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【摘 要 〕 通过培养基平板对峙培养
,

从 株放线菌中筛选出了 株对杨树腐烂病病原苗 川 、 ’ 。 有

较强拮抗作用的菌株
,

再结合发酵液的生长抑制率测定
,

筛选出了 株抑菌效果最好的菌株
,

对其发酵液的萃取液进

行了薄层层析分析
,

初步确定抑菌活性是由一种极性较弱的物质引起的
,

并对该物质的理化性质进行 了研究 结果表

明
,

此活性物质无挥发性
,

对酸
、

温度和紫外线都较稳定
。
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杨树腐烂病主要分布于我国东北
、

西北和华北

地区
,

是北 方防护林
、

用 材林 和城 乡绿化常用树

种 —杨树的常见病与多发病
,

轻者影响树木生长
,

出现放叶晚
、

枝干枯干等现象
,

重者造成杨树成片死

亡
,

损失巨大
。

其病原 为污黑腐皮壳菌 、

,

无性 型 为金 黄壳囊抱菌
、 “ ,

除危害杨树外
,

还危害旱柳
、

榆树等多种

树木〔’〕。

目前
,

对该病的防治主要依靠物理
、

化学

防治并结合抗病品种 的选择
。

化学农药见效快
,

防

治效果好
,

但成本较高
,

对环境污染严重
,

病原易产

生抗药性
,

甚至引起药害
。

利用拮抗微生物产生的

抗生物质对该病进行防治可很好地避免这些缺点
。

生物农药对人畜安全
,

不污染环境
,

病菌产生抗药性

的速度极其缓慢
,

经济效益和社会效益 卜分可观‘’ 。

项存梯等七 」研究 了杨树树干真菌中杨树腐烂病菌的

拮抗菌
,

孙冬梅等 研究 了黄绿 木霉菌代谢产物对

杨树腐烂病菌的抑菌性
,

宋瑞清等
几

研 究 了 种毒

蘑菇菌株毒素对杨树腐烂病菌的抑菌性
,

而从土壤

放线菌中筛选杨树腐烂病菌拮抗菌的研究很少
。

放

线菌活菌制剂主要用来防治土传病害
,

而利用其
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产生的抗菌代谢物质研制的生物农药
,

则主要用于

防治地上病害
。

本研究从分离 自秦岭林区凋落物层

的放线菌中
,

通过培养基平板对峙培养结合发酵液

的生长抑制率测定
,

筛选出了 株对杨树腐烂病病

原菌有较强拮抗作用 的菌株
,

并研究 了其中一株发

酵液抑菌活性最好的放线菌的活性产物的部分性

质
,

以期为进一步的提取工作奠定基础
。

材料与方法

供试材料

杨树腐烂病病原菌 由西北农林

科技大学林学院森林病理研究室提供
,

分离 自临夏

青杨 。 人 树干部病组织
。

株供试放线菌的分离采用文献 」和 」的

方法
,

分离于秦岭火地塘林区枯落物层
。

分离所得放线菌菌株保存于高氏一 号培养基
, 。 , ·

, , · ,

可溶性

淀粉
,

琼脂粉
,

水 中 放线菌活

化培养基为黄豆饼粉浸汁培养基 黄豆饼粉

浸汁
,

葡萄糖
,

蛋白陈
,

, 。 ,

琼脂粉 拮抗试 验培养基 为

培养基 马铃薯浸汁
,

葡萄

糖
,

琼脂粉 液体发酵培养基 为黄豆饼

粉浸汁培养基
,

但不加琼脂粉
。

方 法

拮抗放 线菌的 筛选 放线菌的平板对

峙培养
。

将斜面放线菌菌种涂布于黄豆饼粉浸汁培

养基平板上
,

℃培养
,

用 的无菌打

孔器打取菌饼
,

无菌苔的一面向下放置于 培养

基平板的边缘
,

中间点接杨树腐烂病病原菌
,

℃

培养 观察抑菌带的有无
,

有抑菌带的记 录其宽

度
。

放线菌发酵液对杨树腐烂病病原菌的生长

抑制率测定
。

将平板对峙筛选 中抑菌带宽度在

