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［摘　要］　【目的】从野生山楂表面分离获得能有效防治苹果病害的生防酵母菌株，探讨分离筛选生防酵母菌的

新途径。【方法】利用活体筛选法选择有效菌株，研究不同接种体浓度、接种间隔和贮藏温度对酵母菌株抑菌防病作

用的影响，确定生防酵母菌对粉红聚端孢犜狉犻犮犺狅狋犺犲犮犻狌犿狉狅狊犲狌犿、灰葡萄孢犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪和胶孢炭疽菌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３种靶标真菌的最适抑制条件。【结果】分离获得了４株对苹果病害防治效果较好的生防酵母

菌株Ｓ３、Ａ１４、Ａ２和Ｔ１，将４株生防酵母菌提前２４ｈ接种，接种体浓度为１０８ｃｆｕ／ｍＬ，在４℃冷藏条件下对３种靶标

真菌的抑制效果最好，均可以达到１００％。【结论】从野生山楂果实上分离对苹果病害防治有效的生防酵母菌是可行

的，在冷藏条件下综合应用生防酵母菌是提高防病效果的有效途径。
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　　由多种病原菌引起的苹果病害，在我国大部分

苹果产区均有发生，果实黑点病［１］是伴随苹果套袋

技术的应用而出现的一种新病害，直接影响着果品

的质量，给苹果生产造成了很大影响。目前，控制苹

果病害的主要手段是化学杀菌剂处理，但由于农药

残留对人类健康的影响及病原菌对化学杀菌剂产生

的抗药性，迫切需要研究高效无公害的生防产品以

减少化学杀菌剂的使用。在众多有关水果生防菌筛

选的研究中［２１０］，多采用直接从果实表面分离拮抗

菌进行生物防治。为了扩大生防酵母菌的来源，本

研究采集秦岭山区野生山楂，从其果实上分离筛选

有效的酵母菌株，并研究了不同接种体浓度、接种时

间和培养温度对酵母菌株抑菌防病作用的影响，以

期为深入开展水果病害的生防研究及野生菌株的人

工改良提供广谱有效的菌株，并为苹果黑点病和贮

藏期灰霉病及炭疽病的有效控制奠定基础。

１　材料和方法

１．１　供试菌株

试验所用的３种靶标真菌分别为粉红聚端孢

（犜狉犻犮犺狅狋犺犲犮犻狌犿狉狅狊犲狌犿）、灰葡萄孢（犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲

狉犲犪）和 胶 孢 炭 疽 菌 （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），均由西北农林科技大学植物保护学院植物

