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白菜软腐病拮抗菌Ｍ－１４拮抗机理
和拮抗物质的初步研究

唐 　 蕊，张 雪 辉，石 晓 云，王 僧 虎
（邢台学院 生物化学系，河北 邢台０５４００１）

　　摘　要：通过室内筛选得到对白菜软腐病有较强拮抗作用的菌株 Ｍ－１４，对其拮抗机理、拮抗
物质的稳定性及抗菌谱进行了初步研究。结果表明：拮抗菌Ｍ－１４对白菜软腐病菌的拮抗作用源
于代谢物质而不是菌体本身；Ｍ－１４酸碱稳定性极强，在ｐＨ　３～１１的范围内均表现出较强的抑菌
效果；拮抗菌Ｍ－１４产生的拮抗物质热稳定性较强，在４０℃时抑菌活性最强，１０～１００℃范围内均
表现较强的抑菌活性；经对５种供试菌的抑菌作用测试，表现出抗菌谱广的特点。
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　　 白 菜 软 腐 病 是 由 软 腐 欧 文 氏 菌 （Ｅｒｗｉｎｉａ
ｃａｒｏｔｏｖｏｒａ）引起的细菌性病害。近年来，随着白菜栽
培面积的不断扩大，尤其在前期干旱、后期多雨或灌溉
不当情况下，白菜软腐病很容易在生产中大面积流行，
造成严重损失。目前，对于白菜软腐病在农业生产上
主要采用选育抗病品种和化学药剂防治相结合的方

法［１－２］。但随着人们环保意识的加强，对食品安全的关
注，蔬菜上化学杀菌剂的使用受到了极大的限制。生
物防治具有很大的发展潜力。通过抑菌圈法，对从各
种不同的生态环境下分离到的微生物菌株进行筛选，
得到对白菜软腐病菌表现出较强抑制作用的拮抗菌

Ｍ－１４。现对其拮抗机理、拮抗物质的稳定性及抗菌谱
进行了初步研究，以期为生物农药的开发奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
拮抗菌 Ｍ－１４由小麦田土壤中分离所得；白菜软

腐病菌等供试菌，由邢台学院微生物实验室提供；ＬＢ
培养基；ＬＢ培养液；ＰＤＡ培养基。
１．２　试验方法
１．２．１　母液的制备　将试管保存的拮抗菌 Ｍ－１４和白
菜软腐病菌菌种分别转接至ＬＢ培养基平板上活化，
２４ｈ后挑取并环接于１００ｍＬ液体培养基中，在３０℃，
１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养２４ｈ，即为母液。
１．２．２　拮抗菌 Ｍ－１４拮抗机理的研究　留部分拮抗菌
Ｍ－１４母液，将剩余母液经无菌过滤器过滤，得到菌体、
无菌滤液。将０．２ｍＬ白菜软腐病菌母液涂布于含ＬＢ

培养基的平板上，用直径为５ｍｍ的打孔器在每个平
板上打４个孔，分别加入８０μＬ的无菌水、拮抗菌Ｍ－１４
母液、菌体和无菌滤液，３次重复，放于３０℃培养箱中
培养４８ｈ，观察并测量抑菌圈的大小（改良牛津杯法）。
１．２．３　拮抗菌 Ｍ－１４的拮抗物质稳定性测试［３］　酸碱
稳定性测试：将拮抗菌Ｍ－１４母液经无菌过滤器过滤得
无菌滤液，吸取５ｍＬ转入无菌试管，用１ＭＮａＯＨ或
ＨＣｌ调ｐＨ值分别至３、４、５、６、７、８、９、１１，静置３０ｍｉｎ
后，测试其对白菜软腐病菌的抑制作用（方法同
１．２．２），以无菌水调不同ｐＨ为对照，每处理３次重复。
热稳定性测试：将拮抗菌Ｍ－１４母液经无菌过滤器过滤
得无菌滤液，取无菌试管各吸取５ｍＬ无菌滤液，分别
在１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００℃下处理６０ｍｉｎ
后，测试其对白菜软腐病菌的抑制作用（方法同
１．２．２），３次重复。
１．２．４　拮抗菌 Ｍ－１４的拮抗物质抑菌谱测试　将金黄
色葡萄球菌﹑枯草芽孢杆菌、大肠杆菌３种细菌作指
示菌，在ＬＢ培养液中培养２４ｈ，将拮抗菌 Ｍ－１４母液
经无菌过滤器过滤得无菌滤液，采用抑菌圈法测试无
菌滤液对上述各菌的抑制作用［４］；同时以苹果轮纹病
菌、大豆菌核病菌２种真菌作指示菌，在１００ｍＬ溶化
好的ＰＤＡ培养基中加入５ｍＬ拮抗菌 Ｍ－１４的无菌滤
液，倒平板，分别接入上述２种真菌的菌盘，以加入
５ｍＬ无菌水的平板为对照，３次重复，通过计算抑菌
率表示其抑菌作用［５］。

