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摘要：【目的】采后柑橘极易受指状青霉(Penicillium digitatum)侵染而发生严重的绿霉病腐烂，生物防

治 因 具有安 全 、有效 、 环保等 特 点近年 来 备受关 注 。论文 旨 在研究 荧 光假单 胞 菌 (Pseudomonas 

fluorescens)ZX 对采后柑橘绿霉病的防治效果，揭示 P. fluorescens ZX 对 P. digitatum 可能存在的作用

机制。【方法】以“北碚 447”锦橙果实为试材，先分别接种 20 μL 拮抗菌培养液、滤液(培养液离心后，

上清经 0.22 μm 滤膜过滤)、菌悬液(培养液离心后，菌体用无菌水反复洗涤并用无菌水重悬)和热杀死

液(培养液高温高压灭菌)，2 h 后接种 20 μL P. digitatum 孢子悬浮液(1×104 spores/mL)，所有果实于

20 ºC、90%相对湿度环境下恒温恒湿培养 8 d 后，测定果实的发病率和病斑直径；制备柑橘皮培养基，

进行平板抑菌试验，探索 P. fluorescens ZX 对 P. digitatum 孢子发芽情况的影响；采用两板对扣法和生

物熏蒸法研究 P. fluorescens ZX 挥发性次级代谢产物的抑菌作用；利用插入式细胞培养皿等分析 P. 

fluorescens ZX 和 P. digitatum 之间竞争的营养物质；同时，测定 P. fluorescens ZX 的生长曲线，利用

结晶紫染色法评估 P. fluorescens ZX 的生物膜形成能力。【结果】P. fluorescens ZX 不同处理液之间对

采后锦橙绿霉病的作用效果差异显著，菌悬液抑菌效果最好，经菌悬液处理的果实，发病率和病斑直

径分别仅为 40.83%和 1.78 cm；不论是在柑橘皮固体培养基上对峙培养还是在液体培养基中混合培养，

菌悬液和原液的作用效果较好，固体平板上，相对抑制率达到了 35%–45%，液体培养基中，P. digitatum

孢子 12 h 后的发芽率不超过 27%；P. fluorescens ZX 产生的挥发性物质具有抑菌作用，经 P. fluorescens 



王智荣等 | 微生物学报, 2019, 59(5) 951 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

ZX 熏蒸处理的锦橙果实，发病率和病斑直径都显著降低；营养竞争试验结果表明，P. fluorescens ZX

能更快速有效地消耗柑橘皮培养基中的营养，并和 P. digitatum 竞争葡萄糖、果糖、蔗糖、天冬氨酸、

苏氨酸、丝氨酸、亮氨酸、精氨酸和脯氨酸等营养物质；同时，P. fluorescens ZX 生命力强，培养 4 h

后即进入对数生长期，约 24 h 后形成成熟的生物膜。【结论】 P. fluorescens ZX 可能通过抑制 P. digitatum

孢子发芽、营养与空间竞争、形成生物膜、产生抑菌物质等方式抑制 P. digitatum 的生长繁殖，有效

防治采后锦橙绿霉病。 

关键词：荧光假单胞菌，绿霉病，生物防治，锦橙，采后病害，拮抗机制 

 

柑橘(Citrus)属芸香科植物，在全球热带、亚

热带及其中间型的气候地区均有广泛种植。据统

计，世界柑橘年产量已达到 1.2 亿 t，超过苹果、

葡萄和香蕉等大宗水果，位居所有水果之首[1]。

但柑橘是典型的非跃变型果实，采摘时已接近生

理成熟，自身抗病能力较弱，因此柑橘在贮运期

间极易受到病原真菌的侵染而暴发大面积的采

后病害，其中，由指状青霉(Penicillium digitatum)

引起的绿霉病腐烂最为严重，占整个柑橘采后腐

烂损失的 60%–80%[2–3]。传统控制采后果蔬病害

主要依赖于化学杀菌剂，如噻苯咪唑、多菌灵和

抑霉唑等，但长期大量使用合成杀菌剂可能导致

化学残留、病原菌耐药性增强、环境污染等问题，

甚至会降低食品的安全性[4–5]。生物防治，即利用

有益微生物或微生物的代谢产物来抑制病原物

的生长繁殖，达到防治病害的目的，因其具有安

全有效、绿色环保等特点，被认为是最有希望替

代 化 学 杀 菌 剂 的 方 法 之 一 [6–7] 。 荧 光 假 单 胞 菌

(Pseudomonas fluorescens)广泛分布于植物根际

土壤和果蔬表面，施用方便，对人和环境无害，

是最具应用价值的一类生防菌 [6,8]。因此，研究

P. fluorescens 对采后柑橘绿霉病的控制效果，探

究 P. fluorescens 对 P. digitatum 的作用机制，有助

于提高其生防效力，对扩展微生物源杀菌剂途径

也具有重要意义。 

国内外对 P. fluorescens 生物防治的研究主要

集中在其根际促生作用和对植物病害的防治上，

如 Ei-Gamal 等[9]报道 P. fluorescens 能分泌大量几

丁 质 酶 (chitinase ， CHI) 、 β-1,3-葡 聚 糖 酶

(β-1,3-glucanase，GLU)和纤维素酶，能强有力地

控制马铃薯根腐病；Grobkinsky 等[10]研究发现，

丧 失 细 胞 分 裂 素 合 成 基 因 的 P. fluorescens 

G20-18 对 Pseudomonas syringae 的生防效果降

低，表明 P. fluorescens G20-18 产生的细胞分裂素

不仅能促进植物生长发育，还能增强生防效力；

Prabhukarthikeyan 等[11]使用 P. fluorescens FP7 菌

液浸泡姜黄根茎、淋洗土壤，显著提高了姜黄防

御酶的活性，有效抑制了根茎腐烂病并促进了姜

黄 的 生 长 和 增 产 。 近 年 来 ， 一 些 学 者 用 P. 

