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贝莱斯芽胞杆菌菌株P2-1对草莓褐色

叶斑病菌的抑制活性及其促生作用

袁洪波，王卓妮 a，袁梦佳，覃艮红，史冰柯，周厚成，侯 珲，王 丽*，涂洪涛*

（中国农业科学院郑州果树研究所，郑州 450009）

摘 要：【目的】探究内生菌贝莱斯芽胞杆菌菌株P2-1对草莓褐色叶斑病的防治效果，以及对草莓的促生作用，为该拮

抗菌在草莓病害生物防治中的应用奠定基础。【方法】通过平板对峙实验分析菌株P2-1对草莓褐色叶斑病菌落生长以

及菌丝形态的影响，并利用离体草莓叶片鉴定菌株P2-1对草莓褐色叶斑病的防治效果。同时，分析菌株P2-1对草莓

植株生长的影响。【结果】菌株 P2-1 对草莓褐色叶斑病菌具有强烈的拮抗活性，抑制率达到 66.38%，抑菌带为

0.76 cm。菌株 P2-1代谢产物具有蛋白酶和纤维素酶活性。菌株 P2-1能在草莓叶片定殖，处理 10 d后仍可维持在

4.07×108 CFU左右。菌株P2-1对草莓褐色叶斑病具有良好的防治效果，同时能促进草莓植株生长，使草莓株高、根长、

湿质量和干质量分别提高24.83%、40.74%、28.88%和55.69%。【结论】贝莱斯芽胞杆菌菌株P2-1对草莓褐色叶斑病具

有较好的防治效果，并具有草莓促生作用，表现出潜在的应用价值。
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Abstract:【Objective】Strawberry is a perennial herb crop with high nutritional and economic value.

Strawberry is grown all over the world because of its highly adaptive capacity. With the development of

modern urban agriculture, the planting area of strawberry in China is increasing in recent years. Howev-

er, the frequent occurrence of plant diseases seriously restricts the healthy development of the strawber-

ry industry. Among them, tan-brown leaf spot of strawberry caused by Pilidium concavum or P. lythri is

a newly discovered disease, which has been reported in the world. The disease mainly affects leaves and

fruits, which causes serious loss in the yield and quality of strawberries. Controlling plant disease with

chemical agent is the most common and effective method. However, the long-term use of chemical fun-

gicides could increase the selection pressure on the presence of fungicides resistant isolates and cause

environmental pollution. Biocontrol of plant diseases with endophytes is the hot spot of plant disease

control research and has the characteristics of safety, low toxicity and high efficiency. So far, there

has no prior report on biocontrol of tan-brown leaf spot of strawberry. The aim of this study is to ana-

lyze the biocontrol effect of endophyte Bacillus velezensis strain P2-1 against strawberry brown leaf

spot and its growth-promoting efficacy on strawberry. The result will lay a foundation for the applica-

tion of this antagonistic agent in strawberry disease.【Methods】The antagonistic activity of endo-
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草莓（Fragaria × ananassa Duch.）是一种多年

生草本作物，具有较高的营养价值和经济价值。草

莓适应能力强，在世界各地均有种植。近年来，随

着现代都市农业的发展，中国草莓种植面积呈逐年

上升趋势[1]，但植物病害的频繁发生也严重制约着

草莓产业的健康发展。草莓褐色叶斑病是新发现的

一种真菌病害，目前在中国、巴西、比利时、美国、伊

朗和韩国等地均有报道[2-7]。该病是由 Pilidium con-

cavum 和 P. lythri 引起的病害，主要危害草莓叶片和

果实，严重影响草莓的产量和品质。发病初期，叶片

phyte B. velezensis strain P2-1 against P. concavum was tested by plate confrontation experiment cul-

ture method. Colony growth rate and mycelium morphology of P. concavum was analyzed. Protease,

cellulase and β-1, 3-glucanase activities of strain P2-1 were determined by placing strain P2-1 cells on

skim-milk agar, CMC, and aniline blue agar media, respectively. The numbers of strain P2-1 colonies in

inoculated strawberry leaves were counted at 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 and 10 days after inoculation, re-

