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　　摘要：研究了多黏类芽孢杆菌ＨＴ１６对梨黑斑病菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｋｉｋｕｃｈｉａｎａ）的抑制作用，并对其应用效果进行了评
价。结果表明，多黏类芽孢杆菌ＨＴ１６对梨黑斑病菌的体外抑制率为５３．２％，其粗提蛋白严重破坏了梨黑斑病菌的菌
丝和孢子，显著抑制了梨采后黑斑病的发生，呈现出极大的应用潜力。
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　　梨黑斑病是一种由链格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｋｉｋｕｃｈｉａｎａ）引起
的世界性气传真菌病害，主要侵染叶片，造成大量落叶，也危

害果实和新梢，严重危害果品的生产和储存。我国是梨种植

和出口大国，梨产量约占世界总产量的２／３，出口量约占世界
总出口量的１／６，梨的出口是增加国民生产总值、农民收入的
重要途径。然而，病原微生物的侵染造成梨采后腐烂损失严

重［１］。其中，黑斑病是梨采后的重要病害之一，严重时可使

梨采后损失达５０％以上，在我国和韩国都曾严重暴发［２］。近

年，法国也发现有梨黑斑病的发生与危害［３］。目前，农业上

主要使用化学杀菌剂来控制病害发生。然而，大量使用化学

农药引起的病菌抗药性、食品中农药残留超标、环境污染等问

题日益严重。因此，寻求高效、安全的生物杀菌制剂成为防治

农作物、果蔬等病害的主要出路之一，也是近年来研究的

热点［４－８］。

多黏类芽孢杆菌对植物具有非致病性，且细胞壁不含内

毒素，对人畜无害，在产品开发中活菌数量高、性能稳定，是一

种理想的生防菌。多黏类芽孢杆菌ＨＴ１６是笔者所在实验室
分离并保存的１株能有效抑制真菌病害的菌株。前期试验表
明，该菌及发酵液对多种植物病原菌具有广谱的抑制作用，其

抗菌物质为耐热、耐酸碱、耐紫外线的蛋白质［９］。本研究评

价了多黏类芽孢杆菌ＨＴ１６对梨黑斑病菌的抑制活性及对梨
采后黑斑病的控制效果，并探讨其抑菌机理，为进一步深入研

究其生防效果和开发微生物农药奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
供试梨为河北省赵县白梨（水晶梨）。供试生防菌株多

黏类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｏｌｙｍｙｘａ）ＨＴ１６由笔者所在实

验室保存，梨黑斑病病原菌由河北农业大学植物保护学院

提供。

仪器设备包括 ＢＭ－１０３ＣＥ光学显微镜，上海比目仪器
有限公司；ＹＴ－ＣＪ－１Ｎ超净工作台，上海博讯实业有限公司
医疗设备厂；ＳＹＱ－ＤＳＸ－２８０Ｂ不锈钢手提式，山东新华医疗
器械厂；ＴＣＬ－１５Ｂ离心机，上海安亭科学仪器厂；生化培养
箱，上海博迅实业有限公司医疗设备厂；ｐＨ２１１酸度计，压力
蒸汽灭菌锅等。

１．２　培养基
发酵培养基［１０］：马铃薯 ３０％，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．４％，蔗糖

