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甲基营养型芽孢杆菌对疮痂链霉菌的生防潜力
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［摘要］ 为评价甲基营养型芽孢杆菌 ＳＪ８０ 与 ＳＪ８１ 对马铃薯疮痂病的生防潜力， 以疮痂链霉菌为指示

菌， 测试了其发酵上清液的理化稳定性， 并与咯菌腈、 辛菌胺醋酸盐 ２ 种农药进行对比， 检测其粗提物的

生物安全性和抑菌效果。 采用牛津杯法抑菌试验， 以抑菌直径测试 ＳＪ８０ 与 ＳＪ８１ 发酵液的最佳发酵时间，
发酵上清液经不同温度、 紫外照射、 ｐＨ 值及蛋白酶处理后， 以抑菌率测试其稳定性， 采用 ＭＴＴ 法测定粗

提物体外急性细胞毒性。 结果表明： ２ 种发酵上清液最佳发酵时间为 ３ ｄ， 经 １２１ ℃处理 ３０ ｍｉｎ 或紫外照射

２４ ｈ 后， 抑菌率均高于 ９０ ％ ； ＳＪ８１ 在 ｐＨ ＝ １ ～ １３ 的抑菌率保持在 ８０％ 以上， 有较好稳定性， ＳＪ８０ 在 ｐＨ ＝
１ ～ １１ 的抑菌趋势与 ＳＪ８１ 的相似， 在 ｐＨ ＝ １３ 的抑菌率为 ０， 耐碱性较弱； 发酵上清液经碱性蛋白酶与胰蛋

白酶处理 ２ ｈ 后， 抑菌率均接近 １００％ ， 对酶处理较稳定。 体外急性毒性实验结果显示， ＳＪ８０、 ＳＪ８１ 对 ＬＯ２
细胞增殖的半数抑制量 （ＩＣ５０ ） 分别为 ２３９， １３７ ｍｇ ／ Ｌ， 对 ＰＣ１２ 细胞的 ＩＣ５０分别为 ２６６， １６１􀆰 ３ ｍｇ ／ Ｌ； 在农

药的推荐使用量下， 咯菌腈和辛菌胺醋酸盐的抑菌率分别为 ２５􀆰 ４６％ ， ０％ ， 对应的细胞活力均低于 ５０％ ，
比发酵液毒性大且抑菌率低。 可见， ２ 种拮抗菌发酵上清液理化性质稳定， 比农药安全性高， 有突出的抑

菌优势， 具有生防潜力。
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０　 引言
疮痂链霉菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｃａｂｉｅｓ） 是马铃薯疮痂病的病原菌， 作为革兰氏阳性、 丝状、 腐生放线

菌， 其菌丝尖端释放的孢子可在根际土壤、 种子中传播， 并通过茎块伤口、 皮孔等侵染甜菜、 萝卜、
马铃薯等多种植物［１］ 。 疮痂链霉菌能够产生黑色素、 灰色气生菌丝和孢子螺旋链［２］ ， 并随着染病马

铃薯的生长发育， 链霉菌会影响其组织扩张， 导致其呈现软木状表皮坏死性病变， 最终使马铃薯表面

形成凸起的硬癍［３］ 。 染病的马铃薯在清洗过程中不易被处理干净， 这不仅会导致加工成本增加， 还

严重降低其经济价值。 ２０１５ 年， 我国农业部启动马铃薯主粮化战略， 为满足日益增长的粮食需求，
培育优质无病害的马铃薯是关键。 马铃薯疮痂病在我国各大马铃薯产区普遍存在［４ － ７］ ， 但对其防治手

段有限， 目前主要依赖化学防治手段［８］ ， 这种手段存在农药残留、 药效低、 耐药性强、 土壤污染等

问题［９］ 。 因此， 近年来研究热点主要集中在生物防治， 利用土壤微生物的拮抗特性开发生防菌

剂［１０ － １２］ ， 可以实现土壤生态体系的改良和病害的防治， 是绿色、 环保、 高效的防治手段［１３］ 。 目前，
有效针对马铃薯疮痂链霉菌的生防菌研究较少， 仍未开发出可以代替化学农药且低毒、 安全、 高效的

