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摘  要：奇异根串珠霉菌（Thielaviopsis paradoxa）可危害几乎所有的棕榈科植物，其中以引起的椰子泻血病最严重，

且至今尚未找到安全有效的防治方法。本研究前期筛选到的生防菌中，经验证铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）

wrj-2-5 和粪产碱菌（Alcaligenes faecalis）brj-21 具有抑制奇异根串珠霉菌的生防潜力。为明确其对奇异根串珠霉菌的

具体抑制效果，以奇异根串珠霉菌为靶标菌，对菌株 wrj-2-5 和 brj-21 进行抑菌效果测定、室内防效测定及发酵条件的

优化。结果表明，菌株 brj-21 和 wrj-2-5 对奇异根串珠霉菌的抑菌率均达到 70%以上，离体实验发现 2 株菌依然具有很

好的抑菌效果，处理组病斑面积显著小于对照组，且接种生防菌越早其抑菌效果越好。此外，这 2 株菌对椰子可可毛

色二孢果腐病、椰子灰斑病和椰子心腐病的病原菌均有较强的抑制作用。通过对 2 株菌的发酵条件进行优化，最终确

定菌株 wrj-2-5 的最佳发酵条件为：接种量 8%、转速 180 r/min、温度 28 ℃，初始 pH 为 6.0~8.0，培养 36 h；菌株 brj-21

的最佳发酵条件为：接种量 8%、转速 180 r/min、温度 28~32 ℃，初始 pH 为 6.0~8.0，培养 24 h。综上，菌株 wrj-2-5

和 brj-21 对奇异根串珠霉菌有较好的防治效果，为椰子泻血病和椰子奇异根串珠霉果腐病的绿色生物防治提供重要的

参考依据。 
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Abstract: Thielaviopsis paradoxa is harmful to almost all palm plants, among which stem bleeding of coconut is the 

most serious, and no effective and safe control method is available. Among the biocontrol bacteria screened in the early 
stage of this study, Pseudomonas aeruginosa wrj-2-5 and Alcaligenes faecalis brj-21 were proved to have biocontrol 

potential against T. paradoxa. In order to determine the specific inhibitory effect of P. aeruginosa and A. faecalis on T. 
paradoxa, T. paradoxa was used as the target strain to determine the bacteriostatic effect, indoor control effect and fer-

mentation conditions of the biocontrol strains wrj-2-5 and brj-21. The results showed that wrj-2-5 and brj-21 both had a 
bacteriostatic rate of more than 70% against T. paradoxa. In vitro experiment found that the two bacteria still had good 
bacteriostasis. The lesion area of the treatment group was significantly smaller than that of the control group. Earlier 

inoculation would lead to better effect. In addition, the strains had strong inhibitory effect on other pathogenic bacteria 
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of coconut leaf spot, fruit rot, gray spot and heart rot. The optimal fermentation condition of wrj-2-5 was rotation speed 

180 r/min, temperature 28 ℃, culture time 36 h, initial pH value 6.0‒8.0, and inoculum amount 8%. The optimal fer-

mentation condition of strain brj-21 was inoculum amount 8%, the initial pH value 6.0‒8.0, rotation speed 180 r/min, 

temperature 28‒32 ℃, and incubation time 24 h. In conclusion, wrj-2-5 and brj-21 have good control effects on the stem 

bleeding of coconut and fruit rot of coconut caused by T. paradoxa. They also have a certain inhibitory effect on the 
pathogens of other coconut diseases, which would provide an important reference for the green and biological control of 

T. paradoxa. 
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椰子（Cocos nucifera）属于棕榈科椰子属，为

典型的热带经济作物，是海南的“三棵树”之一[1]。

2018 年海南省的椰子种植面积高达 3.36 万 hm2，经

济产值达 3.86 亿元，带动多地农户脱贫致富[2]。

近几年随着椰子种植面积的增加，由奇异根串珠

霉菌（Thielaviopsis paradoxa）引起的椰子泻血病

逐年加重，该病害主要危害椰子树干，病部流出

红色液体，后期则变成铁锈色，现已成为椰子主

要病害之一[3]，目前海南省各市（县）椰子泻血

病均有发生，部分市县发病率达 40%，死亡率达

5%，给椰子种植户带来极大的损失[4]。此外，温

碧柔等[5]从腐烂椰果中分离并验证奇异根串珠霉

菌也是导致椰子果腐的“真凶”。目前关于椰子泻

血病和椰子奇异根串珠霉果腐病的防治多集中于

化学防治[4]，极易使致病菌产生抗性，并且随着

化学药剂使用量的不断加大，导致其大面积残留，

给环境造成严重的威胁[6]，因此寻找防治椰子泻

血病的生物防治方法具有重要意义。目前已报道

的奇异根串珠霉菌生防菌包括浅灰链霉菌（Stre-
ptomyces griseolus）、鼠灰链霉菌（S. murinus）
等[3]，为丰富奇异根串珠霉菌生防菌的资源，本

