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摘要：【目的】研究酵母拮抗菌 Cryptococcus laurentii，病原菌 Monilinia fructicola 与甜樱桃果实在

接种伤口处的互作效应。【方法】在‘先锋’甜樱桃果实伤口处分别单独接种病原菌、酵母拮抗菌以及病原菌与

酵母拮抗菌共同接种，分析不同处理体系下果实的发病、酵母拮抗菌的生长动态、果实的脂质过氧化以及氧化酶

与抗氧化酶活性的变化。【结果】酵母拮抗菌 C. laurentii 在 25 和 1℃下均能有效抑制甜樱桃果实褐腐病 M. 

fructicola 发生。病原菌 M. fructicola 在接种初期刺激拮抗菌生长，而后期则抑制拮抗菌。单独接种病原菌 M. 

fructicola 或同时接种拮抗菌和病原菌均能诱导果实超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）和过氧化物酶

（POD）活性升高并加速脂质过氧化作用。病原菌 M. fructicola 侵染甜樱桃果实发病后特异诱导多酚氧化酶（PPO）

同工酶新酶带出现；而拮抗菌 C. laurentii 对甜樱桃果实的抗氧化酶体系、脂质过氧化程度以及 PPO 同工酶谱的

作用效果相对较弱。【结论】在酵母拮抗菌 C. laurentii、病原菌 M. fructicola 与甜樱桃果实的相互作用中，

甜樱桃果实褐腐病病害发生受到抑制的主要原因是 M. fructicola 刺激拮抗菌的生长并诱导果实抗性相关酶活性

升高。 
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Abstract: 【Objective】The present study is mainly to investigate the antagonist-pathogen-host interaction in wounds of sweet 
cherry fruit. 【Method】Sweet cherry fruits (Prunus avivum L. cv. Van) were inoculated with C. laurentii, M. fructicola, or C. 
laurentii plus M. fructicola to detect the population dynamics of the antagonist, fruit infection rate, lesion diameter as well as the 
change of lipid peroxidation and activities of antioxidant enzymes.【Result】Antagonistic yeast Cryptococcus laurentii significantly 
reduced the brown rot of sweet cherry fruit at 25℃ and 1℃ caused by Monilinia fructicola. Populations of the yeast increased faster 
in the presence of the pathogen at first, but then decreased rapidly. In fruits inoculated with M. fructicola alone or combined with C. 
laurentii, an induction of lipid peroxidation and activities of antioxidant enzymes, such as SOD, CAT, and POD, was observed. The 
isoenzyme pattern of PPO changed greatly after the symptoms appeared, with new PPO isoforms being induced. By contrast, the 
induction of lipid peroxidation and activities of SOD, CAT, and POD was low while no significant change was found in PPO 
isoenzyme in fruits inoculated with antagonist C. laurentii alone. 【Conclusion】The inhibition of brown rot during the 
antagonist-pathogen-host interaction in wounds of sweet cherry fruit is mainly due to the stimulated growth of C. laurentii as well as 
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the induction of anti-oxidant enzymes of fruits by M. fructicola. 
Key words: Cryptococcus laurentii; Monilinia fructicola; Sweet cherry; Interaction 
 

