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研究报告 

假单胞菌 YL11 对扩展青霉的抑制作用及其机理初探 
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摘  要：【背景】苹果青霉病是由扩展青霉引起的一种重要的果实采后病害，影响果实品质导致苹果

腐烂从而造成经济损失。【目的】研究假单胞菌 YL11 对扩展青霉的抑制作用和苹果采后青霉病的防治

效果，并对抑菌机理进行初步探讨。【方法】以扩展青霉为供试菌株，研究不同浓度的假单胞菌 YL11

无菌发酵液对扩展青霉菌落直径、孢子萌发率、菌丝体干重、苹果损伤接种病斑直径扩展的影响，利用

对电导率、核酸及蛋白释放量、AKP 含量、SDH 活性、ATP 酶活性和 ATP 含量的影响对抑菌机理进行

探究。【结果】假单胞菌 YL11 无菌发酵液能有效抑制扩展青霉生长，抑菌圈直径为 22.33±0.27 mm，抑

菌效价为 71.67 mm/mL；能有效抑制孢子萌发，100%无菌发酵液对孢子萌发抑制率达到 80.2%；对扩

展青霉的生物量也有一定抑制作用，体积分数为 100%时，菌丝体干重为 4.7 mg/mL，抑制率达到

39.74%；无菌发酵液处理能有效抑制苹果青霉病病斑的扩展，3 d 时对病斑扩展的抑制率最大，达到

47.1%；无菌发酵液处理均能引起电导率升高、胞内核酸和蛋白释放量增大、胞外 AKP 含量升高、SDH

活性降低、ATP 酶活性和 ATP 含量均降低，且随着发酵液浓度的增加效果越明显。【结论】假单胞菌

YL11 能显著抑制扩展青霉的生长，破坏细胞膜结构、降低能量代谢酶活性，从而扰乱扩展青霉的正

常生长，对苹果青霉病有较好的生防效果，具有潜在的开发价值。 
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Abstract: [Background] Apple blue mold rot is an important fruit post-harvest disease that caused by 
Penicillium expansum, which affects the quality of the fruit and leads to the rot of the apple resulting in 
economic losses. [Objective] To study the inhibitory effect and explore the inhibition mechanism of 
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Pseudomonas sp. YL11 on P. expansum. [Methods] We studied the effects of cell-free fermentation 
filtrate of Pseudomonas sp. YL11 with different concentration on the growth colony diameter, spore 
germination, mycelial dry weight of P. expansum and the lesion diameter of wounded inoculated apple 
fruit; We also explored impact of the conductivity, nucleic acid and protein release, AKP content, SDH 
activity, ATPase activity and ATP content to reveal the inhibitory mechanism. [Results] Pseudomonas sp. 
YL11 sterile fermentation broth effectively inhibited the growth of P. expansum. The diameter of 
inhibition zone was 22.33±0.27 mm and the inhibition titer was 71.67 mm/mL. It also could effectively 
inhibit spore germination. The inhibition rate of 100% aseptic fermentation broth to germination reached 
80.2%. It had certain inhibition effect on the biomass of P. expansum. The dry weight of mycelium was 
4.7 mg/mL and the inhibition rate reached 39.74% when the volume fraction was 100%. Moreover, aseptic 
fermentation fluid effectively inhibited extension of lesion diameter of blue mold of apple. The maximum 
inhibitory rate reached 47.1% at 3 d. In addition, aseptic fermentation broth treatment increased electrical 
conductivity, intracellular nucleic acid, protein release, extracellular AKP content and decreased SDH 
activity, ATPase activity and ATP content. The effect was enhanced by the fermentation broth 
concentration. [Conclusion] Pseudomonas sp. YL11 disturbed the normal growth of P. expansum by 
significantly inhibited the growth of P. expansum, destroyed the structure of cell membrane and reduced 
the activity of energy metabolism enzyme. It had a good better biocontrol effect to against blue mold of 
apple and had a potential development value. 

