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摘  要: 为了研究植物乳杆菌 IMAU10014 对番茄的促生长作用和对番茄灰霉病的生防效果以及

对植株叶片几种防御酶活性的影响, 通过植物乳杆菌 IMAU10014 发酵液对番茄种子浸种的方法

检测促生长作用以及对番茄苗的叶片喷雾和灌根的方法来测定其作为生防杀菌剂的意义。在菌液

浓度为 107 CFU/mL, 对番茄浸种 6−8 h, 明显提高了种子发芽率及芽长, 发芽率达到 100%; 另外

在番茄幼苗接种病原菌后, 再由植物乳杆菌 IMAU10014 做不同处理, 病情指数可由 47.22 分别降

至 32.41 和 26.39 (防治效果分别达 31.36%和 44.11%); 与植物防御抗病相关的苯丙氨酸解氨酶

(PAL)、过氧化物酶(POD)及多酚氧化酶(PPO)活力都有明显增加。植物乳杆菌 IMAU10014 作为生

物农药防治灰霉病有很大的潜力。 
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Bio-control effects of a lactic acid bacteria on tomato Botrytis 
blight and its induction on defense-related enzymes 
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Abstract: The aim of this study was to investigate Lactobacillus plantarum IMAU10014’s growth 
promotion effects on tomato, biocontrol efficacy on Botrytis cinerea caused disease and its induction 
effects on several defense-related enzymes. Seed-soaking with IMAU10014 was used for determining 
its growth promotion effects on tomato, and leaf spraying and root soaking inoculation were employed 
to determine its biocontrol effectiveness. Seed-soaking with IMAU10014 at concentrations of 
107 CFU/mL for 6 to 8 h significantly increased seed germination rates and buds size. Seed germination 
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rate was 100%. Treatment of tomato seedlings with L. plantarum IMAU10014 reduced B. cinerea dis-
ease index from 47.22 to 32.41 and 26.39 (Biocontrol effect 31.36% and 44.11%), respectively. Sig-
nificant induction of plant defense-related enzymes, including phenylalanine ammonia-lyase (PAL), 
peroxidase (POD) and polyphenol oxidase (PPO) was observed in tomato plants treated with L. planta-
rum IMAU10014. L. plantarum IMAU10014 has good potential as a biological pesticide to control Bo-
trytis blight. 

Keywords: Lactobacillus plantarum, Botrytis cinerea, Plant defense-related enzymes, Biocontrol 

乳酸菌因其悠久的应用历史和广泛的应用范围

在食品工业中占有特殊地位, 目前有关乳酸菌抑菌

的报道层出不穷 [1−3], 然而关于乳酸菌抗植物致病

真菌的研究较少, 张洪波等 [4]利用平板拮抗法筛选

出的乳酸杆菌 Kx48, 在温室对柑橘溃疡病的防治效

果达到 55.6%, 在重病果园中的防治效果为 47.7%。

戚薇等[5]从 60 株乳酸菌中筛选出 9 株菌对番茄早疫

病菌(Alternaria solani)、甜瓜疫霉菌(Phytophthora 
drechsleri Tucker)、苹果炭疽病菌 (Glomerella cin-
gulated)、灰葡萄孢霉菌(Botrytis cinerea)的生长均有

