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封面图说: 站立的仓鼠———仓鼠为小型啮齿类动物,栖息于荒漠、荒漠草原等地带的洞穴之中。 白天他们往往会躲在洞穴中睡

觉和休息,以避开天敌的攻击,偶尔也会出来走动,站立起来警惕地四处张望。 喜欢把食物藏在腮的两边,然后再走

到安全的地方吐出来,由此得仓鼠之名。 它们的门齿会不停的生长,所以它们的上下门齿必须不断啃食硬东西来磨

牙,一方面避免门齿长得太长,妨碍咀嚼,一方面保持门牙的锐利。 仓鼠以杂草种子、昆虫等为食。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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温郁金内生真菌 Chaetomium globosum L18 对
植物病原菌的抑菌谱及拮抗机理

王艳红1,*,吴晓民2,朱艳萍1,张摇 敏1,汪树理1,杨信东3

(1. 吉林农业大学农业部参茸产品质量监督检验测试中心,长春摇 130118; 2. 吉林农业大学附属医院,长春摇 130118

3. 吉林农业大学农学院, 长春摇 130118)

摘要:通过体外培养法,研究了药用植物温郁金内生真菌 Chaetomium globosum L18 对几种常见的植物病原菌的抑菌谱及其拮抗

机理。 结果表明,Chaetomium globosum L18 对多种植物病原真菌和细菌均有不同程度的抑制作用,具有较广的抑菌谱,但对不

同植物病原菌的抑制作用具有显著性差异(P<0. 05),抑制率最高可达到 92. 9% ;抑菌机制结果显示,竞争作用和重寄生作用是

其主要的拮抗机制之一;发酵产物抑制作用测定发现, 内生真菌 Chaetomium globosum L18 能够分泌产生抗菌物质抑制病原菌

菌丝的生长和孢子萌发,可引起病原菌菌丝菌丝膨大成串珠状,分枝增多,分枝顶端膨胀后细胞壁破裂,原生质外溢,产生溶菌

作用;使分生孢子萌发畸形,萌发率降低。
关键词: 温郁金;内生真菌; Chaetomium globosum L18; 植物病原菌; 抑菌谱; 拮抗机理

Inhibition effects and mechanisms of the endophytic fungus Chaetomium globosum
L18 from Curcuma wenyujin
WANG Yanhong1,*, WU Xiaomin2, ZHU Yanping1, ZHANG Min1, WANG Shuli1, YANG Xindong3

1 Jilin Agriculture University, Ginseng and Cartilaginous Testing Center of the Ministry of Agriculture, Changchun 130118, China

2 Jilin Agriculture University Affiliated Hospital, Changchun 130118, China

3 College of Agronomy, in Jilin Agriculture University, Changchun 130118, China

Abstract: Fungal endophytes are microorganisms that colonize living, internal tissues of plants without causing any
immediate, overtly negative effects. Many fungal endophytes produce secondary metabolites and some of these compounds
exhibit antifungal and antibacterial activity that strongly inhibits the growth of other microorganisms. Antimicrobial strains
are widely distributed among endophytic fungi and do not cause any obvious symptoms on host plants. Infected hosts usually
grow quickly, have strong resistance to adverse conditions and diseases, and are immune to herbivory in comparison with
uninfected plants. Endophyte鄄infected plants thus have competitive advantage. Endophytes act as biological control agents
by inhibiting pathogen growth by the production of antibiotics, hydrolases, plant growth regulators and alkaloids. They also
compete with pathogens for nutrition, enhancing resistance of host plants to diseases and inducing systemic resistance.
Endophytic fungi are therefore biological control agents with great potential for applied use.

