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　　摘要：以含有红色荧光（细胞核）的稻瘟病菌菌株Ｇｕｙ１１－Ｈ１：ＲＦＰ为研究对象，利用激光共聚焦显微镜和扫描电
子显微镜在４种胁迫条件下对其生长和菌丝形态进行研究。结果表明，Ｇｕｙ１１－Ｈ１：ＲＦＰ在４种胁迫条件下生长变
慢；在ＫＣｌ处理下，菌丝局部不规则膨大，隔膜间距变短，菌丝塌陷；ＮａＣｌ处理下，菌丝呈现片段化，塌陷，且２种条件
下，细胞核分布均受到影响。Ｈ２Ｏ２和ＳＤＳ处理下，菌丝形态不受影响。
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　　稻瘟病是由稻瘟病菌（Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｏｒｙｚａｅ）引起的水稻真
菌性病害。该病害在全世界稻区均有发生，且在水稻的整个

生育期均能侵染，严重威胁世界粮食安全生产，每年水稻由于

稻瘟病造成的损失，约占总产量的１０％ ～３０％［１－２］。稻瘟病

菌主要通过分生孢子进行侵染，能够在病斑上再次产生分生

孢子，遇到适宜的温度和湿度，就会大面积暴发［３］。防治稻

瘟病主要采用化学防治和选育抗病品种等措施，但由于稻瘟

病菌毒力变异高度频繁，抗病品种种植５年左右，就会降低甚
至丧失对稻瘟病的抗性，抗病品种的选育面临很大挑战［４］。

我国主要以春雷霉素、稻瘟灵以及三环唑为防治稻瘟病的化

学药剂，但由于药剂较为单一，稻瘟病菌很容易产生抗药性。

稻瘟病菌在生长发育及侵染循环过程中，要面临各种环

境条件带来的压力。氧化压力作为寄主植物对病原菌的防卫

反应措施之一，发挥着重要作用；细胞壁胁迫和渗透压胁迫经

常用作药剂开发的设计靶标；氯化钾是钾肥的主要成分，能够

促进植物的生长，提高抗逆水平。本研究主要针对４种胁迫
条件对稻瘟病菌的生长及菌丝形态的影响，为综合防治稻瘟

病提供新思路。

１　材料与方法

１．１　供试材料
稻瘟病菌（Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｏｒｙｚａｅ）Ｇｕｙ１１－Ｈ１：ＲＦＰ由南京

农业大学植物保护学院真菌与卵菌实验室提供。

十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）购自上海生工（批号：Ａ６００４８５），
氯化钠（ＮａＣｌ）购自上海生工（批号：Ａ６１０４７６），过氧化氢
（Ｈ２Ｏ２）购自上海生工（批号：Ａ５０１９７６），氯化钾（ＫＣｌ）购自上
海生工（批号：Ａ６１０４４０）。活细胞转盘式高速激光共聚焦显
微镜，厂家 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，型号 ＵｌｔｒａＶＩＥＷ；扫描电子显微镜

（ＳＥＭ），厂家ＣａｒＺｅｉｓｓ，型号ＥＶＯＬＳ１０。
培养基为ＣＭ（完全培养基）配方见文献［５］。

１．２　试验方法
１．２．１　待测菌丝样品制备　从 ＣＭ培养基上生长５～７ｄ的
Ｇｕｙ１１－Ｈ１：ＲＦＰ菌落边缘，使用直径１ｃｍ的打孔器切取菌
丝块，每块菌丝块平分为４小块，按６小块／瓶置于含有不同
浓度待测试剂的 ６０ｍＬ／瓶液体 ＣＭ培养基中，在 ２８℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ、黑暗的条件下摇培４８ｈ。培养结束后，用无菌水
冲洗 ３次，拍照，待用。具体每种胁迫及浓度如下：０．５０、
０．７５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ，０．２５、０．５０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．５０、０．７５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２，０．０００７５％、０．００１５％ ＳＤＳ。
１．２．２　菌丝形态激光共聚焦显微观察　将上述准备好的菌
丝放入无菌水中，用眼科镊撕取部分菌丝放到载玻片上，加

