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摘 要 为筛选防效优良的微生物应用于作物病害防治中，同时开发一条安全的补硒途径进行富硒农产品的生

产，对前期筛选到的防御假单胞菌 KBD-3 进行了抗病及纳米硒化研究。结果表明，KBD-3 菌液对烟草花叶病毒

具有较好的钝化效果，抑制率高达 95.77%，同时对青枯雷尔氏菌的抑制效果较好，对烟草青枯病的相对防效达

70.89%。另外，KBD-3 可将亚硒酸钠还原为纳米硒，经纳米硒溶液处理的绿豆芽中硒含量大幅提高。这表明，

KBD-3 不仅为作物病害防治提供新的微生物资源，还能较好地用于作物的富硒培育。
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作物病害作为制约农业生产的重要因素，严

重威胁了全球农业和食品安全。传统的化学防治

方法虽可在一定程度上控制病害的发生，但是也

存在环境污染、农药残留和破坏生态等问题，故

探索可持续、环保的作物病害防治技术[1]。生物防

治是指利用有益生物及其代谢产物进行植物病害

防治，与化学防治相比，其绿色安全，不易产生

抗性，选择性强。因此，利用生防微生物的防治

方式逐渐引起人们的关注，国内外已有大量的相

关研究， 发展前景广阔 [2] 。防御假 单胞菌

（Pseudomonas protegens）是植物根际促生微生物

的主要类群之一，其营养需求简单、增殖速度快、

根际定殖力强，不但能产生多种抑菌活性物质，

同时还能分泌促进作物生长的代谢物质。除此之

外，与其他假单胞菌相比，防御假单胞菌可分泌

一些杀虫毒素，其生物防治效果更加突出[3-4]。

硒作为“生命元素”，是生物体生长所必需

的，在提高机体免疫力、调节代谢、抗氧化、解

毒、促进生殖等方面均有重要的生理功能[5-7]。硒

在地球上的分布并不均匀，中国约 72%地区处于

低硒、缺硒带，日常饮食过程中硒摄入量的不足

严重影响着几亿人口的身体健康[8]。目前，随着人

们保健和养生意识的增强，各种富硒产品相继出

现，一些农户为增加卖点，通过在种植过程中施

用无机硒（亚硒酸钠、硒酸钠）来提高产品中硒

含量。但是无机硒的毒性大，被《常用危险化学

品的分类及标志：GB 13690-2009》将其列为第六

类剧毒物质，无机硒的使用严重影响人类和环境

健康[9]，而纳米硒毒性低且活性高，有望成为最佳

补硒形态。微生物转化合成纳米硒条件温和，分

散性好，结构稳定，应用前景良好[10]。

高效安全的微生物制剂一直是作物病害防治

研究的重点，但目前少有多重防效且使作物富硒

的研究成果，更缺乏推广应用。本试验将从生物

技术方面进行探索，筛选出使作物富硒且防效优

良的微生物制剂。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试生防菌株为防御假单胞菌 KBD-3，该菌

种从云南保山高发病烟区采集的健康烟草植株根

际土壤中分离得到，现保存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.26145，保藏日期为 2022 年 11 月 14
日。供试材料为烟草（K326 和枯斑三生烟）、绿

豆、青枯雷尔氏菌（Ralstonia solanacearum）和烟

草花叶病毒（TMV）毒源，均由中国农业科学院

烟草研究所植物保护研究中心保存提供。供试培
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养基为 LB 液体培养基、LB 固体培养基、NB 液体

