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引言

月季是蔷薇科蔷薇属多年生木本

植物，是著名的四大切花之一，近年来

已经成为花卉主栽品种。但是近年来，

月季灰霉病已成为 1 种世界性的严重病

害，在全国各地均有发生。危害月季的

叶与花，严重影响了其产量和品质，给

农业生产造成巨大的损失。目前采用的

化学防治方法易产生抗药性、残留和环

境污染等问题，探讨灰霉病的生物防治

方法已迫在眉睫。

蚯蚓洗涤液来自蚯蚓的真体腔和背

孔分泌的大量液体，是其他常见蚯蚓制品

的副产品。我们采用平板滤纸片扩散法并

结合大田实验，探究蚯蚓洗涤液对月季灰

霉病的防治效果。该项目是在前期研究的

基础上开展的第2期研究，寻找对灰霉菌

起抑制作用的物质基础，初步探讨蚯蚓洗

涤液防治植物灰霉病的机理。

实验材料与方法

　实验材料

供试土壤：北京一零一中学生态园

内土壤（土壤有机质、氮、磷、钾的平

均 含 量 为：1.04%、0.08%、0.11%、

2.37%、pH值 7.08±0.04）。

供试菌种：灰霉病菌（农科院植物

保护所提供）。

供试蚯蚓品种：赤子爱胜蚓（北京

一零一中学生态园内饲养）。

供试培养基：PDA培养基。

供试作物：培养 3年的月季幼苗。

叶绿素测量仪：SPAD-502、冷冻

机、超净工作台、天平、自制筛筒等。

　 实验方法

�� 蚯蚓洗涤液抑菌性的测定实验

蚯蚓洗涤液的制备：取蚯蚓 100g

于 40 目纱布筛中，置于容器上，用

1 000mL 无菌水反复冲洗 10 次，所收

集的液体即为蚯蚓洗涤液，于 4℃冷藏

备用。

滤纸片扩散法：制备真菌培养基平

板，将经 37℃过夜培养的灰霉菌，经

显微镜计数后，稀释成 105CFU/mL，

将直径 1cm 的滤纸片在 105CFU/mL

灰霉菌液中浸泡 5min，用无菌镊子取

出，平铺在平板中心处，每皿 4 个滤纸

片，其中 3 个处理，分别浸泡蚯蚓洗涤

液原液（CT）、10-1 稀释液（CT1）

和 10-2 稀释液（CT2），同时以无菌水

浸泡的滤纸片作为对照。这 4 个滤纸片

都分别在皿的四周，与中心滤纸片等距

1.5cm，30℃倒置培养，定期观察抑菌

圈的形成情况，测量抑菌圈的大小并拍

照，该实验进行 6个重复。

�� 蚯蚓洗涤液抑制灰霉菌的大田

实验

在学校生态园实验田筑 4 个畦，

畦长 9 米、宽 1 米，全部种植月季，

每畦种植 2 行，每畦 30 株。其中 3 畦

为实验组、1 畦为对照组。对于 3 畦实

验组分别喷施等量的蚯蚓洗涤液 CT、

CT1、CT2，对照组喷施等量的清水。

喷施在生长期进行，从植株长出第 1 片

真叶开始，每 3 天喷施 1 次，喷施在早

晨 8:00 前或下午 4:00 后进行。共喷施

约 21 次。

当月季生长 4 周后（花期过后），

选取实验组和对照组每畦 3 株，每株从

顶部选取第 4 片叶，各畦 10 片叶，接

种灰霉菌孢子悬液，3 天后观察记录感

蚯蚓洗涤液防治月季灰霉病的
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染情况，叶片感染病斑的面积测定采用

