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研究报告 

库尔勒香梨黑头病拮抗菌的筛选和鉴定 

穆香轶  张璇  胡有贞*  关波*  陈国刚 
石河子大学食品学院  新疆 石河子  832000 

摘  要：【背景】库尔勒香梨黑头病是近年来发现的一种由芸薹生链格孢菌(Alternaria brassicicola) 

XL2 引起的采后病症，由于其高侵染率和高腐烂率造成了极大的经济损失，目前已成为库尔勒香梨

采后储运的主要防治病症之一。【目的】发掘高效的库尔勒香梨黑头病拮抗菌，探索拮抗菌株的抑菌

作用，为其生物防治提供潜在资源菌。【方法】从采后健康果蔬表面分离不同微生物，采用平板对峙

法，以 A. brassicicola XL2 为靶标菌筛选具有拮抗作用的菌株，结合形态学观察、生理生化检测和

16S rRNA 基因序列分析鉴定拮抗菌株分类地位；检测拮抗菌无菌滤液对 A. brassicicola XL2 的抑制

效应，显微观察拮抗菌对 A. brassicicola XL2 菌丝生长的影响；验证拮抗菌发酵液在库尔勒香梨果

实上的抑菌活性。【结果】从新疆油桃表面分离获得 90 株菌，其中菌株 Y2 对 A. brassicicola XL2 有

较强拮抗作用，经鉴定其为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。菌株 Y2 的无菌滤液对 A. brassicicola XL2

菌落生长具有明显抑制作用，2%的无菌滤液抑菌率达到 70.96%；Y2 无菌滤液造成 A. brassicicola 

XL2 菌丝扭曲变形、分枝增加、尖端出现致密结构等异常现象；Y2 发酵液和无菌滤液明显抑制 A. 

brassicicola XL2 的孢子萌发；Y2 发酵液在库尔勒香梨果实上具有较高抑菌活性，对库尔勒香梨病

斑直径抑制率达到 37.66%，深度抑制率达到 42.74%。【结论】枯草芽孢杆菌(B. subtilis) Y2 能有效

抑制 A. brassicicola XL2 的生长，对库尔勒香梨黑头病具有显著的生物防治效果。 

关键词：库尔勒香梨黑头病，芸薹生链格孢菌，枯草芽孢杆菌，生物防治 

Screening and identification of an antagonistic bacterium against 
blackhead disease of Korla fragrant pear 
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Abstract: [Background] Blackhead of Korla fragrant pear is a kind of fungal disease caused by Alternaria 
brassicicola XL2 reported in recent years, which led to huge economic losses. Due to high fruit decay rate, 
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it has become one of the most important postharvest diseases for Korla fragrant pear. [Objective] This 
study aims to isolate and identify effective antifungal strains to control the Blackhead of Korla fragrant 
pear, and preliminary dissect the possible antifungal mechanism, thus providing potential biocontrol 
bacteria candidates. [Methods] Bacterial strains were isolated from the surface of different healthy fruits 
harvested in Xinjiang. Antagonistic bacteria were screened by plate confrontation method with pathogen 
A. brassicicola XL2. The identification of the antifungal bacterial strain was based on morphological, 
physiological, and biochemical characteristics as well as 16S rRNA gene sequence analysis. The 
inhibitory effect of bacterial cell-free filtrate on the colony extension of the pathogen was determined, 
and the influence of bacterial cell-free fermentation filtrate on the mycelial growth condition of the 
pathogen was examined microscopically. The inhibitory effect of bacterial cultures on the pathogen 
growth in Korla fragrant pear fruits was further evaluated. [Results] Among the isolated ninety bacterial 
strains, strain Y2 isolated from the surface of nectarines, which was identified as Bacillus subtilis Y2, 
had strong anatagonism capability against the pathogen A. brassicicola XL2. Cell-free fermentation 
filtrate of Y2 strain significantly inhibited the colony extension of A. brassicicola XL2. The inhibitory 
rate of 2% cell-free filtrate against A. brassicicola XL2 was 70.96%. Cell-free filtrate of Y2 strain also 
severely disrupted the mycelial growth of the pathogen, which showed distortion, increased branch of 
the hyphae and dense structure at the tip of the hyphae. In addition, both the fermentation broth and 
cell-free filtrate of Y2 strain significantly inhibited spore germination of the pathogen. The fermentation 
broth of Y2 strain also showed good inhibitory effect against the pathogen lesion inoculated on Korla 
fragrant pear fruits, the inhibition rate calculated with lesion diameter and lesion depth were 37.66% and 
42.74%, respectively. [Conclusion] Bacillus subtilis Y2 showed a good antifungal capability against A. 
brassicicola XL2, which is a novel potential biological control strain for the blackhead disease of Korla 
fragrant pear. 

