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枯草芽孢杆菌对板栗采后黑斑病的抑制效果
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　　摘要：将从发酵豆制品中分离出的枯草芽孢杆菌作为生防菌株，研究了该菌的菌悬液和培养液滤液对板栗采后黑
斑病的抑制效果。结果表明，枯草芽孢杆菌菌悬液可以使板栗采后黑斑病的发病率降低约７５百分点，其滤液也可以
使板栗采后黑斑病的发病率降低约４５百分点。这说明枯草芽孢杆菌可以显著降低板栗采后黑斑病的发病率，并且枯
草芽孢杆菌的抑菌作用是通过菌体和代谢物质共同实现的，其代谢产物的抑菌效果比菌体强，起主要的抑菌作用。枯

草芽孢杆菌可以作为一种新型的保鲜剂应用于板栗保鲜，对于减少板栗腐烂率、延长贮藏期、增加经济效益具有重要

意义。
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　　板栗原产我国，是我国特色坚果之一，因其营养丰富，味
道甘美，且有补肾益气、养胃健脾、活血止血、延缓人体衰老的

功效而素有“干果之王”的美称［１］。新鲜板栗含水量高，而且

采后呼吸旺盛，在贮藏期间还易受到微生物的侵袭而产生霉

变，因此板栗很不耐贮藏。中国板栗每年因贮藏不当或栗实

霉烂而造成的损失可达板栗年总产量的１／４左右［２］。板栗黑

斑病的发生是造成板栗霉烂的重要原因之一。关于板栗的贮

藏保鲜方法目前已有较多研究，主要有冷藏［３］、化学防腐剂

处理［４－５］、热处理［６］、涂膜［７－８］等。这些方法在一定程度上确

实能够延长板栗的贮藏期，减少因为霉烂而造成的经济损失，

但是这些方法也有不足之处，如冷藏耗能高、成本高，热处理

可能对板栗的质构和风味有一定影响，涂膜和化学防腐剂的

使用有可能造成一定程度的食品安全隐患。

枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）在自然界中广泛存在，对
人畜无毒无害，不污染环境，能产生多种抗菌素和酶，具有广

谱抗菌活性和极强的抗逆能力［９］。枯草芽孢杆菌用于防治

植物病害的作用已受到国内外的广泛认可，国内外均已有多

个以枯草芽孢杆菌开发的生物农药上市销售并推广到农业生

产中。枯草芽孢杆菌应用于植物病害生物防治的研究已经有

很多年的历史，目前在黄瓜、辣椒、水稻、小麦、玉米等农作物

病害上显出较好的防治效果［１０］。但用枯草芽孢杆菌防治板

栗黑斑病的研究还较少。本试验以采后的新鲜板栗为原料，

研究了枯草芽孢杆菌对采后板栗黑斑病的抑制效果，以期为

板栗的贮藏保鲜找到一个成本低、效果好并且安全环保的新

方法。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
枯草芽孢杆菌菌种由笔者所在实验室从发酵豆制品中分

离和保存；板栗，产地河南信阳，购于郑州市陈寨农产品批发

市场；蛋白胨，郑州亚世生物技术有限公司生产；琼脂，郑州亚

世生物技术有限公司生产；酵母浸膏，宜兴市江山生物制剂有

限公司生产；其他化学试剂均为国产分析纯。

１．２　主要仪器与设备
ＬＨＳ－１００ＣＨ型恒温恒湿培养箱，上海一恒仪器有限公

司生产；ＳＨＹ－３型水浴恒温振荡器，江苏金坛市金城国胜实
验仪器厂生产；７２２型分光光度计，上海光谱仪器有限公司生
产；ＹＸ２８０ＡＳ手提式不锈钢压力蒸汽灭菌器，上海三申医疗
器械有限公司生产；其他玻璃仪器均为河南铭骏仪器仪表有

