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摘  要：结合涂布平板法和温室盆栽植株法，测定了 41 株枯草芽孢杆菌发酵液对灰霉病病原菌及黄瓜灰霉病的抑制

效果，以此筛选出针对灰霉病的生防菌株．结果表明，抑菌效果最好的枯草芽孢杆菌为 BS01 和 BS03．采用涂布平板

法研究了菌株 BS01 和 BS03 抑菌活性，结果表明，抑菌效果均为 50%时，BS03 比 BS01 的菌体浓度低，得到抑菌效果

最好的菌株 BS03．采用温室盆栽植株法测试了菌株 BS03 的抑菌活性，结果表明，菌悬液比发酵滤液的抑菌效果好，

并且在菌悬液处理黄瓜苗后的第 3 天抑菌活性最高． 
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Screening Bacillus subtilis against Botrytis cinerea on Cucumber and  

Preliminary Studies of its Inhibition Activities 
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Abstract：By the combination of in-vitro plate assay and in-vivo leaf assay，the biocontrol activity of 41 Bacillus subtilis

strains in-vitro over mycelial growth of B. cinerea，as well as their controlling efficacies over gray mold on cucumber leaves 

in pots were evaluated，so as to screen the strains which could inhibit the mycelial growth of B. cinerea. The results indicated 

that B. subtilis BS01 and BS03 were identified to have the strongest ability to control the cucumber gray mold. While the cell 

concentration of both BS01 and BS03 had 50% of effect in plate assay，the cell concentration of BS03 was lower. But BS03 

appeared to have better effect. The controling efficacy of BS03 in-vivo leaf assay revealed that the cell suspension displayed a

higher control efficacy than supematant. The cell suspension was used on cucumber leaves. After two days，the pathogen was 

inoculated，and the inhibition activity was then the highest.  

Key words：gray mold；biopesticides；Bacillus subtilis 

 

植物真菌病害每年给粮食和蔬菜的生产造成巨

大的损失．目前，普遍采用化学农药防治植物病害． 

化学农药毒害非靶标生物、污染环境并使有害生物产

生抗药性．而生物农药具有选择性高、易于降解、不

易积累、用量少、污染小、对人畜毒性小、环境兼容性

好、病虫害不易产生抗性等优点[1]．因此，使用生物

农药是克服化学防治造成环境污染、破坏生态平衡的

有效途径之一[2]． 

枯草芽孢杆菌是目前生物农药中研究相对较多

的一种细菌类微生物．该类菌在自然界中广泛存在，

是植物体内常见的内生细菌，对人畜无明显毒害，具

有显著的抗菌活性和极强的抗逆能力，有利于生防菌

剂的生产、加工和储存，是一种理想的生防细菌．近

年来，国内外学者在枯草芽孢杆菌防治植物病害方面
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进行了大量研究，并已开发出多种商品化菌剂应用于

