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生防菌芽孢杆菌可湿性粉剂的研制及其
对油菜菌核病和黑胫病防效评价

孙力１,胥剑雯２,李庆会１,翟永升１,杨龙１,张静１,吴明德１,李国庆１

１．湖北省作物病害监测和安全控制重点实验室/华中农业大学植物科学技术学院,武汉４３００７０;

２．湖北省赤壁市植物保护站,赤壁４３７３００

摘要　将健康油菜植株中分离到的贝莱斯芽孢杆菌菌株CanLＧ３０,分别在１０L发酵罐以及１t和１０t发酵

罐发酵,观察其发酵过程中菌体增长及芽孢发育动态,并制备成可湿性粉剂,研究该可湿性粉剂的抗真菌活性及

防病增产效果.结果显示:菌株CanLＧ３０在３种发酵罐中发酵时均可产生芽孢,在１t和１０t发酵罐中发酵３６h
后,芽孢形成率达到９３％,活菌量分别达到１×１０１０和３．３×１０９cfu/mL.采用喷雾干燥的方法制备 CanLＧ３０菌

粉,添加助剂后制备成可湿性粉剂(每克粉剂活菌数量达到１０００亿,５４℃粉剂的热贮稳定性、悬浮性和湿润性

等指标均符合农药可湿性粉剂国家标准).在培养基上的活性测试结果显示:可湿性粉剂对油菜菌核病菌菌丝

生长及菌核形成,以及对油菜黑胫病菌分生孢子萌发均有抑制作用.室内防病试验结果显示:可湿性粉剂能有

效抑制油菜菌核病菌和黑胫病菌的侵染.田间防病试验结果显示:在蕾薹期和花期喷施可湿性粉剂防治油菜菌

核病和黑胫病的效果分别为５５％和４２％,与杀菌剂咪鲜胺的防效(对菌核病和黑胫病的防效分别为５１％和

３７％)没有显著差异,与自来水对照处理相比,在天门市和赤壁市试验点使用CanLＧ３０可湿性粉剂导致油菜籽产

量分别增加１４％和１２％.以上结果表明,芽孢杆菌CanLＧ３０可湿性粉剂对油菜菌核病和黑胫病都有一定的防

效,并可提高油菜籽产量.
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　　油菜是我国重要的油料作物之一,每年种植面

积约为７００万hm２,油菜籽产量约为１３００万t[１].
在油菜生长过程中常常遭到多种病害侵袭,如菌核

病(Sclerotiniastemrot)、黑胫病(blackleg)、霜霉

病(downymildew)和根肿病(clubroot)等,造成油

菜籽减产,品质下降.菌核病由核盘菌(Sclerotinia
sclerotiorum)引起,在我国各油菜产区普遍发生,常
年造成油菜籽产量损失达到１０％~３０％[２].目前,
没有发现高抗菌核病的油菜品种,因此,防治菌核病

主要依靠栽培防治(水旱轮作)和化学防治.近年

来,菌核病生物防治取得了长足进展.例如,源于我

国本土的生防菌盾壳霉(Coniothrium minitans)已
被正式登记为防治作物菌核病的生物农药(登记证

号:PD２０１９００１９).此外,一些枯草芽孢杆菌(BaＧ
cillussubtilis)菌株对油菜菌核病也有明显的防治

效果[３Ｇ５].

油菜黑胫病(blackleg)也称为茎点霉茎溃疡病

(Phomastemcanker),由真菌复合种 LeptosphaＧ
eriamaculans和Leptosphaeriabiglobosa 引起[６].
这种病害曾先后在澳大利亚、加拿大、德国、法国和

英国等地暴发流行,对油菜产业造成过毁灭性打

击[７].我国２０００年正式报道油菜黑胫病[８],病原是

L．maculans中的 B 型,该类型后来被确定为L．
biglobosa.普查结果显示:油菜黑胫病在我国各油

菜产区普遍发生,在部分地区,油菜黑胫病病株率达

到９０％以上,病原均为L．biglobosa[９Ｇ１１].与健康

植株油菜籽产量相比,发病植株油菜籽产量下降

１０％~５０％[１２Ｇ１３].但是,迄今没有专门针对L．bigＧ
lobosa 开展防控技术研究,主要原因是:在欧美、英
国、加 拿 大 和 澳 大 利 亚 等 油 菜 产 区,同 时 存 在

