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摘   要：为丰富芒果蒂腐病拮抗菌资源，寻找替代化学杀菌剂的无毒无污染的采后防治方法，以可可球二孢菌

（Botryodiplodia theobromae Pat.）和拟茎点霉菌（Phomposis mangiferae Ahmad）为指示菌，使用平板稀释法、双重培

养法从芒果树根际土壤中分离筛选出对蒂腐病菌有拮抗作用的放线菌，并明确其分类地位，测试活体防效，初步探究

其抑菌机理。结果表明：筛选到对可可球二孢菌和拟茎点霉菌均有抑菌效果、遗传稳定性良好的拮抗菌 A2、B85、D16，

且对芒果胶孢炭疽菌（Colletotrichum gloeosporioides）、芒果拟盘多毛孢（Pestalotiopsis mangiferae）、芒果链格孢

（Alternaria alternate）、番茄灰霉菌（Botrytis cinerea）均有抑制效果，抑菌谱广。活体试验中，接种后第 3 天，拮抗

菌株 A2、B85、D16 处理的果实病斑直径（分别为 8.58、8.50、7.83 mm）和咪鲜胺处理（6.33 mm）无显著差异，但

均显著低于对照（20.58 mm）。经形态特征、培养特征、生理生化特征和分子鉴定将菌株 A2、B85 鉴定为马来西亚链

霉菌（Streptomyces malaysiensis），D16 为利迪链霉菌（Streptomyces lydicus）。菌株 A2、B85、D16 通过产生具有抑菌

效果的活性物质，抑制可可球二孢菌孢子萌发、营养竞争，提高果实超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化物酶（POD）、

过氧化氢酶（CAT）活性来抑制蒂腐病的发生，其中 D16 菌株还可产生具有抑菌效果的挥发性有机化合物来抑制蒂腐

病的发生。研究表明这 3 个菌株均对蒂腐病菌有一定的拮抗作用，可进一步深入研究。 
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Abstract: The study aimed to find non-toxic and pollution-free post-harvest prevention and treatment methods replacing 
chemical fungicides to enrich the resources of mango stalk rot antagonist bacteria. Botryodiplodia theobromae Pat. and 

Phomposis mangiferae Ahmad were used as the indicator fungi, and actinomycetes with antagonistic effects on stalk rot 
fungi were isolated and screened from the rhizosphere soil of mango trees by the plate dilution and dual culture method. 

The classification status, live prevention effects, and the antimicrobial mechanism were preliminary studied. Antagonists 
A2, B85 and D16 were selected, which had antimicrobial effects and good genetic stability against both Botryodiplodia 
theobromae Pat. and Phomposis mangiferae Ahmad, and had inhibitory effects on Colletotrichum gloeosporioides, Pes-
talotiopsis mangiferae, Alternaria alternate and Botrytis cinerea, with a wide antifungal spectrum. In the live test, on 

the 3rd day after inoculation, there were no significant differences in the diameter of the fruit lesions treated with anta-
gonist strains A2, B85 and D16 (8.58, 8.50, 7.83 mm) and the imimerine-treated group (6.33 mm), but significantly 

lower than that of the control group (20.58 mm). Strains A2 and B85 were identified as Streptomyces malaysiensis, and 
D16 was Streptomyces lydicus. Strains A2, B85 and D16 inhibited the occurrence of pedicle rot by producing active 

substances with antimicrobial effects, inhibiting spore germination of dipodol, nutritional competition, and improving 
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the activity of fruit SOD, POD and CAT. Among the three antagonistic strains, the D16 could also produce volatile or-

ganic compounds with antimicrobial effects to inhibit the occurrence of pedicle rot fungi. The three strains had certain 
antagonistic effects on pedicle rot bacteria and could be further studied. 

Keywords: mango stem-end rot; antagonistic actinomycetes; screening; identification; antimicrobial mechanism 
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近年来，芒果（Mangifera indica L.）逐渐成

为世界流行的热带水果，芒果产业也在我国经济

上占有十分重要的地位。据 2023 年统计数据，我

国芒果种植面积已达到 37.46 万 hm2。热带果蔬贮

藏保鲜的主要问题是腐烂、贮藏期病害和褐变等，

而采后病害是引起腐烂的最主要原因。芒果蒂腐

病是主要的采后病害之一，小穴壳菌（Dothiorella 
dominicana Cif.）、拟茎点霉菌（Phomosis man-
giferae Ahmad）和可可球二孢菌（Botryodiplodia 
theobromae Pat.）是引起蒂腐病的优势菌[1]。病原