Keywords: Pseudomonas, Penicillium expansum, Apple blue mold rot, Inhibition mechanism 

苹果是最重要的温带水果，其果实在采后会受

到多种病原真菌的侵染而腐烂变质。其中由扩展青

霉(Penicillium expansum)引起的苹果采后青霉病是

导致苹果腐烂变质、造成经济损失最主要的原因之

一[1-2]。目前控制扩展青霉的方式主要以使用化学

杀菌剂和冷藏等物理手段为主，但是化学杀菌剂的

长期和大量使用，会导致病原菌产生耐药性，并且

增加水果体内的药物残留，对人类健康和环境安全

存在着潜在危害，化学杀菌剂的使用备受争议。采

用冷藏等物理方法虽然一定程度上阻止了病原菌

的生长但容易影响水果的风味和营养价值，并且会

增加冷害发生的风险。因此，寻找新的方法用于果

蔬采后病害的防治显得尤为重要。近年来，生物防

治已逐渐成为一种可替代化学杀菌剂的防治方法，

其中拮抗微生物的应用成为一个研究热点[3-6]。 

目前，已有不少关于苹果青霉病生物防治的研

究报道，比如付瑞敏等[7]研究发现解淀粉芽孢杆菌

所产丰原素对扩展青霉的磷脂酶 A 有抑制作用；Li

等[8]研究了粘质红酵母通过诱导苹果中过氧化酶和

多酚氧化酶的活性来抑制苹果脂质过氧化从而诱

导苹果中防御机制依赖性酶的活化来防治苹果青

霉病；蔡孟轩等[9]研究了橄榄假丝酵母能诱导果实

抗病性以及与病原菌的营养和空间竞争来控制苹

果青霉病。然而，这些研究并不能满足我国农业生

产的需求，筛选出更多具有较好防治效果的生防菌

仍然是当务之急。本研究以前期分离筛选的假单胞

菌 YL11 为研究对象[10]，研究了假单胞菌 YL11 无

菌发酵液对扩展青霉菌落直径、孢子萌发率、菌丝

体含量、苹果损伤接种病斑直径扩展的影响，并对

细胞膜通透性(电导率、核酸及蛋白释放量、AKP

含量)和能量代谢(SDH 活性、ATP 酶活性和 ATP 含

量)的相关指标进行了测定。以期评价假单胞菌

YL11 对扩展青霉的抑制作用和苹果采后青霉病的

防治效果，并对其抑菌机理进行初步探讨，旨在为

进一步将其应用于苹果采后青霉病的生物防治奠

定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、供试苹果及培养基 

假单胞菌 YL11 (Pseudomonas sp. YL11)分离自

甘肃定西地区马铃薯根际土壤并保存；致病菌扩展

青霉(Penicillium expansum)由甘肃农业大学食品科

学与工程学院采后生物学与技术实验室惠赠；供试

苹果为甘肃静宁县红富士(Red Fuji)。  
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PDA 培养基(g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，

琼脂 20.0，pH 自然，1×105 Pa 灭菌 20 min；PDB

培养基：PDA 培养基中不加琼脂；LB 培养基(g/L)：

蛋白胨 10.0，酵母提取物 5.0，氯化钠 10.0，琼脂

15.0，pH 7.0，1×105 Pa 灭菌 20 min。  

1.1.2  主要试剂和仪器 

牛肉膏、蛋白胨、酵母浸膏，北京奥博星生物

技术有限责任公司；琼脂，北京索莱宝科技有限公

司；葡萄糖、氯化钠，国药集团化学试剂有限公司；

琥珀酸脱氢酶(SDH)测试盒、碱性磷酸酶(AKP)测试

盒、ATP 含量测试盒和超微量总 ATP 酶测试盒，南

京建成生物工程研究所。 

恒温培养摇床、电热恒温培养箱、电热鼓风

干燥箱，上海一恒科学仪器有限公司；洁净工作

台，苏州安泰空气技术有限公司；立式高压灭菌

器，上海申安医疗器械厂；生物显微镜，宁波舜

宇仪器有限公司；快速组织细胞破碎仪，天津欧

诺仪器股份有限公司；酶标仪，美谷分子仪器有

限公司。 

1.2  Pseudomonas sp. YL11 发酵液抑菌活性研究 

1.2.1  Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液的制备 

菌株 Pseudomonas sp. YL11 接种于 LB 液体

培养基中，37 °C、120 r/min 振荡培养 3 d，4 °C、

10 000 r/min 离心 15 min，收集上清液用 0.22 μm

无菌滤膜过滤，滤液即为无菌发酵液。 

1.2.2  无菌发酵液对 P. expansum 的抑菌作用 

将 100 μL P. expansum 孢子悬浮液(106 CFU/mL)

