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本发明属于生物防治技术领域，公开了一种

小麦纹枯病生防菌、生防制剂及应用。本发明的

小麦纹枯病生防菌，其保藏编号为CG M C C 

No.24702。本发明所制备的生防制剂在防治纹枯

病的同时能够改善土壤肥力,环境友好，能够实

现作物病害绿色防控。对提高小麦产量和品质具

有明显的促进作用。生产成本低廉，能够提升农

产品国际竞争力，易推广普及。
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1.一种小麦纹枯病生防菌，其特征在于，其保藏编号为CGMCC  No.24702。

2.一种由权利要求1所述小麦纹枯病生防菌制备的生防菌剂。

3.根据权利要求2所述的生防菌剂，其特征在于，所述小麦纹枯病生防菌的有效活菌数

为200‑300亿/克。

4.一种如权利要求2所述生防菌剂的制备方法，其特征在于，包括以下步骤：

（1）将权利要求1所述小麦纹枯病生防菌接种于固体培养基培养，得菌落；

（2）挑取菌落接种于一级种子培养基中培养，得一级种子；

（3）取所述一级种子，按体积百分比为1％‑6％的接种量接种到发酵培养基中，曝气，培

养28h‑40h，制得二级种子；

（4）取所述二级种子，按体积百分比为1％‑6％的接种量接种到发酵罐中，进行高密度

发酵培养，即得生防菌剂。

5.根据权利要求4所述的制备方法，其特征在于，在所述步骤（1）中，所述培养的温度为

26℃‑30℃，时间为28h‑40h；在所述步骤（2）中，所述培养的初始pH值为7.0‑7.2，温度为24

℃‑30℃，时间为20h‑24h；所述一级种子培养基的配方为：玉米粉10g，葡萄糖5g，豆饼粉

15g，鱼粉5g，CaCO35g，(NH4)2  SO4  1g，K2HPO4  0.3g，MgSO4·7H2O  0.2g，水1000ml。

6.根据权利要求4所述的制备方法，其特征在于，在所述步骤（3）中，所述二级种子培养

基的配方为：玉米粉12g，葡萄糖5g，豆饼粉18g，鱼粉4g，CaCO3  6.50g，(NH4)2SO4  1g，K2HPO4 

0.3g，MgSO4·7H2O  0.2g，MnSO4·H2O  0.2g，水1000ml。

7.一种生防制剂，其特征在于，按质量份数计，包括权利要求2所述的生防菌剂60‑80

份，粘着剂7‑10份，稳定剂1‑2份，填料7‑31份。

8.根据权利要求7所述的生防菌剂，其特征在于，所述粘着剂为麦芽糊精、大豆粉、明胶

中的至少一种；所述稳定剂为膨润土和/或羧甲基纤维素；所述填料为滑石粉、凹凸棒土、白

土、粘土、白炭黑中的至少一种。

9.一种如权利要求7所述生防制剂的制备方法，其特征在于，包括以下步骤：

（1）将所述生防菌剂与所述填料混合，喷雾干燥制成母粉；

（2）在所述母粉中添加所述粘着剂和所述稳定剂，即成。

10.权利要求1所述的小麦纹枯病生防菌、权利要求2或3所述的生防菌剂、权利要求4‑6

任一权利要求所述生防菌剂的制备方法、权利要求7或8所述的生防制剂、权利要求9所述生

防制剂的制备方法在禾谷丝核菌引起的植物病害生物防治中的应用。
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一种小麦纹枯病生防菌、生防制剂及应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物防治技术领域，具体涉及一种小麦纹枯病生防菌、生防制剂及应

