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菌体生长.抑菌活性的影

响*为进一步提高
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抑菌活性及开发利用奠定基础+,方法-以
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为渗透压调节剂*分别测定其质量浓度为
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条件下*嗜线虫致病杆菌
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不同时间段细胞生长量.
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.还原糖变化'采用琼脂扩散法.

生长速率法及活体组织法测定了
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发酵液的抑菌活性'同时采用
[ZYR

及
YRB]=

分析了甲醇提取物中酰胺类

化合物!
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"与水溶性苯并芘类化合物!

3̀+(>()M,>9+4

*包括
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和
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"含量差异+,结果-在
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质

量浓度为
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细胞生长最适且无显著差异*吸光值分别达
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*随着
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质量浓度的进一步增

大细胞生长量显著下降'在
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质量浓度为
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时*
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发酵液对苏云金芽孢杆菌.蜡状芽孢杆菌.猕猴

桃溃疡病菌.金黄色葡萄球菌的抑菌作用较好且无显著差异*随着
/,R-

质量浓度的进一步增大抑菌作用显著降低'

在
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质量浓度为
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发酵液对水稻稻瘟病菌.番茄灰霉病菌.苹果树腐烂病菌.苹果轮纹病菌.苹

果炭疽病菌.水稻纹枯病菌.油菜菌核病菌的抑制率均高于
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的处理'在
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质
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时*对番茄灰霉病的保护作用较好且无显著差异*治疗作用和保护作用均随着
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质量浓度的进

一步增大而显著下降'甲醇提取物中抑菌活性物质
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含量.
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的相对含量随
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质量浓度的增大显著
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菌体生长.抑菌活性提高及抑菌活性代谢产物
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嗜线虫致病杆菌!
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是寄生于小卷蛾线虫!
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道内的一种革兰氏阴性细菌*随线虫进入昆虫体内*

在血淋巴中大量繁殖*产生毒素并分解昆虫的营养

物质*使其患败血症死亡%

#B$

&

*同时产生活性物质抑

制其他杂菌的生长%

E

&

+嗜线虫致病杆菌能产生多种

次生代谢产物*这些次生代谢产物具有多种化学结

构*在医药和农业上具有广泛的生物活性%

!

&

+水溶

性苯并芘类化合物!

3̀+(>()M,>9+4

*

R̀/

"和酰胺

类化合物!
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"是
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产生的

主要抑菌活性物质%
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+其中
3̀+(>()M,>9+4

包括

3̀+(>()M,>9+#

和
3̀+(>()M,>9+$

!以 下 简 称

R̀/#

和
R̀/$

"*

R̀/#

具有较高的抑菌活性*

R̀/$

无抑菌活性*在一定条件下
R̀/#

可以向

R̀/$

转化*

R̀/#

对疫霉病菌及细菌都表现出较

好的抑制作用%
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&

+

/3M,0(
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19+

不仅对枯草芽孢杆

菌等病原细菌有较强的抑制作用*而且还对临床上

耐药性高的金黄色葡萄球菌也表现出较高的活

性%

DB#%

&

+

嗜线虫致病杆菌次生代谢产物的产生与外界环

境条件!温度.

L

[

等"密切相关%

##

&

+环境渗透压作

为一种重要的环境因子*其变化会改变胞内水活度

及细胞膜透性*影响胞内大分子物质的结构*从而造

成细胞在结构和生理上的损伤%

#$B#E

&

*甚至导致细胞

死亡+当环境渗透压发生变化*微生物往往会启动

多种渗透压响应机制来避免或减轻细胞受到的伤

害*如自身合成或胞外转运相容性溶质%

#!B#C

&

.改变代

谢途径%

#"

&或细胞膜的特性%

#I

&等*从而影响菌体生长

及次级代谢产物的产生+
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&研究发现*

适当的渗透压不利于乳酸菌
SD"

菌体生长*但更有

利于刺激细菌素的产生+张甲庆等%

#D

&研究发现*在

渗透压胁迫后植物乳杆菌
cYF=#<%ED#

活菌数量.

葡萄糖代谢及细菌素合成能力均下降+嗜线虫致病

杆菌由侵染期的斯氏线虫携带进入昆虫寄主体内*

主要在昆虫血淋巴中繁殖%

#

&

*昆虫血淋巴不仅营养

丰富*而且具有较高浓度的无机盐%

$%

&

*这就迫使菌
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生长及抑菌活性的影响



体的生长.毒素和抑菌活性物质产生必然处于较高

的渗透压环境中+此外*在发酵过程中*随着培养基

营养成分的消耗*高浓度的底物.产物及有害物质的

积累*也会带来较高的渗透胁迫%

$#
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*进而影响嗜线

虫致病杆菌的生长及次生代谢产物的产生+

R*,2B
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等%

D

&研究发现*渗透压能调控嗜线虫致病杆菌

的代谢*菌体通过转运
YB

脯氨酸可激发隐藏代谢产

物的产生*但是关于渗透压对嗜线虫致病杆菌的生

长.抑菌活性及抑菌活性物质产生的影响仍鲜有报

道+

本课题组早期研究发现*嗜线虫致病杆菌
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具有广泛的抑菌活性%
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+为了明确渗透压

对嗜线虫致病杆菌
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生长及抑菌活性物质产

生的影响*本研究以
/,R-

为渗透压调节物质*考察

嗜线虫致病杆菌
OY%%#

在不同渗透压条件下生长.

