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研究报告 

苹果树腐烂病生防真菌 Z-12A 的鉴定及其生防效果 

薛应钰*1  李兴昱 1  李发康 1  苟攀宁 1  李龙 2  徐秉良 1 
1 甘肃农业大学植物保护学院 甘肃省农作物病虫害生物防治工程实验室  甘肃 兰州  730070 

2 临夏回族自治州农业科学院  甘肃 临夏  731100 

摘  要：【背景】由苹果黑腐皮壳菌(Valsa mali)引起的苹果树腐烂病是我国苹果产区的毁灭性病害之

一，具有分布广、危害重和防治难等特点，严重制约着苹果产业的发展，急需寻找一种对该病高效、

安全的防治措施。【目的】明确一株分离自甘肃省静宁县苹果树根际土壤的生防菌株 Z-12A 的分类

地位，评价其对苹果树腐烂病的生防潜力。【方法】结合形态学特征和 rDNA ITS 序列分析对拮抗菌

株 Z-12A 进行鉴定，采用生长速率法测定了其生物学特性；采用平板对峙培养法和生长速率法测定

菌株 Z-12A 对苹果树腐烂病菌菌丝生长的影响；利用菌株 Z-12A 活菌和发酵液分别处理苹果枝条及

小白鼠测定其生物安全性；使用离体枝条烫伤接种法测定菌株 Z-12A 对腐烂病的防治效果。【结果】

形态学观察和 rDNA ITS 序列分析结果表明该菌株为埃及青霉(Penicillium egyptiacum)。该生防菌菌

丝生长的最适培养基是萨氏培养基(Sabouraud Dextrose Agar With Yeast Extract，SDAY)，而高氏 1 号

培养基(Gauze’s Medium No.1，GA)上产孢量最大；菌丝生长和产孢的最佳碳源是木糖，最佳氮源是

硝酸钾；菌丝生长的最佳 pH 为 5.0，最适宜产孢的 pH 为 7.0；25 °C 时菌丝生长最快，产孢的最适

温度为 10 °C。平板对峙试验表明菌株 Z-12A 对苹果树腐烂病菌抑制率为 88.71%，发酵液在培养皿

内的抑菌率为 61.07%；显微观察显示菌株 Z-12A 可使苹果树腐烂病菌菌丝畸形及细胞原生质外渗；

其发酵液对离体枝条防效为 66.69%；安全性评价表明菌株 Z-12A 对苹果树和小白鼠安全。【结论】

菌株 Z-12A 对苹果树腐烂病具有较强的生物防治效果，具有一定的生防潜能，可为该病生防菌剂的

选择提供新的菌种资源。 

关键词：埃及青霉，生物学特性，苹果黑腐皮壳菌，生防效果 
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Identification of Z-12A fungus for biocontrol of apple tree canker 
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Abstract: [Background] Apple tree canker is one of the destructive diseases that caused by Valsa mali in 
many apple production areas of China with the characteristics of widespread distribution, serious damage, 
and was difficulty in controlling. Also, the disease of apple tree canker that has been severely restricted the 
development of apple industry. Therefore, it is urgent to develop an effective measure in control of apple 
tree canker disease. [Objective] To determine the taxonomic position of antagonistic Z-12A strain that has 
been isolated from the rhizosphere soil of apple trees in Jingning, Gansu province; and evaluate the 
biocontrol potential of Z-12A against V. mali in vitro. [Methods] The species of the Z-12A strain and the 
biological characteristics were identified and determined by the combination of morphological 
characteristics and ITS sequence analysis, and the plate growth rate method, respectively. The inhibitory 
efficiency of Z-12A against the pathogens growth was evaluated by dual culture and colony diameter 
assay, and the detached apple twigs method in vitro. The biosafety on apple branches and mice was 
determined using the Z-12A strain and its fermented broth, respectively. [Results] The strain of Z-12A was 
identified as Penicillium egyptiacums using the morphological characteristics and ITS sequence analysis. 
SDYA and GA were screened as the optimum media for the Z-12A strain hypha growth and spores 
production, respectively. Xylose and KNO3 were screened as the optimum carbon and nitrogen sources, 
respectively. The optimum pH and temperatures for hypha growth were at 5.0 and at 25 °C, and 7.0 and 
10 °C for spores production. The inhibitory rates of Z-12A strain against V. mali was 88.71% and 61.07% 
using the plate confrontation and fermentation broth, respectively. Microscopic observation showed that 
the strain of Z-12A can make the mycelium of V. mali deformity and cell protoplast exosmosis. 
Additionally, the control efficacy of Z-12A fermentation broth was 66.69% after application in apple twigs 
in vitro, and also was safe for apple branches and mice after application. [Conclusion] These results 
indicate that the strain of Z-12A has strong inhibitory activity against V. mali, and exhibited significant 
bio-control potential in vitro. Thus, our results provide a new bio-control resource in controlling apple tree 
canker disease in future. 

