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微酸性电解水对梨果生炭疽菌的杀菌机制和防控效果研究
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(１.江苏省农业科学院农业设施与装备研究所ꎬ江苏 南京 ２１００１４ꎻ２.江苏省农业科学院农业农村部

农产品冷链物流技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００１４ꎻ３.沈阳农业大学食品学院ꎬ辽宁 沈阳 １１０８６６)

摘要:[目的]本研究旨在鉴定梨炭疽病的主要致病菌ꎬ并探讨微酸性电解水(ｓｌｉｇｈｔｌｙ ａｃｉｄｉｃ ｅｌｅｃｔｒｏｌｙｚｅｄ ｗａｔｅｒꎬＳＡＥＷ)对果生

炭疽菌抑制机制及其对梨果实采后炭疽病的防控效果ꎮ [方法]采用组织分离法、形态学及分子生物学方法鉴定梨炭疽病

病原菌ꎬ在此基础上ꎬ采用不同浓度的 ＳＡＥＷ 处理菌丝和孢子ꎬ进一步探讨其杀菌作用机制ꎮ [结果]通过形态学和分子生

物学鉴定明确了导致梨果病害的致病菌为果生炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ ＴＪ￣２１)ꎮ ＳＡＥＷ 对果生炭疽菌具有显著抑制

作用ꎬ且其抑制效果与有效氯浓度呈正相关ꎮ １５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 处理 ５ ｍｉｎ 可完全抑制菌丝生长ꎬ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 处理

５ ｍｉｎ 显著降低孢子萌发率ꎬ破坏细胞膜通透性ꎬ导致细胞内容物外泄ꎮ 此外ꎬＳＡＥＷ 对梨炭疽病的防控效果显著ꎬ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１

ＳＡＥＷ 处理 ５ ｍｉｎ 能显著抑制病斑扩展ꎮ [结论]果生炭疽菌是引发梨炭疽病的主要致病菌之一ꎮ ＳＡＥＷ 作为一种新型绿

色杀菌剂ꎬ通过延缓果生炭疽菌的生长、提高细胞膜通透性并破坏细胞膜ꎬ发挥其杀菌作用ꎮ
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ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｈｌｏｒｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ １５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｍｙｃｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ
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‘库尔勒香梨’属于蔷薇科(Ｒｏｓａｓｃｅａｅ)梨属(Ｐｙｒｕｓ)ꎬ属于新疆梨ꎬ具有皮薄肉脆、味甜汁多、营养丰富

等特点ꎬ深受消费者喜爱ꎬ已成为中国重要的出口水果之一[１－２]ꎮ 梨炭疽病是影响梨果实品质的常见病

害ꎬ主要表现为果实表面出现圆形或不规则的病斑ꎬ病斑轮纹状或凹陷[３]ꎬ严重影响了梨果实的商品价

值ꎮ 近年来ꎬ梨炭疽病在我国南方地区发生较为严重ꎬ给当地梨产业带来了严重经济损失[４]ꎮ
果生炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ)是梨炭疽病的主要致病菌之一ꎬ属于半知菌亚门腔孢纲黑盘孢

目刺盘孢属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ)ꎬ是胶孢刺盘孢物种复合体(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｌｅｘ)成员

之一[５]ꎮ ２０１９ 年ꎬ果生炭疽菌被确认为我国梨产区引发炭疽病的优势病原菌ꎬ其菌落为白色放射状ꎬ气生

菌丝与分生孢子密集[６]ꎮ 该病菌能够根据环境变化调整生存策略ꎬ既能在死亡植物组织上以死体营养的

方式生存ꎬ也可以在叶片中以内生菌的方式存活[７]ꎮ 虽然化学防治因其高效、快速和操作简便而广泛应

用于果蔬采后病害控制ꎬ但其使用过程中可能产生药物残留对环境产生负面影响以及促使病菌产生抗药

性等[８－９]ꎮ 虽然生物防治和精油处理等方法有一定的效果ꎬ但这些方法在成本和操作上的要求较高ꎬ限制

了它们的普及[１０－１２]ꎮ 因此ꎬ开发一种高效、低成本、对环境友好且易于操作的病害防控方法尤为迫切ꎮ
微酸性电解水(ｓｌｉｇｈｔｌｙ ａｃｉｄｉｃ ｅｌｅｃｔｒｏｌｙｚｅｄ ｗａｔｅｒꎬＳＡＥＷ)是一种新型的绿色杀菌剂ꎬ是通过电解氯化

