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具有除草活性的生防菌株
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发酵条件优化及菌剂制备

马永强#

%

朱海霞)

"青海大学农林科学院&青海大学省部共建三江源生态与高原农牧业国家重点实验室&农业部西宁作物

有害生物科学观测实验站&青海省农业有害生物综合治理重点实验室&西宁
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摘要
%

为了明确具有除草活性的生防菌株
/E07

发酵过程中各因子的配比和最优条件!采用单因素试验对菌株最

适碳源'氮源'载体'固态发酵基质进行了筛选!应用正交试验设计研究了碳源'氮源'初始含水量'接种量'初始

?

,

'培养时间'培养温度
8

种因素对菌株活菌数的影响"试验结果表明菌株
/E07

最佳固态发酵条件为)氮源

GNG=

#

"+(!2

1

$

1

!碳源葡萄糖
!+(!2

1

$

1

!培养基质最适初始含水量为
)"+2

1

$

1

!最适接种量为
'()*23

$

1

!初始

?

,8(*

!最佳培养时间
&!8(+:

!最佳培养温度
#'(8B

!最适宜的载体为黏土!分散剂为聚乙烯醇!稳定剂为膨润土!

润湿剂为糊精"通过发酵试验结果制备生防菌株
/E07

的固体菌剂!该研究为菌剂的商品化生产奠定基础"
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农田杂草是农业生态系统的一个组成部分&直

接或间接地影响着农产品的质量)产量和品质'

&

(

%目

前在生产上&农田杂草的防治一般采用人工防除和化

学防除等方法%人工除草效率相对低)成本高&而长

期采用化学防除易使杂草易产生抗药性&导致用药量

增加)防效降低)环境污染等弊端'

)#

(

%与化学除草剂
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卷第
#

期 马永强等!具有除草活性的生防菌株
/E07

发酵条件优化及菌剂制备

相比&微生物除草剂具有许多潜在的优势!"

&

#这类除

草剂作用位点新颖&是现有化学除草剂未涉及的&有

利于杂草的抗性治理*"

)

#这些天然产物可以为新的

除草剂合成方案提供线索*"

#

#在低浓度时这些产物

便可发挥较高生物活性*"

!

#微生物天然产物在环境

中的半衰期比合成农药短得多&易迅速降解或解毒&

因此登记试验比化学农药所用的时间短)资金少*"

"

#

植物细胞培养技术)发酵技术)分子遗传学和基因工

程最新发展把生产昂贵的天然产物防除杂草变成了

现实'

!*

(

%微生物繁殖快&能广泛利用农副产品)工农

业废水和废弃物等进行生产&微生物除草剂被认为是

绿色)无公害农药&其防治对象不易产生抗药性&且药

剂对农田生态环境影响小&有利于保护环境和农业可

持续发展&已成为农田用药中的首选药剂'

8

(

%

微生物除草剂的研究起步很晚&一些关键技术还

没有解决&许多研究还处在试验阶段&真正商品化的

很少&即使有&也只是作为化学除草剂的补充%但随

着对微生物除草剂这一新的研究领域的认识不断加

深&相信它一定会成为未来除草剂市场的主流'

+

(

%近

)'

多年来&国外已成功地开发了一些微生物除草剂&

并取得了一定的经济效益%双丙氨膦"
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第一个被开发成商品除草剂的放线菌
C%01

;

%/B

-

31?

'505>/3,0/B/

8

191?

的代谢产物%双丙氨膦是一种可

杀单子叶和双子叶植物的非选择性除草剂&常用于非

耕地和果园防除一年生或多年生杂草&已在日本销

售'

7

(

%目前微生物除草剂已经越来越受到重视&其研

究不仅仅局限在潜力菌株的筛选&更多的菌剂已被开

发出来&各种助剂的使用使微生物除草剂正向专业化

和规范化发展'

&'

(

%

链霉菌
C%01

;

%/B

-

31?F

?

(/E07

菌株是分离自大

刺儿菜根系土壤中的一株放线菌&前期大量试验表明

该菌株对一年生禾本科杂草野燕麦具有较好的致病

作用&对野燕麦种子的萌发抑制率达
7'(&C

&具有开

发生防除草剂的潜力%本研究为了明确菌株
/E07

发

酵相关碳源)氮源)载体)固态发酵基质)初始含水量)

接种量)初始
?

