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摘     要：【目的】  探究分离菌株 6-3、12-6和 16-8对青海农田优势杂草猪殃殃、密花香薷、藜的除草活性以及对作

物的安全性，为微生物除草剂的开发提供理论依据。【方法】  采用温室盆栽法进行菌株的除草活性及作物的安全

性测定；通过形态学观察结合 ITS及 26S rDNA基因序列对菌株进行分子生物学鉴定。【结果】 接种菌株 16-8、12-6

和 6-3发酵液 7 d后对猪殃殃的伤害率为 90.17%、87.50%和 0%，鲜重抑制率为 88.63%、75.80%和 9.41%；对密花香

薷的伤害率为 66.67%、 75.00%和 36.67%，鲜重抑制率为 56.90%、 62.72%和 46.29%；对藜的伤害率为 95.00%、

37.50%和 25.00%，鲜重抑制率为 78.77%、43.25%和 43.46%。作物安全性试验结果表明，3株生防菌发酵液对供试

的燕麦、蚕豆、青稞、小麦、油菜、豌豆和马铃薯等 7种作物表现安全。经鉴定 16-8菌株为库德里阿兹威毕赤酵母

菌，12-6为马克斯克鲁维酵母菌、6-3为季也蒙迈耶氏酵母菌。【结论】 16-8菌株和 12-6菌株对不同优势杂草表现

出较好的抑制效果，有开发为微生物除草剂的潜力，可开展杀草谱评价和微生物除草剂研发相关研究。
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Identification and Herbicidal Efficacies of Three Yeast Strains
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Abstract: 【Objective】 Three yeast strains with herbicidal activity were isolated for the determinations of their efficacy on

weeds and application safety on crops. 【Method】  In pot culture, the herbicidal efficacies of Strains 6-3, 12-6, and 16-8 on

Galium spurium, Elsholtzia densa, and Chenopodium album, the weeds of major concern in Qinghai Province, were examined.

A test on the application safety on crops was conducted in a greenhouse. In addition to morphological characteristics, ITS and

26S rDNA gene sequencing were performed to biologically identify the 3 strains. 【Results】  Seven days after treatment with

the yeast fermentation broths of 16-8, 12-6, and 6-3, the G. spurium plants sustained the injury rates of 90.17%, 87.50%, and

0%,  respectively,  with  the  fresh  weight  losses  of  88.63%,  75.80%,  and  9.41%,  respectively; E.  densa showed  the  rates  of

66.67%, 75.00%, and 36.67%, respectively, with the weight losses of 56.90%, 62.72%, and 46.29%, respectively; and C. album

displayed  the  injury  rates  of  95.00%,  37.50%,  and  25.00%,  respectively,  with  the  weight  losses  of  78.77%,  43.25%,  and

43.46%, respectively. The treatments on oat, broad beans, barley, wheat, rapeseeds, peas, and potatoes were shown to be safe

for  food  consumption  and  crop  cultivation.  Strain  16-8  was  confirmed  to  be Pichia  kudriavzevii,  12-6  to  be Kluyveromyces
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marxianus,  and  6-3  to  be Meyerozyma  guilliermondii. 【Conclusion】  Of  the  3  yeast  strains,  16-8  and  12-6  were  strong  in

inhibiting the growth of the weeds of major concern in the province and could be developed as natural herbicides. The results

might also lead to a broadened study on microbe-origin herbicides and related research.

Key words: Weeds；biocontrol strains；strains identification；herbicidal activity；crop safety

 

 0    引言

【研究意义】猪殃殃、密花香薷、藜等杂草是

我国农田的重要恶性杂草，繁殖能力强，蔓延扩散

快，危害损失重[1−3]，生产中依赖化学除草剂控制其

危害。由于化学除草剂长期连续使用及不合理使用

同种或同类除草剂，导致农田杂草群落演变加速、

抗药性杂草生物型数量和程度明显增加、作物药害

发生频繁、农产品质量安全以及环境污染加剧等问

题凸显[4−5]，杂草防治难度不断加大，农药使用量呈

上升趋势。杂草生物防控已引起全球环保与植保工

程科技人员的高度重视。微生物除草剂具有制作原

料来源丰富、开发费用相对较低、对环境和非靶标

生物安全等显著优势，其高效利用模式研发及应用

对于实现农药减量使用，遏制杂草加重发生的态

势，进而实现可持续的现代农业发展具有重要意

义。【前人研究进展】自然界中的致病菌是微生物

除草剂的来源之一[6]，目前已有多个属的真菌被研发

或登记成为微生物除草剂，用于多种杂草的生物防

治。目前世界范围内商品化的微生物除草剂产品有

20余种 [7]。我国已成功建立多个病原菌与杂草之间

的致病体系[8−9]，且研发出具有自主知识产权的微生

物除草剂产品，例如鲁宝一号 [10]。朱海霞等 [11]