spectively. The antagonistic activity of strain P2-1 on strawberry brown leaf spot was determined on de-

tached leaves of strawberry. After treatment with strain P2-1 cell suspension, the leaves of strawberry

were inoculated with mycelia plugs of P. concavum. Disease incidence and lesion diameter were mea-

sured at 5 and 7 days after inoculation. Water treatment was used as negative control and tebuconazole

treatment was used as positive control. Photographs of the disease were taken at 7 days after inocula-

tion. To analyze the effect of strain P2-1 on growth-promoting traits, strawberry seedlings were treated

with 5 mL P2-1 cell suspension (108∙mL-1) by root irrigation and plant height, root length, fresh weight

and dry weight were measured at 30 days after inoculation.【Results】The endophyte B. velezensis

strain P2-1 showed strong inhibition effect on mycelia growth of P. concavum. Statistical result indicat-

ed that the inhibition rate of strain P2-1 on P. concavum reached to 66.38%, with inhibition zone being

about 0.76 cm. Microscope observations revealed that strain P2-1 resulted in abnormal mycelial mor-

phology of P. concavum. After antagonistically treated with strain P2-1, the hypha of P. concavum be-

came fractured, digested, transparent and slender. Statistical result showed that the treated hyphal diame-

ter with stain P2-1 was about 4.12 μm, which was significantly reduced, comparing to CK (7.71 μm).

Strain P2-1 could form clear and transparent circles on skim milk medium and CMC medium, but could

not form clear circles on aniline blue medium, indicating that metabolites of strain P2-1 had protease

and cellulase activities. The statistical results showed that after spraying strawberry leaves with stain P2-

1, the number of colonies of strain P2-1 increased rapidly, and reached the maximum at 7 days after in-

oculation, with the number of colonies being 1.15 × 1010 CFU. Subsequently, the number of colonies

showed a downward trend, and at 10 days after treatment, the number of colonies tended to be stable

and remained at about 4.07×108 CFU. This result indicated that strain P2-1 was able to successfully col-

onize in strawberry leaves. The result of pathogenicity test showed that strain P2- 1 cell suspension

could inhibit the development of tan-brown leaf spot of strawberry caused by P. concavum. The statisti-

cal results showed that strain P2-1 could reduce the disease incidence and lesion diameter at 5 and 7

days after inoculation, comparing to CK treatment. The control efficiency of tan- brown leaf spot of

strawberry by strain P2-1 was comparable to the positive control tebuconazole. In addition, strain P2-1

could significantly improve plant height, root length, wet weight and dry weight of strawberry seed-

lings.【Conclusion】The endophyte B. velezensis strain P2-1 showed strong antagonistic activity against

strawberry tan- brown leaf spot caused by P. concavum, which can be exploited as a bio- controlling

strain of the disease for further study.

Key words: Tan-brown leaf spot of strawberry; Bacillus velezensis; Antagonistic activity; Growth-pro-

moting effect
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的中央出现圆形褐色病斑，随着病害的加重，病斑