均匀涂布在 PDA 培养基，在培养基中央放置牛津

杯，分别加入 200 μL 体积分数为 80%、90%、100%

的无菌发酵液，无菌水为空白对照。每个处理重复

3 次，28 °C 恒温培养 3 d，用十字交叉法测量抑菌

圈直径，计算抑菌效价[6]。 

抑菌效价(mm/mL)= 1 000
X Y

V


  

式中：X 为抑菌圈直径(mm)；Y 为牛津杯直径(mm)；

V 为发酵液体积(μL)。 

1.2.3  无菌发酵液对 P. expansum 孢子萌发的影响 

参照牛黎莉等[11]方法并稍加修改，将 5 mm 琼

脂饼放置到灭菌载玻片上(每个载玻片上放置 3 个)，

每个琼脂饼上滴加 10 μL 不同体积分数的无菌发酵

液，以无菌水为对照，放置 20 min 后，每个琼脂饼

加入 10 μL P. expansum 孢子悬浮液(106 CFU/mL)，

28 °C 培养 9 h。显微镜检观察，孢子萌发形成的芽

管长度大于孢子一半时视为萌发，计算孢子萌发率。 

孢子萌发率= 100%
G

A
  

式中：G 表示萌发孢子数(个)；A 表示总的孢子

数(个)。 

孢子萌发抑制率= 100%
S S

S


  

式中：S 表示空白对照萌发孢子率；S′表示处理的

孢子萌发率。 

1.2.4  无菌发酵液对 P. expansum 生物量的影响 

参照刘琼等[12]方法并稍加修改，不同体积分

数的无菌发酵液加入到 PDB 培养基，接种 150 μL 

P. expansum 孢子悬浮液(106 CFU/mL)，28 °C、

180 r/min 振荡培养 3 d 后，室温 8 000 r/min 离心

20 min，收集菌丝体，75 °C 恒温干燥 1 d 后称重，

即为菌丝体干重，每一处理重复 3 次，以无菌水处

理为对照组。 

1.2.5  无菌发酵液处理对苹果损伤接种后病斑直

径的影响 

参照白小东等[13]方法并稍加修改。选择外观整

齐、大小均一、无损伤及病虫害的苹果，0.2%次氯

酸钠浸泡 2 min，无菌水冲洗干净后室温晾干，用

70%的酒精进行表面消毒，再用直径 3 mm 的无菌

打孔器在果实赤道部位均匀刺 4 个伤口，注入 20 μL

无菌发酵液静置 2 h，接入 20 μL P. expansum 孢子

悬浮液(106 CFU/mL)，用聚乙烯薄膜包装，在室温

[(23±1°C)，RH 50%−60%]条件下贮藏 3、5、7、9 d

后用十字交叉法测量病斑直径。每个处理用苹果

20 个，3 次重复，以无菌水处理为对照组。 

病斑直径抑制率= 100%
D D'

D


  

式中：D 表示空白对照病斑直径(mm)；D′表示处理

的病斑直径(mm)。 
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1.3  Pseudomonas sp. YL11 对 P. expansum 膜通

