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摘要:【目的】对从西梅 (Prunus domestica L． )果实表面分离到拮抗细菌 XM2 进行鉴定，研究其对链格孢
(Alternaria alternata)引起的梨采后黑斑病的生防作用。【方法】根据形态特征、理化性质及 16S rDNA 序列
比对分析，鉴定 XM2 的种类;在梨果伤口上进行活体( in vivo)的抑菌试验;在显微镜下观察 XM2 对病原菌丝
的影响。【结果】XM2 鉴定为成团泛菌(Pantoea agglomeran);XM2 各种处理液对梨黑斑病防效均显著好于
对照，效果由强到弱依次是:菌悬液、发酵液、过滤液和热杀死液，其中，菌悬液防效达 97. 73% ;XM2 使用浓
度越大、病原菌接种浓度越低，防效越好;XM2 接种时间相对早的处理防效显著优于相对时间晚的处理，即
预防效果优于治疗效果。菌株 XM2 可以较好的定殖于梨果伤口;显微镜观察发现，XM2 可使病原菌丝部分
断裂，细胞内含物外溢，扭曲变形。【结论】本文首次报道成团泛菌菌株 XM2，其活菌体和代谢产物对梨采
后黑斑病均有生防作用。
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梨黑斑病是一种危害严重的世界性气传真菌病
害，由链格孢(Alternaria alternata)引起，在梨果采前
和采后均有发生。我国是梨种植和出口大国，采后
病原微生物的侵染造成采后腐烂损失严重［1］，直接
影响梨果贮运生产，梨黑斑病的有效防治成为梨产
业中急待解决的问题。

使用化学杀菌剂控制水果的采后病害一直被认

为是最有效的控制方法［2］。然而，随着病原菌抗药
性的逐渐增加，及人们对水果质量要求的提高和环
保意识的加强，果蔬采后生物防治方法作为一种控
制采后病害的新途径，逐渐为人们所认可，并成为研
究热点。

近年有不少关于梨黑斑病生物防治的研究报
道。齐东梅等［3］筛选了一株枯草芽孢杆菌(Bacillus
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subtilis)H110，其发酵液对梨采后黑斑病的防治率达
到 86. 6%。谢莉［4］从土壤中分离到金色链霉菌
(Streptomyces aureus)B-105，其发酵液对梨黑斑病的
抑制率为 67. 4%。Benbow［5］等研究了隐球酵母属
的 Cryptococcus informominiatus 和 红 酵 母 属 的
Ｒhodotorula glutinis 对 梨 病 害 的 抑 菌 效 果，
Cryptococcus informominiatus 和 Ｒhodotorula glutinis
在采收前 1 d 对梨进行处理，能有效地控制梨的采
后黑斑病。宋聪等［6］分离到一株枯草芽孢杆菌
(Bacillus subtilis) J18，梨果在菌悬液中浸果 30 s，晾
干后喷施接种链格孢菌，梨黑斑病的发病率仅为
16. 57%，且菌株能在梨果上很好地定殖。

本实验室从西梅 (Prunus domestica L． )果实表
面分离、纯化到的具有防病活性的细菌菌株 XM2。
本文报道利用形态特征、生理生化性质及 16S rDNA
序列比对分析对菌株 XM2 进行鉴定，并研究不同的
处理方法对采后梨黑斑病的生防作用，为进一步开
发应用该菌株奠定理论基础。

1 材料和方法

1. 1 供试材料
1. 1. 1 供试菌株:XM2 从山西省太原市金滩村西
梅果实表面分离并纯化得到;梨采后黑斑病原真菌
链格孢菌(Alternaria alternata)由山西省农业科学院
农产品贮藏保鲜研究所采后病理实验室提供;供试
标准成团泛菌(Pantoea agglomeran)菌株由中国普
通微生物菌种保藏管理中心购得;供试梨果采收于
山西省太原市清徐县，果实硬度 14. 76 kg / cm2，可溶
性固形物含量 32. 5%，总酸含量 0. 63%。
1. 1. 2 供试培养基:马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)培养
基:葡萄糖 20 g，马铃薯 200 g，琼脂粉 18 g，蒸馏水
1000 mL;马铃薯葡萄糖(PDB)培养基:PDA 不加琼
脂;溶菌肉汤(LB)培养基:酵母粉 5 g，蛋白胨 10 g，
NaCl 5 g，琼脂粉 18 g，蒸馏水 1000 mL，pH 7. 4 －
7. 6。
1. 1. 3 试剂和主要仪器:DNA 提取、引物均购自北
京生工生物工程公司，其他常规试剂均为国产分析
纯。使用的显微镜为奥林巴斯 BX53 显微镜。
1. 2 菌株 XM2 的鉴定
1. 2. 1 形态特征和生理生化性状:LB 平板上分别
划线接种，28℃恒温培养 3 － 5 d，观察平板菌落形

