
· ·

Antibacterial Effect of Antibacterial Agents and Effects on
Potato Plantlets in vitro Growth
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Abstract:Abstract: The antibacterial effect of different concentrations of five antibacterial agents (carbendazim, vancomycin

hydrochloride, nystatin, Yipeilong, and borneol) on Penicillium spp, Aspergillus niger and bacteria, and potato plantlets in vitro

growth were tested in order to reduce the contamination rate of potato plantlets. The results showed that the inhibition

rate reached to 100.0% on Penicillium spp of borneol (20 mg/L) and Yipeilong (50 mg/L), the inhibition rate reached to

100.0% on Aspergillus niger of borneol (50 mg/L), Yipeilong (80 mg/L) and nystatin (80 mg/L), and the inhibition rate

reached to 100.0% on bacteria of borneol (20 mg/L), Yipeilong (50 mg/L) and vancomycin hydrochloride (80 mg/L). No any

impact on potato plantlets in vitro growth and survival rate was found when concentration was 20 mg/L of antibacterial

agents, however, plantlets in vitro growth was inhibited when concentration reached to 80 mg/L.
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摘 要：为降低马铃薯组培污染，试验采用多菌灵、盐酸万古霉素、制霉菌素、益培隆和冰片5种抑菌剂，开

展不同浓度处理对青霉菌、黑曲霉、细菌抑制效果比较及其对马铃薯试管苗生长发育的影响试验。结果表明，冰片

与益培隆浓度分别达20和50 mg/L时，对青霉菌的抑制率达100.0%；冰片、益培隆和制霉菌素浓度分别达50，80和

80 mg/L时，对黑曲霉的抑制率达100.0%；冰片、益培隆和盐酸万古霉素浓度分别达20，50和80 mg/L时，对细菌的

抑制率达100.0%；5种抑菌剂浓度为20 mg/L时，对试管苗生长发育及成活率均无任何影响，当浓度增大到80 mg/L
时，对试管苗生长发育均有抑制作用。
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自 20世纪 70年代以来，中国马铃薯组织培养

