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番茄灰霉病是影响番茄产量、品质、安全等的

主要病害之一，病原菌为子囊菌门核盘菌科葡萄孢

属的灰葡萄孢（Botrytis cinerea Pers.）真菌[1]。目前，

针对番茄灰霉病的防治主要采取化学防治、物理防

治和生物防治等措施。化学防治见效快，但污染环

境、破坏生态平衡，还会使病菌产生抗药性；而物

理防治耗费劳力，成本高 [2]；生物防治主要是利用

有益微生物或其代谢产物抑制或消灭有害生物
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番茄灰霉病病原菌拮抗菌株 1-3-3 发酵滤液

抑菌效果稳定性研究
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摘 要：为探究番茄灰霉病病原菌拮抗菌株 1-3-3 发酵滤液抑菌效果的稳定性，本研究以温度、紫外线照射、离子、有

机溶剂为控制变量，采用平板法测试该菌株发酵滤液对番茄灰霉病病原菌的抑菌活性。结果表明，一定范围的温

度、紫外线处理均可提高发酵滤液的抑菌活性；7 种离子中，Na+加入发酵滤液静置 2 h 后能显著增强发酵滤液的抑

菌活性，Ca2+加入发酵滤液 0 h 和静置 2 h 的处理抑菌活性波动较大，而 K+、NH4
+、Mg2+、Al3+和 Fe3+对发酵滤液抑菌

活性的影响较小；排除有机溶剂本身具有的抑菌效果，不同有机溶剂加至滤液 2 h 后，除无水乙醇外，发酵滤液的

抑菌效果均显著提升。综上，菌株 1-3-3 发酵滤液可经受不同温度、紫外线、离子和有机溶剂的处理而表现出良好

的抑菌活性，该研究结果为其微生物制剂的开发及施用条件优化提供了数据支撑，表明该发酵滤液具有较大的应

用开发潜力。
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Abstract: To explore the stability of the antifungal activity of the fermentation filtrate from antagonistic strain 1- 3- 3

against Botrytis cinerea, this study adopted temperature, ultraviolet（UV）irradiation, ions and organic solvents as control

variables, and employed the plate method to determine the antifungal activity of the fermentation filtrate against Botrytis

cinerea. The results showed that temperature and UV irradiation within a certain range could improve the antifungal activity

of the fermentation filtrate; among the seven tested ions, Na+ significantly enhanced the antifungal activity of the filtrate

after 2 h of standing, the antifungal activity of the fermentation filtrate treated with Ca²+ fluctuated greatly at 0 hour and

after 2 h of standing , while K+, NH4
+, Mg2+, Al3+ and Fe3+ exerted little effect on the antifungal activity; excluding the inherent

antifungal effect of organic solvents themselves, the antifungal activity of the mixed system was significantly improved

for all treatments except absolute ethanol after adding different organic solvents into the filtrate for 2 h. In conclusion, the

fermentation filtrate of strain 1-3-3 can maintain favorable antifungal activity under treatment with different temperatures,

ultraviolet rays, ions and organic solvents. This study provides data support for the development of microbial preparations

and the optimization of application conditions of the filtrate, indicating its great potential for application and development.
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的防治方法。相比其他防治方法，生物防治具有

