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　　摘要：以生防小球的机械性能及传质性能为指标，优化太子参叶斑病生防小球的制备工艺，并研究环境条件对生
防小球拮抗性能的影响。结果表明，当聚乙烯醇浓度为９％，海藻酸钠浓度为３％，活性炭浓度为２％时，生防小球的机
械性能、传质性能最佳；芽孢包埋浓度为１０８ＣＦＵ／ｍＬ时，生防小球的拮抗性能最强。大田试验中施用生防小球后，太
子参的水分含量无明显变化，多糖含量明显增加，灰分含量增加，皂苷含量减少。
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　　太子参为石竹科孩儿参［Ｐｓｅｕｄｏｓｔｅｌｌａｒｉａｅｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ
（Ｍｉｑ．）ＰａｘｅｘＰａｘｅｔＨｏｆｆｍ．］的干燥块根，是国家卫生健康
委员会公布的可用于保健的补益中成药［１］。富含糖类、环肽

类、氨基酸类、皂苷类、磷脂等多种成分，具有心机保护、止咳、

抗应激、降血糖、免疫调节等多种功能［２－３］。近年来，叶斑病

等真菌病害严重影响了太子参的生长，造成其产量和质量大

幅度下降［４－５］。太子参叶斑病病原菌的分生孢子器可以在病

残体上越夏和越冬，翌年条件适宜时分生孢子器释放出分生

孢子进行初侵染，发病后产生分生孢子进行再侵染。农业防

治和化学防治是目前太子参叶斑病的主要防治措施，而生物

防治法可缓解常规化学防治带来的环境污染、抗药性等问题，

是太子参栽培过程中药物防治的重要补充［５－８］。

固定化微生物技术具有生物浓度易控制、耐毒害能力强、

产物易分离、菌种流失少等优点［９］，目前主要应用于工业生

产［１０－１１］和废水处理［１２－１４］，在农业生产上也开展了部分研究，

并显示出良好的应用前景［１５－１６］。常见的用于固定化微生物

的材料有天然有机聚合物、化学合成聚合物及无机载体材料

等，而利用有机聚合物对传统无机载体材料进行改性，制备兼

具两者优良特性的复合载体用于微生物的固定化研究，受到

了众多学者的青睐［１７］。笔者所在课题组在前期研究过程中

筛选获得１株太子参叶斑病的高效拮抗菌ＪＫ０５菌株，盆栽试
验和大田试验均呈现出显著的生防效果［１８］，本试验旨在采用

聚乙烯醇－海藻酸钠－活性炭复合材料制备拮抗菌 ＪＫ０５生
防小球，并对其制备工艺进行优化，同时考察生防小球的施用

对太子参品质的影响，以期为将其应用于太子参栽培土壤并

抑制土壤中太子参叶斑病病原菌活性奠定研究基础，这对于

降低太子参叶斑病病原菌的初侵染概率具有重要的意义，是

太子参叶斑病生物防治的重要环节。

１　材料与方法

１．１　供试菌株与培养基
拮抗菌为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＪＫ０５菌株，保

存于江苏大学食品与生物工程学院；病原菌为斑点叶点霉

（Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａｃｏｍｍｏｎｓｉｉ），保存于江苏大学食品与生物工程学
院。太子参为宣参１号，由安徽省宣城市金泉生态科技示范
园提供。

牛肉膏蛋白胨液体培养基：３ｇ牛肉浸膏，１０ｇ鱼粉蛋白
胨，５ｇ氯化钠，１０００ｍＬ蒸馏水；牛肉膏蛋白胨固体培养基：
３ｇ牛肉浸膏，１０ｇ鱼粉蛋白胨，５ｇ氯化钠，１０００ｍＬ蒸馏水，
加入２％琼脂；ＰＤＡ固体培养基：２００ｇ去皮马铃薯，１０００ｍＬ
蒸馏水，煮沸，过滤，加入２％琼脂。各培养基均于１２１℃高
温灭菌２０ｍｉｎ，备用。
１．２　主要试剂与仪器

聚乙烯醇 １７５０±５０（ＰＶＡ）、海藻酸钠（ＳＡ）、活性炭
（Ｃ）、硼酸、无水氯化钙（ＣａＣｌ２）、亚甲基蓝、硫酸铵、磷酸氢二
钾、硫酸钾、葡萄糖、苯酚、浓硫酸、齐墩果酸、香兰素、冰醋酸、