透性的影响 

无菌发酵液对 P. expansum 电导率的影响，测定

方法参照高向阳[14]方法；无菌发酵液对 P. expansum

核酸及蛋白质释放量的影响，测定方法参照陈婵娟

等[15]方法；无菌发酵液对 P. expansum AKP 含量影

响的测定，将 1 mL 孢子悬浮液(106 CFU/mL)接种

于 50 mL PDB 培养基中，加入不同体积分数的无菌

发酵液，28 °C、180 r/min 下振荡培养 42 h，以无

菌水处理为空白对照。每间隔 6 h 取样 1.5 mL，4 °C、

12 000 r/min 离心 10 min，弃沉淀取上清液，用碱

性磷酸酶(AKP)试剂盒测定 AKP 的含量。 

1.4  Pseudomonas sp. YL11 对 P. expansum 能量

代谢的影响 

1.4.1  无菌发酵液对P. expansum SDH活性的影响 

测定方法参照黄婉玉等[16]方法，用琥珀酸脱氢

酶试剂盒测定 SDH 活性。 

1.4.2  无菌发酵液对P. expansum总ATP酶活性和

ATP 含量的影响 

将 1 mL 孢子悬浮液(106 CFU/mL)接种于 50 mL 

PDB 培养基中，加入不同体积分数无菌发酵液，

28 °C、180 r/min 振荡培养 42 h，以无菌水为空白

对照。每间隔 6 h 取样 1.5 mL，4 °C、12 000 r/min

离心 10 min，弃沉淀取上清液，收集菌丝体，用快

速组织细胞破碎仪破碎细胞，取上清弃沉淀，用 ATP

含量试剂盒测定 ATP 的含量，用超微量 ATP 酶试

剂盒测定总 ATP 酶活性。 

1.5  数据处理 

采用 SPSS 17.0 软件进行数据分析，结果以平

均值±标准差表示。 

2  结果与分析 

2.1  Pseudomonas sp. YL11 对 P. expansum 的抑

菌作用 

2.1.1  Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液对 P. 

expansum 的抑菌作用 

80%、90%、100%不同体积分数的 Pseudomonas 

sp. YL11 无菌发酵液对 P. expansum 均有抑制作用。

随着体积分数的增加，抑菌圈直径逐渐增大，当无

菌 发 酵 液体积 分 数 为 100%时 ， 抑菌 圈 直 径 为

22.33±0.27 mm，抑菌效价为 71.67 mm/mL (表 1，图

1)。挑取抑菌圈周围的 P. expansum 菌丝制片，显

微观察到菌丝生长异常，形态畸形，出现溶解、断

裂和膨大的现象。随着发酵液浓度的增加，现象越

明显。 

2.1.2  Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液对 P. 

expansum 孢子萌发的影响 

无菌水处理的 P. expansum 孢子几乎全部萌发，

Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液处理对孢子萌发具

有显著抑制作用(图 2A)。无菌水处理的 P. expansum

孢子在 9 h 萌发率为 99.5%，与对照相比，体积分

数为 80%无菌发酵液处理时，孢子萌发率为 55.7%，

孢子萌发抑制率为 44.0%；体积分数为 90%无菌发

酵液处理时，孢子萌发率为 36.2%，孢子萌发抑制

率为 63.6%；体积分数为 100%无菌发酵液处理时，

孢子萌发率为 19.7%，孢子萌发抑制率为 80.2%。

高浓度的 Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液对孢子

萌发具有显著的抑制作用，随着发酵液浓度的增

加，P. expansum 孢子的萌发率显著降低(图 2B)。 

 

表 1  不同体积分数的 Pseudomonas sp. YL11 发酵液对 P. expansum 的抑菌作用 
Table 1  Inhibitory effect of Pseudomonas sp. YL11’s cell-free fermentation filtrate on P. expansum 

无菌发酵液体积分数 

Volume fraction of cell-free fermentation filtrate (%) 

抑菌圈直径 

The diameter of inhibition zone (mm) 

抑菌效价 

Inhibition titer (mm/mL) 

CK − − 

80 15.33±0.32c 36.65 

90 18.67±0.15b 53.35 

100 22.33±0.27a 71.67 

注：同列数据后的不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 
Note: The different letter means significant difference (P<0.05). 
 



王艳玲等: 假单胞菌 YL11 对扩展青霉的抑制作用及其机理初探 1085 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 

图 1  Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液对 P. expansum
的抑菌作用 
Figure 1  Inhibitory activity of strain YL11’s cell-free 
fermentation filtrate on P. expansum 
注：A：100%体积分数无菌发酵液；B：90%体积分数无菌发酵

液；C：80%体积分数无菌发酵液；D：空白对照. 
Note: A: 100% cell-free fermentation filtrate; B: 90% cell-free 
fermentation filtrate; C: 80% cell-free fermentation filtrate; D: CK. 
 

 
图 2  Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液对 P. expansum
孢子萌发的影响 
Figure 2  Effects of Pseudomonas sp. YL11’s cell-free 
fermentation filtrate on spore germination of P. expansum 
注：A：无菌水和无菌发酵液处理后光学显微镜下 P. expansum

孢子萌发形态(400×)；B：无菌水和无菌发酵液处理后 P. expansum

孢子萌发率，柱形图上不同的小写字母表示差异显著(P<0.05). 
Note: A: Spore germination morphology of P. expansum under 
optical microscope (400×); B: The rate of spore germination of P. 
expansum, the different letter means significant difference (P<0.05). 

