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不适温度条件诱导西瓜嗜酸菌进入 ＶＢＮＣ状态的研究

王梦雨ꎬ蒋 娜ꎬ阚玉敏ꎬ李健强ꎬ罗来鑫∗

(中国农业大学植物保护学院植物病理学系ꎬ种子病害检验与防控北京市重点实验室ꎬ
农业农村部作物有害生物监测与绿色防控重点实验室ꎬ北京 １００１９３)

摘要:由西瓜嗜酸菌(Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ ｃｉｔｒｕｌｌｉ)引起的瓜类果斑病ꎬ是危害西瓜和甜瓜等葫芦科作物的一种典型的种传细菌性病

害ꎮ 已有文章报道西瓜嗜酸菌在铜离子诱导下可进入“有活力但不可培养”(ｖｉａｂｌｅ ｂｕｔ ｎｏｎ￣ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅꎬＶＢＮＣ)状态ꎬ并在适

当条件下复苏ꎬ成为生产中潜在的病害初侵染来源ꎮ 本文结合实际生产中的种子温汤浸种和低温储藏等条件ꎬ分别设定了

５０℃、５５℃高温和 ４℃低温对西瓜嗜酸菌 ＡＡＣ００￣１ 进行处理ꎬ通过流式细胞术( ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬＦＣＭ)和平板培养法分别检

测菌体活性和可培养性ꎮ 结果显示ꎬ不适宜的温度条件能够诱导西瓜嗜酸菌 ＡＡＣ００￣１ 进入 ＶＢＮＣ 状态ꎬ其中 ５５℃高温 ２０
和 ３０ ｍｉｎ 的两个处理ꎬ所有活菌均进入 ＶＢＮＣ 状态ꎮ 将处理后的 ＡＡＣ００￣１ 接种西瓜子叶ꎬ接种植株未表现出果斑病症状ꎬ
且不能从接种部位分离得到可培养菌体ꎮ 表明本诱导条件下的 ＶＢＮＣ 状态 Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 菌体不能通过短时间活体接种复苏ꎮ
本研究分析了西瓜嗜酸菌在不适宜温度条件下进入 ＶＢＮＣ 状态的能力ꎬ为解析病害可能的初侵染来源提供了理论依据ꎬ对
葫芦科作物果斑病防控具有重要的生产实践意义ꎮ
关键词:西瓜嗜酸菌ꎻ温度处理ꎻ流式细胞术ꎻＶＢＮＣ
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　 　 细菌性果斑病( ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｒｕｉｔ ｂｌｏｔｃｈꎬＢＦＢ)是

葫芦科作物上极具毁灭性的细菌性病害ꎬ种子带菌

是病害最主要的初侵染来源之一[１]ꎬ也是病害远

距离传播的重要途径[２]ꎮ 病原菌可经伤口或气孔

等途径侵染植株ꎬ叶片病斑初期呈水浸状ꎬ随后变

褐[３]ꎻ果实表面病斑后期呈现褐色开裂状[４]ꎮ 细

菌性果斑病的病原菌为西瓜嗜酸菌 (Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ
ｃｉｔｒｕｌｌｉ)ꎬ革兰氏染色阴性[５]ꎬ不产芽胞ꎬ该菌最适

生长温度 ２４℃ ~ ２８℃ꎬ可耐受的最高生长温度

４１℃ꎬ最低生长温度 ４℃ [６]ꎬ在 １％~９％的盐度范围

内均能生长[７]ꎮ
目前国内外已报道的西瓜细菌性果斑病防治

方法主要包括种植抗病品种[８]、进行植物检疫[９]、
种子处理[１０]、药剂防治[１１] 和农业防治[１２] 等ꎬ其中

种子处理常使用 ５５℃左右温汤浸种、７０℃恒温干

热灭菌[１２]等方法ꎮ 种子采收后ꎬ通常在低温低湿

的条件下储藏[１３ꎬ １４]ꎮ 有研究表明ꎬ在不利的环境

条件下ꎬ病原菌依旧能够存活较长时间ꎮ 例如ꎬ引
起菜豆细菌性萎蔫病的病原菌 (Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｆｌａｃｃｕｍｆａｃｉｅｎｓ ｐｖ. ｆｌａｃｃｕｍｆａｃｉｅｎｓ)和细菌性疫病的

病原菌(Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ ｐｖ. ｐｈａｓｅｏｌｉ)ꎬ在
１０℃且低湿的环境中ꎬ能在种子外表皮组织中分别

存活 ８ 年和 １５ 年[１５]ꎮ Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 可以在低温条件

下随种子存活长达 ３０ 年以上[１６]ꎮ 在￣２０℃冻存的

西瓜果皮中至少能够存活 ２１０ 天ꎬ且冻存处理后仍

具有致病性[１７]ꎮ 在田间ꎬＡ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 在水体中和种

子表面分别存活 ２ 个月和 ４ ~ ５ 个月ꎬ在田间土壤

和病残体上分别存活 ８ 和 １２ 个月[１８]ꎮ 种子处理

使种子携带的病原菌处于不良环境条件ꎬ可大大降

低细菌性果斑病的发生率及危害程度ꎬ但并不能彻

底清除病害ꎬ表明 Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 具有抵抗并度过不利

环境条件的能力[１９ꎬ ２０]ꎮ
１９８２ 年ꎬＸｕ 等[２１]在研究河口和海洋环境中大

肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)和霍乱弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ ｃｈｏｌ￣
ｅｒａｅ)的存活规律时ꎬ发现细胞总数保持不变ꎬ但可

