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［摘要］& 初步探讨抗茄子黄萎病芽孢杆菌 ’()（!"#$%%&’ *+,）的发酵条件，通过培养条件优化及正交试验得出

最佳培养基质量分数配方为（-）：蔗糖 #. )，玉米淀粉 #. )，蛋白胨 ". #，豆饼粉 #. )，/012 #. (，’3456#. ##!，

78456#. #6；最佳培养条件为：起始 +9 值 %. # : ;. #、!(# <= 三角瓶装液量 (# <=、摇瓶速度 "(# > ? <@A、接种量

6-、温度 )6B，在此条件下培养 ’() 菌株 6; C其无菌发酵液对茄子黄萎病菌抑菌圈直径达 !. !( D #. #%E ) F<,
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;< 引言
植物病害常常给农业生产带来重大损失，其中 ;#-是由真菌引起的［"］,不可否认，化学药剂在减轻或避免

真菌造成的危害方面曾经起了重要作用，而且现在仍然是对付有害真菌的重要手段,但是，化学药剂对环境的
污染和对健康的危害引起了广泛关注,利用拮抗微生物及其代谢产物被认为是一个很有前途的方向［!］, ’() 菌
株是本实验室从茄子根际土壤筛选得到的一株芽孢杆菌（!"#$%%&’ *+,），前期的研究表明，其发酵液对茄子黄萎
病菌（)*+-$#$%%$&. /"0%$"*）、番茄青枯病菌（2"%’-34$" ’3%"4"#*"+&.）、黄瓜枯萎病菌（5&’"+$&. 367’83+&. O, *+, #&,
#&.*+$4&.）、油菜菌核病菌（9#%*+3-$4$" ’#%*+-$3+&.）、烟草赤星病菌（:%-*+4"+$" "%-*+4"-"）等多种植物病菌具强抑
制作用，抑菌谱与多数文献报道的有所不同［)—(］，该菌株发酵液制成的菌剂用于温室盆栽试验，对苗期人工接

种黄萎病菌的茄子防效达 %%. (- ,微生物发酵液对病原菌的抑制效果除取决于内在因素外，还取决于外界条
件，包括营养物质的浓度和培养条件等，为了获得 ’() 菌株最佳发酵条件，本文对该菌的培养基配方和培养条
件进行了优化选择,
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!" 材料和方法
!# !" 菌种
! ! 芽孢杆菌 "#$（!"#$%%&’ %&’），本实验室筛选保存；茄子黄萎病原菌（()*+$#$%%$&, -".%$")），江苏省农科院提
供’
!# $" 培养基
斜面及种子培养基：()培养基［*］’
基础培养基：牛肉膏蛋白胨培养基’
发酵培养基：碳源（玉米粉、玉米淀粉、麦芽糖、葡萄糖、糖蜜、乳糖、蔗糖、木糖、可溶性淀粉），氮源（进口鱼

粉、蚕蛹粉、豆饼粉、蛋白胨、酵母膏、硝酸铵、硫酸铵、氯化铵），无机盐（+,-./0、"12/0、342/0、542/0、567
2/0），&-89 : ; 89 ,’
分析培养基：马铃薯蔗糖培养基（.<)）’

!# %" 培养方法
=9 $9 =! 菌种活化
! ! 将斜面保存的 "#$ 菌株接一环到种子培养液中，,#: >?三角瓶装液量 #: >?，$=@，=A: B C >D4振荡培养 $*
E（菌量为 $9 # F =:A GHI C >?）’
=9 $9 ,! 培养基配方的选择
采用发酵培养基，,#: >?三角瓶装液量 #: >?、摇瓶速度 =A: B C >D4、接种量 ,J、温度 $=@，培养时间 0A E，

分别检测不同的碳源、氮源以及无机盐对 "#$ 菌株发酵液抑菌效果的影响，重复 $ 次’
=9 $9 $! 培养条件的优化
采用基础培养基，采取 =9 $9 , 相同的培养条件，分别检测不同培养时间、起始 &-、装液量、摇瓶速度、接种

量和培养温度对 "#$ 菌株发酵液抑菌效果的影响，重复 $ 次’
!# &" 分析方法
将灭菌牛津杯置于已涂布 :9 , >?黄萎病原菌悬液（= F =:8 GHI C >?）的 .<)平板上，加入经 :9 ,, !>微孔

滤膜过滤的发酵液 =:: !?，,#@恒温箱培养 8, E测量抑菌圈直径，每个处理重复 0 ; # 次’