研究发现镰刀菌 GD-5对密花香薷及藜的致病性较

强，其鲜重防效可达 65%以上。链格孢 HZ-1粉剂对

密花香薷及藜在田间环境下抑制作用显著 [12]。程

亮[13] 研究发现生防菌 PA-2可通过影响猪殃殃的细胞

膜透性导致其死亡而达到生物防除的目的，针对猪

殃殃、密花香薷和藜等 3种杂草的生防菌主要为真

菌，可通过孢子直接侵入或产生代谢产物以达到控

制杂草的目的。【本研究切入点】酵母菌的次生代

谢物生物活性广泛，主要用于食品发酵等 [14−16]，但

目前应用酵母菌进行杂草防除方面的研究鲜见报

道。【拟解决的关键问题】本研究通过 3株酵母菌

对猪殃殃、密花香薷和藜等 3个青海省农田优势杂

草的生物活性测定及其对青海主要农作物的安全性

评价并采用形态学观察结合 ITS序列及 26S rDNA
序列分析明确 3株酵母菌的分类地位，丰富了可用

于杂草防控的微生物菌种资源，为该菌株在杂草防

控中的研发与应用提供基础，可有效减少化学除草

剂的使用量，延缓杂草抗药性生物型的产生和

发展。

 1    材料与方法

 1.1    供试材料

杂草：猪殃殃（Galium spurium L.）、密花香薷

（Elsholtzia  densa  Benth.）、 藜 （Chenopodium  album
L.）种子，于 2020年采于青海省农林科学院试验田

（36.724 458oN，101.750 661oE）。

作物：燕麦（加燕 2号）、小麦（青春 38号）、

蚕豆（青海 13号）、青稞（柴青 1号）、油菜（青杂

11号）、豌豆（草原 26号）和马铃薯（青薯 9号）。

酵母菌培养采用酵母浸出粉胨葡萄糖培养基

（Yeast Extract  Peptone Dextrose Medium，YPD）：酵

母膏 10.0 g·L−1，蛋白胨 20.0 g·L−1，葡萄糖 20.0 g·L−1，

琼脂 20.0 g·L−1；酵母菌发酵采用 YPD液体培养基。

 1.2    土壤酵母菌分离

采用稀释涂布法分离西宁市湟中区温室辣椒根

际土壤酵母菌 [17]。取 90 mL无菌水加入 10 g土样，

制备成土壤悬浮液后将其稀释至 10−3、10−4，吸取

200 μL土壤稀释液涂布于 YPD培养基平板上，每个

处理设置 3个重复。于 28 ℃ 培养 3～5 d后挑取颜色

形态不同的单菌落，在 YPD平板上纯化培养并 4 ℃

保存。

 1.3    具有除草潜力酵母菌菌株筛选

将纯化的菌株培养 7 d，打取菌饼（直径 0.5 cm）

接种至 YPD液体培养基中（每 250 mL三角瓶 100 mL

YPD），于 25 ℃、180 r·min−1 培养 7 d，发酵液真空

抽滤后经 0.22 μm微孔滤膜过滤备用。将杂草幼苗培

育至 1叶 1心时，选取整齐一致的健壮幼苗移栽至

43 cm×25 cm×12 cm花盆中，每盆 20株，在温度

25 ℃、光照周期 12 L/12 D，环境相对湿度 60%～70%

的条件下培养。待杂草幼苗长至 7～10叶期时，取

100 mL发酵滤液倒入小喷壶中，加入 0.5%吐温-80，

将滤液以 250 mL·m−2 喷施于杂草植株上，喷雾处理

后的杂草植株置于上述条件的温室中培养。每处理

重复 4次，以只喷无菌加等量吐温-80的 YPD培养液

的植株作为对照。于处理 7 d后观察杂草发病情况，

参考文献 [18]记录密花香薷、藜、猪殃殃的伤害程度。

7 d后按下式计算伤害率和鲜重抑制率。
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伤害率/% =
伤害株数

