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1 株拮抗酵母菌对柑橘绿霉病菌的抑制作用

罗建军 耿 鹏 胡美英 黄慧斯 贾建文

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 以柑橘绿霉病菌(Penicilliumdigitatum Sacc.)为供试材料,研究拮抗酵母菌(Kluyveromycesma-
rxianus)对柑橘采后绿霉病菌的抑制效果,并观察其对采后柑橘果实多酚氧化酶(PPO)、过氧化物酶(POD)和
苯丙氨酸解氨酶(PAL)活性的影响。结果表明:拮抗酵母菌的菌株悬浮液和培养原液对柑橘采后绿霉病菌均有

较好的抑制作用,但菌株培养上清液和热杀死液对柑橘绿霉病菌的抑制效果较差;与对照相比,接种拮抗菌与

病原菌能够诱导柑橘果实PPO、POD和PAL活性的升高;拮抗酵母菌对柑橘绿霉病菌的抑菌机制与营养和空

间的竞争以及诱导抗病性相关酶有关。
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  由 柑 橘 绿 霉 病 菌 (Penicillium digitatum
Sacc.)引起的绿霉病是柑橘采后的主要病害之一,
在贮藏转运过程中可造成巨大的经济损失。目前,
控制柑橘采后绿霉病的主要措施是使用化学杀菌

剂[1]。化学杀菌剂虽然对柑橘绿霉病防治效果明

显,但对环境和人体的健康有潜在威胁,而且在同一

地区长期使用单一种类的杀菌剂还会导致病原菌产

生抗药性,从而降低化学杀菌剂的防治效果[2]。随

着公众环保意识的增强和对果品质量要求的不断提

高,迫切需要寻找防效高、残留低、对寄主无毒害作

用的采后病害控制新途径。
拮抗酵母菌控制果蔬采后病害具有拮抗效果

好、不产生毒素、可与化学杀菌剂共同使用等优点,
因而成为采后病害生物防治的研究热点。国内外学

者对果蔬采后病害拮抗酵母菌的筛选、特性和防治

效果等均进行过研究,并已分离筛选到若干拮抗酵

母菌株,但对拮抗酵母菌防治机制的研究相对较

少[3-5]。目前,普遍认为拮抗酵母菌的生防机制主要

包括营养或空间竞争、酵母菌对病原菌的直接寄生

作用影响寄主抗性等[6]。笔者从木瓜表面分离获得

1株 拮 抗 酵 母 菌,经 鉴 定 为 马 克 斯 克 鲁 维 酵 母

(Kluyveromycesmarxianus),初步证明其对柑橘

采后绿霉病具有较好的防治效果[7]。为探讨拮抗酵

母菌对柑橘绿霉病菌的拮抗机制,笔者观察了拮抗

酵母菌对柑橘采后绿霉病的抑制作用和对采后柑橘

果实中3种酶的活性影响,旨在为拮抗酵母菌的商

业化应用与开发提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

沙糖 橘(Citrusreticulata Blancocv.shang-
tang)购自广东省广州市天平架水果批发市场。选

取外观整齐、大小一致、无病虫害、无机械损伤的果

实。供试果实运到实验室后,先用2%次氯酸钠溶

液消毒2min,再用自来水冲洗,晾干后待用。
拮抗酵母菌株 HP-10,分离于华南农业大学园

艺果园,以经典形态学和分子生物学鉴定,确定为马

克斯克鲁维酵母K.marxianus,菌种保存于笔者所

在实验室,其GenBank登录号为 HQ414234。解淀

粉芽孢杆菌 HF-01为笔者所在实验室保存的拮抗

细菌菌株。
1.2 孢子悬浮液的配制

先将分离于自然发病柑橘果实上的柑橘绿霉病

菌(P.digitatum)接种在马铃薯葡萄糖琼脂培养基

(PDA)上培养7~14d,然后用含有0.05%的

Tween80无菌水配成5×104个/mL的孢子悬浮
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液。在直径90mm的培养基上打2个直径8mm
的小孔,然后分别加入20μL1×105cfu/mL酵母