高氯酸等，以上试剂均为分析纯，均购自国药集团化学试剂有

限公司。

７９－１磁力加热搅拌器，购自江苏省金坛市中大仪器厂；
ＨＥＶ－５０自动高压灭菌器，购自日本 Ｈｉｒａｙａｍａ公司；ＨＹＬ－
Ｃ２组合式摇床，购自江苏省太仓市强乐实验设备有限公司；
紫外／可见分光光度计，购自北京瑞利分析仪器有限公司；
ＤＨＰ－９２７２型恒温培养箱，购自上海一恒科技有限公司；台
式高速冷冻离心机，购自湘仪离心机仪器有限公司；电子分析

天平Ｅ１２４Ｓ，购自赛多利斯科学仪器（北京）有限公司。
１．３　生防小球制备工艺的优化
１．３．１　载体材料浓度的优化　采用 ＰＶＡ、ＳＡ、Ｃ等３种固定
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化载体材料进行单因素试验，ＰＶＡ浓度分别设置为６％、８％、
１０％、１２％（此时ＳＡ浓度为２％，Ｃ浓度为１％）；ＳＡ浓度分别
设置为０．５％、１．０％、１．５％、２．０％、２．５％、３．０％、３．５％（此
时ＰＶＡ浓度为 １０％，Ｃ浓度为 １％）；Ｃ浓度分别设置为
０５％、１．０％、１．５％、２．０％、２．５％、３．０％（此时 ＰＶＡ浓度为
１０％，ＳＡ浓度为２．５％）。

根据单因素试验结果，设置正交试验的因素和水平，进行

３因素３水平正交试验分析，各因素水平如表１所示。
表１　正交试验的因素和水平

水平
因素

Ａ：ＰＶＡ浓度（％） Ｂ：ＳＡ浓度（％） Ｃ：Ｃ浓度（％）
１ ８ ２．０ １．０
２ ９ ２．５ １．５
３ １０ ３．０ ２．０

　　根据以上单因素和正交试验设置的浓度，将称取好的各
载体材料加入蒸馏水中，并在磁力加热搅拌器上进行溶解，待

混合物完全溶解并搅拌均匀后，于１２１℃高温灭菌２０ｍｉｎ，冷
却后加入等体积的无菌水，搅拌均匀，然后用一次性无菌注射

器将其滴加到含２％ ＣａＣｌ２的饱和硼酸溶液中，边滴边摇，形
成的凝胶颗粒于４℃冰箱中固定２４ｈ后得到固定化小球，将
固定化小球取出后用无菌水冲洗３次并用滤纸吸干，分别检
测其机械性能和传质性能。

１．３．２　拮抗菌ＪＫ０５菌株芽孢最佳包埋浓度的优化　拮抗菌
ＪＫ０５菌株芽孢悬液的制备：将冰箱保存的拮抗菌 ＪＫ０５斜面
转接至牛肉膏蛋白胨固体培养基中，在３７℃进行活化；将活
化后的菌株 ＪＫ０５接种至牛肉膏蛋白胨液体培养基中，在
３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１２ｈ获得种子液；将种子液接种
至牛肉膏蛋白胨液体培养基中，接种量为 ２％，于 ３７℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ条件下培养２４～３６ｈ至菌体形成芽孢，将发酵液
于４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心，取沉淀加入适量无菌水分
别配制成不同浓度的芽孢悬液，备用。

生防小球的制备：采用优化获得的各载体材料浓度，将称

取好的各载体材料加入蒸馏水中，并在磁力加热搅拌器上进

行溶解，待混合物完全溶解并搅拌均匀后，于１２１℃高温灭菌
２０ｍｉｎ，冷却后加入等体积的各浓度芽孢悬液（芽孢终浓度分
别为１０５、１０６、１０７、１０８、１０９ＣＦＵ／ｍＬ），搅拌均匀，用一次性无
菌注射器将其滴加到含２％ ＣａＣｌ２的饱和硼酸溶液中，移入
４℃ 冰箱中固定２４ｈ后得到生防小球，将生防小球取出后用
无菌水冲洗３次并用滤纸吸干，以其拮抗活性为指标筛选出
最佳包埋芽孢浓度。