抑菌活性变化及抑菌活性物质酰胺类化合物和

R̀/

产生的变化*以期为进一步提高
OY%%#

菌株

抑菌活性及其开发利用奠定基础+
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材料与方法
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!

供试材料
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!

供试菌株
!

嗜线虫致病杆菌嗜线虫致病杆

菌
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菌株!以下简称
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"*从采自陕西杨凌

的斯氏线虫!
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中分离鉴定

获得*由西北农林科技大学无公害农药研究服务中

心提供+

#<#<$

!

供试病原菌
!

供试病原细菌枯草芽孢杆菌
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G+

%

(+

=

"340$

%

3)7$+

".番茄灰霉病菌!

@"4E

3

1

4)7-)(43$+

".小麦赤霉病菌!

J27+3)2*

%

3+*)($+E

32*

".棉花黄萎病菌!

H$34)-)#)2*.+0#)+$

".苹果轮

纹病菌!

:0

1

7+#"7

=

"3+

=

)3)-"#+

".苹果炭疽病菌

!

!#"*$3$#+-)(

1

2#+4$

".油菜菌核病菌!

,-#$3"4)()+

7-#$3"4)"32*

".玉米弯孢病菌!

!2362#+3)+#2(+4+

!

,̂KK3*

"

S(3@

".黄瓜炭疽病菌!

!"##$4"43)-02*

"3D)-2#+3$

".水稻纹枯病菌 !

/0+(+4$

=

0"327-2E

-2*$3)7

".苹果树腐烂病菌!

H+#7+*+#) ]9

;

,T330

O,M,@,

"*均由西北农林科技大学无公害农药研究

服务中心提供+

#<#<E

!

培养基
!

种子活化
/S

液体培养基#牛肉膏

E

a

*蛋白胨
C

a

*超纯水
#%%%MY

+共生菌鉴别培养

基
/SV5

%

$E

&

#牛肉膏
E

a

*蛋白胨
C

a

*氯化三苯基四

氮唑
%<%!%

a

*溴麝香百里酚蓝
%<%$C

a

*琼脂
#&

a

*

超纯水
#%%%MY

+病原细菌培养基为
/5

培养基#

牛肉膏
E

a

*蛋白胨
C

a

*琼脂
#&

a

*超纯水
#%%%

MY

'发酵培养基
V=S

%

$!

&

#胰蛋白胨
#I

a

*大豆胨
E

a

*

c

$

[ZG

!

$<C

a

*葡萄糖
$<C

a

*

/,R-C

a

*超纯水

#%%%MY

+各培养基初始
L

[

用
%<#M(-

$

Y/,G[

和
%<#M(-

$

Y[R-

调节至
I<%

"

I<$

*在
#$#b

灭菌

E%M9+

后备用+

#<$

!

发酵培养

挑取种管保存的
OY%%#

单菌落接种于
/S

培

养基*于
$&b

.

#&%*

$

M9+

活化
$!1

后划线接种于

/SV5

平板*

$Cb

培养
!&1

*用接种环挑取初生型

单菌落*再次接种于
/S

培养基中*

$&b

.

#&%*

$

M9+

振荡培养至
B?

"%%

为
#<%%

*作为种子按体积分数

#%X

的接种量接种于
/,R-

质量浓度分别为
%

*

C

*

#%

*

$%

*

E%

*

!%

a

$

Y

的
V=S

发酵培养基中*于
$&b

.

#&%*

$

M9+

培养
I$1

+

#<$<#

!

发酵液上清液制备
!

将
OY%%#

进行批量发

酵获得共生菌发酵液*于
!b

.

D%%%*

$

M9+

离心
#C

M9+

*得发酵液上清液*用于抑菌活性测定+

#<$<$

!

发酵液甲醇提取物制备
!

将发酵液上清液

用
F#%#

大孔吸附树脂柱吸附
$!1

*去离子水冲洗
E

次后用甲醇进行洗脱*洗脱液减压浓缩去甲醇后*冷

冻干燥得发酵液甲醇提取粗制品+

#<E

!

发酵过程中参数测定方法

#<E<#

!

B?

"%%

测定
!

采用比浊发%

$C

&测定+将不同

培养时间的发酵液稀释
#%

倍后*用紫外分光光度计

测定
"%%+M

波长下的吸光值+本研究用
GF

"%%

表

征细胞生物量*以培养时间为横坐标*以吸光值为纵

坐标绘制生长曲线+

#<E<$

!L

[

测定
!

采用
L

[

计测定不同培养时间发

酵液的
L

[

值+

#<E<E

!

还原糖含量测定
!

采用
E

*

CB

二硝基水杨酸

法%

$"

&测定不同培养时间发酵液中残余还原糖含量*

检测波长为
C$%+M

+

#<!

!

不同
/,R-

质量浓度下
OY%%#

发酵液抑菌活

性的测定

#<!<#

!