菌HP-10悬浮液、1×105cfu/mL解淀粉芽孢杆菌

HF-01悬浮液和无菌水于其中一个孔内。8h后加

1×105cfu/mL的柑橘绿霉病菌孢子悬浮液20μL
于另一个孔内,置于25℃恒温培养箱中培养,1周

后观察抑菌情况。
1.3 接种处理

将拮抗酵母菌株 HP-10活化后接入含有50
mLNYDB三角瓶中,置于恒温摇床上振荡培养

(26℃、120r/min)48h后,分别将培养液制成以下

处理液。A.培养原液:用血球计数板将培养液浓度

配至1×108cfu/mL;B.上清液:培养原液在6000
r/min下离心10min后,收集上清液,用0.22μm
滤膜过滤;C.悬浮液:培养原液在6000r/min下离

心10min后,弃上清液,加入无菌水,混合均匀后重

复离心,最后用血球计数板将菌体浓度配至1×108

cfu/mL;D.热杀死液:将培养液在121℃高压灭菌

20min;E.对照CK为无菌水。
参照Janisiewicz等[8]的方法进行伤口接种。

在柑橘果实上接种30μL上述不同处理液,4h后

在伤口接种15μL5×104个/mL的柑橘绿霉病菌

孢子悬浮液果实晾干后贮藏于25℃下,并保持95%
左右的湿度,于4d后统计绿霉病的发病率和病斑

直径。每处理30个果实,重复3次。
1.4 酶活性的测定

将柑橘果实分为3个不同处理:A.果实刺伤后

接种15μL5×104个/mL的柑橘绿霉病菌孢子悬

浮液;B.果实刺伤后接种20μL1×105cfu/mL的

酵母菌悬浮液,4h后再接种15μL1×104个/mL
的柑橘绿霉病菌孢子悬浮液;C.果实不刺伤不接种

作为对照。分别于接种处理0、24、48、72、96h后在

果实伤口与完好组织交接部位取样测定酶活性。
酶液的制备参照秦国政等[9]的方法加以改进:

取5g果 皮 剪 碎,加 入0.5g聚 乙 烯 吡 咯 烷 酮

(PVP),再加入0.1mol/L的磷酸缓冲液20mL
(pH6.8)和少量石英砂,冰浴中研磨匀浆,于4℃
下12000r/min离心10min,上清液用于酶活性测

定。PPO活性测定采用邻苯二酚法[10],POD活性

测定采用愈创木酚法[11],PAL活性测定参照Assis
等[12]的方法。以每分钟D 值变化0.01为1个酶活

性单位(U)。

1.5 数据分析

试验数据采用SPSS软件进行统计,并用邓肯

氏新复极差多重比较法(DMRT)进行显著性分析。

2 结果与分析

2.1 菌株悬浮液对病菌的抑制效果

拮抗酵母菌株HP-10悬浮液、解淀粉芽孢杆菌

HF-10悬浮液和清水对照对柑橘绿霉病菌的抑制

效果见图1。
由图1可知,拮抗酵母菌株 HP-10悬浮液与柑

橘绿霉病菌对峙培养后有微小的抑菌圈,而解淀粉

芽孢杆菌 HF-10悬浮液可完全抑制橘绿霉病菌的

生长。这表明酵母菌株 HP-10可以产生微量的抑

菌活性物质,但这些抑菌物质并不足以完全抑制柑

橘绿霉病菌,其抑制病菌的主要机制可能是该酵母

菌株对病原菌的直接作用以及与病原菌竞争营养和

空间有关。

  A:菌株悬浮液;B:无菌水对照;C:解淀粉芽孢杆菌悬

浮液。A:LivingcellsuspensionofK.marxianus;B:Sterile

water;C:LivingcellsuspensionofB.amloliquefaciens.

图1 菌株悬浮液对柑橘绿霉病菌的抑制效果

Fig.1 Inhibitioneffectoflivingcellsuspension
ofK.marxianusagainstP.digitatum

2.2 菌株不同处理液对病菌的抑制效果

拮抗酵母菌株HP-10不同处理液处理4d后对

柑橘采后绿霉病菌的抑制效果见表1。
由表1可知,菌株悬浮液(C)处理对柑橘绿霉

病菌的抑制效果优于其他各个处理(P<0.05),其
发病率和病斑直径分别为61.67%和11.57mm;培
养原液(A)对柑橘绿霉病菌的抑制效果次之,发病

率和病斑直径分别为71.67%和14.71mm;与无菌

水对照(E)相比,菌株培养上清液(B)和热杀死液

(D)对柑橘绿霉病菌的抑制效果较差,甚至能刺激

病菌的生长。
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表1 菌株不同处理液对柑橘绿霉病菌的抑制效果1)

