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　 　 无致病假单胞菌是一类分布广泛、资源丰富的革兰氏

阴性菌ꎬ目前已发现多种假单胞菌对植物的促生及防病作用

明显ꎬ具备开发成为生防制剂的潜力[１￣３] ꎮ 其生防机制主要

包括分泌噬铁素参与植物根际营养竞争、分泌抗生素类物质

抑制病原菌生长、诱导植物产生系统抗病性等[４￣６] ꎮ 苹果斑

点落叶病、苹果褐斑病分别是由苹果链格孢强毒菌株(Ａｌｔｅｒ￣
ｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｆ.ｓｐ ｍａｌｉ)、苹果盘二孢(Ｍａｒｓｓｏｎｉｎａ ｃｏｒｏｎａｒｉａ
Ｄａｖｉｓ)侵染引起的病害ꎬ这 ２ 种病害因显病时间长、扩散速

度快、危害严重等特点逐渐成为苹果生产上的主要病害[７￣９] ꎬ
病害大流行时ꎬ两者与其他苹果早期落叶病极易形成复合侵

染ꎬ使果树叶片在８－９ 月即大量脱落ꎬ影响苹果的产量和经

济效益[１０￣１１] ꎮ
目前ꎬ苹果斑点落叶病、褐斑病等苹果主要病害的防治主

要依赖于化学农药ꎬ其成本低廉且见效快ꎬ但长期重复使用单

一化学药剂带来的病原菌耐药性、果品农药残留ꎬ危害人体健

康及环境污染等问题日益突出[１２]ꎮ 因此ꎬ开发应用高效生防

菌剂防治此类病害具有重要意义ꎮ 本研究以从烟台市蓬莱区

苹果根际分离到的 １ 株假单胞菌 ＰＬ￣２１ 为对象ꎬ明确其分类

地位ꎬ分析其对苹果斑点落叶病病原菌等的抑菌活性及离体

防效ꎬ为今后相关病害生防制剂的开发与应用打下基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

假单胞菌 ＰＬ￣２１ 分离自烟台市蓬莱区苹果根际ꎬ由烟台

市林业科学研究所实验室保存ꎮ 苹果斑点落叶病病原菌

(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｆ.ｓｐ ｍａｌｉ)、苹果褐斑病病原菌(Ｍａｒｓｓｏ￣
ｎｉｎａ ｃｏｒｏｎａｒｉａ Ｄａｖｉｓ)、苹果圆斑病病原菌(Ｐｈｙｌｌｏｓｉｔｉｃ ｓｏｌｉｔａｒ￣
ｉａ)、苹果轮斑病病原菌(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｍａｌｉ Ｒｏｂｅｒｔｓ)由本实验室

保存ꎬ苹果轮纹病病原菌(Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ ｄｏｔｈｉｄｅａ)、苹果炭疽

病病原菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ)由烟台市农业科学

研究院提供ꎮ 马铃薯胡萝卜培养基(ＰＣＤＡ) [１３] 用于病原菌

的保存及拮抗菌株抑菌分析ꎻ牛肉膏蛋白胨液体培养基

(ＮＢ)用于拮抗菌株发酵、培养ꎻ牛肉膏蛋白胨琼脂培养基

(ＮＡ)用于拮抗菌株培养、保存ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１ 　 菌株 ＰＬ￣２１ 的鉴定 　 按照«常见细菌系统鉴定手

册» [１４]和«伯杰氏细菌鉴定手册» [１５]的方法对菌株 ＰＬ￣２１ 进

行形态和生理生化特征鉴定ꎮ 以 ＰＬ￣２１ 总 ＤＮＡ 为模板ꎬ用
细菌 １６ Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物 ２７Ｆ(５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ￣
ＣＡＧ￣３′) 和 １４９２Ｒ ( ５′￣ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′) 进 行