农业生产[3]． 

然而枯草芽孢杆菌的主要防治对象是水稻纹枯

病、小麦纹枯病、番茄叶霉病、豆类根腐病、苹果霉心

病、棉花立枯病、棉花枯萎病等．用于防治灰霉病的

枯草芽孢杆菌还很少，且主要集中在番茄和草莓上的

灰霉病防治上，因此用于防治黄瓜灰霉病的枯草芽孢

杆菌的研究就更少．本研究的目的是筛选出能够抑

制黄瓜上灰霉病菌的枯草芽孢杆菌菌株，为开发防治

黄瓜灰霉病的微生物杀菌剂奠定基础． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 寄主植物 

黄瓜为津优黄瓜一号，由湖州市种子市场上 

购买． 

1.1.2 菌株 

  41 株枯草芽孢杆菌(Bacillus subtili)，由浙江东

奇生物科技有限公司提供．病原指示菌为黄瓜灰霉

病病原菌(Botrytis cinerea)，由浙江化工院有限公司

生物测试中心提供． 

1.1.3 培养基 

NA 培养基(g/L)：蛋白胨 10，牛肉膏 3，NaCl 5，

琼脂 15，pH 7.0  

发酵培养基(g/L)：蛋白胨 10，牛肉膏 3，NaCl 

5，pH 7.0  

PDA 培养基(g/L)：土豆 200，葡萄糖 20，琼脂 

20，自然 pH． 

1.2 方法 

1.2.1 枯草芽孢杆菌发酵液制备 

从斜面取 1 环挑取枯草芽孢杆菌于发酵培养基

中，在回转式摇床 30,℃、220,r/min 条件下培养 1,d，

制得种子液，并以 2%接种量转接到装有 90,mL 液体

发酵培养基的 250,mL 三角瓶中，在 30,℃、220,r/min

条件下发酵培养，获得发酵液(含有菌体)备用． 

1.2.2 发酵滤液的制备 

将发酵液 4,000,r/min 离心 30,min，上清液经过

0.22,µL膜过滤，滤除菌体，获得无菌发酵上清液． 

1.2.3 菌悬液的制备 

将发酵液 4,000,r/min 离心 30,min，弃上清液，

加入新鲜的 NA 培养基直至与原发酵液相同的体积． 

1.2.4 灰霉菌菌块的制备 

在无菌条件下，取 20,mL 经灭菌后冷却至 45,℃

左右的 PDA 培养基加入培养皿，制成 PDA 平板．放

置 24,h 后，在平板中央接种灰霉菌菌丝，22,℃培养

4,d．在已长好的灰霉菌平皿中，用直径 0.5,cm 打孔

器在菌落边缘切取菌落圆块，备用． 

1.2.5 枯草芽孢杆菌对灰霉菌的抑制作用 

用无菌水稀释发酵液至菌体浓度为 1×10
5,
mL

–1

的稀释液，其中枯草芽孢杆菌计数法采用的是显微直

接计数法．向放置 1,d 的 PDA 平板中加入 100,μL 的

枯草芽孢杆菌发酵稀释液，用涂布器涂匀，每个处理

3 个重复．将切取的灰霉菌菌块接种在涂好的平板中

央，有菌丝的一面接触平板．25,℃培养 4,d 后，用直

尺“十字交叉法”测量灰霉菌菌落直径(单位为

cm)，结果取其平均值． 

   抑菌率＝(d 对照–d 处理)/d 对照×100% 

1.2.6 枯草芽孢杆菌对黄瓜灰霉病的防治效果 

选择 1片真叶期长势一致的盆栽黄瓜苗，药剂喷

雾处理(以叶片滴下液滴为准)后自然晾干 24,h，每个

处理 4 个重复．用镊子将菌块接种在叶片中央，有菌

丝的一面接贴于叶面．然后将黄瓜苗放在不同的湿盒

中，25,℃下黑暗保湿24,h，再维持相对湿度90%左右、

光暗周期(d/n)10,h/14,h 下培养 3,d．用直尺“十字交

叉法”测病斑直径(单位为 cm)，结果取其平均值． 

防治效果＝(d对照–d处理)/d对照×100% 

2 结果与分析 

2.1 不同菌株枯草芽孢杆菌对灰霉菌的抑制效果  

比较 

  测试 41 株枯草芽孢杆菌发酵液(菌体浓度 1×

10
5,
mL

–1
)对灰霉菌的抑制作用．供试枯草芽孢杆菌

发酵液对灰霉菌菌丝生长表现出不同程度的抑制作

用．其中 BS01、BS03、095802、095303、094510 和

142203 菌株对灰霉菌菌丝生长的抑制作用达到了

50%以上．BS01 和 BS03 对灰霉菌菌丝生长的抑制效

果与稀释 100倍的 50%扑海因悬浮剂相当，抑菌率分

别为 64%和 61%． 

为了进一步确定初筛结果的可靠性，利用平板法

对 BS01、BS03、095802、095303、094510 和 142203

菌株的发酵液进行复筛．共设 3 次独立的重复实验，

每次实验采用 3个重复，取 3个重复抑菌率的平均值

作为 1次实验的分析值，结果见表 1． 

  由表 1 可知，在 3 次重复实验中，供试菌株的发

酵液对灰霉菌菌丝生长均表现出较强的抑制作用，而
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且标准差在 10%以内，重复性较好；在 3 次实验中，

各枯草芽孢杆菌的发酵液对灰霉菌菌丝生长的抑菌

率趋势基本一致，其中，BS01 和 BS03 对灰霉菌菌丝

生长的抑菌率为最高，分别为 67.91%和 65.45%． 

表 1 枯草芽孢杆菌发酵液对灰霉菌的抑制作用 

Tab. 1 Inhibition of Bacillus on Botrytis cinerea growing 

抑菌率/% 枯草芽孢杆菌 

发酵液 第一批 第二批 第三批 均值±标准差

BS01 64.32 64.94 74.48 67.91±5.70 

BS03 61.20 61.60 73.54 65.45±7.01 

095802 55.47 51.11 64.27 56.95±6.70 

095303 53.91 54.81 54.75 54.49±0.50 

094510 

142203 

52.34 

52.08 

54.60

53.58

57.77 

61.72 

54.90±2.73 

55.79±5.20 

扑海因稀释 100倍 62.24 67.16 69.37 66.26±3.65 

2.2 复筛后的 6 株枯草芽孢杆菌对盆栽黄瓜灰霉病

的防治效果 

为了验证平板法筛选出的菌株发酵液在植物活

体上对病原菌的抑制效果，以盆栽黄瓜苗为寄主植

物，检测 BS01、BS03、095802、095303、094510 和

142203发酵液对黄瓜灰霉病的防治效果，结果见表 2. 

