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棉花内生真菌CEF-373菌株对棉花黄萎病的防效
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摘要：为明确棉花内生真菌CEF-373菌株对棉花黄萎病的防效及其作用机理，利用圆盘滤膜法和

平板对扣培养法测定菌株CEF-373对大丽轮枝菌Verticillium dahliae菌丝生长的抑制作用，测定其

对棉花黄萎病的温室和田间防效，并通过活性氧含量及防御基因表达情况来分析其作用机理。结

果表明，菌株CEF-373的挥发性代谢产物和非挥发性代谢产物对大丽轮枝菌菌丝的生长均有显著

抑制作用，抑制率最高分别可达37.75%和100.00%。用1×107 CFU/mL的菌株CEF-373分生孢子悬

浮液灌根后，对棉花黄萎病的温室防效可达71.12%，用质量比为3%的菌株CEF-373固体菌剂拌土

栽培后，对棉花黄萎病的温室防效可达62.74%，防治作用显著。菌株CEF-373的发酵液滴灌和微

生物肥料处理 40 d 后，对棉花黄萎病的田间防效达到最大，分别为 36.23%和 27.71%，而在后期有

所降低。菌株CEF-373可以诱导棉花叶片中细胞活性氧的爆发；且菌株CEF-373成功激活了苯丙

氨酸解氨酶、过氧化物酶、多酚氧化酶、几丁质酶和病程相关蛋白基因PR10的表达，对大丽轮枝菌

的侵染具有抵御作用。表明棉花内生真菌CEF-373菌株通过抑制大丽轮枝菌生长以及诱导寄主系

统抗病性来有效防治棉花黄萎病，具有较好的生物防治应用前景。
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Abstract: In order to determine the control effect and mechanism of cotton endophytic fungus CEF-373

on Verticillium wilt, the inhibition rate of strain CEF-373 against Verticillium dahliae was assessed us‐

ing the exudate filtering method and plate-to-plate culture method, and the control effect of Verticillium

wilt on cotton was tested with greenhouse and field experiments. Meanwhile, the content of reactive ox‐

ygen species and the expression of defense genes were detected to analyze the mechanism of action.

The results showed that the growth inhibition rates of volatile metabolites and non-volatile metabolites
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棉花是重要的天然纤维作物，具有很高的经济