Keywords: Blackhead disease of Korla fragrant pear, Alternaria brassicicola, Bacillus subtilis, Biological 
control 

库尔勒香梨(Korla fragrant pear)为新疆特色的

传统优势梨品种，是我国超市占有率高、国产梨中

销售价格较高的梨品种，也是我国主要的出口梨品

种之一[1]。但由于其主产区新疆地处内陆腹地，85%

的库尔勒香梨采收后入库储藏，造成果实品质下 

降[2]，且易发多种病害如炭疽病、轮纹病、黑心病、

锈斑病、黑头病等。其中黑头病是近年来新发现的

一种库尔勒香梨采后病症，也有研究学者称其为顶

腐病。本课题组前期从感病梨果上分离、并通过科

氏 法 则 验 证 了 芸 薹 生 链 格 孢 菌 (Alternaria 

brassicicola) XL2 为黑头病的主要致病真菌。病原

菌通过自然孔口侵入香梨果实，造成果肉呈现黑色

蜂窝霉层状，且随着贮藏时间的延长，褐色霉层不

断向果心延伸，并有黏稠黑汁物质流出[3]。据调查

库尔勒香梨果实黑头病最高侵染率可达 20%，给香

梨采后贮藏造成很大损失，是香梨产业化亟待解决

的问题[4]。 

目前对库尔勒香梨采后保鲜以控制储运条件

为主，包括化学保鲜法(如 1-MCP 熏蒸[5]、壳聚糖

涂膜[6])、物理保鲜法(如气调[7]、低温等)，对维持

库尔勒香梨的品质有一定作用。然而，这些保鲜方

法对于库尔勒香梨采后致病菌的防治效果非常有

限，特别是由于安全性等原因，使用范围受到极大

限制。因此，将生物防治方法应用在库尔勒香梨黑

头病中，不仅环保健康，而且经济效益可观。生物

防治主要是利用拮抗菌及其代谢产物防治植物病

害，筛选高效的拮抗菌株是生物防治的前提[8]。果

实表面的微生物种类极为丰富，且通过拮抗作用、

竞争作用相互制约，是优质的拮抗菌资源库。本研

究以新疆库尔勒香梨黑头病病原菌芸薹生链格孢

菌(A. brassicicola) XL2 为防治对象，从油桃表面筛

选、鉴定出一株能够有效抑制该病原菌的拮抗菌株
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Y2，通过形态学、生理生化特征及 16S rRNA 基因

序 列 分 析 鉴 定 该 菌 株 为 枯 草 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

subtilis)，并初步探索了其抑菌效果，以期为进一步

探索库尔勒香梨采后生防保鲜技术的应用和研究

提供参考依据，为微生物制剂的开发与应用提供理

论基础与支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株 

供试库尔勒香梨黑头病病原芸薹生链格孢菌

(A. brassicicola) XL2 由本课题组从保鲜冷库中储存

的感病香梨上通过科氏法则分离获得，甘油冻存于

−80 °C 冰箱。 

1.1.2  培养基  

马铃薯葡萄糖琼脂(potato dextrose agar，PDA)

