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　　摘　要:对拮抗黄瓜灰霉病菌的细菌 NZT-19-241产生抗菌物质的条件进行了研究。结果表

明:在 28℃,170 rpm振荡培养条件下 ,培养时间 48 h 、接种量为5 mL/100mL培养基 、培养液的初

始pH 7～ 8为产生抗菌物质的最佳条件。
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　　黄瓜灰霉病主要是由灰葡萄孢(Botrytis cinerea

Pers)侵染引起的。为害严重 ,直接影响黄瓜的产量及农

民的收入 ,已成为设施黄瓜栽培的限制性障碍。生产上

以化学防治为主 ,但由于化学农药大量长期的使用 ,不

仅容易产生抗药性 ,还污染环境 ,对人畜造成了极大的

危害。该研究旨在对该病的拮抗细菌的抗菌物质产生

条件进行研究 ,为开发生物农药提供理论基础 ,从而为

黄瓜的绿色生产服务。

1　材料与方法
1.1　试验材料

拮抗细菌 NZT-19-241由土壤中分离所得;黄瓜灰

霉病菌由河北省农科院植物保护研究所病害生物防治

室提供;PDA;LB培养基;LB培养液。

1.2　试验方法

1.2.1　拮抗细菌母液的制备　将试管保存的菌种转接

至LB培养基平板上活化 ,24 h后挑取一环接于 100 mL

液体培养基中 ,摇床上 28℃,170 rpm振荡培养 24 h ,制

成4.5×10
8
cfu/mL的悬浮液 ,称为母液。

1.2.2　最佳发酵时间的测定　将母液按 1∶20的比例

接种于盛有 100 mL LB培养液的三角瓶 ,28℃,170 rpm

的条件下振荡培养 ,分别在 0、8 、16 、24、32 、40 、48、56、64 、

72 h取出 ,离心过滤 ,采用牛津杯法进行生物测定 ,每个

牛津杯加入 20 μL 培养液 ,以无菌水做对照 ,28℃培养

72 h ,测定抑菌活性。

1.2.3　不同接种量对发酵液抑菌活性的影响　将母液

以 0.5 、1 、3、5 、7 、10 、15 mL 接种于100 mL 的 LB培养液

中 ,摇床上28℃,170 rpm振荡培养 ,在 48 h取出 ,离心、

过滤 ,测定无菌发酵液的抑菌活性(同 1.2.2)。

1.2.4　培养液初始 pH 对发酵液抑菌活性的影响　将

培养液用 1 M HCl或1 M NaOH 精确调 pH 分别为 4、

5 、6、7 、8 、9、10 、11 ,经 121℃高压湿热灭菌 30 min。将母

液按 1∶20 的比例加入到培养液中 ,摇床上 28℃,
170 rpm振荡培养 48 h ,取出后离心 、过滤 ,测定无菌发

酵液的抑菌活性(同 1.2.2)。

1.2.5　培养方式对发酵液抑菌活性的影响　将母液按

1∶20比例加入到盛有 100 mL 的 LB培养液中 ,设置静

止 、间歇振荡(12 h/d)和振荡(24 h/d)(170 rpm)3个处

理 ,28℃培养 ,48 h后测定其无菌滤液的抑菌活性(同

1.2.2),确定其最佳培养方式。

2　结果与分析
2.1　最佳发酵时间测定结果

　　从图 1可见 ,NZT-19-241菌株发酵液开始随着培养
时间的延长抑菌活性逐渐提高 ,培养 40～ 48 h其抑菌活

性骤然提高 ,至 48 h抑菌活性达到最高(63.64%),48 ～

56 h抑菌活性平稳 ,随后活性则开始下降。所以最佳发

酵时间应为48～ 56 h ,以下培养时间均为发酵培养48 h。

2.2　不同接种量在培养48 h时的抑菌活性测定结果

从图 2可见 ,不同接种量对抑菌活性有一定的影

响。而且随着接种量的增加 ,发酵滤液的抑菌活性增

高 ,加入5 mL时的活性达最高 ,随后接种量越大 ,抗菌

活性降低。所以该试验采用每 100 mL 培养基中加入

5 mL母液的接种量。

2.3　培养液初始pH对发酵液抑菌活性的影响测定

由表 1可以看出 ,发酵液的初始 pH对 NZT-19-241

菌株的发酵液抑菌活性影响很大。在 pH 4 ～ 6之间随

着 pH 的增大 ,抑菌活性明显增强 ,在 pH 6以后抑菌活
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性逐渐增强 ,在pH 7时抑制活性达到最大值 ,在pH 7～

8时保持平稳 ,随后活性骤然降低。说明在酸性条件下

不利于抑菌物质的产生 ,同时碱性过强直接影响着该菌

的生长 ,也不利于抑菌物质的产生 ,只有在 pH 7 ～ 8的

弱碱性条件下才有利于产物活性成分的提高。

图 1　不同培养时间对抑菌活性的影响

图2　不同接种量 48 h抑菌活性

2.4　培养方式对发酵液抑菌活性的影响

　　由表 2可见 ,培养方式对 NZT-19-241菌株产生抗

菌物质的影响较大。振荡培养有利于抗菌物质的产生 ,

其无菌滤液对灰霉菌的抗菌活性(抑菌率 66.48%)高于

间歇振荡培养(抑菌率 55.68%)和静止培养(0%)。值

得关注的是 ,静止培养的发酵液对灰霉菌无任何影响 ,

表明该菌抑菌物质需要有充足的氧的供应才能产生。

　　表 1 不同 pH 值对NZT-19-241菌株产生

抗菌物质的影响
pH值 生长量/mm 抑菌率/ % 抑菌带/mm

CK

11

43.00

40.00

0.00a

6.98a

0.00

0.00

10 39.25 8.72a 0.00

4 38.50 10.47a 0.00

5 31.25 27.33b 0.00

9 23.25 45.93c 0.00

6 18.75 56.40d 1.25

8 15.75 63.37e 1.75

7.2 15.00 65.12e 1.75

7 15.00 65.12e 2.00

　　表 2 不同培养方式对NZT-19-241菌株产生

抗菌物质的影响
处理 生长量/mm 抑菌率/ % 抑菌带/mm

振荡 14.75 66.48a 1.50

间歇振荡 19.5 55.68b 0.00

静止 44.00 0.00c 0.00

CK 44.00 0.00c 0.00

3　讨论
试验结果表明 , NZT-19-241菌株在 28℃, 170 rpm

振荡培养条件下 ,培养时间48 h 、接种量为5 mL/100mL

培养基 、培养液的初始 pH 7 ～ 8为产生抗菌物质的最佳

条件。但该菌株是通过室内对峙培养和温室内黄瓜苗

期生物测定筛选出的拮抗菌 ,对其抗菌物质产生条件也

仅是通过室内摇瓶培养试验测得 ,旨在为其工业化生产

提供参考。还应进一步对其最佳防治剂量 、最佳防治时

间及最佳定植条件等进行研究 ,使得生产者在使用生防

菌时 ,能科学的施用 ,人为地调控田间及棚室的环境因

素 ,充分发挥其生防潜能。
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Abstract:This paper studied the optimum culture conditions of NZT-19-241 for producing antibiotic substances against

Botrytis cinerea on cucumber.The results showed that the optimum culture time was 48 hours , the suitable inoculated

volume was 5 mL seed liquid to 100 mL culture medium , the best pH was 7 ～ 8 on the condition of 28℃,170 rpm.

Keywords:Botrytis cinerea;Antagonistic bacteria;Antagonistic;Culture condition

93