生防菌剂。
芽孢杆菌在植物根际土壤中广泛存在， 它可以产生具有高度抗性的内生孢子［１４］ ， 是开发生防菌

剂的重要来源。 目前， 已有多种芽孢杆菌被报道， 如解淀粉芽孢杆菌、 枯草芽孢杆菌、 多粘芽孢杆

菌、 贝莱斯芽孢杆菌等， 它们可通过分泌抗菌代谢产物来抑制食源性病害［１５ － １８］ ， 但对于土壤来源的

甲基营养型芽孢杆菌 （ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ） 的研究相对较少。 甲基营养型芽孢杆菌是 ２０１０ 年由

Ｍａｄｈａｉｙａｎ 等［１９］在水稻根际土壤中分离报道的新菌种， 其对葡萄霜霉病［２０］ 、 葡萄灰霉病［２１］ 、 黄瓜炭

疽病［２２］ 、 罗汉果斑枯病［２３］ 、 梨黑斑病［２４］ 、 西瓜枯萎病［２５］等多种植物病害有抑制作用， 对大肠杆菌、
金黄色葡萄球菌等食源性致病菌也有抑菌作用［２６］ ， 具有开发生防菌剂的潜力。

本实验探究了 ２ 种土壤来源的甲基营养型芽孢杆菌在不同条件下对马铃薯疮痂链霉菌的拮抗效

果， 测试其发酵上清液的最佳发酵时间以及经不同温度、 紫外照射、 ｐＨ 值、 蛋白酶处理后的稳定性，
并与市售农药进行对比， 明确其体外急性细胞毒性作用和抑菌效果， 以评估其作为生防菌剂的潜力。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料与试剂

１􀆰 １􀆰 １　 材料

病原菌： 疮痂链霉菌 （ＡＭＣＣ４０００２３） ［２７］ 。 拮抗菌： ＳＪ８０、 ＳＪ８１ 甲基营养芽孢杆菌， 山东农业大
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学资源与环境微生物实验室。 ＬＯ２ 正常肝脏细胞， 大白鼠肾上腺髓质嗜铬瘤细胞 ＰＣ１２， 集美大学食

品与生物工程学院。
ＬＢ 培养基 （ｇ ／ Ｌ）： 胰蛋白胨 １０， 氯化钠 １０， 酵母粉 ５， 琼脂粉 ２０， ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ ～ ７􀆰 ５。 放线菌液

体培养基， 海博生物有限公司。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂

噻唑兰 （ＭＴＴ）， 南京奥多福尼生物科技有限公司； ＤＭＥＭ 培养基、 磷酸缓冲液 （ ＰＢＳ）、 双抗

（ＰＳ）， 美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司； 胎牛血清 （ＦＢＳ）， 澳洲 ＧＥＭＩＮＩ 公司； 咯菌腈 （ｆｌｕｄｉｏｘｏｎｉｌ）， 瑞士先正达

作物保护有限公司； 辛菌胺醋酸盐， 山西美源化工有限公司； 其余试剂均为国产分析纯。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 菌株形态观察

将拮抗菌培养于 ＬＢ 固体培养基中， 用革兰氏染色法处理拮抗菌后， 在光学显微镜下观察菌体形态。
１􀆰 ２􀆰 ２　 拮抗菌发酵上清液制备

挑取单菌落接种于装有 ５０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基的 ２５０ ｍＬ 三角瓶中， ３７ ℃ 、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养

１２ ｈ， 得到种子液。 按 １％ 接种量将种子液接种至装有 ２０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基的 ５００ ｍＬ 三角瓶中， 于

３７ ℃ 、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 恒温振荡培养 ４８ ｈ。 将培养好的发酵液 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清液， 用

０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤后， ４ ℃ 保存待用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 病原菌孢子悬浮液制备