以上的放线菌菌种接种于发酵培养基 中
。

发酵

用 三角瓶
,

每瓶装液量为
,

于 ℃
、

培养
。

发酵液经 离心

后
,

取上清液用 拌 微孔滤膜过滤
,

测定滤

液对杨树腐烂病病原菌的生长抑制率
。

方法为 取

滤液 加人到直径 。 的培养皿中
,

与冷至

℃的 培养 基 混 匀制成带毒平 板
,

用

无菌打孔器打取杨树腐烂病病原菌菌饼
,

菌苔

向下放置于带毒平板的中央
,

以无菌水与 制成

的平板为对照
。

℃培养 后
,

用十字交叉法测

量菌落直径
,

计算生长抑制率
,

计算公式为 生长抑

制率 “ 对照平板菌落直径 一 带毒平板菌落直

径 对 照 平板 菌落直径 一 菌饼 直径
。

号菌发酵液稀释不同倍数对杨树腐烂病病原

菌的生长抑制率测定
。

用蒸馏水将发酵液稀释至相

应倍数
,

取 与 培养基混匀
,

制成带

毒平板
。

以加蒸馏水为对照
。

号菌各革取相的抑菌活性 将 号菌

株的发酵滤液于 ℃下减压浓缩 倍
,

遵循少量

多次的原则
,

依次用石油醚
、

乙酸乙醋和正丁醇对

发酵滤液进行萃取
。

萃取后的各相经过浓缩后
,

用

微量移液器各取 拼 滴加于 滤纸片上
,

待

溶剂挥发干后
,

将滤纸片放置在 培养基平板的

一端
,

另一端放置病原菌菌饼
,

培养 后
,

测量抑

菌带的宽度
,

以此来决定各相的取舍
。

号菌发酵液 乙酸 乙 酣 相的薄层层析试脸

号菌株发酵滤液的乙酸乙醋相组分复杂
,

经试

验发现采用一般薄层板分离效果不好
,

所以采用灵

敏度更高的径向薄层板川
。

用毛细管取经过浓缩的

乙酸乙醋相 拌 点样于层析板的狭窄部分
,

按极

性 由小到大的顺序选用不同比例的混合溶剂进行展

开
,

待展开剂干后
,

在 紫外灯下标出各个已

展开的条带
,

将各条带用刀片刮下
,

用玻棒研碎后与

培养基混合均匀
,

测定各条带抑菌活性
。

号放线菌活性产物性质的测定 在培养

皿中涂抹接种 号放线菌
,

℃培养 后
,

在另

一个培养皿中打菌饼接种病原菌
,

除去培养皿盖
,

将

个平板扣合
,

用胶带密封结合处
,

以单独培养病原

菌为对照 即对扣法
。

种处理各 个重复
,

后

测量菌落直径
,

比较 种处理菌落直径的平均值
,

以

此评判该菌株活性物质是否有挥发性〔’。〕。

将发酵滤液的 值分别调至
, , , , ,

和
,

保持
。

在无菌条件下
,

将 的滤纸片

放置于 培养基平板的一端
,

用微量移液器分别

取各个不同 值的发酵滤液 川 滴加于滤纸片
上 纸碟法

,

另一端放置病原菌菌饼
。

乏 ℃培养

后测量抑菌带宽度
,

以此测定活性物质在不同

下的稳定性
。

将发酵滤液分别在
, ,

和 ℃下水浴
,

和
,

用上述的纸碟法测定各条件下发

酵滤液的活性
,

以确定活性物质对温度的稳定性
。

用微量移液器取 拜 发酵 滤 液滴于直径

的滤纸片上
,

干燥后置于紫外灯下分别照射
,

, , ,

和
,

采用上述 的纸碟法测定抑
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菌带宽度
,

以测定活性物质对紫外线的稳定性
。

结果与分析

烂病病原菌有拮抗作用的菌株有 株
,

其中抑菌带

宽度在 以上的有 株
,

其代号分别为
、 、 、

、 、 、

和
,

其中 号菌株的抑菌状况见图
卜

拮抗放线菌的筛选
。

从表 可以看出
,

在供试的放线菌中
,

对杨树腐

衰 株拮抗放线菌与杨树腐烂病病原菌的平板对峙培养结果

代号

抑菌带宽度

代号

抑菌带宽度

注
“ 一 ”

表示抑菌带宽度
。

、

“ 一 ”