L．maculans和L．biglobosa,但以L．maculans 危

害较重,因而防治重点放在L．maculans上.然而,
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在我国油菜产区尚未发现L．maculans,而L．bigＧ
lobosa 危害造成的油菜籽产量损失不可忽视[１２Ｇ１３].
因此,有必要借鉴国外防控L．maculans的经验,例
如 Danielsson 等[１４]利用淀粉芽孢杆菌 (Bacillus
amyloliquefaciens)有效抑制L．maculans、灰葡萄

孢(Botrytiscinerea)以及芸薹链格孢(Alternaria
brassicae)等病原真菌 侵 染 油 菜 组 织;Abuamsha
等[１５]用普利茅斯沙雷菌(Serratiaplymuthica)和
绿针假单胞菌(Pseudomonaschlororaphis)引发处

理油菜种子,降低L．maculans侵染等来开展国内

油菜L．biglobosa 的防控技术研究.
笔者所在课题组从健康油菜植株中分离到贝莱

斯芽孢杆菌(Bacillusvelezensis)菌株 CanLＧ３０,发
现该菌株对菌核病菌(S．sclerotiorum)、黑胫病菌

(L．biglobosa)、灰霉病菌(Botrytiscinerea)和立枯

病菌(Rhizoctoniasolani)等病原真菌均有拮抗作

用,且在盆栽试验中对油菜菌核病显示出明显的防

治效果[１６].由于菌株 CanLＧ３０存在着开发利用的

潜力.我们针对菌株 CanLＧ３０的规模化发酵、可湿

性粉剂制备、可湿性粉剂防治油菜菌核病和黑胫病

效果评估等方面开展了专门研究,以期为该菌株的

开发利用奠定基础.

1　材料与方法

1.1　供试菌株及培养基

供试菌株包括贝莱斯芽孢杆菌 CanLＧ３０、油菜

菌核病菌菌株SsＧ１和油菜黑胫病菌菌株 W１０.菌

株CanLＧ３０分离自健康油菜植株[１６],菌株 SsＧ１分

离自油菜菌核病菌菌核[１６],菌株 W１０分离自油菜

黑胫病发病植株[１２].
供试培养基包括以下４种:(１)牛肉膏蛋白胨琼

脂培养基(NA):牛肉浸膏３g、胰蛋白胨５g、NaCl
１０g、蒸馏水１０００mL,琼脂粉１５g,pH７,用于培

养菌株CanLＧ３０(作为发酵菌种);(２)小型罐(１０L)
发酵培养基:牛肉浸膏３g/L、大豆蛋白胨５g/L、葡
萄糖２０g/L,pH７;(３)大型罐(１t和１０t)发酵培

养基:鱼蛋白胨０．８％、酵母粉０．８％、米粉１．５％、小
麦粉３％、硫酸镁０．３５％、轻质碳酸钙０．３％、工业盐

０．２５％,pH７,用于发酵菌株CanLＧ３０;(４)马铃薯葡

萄糖琼脂培养基(potatodextroseagar,PDA):去皮

马铃薯薯块２００g、葡萄糖２０g、水１０００mL,自然

pH 值,用于培养油菜菌核病菌和油菜黑胫病菌以

及测定CanLＧ３０可湿性粉剂的抗真菌活性.

1.2　菌株 CanLＧ30 菌体及芽孢形成动态观察

将CanLＧ３０菌体悬液接种在１０L发酵罐中,在

３０℃条件下培养.在２~１２h时间段,每隔２h取１
次样,在１２~９６h时间段,每隔１２h取１次样.用

分光光度计测定每份样品在６００nm 处的吸光值

(OD６００).同时,将菌液涂布在载玻片上,滴加饱和

孔雀蓝(７．６％)染色１０min,用无菌水轻轻冲洗至不

再褪色为止,用番红(０．５％)复染１min,无菌水冲洗

后晾干,在光学显微镜下观察 CanLＧ３０菌体和芽孢

形态,随机挑选１０个视野,统计芽孢(游离芽孢及芽

孢囊中的芽孢)所占比例(芽孢形成率).
在大型发酵罐中接种CanLＧ３０菌体悬浮液,１t

罐发 酵 的 发 酵 条 件 是:罐 压 ０．０５ MPa,温 度

(３０±１)℃,搅 拌 装 置 常 开,无 菌 空 气 流 量 是:１８
m３/h(０~６h),３０m３/h(６~１０h),４０m３/h(１０~３０
h),１８m３/h(３０h~放罐).１０t罐发酵的罐压和发酵

