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摘　要：【目的】筛选新型高效的生防有益细菌防治果树病害如采后荔枝霜疫病，减少在运输过程中的损

失，延缓褐变；揭示生防菌发挥防病作用的可能机制。【方法】将前期优选的生防解淀粉芽孢杆菌（Bacillus 
amyloliquefaciens）PP19 和生防乙酰微小杆菌（Exiguobacterium acetylicum）SI17，分别制备其菌体悬浮液，喷

雾预处理采后荔枝果实，24 h 后喷雾接种霜疫霉菌（Peronophythora litchii）SC18，随后观察果实病害严重度，

检测不同时间点果皮对应的酶活性或物质含量。【结果】生防菌 PP19 和 SI17 菌悬液均显著降低采后荔枝霜疫

病的发生，防效分别达到 39.59%~88.76% 和 18.08%~91.01%；菌悬液提高果皮 CAT、SOD、GLU、PAL、PPO 活

性，增加果皮花色素苷含量；同时，降低果皮花色素苷酶活性、H2O2 含量及总酚含量。SI17 比 PP19 更能提高

植物几丁质酶活性。【结论】通过上述结果，推测两个生防菌发挥生防效果可能与改变了果皮抗病相关酶活性

或物质含量有关。
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of PP19 and SI17 Against Litchi Downy Blight

ZHENG Li1, ZHANG Haipeng3, YU Guohui1, HUANG Shilian2

（1. Innovative Institute for Plant Health/College of Agriculture and Biology, Zhongkai University of Agriculture 
and Engineering/Guangdong University Key Laboratory for Substanable Control of Fruit and Vegetable Diseases 

and Pests, Guangzhou 510225, China; 2. Institute of Fruit Tree Research, Guangdong Academy of Agricultural Sciences/
Key Laboratory of South Subtropical Fruit Biology and Genetic Resource Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs/

Guangdong Key Laboratory of Tropical and Subtropical Fruit Tree Research, Guangzhou 510640, China; 
3. Deparment of Huangpu Customs Technology Center, Guangzhou 510627, China）

Abstract：【O bjective】New and efficient biocontrol suspensions that could prevent fruit postharvest diseases such 

as litchi downy blight were screened out to reduce the loss of litchi during transportation and delay browning, and reveal the 
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relevant physiological mechanisms of biocontrol efficacy.【Method】The bacterial suspensions of Bacillus amyloliquefaciens 
PP19 and Exiguobacterium acetylicum SI17 were sprayed onto the litchi fruit for pre-treatment at the postharvest in the 

laboratory. Then, a suspension of Peronophythora litchii（SC18）24 hours after pre-treatment. Subsequently, the disease 

severity of litchi fruit was observed and the enzyme activity or substance contents corresponding to peel at different time 

points were detected.【Result】The suspensions of PP19 and SI17 significantly reduced the litchi downy blight, and the 

control efficacy of PP19 was 39.59%-88.76% while that of SI17 was 18.08%-91.01%. Their bacterial suspensions increased 

the activities of CAT, SOD, GLU, PAL and PPO in peel and the content of anthocyanin while decreased the activity of 

anthocyanidase and the content of H2O2 and total phenol in peel. SI17 increased much more chitinase activity compared 

with that of PP19.【Conclusion】According to the results mentioned above, it is speculated that the effect of two biocontrol 

suspensions on disease prevention may be related to the change of related enzyme activities or substance contents to disease 

resistance in peel.

