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哈茨木霉对甜瓜枯萎病病原菌的生防效果
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摘要:为促进哈茨木霉菌在生产中的应用,通过培养皿试验和盆栽试验分析了哈茨木霉菌对枯萎病病原菌的

抑制作用以及对甜瓜枯萎病抗性的影响。结果表明,在培养皿对峙试验中,发现哈茨木霉菌菌株DQ002及其

挥发性物质和发酵液均能有效抑制枯萎病病原菌菌丝的生长,最高抑制率分别为77.18%、18.73%和

22.79%;盆栽试验发现哈茨木霉DQ002可以有效缓解甜瓜枯萎病的发生,并且提高了甜瓜幼苗叶片和根部

的PAL酶和β-1,3-葡聚糖酶活性。总之,哈茨木霉菌DQ002通过空间竞争及其发酵液和挥发物质明显抑制

了枯萎病病原菌菌丝的生长,并通过提高甜瓜幼苗PAL和β-1,3-葡聚糖防御酶活性增强了甜瓜对枯萎病的

抗性,降低了甜瓜枯萎病的发生率。
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  甜瓜枯萎病是由甜瓜尖孢镰刀菌专化型

(Fusariumoxysporumf.sp.melonis)引起的一

种土传病害,由于连续种植导致土壤中病原菌增

多,发病严重,尤其是在温室中[1],严重制约着甜

瓜的产量和品质,成为甜瓜生产中的瓶颈问题。
目前有效解决病害的方法为根部灌施农药,但大

量农药的施入严重威胁着土壤生态环境和人类身

体健康[2-3]。因此,如何减少农药的施入,并能有

效地解决甜瓜枯萎病是目前生产中亟待解决的现

实问题。
国内外学者针对土传病害开展了大量研究,

在生物防治方面取得了一些成果,例如木霉菌、
假单孢菌、芽孢杆菌等[4-5],推动了绿色农业的发

展。木霉菌广泛存在于植物及其残体、根际土壤

中,是典型的土壤和木材腐生真菌,在生物防治

方面越来越受重视[6],它可以通过竞争、重寄生和

溶菌等方式抑制病原菌的生长[7-8],同时木霉菌

还可以通过激发防御酶活性诱导植物抗性,例如

它产生的丝氨酸蛋白酶、几丁质酶等会激活植物

信号传导途径,诱导植物系统抗性,起到防治病害

的作用[9-10],但是木霉菌对甜瓜枯萎病的防治

研究较少,本研究以哈茨 木 霉 菌(Trichoderma
harzianum)DQ002和羊角蜜为试验材料,利用培

养皿对峙和田间试验,分析哈茨木霉菌对甜瓜枯

萎病的生防作用,以期为木霉菌在生产中的应用

提供理论基础和技术支撑。

1 材料与方法

1.1 材料

供试甜瓜种子:羊角蜜,由黑龙江八一农垦大

学设施农业工程研究组提供。供试木霉菌:哈茨

木霉菌DQ002由黑龙江八一农垦大学园艺园林

学院靳亚忠副教授和海南大学植物保护学院刘铜

教授提供。
供试病原菌:甜瓜枯萎病病原菌,从肇州新福

乡大棚分离提纯得到。

1.2 试验设计

1.2.1 哈茨木霉菌对甜瓜枯萎病病原菌菌丝生

长的影响 采用平板对峙方法[11],在培养7d的

木霉菌和枯萎病病原菌培养基边缘打取5mm的

菌饼,利用牙签将两种菌饼接种于同一PDA培

养基平板上,两菌饼之间的距离为4cm。以只接

种枯萎病菌为对照,28℃恒温培养箱暗培养。设

置5次重复,于培养后的2,3,4,5,6和7d测量

病原菌菌落半径,计算抑菌率。

抑菌率(%)=对照菌落半径-处理菌落半径
对照菌落半径 ×100

1.2.2 哈茨木霉菌挥发性物质对枯萎病病原菌
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菌丝生长的影响 采用对扣培养法[12],利用5mm
打孔器在菌落边缘分别打取培养5d的哈茨木霉

