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摘 要：在辣椒疫病为害较严重田块采集健康植株，从其根际土壤中分离筛选出具有抗疫霉菌活性的细菌菌株

Pa608。通过菌落形态特征以及分子水平同源性鉴定，测定其生理生化指标和胞外产酶特性，确定该菌株为铜绿

假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)；采用平板对峙法测试其抗菌谱，盆栽试验确定防效后应用于温室辣椒田测试

温室防效，发现该菌株对灰霉菌、稻梨孢菌、疫霉菌、炭疽杆菌具有较好的拮抗作用，当菌液浓度为 1.0×109 cfu/mL、

盆施 3 mL 对辣椒疫病的盆栽防效达 88.00 %；菌液稀释 10 倍、株施 50 mL 的温室防效达 74.96%。 
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Abstract: The bacterial strain Pa608 was isolated and screened from the inter-rhizosphere soil of healthy plants collected 

from fields with severe pepper blight damage, and was identified as Pseudomonas aeruginosa through colony morphology, 

molecular homology and its physiological, biochemical and extracellular enzyme-producing characteristics. The 

antimicrobial spectrum of Pseudomonas aeruginosa was tested by the plate standoff method, and the efficacy of the 

antimicrobial spectrum was determined in pot tests, and then applied to greenhouse pepper fields to test its greenhouse 

efficacy. It is found that the strain has good antagonistic effect on Botrytis cinerea, Pyricularia oryzae, Phytophthora capsici, 

Bacillus anthracis, etc. The efficacy was 88.00% in potted plants at a concentration of 1.0×109 cfu/mL, pouring 3 mL/pot, 

and the efficacy was 74.96% in conservatories at the tenfold dilution of the bacterial solution and pouring 50 mL/plant. 
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由辣椒疫霉菌(Phytophthora capsici)引起的疫病

是辣椒生产中危害十分严重的土传病害，自该病流

行以来，为害范围不断扩大[1]。辣椒疫霉菌致病力的

分化明显，且容易产生抗药性，化学防治较难控制，

还会对环境产生危害[2–4]。生物农药因其对环境危害

小、防效持久、不易产生抗药性等优点成为辣椒疫

病生物防治的首选。易龙等[5]采用平板对峙培养法，

从辣椒根际土壤分离获得的 276 个分离物中筛选出
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对辣椒疫霉菌有较强拮抗作用的放线菌 7 株，其中 1