fluorescens 成功防治了草莓[12]、番茄[13]、苹果[6,14]

和香蕉[15]等多种果蔬的采后病害，极大地扩展了

P. fluorescens 的应用范围。 

目前，利用 P. fluorescens 防治柑橘采后病害

鲜有报道，我们先期研究发现，P. fluorescens ZX

能显著抑制 P. digitatum 菌丝扩展、孢子萌芽和芽

管伸长，有效降低采后柑橘绿霉病的发病率和病

斑直径[16]，但现阶段有关 P. fluorescens ZX 处理

抑制 P. digitatum 的作用机制尚不明确。因此，本

研究以锦橙“北碚 447”为试材，比较不同处理模

式下 P. fluorescens ZX 对锦橙绿霉病的控制效果，
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着重分析 P. fluorescens ZX 对 P. digitatum 可能存

在的作用模式，初步探讨 P. fluorescens ZX 控制

锦橙 P. digitatum 发病的机制，为进一步开发

P. fluorescens ZX 保鲜方案提供一定的理论参考。 

1  材料和方法 

1.1  材料、菌种、培养基、试剂和仪器 

1.1.1  供试果实：锦橙北碚 447(Citrus sinensis 

Osbeck，Jinchengbeibei 447)，于 2017 年 12 月 3

日采自重庆市北碚区歇马镇有机果园，商业成

熟，采后立即运回实验室，摊开自然风预冷，剔

除病、伤果，挑选饱满圆润、色泽光亮、大小一

致的健康果实为试验材料。 

1.1.2  拮抗菌：Pseudomonas fluorescens ZX，由

匈牙利国家农业研究和创新中心食品科学研究

所高通量筛选得到，经分子生物学技术鉴定为细

菌域变形菌门变形菌纲假单胞菌目假单胞菌科

假 单 胞 菌 属 (Pseudomonae) 的 荧 光 假 单 胞 菌

(Pseudomonas fluorescens)。拮抗菌活化[17]后，按

以下步骤制备各种处理液 [16–17]，现配现用。(1)

滤液：将培养 12 h 后的菌液(记为培养液)移入无

菌离心管中，6000 r/min，离心 10 min，取上清

液，用 0.22 μm 聚碳酸酯膜过滤，即得；(2) 原

液：移取拮抗菌培养液，以 NB 为参照，用细菌

浊 度 仪 测 定 菌 液 浊 度 ， 并 用 滤 液 调 节 浓 度 至

1×108 CFU/mL，待用；(3) 热杀死液：原液在

121 °C 下高压灭菌 20 min；(4) 菌悬液：将培养

液移入无菌离心管中，6000 r/min，离心 10 min，

倒去上清，收集菌体，用无菌水(sterile distilled 

water，SDW)洗涤菌体 2 次，最后加入 SDW，调

节至所需浓度，待用；(5) SDW：蒸馏水在 121 °C

下高压灭菌 20 min。 

1.1.3  病原菌：实验室从腐烂的柑橘果实上分离

得 到 ， 经 分 子 生 物 学 技 术 鉴 定 为 指 状 青 霉

(Penicillium digitatum)。接种处理前，制备病原菌

孢子悬浮液[16–17]，现配现用。 

1.1.4  马铃薯葡萄糖培养基(PDA)：200 g 去皮马

铃薯提取物，葡萄糖 20.0 g，琼脂 15.0 g，蒸馏

水 1000 mL。 

1.1.5  柑橘皮固体培养基(CPA)：称取 200 g 新

鲜柑橘皮，切碎，加适量蒸馏水煮沸 1 h，4 层纱

布过滤，滤液经 6000 r/min 离心 10 min，弃去残

渣，合并上清液，用蒸馏水定容至 1000 mL，加

入 15.0 g 琼脂，121 °C 下高压灭菌 20 min，待冷

却至 60 °C 左右，倒入培养皿，制作柑橘皮培养

基 平 板 ； 不 加 琼 脂 的 柑 橘 皮 液 体 培 养 基 记 为

2×CPB。 

1.1.6  营养肉汤培养基(NA)：蛋白胨 10.0 g，牛

肉浸出粉 3.0 g，氯化钠 5.0 g，蒸馏水 1000 mL，

调节 pH 为 7.4±0.2，琼脂 15.0 g。 

磺基水杨酸(分析纯)，成都市科隆化学品有

限公司；乳酸酚棉蓝染色液、结晶紫，北京索莱

宝科技有限公司；17 种氨基酸混合标品(色谱纯)，

美国 Sigma 公司；抑霉唑(水乳剂，有效成分含量

20%)，一帆生物科技集团有限公司；140620 型插

入式细胞培养皿，美国 Thermo 公司。 

LRHS-150-Ⅱ型恒温恒湿培养箱，上海跃进

医疗器械有限公司；WZT-1M 型细菌浊度仪，上

海劲佳科学仪器有限公司；LC-20A 型高效液相

色谱仪，日本岛津公司；L-8900 型全自动氨基酸

分析仪，日本日立公司；SYNERGYH1MG 型全

波长酶标仪，美国基因公司。 

1.2  拮抗菌各种处理液对锦橙采后绿霉病的防治

效果 

果实预处理后，随机分成 6 组，沿果实赤道
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用灭菌铁钉刺 4 个 5 mm(宽)×4 mm(深)的孔，先

