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苹果枝条内生菌 longA 的鉴定及其抑菌作用机理初探 
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摘  要：【目的】鉴定一株分离自苹果健康枝条的内生菌 longA，对其抑菌作用机理进行初步探

究。【方法】通过生理生化性质测定和 16S rRNA 基因序列分析对其进行鉴定；采用平板对峙法

检测 longA 对苹果树腐烂病菌(Valsa mali)菌丝生长的影响和对孢子萌发的抑制作用，利用透射

电镜观察苹果树腐烂病菌的细胞内部变化。【结果】16S rRNA 基因序列分析结果表明该菌株为

解淀粉芽孢杆菌 Bacillus amyloliquefaciens；菌株 longA 好氧，可利用葡萄糖、蔗糖、甘露醇、

乳酸、柠檬酸等碳源；耐盐性差(不能耐受质量分数 7%的氯化钠)；接触酶反应呈阳性；可还原

硝酸盐；能使明胶液化、水解淀粉；不能利用柠檬酸盐；乙酰甲基甲醇(V-P)试验为阴性。longA

能显著地降低苹果树腐烂病菌分生孢子的萌发率，并导致其菌丝生长过程中分枝增多、顶端膨

大及细胞质外渗。【结论】菌株 longA 能有效抑制苹果树腐烂病菌等，具有一定的生防潜能。 

关键词：苹果内生菌，拮抗作用，抑菌机制，鉴定 

Identification of the endophytic strain longA from apple twig and its 
antifungal mechanism against Valsa mali 
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Abstract: [Objective] To identify one endophytic strain longA which was isolated from healthy 
apple tree branches and study its antifungal mechanism. [Methods] Strain longA was identified 
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based on the biochemical characteristics and 16S rRNA gene sequence analysis. The inhibitory 
efficiency of longA on the hyphal growth and conidial germination of V. mali were investigated by 
confrontation culture on slides. [Results] Strain longA was defined as Bacillus amyloliquefaciens. It 
could reduce the germination rate of spore and induce changes of mycelia morphology of V. mali 
significantly, such as deformity, branch increasing and cytoplasm exosmosis. Strain longA was 
aerobic. It could use glucose, sucrose, mannitol, lactic acid and citric acid as carbon source. 
Tolerates concentrations of NaCl up to 7%. Catalase reaction was positive. It could reduce nitrate, 
liquefy gelatin and degrade starch. It could not use citrate as the sole carbon source for growth. V-P 
test was negative. [Conclusion] Strain longA showed a certain potential of bio-control in the 
inhibition of V. mali. 

Keywords: Apple endophyte, Antagonism, Antifungal mechanism, Identify 

苹果树腐烂病是由黑腐皮壳菌(Valsa mali)侵染

所引起的一种病害。该病是我国苹果生产区域的毁

灭性病害，它往往使树皮腐烂，造成枝干病疤累

累或残缺不全，甚至整株死亡，严重影响苹果的

产量[1]。多年来防治措施主要是采用化学药剂，但

是化学药剂残留不仅危害人体健康、污染自然环

境，也成为制约我国苹果出口及食用安全的关键问

题。生物制剂因其有效的杀菌效果及其绿色无公害

而逐渐被广泛使用。 

目前越来越多的研究证明内生菌在生防中的

有效性[2-4]。植物内生菌可以系统地分布在植物组织

内，有充足的氮源和碳源，而且受到寄主植物的保

护，比暴露于恶劣环境的菌具有更稳定的生存环

境，更易发挥作用[5]，在植物病害生物防治中有广

阔的应用开发前景。 

目前对苹果内生菌的研究有了一些积累，苏

静 [6]从苹果树的不同部位分离获得内生细菌    

118 株，从中筛选出 7 株对苹果斑点落叶病菌具有

较强拮抗作用的菌株。孙洋[7]从苹果富士品种叶部

和果皮共分离得到 83 株内生细菌，室内生测试验

表明苹果叶部筛选得到的 BS-315 菌株对苹果斑点

落叶病菌有较强的抑制作用。刘艳等[8]从苹果树木

质部中分离到 1株内生拮抗细菌 G23，该菌株可能

分泌多种拮抗物质。徐涛等[9]从 25 年生富士苹果

健康树皮中分离到 126株内生真菌，对苹果树腐烂

病菌的抑菌率在 40%以上的有 24 株。以上研究说

明苹果植株内有丰富的内生菌资源，但迄今为止

对苹果内生生防菌的筛选尚少，对生防菌作用机

理的研究还不够深入。 

本研究对苹果枝条内生菌 longA进行了分离鉴

定，并初步研究了 longA对苹果树腐烂病菌的作用

机理，以便为将来的应用提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试靶标菌株  

苹果树腐烂病菌(Valsa mali) 03-8 由西北农林

科技大学植物保护学院植物病害综合防治实验室

提供。菌株 longA分离自健康苹果枝条。 

1.2  培养基  

分离培养基包括 LB 培养基、马铃薯葡萄糖琼

脂(PDA)培养基；分类鉴定培养基(生理生化特征)