逐渐扩大形成褐色的同心轮纹症状。当前，草莓褐

色叶斑病的防治研究还较少，常用化学药剂对其防

效尚不清楚。另外，随着人们对食品安全问题的重

视，以及长期使用化学农药造成环境污染等问题

的出现，生物防治手段受到越来越多的关注。

利用拮抗菌防治植物病害是生物防治的重要

手段之一。芽胞杆菌具有拮抗效果好、繁殖速度

快、抗逆性强等特点，在植物病害防治方面表现出

良好的应用前景 [8]。贝莱斯芽胞杆菌（Bacillus

velezensis）是芽胞杆菌中的一个种，在自然界中普

遍存在。已有研究表明，贝莱斯芽胞杆菌中的部分

菌株具有广谱拮抗活性，同时还能对作物产生促生

的作用，在生产中表现出很好的应用潜力[9-10]。贝莱

斯芽胞杆菌菌株 P2-1 是从苹果枝干中分离获得，对

苹果轮纹病菌（Botryosphaeria dothidea）、苹果腐烂

病菌（Valsa mali）、苹果炭疽病菌（Colletotrichum

gloeosporioides）和梨腐烂病菌（V. pyri）均表现强烈

的拮抗活性，并且该内生细菌的使用不影响苹果的

果实品质[11]。

笔者在本研究中分析了贝莱斯芽胞杆菌菌株

P2-1 对草莓褐色叶斑病的防治效果，以及对草莓促

生作用，为该拮抗菌在草莓病害生物防治中的应用

奠定了基础。

1 材料和方法

1.1 材料

草莓褐色叶斑病菌（P. concavum）菌株 CM2-4、

贝莱斯芽胞杆菌菌株 P2-1[11]均保存于中国农业科学

院郑州果树研究所。

1.2 方法

1.2.1 拮抗活性鉴定 采用平板对峙实验[11]，测定

内生细菌贝莱斯芽胞杆菌菌株 P2-1 对草莓褐色叶

斑病菌生长抑制效果。在平板中央接种直径为 0.5 cm

的草莓褐色叶斑病菌饼，在距中央位置 2 cm 四周

各接种 3 μL 贝莱斯芽胞杆菌菌株 P2-1（OD600 =

0.8）。每次接种 3 个平皿，3 次重复。对照组不接

种内生细菌。于 25 ℃下黑暗培养 10 d 后，采用十

字交叉法测量草莓褐色叶斑病菌菌落直径，计算抑

制率。抑制率（%）=（对照菌落直径-处理菌落直

径）/（对照菌落直径）×100。同时，利用超景深三维

立体显微镜观察草莓褐色叶斑病菌丝形态特征，并

测量菌丝直径。

1.2.2 菌株 P2-1分泌酶活性分析 蛋白酶活性检

测 [12]：在脱脂牛奶培养基中心位置接种 3 µL

（OD600 = 0.8）的 P2-1 菌株细胞悬液，25 ℃培养 48 h

后观察消解圈。

纤维素酶活性检测[12]：在 CMC 培养基中心位置

接种 3 µL（OD600 = 0.8）的 P2-1 菌株细胞悬液，25 ℃

培养 48 h 后，加入 5 mL 刚果红染料染色 30 min。

倒掉染料，再加入 5 mL 1 mol∙L- 1 NaCl 溶液脱色

15 min，观察消解圈。

β-1,3-葡聚糖酶活性检测[13]：在苯胺蓝培养基中

心位置接种 3 µL（OD600 = 0.8）的 P2-1 菌株细胞悬

浮液，25 ℃培养 48 h 后观察消解圈。

1.2.3 菌株 P2-1对草莓的促生作用 草莓（香野）

移栽 7 d 后，将 5 mL P2-1 细胞悬浮液（108个∙mL-1）

灌根处理草莓，处理 30 d 后调查植株株高、根长、鲜

质量和干质量，水处理作为对照。每个处理 20 棵