水，盖片，置于活细胞转盘式高速激光共聚焦显微镜样品台，

在油镜（６０×）下拍摄菌丝ＤＩＣ和菌丝细胞核分布图像，该菌
丝细胞核能在激光（波长５６１ｎｍ）激发下发荧光。
１．２．３　菌丝形态电子显微观察　采用扫描电子显微镜观察
菌丝表面形态，具体操作步骤如下：（１）清洗。磷酸缓冲液
（２ｍｏｌ／Ｌ）或纯水反复清洗样品表面的附着物。（２）固定。
２％～３％戊二醛溶液固定，４℃过夜。（３）清洗。磷酸缓冲液
或纯水清洗３次，每次１０ｍｉｎ。（４）脱水。５０％、７０％、８０％、
９０％的乙醇梯度脱水各１５ｍｉｎ，１００％乙醇脱水 ３次，每次
３０ｍｉｎ，将样品附到盖玻片上。（５）干燥。临界点干燥仪干燥
样品。（６）粘样。导电胶带或双面胶将盖玻片粘到样品台
上。（７）镀膜。离子溅射仪给样品镀１０ｎｍ金膜。（８）上机。
镀好金膜的样品放入扫描电子显微镜样品室，在 ＨＶ模式下
拍摄菌丝ＳＥＭ图片。

２　结果与分析

２．１　不同胁迫因子对稻瘟病菌生长的影响
为了研究不同胁迫因子对稻瘟病菌的抑制作用，试验选

取了细胞壁胁迫（ＳＤＳ）、渗透压胁迫（ＮａＣｌ）、盐离子胁迫
（ＫＣｌ）、氧化压力胁迫（Ｈ２Ｏ２）４种胁迫因子。通过液体摇培
发现，每种处理下，稻瘟病菌菌丝球均变小，并呈现出随试剂

浓度加大逐渐变小的趋势（图１）。表明稻瘟病菌对４种胁迫
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均敏感，生长变慢。此外，经过 ＳＤＳ处理可以看出，菌丝变得
较为致密，其他处理条件下均无此现象。

２．２　不同胁迫因子对稻瘟病菌菌丝形态的影响
Ｇｕｙ１１－Ｈ１：ＲＦＰ是一个转入 Ｈ１：ＲＦＰ融合蛋白的菌株，

定位在细胞核中，在波长５６１ｎｍ激发下显示红光。为了进一
步探究上述胁迫因子对稻瘟病菌菌丝形态的影响，利用激光

共聚焦显微镜对其菌丝形态及细胞核分布进行观察。结果发

现，０．７５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ和０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理条件下，隔膜增
多，细胞核分布受到影响，单位长度菌丝中含有较多细胞核

（图２）。ＫＣｌ处理下，菌丝体变得膨大，不规则（图２）。上述
结果表明盐胁迫影响稻瘟病菌菌丝隔膜分布及形态，渗透压

胁迫影响菌丝隔膜分布，其余２种胁迫对菌丝形态和细胞核
分布没有影响。

２．３　电镜下观察不同胁迫因子对稻瘟病菌菌丝形态的影响
为了进一步明确上述胁迫因子对稻瘟病菌菌丝形态建成

的影响，采用扫描电子显微镜进行观察。结果发现，ＫＣｌ处理
下，菌丝局部呈现不规则膨胀，隔膜间距变短，０．７５ｍｏｌ／Ｌ
ＫＣｌ下还出现菌丝塌陷现象（图３）；ＮａＣｌ处理下，菌丝呈现片
段化、塌陷现象，其余处理情况下，稻瘟病菌菌丝和不处理情