We investigated the antimicrobial properties of an endophytic fungus Chaetomium globosum L18 from a traditional
Chinese medicinal plant Curcuma wenyujin Y. H. Chen et C. Ling ( Zingiberaceae), on several conventional plant
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pathogens, using in vitro culturing methods. We thus present a preliminary discussion of the antimicrobial spectrum and
antagonistic mechanisms of Chaetomium globosum L18. This fungus had different inhibitory actions on plant pathogenic
fungi and bacteria, and wide鄄ranging inhibitory effects. There was significant difference ( P < 0. 05 ) on inhibition of
different plant pathogenic bacteria; and the inhibition rate was up to 92. 9% . Our inhibition experiment showed that
competition and mycoparasitism were the main antagonistic mechanisms. When two strains intersected with pathogenic fungi
on co鄄culturing plates, plant pathogens were surrounded, and the margins of colonies gradually collapsed and shriveled.
The pathogens stopped growing and began to die; and Chaetomium globosum L18 colonized the nutritious space.
Chaetomium globosum L18 parasitized pathogens by parallel intergrowth, intertwining, and even penetrating their mycelia.
Our fermented product test showed that Chaetomium globosum L18 was able to strongly inhibit mycelial growth and spore
germination. Its presence resulted in mycelia that were twisted and inflated, with increased abnormal branching, broken
mycelial walls, and cell contents released. Spores were reduced in number and deformed; germination rate and germination
tube length were decreased.

Key Words: Curcuma wenyujin; endophytic fungi; Chaetomium globosum; pathogenic fungi; inhibiting range;
inhibiting mechanism

植物病害是引起农作物品质下降,产量损失的主要原因之一,而约 80%的植物病害是由植物病原菌引起

的[1]。 目前对植物病害的主要防治手段是采用化学农药杀菌,而化学农药对人畜的副作用、残留问题及污染

环境问题已成为当今世界首要解决的问题之一。 越来越多抗药性病原菌的出现也加速了某些与环境相容性

好、药效持久、且对人体和生态环境无公害的生物型农药和农用抗生素的开发[2]。
植物内生真菌是生长于植物根、茎、叶等组织的细胞间隙或细胞内的一类真菌,是植物微生态系统中的重

要组成成分[3]。 植物内生真菌中广泛分布着抗菌活性菌株,其在进化过程中形成了丰富的代谢系统,能产生

众多的抗菌产物,并在一定条件下成为植物病原菌的拮抗菌,却不会引起宿主植物明显的病症[4鄄5]。 自然界

约有 25 万种植物,于是便形成了一个巨大的真菌资源库。 因此,植物内生真菌是一类很有潜力的生物防治材

料[6]。 本文以浙江省道地药材温郁金中分离的一株内生真菌 Chaetomium globosum L18 为研究对象,通过对

常见的几种植物病原菌的抗菌试验,测定了该菌株的抑菌谱,并对其拮抗机制作了初步的探索研究。 为寻找

新的拮抗菌株或抗菌活性物质奠定了基础。
1摇 材料和方法

1. 1摇 实验材料

(1)内生真菌 Chaetomium globosum L18摇 从传统中药材植物温郁金的叶片中分离得到, 通过形态学观察

结合 ITS 序列分析将其鉴定为毛壳菌属的球毛壳菌 Chaetomium globosum。 在 GenBank 上的基因登录号为

GU564156。 保存于吉林农业大学农学院的植物病理实验室。
(2)供试病原菌 摇 玉米大斑病菌 Exserohilum turcicum 、黄瓜枯萎病菌 Fusarium oxysporium f. sp. cucum

erinum 、禾谷镰孢菌 Fusarium graminearum、串珠镰孢菌 Fusarium moniliforme、玉米弯孢叶斑病菌 Curvularia
lunata、番茄灰霉病菌 Botrytis cirerea、烟草赤星病菌 Alternaria alternata、辣椒炭疽病菌 Colletotrichum capsici、立
枯丝核菌 Rhizoctonia solani、白菜软腐病菌 Erwinia carotovora var. carotovora、十字花科蔬菜黑腐病菌