价值。由大丽轮枝菌 Verticillium dahliae 引起的棉

花黄萎病，对于棉花的生产常造成毁灭性危害（简桂

良等，2003）。大丽轮枝菌通常由根部侵入，在组织

中扩散，最后扩展至整个植株，导致系统性病害（赵

凤轩和戴小枫，2009）。传统的化学防治方法对棉花

黄萎病的防控效果有限，不仅花费较大，还会对环境

和人类健康造成负面影响（周亚平和吴兰，2003）。

而生物防治由于具有高度的选择性，对人类和动物

安全，对环境影响小，不容易产生抗性问题，易开发

且成本低（蔡奕，2018），可以长期持续性解决这些问

题（林玲等，2014）。目前，用于植物病害生物防治的

生防因子很多，包括拮抗微生物、抗生素和植物诱导

子等（邱德文，2010），其中内生菌作为生防资源的研

究更为热门（李强等，2006）。

内生菌定殖于健康植物组织中，却不会使寄主

植株产生任何明显或者可察觉的症状，包括真菌、细

菌和放线菌（宋薇薇等，2018）。根据内生菌的属性

可以将其分为3类：一类是对自身寄主植物不致病，

但却对其它寄主具有致病性；一类是对所有寄主均

不致病；还有一类不是致病菌，但是仍然对寄主具有

潜在的危害（Backman & Sikora，2008）。在大多数

情况下，内生菌和寄主之间的关系并不简单只是致

病或者共生的关系。事实上，内生菌的存在会诱导

寄主植株对于生物和非生物胁迫产生抗性（牛燕芬

等，2015）。特别是植物内生真菌，可以通过抗生、竞

争和重寄生作用直接抑制病原菌的侵染和增殖，或

者间接通过诱导植物的内在抗性反应来抵御病原菌

（Gond et al.，2010），如诱导植物产生多酚氧化酶

（polyphenol oxidase，PPO）、过氧化物酶（peroxidase，

POD）、苯丙氨酸解氨酶（phenylalaninammo-nialy‐

ase，PAL）和病程相关蛋白（pathogenesis-related pro‐

tein，PR）等防御相关物质（赵秀娟等，2013）。目前，

相关研究人员从一系列的作物中分离并证实了这些

内生菌对于植物病害防治具有积极意义。如黎起秦

等（2003）从番茄茎部分离出7株对番茄青枯病具有

拮抗作用的内生菌，其中芽胞杆菌Bacillus spp.菌株

B47的田间防效高达 74.98%；张立新等（2005）从番

茄中分离出多株内生真菌，其中Fq72菌株的培养滤

液对 6种植物病原菌均有拮抗作用，尤其是对灰霉

菌 Botrytis cinerea 和菌核病菌 Sclerotinia sclerotio‐

rum的抑制率分别达到了75.68%和66.11%；姜午春

等（2018）从西洋参中分离出58株内生真菌，其中有

14株对立枯病、根腐病、茎腐病等病害的病原菌表

现出不同程度的拮抗性。这些内生菌都使寄主植株

对于病原菌的抵御能力显著增强。

本研究拟对从健康棉花植株上分离到的内生真

菌进行鉴定，明确其种属地位，通过检测该菌株挥发

性和非挥发性代谢产物对大丽轮枝菌菌丝生长、分

生孢子萌发、微菌核萌发和产孢量的影响来分析其

对棉花黄萎病的防效；并通过检测其对棉花防御相

关基因表达的影响，初步探讨该菌株防治棉花黄萎

病的作用机理，以期为研制防治棉花黄萎病的高效

环保微生物制剂提供资源。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株及棉花品种：所用菌株为大丽轮枝菌

of strain CEF-373 were up to 37.75% and 100.00% respectively. After root irrigation with 1×107 CFU/mL

strain CEF-373 conidia suspension, the greenhouse control efficiency on Verticillium wilt of cotton was

up to 71.12%, and the solid bacterial strain CEF-373 with a mass ratio of 3% was mixed with soil and

cultivated, the greenhouse control efficiency was up to 62.74%, which had a significant control effect

on Verticillium wilt. The field control efficiency of strain CEF-373 on Verticillium wilt of cotton was

maximized by drip irrigation and microbial fertilizer treatment for 40 days, which was 36.23% and

27.71% respectively, but decreased in the later stage. Strain CEF-373 could induce the outbreak of reactive

oxygen species in cells of cotton leaves, and successfully activated the expression of phenylalanine ami‐

nolytic enzyme, peroxidase, polyphenol oxidase, chitinase and pathogenesis-related gene RP10, which

had a protective effect against the infection of V. dahlia. The results indicated that strain CEF-373 of en‐

dophytic fungus in cotton could effectively control Verticillium wilt of cotton by inhibiting the growth of

V. dahliae and inducing disease resistance of host, which has a good application prospect in biocontrol.

Key words: cotton Verticillium wilt; endophytic fungus; Verticillium dahliae; biological control; induced

resistance
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强致病力菌株Vd080，棉花品种为耐黄萎病品种鲁

