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　　摘要：为有效防治由尖孢镰刀菌引起的番茄枯萎病，对多份番茄枯萎病株及其根际土壤中的尖孢镰刀菌进行分离
纯化，并对优势尖孢镰刀菌进行致病特性和环境适应性研究。采用分离纯化、形态学和分子生物学鉴定的方法确定了

３株优势尖孢镰刀菌６号、８号和１９号，通过恒温培养和生长曲线测定方法进一步对其致病性和最适生长条件（ｐＨ值
和盐浓度）进行研究。此外，采用平板对峙和菌丝生长速率测定方法初步考察了３株尖孢镰刀菌对２株生防菌（解淀
粉芽孢杆菌和贝莱斯芽孢杆菌）和２种药剂（精甲－咯菌腈和代森锰锌）的适应性。结果表明，在致病性试验中，６号
和８号菌株对番茄种子萌发的抑制作用和对番茄幼苗的致病性均显著高于１９号菌株。平板对峙和菌丝生长测定结
果表明，解淀粉芽孢杆菌和精甲－咯菌腈能显著抑制３株尖孢镰刀菌的生长，其中对６号和８号菌株的抑制效果更为
明显。此外，最适生长条件试验结果表明，３株尖孢镰刀菌在ｐＨ值＝４和ＮａＣｌ浓度＝２％条件下生长速度最快。本研
究分离鉴定了２株致病性较强的尖孢镰刀菌，在农业生产上可通过改良土壤酸化及施用解淀粉芽孢杆菌菌剂等措施
来防治其引发的番茄枯萎病。
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　　番茄营养价值高，是浙江省主要的蔬菜作
物［１］。据统计，２０１７年浙江省设施番茄栽培面积超
１万ｈｍ２，产值超亿元［２］。特别是浙江省温州市苍

南县凭借独特的物候优势，已成为重要的番茄生产

和供应基地之一［３］。因此，番茄产业极大地增长了

当地农村经济和农民收入。但新形势下，一些设施

番茄大棚基地由于常年连作和不合理施肥等原因，

造成番茄连作障碍现象普遍发生［２］。

番茄枯萎病作为番茄重要的土传病害，最早于

２０世纪初被发现［４］，目前在浙江省番茄优势产区频

发［２］，其在番茄植株上表现出植株萎蔫、叶片变黄、

维管束褐变等系统症状，造成番茄严重减产［５］。已

有研究表明，尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）是番
茄枯萎病主要致病菌之一［５－６］。此外，由于土壤中

尖孢镰刀菌的致病力、浓度和生长速度关系到病害

的发生和严重程度［７－９］。因此明确不同尖孢镰刀菌

的致病力差异及其在土壤中繁殖的最适环境因素，

通过创造相应的环境条件，有助于控制枯萎病的发

生或蔓延［１０－１１］。但是，通过传统手段如稀释涂布计

数或菌丝生长测定来研究枯萎病病菌生长的最适

条件存在数据通量小和试验周期长等弊端［１１－１３］。

已有研究表明，ＢｉｏｓｃｒｅｅｎＣ全自动生长曲线分析仪
可连续监测微生物的生长速率并快速筛选出微生

物菌株生长的最优条件［１４］。当前对不同尖孢镰刀

菌生长速度的实时监测及其最适生长条件的快速

筛选相关研究鲜有报道。本研究从番茄枯萎病病

株及其根际土壤上分离鉴定了３株代表性尖孢镰刀
菌，并对３株菌的致病特性和环境适应性进行相关
研究，旨在为番茄枯萎病的科学防控提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
发病植株及其根际土壤于２０２１年３—５月采集

自浙江省温州市苍南县不同地区连作多年的设施
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番茄大棚内。供试广谱性生防细菌菌株分别为贝

莱斯芽孢杆菌（ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＫ１，Ｋ１）和解淀粉
芽孢杆菌（ＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＪＤＦ，ＪＤＦ），由浙
江省农业科学院环境资源与土壤肥料研究所研究

