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绿针假单胞菌 HG28-5 对辣椒疫病的抑制活性

及其根际定殖特性的研究 
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郑州 450002） 

摘  要：利用从小麦根系中分离筛选得到的对辣椒疫病有较高拮抗活性的生防细菌 HG28-5 菌株，通

过平板对峙培养、产孢子囊和孢子萌发试验，检测其对辣椒疫霉菌的抑制作用；通过温室盆栽和小区试

验，确认了对辣椒疫病的防治效果；以平板稀释培养法测定了根际定殖能力。结果表明：HG28-5 显著抑

制辣椒疫霉菌菌丝生长、游动孢子囊形成、游动孢子释放和休止孢子萌发；HG28-5 对辣椒疫病具有明显

的防治效果，在盆栽试验和小区试验中防治效果分别达到 92.57%和 79.96%；HG28-5 在辣椒根际的定殖

能力很强，用 HG28-5 处理辣椒种子，发芽胚根中其定殖密度为 4.45 × 105 cfu · cm-1，HG28-5 处理盆栽辣

椒根系，其定殖密度稳定维持在 105 cfu · g-1以上。利用形态特征、生理生化特性和 16S rDNA 序列分析，

鉴定 HG28-5 为绿针假单胞菌。 
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Inhibitory Activity of Pseudomonas chlororaphis HG28-5 Against 
Phytophthora Blight of Pepper and Its Root Colonization Characteristic 
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Abstract：A promising biocontrol agent HG28-5，a strain with strong effect on Phytophthora blight of 

pepper，which selected from the root of healthy wheat（Triticum aestivum Linn.）. In vitro and in vivo 

experiments were used to determine its antifungal effect and root colonization ability. The results showed 

that，HG28-5 inhibited mycelial growth，germination of cystospores，and formation of zoospore and 

zoosporangia of Phytophthora capsici in vitro experiment；HG28-5 performed good control potential 

against Phytophthora blight of pepper in pot and vinyl house experiment，the control efficiencies were 

92.57% and 79.96% respectively；HG28-5 successfully colonized on roots of pepper，the colonized density 

of HG28-5 was 4.45 × 105 cfu · cm-1 with Double Layer Filter paper method，in pot experiment，HG28-5  
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persisted on root of pepper with a relative high population density which was more than 105 cfu · g-1；

Based on the morphological，physiological characteristics and 16S rDNA sequence analysis，the strain 

HG28-5 was identified as Pseudomonas chlororaphis. 

Key words： pepper；Phytophthora blight； biocontrol； biocontrol bacteria；Pseudomonas 

chlororaphis 

 

辣椒疫病是由辣椒疫霉（Phytophthora capsici Leon）引起的辣椒生产中危害最严重的土传病害

之一（周启明 等，1984；Hwang & Kim，1995；Hausbeck & Lamour，2004；兰成忠 等，2011，曾

莉 等，2011）。现已从土壤、植物体等分离筛选到大量对辣椒疫病具有控制作用的生防菌（Jee et al.，

1988；Park & Kim，1989；易图永 等，2002；杜晓华 等，2005；Shen et al.，2005；何延静 等，

2006；张政兵和郭海明，2006；尹敬芳 等，2007；柳凤 等，2010；马晓飞 等，2012），但目前能

够在生产中推广应用的还很少。 

利用生防菌防治植物病害受诸多因素影响。生防菌在根部定殖能力是决定生防成功与否的关

键，只有引入的生防菌在根际土壤和植物根系中能够长期保持有效抑制病原菌的种群密度，才能同

病原菌进行竞争，防止病原菌对植物的侵害，达到防治病害的目的（Kloepper，1992；张炳欣 等，

2000；Shen et al.，2005）。笔者的课题组从河南省信阳、南阳、许昌、原阳和商丘等地区采集 116

份健康小麦根系及根际土壤样品，采用平板稀释法分离获得 871 株根际细菌，其中筛选到对辣椒疫

霉具有较强拮抗活性的 HG28-5 菌株。本研究中以 HG28-5 菌株为试验材料，以辣椒疫霉为指示病

原菌，明确了该菌株对辣椒疫霉的拮抗能力、对辣椒疫病的防治效果和其在辣椒根际的定殖能力。

在此基础上，根据形态特征、生理生化特性和16S rDNA序列分析对HG28-5进行了鉴定，确定HG28-5

为绿针假单胞菌（Pseudomonas chlororaphis）。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