研究采用平板对峙法测定 2 株生防菌对奇异根串

珠霉菌的抑制效果，对其抑菌作用进行初步研究，

并对发酵条件进行优化，以期为椰子泻血病的生

物防治提供安全、有效的依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试材料  供试生防菌：粪产碱菌 brj-21

（Alcaligenes faecalis）、铜绿假单胞菌 wrj-2-5

（Pseudomonas aeruginosa）由本实验室分离保

存；供试病原菌：奇异根串珠霉菌（T. paradoxa）、
椰子灰斑病菌（Pestalotiopsis palmarum）、椰子可

可毛色二孢果腐病菌（Lasiodiplodia theobromae）

和椰子心腐病菌（Pestalotiopsis sp.）由本实验室

分离保存。实验所用椰果为中国热带农业科学院

椰子研究所‘文椰 3 号’品种。 

1.1.2  供试培养基  PDA 培养基、LB 培养基、

NYBD 液体培养基等，以上培养基按常规方法配

置[7-8]。 

1.2  方法 

1.2.1  生防菌的抑制作用测定   采用平板对峙

法[9-10]测定 2 株生防菌对奇异根串珠霉菌、椰子

灰斑病菌、椰子可可毛色二孢果腐病菌和椰子心

腐病菌的抑制效果。其中，对奇异根串珠霉菌的

抑制效果通过生防菌菌块与菌液进行测定，对其

他病原菌的抑制效果通过生防菌菌块测定。 

抑菌率=(对照组菌落直径－测试组菌落直

径)/对照组菌落直径×100% 

1.2.2  室内防治效果实验  采用椰果刺伤接种[11]

进行室内防效验证。选取健康且大小一致的椰果

作为接种对象，先将椰果用清水冲洗干净，晾干

后用 75%酒精消毒 30 s，再用无菌水将椰果清洗

3 次，晾干后使用一次性注射器针头将果柄处椰

果扎破，每个重复扎 20~30 次，用灭菌吸水纸、

纱布盖于伤口处。预防试验（处理 1~3）：用无菌

枪头吸取 NYBD 培养基中培养的生防菌菌液

（2×107 CFU/mL）100 μL 接种于果柄针刺处，然

后分别在接种 1、3、5 d 后将奇异根串珠霉菌菌

丝块（5 mm2）接于椰果伤口处；治疗试验（处

理 4~6）：先将奇异根串珠霉菌菌丝块（5 mm2）

接于椰果伤口处，然后分别在接种 2、4、6 d 后

在果柄处接种 NYBD 培养基中培养的生防菌菌液

（2×107 CFU/mL），共进行 6 组处理。以对应处

理的生防菌液换成 NYBD 液体培养基作为对照，

每处理 3 次重复，置于 28 ℃恒温培养箱内保湿培

养，光照周期为 12 h 光照、12 h 黑暗，每天连续

观察并记录椰果发病情况。病斑面积 S=1/4π×长×
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宽，测量长、宽的方法：每个病斑量其最长和最