Keywords: Penicillium egyptiacum, biological characteristics, Valsa mali, biocontrol effect 

中国是全球苹果生产大国，现已形成西北黄

土高原、环渤海湾两个优势产区和黄河故道重要

产区以及西南冷凉区、新疆等特色产区，2017 年

苹 果 种 植 面 积 已 达 232.38 万 hm2 ， 产 量 为       

4 388.23 万 t，二者均占全球 50%左右[1]。然而中

国单位面积产量还不到美国、意大利等国家的

1/3−1/2，病害严重发生是造成我国苹果单产水平不

高的重要原因[2]。其中，由苹果黑腐皮壳菌(Valsa 

mali)引起的苹果树腐烂病是危害我国苹果生产的

毁灭性病害之一，该菌可以侵染苹果树的果实、

主枝、主干等多个部位，造成苹果质量和产量下

降，严重时甚至造成整树枯死和毁园[3]。苹果树

腐 烂 病 在 我 国 苹 果 产 区 的 总 体 株 发 病 率 高 达

52.5%，发病严重的果园死亡率达 5%[4]。我们调

查发现苹果树腐烂病在甘肃省的发生十分普遍，

2014 年发病率达到 41.09%，个别果园发病率高达

60%[5] 。 苹 果 树 腐 烂 病 分 布 范 围 广 、 危 害 程 度

重、防治极难，被称为苹果树的“癌症”[6]。现阶段

生产上对苹果树腐烂病的防治主要通过刮除病疤

后涂抹化学药剂或全树喷淋化学药剂等措施[7]。但

是，一方面腐烂病菌从剪锯口等伤口侵染苹果枝

干木质部，在木质部导管内生长扩展并长期潜
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伏，化学药剂很难直接杀死病原[8]；另一方面，长

期使用化学农药致使果园生态环境恶化、果实品质下

降，甚至可能引起食品安全问题[9]。因此，寻找能

够替代传统化学农药的途径防治苹果树腐烂病已

成为生产上亟待解决的问题。 

生物防治具有高效、安全、低毒等特点，是替

代化学防治来减轻苹果树腐烂病危害的重要策略之

一，符合国家提出的“双减”战略，目前已成为国内

外学者研究的焦点[10-11]。利用生防微生物进行苹果

树腐烂病的防治已有报道。徐涛等[12]用分离到的

126 株内生真菌与苹果树腐烂病菌进行对峙培养，

共有 42 株菌对苹果树腐烂病菌的生长有抑制作用，

占供试菌株的 34%，抑制率在 40%以上的有 24 株，

均为链格孢属(Alternaria)真菌。张伟宁 [13]从苹果

树 老 皮 上 分 离 到 一 株 球 毛 壳 菌 (Chaetomium 

globsum) 61239，其可使苹果树腐烂病菌菌丝顶端

膨大，抑制苹果树腐烂病菌分生孢子的萌发。Xin

等[14]研究表明螺旋毛壳(C. spirale)对苹果树腐烂病

菌有较强的重寄生和拮抗作用。赵倩等[15]从苹果

树皮内分离出一株落葵链格孢(A. basellae) A167，

其对苹果树腐烂病有优良防效，可以使腐烂病菌

菌丝不规则弯曲、分枝增多、变粗、顶端钝圆，

部分菌丝原生质外溢。但是，应用防治苹果树腐

烂病的生防真菌相对比较少，多集中在链格孢属

和毛壳属等。因此，本研究以分离、筛选自甘肃

省静宁县的菌株 Z-12A 为材料，以苹果树腐烂病菌

为靶标菌，测定菌株 Z-12A 对苹果树腐烂病菌的室

内抑菌效果及离体枝条防效，明确其分类地位和

生物学特性并进行安全性评价，以期为苹果树腐

烂病的生物防治提供潜在的资源菌。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

生防真菌 Z-12A 从甘肃省静宁县苹果树根际

采集土壤，分离、筛选获得并保存于甘肃农业大

学植物保护学院植物病理学实验室；苹果黑腐皮

壳菌(Valsa mali)由本实验室保存。菌株 Z-12A 和

苹果黑腐皮壳菌在 PDA 培养基中于 28 °C 暗培养

7 d 待用。 

1.2  供试培养基 

高氏一号培养基(Gauze’s Medium No.1，GA)