0  引言 

【研究意义】由于导致果实采后病害的病原菌大

多数通过伤口入侵[1]，而酵母拮抗菌的主要抑病机理

是在果实伤口处与病原菌进行营养与空间的竞争[2]；

因此，深入探讨酵母拮抗菌、病原菌与寄主之间在果

实伤口处的互作效应以及影响因素，可为进一步提高

酵母拮抗菌的生防效果奠定理论基础，这也是采后生

物防治的重点与难点。【前人研究进展】在拮抗菌、

病原菌与寄主之间的互作研究中，对酵母拮抗菌抑菌

机理的报道较多。目前，大多认为酵母拮抗菌可在果

实伤口处快速繁殖，不仅与病原菌竞争营养成分[2]，

还对病原菌产生直接抑制作用[3]。也有研究表明，拮

抗菌能够诱导果实产生水解酶，如几丁质酶和β-1,3-
葡聚糖酶。最近，Castoria 等发现在果实伤口处产生

的氧化胁迫（oxidative stress）也影响酵母拮抗菌的生

防效果[5]； 但是他们对于拮抗菌接种、病原菌侵染后

及拮抗菌与病原菌的互作中，果实中的氧化酶与抗氧

化酶是如何应答的，没有深入研究。【本研究切入点】

甜樱桃果实采后极易遭受病原菌侵染而腐烂变质，其

中病原菌 Monilinia fructicola 是其主要致病菌[6]。酵母

菌 Cryptococcus laurentiis 是从苹果果实表面分离获

得并能有效防治多种果实采后病害的生物拮抗菌[7,8]，

但目前未见关于酵母拮抗菌 C. laurentii 对甜樱桃

M.fructicola 的防治效果及其作用机理的报道。【拟解

决的关键问题】本研究主要探讨不同贮藏温度下酵母

拮抗菌 C. laurentii 和病原菌 M. fructicola 在甜樱桃果

实伤口处的相互作用，以及拮抗菌接种、病原菌侵染

或拮抗菌与病原菌互作时对甜樱桃果实中氧化酶与抗

氧化酶的影响，为甜樱桃果实采后病害的生物防治提

供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  果实材料 

供试甜樱桃果实为‘先锋’品种（Prunus avivum L. 
cv. Van），于 2004 年 6 月采收于北京市农林科学院

林业果树研究所果园。果实采收后立即运到实验室进

行处理，试验开始时果实硬度为 3.6N，可溶性固形物

含量为 14.8%，pH 为 3.45。选择成熟度、大小一致，

无病虫害与机械伤的果实，2%次氯酸钠溶液消毒 5 

min，用自来水冲洗、晾干后待用。 
1.2  病原菌及孢子悬浮液的制备 

病原菌 M. fructicola 分离于发病的甜樱桃果实。

在果实的发病及健康组织交界处切取组织，接种到

PDA（马铃薯葡萄糖琼脂培养基）上，25℃培养 5～7 
d，然后用含有 0.05 %（v/v）Tween 80 的无菌水配制

成浓度为 5×104孢子/ml 的悬浮液。 
1.3  酵母拮抗菌的活化、培养与悬浮液制备 

本研究选用的酵母拮抗菌 C. laurentii 是从苹果果

实表面分离的。从-20℃甘油管中吸取少量菌液，在

NYDA（牛肉膏蛋白胨琼脂培养基）上铺板并在 28℃
下培养，72 h 后取少量拮抗菌在 NYDB（牛肉膏蛋白

胨液体培养基）中进一步活化，铺板，在 NYDA 培养

基上分离单菌落。试验开始时挑取单菌落接入 NYDB
培养基中，在 25℃和 200 r/min 的摇床上培养 48 h。
培养液 4 000×g 离心 10 min，弃上清，沉淀用无菌水

悬浮，并配成浓度为 1×108 cells/ml 的酵母菌悬浮液。 
1.4  酵母拮抗菌 C. laurentii 对采后甜樱桃果实褐

腐病的防治效果 

用接种针在果实胴部刺一个 4 mm（深）×3 mm
（宽）的伤口，室温下放置 1 h 后，进行如下处理：

（A）只接种 20 μl 浓度为 1×108 cells/ml 的酵母菌悬

浮液；（B）接种 20 μl 浓度为 1×108 cells/ml 的酵母

菌悬浮液，1 h 后接种 20 μl 浓度为 5×104spores/ml 的
病原菌悬浮液；（ C ）只接种 20 μl 浓度为

5×104spores/ml 的病原菌悬浮液；（D）果实刺伤但

不接种（对照）。所有果实放于 200 mm×150 mm×50 
mm 的塑料盒内，分别贮藏于 25℃和 1℃，相对湿度

保持在 95%左右。定期取样统计发病率以及病斑直径。

每个处理 3 个重复，每个重复取 10 个果实，试验进行

2 次。 
1.5  不同温度下病原菌对酵母拮抗菌在甜樱桃果实

伤口处生长动态的影响 

取 1.4 部分（A）与（B）两种处理的果实进行

酵母拮抗菌生长动态的研究。具体方法为：用灭菌的

打孔器从果实伤口处取直径和高度都为 10 mm 的组

织，放在已加入 1.0 ml 的 PBS（50 mmol·L-1，pH 7.0）
的研钵中，研磨后采用稀释平板法测定拮抗菌的数目，

将所统计的酵母细胞数转化成 lgCFU。接种病原菌后

立即取样作为起始值（0 h）。每个处理 2 个重复，每
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个重复取 5 个果实。 
1.6  病原菌和（或）酵母拮抗菌对甜樱桃果实中氧化

