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摘要:为明确2023年齐齐哈尔市农业技术推广中心甜瓜栽培基地的甜瓜幼苗茎基腐病的发病原因,筛选出对

其具有高毒力的植物源杀菌剂,采用组织分离法对发病茎基部的甜瓜幼苗进行病原菌的分离。得到两株病

原真菌,经形态学及ITS-rDNA分子鉴定,分别为Fusariumoxysporum 和Fusariumnirenbergiae。致病性试

验表明两株镰孢菌都能够侵染甜瓜幼苗茎部,导致茎基腐病的发生。5种植物源杀菌剂对两株病原真菌的菌

丝生长抑制和毒力测定试验结果表明,20%丁子香酚、0.5%苦参碱和2.1%丁子·香芹酚的所有有效浓度对

两种致病菌的菌丝生长抑制率均能达到30%以上。20%丁子香酚、0.5%苦参碱、0.5%小檗碱、2.1%丁子·香

芹酚、80%乙蒜素对F.oxysporum的EC50值分别为9.413,21.497,36.670,48.342和48.575mg·L-1;对F.ni-
renbergiae的EC50值分别为13.768,14.697,43.260,32.475和34.158mg·L-1。综合分析表明,5种植物源

杀菌剂中,20%丁子香酚对甜瓜茎基腐病致病菌的毒力最强。
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  甜瓜(CucumismeloL.)又名香瓜,是人们生

活中最为常见的园艺作物,其口感清脆,气味香

甜,富含大量碳水化合物及营养物质,在我国经济

发展中占有十分重要的地位。联合国粮食及农业

组织(FoodandAgricultureOrganizationofthe
UnitedNations)统计显示,我国甜瓜生产面积与

产量常年居世界首位。齐齐哈尔地区甜瓜栽培历

史悠久,具有得天独厚的地理优势以及优良的种

植技术,甜瓜已成为齐齐哈尔市的主要经济作

物[1]。但随着种植面积的扩大,甜瓜枯萎病、根腐

病、霜霉病等种植中的常见病害日益严重。其中

由镰孢菌属真菌侵染引起的病害对甜瓜的产量和

品质影响最大,严重影响了齐齐哈尔地区甜瓜产

业的发展。
化学杀菌剂效果好、见效快,因此施用化学杀

菌剂仍是目前控制镰孢菌病害最普遍的方法。苯

醚甲环唑、戊唑醇、咪鲜胺能显著抑制尖孢镰刀菌

西瓜专化型(Fusariumoxysporumf.sp.niveum)菌
株的生长。平均EC50分别为1.0991,0.4567和

0.0492μg·mL-1
[2]。咪鲜胺、戊唑醇和氟硅唑能

抑制甜瓜枯萎病致病菌拟轮枝镰刀菌(Fusarium
verticillioides)的生长,EC50值分别为0.0295,

0.1467和0.1901μg·mL-1,病害防治试验中,

0.144μg·mL-1的咪鲜胺对甜瓜枯萎病的防效达

82.88%[3]。但化学杀菌剂的长期使用已严重打

破生态平衡。植物源杀菌剂是从植物的根、茎、
叶、果实等部位提取的有效成分,经过一定的加工

方法制成具有杀菌作用的生物农药,对病原菌具

有较强的抑制或杀死作用,且低毒、低残留,施用

后能够降解,不会严重污染环境,在病害防治研究

中得到了推广和应用[4]。已有研究表明肉桂精油

和姜黄油能有效抑制尖孢镰刀菌黄瓜专化型的菌丝

生长,EC50分别为140.20和514.88μg·mL-1
[5]。

枯茗酸可作用于velet家族蛋白,改变西瓜枯萎病

菌的细胞膜结构并抑制其毒素产生、菌丝生长及

孢子萌发等[6]。
齐齐哈尔市农业技术推广中心连年栽培种植

的甜瓜幼苗发生茎基腐病,幼苗根茎腐烂,维管束
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变褐,造成了甜瓜幼苗的萎蔫甚至死亡,田间发病

