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柑橘绿霉病拮抗细菌的筛选及其抑制效果

安国栋 洪 鹏 胡美英 魏 娜 陈牧宇

华南农业大学农药与化学生物学教育部重点实验室,广州510642

摘要 从根际土壤中筛选出1株对柑橘绿霉病菌PenicilliumdigitatumSacc.具有较强拮抗活性的菌株

HA-01。采用平板对峙法,测定了该菌株对柑橘绿霉病菌、柑橘青霉病菌Penicilliumitalicum、柑橘酸腐病菌

Geotrichumcandidum 等12种果蔬病原菌的拮抗活性。结果表明,菌株 HA-01对12种供试病原菌均有不同程

度的拮抗作用,表现出广谱抗菌活性。菌落形态观察、生理生化特性分析、16SrDNA序列同源性比对以及特异

性PCR检测结果表明,该菌株为解淀粉芽孢杆菌Bacillusamyloliquefaciens。对马水橘的活体接种试验表明,

菌株 HA-01的发酵液、菌悬液和发酵滤液处理3d后柑橘绿霉病的发病率均低于20%,病斑直径均在2.00cm
以下,而对照发病率为94.44%,病斑直径为3.60cm。
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  柑橘绿霉病(citrusgreenmold)是柑橘果实在

采后贮藏中因受到柑橘绿霉病菌(Penicilliumdig-
itatumSacc.)等病原菌侵害而引起的。目前,柑橘

采后病害的防治主要依靠化学药剂,但长期大量使

用化学药剂所产生的抗药性、农药残留和环境污染

等问题已越来越受到社会的广泛关注,迫使人们去

寻求更安全有效的果蔬采后防病新技术。
近20年来,国内外采用生防菌防治植物病害的

研究取得了重大进展,出现了大量的研究报道及发

明专利,已有部分菌株实现商品化应用[1]。美国迄

今已有4株枯草芽孢杆菌Bacillussubtilis生防菌

株 获 得 国 家 环 保 局 (EnvironmentalProtection
Agency,EPA)商品化或有限商品化生产应用许可,
分别是 GBO3、MBI600、QST713和解淀粉枯草芽

孢杆 菌 变 种 Bacillussubtilisvar.amyloliquefa-
ciensFZB24,其中生物杀菌剂 QST713商品名为

Serenad,主 要 用 于 防 治 采 后 病 害(http://www.
epa.gov/pesticides/biopesticides)。

笔者从大田作物和柑橘根际土壤中筛选出1株

对柑橘绿霉病菌具有较强拮抗活性的菌株 HA-01,
并测定其抑菌作用和防病效果,旨在为采后柑橘绿

霉病的生物防治研究与应用提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

香蕉煤纹病菌Exserohilumrostratum、柑橘绿

霉病菌Penicilliumdigitatum、柑橘青霉病菌Pen-
icilliumitalicum、柑橘酸腐病菌Geotrichumcandi-
dum、荔 枝 炭 疽 病 菌 Colletotrichum gloeospori-
oides、枇杷炭疽病菌Colletotrichumacutatum、荔枝

霜疫霉病菌Peronophythoralitchii、西瓜枯萎病菌

Fusariumoxysporumf.sp.niveum、香蕉炭疽病菌

Colletotrichummusae、番 茄 炭 疽 病 菌 Colletotri-
chumlycopersici、番茄酸腐病菌OosporalactisFr.
var.parasitica和番茄晚疫病菌Phytophthorain-
festans均由华南农业大学农药与化学生物学教育

部重点实验室保存与提供。
供试果实采于广东省阳春市柑橘园。将九成熟

新鲜的阳春马水橘采摘后当天进行处理,先用手工

分选,齐根剪平果蒂,择除病、虫、破、烂、畸的个体,
保证果实品种、成熟度和物理状态的基本一致。

培养基配制参照文献[2]的方法进行。其中,拮
抗菌株分离和培养采用PDA或PDB培养基;病原

菌培养及平板拮抗试验采用PDA培养基;活体试
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验培养基采用LB液体培养基。
1.2 拮抗细菌的分离