微生物在幼果期潜伏于果皮内，采后病斑迅速向

果身扩展，致使全果腐烂，对运输及贮藏产生极

大影响，造成严重的经济损失。 

为保证芒果的产量和品质，应采取相应的防

治措施，而目前采用的防治方法存在诸多局限。

化学防治是一种最普遍的手段，主要依赖于杀菌

剂控制芒果病害的发生。然而，化学防治是一把

双刃剑，杀菌剂的长期大量使用导致病原菌出现

较强的抗药性，并且在杀灭病原菌的同时，也会

破坏土壤中对芒果生长发育有益的微生物。难以

降解的有毒化学试剂的残留也会对生态环境和食

品安全产生一定影响，与可持续发展的战略要求

不相符[2]。因此，生物防治显得尤为重要，明确

生防机理则是开发生防菌剂的重中之重。生防菌

防控采后病害的机理十分复杂，目前尚未完全清

晰。生防菌、病原菌与寄主在外界环境的影响下

互相作用，在多种机理作用下产生防治效果，包

括竞争营养与空间、寄生作用、分泌抑菌物质和

诱导寄主产生抗病性 [3-4]。DROBY[5]研究表明，

将绿霉菌（Penicillium digitatum）和季也蒙毕赤

酵母（Pichia guilliermondii）在不充足的营养条

件下共培养，酵母菌的繁殖速度远快于绿霉菌，

是绿霉菌的 200 倍，致使绿霉菌不能正常繁殖。

研究表明，有些生防菌能附着定殖在致病菌菌丝

上，对病原菌形成直接寄生，且通过分泌 β-1,3-

葡聚糖酶、几丁质酶等胞外水解酶来分解致病菌

的菌丝体，进而抑制致病菌的正常生长 [6]。

WISNIEWSKI 等[7]研究发现，酵母菌定殖于果实

伤口处时会产生抑菌物质，以抑制致病菌生长，

缓解果实发病；WANG 等[8]通过深入研究发现，

抑菌物质是糖蛋白或蛋白质。拮抗菌可以作为生

物激发子来诱导采后果蔬抗病性的产生 [9]，

TORRES 等 [10]研究表明，成团泛菌（Pantoea 
agglomerans）诱导柑橘内部产生酚类物质，从而

增强了果实相关抗氧化酶的活性。 

近年来，已有研究表明，马来西亚链霉菌

（ Streptomyces malaysiensis ） 及 利 迪 链 霉 菌

（Streptomyces lydicus）是具有显著生防潜力的放

线菌。最新分离出的 1 株马来西亚链霉菌

HSL-9B，其提取物对芒果炭疽病菌菌丝生长和孢

子萌发有明显的抑制作用[11]。利迪链霉菌 A02 通

过提高净光合速率与植物内源激素含量，能够有

效抑制西瓜枯萎病的发生[12]；余小兰等[13]分离筛

选出的利迪链霉菌 D2 对甜瓜枯萎病菌有较强的

拮抗活性。 

微生物农药作为现代农药发展的重要方向，

生防菌能产生多种活性次级代谢产物，这类天然

产物对环境无污染，同时可避免病原菌产生抗药

性。但目前关于放线菌其他生防机理的研究报道

仍较少。因此，为寻找能有效抑制芒果蒂腐病的

生防菌，本研究从芒果树根际土壤中分离筛选出

对蒂腐病菌具有抑制作用的拮抗放线菌，开展活

体拮抗试验，并对优势菌株进行形态、培养特征、

生理生化特征观察及分子鉴定，进一步明确其生

防机理，为芒果采后蒂腐病的防控提供更加有效

的防治措施。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试病原菌：芒果可可球二孢蒂腐病菌

（Botryodiplodia theobromae Pat.）、芒果拟茎点霉

菌（Phomposis mangiferae Ahmad）、芒果拟盘多

毛孢（Pestalotiopsis mangiferae）、芒果链格孢

（ Alternaria alternate ）、 芒 果 胶 孢 炭 疽 菌

（Colletotrichum gloeosporioides）等病原菌株均

由中国热带农业科学院环境与植物保护研究所高
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兆银老师提供。番茄灰霉菌（Botrytis cinerea）由

