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　　摘要：研究５种食用菌香菇、杏鲍菇、金针菇、猴头菇、鸡腿菇液体发酵产物对黄瓜褐斑菌的抑制作用。通过母种
试管活化培养、摇瓶种子培养、摇瓶发酵培养等一系列操作收集发酵产物，最后采用平板法研究各产物对黄瓜褐斑菌

的抑制作用。结果表明，各菌种发酵液的抑菌活性明显高于菌丝提取物。其中，以香菇、猴头菇发酵液抑菌活性最好，

抑制率达５０％以上。猴头菇发酵液的分离纯化结果表明，乙酸乙酯萃取物和正丁醇萃取物的抑菌活性均好于原发酵
液，其中乙酸乙酯萃取物的抑菌活性最好。
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　　黄瓜是日常生活的主要蔬菜，随着保护地黄瓜种植的发
展，黄瓜褐斑病逐年加重，已成为保护地黄瓜生产中亟待解决

的叶部病害。黄瓜褐斑病是由多主棒孢菌引起的世界性分布

的病害。１９９４年房德纯等报道了该病在辽宁省的发生情况，
此后，黄瓜褐斑病在华北、西北的露地和保护地相继发生［１］。

近年来，随着黄瓜保护地种植规模的不断扩大，该病害蔓延趋

势明显，尤其在２００８年，全国各地黄瓜产区普遍有黄瓜褐斑
病发生，发病严重地块经济损失在２０％以上。在黄瓜褐斑病
的防治上，多以百菌清、甲基硫菌灵、福美双等药剂为主，这些

常见药剂作为预防药剂，有病无病都在使用，致使褐斑病菌对

其不再敏感，病害一旦在田间流行就很难控制，而且化学农药

也会造成一定的环境污染，给人类生活和生存带来不利的影

响［２］。目前，许多学者从天然植物中筛选农药取得了一定的

进展［３－８］，但天然植物受资源限制严重，对生态环境有一定的

破坏，而且开发成本较高。我国药食用真菌资源丰富，无毒副

作用，从中寻找抑制植物病原菌的活性物质，研制新型杀菌剂

以防治植物病害，对栽种符合健康标准的蔬菜具有重要意义。

一方面，从药食用真菌中不断发现结构新颖和具有显著生物

活性的化合物，这种结构多样性对于新农药的发现有重要意

义；另一方面，大型药食用真菌可以较方便地通过菌丝体或孢

子发酵培养，实现生产的工业化、规模化，产量高、发酵周期

短、生产效益高。这为今后可能产业化生产提供了资源保证，

相对于受资源限制的植物源农药而言，这是一个潜在的优

势［９］。本研究通过平板法，以香菇（Ｌｅｎｔｉｎｕｌａｅｄｏｄｅｓ）、杏鲍菇
（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｅｒｙｎｇｉｉ）、金针菇（Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａｖｅｌｕｔｉｐｅｓ）、猴头菇
（Ｈｅｒｉｃｉｕｍｅｒｉｎａｃｅｕｓ）、鸡腿菇（Ｃｏｐｒｉｎｕｓｃｏｍａｕｓ）等几种常见食
用真菌发酵产物为研究对象，分别对黄瓜褐斑菌进行抑菌试

验，进而通过生长速率法分别计算各个菌种发酵产物对黄瓜

褐斑病菌的抑菌率。结果表明，发酵液的抑菌活性明显高于

菌丝提取物。其中，以香菇、猴头菇发酵液抑菌活性最好，抑

制率达５０％以上。猴头菇发酵液的分离纯化结果表明，乙酸
乙酯萃取物抑菌活性最好。

１　材料与方法

１．１　试验菌株
香菇、杏鲍、金针菇、猴头菇和鸡腿菇等供试菌株均由辽

宁省农业科学院提供；黄瓜褐斑菌由沈阳农业大学植物保护

学院生物农药实验室提供。

１．２　主要试验仪器
恒温电热水浴锅、高压蒸汽灭菌锅、电热恒温鼓风干燥

箱、电子分析天平、恒温振荡箱、超净工作台、电动粉碎机、电

冰箱。

１．３　方法
１．３．１　培养基的配制　ＰＤＡ固体培养基含马铃薯 ２００ｇ／Ｌ，
葡萄糖２０ｇ／Ｌ，琼脂２０ｇ／Ｌ，水１０００ｍＬ。不同菌种的种子培
养基与发酵培养基如下。