况一致，菌丝表面均匀，光滑，隔膜间距较大（图３）。上述结
果表明，盐离子和渗透压胁迫对稻瘟病菌菌丝具有一定破坏

作用，其余２种胁迫基本没有影响。

３　讨论与结论

真菌细胞壁对于维持细胞形态建成和调控对环境的耐力

发挥着重要作用［６］，细胞壁的生物合成过程时常作为抗真菌

化学药物作用靶点。稻瘟病作为危害水稻生产的一类主要真

菌病害，防治药剂主要是黑色素抑制剂三环唑类，并且具有优

异表现［７］。本研究通过４种胁迫因子对稻瘟病菌生长及菌丝
形态的影响入手，发现细胞壁胁迫、渗透压胁迫、盐离子胁迫、

上氧化压力胁迫对稻瘟病菌的生长均有一定抑制作用。通过

激光共聚焦显微镜及电子显微镜发现氯化钾对稻瘟病菌菌丝

影响较大，能够导致菌丝隔膜增多，菌丝体不规则膨大，菌丝

塌陷等现象，表明稻瘟病菌菌丝对盐离子胁迫具有较强的敏

感性。氯化钾作为钾肥可以促进植物的生长，提高抗倒伏能

力，有文献报道施用钾肥可以有效降低茎腐病的发生［８－９］，进

一步研究表明氯化钾并不能直接抑制玉米茎腐病病原菌禾谷

镰刀菌的生长，抑制玉米茎腐病发生的机制则更可能是施用

氯化钾引起的玉米根基土壤微生物区系（真菌数目）的变

化［１０］。本研究中，氯化钾能够抑制稻瘟病菌的生长，破坏菌

丝形态建成，明显不同于禾谷镰刀菌，施用钾肥和防治稻瘟病

之间具有什么关系值得进一步研究。

氯化钠处理条件下，稻瘟病菌菌丝多呈现片段化、塌陷现

象，无规则膨大较少，表明渗透压胁迫对菌丝的作用不同于氯

化钾。稻瘟病菌中，存在１条Ｓｓｋ２－Ｐｂｓ２－Ｏｓｍ１级联反应信
号通路，调控稻瘟病菌的渗透压胁迫［１１］。酵母中，一类核酸

合成相关基因缺失突变体 ｐｙｒ５同样对氯化钠敏感［１２］。同

时，本研究也观察到０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理下，菌丝的细胞核分
布变得紧密，这也验证了氯化钠对稻瘟病菌菌丝的影响可能

通过核酸合成途径。此外，细胞壁胁迫 ＳＤＳ处理下，稻瘟病
菌生长受到影响，菌丝变得致密，菌丝形态没有受到影响，推

测可能是ＳＤＳ的作用靶点不在细胞壁结构上。氧化压力胁
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迫条件下，稻瘟病菌也只是生长受到抑制，其余没有显著变

化，推测可能是过氧化氢作为寄主防卫反应的武器，主要通过

营养吸收等抑制病原菌的生长，与菌丝形态无关。

综上所述，稻瘟病菌对４种胁迫较为敏感，盐胁迫和渗透
压胁迫对稻瘟病菌菌丝具有较大的破坏作用，而氧化压力胁

迫和细胞壁胁迫对菌丝形态基本没有影响；此外，上述胁迫因

子对稻瘟病菌影响的分子机制还有待进一步研究。

参考文献：

［１］ＴａｌｂｏｔＮＪ．Ｏｎｔｈｅｔｒａｉｌｏｆａｃｅｒｅａｌｋｉｌｌｅｒ：ｅｘｐｌｏｒｉｎｇｔｈｅｂｉｏｌｏｇｙｏｆ
Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００３，５７：
１７７－２０２．

［２］ＳｋａｍｎｉｏｔｉＰ，ＧｕｒｒＳＪ．Ａｇａｉｎｓｔｔｈｅｇｒａｉｎ：ｓａｆｅｇｕａｒｄｉｎｇｒｉｃｅｆｒｏｍｒｉｃｅ
ｂｌａｓｔｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００９，２７（３）：１４１－１５０．

［３］ＷｉｌｓｏｎＲＡ，ＴａｌｂｏｔＮＪ．Ｕｎｄｅｒｐｒｅｓｓｕｒｅ：ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇｔｈｅｂｉｏｌｏｇｙｏｆ
ｐｌａｎｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｙ Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｏｒｙｚａｅ［Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅｖｉｅｗｓ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００９，７（３）：１８５－１９５．

［４］刘永锋，陈志谊，刘邮洲，等．２００１—２０１０年江苏省稻瘟病菌种群
变化分析［Ｊ］．江苏农业学报，２０１０，２６（６）：１２３３－１２３７．

［５］齐中强，杜　艳，刘永锋．Ｒｈｏ型 ＧＴＰａｓｅ激活蛋白 ＭｏＢｅｍ２在稻
瘟病菌分生孢子形态建成中的功能［Ｊ］．江苏农业学报，２０１５，３１

（５）：１００１－１００５．
［６］ＣａｂｉｂＥ，ＲｏｈＤＨ，ＳｃｈｍｉｄｔＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｙｅａｓｔｃｅｌｌｗａｌｌａｎｄｓｅｐｔｕｍ
ａｓｐａｒａｄｉｇｍｓｏｆｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００１，２７６（２３）：１９６７９－１９６８２．

