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　　摘要：采用对峙培养法，从９３株果园土壤真菌中筛选对石榴干腐病病菌有拮抗活性的菌株。结果表明，９３株真
菌对石榴干腐病病菌均有一定抑制效果，抑制率≥７０％的菌株有２６个，在６０％～６９％之间的菌株共２７个，在５０％～
５９％之间的菌株共１９个，其余２１个菌株抑菌率在２４％ ～４９％之间。抑菌率在５０％以上的菌株有７２株，占总数的
７７．４％，其中ＰＧＴ９、ＰＧＴ１３、ＰＧＴ３５、ＰＧＴ３６、ＰＧＴ１００、ＰＧＴ１１０、ＰＧＴ１１１等７个菌株的抑制率均≥８０％，表现出良好的开
发应用前景。
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　　石榴（Ｐｕｎｉｃａｇｒａｎａｔｕｍ）为石榴科落叶灌木或小乔木，是
滇南主要果树之一。云南省蒙自县由于北回归线穿境而过，

独特的气候条件适宜于石榴种植，曾获“中国石榴之乡”的美

誉。目前蒙自县石榴栽种面积已近３．５万 ｈｍ２，跃居全国首
位。然而，随着栽种面积的不断扩大，石榴受到各种真菌病害

不同程度危害，严重影响其品质和产量。据刘大瑛报道，截至

２０１１年，常见的石榴病害有１２种，其中石榴干腐病是发生最
普遍，产量损失严重的病害之一［１］。陕西、安徽、河南、云南

等省都陆续报道有石榴干腐病发生，损失率高达 ４０％以
上［２－６］。云南蒙自石榴干腐病在《中国真菌总汇》中早有记

载［７］，１９９９年周又生等对该病害的生物生态学及发生流行规
律和治理等方面开展了较全面的研究［６］。此后，该病害在当

地得到了较好的控制，随后石榴枯萎病上升为首要病害［８］。

直到２０１１年，云南省蒙自地区石榴干腐病再次大发生，造成
严重经济损失。目前石榴干腐病防治主要采用农业防治和化

学防治相结合的措施，刘大瑛报道用４％嘧啶核苷类抗菌素
水剂结合化学农药交替喷施可防治该病害［１］。由此可见，用

生物防治措施控制石榴干腐病实属可能。土壤是微生物的基

因库，有望筛选到更多生防菌。潘争艳等曾从五味子根际土

壤中获得３株具抗五味子茎基腐病病原菌的活性菌株［９］。从

土壤中寻找植物病原生防菌株，已成为一种趋势。本试验从

云南省蒙自县石榴园种植区采集干腐病果实，采用组织分离

法、柯赫法则对其进行分离鉴定、验证其致病性，常规分离获

得９３株果园土壤真菌，并用平板对峙法，从中筛选具有抑制
石榴干腐病病菌的活性菌株，为该病的有效、可持续防控提供

了理论依据及生防菌种资源。

１　材料与方法

１．１　 材料
１．１．１　土壤真菌及石榴干腐病病原菌　本实验室在云南省
蒙自县采集石榴果实病样及其果园土壤，经常规分离［１０］、柯

赫法则［１０］验证获得供试菌株。

１．１．２　供试培养基　ＰＤＡ培养基：马铃薯 ２００ｇ、葡萄糖
１６ｇ、琼脂２０ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ。
１．２　方法
１．２．１　对峙培养　将已分离纯化的病原菌和供试菌株在
ＰＤＡ平板培养基中２８℃恒温扩大培养４ｄ，采用对峙培养
法［１１］，在培养基同一半径周围用打孔器取直径为５ｍｍ的菌
丝块，分别接种于无菌 ＰＤＡ平板（直径９０ｍｍ）中，２个接种
点相距４０ｍｍ，以不接种供试菌株为对照，设 ３次重复，在
２８℃ 下恒温培养７ｄ后测定病原菌的菌落直径，并计算其生
长抑制率：

抑制率＝［（ｄＣＫ－ｄＢ）／ｄＣＫ］×１００％
式中：ｄＣＫ为对照病原菌菌落直径，ｄＢ 为处理病原菌菌落
直径。

１．２．２　数据统计　所有试验数据均采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软
件进行统计，并计算处理间的差异显著性。