病害生防实验室提供。

１．２　酵母菌的分离

从秦岭山区采集生长健壮、无病虫的野生山楂

果实，浸泡在无菌的Ｒｉｎｇｅｒ溶液中振荡３０ｍｉｎ，收

集洗液备用。

采集成熟健康的红富士苹果，用质量分数０．１％

的ＮａＣｌＯ进行表面消毒，清水漂洗后自然风干，于

苹果赤道上打３个直径５ｍｍ的小孔，每孔注入２０

μＬ收集到的野生山楂洗液，２４ｈ后接入靶标真菌孢

子悬浮液（１０６ｃｆｕ／ｍＬ），２５℃下保湿培养７ｄ，从未

发病的小孔中获取果肉，用营养酵母（ＮＹＤＡ）培养

基分离［１１］酵母菌，经镜检观察后归类保存。

１．３　酵母菌的筛选

取分离获得的酵母菌株用 ＮＹＤＡ培养液发酵

２～３ｄ。在表面消毒后的苹果赤道上打３个小孔，每

孔注入２０μＬ待测酵母菌发酵液（１０
８ｃｆｕ／ｍＬ），室温

下培养２４ｈ后接入靶标真菌 （１０６ｃｆｕ／ｍＬ）１０μＬ，对

照为靶标真菌孢子悬浮液 （１０６ｃｆｕ／ｍＬ），每处理６个

苹果，重复３次，于２５℃下保湿培养，７ｄ后统计发

病率，测量病斑直径，根据抑制率筛选酵母菌株。

抑制率的计算公式为：

　　抑制率／％＝（对照组病斑直径－处理组病斑直

径）／对照组病斑直径×１００％。

１．４　入选酵母菌的抑菌效果分析

１．４．１　菌株浓度对抑菌效果的影响　在表面消毒

的供试苹果赤道上打直径５ｍｍ 的小孔，分别以

１０７，１０８ 和１０９ｃｆｕ／ｍＬ的菌液浓度接种入选酵母菌

株发酵液，２４ｈ 后分别用 ３ 种靶 标真菌 （１０６

ｃｆｕ／ｍＬ）进行挑战接种，以３种靶标真菌孢子悬浮

液 （１０６ｃｆｕ／ｍＬ）为对照，接种７ｄ后测定不同接种

体浓度下的抑菌效果。

１．４．２　培养温度对抑菌效果的影响　为了了解常

温及冷藏条件下入选酵母菌的抑菌作用，于苹果表

面小孔内提前 ２４ｈ 接种入选菌株发酵液 １０８

ｃｆｕ／ｍＬ，再 用 ３ 种 靶 标 真 菌 孢 子 悬 浮 液 （１０６

ｃｆｕ／ｍＬ）分别进行挑战接种，以３种靶标真菌孢子

悬浮液（１０６ｃｆｕ／ｍＬ）为对照，分别置４℃下培养３０

ｄ，２５℃下培养７ｄ后观察发病情况，测量病斑直径，

计算防治效果，每处理６个苹果，重复３次
［１２］。

１．４．３　挑战接种时间对抑菌效果的影响　为了测

定不同接种间隔期对抑菌作用的影响，于苹果表面

小孔中接种入选菌株发酵液１０８ｃｆｕ／ｍＬ后，分别于

０，２４，４８ｈ后挑战接种靶标真菌，每处理６个苹果，

重复３次，于２５℃条件下保湿培养，７ｄ后测量病斑

直径，统计发病率。

２　结果与分析

２．１　酵母菌的分离

接种靶标真菌７ｄ后，由未发病的伤口处共分

离获得１１株酵母菌，在 ＮＹＤＡ培养基上的菌落形

态各不相同（表１），显微观察发现这些菌株的孢子

形态各异，繁殖方式均为芽殖。

２．２　生防酵母菌的筛选

　　为了测定分离所得的１１个酵母菌株的活体抑

菌作用，分别用３个靶标真菌进行了生防效果测定，

结果（表２）发现，１１个菌株对３种靶标真菌均有不

同程度的抑制作用，其中对３种致病真菌的抑制率

均超过５０％的有５株，对其中２种致病菌的抑制率

均超过５０％的有８株，占分离获得菌株数的７３％；

１１个菌株对灰葡萄孢（犅．犮犻狀犲狉犲犪）的抑制率均高于