从广东省广州、韶关等地的柑橘园区和大田采

集根际土样。采用平板稀释分离法分离拮抗菌[2]。
称取10g土壤样品,置于装有90mL无菌水的

250mL三角瓶中,于28℃、180r/min摇床中振荡

30min,然后静置5min,吸取上清液1mL,采用10
倍稀释法梯度稀释,取已稀释的混悬液各100μL涂

布于PDA平板上,置于26~28℃培养2~3d,挑取

形态不同的细菌菌落,经过平板划线纯化后编号

保存。
1.3 拮抗细菌的筛选

采用平板对峙培养法[3]进行筛选。在每个平板

中央放置1块生长5d左右长势一致的病原菌菌饼

(直径0.6cm),同时在每个平板内相对于该菌饼约

2.5cm的4个对称位置分别点接拮抗菌株,再以不

接拮抗菌的平板为对照,设3个重复,25℃恒温培

养,3d后测量病原菌菌落直径,并计算抑菌率。

抑菌率=
对照病原菌直径-处理病原菌直径

对照病原菌直径-0.6 ×100%

1.4 拮抗菌抑菌谱的测定

采用平板对峙培养法[3]测定菌株 HA-01对柑

橘青霉病菌和柑橘酸腐病菌等其他11种采后病原

菌的拮抗活性。
1.5 拮抗菌株 HA-01 的鉴定

1)形态观察。将活化后的菌株 HA-01划线接

种于PDA平板上,30℃培养24~48h,观察菌落特

征,同时挑取适量菌落进行革兰氏染色,另取适量菌

落制样,然后进行扫描电镜观察[2]。

2)生理生化特性的测定。参照文献[4]的方法

进行。

3)菌株 HA-01的分子鉴定。采用DNA提取

试剂 盒 (TaKaRa公 司)提 取 菌 株 HA-01 的 总

DNA。PCR扩增采用细菌通用16SrDNA引物[5]:
正向引物5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′;
反向引物5′-AAGGAGGTGATCCAGCC-3′。反应

体系(25μL):Buffer2.5μL,Taq酶0.5μL,dNTP
2μL,引物各1μL,ddH2O补足。扩增条件:94℃
10min;94℃1min,56℃1min,72℃1min,30
个循环;72℃10min。PCR产物测序由上海博尚

生物技术有限公司完成。将所得序列与 GenBank
中已知16SrDNA进行BLAST分析。特异PCR
采用文献[6]的方法,以拮抗菌株 HA-01总 DNA

为模板,用特异性引物进行PCR反应。其中,枯草

芽 孢 杆 菌 特 异 引 物 为:FS 5′-CAGGCTCA-
CACTTTGTCTTG-3′;RS 5′-TGAACACAGTC-
CTGGGTTAG-3′。解淀粉芽孢杆菌特异引物为:

FA5′-TCGGTTTCACATCCTTCATC-3′;RA5′-
TTTGTCAGCGTGTCTTCTG-3′。 反 应 程 序:

94℃5min;94℃30s,50℃30s,72℃1min
30s;35个循环;72℃10min。扩增产物用1%琼

脂糖凝胶电泳检测。
1.6 菌株 HA-01 对柑橘绿霉病的抑制作用

1)菌株HA-01处理液的制备。在PDA斜面上

活化菌株 HA-01后,取一环接种于LB培养液中,
装液量50mL/250mL,37℃、200r/min振荡培养

12h得到种子液,取4.5mL种子液接种于新的LB
(100mL/500mL)培养液中,37℃、200r/min振荡

培养12h后,配制成3种处理液:A.培养液(细菌

浓度 为108cfu/mL);B.滤 液(培 养 液 在 8000
r/min离心10min后,取上清用0.22μm 聚砜醚滤

膜过滤);C.菌悬液(培养液在8000r/min下离心

10min,弃上清,将菌体用无菌水清洗后再离心,加
入无菌水,调节细菌浓度为108cfu/mL)。

2)人工接种。用灭过菌的打孔针在马水橘腰部

位置各刺1个深3mm、宽3mm的伤口,晾干后分

别接种20μL上述3种处理液和CK。4h后再分

别接种1×105个/mL的柑橘绿霉病菌孢子悬浮液

15μL。待伤口晾干后,将果实摆放在长400mm、宽

300mm、高100mm的塑料框内,外部套塑料袋以

保持95%左右的相对湿度,于25℃贮藏。72h后

分别测定果实的发病率和病斑直径。每处理12个

果实,重复3次。
1.7 数据处理

采用SAS6.08软件进行试验数据统计,并用

Duncan′s新复极差多重比较法进行差异显著性分

析(P<0.05)。

2 结果与分析

2.1 拮抗细菌的分离

在采集的50份根际土样中分离出细菌104株。
通过平板对峙培养,共获得7株对柑橘绿霉病菌平

板抑菌率大于55%的菌株,占细菌纯化菌株总数的

6.73%。其中,菌株HA-01的抑菌效果最好,抑菌率

为70.85%。根据筛选结果,选取菌株 HA-01作后

续试验。
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2.2 拮抗菌株 HA-01 的抑菌谱测定

由表1可知,菌株HA-01对所有供试病原菌均

具有不同程度的拮抗活性,表现出良好的广谱抗菌

特性。其中,菌株 HA-01对柑橘绿霉病菌、柑橘青

霉病菌、柑橘酸腐病菌、香蕉炭疽病菌、枇杷炭疽病

菌、香蕉煤纹病菌以及番茄炭疽病菌的抑菌率均大

于60%,显示了较强的抑制活性。
表1 菌株HA-01对12种病原菌的抑制作用1)

Table1 InhibitionactivityofthestrainHA-01

against12pathogens

病原菌
Pathogens

抑菌率/%
Inhibitionrate

柑橘绿霉病菌Penicilliumdigitatum 84.91±2.37a
香蕉炭疽病菌Colletotrichummusae 70.83±0.97b
枇杷炭疽病菌Colletotrichumacutatum 70.50±0.42b
番茄晚疫病菌 Phytophthorainfestans 69.82±0.18b
香蕉煤纹病菌Exserohilumrostratum 67.89±0.27bc
西瓜枯萎病菌
Fusariumoxysporumf.sp.niveum

63.83±2.84cd

柑橘青霉病菌Penicilliumitalicum 63.00±0.98cde
柑橘酸腐病菌Geotrichumcandidum 62.06±0.37def
番茄炭疽病菌Colletotrichumlycopersici 60.18±0.37def
荔枝炭疽病菌
Colletotrichumgloeosporioides

58.13±0.75ef

番茄酸腐病菌
OosporalactisFr.var.parasitica

57.25±1.08f

荔枝霜疫霉病菌Peronophythoralitchii 43.28±4.97g

 1)数 据 后 字 母 相 同 表 示 在 5% 水 平 上 差 异 不 显 著(DMRT,

P>0.05,下表同)。

Datawiththesamelettersincolumnarenotsignificantdiffer-
enceat5%level(thesameasfollowingtables).

2.3 拮抗菌株 HA-01 的鉴定

1)菌落和菌体。菌株HA-01在PDA培养基上

的菌落浅黄色,近圆形,边缘不整齐,划线培养24h
后菌落表面凸起,单菌落呈透明球状,48h后破裂,
有皱褶,无光泽,不透明。PDB液体生长时菌体絮

状,静置培养时表面产生菌膜。显微镜下观察菌体

为杆状,产芽孢,芽孢椭圆形。革兰氏染色为阳性。
扫描电镜下,菌体表面粗糙,大小为1.4~2.1μm。

  2)生理生化特性。拮抗菌株 HA-01的生理生

化特征鉴定结果显示,HA-01菌株为1株产芽孢的

杆菌,可水解淀粉,不产生吲哚,可利用柠檬酸盐、丙
酸盐等(表2)。大部分生理生化结果与解淀粉芽孢

杆菌一致,但不能确定菌株的准确种类,需借助分子

手段进一步确定其种属。
表2 菌株HA-01的生理生化特性1)