株盆栽防效可达 73.2%；XU 等[6]于 2017—2018 年测

试 1 株多粘类芽孢杆菌 YCP16–23 对辣椒疫病的田

间防效为 38.09%~76.24%，防效不甚稳定。虽然近

年来筛选出用于辣椒疫病防治的生防菌株较多，但

可应用于田间防治的优良菌株依然稀缺。 

笔者从疫病为害严重的辣椒田块选取健康辣

椒植株，从其根部土壤中分离、筛选对辣椒疫霉菌

具有拮抗作用的细菌菌株后，对其生理生化指标、

胞外产酶特性进行了测试，并通过盆栽及温室大田

进行防效试验，以期筛选出可用于辣椒疫病防治的

优良生防菌株。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

2021 年 9 月，于湖南省长沙县高桥镇采集辣椒

疫病为害较严重田块的健康辣椒植株的根际土壤；

辣椒疫霉病原菌由湖南农业大学植物保护学院生

物测定实验室分离、鉴定获得；供试辣椒品种为‘中

科 M105f1’，由湖南省农业科学院蔬菜研究所提供。 

1.2 方法 

1.2.1 辣椒疫霉菌拮抗菌的筛选和鉴定 

将采集的土壤样本进行 LB 培养基平板稀释涂

布培养，挑取单菌落，采用平板对峙法[7–8]进行辣椒

疫霉菌拮抗菌的筛选，并将产生抑菌带的有效菌株纯

化保存。对抑菌效果最好的菌株进行形态学鉴定[9]、

胞外产酶特性鉴定[10]和 16S rDNA 分子鉴定[11]。 

1.2.2 辣椒疫霉菌拮抗菌的抗菌谱及其对辣椒疫

病的防效测定 

1) 参照况福元等[12]的方法，以真菌病原菌核

盘菌(Sclerotinia sclerotiorum)、稻梨孢菌(Pyricularia 

oryzae)、灰霉菌(Botrytis cinerea)、炭疽杆菌(Bacillus 

anthraci)、沙皮病菌 (Phomopsis citri)、青霉菌 

(Penicillium)为指示菌进行拮抗细菌的抗菌谱测定。 

2) 种植辣椒 36 盆，设置 3 个处理：T1，向距

离土层表面 1.5 cm 深处土壤注射 3 mL 无菌水，为

对照；T2，参照农业行业标准《辣椒抗病性鉴定技

术规程》中辣椒疫病病原菌接种方式，向距离土层

表面 1. 5 cm 深处土壤注射 3 mL 疫霉菌悬浮液，浓

度为 107 个孢子/mL[13]，与辣椒植株根部保持一定

距离，避免直接接触；T3，重复 T1，并在 1 d 后在

土层内注射拮抗菌菌悬液 3 mL，浓度为 1.0×109 

cfu/mL[14]。12 个重复。从接种后 10 d 开始，逐日调

查发病情况，至处理后 45 d 结束，计算病情指数[15]。 

3) 在湖南省农业科学院蔬菜研究所基地(湖南

省长沙县高桥镇)辣椒温室测定拮抗菌的温室防效。

处理 1，为空白对照，用 50 mL 无菌水浇灌辣椒根

部；处理 2，拮抗细菌菌悬液(LB 液体培养基，35 ℃、

150 r/min 培养 24 h，获得浓度为 109 cfu/mL菌悬液)

稀释 100 倍，取 50 mL 浇灌辣椒植株根部；处理 3，

拮抗细菌菌悬液稀释 10 倍，取 50 mL 浇灌辣椒植

株根部。在施菌 30 d 后测量株高。其后 6 月上旬、

7 月上旬(气温高、易发病期)处理 2 和处理 3 各施菌

1 次。于 7 月 28 采收计产并统计发病情况。 

1.2.3 统计分析 

运用 Microsoft Excel 2010 进行数据整理；使用 

SPSS 22 软件 One–way ANOVA 进行统计学分析。 

2 结果与分析 

2.1 辣椒疫霉菌拮抗菌的鉴定结果 

从辣椒根际土壤中分离出 209 株细菌，有 23

株对辣椒疫霉菌有拮抗作用。通过 2 次筛选，确定

有 9 株抑菌效果较好，其中拮抗效果最好的菌株的

抑菌带宽为 17.97 mm，抑菌率达 89.83%，将其命

名为 Pa608。将该拮抗细菌在 LB 平板上 30 ℃培养

2 d，菌落呈淡青色，大多呈圆形，边缘透明；革兰

染色呈阴性。扫描电镜下菌体呈棒状，长短不一，

表面不光滑(图 1)。 

 
  1 在 LB 培养皿中的菌落形态； 2 扫描电镜菌落形态。 

图 1 拮抗菌 Pa608 的菌落形态 

Fig.1 Colony morphology of antagonistic bacteria strain Pa608 
 

拮抗菌 Pa608 菌株在甘露醇、明胶、10% NaCl、

葡萄糖、氧化酶反应中表现为阳性；在乳糖、L–阿

拉伯糖、麦芽糖、半乳糖、木糖、蔗糖、吲哚中表

现为阴性。另外， Pa608 菌株可向胞外分泌蛋白酶、

纤维素酶，并具有溶磷效果，但该菌株不向胞外分

泌淀粉酶(图 2)。 

1 2 
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    1 蛋白酶分泌检测结果；2 淀粉酶分泌检测结果；3 纤维素酶分泌检测结果；4 磷酸盐溶解检测结果。 

图 2 拮抗菌 Pa608 的胞外产酶特性 

Fig. 2 Characterization of extracellular enzyme of strain Pa608 
 

提取拮抗菌 Pa608 的 DNA，通过 PCR 扩增获

得 1425 bp 16S rDNA 序列。将获得序列在 NCBI

数据库中进行比对，确定其与 Pseudomonas 

aeruginosa strain WZ029 序列的相似度为 99.30%，

确 定 该 菌 株 为 铜 绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 

aeruginosa)。将获得的 16S rDNA 序列上传至 NCBI

数据库，获得登录号为 ON908816。从 GenBank 中

调取假单胞菌属不同种的 8 个菌株的 16S rDNA 序

列，并结合 Pa608 序列构建系统发育树，如图 3 所

示，将该菌株命名为 Pseudomonas aeruginosa 

Pa608。

 

 

图 3 基于 16S rDNA 基因序列构建的拮抗菌 Pa608 的系统发育树 

Fig. 3 Phylogenetic tree of strain Pa608 based on 16S rDNA gene sequence 
 

2.2 辣椒疫霉菌拮抗菌的抗菌谱及其防效 

拮抗菌 Pa608对灰霉菌、稻梨孢菌、沙皮病菌等

都具有抑制作用(图4)， 对稻梨孢菌的抑菌效果最好，

抑菌带宽达 18 mm；对青霉菌几乎无抑制作用。 

 

