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!研究论文!

枸骨内生菌 '()!的鉴定及其对黄瓜立枯病

的生防作用

申屠旭萍"!石一臖"!俞晓平!

"中国计量学院 生命科学学院!杭州 &$##$-#

摘!要!从枸骨植物中分离到一株对立枯丝核菌3"#4(0/($#+&(,+$#具有抑制作用的内生真菌!编号

为:,&""#借助;<,1,=微生物自动分析仪对该真菌进行了分类鉴定#根据菌株的生理生化和形态

特征#初步确定该菌株为哈茨木霉菌 5*#0"(1%*6+"+*4#+$)6><7?<$双重培养试验表明#该哈茨木

霉菌对黄瓜立枯病菌存在竞争和寄生作用%盆栽试验测定结果表明#喷施哈茨木霉菌胞外代谢产

物木霉素的$###倍液%4后#其对黄瓜立枯病的保护和治疗效果分别为--&-*@和*,&-&@$施

药后各处理对黄瓜的株形&叶色均未产生药害症状#表明其安全性较好$

关键词!哈茨木霉菌%鉴定%木霉素%立枯丝核菌%生防作用

*+,'$#&&*(*$0&<//'&$##-.%&#&&"#$#&#"&$#
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!!黄瓜立枯病是由立枯丝核菌 3"#4(0/($#+&(,+$#

侵染引起的一种重要土传病害!罹病植株轻者生长

迟缓!重者迅速死亡&目前尚缺乏有效的抗病品

种!主要是通过农艺措施和化学药剂拌种进行防
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治!但效果欠佳'$(

&筛选和利用微生物代谢产物中

的活性物质来控制有害生物!是目前新农药研制中

的一个重要途径'"(

&植物内生真菌是一种新型的

微生物资源!是指在植物寄主中度过全部或近乎全

部生活周期而不使寄主表现任何症状的一类真菌!

其在长期的进化过程中与寄主植物建立了互惠共

生的关系&许多植物内生真菌的代谢产物都具有

多种生物活性'&(

&枸骨 =,%>0(*$)/+H<'41&3"&I?)"&

为冬青科冬青属植物!属常绿灌木或乔木!主要

分布于我国长江中下游地区!其根)枝)叶和果

均可入药!其叶更是常用中药')

!

,(

&本研究组已从

枸骨中分离得到几百株植物内生菌株!通过系统

筛选确定其中编号为 :,&"的内生真菌抑菌作用

最强&对该真菌发酵液的活性物质进行分离)提纯

和结构鉴定!表明其主要活性成分为倍半萜类化

合物***木霉素""6<+!,436-<'#&本文报道借助

;<,1,=微生物自动分析仪对该活性菌株进行分类鉴

定的结果!以及其活性成分木霉素对黄瓜立枯病的

生防效果&

"#材料和方法

")"#供试材料

$&$&$!内生真菌和供试病原菌!内生真菌 :,&"

菌株为在实验室中从枸骨植株中分离得到%病原菌

立枯丝核菌3"#4(0/($#+&(,+$#由中国计量学院生物

安全与食品科学研究所保存并提供&

$&$&"!培养基!马铃薯葡萄糖琼脂培养基 "IN5#$

马铃薯"##=!葡萄糖"#=!琼脂$,=%马铃薯葡萄

糖液体培养基"IN#$马铃薯"##=!葡萄糖"#=%麦

芽汁培养基$麦芽浸膏 $&#=!琼脂 $,=!氯霉素

#.$=&

$&$&&!供试药剂!木霉素""6<+!,436-<'#由本实验

室制备并鉴定!对照药剂为 )#@多菌灵+福美双

"+?6*3'4?O<'/"!<6?-!简称多+福#可湿性粉剂由

潍坊瑞星农药有限公司生产!以清水为空白对照&

")!#'()!菌株的鉴定

参照 ;<,1,=公司提供的微生物自动分析

仪***丝状真菌鉴定操作规程!将新鲜的内生真菌

:,&"菌饼接种至"@的麦芽汁平板上!"-P下培养

(4&用无菌水洗下孢子!将孢子悬液滴入到 ;<,1,=

培养液中!并调整至相应的浊度!用排枪将孢子悬

液接种于*(孔培养鉴定板中!"-P下培养%"!!用

;<,1,=读数仪 "美国 ;<,1,=公 司 生 产!型 号

K<+6,1,=#读取结果&

")$#'()!菌株对立枯丝核菌的抑制作用试验

采用对峙培养法!用无菌打孔器分别在新鲜的

:,&"菌株和立枯丝核菌菌落边缘打取直径为,--

的菌饼!在准备好的 IN5平板上取距离约为"+-

的两点"直径两端#!一边接种:,&"菌饼!另一端接

种立枯丝核菌菌饼!重复&次!"-P下培养!定时观

测两菌饼向四周辐射生长情况&

")%#'()!菌株对病原菌的重寄生观察

在$&&节试验的基础上!平行斜插一盖玻片于

两菌饼的边缘!以便使两种菌丝向盖玻片上交叉生

长&培养")!后取下盖玻片!显微镜观察重寄生

现象&

")&#'()!菌株的液体培养与木霉素的提取#分离

和纯化

采用摇瓶发酵法&在 &##-H三角瓶中加入

(#-H液体发酵培养基!灭菌!待冷却后于每只

培养瓶中接种$-H:,."菌株孢子悬浮液!置于

恒温摇床上于 "-P下培养 &4!摇床转速为

$-#6$-<'&发酵液在 ,###6$-<'下离心 $#-<'!

