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木霉菌 ECT-01-2对人参锈腐病菌的拮抗作用
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摘要:以木霉菌株 ECT-01(Trichoderma sp.)为出发菌株 ,孢子经紫外线照射处理后获得 1株高

拮抗活性的突变体 ECT-01-2。通过对峙培养与发酵液处理 ,研究突变体 ECT-01-2对人参锈腐菌

的拮抗作用 。结果表明 ,ECT-01-2对人参锈腐菌的抑制率高达 83.68%。发酵液对人参锈腐菌丝

和孢子都有一定的抑制作用 ,初步明确了 ECT-01-2对人参锈腐菌的拮抗机理以竞争 、重寄生 、抗

生作用及溶菌作用为主。
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Abstract:A mutant st rain ECT-01-2 w ith increased antagonist ic activity w as produced by treat ing

the original spore of ECT-01(Trichoderma sp.)w ith UV.The antagonism of this induced mutant

st rain against Cy lindrocarpon destructan was studied by means o f antagonistic e xperiments and

treat ing pathogen w ith it s fermenta tive liquid.The result showed that the inhibition f requency of

ECT-01-2 to Ginseng rust ro t pathogens increased by 83.68%, and the fe rmentative liquid could

inhibit bo th the mycelial grow th and spo re germination of Cy l indrocarpon destructan.The mech-

anism of this strain against Cy lindrocarpon destructan mainly included the competit ion ,mycopar-

asi tism , antibody-secretion and cell lysis.
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　　人参锈腐病是由柱孢属(Cy lindrocarpon)真菌

引起的人参主要病害之一[ 1] ,在人参栽培地均有发

生 ,严重影响了人参的产量和品质 。目前 ,生产上对

该病的防治主要以化学药剂控制为主 ,但农药残留

严重影响了人参的品质 ,这与国家 GA P 要求相悖 ,

因此 ,人参锈腐病生物防治就越来越受到人们的

重视 。

木霉菌作为一种理想的生防因子 ,具有分布广

泛 、生存能力强 、适应性广 、作用机制多样性等特点 ,

是一种广谱性拮抗菌 ,尤其是对土传病菌有显著的

拮抗效果[ 2 , 3] 。应用木霉菌防治人参根部病害国内

已有报道
[ 4]
,但木霉菌对人参锈腐菌拮抗作用研究

尚未见详细报道 。本试验着重研究了木霉菌株

ECT-01-2对人参锈腐菌的拮抗作用 。

1　材料和方法

1.1　材料

供试靶标菌:人参锈腐病菌(Cy l indrocarpon
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destructan),由沈阳农业大学植物保护学院植物病