调查总株数
×100

鲜重抑制率/% =
对照组鲜重−处理组鲜重

对照组鲜重
×100

 1.4    酵母菌分离菌株对主栽作物安全性测定

将酵母菌株发酵滤液以 250 mL·m−2 分别喷雾于

3～4叶期的马铃薯、青稞、豌豆、小麦、燕麦、蚕

豆和油菜上，培养方法同方法 1.3。以只接 YPD培养

液植株为对照，每处理重复 4次。7 d后调查作物受

害情况，测定株高和鲜重，计算株高抑制率和鲜重

抑制率。参考程亮等[19] 的方法记载作物受害程度。

株高抑制率/% =
对照组株高−处理组株高

对照组株高
×100

 1.5    菌株 16-8发酵液与氯氟吡氧乙酸混用对猪殃殃

的除草活性测定

20%氯氟吡氧乙酸乳油（美国陶氏益农公司）

按推荐剂量 750、375、187.5 mL·hm−2 设置 3个单用

及和 16-8菌株发酵液 250 mL·m−2 混用处理，以菌株

16-8发酵液单用为对照，另设等量清水为空白对

照，共计 8个处理，每处理 10株，每个处理 3次重

复，随机排列。于猪殃殃 3～4叶期进行喷雾处理，

记录猪殃殃受害症状，7、14 d后调查鲜重防效。

 1.6    菌株鉴定

 1.6.1   形态学鉴定　  取在 YPD平板上培养 7 d的酵

母菌菌落的孢子，制成临时玻片，显微镜下观察孢

子形态并拍照。

 1.6.2   分子生物学鉴定　 DNA提取采用 Ezup柱式提

取试剂盒 [生工工程（上海）股份有限公司 ]。用引

物 ITS1(5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′)和 ITS4
(5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)扩增 ITS基因序

列， 用NL1(5′-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-
3 ′ )和  NL4  (5 ′-GGTCCGTGT-TTCAAGACGG-3 ′ )扩

增 26S rDNA基因序列。PCR反应体系（25 μL）：10×

PCR  buffer（含 Mg2+）2.5  μL， 模 板 DNA  0.5  μL，

dNTPs 1.0 μL，上、下游引物各 0.5 μL（10 μmol·L−1），

5 U·μL−1 Taq 酶 0.2 μL，ddH2O补足至 25 μL。PCR反

应条件：94 ℃ 预变性 4 min；94 ℃ 变性 45 s，55 ℃

退火 45 s，72 ℃ 延伸 1 min，30个循环；72 ℃ 延伸

10 min。PCR产物进行 1.0%琼脂糖凝胶电泳，送至

由生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。

测序所得序列在 NCBI数据库中进行 BLAST比对，

采用MEGA 7.0软件以邻近法（neighbor-joining，NJ）

构建系统发育树。

 1.7    数据分析

试验数据采用 DPS 15.10软件进行统计分析，显

著性检验采用邓肯氏法（P＜0.05）。

 2    结果与分析

 2.1    酵母菌分离及其除草潜力

共获得 8株不同形态和颜色的酵母菌，对杂草

生长的抑制作用程度不同，其中 16-8发酵液对猪殃

殃、密花香薷和藜的伤害率分别为 90.17%、66.67%

和 95.00%，鲜重抑制率分别为 88.63%、 56.90%和

78.77%，3种杂草的鲜重均低于对照组，差异显著

（P＜0.05）（表 1）；12-6菌株对猪殃殃、密花香薷

和藜的伤害率分别为 87.50%、75.00%和 43.33%，对

猪殃殃的鲜重抑制率达 75.80%，密花香薷和藜的鲜

重抑制率分别为 62.72%和 43.25%，3种杂草的鲜重

与对照组相比，均差异显著（P＜0.05）；6-3菌株对

猪殃殃、密花香薷和藜的伤害率分别为 0%、36.67%

和 41.67%，对 3种杂草的鲜重抑制率为 9.41%、46.29%

和 43.46%，猪殃殃和藜的鲜重与对照相比，均差异

不显著（P＞0.05），但密花香薷鲜重低于对照组，

差异显著（P＜0.05），从各个分离菌株看，16-8菌

 
表 1    3 株酵母菌菌株发酵液对杂草幼苗生长的抑制作用

Table 1    Inhibition effect of yeast fermentation broths on growth of weed seedlings