技术已从实验室研究阶段一跃成为一种大规模工厂

化育苗的有效手段，在当前倡导高效现代化农业发

展模式和马铃薯主食化战略的形势下，通过马铃薯

组织培养技术生产高质量的脱毒基础种薯具有十分

广阔的市场前景。经过40多年的发展，该技术已有

相当精深的理论研究，但组织培养中出现的真菌、

细菌污染问题，虽有诸多防控试验研究报道[1-4]，但

一直不能得以有效解决，使试管苗的质量不能保

证，也给生产带来巨大损失，已成为马铃薯开放式

遗传育种
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组织培养的最大制约因素。试验对马铃薯试管苗

生产中常见的青霉菌、黑曲霉和细菌3类污染物进

行分离纯化后，采用5种抑菌剂进行了体外抑菌效

果及对试管苗生长发育影响的研究，以期筛选出

既能对试验菌种起抑菌作用，且不影响试管苗生

长发育的抑菌剂，为控制马铃薯试管苗生产中污

染的发生，提高快繁效率，降低生产成本奠定基

础，也为马铃薯开放式组织培养提供参考。

1 材料与方法

1.1 供试材料

植物材料：马铃薯脱毒试管苗‘陇薯6号’。

抑菌剂：多菌灵（50%可湿性粉剂），冰片，益

培隆（A 10 mL/瓶，B 435 mg/瓶）、盐酸万古霉素和制

霉菌素3种抑菌剂为北京康倍思科技有限公司生产。

供试菌种：试验所用青霉菌、黑曲霉和细菌3
类污染物均从污染组培苗培养基中分离纯化获得。

培养基：细菌培养基采用发根农杆菌培养基

（YEB）；霉菌培养基采用马铃薯葡萄糖琼脂培养基

（PDA）；试管苗生长培养基采用MS培养基。

1.2 试验方法

1.2.1 抑菌剂母液制备

益培隆：将 B瓶白色粉末溶解于A瓶缓冲液

中，加10 mL蒸馏水进行稀释备用。

冰片、制霉菌素各称取 0.5 g，乙醇溶解后蒸

馏水定容至50 mL。
多菌灵、盐酸万古霉素各称取 0.5 g，蒸馏水

溶解后定容至50 mL。
1.2.2 菌种的分离纯化与培养

收集 3种组培污染菌，用无菌接种环挑取 1环
污染菌于已凝固的YEB（细菌培养）或PDA（真菌培

养）平板上，进行多次划线分离，获得纯菌落。比

较各菌株的群体形态特征和个体形态特征，进行

鉴定。挑取单菌落，霉菌接种到斜面 PDA培养基

上，于28 ℃恒温培养7 d后接种到平面培养基上培

养，长满平皿后备用；细菌接种到YEB液体培养

基中，于 37 ℃摇床扩大培养到对数生长期后接种

到YEB固体培养基上继续培养。

1.2.3 抑菌试验方法

将5种抑菌剂母液取不同计量分别加入到经高

温高压灭菌的 50 ℃左右YEB及PDA培养基中，混

合均匀后倒入培养皿内冷却（对照不加任何抑菌

剂）。用灭菌后的直径为7 mm打孔器取菌饼，菌面

朝下接种于含药培养基，一个培养皿接 1个菌饼，

3次重复。霉菌与细菌分别置于 28和 37 ℃恒温箱

培养，5 d后测量供试病菌在不同浓度带药培养基

上的菌落直径，与对照（不加抑菌剂）比较计算药

剂处理对菌落扩展的生长抑制率。

生长抑制率（%）= {[（对照菌落直径 - 菌饼直

径）-（处理菌落直径 - 菌饼直径）]/（对照菌落直

径 - 菌饼直径）} × 100%。

1.2.4 试管苗生长发育测定

将 5种抑菌剂母液取不同计量分别加入到经

高温高压灭菌的 50 ℃左右MS培养基中，混合均

匀后分装到培养瓶中。每瓶接种 10株试管苗，每

处理 9瓶，置于自然光照培养室培养 15 d后统计

成活率，并测定植株株高、茎粗、根数和根长等

指标。

茎粗用游标卡尺测定，株高、根长用直尺测定。

1.2.5 数据处理

数据处理与分析分别采用 Excel 2003 与 DPS
7.05软件[5]，多重比较采用新复极差法（SSR）。

2 结果与分析

2.1 抑菌剂不同处理对青霉菌的抑制效果

各处理对青霉菌的抑制效果见表 1，5种抑菌

剂对青霉菌均有一定的抑制作用，其中盐酸万古

霉素的 3个浓度处理抑制效果最差，抑菌率低于

30.0%；多菌灵与制霉菌素对青霉菌的抑制效果随

使用浓度的增加而增大，浓度为 80 mg/L时的抑菌

率分别达 82.9%和 89.6%；冰片的 3个浓度处理与

益培隆的使用浓度为50 mg/L以上时，均对青霉菌有

很好的抑制效果，抑制率达100.0%，其菌落直径与

其他处理间的差异达极显著水平。由此可见，冰片

（20~80 mg/L）和高浓度益培隆（50~80 mg/L）均对青

霉菌有很好的抑制作用。

2.2 抑菌剂不同处理对黑曲霉的抑制效果

由表 2分析，5种抑菌剂对黑曲霉均有一定的

抑制作用，其抑菌效果随使用浓度的增大而愈加

显著。盐酸万古霉素的 3个浓度处理抑制效果最
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抑菌剂

Antibacterial agent
多菌灵

Carbendazim

盐酸万古霉素

Vancomycin hydrochloride

制霉菌素

Nystatin

益培隆

Yipeilong

冰片

Borneol
CK

浓度（mg/L）
Concentration

20
50
80
20
50
80
20
50
80
20
50
80
20
50
80
0

菌落直径（cm）
Colony diameter

2.22
1.61
1.33
3.42
3.04
2.63
1.62
0.92
0.70
1.11
0.93
0.70
0.91
0.70
0.70
3.63

差异显著性 Difference significant
0.05
e
f
g
b
c
d
f
i
j
h
i
j
i
j
j
a

0.01
E
F
G
B
C
D
F
I
J
H
I
J
I
J
J
A

抑制率（%）

Antibacterial rate
48.1
68.9
78.5
7.2

20.1
34.1
68.6
92.5

100.0
86.0
92.2

100.0
92.8