Xanthomonas campestris var. campestris、茄科青枯病菌 Ralstonia solanacearum。 以上菌株均由吉林农业大学农

学院植物病理实验室提供。
1. 2摇 实验方法

1. 2. 1摇 内生真菌 Chaetomium globosum L18 菌株抗菌谱的测定

(1)采用部分改进的对峙培养法[7] 测定活菌活性摇 在直径 9cm 的 PDA 平板上接入供试植物病原菌和

Chaetomium globosum L18 菌株,两接种点相距 3—4cm,病原菌或拮抗菌单独接种在 PDA 平板上做对照,均设

1402摇 7 期 摇 摇 摇 王艳红摇 等:温郁金内生真菌 Chaetomium globosum L18 对植物病原菌的抑菌谱及拮抗机理 摇
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5 个重复,在 28益下培养 5—7d,测量抑菌带宽度。
(2)采用滤纸片扩散法[8]测定发酵产物活性摇 将斜面培养的测试病原菌用无菌水洗下其孢子,与适量培

养基混匀, 倒平板,待培养基凝固。 将 Chaetomium globosum L18 菌株发酵液的乙酸乙酯提取物配成 20mg / mL
甲醇溶液,然后取 50滋L 其溶解液溶于无菌滤纸片(渍=0. 6—0. 7cm)上,使其充分吸收,略微风吹干后,平放于

含有各测试菌的培养皿中,分别作 5 个重复。 用纯甲醇溶液作空白对照。 将制好后的培养皿在 28益恒温培

养 5—7d 后观察有无抑菌圈,并测量抑菌圈直径。
(3)采用生长速率法[9]测定发酵液浓度对抑菌效果的影响摇 将 Chaetomium globosum L18 菌株的发酵液

按不同倍数稀释后与 PDA 培养基混合倒入平板,无菌水作对照,待凝固,将活化好的病原菌菌饼接入,于 28
益下培养 5d 后测量菌落直径,计算抑菌率 (为对照组菌落直径与实验组菌落直径的差占对照组菌落直径的

百分比)。 每组实验重复 5 次。
1. 2. 2摇 拮抗菌株 Chaetomium globosum L18 抑菌机制的初步研究

(1)生长竞争作用[10] 摇 选取对 Chaetomium globosum L18 菌株最为敏感的几株病原菌(玉米大斑病菌、禾
谷镰孢菌、串珠镰孢菌、玉米弯孢叶斑病菌及立枯丝核菌)分别与其作对峙拮抗培养试验,采用两点对峙培养

即在直径 9cm 的 PDA 平板相对的位置上接入 Chaetomium globosum L18 菌株与供试病原菌菌株,两接种点相

距 2cm 左右,病原菌或拮抗菌单独接种在 PDA 平板上做对照,均设 5 个重复,28 益下恒温培养,观察菌落的

生长及相互影响情况。
(2)重寄生作用的测定摇 挑起上述对峙培养两菌落交界处的菌丝块, 于光学显微镜下观察。
(3)病原真菌孢子萌发实验[11] 摇 将供试病原菌孢子制备孢子悬浮液(显微镜 100 倍下 100 个孢子 /视