酶与抗氧化酶的影响 

1.6.1  酶液的提取  在距离果实伤口 2 mm 左右处

切取 3 g 果实组织，加入 20 ml 含有 0.5 g 聚乙烯吡咯

烷酮（PVPP）的磷酸缓冲液（100 mmol·L-1，pH 7.8），

冰浴下匀浆，离心 50 min（18 000×g，4℃）后，上

清液用于酶活性测定与同工酶分析。 
1.6.2  SOD 活性测定   SOD 活性测定参照

Constantine & Stanley 的方法[9]，依据 SOD 抑制氮蓝

四唑（nitro blue tetrazolium, NBT）在光下的还原作用

来确定。3 ml 反应体系中含 50 mmol·L-1 PBS（pH 7.8），
75 μmol·L-1 NBT，10 μmol·L-1 EDTA， 2 μmol·L-1 核
黄素，13 mmol·L-1 dl-Met，100 µl 酶液。以 PBS（50 
mmol·L-1，pH 7.8）代替酶液的反应体系作为对照（两

个）。试验开始时一个对照置于暗处，另一个对照与

各处理的反应体系置于光强为 60 μmol·m-2·s-1 的日光

灯下照光 10 min 后，立即遮光停止反应，以黑暗处对

照调零，分别测定其它管在 560 nm 处的吸光值，SOD
活性单位以抑制 NBT 光还原的 50%为 1 个酶活力单

位。酶活性以 U·g-1FW 表示。每个处理重复测定 3 次。 
1.6.3  CAT活性测定  CAT活性通过检测240 nm处

H2O2的分解来测定，参照 Beers 等的方法[10]，并略有

改进。3 ml 反应体系中含 2 ml PBS（50 mmol·L-1，

pH7.0），0.5 ml H2O2（40 mmol·L-1），0.5 ml 酶液，

反应温度为 30℃，加酶液后 10 s 开始计时，记录 1 min
内 240 nm 吸光度变化。酶活性以 U·g-1FW 表示。1 个

活性单位定义为 1 min 催化 1 μmol 的 H2O2 （A240，ε = 
36 mmol-1 ·cm-1）分解的酶量。每个处理重复测定 3 次。 
1.6.4  POD活性测定  POD活性测定参照Chance & 
Maehly 的方法[11]，稍作修改：将 0.5 ml 粗酶提取液加

入 2 ml 浓度为 8mmol·L-1愈创木酚（用 100 mmol·L-1 
PBS 配制，pH 6.4）中，加入 1 ml 24 mmol·L-1的 H2O2

（用 100 mmol·L-1 PBS 配制，pH 6.4）混匀，反应温

度 30℃，30s 后在 460 nm 处扫描 2 min 内吸光度变化。

酶活性以 U·g-1FW 表示。1 个活性单位定义为 1 min
氧化 1 μmol 愈创木酚（ε=26.6 mmol-1 ·cm-1）的酶量。

每个处理重复测定 3 次。 
1.6.5  PPO 活性测定  PPO 活性测定参照 Waite 的

方法[12]，略有改进。0.5 ml 酶液加入 3 ml 浓度为 500 
mmol·L-1的邻苯二酚溶液（用 100 mmol·L-1 PBS 配制，

pH 6.4，30℃保温），5 s 后开始扫描 10 s 内 398 nm
处吸光值变化。 酶活性以 U·g-1FW 表示。1 个活性单

位定义为 1 min 氧化 1 μmol 邻苯二酚（ ε=1.4 
mmol-1 ·cm-1）的酶量。每个处理重复测定 3 次。 
1.6.6  PPO 同工酶谱分析  采用聚丙烯酰胺垂直板

进行分离。不连续凝胶缓冲液为 Tris-HCl （pH8.8），

分离胶浓度为 10%，配胶比例 C=2.6%；浓缩胶浓度

为 4%。配胶比例 C=2.6%；电极缓冲液为 Tris-Gly（pH 
8.3）。4℃下电泳，控制 20 mA 恒流，3 h 后结束。 

PPO 同工酶染色参照 Mohammadi & Kazemi 的方

法[13]，略有改动。将上述电泳完毕的凝胶板浸入 100 
mmol·L-1 柠檬酸-200 mmol·L-1 磷酸钠缓冲液（含 15 
mmol·L-1 邻苯二酚和 0.05%对苯二胺），轻轻振荡，