菌株

strain

猪殃殃

G. aparine.
密花香薷

E. densa
藜

C. album

伤害率

Injury rate /%
鲜重

Fresh weight /g

鲜重抑制率

Fresh weight
inhibition rate /%

伤害率

Injury rate/%
鲜重

Fresh weight/g

鲜重抑制率

Fresh weight
inhibition rate/%

伤害率

Injury rate%
鲜重

Fresh weight/g

鲜重抑制率

Fresh weight
inhibition rate/%

16-8 90.17 1.5±0.22 88.63 a 66.67 9.7±0.15 56.90 b 95.00 1.6±0.21 78.77 a

12-6 87.50 3.2±0.12 75.80 b 75.00 8.4±0.24 62.72 a 43.33 4.1±0.11 43.25 b

6-3 0 11.9±0.14 9.41 c 36.67 12.1±0.31 46.29 c 41.67 4.1±0.12 43.46 b

CK 0 13.1±0.23 0 d 0 22.6±0.15 0 d 0 7.3±0.15 0 c

同列数据后不同小写字母表示差异达0.05显著水平（P＜0.05），表3~4同。

Data with different lowercase letters on same column indicate significant different at P＜0.05, Same for table3-4.
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株发酵液对猪殃殃和藜幼苗生长的抑制作用要高于

12-6和 6-3菌株发酵液，但 12-6菌株发酵液对密花

香薷幼苗生长抑制作用要高于 16-8和 6-3菌株发

酵液。

16-8处理后猪殃殃表现症状为植株矮小、叶片

轻微失绿、发黄叶片明显萎蔫，而 12-6处理后，猪

殃殃植株表现为矮小、叶片轻微失绿发黄、萎蔫、

植株茎干变细、分蘖数变少。6-3发酵液处理 7 d

后，猪殃殃除表现植株叶片轻微萎蔫之外无其他明

显症状，10 d以后伤害症状没有恢复，继续加重

（图 1-A）。12-6处理条件下的密花香薷植株矮小，

叶缘干枯新生叶片向内卷曲严重，花苞明显枯焦发

黄、叶面积窄小，10 d后病情持续加重。16-8处理

对密花香薷表现症状与 12-6相似但伤害较轻。6-3处

理的植物略微矮小，花苞枯焦发黄较 12-6、16-8处

理较轻，10 d以后伤害症状没有恢复，且继续加重

（图 1-B）。12-6处理藜表现为 1/2叶片有轻微青枯

症状，1/4叶片边缘发黄干枯。16-8处理藜表现为植

物矮小、3/4叶片青枯，1/2叶片萎蔫失绿发黄。6-3

处理藜表现为植株略微矮小，叶片边缘有轻微发

黄，10 d以后伤害症状没有恢复，继续加重（图 1-C）

 2.2    酵母菌菌株对主栽作物的安全性测定

由表 2可知，接种酵母菌发酵液 7 d后，16-8、
12-6菌株对燕麦、小麦、青稞、蚕豆、豌豆、油菜

和马铃薯均没有伤害，对作物鲜重与株高影响很

小，表现对作物安全。6-3菌株对燕麦、小麦、青稞

和油菜 4种青海主栽作物无伤害，对株高与鲜重无

影响，但对蚕豆及豌豆表现出对株高和鲜重有明显

抑制，对蚕豆的株高和鲜重抑制率分别为 12.73%和

14.73%，对豌豆的株高和鲜重抑制率为 10.69%和

22.61%（表 3）。

  
表 2    3 株酵母菌株发酵液对不同作物的安全性比较

Table 2    Effect of yeast fermentation broths on crop safety

菌株

strain

燕麦

Avena
sativa

蚕豆

Vicia
faba.

豌豆

Pisum
sativum

小麦

Triticum
aestivum

青稞

Hordeum
vulgare

油菜

Brassica
napus

马铃薯

Solanum
tuberosum

16-8 NS LS LS NS NS NS NS

6-3 NS NS NS NS NS NS NS

12-6 NS NS NS NS NS NS NS

CK NS NS NS NS NS NS NS

NS表示无症状；LS表示有轻微反应；MS表示中等感病；SS表示严重

感病。

NS: asymptomatic; LS: mild reaction; MS: moderately susceptible; SS:

severely susceptible.
 
 

