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解淀粉芽孢杆菌 ｃｋ－０５发酵液的抑菌活性
刘小玉，付登强，刘立云，齐　兰

（中国热带农业科学院椰子研究所／海南省槟榔产业工程研究中心，海南文昌５７１３３９）

　　摘要：对解淀粉芽孢杆菌ｃｋ－０５菌株发酵液中生物活性物质的抑菌作用及稳定性进行初步研究。采用菌丝生长
速率法测定菌株ｃｋ－０５发酵液对１１种病原菌的抑菌作用。结果表明，ｃｋ－０５菌株发酵液对供试植物病原菌均具有
较强的抑菌作用，其中对香蕉枯萎病的抑制性最强，抑菌率达８２．２２％。另外，以香蕉枯萎病为指示菌，测定不同条件
下ｃｋ－０５菌株发酵液的抑菌稳定性。结果表明，发酵液热稳定性较好；对酸碱性条件比较敏感，ｐＨ值为６～８时具有
较强的抑菌作用；紫外线和自然光照射下稳定性较好，对蛋白酶不敏感。
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　　近年来，化肥的施用为作物产量的提高做出了
突出贡献，但盲目过量施用化肥，造成部分地区植

物土传病害日益加重［１］。利用化学药剂防治植物

病害会引起诸多副作用，生物防治逐渐成为农业生

产中一种新的发展趋势。解淀粉芽孢杆菌具有广

泛抗菌能力，属革兰氏阳性芽孢杆菌。有研究表

明，解淀粉芽孢杆菌通过产生吲哚 －３－乙酸
（ＩＡＡ），分泌葡聚糖酶、几丁质酶以及抗菌活性物
质，达到防治植物病害的目的［２－３］。笔者所在课题

组在前期工作中获得解淀粉芽孢杆菌菌株 ｃｋ－０５，
为进一步将该菌株应用到实际生产中，对该菌株发

酵液的抑菌活性及不同条件下的稳定性进行研究，

旨在为将该菌株开发为生物农药提供技术支撑。

１　材料与方法

１．１　试验时间及地点
试验于２０１９年在海南省文昌市文清大道４９６号

椰子研究所实验室（１９°３３′１２″Ｎ，１１０°４７′１４″Ｅ）开展。
１．２　供试菌株及培养基［４］

解淀粉芽孢杆菌 ｃｋ－０５和１１种病原菌（槟榔
炭疽病、椰子茎腐病、菜心炭疽病、油茶炭疽病、油

棕心腐病、椰子灰斑病、板栗疫病、香蕉枯萎病、油

茶叶斑病、槟榔心腐病、花生果腐病）均由中国热带

农业科学院椰子研究所实验室保藏。

ＬＢ（Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ）培养基：５ｇ酵母粉，１０ｇ
ＮａＣｌ，１０ｇ蛋白胨，１８～２０ｇ琼脂，１Ｌ水，ｐＨ值为
７．０～７．２。

马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基：２００ｇ土豆，
２０ｇ葡萄糖，１８～２０ｇ琼脂，１Ｌ水。

发酵培养基：２０ｇ葡萄糖，２０ｇ蛋白胨，０．８ｇ无
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水氯化钙，１．３ｇＫ２ＨＰＯ４，０．２ｇＭｇＳＯ４，０．８ｇ
ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ，ｐＨ为值７．０～７．２。
１．３　无菌发酵液的制备［５］

将活化的菌株ｃｋ－０５接入 ＬＢ液体培养基中，
３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养 ２４ｈ（Ｄ６００ｎｍ＞０．８）为种
子液。将种子液分别按体积分数 ５％接入灭好菌的
发酵培养基中，３０℃发酵培养 ４８ｈ。发酵液
１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，上清液用０．２２μｍ微孔
滤膜过滤，得到菌株ｃｋ－０５无菌发酵液。
１．４　ｃｋ－０５发酵液抑菌谱的测定

将１０ｍＬｃｋ－０５菌株发酵液与９０ｍＬＰＤＡ培
养基混合均匀，制成含菌株ｃｋ－０５无菌发酵液的培
养基平板。分别在平板中央接入１１种不同的供试
病原菌菌块（５ｍｍ），以１０ｍＬ无菌水为对照（ＣＫ）。
置于２８℃的恒温培养箱中培养，待对照组菌落长满
培养皿时，采用十字交叉法测量各处理组菌落直

