
Advances in Microbiology 微生物前沿, 2015, 4(4), 55-61 
Published Online December 2015 in Hans. http://www.hanspub.org/journal/amb 
http://dx.doi.org/10.12677/amb.2015.44008  

文章引用: 曹旭, 刘宇帅, 陈静宇, 张淑梅, 孟利强, 胡基华, 姜威, 李晶. 马铃薯晚疫病生防菌株的筛选及其拮抗作

用的研究[J]. 微生物前沿, 2015, 4(4): 55-61. http://dx.doi.org/10.12677/amb.2015.44008 

 
 

The Study of Screening and Antagonism for 
Potato Late Blight Biocontrol 

Xu Cao1,2,3, Yushuai Liu1,2,3, Jingyu Chen2,3, Shumei Zhang1,2,3, Liqiang Meng1,2,3, Jihua Hu2,3, 
Wei Jiang1,2,3, Jing Li1,2,3* 
1Institute of Microbiology of Heilongjiang Academy of Sciences, Harbin Heilongjiang  
2Heilongjiang Key Lab of Biological Engineering, Harbin Heilongjiang 
3Institute of High Technology, Heilongjiang Academy of Sciences, Harbin Heilongjiang  

 
 

Received: Nov. 20th, 2015; accepted: Dec. 6th, 2015; published: Dec. 9th, 2015 
 

Copyright © 2015 by authors and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

    
 

 
 

Abstract 
Aim: To screen biocontrol strains that with better control effect on potato late blight and then study 
the biocontrol strains antagonistic effect. Methods: Screening of biocontrol bacteria cultured by plate 
confrontation inhibition, the mechanism of antagonism was preliminarily explored by using gradient 
dilution method and co-culture method. Results: Screening 2 strains which had inhibitory effect on 
potato late blight pathogen biocontrol strains of PB12 and CZS, the antibacterial test showed that the 
inhibition rate of PB12 and CZS was 98%; and the change of biocontrol dilution degree in liquid culture 
had little effect on the antibacterial effect, while decreased slightly in the solid medium. Conclusion: 
We screen 2 strains with strong antagonistic effect on potato late blight pathogen biocontrol strains of 
PB12 and CZS, and achieve the antibacterial effect by inhibiting the growth of pathogenic bacteria. 
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摘  要 

目的：筛选获得对马铃薯晚疫病具有较好防治作用的生防菌株，并对其拮抗作用进行研究。方法：利用

平板抑菌对峙培养法筛选生防菌，并采用梯度稀释法及共培养的方法对拮抗作用机制进行初步探索。结

果：筛选出2株对马铃薯晚疫病菌具有抑制作用的生防菌株PB12、CZS；通过抑菌试验表明，菌株PB12
和CZS的抑菌率可达98%，在液体培养时生防菌液稀释度的变化对抑菌效果没有明显影响，在固体培养

时随着生防菌液稀释度的增加抑菌能力稍有下降。结论：筛选出2株对马铃薯晚疫病菌具有较强拮抗作

用的生防菌株PB12和CZS，并通过抑制病原菌菌丝的生长达到抑菌效果。 
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1. 引言 

近年来马铃薯产业迅猛发展，种植面积不断扩大。目前我国正推进马铃薯主粮化发展战略，力争通

过几年的努力，形成马铃薯与谷物协调发展的新格局，使其逐渐成为第四大主粮作物。但是由于生产者

对于提供无病种薯的观念不强，常将非种薯做种薯应用，品种引进和调运过程中忽视检疫把关；有的种

薯种植生产地区，忽视轮作倒茬；在种植过程中对病害的防治措施落实不认真等原因致使马铃薯病害日

趋严重，马铃薯晚疫病就是其中之一，不仅发病普遍，危害程度也越来越重，影响了品质，已成为马铃

薯产业发展的一大障碍[1]。 
晚疫病是由致病疫霉菌[Phytophtora infestans (Mont.) de Bary]引起的一种真菌病害，对马铃薯是毁灭