限公司生产。

１．３　试验方法
１．３．１　枯草芽孢杆菌菌种活化　分别称取蛋白胨１０．０ｇ，酵
母浸膏５．０ｇ，ＮａＣｌ１０．０ｇ，１Ｌ蒸馏水，再调ｐＨ值至弱碱性，
１２１℃湿热灭菌２０ｍｉｎ，配制好的ＬＢ液体培养基备用。用接
种环挑取保存于固体斜面培养基上的枯草芽孢杆菌菌落１～
２环，接种到配制好的 ＬＢ液体培养基１００ｍＬ中，在３７℃左
右的温度下振荡培养２４ｈ，得到活化菌悬液，备用。
１．３．２　枯草芽孢杆菌生长曲线的测定［１１］　分别准确吸取
１．０ｍＬ活化菌悬液（１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ）于已装５０ｍＬＬＢ液体
培养基的２５０ｍＬ锥形瓶中，在转速１５０ｒ／ｍｉｎ、３７℃下恒温振
荡培养。每隔１２ｈ取出２．０ｍＬ培养液于试管中，以不含菌
ＬＢ液体培养基调零管，测定不同培养时间下５７０ｎｍ处吸光
度（Ｄ５７０ｎｍ）。浓度大的发酵液用 ＬＢ液体培养基稀释适当倍
数，使吸光度在０．１０～１．００之间，将稀释液对应的吸光度乘
以相应稀释倍数，换算成原发酵液吸光度，以培养时间为横坐

标，５７０ｎｍ处吸光度为纵坐标，绘制枯草芽孢杆菌的生长
曲线。

１．３．３　病原菌的分离　称取２００ｇ马铃薯，洗净去皮切成小
块，加水１Ｌ，加琼脂１５ｇ，煮沸０．５ｈ，纱布过滤，再加１０～
２０ｇ葡萄糖，充分溶解后定容到１Ｌ，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ，配制
好ＰＤＡ培养基备用。选择已产生严重斑点的黑斑病板栗病
果为材料，将黑斑病板栗用小刀切成碎末，称取带菌板栗碎末
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５ｇ于３０ｍＬ无菌水中，混合振荡２ｍｉｎ，取一定稀释度的水洗
液接种于已倒好ＰＤＡ培养基的培养皿中，于２８℃左右的温
度培养５ｄ。再通过平板划线技术完成不同病菌种类的分离。
将分离后的各种病原菌用０．０１％ Ｔｗｅｅｎ８０无菌水溶液配制
成浓度为５×１０４个／ｍＬ的孢子悬浮液，最后再等体积混合各
种病原菌孢子悬浮液制成浓度为５×１０４个／ｍＬ的混合病原
菌孢子悬浮液。

１．３．４　枯草芽孢杆菌培养液对板栗黑斑病病菌的抑制作用
　将枯草芽孢杆菌培养液分别按照１∶１０００、１∶５００、１∶２５０
和１∶１２５的比例加入到３０～４０℃的ＰＤＡ培养基中，摇动后
倒入直径为１２ｃｍ的培养皿中，待培养基冷凝后，分别接种
１０μＬ浓度为５×１０４个／ｍＬ的混合病原菌孢子悬浮液。接
种后的培养皿放入２８℃的恒温培养箱中培养，以不加枯草芽
孢杆菌培养液的为空白对照，各重复３次。培养５ｄ后测定
菌落直径，计算平均抑制效果。

１．３．５　枯草芽孢杆菌培养液对采后板栗黑斑病的抑制作用
　将分离后的各种病原菌用０．０１％ Ｔｗｅｅｎ８０无菌水溶液配
制成浓度为５×１０４个／ｍＬ的孢子悬浮液。灭过菌的打孔针
在每个板栗仁上刺一个３ｍｍ（深）×３ｍｍ（宽）的伤口，分别
接种２０μＬ枯草芽孢杆菌培养液，５ｈ后再接种浓度为５×１０４

个／ｍＬ的混合病原菌孢子悬浮液１０μＬ。待伤口晾干后，将
果实放于室温下贮藏，以不接种枯草芽孢杆菌培养液的板栗

仁为空白对照，每隔１ｄ测定果实的发病率。
１．３．６　枯草芽孢杆菌代谢产物对板栗黑斑病病菌的抑制作
用　将枯草芽孢杆菌培养液于 ４℃下 ８０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ后，取上清液，经过滤后得到滤液备用。将滤液分别
按照１∶１０００、１∶５００、１∶２５０和１∶１２５的比例加入到３０～
４０℃的ＰＤＡ培养基中，摇动后倒入直径为１２ｃｍ的培养皿
中，待培养基冷凝后，分别接种１０μＬ浓度为５×１０４个／ｍＬ
的混合病原菌孢子悬浮液。接种后的培养皿放入２８℃的恒
温培养箱中培养，以不加枯草芽孢杆菌培养液的为空白对照，