对细菌抑菌活性的测定
!

采用琼脂扩散

法%

$I

&测定病原细菌对不同渗透压条件下嗜线虫致

病杆菌
OY%%#

发酵液上清液的敏感性+待测发酵

液上清液用量为
IC

#

Y

*以
V=S

培养基为对照*以

#%%

#

a

$

MY

链霉素为药剂对照*

$&b

培养
$!1

*采
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用十字交叉法测量抑菌圈直径+

#<!<$

!

对真菌抑菌活性的测定
!

采用生长速率

法%

$&

&测定不同渗透压条件下嗜线虫致病杆菌

OY%%#

发酵液上清液对植物病原真菌菌丝生长的

抑制作用+以相同质量浓度
/,R-

培养基作为空白

对照*在
$Cb

黑暗条件下培养
C@

*采用十字交叉法

测量各菌落直径*计算抑制率+

菌落生长直径!

MM

"

k

菌落直径
P!<%

!菌饼直

径"'

抑制率
k

对照菌落直径
P

处理菌落直径
对照菌落直径 g#%%X

+

#<!<E

!

对番茄灰霉病的防治作用
!

采用活体组织

法%

$D

&

*在番茄果实上测定不同渗透压条件下嗜线虫

致病杆菌
OY%%#

发酵液上清液对番茄灰霉病菌

!

@"43

1

4)7-)(43$+

"的抑制效果+采摘健康新鲜.大

小均一的番茄果实!带蒂"*表面用体积分数
ICX

酒

精擦拭消毒后晾干+保护作用测定方法为*先将发

酵上清液喷施于番茄表面*

$Cb

保湿培养
$!1

后

接种番茄灰霉病菌菌饼'治疗作用测定方法为*先在

保湿条件下接种番茄灰霉病菌菌饼*

$!1

后再喷施

发酵上清液+每处理
E

次重复*以
#%%%M

a

$

Y

的

多菌灵作为药剂对照*无菌水为空白对照*

C@

后检

查结果*计算相对防效+

病斑直径!

MM

"

k

测量直径
P!<%

!菌饼直径"'

相对防效
k

对照病斑直径
P

处理病斑直径
对照病斑直径 g#%%X

+

#<C

!

不同
/,R-

质量浓度下抑菌物质
/3M,0(

L

19+

和
3̀+(>()M,>9+4

含量分析

#<C<#

!

/3M,0(

L

19+

含量
!

采用
[ZYR

定量分析

不同渗透压条件下
OY%%#

甲醇提取物中抑菌活性

物质
/3M,0(

L

19+

的含量+按照
#<$<$

节方法*各

处理使用
#%%MY

发酵液上清液制备获得甲醇粗提

物*将其溶于
#%MYC%X

甲醇$水!体积比"制成样

品*经
%<$$

#

M

微孔滤膜过滤后进行液相分析+色

谱条件#色谱柱
V13*M(R#&>(-)M+

!

$C%MMg!<"

MMgE<C

#

M

"

[ZYR

柱'色谱流速
#MY

$

M9+

'流

动相为
!CX

甲醇$水!体积比"*

$%M9+

+检测波长

$C!+M

'液相进样量
#%

#

Y

'柱温
E%b

+

精确称量标准品
/3M,0(

L

19+

*加
C%X

甲醇$水

!体积比"制成质量浓度分别为
I<&#$C

*

#C<"$C

*

E#<$C

*

"$<C

*

#$C

*

$C%

#

a

$

MY

的标准溶液*按照上述

色谱条件分别吸取
"

个标准品溶液
#%

#

Y

进样*以标

准品质量浓度为横坐标!

I

"*色谱峰面积为纵坐标

!

1

"绘制标准曲线*拟合回归方程并确定相关系数+

#<C<$

!

3̀+(>()M,>9+4

含量
!

采用
5ZH$%%%YRB

]=

系统测定
3̀+(>()M,>9+4

的相对含量!样品处

理参照
#<C<#

节"+色谱条件#色谱柱
5

a

9-3+0R#&

>(-)M+

!

#C%MMg!<"MMgE<C

#

M

"'流动相
%

"

$$M9+CX

"

DCX

!

%<#X

甲酸"乙腈*

$$

"

$!M9+

DCX

"

CX

乙腈*

$!

"

E% M9+CX

乙腈*流速
%<C

MY

$

M9+

'检测波长
$&%+M

'进样体积
#

#

Y

'

?=H

喷

雾电压%

&

&

+物质相对含量计算如下#

物质相对含量
k

物质质谱峰面积
参照处理质谱峰面积g#%%

+

#<"

!

数据处理

本研究中所有数据均为
E

次重复试验的平均

值*试验数据用
=Z==$%<%

和
?\>3-$%#E

进行分

析*采用
G*9

a

9+$%#"

进行图形处理+

$

!

结果与分析

$<#

!

不同
/,R-

质量浓度对
OY%%#

菌株生长代谢

的影响

$<#<#

!

菌株的生长动态
!