Key words: litchi downy blight; Peronophythora litchii; bacterial suspension; biocontrol efficacy; enzyme activity

【研究意义】荔枝作为中国南方特有的水
果，其年总产值达 62.88 亿元［1］，荔枝霜疫霉
（Peronophythora litchii Chen ex Ko et al.）是荔枝
产区普遍发生且为害严重的重要病害，侵染果实
后，造成裂果和烂果，长出白色霉状物，严重影
响外观和品质，进一步加速果实褐变，影响鲜果
贮藏和销售［2-3］。目前，化学药剂是重要防控措
施，存在安全隐患和抗药性风险。寻求高效、安
全、无残留、环境友好的生物制剂，切实保证水
果产量和品质的需求迫切。生防制剂一般低毒，
环境兼容性较好，符合当前绿色生产要求，该方
法将成为水果采后病害防控和延缓褐变的重要措
施之一。本研究前期优选到生防解淀粉芽孢杆菌
（Bacillus amyloliquefaciens）PP19 和生防乙酰微
小杆菌（Exiguobacterium acetylicum）SI17，拟探
究两株菌防控荔枝霜疫病的可能机理，为开发新
型绿色农药提供理论基础。

【前人研究进展】研究表明，荔枝霜疫霉菌
对羧酸酰胺类杀菌剂的抗性风险水平较低［4］。随
杀菌剂的使用推广及用药次数增多，病菌产生抗
药性的潜在性风险提高［5］。生物防治由于具备
绿色、安全及有效等特点已成为蔬果采后病害防
治的研究热点［6-7］。生防菌剂对环境生态友好、
安全性高且防治谱宽，在许多蔬果采后病害生
物防治中有广泛引用，如柑橘［8］、葡萄［9］、苹
果［10］、草莓［11］及梨［12］等。生防菌在荔枝生产
和抗病性上的应用也有相关报道，其中以芽孢杆
菌属（Bacillus sp.）为主［13-16］。果蔬采后病害的
生防机理主要有水解酶［17］、营养和空间竞争［18］、
重寄生［19］、分泌次生代谢物［20］以及诱导寄主抗
性［21］。诱导抗性指的受到外界的刺激因子通过
信号传递激活植物体内的应答信号从而产生广谱

持久抗性［22］。据报道，蜡质芽孢杆菌（Bacillus 
cereus）和枯草芽孢杆菌（B. subtilis）对桃软腐

病具有 priming 效应［23-24］，能诱导抗病有关的酶
如苯丙氨酸解氨酶（PAL）、过氧化物酶（POD）
和多酚氧化酶（PPO）的合成及合成降解病菌细
胞壁的降解酶如几丁质酶（CHI）和 β-1,3- 葡
聚糖酶（GLU）［25］；恶臭假单胞菌 Pseudomonas 
putida 处理过的木瓜明显提升抗性酶 PAL、过氧

化氢酶（CAT）、POD 及总酚含量从而抵抗木瓜
炭疽病的发生［26］；接种红灰链霉菌 Streptomyces 
rubrogriseus 可提高番茄根部 POD 和超氧化物歧

化酶（SOD）的活性从而提高抗病性［27］；哈茨
木霉 Trichoderma harzianum 诱导过的茄子叶片内
的抗病性相关酶 SOD、POD 、PPO 的活性升高
抵御黄萎病［28］；生防菌梅奇酵母 Metschnikowia 
zizyphicola 处理梨果实，提升贮藏期间 PAL 等抗

性基因表达而提高抗病性。
【本研究切入点】从前期研究基础出发，分

析两株分离自荔枝果皮的生防菌 PP19 和 SI17 的
菌体悬浮液对采后荔枝霜疫病的防效，以及其对
果皮抗病相关酶的影响，初步解析生防菌可能的
作用方式。【拟解决的关键问题】明晰生防菌菌
体悬浮液的作用效果，以及植物抗病性酶和相关
活性物质的变化；揭示生防菌作用下植物抗病相
关生理机制，旨在寻找新型高效的生防菌来防治
荔枝果实采后霜疫病，减少荔枝采后运输过程中
的经济损失。