生防菌 HG28-5 菌株从河南省商丘市健康小麦（‘周麦 18’品种）根系分离所得，并参照吴蔼

民等（2001）的方法，利用逐步提高培养基中利福平浓度的方法获得稳定的抗利福平（100 μL · mL-1）

菌株，保存于–70 ℃。辣椒疫霉菌由本实验室分离鉴定、保存。供试辣椒品种为‘新机遇’（河南

豫艺种业科技发展有限公司），在 25 ~ 28 ℃自然光周期的温室中育苗，以长有 5 片真叶的辣椒幼苗

作为试验材料。供试培养基为 TSA 培养基（胰酪胨大豆肉汤 30 g，琼脂粉 15 g，蒸馏水 1 000 mL）、

PDK 培养基（马铃薯葡萄糖肉汤 20 g，蛋白胨 10 g，琼脂粉 15 g，蒸馏水 1 000 mL）和 V8A 培养

基（V8 果蔬汁 100 mL，碳酸钙 1 g，琼脂粉 15 g，蒸馏水 900 mL）。 

1.2  HG28-5 抑制辣椒疫霉菌的测定方法 

1.2.1  对菌丝生长的抑制能力 

采用平板对峙培养法。在 PDK 平板中央接种辣椒疫霉菌块，距离菌块 25 mm 处接种 HG28-5，

置于 28 ℃恒温箱培养 7 d 后调查抑菌带大小（Shen et al.，2002）。 

1.2.2  对游动孢子囊形成的抑制能力 

用打孔器（直径 8 mm）切取 V8A 培养基上长满辣椒疫霉的菌饼，移置于无菌空培养皿（直径

60 mm）中，倒入配制好的 HG28-5 菌悬液（108 cfu · mL-1），以刚好浸湿菌饼表面菌丝为准，然后
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置于 25 ℃恒温箱中光照培养 16 h，在显微镜下检测游动孢子囊数量（Shen et al.，2002），无菌水处