野)用二倍稀释法加入 Chaetomium globosum L18 菌株的发酵产物,采用载玻片上萌发法,8 h 后镜检孢子萌发

情况及萌发孢子芽管的畸形情况。
(4)对病原菌菌丝生长和菌丝形态的影响摇 将 Chaetomium globosum L18 菌株的发酵产物与 PDA 培养基

混合,配制成 10 mg / L 的含药培养基,无菌水作对照,然后分别加入培养 5 d 的病原菌菌块,置于培养皿中

央, 4 d 后观察菌丝的生长情况及菌丝的形态。
2摇 结果与分析

2. 1摇 Chaetomium globosum L18 菌株的抑菌谱

采用平板对峙法、生长速率法和滤纸片扩散法都显示 Chaetomium globosum L18 菌株及其发酵产物对各

植物病原菌均有不同程度的抑制作用。 对峙平板实验中,除了部分抑菌带不明显外,其它的抑菌带均较明显,
其平均抑菌带宽度见表 1。

表 1摇 Chaetomium globosum L18 菌株对不同植物病原菌的抑制结果

Table 1摇 The antibiotic spectrum of Chaetomium globosum L18

病原菌
Pathogeny

平均抑菌带宽度 / mm
Inhibitory strip

病原菌
Pathogeny

平均抑菌带宽度 / mm
Inhibitory strip

玉米大斑病菌 E. turcicum 9. 8 烟草赤星病菌 A. alternata 6. 0

黄瓜枯萎病菌
F. oxysporium f. sp. cucum erinum 6. 4 十字花科蔬菜黑腐病菌

X. campestris var. campestris 3. 9

禾谷镰孢菌 F. graminearum 8. 1 立枯丝核菌 R. solani 5. 8

串珠镰孢菌 F. moniliforme 8. 8 辣椒炭疽病菌 C. capsici 3. 4

番茄灰霉病菌 B. cirerea 0. 2 茄科青枯病菌 Ralstonia solanacearum 0. 2

玉米弯孢叶斑病菌 C. lunata 10. 2 白菜软腐病菌 E. carotovora var. carotovora 2. 8

由表 1 结果可看出 Chaetomium globosum L18 对不同植物病原菌的抑菌程度不同,且对玉米弯孢叶斑病菌

C. lunata 和玉米大斑病菌 E. Turcicum 的平均抑菌带宽度达到 10. 2 mm 和 9. 8 mm,而对番茄灰霉病菌 B.
cirerea 和茄科青枯病菌 R. solanacearum 的平均抑菌带宽度只有 0. 2 mm。 通过方差分析,Chaetomium globosum
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L18 对不同植物病原菌的抑菌效果存在着显著性差异(P<0. 05)。
滤纸片扩散法测定实验中,多数植物病原菌的平板在滤纸片周围产生的抑菌圈清晰明显(图 1),平均抑