１．４　机械性能的测定
参照文献［１９］中的方法，在铁架台上用细线悬挂１个质

量合适的砝码，在砝码的正下方放置电子秤，在电子秤上放置

１个载玻片，选取１颗大小适宜的小球放置在载玻片上，使砝
码缓缓下降，使生防小球发生形变，直至小球压缩至原直径的

１／２左右，记下此时电子秤的读数，即为该小球的机械强度，
做１０次平行试验。
１．５　传质性能的测定

参照文献［２０］中的方法，随机选取５０个大小均匀的生
防小球放入亚甲基蓝溶液中，于１５℃、５０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡
培养４ｈ后，在６６５ｎｍ波长下分别测定生防小球的亚甲基蓝

溶液和原亚甲基蓝溶液的吸光度，计算传质率：

传质率＝（Ｄ空白 －Ｄ样品）／Ｄ空白 ×１００％。
式中：Ｄ空白为空白溶液的吸光度；Ｄ样品为样品溶液的吸光度。
１．６　拮抗活性的测定

采用对峙培养法测定拮抗活性［２１］，病原菌斑点叶点霉经

ＰＤＡ斜面培养基活化后，用打孔器打取直径为５ｍｍ的菌饼，
接种至ＰＤＡ平板培养基的中央，菌饼正面朝下放置，并用接
种铲轻压菌饼使其紧密贴合于培养基表面，取生防小球在无

菌条件下置于距平板中央菌饼２．５ｃｍ处，将完成接种的平板
放置于２７℃的恒温培养箱中培养１０ｄ，同时以不接生防小球
的平板作为对照，计算出生防小球的抑菌率，通过抑菌率判断

拮抗活性，培养基示意如图１所示。
抑菌率＝（ｄ空白 －ｄ处理）／ｄ空白 ×１００％。

式中：ｄ空白为对照平板的病原菌菌落直径；ｄ处理为放置生防小
球方向菌落直径（图１）。

１．７　生防小球对太子参品质的影响
１．７．１　生防小球的大田试验　根据最优载体材料浓度和最
佳包埋芽孢浓度制备生防小球，用于大田试验，试验在安徽省

宣城市金泉生态科技示范园中进行，太子参品种为宣参１号，
选择芽头完整、参体肥大的种参块根，在１０月中旬种植，在畦
面上按行距１２～１５ｃｍ横向开沟，保持沟深１２～１３ｃｍ，按株
距５～７ｃｍ芽头向上、同方向、稍倾斜地栽入沟内，距离地面
６ｃｍ。然后将生防小球按０．１、１．０、１０．０ｇ／株３种试验剂量
均匀置于块根周围土壤，覆细土压实、浇水，并设置对照组不

添加生防小球，其他操作与试验组一致。正常水肥管理至次

年６月份，当参苗枯萎后及时采收，去除茎叶，洗净并晾干表
面水分，用于太子参品质测定。

１．７．２　水分含量测定　将太子参置于６０℃烘箱中烘干至恒
质量，按以下公式计算其水分含量：

水分含量＝（ｍ１－ｍ２）／ｍ２×１００％。
式中：ｍ１为太子参鲜质量，ｇ；ｍ２为太子参干质量，ｇ。
１．７．３　多糖的提取与含量测定　将烘干的太子参研磨成粉
末，称取０．１ｇ粉末至试管中，加入１０ｍＬ８０％乙醇浸泡过
夜，于５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取沉淀按照 １ｇ∶２０ｍＬ
（干粉 ∶蒸馏水）的比例加入蒸馏水，于９０℃恒温水浴中浸
提３ｈ，于５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，重复提取３次，合并上清
液。按１∶２（上清液 ∶９５％乙醇）的体积比向上清液中加入
９５％乙醇，在４℃冰箱中过夜后于５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
取沉淀用蒸馏水定容至１０ｍＬ，稀释２０倍，得到太子参粗多
糖溶液。采用苯酚－硫酸法［２２］测定太子参多糖含量。

—４６１— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第９期



１．７．４　皂苷的提取与含量测定　称取０．１ｇ太子参粉末置
于５０ｍＬ离心管中，加入１０ｍＬ无水乙醇，于７５℃恒温水浴
中浸提２ｈ，取出冷却至室温，于５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收
集上清液即为太子参皂苷溶液。采用香草醛 －冰醋酸法［２３］

测定太子参皂苷含量。

１．７．５　灰分含量测定　采用干法灰化法［２４］测定灰分含量。

取坩埚置于高温炉内，将盖子斜盖在坩埚上，经５５０℃炽灼约
１．５ｈ，取出坩埚，稍冷片刻移置干燥器内并盖上盖子，放冷至
室温，精密称定坩埚质量并记录，重复数次，直至恒质量。称

