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现，Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株的最佳发酵时间为３ｄ，最佳发酵温度为２８～３３℃，最佳转速为１５０ｒ／ｍｉｎ，最佳装液量为１２５ｍＬ
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　　解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）广泛分布在
自然界中，如植物体内、植物根际、土壤、深海水中均有分布。

它们与枯草芽孢杆菌亲缘性很高，可以产生对多种真菌与细

菌具有抑制作用的多种代谢产物。因为解淀粉芽孢杆菌存在

广泛、易分离、易培养，能抑制植物病害，非致病，安全使用对

普通人畜群体无害，而且不污染环境，因而特别受重视［１－５］。

将解淀粉芽孢杆菌制成生物制剂，植物花部、枝干、叶、根部都

可使用，施用方法可以采取对农作物拌种、灌根、喷施等，可广

泛应用于作物采收前后的病害防治上，也有研究指出可应用

于粮食果蔬储存保鲜上［６］。因此，解淀粉芽孢杆菌在植物病

害生物防治方面具有广阔的应用前景。

Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株是金海强等［７－８］从杨树枝条中分离出来

的拮抗菌株。结合形态学、培养特征及分子生物学方法鉴定

Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株为解淀粉芽孢杆菌，是一种与枯草芽孢杆菌
亲缘性很高的细菌，该菌在生长过程中可以产生一系列能够

抑制真菌和细菌活性的代谢物，对植物病原菌具有强烈抑制

作用［３，９］。经过田间防病试验和室内抑菌试验，Ｙ－Ｓ－Ｙ１２
菌株对人参锈腐病（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎｄｅｓｔｒｕｃｔａｎｓ）的抑制作用最
强，同时还有促进人参生长作用。另外，Ｙ－Ｓ－Ｙ１２发酵浓
缩液对人参锈腐病菌也具有较强的抑制活性。有关 Ｙ－Ｓ－
Ｙ１２菌株发酵条件优化方面未见报道。对此，进行 Ｙ－Ｓ－
Ｙ１２菌株发酵条件的优化试验，以期为Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株的扩
大培养以及规模化生产菌剂打下基础。

１　材料与方法：

１．１　供试菌和培养基
供试菌为人参锈腐病菌和Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株，均由延边大

学植物病理实验室保存。

供试培养基为 ＮＡ培养基、ＰＤＡ培养基、ＫＢ培养液、ＬＢ
培养液，ＮＡ培养液，ＰＤＡ培养液、基础发酵培养基［１０］。

１．２　方法
１．２．１　菌种活化及种子菌的制备　将 Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株转接
在ＮＡ培养基中，在２５℃培养箱中培养４８ｈ后取２环接种在
ＮＡ培养液中，放入恒温３０．６℃，转速为１２０ｒ／ｍｉｎ摇床中振
荡培养４８ｈ，得到种子菌。
１．２．２　发酵浓缩液　将不同培养条件的发酵液用
４０００ｒ／ｍｉｎ离心机分离２０ｍｉｎ，再过滤，将滤液浓缩到１０％，
灭菌待用。

１．２．３　不同培养条件对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响　以温
度为３０．６℃，种子菌的接种量为１％，转速１２０ｒ／ｍｉｎ，培养
４８ｈ为基本条件。在基础条件不变的情况下，不同培养时间
（１、２、３、４、５、６、７ｄ），不同培养温度（２３、２８、３３、３８、４３、４８、
５３℃），不同转速（７０、９０、１１０、１３０、１５０、１７０、１９０ｒ／ｍｉｎ），不同
装液量（在２５０ｍＬ的三角瓶中加入培养基量为５０、７５、１００、
１２５、１５０、１７５、２００ｍＬ），不同的起始ｐＨ值（４、５、６、７、８、９、１０）
及不同培养基（ＬＢ、ＮＡ、ＫＢ、ＰＤＡ），测定发酵液在５８０ｎｍ处
的吸光值及发酵浓缩液对人参锈腐病菌的抑菌率，根据不同

