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6株生防放线菌对辣椒疫霉的皿内拮抗研究
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　　[摘　要 ]　采用琼脂块法研究了 6株生防放线菌在不同培养基、培养时间及紫外线处理等多种条件下对 2株

辣椒疫霉的皿内拮抗作用。结果表明, 6株放线菌 (10号除外)在供试培养基上的拮抗性表现为 PDA > 黄豆粉> 腐

殖酸, PDA 琼脂培养基可作为辣椒疫霉生防放线菌的筛选培养基; 6株放线菌不同培养时间对辣椒疫霉的抗菌活

性表现为 13 d> 20 d> 7 d,以培养 13 d时的拮抗效果较好; 6株拮抗放线菌对陕西岐山辣椒疫霉 P4的拮抗效果均

优于青海辣椒疫霉P3菌株;用紫外线直接照射拮抗性放线菌琼脂块,不能准确地指示放线菌分泌的抗生素化学结

构是否稳定,还需提取发酵产物进行紫外线照射处理加以判断。
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　　辣椒疫病是一种土传毁灭性病害,常造成辣椒

减产甚至绝收。当前国内外在辣椒抗病育种、化学防

治和农业防治措施等方面做了大量工作,但防效不

佳[1 ]。生物防治是具有发展潜力的重要防治途径之

一,拮抗菌防病机理研究是提高生物防治效果的基

础工作[2～ 6 ]。目前已对生防细菌、真菌的防效进行了

一定研究[7 ] ,但有关不同培养基上拮抗放线菌对辣

椒疫霉拮抗作用的研究很少[8 ]。本试验重点研究以

辣椒疫霉为靶标菌时,培养基种类、培养时间和紫外

线照射等因素对6株生防放线菌皿内拮抗作用的影

响,旨在为辣椒疫病生防放线菌制剂的研制提供科

学依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　生防菌　6株供试生防放线菌均属于链霉菌属

(未定种) ,由西北农林科技大学微生物资源研究室

通过特定筛选程序 (平皿拮抗性测定、辣椒根系定植

试验及盆栽生物防效观察)从分离自青海高原土壤

的4 500余株放线菌中筛选得到。6株供试放线菌的

编号为1, 2, 3, 4, 8和10,其在高氏1号培养基上的形

态特征为: 基丝、气丝均匀, 发达, 孢子丝直或弯曲

状,顶端螺旋状,孢子球形或椭圆形,具有典型的链

霉菌属特征。

拮抗试验靶标菌　辣椒疫霉 (P hy top h thora

cap sici) ,代号 P3,由青海省农林科学院植保所杨君

丽研究员提供, P4由本实验室分离自陕西岐山辣椒

病株。

培养基　改良 PDA、PDA、黄豆粉和腐殖酸琼

脂培养基[9 ]。

1. 2　方　法

1. 2. 1　靶标菌的培养　将辣椒疫霉P3 和 P4 接种

于改良PDA 斜面管中,置28 ℃下培养3～ 4 d,取出

用无菌水制成菌悬液备用。

1. 2. 2　供试生防放线菌培养　用灭菌竹签按无菌

操作法从斜面管中取少许供试放线菌,涂布在黄豆

粉琼脂、PDA 琼脂及腐殖酸琼脂培养基平板上,用

刮铲涂匀, 28 ℃培养7 d 后取出。

1. 2. 3　供试生防放线菌拮抗性测定　将培养皿放

置在超净工作台上, 培养皿一半在紫外线 (UV )下

照射 10 m in,紫外灯距离培养皿 34. 5 cm ,另一半遮

光不照射。用打孔器将布满放线菌的固态琼脂切成

直径 8 mm 的菌饼,一部分菌饼移植到刚接过靶标

菌的平皿上,室温放置 12 h, 28 ℃培养 2～ 3 d 后取

出观察并测定拮抗圈的大小。其余菌饼继续培养至

13或20 d 取出,测定琼脂块培养至不同时间时的拮
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抗圈直径。

