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　　摘要：采用抑制菌丝生长速率法测定放线菌Ｆ２发酵液的抑菌活性及发酵液的稳定性。结果发现，Ｆ２发酵液对辣
椒炭疽病菌有较强的拮抗作用，且在低温贮藏下仍有很好的抑菌效果，在偏酸性或偏碱性条件下稳定，抗热性较差，具

有较强的抗紫外线能力，该活性物质在有机溶剂中的分配率较高，为一种酯溶－水溶性抗生素。
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　　辣椒炭疽病（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｃａｐｓｉｃｉ）是危害甜椒、辣椒生
产的主要病害之一。目前，辣椒炭疽病的防治主要集中于施

用化学农药及抗病品种选育等农业措施，大量化学农药的长

期使用导致农药残留、病虫害抗性增加、环境污染等问题，严

重影响农业可持续发展［１］。农用抗生素是微生物产生的一

类次级代谢产物，可用来杀虫、灭菌、除草及调节作物生长发

育的一类微生物农药［２］。随着环境保护、绿色食品及农业可

持续发展的需要，农用抗生素以其选择性强、高效低毒、残留

短等优点，正日益受到人们的重视。目前，已发现的抗生素中

大约有２／３由放线菌产生，从土壤中分离具有农用活性的放
线菌是目前微生物农药开发的一个重要途径［３］。本研究从

重庆地区的土壤中分离筛选出１株对辣椒炭疽病具较强抑菌
活性的放线菌 Ｆ２，对该拮抗菌发酵液的抑菌稳定性进行研
究，以便为该菌株的进一步开发利用提供理论和实践依据。

１　材料和方法

１．１　供试菌株
　　拮抗放线菌Ｆ２和辣椒炭疽病菌由笔者所在的实验室自
行分离保存。

１．２　培养基
　　ＰＤＡ培养基：用于辣椒炭疽病菌培养及抑菌试验。高氏
一号培养基：用于放线菌Ｆ２培养。种子培养基：２０ｇ可溶性
淀粉，０．５ｇＫ２ＨＰＯ４，１ｇＫＮＯ３，０．５ｇＮａＣｌ，０．５ｇＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ，０．０１ｇＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１０００ｍＬＨ２Ｏ，ｐＨ值７．２～７．４。
发酵培养基：２０ｇ大豆粉（沸水煮３０ｍｉｎ，纱布过滤后保留滤
液），１０ｇ蔗糖，５ｇ可溶性淀粉，２ｇ蛋白胨，２ｇ酵母膏，２ｇ
ＮａＣｌ，１ｇＣａＣＯ３，０．５ｇＫＨ２ＰＯ４，０．５ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，
１０００ｍＬＨ２Ｏ，ｐＨ值７．０。
１．３　培养方法
　　种子液制备：挑取活化菌种 Ｆ２，接入装有５０ｍＬ种子培
养基的１５０ｍＬ三角瓶中，在２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ下培养４８ｈ作

为活化的种子液。发酵液的制备：取１ｍＬ种子液接入装有
５０ｍＬ发酵培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，在２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条
件下振荡培养 ５ｄ。将发酵液经粗滤后再经微孔滤膜
（０．２２μｍ）过滤，得到无菌发酵滤液，无菌容器保存备用。
１．４　菌株Ｆ２发酵液中活性产物的抑菌作用测定
　　采用菌丝生长速率法［４－５］，以辣椒炭疽病菌为检测菌，测

定菌株Ｆ２发酵液中活性代谢产物的抑菌作用。将菌株Ｆ２的
发酵液与ＰＤＡ培养基按１∶３混匀，倒平板，待凝固后将辣椒
炭疽病菌菌饼（８ｍｍ）倒置放在平板中央，每处理３次重复，
以无菌水和ＰＤＡ培养液处理为对照。培养９６ｈ后，用“十”
字交叉法测量菌落直径，计算抑制率：抑菌率 ＝（对照菌落直
径－处理菌落直径）／（对照菌落直径－菌饼直径）×１００％。
１．５　Ｆ２菌株发酵液性质测定［６－１０］

１．５．１　热稳定性试验　将 Ｆ２菌株发酵液经４０、５０、６０、７０、
８０、９０、１００℃分别处理３０ｍｉｎ，以未处理的发酵液为对照，用
抑制菌丝生长速率法测定抑菌活性，重复３次。
１．５．２　ｐＨ值稳定性试验　将 Ｆ２菌株发酵液用 １ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ溶液和ｌｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液分别调ｐＨ值为３、４、５、６、７、８、
９、１０，并于４℃冰箱中过夜，然后将各发酵液的ｐＨ值调回至
原发酵液ｐＨ值为６．５，以未处理的发酵液为对照，用抑制菌
丝生长速率法测定抑菌活性，重复３次。
１．５．３　紫外照射对发酵液稳定性的影响　将Ｆ２菌株发酵液
于２５４ｎｍ紫外灯下分别照射５、１０、１５、２０、２５、３０ｍｉｎ后，以未
处理的发酵液为对照，用抑制菌丝生长速率法测定抑菌活性，

重复３次。
１．５．４　储藏稳定性试验　将 Ｆ２菌株发酵液在４℃和室温
（２５℃）条件下分别保存３、７、１５ｄ后，以未处理的发酵液为
对照，用抑制菌丝生长速率法测定抑菌活性，重复３次。
１．５．５　活性物质萃取试验　取４０ｍＬ发酵液分成４份，分别
加入等体积的正丁醇、乙酸乙酯、三氯甲烷、石油醚，在磁力搅

