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摘要! 葡萄座腔菌
6"4$5"37*&+$-& 8"4*-8+&

引起的山核桃
9&$5& :&4*&5+%3-3

干腐病是导致山核桃树发病甚至死亡的主

要病害之一! 对山核桃产业带来了严重威胁% 通过平板对峙法成功筛选出
.

株对病原菌有明显抑制效果的解淀粉

芽孢杆菌植物亚种
6&:-''#3 &;5'"'-<#+(&:-+%3 2892:4 7'&%4&$#;

"菌种保藏号$

;<=;; ..%>5

&% 试图通过扫描电镜探究

该菌株对山核桃干腐病菌的抑制机制% 对峙培养
>

!

%

和
" (

后! 比较菌丝和孢子形态! 发现病原菌菌丝出现萎缩

干瘪现象! 培养时间越长! 菌丝萎缩干瘪程度越大' 对峙培养
> (

时病原菌孢子正常! 而到第
%

天时部分病原菌孢

子表现出凹陷( 萎缩现象! 第
"

天异常孢子数量增加% 用
;<=;; ..%>5

发酵上清液与水分别按
=

)上清液&

$=

"水&

%

. $ 6

!

? $ /

!

7 $ 7

的比例配制成的马铃薯葡萄糖琼脂"

@AB

&混合培养基培养病原菌! 结果发现病原菌菌丝抑制率分

别为
"7-/.C

!

//4/>C

和
6>4$,C

! 说明灭菌发酵上清液对病原菌有抑制作用% 电镜观察发现! 病原菌菌丝在含有灭

菌发酵上清液的
@AB

混合培养基上出现萎缩干瘪现象% 通过扫描电镜观察! 推测
;<=;; ..%>,

菌株及其代谢物对

病原菌的抑制作用主是通过破坏菌丝和孢子细胞壁和细胞膜! 使细胞内原生质泄露! 从而导致菌丝和孢子萎缩!

最终杀死病原菌细胞% 图
$
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芽孢杆菌
8)0+335&

因能产生耐热% 耐旱% 抗紫外线和有机溶剂的芽孢 #

?

$

& 具有在不同环境下存活%

定殖与繁殖等方面的优势#

#

$

& 对植物病菌的作用机制多样#

#"!

$

& 使得芽孢杆菌成为一种理想的生防菌' 芽

孢杆菌的作用机制主要包括竞争作用% 拮抗作用和诱导植物抗性#

#"!

$等方面& 其中拮抗作用是指生防菌

株产生次生代谢产物抑制有害病原菌的生长% 发展或直接杀灭病原菌& 或是通过次生代谢产物改变自身

周围的微环境& 使之不利于病原微生物的生长繁殖#

"

$

( 芽孢杆菌产生的拮抗物质主要有抗生素% 细菌

素% 细胞壁降解酶类和其他抗菌蛋白及挥发性抗菌物质#

!

$

( 脂肽类抗生素是一大类重要的拮抗物质#

H

$

&

其理化性质稳定& 对高温% 酸和弱碱具有一定的耐受#

@

$

& 已成为芽孢杆菌拮抗物质领域的研究重点( 研

究发现& 解淀粉芽孢杆菌植物亚种
!"#$%"&'-)*$+) )2%3"3+45*6)0+*1& /04/19 '3)1#)$51 IJK"#

能够产生
/0)!

(-6,$+; (&+586$+

等脂肽类物质抑制立枯丝核菌#

L

$

& 解淀粉芽孢杆菌
FMK?@

菌株产生的
(&+586$+

和
$,0)$+

对球孢白僵菌分生孢子的发芽和菌丝生长具有显著的抑制作用#

N

$

( 借助扫描电子显微镜探究脂肽类抗生

素对植物病原菌的抑菌机制表明& 脂肽类抗生素导致真菌菌丝及孢子畸形& 细胞膜破裂& 从而使细胞代

谢无法正常进行& 最终导致细胞的死亡#

O"??

$

( 山核桃
9)$%) 0)#-)%*1&+&

是投入产出效益很高的经济树种

之一#

?#

$

( 由于纯林化及片面追求产量的经营措施& 导致山核桃林病虫害日趋严重#

?!

$

& 其中危害最大的是

山核桃干腐病( 山核桃干腐病又称山核桃溃疡病% 墨汁病& 病原菌为葡萄座腔菌
!"#$%"&'-)*$+) ,"#-!

