
　!"!#$ %&'#()&% &* 犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀

收稿日期：　２０１９ ０８２５　　　修订日期：　２０１９ １１ １１
基金项目：　公益性行业（农业）科研专项（２０１３０３０２５）

 通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｇｕｏｑｉｎｇｌｉ＠ｍａｉｌ．ｈｚａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

拟康宁木霉犜５１菌株发酵液对灰葡萄孢的抑菌活性
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摘要　拟康宁木霉菌株Ｔ５１是从土壤中分离得到的一株优秀生防菌株，在前期的研究与应用中表现出对番茄灰霉

病的良好防效。本文研究了Ｔ５１菌株的ＰＤＢ发酵液对灰葡萄孢的抑菌活性，结果表明Ｔ５１发酵液在０．５％的低

浓度下的抑菌率达到５２．１％，与高浓度（１０％）发酵液的抑菌率（５９．７％）没有显著差异。当发酵液浓度下降为

０．０５％时失去抑菌活性。Ｔ５１摇培至第５天时的发酵液的抑菌活性稳定。Ｔ５１发酵液中的抑菌物质对高温不敏

感，沸水浴处理１０ｍｉｎ后抑菌活性没有明显降低。Ｔ５１发酵液ｐＨ为３．３，呈酸性，当调节ｐＨ至７时，发酵液抑菌

活性从５７．８９％下降到４６．６１％。Ｔ５１发酵液能够显著抑制灰葡萄孢侵染番茄叶片后产生的病斑大小，接种后叶

片病斑直径比对照减小５３．９％。
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　　灰葡萄孢犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪是一种寄主范围广，