安全、无污染等特点，已成为当今病害防治的研

究热点。

解淀粉芽孢杆菌作为一种典型的革兰氏阳性

细菌，在农业病害的生物防治领域具有重要的应用

价值。张丽芳等[3]研究表明，解淀粉芽孢杆菌 B235

能够显著降低花生根腐病的发生率，可促进花生生

长并提升产量，且能保持土壤微生态稳定，推广应

用前景广阔。杨冬静等[4]研究表明，解淀粉芽孢杆

菌 XZ-1 发酵液原液、10 倍及 100 倍稀释液对甘薯

黑斑病的防治效果分别达 65.02% 、58.19% 和

54.14%，显著优于化学药剂多菌灵。杜鸿燕等[5]研

究发现，解淀粉芽孢杆菌在葡萄白粉病的 2 个发病

高峰期的防效分别为 70.00%和 65.00%，均显著优

于化学杀菌剂（腈菌唑和吡唑醚菌酯）的防治效果，

展现了其推广应用潜力。

解淀粉芽孢杆菌 HM-7 为本课题组从土壤中筛

选得到的生防菌株，前期研究证实其对黄瓜枯萎病

菌具有高效拮抗作用，后续进一步研究发现其对番

茄灰霉病等多种病原菌亦有显著的抑制效果[6]。本

研究使用的拮抗菌株 1-3-3 是以菌株 HM-7 为出发

菌株，经紫外诱变后筛选得到的对番茄灰霉病病原

菌拮抗效果显著提升的突变株。本研究采用稀释

倒平板法测定其发酵滤液抑菌活性，研究温度、紫

外线、离子、有机溶剂等环境因素对发酵滤液抑菌

效果的影响，为番茄灰霉病病原菌拮抗菌株

1-3-3 的生物防治制剂的开发及其应用条件提供

数据支撑。

1 材料与方法

1.1 供试菌株及试剂

试验于 2024 年 9 月至 2025 年 6 月在邢台学

院微生物实验室进行，番茄灰霉病病原菌、解淀粉

芽孢杆菌 1-3-3 均由邢台学院微生物实验室提供；

供试硫酸链霉素（USP 级），购自博美生物科技有限

公司；供试试剂 NaCl、KCl、NH4Cl、CaCl2、MgCl2、

AlCl3 · 6H2O、FeCl3 等均为分析纯，购自天津市河东

区红岩试剂厂；甲醇、无水乙醇、乙腈、丙酮等均为

分析纯，购自天津市康科德科技有限公司。

1.2 供试培养基

培养番茄灰霉病病原菌的培养基为 PDA 培养

基，其配方为去皮马铃薯（ρ，后同）200 g·L-1、葡萄糖

20 g · L- 1、琼脂 20 g · L- 1、pH 自然，121 ℃灭菌

30 min，试验中每瓶定量 75 mL。

培养解淀粉芽孢杆菌 1-3-3 的培养基为牛肉膏

蛋白胨液体培养基，其配方为牛肉膏 3 g · L-1、蛋白

胨 10 g · L-1、氯化钠 5 g · L-1、pH 7.0，121 ℃灭菌

20 min，试验中每瓶定量 100 mL。

1.3 发酵滤液的制备

将拮抗菌解淀粉芽孢杆菌 1-3-3 放置室温 2 h

后，挑取少量菌体接种到 100 mL 牛肉膏蛋白胨液

体培养基中，30 ℃、200 r·min-1振荡培养 96 h。

将培养好的菌液分装到离心管，3000 r·min-1 离

心 20 min，吸取上清液继续离心，重复 3 次。离心

后取上清液，用直径 0.22 μm 过滤器过滤，重复 3

次，分装到已灭菌的 5 mL 离心管中，每支 1.5 mL，

放入 4 ℃冷藏保存备用[7]。

1.4 发酵滤液抑菌活性测定

在 100 mL 无菌水中加入 1.25 g 硫酸链霉素，

振荡溶解后用 0.22 μm 过滤器将其过滤到无菌瓶

中。加热 PDA 培养基使其充分融化，冷却至 55 ℃

左右时加入 0.3 mL 硫酸链霉素溶液，摇匀，使其终

浓度为 50 μg·mL-1[8]，向体系中加入 1 管发酵滤液，

摇匀后倒平板，每瓶倾注不少于 3 皿，冷却凝固后，

将培养基表面的水吹干。将直径为 8 mm 的番茄灰

霉病病原菌菌饼接种在培养基中央，置于 25 ℃培

养箱倒置培养。另将不加发酵滤液只接病原菌菌

饼的平板作为空白对照[9]，当对照组病原菌长至距

离培养皿边缘 0.5 cm 左右时，采用十字测量法[10]测

出试验组和空白对照组平板中番茄灰霉病菌菌落

的半径，按照如下公式计算灰霉病病原菌生长抑制

率[11]：

抑制率/%=（空白对照组菌落半径-处理组菌落

半径）/对照组菌落半径×100。

1.5 发酵滤液抑菌效果的稳定性

1.5.1 热稳定性试验 参照刘婷等[12]的方法，取 5

管发酵滤液分别放到 35、50、65、80、95 ℃水浴锅中

处理 30 min，处理结束后立即放入冷水中使其冷却

至室温，以始终置于室温的发酵滤液为对照（CK），

进行抑菌活性测定，每个处理重复不少于 3 次。其

他条件不变，再分别将水浴时间设置为 40、50、

60 min，进行抑菌活性测定。

1.5.2 对紫外线的稳定性试验 参照刘婷等[12]的方

法，取 9 mL 发酵滤液放到玻璃培养皿中，加入已灭

菌的转子。打开紫外灯，待光源稳定后将培养皿放

到磁力搅拌器上，使紫外灯到培养皿的距离固定

为 25 cm，开始搅拌并计时，分别在 20、40、60、80、

100 min 时吸取 1.5 mL 发酵滤液进行抑菌活性测

张雪辉，等：番茄灰霉病病原菌拮抗菌株1-3-3发酵滤液抑菌效果稳定性研究
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定，以不做紫外处理的发酵滤液为对照（CK），每个

