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衍生物中橙花素、柠檬腈和柠檬醛１，２－丙二醇缩醛的抑菌
率最好，在浓度８００．００ｍｇ／Ｌ时均达到１００．００％，它们的抑
菌效果依次为柠檬腈 ＞橙花素 ＞柠檬醛１，２－丙二醇缩醛，
抑菌中浓度分别为１２．２８、１４．０９、４２．７８ｍｇ／Ｌ。
４种农药的抑菌效果也有所不同，农药有效浓度最高时，

抑菌效果顺序是多菌灵＞百菌清 ＞甲基硫菌灵 ＞代森锰锌，
当有效浓度稍降低时，多菌灵的抑菌效果最好，代森锰锌的抑

菌效果最差。多菌灵、代森锰锌、百菌清、甲基硫菌灵４种农
药的抑菌中浓度分别为４．３７、１４．６２、２９８６、３７．９８ｍｇ／Ｌ。　

天然柠檬醛及其９种衍生物与４种广谱农药相比，柠檬
腈、橙花素和柠檬醛１，２－丙二醇缩醛的抑菌效果与４种广
谱农药相近，是值得开发用于抑制油茶炭疽病菌的化合物。
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内生真菌对连作花生土壤尖孢镰刀菌的拮抗作用
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　　摘要：在实验室条件下研究３种内生真菌对连作花生土壤尖孢镰刀菌的拮抗作用。结果表明：拟茎点霉ＮＪ４．１菌
株、拟茎点霉Ｂ３菌株和角担子菌Ｂ６菌株对花生根腐病病原菌尖孢镰刀菌均有拮抗作用，其中拟茎点霉 ＮＪ４．１菌株
对尖孢镰刀菌抑制作用明显，抑菌率为３８．９３％，与尖孢镰刀菌生态位重叠指数为１／３；拟茎点霉ＮＪ４．１菌株生长过程
中产生的挥发物对尖孢镰刀菌抑菌率为１８．１５％，拟茎点霉ＮＪ４．１菌株发酵液对尖孢镰刀菌也有一定的抑制作用，但
明显小于挥发物对尖孢镰刀菌的影响。
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　　花生是世界上分布较广泛的作物，世界六大洲都有种植。
花生是我国重要的油料、经济作物，２０１３年我国花生种植面
积４６３万ｈｍ２，花生总产量１６９７万 ｔ，因此可见，我国是世界
上花生总产量和花生油总产量最大的国家［１］。近年来，我国

大豆产业受到国外冲击，花生行业的稳定及可持续发展对食

用油安全有着重要意义。因土地资源有限，产区相对集中，很

多地方已经形成传统的优势花生种植产业，农民常常连片、大

规模种植，有的甚至已连作１０～２０年，往往导致花生根腐病、
白绢病等真菌病害加剧［２］，荚果产量下降，生产成本增加［３］。

花生根腐病俗称“鼠尾”、烂根，它是由包括尖孢镰刀菌

（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、腐皮镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ）在内的
镰刀菌属引起的。最新研究表明，随着花生连续种植，尖孢镰

刀菌的相对丰度显著增加，连作花生根腐病发病率提高 ２
倍［４］，是限制连作花生生产的关键因素。病原真菌侵染不仅

引起花生减产，而且还会影响花生品质［５］。目前，克服病原

真菌引起的花生减产、质量下降的方法主要是使用大量有机

肥和药剂等，这不仅增加生产成本，还会引起环境污染，危害

人体健康等。生物防治是一种对环境友好、对病害具有潜在
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应用价值的综合治理方法。

研究表明，一些来源于病害植株的根际微生物可以对病

菌形成拮抗作用［６］。外源施加哈茨木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｈａｒｚｉａ
ｎｕｍ）可以诱导黄瓜发生防御反应，产生可降解病菌细胞壁的
相关酶［７］，显著防治黄瓜枯萎病［８－９］。从花生根际土壤中筛