   
 

   
1  核盘菌；2 稻瘟病菌； 3 灰霉病菌；4 炭疽杆菌；5 沙皮病菌；6 青霉菌。 

图 4 拮抗菌 Pa608 对 6 种植物病原真菌的抑制效果 

Fig. 4  Inhibition effect of strain Pa608 on some plant pathogenic fungi 
 

1 2 3 4 
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盆栽辣椒在处理后的第 10 天，T2 组的辣椒植

株大部分枯萎，茎基部呈黑色(图 5–1)，病情指数为

55；而 T3 组的病情指数仅为 6.6，T2 组的防效达

88.00%(图 5–2)，长势与对照组相当(图 5–3)。后续

观察至第 45 天时，T2 组的植株全部死亡，T3 组

的病害也加重。 

 
       1 对照组；2 疫霉菌处理；3 疫霉菌+Pa608 菌液处理。 

图 5 拮抗菌 Pa608 防治辣椒疫病的盆栽防效 

Fig.5 Pot experiment on control effect of strain Pa608 against pepper blight 
 

温室田间防效试验结果(表 1)表明，施用 Pa608

菌液后，处理 2、处理 3 的发病率及病情指数显著

下降，且较高浓度菌液处理的发病率相对较低，稀

释 10 倍液防效达 75.0%，稀释 100 倍后防效仍有

67.3%。可见该菌株抗病能力较强，在温室辣椒田

中可有效控制疫病的发生。另外，菌株 Pa608 对辣

椒植株有一定的促生长作用，处理 2、处理 3(菌剂

处理)植株比处理 1(无菌水处理)的健壮，且植株生

长也比处理 1 的更快。施菌后 30 d，处理 2、处理

3 的植株比处理 1 的高 3~4 cm，处理 3 的产量比处

理 1 的(疫病严重)高 1400 g 左右，高出 116%，有

较明显的保产、增收效果。 

表 1 拮抗菌 Pa608 对辣椒疫病的温室防效 

Table 1 Control efficacy of strain Pa608 against epidemic disease in the greenhouse 

处理 株高/cm 单株产量/g 发病率/% 病情指数 防效/% 

1 (15.90±5.07)d (1209.71±103.45)c 97.68 68.93  

2 (18.05±5.52)c (1928.18±102.83)b 55.00 22.54 67.30 

3 (19.96±6.92)b (2611.02±133.20)a 48.95 17.26 74.96 

同列不同字母表示处理间的差异有统计学意义(P< 0.05)。 
 

3 讨论 

植物根际有益微生物具有产生多种抗生素、改

善植物土壤环境、促进植物生长等多种功效[16]。辣

椒疫病生防菌主要有芽孢杆菌、假单胞菌、木霉菌、

链霉菌等，其中有关芽孢杆菌属和假单胞菌属细菌

的研究较多，但目前真正应用于田间植物病害的防

治还有很多问题需要解决，包括田间定殖难、防治

效率低等[17]。赵旖森等[18]从土壤中分离出的多粘类

芽孢杆菌 LRS–1，其室内抑菌率为 68%，温室防效

为 63.4%；尹敬芳等[19]所测试的枯草芽孢杆菌 BS

对辣椒疫霉菌的抑制率为 33.2%~59.4%，其与荧光

假单胞菌 BCA14 对辣椒疫病的温室防效分别为

56.83%和 57.81%。笔者分离出来的菌株属铜绿假单

胞菌，对辣椒疫霉菌的抑制率为 89.83%，盆栽防效

达 88%，温室田间防效达 74.96%，这表明铜绿假单

胞菌具有较强的环境适应能力，这使得其在根际土

壤中更容易定殖。拮抗菌株 Pa608 对疫霉菌疫的盆

栽抑制效果可持续 45 d 左右；在后续温室田间试验

中增加施菌次数至 3 次，其中 2 次在高温生长期

(6—8 月)，结果显著降低了疫病危害程度，还可以

起到明显的促生作用，这跟杨明洁等[20]的研究结果

一致。另外还发现拮抗菌 Pa608 能够分泌多种胞外

酶，如蛋白酶、纤维素酶等，这可能与该菌株优良

的抑菌活性有关，而这些酶类的丰度指标也是优良

生防菌株的参考因素之一[21]。决定生防菌株是否优

良的因子多种多样，将在后续试验中通过全基因组

分析及抑菌物质的分离鉴定来深入探究该菌株的

生防机制，为该类资源的开发利用提供支持。 
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