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　　果实炭疽病是苹果生产中普遍发生的重要病害，包括果
实上的苦腐病（ｂｉｔｔｅｒｒｏｔｏｆａｐｐｌｅ）和叶片上的叶枯病（ｇｌｏｍｅｒ
ｅｌｌａｌｅａｆｓｐｏｔ）［１］。典型的苹果炭疽病病菌通常仅危害果实，
引起果实表面形成圆形病斑，后期产生呈同心轮纹状排列的

小粒点，病部横切剖面呈圆锥形，果肉变褐腐烂，具苦味［２］。

苹果炭疽病在世界上所有气候温暖湿润、适宜种植苹果的国

家和地区都有发生，如美国、澳大利亚、英国、法国、德国、丹

麦、保加利亚、荷兰、俄罗斯、巴西、墨西哥、日本、韩国等［３］。

苹果果实炭疽病通常在果实近成熟时开始发病，采收后贮藏

期间继续发展，造成采前大量落果和采后贮藏中发生果腐，病

果率达３０％左右，严重可达５０％ ～６０％，我国每年因炭疽病
造成的果品采后损失为２０％～３０％，采后果实腐烂已是生产
中的突出问题［４］。２０１３年笔者调查了甘肃省苹果主产区果
实炭疽病的发病率，通常在０．８％～１３．６％，属轻、中度发生。
通过采样和室内分离鉴定，旨在明确病原菌的种类，为生产中

科学制定防控策略提供依据。

１　材料与方法

１．１　病样标本采集及病原菌分离
２０１３年９月从甘肃省陇南市礼县永平乡、永兴乡、祁山

乡、天水麦积区伯阳镇、清水县永清镇等苹果主产区采集炭疽

病标样，苹果品种为红元帅。病原菌的分离采用常规组织分

离法，对采集的标样进行分离纯培养后，将菌种保存在试管斜

面上。

１．２　致病性测定
致病性测定参照张荣等的方法［５］。选择有代表性的菌

株，将供试菌株移于ＰＤＡ（ｐｏｔａｔｏｄｅｘｔｒｏｓｅａｇａｒ）培养基斜面上
培养，７ｄ后用无菌水洗下分生孢子，配置成分生孢子悬浮
液，浓度为１×１０５个／ｍＬ。取健康的红元帅苹果，用自来水清
洗表面，７０％乙醇表面消毒，自然风干，将捆扎在一起的５根

７号昆虫针于乙醇灯上烧灼消毒，冷却后，扎刺果实，形成深
度２．５ｃｍ的伤口，用移液枪向伤口中注入２０μＬ孢子悬浮
液，２５℃恒温箱内保湿培养。对照用无菌水接种。每处理设
３个重复。观察病记录接种结果。对接种发病的病斑再次进
行组织分离。

１．３　病原菌形态鉴定
选取具有代表性的菌株移植于 ＰＤＡ平板上，置于２５℃

的恒温培养箱中培养，观察病原菌在 ＰＤＡ平板上的菌落特
征、培养性状，７～１０ｄ后，挑取分生孢子团，进行镜检，观察分
生孢子的形态特征，并用显微测微尺测量分生孢子大小。

１．４　病原菌ＩＴＳ序列测定与分析
病原菌的ＤＮＡ提取和核糖体 ｒＤＮＡ的内部转录间隔区

ＩＴＳ区域的扩增与测序委托上海基康生物技术有限公司
完成。

１．４．１　ＤＮＡ提取　病原菌ＤＮＡ提取采用Ｗｈｉｔｅ等的方法［６］。

１．４．２　核糖体ｒＤＮＡＩＴＳ区域的扩增与测序　扩增所用引物
为ＩＴＳ区通用引物ＩＴＳ１－Ｆ（５′－ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧ
ＴＡＡ－３′）和ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）［７］。
ＰＣＲ反应体系总体积为２５．０μＬ：１０×ＰＣＲ缓冲液２．５μＬ，
ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ，Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１．０μＬ，
模板２．０μＬ，超纯水１４．３μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性
３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５２℃复性３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循
环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。取５μＬ反应产物于１％
琼脂糖凝胶电泳，在紫外投射仪下检测 ＰＣＲ产物大小，ＤＮＡ
ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００。用北京博大泰克生物工程有限公司的 ＰＣＲ
产物纯化试剂盒，扩增产物上样ＡＢＩ３７３０ＤＮＡ测序仪检测，采
用双脱氧测序法，测序引物为ＩＴＳ１－Ｆ／ＩＴＳ４，进行双向测序。
１．４．３　病原菌 ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析　选择具有代表性的菌
株，将所测得到菌株 ＩＴＳ的序列加入到 ＮＣＢＩ（美国国家生物
技术信息中心）网站，利用“Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅＢＬＡＳＴＡ”
程序，与 ＧｅｎＢａｎｋ中海量的微生物序列进行比对，查找相似
性较高的序列，并以ＦＡＳＴＡ的格式从ＧｅｎＢａｎｋ下载。所有的
序列用ＣｌｕｓｔａｌＸ（１．８３）进行校排。校排结果用人工借助 Ｂｉ
ｏＥｄｉｔ５．０．９．１进行修正。最后用序列分析软件 ＭＥＧＡ５１０
进行最大简约法（ｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙ）分析，ＩＴＳ序列构建系
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统树时重复１０００次得到最大简约树。

