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摘要:从五味子 、穿山龙 、人参等 19份辽宁药用植物土壤样品中共分离到放线菌 272株 ,采用对峙培

养法筛选到对穿山龙黑斑病病原菌有拮抗性菌株 38株 ,复筛结果表明:菌株 LJG66 ,SWJ225 ,SWJ211

对人参锈腐病病原菌 ,穿山龙黑斑病病原菌 ,草莓灰霉病病原菌抑菌效果均较好。其中 , SWJ225 的

96h发酵液对穿山龙黑斑病抑菌圈直径可达到 30mm。经初步鉴定 ,3株放线菌均属链霉菌属。
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　　近年来 ,中草药市场价格稳中有升 ,市场需求不

断增加 ,中药产业在辽宁呈现出快速发展的态势 。

然而 ,过量使用化学肥料和高毒剧毒农药 ,影响了中

药材品质 。国家 GAP 标准规定 ,在病害防治上 ,要

求使用广谱 、低毒 、低残留的药剂 ,提倡使用生防制

剂 ,利用放线菌次生代谢产物制备新农药已成为无

公害农药的主体和未来农药发展方向。

土壤中具有丰富的微生物同时也蕴藏着大量拮

抗放线菌 ,放线菌作为生物农药已在蔬菜 、烟草 、小

麦 、水稻 、果树 、棉花等作物病害防治上得到应

用[ 1 ～ 5] ,但是很少有报道利用放线菌防治药用植物

病害 。因此 ,本研究从药用植物土壤中进行放线菌

筛选 ,以期找到能有效防治中草药病害的生防菌株 。

1　材料和方法

1.1　土壤样品采集及放线菌分离

2005年 10 月和 2006 年 4月中旬在辽宁主要

中草药种植地采集五味子 、穿山龙 、人参 、龙胆草 、细

辛 、黄花乌头 、桔梗 、防风 、柴胡 、黄芪 、人参 、东方百

合 、平贝母 、西洋参和移山参土壤 19份 。采用梯度

稀释法
[ 1]
进行放线菌分离 。

1.2　供试靶标菌

人参锈腐病病原菌(Cy l indrocarpon panicico-

la),穿山龙黑斑病病原菌(A lternania dioscoreae),

草莓灰霉病病原菌(Botry tis ciberea),以上病原菌

均由沈阳农业大学植病流行室提供 。

1.3　培养基

高氏一号培养基(放线菌分离和菌种保存培养

基)
[ 6]
;PDA(拮抗菌株筛选培养基);拮抗菌株鉴定

培养基:葡萄糖天门冬素琼脂培养基
[ 7]
、高氏一号培

养基 、察贝克氏琼脂培养基 、无机盐淀粉琼脂培养

基 、甘油天门冬素琼脂培养基和马铃薯块培养基;液

体发酵培养基:1.5%黄豆粒(适量蒸馏水煮沸 0.5

～ 1h ,取滤液), 0.5%蛋白胨 , 0.25%硫酸氨 ,2%葡

萄糖 , 1%淀粉 , 0.025%硫酸镁 , 0.02%磷酸二氢

钾 ,0.4%氯化钠。配成溶液 ,调 pH 7 ～ 8 后 ,加 1%

碳酸钙 。

1.4　拮抗放线菌筛选

采用对峙培养法[ 8] 进行拮抗菌株初筛 ,筛选出

对穿山龙黑斑病菌有拮抗活性的菌株 ,再采用对峙

培养法和抑菌圈法进行拮抗菌株复筛 ,筛选出对人

参锈腐病菌 、穿山龙黑斑病菌和草莓灰霉病病原菌

均有拮抗活性的菌株 ,活化保存于高氏一号培养基

上 。

1.5　拮抗菌株发酵液抑菌活性测定

摇瓶发酵及拮抗菌无菌发酵液制备:用 250mL

三角瓶装 50mL 液体发酵培养基 ,每瓶接种 5块拮

抗菌菌饼(直径 7mm), 27 ℃, 120 r/min振荡培养 ,

培养 48 ～ 96 h 取发酵液 , 6 000 r/min 离心 15min ,

上清液取出备用 。抑菌圈法测定发酵液活性 ,点样

量为 50μL。

1.6　拮抗菌初步鉴定

根据阎逊初编著的《放线菌的分类和鉴定》[ 9] 对
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拮抗菌进行初步鉴定与分类。将拮抗放线菌在鉴定