温度与１t罐发酵相同,搅拌装置也保持常开,无菌空

气流量是:１８０m３/h(０~６h),２５０m３/h(６~１０h),

３６０~４００m３/h(１０~３０h),１８０m３/h(３０h~放罐).
发酵６、１２、１６、２０、２４、２８和３５h后取发酵液样品,
涂片,染色,观察芽孢产生动态,在 NA 培养基上涂

布发酵液,测定发酵液中的细菌数量.发酵３６h后

(芽孢形成率超过９３％),往发酵罐中添加适量冰醋

酸,终止发酵.
1.3　可湿性粉剂制备

将菌株CanLＧ３０发酵菌液离心,并在沉淀的菌

浆中添加适量的保护剂,喷雾干燥,得到菌粉.喷雾

干燥的条件是:进风温度１８０℃,出风温度６５℃,空
气进泵速度约３０００mL/h.在菌粉中添加硅藻土

(６％,m/m)、木质素磺酸钠(４．８％,m/m)、糊精

(０．１％,m/m)和羟甲基纤维素钠(２％,m/m),用雾

化粉碎机将混合物加工成颗粒大小为２５μm 左右

的粉剂.按«GB/T１９１３６—２００３»中的方法测定粉

剂热贮稳定性;按«GB/T１４８２５—２００６»中的方法测

定粉剂的悬浮率;按«GB/T５４５１—２００１»中的方法

测定粉剂的润湿性.同时,将粉剂在室温下储存

１a,测定其中的活菌数量,根据菌落形态判断是否

属于芽孢杆菌.
1.4　可湿性粉剂抗真菌活性测定

１)CanLＧ３０可湿性粉剂对核盘菌菌丝生长和菌

核产生的抑制作用.采用带毒平板法进行测定.用

无菌蒸馏水将 CanLＧ３０可湿性粉剂稀释１０倍,离
心,将上清液吸出,分成２份,１份上清液样品用细

６４
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菌过滤器过滤除菌(滤膜孔径０．２２μm),另１份上

清液样品在湿热灭菌锅中灭菌(１２１℃,２５min).
将２种处理上清液分别添加至PDA培养基中,按粉

剂质量折算上清液添加量,将粉剂分别稀释至１００、

３００、５００、１０００、５０００、１００００、５００００、１０００００和

１００００００倍,制成平板(直径６cm),以不加粉剂上

清液的PDA 平板为对照.将核盘菌菌丝块(直径

５mm)接种至各平板中央.在２０℃下培养３６h,测
量各平板核盘菌菌落直径,将各上清液处理菌落直

径与对照处理菌落直径进行比较,计算抑菌率.再

培养１５d,统计各平板产生的菌核数量.

２)CanLＧ３０可湿性粉剂对油菜黑胫病菌 W１０
分生孢子萌发的抑制作用.采用牛津杯扩散法测

定.在PDA 平板上接种菌株 W１０,在２０℃培养

１５d,用无菌蒸馏水洗下菌落表面的分生孢子,得到

孢子悬浮液(１×１０８个孢子/mL).然后,将孢子悬

浮液按１∶７体积比添加至PDA 培养基中,制成带

菌平板,将灭菌牛津杯(孔径６mm)置于平板表面.
同时,取 CanLＧ３０粉剂１０g,溶于１００mL 无菌水

中,充分混合,静置３０min,离心(５０００r/min)１０
min,取２００μL上清液,添加至牛津杯中.此外,试
验设 阴 性 对 照 和 阳 性 对 照.在 阴 性 对 照 中,取