,

)培养时间)培养温度等因素对菌株

活菌数的影响&为该菌株除草菌剂的研发和商品化生

产提供理论依据%

!

%

材料与方法

!"!

%

材料

供试菌株!

/E07

是分离自大刺儿菜根系土壤中

的一株放线菌&保存于青海省农林科学院植物保护研

究所有害生物综合防治实验室%

高氏一号培养基!可溶性淀粉
)'

1

)

QG=

#

&

1

)

Q

)

,<=

!

'("

1

)

I

1

.=

!

+

8,

)

='("

1

)

GNPA'("

1

)

eJ0

.=

!

+

8,

)

='('&

1

)琼脂
&*

!

&+

1

)蒸馏水
&3

)

?

,8(!

!

8(*

%

高氏一号液体培养基!可溶性淀粉
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碳源!可溶性淀粉)麦麸)蔗糖)葡萄糖)玉米粉)

小麦粉%

氮源!大豆粉)酵母浸粉)蛋白胨)硝酸钠)硫酸

铵)尿素%

固态发酵基质!羊粪)菜籽饼)小麦秸秆)麦麸)

玉米粉%

载体及助剂!可溶性淀粉)

PNP=

#

)糊精)羧甲基

纤维素)海藻酸钠)羧甲基纤维素钠)拉开粉)十二烷

基硫酸钠)木质素磺酸钠)白炭黑)膨润土)轻质碳酸

钙)聚乙烯醇)腐殖酸)硅藻土)吐温)沙子)黏土)

炉渣%

!"$

%

菌株活化

制备高氏一号培养基&倒平板使其冷却)凝固待

用*从冰箱中取出
!B

条件下保存的菌株&使其恢复

到室温状态&用接种针挑取适量菌丝在高氏培养基

上划线&之后放入
)+B

培养箱黑暗培养
8[

&挑取其

中部分菌丝接种到新的培养基中培养&重复此步骤

)

!

#

次&从而得到生长良好的菌落"图
&

#%

图
!

%

菌株
N-PY

在高氏一号培养基上的菌落形态

*+
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%

最适碳"氮源的筛选

用高氏
&

号为基础培养基进行碳源筛选试验&

将可溶性淀粉)麦麸)蔗糖)葡萄糖)玉米粉)小麦粉

+

7+

+



)'&7

作为碳源&按质量分数
)C

的量加入高氏
&

号培养

基中&搅拌均匀&

&)&B

高压灭菌
#'256

&在超净工作

台中倒入灭菌的培养皿中待其冷却凝固&将活化后

生长旺盛的菌落打
+22

菌饼&菌丝面朝下接种于

培养基中央&放入
)+B

恒温培养箱黑暗培养&定期

测量菌落直径和孢子悬浮液的
=E

值%以不添加碳

源的培养基为对照组&选出菌落生长好的碳源%每

组设置
#

个重复%

用高氏
&

号为基础培养基进行氮源筛选试验&

将大豆粉)酵母浸粉)蛋白胨)硝酸钠)硫酸铵)尿素

作为氮源&按
)C

的量加入高氏
&

号培养基中&用不

添加氮源的培养基作为对照组&以同样的方法选出

菌落生长好的氮源%每组设置
#

个重复%

孢子悬浮液
=E

值测定!用载玻片将菌落上的

孢子轻轻刮下&加入
"23

超纯水&用单层干净无菌

纱布过滤除去菌丝&得到孢子悬浮液%用分光光度

计在
*''62

波长下测其
=E

值&选出产孢量最佳的

碳源'

&)

(

%以同样的方法&选出产孢量最高的氮源%

!"'

%

固态发酵基质筛选

选用菜籽饼)玉米粉)羊粪)麦麸和小麦秸秆等

价格低廉的农副产品下脚料作为固态发酵基质%每

瓶中小麦秸秆
&'

1

)羊粪
&"

1

)菜籽饼
)"

1

)玉米粉

)"

1

)麦麸
)"

1

分别放入
&"'23

的三角瓶中&按

质量分数
)C

的量加入所筛选出来的最适碳氮源)

适量的自来水&充分搅拌均匀&经
&)&B

)

#'256

高

温高压灭菌后&冷却到室温%在超净工作台里每瓶

接种菌液
"23

后在
)+B

恒温培养箱进行培养&观

察记录菌落生长状况&以不接菌液的固态基质为空

白对照*用分光光度计测定经过滤的菌悬液
=E

值&筛选出产孢量高的固态发酵基质%每组设置
#

个重复%

!"#

%

正交试验优化培养条件

采用
3

)"

"

"

8

#正交表&测定碳源)氮源)初始含水

量)接种量)初始
?