渗透压对嗜线虫致病杆

菌
OY%%#

菌株细胞生长的影响如表
#

所示+由表
#

可以看出*不同
/,R-

质量浓度条件下
OY%%#

菌株

呈现出相同的生长趋势*培养
%

"

E"1

过程中

OY%%#

菌体大量生长*培养
E"1

后达到稳定期'同

时
OY%%#

菌株的生长量随着培养基中
/,R-

质量浓

度的增大逐渐下降+

/,R-

质量浓度分别为
%

*

C

a

$

Y

时*

OY%%#

菌体生长旺盛*显著优于其他处理'

/,R-

质量浓度为
!%

a

$

Y

时*

OY%%#

菌株生长最慢+发酵

I$1

后*

/,R-

质量浓度为
%

a

$

Y

时菌体生物量最

大*吸光值达到
%<"E

*分别是
C

*

#%

*

$%

*

E%

*

!%

a

$

Y

/,R-

处理的
#<%#

*

#<#E

*

#<C%

*

#<&C

*

E<%%

倍+这说

明
OY%%#

菌体生物量随渗透压的增大而下降*低渗

透压条件有利于
OY%%#

菌株生长+

$<#<$

!L

[

值的变化
!

由表
$

可知*不同渗透压条

件下
OY%%#

发酵液
L

[

变化呈现相同趋势+培养

%

"

#$1

*

L

[

下降'培养
#$1

后*

L

[

开始上升+培

养
#$1

后*

%

*

C

*

#%

*

$%

*

E%

*

!%

a

$

Y /,R-

条件下

OY%%#

菌株发酵液的
L

[

值分别降低至
"<I!

*

"<%C

*

C<D#

*

C<CC

*

"<$C

*

"<"D

*此后
L

[

值逐渐上升*

发酵结束时不同处理
OY%%#

菌株发酵液
L

[

值分

别为
&<&!

*

&<"D

*

&<CE

*

I<D$

*

I<"#

*

I<%I

+培养前

期*

OY%%#

菌株大量利用碳源*使发酵液中有机酸

含量升高*导致
L

[

值下降'随着菌体量的迅速增

加*氮源分解速度加快*氨基氮含量升高*致使
L

[

值迅速上升+

/,R-

质量浓度为
%

*

C

*

#%

a

$

Y

时*发
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酵前后
L

[

值变化较大*说明低渗透压条件下

OY%%#

菌株生长代谢旺盛*细胞生长较快'而
!%

a

$

Y

条件下
L

[

变化幅度较小*说明高渗透压条件下

OY%%#

生长较慢+

表
#

!

渗透压对嗜线虫致病杆菌
OY%%#

菌株细胞生长的影响

V,T-3#

!

?..3>0(.(4M(09>

L

*344)*3(+

a

*(201(.OY%%#

/,R-

质量浓度$!

a

0

Y

P#

"

R(+>3+0*,09(+(./,R-

GF

"%%

%1 "1 #$1 $!1

% %<%%j%<%%, %<#&j%<%&, %<$Cj%<%E, %<$Cj%<%$,T

C %<%%j%<%%, %<#Cj%<%#, %<$%j%<%#T %<$"j%<%#,

#% %<%%j%<%%, %<#"j%<%%, %<$#j%<%%T %<$$j%<%$T>

$% %<%%j%<%%, %<#Cj%<%#, %<$#j%<%%T %<$Ej%<%#T>

E% %<%%j%<%%, %<#%j%<%%T %<#Dj%<%#> %<$#j%<%$T>

!% %<%%j%<%%, %<%"j%<%%> %<#$j%<%#@ %<#Dj%<%$>

/,R-

质量浓度$!

a

0

Y

P#

"

R(+>3+0*,09(+(./,R-

GF

"%%

E"1 !&1 "%1 I$1

% %<"#j%<%$, %<"#j%<%$, %<"Ej%<%!, %<"Ej%<%E,

C %<"Ej%<%#, %<"Ej%<%$, %<"$j%<%$, %<"$j%<%#,

#% %<C#j%<%ET %<CEj%<%ET %<CCj%<%$T %<C"j%<%$T

$% %<!%j%<%#> %<!#j%<%$> %<!$j%<%%> %<!$j%<%$>

E% %<E#j%<%%@ %<E$j%<%$@ %<EEj%<%#@ %<E!j%<%E@

!% %<#&j%<%#3 %<#Dj%<%$3 %<$%j%<%#3 %<$#j%<%#3

!!

注#同列数据后标不同小写字母表示差异显著!

:

&

%<%C

"+下表同+

/(03

#

F9..3*3+0-(23*>,43-3003*49+3,>1*(2M3,+49

a

+9.9>,+0@9..3*3+>3

!

:

&

%<%C

"

<V134,M3T3-(2<

表
$

!

渗透压对嗜线虫致病杆菌
OY%%#

菌株发酵液
L

[

值的影响

V,T-3$

!