苗，3 次重复。

1.2.4 菌株 P2-1在草莓叶片上定殖动态研究 参

照 Yuan 等[11]的方法，具体步骤如下：用菌株 P2-1 细

胞悬浮液（108 个∙mL-1）喷施处理草莓叶片，分别于

处理后 0（处理后 3 h）、1、2、3、4、5、6、7、8、9 和 10 d

取叶片组织（0.1 g），置于 2 mL 离心管中，再加入

1 mL 无菌水，利用研磨仪将其研磨均匀。取上清液

梯度稀释后涂布于 NA 平板上，28 ℃培养 24 h 后进

行菌落计数，最后将菌落数量乘以相应的稀释倍数，

换算成 0.1 g 叶片中含有的菌落数量。3 次重复。

1.2.5 菌株 P2-1 对草莓褐色叶斑病的防治作用

利用离体草莓叶片鉴定菌株 P2-1 对草莓褐色叶斑

病的防治作用，具体方法如下：选取健康、长势一致

草莓叶片，经无菌水清洗干净后，用 75%（φ）乙醇擦

拭消毒，再用无菌水清洗，晾干。用菌株 P2-1 细胞

悬浮液（108 个∙mL-1）喷施处理叶片，接种草莓褐色

叶斑病菌饼（直径为 0.5 cm），无菌水处理作为阴性

对照（CK），戊唑醇（86 µg∙mL-1）（安徽省银山药业有

限公司）处理作为阳性对照。处理后用蘸无菌水的

脱脂棉缠绕叶柄保湿，置于 25 ℃下光照培养箱中培

养，分别于 5 d 和 7 d 后测量病斑直径，并拍照。每

次接种 10 个斑，3 次重复。发病率（%）=（总接种点

数-无病症的接种点数）/总接种点数×100。

2 结果与分析

2.1 贝莱斯芽胞杆菌菌株P2-1对草莓褐色叶斑病

菌的抑制活性

平板对峙实验结果显示，贝莱斯芽胞杆菌菌株

P2-1 对草莓褐色叶斑病菌具有强烈的抑菌活性
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图2 贝莱斯芽胞杆菌菌株P2-1对草莓褐色叶斑病菌菌丝的抑制作用

C

（图 1）。当对照组的草莓褐色叶斑病菌落直径达到

5.11 cm 时，对峙实验中的草莓褐色叶斑病菌仅有

1.72 cm。统计结果显示，P2-1 对草莓褐色叶斑病菌

的抑制率达到 66.38%，抑菌带约为 0.76 cm。

进一步观察菌丝形态特征，发现野生型草莓褐

色叶斑病菌光滑通透，粗细均匀，而经 P2-1 拮抗处

理的菌丝出现断裂、消解、纤细、透明等畸形现象

（图 2-A~B）。菌丝直径测量结果显示，对照菌丝直

径约为 7.71 μm，而拮抗处理后菌丝直径仅为

4.12 μm（图 2-C）。这些结果表明，贝莱斯芽胞杆菌菌

株 P2-1 能显著影响草莓褐色叶斑病菌菌丝形态特征。

A. 正常草莓褐色叶斑病菌菌丝；B. 受 P2-1 拮抗处理后的莓褐色叶斑病菌丝；C. 草莓褐色叶斑病菌丝直径。标尺为 20 μm。不同大写字母

代表差异极显著（Tukey’s tests，p＜0.01）。

A. Normal mycelia of P. concavum; B. Mycelia of P. concavum treated with P2-1; C. Hyphal diameter of P. concavum. Bar, 20 μm. Different capi-

tal letters indicate extremely significant difference (p＜0.01) based on Tukey’s tests.