２　结果与分析

２．１　抑制率在≥７０％的菌株数量及其抑制效果
抑制率≥７０％的菌株共２６个菌株，其中抑制率≥８０％的

菌株共７个。由表１可见，ＰＧＴ２、ＰＧＴ７、ＰＧＴ９等２６个菌株与
病原菌对峙培养７ｄ后，病原菌菌落生长直径与对照差异极
显著，表明这 ２６个菌株对病原菌有极强的抑制效果，其中
ＰＧＴ９、ＰＧＴ１３、ＰＧＴ３５、ＰＧＴ３６、ＰＧＴ１００、ＰＧＴ１１０、ＰＧＴ１１１等 ７
个菌株抑制效果最好，抑制率≥８０％。
２．２　抑制率在６０％～６９％之间的菌株数量及其抑制效果

抑制率在６０％ ～６９％之间的菌株共２７个，表２显示这
２７个菌株与病原菌对峙培养７ｄ后，病原菌菌落生长直径与
对照差异极显著，表明这２７个菌株对病原菌有很强的抑制
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表１　抑制率≥７０％的菌株抑制效果

菌株编号
病原菌菌落

直径（ｍｍ）
抑制率

（％） 菌株编号
病原菌菌落

直径（ｍｍ）
抑制率

（％）
ＰＧＴ２ ２６ｂＢ ７１ ＰＧＴ６９ ２１ｅＥ ７７
ＰＧＴ７ ２４ｃＣ ７３ ＰＧＴ１００ １６ｈＨ ８２
ＰＧＴ９ １８ｆＧ ８０ ＰＧＴ１０１ ２７ｂＢ ７０
ＰＧＴ１３ １７ｇＧ ８１ ＰＧＴ１０４ ２４ｃＣ ７３
ＰＧＴ２５ ２４ｃＣ ７３ ＰＧＴ１０５ ２３ｃ ７４
ＰＧＴ３０ ２４ｃＣ ７３ ＰＧＴ１０７ ２６ｂＢ ７１
ＰＧＴ３１ ２６ｂＢ ７１ ＰＧＴ１０８ ２３ｃＤ ７４
ＰＧＴ３５ １３ｋＫ ８５ ＰＧＴ１１０ １５ｉＩ ８４
ＰＧＴ３６ １４ｊＪ ８４ ＰＧＴ１１１ １８ｆＧ ８０
ＰＧＴ３８ １９ｆＦ ７９ ＰＧＴ１１２ ２２ｄＤ ７６
ＰＧＴ３９ １９ｆＦ ７９ ＰＧＴ１１３ ２３ｃＤ ７４
ＰＧＴ６２ ２３ｃＤ ７４ ＰＧＴ１１８ ２２ｄＤ ７６
ＰＧＴ６４ ２３ｃＤ ７４ ＰＧＴ１１９ ２６ｂＢ ７１
ＣＫ（对照） ９０ａＡ

　　注：表中同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平差异显著，
不同大写字母表示在 ０．０１水平差异显著。下同。

表２　抑制率在６０％～６９％之间的菌株抑制效果

菌株编号
病原菌菌落

直径（ｍｍ）
抑制率

（％） 菌株编号
病原菌菌落

直径（ｍｍ）
抑制率

（％）
ＰＧＴ６ ３０ｅＥ ６７ ＰＧＴ７８ ２９ｆＥ ６８
ＰＧＴ１７ ３５ｂＢ ６１ ＰＧＴ８２ ３０ｅＥ ６７
ＰＧＴ１８ ３２ｃＣ ６４ ＰＧＴ８４ ２８ｇＦ ６９
ＰＧＴ２６ ３６ｂＢ ６０ ＰＧＴ８５ ３０ｅＥ ６７
ＰＧＴ２８ ３５ｂＢ ６１ ＰＧＴ８６ ２９ｆＥ ６８
ＰＧＴ３３ ３６ｂＢ ６０ ＰＧＴ８９ ２８ｇＦ ６９
ＰＧＴ４５ ２９ｆＥ ６８ ＰＧＴ９６ ３０ｅＥ ６７
ＰＧＴ５０ ３２ｃＣ ６４ ＰＧＴ９７ ３１ｄＤ ６６
ＰＧＴ５４ ３３ｃＣ ６３ ＰＧＴ９９ ３６ｂＢ ６０
ＰＧＴ５７ ２９ｆＥ ６８ ＰＧＴ１０２ ３１ｄＤ ６６
ＰＧＴ６６ ３２ｃＣ ６４ ＰＧＴ１０３ ３１ｄＤ ６６
ＰＧＴ７１ ３０ｅＥ ６７ ＰＧＴ１０６ ３０ｅＥ ６７
ＰＧＴ７４ ２９ｆＥ ６８ ＰＧＴ１１４ ２９ｆＥ ６８
ＣＫ（对照） ９０ａＡ ＰＧＴ１１７ ２９ｆＥ ６８