+,*)

(

#AAO

年以来& 浙江省与安徽省将近
OAP

的山核桃林感染山核桃干腐病& 且病情继续加重(

#A?H

年仅临安市枯死的山核桃树累计达
!9L

万株& 损失
? AAA

万元之多( 迄今为止对山核桃干腐病缺乏有效

的防治方法& 虽然某些化学农药有一定的效果& 但化学农药的长期大量使用& 产生了环境污染% 病虫抗

药性及农药残留等令人担忧的问题( 因此& 从生物防治角度来控制山核桃干腐病病情将是有效的途径(

本研究应用实验室前期分离得到的微生物资源& 通过平板对峙法筛选出
?

株对病原菌有明显抑制效果的

解淀粉芽孢杆菌& 经鉴定为解淀粉芽孢杆菌植物亚种!菌种保藏号)

<=><< ??@"A

"( 为初步了解
<=>!

<< ??@"A

产生的拮抗物质对山核桃干腐病病原菌的抑菌机制& 推测拮抗物质中是否含有耐高温的脂肽

类抗生素& 本研究利用扫描电子显微镜观察
<=><< ??@"A

菌体及其灭菌发酵上清液对山核桃干腐病病

原菌菌丝生长及形态的影响& 为山核桃干腐病生防菌的开发利用提供初步理论基础(

?

材料与方法

*+*

供试菌种

山核桃干腐病病原菌& 解淀粉芽孢杆菌植物亚种!菌种保藏号为
<=><< ??@"A

"(

*+, -./-- **012

菌体对病原菌的抑制作用

平板对峙法共同培养病原菌与
<=><< ??@"A

( 在马铃薯葡萄糖琼脂培养基!

QRS

"平板中央接种病

原菌圆饼& 在距平板中心
?A **

的两侧接
<=><< ??@"A

圆饼&

!

个圆饼保持在一条水平线上&

#N #

培

养( 从抑菌带一侧的病原菌菌落边缘切正方形小块制备扫描电镜样品& 观察对峙培养
"

&

@

&

L '

后病原

真菌的形态变化& 以单独培养的病原菌作为对照(

*+3 -./-- **014

灭菌发酵上清液对病原菌的抑制作用

?9!9?

制备含
<=><< ??@"A

灭菌发酵上清液的
QRS

混合培养基 选取
<=><< ??@"A

菌的单菌落& 接

种于
?AA *T QRS

液体培养基中& 在
!L #

& 摇瓶转速为
?NA )

*

*$+

"? 条件下培养
?" 3

& 得到
<=><<

??@"A

菌株种子液(

<=><< ??@"A

种子液按接种量为
!P

!体积分数"分别接种于
HAA *T QRS

液体培养

基中& 在
!L #

&

?NA )

*

*$+

"? 条件下培养
"N 3

& 即得到
<=><< ??@"A

菌株发酵液( 将
<=><< ??@"A

菌

株发酵液
! AAA )

*

*$+

"?离心
?H *$+

后& 去除菌体& 得到
<=><< ??@"A

灭菌上清液( 将
<=><< ??@"A

程 敏等) 解淀粉芽孢杆菌植物亚种
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对山核桃干腐病菌的抑制机制
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发酵上清液与水分别按
!

!上清液"

!!

!水"

'# ! (

!处理
#

"#

! ! )

!处理
!

"#

* ! *

!处理
+

"的比例配制成的

含有
,-.,, ##/%&

灭菌发酵上清液的
012

混合培养基$

#3+3! ,-.,, ##/%&

灭菌发酵上清液对病原菌菌丝生长的抑制作用 采用生长速率法测定菌丝抑制率$

将含有
,-.,, ##/%&

灭菌发酵上清液的
012

混合培养基# 在培养基中央分别接种直径
#& 44

的病原

菌菌饼# 重复
+

次%处理"#

$

!) #

培养
* 5

后# 十字交叉法测量病原菌菌落直径# 计算菌丝抑制率$ 抑

制率!

6

"

'

&!对照组菌落直径
7

处理组菌落直径"

8

对照组菌落直径'

$#&&6

$

#3+3+ ,-.,, ##/%&

灭菌发酵上清液对病原菌菌丝形态结构的影响 在含有
,-.,, ##/%&

灭菌发酵上

清液的
012

混合培养基中央接种直径
#& 44

的病原菌菌饼#

!) %

培养$ 重复
+

次%处理"#

$ 从病原菌菌

落边缘切正方体小块制备扫描电镜样品# 观察培养
+ 5

后病原真菌菌丝的形态变化# 以在不含
,-.,,

##/%&

灭菌发酵上清液的
012

纯培养基上生长的病原菌作为对照$

#3+3%

扫描电镜样品制备 将切取的菌落边缘正方体小块# 浸没于体积分数为
!3*6

的戊二醛#

% %

下静

置过夜$

&3# 49:

%

;

"< 磷酸缓冲盐溶液!

