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　　摘要：为明确生防细菌 Ｇ１０菌株在芝麻立枯病生物防治中对环境条件的耐受性，首先利用平板培养法检测不同
浓度条件下Ｇ１０菌株代谢产物对立枯丝核菌的抑制作用，再利用对峙培养法分别测定 ｐＨ值、温度、盐等因素对菌株
代谢产物抑菌效果的影响。同时，对生防菌的定殖能力及其生物膜的形成也进行测定。结果表明，随着 Ｇ１０菌株发
酵液浓度的提高，抑菌率逐渐提高，不同浓度的发酵液抑菌率差异显著（Ｐ＜０．０５）；对试验数据进行线性回归分析，估
算出Ｇ１０菌株代谢产物对立枯丝核菌的ＥＣ５０为１２．６８％；Ｇ１０菌株代谢产物在ｐＨ值为６～９范围内稳定，可发挥正常

的抑菌作用；在ｐＨ值≤５及ｐＨ值≥１０条件下，其代谢产物的抑菌率逐渐下降。该菌代谢产物在４０～５０℃温度范围
内抑菌率差异不显著，当温度≥６０℃时代谢产物抑菌率显著下降（Ｐ＜０．０５）；几种盐离子对代谢产物抑菌率有一定的
负作用；紫外线照射１０ｍｉｎ内该菌代谢产物抑菌性能稳定，紫外线照射时间≥１５ｍｉｎ时抑菌率逐渐下降。Ｇ１０菌株在
ＬＢ培养基和Ｌａｎｄｙ培养基上均具有形成生物膜的能力，利用ＬＢ培养基培养时，该菌株生长形成的生物膜Ｄ５７０ｎｍ平均

值为１．１２５，利用Ｌａｎｄｙ培养基培养时，形成生物膜的Ｄ５７０ｎｍ平均值为１．６３２。以上结果显示，该菌代谢产物对温度和

ｐＨ值稳定范围宽，耐受紫外线能力强，且菌株具有较强的形成生物膜的能力。研究结果可以为 Ｇ１０菌株生防制剂的
开发提供理论依据。
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　　由立枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）引起的芝麻立枯病是
一种严重的土传病害，广泛分布于各芝麻种植区［１］。目前，

由于缺乏抗病芝麻品种，生产上主要通过施用化学杀菌剂控

制该病害，导致药剂残留、病原菌产生抗药性、环境污染、芝麻

种植成本提高与品质下降等状况发生［２］，采用环保的生物防

治技术替代传统的化学方法防治芝麻病害是目前芝麻种植中

亟待解决的问题。

枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）是一类广泛分布于自然
环境中的革兰氏阳性细菌，大多数对植株、人、畜无害，且不污

染环境，这类细菌因其能产生多种抑菌物质，且能形成耐热、

耐酸碱和抗逆性强的芽孢，从而作为植物病害生防菌得到广

泛的研究和应用［３－５］。在笔者前期研究工作中，从健康芝麻

苗根部分离到１株对芝麻立枯病有显著防治效果的内生细
菌，该菌株编号为 Ｇ１０，经鉴定为枯草芽孢杆菌［６］。为明确

Ｇ１０菌株在植物病害生物防治中的应用潜力，本研究分别测
定ｐＨ值、温度、盐离子、紫外线等对其代谢产物抑菌效果的
影响，以期为该菌生防制剂的研发提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料及培养基