处理的菌体生长量和抑菌活性的大小确定最佳发酵条件。

抑菌活性测定采用双层培养基打孔法。先在 ＰＤＡ平板
中间放入直径８ｍｍ的人参锈腐病菌的菌碟１片，在菌碟两
边１．５ｃｍ处将第２层培养基打孔放置滴２００μＬ发酵浓缩液
（２边对称），以只放置人参锈腐病菌菌碟的为对照，每个处理
重复３个培养皿，放入２０℃恒温箱培养６ｄ，测人参锈腐病菌
菌落直径，计算抑菌率。
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抑菌率＝对照病菌菌落宽度－处理病菌菌落宽度
对照病菌菌落宽度－接种时菌碟宽度 ×１００％。

１．２．４　不同碳源对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响　在基础发
酵培养基中氮源含量和其他培养条件不变的情况下［１１－１３］，分

别用蔗糖、柠檬酸钠、乙酸钠、乳糖、麦芽糖、淀粉等量替换基

础发酵培养基中的葡萄糖，以基础发酵培养基作对照，测定不

同碳源的发酵无菌液对人参锈腐病菌抑菌活性的影响，抑菌

活性大小和菌量测定方法同“１．２．３”节。
１．２．４　不同氮源对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响　在基础发
酵培养基中碳源含量和其他培养条件不变的情况下，分别用

牛肉膏、硝酸钠、硝酸钾、氯化铵、尿素等量替换基础发酵培养

基中的胰蛋白胨，以基础发酵培养基作对照，测定不同氮源的

发酵无菌液对人参锈腐病菌抑菌活性的影响，抑菌活性大小

和菌量测定方法同“１．２．３”节。
１．２．５　无机盐对发酵液抑菌活性的影响　在基础发酵培养
基中碳源含量、氮源含量和其他培养条件不变的情况下，用硫

酸镁、硫酸铁、硫酸锌、磷酸二氢钾等量替换培养基中的碳酸

钙，以基础发酵培养基作对照，测定不同无机盐对人参锈腐病

菌抑菌活性的影响，抑菌活性大小和菌量测定方法同“１．２．
３”节。
１．２．６　均匀设计试验　在确定主要碳、氮源的基础上，对葡
萄糖、牛肉膏、酵母粉、磷酸氢二钾进行单因子试验，采用不同

浓度梯度（葡萄糖０～２ｇ，依次增加０．４ｇ；酵母粉０～０．１ｇ，
依次增加０．０２ｇ；磷酸氢二钾０．１～０．２ｇ，依次增加０．０２ｇ；
牛肉膏１．５～２．５ｇ，依次增加０．２ｇ）。本研究采用ＤＰＳ７．０５
数据处理软件进行统计分析，在以上试验的基础上选择均匀

设计法［１４－１５］Ｕ４６的均匀设计表，用均匀设计使用表设计方案
进行了多水平试验，并结合偏最小二乘回归分析［１６］对其营养

条件进行了优化。

２　结果与分析

２．１　不同培养条件对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响
２．１．１　不同培养时间对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响　随着
培养天数的增加，Ｄ值和抑菌率均有增加的趋势，其中培养
３ｄ时Ｄ值和抑菌率达到了高峰，随后 Ｄ值和抑菌率均有下
降趋势（表１）。结果表明，Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株的最佳发酵时间
为３ｄ。

表１　不同培养天数对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响

天数

（ｄ） Ｄ值 平均抑菌率

（％）

１ １．２６０ ３５．２１ｄ
２ １．３５６ ４１．２５ｃ
３ １．５５５ ４９．９８ａ
４ １．１５７ ４８．３２ａｂ
５ １．３１５ ４８．１１ａｂ
６ １．１０９ ４８．０６ａｂ
７ １．０５４ ４７．８７ｂ

２．１．２　不同温度处理对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响　随着
温度的增加，Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株的Ｄ值和抑菌率均有增加的趋
势。当培养温度为 ２８℃时 Ｄ值最高，其次为 ３３℃时的 Ｄ
值；培养温度为３３℃时的抑菌率最高，其次为２８℃时的抑菌

率。之后随着温度的增高Ｄ值和抑菌率均有下降的趋势（表
２）。结果表明，Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株的最佳发酵温度为 ２８～
３３℃。

