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　　摘要：从苹果树皮中分离出１株对苹果腐烂病病菌具有较好拮抗作用的内生细菌———Ｂ５０１４。该菌株对腐烂病病
菌的抑菌率达５５．５９％，显著高于其他菌株；通过对菌株 Ｂ５０１４发酵滤液进行不同浓度稀释后发现，随着浓度的不断
降低，菌株Ｂ５０１４发酵滤液对腐烂病病菌菌丝生长、孢子萌发的抑制率不断下降；田间试验表明，在接种时间较短
（１０ｄ）时，Ｂ５０１４细菌悬浮液原液处理可以与生产中常规使用的８０％代森锰锌８００倍液防效基本持平，但到接种２０ｄ
时，防效低于常规化学防治方法。
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　　河北省是我国最重要的苹果产区之一，苹果树种植已是
当地农业的主导产业之一。近年来，随着气候、环境、生产方

式的变化，苹果腐烂病在河北省苹果种植区发生日趋严重，已

经严重影响到当地苹果产业的健康持续发展［１］。现阶段苹

果腐烂病的防治主要以化学防治为主，不但污染环境，而且容

易引起农药残留超标，影响果实品质。再加上很多地方对腐

烂病的防治并没有统一的规范，随意加大药量和用药频率的

问题突出，导致病原菌抗药性增强，形成恶性循环。因此，筛

选经济高效、环境友好的拮抗菌，对进一步促进“低毒高效”

的苹果腐烂病防控模式的构建，推进河北省草莓产业良性、健

康发展都具有重要意义。

有关苹果腐烂病菌拮抗菌的筛选研究，前人进行过一些。

比如，高克祥研究表明，内生螺旋毛壳菌ＮＤ３５产生的抗生素
能有效抑制苹果树腐烂病病菌的生长，且它产生的发酵液有

助于愈伤组织的形成［２］；原
!!

也证明，灰色链霉菌的１个变
种对苹果树腐烂病病菌菌丝生长有抑制作用［３］；展丽然提

出，某些土壤中有一种放线菌，对腐烂病病菌具有拮抗作

用［４］。类似的研究还有很多，但这些技术的筛选过程都比较

长，而且拮抗效果往往不够稳定。内生真菌作为普遍存在于

寄主植物中的真菌，能产生多种活性物质，可以起到抵御外来

病原菌入侵的作用。本研究拟通过组织分离法和平板对峙试

验从苹果树皮中分离和筛选内生细菌，研究其对苹果树腐烂

病病菌的抑菌作用，为苹果腐烂病生物防治技术的进一步优

化提供新的参考。

１　材料与方法

１．１　供试材料

（１）供试病原菌：苹果腐烂病病菌，由河北农业大学植物
病理生态学实验室提供。

（２）供试植物材料：于２０１５年１２月，从山东省烟台市、
河北省石家庄市、甘肃省庆阳市等地选择１００株１０～１５年
生，腐烂病发生严重的植株，在它们健康的主干、主枝、侧枝、

小枝、木质部等部位的树皮上采集获得。苹果品种为富士。

１．２　试验设计与方法
１．２．１　内生细菌的分离与筛选　采用组织分离方法［５］，将

采集的树皮用水洗净，剪至０．２ｃｍ２左右，用７５％乙醇、４％次
氯酸钠充分消毒后，无菌水清洗。将彻底消毒的树皮研磨成

匀浆，无菌水稀释，均匀涂抹在ＰＤＡ培养基平面上，长出菌落
后采用划线法纯化培养。将纯化后获得的菌株采用对峙培养

法对内生细菌进行筛选，将打好的直径为４ｍｍ的苹果树腐
烂病病菌菌饼放于ＰＤＡ平板２侧，用接菌环蘸取待测细菌悬
浮液在平板中央划线，放于培养箱中２７℃黑暗培养４ｄ。统
计抑菌带宽度，选取抑菌带最宽的５种细菌，分别测量病原菌
向拮抗菌方向生长的长度和对照中病原菌生长的半径，以抑