２　结果与分析
２．１　拮抗菌 Ｍ－１４的拮抗机理
通过对拮抗菌 Ｍ－１４菌株的母液、菌体和无菌过

滤液，采用涂布平板法，测试其对白菜软腐病菌的抑制
作用。由表１可看出，在无菌水对照和菌体２个处理
中均未出现抑菌圈，而其母液和无菌滤液则出现了明
显的抑菌圈，且抑菌圈大小差别不大，充分说明 Ｍ－１４
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菌株对白菜软腐病的拮抗作用源于其代谢物质而非

菌体。
表１　拮抗菌 Ｍ－１４不同处理的抑菌效果测试结果
处理 无菌水 母液 菌体 无菌滤液

抑菌圈／ｍｍ　 ０　 ２４　 ０　 ２５

２．２　拮抗菌 Ｍ－１４的拮抗物质稳定性测试
２．２．１　酸碱稳定性　由图１可看出，拮抗菌 Ｍ－１４无
菌滤液在经不同ｐＨ处理后，尤其在ｐＨ　３和ｐＨ　１１等
强酸强碱条件下仍具有较高的抑菌活性，表明其抗菌
物质具有极强的酸碱稳定性。

图１　Ｍ－１４无菌滤液经不同ｐＨ处理后
对白菜软腐病原菌的抑菌效果

２．２．２　热稳定性　由图２可看出，拮抗菌 Ｍ－１４无菌
滤液经４０℃处理抑菌活性最强，３０℃次之，但经其它温
度处理后其抑菌活性仍很强，且抑菌效果差异不明显，
表明其抗菌物质具有较强的热稳定性。

图２　Ｍ－１４无菌滤液经不同温度处理
后对白菜软腐病原菌的抑菌效果

２．３　拮抗菌 Ｍ－１４的拮抗物质抑菌谱测试
由表２可看出，拮抗菌Ｍ－１４无菌滤液无论对革兰

氏阴性菌大肠杆菌还是对革兰氏阳性菌金黄色葡萄球

菌均表现出明显的抑菌活性，而且对枯草芽孢杆菌也
具有相当的抑菌活性；同时对植物病原真菌大豆菌核
病菌和苹果轮纹病菌均表现出一定的抑菌效果。表明
拮抗菌 Ｍ－１４的拮抗物质抑菌谱广。

表２　Ｍ－１４无菌滤液对５种供试菌的抑制作用
菌株

抑菌圈直径

／ｍｍ
抑菌率

／％
大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）
金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）
枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ）
大豆菌核病菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ　ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ（Ｌｉｂ．）ｄｅ　Ｂａｒｙ）
苹果轮纹病菌（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｖｉａ　ｂｅｖｅｎ－ｇｅｒｉａｎａｆ．ｓｐ．ｐｉｒｉｃｏｌａ）

２０
２８
２１
—
—

—
—
—
６０
５５

３　讨论与结论
根据拮抗作用的选择性，可将微生物间的拮抗关

系分为非特异性拮抗关系和特异性拮抗关系二类。许
多微生物在生命活动过程中，能产生某种抗生素，具有
选择性地抑制或杀死别种微生物的作用，这是一种特
异拮抗关系［６］。而拮抗细菌拮抗作用方式主要有抗生
和溶菌作用，其作用机理包括产生抗生素、拮抗蛋白或
细胞壁降解酶类等［７］。试验中通过改良牛津杯法证
实，拮抗菌Ｍ－１４对白菜软腐菌的拮抗作用源自其产生
的代谢物。经初步研究，Ｍ－１４菌株的拮抗物质具有极
强的酸碱稳定性和热稳定性，且其抑菌谱广泛，具有一
定的研究开发价值。当然，有关Ｍ－１４菌株抑菌机理及
抑菌活性物质的分离、鉴定，理化性质、安全性等均需
进一步研究测试。另外，Ｍ－１４菌株在白菜内的定殖
力、对白菜生长的影响等也需进一步研究。
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