人员从蔬菜作物土壤根际分离得到。用于尖孢镰

刀菌分离培养及纯化的培养基分别为尖孢镰刀菌

选择性培养基［１１］（去皮马铃薯 ２００ｇ／Ｌ，琼脂粉
２０ｇ／Ｌ，无水乙醇１６．２ｍＬ／Ｌ，４５％敌磺酸钠２．１ｇ／Ｌ，
硫酸链霉素０．７５ｇ／Ｌ）和马铃薯葡萄糖琼脂培养基
（ｐｏｔａｔｏｄｅｘｔｒｏｓｅａｇａｒ，ＰＤＡ：马铃薯浸出粉６ｇ／Ｌ，葡
萄糖２０ｇ／Ｌ，琼脂粉２０ｇ／Ｌ，自然 ｐＨ值）。用于生
防细菌活化的培养基为 ｌｙｓｏｇｅｎｙｂｒｏｔｈ（ＬＢ）培养基
（胰蛋白胨１０ｇ／Ｌ，酵母提取物５ｇ／Ｌ，氯化钠１０ｇ／Ｌ，
琼脂 粉 ２０ｇ／Ｌ，自 然 ｐＨ 值）。供 试 ０．０５％
ＨＹＰＯＮｅＸ 植 物 营 养 液 从 网 上 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｈｙｐｏｎｅｘ．ｃｏ．ｊｐ）购买并按照说明书的方法配制。供
试药剂：６２．５ｇ／Ｌ精甲 －咯菌腈悬浮种衣剂，购自
青岛奥迪斯生物科技有限公司；６５％代森锰锌可湿
性粉剂，购自江西中迅农化有限公司。供试番茄品

种为合作９０３。整个试验过程（２０２１年６—１２月）在
浙江省农业科学院环境资源与土壤肥料研究所微

生物实验室进行。

１．２　尖孢镰刀菌的分离及鉴定
分别采用组织分离法和梯度稀释法［１１，１５］对发

病植株及其根际土壤进行尖孢镰刀菌的分离。对

分离得到的菌落采用尖端菌丝挑取法纯化［１６］：从菌

落边缘挑取适量菌丝转移到ＰＤＡ培养基上，相同条
件下纯化培养，反复培养３～５代直到分离出形态一
致的菌株。经分离纯化，共获得２０多株不同形态的
尖孢镰刀菌单菌落，委托生工生物工程（上海）股份

有限公司提取待测真菌的 ＤＮＡ，再利用通用引物
ＩＴＳ１（ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ）和ＩＴＳ４（ＴＣＣＴＣ
ＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ）对所提 ＤＮＡ的转录间隔区
（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）进行扩增［１７］。用

１％琼脂糖电泳检测 ＰＣＲ产物的大小和特异性，随
后通过序列测定和同源性比较来鉴定未知真菌。

最终，选取３株丰度较高的尖孢镰刀菌作为代表性
菌株，分别命名为 ６号、８号和 １９号。此外，在
ＧｅｎＢａｎｋ上下载３株分离菌株的ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列用
于系统发育树的构建［５］。

１．３　尖孢镰刀菌对番茄种子萌发及幼苗生长的
影响

将３株优势尖孢镰刀菌接种到ＰＤＢ培养基，并

于２８℃和１６０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养２ｄ。培养结束后，
分别制成１０６、１０５、１０４个／ｍＬ的孢子悬浮液，待用。
各取１０ｍＬ孢子悬液（１０５、１０４个／ｍＬ）接入铺有１
层滤纸的培养皿中，并在培养皿中央散播饱满一致

的１０颗番茄种子，置于孵育箱（２６℃、７０％相对湿
度）暗培养４ｄ。培养结束后测定不同浓度尖孢镰
刀菌孢子悬浮液对番茄种子萌发的影响［１８］。设对

照接种等量的灭菌ＰＤＢ培养基的稀释液，所有处理
均重复３次。

采用水培法测定３株尖孢镰刀菌对番茄幼苗生
长的影响［１９］。各取５ｍＬ孢子悬浮液（１０５个／ｍＬ）
接入到含有１０ｍＬ营养液的离心管中。随后，一个
离心管移栽１颗番茄苗，并在２４～３０℃的温室下培
养［２０］。每个处理包括 ８株番茄苗，３次重复，对照
接种等量的 ＰＤＢ培养基稀释液。待发病后选取发
病组织进行病原菌的再次分离鉴定。枯萎病病害

