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柑橘炭疽病菌的生物学特性及枯草芽胞杆菌

对其的抑制作用
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摘要　近５年来，湖南麻阳苗族自治县的柑橘种植园发生柑橘炭疽病。采集发病柑橘植株，分离其病原菌，从病原

菌的培养性状和形态学特征、内转录区（ＩＴＳ）序列分析和系统发育关系比较等方面对该病原菌进行了鉴定，并探索

了枯草芽胞杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊）ＣＧＭＣＣ１．３５４对其的抑制作用。结果表明：该地区柑橘炭疽病菌为盘长孢状刺

盘孢（犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊）。枯草芽胞杆菌ＣＧＭＣＣ１．３５４对该病原菌具有较强的抑制作用，其分泌的

抑菌物质能抑制柑橘炭疽病菌菌丝生长和孢子萌发。
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　　湖南省麻阳苗族自治县是该省柑橘的主产县，柑

橘种植面积近１．３万ｈｍ２，年产量达３０万ｔ
［１］。但是

近５年来麻阳的柑橘炭疽病频繁发生并有加重的趋

势。柑橘感染炭疽病后枝干、树叶和果实表面出现褐

斑，易导致柑橘落叶、树干空洞和储藏期果实腐烂，直

接影响果农的经济收益。据报道，广东省德庆县的名

优柑橘品种和德庆贡柑大面积暴发过炭疽病，发病面

积近５００ｈｍ２，果园损失达２０００万元以上，给当地农

业生产造成了很大的经济损失［２］。柑橘炭疽病又称

褐斑病，病原菌为寄生真菌，该病菌在病树干或树皮

上越冬，来年春季环境适宜时，尤其是阴雨潮湿时，病

菌借风、雨、露水和昆虫等传播到嫩梢、新叶和幼果

上。在有伤口（冻伤、灼伤、其他伤口）或树势生长衰

弱时，该病菌即可萌发侵入，形成柑橘树干、树叶和果

实的炭疽病，而潜伏在果实中的病原菌在贮藏期易引

发柑橘褐斑腐烂。

目前柑橘炭疽病的防治以化学药剂为主［３４］，但

农药在果实中的残留对人类健康存在潜在威胁，已成

为全社会关注的问题。此外，杀菌剂的连续使用，可

导致病原菌产生抗药性，使化学防治效果降低［５］。因
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此，在柑橘病害防治中，迫切需要寻找安全有效的防

病新技术，以无毒高效的生物防治逐步取代化学杀菌

剂。近年来，利用环境友好的生防菌防治植物真菌病

害是国内外比较活跃的研究领域之一。生防枯草芽胞

杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊）ＣＧＭＣＣ１．３５４已广泛应用于微

生物肥料和养殖水体净化［６］，本研究首次发现该菌株对

柑橘炭疽病菌具有良好的拮抗性能。本文探讨了柑橘

炭疽病菌的生物学特性和枯草芽胞杆菌ＣＧＭＣＣ１．３５４

对柑橘炭疽病菌的拮抗性能，为柑橘炭疽病菌的生物

防治以及枯草芽胞杆菌ＣＧＭＣＣ１．３５４对柑橘炭疽病菌

的生防价值和实际应用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

供试菌株为枯草芽胞杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊）

ＣＧＭＣＣ１．３５４，购自中国普通微生物菌种保藏管理

中心（北京）。

于湖南省怀化市麻阳苗族自治县的柑橘种植园

中，从发病的‘冰糖橙’、‘脐橙’、‘蒰柑’采集果实、枝

茎、叶片。

马铃薯蔗糖琼脂培养基（ＰＳＡ）：取新鲜去皮马

铃薯２００ｇ置１０００ｍＬ蒸馏水中煮沸３０ｍｉｎ，纱布

过滤。在滤液中加２０ｇ琼脂，加热使琼脂完全溶化

后用纱布过滤。滤液加２０．０ｇ蔗糖完全溶解后，补

足蒸馏水至１０００ｍＬ。

牛肉膏蛋白胨培养基（ＢＰ）：牛肉浸膏３．０ｇ／Ｌ，蛋白

胨１０．０ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ５．０ｇ／Ｌ，琼脂２０．０ｇ／Ｌ，ｐＨ７．４～７．６。