0=>

"浸洗样品
<* 4?@

# 重复
+

次$ 随后# 将样品依次浸没于梯度

体积分数为
+&6

#

*&6

#

$&6

#

)&6

#

(&6

#

(*6

的乙醇中
<* 4?@

# 再用体积分数为
<&&6

的乙醇洗脱
!

次#

!& 4?@

%次"<

$ 用
!

!乙醇"

!!

!醋酸异戊酯"

&< ' <

混合液处理样品
+& 4?@

# 再用体积分数为
<&&6

醋

酸异戊酯处理样品
! A

$ 样品自然风干后镀金# 使用扫描电镜观察$

!

结果

!"# $%&$$ ''()*

菌体对病原菌的抑制作用

平板对峙培养时病原菌与
,-.,, <</%&

形成抑菌带# 说明
,-.,, <</%&

抑制病原菌菌丝的生长$

用扫描电镜观察病原菌单独培养!对照组"以及病原菌与
,-.,, <</%&

对峙培养
%

#

/

#

$ 5

时病原菌丝

形态发现# 对照组培养
%

#

/

#

$ 5

的病原菌菌丝均通体完整饱满# 粗细均匀# 图
<2

为对照组培养
% 5

时的扫描电镜图( 对峙培养的病原菌菌落边缘菌丝明显异常# 培养第
%

天时有部分菌丝出现萎缩干瘪现

象!图
<=

"# 第
/

天则绝大多数菌丝出现缩干瘪现象!图
<,

"# 到培养第
$

天菌丝全部萎缩干瘪!图
<1

"#

说明后期干瘪程度比前期严重$ 对照组的孢子形态饱满!图
!2

"# 而对峙培养第
%

天时病原菌孢子正常

!图
!=

"# 而到第
/

天时部分病原菌孢子表现出凹陷) 萎缩现象!图
!,

"# 第
$

天异常孢子数量增加花板

!图
!1

"$ 畸形孢子的数量随之培养时间的延长而增多$

图
<

扫描电镜下
,-.,, <</%&

菌体对山核桃干腐病菌丝形态的影响
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灭菌发酵上清液对病原菌的抑制作用

!3!3# ,-.,, ##/%&

灭菌发酵上清液对病原菌菌丝生长的抑制效果 测量含有不同比例
,-.,, ##/%&

灭菌发酵上清液的
012

混合培养基上生长
* 5

后的病原菌菌落直径# 计算出菌丝抑制率如表
#

$ 结果表

明*

,-.,, ##/%&

灭菌发酵上清液对山核桃干腐病病原菌菌丝生长均具有较强的抑制作用# 含灭菌发

酵上清液与水的比例分别为
!

!上清液"

!!

!水"

'# ! (

#

! ! )

#

* ! *

的
012

混合培养基上生长的病原菌菌

丝抑制率分别为
$*3)#6

#

))3)%6

和
(%3+&6

# 说明抑制效果在实验范围内随着发酵液含量的增加而增强$

!3!3!

含有
,-.,, ##/%&

灭菌发酵上清液培养基上的病原菌菌丝形态结构 分别切取不含
,-.,,

+!)
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表
! "#$"" !!%&'

灭菌发酵上清液对山核桃干腐病菌丝抑制率

$%&'( ) *+,-%' ./-.&.012+ 2%0.1 13 45644 ))7"8 90(2.'.:(; 9<,(2/%0%/0 '.=<12 %>%./90 !" #$%&'#()

*

!发酵上清液"

!*

!水" 对照组菌落直径
?@@

处理组菌落直径
?@@

抑制率
?A

)!B C7D8 " 8E) #8EC " #E! % FGEC)

#!C C7E8 " 8E) BE7 " )E" & CCEC"

G!G C7E8 " 8E) "EB " 8E) H B"E!8

说明# 不同字母表示不同处理之间病原菌菌落直径在
GA

水平上差异显著$ 即
+＜8E8G

%

图
#

扫描电镜下
45644 ))7"8

菌体对山核桃干腐病孢子形态的影响

I.><2( # J33(H0 13 45644 ))7"8 H(''9 1/ 9,12(9 13 !$%,-$./&)(,') #$%&'#() </;(2 9H%//./> ('(H021/ @.H219H1,(

图
!