?..3>0(.(4M(09>

L

*344)*3(+

L

[(.OY%%#.3*M3+0,09(+-9

Q

)9@

/,R-

质量浓度$!

a

0

Y

P#

"

R(+>3+0*,09(+(./,R-

L

[

值
L

[:,-)3

%1 "1 #$1 $!1

% I<$%j%<%%, "<DCj%<%$, "<I!j%<%!, I<!"j%<%I,

C I<$%j%<%%, "<$Ij%<%E3 "<%Cj%<%!> I<!!j%<%!,

#% I<$%j%<%%, "<"Ej%<%%@ C<D#j%<%$@ I<E"j%<%ET

$% I<$%j%<%%, "<"Ij%<%$> C<CCj%<%I3 I<E"j%<%ET

E% I<$%j%<%%, "<"Dj%<%E> "<$Cj%<%IT "<&Ij%<%C>

!% I<$%j%<%%, "<ICj%<%CT "<"Dj%<%D, "<!Cj%<%I@

/,R-

质量浓度$!

a

0

Y

P#

"

R(+>3+0*,09(+(./,R-

L

[

值
L

[:,-)3

E"1 !&1 "%1 I$1

% &<#Cj%<%D, &<!Ij%<#%, &<ICj%<%E, &<&!j%<%",

C &<%!j%<%ET &<E"j%<%$T &<C"j%<%$T &<"Dj%<%IT

#% I<&"j%<%C> &<$Ej%<%&> &<E"j%<%C> &<CEj%<%E>

$% I<"%j%<%$@ I<&Ej%<%E@ I<&&j%<%!@ I<D$j%<%$@

E% I<#&j%<%"3 I<C#j%<%D3 I<CDj%<%E3 I<"#j%<%D3

!% "<C!j%<%!. "<DIj%<%E. I<%!j%<%!. I<%Ij%<%I.

$<#<E

!

还原糖的变化
!

由表
E

可以看出*在发酵培

养期间*不同
/,R-

质量浓度下
OY%%#

生长代谢所

消耗还原糖的速率存在差异*随着培养基中
/,R-

质量浓度的增大*培养基残糖含量增加*

!%

a

$

Y

/,R-

处理残糖含量显著高于其他处理+残糖含量

均在
%

"

E"1

迅速降低*

E"1

后缓慢降低并逐渐趋

于稳定+发酵结束时*发酵液中的残糖含量存在显

著差异*

/,R-

质量浓度为
%

*

C

*

#%

*

$%

*

E%

*

!%

a

$

Y

条

件下发酵液中残糖含量分别为
%<E#

*

%<E%

*

%<E%

*

%<EC

*

%<!%

*

%<"%

a

$

Y

*其中
/,R-

质量浓度为
%

*

C

*

#%

a

$

Y

时*残糖含量无显著差异*随着
/,R-

质量浓

度的进一步增大*残糖含量增加且差异越来越显著+

这表明*低渗透压下
OY%%#

对还原糖的利用率较

高*高渗透压条件下*

OY%%#

对还原糖的利用率显

著降低+

$<$

!

不同
/,R-

质量浓度对
OY%%#

菌株抑菌活性

的影响

$<$<#

!

对细菌的抑菌活性
!

由表
!

可知*不同渗透

压条件下*

OY%%#

菌株发酵液对
"

种细菌均有一定

的抑制作用*尤其对枯草芽孢杆菌.蜡状芽孢杆菌和

金黄色葡萄球菌存在较好的抑菌效果*如
/,R-

质

量浓度为
%

a

$

Y

时*抑菌圈直径分别达到
$#<&E

*

$%<"I

和
$#<%%MM

*但随着渗透压的增大*抑菌圈

直径逐渐减小*抑菌作用减弱+在
/,R-

质量浓度
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为
%

*

C

*

#%

a

$

Y

时*

OY%%#

菌株发酵液对苏云金芽

孢杆菌.蜡状芽孢杆菌.猕猴桃溃疡病菌和金黄色葡

萄球菌的抑菌圈直径无明显差异*当培养基中
/,R-

质量浓度增大到
$%

*

E%

*

!%

a

$

Y

时*抑菌圈直径随渗

透压的增大显著降低*特别是对蜡状芽孢杆菌*由

%

*

C

*

#%

a

$

Y/,R-

的
$%<"I

*

$%<%%

*

#D<%%MM

下降

到
$%

*

E%

*

!%

a

$

Y/,R-

时的
#C<EE

*

#$<%%

*

#%<%%

MM

+这表明
OY%%#

发酵上清液对细菌的抑菌活性

随着渗透压的增大而逐渐降低+

表
E

!

渗透压对嗜线虫致病杆菌
OY%%#

菌株还原糖含量变化的影响

V,T-3E

!