枯草芽孢杆菌Ｇ１０菌株、立枯丝核菌菌株均由河南大学
微生物实验室提供；Ｇ１０菌株培养采用 ＫＢＭ培养基（２．００％
蛋白胨、１．００％甘油、０．１５％ Ｋ２ＨＰＯ４、０．１５％ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、
２．００％琼脂，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ）［７］；立枯丝核菌培养采用马
铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基（２００ｇ马铃薯、２０ｇ葡萄糖、
２０ｇ琼脂、１０００ｍＬ自来水）［８］；生物膜测定使用 ＬＢ培养基
（１．０％蛋白胨、０．５％酵母提取物、１．０％ ＮａＣｌ、２．０％琼脂）和
Ｌａｎｄｙ培养基（２．００％葡萄糖、０．５０％谷氨酸、０．５０ｇＭｇＳＯ４、
０．５０ｇＫＣｌ、１．００ｇＫＨ２ＰＯ４、０．１５ｍｇＦｅ２ＳＯ４·６Ｈ２Ｏ、５．００ｍｇ
ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ、１０．１６ｍｇＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ，１０００ｍＬ蒸馏水）。
１．２　试验方法
１．２．１　Ｇ１０菌株代谢产物对立枯丝核菌生长半抑制有效浓
度（ＥＣ５０）的估算　将活化后的 Ｇ１０菌株培养物转接于 ＫＢＭ
液体培养基中，每瓶培养基装液量为 ３０ｍＬ，于 ３０℃、
２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养４８ｈ；将培养液离心，收集上清液，过滤，
将无菌发酵液与温度不低于４５℃的固体 ＰＤＡ培养基混合，
分别配制成发酵液浓度为２％、５％、１０％、２０％、３０％、４０％等
的培养基。将配制好的培养基倒平板，将活化后的立枯丝核

菌打成６ｍｍ菌饼，转接于平板中央；以不添加发酵液的ＰＤＡ
培养基为对照，３０℃培养２４ｈ，统计 Ｇ１０菌株代谢产物对立
枯丝核菌的抑制率，公式如下：

抑菌率＝［（对照菌落直径 －处理菌落直径）／对照菌落
直径］×１００％。
１．２．２　Ｇ１０菌株代谢产物浓缩液的制备及不同 ｐＨ值对其
抑制立枯丝核菌的影响　Ｇ１０菌株无菌发酵液制备方法同
“１．２．１”节，利用旋转蒸发仪将无菌上清液浓缩５０％，将培养
４８ｈ后的生防菌代谢产物浓缩液分装入不同的管中，分别用
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乳酸和ＮａＯＨ溶液调节浓缩液的ｐＨ值，使其ｐＨ值分别为１、
２、３、４、５、１０、１１、１２、１３，４℃保存备用。

将活化的立枯丝核菌平板培养物打成菌饼，将菌饼置于

ＰＤＡ平板中央，在距离平板中央２ｃｍ处对称放置４个牛津
杯，分别取１５０μＬ以上不同ｐＨ值的浓缩液，注入杯中；设只
接立枯丝核菌的平板为空白对照１，相应 ｐＨ值的无菌 ＫＢＭ
液体培养基为空白对照２。３０℃培养２４ｈ，统计 Ｇ１０菌株代
谢产物对立枯丝核菌的抑制率。对照２的抑菌率＝［（对照１
菌落直径－对照２菌落直径）／对照１菌落直径］×１００％；生
防菌发酵液抑菌率＝［（对照２菌落直径 －处理菌落直径）／
对照２菌落直径］×１００％。
１．２．３　不同温度处理后Ｇ１０菌株代谢产物对立枯丝核菌的
抑制作用　将“１．２．２”节中代谢产物浓缩液分装入不同的管
中，将各管分别放入温度为 －２０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００℃
的水浴锅中处理２０ｍｉｎ；测定处理后的代谢产物对立枯丝核
菌的抑制作用，方法同“１．２．２”节。以浓缩液不处理的板为
对照，计算抑菌率，方法同“１．２．１”节。
１．２．４　不同盐离子条件下Ｇ１０菌株代谢产物的抑菌作用　
分别配制 １ｍｏｌ／Ｌ的 ＣａＣｌ２、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＭｇＳＯ４、ＡｌＣｌ３、ＣｕＳＯ４
溶液，将“１．２．２”节中代谢产物浓缩液分装入不同的管中，分
别加入适量上述各盐溶液，使各管中的盐离子浓度为