抑制作用。 
早期关于生防机制的研究大多集中在微生物间

的互作, 而忽视了寄主植物的参与, 事实上一些非

生物因子和生物因子都可以诱导植物抗病性的提

高, 一些研究表明施用生防菌可以诱导植物抗病相

关防御酶产生变化, 进而增强植物抗病能力[6−8], 其

中苯丙氨酸解氨酶(PAL)是植物体内苯丙烷类代谢

的关键酶, 在植物正常生长发育和抵御病菌侵害过

程中起重要作用[6]。过氧化物酶(POD)是植物体内普

遍存在的一种还原酶 [9−10], 当植物在不良环境条件

下或受到病原菌的侵染后, 其酶活性都会发生变化, 
因此把 POD 酶活性的变化作为植物诱导抗病性的

一个重要指标 [11]。此外, 超氧化物歧化酶(SOD)和

多酚氧化酶(PPO)等与植物诱导抗病性都具有密切

关系。 
本课题组从 77 株乳酸菌中筛选出抗真菌活性

较高的植物乳杆菌 IMAU10014, 前文报道了其能

抑 制 多 种 植 物 病 原 真 菌 , 具 有 成 为 生 物 杀 菌 剂

(Biofungicides)的潜力[12]。本试验通过温室盆栽防治

番茄灰霉病菌试验及鉴定植物相关抗病酶活变化 , 
进一步验证了植物乳杆菌 IMAU10014 的抗真菌

活性 , 旨在为实现开发其为生物杀菌剂提供理论

依据。  

1  材料与方法 

1.1  供试材料 
供试菌株: 植物乳杆菌 IMAU10014, 来自内蒙

古农业大学“乳品生物技术与工程” 教育部重点实

验室。 

指示真菌: 灰葡萄孢霉菌(Botrytis cinerea), 来

自天津植物保护研究所。 

供试番茄品种: 粉蝶。 

1.2  培养基 
(1) 乳酸菌活化培养基: MRS 培养基, 加 2%琼

脂即为 MRSA 固体培养基[13]。 

(2) 指示真菌培养基: PDA 培养基[14]。 

1.3  植物乳杆菌 IMAU10014 菌株发酵液及灰葡

萄孢病原菌液的制备 
取少量保存于 15%甘油内的活菌于 MRS 琼脂

平板上划线, 在 37 °C 培养箱活化, 挑取单菌落接种

于种子培养基(MRS)内, 37 °C 恒温培养 24 h, 然后

按 3%接种量接种于发酵培养基(MRS)内, 37 °C 恒温

培养 48 h 后即得到乳酸菌发酵液原液。 

取培养 7 d 的灰葡萄孢菌, 用 0.025%的吐温 80

溶液洗下孢子, 配成灰葡萄孢菌孢子悬浮液, 并调

整孢子浓度为 1.0×106 /mL。 

1.4  植物乳杆菌 IMAU10014 发酵液浸种对番茄

种子发芽的影响 
把消毒后的种子放到 20 °C−30 °C 的清水中, 

使水浸没种子, 不断搅动, 把漂浮在水上的瘪种子

去掉, 取乳杆菌 IMAU10014 的发酵培养液 10 mL 
(菌液浓度为 107 CFU/mL )浸泡番茄种子, 分别浸泡



闫艳华等: 一株乳酸菌对番茄灰霉病的防效及对几种防御酶活性的影响 1803 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

2、4、6、8、10、12 h, 然后将种子分别放置于铺有

双层滤纸的灭菌平皿中, 每天向平皿中加 3 mL 无菌

水保湿催芽(25 °C−28 °C), 72 h 调查番茄种子发芽

率及芽长。 

1.5  番茄苗温室培养 
将催芽后的种子播种于直径 10 cm 的花盆中, 

然后置于 25 °C, 相对湿度 90%的温室内培养。 

1.6  植物乳杆菌和病原菌处理 
待 1.5 培养的番茄苗为 4−5 叶时, 开始进行各个处

理, 每个处理 5 株, 4 次重复, 处理 7 d 后调查发病情况。 
(1) 用手持塑料喷雾器将灰霉菌液均匀喷洒在

番茄植株叶片正反两面 24 h 后, 再将 IMAU10014
发酵液均匀喷雾于番茄植株叶片正面与背面, 测定

IMAU10014 发酵液对灰霉病菌的拮抗作用。 
(2) 接种灰霉病原菌 24 h 后, 喷雾发酵液[接种

与喷雾方法同(1)], 同时灌根 30 mL 发酵液。 
(3) 接种灰霉病原菌 24 h 后, 喷清水作对照的

处理(接种与喷雾方法同(1))。 

1.7  病情指数分析 
调查番茄叶片发病情况, 计算病情指数和防治

效果。植株叶片的发病情况分级标准[15]如下: 0 级为

无病斑; 1 级为病斑面积占整个叶面积的 5%以下; 3
级为病斑面积占整个叶面积的 6%−10%; 5 级病斑面

积占整个叶面积的 11%−25%; 7 级病斑面积占整个

叶面积的 26%−50%; 9 级病斑面积占整个叶面积的

50%以上。 
病情指数=Σ(病叶数×相对级数)× 

100/(调查总叶数×9); 

