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　　摘要：色菌界的疫霉菌所引发的作物疫病是农业生产上的毁灭性病害，严重威胁粮食安全和农业可持续发展。为
探明壳寡糖是否可用于作物疫病的绿色防控，分析壳寡糖对辣椒疫霉的抑菌活性及作用机制。在壳寡糖终浓度为０、
１０、３０、５０、１００、３００、５００ｍｇ／Ｌ的ＰＤＡ平板上接种辣椒疫霉、恶疫霉、瓜类疫霉、寄生疫霉和荔枝霜疫霉，测定菌丝生长
情况；在壳寡糖终浓度为０、１０、３０、５０、１００ｍｇ／Ｌ的１０％ Ｖ８培养液中培养辣椒疫霉菌丝，观察菌丝形态变化；添加０、
１０、３０、５０、１００ｍｇ／Ｌ壳寡糖，观察对辣椒疫霉游动孢子囊的产生，以及游动孢子释放、游动和萌发的影响；对本氏烟喷
施浓度为０、１０、３０、５０、１００、１０００ｍｇ／Ｌ的壳寡糖后接种辣椒疫霉，观察病害发生情况。结果表明，壳寡糖能直接抑制辣
椒疫霉和其他４种卵菌（恶疫霉、瓜类疫霉、寄生疫霉和荔枝霜疫霉）的菌丝生长，但抑菌效果在种间存在差异，当浓度为
１００ｍｇ／Ｌ时对辣椒疫霉的生长抑制率达到了５２．５０％。自５０ｍｇ／Ｌ浓度起，壳寡糖对辣椒疫霉的菌丝形态，游动孢子囊
形成，以及游动孢子的释放、游动和萌发均有强烈的抑制作用，当浓度升高时抑制效果更加显著。经１０００ｍｇ／Ｌ壳寡糖
喷施处理过的本氏烟叶片上产生的病斑面积明显小于对照叶片，显示壳寡糖可以保护本氏烟免遭辣椒疫霉的侵染。

本研究综合表明，壳寡糖可抑制辣椒疫霉的营养生长、生长发育和侵染致病，具有防控作物疫病的生防潜力。
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　　色菌界（Ｃｈｒｏｍｉｓｔａ）的卵菌（Ｏｏｍｙｃｅｔｅｓ）是一群
重要的植物病原菌，严重危害农业的安全生产［１］。

其中，疫霉属（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｐｐ．）含有１００多种重要
病原菌，例如引起马铃薯晚疫病的致病疫霉（Ｐ．
ｉｎｆｅｓｔａｎｓ）和引起大豆根腐病的大豆疫霉 （Ｐ．
ｓｏｊａｅ）［２］；辣椒疫霉（Ｐ．ｃａｐｓｉｃｉ）侵染危害茄科、葫芦
科和豆类等上百种农作物，每年给全世界蔬菜生产

造成的损失高达１０亿美元［３］。目前，应用最为广泛

而高效的卵菌病害防控方法是施用化学农药。但

随着化学农药的长期大量使用，病原菌抗药性、农

药残留、环境污染等问题日益严重，不利于现代农

业的可持续发展和生态文明建设，亟需开发出新型

产品供农业生产选择使用。

壳寡糖（ｃｈｉｔｏ－ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ）是降解壳聚糖
得到的一类低聚糖，由 ２～１０个氨基葡萄糖通过
β－１，４－糖苷键连接而成［４］。壳寡糖主要来源于

真菌以及虾、蟹、贝类等甲壳动物的壳［５］。由于其

自然来源广泛、可自然降解、水溶性好、易吸收，并

且具有广谱抗菌性且对人畜环境无毒等优点，在农

业生产上具有广泛的研究和应用价值［６］。Ｋｅｎｄｒａ
等研究发现，浓度为４ｍｇ／Ｌ、聚合度为７的壳寡糖
能够抑制豌豆根腐病病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ）在培养
液中的生长发育［７］。徐俊光测定了多种物质对病