１５％，Ｋ２ＨＰＯ４０．０５％，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％，黄豆饼粉
０１％，ｐＨ值６．５。ＰＤＡ培养基：葡萄糖２％、马铃薯２０％、琼
脂２％、１０００ｍＬ蒸馏水，ｐＨ值６．５。ＰＤＢ培养基（种子培养
基）：葡萄糖２％、马铃薯２０％、１０００ｍＬ蒸馏水，ｐＨ值６．５。
１．３　多黏类芽孢杆菌ＨＴ１６对梨黑斑病病原菌的抑制活性
１．３．１　菌体抑制活性的测定　采用对峙法测定 ＨＴ１６对梨
黑斑病病原菌的抑制活性。将梨黑斑病病原菌接种于 ＰＤＡ
平板上，置于２５℃条件下培养７ｄ。在平板培养物上用打孔
器取直径６ｍｍ的菌块，接种在另一 ＰＤＡ平板中央，将 ＨＴ１６
菌株均匀接种于距平板边缘２０ｍｍ处的４个点上，２８℃培养
７ｄ，采用十字交叉法测量病原菌直径，以不接种ＨＴ１６的ＰＤＡ
平板作对照，参照文献［１０］计算抑菌率，抑菌率 ＝（对照病
菌直径 －处理病菌直径 －６ｍｍ）／对照病原菌直径 ×１００％。
每个处理作３个重复，该试验重复３次。
１．３．２　不同处理液抑菌活性的测定
１．３．２．１　ＨＴ１６发酵液的制备　将２４ｈ种龄的ＨＴ１６种子培
养液以体积分数为１０％ 的接种量转接到液体发酵培养基中，
置于３０℃培养箱中，１８６ｒ／ｍｉｎ振荡培养７２ｈ，备用。
１．３．２．２　ＨＴ１６菌悬液的制备　将培养２４ｈ的ＨＴ１６种子培
养液，以８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，菌体沉淀以无菌水
清洗 ２次，离心，最终以无菌生理盐水调节菌体浓度
１亿ＣＦＵ／ｍＬ左右，备用。
１．３．２．３　蛋白粗提液的制备　将上述 ＨＴ１６发酵液以
８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清，用６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调 ｐＨ值至
２．５，并用８０％硫酸铵沉淀，４℃静置过夜；然后在４℃条件
下，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清液；沉淀用１／２０发酵液
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体积的磷酸盐缓冲液（ｐＨ值７．２）溶解，装入透析袋，透析过
夜；用固体聚乙二醇２０００进行浓缩，浓缩至原体积的１／５，作
为ＨＴ１６发酵液的粗提蛋白，备用。
１．３．２．４　不同处理液抑菌活性的测定　将１００μＬ梨黑斑病
病原菌的孢子悬液（孢子浓度约 １０万个／ｍＬ）均匀涂布于
２０ｍＬＰＤＡ培养基上，晾干后，放入牛津杯，分别加入上述不
同处理液，２８℃培养２ｄ，观察测量抑菌圈大小。
１．４　多黏类芽孢杆菌ＨＴ１６对梨黑斑病发病率的抑制

选取个体均匀、表面无明显损伤且未发病的梨果实，以

２％次氯酸钠进行表面消毒，并以水清洗，晾干备用。
在梨果实的腰部两侧进行无菌刺伤接种，伤口大小约为

３ｍｍ（直径）×３ｍｍ（深）。向伤口中注入１００μＬ上述不同
处理液，以无菌水作为对照。晾干后再向同一个伤口上接种

５０μＬ梨黑斑病病原菌的孢子悬液（孢子浓度约为 １０万
个／ｍＬ），室温下晾干后，将果实放入有隔层的纸箱内，并在纸
箱外套上塑料袋使其保持相对湿度（９０±５）％，置于２８℃下
贮藏。每隔２４ｈ观察１次，记录病斑直径并计算发病率。

发病率＝发病果个数／调查个数×１００％。
１．５　多黏类芽孢杆菌ＨＴ１６的抑菌机理
１．５．１　ＨＴ１６对梨黑斑病病原菌孢子萌发的影响　将２ｍＬ
梨黑斑病病原菌的孢子悬液（孢子浓度约为１０万个／ｍＬ）加
入到灭菌的２ｍＬＰＤＢ培养基中，同时接种５００μＬ上述蛋白
粗提液，以不加蛋白粗提液的作为对照，２８℃下１５０ｒ／ｍｉｎ振
荡培养１４ｈ，在显微镜下观察孢子萌发情况。
孢子萌发率＝萌发孢子个数／观察孢子个数×１００％。

１．５．２　ＨＴ１６对梨黑斑病病原菌菌丝生长的影响　将
５００μＬ梨黑斑病病原菌的孢子悬液（孢子浓度１０万个／ｍＬ
左右）加入到灭菌的 ５０ｍＬＰＤＢ培养基中，于 ２８℃下
１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养２４ｈ，加入５００μＬ蛋白粗提液，继续培养
８ｈ，在扫描电镜下比较菌丝的生长情况［１１］。以不加蛋白粗

提液的作为对照。

２　结果与分析

２．１　多黏类芽孢杆菌ＨＴ１６对梨黑斑病病原菌的抑制效果
由图１可以看出，多黏类芽孢杆菌 ＨＴ１６对梨黑斑病病

原菌表现出很强的抑制效果，其抑制率为５３．２％。多黏类芽
孢杆菌ＨＴ１６的不同处理液对梨黑斑病病原菌的生长也表现
出不同的抑制作用（图２）。其中，ＨＴ１６粗提蛋白的抑菌效果
最显著，抑菌圈直径达到１７．６ｍｍ。ＨＴ１６菌悬液和发酵液对
梨黑斑病病原菌的抑菌圈直径分别为１０．４、１４．７ｍｍ。