培养基和 NA 固体培养基。供试试剂为亚硒酸钠

（上海泰锐尔生物科技有限公司提供）和农用硫酸

链霉素 72%可溶性粉剂（石家庄曙光制药厂提供）。

1.2 试验方法

1.2.1 对TMV抑制效果的测定 挑选生长良好的单

一 KBD-3 菌落接种于 LB 液体培养基中，在 37 ℃、

150 转/min 条件下振荡培养 20 h，得到 KBD-3 发酵

菌液，将其用无菌水稀释成 1×108 cfu/mL 菌液备用。

试验采用半叶法。取 KB D - 3 菌液（浓度

108 cfu/mL）、LB 液体培养基分别与等体积 TMV
汁液（将带 TMV 的烟草叶片冷冻研磨成粉末，按

1:40 加去离子水，纱布过滤）混合 15 min 后摩擦

接种，接种前接种叶片喷洒少量石英砂。左半片叶

接种 KBD-3 菌液与 TMV 汁液的混合液，右半片叶

接种 LB 液体培养基与 TMV 汁液的混合液（空白

对照，CK），每半片叶接种量为 200 μL。接种后

对叶面进行冲洗，接种 3 株枯斑三生烟，每株接种

上部 2 片叶，重复 3 次，3~5 d 调查枯斑数并计算

抑制率。

抑制率（%）=[1–（处理平均枯斑数/对照平均

枯斑数）]×100。
1.2.2 对青枯雷尔氏菌抑制效果的测定 在NA培

养基正中心滴加 20 μL 防御假单胞菌 KBD-3 菌液

（浓度 108 cfu/mL），待菌液被培养基充分吸收后，

倒置于 28 ℃培养箱中培养 48 h，然后用喷壶喷洒

青枯雷尔氏菌重悬液（OD600=0.3），倒置于 28 ℃
培养箱中进行培养。重复 3 次，设置空白对照（NA
培养基中仅喷洒同等浓度的青枯雷尔氏菌重悬

液），48 h 后观察结果，并测量抑菌圈直径。

1.2.3 对烟草青枯病防治效果的测定 在育苗盘

中播撒 K326 种子，待烟苗伸展 4~5 片叶时移栽到

装有无菌土的花盆中，缓苗后用 KBD-3 菌液（浓

度为 108 cfu/mL）对烟苗进行第 1 次灌根处理，5 d
后进行再次灌根，每次灌根 10 mL/株，第 2 次灌根

2 d 后，将青枯雷尔氏菌菌液（OD600=0.3）接种于

烟苗根际土壤中，用量 10 mL/株。同时设置对照组，

以施用农用硫酸链霉素 72%可溶性粉剂（6470 倍

液）作为阳性对照（CK1），2 次灌根间隔 5 d，每

次灌根 10 mL/株，其他处理均与试验组相同；以只

接种 10 mL/株青枯雷尔氏杆菌菌液作为发病对照

（CK2）；以只浇清水作为空白对照（CK3）。每

组处理 5 株，3 次重复。接种青枯雷尔氏杆菌 7 d

后，调查各烟苗的发病率（%）、病情指数及相对

防治效果（%）。病情分级标准[11]如下：

0 级：全株无病；1 级：茎部部分出现褪绿斑，

或发病一侧 1/2 以下叶片凋萎；3 级：茎部出现黑

色条斑，但不超过茎高 1/2，或发病一侧 1/2 至 2/3
叶片凋萎；5 级：茎部黑色条斑超过茎高 1/2，但未

达到茎顶部，或发病一侧 2/3 以上叶片凋萎；7 级：

茎部黑色条斑到达茎顶部，或病株叶片全部凋萎；

9 级：病株基本枯死。

发病率（%）=（发病株数/调查总株数）×100；
病情指数=（∑各级病株数×该病级值）/（调查总株

数×最高级值）×100；控制效果（%）=[（对照区

病情指数 –处理区病情指数） /对照区病情指

数]×100。
1.2.4 对无机硒还原作用的测定 将活性菌株

KBD-3 接种到 LB 固体培养基上进行纯化，挑取生

长良好的单一菌落接种于 LB 液体培养基中，

37 ℃、150 转/min 振荡培养 20 h，后以 1%（v/v）
接种量加入到含1 mmol/L亚硒酸钠的LB液体培养

基中，30 ℃、150 转/min 振荡培养，2~5 d 后观察

菌液颜色，待出现红色后用扫描电镜观察[12]。

1.2.5 纳米硒的制备 按 1%接种量将防御假单胞

菌 KBD-3 菌液接种至含 1 mmol/L 亚硒酸钠的 LB
液体培养基中，在 37 ℃、150 转/min 条件下振荡

培养 2~5 d，获得纳米硒活性菌液。将纳米硒活性

菌液在 13 000 g 条件下离心 10 min，沉淀物为纳

米硒和菌体的混合物。向沉淀物中加入溶菌酶，

使其终浓度为 20 mg/mL，37 ℃孵育 20 min，孵育

期间间隔 5 min 取出倒置几次混匀。然后置于冰上

超声 30 min（超声 30 s，停 40 s）。将超声后的溶

液在 6000 转/min 条件下离心 10 min，去沉淀收集

上清液。将上清液在 13 000 g 条件下离心 10 min，
弃上清液，沉淀用超纯水溶解洗涤 2 次后获得纳米

硒[12]。

1.2.6 富硒豆芽的培育 挑选饱满、无蛀虫霉烂的

绿豆作为供试种豆，于 50 ℃热水中浸泡 30 min 后

沥干水分转移到盛有 30 mL 15 μg/mL 纳米硒溶液

的烧杯中，室温下浸泡过夜。后取出沥干放置于铺

有 4 层纱布的育苗托盘中，上部覆盖 4 层湿纱布，

每 12 h 喷淋 1 次 10 mL 15 μg/mL 纳米硒溶液，同

时设空白对照试验（CK）[13]。4 d 后，分别取各处

理培养的豆芽样品，去掉种皮，用去离子水反复漂

洗后置于 60 ℃烘箱中烘干（约 6 h），粉碎过 60
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目筛，后采用氢化物原子荧光分光光度计测定样品