和查彼克氏培养基(Czapek)按照文献[16]配制，马

铃薯葡萄糖琼脂培养基 (Potato Dextrose Agar，

PDA) 、 淀 粉 琼 脂 培 养 基 (Starch Yeast Extract 

Agar ， SYA) 和 萨 氏 培 养 基 (Sabouraud Dextrose 

Agar with Yeast Extract，SDAY) 按照文献[17]配

制，LB 培养基按照文献[18]配制，马铃薯琼脂培

养基(Potato Agar，PA)按照文献[19]配制。 

1.3  主要试剂和仪器 

真菌基因组 DNA 提取试剂盒，北京擎科生物

科技有限公司；其他试剂均为国产分析纯。智能

人工气候箱，上海跃进医疗器械有限公司；蔡司

显微镜，北京普瑞赛司仪器有限公司；酸度计，

上海精密仪器仪表有限公司。 

1.4  菌株 Z-12A 对苹果树腐烂病菌的抑制作用 

1.4.1  菌株 Z-12A 活菌对苹果树腐烂病菌的抑制

作用 

采用平板对峙培养法[20]。将苹果树腐烂病菌

用无菌打孔器打成 5 mm 的菌饼，接种于 9 cm 

PDA 平板中央，以腐烂病菌为中心，在 PDA 平板

背面用“十”字交叉法做标记，在“十”字两端距中

心靶标菌 15 mm 处接菌株 Z-12A 菌饼，以仅接苹

果树腐烂病菌的平板为对照，每个处理 3 个重

复，于 28 °C 培养箱培养。待对照菌丝铺满整个平

板时，利用“十”字交叉法测量各菌落直径，计算

抑菌率。同时，利用显微镜观察受抑制菌落边缘

菌丝的形态变化。 

抑菌率(%)=(对照菌落直径−处理菌落直径)/(处理

菌落直径−5)×100                         (1) 

1.4.2  菌株 Z-12A 发酵液对苹果树腐烂病菌的抑

制作用 

采用菌丝生长速率法[21]。将在 PDA 培养基培

养 7 d 的菌株 Z-12A 接入 80 mL PDB 液体培养基

中，28 °C、180 r/min 振荡培养 7 d，8 000 r/min
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离心 15 min 取上清液，以孔径为 0.22 μm 的细菌

过滤器过滤得到无菌发酵滤液，无菌发酵滤液与

冷却至 45 °C 左右的 PDA 培养基以 1:2 的体积比

混合，制成含发酵滤液的 PDA 平板。将直径    

5 mm 腐烂病菌菌饼接种于含药平板中央，28 °C

培养 7 d，以不含发酵液的 PDA 平板作为对照。

每组 3 个重复，测定菌株 Z-12A 发酵液对苹果树

腐烂病菌的抑制效果。根据对照组和处理组的菌

落直径大小，按照公式(1)计算抑菌率。 

1.5  菌株 Z-12A 的鉴定 

将菌株 Z-12A 接种于 PDA 培养基上，28 °C

暗培养 7 d，根据其菌落形态、菌丝直径、孢子大

小、形态和着生方式对其进行形态学鉴定。同

时，由北京擎科生物科技有限公司西安分公司利

用真菌基因组 DNA 提取试剂盒提取菌株 Z-12A 的

基 因 组 总 DNA ， 采 用 真 菌 通 用 引 物 ITS1 

(5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′) 和 ITS4 

(5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) PCR 扩增菌

株 Z-12A 的 ITS rDNA 并进行序列测定。PCR 反

应体系(25 μL)：10×PCR Reaction Buffer 2.5 μL，

dNTPs (2.5 mmol/L) 1 μL，引物 ITS1/ITS4 (10 μmol/L)