,

)培养时间)培养温度
8

个因素

对菌株
/E07

活菌数的影响&每种因素各取
"

个水

平"表
&

#&对菌株
/E07

固态发酵条件相关上述
8

个

因素进行正交设计得到
!7

个处理"表
)

#%根据最

适碳氮源和固态发酵基质的筛选结果&选用麦麸
9

羊

粪
$&9&

作为固态发酵基质&葡萄糖作为碳源&硝酸

钠作为氮源&根据配方配制不同处理的固态发酵培

养基&经
&)&B

灭菌
#'256

&冷却到室温后&依次接

入
/E07

发酵液&搅拌均匀&置于生化培养箱中
)+B

静置培养%不同处理自然风干)粉碎&平板菌落计数

法测定不同处理的活菌数%每个处理设
#

次重复%

表
!

%

菌株
N-PY

工艺优化正交设计方案
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因素二次正交旋转组合设计试验方案
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T6@UWANK5@6

d

WN6K5K

Y

初始
?

,

T65K5NA

?

,

培养时间$
:

PWAKW4JK52J

培养温度$
B

PWAKW4JKJ2

?

J4NKW4J

"+(! !+(! #!) '(#! 8(* &++() )!(#

"+(! !+(! #!) '(#! 8() &!8(+ #'(8

"+(! !+(! #!) '()* 8(* &!8(+ )!(#

"+(! !+(! #!) '()* 8() &++() #'(8

"+(! !+(! )"+ '(#! 8(* &!8(+ )!(#

"+(! !+(! )"+ '(#! 8() &++() #'(8

"+(! !+(! )"+ '()* 8(* &++() )!(#

"+(! !+(! )"+ '()* 8() &!8(+ #'(8

"+(! #&(* #!) '(#! 8(* &!8(+ )!(#

"+(! #&(* #!) '(#! 8() &++() #'(8

"+(! #&(* #!) '()* 8(* &++() )!(#

+

'7

+



!"

卷第
#

期 马永强等!具有除草活性的生防菌株
/E07

发酵条件优化及菌剂制备

续表
$

%

96:;.$

&

>2/1+/@.4

!

GNG=

#

$

2

1

+

1

R&

葡萄糖$
2

1

+

1

R&

/AWU@FJ

初始含水量$
2

1

+

1

R&

T65K5NA2@5FKW4JU@6KJ6K

接种量$
23

+

1

R&

T6@UWANK5@6

d

WN6K5K

Y

初始
?

,

T65K5NA

?

,

培养时间$
:

PWAKW4JK52J

培养温度$
B

PWAKW4JKJ2

?

J4NKW4J

"+(! #&(* #!) '()* 8() &!8(+ #'(8

"+(! #&(* )"+ '(#! 8(* &++() )!(#

"+(! #&(* )"+ '(#! 8() &!8(+ #'(8

"+(! #&(* )"+ '()* 8(* &!8(+ )!(#

"+(! #&(* )"+ '()* 8() &++() #'(8

!#(' !+(! #!) '(#! 8(* &!8(+ )!(#

!#(' !+(! #!) '(#! 8() &++() #'(8

!#(' !+(! #!) '()* 8(* &++() )!(#

!#(' !+(! #!) '()* 8() &!8(+ #'(8

!#(' !+(! )"+ '(#! 8(* &++() )!(#

!#(' !+(! )"+ '(#! 8() &!8(+ #'(8

!#(' !+(! )"+ '()* 8(* &!8(+ )!(#

!#(' !+(! )"+ '()* 8() &++() #'(8

!#(' #&(* #!) '(#! 8(* &++() )!(#

!#(' #&(* #!) '(#! 8() &!8(+ #'(8

!#(' #&(* #!) '()* 8(* &!8(+ )!(#

!#(' #&(* #!) '()* 8() &++() #'(8

!#(' #&(* )"+ '(#! 8(* &!8(+ )!(#

!#(' #&(* )"+ '(#! 8() &++() #'(8

!#(' #&(* )"+ '()* 8(* &++() )!(#

!#(' #&(* )"+ '()* 8() &!8(+ #'(8

#'(' !'(' #'' '(#' 8(! &*+(' )8("