２　结果与分析

２．１　致病性测定
将分离纯化好的代表性菌株ｔｊ４９２７接种健康的红元帅苹

果，３ｄ后，接种病菌的苹果开始发病，１０ｄ后，症状表现明
显，初发病时，果面上出现浅褐色、有清晰边沿的针头大的圆

形小斑，以后逐渐扩大，病部色泽随之加深，并向下凹陷，苹果

表面产生圆形的同心轮纹状病斑，其上产生黑色颗粒（分生

孢子盘）（图１－Ａ），切开后果实内呈漏斗状（图１－Ｂ），发病
症状与田间一致；对照苹果果实未见发病。对接种发病的病

斑再次进行病菌分离，结果表明，分离得到的病原菌与接种的

病原菌培养性状一致，说明分离得到的病原菌为苹果炭疽病

病原菌。

２．２　病原菌形态鉴定
将菌株ｔｊ４９２７接种于 ＰＤＡ平板培养基上培养７ｄ左右

即长满培养皿，边缘整齐，浅灰色至鼠灰色，气生菌丝绒状，产

生黑色的分生孢子堆，后期产生橘红色分生孢子团（图１－
Ｃ）；分生孢子单胞、无色、椭圆形或圆筒形，两端钝圆，大小
（１１～２０）μｍ×（３．０～４．５）μｍ（图１－Ｄ）。根据培养性状
及分生孢子形态特征，菌株 ｔｊ４９２７鉴定为胶孢刺盘孢（Ｃｏｌｌｅ
ｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）。
２．３　病原菌ＩＴＳ序列分析

以葡萄座腔菌（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｄｏｔｈｉｄｅａ）种为外群，通过

种间ＩＴＳ序列构建系统树，如图２所示。通过系统树分析可
知，４种不同种类炭疽菌与菌株 ｔｊ４９２７、ｔｊ４９５３、ｔｊ４９８９、ｔｊ４９６７、
ｔｊ４９７７、ｔｊ４９６３、ｔｊ４９８２和 ｔｊ４９７９聚在同一分支上，且菌株
ｔｊ４９２７、ｔｊ４９５３、ｔｊ４９８９、ｔｊ４９６７、ｔｊ４９７７、ｔｊ４９６３、ｔｊ４９８２和 ｔｊ４９７９与
已知菌ＡＪ３０１９１９和ＡＪ３０１９８８以１００％的支持强度聚集在同
一分支上，应为同一种，即胶孢刺盘孢（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓ
ｐｏｒｉｄｅｓ）。

３　讨论

王晓鸣等最早将我国苹果炭疽病的病原鉴定为胶孢刺盘

孢（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）［８］，此后一直认为我国苹果
炭疽病的病原为胶孢炭疽菌，生产中防治也是针对这一种病

原菌进行。Ｓｕｔｔｏｎ首次提出尖孢刺盘孢（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍａｃｕｔａ
ｔｕｍ）是引起苹果炭疽病的病原菌之一［９］，此后美国、日本、挪

威等国均有研究表明，苹果炭疽病由 Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ和 Ｃ．
ａｃｕｔａｔｕｍ２种病原引起［１０－１３］。张荣等研究了陕、豫２省苹果
炭疽病病原菌后发现，尖孢刺盘孢（Ｃ．ａｃｕｔａｔｕｍ）可引起苹果
果实炭疽病［５］。符丹丹通过苹果炭疽病菌内转录间隔区序

列（ＩＴＳ）、肌动蛋白（ＡＣＴ）、３－磷酸甘油醛脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ

ｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，简称 ＧＡＰＤＨ）、几丁质酶
（ＣＨＳ－１）和β－微管蛋白２（ＴＵＢ２）单基因及多基因联合的
系统发育分析方法对辽宁、山东、河南和陕西等省苹果主产区