防治效果(%)=(对照病指−处理病指)×100/对照病指。 

1.8  植株样品粗酶液的制备及酶活性测定 
在病原菌处理 24 h 后开始取样, 每隔 2 d 取样

一次, 连续取样 7 次, 测定不同处理叶片中相关抗

病酶活的变化。 
1.8.1  粗酶液的制备: 粗酶液制备方法采用 Chen 

等的方法[7]。 
1.8.2  抗病相关酶活测定: 苯丙氨酸解氨酶(PAL)

的 活 性 测 定 采 用 Lee 等 的 方 法 [16], 过 氧 化 物 酶

(POD)的活性测定采用 Fu 等的方法[17], 多酚氧化酶

(PPO)的活性测定采用 Park 的方法[18]。 

2  结果与分析 

2.1  植物乳杆菌 IMAU10014 发酵液浸种对番茄

种子发芽的影响 
用菌液浓度为 107 CFU/mL 的拮抗细菌发酵液

分别对番茄种子浸泡 2、4、6、8、10、12 h 后, 发

酵液浸种发芽率为 90%−100%, 清水浸种发芽率为

86%−100%, 然后进行催芽 , 各处理番茄的芽长均

比清水对照长, 浸泡 6−8 h 处理的效果最好(图 1)。 
 

 

 
图 1  植物乳杆菌 IMAU10014 发酵液浸种不同时间后番

茄种子的发芽率和芽长度 
Fig. 1  The effect of seed-soaking with Lactobacillus plan-
tarum IMAU10014 with different time 

 
2.2  温室番茄灰霉病性状 

未经乳酸菌发酵液处理的番茄植株 , 受害叶

片由叶缘向内呈 V 字形扩展 , 病斑初呈水渍状 , 
后 呈 浅 灰 色 至 黄 褐 色 ,  叶 片 表 面 生 少 量 褐 色 霉

层。发病番茄植株与经生防菌处理后同期番茄植  
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图 2  发病番茄植株与经植物乳杆菌 IMAU10014 处理后同期番茄植株性状 

Fig. 2  The trait of infected tomato and processed tomato with Lactobacillus plantarum IMAU10014 at the same period 
 
株对比见图 2。A 为接种灰霉病原菌后喷清水作对

照的番茄植株 , 叶片发病情况很严重 , 部分已经

腐烂。B 为接种病原菌后再进行 IMAU10014 发酵

液喷雾的植株 , 只有少量叶片上出现水渍状病斑

及叶尖受损。C 为接种病原菌后再进行 IMAU10014
发酵液喷雾结合灌根处理的番茄植株 , 防治效果

明显 , 只有少量需肉眼仔细翻看叶片才能发现的

微小病斑。 

2.3  植物乳杆菌 IMAU10014 对温室番茄灰霉病

的防治结果 
各组处理 7 d 后, 番茄叶片的发病情况调查结

果见表 1。可以看出参试的各处理对番茄灰霉病均

有一定的防效。植物乳杆菌菌株 IMAU10014 发酵液

的 2 个不同处理的防效均较高, 分别为 31.36%、

44.11%, 发酵液喷雾结合灌根处理对灰霉菌的抑制

作用好于仅喷雾的处理。 
 

表 1  防治番茄叶期灰霉病药效试验结果 
Table 1  Biocontrol efficacy on tomato Botrytis blight 

处理 
Treatment 

浓度 
Concentration

(CFU/mL)

病情指数 
Disease 
index 

防治效果
Biocontrol 
effect (%)

IMAU10014 发酵液 
(喷雾) 

Spray with 
IMAU10014 

1×107  32.41 31.36 

IMAU10014 发酵液 
(喷雾+灌根) 

Spray and root-soak 
with IMAU10014 

1×107 26.39 44.11 

清水对照(喷雾) 
Spray with water 

－ 47.22 － 

 

2.4  植物乳杆菌 IMAU10014 对诱导番茄抗病性

相关酶活性的影响 
2.4.1  对苯丙氨酸解氨酶(PAL)活性的影响: 番茄

叶片接种灰霉菌后用植物乳杆菌 IMAU10014 发酵

液处理, PAL 酶活力明显高于其他处理, 在接种后

第 5 天出现高峰, 并在下降以后趋于平缓, 而对照

没有明显变化(图 3)。 
 

 