各重复３次。培养５ｄ后测定菌落直径，计算平均抑制效果。
１．３．７　枯草芽孢杆菌代谢产物对采后板栗黑斑病的抑制作
用　将枯草芽孢杆菌培养液于 ４℃下 ８０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ后，取上清液，经过滤后得到滤液备用。将分离后的
各种病原菌用０．０１％ Ｔｗｅｅｎ８０无菌水溶液配制成浓度为５×
１０４个／ｍＬ的孢子悬浮液。灭过菌的打孔针在每个板栗仁上
刺一个３ｍｍ（深）×３ｍｍ（宽）的伤口，分别接种２０μＬ枯草
芽孢杆菌培养液滤液，５ｈ后再接种浓度为５×１０４个／ｍＬ的
混合病原菌孢子悬浮液１０μＬ。待伤口晾干后，将果实放于
室温下贮藏，以不接种枯草芽孢杆菌培养液的板栗仁为空白

对照，每隔１ｄ测定果实的发病率。

２　结果与分析

２．１　枯草芽孢杆菌生长曲线的绘制
任何生物都有出生、发育、繁殖、衰老和死亡的过程。微

生物也不例外。不过，微生物的生长规律和大生物有些不同，

大生物通常是以一个个体为对象，而微生物的生长通常指细

胞数目的增加。微生物的生长规律可以用生长曲线来呈现。

典型的微生物生长曲线一般包括延滞期、对数期、稳定期和衰

亡期４个阶段。由图１可以看出，因测定间隔时间较长，枯草

芽孢杆菌生长的延滞期不太明显，曲线中没有呈现出来，接种

后很快就进入快速生长的对数期，大概２４ｈ后开始进入稳定
生长期，培养时间大于６０ｈ后，细胞数目开始减少，菌体开始
衰老死亡。根据这个枯草芽孢杆菌生长曲线所呈现出的生长

规律，选择菌种活化后２４ｈ的菌悬液进行抑菌研究，因为这
个时期的枯草芽孢杆菌生长旺盛，活力强。

２．２　枯草芽孢杆菌培养液对板栗黑斑病病菌的抑制作用
试验测定结果表明，当枯草芽孢杆菌培养液的添加量为

０时，病原菌菌落直径为３６．８ｍｍ；当枯草芽孢杆菌培养液的
添加量为１∶１０００时，病原菌菌落直径为２５．３ｍｍ；当枯草芽
孢杆菌培养液的添加量为 １∶５００时，病原菌菌落直径为
８．６ｍｍ；当枯草芽孢杆菌培养液的添加量为 １∶２５０和
１∶１２５时，病原菌都没有生长。由此可见，枯草芽孢杆菌添
加量越大，对病原菌的抑制效果越好。当枯草芽孢杆菌的添

加量大于１∶２５０时，就能够抑制板栗黑斑病病原菌的生长，
并且抑菌效果能达到１００％。
２．３　枯草芽孢杆菌培养液对采后板栗黑斑病的抑制作用

由图２可见，与不加枯草芽孢杆菌培养液的空白对照相
比，添加了枯草芽孢杆菌培养液的板栗接种病原菌后在贮藏

过程中发病率明显要低很多。不加枯草芽孢杆菌培养液的板

栗接种病原菌后发病很快，２ｄ之后病原菌的生长就进入快
速生长对数期，大量板栗开始发病，４ｄ后，发病板栗基本上
占到了９０％，７ｄ后发病率达到了９５％。而添加了枯草芽孢
杆菌培养液的板栗，在贮藏过程中板栗发病的速度相比要慢

得多，而且一直维持缓慢增长的趋势，贮藏４ｄ后，发病率大
概只有１０％，贮藏７ｄ后发病的板栗也只有不到２０％，比不
加枯草芽孢杆菌培养液的板栗发病率降低了约７５百分点。
这说明枯草芽孢杆菌培养液能够显著抑制板栗采后黑斑病的

发生。
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２．４　枯草芽孢杆菌代谢产物对板栗黑斑病病菌的抑制作用
试验测定结果表明，当枯草芽孢杆菌培养液滤液的添加

