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本发明属于农作物防治技术领域，具体涉及

一株深褐芽孢杆菌及在枸杞病害防控中的应用。

所述的深褐芽孢杆菌为深褐芽孢杆菌（Bacillus 

atrophaeus）GQ260，保藏编号为：CCTCC  NO:

M20211286，该菌株首次被报道可用于叶面喷雾

防治枸杞白粉病及灌根防控枸杞根腐病，在农业

生产中具有广阔的应用前景。
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1.  一种分离的深褐芽孢杆菌，所述深褐芽孢杆菌的保藏编号为CCTCC  NO:  M 

20211286。

2.  权利要求1所述的深褐芽孢杆菌在制备植物病原菌抑制剂中的应用，所述的抑菌剂

的抑制对象为：镰刀菌（Fusarium  spp.）、穆氏节丝壳(  Arthrocladiella  mougeotii  )、核

盘菌（Sclerotinia  sclerotiorum）、立枯丝核菌（Rhizoctonia  solani）、茄链格孢

（Alternaria  solani）、胶胞炭疽菌（Colletotrichum  gloeosporioides）和/或灰葡萄胞

（Botrytis  cinerea）。

3.权利要求1所述的深褐芽孢杆菌在枸杞栽培中的应用。

4.权利要求1所述的深褐芽孢杆菌在防治枸杞根腐病中的应用。

5.权利要求1所述的深褐芽孢杆菌在防治枸杞白粉病中的应用。

6.权利要求1所述的深褐芽孢杆菌在促进枸杞生长中的应用。
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一株深褐芽孢杆菌及在枸杞病害防控中的应用

技术领域

[0001] 本发明属于农作物防治技术领域，具体涉及一株深褐芽孢杆菌及在枸杞病害防控

中的应用。

背景技术

[0002] 枸杞是一种名贵的中药，具有较高的营养保健和药用价值，具有抗衰老、保护神

经、消炎、促进代谢控制血糖、免疫调节及抗肿瘤等多种生物学活性。青海和宁夏是我国枸

杞的主要产地，枸杞生命力顽强，对生长环境的适应性很强，具有较强的耐盐碱性，能适应

西部地区恶劣的生存环境，使之成为我国西北地区的重要经济作物，产业开发前景十分广

阔。

[0003] 由镰刀菌(Fusarium  spp.)引起的枸杞根腐病和穆氏节丝壳(Arthrocladiella 

mougeotii)引起的枸杞白粉病是枸杞的2种主要病害，对枸杞生产具有重要影响。目前2种

病害的防控主要采用化学杀菌剂，根腐病生产上主要采用恶霉灵和多菌灵等灌根，经中国

农药信息网查询，枸杞白粉病登记药剂主要为苯醚甲环唑、吡唑醚菌酯和戊唑醇，由于化学

杀菌剂频繁使用，抗药性日益严重。另外，枸杞作为高附加值保健产品，对农药残留要求较

为严格，基于上述原因，亟需更为安全有效的防控方法。

[0004] 微生物菌剂不易产生抗药性，无农药残留和环境污染，对土壤微生物群落结构具

有调控作用，抑制病害发生。基于上述特点，微生物菌剂已经广泛用于作物病害的防控。如

拜耳公司的解淀粉芽孢杆菌QST713在欧盟和中国获得登记，广泛用于作物病害的防控。

[0005] 枸杞种植主要集中于宁夏、青海和新疆这些地区，常年干旱少雨、盐碱化严重且紫

外线强烈。芽孢杆菌对于阳光中的紫外线极为敏感，一般紫外线照射30min可完全将其杀

死。芽孢杆菌作为一种微生物，高盐碱的土壤不利于其生存和繁殖，所以，用于枸杞病害防

控的芽孢杆菌还需对紫外线和盐碱具有一定的耐受性。因此筛选出对枸杞根腐病和白粉病

具有良好防控效果，且对紫外线和盐碱具有一定的耐受性的芽孢杆菌具有重要意义。

发明内容

[0006] 本发明的目的是提供一种分离的芽孢杆菌，所述芽孢杆菌为深褐芽孢杆菌GQ260，

其保藏号为CCTCC  NO:M  20211286。

[0007] 本发明的另一个目的在于提供了深褐芽孢杆菌GQ260的液体发酵液的制备方法。

[0008] 本发明的最后一个目的在于提供深褐芽孢杆菌GQ260在制备植物病原菌抑制剂中

的应用，特别是用于制备防治枸杞根腐病和白粉病的药物。

[0009] 为了达到上述目的，本发明采取以下技术方案来实现

[0010] 一种分离的芽孢杆菌，从枸杞根际土壤中分离，经鉴定为深褐芽孢杆菌(Bacillus 

atrophaeus)，已于2021年10月18日送至中国典型培养物保藏中心进行保藏，分类命名：深

褐芽孢杆菌(Bacillus  atrophaeus)GQ260；保藏编号为CCTCC  NO:M  20211286；地点：中国，

武汉，武汉大学。
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[0011] 深褐芽孢杆菌GQ260在LB培养基菌落生长良好，菌落乳白色(图1)。