各 0.5 μL，Taq DNA Polymerase (5 U/μL) 0.3 μL，

DNA 模板 2 μL，超纯水补足至 25 μL。PCR 反应

条件：94 °C 3 min；94 °C 30 s，54 °C 30 s，

72 °C 1 min，35 个循环；72 °C 10 min；4 °C 保

存。PCR 扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳进行检

测。将菌株 Z-12A 的 rDNA ITS 拼接序列的测定结

果用 BLAST 工具在 GenBank 数据库中进行同源序

列对比。利用 BLAST 的结果，通过 MEGA 7.0 软

件构建菌株 Z-12A 的系统发育树。 

1.6  菌株 Z-12A 生物学特性 

1.6.1  不同培养基对菌株 Z-12A 生长及产孢的影响 

将在 PDA 培养基培养 10 d 的菌株 Z-12A 打成

5 mm 菌饼，接种在以下 6 种培养基平板中央：

PDA 培养基、SYA 培养基、查彼克氏培养基、

GA 培养基、SDAY 培养基、LB 培养基。每个处

理 5 次重复，28 °C 暗培养 7 d，利用“十”字交叉法

测量菌落直径，计算平均生长速率。利用直径为

5 mm 打孔器在菌落中央至边缘 1/2 处打取菌饼，

挑取菌饼于 50 mL 离心管内，加入 10 mL 0.05%吐

温-80 无菌水，充分振荡后用血球计数板计数，计

算产孢量[22]。 

1.6.2  碳、氮源对菌株 Z-12A 生长及产孢的影响 

参照丁锐等[19]方法，以 PA 培养基为基础，

分别添加 2% (质量分数)葡萄糖、蔗糖、淀粉、甘

露糖、果糖、肌醇、木糖，28 °C 暗培养 7 d，检

测碳源对菌株 Z-12A 生长及产孢量的影响；以 2%

葡萄糖作为碳源，分别添加 2% (质量分数)尿素、

硝酸钾、酪氨酸、硝酸钠，28 °C 暗培养  7 d，

测定氮源对菌株 Z-12A 生长及产孢量影响。生长

速率及产孢量测定方法同 1.6.1。 

1.6.3  pH 对菌株 Z-12A 生长及产孢的影响 

制备 PDA 培养基，利用 1 mol/L 盐酸与     

1 mol/L 氢氧化钠将 PDA 培养基 pH 分别调节为

4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 后，1×105 Pa

灭菌 30 min，将 5 mm 菌株 Z-12A 菌饼接种于各

处理培养基中，每个处理 5 个重复，置于 28 °C

暗培养 7 d，菌株生长速率及产孢量测定方法  

同 1.6.1。 

1.6.4  温度对菌株 Z-12A 生长及产孢的影响 

将菌株 Z-12A 接在 PDA 培养基上，分别置于

10、15、20、25、28、30、35、40 °C 培养箱中培

养 7 d，每个处理 5 个重复，菌株生长速率及产孢

量测定方法同 1.6.1。 

1.7  菌株 Z-12A 发酵液对苹果树腐烂病的离体

枝条防效测定 

参照臧睿等[23]的烫伤接种法，选取 2 年生粗

细均匀的红富士苹果树健康枝条，每根枝条截成

15 cm 作为接种材料，自来水冲洗干净晾干后，

将枝条两端用石蜡封口，利用无菌水冲洗 2 次，

75%酒精进行表面消毒，再用无菌水将残留酒

精冲洗干净，晾干。利用直径为 5 mm 的铁钉帽

将树皮烫伤，分别在伤口处涂抹稀释倍数为 0、

10、50、100 倍的菌株 Z-12A 发酵液，接种腐烂
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病菌菌饼，以只接腐烂病的枝条作为对照。每个

处理重复 3 次，将处理的枝条置于酒精消毒后铺

有灭菌湿纱布的白色瓷盘(30 cm×20 cm)内，保

鲜膜封口，置于 28 °C 黑暗条件下保湿培养，观

察并记录枝条发病情况，10 d 后测量病斑直径，

按照公式(2)和(3)分别计算病斑面积和防治效果。 

病疤面积=1/4×π×长径×短径                (2) 

防治效果(%)=(对照病斑面积−处理病斑面积)/对

照病斑面积×100                          (3) 