至褐色酶带出现。用 1 mmol·L-1抗坏血酸冲洗 5 min，
制作干胶，保存。 
1.7  脂质过氧化产物的提取与测定 

在距离果实伤口 2 mm 左右处切取 3 g 果实组织，

加入 15 ml 10%三氯乙酸（TCA），冰浴中匀浆，离

心 50 min（18 000×g，4℃），上清液用于测定脂质

过氧化产物的含量，参照 Buege & Aust 的方法[14]。

取 0.5 ml 上述提取液中加入 0.8 ml 0.6%的硫代巴比妥

酸（TBA，用 15% TCA 配成）溶液中，混匀后在 95
℃加热 20 min, 迅速冷却并在 12 000×g 离心 10 min。 
取上清液分别在 532 nm 和 600 nm 波长测定吸光度

值，并计算脂质过氧化产物含量。 
1.8  数据的统计与分析 

所有数据采用 SPSS 软件进行统计。邓肯氏多重

差异比较或 t 检验，当 P＜0.05 时，表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  甜樱桃果实褐腐病的产生及拮抗菌C. laurentii

的防治作用 

图 1 显示在两种贮藏温度下，病原菌 M. fructicola
侵染甜樱桃果实产生病害的过程以及拮抗菌 C. 
laurentii 的防治效果。可以看出，M. fructicola 作为甜

樱桃果实的主要致病菌，在 25℃下接种 48 h 后便导致

全部果实产生病害，病斑直径达到 13.4 mm，96 h 后

病斑直径扩展为 22.1 mm；而拮抗菌 C. laurentii 与

M. fructicola 共接种时，果实在 48 h 内不产生病害，

96 h 后果实发病率只有 13%，病斑直径仅为 2.2 mm。 
在 1℃下，所有处理的甜樱桃果实贮藏 21 d 时均

未发病，说明 1℃能延缓甜樱桃果实褐腐病的发生，

但贮藏 40 d 后单独接种 M. fructicola 的果实发病率达

到 100%，在随后 25℃贮藏 3 d 的货架期中病斑直径

从 12.6 mm迅速扩展为 32.7 mm；而与拮抗菌C. laurentii  
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图 1  两种温度下（25℃，1℃）C. laurentii 对甜樱桃果实褐腐病 M. fructicola 的抑制效果 

Fig. 1  Disease incidence (top) and lesion diameter (bottom) in sweet cherry fruit inoculated with M. fructicola alone or M. 

fructicola plus C. laurentii at 25℃ or 1℃ 

 
共接种的果实在贮藏 40 d 没有发病，转入 25℃贮藏 3 d
后的发病率也仅为 35%，病斑直径只有 5.9 mm。 
2.2  病原菌 M. fructicola 对拮抗菌 C. laurentii

在甜樱桃果实伤口处生长的影响 

在 25℃下，单独接种的 C. laurentii 能在甜樱桃果

实伤口处迅速定殖（图 2）。与单独接种拮抗菌相比，

接种 C. lauentii +M. fructicola 在前期显著刺激了酵母 

拮抗菌在伤口处的快速繁殖，而在接种后期（108 h） 
则显著抑制了拮抗菌 C. laurentii 的生长。 

拮抗菌 C. laurentii 在低温 1℃下仍能快速繁殖，

病原菌同样能刺激拮抗菌的生长，但贮藏 21 d 后病原

菌对拮抗菌的生长由促进转为抑制。结果表明，病原

菌对拮抗菌生长的影响具有阶段性，往往在接种初期

促进作用比较明显，但后期则有抑制作用。 
 

 
 
在每个观察时间点，标有不同字母的处理之间 t 检验差异显著（P＜0.05） 
At each point of time, data followed by different letters were significantly different according to paired sample t test at P＜0.05 

 

图 2  两种温度下（25℃，1℃）病原菌 M. fructicola 对拮抗菌 C. laurentii 生长动态的影响 

Fig. 2  Population dynamics of C. laurentii in wounds of sweet cherry fruit with or without M. fructicola at 25℃ or 1℃ 
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2.3  病原菌和（或）拮抗菌对甜樱桃果实脂质过氧化