量为０时，病原菌菌落直径为３８．２ｍｍ；当枯草芽孢杆菌培养
液滤液的添加量为１∶１０００时，病原菌菌落直径为２９．５ｍｍ；
当枯草芽孢杆菌培养液滤液的添加量为１∶５００时，病原菌菌
落直径为１５．８ｍｍ；当枯草芽孢杆菌培养液滤液的添加量为
１∶２５０时，病原菌菌落直径为７．５ｍｍ；当枯草芽孢杆菌培养
液滤液的添加量为１∶１２５时，病原菌没有生长。由此可见，
枯草芽孢杆菌的代谢产物也对病原菌的生长有一定的抑制作

用。枯草芽孢杆菌代谢产物添加量越大，对病原菌的抑制效

果越好。当枯草芽孢杆菌代谢产物的添加量大于１∶１２５时，
就能够抑制板栗黑斑病病原菌的生长，并且抑菌效果能达到

１００％。对比枯草芽孢杆菌培养液对板栗黑斑病病菌的抑制
作用试验结果可以看出，滤液的抑菌效果不如菌悬液显著。

这可能是因为枯草芽孢杆菌的抗生作用是由芽孢杆菌及其代

谢物质两部分作用共同构成的［１２］。

２．５　枯草芽孢杆菌代谢产物对采后板栗黑斑病的抑制作用
由图３可见，与空白对照相比，添加了枯草芽孢杆菌培养

液滤液的板栗接种病原菌后发病率明显低于不添加枯草芽孢

杆菌培养液滤液的板栗。不加枯草芽孢杆菌培养液滤液的板

栗接种病原菌后发病很快，２ｄ之后病原菌的生长就进入快
速生长对数期，大量板栗开始发病，４ｄ后，发病板栗就达到
了约９０％。而添加了枯草芽孢杆菌培养液的板栗，在贮藏过
程中发病速度要慢得多，而且一直维持缓慢增长的趋势，贮藏

７ｄ后，发病板栗约５０％，比空白对照发病率低约４５百分点。
这说明枯草芽孢杆菌代谢产物也能够显著抑制板栗采后黑斑

病的发生。但是对照枯草芽孢杆菌培养液对采后板栗黑斑病

的抑制作用试验结果可以看出，枯草芽孢杆菌培养液滤液的

抗病效果没有菌悬液的抗病效果显著。这进一步印证了枯草

芽孢杆菌的抗生作用是由芽孢杆菌及其代谢物质两部分作用

共同构成的，单纯的代谢产物虽然也有抗病作用，但是效果不

如既有菌体也有代谢产物存在的情况下好。

３　结论

应用芽孢杆菌防治植物病害具有悠久的历史，许多优良

菌株已应用于生产实践来防治果蔬、作物等的真菌、细菌病

害［１３］。其中，枯草芽孢杆菌以其安全、对人畜无害、不污染环

境的特点，广泛用于果蔬采后生物防治，如有文章报道，利用

枯草芽孢杆菌可以防治桃褐腐病和荔枝果腐病［１４］。

陈坤等对信阳板栗７种病原真菌进行了生物学研究，认
为微生物侵染板栗果实，形成黑斑病，对板栗黑斑病进行病菌

分离和鉴定，发现信阳板栗黑斑病常见７种病菌真菌，分别为
炭疽菌（Ｃｏｌｌｅｃｔｏｔｒｉｕｍｓｐ．）、镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．）、枝孢霉
（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．）、毛霉（Ｍｕｃｏｒ）、疫霉（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｐａｓｉｔｉ
ｃａ）、大茎点菌（Ｍａｃｒｏｐｈｏｍａｓｐ．）和黄曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａ
ｖｕｓ）［１５］。试验结果表明，枯草芽孢杆菌可以抑制板栗病原菌
的生长繁殖，进而显著降低板栗采后黑斑病的发病率。枯草

芽孢杆菌菌悬液可以使板栗采后黑斑病的发病率降低约７５
百分点，其滤液也可以使板栗采后黑斑病的发病率降低约４５
百分点。这说明枯草芽孢杆菌的抑菌作用是通过菌体和代谢

物质共同实现的，而且其代谢产物的抑菌效果比菌体还要强，

起主要的抑菌作用。由此也找到一条板栗采后保鲜的新途

径，可以为我国板栗在贮藏过程中延长贮藏期、降低腐烂率、

提高经济效益方面提供帮助。
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