
农用抗生素来源于微生物，特别是放线菌，据

统计，在 1000 多种抗生素中约有 2/3 以上是由放

线菌产生的，而链霉菌属放线菌产生的抗菌素又

占放线菌目的 90％以上 [1]；且放线菌广泛存在于

各类土壤中。单就微生物而言，已被人类研究过的

不足自然界存在的 1‰，而这些研究过的微生物

中，只发现了其中的 1%能产生生物活性物质，其

潜力是显而易见的。放线菌菌株 1 a 是属于链霉

菌属的一株放线菌 [2]。本研究对其发酵液的抗菌

谱范围及其在不同条件下抗菌活性的稳定性进行
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了测定,以便为菌株 1 a 的进一步开发利用奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 供试菌株

放线菌菌株 1 a 由吉林农业大学农学院真菌

研究室提供。
发酵液活性检测指示菌为人参锈腐菌(Cylin－

drocarpon destructans)。
其它供试病原菌见表 1。

1.1.2 培养基

生长培养基(高氏一号)：可溶性淀粉 20 g、硝

酸钾 1 g、氯化钠 0.5 g、磷酸氢二钾 0.5 g、硫酸镁

0.5 g、硫酸亚铁 0.01 g、琼脂 20 g、蒸馏水 1 000

文章编号：1003- 8701(2010)02- 0027- 03

放线菌菌株 1a 发酵液抗菌谱及
抗菌物质稳定性研究

王 琳 1，姜 云 2，马贵龙 1*

(1. 吉林农业大学农学院，长春 130118；2. 吉林农业大学生命科学学院，长春 130118)

摘 要：采用琼脂扩散法对放线菌菌株 1 a 发酵液进行了抗菌谱测定。结果表明，菌株 1 a 发酵液对 9 种

常见植物病原真菌有很好的抑制作用，其中对人参锈腐菌抑菌活性最强，抑菌圈直径可达 22 mm。稳定性测定

结果表明菌株 1 a 发酵液低温贮藏效果好，对热及紫外光照稳定性较强，对极端酸碱环境稳定性较差。
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mL，pH 7.2～7.4，高压灭菌后备用。
发酵培养基：玉米粉 3%、葡萄糖 1%、大豆粉

2%、酵 母 粉 0.3%、KH2PO4 0.1%、CaCO3 0.3%、
NaCl 0.1%，pH 值为 7.0，250 mL 的三角瓶每瓶分

装 30 mL，高压灭菌后备用。
种子液培养基同发酵培养基。
活性检测培养基(PDA)：去皮马铃薯 200 g、葡

萄糖 20 g、琼脂 15 g、蒸馏水 1 000 mL，pH 自然，

高压灭菌后备用。
1.2 方法

1.2.1 菌株 1 a 发酵液的制备

菌株 1 a 种子液的制备：取直径 10 mm 的菌

饼 接 种 到 灭 菌 后 的 发 酵 培 养 基 中 ，28℃、200
r/min 摇床振荡培养 28 h 后取出，4℃冰箱保存备

用。
菌株 1 a 发酵液的制备：以 6%(v/v)接种量接

种于上述发酵培养基中，在 28℃、200 r/min 下培

养 60 h。培养结束后，将培养物转入无菌离心管

中，10 000 r/min 离心 10 min，取上清液，得无菌

体发酵液备用。
1.2.2 菌株 1 a 发酵液抗菌谱测定

以琼脂扩散法 [3]对 9 株植物病原真菌进行抗

菌谱测定，取 1 mL 真菌菌悬液与 150 mL 已融化

冷却到 45℃的 PDA 培养基迅速混匀 , 平均倒入

10 个无菌培养皿内,待培养基凝固后用打孔器(直
径 10 mm)在每个培养皿内打孔 ,注入发酵上清液

200μL,置于 26℃的恒温箱中进行培养, 72 h 后测

量抑菌圈直径。每个处理重复 3 次。
1.2.3 菌株 1 a 发酵液稳定性测试

1.2.3.1 菌株 1 a 发酵液热稳定性测试

参照张玲玲等报道的方法[4]，取 21 mL 菌株 1 a
发酵液，分成 7 组，再把每组分装到 3 个 1.5 mL
离心管中，每份 1 mL，将分装好的发酵液分别在