海南大学园艺系刘永华老师课题组提供。 

供试土样：海南大学实验教学基地芒果园

（110°32′31″E, 20°3′24″N）土样。 

供试培养基：高氏 1 号合成培养基[14]和马铃薯

培养基（PDA）[15]。灭菌条件均为 121 ℃，30 min。 

1.2  方法 

1.2.1  拮抗放线菌的分离和筛选  （1）菌株的分

离。选择透气性良好且干燥的土壤，去除表层 5 cm

左右的浮土，采集适量土样。剔除其中的残留根

系、石砾等杂质，风干备用。称取 10 g 处理后的

土样于锥形瓶中，加入 100 mL 无菌水，置于

200 r/min 摇床中，20 min 后取上清液。采用平板

稀释法分离放线菌[16]，将上清液用无菌蒸馏水进

行梯度稀释，得到稀释为 10–1、10–2、10–3、10–4、

10–5 的土壤悬液。分别吸取 200 µL 土壤悬液于高

氏 1 号平板培养基上，用无菌玻璃珠涂布均匀，

封口，倒置培养。待菌株长好后，挑取不同形态

特征的菌落进行划线纯化，并对不同的菌株编号

保存。 

（2）拮抗菌的离体筛选。通过在 PDA 平板上

双重培养病原菌和放线菌的方法[17]，对芒果蒂腐

病拮抗放线菌进行离体筛选。在距离 PDA 平板边

缘 3 cm 处进行划线接种待测放线菌，将平板置于

生化培养箱中于 28 ℃培养 2 d 后，在距 PDA 平

板另一侧边缘 3 cm 处分别接种 2 种病原菌菌饼

（直径 6 mm）。对照仅接种可可球二孢菌、拟茎

点霉菌菌饼。每个处理 3 次重复，做好标记，封

口，28 ℃下培养 3 d。当对照组病原菌长满整个

平板时，观察待测放线菌对 2 种病原菌的抑制情

况，挑选有抑菌效果的拮抗菌株。根据公式计算

拮抗菌对病原菌的抑制率，抑制率=[(R1–R2)/R1]× 

100%，式中，R1 为对照组病原菌菌丝生长的半径，

R2 为处理组病原菌菌丝生长的半径。 

（3）拮抗放线菌抑菌活性稳定性测定。为了

确定拮抗放线菌对 2 种病原菌（可可球二孢菌、

拟茎点霉菌）的抑菌活性稳定性，将拮抗放线菌

在高氏 1 号培养基上进行 5 次连续传代培养，每

次挑取 28 ℃下培养 5 d 的单菌落在新的高氏 1 号

培养基上进行划线培养[18]。测定第 5 次传代后的

拮抗放线菌对 2 种蒂腐病病原菌的抑菌率，方法

同 1.2.1-（2），每种菌株重复 3 次。 

（4）拮抗放线菌抗菌谱的测定。采用 1.2.1-

（2）中的方法，测定离体抑菌效果较好的 3 株拮

抗放线菌（A2、B85、D16）对芒果可可球二孢蒂

腐病菌、拟茎点霉菌、胶孢炭疽菌、拟盘多毛孢、

链格孢、番茄灰霉菌的抑菌活性。 

（5）活体拮抗试验。选取离体抑菌效果较好

的 3 株拮抗放线菌（A2、B85、D16）进行活体拮

抗试验，并以这 3 株拮抗放线菌进行后续试验。 

选取体积大小、成熟程度一致的新鲜无病虫

害侵染的金煌芒果实，浸入 2% NaClO溶液 2 min，

用自来水冲洗后晾干备用。每个处理组取 3 个芒

果，在每个果实赤道两侧对称打 2 个孔，形成直

径为 5.0 mm、深为 2.0 mm 的伤口。在伤口处分

别接种 20 μL 拮抗菌发酵液，2 h 后接种 20 μL 病

原菌孢子悬浮液（1×105 CFU/mL），以接种无菌

水为对照（CK），并设置 250 mg/L 咪鲜胺处理作

比较，每个处理重复 3 次。将处理后的芒果晾干，

置于保鲜袋（30 cm×40 cm）中，扎口，于 25 ℃

室温贮藏，保持 95%相对湿度[19]。每天记录发病

孔数，测定病斑直径，并计算发病率，发病率=(发

病孔数/接种总孔数)×100%。 

1.2.2  拮抗放线菌的鉴定  （1）形态及培养特征

观察。采用平皿插片法[20]，将放线菌单菌落分别

接种于高氏 1 号、查彼克、淀粉铵、葡萄糖酵

母膏培养基上，将盖玻片倾斜插片，密封后于

28 ℃培养 7 d，记录菌株的培养特征，同时取出

平板中的盖玻片，置于光学显微镜下观察菌丝及

孢子形态。 

（2）生理生化特征观察。参考 WILLIAMS 等[21]、

SHIRLING 等[22]的方法，包括明胶液化、牛奶凝

固与胨化、淀粉水解、纤维素水解、硫化氢产生

和不同碳源利用试验，每个试验设 3 个重复。 

（3）放线菌分子鉴定。利用 CTAB 法提取放

线菌 16S rDNA，采用引物 27F: 5'-AGAGTTTGAT 

CCTGGCTCAG-3'；1492R: 5'-GGTTACCTTGTT 

ACGACTT-3'，进行 PCR 扩增，PCR 反应程序：

94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，55 ℃退火

30 s，72 ℃延伸 2 min，35 个循环；72 ℃终延伸

10 min。PCR 扩增后将产物于 1%琼脂糖凝胶中电

泳，在紫外灯下进行观察。16S rDNA 测序，在 NCBI

的 Blast 数据库上进行比对，搜索同源性高的序列，

利用 MEGA7.0 软件构建系统发育树[23-24]。 

1.2.3  拮抗菌抑菌机理的初步研究  （1）拮抗菌

发酵上清液的抑菌效果。上清液的制备方法：将

发酵液倒入离心管中，12 000 r/min 离心 10 min

后，将上清液用 0.22 µm 微孔过滤器过滤，制得
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无菌发酵上清液。 

