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摘   要：【目的】研究特基拉芽孢杆菌挥发物 2-甲基丁酸对甘薯长喙壳菌的抑制作用，评价 2-

甲基丁酸对甘薯黑斑病的防治效果。【方法】采用 I-分隔平皿和气相抑菌体系，研究不同剂量的

2-甲基丁酸对甘薯长喙壳菌菌丝生长和孢子萌发的抑制作用；使用乳酸酚棉蓝染色观察 2-甲基丁

酸对甘薯长喙壳菌显微形态的影响；利用荧光探针钙荧光白和溴化丙锭检测 2-甲基丁酸对甘薯长

喙壳菌细胞壁结构与细胞膜通透性的影响；使用荧光探针 2,7-二氯荧光素二乙酸酯检测甘薯长喙

壳菌胞内活性氧含量变化；测定谷胱甘肽含量分析病原菌应对氧化损伤能力的改变；通过线粒体

脱氢酶活力和丙酮酸含量的检测，分析 2-甲基丁酸对甘薯长喙壳菌线粒体功能和能量代谢的影响；

评价 2-甲基丁酸在甘薯黑斑病防治中的使用效果。【结果】2-甲基丁酸显著抑制甘薯长喙壳菌菌丝

生长和孢子萌发，降低其产孢能力，导致菌丝折叠弯曲并形成不连续的空腔。2-甲基丁酸使甘薯

长喙壳菌的细胞壁结构改变，细胞膜通透性增加，胞内活性氧含量升高，谷胱甘肽含量显著降低，

使病原菌应对氧化损伤的能力下降，线粒体脱氢酶活力和丙酮酸含量显著降低，诱发线粒体功能

障碍，干扰细胞能量代谢，最终导致细胞死亡。此外，2-甲基丁酸对甘薯黑斑病也具有良好的防

治作用。【结论】2-甲基丁酸对甘薯长喙壳菌具有显著的抑制作用，可作为安全高效的气相抑菌材

料用于新型熏蒸制剂的研发。 
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Inhibitory effects of volatile 2-methylbutyric acid produced by 
Bacillus tequilensis XK29 on Ceratocystis fimbriata 
LI Tengjie, LIANG Sunyan, GUO Jianheng, XU Yue, ZHANG Chunmei, QIN Sheng,  
XING Ke* 
School of Life Sciences, Jiangsu Normal University, Xuzhou 221116, Jiangsu, China 

Abstract: [Objective] To investigate the inhibitory effects of 2-methylbutyric acid produced by 
Bacillus tequilensis XK29 on Ceratocystis fimbriata, and to evaluate its control effects on sweet potato 
black rot. [Methods] I-plates (2-section) and gas-phase antimicrobial system were used to study the 
inhibitory effects of 2-methylbutyric acid on mycelial growth and spore germination of C. fimbriata, 
and its effect on the micro-morphology of C. fimbriata was observed by lactophenol cotton blue 
staining. Fluorescent probes calcofluor white and propidium iodide were adopted to detect the 
influences of 2-methylbutyric acid on cell wall structure and cell membrane permeability of C. 
fimbriata, and the change of intracellular reactive oxygen species of C. fimbriata was explored by 
fluorescence probe 2ʹ,7ʹ-dichlorodihydrofluorescein diacetate. Additionally, the content of glutathione 
was determined to analyze the ability of the pathogenic fungus to deal with oxidative damage, and the 
activity of mitochondrial dehydrogenase and the content of pyruvic acid were determined to clarify the 
effects of 2-methylbutyric acid on mitochondrial function and energy metabolism of C. fimbriata. In the 
end, we evaluated the application of 2-methylbutyric acid to the control of sweet potato black rot. 
[Results] 2-methylbutyric acid significantly inhibited the mycelial growth and spore germination of C. 
fimbriata, thus reducing the sporulation ability of C. fimbriata and resulting in folded mycelia and 
discontinuous cavities. The cell wall structure was changed, and the membrane permeability and the 
content of intracellular reactive oxygen species were increased. 2-methylbutyric acid markedly reduced 
the content of glutathione, thereby decreasing the ability of pathogens to deal with oxidative damages. 
Furthermore, the activity of mitochondrial dehydrogenase and the content of pyruvic acid dropped, 
which induced mitochondrial dysfunction and interfered with cell energy metabolism, thus leading to 
cell death. In addition, 2-methylbutyric acid controlled the sweet potato black rot. [Conclusion] 
2-methylbutyric acid had remarkable inhibitory effects on C. fimbriata. It could be used as a safe and 
efficient gas-phase antimicrobial material for the development of new fumigants. 