100.0
100.0

-

抑菌剂

Antibacterial agent
多菌灵

Carbendazim
盐酸万古霉素

Vancomycin hydrochloride
制霉菌素

Nystatin
益培隆

Yipeilong
冰片

Borneol
CK

浓度（mg/L）
Concentration

20
50
80
20
50
80
20
50
80
20
50
80
20
50
80
0

菌落直径（cm）
Colony diameter

1.62
1.23
1.06
2.72
2.61
2.24
1.83
1.21
0.92
1.16
0.70
0.70
0.70
0.70
0.70
2.81

差异显著性 Difference significant
0.05
f
g
i
b
c
d
e
gh
j
h
k
k
k
k
k
a

0.01
F
G
H
B
C
D
E
G
I
G
J
J
J
J
J
A

抑制率（%）

Antibacterial rate
56.4
74.9
82.9
4.3
9.5

27.0
46.4
75.8
89.6
78.2

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
-

表1 不同种类、浓度抑菌剂处理对青霉菌的抑制效果

Table 1 Effect of different types and concentrations of antibacterial agents on Penicillium spp

注：表中数据采用新复极差测验。下同。
Note: Means in each column are separated by Duncan's multiple range test. The same below.

表2 不同种类、浓度抑菌剂处理对黑曲霉的抑制效果

Table 2 Effect of different types and concentrations of antibacterial agents on Aspergillus niger

差，其次为多菌灵，高浓度的制霉菌素（80 mg/L）、

益培隆（80 mg/L）和冰片（50~80 mg/L）对黑曲霉有很

好的抑制作用，抑制率达100.0%，其菌落直径与其

他处理间的差异达极显著水平。由此可见，高浓度

的制霉菌素（80 mg/L）、益培隆（80 mg/L）和冰片（50~
80 mg/L）对黑曲霉有很好的抑制作用。
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2.3 抑菌剂不同处理对细菌的抑制效果

不同种类、浓度抑菌剂处理对细菌的抑制效果

见表 3，5种抑菌剂均对细菌有一定的抑制作用，

其中制霉菌素的抑制效果最差，试验最大抑制率为

25.6%；多菌灵浓度范围对细菌的抑制率达40.4%~
83.3%；冰片的 3个浓度处理与高浓度的盐酸万古

霉素（80 mg/L）、益培隆（50~80 mg/L）对细菌的抑制

率达100.0%，其菌落直径与其他处理间的差异达极

显著水平。由此可见，冰片（20~80 mg/L）与高浓度

的盐酸万古霉素（80 mg/L）、益培隆（50~80 mg/L）对

细菌有很好的抑制作用。

2.4 抑菌剂不同处理对马铃薯试管苗生长发育的影响

抑菌剂各处理对马铃薯试管苗生长发育的影响

见表 4，茎粗、株高、根数和根长 4个指标值均随

抑菌剂浓度的增加而减小，成活率下降。当益培隆

与冰片浓度达50 mg/L时，对植株生根有较大的抑制

作用，根数与根长极显著低于对照，植株成活率分

别降至97.3%和96.2%；当浓度达80 mg/L时，植株

成苗发育受到极大影响，其茎粗（0.66和 0.55 mm）
与株高（5.19 和 4.96 cm）极显著低于对照（0.77 和

5.82 cm），成活率降至 85.2%和 78.3%。多菌灵、

盐酸万古霉素和制霉菌素3种抑菌剂对马铃薯试管

苗生长发育影响较小，当浓度达 80 mg/L时，茎

粗、株高与对照间差异除多菌灵茎粗外，均未达极

显著水平，而根数与根长除多菌灵根数外，均极显

著低于对照，且成活率分别降至 98.6%、99.1%和

99.2%。由此分析可见，5种抑菌剂在使用浓度为

20 mg/L时，对试管苗生长发育及成活率无任何影

响，当浓度增大到 80 mg/L时，均对试管苗生长发

育有抑制作用。

抑菌剂

Antibacterial agent

多菌灵

Carbendazim

盐酸万古霉素

Vancomycin hydrochloride

制霉菌素

Nystatin

益培隆

Yipeilong

冰片

Borneol
CK

浓度（mg/L）
Concentration

20
50
80
20
50
80
20
50
80
20
50
80
20
50
80
0

菌落直径（cm）
Colony diameter

1.63
1.22
0.96
1.12
0.78
0.70
2.16
1.94
1.86
1.15
0.70
0.70
0.70
0.70
0.70
2.26

差异显著性 Difference significant
0.05
e
f
h
g
i
j
b
c
d
g
j
j
j
j
j
a

0.01
E
F
H
G
I
J
B
C
D
G
J
J
J
J
J
A

抑制率（%）

Antibacterial rate
40.4
66.7
83.3
73.1
94.9

100.0
6.4

20.5
25.6
71.2

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

-

表3 不同种类、浓度抑菌剂处理对细菌的抑制效果

Table 3 Effect of different types and concentrations of antibacterial agents on bacteria