害流行实验室(以下为本实验室)保存。

供试生防菌:木霉菌株 ECT-01(Trichodema

sp.),本实验室分离自药用植物根际土壤中。

1.2　木霉菌株 ECT-01紫外诱变

配置浓度为 107cfu/mL 的木霉菌 ECT-01孢悬

液 ,将 10mL 孢悬液放入培养皿中 ,开盖 ,置于 25W

紫外灯下 ,相距 30 cm , 照射处理时间为 5 , 10 , 15 ,

20min ,在红灯下 ,各取 0.2mL 孢悬液涂布于 PDA

平板上 ,于 28℃恒温静止培养 。并计算孢子突变率

(突变株数与对照理论总株数的比值)。

1.3　对峙培养

将木霉菌 ECT-01与诱变得到的菌株 ECT-01-

1 ,ECT-01-2分别与人参锈腐病原菌对峙接种于无

菌 PDA 平板中 ,两接种点相距 4.0cm ,在 25℃下恒

温培养 ,分别以单一接种人参锈腐病原菌和木霉菌

为对照 ,重复 3 次 , 5 d 后计算病原菌生长抑制率 。

同时 ,在培养基上铺上玻璃纸对峙培养 ,当两菌落的

交界处形成对峙界面时 ,将玻璃纸取下 ,利用光学显

微镜观察菌丝之间的相互作用 。

　生长抑制率 =对照菌落半径-处理菌落半径
对照菌落半径

×100%

1.4 　挥发性代谢物对人参锈腐病菌的拮抗活性

测定

在两个培养皿的底上均倒上 PDA 培养基制成

平板 ,同时分别在两个 PDA 平板上接种等量 ECT-

01-2的菌丝块和人参锈腐菌的菌丝块 ,然后将两个

培养皿对扣中间夹一层灭菌透气玻璃纸 ,合上培养

皿后 ,用封口膜密封。以只接种病原菌 , 不接种

ECT-01-2为对照 ,每处理 3次重复。将接种病原菌

的培养皿底朝上放置 ,在 25℃下培养 ,72 h 后测量

病原菌的菌落直径 ,计算抑菌率。

抑菌率 =
对照菌落直径-处理菌落直径

对照菌落直径
×100%

1.5　发酵液对人参锈腐菌的拮抗活性测定

1.5.1　发酵液的制备 　配制 PD培养液 ,分装于

250mL 的三角瓶中 ,每瓶装液量为 50mL ,高压湿

热灭菌 ,冷却后每瓶接入直径为4mm 的 ECT-01菌

饼 3片 ,置于 25℃恒温摇床中 170 r/min振荡培养 ,

1 ,3 , 5 , 7 d后 ,发酵液用滤纸过滤 , 4000 r/min 离心

20min ,离心后滤液经 0.22μm 的细菌过滤器过滤

除菌 ,得到木霉菌的发酵原液 ,用 PD培养液配成浓

度 50%的发酵液 ,以上 2种浓度发酵液备用[ 5] 。

1.5.2　发酵液对人参锈腐菌菌丝生长的抑制作用

　分别取上述2种发酵液 10mL 放入 50mL 已灭菌

的三角瓶中 ,每个三角瓶中接入直径为 4mm 的人

参锈腐菌菌饼 1片 ,以 PD培养液为对照 ,每处理重

复 3次 ,25℃静置培养 ,5 d后过滤菌丝烘干称重 ,计

算抑菌率。

抑菌率=
对照菌丝干重-处理菌丝干重

对照菌丝干重
×100%

1.5.3　发酵液对人参锈腐菌孢子萌发的抑制作用

　用上述 1 ,3 , 5 ,7 d发酵液将人参锈腐菌孢子配成

孢子悬液(4×40倍的光学显微镜下每视野 60 ～ 80

个孢子),以无菌水为对照 ,6 h 观测 1次 ,记录萌发

时间和萌发率 ,每处理重复 3次 。

2　结果与分析

2.1　ECT-01菌株的紫外诱变效果

紫外线处理对木霉菌分生孢子有较强的致死作

用 ,处理 5min 的存活孢子较多 ,无法计算突变率 ,

没有得到突变株;处理 10min得到 11株菌株 ,其中

未发现生长特性改变的菌株 , 突变率为 0;处理

15min得到 4株菌株 ,其中 2株生长特性改变的菌

株标号为 ECT-01-1 , ECT-01-2 , 突变率为0.2×

10
-8
;处理 20min的孢子未萌发 ,没有得到突变株。

2.2　ECT-01 , ECT-01-1 与 ECT-01-2 对人参锈腐

病菌的抑制作用

采用对峙培养法 ,测定木霉菌 ECT-01与 ECT-

01-1 , ECT-01-2 对人参锈腐菌菌丝的抑制作用 ,结

果表明:纯培养条件下原始菌株 ECT-01 24 h 时菌

落的平均直径为 2.814cm ,可在 48 h 长满皿 , 120 h

开始产孢;突变株 ECT-01-1 24 h 菌落平均直径为

3.024 cm ,可在 48h 长满皿 ,120 h开始产孢;突变株

ECT-01-2 24 h菌落平均直径为 3.683 cm ,可在 48 h

内长满整个培养皿 ,96h 开始产孢。ECT-01 , ECT-

01-1和 ECT-01-2 对人参锈腐菌的抑制率分别为

77.24%, 79.24%, 83.68%, 综上结果 , 筛选出

ECT-01-2进行拮抗机理的研究。

2.3　ECT-01-2与人参锈腐菌菌丝间的作用

从光学显微镜照片(图 1)中可以看到 ,ECT-01-

2菌丝可缠绕(图 1a)、侵入(图 1b)、穿透(图 1c)病

原菌菌丝 ,与病原菌菌丝平行生长(图 1d), 最终使

人参锈腐菌菌丝断裂死亡(图 1e , 1f)。 ECT-01-2

的分生孢子梗出现较早 ,扩展能力很强 , 在人参

锈腐菌的气生菌丝上可见到ECT-01-2的分生
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a:木霉菌 ECT-01-2缠绕在人参锈腐病原菌的菌丝上生长;b , c:木霉菌 ECT-01-2 侵入 、穿透人参锈腐病原菌的菌丝生长;