培养基(g/L)：马铃薯葡萄糖水 24.0，琼脂 20.0，

pH 自然；LB 培养基(g/L)：氯化钠 10.0，胰蛋白

胨 10.0，酵母提取物 5.0，pH 7.2；1105 Pa 灭菌

30 min。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

PCR 引物由生工生物工程(上海)股份有限公司

合成；2×PCR Mix，天根生化科技(北京)有限公司；

DNA 胶回收试剂盒，北京全式金生物技术有限   

公司。 

LabCycler 48 系列 PCR 仪，华粤行仪器有限公

司；紫外可见分光光度计，北京普析通用仪器有限

责任公司；倒置显微镜，普赫光电(上海)科技有限

公司。 

1.2  拮抗菌的分离、纯化 

取表面无损的新疆产番茄、油桃和小白杏果实，

分别用无菌水于无菌条件下清洗果实表面 5 min，清

洗液按照平板稀释法涂布 LB 平板，37 °C 培养 24 h

后记录菌落直径达 3 mm 以上的细菌并筛选涂布。

将所分离细菌在 LB 培养基上划线培养，选取单菌

落接种至 LB 培养基 37 °C、200 r/min 培养过夜，

低温保存备用。 

1.3  拮抗菌的筛选 

采用平板对峙法将分离纯化获得的菌株在

PDA 培养基上进行十字划线，将活化的芸薹生链格

孢菌(A. brassicicola) XL2 用打孔器移取直径 6 mm

的菌饼置于划线空白的中央进行对峙培养，重复   

4 次。以只接 A. brassicicola XL2 的平板作为对照

(CK)，于 28 °C 倒置培养 4 d，观察抑菌情况，测量

A. brassicicola XL2 菌饼生长半径，统计生长抑菌

率，计算公式如下：  

抑菌率(%)=[CK 平均菌落半径(mm)−处理组平均

菌落半径(mm)]/CK 平均菌落半径(mm)×100，筛

选对测试菌有显著抑制作用的菌种进行第二轮  

筛选。 

打孔移取直径 6 mm 的 A. brassicicola XL2 菌饼

置于 PDA 培养基中央，在距离菌落边缘 3 cm 处上

下左右 4 个方向放置直径 5 mm 的无菌滤纸，滴加

10 μL 初筛拮抗菌悬液，28 °C 倒置培养 4 d，观察

抑菌情况，选择拮抗效果最好的一株菌作为待选拮

抗菌保存备用。 

1.4  拮抗菌的鉴定 

1.4.1  菌体形态及生理生化检测 

参照《常见细菌系统鉴定手册》观察菌株 Y2

的菌落形态，对其进行菌体革兰氏染色，测定酶活、

碳源氧化等实验[9]。 

1.4.2  拮抗菌的分子生物学鉴定 

以菌株 Y2 的 DNA 为模板，利用细菌通用引物

27F (5′-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3′) 和

1492R (5′-GGGCGGWGTGTACAAGGC-3′) 进 行

16S rRNA 基因序列的 PCR 扩增[10]。PCR 反应体系

(20 µL) ： 2×PCR Mix 10 μL ， 上 、 下 游 引 物    

(10 μmol/L)各 0.5 μL，模板 DNA (100 mg/L) 1 μL，

ddH2O 8 μL。PCR 反应条件：95 °C 5min；95 °C 

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

7 min。PCR 产物纯化后送生工生物工程(上海)股

份有限公司测序，返回测序结果后通过 GenBank

中核酸数据库进行比对，并利用软件 MEGA 6.0 构

建系统发育树进行同源性分析。 
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1.5  拮抗菌的拮抗特性分析 

拮抗菌株的发酵液和无菌滤液制备：将拮抗

菌株 Y2 的单菌落接种至 LB 液体培养基中，

37 °C、200 r/min 振荡培养 24 h 作为种子液，将

种子液按 1% (体积比)的接种量转接至 LB 液体培

养基中，37 °C、200 r/min 振荡培养 48 h 后即得

Y2 菌株的发酵液，随后将发酵液于 10 000 r/min 离

心 10 min，取上清液用 0.45 μL 无菌滤膜过滤，获

得拮抗菌株 Y2 的无菌滤液。 

1.5.1  无菌滤液的抑菌率测定 

将菌株 Y2 的无菌滤液分别按以下体积浓度：

0.5%、1%、2%与温热的 PDA 培养基混合倒平板，

不加无菌滤液的 PDA 作为对照(CK)。在混合培养

基中央放置直径 6 mm 的 A. brassicicola XL2 菌饼，

每个处理 4 个重复。28 °C 培养 5 d，观察不同体积

浓度滤液抑菌效果，测量菌落直径并计算菌丝生长

抑制率，计算公式如下： 

菌丝生长抑制率(%)=[(CK 平均菌落直径(mm)−处

理 组 平 均 菌 落 直 径 (mm)]/CK 平 均 菌 落 直      

径(mm)×100。 

1.5.2  无菌滤液对菌丝生长的影响 

将 Y2 无菌滤液与 PDA 培养基按 2%浓度混匀

倒平板，接种 A. brassicicola XL2 菌饼，以插片法

将无菌盖玻片呈 45 度角斜插入培养基，28 °C 倒置

培养 3 d，待菌丝爬上盖玻片后镜检观察。以未混

合无菌滤液的培养基作为对照。 

1.5.3  拮抗菌对 A. brassicicola XL2 孢子萌发的 

影响 

将在 PDA 培养基 28 °C 培养 7 d 的 A. 