钠、稀盐酸或其混合溶液产生的氧化还原反应而生成的溶液[１３]ꎮ ＳＡＥＷ 的主要成分为次氯酸(ＨＣｌＯ)ꎬ其
ｐＨ 值、氧化还原电位(ＯＲＰ)和有效氯浓度(ＡＣＣ)协同作用ꎬ破坏病原菌的细胞膜完整性ꎬ抑制病原菌的

生长[１４]ꎮ 已有研究表明ꎬＳＡＥＷ 对多种食源性病原菌(如大肠杆菌、李斯特菌、肠炎沙门氏菌、金黄色葡萄

球菌)具有显著的抑制作用[１５]ꎮ 孙丽娜[１６] 研究发现ꎬＳＡＥＷ 联合紫外线(ＵＶ)可显著抑制金黄色葡萄球

菌和大肠杆菌ꎬ其作用机制是通过破坏细菌细胞膜和电子呼吸链ꎬ导致细胞内活性氧(ＲＯＳ)升高或三磷酸

腺苷(ＡＴＰ)减少ꎬ从而抑制细菌活性ꎮ 还有研究表明ꎬＳＡＥＷ 对肠炎沙门氏菌具有显著抑制作用ꎬ能够破

坏细菌细胞膜ꎬ导致细胞形态发生变化并最终导致细胞死亡[１７]ꎮ
然而ꎬ关于 ＳＡＥＷ 在果实采后病害防控中的应用研究相对较少ꎬ特别是针对梨炭疽病的研究尚未见

报道ꎮ 因此ꎬ本试验研究不同浓度 ＳＡＥＷ 对果生炭疽菌的抑制效果及其抑菌机制ꎬ并进一步探讨 ＳＡＥＷ
在梨果实采后炭疽病防控中的应用ꎬ为 ＳＡＥＷ 在梨采后病害防控中的实际应用提供理论依据ꎬ并为果实

采后贮藏和病害防控提供新的技术方案ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试梨果实品种为‘库尔勒香梨’ꎬ购自江苏省南京市孝陵卫街道国银水果超市ꎮ ＰＤＡ 培养基(马铃

薯 ２００ ｇ、葡萄糖 ２０ ｇ、琼脂 １５ ｇ、水 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ 值自然)和 ＰＤＢ 培养基(不含有琼脂的 ＰＤＡ 培养基)购
自青岛高科技工业园海博生物技术有限公司ꎬ用于真菌的增菌培养ꎮ ２×Ｈｉｅｆｆ® ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｗｉｔｈ Ｄｙｅ)
购自翌圣生物科技(上海)股份有限公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 病原菌分离与纯化　 采用李艺阳等[１８]的方法并稍作修改ꎮ 采用组织分离法分离梨果病原菌ꎬ从发

病梨果实中选取病斑部位ꎬ在病健交界处取几块 ３ ｍｍ×３ ｍｍ 的植物组织ꎬ进行表面消毒ꎮ 消毒过程:７５％
乙醇完全浸泡 １０ ｓꎬ无菌水清洗 １ 次ꎬ随后在 ＮａＣｌＯ(有效氯浓度为 ２％)中浸泡 ２ ｍｉｎꎬ无菌水清洗 ３ 次ꎬ以
清除表面残留的 ＮａＣｌＯꎮ 处理后的组织置于灭菌的厨房用纸上除去水分ꎬ接种于 ＰＤＡ 固体培养基ꎬ２８ ℃
恒温倒置培养ꎮ
１.２.２　 致病性测定　 采用唐景美等[１９]的方法ꎬ以‘库尔勒香梨’为宿主测定病原菌的致病性ꎮ 将分离纯