处理重复不少于 3 次。

1.5.3 对离子的稳定性试验 分别配制 0.4 mol·L-1

的 NaCl、KCl、NH4Cl、CaCl2、MgCl2、AlCl3、FeCl3 溶

液，用直径 0.22 μm 的过滤器将其过滤到无菌瓶中。

参照刘婷等[12]和杨梓璐等[13]的方法，取 7 管发

酵滤液分别加入 0.5 mL 上述 7 种离子溶液，摇匀，

使体系中 Na+、K+、NH4
+、Ca2+、Mg2+、Al3+、Fe3+的浓度

均为 0.1 mol·L-1，立即（0 h）进行抑菌活性测定。另

取 1 管发酵滤液加入 0.5 mL 无菌水为对照（CK），

每个处理重复不少于 3 次。

为考察发酵滤液对各离子的耐受性，重复上述

步骤，将加入离子溶液的发酵滤液在室温下静置

2 h，进行抑菌活性测定。

为考察离子本身是否对番茄灰霉病病原菌有

抑制作用，设置分别单独加上述 7 种离子溶液进行

抑菌活性测定的试验处理[14]。

1.5.4 对有机溶剂的稳定性试验 参照刘婷等[12]和汤

鸣强等[15]的方法，取 4 管发酵滤液分别加入甲醇、无水

乙醇、乙腈、丙酮溶液各 0.5 mL，摇匀后立即（0 h）进

行抑菌活性测定。另取 1 管发酵滤液加入 0.5 mL 无

菌水为对照（CK），每个处理重复不少于 3 次。

为考察发酵滤液对各有机溶剂的耐受性，重复

上述步骤，将分别加入上述有机溶剂的发酵滤液在

室温下静置 2 h，进行抑菌活性测定。

为考察有机溶剂本身是否对番茄灰霉病病原

菌有抑制作用，设置分别单独加上述有机溶剂进行

抑菌活性测定的试验处理。

1.6 数据分析

试验数据以均值±标准差表示，采用 IBM SPSS

statistics 27.0 经邓肯氏新复极差法检验在 P＜0.05

水平的差异显著性，采用 Microsoft Excel 2019 作图。

2 结果与分析

2.1 发酵滤液的热稳定性试验测定结果

发酵滤液热稳定性试验测定结果如图 1 所示，

发酵滤液在 35 ℃下处理 30 min 对番茄灰霉病病原

菌的抑制率与 CK 差异不显著，而较长时间的处理

（40 、50 和 60 min）发酵滤液对番茄灰霉病病原菌

的抑制率均较 CK 显著提高；在 50 ℃下除了处理

40 min 的抑制率与 CK 差异不显著，其他处理均较

CK 显著提高；在 65 ℃下各个处理的抑制率均显著

高于 CK；在 80 ℃下各个处理的抑制率与 CK 差异

均不显著；在 95 ℃下除了处理 30 min 的抑制率与

CK 差异不显著外，其他各处理抑制率均显著高于

CK。总体而言，在不同温度下经不同时间热处理的

发酵滤液对番茄灰霉病病原菌的抑制率均与 CK 持

平或显著提高，说明一定温度处理一段时间有助于

提高菌株 1-3-3 的发酵滤液的抑菌效果。

2.2 发酵滤液对紫外线的稳定性试验测定结果

发酵滤液对紫外线的稳定性试验测定结果如

图 2 所示，与 CK（抑制率 51.03%）相比，经过紫外

灯照射处理一定时间后，各处理对番茄灰霉病病原

菌的抑制率均有一定程度的提升，抑制率为

55.96%~60.17%，除紫外线处理 60 min 外，其他处

理抑制率均较 CK 显著提高。说明一定时间的紫外