brassicicola XL2 用无菌水冲洗，制备孢子悬浮液，

用血球计数板计数，调整孢子浓度为 106 CFU/mL，

分别按照孢子悬浮液׃无菌滤液/发酵液比例(体积

比)为 1׃1 配成混合溶液，无菌水代替无菌滤液作

为空白对照(CK)，28 °C、120 r/min 振荡培养 24 h。

每个处理重复 3 次。分别于 0、6、12、24 h 在显

微镜镜检观察，孢子萌发形成的芽管长度大于孢子

一半时视为萌发，计算孢子萌发抑制率，计算公式

如下： 

孢子萌发率=萌发孢子个数/总孢子数×100%。 

1.6  库尔勒香梨黑头病抑菌实验 

选取大小、成熟程度和健康状态一致的库尔勒

香梨，用无菌水(含有 0.5%次氯酸钠)浸泡 3 min，

无菌水洗 2 min，超净台晾干备用。接种材料分成

两组，每组果实上均用直径 6 mm 的打孔器打 4 个

5 mm 深的伤口，其中一组 4 个孔分别接种 10 μL A. 

brassicicola XL2 孢子悬浮液(106 CFU/mL)、20 μL

混合液[孢子悬浮液：Y2 发酵液  10 μL、[(体积比) 1׃1

Y2 发酵液、10 µL 无菌水；另一组 4 个孔分别接   

种 10 μL A. brassicicola XL2 孢 子 悬 浮 液       

(106 CFU/mL)、20 μL 混合液[孢子悬浮液：Y2 无菌

滤液 10 μL Y2、[(体积比) 1׃1 无菌滤液、10 μL 无菌

水。两组处理均置于干燥器中室温条件下[(20±2 °C)，

RH 65%−70%]储藏 5 d，每组处理 4 个重复，统计

病斑直径。 

1.7  数据处理与统计分析  

应用 Origin 7.5 分析处理数据并制图。采用单

因素方差分析(One-Way ANOVA)结合 t 检验分析各

组数据差异显著性。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗菌株的筛选 

从新疆产番茄、油桃和小白杏果实表面共分

离获得 90 株菌，通过平板对峙法初步筛选出显

著拮抗库尔勒香梨黑头病的菌株 20 株(表 1)，通

过统计抑菌带宽度进行第二轮筛选，挑选出具 

有最强抑制效果的 Y2 菌株(图 1)作为后续研究 

对象。 

2.2  拮抗菌株 Y2 的鉴定 

2.2.1  菌株 Y2 的形态学与生理生化鉴定 

菌株 Y2 在 LB 培养基或 PDA 培养基上生长良

好，菌落呈乳白色，干燥不透明，边缘不规则，不

光滑，表面呈皱褶状凸起(图 2A)，镜检菌体为杆状，

革兰氏染色呈阳性(图 2B)。结合生理生化鉴定结果

(表 2)将该菌初步鉴定为芽孢杆菌(Bacillus sp.)。 
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表 1  A. brassicicola XL2 拮抗菌筛选结果 
Table 1  The screen results of antagonistic strains against A. brassicicola XL2 
菌株来源 

Strain origin 

菌株编号 

Strain No. 