ＬＢ培养基：胰蛋白胨１０．０ｇ／Ｌ，酵母提取物５．０ｇ／Ｌ，

ＮａＣｌ１０．０ｇ／Ｌ，琼脂２０．０ｇ／Ｌ，ｐＨ７．０～７．２。

１．２　病原真菌的分离

１．２．１　病原真菌分离与致病性鉴定

将采集到的发病柑橘植株如‘冰糖橙’、‘脐橙’、

‘蒰柑’的果实、枝茎、叶片用流水清洗样品表面的泥

土渣渍，晾干水分。无菌条件下将试验材料放入

７５％乙醇中浸泡３ｍｉｎ，无菌水冲洗４～５次，再放入

０．１％升汞溶液中浸泡１ｍｉｎ，无菌水冲洗４～５次，

沥去多余水分。将处理过的样品病害处剪成小块，

保留３ｍｍ×３ｍｍ的薄片，切去两端组织，接种于

ＰＳＡ培养基中，使部分组织嵌在培养基中，充分与

培养基接触，放入２８℃恒温培养箱中培养３～５ｄ。

每日观察材料，待材料切口处长出菌丝后，及时挑取

前端菌丝，转接至新鲜的ＰＳＡ培养基中培养。

表面消毒效果的检查：将表面消毒的最后一遍

清洗用过的无菌水按０．１ｍＬ／皿涂布于牛肉膏蛋白

胨培养基上３７℃下培养２ｄ后无菌落长出，表明表

面消毒彻底，已消除了样品表面的附生菌。

对实验室分离得到的病原真菌的纯培养物按照

柯赫氏法则进行致病性鉴定，鉴定采用针刺接种法。

将蘸有各菌株菌悬液的海绵置于培养皿中，将待接

种的新生嫩叶置于海绵上，用针刺使叶片产生伤口，

接种后用透明塑料袋保湿４ｄ，观察是否产生典型的

症状，并从表现症状的叶片上再分离培养病菌，以鉴

定是否与原接种菌一致［７］。

１．２．２　平板对峙检测

按李小俊的方法［８］，在直径９０ｍｍ的ＬＢ平板

中心接种已活化的直径８ｍｍ大小的炭疽病菌菌

饼，在ＬＢ固体培养基的培养皿底部用记号笔垂直

对称分为４个区域，然后将供试枯草芽胞杆菌（犅犪

犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊）菌株ＣＧＭＣＣ１．３５４接种于十字方向

相同距离处，此为处理组，以仅接种炭疽病菌菌饼的

ＬＢ平板为对照组，每组处理３个重复。２８℃培养５ｄ。

用十字交叉法测量炭疽病菌菌落直径大小，按下列公

式计算供试枯草芽胞杆菌菌株ＣＧＭＣＣ１．３５４的抗菌

活性：

抗菌活性（％）＝［（对照组菌落直径－菌饼直

径）－（处理组菌落直径－菌饼直径）］／（对照组菌落

直径－菌饼直径）×１００。

１．３　病原真菌的鉴定

１．３．１　病原真菌形态学鉴定

剪边长约２ｃｍ的玻璃纸，经灭菌后贴于培养基

上，在培养基中央接种病原菌，于２８℃培养箱中培

养４ｄ后取玻璃纸于显微镜下观察菌丝体及孢子形

态与着生方式。

１．３．２　分子生物学鉴定

病原真菌ＩＴＳ区段通用引物的扩增与序列分析：

采用玻璃纸ＰＳＡ平板培养法收集病原真菌菌丝体，采

用Ｅｚｕｐ柱式真菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒（生工生物

工程上海有限公司），按照使用说明书提取其基因组

ＤＮＡ，置于－２０℃冰箱保存备用。选用真菌ＩＴＳ扩增的

通用引物ＩＴＳ１（ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ）和ＩＴＳ４

（ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ），对病原菌菌株进行ＩＴＳ

区段ＰＣＲ扩增。反应在２５μＬ体系中进行，包括：１μＬ

ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），０．２μＬ犜犪狇酶（５Ｕ／μＬ），２．５μＬ

１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，０．５μＬｐｒｉｍｅｒＩＴＳ１（１０μｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬ

·２６·
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ｐｒｉｍｅｒＩＴＳ４（１０μｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬ（约２０ｎｇ／μＬ）基因组