化后的菌株接种在 ＰＤＡ 培养基中ꎬ２８ ℃恒温倒置培养 ６~９ ｄꎬ使其充分地产生分生孢子ꎬ随后用无菌水轻

柔冲洗ꎬ配合涂布棒缓慢刮取ꎬ制成浓度为 １×１０４ ｍＬ－１的分生孢子液ꎮ 选择外观一致的健康‘库尔勒香

梨’果实ꎬ用无菌水清洗 ２ 次ꎬ晾干ꎻ在梨果实赤道处用灭菌 ５ ｍｍ 打孔器打孔ꎬ将提前制备好的分生孢子

液接种于打孔处并置于 ２５ ℃条件下保湿培养ꎬ２ ｄ 后定时观察并记录致病力ꎬ选择致病力最强的 １ 株作为代

表性菌株进行鉴定并用于后续试验ꎮ
１.２.３　 病原菌鉴定　 采用陈佩君等[２０] 的方法ꎬ将纯化菌株用 ５ ｍｍ 灭菌打孔器打取菌饼ꎬ接种至新的

ＰＤＡ 培养基ꎬ于 ２８ ℃恒温培养箱黑暗倒置培养 ５ ｄꎬ定时观察其菌落形态、颜色、生长速度等表面特征并

观测其分生孢子和产孢结构ꎮ 选取培养 ５ ｄ 的菌株ꎬ用灭菌牙签轻挑菌丝ꎬ采用 ＥＳ 酶法提取菌株的 ＤＮＡꎬ
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对提取的病原菌基因组 ＤＮＡ 进行扩增ꎬ引物采用 ＩＴＳ￣４(５′￣ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ￣３′)、 ＩＴＳ￣５(５′￣
ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ￣３′)、ＧＤ￣Ｆ(５′￣ＧＣＣＧＴＣＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡ￣３′)、ＧＤ￣Ｒ(５′￣ＧＧＧＴＧＧ￣
ＡＧＴＣＧＴＡＣＴＴＧＡＧＣＡＴＧＴ￣３′)、ＣＹＬＨ１３￣Ｆ(５′￣ＡＧＧＴＣＣＡＣＴＧＧＴＧＧＣＡＡＧ￣３′)和 ＣＹＬＨ１３￣Ｒ(５′￣ＡＧＣＴＧＧＡＴ￣
ＧＴＣＣＴＴＧＧＡＣＴＧ￣３′)ꎮ ＰＣＲ 反应总体积为 ３０ μＬꎬ包括 ２ × Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １５ μＬꎬＤＭＳＯ １.５ μＬꎬ上、下游

引物各 １ μＬꎬＤＮＡ 模板 １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足至 ３０ μＬꎮ ＰＣＲ 程序:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ５５ ℃
退火 １５ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 ６０ ｓꎬ３５ 次循环ꎻ最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ 于 １０ ｇ􀅰Ｌ－１琼脂凝胶电泳仪检测 ＰＣＲ 产物ꎬ
并将 ＰＣＲ 产物送南京擎科生物科技公司进行测序ꎮ 测序结果在 ＮＣＢＩ 网站上进行 ＢＬＡＳＴ 分析比对ꎬ利用

ＭＥＧＡ １１ 软件以邻接法构建系统发育树ꎮ
１.２.４　 ＳＡＥＷ 的制备与检测　 使用 １ ｇ􀅰Ｌ－１ＮａＣｌ 溶液作为电解辅液ꎬ以蒸馏水为原水ꎬ通过 ＣＬＤ－３５Ｌ－Ⅲ
次氯酸生成器制备 ＳＡＥＷꎮ 制备后的 ＳＡＥＷ 使用 ｐＨ 计测定 ｐＨ 值(ｐＨ５.０ ~６.５)ꎬ并采用碘量法测定有效

氯浓度(ＡＣＣꎬｍｇ􀅰Ｌ－１)ꎬ制成符合试验条件的 ＳＡＥＷꎬ备用ꎮ
１.２.５　 ＳＡＥＷ 对菌株 ＴＪ￣２１ 萌发的影响　 果生炭疽菌的孢子悬液根据蒋朝阳等[２１]的方法进行制备ꎬ用血

球计数板计算孢子悬液浓度并调整浓度为 １×１０４ ｍＬ－１ꎬ在相同条件下用不同浓度 ＳＡＥＷ 进行处理ꎮ 吸取

１０ μＬ 处理好的孢子悬液重悬于 ＰＤＢ 培养基中ꎬ２８ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１恒温振荡培养箱中分别培养 ３、６、９ ｈ 并