理作对照。 

1.2.3  对游动孢子释放的抑制能力 

将无菌水中产生的游动孢子囊置于 HG28-5 菌悬液中，4 ℃冰箱放置 30 min，然后在室温条件下

放置 30 min，诱发其释放游动孢子。在显微镜下检测游动孢子囊总数和游动孢子释放后残留的空壳

孢子囊数，计算游动孢子释放率，无菌水处理作对照。 

1.2.4  对休止孢子萌发的抑制能力 

诱发游动孢子释放后用双层纱布过滤获得休止孢子悬浮液，取等量的休止孢子悬浮液和 HG28-5

菌悬液均匀混合，取 30 µL 混合液滴到凹玻片上，置于 25 ℃恒温箱中保湿培养，每隔 2 h 在显微镜

下检测休止孢子萌发数，计算休止孢子萌发率，无菌水作对照。 

1.3  HG28-5 对辣椒疫病防治效果 

盆栽试验：以生长 5 片真叶的健康辣椒幼苗为材料，在浓度为 108 cfu · mL-1 的 HG28-5 菌悬液

中浸根处理 1 h 后移栽至盆钵（直径 10 cm），然后接种辣椒疫霉游动孢子悬浮液（104 · mL-1，

5 mL · 株 -1），放置于温室中管理。以 80%代森锰锌可湿性粉剂 1 000 倍液浸根处理和清水浸根处理

为对照。3 次重复，每重复 10 盆。 

小区试验：2012 年在河南农业大学科教园区辣椒疫病常发温室进行。选取生长 5 片真叶的健康

幼苗，移栽前在浓度为 108 cfu · mL-1 的 HG28-5 菌悬液里浸根 1 h，定植时再将 108 cfu · mL-1 浓度的

HG28-5 菌悬液一次灌注处理（100 mL · 株-1），以 80%代森锰锌可湿性粉剂 1 000 倍液灌注处理和

清水移栽前浸根 1 h 后定植时一次灌注处理为对照。3 次重复，每小区面积为 12 m2，随机区组排

列。 

1.4  HG28-5 根际定殖能力的测定 

参照 Shen 等（2005）的方法，采用双层滤纸法（Double Layer Filter paper method，DLF）和盆

栽试验测定 HG28-5 根际定殖能力。 

双层滤纸法：经 70%酒精表面消毒过的辣椒种子在 HG28-5 菌悬液（108 cfu · mL-1）中浸泡处理

1 h 后，无菌水冲洗 3 次，用吸水纸吸干表面，整齐放于铺有一层湿润滤纸的培养皿（直径 90 mm）

中，然后上面再覆盖一层湿润滤纸，置于 28 ℃恒温箱内培养。种子长出胚根后，切取 1 cm 根尖，

磨碎，用 0.1 mol · L-1 MgSO4 溶液稀释 103 倍和 104 倍后，涂抹在含有利福平的 TSA 培养基平板上，

置于 28 ℃恒温箱内培养 48 h，待 HG28-5 形成菌落，检测菌落数，推算出 HG28-5 根际定殖密

度。 

盆栽试验测定法：将生长 5 片真叶的幼苗在 HG28-5 菌悬液（108 cfu · mL-1）中浸根处理 1 h 后

移栽至盆钵（直径 10 cm），置于温室中管理，每隔 7 d 测定 HG28-5 在辣椒根系的定殖密度。测定

方法为：轻轻拔出辣椒根系，在流水中清洗，剪取 1 g，研磨后用 0.1 mol · L-1 MgSO4 溶液稀释 103

倍和 104 倍涂抹在含利福平的 TSA 培养基平板上，置于 28 ℃恒温箱内培养 48 h，待形成菌落，测

定其定殖密度。 

1.5  HG28-5 的鉴定 

1.5.1  形态特征及生理生化特性 

主要参考伯杰氏细菌鉴定手册（Buchanan & Gibbons，1994），按照常规细菌学方法鉴定 HG28-5

的形态特征及生理生化特性。 
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图 1  HG28-5 对辣椒疫霉菌菌丝生长的抑制效果 

Fig. 1  Inhibitory effect of HG28-5 on mycelia growth of 

Phytophthora capsici 

1.5.2  16S rDNA 序列测定及系统发育树分析 

以 HG28-5 基因组 DNA 为模板，以细菌 16S rDNA 通用引物 27f（5′-AGAGTTTGATCCTGGCTC 

AG-3′）和 1492r（5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′）（Chen & Chen，2009）为上、下游引物

扩增 HG28-5 菌株的 16S rDNA。引物由宝生物工程（大连）有限公司合成。 

PCR 反应条件为 94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 1 min，55 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1.5 min，30

个循环后 72 ℃延伸 5 min。 

PCR 产物采用 TaKaRa 公司 DNA 凝胶回收试剂盒回收，回收片段与 pMD18-T Vector 载体连接，

热转化至 JM109 感受态细胞中，涂布平板，过夜培养菌体，挑选阳性菌落，提取质粒，送宝生物工

程（大连）有限公司测序。 

将测序结果采用 NCBI 数据库中的 BLAST 软件进行同源性比较，以 Clustal X 进行多重比对，

利用 MEGA4 软件的 Neighbor-Joining 法构建系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  HG28-5 对辣椒疫霉菌的抑制能力 

HG28-5 对辣椒疫霉菌菌丝生长具有较强

的抑制活性，其抑菌带宽度为 11 mm，接种菌

后 14 d 抑菌效果仍很明显（图 1）。 

HG28-5 能使辣椒疫霉菌的菌丝顶端和分

枝处膨大，分枝数多，且粗而短，而对照菌丝

生长细长而均匀，没有膨大现象（结果未显

示）。 

在皿内试验中 HG28-5 显著抑制辣椒疫霉

菌游动孢子囊形成和游动孢子的释放。在 25 ℃

恒温箱中光照培养 16 h 后，对照处理每个视野

（10 × 10 倍镜）有疫霉菌游动孢子囊 124.33

个，而 HG28-5 处理每个视野（10 × 10 倍镜）

有 34.25 个，对游动孢子囊形成的抑制率达到

72.45%（表 1）；在皿内诱发游动孢子囊释放游动孢子处理 30 min 后，对照处理的游动孢子释放率

为 86.49%，而 HG28-5 处理为 37.33%，其抑制率达到 56.84%（表 1）。 

 