ＤＮＡ，加ｄｄＨ２Ｏ至２５μＬ。扩增程序为：９４℃预变性

４ｍｉｎ；进入循环：９４℃变性４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延

伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。反应

结束后，取５μＬ扩增产物，进行１％琼脂糖凝胶电泳检

测。于凝胶成像系统显影，利用ＳａｎＰｒｅｐ柱式ＤＮＡ胶

回收试剂盒回收ＰＣＲ产物，测序工作由生工生物工程

（上海）有限公司完成。

测序后的ＩＴＳ区的扩增序列用ＣｌｕｓｔａｌＸ程序

进行ｒＤＮＡ序列比对，将本研究菌株的ＤＮＡ序列

与ＧｅｎＢａｎｋ中刺盘孢的ＩＴＳ序列进行同源性比较。

然后用邻位加入法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统

发育树，系统进化树的测试方法为ｂｏｏｔｓｔｒａｐｍｅｔｈ

ｏｄ，重复次数为１０００，模型为ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ，

其他参数为默认设置。

病原真菌ＩＴＳ区段特异性引物的扩增：分别用

盘长孢状刺盘孢（犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊）特异性引物

ＣｇＩｎｔ：５′ＧＧＣＣＴＣＣＣＧＣＣＴＣＣＧＧＧＣＧＧ３′／ＩＴＳ４：

５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′和尖孢炭疽

菌（犆．犪犮狌狋犪狋狌犿）的特异性引物 ＣａＩｎｔ２：５′ＧＧＧ

ＧＡＡＧＣＣＴＣＴＣＧＣＧＧ３′／ＩＴＳ４：５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴ

ＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′对供试菌株基因组ＤＮＡ进行

ＰＣＲ特异性扩增。反应体系为２５μＬ，除引物外其

余各组分与其ＩＴＳ区段通用引物扩增的体系相同。

扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；进入循环，９４℃变

性４５ｓ，５５℃退火７５ｓ（ＣｇＩｎｔ／ＩＴＳ４）或６４℃退火

６０ｓ（ＣａＩｎｔ２／ＩＴＳ４），７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；

７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。反应结束后，取５μＬ

扩增产物，用１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，并在凝

胶成像系统中分析特异性产物片段的大小。

１．４　枯草芽胞杆菌菌株犆犌犕犆犆１．３５４抑菌物质

的分离与抑菌特性

１．４．１　枯草芽胞杆菌菌株ＣＧＭＣＣ１．３５４抑菌物

质的发酵与提取

　　将枯草芽胞杆菌菌株ＣＧＭＣＣ１．３５４接种到牛肉

膏蛋白胨液体培养基中，３０℃、１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养

３６ｈ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液，重复离心