Table1 Inhibitioneffectofdifferenttreatingfluidsofyeaststrain

againstgreenmold

处理液
Treatingfluids

发病率/%
Diseaseincidence

病斑直径/mm
Lesiondiameter

A 71.67±5.71a 14.71±0.56b
B 93.33±2.89a 29.29±1.50a
C 61.67±2.87b 11.57±0.70c
D 100.00±0.00c 31.79±1.48d
E 91.67±2.87b 25.61±1.97c

1)数据后不同字母表示在5%水平上差异显著(DMRT)。Data

withthedifferentlettersincolumnaresignificantdifference

at5%level(DMRT).

2.3 接种处理对多酚氧化酶活性的影响

由图2可知,各接种处理在48h后,柑橘果实

多酚氧化酶(PPO)活性均开始迅速升高,72h时达

到最高峰。接种 K.marxianus+P.digitatum 或

只接种P.digitatum 在各个处理阶段PPO活性均

高于对照(P<0.05)。这表明2种处理均能诱导柑

橘果实PPO活性的提高,而单独接种病原菌的诱导

强度则明显低于接种拮抗菌+病原菌处理。

  A:刺伤接种 K.marxianus+P.digitatum;B:只接种

P.digitatum;C:不刺伤不接种(图3和 图4同)。A:Inocu-
lationwithK.marxianusandP.digitatum;B:Inoculation

withP.digitatumalone;C:Non-woundedandnon-inocula-
tedcontrolfruit(thesameasFig.3andFig.4).

图2 不同处理采后柑橘果实多酚氧化酶活性的变化

Fig.2 Changesofpolyphenoloxidase(PPO)activity
withdifferenttreatmentsincitrusfruit

2.4 接种处理对过氧化物酶活性的影响

由图3可知,接种P.digitatum 和对照组处理

的柑橘果实过氧化物酶(POD)活性在48h以前处

于下降趋势,而接种 K.marxianus+P.digitatum
后柑橘果实POD活性趋于稳定或变化不大;接种

48h以后,随着病斑的扩展,各处理POD活性有所

上升,72h时达到最高峰;相对于接种P.digita-
tum 和对照组,接种 K.marxianus+P.digitatum
后柑橘果实POD活性相对较高(P<0.05)。
2.5 接种处理对苯丙氨酸解氨酶活性的影响

由图4可知,各接种处理在24h以前柑橘果实

的PAL活性差异不大。在24~72h时间段内,各

图3 不同处理采后柑橘果实过氧化物酶活性的变化

Fig.3 Changesofperoxidase(POD)activity
withdifferenttreatmentsincitrusfruit

处理柑橘果实苯丙氨酸解氨酶(PAL)活性均处于升

高趋势,在72h时PAL活性达到峰值,随后均有所

下降,接种K.marxianus+P.digitatum 柑橘果实

的PAL活性最高,只接种病原菌处理的PAL活性

次之,处理组的PAL活性最低。

图4 不同处理采后柑橘果实苯丙氨酸解氨酶活性的变化

Fig.4 Changesofphenylalanineammonia-lyase(PAL)

activitywithdifferenttreatmentsincitrusfruit

3 讨 论

生物防治近年来被证明是控制果蔬采后病害卓

有成效的新途径[13]。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[14],其中酵母菌是采后病害生物

防治研究的热点之一。
与病原菌的直接作用是酵母菌生防机制的一个

重要方面。许多酵母菌可以分泌产生胞外水解酶,
如几丁质酶、β-1,3-葡聚糖酶等,这些酶可以参与病

原真 菌 细 胞 壁 的 降 解,从 而 达 到 防 治 病 害 的 效

果[15]。另外,有些酵母菌还可以附着在病原菌的菌

丝体上,通过分泌胞外水解酶水解病原菌的细胞壁,
形成对病原菌的直接寄生作用。

营养或空间的竞争被认为是拮抗酵母菌发挥抑

菌作用的主要途径。由于拮抗酵母菌的抗逆性较

强,在温度、湿度、pH 值或渗透压不利于病原菌生

长的情况下,能够迅速消耗掉寄主植物伤口处的营

养物质并大量繁殖,故可在较短的时间内占领生存

空间,使病原菌得不到充足的营养和空间,从而达到
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抑制病原菌生长的目的[16]。
本试验的离体培养中,以产生抗菌物质的解淀