原真菌的抑菌活性，发现壳寡糖对几种病原菌具有

直接抑菌效果，其中对辣椒疫霉（Ｐ．ｃａｐｓｉｃｉ）的抑菌
活性最高［８］。尹恒等研究发现，５０μｇ／ｇ壳寡糖处
理 １ｄ后拟南芥抗烟草花叶病毒（ＴＭＶ）侵染的能
力显著提高，植物表现出体内ＴＭＶ外壳蛋白含量明
显减少、抗性基因ＰＲ１上调表达以及水杨酸途径被
激活［９］。此外，还有大量研究表明，壳寡糖能够提

高小麦、油菜、大豆、黄瓜、番茄、烟草等多种作物的

抗病能力［１０－１３］。

目前，国内外研究者对壳寡糖的抑菌作用和诱

导植物抗病性做了深入的研究。但由于壳寡糖的
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聚合度不一，关于其抑制疫霉等病原卵菌的作用机

制也不明确。因此，笔者于２０２０年在扬州大学植病
系作物疫病防控实验室探究壳寡糖对辣椒疫霉（Ｐ．
ｃａｐｓｉｃｉ）等几种病原卵菌的抗菌活性和作用机制，并
分析壳寡糖保护本氏烟免遭辣椒疫霉侵染的防治效

果，以期为作物疫病绿色防控提供新的思路和方法。

１　材料与方法

１．１　供试药剂
壳寡糖 ［分子式为 （Ｃ１２Ｈ２４Ｎ２Ｏ９）ｎ，分子

量≤２０００］购自上海麦克林生化科技有限公司（货
号Ｃ８７５６４４），利用无菌水将其配制成５０ｍｇ／ｍＬ的
母液。

９７％甲霜灵原药由江苏宝灵化工股份有限公司
提供。先用少量丙酮溶解甲霜灵，后加入０．１％吐
温－８０水溶液配成５ｍｇ／ｍＬ的母液。
１．２　供试菌株

本研究中使用到的菌株及其来源见表１。菌株
均接种在１０％ Ｖ８固体平板上，置于２５℃电热恒温
箱中黑暗培养５～８ｄ。

表１　供试菌株

属名 病原种名 菌株采集地

疫霉（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ） 辣椒疫霉（Ｐ．ｃａｐｓｉｃｉ） 重庆合川

恶疫霉（Ｐ．ｃａｃｔｏｒｕｍ） 挪威

瓜类疫霉（Ｐ．ｍｅｌｏｎｉｓ） 广东丛化

寄生疫霉（Ｐ．ｐａｒａｓｉｔｉｃａ） 山东烟台

霜疫霉（Ｐｅｒｏｎｏｐｈｙｔｈｏｒａ） 荔枝霜疫霉（Ｐ．ｌｉｔｃｈｉｉ） 广东广州

１．３　供试植物
本氏烟（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ）移栽于含有无

菌土的塑料钵中，置于２２～２５℃、１６ｈ／８ｈ光暗交
替温室培养，生长４～６周后使用。
１．４　培养基
１．４．１　ＰＤＡ培养基　将马铃薯去皮切成薄片，称取
２００ｇ；加入１０００ｍＬ去离子水，煮沸；用纱布过滤掉
马铃薯渣块，滤液中加入２０ｇ葡萄糖和１８ｇ琼脂，再
加去离子水定容至１０００ｍＬ，混匀后分装到锥形瓶
中；用高压蒸汽灭菌（１２１℃、２０ｍｉｎ，下同）后待用。
１．４．２　１０％ Ｖ８培养基　量取１００ｍＬ的Ｖ８汁（美
国ＣａｍｐｂｅｌｌＳｏｕｐＣｏｍｐａｎｙ），加入０．２ｇＣａＣＯ３、１６ｇ
琼脂（液体培养基不加琼脂），加去离子水定容至