Keywords: volatile organic compounds; 2-methylbutyric acid; Ceratocystis fimbriata; mitochondria; 
reactive oxygen species 
 

甘薯[Ipomoea batatas (L.) Lam.]不仅是我

国重要的粮食作物，还含有丰富的胡萝卜素、

活性多糖和膳食纤维等成分，营养和保健功能

突出[1]。据联合国粮农组织统计，2019 年中国

甘薯种植面积居世界首位，占世界总产量的

85%[2]。由甘薯长喙壳菌(Ceratocystis fimbriata)
侵染引起的甘薯黑斑病，导致甘薯每年产量损

失约 5%–10%，严重时可达 20%–50%[3]。病薯
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变为黑色，散发苦臭味，产生甘薯酮等有毒物

质[4]，无法食用和饲用，造成巨大的经济损失。

目前我国登记用于防治该病的化学杀菌剂仅有

多菌灵、乙蒜素、甲基硫菌灵等几种[5]。化学

农药造成的农药残留、环境污染和食品安全风

险等问题已成为农业可持续发展的瓶颈，防治

药剂的匮乏导致频繁使用单一杀菌剂，进一步

增加抗药性风险[6]。因此，开发绿色防控新策

略具有现实意义。 
微生物产生的挥发性有机化合物 (volatile 

organic compounds，VOCs)是一类常温下易挥发

的低分子量(通常小于 300 Da)化合物[7]。与传统

液态杀菌剂相比，产 VOCs 的微生物在不直接

接触病原菌和被处理产品的条件下，即可通过

VOCs 的抑菌作用远距离控制植物病害[8]，已成

为新的研究热点。研究表明，一株芽孢杆菌菌

株 D13 释放的 VOCs 对水稻黄单胞菌具有拮抗

作用 [9] ；鲑色链霉菌 (Streptomyces salmonis) 
PSRDC-09 产生的 VOCs 对辣椒炭疽病有较好

的防治效果[10]。2006 年，特基拉芽孢杆菌首次

从墨西哥一座有 2 000 年历史的墓穴中被分离

出来[11]。随后，研究人员陆续发现该菌株能够

产生脂肽抑制病原体生长[12]，促进植物种子萌

发和幼苗生长[13]，具有优良的生防潜力。然而，

关于特基拉芽孢杆菌产 VOCs 的研究鲜有报

道。本实验室从甘薯根际分离到一株特基拉芽

孢杆菌(Bacillus tequilensis) XK29，其产生的

VOCs 能显著抑制甘薯长喙壳菌生长，并有效

控制甘薯采后黑斑病的发生；经顶空固相微萃

取与气相色谱-质谱联用技术分析，特基拉芽孢

杆菌 XK29 在麦粒培养基上产生的 VOCs 主要

成分为乙偶姻、2-羟基-5-甲基苯乙酮、异戊酸、

异丁酸和 2-甲基丁酸等 21 种挥发性物质，其中

微量的 2-甲基丁酸对甘薯长喙壳菌具有强烈的

抑制作用[14]，但具体的作用机制尚不明确。2-

甲基丁酸具有干酪味[15]，天然存在于苹果、草

莓、辣椒等果蔬中[16]，是我国和世界上多个国

家均批准使用的食品添加剂[17]。在饲料中添加

2-甲基丁酸，可以促进碳水化合物的降解和瘤

胃纤维降解菌的生长，有助于消化瘤胃中的纤

维，避免饲料浪费[18]。2-甲基丁酸良好的生物

安全性和高效的抗真菌活性，使其具有进一步

研究和开发的巨大潜力。 
本研究通过气相抑菌方式，研究 2-甲基丁

酸对甘薯长喙壳菌的抑制作用，分析甘薯长喙

壳菌细胞壁和细胞膜的结构变化，探究甘薯长