采用菌丝生长速率法测定拮抗菌发酵上清液

的抑菌效果。将上清液与 PDA 培养基按 1 9∶ 的

比例混合倒平板，对照用无菌水代替上清液，用

无菌打孔器打取直径为 6 mm 的可可球二孢菌菌

饼，接种于混合平板的中央，在 28 ℃下培养至对

照组病原菌长满平板，测量上清液处理组病原菌

的菌落直径，并计算抑菌率，每个处理重复 3 次。

抑菌率=[(对照菌落直径-处理菌落直径)/(对照菌

落直径–6 mm)]×100%。 

（2）挥发性有机化合物的抑菌效果。采用平

板对扣法[25]，吸取 100 µL 的拮抗菌发酵液，均匀

涂布于高氏 1 号平板上，28 ℃培养 2 d 后，在 PDA

培养基中央放置直径 6 mm 的可可球二孢菌菌饼，

将两板对扣后用密封膜封口。以只接种可可球二

孢菌菌饼的 PDA 平板为对照，待对照组病原菌长

满平板后测量处理组病原菌的菌落直径，并统计

抑菌率，方法同 1.2.3-（1），每个处理重复 3 次。 

（3）发酵液对孢子萌发的抑制作用。在装有

2 mL PDB 培养基的 5 mL 离心管中，分别加入

100 µL 拮抗菌发酵液，对照为 100 µL 无菌水，再

往每管中滴加 100 µL 1×105 CFU/mL 可可球二孢

菌孢子悬浮液。于 28 ℃下 200 r/min 摇床中培养

24 h，利用光学显微镜进行观察，每处理各观察

100 个孢子，统计各处理病原菌孢子萌发数，计

算萌发率。以芽管长度超过孢子的一半视为萌发，

每处理重复 3 次。萌发率=(孢子萌发数/观察的孢

子总数)×100%。 

（4）营养竞争。采用双重培养方法，方法同

1.2.1-（2），通过拮抗菌在含有不同营养浓度的

PDA 培养基上抑制真菌病原菌的生长来判断营养

的竞争[26]。设置 4 种不同的营养浓度：正常营养

浓度（46.0 g/L PDA 粉）、正常营养浓度的 1/2

（23.0 g/L PDA 粉）、正常营养浓度的 1/4（11.5 g/L 

PDA 粉）和正常营养浓度的 1/10（4.6 g/L PDA

粉）。以只接种可可球二孢菌菌饼的 PDA 平板为

对照，28 ℃下培养 3 d 后测量处理组病原菌的菌

落直径，并计算抑菌率，方法同 1.2.1-（2），每个

处理重复 3 次。 

（5）拮抗菌发酵液诱导果实抗性的研究。果

实前期处理方法同 1.2.1-（2），在伤口处接种 20 µL

拮抗菌发酵液，以无菌水为对照，晾干，装入保

鲜袋，扎口，保持 95%相对湿度，25 ℃下贮藏 5 d，

每隔 1 d 取 1 次果实伤口附近果肉，用于果实相

关抗氧化酶活性的测定，每个处理重复 3 次。测

定指标包括过氧化氢酶（CAT）、过氧化物酶

（POD）、超氧化物歧化酶（SOD）活性。CAT

活性采用过氧化氢法测定，POD 活性采用愈创木

酚法测定，SOD 活性采用氮蓝四唑法[27]测定。 

1.3  数据处理 

使用 Excel 和 SPSS19.0 软件对试验数据进行

处理和分析，采用 ANOVA 进行邓肯式差异显著

性分析。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗放线菌的分离和筛选 

2.1.1  菌株的分离和离体筛选  从海南大学实验

教学基地芒果园采集的土样中，以添加 0.005%重

铬酸钾的高氏 1 号培养基为放线菌分离培养基，

根据菌落的生长形态等特征进行编号，挑取不同

菌株的单菌落进行纯化，共分离获得 223 株放线

菌。经双重培养法筛选获得对可可球二孢菌

（Botryodiplodia theobromae Pat.）和拟茎点霉菌

（Phomposis mangiferae Ahmad）均有抑菌效果的

活性菌株共 9 株，其中 A2、B85、D16 的抑菌效

果较好，D16 对 2 种病原菌的抑制效果最佳，抑

菌率均为 55.04%，B85 的抑菌效果次之，对可可

球二孢菌和拟茎点霉菌的抑菌率分别为 48.45%、

51.85%，A2 对 2 种病原菌的抑菌率分别为

45.74%、47.68%（表 1）。 
 

表 1  拮抗菌株对可可球二孢菌和拟茎点霉菌的抑制率 
Tab. 1  Inhibition rate of antagonistic strains against  

B. theobromae Pat. and P. mangiferae Ahmad 

菌株 
Strain 

抑菌率 Antifungal rate/% 

可可球二孢菌 
B. theobromae Pat. 

拟茎点霉菌 
P. mangiferae Ahmad 

A2 45.74±3.70b 47.68±1.85b 

A28 38.76±2.54c 45.37±0.93bc 

B85 48.45±0.39b 51.85±0.93a 

D1 47.29±1.40b 43.03±1.16c 

D7 39.54±1.78c 44.57±1.03bc 

D16 55.04±0.39a 55.04±1.40a 

D18 36.82±0.39c 37.60±0.77d 

D21 35.66±0.39c 35.27±1.69d 

D23 39.92±1.03c 44.57±1.40bc 

注：同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same column indicate 

significant difference (P<0.05). 
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2.1.2  抗蒂腐病菌活性菌株的遗传稳定性   用

群体传代法考察 9 株拮抗菌连续传代 5 次的稳定

性，其中效果较好的 3 株拮抗菌为 A2、B85、D16，

且对 2 种病原菌的抑菌率均在 46.00%以上，说明

这 3 株拮抗菌遗传稳定性好。D23 在传代 5 次后，

对 2 种病原菌均无抑菌效果，说明该菌株在传代

过程中丧失抑菌活性，遗传稳定性差（表 2）。故

以 A2、B85、D16 拮抗菌株进行后续试验。 

2.1.3  3 株拮抗放线菌的抗菌谱  由表 3 知，3

株拮抗菌除了对引起蒂腐病的 2 种病原菌可可球

二孢菌和拟茎点霉菌有抑菌效果外，同时还对胶

孢炭疽菌、拟盘多毛孢、链格孢、灰霉菌具有抑

菌效果，抑菌谱较广。 

表 2  第 5代拮抗菌对可可球二孢菌和拟茎点霉菌的抑制率 
Tab. 2  Inhibition rate of fifth-generation antagonistic 

strains against B. theobromae Pat. and P. mangiferae Ahmad 

菌株 
Strain 

抑菌率 Antifungal rate/% 

可可球二孢菌 
B. theobromae Pat. 

