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马克斯克鲁维酵母对柑橘采后绿霉病的抑制效果

耿 鹏 陈少华 胡美英 瞿 菲 张彦博 安国栋

华南农业大学天然农药与化学生物学教育部重点实验室,广州510642

摘要 通过活体(invivo)和离体(invitro)试验,研究拮抗酵母菌株Kluyveromycesmarxianus与不同浓度

钼酸铵混合使用对柑橘采后绿霉病(Penicilliumdigitatum)的防治效果,以及钼酸铵对 K.marxianus菌株生长

和繁殖的影响。结果表明:不同浓度的钼酸铵对K.marxianus的生长和繁殖没有不利影响;钼酸铵对酵母菌在

柑橘果实伤口处的生长和繁殖有刺激作用;当K.marxianus与浓度为1mmol/L钼酸铵混合使用时对控制柑橘

果实绿霉病的效果最好,3和6d的发病率分别为28.33%和60.00%,显著低于对照处理的93.33%和100%的

发病率,表明K.marxianus与钼酸铵混合使用在控制柑橘绿霉病方面具有潜在的应用价值。
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  我国是世界柑橘生产大国,种植面积达150万

hm2。柑 橘 采 后 极 易 受 到 青 霉 菌 (Penecillium
spp.)侵害而引起腐烂,一般烂果率为10%~30%,
严重时可达60%以上,特别是因柑橘青霉病菌和绿

霉病菌引起的果实腐烂一般占腐烂率的70%~
80%[1]。长期以来,控制柑橘采后病害的主要措施

是使用化学杀菌剂如抑霉唑、噻苯咪唑、二甲嘧菌

胺、咯菌腈等[2-3]。虽然化学杀菌剂效价高、效果稳

定,但长期使用化学杀菌剂会造成环境污染;此外,
长期使用单一种类的杀菌剂会导致病原菌抗药性的

产生,从而大大降低其防治效果[4-5]。因此,寻求安

全、无毒、有效的控制柑橘采后腐烂的方法成为具有

重大经济和社会意义的科研命题。
生物防治是近年来被证明卓有成效的控制果蔬

采后病害的新途径[6-7]。拮抗微生物是一种重要的

生防因子,它主要是利用微生物之间的拮抗作用,选
择对环境和人体健康不造成危害的微生物来抑制果

蔬采后病原菌的生长[8-9],尤其是拮抗酵母菌,由于

具有拮抗效果好、不产生毒素、可以和化学杀菌剂混

用等优点而成为采后病害生物防治研究的热点[10]。
然而,研究表明,拮抗酵母菌只有在较高浓度时才能

有效地控制果蔬采后病原菌的侵染[11-13],而且单独

使用一种酵母菌来防治各种病害效果往往不如化学

杀菌剂显著[14]。因此,人们在寻找高效拮抗酵母菌

的同时,也在不断寻找能够提高拮抗菌生防活性的

方法。
目前,已报道的能够显著提高拮抗酵母菌生物

防治活性的外源物质主要包括碳酸盐类(NaHCO3
等)[12]、金属盐类(CaCl2等)[15]、植物激素(赤霉素

等)[16]等。笔者从木瓜表面筛选到1株对柑橘绿霉

病具有较好生防效果的拮抗酵母菌,经鉴定为马克

斯克鲁维酵母(Kluyveromycesmarxianus),通 过

活体试验(invivo)和离体试验(invitro)分析钼酸

铵(NH4Mo)对K.marxianus拮抗P.digitatum 的

效果和对该酵母菌生长动态的影响,旨在为开展

柑橘 采 后 病 害 生 物 防 治 技 术 的 研 究 提 供 理 论

基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1)供试果实。供试柑橘果实为四会沙糖桔,采
用外观整齐、大小一致、无病虫害、无机械损伤的果

实,所有水果均未经过采后处理。受试果实运到实

验室后立即进行处理,2%次氯酸钠溶液消毒2min,
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用自来水冲洗、晾干后待用。