取上清液!经乙酸乙酯萃取!硅胶柱和 QNA反相

层析柱分离得纯的木霉素 "纯度为 **.(@#

'((

!

其含量"$,#-=$H#通过气相色谱法检测'%(

&木霉

素的分子式为9

$%

B

")

Q

)

!结构式如"

!

#所示&

$

!

%

")'#木霉素对黄瓜立枯病的生防作用测定

采用盆栽试验法测定木霉素对黄瓜立枯病的

生防效果&采用高$$+-和上口径为$)+-的塑料

盆钵进行黄瓜苗室内盆栽!当瓜苗长至四叶期时!

选取长势一致的植株进行试验&黄瓜立枯丝核菌

采用灌根法接种&木霉素活性试验包括木霉素质

量浓度分别为$,#!$",和$##-=$H&个处理!每

处理重复 &次!同时以)#@多+福可湿性粉剂稀释

$###倍液为药剂对照!并设清水为空白对照&

保护作用测定$采用先喷药后接病菌的方法&

先在盆栽黄瓜苗的根茎部位灌施不同浓度木霉素

药液!")!后接种黄瓜立枯丝核菌&每处理重复

&次!每重复$#盆瓜苗&%4后记录秧苗发病情况&

治疗作用测定$采用先接病菌后施药的方法&

在保湿条件下接种立枯丝核菌!于发病初期进行第

)%$
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$次施药!以后每隔%4施药$次!共施&次&每处

理&次重复!每重复$#盆瓜苗&于喷药前调查秧苗

病情!以后于每次喷药后 %4调查 $次!记录病株

数!由"$#)""#式分别计算病情指数和防治效果&

每次喷药后观察黄瓜生长及叶片发病情况&

黄瓜苗根茎部发病严重度分级标准为'-(

$#级!

健康苗%$级!茎基或根部稍现病斑或稍变色%"级!

$$&或$$"茎基或根部出现病斑或变色腐烂%&级!

全茎或根部被病斑环绕)变色)腐烂%)级!黄瓜苗萎

蔫枯死&

病情指数0'

"

"各级病株数1对应各级代表数值#$"调查总株数1发病最高级的代表数值#(1$##

"$#

相对防效$@ 0'"对照病情指数'处理病情指数#$对照病情指数(1$## ""#

!#结果与分析

!)"#菌种鉴定

借助;<,1,=微生物自动分析系统!利用微生物

对不同碳源代谢率的差异!通过与标准菌株数据库

"系统自带#进行比对!发现其菌落和菌丝形态特征

与数据库中提供的哈茨木霉菌株图片形态特征相

似!相似性为#&(,&!初步鉴定该 :,&"菌株应为哈

茨木霉菌 5*#0"(1%*6+"+*4#+$)6><7?<&:,&"的菌

落)菌丝和孢子形态见图$&

图"#'()!菌落#菌丝和孢子

R<=&$!D!3+,1,'(!!(#!??'4/#,63,7/"6?<':,&"

!)!#与病原菌的拮抗作用

实验结果"表$!图"#表明!内生真菌哈茨木霉

菌和黄瓜立枯丝核菌在同一培养皿上生长存在营

养竞争和空间竞争!哈茨木霉菌生长速率较快!能

够迅速地占领空间吸收营养&当立枯丝核菌的菌

丝遇到哈茨木霉菌菌丝后!生长速率减慢!逐渐被

哈茨木霉菌菌丝及分生孢子丛覆盖&培养,4后!

哈茨木霉菌占据了整个平皿!立枯丝核菌逐渐被哈

茨木霉菌消解!最终死亡&

!)$#重寄生作用

从图&可以看出哈茨木霉菌菌丝沿着或缠绕立

枯丝核菌菌丝生长!两菌株间存在寄生现象!这一

结果与51-3<4?等'*(报道的哈茨木霉菌的寄生能力

相似!说明从植物中分离到的内生哈茨木霉菌与自

土壤中分离的该菌株同样具有寄生病原真菌的

能力&

表"#菌落生长半径

D?*13$!>?4<2/,7"!3+,1,'(

培养时间

921"263"<-3$!

对峙培养菌落半径

>?4<2/,7"!3+,1,'(,'42?1+21"263$--

单独培养菌落半径

>?4<2/,7"!3+,1,'(,'/3#?6?"3+21"263$--

哈茨木霉菌

5?"+*4#+$)6

立枯丝核菌

3?&(,+$#

哈茨木霉菌

5?"+*4#+$)6

立枯丝核菌

3?&(,+$#

") $, * $, $(

%" &" $, &) )#

$"# ), ") ), ),

!!注":,"3#$培养皿半径"I3"6<4</!6?4<2/#),--&

,%$
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图!#哈茨木霉菌对黄瓜立枯丝核菌的拮抗作用

R<=&"!D!3?'"?=,'</"<+3773+",75?"+*4#+$)6,'

3?&(,+$#,'/,1<4-34<2-?7"36

")!"?#?'4?7"36,4"*#

$&哈茨木霉菌"5?"+*4#+$)6#%"&双重培养"N2?1+21"263#!

