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对羟基苯甲酸对尖孢镰刀菌生物学特性

及侵染毒力的影响
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　　摘要：明确对羟基苯甲酸对尖孢镰刀菌侵染毒力的影响，可为克服三七连作障碍提供有效的策略。结合荧光素二
乙酸酯－碘化丙啶（ＦＤＡ－ＰＩ）染色及马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）平板萌发法，分析不同浓度下对羟基苯甲酸与尖孢镰
刀菌孢子活性的相关性；采用酶学法分析不同浓度下对羟基苯甲酸对真菌纤维素酶分泌的影响。ＦＤＡ－ＰＩ染色结果
表明，当对羟基苯甲酸浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ时，尖孢镰刀菌产孢数量最多，孢子活性最强。ＰＤＡ平板萌发测定结果显示，
对羟基苯甲酸浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ时，尖孢镰刀菌孢子的平均萌发率为５８．０５％，孢子萌发率最高。低浓度的对羟基苯甲
酸胁迫下，尖孢镰刀菌分泌的纤维素酶活性增加，而高浓度下降低；对羟基苯甲酸浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ时，纤维素酶活性
最高，峰值出现在培养４ｄ时，达到 １．５７Ｕ／ｍＬ，是相同时间下对照的５．６倍。研究表明，低浓度对羟基苯甲酸（１～
５ｍｍｏｌ／Ｌ）胁迫有利于尖孢镰刀菌孢子生长，且提高其分泌的纤维素酶活性。
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　　三七根腐病是三七生产中的一类重要病害，不
仅影响三七产量，更影响三七质量，其中以镰刀菌

型根腐病最为多见［１］。在三七栽培中，随着连作年

限的延长根腐病发病率明显增加［２］。根腐病的发

生与连作条件下植物根系分泌物对病原菌的化感

作用有密切关系。研究三七根系分泌物对病菌的

化感致病性是解析连作条件下根腐病形成机制的

有效途径。

在植物的生长发育过程中，根系作为植物与土

壤的接触部分，不仅从土壤中吸收水分和养分，还

通过分泌的方式向周围释放一些无机离子和有机

化合物，这些物质是一类复杂的混合物，是植物连

作对根际土壤微生物产生影响的重要媒介之一，参

与植物与周围环境的物质交换与信号传递，是根际

最为重要的营养和能量来源，也是构成植物不同根

际微生态特征的关键因素［３－５］。对羟基苯甲酸为酚
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酸类化感物质，是自然界中常见的化合物，存在于

高等植物、微生物、苔藓和土壤中。酚酸类物质是

导致作物产生连作障碍的主要因素，它可以直接或

间接地促进或抑制微生物生长，进而影响作物生

长。Ｒｅｎ等研究了丛枝菌根定殖是否能缓解西瓜枯
萎病，改变植物对病原菌的反应，结果表明，丛枝菌

根的侵染抑制了西瓜根和根际病原菌的生长，使病

害指数降低了８９．３％，这是因为丛枝菌根的侵染改
变了根系分泌物，抑制了西瓜枯萎病菌孢子的萌

发［６］。郝文雅等以不同抗性西瓜品种以及化感水

稻品种为试验对象，对其根系分泌物中可溶性糖和

游离氨基酸的含量和组成进行分析，并研究了氨基

酸对西瓜专化型尖孢镰刀菌生长的影响，结果表

明，西瓜的根系分泌物能够促进镰刀菌孢子萌发和

产孢，而水稻根系分泌物却具有反向作用［７］。

本研究拟探究对羟基苯甲酸胁迫下尖孢镰刀

菌的生物学特性及致病毒力，以探明对羟基苯甲酸

对尖孢镰刀菌的化感作用，以期为连作条件下根腐

病的发生及病害防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验菌株及试验时间
尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）由云南农业

大学植物病理学重点实验室惠赠。试验于２０１９年
在玉溪师范学院分子生物学实验室进行。

１．２　孢子活性的检测
１．２．１　孢子悬浮液的制备　将尖孢镰刀菌菌株分
别在含有１、５、１０、５０ｍｍｏｌ／Ｌ对羟基苯甲酸的马铃
薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基中于２６℃下振荡培养
７ｄ，以不添加对羟基苯甲酸的 ＰＤＡ培养基为对照
（ＣＫ）。将培养好的病原菌孢子混合液依次用２００
目（孔径０．０７５ｍｍ）和３００目（孔径０．０４８ｍｍ）筛
网过滤，去除菌丝和培养基杂质。然后取３０ｍＬ滤
液于５０ｍＬ离心管中，在５０００ｒ／ｍｉｎ下离心５ｍｉｎ，
去上清液后以无菌水进行重悬并离心，重复 ２～３
次。用磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ，ｐＨ值为７．４）将孢子
重悬。