采用０～４级的５级分级标准，其中０级，植株健康，
无叶片发黄；１级，植株无萎蔫症状，叶片发黄占比
小于５０％；２级，植株无萎蔫症状，叶片发黄占比大
于５０％；３级，植株叶片萎蔫，茎基部出现病斑；４
级，植株枯死。病情指数（ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ，ＤＩ）［２１］采用
如下公式进行计算：

病情指数 ＝∑（各级发病株数 ×该级代表
值）×１００／（调查总株数×病情最高级代表值）。
１．４　生防菌和药剂对尖孢镰刀菌的拮抗作用

采用平板对峙法测定生防菌对尖孢镰刀菌菌

丝生长的影响［２２－２３］，用灭菌打孔器（直径为５ｍｍ）
取活化好的尖孢镰刀菌菌饼，倒扣在新鲜ＰＤＡ培养
基的一侧，然后在距离病原菌４ｃｍ的位置再接种近
似大小的生防菌单菌落。设不接种生防菌为对照，

每处理重复３次。培养７ｄ后，测定各处理组尖孢
镰刀菌菌落平均半径 ｄ，对照组尖饱镰刀菌平均半
径为Ｄ，并计算抑制率。

利用菌丝生长速率法［２４］，考察精甲 －咯菌腈和
代森锰锌对尖孢镰刀菌的生长抑制作用。在预试

验的基础上制成 Ｎ（Ｎ≥６）个系列浓度的精甲 －咯
菌腈和代森锰锌溶液，加入到 ＰＤＡ培养基混匀，以
无菌水代替药剂作为空白对照。每个处理重复 ４
次。将尖孢镰刀菌菌饼转接到上述含药 ＰＤＡ培养
基和空白对照中，（２８±２）℃培养７ｄ，用十字交叉
法测量菌落直径，并计算菌丝生长平均抑制率及药

剂对供试病原菌菌丝生长抑制的回归方程、相关系

数（ｒ）和抑制有效中浓度（ＥＣ５０）
［１３］。菌丝生长平均
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抑制率 ＝（对照菌落直径均值 －处理菌落直径均
值）／（对照菌落直径均值－接种菌饼直径）×１００％。
１．５　尖孢镰刀菌最适生长条件测定

配制５０ｍＬｐＨ值分别为 ４、５、６、７和 ８以及
ＮａＣｌ浓度分别为０．５％、１％、２％和４％的ＰＤＢ培养
基。将不同 ｐＨ值和 ＮａＣｌ浓度的 ＰＤＢ培养液在
１２１℃下灭菌 ２０ｍｉｎ，待冷却至室温后接种 １％
“１３”节所制备的孢子悬浮液（１０５个／ｍＬ），混匀待
测。各吸取０．２ｍＬ培养液添加到加样孔内，每组设
置５个平行，将样品板放入ＢｉｏｓｃｒｅｅｎＣ（ＦＰ－１１００－
ｃ，芬兰）培养箱内，中速转速和３０℃条件下［１４］培养

７２ｈ，根据菌株的生长曲线确定最适生长 ｐＨ值和
ＮａＣｌ浓度。
１．６　数据处理与统计分析

使用 Ｅｘｃｅｌ２０１０、ＩＢＭＳＰＳＳ２６．０和 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ
２０２１软件进行数据处理、方差分析并作图。不同数
据组间差异显著性分析采用 Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法
和Ｓｔｕｄｅｎｔｓｔ检验法进行多重比较（α＝０．０５），所有

数据均用平均值±标准偏差表示。

２　结果与分析

２．１　尖孢镰刀菌的分离鉴定
从发病番茄及其根际土壤中分离鉴定出３株占

比较高的优势尖孢镰刀菌菌株 ６号、８号和 １９号
（表 １和图 １）。此外，将这３株尖孢镰刀菌 ＩＴＳ序
列在 ＮＣＢＩ上进行 ＢＬＡＳＴ比对，并下载与病原菌
ＩＴＳ序列同源性最为接近的４条序列，进一步结合
ＭＥＧＡ７．０分子软件，采用邻接法构建系统发育树
（图２）。发育树显示菌株６号、８号和１９号的序列
均与尖孢镰刀菌的相似度高达１００％，且菌株６号
和８号在自举值为１００％水平上聚在同一个进化分
支上。