用光学显微镜观察孢子萌发情况ꎬ以芽管的产生和长出菌丝为依据ꎬ观察各处理的孢子萌发情况ꎬ重复观

察 ３ 组每组 ５０ 个分生孢子ꎬ计算不同浓度 ＳＡＥＷ 对于果生炭疽菌的抑制率ꎮ 分生孢子萌发率计算公式:
孢子萌发率＝萌发孢子数 /孢子总数×１００％ꎮ
１.２.６　 ＳＡＥＷ 对菌株 ＴＪ￣２１ 菌丝生长的影响　 采用 Ｌｉ 等[２２]的方法并稍作修改ꎮ 采用菌丝生长抑制法测

定 ＳＡＥＷ 对果生炭疽菌的杀菌效果ꎬ将 ＴＪ￣２１ 孢子悬液接种 ＰＤＢ 培养基中ꎬ并调整最终的孢子浓度为

１×１０６ ｍＬ－１ꎻ取 １０ μＬ 上述孢子悬浮液ꎬ分别接种含有 １００、１５０、２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 的 ＰＡＤ 平板ꎬ于 ２８ ℃恒

温培养箱中倒置黑暗培养ꎮ 定期观察菌落生长状态ꎬ采用十字交叉法测量菌落直径ꎮ 试验重复 ３ 次ꎬ取平

均值ꎬ计算杀菌率ꎮ
１.２.７　 ＳＡＥＷ 处理菌株 ＴＪ￣２１ 的核酸和蛋白质泄漏量测定　 采用毕海瑶[２３]的方法并稍作修改ꎮ 将浓度

为 １×１０４ ｍＬ－１的 ＴＪ￣２１ 孢子悬液接种 ＰＤＢ 培养基ꎬ２８ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１恒温振荡培养 ４８ ｈꎬ收集菌丝后用无

菌水冲洗并离心 ３ 次ꎬ以除去菌丝上残留的 ＰＤＢ 培养基ꎻ称取 １ ｇ 菌丝体于 ５ ｍＬ 离心管ꎬ用不同浓度

ＳＡＥＷ 处理 ５ ｍｉｎ 后离心得上清液ꎻ以无菌水相同步骤处理得上清液为对照组ꎮ 使用微量分光光度计测

定蛋白质含量及在 ２６０ ｎｍ 处的吸光值ꎮ
１.２.８　 菌株 ＴＪ￣２１ 孢子的 ＰＩ 染色观察　 采用 Ｇｏｕｄｊａｌ 等[２４]的方法并稍作修改ꎮ 用 ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 处

理 ＴＪ￣２１ 孢子 ５ ｍｉｎ 后充分洗涤ꎬ再经 ５ ｍｇ􀅰Ｌ－１碘化丙啶(ＰＩ)室温黑暗染色 ２０ ｍｉｎꎬ充分洗涤后采用激

光共聚焦显微镜在 ５４５ ｎｍ 波长下(激发光 ５４５ ｎｍꎬ发射光 ５９０ ｎｍ)进行观察ꎮ 每个浓度随机 ３ 个视野ꎬ试
验重复 ３ 次ꎮ
１.２.９　 ＳＡＥＷ 对梨炭疽病的防治效果测定　 采用高宇凡[２５] 的方法并稍作修改ꎮ 将果实用无菌水清洗 ２
次后晾干ꎬ用 ５ ｍｍ × ５ ｍｍ 无菌打孔器在果实赤道处对称打取 ２ 个深度约为 ３ ｍｍ 的伤口ꎮ 接种 ３０ μＬ
分别由 ０、１００、１５０、２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 处理 ５ ｍｉｎ 后的 １×１０４ ｍＬ－１孢子悬液ꎬ放入保鲜盒ꎬ密封ꎬ２５ ℃恒温

培养ꎬ相对湿度调整为 ９５％ꎬ每隔 ４８ ｈ 采用十字交叉法测量果实病斑直径ꎬ并拍照记录数据ꎮ 以不接种孢

子悬液为对照(ＣＫ)ꎬ每个处理 ８ 个果实ꎬ试验重复 ３ 次ꎮ 计算平均病斑直径(ｍｍ)和防治效果ꎮ 防治效

果＝(对照组病斑直径－处理组病斑直径) /对照组病斑直径×１００％ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 病原菌形态学特征

