%M

天出

现
#

次高峰值!

CD<M#

和
##<%$"8

$

`

"*分别是对照

组的
&<CD

倍和
#<L%

倍*显著高于其他处理+表明

7=D

在没有病原菌胁迫条件下对人参
O5Y

活性影

响无显著影响*在病原菌胁迫下能诱导人参
O5Y

活性提高*对人参具有诱导抗病的能力+
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图
C

!

7=D

发酵液对人参
XXF

活性的影响

79

`

<C

!

?..3>0(.40*,9+7=D.3*K3+0,09(+b*(01(+

XXF,>09:90

;

(.

`

9+43+

`

图
!

!

7=D

发酵液对人参
XFE

活性的影响

79

`

<!

!

?..3>0(.40*,9+7=D.3*K3+0,09(+b*(01(+

XFE,>09:90

;

(.

`

9+43+

`

图
L

!

7=D

发酵液对人参
O5Y

活性的影响

79

`

<L

!

?..3>0(.40*,9+7=D.3*K3+0,09(+b*(01(+

O5Y,>09:90

;

(.

`

9+43+

`

C

!

结论与讨论

解淀粉芽孢杆菌作为一种重要的生防菌*发挥

其生防功能的一个重要前提是能在植物体内快速稳

定高效地定殖*已有学者对这方面做了相关的研究

报道%

%"B##

&

+前期研究发现*解淀粉芽孢杆菌
7=D

对

人参根部病害表现出较高的生防活性*但将其开发

成生防制剂应用于生产中防治人参根部病害*还需

要进一步明确其在人参植株和根际土壤中的定殖特

性+本研究采用利福平标记法对
7=D

菌株进行了

抗生素标记*系统地研究了灌根和叶面喷雾两种处

理方式下*

7=D

在人参植株各个部位及根际土壤中

的定殖规律+结果表明*

7=D

P9.菌株在人参上的定殖

能力较强*在人参叶片中的最大定殖量可达
C<#]

%$

C

O78

$

`

*在人参根际土壤中的最大定殖量为

!<M]%$

C

O78

$

`

*且可在人参不同组织部位快速定

殖*并能在人参植株体内转移*这与杨洪凤等%

%&

&

.谯

天敏等%

#$

&关于解淀粉芽孢杆菌定殖特性的研究结

果相似*进一步说明
7=D

菌株具有作为生防菌的重

要特征+

生防菌的生防机制包括产生拮抗物质.营养和

位点的竞争.诱导植物系统抗性等多方面*其中诱导

植物系统抗病性一直是芽孢杆菌生防机制中的重要

组成部分+研究报道*解淀粉芽孢杆菌
7_N!#B5R

分泌的
4)*.,>09+

在减轻稻瘟菌对黑麦草造成危害

的同时*能够诱导黑麦草细胞出现多层次的
G=P

防

卫反应*包括过氧化氢的积累.提高细胞壁和细胞质

内过氧化物酶活性.胼胝质和酚类物质的积累以及

诱导与过氧化物酶.苯丙氨酸解氨酶.脂氧合酶.防

卫素等过量表达相关的典型过敏反应%

#C

&

*同时还发

现
4)*.,>09+

与芽孢杆菌产生生物膜有关*而生物膜

的形成又有利于生防菌的定殖%

#!B#L

&

+谷医林等%

#D

&

研究发现*解淀粉芽孢杆菌
W

H

%

可以通过影响黄瓜

植株细胞内超氧化物歧化酶等一些与防御活动有关

酶的活性*从而使黄瓜具有了对白粉病的抗性+本

研究也发现类似现象+解淀粉芽孢杆菌
7=D

在人

参植株体内能很好地发挥其诱导抗病性*

7=Dp9L7

灌根处理后人参植株体内
XXF

.

XFE

和
O5YC

种

防御酶的活性均明显升高*说明
7=D

有利于抗病相

关酶的积累*有助于植物对病原菌胁迫产生应答反

应*对人参具有一定的诱导抗性*这可能是解淀粉芽

孢杆菌
7=D

防治人参根腐病的重要机制之一+有

关解淀粉芽孢杆菌
7=D

的定殖机理和诱导抗性机

制还有待于进一步深入研究*为实现该菌株的开发

和应用提供技术支持+
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