２次，用０．２２μｍ的微孔滤膜过滤除菌获得无菌滤

液。将无菌滤液涂布在ＬＢ培养平板上，检测有无

活菌体。用３倍体积９５％乙醇沉淀上清，４℃静止

过夜。８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ收集沉淀，用７５％

乙醇洗涤沉淀，并溶于１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液中。再

用９５％乙醇抽提２次后溶解于１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液

中。采用ＨＰ２０大孔树脂提取抑菌物质。将预处

理好的树脂用玻璃棒引流装柱，并使柱中无气泡，

用玻璃棒引流粗提液至柱中，静置吸附２ｈ，用蒸馏

水洗去杂质后用４０％乙醇洗脱，并收集洗脱液。

洗脱液经旋转蒸发浓缩至１／５体积，再真空冷冻干

燥获得抑菌物质，编为ＢＡＬ１，备用。

１．４．２　ＢＡＬ１对炭疽病菌的抑制作用

采用菌落直径法，将冻干后的抑菌物质ＢＡＬ１

配制成１．０ｇ／Ｌ溶液分别稀释至１、１．２５、１．６７和

２．５倍，然后按１∶３与冷却至５０℃左右的ＰＳＡ培养

基混合制成平板，抗菌活性物终浓度分别为０．２５、

０．１９２、０．１５和０．１ｇ／Ｌ，冷却后取直径８ｍｍ的炭

疽病菌菌饼置入平板中央，以蒸馏水代替抑菌物质

的ＰＳＡ培养平板作对照，设３次重复，２８℃培养５ｄ

后，检测各处理菌落增长直径，计算抗菌活性，并在

光学显微镜下观察菌丝形态。

１．４．３　ＢＡＬ１的初步鉴定

脂类的鉴定采用苏丹Ⅲ染色法
［９］，称取苏丹Ⅲ干

粉０．１ｇ加入１０ｍＬ９５％乙醇过滤后再加入１０ｍＬ

甘油，制成苏丹Ⅲ染液。加１滴１％（犠／犞）的抑菌物

质ＢＡＬ１在载玻片上，加入２～３滴苏丹Ⅲ染液，染色

２ｍｉｎ后在显微镜高倍镜下观察液滴中是否有橘黄色

颗粒出现，若有，则含有脂类物质。蛋白质鉴定采用双

缩脲法［１０］，在试管中加入１．０ｇ／Ｌ的抑菌物质５ｍＬ，

０．１ｇ／ｍＬＮａＯＨ１ｍＬ，振荡均匀后加入０．０１ｇ／ｍＬ

ＣｕＳＯ４溶液２～３滴，放置１０ｍｉｎ后观察试管中是否

有紫红色产物出现，若有则含蛋白质。糖类物质鉴

定采用菲林试剂法［１１］，在试管中加入１．０ｇ／Ｌ的抑

菌物质ＢＡＬ１２０ｍＬ，加６ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ１０ｍＬ，沸

水浴回流水解６ｈ，冷却后加入菲林试剂并放入盛有

５０～６５℃水浴２ｍｉｎ，观察结果，若试管中出现砖红

色沉淀，则含有糖类。

１．４．４　温度、ｐＨ和金属离子对ＢＡＬ１的抗菌活性

的影响

　　温度对ＢＡＬ１抗菌活性的影响：将１．０ｇ／Ｌ的抑

菌物质装入６个无菌５０ｍＬ三角瓶中，分别置于２０、

４０、６０、８０、１００、１２１℃下处理３０ｍｉｎ，然后按１∶３与冷却

至５０℃ 左右的ＰＳＡ培养基混合制成平板，冷却凝固

后，接种直径８．０ｍｍ的炭疽病菌菌饼于平板中央，以

加蒸馏水代替抑菌物质的平板作对照，计算抗菌活性。

ｐＨ对ＢＡＬ１抗菌活性的影响：将１．０ｇ／Ｌ的
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抑菌物质调节ｐＨ至３．０、５．０、７．０、９．０、１１．０后置