1　材料与方法

1.1　菌株培养和植物材料

病原菌活化：由华南农业大学植物病理学

系真菌实验室提供，荔枝霜疫霉菌株为该实验室
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2013 年从四川泸州某荔枝果园果实上分离获得，
命 名 为 SC18。 将 保 存 于 16 ℃ 的 病 原 菌 在 CJA
（Carrot juice agar，200 g 去皮胡萝卜，榨汁，琼
脂 15 g，定容至 1 L）上活化，25 ℃培养 5~7 d，
用适量无菌水洗下并经茶漏过滤，滤液收集于烧
杯中。反复清洗多次，尽量将孢子囊从菌丝顶端
洗脱下来，滤液即为游动孢子囊悬浮液。显微镜
观察其个数，调整到 5×104 个孢子囊 /mL，备用。

生防菌活化：从 -80 ℃冰箱中取出本实验用生
防菌 PP19 和 SI17，在 LB（胰蛋白胨 10 g、氯化
钠 10 g、酵母提取物 5 g、琼脂糖 15 g）平板上划线，
28 ℃下培养 24 h，转接到 LB 培养液试管中，28 
℃、200 r/min 培养 20 h 作为种子培养液，以 1∶500
的比例将种子菌液接到 LB 培养液中培养 24 h， 
4 ℃、6 000 r/min 离心 15 min，去除上清液，0.85% 
NaCl 进行等体积重悬浮；随后用滴液法检测浓度，
调整至浓度为 5×108 CFU/mL，备用。

果实采摘：来自海南儋州南阳农场某果农
的妃子笑荔枝，约 80% 成熟度采摘到实验室。
在室温条件下，摆放到保鲜盒（盒底铺上灭菌
滤纸，直径 18 cm，灭菌水润湿，保鲜盒规格为 
323 mm×220 mm×100 mm），随后相关实验以
12 h：12 h= 光照：黑暗培养，开展实验。

1.2　生防菌菌悬液防效测定

试验设 5.0×107 CFU/mL 生防菌 PP19 和 SI17
菌悬液，以及 0.85% NaCl 10 倍液 3 个处理。采
用喷雾处理的方法，24 h 后喷雾接种 P. litchii。
室温 25 ℃培养。每个处理 3 次重复，每个重复
30 个果实。接种病原菌后 24 h 开始调查病害严重
度。根据蔡学清［13］病害严重度调查方法稍加改善：
0 级：无病症；1 级：接种点有轻微病斑 , 坏死面
积 5% 以下；3 级：坏死面积 5%~10%；5 级：坏
死面积 10%~25%；7 级：坏死面积 25%~50%；9 级：
坏死面积超过 50% 或全部白霉（果实）。计算病
情指数和防治效果：

病情指数（%）=〔∑（病级数 × 该病级果数）/ 
（最高病级 × 总果数）〕×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　抗病酶活性和相关物质含量测定

样品处理方法同 1.2。取样时间点为接种后
0、12、24、36、48、60、72 h。 去 掉 果 肉， 果
皮迅速分装在锡箔纸中，液氮速冻 25~30 min，
放置在 -80 ℃冰箱保存，备用。每个处理每次