8'(' !'(' #'' '(#' 8(! &*+(' )8("

"'(' )'(' #'' '(#' 8(! &*+(' )8("

"'(' *'(' #'' '(#' 8(! &*+(' )8("

"'(' !'(' )'' '(#' 8(! &*+(' )8("

"'(' !'(' !'' '(#' 8(! &*+(' )8("

"'(' !'(' #'' '()' 8(! &*+(' )8("

"'(' !'(' #'' '(!' 8(! &*+(' )8("

"'(' !'(' #'' '(#' 8() &*+(' )8("

"'(' !'(' #'' '(#' 8(+ &*+(' )8("

"'(' !'(' #'' '(#' 8(! &)'(' )8("

"'(' !'(' #'' '(#' 8(! )&*(' )8("

"'(' !'(' #'' '(#' 8(! &*+(' #"('

"'(' !'(' #'' '(#' 8(! &*+(' )'('

"'(' !'(' #'' '(#' 8(! &*+(' )8("

"'(' !'(' #'' '(#' 8(! &*+(' )8("

"'(' !'(' #'' '(#' 8(! &*+(' )8("

!"&

%

载体筛选及剂型制备

用高氏
&

号为基础培养基进行载体单因素试

验&将初筛出来的载体硅藻土)膨润土)拉开粉)白炭

黑及助剂羧甲基纤维素)羧甲基纤维素钠)木质素磺

酸钠等按质量分数
)C

的量加入高氏
&

号培养基

中&搅拌均匀&

&)&B

高压灭菌
#'256

&在超净工作台

中将含不同载体或助剂的培养基倒入灭菌的培养皿

中&待其冷却凝固&将活化后生长旺盛的菌落打
+22

菌饼&菌丝面朝下接种于培养基中央&放入
)+B

恒

温培养箱黑暗培养&定期测量菌落直径和孢子悬浮

液
=E

值%以不添加载体的基质为对照组&选出菌

落生长好的载体%每组设置
)

个重复%根据前几步

所筛选的最适碳氮源)固态发酵基质及正交试验优

化的最佳培养条件进行菌剂的研制%在最适固态发

酵基质中加适量的水)

)C

的碳氮源&

&)&B

)

#'256

高温高压灭菌后&冷却到室温%每个白盆
'(8h

1

基

质&接种菌液
&*'23

&用手搅拌均匀后用保鲜膜封

口室温培养%

!"(

%

数据分析

全部数据分析在
E<.*("'

数理统计分析软件

上进行%

+

&7

+



)'&7

$

%

结果与分析

$"!

%

最适碳氮源筛选

分别于培养第
"

)

8

和
7

天测定菌株
/E07

在不

同碳氮源培养基上的菌落直径和孢子悬浮液
=E

值&结果见表
#

)表
!

%

/E07

在葡萄糖培养基上菌落

生长最快&菌落直径最大&葡萄糖培养基与其他碳源

处理孢子悬浮液
=E

值之间存在极显著性差异&在可

溶性淀粉和麦麸培养基上菌落直径略小&在小麦粉培

养基上最小%在硝酸钠培养基上菌落直径最大&且与

其他氮源处理孢子悬浮液
=E

值之间存在极显著性

差异*尿素培养基完全抑制菌落生长%结合菌落形

态)菌落直径和孢子悬浮液
=E

值&最终筛选最适碳

源为葡萄糖&最适氮源为硝酸钠%

表
%

%

菌株
N-PY

在不同碳源培养基上的菌落直径和孢子悬浮液
F-

值比较!

!

96:;.%

%

>2<

7

65+02/23=2;2/

A

4+6<.1.506/4F-86;@.0230

7

25.0@0

7

./0+2/230156+/N-PY2/

4+33.5./1=65:2/02@5=.<.4+6

碳源处理

PN4]@6F@W4UJ

菌落直径$
22

P@A@6

Y

[5N2JKJ4

"[ 8[ 7[

孢子悬浮液
=E

平均值

=ENXJ4N

1

JXNAWJ@VF

?