$" 结果与分析
$# !" 培养基配方的选择
,9 =9 =! 不同碳源对发酵液抑菌效果的影响
! ! 对常见的 K 种碳源：玉米粉、玉米淀粉、麦芽糖、葡萄糖、糖蜜、乳糖、蔗糖、木糖、可溶性淀粉（质量体积浓
度为 $ 6 C ?），与 L+（不加碳源）作比较（图 =）’结果表明，培养基中碳源种类不同，"#$ 菌株发酵液对黄萎病菌
抑制效果亦不同，蔗糖或玉米淀粉作碳源，发酵液抑菌效果最好，抑菌圈直径达到 =9 K8 M :9 =,= # G>和 =9 AA M
:9 :8* K G>；不加碳源的 L+组发酵液抑菌活性最差’

,9 =9 ,! 不同氮源对发酵液抑菌效果的影响
对常见的 A 种氮源：进口鱼粉、蚕蛹粉、豆饼粉、蛋白胨、酵母膏、硝酸铵、硫酸铵、氯化铵（有机氮源浓度为

=: 6 C ?，无机氮源浓度为 # 6 C ?［8］），与 L+（不加氮源）作比较（表 =）’ 结果表明，培养基氮源种类对
"#$菌株发酵液的抑菌效果亦有很大影响’以进口鱼粉、蚕蛹粉、硝酸铵、硫酸铵、氯化铵为氮源的培养基
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表 !" 不同氮源对发酵液抑菌效果的影响

氮源 抑菌圈直径 ! "#

进口鱼粉 $
蚕蛹粉 $
豆饼粉 %& ’$ ( $& %$% )
蛋白胨 %& *% ( $& $+, ’
酵母膏 %& $ ( $& $-% )

硝酸铵 !硫酸铵 !氯化铵 $
./ $

以及 ./组发酵液均无抑菌活性，可能由于进口鱼粉无机盐含
量较高、蚕蛹粉油脂含量较高、01) 菌株不能利用硝酸铵、硫酸
铵、氯化铵等无机氮源以及该菌在无氮源的条件下不能生长；该

菌株可以利用豆饼粉、蛋白胨、酵母膏，其中，蛋白胨不仅基本氮

源含量丰富，而且可能由于其含有的某种维生素或糖类物质适

合该菌株生长与繁殖，以蛋白胨作为氮源抑菌圈直径最大2
,& %& )3 不同无机盐对发酵液抑菌效果的影响
培养基中分别加入不同无机盐［+］：$& $-4 /,567’、

$& $$,4 0897’、$& $$%4 :;97’、$& $,4 <;97’ 和 $& $’4 <=97’，以肉汤培养基作为 ./（图 ,）2 结果表明，
$& $$,4 0897’ 和 $& $’4 <=97’ 能提高 01) 菌株发酵液抑菌效果，而其余 ) 种无机盐对发酵液的抑菌活性产
生不良影响2
#$ #" 培养条件的优化
,& ,& %3 培养时间对发酵液抑菌效果的影响
3 3 分别于接种后 %,、,’、)>、’+、>$、-,、+’、*> ?取样测定抑菌活性（图 )）2结果表明，在培养起始阶段（$ @ %,
?），主要是菌体的营养生长，发酵液无抑菌活性，随后发酵液抑菌效果逐步提高，培养至 ’+ ? 时发酵液抑菌活
性达到最高，培养至 *> ?发酵液抑菌活性不再增加2

,& ,2 ,3 起始 A5值对发酵液抑菌效果的影响
用 BC75和 5.D将培养基起始 A5 值分别调为 1& $、>& $、-& $、+& $、*& $、%$& $，A5 值均用 A59E,1 型酸度计

测量（图 ’）2结果表明，A5为 -& $ @ +& $ 时 01) 菌株发酵液抑菌活性较高，A5低于 1& $ 或大于 *& $ 时抑菌活性
显著下降，当 A5 为 %$& $ 时发酵液完全不能抑制病原菌的生长，说明中性及弱碱性培养条件有利于 01) 菌株
发酵液对黄萎病原菌的抑制作用2

,& ,& )3 装液量对发酵液抑菌效果的影响
,1$#F三角瓶中分别加入 )$、1$、-$、%$$、%)$、%1$ #F 培养基培养 01) 菌株，考察溶氧对发酵液抑菌效果
的影响（图 1）2以装液量为 1$ #F时 01) 菌株发酵液抑菌活性最高，装液量分别为 )$ #F 和 -$ #F 时次之，说
明通气量过大或过小，都不利于发酵液的抑菌效果2
,& ,& ’3 摇瓶速度对发酵液抑菌效果的影响
将摇瓶速度分别设为 %,$、%1$、%-1、,$$、,)$ G ! #H;进行培养（图 >）2以摇瓶速度 %1$ G ! #H; 时 01) 菌株发
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酵液抑菌效果最好，而摇瓶速度大于 !"# $ % &’(时，发酵液抑菌活性随转速的提高而逐渐降低，说明通气量对
)"* 菌株发酵液抑菌效果有影响，这与 +, +, * 的结论一致-
+, +, ". 接种量对发酵液抑菌效果的影响
分别将 #, +/、!, #/、+, #/、*, #/、0, #/、1, #/ )"* 菌株种子培养液接入发酵培养液中，检测接种量对发