病原菌生长半径 

Growth radius of pathogen (mm) 

抑菌率 

Inhibition rate (%) 

油桃 Nectarines Y2 8.01±0.32 70.20 

油桃 Nectarines Y27-1 14.31±0.28 46.78 

油桃 Nectarines Y19 15.42±0.40 44.72 

油桃 Nectarines Y14-1 14.98±0.40 44.27 

油桃 Nectarines Y31 16.62±0.42 38.18 

油桃 Nectarines Y27-2 16.77±0.22 37.62 

油桃 Nectarines Y22 17.22±0.32 35.93 

油桃 Nectarines Y29-1 17.45±0.35 35.08 

油桃 Nectarines Y29-2 18.83±0.40 29.97 

小白杏 Apricot X32 20.31±0.40 27.38 

油桃 Nectarines Y13 21.12±0.40 24.44 

小白杏 Apricot X5 22.41±0.40 22.95 

小白杏 Apricot X16 22.67±0.40 21.83 

小白杏 Apricot X39 22.74±0.40 16.72 

小白杏 Apricot X8 23.46±0.36 14.18 

小白杏 Apricot X7 24.22±0.36 13.94 

圣女果 Solanum lycopersicum S24 24.96±0.36 13.22 

小白杏 Apricot X1 25.03±0.36 11.77 

小白杏 Apricot X37 25.66±0.36 11.34 

圣女果 Solanum lycopersicum S6 25.79±0.36 10.17 

 

 

 
图 1  菌株 Y2 对 A. brassicicola XL2 的拮抗作用 
Figure 1  Inhibition of strain Y2 against A. brassicicola XL2 

注：A：空白对照；B：Y2 与 A. brassicicola XL2 的平板对峙. 
Note: A: CK; B: Inhibition of strain Y2 against A. brassicicola XL2. 
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图 2  菌株 Y2 的形态 
Figure 2  Morphology of strain Y2 

注：A：菌株 Y2 的菌落形态；B：普通光学显微镜下的菌株 Y2 细胞形态(1 000×). 
Note: A: The colonial morphology of strain Y2; B: The cell morphology of strain Y2 under optical microscope (1 000×). 
 
表 2  菌株 Y2 的生理生化特性 
Table 2  Physiological and biochemical characteristic of 
strain Y2 
酶活/碳源氧化 

Enzyme activity/Carbon source oxidation 

结果 

Results 

β-半乳糖苷酶 β-galactosidase + 

精氨酸双水解酶 Arginine dihydrolase − 

赖氨酸脱羧酶 Lysine decarboxylase − 

鸟氨酶脱羧酶 Guanine decarboxylase − 

明胶酶 Gelatinase + 

柠檬酸利用 Citric acid utilization − 

H2S 产生 H2S generation − 

尿酶 Urine enzyme − 

色氨酸脱氨酶 Tryptophan deaminase + 

葡萄糖 Glucose − 

甘露醇 Mannitol W 

肌醇 Inositol − 

山梨醇 Sorbitol − 

鼠李糖 Rhamnose − 

蔗糖 Sucrose − 

密二糖 Melibiose − 

苦杏仁苷 Amygdalin + 

阿拉伯糖 Arabia sugar + 

注：+：阳性；−：阴性；W：弱阳性. 
Note: +: Positive; −: Negative; W: Weak positive. 
 

2.2.2  菌株 Y2 16S rRNA 基因的序列分析 

使用 16S rRNA 基因通用引物对菌株 Y2 的基

因组进行 PCR 扩增，获得一条 1 442 bp 的扩增条带

(图 3)。将所获序列提交至 GenBank，登录号为

MN493145，并进行 BLAST 比对，选取 30 株序列

相似性最高的菌株构建 Neighbor-Joining 系统发育

树(图 4)。结果显示菌株 Y2 与枯草芽孢杆菌沙漠亚

种(Bacillus subtilis subsp. inaquosorum)相似性最高，

达到 99.93%，结合形态学特征、生理生化特性将菌

株 Y2 鉴定为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。 

 
 

 
 
 

图 3  菌株 Y2 基于 16S rRNA 基因序列的 PCR 扩增 
Figure 3  PCR amplification of strain Y2 based on 16S 
rRNA gene sequences 
注：M：DL2000 分子量标准；1：阴性对照；2：菌株 Y2 的 PCR

扩增结果. 

Note: M: DL2000 molecular weight marker; 1: Negative control; 2: 
PCR products amplified from the strain Y2 genome. 
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图 4  菌株 Y2 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统进化树 
Figure 4  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of isolated strain Y2 

注：括号内为参与比对的序列 GenBank 登录号；分支处标注有 Bootstrap 值；标尺所示长度为 0.01 核苷酸置换率. 
Note: The GenBank accession number of aligned sequences are shown in the brackets; The bootstrap percentages are shown at the nodes 
(based on 1 000 sampling); Bar 0.01 means the nucleotide substitution rate of 0.01. 
 