１０００ｍＬ，用高压蒸汽灭菌后待用。
１．５　抑菌测定

以下各项测定中每个处理均设３组重复，试验

重复２次。用ＳＰＳＳ软件分析处理间差异显著性。
１．５．１　菌丝生长测定　将壳寡糖加入到已融化并
冷却至５０℃左右的 ＰＤＡ培养基中，充分混匀后倒
入培养皿（直径为９０ｍｍ）中，每皿定量１５ｍＬ，形成
壳寡糖终浓度分别为 ０（阴性对照）、１０、３０、５０、
１００ｍｇ／Ｌ。以添加甲霜灵（浓度为５ｍｇ／Ｌ）的培养
平板为阳性对照。用直径为５ｍｍ的打孔器在新鲜
培养的辣椒疫霉菌落边缘打取菌丝块，用接种针将

菌丝块接种到平板中间（菌丝面向下），用封口膜封

好后倒置于２５℃恒温培养箱内培养。６ｄ后拍照，
用十字交叉法测量菌落直径，计算菌落生长抑制率：

菌落生长抑制率＝阴性对照菌落直径－处理菌落直径
阴性对照菌落直径

×１００％。

同法，测量壳寡糖对恶疫霉、瓜类疫霉、寄生疫

霉以及荔枝霜疫霉菌丝生长的抑制作用，其终浓度

为３０、１００、３００、５００ｍｇ／Ｌ。
１．５．２　生长发育测定
１．５．２．１　菌丝形态　将５块菌丝块移入培养皿中，
倒入１５ｍＬ１０％ Ｖ８培养液，同时加入壳寡糖母液
使其终浓度分别为１０、３０、５０、１００ｍｇ／Ｌ，以不加壳
寡糖的培养皿为阴性对照，而加入甲霜灵（浓度为

５ｍｇ／Ｌ）的培养皿作为阳性对照。培养皿置于
２５℃ 黑暗培养３ｄ，等待菌丝丛形成。取少量菌丝
制成玻片，在 ＢＸ５３显微镜（日本奥林巴斯公司）下
观察菌丝的形态。

１．５．２．２　游动孢子囊的形成　将５块菌丝块移入
培养皿中，倒入１５ｍＬ１０％ Ｖ８培养液，置于 ２５℃
黑暗培养３ｄ。弃去培养液，加入１５ｍＬ灭菌水重新
浸没菌丝丛，继续培养，之后每隔１２ｈ换１次水，共
换３次。每次换灭菌水时加入壳寡糖母液，使其终
浓度分别为１０、３０、５０、１００ｍｇ／Ｌ。以不加壳寡糖为
对照。在显微镜下观察比较含与不含壳寡糖条件

下游动孢子囊形成的差异，并计数显微镜同一个视

野下游动孢子囊的数量。

１．５．２．３　游动孢子的释放　按照“１．５．２．２”节中
的方法培养形成菌丝丛，换水时不加壳寡糖，诱导

菌丝丛形成游动孢子囊。往培养皿中加入壳寡糖

母液，使之终浓度分别为１０、３０、５０、１００ｍｇ／Ｌ，以不
加壳寡糖为阴性对照。处理１～２ｈ后，置于４℃冰
箱１０～１５ｍｉｎ、２５℃恒温箱１０～３０ｍｉｎ，冷热刺激
游动孢子囊释放游动孢子。在显微镜下观察游动

孢子的释放，计数同一个视野下的游动孢子囊释放

率和游动孢子浓度。
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１．５．２．４　游动孢子的游动　按照“１．５．２．３”节中
方法获得辣椒疫霉的游动孢子悬浮液，此过程均不