态，革兰氏染色、芽孢染色、鞭毛染色，观察其基本形
态。参照《常见细菌系统鉴定手册》［7］和《伯杰细菌
鉴定手册( 第八版)》［8］对菌株 XM2 和标准菌株进
行生理生化性状测定。
1. 2. 3 16S rDNA 序列分析:用溶菌酶法从菌体中
提取基因组 DNA，采用通用引物［9］进行 16S rDNA

扩增，得到目的基因片段，PCＲ 扩增产物经琼脂糖
凝胶电泳纯化后与 pGEM-Teasy 载体 ( Promega 公
司)连接，经限制性内切酶酶切鉴定后送测序公司
测序。将得到的 16S rDNA 序列与 GenBank 数据库
中的核酸数据进行 BLAST 比对，搜索得到与其同源
性最高的相关序列，确定菌株分类地位［10］。
1. 3 菌株 XM2 对梨黑斑病的生防效果
1. 3. 1 XM2 不同处理菌液对梨黑斑病的生防效
果:将 XM2 发酵液分别配制成发酵原液(浓度 1 ×
106 cfu /mL)、过滤液(经 0. 22 μm 滤膜过滤)、菌悬
液(培养原液离心后，弃上清，经灭菌水清洗 2 次，

浓度 1 × 106 cfu /mL)、热杀死液(培养原液在 121℃

下高压灭菌 20 min)，对照 1 为无菌水，对照 2 为灭
菌的培养基液。上述 6 种处理液分别取 30 μL 接种
于梨果伤口(3 mm × 3 mm)，晾干后，分别取 1 × 105

个孢子 /mL 梨黑斑病菌孢子液 15 μL 接种于梨果伤
口，晾干，套袋保湿，25℃恒温培养 7 d，统计发病情
况。每个处理 10 个梨果，重复 3 次［11］。梨果实发
病程度分级标准［12］:0 级:无病;1 级:病斑占果表面
积的 1%以下;3 级:病斑占果表面积的 2% － 3% ;5
级:病斑占果表面积的 4% － 6% ;7 级:病斑占果表
面积的 7% － 10% ;9 级:病斑占果表面积的 11% 以
上。

病情指数 =∑(各级腐烂果数 × 该级代表值)
总数 × 最高级代表值

× 100

防治效果 =对照病情指数 － 处理病情指数
对照病情指数

× 100

1. 3. 2 XM2 不同接种浓度对梨黑斑病的生防效
果:将 XM2 菌悬液浓度分别配制为 1 × 108 cfu /mL、
1 × 106 cfu /mL、1 × 104 cfu /mL，梨黑斑病菌孢子浓
度分别配制为1 × 106 个孢子 /mL、1 × 105 个孢子 /
mL、1 × 104 个孢子 /mL，将不同浓度的菌悬液各取
30 μL加入梨果伤口，晾干后接种不同浓度病原孢
子液15 μL;对照 1 为先加30 μL无菌水，晾干后接
种不同浓度病原孢子液 15 μL;对照 2 为先加
30 μL无菌培养基液，晾干后接种不同浓度病原孢
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子液15 μL。晾干，套袋保湿，25℃恒温培养7 d，统
计发病情况 (方法同 1. 3. 1 )。每个处理 10 个梨
果，重复3 次。
1. 3. 3 XM2 不同接种时间对梨黑斑病的生防效
果:在接种 15 μL 浓度为 1 × 105 个孢子 /mL 的梨黑
斑病菌(A． alternata)病原孢子液前(24、12、4 h)、同
时(0 h)和后(4、12、24 h)的不同时间分别接种 30
μL 浓度为 1 × 108 cfu /mL 拮抗细菌 XM2 菌悬液;对
照 1 为先接种 30 μL 无菌水，3 h 后接种病原孢子
液;对照 2 为先接种 30 μL 无菌培养基液，3 h 后接
种病原孢子液。晾干，套袋保湿，25℃恒温培养 7 d，
统计发病情况(方法同 1. 3. 1)。每个处理 10 个梨
果，重复 3 次。
1. 4 菌株 XM2 在梨果伤口上的生长动态