1.8  菌株 Z-12A 的安全性评价 

1.8.1  菌株 Z-12A 对苹果枝条的致病性测定 

按照 1.7 的方法，将长度为 15 cm 的红富士 2 年

生健康枝条封口、消毒，置于超净工作台晾干

后，用直径为 5 mm 的铁钉帽烫伤，再用无菌水将

烫伤处清洗干净，接菌株 Z-12A 菌饼(φ=5 mm)，以

接空白 PDA 为对照，处理和对照各 5 个枝条。

25 °C 保湿培养 7 d 后，采用“十”字交叉法测量病

疤长度，根据公式(2)计算病疤面积。 

1.8.2  菌株 Z-12A 对小白鼠的急性毒性测定 

参照郝晓娟[24]的方法，选取体重大约为 20 g

的小白鼠，将菌株 Z-12A 发酵液按照 3 000 mg/kg 

对小白鼠进行灌胃处理，以灌入灭菌的空白液体

发酵培养基的小白鼠作为对照，各处理均 10 只小

鼠(雌鼠/雄鼠各 5 只)。正常饲养，连续培养观察

10 d，记录小白鼠死亡率及体重变化。 

2  结果与分析 

2.1  菌株 Z-12A 对苹果树腐烂病菌的抑制作用 

菌株 Z-12A 与苹果树腐烂病菌在 PDA 平板对

峙培养过程中，其对苹果树腐烂病菌的生长具有

明显的抑制作用(图 1)。对照组及处理组经“十”字

交叉法测量腐烂病菌直径后计算其抑菌率，平板

对峙抑菌率为 88.71%±1.11%；菌株 Z-12A 发酵滤

液的抑菌率为 61.07%±1.37%，菌株 Z-12A 对苹果

树腐烂病菌的抑制效果较为显著。 

对峙培养后，挑取与菌株 Z-12A 交界处的腐

烂病菌菌丝于显微镜下观察，菌株 Z-12A 对腐烂

病菌菌丝的生长具有显著影响。与对照正常生长

的腐烂病菌菌丝(图 2A)相比，受菌株 Z-12A 抑制

的腐烂病菌菌丝(图 2B、2C)扭曲变形、节间缩

短、变细且易断裂。 

 
 

 

 
 

图 1  对峙培养时菌株 Z-12A 对苹果黑腐皮壳菌菌丝生长的影响 
Figure 1  Effect of strain Z-12A on Valsa mali in confrontation culture 

注：A：对照；B：处理 
Notes: A: Control; B: Treated 
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图 2  对峙培养中菌株 Z-12A 对苹果黑腐皮壳菌菌丝形态的影响 
Figure 2  Inhibition effect of strain Z-12A on mycelia morphology of Valsa mali 

注：A：正常菌丝；B：菌丝纤细易断裂；C：菌丝扭曲变形节间缩短 
Notes: A: Normal mycelia; B: Mycelium is slender and easy to break; C: Mycelial deformation while internode shortened 
 

2.2  菌株 Z-12A 的鉴定 

菌株 Z-12A 在 PDA 培养基上暗培养 7 d 的菌

落形态如图 3A 所示，菌落表面绒状，较厚，正面

颜色为香槟黄色，边缘颜色呈象牙色，中央凸

起，以同心圆轮纹状向外扩展，稍具放射性褶

皱；菌落背面如图 3B 所示，透过培养基可以观察

到背面颜色为金色，边缘为亮卡其色；并且菌株

Z-12A 在 PDA 培养基内生长过程中还会产生少量

绿黄色色素；菌丝(图 3D)有横隔，分生孢子梗较

为光滑，部分菌丝顶端具对称或不对称的帚状分

枝，着生有 2−4 个小梗；在菌丝上及菌丝顶端着

生成串的球状孢子，孢子直径为 (2.6−3.0) μm× 

(2.6−3.0) μm (图 3C)。 

以菌株 Z-12A 基因组 DNA 为模板，采用真菌

通用引物对 ITS1/ITS4 进行 PCR 扩增得到 rDNA 

ITS 产物长度为 750 bp。测序后，将测序结果提交

至 GenBank 数据库进行 BLAST 检索，下载相似性

较高的数据，与菌株 Z-12A 的 rDNA ITS 序列组成

数据集，对获得的同源序列利用 MEGA 7.0 软件

Neighbor-Joining 法构建系统发育树，从图 4 可以

看出，Z-12A 与青霉属(Penicillium)真菌处于一个

大分支内，又与埃及青霉(Penicillium egyptiacum) 

(MH860530.1)亲缘关系最近。结合菌株 Z-12A 在

PDA 平板上的培养特性及形态特征，将其初步鉴

定 为埃及青霉 (Penicillium egyptiacum)， 菌 株的

ITS rDNA GenBank 登录号为 MN994345。 

2.2.1  培养基种类对菌株 Z-12A 生长及产孢的  

影响 

菌株 Z-12A 在不同培养基上其生长速率及产

孢量差异较为显著，在 SDAY 及 LB 培养基上生长

较快，生长速率分别为 4.70 mm/d 和 4.67 mm/d；

在SYA培养基上生长最慢，生长速率仅为1.34 mm/d； 

 

 
 

图 3  菌株 Z-12A 在 PDA 上培养 7 d 的形态特征 
Figure 3  Morphological characteristics of strain Z-12A on the PDA medium for 7 days  

注：A：菌落正面；B：菌落反面；C：分生孢子；D：菌丝形态 
Notes: A: The front side of colony; B: Dorsal surface of colony; C: The conidia; D: Mycelial morphology 
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图 4  菌株 Z-12A 基于 rDNA ITS 序列构建的系统发育树 
Figure 4  Phylogenetic tree of strain Z-12A based on rDNA ITS sequences 

