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辣椒炭疽病拮抗内生菌的分离鉴定及防效试验 

高绍凯，邓金奇，李晨曦，朱桓吾，李陈贞，罗坤* 

(湖南农业大学植物保护学院，湖南 长沙 410128) 

摘 要：采用组织分离法，从湖南衡阳地区辣椒炭疽病频发田块的健康果实中筛选具有抗炭疽病活性的内生细菌，

从 100 株内生菌中筛选获得 1 株对辣椒炭疽病菌具有较强拮抗效果的菌株 C3，该菌株在平板对峙试验中的抑菌

带宽为 16.5 mm，抑菌率达到 80.26%；结合生理生化特性测定和分子鉴定结果，确定其为贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus 

velezensis)。在果实针刺试验中，菌液浓度为 107 cfu/mL 时病斑最小；菌液浓度为 107 cfu/mL、每株喷施 50 mL 的

盆栽防效达到 90.67%；将菌液浓度降至 106 cfu/mL 时盆栽防效仍有 68.64%；菌液浓度为 107 cfu/mL 时田间防效

达到 48.71%，与 400 mg/L 吡唑醚菌酯对照组的防效(54.18%)接近。 
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Isolation and identification of antagonistic endophytic bacteria in capsicum 

 and the control efficiency on capsicum anthracnose 

GAO Shaokai，DENG Jinqi，LI Chenxi，ZHU Huanwu，LI Chenzhen，LUO Kun* 

(College of Plant Protection, Hunan Agricultural University, Changsha, Hunan 410128, China) 

Abstract: By tissue separation, endophytic bacteria with anti-anthrax activity were screened from healthy capsicum fruits 

in Hengyang area of Hunan Province, and one strain named C3 with strong antagonistic effect against anthrax in 

capsicum was selected from 100 endophytic strains. The inhibition bandwidth of strain C3 aganist the pathogen of 

capsicum anthracnose in the confrontation test on a plate was 16.5 mm, and the inhibition rate reached 80.26%. Based on 

physiological-biochemical and molecular identification, strain C3 was identified as Bacillus velezensis. The lesion was 

the smallest when strain C3 was applied at bacterial concentration of 1.0×107 cfu/mL in fruit infection test. In the indoor 

pot experiment, the control effect against anthracnose reached 90.67% when spraying 50 mL/per plant with strain C3 

bacterial solution at a concentration of 1.0×107 cfu/mL, and the control effect was still 68.64% with bacterial solution at a 

concentration of 1.0×106 cfu/mL. Field plot experiments showed that the control effect reached 48.71% when spraying 2 

L in each plot with strain C3 bacterial solution at a concentration of 1.0×107 cfu/mL, which was close to that(54.18%) of 

chemical control with 400 mg/L pyraclostrobin. 
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辣椒炭疽病是辣椒生长过程中的常见病害[1]。

该病害由辣椒炭疽病菌(Colletotrichum capsici)引

起，导致辣椒产量严重下降。辣椒炭疽病病原菌的

致病性因种植条件不同而存在差异[2]。现有的防治
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方法主要有化学防治和抗病育种 2 种。长期依赖化

学防治，病原菌会产生耐药性，导致防效降低，同

时也会对人类健康及生态系统构成威胁，而抗病育

种选择精准性要求较高，难度较大。生物防治因其

环境友好、无残留已成为研究热点。微生物药剂的

应用不仅对调节植物生长和抑制病害耐药性有积

极影响，而且比传统的化学防治更加环保和便捷。

针对辣椒炭疽病的生物防治研究已取得了诸多进

展。申顺善等[3]从化香的根际土壤中分离得到多黏

类芽孢杆菌(Paenibacillus polymyxa)HK18–8，其对

辣椒炭疽病菌的离体防效达 88.58%。曾大兴等[4]