表 1  HG28-5 对辣椒疫霉菌游动孢子囊形成和游动孢子释放的抑制效果 

Table 1  Inhibitory effect of HG28-5 on zoosporangia formation and zoospore release of Phytophthora capsici 

游动孢子囊 Zoosporangia 游动孢子 Zoospore 处理  

Treatment 数量   

Number  

抑制率/%  

Inhibition ratio 

释放率/%  

Release rate 

抑制率/%  

Inhibition ratio 

HG28-5 34.25 ± 0.07 a 72.45 37.33 ± 0.39 a 56.84 

对照 Control 124.33 ± 0.17 b – 86.49 ± 0.43 b – 

注：小写字母表示 P < 0.05 水平下的差异显著性。 

Note：The different small letters after values show significant difference at P < 0.05. 
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图 2  HG28-5 对辣椒疫霉菌休止孢子萌发的抑制效果 

Fig. 2  Inhibitory effect of HG28-5 on cystospore germination  

of Phytophthora capsici 

 

HG28-5 对辣椒疫霉菌休止孢子萌发的抑

制效果显著。 

在对照处理培养 2 h 时休止孢子萌发率达

84.56%，培养 8 h 萌发率达到了 98.80%，而

HG28-5 处理的休止孢子培养 2 h 时萌发率为

19.89%，培养 8 h 时萌发率为 37.32%，抑制效

果达到 62.23%（图 2）。 

2.2  HG28-5 对辣椒疫病的防治效果 

盆栽试验结果表明，辣椒幼苗对照在移栽

后 7 d 开始发病，植株茎基部表现变黑症状，

14 d 茎部变黑腐烂，上部叶片枯萎，植株死亡，

发病率达 100%。代森锰锌处理比对照发病症状表现稍迟，且进展缓慢，移栽后 14 d 发病率达 29.80%，

防治效果为 70.20%，而 HG28-5 处理移栽后 10 d 开始茎部表现轻微的发病症状，14 d 时发病率仅为

7.43%，防治效果达到 92.57%（表 2，图 3）。 

在温室小区试验中，移栽后 60 d 对照的发病率为 20.86%，而 HG28-5 处理的发病率仅为 4.18%，

其防治效果达到 79.96%，代森锰锌处理的发病率为 10.24%，防治效果为 50.91%（表 2）。在盆栽试

验和温室小区试验中，HG28-5 处理对辣椒疫病的防治效果均显著高于农药处理，并且 HG28-5 处理

的辣椒株高、长势明显优于对照和代森锰锌处理（图 3）。 

 
表 2  在盆栽试验和温室小区试验中 HG28-5 对辣椒疫病的防治效果 

Table 2  Control effect of HG28-5 on phytophthora blight of pepper in pot and vinyl house experiments 

盆栽试验 Pot experiment  小区试验 Vinyl house experiment 
处理 
Treatment 

发病率/%  
Disease incidence 

防治效果/%  
Control efficiency 

 
发病率/%  
Disease incidence 

防治效果/%  
Control efficiency  

HG28-5 7.43 ± 0.08 a 92.57   4.18 ± 0.31 a 79.96 

代森锰锌 Mancozeb 29.80 ± 0.13 b 70.20 10.24 ± 0.22 b 50.91 

对照 Control 100.00 ± 0.00 c  - 20.86 ± 0.72 c  -

注：小写字母表示 P < 0.05 水平下的差异显著性。 

Note：The different small letters after values show significant difference at P < 0.05. 