培养基上培养 7 d后 ,观察其气生菌丝与基内菌丝

的生长情况及颜色 、可溶性色素的有无及颜色等 。

采用插片法[ 10] 观察孢子形态。

2　结果与分析

2.1　土壤放线菌分离

从五味子 、穿山龙 、人参等 19份土样中共分离

到 272株放线菌 。将菌株纯化后试管保存。

2.2　拮抗菌筛选

采用对峙培养法对分离到的 272株放线菌进行

初筛 ,筛选到对穿山龙黑斑病病原菌有拮抗性的菌

株 38株 ,选用拮抗性相对好的放线菌进行复筛和发

酵液活性的测定 , 结果表明 , LJG66 , SWJ225 ,

SWJ211对人参锈腐病病原菌 、穿山龙黑斑病病原

菌 、草莓灰霉病病原菌抑菌效果较好 。对穿山龙黑

斑病菌抑菌带宽度均大于 10mm(表 1)。其中 ,

SWJ225 ,96h无菌发酵液对穿山龙黑斑病菌抑菌圈

直径可达到 30mm(表 2)。

2.3　对 3株拮抗菌初步鉴定

3株拮抗菌株在鉴定培养基上的菌落状态见表

3 ,通过插片法观察菌丝及孢子链形态 ,结果表明 ,3

株拮抗菌株气生菌丝直形 ,基内菌丝不断裂 ,形状弯

曲 ,孢子链直和螺旋形 ,初步鉴定拮抗菌株 LJG66 ,

表 1　拮抗菌株复筛结果 (mm)

菌株
人参锈腐病病原菌

抑菌带宽度 抑菌圈直径

穿山龙黑斑病病原菌

抑菌带宽度 抑菌圈直径

草莓灰霉病病原菌

抑菌带宽度 抑菌圈直径

LJG66 11.8 25.6 15.0 18.2 14.0 16.5

SWJ225 9.5 22.0 12.1 24.2 14.7 19.5

SWJ211 9.1 24.0 10.0 20.0 12.2 21.9

SWS179 9.1 23.0 10.5 18.9 10.0 18.6

HQB156 7.8 25.2 10.5 22.5 10.1 19.4

HWSHJ33 7.2 0.0 12.0 10.5 0.0 0.0

LJG51 6.5 0.0 10.0 20.0 9.6 22.0

HWSB141 6.0 0.0 10.0 16.5 4.0 12.1

SHWJ1 0.0 0.0 5.0 11.5 2.0 10.5

FFSB46 0.0 0.0 3.0 14.0 0.0 13.3

表 2　菌株 LJG66 , SWJ225 , SWJ211 发酵液对靶标菌的抑菌圈直径 (mm)

靶标菌
LJG66

48h 72h 96h 120h

SWJ225

48h 72h 96h 120h

SWJ211

48h 72h 96 h 120h

人参锈腐病病原菌 0.0 19.2 17.0 0.0 13.0 16.0 19.0 0.0 17.0 16.5 12.5 0.0

穿山龙黑斑病病原菌 0.0 20.3 19.0 0.0 24.7 27.5 30.0 30.0 20.2 17.3 0.0 0.0

草莓灰霉病病原菌 0.0 16.7 0.0 0.0 15.0 17.0 22.0 20.0 20.0 17.0 0.0 0.0

表 3　拮抗菌株菌落特征及孢子形态

菌株 培养基 气生菌丝 基内菌丝 色素 孢子形态

LJG66

　

　

　

　

　

葡萄糖天门冬素 浅灰色 古董白 无

察氏 白色 古董白 无

甘油天门冬素 浅灰色 浅灰色 无

无机盐淀粉 白烟 古董白 无

马铃薯块 白色 黑色 无

高氏一号 浅灰色 浅灰色 无

长
链
直
少
有
螺
旋

SWJ225

　

　

　

　

　

葡萄糖天门冬素 古董白 茶色 无

察氏 浅黄 褐色 褐色

甘油天门冬素 浅黄 茶色 无

无机盐淀粉 古董白 茶色 无

马铃薯块 浅黄 茶色 黑色

高氏一号 古董白 茶色 无

长
链
直
少
有
螺
旋

SWJ211

　

　

　

　

　