加壳寡糖。往游动孢子悬浮液中加入壳寡糖，使之

分别形成１０、３０、５０、１００ｍｇ／Ｌ的终浓度，立即在显
微镜下观察游动孢子的运动状态并将其录制下来。

１．５．２．５　游动孢子的萌发　按照“１．５．２．３”节中
方法获得辣椒疫霉的游动孢子悬浮液，整个过程均

不加壳寡糖。吸取２ｍＬ悬浮液，置入１５ｍＬ离心管
中，在涡旋振荡器上振荡使游动孢子的鞭毛脱落成为

休止孢。依“１．５．２．４”节中方法加入壳寡糖（终浓度
分别为１０、３０、５０、１００ｍｇ／Ｌ），置于２５℃孵育。１～
２ｈ后，在ＢＸ５３显微镜下观察游动孢子的萌发情
况，利用软件ＣｅｌｌＳｅｎｓＤｉｍｅｎｓｉｏｎ测量芽管的长度。
１．６　壳寡糖喷施试验
１．６．１　喷施处理　配制１０、３０、５０、１００、１０００ｍｇ／Ｌ
的壳寡糖溶液，并在溶液中加入 ５‰的吐温 －２０。
利用喷壶对培养４～６周的本氏烟进行整株喷雾处
理（每株喷施５ｍＬ壳寡糖溶液），对照植株喷施等
量无菌水。２４ｈ后再次喷雾处理１次。
１．６．２　本氏烟接种　按照前法，获得辣椒疫霉的游
动孢子悬浮液，整个过程均不加壳寡糖；涡旋振荡

获得休止孢，利用血球计数板计数孢子数量，计算

出游动孢子的浓度（１×１０５孢子／ｍＬ）。
将游动孢子悬浮液接种在壳寡糖处理２４ｈ后

的离体本氏烟叶片，主叶脉两侧分别接种２０μＬ，叶
片置于２５℃孵育。接种后３６～７２ｈ持续观察本氏

烟的病斑扩展情况，在Ｂ－１００ＡＰ手持式紫外灯（美
国ＵＶＰ公司）下拍照，并用台盼蓝对叶片进行染色。
试验共６个处理，每个处理设１２组重复，试验重复
３次。
１．６．３　台盼蓝染色　称取０．０１５ｇ台盼蓝置于烧
杯中，依次加入１０ｍＬ乳酸、１０ｍＬ苯酚、１０ｍＬ甘
油、１０ｍＬ无菌水、４０ｍＬ乙醇，将烧杯放入沸水中
孵育１０～１５ｍｉｎ使台盼蓝充分溶解，制备染色液。
室温静置６～８ｈ后，把本氏烟叶片放入染色液中染
色６～８ｈ。用２．５ｇ／ｍＬ三氯乙醛水合物脱色叶片
２～３次，然后进行观察并拍照。

２　结果与分析

２．１　壳寡糖抑制辣椒疫霉和其他卵菌的营养生长
为测定壳寡糖对辣椒疫霉菌丝生长的影响，将

后者接种到含１０、３０、５０、１００ｍｇ／Ｌ壳寡糖浓度梯度
的ＰＤＡ平板上，计算壳寡糖对菌落生长的抑制率。
结果（图１、表２）表明，壳寡糖对辣椒疫霉菌丝生长
有直接抑制作用，并且抑菌活性与其浓度呈正相

关。当壳寡糖浓度为１０ｍｇ／Ｌ时，辣椒疫霉的菌落
直径与对照相比差异并不明显，菌落生长抑制率仅

为４．９９％；当壳寡糖浓度达到３０ｍｇ／Ｌ时菌落直径
明显小于对照，菌落生长抑制率上升了２．５倍；浓度
升高壳寡糖的抑制作用进一步加强，当浓度为

１００ｍｇ／Ｌ时抑制率达到了５２．５０％。在测试浓度范
围内，壳寡糖的抑制作用弱于甲霜灵。

　　鉴于壳寡糖对辣椒疫霉生长的抑制作用，本研
究同时将恶疫霉、瓜类疫霉、寄生疫霉和荔枝霜疫

霉接种到含壳寡糖（浓度梯度为 ３０、１００、３００、
５００ｍｇ／Ｌ）的ＰＤＡ平板上，并计算它对菌落生长的
抑制率。结果（图２、表２）表明，荔枝霜疫霉对壳寡
糖的敏感性最高，壳寡糖浓度为１００ｍｇ／Ｌ时抑制率
达到了６３７９％；壳寡糖对恶疫霉、瓜类疫霉、寄生
疫霉也有较好的抑菌活性，在接种后 ７ｄ时
５００ｍｇ／Ｌ的抑制率分别达到 ２９．３３％、３４．２９％、