２００μL无菌水,添加至牛津杯中;在阳性对照中,将

CanLＧ３０发酵液(４８h)离心,取２００μL上清液,添
加至牛津杯中.上述各处理重复６次,并将各处理

平板置于２０℃下培养３d,观察牛津杯周围是否有

透明圈产生(指示抗菌作用).
1.5　可湿性粉剂防病效果评估

１)油菜菌核病和黑胫病的室内防效试验.在防

治油菜菌核病的室内试验中,将油菜花瓣(病菌易感

染器官)置于离体油菜叶片上,将核盘菌子囊孢子悬

浮液(４×１０５个孢子/mL)滴加在花瓣上,每个花瓣

接种１００μL菌悬液,再将花瓣放在油菜叶片上,每
个叶片上放置２个花瓣.试验分以下４种处理,每
种处理６片叶:(１)对照处理,记为Ss,油菜花瓣上

仅含有核盘菌子囊孢子;(２)CanLＧ３０发酵液原液

(CF)＋ 核盘菌,记为 CF ＋ Ss.在接种核盘菌子

囊孢子的花瓣上滴加CanLＧ３０发酵液原液,每个花

瓣１００μL;(３)CanLＧ３０发酵液１０００倍稀释液＋核

盘菌,记为 CF１０００＋ Ss.在接种核盘菌子囊孢子

的花瓣上滴加 CanLＧ３０发酵液１０００倍稀释液,每
个花瓣１００μL;(４)CanLＧ３０可湿性粉剂１００倍稀释

液 ＋ 核盘菌,记为Powder１００＋ Ss,在接种核盘

菌子囊孢子的花瓣上滴加CanLＧ３０可湿性粉剂１００
倍稀释液,每个花瓣１００μL.将所有处理的油菜叶

片置于保湿箱中(２０℃),培养７d后测定花瓣周围

病斑直径.

２)油菜黑胫病室内防效试验.将 CanLＧ３０可

湿性粉剂稀释１００倍的稀释液喷雾至油菜叶片上,
以CanLＧ３０发酵液原液(发酵７２h)和水喷雾分别

作为阳性对照和阴性对照.待叶片干燥之后,将油

菜黑胫病菌 W１０菌丝块(直径为５mm)接种至油

菜叶片上.最后,将３种处理的油菜植株置于保湿

箱中(２０℃)培养,７d后测定病斑直径.

３)田间防效试验.分别在湖北省天门市和赤壁

市两地进行.在每个试验点选择长势旺盛的油菜

田,划分９个小区,小区面积约为５０m２,设３种处

理,每处理设３次重复:(１)自来水对照;(２)杀菌剂

咪鲜胺,剂型为咪鲜胺水乳剂,有效成分质量浓度为

４５０g/L,河南广农农药厂产品,田间喷雾药液中有

效成分质量浓度为５６２．５μg/mL;(３)CanLＧ３０可湿

性粉剂,用量为１００g/６６７ m２.用手动喷雾器将

水、咪鲜胺药液和CanLＧ３０可湿性粉剂稀释液分别

喷雾至各小区油菜植株上,分２次喷雾,第１次喷雾

时间为２０１９年１月２２日,油菜处于抽薹期.第２
次喷雾时间是２０１９年３月１日,油菜处于中花期.
在油菜成熟期,采用五点取样的方法调查各处理小

区菌核病和黑胫病的发病情况.天门市试验点的调

查时间是２０１９年４月３０日,赤壁试验点调查时间

是２０１９年５月６日.油菜菌核病的分级标准为０
级(健康)至４级(主茎秆枯死或２/３分枝发病)[２],
油菜黑胫病的分级标准为１级(健康)至６级(茎秆

自溃疡处折断)[１７],根据调查结果计算发病株率和

病情指数.同时,在每个小区随机取３个１m２面积

的油菜植株,带回实验室,测定油菜籽产量,折算成

亩产量(kg/６６７m２).
1.6　数据统计分析

用SAS软件(SASInstitute,Cary,NC,USA,v．
８．０,１９９９)中的方差分析程序(analysisofvariance,

ANOVA)分析各试验中不同处理各指标数据之间

的显 著 性.对 于 百 分 率 数 据 (如 发 病 株 率),在

ANOVA分析之前,通过反正弦转换,将百分率变

成角度值,分析完成之后,再将平均值转换成百分

率.采用最小显著差异法检验(theleastsignificant
differencetest,LSD)分析各试验不同处理之间的差

异显著性(α＝０．０５).