培养细胞数量快速下降ꎬ而活菌数量只下降了一个

数量级的现象ꎬ首次提出细菌进入了一种新的状

态ꎬ即有活力但不可培养 ( ｖｉａｂｌｅ ｂｕｔ ｎｏｎ￣ｃｕｌｔｕｒ￣
ａｂｌｅꎬＶＢＮＣ)状态[２２]ꎮ 该状态是指某些不产芽胞

的细菌在不适宜的条件下ꎬ发生形态和生理上的变

化ꎬ用常规的培养方法不能使其分裂生长ꎬ但菌体

保持膜结构完整且仍具有一定的代谢活性[２３]ꎮ 多

数学者认为ꎬＶＢＮＣ 是一种细菌的休眠状态ꎬ是一

种特殊的抵抗逆境的方式ꎬ推测其作用与芽胞类

似[２４]ꎮ 目 前 常 使 用 ＬＩＶＥ / ＤＥＡＤ ＢａｃＬｉｇｈｔＴＭ

Ｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ Ｋｉｔ(Ｌｉｆｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司)结合

流式细胞术( ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬＦＣＭ)检测有活力的

细菌数量ꎬ通过平板培养法计算可培养细菌数量ꎬ
二者作差间接计算 ＶＢＮＣ 状态菌体数量[１９ꎬ ２０]ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试菌株及培养基

　 　 Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 菌株 ＡＡＣ００￣１ꎬ由美国佐治亚大学

Ｒｏｎ Ｗａｌｃｏｔｔ 教授课题组馈赠ꎮ
ＬＢ 液体培养基:酵母粉 ５ ｇＬ￣１ꎬ氯化钠 ５

ｇＬ￣１ꎬ胰蛋白胨 １０ ｇＬ￣１ꎮ ＬＢ 固体培养基:在 ＬＢ
液体培养基中加入琼脂 １６ ｇＬ￣１ꎮ ＥＢＢＡ 选择性

培养基:ＮＨ４ Ｈ２ ＰＯ４ ０.１ ｇＬ￣１ꎬＭｇＳＯ４７Ｈ２ Ｏ ０.２
ｇＬ￣１ꎬ氯化钾 ０.２ ｇＬ￣１ꎬ酵母粉 ０.３ ｇＬ￣１ꎬ硼酸 ０.１
ｇＬ￣１ꎬ琼脂 １６ ｇＬ￣１ꎬ溴甲酚紫 ９ ｍｇＬ￣１ꎬ考马斯亮

蓝 １０ ｍｇＬ￣１ꎬ加入 ０.０５ ｍｏｌＬ￣１ ＮａＯＨ 调节 ｐＨ 值

至 ５.３ ~ ５.５ꎬ９５％乙醇 １０ ｍＬＬ￣１ꎬ灭菌后冷却至

５５℃左右ꎬ加入氨苄青霉素至终浓度为 １５ ｍｇＬ￣１ꎬ
加入放线菌酮至终浓度为 ２５ ｍｇＬ￣１ꎬ轻摇混匀ꎮ

１.２　 供试材料及仪器

　 　 西瓜种子:购自中国农业科学院蔬菜花卉研究

所ꎬ品种为瑞宏ꎮ 引物 ＳＥＱＩＤ４ｍ和 ＳＥＱＩＤ５:由生

工生物工程(上海)有限公司合成ꎮ ＬＩＶＥ / ＤＥＡＤ

ＢａｃＬｉｇｈｔＴＭ Ｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ Ｋｉｔ:购自 Ｌｉｆｅ ｔｅｃｈ￣
ｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司ꎬ内含 ＳＹＴＯ ９ 染料和 ＰＩ 染料ꎬ货号

分别为 Ｓ￣３４８５４ 和 Ｐ３５６６ꎮ 绝对计数管:购自 ＢＤ
ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司ꎬ管内含有数量已知的内参微球

(ｂｅａｄ)ꎬ货号为 ３４０３３４ꎮ
流式细胞仪:购自美国 ＢＤ ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司ꎬ

型号为 ＢＤ ＦＡＣＡｒｉａ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｏｒｄｅｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｄｕｃｔ
(简称 ＢＤ ＦＡＣＡｒｉａ ＳＯＲＰ)ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 仪:购
自 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司ꎬ型号为 ７５００ Ｆａｓｔꎮ
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１.３　 不同温度处理西瓜嗜酸菌及检测

１.３.１ 　 制备菌悬液 　 从￣８０℃冰箱中取出保存的

Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 菌株 ＡＡＣ００￣１ꎬ在 ＬＢ 固体培养基上划线

活化ꎬ在 ２８℃培养箱中黑暗培养 ４８ ｈꎬ挑取 ２~３ 个

单菌落接种至 １０ ｍＬ 的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ２８℃、
１２０ ｒｍｉｎ￣１振荡培养 １２ ｈꎬ至细菌对数生长后期ꎮ
１２ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心 ３ ｍｉｎꎬ收集菌体ꎬ使用 ０.８５％
ＮａＣｌ 溶液(ｗ / ｖ)洗涤 ２ 次ꎬ使用紫外分光光度计