宽处（二者成直角）[12]。 

1.2.3  生防菌发酵条件优化  （1）种子液的制备。

挑取生防菌株单菌落于 100 mL LB 液体培养基

中，置于恒温摇床中，28 ℃、180 r/min 振荡培养 

24 h，备用。 

（2）发酵时间对生防菌株的影响。使用 LB

培养基，分别在 12、24、36、48、60、72 h 测量

细菌浓度，在 0~12 h 内每间隔 2 h 测量 1 次，12~ 

24 h 每间隔 4 h 测量 1 次。24 h 后每 12 h 测 1 次，

根据所得数据绘制细菌的生长曲线。 

（3）转速对生防菌株的影响。采用上述优化

的发酵条件，分别调整转速为 120、150、180、

210、240 r/min，培养 24 h 后测量菌液浓度，确

定最佳摇床转速。 

（4）温度对生防菌株的影响。采用上述优化

的发酵条件，分别设置温度为 24、28、32、36 ℃

进行发酵培养 24 h，测定不同温度的菌液浓度。  

（5）初始 pH 对生防菌株的影响。采用上述

优化的发酵条件，分别配置 pH 为 4.0、6.0、7.0、

8.0、10.0 的培养基，28 ℃、180 r/min 振荡培养

24 h 后，测定不同 pH 环境中细菌生长情况，以

确定最佳初始 pH。 

（6）始初接菌量对生防菌株的影响。采用上

述优化的发酵条件，分别接种含量为 2%、4%、

6%、8%、10%的种子液。28 ℃、180 r/min 振荡

培养 24 h 后，测量各培养基中不同初始接菌量的

细菌浓度，以确定最佳的初始接菌量[7-8]。 

1.3  数据处理 

采用 IBM SPSS Statistics Version 22.0软件进

行单因素方差分析，并且使用 Duncan’s 法进行

显著性检验（P<0.05），使用 GraphPad prim 软件

制图。 

2  结果与分析 

2.1  生防菌对奇异根串珠霉菌的抑制作用 

通过平板对峙实验，发现菌株 brj-21 和

wrj-2-5 菌体对奇异根串珠霉菌的抑菌率分别为

74.33%和 71.00%，抑菌带宽分别为 5.83、7.00 mm；

菌液对奇异根串珠霉菌的抑菌率分别为 78.00%和

69.00%，抑菌带宽分别为 9.17、6.39 mm（图 1，

表 1）。 
 

 
 

图 1  2 株生防菌对奇异根串珠霉菌的抑制效果 
Fig. 1  Inhibitory effect of two antagonistic strains on T. 

paradoxa 

 
表 1  2 株生防菌对奇异根串珠霉菌的抑菌作用 

Tab. 1  Antibacterial effect of two strains against T. paradoxa 

菌体 Bacteria 发酵液 Fermentation broth 
菌株 
Strain 抑菌率 

Inhibition rate/% 
抑菌带宽 

Inhibition bandwidth/mm 
抑菌率 

Inhibition rate/% 
抑菌带宽 

Inhibition bandwidth/mm 

brj-21 74.33±3.05 5.83±1.52 78.00±1.73 9.17±1.15 

wrj-2-5 71.00±3.50 7.00±1.80 69.00±1.50 6.39±1.85 

 
2.2  生防菌对其他病原菌的抑制作用 

2 株生防菌 brj-21 和 wrj-2-5 对椰子心腐病、

椰子灰斑病和椰子可可毛色二孢果腐病的病原菌

均有一定的抑制效果，其中 wrj-2-5 对椰子灰斑病

菌的抑制作用最强，达 83.78%，brj-21 对椰子灰

斑病菌的抑制作用最强，达 81.08%，2 株生防菌

对椰子心腐病菌和椰子可可毛色二孢果腐病菌的

抑菌率均在 70%以上（表 2）。 

2.3  离体椰果实验 

在离体椰果上接种生防菌对奇异根串珠霉菌

的扩展有很好的抑制作用（图 2）。其中，在接种

wrj-2-5 和 brj-21 菌株 5 d 后再接种病原菌奇异根

串珠霉菌，对奇异根串珠霉菌抑制效果最好，病

斑面积分别为 0.76、0.79 cm2，显著小于对照

（3.14 cm2）；在接种病原菌 2 d 后接种生防菌

wrj-2-5 和 brj-21 的效果最好，病斑面积分别为 
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表 2  2 株生防菌对其他椰子病害病原菌的抑制作用 
Tab. 2  Inhibition of two antagonistic bacteria on pathogens of other coconut diseases 

brj-21 wrj-2-5 
病原菌 

Pathogenic fungus 抑菌率 
Inhibition rate/% 

抑菌带宽 
Inhibition bandwidth/mm 

抑菌率 
Inhibition rate/% 

抑菌带宽 
Inhibition bandwidth/mm 

椰子心腐病菌 77.50±2.50a 9.80±1.52a 77.50±2.50b 10.50±1.00b 

椰子灰斑病菌 81.08±2.70a 9.60±0.57a 83.78±2.70a 15.50±1.00a 

椰子可可毛色二孢果腐病菌 71.85±2.56b 5.16±1.52b 74.07±3.39b 6.83±1.52c 

注：同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same column indicate significant difference (P<0.05). 