 2.3    分离菌株 16-8发酵液与氯氟吡氧乙酸混用对猪

殃殃的除草活性测定

16-8菌株发酵液与化学除草剂氯氟吡氧乙酸混

用喷施 48 h后，猪殃殃叶片出现萎蔫和部分枯死症

状，72 h时植株全部枯死；单用发酵液喷施处理 48 h
后，猪殃殃植株开始出现萎蔫症状，60 h时部分叶

片出现枯死，72 h猪殃殃植株全部枯死；如图 2所

示，单用化学除草剂 750 mL·hm−2 时，7 d时萎蔫症

状明显，16-8菌株发酵液与氯氟吡氧乙酸混用处理

较其化学除草剂单用处理相比，猪殃殃叶片萎蔫严

重，出现死亡植株，14 d时抑制程度加重，21 d时

猪殃殃已全部枯死。由此可见，16-8菌株发酵液与

氯氟吡氧乙酸混用处理较其发酵液单用处理相比，

猪殃殃叶片枯死症状出现早 12 h，比单用化学除草

剂早 5 d。从鲜重抑制率来看，接种 20%氯氟吡氧乙

酸乳油 7 d后，在其供试剂量下对猪殃殃的鲜重抑制

率均在 65%以下，单用 16-8菌株发酵液处理，鲜重

抑制率为 85.19%，50%和 25%推荐剂量化学除草

剂 +16-8菌 株 发 酵 液 混 用 的 鲜 重 抑 制 率 分 别 为

85.65%和 83.05%；接种后 14 d，20%氯氟吡氧乙酸

乳油在推荐剂量（750 mL·hm−2）处理时对猪殃殃的

鲜重抑制率仅为 79.42%，而单用 16-8菌株发酵液处

 

CK 16-8 12-6 6-3

CK 16-8 12-6 6-3

CK 16-8 12-6 6-3

A

B

C

 
A：猪殃殃；B：密花香薷；C：藜

A：G. aparine；B：E. densa；C：C. album.

图 1    3 株酵母菌发酵液对多种杂草幼苗生长的抑制作用

Fig. 1    Inhibition effect of  yeast fermentation broths on growth
of weed seedlings
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理，鲜重抑制率为 89.65%，50%和 25%推荐剂量化

学除草剂+16-8菌株发酵液混用的鲜重抑制率分别为

91.61%和 88.60%，对鲜重进行方差分析可知，单用

化学除草剂与混用以及单用 16-8菌株发酵液之间比

较，存在显著性差异，但单用 16-8菌株发酵液与混

用处理之间比较，差异不显著（表 4）。
  

D E F G

H I j K

 
D：氯氟吡氧乙酸推荐剂量；E：氯氟吡氧乙酸 50%推荐剂量；F：氯氟吡氧乙酸 25%推荐剂量；G：氯氟吡氧乙酸推荐剂量+16-8菌株

发酵液；H：氯氟吡氧乙酸 50%推荐剂量+16-8菌株发酵液；I：氯氟吡氧乙酸 25%推荐剂量+16-8菌株发酵液 J:16-8菌株发酵液；K：清

水对照。

D: fluroxypyr at recommended dose; E: fluroxypyr at half recommended dose; F: fluroxypyr at 25% of recommended dose; G: recommended dose+16-8

fermentation broth; H: 50% of recommended fluroxypyr dose+16-8 fermentation broth; I: 25% of recommended fluroxypyr dose+16-8 fermentation broth

J: 16-8 fermentation broth alone; K: water control.

图 2    除草剂和 16-8 菌株混用后 7 d 的除草效果

Fig. 2    Efficacy of herbicide, 16-8 or herbicide+16-8 on weeds 7 d after treatment
 

 2.4    菌株的鉴定

 2.4.1   形态学鉴定　 菌株 16-8在 YPD培养基上以单

菌落出现，菌落边缘整齐，表面干燥，中间凸起，

圆形，颜色为灰白色（图 3-L）。镜检结果发现菌体

呈现为圆形、卵圆形（图 3-O）。菌株 12-6在 YPD
培养基上以单菌落出现，菌落边缘不规则，表面凸

起颜色呈现乳白色（图 3-M）。显微镜下观察发现该

菌呈现圆形、椭圆形初步鉴定为酵母菌（图 3-P）。

菌株 6-3在 YPD培养基上其菌落乳白色，菌落边缘

规则不透明，极容易被挑起（图 3-N）。镜检结果发

现该菌形态为圆形、椭圆形（图 3-Q）。

 2.4.2   分子生物学鉴定　 以 16-8、12-6和 6-3菌株基

 
表 3    3 株酵母菌株发酵液对不同作物抑制作用

Table 3    Inhibition effect of yeast fermentation broths on crops （单位：%）

菌株

strain

燕麦

A. sativa
蚕豆

V. faba
豌豆

P. sativum
小麦

T. aestivum

株高抑制率

Inhibition rate of
plant height

鲜重抑制率

Fresh weight
inhibition rate

株高抑制率

Inhibition rate of
plant height

鲜重抑制率

Fresh weight
inhibition rate

株高抑制率

Inhibition rate of
plant height

鲜重抑制率

Fresh weight
inhibition rate

株高抑制率

Inhibition rate of
plant height

鲜重抑制率

Fresh weight
inhibition rate

6-3 0.25±1.35 b 1.08±0.46 b 12.73±0.88a 14.73±2.43 a 10.69±0.13 a 22.61±0.43 a 0.17±0.31 c 3.20±0.17 a