喙壳菌线粒体功能的改变，初步揭示 2-甲基丁

酸的抗真菌作用机制。进一步结合 2-甲基丁酸

在甘薯采后黑斑病防治中的效果评价，为 2-甲
基丁酸作为新型防腐保鲜手段的开发和应用奠

定理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

甘薯长喙壳菌(样本编号：CF1.01127)由江

苏省徐州市农业科学院提供。 2-甲基丁酸

(98%；CAS 号 116-53-0)购于上海阿拉丁生化

科 技 股 份 有 限 公 司 。 溴 化 丙 锭 (propidium 
iodide，PI)、2,7-二氯荧光素二乙酸酯 (2′,7′- 
dichlorodihydrofluorescein diacetate, DCFH-DA)、
甲萘醌、谷胱甘肽含量试剂盒、丙酮酸含量检

测试剂盒购于北京索莱宝科技有限公司。钙荧

光白(calcofluor white, CFW)染料购于上海贝博

生物科技有限公司。3ʹ3-[1-(苯氨酰基)-3,4-四氮

唑 ]- 二 (4- 甲 氧 基 -6- 硝 基 ) 苯 磺 酸 钠 [(2,3)- 
bis(2-methoxy-4-nitro-5-sul-phenyl)-(2H)-tetrazo
lium-5-carboxanilide，XTT)]购于上海源叶生物

科技有限公司。培养甘薯长喙壳菌使用马铃薯

葡萄糖琼脂(potato dextrose agar，PDA)固体培

养基和马铃薯葡萄糖 (potato dextrose broth，
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PDB)液体培养基。 

1.2  菌落生长情况 
在 I-分隔平皿一侧加入适量 PDA 培养基，

接种甘薯长喙壳菌菌饼(直径 7 mm)。另一侧放

置适量无菌滤纸片(直径 8 mm)，滴加相应体积

(1、5、10、50 μL)的 2-甲基丁酸(每片滤纸片滴

加液体上限为 10 μL)。用 Parafilm 密封后 28 ºC
培养 6 d，每天测量 1 次菌落直径。对照组未加

入 2-甲基丁酸。 

1.3  孢子萌发 
在 I-分隔平皿一侧加入适量 PDA(或 PDB)

培养基，接种 60 μL 甘薯长喙壳菌孢子悬液

(1×106 个/mL)。另一侧放置适量无菌滤纸片，

滴加相应体积(1、5、10、50 μL)的 2-甲基丁酸。

Parafilm 密封平皿后，28 ºC 培养 3 d，观察孢

子萌发情况。期间每 3 h 从 PDB 中取样镜检，

每次不少于 200 个孢子，统计孢子萌发情况(当芽

管长度超过孢子自身直径的一半时视为萌发)。 

1.4  显微形态观察 
在 I-分隔平皿一侧加入 PDA 培养基并接种

甘薯长喙壳菌菌饼，在距离菌饼 0.5 cm 处斜插

入无菌盖玻片。分隔平皿另一侧放置无菌滤纸

片并滴加 1 μL 的 2-甲基丁酸。平皿密封后于

28 ºC 培养 6 d 后将盖玻片取下，乳酸酚棉蓝染

色液染色 30 min 后进行观察。 

1.5  CFW 染色 
在 I-分隔平皿一侧加入甘薯长喙壳菌孢子

的 PDB 悬浮液(5 mL，1×106 个/mL)，28 ºC 培

养 1 d 后，另一侧放置适量无菌滤纸片，滴加

相应体积(5 μL和 50 μL)的 2-甲基丁酸。Parafilm
密封后 28 ºC 培养 6 h 和 12 h，加入 1 μg/mL CFW
染液，28 ºC 下避光孵育 1 min。离心后重悬于