图 号菌株对杨树腐烂病病原菌的抑菌带

认

对以上 株菌发酵液的活性进行测定
,

其对杨

树腐烂病病原菌的生长抑制率测定结果见表
。

表

表明
, 、 、

和 号菌株对病原菌的生长抑制率

都在 以上
。

其中 号菌的抑制效果最好
,

达

到 而平板对峙筛选 中效果很好的
、 、

和 号菌的发酵液对病原菌的生长抑制率则降到

了 以下
,

其中 号菌的活性基本丧失
,

仅为
。

可见
,

放线菌平板对峙培养结果与其发酵液

生长抑制率测定结果间存在较大差异
。

这种差异是

由多种原 因引起的
,

有可能是发酵培养基和培养条

件的不适合
,

也有可能是振荡导致的菌丝断裂和液

体条件下活性物质的分解造成的
。

对于前者
,

可 以

通过筛选培养基和培养条件加以提高 对于后者
,

可

能该菌株不适合采用液体发酵
。

通过以上两步筛选可 以看出
,

号菌株的抑菌

活性最强
。

号菌发酵液在不 同稀释倍数下对杨

树腐烂病病原菌的生长抑制率见表
。

衰 株拮抗放线菌发醉液对杨树腐烂病病原菌的抑蔺活性侧定结果

、

代号 带毒平板中菌落直径 生长抑制率

表 号菌发醉液不 同稀释倍傲对杨树腐烂病病原菌的生长抑制率

、 、

稀释倍数

一
,

一

一
一

‘‘

一

一 一一
一

一 ,

一

一
, 目 ‘ ‘ 目

一
叫

一
目‘ 心

一一

一
一一

一
一一

一
‘

一

生长抑制率

由表 可 以看 出
,

当 号菌发酵液被稀释 倍时
,

对杨树腐烂病病原菌的生长抑制率依然可达
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图 稀释 倍 时
,