 

 

 

图 3  HG28-5 处理对辣椒疫病的防治效果 

A：HG28-5 处理；B：代森锰锌处理；C：清水（对照）。 

Fig. 3  Suppression of phytophthora blight of pepper by treatment of HG28-5 

A：HG28-5；B：Mancozeb；C：Water（Control）. 
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表 3  盆栽试验中 HG28-5 菌株在辣椒根系定殖能力 

Table 3  The root colonization ability of HG28-5 on the root of 

pepper in pot experiment 

测定时间/d 
Detection days 

定殖密度/（× 105 cfu · g-1） 
Colonization density 

7 6.85 ± 0.03 a 
14 5.96 ± 0.02 ab 
21 6.27 ± 0.03 ab 
28 6.75 ± 0.01 a 

注：小写字母表示 P < 0.05 水平下的差异显著性。 

Note：The different small letters after values show significant 

difference at P < 0.05. 

2.3  HG28-5 根际定殖能力 

采用双层滤纸法测定 HG28-5 根际定殖能

力，结果发现，随着种子发芽，HG28-5 能够

移动到胚根很好地定殖，其定殖密度为 4.75 × 

105 cfu · cm-1。 

如表 3 所示，在盆栽试验中，HG28-5 在

辣椒根系定殖密度比较稳定，移栽 7 d 时定殖

密度为 6.85 × 105 cfu · g-1，到 28 d 时定殖密度

为 6.75 × 105 cfu · g-1，均稳定维持在 105 

cfu · g-1 以上。 

2.4  HG28-5 的鉴定 

HG28-5 菌体为微弯的杆状，直径 0.6 ~ 0.8 μm，长 1.5 ~ 2.8 μm，革兰氏阴性，多个极生鞭毛。

生长温度范围 4 ~ 40 ℃，最适生长温度为 30 ℃，最高耐盐浓度为 5%。在 NA 平板上菌落成米白色，

圆形，表面光滑湿润，不透明，边缘整齐。能利用蔗糖、葡萄糖、半乳糖、麦芽糖、丙酸盐和丁酸

盐，不能利用 L–阿拉伯糖和山梨醇，硝酸盐还原反应、过氧化氢酶反应和明胶液化呈阳性，淀粉

水解呈阴性，产生荧光色素，不产生 H2S（表 4）。 
 

表 4  HG28-5 与绿针假单胞菌的形态特征与生理生化特性 

Table 4  Morphological characteristics and physiological and biochemical characteristics  

of HG28-5 and Pseudomonas chlororaphis 

鉴定指标 

Identification index 
HG28-5 

绿针假单胞菌（Buchanan & Gibbons，1994） 

Pseudomonas chlororaphis 

菌体形状 Cell shape 微弯杆状 Slightly curved rod 杆状 Rod 

菌体大小 Cell size 0.6 ~ 0.8 μm × 1.5 ~ 2.8 μm 0.7 ~ 0.8 μm × 1.5 ~ 3.6 μm 

鞭毛 Flagellum 多个极生 Multi polar flagella 单个或多个极生 Single or multi polar flagella 

革兰氏反应 Gram reaction – – 

在 4 ℃生长 Growth at 4 ℃ + + 

在 41 ℃生长 Growth at 41 ℃ – – 

最适生长温度 Optimum growth temperature 30 ℃ 28 ~ 30 ℃ 

耐盐浓度 Salt concentration ≤ 5% 0 ~ 6% 

生长所需的营养 Nutrition   

      蔗糖 Sucrose + + 

      葡萄糖 Glucose + + 

      半乳糖 Galactose + + 

      麦芽糖 Maltose + + 

      L–阿拉伯糖 L-arabinose – – 

山梨醇 Sorbitol – – 

      柠檬酸盐 Citrate NT + 

      丙酸盐 Propionate + + 

      丁酸盐 Butyrate + + 

淀粉水解 Amylolysis – – 

明胶液化 Gelatine liquefication +  + 

荧光色素 Fluorchrome + + 

H2S 的产生 Production of H2S – – 

硝酸盐还原反应 Nitrate reduction reaction + + 

过氧化氢酶反应 Catalase reaction + + 

注：+ 表示阳性，–表示阴性，NT 表示未测定。 

Note：+ indicates positive，–indicates negative，NT indicates No determination. 
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HG28-5 菌株的 16S rDNA 序列分析结果显示，其 16S rDNA 序列长度为 1 474 bp，与绿针假单