７４
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2　结果与分析

2.1　菌株 CanLＧ30 菌体生长和芽孢发育动态

在１０L发酵罐中,贝莱斯芽孢杆菌CanLＧ３０在

牛肉汁蛋白胨培养液中发酵２~１２h(３０℃),菌体

数量呈对数上升,２４h后菌体数量趋于稳定,４８h
后芽孢形成率为 ７４％,７２h 后芽孢形成率达到

１００％(图１).在１t发酵罐中发酵时,２~１６h为菌

体对数生长期,２４h开始形成芽孢,３２h后菌体数

量进入稳定期,３６h后芽孢形成率达到９３％,终止

发酵.最终发酵液中活菌浓度为１×１０１０cfu/mL,
喷雾干燥得到７kg菌粉,活菌含量为６×１０１１cfu/g.
在１０t发酵罐中发酵时,４０h后芽孢形成率达到

９２％,终止发酵.发酵液中活菌浓度为３．３×１０９

cfu/mL,喷雾干燥得到１９０kg菌粉,活菌含量为

２×１０１１cfu/g.

　A:菌体增殖和芽孢形成动态;B:菌体和芽孢形态,菌体紫色或红色,芽孢无色.A:Curvesofbacterialgrowthandendosporeformation

ratesbystrainCanLＧ３０;B:Morphologyofthepeacockblue/safranineOＧstainedbacterialcellsandendospores,purpleandredcolorforbacＧ

terialcellsandthecolorlesspartinsideeachbacterialcellfortheendospore．

图１　菌株CanLＧ３０在１０L发酵罐中菌体生长及芽孢发育动态

Fig．１　DynamicsofgrowthandendosporedevelopmentinstrainCanLＧ３０ofB．velezensisina１０Ljarfermenter

2.2　菌株 CanLＧ30 可湿性粉剂制备及质量

将发酵得到的干菌粉与硅藻土(６％,m/m)、木
质素磺酸钠(４．８％,m/m)、糊精(０．１％,m/m)以及

羟甲基纤维素钠(２％,m/m)混合,用雾化粉碎机将

混合物加工成颗粒大小为２５μm 左右的粉剂,平均

活菌含量为２．０×１０１１cfu/g,粉剂热贮(５４℃)稳定

性为８３．３％,悬浮率为９８．２％,润湿时间为１０５s,达
到了农药可湿性粉剂的相关国家标准.将可湿性粉

剂在室温下(２０±５℃)储存１a,活菌含量维持在

１０００亿cfu/g水平.
2.3　菌株 CanLＧ30 可湿性粉剂的抗菌活性

对油菜菌核病菌抑制抗性的测定结果显示:过
滤灭菌上清液稀释１００倍的抑菌率为１００％,稀释

１０００倍的抑菌率为４６％.高温灭菌处理上清液稀

释１００倍的抑菌率为１００％,稀释１０００倍的抑菌率

为３５％.进一步提高稀释度,２种灭菌处理的上清

液均丧失了抑菌效果.稀释１００~１００００倍的上清

液完全抑制菌核形成,稀释５００００~１００００００倍上

清液的菌核产量为７~１０粒/皿,显著(P ＜０．０５)低
于对照处理的菌核产量(１３粒/皿)(图２).以上结

果表明:无论是过滤灭菌还是高温灭菌,CanLＧ３０粉

剂上清液对核盘菌菌核形成都有明显的抑制作用.
在抑制油菜黑胫病菌的试验中,CanLＧ３０粉剂

提取物上清液和发酵物离心上清液均有抑菌圈产生

(图３),说明 CanLＧ３０可湿性粉剂中含有抑制油菜

黑胫病菌分生孢子萌发的抗菌物质.
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图２　菌株CanLＧ３０可湿性粉剂对核盘菌抑菌率(A)和菌核形成(B)的抑制作用(显著性水平:ɑ＝０．０５)

Fig．２　AntifungalactivityoftheCanLＧ３０waterwettablepowderoninhibiotionrate(A)and
sclerotialformation(B)byS．sclerotiorum(significantatɑ ＝０．０５)