图 3  不同处理番茄叶片中 PAL 酶活力的变化 
Fig. 3  Changes of PAL activity in tomato leaves of differ-
ent treatment 

 
2.4.2  对过氧化物酶(POD)活性的影响: POD 酶活

力 测 定 结 果 表 明 ( 图 4), 接 种 病 原 菌 后 由

IMAU10014 发酵液处理过的植株叶片中 POD 酶活

力出现快速的增高, 在处理结束 5 d 后进入基本平

稳期, 但仍明显高于只接种病原菌的处理和没有接

种病原菌的空白对照, 在没有进行任何处理的空白
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对照的植株叶片中 POD 酶活力没有明显变化, 活力

最低。 

2.4.3  对多酚氧化酶(PPO)活性的影响: 没有接种

病原菌的空白对照的番茄叶片的 PPO 酶活力基本没

有变化。由于植物在受到外界病原菌刺激后, 会增

加自身防御功能, 接种病原菌后 1−5 d, PPO 酶活力

有明显提高。经过生防菌处理的番茄, PPO 酶活力在

第 5 天均出现峰值, 且明显高于仅接种病原菌和空

白对照(图 5)。这些结果表明灰霉菌侵染后, 施用

IMAU10014 发酵液能诱导植物 PPO 酶活力进一步

提高, 进而增强植物的抗病能力。 
 

 
图 4  不同处理番茄叶片中 POD 酶活力的变化 
Fig. 4  Changes of POD activity in tomato leaves of differ-
ent treatment 

 

 
图 5  不同处理番茄叶片中 PPO 酶活力的变化 
Fig. 5  Changes of PPO activity in tomato leaves of differ-
ent treatment 

3  结论与讨论 

通过植物乳杆菌 IMAU10014 不同时间浸泡番

茄种子, 浸泡 8 h 番茄出芽情况最好, 表明了生防菌

有一定的促生长特性。通过温室盆栽试验, 接种番

茄灰霉病菌后经植物乳杆菌 IMAU10014 发酵液处

理, 在一定程度上控制了番茄幼苗灰霉病的病情指

数及发病率, 防治效果达到 44.11%。 

PAL 与一些重要的次生物质如木质素、异黄酮类

植保素、黄酮类色素等合成密切相关, 当 PAL 活性增

强时, 植株的抗病害能力就会增强[6]。POD 催化脂肪

族、芳香族和酚类物质的氧化, 是木质素合成的关键

酶, 其活性的增加标志着木质素的加速合成和抗性

的产生[8], 是与植物抗病能力相关的重要酶。PPO 能

将酚类物质氧化成对病原菌有毒的醌类物质 [8], 增

强植物对病原菌侵害的屏障作用, 因此 PPO 被普遍

认为是重要的植物保护酶类。通过检测施用乳酸菌

发酵液后番茄不同生长时期与诱导植物抗病性密

切相关的植株酶活力(PAL、POD 和 PPO)变化的结

果表明, 植物乳杆菌 IMAU10014 发酵液处理后几

种防御酶活力均有所上升 , 使番茄生长初期诱导

植株产生了更高的抗病酶活力 , 增强了植物的抗

病能力 , 进一步说明了其作为生防农药有很好的

应用前景。 

随着蔬菜种植面积的扩大, 由灰葡萄孢菌所致

的灰霉病已上升为蔬菜的主要病害之一。从苗期到

成熟期均可感染灰霉病, 防治一直以化学药剂为主, 

但化学药剂长期使用引起的抗药性、农药残留及环

境污染问题受到人们越来越多的关注[19−21]。所以开

发新型的天然拮抗微生物以及作用机理独特且对人

畜和生态环境无害的生防杀菌剂是农药发展的重要

方向[22]。植物乳杆菌 IMAU10014 来自于中国新疆

酸马奶酒, 安全可靠且不会对植物和环境造成污染, 

本 文 通 过 盆 栽 试 验 初 步 确 定 了 植 物 乳 杆 菌

IMAU10014 对番茄灰霉病有一定的防治效果。拮抗

微生物的利用在生物防治中占有举足轻重的位置 , 

但是生防因子受环境因素的影响较大, 对使用技术 
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的要求也往往较高, 对于生物防治存在的缺陷, 可

用现代生物技术和基因工程的方法对生防因子进行

改造, 不断改进其性能和提高产品质量[23]。 
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