菌与枯萎病病原菌菌饼,将哈茨木霉菌菌饼接种

在PDA培养基平板中间部位,枯萎病病原菌菌

饼接种在大小相等的另一PDA培养基平板中间

部位,之后将两平板进行对扣,两平板中间用无菌

玻璃纸隔开,以防木霉菌孢子粉掉落在病原菌上,
然后用封口胶带进行缠绕密封,作为处理组;以接

种枯萎病原菌的平板与未接种哈茨木霉菌的平板

进行对扣作为对照组,于28℃恒温培养箱暗培

养,每个处理5次重复,并在培养后的2,3,4,5,6
和7d测量病原菌菌落的半径,计算抑制率。
1.2.3 哈茨木霉菌发酵液对枯萎病病原菌菌丝

生长的影响 木霉发酵液的制备参照郑柯斌[13]

的方法。将发酵滤液与PDA培养基以1∶4的比

例混匀,倒入平板中使其凝固,以加入等量灭菌水

作为对照,将5mm枯萎病病原菌接种在平板中

心,于28℃恒温培养箱暗培养,设置5次重复,在
培养后的2,3,4,5,6和7d测量病原菌菌落的半

径,计算抑制率。
1.2.4 哈茨木霉菌对甜瓜枯萎病抗性的影响 
当甜瓜苗长至2叶1心时,采用灌根的方式接菌,
试验共设5个处理,分别为CK:接种5mL清水;
T1:接种5mL病原菌孢子悬浮液;T2:接种5mL
木霉菌;T3:先接种5mL病原菌,2d后接种5mL
木霉菌;T4:先接种5mL木霉菌,2d后接种5mL
病原菌。接种木霉菌浓度为1×108孢子·mL-1,病
原菌浓度为1×107孢子·mL-1,每盆装土500g,
使得基质中木霉浓度达到1×106孢子·g-1、病原