酵液抑菌效果的影响（图 2）-结果表明，接种量在 0/时发酵液抑菌活性最高，接种量 3 */或 4 1/时，发酵液
抑菌活性有所降低-

+, +, 1. 培养温度对发酵液抑菌效果的影响
分别在 +"、+5、*!、*0、*26条件下培养 )"* 菌株，温度对发酵液抑菌效果有一定的影响（图 5），在 +" 7

*06范围内，发酵液抑菌活性随培养温度的升高而提高，以 *06时培养 )"* 菌株发酵液抑菌活性最高，当培养
温度在 *26，发酵液抑菌效果开始下降-
!" #$ 正交试验
根据上述实验结果，碳源选择蔗糖和玉米淀粉，氮源选择蛋白胨和豆

饼粉，按正交设计表 89（0
*）［9］进行试验，培养基中分别加入无机盐（/）：

:;<= #, "，)>?@0#, ##+，AB?@0#, #0；培养条件：起始 CD值 2, # 7 5, #、+"# &8
三角瓶装液量 "# &8、接种量 0/、培养温度 *06、!"# $ % &’(振荡培养 05 E-
各因素水平设置及实验结果见表 +-
由表 + 可知，)"* 菌株发酵液最高抑菌活性培养基的最优组合为：

F+G*<+H+，即为（/）：蔗糖 #, *，玉米淀粉 #, *，蛋白胨 !, #，豆饼粉 #, *，在
该配方及上述培养条件下，)"* 菌株发酵液对茄子黄萎病原菌抑菌圈直径
达 +, +" I #, #21 * J&-

表 !$ 碳源、氮源正交试验 %&（’#）分析

:K- F 蔗糖 % / G玉米淀粉 % / <蛋白胨 % / H 豆饼粉 % / 抑菌圈直径 % J&

! #, ! #, ! #, 5 #, + !, 0* I #, #1" +
+ #, ! #, + !, # #, * !, 2! I #, #50 *
* #, ! #, * !, + #, 0 !, 19 I #, !#+ 2
0 #, * #, ! !, # #, 0 !, 20 I #, #02 1
" #, * #, + !, + #, + !, 2! I #, #"" 0
1 #, * #, * #, 5 #, * !, 5* I #, #9" "
2 #, " #, ! !, + #, * !, 2# I #, !!* +
5 #, " #, + #, 5 #, 0 !, "# I #, #2# !
9 #, " #, * !, # #, + !, 9" I #, #51 *
! 0, 5* 0, 52 0, 21 ", #9
" ", +5 0, 9+ ", 0# ", +0
# ", !" ", 02 ", !# 0, 9*
! % * !, 1! !, 1+ !, "9 !, 2#
" % * !, 21 !, 10 !, 5# !, 2"
# % * !, 2+ !, 5+ !, 2# !, 10
! #, 0" #, 1# #, 10 #, *!

. . . . . . . . . . . . 最优组合 F+G*<+H+；影响因子 !< 4 !G 4 !F 4 !H -
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!" 结论
芽孢杆菌的液体培养物具备抑制植物病原微生物生长的能力，在生物防治中起着重要的作用［!"］，而不同

培养基配方及培养条件影响液体培养物的抑菌效果，因此要获得好的抑菌效果，深入研究发酵条件是必要的#
根据试验结果可知，$%& 菌株对不同碳源都可利用，但以蔗糖和玉米淀粉为最好；而对氮源的利用具有选择性，
对有机氮源中的豆饼粉、蛋白胨和酵母膏可以利用，而不利用鱼粉和蚕蛹粉，对无机氮源中的硝酸铵、硫酸铵和

氯化铵亦不利用#本文通过对该菌培养基配方和培养条件的优化选择以及碳、氮源的正交试验，初步确定最适
宜 $%& 菌株生长的培养基配方及培养条件如下：蔗糖 "’ &(，玉米淀粉 "’ &(，蛋白胨 !’ "(，豆饼粉 "’ &(，
)*+, "’ %(，$-./0"’ ""1(，23./0"’ "0(；培养基起始 45值 6’ " 7 8’ "、1%" 9:三角瓶装液量 %" 9:、摇瓶速度
!%" ; < 9=>、接种量 0(、温度 &0?，培养时间 08@，这为 $%& 菌株的发酵罐放大试验提供了理论依据#
要发挥拮抗细菌的防治效果，取决于它对植物的有效定殖，其中对环境的适应能力是一个重要的因素［!!］，

有关 $%& 菌株在土壤中的定殖情况及该菌株对病原菌抑菌机理的研究正在进行中#
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