４５％，其中Ｓ３对灰葡萄孢（犅．犮犻狀犲狉犲犪）的抑制效果

最好，达到９５．１％；有９１％的菌株对粉红聚端孢

（犜．狉狅狊犲狌犿）的抑制率大于４０％，其中Ｓ３和 Ｔ１对

粉红聚端孢（犜．狉狅狊犲狌犿）的抑制率均高于９０％；Ａ１４

和Ａ２对胶孢炭疽菌（犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊）的抑制率

６７１ 西北农林科技大学学报（自然科学版） 第３６卷



均高于９０％；测定中未发现促进靶标真菌致病性的

菌株。邓肯式多重差异比较发现，１１株酵母菌株对

３种靶标真菌的抑制效果均有明显差异。可见，采

用适宜的方法，可以从野生山楂果实分离到具有抑

病效果的酵母菌株。

表１　从野生山楂分离的１１株酵母菌的形态特征

Ｔａｂｌｅ１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｏｆｅｌｅｖｅｎｙｅａｓｔｉｓｏｌａｔｅｓ

酵母菌株

Ｙｅａｓｔｉｓｏｌａｔｅ

菌落颜色

Ｃｏｌｏｎｙｃｏｌｏｕｒ

菌落质地

Ｃｏｌｏｎｙｔｅｘｔｕｒｅ

假菌丝

Ｐｓｅｕｄｏｈｙｐｈａ

孢子形态

Ｓｐｏｒｅｓｈａｐｅ

Ｓ１ 白色 Ｗｈｉｔｅ 粘稠、易挑起Ｓｔｉｃｋｙ，ｅａｓｙｔｏｐｉｃｋ 无 Ｎｏ 椭圆形 Ｏｖａｌ

Ｓ２ 白色，产生色素Ｐｒｏｄｕｃｅｐｉｇｍｅｎｔ 粘稠、易挑起Ｓｔｉｃｋｙ，ｅａｓｙｔｏｐｉｃｋ 无 Ｎｏ 椭圆形 Ｏｖａｌ

Ｓ３ 橙色 Ｏｒａｎｇｅ 粘稠、易挑起Ｓｔｉｃｋｙ，ｅａｓｙｔｏｐｉｃｋ 无 Ｎｏ 圆形 Ｒｏｕｎｄ

Ａ１１ 白色 Ｗｈｉｔｅ 有褶皱Ｆｏｌｄｉｎｇ 无 Ｎｏ 椭圆形 Ｏｖａｌ

Ａ１２ 白色 Ｗｈｉｔｅ 粘稠、易挑起Ｓｔｉｃｋｙ，ｅａｓｙｔｏｐｉｃｋ 有 Ｙｅｓ 椭圆形 Ｏｖａｌ

Ａ１３ 粉红色Ｐｉｎｋ 粘稠、易挑起Ｓｔｉｃｋｙ，ｅａｓｙｔｏｐｉｃｋ 无 Ｎｏ 椭圆形 Ｏｖａｌ

Ａ１４ 棕色Ｂｒｏｗｎ 粘稠、易挑起Ｓｔｉｃｋｙ，ｅａｓｙｔｏｐｉｃｋ 无 Ｎｏ 椭圆形 Ｏｖａｌ

Ａ２ 深棕色Ｎｉｇｇｅｒｂｒｏｗｎ 粘稠、易挑起Ｓｔｉｃｋｙ，ｅａｓｙｔｏｐｉｃｋ 有 Ｙｅｓ 椭圆形 Ｏｖａｌ

Ｔ１ 黄色 Ｙｅｌｌｏｗ 粘稠、易挑起Ｓｔｉｃｋｙ，ｅａｓｙｔｏｐｉｃｋ 有 Ｙｅｓ 椭圆形 Ｏｖａｌ

Ｔ２ 黄色 Ｙｅｌｌｏｗ 粘稠、易挑起Ｓｔｉｃｋｙ，ｅａｓｙｔｏｐｉｃｋ 无 Ｎｏ 椭圆形 Ｏｖａｌ

Ｔ３ 红色 Ｒｅｄ 粘稠、易挑起Ｓｔｉｃｋｙ，ｅａｓｙｔｏｐｉｃｋ 无 Ｎｏ 椭圆形 Ｏｖａｌ

表２　１１株酵母菌对３种致病菌引起的苹果腐烂病的防治效果

Ｔａｂｌｅ２　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆ１１ｙｅａｓｔｉｓｏｌａｔｅｓｏｎｔｈｒｅｅｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｔａｒｇｅｔｐａｔｈｏｇｅｎ

菌株

Ｉｓｏｌａｔｅ

灰葡萄孢犅．犮犻狀犲狉犲犪 粉红聚端孢犜．狉狅狊犲狌犿 胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊

抑制率／％
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｒａｔｅ

病斑直径／ｍｍ
Ｌｅｓｉｏｎｄｉａｍｅｔｅｒ

抑制率／％
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｒａｔｅ

病斑直径／ｍｍ
Ｌｅｓｉｏｎｄｉａｍｅｔｅｒ

抑制率／％
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｒａｔｅ

病斑直径／ｍｍ
Ｌｅｓｉｏｎｄｉａｍｅｔｅｒ

Ｓ１ ８５．９ １０．６ｇ ６９．１ １２．８ｄ ３６．４ １４．３ｃ

Ｓ２ ８０．７ １２．３ｆｇ ７５．５ １１．４ｄ ６８．７ １８．６ｆ

Ｓ３ ９５．１ ７．６ｈ ９５．５ ７．０ｅ ４８．０ １６．３ｄ

Ａ１１ ７４．３ １４．４ｅｆ ６６．８ １３．３ｄ ６３．１ ７．３ｅｆ

Ａ１２ ６５．８ １６．３ｄｅ ６８．２ １３．０ｄ ５８．１ １１．８ｅ

Ａ１３ ６３．６ １７．９ｄ ４９．５ １７．１ｃ ４４．９ １２．２ｃｄ

Ａ１４ ４５．０ ２３．８ｂ ６８．２ １３．０ｄ ９７．５ ６．５ｇ

Ａ２ ８３．５ １１．４ｇ ７５．９ １１．３ｄ ９３．４ １６．９ｇ

Ｔ１ ７９．５ １２．７ｆｇ ９４．５ ７．２ｅ ７０．７ １３．３ｆ

Ｔ２ ５５．４ ２０．６ｃ ２８．３ ２１．８ｂ ２１．７ ２１．５ｂ

Ｔ３ ６５．７ １７．２ｄ ４２．３ １８．７ｃ ３８．４ １８．２ｃｄ

ＣＫ ３８．７ａ ２８．０ａ ２５．８ａ

　　注：数据后标相同字母者表示邓肯式多重检验差异不显著（犘＝０．０５）；标不同字母者表示邓肯多重检验差异显著（犘＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ：Ａｆｔｅｒｔｈｅｄａｔａ，ｓｉｇｎｓｗｉｔｈｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｎｏｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｙＤｕａｎｃａｎ’ｓＭｕｌｔｉｐｌｅＲａｎｇｅＴｅｓｔ（犘＝０．０５）；ｓｉｇｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｙＤｕａｎｃａｎ’ｓＭｕｌｔｉｐｌｅＲａｎｇｅＴｅｓｔ（犘＜０．０５）．

２．３　入选菌株浓度对酵母菌防病效果的影响

由图 １ 可见，在靶标真菌接种浓度为 １０６

ｃｆｕ／ｍＬ的条件下，随着酵母菌Ｓ３、Ａ２、Ａ１４和 Ｔ１

接种浓度的增加，其对３种靶标真菌的抑制作用并

无明显提高，但酵母菌浓度为１０８ 和１０９ｃｆｕ／ｍＬ时

的抑菌效果普遍优于１０７ｃｆｕ／ｍＬ。可见，这４种酵

母菌的常规接种体浓度应以１０８ｃｆｕ／ｍＬ为宜。

２．４　培养温度对酵母菌防病效果的影响

为了比较常温与冷藏条件下入选酵母菌对苹果

贮藏期病害的控制能力，研究了培养温度在４和２５

℃时酵母菌Ｓ３、Ａ１４、Ａ２和Ｔ１对３种靶标真菌的

抑制效果，其结果如表３所示。由表３可见，在２５

℃的常温条件下，Ｓ３、Ａ２、Ａ１４和Ｔ１４株酵母菌均

可以有效抑制由粉红聚端孢（犜．狉狅狊犲狌犿）、灰葡萄孢

（犅．犮犻狀犲狉犲犪）和胶孢炭疽菌（犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊）３种

靶标真菌引起的病害。但在４℃条件下冷藏３０ｄ

后，４株酵母菌几乎完全控制了３种病害的发生，其

中Ａ２和 Ｔ１对３种致病真菌的抑制率均达到了

１００％。由此可见，培养温度对４株酵母菌的控病作

用具有显著影响，冷藏条件下综合应用生防酵母菌，

可以有效控制由粉红聚端孢、灰葡萄孢和胶孢炭疽

菌３种苹果贮藏期病害引起的苹果腐烂病。
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图１　４株酵母菌在不同接种浓度下对３种致病真菌的防治效果

Ｆｉｇ．１　Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｆｏｕｒｙｅａｓｔｉｓｏｌａｔｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｏｃｕｌａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｔｈｒｅｅｐａｔｈｏｇｅｎｓ

表３　４株酵母菌在不同培养温度条件下对３种致病菌的抑制效果

Ｔａｂｌｅ３　Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｆｏｕｒｙｅａｓｔｉｓｏｌａｔｅｓｏｎｔｈｒｅｅｐａｔｈｏｇｅｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

