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　　摘要：采用显微观察与电导率测定相结合的方法，研究枯草芽孢杆菌２１代谢物对大豆茄镰孢菌的抑菌作用与抑
制机理。结果表明：该菌株的无菌代谢物对茄镰孢菌菌丝生长及孢子萌发均有抑制作用，当发酵液的体积分数达到

９０％时，对病菌孢子萌发的抑制率可达９９％；显微观察可发现孢子畸形、顶端囊泡出现、芽管伸长受抑等现象；经无菌
发酵液处理后，菌片的电导率改变，显示出膜透性的改变。
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　　大豆根腐病是黑龙江省东北部大豆产区发生较严重的根
部病害之一，该病害发生时可影响大豆的产量和品质，一般年

份减产可达１０％～３０％，严重时减产可达６０％。引起大豆根
腐病的病原菌有十多种，属于镰孢菌属、丝核菌属、腐霉属和

疫霉属等，其中镰刀菌、丝核菌的致病力较强，引起根腐病普

遍发生［１－３］。

在根腐病的防治中以化学农药拌种为主，鉴于化学农药

的生态效应，生物防治不失为一种有效的防治手段，目前已报

道有多种生防制剂对该病具有防治效果［４－１２］。前期的研究

证明枯草芽孢杆菌２１具有生物防治能力，为了更好地开发该
菌株在生产中的应用，本研究利用其代谢物对大豆根腐病菌

茄镰孢菌进行抑菌研究。

１　材料与方法

１．１　材料
枯草芽孢杆菌２１（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ２１）、大豆根腐病菌茄

镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ）均保存于黑龙江八一农垦大学微生
物与发酵实验室。

大豆品种为绥农２９，由黑龙江八一农垦大学大豆栽培组
惠赠。

１．２　试验方法
１．２．１　枯草芽孢杆菌发酵液的获得　将筛选出的枯草芽孢
杆菌菌株转接到配制好的牛肉膏蛋白胨斜面试管中，２８℃活
化２０ｈ后，用接种环刮取１环菌体，接种于牛肉膏蛋白胨液
体培养基中，在２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养２０ｈ左右。当菌体
Ｄ６２０ｎｍ达到０．７左右时，按照３％接种量接菌到灭过菌的牛肉
膏蛋白胨液体培养基中，在２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养３６ｈ，
即为发酵好的枯草芽孢杆菌。发酵后的培养液先经离心沉

淀，然后去除菌体，在无菌条件下吸取发酵上清液，用孔径大

小为 ０．２２μｍ的微孔滤膜进行过滤除菌，获得拮抗无菌

滤液。

１．２．２　代谢物对茄镰孢菌菌丝生长的抑制　以茄镰孢菌为
指示菌，将病原真菌活化，待其长满平板后，用直径为５ｍｍ
的打孔器打成大小一致的菌碟，用接种针挑取菌碟分别接入

ＰＤＡ平板中，２８℃恒温培养１ｄ后，在距离菌碟３ｃｍ处插入
已灭菌的牛津杯，并向牛津杯内注入相同体积的处理好的无

菌滤液，每组重复３次，置于２８℃恒温箱中培养４ｄ后测量
抑菌圈半径。

１．２．３　不同浓度发酵液对植物病原菌孢子萌发的影响　分
别向含有０．１ｍＬ的５．２×１０７个／ｍＬ的茄镰孢菌分生孢子悬
浮液中加入０．９、０．８、０．７、０．６、０．５ｍＬ枯草芽孢杆菌发酵液，
并用无菌水定容使其最终体系均为１ｍＬ，即发酵液的体积分
数分别为９０％、８０％、７０％、６０％、５０％；以未加发酵液的茄镰
孢菌分生孢子悬浮液作为空白对照，充分混匀后于２８℃恒温
暗培养，当空白对照的孢子萌发率达到９０％以上时，调查各
处理孢子萌发情况，每个载玻片观察１０个视野，共计３００个
孢子，孢子萌发形成的芽管长度大于孢子一半时视为萌发，计

算不同浓度枯草芽孢杆菌发酵液处理的孢子萌发率，对发酵

液作用下孢子萌发出现的畸形情况拍照记录，相关计算公式

如下：

孢子萌发率＝（萌发的孢子／３００）×１００％；
　　抑制百分率 ＝（空白对照孢子萌发率 －处理孢子萌发
率）／空白对照孢子萌发率×１００％。
１．２．４　无菌发酵液处理对茄镰孢菌电导率变化的影响　用
直径为５ｍｍ的打孔器在已活化好的镰刀菌菌落同心环处打
取菌碟，分别培养在直径为９ｃｍ的含有２０ｍＬ查氏培养基的
培养皿中，２８℃恒温暗培养４ｄ，待用。将培养好的镰刀菌菌
片用重蒸水冲洗５遍，真空抽滤吸干水分后，放入装有无菌发
酵液的１００ｍＬ三角瓶中浸渍，保证菌片完全浸没在培养液
中，每２ｈ取５个菌片，用重蒸水冲洗５次，保证菌片完好。
将冲洗后的菌片放入有盛有３５ｍＬ无离子水的５０ｍＬ三角瓶
中，即刻利用电导率仪测定电导率，之后静置３０ｍｉｎ，再次测
定浸渍液的电导率，两者差值可以反映出所测菌体在处理时