胞菌（Pseudomonas chlororaphis）同源性最高，相似值均在 99%以上。 

用 MEGA4 软件将 HG28-5 与来自 GenBank 的 9 株细菌一起构建基于 16S rDNA 序列的系统发

育树（图 4），HG28-5 与绿针假单胞菌聚在一个分支。 

结合形态特征、生理生化特性和 16S rDNA 序列分析结果，将 HG28-5 鉴定为绿针假单胞菌。 

 

图 4  HG28-5 系统发育树 

Fig. 4  Phylogenetic tree of strain HG28-5 

 

3  讨论 

植物根际存在的微生物群体中有很多对植物病原菌具有各种各样抑制作用的有益微生物，怎样

筛选和利用此类有益微生物在植物病害生物防治中具有重要意义（汪雪静 等，2011；刘金秀 等，

2012）。 

辣椒疫病是典型的土传病害，病原菌是以菌丝体、卵孢子或厚垣孢子在病株残体和土壤中越冬，

第 2 年条件适宜时萌发并侵入寄主。病株上的病原体产生孢子囊，借助雨水和灌溉水传播，进行再

侵染。孢子囊可直接萌发侵染，也可释放游动孢子侵入寄主，致使病害流行。游动孢子囊及游动孢

子是辣椒疫霉菌在田间迅速传播的主要形式（郑小波，1997）。因此在辣椒疫病的防治中，不仅可以

通过抑制辣椒疫霉菌的菌丝生长，还可以通过抑制辣椒疫霉菌游动孢子囊和游动孢子形成，来有效

减少病害在田间的扩散。本研究中，筛选辣椒疫病生防菌时不仅测定了其对菌丝的抑制能力，还测

定了其对游动孢子囊的形成、游动孢子的释放及休止孢子萌发的抑制能力，综合多项抑菌指标作为

筛选辣椒疫病生防菌的标准。筛选获得的 HG28-5 菌株，在室内抑菌试验中表现出强烈的抑制辣椒

疫霉菌的菌丝生长、游动孢子囊形成、游动孢子释放和休止孢子的萌发的效果，温室盆栽和小区试

验中也能够有效防治辣椒疫病的发生，是很有利用潜力的生防菌。 

对土传病害的生物防治来说，生防菌的定殖能力决定了其潜在生防作用的大小（Weller，1988；

张炳欣 等，2000）。一般认为，生防菌只有首先定殖于植物根部，优先占领植物根际，才能在植物

根际同病原菌进行竞争、产生抗菌物质、诱导植物产生抗病性等，控制病害的发生（Kloepper，1992）。

本研究中发现 HG28-5 随着种子萌发从胚根向根系移动，在辣椒根系内部组织和根系表面均有

HG28-5，并维持稳定的定殖密度。在温室盆栽试验中，辣椒幼苗根际处理 HG28-5，移栽后 10 d 在
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辣椒根系维持 6.85 × 105 cfu · g-1 的定殖密度，直到移栽后 30 d 仍保持 105 cfu · g-1 以上的定殖密度，

HG28-5 表现出良好的根际定殖能力，显示出生防潜力。另外，植物病害生物防治从室内到田间还

有很大的差距，很多生防微生物，往往由于受到各种环境因素的影响防病效果不稳定，甚至有时根

本没有防病作用。因此对于 HG28-5 详细的应用技术和前景尚待进一步研究。 

假单胞菌属细菌是植物根际土壤微生态的优势微生物种群之一。其中荧光假单胞菌、铜绿假单

胞菌、绿针假单胞菌在植物病害生物防治中已广泛应用。其主要的防病机理是根际定殖的有力竞争、

产生嗜铁素、产生抗生素和诱导植物产生抗性等（何延静 等，2006；杨光富和魏云林，2011）。本

研究中发现 HG28-5 菌株具有良好的根际定殖能力，是有力的根际定殖竞争者，并且在后续的研究

中初步发现 HG28-5 菌株能够产生嗜铁素和抗生物质（结果未列出），初步判断这与防病机制有关。

HG28-5 菌株的详细防病机制及环境因素对其发挥作用的影响等还有待于进一步研究。 
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