2.1.3  Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液对 P. 
expansum 生物量的影响 

Pseudomonas sp. YL11 无 菌 发 酵 液 对 P. 

expansum 菌体生物量的积累有一定的抑制作用(图

3)，其中无菌水处理的菌丝体干重为 7.8 mg/mL，

体积分数为 80%和 90%无菌发酵液处理时，菌丝干

重分别为 7.7 mg/mL 和 6.5 mg/mL，与对照组相比

无显著性差异，而体积分数为 100%无菌发酵液处

理时，菌丝体干重为 4.7 mg/mL，抑制率达到

39.74%，与对照组相比差异显著(P<0.05)。 

2.1.4  Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液对苹果损

伤接种病斑直径的影响 

80%、90%、100%不同体积分数的 Pseudomonas 

sp. YL11 无菌发酵液对苹果损伤接种病斑直径的扩

展均有抑制作用，且随着浓度的增加，抑制作用越

明显(图 4A)。在损伤接种 3 d 后，100%体积分数的

无菌发酵液抑制苹果病斑扩展的效果最显著，与对

照(1.04 cm)相比，病斑直径仅为 0.55 cm，抑制率达

到 47.1%；5 d 和 7 d 后，不同浓度的发酵液均表现

出良好的抑制效果，其中 100%体积分数发酵液处

理后病斑直径为 1.52 cm 和 2.57 cm，病斑直径扩展

的抑制率分别为 38.2%和 38.1%；9 d 后，空白对照

苹果出现大面积腐烂，病斑直径扩展已达到 5.15 cm， 

 

 
 

图 3  Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液对 P. expansum
生物量的影响 
Figure 3  Effects of Pseudomonas sp. YL11’s cell-free 
fermentation filtrate on mycelial dry weight of P. expansum 
注：柱形图上不同的小写字母表示差异显著(P<0.05). 
Note: The different letter means significant difference (P<0.05). 
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图 4  Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液处理对苹果病斑直径的影响 
Figure 4  Effects of Pseudomonas sp. YL11 ’s cell-free fermentation filtrate on the diameters of disease spots  
注：A：不同处理在 2 h 后接种 23 °C 贮存 3、5、7、9 d 后病斑的变化；B：不同处理在 2 h 后接种 23 °C 贮存 3、5、7、9 d 后病斑

直径的变化，柱形图上不同的小写字母表示差异显著(P<0.05). 
Note: A: Decay lesion of apples after 3, 5, 7, 9 d at 23 °C and 2 h inoculation; B: The diameter of decay lesion of apples after 3, 5, 7, 9 d at 
23 °C and 2 h inoculation, the different letter means significant difference (P<0.05). 

 
而 100%体积分数发酵液处理的苹果病斑直径为

3.78 cm，抑制率为 26.6%，表现出较好的抑制效果

(图 4B)。表明主要是 Pseudomonas sp. YL11 无菌发

酵液能有效抑制 P. expansum 的生长，进而更好地

抑制了病斑扩展。 

2.2  Pseudomonas sp. YL11 对 P. expansum 膜通

透性的影响 

2.2.1  Pseudomonas sp. YL11发酵液对P. expansum
电导率的影响 

细胞膜是 P. expansum 的保护屏障，当遇到抑

菌剂发生作用时，P. expansum 细胞膜会遭到破坏，

保护屏障被打破，使其内部电解质外泄至培养液

中，导致培养液的电导率升高，因此菌液电导率的

变化反映了 P. expansum 细胞膜通透性的变化情况。

由图 5 可知，对照组电导率值基本保持不变，而不

同浓度的无菌发酵液处理的菌悬液的电导率值均

高于对照，随着作用时间的延长而逐渐增大，其中

100%发酵液处理菌悬液的电导率增大趋势更为明

显。电导率在 12 h 后呈下降趋势，有可能是受细胞

自身活动的影响，发酵液中活性成分与细胞膜表面

发生了静电结合，导致带电离子减少，使菌悬液的

电导率降低。因此推断 Pseudomonas sp. YL11 发酵

液破坏了细胞膜的完整性，使细胞膜离子通透性增

加，胞内电解质外泄，导致电导率升高。 

 
 

图 5  Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液对 P. expansum
电导率的影响 
Figure 5  Effects of Pseudomonas sp. YL11’s cell-free 
fermentation filtrate on conductivity of P. expansum 