挑取一环活化好的疮痂链霉菌， 紧密地划在高氏一号培养基上， ２８ ℃ 恒温静置培养 ２ ～ ３ ｄ。 吸

取无菌水于平板上， 用刀片轻轻刮下表面孢子， 少量多次冲洗培养基表面孢子， 收集至 ５０ ｍＬ 离心管

中， ４ ℃保存待用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 拮抗物质发酵时间优化

将 ２ 株拮抗菌连续 ６ ｄ 在同一时间接种于 ＬＢ 液体培养基中， 在 ３７ ℃ 、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下恒温培

养， 每隔 ２４ ｈ 取一次样品， 采用牛津杯法测定抑菌直径， 每组重复 ３ 次。
１􀆰 ２􀆰 ５　 拮抗菌发酵产物稳定性实验

牛津杯法抑菌试验： 在放线菌固体培养基表面涂布 ２００ μＬ 病原菌孢子悬浮液［２８］ ， 至表面没有明

显水分后， 将无菌牛津杯垂直插入培养基表面， 每孔加入 ２００ μＬ 样品， ２８ ℃ 恒温静置培养 ４８ ｈ 后，
测量抑菌圈直径， 计算抑菌率。 计算公式为： 抑菌率 ／ ％ ＝ （１ － ｄ对照 － ｄ样品 ／ ｄ对照） × １００ ， 其中， ｄ 为

抑菌圈直径。
参照 Ｈｕａｎｇ 等［１５］的方法对发酵上清液稳定性进行实验。
１） 温度稳定性。 将拮抗菌发酵上清液分别在 ５０， ６０， ７０， ８０， ９０， １００， １２１ ℃ 条件下处理

３０ ｍｉｎ， 冷却后采用牛津杯法测定抑菌直径， 以未处理的发酵上清液为对照， 每组重复 ３ 次， 计算抑

菌率。
２） 紫外照射稳定性。 参照文献 ［２９］， 将拮抗菌发酵上清液分别置于 １５ Ｗ 紫外灯下照射 ６， １２，

２４ ｈ， 通过牛津杯法测定抑菌直径， 以未处理的发酵上清液为对照， 每组重复 ３ 次， 计算抑菌率。
３） ｐＨ 值稳定性。 将拮抗菌发酵上清液用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 或 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 调整 ｐＨ 值为 １ ～ １３， 静

置 ２４ ｈ 后调回原始 ｐＨ 值， 通过牛津杯法测定抑菌直径， 以未处理的发酵上清液为对照， 每组重复 ３
次， 计算抑菌率。

４） 蛋白酶稳定性。 选择 ０􀆰 １， ０􀆰 ５， １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 的胰蛋白酶和碱性蛋白酶处理发酵上清液， 以１∶ ５０
的比例加入发酵上清液， ３７ ℃水浴 ２ ｈ， ９０ ℃灭活蛋白酶， 冷却至室温后用牛津杯法测定抑菌直径，
以酶液为空白组， 以未处理的发酵上清液为对照组， 每组重复 ３ 次， 计算抑菌率。
１􀆰 ２􀆰 ６　 拮抗菌粗提物细胞毒性试验

利用含体积分数 １％ 双抗 （青霉素、 链霉素） 和体积分数 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 高糖培养基，
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在二氧化碳培养箱分别培养 ＬＯ２ 细胞与 ＰＣ１２ 细胞， 恒温 ３７ ℃ ， 二氧化碳体积分数为 ５％ 。
将 ２ 种拮抗菌发酵上清液用等体积乙酸乙酯萃取 ３ 次， 萃取剂合并后真空浓缩， 得到乙酸乙酯浸

提物， 用适量甲醇复溶并稀释至不同浓度， 用 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤后 ４ ℃ 保存待用。 ＳＪ８０ 样品作用的

