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摘要:通过测定发酵上清液和细胞破碎液对供试黄瓜枯萎病菌 Fusarium oxysporium f.

cucumerinum 菌丝生长和分生孢子萌发的抑制作用 , 初步研究了植物病原生防细菌 ZJY-1

Brevibacillus brevis的拮抗活性。结果表明 , 该菌株主要通过分泌到胞外的次生代谢产物抑制

病原菌的生长。与对照和细胞破碎液处理相比 , 病原菌菌丝在含有发酵上清液的培养基上生

长明显受到抑制;由发酵上清液制备的拮抗粗提物显著抑制病原孢子的萌发和芽管的伸长 ,

抑制率分别为 96.0%和 82.0%。图 3表 2参16
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植物病原菌引起各类农作物病害 , 给农林业生产造成极大的经济损失
[ 1]
。长期以来 , 人们主要依

赖化学方法减轻病害的发生程度
[ 2]
。近年来 , 一种新的植物病害防治方法———生物防治 , 越来越引起

重视
[ 3-6]

, 而其中能够产生内生孢子 , 具有广泛环境适应性的芽孢杆菌属 Bacillus 已成为研究热

点
[ 7-9]

。许多结果表明芽孢杆菌能显著降低病害的发生程度
[ 10 , 11]

, 有些种还具有促进植物生长的潜

力 , 有广阔的开发应用前景
[ 12]
。作者以1株分离自黄瓜 Cucumis sativus根围 、对多种病原菌具有明显抑

制作用的芽孢杆菌为出发菌 , 对其抑菌机理作了初步研究 , 为防防菌株剂型的研制和实际施用提供了

理论依据 。

1　材料与方法

1.1　供试菌株

生防菌 ZJY-1 Brevibacillus brevis 分离自黄瓜根围 , 由浙江大学鉴定 , 经验证对多种病原菌生长有

抑制作用;供试病原菌为黄瓜枯萎病菌 Fusarium oxysporium f.cucumerinum , 由浙江大学农业与生物技

术学院生物所实验室鉴定并保存。

1.2　培养基

细菌发酵基础培养基为金氏 B 培养基(KMB);病原菌生长培养基为马铃薯葡萄糖琼脂培养基

(PDA);查氏培养基用于病原真菌产孢。

1.3　菌株的拮抗机制研究

1.3.1　种子液的制备　用灭菌牙签在 KMB平板上挑取新鲜生长的单个菌落 , 置于含 30 mL KMB 培养



液的 50 mL三角瓶中 , 28 ℃200 r·min
-1
的摇床中培养 24 h后 , 吸取 1.5 mL , 按照 1%比例接种在含

有150 mL的 250 mL三角摇瓶中 , 28 ℃200 r·min
-1
的摇床中培养 24 h , 制成种子液。

1.3.2　发酵上清液对尖孢镰刀菌菌落生长的抑制作用　将新鲜的种子液以 1%的比例(1.5 mL)接种

到含 150 mL KMB培养液的 250 mL 的三角瓶中 , 30 ℃下 200 r·min
-1
的摇床中培养。在培养 24 , 48 ,

72 , 96和 120 h时 , 分别取培养液做拮抗测定 。方法如下:培养液 1.2 万 r·min
-1
离心 10 min , 去菌

体 , 上清经细菌过滤器过滤制成无菌滤液。取 1 mL无菌滤液和 14 mL即将冷却的 PDA培养基倒入无

菌培养皿 , 迅速混匀 , 以无菌水代替无菌滤液为对照 , 均设3个重复 , 待凝固后在培养皿的中央接入

直径为6 mm病原菌菌块 , 置于 28 ℃的生化培养箱中培养 。当对照的病原菌长至培养皿边缘时 , 用十

字交叉法测定处理组的镰刀菌菌块直径 , 并且计算出抑制率。公式如下:抑制率(%)=[(对照组菌落

直径-处理组菌落直径)/对照组菌落直径] ×100%。

1.3.3　细胞破碎液对尖孢镰刀菌菌落生长的抑制作用测定　将方法 1.3.2中各时段 1.2万 r·min
-1
离

心后的菌体用 20 mmol·L
-1
的Tri·Cl(pH 7.5)缓冲液悬浮 , 经超声波破碎细胞后 , 用细菌过滤器过滤。

无菌的细胞破碎液按上述相同方法作抗菌作用测定。

1.3.4　菌株生长曲线与代谢产物形成的关系　在 24 , 48 , 72 , 96和 120 h时 , 分别取培养液稀释后

测量其光密度(600 nm)值 , 明确菌株的生长与代谢产物形成的关系。

图 1　细菌抗菌物质对病原真菌的抑制作用
Figure 1　Effects of antagonistic metabolites on the pathogens