Table2 Physiologicalandbiochemicalcharacteristics

ofthestrainHA-01

特性
Characteristics

结果
Results

革兰氏染色 Gramstaining +
利用柠檬酸盐Citrateutilization +
产生吲哚Indoleproduction -
利用丙二酸盐Propionateutilization +
甲基红(MR)Methylredtest -
NaCl生长 TolerancetoNaCl <10%
V-P反应 V-Preaction +
D-葡萄糖产酸 AcidproductionfromD-glucose +
水解淀粉Starchhydrolysis +
L-阿拉伯糖产酸 AcidproductionfromL-arabinose +
水解尿素Propionate -
产生 H2S H2Sproduction -

 1)“+”表示阳性或可利用,“-”表示阴性或不可利用。

“+”showpositivereaction;“-”shownegativereaction.

  3)16SrDNA序列测定。对菌株HA-01的16S
rDNA序列进行扩增并测序得其全长为1514bp
(该基因序列已提交到GenBank数据库,登录号为:

JX915740.1)。Blast分析发现该菌株与枯草芽孢杆

菌B.subtilis(登录号 AB501113.1、FJ528074.1、

EU723210.1和 GU972603.1)和解淀粉芽孢杆菌

B.amyloliquefaciens(登录号HE774679.1、CP00-
0560.1、AB735995.1和CP003332.1)的同源性均

为99%。
以相似性为基础选取7株细菌构建系统发育

树,结果如图1所示,结合生理生化特征分析可判断

菌株HA-01为解淀粉芽孢杆菌或枯草芽孢杆菌。

图1 菌株HA-01的16SrDNA系统发育树

Fig.1 Phylogenetictreebasedon16SrDNAgenesequenceofthestrainHA-01andrelatingspecies
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  4)特异PCR检测。以菌株 HA-01的DNA为

模板,利用枯草芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌特异引

物进行PCR扩增,结果显示,以解淀粉芽孢杆菌特

异引物扩增的泳道1~4出现长约1500bp的目的

条带,与预期产物大小一致;而枯草芽孢杆菌特异性

引物扩增泳道5~8均无条带(图2)。结合生理生

化特征及16SrDNA序列分析可确定菌株 HA-01
为解淀粉芽孢杆菌。

  M:DNAMarkerDL2000;1~4:引物为解淀粉芽孢杆

菌特异引物 AmplificationwiththespecificprimerofBacil-

lusamyloliquefaciens;5~8:引物为枯草芽孢杆菌特异引物

AmplificationwiththespecificprimerofBacillussubtilis.

图2 菌株HA-01的特异性PCR电泳检测

Fig.2 SpecificPCRdetectionforthestrainHA-01

2.4 菌株 HA-01 对柑橘绿霉病的抑制效果

活体接种试验结果表明,菌株HA-01的各种处

理液均能有效抑制柑橘绿霉病的发生与扩展,果实

病斑直径和发病率均显著低于清水对照(表3),其
中培养液和无菌滤液的抑制效果最好,但二者差异

不显著。果实接种病菌后于25℃贮藏3d,经培养

液和无菌滤液处理的果实发病率均为0。
另外,拮抗菌株HA-01菌悬液也有显著的抑制

效果,但与培养液和无菌滤液处理相比效果较差,发
病率为13.89%,病斑平均直径为2.00cm;而对照

发病率为94.44%,病斑直径为3.60cm。这说明拮

抗菌株HA-01对柑橘绿霉病具有抑制作用。
表3 菌株HA-01对柑橘绿霉病的抑制效果

Table3 InhibitoryeffectofthestrainHA-01

oncitrusgreenmold  

处理
Treatment

病斑直径/cm
Lesiondiameter

发病率/%
Diseaseincidence

培养液Cellculture 0c 0c
滤液Cell-freefiltrate 0c 0c
菌悬液Cellsuspension 2.00±0.12b 13.89±2.78b

