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　　摘要：为研制辣椒疫霉病新型杀菌剂，测定了１株活性中度嗜盐菌发酵液的提取物对辣椒疫霉菌的抑制作用及抑
制中浓度。结果表明，在２、１ｍｇ／ｍＬ的供试浓度下，菌株Ｅ０１０２Ｂ１发酵产物的水溶性部分对辣椒疫霉菌的抑制率最高，
为７９．４５％；总粗提物部分抑制率为６６．９２％。通过回归方程计算对辣椒疫霉菌的抑制中浓度值（ＥＣ５０）为１．０９ｍｇ／ｍＬ。

　　关键词：中度嗜盐菌；提取物；辣椒疫霉菌；抑菌活性；生物防治
　　中图分类号：Ｓ４３６．４８．１＋９　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）１０－０１７０－０２

收稿日期：２０１５－０４－１６
基金项目：教育部青藏高原生物技术重点实验室开放基金（编号：

２０１１０１）；２０１４年中国科学院西部之光人才培养计划。
作者简介：沈　硕（１９８１—），女，山东济南人，博士，副研究员，研究方
向为植物病害生物防治。Ｅ－ｍａｉｌ：ｆｊｆｚｓｓ＠１２６．ｃｏｍ。

　　嗜盐菌是极端环境微生物的重要类群之一，作为重要的
盐田生物，更作为一种新型微生物资源，它不仅为微生物生

理、遗传和分类及生命科学和相关学科许多领域的研究提供

新的课题，也为生物进化、生命起源的研究提供新的材料，展

现了它潜在而广阔的应用前景［１］。目前，有关嗜盐菌的研究

报道主要涉及到新菌种的发现、多相分类学的鉴定及菌株同

源进化关系等方面［２－６］，但针对嗜盐菌的生物活性及其应用

开发方面的研究较少。

青海省境内有大面积的盐湖，是研究盐碱环境微生物资

源的理想场所。近年来，研究人员对青海省柯柯盐湖［７］、茶

卡盐湖［７－９］、青海湖［１０］等盐湖区域中的微生物资源进行了一

系列研究，从中发现了较多的嗜盐细菌和放线菌等微生物新

类群，并筛选出了一批具有较强生物活性的菌株，分析了该地

区嗜盐微生物资源的多样性，为我国西北盐碱环境中微生物

资源的利用与保护打下了基础。

从盐湖极端环境中生长的各种微生物，必然会产生一些独

特的次级代谢产物，从中分离到新颖结构及新活性的化合物的

概率也会大大增加，将研究得到的化合物应用于农业生产及医

药方面，必将开发出一系列新型农药制剂的先导化合物或抗肿

瘤临床用药的先导化合物，具有一定的理论及实践意义［１１］。

本试验以本研究小组之前筛选出的具有抑制辣椒疫霉菌

活性的嗜盐菌菌株为靶标菌，对其次级代谢产物粗提物开展

进一步的活性追踪试验，研究粗提物抑制辣椒疫霉活性的活

性部位，为下一步开展活性菌株田间试验及分离活性化合物、

开发新型生物活性农药奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验菌株　供试活性嗜盐菌菌株 Ｅ０１０２Ｂ１由本实验
室分离自察尔汗盐湖湖泥样品，辣椒疫霉菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ
ｃａｐｓｉｃｉ）为青藏高原生物技术教育部重点实验室保藏菌种。

１．１．２　培养基　嗜盐菌培养基为 ＡＴＣＣ２１３改良培养基［１２］：

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１０ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．２ｇ，ＫＣｌ５ｇ，蛋白胨
２．５ｇ，酵母膏 １０ｇ，ＮａＣｌ１５０ｇ，琼脂粉 １２ｇ，加蒸馏水至
１０００ｍＬ，ｐＨ值７．２～７．４。病原真菌培养基及对峙培养培养
基均为马铃薯葡萄糖固体培养基（ＰＤＡ培养基）［１３］：马铃薯
２００ｇ，葡萄糖１５ｇ，琼脂１５ｇ，水１０００ｍＬ，ｐＨ值自然。
１．２　菌株发酵产物水溶性提取物的制备

将活性菌株接种于发酵培养基中，于摇瓶柜中２８℃培养
７ｄ后，按一定的比例加入甲醇浸泡５ｄ，取液体部分于旋转蒸
发仪上浓缩，得到浸膏Ａ。向浸膏 Ａ中加入等体积的蒸馏水
使其充分溶解，不溶于水的部分即脂溶性部分，溶于水的部分