扫描电镜下
45644 ))7"8

灭菌发酵上清

液对山核桃干腐病菌丝形态的影响

I.><2( ! J33(H0 13 90(2.'.:(; 9<,(2/%0%/0 '.=<12 321@ 45644

))7"8 1/ -+,-% 13 !" #$%&'#() </;(2 9H%//./>

('(H021/ @.H219H1,(

程 敏等# 解淀粉芽孢杆菌植物亚种
45644 ))7"8

对山核桃干腐病菌的抑制机制

))7"8

灭菌发酵上清液的
KLM

纯培养基!对照组"和

含有
45644 ))7"8

灭菌发酵上清液
KLM

混合培养

基!处理组"上生长
! ;

后的病原菌边缘菌落$ 制成扫

描电镜样品$ 观察菌丝形态变化% 结果发现# 对照

组病原菌丝菌丝整体圆润光滑$ 粗细均匀!图
!M

"$

处理组病原菌菌丝出现萎缩干瘪现象!图
! N

"$ 观察

结果与
#E)

相同$ 说明耐高温的
45644 ))7"8

的代

谢产物对病原菌起抑制作用%

!

讨论

本研究通过扫描电镜观察$ 结合其他研究者对

芽孢杆菌抑真菌的机制成果推测$ 得出结论#

456#

44 ))7"8

菌株及其代谢物对病原菌的抑制作用主是

通过破坏菌丝和孢子细胞壁和细胞膜$ 使细胞内原

生质的泄露$ 从而导致菌丝和孢子萎缩$ 最终杀死

病原菌细胞%

非核糖体合成的脂肽类抗生素是芽孢杆菌产生的拮抗物质中重要的一类% 常见的三大家族脂肽类物

质
9<23%H0./9

$

.0<2./9

和
3(/>+H./9

在防治植物病害中最早开始研究&

)"$)7

'

% 因脂肽类稳定的理化性质及广泛

的抗菌活性使其成为生防菌剂的研究热点% 脂肽类的抗菌机制研究主要集中在作用于细胞膜$ 引起细胞

膜的破裂和细胞质的泄露&

)F$)B

'

% 陶阳等&

)8

'采用显微技术观察发现
#

种抗菌脂肽
9<23H0./

和
3(/>+H./

能够导

致桃软腐病菌菌丝体变形$ 细胞壁和细胞膜的破裂$ 原生质的泄露$ 细胞器( 细胞核出现异常$ 使细胞

代谢无法正常进行$ 最终导致细胞的死亡% 胡陈云等&

))

'通过扫描电镜观察发现$ 被抗菌脂肽抑制的人参

病原菌菌丝出现明显萎缩( 皱缩现象% 有研究表明# 脂肽抗生素理化性质稳定$ 如较好的热稳定性$

)#) %

高温处理仍有较高的活性&

#8

'

% 本研究用含有
45644 ))7"8

灭菌发酵上清液的
KLM

混合培养基培

养病原菌$ 发现病原菌菌丝生长受到抑制$ 说明
45644 ))7"8

发酵液中含有耐高温的抑菌物质% 然后

利用扫描电镜观察与
45644 ))7"8

菌株对峙培养以及在含有
45644 ))7"8

灭菌发酵上清液的培养基

上生长的病原菌菌丝形态结构$ 发现病原菌菌丝形态均发生异常$ 主要表现为菌丝萎缩( 干瘪( 形成褶

!#B
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年
%

月
!&
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皱! 但没有观察到菌丝体的外壁溶解现象" 对峙培养
' (

时观察病原菌孢子出现凹陷# 萎缩现象! 畸形

孢子的数量随着培养时间的延长而增多$ 由此说明%

)*+)) ,,'%"

通过代谢产物破坏细胞壁和细胞膜!

使细胞内原生质的泄露! 从而导致菌丝和孢子萎缩! 与报道的有关脂肽抗生素的作用机制相一致$ 后续

采用酸沉淀法提取脂肽类物质! 经
-./)

!

/)!+0

技术分析鉴定得出!

)*+)) ,,'%&

菌株能够产生
123!

4567891

!

8723891

和
4:9;<6891

三大类脂肽类物质$

!",=

年
=

月进行初步林间试验! 将脂肽粗提物与愈合剂

混合后涂在山核桃干腐病斑处!

!",'

年
=

月观察发现! 伤口愈合! 不再有黑色液体流出! 表明
)*+))

,,'%"

产生的脂肽类物质对山核桃干腐有较好的抑制作用$ 因此! 可以将
)*+)) ,,'%"

菌株产生的脂

肽类抗生素制成生物农药防治山核桃干腐病$

%
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