表２　不同温度对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响

温度

（℃） Ｄ值 平均抑菌率

（％）

２３ １．３０７ ５１．５８ｂｃ
２８ １．６１６ ５３．１５ｂ
３３ １．４８３ ５７．５５ａ
３８ １．２４２ ５０．２１ｃ
４３ ０．９６１ ３７．８７ｄ
４８ ０．９０５ ２４．４８ｅ
５３ ０．５３３ ２０．９４ｆ

２．１．３　不同转速处理对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响　随着
转速的增加，Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株的Ｄ值和抑菌率均有增加的趋
势。当转速为１５０ｒ／ｍｉｎ时 Ｄ值和抑菌率达到了高峰 （表
３）。结果表明，Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株最佳发酵转速为１５０ｒ／ｍｉｎ。

表３　不同转数对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响

转速

（ｒ／ｍｉｎ） Ｄ值 平均抑菌率

（％）

７０ １．３０６ ４４．８１ｅ
９０ １．４８７ ４８．８９ｄ
１１０ １．５９７ ４９．４０ｄ
１３０ １．６６４ ５９．０４ｂｃ
１５０ １．８５４ ６３．３７ａ
１７０ １．８３０ ６２．４８ａｂ
１９０ １．４８４ ６０．２７ｂ

２．１．４　不同装液量处理对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵浓缩液的影
响　随着装液量的增加，Ｙ－Ｓ－Ｙ１２的 Ｄ值和抑菌率均有增
加的趋势。当装液量为 １２５ｍＬ时 Ｄ值和抑菌率达到了高
峰，其次是 １００ｍＬ的 Ｄ值和抑菌率（表 ４）。结果表明，
Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株最佳发酵装液量为１２５ｍＬ。

表４　不同装液量对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响

装液量

（ｍＬ） Ｄ值 平均抑菌率

（％）

５０ ０．９７０ ４２．２５ｃｄ
７５ １．３５１ ４３．１４ｃ
１００ ２．０２４ ５１．２５ｂ
１２５ ２．４２０ ５３．３１ａ
１５０ １．６２７ ４０．４４ｄ
１７５ １．６２５ ３８．２２ｅ
２００ １．５０８ ３７．１２ｅ

２．１．５　不同ｐＨ值处理对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响　随
着ｐＨ值的增加，Ｙ－Ｓ－Ｙ１２的 Ｄ值和抑菌率均有增加的趋
势。当ｐＨ值＝６时Ｄ值和抑菌率达到了高峰，之后随着 ｐＨ
值的增加 Ｄ值和抑菌率有下降趋势（表 ５）。结果表明，
Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株最佳发酵ｐＨ值为６。
２．１．６　不同培养基处理对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响　在
ＮＡ培养基上Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株的 Ｄ值和抑菌率最高，其次为
ＫＢ培养基和ＬＢ培养基上的 Ｄ值和抑菌率（表６）。结果表
明，Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株在ＮＡ培养基上发酵较好。
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表５　不同ｐＨ值对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响

ｐＨ值 Ｄ值 平均抑菌率

（％）

４ ０．８４６１ ２５．７６ｅ
５ １．８２４ ５３．２９ｂ
６ １．８７８ ５８．８１ａ
７ １．８６８ ５３．９３ｂ
８ １．８４６ ４３．０６ｃ
９ １．６９５ ４２．６０ｃ
１０ ０．８０９３ ３２．６５ｄ

表６　不同培养基对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响

培养基 Ｄ值 平均抑菌率

（％）

ＬＢ ２．８８１ ４６．３２ｂ
ＮＡ ３．７３２ ５４．５４ａ
ＫＢ ３．４８０ ４７．３２ｂ
ＰＤＡ ２．３３０ ４１．２９ｃ

２．２　不同营养条件对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响
不同碳源对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响较大。其中以

葡萄糖为碳源时的 Ｄ值和抑菌率最高，其次为蔗糖，再次为
麦芽糖（表７）。结果表明，Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株最佳发酵碳源为
葡萄糖。