测定 ＯＤ６００值ꎬ当 ＯＤ６００值为 ０.５ 时ꎬ菌液浓度为 １０７

ＣＦＵｍＬ￣１ꎮ
１.３. ２ 　 高温处理 　 在 ０. ８５％ ＮａＣｌ 溶液中按照

２００ ∶１的比例接种 ＡＡＣ００￣１ꎬ使菌悬液初始浓度为

１０６ ＣＦＵｍＬ￣１ꎻ分别静置于 ２８℃、５０℃和 ５５℃水浴

锅中ꎬ于处理的第 ０、１０、２０ 和 ３０ ｍｉｎ 取样ꎬ检测高

温条件下 ＡＡＣ００￣１ 的存活情况ꎮ 其中 ２８℃处理

作为对照组ꎮ
１.３. ３ 　 低温处理 　 在 ０. ８５％ ＮａＣｌ 溶液中按照

２００ ∶１的比例接种 ＡＡＣ００￣１ꎬ使菌悬液初始浓度为

１０６ ＣＦＵｍＬ￣１ꎻ分别静置于 ２８℃培养箱和 ４℃冰箱

中ꎬ于处理的第 ０、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５ 和 ４０ ｄ
取样ꎬ检测低温条件下 ＡＡＣ００￣１ 的存活情况ꎮ 其

中 ２８℃处理作为对照组ꎮ
１.３.４　 可培养性检测　 将菌悬液梯度稀释 ０ ~ １０４

倍ꎬ取不同浓度的菌悬液 １００ μＬꎬ均匀涂布在 ＬＢ
固体培养基平板上ꎬ在 ２８℃培养箱中黑暗培养 ２
ｄꎬ选取菌落数量为 ３０~３００ 的平板进行计数ꎬ并按

下方公式计算原液浓度ꎮ 每个梯度 ３ 次重复ꎮ
平板计数法:菌液中可培养菌体浓度(ＣＦＵ

ｍＬ￣１)＝ 菌落数×稀释倍数 / ０.１
１.３.５　 流式细胞仪检测　 将 ＳＹＴＯ ９ 染料和 ＰＩ 染
料分别溶于 ５ ｍＬ ｄｄＨ２Ｏ 中ꎬ制备浓度为 １２ μｍｏｌ
Ｌ￣１和 ６０ μｍｏｌＬ￣１的溶液备用ꎮ ＡＡＣ００￣１ 经不同

温度诱导后ꎬ每个处理取样 ４ ｍＬꎬ分别放置于 ４ 个

１.５ ｍＬ 离心管中ꎬ每管 １.０ ｍＬꎮ １ 管用于平板计

数ꎮ 其余 ３ 管用于流式细胞仪的检测ꎬ其中 １ 管用

于计细胞总数ꎻ１ 管用于 ＳＹＴＯ ９ 染色(菌悬液 ∶染
料ꎬ体积比 ２ ∶１)ꎬ终浓度为 ４ μｍｏｌＬ￣１ꎻ１ 管用于 ＰＩ
染色(菌悬液 ∶染料ꎬ体积比 １ ∶ １)ꎬ终浓度为 ３０
μｍｏｌＬ￣１ꎮ 避光孵育 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ１２ ０００ ｒｍｉｎ￣１离

心 ３ ｍｉｎꎬ收集菌体ꎬ使用 ０.８５％ ＮａＣｌ 溶液洗涤 １
次ꎬ每管吸取 ８００ μＬ 至上样管进行检测ꎮ 每个处

理设置 ３ 次生物学重复ꎮ 测定的细菌浓度值转化

成以 １０ 为底的对数值ꎻ比较不同温度和处理时间对

ＡＡＣ００￣１可培养性和 ＶＢＮＣ 状态诱导的影响ꎬ使用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 软件处理数据ꎬ制成折线图ꎮ
细胞总数(ＣＦＵｍＬ￣１)＝ Ｂｅａｄ 总数(已知)×检