?..3>0(.(4M(09>

L

*344)*3(+

a

-)>(43*349@)34(.OY%%#

/,R-

质量浓度$!

a

0

Y

P#

"

R(+>3+0*,09(+(./,R-

残糖含量$!

a

0

Y

P#

"

W-)>(43*349@)34

%1 "1 #$1 $!1

% $<Cj%<%%, $<E%j%<##T %<I%j%<%!@ %<C%j%<%ET

C $<Cj%<%%, #<DEj%<#%> %<"Dj%<%$@ %<E"j%<%!@

#% $<Cj%<%%, #<C#j%<%$@ %<"Ij%<%$@ %<E&j%<%!>

$% $<Cj%<%%, $<%!j%<#DT> %<I"j%<%#> %<!%j%<%#>

E% $<Cj%<%%, $<EIj%<#$,T #<D%j%<%&T %<!Ej%<%IT>

!% $<Cj%<%%, $<!"j%<%!, $<!#j%<%#, #<C%j%<#",

/,R-

质量浓度$!

a

0

Y

P#

"

R(+>3+0*,09(+(./,R-

残糖含量$!

a

0

Y

P#

"

W-)>(43*349@)34

E"1 !&1 "%1 I$1

% %<EDj%<%#T %<E!j%<%$@ %<E$j%<%#@ %<E#j%<%#@

C %<E$j%<%$> %<E%j%<%#3 %<E#j%<%%@ %<E%j%<%#@

#% %<EEj%<%#> %<EEj%<%#@ %<E$j%<%$@ %<E%j%<%#@

$% %<E"j%<%IT> %<E"j%<%%> %<ECj%<%%> %<ECj%<%$>

E% %<!#j%<%$T %<!%j%<%ET %<!%j%<%$T %<!%j%<%$T

!% %<"Ij%<%E, %<"!j%<%$, %<"#j%<%$, %<"%j%<%#,

表
!

!

渗透压对嗜线虫致病杆菌
OY%%#

菌株发酵上清液抗细菌活性的影响

V,T-3!

!

?..3>04(.(4M(09>

L

*344)*3(+,+09T,>03*9,-,>09:90

;

(.OY%%#

/,R-

质量

浓度$!

a

0

Y

P#

"

R(+>3+0*,09(+

(./,R-

抑菌圈直径$
MMH+19T909(+e(+3

枯草芽孢杆菌

@+-)##27

72D4)#)7

苏云金芽孢杆菌

@+-)##27

4023)(

%

)$(7)7

蜡状芽孢杆菌

@+-)##27-$3$27

猕猴桃溃疡病菌

:7$2."*"(+7

7

1

3)(

%

+$

水稻白叶枯病菌

8+(40"*"(+7

-+*

=

$743)7

金黄色葡萄球菌

,4+

=

0

1

#"-"--27

+23$27

% $#<&Ej#<$", &<%%j%<%%, $%<"Ij%<C&, &<"Ij#<#C, #D<%%j%<%%, $#<%%j%<%%,

C #D<"Ij#<%!T I<EEj%<C&, $%<%%j#<%%, &<EEj%<C&, #&<%%j%<%%T $%<EEj%<C&,

#% #&<#Ij%<C&> "<%%j$<%%, #D<%%j#<%%, I<"Ij%<C&, #"<"Ij%<C&> $%<EEj%<C&,

$% #"<"Ij%<$D@ E<EEj%<C&T #C<EEj%<C&T C<EEj#<#CT #C<%%j%<%%@ #C<EEj%<C&T

E% #!<#Ij%<$D3 E<EEj%<C&T #$<%%j%<%%> !<%%j#<%%T #$<"Ij%<C&3 #$<"&j%<C&>

!% ##<%%j%<%%. E<"Ij%<C&T #%<%%j#<%%@ E<EEj%<C&> ##<EEj%<C&. ##<%%j#<%%@

$<$<$

!

对真菌的抑菌活性
!

从表
C

可以看出*不同

渗透压条件下*

OY%%#

菌株发酵液对不同植物病原

真菌的抑制作用有一定的差异*其中对水稻稻瘟病

菌.番茄灰霉病菌.苹果树腐烂病菌.苹果轮纹病菌.

苹果炭疽病菌.水稻纹枯病菌.油菜菌核病菌具有较

好的抑菌效果*在
/,R-

质量浓度为
%

a

$

Y

时*抑制

率均在
&%X

以上*同
C

a

$

Y

时相比并无显著差异*

但随着
/,R-

质量浓度的进一步增大*

OY%%#

菌株

发酵液对真菌的抑制作用呈逐渐减弱的趋势*特别

是对油菜菌核病菌*由
%

*

C

a

$

Y

时的
&&<E"X

*

&$<"DX

下降到
#%

*

$%

*

E%

*

!%

a

$

Y

时的
I#<D!X

*

CD<#%X

*

!$<"DX

*

##<"!X

+这表明
OY%%#

发酵上

清液对病原真菌的抑菌活性随着渗透压的增大而逐

渐降低+

表
C

!

渗透压对嗜线虫致病杆菌
OY%%#

菌株发酵上清液抗真菌活性的影响

V,T-3C

!