采用组织分离法从感染炭疽病的梨果实中分离并纯化病原菌株ꎮ 将分离的菌株接种无病害的梨果

实ꎬ以验证其致病性ꎮ 接种后培养 ５ ｄꎬ接种部位出现了典型的褐色病斑ꎬ病斑表现出与原始炭疽病果实一

致的症状(图 １)ꎬ证实该菌株为梨炭疽病的致病菌ꎬ命名为 ＴＪ￣２１ꎮ 形态学观察显示ꎬＴＪ￣２１ 菌株的菌落呈

白色、近圆形并放射状生长ꎬ气生菌丝密集ꎬ菌落边缘菌丝较为稀薄ꎮ 培养 ７ ｄ 后ꎬ菌落上产生了分生孢

子ꎬ分生孢子为无色、无隔膜、单细胞ꎬ形状为长椭圆形且两端钝圆ꎮ 根据上述形态学特征ꎬ初步确定该菌

株为炭疽菌属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ)ꎮ
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图 １　 梨炭疽病病原菌鉴定

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｏｆ ｐｅａｒ ａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅ
　 　 Ａ.梨炭疽病图 Ｐｅａｒ ａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅ ｍａｐꎻＢ.梨回接发病图 Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｍａｐ ｏｆ ｐｅａｒ ｔｉｅｂａｃｋꎻＣ.ＴＪ￣２１
在 ＰＤＡ 平板的形态 ＴＪ￣２１ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍ ｏｆ ＰＤＡ ｔａｂｌｅｔｓꎻＤ.光学显微镜下 ＴＪ￣２１ 菌丝形态 Ｍｙｃｅｌｉｕｍ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＴＪ￣２１ ｕｎｄｅｒ ｏｐｔｉｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ.

２.２　 病原菌分子生物学鉴定

以病原菌菌株的基因组为模板ꎬ使用真菌通用引物 ＩＴＳ￣４、ＩＴＳ￣５、ＧＤ￣Ｆ、ＧＤ￣Ｒ、ＣＹＬＨ１３￣Ｆ 和 ＣＹＬＨ１３￣Ｒ
ＰＣＲ 扩增 ＩＴＳ、ＧＡＰＤＨ 和 ＨＩＳ３ 基因片段ꎬ分别获得 ７００、２５５ 和 ３７５ ｂｐ 的扩增片段ꎬ并将其与 ＮＣＢＩ 数据库

中的序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎮ 结果表明ꎬ与果生炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ)的对应序列同源性最高ꎬ其
中 ＩＴＳ 序列的相似度为 ９９％ꎬＧＡＰＤＨ 序列的相似度为 ９６％ꎬＨＩＳ３ 序列的相似度为 ９７％ꎮ

进一步的系统发育树(图 ２)分析表明ꎬＴＪ￣２１ 菌株与 Ｃ􀆰 ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ 聚类于同一分支ꎬ两者之间的相似性

达到 ９９％ꎮ 结合形态学和分子生物学的鉴定方法ꎬ明确所分离的病原菌 ＴＪ￣２１ 菌株为果生炭疽菌ꎮ

图 ２　 病原真菌的系统发育进化树

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ
　 　 Ａ.基于 ＩＴＳ 序列构建的系统发育树 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻＢ.基于 ＧＡＰＤＨ 序列构建的系统发育树

Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＧＡＰＤＨ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻＣ.基于 ＨＩＳ３ 序列构建的系统发育树 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＨＩＳ３ ｓｅｑｕｅｎｃｅ.
进化树采用邻接法(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)构建ꎬｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设为 １ ０００ꎬ分支上数值为遗传距离ꎬ反映氨基酸序列的替换

频率ꎮ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｉｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ(ＮＪ)ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ １ ０００ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ. Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｂｒａｎｃｈｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓꎬｗｈｉｃｈ ｒｅｆｌｅｃｔｓ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ.

