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摘 要：由灰葡萄孢菌（Botrytis cinerea）引起的蔬菜灰霉病是大棚蔬菜常见的严重病害之一，对于该病目前鲜有应用放线

菌进行生物防治的研究报道。链霉菌对植物病原菌有拮抗作用，因此可用来作为生防菌开发利用。本研究利用发酵菌

液进行平板拮抗试验，确定卡伍尔链霉菌对灰霉病菌有良好的拮抗作用，并进一步对卡伍尔链霉菌产生最大抗菌物质的

发酵条件进行测定。结果表明，最佳发酵培养基为基础培养基，最佳接种量为 5%~6%，最佳发酵温度为 28 ℃，最佳发酵

pH值为 6~8，最佳发酵培养时间为 9~11 d，最佳碳源为蔗糖，最佳氮源为硝酸铵。
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Abstract：Vegetable gray mold caused by Botrytis cinerea is one of the most common and serious diseases of green⁃
house vegetables. There are few reports on biological control of this disease by actinomycetes. Streptomyces have an⁃
tagonistic effects on plant pathogens, so they can be used as biocontrol bacteria for development and utilization. In
this study, the liquid fermentation of Streptomyces cavourensis was employed to determine the antagonistic effect
against B. cinerea via plate confrontation assay, furthermore, the fermentation conditions under which the S. cavou⁃
rensis produced the maximum antibacterial substances were determined. The results showed that the best fermenta⁃
tion medium was basal medium, the best inoculum size was 5%-6%, the best fermentation temperature was 28 ℃,
the best fermentation pH value was 6-8, the best fermentation culture time was 9-11 d, the best carbon source was
sucrose, and the best nitrogen source was ammonium nitrate.
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灰葡萄孢菌（Botrytis cinerea）又称为灰霉菌，

其寄主范围广泛，可侵染草莓、辣椒、番茄等 200
多种作物，诱发其产生灰霉病，主要表现在植株

猝倒、落叶、花腐、果实腐烂等，给农业带来巨大

经济损失。由于灰葡萄孢菌繁殖快、遗传变异

大、适合度高，目前我国主要以筛选抗病品种及

依赖不断更新组合的化学药剂对灰霉病进行防

收稿日期：2024-02-28
基金项目：吉林省农业科技创新工程项目（CXGC2021ZY020）
作者简介：夏 蕾（1982-），女，副研究员，博士，从事植物病理学

研究。

通信作者：邹晓威，女，硕士，副研究员，E-mail: zouxiaowei2008@
126.com

治 [1-2]，生物农药极少应用。但化学药剂不仅会造

成严重污染，同时增加病原菌的抗药性，导致防

治效果下降。生物防治方法无污染，更安全，是

目前科研的主要方向，也是最有应用前景的防治

方法。关于利用细菌和真菌作为生防菌控制灰霉

病的研究已有报道，如付莉媛等 [3]利用生防芽孢

杆菌防治葡萄灰霉病。李素平等 [4]利用一种自溶

性产酶溶杆菌生物防治番茄灰霉病效果显著。高

媛等 [5]利用复合芽孢杆菌制剂对人参灰霉病进行

防治，效果明显。方佩等 [6]利用 1株海洋芽孢杆菌

对黄瓜灰霉病进行防治，效果明显。Eald等 [7]发现

哈茨木霉（Trichoderma harzianum）和绿色木霉（T.
viride）具有防治葡萄灰霉病的效果。王超儀 [8]设
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计并构筑了三种可以响应灰霉菌病原微环境的环