表 2 枯草芽孢杆菌对黄瓜灰霉病菌的防治效果 

Tab. 2 Efficacies of Bacillus against gray mold on cucum- 

ber leaves 

枯草芽孢杆菌发酵液 菌落直径/cm 防治效果/% 

BS03 1.33 53.44 

BS01 1.50 47.62 

094510 2.01 29.73 

NB培养液 2.82 1.30 

095303 2.86 — 

清水对照 2.86 0 

142203 3.20 — 

095802 3.06 — 

扑海因稀释 500倍 0.51 82.01 

从表 2 中可以看出，枯草芽孢杆菌发酵液对温室

盆栽黄瓜灰霉病的抑制作用低于平皿实验中对灰霉

病菌的抑制效果．095802、095303 和 142203 发酵液

在植物活体实验中对灰霉病没有防治作用，094510

有 29.73%的抑制效果；BS01 和 BS03 仍然保持对黄

瓜灰霉病一定的抑制作用，抑菌率分别为 47.62%和

53.44%． 

2.3 菌株 BS01和 BS03对灰霉菌菌丝的抑制作用 

分别稀释 BS01 和 BS03 的发酵液至菌体浓度为

10
8、10

7、10
6、10

5、10
4、10

3、10
2,
mL

–1，采用涂布平板

法测试不同的菌体浓度的发酵液对黄瓜灰霉菌菌丝

的抑制作用． 

由图 1可知随发酵液中菌体浓度的降低，发酵液

对灰霉菌菌丝生长的抑制作用减弱，其中 BS01 发酵

液对灰霉菌抑制作用的下降趋势比 BS03 明显．另

外，当菌体浓度为 10
3,
mL

–1时，菌株 BS03 和 BS01 抑

菌率仍在 50%左右． 

 

图 1 菌株 BS01和 BS03对黄瓜灰霉菌菌丝的抑制作用 

Fig. 1 Efficacies of BS01 and BS03 on Botrytis cinerea 

growing 

以抑菌率值为因变量(y)，以各个处理组的菌体

浓度为自变量(x)，绘制曲线 y＝ax+b，求出当抑菌率

的概率值为 50%时对应的菌体浓度 D，结果见表 3． 

表 3 菌株 BS01和 BS03对灰霉菌菌丝生长的影响 

(自由度 f＝6) 

Tab. 3 Effects of BS01 and BS03 on Botrytis cinerea growth 

发酵液 线性方程 R
2
 D 

BS01 y＝12.563,x＋1.080,4 0.91 10
3.89

 

BS03 y＝10.563,x＋18.116 0.93 10
3.02

 

由表 3 可知，当抑菌率为50%时，BS03 的菌体浓

度低于 BS01 的菌体浓度，因此 BS03 抑菌效果比

BS01 的抑菌效果好． 

2.4 菌株 BS03发酵滤液、菌悬液的抑菌活性 

发酵滤液易于加工剂型，新鲜的培养基在加工剂

型中具有保护菌体的作用；因此，研究发酵滤液和菌

悬液的抑菌活性具有一定的意义． 

将发酵液、发酵滤液、菌悬液稀释 1、2、5、10、20

倍，以发酵液作对照，比较菌悬液和发酵滤液对灰霉

病的防治效果，结果如图 2 所示．菌悬液、发酵滤液

对灰霉病的防治效果随其浓度的降低而降低，说明发

酵滤液和菌悬液在防治灰霉病中起到一定作用．其

中，当发酵滤液稀释 10 倍和稀释 20 倍时，发酵滤液

对灰霉病几乎没有防治作用；稀释 20 倍时的防治效

果反而比稀释 10 倍时的防治效果更好，这可能是由
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于误差作用．菌悬液对灰霉病的防治效果高于发酵

滤液，说明选择菌悬液防治黄瓜灰霉病优于发酵滤液. 