率达20%。为明确该病的病因,预防病害的发

生,本研究对发病甜瓜幼苗进行病原菌的分离与

鉴定。并对5种常用植物源杀菌剂苦参碱、丁子

香酚、丁子·香芹酚、乙蒜素和小檗碱进行了致病

菌的毒力测定及室内药剂筛选,为甜瓜茎基腐病

的有效防治提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

2023年5月,从齐齐哈尔市农业技术推广中

心采集具有典型发病症状的甜瓜(密冠8)幼苗作

为病样,进行病原菌的分离。

1.2 方法

1.2.1 病原菌的分离及形态学观察 采用组织

分离法进行病原菌分离[7]。用灭菌剪刀在甜瓜茎

基病健交界处剪取3~5mm的组织块,置于75%
酒精浸泡30s,再经1%的NaClO消毒2min,最后

用灭菌水冲洗3次。将消毒过的病组织置于

PDA平板上,于25℃恒温、黑暗培养。待长出菌

落后,挑取菌落边缘的少量菌丝转接到新的PDA
平板上进行纯化培养,进一步经单孢分离获得病

原菌的纯培养物。将纯培养物接种于PDA试管

中,于4℃冰箱中保存。25℃恒温培养7d后,观
察菌落的生长形状、颜色、气生菌丝的疏密程度以

及分生孢子形态、大小等结构。

1.2.2 病原菌DNA提取及ITS-rRNA序列扩

增 采用生工(上海)生物工程有限公司提供的基

因组DNA快速抽提试剂盒(真菌)进行病菌基因

组DNA的提取。以真菌基因组DNA为模板,采
用ITS引物ITS1P和ITS4进行PCR扩增。CR
反应体系 为:TaqPCR MasterMix15μL,总
DNA模板2.0μL,ITS12.0μL,ITS42.0μL,

ddH2O4.0μL,反应总体积为25μL。PCR扩增

反应程序:94℃预变性5min;94℃变性1min,

55℃退火1min,72℃延伸1min,35个循环,最
后72℃延伸10min。PCR扩增产物经1%琼脂

糖凝胶电泳检测后,送生工(上海)生物工程有限

公司进行测序。

1.2.3 致病性测定 刮取在PDA培养基上培

养7d的病原菌菌丝,置于四层纱布上,使用灭菌

水冲洗、过滤获得孢子悬浮液备用。经血球计数

板计算,孢子悬浮液浓度为1×107个·mL-1。使

用1%NaClO对甜瓜种子进行消毒,无菌水清洗

后晒干,播种于无菌营养土中,温室培养,待长出

第一片真叶时采用灌根法[8]进行接种。每株幼苗

加入20mL孢子悬浮液,以加入20mL无菌水为

对照。接种7d后观察甜瓜幼苗发病情况。每个

处理3次重复,每次重复10株幼苗。

1.2.4 系统发育树构建 登录GenBank网站,
采用BLAST软件对测序结果进行同源性比较,
以ClustalW 进行多序列比对后,用 MEGA7.0
的Neighbor-Joining法构建系统发育树,采用自

举法(bootstrap)对系统发育树进行检验,共1000次

循环。

1.2.5 杀菌剂室内毒力测定 以75%肟菌·戊

唑醇水分散颗粒剂(德国拜耳)为化学对照药剂,
将供试药剂配制成一定质量浓度的母液,继而稀

释成不同质量浓度的药液(表1)。采用菌丝生长

速率法[9]测定杀菌剂对分离菌株的抑菌作用。将

供试菌株接种于PDA平板上,于25℃恒温、黑暗

培养7d后,用打孔器切取直径5mm的菌饼,菌
丝朝下置于含有系列质量浓度杀菌剂的PDA平

板中央,以培养基加1mL无菌水平板为对照,每
个处理重复4次。

表1 供试杀菌剂母液来源信息及系列质量浓度

杀菌剂 剂型 生产厂家 药剂稀释质量浓度/(mg·L-1)

