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摘要!隐球酵母"+&,-%’)’))./<=8#>,,$菌株是从灵武长枣果实表面分离筛选得到的一种拮抗酵母菌$接种优势
致病菌黑根霉"01*2’-./<=8#后!研究拮抗菌和致病菌诱导果实自身抗真菌性能的影响$通过离体抑菌法和活体
抑菌法!以及??@%?@A和B@A酶活测定!用.C>.D和BEB软件分析数据$结果表明!隐球酵母>,,$菌株能有
效抑制长枣采后病害的发病率和病斑直径!其拮抗效果与拮抗菌的使用浓度成正比&拮抗菌能显著地提高??@和

B@A活性!降低?@A活性$研究证明隐球酵母>,,$菌株能显著抑制长枣采后病害!提高果实自身抗真菌性能$

关键词!隐球酵母>,,$菌株&!长枣&!生防效果&!诱导抗性
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!!果蔬采后由于病原菌侵染造成的损失十分严
重&目前防治侵染病害最有效的方法是低温贮藏结
合化学防腐剂的使用%但过量化学药剂的使用会引
发毒物残留量的增加和果蔬病原微生物的抗药性%
从而降低化学药剂的防病效果’$(&采摘后生物防治
成为近年来各国研究的新热点%极有可能成为取代
现有化学杀菌剂的有效方法&迄今为止%人们已经
从苹果)草莓)柑橘)油桃等多种水果上分离筛选到
几十种拮抗菌%对水果采后主要病害具有明显的拮
抗效果&
灵武长枣是宁夏具有地方特色的优良鲜果品

种%有*百果之王+的美称&长枣采后病害的防治是
贮藏保鲜技术中的关键问题&

本试验以宁夏灵武长枣为试材%分离优势致病
菌和拮抗菌隐球酵母!+&,-%’)’))./<=8"%重点研究
拮抗酵母菌离体和活体对长枣采后致病菌的抑制效

果%以及接种拮抗菌对果实自身抗真菌性能的诱导%
旨在为生物防治在贮藏保鲜中的应用提供理论

依据&

=!材料与方法

=>=!试验材料
灵武长枣采摘于宁夏灵武市农户果园%采后在

"T下贮藏备用&
供试培养基 ?AE 和 U.?A 按方中达方法

制备’!(&
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拮抗菌隐球酵母>,,$菌株分离自灵武长枣!使
用时取$环接种于U.?A培养基平板上画线后在
!#T下培养!-4"再用接种环取$环于盛有:"0D
U.?A液体培养基的三角瓶中"于!#T下振荡培养
!-4后"制备成浓度梯度为$8"V$"%#$8"V$";#$8"V
$"#9NI$0D的活菌液备用!
致病菌从自然发病的长枣上分离"优势致病菌

青霉%!($*)*""*.@<=8&#黑根霉%01*2’-./<=8&#交
链孢霉%A"%(&$#&*#<=8&和曲霉%A/-(&3*""./<=8&"
于?AE培养基上!#T活化培养;M"用含有"8":W
)P**6/!"的无菌水制成孢子含量为$8"V$"-#
$8"V$":#$8"V$"%个$0D的孢子悬浮液"备用!
=>?!试验方法
=8?8=!病原菌和拮抗菌的分离筛选

%$&组织块分离法’病果和枝叶在自然条件下放
置数日发病后"观察发病部位症状"以;:W乙醇清
洗患处"以无菌刀片切取病健交界处:00见方的
组织"于超净台转至?AE平板上"!#T恒温培养箱
中倒置培养(%!&无菌水洗法’用无菌水清洗枣果表
面"洗涤液稀释成不同倍数后"在?AE平板上于
!#T恒温倒置培养!待菌落长出后挑取前缘菌丝"
并及时纯化直至获得纯培养体!
=8?8?!病原菌鉴定与致病性测定
每种微生物选取,"个健康无病枣果"无菌水清

洗消毒后"以无菌刀片划伤进行回接"外套一塑料袋
保湿"置于!#T恒温培养箱中培养"观察出现的症
状是否与原始症状一致"若完全相同"根据柯赫氏法
则确定为致病菌!将主要微生物转入试管"-T冰
箱保存!显微镜下观察致病菌的个体形态特征"鉴
定到属!选取拮抗效果好的拮抗菌测定抑菌效果!
=8?8@!拮抗菌的生防效果测定
=8?8@8=!离体测定
采用牛津杯法),*’?AE平板中分别加入"8$0D

致病菌悬浮液"每个?AE平板中央摆放$个牛津
杯"牛津杯中加入,""D拮抗菌悬浮液!以,""D
无菌水作>X!!#T培养;M后测量抑菌圈大小!
每处理,次重复!观察拮抗菌隐球酵母>,,$菌株
对病原菌的抑制效果!
=8?8@8?!活体测定
选择无病虫害#无伤#成熟度和大小一致的枣果"