包括碳源利用培养基、糖醇类发酵培养基、V-P 测

定培养基、淀粉水解培养基、硝酸盐还原培养基、

明胶液化培养基、柠檬酸盐利用培养基[10]。 

苹果树腐烂病菌孢子萌发培养基：琼脂 10 g，

蒸馏水 1 L。 

1.3  分类鉴定 

1.3.1  形态、培养特征：取固体 LB 平板上培养   

48 h的菌株进行革兰氏染色、芽孢染色、鞭毛染色，

观察内生菌的形态特征。菌体扫描电镜制片：向

25 °C培养24 h的 longA平板内滴加200 μL无菌水，

用边长≤5 mm的无菌盖玻片盖在平板样品上，25 °C

静置 2 h，盖玻片翻面，再次 25 °C静置 2 h，待样

品附着在盖玻片上，用 2.5%戊二醛 4 °C浸渍固定

过夜，经一系列乙醇脱水、醋酸异戊酯置换、临界
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点干燥及真空镀膜后，用 JSM-6360LV型扫描电镜

进行观察[11-12]。 

1.3.2  生理生化特征：测定方法参照《常见细菌系

统鉴定手册》[13]。包括碳源利用、糖醇类发酵、V-P

测定、淀粉水解、硝酸盐还原、明胶液化、柠檬酸

盐利用、耐盐性(NaCl浓度为 2%、5%、7%、10%)、

pH耐受性。 

1.3.3  16S rRNA 基因序列测定及系统进化分析：

CTAB法提取内生菌 longA DNA。16S rRNA基因

序列 PCR 扩增引物为细菌通用引物 27F 

(5′-AGTTTGATCMTGGCTCAG-3′) 和 1492R 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)。25 μL扩增体

系：10PCR buffer 2.5 μL，2.5 mmol/L MgCl2      

2.0 μL，2.5 mmol/L dNTPs 0.4 μL，10.0 μmol/L引

物各 0.5 μL，5.0 U/μL Taq酶 0.2 μL，模板 DNA    

0.5 μL，ddH2O 18.4 μL。反应条件：95 °C 10 min；

95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 90 s，34个循环；72 °C 

10 min。PCR 扩增产物送交生工生物工程(上海)股

份有限公司测序。测序结果在 GenBank 中进行

BLAST，选取与目标菌株相似性较近的菌株序列，

使用 ClustalX 1.81 软件进行同源性比对；利用

MEGA 6.0 软件对计算后的序列进行系统发育分

析，构建进化树(N-J法，Bootstrap重复 1 000次，

Kimura-2-parameter)[14]。 

1.4  对苹果腐烂病菌分生孢子萌发的影响 

Valsa mali菌株在 PDA平板上 25 °C培养 3 d，

用直径 5 mm的打孔器在菌落的边缘截取菌饼，接

种在厚度为 4 mm的 PDA平板上，25 °C培养 20 d，

保持湿度和光照，得到 Valsa mali分生孢子器。取

一带有成熟腐烂病菌分生孢子器且分生孢子角已

溢出的培养基，向其内加入 10 mL无菌水，轻挑孢

子，收集无菌水于 15 mL离心管中，振荡 2 min，

用内含脱脂棉的无菌注射器过滤，得苹果树腐烂病

菌孢子悬液。调节悬液浓度，以 Leica DM LB 2光

学显微镜(40物镜、10目镜)下观察 150−200 个孢

子为佳。将 longA接种于 LB液体培养基中，28 °C、

150 r/min培养 48 h，将过滤后的发酵液按 1:1的比

例与 Valsa mali孢子悬液混匀，取 20 μL滴在水琼

脂平板上，每皿 5个重复，每处理 4皿。以无菌水作

为对照。25 °C恒温保湿，每隔 6 h观察其萌发状况。 

1.5  对苹果树腐烂病菌菌丝形态的影响[15] 