质量浓度分别为 ５０， １００， １５０， ２００， ２５０， ３００， ３５０ ｍｇ ／ Ｌ； ＳＪ８１ 样品作用的质量浓度分别为 ２５，
５０， ５， １００， １２５， １５０， １７５， ２００ ｍｇ ／ Ｌ。 以辛菌胺醋酸盐［３０］和咯菌腈［８］２ 种农药作为对照进行实验，
按照推荐使用浓度选择辛菌胺醋酸盐 ３６ ｍｇ ／ Ｌ （稀释 ５００ 倍）、 咯菌腈 １６􀆰 ７ ｍｇ ／ Ｌ （稀释 １ ５００ 倍）。
此外， 设一个高浓度组辛菌胺醋酸盐 １８０ ｍｇ ／ Ｌ （稀释 １００ 倍）、 咯菌腈 １６７ ｍｇ ／ Ｌ （稀释 １５０ 倍） 作

为参考。
参照肖宝平等［３１］ 的 ＭＴＴ 法测定体外急性细胞毒性， 取对数生长期的 ＬＯ２ 细胞制成均匀单细胞

悬液， 以 １ × １０４个 ／ 孔铺至 ９６ 孔板， １００ μＬ ／ 孔， 置于培养箱培养 １２ ｈ， 待细胞贴壁后， 吸弃旧培

养基， 加入不同浓度粗提物或药品， 继续培养 ２４ ｈ 后， 每孔换 １００ μＬ 新培养基， 并加入 １５ μＬ
０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ 的噻唑兰， ３７ ℃ 孵育 ４ ｈ 后吸弃上清液， 每孔加 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 震荡 １０ ｍｉｎ， 在 ４９０ ｎｍ
处检测吸光度值。 每个样品做 ６ 个平行， 设定 ＤＭＳＯ 为空白组， 甲醇为溶剂对照组。 ＰＣ１２ 细胞实

验方法同上， 计算细胞活力公式如下： 细胞活力 ／ ％ ＝ （ Ａ样品 － Ａ空白） ／ （ Ａ溶剂 － Ａ空白） × １００， 其中， Ａ
为吸光度值。
１􀆰 ２􀆰 ７　 农药对比试验

选择 １􀆰 ２􀆰 ６ 中质量浓度为 ５０， １００， １５０， ２００ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＳＪ８０ 粗提物， 质量浓度为 ５０， ７５， １００，
１２５ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＳＪ８１ 粗提物， 以及 ４ 个浓度的农药， 用牛津杯法比较抑菌活性， 每组重复 ３ 次， 计算抑

菌率。
１􀆰 ２􀆰 ８　 数据处理与分析

数据以 ＳＰＳＳ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １７􀆰 ０ 软件进行处理， 采用单因素方差分析 （ ＯＮＥＷＡＹ⁃ＡＮＯＶＡ） 检验其相

关性和显著性， Ｐ ＜ ０． ０５ 被认为具有统计学意义。

２　 实验结果
２􀆰 １　 菌落形态

将 ２ 株拮抗菌接种在 ＬＢ 固体培养基上， 于 ３７ ℃ 恒温静置培养 ２ ｄ， 观察菌落形态和革兰氏染色

后的显微形态 （１ ０００ 倍）， 结果如图 １ 所示。 可见， ２ 株菌形态有明显差异， ＳＪ８０ 单菌落呈圆形， 边

缘粗糙， 中间有褶皱状圆形凸起， 干燥无光泽， 不透明 （见图 １ａ ）； ＳＪ８１ 单菌落大， 形状不规则，
边缘较光滑， 中间有不规则褶皱凸起， 表面无光泽， 干燥 （见图 １ｃ ）； ２ 株菌在显微镜下观察均呈蓝

紫色短杆状 （见图 １ｂ、 图 １ｄ）， 均为革兰氏阳性菌。

a) SJ80 菌落形态
Colony morphology of SJ80

b) SJ80 显微形态
Microscopic morphology of SJ80

c) SJ81 菌落形态
Colony morphology of SJ81

d) SJ81 显微形态
Microscopic morphology of SJ81

图 1 2 株拮抗菌在 LB 培养基上的菌落形态特征及革兰氏染色结果

Fig.1 Morphological characteristics on LB medium and Gram staining results of two antagonistic strains
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２􀆰 ２　 发酵时间优化