2)试剂及培养基。钼酸铵购自天津市化学试剂

四厂,分析纯。NYDA培养基:牛肉膏8g,酵母浸

膏5g,葡萄糖10g,琼脂20g,水1000mL,121℃
高压灭菌20min,待用。NYDB培养基:NYDA培

养基不加琼脂。PDA培养基:200g去皮马铃薯加

水煮30min后过滤,滤液中加入20g葡萄糖和20g
琼脂,用蒸馏水定容至1000mL,121℃高压灭菌

20min,待用。

3)拮抗酵母菌。拮抗酵母菌株 HP-10分离于

华南农业大学园艺果园,经鉴定为马克斯克鲁维酵

母,将拮抗酵母菌K.marxianus菌株活化后接入含

有50mLNYDB的三角瓶中,置于恒温摇床上振荡

培养(26℃、120r/min)48h。得 到 的 发 酵 液 在

8000r/min下离心20min,收集菌体,用无菌水洗

涤酵母菌体,将其制成酵母菌悬浮液,血球计数板计

数,用无菌水或不同浓度的NH4Mo溶液调整浓度

为1×108cfu/mL,待用。

4)病原菌。柑橘绿霉病菌(Penicilliumdigita-
tum)分离于自然发病的柑橘果实。在马铃薯葡萄

糖琼脂 培 养 基(PDA)上 培 养7~14d,用 含 有

0.05%的Tween-80无菌水配成孢子悬浮液,用血

球计数板配制成浓度为5×104个/mL的孢子悬

浮液。
1.2 试验方法

1)NH4Mo在离体条件下对酵母菌生长动态的

影响。参照Cao等[12]的方法,采用摇床培养试验研

究不 同 浓 度 NH4Mo (浓 度 为0、1 、2 、5 、10
mmol/L)对拮抗酵母菌K.marxianus在液体培养

基上生长的影响。将灭菌处理的各个处理液加入到

含有50mLNYDB培养基的250mL三角瓶中,使
其达到最终浓度,然后加入K.marxianus使酵母菌

起始浓度为1×105cfu/mL。25℃,200r/min的转

速振荡培养,0、24、48、72和96h分别取样,在NY-
DA上用稀释平板法测定酵母拮抗菌的数目。每个

处理设置3个重复,整个试验重复2次,结果以每毫

升总酵母数量为单位(logcfu/mL)。

2)不同浓度的NH4Mo与拮抗菌混合使用对柑

橘绿霉病的防治效果。参照Janisiewicz等[13]的方

法,用消毒处理的接种针在柑橘的赤道部位刺1个

4mm(深)×3mm(宽)的伤口,伤口晾干后,接种

30μL不同处理液,处理液分别为:①2mmol/L
NH4Mo;②1×108cfu/mLK.marxianus 细胞悬

浮液;③1mmol/LNH4Mo+1×108cfu/mLK.
marxianus细胞悬浮液;④2mmol/LNH4Mo+
1×108 cfu/mL K.marxianus 细 胞 悬 浮 液;

⑤5mmol/LNH4Mo+1×108cfu/mLK.marxia-
nus细胞悬浮液;⑥10mmol/LNH4Mo+1×108

cfu/mLK.marxianus细胞悬浮液;⑦CK:无菌水。

4h后,各 处 理 分 别 接 入15μL 浓 度 为5×104

个/mL的柑橘绿霉病病原菌孢子悬浮液,果实晾干

后25℃下贮藏,并保持95%左右的湿度,分别于3
和6d统计绿霉病的发病率及病斑直径。每处理30
个果实,试验重复3次。

3)NH4Mo对拮抗酵母菌 K.marxianus在果

实伤口生长动态的影响。通过本文 “1.22)”步骤

获得提高 K.marxianus生防效果的最佳 NH4Mo
溶液浓度,采用血球计数法研究该浓度下 NH4Mo
溶液对K.marxianus在柑橘果实伤口处生长动态

的影响。参照Janisiewicz等[13]的方法,每个处理选

取20个果实,用灭菌接种针在果实腰部刺1个伤口

(5mm×5mm),接种20μL用无菌水或 NH4Mo
溶液配制的106cfu/mL的 K.marxianus悬浮液。
果实处理后不同时间(0、24、48、72和96h)取样测