@4JFWF

?

J6F5@6

7[

可溶性淀粉
.@AW]AJFKN4U: &&("'UP &#('']> &#(##]> '('*7#[E

麦麸
a:JNK]4N6 &)(*8]> &)(+7]> &#("']> '('7)&UP

蔗糖
.WU4@FJ &'(*8[E &&(&8UP &&(+#UP '('"'8Ve

葡萄糖
/AWU@FJ &#(8"NM &!(7&NM &"(##NM '(&#"!NM

玉米粉
P@462JNA &'(*+[E &)(''[E &#('']> '('*&&JL

小麦粉
a:JNK2JNA 7("'JL 7(+#JL &&(''UP '('!"#

1

/

PQ &)("']> &!("'NM &"(''NM '(&&*7]>

%

&

#小写字母代表在
'('"

水平下的差异显著性&大写字母代表在
'('&

水平下的差异显著性%下同%

E5VVJ4J6KA@_J4UNFJAJKKJ4F56K:JFN2JU@AW2656[5UNKJF5

1

65V5UN6K[5VVJ4J6UJ

"

+

"

'('"

#&

K:J[5VVJ4J6KW

??

J4UNFJAJKKJ4F56K:JFN2JU@AW26

56[5UNKJJOK4J2A

Y

F5

1

65V5UN6K[5VVJ4J6UJ

"

+

"

'('&

#&

K:JFN2J]JA@_(

表
'

%

菌株
N-PY

在不同氮源培养基上的菌落直径和孢子悬浮液
F-

值比较

96:;.'

%

>2<

7

65+02/23=2;2/

A

4+6<.1.506/4F-86;@.0230

7

25.0@0

7

./0+2/230156+/N-PY2/

4+33.5./1/+152

,

./02@5=.<.4+6

氮源处理

G5K4@

1

J6F@W4UJ

菌落直径$
22

P@A@6

Y

[5N2JKJ4

"[ 8[ 7[

孢子悬浮液
=E

平均值

=ENXJ4N

1

JXNAWJ@VF

?

@4JFWF

?

J6F5@6

7[

大豆粉
.@

Y

]JN62JNA &'(+#UP &&(##]> &)("'UP '('+87UP

酵母浸粉
bJNFKJOK4NUK

?

@_[J4 &'(&8[E &'("'UP &&("'[E '('"'#[E

蛋白胨
<J

?

K@6J +(*8JL +(8&JL +(+!Ve '('&#7Ve

硝酸钠
.@[5W265K4NKJ &#(&8NM &!(8+NM &"(*8NM '(&"*+NM

硫酸铵
M22@65W2FWA

?

:NKJ +(##JL 7("'[E 7("'JL '(')'+JL

尿素
PN4]N25[J +(''Ve +(''Ve +(''

1

/ '(''''

1

/

PQ &)("']> &!("'NM &"('']> '(&&*7]>

表
#

%

菌株
N-PY

在不同固态基质上孢子悬浮液

吸光值差异比较

96:;.#

%

>2<

7

65+02/236:025:6/=.86;@.0230

7

25.

0@0

7

./0+2/230156+/N-PY2/4+33.5./102;+40@:01561.0

固态基质

.@A5[FW]FK4NKJ

=E

平均值

=ENXJ4N

1

JXNAWJ

差异显著性
.5

1

65V5UN6UJ

#

'('"

#

'('&

菜籽饼
-N

?

JFJJ[UNhJ '('#*& ] >

玉米粉
P@462JNA '('#)8 ] >

羊粪
.:JJ

?

2N6W4J '("&"& N M

麦麸
a:JNK]4N6 '('#+! ] >

小麦秸秆
a:JNKFKNAh '('##+ ] >

$"$

%

固态发酵基质筛选

利用孢子悬浮液分光光度值判断不同固态基质

的产孢量大小%从表
"

可以看出&菌株
/E07

生长

较好的固态基质为!羊粪
'

麦麸
'

菜籽饼
'

小麦秸

秆
'

玉米粉*孢子悬浮液
=E

值方差分析结果表明&

羊粪培养基上
/E07

产孢量与其他基质间存在极显

著差异&菜籽饼)玉米粉)麦麸和小麦秸秆之间不存

在显著性差异%因此&

/E07

菌株的最适产孢固态发

酵基质为羊粪%

$"%

%

正交试验优化培养条件

菌株
/E07

固态发酵的正交试验统计结果"表
*

#

表明&试验的
8

种因素中极差
-

值从大到小依次为!