测到的细胞数 / １０００ / ０.８ꎻ
活菌数量(ＣＦＵｍＬ￣１)＝ 细胞总数×(ＳＹＴＯ ９

菌体数量比例－ＰＩ 菌体数量比例)ꎻ
死菌数量(ＣＦＵｍＬ￣１)＝ 细胞总数×ＰＩ 菌体数

量比例ꎻ
ＶＢＮＣ 菌体数量(ＣＦＵｍＬ￣１)＝ 活菌数量－可

培养菌体数量ꎮ

１.４　 不同温度处理对西瓜嗜酸菌致病力的影响

　 　 将高温诱导 ４ 个时间点以及低温诱导第 ４０ ｄ
的样品ꎬ在 ２８℃的环境中静置 ３０ ｍｉｎꎬ使样品恢复

至室温ꎬ使用 １ ｍＬ 注射器吸取 ２５ μＬ 菌悬液ꎬ注
射接种在生长 １５ ｄ 的西瓜幼苗子叶背面ꎬ每个处

理接种 ６ 片子叶ꎬ以对数生长后期的 ＡＡＣ００￣１ 纯

培养物作为阳性对照ꎬ以清水作为阴性对照ꎻ接种

并保湿 ５ ｄ 后采集接种叶片ꎬ用清水冲洗掉叶片表

面的泥沙ꎬ调查并统计病情指数ꎮ 按下方的病情分

级标准ꎬ划分 ０ 级、１ 级、３ 级、５ 级、７ 级和 ９ 级进行

记录ꎮ
叶片发病情况分级标准如下[２５]:
０ 级:无病ꎻ
１ 级:叶片病斑较少ꎬ病斑面积占整片叶面积

的 ５％以下ꎻ
３ 级:病斑较多ꎬ病斑面积占整片叶面积的 ５％

~３０％ꎻ
５ 级:病斑较多ꎬ病斑面积占整片叶面积的

３０％~５０％ꎻ
７ 级:病斑很多或融合成大斑ꎬ病斑面积占整

片叶面积的 ５０％以上ꎬ叶片未焦枯死亡ꎻ
９ 级:病斑很多或融合成大斑ꎬ病斑面积占整

片叶面积的 ５０％以上ꎬ常使叶片焦枯死亡ꎮ
病情指数的计算公式如下:

病情指数＝
∑(各级病叶数×各级代表值)
调查总叶数×最高一级代表值

×１００

１.５　 西瓜嗜酸菌 ＶＢＮＣ 状态的活体复苏检验

　 　 将采集的叶片样品用 ２％次氯酸钠进行表面
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消毒 ２ ｍｉｎꎬ随后清水冲洗 ２ 遍ꎮ 接种后已发病的

叶片ꎬ选取 ３ 块 ０.５ ｃｍ×０.５ ｃｍ 大小的病健交界处

的叶片组织ꎻ接种后未发病的叶片ꎬ以接种部位为

中心向外取 ３ 块 ０.５ ｃｍ×０.５ ｃｍ 大小的叶片组织ꎮ
将上述叶片组织分别置于 ２ ｍＬ 离心管中ꎬ放入直

径为 ５ ｍｍ 的灭菌小钢珠ꎬ经液氮速冻后使用混合

型球磨仪进行处理ꎬ球磨仪程序设置如下:Ｍｅｍｏ￣
ｒｙ:Ｐ２ꎻＦｒｅｑｕｅｎｃｙ１ / ｓ:３０.０ꎻＴｉｍｅ (ｍｉｎ):１. ００ꎮ 随

后加入 １ ｍＬ ０.８５％ ＮａＣｌ 溶液混匀ꎬ梯度稀释 ０ ~
１０４倍后ꎬ取 １００ μＬ 菌悬液均匀涂布在 ＥＢＢＡ 选择

性培养基上进行分离培养ꎬ以对数生长后期的

ＡＡＣ００￣１ 纯培养物作为阳性对照ꎬ以清水作为阴

性对照ꎬ通过形态和生长速率辨别靶标菌ꎮ ２８℃黑

暗培养 ５ ｄ 后ꎬ观察菌落形态ꎮ 在平板上加入 ２
ｍＬ ０.８５％ ＮａＣｌ 溶液ꎬ洗下培养基表面所有菌落制

成混合菌液ꎬ作为 ＰＣＲ 模板ꎮ 使用 Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 的特

异性引物 ＳＥＱＩＤ４ｍ(５′￣ＧＴＡＴＴＡＣＴＧＡＡＴＴＴＣＡＡ￣
ＣＡ￣３′) 和 ＳＥＱＩＤ５ ( ５′￣ＣＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣＣＡＡＴ￣
ＡＣＧＣＴ￣３′)(产物片段大小 ２４６ ｂｐ)对上述混合菌

液进行 ＰＣＲꎬ鉴定其中是否有 Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉꎮ ＰＣＲ 采

用如下 ２５ μＬ 的反应体系:１０×Ｔａｑ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ
２.５ μＬꎬｄＮＴＰｓ ２.４ μＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０.２５ μＬꎬ
ＳＥＱＩＤ４ｍ引物(１０ μｍｏｌＬ￣１) １ μＬꎬＳＥＱＩＤ５ 引物

(１０ μＭ)１ μＬꎬＤＮＡ 模板(混合菌液)２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ
１５.８５ μＬꎮ 反应条件:９５℃ １０ ｍｉｎꎻ９５℃ ３０ ｓꎬ５３℃
３０ ｓꎬ７２℃ ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２℃ １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物

在 １.５％琼脂糖凝胶上进行电泳检测ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 不同温度诱导西瓜嗜酸菌进入 ＶＢＮＣ 状态