拟茎点霉菌 
P. mangiferae Ahmad 

A2 47.88±0.39b 54.78±0.39a 

A28 42.82±0.67c 52.44±0.68a 

B85 46.71±0.39b 52.83±1.03a 

D1 43.21±0.39c 43.86±1.17b 

D7 39.32±0.67d 43.47±1.70b 

D16 52.94±0.78a 54.78±0.67a 

D18 36.60±1.03e 36.45±0.39c 

D21 36.60±0.39e 41.91±3.04b 

D23  0±0f  0±0d 

注：同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same column indicate 

significant difference (P<0.05). 
 

表 3  3 株拮抗菌的抑菌谱 
Tab. 3  Antifungal spectrum of three antagonistic strains 

菌株 
Strain 

抑菌率 Antifungal rate/% 

可可球二孢菌 
B. theobromae Pat. 

拟茎点霉菌 
P. mangiferae Ahmad

胶孢炭疽菌 
C. gloeosporioides

拟盘多毛孢 
P. mangiferae 

链格孢 
A. alternate 

灰霉菌 
B. cinerea 

A2  45.74±3.70 47.68±1.85 51.37±1.04 55.43±0.78 51.77±1.80 22.22±4.42 

B85 48.45±0.39 51.85±0.93 49.33±1.85 57.36±2.16 46.28±1.41 18.25±6.50 

D16 55.04±0.39 55.04±1.40 53.33±0.79 55.04±1.03 53.33±0.79 27.78±5.56 

 
2.1.4  活体拮抗试验  接种后第 3 天，CK 果实

开始出现明显病斑，而拮抗菌和咪鲜胺处理的发

病情况不明显；第 5 天时，CK 的病斑几乎扩展至

整个果实，发病情况严重，而拮抗菌和咪鲜胺处

理的部分孔出现较明显的病斑（图 1）。接种后，

在整个贮藏期间拮抗菌和咪鲜胺处理的果实病斑

直径和发病率均显著低于 CK。接种后第 3 天，

A2、B85、D16 拮抗菌处理的果实病斑直径分别

为 8.58、8.50、7.83 mm，与咪鲜胺处理（6.33 mm）

无显著差异，而显著低于 CK（20.58 mm）；A2

处理的果实发病率为 38.89%，显著高于咪鲜胺处

理（11.11%），而 B85、D16 处理的果实发病率分

别为 27.78%、33.33%，与咪鲜胺处理组无显著差

异，且拮抗菌处理之间差异不显著。接种后第 5

天，拮抗菌和咪鲜胺处理的病斑直径无显著差异，

而 B85、D16 处理的果实发病率（72.22%、72.22%）

显著高于咪鲜胺处理（38.89%），但与 A2 处理的

果实发病率（61.11%）无显著差异（图 2）。结果

表明，前期拮抗菌处理后均能较好地抑制蒂腐病

的发生及病斑扩展，且与 250 mg/L 咪鲜胺处理效

果相当，但拮抗菌在防治效果与稳定性上和咪鲜

胺存在一定差距。这表明拮抗菌株 A2、B85、D16

对蒂腐病有一定的抑制效果。 

2.2  拮抗菌的分类鉴定 

2.2.1  形态及培养特征  A2、B85、D16 拮抗菌

在高氏 1 号、查彼克、葡萄糖酵母膏、淀粉铵培

养基上菌能正常生长。A2 在高氏 1 号培养基上气

生菌丝呈白色，基内菌丝淡黄色，产生乳白色色

素（图 3），孢子丝长，直线形（图 4）；B85 在高 
 

 
不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。 

Different lowercase letters indicate significant difference among 
treatments (P<0.05). 

图 1  不同处理的果实病斑直径 
Fig. 1  Lesion diameter of fruits under different treatments 
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不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。 

Different lowercase letters indicate significant difference among 
treatments (P<0.05). 

图 2  不同处理的果实发病率 
Fig. 2  Disease incidence of fruits under different treatments 

氏 1 号培养基上气生菌丝呈白色，基内菌丝黄色，

产生乳白色色素（图 3），孢子丝短，松螺旋形（图

4）；D16 在高氏 1 号培养基上气生菌丝白色至浅

灰色，基内菌丝淡黄色，产生乳白色色素（图 3），

孢子圆形（图 4）。3 株拮抗菌在查彼克、葡萄糖

酵母膏、淀粉铵培养基上具体特征见表 4。3 株拮

抗菌在 4 种培养基上菌落形态相差不大。 

2.2.2  生理生化特征  菌株 A2、B85 的明胶液

化、纤维素水解反应均呈阳性，对牛奶凝固但不

胨化，菌株 D16 明胶液化、牛奶凝固胨化反应均

呈阳性，但纤维素水解反应呈阴性，具体生理生

化特征见表 5。 
 

 

图 3  高氏 1 号培养基上 3 株拮抗菌的培养形态 
Fig. 3  Culture morphology of 3 antagonistic strains on Gao’s medium No. 1 

 

 

图 4  显微镜下 3 株拮抗菌的菌丝形态（400×） 
Fig. 4  Hypha morphology of three antagonistic strains under microscope (400×) 

 

表 4  3 株拮抗菌的培养特征 
Tab. 4  Culture characteristics of three antagonistic strains 

菌株 
Strain 

项目 
Item 

高氏 1 号 
Gao’s No. 1 

查彼克 
Czapek 

葡萄糖酵母膏 
Glucose yeast extract 

淀粉铵 
Ammonium starch 

A2 

 

 

气生菌丝 白色 白色至灰色 浅黄色 白色至浅灰色 

基内菌丝 浅黄色 白色至灰色 黄色 浅黄色 

可溶色素 乳白色 无 无 乳白色 

B85 

 

 