氮源"

!(8)

#)碳源"

#(*7

#)初始含水量"

#("&

#)培养

+

)7

+



!"

卷第
#

期 马永强等!具有除草活性的生防菌株
/E07

发酵条件优化及菌剂制备

温度"

#(!+

#)接种量"

)(+"

#)初始
?

,

"

)("7

#)培养时

间"

)("*

#%因此&影响菌株
/E07

固态发酵条件的因

素作用由大到小依次为!氮源
'

碳源
'

初始含水量
'

培养温度
'

接种量
'

初始
?

,

'

培养时间%从各水平

的统计
M

值比较来看&菌株
/E07

的最佳固态发酵条

件为!氮源硝酸钠
"+(!2

1

$

1

)碳源葡萄糖
!+(!2

1

$

1

)

初始含水量
)"+2

1

$

1

)接种量
'()*23

$

1

)初始
?

,8(*

)

培养时间
&!8(+:

)培养温度
#'(8B

%

$"'

%

载体及助剂筛选

表
8

可以看出!黏土培养基上菌落生长最快&菌

落直径最大&且黏土培养基上得到的孢子悬浮液

=E

值最高&与其他载体培养基的孢子悬浮液
=E

值

之间存在极显著差异&膨润土)聚乙烯醇及糊精处理

的次之*拉开粉和海藻酸钠载体处理的孢子悬浮液

间不存在显著差异&完全抑制菌丝生长&菌落直径为

+('22

&孢子悬浮液
=E

值为
'

%其余载体处理孢

子悬浮液
=E

值之间均存在极显著差异%

综合菌落形态)菌落直径和孢子悬浮液
=E

值

得出&菌株
/E07

最适载体和助剂为黏土)膨润土)

聚乙烯醇)糊精%

表
&

%

菌株
N-PY

固态发酵菌落数的正交试验直观分析表!

!

96:;.&

%

X156+

,

?1/.006/6;

A

0+016:;.23251?2

,

2/6;1.01230=2@5+/

,

6<2@/1230156+/N-PY02;+43.5<./161+2/

处理

H4JNK2J6K

GNG=

#

$

2

1

+

1

R&

.@[5W2

65K4NKJ

葡萄糖$

2

1

+

1

R&

/AWU@FJ

初始含水量$

2

1

+

1

R&

T65K5NA2@5FKW4J

U@6KJ6K

接种量$
23

+

1

R&

T6@UWAW2

U@6UJ6K4NK5@6

初始
?

,

T65K5NA

?

,

培养时间$
:

PWAKW4JK52J

培养温度$
B

T6UW]NK5@6

KJ2

?

J4NKW4J

活菌数$
A

1

UVW

S5N]AJU@W6K

& ! ! ! ! ! ! ) *(''

) ! ! ! ! ) ) ! *(*7

# ! ! ! ) ! ) ) +(''

! ! ! ! ) ) ! ! 8(''

" ! ! ) ! ! ) ) +(''

* ! ! ) ! ) ! ! 8(''

8 ! ! ) ) ! ! ) 8(''

+ ! ! ) ) ) ) ! 8(''

7 ! ) ! ! ! ) ) *(*7

&' ! ) ! ! ) ! ! *(''

&& ! ) ! ) ! ! ) 8(''

&) ! ) ! ) ) ) ! "(7'

&# ! ) ) ! ! ! ) *(''

&! ! ) ) ! ) ) ! *(#'

&" ! ) ) ) ! ) ) *(''

&* ! ) ) ) ) ! ! 8(''

&8 ) ! ! ! ! ) ) *(''

&+ ) ! ! ! ) ! ! "(8'

&7 ) ! ! ) ! ! ) *(''

)' ) ! ! ) ) ) ! *(''

)& ) ! ) ! ! ! ) 8(''

)) ) ! ) ! ) ) ! "(7'

)# ) ! ) ) ! ) ) 8(''

)! ) ! ) ) ) ! ! *(*7

)" ) ) ! ! ! ! ) "(''

)* ) ) ! ! ) ) ! *(''

)8 ) ) ! ) ! ) ) *(''

)+ ) ) ! ) ) ! ! 8(''

)7 ) ) ) ! ! ) ) *(''

#' ) ) ) ! ) ! ! "(''

#& ) ) ) ) ! ! ) *(''

#) ) ) ) ) ) ) ! *(#'

## & # # # # # # #(''

#! " # # # # # # !(''

#" # & # # # # # #(''

#* # " # # # # # #(+'

+

#7

+



)'&7

续表
&

%

96:;.&

&

>2/1+/@.4

!