取 30 μL 1 × 108 cfu /mL 的 XM2 发酵液于果实
伤口内，l h 后测定的细菌数为起始值(0 h)。将接
种 XM2 的果实分别保湿贮于 28、20、4 和 0℃下。每
处理 10 个果实，试验重复 3 次。28℃下的每天测 1
次，20℃下的每 3 天测 1 次，4℃和 0℃下的每 6 天测
1 次。测定方法是用无菌打孔器从伤口处取直径和
深都为 10 mm 的果肉组织，放于已加 1. 0 mL 的
0. 05 mol /L pH7. 0 的磷酸缓冲液的无菌研钵内，研
磨后用稀释平板法记数。将所得拮抗菌的 cfu 转化
成 lgcfu。
1. 5 XM2 发酵液对梨黑斑病菌菌丝形态的影响

将梨黑斑病孢接于 50 mL PDB 培养基中静置
培养，待长为均匀的菌丝悬浮液。加入 1 × 108 cfu /
mL XM2 发酵液 1. 0 mL，对照加入等量的无菌水，
72 h后在光学显微镜下观察菌丝形态变化。

2 结果

2. 1 XM2 菌株的鉴定
2. 1. 1 形态特征及生理生化性状:菌株 XM2 革兰氏
阴性菌，短杆状，大小为( 0. 5 － 0. 9) μm × ( 1. 0 －
2. 5) μm，有鞭毛，具有运动性(图 1)。在 LB 培养
基平板上好氧培养 24 － 48 h 后，产生表面光滑、凸
起、半透明、边缘整齐、直径为 2. 0 － 3. 0 mm 的黄色
菌落。

菌株 XM2 为兼性厌氧菌，生长 pH 范围为 5. 7 －
7. 5，生长温度范围为 4 － 40℃，NaCl 浓度范围
0% － 7%。其它生理生化指标如表 1 所示。

图 1． 50000 倍和 100 倍菌株 XM2 形态特征
Figure 1． Morphological characteristics of XM2． A: Observed under

transmission electron microscope ( magnification = 50000 × ) ; B:

observed under oil immersion lens (magnification = 100 × ) ．

表 1． 菌株 XM2 和标准菌株的生理生化特征
Table 1． Physiological and biochemical characteristics

of XM2 and type culture strain

characteristics
result

XM2 type culture strain

glucose + +

L-arabinose + +

sucrose + +

trehalose － －

rhamnose + +

xylose + +

starch － －

mannitose + +

inositol － －

mannitol + +

gelatin liquification － －

indole production － －
H2 S production － －

utilization of citrate + +

phenylalanine deaminase + +

lysine deaminase － －

catalase test + +

oxidase test － +

arginine dihndrolase － －

nitrate reduction + +

KOH test － －

litmus milk alkaline concretion alkaline concretion

methyl red test － －

+ : Positive; － : Negative．
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2. 1. 3 16S rDNA 序列测定: PCＲ 扩增得到菌株
XM2 的 16S rDNA 片段，测序长度为 1386 bp，在
GenBank 中的序列登录号为 KF150143。将 16S
rDNA 序列与 GenBank 数据库中的序列进行 BLAST
比对，结果表明，菌株 XM2 与泛菌属 Pantoea 中的成
团泛菌(P． agglomerans)的同源性达到 99. 8%，结
合形态特征和生理生化指标，确定菌株 XM2 为成团
泛菌(P． agglomerans)。
2. 2 XM2 对采后梨黑斑病的生防效果
2. 2. 1 XM2 不同处理液对梨黑斑病的防病效果:
接种于伤口处的 XM2 各种处理液对梨黑斑病菌均
有保护作用(表 2)，防病效果由强到弱依次是:菌悬
液、发酵液、过滤液和热杀死液。菌悬液防效最高，
达到 97. 73%，热杀死液的防效仅为 56. 82%，说明
XM2 菌株菌体细胞的防病最好，代谢产物次之。
2. 2. 2 XM2 不同接种浓度对梨黑斑病的防病效
果:接种 XM2 菌悬液的梨果伤口，其病情指数低于
各自对照(P = 0. 05);XM2 菌悬液使用浓度越大，病
原菌接种浓度越低，其防效越好。相同菌悬液浓度

时，防效随病原菌浓度的增大而减小;相同病原菌浓
度时，防效随菌悬液浓度的增大而增大。梨黑斑病
原孢子低浓度(1 × 104 cfu /mL)时，XM2 菌悬液可以
有效抑制病害发生，3 个浓度的防效均在 95%以上，
且差异不显著(P = 0. 05);梨黑斑病原孢子高浓度
(1 × 106 cfu /mL)时，XM2 菌悬液只能降低病害的发
生程度，3 个浓度的防效均在 40%以下，且差异不显
著(表 3)。

表 2． 菌株 XM2 不同处理液对采后梨黑斑病的影响
Table 2． Effect of black spot in pear fruits from

various treatments of XM2

treatments disease index control effect / %
suspension 2. 22 d 97. 73 a
cell culture 12. 22 c 87. 50 b
culture filtrate 17. 78 c 81. 82 b
autoclaved culture 42. 22 b 56. 82 c
control 1 97. 78 a －
control 2 97. 71 a －

Different small letters represent significant difference at 0. 05 level among

treatments． The same below．

表 3． XM2 不同浓度菌悬液对采后梨黑斑病的影响
Table 3． Effect of black spot in pear fruits treated by various concentration of XM2 suspension

concentration of

A． alternata

spores /mL

control 1 control 2
disease index control efficacy /%
1 × 104

cfu /mL

1 × 106

cfu /mL

1 × 108

cfu /mL

1 × 104

cfu /mL

1 × 106

cfu /mL

1 × 108

cfu /mL

1 × 104 92. 22 a 93. 67 a 4. 44 b 3. 33 b 1. 11 c 95. 19 a 96. 39 a 98. 8 a

1 × 105 100 a 100 a 42. 22 b 26. 67 b 4. 44 c 57. 78 c 73. 33b 95. 56 a

1 × 106 100 a 100 a 66. 67 b 62. 22 b 60. 0 b 33. 33 c 37. 78 c 40 c

2. 2. 3 XM2 不同接种时间对梨黑斑病的防治效
果:XM2 菌悬液在不同相对接种时间下对梨黑斑
病均有防效，拮抗菌和病原孢子的接种时间影响
防治效果，菌悬液接种时间相对早的处理防效显
著优于相对时间晚的处理(P = 0. 05)，即预防效果
优于治疗效果。随着菌悬液相对接种时间的推
迟，防效呈下降趋势。提前 24 h 接种菌悬液的处
理防效最高，达到 94. 94% ;同时接种菌悬液和病
菌液的处理防效已降到 70. 85% ;菌悬液相对病菌
液晚接种的处理，防效均在 50%左右，且差异不显
著(表 4)。
2. 3 菌株 XM2 在梨果伤口上的生长动态

在 28、20、4 和 0℃下，菌株 XM2 在梨果伤口呈
先增长后平稳的繁殖趋势，均能在伤口较好定殖

表 4． XM2 和病原孢子接种时间对梨黑斑病的影响
Table 4． Effect of inoculation time of XM2 and A． alternata

spores on black spot of pear fruits

inoculation time disease index control effect /%
B 24h 5 d 94. 94 a
B 12h 12. 22 c 87. 64 b
B 4h 17. 56 c 82. 24 b
0 28. 89 c 70. 85 b
A 4h 46. 33 b 53. 15 c
A 12h 46. 78 b 52. 69 c
A 24h 48. 89 b 50. 56 c
control 1 98. 89 a －
control 2 98. 33 a －