菌浓度达到1×105孢子·g-1,接种后覆盖薄膜以

保湿。接种后的0,2,4和6d采集甜瓜植株叶片

和根系样品,-80℃保存,用于防御酶活性测定,
14d后调查病情指数。
1.3 测定项目及方法

1.3.1 甜瓜枯萎病的分级标准 甜瓜枯萎病共

分5级。
0级:无症状;
1级:25%以下叶面积有轻微萎蔫;
2级:25%~50%的叶面积萎蔫失水;
3级:50%以上的叶面积萎蔫失水;
4级:植株死亡。

病情指数=∑ 发病株数×级数发病株

总数×最高级 ×100

1.3.2 防御酶活性测定 提取液的制备:将0.3g

样品放入预冷的研钵中,加入提取缓冲液,冰上研

磨成匀浆,4℃12000g离心30min,收集上清液

用于防御酶活性测定。

β-1,3-葡聚糖酶活性测定:上述上清液放入透

析袋中,在4℃蒸馏水中透析过夜。4℃10000g
离心15min,收集上清备用。利用DNS方法测

定,540nm测定吸光值。
苯丙氨酸解氨酶(PAL)活性测定:向离心管

中依 次 加 入0.05 mol·L-1 的 磷 酸 盐 缓 冲 液

(pH7.8)2.7mL,0.02mol·L-1的 苯 丙 氨 酸

1mL,粗酶液0.3mL,30℃条件下孵育60min,
加入0.2mL的6mol·L-1的稀盐酸终止反应,使
用紫外分光光度计在290nm测定吸光值,不加

酶提取液的反应作为对照,酶活性单位定义为

OD290吸光值改变0.01为比活性单位U。
1.4 数据分析

利用Excel2010软件进行数据统计和分析,
采用SPSS26.0数据处理软件进行 ANOVA显

著性分析 P<0.05,利用 Origin8.5软件进行

绘图。

2 结果与分析

2.1 哈茨木霉菌与甜瓜枯萎病病原菌对峙试验

利用哈茨木霉菌DQ002与甜瓜枯萎病病原

菌进行平板对峙试验,发现随着培养时间的延长,
哈茨木霉对甜瓜枯萎病病原菌菌丝的抑制率越

大,在 培 养 第7天 时 抑 制 率 最 高,为77.18%
(表1),说明哈茨木霉菌DQ002对枯萎病病原菌

菌丝生长具有较强的抑制作用。此外,在平板对

峙培养试验中,培养72h后,哈茨木霉菌菌丝已

占满整个平板,显著抑制了枯萎病病原菌菌丝的

生长,且在后期哈茨木霉菌菌丝将枯萎病病原菌

菌落包围吞噬,哈茨木霉菌产生大量的绿色分生

孢子抑制了枯萎病病原菌的繁殖。
表1 哈茨木霉菌对甜瓜枯萎病病原菌菌丝的抑制率

时间/d
对照组菌落

半径/cm

对峙组菌落

半径/cm
抑制率/%

2 1.06±0.10d 1.02±0.12ab 3.77±2.02c

3 1.70±0.06c 0.90±0.17b 47.06±1.05b

4 2.85±0.13b 1.50±0.40a 47.37±1.23b

5 3.20±0.05b 0.96±0.17b 70.00±1.02a

6 4.02±0.10a 0.94±0.08b 76.62±3.98a

7 4.12±0.13a 0.94±0.05b 77.18±5.37a

  注:不同小写字母表示不同培养时间下在P≤0.05水平差异

显著。
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2.2 哈茨木霉菌挥发性物质对枯萎病病原菌的

抑制作用

  由表2可知,木霉中挥发性物质对甜瓜枯萎

病病原菌的抑制率呈先增长后降低的趋势。在培

养2~7d期间哈茨木霉菌挥发性物质对甜瓜枯萎

病病原菌均有较显著的抑制作用。平板培养4d
后,病原菌菌丝生长抑制率最高,为18.73%。利

用哈茨木霉菌与甜瓜枯萎病病原菌对扣培养的处

理组与对照组相比,病原菌菌丝生长明显减缓,由
此得出木霉通过挥发物质能够抑制病原菌菌丝生

长,也是发挥抑制作用的方式之一。

表2 哈茨木霉菌挥发性物质对枯萎病病原菌菌丝的

抑制作用

时间/d
对照组菌落

半径/cm

处理组菌落

半径/cm
抑制率/%

2 1.22±0.02a 1.15±0.03a 5.50

3 2.03±0.02a 1.73±0.09b 14.82

4 2.62±0.04a 2.13±0.11b 18.73