处理

H4JNK2J6K

GNG=

#

$

2

1

+

1

R&

.@[5W2

65K4NKJ

葡萄糖$

2

1

+

1

R&

/AWU@FJ

初始含水量$

2

1

+

1

R&

T65K5NA2@5FKW4J

U@6KJ6K

接种量$
2

1

+

1

R&

T6@UWAW2

U@6UJ6K4NK5@6

初始
?

,

T65K5NA

?

,

培养时间$
:

PWAKW4JK52J

培养温度$
B

T6UW]NK5@6

KJ2

?

J4NKW4J

活菌数$
A

1

UVW

S5N]AJU@W6K

#8 # # & # # # # *(''

#+ # # " # # # # #(''

#7 # # # & # # # #(88

!' # # # " # # # #(*#

!& # # # # & # # "(8'

!) # # # # " # # "(''

!# # # # # # & # "(''

!! # # # # # " # "()'

!" # # # # # # & #(''

!* # # # # # # " "()#

!8 # # # # # # # #(''

!+ # # # # # # # #(&'

!7 # # # # # # # #(*8

M& #('' #('' *('' #(88 "(8' "('' #(''

M) *(&' *(&! *("& *(*) *(#! *(!7 *(!+

M# !(&! !(&" !('& !(&& #(+7 #(7# !('*

M! *(8) *(*7 *(#& *()& *(!+ *(#! *(#!

M" !('' #(+' #('' #(*# "('' "()' "()#

极差
- !(8) #(*7 #("& )(+" )("7 )("* #(!+

%

&

#

M5

表示同一列中编号为
5

的指标的试验结果之和%

M556[5UNKJFK:JFW2@VK:JKJFK4JFWAKF56[5UNK56

1

K:J56[JO6W2]J4556K:JFN2JU@AW26(

表
(

%

菌株
N-PY

在含有不同载体和助剂的高氏
!

号培养基上的菌落直径和孢子悬浮液
F-

值比较

96:;.(

%

>2<

7

65+02/23=2;2/

A

4+6<.1.506/4F-86;@.0230

7

25.0@0

7

./0+2/230156+/N-PY2/N6@C.

'

0

<.4+6S2"!K+1?4+33.5./1=655+.506/46@I+;+65+.0

载体和助剂处理

PN445J4N6[NWO5A5N4

Y

菌落直径$
22

P@A@6

Y

[5N2JKJ4

"[ 8[ 7[

孢子悬浮液
=E

平均值

=ENXJ4N

1

JXNAWJ@VF

?

@4JFWF

?

J6F5@6

7[

可溶性淀粉
.@AW]AJFKN4U: &&("'U[J>PE &&(*8

Z

` &)()"5,T

%

'(')*&6G

PNP=

#

&)(+#N]M>P &!(&8NM &"('']>P '('"&8hQ

糊精
EJOK456 &&(##[JVPEL &)()":, &!(8"]UPE '(&')"[E

羧甲基纤维素
PN4]@O

Y

2JK:

Y

AUJAAWA@FJ &)(&8]U[>PE &#(8"UP &!()"[JELe '(')872I

海藻酸钠
.@[5W2NA

1

56NKJ 7("'V

1

:ELe &&(''A3 &&(8"

Z

T '(''"&

d

^

羧甲基纤维素钠
.@[5W2UN4]@O

Y

2JK:

Y

AUJAAWA@FJ +(*8

1

:Le &&(''A3 &)(8":, '('&'*

?

<

拉开粉
GJhNA +('':e +(''6G +(''AQ '(''''F.

十二烷基硫酸钠
3NW4

Y

AF@[5W2FWAVNKJ +('':e +(''6G +(''AQ '(''''F.

