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　　摘要：采用组织分离法从山木通病叶上分离叶斑病病原菌并鉴定，结果表明山木通叶斑病的病原真菌为镰刀菌
（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．）、尖镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．），根据柯氏法则此３种真菌均为叶斑病的致
病菌，混合致病性最高可达１００％。通过室内平板的对峙培养，初步筛选出对叶斑病有拮抗作用的菌株，其中，对镰刀
菌有较强拮抗性的细菌有６株，对尖镰孢菌有拮抗性的细菌有８株，对链格孢菌Ａｓ１、Ａｓ２这２株真菌分别有１１、７株
细菌对其有较强拮抗作用，具有一定的生防潜力，有进一步研究的价值。
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　　山木通（Ｃｌｅｍａｔｉｓｆｉｎｅｔｉａｎａ）为毛茛科铁线莲属植物，常绿
木质藤本，园林中常用于垂直绿化，若其叶部病害严重将影响

其观赏性。目前，对病害的防治主要以化学防治和营林措施

为主，且很大程度上依赖于化学防治，但化学防治有许多不足

之处，目前有益微生物介导的生物防治是人们比较感兴趣的

一种方法，这种方法能改善作物生长和产量，同时确保人们消

费安全和自然环境的安全［１－３］。现今对山木通叶部病害的研

究鲜有报道，笔者在分离得到叶斑病病原菌的基础上，筛选出

对叶部病原菌有明显拮抗作用的细菌，以期在生物防治上进

一步研究和应用。

１　材料与方法

１．１　试验材料
研究材料山木通种植于江苏农林职业技术学院苗圃地，

２０１３年７—９月每月取病叶样，置于消毒后的塑封袋中，带回
实验室进行分离纯化。供试细菌为宝华玉兰根际土壤中分离

筛选的具有解磷活性的益生土壤细菌。真菌和细菌基础培养

基分别为 ＰＤＡ培养基和牛肉膏蛋白胨培养基。
１．２　测定指标及方法

采样选取发病样株，从上至下取病叶，采用组织分离法分

离叶部病原微生物，所得真菌菌株采用尖端菌丝挑取法纯化。

真菌根据菌落培养性状、产孢结构及孢子特点等进行鉴定，并

同时委托南京金斯瑞生物科技有限公司利用ｒＤＮＡ的保守序
列设计引物，ＰＣＲ扩增未知真菌的ＩＴＳ区，测序后与 ＧｅｎＢａｎｋ
中已知的序列进行同源性比较，对未知真菌进行鉴定。

１．２．１　病原菌拮抗微生物的筛选　将活化的待选细菌制成
３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液，病原菌接种于 ＰＤＡ平板中间，取
０．１ｍＬ细菌菌悬液接种于平板四周成梅花状，以单纯接病原

菌为对照组，每个处理３次重复，２５℃下培养３ｄ，以游标卡
尺测量其抑菌环半径。

１．２．２　山木通病原菌致病性试验　将山木通叶表面先用
７０％乙醇消毒，无菌水反复冲洗，待叶表面游离水风干后，用
灭菌后接种针接种，分别挑取病原菌针刺接种，处理为１种病
原菌单独接种，２种病原菌混合接种，３种病原菌混合接种，每
处理１０株苗，重复３次，以灭过菌的塑料袋进行密封，７ｄ后
统计发病率。

２　结果与分析

２．１　病原真菌分离与鉴定
将组织分离法获得的叶部病原真菌按照形态学与分子生

物学进行初步分离鉴定（图１、表１），结果表明此次分离纯化
出的真菌为镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．，简称 Ｆｓ）；尖镰孢菌
（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ，简称Ｆｏ）；菌落颜色呈现黑色的链格胞
菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．）、菌落呈现灰色的链格胞菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｓｐ．），分别编号为Ａｓ１、Ａｓ２，共４类病原真菌。
２．２　４种病原菌拮抗微生物的筛选
２．２．１　细菌对Ｆｓ拮抗结果　拮抗试验结果表明，试验筛选
的４０株细菌中存有病原菌的拮抗菌，以拮抗圈的大小来衡量
拮抗性的强弱（表２），其中Ｘ５、Ｘ７、Ｘ１６、Ｘ１７、Ｘ３２、Ｘ３８，６株细菌
与病原菌可形成大而明显的抑菌环，对Ｆｓ菌落生长有较强的
拮抗作用，Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４、Ｘ６、Ｘ１１、Ｘ１４、Ｘ１８、Ｘ１９、Ｘ２１、Ｘ２２、Ｘ２６、Ｘ２７、
Ｘ２８、Ｘ３１、Ｘ３５、Ｘ３９、Ｘ４０对Ｆｓ有拮抗作用，但比前６种拮抗性弱，
其余１７株细菌 Ｘ１、Ｘ８、Ｘ１０、Ｘ１２、Ｘ１３、Ｘ１５、Ｘ１９、Ｘ２０、Ｘ２３、Ｘ２４、
Ｘ２５、Ｘ２９、Ｘ３０、Ｘ３３、Ｘ３４、Ｘ３６、Ｘ３７对Ｆｓ无拮抗作用。
２．２．２　细菌对真菌Ｆｏ的拮抗结果　由表３可见，对病菌 Ｆｏ
有抑制作用的细菌有 ２７株，其中 Ｘ７、Ｘ８、Ｘ１１、Ｘ１５、Ｘ１６、Ｘ１９、
Ｘ２２、Ｘ３８的拮抗性表现较强，抑菌环明显。其余１３株细菌Ｘ９、
Ｘ１０、Ｘ１２、Ｘ１３、Ｘ１８、Ｘ２０、Ｘ２３、Ｘ２４、Ｘ２５、Ｘ３４、Ｘ３５、Ｘ３７、Ｘ３９对Ｆｏ无拮
抗作用。