粉芽孢杆菌为对照,观察了拮抗酵母菌株 HP-10对

柑橘绿霉病菌的直接抑菌作用效果,同时利用菌株

HP-10不同处理液进行柑橘活体的生物防治试验。
结果表明:菌株HP-10对柑橘绿霉病菌直接抑制作

用不明显,显示其仅产生微量的抑菌物质并直接作

用于柑橘绿霉病菌;应用菌株 HP-10不同处理液

处理柑橘果实后,菌株悬浮液对柑橘采后绿霉病的

抑制效果最好,菌株培养液次之,其原因可能是培养

液中的营养成分削弱了拮抗菌与病原菌之间的竞争

作用,这与范青等[16]的研究结果一致。另外,菌株

HP-10培养上清液和热杀死液对柑橘绿霉病菌的

抑制效果较差,甚至能刺激病菌的生长,进一步确证

了菌株HP-10对柑橘采后绿霉病的生防机制主要

是营养和空间的竞争,而不是产生抗菌物质并直接

作用于病原菌。
植物在抵抗病原微生物侵染的过程中,抗病性

相关酶发挥了至关重要的作用,其中多酚氧化酶

(PPO)、过 氧 化 物 酶(POD)和 苯 丙 氨 酸 解 氨 酶

(PAL)是存在于植物体内与抵抗病原微生物侵染有

关的酶[17]。拮抗菌诱导系统抗性相关酶活性的提

高是发挥抑病作用的一种重要机制[18]。本试验中

观察砂糖橘果实接种拮抗酵母菌K.marxianus后

PPO、POD和PAL活性的变化,与对照相比,刺伤

接种 K.marxianus+P.digitatum 后3种抗病防

御相关酶活性均有一定的升高。据此可初步确认,
对抗病防御相关酶活性的诱导是拮抗酵母菌 K.
marxianus发挥拮抗作用的又一途径。

本试验首次探讨了拮抗酵母菌 K.marxianus
对柑橘绿霉病菌的拮抗作用机制,结果表明营养和

空间的竞争以及诱导抗病性相关酶是菌株对柑橘采

后绿霉病产生抑菌作用的重要因素。但是,拮抗酵

母菌的拮抗作用往往是多种机制共同影响的结果,
因此,拮抗酵母菌K.marxianus是否存在其他的拮

抗作用机制还有待进一步研究。同时,关于拮抗酵

母菌K.marxianus诱导抗性的分子作用机制也有

待深入探讨。
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InhibitiveactivityofKluyveromycesmarxianus
onPenicilliumdigitatumSacc.

LUOJian-jun GENGPeng HUMei-ying HUANGHui-si JIAJian-wen

KeyLaboratoryofNaturalPesticideandChemicalBiology,MinistryofEducation,

SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou510642,China

Abstract TheinhibitiveactivityofKluyveromycesmarxianusagainstcitrusgreenmoldcausedby
PenicilliumdigitatumSacc.wasinvestigated,aswellasitseffectontheactivitiesofpolyphenoloxi-
dase(PPO),peroxidase(POD)andphenylalanineammonium-lyase(PAL).Theresultsshowedthat
thetreatmentsofwashedcellsuspensionandlivingcellsuspensionhavebetterinhibitingeffect,ascom-
paredtothecontroltreatment;whiletheculturefiltrateandautoclavedcellsuspensionscouldexacer-
bategreenmolddecay.TheapplicationofK.marxianuscouldinducehigherPPO,PODandPALactiv-
ityascomparedtothecontrol.Itwassuggestedthatthebiocontrolmechanismmightbecompetitivefor
nutritionandspace,andcontributetothesecretionofantagonistcsubstance.

Keywords citrusgreenmold;Kluyveromycesmarxianus;PenicilliumdigitatumSacc.;resistant
enzyme
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