表７　不同碳源Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响

碳源 Ｄ值 平均抑菌率

（％）

葡萄糖 ８．０９８ ５５．４８ａ
蔗糖 ７．６３３ ５４．６１ｂ
麦芽糖 ７．４９２ ５３．７６ｃ
乙酸钠 ５．９４５ ３１．６４ｆ
乳糖 ６．７９６ ４８．３０ｄ

柠檬酸钠 ６．０４５ ４４．６５ｅ

　　不同氮源对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响较大。其中以
牛肉膏为氮源时的 Ｄ值和抑菌率最高，其次为胰蛋白胨，再
次为硝酸钠（表８）。结果表明，Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株最佳发酵氮
源为牛肉膏。

表８　不同氮源对菌株发酵浓缩液的抑菌率及菌量影响情况

氮源 Ｄ值 平均抑菌率

（％）

胰蛋白胨 ５．１３５ ４８．９０ｂ
牛肉膏 ５．６８１ ４９．４３ａ
硝酸钠 ５．０８９ ４４．０３ｃ
尿素 ４．９１８ ３５．４１ｅ
氯化铵 ４．４２１ ３０．０９ｆ
硝酸钾 ４．８６６ ３７．９４ｄ

　　不同无机盐对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的影响较大。其中
磷酸氢二钾为无机盐时的Ｄ值和抑菌率最高，其次为硫酸镁
和硫酸铁，再次为碳酸钙（表９）。结果表明，Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株
最佳发酵无机盐为磷酸氢二钾。

２．３　碳、氮源单因素试验和均匀设计法优化
均匀设计方案及试验结果见表１０。采用偏最小二乘回

归法对试验结果进行回归建模分析，得到如下二次多项式回

表９　不同无机盐对菌株发酵浓缩液的抑菌率及菌量影响情况

无机盐 Ｄ值 平均抑菌率

（％）

碳酸钙 ２．９７４ ４１．０５ｃ
磷酸氢二钾 ３．１３７ ４７．０７ａ
硫酸铁 ３．１２６ ４２．５３ｂ
硫酸锌 ２．８８２ ２０．４５ｄ
硫酸镁 ３．１０７ ４２．６４ｂ

归模型：

Ｙ＝７４．４７４３＋０．３９Ｘ１＋０．４０５４Ｘ２－１４．３４０９Ｘ３－２．１１１５Ｘ４＋
０．０１３３Ｘ１

２ －０．２７３１Ｘ２
２ ＋１．４９８４Ｘ３

２ ＋０．０５３３Ｘ４
２ ＋

０．０４４６Ｘ１Ｘ２－０．１７４２Ｘ１Ｘ３－０．０２６６Ｘ１Ｘ４＋１．５８８４Ｘ２Ｘ３－
００８９２Ｘ２Ｘ４＋０．３４８４Ｘ３Ｘ４。

模型拟合的决定系数Ｒ２为０．８４４５（表１１），且模型的误
差平方和及Ｐｒｅｓｓ均较小，表明回归模型的拟合程度和模型的
预测能力较好［１７］。经分析得最优配方为 １．２０ｇ葡萄糖、
３．１０ｇ酵母粉、２．００ｇ磷酸氢二钾、２４．８６ｇ牛肉膏，此时抑菌
率为５１．１０％。

表１０　均匀设计试验方案及试验结果

水平
因素

Ｘ１：葡萄糖 Ｘ２：酵母粉 Ｘ３：Ｋ２ＨＰＯ４ Ｘ４：牛肉膏
抑菌率

（Ｙ，％）

１ ０ １ １．４ ２５ ５０．２８
２ ４ ３ ２ ２３ ４８．５５
３ ８ ５ １．２ ２１ ４４．１６
４ １２ ０ １．８ １９ ３９．４３
５ １６ ２ １ １７ ４９．３４
６ ２０ ４ １．６ １５ ４７．２８

表１１　误差平方和及决定系数

考察指标 误差平方和 决定系数Ｒ２ Ｐｒｅｓｓ统计量
Ｙ１ ０．７７７３ ０．８４４５ ２．３１０６

　　注：考察指标Ｙ１为抑菌率。

３　结论

Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株的单因素培养条件优化结果表明，培养
时间为３ｄ，培养温度为２８～３３℃，转速为１５０ｒ／ｍｉｎ，装液量
为１２５ｍＬ（培养容器的容量为２５０ｍＬ），初始ｐＨ值为６时的
发酵效果最好；供试培养基中Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株在 ＮＡ培养基
中的发酵效果最佳。

