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摘　要：采用不同浓度的强致病力青枯雷尔氏菌ＦＪＡＴ９１处理番茄盆栽苗，建立青枯雷尔氏菌致病性生物测定

方法。结合菌落形态和特异性引物鉴定结果说明所分离得到的菌株均为强致病力青枯雷尔氏菌。当番茄植株培

养至第５ｄ时，４个不同接种浓度处理的番茄植株苗均出现发病症状。采用１０４ｃｆｕ·ｍＬ－１处理的番茄植株在第４

ｄ发病，但到第８ｄ，发病率也达到９０％左右。随着青枯雷尔氏菌接种浓度的递增，各处理番茄植株死亡率达到

致死中浓度 （犔犆５０）的时间逐渐缩短。１０
４ｃｆｕ·ｍＬ－１的接种浓度效果最佳，既缩短试验周期，又保证了番茄青

枯病的发生。
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细菌性青枯病的病原菌，可危害４４个科的数百种

植物，其中包括许多重要的经济作物，对茄科植物

的危害尤为严重［１－３］。由于青枯雷尔氏菌在土壤中

存活时间长、传播快，使用化学药剂防治不能有效

地进行控制，而抗性育种筛选周期较长，因此对青

枯病的生物防治引起了国内外的高度重视［４－５］。

生防菌的防治效果受到多种因素的影响，包括

环境因素和生防菌施用时间等［６］。生防菌的施用时

间对于其生防效果影响很大，而生防菌的施用时间

往往与植物的发病时间具有一定的相关性，即在发

病初期施用生防菌，其生防效果要好于在发病后期

施用［７］。青枯雷尔氏菌浓度的不同对青枯病病程的

潜育期有一定影响，往往浓度越低潜育期越长［８］，

因而，进行强致病力青枯雷尔氏菌最低接种浓度的

测定对生防菌防效的测定至关重要。目前青枯雷尔

氏菌致病力的鉴定方法，大多采用盆栽小苗的剪叶

和灌根法接菌等［９］。本研究主要在前人的研究基础

上，采用４～５叶期番茄盆栽苗进行强致病力青枯

雷尔氏菌接种浓度的测定，观察在不同接种浓度条

件下番茄植株的发病进程，初步建立青枯雷尔氏菌

致病性生物测定方法，以期为后续生防菌的防效测
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定提供数据依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