制率表示拮抗作用，选取抑制率最高的细菌进行室内和田间

生物测定。抑制率＝［（对照菌落直径 －处理菌落直径）／对
照菌落直径］×１００％。
１．２．２　Ｂ５０１４菌株对苹果树腐烂病病菌的抑菌效果　发酵
滤液对苹果树腐烂病病菌菌丝生长的抑制效果：挑取 Ｂ５０１４
接入ＮＢ液体培养基中，３０℃摇床培养２４ｈ（浓度约为８×
１０９ＣＦＵ／ｍＬ），５０００ｒ、２０ｍｉｎ离心２次，收集上清液去除杂
菌，得无菌滤液。在４８℃下，将无菌发酵滤液混入灭菌 ＰＤＡ
培养基中，混匀后倒平板。平板中央接种苹果树腐烂病病菌

菌饼，２７℃培养４８ｈ后测量菌落直径。ＰＤＡ培养基中，无菌
滤液的最终稀释倍数分别为２０、１００、２００、１０００倍，以加灭菌
蒸馏水的处理为对照［６－７］。发酵滤液对苹果树腐烂病病菌分

生孢子萌发的抑制效果：取２０μＬ病原菌分生孢子悬浮液置
于无菌载玻片上，再量取２０μＬ上述过滤液滴入载玻片上的
分生孢子悬浮液滴中［８］。保湿条件下２５℃静置，分别于５、
１３ｈ后，以ＰＤ培养液作为对照，观察病原菌分生孢子萌发情
况。每个处理４次重复，每个重复３次试验。
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１．２．３　田间防效试验　试验于２０１２年５月１０日在河北省
保定市河北农业大学苹果试验基地进行，供试树种为红富士，

树龄８年，株行距３ｍ×４ｍ。土壤ｐＨ值为７．２，有机质含量
为１．２８％，水肥条件良好。选取其中１０年生、长势相近的苹
果树，在主枝上用６ｍｍ打孔器打孔并接种旺盛生长的链格
孢属内生真菌菌饼，用保鲜膜包裹保湿，３ｄ后去掉菌饼，再
接种腐烂病菌菌饼，保湿１周后去掉保鲜膜，记作处理 Ａ；以
８０％代森锰锌８００倍液作为对照处理，在接种腐烂病菌菌柄
的部位涂抹８０％代森锰锌８００倍液，用量为２０ｍＬ／ｍ２，记作
处理Ｂ；以不接内生真菌的处理为空白对照（ＣＫ），每个处理３
次重复，每个重复８棵树。记录苹果树腐烂病的发生情况，统
计发病率和病斑面积。发病率 ＝病株数／总株数 ×１００％；病
斑面积＝１／４×π×长径×短径。

２　结果与分析

２．１　内生细菌的分离与筛选
通过对峙试验的筛选，共获得１２５株细菌，其中抑制率较

高的有７种，所选的７种抑菌效果较好菌株的抑菌带宽度均
在１２ｍｍ以上（表 １）。其中，抑菌带最宽的是 Ｂ５０１４，达
１６．４ｍｍ，显著高于其他菌株。菌株 Ｂ５０１４菌落半径仅为
１３１ｍｍ，显著低于其他菌株。从抑制率来看，所选７个菌株
的抑制率均超过了４０％，其中菌株 Ｂ５０１４最高，达５５５９％，
且在０．０５水平上显著高于其他菌株。

表１　拮抗菌的筛选结果

菌株编号
抑菌带宽度

（ｍｍ）
菌落半径

（ｍｍ）
抑制率

（％）

Ｂ０１３１ １３．４±０．０２ｂ １６．１±０．０８ｂｃ ４５．４２±０．０９ｂ
Ｂ０１８１ １３．９±０．０１ｂ １５．６±０．０９ｂｃ ４７．１２±０．１２ｂ
Ｂ１０２２ １２．３±０．０３ｂ １７．２±０．０４ａ ４１．６９±０．２３ｂ
Ｂ１１０１ １４．６±０．０２ｂ １４．９±０．０２ｃ ４９．４９±０．０８ｂ
Ｂ１２０９ １４．２±０．０５ｂ １５．３±０．０８ｂｃ ４８．１４±０．１１ｂ
Ｂ５０１４ １６．４±０．０７ａ １３．１±０．０６ｄ ５５．５９±０．１４ａ
Ｂ３００５ １４．３±０．０２ｂ １５．２±０．０７ｂｃ ４８．４７±０．０９ｂ
ＣＫ ０．０ ２９．５ —