４℃下静置８ｈ，再将其ｐＨ调回７．０，然后按１∶３与

冷却至５０℃左右ＰＤＡ培养基混合制成平板，冷却

凝固后，接种直径８．０ｍｍ的炭疽病菌菌饼于平板

中央，以加蒸馏水代替抑菌物质的平板作对照，计算

抗菌活性。

金属离子对ＢＡＬ１抗菌活性的影响：将灭菌干

燥后的 ＮａＣｌ（Ｎａ＋）、ＭｇＣｌ２（Ｍｇ２＋）、ＫＣｌ（Ｋ＋）、

ＣａＣｌ２（Ｃａ２＋）、ＺｎＣｌ２（Ｚｎ２＋）和ＦｅＣｌ３（Ｆｅ３＋）分别溶

解于１．０ｇ／Ｌ的抑菌物质溶液中，至金属离子浓度

为０．０５ｍｏｌ／Ｌ。然后按１∶３与冷却至５０℃左右ＰＤＡ培

养基混合制成平板，金属离子终浓度为０．０１２５ｍｏｌ／Ｌ。

冷却凝固后，接种直径８．０ｍｍ的炭疽病菌菌饼于

平板中央，以加蒸馏水代替抑菌物质的平板作对照，

计算抗菌活性。

２　结果与分析

２．１　柑橘炭疽病菌的分离鉴定

将从柑橘茎、叶、果实炭疽病病斑处分离到的

供试菌株接种至健康柑橘嫩叶的带伤表皮上，室温

下保湿４ｄ，接种后柑橘嫩叶出现了与炭疽病相似

的病斑，重新分离获得了与供试菌株形态相同的菌

落，因而证实了供试菌株对柑橘的致病性，并将该

菌株编号为ｓｐｂ１。ｓｐｂ１菌株在ＰＳＡ培养基上生长

较快，７ｄ可长满直径９０ｍｍ的培养皿。菌落圆

形，气生菌丝呈白色，绒状，茂密，后期菌丝颜色逐

渐变深呈灰褐色，培养皿背面呈黑褐色（图１ａ）；分

生孢子黏孢团呈灰褐色，刚毛少，直立，分生孢子

梗短小，基部淡褐色，有分枝，梗无隔膜；分生孢子

无色，单胞，圆柱形，顶端钝，基部稍尖，（１２～１８）

μｍ×（４～６）μｍ；（图１ｂ）；附着胞扁球形，褐色，大

小（６～１５）μｍ×（４～９）μｍ。这些形态特征与陆家

云［１２］和王震等［１３］描述的盘长孢状刺盘孢（犆．

犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊）的形态特征吻合。

用引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４对病原真菌ｒＤＮＡ的

ＩＴＳ区段ＰＣＲ扩增，获得长约为６００ｂｐ的ＤＮＡ片

段，序列经过ＣｌｕｓｔａｌＸ比较排列后，提交到Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中，获得序列登录号为ＫＰ０３６３９４。登陆ＮＣ

ＢＩ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／），将该序列与

核酸数据库ＢＬＡＳＴ比对，显示该病原真菌与Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中已登录的盘长孢状刺盘孢（犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻

狅犻犱犲狊）序 列 的 同 源 性 均 在 ９９％ 以 上。利 用

ＭＥＧＡ４．１软件的ＮＪ（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）聚类分析

法，构建了该病原菌株与王震等［１３］报道的同源性在

９９％以上１０个柑橘炭疽病菌（其在ＧｅｎＢａｎｋ序列

登录号分别为：ＧＵ１０８９４８、ＧＵ１０８９４９、ＧＵ１０８９５０、

ＧＵ１０８９５１、ＧＵ１０８９５２、ＧＵ１０８９５３、ＧＵ１０８９５４、

ＧＵ１０８９５５、ＧＵ１０８９５６和ＧＵ１０８９５７）和３个柑橘花

后落果病菌（犆．犪犮狌狋犪狋狌犿）菌株（序列登录号：

ＡＦ０９０８５３、ＦＪ９７２６１０、ＧＵ０５９８６３）的系统发育树（图

２），结果表明，ｓｐｂ１菌株与已报道的上述１０株柑橘

炭疽病菌以１００％的相似度聚类在一起，而３个柑

橘花后落果病菌则以较远的亲缘关系处于系统发

育树的外围。ＩＴＳ区段的特异性引物检测结果表

明，犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊的特异性引物ＣｇＩｎｔ／ＩＴＳ４能

从ｓｐｂ１菌株的基因组ＤＮＡ中扩增出约为５００ｂｐ

的特异性条带，而用尖刺盘孢（犆．犪犮狌狋犪狋狌犿）特异

性引物ＣａＩｎｔ２／ＩＴＳ４未能扩增出相应的ＤＮＡ条带

（图３）。综合以上证据，表明本研究的病原真菌

ｓｐｂ１菌株属于盘长孢状刺盘孢（犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿

犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊）。

图１　柑橘炭疽病菌狊狆犫１菌株的菌落和分生孢子形态

犉犻犵．１　犆狅犾狅狀犻犲狊犪狀犱犮狅狀犻犱犻犪狅犳狊狋狉犪犻狀

狊狆犫１犮犪狌狊犻狀犵犮犻狋狉狌狊犪狀狋犺狉犪犮狀狅狊犲

２．２　平板对峙检测

平板对峙试验表明，枯草芽胞杆菌ＣＧＭＣＣ

１．３５４对柑橘炭疽病菌ｓｐｂ１菌株具有明显的拮

抗作用。该细菌除了产生明显的抑菌带外，对病

菌菌落生长有明显的抑制作用，表现在菌落边缘

和抑菌带接触部位的菌丝生长缓慢，而正常生长

的菌落铺展平板呈圆形扩展。镜检发现受抑制

的病菌菌丝顶端、中部等部位膨大呈泡状，部分

前端膨胀泡破裂、消解，内含物外溢，菌丝因枯草

芽胞杆菌的致畸作用而停止生长（图４）。观察发
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现炭疽病菌的孢子虽能萌发，但萌发产生的芽管 粗短、扭曲、畸形，不能进一步生长为菌丝体。

图２　犖犑法构建的基于菌株狊狆犫１（犓犘０３６３９４）和柑橘其他刺盘孢犐犜犛序列的系统发育树

犉犻犵．２　犜犺犲狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犱犲狀犱狉狅犵狉犪犿狅犳狋犺犲狊狋狉犪犻狀狊狆犫１（犓犘０３６３９４）犪狀犱狅狋犺犲狉狊狋狉犪犻狀狊狅犳犆狅犾犾犲犮狋狅狋狉犻犮犺狌犿

狊狆狆．犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲犱犫狔狌狊犻狀犵狀犲犻犵犺犫狅狉犼狅犻狀犻狀犵（犖犑）犿犲狋犺狅犱犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲犐犜犛狊犲狇狌犲狀犮犲狊