图３　菌株CanLＧ３０可湿性粉剂对

油菜黑胫病菌分生孢子萌发的抑制作用

Fig．３　InhibitionofconidialgerminationofL．biglobosa
bytheantifungalsubstancesinthewaterwettable

powderofstrainCanLＧ３０ofB．velezensis
2.4　菌株 CanLＧ30 可湿性粉剂的防病效果

室内试验和田间试验结果均显示:CanLＧ３０可

湿性粉剂对油菜菌核病和黑胫病具有明显的防治效

果.在室内防治油菜菌核病试验中,对照处理(仅含

核盘菌Ss)的花瓣造成的叶片病斑直径为２５．６mm,

CF１０００＋ Ss处理(发酵液稀释１０００倍＋核盘

菌)的花瓣造成的病斑平均直径为１５．３mm,较对照

处理下降４０．２％;CF＋Ss处理(发酵液原液＋核盘

菌)和 Powder１００ ＋ Ss(粉剂稀释１００倍＋核盘

菌)处理花瓣在叶片上没有病斑产生(图４),可见,

CanLＧ３０可湿性粉剂对花瓣介导的核盘菌子囊孢子

侵染油菜叶片具有明显的抑制作用.
在室内防治油菜黑胫病试验中,用油菜黑胫

病菌接种不同处理的油菜叶片,在２０℃下培养

７d,对照处理的叶片造成的病斑平均直径达８．６
mm,而CanLＧ３０发酵物原液处理和粉剂处理造成

的病斑平均直径分别为１．８mm和１．０mm(图５),
较水处理病斑直径分别降低７９．１％和８８．４％.可

见,CanLＧ３０可湿性粉剂可有效抑制油菜黑胫病菌

的侵染.

９４
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　室内试验;水＝核盘菌;发酵液１０００＝发酵液１０００倍稀释液＋
核盘菌;发酵液原液＝未稀释发酵液＋核盘菌;粉剂１００＝粉剂稀释

１００倍 ＋ 核 盘 菌;显 著 性 水 平:ɑ＝０．０５.Indoortrial．Water＝

S．sclerotiorumalone;CF１０００＝ Culturalfiltratedilutedby１０００

times＋S．sclerotiorum;CF＝Undilutedculturalfiltrate＋S．scleroＧ

tiorum;Powder１００＝Powderdilutedby１００times＋S．sclerotioＧ

rum．Significantatɑ＝０．０５．

图４　菌株CanLＧ３０可湿性粉剂防治油菜菌核病效果

Fig．４　EfficacyofthewaterwettablepowderofCanLＧ３０
onsuppressionofflowerＧmediatedinfection
byS．sclerotiorumonoilseedrapeleaves

图５　菌株CanLＧ３０可湿性粉剂防治油菜黑胫病效果

(室内试验,显著性水平:ɑ＝０．０５)

Fig．５　Efficacyofthewaterwettablepowderof
CanLＧ３０insuppressionofinfectionbyL．biglobosaon

leavesofoilseedrape(Indoortrial,significantatɑ＝０．０５)

　　在田间喷施CanLＧ３０粉剂和咪鲜胺的小区,油
菜菌核病和油菜黑胫病发病率及病情指数均显著

(P ＜０．０５)低于处对照处理(图６,图７).在天门

市试验点,咪鲜胺对油菜菌核病和黑胫病的防效(与
对照相比病情指数下降的百分率)分别为５１％和

４０％,CanLＧ３０可湿性粉剂对油菜菌核病和黑胫病

的防效分别为５８％和５１％.在赤壁市试验点,咪鲜

　A,B:油菜菌核病;C,D:油菜黑胫病;显著性水平:ɑ＝０．０５.AandB:Sclerotiniastemrot;CandD:Blackleg;Significantatɑ＝０．０５．

图６　菌株CanLＧ３０可湿性粉剂防治油菜黑胫病和菌核病田间小区试验效果(湖北省天门市试验点)

Fig．６　EfficacyofthewaterwettablepowderofCanLＧ３０onsuppressionofSclerotinia
stemrotandblacklegofoilseedrapeinthefieldtrialinTianmenCityofHubeiProvince