境友好型杀菌剂纳米平台，用于灰霉菌的防控。

卡伍尔链霉菌（Streptomyces cavourensis）不仅

可以促进植物生长，有效提高抗病、耐逆等性

能 [9]，还能够产生农用抗生素，可以用于防治辣

椒、黄瓜等植物的真菌病害 [10]。研究表明，来源深

海的卡伍尔链霉菌能产生巴弗洛霉素，是研发农

药和医药的良好母体 [11]。同时，卡伍尔链霉菌对

土壤中重金属有吸附作用，从而降低植物体对金

属的积累 [12]。目前，以葡萄灰霉菌为靶标的生防

放线菌的筛选与研究相对较少，本研究以灰葡萄

孢菌为靶标病原菌，利用平板拮抗试验确定卡伍尔

链霉菌对灰霉菌的拮抗作用，以此为依据，进一步

优化卡伍尔链霉菌的发酵条件，以期为蔬菜灰霉病

的生物防治及生防产品开发提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

灰霉菌是在感染灰霉病的番茄病叶中分离

获得，卡伍尔链霉菌是在健康杨树叶片中分离

获得。二者均通过形态和分子两种鉴定方法确

定种名。

灰霉菌和卡伍尔链霉菌均保存在吉林省农业

科学院生物防治实验室。

1.2 研究方法

1.2.1 平板拮抗试验

1.2.1.1 菌液发酵法

将卡伍尔链霉菌制备成浓度为 3×106 cfu/mL
的孢子悬浮液，以 1%接种量将孢子悬浮液接种

于 G1液体培养基中，28 ℃、180 r/min摇培 5 d。发

酵液经 0.45 μm滤膜过滤后，与 PDA培养基以 1∶4
比例混合倒入平板中，冷凝后将灰霉菌菌饼（直

径=0.7 cm）接种于平板中央位置，5次重复。以加

入等量体积的无菌水作对照，置于 25 ℃培养箱中

培养观察。

1.2.1.2 平板对峙法

将卡伍尔链霉菌与灰霉菌菌饼（直径 =0.7
cm）接种于同一 PDA培养皿中，对峙培养，5次重

复。以只接种灰霉菌菌饼做对照，置于 25 ℃培养

箱中培养观察。

1.2.2 卡伍尔链霉菌最佳发酵培养基的筛选

1.2.2.1 最佳发酵培养基的筛选

将孢子悬浮液以 1%接种量分别接种于 G1、
PD、LB、CS和基础发酵液体培养基中，28 ℃、180
r/min摇培 5 d。发酵滤液的制备及接种方法同

1.2.1.1。当对照平板长至培养皿 1/3处时，开始测

量并计算抑菌率。

1.2.2.2 最佳发酵碳源的筛选

用麦芽糖、蔗糖、乳糖、D-果糖取代基础培养

基中的葡萄糖，以 1%接种量分别接种于各培养

基中，28 ℃、180 r/min摇培 5 d。发酵滤液的制

备及接种方法同 1.2.1.1。当对照菌饼长至培养

皿 1/3处时，开始测量并计算抑菌率。

1.2.2.3 最佳发酵氮源的筛选

用尿素、硝酸钾、硝酸钠、硝酸铵取代基础培

养基中的蛋白胨。以 1%接种量分别接种于各培

养基中，28 ℃、180 r/min摇培 5 d。发酵滤液的制

备及接种方法同 1.2.1.1。当对照菌饼长至培养皿

1/3处时，开始测量并计算抑菌率。

1.2.3 卡伍尔链霉菌最佳发酵条件的筛选

1.2.3.1 最佳发酵时间的筛选

将孢子悬浮液以 1%接种量接种于上述已优

化的培养基中，28 ℃、180 r/min分别摇培 1 d、3 d、
4 d、5 d、6 d、7 d、8 d、9 d、10 d、11 d、13 d、15 d，发
酵滤液的制备及接种方法同 1.2.1.1。当对照菌饼

长至培养皿 1/3处时，开始测量并计算抑菌率。

1.2.3.2 最佳发酵温度的筛选

将孢子悬浮液以 1%接种量接种于上述已优

化的培养基中，180 r/min分别置于 10 ℃、15 ℃、

20 ℃、25 ℃、28 ℃、30 ℃、35 ℃摇床中发酵培养

5 d，发酵滤液的制备及接种方法同 1.2.1.1。当

对照菌饼长至培养皿 1/3处时，开始测量并计算

抑菌率。

1.2.3.3 最佳发酵 pH值的筛选

采用上述已优化的培养基，用 1 mol/L HCl和
NaOH将溶液 pH值调整为 4、5、6、7、8、9、10、11，
将孢子悬浮液以 1%接种量接种，28 ℃、180 r/min
摇培 5 d。发酵滤液的制备及接种方法同 1.2.1.1。
当对照菌饼长至培养皿 1/3处时，开始测量并计

算抑菌率。

1.2.3.4 卡伍尔链霉菌最佳接种量的筛选

将浓度为 3×106 cfu/mL的孢子悬浮液按装液

量的 1%、2%、3%、4%、5%、6%、7%、8%接种上述

已优化的培养基中，28 ℃、180 r/min摇培 5 d。发

酵滤液的制备及接种方法同 1.2.1.1。当对照菌饼

长至培养皿 1/3处时，开始测量并计算抑菌率。

2 结果与分析

2.1 平板拮抗试验

通过培养基添加发酵菌液抑菌及平板对峙试
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验，可确定卡伍尔链霉菌对灰霉病菌有明显抑制

作用。7 d后的观察结果显示，当对照长至平板 2/3
处时，接种含有发酵菌液的灰霉菌只长至平板的

1/4处，几乎没有生长（图 1）。平板对峙也可看

出，对照已经长满平板，对峙平板产生明显拮抗

带，宽度可达 2 cm（图 2）。

2.2 最佳发酵培养基筛选

卡伍尔链霉菌在供试 5种培养基中产生的抗

菌物质差异明显。结果表明，基础培养基的抑菌

效果最好，抑菌率可达 63%；G1次之，抑菌率为

58%；而 PD 培养基抑菌效果最差，抑菌率仅为

16%。以此结果，选出最佳发酵培养基为基础培

养基（图 3）。

2.3 最佳发酵碳源及氮源的筛选

以原始基础培养基为对照，通过变换不同的

碳、氮源，进一步筛选出最优培养基配方。试验

结果显示，最佳氮源为硝酸铵，抑菌率为 48%；而
当氮源为尿素时，对灰霉病菌几乎没有抑制作用

（图 4A）。最佳碳源为蔗糖，抑菌率为 51%；抑菌

率最低为D-果糖，抑菌率仅为 27%（图 4B）。
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图 1 放线菌发酵液抑菌试验
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图 3 不同发酵培养基