２．２　尖孢镰刀菌致病力测定
３株尖孢镰刀菌在不同浓度下对番茄种子萌发

的影响如图３－Ａ所示。１０４孢子悬浮液处理条件
下，６号和８号菌株对种子萌发产生了显著（Ｐ＜００５）

表１　优势镰刀菌分离株的菌落形态特征

样品 菌株
数量

（个）

分离占比

（％） ＢＬＡＳＴ比对结果 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 培养７ｄ后的菌落形态特征

样品１ ６号 ２４ ６１．５４ ＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｉｓｏｌａｔｅＧＪ４１７６１ ＭＮ０６８９２９ 菌落平铺，正反面均呈白色薄膜状

样品２ ８号 １２ ９２．３１ Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｎｅｌｕｍｂｉｃｏｌａ ＤＱ００２５５０ 正面菌落呈白色棉絮状，背面中心区域苍白色

样品３ １９号 ３８ ９４．８５ ＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｉｓｏｌａｔｅＢｄ０１７ ＭＷ７６０７３９ 菌落呈棉絮状，粉色，气生菌丝浓密，反面可

见深红色分泌物
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抑制，而１９号株对萌发种子根长的影响与对照相
比，无显著差异。１０５孢子悬液条件下，３株尖孢镰
刀菌均对萌发种子的根长有显著（Ｐ＜０．０５）抑制
作用。

３株尖孢镰刀菌对番茄幼苗的致病特性结果如

图３－Ｂ所示。６号和 ８号菌株孢子悬浮液培养
１０ｄ后，番茄幼苗表现出明显的发病症状（图３－Ｃ
和图３－Ｄ），病情指数均在８０％以上，显著高于在
１９号菌株孢子悬浮液培养下的病情指数（１９７９％）
（Ｐ＜０．００１）。

２．３　生防菌和抑菌药剂对尖孢镰刀菌的拮抗效果
研究

生防菌Ｋ１和ＪＤＦ与尖孢镰刀菌的对峙培养试
验结果表明，２株生防菌对３株尖孢镰刀菌的生长
均有一定的抑制作用（图４－Ａ）。其中，生防菌ＪＤＦ

对３株尖孢镰刀菌的生长抑制率均在３９％以上，且
三者间无显著差异（Ｐ＞０．０５）。而生防菌 Ｋ１对８
号菌株的抑制率显著优于 ６号和 １９号菌株（Ｐ＜
００１），但总体上对三者的抑制率仍达到３５％以上。

由表２可知，精甲－咯菌腈和代森锰锌对３株
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表２　药剂对尖孢镰刀菌的毒力

菌株 药剂 毒力回归方程 相关系数
抑制有效中浓度ＥＣ５０

（ｍｇ／Ｌ）

６ 精甲－咯菌腈 ｙ＝０．１６３４ｘ＋０．６０８６ ０．９９７１ ０．２１６５

代森锰锌 ｙ＝０．０９７７ｘ＋０．３３５０ ０．９９３６ ４８．８４７６

８ 精甲－咯菌腈 ｙ＝０．１６８９ｘ＋０．４５９９ ０．９８６２ １．７２７５

代森锰锌 ｙ＝０．１３２６ｘ＋０．２７７０ ０．９５６６ ４８．０５６２

１９ 精甲－咯菌腈 ｙ＝０．１２０８ｘ＋０．３９１０ ０．９９１２ ７．９８５８

代森锰锌 ｙ＝０．０８１４ｘ＋０．２６６３ ０．９９０９ ７４３．０３１７

尖孢镰刀菌均有一定的抑制作用。其中，精甲 －咯
菌腈对３株尖孢镰刀菌的毒力作用优于代森锰锌，
且２种药剂对６号和８号菌株的抑制作用高于１９
号菌株。

２．４　ｐＨ值和盐浓度对尖孢镰刀菌生长的影响
生长曲线结果表明（图５），３株尖孢镰刀菌在

ｐＨ值＝４和 ＮａＣｌ浓度 ＝２％条件下，生长速度最
快。其中，１９号菌株对 ｐＨ值和盐浓度的适应性更
好，在ｐＨ值为４～８及 ＮａＣｌ浓度０．５％ ～４％ 范围
内均能快速生长。而６号和８号菌株在酸性（ｐＨ值
为４～５）和高盐（ＮａＣｌ浓度２％～４％）环境下，生长
速率更高。