传播能力强，侵染快，危害重的植物病原真菌，能够

引起１４００多种植物的灰霉病
［１］。由于常见栽培作

物都缺少对灰霉病的抗性品种，灰霉病的防治主要

依赖于大量重复施用农药。但是过度使用化学农药

会造成环境污染及农药残留等危害［２］，因此，随着人

们环保意识提高，迫切地需要新型绿色环保的防治

措施，例如生物菌剂以及生物源农药等。除了生物

活菌剂外，多种生防菌产生的次级代谢物质对灰葡

萄孢有抑制作用，例如芽胞杆菌［３］、链霉菌［４］、黄柄

曲霉［５］、木霉［６８］、粉红黏帚霉［９］等，一些植物提取物

也对灰葡萄孢有显著抑菌效果［１０］。



４７卷第１期 尤佳琪等：拟康宁木霉Ｔ５１菌株发酵液对灰葡萄孢的抑菌活性

木霉犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪ｓｐｐ．是一类世界分布的土壤

习居丝状真菌，因为对多种植物病害有良好的生防潜

力而被广泛研究。木霉的生防机制主要包括对病原

菌的重寄生和抗生作用、竞争以及对植物的促生和诱

导抗性作用。其中抗生作用不仅在木霉活菌的生物防

治过程中十分重要，也是生物源杀菌剂的重要来源。

木霉能够产生种类繁多的抗生性次级代谢产物，目前

从木霉中分离到的抗生性代谢产物已超过１８０种
［１１］，

例如胶霉毒素、木霉毒素等，许多抗生性次级代谢物对

植物病原物具有拮抗作用。其中对灰葡萄孢有抗菌活

性的木霉次级代谢物种类包括吡喃酮、丁烯酸内酯、蒽

醌、单端孢菌素、萜类化合物等［１２］。木霉产生的次级代

谢物种类和产生量在菌株间差异明显［１３１４］，目前研究

较为广泛的产抗生物质的木霉菌株多数是绿色木霉

犜．狏犻狉犻犱犲、绿木霉犜．狏犻狉犲狀狊、哈茨木霉犜．犺犪狉狕犻犪狀狌犿、康

宁木霉犜．犽狅狀犻狀犵犻犻、里氏木霉犜．狉犲犲狊犲犻等
［１３］。

拟康宁木霉犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犽狅狀犻狀犵犻狅狆狊犻狊Ｔ５１是本

实验室前期从土壤中分离得到的７２个野生木霉菌株

之一，通过多指标筛选策略筛选发现，该菌株对番茄

灰霉病有高效防治潜力［１４１６］。前期试验中，该菌株表

现出对灰葡萄孢的强重寄生能力以及抑制灰葡萄孢

产孢的能力，具有良好的应用推广前景。本文将研究

其产生的抗生次级代谢物对灰葡萄孢的抑菌活性。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　供试菌株

本研究中拟康宁木霉犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犽狅狀犻狀犵犻狅狆狊犻狊

Ｔ５１菌株分离自湖北省武汉市油菜田土壤
［１４］，菌株

保藏于中国典型培养物保藏中心（ＣＣＴＣＣ），编号为

Ｍ２０１５７２９。灰葡萄孢犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪菌株ＲｏｓｅＢＣ３

分离自月季灰霉病病株。所有供试真菌均在２０％甘

油中保存于－８０℃下。试验前先将菌株接种在ＰＤＡ

平板上活化至少２代，使其恢复旺盛生长。

１．１．２　培养基

ＰＤＡ：２００ｇ去皮马铃薯切片加适量水煮熟，用

４层纱布过滤后，滤液中加入２０ｇ葡萄糖，１５ｇ琼脂

粉，定容至１Ｌ，灭菌。ＰＤＢ：２００ｇ去皮马铃薯煮熟过

滤，滤液中加入２０ｇ葡萄糖，定容至１Ｌ后灭菌。

１．２　方法

１．２．１　木霉与灰葡萄孢低温对峙培养试验

在本研究中，使用低温对峙的方法定性检测拟康

宁木霉菌株Ｔ５１对灰葡萄孢菌丝生长的抑制效果。

从拟康宁木霉Ｔ５１和灰葡萄孢ＲｏｓｅＢＣ３的菌落边

缘打取直径为５ｍｍ的菌丝块，分别接种在直径９ｃｍ

的ＰＤＡ平板的两侧，两菌丝块相距７ｃｍ，以不接种

Ｔ５１的培养皿作为对照。将培养皿封口后放在４℃

下冷藏培养３０ｄ，观察灰葡萄孢的生长情况。

１．２．２　拟康宁木霉Ｔ５１发酵液的制备

从培养了４８ｈ的Ｔ５１菌落边缘打取５ｍｍ菌

丝块３个，接种于装有１００ｍＬＰＤＢ培养液的三角

瓶中。接种后的三角瓶置于２５℃，１５０ｒ／ｍｉｎ，２４ｈ

光照下摇培。发酵液过滤方法为：将直径为１１ｃｍ

的中性滤纸在５０℃下烘干后称重，取双层滤纸置于

连接抽滤装置的布氏漏斗中，将Ｔ５１培养液抽滤，

收集滤液，检测滤液ｐＨ值，然后用０．２２μｍ的无菌

微孔滤膜过滤，收集滤液至无菌的样品瓶中，得到

Ｔ５１的无细胞发酵滤液。滤纸上的菌丝同滤纸一

起在５０℃下烘干２ｄ，至完全干燥，称重，计算菌丝

干重，用于评估单位菌丝生物量的抑菌活性。

１．２．３　拟康宁木霉Ｔ５１发酵液对灰葡萄孢菌丝生

长的抑制活性测定

　　将摇培４ｄ的Ｔ５１发酵滤液分别按１０％、５％、

１％、０．５％、０．１％和０．０５％的体积比加入到ＰＤＡ

培养基中，制成平板，以添加等量ＰＤＢ的ＰＤＡ平板

为对照。将灰葡萄孢ＲｏｓｅＢＣ３的新鲜菌丝块（直径

５ｍｍ）接种至不同处理平板上，每个平板接种１个菌

丝块。将接种后的平板置于２０℃光照条件下培养，每

２４ｈ测量灰葡萄孢菌落直径，至对照平板长满灰葡萄

孢菌落，计算不同处理灰葡萄孢菌丝每日生长速度。

根据下面公式计算木霉发酵液对灰葡萄孢菌丝生长

速度的抑制率：抑菌率＝（犚ＣＫ－犚Ｔ５１）／犚ＣＫ×１００％

（犚ＣＫ为对照平板上灰葡萄孢菌丝生长速度，犚Ｔ５１为添

加了Ｔ５１发酵液的平板上灰葡萄孢菌丝生长速度）。

１．２．４　发酵液抑菌活性物质热稳定性测定

为了检测抗菌物质热稳定性，取Ｔ５１摇培４ｄ

的发酵滤液于玻璃试管中，在沸水浴中处理１０ｍｉｎ，

自然冷却，然后按１％和５％的比例添加到ＰＤＡ平

板中，接种ＲｏｓｅＢＣ３，测定抑菌率。

１．２．５　发酵液抑菌活性对ｐＨ敏感度测定

用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液将摇培４ｄ的发酵液的

ｐＨ调节至中性，再按５％的比例添加到ＰＤＡ平板

中，在平板上接种灰葡萄孢菌丝块，在２０℃下培养，

测定抑菌率。上述所有试验处理均设３次重复，整
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个试验共进行３次。