1.3.5　拮抗粗提液的制备　将新鲜的菌株种子液以 1%的比例(1.5 mL)接种到含 150 mL KMB培养液

的250 mL 摇瓶中 , 30 ℃下 220 r·min
-1
的摇床中培养到代谢产物提取的最佳时间。1.2万 r·min

-1
离心

10 min去菌体 , 经细菌过滤器过滤得到无菌滤液 , 加入固体硫酸铵(边搅拌边加), 制成 45%～ 80%各

饱和梯度 , 用方法 1.3.2验证代谢产物盐析的最佳饱和度。无菌滤液经最佳饱和度盐析后 , 4 ℃下静

置过夜。8 000 r·min
-1
下离心 20 min后 , 用 1mL 0.1 mmol·L

-1
的Na2HPO4-NaH2PO4(pH 6.6)的缓冲液

溶解沉淀得到的样品即拮抗粗提液 。拮抗粗提液对病原菌的抗菌作用方法同方法 1.3.2。

1.3.6　拮抗粗提液对尖孢镰刀菌孢子萌发的影响　病原菌孢子悬液的制备及孢子萌发的抑制实验参

照程亮等方法进行
[ 13]
。

1.3.7　拮抗粗提液对尖孢镰刀菌菌丝生长的影响　用拮抗粗提物淋喷平面培养病菌菌落 26 ℃培养

后 , 与经缓冲液淋喷的对照平面同时定期镜检。

2　结果与分析

2.1　菌株 ZJY-1发酵上清液对尖孢镰刀菌菌落生长的影响

ZJY-1的上清液对病原菌生长有明显的拮抗作用(图 1)。在无菌上清液处理的 PDA平板上的病原

菌菌落直径明显小于无菌水处理的对照 , 生长受到显著抑制。

2.2　菌株 ZJY-1 细胞破碎液对尖孢镰刀菌菌落

生长的影响

ZJY-1 的细胞破碎液与缓冲液以及无菌水的

对照相比对病原菌的生长几乎没有影响(图 1),

可见菌株主要靠分泌到胞外的次生代谢产物对病

原菌发挥抑菌作用。

2.3　菌株 ZJY-1 生长曲线与代谢产物形成的关

系

由图 2可知 , 随着细菌的生长 , 抗菌代谢产

物对 Fusarium oxysporium f.cucumerinum 的抑制率

逐渐增加 , 并在细菌生长量达到最高峰(72 h)12

h后达到最大值 。由此可知细菌抗菌物质的积累

与细菌的生长同步 , 但高峰期的出现滞后曲线的

稳定期 12 h , 即细菌发酵 96 h后抗菌物质产量达
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到最大。

2.4　代谢产物盐析最佳饱和度的确定

由表 1可知 , 随着硫酸铵饱和度的逐渐增加 , 上清液的抑菌作用呈逐渐降低的趋势 , 而沉淀的抑

菌作用逐渐增强 , 当饱和度为 75%时抑菌效果达到最大 。

2.5　拮抗粗提物对病原菌孢子萌发的抑制

结果表明 , 拮抗菌的代谢粗提物对 Fusarium oxysporium f.cucumerinum 的分生孢子萌发率及芽管

的伸长均有显著的抑制作用 , 对孢子萌发的抑制效果为 96.0%, 对芽管生长的抑制效果为 82.0%

(表 2图 3)。

图 2　菌株生长曲线与抗菌代谢产物形成的关系
Figure 2　Relationship between growth curve and production

of antagonistic metabolites of strain ZJY-1

表 1　不同 (NH4)SO4 饱和度下代谢

　　 产物的抑制率
Table 1　Inhibitive value of metabolites against Fusarium oxysporium

　　　　f.cucumerinum under different (NH4)2SO4 saturation

饱和度 %
抑制率 %

上清 沉淀

45 34.6 39.7

50 31.8 41.4

55 29.6 45.3

60 25.5 49.1

65 16.3 53.2

70 10.7 62.5

75 1.5 67.8

80 0 67.1

表 2　抗菌粗提液对 Fusarium oxysporium f.cucumerinum 分生孢子萌发和芽管生长的抑制作用
Table 2　Inhibition effect of antagonistic metabolites on germination and tube growth of conidia of Fusarium oxysporium f.cucumerinum