８０８



ＰＣＲ 扩增并由生工生物工程(上海)股份有限公司完成测

序ꎮ 测序结果与 ＮＣＢＩ 数据库进行 ＢＬＡＳＴ 序列比对ꎬ下载同

源性较高的相关菌株基因碱基序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ 软件采用

邻接法构建系统发育树ꎮ
１.２.２　 菌株 ＰＬ￣２１ 的抗菌活性分析　 采用平板对峙法[１６] 测

定菌株 ＰＬ￣２１ 对苹果斑点落叶病病原菌等的拮抗活性ꎬ以不

接种 ＰＬ￣２１ 的平板作对照ꎬ２８ ℃恒温培养５~ ８ ｄꎬ３ 次重复ꎮ
采用菌丝生长速率法[１７]测定菌株 ＰＬ￣２１ 无菌发酵滤液对苹

果斑点落叶病病原菌等的抗菌活性:将菌株 ＰＬ￣２１ 活化后按

２％的体积比接入含 １００ ｍｌ 发酵培养基的 ２５０ ｍｌ 三角瓶中ꎬ
３０ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ振荡培养 ７２ ｈ 即得发酵液ꎬ发酵液经５ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液用 ０􀆰 ２２ μｍ 的微孔滤器过滤除

菌后得到发酵滤液ꎮ 发酵滤液按１ ∶ ５０ 的体积比与 ５０ ℃左

右已灭菌的 ＰＣＤＡ 培养基混匀后倒平板ꎬ用 ６ ｍｍ 打孔器打

取活化好的指示菌菌饼置于平板中央ꎬ以未加发酵滤液的平

板为对照ꎬ２８ ℃恒温培养５~ ８ ｄꎬ３ 次重复ꎮ 抑菌率计算公

式:抑菌率(％)＝ (对照病原菌菌落直径－处理病原菌菌落直

径) /对照病原菌菌落直径×１００％ꎮ
１.２.３　 菌株 ＰＬ￣２１ 发酵滤液对指示菌孢子萌发的抑制作用

　 苹果斑点落叶病病原菌、苹果褐斑病病原菌在 ＰＣＤＡ 平板

上培养 １０ ｄ 后ꎬ用无菌水冲洗菌落配制成孢子悬液ꎬ按１ ∶ １
(体积比)分别将 １００％、６０％、２０％的发酵滤液与 １ ｍｌ １×１０４

个的 ２ 种病原菌孢子悬液混合ꎬ使发酵液终体积分数为

５０％、３０％、１０％ꎬ以 ＮＢ 培养液按同样比例与 ２ 种病原菌孢

子悬液混合作对照ꎬ２８ ℃ 培养ꎬ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 后镜检ꎬ芽管

长度超过分生孢子小端直径 ５０％视为萌发ꎬ３ 次重复ꎬ计算

孢子萌发抑制率[１８] ꎮ
１.２.４　 菌株 ＰＬ￣２１ 发酵滤液对指示菌的离体防效　 采用平皿

叶片法[１９]进行菌株 ＰＬ￣２１ 的离体防效试验ꎮ 清洗干净健康

苹果新叶后用 ７５％酒精浸泡 １０ ｓꎬ无菌水冲洗并置于超净台

晾干ꎬ在 ＰＬ￣２１ 发酵滤液中浸渍 １ ｈꎬ超净台内晾干ꎬ以在 ＮＢ
培养液中浸渍 １ ｈ 为对照ꎮ 处理结束 ２４ ｈ 后用手术刀擦伤苹

果新叶ꎬ配制含量为 １ ｍｌ １×１０６个的苹果斑点落叶病病原菌、
苹果褐斑病病原菌孢子悬液ꎬ每个叶片上滴 ６０ μｌ 孢子悬液并

涂抹均匀后保湿培养ꎬ每个处理 ２０ 张叶片ꎬ３ 次重复ꎮ １０ ｄ 后

按照病情分级标准进行调查和统计防效[２０]ꎮ 病情指数和防

治效果公式如下:病情指数(％) ＝ Σ(本级代表值×本级叶

数) / (最高发病级代表值×调查总叶数) × １００％ꎻ防治效果

(％)＝ (对照病情指数－处理病情指数) /对照病情指数×１００％
１.２.５　 数据处理　 利用 ＳＰＳＳ ２２.０ 软件进行数据的统计分

析ꎬ采用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 新复极差法进行多重比较及显著性分析

(Ｐ<０.０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 菌株 ＰＬ￣２１ 的形态特征

菌株 ＰＬ￣２１ 在 ＮＡ 平板上生长 ２４ ｈ 后ꎬ形成近圆形、乳

白色至淡黄色菌落ꎬ边缘较为规则ꎬ中央稍隆起ꎬ不透明ꎬ菌
体杆状ꎬ革兰氏阴性ꎮ
２.２　 菌株 ＰＬ￣２１ 的生理生化特征

菌株 ＰＬ￣２１ 的生理生化试验结果表明ꎬ该菌为好氧菌ꎬ
硝酸盐还原试验无颜色变化ꎬ可液化明胶试管培养基ꎬ葡萄

糖发酵反应无气泡产生及颜色变化ꎬ淀粉水解反应不产生水

解圈ꎬ在加入 ２％ 氯化钠的平板上可正常生长但不能在加入

５％氯化钠的平板上生长ꎬ在牛肉膏蛋白胨琼脂平板上于 ４
℃条件下可缓慢生长ꎮ 参考«常见细菌系统鉴定手册»ꎬ菌
株 ＰＬ￣２１ 与假单胞菌的特征基本相似ꎮ
２.３　 菌株 ＰＬ￣２１ 的 １６ Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析