将活化的 longA 菌株接种于 PDA 平板中央，

活化的 Valsa mali 菌饼点接于四周，与中心间隔   

3 cm，25 °C恒温对峙暗培养，观察在拮抗菌株菌

落和苹果树腐烂病菌菌落之间的抑菌带，4 d 后切

取受抑制的 Valsa mali边缘菌丝，于光学显微镜下

观察拮抗菌株对 Valsa mali菌丝形态的影响，用未

接种拮抗菌的 Valsa mali菌丝作为对照。参照康振

生的方法进行扫描电镜样品加工处理及观察[12]。 

1.6  对离体枝条上病斑扩展的影响 

将 longA 接种于 LB 液体培养基中，28 °C、  

150 r/min培养 48 h后取发酵液备用。选取 2年生健

康的富士苹果枝条，具体处理方法参考文献[16]。

处理组用灭菌的毛笔蘸取 longA 发酵液涂抹于发

病部位，对照组则涂无菌水。26 °C保湿暗培养，

14 d 后测量病斑大小，按照椭圆面积公式计算病

斑面积和防治效果。 

2  结果与分析 

2.1  菌株 longA 形态、培养特征  

在固体 LB 平板上 28 °C 培养 24 h 后，菌株

longA 形成乳白色不透明菌落，菌落近似圆形，边

缘不整齐，中间有小突起，不分泌色素；longA菌

体细胞为短杆状(图 1)；革兰氏阳性，有芽孢；有

鞭毛。 

2.2  16S rRNA 基因序列测定及系统进化分析 

longA的 16S rRNA基因序列含 1 495个碱基

(GenBank 登录号 KX057379)，选择相似性最高的

菌株进行比对，结果它与Bacillus amyloliquefaciens 

subsp. plantarum CBMB205 相似性最高，达到

99.8%。所以 longA可归为解淀粉芽孢杆菌 Bacillus 

amyloliquefaciens。根据 16S rRNA基因序列建立系

统发育树，如图 2所示。 
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图 1  菌株 longA 菌落(A)和菌体形态(B、C) 
Figure 1  Colony (A) and micrograph (B, C) of bacteria longA 

 
 

 
 

图 2  根据 longA 菌株 16S rRNA 基因序列为基础构建的系统发育树 
Figure 2  The constructed phylogenetic tree based on the16S rRNA gene sequence analysis of the longA strain 

注：括号中的序号代表菌株的 GenBank登录号；分支点上的数字代表计算 1 000次聚类到一起的几率；标尺刻度代表 0.2%的序列

差异. 
Note: The sequence number in the bracket means the GenBank accession number of the strain; The number at the node means the percentage 
of occurrence in 1 000 boot-straped trees; The scale bar means 0.2% sequence difference.   

 

2.3  生理生化特征 

菌株 longA好氧，可利用葡萄糖、蔗糖、甘露

醇、乳酸、柠檬酸等碳源；耐盐性差(不能耐受质

量分数 7%的氯化钠)；接触酶反应呈阳性；可还原

硝酸盐；能使明胶液化、水解淀粉；不能利用柠

檬酸盐；乙酰甲基甲醇(V-P)试验为阴性。 

2.4  对苹果树腐烂病菌分生孢子萌发的影响 

对照处理 6 h时分生孢子吸水膨胀，12 h时吸

胀率为 25%，18 h时呈梭形，吸胀率为 60%；而经

longA 发酵液处理过的苹果树腐烂病菌分生孢子膨

胀的速率明显变缓，吸胀率只有 22%；24 h对照组

孢子膨胀呈球形，吸胀率达到 100%，且个别开始

萌发，而经发酵液处理过的孢子吸胀率为 50%，

处于较低水平，出现部分畸形孢子，如图 3所示；

30 h 对照组孢子萌发率达 13%，芽管平均长度为

15 μm，而处理组的萌发率为 2%，显著低于对照

组。显微观察芽管受到抑制，粗细不均，产生畸形。 

2.5  对苹果树腐烂病菌菌丝形态的影响 

2.5.1   光镜观察：平板对峙皿内抑制结果显示   

(图 4)，对峙生长 4 d后，拮抗细菌 longA对苹果树

腐烂病菌有明显的抑制作用，且形态异常。对照

组腐烂病菌菌丝粗细均匀，分枝少，顶端菌丝笔

直生长且较细；而经过菌株 longA对峙培养 4 d后

的腐烂病菌，有相当一部分菌丝粗细不均，分枝明 
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图 3  菌株 longA 发酵液对苹果树腐烂病菌分生孢子萌

发的影响(标尺：10 μm) 
Figure 3  Inhibiting effect of LongA fermentation on 
conidia germination of V. mali (bar: 10 μm) 
注：A：24 h后正常萌发的分生孢子；B：经 longA发酵液培养

24 h后的畸形孢子. 
Note: A: Normal mycelia of V. mali; B: Deformed mycelia of V. 
mali inhibited by longA. 
 