 

2.3  拮抗菌株 Y2 的抑菌活性 

2.3.1  菌株Y2无菌滤液对A. brassicicola XL2的抑

菌效果 

平板对峙实验(图 1)证明，菌株 Y2 对库尔勒

香梨黑头病致病真菌 A. brassicicola XL2 具有明

显抑制活性。无菌滤液浓度梯度平板抑制实验结

果(图 5A)进一步验证了菌株 Y2 的发酵产物具有

抑菌物质，对 A. brassicicola XL2 有显著抑菌效 

果。随着培养基中添加的菌株 Y2 无菌滤液浓度

依 次 增 加 (0.5%−2% ， 体 积 比 ) ， 接 种 的 A. 

brassicicola XL2 菌饼生长逐渐缓慢。培养 5 d 后，

A. brassicicola XL2 在含有 2% Y2 无菌滤液的培

养基上菌落直径为 17.98±3.11 mm，抑菌率达到

70.96% (图 5B)。 
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图 5  不同浓度的 Y2 菌株无菌滤液对 A. brassicicola 

XL2 的拮抗效果 
Figure 5  Inhibition effect on A. brassicicola XL2 by 
different concentration of cell-free filtrate of the strain Y2 

注：A：A. brassicicola XL2 在含有不同浓度 Y2 无菌滤液的 PDA

培养基上的生长表型，照片拍于接种后 5 d；B：不同浓度 Y2 无

菌滤液的抑菌率，柱形图上的不同字母表示差异显著，P<0.05. 
Note: A: growth phenotype of A. brassicicola XL2 on different 
concentration of cell-free filtrate of the strain Y2, pictures were 
taken after 120 h of incubation; B: Inhibition rate of cell-free 
filtrate of the strain Y2 on A. brassicicola XL2 growth. The 
different letters means significant difference, P<0.05. 

2.3.2  菌株Y2无菌滤液对A. brassicicola XL2菌丝

生长的影响 

显微镜下观察添加了 Y2 无菌滤液的培养基上

生长的 A. brassicicola XL2。与对照菌落相比，添加

Y2 无菌滤液的 A. brassicicola XL2 菌落紧致不蓬

松，边缘幼嫩菌丝扎入培养基，致使菌落无法延伸

(图 6D)；菌丝生长粗细不一，扭曲变形(图 6E)；菌

丝分枝较多，尖端多见帽状致密结构(图 6F)。 

2.3.3  菌株 Y2 对 A. brassicicola XL2 孢子萌发的 

影响 

菌株 Y2 发酵液和无菌滤液对 A. brassicicola 

XL2 孢子萌发也有明显抑制作用。无菌水、Y2

发酵液和无菌滤液处理的 A. brassicicola XL2 孢

子萌发率随着时间延长均有所上升，但 Y2 发酵

液和无菌滤液处理的上升趋势明显比无菌水处理

的缓慢。不同处理下的孢子萌发率在 24 h 后差异

最显著：无菌水处理孢子萌发率为 82.7%，Y2 发

酵液和无菌滤液处理孢子萌发率仅分别为 32.1%

和 36.2% (图 7)。 

 

 
 

图 6  菌株 Y2 无菌滤液对 A. brassicicola XL2 菌丝生长的影响 
Figure 6  Effect of cell-free filtrate of the strain Y2 on the hypha of A. brassicicola XL2  
注：A、B、C：对照菌丝形态；D、E、F：添加 1% Y2 无菌滤液的菌丝形态；B 和 E 为倒置显微镜拍照(4×)；C 和 F 为光学显微镜

拍照(20×). F 图中箭头标明菌丝尖端致密结构. 