分别接种 20 μL 拮抗菌原液、滤液、菌悬液和

热杀死液，自然风干 2 h 后接种 20 μL 病原菌

孢子悬浮液(1×104 spores/mL)，SDW 和农药抑

霉唑(1000 倍稀释液，商业建议用量)处理作对

照，逐果袋封，置于恒温恒湿培养箱(20 °C，90%

相对湿度)中培养 8 d 后，测定果实的发病率和

病斑直径。每个处理 30 个果实，整个试验重复

3 次。  

1.3  平板抑菌试验 

1.3.1  中心混合培养[16–17]：在 CPA 平板正中央

打洞，同时接入 20 μL 拮抗菌各种处理液和病原

菌孢子悬浮液(1×106 spores/mL)，以 SDW 处理为

对照，室温培养 7 d。 

1.3.2  划线对峙培养[16–17]：在 CPA 平板正中央打洞，

接入 20 μL 病原菌孢子悬浮液(1×106 spores/mL)，距

离平板中心 25 mm 处，对称划线(约 30 mm)接种

拮抗菌各种处理液，以 SDW 处理为对照，室温

培养 7 d；均采用十字交叉法测定病斑直径，按

公式(1)计算相对抑菌率。 

/ % 100


 
对 径 处 径

对
对

照病斑直
相 抑菌率

照病斑直径

理病斑直
      

公式(1) 