效果。

２．３　抑制率在５０％～５９％之间的菌株数量及其抑制效果
抑制率在５０％～５９％之间的菌株共１９个，表３显示这１９

个菌株与病原菌对峙培养７ｄ后，病原菌菌落生长直径与对照
差异极显著，表明这１９个菌株对病原菌有很好的抑制效果。

表３　抑制率在５０％～５９％之间的菌株抑制效果

菌株编号
病原菌菌落

直径（ｍｍ）
抑制率

（％） 菌株编号
病原菌菌落

直径（ｍｍ）
抑制率

（％）

ＰＧＴ２０ ４２ｃＣ ５３ ＰＧＴ７２ ４４ｂＢ ５１
ＰＧＴ３２ ４２ｃＣ ５３ ＰＧＴ７３ ３７ｇＧ ５９
ＰＧＴ３４ ４２ｃＣ ５３ ＰＧＴ７６ ４１ｄＤ ５４
ＰＧＴ２９ ３９ｆＦ ５７ ＰＧＴ８１ ４２ｃＣ ５３
ＰＧＴ４９ ４１ｄＤ ５４ ＰＧＴ９３ ４０ｅＥ ５６
ＰＧＴ５０ ４１ｄＤ ５４ ＰＧＴ９３ ４３ｂＢ ５２
ＰＧＴ５３ ４４ｂＢ ５１ ＰＧＴ９４ ３９ｆＦ ５７
ＰＧＴ５６ ３９ｆＦ ５７ ＰＧＴ９８ ４２ｃＣ ５３
ＰＧＴ５８ ４３ｂＢ ５２ ＰＧＴ１１５ ４２ｃＣ ５３
ＣＫ（对照） ９０ａＡ ＰＧＴ１１６ ４３ｂＢ ５２

２．４　抑制率在５０％以下的菌株数量及其抑制效果
抑制率在５０％以下的菌株共２１个，表４显示这２１个菌

株与病原菌对峙培养７ｄ后，病原菌菌落生长直径与对照差
异极显著，表明这２１个菌株对病原菌有较好的抑制效果。

表４　抑制率在５０％以下的菌株抑制效果

菌株编号
病原菌菌落

直径（ｍｍ）
抑制率

（％） 菌株编号
病原菌菌落

直径（ｍｍ）
抑制率

（％）

ＰＧＴ１４ ５５ｅＥ ３９ ＰＧＴ６１ ５９ｄＤ ３４
ＰＧＴ２１ ５２ｇＧ ４２ ＰＧＴ６５ ４８ｋＫ ４７
ＰＧＴ４１ ４９ｊＪ ４５ ＰＧＴ６８ ５１ｈＨ ４３
ＰＧＴ４２ ６８ｂＢ ２４ ＰＧＴ７０ ５４ｅＥ ４０
ＰＧＴ４４ ５３ｆＦ ４１ ＰＧＴ７７ ４８ｋＫ ４７
ＰＧＴ４６ ５０ｉＩ ４４ ＰＧＴ７９ ５１ｈＨ ４３
ＰＧＴ４７ ５０ｉＩ ４４ ＰＧＴ８３ ６４ｃＣ ２９
ＰＧＴ５１ ５０ｉＩ ４４ ＰＧＴ８７ ５３ｆＦ ４１
ＰＧＴ５９ ５１ｈＨ ４３ ＰＧＴ８８ ５２ｇＧ ４２
ＰＧＴ６０ ５４ｅＥ ４０ ＰＧＴ９１ ４８ｋＫ ４７
ＣＫ（对照） ９０ａＡ ＰＧＴ９２ ４６ｌＬ ４９

３　讨论

本研究土样中存在丰富的土壤真菌，杨若鹏等研究表明

该土样中存在１１个属的真菌，其中青霉属是优势属［１２］。从

中分离获得的９３株真菌对石榴干腐病病菌均有一定抑制效
果，抑制率在２４％～８５％之间，其中抑制率≥８０％的菌株均
为青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ），即 ＰＧＴ９、ＰＧＴ１３、ＰＧＴ３５、ＰＧＴ３６、
ＰＧＴ１００、ＰＧＴ１１０、ＰＧＴ１１１等 ７个菌株抑制率在 ８０％ ～８５％
之间，其中ＰＧＴ３５菌株的抑制率为８５％。袁秀英等曾经报道
青霉属的菌株对杨树烂皮病菌具有很好的拮抗效果［１３］。据