用。

背景技术

[0002] 小麦纹枯病由禾谷丝核菌等引起，又称立枯病、尖眼点病。小麦纹枯病主要发生在

叶鞘及茎杆上。发病初期，在地表或近地表的叶鞘上产生黄褐色椭圆形或梭形病斑，以后病

部逐渐扩大，颜色变深，并向内侧发展为害茎部，小麦生长中期至后期叶鞘上的病斑呈云纹

状花纹。禾谷丝核菌会破坏小麦的茎秆等组织部位，影响营养物质和水分的运输，导致出现

枯白穗，降低小麦的产量和品质，是制约小麦高产、稳产的因素之一。小麦纹枯病在小麦种

植地区普遍发生，是麦区常发性病害，一般病田的发病株率10％‑30％，重病田块可达60％‑

80％，特别严重的田块因病害引起的枯白穗率还可能高达20％以上。因病造成产量损失一

般在10％左右，严重时高达30％‑40％。

[0003] 现阶段，对于小麦纹枯病的防治手段主要有农业种植防治、化学药剂防治、选育抗

病品种以及生物防治等。农业防治需要对小麦种植过程中的细节有较高的把握，对于广大

农民来说防治效果不好并且不易实现；化学药剂防治可以起到较好的防治，但是施加化学

药剂可能会对小麦植株及其周遭生长环境产生污染和破坏。而选育的抗病品种具有较好效

果的品种较少，且选育抗病品种的周期长、抗性不稳定。目前，由于天然抗性资源匮乏，已鉴

定和开发的抗病资源有限，传统育种方法未能有效控制这些病原菌的危害。长期以来，小麦

纹枯病的防治以化学杀菌剂为主，导致严重的环境污染和生态环境问题。

[0004] 生物防治因其绿色、安全、高效而受到越来越多的关注与研究。小麦纹枯病的防治

中亟需通过筛选对生态和环境安全的生物防治细菌，并对其基础生理生化性质、菌剂研发

等进行研究，为小麦纹枯病的生物防治提供理论基础。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于克服现有技术的不足之处而提供一种小麦纹枯病生防菌、生防

制剂及应用。

[0006] 为实现上述目的，本发明采取的技术方案如下：

[0007] 第一方面，本发明提供一种小麦纹枯病生防菌，其保藏编号为CGMCC  No.24702。该

菌株命名为东方假单胞菌Pseudomonas  orientalis  YB‑76，于2022年04月18日保藏于中国

微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心，地址为北京市朝阳区北辰西路1号院3号。

[0008] 第二方面，本发明提供一种由所述小麦纹枯病生防菌制备的生防菌剂。

[0009] 作为本发明所述生防菌剂的优选实施方式，所述小麦纹枯病生防菌的有效活菌数

为200‑300亿/克。

[0010] 第三方面，本发明提供一种所述生防菌剂的制备方法，包括以下步骤：

[0011] (1)将权利要求1所述小麦纹枯病生防菌接种于固体培养基培养，得菌落；
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[0012] (2)挑取菌落接种于一级种子培养基中培养，得一级种子；