２０ｍｍｏｌ／Ｌ。测定处理后代谢产物的抑菌作用，方法同
“１．２．２”节。以浓缩液不处理的板为对照，计算抑菌率，方法
同“１．２．１”节。
１．２．５　不同紫外线剂量条件下Ｇ１０菌株代谢产物对立枯丝
核菌的抑制作用　将“１．２．２”节中浓缩液以５ｍＬ／皿装入无菌
培养皿内，３次重复，在２０Ｗ紫外灯下分别照射５、１０、１５、２０、
２５、３０ｍｉｎ，测定浓缩液的抑菌作用，方法同“１．２．２”节。以浓
缩液不处理的板为对照，计算抑菌率，方法同“１．２．２”节。
１．２．６　Ｇ１０菌株生物膜形成能力的测定
１．２．６．１　定性测定生物膜形成　将活化后的生防菌转接于
装有３０ｍＬＫＢＭ液体培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，在３０℃、
２００ｒ／ｍｉｎ摇床上振荡培养，培养至对数期。将对数期的生防
菌菌悬液以１０％的接种量分别转接于含有２ｍＬＬＢ培养基
和Ｌａｎｄｙ培养基的５ｍＬ玻璃试管中（直径为０．８ｃｍ），２３℃
静置培养６ｄ，观察菌体在试管内的生长情况，定性测定生物
膜的形成情况［９］。

１．２．６．２　结晶紫显色法测定生物膜的形成　取“１．２．６．１”
节中长有生物膜的试管，小心吸出２ｍＬ管中培养液，注意保
持管壁生物膜的完好。滴加３ｍＬ浓度为０．１％的结晶紫溶
液，常温染色２０ｍｉｎ。然后去除染液，加蒸馏水脱色３次。向
管中加入２．５ｍＬ乙醇、丙酮混合溶解液（乙醇、丙酮的体积
比为８∶２），待生物膜溶解后，以溶解液作为对照，利用分光
光度计测定５７０ｎｍ处的吸光度（Ｄ５７０ｎｍ）。重复１０次。
１．３　数据分析

对试验数据进行方差分析、显著性检验和新复极差法多

重比较。

２　结果与分析

２．１　生防菌代谢产物对立枯丝核菌的抑制作用
利用平板培养法检测不同浓度条件下 Ｇ１０菌株代谢产

物对立枯丝核菌的抑制作用。由表１可知，随着代谢产物浓
度的升高，抑菌率逐渐提高，不同浓度代谢产物的抑菌率差异

显著（Ｐ＜０．０５）。

表１　不同浓度Ｇ１０菌株代谢产物对立枯丝核菌的抑制作用

代谢产物浓度

（％）
对照菌落直径

（ｍｍ）
处理菌落平均直径

（ｍｍ）
平均抑菌率

（％）

２ ４５±１ ４０．０±１．５ １２ｆ
５ ３４．３±１．０ ２５ｅ
１０ ２７．０±１．０ ４４ｄ
２０ ２０．３±１．８ ５９ｃ
３０ １７．０±０．５ ７０ｂ
４０ １１．０±１．０ ８１ａ

　　注：数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

　　利用表１中数据进行线性回归分析，估算代谢产物的半
抑制有效浓度，以抑制率作为横坐标Ｘ，并对抑菌率进行概率
坐标转换，查表得转换数据（Ｘ′），以代谢产物浓度作为纵坐
标Ｙ，并对代谢产物浓度进行对数转换（Ｙ′）。由图１可知，通
过线性回归分析得回归方程 Ｙ′＝０．６４６０Ｘ′＋１．１０３３，ｒ２＝
０．９９０８。ＥＣ５０处的抑制率为５０％，相应的Ｘ′＝０，Ｙ′＝１２．６８，
在这种处理条件下，Ｇ１０代谢产物对立枯丝核菌的半抑制有
效浓度为１２．６８％。