的影响 

从图 3 可以看出，在 25℃下贮藏，无论单独接种

病原菌 M. fructicola 还是接种 C. lauentii + M. 
fructicola 均能迅速诱导甜樱桃果实产生脂质过氧化。

接种 60 h 后，单独接种 M. fructicola 的果实脂质过氧

化程度显著强于接种 C. lauentii +M. fructicola，这可能

由于前者已经发病所致。而拮抗菌 C. lauentii 对果实

脂质过氧化产物的诱导效应在接种 36 h 时才开始出 

现，且与病原菌 M. fructicola 相比诱导效应比较弱。 
在 1℃贮藏 7 d 时，甜樱桃果实的脂质过氧化产物

含量有所升高，但处理之间差异不显著。从贮藏 21 d
开始，单独接种 M. fructicola 诱导果实脂质过氧化产

物显著增加；但接种拮抗菌 C. lauentii 的果实脂质过

氧化产物在整个贮藏期间与对照没有明显差异。接种

C. lauentii +M. fructicola 在低温贮藏期间也不能诱导

果实脂质过氧化，但贮藏 40 d 后转入 25℃诱导效果非

常显著。

 

 
 
 
在每个观测时间点，标有不同字母的处理之间邓肯氏多重检验差异显著（P＜0.05）。下同 
At each point of time, data followed by different letters were significantly different according to Duncan’s multiple range test at P＜0.05. The same as below 

 

图 3  两种温度下（25℃，1℃）M. fructicola 和（或）C. laurentii 对甜樱桃果实脂质过氧化的影响 

Fig. 3  Changes of lipid peroxidation production in sweet cherry fruit inoculated with C. laurentii, C. laurentii + M. fructicola, M. 

fructicola, and the control at 25℃ or 1℃  

 
2.4  病原菌和（或）酵母拮抗菌对甜樱桃果实 SOD

活性的影响 

图 4 的结果表明，在 25℃贮藏时，对照果实 SOD
活性呈现先升高后降低的变化趋势。单独接种 M. 
fructicola 能诱导甜樱桃果实接种初期的 SOD 活性升

高，但在发病前（36 h）显著抑制 SOD 活性，而病害

产生后（60 h）又明显诱导 SOD 活性。接种 C. lauentii 
+ M. fructicola 的果实 SOD 活性在初期与对照没有明

显差别，但在接种后期显著高于对照处理。拮抗菌 C. 
lauentii 在接种 12 h 时对 SOD 活性显著抑制，但随着

时间的延长，拮抗菌 C. laurentii 对果实的 SOD 活性

逐渐由抑制转为诱导。 
在 1℃贮藏时，不同处理的果实 SOD 活性在最初

7d 内保持稳定而且各处理之间没有显著差异，但贮藏

21 d后SOD活性迅速升高了 2.8～3.3倍。与对照相比，

单独接种拮抗菌C. lauentii或病原菌M. fructicola均显

著诱导果实 SOD活性升高，其中又以接种C. lauentii + 
M. fructicola 的诱导效果最为显著，表现出 C. lauentii
与 M. fructicola 的协同作用。贮藏 40 d 后，转入 25℃
后接种 C. lauentii + M. fructicola 或单独接种 M. 
fructicola 的果实 SOD 活性显著高于对照，但拮抗菌

C. lauentii 的诱导效果不明显。 
2.5  病原菌和（或）酵母拮抗菌对甜樱桃果实 CAT

活性的影响 

从图 5 可以看出，在 25℃贮藏时，单独接种病原

菌 M. fructicola 和接种 C. lauentii + M. fructicola 都能

在 12 h 内迅速诱导果实 CAT 活性升高，相比而言，

单独接种 M. fructicola 的诱导作用更强。但单独接种

病原菌 M. fructicola 的果实在发病前（36 h）显著抑制

CAT 活性，病害产生后（60 h）又迅速升高。单独接

种拮抗菌 C. lauentii 的果实 CAT 活性在整个试验期间 
与对照差异不显著。 
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图 4  两种温度下（25℃，1℃）M. fructicola 和（或）C. laurentii 对甜樱桃果实 SOD 活性的影响 