12-6 0.53±1.13 a 3.71±0.21 a 0.03±0.39c 2.34±0.37 c 0.05±0.29 b 0.44±0.40 b 1.26±0.57 a 0.58±0.31c

16-8 0.02±0.55 c 0.04±0.16 c 1.54±0.67b 5.71±1.66 b 0.16±0.67b 9.46±0.71c 1.16±0.17 ab 2.15±0.25 b

菌株

strain

青稞

H. vulgare
油菜

B. napus
马铃薯

S. tuberosum

株高抑制率

Inhibition rate of
plant height

鲜重抑制率

Fresh weight
inhibition rate

株高抑制率

Inhibition rate of
plant height

鲜重抑制率

Fresh weight
inhibition rate

株高抑制率

Inhibition rate of
plant height

鲜重抑制率

Fresh weight
inhibition rate

6-3 0.12±0.52 a 3.51±0.37 a 8.26±0.07 a 0.01±0.01 a 0.20±0.55c 5.66±5.53 a

12-6 0.01±0.17b 1.56±0.35 b 0.13±0.15 c 0.00±0.06 a 0.49±0.14 b 1.58±13.57 c

16-8 0.07±0.41 c 0.21±0.39 c 2.62±0.33 b 0.01±0.04 a 0.68±0.33 a 2.74±6.76 b
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表 4    氯氟吡氧乙酸与 16-8 菌株发酵液混用对猪殃殃的防效

Table 4    Efficacy of 16-8 fermentation broth per se or in combination with fluroxypyr on controlling G. aparine

处理

Treatment
剂量Dosage/

(mL·hm−2+mL·m-2)

处理后7 d
After treatment 7 d

处理后14 d
After treatment 14 d

鲜重

Fresh weight/g

鲜重抑制率

Fresh weight
inhibition rate/%

鲜重

Fresh weight/g

鲜重抑制率

Fresh weight
inhibition rate/%

氯氟吡氧乙酸乳油（推荐剂量）

Fluroxypyr EC at the recommended dose 750+0 2.45±0.13 62.60 b 1.57±0.04 79.42 b

氯氟吡氧乙酸乳油（50%推荐剂量）

Fluroxypyr EC at 50 % of the recommended dose 375+0 3.02±0.37 53.89 bc 2.27±0.19 70.25 c

氯氟吡氧乙酸（25%推荐剂量）

Fluroxypyr EC at 25 % of the recommended dose 187.5+0 3.55±0.26 45.80 c 2.84±0.12 62.78 d

氯氟吡氧乙酸乳油（推荐剂量）+16-8发酵液

Fluroxypyr EC at the recommended
dose +16-8 strain fermentation broth

750+250 0.78±0.10 88.09 a 0.51±0.07 93.32 a

氯氟吡氧乙酸+16-8发酵液

Fluroxypyr EC at 50 % of the recommended
dose +16-8 strain fermentation broth

375+250 0.94±0.01 85.65 a 0.64±0.03 91.61 a

氯氟吡氧乙酸+16-8发酵液

Fluroxypyr EC at 25 % of the recommended
dose +16-8 strain fermentation broth

187.5+250 1.11±0.25 83.05 a 0.87±0.20 88.60 a

16-8发酵液16-8
strain fermentation broth 0+250 0.97±0.13 85.19 a 0.79±0.11 89.65 a

清水对照

Water control 0+0 6.55±0.39 0 d 7.63±0.25 0 e

 

L M N

O P Q

 
L：16-8菌落形态（左，正面；右，反面）；M：12-6菌落形态（左，正面；右，反面）；N：6-3菌落形态（左，正面；右，反面）；

O：16-8孢子形态；P：12-6孢子形态；Q：6-3孢子形态。

L：front-view of 16-8 colony (left); back-view of 16-8 colony (right); M：front-view of 12-6 colony (left); back-view of 12-6 colony (right); N: front-

view of 6-3 colony (left); back-view of 6-3 colony (right); O: morphology of 16-8 spores; P: morphology of 12-6 spores; Q: morphology of 6-3 spores.