图３　特异性引物犆犵犐狀狋／犐犜犛４对狊狆犫１菌株的犘犆犚扩增

犉犻犵．３　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狊狋狉犪犻狀狊狆犫１狌狊犻狀犵

狊狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狆犪犻狉狅犳犆犵犐狀狋／犐犜犛４

２．３　抑菌物质犅犃犔１的初步鉴定与抑菌性能

２．３．１　抑菌物质ＢＡＬ１的鉴定

２００～４００ｎｍ紫外扫描（图５）显示抑菌物质

ＢＡＬ１在２２０ｎｍ左右和２７０ｎｍ左右有较大的吸

收峰，表明ＢＡＬ１可能含蛋白类物质。双缩脲反应

呈紫色，进一步证实ＢＡＬ１中含有蛋白质类物质。

斐林试剂法有砖红色的沉淀生成，证明该抑菌水解

物含还原糖类。苏丹Ⅲ染色未发现橘黄色颗粒出

现，初步判断该ＢＡＬ１无脂类物质。

２．３．２　温度、ｐＨ和金属离子对ＢＡＬ１的抗菌活性

的影响

　　抑菌物质ＢＡＬ１浓度对柑橘炭疽病菌ｓｐｂ１菌丝

生长的影响见表１。由表１可知，同一ＢＡＬ１浓度下，

炭疽病菌菌丝的生长直径数值波动较小，数值稳定，

具有统计分析意义。在５个ＢＡＬ１梯度浓度处理

下，当ＢＡＬ１浓度低于０．１５ｇ／Ｌ时，抗菌活性差异

不显著，ＢＡＬ１浓度为０．１９２和０．２５ｇ／Ｌ时的抗菌

活性有明显差异，且当ＢＡＬ１浓度达０．２５ｇ／Ｌ时，

抗菌活性最高（７１．９６％）。总体看来，ＢＡＬ１对柑橘

炭疽病菌ｓｐｂ１菌丝生长有较强的抑制作用，且随

ＢＡＬ１浓度的增大抑制作用增强。

表１　犅犃犔１浓度对抗菌活性的影响１
）

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犅犃犔１犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅狀

犪狀狋犪犵狅狀犻狊狋犻犮犪犮狋犻狏犻狋狔

终浓度／ｇ·Ｌ－１

Ｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

增长直径／ｃｍ

Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｄｉａｍｅｔｅｒ

方差

Ｖａｒｉａｎｃｅ

抑制率／％

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ

ＣＫ （５．９０±０．１６）ａＡ ０．０５２５ －

０．１０ （５．０３±０．１２）ａＡ ０．０３０８ １７．０６

０．１５ （４．６０±０．１１）ａｂＡ ０．０２５８ ２５．４９

０．１９２ （３．９２±０．１４）ｂＡＢ ０．０４０８ ３８．８２

０．２５ （２．２３±０．１４）ｃＢ ０．０４０８ ７１．９６

　１）表中“增长直径”数据为平均值±标准误，数据后标有不同小写

字母表示经多重比较后差异显著（犘＜０．０５），不同大写字母表

示差异极显著（犘＜０．０１）。

Ｄａｔａｏｆｉｎｃｒｅａｓｅｄｄｉａｍｅｔｅｒａｒｅｍｅａｎ±ＳＥ；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅ

ａｎｄｕｐｐｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔｔｈｅ０．０５

ｌｅｖｅｌａｎｄｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔｔｈｅ０．０１ｌｅｖｅｌ，ｂｙ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅｔｅｓｔ．
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图４　柑橘炭疽病菌的菌落、菌丝和孢子形态

犉犻犵．４　犆狅犾狅狀犻犲狊，犿狔犮犲犾犻犪犪狀犱犮狅狀犻犱犻犪狅犳犆狅犾犾犲犮狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊狊狆犫１