1.4  拮抗菌对病原菌孢子出芽情况的影响 

依次向试管中加入 14 mL 2×CPB、4 mL 病原

菌孢子悬浮液(5×106 spores/mL)和 2 mL 拮抗菌各

种处理液，28 °C、150 r/min 恒温振荡培养，每

隔 4 h 观察一次孢子的出芽情况[16–17]。 

1.5  拮抗菌挥发性次生代谢产物(volatile organic 

compounds，VOCs)的抑菌作用分析 

参照王友升[18]和 Raza 等[19]的方法并作适当

修改研究拮抗菌产生的 VOCs 对病原菌的抑制效

果、拮抗菌不同接种浓度对产生 VOCs 的影响、

VOCs 对病原菌菌落扩展和产孢量的影响、VOCs

在 PDA 上的滞留情况以及解除共培养后病原菌

活力的恢复情况。其中，在研究 VOCs 对病原菌

的抑制效果时，拮抗菌菌悬液在 NA 平板上涂布

后，分成两组，一组不作处理，另一组用无菌手

术刀在平板中央开槽，小心移入 1.0 g 活性炭，

所有平板 30 °C 恒温培养 2 d 后，另取 PDA 平板，

中央打洞，接入 30 μL 病原菌孢子悬浮液，两板

对扣密封，室温培养 7 d，测定病原菌落直径。 

按 1.2 所述方法，将接种病原菌孢子悬浮液

后的锦橙果实分别置于底部盛有 0.25、0.50、1.00、

2.00 L 拮抗菌原液的沥水篮(长×宽×高=430 mm× 

290 mm×220 mm)中，以不含拮抗菌细胞的液体

培养基 NB(配方同 NA 但不加琼脂)为对照，盖上

盖子后用封口膜密封，20 °C 恒温培养 8 d 后，测

定果实的发病率和病斑直径。每个处理 12 个果

实，整个试验重复 3 次。 

1.6   拮抗菌对病原菌的营养竞争作用分析 

参照 Janisiewicz 等 [20]和罗丽 [21]的方法并作

适当修改研究拮抗菌同病原菌在不同浓度 CPB

中 的 营 养 竞 争 作 用 ， 其 中 ， 拮 抗 菌 终 浓 度 为

1×107 CFU/mL ， 病 原 菌 孢 子 终 浓 度 为 1×105 

spores/mL。 

将拮抗菌菌悬液和病原菌孢子悬浮液加入

同一板孔作为对照，分别测定培养前后 CPB 中葡

萄糖、果糖、蔗糖的含量变化[17]以及游离氨基酸

的含量变化[22]，进一步确定拮抗菌与病原菌之间

竞争的营养物质。 

1.7   拮抗菌生长曲线绘制 

按体积分数 1%将拮抗菌菌悬液接入 NB

中，30 °C、150 r/min 恒温振荡培养，每隔 2 h



954 Zhirong Wang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2019, 59(5) 

actamicro@im.ac.cn 

取样，测定菌液的 OD600 值，绘制生长曲线；

对生长曲线进行 Logistic 方程拟合处理，并对

得到的模型参数进行微分计算，绘制比生长速

率曲线 [23]。  

1.8   拮抗菌生物膜检测 

1.8.1  生物膜定性检测[24]：按体积分数 1%将拮

抗菌菌悬液接入装有 5 mL NB 的玻璃管中，30 °C

恒温培养 24 h，移去菌液，用 5 mL 磷酸盐缓冲

液(phosphate buffer solution，PBS)清洗 3 次，加

入同等体积的结晶紫染液(1 g/L)染色 30 min，移

去染液，再用 PBS 清洗 3 次，晾干试管，观察试

管周围是否有一圈紫色物质。 

1.8.2 生物膜半定量检测[25]：体积分数 1%将拮抗

菌菌悬液接入 NB 中，移取 1.0 mL 加入 24 孔细

菌培养板中，30 °C 恒温培养 6、12、24、48、96 h，

除去菌液，用等体积的 PBS 清洗 3 次后，加入

1.0 mL 甲醇，置于 60 °C 干燥箱中固定 2.5 h，加

入 1.0 mL 结晶紫染液染色 20 min，移去染液，

用无菌 PBS 清洗 3 次，再次置于干燥箱直至完全

干燥，之后加入等体积 95%乙醇脱色 15 min，最

后测定脱色液的 OD570 值。 

1.9   数据处理 

采用 SPSS 19.0 软件进行数据处理分析，用

Tukey 多重比较方法进行差异显著性分析，采用

Origin 9.0 软件进行绘图。 

2   结果和分析 

2.1   荧光假单胞菌 ZX 各种处理液对锦橙采后绿

霉病的防治效果 

从图 1 可以看出，P. fluorescens ZX 对 P. 

digitatum 的防控效果明显弱于农药抑霉唑，但 

P. fluorescens ZX 处理有效减缓了采后锦橙绿霉

病的病害进程。P. fluorescens 各处理液中，菌悬

液(1×108 CFU/mL)的防治效果最好，果实的发病

率最低，病斑直径最小；原液也有较高的生防效

力，但其防治效果显著弱于同等浓度的菌悬液；

滤液和热杀死液处理之间没有显著差异，其对病

害的抑制作用很不明显。 

 
 

 
 

 

图 1.  荧光假单胞菌 ZX 各种处理液对采后锦橙绿霉

病的抑制效果 

Figure 1.  The inhibitory of various treatments of 

Pseudomonas fluorescens ZX to green mold on 

Jincheng orange, to the disease incidence (A), to the 

lesion diameter (B). : Sterile distilled water; : Ⅰ Ⅱ

bacterial fluid; : culture filtrate; : bacterial Ⅲ Ⅲ

suspension; : autoclaved cultures; Ⅴ Ⅴ: Imazalil. 

Letters indicate significant differences between the 

different treatments. The same as below. 
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2.2   平板抑菌试验 

由表 1 可知，在 CPA 平板上，P. fluorescens 

ZX 各种处理液都对 P. digitatum 有显著的抑制作

用，热杀死液和滤液的抑菌效果相近，但其相对

抑菌率远远低于菌悬液和原液；菌悬液和原液都

具有较好的抑菌效果，中心混合培养时，其相对

抑菌率都超过 40%；划线对峙培养时，对 P. 

digitatum 的抑制作用也都超过了 35%。 

2.3   荧光假单胞菌 ZX 对病原菌孢子出芽情况的

影响 

从表 2 可以看出，P. fluorescens ZX 各种处

理液都能显著抑制 P. digitatum 的孢子发芽和芽

管伸长，其中，菌悬液和原液的作用效果较好，

与孢子悬浮液共培养时，孢子的发芽率和芽管长

度远远低于热杀死液和滤液处理组，尤其是原液

处理组的孢子发芽率仅为 13.33%，芽管长度仅为

8.55 μm；P. fluorescens ZX 活细胞浓度显著影响菌

悬液的抑菌效果，浓度越高，抑菌作用越强，当培

养体系中的菌悬液终浓度为 1×108 CFU/mL 时，对

孢子发芽的抑制率高达 80%左右。 
 

表 1.  荧光假单胞菌 ZX 对指状青霉在柑橘皮培养基

上的抑制效果 

Table 1.  The inhibitory of Pseudomonas fluorescens 
ZX to Penicillium digitatum on CPA 

Treatments 

Relative inhibition rate/% 

Plate central mixed 
culture 

Plate confrontation 
culture 

Sterile 
distilled water 

0.00±0.00e 0.00±0.00d 

Autoclaved 
cultures 

17.03±1.63d 15.50±1.21c 

Culture filtrate 23.63±0.96c 17.51±1.79c 

Bacterial 
suspension 

45.52±0.90a 41.41±1.24a 

Bacterial fluid 41.57±1.13b 35.64±0.97b 

Letters indicate significant differences between the different 
treatments. The same as below. 

表 2.  荧光假单胞菌 ZX 各种处理液对指状青霉孢子

在 CPB 培养基中出芽情况的影响 

Table 2.  The effects of various treatments of 
Pseudomonas fluorescens ZX to conidial germination 
of Penicillium digitatum in CPB 

Treatments 
Spore 
germination/% 

Germ tube 
length/μm 

Spore suspension 82.67±2.49a 33.84±4.20a

Autoclaved cultures 70.33±3.30b 29.33±3.37b

Culture filtrate 68.67±2.87b 27.69±3.32c

Bacterial suspension
(1×106 CFU/mL) 

54.00±2.83c 26.25±3.97c

Bacterial suspension 
(1×107 CFU/mL) 

47.00±2.16d 19.17±3.82d

Bacterial suspension 
(1×108 CFU/mL) 

20.00±2.45e 14.08±2.95e

Bacterial fluid 13.33±2.87f 8.55±2.48f 

 

2.4   拮抗菌产生的 VOCs 对病原菌的抑制作用 

2.4.1  拮抗菌产生的 VOCs 对病原菌在 PDA 平

板 上 的 抑 制 作 用 ： 由 图 2 可 知 ， SDW 、 P. 