间内的细胞内容物渗出程度。以浸于清水中的菌片的电导率

为对照。

—５７１—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１１期



２　结果与分析

２．１　代谢物对茄镰孢菌菌丝生长的抑制
试验中证实：经对峙培养后，枯草芽孢杆菌２１对茄镰刀

菌的菌丝生长可以产生抑菌圈（图１－ａ），抑菌圈直径可达
０．９ｃｍ，因而进一步进行了该菌株代谢物的抑菌作用研究。
测定结果表明：采用管碟法获得的抑菌圈直径可达 ０．７ｃｍ
（图１－ｂ），菌丝生长抑制率为８３．４％。

２．２　代谢物对茄镰孢菌孢子萌发的影响
枯草芽孢杆菌产生的代谢产物主要为抗菌肽类及一些蛋

白类拮抗物，对病原菌的孢子萌发及菌丝生长产生抑制作用。

利用无菌代谢物处理病原菌孢子，通过定时观察显微镜下孢

子萌发情况发现：２８℃黑暗恒温培养８ｈ后，对照（清水处
理）中茄镰孢菌孢子萌发率可达到９５％以上；而不同浓度代
谢物处理茄镰孢菌的分生孢子后，对镰孢菌的孢子萌发均产

生抑制作用，但不同浓度抑制程度不同，且随着发酵液浓度的

增加，孢子萌发率逐渐降低，即发酵液体积分数分别为５０％、
６０％、７０％、８０％、９０％时，镰孢菌的孢子萌发率分别为
６７．０％、１８．０％、７．０％、３．０％、０．７％，即当发酵液的体积分数
达到９０％时，对病菌孢子萌发的抑制率可达９９％（表１）；供试
不同浓度的发酵液对孢子萌发都有强烈抑制作用，在显微镜下

均可观察到大量的畸变孢子及不萌发的孢子，畸变形态多样，

部分孢子顶端出现囊泡，部分孢子顶端膨大变形，部分孢子萌

发长出了芽管，但芽管无法进一步伸长（图２－ａ）；而对照组孢
子可正常萌芽并形成大量光滑修长的菌丝体（图２－ｂ）。
２．３　枯草芽孢杆菌无菌代谢物处理茄镰孢菌后菌体电导率
的变化

表１　不同浓度的枯草芽孢杆菌２１发酵液对茄镰刀菌孢子
萌发的影响

代谢物浓度

（％）
萌发数

（个）

萌发率

（％）

９０ ２ ０．７
８０ ９ ３．０
７０ ２１ ７．０
６０ ５４ １８．０
５０ ２０１ ６７．０

０（ＣＫ） ２９９ ９９．７

　　电导率的变化可以衡量溶液中离子强度的大小，也在一
定程度上反映细胞膜透性的改变。通过对浸泡不同时间镰刀

菌菌片电导率的测定发现：与对照相比，经无菌发酵液处理过

的菌体浸渍液电导率变化趋势与对照（水）处理的电导率变

化不同，发酵液处理２～１６ｈ内的菌片浸渍液电导率均高于
清水处理，且以处理１０ｈ时电导率值最高，高出对照１８６％，
随后呈下降趋势；当发酵液处理１８～２８ｈ时，菌体浸渍液电
导率值却明显低于对照，尤其是发酵液处理２０～２８ｈ时，电
导率值相对平稳（图３）。从结果中可看出，随着发酵液对菌
体处理时间的延长，菌体的内容物外渗作用增加，当作用１６ｈ
后，菌体内容物几乎全部外渗；而在１８ｈ后，发酵液处理的菌
片电导率反而低于对照，这可能与清水处理菌片损伤程度较

小有关，从清水对照处理不同时间电导率值变化较平稳也能

体现这一点。

３　结论与讨论

拮抗微生物在植物病害防治方面机理复杂，主要体现在

空间和营养竞争、产生抗菌物质与诱导植物抗病性等方面。
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已有大量文献报道了不同拮抗微生物的拮抗效果，其中拮抗

细菌主要为芽孢杆菌，且主要的菌种为枯草芽孢杆菌（Ｂ．
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、蜡样芽孢杆菌（Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ），多黏芽孢杆菌（Ｂ．ｐｏｌｙ
ｍｙｘａ）、地衣芽孢杆菌（Ｂ．ｌｉｎｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）、短小芽孢杆菌（Ｂ．
ｐｕｍｉｌｕｓ）等，不同菌株对不同植物病原真菌表现出不同的抑
制效果［４－７，１３－２２］。试验选用的枯草芽孢杆菌２１菌株对茄镰
孢菌的菌丝生长表现出明显抑制作用，可作为潜在的生防菌

株进一步开发与应用。

微生物的代谢产物种类多样，是有效的杀菌成分，代谢物

抑菌机理的探讨也是目前生物防治研究的热点之一。利用显

微观察法研究真菌、细菌或放线菌代谢物的抑菌效果时，均观

察到了病原菌菌丝生长畸形或孢子萌发畸形的现象［２１］。在

对枯草芽孢杆菌２１菌株无菌滤液抑菌研究中，也同样观察到
了病原菌孢子畸形、无法正常萌发的现象，这一结果的获得为

该菌株的开发应用提供有力支持。

真菌的细胞壁与细胞膜是调节物质运输的重要细胞器，

一旦细胞壁与膜受到损伤后会有电解质的渗漏，因而测定电

解率的变化可以作为判断膜损伤的依据之一。许多研究表

明，作用于细胞膜的抗菌物都能促使电导率的增高［１８，２１］。本

研究经处理后的病原菌菌体浸液的电导率也出现增高的现

象，且与对照相比电导率增高在处理２ｈ后即有明显的表现，
表明该菌株在真菌病害防治中具有重要潜力。
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