注：括号内数值为菌株在 GenBank 中的登录号；分支点上的数字表示自展支持值；标尺表示每个核苷酸位点上的替换值 
Note: Numbers in parentheses are GenBank accession numbers; Values above the branches are parsimony bootstrap; The value on the 
scale represents each nucleotide sites replacement value 
 

在 GA 培养基上菌株 Z-12A 产孢量最大，其产孢

量为 2.55×108 spores/cm2，在 LB 培养基上产孢量

最少，仅为 0.68×108 spores/cm2。可见，在所选

6 种培养基中，SDAY 及 LB 培养基适合菌株 Z-12A

的生长，GA 培养基则为最适产孢培养基(图 5)。 

2.2.2  碳、氮源对菌株 Z-12A 生长及产孢的影响 

菌株 Z-12A 在不同碳源下其生长速率及产孢

量差异显著，其中以木糖作为碳源时生长速率最

快，达到 5.08 mm/d；以肌醇作为碳源时生长速率

最慢，生长速率仅为 2.66 mm/d；当以蔗糖作为碳

源时其产孢量为 2.04×108 spores/cm2，在所选碳源

中产孢量最高；以木糖作为碳源时其产孢量为

1.88×108 spores/cm2，与蔗糖差异较小；以甘露糖

作为碳源其产孢量最少，为 5.8×107 spores/cm2。

可见以木糖作为碳源较适合菌株 Z-12A 的生长及

产孢(图 6)。 

菌株 Z-12A 在不同氮源下的生长及产孢都具

有明显差异，当以尿素作为氮源时菌株 Z-12A 无

法生长；最适宜的氮源为硝酸钾，当以硝酸钾为

氮源时，菌株 Z-12A 的生长速率及产孢量在所选

氮源中都是最高的，其生长速率为 4.45 mm/d，产

孢量为 1.63×108 spores/cm2；当以酪氨酸为氮源

时，菌株 Z-12A 产孢量与硝酸钾相同，但生长速率

为 3.29 mm/d，明显低于硝酸钾和硝酸钠。所以，

硝酸钾较适合菌株 Z-12A 的生长及产孢(图 7)。 

2.2.3  培养基 pH 对菌株 Z-12A 生长及产孢的影响 

在培养基 pH 4.0−10.0 条件下，菌株 Z-12A 的

生长所受影响较小，生长速率为 4.21−4.63 mm/d；

pH 为 5.0 时，菌落生长速度最快，生长速率为

4.63 mm/d；pH 为 7.0 时，该菌产孢量最高，为

1.27×108 spores/cm2；当 pH 为 4.0 时，产孢量最

少，仅为 4.2×107 spores/cm2；在 pH 为 7.0−9.0 时，

菌株 Z-12A 产孢量差异较小。可见菌株 Z-12A 较为

适宜在中性偏酸性条件下生长和产孢(图 8)。 
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图 5  菌株 Z-12A 在不同培养基上的生长速率及产孢量 
Figure 5  Growth rate and spore production of strain Z-12A on different media 

注：图中相同字母表示在 0.05 水平差异不显著(Duncan’s 极复极差法). 下同 
Note: Date with different lowercase letters in the same column indicated significantly different at 0.05 level. The same below 
 
 
 
 

 

 
 
 

图 6  不同碳源对 Z-12A 菌株生长和产孢的影响 
Figure 6  Growth rate and spore production of strain Z-12A on different carbon sources 
 
 

 
 
 

图 7  不同氮源对菌株 Z-12A 生长和产孢的影响 
Figure 7  Growth rate and spore production of strain Z-12A on different nitrogen sources 
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图 8  pH 对菌株 Z-12A 生长和产孢的影响 
Figure 8  Growth rate and spore production of strain Z-12A on different pH 