fluorescens ZX 和 P. fluorescens ZX+活性炭熏蒸

处理对 P. digitatum 孢子发芽和菌丝生长具有显

著影响(图 2-A)，表明 P. fluorescens ZX 产生的

VOCs 具有较高的抑菌作用，接种浓度即初始接

种量对其产生 VOCs 几乎没有影响(图 2-B)；同

时，与 P. fluorescens ZX 共培养后，P. digitatum

的菌落扩展受到显著抑制(图 2-C)，菌落的单位面

积产孢量也大为减少(图 2-D)；P. digitatum 菌丝

块在 P. fluorescens ZX 处理后的 PDA 平板上形成

的菌落直径显著小于对照，但 P. fluorescens ZX

处理 2 d 和 3 d 对 P. digitatum 菌落直径没有显著

影响(图 2-E)；与 P. fluorescens ZX 共培养 7 d 后

的 P. digitatum 菌丝块重新转接到新鲜 PDA 平板

上，能重新生长，形成菌落，但在生长过程中其

菌丝扩展速度和形成的菌落直径明显低于对照

(图 2-F)。 
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图 2.  荧光假单胞菌 ZX 产生的 VOCs 对指状青霉的抑制效果 

Figure 2. The inhibitory of VOCs produced by Pseudomonas fluorescens ZX to Penicillium digitatum. A: 
conidial germination; B: antifungal activity of VOCs with different inoculation concentrations; C: the mycelial 
growth of P. digitatum; D: the sporulation intensity of P. digitatum; E: the colony diameter of P. digitatum on 
PDA plates treated by VOCs; F: the colony diameter of P. digitatum on the fresh PDA plates after co-culturing 
with P. fluorescens ZX. Ⅰ– : 0, 1×10Ⅴ 6, 1×107, 1×108, 1×109 CFU/mL. 
 

2.4.2  拮抗菌产生的 VOCs 对采后锦橙绿霉病的

防治效果：由图 3 可知，在 20°C 下恒温培养 8 d

后，对照组锦橙绿霉病发病严重，发病率高达

87.9%，平均病斑直径也超过了 3.50 cm，而 P. 

fluorescens ZX 产生的 VOCs 能有效减缓采后锦

橙的病害进程，经 VOCs 熏蒸处理的锦橙果实，

和对照相比，发病率和病斑直径显著降低，且随

着拮抗菌原液体积的增加，对采后锦橙病害的控

制效果逐渐增强，但当原液体积达到 0.50 L 后，

原液体积对果实病害的控制效果没有显著影响。 
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图 3.  荧光假单胞菌 ZX 产生的 VOCs 对采后锦橙绿霉病的防治效果 

Figure 3. The inhibitory of VOCs produced by Pseudomonas fluorescens ZX to green mold on Jincheng orange, 
to the disease incidence (A), to the lesion diameter (B). 

 

2.5   拮抗菌对病原菌的营养竞争作用 

2.5.1 拮抗菌在不同浓度 CPB 中对病原菌孢子出

芽情况的影响：由表 3 可知，P. digitatum 孢子的

发芽率随 CPB 浓度的升高而增大，与 P. fluorescens 

ZX 共培养时 P. digitatum 孢子发芽受到显著抑制，

但随着 CPB 浓度的增大，孢子发芽率显著提高，

P. fluorescens ZX 的抑制作用减弱；与 P. fluorescens 

ZX 共培养过的 P. digitatum 孢子转移至对应浓度的

新鲜 CPB 中再培养 2 d 后，发芽率显著上升，1×CPB

中 P. digitatum 孢子发芽率超过 80%。 

 
表 3.  荧光假单胞菌 ZX 在不同浓度 CPB 中对指状青霉孢子出芽结果的影响 

Table 3.  The effects of Pseudomonas fluorescens ZX on conidial germination of Penicillium digitatum in CPB 
of different concentration 

Treatments 
Germ tube length grade Number 

Spore germination/%
≤1×D ≤2×D ≤3×D ≤4×D ≤5×D >5×D Observation No. Germination No. 

1.00×CPB  106 34 24 32 46 58 3×100 194 64.67±1.70a 

0.50×CPB  195 24 20 20 18 23 3×100 105 35.00±2.94b 

0.25×CPB  222 15 14 18 21 10 3×100 78 26.00±2.16c 

SDW 288 2 3 4 2 1 3×100 12 4.00±1.41d 

1.00×CPB+P. fluorescens 166 42 30 25 20 17 3×100 134 44.67±3.30a 

0.50×CPB+P. fluorescens 248 12 11 14 7 8 3×100 52 17.33±1.89b 

0.25×CPB+P. fluorescens 274 4 4 10 2 6 3×100 26 8.67±0.47c 

SDW+P. fluorescens 294 3 0 2 1 0 3×100 6 2.00±0.82d 

1.00×CPB for another 2 d 50 34 36 48 66 66 3×100 250 83.33±3.68a 

0.50×CPB for another 2 d 136 22 28 46 36 32 3×100 164 54.67±2.87b 

0.25×CPB for another 2 d 178 26 26 24 22 24 3×100 122 40.67±2.36c 

SDW for another 2 d 289 5 3 0 3 0 3×100 11 3.67±0.94d 

SDW indicated sterile distilled water. 
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2.5.2  拮抗菌在不同浓度 CPB 中的生长量及其

对病原菌的营养竞争作用：从图 4 可以看出，P. 