[0012] 深褐芽孢杆菌(Bacillus  atrophaeus)GQ260在制备植物病原菌抑制剂中的应用，

特别是用于制备防治枸杞根腐病和白粉病药物；

[0013] 以上所述的应用中，优选的，所述的病原菌为镰刀菌(Fusarium  spp.)、穆氏节丝

壳(Arthrocladiella  mougeotii)、核盘菌(Sclerotinia  sclerotiorum)、立枯丝核菌

(Rhizoctonia  solani)、茄链格孢(Alternaria  solani)、胶胞炭疽菌(Colletotrichum 

gloeosporioides)和/或灰葡萄胞(Botrytis  cinerea)。

[0014] 本发明的保护范围还包括深褐芽孢杆菌GQ260在枸杞栽培种的应用，包括用于枸

杞根腐病和白粉病的防治，促进枸杞生长。

[0015] 与现有技术相比，本发明具有以下优点：

[0016] (1)本发明提供了一种深褐芽孢杆菌，该菌株首次被报道可同时用于枸杞白粉病

和根腐病的防治，与现有技术相比，本发明提供的深褐芽孢杆菌的抗菌谱更广，与现有杀菌

剂和杀虫剂无交互抗药性。

[0017] (2)与目前使用化学合成农药防治相比，由于其来自于自然环境，具有高效、低毒、

不污染环境和不易产生抗药性等优点。

[0018] (3)本发明筛选到的深褐芽孢杆菌具有枸杞根际和叶际的定殖特性，同时具备抗

紫外线和耐盐的能力，特别适用于枸杞生长地的施用，适用于枸杞白粉病和根腐病的防治。

附图说明

[0019] 图1  GQ260菌株菌落形态。

[0020] 图2  GQ260抑菌活性示意图。

[0021] 图3  GQ260耐盐性。

[0022] 图4  GQ260产嗜铁素和水解酶能力。

具体实施方式

[0023] 为了更好地解释本发明，以下结合具体实施例进一步阐明本发明的主要内容，但

本发明的内容不仅仅局限于以下实施例。本发明所述技术方案，如未特别说明，均为本领域

的常规技术，所述试剂或材料，如未特别说明，均来源于商业渠道。

[0024] 实施例1：

[0025] 深褐芽孢杆菌的获得及鉴定：

[0026] 一株分离的细菌，从枸杞根际土壤中分离得到，经16s  rDNA结合生理生化鉴定后

属于深褐芽孢杆菌(Bacillus  atrophaeus)(图1，表1)，已于2021年10月18日送至中国典型

培养物保藏中心进行保藏，分类命名：深褐芽孢杆菌(Bacillus  atrophaeus)GQ260；保藏编

号为CCTCC  NO:M  20211286；地点：中国，武汉，武汉大学。

[0027] 在本发明中，深褐芽孢杆菌GQ260或被简称为GQ260。

[0028] 形态特征：菌落圆形，乳白色。

[0029] 菌株生理生化特性：

[0030] 表1菌株GQ260生理生化特性–碳源利用
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[0031]
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[0032]

[0033]
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[0034] +：阳性反应；‑：阴性反应；W：弱阳性反应