棉研21号，均由中国农业科学院棉花研究所棉花病

害课题组提供。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose

agar，PDA）培养基：200 g 去皮马铃薯煮沸过滤液、

葡萄糖 20 g、琼脂 14 g、蒸馏水 1 L；察氏培养基：硝

酸钠 3 g、磷酸氢二钾 1 g、七水硫酸镁 0.5 g、氯化钾

0.5 g、硫酸亚铁0.01 g、蔗糖30 g、蒸馏水1 L；布里斯

托培养基：葡萄糖 5 g、七水硫酸镁 0.52 g、磷酸氢

二钾 1.31 g、硝酸钠 0.2 g、氯化钾 0.52 g、维生素 B1

3 μmol/L、维生素H 0.1 μmol/L、蒸馏水1 L。

试剂及仪器：Reverse Transcriptase M-MLV 反

转录试剂盒、TransTaq®-T DNA Polymerase，宝生物

工程（大连）有限公司；其余试剂均为国产分析纯。

血球计数板，上海化科实验器材有限公司；GZP-250

光照培养箱，南京庚辰科学仪器有限公司；Nikon光

学显微镜，上海富莱光学科技有限公司；T Gradient

96 PCR仪，德国艾本德有限公司。

1.2 方法

1.2.1 棉花内生真菌的分离及鉴定

于中国农业科学院棉花研究所棉花田采集表型

无病症的棉花植株，将其表面清洗后去皮，再用70%

乙醇消毒1 min，无菌水洗涤3次，3%次氯酸钠消毒

处理 4 min，无菌水洗涤 3次，将消毒后的棉花植株

剪成 2~3 cm长的小段，置于直径 9 cm的 PDA平板

上于25℃黑暗培养。每天检查内生真菌的生长情况，

然后观察其菌落大小、颜色、表面特征，待菌落长至

1/2平板时进行单孢分离并继续在PDA平板上进行

纯培养，分离获得的内生真菌菌株命名为CEF-373。

利用察氏培养基在25℃、180 r/min条件下摇培

菌株CEF-373纯培养物，摇培5 d后过滤获得其菌丝

体，采用CTAB法提取其基因组DNA，利用真菌 rD‐

NA ITS通用引物 ITS 4（5′-TCCTCCGCTTATTGAT-

ATCG-3′）/ITS 5（5′-GGAAGTAAAAGTCGTAACA-

AGG-3′）扩增其 ITS片段，引物由苏州金唯智生物科

技有限公司合成。25 µL PCR反应体系：100 ng/µL

DNA模板1 µL、10 µmol/L上下游引物各0.5 µL、10×

TransTaq®-T Buffer 2.5 µL、2.5 mmol/L dNTP 2 µL、Tra-

nsTaq®-T DNA Polymerase 0.25 µL、ddH2O 18.25 µL。

PCR 扩增程序：94℃预变性 5 min；94℃变性 30 s，

55℃退火 1 min，72℃延伸 1 min，35 个循环；最后

72℃延伸 5 min。PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳

检测后，送至苏州金唯智生物科技有限公司进行测

序。测序所得序列与 GenBank 数据库中相关菌株

的 ITS序列进行同源性比对，利用Clustal X 2.0进行

序列比对，采用MEGA 5.0软件以邻接法构建系统

发育树，bootstrap值为1 000。

1.2.2 菌株CEF-373对大丽轮枝菌的抑制率测定

采用对扣培养法测定菌株CEF-373挥发性代谢

产物对大丽轮枝菌强致病力菌株Vd080菌丝生长的

影响。将菌株 Vd080 和 CEF-373 分别接种在 PDA

平板上进行活化培养，待菌落形成后用打孔器在菌

落边缘打取直径为 5 mm的菌饼，并分别转接到新

的 PDA 平板上。将接种有菌株 Vd080 和 CEF-373

菌饼的 2个平板对扣密封，25℃恒温培养箱中黑暗

培养 10 d 后（Whipps & Magan，1987），利用十字交

叉法测量菌落直径，计算抑制率。以菌株Vd080与

空白PDA平板对峙培养作为对照，每个处理3次重

复。抑制率=（对照菌落直径-处理菌落直径）/对照

菌落直径×100%（孟娜等，2007）。采用圆盘滤膜法

测定菌株CEF-373非挥发性代谢产物对大丽轮枝菌

强致病力菌株Vd080菌丝生长的影响。将菌株CEF-

373接种到铺有玻璃纸的PDA平板上，待菌丝长满

玻璃纸后，去除玻璃纸，在 PDA 平板中央接种 1 个

直径为 5 mm 的菌株 Vd080 菌饼，培养 15 d 后利用

十字交叉法测量菌落直径，计算抑制率（王玲飞，

2014）。以空白 PDA 平板上接种菌株 Vd080 为对

照，每个处理3次重复。

采用悬滴法测定菌株CEF-373无菌滤液对大丽

轮枝菌强致病力菌株Vd080分生孢子萌发的影响。

取 1个直径为 5 mm的菌株Vd080菌饼转接到察氏

培养基中，于25℃、180 r/min条件下摇培7 d，用4层

无菌纱布过滤，滤液即为菌株Vd080分生孢子悬浮

液，利用血球计数板计算分生孢子浓度，分别稀释至

1×107、1×106、2×103 CFU/mL，备用。同时，取 1 个直

径为5 mm的菌株CEF-373菌饼转接到察氏培养基

中，于 25℃、180 r/min条件下摇培 7 d获得CEF-373

培养液，以5 000 r/min离心10 min，用0.22 μm滤芯过

滤上清液去除菌丝体获得无菌滤液。试验设3个处

理：菌株CEF-373的无菌滤液原液、1/2稀释液和1/4

稀释液，分别取 100 μL 与等量的 2×103 CFU/mL 菌

株 Vd080 分生孢子悬浮液均匀混合，各取 20 μL 混

合液悬滴于凹玻片上，在25℃下保湿暗培养，3 h后

镜检菌株Vd080分生孢子的萌发情况，每个处理3次

重复，每个重复检查5个视野，共观察100个分生孢

子，以察氏培养基与菌株Vd080分生孢子悬浮液的

等体积混合液为对照（Li et al.，2010）。

采用混合培养法测定菌株CEF-373无菌滤液对
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大丽轮枝菌强致病力菌株Vd080产孢的影响。试验