5 3.40±0.15a 2.93±0.31a 14.17

6 3.95±0.13a 3.28±0.28a 17.16

7 4.25±0.03a 3.70±0.22a 12.96

  注:不同小写字母表示相同培养时间条件下不同处理组之间

在P≤0.05水平差异显著。下同。

2.3 哈茨木霉菌发酵液对枯萎病病原菌的抑制

作用

  由表3可知,哈茨木霉DQ002发酵代谢液对

枯萎病病原菌菌丝的生长有一定的抑制作用。在

平板培养的2~5d期间,培养基中添加哈茨木霉

菌DQ002发酵滤液的条件下,病原菌菌丝生长缓

慢,而未添加哈茨木霉菌发酵滤液处理(CK)培养

的病原菌菌丝生长较快,表明哈茨木霉菌DQ002
的发酵滤液能明显抑制病原菌菌丝的生长,且与

对照组之间存在显著差异(P≤0.05)。此外,在

培养2d后,抑制率最高,为22.79%,随着培养时

间的推移,哈茨木霉菌发酵液对枯萎病病原菌的

抑制作用逐渐降低,在培养7d后,抑制率降低至

7.14%。由此可知,哈茨木霉菌DQ002发酵液能

有效抑制枯萎病病原菌的生长,但存在一定的时

效性。
表3 哈茨木霉菌发酵液对枯萎病病原菌

菌丝的抑制作用

时间/d
对照组菌落

半径/cm

处理组菌落

半径/cm
抑制率/%

2 1.35±0.03a 1.07±0.04b 22.79

3 2.15±0.06a 1.73±0.06b 18.10

4 2.85±0.08a 2.33±0.08b 17.73

5 3.50±0.06a 2.82±0.09b 19.38

6 4.03±0.02a 3.70±0.10b 8.44

7 4.28±0.04a 3.89±0.07b 7.14

2.4 哈茨木霉菌处理对甜瓜幼苗β-1,3-葡聚糖

酶活性的影响

  各个处理甜瓜幼苗不同部位β-1,3-葡聚糖酶

活性存在差异,且随着培养时间的变化而变化。
由图1和图2可以看出,与CK相比,接种枯萎病

病原菌(T1)处理的甜瓜植株根、叶片中β-1,3-葡
聚糖酶活性显著下降(P≤0.05)。接种哈茨木霉

菌(T2)和先接种哈茨木霉菌后接种枯萎病病原

菌(T4)处理根系和叶片的β-1,3-葡聚糖酶活性显

著上升,而先接种枯萎病病原菌后接种哈茨木霉

菌(T3)处理在第2天时根系中与CK差异不显

著,在第4天和第6天时显著高于与CK。相对于

T1处理而言,T2,T3和T4处理根系和叶片的β-1,
3-葡聚糖酶活性均显著升高,T2处理的值最高,
其次是T4,T3最低。说明病原菌的接种激发了

甜瓜β-1,3-葡聚糖酶活性,而木霉菌的接种使得

β-1,3-葡聚糖酶活性更高。

图1 哈茨木霉菌对甜瓜根系β-1,3-葡聚糖酶活性的影响

注:不同小写字母表示相同培养时间条件下不同处理组之间在P≤0.05水平差异显著。下同。
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图2 哈茨木霉菌对甜瓜叶片β-1,3-葡聚糖酶活性的影响

2.5 哈茨木霉菌处理对甜瓜幼苗PAL活性的

影响

  各个处理甜瓜幼苗不同部位PAL活性存在

差异,且随着培养时间的变化而变化。由图3和

图4可以看出,与CK相比,接种枯萎病病原菌

(T1)处理的甜瓜植株根、叶片中PAL酶活性除

了第2天外均显著下降(P≤0.05);接种哈茨木

霉菌(T2)和先接种哈茨木霉菌后接种枯萎病病

原菌(T4)处理根系和叶片的PAL酶活性显著上

升,而先接种枯萎病病原菌后接种哈茨木霉菌

(T3)处理在第2天时与CK差异不显著,在第4天

和第6天时显著高于CK。相对于T1处理而言,
T2,T3和T4处理根系和叶片的PAL酶活性显著

升高,T2处理最高,其次是T4,T3最低。这说明

病原菌的接种激发了甜瓜PAL酶活性,而木霉菌

的接种使得PAL酶活性更高。

图3 哈茨木霉对甜瓜根系PAL酶活性的影响

图4 哈茨木霉对甜瓜叶片PAL酶活性的影响
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2.6 哈茨木霉菌处理对甜瓜枯萎病的防治效果