Fig. 4  Changes of SOD activity in sweet cherry fruit inoculated with C. laurentii, C. laurentii + M. fructicola, M. fructicola, and the 

control at 25℃ or 1℃ 

 

 
 

图 5  两种温度下（25℃，1℃）M. fructicola 和（或）C. laurentii 对甜樱桃果实 CAT 活性的影响 

Fig. 5  Changes of CAT activity in sweet cherry fruit inoculated with C. laurentii, C. laurentii + M. fructicola, M. fructicola, and the 

control at 25℃ or 1 ℃ 

 

在 1℃贮藏温度下，单独接种病原菌 M. fructicola
和接种C. lauentii + M. fructicola的果实CAT活性在整

个贮藏期间均显著高于对照。而单独接种拮抗菌 C. 
lauentii 对果实 CAT 的诱导作用比较弱。 
2.6  病原菌和（或）酵母拮抗菌对甜樱桃果实 POD

活性的影响 
图 6 的结果表明，在 25℃下，单独接种 M. 

fructicola 的果实 POD 活性在接种 12 h 内显著高于对

照，但在发病前（36 h）POD 活性被显著抑制，而发

病后（60 h）POD 活性又迅速升高，约为其它处理的

2.6～3.4 倍。单独接种 C. lauentii 对果实 POD 活性的

诱导在接种 12 h 内不明显，但随后则逐渐增强。在整

个试验期间，接种 C. lauentii + M. fructicola 均显著诱

导了果实 POD 活性，而且随着时间的延长诱导作用逐

渐增强。 

在 1℃贮藏期间，对照处理的甜樱桃果实 POD 活

性一直保持稳定。而各种生物激发子对果实 POD 活性

的诱导作用随着贮藏时间的延长而逐渐增强，贮藏 40 
d 时，接种 M. fructicola, C. lauentii，以及 C. lauentii + 
M. fructicola 的果实 POD 活性分别为对照的 2.3、1.9
和 1.7 倍 
2.7  病原菌和（或）酵母拮抗菌对甜樱桃果实 PPO

活性的影响 

在 25℃下，各处理的果实 PPO 活性在最初 12 h
内升高了 1.9～3.3 倍（图 7）。单独接种病原菌 M. 
fructicola 或拮抗菌 C. laurentii 时，甜樱桃果实的 PPO
在整个试验期间均显著低于对照。而接种 C. lauentii + 
M. fructicola 时，处理果实的 PPO 活性在最初 36 h 内

被显著诱导，但随后同样显著低于对照。 
在 1℃下，接种各种生物激发子后，果实的 PPO 
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图 6  两种温度下（25℃，1℃）M. fructicola 和（或）C. laurentii 对甜樱桃果实 POD 活性的影响 

Fig. 6  Changes of POD activity in sweet cherry fruit inoculated with C. laurentii, C. laurentii + M. fructicola, M. fructicola, and the 

control at 25℃ or 1℃ 

 

 
 

图 7  两种温度下（25℃，1℃）M. fructicola 和（或）C. laurentii 对甜樱桃果实 PPO 活性的影响 

Fig. 7  Changes of PPO activity in sweet cherry fruit inoculated with C. laurentii, C. laurentii + M. fructicola, M. fructicola, and the 

control at 25℃ or 1℃ 

 

活性在整个贮藏期间与对照相比差异不显著；但各处

理的果实PPO活性在接种7 d时内升高了 2.4～2.7倍，

随后则迅速下降，在贮藏 40 d 时又显著升高。 

2.8  病原菌和（或）酵母拮抗菌对甜樱桃果实 PPO

同工酶谱的影响 

从图8-a可以看出，在25℃下，病原菌M. fructicola  
 

 
 
横标中 Y：只接种 C. laurentii；YP：C. laurentii 与 M. fructicola 共接种；P：只接种 M. fructicola；C：对照。纵标中，A、B、C、D 分别表示不同

处理下出现的同工酶区带 
Horizontal line: Y: C. laurentii-inoculated; YP: C. laurentii + M. fructicola co-inoculated; P: M. fructicola-inoculated; C: Control. Vertical line: A, B, C, D 
indicated the different regions of isoenzyme bands of polyphenol oxidase 