菌直径达 18 mm,可见 Chaetomium globosum L18 菌株在发酵过程中产生了某些活性抗性物质,对多数植物病

原菌具有较强的抑制作用,是一个很有发展前景的抗生素,可进一步进行研究开发。

CK
CK

CK CK

图 1摇 发酵产物对病原菌的抑制作用

Fig. 1摇 The growth inhibition of fungus pathogens by fermentation production

图 2摇 不同浓度的发酵液对病原菌生长的影响

摇 Fig. 2 摇 Effect of different concentrations culture filtrate on the

growth of fungus pathogens

生长速率法显示不同稀释倍数的发酵液(原液、10
倍液、20 倍液、40 倍液、60 倍液)对病原菌菌落的生长

具有明显不同的抑制作用,抑制率最高可达到 92. 9% ,
最低则只有 18. 2% ,不同稀释倍数的发酵液对不同病

原菌的抑菌率存在着显著性差异(P<0. 05),但总的趋

势是发酵液浓度与抑菌率成正比(图 2)。
2. 2摇 拮抗菌 Chaetomium globosum L18 与病原菌的作用

方式

2. 2. 1摇 竟争作用观察结果

体外竞争作用测定结果表明,Chaetomium globosum
L18 菌株与禾谷镰孢菌的生长速度相近,菌落大小差异

不大,但在两菌落相接处有明显的分界线,表明两菌株

对抗生长,互相抑制;而对于其它几种病原菌则表现出

明显的抑制作用,表现在与对照菌落相比病原菌落生长

速度较慢,边缘几乎不产生气生菌丝,到后期,与拮抗菌

相交时病原菌菌落被包围,边缘塌陷、菌落开始逐渐萎

缩,甚至被完全覆盖,显示了 Chaetomium globosum L18 菌株的竞争优势(图 3)。
2. 2. 2摇 重寄生作用的观察

Chaetomium globosum L18 菌株对玉米大斑病菌、串珠镰孢菌、玉米弯孢叶斑病菌及立枯丝核菌有很明显

的拮抗作用。 挑取对峙培养交界面上的菌丝块镜检,镜下可见 Chaetomium globosum L18 菌株的菌丝以各种

方式寄生于病原菌菌丝上,如与病原菌菌丝平行生长、缠绕在病菌菌丝上,有的还可穿透病菌菌丝和穿入病菌

菌丝并在其上生长(图 4);同时,Chaetomium globosum L18 菌株菌丝寄生于病菌菌丝上,使病菌的细胞质变稀

薄而不能正常生长;当 Chaetomium globosum L18 菌株菌丝与病菌菌丝平行生长时,产生分枝吸附于病菌菌丝

上,进行侵入、穿透,并通过酶的作用分解菌丝细胞壁,使之消解。 由此可见, Chaetomium globosum L18 菌株

对植物病原真菌的重寄生作用是其拮抗病菌的主要作用机制之一。
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图 3摇 内生真菌 Chaetomium globosum L18 对植物病原菌的抑制作用

Fig. 3摇 Inhibition of fungus pathogens by Chaetomium globosum L18

图 4摇 内生真菌 Chaetomium globosum L18 对病原真菌的重寄生作用

Fig. 4摇 Hyperparasitism of Chaetomium globosum L18 on fungus pathogens

A: L18 与病原菌菌丝平行生长; B: L18 的菌丝缠绕病原菌菌丝; C: L18 的菌丝穿入病原菌菌丝并在其内生长

2. 3摇 拮抗菌 Chaetomium globosum L18 发酵产物对病原菌的作用方式

2. 3. 1摇 对病原菌孢子萌发的影响

摇 摇 从表 2 可看出 Chaetomium globosum L18 菌株的发酵产物对玉米大斑病菌、黄瓜枯萎病菌、禾谷镰孢菌、
玉米弯孢叶斑病菌及烟草赤星病菌的孢子萌发均具有显著的抑制作用。 代谢产物浓度越高,孢子萌发率越

低,100 mg / L 发酵产物处理的孢子几乎不萌发,10 mg / L 发酵产物处理的孢子萌发率也都不超过 50% ,而且

受抑制的孢子芽管长度明显也小于对照组。 从图 5 可以看出 Chaetomium globosum L18 菌株的发酵产物可导

致玉米弯孢叶斑病菌和黄瓜枯萎病菌孢子萌发的芽管畸形,芽管前端膨大或整个膨大成串珠状,芽管上长出

的菌丝不能向前伸展,而是丛生聚集在孢子四周,从而使孢子失去了侵袭能力。

表 2摇 Chaetomium globosum L18 发酵产物对病原真菌孢子萌发的抑制作用

Table 2摇 Inhibition of fermentation production on conidiophores germination of fungus pathogens

发酵产物浓度 / (mg / L)
Fermentation production

孢子平均萌发率 Germination rate / %

E. turcicum F. oxysporium f. sp.
cucum erinum F. graminearum C. lunata A. alternata

1 55 58 64 58 61

10 40 41 47 43 41

20 30 32 34 28 33

50 15 18 20 16 22

100 0 2 2 0 3

对照 CK 98 91 90 96 89

2. 3. 2摇 对病原菌菌丝生长及菌丝形态的影响

100 mg / L Chaetomium globosum L18 菌株代谢产物对病原菌菌丝生长及菌丝形态有强烈影响,菌丝体在

含药培养基上生长极慢,生长受到抑制,菌落菌丝层稀薄,菌丝粗细不均匀,在显微镜下观察,菌丝膨大成串珠
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图 5摇 Chaetomium globosum L18 发酵产物对病原菌孢子萌发的影响