[0035] 实施例2：

[0036] 深褐芽孢杆菌GQ260的发酵(以下培养基配方中的百分数均为质量分数)：

[0037] 1)一级种子培养：500ml三角瓶中装有100ml一级种子培养基，121℃湿热灭菌

20min，取GQ260冻干管菌种接种于一级种子培养基中，在35℃，180rpm摇床振荡培养10h；一

级种子培养所用培养基的原料及用量为：葡萄糖1％，牛肉膏2％，蛋白胨3％，氯化钠0.5％，

培养基pH为7；

[0038] 2)二级种子培养：500L发酵罐中装有300L二级种子培养基，121℃湿热灭菌20min，

将200ml一级种子接种于二级种子培养基中；在35℃培养10h；控制罐压0.05Mpa，搅拌转速

200rpm，通气比1:1，二级种子培养所用培养基的原料及用量为：葡萄糖1％，酵母抽提物

2％，蛋白胨3％，磷酸二氢钾0.002％，硫酸镁0.01％，培养基pH  7；

[0039] 3)发酵：10吨发酵罐中装有6吨GQH‑260发酵培养基，121℃湿热灭菌20min，将250L

二级种子液移种于发酵培养基中，控制罐0.05Mpa，搅拌转速150rpm，通气比1:1，在35℃培

养36h；发酵所用培养基的原料及用量为：玉米粉2.0％、棉粕3.0％、酵母提取物1％、玉米浆

0.5％、磷酸二氢钾0.01％、硫酸镁0.02％、碳酸钙0.05％，培养基pH7；

[0040] 4)芽孢脱落20‑40％时结束发酵。芽胞数95亿cfu/mL。

[0041] 实施例3：

[0042] 深褐芽孢杆菌GQ260的抑菌活性及防控枸杞根腐病和白粉病效果

[0043] 供试枸杞根腐病病原菌茄病镰刀菌(Fusarium  solani)分离自枸杞病株，4℃保存

于PDA斜面，其他病原真菌4℃保存于PDA斜面。将斜面菌株转入PDA平板进行活化，30℃培养

6d备用。将灭菌滤纸片置于PDA平板两端，随后滴入GQ260发酵液7μL。24h后用4mm打孔器接

入上述病原菌菌碟，以接无菌水作为空白对照，病原菌和滤纸片距离为25mm。带对照长满平

板后统计各处理和对照菌落直径，并计算抑菌率。

[0044] 抑菌率＝[(对照菌落直径‑处理菌落直径)/(对照菌落直径‑菌饼直径)]×100％

[0045] 通过离体抑菌试验表明，GQ260对枸杞根腐病病原菌具有良好的抑菌活性(图2(表

2)。

[0046] 表2GQ260对病原菌抑菌活性
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[0047]

[0048] 枸杞根腐病试验地位于宁夏中宁县大战场镇花豹湾村百瑞源枸杞基地，枸杞品种

宁杞7号，树龄8年。2021年4月25日开展菌剂处理试验，实施例2制备的菌剂GQ260发酵液原

液稀释200倍，每株菌液用量2.5L灌根，对照灌清水，每个处理3次重复，每个重复30株枸杞。

[0049] 枝条生长量调查，每个处理设3个重复，每个重复选取3株大小一致的枸杞树，每个

处理9株树，每株树随机选取东南西北中5个枝条，定枝挂标签，写好编号，作为调查枝条。春

季新枝生长期(4月20至5月20日)，每7‑10d用卷尺对标记枝条进行生长量调查并记录。

[0050] 采集标记9株树的鲜果，称量鲜重测产。

[0051] 7月1日统计处理和对照的死亡枸杞数量并计算死亡率。

[0052] 试验结果表明，GQ260菌剂能明显降低枸杞根腐病死亡率，并具有显著的促生和增

产作用(表3，4和5)。

[0053] 表3  GQ260菌剂对枸杞生长量的影响(cm/株/枝条)

[0054]

[0055]

[0056] 表4  GQ260菌剂对枸杞产量的影响(kg/株)

[0057] 重复 GQH260 CK
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1 6.4 7.2

2 7.9 5.2

3 7.1 6.3

平均 7.13 6.23

[0058] 表5菌剂处理对枸杞根腐病的防治效果

[0059]

[0060] 枸杞白粉病设在红寺堡大河乡百瑞源枸杞种植基地，根据枸杞白粉病常年的发病

时间，于枸杞白粉病发病前期9月10日喷药，GQ260发酵液原液稀释200倍，喷至叶面上有液

体滴落即可，对照为清水，每个处理3次重复复，每个重复调查10个枝条，每枝条调查枝条端

部的10个叶片，药后14d调查枸杞白粉病的病情指数，并计算其防效。

[0061] 枸杞白粉病分级标准：

[0062] 0级：无病；

[0063] 1级：病斑占整个叶面积的5％以下；

[0064] 3级：病斑占整个叶面积的6％～10％；

[0065] 5级：病斑占整个叶面积的11％～25％；

[0066] 7级：病斑占整个叶面积的26％～50％；

[0067] 9级：病斑占整个叶面积的51％以上。

[0068] 病情指数＝Σ(各级病叶数×相对级数值)×100/(调查总叶数×9)