 
2.2.2  Pseudomonas sp. YL11 发酵液对 P. expansum
核酸及蛋白释放量的影响 

核酸和蛋白质是菌体自身维持生命活动所必

需的基本物质，当细胞膜结构遭到破坏时，细胞内

容物包括核酸、蛋白质会发生外泄，通过测定菌体

培养液中核酸和蛋白质浓度的变化，可以反映菌体

细胞膜结构的完整性。由图 6 可知，与空白对照相

比，处理组 OD260 和 OD280 值均增大。发酵液处理

后 P. expansum 胞内核酸和蛋白质大量渗透到细胞

外部，说明 Pseudomonas sp. YL11 发酵液破坏了细

胞膜的完整性，使得胞内物质外渗。80%和 90%的

发酵液比 100%发酵液处理 P. expansum 后菌体培养
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液的 OD260 和 OD280 值偏低，表明释放到胞外的核

酸和蛋白质量相对较少，80%和 90%的发酵液对细

胞膜的破坏程度比 100%发酵液的破坏程度要低。

其中 3 h 时胞外核酸浓度和蛋白质浓度均达到最

大，表明此时对细胞膜的完整性破坏达到最大。 

2.2.3  Pseudomonas sp. YL11发酵液对P. expansum 

AKP 含量的影响 

碱性磷酸酶(AKP)是存在于细胞壁与细胞膜之

间的一种酶，正常情况下该酶不能透过细胞壁或细

胞膜渗透到细胞外。但当细胞壁或细胞膜遭到一定

程度的破坏后，透性增加，AKP 会大量渗透到胞外，

因此通过检测细胞外 AKP 含量的变化可以反映菌

体细胞受破坏的情况。由图 7 可知，Pseudomonas sp. 
 

 
图 6  Pseudomonas sp. YL11发酵液对P. expansum核酸

和蛋白释放量的影响 
Figure 6  Effects of Pseudomonas sp. YL11’s cell-free 
fermentation filtrate on nucleic acid and protein release of 
P. expansum 
注：A：无菌发酵液对 P. expansum 核酸释放量的影响；B：无

菌发酵液对 P. expansum 蛋白释放量的影响. 
Note: A: Effects of cell-free fermentation filtrate on nucleic acid 
release of P. expansum; B: Effects of cell-free fermentation filtrate 
on protein release of P. expansum. 

 
图 7  Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液处理对 P. 
expansum AKP 含量的变化 
Figure 7  Effects of Pseudomonas sp. YL11’s cell-free 
fermentation filtrate on the AKP content of P. expansum  
 

YL11 发酵液处理菌悬液中的 AKP 含量明显高于对

照，随着发酵液浓度增大，处理后细胞外 AKP 含

量也相应增加，而对照组 AKP 含量基本没有变化，

表明 Pseudomonas sp. YL11 发酵液对 P. expansum

细胞壁有一定破坏作用，造成细胞壁结构通透性增

大，胞外 AKP 含量增加，且高浓度的发酵液对细

胞壁的破坏性更强。 

2.3  Pseudomonas sp. YL11 对 P. expansum 能量

代谢的影响 

2.3.1  Pseudomonas sp. YL11发酵液对P. expansum 
SDH 酶活性的影响 

琥珀酸脱氢酶(SDH)是 TCA 循环中唯一一个

整合于膜上的多亚基酶，在真核生物中结合于线粒

体内膜，在原核生物中整合于细胞膜上，其是连接

氧化磷酸化与电子传递的枢纽之一，可为真核细胞

线粒体和多种原核细胞需氧和产能的呼吸链提供

电子，为线粒体的一种标志酶。由图 8 可知，

Pseudomonas sp. YL11 发酵液作用于 P. expansum

后，其 SDH 活性均会逐渐下降，明显低于对照组，

6 h 下降到最低点，随后呈上升趋势，12 h 活性达

到最大，有可能与细胞自身修复作用有关。12 h 后

活性持续降低，表明活性物质影响了 SDH 活性，

且随着发酵液浓度升高作用越强，SDH 酶活性降

低，从而导致 TCA 循环受阻，影响菌体正常的能

量代谢，最终导致菌体细胞生长受阻。 
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图 8  Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液处理对 P. 

expansum SDH 活性的影响 
Figure 8  Effects of Pseudomonas sp. YL11’s cell-free 
fermentation filtrate on the activity of SDH of P. expansum 

 