　 　 ５０℃、５５℃高温处理组与 ２８℃对照组比较(图
１)ꎬ在 ５０℃处理 ３０ ｍｉｎ 的过程中ꎬＡＡＣ００￣１ 细菌

总数、活菌和死菌数量基本保持不变ꎻ可培养菌体

数量变化显著ꎬ由初始 １.７×１０６ ＣＦＵｍＬ￣１下降至

１.５×１０１ ＣＦＵｍＬ￣１ꎻ在处理 ３０ ｍｉｎ 时ꎬ菌体并未全

部进入 ＶＢＮＣ 状态ꎬＶＢＮＣ 菌体数量为 １. ７ × １０６

ＣＦＵｍＬ￣１ꎬ占活菌比例约为 ９９.９％ꎮ 在 ５５℃处理

３０ ｍｉｎ 的过程中ꎬ细菌总数基本维持不变ꎻ活菌数

量有所下降ꎻ可培养菌体数量变化显著ꎬ在处理 ２０
ｍｉｎ 时下降至 ０ ＣＦＵｍＬ￣１ꎻ死菌数量呈现上升趋

势ꎻ在处理 ３０ ｍｉｎ 时ꎬＶＢＮＣ 状态菌体数量为 １.１×
１０６ ＣＦＵｍＬ￣１ꎬ占活菌比例为 １００.０％ꎮ

４℃低温处理组与 ２８℃对照组比较(图 ２)ꎬ在
４℃处理 ４０ ｄ 的过程中ꎬ细菌总数基本保持不变ꎻ
活菌数 量 呈 缓 慢 下 降 趋 势ꎬ 由 初 始 ２. ０ × １０６

ＣＦＵｍＬ￣１下降至 １.０×１０５ ＣＦＵｍＬ￣１ꎻ可培养菌体

数量变化显著ꎬ由初始 １.７×１０６ ＣＦＵｍＬ￣１下降至

１０ ＣＦＵｍＬ￣１ꎻ死菌数量逐渐上升至 ９. ７ × １０５

ＣＦＵｍＬ￣１ꎻ在该温度条件下ꎬＶＢＮＣ 状态菌体数量

逐渐下降ꎬ处理 ４０ ｄ 时 ＶＢＮＣ 菌体数量为 １.０×１０５

ＣＦＵｍＬ￣１ꎬ活菌并未全部进入 ＶＢＮＣ 状态ꎬＶＢＮＣ
状态菌体数量占活菌数量比例约为 ９９.９％ꎮ

Ｆｉｇ. １　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ ｃｉｔｒｕｌｌｉ ＡＡＣ００￣１ ｔｒｅａｔｅｄ ａｔ ５０℃ ａｎｄ ５５℃
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　 　 试验结果表明ꎬ５５℃ 高温处理 ２０ ｍｉｎ 和 ３０
ｍｉｎ 能够诱导全部 ＡＡＣ００￣１ 活菌进入 ＶＢＮＣ 状

态ꎻ５０℃高温处理 ３０ ｍｉｎ 和 ４℃低温处理 ４０ ｄ 进

入 ＶＢＮＣ 状态的活菌比例为 ９９.９％ꎮ

２.２　 温度诱导对西瓜嗜酸菌致病力的影响

　 　 ５０℃、５５℃高温处理组与 ２８℃对照组比较(图

３ 和表 １)ꎬ２８℃的 ４ 个样品接种后均可以导致叶片

发病(图 ３￣Ａ１~Ａ４)ꎮ ５０℃和 ５５℃的处理ꎬ随着处

理时间的推移ꎬ叶片发病面积逐渐变小ꎬ病情指数

也呈下降趋势ꎻ其中在 ５０℃处理 ３０ ｍｉｎ 时ꎬ以及在

５５℃处理 ２０ 和 ３０ ｍｉｎ 时ꎬ叶片上未见发病症状

(图 ３￣Ｃ４、Ｄ３、Ｄ４)ꎬ病情指数为 ０ꎮ

Ｆｉｇ. ２　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ ｃｉｔｒｕｌｌｉ ＡＡＣ００￣１ ｔｒｅａｔｅｄ ａｔ ４℃

Ｆｉｇ. ３　 Ｄｉｓｅａｓｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ ｃｉｔｒｕｌｌｉ
ＡＡＣ００￣１ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ５ ＤＰＩ(５ ｄａｙｓ ｐｏｓｔ￣ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎꎬ ＤＰＩ)

Ａ１￣Ａ４: ２８℃ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ０ꎬ １０ꎬ ２０ ａｎｄ ３０ ｍｉｎꎻ Ｂ: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ
Ｃ１￣Ｃ４: ５０℃ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ０ꎬ １０ꎬ ２０ ａｎｄ ３０ ｍｉｎꎻ Ｄ１￣Ｄ４: ５５℃ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ０ꎬ １０ꎬ ２０ ａｎｄ ３０ ｍｉｎ.
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　 １ 期 王梦雨ꎬ等:不适温度条件诱导西瓜嗜酸菌进入 ＶＢＮＣ 状态的研究

　 　 ４℃低温处理组与 ２８℃对照组和阳性对照组

比较(图 ４ 和表 ２)ꎬ２８℃处理 ４０ ｄ 时的样品接种

后仍可以导致叶片发病(图 ４￣Ｂ)ꎬ病情指数低于阳

性对照组ꎻ４℃处理 ４０ ｄ 的样品接种后ꎬ叶片上未

见发病症状(图 ４￣Ｃ)ꎬ病情指数为 ０ꎮ

结合上述试验结果可知ꎬ当接种的菌悬液中

ＡＡＣ００￣１ 可培养菌体的数量较少时ꎬ即大部分活

菌为不可培养的 ＶＢＮＣ 状态ꎬ接种西瓜子叶 ５ ｄ 后

没有发现发病症状ꎬ推测 ＶＢＮＣ 状态的 ＡＡＣ００￣１
无致病性ꎮ

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘｓ ｏｆ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ ｃｉｔｒｕｌｌｉ
ＡＡＣ００￣１ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ５ ＤＰＩ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｔｉｍｅ
/ ｍｉｎ