　　注：表中数据为平均值 ±标准误。同列数据后不同小写字母表
示在０．０５水平上差异显著。表２同。

２．２　内生细菌Ｂ５０１４对苹果树腐烂病病菌的抑菌效果
由表２可知，Ｂ５０１４发酵滤液对苹果树腐烂病病菌菌丝

生长和孢子萌发具有明显的抑制效果，且这种抑制效果随着

发酵滤液浓度的降低而降低。从 Ｂ５０１４不同浓度发酵滤液
对苹果树腐烂病病菌菌丝抑制情况来看，随着发酵滤液浓度

降低，腐烂病病菌菌落直径不断增大，到稀释５００倍时，其菌
落直径已达到２３．１ｍｍ，与对照差异不显著；稀释 ２０倍时，
Ｂ５０１４发酵滤液对腐烂病病菌菌丝抑制率最高，达 ８５．１％，
显著高于其他浓度梯度。从 Ｂ５０１４不同浓度发酵滤液对苹
果树腐烂病孢子萌发情况来看，稀释５００倍时，发酵滤液对病
原菌孢子的抑制作用已经很弱，孢子萌发率已经达到

６１８％，与对照无显著差异。发酵液稀释２０倍时，对病原菌
孢子的抑制作用非常强，抑制率为 １００％，显著高于其他
处理。

表２　不同浓度的Ｂ５０１４发酵滤液对苹果树腐烂病病菌
菌丝生长和孢子萌发的抑制效果

稀释

倍数

（倍）

病原菌菌丝 病原菌孢子

菌落直径

（ｃｍ）
抑制率

（％）
孢子萌发率

（％）
抑制率

（％）

２０ ３．６±０．８ｄ ８５．１±１．９ａ ０．０±０．０ｆ １００．０±１．８ａ
５０ ２０．３±０．７ｄ １５．８±１．８ｂ １６．３±０．５ｅ ７６．０±２．１ｂ
１００ ２１．４±０．９ｃ １１．２±０．７ｃ ３９．４±１．１ｄ ４２．０±１．８ｃ
３００ ２２．３±１．１ｂ ７．５±０．８ｄ ４８．６±１．２ｃ ２８．４±１．５ｄ
５００ ２３．１±０．８ａｂ ４．１±０．３ｅ ６１．８±１．５ａｂ ９．０±０．９ｅ
ＣＫ ２４．１±０．８ａ ０．０±０．０ｆ ６７．９±１．４ａ ０．０±０．０ｆ

２．３　内生细菌Ｂ５０１４防治苹果树腐烂病的田间试验结果
表３是内生细菌Ｂ５０１４防治苹果树腐烂病的田间药效试

验结果。由表３可知，在２个时间段的观测中，Ｂ５０１４细菌悬
浮液原液处理的病斑面积均显著低于空白对照，且接种腐烂

病菌１０ｄ时与８０％代森锰锌８００倍液处理差异不显著。从
防效来看，在接种腐烂病菌１０、２０ｄ时，Ｂ５０１４细菌悬浮液原
液处理的防效分别可达７９．４％、７７．５％。由此可知，在接种
时间较短的时候，Ｂ５０１４细菌悬浮液原液处理可以与生产中
常规使用的８０％代森锰锌８００倍液防效基本持平，但随着病
菌接种时间的延长，防效则低于常规化学防治方法。

表３　田间接种内生细菌Ｂ５０１４对苹果树腐烂病的防治作用

处理
接种点数

（个）

接种腐烂病菌１０ｄ 接种腐烂病菌２０ｄ
病斑数（个） 病斑面积（ｃｍ２） 防效（％） 病斑数（个） 病斑面积（ｃｍ２） 防效（％）

Ａ ３０ ３．３ １．３６ｂ ７９．４ａ ４．１ ２．０１ｃ ７７．５ｂ
Ｂ ３０ ２．６ １．２７ｂ ８０．８ａ ３．５ １．６８ｂ ８１．２ａ
ＣＫ ３０ １９．８ ６．６１ａ ２５．９ ８．９２ａ