图 3    分离菌株菌落形态及其孢子显微观察

Fig. 3    Colony morphology and microscopic images of 6-3, 12-6, and 16-8 spores
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因组为模板，对分离菌株的 ITS及 26S rDNA基因片

段进行 PCR扩增与测序。进一步联合 ITS、26S rDNA

基因序列构建系统发育树，结果显示（图 4），菌株

16-8与 Pichia kudriavzevii 处于系统发育树的同一最

小分支，菌株 12-6与 Kluyveromyces marxianus 处于

系统发育树的同一最小分支，菌株 6-3与 Meyerozyma

guilliermondii 处于系统发育树的同一最小分支。将

16-8、12-6和 6-3序列在 NCBI上 BLAST进行同源对

比，并结合形态学分析结果将 16-8鉴定为库德里阿

兹威毕赤酵母（Pichia kudriavzevii），12-6与马克斯

 

Pichia阿兹威毕赤酵母

阿兹威毕赤酵母

阿兹威毕赤酵母

阿兹威毕赤酵母

阿兹威毕赤酵母

阿兹威毕赤酵母

阿兹威毕赤酵母

阿兹威毕赤酵母

阿兹威毕赤酵母

粟酒裂殖酵母

马克斯克鲁维酵母

马克斯克鲁维酵母

马克斯克鲁维酵母

马克斯克鲁维酵母

马克斯克鲁维酵母

马克斯克鲁维酵母

马克斯克鲁维酵母

马克斯克鲁维酵母

马克斯克鲁维酵母

马克斯克鲁维酵母

粟酒裂殖酵母

季也蒙迈耶氏酵母

季也蒙迈耶氏酵母

季也蒙迈耶氏酵母

季也蒙迈耶氏酵母

季也蒙迈耶氏酵母

季也蒙迈耶氏酵母

季也蒙迈耶氏酵母

季也蒙迈耶氏酵母

kudriavzevii MT157508.1/MF631057.1

Pichia kudriavzevii MF685423.1/MF399024.1

Pichia kudriavzevii LC633337.1/GQ121668.1

Pichia kudriavzevii OK092586.1/MH595126.1

Pichia kudriavzevii OM417022.1/JX183974.1

Pichia kudriavzevii OM417023.1/KY273284.1

16-8 ITS/26S rDNA

Pichia kudriavzevii KX023221.1/LC508297.

Pichia kudriavzevii KX023220.1/LC508296.1

Pichia kudriavzevii MT319733.1/KY888085.1

Schizosaccharomyces pombe KY105378.1/AB478862.1

55

65

64

0.20

Kluyveromyces marxianus LR738866.1/KP192933.1

Kluyveromyces marxianus HQ014731.1/FJ896138.1

Kluyveromyces marxianus MK268122.1/KJ491107.1

Kluyveromyces marxianus LR738870.1/KJ491104.1

Kluyveromyces marxianus H636848.1/AB771425.1

Kluyveromyces marxianus MK493443.1/KY888094.1

12-6 ITS/26S rDNA

Kluyveromyces marxianus MH748641.1/KJ660858.1

Kluyveromyces marxianus MH752508.1/KY888079.1

Kluyveromyces marxianus MH734931.1/KY888068.1

Kluyveromyces marxianus KJ491106.1/MF399021.1

Schizosaccharomyces pombe KJ491106.1/MF399021.1

99

56

0.20

Meyerozyma guilliermondii KJ126854.1/JN377477.1

6-3 ITS/26S rDNA

Meyerozyma guilliermondii MT319990.1/JF766628.1

Meyerozyma guilliermondii MW564205.1/MG478478.1

Meyerozyma guilliermondii MW564205.1/LT905499.1

Meyerozyma guilliermondii MW599771.1/ LC336809.1

Meyerozyma guilliermondii MT731365.1/KX928813.1

Meyerozyma guilliermondii OK559743.1/KX263039.1

Meyerozyma guilliermondii MH374161.1/EU523629.1

季也蒙迈耶氏酵母 Meyerozyma guilliermondii KP053713.1/KP058523.1

季也蒙迈耶氏酵母 Meyerozyma guilliermondii KP109731.1/KR558719.1

季也蒙迈耶氏酵母 Meyerozyma guilliermondii MN749580.1/LC341546.1

粟酒裂殖酵母 Schizosaccharomyces pombe KY105378.1/AB478862.1

50

53

53

0.20
 

图 4    3 个菌株（16-8、12-6 和 6-3）基于 ITS 及 26S rDNA 基因构建的邻接法系统发育树

Fig. 4    Phylogenic NJ trees based on ITS rDNA and 26S rDNA sequences of Strains 16-8, 12-6, and 6-3
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克鲁维酵母（Kluyveromyces marxianus）6-3与季也蒙