供试病原菌为强致病力青枯雷尔氏菌菌株

ＦＪＡＴ９１，于２００１年７月分离自福州北峰的番茄

青枯病病株。所采用的培养基为ＴＴＣ培养基：每

升含蛋白胨１０．０ｇ，水解酪蛋白１．０ｇ，葡萄糖

５．０ｇ，ＴＴＣ （２，３，５氯化三苯基四氮唑）０．０５

ｇ，ｐＨ７．０～７．２；ＳＰＡ培养基：每升含蔗糖２０．０

ｇ，蛋白胨５．０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４０．２５ｇ，

ｐＨ７．０～７．２。番茄植株为 “裕光４０１”。

引物ｐｅｈＡ＃３：

５′ＣＡＧＣＡＧＡＡＣＣＣＧＣＧＣＣＴＧＡＴＣＣＡＧ３′，

引物ｐｅｈＡ＃６：

５′ＡＴＣＧＧＡＣＴＴＧＡＴＧＣＧＣＡＧＧＣＣＧＴＴ３′。

引物由上海博尚有限公司合成；Ｍａｒｋｅｒ购自

上海英俊生物技术公司。

１．２　试验方法

１．２．１　青枯雷尔氏菌菌液的制备　将强致病力青

枯雷尔氏菌ＦＪＡＴ９１菌株划线于 ＴＴＣ琼脂平板

上，在３０℃条件下培养４８ｈ，挑取单菌落于装有

２５ｍＬＳＰＡ培养液的２５０ｍＬ三角瓶中，于３０℃，

２００ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养４８ｈ。将菌液混匀，稀释

１００倍，用血球计数板计数，确定菌液的原始浓

度，数量级为１０８，依次稀释到１０６，１０４，１０２，处

理１用１０２ｃｆｕ·ｍＬ－１浓度处理，处理２用１０４

ｃｆｕ·ｍＬ－１浓度处理，处理３用１０６ｃｆｕ·ｍＬ－１浓度

处理，处理４用１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１浓度处理。

１．２．２　青枯雷尔氏菌的分离与鉴定　采用 ＴＴＣ

培养基分离番茄病株，并采用水煮法提取所分离得

到的青枯雷尔氏菌总 ＤＮＡ
［１０］。采用特异性引物

ｐｅｈＡ＃６和ｐｅｈＡ＃３进行青枯雷尔氏菌的分子鉴

定。ＰＣＲ反应程序为：９６℃ １ｍｉｎ，９６℃ ３０ｓ，

７０℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ共２个循环，之后９４℃３０

ｓ，７０℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ共３３个循环，最后７２℃

延伸５ｍｉｎ。采用１．５％胶浓度，上样量为６μＬ，

电压为１００Ｖ进行电泳后，利用凝胶成像仪观察

ＰＣＲ结果。

１．２．３　青枯雷尔氏菌生物测定浓度的测定　采用

７５％酒精消毒过的剪刀在番茄植株 （４～５叶期）

根围剪一下，用稀释后的不同处理青枯雷尔氏菌菌

液灌根番茄盆栽苗，每盆灌根５０ｍＬ菌液，每个

处理１０株，重复３次，对照采用相同量的水代替

菌液。将番茄植株置于３０℃，相对湿度６０％～

７０％的条件下培养，从第２ｄ开始统计番茄植株死

亡的数量，计算死亡率。

死亡率＝
死亡植株数量
处理总植株数量 ×１００％

２　结果与分析

２．１　青枯雷尔氏菌的分离与鉴定

从发病番茄植株上分离得到的菌株在 ＴＴＣ培

养基上形态为中间红斑较小，颜色为淡红色，周围

白边较大，且流动性很强，初步鉴定为强致病性菌

株 （图１）。通过特异性引物鉴定青枯雷尔氏菌，

预期片段大小为５０４ｂｐ （图２），从番茄植株上分

离得到的菌株同青枯雷尔氏菌ＦＪＡＴ９１均在大约

５００ｂｐ位置扩增出条带，说明所分离得到的菌株

均为强致病力青枯雷尔氏菌。

　

图１　青枯雷尔氏菌的分离

犉犻犵．１　犐狊狅犾犪狋犻狅狀狅犳犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲狉狌犿

狊狋狉犪犻狀狊
　　　

图２　青枯雷尔氏菌的鉴定

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犮犲犪狉狌犿狊狋狉犪犻狀狊

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１～２２：从番茄植株分离的青枯雷尔氏菌单菌落；２３：

ＦＪＡＴ９１；ＣＫ：无菌水
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２．２　青枯雷尔氏菌生物测定浓度效应的测定