研究发现，枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)C–D6 能

产生一种抗菌蛋白，能有效阻止炭疽病菌生长。内

生拮抗菌株资源的研究和应用，尤其是针对辣椒病

害的生物防控，已经显示出巨大的潜力和广阔的应

用前景[5]。由于生态适应性不强，防治效果不稳定，

目前还没有好的用于大面积防治的微生物药剂，从

辣椒果实上分离的内生高效拮抗菌有望解决这一

问题。 

笔者从健康辣椒果实中分离筛选出 1株内生生

防菌株，对其进行形态学分析、生理生化特征测定

以及分子鉴定，测定该菌株对辣椒离体果实及盆栽

和田间果实的防效，以期为辣椒炭疽病防治的生防

菌剂开发提供新资源。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

2022 年 8 月，于湖南省衡阳市祁东县辣椒炭疽

病发病严重的田块中采集健康的辣椒果实。 

1.2 方法 

1.2.1 辣椒炭疽病菌内生拮抗菌的分离筛选和鉴定 

采用组织分离法[6]分离辣椒果实的内生菌。从

消毒后的辣椒果实中取 3 g 果肉，研磨后用清液分

别稀释 10、100、1 000、10 000、100 000 倍，涂布

在 LB 固体培养基上，置于 37 °C 的恒温培养箱中

倒置培养 10~24 h，挑选纯化单一菌落。 

参照豆雅楠等[7]的方法，通过平板三点对峙法

筛选拮抗细菌。在 28 °C 暗处培养，直至对照组菌

落长满培养皿。记录菌落直径和抑菌带宽度，计算

抑制率。保存具有最佳抑制效果的菌株作为辣椒炭

疽菌的拮抗菌。 

根据文献[8]，采用《伯杰氏细菌鉴定手册》和

《常见细菌鉴定手册》方法，对拮抗效果最佳的菌

株进行形态学观察、生理生化特性分析与分子鉴定。 

1.2.2 内生拮抗菌的防效测定 

1) 内生拮抗菌对针刺离体果实的防效测定。对

辣椒果实表面进行消毒，待干燥后，用 108 cfu/mL

内生拮抗菌液稀释 10、20、40 倍，将稀释后的培

养液均匀涂抹于辣椒果实表面，干燥后采用针刺接

种法破坏辣椒表皮，接种 1 mL 106 cfu/mL 的辣椒炭

疽病菌分生孢子悬浮液。所有样本置于 28 ℃、光

暗交替条件下湿润培养，直至阳性对照组辣椒出现

炭疽病特征性症状后停止培养。 

2) 内生拮抗菌对盆栽辣椒防效的测定。挑选生

长状况基本一致的 48 盆辣椒，第 1 种处理，只用

106 cfu/mL 辣椒炭疽病菌处理；第 2、第 3 种处理，

辣椒植株用 106 cfu/mL 炭疽病菌处理后，分别用

106 cfu/mL、107 cfu/mL 内生拮抗菌液处理；第 4 种

为清水处理。每隔 7 d 喷施 1 次，共喷施 3 次。最

后 1 次喷施菌液后 10 d，调查和统计辣椒叶片发病

情况并计算发病率、病情指数、相对防效。 

3) 内生拮抗菌对辣椒田间果实防效的测定，在

湖南省农业科学院蔬菜研究所基地温室进行。设 3

个处理：拮抗菌液组喷 107 cfu/mL 拮抗菌菌液，对

照组喷清水，阳性对照组喷 400 mg/L 吡唑醚菌酯。

分别于 2023 年 6 月 10 日和 7 月 10 日发病高峰期

喷施 2 次，分别于 7 月 28 日和 8 月 5 日调查统计

辣椒果实的炭疽病发病率，采用的数据处理方法[9]

遵循室内抗性鉴定技术规程。 

1.3 数据处理 

采用 SPSS 22.0 软件对试验数据进行统计分析。 

2 结果与分析 

2.1 辣椒炭疽病内生拮抗菌的鉴定结果 

在辣椒果实中共分离出约 100 株细菌，其中 6

株显示出对辣椒炭疽病菌有拮抗作用。经过 2 轮筛
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选，确定了 1 株具有较强抑菌效果的菌株。测量其

抑菌带宽度，并与空白对照组进行比较，最优拮抗

菌株的平均抑菌带宽度为 16.5 mm，抑菌率为

80.26%，将此菌株命名为 C3。该拮抗菌在 28 ℃下

于 LB 平板培养 2 d 后，菌落呈现出乳白色，圆形、

边缘不规则，菌落表面有褶皱(图 1)。 
 

   
        1 辣椒炭疽病形态；2 C3 与辣椒炭疽病菌的对峙培养；3 C3 菌落形态。 

图 1 辣椒内生拮抗菌 C3 的菌落形态 

Fig.1 Morphology of the colony of endophytic antagonistic bacteria strain C3 from capsicum  
 

内生拮抗菌 C3 菌株在生理生化测试中对接触

酶、柠檬酸盐测试呈阳性反应，在甲基红、厌氧生长

测试中呈阴性反应。C3 菌株能够分泌蛋白酶和淀粉

酶，具有溶磷功能，但不具备分泌纤维素酶的能力。

提取 C3 的DNA，采用 PCR 方法扩增 16S rDNA 片

段，得到长度为 1 450 bp的基因序列。在NCBI数据

库中分析比对后显示其与 Bacillus velezensis IAXXS 

ON259318.1 的基因的序列相似度达到 99%。构建的

C3的系统发育树如图 2 所示。综合C3的生理生化特

性和分子鉴定结果，初步鉴定该菌株为贝莱斯芽孢杆

菌(Bacillus velezensis)。 

 