取１．０ｇ样品，置已炽灼至恒质量的坩埚内，将盛有供试品的
坩埚置于通风柜内的电炉上缓缓灼烧，样品全部炭化呈黑色，

并不冒浓烟。然后将坩埚移置高温炉内，盖子斜盖于坩埚上，

在５５０℃炽灼４ｈ，使样品完全灰化，重复数次，直至恒质量。

２　结果与分析

２．１　生防小球制备工艺的优化
２．１．１　载体材料浓度的优化　单因素试验考察固定化小球
载体材料浓度对其机械性能及传质性能的影响。由图２可以
看出，在供试浓度范围内，随着ＰＶＡ浓度的增加，生防小球的
机械性能不断增强，而其传质性能逐渐降低。设置了 ＳＡ的
浓度范围为１．０％～３．５％，随着ＳＡ浓度的增加，生防小球的
机械性能逐渐增强，传质性能则先增强后减弱，在 ＳＡ浓度为
２．５％时，生防小球的传质性能达到最强。在浓度为０．５％ ～

３．０％范围内，随着Ｃ浓度的增加，生防小球的机械性能无明
显变化，传质性能则同样先增强后减弱，在Ｃ浓度为２．０％时
传质性能达到最强。总体来看，ＰＶＡ浓度为８％ ～１０％、ＳＡ
浓度为２．０％ ～３．０％、Ｃ浓度为１．０％ ～２．０％时，制备的生
防小球机械性能与传质性能均较良好，因此，选择 ＰＶＡ浓度
为８％、９％、１０％，ＳＡ浓度为２．０％、２．５％、３．０％，Ｃ浓度为
１．０％、１．５％、２．０％，进行下一步的正交试验。
　　正交试验共有９组，将机械性能和传质性能２个指标转
换成相应的隶属度，用隶属度和其权重来计算总评分，隶属度

计算方法如下：

指标隶属度＝（指标值 －最小指标值）／（最大指标值 －
最小指标值）。

　　根据实际要求，机械性能的权重定为１，传质强度的权重
定为１，计算并获得各指标分数的加权和作为总评分。总评
分＝１×机械性能隶属度 ＋１×传质强度隶属度。由表２可
知，ＲＢ＞ＲＣ＞ＲＡ，各因素的主次顺序表现为 Ｂ＞Ｃ＞Ａ。由于
Ａ因素中 ｋ２＞ｋ３＞ｋ１，Ｂ因素中 ｋ３＞ｋ２＞ｋ１，Ｃ因素中 ｋ３＞
ｋ２＞ｋ１，因此，最优方案为 Ａ２Ｂ３Ｃ３，即各载体材料的最佳配比
为９％ ＰＶＡ，３％ ＳＡ，２％ Ｃ。
２．１．２　拮抗菌ＪＫ０５芽孢最佳包埋浓度的优化　考察拮抗菌
ＪＫ０５芽孢的不同包埋浓度对生防小球拮抗活性的影响。由
图３可以看出，随着芽孢包埋浓度的增大，生防小球的拮抗活
性逐渐增强，当浓度为１０８ＣＦＵ／ｍＬ时，生防小球的抑菌率达

表２　生防小球机械性能与传质性能的正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 机械性能

（ｇ）
传质性能

（％） 机械性能隶属度 传质性能隶属度 总评分

１ １ １ １ ７３．６ ５６．３８ ０．００ ０．００ ０．００
２ １ ２ ３ ８０．１ ６８．８６ ０．２２ ０．９１ １．１３
３ １ ３ ２ ８８．８ ７０．１０ ０．５０ １．００ １．５０
４ ２ ３ ３ ９６．５ ６９．４１ ０．７６ ０．９５ １．７１
５ ２ ２ １ ８１．７ ６６．５３ ０．２７ ０．７４ １．０１
６ ２ １ ２ ７５．２ ６４．６１ ０．０５ ０．６０ ０．６５
７ ３ ２ ２ ９４．０ ５９．６７ ０．６８ ０．２４ ０．９２
８ ３ １ ３ ８８．４ ６５．９８ ０．４９ ０．７０ １．１９
９ ３ ３ １ １０３．８ ５９．２６ １．００ ０．２１ １．２１
ｋ１ ０．８８ ０．６１ ０．７４
ｋ２ １．１２ １．０２ １．０２
ｋ３ １．１０ １．４７ １．３４