A represents inoculation XM2 after the pathogen． B represents inoculation

XM2 before the pathogen．

(图 2)。XM2 在伤口起始数均为 2. 7 × 107 cfu /mL，
28℃下接种 1 d 时，伤口菌数是起始的 3 × 108 －
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2. 7 × 109 倍，接种 4 d 时，伤口菌数达到最大值，是
起始的 3 × 1016 － 1. 27 × 1018倍，接种 12 d 时，伤口
菌数仍是起始菌数的 1. 3 × 1010 － 4 × 1011倍;20℃下
接种 3 d 时，伤口菌数达到最大，是起始菌数的 3 ×
1014 － 1. 25 × 1015倍，12 d 之后保持平稳，接种 36 d
时，伤口菌数是起始菌数的 6 × 109 － 1 × 1011倍;4℃
下接种 6 d 时，伤口菌数达到最大，之后基本维持水
平，接种 66 d 时，伤口菌数是起始菌数的 3. 2 × 1012 －
5 × 10 10倍;0℃下伤口菌数增长幅度不大，低温抑

制病 原 菌 生 长 的 同 时 也 抑 制 了 拮 抗 菌 的 生
长［13］，但到第 66 d 时，仍能保持 1. 08 × 10 8 －
5. 4 × 10 8 cfu /mL，是起始的 4 － 20 倍。
2. 4 对病原菌菌丝形态的影响

在 PDB 培养基中，对照链格孢菌菌丝生长旺
盛，分布均匀;而处理菌丝皱缩成团，分布不均匀。
显微镜观察发现，对照菌丝均匀、粗壮、表面光滑;处
理菌丝部分断裂，细胞内含物外溢，扭曲变形，集结
成团(图 3)。

图 2． 28℃(A)、20℃(B)、4℃和 0℃(C)下 XM2 在梨果伤口上的生长动态
Figure 2． Population dynamics of XM2 in wounds of pear fruits incubated at 28℃ (A)，20℃ (B)，4℃ and 0℃ (C) ．

图 3． 显微镜下观察病原菌丝形态
Figure 3． Mycelial morphology of A． alternata under microscope A: control (magnification = 60 × ) ． B treatment (magnification = 60 × ) ．

C: treatment (magnification = 40 × ) ．

3 讨论

研究发现，成团泛菌在植物中普遍存在，且可以
有效抑制不同的真菌和细菌引起的植物病害［14］。

成团泛菌 E325 已作为商业化产品，用于果园中苹
果和梨的火疫病生物防治［15］;成团泛菌 EPS125 可
减少杏、油桃等果实采后发生褐腐病和软腐病的几
率［16］，成团泛菌 IK-147 对引发黄瓜菌核病的病菌
(Sclerotinia sclerotiorum Lib． )有抑制作用［17］。成团
泛 菌 XJ01 的 发 酵 上 清 液 对 黄 瓜 褐 斑 病 菌
(Corynespora cassiicola ) 的 生长有显著的拮抗作
用［18］;成团肠杆菌对在水果上由解淀粉欧文氏菌

(Erwinia amylovora)引起的火疫病具有一定的防治
效果［19］。成团肠杆菌对丁香假单胞菌丁香致病变
种(Pseudomonas syringae pv． syringae)引起的小麦粒
疫病防治效果达 45% － 70%［20］。

本试验鉴定的成团泛菌 XM2 发酵液的各种处
理均能抑制梨采后黑斑病，接种菌悬液的处理抑病
效果显著优于其他处理，说明成团泛菌 XM2 的抑菌
机理是菌体和代谢产物共同的作用，既存在营养与
空间的竞争，又有对病原菌菌丝的破坏作用。这一
结论对以前的研究结论做了补充，Mukhopadhyay［21］

发现成团泛菌对立枯丝核菌 (Ｒhizoctonia solani)的
拮抗作用是由其分泌的代谢物所致;Chernin［22］的研
究表明，成团肠杆菌 IC1270 的抑菌机理是不仅产生
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降解病原真菌细胞壁的几丁质酶，而且能分泌硝吡
咯菌素;而薛梦林［23］在研究成团泛菌 B501 对冬枣
黑斑病( Alternaria alternata)的试验中发现，菌株的
生防能力取决于菌体，而不是代谢产物。