葡萄糖天门冬素 粉色 灰色 无

察氏 浅灰色 白色 无

甘油天门冬素 浅粉色 淡青色 无

无机盐淀粉 浅粉色 白色 无

马铃薯块 粉色 灰色 无

高氏一号 浅粉色 k 白色 无

长
链
直
少
有
螺
旋

SWJ225 ,SWJ211均属于链霉菌属(S trep tomyces)。

其中 , LJG66 可以鉴定为链霉菌属白孢类群 ,

SWJ211可以鉴定为链霉菌属粉红孢类群。

3　结论与讨论

1)试验结果表明:菌株 LJG66 , SWJ225 和

SWJ211对人参锈腐病病原菌 、穿山龙黑斑病病原

菌 、草莓灰霉病病原菌有较好抑菌效果 。采用插片

培养法和观察菌落特征和形态特征方法对 LJG66 ,

SWJ225 ,SWJ211进行初步鉴定 ,结果表明 , 3株菌

株均为链霉菌属。

2)本研究尚处于初步阶段 ,对所获拮抗菌株还

只能粗放地划归为链霉菌属 ,拮抗菌株发酵产生的

是何种类型的抗菌物质以及拮抗机理还有待进一步

研究。 (下转第 95页)
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3　讨论

1)鲜切果蔬的失重包括水分和干物质两方面

的损失 ,但蒸腾失水是主要的因素 ,约占总失重的

80%。保鲜膜包装有效抑制了水分蒸发 ,使鲜切莲

藕保持较低的失重率 。

2)ck组的鲜切莲藕 V c含量明显降低 ,这与空

气中 Vc在氧化酶作用下迅速降解为 L-脱氢抗坏

血酸有关 。不同包装材料包装后 ,鲜切莲藕贮藏过

程中 Vc含量呈下降趋势 ,原因同 ck ,但变化幅度不

大 ,这与王美兰对蒜薹的研究结果不一致[ 7] 。SSC

含量随着贮藏时间的延长而下降 ,但整个贮藏期间 ,

SSC 含量总体变化不大。

3)多酚氧化酶是一种以铜为辅基的末端氧化

还原酶 ,它能催化两类完全不同的反应:①催化一元

酚羟基化 ,生成相应的邻二羟基化合物;②催化邻二

酚氧化生成邻醌化合物 ,这两类反应都需要有氧分

子参加 。鲜切莲藕经不同包装材料包装后 , PPO 活

性先升高后降低 ,与 ck 相比 ,包装后的鲜切莲藕

PPO 活性始终保持较高的活性水平 。贮藏过程中

几种包装材料的褐变指数明显低于 ck ,主要是因为

包装后袋中 O 2 浓度低于外界 ,减小了多酚氧化酶

催化两类反应的速率 。

4)新鲜果蔬用透气性塑料薄膜密封后 ,果蔬的

呼吸活动消耗包装容器内的 O 2 并产生 CO2 ,逐渐

构成包装内与大气环境之间的气体浓度差 。外部

O 2 通过塑料薄膜渗透入包装补充消耗的 O 2 ,包装

内的 CO 2 则渗透出塑料薄膜扩散到空气中 。开始

时 ,包装薄膜内外的气体浓度差小 ,渗入包装内的

O 2 不足以抵消消耗的 O 2 ,渗出的 CO 2 小于产生的

CO 2 。随着贮藏过程中包装内外的气体浓度差增加

使气体渗透的速度加快 。当包装内的 O 2 消耗速度

等于 O2 渗入速度 ,而 CO 2 产生的速度等于渗出的

速度时 ,包装内可能达到一个低 O 2 和高 CO 2 气体

的动态平衡 。如果果蔬呼吸速度与薄膜透气率相匹

配 ,包装内将能建立一个有利于果蔬贮藏的气调平

衡 ,使果蔬置于最佳的气体条件中 ,则可延缓果蔬的

成熟衰老过程。如果所选择薄膜的透气率不足 ,包

装内将会建立一个有害于果蔬贮藏的低 O2 或有害

的高浓度的 CO2 气体条件
[ 8]
。0.04mm LDPE 包

装鲜切莲藕贮藏 10 d 后 ,袋内 O 2 , CO2 含量达动态

平衡 ,其他 3种包装材料均未达平衡 ,说明 0.04mm

LDPE在较短时间内达到了气调效果 ,有利于保持

鲜切莲藕的品质。
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