２.３　 微酸性电解水(ＳＡＥＷ)对 ＴＪ￣２１ 菌丝生长的影响

如图 ３ 所示ꎬＳＡＥＷ 显著抑制了 ＴＪ￣２１ 菌丝的生长(Ｐ<０.０５)ꎬ且其抑制效果随着 ＳＡＥＷ 有效氯浓度的

增加而逐渐增强ꎮ 培养 ７ ｄ 后ꎬ对照组的菌丝几乎覆盖了整个 ＰＤＡ 平板ꎬ菌落直径为(８０.０８±０.７３)ｍｍꎮ
５０、１００ 和 １５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 处理组的菌落直径分别为对照组的 ９３.９％、８９.５％和 ８５.３％ꎮ 而 ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１

ＳＡＥＷ 处理完全抑制了菌丝的生长ꎮ
２.４　 ＳＡＥＷ 对菌株 ＴＪ￣２１ 孢子萌发的影响

如图 ４ 所示ꎬＳＡＥＷ 对 ＴＪ￣２１ 孢子萌发的抑制效果与有效氯浓度呈正相关ꎮ 试验结果显示ꎬ在相同条

件下培养 ９ ｈ 后ꎬ对照组的孢子萌发率达到 １００％ꎬ而 ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 处理组的孢子萌发率为 ０％ꎮ 随着

ＳＡＥＷ 浓度的增加ꎬ孢子萌发率显著下降ꎮ 这表明 ＳＡＥＷ 通过抑制孢子的萌发ꎬ降低了病原菌的活性ꎮ
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图 ３　 微酸性电解水(ＳＡＥＷ)处理对 ＴＪ￣２１ 的平板抑菌试验

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｌｉｇｈｔｌｙ ａｃｉｄ ｅｌｅｃｔｒｏｌｙｚｅｄ ｗａｔｅｒ(ＳＡＥＷ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＴＪ￣２１ ｏｎ ｐｌａｔｅ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
　 　 Ａ.不同浓度 ＳＡＥＷ 对 ＴＪ￣２１ 平板生长的抑制作用 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＡＥＷ ｏｎ ｔｈｅ ｐｌａｔｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＴＪ￣２１ꎻＢ. ＴＪ￣２１
在含有不同浓度 ＳＡＥＷ 的 ＰＤＡ 平板上的菌落直径 Ｃｏｌｏｎｙ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ＴＪ￣２１ ｏｎ ＰＤＡ ｐｌａｔｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＡＥＷ.

平板抑菌试验是将 １０ μＬ 孢子悬浮液(孢子浓度:１×１０６ ｍＬ－１ )接种含有不同浓度 ＳＡＥＷ 的 ＰＤＡ 平板ꎮ Ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｌａｔｅ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎬ１０ μＬ ｏｆ ｓｐｏｒｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ(ｓｐｏｒｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ:１×１０６ ｍＬ－１) ｉｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｏｎｔｏ ＰＤＡ ｐｌａｔｅｓ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ＳＡＥＷ.

不同小写字母表示不同处理间差异显著(Ｐ < ０. ０５)ꎮ 下同ꎮ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

图 ４　 不同浓度 ＳＡＥＷ 处理 ５ ｍｉｎ ＴＪ￣２１ 的孢子萌发率

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｓｐｏｒｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＴＪ￣２１ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＡＥＷ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ
Ａ.ＴＪ￣２１ 孢子萌发图(标尺为 １００ μｍ)Ｓｐｏｒｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＴＪ￣２１(Ｂａｒ＝ １００ μｍ)ꎻＢ.ＴＪ￣２１ 孢子萌发率 ＴＪ￣２１ ｓｐｏｒｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ.

图 ５　 ＴＪ￣２１ 的核酸和蛋白质泄漏量

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅａｋａｇｅ ｏｆ ＴＪ￣２１
　 　 Ａ.不同浓度的 ＳＡＥＷ 处理 ５ ｍｉｎ 后的核酸泄漏量 Ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｌｅａｋａｇｅ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＳＡＥＷ
ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ５ ｍｉｎꎻＢ. 不同浓度的 ＳＡＥＷ 处理 ５ ｍｉｎ 后的蛋白质泄漏量 Ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅａｋａｇｅ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＳＡＥＷ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ.