如图 ２ 所示， 在 １ ～ ３ ｄ 内， ２ 株拮抗菌随着发酵时间的增加， 抑菌圈直径显著增加 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ；
在 ４ ～ ６ ｄ 内， 发酵液的抑菌效果逐渐趋于平缓， 不再提高。 因此， ２ 株拮抗菌活性物质在发酵 ３ ｄ 达

到饱和， 最佳发酵时间为 ３ ｄ。

**P<0.01 是与发酵 3 d 比较；抑菌圈直径以 mm 表示，包括牛津杯外径（8 mm）
**P<0.01 compared with 3 d fermentation;the diameter of the inhibition zone is expressed in mm,including the outer
diameter of the Oxford cup(8 mm)

图 2 2 株拮抗菌经不同发酵时间处理的发酵液抑菌圈直径

Fig.2 Inhibition zone diameter of two antagonistic fermentation broth at different fermentation time
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２􀆰 ３　 温度稳定性

如图 ３ 所示， ２ 种发酵上清液经 ５０ ～ １２１ ℃ 处理后， 抑菌率均高于 ９０％ ， 与未经处理的对照组

间没有显著性差异 （Ｐ ＞ ０． ０５） ， 说明 ２ 种发酵上清液的活性物质在高温下不会失活， 对温度不敏感，
具有较强的耐热性。
２􀆰 ４　 紫外照射稳定性

如图 ４ 所示， ＳＪ８０ 发酵上清液经紫外照射 ６， １２， ２４ ｈ 后的抑菌率分别为 ９６􀆰 ２３％ ， ９８􀆰 ５％ ，
９９􀆰 ３％ ， ＳＪ８１ 发酵上清液的抑菌率分别为 ９４􀆰 ２２％ ， ９８􀆰 ６４％ ， ９９􀆰 ２５ ％ ， ２ 种发酵上清液抑菌活力均

在 ９０％ 以上。 与未经处理的对照组相比， 抑菌圈直径均无显著性差异 （Ｐ ＞ ０． ０５） ， 表明 ２ 株拮抗菌

的活性物质对紫外照射不敏感， 在紫外线下较稳定。

图 3 2 株拮抗菌发酵上清液经不同温度处理后的抑菌率

Fig.3 Inhibition rate of two antagonistic fermentation
supernatants at different temperatures

图 4 2 株拮抗菌发酵上清液经不同紫外照射时间后的抑菌率

Fig.4 Inhibition rate of two antagonistic fermentation
supernatants at different UV exposure time

处理时间 Treatment time/h
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２􀆰 ５　 ｐＨ 值稳定性

#P<0.05 与 SJ80 是对照组比较；*P<0.05 是与 SJ81
对照组比较
#P<0.05 was compared with SJ80 control group;*P<0.05 was
compared with SJ81 control group

图 5 2 株拮抗菌发酵上清液经不同
pH 值处理后的抑菌率

Fig.5 Inhibition rate of two antagonistic
fermentation supernatants at different pH values