纸重比测定法。同时，注意观察记录花

蕾数、花朵数、花朵大小、花瓣多少及

花期，观察记录时随机取样，每畦3株，

计算出平均值。

�� 叶片感染病斑面积纸重比测定

法

取透明的 A4 宣纸称重，并测其面

积，后将此纸依次连续 4次 1/2 对折，

每次对折都裁开，依次称重，测其面积。

以纵坐标为重量，横坐标为面积，作标

准曲线，将叶片感染的不规则面积用透

明宣纸按其大小描绘下来剪下，称其重

量，在标准曲线上找其面积，该面积就

是叶片感染的面积。

�� 月季生长情况测定

在月季生长期，对其生长情况花蕾、

花朵、花瓣及花期进行测量记录。

�� 蚯蚓洗涤液成分的透析

将透析袋清理干净，用夹子把透析

袋一端夹好，从另一端注入去离子水，

检验是否漏水。检漏后，将蚯蚓洗涤液

各 30mL 分别加入 3 个透析袋中，确保

透析袋内无任何气泡后，将一端用夹子

夹好，将透析袋置于去离子水杯中（去

离子水没过透析袋）12 〜 24h，然后将

去离子水杯放入冰盒中，并放置在磁力

搅拌器上。之后，将去离子水杯置于冷

冻机内冷冻抽提，将抽提出的干物质（即

袋外的）分别加 20mL 无菌水予以溶解

后待用。

�� 蚯蚓洗涤液透析袋内、外物质

抑菌性实验

取出透析袋内的溶液，同时和用上

述抽提的干物质制成的溶液，进行抑菌

实验。

结果与分析

　蚯蚓洗涤液抑菌性实验的测定结果

由滤纸片扩散法测定的蚯蚓洗涤液

抑菌实验测定结果表明，培养 24 小时

后，灰霉菌菌落距对照组边缘有0.4cm，

48 小时后距对照组边缘只有 0.05cm，

72 小时后，距离为 0，灰霉菌菌落已扩

散到对照组。对照组没有任何抑菌性能。

蚯蚓洗涤液原液 CT，其边缘距灰霉菌

菌落的距离，从 24 小时到 72 小时都保

持在 0.6cm，远远大于 CT1 和 CT2 距

灰霉菌菌落的距离。由此可见，蚯蚓洗

涤液原液CT抑菌性能>CT1>CT2

　蚯蚓洗涤液抑制灰霉菌的大田实验

结果

当月季生长 4 周后，花期过后，选

取实验组、对照组各10片叶随机取样，

接种灰霉菌孢子悬液，3 天后观察感染

情况（图 1），用纸重比法测量其感染

面积，结果表明，当幼苗期叶片接种

灰霉菌孢子悬液后，实验组和对照组连

续 5 天分别喷洒蚯蚓洗涤液和清水，对

照组灰霉菌感染面积达到 171.87cm2,

而实验组叶片无一感染，其抑制率为

100%。对花蕾期和开花期的月季喷洒

蚯蚓洗涤液，对照组喷洒清水后，植株

长势明显不同，前者生长旺盛、茁壮，

后者生长较弱。植株的花蕾数和花朵大

小也明显不同。见图 2。

由 9 月 25 日的记录（图 3）可以

看出，实验组 CT、CT1、CT2 月季单

株的花蕾和花朵平均数分别为8.5、4.6，

10.6、4.3、8.9、5.2，由成对t检验可知，

各实验组与对照组（CK）之间均具有

显著差异（P<0.01），花朵的直径和

对照组（CK）

实照组（CK）

实验组（CT）

实验组（CT）

 实验组（CT1）

 实验组（CT1）

 实验组（CT2）

 实验组（CT2）

图１  感染面积比较图

图 2　开花情况比较图
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花朵的瓣数也明显多于对照组，花期也

由原来的 1 个多月延长到 4 个月。说明

实验组 CT、CT1、CT2 的花蕾和花朵

数显著多于对照组（CK）。这是因为

蚯蚓洗涤液不但具有抑制灰霉菌病的性

能，而且含有丰富的营养成分和多种微

量元素，具有促进月季生长的作用。

　蚯蚓洗涤液透析后小分子物质的抑

菌实验结果

蚯蚓洗涤液透析抽提后，收集的干

物质加 20mL 无菌水溶解制得的溶液，

是小分子物质溶液，经检测是抗菌肽物

质。对该溶液进行如上文所述的滤纸片

扩散法抑菌实验表明，抑菌效果非常好，

抗菌肽是蚯蚓等多种动物免疫防御系统

的一个重要组成部分，其杀菌机理主要

是作用于细菌 / 真菌的细胞膜，破坏

其完整性并发生穿孔现象，造成细胞内

容物溢出胞外死亡。该结论与资料调研

分析是一致的。

　蚯蚓洗涤液透析后透析袋内溶液抑

菌性能结果

透析后留在透析袋内的液体，用滤

纸片法进行 72h 抑菌性能检验，其结

果表明，72 小时后，CK、CT、CT1、

CT2 几乎都和中心的灰霉菌丝连在一

起，说明它们对灰霉菌都没有表现出明

显的抑菌性能，这也表明，留在透析袋

内的大分子物质抑菌作用不明显。

　大分子物质和小分子物质溶液抑制

灰霉菌的大田实验

用透析袋内的大分子物质溶液和

小分子物质制成的溶液进行防治月季灰

霉病的大田实验，也发现只有小分子物

质溶液表现出抑制月季灰霉病的功效，

而大分子物质溶液抑菌效果不明显。

结论

实验室与大田实验结果表明，在

月季叶片上喷施蚯蚓洗涤液能有效地抑

制灰霉菌（真菌）的生长，防止植株受

到灰霉菌的侵染，同时还能避免环境受

到污染。透析研究表明：蚯蚓分泌液中

具有明显抑制灰霉菌作用的是大量的抗

菌肽等小分子物质，抑制率达 100%。

抗菌肽杀菌的机理是作用于细菌的细胞

膜，破坏其完整性并产生穿孔现象，造

成细胞内容物溢出细胞外而死亡。

月季喷施蚯蚓洗涤液，可以使其植

株生长旺盛、茁壮，花期由原来的 1 个

多月延长到 4个多月，产量大幅增加。

该项目开展了蚯蚓洗涤液对月季

灰霉病的防治实验，表明其具有良好

的抑菌效果。实验设计科学合理，数

据翔实可靠，结果和结论可信，创新

性明显，有良好应用前景。■

图 3　9月 25 日单株开花数平均与方差统计图
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该项目获得第 26 届全国青少

年科技创新大赛创新成果竞赛项

目中学组微生物学一等奖。