2　结果与分析

2. 1　不同培养基上生防菌对辣椒疫霉的拮抗性

由表1可知, 6株供试放线菌在不同培养基上产

生的拮抗性不同。对P3来说, 6株供试放线菌培养

13 d 时, 未经紫外线照射的琼脂块在黄豆粉琼脂、

PDA 琼脂及腐殖酸琼脂培养基上产生的拮抗圈直

径分别为10. 0～ 20. 0, 10. 0～ 18. 0及0～ 16. 6 mm ,

其平均值分别为 13. 9, 13. 9 及 11. 3 mm ,表明供试

放线菌在黄豆粉培养基和PDA 培养基上产生拮抗

性物质的能力差异不大,在腐殖酸琼脂培养基上产

生拮抗性物质的能力较差。如 1号放线菌培养 13 d

时,在黄豆粉琼脂、PDA 琼脂及腐殖酸琼脂培养基

上未经紫外线照射产生的拮抗圈直径分别为 20. 0,

18. 0及16. 6 mm ,也说明了相同的结果。

对从陕西岐山辣椒病株上分离得到的病原菌

P4而言, 6 株供试放线菌培养 13 d 时,在黄豆粉琼

脂、PDA 琼脂及腐殖酸琼脂培养基上未经紫外线照

射的琼脂块产生的拮抗圈直径分别为 12. 0～ 29. 0,

12. 0～ 29. 0 及 13. 0～ 28. 0 mm , 其平均值分别为

16. 9, 16. 5及17. 3 mm ,即3种培养基上的拮抗圈直

径差异不大。但不同放线菌及在不同培养时间、不同

培养基上表现出的拮抗性又有所差异。如靶标菌为

P3且培养时间为 7 d 时,在黄豆粉琼脂、PDA 琼脂

和腐殖酸琼脂培养基上, 2号与 10号菌未经紫外线

照射的琼脂块产生的拮抗圈直径分别 0, 14. 0, 13. 0

mm 与0, 0, 13. 4 mm。P4也表现出类似的结果。

表 1　供试菌株对P3, P4皿内拮抗试验时产生的拮抗圈直径

T able 1　 Inh ib it ing zones diam eter (mm ) of the tested actinom ycetes against P3, P4 mm

培养基
T he k ind of

cu ltu ral
m edium

菌号
N o.