[0069] 防治效果(％)＝[1‑(空白对照区施药前病情指数×处理区施药后病情指数)/(空

白对照区施药后病情指数×处理区施药前病情指数)]×100

[0070] 表6  GQ260防控枸杞白粉病效果

[0071] 处理 病情指数 防效(％)

GQ260 13.63 68.37

对照 43.09 ‑

[0072] 实施例4：GQ260耐盐和紫外线能力

[0073] 制备含5％、10％和15％NaCl的LA平板，将GQ260发酵液在LB平板划线，以不加NaCl

的LB平板作为空白对照，以从实施例1相同枸杞根际分离的贝莱斯芽孢杆菌作为菌株对照，

24h观察菌株生长情况，结果如图3所示。

[0074] 制备含0、5％、10％和15％NaCl的LB液体培养基，接入GQ260发酵液(1‰接种量)，

37℃，180rpm/min摇床震荡培养16h后，采用梯度稀释平板计数。

[0075] 试验结果表明，GQ260具有良好的耐盐能力(图3，表7)，在5％NaCl生长良好，芽胞
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数量无明显下降，而贝莱斯芽孢杆菌在5％NaCl培养条件下芽胞数量下降约100倍。

[0076] 表7  GQ260在不同浓度NaCl生长情况

[0077]

[0078] 将100mL上述两个菌株的对照发酵液(无NaCl的处理)在紫外灯光254nm，在紫外灯

光强27.8μw/cm2、35℃的条件下培养5h后计数。比较菌株的耐紫外线能力，试验结果表明，

GQ260较强的紫外线耐受能力(表8)。

[0079] 表8  GQ260耐紫外线能力

[0080]

[0081]

[0082] 实施例5：GQ260产嗜铁素和水解酶活性

[0083] 产嗜铁素活性测定：用灭菌牙签将GQ260单菌落接种于CAS培养基平板，28℃培养

箱黑暗培养7d后观察是否产生黄色晕圈。

[0084] 水解酶活性测定：分别接种于几丁质(几丁质酶)、酪蛋白(蛋白酶)、CMC(纤维素

酶)、淀粉(淀粉酶)和茯苓粉培养基(β‑1,3‑葡聚糖酶)平板，28℃培养箱黑暗培养7d后观察

是否产透明圈。其中酪蛋白平板需在培养后加入10％三氯乙酸，CMC平板需加入用1g/L刚果

红染1h后，倒掉染液，再用1mol/L  NaCl溶液浸泡1h，淀粉平板需加入用2.5％卢氏碘液，浸

泡15min后倒掉，用无菌水冲洗。

[0085] 试验结果表明，GQ260具有产嗜铁素、淀粉酶和几丁质酶能力(图4)。

[0086] 实施例6：GQ260在枸杞叶际和根际定殖能力

[0087] 将深褐芽孢杆菌GQ260在含不同浓度利福平培养基进行抗性筛选，获得抗利福平

突变菌株(该菌株经检测除具有利福平抗性外，其余生理生化特性与GQ260无显著性差异)，

该菌株可在含300μg·mL‑1的利福平的LB中正常生长。

[0088] 将抗利福平突变菌株按照实施例2发酵，调整菌浓度与实施例2制备的深褐芽孢杆

菌GQ260发酵液菌浓度相同，将突变株或深褐芽孢杆菌GQ260的发酵液喷施于枸杞叶片和对

照番茄叶片，10d后将叶片表面使用75％消毒，并用无菌水冲洗3次。晾干后称取枸杞和番茄

各1g，随后加入1mL无菌水置于研钵中研磨，静置后吸取上清液，采用梯度稀释法稀释后，涂

布于含300μg·mL‑1的利福平的LB平板，37℃培养24h后计数，测定GQ260在茶叶和番茄叶片
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的定殖能力。

[0089] 将上述发酵液灌根枸杞苗根部，10d后取出植株，用无菌水将根部清洗干净，称1g、

研磨、稀释后，涂布于含300μg·mL‑1的利福平的LB平板，37℃培养24h后计数，测定GQ260在

枸杞和番茄根系的定殖能力。

[0090] 试验表明，在枸杞根际分离的GQ260对枸杞叶片和根际具有专一的定殖效果，定殖

量分别为3.7×105cfu/g和9.3×105cfu/g(表9)，而在番茄叶片无定殖作用，GQ260的这种专

一定殖效果能持续性防控白粉病和根腐病的侵染。

[0091] 表9  GQ260在枸杞和番茄叶际和根际定殖能力

[0092]
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图1

图2
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图3

图4
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