 

 
 
图 4  菌株 longA 对苹果树腐烂病菌菌丝形态的影响(标

尺：10 μm) 
Figure 4  Inhibiting effect of strains longA on mycelial 
morphology of V. mali (bar: 10 μm) 
注：A：正常菌丝；B､C：longA处理后的畸形菌丝. 
Note: A: Normal mycelia of V. mali; B, C: Deformed mycelia of V. 
mali inhibited by longA.  

 
显增多，且顶端膨大，有的菌丝细胞质外渗，甚至

部分多条菌丝集聚融合在一起。表明拮抗菌株

longA 产生的拮抗物质对苹果树腐烂病菌菌丝形态

具有很大的影响。 

2.5.2  透射电镜观察：如图 5 所示，4 d 对峙培养

后，经过 longA处理过的苹果树腐烂病菌细胞部分

凝聚，期间有光亮区和不规则空腔。 

2.6  对离体枝条上病斑扩展的影响 

如表 1所示，苹果离体枝条烫伤接种 14 d后，

经 longA发酵液处理后的枝条病斑长度及病斑面积

显著小于对照组，防治效果可达 83.37%，且优于

经 0.05 mg/L苯醚甲环唑药液处理过的枝条。 

 
 

图 5  longA 处理对菌丝细胞的影响 
Figure 5  Mycelial cells treated with longA  
注：A：对照；B：longA处理；CW：细胞壁；H：空腔. 
Note: A: CK; B: Treated with longA; CW: Cell wall; H: Cavum. 
 
 

表 1  拮抗细菌 longA 对苹果离体枝条腐烂病的防治

效果 
Table 1  Control efficiency of antagonistic bacteria 

LongA on detached twigs inoculated with V. mali 

处理 

Treatment 

病斑长度 

Lesion 
length (cm)

病斑面积 

Lesion area 
(cm2) 

防治效果 

Control 
efficiency (%)

longA发酵液 

Fermentation 
1.79±0.58 1.87±1.05 83.37±5.12 

苯醚甲环唑 

Difenoconazole
4.76±0.81 8.94±2.09 19.12±9.31 

无菌水 CK 5.23±0.45 10.97±1.46  

 

3  讨论 

由黑腐皮壳菌引起的苹果树腐烂病，是苹果最

致命的病害之一，它严重限制了苹果的产量[17]。进

行病斑刮除并涂抹福美砷是以前的主要治病措

施，但自从该高毒药剂禁用以来，寻找防治腐烂

病的替代药剂已经成为目前生产上亟待解决的重

要问题[18]。 

本研究从健康苹果枝条分离得到一株对苹果

树腐烂病菌具有拮抗活性的菌株 longA，经形态学

观察及 16S rRNA基因序列分析，将其鉴定为解淀

粉芽孢杆菌Bacillus amyloliquefaciens。解淀粉芽孢

杆菌是一种与枯草芽孢杆菌相似性很高的细菌，

在其自身生长过程中可产生一系列的代谢产物，

这些代谢产物使得解淀粉芽孢杆菌能够具有广泛

抑制真菌和细菌的活性[19]，此外，解淀粉芽孢杆
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菌也可作为根围细菌促进植物生长 [20]。王军华  

等[21]从土壤分离得到一株解淀粉芽孢杆菌 Q-12，

发现其在生长过程中产生的抗菌活性物质能够强

烈抑制镰刀菌、曲霉、青霉、毛霉等能引起食品

腐败的真菌。崔文艳等[22]研究得出解淀粉芽孢杆

菌 B9601-Y2 不仅对玉米小斑病及茎基腐病具有良

好的防治效果，而且还可消除病害对植株生长的

影响，从而增加植株的生物量。 

longA 发酵液能显著抑制苹果树腐烂病菌分生

孢子的萌发，并导致其菌丝形态等产生畸形，这

符合多数拮抗细菌对病原真菌的作用方式[23]。此

外，它对苹果树离体枝条腐烂病斑扩展也具有极

强的防效。生物防治具有高效、环保等优点，是

植物病害防治的发展趋势。植物内生菌是生物防

治中重要的生物资源，对许多作物病害显示出良

好的控制效果，而且具有多种生物学功能，已成

为了植物病理学、微生物学、植物学等众多学科

的研究热点[24]。 

鉴于拮抗菌株 longA对苹果树腐烂病菌的良好

抑制效果，后期将对其抑菌机理进行更深一步的探

索，包括对抑菌物质的分离等，旨在开发出能有效

防止苹果树腐烂病的生物制剂。 
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