对照CK 3.60±0.15a 94.44±2.78a

3 讨 论

解淀粉芽孢杆菌与枯草芽孢杆菌表型相似,仅

从同源性上很难精确划定其分类地位,而利用特异

PCR技术能够实现两者的精确分类。Oleg等[7]利

用枯草芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌yyaR、yyaO 和

tetB-tetL 基因序列的差异设计特异引物,通过特异

PCR将两者区分;Idriss等[8]根据枯草芽孢杆菌和

解淀粉芽孢杆菌α-淀粉酶基因差异,通过特异PCR
鉴定菌株。笔者利用枯草芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆

菌基因组中β-甘露聚糖酶基因的特异性设计引物,
通过特异PCR方法对菌株HA-01进行鉴定。该方

法既简便易行,又节约成本。
菌株HA-01的菌悬液与培养液和无菌滤液处

理相比效果较差,说明菌株HA-01可以通过产生拮

抗物质抑制病原菌生长,这与Arrebola等[9]的研究

结果一致。研究表明,解淀粉芽孢杆菌可以通过产

生拮抗物质、营养与空间的竞争和诱导寄主产生抗

病性发挥其生防效能[10-14]。
土壤是发掘有重要应用潜力的生防菌种的主要

来源之一。近年来,从土壤中分离解淀粉芽孢杆菌

的报道越来越多。况福元等[15]从土壤中分离筛选

获得2株解淀粉芽孢杆菌,对菜心炭疽病希金斯炭

疽病菌Colletotrichumhigginsianum 具有较强的

抑制作用;陈成等[16]从广州地区土壤中分离得到1
株产抗真菌物质的解淀粉芽孢杆菌菌株 HN06,对
黑曲霉病菌 Aspergillusniger、稻瘟病菌 Magna-
portheoryzae、水稻纹枯病菌Rhizoctoniasolani和

苦瓜枯萎病菌Cucurbitwilt均有良好的抑制作用。
将解淀粉芽孢杆菌应用于水果采后病害防治的研究

报道也日益增多[17-18],但未见将其用于柑橘果实采

后保鲜的报道。本试验结果表明,解淀粉芽孢杆菌

HA-01具有广谱抑菌活性,对马水橘采后绿霉病显

示出良好的离体和活体抑制作用,其发酵液也具有

生防效果,是很有开发潜力的拮抗菌,但要将其真正

应用于生产实践,还需对发酵条件、制剂生产、应用

方式和生防机制等进行系统研究。
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Screeningofantagonisticbacteriaagainstcitrusgreenmold
anditsinhibitoryeffects

ANGuo-dong HONGPeng HUMei-ying WEINa CHENMu-yu
KeyLaboratoryofPesticideandChemicalBiology,MinistryofEducation,

SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou510642,China

  Abstract AbacterialstrainHA-01,isolatedfromrhizospheresoil,exhibitedextensiveantagonis-
ticeffecton12fruitandvegetablepathogens.ThestrainwasidentifiedasBacillusamyloliquefaciens
basedonmorphologicalobservation,physiologicalandbiochemicalcharacteristics,16SrDNAsequence
homologyandspecificPCRdetection.TheeffectsofdifferenttreatmentsofstrainHA-01againstdisease
causedbyPenicilliumdigitatumSacc.oninoculatedmashuimandarinwerealsoinvestigated.There-
sultsshowedthattheincidenceofcitrusgreenmoldofmashuimandarintreatedbycellculture,cell-free
filtrateandcellsuspensionofstrainHA-01waslessthan20%inalltreatmentswhiletheincidenceof
controlwas94.44%,andthelesiondiameterwasallbelow2.00cmwhilethelesiondiameterofthe
controlwas3.60cm.

Keywords PenicilliumdigitatumSacc.;antagonisticbacteria;Bacillusamyloliquefaciens;inhibi-
toryeffects
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