如图 ５ 所示， ＳＪ８１ 发酵上清液在 ｐＨ ＝
１ ～ １３时均有抑菌活性， 在 ｐＨ ＝ ７， ９ 时抑菌

率达到 ８８％ ， ９１％ ， 与未经处理的对照组无

显著性差异， 其余 ｐＨ 值条件下与对照组有显

著性差异 （Ｐ ＜ ０． ０５） ； ＳＪ８０ 发酵上清液在

ｐＨ ＝ １ ～ １１ 时均有抑菌活性， 在 ｐＨ ＝ １３ 时抑

菌率为 ０， 其中 ｐＨ ＝ ９ 时抑菌率高达 １００％ ，
与对照组无显著性差异， 在其余 ｐＨ 值条件下

抑菌率均小于 ８０％ ， 与对照组有显著性差异

（Ｐ ＜ ０． ０５） 。 综上可得， ２ 株拮抗菌发酵上

清液在弱碱条件下抑菌活性较高， 强碱或偏

酸条件下抑菌活性降低。
２􀆰 ６　 蛋白酶稳定性

由于 ２ 种发酵上清液自身呈碱性， 因此

选择胰蛋白酶和碱性蛋白酶进行实验， 结果

见图 ６。 可见， 空白组的抑菌率均为 ０， 排除

了酶的自身作用， ２ 株拮抗菌发酵上清液经不

同浓度酶液处理后， 抑菌活性均高于 ９５％ ，
与对照组无显著性差异 （Ｐ ＞ ０． ０５） 。 由此可见， 胰蛋白酶与碱性蛋白酶对 ２ 种拮抗菌发酵上清液中

活性物质无酶解作用。

ρ（酶液 Protease）/(g·L-1)

图 6 2 株拮抗菌发酵上清液经不同浓度蛋白酶处理的抑菌率

Fig.6 Inhibition rate of two antagonistic fermentation supernatants at different concentration of protease

a) SJ80 b) SJ81

ρ（酶液 Protease）/(g·L-1)

胰蛋白酶 Trypsin 碱性蛋白酶 Alcalase 胰蛋白酶 Trypsin 碱性蛋白酶 Alcalase
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２􀆰 ７　 体外急性细胞毒性试验

由于拮抗菌发酵产生大量代谢产物， 抑菌活性物质与毒素物质共同存在， 若作为生防菌剂作用于农

田， 喷洒过程会在农作物上有些许残留， 有直接入口的风险， 因此， 需要通过 ＭＴＴ 实验确定其体外急

性细胞毒性作用。 如图 ７ 所示， 随着样品浓度增加， ＬＯ２、 ＰＣ１２ 细胞活力逐渐降低。 对于 ＬＯ２ 细胞， 样

品质量浓度在 ２００ ｍｇ ／ Ｌ 时， 细胞活力达到 ８０％ 以上， 在 ３００ ｍｇ ／ Ｌ 时， 细胞活力低于 ５０％ （见图 ７ａ）；
样品质量浓度为 ７５ ｍｇ ／ Ｌ 时， 细胞活力在 ８０％ 以上， 在 １５０ ｍｇ ／ Ｌ 时， 细胞活力低于 ５０％ （见图 ７ｂ）。
对于 ＰＣ１２ 细胞， 样品质量浓度为 ２００ ｍｇ ／ Ｌ 时， 细胞活力仍在 ８０％ 以上， 在 ２５０ ｍｇ ／ Ｌ 时， 细胞活力明

显下降， 只有 ３９􀆰 ８４％ （见图 ７ｃ）； 样品浓度在 １２５ ｍｇ ／ Ｌ 时， 细胞活力在 ８０％ 以上， 在 １５０ ｍｇ ／ Ｌ 和

１７５ ｍｇ ／ Ｌ时， 细胞活力也处于较高水平， 分别达到 ５９􀆰 ７４％ ， ５８􀆰 ８９％ ， 在 ２００ ｍｇ ／ Ｌ 时， 细胞活力才显
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著降低至 ７􀆰 ９８％ （见图 ７ｄ）。 对于 ＳＪ８０， ＬＯ２、 ＰＣ１２ ２ 种细胞中其 ＩＣ５０ 分别为 ２３９， ２６６ ｍｇ ／ Ｌ； 对于