取 样 总 计 9 个 果 实（3 次 重 复， 每 个 重 复 3 个

果实）。抗病酶活性和相关物质含量指标分为

3 类：（1）保护酶和物质含量：超氧化物歧化

酶（SOD，superoxide dismutase）、 过 氧 化 氢 酶

（CAT，catalase）、H
2O2；（2）抗病酶：β-1,3-

葡 聚 糖 酶（β-1,3-glucansae，GLU）、 几 丁 质

酶（chitinase，CHI）、苯丙氨酸解氨酶（PAL，

phenylalanin ammonia-lyase）、过氧化物酶（POD，

peroxidase）；（3）保鲜相关酶或物质含量：多

酚氧化酶（PPO，polyphenol oxidase）、总酚（total 

phenolic）、 花 色 素 苷（anthocyanin）、 花 色 素

苷酶（anthocyanase）。测定采用全波长酶标仪

（Multiskan Go-1510）或分光光度计。

1.3.1　保护酶和物质含量测定　H2O2：采用试剂

盒法检测（南京建成生物工程有限公司），检测

OD405。SOD：参考余中莲的方法测定［29］，测定

OD560。CAT：参照余中莲［29］的方法测定，提取

荔枝果皮样品的粗酶液，测定 OD405。

1.3.2　抗病酶测定　GLU：采用试剂盒法检测（北

京索莱宝科技有限公司），测定 OD540 值。CHI：

参考余中莲的方法测定［29］，测定 OD585。PAL：

采用试剂盒法检测（南京建成生物工程有限公

司），1 cm 光径石英比色皿，双蒸水调零，测定

OD290。POD：采用试剂盒法检测（南京建成生物

工程有限公司），双蒸水调零，1 cm 光径比色皿，

测定 OD420。PPO：参照余中莲［29］的方法测定，

测定 OD398。

1.3.3　其他酶或物质测定　总酚（total phenolic）：

参 照 蔡 学 清［13］ 的 方 法， 用 Folin-Ciocalteu 法

测 定， 绘 制 标 准 曲 线， 测 定 OD700。 花 色 素 苷

（anthocyanin）：参照蔡学清［13］ 的方法，测定

OD510。花色素苷酶（anthocyanase）：参照蔡学清［13］

的方法，测定 OD530。

1.4　数据统计与分析

在 Microsoft Excel 中 对 病 情 指 数、 生 防 效

果、酶活性及物质含量等数据进行处理、分析。

采用 DPS 软件 7.05 进行 LSD Test（P ＜ 0.05），

ANOVA Analysis 进行各个因子的单因素（One-

way）分析。

2　结果与分析

2.1　菌悬液对荔枝霜疫病的生防效果分析

PP19 和 SI17 菌悬液分别预处理荔枝果实，
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接种后 36、48、60 h，果实病情指数分别为 1.23%、