过滤后，经Ｄ－１０１大孔树脂柱蒸馏水洗脱，取液体部分于旋
转蒸发仪上减压浓缩，得到的浸膏为大分子部分。继续经甲

醇洗脱后，取液体部分于旋转蒸发仪上减压浓缩，得到的浸膏

为水溶性部分。浸膏Ａ中不溶于水的部分即为脂溶性部分。
１．３　水溶性提取物对辣椒疫霉菌抑制活性的测定

采用滤纸片法［１４］，将菌饼及含有不同浓度水溶性提取物

溶液的滤纸片分别移植到培养基平板上，置于培养箱中２８℃
恒温培养５ｄ，试验设置３个重复。每天以十字交叉法测量抑
菌圈直径，取平均值，根据下式计算抑制生长率：抑制率＝（对
照抑菌圈直径－处理抑菌圈直径）／对照抑菌圈直径×１００％。
１．４　水溶性提取物抑制辣椒疫霉菌的中浓度（ＥＣ５０）

采用滤纸片法，即用５ｍｍ直径的打孔器在培养好的各
植物病原真菌菌落外缘切下菌饼。将滤纸片分别蘸取终浓度

为２．０００、１．０００、０．５００、０．２５０、０．１２５ｍｇ／ｍＬ的水溶性提取物
溶液。根据统计回归方法计算菌株发酵产物水溶性提取物对

植物病原真菌的抑制中浓度值。

１．５　数据处理
采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　活性菌株发酵产物提取物抑制辣椒疫霉菌的活性
为了进一步确定发酵产物粗提物的活性部位，在 ２、

１ｍｇ／ｍＬ的供试浓度下，利用生长速率法测定了菌株
Ｅ０１０２Ｂ１发酵产物粗提物的各个部分抑制辣椒疫霉菌的活
性，粗提物各部分见图１。从表１可以看出，粗提物３个部分
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中，水溶性部分对辣椒疫霉菌的抑制率最高，为７９．４５％；高
于总粗提物部分的抑制率，总粗提物抑制率为６６．９２％。大
分子部分的抑制活性较低。因此，将水溶性部分确定为菌株

Ｅ０１０２Ｂ１发酵产物粗提物的活性部位。

表１　菌株Ｅ０１０２Ｂ１粗提物各部分抑制辣椒疫霉的活性

粗提物部分
抑制率（％）

２ｍｇ／ｍＬ １ｍｇ／ｍＬ
水溶性 ７９．４５±０．４２ａ ４８．６２±０．３３ａ
大分子 ３．１６±０．５１ｄ ２．３２±０．３１ｄ
脂溶性 １４．５３±０．３８ｃ ９．１９±０．２８ｃ
总粗提物 ６６．９２±０．４３ｂ ４０．０５±０．６１ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　活性菌株水溶性提取物抑制辣椒疫霉菌的中浓度
对活性较高的水溶性提取物部分，通过对起始浓度进行

倍比稀释为 ５个浓度梯度，在 ２．０００、１．０００、０．５００、０２５０、
０１２５ｍｇ／ｍＬ的浓度下，菌株 Ｅ０１０２Ｂ１的水溶性提取物对辣
椒疫霉菌的抑制率分别为 ７９．４５％、４８．６２％、３５２１％、
２１８３％、１１．０５％。对其建立浓度对数值－抑制率曲线，通过
回归方程计算其对辣椒疫霉菌的抑制中浓度值为

１．０９ｍｇ／ｍＬ（图２、图３）。

３　讨论

菌株Ｅ０１０２Ｂ１粗提物各部分抑制辣椒疫霉菌的活性结
果表明，菌株Ｅ０１０２Ｂ１的水溶性提取物对辣椒疫霉菌抑制率
高于总粗提物的抑制率，说明该菌株的发酵产物抑制辣椒疫

霉菌的活性部位主要存在于水溶性提取物部分。今后可以做

田间试验以进一步开发利用。

　　现有的抗菌药物的不足之处在于抗菌谱普遍较窄。我们
将对本研究中的抑菌活性较好的活性部分进行更深入的抗菌

谱方面的研究，同时结合天然产物化学的手段，希望从中找出

相关新的具有广谱抗菌活性的物质，为以后的抗菌机制研究、

新型农药制剂开发与农业综合防治等方面打下基础。

　　盐湖中的生物多样性蕴藏着重要的经济效益和巨大而特

殊的基因资源，也是我们需要探究的对象。盐湖中新物种客

观存在，有待去发现与挖掘。开展盐湖生物基因工程研究是

现代生物技术的关注点；探索盐湖微生物资源效能及应用价

值很有潜力，并具有广阔的开发前景。
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