?..3>04(.(4M(09>

L

*344)*3(+,+09.)+

a

,-,>09:90

;

(.OY%%#

/,R-

质量

浓度$!

a

0

Y

P#

"

R(+>3+0*,09(+

(./,R-

抑制率$
XH+19T909(+*,03

水稻稻瘟病菌

G+

%

(+

=

"340$

%

3)7$+

番茄灰霉病菌

@"43

1

4)7-)3$3$+

黄瓜炭疽病菌

!"##$4"43)-02*

"3D)-2#+3$

棉花黄萎病菌

H$34)-)#)2*

.+0#)+$

苹果树腐烂病菌

H+#7+*+#)

]9

;

,T330O,M,@,

苹果轮纹病菌

:0

1

7+#"7

=

"3+

=

)3)-"#+

% &C<"Ej$<I&, DE<&#j#<EC, IE<&Ij#<!", !!<IIj%<II, #%%<%%j%<%%, &C<%Cj%<!D,

C &E<&Ij$<##,T DC<C&j%<C#, C%<&!j$<#DT EE<!Ej%<IIT #%%<%%j%<%%, &E<%Dj%<&C,

#% &%<C$j%<&&> D%<%!j#<%$T !$<D&j$<II> EE<!Ej%<IIT #%%<%%j%<%%, I%<EDj%<$CT

$% II<#Ej%<&&> &"<!Ej#<#&> !%<IEj$<!%> $!<I#j$<%E> #%%<%%j%<%%, !E<&Ij#<E%>

E% IC<EIj$<EE@ "D<D#j#<%$@ E!<&Ej#<!D> ##<"Ej%<C%3 #%%<%%j%<%%, EE<C&j$<IE@

!% "I<IIj$<"!3 E!<$$j%<CD3 $<CEjE<$!@ E<I&j#<%#@ &&<D!jE<D%T $&<#Dj$<#!3

:4
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表
C

!续"

!

R(+09+)3@0,T-3C

/,R-

质量

浓度$!

a

0

Y

P#

"

R(+>3+0*,09(+

(./,R-

抑制率$
XH+19T909(+*,03

苹果炭疽病菌

!#"*$3$#+

-)(

1

2#+4$

水稻纹枯病菌

/0+(+4$

=

0"327

-2*$3)7

小麦赤霉病菌

J27+3)2*

%

3+*)($+32*

油菜菌核病菌

,-#$3"4)()+

7-#$3"4)"32*

玉米弯孢病菌

!2362#+3)+#2(+4+

!

,̂KK3*

"

S(3@

% &C<%Cj%<!D, D!<"Cj%<$I, EE<D&j%<%C, &&<E"j%<D%, IE<E%j%<D#,

C &E<%Dj%<&C, DE<&Cj#<%I, $"<%$j%<%&T &$<"Dj!<I&,T "!<D$j#<&ET

#% I%<EDj%<$CT D%<D&j#<$ET $!<DCj$<%IT I#<D!jE<I!> !I<"!j#<ED>

$% !E<&Ij#<E%> &E<"Dj$<EE> #&<%"j%<%E> CD<#%j"<CC@ !C<&#j#<D&>

E% EE<C&j$<IE@ "$<ECj%<%C@ #!<#Dj%<#C@ !$<"Dj$<$C3 !%<C&j$<EE@

!% $&<#Dj$<#!3 !C<DDj%<I#3 #%<ICj%<##3 ##<"!j$<ED. $!<"#j"<I#3

$<$<E

!

对番茄灰霉病的防治效果
!

由图
#

可知*不

同渗透压条件下*

OY%%#

发酵液对番茄灰霉病有一

定的室内药效*且随着渗透压的逐渐增大*

OY%%#

发酵上清液对番茄灰霉病的保护作用和治疗作用逐

渐减小+治疗作用在
/,R-

质量浓度为
%

*

C

*

#%

a

$

Y

时差异不显著*但显著高于
$%

*

E%

*

!%

a

$

Y/,R-

处

理的防效'保护作用在
/,R-

质量浓度为
%

*

C

a

$

Y

时

差异不显著*但显著优于
#%

*

$%

*

E%

*

!%

a

$

Y/,R-

处

理的防效+其中*

%

a

$

Y

条件下对番茄灰霉病的保

护效果为
"&<D&X

*是
!%

a

$

Y

时!

ED<#&X

"的
#<&

倍*显著低于对照药剂的防效!

&%<%!X

"'

%

a

$

Y

条

件下对番茄灰霉病的治疗效果为
!E<EIX

*是
!%

a

$

Y

时!

"<"$X

"的
"<"

倍*显著低于对照药剂的防

效!

"I<&IX

"+

同种作用标不同小写字母表示差异显著!

:

&

%<%C

"+下图同

F9..3*3+0-(23*>,43-3003*4M3,+49

a

+9.9>,+0@9..3*3+>3

!

:

&

%<%C

"

<V134,M3T3-(2

图
#

!

不同渗透压下嗜线虫致病杆菌
OY%%#

菌株发酵液对番茄灰霉病的室内药效

79

a

<#

!

H+19T90(*

;

3..3>0(.OY%%#(+@"43

1

4)7-)(43$+)+@3*@9..3*3+0(4M(09>

L

*344)*34

$<E

!

不同
/,R-

质量浓度对
OY%%#

抑菌活性物质

产生的影响

$<E<#

!

对
/3M,0(

L

19+

产生的影响
!

经回归分析*

/3M,0(

L

19+

标准品质量浓度!

I

"与色谱峰面积!

1

"

的回归方程为
1

k##&D$I

!