ＰＣＲ 扩增 １６ Ｓ ｒＤＮＡ 碱基序列及测序结果表明ꎬ菌株

ＰＬ￣２１ 的 １６ Ｓ ｒＤＮＡ 碱基序列长度为１ ４３５ ｂｐꎬ将该序列提交

到 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库ꎬ获得登录号 ＧｅｎＢａｎｋ ＮＯ. ＭＴ３７８３５４ꎮ
将该序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库收录的代表菌株的 １６ Ｓ ｒＤＮＡ
碱基序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ结果与假单胞菌属的几个种的

碱基序列相似度达 ９９％以上ꎮ 用 ＭＥＧＡ５ 构建系统发育树ꎬ
结果发现菌株 ＰＬ￣２１ 与假单胞菌 ＡＡＳ￣１５６(ＫＹ８１０６６４.１)聚
类在一个分支上ꎮ 结合形态观察、生理生化测定及系统发育

分析结果ꎬ初步确定菌株 ＰＬ￣２１ 为假单胞菌 (Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｐ.)ꎮ
２.４　 假单胞菌 ＰＬ￣２１ 及其发酵滤液的抗菌活性

经平板对峙法分析假单胞菌 ＰＬ￣２１ 的抗菌活性ꎬ结果表

明ꎬＰＬ￣２１ 对 ６ 种病原菌具有不同程度的拮抗活性ꎬ其中对

苹果斑点落叶病病原菌、苹果圆斑病病原菌、苹果轮斑病病

原菌的抑菌带宽度分别为 ２􀆰 ７０ ｃｍ、１􀆰 ７２ ｃｍ、１􀆰 ２３ ｃｍꎬ对苹

果褐斑病病原菌、苹果轮纹病病原菌、苹果炭疽病病原菌的

抑菌带宽度分别为 ０􀆰 ８７ ｃｍ、０􀆰 ９５ ｃｍ、０􀆰 ３３ ｃｍꎮ
多数生防菌在发酵时可产生多种次生代谢产物来抑制

植物病原菌的生长ꎮ 菌丝生长速率测定结果表明ꎬ假单胞菌

ＰＬ￣２１ 的发酵滤液对苹果斑点落叶病病原菌、苹果褐斑病病

原菌的抑制率较高ꎬ分别为 ５９􀆰 ４％、６５􀆰 ２２％ꎬ对苹果轮纹病

病原菌、苹果圆斑病病原菌、苹果轮斑病病原菌的抑制率次

之ꎬ对苹果炭疽病病原菌的抑制率最低ꎬ仅为 ７􀆰 ４６％ꎮ
２.５　 ＰＬ￣２１ 发酵滤液对指示菌孢子萌发的抑制作用

终体积分数为 ５０％、３０％、１０％的 ＰＬ￣２１ 发酵滤液均可

抑制指示菌孢子萌发ꎬ相同的时间内抑制率随体积分数增大

而升高ꎬ同体积分数抑制率随时间延长而降低ꎬ终体积分数

为 ５０％的发酵滤液 ２４ ｈ 时对苹果斑点落叶病病原菌、苹果

褐斑病病原菌孢子萌发的抑制率分别为 ６０􀆰 ６％、７１􀆰 ７％ꎮ
２.６　 ＰＬ￣２１ 发酵滤液对指示菌的离体防效

经 ＰＬ￣２１ 发酵滤液处理后ꎬ叶片上苹果斑点落叶病病

斑、苹果褐斑病病斑呈褐色、边缘清晰且面积明显小于对照ꎬ
叶片仍然呈绿色ꎻ对照组叶片病斑逐渐变大后呈褐色或黑褐

色且连成片状ꎬ根据病情分级标准对防效试验的定量统计结

果显示ꎬ 处理组病情指数明显降低ꎬ 分别比对照降低
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４０􀆰 ３７％、５０􀆰 ３７％ꎬＰＬ￣２１ 发酵滤液可显著降低苹果叶片的发