定拮抗菌的生长动态,用灭菌处理的打孔器将果实

伤口处组织取出,放在预先加有5mL无菌水的研

钵中,研磨后用稀释平板法测定酵母菌细胞数量,每
个处理重复3次,整个试验重复2次,结果以每毫升

总酵母数量为单位(logcfu/mL)。

4)数据分析。采用SAS软件(Version8.01,

SASInstituteInc.,Cary,NC)进行数据统计,试验

结果 用 邓 肯 氏 新 复 极 差 多 重 比 较 法(Duncan’s
muitiplerangetest,DMRT)进行差异显著性分析

(P<0.05)。

2 结果与分析

2.1 NH4 Mo 在离体条件下对 K.marxianus 生长动

态的影响

  在 NYDB培养基中,不同浓度的 NH4Mo对

K.marxianus生长动态的影响见图1。
从图1中可以看出,在 NYDB培养基中,浓度

为1、2mmol/L的 NH4Mo对 K.marxianus生长

和繁殖没有明显的抑制作用,当NH4Mo浓度分别

为5、10mmol/L时,K.marxianus生长和繁殖受

到显著抑制。
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图1 NH4Mo对K.marxianus在NYDB中生长的影响

Fig.1 EffectofNH4Moatvariousconcentrations
onyeastgrowthandproliferationinNYDB

2.2 不同浓度的 NH4 Mo 与 K.marxianus 混合使用

对柑橘绿霉病的防治效果

  将NH4Mo与 K.marxianus结合起来处理柑

橘果实,结果见表1。清水对照组3和6d的发病率

为93.33%和100.00%,病斑直径为27.89和63.13
mm;单独使用K.marxianus,3和6d的发病率为

58.33%和81.67%,病斑直径为10.88和30.42
mm;浓度为1mmol/L的 NH4Mo与 K.marxia-
nus结合使用生防效果最好,柑橘果实3和6d的发

病率分别为28.33%和60.00%,病斑直径为4.20
和17.31mm。

由表1可知,单独使用 NH4Mo并不能有效防

止柑橘绿霉病的发生,但当K.marxianus与不同浓

度的NH4Mo混配时均能够显著地降低绿霉病的

发病率(P<0.05),1mmol/L的 NH4Mo溶液能

显著增加 K.marxianus对柑橘绿霉病的生防效

果。

表1 NH4Mo与K.marxianus混合使用对柑橘绿霉病的防治效果1)

Table1 EffectofNH4MoonbiocontrolactivityofK.marxianusagainstgreenmold

处理

Treatment

3d防效Controleffectof3days
发病率/%

Diseaseincidence
病斑直径/mm
Lesiondiameter

6d防效Controleffectof6days
发病率/%

Diseaseincidence
病斑直径/mm
Lesiondiameter

A 93.33±0.06a 27.89±1.69b 100.00±0.00a 63.13±3.36a
B 100.00±0.00a 32.56±1.37a 100.00±0.00a 61.11±3.28a
C 58.33±0.03b 10.88±0.45c 81.67±0.03c 30.42±2.52b
D 28.33±0.06c 4.20±1.60d 60.00±0.05d 17.31±0.93d
E 33.33±0.15c 5.23±1.23d 76.67±0.06c 26.56±3.21c
F 66.67±0.03b 13.42±0.33c 91.67±0.03b 34.14±3.64b
G 70.00±0.09b 12.41±3.11c 93.33±0.03b 31.74±3.18b

 1)A:清水对照CK;B:2mmol/LNH4Mo;C:K.marxianus(1×108cfu/mL);D:K.marxianus+1mmol/LNH4Mo;E:K.ma-
rxianus+2mmol/LNH4Mo;F:K.marxianus+5mmol/LNH4Mo;G:K.marxianus+10mmol/LNH4Mo;同一栏不同字母

表示具有显著性差异(P<0.05)ValuesfollowedbythedifferentletterdifferatP<0.05.