P3 P4

CK UV CK UV

7 d 13 d 20 d 7 d 13 d 20 d 7 d 13 d 20 d 7 d 13 d 20 d

黄豆粉琼脂
T he soybean
pow er agar

m edium

1 19. 0 20. 0 16. 0 17. 0 17. 0 15. 0 28. 6 29. 0 - 30. 0 23. 0 -

2 0 10. 0 0 0 10. 0 0 0 12. 0 - 0 0 -

3 13. 6 14. 0 10. 0 0 11. 6 11. 0 0 14. 6 - 0 12. 0 -

4 0 14. 0 12. 0 0 14. 0 11. 0 12. 6 17. 0 - 11. 0 16. 0 -

8 0 14. 2 0 0 12. 0 0 0 15. 0 - 0 14. 0 -

10 0 11. 0 0 0 0 0 14. 6 14. 0 - 14. 4 14. 0 -

平均
A verage 5. 4 13. 9 6. 3 2. 8 10. 8 6. 2 9. 3 16. 9 9. 2 13. 2

PDA 琼脂
T he po tato

agar m edium

1 16. 0 18. 0 24. 4 16. 0 18. 0 20. 0 28. 0 29. 0 24. 4 28. 0 28. 0 22. 0

2 14. 0 12. 6 16. 0 12. 0 13. 6 13. 0 14. 0 12. 0 16. 0 12. 0 10. 0 12. 6

3 16. 0 13. 8 14. 0 14. 0 12. 0 11. 0 17. 0 14. 0 14. 0 17. 0 14. 0 13. 0

4 0 14. 6 19. 0 0 13. 2 13. 0 12. 0 16. 0 19. 0 18. 0 14. 0 14. 4

8 0 14. 2 14. 0 0 12. 0 0 0 16. 0 14. 0 0 14. 6 0

10 0 10. 0 11. 0 0 10. 0 0 0 12. 0 11. 0 0 0 0

平均
A verage 7. 7 13. 9 16. 4 7. 0 13. 1 9. 5 11. 8 16. 5 16. 4 12. 5 13. 4 10. 3

腐殖酸琼脂
T he hum id
acid agar
m edium

1 19. 0 16. 6 12. 0 15. 0 14. 0 10. 0 28. 0 28. 0 23. 6 20. 0 20. 0 19. 6

2 13. 0 11. 0 0 0 0 0 12. 0 13. 0 12. 0 0 12. 0 0

3 0 13. 0 10. 6 0 11. 0 0 0 16. 0 11. 6 0 13. 0 11. 0

4 11. 0 14. 0 13. 0 10. 0 12. 0 12. 0 11. 0 16. 2 12. 0 10. 0 16. 4 12. 0

8 0 13. 0 0 0 0 0 0 16. 0 12. 4 0 0 0

10 13. 4 0 0 13. 0 0 0 15. 0 14. 4 13. 0 13. 0 12. 0 10. 0

平均
A verage 9. 4 11. 3 5. 9 6. 3 6. 2 3. 7 11. 0 17. 3 14. 1 7. 2 12. 2 8. 8

总平均 To tal average 7. 5 13. 0 9. 5 5. 4 10. 0 6. 5 10. 7 16. 9 15. 3 9. 6 12. 9 9. 6

2. 2　不同培养时间段供试放线菌的拮抗性

由表1可知, 6株放线菌在不同培养时间段对 2

株辣椒疫霉的拮抗性不同。对P3来说, 6株放线菌

在培养7, 13及20 d 时,未经紫外线照射的琼脂块产

生的拮抗圈直径分别为0～ 19. 0, 0～ 20. 0及0～ 24.

4 mm ,其平均拮抗圈直径表现为13 d (13. 0 mm ) >

20 d (9. 5 mm ) > 7 d (7. 5 mm ) ,即培养时间为 13 d

时的拮抗效果较好, 20 d 和7 d 时拮抗效果次之。如

4号菌在腐殖酸培养基上培养7, 13, 20 d 后,未经紫

外线照射的琼脂块产生的拮抗圈直径分别为 11. 0,

14. 0及13. 0 mm ,呈现出相同的结果。P4与P3的结

果类似。由此可知, 6株供试放线菌在培养至13 d 时
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产生的抗生素水平达到峰值,对疫霉的拮抗效果最

好。但对于不同放线菌及不同培养基,不同的培养时

间所表现出来的拮抗性又有所差异。靶标菌为P3

时,在PDA 琼脂培养基上, 1, 2及4号菌在培养20 d

与13 d 时,未经紫外线照射的琼脂块产生的拮抗圈

直径分别为24. 4, 16. 0, 19. 0 mm 与18. 0, 12. 6, 14.

6 mm ; 3号菌在培养7, 13及20 d 时的拮抗圈直径分

别为 16. 0, 13. 8 和 14. 0 mm ,表明抗生素合成的高

峰时期因放线菌的不同而有所差异。P3在其他培养

基上及 P4 在 3 种培养基上的拮抗圈直径随时间的

变化也表现出类似情况。

2. 3　6株供试放线菌对2种疫霉的拮抗性

P3与P4分别分离自青海甜椒与陕西岐山线辣

椒病株。由表1看出,供试6株拮抗菌对P4的拮抗作

用大于P3。如1号菌在培养7, 13及20 d 时,对P4与

P3的拮抗圈平均直径 (3种培养基上)分别为 28. 2,

28. 7, 24. 0 mm 与 18. 0, 18. 2, 17. 5 mm ,对P4的拮

抗圈平均直径分别比 P3 大 56. 7% , 57. 8%及 37.

1%。10号菌在培养7和13 d 时,对P4与P3的拮抗

圈平均直径分别为9. 9, 13. 5 mm 与4. 5, 7. 0 mm ,对

P4的拮抗圈平均直径分别比P3大120%及92. 9%。

由表 1还可看出,有少数菌株对P3、P4 的拮抗

作用不符合上述规律。如3号菌在黄豆粉琼脂培养

基上培养7 d 时对P3有拮抗作用,但对P4无作用; 4

号菌在黄豆粉和PDA 琼脂培养基上培养7 d 时对P3

无作用,但对P4有作用,其拮抗圈直径分别为 12. 6

及12. 0 mm。8号和10号菌在腐殖酸琼脂培养基上

培养20 d 时对P3无拮抗作用,但对P4的拮抗圈直

径分别为 12. 4 及 13. 0 mm , 其原因尚待进一步研

究。

2. 4　UV 照射对放线菌琼脂块拮抗性的影响

拮抗菌产生的抗生素化学结构是否稳定,对新

农药开发具有重要意义。UV 照射拮抗菌发酵产物

粗提物后有无活性,是判断该活性物质稳定性的重

要指标。UV 照射放线菌琼脂块对琼脂块内抗生素

的化学结构及拮抗性有无影响至今尚无研究。

由表 1看出,对培养 7 d 的琼脂块而言,当靶标

菌为P4时, UV 处理与对照在黄豆粉、PDA 及腐殖

酸琼脂培养基上的拮抗圈直径平均分别为9. 2与9.