40、50、60、70、80、90 和 100℃下水浴处理 30、60
和 90 min，待自然冷却到常温，定容到 1 mL，以未

处理的发酵液为对照，琼脂扩散法测各处理的抑

菌活性，每个处理 3 次重复，置于 28℃培养，72 h
后测量抑菌圈直径，根据抑菌圈直径来确定其热

稳定性。
1.2.3.2 菌株 1 a 发酵液酸碱稳定性测试

参照姜海波等报道的方法[5]，取 6 组菌株 1a 发

酵液，每份 6 mL，用 1 mol/L 的 NaOH 溶液和 1
mol/L 的 HCl 溶液分别调 pH 值为 2.0、4.0、6.0、8.0、
10.0 和 12.0，再将每组分装成 3 份，每份 2 mL，将其

置于 50℃下水浴分别处理 30、60 和 90 min，待自然

冷却到常温，定容到 2 mL，以未处理的发酵液为对

照，琼脂扩散法测各处理的抑菌活性，每个处理 3 次

重复，置于 28℃培养，72 h 后测量抑菌圈直径，根据

抑菌圈直径来确定其酸碱稳定性。
1.2.3.3 菌株 1a 发酵液紫外、日光稳定性测试

取 12 mL 菌株 1a 发酵液，分成两组，每组 6
份，每份 1 mL。将一组分别置于紫外灯 30 cm 处

照射 20、30、40、50、60 和 70 min，定容到 1 mL，

将另一组置于自然光下分别照射 1、2、3、4、5 和 6
h，定容到 1 mL，以未处理的菌株 1 a 发酵液为对

照，琼脂扩散法测各处理的抑菌活性，每个处理 3
次重复，置于 28℃培养，72 h 后测量抑菌圈直径，

根据抑菌圈直径来确定其紫外、日光稳定性。
1.2.3.4 菌株 1a 发酵液贮藏稳定性测试

取 12 mL 菌株 1a 发酵液，分成 3 组，每组 4
份，每份 1 mL，将 3 组分别置于室温、4℃、- 20℃
条件下保存 3 d、7 d、15 d 和 30 d，定容到 1 mL，

以新发酵完的发酵液为对照，琼脂扩散法测各处

理的抑菌活性，每个处理 3 次重复，置于 28℃培

养，72 h 后测量抑菌圈直径，根据抑菌圈直径来

确定其贮藏稳定性。

2 结果与分析

2.1 菌株 1 a 发酵液抗菌谱测定

菌株 1 a 发酵液对 9 种植物病原菌均有抑菌

活性，其中对人参锈腐菌抑菌活性最强，抑菌圈直

径可达到 22 mm(表 1)。

2.2 菌株 1 a 发酵液稳定性测试

2.2.1 菌株 1 a 发酵液热稳定性

由表 2 可见，菌株 1 a 发酵液在 40～80℃随

表 1 菌株 1 a 发酵液对各病原菌的抑菌活性

病原菌
抑菌圈直径(mm)

Ⅰ Ⅱ Ⅲ 平均值
1 稻瘟病菌

(Pyricularia grisea)
21.00 21.00 21.00 21.00

2 禾谷镰刀病菌
(Fusarium graminearum)

19.50 19.50 19.00 19.33

3 玉米弯孢霉叶斑病菌
(Curvularia lunata)

14.00 14.00 13.50 13.83

4 烟草赤星病菌
(Alternaria alternata)

17.00 16.50 17.00 16.83

5 玉米大斑病菌
(Exserohilum Helminthosorium turcicum)

17.50 17.50 17.20 17.40

6 黄瓜黑星病菌
(Cladosporium cucumerinum)

15.00 15.00 15.00 15.00

7 蕃茄炭疽病菌
(Colletotrichum coccldes)

16.00 16.00 16.30 16.10

8 禾草离蠕孢菌
(Bipolaris sorokiniana)

14.50 14.50 13.90 14.30

9 人参锈腐病菌
(Cylindrocarpon destructans)

22.00 22.00 22.00 22.00
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温度的升高活性略有下降，但仍保持较好的活性，