３　讨论与结论

了解番茄枯萎病病菌的种类和环境适应性是

开展有效防治的前提和基础。本研究从番茄枯萎

病株及其根际土壤分离得到３株丰度优势尖孢镰刀

菌６号、８号和１９号。前人研究发现，尖孢镰刀菌
为引发蔬菜作物枯萎病的主要病原菌之一［５，２０，２５］。

此外，尖孢镰刀菌存在多个生理小种［７－８］，且这些菌

株的致病力存在差异［１０，２５］。在本研究中，相比于１９
号菌株，６号和８号菌株对番茄种子和幼苗具有更
高的抑制性或致病力。笔者推测，１９号菌株可能是
弱致病力尖孢镰刀菌，由于缺失了谱系特异性区域

而对宿主植物具有非致病性［７，９］。而关于６号和８
号菌株如何侵染宿主致其发病的相关机理还有待

于进一步研究。

多黏类芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．）是广泛存在于
自然界的重要的生物防治微生物资源，其生防机制

主要有生态位竞争、抑菌物质产生、重寄生作用与

改善植物生长等［２６－２７］。多效拮抗菌贝莱斯芽孢杆

菌和解淀粉芽孢杆菌在作物绿色防控上的作用更

是已被前人所证实［４，２８］。本试验表明，２种生防菌
对３株尖孢镰刀菌均有一定的抑制作用，尤其是解
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淀粉芽孢杆菌对３株尖孢镰刀菌的抑制率较高，达
到３９．６４％～４４．５７％，因而解淀粉芽孢杆菌用于防
控本研究中尖孢镰刀菌引起的枯萎病会更有潜力。

而枯萎病害的发生往往是由多种尖孢镰刀菌复合

侵染作物引起，因此在摸清致病菌株致病特性基础

上开展专用生防菌的筛选显得尤为重要。此外，精

甲－咯菌腈和代森锰锌等杀菌剂已广泛用于经济
作物真菌病害的防治中［３，１３］。谢昀烨等研究表明，

代森锰锌在田间防效上效果远高于精甲 －咯菌腈，
病原菌菌株差异性可能是其与本研究结果不一致

的主要原因［３］。

本研究在室内条件下探索了３株尖孢镰刀菌的
最适生长条件，明确了３株菌在 ｐＨ值 ＝４和 ＮａＣｌ
浓度＝２％条件下生长速度最快，这一结论与前人的
研究结果［１１，２９］相似。由于氮素化肥的大量使用，我

国设施大棚土壤酸化问题十分突出，而酸化的土壤

环境更加有利于尖孢镰刀菌等土传病原真菌的生

长和繁殖［１１］。在中性或碱性条件下，致病力较强的

６号和８号菌株的生长速率均受到了一定程度的抑
制。因此，在不影响作物生长的前提下，提升酸化

土壤ｐＨ值，或许可在一定程度上控制枯萎病的发
生或蔓延。此外，研究发现，较高的盐浓度可显著
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促进６号和８号致病菌株的生长，这一现象与尖孢
镰刀菌为耐盐真菌的结论［３０］一致。

综上所述，本研究对设施番茄大棚内优势尖孢

镰刀菌的致病特性和环境适应性进行了考察，研究

结果为掌握番茄枯萎病的发病规律及开发相应的

防治手段提供了数据基础和参考。
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［２９］文增叶，李定华，代梦瑶，等．三七根腐病病原菌尖孢镰刀菌的

生物学特性分析［Ｊ］．中药材，２０１９，４２（９）：１９７８－１９８４．

［３０］吴曰福，顾爱星，王洪凯．碱蓬根系嗜盐耐盐真菌的分离与鉴定

［Ｊ］．浙江农业学报，２０１８，３０（４）：６４９－６５５．
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