性的真菌病害，可导致马铃薯茎叶死亡和块茎腐烂、造成植株提早枯死、从而降低产量，制约马铃薯生

产，对加工型品种尤其危害更为严重[2]。在晚疫病流行年间，块茎可在贮藏期间可引起腐烂，给产业化

生产马铃薯带来巨大的经济损失。据国际马铃薯中心统计，1996 年全球每年因此病造成的直接经济损失

达到 170 亿美元[3]。在我国，马铃薯生产也一直受到晚疫病的危害，尤其在 50 年代至 60 年代初，华北、

东北和西北曾经多次发生晚疫病大流行，使马铃薯生产损失过半[4]。而我省每年 7~8 月正处于马铃薯生

长结薯期，雨量充沛，气温适宜最适合晚疫病的发生和流行，因此马铃薯晚疫病作为黑龙江省马铃薯生

产的主要病害之一，每年都有不同程度的发生和流行，在一般年份减产 20%左右，发生重的年份减产 50%
以上，甚至绝产，因此，晚疫病已成为近年来黑龙江省马铃薯产业发展的制约因素[1]。 

马铃薯晚疫病的传统防治方法主要有农业防治和化学防治。近年来，由于传统的农业防治方法不能

从根本上控制病害的发生，防治效果往往不稳定；而化学农药的长期使用会使病原菌产生抗药性，过量

使用农药还会破坏土壤的微生态环境，加重农药对环境的污染，造成有毒有害物质在农作物体内过多残

留。因此，生物防治的方法研究越来越受到人们重视，利用微生物之间的拮抗作用，选择对农作物不造

成危害的微生物来抑制病原菌的生长[5] [6]。为此笔者对马铃薯晚疫病害的生防菌进行筛选，并对筛选出
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菌株的拮抗作用机制进行初步研究。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

菌株：马铃薯晚疫病菌由黑龙江省农业科学院植物脱毒苗木研究所提供，供实验筛选所用生防细菌

均为黑龙江省生物工程重点实验室筛选保藏。 
培养基：NYD 培养基(牛肉浸膏 8 g，酵母膏 5 g，葡萄糖 10 g，蒸馏水 1000 mL，pH 7.2~7.5)；黑麦