[0013] (3)取所述一级种子，按体积百分比为1％‑6％的接种量接种到发酵培养基中，曝

气，培养28h‑40h，制得二级种子；

[0014] (4)取所述二级种子，按体积百分比为1％‑6％的接种量接种到发酵罐中，进行高

密度发酵培养，即得生防菌剂。

[0015] 作为本发明所述制备方法的优选实施方式，在所述步骤(1)中，所述培养的温度为

26℃‑30℃，时间为28h‑40h；在所述步骤(2)中，所述培养的初始pH值为7.0‑7.2，温度为24

℃‑30℃，时间为20h‑24h；所述一级种子培养基的配方为：玉米粉10g，葡萄糖5g，豆饼粉

15g，鱼粉5g，CaCO35g，(NH4)2SO4  1g，K2HPO4  0.3g，MgSO4·7H2O  0.2g，水1000ml。

[0016] 作为本发明所述制备方法的优选实施的优选方式，在所述步骤(3)中，所述二级种

子培养基的配方为：玉米粉12g，葡萄糖5g，豆饼粉18g，鱼粉4g，CaCO3  6.50g，(NH4)2SO4  1g，

K2HPO4  0.3g，MgSO4·7H2O  0.2g，MnSO4·H2O  0.2g，水1000ml。

[0017] 第四方面，本发明提供一种生防制剂，按质量份数计，包括所述防菌剂60‑80份，粘

着剂7‑10份，稳定剂1‑2份，填料7‑31份。

[0018] 作为本发明所述生防菌剂的优选实施方式，所述粘着剂为麦芽糊精、大豆粉、明胶

中的至少一种；所述稳定剂为膨润土和/或羧甲基纤维素；所述填料为滑石粉、凹凸棒土、白

土、粘土、白炭黑中的至少一种。

[0019] 第五方面，本发明提供一种所述生防制剂的制备方法，包括以下步骤：

[0020] (1)将所述生防菌剂与所述填料混合，喷雾干燥制成母粉；

[0021] (2)在所述母粉中添加所述粘着剂和所述稳定剂，即成。

[0022] 第六方面，本发明将所述的小麦纹枯病生防菌、所述的生防菌剂、所述生防菌剂的

制备方法在禾谷丝核菌和/或镰刀菌引起的植物病害生物防治中应用。

[0023] 与现有技术相比，本发明的有益效果为：

[0024] 本发明的小麦纹枯病生防菌抗逆性好，可以在一些极端的环境中长期存活，利于

保存，非常适用于微生物制剂的保存、加工和应用；所制备的生防制剂在防治纹枯病的同时

能够改善土壤肥力，活化改良土壤，环境友好，能够实现作物病害绿色防控，能够提升农产

品质量安全和保护农业生态安全，有利于农作物的无公害生产，有利于提升作物的品质；可

提高小麦后期灌浆和千粒重，对提高小麦产量和品质具有明显的促进作用；生产成本低廉，

能够提升农产品国际竞争力，易推广普及。

具体实施方式

[0025] 为更好地说明本发明的目的、技术方案和优点，下面将结合具体实施例对本发明

作进一步说明。本领域技术人员应当理解，此处所描述的具体实施例仅用以解释本发明，并

不用于限定本发明。

[0026] 实施例中所用的试验方法如无特殊说明，均为常规方法；所用的材料、试剂等，如

无特殊说明，均可从商业途径得到。

[0027] 实施例1：菌株筛选和鉴定

[0028] 1、菌株筛选

[0029] 土壤样品于2020年采自河南省洛阳市宜阳县柳泉镇小麦田，YB‑76菌株从感染纹
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枯病的小麦根部土壤样品中分离。具体如下：