ＳＪ８１， ＬＯ２、 ＰＣ１２ ２ 种细胞中其 ＩＣ５０分别为 １３７， １６１􀆰 ３ ｍｇ ／ Ｌ， 因此可知 ＳＪ８１ 毒性比 ＳＪ８０ 强， 可能是由

于 ＳＪ８１ 发酵产生的毒素物质较多的缘故。 ４ 组农药对应的细胞活力均低于 ５０％ ， 其中咯菌腈在

１６􀆰 ７ ｍｇ ／ Ｌ时对 ＬＯ２ 细胞活力为 ４２􀆰 ３２％ ， 对 ＰＣ１２ 细胞活力为 ２８􀆰 ５２％ ， 其余各浓度对 ２ 种细胞的细胞

活力均在 １０％以下， 细胞几乎全部死亡， 与对照组有极显著性差异 （Ｐ ＜ ０． ０１） ， 与 ＳＪ８０、 ＳＪ８１ 粗提物

相比表现出较大杀伤力， 体现了拮抗菌生物防治的安全性 （见图 ７ｅ）。

ρ/(mg·L-1) ρ/(mg·L-1)
a) SJ80 处理的 LO2 细胞活力

Cell viability of SJ80鄄treated LO2 cells
b) SJ81 处理的 LO2 细胞活力

Cell viability of SJ81鄄treated LO2 cells

ρ/(mg·L-1) ρ/(mg·L-1)
c) SJ80 处理的 PC12 细胞活力
Cell viability of SJ80鄄treated PC12 cells

d) SJ81 处理的 PC12 细胞活力
Cell viability of SJ81鄄treated PC12 cells

a b c d

农药处理 Pesticide treatment

**P<0.01 是与对照组比较；a—咯菌腈 16.7 mg/L；b—咯菌腈 167 mg/L；c—辛菌胺醋酸盐 36 mg/L；d—辛
菌胺醋酸盐 180 mg/L
**P<0.01 was compared with the control group;a—fluronitrile 16.7 mg/L;b—fluronitrile 167 mg/L;c—octylamine acetate
36 mg/L;d—octylamine acetate 180 mg/L

图 7 不同浓度 2 株拮抗菌发酵上清液乙酸乙酯粗提物与 2 种农药对细胞活力的影响

Fig.7 Effects of ethyl acetate crude extract of two antagonistic bacteria fermentation broth
and two pesticides on cell viability
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e) 不同农药处理的 LO2、PC12 细胞活力
Cell viability of LO2 and PC12 cells treated by different pesticide
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２􀆰 ８　 农药对比实验

167 16.7 180 36 50 100150 200 50 75 100125
ρ/(mg·L-1)

图 8 不同样品处理后的抑菌率

Fig.8 Inhibition rate of the different treatment

Fludioxonil
Octylamine acetate

为了比较拮抗菌粗提物与农药的抑菌活性， 选择

节 ２􀆰 ７ 中细胞活力在 ８０％ 以上的作用浓度与农药进行

对比， 结果如图 ８ 所示。 可见， 以抑菌效果最强的

１６７ ｍｇ ／ Ｌ咯菌腈为抑菌率 １００％ 的对照组， 其推荐使用

浓度 （１６􀆰 ７ ｍｇ ／ Ｌ） 的抑菌率为 ２５􀆰 ４６％ ； 辛菌胺醋酸

盐在高浓度下的抑菌率为 ３７􀆰 ４６％ ， 在推荐使用浓度

（３６ ｍｇ ／ Ｌ） 下的抑菌率为 ０。 通过线性拟合， 得到 ＳＪ８０
和 ＳＪ８１ 粗提物的抑菌率方程分别为 Ｙ ＝ ０􀆰 ２１５ ７ Ｘ ＋
２２􀆰 ７５ 和 Ｙ ＝ ０􀆰 １７６ ３ Ｘ ＋ ２５􀆰 ４５。 ＳＪ８０ 和 ＳＪ８１ 粗提物在