Ｒａｔｉｏ ｏｆ
ｄｉｓｅａｓｅ ｌｅａｆ / ％

Ｌｅａｆ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒａｄｅ
０ １ ３ ５ ７ ９

Ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘ
ＶＢＮＣ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

/ ％
Ｗａｔｅｒ ０ ０.００ ６ ０ ０ ０ ０ ０ ０.００ —

２８℃ ０ １００.００ ０ ０ ２ ４ ０ ０ ４８.１５ ９.４８
１０ １００.００ ０ ０ ５ １ ０ ０ ３７.０４ １０.５９
２０ １００.００ ０ １ ４ １ ０ ０ ３３.３３ １.７９
３０ １００.００ ０ ０ ３ ２ ０ ０ ４２.２２ １.１３

５０℃ ０ １００.００ ０ ０ ２ ３ １ ０ ５１.８５ １０.８０
１０ １００.００ ０ １ ３ ２ ０ ０ ３７.０４ ９７.０１
２０ ８３.３３ １ ４ １ ０ ０ ０ １２.９６ ９９.９４
３０ ０.００ ６ ０ ０ ０ ０ ０ ０.００ ９９.９９

５５℃ ０ １００.００ ０ ０ ３ １ ２ ０ ５１.８５ ４.５５
１０ ８３.３３ １ ５ ０ ０ ０ ０ ９.２６ ９９.９９
２０ ０.００ ６ ０ ０ ０ ０ ０ ０.００ １００.００
３０ ０.００ ６ ０ ０ ０ ０ ０ ０.００ １００.００

　

Ｆｉｇ. ４　 Ｄｉｓｅａｓｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ ｃｉｔｒｕｌｌｉ
ＡＡＣ００￣１ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ５ ＤＰＩ

Ａ: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂ: ２８℃ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ４０ ｄꎻ Ｃ: ４℃ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ４０ ｄꎻ Ｄ: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ.

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘｓ ｏｆ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ ｃｉｔｒｕｌｌｉ
ＡＡＣ００￣１ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ５ ＤＰＩ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｔｉｍｅ
/ ｄａｙ

Ｒａｔｉｏ ｏｆ
ｄｉｓｅａｓｅ ｌｅａｆ / ％

Ｌｅａｆ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒａｄｅ
０ １ ３ ５ ７ ９

Ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘ
ＶＢＮＣ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

/ ％
Ｗａｔｅｒ ０ ０.００ ６ ０ ０ ０ ０ ０ ０.００ —
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ０ １００.００ ０ ０ １ ４ １ ０ ５５.５６ １４.０２
２８℃ ４０ １００.００ ０ ０ ３ ３ ０ ０ ４４.４４ １１.８２
４℃ ４０ ０.００ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０.００ ９９.９９
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２.３　 西瓜嗜酸菌 ＶＢＮＣ 状态活体复苏的结果与

分析

　 　 ＡＡＣ００￣１ 经高温处理后ꎬ将菌悬液注射接种在

西瓜子叶背面ꎬ保湿 ５ ｄ 后进行病原菌分离ꎮ ５０℃、
５５℃高温处理组与 ２８℃对照组比较(图 ５ 和图 ６)ꎬ
２８℃处理 ０、１０、２０ 和 ３０ ｍｉｎ 的 ４ 个样品(图 ５￣Ｂ１~
Ｂ４)ꎬ５０℃处理 ０、１０、２０ 和 ３０ ｍｉｎ 的 ４ 个样品(图 ５￣
Ｄ１~Ｄ４)ꎬ以及 ５５℃处理 ０ ｍｉｎ 和 １０ ｍｉｎ 的 ２ 个样

品(图 ５￣Ｅ１、Ｅ２)ꎬ均可在平板上检测到菌落ꎮ ５０℃
处理 ３０ ｍｉｎ 的样品中含有可培养菌体ꎬ接种后叶片

并未发病ꎬ但在平板上可以分离检测到少量菌落

(图 ５￣Ｄ４)ꎮ ５５℃处理 ２０ ｍｉｎ 和 ３０ ｍｉｎ 时的 ２ 个样

品ꎬ全部活菌丧失可培养性进入 ＶＢＮＣ 状态ꎬ所以

未能在平板上检测到菌落(图 ５￣Ｅ３、Ｅ４)ꎮ 除清水对

照组外ꎬＰＣＲ 验证所有样品均呈阳性ꎮ
ＡＡＣ００￣１ 经低温处理后ꎬ将菌悬液接种在西瓜

子叶背面ꎬ保湿 ５ ｄ 后进行病原菌分离ꎮ ４℃低温处

理组与阳性对照组和 ２８℃ 处理组比较(图 ７ 和

图 ８)ꎬ２８℃处理 ４０ ｄ 的样品ꎬ可以在平板上检测到

菌落(图 ７￣Ｂ)ꎮ ４℃处理 ４０ ｄ 的样品ꎬ接种后叶片并

未发病ꎬ但在平板上可以分离检测到菌落(图 ７￣Ｃ)ꎮ
除清水对照组外ꎬＰＣＲ 验证所有样品均呈阳性ꎮ

Ｆｉｇ. ５　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ ｃｉｔｒｕｌｌｉ ＡＡＣ００￣１ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ
ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ ｏｎ ＥＢＢＡ ｐｌａｔｅｓ