气生菌丝 白色 白色至灰色 白色至浅灰色 白色至浅灰色 

基内菌丝 黄色 白色至灰色 黄色 浅黄色 

可溶色素 乳白色 无 无 乳白色 

D16 

 

 

气生菌丝 白色至浅灰色 黑褐色 浅黄色 白色至褐色 

基内菌丝 浅黄色 黑褐色 黄色 浅黄色 

可溶色素 乳白色 无 无 乳白色 
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表 5  3 株拮抗菌的生理生化特征 
Tab. 5  Physiological and biochemical characteristics of 

three antagonistic strains 

特征 Characteristic A2 B85 D16 

明胶液化 + + + 

牛奶凝固 + + + 

牛奶胨化 – – + 

纤维素水解 + + – 

淀粉水解 – – + 

H2S 产生 – – – 

D-葡萄糖 + + + 

D-果糖 + + + 

D-木糖 – – – 

L-鼠李糖 – + – 

D-甘露糖 + + + 

蔗糖 + + + 

L-阿拉伯糖 – – + 

棉子糖 + + – 

L-肌醇 + + + 

注：+表示阳性；–表示阴性。  
Note: + means positive; – means negative. 

 

2.2.3  16S rDNA 序列测定及其系统发育分析  

通过对 3 株拮抗菌株进行 PCR 扩增，获得其 16S 

rDNA 近全长序列，A2 共 1420 bp，B85 共 1403 bp，

D16 共 1431 bp。将 3 株拮抗菌的 16S rDNA 序列上

传至 GenBank 数据库，登录号分别为 PV798802、

PV798803、PV798804。在 NCBI 的 Blast 数据库

上进行比对，搜索同源性高的序列，构建系统发

育树。发现 A2、B85 均与 Streptomyces malaysiensis
同源性最高（分别为 99.65%、99.86%），且聚在

同一个分支（图 5）；D16 与 Streptomyces lydicus
同源性最高（99.85%），且聚在同一个分支（图 6）。

结合形态特征、培养特征及生理生化特征，初步

鉴定 A2、B85 为马来西亚链霉菌（Streptomyces 
malaysiensis），D16 为利迪链霉菌（Streptomyces 
lydicus）。 

2.3  拮抗菌抑菌机理的初步研究 

2.3.1  拮抗菌发酵上清液的抑菌效果  由图 7 可

知，当 CK 中可可球二孢菌长满整个平板时，在

发酵上清液和 PDA 混合的平板上可可球二孢菌

的生长受到明显的抑制。菌株 A2 的发酵上清液

对可可球二孢菌的抑菌率高达 96.25%，显著高

于菌株 B85（83.54%）和 D16（76.46%）。说明

3 株拮抗菌的发酵上清液均能有效地抑制可可球

二孢菌的生长。 

2.3.2  挥发性有机化合物的抑菌效果  当 CK 中

可可球二孢菌长满整个平板时，拮抗菌处理的可可

球二孢菌生长受到不同程度的抑制（图 8）。菌株

D16 处理的可可球二孢菌菌落直径为 75.67 mm，

显著低于 CK、A2 和 B85 处理，而 A2、B85 处理 
 

 
分支上的数字表示构建系统发育树时 1000 次计算形成该节点的百分比。 

The number on the branch indicates the percentage of the node that was calculated 1000 times when the phylogenetic tree was constructed. 
图 5  基于 16S rDNA 序列构建的 A2 和 B85 的系统发育树 

Fig. 5  Phylogenetic tree of A2 and B85 constructed based on 16S rDNA sequence 
 

 
分支上的数字表示构建系统发育树时 1000 次计算形成该节点的百分比。 

The number on the branch indicates the percentage of the node that was calculated 1000 times when the phylogenetic tree was constructed. 
图 6  基于 16S rDNA 序列构建的 D16 的系统发育树 

Fig. 6  Phylogenetic tree of D16 constructed based on 16S rDNA sequence 
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A: CK; B: A2; C: B85; D: D16. 

图 7  3 株拮抗菌发酵上清液对可可球二孢菌的抑制效果 
Fig. 7  Inhibitory effect of the fermentation supernatant of three antagonistic strains against B. theobromae Pat. 

 

 
A: CK; B: A2; C: B85; D: D16. 

图 8  3 株拮抗菌挥发性有机化合物对可可球二孢菌的抑菌效果 
Fig. 8  Antifungal effect of volatile organic compounds of three antagonistic strains against B. theobromae Pat. 

 
的可可球二孢菌菌落直径与 CK 无显著差异。结

果表明，菌株 D16 产生的挥发性有机化合物对可

可球二孢菌的生长有一定的抑制作用。 

2.3.3  发酵液对可可球二孢菌孢子萌发的抑制作

用  显微镜下观察到 CK 处理中可可球二孢菌萌

发的分生孢子呈椭圆形，成熟时黑色双胞、中间

有横隔（图 9A、图 9B）；发酵液处理的未萌发分

生孢子（图 9C）。由图 10 可知，CK 的可可球二

孢菌分生孢子萌发率为 99.33%，与 CK 相比，3

株拮抗菌的发酵液均能显著抑制可可球二孢菌分

生孢子的萌发，其中菌株 A2 的发酵液抑制效果

最佳，处理后的分生孢子萌发率仅为 7.67%。 

2.3.4  营养竞争  在含有 4 种不同营养浓度（正

常浓度、正常浓度的 1/2、正常浓度的 1/4 和正常

浓度的 1/10）的 PDA 平板上双重培养拮抗菌和可

可球二孢菌，以明确拮抗菌与病原菌之间的营养

竞争。结果表明，随着 PDA 培养基中营养物质浓

度的降低，所有拮抗菌株均表现出对病原菌可可

球二孢菌更高的生长抑制作用（表 6）。当 3 株拮

抗菌和可可球二孢菌分别在 PDA 平板上以正常

营养浓度的 1/10（4.6 g/L PDA 粉）进行双重培养

时，抑制作用均最高。结果表明，3 株拮抗菌和 

 