［７］郭晓莉，刘晓梅，高德泉，等．水稻稻瘟病防治技术研究［Ｊ］．吉
林农业科学，２０１０，３５（６）：４０－４２．

［８］梅丽艳，郭　梅，李志勇．钾肥防治玉米青枯病应用技术初步研
究［Ｊ］．植保技术与推广，２００３，２３（６）：３－５．

［９］李　红，沙洪林，宋淑云，等．应用足量钾肥和高效种衣剂防治玉
米茎腐病的试验研究［Ｊ］．吉林农业大学学报，２００４，２６（４）：
３６０－３６２．　

［１０］刘晓燕，金继运，何　萍，等．氯化钾抑制玉米茎腐病发生与土
壤微生物关系初探［Ｊ］．植物营养与肥料学报，２００７，１３（２）：
２７９－２８５．　

［１１］ＬｉＧＴ，ＺｈｏｕＸＹ，ＸｕＪＲ．Ｇｅｎｅｔｉｃｃｏｎｔｒｏｌｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ－ｒｅｌａｔｅｄ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎＭａｇｎａｐｏｒｔｈｅｏｒｙｚａｅ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＯｐｉｎｉｏｎｉｎ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１２，１５（６）：６７８－６８４．

［１２］ＹｏｓｈｉｋａｗａＫ，ＴａｎａｋａＴａｄａｍａｓａ，ＦｕｒｕｓａｗａＣ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓａｆｆｅｃｔｉｎｇｇｒｏｗｔｈｕｎｄｅｒ
ｅｔｈａｎｏｌｓｔｒｅｓｓｉｎ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ［Ｊ］．ＦＥＭＳ Ｙｅａｓｔ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００９，９（１）：３２－４４．

刘建凤，吉春明，苏建坤，等．几种杀菌剂对黄瓜霜霉病菌室内毒力测定［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（１２）：１５２－１５４．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．１２．０４６

几种杀菌剂对黄瓜霜霉病菌室内毒力测定

刘建凤，吉春明，苏建坤，陆玉荣，张春梅，吕　敏，刘怀阿
（江苏里下河地区农业科学研究所，江苏扬州２２５００７）

　　摘要：采用黄瓜苗盆栽方法，进行了６种常用杀菌剂对黄瓜霜霉病菌的室内毒力测定，为田间防治黄瓜霜霉病选
择药剂提供一定的参考。结果表明，５０％烯酰吗啉可湿性粉剂、２５％嘧菌酯悬浮剂、１０％多抗霉素可湿性粉剂、７０％
丙森锌可湿性粉剂、７５％百菌清可湿性粉剂、８０％代森锰锌可湿性粉剂对黄瓜霜霉病的 ＥＣ５０值分别为 ５．９４３９、

６．２３７９、９．３８２８、１２．７３６４、１３．１０８８、１６．４１３７ｍｇ／Ｌ。黄瓜霜霉病菌对６种常用杀菌剂的敏感性差异较大，其中５０％
烯酰吗啉可湿性粉剂对黄瓜霜霉病菌的毒力最强，其次为２５％嘧菌酯可湿性粉剂。
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　　黄瓜是蔬菜生产中的主栽品种之一，黄瓜霜霉病
（Ｃｕｃｕｍｂｅｒｄｏｗｎｙｍｉｌｄｅｗ）是黄瓜生产上的重大病害，在黄瓜
产区均有分布，春秋两季尤为严重，扬州地区也不例外。霜霉

病的传播速度很快，流行性极强，在适宜条件下，无论是露天

还是设施栽培，均受到霜霉病菌的浸染，苗期、成株期都可发

病［１］。黄瓜霜霉病主要危害黄瓜的叶片，通常下部的叶片先

受害，逐步向上蔓延扩展，初期病叶边缘或叶背面出现水渍

斑，病斑扩大后受叶脉限制，呈多角形或四方形的黄褐色病

斑，在潮湿的条件下，叶背面和叶面的病斑上长出灰黑色的霉

层，后期病斑愈合成大斑或病斑破裂，致全叶枯黄卷缩，最后

导致全株枯死，轻病株结果减少，果实畸形，品质低劣，给黄瓜

生产造成严重的经济损失［２］。病叶上产生的孢子囊主要通

过气流、雨水、昆虫等传播，空气相对湿度在８５％以上，气温
在１０～２５℃时最易受到霜霉病浸染，湿度越高，孢子囊产生
越快，数量增多，病情趋于严重。选择的黄瓜品种抗性差、管

理不善、年年重茬、土壤脱肥、浇水过多等都易导致黄瓜霜霉

病严重发生［３］。

黄瓜霜霉病的防治措施包括农业防治、物理防治、化学防

治、生物防治等，但在生产上仍以化学防治为主。防治植物病
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