2.3.2  Pseudomonas sp. YL11发酵液对P. expansum
总 ATP 酶活性的影响 

ATPase 是一类能将三磷酸腺苷(ATP)催化水解

为二磷酸腺苷(ADP)和磷酸根离子的酶，ATP 酶的

活性与 P. expansum 的能量代谢关系密切，因此本

试验测定了不同浓度的 Pseudomonas sp. YL11 发酵

液对 P. expansum 的 ATP 酶活性的影响。由图 9 可

知，在 42 h 内，处理组 ATPase 总体大致呈现先下

降再上升再下降的趋势，推测微生物菌体在外加不

利的环境下积极做出反应，通过信号传输导致自身

保护酶系统的改变来抵御外界不利环境的影响，进

而维持细胞活动。与对照组相比，3 种处理后菌体

中 ATP 酶活性显著降低，且在 6 h 时，100%无菌发

酵液处理对 ATPase 影响最大，酶活约为对照组的 
 

 
图 9  Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液对 P. expansum
总 ATP 酶活性的影响 
Figure 9  Effects of Pseudomonas sp. YL11’s cell-free 
fermentation filtrate on the activity of ATPase of P. expansum 

48.6%。12 h 后各处理组菌体 ATPase 活性有一定恢

复，其中 80%和 90%无菌发酵液处理组最为明显，

在 24 h 达到最大值。24 h 后由于受到活性成分的作

用 ATPase 活性持续下降。总体来说 100%发酵液处

理时 P. expansum 中的 ATP 酶活性最低，从而说明

100%的发酵液对 P. expansum 内的 ATP 酶活性有较

好的抑制效果。 

2.3.3  Pseudomonas sp. YL11发酵液对P. expansum 
ATP 含量的影响 

ATP 与物质和能量代谢、能量的释放、贮存和

利用都有关。用不同浓度 Pseudomonas sp. YL11 发

酵液处理 P. expansum，检测菌体中 ATP 含量，从

而可以分析 Pseudomonas sp. YL11 发酵液对 P. 

expansum 能量代谢的直接影响。由图 10 可知，在

起始的 6 h 内 3 种处理均使菌体中 ATP 的含量剧烈

下降。分析原因，有可能是 P. expansum 菌液进入

新培养基中后迅速生长繁殖，导致 ATP 被大量消

耗。然而在 6−12 h，菌体中 ATP 含量呈现增长趋势，

其中以 CK 的增长幅度最大；同时图 10 中数据还表

明，随着 Pseudomonas sp. YL11 发酵液浓度的增加，

ATP 含 量 恢 复 依 次 放 缓 ， 说 明 在 该 阶 段

Pseudomonas sp. YL11 发酵液影响 ATP 的合成，且

体积分数为 100%发酵液处理影响最显著。24 h 以

后，各处理的菌体 ATP 含量变化相对平缓且呈逐渐

下降趋势。表明不同浓度的发酵液通过降低 ATP 含

量来影响 P. expansum 的能量代谢。 
 

 
图 10  Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液处理对 P. 

expansum ATP 含量的影响 
Figure 10  Effects of Pseudomonas sp. YL11’s cell-free 
fermentation filtrate on the content of ATP in P. expansum 
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3  讨论与结论 

扩展青霉可导致多种水果腐败变质，苹果青霉

病是苹果的一种重要果实病害，给苹果的生产和贮

存带来很大的经济损失。以拮抗微生物为基础的生

物防治，已经成为人们赖以减小化学农药残留危害

的重要手段。近年来用于防治植物病害的生防菌

主要有假单胞菌、芽胞杆菌、肠杆菌、链霉菌、

微球菌等，其中假单胞菌是最具有利用价值的菌

种之一[17]。假单胞菌是植物根际最普遍的微生物类

群，具有分布广、种类多、竞争定殖能力强、抗菌

谱广等特点[18]。目前，已报道假单胞菌对纹枯病菌、

稻瘟病、鞘腐病、棉花枯萎病等多种植物病原菌具

有抑制作用[19]，而假单胞菌用于防治扩展青霉引起

的苹果青霉病的研究鲜有报道。本文以前期分离获

得的一株有拮抗作用的 Pseudomonas sp. YL11 为研

究对象[10]，系统研究拮抗菌 Pseudomonas sp. YL11

发酵液对苹果青霉病病原菌扩展青霉的抑制作用。

结果表明：Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液对扩

展青霉菌丝和孢子萌发均有强烈的抑制作用，造成

菌丝生长畸形、产孢能力降低。且随着发酵液浓度

的增大，抑菌作用逐渐增强。经 Pseudomonas sp. 