d:木霉菌ECT-01-2与人参锈腐病原菌的菌丝平行生长;e , f:在木霉菌 ECT-01-2菌丝作用下 ,人参锈腐菌的菌丝断裂 ,解体

图 1　木霉菌 ECT-01-2与人参锈腐病菌的相互作用

孢子梗与分生孢子。故 ECT-01-2主要是通过分生

孢子梗与气生菌丝的扩展达到占领生存空间的

目的 。

2.4　ECT-01-2挥发性代谢物对人参锈腐菌的拮抗

作用

本试验采用倒扣法测定 ECT-01-2的挥发性代

谢物对人参锈腐菌的菌丝生长抑制作用。结果表

明:72 h后 ,在挥发性代谢物的作用下人参锈腐菌的

平均菌落直径为 3.315 cm ,对照人参锈腐菌菌丝平

均生长速率为 3.784 cm ,抑制率仅为 12.39%。初

步认为挥发性代谢物不是 ECT-01-2对人参锈腐菌

的主要拮抗物质 。

2.5 　ECT-01-2 发酵液对人参锈腐菌的拮抗

作用

2.5.1　发酵液对人参锈腐菌丝生长的抑制作用　

试验结果表明 ,不同发酵时间的发酵液对人参锈腐

菌菌丝生长的抑制作用明显不同(表 1),发酵 1 d的

发酵液对人参锈腐菌菌丝生长几乎没有抑制作用 ,

发酵原液和 50%发酵液对人参锈腐菌菌丝的抑制

率都低于 10%,培养 3 d 的发酵液对人参锈腐菌菌

丝抑制作用最强 ,发酵原液和 50%浓度的发酵液对

人参锈腐菌的抑制率分别达到 82.94%和 67.65%,

培养 5d后的发酵液抑制率有所下降 ,发酵 7 d的发

酵液抑制率下降到 20%左右。
表 1　不同发酵时间发酵液对人参锈腐菌菌丝的抑制作用

发酵

时间

(d)

对照菌

丝干重

(g)

发酵原液

处理菌丝干重

(g)
抑制率

(%)

50%发酵液

处理菌丝干重

(g)
抑制率

(%)

1 0.164 0.148 9.76 0.157 4.27

3 0.170 0.029 82.94 0.055 67.65

5 0.154 0.039 74.67 0.060 61.04

7 0.148 0.107 27.70 0.118 20.27

2.5.2　发酵液对人参锈腐菌孢子萌发的抑制作用

　试验结果表明 ,发酵 1 , 3 , 5 , 7 d 的发酵液对孢子

萌发都具有一定的影响 ,可以推迟孢子萌发时间(表

2)。清水对照的人参锈腐菌的孢子 6 h 即可萌发 ,

经过发酵 3d 的发酵液处理后孢子初始萌发时间延

长了 54 h ,并且通过显微观察发现孢子发生了畸变

(图 2),芽管短而膨大(图 2a ,b , c)、解体(图 2d)。

表 2　不同发酵时间发酵液对人参锈腐菌孢子萌发的抑制作用

发酵时间

(d)

24h

对照萌发率(%) 处理萌发率(%)

48 h

对照萌发率(%) 处理萌发率(%)

72h

对照萌发率(%) 处理萌发率(%)

1 91.3 78.7 97.7 87.3 98.3 95.3

3 90.7 0.0 97.3 0.0 98.3 38.7

5 89.3 7.7 96.7 92.3 98.7 94.3

7 92.7 24.3 95.7 93.3 97.3 94.3
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a-e:3d发酵液处理人参锈腐菌孢子萌发情况;a-c:孢子芽管膨大畸形;d:孢子解体;e:处理 72h孢子萌发情况;f:对照 72h孢子萌发情况

图 2　ECT-01-2 发酵 3 d发酵液 72 h对人参锈腐病原菌孢子萌发的抑制作用

相对于发酵 3d 的发酵液 1 ,5 , 7d 发酵液对孢子萌

发的抑制作用较低 , 1d的发酵液对孢子萌发几乎没

有作用 ,发酵 5 d 发酵液处理的孢子初始萌发时间

延长了12 h ,培养7 d的发酵液处理的孢子萌发时间

仅延长了 8 h ,但未发现上述畸形 、解体的现象。

3　结论与讨论

本试验以木霉菌株 ECT-01(Trichoderma sp.)

为出发菌株 ,孢子经紫外线照射处理后获得1株高

拮抗活性的突变体 ECT-01-2 ,突变体 ECT-01-2 与

原始菌株相比生长速度快 ,产孢量大 ,耐性强 ,对人

参锈腐菌的拮抗作用也较强。通过对峙培养与发酵

液处理研究了突变体 ECT-01-2对人参锈腐菌的拮

抗作用。尽管木霉菌对病原菌的拮抗机制很复

杂[ 6 ～ 8] ,但仅就 ECT-01-2对人参锈腐菌的拮抗作用

来看 ,其主要是通过空间和营养的竞争 ,重寄生以及

产生某种代谢产物来破坏病原菌菌丝生长。

对峙培养结果表明 , ECT-01-2对人参锈腐菌的

抑制率高达 83.68%。显微观察发现 ECT-01-2 菌

丝可缠绕 、侵入 、穿透病原菌菌丝 ,与病原菌菌丝平

行生长 ,最终使其断裂 ,解体。这与高克祥等
[ 9]
观察

到木霉菌重寄生作用种类相符 ,但未发现附着胞或

钩状分枝。ECT-01-2发酵液对人参锈腐菌菌丝体

有较强的抑制作用 ,培养 3 d的发酵原液对人参锈

腐菌菌丝体的抑制率达到 82.94%,经过培养 3 d的

发酵液处理后 ,人参锈腐菌孢子初始萌发时间推迟

了 54 h ,并且通过显微观察发现孢子发生了畸变 ,芽

管短而膨大 、孢子解体 。说明木霉菌株 ECT-01-2

活菌体和发酵液对人参锈腐菌都具有较强的拮抗活

性 ,但发酵液具体的抑菌机制还不明确 ,有待于进一

步研究 。
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