线处理有助于提高菌株 1-3-3 发酵滤液对番茄灰霉

病病原菌的抑菌效果。

2.3 发酵滤液对离子的稳定性试验测定结果

发酵滤液对离子的稳定性试验测定结果如图 3

注:不同小写字母表示处理间在 0.05 水平差异显著。下同。

Note: Different small letters indicate significant difference between different treatments at 0.05 level. The same below.

图 1 发酵滤液的热稳定性试验测定结果

Fig. 1 Test results of thermal stability assay for the fermentation filtrate
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图 2 发酵滤液对紫外线的稳定性试验测定结果

Fig. 2 Test results of the stability test of the fermentation

filtrate under ultraviolet light
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所示，7 种离子本身（无发酵滤液）对番茄灰霉病病

原菌的抑制率均在 6.5%以下，说明单纯的各种离子

作用不大，抑菌效果主要来自于发酵滤液；Na+加入

发酵滤液摇匀后立即测试（0 h），与 CK 抑制率差异

不显著，而静置 2 h 后，抑制率较 CK 显著提高，达

54.43%；K+、NH4
+、Mg2+、Al3+和 Fe3+分别加入发酵滤

液后，0 h 和 2 h 时抑制率均与 CK 无显著差异，说

明抑菌活性稳定；Ca2+加入发酵滤液摇匀立即测试

（0 h），抑制率较 CK 显著下降 ，抑制率只有

21.25% ，而静置 2 h 后 ，抑制率显著提高 ，达

47.71%，但与 CK 差异不显著。说明静置 2 h 后 Na+

可显著增强发酵滤液的抑菌活性，Ca2+加入发酵滤

液 0 h 和静置 2 h 处理的抑菌活性波动较大，其他

离子对发酵滤液抑菌活性影响不大。

2.4 发酵滤液对有机溶剂的稳定性试验测定结果

发酵滤液对有机溶剂的稳定性试验测定结果

如图 4 所示，供试 4 种有机溶剂本身（无滤液）对番

茄灰霉病病原菌均有一定的抑制效果，且丙酮、乙

腈抑制效果较明显；除乙腈外，甲醇、无水乙醇和丙

酮加入发酵滤液 0 h 对番茄灰霉病病原菌的抑制率

图 3 发酵滤液对离子的稳定性试验测定结果

Fig. 3 Test results of the stability of the fermentation filtrate toward ions

图 4 发酵滤液对有机溶剂的稳定性试验测定结果

Fig. 4 Test results of the stability of the fermentation filtrate toward organic solvents
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与 CK 均无显著差异；静置 2 h 后，与 CK 相比，发