D$哈茨木霉菌"5?"+*4#+$)6#!>$立枯丝核菌"3?&(,+$##%

&&立枯丝核菌"3?&(,+$##&

图$#哈茨木霉菌对黄瓜立枯丝核菌的寄生行为

R<=&&!B(#!?1<'"36?+"<,'%<"!-(+,#?6?/<"<+

*3!?L<,6*(5?"+*4#+$)6"D#,'3?&(,+$#">#

D$哈茨木霉菌菌丝%>$立枯丝核菌菌丝&

!)%#木霉素对黄瓜立枯病的生防效果

盆栽试验结果"见表"#表明!木霉素对黄瓜立

枯病均有不同程度的治疗和保护作用!防效均在

(#@以上&保护作用中!$",和$##-=$H的木霉素

与对照药剂的防治效果差异极显著!而 $,#-=$H

木霉素的防治效果与对照药剂无明显差异!%4

后木霉素的防效达--&-*@&治疗作用中!施药后

%4防效达最高!$,#-=$H的木霉素的防效为

*,.-&@!与对照药剂相当%施药后$)4!&个处理的

防效均低于对照药剂!$,#与$",-=$H的木霉素的

治疗效果无明显差异%施药后"$4!&个处理的防效

与施药后$)4的相当或略差!仍低于对照药剂&可

见!木霉素对黄瓜立枯病具有一定的速效性!但总

体上持效性不如对照药剂&此外!据施药后目测观

察!各处理对黄瓜的株形)叶色均未产生药害症状!

安全性较好&

表!#木霉素对黄瓜立枯病的保护和治疗作用

D?*13"!D!3377<+?+(,7"6<+!,436-<'?=?<'/""!33?&(,+$#<'#,""34+2+2-*36#1?'"

处理

D63?"-3'"

药剂质量浓度

K?//+,'+3'"6?"<,'$"-=$H#

保护作用防治效果

I6,"3+"<L33773+"$@

治疗作用防治效果

D!36?#32"<+3773+"$@

%4 $)4 "$4

木霉素溶液"6<+!,436-<' $,# --&-*?5 *,&-&?5 %*&&$*; %(&(%*;

$", %%&%-*; -%&,*; %*&&$*; -#&$"*;

$## %)&$"*; %*&$%+9 (-&*%+9 ((&(%+9

)#@多菌灵+福美双可湿性粉剂 $###倍液 *#&(%?5 *,&-&?5 -*&((?5 *#&)(?5

+?6*3'4?O<'/"!<6?-)##SI $###1

!!注$同列数据后不同大写或小写字母分别表示在.2#?#$或.2#&#,水平的差异显著性&

!!:,"3$D!34<77363'"+?#<"?1,6/-?1113""36/?7"36L?123//!,%/<='<7<+?'"4<77363'"?".2#&#$?'4.2#&#,!63/#3+"<L31(&

$#讨论

哈茨木霉菌是一种广泛应用于植物真菌病害

防治的生防菌!相关研究报道较多'$#

!

$$(

!但有关哈

茨木霉菌作为植物内生真菌的报道却很少&CL?'/

等'$"(虽然从可可树中分离到$##余株内生木霉菌!

但只进行了少数几株木霉菌的生防能力的研究&

已有研究表明!内生木霉菌菌株间产生抑菌活性物

质和寄生病原菌的能力存在差异'$&

!

$((

!但有关内生

木霉菌产生的活性代谢产物为何种物质未见相关

报道&本研究组首次从浙江天目山采集的枸骨植

物中分离到一株活性内生真菌:,&"!并通过分离纯

化明确了其活性代谢产物的主要成分为一倍半萜

类化合物木霉素!同时建立了该化合物的气相色谱

检测方法'%(

&在前期研究的基础上!笔者通过形态

和生理生化特征相结合的方法初步鉴定该内生真

菌为哈茨木霉菌株!同时系统研究了内生哈茨木霉

菌对黄瓜立枯丝核菌的竞争和寄生作用!其代谢产

物木霉素对黄瓜立枯病的生防效果&盆栽试验表

明!木霉素对黄瓜立枯病有一定的保护和治疗效

果!而且对植物未产生药害症状!安全性好&本研

究结果为以该哈茨木霉菌为优良的出发菌株进行

(%$



!:,&" 申屠旭萍等$枸骨内生菌:,&"的鉴定及其对黄瓜立枯病的生防作用

生物农药的研制提供了一定的理论依据&

需要指出的是!本试验采用盆栽法测定木霉素

对黄瓜立枯病的防治效果!以便能更接近田间的实

际情况&但由于盆栽试验和田间防治效果毕竟存

在差异!因此还有待于进一步的田间防治试验进行

验证&
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