１．２．６　离体叶片上Ｔ５１发酵液对灰葡萄孢侵染的

抑制作用

　　将１００ｍＬＴ５１发酵液低温冻干至恒重，然后

加入１０ｍＬ无菌水重新溶解，用滤纸过滤。摘取健

康且大小一致的新鲜番茄叶片（品种为‘番茄大王合

作９０３’，约６０ｄ苗龄），洗净晾干。用无菌棉签蘸取

上述Ｔ５１发酵液在叶片上均匀涂布，以涂无菌水的

叶片作为对照，处理和对照各涂６个叶片，将叶片放

在超净工作台中吹干表面水分。从新鲜的灰葡萄孢

ＲｏｓｅＢＣ３菌落边缘打取直径５ｍｍ的菌丝块，接种

于叶片中央，菌丝面接触叶片。将接种后的番茄叶

片在２０℃下保湿培养３ｄ，测量灰霉病病斑直径。

２　结果与分析

２．１　拟康宁木霉犜５１对灰葡萄孢菌丝生长的抑制效果

　　低温（４℃）对峙培养中，Ｔ５１菌丝生长极慢，培

养３０ｄ时，菌落半径仅为１．１ｃｍ。灰葡萄孢菌株

ＲｏｓｅＢＣ３在低温下生长也较慢，３０ｄ时，对照灰葡

萄孢菌落半径为８．３ｃｍ（图１）。然而在Ｔ５１与

ＲｏｓｅＢＣ３对峙培养中，ＲｏｓｅＢＣ３菌丝生长受到明

显抑制，菌落半径仅为４．７ｃｍ，且在两菌落中间出

现明显透明区域，宽度为１．２ｃｍ（图１）。

图１　对峙培养中拟康宁木霉菌株犜５１对灰葡萄孢的抑菌效果

犉犻犵．１　犃狀狋犻犳狌狀犵犪犾犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犽狅狀犻狀犵犻狅狆狊犻狊犜５１

犪犵犪犻狀狊狋犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪（犅犮）犻狀犪犱狌犪犾犮狌犾狋狌狉犲

　

Ｔ５１的ＰＤＢ发酵液对灰葡萄孢菌丝生长也有明

显的抑制效果（图２），在对照ＰＤＡ中培养３ｄ，灰葡萄

孢菌落直径为（８．８±０．２）ｃｍ，将Ｔ５１摇培４ｄ后，取

摇培滤液按５％的比例（犞／犞）添加到ＰＤＡ中，灰葡

萄孢菌丝生长受到明显抑制，菌落直径仅为（３．５±

０．１）ｃｍ（图２）。

图２　拟康宁木霉犜５１发酵液对灰葡萄孢的抑菌效果

犉犻犵．２　犃狀狋犻犳狌狀犵犪犾犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳狋犺犲犮狌犾狋狌狉犪犾犳犻犾狋狉犪狋犲狅犳

犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犽狅狀犻狀犵犻狅狆狊犻狊犜５１犪犵犪犻狀狊狋犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪

　
２．２　不同浓度拟康宁木霉犜５１发酵液的抑菌活性

研究结果表明，１０％、５％、１％以及０．５％的Ｔ５１

发酵液对灰葡萄孢菌丝生长的抑制率分别为

５９．７％、５７．９％、５１．０％、５２．１％，根据多重比较分

析，发酵液浓度从１０％ 下降到０．５％时，抑菌活性

没有显著差异（犘＞０．０５），这表明Ｔ５１产生的抗真

菌物质活性较高，并且抑菌效果稳定。当发酵液浓

度降低到０．１％时，抑菌效果显著下降至４１．３％，并

且处理间误差较大，表明该浓度下，抑菌效果不稳

定。当发酵液浓度降至０．０５％时，抑菌活性完全消

失，对灰葡萄孢生长反而出现了９．１％的促进作用

（图３）。

图３　不同浓度的拟康宁木霉犜５１发酵液

的抑菌活性

犉犻犵．３　犃狀狋犻犳狌狀犵犪犾犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳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

犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犽狅狀犻狀犵犻狅狆狊犻狊犜５１犮狌犾狋狌狉犲犳犻犾狋狉犪狋犲
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２．３　拟康宁木霉犜５１发酵液抑菌活性的时间

动态

　　随着培养时间延长，Ｔ５１菌丝生物量逐渐上

升，尤其是第５天到第９天，每瓶菌丝干重从４５０ｍｇ

增加到７５７ｍｇ（图４）。发酵液的ｐＨ在第３天到第

５天略有下降，在第５天到第９天一直维持在３．２～

３．４之间，发酵液保持稳定酸性。从第３天到第５

天Ｔ５１发酵液的抑菌活性明显上升（图４），从第５

天到第９天，发酵液的抑菌活性基本稳定。其中，在

摇培第５天、第７天和第９天，１％发酵液的抑菌率

分别为５８．７％、５７．５％、６０．２５％，５％发酵液的抑菌

率分别为６５．７％、６４．５％、６８．４％（图４）。这表明尽

管在培养５ｄ以后，菌丝生物量还在继续增加，抑菌

物质的活性已经到达稳定值。

图４　拟康宁木霉犜５１在犘犇犅发酵过程中菌丝干重、

发酵液狆犎和发酵液抑菌活性

犉犻犵．４　犜犻犿犲犮狅狌狉狊犲狅犳犿狔犮犲犾犻犪犾犱狉狔狑犲犻犵犺狋，犮狌犾狋狌狉犪犾狆犎狏犪犾狌犲

犪狀犱犪狀狋犻犳狌狀犵犪犾犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳狋犺犲犮狌犾狋狌狉犲犳犻犾狋狉犪狋犲狊狅犳

犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犽狅狀犻狀犵犻狅狆狊犻狊犜５１犻狀犘犇犅

　

２．４　拟康宁木霉犜５１发酵液中抗真菌物质的热稳

定性

　　Ｔ５１发酵液的抗真菌活性有一定的耐高温

性，热处理（沸水浴）１０ｍｉｎ后，发酵液对灰葡萄

孢菌丝生长的抑制率与未处理发酵液没有显著

差异（犘＞０．０５）（图５），其中１％和５％的发酵原

液抑菌活性为５０．９４％和５７．９６％，热处理后的

１％和５％发酵液抑菌活性分别为４８．４６％和

５８．２１％。

图５　热处理后拟康宁木霉犜５１发酵液的抑菌活性

犉犻犵．５　犃狀狋犻犳狌狀犵犪犾犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犽狅狀犻狀犵犻狅狆狊犻狊犜５１

犮狌犾狋狌狉犲犳犻犾狋狉犪狋犲犪犳狋犲狉犺犲犪狋狋狉犲犪狋犲犱

　
２．５　狆犎对拟康宁木霉犜５１发酵液抗真菌活性的

影响

　　ＰＤＢ培养基自然ｐＨ为６～７，经过Ｔ５１发酵

后，发酵液ｐＨ 下降至３．３，呈酸性。发酵液用

ＮａＯＨ调节ｐＨ至７．０后，５％的中性发酵液与同等

浓度的酸性发酵液相比抑菌率从５７．９％下降到

４６．６％，显著降低（犘＜０．０５），但并没有完全丧失活

性（图６）。这表明酸性环境有助于木霉Ｔ５１发挥

抗真菌活性。

２．６　离体叶片上犜５１发酵液抑制灰霉病的效果

将番茄叶片上先涂布Ｔ５１发酵液后，再接种灰

葡萄孢菌丝块，叶片上的病斑显著小于清水对照，清

水对照的病斑直径为２．７８ｃｍ，而用Ｔ５１发酵液处

理后，病斑直径仅为１．２８ｃｍ，比对照减少了

５３．９％，这表明Ｔ５１发酵液有潜力降低番茄叶片上

灰霉病的严重度。
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图６　狆犎对拟康宁木霉犜５１发酵液抑菌活性的影响

犉犻犵．６　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狆犎狅狀狋犺犲犪狀狋犻犳狌狀犵犪犾犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪

犽狅狀犻狀犵犻狅狆狊犻狊犜５１犮狌犾狋狌狉犲犳犻犾狋狉犪狋犲

　

图７　番茄叶片上拟康宁木霉犜５１发酵液

抑制灰葡萄孢侵染的效果

犉犻犵．７　犐狀犳犲犮狋犻狅狀犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅犳犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪犫狔犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪

犽狅狀犻狀犵犻狅狆狊犻狊犜５１犮狌犾狋狌狉犲犳犻犾狋狉犪狋犲狅狀狋狅犿犪狋狅犾犲犪犳

　

３　结论与讨论

产生各类抗生次级代谢物质是木霉的一种重要

的生防机制，抗生物质能够分泌到胞外，对病原菌生

长产生抑制，不仅是木霉对病原菌重寄生过程中的

重要辅助机制，还能在生防菌和病原菌未发生物理

接触时使木霉依然能够达到生防的效果。一些次级

代谢物还充当生防菌在诱导植物抗性过程中的信号

分子［１７］。从木霉中分离提取的抗真菌物质也可以

直接作为生物农药施用。拟康宁木霉Ｔ５１是本实

验室前期筛选获得的一株高效生防菌株，在２０℃常

温下对峙培养时对灰葡萄孢有非常强的重寄生能

力，而本研究发现，在４℃低温下对峙培养时Ｔ５１

生长缓慢，难以发挥重寄生灰葡萄孢的效果，但是在

两菌的菌落之间形成了宽达１．２ｃｍ的抑菌带，这表

明Ｔ５１可以产生胞外分泌的抗真菌物质，抑制灰葡

萄孢的生长。番茄叶片接种试验也验证了这一结

果，Ｔ５１无菌发酵液能够有效抑制灰葡萄孢在番茄

叶片上扩展，这表明Ｔ５１的发酵液具有良好的灰霉

病防治应用潜力。

木霉能够产生种类丰富的次级代谢产物，主要包

括聚酮类（ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓ）、氨基酸及其衍生物（ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄａｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ）、类固醇类（ｓｔｅｒｏｉｄｓ）、萜烯类（ｔｅｒ

ｐｅｎｅｓ）等，其中许多挥发性和非挥发性物质有抗真菌

活性［１８］。本研究发现，拟康宁木霉Ｔ５１发酵液在低

浓度下依然保持对灰葡萄孢很强的抑制效果，０．５％

发酵液对灰葡萄孢生长可以达到５０％以上的抑制率，

与高浓度（１０％）抑制率无显著差异。拟康宁木霉

Ｔ５１发酵液在浓度为０．１％时尽管依然有抗真菌活

性，但结果显示数据误差较大，表明在此浓度下，抗真

菌物质对灰葡萄孢菌丝的抑制活性稳定性下降，因此

生产应用的临界浓度阈值应该在发酵液浓度０．１％～

０．５％之间。浓度０．０５％的发酵液失去了抗真菌活

性，反而对灰葡萄孢菌丝生长表现出一定促进作用。

本文检测了摇培时间对发酵液抑菌率的影响，

发现Ｔ５１摇培到第５～９天时，菌丝干重依然在增

加，但发酵液的抑菌活性不再增强，这表明在未来的

发酵生产应用中，发酵５ｄ是最佳时间，能够节省时

间和成本，提高生产效率。

研究结果表明，Ｔ５１产生的对灰葡萄孢有抑菌

效果的物质对热不敏感，这表明该物质成分可能不是

蛋白质或者活性不稳定的化学物质。在本试验中，长

期冷藏保存（超过２个月）的Ｔ５１发酵液的抑菌活性

没有下降，这表明该物质状态稳定，不易分解，具有良

好的商品开发价值。Ｔ５１的发酵液从酸性调节到中

性后，对灰葡萄孢的抑菌效果略有下降，但并没有完

全丧失，这表明酸性条件能够帮助其发挥抑菌作用，

也意味着其发酵液中可能存在多种抗生活性物质。拟

康宁木霉Ｔ５１不仅活菌剂在田间有良好的生物防治

效果，其无细胞发酵液也对灰葡萄孢有较强的抑制效

果，是一株高效的生物防治木霉菌，应进一步对Ｔ５１发

酵液的抑菌成分进行提取分析，优化Ｔ５１发酵方式，并

对其抑菌机制进行深入研究，本研究的结果对Ｔ５１抗

真菌物质在发酵生产上应用提供了理论基础。
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４７卷第１期 赵曼等：香附子为耕葵粉蚧的新寄主

所，也是次年耕葵粉蚧种群开始繁衍的主要场所。

因此彻底防除夏玉米田的香附子，可以切断耕葵粉

蚧从香附子向夏玉米植株的转移为害，今后应继续

查明其在香附子上的寄生取食和越冬情况，并扩大

在玉米田其他杂草上的寄生为害情况调查，为耕葵

粉蚧的综合防治提供依据。
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