处理项 平均萌发率 % 抑制效果 % 显著性 平均芽管长 μm 抑制效果 % 显著性

对照 100 a 229 a

抗菌粗提液 　4 96.0 b 41 82.0 b

　　说明:①在凹玻片上培养 9 h所得结果。 ②萌发率的抑制效果(%)=[(对照平均萌发率-粗提液平均萌发率) 对照平均萌发率]

×100%;芽管生长的抑制效果(%)= [ (对照平均芽管长-粗提液平均芽管长) 对照平均芽管长] ×100%。

图 3　抗菌粗提液对 Fusarium oxysporium f.cucumerinum 分生孢子萌发的抑制作用
Figure 3　Inhibition effect of antagonistic metabolites on germination and tube growth of conidia of Fusarium oxysporium f.cucumerinum

2.6　拮抗粗提物对病原菌菌丝的影响

经拮抗粗提物喷淋 5 d后 , 与对照相比 , 菌丝变得细弱 、枯萎 、 褶皱 , 并有变形。
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3　结论与讨论

拮抗机制的研究发现 , 菌株ZJY-1主要通过产生分泌到胞外 , 能够抑制菌丝正常生长和分生孢子

萌发的抗菌代谢产物达到抑制病原菌的目的 。无菌的发酵上清液使菌丝变得细弱 、 枯萎 、褶皱 , 并有

变形;病原菌的孢子悬液经该上清液处理后其萌发率及芽管的生长均受到显著的抑制。菌体细胞经超

声波破碎后未发现具有抑菌作用 , 可见抗菌物质分泌在胞外 。Brevibacillus brevis因为对多种植物病害

具有显著的防治作用 , 目前在欧洲国家已有成功的应用。Edwards等
[ 14]
的研究证实 , 该菌株产生的一

种短杆菌肽 S参与了对病原菌的拮抗抑制。另有报道 , Brevibacillus brevis 还能够分泌有抑菌作用的短

杆菌肽D和短杆菌酪肽 , 因此 , 笔者研究的菌株产生的具体抗菌物质还有持进一步探索。

尽管当前人们主要着眼于将活菌制剂引入环境 , 发挥生态效应 , 但施用具有显著生态功能的微生

物次生代谢产物也不失为良策 , 目前已有很多成功的应用实例
[ 15 , 16]

。笔者对 ZJY-1分泌的抑菌代谢产

物的体外测定表明 , 该物质对热 、 蛋白酶K和紫外线等极端稳定 , 具有进一步开发利用的潜力 。
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Abstract:Preliminary study on antagonistic activity of biocontrol bacterium Brevibacillus brevis ZJY-1 was made by
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analyzing the inhibitory effect of cellular extraction and cell-free supernatant to mycelium growth and conidial spore

germination of Fusarium oxysporium f.cucumerinum.The results showed that the growth of Fusarium oxysporium

f.cucumerinum was inhibited mainly by metabolites excreted outside by the strain.In medium contained with cell-

free supernatant , Mycelium growth of Fusarium oxysporum f.cucumerinum was obviously affected compared with

that cultured in check and cellular extraction-contained medium.The metabolites derived from supernatant could

evidently inhibit germination and tube growth of conidia , the inhibit rate was up to 96.0% and 82.0%

respectively.[ Ch , 3 fig.2 tab.16 ref.]

Key words:microbiology;biocontrol bacteria;biocontrol;antagonistic activity;plant disease;metabolites
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丽水学院学报 0.077 86

浙江水利水电专科学校学报 0.059 40

公安学刊———浙江公安高等专科学校学报 0.057 43

浙江工商大学学报 — 84

台州学院学报 — 35

浙江传媒学院学报 — 12

　　数据来源:中国科技信息研究所 , 万方数据股份有限公司.2006 年版中国期刊引证报告 (扩刊版).北京:科学

技术文献出版社 , 2006.
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