选得到侧孢短芽孢杆菌，对峙试验表明，侧孢短芽孢杆菌对花

生根腐病、白绢病、疮痂病、叶斑病等病原菌有显著的抑制作

用，盆栽和田间试验表明，该菌对花生根腐病、白绢病等均有

明显的防治效果［１０］。

研究发现，植物内生真菌施加到土壤环境中不仅可以促

进植物生长［１１－１３］，而且可以诱导植物幼苗提高防御能

力［１４－１７］，减少病害发生［１８］，但是内生真菌的抗病机制不是非

常清楚。本研究主要探讨实验室条件下内生真菌与花生常见

病害———根腐病病原菌之间的拮抗机制，以期为花生根腐病

的生物防治提供一定理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌株　内生真菌：拟茎点霉属真菌（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ
ｓｐ．）ＮＪ４．１，分离自菊科茅苍术（ＲｈｉｚｏｍａａｒｅａｃｔｙｌｏｄｉｓＬａｎｃｅａｅ）
叶片［１２］；角担子菌属真菌（Ｃｅｒａｔｏｂａｓｉｄｕｍｓｔｅｖｅｎｓｉｉ）Ｂ６，分离自
大戟科重阳木（Ｂｉｓｃｈｏｆｉａｐｏｌｙｃａｒｐａ）茎内皮；拟茎点霉属真菌
（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒｉ）菌株 Ｂ３，分离自大戟科重阳木茎内
皮［１９］。花生病原真菌：尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ，简称
Ｆｏ）。供试菌株均为南京师范大学江苏省功能微生物与功能
基因组学重点实验室保藏菌株。

１．１．２　培养基　ＰＤＡ培养基：马铃薯２００ｇ，琼脂１５ｇ，葡萄
糖２０ｇ，加水至１Ｌ；ＰＤＢ培养液：配方（不加琼脂）与 ＰＤＡ相
同；单一碳／氮源培养基［２０］：碳／氮源１０ｍｍｏｌ／Ｌ，琼脂１５ｇ，加
水至１Ｌ。内生真菌发酵液培养基：无菌发酵液１０ｍＬ，ＰＤＡ
培养基９０ｍＬ。
１．２　内生真菌与病原菌平板对峙培养［２１］

内生真菌和花生病原菌分别接入 ＰＤＢ培养液中，２８℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４ｄ。转接至ＰＤＡ培养基平板，２８℃培养
５ｄ。在ＰＤＡ培养基上活化的菌落边缘打取５ｍｍ菌块，转接
至新鲜 ＰＤＡ培养基平板上，内生真菌与病原菌之间距离
４ｃｍ，２８℃培养５ｄ，分别观察２种菌生长情况。在新鲜ＰＤＡ
培养基平板上接５ｍｍ空白ＰＤＡ培养基和５ｍｍ病原菌菌块
作为对照。按下式计算抑菌率：抑菌率 ＝（对照组菌落半
径－试验组菌落半径）／对照组菌落半径×１００％［２２］。

１．３　内生真菌与病原菌营养利用相似性
将内生真菌和花生病原菌分别接入 ＰＤＢ培养液中，

２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４ｄ活化。将活化的内生真菌和病
原菌分别接种到含唯一碳／氮源的琼脂平板上，本试验共有
１６种单一碳／氮源培养基（碳／氮源：果糖，葡萄糖，棉子糖，木
糖，海藻糖，组氨酸，Ｄ－密二糖，丙氨酸，丝氨酸，精氨酸，蔗
糖，苯丙氨酸，脯氨酸，苏氨酸，亮氨酸，甲硫氨酸）。用直径

为５ｍｍ的打孔器分别在母菌平板上打孔，得到均匀内生真
菌和病原真菌，接种到每一种碳／氮源培养基的中心。对照组
为接种在不含任何碳／氮源的琼脂平板上的内生真菌和病原
真菌［２３］。２８℃培养５ｄ，观察内生真菌与病原真菌的生长情

况。生态位重叠指数计算公式：生态位重叠指数 ＝２种菌共
同利用的碳氮源数量／测试菌利用的碳氮源数量［２４］。

１．４　内生真菌的发酵液对病原菌生长的影响
将内生真菌接种到ＰＤＢ培养液中，２８℃培养１４～１５ｄ，

５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液。上清液经３层滤纸抽
滤，除去菌丝体。滤液通过０．２２μｍ滤膜，得到无菌发酵原液。

无菌发酵原液用无菌水稀释，得到一系列不同浓度梯度

（稀释５、２倍，原液）的发酵液，以１∶９的体积比与ＰＤＡ培养
基混合，充分摇匀，制成平板。将５ｍｍ病原真菌菌块接种在
平板中心，２８℃培养５ｄ，测量菌落半径（ｃｍ）。以不加发酵
液，仅加１／１０体积无菌水的ＰＤＡ作为对照。按“１．２”节公式
计算抑菌率。

１．５　内生真菌挥发物对病原菌生长的影响
在２个ＰＤＡ平板中分别接种３个内生真菌菌块和１个

病原真菌菌块。将２个平板的皿口相扣，用封口膜封好。培
养病原真菌的平板放在上面，２８℃恒温培养５ｄ。以接种病
原真菌而未接种内生真菌的菌块作为对照。按“１．２”节公式
计算抑菌率。