Pk%<DDD"

"*说明色谱

峰面积与标准品质量浓度呈现良好的线性关系*可

以满足定量分析要求+由图
$

可知*不同
/,R-

质量

浓度条件下*

OY%%#

发酵液代谢产物中抑菌活性物

质
/3M,0(

L

19+

含量有较大差异+

/,R-

质量浓度为

%

a

$

Y

时*

/3M,0(

L

19+

含量为
#E<&!

#

a

$

MY

*分别

是
C

a

$

Y

!

#%<%E

#

a

$

MY

".

#%

a

$

Y

!

&<!D

#

a

$

MY

".

$%

a

$

Y

!

C<E!

#

a

$

MY

".

E%

a

$

Y

!

$<CE

#

a

$

MY

".

!%

a

$

Y

!

#<CI

#

a

$

MY

"的
#<EI

*

#<"E

*

$<CD

*

C<!I

*

&<&$

倍+

表明渗透压对
OY%%#

抑菌活性物质
/3M,0(

L

19+

的

产生表现出较强的抑制作用*渗透压越低
/3M,0(B

L

19+

产量越高*反之越低+

$<E<$

!

对
3̀+(>()M,>9+4

产生的影响
!

3̀+(>()B

M,>9+4

包括
R̀/#

和
R̀/$

*其中
R̀/#

具有较高

的抑菌活性*

R̀/$

无抑菌活性*在一定条件下

R̀/#

可以向
R̀/$

转化+如图
E

所示*随
/,R-

质

量浓度的升高*

R̀/#

的相对含量呈现出显著下降

趋势*

R̀/$

的相对含量则先升高后降低+其中抑

菌活性物质
R̀/#

在
/,R-

质量浓度为
%

a

$

Y

时相

对含量最高*分别是
/,R-

质量浓度为
C

*

#%

*

$%

*

E%

*

!%

a

$

Y

时的
#<$"

*

#<D&

*

E<&!

*

I<"D

*

$&<CC

倍'

R̀/$

的相对含量在
/,R-

质量浓度为
C

a

$

Y

条件

下达到最大值*显著高于其他处理+说明渗透压对

3̀+(>()M,>9+4

的产生有较大影响*低渗透压条件
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更有利于代谢产物
3̀+(>()M,>9+4

的积累*高渗透 压条件不利于
3̀+(>()M,>9+4

的积累+

图
$

!

渗透压对嗜线虫致病杆菌
OY%%#

菌株产

/3M,0(

L

19+

的影响

79

a

<$

!

?..3>0(.(4M(09>

L

*344)*3(+/3M,0(

L

19+

,>>)M)-,09(+(.OY%%#40*,9+4

图
E

!

渗透压对嗜线虫致病杆菌
OY%%#

菌株产

3̀+(>()M,>9+4

的影响

79

a

<E

!

?..3>0(.(4M(09>

L

*344)*3(.OY%%#(+

3̀+(>()M,>9+4*3-,09:3>(+03+0

E

!

讨论与结论

渗透压作为一种重要的物理参数*影响多种病

原细菌的生长与致病力%

E%

&

+徐莹等%

E#

&通过研究植

物乳杆菌
V#%$

发现*培养基中添加质量分数为
#X

的
/,R-

时*菌体生长量较添加
CX

的
/,R-

时提高

#"<$EX

*细菌素合成能力提高
CD<"%X

+

R*,2.(*@

等%

D

&研究发现*适当的渗透压能刺激嗜线虫致病杆

菌
5VRR#D%"#

次级代谢产物中异腈类化合物及吲

哚类化合物的产生*但不利于
/3M,0(

L

19+

的产生+

本研究发现*以
/,R-

为渗透压调节剂时*低渗透压

有利于嗜线虫致病杆菌
OY%%#

菌体生长.抑菌活性

提高及抑菌活性物质
/3M,0(

L

19+

.

3̀+(>()M,>9+4

的产生*而高渗透压不利于
OY%%#

菌体生长及抑菌

活性物质的产生+低渗透压条件下
OY%%#

菌体生

长代谢旺盛*菌体生长量在
/,R-

质量浓度为
%

*

C

a

$

Y

时与
!%

a

$

Y

时相比分别提高了
$<%%

*

#<DC

倍*

甲醇提取物中
/3M,0(

L

19+

的含量分别提高
I<&$

*

C<ED

倍*

R̀/#

相对含量则分别提高
$I<CC

*

$#<""

倍*因此推测*低渗透压条件下发酵液抑菌活性较高

可能与菌体生长旺盛引起抑菌活性物质
/3M,0(B

L

19+

及
R̀/#

的产量增加有关*高渗透压条件下则

相反+

在昆虫血淋巴高渗透压环境中除含有较高的盐

度外*还含有较高的溶质浓度*如醇类.氨基酸类.糖

类等*菌体可能通过在胞内大量积累这些物质*调节

其对高渗透压的适应性与耐受性%

#!

&

+有研究表明*

嗜线虫致病杆菌能在胞内积累
YB

脯氨酸来缓解高

渗透压带来的不适*并能增强菌体代谢产物产生*从

而使菌体保持较高的致病力%

D

&

+对嗜线虫致病杆菌

OY%%#

来讲*其是否能通过利用上述高浓度的溶质

来应对高渗透压环境及提高代谢物的产生仍需进一

步研究+
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