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蒜苔采后灰霉病害及生防拮抗菌的筛选研究
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摘   要：在蒜苔贮藏后期，从 0℃冷库里发生灰霉病的蒜苔上分离到灰霉菌，经纯化和致病性鉴定得到灰霉属病

原菌株。并且在其中并未发病的蒜苔分离到 16种拮抗细菌，通过平板筛选法筛选出 4株对灰霉菌具有拮抗作用的

细菌，这 4 株拮抗菌在平板上对灰霉病菌的抑制力分别为：63.5%、47.6%、41.3%、38.1%。
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Abstract ：The gray mold from garlic was isolated from the stored garlic at 0℃ refrigerated and purified. 16 bacteria strains were

isolated from the surface of some healthy garlics. 4 of them exhibited inhibitory activity to garlic gray mold by the method of dish

screening(in vitro). The results showed that the 4 antagonists have 63.5%, 47.6%, 41.3% and 38.1% control effect to gray mold

in dish respectively.
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蒜苔，又称蒜毫，是从抽苔大蒜中抽出的花茎。

蒜苔在我国南北各地均有种植，每年只能栽培一次，年

贮量约 6 亿公斤。贮藏期灰霉属菌是最大的贮藏病害，

导致苔梢发霉严重，一直是蒜苔采后保鲜工作的难点。

对该病的防治，目前生产上主要依赖速克灵等化学药

剂。但是，由于病菌抗药性的产生，往往导致防效下

降，同时造成环境污染和影响人畜安全[ 1 ]。

随着人们对生态农业认识的加深，生物防治已成为

国内外学者的研究热点，已报道多种真菌、细菌、放

线菌对灰霉菌有一定的抑制作用。但对蒜苔灰霉病尚无

生物防治的报道。

本研究从贮藏期已发病的蒜苔中分离出灰霉病拮抗

菌株，建立拮抗菌同体共生互源新理念，为蒜苔的灰

霉病的生物防治打下基础，并试图找到一种更为有效

的、省力的拮抗菌筛选方法。

1 材料与方法

1.1 材料

供试蒜苔 2004年 5月采自山东的苍山、金乡和聊城

地区，于 0 ℃冷库里贮藏备用。

1.2 方法

1.2.1 培养基

灰霉菌的分离、培养和拮抗菌的分离培养、筛

选，分别采用 P D A 和 N A 培养基。

1.2.2 蒜苔采后病原菌的分离、纯化及致病性鉴定

1.2.2.1 分离    按照柯赫氏法则[2](Koch＇s Postulate)从

具有典型灰霉病的蒜苔苔梢上挑取灰霉菌丝接于 P D A 平

板上，28℃培养 72h，从菌落边缘处打孔转接 PDA平板。

1.2.2.2 纯化    重复操作，将分离到的病原菌进行多

次纯化培养即可得到纯化菌株。

1.2.2.3 致病性鉴定    将此菌株在无伤和有伤2种条件

下，回接蒜苔果实。进行病原致病性能的再鉴定，若
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该病原微生物使蒜苔感病，从接种发病的植物上再分离

到其纯培养物，性状与原来微生物记录相同，则可确

定其为蒜苔的致病菌，最后将其转接入试管，4℃冰箱

保存。

1.2.3 拮抗菌的分离、纯化

分离、筛选方法采用稀释平板法[ 4 ]，即称取 1 0 0 g

健康蒜苔果实，用 100ml无菌水冲洗表面，把冲洗液稀

释成不同浓度(10-1、10-2⋯⋯10-6)，在 28℃下培养、纯

化后接入牛肉膏蛋白胨斜面培养基培养、保存。

1.2.4 拮抗菌的致病性鉴定[4]