图 2 贝莱斯芽胞杆菌菌株 P2-1 对草莓褐色叶斑病菌菌丝的抑制作用

Fig. 2 Effect of B. velezensis strain P2-1 on mycelia of P. concavum

图 1 贝莱斯芽胞杆菌菌株 P2-1 对草莓

褐色叶斑病菌的抑制作用

Fig. 1 Inhibition effect of B. velezensis

strain P2-1 on P. concavum

A B C

2.2 菌株P2-1分泌酶活性

菌株 P2-1 在脱脂牛奶培养基和 CMC 培养基

中能形成明显的透明圈，但在苯胺蓝培养基中不能

形成明显的透明圈（图 3），表明菌株 P2-1 代谢产物

中含有蛋白酶和纤维素酶活性，但不具有 β-1,3-葡

聚糖酶活性。

2.3 菌株P2-1在草莓叶片上的定殖动态分析

统计结果显示，喷施处理草莓叶片后，菌株 P2-1

菌落数量迅速上升，7 d 后达到最大值，菌落数量为

1.15×1010 CFU。随后，菌落数量呈下降趋势，处理

A. 蛋白酶；B. 纤维素酶；C. β-1,3-葡聚糖酶。

A. Proteas; B. Cellulase; C. β-1,3-glucanase .

图 3 贝莱斯芽胞杆菌菌株 P2-1 分泌酶活性测定

Fig. 3 Detection of secretase activity of B. velezensis strain P2-1

A B C

菌
丝
直
径

H
yp

ha
ld

ia
m

et
er

/μ
m

9.00

8.00

7.00

6.00

5.00

4.00

3.00

2.00

1.00

0.00
CK +P2-1

A

B

处理 Treatment

袁洪波，等：贝莱斯芽胞杆菌菌株P2-1对草莓褐色叶斑病菌的抑制活性及其促生作用 129



果 树 学 报 第40卷

A

图5 贝莱斯芽胞杆菌菌株P2-1对草莓褐色叶斑病发病程度的影响

A

图5 贝莱斯芽胞杆菌菌株P2-1对草莓褐色叶斑病发病程度的影响

图4 贝莱斯芽胞杆菌菌株P2-1在草莓叶片定
殖动态

10 d 后，菌落数量趋于稳定，维持在 4.07×108 CFU 左

右（图 4）。

2.4 菌株P2-1对草莓褐色叶斑病的防治作用

为了明确菌株 P2-1 对草莓褐色叶斑病的防治

效果，利用离体草莓叶片进行鉴定。鉴定结果显

示，与 CK 处理相比，菌株 P2-1 细胞悬浮液处理

能显著抑制草莓褐色叶斑病的发病程度（图 5-

A）。进一步统计结果显示，与 CK 处理相比，菌株

P2-1 处理后草莓褐色叶斑病的发病率和病斑直

径均显著降低（图 5-B~C）。接种 5 d 后，菌株 P2-

1 处理的草莓叶片发病率约为 33.33%，平均病斑

直径为 1.63 cm，显著低于 CK 处理（图 5-B~C）。

与接种 5 d 相比，接种 7 d 后各种处理的病斑直径

均增加，但菌株 P2-1 处理和阳性对照戊唑醇（Te-

buconazole）处理仍均显著低于 CK（图 5-C）。以

上结果表明，菌株 P2-1 对草莓褐色叶斑病具有较

好的防治潜力。
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不同小写字母代表差异显著（Tukey’s tests，p＜0.05）。下同。

Different small letters indicate significant difference (p＜0.05)

based on Tukey’s tests. The same below.

图 4 贝莱斯芽胞杆菌菌株 P2-1 在草莓叶片定殖动态

Fig. 4 Colonization dynamics of B. velezensis strain P2-1

in leaves of strawberry

A. 菌株 P2-1 能拮抗草莓褐色叶斑病的发病程度；B. 草莓褐色叶斑病发病率统计；C. 草莓褐色叶斑病病斑直径统计分析。用菌株 P2-1 细

胞悬浮液喷施处理草莓叶片，再接种草莓褐色叶斑病菌。分别于接种 5 d 和 7 d 后调查发病率和病斑直径。无菌水处理作为对照，Tebucon-

azole 处理作为阳性对照。接种 7 d 时拍照，标尺为 1 cm。

A. Strain P2-1 could antagonize tan-brown leaf spot of strawberry; B. Statistical analysis of the disease incidence; C. Statistical analysis of lesion

diameter. After treatment with strain P2-1 cell suspension, the strawberry leaves were inoculated with P. concavum. The lesion diameter was mea-

sured at 5 and 7 days post inoculation. Water treatment was used as negative control and tebuconazole treatment was used as positive control. The pic-

ture was taken at 7 days post inoculation. Bar, 1 cm.

图 5 贝莱斯芽胞杆菌菌株 P2-1 对草莓褐色叶斑病发病程度的影响

Fig. 5 Effect of B. velezensis strain P2-1 on inhibition of tan-brown leaf spot of strawberry
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2.5 菌株P2-1对草莓的促生作用

菌株 P2-1 细胞悬浮液能显著促进草莓的生

长。统计结果显示，与对照草莓相比，经菌株 P2-1

细胞悬浮液处理后草莓的株高、根长、湿质量和干

质量均显著提高（表 1），分别提高 24.83%、40.74%、

28.88%和 37.40%。

表 1 贝莱斯芽胞杆菌菌株 P2-1 对草莓生长量的影响

Table 1 Effect of B. velezensis strain P2-1 on plant

growth of strawberry

处理

Treatment

对照

Control

处理

Treatment

株高

Plant

height/cm

17.20±0.26 b

21.47±0.22 a

根长

Root

length/cm

16.20±0.82 b

22.80±1.97 a

湿质量

Fresh

weigth/g

15.03±0.57 b

19.37±0.75 a

干质量

Dry weigth/g

2.46±0.19 b

3.83±0.42 a

注：表中数据为平均值±标准误。

Note: Date are mean ± SE.