[0030] 采用稀释分离法。每份土样称取1g，用无菌水稀释至10‑5，吸取200μL土样悬浮液，

均匀涂布于NA平板上，置37℃恒温箱中培养30h，用接种环挑取形态不同的单菌落，在NA平

板上划线纯化，培养后保存备用。

[0031] 拮抗菌株的筛选采用平板对峙法。在平板中央接种直径为6mm的小麦纹枯病菌菌

饼，置25℃恒温箱中培养2d后，在距菌饼2.5cm处的两侧，用接种针挑取少量细菌分别划2条

3cm长的平行直线，置于25℃恒温培养箱中继续培养，3d后，观察纹枯病菌生长情况，如有抑

菌带出现，测量纹枯病菌菌落直径。每个处理设置3个重复，以只接种纹枯病菌菌饼的平板

作为对照组，计算相对抑菌率。从中分离到YB‑76菌株。

[0032] 2、菌株鉴定

[0033] 对筛选出的菌株进行形态特征、生理生化特性、革兰氏染色等指标的测试，具体参

照蔡妙英和东秀珠的方法。具体如下：

[0034] 形态特征：

[0035] 将YB‑76菌株在NA固体培养基上划线，于30℃培养过夜培养，观察其菌落形态及颜

色。菌株YB‑76在NA培养基上生长状态良好，菌落乳白半透明，表面光滑，边缘规则，挑取时

不粘稠。

[0036] 生理生化特性：

[0037] 生理生化鉴定结果显示菌株YB‑76蛋白酶活、β‑1 ,3‑葡聚糖酶活、产铁载体、明胶

水解、脲酶试验等呈阳性，纤维素酶活、果胶酶活、淀粉酶活、木聚糖酶活、溶磷、产IAA、ACC

脱氨酶活性、几丁质酶活、吲哚和赖氨酸等呈阴性。

[0038] 革兰氏染色：

[0039] 革兰氏染色阴性，无芽胞，无荚膜，细胞呈杆状或略弯，具端鞭毛，能运动。结合细

胞形态特征和生理生化特性试验结果，根据《伯杰氏细菌鉴定手册》，初步鉴定YB‑76为假单

胞菌属。进一步进行分子生物学鉴定，具体如下：

[0040] 按照TaKaRa  MiniBEST  Bacteria  Genomic  DNA  Extraction  Kit  Ver.3.0试剂盒

说明书提取菌株YB‑76的基因组DNA，并以提取到的基因组DNA为模板，采用细菌通用引物

27‑F(5’‑AGAGTTTGATCCTGGCTCAG‑3’)和1492‑R(5’‑GGTTACCTTGTTACGACTT‑3’)扩增其16S 

rRNA基因序列。PCR产物由尚亚生物工程(上海)股份有限公司进行测序，将测序结果与NCBI

中GenBank数据库进行比对。采用Mega  7 .0软件中的MUSCLE软件将YB76测序得到的16S 

rRNA序列与从NCBI中GenBank数据库下载到的已知菌种的16S  rRNA序列进行比对，然后采

用NJ法构建菌株YB‑76的系统发育树，抽样次数为1000。

[0041] 以菌株YB‑76基因组DNA为模板扩增得到16S  rRNA基因，将测序结果与GenBank中

的序列进行比对，结果显示，YB‑76与东方假单胞菌的相似度为100％。构建的系统进化树表

明，YB‑76与东方假单胞菌处于进化树的同一分支。因此，将该菌株命名为东方假单胞菌YB‑

76，于2022年05月18日保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心，保藏编号

为CGMCC  No.24702。

[0042] 实施例2：生防菌的培养

[0043] 菌株的培养包括以下步骤：

[0044] (1)培养皿培养：将东方假单胞菌YB‑76在无菌条件下接种于NA固体培养基上，在
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26℃‑30℃、优选30℃下，培养28h‑40h；