3 mm , 12. 5与11. 8 mm 及7. 2与11. 0 mm ,表明UV

处理与对照差异不大,即UV 处理对抗生素的化学

结构及抗菌活性无明显影响。P3结果与P4类似。但

供试1～ 4号放线菌发酵产物,用体积分数95%乙醇

提取的粗提物在UV 处理后,丧失了对辣椒疫霉的

拮抗性 (另文发表) ,表明这 4 株拮抗菌分泌的拮抗

性物质经紫外线照射后不稳定。由此可知,紫外线穿

透力差, 不能破坏琼脂块内抗生素的化学结构, 用

UV 直接照射拮抗性放线菌琼脂块不能准确地反映

出该放线菌分泌的抗生素的化学结构是否稳定,故

不能用UV 直接照射琼脂块法鉴定某放线菌产生活

性物质的化学稳定性。

由图1看出,放线菌琼脂块继续培养至13 d 时,

UV 处理与对照出现较明显的差异。这是因为UV

处理后放线菌的菌体受损伤或失去活性,导致抗生

素的分泌量减少或停止,而未经UV 处理的放线菌

琼脂块上仍有抗生素不断分泌,从而导致UV 处理

与对照形成较明显的差异。

图 1　培养 13 d时UV 对P3, P4 2种疫霉的拮抗性

F ig. 1　D ifferences of an tagon ist ic activity of actinom ycetes against P3, P4 cu lt ivated 13 days

under the u ltravio let radia t ion treatm ent
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3　结　论

1)供试菌 (10号除外)在真菌培养基PDA 琼脂

上的拮抗性较好, PDA 可作为辣椒疫霉生防放线菌

的筛选培养基。

2)供试放线菌在不同培养时间下对辣椒疫霉的

抗菌活性表现为 13 d> 20 d> 7 d,用琼脂块法筛选

辣椒疫霉拮抗性放线菌时培养时间应控制在 13 d

左右。

3) 6株拮抗放线菌对陕西岐山辣椒产区辣椒疫

霉P4的拮抗作用均优于青海辣椒疫霉P3。

4)不能用UV 直接照射法鉴定某放线菌产生的

活性物质的化学稳定性。
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Study on the an tagon ist ic act ivity of 6 st ra in s of

act inom ycetes aga in st P hy top h thora cap sici in p la te

N IU X iao- le i1, XUE Quan -hong1, TU Xuan 1,Y UAN Hu- l in 2

(1 Colleg e of R esou rces E nv ironm en t, N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Institu te of A g ricu ltu re S cience of B aoj i C ity , Q ishan, S haanx i 722400, Ch ina)

Abstract: T he paper studied the an tagon ism of 6 stra in s of act inom ycetes again st tw o k inds of

P hy top h thora cap sici in d ifferen t cu ltu ra l m edia, cu ltu ra l t im es and u lt ravio let rad ia t ion trea tm en ts by agar

lump m ethod. T he resu lts show ed that: T he an tagon ism of 6 stra in s of act inom ycetes had clo se rela t ion sh ip

w ith their cu ltu ra lm edia. A n tagon ist ic act ivity w as best in the PDA cu ltu ra lm edium ,w h ich can be u sed fo r

the select ing of the act inom ycetes again st Phytoph tho ra cap sici. T he an tagon ism of 6 stra in s of

act inom ycetes had clo se rela t ion sh ip to their cu ltu ra l t im e. U sing the agar lump m ethod fo r the select ing of

the an tagon ist ic act inom ycetes again st P hy top h thora cap sici, the act inom ycetes shou ld be cu lt iva ted fo r 13

days. T he 6 stra in s of act inom ycetes had stronger an tagon ist ic act ivity again st P hy top h thora cap sici iso la ted

from Q ishan than that from Q inghai. T he m ethod of u lt ravio let rad ia t ion irrad ia t ing the agar lump didnπt

ref lect the st ructu re of an t ib io t ics secreted by stra in s w hether it is stab le o r no t. T he p roduct ex tracted

from the ferm en ta t ion liqu ids of the st ra in s can reflect the st ructu re of an t ib io t ics w hether it is stab le o r

no t.
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