 
2.2.4  温度对菌株 Z-12A 生长及产孢的影响 

在温度较高的环境下，菌株 Z-12A 的生长速

率会受到较大影响，产孢量也较低，当温度达到

35 °C 后菌株 Z-12A 无法生长；在低温环境下，

菌株 Z-12A 的生长速率会受到影响，但在一定

程度范围内会提高菌株 Z-12A 的产孢量。当生

长温度为 10 °C 时，菌株 Z-12A 产孢量最高，为 

1.53×108 spores/cm2，但生长速率较低，为 2.38 mm/d。

在 15、25 和 28 °C 条件下，菌株 Z-12A 的生长速

率差异较小且生长速率较高，生长温度为 25 °C

时其生长速率最高，为 3.39 mm/d，但产孢量较

小，仅为 4.8×107 spores/cm2；当温度为 28 °C 时其

产孢量较高，为 1.24×108 spores/cm2，所以菌株

Z-12A 的较适宜培养温度为 28 °C (图 9)。 

2.3  菌株 Z-12A 发酵液对苹果树腐烂病的离体

枝条防效测定 

如图 10 所示，将菌株 Z-12A 发酵液稀释为不

同倍数后，在离体枝条上对苹果树腐烂病具有不

同程度的防治作用，病斑面积显著低于对照组。

由表 1 可以看出，发酵液原液的防治效果最佳，

防效达到 66.69%；发酵液稀释 50 倍时防效为

25.25%；当稀释 100 倍时防效降至 12.77%，表明

菌株 Z-12A 发酵液对苹果树腐烂病具有一定防治

效果，但随着菌株 Z-12A 发酵液稀释倍数的增

大，其对离体枝条上苹果树腐烂病的防治效果逐

渐降低，病斑面积逐渐增大。 

2.4  生防菌株 Z-12A 的生物安全性评价 

2.4.1  菌株 Z-12A 对苹果树枝条的致病性测定结果 

试验结果表明(表 2)，菌株 Z-12A 经烫伤接种

7 d 后，苹果树枝条的病斑面积为 24.91 mm2，对 

照的病斑面积为 22.77 mm2，两者差异不显著

(P<0.05)，说明菌株 Z-12A 对苹果树没有致病性。 

2.4.2  菌株 Z-12A 对动物急性毒性的测定结果 

试验结果表明(表 3)，经菌株 Z-12A 发酵液灌

胃处理的小白鼠并没有出现中毒症状。整个试验过

程中，试验组与对照组的小白鼠生长状态都正常，

无死亡情况，死亡率均为 0；10 d 后对照组雌鼠与

雄鼠平均体重分别为 27.10 g 和 27.63 g，经菌株

Z-12A 发酵液处理的雌鼠与雄鼠平均体重分别为

27.09 g 和 27.42 g，两者差异不显著(P<0.05)，菌株

Z-12A 发酵液对小白鼠的半致死量 LD50>3 000 mg/kg。 

3  讨论与结论 

苹果树腐烂病作为苹果产业最致命的病害之

一，严重限制了苹果的产量[25]。现阶段对苹果树

腐烂病的防治主要依靠化学防治，但随着人们对

环境条件及果实品质要求的逐渐提高，化学防治

将会受到更多制约，所以生物防治将成为防治植

物病害的重要手段[26]。本研究对分离自甘肃省静 
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图 9  温度对菌株 Z-12A 生长和产孢的影响 
Figure 9  Growth rate and spore production of strain Z-12A on different temperature 
 
 

 
 

图 10  菌株 Z-12A 发酵液处理后离体枝条上的病斑扩

展情况 
Figure 10  Lesion area expansion on detached twigs after 
treated with fermentation liquid of strain Z-12A 

注：A：原液；B：稀释 10 倍；C：稀释 50 倍；D：稀释 100 倍；

CK：对照 
Notes: A: Raw liquid; B: Dilute 10 times; C: Dilute 50 times; D: 
Dilute 100 times; CK: Control 

 
表 1  菌株 Z-12A对苹果树腐烂病的离体枝条防效效果 
Table 1  Control efficiency of strain Z-12A on detached 
twigs inoculated with V. mali for apple tree 
稀释倍数 

Dilution time (folds) 

病斑面积 

Scab area (cm2) 

防治效果 

Control efficiency (%)
0 5.72±0.19e 66.69±1.12a 

10 8.98±0.46d 47.66±2.68b 

50 12.83±0.30c 25.25±1.75c 

100 14.96±0.44b 12.77±2.55d 

CK 17.16±0.35a − 

注：−：无数据；同列不同小写字母表示 0.05 水平差异显著。下同 
Note: −: No data; Data with the different lowercase letters in the 
same column indicated significant difference at 0.05 level. The 
same below 

表 2  菌株 Z-12A 对苹果树枝条的致病性测定结果(各

重复的病斑面积，mm2) 
Table 2  The results of pathogenicity test of strain Z-12A to 
apple tree branches (scab area of repetitions, mm2) 
处理 

Treatment 

编号 No. 平均 

Average 1 2 3 4 5 

Z-12A 24.96 24.96 24.97 24.68 24.98 24.91±0.13a

CK 22.85 22.72 22.74 22.96 22.56 22.77±0.15a

 
表 3  菌株 Z-12A 发酵液对小白鼠生长的影响 
Table 3  Effect of fermentation broth of strain A-12A on 
the growth of mouse 
处理  