用!W的Y1>+@溶液消毒!026"经蒸馏水冲洗后风
干!在枣果伤口%,00V,00&处接种$8"V$"#9NI$
0D的拮抗菌悬浮液,""D"以无菌水为>X"!4后再
分别接种相同体积的$8"V$"-个$0D致病菌的孢子

悬浮液!将枣果放入托盘内"置于相对湿度&:W左
右"!#T的恒温恒湿培养箱!每处理,"个果",次重
复!培养;M后"测定枣果的发病率和病斑直径!
=8?8A!拮抗菌的诱导抗病机制
=8?8A8=!处理方法
接种方法同$8!8!!处理如下’

#接种,""D$V$"#9NI$0D的隐球酵母>,,$
菌悬浮液":4后接种$:"D孢子含量为$V$"-个$
0D的黑根霉%01*2’-./<=8&孢子悬浮液(

$只接种$:"D孢子含量为$V$"-个$0D的
黑根霉孢子悬浮液(

%不刺伤不接种的枣果作为>X!
每处理,"个枣果"接种后外套一塑料袋保湿"

放在!#T恒温恒湿培养箱中!每隔!-4测定果实
酶活性",次重复!
=8?8A8?!测定方法
枣果的多酚氧化酶%??@&活力测定采用邻苯二

酚法)-*"以A-!"$026变化"8"$个单位为$个酶活
力单位%Z&(过氧化物酶%?@A&活力测定采用愈创
木酚法):*"以A-;"$026变化"8"$个单位为$个酶
活力单位%Z&(超氧化物歧化酶%B@A&活力测定采
用氮蓝四唑%YG)&光化还原法)%*"以A:%"YG)光化
还原:"W抑制率作为$个酶活力单位!
=8?8B!数据处理
采用.C>.D和BEB软件统计"试验数据用

EY@[E进行邓肯氏多重比较分析!

?!结果与分析

?>=!病原菌和拮抗菌的分离筛选及鉴定
灵武长枣采后贮藏不同时期#不同温度下分离

到不同种类优势致病菌!常温%!!\$&T下贮藏
,"M’分离到青霉#黑根霉#镰刀菌#交链孢霉#腐霉#
细菌(低温%"\$&T下贮藏%"M’分离到青霉#黑根
霉#交链孢霉#曲霉(低温%"\$&T下贮藏&"M’分离
到青霉#黑根霉#交链孢霉#曲霉#腐霉#镰刀菌#细
菌#酵母菌(低温%"\$&T下贮藏$!"M’分离到青
霉#黑根霉#镰刀菌#青霉变种#交链孢霉#曲霉#腐
霉#细菌!
根据柯赫氏法则确定致病菌为黑根霉#青霉#青

霉变种#曲霉#交链孢霉#腐霉#镰刀菌和细菌(非致
病菌为酵母菌!
?>?!拮抗菌的生防效果测定
?8?8=!离体!*$=*%&’"
抑菌圈法测定拮抗酵母菌对优势致病菌的拮抗
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作用"试验结果#表$$表明%隐球酵母>,,$菌株的
拮抗效果与其使用浓度成正比%当接种致病菌孢子

浓度为$V$"-个&0D时%$V$"#9NI&0D>,,$能较
好地抑制致病菌"

表=!不同稀释度拮抗菌在C!9平板上对致病菌的抑制效果=!

拮抗菌浓度&
9NI’0D]$

致病菌孢子浓度&
个’0D]$

抑菌圈直径&00
青霉属 根霉属 交链孢霉属 曲霉属

$8"V$"% $8"V$"- $%8-9 !;8"9 !-8"M $$8"9M
$8"V$"; $8"V$"- !!8!Q ,,8#Q ,:8-Q $;8%Q
$8"V$"# $8"V$"- !:8%1 -!8!1 -$8"1 !!8:1
$8"V$"% $8"V$": $!8"M !!8-M $&8%* $!8"9
$8"V$"; $8"V$": $%8:9 !#8"9 !#8:9 $$8!9M
$8"V$"# $8"V$": !!8-Q ,"8#Q9 ,-8!Q $-8"9
$8"V$"% $8"V$"% &8%M $:8#* !"8"* #8-M
$8"V$"; $8"V$"% $!8:M $#8&* !,8-M $$8"9M
$8"V$"# $8"V$"% $;8"9 ,"8:Q9 !;8#9 $$8!9M
"#>X$ "#>X$ "* "N "N "*

!$$同列相同字母代表差异性不显著#- "̂8":$"