图３可以看出，不同处理的番茄植株死亡起始

时间有所不同。处理３的番茄植株最先死亡，在第

３ｄ时开始出现萎蔫；处理２和处理４的番茄植株

则推迟１ｄ，即第４ｄ开始萎蔫，到第８ｄ，死亡率

与处理３一致，均达到９０％左右。而处理１的番

茄植株也会发生青枯病，但发病较慢且死亡率较

低，在处理第８ｄ后，死亡率仅为４０％左右。

２．３　青枯雷尔氏菌生物测定浓度动力学模型的

建立

根据番茄植株的死亡时间和死亡率建立青枯雷

尔氏菌生物测定浓度动力学模型，图４所示，处理

１、２、３、４的动力学模型分别为犢＝１．２１１５犡２－

３．２８４３犡，犢＝１．８４１７犡２＋１．０４３４犡，犢＝０．１９６１

犡２＋１２．７５９犡 和犢＝０．３０８１犡２＋１１．９８９犡。随着

青枯雷尔氏菌浓度的递增，各处理番茄植株死亡率

达到犔犆５０的时间逐渐缩短，处理１为８ｄ，处理２

为５ｄ，处理３和处理４均为３．８ｄ。从各处理番茄

植株死亡率达到犔犆５０的时间上看，处理２的接种

浓度效果最佳，即采用浓度为１０４ｃｆｕ·ｍＬ－１灌根

番茄植株，可以用于后期生防菌防效测定。

图３　不同培养时间番茄植株的死亡率

犉犻犵．３　犐狀犮犻犱犲狀犮犲狅犳狋狅犿犪狋狅狆犾犪狀狋狊狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犚犪犾狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿

注：处理１：青枯雷尔氏菌浓度为１０２ｃｆｕ·ｍＬ－１；处理２：青枯

雷尔氏菌浓度为１０４ｃｆｕ·ｍＬ－１；处理３：青枯雷尔氏菌浓度为

１０６ｃｆｕ·ｍＬ－１；处理４：青枯雷尔氏菌浓度为１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１；

ＣＫ：Ｈ２Ｏ处理

图４　青枯雷尔氏菌生物测定动力学模型
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３　讨论与结论

青枯雷尔氏菌对寄主植物的侵染受到多种因素

的影响，包括浓度［８，１１－１２］、潜伏侵染［１３］、温湿

度［１２］以及寄主非寄主作物的影响［１４］。韩美丽等［１２］

研究表明，培养温度对离体番茄枝条青枯病发病率

高低具有较大影响，温度低于２５℃，枝条不易发

病，温度３０～３３℃为发病高峰期。王军等
［１４］认为，

青枯雷尔氏菌对感病寄主根表的吸附量多于对抗病

寄主和非寄主根表的吸附量，对感病寄主根部的侵

入量多于对抗病寄主但少于对非寄主根部的侵入

量。另外，青枯雷尔氏菌潜伏侵染对花生生长发育
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和产量有显著不良影响［１３］。但目前对于青枯雷尔

氏菌生物测定方面的研究大都集中在抗性育种

上［１５］，未见关于规范的青枯雷尔氏菌致病性生物

测定方法研究的报道。

不同浓度青枯雷尔氏菌ＦＪＡＴ９１菌液致病试

验说明，１０４ｃｆｕ·ｍＬ－１处理组比１０６处理组推迟１

ｄ，也就是第４ｄ开始发病，到第８ｄ，发病率与

１０６、１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１这２个处理组一致，均达到

９０％左右，这与韩美丽等
［１２］的研究结果相一致，

当青枯雷尔氏菌浓度为１×１０５、１×１０６、１×１０７、

１×１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１时，番茄枝条发病率达到６０％

以上所需要的时间逐渐缩短，分别为１１、８、５和

３ｄ。方树民等
［１１］也认为，烟草青枯菌液浸注接种

烟苗叶片后产生枯斑的迟早及扩展程度取决于接种

体浓度，菌液浓度愈高，烟草枯死就愈快。所不同

的是，本试验中，高浓度的病原菌液不一定最先导

致青枯病的发生，１０６ｃｆｕ·ｍＬ－１浓度的菌液比１０８

ｃｆｕ·ｍＬ－１更早发病，有可能浓度过高，病原菌之

间存在激烈的营养和空间竞争。葛慈斌等［８］认为，

青枯雷尔氏菌浓度的不同对青枯病病程的潜育期有

一定影响，往往浓度越低潜育期越长，与本研究结

果一致，青枯雷尔氏菌ＦＪＡＴ９１菌液浓度为１０２

ｃｆｕ·ｍＬ－１时，虽然也会导致番茄青枯病的发生，

但发病较慢且发病率较低。因此在进行后期生防菌

的防治试验中可选择浓度为１０４ｃｆｕ·ｍＬ－１进行接

种，既缩短试验周期，又保证了番茄青枯病的发

生，便于更好地观察生防菌对青枯病的生防效果。
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