75%肟菌·戊唑醇 水分散颗粒剂(WDG) 德国拜耳 0.188,0.375,0.750,1.500,3.000

0.5%苦参碱 水剂(AS) 河北中保绿农作物科技有限公司 3.125,6.250,12.500,25.000,50.000

20%丁子香酚 水乳剂(EW) 江苏箭牌农业股份有限公司 2.50,5.00,10.00,20.00,40.00

2.1%丁子·香芹酚 水剂(AS) 大连云林碳化药业有限公司 7.50,15.00,30.00,60.00,120.00

80%乙蒜素 乳油(EC) 孟州云大高科生物科技有限公司 2.50,5.00,10.00,20.00,40.00

0.5%小檗碱 水剂(AS) 潍坊奥丰作物病害防治有限公司 3.125,6.250,12.500,25.000,50.000

43



8期   齐泽铮等:甜瓜茎基腐病病原菌鉴定及其植物源杀菌剂室内毒力测定         

  采用十字交叉法测量菌落直径,计算各杀菌

剂不同浓度抑菌百分率,比较各药剂的活性大小。
抑制率(%)=(对照组菌落直径-药剂处理组

菌落直径)/(对照组菌落直径-菌饼直径)×100
将杀菌剂浓度转化为对数作为横坐标(x),

抑制率转化成几率值作为纵坐标(y),利用最小二乘法

建立独立回归方程Y=aX+b和相关系数r。根据此

方程计算出药剂的有效抑制中浓度EC50(mg·L-1),即
几率值为5,抑制率为50%。

1.2.6 数据分析 对计算得出的结果用SPSS22.0
软件进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 病原菌的分离及形态学观察

从发生腐烂的幼苗茎基部(图1)分离获得两

株代表性真菌,分别编号为 TGF-2和 TGJ-12。
分别接种于PDA培养基,28℃培养7d后,对菌

落正反面进行观察,TGF-2菌落呈圆形,正反面均

为白色。气生菌丝茂密紧致,紧贴培养基生长

(图2A)。产孢量较少,分生孢子呈肾形,小分生

孢子有0~2个隔膜,大分生孢子有3~4个隔膜

(图2B);TGJ-12菌落呈圆形,有紫色色素产生,
中心呈深紫色,边缘为淡紫色,菌丝茂密蓬松

(图2C)。产孢量较多,分生孢子体积较小,小分

生孢子呈卵形,有0~2个隔膜,大分生孢子前端

稍尖,有3~5个隔膜(图2D)。

图1 甜瓜幼苗茎基腐烂症状

A.TGF-2菌落形态;B.TGF-2分生孢子;C.TGF-2足细胞;

D.TGJ-12菌落形态;E.TGJ-12分生孢子;F.TGJ-12足细胞。

图2 病原菌菌落及孢子形态

2.2 病原菌分子鉴定及系统发育树构建

利用ITS引物对靶标基因序列扩增,得到目的

片段序列。测序结果经NCBI数据库BLAST分析

比对,使用Mega7.0邻接法构建系统发育树(图3)。

结 果 发 现 菌 株 TGF-2 与 Fusariumoxysporum
(KY318502)聚在同一分支,TGJ-12与Fusarium
nirenbergiae (MW016585)聚在同一分支,因此

将菌株 TGF-2鉴定为Fusariumoxysporum,将
菌株TGJ-12鉴定为Fusariumnirenbergiae。 图3 基于ITS基因序列的系统进化树
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2.3 病原菌致病性测定

病原菌接种7d后,观察甜瓜幼苗发病情况。
与对照相比(图4A),接种TGF-2和TGJ-12孢子

悬浮液的甜瓜幼苗茎基部枯萎腐烂和变黑,叶片

出现萎蔫。其中,接种TGF-2孢子悬浮液的部分

甜瓜幼苗枯萎死亡(图4B),接种TGJ-12孢子悬

浮液的幼苗全部萎蔫致死(图4C)。结果表明,两
株镰孢菌均能侵染甜瓜幼苗,导致病害发生,但两

株镰孢菌的致病能力不同,TGJ-12的致病性要强

于TGF-2。

2.4 杀菌剂室内毒力测定

不同稀释浓度的6种杀菌剂均能显著抑制两

种镰孢菌菌丝的生长。根据供试杀菌剂的有效浓

度及对两种镰孢菌的抑菌率求得6种杀菌剂的毒力

回归方程及EC50。由表2可知,6种杀菌剂中对

TGF-2毒力最好的为20%丁子香酚,其EC50值为

9.413mg·L-1。其次为75%肟菌·戊唑醇、0.5%苦

参碱、0.5%小檗碱、2.1%丁子·香芹酚,EC50值分

别为15.555,21.497,36.670和48.342mg·L-1。

EC50值最大的为80%乙蒜素,达到48.575mg·L-1。
说明20%丁子香酚对 TGF-2的抑制效果最好,

80%乙蒜素对TGF-2的抑制效果最差。

6种杀菌剂中对TGJ-12毒力最好的为75%

肟菌·戊唑醇,其EC50值为4.129mg·L-1,其次

为20%丁子香酚、0.5%苦参碱、2.1%丁子·香芹

酚、80%乙蒜素,EC50值分别为13.768,14.697,32.
475和34.158mg·L-1。EC50值最大的为0.5%
小檗碱,达到43.260mg·L-1。说明75%肟菌·
戊唑醇对TGJ-12的抑制效果最好,而0.5%小檗