?8?8?!活体!*$=*=’"
长枣接种隐球酵母>,,$菌株和致病菌;M后%

结果表明>,,$菌株对-种优势致病菌具有显著的
抑制效果#图$$%其中对交链孢霉的抑制效果最好%
抑制率高达:-8"#W%对根霉的抑制率为-#8;!W%
对青霉和曲霉的抑制率不高"

图=!?DE下接种F2后长枣上拮抗菌对

致病菌的抑制效果

?>@!拮抗菌的诱导抗性机制

?8@8=!不同处理对??@活力的影响
随着接种时间的延长%??@活力呈上升趋势%

接种,M达到酶活高峰#图!$"接种$&:M拮抗菌
和病原菌处理比病原菌处理更能诱导枣果??@活
性的提高%两者酶活均高于对照%其中,M高峰时前
者高于后者,:8!W"

图?!不同处理下灵武长枣CC"活力的变化

?8@8?!不同处理对?@A活力的影响
由图,得知%接种后不同处理的?@A活性均呈

现类似的下降趋势"而不刺伤不接种的对照枣果

?@A活性则呈平稳状态"

图@!不同处理下灵武长枣C"!活力的变化

?8@8@!不同处理对B@A活性的影响
接种拮抗菌和病原菌及只接种病原菌的枣果

B@A活性上升%!M开始趋于稳定#图-$%可能是果
实开始适应周围环境的原因"!M时B@A酶活分别

’&;’
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高于对照%-8$W和,"8-W!

图A!不同处理下灵武长枣G"!活力的变化

图B!隐球酵母对黑根霉的拮抗效果

@!结论与讨论

果蔬的表面"伤口以及培养基的营养和湿度利

于微生物的定殖和生存#是筛选拮抗菌的理想生境!
酵母菌作为果蔬生防菌的最大优点是它能在较干燥

的果蔬表面生存#迅速利用营养进行繁殖!_2+/

<56$;%和‘162<2*P29a$#%分别从柠檬和苹果表面分离

到汉逊德巴利酵母&B(C#&,’@,)(/1#$/($**’和假单
胞杆菌&!/(.6’@’$#/<=8’#可有效防治柑橘青绿霉
病和苹果灰霉病!
本研究发现#从长枣果实表面分离的+&,-%’D

)’))./<=8对长枣的几种优势致病菌具有良好的抑
菌效果#并对果实感染病原菌后的防御酶系具有诱
导作用!
拮抗菌和病原菌对果蔬组织作用的过程中#拮

抗菌诱导防御酶系活性产生相应变化#增强了细胞
壁和细胞膜抵抗病菌穿透的能力#阻碍病菌的扩散
和作用!??@与组织的褐变有着密不可分的关系#
并在植物抗病反应中也发挥着重要作用!??@可
以催化木质素及其他酚类氧化产物的形成#构成保

护性屏蔽而抵抗病菌的入侵#也可以通过形成醌类
物质直接发挥抗病作用$&%!本试验结果显示#拮抗
菌和病原菌处理比单独病原菌处理更能诱导枣果

??@活性的提高#并且枣果的发病率相对较低#病
斑直径也较小#说明拮抗酵母菌对病原菌的拮抗效
应与诱导??@活力的提高有关!?@A活性的降低
是植物感病后K!@!的积累破坏了组织内原有的动
态平衡#细胞无法适应体内K!@!积累的自我调节#
活性氧浓度升高#使植物遭受损伤!关于?@A在植
物抗病反应中的作用#秦国政等报道#在桃感染软腐
病菌&01*2’-.//%’"’$*4(&’时#?@A活力变化不与
抗性的获得有直接关联$$"%!本试验也表明#接种拮
抗菌和病原菌都不能诱导长枣果实?@A的活力升
高!B@A活性的变化与细胞内氧自由基@]! (的活
动密切相关!细胞内氧自由基@]! (对细胞尤其是
膜系统有毒害作用!拮抗菌b病原菌和只接种病原
菌$M后#果实B@A活力开始上升#并显著高于对
照#整个过程中接种拮抗菌b病原菌果实的B@A活
力一直保持着最高水平!在B@A活力逐步升高的
同时#果实也开始发病#但是#接种拮抗菌b病原菌
的果实比只接种病原菌的果实发病晚"发病率低#病
斑直径也较小#此时对应的B@A活力也稳定在较高
的水平!说明长枣果实的抗病性与B@A的活力有
一定的关系!
本研究从长枣果实表面分离拮抗酵母菌>,,$

菌株#对长枣有良好的抑菌效果#而且还能和低温"
低剂量的化学杀菌剂等常规处理方法结合使用#对
人和动植物都无致病性#是一株具有较高利用价值
的拮抗菌!为了使拮抗菌更稳定地作用于果蔬采后
病害#今后有必要对酵母菌>,,$菌株的生物学特性
进行深入研究#以明确其作用机理#为果蔬采后病害
的生物防治奠定基础!
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