径，并计算无菌滤液的抑菌率［６－７］。

抑菌率＝（对照菌落生长直径 －处理菌落生长
直径）／对照菌落生长直径×１００％。
１．５　ｃｋ－０５发酵液的稳定性测定
１．５．１　热稳定性　在 ４０、６０、８０、１００℃条件下，分
别将 ｃｋ－０５菌株发酵液处理 ３０、６０、１２０ｍｉｎ及
１２１℃ 灭菌２０ｍｉｎ［８－９］，测定ｃｋ－０５无菌发酵液对
香蕉枯萎病的抑菌率，ＣＫ为不作温度处理的发酵
液。待观察并测量各处理组菌落直径，并计算抑菌

率，计算方法同上。

１．５．２　酸碱稳定性　ｐＨ值设为１．０～１３．０等１３
个梯度，用ＨＣｌ和ＮａＯＨ调整ｃｋ－０５菌株无菌发酵
液的ｐＨ值，静置２４ｈ后调回发酵液原始ｐＨ值（ｐＨ
值＝７．２），测定ｃｋ－０５无菌发酵液对香蕉枯萎病的
抑菌率［９］。

１．５．３　紫外线稳定性　将ｃｋ－０５菌株发酵液置于
距离３０Ｗ紫外灯３０ｃｍ处，紫外线照射时间分别设
为 １０、２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ等不同处理，测定
ｃｋ－０５无菌发酵液对香蕉枯萎病的抑菌率［１０］。

１．５．４　光照稳定性　将ｃｋ－０５菌株无菌发酵液在
自然光下照射４、８、１２、１６、２０、２４ｈ，测定 ｃｋ－０５无
菌发酵液对香蕉枯萎病的抑菌率［１０－１１］。

１．５．５　酶稳定性　酶的终质量浓度为５０ｍｇ／Ｌ，温
度设为３７℃。用胃蛋白酶、蛋白酶 Ｋ和胰蛋白酶
处理ｃｋ－０５菌株发酵液，分别处理０．５、１．０、１．５、
２．０ｈ，测定ｃｋ－０５无菌发酵液对香蕉枯萎病的抑
菌率，得出蛋白酶耐受性［１０，１２］。

２　结果与分析

２．１　ｃｋ－０５菌株无菌发酵液的抑菌谱测定
由表１可知，ｃｋ－０５菌株发酵液除对菜心炭疽

病病菌的抑菌作用为４３．４７％外，对其他１０种供试
病原菌的抑菌率均达到５０％以上，发酵液对香蕉枯
萎病的抑制作用最强，抑菌率达８２．２２％，其次为花
生果腐病病菌和椰子茎腐病病菌，抑菌率分别为

７９．４４％和７８．８９％。由此可见，ｃｋ－０５菌株发酵液
抗菌范围较广。

表１　ｃｋ－０５菌株发酵液的抑菌谱

病原菌名称
处理菌落直径

（ｍｍ）
对照菌落直径

（ｍｍ）
抑菌率

（％）

椰子茎腐病病菌 １９．０±１．１５ ９０．００±０．００ ７８．８９±１．２８

油茶叶斑病病菌 ２７．０±２．５８ ９０．００±０．００ ７０．００±２．８７

香蕉枯萎病病菌 １６．０±０．８２ ９０．００±０．００ ８２．２２±０．９１

油茶炭疽病病菌 ２８．５±２．５２ ６３．７５±１．５０ ５５．３２±３．４２

槟榔炭疽病病菌 ２５．０±１．１５ ９０．００±０．００ ７２．２２±１．２８

椰子灰斑病病菌 ２５．０±１．１５ ９０．００±０．００ ７２．２２±１．２８

槟榔心腐病病菌 ２２．５±２．５２ ９０．００±０．００ ７５．００±２．８０

油棕心腐病病菌 １８．０±１．６３ ９０．００±０．００ ７４．２９±２．３３

板栗疫病病菌 ３７．５±２．５２ ９０．００±０．００ ５３．１６±３．１５

花生果腐病病菌 １８．５±１．００ ９０．００±０．００ ７９．４４±１．１１

菜心炭疽病病菌 ３４．５±３．００ ６１．００±１．１５ ４３．４７±４．４５

２．２　ｃｋ－０５菌株发酵液的热稳定性
以香蕉枯萎病病菌为指示菌，由图１可知，经过

不同温度处理后，ｃｋ－０５菌株发酵液仍具有较强的
抑菌作用，热稳定性较好。４０、６０、８０℃处理不同时
间后抑菌作用无明显变化，但温度高于 ８０℃ 处理
后发酵液抑菌活性明显下降，１００℃高温处理
１２０ｍｉｎ后发酵液抑菌率为３１．４８％，经１２１℃高压
蒸汽灭菌后发酵液抑菌率仅为１９．２６％。当温度达
到１００℃后，ｃｋ－０５菌株发酵液的抑菌率明显降
低，这可能是由于高温能够使其抑菌活性物质结构