 
A、B：CK 中萌发的分生孢子；C：发酵液处理未萌发的分生孢子。 

A, B: Germinated conidia in the control group; C: Ungerminated conidia treated with fermentation broth. 
图 9  孢子萌发的观察 

Fig. 9  Observation of spore germination 
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不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。 

Different lowercase letters indicate significant difference among 
treatments (P<0.05). 

图 10  拮抗菌发酵液对可可球二孢菌孢子萌发的影响 
Fig. 10  Effect of fermentation broth of antagonistic strains 

on the germination of B. theobromae Pat. spores 
 

可可球二孢菌之间均存在营养竞争。 

2.3.5  拮抗菌发酵液诱导果实抗性   在贮藏期

间，各处理果实的 SOD 活性均呈波动上升的趋

势，在第 5 天达到最大值；第 2 天时，菌株 D16

处理显著诱导果实 SOD 活性的增加，是 CK 的

1.20 倍；第 4 天时，菌株 A2、B85 处理的果实 SOD

活性显著高于 CK，分别是 CK 的 1.23 倍和 1.12

倍（图 11A）。各处理果实的 POD 活性在贮藏期间

整体呈先升后降的趋势，CK 的 POD 活性在第 1~3

天逐渐上升，第 3 天达到峰值；在第 4~5 天，菌

株 A2、B85、D16 处理的 POD 活性均显著高于 CK

（图 11B）。在贮藏前 3 d，CK 与菌株 D16 处理的

果实 CAT 活性逐渐上升，第 3 天时活性最大，菌

株 D16 处理的 CAT 活性是 CK 的 1.44 倍，差异

显著；而菌株 A2 处理的 CAT 活性呈逐渐上升的

趋势，在 4~5 d 时显著高于 CK，分别是 CK 的 1.50

倍和 1.78 倍；在贮藏前期，菌株 B85 处理的 CAT

活性逐渐上升，第 4 天达到峰值，显著诱导了果

实 CAT 活性的增加，是 CK 的 1.72 倍（图 11C）。 
 

表 6  不同营养条件下拮抗菌对可可球二孢菌的抑制效果 
Tab. 6  Inhibitory effect of antagonistic strain against B. theobromae Pat. under different nutrient concentrations 

菌株 
Strain 

抑制率 Inhibition rate/% 

46.0 g/L PDA 粉 
46.0 g/L PDA powder 

23.0 g/L PDA 粉 
23.0 g/L PDA powder 

11.5 g/L PDA 粉 
11.5 g/L PDA powder 

4.6 g/L PDA 粉 
4.6 g/L PDA powder 

A2 38.92±1.55b 48.63±1.71b 50.32±1.47b 52.38±1.49b 

B85 43.23±1.29a 50.20±0.39b 50.74±1.13b 54.45±1.65ab 

D16 45.38±0.43a 56.86±1.39a 57.54±0.85a 58.17±0.42a 

注：同列同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same column indicate significant difference (P<0.05). 

 

 

图 11  拮抗菌对果实 SOD、POD、CAT 活性的影响 
Fig. 11  Effect of antagonistic strains on activities of SOD, POD, CAT 

 

3  讨论 

随着生物防治的推广，已有大量微生物投入

到实际生产应用中。土壤中含有大量的拮抗微生

物，其中放线菌种类繁多、资源丰富。放线菌作

为目前广泛应用的生防菌之一，越来越受到研究

者的重视，关于其生物防治作用的报道也越来越

多。孙平平等[28]从土壤中分离筛选得到 1 株拮抗

菌 L-30，该菌株可以有效抑制梨灰霉病菌，且可 

以有效延缓梨灰霉病的发生；张凯等[29]发现放线

菌 gz-8 能有效拮抗胶孢炭疽菌，且当菌株发酵液

的粗提物浓度为 1000 mg/L 时，对果实炭疽病的

防效与同浓度的百菌清相当。 

目前关于拮抗放线菌防治芒果蒂腐病的研究

仍较少。因此本研究采用平板划线法分离出 223

株放线菌，经过双重培养的方法筛选到 9 株活性

菌株对芒果蒂腐病菌 Botryodiplodia theobromae 
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Pat.、Phomposis mangiferae Ahmad 均有抑制作用，