靶标菌

Ｔａｒｇｅｔｐａｔｈｏｇｅｎ

病斑直径／ｍｍ
Ｌｅｓｉｏｎｄｉａｍｅｔｅｒ

抑制率／％　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｒａｔｅ

Ｓ３ Ａ２ Ａ１４Ｔ１

４℃ ２５℃ ４℃ ２５℃ ４℃ ２５℃ ４℃ ２５℃ ４℃ ２５℃

灰葡萄孢

犅．犮犻狀犲狉犲犪
３３．３ ４２．８ １００ ９５．１ １００ ８４．５ ７３．６ ３９．４ １００ ８２．９

粉红聚端孢

犜．狉狅狊犲狌犿
１０．２ ２５．５ １００ ９１．８ １００ ７４．４ １００ ７５．９ １００ ９３．３

胶孢炭疽菌

犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊
７．３ ２７．７ ７６．９ ５５．３ １００ ９５．４ １００ ９６．８ １００ ６９．１

２．５　入选菌株接种时间对酵母菌防病效果的影响

提前接种酵母菌后，以不同时间挑战接种靶标

真菌，抑菌效果的测定结果（图２）表明，接种时间对

Ｓ３、Ａ１４、Ａ２和Ｔ１４株酵母菌的抑菌效果均具有显

著影响，与同时接种酵母菌和靶标真菌相比，以提前

２４和４８ｈ接种时的抑制效果最好，但此二者间并没

有明显差异。可见，提前２４ｈ接种酵母菌即可有效

控制靶标真菌的危害。

图２　不同接种间隔时间时４株酵母菌对３种致病真菌的防治效果

Ｆｉｇ．２　Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｆｏｕｒｙｅａｓｔｉｓｏｌａｔｅｓｏｎｔｈｒｅｅｐａｔｈｏｇｅｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｅｒｖａｌｓｏｆｃｈａｌｌｅｎｇｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

３　讨　论

人们通常选择拟应用生防菌的生态环境分离筛

选生防菌，以提高生防菌对环境的适应性及竞争能

力。苹果病害生防酵母菌的筛选，大都直接从苹果表

面进行分离。本研究首次选用与苹果同属于蔷薇科
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的野生山楂为对象，进行了有生防效果酵母菌的分离

筛选，是基于野生山楂抗逆性强，没有人为干扰，无任

何化学药剂污染，而且果实表面有丰富的酵母菌资

源。本研究结果发现，分离所得的１１个菌株对供试

的３种靶标真菌都有不同程度的抑制作用，其中Ｓ３、

Ａ１４、Ａ２和Ｔ１对单一靶标菌的抑制率均在９０％以

上，与冷藏手段相结合其抑制率可达１００％。可见，利

用野生山楂分离获得高效的生防菌株是可行的，这无

疑为生防菌的获取找到了一条新途径。

本试验研究了接种浓度、培养温度以及挑战接

种时间对入选生防酵母菌菌株防病效果的影响，结

果发现，在酵母菌接种体浓度高于靶标菌２个数量

级的条件下，接种体浓度对Ｓ３、Ａ１４、Ａ２和Ｔ１４株

生防酵母菌株的抑菌效果没有显著影响，这与Ｄｒｏ

ｂｙ等
［１３］报道的汉氏德巴利酵母（犇犲犫犪狉狔狅犿狔犮犲狊

犺犪狀狊犲狀犻犻）对指状青霉（犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿犱犻犵犻狋犪狋狌犿）的抑

菌效果随酵母菌浓度的增加而增大的结果有一定差

异，可能是由于选用酵母菌接种体的形式不同造成

的，但还有待于进一步研究。

本试验证明，挑战接种时间对Ｓ３、Ａ１４、Ａ２和

Ｔ１４株生防酵母菌株的抑菌效果有显著影响，提前

２４ｈ接种即可达到预期防效，前人的研究也证明了

这一点［１４１６］。冷藏是保持果蔬品质的有效方法，故

能否在低温条件下生存并有效发挥抑菌作用，是确

定一种微生物能否作为生防菌的重要前提。本试验

所筛选的４株生防酵母菌Ｓ３、Ａ１４、Ａ２和Ｔ１，在冷

藏条件下的抑菌效果均可达到１００％，高于其在常

温下的防效，因此综合运用冷藏手段是提高生防酵

母菌抑制作用的有效途径。
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