生 长抑制率为

图 稀释 倍时
,

生长抑制率仍然可

于平铺生长受到抑制
,

导致菌落较正常厚
,

且颜色发

白
。

到

达到 图
。

从图 可 以看出
,

病原菌由

图 号菌发酵液不同稀释倍数对杨树腐烂病病原菌的抑菌状况

号菌发醉液稀释 倍的抑菌现象 号菌发醉液稀释 倍的抑曲现象

号菌发醉液稀释 倍的抑菌现象
一

一

号菌发醉液各苹取相的抑菌活性 量活性物质引起的
,

所 以与没有活性的石油醚相和

号菌发酵液萃取后各相的活性见表
。

从表 水相一同弃置不用
。

通过萃取试验可知
,

该活性物

可以看出
,

石油醚完全不能萃取活性物质
,

乙酸乙 质具有中等极性
,

在萃取时
,

可先用石油醚对发醉液

醋能较完全地萃取活性物质 图
,

正 丁醇相也有 进行洗涤
,

以除去亲脂性成分
,

之后再用乙酸乙酪萃

微弱活性
,

萃取后 的水相 已不含活性物质
。

正丁醇 取
,

可起到初步除杂的作用
。

相的微弱活性可能是由于乙酸乙醋萃取后残留的微

衰 号菌发醉液经不 同溶荆苹取后各相的活性

萃取相

以

水相 石油醚相 乙酸乙醋相 正丁醉相
一

抑菌带宽 徽弱

注
“
徽弱

”
表示病原菌生长速率减慢 但已不能形成清晰抑菌带

。

“ ” ,

醚和丙酮为展开剂可以较好地将活性组分与其他组

分分离开来
,

薄层板在 紫外灯下观察到的结

果见图
。

图 号菌发酵液 乙酸乙醋相对杨树

腐烂病病原菌的抑菌活性

、乞

号菌发醉液乙酸乙酷相的薄层层析结果

通过筛选展开剂
,

发现 以体积 比 的石油

圈 号菌发醉液乙吸乙诊相的薄 层析摘

图 中箭头所指的发荧光条带具有强烈的抑菌

活性
,

其余条带以及未被展开而仍旧停留在点样处

的物质则无抑菌活性
,

可断定活性物质仅存在于该

发荧光条带
,

在其下方相邻处有一个暗色条带
,

在可
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见光下呈黄色
,

二者极性接近
,

不易分离
,

其他组分 号放线菌活性产物的性质

均较易分开
。

挥发性 从表 可 以看出
,

扣皿条件下病原

通过薄层层析试验可 以初步断定
,

号菌发酵 菌的菌落直径与单独培养的菌落直径没有显 著差

液的活性是由一种物质引起的
,

由于这种物质能够 异
,

可以断定此活性物质无挥发性
。

被极性较弱的展开剂展开
,

可知其极性中等偏弱
。

衰 号放线菌活性产物的挥发性侧定结果

处理
病原菌菌落生长直径

重复 重复 重复 均值

,

对扣法试验

注 经 软件 精确检验法检验差异不 显著 尸 。
。

,

酸碱稳 定 性 从表 可 以看 出
,

当 为 活性下降为对照的
,

时已完全失活
。

时
,

号菌发酵滤液的抑菌活性差异不大
,

但 可见此活性物质在酸性条件下 比较稳定
,

在碱性条

当 值继续增加时
,

其活性急剧下降
,

一 时 件下则很不稳定
。

衰 位对 号菌活性产物活性的影响

处理 值

抑菌带宽度

热稳 定 性 号菌的发酵滤液经 不 同温 和
,

并不因处理时间的延长有明显变化
。

当温

度
、

不同时间处理后
,

其活性变化见表
。

从表 可 度为 ℃时
,

活性则急剧下降
,

处理 后
,

活

以看出
,

当处理温度在 ℃以下时
,

其滤液活性 基 性损失在 以上
。

当温度增加至 ℃时
,

处理

本上没有损 失
,

在 ℃下 分别处 理
,

和 活性已基本丧失
。

,

活性分别较未处理的对照下降了
,

裹 温度对 号菌活性产物活性的影响

处处理温度 ℃ 处理时间 抑菌带宽 处理温度 ℃ 处理时间 · 抑 带宽

‘ ‘

⋯
一一

” “ ”
·

。。

””
·

。
‘‘

徽弱 “

’‘ “ 。。

。。

注 “
微弱 ”

表示病原菌生 长速率减慢
,

但已 不能形成清晰抑菌带
。

“ , , 、 ,

对紫外线的 稳 定性 拮抗菌产生 的抗生素 较对照下降了 紫外线照射
,

其活性下

化学结构是否稳定
,

对新农 药开 发具有重要 意义
。

降了 纬
,

可 见该活性物质对 紫外线较为稳 定
。

紫外线照射拮抗菌发酵产物后 是否仍有活性
,

是判 田间环境下的紫外线强度远小于超净台中的紫外线

断该活性物质稳定性 的重要指标 「” 〕。

从表 可 以 强度
,

推测在 田间条件下紫外线辐射不会引起 号

看出
,

紫外线照射
,

号菌活性产物的活性 菌发酵液活性的丧失
。
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裹 续外线对 号蔺活性产物活性的影晌

处理时间

抑制带宽度
皿

一
小结与讨论

从供试的 株放线菌中
,

筛选 出了 株对

杨树腐烂病病原菌具有较强拮抗作用的放线菌
,

其

中 号菌发酵液的抑菌活性最强
。

但由于本研究

的放线菌菌种数量有限
,

某些具有更高活性的放线

菌可能未被发现
,

今后应进一步扩大筛选数量
。

供试放线菌平板对峙培养结果与发酵液生长

抑制率测定结果间存在较大差异
,

液体振荡培养条

件下菌丝的断裂和部分活性产物的分解可能是导致

某些菌种产量下降的原因
。

对于液体发酵效果不佳

的菌株还可以通过筛选合适的培养基和合适的培养

条件等方式加以提高
,

所以这些菌株也是有潜力的
,

值得进一步研究
。

号菌株的发酵液显示 出了很 强的抑菌活

性
,

发酵液稀释 倍后
,

仍可达到 的抑制率

稀释 倍时
,

抑制率还 能达到
。

对发酵液

进行萃取时
,

活性物质能较完全地被乙酸乙醋萃取
,

在薄层层析试验中
,

采用径向层析板
,

用体积 比 ,

的石油醚和丙酮作展开剂
,

能较好地分离活性物

质
,

可初步断定活性成分是一种单一物质
,

并可知该

物质的极性较弱
。

理化性质试验表明
,

其 中的活性

物质没有挥发性
,

对酸有着较好的稳定性
,

对碱不稳

定
,

对热和紫外线较为稳定
。

这些性质对于活性物

质的提取以及应用都具有重要的指导意义
。

在薄层层析中
,

检测生物活性物质的方法通

常有生物 自显影法 和斑点洗脱法
,

前者对于指示菌为细菌的情况 比较方便
,

后者则难

以避免有机溶剂的影响
,

所 以本研究采用的是直接

刮片后与培养基混匀的方法
。

实际上
,

硅胶 和琼脂

一样都是常用的凝固剂
,

不能被大部分微生物利用
,

本研究也发现少量的硅胶不影响杨树腐烂病病原菌

的生长
。

这对于高活性物质 微量 即能产生明显抑

菌效果的物质 的检出十分方便
,

对于生长快的指示

菌如立枯丝核菌 和污黑腐皮壳

菌 等
,

甚至不需无菌操作
,

短时间就

可看出效果
。

皿内试验结果与实际防治效果间常存在差

异
,

本研究筛选 出来的菌种还需要通过生测来确定

防治效果
。

目前
,

该项工作以及 活性物质的提取工

作正在进行中
。

对抑菌活性物质的化学性质和结构

也有必要进行更深入 的研究
,

这对于活性成分类似

物的化学合成以及研制新的生物农药均有重要意

义
。
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