２．２．３　细菌对链格孢（黑色菌落）Ａｓ１的拮抗结果　通过拮
抗试验筛选出以下细菌菌株：Ｘ１、Ｘ２、Ｘ５、Ｘ７、Ｘ１１、Ｘ１５、Ｘ１６、
Ｘ１７、Ｘ１９、Ｘ２１、Ｘ４０对ＡＳ１有较强抑制作用（图２、表４），抑菌环
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表１　山木通病叶真菌的分离率与菌落特征

分离真菌
分离率

（％） 菌落颜色 菌落形态

Ｆｓ ２０ 白色 菌落白色，致密分散

Ｆｏ ５ 黄色 菌落黄色，绒毛状疏松

Ａｓ１ ４０ 黑褐色 菌落黑褐色，质地紧密

Ａｓ２ ３５ 灰色 菌落灰色，质地紧密

表２　细菌对Ｆｓ的拮抗效果

细菌
拮抗圈直径

（ｃｍ） 拮抗性 细菌
拮抗圈直径

（ｃｍ） 拮抗性 细菌
拮抗圈直径

（ｃｍ） 拮抗性 细菌
拮抗圈直径

（ｃｍ） 拮抗性

Ｘ１ － － Ｘ１１ ０．２６３ ＋ Ｘ２１ ０．２６３ ＋ Ｘ３１ ０．４７５ ＋
Ｘ２ ０．４９４ ＋ Ｘ１２ － － Ｘ２２ ０．４１３ ＋ Ｘ３２ ２．１００ ＋＋＋
Ｘ３ ０．５４２ ＋＋ Ｘ１３ － － Ｘ２３ － － Ｘ３３ － －
Ｘ４ ０．４１３ ＋ Ｘ１４ ０．４００ ＋ Ｘ２４ － － Ｘ３４ － －
Ｘ５ １．１３３ ＋＋＋ Ｘ１５ － － Ｘ２５ － － Ｘ３５ ０．６３８ ＋＋
Ｘ６ ０．３５８ ＋ Ｘ１６ ０．９８８ ＋＋＋ Ｘ２６ ０．２００ ＋ Ｘ３６ － －
Ｘ７ ０．９００ ＋＋＋ Ｘ１７ ０．９００ ＋＋＋ Ｘ２７ ０．２３８ ＋ Ｘ３７ － －
Ｘ８ － － Ｘ１８ ０．３００ ＋ Ｘ２８ ０．５２５ ＋＋ Ｘ３８ １．０００ ＋＋＋
Ｘ９ ０．４１３ ＋ Ｘ１９ － － Ｘ２９ － － Ｘ３９ ０．６７５ ＋＋
Ｘ１０ － － Ｘ２０ － － Ｘ３０ － － Ｘ４０ ０．５５０ ＋＋