病程度ꎬ离体防效分别为 ５４􀆰 ５０％、６３􀆰 ５５％(表 １)ꎮ

表 １　 菌株 ＰＬ￣２１ 发酵滤液的离体防效

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｆｉｌｔｒａｔｅ ｏｎ ｄｅｔａｃｈｅｄ
ｌｅａｖｅｓ

指示菌 处理
病情指数

(％)
防治效果

(％)

苹果斑点落叶病病
原菌(Ａ. ａｌｔｅｒｎａｔａ)

ＣＫ ７４.０７±１.７０ａ －

菌株 ＰＬ￣２１ 发酵液 ３３.７０±１.２８ｂ ５４.５０±３.２２

苹果褐斑病病原
菌(Ｍ.ｃｏｒｏｎａｒｉａ)

ＣＫ ７９.２６±０.６４ａ －

菌株 ＰＬ￣２１ 发酵液 ２８.８９±１.９２ｂ ６３.５５±２.５９
同一列中同一指示菌数据后不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

３　 讨 论

本研究通过形态观察、生理生化指标测定及 １６ Ｓ ｒＤＮＡ
碱基序列分析ꎬ初步判定从苹果根际中分离的 ＰＬ￣２１ 为假单

胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ.)ꎮ 假单胞菌作为拮抗微生物已被应

用于多种植物病害的生物防治[２１] ꎬ如娄海博等[２２] 分离的荧

光假单胞菌 ＳＮ１５￣２ 对番茄青枯病的防效可达 ４６􀆰 ５８％ꎬ董国

菊等[２３]发现荧光假单胞菌 Ｐ￣７２￣１０ 可显著抑制烟草疫霉菌

菌丝生长ꎬ且对烟草黑胫病也有良好的控病效果ꎮ 本研究首

次明确了假单胞菌 ＰＬ￣２１ 对 ６ 种苹果病原菌的广谱拮抗活

性ꎬ进一步拓宽了假单胞菌的生防应用范围ꎻ其发酵滤液对

苹果斑点落叶病病原菌、苹果褐斑病病原菌菌丝抑制率分别

高达 ５９􀆰 ４０％、６５􀆰 ２２％ꎬ结合唐远江[２４] 、宁爽[２５] 的研究结果

分析ꎬ可能是 ＰＬ￣２１ 分泌的抗生素、纤维素酶等代谢产物对

病原菌生长具有毒力效应ꎬ随后的孢子萌发试验验证了这一

推测:ＰＬ￣２１ 发酵滤液对苹果斑点落叶病病原菌、苹果褐斑

病病原菌孢子萌发的抑制作用随发酵滤液体积分数升高而

升高ꎬ５０％发酵滤液在 ２４ ｈ 对 ２ 种病原菌孢子萌发的抑制率

分别为 ６０􀆰 ６％、７１􀆰 ７％ꎮ 由于生防菌株在实际应用中需要克

服植物表面诸如湿度、营养、微生物等多种因素才能发挥效

能[２０] ꎬ本研究测定了 ＰＬ￣２１ 发酵滤液对苹果斑点落叶病、苹
果褐斑病的离体叶片防效ꎬ结果分别为 ５４􀆰 ５０％、６３􀆰 ５５％ꎬ这
与拮抗试验结果和孢子萌发试验结果具有一致性ꎬ进一步验

证了 ＰＬ￣２１ 的生防潜力ꎮ
ＰＬ￣２１ 及其发酵滤液对苹果常见病害的广谱抑菌特性ꎬ

特别是对苹果斑点落叶病病原菌、苹果褐斑病病原菌的高拮

抗活性和较好的离体防效ꎬ丰富了相关病害生物防治的微生

物资源及技术储备ꎮ 在后续试验中ꎬ一方面需结合抗菌物质

合成基因分析、蛋白质质谱分析等手段明确 ＰＬ￣２１ 的抗菌代

谢产物类型ꎬ另一方面ꎬ由于假单胞菌作为一类常见的植物

根际促生菌ꎬ对植物具有明显的促生作用[２６￣２８] ꎬ还需验证

ＰＬ￣２１ 的果园防效及其对苹果的促生效果ꎬ为相关生防制剂

的开发利用奠定基础ꎮ
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