液体培养基(黑麦 100 g，蔗糖 15 g，碳酸钙 1.4 g，蒸馏水 1000 mL，pH 自然)。 

2.2. 生防菌株的筛选 

2.2.1. 生防菌株的初筛 
将实验室现有保藏的生防细菌菌株(CZS、LKS、WHS、PB12、B10、CZL、ZH2、B29、JK)挑取单

菌落分别接于 5 ml NYD 试管中，于 35℃、170 r/min 振荡器中培养 18 h 待用。将保存在斜面上的马铃薯

晚疫病菌接于黑麦培养基平板置于 18℃培养箱中进行培养至菌丝长满培养皿。在黑麦培养基平板上划十

字线分出 4 个区域，每个区域中心分别接入直径为 8 mm 的靶标病原菌菌饼，同时在平板十字线上划入

待测生防菌液，设无生防菌液为对照，重复 4 次，于 18℃培养，当对照真菌长至十字线位置时观察处理

组抑菌效果。 

2.2.2. 生防菌株的复筛 
经过初次抑菌实验获得 7 株具有拮抗作用的细菌，采用与初筛同样的方法继续进行复筛，当对照真

菌长至十字线位置时观察处理组抑菌效果。测量抑菌带宽，计算抑菌率。将抑菌效果大于 50%的生防菌，

进行纯化保藏。 
抑菌率(%) = (对照菌丝直径 − 处理菌丝直径)/对照菌丝直径 × 100%。 

2.3. 生防菌株的拮抗作用 

将具有较强拮抗效果的两株生防细菌挑取单菌落分别接于 5 ml NYD 试管中，于 30℃、150 r/min 振

荡器中培养 24 h。再以 2%的接种量分别接种于 50 ml NYD 三角瓶中，于 30℃、150 r/min 振荡器中培养

45 h 待用。 
将保存的马铃薯晚疫病菌接于黑麦培养基平板置于 18℃培养箱中进行培养，待菌丝长满培养皿。 

2.3.1. 液体培养条件下的拮抗作用 
将两株生防细菌分别进行梯度稀释(10 倍、100 倍)，然后在 50 ml 的黑麦液体培养瓶中以 3%的接种

量分别加入各浓度的菌液 1 ml (包括细菌原液及各稀释度菌液)。再于每瓶中分别接入直径为 8 mm 的靶

标病原菌菌饼，设未接种生防菌液的为对照，重复 3 次，于 26℃恒温摇床培养。每天对真菌生长情况进

行观察，到第 4 d 停止培养，此时对照组真菌生长量明显多于实验组。将菌丝过滤，置于阴凉干燥处晾

干后称其干重，并计算抑菌率。 
抑菌率(%) = (对照菌丝重量 − 处理菌丝重量)/对照菌丝重量 × 100%。 

2.3.2. 固体培养条件下的拮抗作用 
将两株生防细菌分别进行梯度稀释(10 倍、100 倍)，然后在黑麦培养基平板上均匀涂满各浓度的菌液

100 µl (包括细菌原液及各稀释度菌液)。晾干后每平板分别接入直径为 8 mm 的靶标病原菌菌饼，设未涂

生防菌液的为对照，重复 3 次，于 18℃培养箱中培养。每天对真菌生长情况进行观察，测量菌丝直径，
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并计算抑菌率。 
抑菌率(%) = (对照菌丝直径 − 处理菌丝直径)/对照菌丝直径 × 100%。 

3. 结果与分析 

3.1. 马铃薯晚疫病害生防菌的筛选 

通过平板抑菌对峙实验，对实验室现有生防菌株的抑菌能力进行测定，筛选出 7 株抑菌能力不同的

细菌。其中菌株 PB12 和菌株 CZS 抑菌效果较明显，通过对抑菌带宽度的测量表明这两株生防菌株的抑

菌率大于 70% (表 1)。 

3.2. 菌株 PB12、CZS 对晚疫病菌的拮抗作用 

3.2.1. 液体培养条件下的拮抗作用 
通过共培养的方法对菌株 PB12、CZS 的拮抗作用进行测定，结果表明在液体培养条件下，对照组中

丝核菌菌丝迅速生长成团块，而加有生防菌株的培养瓶内菌丝生长缓慢。第 4 d 时停止培养，将各组菌

丝进行过滤、晾干、称重。结果如图 1 所示，对照组菌丝团块明显大于各实验组菌丝团块，同时随着稀

释度的增加，实验组团块的大小没有明显变化。通过计算各组菌丝团块的重量表明，菌株 PB12 和 CZS
均能够抑制马铃薯晚疫病菌菌丝的生长，抑菌率达到 98%。不同浓度的生防菌液(原液、稀释 10 倍和 100
倍)对抑菌效果影响不大(表 2)。 

3.2.2. 固体培养条件下的拮抗作用 
通过平板抑菌实验对菌株 PB12、CZS 的拮抗作用进行测定，结果表明在固体培养条件下，对照组中

晚疫病菌菌丝逐渐生长且菌丝致密、健壮，而涂有生防菌株的培养皿内菌丝生长缓慢，当培养第八天时

对照组菌丝长满整个平板，实验组各菌丝稀疏，长势明显弱于对照组，在培养中后期几乎不再生长(图 2)。
通过对菌丝直径计算表明菌株PB12和CZS对马铃薯晚疫病菌的抑菌率虽然没有液体条件下的抑菌率高，

但几乎可达到 90%以上，且随着培养时间的延长抑菌能力逐渐升高，其中菌株 PB12 的抑菌率可达到

90.96%。不同浓度的生防菌液(原液、稀释 10 倍和 100 倍)对抑菌效果存在影响，随着稀释度的增加抑菌

能力发生下降(表 3)。 
 
Table 1. All strains of potato late blight control effect 
表 1. 各供试菌株对晚疫病菌的防治效果 

菌株 抑菌带宽/mm 抑菌率/% 

CZS 8.64 70.51 

LKS 8.22 58.70 

WHS 7.51 62.72 

PB12 8.93 71.57 

B10 - - 

CZL - - 

ZH2 7.55 63.41 

B29 7.86 59.49 

JK 6.53 63.45 

CK - - 
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Table 2. Antagonistic effect of biocontrol strain PB12 and CZS to potato late blight when liquid culture 
表 2. 液体培养条件下晚疫病菌对生防菌株 PB12 与 CZS 的拮抗效果 