２.５　 ＳＡＥＷ 处理对菌株 ＴＪ￣２１ 核酸和蛋白质泄漏量的影响

如图 ５ 所示ꎬ不同浓度的 ＳＡＥＷ 对 ＴＪ￣２１ 核酸和蛋白质泄漏量有不同程度的影响ꎮ 在相同处理时间

下ꎬ随着 ＳＡＥＷ 有效氯浓度的增加ꎬ核酸和蛋白质的泄漏量呈增加趋势ꎮ 与对照组相比ꎬ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１

ＳＡＥＷ 处理后ꎬ菌株的核酸泄漏量是对照组的 ５.１４ 倍ꎬ蛋白质泄漏量为对照组的 ３.２８ 倍ꎮ 这表明 ＳＡＥＷ
对果生炭疽菌具有抑制作用ꎬ能够引起细胞内物质的泄漏ꎮ
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图 ６　 ＴＪ￣２１ 孢子的 ＰＩ 染色图(标尺为 １０ μｍ)
Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅ ｏｆ ＴＪ￣２１ ｓｐｏｒｅｓ(Ｂａｒ＝ １０ μｍ)

２.６　 菌株 ＴＪ￣２１ 孢子的 ＰＩ 染色观察

如图 ６ 所示ꎬ对照组的孢子仅有个别细

胞膜出现微弱的红色荧光ꎬ而 ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１

ＳＡＥＷ 处理组的孢子大部分表现出明显的红

色荧光ꎬ染色率相较于对照组增加了 ９２.３％ꎮ
这表明 ＳＡＥＷ 严重破坏了其孢子的细胞膜ꎮ
２.７　 ＳＡＥＷ 对梨炭疽病的控制效果

如图 ７ 所示ꎬＳＡＥＷ 对梨炭疽病的扩展

具有明显的抑制效果ꎬ且随着 ＳＡＥＷ 有效氯

浓度的增加ꎬ抑制效果逐渐增强ꎮ 接种 ３ ｄ
时ꎬ０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 处理组梨果实开始发病ꎬ
病斑直径为(８.１７５±０.３１２)ｍｍꎬ且发病率达

到 １００％ꎬ其他处理组未见发病ꎮ 接种 ７ ｄ
时ꎬ１００ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 处理组开始发病ꎬ但病

斑直径仅为对照组的 ３５.９％ꎮ 接种 １３ ｄ 时ꎬ
１５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 处理组的梨果实出现部分菌丝ꎬ而在 ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 处理组中ꎬ梨果实始终未见菌丝

或病斑形成ꎬ防治效果达到 １００％(表 １)ꎮ

图 ７　 不同浓度 ＳＡＥＷ 对 ＴＪ￣２１ 在梨果实上的防治效果

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＡＥＷ ｏｎ ＴＪ￣２１ ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ ｐｅａｒ ｆｒｕｉｔ
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表 １　 接种 １３ ｄ 后不同浓度 ＳＡＥＷ 作用下梨果实的发病情况

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｐｅａｒ ｆｒｕｉｔ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＡＥＷ ｆｏｒ １３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ρ(ＳＡＥＷ) / (ｍｇ􀅰Ｌ－１) 平均病斑直径 / ｍｍ
Ａｖｅｒａｇｅ ｌｅｓｉｏｎ ｄｉａｍｅｔｅｒ

平均发病率 / ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

防治效果 / ％
Ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｅｃｔ

０ ３２.６１±４.７１ａ １００.００±０.００ａ 　 ０.００±０.００ｃ

１００ １２.２９±１.８２ｂ １００.００±０.００ａ ６２.３１±１.８２ｂｃ

１５０ ６.２５±０.４２ｃ ６０.１３±４.７２ｂ ８０.８３±４.０８ａｂ

２００ ０.００±０.００ｄ ０.００±０.００ｃ １００.００±０.００ａ

３　 讨论与结论

大量研究表明ꎬ微酸性电解水(ＳＡＥＷ)具有显著的抗菌能力ꎮ 林婷婷等[２６]发现ꎬ４０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 可