碱对TGJ-12的抑制效果最差。

A.对照甜瓜幼苗;B.TGF-2接种甜瓜幼苗;

C.TGJ-12接种甜瓜幼苗。

图4 病原菌致病性测定

表2 不同杀菌剂对TGF-2和TGJ-12的毒力测定

TGF-2 TGJ-12

杀菌剂 毒力回归方程
相关性系数

(R2)

EC50/

(mg·L-1)
毒力回归方程

相关性系数

(R2)

EC50/

(mg·L-1)

0.5%苦参碱 Y=0.803X+3.936 0.976 21.497 Y=0.499X+4.421 0.982 14.697

20%丁子香酚 Y=0.653X+4.366 0.996 9.413 Y=0.724X+4.178 0.997 13.768

2.1%丁子·香芹酚 Y=0.684X+3.847 0.983 48.342 Y=0.607X+4.081 0.990 32.475

80%乙蒜素 Y=0.530X+4.104 0.988 48.575 Y=0.582X+4.107 0.996 34.158

0.5%小檗碱 Y=0.547X+4.149 0.986 36.670 Y=0.478X+4.221 0.991 43.260

75%肟菌·戊唑醇 Y=0.646X+4.194 0.985 15.555 Y=1.066X+4.342 0.976 4.129

3 讨论

镰孢菌属(Fusarium)真菌在自然界中分布

广泛,是世界范围内最具破坏性的土传病原真菌

之一,可以引起植物、动物和人类的疾病[10]。镰

孢菌属具有腐生性和致病性成员[11-12],在病原真

菌分离过程中经常遇到镰孢菌菌株。致病性菌株

能够在150多种主要经济作物中引起严重的病

害,其中包括西瓜、甜瓜、小麦等[13]。受侵染的植

株会表现出如萎蔫、坏死、落叶、维管束系统变褐

等症状。每年由不同种镰孢菌引起的病害对不同

作物造成的减产约为30%~80%,甚至更多[14-15]。
近年来,由镰孢菌导致的多种植物茎基腐病频繁

发生。假禾谷镰孢菌(F.pseudograminearum)侵染

小麦导致茎基腐;拟轮枝镰孢菌(F.verticillioides)侵
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染旱黄瓜引起茎基腐;尖孢镰刀菌(F.oxysporum)、
木贼镰孢菌(F.equiseti)、茄腐镰刀菌(F.solani)
等多种镰孢菌单一或联合侵染引起百香果茎基