 

图 2 发酵液、菌悬液、发酵滤液对黄瓜灰霉病菌的防治效果 

Fig. 2 Efficacies of fermentation liquid，bacterial suspend- 

sion，supernatant against gray mold on cucumber 

2.5 病原菌的接种时间对抑菌活性的影响 

在测试发酵液、发酵滤液、菌悬液防治效果实验

中，菌悬液表现出较高的防治效果，仅次于发酵

液．考察菌悬液处理黄瓜苗后，在不同时间接种灰葡

萄孢菌，其对灰霉病的防治效果如图 3所示． 

 

图 3 病原菌接种时间对防治效果的影响 

Fig. 3 Control efficacy of different intervals after treatment 

由图 3 可知，用菌悬液处理 3,d 后接种病原菌，

对灰霉病的防治作用最高，表现良好的防病效果，其

防效达 63.92%．可能是由于菌体的定殖能力和菌体

对营养物质的快速利用抑制了葡萄孢菌的生长，从而

达到防治灰霉病的作用． 

3 讨 论 

芽孢杆菌是土壤和植物微生态区系的优势生物

种群，具有很高的抗逆能力和抗菌防病作用．许多优

良的天然菌株已成功地用于防治植物病害．Bacon 

等[4]分离的玉米内生枯草芽孢杆菌与病原串珠镰孢

菌有相同的生态位，枯草芽孢杆菌能在玉米体内迅速

定殖和繁殖，有效降低串珠镰孢菌及毒素的积累． 

Papavizas 等[5]报道，枯草芽孢杆菌可以防治水稻等作

物的多种土传真菌病．Hwang 等[6]报道，枯草芽孢杆

菌可以防治豌豆的根腐病．20世纪90 年代后，国外许

多枯草芽孢杆菌制剂上市．日本东京技术研究所的枯

草芽孢杆菌RB14 和 NB22分别对 Rhizoctonia solani、 

Fusarium orysporum 和 Pseudornonas solanacearum 

引起的番茄病害有良好的防效[7]．至 2001 年，美国 

已有 4 株枯草芽孢杆菌生防菌株，QST713、GBO3、

MBI600 和 FZB24 均获得了美国环保署(EPA)商品

化或有限商品化生产应用许可[8]．我国一些科研人员

也对具有生防作用的枯草芽孢杆菌进行了研究．王

雅平等[9]采用室内平皿实验、盆栽和田间小区实验确

定枯草芽孢杆菌 A014 菌株对小麦赤霉病的防效达

50.6%，之后他们从丝瓜根际土壤分离到枯草芽孢杆

菌 TG26 菌株[10] ．该菌株对小麦赤霉病和西瓜枯萎

病有较强的抑制作用，对小麦赤霉病的盆栽防效达

89.8%，对西瓜枯萎病的苗期防效达 100%．田间小区

实验表明，对小麦赤霉病、西瓜枯萎病的防效分别为 

73.1%和 79.6%，并且有明显的增产效应．张学君等[11]

用枯草芽孢杆菌 B3 菌株防治小麦纹枯病，田间防效

为 50%～80%，并确定了它在小麦根系及茎基部的定

殖能力． 

本研究采用涂布平板法和盆栽植株法测定了枯

草芽孢杆菌发酵液对灰霉菌菌丝的抑制作用．比较

两种方法的结果，筛选出防治黄瓜灰霉病效果较好的

菌株 BS03． 

盆栽植株法对灰霉菌的防治效果低于涂布平板

法的抑菌效果．产生这个结果的原因有三点：一是环

境因素的影响．因为盆栽植株法测定是在活体植株的

叶片上，外界环境影响菌株的生长繁殖以及菌株之间

可能产生相互作用．二是枯草芽孢杆菌的作用机理

为与病原菌竞争营养和空间，对病原菌产生拮抗作用

或对植物的诱导作用等．因此，枯草芽孢杆菌在植物

叶片上的定植、在叶片上接种病原菌的时间、枯草芽

孢杆菌的发酵时间、发酵液的 pH 等对枯草芽孢杆菌

的抑菌效果影响很大．而涂布平板法是病原菌和枯

草芽孢杆菌之间的作用，相对来说影响因素少．三是

供试样品仅为发酵液而不是制剂化产品，其在叶片上

的黏附性及稳定性需要助剂来增强． 

菌株 BS03 发酵液具有较强的抑菌作用，室内盆

栽植株实验的防病效果在 50%以上，对田间实验具有

一定的意义．另外用新鲜的培养基重新悬浮菌体后
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表现出良好的抑菌效果，新鲜培养基既可以为菌体生

长繁殖和代谢提供营养物质，还可以在制造剂型过程

和贮存过程中保护菌株．说明 BS03 菌悬液可将作为

微生物源杀菌剂进行深入研究． 
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