Note: A, B, C,: CK; D, E, F: The mycelial morphology of A. brassicicola XL2 treated with 1% cell-free filtrate of the strain Y2; B, E: 
Inverted microscope (4×); C, F: Optical microscopy (20×). Arrow indicates dense structure of mycelium tips. 
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图 7  菌株 Y2 对 A. brassicicola XL2 孢子萌发的影响 
Figure 7  Effect of strain Y2 on the spore germination of A. 
brassicicola XL2  

 
2.4  拮抗菌株Y2在库尔勒香梨果实上的抑菌活性 

为了进一步了解菌株 Y2 在库尔勒香梨果实上

的拮抗效果，将 Y2 发酵液和无菌滤液分别与     

A. brassicicola XL2 孢子悬浮液混合接种到库尔勒

香梨伤口，培养 5 d 后统计病斑直径。结果显示，

仅接种 A. brassicicola XL2 孢子悬浮液的伤口病斑

直径达 16.86±1.21 mm，深度为 15.23±1.47 mm；接

种 Y2 菌株发酵液与 A. brassicicola XL2 孢子悬浮液

的伤口病斑直径为 10.51±0.29 mm，与对照相比抑

制率为 37.66%；深度为 8.72±0.95 mm，与对照相

比抑制率为 42.74% (图 8A、B)；而接种 Y2 无菌滤

液与 A. brassicicola XL2 孢子悬浮液的伤口病斑直

径为 15.02±0.98 mm，深度为 13.59±1.06 mm (图 9A、

B)。另外，作为对照仅接种 Y2 菌株发酵液的伤口

也会轻微致病。 

3  讨论与结论 

生物防治是控制植物病害、减少化学农药污染

的有效途径之一。本研究首次从新疆油桃果实表面

筛选出一株能够显著抑制库尔勒香梨黑头病病原

菌 A. brassicicola XL2 的拮抗菌株 Y2。与传统的土

壤来源生防菌相比，果实表面的生防菌与采后病原

微生物的竞争中更占优势，也更易长期定殖生存[11]。

菌株 Y2 经过形态观察、生理生化特性和 16S rRNA

基因序列分析被鉴定为枯草芽孢杆菌。目前芽孢杆

菌是研究最多的生防菌候选菌，已有文献证明芽孢

杆菌属中的许多种都具有合成抗菌活性物质——

抗菌多肽的能力，而且绝大多数对人畜无害，具有

较强的抗逆性和良好的环境适应性[12]。其中枯草芽

孢杆菌由于其次级代谢产物多、对环境友好等优势

成为生防菌关注的热点之一[13]。本研究从新疆油桃

果实表面筛选获得的枯草芽孢杆菌 Y2 无菌发酵液

能显著抑制 A. brassicicola XL2 在 PDA 培养基上的 

 

 
 

图 8  菌株 Y2 发酵液在库尔勒香梨果实上的抑菌性 
Figure 8  Pathogenic inhibition of the fermented product of strain Y2 on Korla fragrant pear 

注：A：库尔勒香梨接种剖面图；B：不同接种方式的病斑直径统计. 1：CK；2：A. brassicicola XL2 孢子悬浮液；3：A. brassicicola 

XL2 孢子悬浮液+Y2 菌株发酵液；4：Y2 菌株发酵液. 照片拍于接种后 5 d；柱形图上的不同字母表示差异显著，P<0.05. 
Note: A: Cross-section view of Korla fragrant pear after inoculation; B: Radial lesion statistics of different inoculation types on Korla 
fragrant pear. 1: CK; 2: Conidial suspension of A. brassicicola; 3: Conidial suspension of A. brassicicola XL2+fermented product of strain 
Y2; 4: Fermented product of strain Y2. Pictures were taken after 5 d of incubation. The different letters means significant difference, P<0.05. 
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图 9  菌株 Y2 无菌滤液在库尔勒香梨果实上的抑菌性 
Figure 9  Pathogenic inhibition of the cell-free filtrate of strain Y2 on Korla fragrant pear 

注：A：库尔勒香梨接种剖面图；B：不同接种方式的病斑直径统计. 1：CK；2：A. brassicicola XL2 孢子悬浮液；3：A. brassicicola 

XL2 孢子悬浮液+Y2 菌株无菌滤液；4：Y2 菌株无菌滤液. 照片拍于接种后 5 d；柱形图上的不同字母表示差异显著，P<0.05. 
Note: A: Cross-section view of Korla fragrant pear after inoculation; B: Radial lesion statistics of different inoculation types on Korla 
fragrant pear. 1: CK; 2: Conidial suspension of A. brassicicola; 3: Conidial suspension of A. brassicicola XL2+cell-free filtrate of strain Y2; 
4: Cell-free filtrate of strain Y2. Pictures were taken after 5 d of incubation. The different letters means significant difference, P<0.05. 
 