腐[16-18]。本研究从发生茎基腐病的甜瓜幼苗茎

基部分离、纯化获得两株代表性真菌 TGF-2及

TGJ-12。经形态学和分子生物学鉴定,TGF-2为

F.oxysporum,TGJ-12为F.nirenbergiae。病原

菌致病性试验证明两株镰孢菌均能引起甜瓜幼苗

茎基部的腐烂坏死与维管束变褐。F.oxysporum
在十大真菌病原体中排在第五位。寄主广泛,可
侵染多种植物,引起枯萎病、根腐病等病害。目

前,常以施用化学杀菌剂、轮作、分子育种等方式

对其引起的病害进行防治[19]。F.nirenbergiae能侵

染复叶槭、百香果等植物引起枯萎病。研究表明

咪鲜胺及多菌灵对其菌丝生长有较好的抑制效

果,EC50为0.0492和0.6266μg·mL-1
[20]。

植物源杀菌剂的天然抑菌活性物质均源自植

物,对病原菌的生长起到显著的抑制作用,降低对

环境的污染以及对人类健康的危害[21]。对羊肚

菌子实体烂柄病的致病菌镰孢菌(Fusariumspp.)
毒力测定实验发现,当0.3%苦参碱、0.3%丁子

香酚及6%春雷霉素的浓度为1mg·L-1时,对镰

孢菌菌丝生长的抑制率分别达到76.74%、52.33%
和52.33%,结果表明植物源杀菌剂能够抑制羊

肚菌子实体烂柄病的致病菌镰孢菌的生长[22]。
使用丁子香酚、5%香芹酚、20%乙蒜素、0.5%小

檗碱和1.3%苦参碱对苹果树腐烂病菌(Valsa
mail)的毒力测定结果表明,所使用的植物源杀菌

剂对苹果树腐烂病病原菌也能够起到抑制作

用[23]。植物源杀菌剂在由镰孢菌引起的茎基腐

病的防治中也得到了广泛研究。对小麦茎基腐病

的病原菌假禾谷镰孢菌的毒力测定试验表明,厚
朴酚、香芹酚、牛至油等八种植物源杀菌剂均能有

效抑制禾谷镰孢菌的生长,且都能够减轻病害的

发生[24]。
本研究中使用的5种植物源杀菌剂在TGF-2

的毒力测定试验中,20%丁子香酚的EC50值最低

且低于作为阳性对照的75%肟菌·戊唑醇。在对

TGJ-12的毒力测定试验中,5种植物源杀菌剂的

EC50值均高于作为阳性对照的75%肟菌·戊唑

醇,其中EC50值最低的也为20%丁子香酚。综合

结果表明在5种植物源杀菌剂中20%丁子香酚

对甜瓜茎腐病的两种致病镰孢菌均能起到最好的

抑制效果。但本研究未探究20%丁子香酚对甜

瓜茎基腐病的影响,因此后续仍需补充盆栽防治

试验验证20%丁子香酚的防治能力并对其抑菌

机理进行探究。

4 结论

本研究从发生茎基腐病的甜瓜幼苗根茎组织

中分离得到两株真菌,经鉴定分别为F.oxysporum
和F.nirenbergiae。致病性试验表明两种镰孢菌

均能侵染甜瓜导致茎基腐病的发生。在5种植物

源杀菌剂对两种致病菌的毒力测定试验中发现,

20%丁子香酚对F.oxysporum 和F.nirenbergiae
的EC50值最低,分别为9.413和13.768mg·L-1,
表明20%丁子香酚对致病菌的毒力最强。本研

究旨在为防治甜瓜茎基腐病高效植物源杀菌剂的

选择提供理论依据。
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IdentificationofPathogensCausingMuskmelonStem
BasalRotandScreeningofBotanicalFungicides

QIZezheng1,YULu1,GUOXuyu1,KANGYue1,ZHANGChao2,LIUXiujie2,WANGFang1

(1.CollegeofLifeSciencesandAgroforestry,QiqiharUniversity/HeilongjiangProvincialKeyLaboratoryof

ResistanceGeneEngineeringandProtectionofBiodiversityinColdAreas,Qiqihar161006,China;2.Qiqihar

AgriculturalTechnologyExtensionCenter,Qiqihar161006,China)

Abstract:In2023,stembasalrotdiseaseofmuskmelonseedlingswasfoundinthemuskmeloncultivationbase

ofQiqiharAgriculturalTechnologyExtensionCenter.Inordertoidentifythecauseofthediseaseandscreen

outeffectivebotanicalfungicideswithhighvirulenceagainstpathogens,tissueseparationmethodwasusedto

isolatethepathogensfrominfectedstem.Twopathogenicfungiwereandpurifiedfromdiseasedseedlings,and

wereidentifiedasFusariumoxysporumandFusariumnirenbergiaebymorphologicalcharacteristicandITS-rDNA

sequences.Pathogenicityexperimentsshowedthatbothstrainscaninfectmelonseedlings,leadingtothe

occurrenceofstemrotdisease.Fiveplantbotanicalfungicideswereaccessedtheinhibitiononthemycelial

growthandthetoxicitytotwofungi.Theresultsshowedthatalleffectiveconcentrationsof20%eugenol,

0.5% matrineand2.1%carvacrolcaninhibitthehyphaegrowthoftwopathogensbymorethan30%.The

EC50valuesof20%eugenol,0.5% matrine,0.5%berberine,2.1%eugenol,and80%allicinforF.oxysporum

were9.413,21.497,36.670,48.342and48.575mg·L-1,respectively.TheEC50valuesforF.nirenbergiae

were13.768,14.697,43.260,32.475and34.158mg·L-1,respectively.Itindicatesthatamongthefive

botanicalfungicides,20%eugenolhasthestrongestvirulenceagainstthepathogensofmuskmelonstembasal

rotdisease.

Keywords:melon;Fusarium;stembasalrot;botanicalfungicides
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