4.98%、32.59% 和 0.99%、6.79%、44.20%（ 图

1A）；生防效果分别为 88.76%、80.41%、39.59%

和 91.01%、73.30%、18.08%（图 1B）。与对照相比，

两株生防菌菌悬液接种后 36、48 h 显著降低妃子

笑荔枝果实霜疫病的发生；但接种后 60 h 与对照

差异不显著（图 1）。

2.2　菌悬液对荔枝果皮相关酶活性和物质含量的

影响

PP19 和 SI17 菌悬液预处理果实 24 h 接种 P. 
litchii，检测 11 种相关指标。数据分析显示，它

们和对照存在差异；后期随着果实褐变和病情加

重，各指标活性或含量均呈现下降趋势。

2.2.1　菌悬液对果皮 H
2O2 含量、CAT 和 SOD

活性分析　结果（图 2）显示，H2O2 含量呈现“下降 -

上升 - 下降”趋势，均在 24 h 含量最高，随后都

下降；对照果皮 H2O2 含量下降斜率最高，其次为

PP19，且在 24 h 下降幅度达 18.92%，其他时间

点含量均增加，最高可达 74.05%（72 h）；SI17

处理果皮 H2O2 含量在 24~48 h 下降最高，分别为

22.58% 和 21.36%，72 h 增加 58.05%。并且，在

0~24 h（无病原菌）时，三者差异较小；24~72 h（接

种霜疫霉菌）的含量均下降，但 PP19 含量高于

对照，可能此过程具有保护细胞的功能。PP19 和

SI17 处理果实后，CAT 活性在 48~72 h 高于对照，

而 24~48 h 的两个处理和对照的变化趋势较为相

似， 呈 现“ 平 稳 - 上 升 - 下 降 - 上 升”。PP19

和 SI17 处理后，果皮 CAT 活性仅在 48~72 h 增幅

较大（60 h 分别增加 15.65% 和 19.75%）。PP19

和 SI17 处理果实，在 24~48 h 果皮 SOD 活性显著

高于对照，随后相似，趋势为“下降 - 上升 - 下

降”，36 h 分别增加 18.89% 和 17.35%。PP19 和

SI17 菌悬液处理可提高果实的 CAT、SOD 活性，

接种霜疫霉后果皮的 H
2O2 含量表现增加，可能激

发了果皮的抗病性。

2.2.2　菌悬液对果皮 GLU、CHI 和 PAL 活性分

析　PP19 菌悬液预处理果皮，结果（图 3）显

示，接种后 36~60 h 显著提高果皮 GLU 活性（分
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图 1　PP19 和 SI17 菌悬液处理后荔枝果实
　　的病情指数和生防效果
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图 2　PP19 和 SI17 菌悬液对荔枝果皮 H2O2 含量及 CAT、SOD 活性的影响 
Fig. 2　Effects of bacterial suspensions of PP19 and SI17 on the content of H2O2 content and CAT, SOD activity in litchi fruit peel
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别增加 200%、92.23% 和 7.84%），而 SI17 则在
12~36 h 表现更优（分别增加 89.13%、651.18%、
184.62%），变化趋势均为“上升 - 下降 - 上升 -
下降”。PP19 和 SI17 菌悬液对 CHI 活性影响较小，
在病原菌侵染后期 60~72 h 可提高其活性，SI17
在 48 h 活性表现最高（增加 12.36%），48~72 h 
下降幅度和对照无差异，PP19 在 60~72 h 其活性
高于对照（分别增加 95.29% 和 43.63%），且在

0~24 h CHI 活性和对照无差异；三者变化趋势相
似，为“上升 - 下降 - 上升 - 下降”。PP19 和
SI17 处理果皮 PAL 活性呈现相似趋势“，为上升 -
下降 - 上升 / 下降”，PP19 在 24~36 h（分别增
加 11.44% 和 12.96%）和 60~72 h（分别增加 5.55%
和 166.90%） 活 性 高 于 对 照，SI17 则 在 60~72 h
高于对照（分别增加 16.94% 和 169.54%），二者
均提高 PAL 活性。

2.2.3　菌悬液对果皮 POD 和 PPO 活性分析　
POD 和 PPO 均表现为对照果皮酶活性高于 PP19
和 SI17 处理，其中 PP19 处理对 2 种酶影响更大，
下降趋势更为显著（变化斜率更大）。PP19 和

SI17 处理果皮 POD 活性在 24、60、72 h 分别减

少 24.96%、25.10%、31.39% 和 4.73%、20.68%、

30.87%，三者变化趋势相似为“下降 - 上升”；

而 PP19 处 理 果 皮 PPO 活 性 在 24、48 h 分 别 减

少 37.18% 和 93.75%，SI17 处理果皮 PPO 活性在

24、48、60 h 分别减少 50%、62.50%、30.16%，

三者变化趋势相似为“下降 - 上升 - 下降”（图 4）。

2.2.4　生防菌对果皮总酚和花色素苷含量及花色

素苷酶分析　和褐变有关的酶和物质主要有总

酚、花色素苷和花色素苷酶。结果（图 5）显示，

菌悬液可增加总酚和花色素苷含量（48、60 h 和

24、36 h 高于对照）。PP19 处理可降低花色素苷
酶活性（36~60 h），SI17 处理后期活性也低于对照，
但变化斜率高于 PP19 处理的果皮，显示 PP19 处
理更利于降低果皮花色素苷酶活性。PP19 处理果
皮总酚在 48、60 h 分别增加 13.29% 和 9.68%，
在 36 h 下 降 5.39%；SI17 处 理 果 皮 在 60 h 增 加
28.59%，其他时间点总酚含量低于对照，其中在