１．２．２　ＦＤＡ－ＰＩ荧光染液的配制、染色及孢子死亡
率的计算　荧光素二乙酸酯－碘化丙啶（ＦＤＡ－ＰＩ）
荧光染液的配制及染色参照柴阿丽等的方法［８］，尖

孢镰刀菌孢子悬浮液染色后于荧光显微镜下观察，

采用血细胞计数器根据孢子着色情况计算孢子死

亡率。

１．３　孢子萌发率的计算
制备对羟基苯甲酸浓度分别为 １、５、１０、

５０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＰＤＡ培养基，以不添加对羟基苯甲酸
的ＰＣＡ培养基为对照（ＣＫ）。把灭过菌的微孔滤膜
平铺在制备好的ＰＤＡ平板上，使微孔滤膜平铺于培
养基表面，把制备的孢子悬浮液平铺在滤膜上，用

三角玻璃棒将菌悬液涂布均匀（每个平板涂布

７０μＬ菌悬液），用封口膜封口后置于２８℃下培养，
５～８ｈ后制作玻片观察并记录孢子的萌发情况，每
个处理重复３次，每个样本检查１００个孢子，统计孢
子萌发率。

１．４　酶活性的测定
纤维素酶活性的测定采用羧甲基纤维素钠

（ＣＭＣ－Ｎａ）法。

２　结果与分析

２．１　ＦＤＡ－ＰＩ荧光染色效果观察和孢子死亡率的
计算

尖孢镰刀菌新鲜孢子悬浮液利用 ＦＤＡ染液单
染后，在荧光显微镜下，活孢子呈亮绿色荧光

（图１－ａ）；经加热致死的孢子利用ＰＩ染液单染后，
死孢子发出红色荧光（图１－ｂ）。取１ｍＬ新鲜孢子
悬浮液与１ｍＬ加热致死的孢子悬浮液混合均匀，
经 ＦＤＡ－ＰＩ染液染色后，在荧光显微镜下可明显
观察到发出红色荧光的死孢子和发出绿色荧光的

活孢子（图１－ｃ）。上述结果表明，采用 ＦＤＡ－ＰＩ
染色方法能较好地对尖孢镰刀菌孢子的死活进行

判断，其中活孢子呈绿色荧光，死亡孢子呈红色

荧光。

　　由表１可知，在不同浓度（０、１、５、１０、５０ｍｍｏｌ／Ｌ）
对羟基苯甲酸胁迫下，尖孢镰刀菌产孢数量有较大

区别。其中，对羟基苯甲酸浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ时产孢
数量最多，经血细胞计数器检测得出，孢子数量为

１８０万个／ｍＬ，其次为含１ｍｍｏｌ／Ｌ对羟基苯甲酸的
培养基，产孢数量为１７０万个／ｍＬ。对羟基苯甲酸
浓度为５０ｍｍｏｌ／Ｌ时不产孢子。经 ＦＤＡ－ＰＩ双染
后死孢子在荧光显微镜下呈红色，活孢子呈绿色。

在０、１、５、１０ｍｍｏｌ／Ｌ对羟基苯甲酸胁迫下，尖孢镰
刀菌孢子死亡率分别为７９％、７５％、６４％、７０％，悬
浮液中孢子死亡个数分别为 ９４．８万、１２７．５万、
１１５．２万、５６０万个／ｍＬ。当对羟基苯甲酸浓度为
５ｍｍｏｌ／Ｌ时，尖孢镰刀菌产孢数量最多，经ＦＤＡ－ＰＩ
染色后，孢子存活率也最高。
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表１　对羟基苯甲酸胁迫下尖孢镰刀菌产孢量及孢子死亡率

对羟基苯甲酸浓度

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
孢子总数

（万个／ｍＬ）
活孢子数量

（万个／ｍＬ）
死孢子数量

（万个／ｍＬ）
孢子死亡率

（％）

０ １２０．０±０．６ｂ ２５．２±１．０ｃ ９４．８±１．０ｃ ７９

１ １７０．０±１．２ｂ ４２．５±０．６ｃ １２７．５±１．０ｃ ７５

５ １８０．０±２．１ｂ ６４．８±１．２ｃ １１５．２±１．５ｃ ６４

１０ ８０．０±１１．１ａ ２４．０±８．５ｂ ５６．０±４．９ｂ ７０

５０ ０ ０ ０ —

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　对羟基苯甲酸胁迫下尖孢镰刀菌孢子的萌
发率

采用ＰＤＡ平板法观察孢子的萌发情况，结果发
现，在对羟基苯甲酸浓度为１、５ｍｍｏｌ／Ｌ的培养基
中，孢子萌发最早，萌发时间为５．５ｈ。其次为对照，
萌发时间为６ｈ。对羟基苯甲酸浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ
时，萌发时间为 １１ｈ，而羟基苯甲酸浓度为
５０ｍｍｏｌ／Ｌ时，尖孢镰刀菌孢子无萌发。