图５　犅犃犔１在２００～４００狀犿下的吸光值

犉犻犵．５　２００－４００狀犿犾犻犵犺狋犪犫狊狅狉狆狋犻狅狀狏犪犾狌犲狅犳犅犃犔１

从图６可知，在经６０℃以下温度处理３０ｍｉｎ

后，ＢＡＬ１对柑橘炭疽病菌ｓｐｂ１菌丝生长的抑制作

用随温度的升高而增强，当温度达到６０℃时，抗菌活

性达到峰值（８６．３％），其后随温度的进一步升高抗菌

活性显著下降，当温度达到１２１℃时，几乎丧失抗菌活

性。这可能是由于ＢＡＬ１含有多糖骨架，因而具备一

定高温耐受性，即在６０℃以下都具有良好的抗菌活

性；同时因其ＢＡＬ１中含有蛋白，过高温度使蛋白质

变性而导致ＢＡＬ１活性丧失。温度对ＢＡＬ１抗菌活

性的影响进一步验证了ＢＡＬ１中含有糖蛋白。类似

情况常见于温度对枯草芽胞杆菌所产抗菌蛋白活性

影响的研究中［１４１５］。

ＢＡＬ１在ｐＨ为７．０时抗菌活性最强（８９．８％），酸

性或者碱性条件都不利于其对柑橘炭疽病菌（犆．

犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊）ｓｐｂ１的抑制作用，在ｐＨ低于６或

者高于８时，ＢＡＬ１对柑橘炭疽病菌的抑制作用都

显著下降至６５％以下，当ｐＨ低于５或者高于９时

几乎丧失抗菌活性。由此表明：在偏酸和偏碱条件

下，ＢＡＬ１易变性失活。这可能是由于ＢＡＬ１中的

蛋白在较高浓度的Ｈ＋或ＯＨ－条件下空间结构发

生变化而失去对柑橘炭疽病菌ｓｐｂ１抗菌活性。在

抗菌蛋白类的研究中已有类似报道［１５１７］。

图６　温度和狆犎对犅犃犔１抗菌活性的影响

犉犻犵．６　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲犪狀犱狆犎狅狀狋犺犲

犪狀狋犪犵狅狀犻狊狋犻犮犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犅犃犔１

图７　金属离子对犅犃犔１抗菌活性的影响

犉犻犵．７　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犿犲狋犪犾犻狅狀狊狅狀狋犺犲

犪狀狋犪犵狅狀犻狊狋犻犮犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犅犃犔１

金属离子对ＢＡＬ１抗菌活性的影响如图７所

示。Ｎａ＋和 Ｍｇ２＋能提高ＢＡＬ１对柑橘炭疽病菌
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ｓｐｂ１的抑制作用，Ｋ＋对该ＢＡＬ１活性影响不明显。

而Ｃａ２＋、Ｚｎ２＋、Ｆｅ３＋的存在会降低ＢＡＬ１对柑橘炭

疽病菌ｓｐｂ１抑制作用。因此在生防过程中可适当

地增加钠盐和镁盐来提高菌剂对柑橘炭疽病菌的防

控能力。

３　讨论

湖南麻阳苗族自治县的柑橘炭疽病是由病原菌

盘长孢状刺盘孢（犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊）所引起的，病

原菌通过菌丝生长和孢子萌发产生的芽管侵入寄主

导致发病。枯草芽胞杆菌ＣＧＭＣＣ１．３５４已广泛应

用于微生物肥料和养殖水体净化［６］。本研究首次发

现该菌对柑橘炭疽病菌（犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊）的生长

具有较强的抑制作用，其分泌的抑菌物质能抑制病

原菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊菌丝生长和孢子萌发，并使

部分孢子萌发畸形，可减弱犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊对柑

橘的侵染能力，起到较好的防控作用。枯草芽胞杆

菌ＣＧＭＣＣ１．３５４的抗菌粗提物经鉴定含有糖蛋白，

其抗菌活性在ｐＨ为７．０时最高；温度在６０℃以下

时，均具有良好的抗菌活性，但过高的温度易使其抗

菌活性降低甚至失活；Ｎａ＋和Ｍｇ２＋可以明显增强其

抗菌活性，而Ｃａ２＋、Ｚｎ２＋和Ｆｅ３＋会抑制抑菌物质的

活性。因此枯草芽胞杆菌ＣＧＭＣＣ１．３５４不仅可应

用于微生物肥料还能通过添加一定浓度的钠盐和镁

盐来提高菌剂对柑橘炭疽病菌的防控能力，且抑菌

物质在ｐＨ６～８范围内均具良好的抗菌活性并对高

温具较好的耐受能力，不需低温保存，便于储存和运

输，具潜在的开发价值和应用前景。但如果要应用

于生产实践，还需进一步的活体试验和深入研究，

分析该枯草芽胞杆菌在柑橘植株上的生存能力，观

察该菌株对柑橘植株的影响和活体条件下对柑橘炭

疽病菌的抗菌效果，才能保证其防效。
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