酵滤液分别加入 4 种有机溶剂后的抑制率均提高，

除无水乙醇外，其他处理均较 CK 显著提高。由此

得出：（1）各个有机溶剂本身均对番茄灰霉病病原

菌具有一定的抑制活性；（2）除乙腈外，其他有机溶

剂加入发酵滤液后 0 h 与 CK 抑制率差异均不显

著，当静置 2 h 后，发酵滤液加入有机溶剂处理抑制

率均较 CK 提高，说明二者需要充分反应。（3）有机

溶剂的加入不但不会使发酵滤液的抑制率显著降

低，甚至会使其抑菌活性显著提高。

3 讨论与结论

解淀粉芽孢杆菌在自然界中分布广泛，对人畜

无毒无害，具有广谱的抑制真菌和细菌活性的作

用，且生长速度快、稳定性强，是一种理想的生防菌

资源。解淀粉芽孢杆菌能产生多种对微生物具有

拮抗作用的次生代谢产物，常见的有多肽类、脂肽

类、抑菌蛋白类，此外大环内酯类寡肽酶、聚酮化合

物也具有一定抑菌效果[16]。喻锦秀等[17]分离解淀粉

芽孢杆菌 P-14 发酵液中的拮抗物质，得到 5 个组

分，其中组分 a 被鉴定为脂肽类抗生素杆菌霉素 D；

同时对其挥发性物质进行了分离鉴定，共得到 35

种挥发性化合物，包含苯类、烷基类、醇类、酮类、醛

类和酯类等物质。Zhang 等[18]分离到的解淀粉芽孢

杆菌对多种植物病原菌具有广谱抑菌性，鉴定抑菌

物质为脂肽类抗生素伊枯草素和芬枯草菌素。本

研究中解淀粉芽孢杆菌 1-3-3 亦可拮抗多种植物病

原菌（未发表），但未对其抑菌活性物质进行分离鉴

定等研究，还不能从机制上加以阐释，亟须对其可

能产生的活性物质进行分离、鉴定，以期获得高效

的抑菌物质用于番茄灰霉病的生物防治。

生防菌及其产生的活性物质在病害防治中具

有较大的应用潜力，但是部分活性物质易受到温

度、pH 和光照等的影响，从而影响其使用效果。本

文研究了温度、紫外线、离子、有机溶剂等对番茄灰

霉病拮抗菌株 1-3-3 的发酵滤液抑菌稳定性的影

响，发现该菌株的发酵滤液在不同温度下经不同时

间的各个处理的抑菌活性均与 CK 持平或显著提

高，说明一定温度处理有助于提高 1-3-3 的发酵滤

液的抑菌效果，特别是在 95 ℃下处理 60 min 对番

茄灰霉病病原菌的抑制率较 CK 显著提高，猜测可

能是其所产蛋白类物质在高温下仍然能够保持结

构和功能的稳定性。李佳欣等[19]研究发现，芽孢杆

菌 Y62 中存在热稳定性强的 α-淀粉酶，可以在不加

任何保护剂的条件下经 100 ℃处理仍能保持

37.80%的活性。所以拮抗菌株 1-3-3 发酵液活性提

高很有可能是因为其可以产生类似 α-淀粉酶的耐

高温蛋白。本研究还发现一定时间的紫外线处理

有助于提高番茄灰霉病病原菌拮抗菌株 1-3-3 的发

酵滤液的抑菌效果，具体机制有待于进一步研究，

但说明其发酵滤液不怕光照，便于菌剂开发与施

用。在离子对发酵滤液的影响试验中发现，供试 7

种离子本身抑菌活性不明显，发酵滤液中加入 Na+

静置 2 h 后，可显著增强发酵滤液的抑菌活性，Ca2+

加入发酵滤液 0 h 和静置 2 h 的处理抑菌活性波动

较大，K+、NH4
+、Mg2+、Al3+和 Fe3+对发酵滤液抑菌活

性影响不大，可为其生物防治制剂的开发和应用提

供理论基础。与前人研究的芽孢杆菌拮抗物质抑

菌活性不受 Na+影响，但受 Ca2 +抑制的结果不一

致[12]，具体机制有待进一步研究。在有机溶剂对发

酵滤液的影响试验中发现各个有机溶剂本身均对

番茄灰霉病病原菌具有一定的抑制效果，加入有机

溶剂 0 h 时，除无水乙醇外，有机溶剂的加入不但不

会使发酵滤液的抑菌活性降低，甚至会使其抑菌活

性显著提高，发酵滤液加入有机溶剂 2 h 后，各处理

抑制率均较 CK 提高，说明发酵滤液对 4 种有机溶

剂均具有很好的耐受能力，这为活性物质的提取、

分离纯化和分析提供了有力的理论依据。

综上，番茄灰霉病拮抗菌株 1-3-3 的发酵滤液

经一定范围的温度、紫外线处理可提高其抑菌活

性；7 种离子中，Na+加入发酵滤液静置 2 h 后能显著

增强其抑菌活性，Ca2+加入发酵滤液 0 h 和静置 2 h

的处理抑菌活性波动较大，K+、NH4
+、Mg2 +、Al3 +和

Fe3+对发酵滤液抑菌活性影响较小；排除有机溶剂

本身具有抑菌效果外，不同有机溶剂加至滤液 2 h

后，除无水乙醇外，发酵滤液的抑菌效果均能显著

提升。可见菌株 1-3-3 发酵滤液可经受不同温度、

紫外线、离子和有机溶剂的处理而表现出良好的抑

菌活性，这为其活性物质的提取分离、开发微生物

制剂及其后期应用提供了有力的数据支撑。
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