图 2 基于 16S rDNA 基因序列构建的 C3 的系统发育树 

Fig.2 Phylogenetic tree for strain C3 with 16S rDNA 
 

2.2 辣椒炭疽病内生拮抗菌对炭疽病菌的防效 

经辣椒炭疽病菌孢子悬浮液处理 3 d 后的果实

出现明显的病斑。与阳性对照组的辣椒果实相比，

不同 C3 菌液浓度处理后的辣椒果实对辣椒炭疽病

菌都表现出一定防效，其中以 107 cfu/mL C3 菌液处

理的病斑最小，防治效果最好(图 3)。 

在盆栽试验中，处理 10 d 后，仅接种辣椒炭疽

病菌孢子悬浮液的植株叶片出现大量的病斑，植株

枯萎(图 4)，病情指数高达 44。107 cfu/mL C3 菌

液+106 cfu/mL 辣椒炭疽病病菌的处理组表现出较

好的抗病效果，病情指数降至 4.2，防效达到

90.46%。106 cfu/mL C3 菌液+106 cfu/mL 辣椒炭疽病

病菌处理组的病情指数为 13.8，防效为 68.64%，植

株长势与对照组的相似。持续观察至第 45 天时，

处理组的植株逐渐枯萎，清水对照组的植株大量枯

萎。这些结果表明，C3 菌的防病效果持续时间较长，

能较持久地控制病害的发展。 

1 2 3 
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1 清水对照；2 106 cfu/mL 炭疽病菌处理；3 106 cfu/mL炭疽病菌+108 cfu/mL C3 菌液；4 106 cfu/mL炭疽病菌+107 cfu/mL 

C3 菌液；5 106 cfu/mL 炭疽病菌+5.0×106 cfu/mL C3 菌液；6 106 cfu/mL 炭疽病菌+2.5×107 cfu/mL C3 菌液。 

图 3 C3 对辣椒果实炭疽病菌的防效 

Fig.3 Control effect of strain C3 on anthracnose in pepper fruit 
 

  

  

1 106 cfu/mL 炭疽病菌处理；2 106 cfu/mL炭疽病菌+107 cfu/mL C3 菌液处理；3 106 cfu/mL 炭疽病菌+106 cfu/mL C3 菌液处理；4 清水对照。 

图 4 C3 对盆栽辣椒炭疽病菌的防效 

Fig.4 Control effect of strain C3 on anthracnose in potted peppers 
 

在田间小区试验中，采用平行线法，随机选取

每个小区 5 个点固定调查 20 株辣椒炭疽病发病情

况并计算田间防效。结果(表 1)显示，15 d 后，施用

C3 菌株培养液处理组的防效与化学农药处理组的

防效分别为 48.71%和 54.18%，差异不显著。这说

明 C3 菌株具有较强的抗病能力，在温室条件下能

有效防止辣椒炭疽病的发生。 

表 1 C3 菌株对辣椒炭疽病的田间防效 

Table 1 Control effect of strain C3 on anthracnose in pepper in the field 

   处理 发病率/% 病情指数 防效/% 

400 mg/L 吡唑醚菌酯 (25.28±1.57)b (13.76±1.13)b 54.18±2.12 

107 cfu/mL C3 菌液 (26.36±1.48)b (14.65±1.10)b 48.71±2.01 

CK (51.15±1.15)a (30.75±1.12)a  

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 

已有研究表明，芽孢杆菌的抗菌谱较宽、环境

兼容性较好[10]。蔡学清[11]研究表明，BS–2 和 BS–1

型枯草芽孢杆菌能有效控制辣椒炭疽病。BioCWB 

报道过 1株芽孢杆菌，将其命名为贝莱斯芽孢杆菌(B. 

subtilis)，具有固氮、产吲哚乙酸、产铁载体等促生

作用[12]。生防菌在田间实际应用中的防效稳定性仍

有待提高，亟需筛选出在实验室与田间条件下均有

稳定防治效果的生防菌株。内生芽孢杆菌不仅能促

1 2 3 4 5 6 

1 2 

4 3 
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进植物生长，还能有效激发植物的抗病性[13–14]。已

有研究表明，贝莱斯芽孢杆菌在防治炭疽病方面具

有明显效果[15]，并已在农业生产实践中得到验证和

应用[16]。 

C3 对辣椒炭疽病菌有较好的拮抗效果，表现出

相近于 400 mg/L 吡唑醚菌酯药剂的防效。内生菌可

通过根部裂纹、伤口、以及叶部表面等部位进入宿

主植物[17]，在宿主植物体内成功定殖有利于内生菌

发挥生防功效，长期对宿主产生积极影响[18]。C3

菌是从辣椒炭疽病发病严重的田块的健康辣椒果

实上分离筛选获得的，与辣椒果实炭疽病菌具有相

同生态位，进而可更有效地筛选出具有拮抗效果的

生防菌[19]，这种微生物能更好地在辣椒植株上定殖，

赋予其持续的抗病性[20]，从而与辣椒植株形成良好的

互作关系。 
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