PBS，用 Lica 荧光显微镜 DM6000B 进行观察。 

1.6  PI 染色 
在 I-分隔平皿一侧加入甘薯长喙壳菌孢子

的 PDB 悬浮液(5 mL，1×106 个/mL)，另一侧

放置适量无菌滤纸片，滴加相应体积(5 μL 和

50 μL)的 2-甲基丁酸。Parafilm 密封后 28 ºC 培

养 6 h 和 12 h，加入 5 μg/mL PI 染液，28 ºC 孵

育 30 min。离心后将孢子重悬于 PBS，用荧光

显微镜观察[19]。 
1.7  活性氧检测 

如 1.6 所述，在分隔平皿两侧分别加入甘

薯长喙壳菌孢子悬液和 2-甲基丁酸，培养结束

后收集孢子，加入 10 μmol/L DCFH-DA 染液，

28 ºC 下孵育 20 min，用荧光显微镜进行观察[20]。 

1.8  谷胱甘肽含量测定 
如 1.6 所述，在分隔平皿两侧分别加入甘

薯长喙壳菌孢子悬液和 2-甲基丁酸，培养结束

后收集孢子，按照谷胱甘肽含量试剂盒说明书

进行测定。 

1.9  线粒体总脱氢酶活力 
采用 XTT-甲萘醌法测定线粒体脱氢酶总

活力[21]。如 1.6 所述，在分隔平皿两侧分别加

入甘薯长喙壳菌孢子悬液和 2-甲基丁酸，培养

结束后收集孢子重悬于 500 μL PBS，取 150 μL
加入 96 孔板中，再加入 50 μL XTT-甲萘醌溶液

并混匀。28 ºC 下避光孵育 2 h 后使用酶标仪测

定 OD450 值。将每个培养时间点的对照组 OD450

定义为 100%酶活力，计算不同处理组的相对活

力。 

1.10  丙酮酸含量测定 
如 1.6 所述，在分隔平皿两侧分别加入甘

薯长喙壳菌孢子悬液和 2-甲基丁酸，培养结束

后收集孢子，按照丙酮酸含量检测试剂盒说明

书进行测定。 

1.11  甘薯采后黑斑病的防治 
选取健康、大小相近的市售天目山香薯，

在 1%次氯酸钠溶液中浸泡 2 min 进行表面消

毒。用无菌解剖针在甘薯腰部制造 20个约 5 mm
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深的伤口，接种 20 μL 甘薯长喙壳菌孢子悬液

(1×106 个/mL)后放入无菌餐盒(150 mm×100 mm× 
50 mm，体积 750 mL)。餐盒中加入含有 10 μL  
2-甲基丁酸滤纸片的培养皿(直径 35 mm)。分为 
4 组：Ⅰ-对照组(接种甘薯长喙壳菌的甘薯)、Ⅱ-
多菌灵组(接种甘薯长喙壳菌的甘薯，伤口处涂

抹 20 μL 的 1 000 倍多菌灵稀释液)、Ⅲ-先熏蒸

组(2-甲基丁酸熏蒸甘薯 2 d 后，再接种甘薯长

喙壳菌)、Ⅳ-同时熏蒸组(接种甘薯长喙壳菌的

甘薯，立刻用 2-甲基丁酸熏蒸)。每组设置 10
个平行。28 °C 培养 20 d 后取出甘薯，根据 5
级经验性量表对甘薯发病情况进行判定：1、未

有明显症状；2、半数针刺伤口发病；3、病斑

直径≤8 mm；4、8 mm<病斑直径≤14 mm；5、
14 mm<病斑直径≤20 mm。计算各组甘薯的发

病程度(disease severity，DS)[22]。 

1.12  数据处理 
所有试验重复 3 次，结果以平均值±标准偏

差表示。使用 Graphpad Prism 8.0 进行统计分析

与图形绘制，并通过单因素方差分析确定各组

间的差异，P<0.05 时差异显著。 

2  结果与分析 
2.1  2-甲基丁酸的抑菌活性 
2.1.1  菌丝生长 

如图 1A、1B 所示，随着培养时间的延长，

对照组菌落直径逐渐增大，第 6 天时生长至平

皿边缘，菌落直径为 36.56 mm。而 2-甲基丁酸

各处理组中，甘薯长喙壳菌菌落直径与第 1 天

相比均未发生明显变化。这一结果表明，挥发   
性物质 2-甲基丁酸显著抑制甘薯长喙壳菌菌丝

生长。 

 

 
 
 

图 1  2-甲基丁酸对甘薯长喙壳菌菌丝生长和孢子萌发的影响 
Figure 1  Effects of 2-methylbutyric acid on mycelial growth (A–B) and spores germination (C–D) of C. 
fimbriata. Results were expressed as the mean±standard deviation. 
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2.1.2  孢子萌发 
如图 1C 所示，对照组中，甘薯长喙壳菌孢