fluorescens ZX 在低浓度 CPB 中生长缓慢，在

0.25×CPB 和 0.5×CPB 中培养 48 h，P. fluorescens 

ZX 浓度仅分别为初始浓度的 2.05 倍和 5.37 倍；

但在 1×CPB 中，P. fluorescens ZX 繁殖迅速，其

浓 度 达 到 了 9.5×107 CFU/mL， 为 初 始 浓 度 的

18.69 倍。 

从图 5 可以看出，CPB 中果糖含量最高，但

P. fluorescens ZX 和 P. digitatum 都最先利用葡萄

糖作为碳源生长繁殖，培养 24 h 后，各处理组板

孔中的葡萄糖都被完全消耗；各处理组的蔗糖和

果糖含量差异显著，单独培养 P. fluorescens ZX

后的 CPB 中蔗糖和果糖含量显著低于其他处理

组，说明 P. fluorescens ZX 比 P. digitatum 更快速

高效地利用蔗糖和果糖。 

由表 4 可知，CPB 中天冬氨酸、丙氨酸和脯

氨酸含量较高，没有检测到半胱氨酸、蛋氨酸、

异亮氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸和组氨酸；除谷氨

酸外，P. fluorescens ZX 能迅速消耗 CPB 中其余

所有的游离氨基酸；而 P. digitatum 消耗游离氨

基酸的速度明显比 P. fluorescens ZX 慢，且只能

利用天冬氨酸、苏氨酸、丝氨酸、亮氨酸、精氨

酸和脯氨酸等有限的几种氨基酸。 

 

 
 

图 4.  荧光假单胞菌 ZX 在不同浓度 CPB中的生长量 

Figure 4.  Growth of Pseudomonas fluorescens ZX 
in CPB of different concentration. SDW indicated 
sterile distilled water. 

 
 

 
 

图 5.  培养前后 CPB 中果糖、葡萄糖、蔗糖的含量 

Figure 5.  The content of fructose, glucose and sucrose in CPB both before and after culturing. 
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表 4.  培养前后 CPB 中游离氨基酸的含量 

Table 4.  The content of free amino acid of the mixed liquid in CPB from the wells before and after culturing 

Amino acid/(μg/mL) Abbreviation 1×CPB P. fluorescens P. digitatum 
P. fluorescens+ 
P. digitatum 

P. fluorescens/PTFE/ 
P. digitatum 

Aspartic acid Asp 2.469±0.126a NDd 1.650±0.053b 0.299±0.060c NDd 

Threonine Thr 0.578±0.030a NDe 0.089±0.018d 0.250±0.036b 0.179±0.048c 

Serine Ser 1.056±0.058a NDc 0.694±0.063b NDc NDc 

Glutamate Glu 0.647±0.015d 0.566±0.037e 4.965±0.037a 1.949±0.213b 1.280±0.044c 

Glycine Gly 0.161±0.019b NDc 0.312±0.041a NDc NDc 

Alanine Ala 2.067±0.116b NDc 2.655±0.213a NDc NDc 

Valine Val 1.131±0.052a NDb 1.049±0.088a NDb NDb 

Leucine Leu 0.676±0.033a NDb NDb NDb NDb 

Lysine Lys 0.197±0.036a NDc 0.022±0.001b NDc NDc 

Arginine Arg 0.165±0.026a NDb NDb NDb NDb 

Proline Pro 23.308±0.311a NDc 10.537±0.190b NDc NDc 

Total  32.460±0.687a 0.566±0.037e 21.973±0.253b 2.500±0.309c 1.458±0.0.004d 

PTFE indicated polytetrafluoroethylene membrane; ND indicated that no detection was obtained; cysteine, methionine, isoleucine, 
tyrosine, phenylalanine and histidine were not detected in all treatment groups. 
 

2.6   拮抗菌的生长曲线 

P. fluorescens ZX 的生长曲线如图 6 所示，

对曲线进行拟合处理，得其 Logistic 方程(公式 2)。 

2
3

1.77
1.82 , 0.9937

(1 0.097 )
Y R

X
  


 公式(2) 

由图 6-A 可知，P. fluorescens ZX 在 0–4 h 内

处于延滞期，之后进入对数生长期；大约培养 8 h

后，P. fluorescens ZX 比生长速率达到最大值

(图 6-B)，此时 P. fluorescens ZX 快速生长繁殖，

一直维持到将近 24 h 左右，随后 P. fluorescens ZX

进入生长稳定期，30 h 以后，OD600 值出现回落 

(图 6-A)，比生长速率也开始趋向于零(图 6-B)，表

明 P. fluorescens ZX 生长停滞，进入生长衰亡期。 

2.7  拮抗菌生物膜定性检测和半定量检测 

采用结晶紫染色对 P. fluorescens ZX 生物膜

进行定性检测，试管菌液周围出现一轮清晰的紫

色晕圈，表明该 P. fluorescens ZX 菌株具有较强

的生物膜形成能力；采用乙醇洗脱结晶紫并测定

570 nm 下洗脱液的 OD 值对 P. fluorescens ZX 生

物膜进行半定量检测，随着培养时间的延长，

OD570 值逐渐增大，当培养时间为 24 h 时，生物

膜成熟，OD570 值达至最大值，之后进入扩散期，

生物膜逐渐脱落分离，OD570 值逐渐降低(图 7)。 

 
 

图 6.  荧光假单胞菌ZX的生长曲线(A)和比生长速率

曲线(B) 

Figure 6.  The growth curve (A) and specific growth 
rate curve (B) of Pseudomonas fluorescens ZX. Each 
value is the mean of 3 replicates±standard error. 
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图 7.  荧光假单胞菌 ZX 生物膜的半定量检测 

Figure 7.  Semi quantitative detection of biofilm of 
Pseudomonas fluorescens ZX. 