 
图 8  两种温度下病原菌 M. fructicola 和（或）酵母拮抗菌 C. laurentii 对甜樱桃果实 PPO 同工酶谱的影响 

Fig. 8  Active staining of polyphenol oxidase in sweet cherry fruit at 25℃ (a) and 1℃ (b) 
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侵染甜樱桃果实产生病害的过程中，PPO 的同工酶谱

发生了明显变化：在发病前（36 h），B 区酶带消失，

而发病后（60，108 h）则在 A 区和 C 区共出现了 5
条新的同工酶带，可以推断这 5 条新酶带是病原菌

M. fructicola 特异性诱导表达的，因为它们在单独接种

拮抗菌 C. laurentii 和接种 C. lauentii + M. fructicola 的

果实中均未出现。 
当在 1℃贮藏时，所有处理的果实均在 D 区出现

新的同工酶带，因此，推测 D 区酶带为低温诱导表达

的（图 8-b）。而贮藏 40 d 后，单独接种病原菌 M. 
fructicola 的果实中 B 区 PPO 同工酶带消失，而在 C
区出现微弱的新酶带， 而此时该处理的所有果实已经

发病，暗示甜樱桃果实发病后抑制 B 区同工酶表达，

而诱导 C 区同工酶酶带。而其它处理的 B 区 PPO 同

工酶强度明显增加，而转入 25℃后显著变弱， B 区

同工酶带可能与果实后期 PPO 活性升高相关。 

3  讨论 

本试验结果表明，单独接种病原菌 M. fructicola
时，甜樱桃果实在 25℃和 1℃下均能发病，虽然拮抗

菌 C. laurentii 能有效延缓甜樱桃果实 M. fructicola 病

害的发生并降低病害的严重程度，但至试验结束时，

拮抗菌处理的部分果实仍然发病，暗示拮抗菌 C. 
laurentii 对病原菌 M. fructicola 的作用为抑菌而不是

杀菌，这符合酵母拮抗菌的作用特点[15]。同时本试验

结果表明，当病原菌 M. fructicola 与酵母菌 C. laurentii
共同接种到果实伤口处后，接种初期拮抗菌的生长速

度受到显著刺激而提高，但在后期却被显著抑制。笔

者所在实验室以前的研究也发现类似现象[16]。对于病

原菌是如何刺激酵母拮抗菌快速生长的，还需要进一

步研究。 
活性氧（reactive oxygen species，ROS）积累能导

致膜脂质过氧化，而 SOD，CAT 和 POD 是 ROS 代谢

中的关键酶，因此，脂质过氧化产物的形成和抗氧化

酶的诱导是 ROS 过量产生、产生氧化胁迫标志[17~19]。

本试验的结果显示，在 25℃下，病原菌 M. fructicola
在接种 12 h 内显著诱导果实抗氧化酶 SOD、CAT 和

POD 活性升高，暗示接种病原菌 M. fructicola 能迅速

诱导果实大量产生 ROS 并造成氧化胁迫[20]。虽然病症

产生前（36 h）果实中抗氧化酶活性被显著抑制，但

组织中的脂质过氧化产物的持续增加暗示此时仍有大

量 ROS 产生，而发病后（60 h）抗氧化酶与脂质过氧

化程度的加快说明果实组织已处于高度氧化状态。低

温贮藏虽然能延缓病原菌对果实侵染的速度，在接种

前期（21 d）和果实发病后（40 d）同样发现抗氧化酶

与脂质过氧化产物迅速升高的现象，暗示在不同温度

下病原菌 M. fructicola 侵染果实时均能诱导果实产生

大量 ROS 导致氧化胁迫。 
接种拮抗菌C. laurntii后 12 h 内果实 SOD活性显

著低于对照，而 CAT 和 POD 活性以及脂质过氧化产

物则与对照没有明显差异，说明接种拮抗菌 C. laurntii
初期果实没有产生氧化胁迫，这可能在接种初期 C. 
laurntii 主要是利用伤口处的营养成分进行繁殖，同时