苹果炭疽病进行鉴定，确定我国苹果炭疽病病原菌可分为７
个分类单元，包括６个已知种、１个新种，其中引起果实苦腐
病的病原菌有６个种，分别为异国刺盘孢（Ｃ．ａｌｉｅｎｕｍ）、果生
刺盘孢（Ｃ．ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ）、胶孢刺盘孢（Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）、睡莲
刺盘孢（Ｃ．ｎｙｍｐｈａｅａｅ）、暹罗刺盘孢（Ｃ．ｓｉａｍｅｎｓｅ）和新种－
东方刺盘孢（Ｃ．ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ），苹果炭疽叶枯病的病原分 ２个
种，即隐秘刺盘孢（Ｃ．ａｅｎｉｇｍａ）和果生刺盘孢（Ｃ．Ｆｒｕｃｔｉｃｏ
ｌａ），说明苹果炭疽病病原菌复杂多样［１］。

本研究通过形态特征结合病原菌的内部转录间隔区ＩＴＳ
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
区域比对分析，确定引起甘肃省苹果果实炭疽病的病原为胶

孢刺盘孢（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ），有关甘肃省苹果炭
疽病病原菌的多样性有待进一步研究。
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云南松毛虫肠道中产脂肪酶菌的研究
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（１．云南经济管理学院工程学院，云南昆明６５０１０６；２．云南省林业职业技术学院，云南昆明６５０２０５）

　　摘要：采用微生物筛选培养和酶学方法，研究了云南松毛虫肠道内产脂肪酶菌群及产酶特性，为松毛虫的综合开
发利用提供理论依据。结果表明，从云南松毛虫幼虫肠道内共分离筛选获得１９３株产脂肪酶的菌株，涉及３个菌属：
８２株假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、６７株芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）和４４株克雷伯氏菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）；其中，假单胞菌属为优
势菌群，占总菌株数量的４２．４９％；供试的９株菌株表现出不同的产脂肪酶活性，并从中筛选得到了１株高产脂肪酶菌
株Ｐ－５０，最适作用温度为３５℃，ｐＨ值为８，经发酵至６０ｈ时生长量达到最大，在４８ｈ左右时酶活性达到最高；Ｐ－５０
初步确定为中温产碱性脂肪酶菌。

　　关键词：云南松毛虫；产脂肪酶菌；酶活性；假单胞菌属
　　中图分类号：Ｑ８１４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）１０－００９３－０３

收稿日期：２０１６－１１－０１
基金项目：云南省应用基础研究计划青年项目（编号：２０１４ＦＤ０７０）。
作者简介：安曼云（１９８４—），女，甘肃张掖人，硕士，讲师，主要从事植
物学方面的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：３４４７４５８０３＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：崔立华，硕士，副教授，主要从事植物学方面的研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：８９５９８７６７４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　近年来，随着胃肠道微生态理论的深入研究，有关昆虫肠
道微生物的研究已成为新热点［１－２］。脂肪酶是一类特殊酯键

水解酶，广泛存在于动植物组织微生物体中，其中发现能产脂

肪酶的细菌约有２８个属［３－４］。目前，已在多种昆虫肠道中发

现各类产酶菌群，并对酶学性质进行了研究，昆虫肠道中存在

不同功能的菌群［５－８］。由于微生物脂肪酶作用的温度和 ｐＨ

值范围比动植物脂肪酶的更宽，易获得较高纯度酶制剂，适合

于工业上大规模生产［９－１０］。因此，不断筛选出具有新特性和

高活性的脂肪酶是一项非常有意义的工作。

云南松毛虫（ＤｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｈｏｕｉＬａｊｏｎｑｕｉｅｒｅ）属鳞翅目
（Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ）枯叶蛾科（Ｌａｓｉｏｃａｍｐｉｄａｅ），是林业的重大害虫
之一，但是从营养学和资源学的角度来看，它又具有极大的开

发利用价值［１１－１２］。目前国内外对松毛虫的研究主要集中在

防治方面，且在相关产酶微生物资源研究时，多从土壤、淤泥

中分离筛选，但对松毛虫的利用以及肠道微生物的研究报道

较少［１３］。由于松毛虫长期食用多种松类针叶，对松油脂有着

特殊的消化体系，可能肠道内存在着特殊的微生物菌群资

源［１４－１５］。因此，本研究拟以云南松毛虫为试验材料，研究松
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