Fig. 5摇 Effect of fermentation production on spores germination of fungus pathogens

A. 正常玉米弯孢叶斑病菌孢子的芽管; B. 发酵产物处理后萌发孢子的芽管; C. 正常黄瓜枯萎病菌孢子的芽管; D. 发酵产物处理后萌发

孢子的芽管

状,短而粗,分枝增多,聚集成丛枝状,有的生长菌丝的顶端畸形,形成膨胀泡后破裂,细胞内物质向外泄漏。
而对照菌丝均匀、生长旺盛,可见拮抗菌的代谢产物对病原菌菌丝有明显的破坏作用。
3摇 讨论

植物体在生长发育过程中就滋养了一大批内生菌,它们在一定程度上和植物共栖或弱寄生,其中有不少

是属于植物体的习居者,是固定地经常生活在植物体内的一些种群,并起到保护植物的作用,同时,内生菌产

生的化合物对植物生长常产生一定影响,因而可作为生防因子加以发掘利用[12鄄13]。 本实验中的内生真菌

Chaetomium globosum L18 在体外培养条件下有较广的抑菌谱,对多种植物病原菌具有不同的抑制作用,尤其

对玉米大斑病菌、禾谷镰孢菌、串珠镰孢菌及玉米弯孢叶斑病菌的抑菌效果较显著,抑菌带宽度均在 8mm 以

上,发酵液 20 倍稀释液的抑制率也都在 60%以上。 而且据文献报道,Chaetomium sp. 是植物病原菌的生物防

治菌且被广泛应用,能产生毛壳素、球毛壳素等多种抗生素,具有抗真菌和细菌活性[14鄄15]。 因此,内生真菌

Chaetomium globosum L18 是一个很有发展前景的生防菌,值得进一步研究与开发。
内生真菌 Chaetomium globosum L18 又具有生长速度快的特点,有较强的营养竞争能力,在生长过程中能

占据大部分的营养空间,从而使病原菌菌落最终萎缩,说明竞争作用是其抑制病原真菌的主要机制。
Chaetomium globosum L18 对病原真菌的重寄生作用也是其拮抗病原真菌的重要机制,它通过缠绕、 穿透、侵
入等多种寄生方式侵入病原真菌菌丝,通过酶的作用消解病原真菌细胞壁,最终导致病原真菌死亡。 同时,
Chaetomium globosum L18 在生长过程中可能产生某些对病原菌孢子有抑制作用的抗生物质,达到抑菌效果。

Chaetomium globosum L18 的发酵产物对病原菌菌丝生长和孢子萌发都有强烈抑制作用,可造成病原菌菌

丝生长畸形,菌丝短粗、 膨大成串珠状、 丛枝聚集,因而使菌丝不能向前扩展,失去了侵袭能力,同时产孢能

力下降,孢子萌发率及芽管长度下降,有报道杀稻瘟菌素—S 便是通过抑制孢子和菌丝的呼吸作用而强烈抑

制孢子萌发和菌丝生长的[16鄄17],这可能与其中活性物质抑制菌丝和孢子的呼吸作用有关。 此外,Chaetomium
globosum L18 的发酵产物造成敏感菌菌丝尖端形成膨胀泡而破裂,原生质外泄,从而造成溶菌现象,这可能是

由于活性物质作用于病原菌的细胞壁、 细胞膜,造成细胞壁、 细胞膜破裂而引起的,有此类现象的抗生素很

多,研究清楚的为多氧霉素—D 和多烯类抗生素,多氧霉素主要是作为几丁质合成酶的竞争性抑制剂抑制几

丁质的合成从而破坏病原菌的细胞壁;多烯类抗生素通过与质膜中含有的麦角醇作用损伤细胞质膜造成细胞

内物质泄漏,而使菌体减少造成溶菌[18鄄19],但 Chaetomium globosum L18 的发酵产物的作用点如何还有待进一

步研究。
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