０５
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　A,B:油菜菌核病;C,D:油菜黑胫病;显著性水平,ɑ＝０．０５.AandB:Sclerotiniastemrot;CandD:Blackleg;Significantatɑ＝０．０５．

图７　菌株CanLＧ３０可湿性粉剂防治油菜黑胫病和菌核病田间小区试验效果(湖北省赤壁市试验点)

Fig．７　EfficacyofthewaterwettablepowderofCanLＧ３０insuppressionofSclerotiniastemrot
andblacklegofoilseedrapeinthefieldtrialinChibiCityofHubeiProvince

　A和B分别代表湖北省天门市试验点和赤壁市试验点,显著性水平:ɑ＝０．０５.AandBforTianmenandChibitrials,respectively,signifiＧ

cantlevelatɑ＝０．０５．

图８　使用菌株CanLＧ３０可湿性粉剂对油菜籽产量的增产效应

Fig．８　TheseedyieldＧincresingeffectonoilseedrapeuponapplicationofthewaterwettablepowder

胺对油菜黑胫病和菌核病的防效分别为 １７％ 和

３０％,CanLＧ３０可湿性粉剂对油菜菌核病和黑胫病

的防效分别为５２％和３３％.测产结果显示:与对照

相比,CanLＧ３０可湿性粉剂在天门市试验点和赤壁

市试验点油菜籽产量分别提高１４％和１２％.

3　讨　论

贝莱斯芽孢杆菌(Bacillusvelezensis)是２００５

年由RuizＧGarcia等[１８]、Borriss等[１９]学者建立的一

个芽孢杆菌属新种,与解淀粉芽孢杆菌(Bacillus
amyloliquefaciens)亲缘关系较近.研究结果表明:
贝莱斯芽孢杆菌是重要的植物病害生防菌资源[２０].
这种细菌对多种植物病原真菌引起的病害具有防治

效果,包括:番茄早疫病(Alternariasolani引起)、
作物炭疽病(Colletotrichum spp．引起)、作物灰霉

病(Botrytiscinerea 引起)、小麦全蚀病(GaeumanＧ

１５
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nomycesgraminisvar．triciti引起)和小麦根腐病

(Bipolarissorokiniana 引起)、番茄黄萎病(VertiＧ
cillium dahliae 引 起 )、稻 瘟 病 (Magnaporthe
oryzae引起)[１６,２１Ｇ２４].本研究结果表明:贝莱斯芽孢

杆菌菌株 CanLＧ３０对油菜菌核病和黑胫病具有明

显的防治效果.这一结果拓宽了贝莱斯芽孢杆菌的

防病谱.此外,本研究建立了中等规模(１t和１０t)

的发酵工艺,制备了可湿性粉剂,为菌株 CanLＧ３０
作为生物农药登记奠定了基础.

从前人的研究结果可以看出:贝莱斯芽孢杆菌

的防病机制在于产生脂肽类抗菌物质,促进植物生

长以及诱导抗病性[２５Ｇ２８].就产生抗菌物质而言,菌

株CanLＧ３０能够产生广谱性抗真菌物质,对油菜菌

核病菌、黑胫病菌、灰霉病菌和立枯丝核菌等病原真

菌有抑制作用[１６].在本研究中,我们发现:菌株

CanLＧ３０可湿性粉剂中含有抑制油菜菌核病菌菌丝

生长及菌核产生的抗菌物质,该物质还可以抑制油

菜黑胫病菌分生孢子萌发.可湿性粉剂中的抗菌

物质是从 CanLＧ３０发酵物中浓缩出来的,对粉剂

防病效果有一定作用.目前,我们还不清楚 CanLＧ
３０粉剂中的抗真菌物质种类,今后将进一步开展

相关研究,一旦明确了抗真菌物质种类及其防病

作用,可望将其作为 CanLＧ３０可湿性粉剂的产品

质量标准.