 

生长，造成 A. brassicicola XL2 菌丝分枝增多，尖

端出现帽状致密结构。这与武自强[14]、葛康康等[15]

报道的枯草芽孢杆菌无菌滤液引起病原菌菌丝隔

膜增多、明显膨胀的研究结果略有不同，原因可能

是由于微生物的多样性造成不同地区枯草芽孢杆

菌的不同菌株其抗菌活性和抗菌特点均有较大差

异。因此，尽管前人已有较多枯草芽孢杆菌的相关

报道，但仍有必要对本研究筛选获得的菌株 Y2 进

行拮抗机理的深入探索。 

果实采后的生理变化及抗病特性使得生防菌

的实际应用比拮抗筛选更为复杂，本研究将菌株

Y2 的发酵液和无菌滤液分别与 A. brassicicola XL2

孢子悬浮液混合培养，两种混合液均能明显抑制 A. 

brassicicola XL2 孢子萌发。然而在库尔勒香梨果实

上进行黑头病的抑制实验结果表明，菌株 Y2 的发

酵液能显著抑制 A. brassicicola XL2 孢子悬浮液在

库尔勒香梨伤口上的致病性，病斑直径抑制率为

37.66%，深度抑制率为 42.74%；而菌株 Y2 的无菌

滤液对库尔勒香梨果实上的 A. brassicicola XL2 抑

制率远远低于 Y2 发酵液，对病原菌的致病性几乎

没有影响。造成这一结果的原因可能是：(1) 虽然

菌株 Y2 能够产生能抑制 A. brassicicola XL2 生长的

物质，但库尔勒香梨作为 A. brassicicola XL2 的亲

和性寄主，果肉中的营养更适于其萌发生长，使菌

株 Y2 无菌滤液中的抗菌物质对其生长的抑制效果

十分有限；(2) 菌株 Y2 发酵液引起果实轻微致病，

诱导了果实自身的抗病性，从而产生强烈的抑菌效

果。芽孢杆菌促进植物生长、诱导植物抗病性已有

相关的研究报道：枯草芽孢杆菌 M4 能够诱导猕猴

桃抗病相关的防御酶系活性变化以抵御病原菌的

侵染[16]；解淀粉芽孢杆菌 GR53 通过调节大白菜不

同激素的水平(如水杨酸、茉莉酸和脱落酸含量)，

增加其对丝核菌病的抗性[17]。一些研究认为芽孢杆

菌分泌的脂肽类物质能诱导植物产生抗病性，如解

淀粉芽孢杆菌的表面活性素(surfactin)增加黑麦草

对稻瘟病菌的抗性[18]，枯草芽孢杆菌 168 过量表达

表面活性素(surfactin)和泛革素(fengycin)诱导菜豆

和番茄植株的系统抗性，从而提高了对灰霉菌侵染

的抵抗能力[19]。但在本研究中，菌株 Y2 的无菌滤

液并未提高库尔勒香梨果实的抗病性，而 Y2 的发

酵液却使果实抗病性增强，说明菌株 Y2 对库尔勒

香梨果实的抗性诱导主要是通过其在果实上造成

轻微致病、而非产生的脂肽类物质诱导果实产生抗

病性。这一结果与前人的研究略有出入，一方面可
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能与菌株 Y2 产生的抑菌物质有关，另一方面整株

植物和采后果蔬的抗病系统不同，诱导抗性的激发

子可能也有差异。 

果蔬采后生物防控系统由拮抗菌、病原菌和寄

主三者在外部环境的影响下相互制约，达到动态平

衡，最终的拮抗效果往往与两两之间相互作用大相

径庭。本研究筛选获得的菌株 Y2 能产生抑制库尔

勒香梨黑头病致病菌 A. brassicicola XL2 的物质，

但在梨果表面的拮抗效果却不理想，更多通过 Y2

菌体诱导果实自身抗性提高来抵御病原菌的侵染。

因此，下一步工作应对菌株 Y2 的诱导抗性进行深

入研究，为今后开发库尔勒香梨黑头病生防菌剂提

供更多理论基础和新思路。 
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