由图２可知，不同浓度对羟基苯甲酸胁迫下，尖
孢镰刀菌孢子的萌发率不同，其中 ＣＫ组的平均萌
发率为 ４２．４５％；对羟基苯甲酸浓度为 １ｍｍｏｌ／Ｌ
时，孢子萌发率最高，平均萌发率为５８．０５％；对羟
基苯甲酸浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ时，孢子的萌发率低于浓
度为１ｍｍｏｌ／Ｌ时，平均萌发率为５０８％，对孢子的
萌发仍有促进作用，但促进作用减缓；对羟基苯甲

酸浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，孢子萌发率低于空白对照
组，平均萌发率为２９．５％，对孢子的萌发开始有抑
制作用；当对羟基苯甲酸浓度 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ时，完全
抑制孢子的萌发，孢子平均萌发率为０。
２．３　对羟基苯甲酸胁迫下纤维素酶活性的变化

植物细胞壁主要由纤维素、半纤维素、木质素

和壁蛋白等组成。其中，纤维素是构成细胞壁的骨

架物质［９］。植物细胞壁是植物健康的保障，病原菌

可以通过入侵植物细胞壁，分泌细胞壁降解酶使植

物受到侵染而感病［１０］。因此，细胞壁降解酶是病原

菌侵染寄主组织的主要致病因子之一［１１］。由图 ３
可知，在低浓度的对羟基苯甲酸胁迫下，尖孢镰刀

菌分泌的纤维素酶活性增加，而高浓度下降低。对

羟基苯甲酸浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ时，纤维素酶活性最
高，峰值出现在培养４ｄ时，达到 １．５７Ｕ／ｍＬ，是相
同时间下对照的５．６倍。由此可以得知，低浓度对
羟基苯甲酸有利于尖孢镰刀菌入侵植物组织。
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３　讨论

研究表明，酚酸类物质是导致作物产生连作障

碍的主要因素，它可以直接或间接地促进或抑制微

生物生长，进而影响作物生长［１２］。马燕会等通过盆

栽试验及高效液相色谱（ＨＰＬＣ）技术发现，对羟基
苯甲酸可增加根系分泌物中对镰刀菌生长具有促

进作用的氨基酸种类和含量［１３］。甄文超等研究发

现，对羟基苯甲酸可提高草莓根际镰刀菌的数量，

致使根际微生物组成由“细菌型”向“真菌型”转

变［１４］。在前期研究中，笔者已明确从三七重茬土壤

中提取到的２９种化感物质对尖孢镰刀菌具有明显
的化感作用［１５］。本研究中，对羟基苯甲酸在低浓度

下可增加孢子产孢活性，促进孢子的萌发，最适宜

的浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ，该浓度下，尖孢镰刀菌产孢数
量最高，且通过ＦＤＡ和ＰＩ双荧光复染法检测得出，
孢子存活率最高，死亡率最低，另外在该浓度下尖

孢镰刀菌分泌的纤维素酶活性也最高。

荧光素二乙酸酯（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＦＤＡ）可
以自由通过细胞膜，被非特异性酯酶分解产生荧光

素，并积蓄在活细胞内产生荧光［１６］。碘化丙啶

（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）不能透过完整的细胞膜，但能
够透过死细胞的细胞膜而使细胞核被染红［１６］。本

研究中，在对羟基苯甲酸胁迫下，利用 ＦＤＡ－ＰＩ染
色及ＰＤＡ平板萌发法检测孢子活性，发现在相同浓
度对羟基苯甲酸胁迫下，ＰＤＡ平板萌发法测定的孢
子活性更强。如当对羟基苯甲酸浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ
时，ＰＤＡ平板萌发法测得的孢子平均萌发率为
５０８％；而通过 ＦＤＡ－ＰＩ染色法得出，活孢子比例
为３７％，远低于平板萌发法。这说明ＦＤＡ－ＰＩ染色

剂对孢子活性具有一定的抑制作用，但相较于 ＰＤＡ
平板萌发法方便、快捷。
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