YL11 无菌发酵液处理后，对苹果损伤接种扩展青

霉病斑直径的扩展有了显著的抑制作用，在 3 d 时，

抑制作用最强，抑制率达到 47.1%，在 9 d 时，空

白对照苹果已经腐烂，无菌发酵液处理的抑制率仍

然为 26.6%，表明其对苹果青霉病的生物防治具有

潜在的应用价值。 

大量研究表明，假单胞菌的生防作用机制包括

抗生作用、嗜铁素对铁的营养竞争、生态位竞争、

诱导植物抗性和分泌胞外水解酶、产生 HCN 等抑

菌代谢产物等[18-19]。其中荧光性假单胞菌的抗病机

理主要是分泌一种或几种抗生素来抑制植物病原

菌的生长，如：吩嗪-1-羧酸、2,4-二乙酰藤黄酚、

藤黄绿脓菌素、硝吡咯菌素等[19]。本实验中无菌发

酵液具有抑菌效果，既可以抑制扩展青霉菌丝生

长，又能抑制孢子萌发，由此推断 Pseudomonas sp. 

YL11 是通过分泌某种抑菌活性物质来抑制扩展青

霉。另外不同体积分数无菌发酵液对病原菌丝孢子

的抑制实验表明，无菌发酵液浓度越大，抑制效果

越明显，进一步说明了拮抗菌对扩展青霉的抑制活

性与其产生的抑菌活性物质的量成正相关。张紊玮

等研究发现 Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液对马

铃薯干腐病致病菌硫色镰刀菌菌丝生长和孢子萌

发均有抑制作用，抑制作用随发酵液浓度增加而增

大，Pseudomonas sp. YL11 对 F. solani、T. roseum

和 A. niger 也具有一定拮抗作用[10]。结合本文拮抗

性实验，表明 Pseudomonas sp. YL11 的次级代谢产

物可能产生其中的某几种抗生素而抑制植物病原

菌的生长，从而起到拮抗多种植物病害的作用。 

细胞膜的完整性是菌体正常生长代谢的一个

主要影响因素。核酸、蛋白质等大分子物质贯穿于

整个细胞膜和细胞质中，是维持生命活动最重要的

物质。本实验中扩展青霉经 Pseudomonas sp. YL11

无菌发酵液处理后，导致细胞外电导率、核酸和蛋

白质含量、AKP 含量均增大，表明扩展青霉细胞壁

和细胞膜的完整性遭到破坏，渗透性增大，引起胞

内核酸、蛋白质外泄，从而影响菌体正常生长。上

述 结 果 与 马 利 平 等 研 究 报 道 的 枯 草 芽 孢 杆 菌

B96-II 会增加细胞膜的通透性，造成蛋白质、糖

类等内容物的渗漏，导致膜受损结果一致，使细

胞膜正常有序的代谢发生紊乱，最终致使菌体生

长受阻[20]。此外，琥珀酸脱氢酶(SDH)在真核生物

中结合于线粒体内膜，是连接氧化磷酸化与电子传

递的枢纽之一，为呼吸链提供电子，是线粒体的一

种标志酶。ATP 酶是生物膜上的一种蛋白酶，在物

质运输、能量转换及信息传递方面发挥重要作用。

经 Pseudomonas sp. YL11 无菌发酵液处理后，SDH、

ATP 酶和 ATP 含量进一步降低，表明进而影响到能

量代谢，最终导致菌体死亡。这与黄现青等[21]研究

报道的枯草芽孢杆菌 fmbJ 代谢产物会降低点青霉

SDH 活性，以及李冲伟等[22]发现木霉发酵产物严重

影响 ATPase 酶活结果相一致，都是通过影响能量

代谢及生物合成从而抑制了菌体的生长。课题组在

后期还将研究 Pseudomonas sp. YL11 抗菌活性物质
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的分离纯化与鉴定及安全性评价，同时还将研究

Pseudomonas sp. YL11 对梨等其他水果青霉病的防

控效果，进而实行田间应用，以期开发一种高效杀

菌、环境友好型的微生物菌剂。 
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