3 讨 论

草莓褐色叶斑病是近几年在草莓上出现的一

种新的真菌病害，在世界范围内普遍发生，严重威

胁草莓产业的健康发展。然而，当前有关草莓褐色

叶斑病生物防治的研究还很少，可利用草莓褐色叶

斑病生防菌也很有限。贝莱斯芽胞杆菌是一种重

要的生防菌资源，对多种植物病原细菌和真菌都具

有较强的抑制活性，并且具有促进植物生长的特

性，在生产中表现出巨大的应用前景。仇月等[14]报

道了贝莱斯芽胞杆菌菌株 SDTB038 对草莓枯萎病

具有较好的防治效果。姚锦爱等[15]报道了贝莱斯芽

胞杆菌株 ZZBV-3 对草莓根腐病具有较好的防治效

果。冯江鹏等[16]发现贝莱斯芽胞杆菌菌株 JK3 对草

莓胶孢炭疽菌具有较好的抑制活性。目前，尚无贝

莱斯芽胞杆菌防治草莓褐色叶斑病的相关报道。

笔者在本研究中发现，贝莱斯芽胞杆菌菌株 P2-1 对

草莓褐色叶斑病菌具有强烈的拮抗活性，是一种潜

在的草莓褐色叶斑病拮抗菌资源，该研究结果拓宽

了拮抗菌株 P2-1 潜在的应用范围。

生防菌可通过分泌抗菌化合物发挥拮抗活

性。贝莱斯芽胞杆菌菌株 AR1 能够通过次级代谢

产物 5-N-tyrosinylornithine 直接抑制病原真菌的生

长[17]。贝莱斯芽胞杆菌菌株 HC6 能分泌 3 种具有

拮抗活性的脂肽化合物，包括伊枯草菌素 A、表面

活性素和丰原素[18]。笔者在本研究中发现，经贝莱

斯芽胞杆菌菌株 P2-1 处理后，草莓褐色叶斑病菌出

现断裂、消解、纤细、透明等畸形现象。进一步结果

显示，菌株 P2-1 可能通过其代谢产物的蛋白酶和纤

维素酶活性，降解草莓褐色叶斑病菌细胞壁，使菌丝

表现出畸形现象，从而拮抗菌丝的生长。黄艺烁

等[12]同样发现，多粘类芽胞杆菌菌株（Paenibacillus

polymyxa）ZF197 也是通过代谢产物中的蛋白酶和

纤维素酶破坏立枯丝核菌（Rhizoctonia solani）细胞

壁，导致菌丝产生畸形。

生防菌定殖能力与其防治效果及稳定性紧密相

关[19-20]。菌株 P2-1 是从苹果枝干中分离获得，但它在

草莓叶片上同样表现出很好的定殖能力，处理 10 d

后菌落数量仍可维持较高的定殖密度，展示了良好

的应用潜力。进一步的草莓褐色叶斑病防效实验结

果显示，菌株 P2-1 能有效降低草莓褐色叶斑病的发

病率和发病程度，其防治效果与化学农药戊唑醇相

当，表现出潜在的应用潜力，为后续发开生防菌剂奠

定了基础。

贝莱斯芽胞杆菌不仅具有广谱的拮抗活性，还

具有植株促生作用。Liu 等[21]发现，贝莱斯芽胞杆菌

菌株 D4 通过分泌铁载体以及溶磷作用促进番茄的

生长。贝莱斯芽胞杆菌菌株 NKG-2 同样能明显促

进番茄的生长[22]。本研究得出类似的结果，即菌株

P2-1 能显著促进草莓植株的生长，但其具体促生机

制还有待深入的研究。总体而言，贝莱斯芽胞杆菌

菌株 P2-1 是一株草莓病害生防及促生菌。

4 结 论

贝莱斯芽胞杆菌菌株 P2-1 对草莓褐色叶斑病

菌具有强烈的抑制活性，并对草莓褐色叶斑病菌表

现出较好的防治效果，是一种潜在的草莓褐色叶斑

病生防菌资源。同时，菌株 P2-1能促进草莓植株生长。

致谢：感谢中国农业科学院郑州果树研究所张
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