3   讨论 

P. fluorescens 在自然界广泛存在，能通过营

养与空间竞争、产生次级抗性代谢物质、诱导宿

主系统抗性等方式抑制病原物生长，国内外利用

P. fluorescens 防治多种植物及采后果蔬病虫害[26]。

本实验中，不论是在离体条件下还是在活体试验

中，P. fluorescens ZX 原液和菌悬液都能显著抑

制 P. digitatum 的生长繁殖，有效控制锦橙绿霉

病的发生，延缓病害进程；滤液和热杀死液也有

一定的防治作用，但其效力远远低于原液和菌悬

液，说明 P. fluorescens ZX 在生长过程中可能产

生一些抑菌物质，但不是其主要的作用方式。产

生抗生素，干扰病原物的新陈代谢，进而抑制病

原物的生长繁殖，这是 P. fluorescens 最早被确定

的拮抗机制。Peeran 等[15]成功将能产 2,4-二乙酰

基间苯三酚 (2,4-diac-etylphloroglucinol，DAPG)

的 P. fluorescens FP7 用于防治香蕉炭疽病；

Arseneault 等[27]报道，P. fluorescens LBUM223 防

控马铃薯赤霉病主要就是依赖产生酚嗪-1-羧酸

(phenazin-e-1-carboxylicacid，PCA)实现的。但抗

生素抑制病原物的作用机制尚未完全清楚，且抗

生素的使用会引发公众对食品安全、病原菌抗性

等问题的担忧，因而在筛选应用于防治采后果蔬

病害的拮抗菌时，应重点关注和推广使用不具备

产抗生素能力的拮抗微生物[28]。除抗生素外，P. 

fluorescens 还能产生 CHI、GLU、生物活性剂等

多种抗菌物质[9,29–30]。本实验所用 P. fluorescens 

ZX 菌株由匈牙利国家农业研究和创新中心食品

科学研究所高通量筛选获得，前期分析结果表

明，该菌株能产生嗜铁素和蛋白酶，不能分泌

CHI、葡聚糖酶或纤维素酶，不具有 PCA、DAPG、

藤黄绿菌素、硝咯吡菌素等抗生素或氢化氰的合

成基因[17]。大量研究表明，分泌嗜铁素，螯合环境

中微量的铁元素，使病原物得不到充足的铁元素营

养，这是 P. fluorescens 重要的抑菌机制之一[6, 26]；

同时，蛋白酶可能对病原物的生长繁殖也有一定

的抑制作用[6]。 

采用两板对扣法使得 P. fluorescens ZX 和 P. 

digitatum 同步培养但彼此不接触，结果表明 P. 

fluorescens ZX 产生的 VOCs 具有较强抑菌作用，

能显著抑制 P. digitatum 的菌丝生长和菌落扩展

(图 2)，这与 Wallace[6]的研究结果一致。经 VOCs

熏蒸处理后的果实，发病率和病斑直径显著降低

(图 3)，但当拮抗菌原液体积达到一定量后，增加

拮抗菌原液体积对 VOCs 的防治效力增幅不大，

在数理统计上没有显著差异(图 3)，这也和 VOCs

在 PDA 平板上的抑菌效果一致(图 2-B)。王友升[18]

也发现拮抗酵母 Cryptococcus albidus、Cryptococcus 

laurentii、Rhodotorula glutinis 的不同接种浓度对

其产生的 VOCs 没有显著影响。Park 等[31]联用顶

空固相微萃取和气相色谱-质谱联用仪，确定 P. 

fluorescens SS101 能产生 11 种 VOCs；Hernández- 
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León 等[32]报道 P. fluorescens UM16、UM240、

UM256、UM270 均能产生 VOCs，其主要成分是

小分子的乙醛、酮和醇等，而主要的抑菌(Botrytis 

cinerea)成 分可能是含硫化合物。供试菌株 P. 

fluorescens ZX 产生哪些种类的 VOCs 以及哪些

VOCs 起主要抑菌作用，还需进一步研究。由于

利用拮抗菌 VOCs 进行生物熏蒸来防治病害，可

适用于大多数产品的不同贮存和运输阶段，也可

用于那些因太脆弱而无法进行液态杀菌剂处理

的产品，且拮抗菌与产品不直接接触，完全不会

引起消费者对食品安全性的担忧，因而具有广泛

的研究和应用前景[33]。 

我们先期研究表明，P. fluorescens ZX 能在

锦橙伤口处迅速生长繁殖，消耗营养，抢占生态

位点，从而使 P. digitatum 无法获得足够的营养

和空间进行正常的生命活动[16]。现在普遍认为，

与 病 原 物 进 行 营 养 物 质 与 空 间 位 点 竞 争 是 P. 

fluorescens 防治病害最主要的作用机制之一。长

期以来，在研究方法上，营养竞争和空间竞争一

直无法分开单独研究。2000 年，Janisiewicz 等[20]

设计出插入式细胞培养皿，单独研究拮抗酵母菌

和 Penicillium expansum 对苹果汁中有限营养的

竞争，排除了空间竞争的干扰。我们参照该方法

并 进 一 步 试 验 确 定 P. fluorescens ZX 和 P. 