Ａ: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂ１￣Ｂ４: ２８℃ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ０ꎬ １０ꎬ ２０ ａｎｄ ３０ ｍｉｎꎻ Ｃ: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ
Ｄ１￣Ｄ４: ５０℃ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ０ꎬ １０ꎬ ２０ ａｎｄ ３０ ｍｉｎꎻ Ｅ１￣Ｅ４: ５５℃ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ０ꎬ １０ꎬ ２０ ａｎｄ ３０ ｍｉｎ.

Ｆｉｇ. ６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｓｐｉｃｉｏｕｓ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｂｙ ＰＣＲ ｗｉｔｈ Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ ｃｉｔｒｕｌｌｉ ＡＡＣ００￣１
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ＳＥＱＩＤ４ｍ / ＳＥＱＩＤ５

Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌａｎｅ １: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｌａｎｅ ２￣５: ２８℃ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ０ꎬ １０ꎬ ２０ ａｎｄ ３０ ｍｉｎꎻ Ｌａｎｅ ６￣９: ５０℃ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ０ꎬ １０ꎬ
２０ ａｎｄ ３０ ｍｉｎꎻ Ｌａｎｅ １０￣１３: ５５℃ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ０ꎬ １０ꎬ ２０ ａｎｄ ３０ ｍｉｎꎻ Ｌａｎｅ １４: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｌａｎｅ １５: ｄｄＨ２Ｏ.
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　 １ 期 王梦雨ꎬ等:不适温度条件诱导西瓜嗜酸菌进入 ＶＢＮＣ 状态的研究

Ｆｉｇ. ７　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ ｃｉｔｒｕｌｌｉ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ ｏｎ ＥＢＢＡ ｐｌａｔｅｓ
Ａ: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂ: ２８℃ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ４０ ｄꎻ Ｃ: ４℃ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ４０ ｄꎻ Ｄ: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ.

Ｆｉｇ. ８ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｓｐｉｃｉｏｕｓ ｃｏｌｏｎｉｅｓ
ｂｙ ＰＣＲ ｗｉｔｈ Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ ｃｉｔｒｕｌｌｉ ｓｐｅ￣
ｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ＳＥＱＩＤ４ｍ / ＳＥＱＩＤ５

Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌａｎｅ １: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｌａｎｅ ２: ２８℃ ｔｒｅａｔｅｄ
ｆｏｒ ４０ ｄꎻ Ｌａｎｅ ３: ４℃ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ４０ ｄꎻ Ｌａｎｅ ４: Ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｌａｎｅ ５: ｄｄＨ２Ｏ.