由表4可以看出,哈茨木霉处理显著降低了甜

瓜枯萎病的病情指数,T1处理甜瓜枯萎病的病情

指数显著高于清水对照(CK),而 T2、T3和T4处

理甜瓜枯萎病病情指数则显著低于清水对照

(CK),且T3和T4处理之间无显著差异。可以看

出,灌施哈茨木霉可以有效防治甜瓜枯萎病,不管

是先灌施木霉还是后灌施都可以有效防治枯萎病,
相对于接菌的T1处理防治效果在60%以上,相对

于清水对照(CK),防治效果高于30%。

表4 哈茨木霉菌处理对甜瓜枯萎病的生防效果

处理 病情指数
与CK相比防治

效果

与T1相比防治

效果

CK 35.82±2.58b

T1 57.39±5.00a

T2 8.75±1.52d 75.57±4.35a 84.75±2.86a

T3 22.39±3.85c 37.48±4.71c 60.98±2.94c

T4 17.87±0.93c 50.11±4.50b 68.86±2.81b

  注:不同小写字母表示不同处理间在P≤0.05水平差异显著。

3 讨论

国内外研究表明,木霉菌、木霉菌发酵液和挥

发性物质都可以有效抑制病原菌的生长,例如棘孢

木霉代谢液对16种真菌病原菌的生长抑制率达

56.65%~87.62%,尤其对小麦全蚀病菌、油菜菌

核病病原菌抑制明显[14];长枝木霉挥发性物质可

以有效抑制苹果树腐烂病原菌、苹果树轮纹病病原

菌和苹果树早期落叶病病原菌[15];拟康宁木霉代

谢液 对 番 茄 灰 葡 萄 孢 病 原 菌 的 抑 菌 率 达 到

52.1%[16]。本研究中采用培养皿对峙试验表明

哈茨木霉菌DQ002对甜瓜枯萎病病原菌具有明

显的抑制作用,对病原菌菌丝生长抑制率最高可

以达到77.18%,其挥发性物质抑制率最高为

18.73%,而 发 酵 液 对 病 原 菌 的 抑 制 率 最 高 为

22.79%,说明哈茨木霉菌DQ002可以通过竞争、
挥发性物质以及发酵液抑制枯萎病病原菌的生长,
这与前人研究结果一致。另外,本研究中发现哈茨

木霉的发酵液和挥发性物质对枯萎病的抑制效果

存在一定的时效性,说明木霉菌的代谢物质可以抑

制枯萎病病原菌,但是其对枯萎菌的抑制作用的贡

献率大小尚不清楚,有待进一步分析研究。

β-1,3-葡聚糖酶是水解真菌细胞壁的酶,常
常被用作生物防治酶[17]。在西瓜的研究中,西瓜

β-1,3-葡聚糖酶活性提高,增加了西瓜对枯萎病

的抗性[18]。外施哈茨木霉处理显著提高了草莓

中编码β-1,3-葡聚糖基因的表达,提高了草莓的

β-1,3-葡聚糖的活性,从而增加了植株对冠腐病

的抗性[19]。本研究中相对于清水对照,接种病原

菌增加了甜瓜叶片和根系PAL酶和β-1,3-葡聚

糖酶活性,可能的原因是植物在受到病原菌侵染

的时候,自身会产生防御反应来抵抗病菌,导致防

御酶活性提高,而随着时间的推移,病害加深,植
物体自身无法防御时,防御酶的活性就开始降低,
这与颜尘栋等[20]研究结果一致;而接种木霉菌和

病原菌极显著提高了植株体内PAL和β-1,3-葡聚

糖酶的活性,这与周东兴等[21]的研究结果一致,而
且研究中发现先接种哈茨木霉菌后接种枯萎病病

原菌(T4)处理显著提高了甜瓜PAL酶和β-1,3-葡
聚糖酶活性,且优于先接种病原菌后接种木霉菌

(T3)处理,说明木霉菌与病原菌的不同接种顺序

对于PAL酶、β-1,3-葡聚糖酶活性都具有明显的调

节作用,从而增强植株对病害的防御能力。

4 结论

本研究结果表明,木霉菌通过其竞争作用、发
酵液和挥发性物质抑制枯萎病病原菌菌丝的生

长,最高抑制率达到77.18%;同时外施哈茨木霉

菌可以提高甜瓜幼苗的防御酶活性,提高甜瓜的

抗性,从而缓解甜瓜枯萎病的发生,降低甜瓜枯萎

病的发病率。
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BiologicalEffectsofTrichodermaharzianumonthe
PathogenofMelonFusarium Wilt

LIChunxia,NIEJiahui,ZHANGFeilong,LIUChuanzhi,WANGZhihao,JINYazhong
(CollegeofHorticultureandLandscapeArchitectrue,HeilongjiangBayiAgricultureUniversity,Daqing
163319,China)

Abstract:InordertoimproveapplicationofTrichodermaharzianumontheproductionofmuskmelon,invitro
andpotexperimentswerecarriedouttoexaminetheinhibitoryeffect,resistanceagainstFusariumoxysporum
f.sp.melonis(FOM)treatedwithTrichoderma.InvitroexperimentsindicatedthatT.harzianumandits
volatilecompoundsandfermentationbrothinhibitedthegrowthofFOM mycelium,theinhibitoryratewas
77.18%,18.73%and22.79%,respectively.ThepotexperimentsresultsshowedthatT.harzianumcould
alleviatedtheincidenceofFusariumwilt,andimprovedtheactivityofPALandβ-1,3-glucanaseinmuskmelon
rootandseedling.Inconclusion,T.harzianumDQ002significantlyinhibitedthegrowthofthepathogenof
Fusariumwiltthroughspacecompetitionanditsfermentationbrothandvolatilesubstances,andimprovedthe
PALandβ-1,3-glucanaseactivity,enhancedtheresistanceofmuskmelontoFusarium wiltandreducedthe
incidenceofmelonFusariumwilt.
Keywords:Trichodermaharzianum;Fusariumwilt;muskmelon;biologicaleffect
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