　　注：Ａ代表Ｂ５０１４细菌悬浮液原液；Ｂ代表８０％代森锰锌８００倍液。

３　结论与讨论

苹果树腐烂病是目前苹果生产中非常严重的病害之一，

针对腐烂病的防治问题也一直属于苹果生产中的热点问题。

但由于目前生产中大量采用化学方法进行防治，导致果实中

农药残留高，环境也因此受到很大影响。所以，开发一些环境

友好型的技术、方法就成为目前苹果树腐烂病防治中的重要

研究方向。本研究在苹果树皮中筛选出对苹果树腐烂病具有

较好拮抗效果的内生细菌 Ｂ５０１４，经过对它的发酵滤液进行

不同浓度梯度稀释后发现，不同稀释倍数的发酵滤液对腐烂

病病菌菌丝生长和孢子萌发的抑制作用有显著差异。这为进

一步研究该菌株的抑菌机制及作相关鉴定都提供了一定的参

考。同时，田间试验也表明，应用 Ｂ５０１４细菌悬浮液，对苹果
树腐烂病的防效比生产中常规使用的８０％代森锰锌８００倍
液要低一些。推测这可能与未将 Ｂ５０１４菌株加工成剂型，影
响其功能的有效发挥有关。因此，接下来将进一步对 Ｂ５０１４
的发酵工艺进行优化，以使其更好地在苹果树腐烂病防治中

发挥功效。
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　　田七［Ｐａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ（Ｂｕｒｋ．）Ｆ．Ｈ．Ｃｈｅｎ］别称三
七、山漆、金不换、南方神草等，为五加科（Ａｒａｌｉｃｅａｅ）人参属
（Ｐａｎａｘ）多年生草本植物，主要以根和根茎入药［１］。田七为

我国著名的传统中药，是人参属植物中皂苷类分子多样性最

丰富、含量最高、最有医疗保健价值以及最具有开发利用前景

的药材［２］，在中枢神经系统、血液系统、心脑血管系统以及免

疫系统等方面具有较好的生理活性［３－７］，广泛应用于药品、食

品、保健品和化妆品中。然而，由于独特的生态环境及严重的

连作障碍，导致田七病害发生种类多、发病重［８］。２０１４—２０１５
年，笔者在广西壮族自治区南宁市各地田七病害的田间调查

中发现了造成田七叶片穿孔和褐化的２种病害，导致叶片大
量脱落，严重影响药材的质量和产量。本研究通过病原分离

和鉴定，确认人参炭疽菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｐａｎａｃｉｃｏｌａ）和胶孢炭
疽菌（Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）侵染田七是造成其叶片穿孔和褐化
的主要原因，为进一步系统研究该病的发生规律及其病害防

控提供参考。

１　材料与方法

１．１　标本来源及症状描述
标本来源于广西药用植物园田七种植基地，通过田间自

然感病和人工接种发病叶片进行症状描述。

１．２　病原菌的分离纯化及致病性测定
选取染病田七叶片，在病健结合组织处切取０．５ｃｍ小

块，依次用７５％乙醇浸泡３０ｓ，０．１％氯化汞消毒２ｍｉｎ，灭菌
水漂洗３～５次，置于 ＰＳＡ培养基上２６℃恒温培养，待菌丝
长出后挑取菌落的边缘进行纯化，通过单孢分离纯化后的菌

落，得到纯培养分离物。待分离获得的菌株经单孢纯化后，保

存于ＰＳＡ培养基斜面上，置于４℃冰箱中贮存，备用。
依据针刺接种法进行病原菌致病性测定，在健康的田七

叶片上接种纯培养的分离物（菌丝块），置于２６℃的恒温培
养箱内保湿培养，３次重复，以未接种的健康田七叶片作对
照，定期观察叶片的发病情况。对接种发病的叶片进行病原

菌再分离，观察分离得到的病原菌是否与接种菌株相同。

１．３　形态学鉴定
对ＰＳＡ平板上的病原菌菌落特征及产孢情况进行观察

分析，同时对分生孢子进行革兰氏染色，显微测定分生孢子

盘、分生孢子梗长以及分生孢子的大小。

１．４　分子生物学鉴定
１．４．１　ＤＮＡ提取　采用易润华等的方法［９］，用 ＤＮＡ提取试
剂盒（北京天根生化科技有限公司）提取病原菌基因组ＤＮＡ。
１．４．２　ｒＤＮＡＩＴＳ区的扩增及测序　以ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧ
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