就促进植物生长而言,菌株 CanLＧ３０产生的挥

发性有机物能够显著促进拟南芥生长[１６].本研究

发现:在油菜蕾薹期和花期使用 CanLＧ３０可湿性粉

剂喷雾可以提高油菜籽产量.对油菜籽增产效应可

能源于两个方面的机制:一是抑制菌核病和黑胫病

发病率及病害严重度;二是菌株 CanLＧ３０产生的促

进油菜生长的物质.我们测定了菌株 CanLＧ３０产

生的挥发性有机物成分(未发表资料),但还没有对

这些成分进行逐一筛选,这也是下一步需要完成的

研究工作.

菌株CanLＧ３０通过产生挥发性有机物促进拟

南芥生长[１６],说明它对拟南芥的生长发育有调控作

用.可以推定:菌株 CanLＧ３０在调控拟南芥生长的

过程中,可能影响拟南芥的抗病性,但目前还不明确

菌株 CanLＧ３０是否具有诱导油菜抗病性的能力.

这需要作进一步验证.
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WaterwettablepowderformulationofBacillusvelezensisCanLＧ３０andevaluation
forbiologicalcontrolofSclerotiniastemrotandblacklegofoilseedrape

SUNLi１,XUJianwen２,LIQinghui１,ZHAIYongsheng１,

YANGLong１,ZHANGJing１,WU Mingde１,LIGuoqing１

１．KeyLaboratoryofPlantPathologyofHubeiProvince,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China;

２．PlantProtectionStationofChibiCityofHubeiProvince,Chibi４３７３００,China

Abstract　StrainCanLＧ３０ofBacillusvelezensis wasincubatedin１０ＧL,１Ｇtonand１０ＧtonjarferＧ
mentersforcharacterizationofbacterialgrowthandendosporedevelopment．Awaterwettablepowderof
CanLＧ３０wasformulatedbasedontheendosporesfromthebacterialcultures,andthepowderwasevaluＧ
atedforefficacyincontrolofSclerotiniastemrotandblacklegofoilseedrape．Theresultsshowedthat
CanLＧ３０couldgrowandformendosporesinthefermenters．Afterincubationat３０℃for４８hinthe１０Ｇ
Lfermenter,for３６hinthe１Ｇtfermenterandfor４０hinthe１０Ｇtfermenter,theendosporeformation
rateswere７４％,９３％ and９２％,respectively．Inthe１Ｇtand１０Ｇtfermenters,thefinalbacterialyield
reached１×１０１０cfu/mLand３．３×１０９cfu/mL,respectively．Theresultingbacterialculturesweredried
byheatspray,andawaterwettablebacterialpowder(１×１０１１cfu/g)waspreparedbyamendingthebacＧ
terialpowderwithrelatedadditives．TheformulatedpowderconformstothenationalstandardofwettaＧ
blepowderpesticidesregardingthethermalstability(５４℃),suspensionabilityandwettability．ThereＧ
sultsofthebioactivitytestsonagarmediumshowedthatthepowderhadtheantifungalactivityagainst
mycelialgrowth/sclerotialformationbyS．sclerotiorum,andconidialgerminationofL．biglobosa．The
resultoftheindoorbiocontrolassayshowedthatthepowdereffectivelysuppressedinfectionbyS．scleＧ
rotiorumandL．biglobosaonleavesofoilseedrape．TheresultofthefieldbiocontrolassaysinTianmen
CityandChibiCityofHubeiProvinceshowedthatthepowdersuppressedSclerotiniastemrotand
blacklegby５５％and４２％,respectively,andtheefficacywerenotsignificantlydifferent(P＞０．０５)from
thoseinthetreatmentofthefungicideprochloraz,whichsuppressedSclerotiniastemrotby５１％ and
blacklegby３７％．Comparedtothecontroltreatment,theapplicationoftheCanLＧ３０powdersignificantly
(P＜０．０５)increasedtheyieldofseedsofoilseedrapeby１４％intheTianmentrialand１２％inChibitriＧ
al．TheseresultssuggestthatthewaterwettablepowderofCanLＧ３０caneffectivelysuppressSclerotinia
stemrotandblacklegofoilseedrape,andmeanwhile,itcanenhancetheseedyieldofoilseedrape．

Keywords　BacillusvelezensisCanLＧ３０;oilseedrape;Sclerotiniastemrot;blackleg;biological
control;antifungalactivesubstances;preventingdiseaseandincreasingseedproduction
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