Treatment 

雌鼠 Female mouse 雄鼠 Male mouse 

体重 

Weight 
(g) 

死亡率 

Death rate 
(%) 

体重 

Weight 
(g) 

死亡率 

Death rate
(%) 

Z-12A 27.09±0.37a 0 27.42±0.41a 0 

CK 27.10±0.21a 0 27.63±0.53a 0 

 

宁县苹果根际土壤的菌株 Z-12A 进行了形态观察

及 rDNA ITS 序 列 分 析 ， 鉴 定 为 埃 及 青 霉

(Penicillium egyptiacum)。该菌对苹果树腐烂病菌

菌丝的生长具有较好的抑制作用，经发酵滤液处

理的离体枝条试验显示，苹果树腐烂病病斑面积

均显著低于对照，表明埃及青霉 Z-12A 对苹果树

腐烂病具有较好的防治效果。 

微生物防治在实际应用过程中，菌株常受外界

环境的影响而导致防治效果较差。因此，本试验利

用不同培养基、碳氮源、pH、温度探究了埃及青

霉 Z-12A 在不同环境下的生长及产孢特性。结果
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表明：(1) 埃及青霉 Z-12A 对营养要求较低，在不

同培养基上都可以正常生长及产孢，其中在 SDAY

培养基上生长最快，在 GA 培养基上产孢量最高；

其可以利用多种碳、氮源，在选择的 7 种碳源培养

基上都可以较好地生长，其中以木糖作为碳源时其

生长速率及产孢量都最高，可作为埃及青霉 Z-12A

的最佳碳源；在选择的氮源中，Z-12A 无法利用尿

素作为氮源，其他氮源对其生长及产孢影响较小，

以硝酸钾为埃及青霉 Z-12A 的生长及产孢最佳氮

源。(2) 埃及青霉 Z-12A 在 10−30 °C 范围内都可

以生长及产孢，其中 15 °C 及 25 °C 条件下较适宜

其生长；当温度超过 30 °C 时，其生长及产孢会受

到抑制；当温度低于 25 °C 后，随着温度的降低，

其产孢量会逐渐增加。(3) 生长环境的酸碱度对埃

及青霉 Z-12A 的生长及产孢影响较小，在 pH 

4.0−10.0 范围内其生长速率及产孢量差异较小，但

在中性偏碱条件下更有利于其产孢。通过对埃及青

霉 Z-12A 的生物学特性进行测定，结果表明埃及

青霉 Z-12A 可以较好地适应各种生长条件，一定

程度上适应自然条件下的各种不利因素，维持其应

有的抑菌活性。但由于自然环境更加复杂，不同于

生物学特性探究过程中的定性定量试验，所以面对

复杂的田间环境，还需进一步探究。 

菌株 Z-12A 与苹果树腐烂病菌平板对峙培养

的抑菌率达到 88.71%，高于邓振山等[27]从苹果树

中分离出的 4 株内生真菌 G2、G9、J32 和 Y40 对

苹 果 树 腐 烂 病 的 平 板 对 峙 抑 制 率 ( 分 别 为

69.64%、58.93%、67.86%、67.88%)。然而菌株

Z-12A 发酵滤液原液对苹果树腐烂病菌的抑菌率

为 61.07%，低于平板对峙培养的抑菌效果。原因

可能是由于平板对峙过程中菌株 Z-12A 产生一些

代谢产物抑制腐烂病菌生长的同时，还对腐烂病

菌的生长具有竞争作用，而发酵滤液则仅依靠菌

株 Z-12A 代谢产物对腐烂病菌的生长产生抑制作

用[28]。因此，可以通过进一步优化发酵条件提高

Z-12A 的活性物质产量，进而提升其发酵液的抑

菌效果。 

另外，虽然菌株 Z-12A 对苹果树腐烂病具有

较好的防治效果，但是在实际应用过程中还需要

考虑其潜在的致病力及对人畜的过敏反应。通过

测定菌株 Z-12A 发酵液对苹果枝条的致病性及对

小白鼠的急性经口毒性，发现菌株 Z-12A 对苹果树

无致病性且对小鼠的半致死量 LD50>3 000 mg/kg，

初步证明了菌株 Z-12A 对植物及动物均较为安

全，无潜在风险。 

综上所述，本试验探究了埃及青霉 Z-12A 对

苹果树腐烂病菌的皿内抑制效果、枝条离体防效、

生物学特性及其生物安全性，为开展苹果树腐烂病

的生物防治提供了菌种资源，也为埃及青霉 Z-12A

的进一步开发利用提供了理论基础，但对其发酵工

艺的优化和田间防效还需进一步试验。 
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