图 3　PP19 和 SI17 菌悬液对荔枝果皮 GLU、CHI 和 PAL 活性的影响 
Fig. 3　Effects of bacterial suspensions of PP19 and SI17 on the activity of GLU, CHI and PAL in litchi fruit peel
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图 4　PP19 和 SI17 菌悬液对荔枝果皮 POD 和 PPO 活性的影响 
Fig. 4　Effects of bacterial suspensions of PP19 and SI17 on the activity of POD and PPO in litchi fruit peel
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36 h 下降 20.21%，三者变化趋势相似，均呈现“下
降”。PP19 处理果皮花色素苷含量和花色素苷酶
活性在 36 h 增加 124%、48 h 减少 78.52%，SI17
处理则在 72 h 增加 55%、48 h 减少 31.17%，花
色素苷变化趋势为“下降 - 上升 - 下降”，花色
素苷酶变化趋势为“下降 - 上升 - 下降”。

3　讨论

生物防治由于其高效持久、环境友好以及
无药剂残留的特点被广泛用于防治植物病害，成
为防治植物病害的主流研究方向［30］。而生防菌
作为一种生物防治的方法，常被用于诱导果实提
高自身的抗病性［31-32］。当植物受到病原菌入侵
时，体内多种与抗病性有关的酶会参与其中，这
些酶作为衡量植物抗病性能力的指标，主要包括
PAL、SOD、PPO、CAT、POD 等，受到外界生物
或者非生物胁迫时植物体内防御酶体系就会被启
动［33-35］，从而延缓果实劣变［36］、提高植株抗病
性［37-38］以及限制病害的扩展［39］。本研究发现，
PP19 和 SI17 菌悬液能显著降低荔枝果实霜疫病
的发生，且能改变相关抗病保鲜酶的活性。接种
后 12、36、48 h，生防菌处理抗病相关酶（GLU、
CHI、POD、PAL）活性稍高于对照；PP19 接种
后 72 h CAT 活性高于对照，SOD 活性在 36 h 高
于对照。接种后 12~48 h，生防菌处理总酚、花色
素苷含量高于对照；PP19 和 SI17 对荔枝果皮酶
活性影响不完全相同，对酶活性的影响存在差异，
如 SI17 比 PP19 更能提高植物 CHI 活性；PP19 处
理果皮 H2O2 含量下降较多；SI17 和 PP19 从 48 h
开始可降低花色素苷酶活性。

本实验数据 POD 活性（生防菌处理后 POD
活性低于对照）和蔡学清［13］报道的研究结果不
完全一致，其研究数据显示内生菌处理后荔枝果

皮 POD 活性大于对照。关于 POD 活性变化趋势，
目前并无统一定论，也有文献报道其含量越低越
好，其可能参与酚的氧化，活性越高越容易使果
皮褐变；但也有研究认为其活性可能与植物抗病
相关，比如参与了植物的木质化过程［40］。由此
推测，本实验中生防菌处理果皮 POD 可能主要影
响了果皮褐变过程。

在病原菌胁迫下，PP19 处理果皮 H2O2 含量
下降较多，对荔枝果实起保护作用；生防菌可提
前增加总酚、花色素苷含量（12~48 h 高于对照）；
SI17 和 PP19 从 48 h 开始可降低花色素苷酶活性，
前期（12~36 h）绝对含量虽然高于对照，但变化
斜率低于对照，故对照对花色素苷影响更大，导
致其含量比生防菌处理的要低。但随着果实褐变
和病情加重，活性或含量均表现下降。此研究数
据和文献报道保持一致［13，29］。

4　结论

生防菌 PP19 和 SI17 菌悬液喷雾预处理荔枝
果实后，可显著降低采后荔枝霜疫病的发生；它
们处理果实后，可能通过改变果皮相关抗病保鲜
酶活性或物质含量起到防病保鲜效果。菌悬液处
理 果 实 后， 影 响 果 皮 CAT、SOD、GLU、PAL、
PPO、POD、花色素苷酶的活性和总酚及花色素
苷含量；SI17 比 PP19 更能提高果皮 CHI 活性；
PP19 对果皮酶活性或相关物质含量影响更大。在
下一步研究中，我们将进一步分析两株菌菌悬液
对调控酶活性或活性物质相关基因表达的定量分
析，深入揭示菌悬液防病的作用机制。
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