digitatum 之间可能竞争的营养物质。同时，与大

多数学者的研究体系不同，为更真实地反映实际

情况，我们采用柑橘皮制作培养基。结果表明，

与 P. fluorescens ZX 不 接 触 共 培 养 时 ， P. 

digitatum 孢子发芽受到显著抑制，但随着 CPB

浓度的提高，P. fluorescens ZX 的抑制作用减弱

(表 3)；对培养前后 CPB 中的营养物质含量分析

后发现，P. fluorescens ZX 能更快速有效地利用

柑橘皮中的糖类和游离氨基酸，并和 P. digitatum

竞争葡萄糖、果糖、蔗糖、天冬氨酸、苏氨酸、

丝氨酸、亮氨酸、精氨酸和脯氨酸等营养物质(图

5 和表 4)。此外，单独培养 P. digitatum 后的 CPB

中谷氨酸、甘氨酸、丙氨酸含量显著上升，表明

P. digitatum 可能在生长繁殖过程中能合成这几

种氨基酸(表 4)。 

生物膜是由细菌或真菌附着在生物或非生

物体表面，被自身分泌的胞外聚合物所包裹，形

成具有一定结构和功能的细胞群体[34]。生物膜能

通过减低宿主免疫应答反应、抑制吞噬细胞等方

式发挥对膜内细菌的保护作用，极大增强膜内细

菌的稳定性 [6,34]。Wallace[6]报道，P. fluorescens 

1-112、4-6 和 2-28 能在苹果伤口处形成致密的生

物膜，阻碍 P. expansum 接触、利用苹果伤口处

的营养物质；Allen 等[35]也发现，P. fluorescens 

PCL1701 具有较强的生物膜形成能力，且其在低浓

度营养下形成的生物膜较其他处理条件下的明显

更稳定。此外，生物膜形成能力与菌株在自然环

境中的定殖和对环境胁迫的抗性密切相关[6,24,34]。

本试验中，供试菌株 P. fluorescens ZX 培养 4 h

后就开始进入对数生长期(图 6)，而后菌体迅速生

长繁殖，相互聚集堆积，培养约 24 h 后形成成熟

的生物膜(图 7)，表明 P. fluorescens ZX 具有较强

的生命力和环境适应力，同时进一步反映了营养

与空间竞争在 P. fluorescens ZX 拮抗 P. digitatum

中发挥的重要作用。 

此外，P. fluorescens ZX 处理能显著提高锦

橙果皮 CHI 和 GLU 的活性，并能诱导提前 GLU、

过氧化物酶、苯丙氨酸解氨酶活性高峰的到来，

有效提高采后锦橙果实的抗病性[16–17]。然而，拮

抗菌、病原菌和宿主之间的互作效应十分复杂，
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P. fluorescens ZX 对 P. digitatum 是否还存在其他

的作用模式，还需更深入地研究。 

4  结论 

本实验研究结果表明：(1) P. fluorescens ZX

及其产生的 VOCs 都能显著抑制 P. digitatum 的

孢子萌发、芽管伸长和菌丝扩展，从而有效降低

锦橙采后绿霉病的发病率和病斑直径；(2) 营养

与空间竞争是 P. fluorescens ZX 防治锦橙绿霉病

的 重 要 机 制 之 一 ， P. fluorescens ZX 能 和 P. 

digitatum 竞争锦橙果皮中的葡萄糖、果糖、蔗糖、

天冬氨酸、苏氨酸、丝氨酸、亮氨酸、精氨酸和

脯氨酸等营养物质；(3) P. fluorescens ZX 具有较

强的生命力，能迅速生长繁殖，24 h 内形成成熟

稳定的生物膜。 
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Biocontrol of green mold decay in Jincheng citrus fruits by 
Pseudomonas fluorescens ZX 
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Abstract: [Objective] Researches were carried out for biocontrol of green mold decay in citrus by Pseudomonas 

fluorescens ZX. [Methods] The biocontrol effectiveness in fruits and effects on Penicillium digitatum growth were 

evaluated along with the antifungal activity of volatile organic compounds (VOCs). Meanwhile, assays of 

competitive grow between Pseudomonas fluorescens ZX and Penicillium digitatum were conducted, as well as the 

growth curve and biofilm formation ability of Pseudomonas fluorescens ZX. [Results] Pseudomonas fluorescens 

ZX suspension showed potent ability for the depression of Penicillium digitatum, so did the VOCs. In addition, 

Pseudomonas fluorescens ZX made better use of nutrients than Penicillium digitatum, and it entered the logarithmic 

growth stage quickly (4 h) and formed an effective biofilm after 24 h. [Conclusion] The application of 

Pseudomonas fluorescens ZX was effective to control green mold, and the potential mechanisms included inhibition 

of spore germination, competition for nutrients and space, and formation of biofilm. 

Keywords: Pseudomonas fluorescens, green mold decay, biocontrol, Citrus sinensis osbeck (Jincheng), postharvest 

diseases, antagonistic mechanism 

 

(本文责编：张晓丽) 

                           

Supported by the Chinese-Hungarian Intergovernmental Scientific and Technological Industrial Research and Development 
Program (2016YFE0130600), by the Venture & Innovation Support Program for Chongqing Overseas Returnees Project 

(cx2018095) and by the Project on Technological Innovation of Chongqing Social Undertakings and People’s Livelihood 
Guarantee (cstc2017shms-kjfp80011) 
*Corresponding author. Tel: +86-23-68250375; E-mail: kanjianquan@163.com 
Received: 31 October 2018; Revised: 9 January 2019; Published online: 8 March 2019 