3 讨 论

冰片是中医药中一味常用佐药，现代医学研究

表明冰片有抗炎，镇痛，抗细菌、真菌，抗病毒，

提高其他药物的生物利用度等作用[6]，与黄芩苷配

伍使用对表皮葡萄球菌生长有协同抑制作用，能显

著增强两药的抑制能力[7]。目前，冰片的抗菌作用

主要应用于医学领域，在植物组培抑菌研究中未见

报道。

益培隆是一种长效、广谱、高活性杀菌剂，对
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细菌、真菌和藻类等具有很强的抑制和杀灭作用，

研究表明，益培隆在巴西橡胶树树根组织培养外植

体消毒试验中对污染率控制有显著效果 [8]，在MS
培养基中添加 20~25 mg/L益培隆对甘薯试管苗污

染的防治和污染资源的抢救有很好的效果[9]。

本试验所采用5种抑菌剂均对青霉菌、黑曲霉

和细菌有一定的抑制作用，其中冰片对3种污染菌

的抑制效果最好，其次为益培隆与多菌灵，盐酸万

古霉素对细菌的抑制作用较好，对青霉菌和黑曲霉

的抑制效果较差，而制霉菌素对青霉菌和黑曲霉的

抑制效果较好，对细菌的抑制作用较差。当浓度为

20 mg/L时，5种抑菌剂对马铃薯试管苗的生长发育

及成活率无影响，而随浓度的增加，其抑菌效果亦

增大，但试管苗的生长发育受到抑制。由试验分析

可见，较低浓度的冰片既能抑制3类污染物，又对马

铃薯试管苗生长发育产生影响较小，因此可应用于马

铃薯试管苗组织培养中。

针对马铃薯组培污染常见3类污染物，试验只

进行了抑菌剂单用抑制效果研究，而对抑菌剂的复

配抑制作用，有待进一步研究。
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抑菌剂
Antibacterial agent

多菌灵

Carbendazim

盐酸万古霉素

Vancomycin hydrochloride

制霉菌素

Nystatin

益培隆

Yipeilong

冰片

Borneol

CK

浓度（mg/L）
Concentration

20
50
80
20
50
80
20
50
80
20
50
80
20
50
80
0

茎粗（mm）
Stem diameter

0.76 aA
0.76 aA
0.71 bB
0.76 aA
0.76 aA
0.74 aAB
0.76 aA
0.76 aA
0.74 aAB
0.77 aA
0.74 aAB
0.66 cC
0.74 aAB
0.71 bB
0.55 dD
0.77 aA

株高（cm）
Plant height
5.82 abAB
5.81 abcAB
5.76 cB
5.83 aA
5.79 abcAB
5.76 cB
5.78 abcAB
5.78 abcAB
5.75 cB
5.81 abcAB
5.80 abcAB
5.19 dC
5.82 abAB
5.76 cB
4.96 eD
5.82 abAB

根数（No.）
Root number
4.31 aAB
4.23 abABCD
4.12 bcdBCDE
4.35 aA
4.22 abABCD
4.06 cdeCDE
4.15 bcABCDE
4.11 bcdBCDE
3.98 deE
4.32 aAB
4.03 cdeDE
3.94 eE
4.26 abABC
4.01 cdeDE
3.28 fF
4.30 aAB

根长（cm）
Root length
2.42 abAB
2.35 bcdABC
2.21 efgDE
2.33 cdABCD
2.31 cdBCD
2.26 defCDE
2.44 aA
2.36 abcABC
2.28 cdeCDE
2.22 efgDE
2.18 fgE
2.01 hF
2.22 efgDE
2.16 gE
1.24 iG
2.43 abAB

成活率（%）
Survival rate

100.0
100.0
98.6

100.0
100.0
99.1

100.0
100.0
99.2

100.0
97.3
85.2

100.0
96.2
78.3

100.0

表4 各处理对马铃薯试管苗生长发育的影响

Table 4 Effect of different treatments on plantlet in vitro growth
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