发生变化，导致活性物质变性失活，最终使发酵液

抑菌活性下降。

２．３　ｃｋ－０５菌株发酵液的酸碱稳定性
由图２可知，ｃｋ－０５菌株发酵液的抑菌活性对

ｐＨ值较敏感。ｐＨ值为７时，其发酵液抑菌活性最
大，ｐＨ值为５时，抑菌率为４４．４４％；ｐＨ值为３时，
抑菌率为 ２７．４１％，ｐＨ值为 １时，抑菌率仅为
１０００％，与对照组 ＣＫ相比分别下降 ３４．４３％、
５９５６％、８５．２５％，ｐＨ值为９时，抑菌率为５０．００％、
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ｐＨ值为１１时，抑菌率为２２．５９％；ｐＨ值为１３时，抑
菌率仅为 ７．７８％，与对照 ＣＫ相比分别下降
２６２３％、６６．６７％、８８．５２％。
２．４　ｃｋ－０５菌株发酵液的紫外线照射稳定性

紫外线照射稳定性是抑菌活性物质开发药品、

食品防腐剂的重要指标，若紫外稳定性差将会降低

药效［１３］。由图３可知，与对照 ＣＫ相比，经紫外线
照射３０ｍｉｎ内，ｃｋ－０５菌株发酵液抑菌率下降较
小；４０ｍｉｎ后随着紫外线照射时间不断延长，抑菌
活性明显降低，但紫外线照射６０ｍｉｎ时其抑菌率仍
在４０％以上。由此可知，ｃｋ－０５菌株发酵液的抑菌
活性受紫外线照射的影响较小，该结果与葛平华等

的报道［８］一致。

２．５　ｃｋ－０５菌株发酵液的自然光照稳定性
由图４可知，ｃｋ－０５菌株发酵液在自然光照射

０～２４ｈ后，其抑菌活性均无明显变化。当持续光
照２４ｈ后，ｃｋ－０５菌株发酵液仍具有较强的抑菌活
性，抑菌率为６４．８１％，与ＣＫ相比，其抑菌率变化不
明显，由此可见，ｃｋ－０５菌株发酵液的抑菌活性受
自然光照的影响较小。

２．６　ｃｋ－０５菌株发酵液的蛋白酶稳定性
由图５可知，不同蛋白酶对ｃｋ－０５菌株发酵液

的抑菌活性影响不明显，说明其发酵液的抑菌作用

对３种供试蛋白酶均不敏感。

３　讨论与结论

李杨等研究结果表明，解淀粉芽孢杆菌ＺＪ０１对
苹果轮纹病病菌有较强的抑制作用［１４］。王晓辉等

认为解淀粉芽孢杆菌Ｋ１发酵液可有效抑制灰霉病
病菌的生长［１５］。Ｃａｌｄｅｉｒａ等认为，菌株 ＣＣＭＩ１０５１
能较强地抑制哈茨木霉及根霉生长，抑菌作用分别

为７４．７％、９９８％［１６］。张宝俊等从解淀粉芽孢杆菌

ＬＰ－５中获得１种对梨黑斑病病菌具有较强抑制作
用的抗菌蛋白［１７］。ＥｖａＡｒｒｅｂｏｌａ等研究表明，菌株
ＰＰＣＢ００４能有效抑制青霉属真菌的菌丝生长，其中
对壳青霉菌的抑菌率达７３．３％［１８］。解淀粉芽孢杆
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菌的抑菌机制表现在不同的方面，不同的菌株其抑

菌机制可能不同，但主要是产生抑菌活性物质。抑

菌活性物质主要有甜蛋白、抗生素肽类物质、伊枯

草菌素、芬枯草菌素、表面活性素、几丁质酶、芽孢

素类和细菌素等［１９］。本研究发现，解淀粉芽孢杆菌

ｃｋ－０５发酵液对１１种供试植物病原菌的菌丝生长
均具有较强的抑制作用，尤其是对香蕉枯萎病的抑

菌作用最强，抑制率达８２．２２％。以香蕉枯萎病病
菌为指示菌，ｃｋ－０５菌株发酵液在温度低于８０℃
时具有较好的热稳定性；对酸碱性条件比较敏感，

ｐＨ值为６～８时具有较强的抑菌作用；紫外线和自
然光照射下稳定性较好，对蛋白酶不敏感。该菌株

发挥抑菌作用的具体活性物质及抑菌机制还有待

进一步研究。
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