２．２　不同ｐＨ值条件下Ｇ１０菌株代谢产物的抑菌作用
　　利用平板对峙培养法检测不同ｐＨ值条件下浓缩５０％的
Ｇ１０菌株代谢产物及相应 ｐＨ值条件下 ＫＢＭ培养基对立枯
丝核菌的抑制作用。由图２可知，该菌代谢产物在 ｐＨ值为
６～９范围内稳定，发挥正常的抑菌作用；在 ｐＨ值≤５及 ｐＨ
值≥１０的条件下，其代谢产物的抑菌率逐渐下降。ｐＨ值为
６～９时与ｐＨ值为１０～１３、１～４时的抑菌率，ｐＨ值为１０～
１１、３～５时与ｐＨ值为１２～１３、１～２时的抑菌率差异达显著
水平（Ｐ＜０．０５）。ｐＨ值为１２时与ｐＨ值为１３时的抑菌率差
异显著（Ｐ＜０．０５）。
　　由图３可知，在ｐＨ值为４～１０范围内立枯丝核菌可以正
常生长；在ｐＨ值≤３及ｐＨ值≥１１时，ＫＢＭ培养基抑制立枯
丝核菌的生长。

２．３　温度对Ｇ１０菌株代谢产物抑菌作用的影响
经不同温度处理Ｇ１０菌株代谢产物浓缩物，用对峙培养

法测定其代谢产物对立枯丝核菌的抑制作用。由图４可知，
经４０、５０℃处理，Ｇ１０菌株代谢产物的抑菌率与对照无显著
差异，其他温度处理的Ｇ１０菌株代谢产物的抑菌率与对照均
差异显著（Ｐ＜０．０５）；８０℃与９０、１００℃ 处理的Ｇ１０菌株代
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谢产物的抑菌率差异显著。

２．４　不同盐离子对Ｇ１０菌株代谢产物抑菌作用的影响
　　采用对峙培养法检测生防菌代谢产物在不同盐离子条件
下对立枯丝核菌的抑制能力。由图５可知，对照与添加盐离
子处理的发酵液的抑菌率差异极显著（Ｐ＜０．０１）；添加ＮａＣｌ、
ＫＣｌ、ＣａＣｌ２、ＡｌＣｌ３与添加ＭｇＳＯ４、ＣｕＳＯ４的发酵液的抑菌率差
异显著（Ｐ＜０．０５）；添加 ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＣａＣｌ２、ＡｌＣｌ３的发酵液之
间的抑菌率差异不显著，添加ＭｇＳＯ４、ＣｕＳＯ４的发酵液的抑菌
率差异不显著。

２．５　紫外线对Ｇ１０菌株代谢产物抑菌作用的影响
　　生防菌代谢产物经不同时间的紫外线照射后，用牛津杯
法测定Ｇ１０菌株代谢产物对立枯丝核菌的抑制作用。由图６
可知，对照与紫外线处理５、１０ｍｉｎ与其他处理的发酵液抑菌
率差异极显著（Ｐ＜０．０１）；紫外线处理１５、２０、２５ｍｉｎ与处理
３０ｍｉｎ的抑菌率差异极显著（Ｐ＜０．０１）。对照与紫外线处理
５、１０ｍｉｎ之间的抑菌率差异不显著；紫外线处理１５、２０ｍｉｎ与
处理２５ｍｉｎ的抑菌率差异不显著。

２．６　Ｇ１０菌株生物膜形成能力测定
　　测定内生菌形成生物膜的能力，将Ｇ１０菌株分别接入ＬＢ
和Ｌａｎｄｙ液体培养基中进行培养。由图７可知，２管均形成
生物膜，左管为ＬＢ培养基培养，右管为Ｌａｎｄｙ培养基培养，其
中Ｌａｎｄｙ培养基内的生物膜相对较厚。利用结晶紫显色法测
定Ｇ１０菌株形成生物膜的能力，结果显示利用 ＬＢ培养基培
养时，该菌株形成的生物膜Ｄ５７０ｎｍ平均值为１．１２５，利用Ｌａｎｄｙ
培养基培养时，Ｄ５７０ｎｍ平均值为１．６３２。说明菌体在普通培养
基内培养即可形成明显的生物膜，但不同营养条件下菌体产

生生物膜的能力不同。

３　讨论与结论

　　利用平板培养法检测不同浓度条件下 Ｇ１０菌株代谢产
物对立枯丝核菌的抑制作用，结果显示，随着 Ｇ１０菌株发酵
液浓度的提高，抑菌率逐渐提高，不同浓度发酵液抑菌率差异