子萌发形成大量菌丝，在 PDA 和 PDB 培养基

表面均形成致密的菌丝层。2-甲基丁酸处理组

中，仅在 1 μL 处理组的 PDA 培养基表面出现

零星的白色菌落，PDB 培养基稍显浑浊。2-甲
基丁酸 5–50 μL 处理组中，PDA 培养基上均未

观察到菌落，PDB 培养基清澈透明。如图 1D
所示，随着培养时间的增加，对照组孢子萌发

率显著上升，24 h 时萌发率达到 88.86%。2-甲
基丁酸 1–50 μL 处理组的 24 h 时萌发率分别为

27.90%、 16.77%、 7.39%和 1.09%。因此，      
2-甲基丁酸显著抑制了甘薯长喙壳菌孢子萌发。 
2.1.3  显微形态 

如图 2 所示，对照组菌丝和孢子充盈饱满、

细胞内容物丰富、着色较为均匀。而 2-甲基丁

酸处理组菌丝折叠变形呈扭曲状，不规则膨大，

染色较浅并出现未着色的不连续空腔，未观察

到孢子。显微形态观察结果表明，2-甲基丁酸

导致甘薯长喙壳菌菌丝形态畸变和细胞内容物

外泄，抑制孢子的产生。 

2.2  2-甲基丁酸的抑菌机制 
2.2.1  细胞壁结构变化 

使用 CFW 染色分析 2-甲基丁酸对甘薯长

喙壳菌细胞壁结构的影响。如图 3 所示，对照

组菌丝整体发出明亮的蓝色，2-甲基丁酸处理

组中菌丝发出的蓝色荧光变弱，尤其是 50 μL
的 2-甲基丁酸处理 12 h 时，菌丝发出的蓝色荧

光明显减弱。这表明 2-甲基丁酸使甘薯长喙壳

菌细胞壁结构发生变化。 
 
 

 
 

图 2  2-甲基丁酸对甘薯长喙壳菌显微形态的影响 
Figure 2  Effects of 2-methylbutyric acid on the morphology of C. fimbriata. A: control; B: fumigated with 
2-methylbutyric acid. Scale bar: 10 μm. 
 
 

 
 
图 3  2-甲基丁酸对甘薯长喙壳菌细胞壁结构的影响 
Figure 3  Effect of 2-methylbutyric acid on cell wall structure of C. fimbriata. Scale bar: 5 μm. 
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2.2.2  细胞膜完整性受损 
为进一步探索 2-甲基丁酸对甘薯长喙壳菌

细胞膜的影响，使用 PI 染色检测细胞膜完整性

以及细胞活力。如图 4 所示，对照组未检测到

PI 发出的红色荧光。与对照组相比，随着 2-甲
基丁酸剂量和处理时间的增加，发出红色荧光

的细胞数逐渐增多，荧光强度也随之增强。以

上结果表明，2-甲基丁酸导致甘薯长喙壳菌的

细胞膜完整性受损，细胞活力丧失，这种破坏

作用存在浓度依赖性和时间依赖性。 
2.2.3  线粒体生理功能障碍 

线粒体是真核生物进行有氧呼吸产生 ATP

的主要场所，对微生物正常的能量代谢具有十

分重要的作用。因此我们对与线粒体有关的生

理功能进行了分析。 

使用荧光探针 DCFH-DA 检测甘薯长喙壳菌

胞内是否发生活性氧(reactive oxygen species, ROS)