拌器上搅拌均匀，于分液漏斗中静置过夜。以未处理的发酵

液为对照，用抑制菌丝生长速率法测定抑菌活性，重复３次。

２　结果与分析

２．１　菌株Ｆ２发酵液对辣椒炭疽病菌的抑制作用
　　将拮抗放线菌Ｆ２的发酵液与 ＰＤＡ培养基混合制平板，
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接种辣椒炭疽病菌培养４ｄ。与对照相比，处理组平板上炭疽
病菌株生长缓慢，菌落边缘蔓延不明显，经测定该发酵液的抑

菌率达到８１．８１％（图１）。以上结果表明，Ｆ２发酵液对辣椒
炭疽病菌丝生长有显著的拮抗作用。

２．２　温度对稳定性的影响
　　随着处理温度升高，Ｆ２发酵液的抑菌活性缓慢下降，与
对照比较，在７０℃条件下抑菌率为６０％以上，但７０℃后发
酵液的抑菌效果明显降低，９０℃处理后抑菌率降低到２７％
（图２）。以上结果表明，Ｆ２发酵液中生物活性物质热稳定性
较弱，高温会对其活性造成严重影响。

２．３　ｐＨ值对稳定性的影响
　　在室温下Ｆ２发酵液中活性代谢产物在酸性条件下抑菌
活性较稳定，ｐＨ值在３～５范围内，发酵液活性代谢产物的抑
菌活性与对照发酵液相近，稳定性较好。随着碱性增强，抑菌

率呈下降趋势，但幅度不大，ｐＨ值在１０下依然保持着较强的
抑菌活性，抑菌率为７２．７％（图３）。因此，Ｆ２发酵滤液ｐＨ值
在３～１０范围内，对酸碱具有较好的稳定性，但要注意控制
ｐＨ值范围，以尽量减少活性成分的损失。

２．４　紫外照射对稳定性的影响
　　在紫外线照射５～３０ｍｉｎ的情况下，随着紫外线照射时
间的增长，活性物质的抑菌率有下降趋势，经过半个小时照

射，活性物质的抑菌率为６３．６％，与对照比较下降幅度小于
５％（图４）。以上结果表明，该菌株发酵液中活性代谢产物对
紫外线不敏感，有较强的抗紫外线照射的能力，可以用紫外光

适当照射发酵液来杀灭杂菌。

２．５　储藏时间对稳定性的影响
　　在室温与冷藏条件下活性物质抑菌率都呈下降趋势，但
冷藏条件下抑菌率下降缓慢，经 １５ｄ储藏后抑菌率为
７２７２％，其抑菌活性变化均不明显。而室温条件下储藏３ｄ
时活性明显降低，经过１５ｄ储藏后抑菌率为６３．６％，与对照
相比下降了９．０９百分点（图５）。以上结果表明，Ｆ２发酵液
中活性代谢产物储藏稳定性较好，且低温储藏效果更好。

２．６　不同有机溶剂对活性物质萃取的影响
　　活性物质在原始ｐＨ值条件下能被三氯甲烷、乙酸乙酯、
石油醚及正丁醇萃取，且萃取效果较明显，大部分抑菌活性物

质都进入到有机相中，只有石油醚萃取活性物质能力较弱

（表１）。根据相似相溶原理，可大致判断该活性物质极性较
强。此外，该活性物质既能溶于溶媒又能溶于水，是一种酯

溶－水溶性抗生素，且乙酸乙酯、正丁醇的萃取效果比三氯甲
烷和石油醚的效果好。

表１　发酵上清液萃取试验结果

萃取溶剂
生长抑菌率（％）

水相 有机相

三氯甲烷 １８．１９ ７７．２７
乙酸乙酯 ６３．６３ ８１．８１
石油醚 ８１．８１ ２７．２８
正丁醇 ５４．５５ ８１．８１

（下转第３３０页）
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度［２０］，这很好地解释了不同变黄处理烟叶内主要化学成分的

变化速率差异。值得一提的是，堆积变黄烟叶在处理７２ｈ时
总糖和还原糖含量远远低于烘烤变黄处理，但在经历定色和

干筋期后，总糖和还原糖含量反而明显高于烘烤变黄，笔者推

测，这是因为堆积变黄基本不排湿，导致烟叶内部水分十分充

足，即使进入烘烤模式，温度直接升至４２℃，其排湿仍然需要
一个过程，这使得烟叶细胞内部的相关酶活跃时间较长，从而

导致烟叶内化学成分的转化较对照更为充分。

总而言之，相对于烘烤变黄，堆积变黄条件下烤房内相对

湿度较大，烟叶失水速率变慢，烟叶的变黄速率和化学成分变

化速率也均相对变慢，这可能对后期烟叶内化学成分尤其是

碳水化合物的充分转化有利，与常规烘烤延长变黄期的原理

基本一致。另外，堆积变黄会缩短烟叶在烤房中的加热时间，

极大地降低了热能损耗，堆积烘烤在烤烟烘烤环节具有一定

的研究价值和实践意义。需指出的是，本研究仅仅对比２个
处理在变黄阶段的理化指标变化，缺乏更多香气相关物质的

转化或形成机理研究，欲充分了解堆积烘烤在生产实践上的

应用意义，尚需对烘烤调制全过程烟叶内香味物质进行更为

全面的研究探讨。
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３　结论

　　菌株Ｆ２发酵液中的活性物质对辣椒炭疽病菌有很好的
抑制作用，菌丝生长抑制率达到８０％以上，对用于防治辣椒
炭疽病具有较高潜在价值。

　　菌株Ｆ２发酵液活性物质对高温的稳定性差，对酸碱具有
较好的稳定性，有较强的抗紫外线能力，耐低温贮藏。

　　菌株Ｆ２发酵液经初步处理，采用有机溶剂进行萃取活性
物质在有机溶剂中的分配率较高，是一种酯溶 －水溶性抗生
素，可进一步分离纯化应用于辣椒炭疽病的生物防治。
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