通过不同碳源、氮源及无机盐对Ｙ－Ｓ－Ｙ１２菌株发酵的
影响研究，以葡萄糖为碳源，牛肉膏为氮源，磷酸氢二钾为无机

盐时的发酵效果最好。进一步使用均匀设计法寻找最佳培养

基配方，结果表明，最优配方为１．２０ｇ葡萄糖、３．１０ｇ酵母粉、
２．００ｇ磷酸氢二钾、２４．８６ｇ牛肉膏，此时抑菌率为５１．１０％。
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不同年生紫茎泽兰不同部位水浸液

对甜荞种子萌发的影响

龚　勋１，２，王珩义２

（１．贵州理工学院轻工工程学院，贵州贵阳５５０００３；２．贵州工程应用技术学院生态工程学院，贵州毕节５５１７００）

　　摘要：以甜荞种子作为受体，采用培养皿滤纸法初步研究不同年生（一年生和多年生）紫茎泽兰不同部位（叶、茎、
根）的水浸液在不同浓度（１０、２０、３０、４０、５０ｇ／Ｌ）下对甜荞种子萌发的影响。结果发现，一年生和多年生紫茎泽兰叶水
浸液在较高浓度（４０、５０ｇ／Ｌ）时，对甜荞种子发芽率和发芽指数均有显著影响；而一年生紫茎泽兰根水浸液只在浓度
为４０ｇ／Ｌ时，对甜荞种子发芽率有显著影响；一年生和多年生紫茎泽兰茎水浸液对甜荞种子发芽率和发芽指数均无
显著影响。从发芽率化感效应敏感指数来看，一年生紫茎泽兰叶和根水浸液的化感效应对甜荞种子萌发的影响表现

出明显的低促高抑；而多年生紫茎泽兰叶水浸液则只表现出明显的抑制作用。
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　　紫茎泽兰（Ｅｕｐａｔｏｒｉｕｍａｄｅｎｏｐｈｏｒｕｍ）属菊科泽兰属，为多
年生草本或亚灌木。目前，紫茎泽兰已经位居生物入侵种名

单之首，由于其具有生活力强、适应性广、化感作用强烈等特

点而易成为群落中的优势种，甚至发展为单一优势群落［１］。

紫茎泽兰的蔓延破坏了畜牧业、农林业的生产，破坏群落结构

和生物的多样性，也危害着人类的健康［２－３］。研究表明化感

作用是紫茎泽兰成功入侵并扩张的重要原因［４－７］。目前成株

化感作用的研究受到竞争和化感作用分离方法的限制，因而

主要利用生物测试方法进行化感作用的研究［８］，观测植物水

浸液对植物种子萌发和幼苗生长的影响［９］。近年来，随着紫

茎泽兰的逐步侵入，很多地区的经济作物受到了威胁。本研

究以贵州省重要的经济作物荞麦作为紫茎泽兰化感作用的受

体植物。荞麦属蓼科（Ｐｏｌｙｇｏｎａｃｅａｅ）荞麦属（Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ），而
甜荞麦（Ｆａｇｏｐｙｒｕｍｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ Ｍｏｅｎｃｈ）作为主要栽培品
种［１０］，是一种重要的经济作物和食物来源，其种子具有适合

人类需求的营养物质，也具有很高的药用价值［１１］。目前以不

同的植物作为受体对紫茎泽兰化感作用的研究较多［１２－１６］，但

关于紫茎泽兰的化感作用对荞麦种子萌发的影响至今尚未见

任何报道。因此，本研究以荞麦中的甜荞种子为受体，探讨不

同年生紫茎泽兰不同部位的水浸液对甜荞种子萌发的影响，

以期比较出不同年生紫茎泽兰的不同部位化感作用对荞麦种

子萌发的敏感性差异，为当地农作物的栽培提供参考，为保护

生物资源多样性提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
紫茎泽兰采集于贵州省毕节市大方县，分为一年生和多
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