其中 A2、B85、D16 的抑制效果最佳，具有较强

的遗传稳定性且抑菌谱较广，因此具备良好的生

防潜力，有重要的研究价值。经初步鉴定，A2、

B85 为马来西亚链霉菌（Streptomyces malaysien-
sis），D16 为利迪链霉菌（Streptomyces lydicus）。 

随着研究的深入，杨胜远等[30]分离得到对芒

果蒂腐病有较强抑制作用的芽孢杆菌 X-98-2，其

发酵液可明显抑制芒果的新陈代谢，切断病原菌

的入侵。王兰英等[31]研究证实菌株 SCK-Y9 抑菌

谱广，对芒果蒂腐病病菌的抑制率可达 80%以上。

本研究分别通过离体试验和活体试验对 3 株拮抗

菌的抑菌效果进行测定，研究结果与上述报道中

生防菌的防治效果基本一致。在离体试验中，证

实 A2、B85、D16 均对蒂腐病菌的生长有一定的

抑制作用，其中 D16 的抑菌效果最佳；在活体试

验中，证实 A2、B85、D16 在前期均对蒂腐病的

发生及病斑扩展有一定的抑制效果，但无显著差

异，且与 250 mg/L 咪鲜胺抑制病斑扩展的效果相

当。而武峥[32]筛选出的酵母菌 MA-3 在离体试验

中对青霉菌有一定的抑制效果，在活体试验中，

接种到果实上的菌株对青霉菌几乎无抑制效果。

这一现象说明拮抗菌的拮抗作用可能受到多种因

素的影响，如培养条件、营养成分等。 

拮抗微生物进行生物防治的机理较为复杂，

目前关于其防控机制尚未明确。生防菌对采后病

害的防治主要依赖于多种机理作用的相互结合。

已有研究证实，放线菌可以通过产生次级代谢产物

来抑制病原菌的生长，诱导植株产生抗病性，此外

还可以分泌生长素等活性物质起到促生作用[33]。

大部分生防菌以迅速生长繁殖的优势，通过与病

原菌争夺寄主营养以及生长空间来抑制致病菌生

长。此外，拮抗菌也可以诱导采后芒果产生抗病

性。当病原菌入侵果实后会产生应激反应，从而

产生大量活性氧，而高浓度的活性氧会使果实细

胞造成损害而坏死。当活性氧含量增加，拮抗菌

可能通过提高相关抗氧化酶的活性来清除过量活

性氧，间接提高果实对病原菌的抗性，进而保护

果实，减缓腐烂。研究表明，营养竞争以及 β-1,3-

葡聚糖酶和几丁质酶的产生被认为是商业酵母产

品的主要作用方式[19, 34]；酵母菌株 Debaryomyces 
nepalensis 可通过产生抗真菌挥发性有机化合物

来抑制病原菌的生长[24]；金黄色葡萄球菌可以抑

制多种病原菌的孢子萌发[35]。 

链霉菌作为一种重要的生防菌，可产生大量

具有抑菌活性的抗生素和酶。目前已有研究表明，

利迪链霉菌可产生利迪霉素（lydimycin）、利迪链

菌素（streptolydigin）、苹果酸氧霉素（malioxamycin）

等多种抗生素[36-38]。此外，也有研究证实利迪链

霉素可产生几丁质酶 [39]、那他霉素 [12]。陈恳 [40]

从利迪链霉菌发酵液中也提取出了 β-1,3-葡聚糖

酶，该物质可特异性地分解真菌细胞壁中的葡聚

糖，使细胞壁变薄而暴露，最终因渗透压差导致

细胞死亡。有研究鉴定了马来西亚产抗菌代谢产

物的关键合成基因簇，并分析了其提取物中的 15

种主要化合物，其中 12-甲基十三烷酸是提取物中

的主要成分[11]。 

本研究从代谢产物的抑菌效果、产生的挥发

性有机化合物的抑菌效果、对孢子萌发的抑制作

用、营养竞争及诱导果实产生抗性 5 个方面探究

生防机理。结果表明，筛选得到的 3 株拮抗菌的

发酵上清液均可以显著抑制可可球二孢的生长，

说明产生的某些代谢产物具有抑菌活性；菌株

D16 产生的挥发性有机化合物在一定程度上对可

可球二孢菌的生长有抑制作用，而菌株 A2、B85

产生的挥发性有机化合物无抑菌作用；3 株拮抗

菌的发酵液均能够抑制可可球二孢分生孢子的萌

发，且 A2 的抑制作用最高；在营养浓度最低时

拮抗放线菌的抑制作用最强，说明 3 株拮抗菌和

可可球二孢之间均存在营养竞争。此外，3 株菌

也能够通过提高果实的 SOD、POD、CAT 活性，

增强果实抗性。 

病原菌、拮抗菌、寄主之间的相互作用机理

较为复杂，本研究仅初步探究了拮抗菌的抑菌机

理。目前，拮抗放线菌对芒果蒂腐病的抑菌效果

并未达到理想效果，在后续研究中，不仅要筛选

出更多优质的生防菌，还需继续对其作用机理进

行深入研究，以明确其拮抗机理，提高拮抗菌的

防治效果。 

4  结论 

本研究从海南大学实验教学基地芒果园土壤

中分离筛选出遗传稳定性良好，抑菌谱广，对芒

果可可球二孢蒂腐病菌、拟茎点霉菌、胶孢炭疽

菌、拟盘多毛孢、链格孢、番茄灰霉菌均有抑制

效果的 3 株拮抗菌株 A2、B85、D16。且对蒂腐

病菌的抑制效果与 250 mg/L 咪鲜胺处理的效果

相 当 。 菌 株 A2 、 B85 为 马 来 西 亚 链 霉 菌
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（Streptomyces malaysiensis），D16 为利迪链霉菌

（Streptomyces lydicus）。3 株拮抗菌株的抑菌机

理包括：具有抑菌效果的代谢活性物质、可抑制

可可球二孢菌的孢子萌发、与可可球二孢菌存在

营养竞争、可提高果实的 SOD、POD、CAT 活性。

此外 D16 还可以通过产生挥发性有机化合物抑制

蒂腐病的发生。 
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