２　结果与分析

２．１　内生真菌与病原菌平板对峙培养结果
从图１－ａ可见，尖孢镰刀菌的菌落呈深色（图１－ａ），肉

眼观察呈紫色。从图１－ｂ可见，ＮＪ４．１菌落包围尖孢镰刀菌
菌落，尖孢镰刀菌不再生长，ＮＪ４．１也不再生长，对峙处有较为
明显的隔离带（抑菌圈）。Ｂ６菌株与尖孢镰刀菌的对峙处也有
较为明显的隔离带（图１－ｃ）。内生真菌 Ｂ３菌落呈浅色（图
１－ｄ），肉眼观察呈淡黄色，对尖孢镰刀菌的抑制作用较为明显。

　　由表１可见，对峙培养中３种内生真菌对尖孢镰刀菌均
有不同程度的抑制，其中内生真菌 ＮＪ４．１菌株对尖孢镰刀菌
抑制作用较为明显，抑菌率达到３８．９３％。
２．２　拟茎点霉ＮＪ４．１菌株与尖孢镰刀菌营养利用相似性
　　由表２可见，平板上内生真菌 ＮＪ４．１菌株与尖孢镰刀菌
相互抑制的部分原因是两者之间营养利用具有相似性。在同
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表１　内生真菌菌株对尖孢镰刀菌的抑制作用

菌株
对照组菌落半径

（ｃｍ）
试验组菌落半径

（ｃｍ）
抑菌率

（％）

ＮＪ４．１ ３．１６±０．１７ ２．４３±０．２４ ３８．９３±６．０５
Ｂ６ ３．０３±０．０５ ２．２７±０．１７ ２２．８９±７．７６
Ｂ３ ２．７１±０．３４ ２．０３±０．２２ ２５．００±８．１６

一平板上生长时，内生真菌 ＮＪ４．１菌株与尖孢镰刀菌发生了
营养利用竞争，引起了抑制作用，内生真菌ＮＪ４．１菌株与病原
菌尖孢镰刀菌的生态位重叠指数为１／３。

表２　ＮＪ４．１菌株与尖孢镰刀菌营养利用相似性

碳／氮源
ＮＪ４．１菌株 尖孢镰刀菌

菌丝生长半径

（ｃｍ）
是否

利用

菌丝生长半径

（ｃｍ）
是否

利用

ＣＫ ２．４７±０．１８ ３．１９±０．１９
果糖 ２．２４±０．２４ － ２．８２±０．４７ －
葡萄糖 ２．５１±０．２２ ＋ ２．９７±０．３６ －
棉子糖 １．８８±０．２７ － ２．９０±０．１９ －
木糖 ２．５０±０．１３ ＋ ２．８７±０．３７ －
海藻糖 ２．８３±０．３２ ＋ ２．８７±０．５１ －
组氨酸 ２．１９±０．５４ － ３．５４±０．３８ ＋
Ｄ－密二糖 ２．４０±０．３７ － ２．９２±０．２７ －
丙氨酸 ２．２９±０．６１ － ３．３６±０．２７ ＋
丝氨酸 ２．８８±０．４５ ＋ ３．０２±０．４６ －
精氨酸 １．３６±０．２３ － ２．５１±０．１８ －
蔗糖 ２．７９±０．３３ ＋ ２．８８±０．２２ －
苯丙氨酸 ２．５０±０．１８ ＋ ２．５８±０．１７ －
脯氨酸 ２．７９±０．４３ ＋ ３．４８±０．３３ ＋
苏氨酸 １．８４±０．１８ － ３．１７±０．２７ －
亮氨酸 ２．８３±０．３１ ＋ ３．１０±０．１８ －
甲硫氨酸 １．９３±０．３５ － ２．０６±０．２９ －

　　注：“＋”表示利用，“－”表示不利用。

２．３　内生真菌ＮＪ４．１菌株发酵液对尖孢镰刀菌生长的影响
　　由图２可见，与对照组相比，不同浓度的发酵液对尖孢镰
刀菌有不同程度的抑制作用。

　　由表３可见，加入发酵原液的５、２倍稀释液及未稀释的
发酵原液培养基对尖孢镰刀菌的抑菌率分别为 １．９１％、
３１８％、１０．８３％，表明发酵液浓度越大，抑菌作用越明显。