文献记载，四川省几种道地药材根际土壤［１４］、东北地区药用

植物根际土壤［１５］、贵州省高海拔地区土壤［１６］、长白山自然保

护区北坡森林土壤［１７］、横断山北部高山区土壤［１８］等地区土

壤真菌的优势属都是青霉属，说明青霉属真菌在土壤中含量

丰富。该属真菌可以产生丰富的具有抑菌活性的次生代谢产

物，进一步说明从土壤中寻找抗菌活性菌株是可行的。

本研究结果表明，ＰＧＴ３５菌株的抑制率高达８５％，表现
出良好的开发应用前景。本试验下一步将对该菌的生物学特

性进行研究，寻求最佳的发酵条件组合；此外，据刘大瑛报道

青霉会引起石榴果腐病［１］，因此还得研究该菌株对石榴果实

是否具有致病性，寻找该菌株的有效使用方法。
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　　摘要：以６－三氟甲基－３－取代脲嘧啶为原料，在无水碳酸钾条件下，以 Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺为溶剂，使用硫酸
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草株高的抑制率为９７％。
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　　嘧啶类衍生物是一类非常重要的具有较高生物活性的化
合物，因其低毒、高效和作用方式独特而受到农药界的广泛重

视和深入研究。在除草剂领域，按化学结构可分为嘧啶醚、嘧

啶胺、含嘧啶的磺酰脲、二苯基嘧啶、嘧啶磺酰胺、嘧啶酰胺、

脲嘧啶和嘧啶酮等多种类型，其中一些脲嘧啶类化合物表现

出较好的除草活性［１－１０］。光合作用电子传递抑制剂异草定、

特草定和除草定［１］及原卟啉原氧化酶（ＰＰＯ酶）抑制剂氟丙
嘧草酯［２］和双苯嘧草酮［３］等是重要的商品化品种。构效关

系研究表明，在脲嘧啶结构的６－位引入三氟甲基后，化合物
的除草活性得到极大提高；在６－三氟甲基脲嘧啶的１－、３－
位分别引入甲基／氨基、取代苯基／取代苄基，相应化合物均表
现出良好除草活性［１］。为了进一步研究该类化合物结构与

活性的关系，笔者拟将３－位苄基中的苯环修饰为芳杂环或
在亚甲基位置引入手性中心，并以６－三氟甲基－３－取代脲
嘧啶为原料，使用硫酸二甲酯进行甲基化，结果合成了４个

１－甲基－６－三氟甲基－３－取代脲嘧啶类化合物。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
ＢｒｕｋｅｒＡＶ３００型核磁共振仪（３００ＭＨｚ，以 ＣＤＣｌ３为溶

剂，ＴＭＳ为内标）；ＸＴ－４Ａ显微熔点测定仪。６－三氟甲基－
３－取代脲嘧啶类化合物（自制）；无水碳酸钾（国产分析纯）；
硫酸二甲酯（国产分析纯）。

１．２　化合物的合成
向盛有３ｍＬＮ，Ｎ－二甲基甲酰胺的１０ｍＬ圆底烧瓶中

分别加入０．５ｍｍｏｌ６－三氟甲基－３－取代脲嘧啶、０．１４ｇ无
水碳酸钾（１．０ｍｍｏｌ）、０．０７ｇ硫酸二甲酯（０．５５ｍｍｏｌ），在室
温下搅拌，ＴＬＣ检测反应完全时停止反应。将反应液倒入盛
有４０ｍＬ水的烧杯中，静置，待析出白色沉淀后过滤，干燥即
得目标化合物，相关数据如下所示。

１－甲基－３－（１－苯基乙基）－６－三氟甲基嘧啶 －２，４
（１Ｈ，３Ｈ）－二酮（化合物 ａ）：白色固体，收率为８３％，ｍ．ｐ．
１０５～１０６℃。１ＨＮＭＲδ：１．８７（ｄ，Ｊ＝７．５Ｈｚ，３Ｈ，ＣＨ３），３．４１
（ｓ，３Ｈ，ＣＨ３），６．２２（ｓ，１Ｈ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｙｌ－Ｈ），６．２９（ｑ，１Ｈ，
ＣＨ），７．２１～７．４４（ｍ，５Ｈ，Ａｒ－Ｈ）。
１－甲基－３－［（６－氯吡啶基－３－基）甲基］－６－三氟

甲基嘧啶－２，４（１Ｈ，３Ｈ）－二酮（化合物 ｂ）：白色固体，收率
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