以通过破坏芽孢的内膜和外层结构来杀灭产气荚孢梭菌芽孢ꎮ 蓝蔚青等[２７]将 ＳＡＥＷ 与超声波联合处理

腐败希瓦氏菌ꎬ结果发现该联合处理方法能够有效降低腐败希瓦氏菌的菌落总数ꎬ破坏细菌细胞膜ꎬ导致

细胞塌陷并释放内容物ꎬ最终细菌死亡ꎮ 宋欣坤等[２８]研究表明ꎬＳＡＥＷ 对空肠弯曲菌的杀灭效果与有效

氯浓度和处理时间呈正相关ꎬ且蛋白质会削弱 ＳＡＥＷ 的杀菌效果ꎮ 此外ꎬ空肠弯曲菌在 １０ 代以内未表现

出对 ＳＡＥＷ 的抗性反应ꎬＳＡＥＷ 通过破坏空肠弯曲菌的细胞膜结构ꎬ导致细胞表面出现褶皱、凹陷和破损ꎬ
细胞内容物外流ꎬ最终细胞死亡ꎮ 本研究发现ꎬ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 在处理 ５ ｍｉｎ 后可以完全抑制果生炭疽

菌的菌丝生长和孢子萌发ꎬ并有效抑制果生炭疽菌的扩展ꎮ
何雪等[２９]发现 １５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 处理鲜切苦菊能同时对不动杆菌、假单胞菌、沙雷氏菌、果胶杆菌及

泛菌产生抑菌效果ꎮ 研究表明ꎬ５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 且 ｐＨ 值为 ６.５ 时在杀灭新鲜黄瓜表面的天然菌落和人

为污染添加的大肠杆菌方面ꎬ具有良好的效果[３０]ꎮ Ｌｉ 等[３１]发现超声波结合 ＳＡＥＷ 处理可以在一定程度

上控制甘薯块根中 Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ｓｔｏｌｏｎｉｆｅｒ 的生长ꎮ 不同细菌或真菌对 ＳＡＥＷ 的敏感性有所不同ꎮ 本研究体内

试验结果显示ꎬ１５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＳＡＥＷ 可有效抑制梨炭疽病病斑的扩展ꎮ
本试验结果表明ꎬ当 ＳＡＥＷ 的有效氯浓度为 ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１且处理时间为 ５ ｍｉｎ 时ꎬ能够完全抑制孢子

萌发ꎮ 宋欣坤等[２８]对不同浓度 ＳＡＥＷ 处理空肠弯曲菌 ２ ｍｉｎ 后ꎬ通过扫描电子显微镜观察ꎬ发现使用去

离子水处理的对照组细胞形态完整且表面光滑ꎬ而经过 ＳＡＥＷ 处理后的细胞膜表面出现不规则凹陷和严

重破损ꎬ说明 ＳＡＥＷ 通过破坏细菌细胞膜ꎬ导致内容物外流ꎬ从而抑制细菌活性ꎮ 同时ꎬＳＡＥＷ 处理后的果

生炭疽菌核酸和蛋白质泄漏量明显增加ꎬ表明 ＳＡＥＷ 能够提高细胞膜的通透性ꎬ诱导细胞内容物泄漏ꎬ导
致吸光值增大ꎬ这也是细胞凋亡的一个重要表现ꎮ 这与 Ｚｅｎｇ 等[３２]的研究结果相似ꎬ他们发现 ＳＡＥＷ 通过

提高细胞膜的通透性ꎬ诱导大肠杆菌和金黄色葡萄球菌细胞内容物外流ꎬ从而抑制其生长ꎮ 本研究中ꎬ
ＳＡＥＷ 处理后的果生炭疽菌经过 ＰＩ 染色ꎬ其荧光强度明显高于对照组ꎬ表明 ＳＡＥＷ 破坏了细胞膜的完

整性ꎮ
综上所述ꎬＳＡＥＷ 处理可以有效抑制果生炭疽菌的菌落生长和孢子萌发ꎬ并有效控制梨炭疽病的扩

展ꎮ 抑制效果与 ＳＡＥＷ 的浓度呈正相关ꎮ 进一步研究表明ꎬＳＡＥＷ 通过提高细胞膜的通透性ꎬ导致细胞内

容物外流ꎬ从而抑制果生炭疽菌的生长ꎮ
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