表３　ＮＪ４．１菌株发酵液对尖孢镰刀菌的抑制作用

ＮＪ４．１菌株
发酵液

试验组菌落半径

（ｃｍ）
抑菌率

（％）

稀释５倍 ３．４２±０．０８ １．９１±２．２５
稀释２倍 ３．３８±０．０６ ３．１８±１．８０
发酵原液 ３．１１±０．０７ １０．８３±２．１１

　　注：对照组菌落半径为（３．４９±０．０９）ｃｍ。

２．４　内生真菌ＮＪ４．１的挥发物对尖孢镰刀菌生长的影响
与对照组（图３－ａ）相比，ＮＪ４．１挥发物对病原真菌尖孢

镰刀菌的抑制作用明显（图３－ｂ）。测定结果表明，对照组、
试验组菌落半径分别为（２．７６±０．１０）、（２．２６±０．１４）ｃｍ。
ＮＪ４．１挥发物对尖孢镰刀菌的抑菌率为１８．１２％。

３　结论与讨论

研究发现，在土壤中施加广谱植物内生真菌拟茎点霉Ｂ３
菌株，可以显著加快连作土壤中植物凋落物中纤维素、木质素

降解和植物残茬的腐解，协同土中Ｇ－细菌加速酚酸降解，减少
化感物质的自毒作用，诱导植物幼苗提高防御能力［１４－１７］；此

外，可以有效改变土壤微生物区系，改善土壤酶活性，改良土壤

环境，提高花生产量［１１－１３］，克服花生连作障碍。施加到土壤环

境中的拟茎点霉ＮＪ４．１、拟茎点霉Ｂ３和角担子菌Ｂ６不仅可以
促进植物生长，而且可以增强植物防御系统，减少病害发生，但

是抗病机制尚未清楚，因此揭示土壤中施加内生真菌抵御花生

病害的抗病机制，对于克服花生连作障碍具有重要意义。

植物内生菌与病原菌具有相同的生态位，在植物体内相

互竞争空间、营养。内生真菌为占据有效生态位，通过产生次

级代谢产物和一些抗菌成分，强烈抑制病原菌生长，使病原菌

得不到正常的营养供给而消亡，从而增强宿主抵御病害的能

力［２５］。分离自茅苍术内生荧光假单胞菌ＡＬＥＢ７Ｂ，能够显著
抑制罗耳阿太菌菌株ＳＹ４的生长，并且能够显著降低茅苍术
组培苗白绢病的发病率［２６］。近年来，关于内生真菌拟茎点霉

属次级代谢产物领域的研究倍受关注。分离自蒲公英拟茎点

霉ＰＧ２３的菌株培养滤液含有抗菌化合物２－羟基－６－甲基
苯酸，对一些病原菌显示出拮抗作用，体外培养表现出强烈的

抑菌活性［２７］。分离自箭叶菊（Ｓｅｎｅｃｉｏｋｌｅｉｎｉｉｆｏｒｍｉｓ）拟茎点霉
Ｎｏ．７１３３，它合成的４种次生代谢产物也表现出不同的抑菌活
性［２８］。但是由于拟茎点霉属在种级水平的鉴定存在实际困

难，一些能在体外发挥作用的次级代谢产物功效目前尚不清

楚［２９－３０］。实验室条件下，绿色木霉 ＴＲ２８菌株与尖孢镰刀菌
平板对峙结果表明，绿色木霉生长快于尖孢镰刀菌 ＦＯ２Ｇ１，
接触后ＦＯ２Ｇ１生长停止［３１］。生防菌 ＪＫ－２（短短芽孢杆菌，
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Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ）对尖孢镰刀菌效果特别显著［３２］。

本研究表明，内生真菌ＮＪ４．１、Ｂ３和Ｂ６菌株对尖孢镰刀
菌均有明显拮抗作用，其中 ＮＪ４．１菌株对尖孢镰刀菌抑制作
用最为明显，抑菌率达到３８．９３％。进一步研究发现，ＮＪ４．１
菌株和尖孢镰刀菌生态位重叠指数为１／３，ＮＪ４．１菌株生长过
程中产生的挥发物对尖孢镰刀菌的抑菌率为１８．１５％，ＮＪ４．１
菌株发酵液对尖孢镰刀菌也有一定的抑制作用。

如何鉴定出ＮＪ４．１菌株的挥发物和发酵液中的次生代谢
产物以及内生真菌如何在自然环境下抑制病菌生长，促进花

生植株抵御病菌侵染，减少花生患病概率，提高花生产量，均

有待进一步探讨。
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