图 2 平板对峙试验
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图 4 最佳氮源及最佳碳源的筛选

2.4 最佳发酵条件的筛选

2.4.1 最佳发酵时间

培养不同天数的发酵液产生的抑菌效果随时间

增长呈现上升趋势，培养11 d时抑菌率达到最大值，

为 75%。9~13 d内抑菌效果无明显变化，而后随着

发酵时间的延长，抑菌率开始稍有下降（图5A）。
2.4.2 最佳发酵温度

卡伍尔链霉菌在 10~35 ℃温度范围内均可产

生抑菌物质。随着温度的逐渐升高，抑菌率也

呈明显上升趋势，当温度达到 28 ℃时对灰霉病

菌的抑菌效果最好，抑菌率可达 65%，而随着发

酵温度继续升高，抑菌率逐渐下降，35 ℃时仅为

12%（图 5B）。
2.4.3 最佳接种量

培养液产生的抑菌效果随接种量的增加呈现

上升趋势，当接种量为 1%~4%时，抑菌率趋于平
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图 5 最佳发酵条件

稳，都在 45%左右，而当接种量达到 5%时，抑菌

率最高，为 70%，而后又随着接种量的增加逐渐下

降（图 5C）。
2.4.4 最佳发酵 pH 值

卡伍尔链霉菌在 pH 4~11范围内均能产生抑

菌物质。试验结果显示，pH为 6~8时抑菌效果最

好，且无明显差异，抑菌率可达到 62%左右。而

pH为 4时，抑菌率最低，仅为 3%左右。pH为 11
时，抑菌率为 5%左右。说明偏酸和偏碱的环境

不利于抑菌物质的产生（图 5D）。
3 讨 论

放线菌是生物活性次级代谢产物的优良产生

者，远远高于细菌和真菌。能够用于植物病害生

物防治的放线菌主要集中在链霉菌属及其相关类

群 [13]。如不吸水链霉菌公主岭新变种（Streptomy⁃
ces ahy⁃grosscopicus gongzhulingensis）是一种有广

谱抑菌作用的生物防治放线菌，对玉米大斑病

菌、番茄炭疽病菌、水稻稻瘟病菌等多种植物病

原真菌有很好的抑制作用 [14]。放线菌可通过在宿

主植物组织内定殖诱发其产生抗病性或者产生抑

菌物质，从而影响病原菌的生长繁殖，达到防治

病害的目的，也可通过抗生作用、竞争作用等降

低病原菌的致病性以及侵染效率，导致致病性下

降 [15]。适宜的发酵条件更能诱发拮抗物质的产

生。1980年 Scher等 [16]初次报道了土壤 pH值在生

物防治中的重要作用，之后又有人报道了环境 pH
值能够调控微生物次生代谢物的产生 [17-18]。本研

究结果表明，无论是经过发酵还是平板直接对

抗，卡伍尔链霉菌对灰霉病菌都有很好的拮抗作

用。猜测是卡伍尔链霉菌通过产生抗菌物质达到

抑菌作用。而最佳发酵条件研究结果表明，在不

同的培养条件下所产生的抗菌物质的量完全不

同，PD及 CS完全不适宜卡伍尔链霉菌抗菌物质

的产生，而基础培养基则表现出明显优势，说明

丰富的营养条件适合抗菌物质的产生；适宜的 pH
范围在 6~8，高于或者低于这个范围时，其产生的

抗菌物质明显受到影响，说明高酸或高碱的环境

对抗菌物质的产生有很大的影响；而卡伍尔链霉

菌产生抗菌物质的时间范围较广，10 d左右抑菌

率达到最大值，当达到一定峰值后就趋于平衡，

变化不明显；5%的接种量所产生的抑菌率最大，

抑菌率随着接种量的增加而稍有下降的趋势，说

明抗菌物质在定量的发酵液里产生的抗菌物质是
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稳定的，不随着时间或接菌量的增加而增加。

本研究的目的是确定卡伍尔链霉菌对灰霉病

菌的拮抗作用，并对其发酵条件进行优化。从目

前的研究结果来看，对卡伍尔链霉菌的研究将有

利于发现新的代谢物与新特征的酶，从其中的一

些次生代谢产物中可能发现具有新的分子结构或

对有害生物有新作用靶标的化合物，从而开发出

新的生物源农药产品，这些将对未来的农业病害

防治具有重要意义。
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