显著（Ｐ＜０．０５）；对试验数据进行线性回归分析，估算出 Ｇ１０
代谢产物对立枯丝核菌的 ＥＣ５０为１２．６８％；Ｇ１０菌株代谢产
物在ｐＨ值为６～９范围内稳定，发挥正常的抑菌作用；在 ｐＨ
值 ≤５及ｐＨ值≥１０时，其代谢产物的抑菌率逐渐下降。该
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菌代谢产物在４０～５０℃温度范围内抑菌率差异不显著，高于
６０℃时代谢产物抑菌率显著下降（Ｐ＜０．０５）；研究显示几种
盐离子对代谢产物的抑菌率均有一定的负作用；紫外线照射

处理１０ｍｉｎ内该菌代谢产物抑菌性能稳定，紫外线照射处理
时间大于１５ｍｉｎ时抑菌率逐渐下降。利用 ＬＢ培养基培养
时，菌株 Ｇ１０形成的生物膜 Ｄ５７０ｎｍ平均值为 １．１２５，利用
Ｌａｎｄｙ培养基培养时，Ｄ５７０ｎｍ平均值为１．６３２。有研究显示，生

防菌生物膜的形成能力与其防效呈正相关［９－１０］。内生细菌

Ｇ１０菌株为芽孢杆菌，利用其产芽孢的优势，相对耐受不良环
境的能力强，结合以往关于该菌对芝麻立枯病生防的研究，该

菌在芝麻苗根部定殖能力强，温室试验防效为８０％，田间小
区试验防效为６１％；该菌株有作为生防制剂的开发潜力。
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紫茎泽兰叶浸提液对４种冰草的化感作用
鲁京慧

（河北旅游职业学院，河北承德０６７０００）

　　摘要：利用生物检测法研究紫茎泽兰叶浸提液对４种冰草的化感作用。结果表明，紫茎泽兰叶浸提液对４种冰草
种子萌发和幼苗生长具有低浓度（≤０．０２ｇ／ｍＬ）促进、高浓度（≥０．０２ｇ／ｍＬ）抑制的化感效应，并且抑制作用随浓度
的增大而加强；４种冰草保护性酶超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）随浸提液浓度的增加呈“Ｎ”字形变化规
律，过氧化氢酶（ＣＡＴ）、丙二醛（ＭＤＡ）、根系活力（ＴＴＣ）、非保护酶苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）、多酚氧化酶（ＰＰＯ）活性随
浸提液浓度的增加呈先降低后增加的“Ｖ”字形变化规律。紫茎泽兰叶浸提液对４种冰草具有化感作用，能够影响４
种冰草正常生长，其敏感性顺序依次为蒙古冰草＞扁穗冰草＞蒙农杂交冰草＞沙生冰草，蒙古冰草是紫茎泽兰叶浸提
液的敏感受试植物。
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　　化感作用是指植物或微生物（供体）向周围环境中释放
特定的化学物质，影响其他植物、微生物和动物（受体）生长

发育的现象，在群落的形成和演替中起着重要作用，普遍存在

于各类生态系统，是整个生态系统化学关系网的一部分［１－３］。

供体植物在周围环境中能够释放化感物质，抑制其他受体植

物种子的生长发育，从而对群落中物种的组成和分布格局产

生影响，化感作用大多数表现为有害的抑制作用，但种间相互

有益的促进作用也是客观存在的［４－８］。近年来，化感作用的

研究日益深入和广泛，多种植物的化感效应得到评价、开发和

利用，化感作用已成为有害生物控制、增加作物产量和促进环

境可持续性发展的重要途径之一，在自然界中，化感物质积累

到一定量后，就会抑制其他植物种子萌发和幼苗生长，从而影

响植物的竞争力［９－１４］。

紫茎泽兰（ＥｕｐａｔｏｒｉｕｍａｄｅｎｏｐｈｏｒｕｍＳｐｒｅｎｇ．）是菊科泽兰
属多年生草本植物，为我国西南地区的主要外来入侵植物，对
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