表３　细菌对真菌Ｆｏ的拮抗效果

细菌
拮抗圈直径

（ｃｍ） 拮抗性 细菌
拮抗圈直径

（ｃｍ） 拮抗性

Ｘ１ ０．７５６ ＋＋ Ｘ２１ ０．３３４ ＋
Ｘ２ ０．５４７ ＋＋ Ｘ２２ １．１１７ ＋＋＋
Ｘ３ ０．５１７ ＋＋ Ｘ２６ ０．３３３ ＋
Ｘ４ ０．４３ ＋ Ｘ２７ ０．６０６ ＋＋
Ｘ５ ０．６５８ ＋＋ Ｘ２８ ０．４ ＋
Ｘ６ ０．８７５ ＋＋ Ｘ２９ ０．４ ＋
Ｘ７ １．４５８ ＋＋＋ Ｘ３０ ０．３ ＋
Ｘ８ １．０５ ＋＋＋ Ｘ３１ ０．３ ＋
Ｘ１１ １．０１７ ＋＋＋ Ｘ３２ ０．２ ＋
Ｘ１４ ０．６５ ＋＋ Ｘ３３ ０．３３４ ＋
Ｘ１５ １．２５ ＋＋＋ Ｘ３６ ０．６５ ＋＋
Ｘ１６ ０．８８４ ＋＋ Ｘ３８ １．３６７ ＋＋＋
Ｘ１７ ０．３４４ ＋ Ｘ４０ ０．７ ＋＋
Ｘ１９ ０．８２５ ＋＋

大且明显。对链格孢（黑色）有抑制作用的细菌以及拮抗圈

的大小和强弱见表４，其中Ｘ９、Ｘ１０、Ｘ１２、Ｘ１３、Ｘ１８、Ｘ２０、Ｘ２３、Ｘ２４、
Ｘ２５、Ｘ２６、Ｘ２９、Ｘ３１、Ｘ３２、Ｘ３６、Ｘ３７、Ｘ３９，１６株细菌对病菌胶链格孢
（黑色）无拮抗性，其余菌株对病原菌虽有拮抗性，但效果

较弱。

表４　细菌对链格孢Ａｓ１的拮抗效果

细菌
拮抗圈直径

（ｃｍ） 拮抗性 细菌
拮抗圈直径

（ｃｍ） 拮抗性细菌
拮抗圈直径

（ｃｍ） 拮抗性

Ｘ１ １．１９２ ＋＋＋ Ｘ１７ ０．８５８ ＋＋
Ｘ２ ０．８５０ ＋＋ Ｘ１９ ０．９００ ＋＋
Ｘ３ ０．５９７ ＋＋ Ｘ２１ ０．７００ ＋＋
Ｘ４ ０．５３３ ＋＋ Ｘ２２ ０．６６９ ＋＋
Ｘ５ １．０２５ ＋＋＋ Ｘ２７ ０．４８８ ＋＋
Ｘ６ ０．６３０ ＋＋ Ｘ２８ ０．５２５ ＋＋
Ｘ７ １．１５０ ＋＋＋ Ｘ３０ ０．６００ ＋＋
Ｘ８ ０．３３３ ＋ Ｘ３３ ０．５００ ＋＋
Ｘ１１ ０．９１７ ＋＋ Ｘ３４ ０．５３３ ＋＋
Ｘ１４ ０．４００ ＋ Ｘ３５ ０．３９４ ＋
Ｘ１５ １．０４２ ＋＋＋ Ｘ３８ ０．５７５ ＋＋
Ｘ１６ １．０００ ＋＋＋ Ｘ４０ １．０９６ ＋＋＋

２．２．４　细菌对Ａｓ２（灰色菌落）的拮抗结果　拮抗试验表明，
在山木通叶部、宝华玉兰根部和红叶石楠叶部表面微生物中

存在对病菌胶链格孢（灰色）有一定抑制作用的拮抗细菌，且

有些细菌的拮抗作用较强。细菌对病原菌灰色菌落链格孢拮

抗效果比较（表５），其中 Ｘ１、Ｘ９、Ｘ１４、Ｘ１５、Ｘ１６、Ｘ３８、Ｘ４０对胶链
格孢有较强的抑制作用，抑菌圈大且明显，其余对病原菌链格

孢（灰色菌落）有抑制作用的细菌菌株为 Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４、Ｘ５、Ｘ６、
Ｘ７、Ｘ８、Ｘ１０、Ｘ１１、Ｘ１３、Ｘ１７、Ｘ１８、Ｘ１９、Ｘ２０、Ｘ２１、Ｘ２２、Ｘ２６、Ｘ２７、Ｘ２８、
Ｘ３１、Ｘ３２、Ｘ３３、Ｘ３４、Ｘ３９，９株细菌Ｘ１２、Ｘ２３、Ｘ２４、Ｘ２５、Ｘ２９、Ｘ３０、Ｘ３５、
Ｘ３６、Ｘ３７对病原菌链格孢（灰色）无拮抗作用。
２．３．１　病原菌回接健康叶片的长势　回接病原菌试验观察
发现，无论是单一接种还是混合接种均可使健康叶片发生病