中的硒含量。

2 结果与分析

2.1 KBD-3 对 TMV 的抑制效果

由图 1 可知，KBD-3 菌液对 TMV 具有较好的

抑制效果，结合表 1 可知，其对 TMV 的抑制率高

达 95.77%，防治效果明显。

左半叶：KBD-3 发酵菌液；右半叶：空白对照。
Left half: KBD-3 bacterial solution; Right half: CK.

图 1 KBD-3 菌液对 TMV 的钝化作用

Fig.1 Passivation of KBD-3 bacterial solution on TMV

表 1 KBD-3 菌液对 TMV 的抑制作用

Table 1 Inhibition effect of KBD-3
bacterial solution on TMV

处理
Treatment

枯斑数
Number of local necrotic lesions

抑制率
Inhibition rate (%)

KBD-3 3.33±0.04b 95.77±1.05
CK 78.67±0.72a －

不同小写字母表示差异显著（P < 0.05）。下同。
Different lowercase letters indicate significant differences (P < 0.05).
The same below.

2.2 KBD-3 对青枯雷尔氏菌的抑制效果

待喷洒青枯雷尔氏菌重悬液后倒置于 28 ℃培

养箱中进行培养，48 h 后进行观察测量，结果如图

2 所示，菌液对青枯雷尔氏菌的抑制效果较好，抑

菌圈直径达 6.23 cm。

左：KBD-3 菌液；右：空白对照。
Left: KBD-3 bacterial solution; Right: CK.

图 2 KBD-3 菌液对烟草青枯病菌的拮抗活性

Fig.2 Antagonistic activity of KBD-3 bacterial
solution against tobacco bacterial wilt

2.3 KBD-3 对烟草青枯病的防治效果

结果（表 2）显示，KBD-3 菌液处理的烟草青

枯病发病率为 40.24%，病情指数相对较低，相对

防效达到 70.89%，较 CK1 的防效高，而只接种青

枯病菌的对照处理（CK2）的发病率高达 89.31%。

表 2 KBD-3 菌液对烟草青枯病的防治效果

Table 2 Control effects of KBD-3 bacterial
solution on tobacco bacterial wilt

处理
Treatment

发病率
Incidence
rate (%)

病情指数
Disease
index

相对防效
Relative control

effect (%)

KBD-3 40.24±0.07c 17.02±0.05c 70.89±0.12a
CK1 53.86±0.11b 30.21±0.03b 48.32±0.08b
CK2 89.31±0.14a 58.46±0.08a －

CK3 0 0 －

2.4 KBD-3 对无机硒的还原作用

在 KBD-3菌液中加入亚硒酸钠培养 2~3 d后，

菌液中观察到红色出现（图 3），表明 KBD-3 菌

株可将亚硒酸钠还原为红色单质硒。经扫描电镜

检测（图 4）发现，红色菌液样品中菌体表面及外

部存在高电子密度颗粒，继而进行 EDS 分析，在

11.22 keV 发现了硒的特征吸收峰，表明颗粒中含

有硒元素；硒颗粒为球形，呈聚集状，粒径主要分

布在 100~200 nm，为纳米硒。由此可确定菌株

KBD-3 将亚硒酸钠还原为纳米硒。

左：KBD-3 菌液；右：KBD-3 纳米硒生物合成活性菌液。
Left: KBD-3 bacterial solution; Right: KBD-3 nano-selenium
biosynthesis active bacterial solution.