在蒜苔的苔基、苔条、苔梢 3 部分分别用无菌针

刺破 5 个 5 m m 左右的孔，然后，用接种针从琼脂斜面

上挑取少许细菌，直接植入孔内。同时，在蒜苔的 3

部分，距离有伤部位 3 c m 处，进行无伤接种。即直接

挑取细菌涂抹在蒜苔表面。

每个拮抗菌的鉴定做 3 个平行和 1 个未接任何菌体

的对照，常温下密封培养 5 d，观察蒜苔是否感病来确

定拮抗菌是否对蒜苔有致病性。

1.2.5 拮抗菌的筛选

为了简化工作量，采用了复式筛选法，首先在平

板上粗筛选出拮抗作用明显的菌株，然后，再进行二

次平板筛选，找到最具拮抗作用的拮抗菌。

1.2.5.1 平板粗筛    采用方中达的琼脂平板拮抗方法

[4]。打孔器取培养 3d 的灰霉病菌菌块，置于平板中央，

然后，再在距离平板边缘 1 . 5 c m 左右的上、下、左、

右处，分别划线接种 4 种拮抗菌体，在 2 8℃下，培养

5～7 d 观察，以不接种拮抗菌体的平板为对照。

1.2.5.2 二次筛选     将粗筛得到的拮抗细菌，经鉴定

对蒜苔不感病后，采用划线法[4][ 7]进行二次筛选。每一

平板上只接种一种拮抗菌，两边等距离划平行细菌线，

距离平板边缘 1.5cm左右，平板中央接一直径 5cm致病

菌菌饼，28℃下，恒温培养 5d，测致病菌菌落的宽(B)，

每处理重复 3 次，对照只接致病菌菌饼，测定菌落直径

( D )计算拮抗细菌对致病菌的抑菌力。结果计算：

抑菌力 =(D－ B)/D× 100%

2 结果与分析

2.1 灰霉病菌的分离

2004年 10 月，当蒜苔贮藏 4 个月时，从金乡、苍

山和聊城蒜苔上分别分离到灰霉病菌。苔梢、苔基、

苔条 3 部分的发病症状分别为：苔梢整个发黄萎蔫，表

面有暗色菌丝和少量真菌孢子，是蒜苔发病较重的部

位；苔基，发病较轻，仅有黄色凹斑；苔条，发病

率最低。

产地不同，灰霉病的发病率有很大差异。聊城

蒜苔上灰霉病发病率分别为苔梢 8 6 . 3 %、苔基 4 7 %、

苔条上 4.3%；而金乡和苍山蒜苔分别为苔梢 28.7%和

13.6%、苔基为 16.5% 和 0，苔条无发病症状，也未分

离到灰霉病菌。由此可以看出，蒜苔灰霉病的发生率

与蒜苔部位和区域变化有关。

2.2 灰霉病的致病性测定

发病苔梢部位，直接挑取灰色菌丝，接种于 P D A

培养基，经多次纯化得到纯菌株。另外，苔基部位的

黄色凹斑处，切取病健部位，也得到此菌株，将此菌

株通过刺伤和表面无伤回接到苔基、苔条、苔梢各部

位，进行致病性鉴定，刺伤情况下，感病率均为

100%，病情指数 84.0～95.0。在无伤的情况下，感病

率仍达 100%，病情指数 42.0～52.0。2 种情况下，灰

霉病菌株再分离率达 9 2 %。

2.3 灰霉病菌的菌落特征

图 1    灰霉病菌落特征

Fig.1     Characteristic of colonies of gray mold

在平板上的菌落特征如图 1，开始长出褐色菌丝，

气生菌丝发达成絮状，经室温 5 ～7 d 后，长满平板，

絮状菌丝上长满褐色孢子，聚生呈葡萄穗状，后期菌

丝体可生成扁平鼠粪状菌核，大小约 1～2 m m，表层为

疏丝组织，内部为薄壁组织。

镜检如下图 2 ，其孢子梗细长分枝，浅灰色，尺

度为(280～550)×(12～24)μm，顶端细胞膨大呈圆形，

上面分生出许多小梗，小梗上着生分生孢子，大量分

图 2　  灰霉病分生孢子梗与分生孢子

 Fig.2     Characteristic of conidia and conidiophores of gray mold
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生孢子聚集成葡萄穗状。分生孢子圆形或椭圆形，单