　 　 上述试验结果表明ꎬ通过短时间的活体接种并

未能使 ＶＢＮＣ 状态的 ＡＡＣ００￣１ 恢复可培养性ꎬ即
ＶＢＮＣ 状态的 ＡＡＣ００￣１ 未能在寄主体内复苏ꎮ 结

合致病力测定结果分析ꎬ除清水对照组外ꎬ对接种

菌悬液后发病的叶片进行病原菌分离ꎬ在 ＥＢＢＡ
平板上可以检测到 ＡＡＣ００￣１ 菌落ꎬ且 ＰＣＲ 验证结

果呈阳性ꎬ这是因为接种液中可培养菌体具有致病

性ꎬ导致叶片发病ꎻ对接种菌悬液后未发病的叶片

进行病原菌分离ꎬ即 ５０℃处理 ３０ ｍｉｎ 和 ４℃处理

４０ ｄ 的样品ꎬ在 ＥＢＢＡ 平板上能够检测到 ＡＡＣ００￣
１ 菌落ꎬ且 ＰＣＲ 验证结果呈阳性ꎬ这是因为接种的

可培养菌体数量并未达到致病量ꎬ所以叶片未发

病ꎬ但存在于接种部位ꎬ可以分离检测到病菌ꎻ对接

种菌悬液后未发病的叶片进行病原菌分离ꎬ即
５５℃处理 ２０ 和 ３０ ｍｉｎ 的样品ꎬ在 ＥＢＢＡ 平板上检

测不到 ＡＡＣ００￣１ 菌落ꎬ但 ＰＣＲ 验证结果呈阳性ꎬ
这是因为接种液中 ＡＡＣ００￣１ 处于 ＶＢＮＣ 状态ꎬ该

状态的菌体有活性且核酸完整但丧失可培养性ꎬ所
以通过平板检测并不能观测到菌落ꎮ

３　 结论与讨论

自 １９８２ 年 Ｘｕ 等[２１] 发现 ＶＢＮＣ 状态后ꎬ研究

人员在动植物病原菌、环境微生物等多个领域均发

现了该状态病原菌的存在[２６~２９]ꎬ从形态[３０]、结

构[３１]、诱导[３２ꎬ ３３]、检测[３４ꎬ ３５]、复苏[３４ꎬ ３６] 和基因功

能[３７ꎬ ３８]等多个方面进行了研究ꎮ 本研究以 Ａ. ｃｉｔ￣
ｒｕｌｌｉ 菌株 ＡＡＣ００￣１ 为材料ꎬ结合田间实际生产情

况ꎬ通过设置不同温度条件处理ꎬ基于流式细胞术

的方法ꎬ证实了温汤浸种和低温储藏环境ꎬ在杀死

部分菌体的同时ꎬ也有可能导致 Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 进入

ＶＢＮＣ 状态ꎮ 该状态下的 Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 可能一直存在

于种子和环境当中ꎬ或许会持续存在于植株的整个

生长期ꎮ 当西瓜种子收获后ꎬ如果种子携带 ＶＢＮＣ
状态的病原菌ꎬ使用传统的种子检测方法ꎬ可能造

成假阴性结果ꎬ存在潜在威胁ꎮ ＶＢＮＣ 状态的 Ａ.
ｃｉｔｒｕｌｌｉ 在短时间活体接种后ꎬ不具有致病性ꎬ并且

也未能复苏ꎮ 然而ꎬＶＢＮＣ 状态的 Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 能在

植株体内存在多长时间ꎬ去除不利因子后再添加营

养物质等适宜的条件下是否能使其复苏ꎬ尚需进一

步研究ꎮ 本研究室前期结果表明ꎬＶＢＮＣ 状态的

Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 在体外多种条件下可以复苏ꎬ复苏后菌

体的致病性与对数期菌体无显著差异[２０]ꎮ 同时ꎬ
本研究在调查中发现ꎬ接种西瓜子叶病情指数的高

低ꎬ与对数期菌体和 ＶＢＮＣ 状态菌体的含量有直

接关系ꎮ 若全为 ＶＢＮＣ 状态的 Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉꎬ那么其

引发病害的风险就较低ꎮ 因此ꎬＶＢＮＣ 状态的 Ａ.
ｃｉｔｒｕｌｌｉ 具有一定的潜在风险ꎬ可能会对其寄主葫芦

科作物产生较大的威胁ꎬ必须引起重视ꎮ
本研究已证实不适的温度条件能够诱导
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Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 进入 ＶＢＮＣ 状态ꎬ那么是否可以大胆推

测ꎬ生产中常使用的其他防治措施ꎬ如干热、盐酸、
过氧乙酸浸种等种子处理ꎬ硫酸链霉素、春雷霉素、
中生菌素等药剂防治手段ꎬ均有可能导致 Ａ. ｃｉｔｒｕｌ￣
ｌｉ 进入 ＶＢＮＣ 状态来躲避或者抵御逆境ꎮ 本研究

模拟生产中温汤浸种的条件ꎬ使用 ５５℃高温处理

Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉꎬ致使所有活菌都进入 ＶＢＮＣ 状态后接

种植株幼苗子叶ꎬ接种部位未表现出果斑病症状ꎮ
表明在生产实践中ꎬ温汤浸种只要方法和时间得

当ꎬ可以用于果斑病的防控ꎮ 然而ꎬ对于种子干热

处理ꎬ理论上需要更高的温度和时长ꎬ才能达到相

应条件下湿热处理的杀菌效果ꎮ 该方法对 Ａ. ｃｉｔ￣
ｒｕｌｌｉ 的杀灭效果及能否诱导其进入 ＶＢＮＣ 状态ꎬ
限于实验条件尚未涉及ꎬ需要在后续研究中继续探

索ꎮ
此外ꎬ有些处理方法会在很大程度上杀灭病原

菌ꎬ但仍然可能导致极少量可培养菌的存在ꎮ 例

如ꎬ本研究中 ５０℃高温和 ４℃低温处理ꎬ虽然植株

接种部位没有症状出现ꎬ但由于能够分离得到可培

养菌体ꎬ随着时间的增加和可培养菌量的上升ꎬ极
有可能会导致症状的显现以及病害在田间的进一

步扩展ꎮ 因此ꎬ在实际生产中ꎬ进行种子病原菌检

测和病害诊断时ꎬ需要多种检测方法共用ꎬ避免由

于可培养菌量极低或 Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 进入 ＶＢＮＣ 状态ꎬ
而导致基于细菌可培养性的检测中出现假阴性结

果ꎬ防止造成潜在风险和重大经济损失ꎮ
细菌性果斑病是一种典型的种传细菌性病害ꎬ

在病残体或土壤中越冬的病原菌和带菌种子是病

害最主要的初侵染来源ꎬ从源头杜绝带菌种子的传

播ꎬ是控制该病害传播和流行的重要手段ꎮ 结合生

产实践ꎬ解析 Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 在不适温度条件下的存活

状态以及进入 ＶＢＮＣ 状态的难易程度ꎬ以及明确

经不同温度处理后的 Ａ. ｃｉｔｒｕｌｌｉ 在西瓜幼苗上的定

殖能力及致病性ꎬ可以为解析病害初侵染源及再侵

染提供理论依据ꎬ对细菌性病害的防控具有重要的

生产实践意义ꎮ
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