[0045] (2)一级种子培养：将步骤(1)培养的菌种在无菌条件下接种于一级种子培养基

中，初始pH值为7.0‑7.2，在24℃‑30℃、优选30℃下，培养20‑24小时，制得一级种子；

[0046] 一级种子培养基的配方为：玉米粉10g，葡萄糖5g，豆饼粉15g，鱼粉5g，CaCO35g，

(NH4)2SO4  1g，K2HPO4  0.3g，MgSO4·7H2O  0.2g，水1000ml；

[0047] (3)二级种子培养：按体积百分比为1％‑6％的接种量，将所述一级种子接种到发

酵培养基中，曝气，培养28‑40小时，制得二级种子；

[0048] 二级种子培养基的配方为：玉米粉12g，葡萄糖5g，豆饼粉18g，鱼粉4g，CaCO3 

6.50g，(NH4)2SO4  1g，K2HPO4  0.3g，MgSO4·7H2O  0.2g，MnSO4·H2O  0.2g，水1000ml；

[0049] (4)发酵培养：按体积百分比为1％‑6％的接种量，将二级种子接种到发酵罐中，进

行高密度发酵培养，获得该菌种的菌悬液；

[0050] (5)浓缩至菌液的有效活菌数为200亿/克。

[0051] 实施例3：生防菌的培养

[0052] 菌株的培养包括以下步骤：

[0053] (1)培养皿培养：将东方假单胞菌YB‑76在无菌条件下接种于NA固体培养基上，在

30℃下，培养48小时；

[0054] (2)一级种子培养：将步骤(1)培养的菌种在无菌条件下接种于一级种子培养基

中，初始pH值为7.0，在30℃，培养24小时，制得一级种子；

[0055] 一级种子培养基的配方为：玉米粉10g，葡萄糖5g，豆饼粉15g，鱼粉5g，CaCO35g，

(NH4)2SO4  1g，K2HPO4  0.3g，MgSO4·7H2O  0.2g，水1000ml；

[0056] (3)二级种子培养：按体积百分比为5％的接种量，将所述一级种子接种到发酵培

养基中，曝气，培养32小时，制得二级种子；

[0057] 二级种子培养基的配方为：玉米粉12g，葡萄糖5g，豆饼粉18g，鱼粉4g，CaCO3 

6.50g，(NH4)2SO4  1g，K2HPO4  0.3g，MgSO4·7H2O  0.2g，MnSO4·H2O  0.2g，水1000ml。

[0058] (4)发酵培养：按体积百分比为5％的接种量，将二级种子接种到发酵罐中，进行高

密度发酵培养，获得该菌种的菌悬液；

[0059] (5)浓缩至菌液的有效活菌数为200亿/克，得浓缩菌液。

[0060] 实施例4：生防制剂的制备

[0061] (1)将实施例3制得的浓缩菌液与滑石粉、凹凸棒土混合，喷雾干燥制成母粉；

[0062] (2)在母粉中添加麦芽糊精和膨润土，制得生防制剂。

[0063] 其中，浓缩菌液、麦芽糊精和膨润土的质量百分比为60％、8％和1％，滑石粉和凹

凸棒土补足100％。

[0064] 实施例5：生防制剂的制备

[0065] (1)将实施例3制得的浓缩菌液与白土、粘土混合，喷雾干燥制成母粉；

[0066] (2)在母粉中添加大豆粉和膨润土，制得生防制剂。

[0067] 其中，浓缩菌液、大豆粉和膨润土的质量百分比为70％、9％和1.5％，白土和粘土

补足100％。

[0068] 实施例6：生防制剂的制备

[0069] (1)将实施例3制得的浓缩菌液与白炭黑混合，喷雾干燥制成母粉；
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[0070] (2)在母粉中添加明胶和羧甲基纤维素，制得微生物制剂。

[0071] 其中，浓缩菌液、明胶和羧甲基纤维素的质量百分比为80％、10％和2％，白炭黑补

足100％。

[0072] 试验例1：生防制剂在盆栽中的应用

[0073] 本试验在河南省农业科学院的温室内进行，室内盆栽实验所用基质材料为草炭

土，蛭石混合而成。供试小麦品种为郑麦366；处理的方法如下：

[0074] (1)菌饼接种：以小麦纹枯病菌(为河南省农业科学院植物保护研究所分子生物学

实验室保存)为供试病原菌，将其转接到PDA平板上，用打孔器打成直径1cm的菌柄待用，在

营养钵中装入基质材料，表面压平，将菌柄置于基质上面，带菌面向上，将不同处理的种子

播种，每个菌柄上放置一粒种子，播层上用基质覆盖；

[0075] (2)实施例4的生防制剂拌种处理：小麦种子经1％的次氯酸钠消毒10min，无菌水

冲洗3次，阴干，用微生物制剂添加适量清水拌种处理，种子表面阴干备用；

[0076] (3)药剂对照：小麦种子经1％的次氯酸钠消毒10min，无菌水冲洗3次，阴干，分别

用24％井冈霉素水剂和430克/升戊唑醇悬浮剂对小麦进行拌种处理，种子表面阴干备用；

[0077] (4)对照：小麦种子经1％的次氯酸钠消毒10min，无菌水冲洗3次，阴干备用。

[0078] 每个处理重复4次，每钵15粒，在25℃下培养28d后洗根调查。待对照完全发病后调

查结果计算。

[0079]

[0080]