拮抗菌的数量相对较少的缘故。而接种 108 h 后 C. 
laurentii 能够显著诱导果实 SOD 与 POD 活性、抑制

CAT 活性，并提高脂质过氧化产物含量，这一方面可

能此时菌体的数量已大大增加，对果实的作用力也大

大提高，但也不排除 C. laurentii 耗尽养分达到稳定期

后，产生一些物质作为激发子对果实产生效应；但与

病原菌 M. fructicola 比，拮抗菌 C. laurentii 对果实的

作用效应比较弱。虽然在低温下拮抗菌 C. laurntii 处
理的果实脂质过氧化产物与对照相比无明显差别，但

在贮藏 40 d 时 POD 活性的大幅度诱导同样表明拮抗

菌对果实的作用。 
接种 C. lauentii＋M. fructicola 能迅速诱导果实

SOD、CAT 和 POD 活性并加速脂质过氧化，表明大

量 ROS 开始产生，但由于 C. laurentii 单独接种时并

不诱导果实产生氧化胁迫，因此这种氧化胁迫主要由

M. fructicola 激发的。可以想象，在接种初期，病原菌

M. fructicola 一方面能够刺激 C. lauentii 在果实伤口处

快速繁殖，同时又诱导果实产生大量 ROS，暗示在拮

抗菌与病原菌共同接种的伤口处病原菌对寄主的作用

没有停止。而在 108 h 时，接种 C. lauentii + M. 
fructicola果实的抗氧化酶活性和脂质过氧化程度则明

显表现为拮抗菌与病原菌的共同作用，使伤口周围的

组织处于高度氧化状态，这可能是此时拮抗菌 C. 
laurentii 活菌数下降的原因之一，同时也可能是导致

部分果实开始发病的原因。因此，在 M. fructicola 侵

染甜樱桃果实产生病害过程中可能主动诱导寄主积累

大量 ROS，以杀死寄主细胞、扩展其病害。Tiedemann
也认为病原菌 Botrytis cinerea 能通过诱导寄主产生大

量 ROS 来产生病害[21] 。 
由于 PPO 能催化果实内源酚酸氧化成醌类物质，

醌类聚合并与细胞内蛋白质的氨基酸结合，产生黑色

或褐色色素沉淀，因而能引起果实褐变[22]。同时，由

于醌类物质比酚类的毒性更强，能直接对病原菌作用，
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因而在抗病反应中发挥作用[23,24]。有研究表明病原菌

R. stolonifer 或接种 P. membranefaciens + R. stolonifer
能诱导桃果实 PPO 活性的升高[25]。但本研究的结果表

明，单独接种 C. laurentii 或 M. fructicola 时，使甜樱

桃果实的 PPO 活性显著降低。同时发现，在两种温度

下，发病后果实 PPO 同工酶谱中 B 区酶带消失，暗示

B 区酶带可能与果实抗病性相关。而由于 A 区和 C 区

的同工酶为 M. fructicola 发病后能够特异诱导，因此

它们只是 M. fructicola 病害产生后的一种防御反应。

甜樱桃组织中酚类化合物种类繁多，而不同形式的

PPO 同工酶具有一定的底物专一性[26]。因此，在 M. 
fructicola 侵染甜樱桃过程中 PPO 同工酶谱的变化可

能反映了甜樱桃果实中酚类物质代谢途径的变化。从

酚类物质代谢的角度，深入探讨 PPO 同工酶谱在不同

条件下的变化规律，对揭示 PPO 在果实抗病反应中的

作用，具有重要的理论意义与应用价值。 

4  结论 

在酵母拮抗菌 C. laurenti、病原菌 M. fructicola 与

甜樱桃果实的相互作用中，酵母拮抗菌 C. laurenti 在
25 和 1℃下均能有效抑制甜樱桃果实褐腐病 M. 
fructicola 发生。病原菌 M. fructicola 在接种初期刺激

酵母拮抗菌 C. laurenti 的生长，而后期则对拮抗菌的

生长有抑制作用。单独接种病原菌 M. fructicola 或同

时接种拮抗菌和病原菌均能诱导甜樱桃果实 SOD、

CAT 和 POD 等抗氧化酶活性升高并加速脂质过氧化

作用。病原菌 M. fructicolai 侵染甜樱桃果实发病后能

特异诱导果实 PPO 同工酶新酶带出现；而拮抗菌 C. 
laurenti 对果实的抗氧化酶体系、脂质过氧化程度以及

PPO 同工酶谱的作用效果相对较弱。因此，甜樱桃果

实褐腐病病害发生受到抑制的主要原因是 M. 
fructicola刺激拮抗菌的生长并诱导果实抗性相关酶活

性升高。 
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