 
1.26、1.77 cm2，显著小于对照（4.45 cm2）。综上，

生防菌 wrj-2-5 和 brj-21 对奇异根串珠霉菌的扩展

有很好的抑制作用，且接种生防菌越早，其效果

越好（表 3）。 
 

 
 

图 2  2 株生防菌离体接种对椰果奇异根串珠霉 

果腐病的防治效果 
Fig. 2  Effect of two antagonistic strains on  

control of coconut fruit rot 
 

表 3  2 株生防菌离体接种对椰果奇异根串珠霉 

果腐病的防治效果 
Tab. 3  Effect of two antagonistic strains on control of 

coconut fruit rot 

病斑面积 Lesion area/cm2 时间
Time/d CK wrj-2-5 brj-21 

1 3.01±2.01a 2.36±1.46a 1.27±0.71a 

3 3.44±1.23a 0.96±0.10b 0.88±0.01b 

5 3.14±1.85a 0.76±0.02b 0.79±0.17b 

2 4.45±3.90a 1.26±0.80b 1.77±0.13b 

4  6.54±9.91a 2.34±0.28b 2.09±2.52b 

6 8.41±8.23a 5.50±0.62b 6.36±0.15b 

注：同行不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same line indicate sig-

nificant difference between treatments (P<0.05). 
 

2.4  发酵条件优化 

2.4.1  菌株 wrj-2-5 和 brj-21 生长曲线  菌株

wrj-2-5 和 brj-21 的生长曲线如图 3 所示。菌株

wrj-2-5 的 OD600 值在 0~36 h 内随时间延长而增

大，菌数呈指数增加进入对数期并在 36 h 时达到

最大值，在 36 h 后进入稳定期和衰亡期。菌株

brj-21 的 OD600 值在 0~24 h 内随时间延长而增大，

进入对数期并在 24 h 时达到最大值，在 24 h 后

OD600 值随培养时间延长而降低，整个群体进入稳

定期和衰亡期。 
 

 
 

图 3  菌株生长曲线 
Fig. 3  Growth curve of strains 

 

2.4.2  转速对菌株 wrj-2-5 和 brj-21 生长的影响  

不同转速对菌株 wrj-2-5 和 brj-21 生长具有显著差

异。当摇床转速为 120~180 r/min 时，wrj-2-5 和

brj-21 菌液浓度均随转速增加而增大，当转速提高

到 180 r/min 以上时，菌液浓度无显著差异（图 4）。 
 

 
 

不同小写字母表示同一菌株不同转速间差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference between 

different rotational speeds of the same strain (P<0.05). 

图 4  转速对 wrj-2-5 和 brj-21 菌株生长的影响 
Fig. 4  Effect of rotational speed on growth of  

wrj-2-5 and brj-21 
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2.4.3  温度对菌株 wrj-2-5 和 brj-21 生长的影响  

在不同温度下，菌株 wrj-2-5 和 brj-21 均能生长，

菌株 wrj-2-5 在 28 ℃时生长最快，菌液浓度显著

高于其他温度；高于 28 ℃时，菌液浓度呈逐渐下

降趋势。菌株 brj-21 在 28~32 ℃时生长最快，且

在此温度范围内无显著差异；高于 32 ℃时，菌液

浓度呈逐渐下降趋势（图 5）。温度过高或过低对

菌株的生长均有不良影响，最终确定菌株 wrj-2-5

的最佳发酵温度为 28 ℃，菌株 brj-21 的最佳发酵

温度为 28~32 ℃。 
 

 
 

不同小写字母表示同一菌株不同温度间差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference between 

different temperature of the same strain (P<0.05). 

图 5  温度对 wrj-2-5 和 brj-21 菌株生长的影响 
Fig. 5  Effect of temperature on growth of  

wrj-2-5 and brj-21 
 

2.4.4  初始 pH 对菌株 wrj-2-5 和 brj-21 生长的影

响  不同初始 pH 对菌株 wrj-2-5 和 brj-21 生长的

影响存在显著性差异。当初始 pH 为 6.0~8.0 时，

菌株 wrj-2-5 和 brj-21 生长均较好，在此范围内无

显著性差异。当 pH 为 10 时，菌株 wrj-2-5 和 brj-21

的菌液浓度相对较低，生长缓慢；当 pH 为 4.0 时，

菌株 wrj-2-5 和 brj-21 基本不生长（图 6）。说明

过酸或过碱的环境对菌株 wrj-2-5 和 brj-21 的生长

均有抑制作用，因此确定菌株 wrj-2-5 和 brj-21 的

最适 pH 为 6.0~8.0。 

2.4.5  初始接种量对菌株 wrj-2-5 和 brj-21 生长的

影响  当初始接种量为 8%时，菌株 wrj-2-5 和

brj-21 在经过 24 h 振荡培养后浓度最高，其次是

接种量为 10%和 6%的菌液浓度（图 7）。 

3  讨论 

研究结果表明，生防菌粪产碱菌 brj-21 和铜

绿假单胞菌 wrj-2-5 对奇异根串珠霉菌有较强的

抑菌作用，抑菌率菌均在 70%以上，对其他病原 

 
 