木质素磺酸钠
.@[5W2A5

1

6@FWAV@6NKJ +('':e 7(''2I 7()"h̀ '(''!84-

白炭黑
a:5KJUN4]@6]ANUh &#("'NM &!(&8NM &*(''NM> '('*+)

Z

`

膨润土
>J6K@65KJ &&(7*U[>P &#(''JL &!()"[JELe '(&&8&]>

轻质
PNP=

#

35

1

:KPNP=

#

&)(+#N]M>P &#("'[E &!()"[JELe '('!#8A3

聚乙烯醇
<@A

Y

X56

Y

ANAU@:@A &&(+#U[>PE &)("'

1

/ &"()"]U>P '(&'+"UP

腐殖酸
,W25UNU5[ &'(*8[JVPEL &&("'hQ &)()"5,T '(')#*@=

硅藻土
E5NK@25KJ &)(&8]U[>PE &)(8"Ve &#(8"V

1

e/ '(&''8JL

吐温
H_JJ6 &)("'N]UM>P &)(8"Ve &#("'

1
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沙子
.2NAAFN6[ &)(*+N]M>P &#("'[E &!(8"]UPE '('7)&:,
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PAN

Y
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炉渣
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1
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剂型研制

根据所筛选的最适碳氮源)固态发酵基质及正交

试验优化的最佳培养条件进行菌剂的研制%在羊粪
9

麦麸
$&9&

的固态发酵基质中按质量分数加
)"(+C

+

!7

+



!"

卷第
#

期 马永强等!具有除草活性的生防菌株
/E07

发酵条件优化及菌剂制备

水)

)C

碳氮源"葡萄糖)硝酸钠#&

&)&B

)

#'256

高

温高压灭菌后&冷却到室温%每个白盆
'(8h

1

基

质&接种菌液
&*'23

&搅拌均匀后用保鲜膜封口室

温培养%

将
/E07

菌剂按质量分数
*'C

)黏土
#'C

)膨润

土
&C

)糊精
#C

)聚乙烯醇
*C

的比例混合&按照一

定的工艺&初步试验探索得到稳定性强)可均匀分散

的易溶于水的可湿性粉剂%

%

%

结论与讨论

本试验通过对具有除草活性的菌株
/E07

的活

化&最适碳氮源)固态发酵基质)载体的筛选以及采

用正交试验优化培养条件%得出以下结论!

以菌落直径和孢子悬浮液
=E

值为指标筛选最

适碳氮源以及载体和助剂&筛选出最适碳源为葡萄

糖&最适氮源为硝酸钠&最适载体及助剂为黏土)聚

乙烯醇)膨润土)糊精%

用菌落计数法和孢子悬浮液
=E

值测定法对最

适固态发酵基质和最优培养条件的筛选中&筛选出

最适固态发酵基质为羊粪*影响菌株
/E07

固态发

酵条件的因素作用由大到小依次为!氮源
'

碳源
'

初始含水量
'

培养温度
'

接种量
'

初始
?

,

'

培养

时间%菌株
/E07

的最佳固态发酵条件为!氮源硝

酸钠
"+(!2

1

$

1

)碳源葡萄糖
!+(!2

1

$

1

)初始含水

量
)"+2

1

$

1

)接种量
'()*23

$

1

)初始
?

,8(*

)培养

时间
&!8(+:

)培养温度
#'(8B

%

生防菌固态发酵基质的选取一般都是容易获

得)价格低廉的农副产品下脚料&在农业生产上既绿

色)无公害&又可保护环境&符合农业可持续发展的要

求'

&!

(

%本研究中生防菌株
/E07

的固态发酵适用于

大批量生产&得到的菌剂易保存&方便储存和运输%

微生物除草剂的开发应用比化学农药的开发存

在更大的难度&其药效受外界环境影响很大&所以选

择合适的载体助剂是生物农药开发的关键%生物农

药助剂的功能&就在于改善农药的一些物理或化学

性能&最大限度地发挥药效及安全施药'

&"

(

%

本试验已筛选出了最适合的载体及助剂&后续

试验可将
/E07

菌剂
*'C

)黏土
#'C

)膨润土
&C

)

糊精
#C

)聚乙烯醇
*C

的比例进行混合&按照一定

的工艺&初步试验探索得到稳定性强)可均匀分散的

易溶于水的可湿性粉剂%最终筛选研制出防除效果

较好的除草剂剂型&为微生物除草剂的研究提供理

论依据%
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