图 3 KBD-3 菌液及其纳米硒生物合成活性菌液

Fig.3 KBD-3 bacterial solution and its nano-
selenium biosynthesis active bacterial solution

2.5 KBD-3 对绿豆芽培育的富硒效果

如表 3 所示，经纳米硒溶液处理的绿豆芽中硒

含量为 45.35 μg/g，与对照相比，硒含量有了大幅

提高。这对富硒食品的研究与开发具有一定的指导
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图 4 菌株 KBD-3 生物合成纳米硒的 SEM/EDS 图谱

Fig.4 SEM/EDS spectrum of biosynthesis of nano-selenium from strain KBD-3

意义。

表 3 不同处理对绿豆芽中硒含量的影响

Table 3 Effects of different treatments on
selenium content in mung bean sprouts

处理
Treatment

样品质量
Sample mass (g)

硒含量
Selenium content (μg/g)

纳米硒溶液
Nano-selenium solution

0.15 45.35

CK 0.15 0.00

3 讨论

目前，越来越多的生防菌种类被应用到作物病

害防治中，生防菌的作用机理包括抗病物质产生、

诱导抗病性、种群竞争等诸多方面[14]。这些生防菌

包括细菌、真菌和其他微生物，可有效抑制病原菌

的生长繁殖，从而达到防治作物病害的效果[1]。防

御假单胞菌是近年来重新归类的一个新物种，有研

究[15-20]表明，防御假单胞菌可产生一些抑菌次生代

谢产物，如硝吡咯菌素、藤黄绿脓菌素、2,4-DAPG
等，这些物质可有效抑制作物病害的发生，对番茄

灰霉病、小麦全蚀病以及葡萄灰霉病等多种果蔬的

侵染病害具有防控作用。本研究提供的防御假单胞

菌 KBD-3，同时对烟草花叶病和青枯病病原菌具有

拮抗活性，对烟草花叶病和青枯病的防效分别为

95.77%和 70.89%，防效较好。

硒元素具备多种生物学功能，可调控生物机

能，但自然界中多以无机态硒（硒酸盐、亚硒酸盐

等）存在，这些形态的硒具有一定的毒性，且难以

被植物吸收利用[21]。迄今为止，纳米硒在已发现的

硒形态中毒性最低[22]。纳米硒的产生与细菌的氧化

还原反应有一定的关系，能够生物合成纳米硒的微

生物种属很多，超 30 个属[9]，但应用生物纳米硒培

育富硒作物的研究相对较少。本试验结果显示，防

御假单胞菌 KBD-3 具有硒元素还原能力，可将亚

硒酸钠还原为纳米硒。经纳米硒溶液处理的绿豆芽

中硒含量大幅提高，这表明微生物还原生成的纳米

硒能被植物吸收转化，可满足人体对硒的安全要

求，为有效制备富硒食品提供新思路。

4 结论

本研究中，防御假单胞菌 KBD-3 同时具备拮

抗烟草花叶病毒和烟草青枯病病原菌的活性，且具

有硒元素还原能力，可将亚硒酸钠还原为纳米硒，

因此，其不仅为作物病害防治提供新的微生物资

源，还能较好地用于作物的富硒培育。
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Applied Research of Pseudomonas protegens KBD-3
in Crop Disease Control and Selenium-Enrichment
Cui Hong1, Liu Qing2, Zhao Xiuzhen3, Zong Hao4, Li Ying5, Shen Lili5,

Jiao Yubing5, Wang Fenglong5, Yang Jinguang5, Yuan Lianlian5

(1Xintai Modern Agricultural Development Service Center, Xintai 271200, Shandong, China;
2Tai’an Daiyue District Agricultural Technology Extension Center, Tai’an 271000, Shandong, China;

3Dong’e Agricultural Technology Extension Center, Dong’e 252201, Shandong, China;
4Linyi Tobacco Co., Ltd. of Shangdong Province, Linyi 276000, Shandong, China;

5Tobacco Research Institute of Chinese Academy of Agricultural Sciences, Qingdao 266101, Shandong, China)

Abstract In order to screen the microorganisms with good control effect for crop disease control and develop a
safe way of selenium supplementation for the production of selenium-rich agricultural products, the disease
resistance and nano-selenization of Pseudomonas protegens KBD-3 were studied. The results showed that the
KBD-3 bacterial solution had good inactivation effect on tobacco mosaic virus (TMV), the inhibition rate was
95.77%, and had a good inhibition effect on Ralstonia solanacearum with the relative control effect on tobacco
bacterial wilt reaching 70.89%. In addition, KBD-3 could reduce sodium selenite to nano-selenium, and the
selenium content of mung bean sprouts treated with nano-selenium solution was greatly increased. These
indicated that KBD-3 did not only provide a new microbial resource for crop disease control, but also could be
used for selenium-rich cultivation of crops.
Key words Pseudomonas protegens; Disease control; Selenium-enrichment; Tobacco mosaic virus; Bacterial
wilt; Mung bean sprouts
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