不同小写字母表示同一菌株不同 pH 间差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference between 

different pH of the same strain (P<0.05). 

图 6  初始 pH 对 wrj-2-5 和 brj-21 菌株生长的影响 
Fig. 6  Effect of initial pH on growth of wrj-2-5 and brj-21 

 

 
 

图 7  初始接种量对 wrj-2-5 和 brj-21 菌株生长的影响 
Fig. 7  Effect of inoculation amount on  

growth of wrj-2-5 and brj-21 
 

菌也有很好的抑制作用。已有研究证明，铜绿假

单胞菌对番茄枯萎病菌（Fusarium oxysporum）、

甜瓜枯萎病菌（Fusarium oxysporum f.sp.cucum-
erinum）、番茄灰霉病菌（Botrytis cinerea）、油菜

菌核病菌（Sclerotinia sclerotiorum）及番茄青枯

病菌（Ralstonia solanacearum）均有较好的抑制

作用，对番茄枯萎病盆栽防效达 81%[13-14]，对烟

草青枯病的防治效果优于农用链霉素，防效为

60%[15]。在铜绿假单胞菌的抑菌机理方面，有研

究发现铜绿假单胞菌可通过产生吩嗪-1-羧酸、藤

黄绿脓菌素、3,4-二羟基-N-甲基-4-苯并二氢吡喃

酮-丁酰胺等抑制病原菌生长[16-17]，同时还可产生

铁载体，通过螯合自然界中的微量铁元素，用特

异的转运系统将其转移至体内，以促进其铁元素

的吸收[18]。而有关粪产碱菌的研究报道较少，现

有研究表明粪产碱菌可对多种有害物质，如亚砷

酸盐、苯酚、硫化氢进行降解，还可产生羟胺类
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等抑菌物质[19]。此外，有研究发现粪产碱菌 51-A

和 51-B 对根癌土壤杆菌（Agrobacterium tumefa-
ciens）具有较强的抑制作用，盆栽实验表明，51-A

和 51-B 可显著抑制根癌瘤的形成，对向日葵根癌

病的防效分别为 98.0%和 97.0%[20]。YUEN[21-22]

研究发现，粪产碱菌对镰刀菌（Fusarium oxysp-
orum）也有较强的抑制作用。 

在离体椰果接种实验中，菌株 brj-21 和

wrj-2-5 的预防作用较优于治疗作用，在病原菌侵

染前 3~5 d 进行接菌，其预防效果最佳。初步推

测可能是因为奇异根串珠霉菌侵染椰果之前，生

防菌抢占了病原菌的侵染位点，或激发了植物自

身的免疫应答系统[23]，从而减弱发病程度。下一

步将重点研究生防菌在椰子内的定殖及其相关基

因的表达。本研究还对生防菌株的发酵条件进行

优化，生防菌在生长过程中能产生多种抑菌物质，

在适宜的发酵条件下，其抑菌物质的产量将更丰

富，还能提高生物农药制剂的抑菌效果，进而节

约生产成本[24]。研究得出，铜绿假单胞菌 wrj-2-5

的最佳发酵条件为接种量 8%、转速 180 r/min、

温度 28 ℃，初始 pH 为 6.0~8.0，培养 36 h，这与

卢晓虹等 [14]对铜绿假单胞菌确定的发酵条件有

所差异，可能是由于菌株来源、生境、用途等不

同造成的，后续将进一步验证。 

本研究中的生防菌株 wrj-2-5 和 brj-21 在防治

由奇异根串珠霉菌引起的椰子病害中有较大的生

防潜力，生防菌株的应用将对椰子病害的防治提

供更为绿色安全的方法。今后将加强对生防菌株

wrj-2-5 和 brj-21 次生代谢产物、菌株在植物体内

定殖和植物内在抗性反应等方面的研究。 
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