极差Ｒ ０．７４ ２．５８ １．８１
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到最大值，为４４．６４％。
２．２　生防小球对太子参品质的影响

在太子参栽培过程中，向栽培土壤中施用不同剂量的生

防小球，各处理组太子参水分、多糖、皂苷、灰分含量等的测定

结果如图４所示。多糖和皂苷是太子参主要的生物活性成
分，具有抗疲劳、抗应激和增强机体免疫功能等重要药理作

用。由图４可以看出，施用生防小球后，太子参的水分含量无
明显变化，多糖含量有明显的增加，皂苷含量有所降低，灰分

含量有所增加，表明太子参栽培过程中施用生防小球，可明显

提高参体的多糖含量，这可能是由于生防小球中拮抗菌对太

子参根周环境有抑菌促生作用，改善了根周环境，从而促进太

子参的生长发育及生物活性物质的积累。

３　结论

经单因素和正交试验分析，获得太子参叶斑病生防小球

的最佳制备工艺为９％ ＰＶＡ，３％ ＳＡ，２％ Ｃ，拮抗菌 ＪＫ０５菌
株的芽孢最佳包埋浓度为１０８ＣＦＵ／ｍＬ。太子参大田栽培结
果显示，施用太子参叶斑病生防小球后，收获的太子参水分含

量无明显变化，多糖含量明显增加，皂苷含量减少，灰分含量

增加，即太子参叶斑病生防小球的施用对太子参部分重要活

性成分的积累具有一定的促进作用。
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人参内生菌 Ｂ６９菌株抑菌物质特性的研究
林星辰，田义新，王　泽，牛林飞
（吉林农业大学中药材学院，吉林长春１３０１１８）

　　摘要：研究人参内生细菌Ｂ６９菌株对人参根腐病病原菌的作用机制，通过硫酸铵沉淀、低温乙醇沉淀等方法获得
菌株发酵液中活性成分，对其抑菌物质粗提液进行稳定性测定，并对其抑菌成分进行分离，采用平板扩散法测定提取

成分的抑菌活性。结果表明，从Ｂ６９菌株发酵液得到的提取液具有抑菌活性；对抑菌物质粗提物进行高温、酸碱度、紫
外线、反复冻融和蛋白酶Ｋ处理，抑菌活性均未见明显变化。从 Ｂ６９发酵液中初步分离出具有抑制根腐菌活性的活
性肽和胞外多糖。表明Ｂ６９菌株能产生多种抑菌活性成分，抑菌成分对胁迫条件不敏感，值得进一步开发利用。
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　　人参（ＰａｎａｘｇｉｎｓｅｎｇＣ．Ａ．Ｍｅｙｅｒ）属五加科多年生草本
植物，是传统的名贵中药材。在我国东北地区已经形成规模

化种植［１］。人参病害一直是影响人参质量最主要的因素之

一，其中人参根腐病是常见的人参土传病害，人参根腐病主要

侵染人参的根部，造成根部软化腐烂，危害严重且防治相当困

难［２］。在人参栽培中根腐病发病率最高可达５０％，可造成巨
大的经济损失［３］。

内生细菌在宿主植物中具有丰富的多样性，在与宿主植

物长期协同进化的过程中形成了特殊的共生关系［４－５］。因此

人参内生菌资源的开发用于人参病害的生物防治，对环境保

护和人参质量的提高都有巨大意义。目前人参内生菌的报道

多集中在内生菌分离和次生代谢产物的研究上，对植物病害

的防治报道较少，人参内生菌这一重要的资源有待于开发。

姜云等分离得到的人参内生菌对人参根腐病病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｓｏｌａｎｉ）等多种人参病原真菌具有明显的抑制作用［６］。本试验

通过对人参内生细菌 Ｂ６９菌株分泌液中代谢产物进行分离
提取，以期明确Ｂ６９菌株合成的抑菌活性成分组成情况及其
抑菌活性的稳定性，为人参的病害防治奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株　供试菌株 Ｂ６９由笔者所在课题组从人参
根中分离得到，经刘学周等鉴定为死谷芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ）［７］。活性指示菌根腐病病菌，由吉林农业大学农
学院植物病理教研室提供。

１．１．２　供试培养基　供试细菌的保存和培养使用营养琼脂
（ＮＡ）培养基；供试细菌液体发酵培养使用营养肉汤（ＮＢ）培
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