菌株 平均干重(mg) 抑菌率/% 

PB12 原液 5.4 ± 0.00030 98.29 

PB12 10 倍稀释液 8.0 ± 0.00026 97.49 

PB12 100 倍稀释液 15.3 ± 0.00036 95.20 

CZS 原液 8.7 ± 0.00023 97.28 

CZS 10 倍稀释液 17.2 ± 0.00092 94.61 

CZS 100 倍稀释液 23.2 ± 0.00029 92.73 

CK 318.5 ± 0.06514 - 

 
Table 3. Antagonistic effect of biocontrol strain PB12 and CZS to potato late blight when solid culture 
表 3. 固体培养条件下晚疫病菌对生防菌株 PB12 与 CZS 的拮抗效果 

菌株 抑菌率/% 
(3 天) 

抑菌率/% 
(5 天) 

抑菌率/% 
(8 天) 

PB12 原液 57.27 78.69 90.96 

PB12 10 倍稀释液 57.27 78.69 90.96 

PB12 100 倍稀释液 57.27 78.69 90.96 

CZS 原液 57.27 78.69 90.96 

CZS 10 倍稀释液 57.27 74.01 88.98 

CZS 100 倍稀释液 57.27 75.13 87.13 

CK - - - 

 

 
(a) 

 
(b) 

注：(a) 菌株 PB12 拮抗作用后的菌丝；(b) 菌株 CZS 拮抗作用后的菌丝 

Figure 1. Antagonism strains PB12 and CZS when liquid culture 
图 1. 液体培养时 PB12 与 CZS 菌株的拮抗作用 

CK

PB12 原液

PB12 10倍稀释液

PB12 100倍稀释液

CK

CZS 原液

CZS 10倍稀释液

CZS 100倍稀释液
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(a) 

 
(b) 

注：(a) 菌株 PB12 的拮抗作用；(b) 菌株 CZS 的拮抗作用。 

Figure 2. Antagonism strains PB12 and CZS when solid culture 
图 2. 固体培养时 PB12 与 CZS 菌株的拮抗作用 

4. 讨论 

本研究筛选出 2 株对马铃薯晚疫病菌抑菌率达 98%的生防菌株 PB12 和 CZS，通过抑菌试验表明，

无论在液体还是固体培养条件下，菌株 PB12 和 CZS 对马铃薯晚疫病菌的拮抗作用都十分稳定，在液体

培养时生防菌液稀释度的变化对抑菌效果没有明显影响，在固体培养时随着生防菌液稀释度的增加抑菌

能力稍有下降，同时这两株生防菌均可以抑制丝核病菌菌核的形成，削弱丝核菌抵御外界不良环境的能

力。 
利用微生物之间的拮抗作用防治植物病害国内外已有较多的研究[7]-[16]，但目前国内对于马铃薯晚

疫病害的报道多集中于病原菌的生物学特性、传播以及化学防治方面，对于该病原菌的生物防治报道很

少。植物病害的防治受植物、病原物、拮抗菌、环境条件等多方面因素的影响[8]。有研究显示，病原菌

晚疫病菌是一种全世界大量农作物和野生寄主的病原物，当该病菌侵染到马铃薯上，随着土壤湿度增大，

新薯块上的菌核形成会加重。新块茎上形成的菌核，或在土壤里越冬的菌核，下一年根据环境条件，又

可发生侵染。由此给防治带来很大困难[3]。 
本研究筛选到的生防菌株 PB12 和 CZS 对马铃薯丝核病菌具有较强的拮抗作用，对病原菌菌丝存在

抑制作用，更重要的是能够显著抑制马铃薯晚疫病菌菌核的形成，表现出防治菌核病的潜力，提高马铃

薯产量及品质，具有进一步研究的价值。同时，针对这两株生防菌的抗菌机理、在马铃薯活体上是否具

有相同的拮抗作用以及田间防效等内容将在后续研究中进行。 
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