质量浓度为 １６􀆰 ７ ｍｇ ／ Ｌ 时的抑菌率分别为 ２６􀆰 ３５％ ，
２８􀆰 ３９％ ， 均强于咯菌腈的抑菌效果， 在质量浓度为

３６ ｍｇ ／ Ｌ时的抑菌率分别为 ３０􀆰 ５２％ ， ３１􀆰 ８％ ， 均强于

辛菌胺醋酸盐的抑菌效果。 因此， 在推荐使用浓度下， ２ 株拮抗菌的抑菌效果均强于 ２ 种农药， 突出

了 ＳＪ８０、 ＳＪ８１ 拮抗菌的作用优势。

３　 讨论
本研究旨在对比 ２ 种农药与 ２ 株甲基营养型芽孢杆菌对疮痂链霉菌的抑菌效果。 甲基营养型芽孢

杆菌与农药相比， 具有较好的抑菌效果， 且相同浓度下有较低的细胞毒性。 由于农药残留， 人们长

期、 低剂量地摄入农药， 在体内积累的农药不仅会造成慢性损伤， 而且有一定的神经毒性与肝脏毒

性。 苟练等［３２］发现， 低剂量与高剂量农药均可导致 ＰＣ１２ 细胞 ＤＮＡ 损伤， 诱导细胞凋亡； 陈洁等［３３］

阐述了不同农药导致细胞凋亡的不同途径， 具体机制还需进一步探究。 我国已经意识到农药与化肥对

生态系统的严重破坏造成的粮食安全问题， 在 ２０１５ 年制定了 《到 ２０２０ 年化肥使用量零增长行动方

案》 和 《到 ２０２０ 年农药使用量零增长行动方案》 ［３４］ ， 大力推进农药减量控害。
生防菌剂一般要具有强稳定性， 耐高温性、 耐酸碱性、 耐紫外照射都是重要指标。 若作为生防菌

剂代替农药施用于田间， 耐高温特性是重要的指标。 ２ 株拮抗菌发酵上清液在 １２１ ℃高温处理 ３０ ｍｉｎ
仍对疮痂链霉菌有 ９０％ 以上的抑菌效果， 说明其活性物质高温下不易失活， 有很好的耐热性； ２ 株菌

在 ２４ ｈ 紫外连续照射后仍有较强抑菌活性， 说明抑菌活性物质强光下不易被分解； 在 ｐＨ 值呈中性或

弱碱性时， ２ 株拮抗菌抑菌活性稳定， 在强酸性条件下仍有活性， 表明其耐酸性较强， 说明其在农田

中可能对土地的酸碱性有很好的适应性； 抑菌活性物质不易被蛋白酶酶解， 是较稳定的生防菌剂。 许

多研究发现， 芽孢杆菌可以产生多种抑菌活性物质， 其中能够有效抑制植物病害的代谢产物有环状脂

肽、 聚酮化合物、 杆菌素和核糖体合成的抗菌肽等几类物质； 已经鉴定得到的环状脂肽类物质主要有

脂肽 （Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ） ［３５］ 、 伊枯草素 （ｉｔｕｒｉｎ） ［３６］ 、 丰霉素 （ｆｅｎｇｙｃｉｎ）、 多粘菌素 （ｐｏｌｙｍｙｘｉｎ） ［３７］ 、 镰刀菌

素 （ｆｕｓａｒｉｃｉｄｉｎ） 等， 聚酮化合物主要有巨乳素 （ ｍａｃｒｏｌａｃｔｉｎ）、 地非西丁 （ ｄｉｆｆｉｃｉｄｉｎ） 等， 其中脂肽

的存在最广泛［３８ － ３９］ 。 Ｈｕａｎｇ 等［１５］研究发现， 一些芽孢杆菌存在脂肽类抗生素的合成基因， 可分泌大

量抗生素， 有广谱抑菌效果， 且发酵上清液理化性质较稳定。 因此， 本文所用的 ２ 株甲基营养型芽孢

杆菌可能也是通过产生天然抗菌物质来抑制马铃薯疮痂病的病原菌， 但具体还需进一步深入研究。
甲基营养型芽孢杆菌针对马铃薯疮痂病的研究较少， ２０１９ 年首次报道了一株甲基营养型芽孢杆

菌对内蒙古马铃薯疮痂病有抑菌效果［４０］ ， 但未明确其有效成分和抑菌机制。 本研究发现 ＳＪ８０ 与 ＳＪ８１
能有效抑制马铃薯疮痂病， 体外急性细胞毒性比市售农药小， 而且具有稳定的理化性质， 有用于马铃

薯疮痂病生物防治的潜力。 为进一步探索其抑菌机理， 后续将对发酵上清液粗提物分离纯化、 活性鉴

定等进行深入研究， 为疮痂病研究提供新的方向， 也为更好地将其应用于农业生产提供理论依据。
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