变，回接２周后可明显观察到叶片逐渐褪绿，健康叶片明显变
色，后期出现黑斑症状（图３）。

—３７１—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１２期



表５　细菌对链格孢Ａｓ２的拮抗效果

细菌
拮抗圈直径

（ｃｍ） 拮抗性 细菌
拮抗圈直径

（ｃｍ） 拮抗性 细菌
拮抗圈直径

（ｃｍ） 拮抗性 细菌
拮抗圈直径

（ｃｍ） 拮抗性

Ｘ１ １．４３３ ＋＋＋ Ｘ１１ ０．２００ ＋ Ｘ２１ ０．６８３ ＋＋ Ｘ３１ ０．４８１ ＋
Ｘ２ ０．７３８ ＋＋ Ｘ１２ － － Ｘ２２ ０．４１７ ＋ Ｘ３２ ０．１７５ ＋
Ｘ３ ０．４３３ ＋ Ｘ１３ ０．８６３ ＋＋ Ｘ２３ － － Ｘ３３ ０．３８８ ＋
Ｘ４ ０．４００ ＋ Ｘ１４ １．０７５ ＋＋＋ Ｘ２４ － － Ｘ３４ ０．４００ ＋
Ｘ５ ０．７１３ ＋＋ Ｘ１５ １．１００ ＋＋＋ Ｘ２５ － － Ｘ３５ － －
Ｘ６ ０．５８３ ＋＋ Ｘ１６ １．３７３ ＋＋＋ Ｘ２６ ０．４００ ＋ Ｘ３６ － －
Ｘ７ ０．５００ ＋＋ Ｘ１７ ０．２４２ ＋ Ｘ２７ ０．３００ ＋ Ｘ３７ － －
Ｘ８ ０．４００ ＋ Ｘ１８ ０．９５０ ＋＋ Ｘ２８ ０．４００ ＋ Ｘ３８ １．０２５ ＋＋＋
Ｘ９ １．３００ ＋＋＋ Ｘ１９ ０．２１７ ＋ Ｘ２９ － － Ｘ３９ ０．５００ ＋＋
Ｘ１０ ０．４００ ＋ Ｘ２０ ０．５００ ＋＋ Ｘ３０ － － Ｘ４０ １．０００ ＋＋＋

２．３．２　不同病原菌接种结果　不同病原菌回接健康叶片，发
病率不同（表６），预试验中灰色菌落的 Ａｓ２回接叶片发病率
为０，因此后期试验只统计了其他３种病原真菌对山木通叶
片的回接后感病的发病率，Ａｓ１回接后病发率为４４．４％，Ｆｓ
回接后的病发率为５５．６％，Ｆｏ回接后的病发率为４４．４％。Ｆｓ
和Ｆｏ混合回接导致健康叶片感染的病发率为２２．２％，Ｆｏ和
Ａｓ混合回接导致健康叶片感染的病发率为２２．２％，Ａｓ和 Ｆｓ
混合回接导致健康叶片感染的病发率为１００％。Ｆｓ、Ｆｏ、Ａｓ３
者混合回接导致健康叶片感染的病发率为１００％，接种病叶
经过实验室再次分离纯化获得病原菌均为试验前期接种病原

菌，具柯氏法则可证明 Ａｓ、Ｆｏ、Ｆｓ均为山木通叶斑病的致病
菌，根据发病率可知Ｆｓ致病率最高。

表６　病原菌接种健康叶片病发率

接种病

原真菌

发病率

（％）
接种病

原真菌

发病率

（％）
接种病

原真菌

发病率

（％）

Ａｓ ４４．４％ Ａｓ和Ｆｏ ２２．２ Ａｓ、Ｆｏ、Ｆｓ １００
Ｆｏ ４４．４ Ｆｓ和Ｆｏ ２２．２
Ｆｓ ５５．６ Ａｓ和Ｆｓ １００

３　结论与讨论

山木通叶斑病病原菌组织分离结果表明，其主要的致病

菌为３种类型，即镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．）、尖镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．）。众多试验表明［４－９］，拮

抗菌的筛选是一切生物防治的基础，部分学者应用拮抗细菌

防治农业上的病害已取得成效［７－９］，但在园林植物上的研究

鲜有报道。本试验中筛选出细菌菌株１６号对４株病原真菌
均有较强的拮抗作用，２株细菌（７、３８号）对３株病原真菌有
明显拮抗作用，６株细菌（１、７、１１、１５、１７、１９号）对其中２株
病原真菌有显著拮抗作用，有进一步深入研究的价值，其他的

细菌只对其中１种病原菌有拮抗作用。

植物病害生物防治研究已有很长的历史，利用拮抗微生

物防治植物病害已取得部分成绩，众多研究已证明某些拮抗

性微生物对于病原菌具有抑制性［１０－１１］，本研究从山木通叶病

叶组织中分离得到致病菌镰刀菌、尖镰孢菌、链格孢，以及对

它们有拮抗作用的细菌，但生防试验结果处于室内初步试验

阶段，在生产实践中应用以有效地控制植物病害，还有待于进

一步验证。
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