迈耶氏酵母（Meyerozyma guilliermondii）。

 3    讨论与结论

近年来，微生物的次生代谢产物被开发为除草

剂的研究广受关注，有研究表明，微生物毒素具有

开发为除草剂的巨大潜力 [20−22]。姜述君等 [23] 研究表

明，来源于画眉草弯孢霉发酵液中的化合物 α, β-
dehydrocurvularin会影响马唐叶片新陈代谢继而导致

叶片坏死。Chen等[24] 研究结果表明，灰黄青霉的次

级代谢产物能有效抑制列当种子的萌发，从而达到

防除恶性寄生性杂草列当的目的。本研究发现 3株

酵母菌发酵液对供试杂草的株高和鲜重有明显的抑

制作用，喷雾处理 7 d后，16-8菌株对猪殃殃、密花

香薷和藜的伤害率分别为 90.17%、66.67%和 95.00%，

鲜重抑制率分别为 88.63%、56.90%和 78.77%，因此

该菌株的发酵液有较好的开发为微生物除草剂的潜

力。但目前对发酵液中的具体除草活性物质尚不清

楚，有待进一步研究。

在微生物除草剂的筛选过程中首要考虑就是安

全性问题[25−26]。本研究结果表明，6-3和 12-6菌株发

酵液对测试的作物安全，无不良影响。16-8菌株发

酵液除对蚕豆和豌豆株高和鲜重有轻微的影响外，

对其他 5种作物表现为安全。为全面评价这些菌株

的安全性，还应进一步加大其他作物的安全性评价。

微生物在杂草综合治理中可以有多种不同的应

用方式。由于大多数微生物菌株只针对一种杂草，

所以将其与化学除草剂结合使用在理论上是可行

的。微生物菌株 Myrothecium verrucaria 与化学除草

剂共同使用可以有效地提高其活性[27]。Song等[28] 采

用 Pyricularia setariae 与 1/10推荐剂量的烯禾啶混用

可以更有效地防治狗尾草。同样，Phoma proboscis 与

亚致死剂量的 2,4-D混用可以更有效地防治 Comvolvulus
arvensis[29]。与单独使用相比，Colletotrichum coccodes
与噻苯隆混用可以提高真菌的侵染和苘麻的防除效

果 [30]。许多化学除草剂仅对刚刚出苗的圆叶锦葵有

效，而如果 Colletotrichum gloeosporioids  f.sp. malvae
与除草剂结合使用，防效可持续至第 4～5片真叶

期。与单独使用真菌或嗪草酮或咪唑乙烟酸相比，

二者混用可以极大地提高防治效果，并减少所需药

量 [31]。本研究发现：当 16-8菌株发酵液与 25%～

50%推荐剂量的氯氟吡氧乙酸混用时，对猪殃殃的

鲜重抑制率仍高达 88.60%～91.61%，与单独使用 16-8
菌株发酵液的鲜重抑制率相当，表明混用能够提高

单独使用除草剂或菌株发酵液的防除效果。因此，

可选用微生物菌株与化学农药的复配用于杂草的防

除，但在田间的防治效果有待进一步试验，包括使

用剂量、使用方法及最佳使用时间等。同时通过探

索与农业防治等其他措施的配合来实现持续、高效

的除草目的。

通过对这 3株菌株进行平板上菌落形态、显微

镜下孢子形态观察，结合分子鉴定，确定这 3个分

离菌株均为酵母菌。近年来，关于酵母菌生物活性

的报道越来越多。Pichia kudriavzevii OT38接入土壤

15 d以后提高了土壤生物炭、脱氢酶活性以及胶体多

糖等含量，可以作为土壤改良剂利用[32]。Kluyveromyces
marxianus HP-10菌株悬浮液通过营养和空间的竞争

以及诱导抗病性相关酶的活性，较好地抑制了柑橘采

后绿霉病菌，保证了果实的品质[33]。采后用 Meyerozyma
guilliermondii SQUCC-33Y处理草莓果实可以显著降

低由 Alternaria alternata 引起的果实腐烂病斑，该拮

抗酵母菌可作为一种生物杀菌剂用于防治 A.alternata
引起的草莓采后果实腐烂病 [34]。有研究发现，酵母

菌的次生代谢物生物活性广泛，但目前尚未见其在

除草方面的报道。本研究首次报道酵母菌发酵液具

有优异除草潜力，今后可加深对菌株 16-8的研究，

分析其代谢产物中具有除草潜力的活性成分。本研

究拓展了具有除草潜力的微生物资源，为微生物除

草剂的开发利用提供菌株资源。
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