积累。如图 5A 所示，对照组甘薯长喙壳菌孢子

中未检测到荧光。与对照组相比，2-甲基丁酸处

理组中的孢子发出绿色荧光。以上结果表明，2-

甲基丁酸使甘薯长喙壳菌中积累大量的活性氧，

这将会导致胞内重要细胞组分的严重损伤。 

谷胱甘肽是生物体内重要的抗氧化剂和自

由基清除剂[23]。如图 5B 所示，随着培养时间的

增加，对照组谷胱甘肽含量逐渐升高，至 12 h 时

达到 0.55 μg/106 cell。经 2-甲基丁酸处理后谷

胱甘肽含量下降，12 h 时 5 μL 和 50 μL 2-甲基  
丁酸处理组中的谷胱甘肽含量分别为 0.10 和

0.04 μg/106 cell。因此，2-甲基丁酸导致甘薯长

喙壳菌谷胱甘肽含量下降，从而使机体应对氧

化损伤的能力降低。 
由图 5C 可以看出，随着 2-甲基丁酸剂量

的增加和培养时间的延长，甘薯长喙壳菌的线

粒体总脱氢酶活性持续降低。因此，2-甲基丁

酸使甘薯长喙壳菌的线粒体总脱氢酶活力显著

降低，从而导致三羧酸循环无法正常运转。 
如图 5D 所示，培养 12 h 时，2-甲基丁酸处理

组中甘薯长喙壳菌的丙酮酸含量显著低于对照

组。由此可见，2-甲基丁酸导致甘薯长喙壳菌中

丙酮酸含量降低，干扰糖酵解途径的正常代谢。 

2.3  2-甲基丁酸对甘薯黑斑病的防治效果 
如图 6A-Ⅰ所示，对照组甘薯针孔处均出现

黑色斑点并连接成片，横截面可观察到黑斑病

症状。使用甘薯黑斑病常用防治农药多菌灵涂

抹后，针孔处有少数孔发病，部分发病孔连接

成片，横截面仍有轻微发病症状(图 6A-Ⅱ)。先

熏蒸组甘薯针孔处和横截面均未见黑斑病症状

(图 6A-Ⅲ)。同时熏蒸组甘薯表面和横截面仅少

量针孔出现黑色病斑，但均未连接成片 (图
6A-Ⅳ)。因此，对照组甘薯发病严重，多菌灵

组、同时熏蒸组和先熏蒸组均显著降低了甘薯

黑斑病的发病程度(图 6B)。 
 

 
 
图 4  2-甲基丁酸对甘薯长喙壳菌细胞膜完整性的影响 
Figure 4  Effect of 2-methylbutyric acid on plasma membrane integrity of C. fimbriata. Scale bar: 5 μm. 
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图 5  2-甲基丁酸对甘薯长喙壳菌线粒体生理功能的影响 
Figure 5  Effects of 2-methylbutyric acid on physiological functions of C. fimbriata mitochondria. A: ROS 
accumulation (scale bar: 5 μm); B: glutathione content; C: mitochondrial dehydrogenase activity; D: pyruvate 
content. Results were expressed as the mean±standard deviation. Means with different letters indicated 
statistical significance at P<0.05. 
 

 
图 6  2-甲基丁酸对甘薯黑斑病的防治作用 
Figure 6  The effect of 2-methylbutyric acid on controlling C. fimbriata infection in sweet potatoes. A: 
images of sweet potatoes; B: DS of sweet potatoes. Results were expressed as the mean±standard deviation. 
Means with different letters indicated statistical significance at P<0.05. DS: disease severity. 
 

3  讨论与结论 
在果蔬采后贮藏中，病原真菌侵染常导致巨

大的经济损失[24]。传统化学农药一般为液态杀菌

剂，需直接接触被处理的农产品，液态药剂还容

易引起果蔬(如草莓、生菜)软腐等现象。微生物
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产生的 VOCs 在土壤、空气中可进行远距离扩散，