[0081] 分级标准：

[0082] 0：无症状；

[0083] 1：胚盘节变褐；

[0084] 2：胚盘节、地中茎或叶销变褐；

[0085] 3：胚盘节、地中茎或叶销均变褐；

[0086] 4：地中茎、叶销及下部茎杆变褐；

[0087] 5：茎杆出现干枯腐烂症状；

[0088] 6：由茎杆腐烂导致植株死亡；

[0089] 7：苗枯或种子腐烂。

[0090] 统计结果如表1所示：

[0091] 表1对小麦纹枯病盆栽防治作用

[0092] 处理 发病率/％ 病情指数 防治效果/％

对照处理 75.00±2.06 42.90±1.49 ‑‑

实施例4的生防制剂处理 22.33±1.75 9.57±0.67 77.57±1.90Aa

24％井冈霉素水剂处理 20.33±2.74 8.33±1.35 80.25±3.75Aa

430克/升戊唑醇悬浮剂处理 22.67±1.44 9.05±0.67 78.97±1.05Aa

[0093] 注：各处理的平均值用不同的字母表示差异达5％显著水平。
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[0094] 通过盆栽防治实验结果(表1)表明实施例4的生防制剂可防治小麦纹枯病，防治效

果较好，达到77.57％，与化学药剂24％井冈霉素水剂和430克/升戊唑醇悬浮剂对小麦纹枯

病的防效无显著性差异。

[0095] 试验例2：生防制剂在大田中的应用

[0096] 试验设于河南省农业科学院试验示范基地，每处理30m2，种子用量以12 .5Kg/

667m2。

[0097] 试验共4个处理：实施例5的生防制剂、3％苯醚甲环唑种子悬浮剂、市售生防制剂

(枯草芽胞杆菌)和空白对照。正常施肥管理，播种前1天(播种时间为2021年10月8日)，种子

包衣处理，实施例5的生防制剂27g拌3.4kg小麦，苯醚甲环唑悬浮种衣剂8.4ml拌3.4kg小

麦，拌种时加入适量清水，充分搅拌均匀后置于通风处阴干备用。3％苯醚甲环唑种子悬浮

剂浸种，置于通风处阴干备用。每个处理4次重复。

[0098] 根据中华人民共和国农业部发布的行业标准“(GB/T  17980.108‑2004)《农药田间

药效试验准则(二)》第108部分：杀菌剂防治小麦纹枯病”进行防治效果的调查：末次施药后

30天调查各小区的纹枯病发病情况，调查方法为：每小区随机5点取样，每点调查100株。记

录发病率。具体分级方法如下：

[0099] 0级：不发病；

[0100] 1级：叶鞘发病但茎杆不发病；

[0101] 3级：叶鞘发病，并侵入茎，但茎秆病斑环茎不足1/2；

[0102] 5级：茎秆病斑环茎超过1/2，但不倒伏或折断；

[0103] 7级：枯死、倒伏、枯白穗。

[0104] 调查方法为收获前采取每小区五点取样、每点调查1米双行，测平均行距(本试验

统一机播，平均行距21cm)，调查小麦穗数折合亩穗数；选有代表性的不间断查20个穗计算

平均穗粒数，烘干后称千粒重，打85折计算理论产量。

[0105] 从对小麦增产效果分析如表2所示：

[0106] 表2小麦产量试验结果

[0107]

[0108]

[0109] 注：各处理的平均值用不同的字母表示差异达5％显著水平。

[0110] 以实施例5表2数据可见，实施例5的生防制剂可防治小麦纹枯病，防治效果较好，

达到76.32％，显著高于市售生防制剂(枯草)对小麦纹枯病的防效，与对照药剂3％苯醚甲

环唑悬浮剂对小麦纹枯病的防效无显著性差异。

[0111] 3种处理对小麦产量影响差异显著，尤以生防制剂处理效果最好，增产率26.2％，

显著高于其他3％苯醚甲环唑、市售生防制剂(枯草芽胞杆菌)处理。施用3％苯醚甲环唑次
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之，增产率为21.7％。从此数据可看出，实施例5的生防制剂不仅有防治效果还有增产效果，

优于其他化学药剂。

[0112] 最后所应当说明的是，以上实施例仅用以说明本发明的技术方案而非对本发明保

护范围的限制，尽管参照较佳实施例对本发明作了详细说明，本领域的普通技术人员应当

理解，可以对本发明的技术方案进行修改或者等同替换，而不脱离本发明技术方案的实质

和范围。
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