１．３．１．１　香菇　种子培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，酵
母膏２０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４１．５ｇ。发酵培养基：玉米粉
４０ｇ，酵母膏３ｇ，蔗糖２５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４１ｇ，维生素Ｂ１
０．０５ｇ，ｐＨ值５．２５。
１．３．１．２　杏鲍菇　种子培养基：马铃薯２００ｇ，麦麸４０ｇ，葡
萄糖２０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４３ｇ，ＭｇＳＯ４１．５ｇ。发酵培养基：玉米粉
３０ｇ，麦麸２０ｇ，酵母膏３ｇ，葡萄糖２０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４
０．５ｇ。
１．３．１．３　金针菇　种子培养基：玉米粉５０ｇ，麦麸３０ｇ，酵母
膏１０ｇ，蔗糖４ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４０．５ｇ，维生素Ｂ１０．１ｇ。
发酵培养基：玉米粉３０ｇ，可溶性淀粉２０ｇ，麦麸３０ｇ，蛋白胨
１０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４０．５ｇ，维生素Ｂ１０．１ｇ。
１．３．１．４　猴头菇　种子培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，
酵母膏１ｇ，ＫＨ２ＰＯ４２ｇ，ＭｇＳＯ４１ｇ，维生素 Ｂ１０．１ｇ，ｐＨ值
６５。发酵培养基：可溶性淀粉２５ｇ，酵母膏２５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，
ＭｇＳＯ４１ｇ，维生素Ｂ１０．１ｇ，ｐＨ值５．０。
１．３．１．５　鸡腿菇　种子培养基：蔗糖 ２０ｇ，酵母粉 ５ｇ，
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ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４０．０５ｇ，维生素 Ｂ１０．０１ｇ。发酵培养基：
蔗糖２０ｇ，酵母粉５ｇ，麦麸４０ｇ，玉米粉３０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４３ｇ，
ＭｇＳＯ４１ｇ。培养基每瓶１００ｍＬ分装于三角瓶中进行高压灭
菌，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ后置于超净台冷却备用。
１．３．２　菌种的发酵培养　将培养好的种子液按１０％的接种
量接入发酵培养基中，在２７℃摇床中培养，待菌丝生长成熟
后结束发酵。

１．３．３　各菌种代谢产物对黄瓜褐斑菌的抑制作用
１．３．３．１　菌丝活性成分的提取　收集菌丝，水洗后低温干
燥。菌丝加水后超声提取，收集提取液。

１．３．３．２　培养基平板的制备　采用平板法测定各发酵产物
的抑菌活性。将灭菌的９ｃｍ直径平皿分为２组，一组为空白
对照，一组为加样组。各组均加入１０ｍＬＰＤＡ培养基，随后
加样组中加入５ｍＬ发酵液混匀，空白对照组中则加入５ｍＬ
无菌水混匀，静置数分钟待培养基冷凝备用。

１．３．３．３　黄瓜褐斑菌的接种与培养　用已灭菌的打孔器
（直径为１０ｍｍ）取已活化好的黄瓜褐斑菌饼，小心放入所有
制备好的培养基平板中心（确保褐斑菌能均匀的向四周生

长）。接种完成后用封口膜将平皿密封好，放入电热恒温鼓

风干燥箱中，２８℃培养７ｄ后观察结果。以上操作均在无菌
条件下完成。

１．３．４　生长速率法测定抑菌率　待菌落生长一定时间后用
十字交叉法测量黄瓜褐斑菌菌落的直径，菌落生长直径

（ｍｍ）采用３次测量菌落直径平均值，并用下述公式计算抑
菌率：

抑菌率＝对照组菌落直径－试验组菌落直径
对照组菌落直径

×１００％。

１．３．５　猴头菇发酵液的分离纯化　将猴头菇发酵液放入分
液漏斗中，依次用乙酸乙酯、正丁醇分别对发酵液样品进行萃

取，每种萃取液重复萃取２次，分别合并萃取液，将其浓缩，放
置在４℃冰箱中保存备用。

２　结果与分析

２．１　各菌种发酵产物抑菌试验结果
试验结果表明，菌丝提取物几乎没有抑制作用，几种真菌

发酵液对黄瓜褐斑菌都有不同程度的抑制作用，培养数天后

菌落的菌斑大小各有不同，表１结果表明，香菇、杏鲍菇、金针
菇、猴头菇、鸡腿菇这５种常见的食用真菌发酵液均具有不同
程度的抑菌效果。其中，香菇和猴头菇的抑菌率最高，分别为

５８．８％和 ６００％；杏鲍菇和金针菇次之，分别为 ４５．９％和
３８８％；鸡腿菇的抑菌率最低，仅为２９．４％。

表１　各菌种发酵液对黄瓜褐斑菌的抑制作用

菌种
菌落直径（ｃｍ）

空白对照组 试验组

抑菌率

（％）

香菇 ８．５ ３．５ ５８．８
杏胞菇 ８．５ ４．６ ４５．９
金针菇 ８．５ ５．２ ３８．８
猴头菇 ８．５ ３．４ ６０．０
鸡腿菇 ８．５ ６．０ ２９．４

２．２　发酵液的分离纯化与抑菌作用
通过正丁醇、乙酸乙酯依次萃取猴头菇发酵液，将其浓

缩，用丙酮分别溶解正丁醇和乙酸乙酯的提取物，然后用平板

法研究它们对植物病原菌的抑制作用。由表２可知，乙酸乙
酯组抑菌率为６８．２３％，正丁醇组抑菌率为６２３５％。由此可
以看出，正丁醇及乙酸乙酯萃取物均能抑制猴头菇的生长，但

是乙酸乙酯的抑制效果更明显。

表２　猴头菇发酵液分离纯化产物对黄瓜褐斑菌的抑制作用

组别 菌落直径（ｃｍ） 抑菌率（％）
空白对照组 ８．５ ０
发酵液组 ３．４ ６０．００
乙酸乙酯萃取物组 ２．７ ６８．２３
正丁醇萃取物组 ３．２ ６２．３５

３　结论

本研究所选用的５种真菌均为常见的食用真菌，其发酵
方法已较成熟，但其对植物病原生长的抑制活性鲜有报道。

本研究结果证明了这５种食用真菌发酵液有一定的抑制黄瓜
褐斑菌的活性，由于发酵液只进行了初步纯化，有必要继续对

发酵液的活性物质进行研究。研究中所提取的各种活性物质

对人、动物和环境没有任何影响，是理想的生物农药前导物，

有较大的开发前景。
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