在 90℃处理 30 min 和 60 min 仍有一定活性，说

明该发酵液热稳定性较好。在 90℃处理 90 min
及 100℃处理的情况下，均丧失活性。

2.2.2 菌株 1 a 发酵液酸碱稳定性

菌株 1 a 发酵液原始 pH 值为 7.8，在改变酸

碱条件后，在弱酸弱碱条件下活性损失较小，强酸

强碱条件下活性损失较大(表 3)，说明该发酵液酸

碱变化较为敏感。在处理该发酵液时要注意控制

pH 值，尽量控制在中性，以减少活性的损失。
2.2.3 菌株 1 a 发酵液紫外、日光稳定性

由表 4 所示，连续 70 min 的紫外照射，对菌

株 1 a 发酵液的活性基本无影响，说明该发酵液

紫外稳定性强；另由表 5 所示，连续 6 h 的自然光

照射，1 a 发酵液仍保持着较高的抑菌活性，说明

该发酵液日光稳定性强。
2.2.4 菌株 1 a 发酵液贮藏稳定性

由表 6 所示，菌株 1 a 发酵液保存在 - 20℃环

境 3～30 d，几乎没有活性损失；在 4℃环境下，

在 30d 后活性开始下降；在室温保存的发酵液 7
d 后活性就开始下降；说明发酵液有较好的贮存

稳定性，在低温环境有利于发酵液的保存。

3 结论与讨论

菌株 1 a 发酵产物对供试的 9 种常见植物病

原菌都具有一定抑菌效果，且具持效性，该菌株具

有潜在的开发和应用价值。本试验采用冷藏、酸

碱、加热及光照 4 种处理测定了菌株 1a 发酵液的

稳定性,发现其在低温下储藏效果较好，90℃以下

可保持活性 ,但不耐 90℃以上的高温，对紫外光、
日光稳定,而对酸碱稳定性较差，在强酸碱条件下

活性损失较大。这为菌株 1 a 发酵液抗菌活性成

分的分离纯化提供了理论依据, 为该菌株的进一

步研究开发奠定了基础。
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表 4 菌株 1 a 发酵液紫外稳定性

不同时间
(min)

抑菌圈直径(mm)
Ⅰ Ⅱ Ⅲ 平均值

20 20.0 20.0 17.0 19.0
30 20.0 19.0 16.0 18.3
40 20.0 18.0 17.0 18.3
50 22.0 20.0 21.0 21.0
60 21.0 24.0 21.0 22.0
70 21.0 24.0 20.0 21.6

对照 23.0 21.0 22.0 22.0
表 5 菌株 1 a 发酵液日光稳定性

不同时间(h) 抑菌圈直径(mm)
Ⅰ Ⅱ Ⅲ 平均值

1 20.0 20.0 20.0 20.0
2 20.0 18.0 19.0 19.0
3 20.0 18.0 19.0 19.0
4 18.0 18.0 19.0 18.3
5 18.0 17.0 17.0 17.6
6 17.0 16.0 16.0 16.3

对照 20.0 20.0 21.0 20.3

表 6 菌株 1 a 发酵液贮存稳定性

不同保
存环境

不同时间抑菌圈直径平均值(mm)
3 d 7 d 15 d 30 d

- 20℃ 21.0 21.0 21.0 20.0
4℃ 20.6 20.6 20.6 19.3

室温 20.3 19.6 19.3 18.0
对照 22.3 22.3 22.3 22.3

表 2 菌株 1 a 发酵液对不同温度的稳定性

不同温度(℃) 不同时间处理抑菌圈直径(mm)
30 min 60 min 90 min

40 20.3 20.3 20.3
50 20.3 20.3 19.0
60 20.3 19.3 18.6
70 19.3 18.0 17.6
80 17.6 17.0 16.3
90 11.0 10.0 0
100 0 0 0
对照 20.9 20.9 20.9

表 3 菌株 1 a 发酵液对不同 pH 值的稳定性

不同 pH 值处理
不同时间处理抑菌圈直径(mm)

30 min 60 min 90 min
pH2 0 0 0
pH4 11.5 0 0
pH6 15.0 15.0 15.0
pH8 14.0 13.5 15.0
pH10 14.0 0 0
pH12 0 0 0
对照 16.0 16.0 16.0

2 期 29王 琳等：放线菌菌株 1a 发酵液抗菌谱及抗菌物质稳定性研究