2.3 NH4 Mo 对拮抗酵母菌 K.marxianus 在果实伤

口生长动态的影响

  将K.marxianus与1mmol/LNH4Mo溶液

混合后接种于柑橘果实伤口,观察其在柑橘伤口的

生长动态,结果见图2。拮抗酵母菌 K.marxianus
接种到柑橘伤口后迅速繁殖,0~48h时,1mmol/L

图2 1mmol/LNH4Mo对拮抗酵母菌

K.marxianus在果实伤口生长动态的影响

Fig.2 EffectofNH4Mo(1mmol/L)onpopulation

dynamicsofK.marxianusinwoundsofcitrusfruit

NH4Mo对K.marxianus的生长没有明显的影响

作 用,而 48~96h 时,1 mmol/L NH4 Mo 对

K.marxianus在柑橘伤口处的生长有明显的促进

作用。混合处理96h 时,K.marxianus 数 量 为

1.2×109cfu/mL,单独接种 K.marxianus菌落数

为9.9×107cfu/mL。

3 讨 论

目前,将拮抗酵母菌用于果蔬采后病害的生物

防治已有大量报道。拮抗酵母菌生防机理非常复

杂,研究者普遍认可的机理主要包括营养或空间的

竞争、酵母菌对病原菌的直接寄生作用、影响寄主抗

性等[17-19],酵母菌的生防效力与其浓度存在直接的

相关性,浓度越高,生防效果越好;另一方面,单独使

用拮抗酵母菌生防效果不如化学杀菌剂显著[13],而
将酵母菌与其他外源物质混配提高其防治效果成为
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近期国内外研究的热点。
已报道的毒力试验表明,NH4Mo对人体健康

不存在潜在威胁,且对环境友好[20]。笔者通过将不

同浓度NH4Mo与K.marxianus混配,研究其对拮

抗酵母菌生防效力的改良,进一步验证NH4Mo在

控制果蔬采后病害方面所发挥的重要作用。试验结

果表明,NH4Mo可以提高拮抗酵母菌 K.marxia-
nus对柑橘绿霉病的防治效果,当 NH4Mo浓度为

1mmol/L时,其增效作用最为明显。同时,本试验

研究了NH4Mo对 K.marxianus在果实伤口生长

动态的影响,表明NH4Mo能刺激K.marxianus在

果实伤口处的大量繁殖,这可能是拮抗菌生防效果

提高的原因之一。

NH4Mo与 K.marxianus混配处理柑橘采后

病害是一种安全有效的生物防治新途径,与其他科

研工作者的研究结果基本吻合,如 Wan等[20]的研

究表明NH4Mo能够提高罗伦隐球酵母(Crytopoc-
cuslaurentii)生防效力;Nunes等[21]研究了NH4Mo
与清酒假丝酵母(Candidasake)混配对梨果采后病

害腐烂的防治效果。
总之,新型拮抗酵母菌K.marxianus可通过与

NH4Mo的混配进一步提高其生物防治效果,是一

株很有前途的生物防治拮抗菌,而关于拮抗菌与

NH4Mo配合的协同抑病机理有待于进一步研究。
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CombinationofKluyveromycesmarxianusand
ammoniummolybdateforcontrolofgreenmoldcaused

byPenicilliumdigitatumoncitrusfruits

GENGPeng CHENShao-hua HUMei-ying QUFei ZHANGYan-bo ANGuo-dong

KeyLaboratoryofNaturalPesticideandChemicalbiology,MinistryofEducation,

SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou510642,China

Abstract Withthemethodsofinvivoandinvitro,thepotentialenhancementofKluyveromyces
marxianusbyammoniummolybdate(NH4Mo)tocontrolgreenmoldcausedbyPenicilliumdigitatum
oncitrusfruitwasinvestigated.Meanwhile,theeffectofNH4MoongrowthandproliferationofK.ma-
rxianuswastested.TheresultsshowedthatNH4Moatdifferentconcentrationdidnotinhibitthegrowth
andproliferationofK.marxianusinculturemediumorwoundsofcitrusfruits.ThecombinationofK.
marxianusandNH4MohadsuppressiveeffectongreenmoldcausedbyP.digitatum.Treatmentofcit-
rusfruitswithK.marxianusplusNH4Mo(1mmol/L)resultedinaconsistentbiocontrolactivity,the
diseaseincidenceafter3and6dayswere28.33%and60.00%,respectively.Whilethecontroltreatment
resultedinadiseaseincidenceashighas93.33%and100%,suggestingthatthecombinationofK.ma-
rxianuswithNH4Momayhavegreatpotentialagainstgreenmoldofcitrusfruits.

Keywords Kluyveromycesmarxianus;Penicilliumdigitatum;biocontrolefficacy;postharvest
diseases;ammoniummolybdate;citrusfruits
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