５２８５％。上述结果说明，壳寡糖能够抑制疫霉菌和
荔枝霜疫霉的生长，但抑菌效果在种间存在差异。

２．２　壳寡糖影响辣椒疫霉的生长发育
２．２．１　影响菌丝的形态　为分析壳寡糖对辣椒疫
霉菌丝生长的影响，将其添加到菌丝培养液中，结

果表明壳寡糖处理后导致辣椒疫霉菌丝形态发生

了明显的变化：对照菌丝正常舒展，形态规则；壳寡

糖处理过的菌丝分枝变多，形态出现扭曲、膨胀等

畸变，类似甲霜灵处理过的菌丝形态。１０、３０ｍｇ／Ｌ
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的壳寡糖处理时菌丝形态变化不明显，当壳寡糖浓

度为 ５０ｍｇ／Ｌ时菌丝形态变化明显，浓度高达
１００ｍｇ／Ｌ时则加剧了菌丝畸变（图３）。
２．２．２　影响游动孢子囊的形成　本研究发现，不同
浓度的壳寡糖处理会影响辣椒疫霉游动孢子囊的

形成。由图 ４可知，在较低浓度的壳寡糖（１０、
３０ｍｇ／Ｌ）处理时，辣椒疫霉游动孢子囊的数量与对
照相比，出现明显减少；当壳寡糖浓度为 ５０ｍｇ／Ｌ
时，游动孢子囊数量显著下降；壳寡糖浓度到达

１００ｍｇ／Ｌ时，菌丝上只形成很少的游动孢子囊，壳
寡糖几乎完全抑制了游动孢子囊的产生。统计分

析不同壳寡糖浓度下游动孢子囊的数量，结果表明

处理间存在显著差异（图５）。

表２　壳寡糖对５种卵菌的生长抑制率

病菌
测定时间

（接种后ｎｄ）
不同浓度下的菌落生长抑制率（％）

１０ｍｇ／Ｌ ３０ｍｇ／Ｌ ５０ｍｇ／Ｌ １００ｍｇ／Ｌ ３００ｍｇ／Ｌ ５００ｍｇ／Ｌ

辣椒疫霉 ６ ４．９９ １７．６９ ３７．６６ ５２．５０

恶疫霉 ７ ６．２５ １２．５ ２７．８８ ２９．３３

瓜类疫霉 ７ １１．７９ １７．８６ ２６．４３ ３４．２９

寄生疫霉 ７ １２．２０ ２３．５８ ５２．４４ ５２．８５

荔枝霜疫霉 ７ ５０．４３ ６３．７９ ７１．１２ ７３．７２

２．２．３　影响游动孢子的释放　本研究发现，壳寡糖
处理能抑制辣椒疫霉游动孢子的释放。由图６、图
７－Ａ可知，在空白对照中，８０％左右的游动孢子囊
已经放空，当壳寡糖添加后，游动孢子囊的释放逐

渐受到影响。当壳寡糖的浓度为１０ｍｇ／Ｌ时，游动

孢子囊的释放率与空白对照相比差异不显著；当壳

寡糖浓度升高到 ５０ｍｇ／Ｌ时，游动孢子的释放受到
明显的抑制；浓度为１００ｍｇ／Ｌ时游动孢子囊的释放
抑制率达到了９０％。测定游动孢子的浓度，统计分
析结果（图７－Ｂ）也进一步佐证了这个结论。
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２．２．４　影响游动孢子的游动　本研究发现，１０、３０、
５０、１００ｍｇ／Ｌ壳寡糖对辣椒疫霉游动孢子的游动均
有强烈的抑制作用。在显微镜下观察，发现无壳寡