孢、无色或淡灰色，尺度为(9～15)×(6.5～10)μm。

2.4 拮抗菌的分离筛选

根据菌落的形态特征，在健康蒜苔共分离得到细菌

16种，筛选得到 4种对蒜苔灰霉病菌有拮抗作用的拮抗

细菌。将 4 种拮抗菌反接到健康的蒜苔上，在有伤和无

伤的情况下，均不感病。其中拮抗菌 ST05-1 的分离率

达到 5 0 %，3 个产地的蒜苔上都能分离到这种拮抗菌，

可以说它普遍地存在于蒜苔表面。

经筛选得到的这 4种拮抗菌 ST05-1、ST05-2、ST05-

3、ST05-4，抑菌效果如图 3、表 1。其中 S05-1 对蒜

苔灰霉病菌抑制力最强, 63.5%；ST05-4最弱，38%。表

2方差分析可以看出，4种拮抗菌在 0.05和 0.01的水平

上都显著抑菌效应。

图 3 　4种拮抗菌抑菌力比较

Fig.3     Compare of inhibition effect of 4 antagonists
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表 1     4种拮抗细菌的抑菌效应方差分析

Table 1     Statistical analyses of inhibition effect of 4 antagonists
with SPSS

处理 致病菌菌落宽(mm) 抑制效率(%) p=0.05 p=0.01

对照 63 0 a A

ST05-1 23 63.5 b B

ST05-2 33 47.6 c B

ST05-3 37 41.3 d B

ST05-4 39 38.0 d B

2.5 拮抗菌的平板抑制效果

28℃恒温培养 5d 后，拮抗细菌 S1对致病菌表现出

明显的抑制作用。致病菌菌落向远离拮抗细菌 S1方向呈

长方形分布，出现明显的抑菌带且靠近拮抗菌的一边颜

(A) (B)

图 4 　拮抗细菌ST05-1对灰霉的拮抗效应
Fig.4    Effects of antagonistic of ST05-1 on control of gray mold

色加深出现孢子，如图 4(B)。而无拮抗菌的外缘则呈生

长正常状态，如图 4 ( A )，无颜色加深的现象，直到接

近平板边缘时才出现以上特征。然后我们同时在菌落上

下左右都接种拮抗菌，则致病菌长成近似于正方形。可

能是拮抗细菌产生抗生素的作用结果，关于是何种抗生

素，则有待于进一步研究。

3 讨  论

3.1 不同产地条件下的蒜苔致病菌特点

蒜苔的采后病害类型因地区不同有显著的差异。本

实验以山东金乡、苍山、聊城为试材，蒜苔 5 月从田

间采来后贮藏在 0℃下。到 1 0 月底开始产生病害，聊

城苔病害主要以灰霉病为主，而金乡和苍山蒜苔上只有

少量植株上分离到灰霉病菌。

3.2 蒜苔拮抗菌的筛选途径

在灰霉病发生普遍的地区，使用拮抗微生物进行防

治，可以减少化学农药的使用，解决农药残留问题，

延缓病菌抗性的产生。在病菌已产生抗药性的地区，使

用拮抗微生物，是抗性治理的一项有效措施。

有人认为微生物都来源于土壤，因此应从土壤中筛

选拮抗。但由于土壤类型和来源不同，其中的微生物

种类和数量差异很大，因此要筛选到所需要的拮抗菌不

仅工作量大，而且具有一定的盲目性。所以一些研究

认为应从病害尚未发生，但环境中存在大量病原体的部

位寻找拮抗。果蔬采后病害拮抗菌的筛选大多是从果蔬

表面自然菌群中分离得到的[5,6]。

本研究是在库存 6 个月的蒜苔表面分离出拮抗菌，

由于在苔梢长满灰霉孢子的蒜苔中间存在大量的未发病

蒜苔，所以我们以这一部分未感病的蒜苔为研究对象，

试图找到一种更为省力，而有效的筛选拮抗菌的方法，

同时也为蒜苔的采后病害的生物防治打下基础。

由于所筛选到的拮抗菌的生理特性未知，所以对于

拮抗菌在蒜苔上的活体防治效果，还需根据它们的生理

特性做进一步研究。
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