并发挥其生物学功能，其气相抑菌方式不会在被

处理产品表面引入活菌，不会引起公众的生物安

全顾虑，具有良好的应用价值及发展前景[8]。 
本文研究了特基拉芽孢杆菌 XK29 的挥发

物 2-甲基丁酸在气相抑菌条件下对甘薯长喙壳

菌的抗真菌作用。结果表明，微量的 2-甲基丁

酸即可有效抑制甘薯长喙壳菌菌丝生长和孢子

萌发(图 1)，展现了其在真菌病害防治中极大的

应用潜力。一株芽孢杆菌 TM-I-3 产生的 VOCs
抑制烟曲霉(Aspergillus fumigatus)、枝孢样枝孢

霉 (Cladosporium cladosporioides)和扩展青霉

(Penicillium expansum)，经鉴定 2-甲基丁酸是其

主要挥发性成分之一[25]。显微形态观察结果显

示，2-甲基丁酸熏蒸使甘薯长喙壳菌产孢能力

丧失，菌丝发生显著的畸形、扭曲，形成不连

续的空腔(图 2)。这表明，2-甲基丁酸破坏甘薯

长喙壳菌细胞壁和细胞膜的屏障特性，使大量

的细胞质泄露，细胞形态异常。 
作为真菌细胞最外层的屏障，细胞壁能够

固定细胞外形，维持细胞内环境的稳态 [26]。

CFW 为二苯乙烯类化合物，与细胞壁中的纤

维素和几丁质结合，产生蓝色荧光。实验结果

表明，2-甲基丁酸减弱了甘薯长喙壳菌菌丝中

的蓝色荧光强度(图 3)，细胞壁的结构和组成

可能被改变。PI 染色结果表明，随着 2-甲基丁

酸剂量和作用时间的增加，发出红色荧光的细

胞数增多，且荧光强度增强(图 4)，证明 2-甲
基丁酸导致甘薯长喙壳菌细胞膜完整性受损，

丧失细胞活力。因此，细胞膜和细胞壁可能存

在 2-甲基丁酸抑菌作用的潜在靶点。 
长期以来，人们认为不同种类的抗生素通

过不同的机制发挥其抗菌作用。但有学者认

为，ROS(主要是羟基自由基)的生成是细胞氧化

损伤死亡的最终产物，这是杀菌抗生素诱导细

胞死亡的共同机制[27]。高浓度的 ROS 会与脂

质、蛋白质和 DNA 发生反应，造成氧化损伤，

最终导致细胞功能障碍或死亡[28]。谷胱甘肽是生

物体内重要的抗氧化剂和自由基清除剂，具有保

护细胞膜和线粒体膜、避免脂质过氧化损伤的作

用[29]。本研究中，2-甲基丁酸能提高甘薯长喙壳

菌胞内 ROS 水平(图 5A)，抑制谷胱甘肽的合成

(图 5B)，打破了ROS与抗氧化系统之间的平衡。

线粒体是产能与代谢的重要细胞器，也是真核细

胞中ROS主要的内源性来源[30]。线粒体不可避免

地暴露于高水平的ROS 中，本研究发现 2-甲基丁

酸能降低甘薯长喙壳菌的线粒体脱氢酶活力(图
5C)和丙酮酸含量(图 5D)，干扰线粒体功能和能

量代谢。上述结果表明，2-甲基丁酸破坏甘薯长

喙壳菌细胞壁和细胞膜的完整性，诱导 ROS 积

累，抑制谷胱甘肽合成，降低线粒体脱氢酶活力

和丙酮酸含量，从而诱发线粒体功能障碍，干扰

细胞能量代谢，最终导致细胞死亡(图 7)。 
甘薯体内试验中，2-甲基丁酸先熏蒸组和  

同时熏蒸组对甘薯黑斑病均具有显著的防治作

用。先熏蒸组的防治效果好于同时熏蒸组，这表

明 2-甲基丁酸能够诱导甘薯提高对生物胁迫的系

统抗性。枯草芽孢杆菌 CF-3 挥发物通过抑制果

胶酶和纤维素酶的活性，增强抗氧化酶活性等，

诱导荔枝产生抵御能力，从而有效防治胶孢炭疽

菌侵染所引起的荔枝果实腐烂[31]。2-甲基丁酸诱

导甘薯系统抗性的具体机制有待进一步研究。 
综上所述，特基拉芽孢杆菌 XK29 挥发物

2-甲基丁酸对甘薯长喙壳菌具有显著的抑制作

用，其抑菌机制可能涉及细胞壁和细胞膜完整

性的破坏，损伤线粒体功能并干扰细胞能量代

谢，最终导致细胞死亡。2-甲基丁酸在甘薯采

后黑斑病的防治中也展现出良好的应用潜力。

因此，2-甲基丁酸可作为安全高效的气相抑菌

材料用于新型熏蒸制剂的研发。 
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图 7  2-甲基丁酸对甘薯长喙壳菌的潜在抑菌机制 
Figure 7  The potential antifungal mechanism of 2-methylbutyric acid against C. fimbriata. 
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