２．２　多黏类芽孢杆菌ＨＴ１６对梨黑斑病发病率的影响
对健康的梨果实进行刺伤，接种不同的处理液后，接种黑

斑病病原菌，再进行贮藏，结果如图３、图４所示。由图３可
以看出，多黏类芽孢杆菌 ＨＴ１６的发酵液、菌悬液、蛋白粗提
液对梨黑斑病病原菌均有不同程度的抑制效果，处理组的梨

黑斑病发病率明显低于对照。在保存的第２天，对照和菌悬
液组的梨发病率达到 １００％，发酵液处理组的梨发病率为
８３．３％，而蛋白粗提液处理的梨果实未发病。保存到第 １２
天，对照的梨黑斑病病斑直径达到３９．６１ｍｍ，而发酵液组、菌
悬液组、蛋白粗提液组的梨黑斑病病斑直径分别为 ３６．５３、
３５１７、０ｍｍ。由此可以看出，粗提蛋白抑菌效果最好，无发
病状况。菌悬液处理后的伤口梨黑斑生长旺盛，发酵液处理

组虽有伤口腐烂但无梨黑斑菌丝出现。可见，发酵液比菌悬

液处理组更能抑制梨黑斑病菌的生长，这与体外抑菌结果

一致。

２．３　多黏类芽孢杆菌ＨＴ１６的抑菌机理
２．３．１　对孢子萌发的影响　多黏类芽孢杆菌 ＨＴ１６蛋白粗
提液对梨黑斑菌病原菌孢子萌发的影响如图 ４所示。由
图４－Ａ中可以看出，梨黑斑的对照组孢子已经萌发，经测定
其萌发率为９６．６７％，并生长出菌丝，而图４－Ｂ中的孢子未
萌发并且有消融现象出现。

２．３．２　对菌丝生长的影响　在扫描电镜下观察了 ＨＴ１６处
理梨黑斑菌丝生长的形态，结果如图５所示。图５－Ｂ－１、图
５－Ｂ－２为粗提蛋白处理后菌丝状况。由此可以看出，蛋白
粗提液处理的梨黑斑菌丝扭曲并且萎缩，菌丝外表皮有脱落

现象，菌丝变成畸形状态，且有断裂现象。而正常的菌丝光

滑、均匀（图５－Ａ－１、图５－Ａ－２）。

３　结论与讨论

对峙法和牛津杯法的结果均显示，多黏类芽孢杆菌ＨＴ１６
对梨黑斑病菌链格孢菌有显著的抑制作用。ＨＴ１６菌悬液、发
酵液和粗提蛋白对梨采后黑斑病均表现出一定的抑制效果。

其中，粗提蛋白的效果最显著。扫描电镜和电子显微镜观察

发现，粗提蛋白处理过的病原菌孢子基本不萌发，并有消融现

象，且菌丝扭曲、萎缩，菌丝外表皮出现脱落和断裂。这些结

果显示了多黏类芽孢杆菌ＨＴ１６作为生防细菌的可行性。
　　ＨＴ１６菌株发酵过程中产生的粗提蛋白对梨采后黑斑病
的防治效果非常显著，抑菌机制试验也证实了粗提蛋白对梨
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黑斑及其孢子和菌丝的抑制作用。近年来，利用微生物自身

的拮抗、竞争作用及其产生的抗菌蛋白防治果蔬采前和采后

病原真菌的报道很多。其中，枯草芽孢杆菌Ｈ１１０的粗提蛋白
对梨采后因青霉菌和黑斑病菌引起的腐败表现出很好的抑制

效果［１０］。周防震将番茄表面分离到的酵母菌 Ｌ－１－６和
Ｈ－２用于控制番茄的腐败，菌悬液处理后的番茄腐烂率、失水
率和总损耗均显著降低，对采后番茄的根霉病及早疫病病害的

控制也起到了显著效果［１２］。Ｗｉｃｈｉｔｅａ等报道，分离自土壤中的
枯草芽孢杆菌对柑橘类水果由青霉引起的病害抑制效果显

著［１３］。Ａｒｕｎ等发现，毕赤酵母和假丝酵母对炭疽病菌有防治

作用，能显著降低辣椒炭疽及其他病害的发病率［１４］。细菌

Ｐ－ＦＳ０８所产生的拮抗蛋白对果蔬和粮食作物致病真菌也表
现出广谱的抑菌作用，可使病原菌菌丝断裂、原生质体浓缩［１５］。

但对于多黏类芽孢杆菌ＨＴ１６对梨黑斑的防治未见报道。
为使菌株真正在生产中应用，达到有效防治果蔬采前和

采后病害的目的，在后续研究中还将对该菌株及其产生的抗

菌物质进行安全性评价，同时联合农业相关企业尝试开发该

微生物制剂，探讨该菌株与其他物质如壳聚糖、水杨酸

等［１６－１７］的联合使用效果和使用方式，并进行田间药效试验，

以期为生物农药的研发和应用提供理论基础和实际参考，为

果蔬病害的生物防治及食品安全提供保障。
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新疆杨树叶纹斑病病原菌分离及致病性测定