成团泛菌 XM2 的防病效果与浓度有关，拮抗菌
浓度越大、病原菌接种浓度越低，其防效越好，这与
Nunes 等［24］的研究结果一致，Nunes 发现，8 × 107

cfu /mL 的成团泛菌 CPA2 可以有效抑制灰霉菌
(Botrytis cinerea) 和扩展青霉菌引起的苹果病害;
Maclaughlin［25］发现，成团泛菌的防病效果与浓度成
正比;田世平等［26］在研究丝孢酵母 ( Trichosporon
sp． )对苹果采后病害防治时也得到一致的结果。

关于成团泛菌接种时间与防治效果的研究还未
见报道，范青等［11］人在研究丝孢酵母 ( Trichosporon
sp． )对苹果采后灰霉病和青霉病抑制效果时发现，
酵母菌和病菌孢子的接种时间与生物防治效果有
关，先接种拮抗菌的抑菌效果显著地好于同时或后
于病菌接种的效果，与本试验的结果一致。

Ｒoberts［27］认为，如果拮抗菌可以在伤口快速增
长，说明它可以很快利用伤口的营养，有助于它与病
原菌的营养竞争。低温贮藏是果品保鲜常用手段，
所以菌株能否在较低的温度下生存是能否作为拮抗
菌的重要前提。本试验中的菌株 XM2 不但能在
28℃和 20℃迅速定殖于梨果伤口，而且能在 4℃和
0℃下定殖于梨果伤口，接种 66 d 时的菌数是接种
数的 3. 2 × 1012 － 5 × 1010倍和 4 － 20 倍，表明 XM2
能很快适应伤口的生境，比病原菌抢先抢占生态位，
为其很好发挥拮抗作用打下基础。该拮抗菌株能否
跟其他的果蔬贮藏保鲜措施如气调贮藏、自发气调
贮藏、杀菌剂等相结合，尚需要进一步研究。
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Identification of Pantoea agglomeran XM2 with biocontrol
activity against postharvest pear black spot

Xiaoyu Zhang1，2，Yongjie Zhang3，Zejun Zhang1，Shu Zhang4，Jucai Han1* ，
Huiping Liu1

1 College of Agriculture，Shanxi Agricultural University，Taigu 030801，Shanxi Province，China
2 Farm Product Storage and Freshening Institute，Shanxi Academy of Agricultural Sciences，Taiyuan 030031，Shanxi
Province，China
3 College of Life Science，Shanxi University，Taiyuan 030006，Shanxi Province，China
4 Institute of Applied Chemistry，Shanxi University，Taiyuan 030006，Shanxi Province，China

Abstract:［Objective］We isolated the bacterial strain XM2 from prunes (Prunus domestica L． ) fruit surface． XM2 was
identified and tested as an antagonist for postharvest biological control of black spot disease (Alternaria alternata) on pear
fruits． ［Methods］Strain XM2 was identified according to its morphological，physiological and biochemical characteristics
and 16S rDNA sequence analysis． Inhibition tests were performed in wounds of pear fruits using different types of XM2
inocula，different concentration and inoculation time of XM2 and A． alternata． Effect of XM2 on mycelia morphology of A．
alternata was observed under microscope． ［Ｒesults］Strain XM2 was identified as Pantoea agglomeran． Biological control
of XM2 against black spot disease was significantly better than the control，and the best inhibitory was observed when
inoculated with suspension (97. 73% of control effect) ． Higher XM2 concentration and lower A． alternata concentration
showed better inhibitory effect． Similarly，the earlier inoculation of XM2 than A． Alternata，the better inhibitory effect on
disease development． Microscopic observation found that XM2 broke part of the mycelia，making cell contents spilled and
hyphae distorted． ［Conclusion］Pantoea agglomeran XM2 has the potential as an effective antagonist against postharvest
pear blank spot disease．
Keywords: pear，postharvest，Alternaria alternate，Pantoea agglomerans，biological control，antagonistic bacterium
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