糖时，游动孢子的游动行为正常；当添加了壳寡糖

后大多数游动孢子迅速休止，在低浓度（１０ｍｇ／Ｌ）
时就有明显的休止现象（相关录像可与通讯作者联

系索取）。

２．２．５　影响游动孢子的萌发　本研究发现，壳寡糖
可抑制辣椒疫霉游动孢子的萌发并可导致孢子破

裂（图８）。在显微镜下观察，发现在不含壳寡糖的

对照中，大部分孢子正常萌发；在壳寡糖处理后，约

３０％的孢子没有萌发，３５％的孢子萌发但芽管整体
短于对照，还有３５％的孢子发生了裂解并释放出内
含物，并且随着时间的延长，裂解的孢子数量不断

增加；随着壳寡糖浓度的增加，孢子裂解情况逐渐

加重，当壳寡糖浓度为１００ｍｇ／Ｌ时，孢子全部裂解。
２．３　壳寡糖保护本氏烟免遭辣椒疫霉的侵染

鉴于壳寡糖对辣椒疫霉具有直接的抑制作用，

本研究分析壳寡糖是否可以用于植物疫病的防控。

用不同浓度的壳寡糖喷施本氏烟植株，再接种辣椒

疫霉游动孢子悬浮液。结果 （图 ９）表明，经
１０００ｍｇ／Ｌ壳寡糖喷施处理过的本氏烟叶片上产
生的病斑面积明显小于对照叶片，显示壳寡糖可以

保护本氏烟免遭辣椒疫霉的侵染。但用１０、３０、５０、
１００ｍｇ／Ｌ浓度的壳寡糖处理本氏烟，发现叶片病斑
面积与对照无显著差异，这表明壳寡糖对本氏烟的

保护效果可能依赖于逐渐增高的浓度。

３　讨论

壳寡糖具有无毒害、不污染环境，兼有药效和

肥效的双重生物调节功能特点，备受研究者关注，

也在农业生产上得到了一定的应用［１４］。研究表明，

壳寡糖具有直接抑菌和诱导植物抗病性的双重作
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用［６，１５］。然而，壳寡糖抑菌抗病的机制尚不十分清

楚，尤其是对作物病原卵菌的抑制效果和机制尚不

明确。

本研究利用不同浓度的壳寡糖处理５种常见卵
菌，结果表明壳寡糖能直接抑制辣椒疫霉、恶疫霉、

瓜类疫霉、寄生疫霉和荔枝霜疫霉的菌丝生长。为

进一步探究壳寡糖对卵菌的抑菌机制，以辣椒疫霉

为例，本研究探讨了壳寡糖对其不同生长发育阶段

的影响。结果表明，壳寡糖对辣椒疫霉的菌丝形

态，游动孢子囊的形成与释放，游动孢子的游动和

萌发均有显著的影响和抑制作用；当壳寡糖浓度为

５０ｍｇ／Ｌ时，抑制效果就较为显著，并且抑制作用与
其浓度呈正相关；而且，壳寡糖还可以保护植物免

遭辣椒疫霉的侵染。类似地，雷菲等发现，叶面喷

施壳寡糖可防控樱桃番茄晚疫病的发生［１６］。结果

表明，壳寡糖对作物疫病的防控方式之一是通过直

接抑制病原菌的生长发育发挥作用。

本研究发现，喷施低于１０００ｍｇ／Ｌ的壳寡糖未
能有效保护本氏烟免遭辣椒疫霉的侵染。这说明

壳寡糖发挥抑菌作用需要高浓度，也可能是低浓度

壳寡糖未能有效诱导植物产生抗病性。实际上壳

寡糖在应用中还存在较多的局限性，比如提纯成本

高、诱抗效果不稳定以及诱导抗性具有迟滞性、抗

病强度有限，针对不同植物、不同病原菌的最佳处

理浓度、抗性持续时间也可能不一样等［１７］。此外，

多个因素也影响着壳寡糖的防治效果，包括壳寡糖

的纯度、分子量、脱乙酰度等［８］。

壳寡糖具有来源广、抗病谱广、对环境无污染

等优点，在作物病害防控方面具有广阔的应用前

景［４，１４，１７］。如果能够解决实践中存在的上述问题，

将有助于壳寡糖用于作物卵菌病害的绿色防控。
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［１６］雷　菲，张冬明，谭　皓，等．叶面喷施壳寡糖对樱桃番茄产质量及

晚疫病防控效果的影响［Ｊ］．贵州农业科学，２０１９，４７（９）：７４－７７．

［１７］邱　驰，李宝聚，石延霞，等．寡糖类物质诱导黄瓜对霜霉病的

抗性［Ｊ］．中国生物防治，２００５，２１（１）：５７－５９．
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