张金萍，蒋　萍
（新疆农业大学林学与园艺学院，新疆乌鲁木齐８３００５２）

　　摘要：２０１４—２０１５年通过实地考察、采集病叶标本并采用常规的组织分离方法对病叶中的病原菌进行分离，对分
离物培养纯化，并观察其形态特征，为确定这些分离物是否为杨树叶纹斑病的致病菌，根据柯赫氏法则进行分离物的

致病性测定及再分离试验。结果表明，相同症状的病叶可以分离出多个不同的菌株，由于不同菌株的致病性强弱不

一，使得在不同的接种条件下，不同菌株对健康杨树叶片的致病性差异显著，潜育期及发病率均不相同，根据 ＡｒｃＧＩＳ
软件对病叶进行分级，统计病情指数，并进行 ＬＳＤ检验，判断出强致病菌。通过再分离试验得到原致病菌，在显微镜
下对强致病菌进行形态学鉴定，初步判定为链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．）真菌。
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　　杨树是杨柳科杨属（ＰｏｐｕｌｕｓＬ．）落叶乔木的通称，全属
共有１００多个品种，其中有５０多种分布在我国，主要栽种于
我国西部各省。在北疆的额尔齐斯河流域、南疆的塔里木河

流域以及天山南北坡的河谷中分布着大面积的杨树原始

林［１－２］，杨树也是新疆地区绿化造林的重要树种之一。国内

外报道的有关杨树叶部坏死斑类的病害主要有褐斑病

（Ｍａｒｓｓｏｎｉｎａｂｒｕｎｎｅａ）［３］（别称黑斑病）、灰斑病（Ｃｏｒｙｅｎｕｍ
ｐｏｐｕｌｉｎｕｍ）、皱叶病（Ｅｒｉｏｐｈｙｅｓｄｉｓｐａｒ）［４］、角斑病（Ｃｅｒｃｏｓｐｏｒａ
ｐｏｐｕｌｉｎａ）［５］、叶缘枯病（Ｍａｃｒｏｐｈａｍａｓｐ．）［６］、花叶病（ＣＭＶ）、
黑星病（Ｆｕｓｉｃｌａｄｉｕｍｔｒｅｍｕｌａｅ）、叶枯病（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａ
ｔａ）［７］、斑枯病（Ｓｅｐｔｏｒｉａ）等，其中叶枯病别称叶纹斑病（Ａｌｔｅｒ
ｎａｒｉａ）［８－９］。徐素琴等１９８４年对黑龙江省森林植物园、辽宁
省盖县杨树研究所的病叶中的病原菌进行分离培养、鉴定，确

定病原菌为细极链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓ），但未作病原菌的
致病性测定［１０］。１９７９年赵震宇首次报道了新疆杨树叶纹斑
病的病原菌为细链格孢菌，但未对病原菌进行分离及致病性

测定［１１］。黄毅２０１０年对采自东北林业大学林场的杨树叶枯
病病样中的病原菌也进行了分离培养、鉴定，确定病原菌为

［Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔｅ（Ｆｒ．）Ｋｅｉｓｓｌ］，但未作病原菌的致病性测定［５］。

因此，本研究通过对新疆杨树叶纹斑病病叶中的病原菌分离

培养、纯化及致病性测定，为进一步对杨树叶纹斑病的病原菌

进行鉴定及确认其分类地位提供依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
杨树病叶于２０１４年５月至２０１５年９月采自乌鲁木齐

市、石河子市、沙雅县、阿拉尔市、玛纳斯县等地区。

１．２　病原菌分离培养
采用组织分离法［１２］，取病健交界处组织，切成０．５ｃｍ×

０．５ｃｍ的小块，放入无菌的烧杯中，用０．１％氯化汞溶液消毒
６０ｓ，然后用无菌水漂洗３次，最后用无菌滤纸吸去多余的水
分，将病块组织移入ＰＤＡ培养基平板上，每皿放５块，３次重
复，以健康叶片组织作对照，放入２５℃光照恒温培养箱中培
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