设3个处理：菌株CEF-373的无菌滤液原液、1/2稀释

液和1/4稀释液，分别取5 mL与等量的2×103 CFU/mL

菌株Vd080分生孢子悬浮液均匀混合，于25℃振荡

暗培养4 d，利用血球计数板统计菌株Vd080分生孢

子数，以察氏培养基与菌株Vd080分生孢子悬浮液

的等体积混合液为对照，每个处理重复3次。

采用混合培养法测定菌株CEF-373无菌滤液对

大丽轮枝菌强致病力菌株 Vd080 微菌核萌发的影

响。用无菌透气的玻璃纸覆盖在制备好的布里斯托

平板表面，取1×106 CFU/mL菌株Vd080分生孢子悬

浮液100 μL涂布在玻璃纸上，20℃暗培养30 d，制成

大丽轮枝菌微菌核悬浮液（Hu et al.，2013；López-Es‐

cudero et al.，2007）。试验设3个处理：菌株CEF-373

的无菌滤液原液、1/2 稀释液和 1/4 稀释液，分别取

100 μL与等量大丽轮枝菌微菌核悬浮液均匀混合，

于 20℃暗培养 24 h，利用光学显微镜观察菌株

Vd080微菌核萌发情况，每个处理3次重复，每个重

复检查5个视野，共观察100个微菌核，并计算萌发

率，以察氏培养基与大丽轮枝菌微菌核悬浮液的等

体积混合液为对照。

1.2.3 菌株CEF-373对棉花黄萎病的温室防效测定

灌根接种法：取 1个直径 5 mm的菌株CEF-373

菌饼接种在察氏培养基中，于 25℃、180 r/min条件

下振荡培养 5 d，得到菌株CEF-373液体菌剂，利用

血球计数板计算浓度并将其稀释为1×106、1×107、1×

108 CFU/mL，备用。将蛭石∶沙土∶基质按体积比3∶

3∶4均匀混合后装入营养钵；同时将经过3%次氯酸

钠消毒的鲁研棉21号种子浸泡 12 h，以每钵 8粒种

子的密度种植在营养钵中，以每6个营养钵为1个处

理。在温度 23~30℃、相对湿度 60%以上的日光温

室中培育 17 d后，待 1片真叶初现时每钵分别接种

1×106、1×107、1×108 CFU/mL菌株CEF-373液体菌剂

50 mL，3 d后再给每钵灌根接种1.2.2中制备好的1×

107 CFU/mL菌株Vd080分生孢子悬浮液 10 mL，以

10 mL察氏培养基灌根作为对照，每个处理3次重复。

接种大丽轮枝菌25 d 后参照赵丽红等（2017）5 级分

级标准进行鲁棉研21号幼苗的病情调查，同时计算

病情指数和温室防效。病情分级标准为：0级：发病

面积占比为 0；1 级：0<发病面积占比≤33%；2 级：

33%<发病面积占比≤66%；3 级：66%<发病面积占

比<100%；4级：发病面积占比为 100%。病情指数=

Σ（级数×每级的病株数）/（调查的总株数×4）×100；

温室防效=（对照病情指数-处理病情指数）/对照病

情指数×100%。

拌土接种法：装有质量比为 1∶1的玉米和蛭石

的克氏瓶经灭菌后，接种活化好的直径约1 cm的菌

株CEF-373菌块，25℃暗培养 7 d后取出培养物，自

然风干制成菌株CEF-373固体菌剂。首先将蛭石∶

沙土∶基质按体积比3∶3∶4均匀混合，分别按质量比

1%、2%和3%接种固体菌剂制作营养钵（李志芳等，

2013）。将 3%次氯酸钠消毒的鲁研棉 21号种子浸

泡12 h，以每钵8粒种子的密度种植在营养钵中，以

每6个营养钵为1个处理，置于温室中栽培。待有1片

真叶初现时每钵接种 1×107 CFU/mL 的菌株 Vd080

分生孢子悬浮液 10 mL，以蛭石沙土基质混合无菌

培养物的营养钵为对照，每处理 3 次重复。接种大

丽轮枝菌25 d后调查鲁棉研21号幼苗的病情，分级

标准同上，计算病情指数和温室防效。

1.2.4 菌株CEF-373对棉花黄萎病的田间防效测定

发酵液滴灌：给发酵罐中加入察氏培养基，并按

照培养基体积5%的量加入1×108 CFU/mL菌株CEF-

373分生孢子悬浮液，于常温下发酵培养3 d获得发

酵液，备用。2017年5月上旬在中国农业科学院棉花

研究所连年发生黄萎病的棉花圃中种植鲁棉研21号，

设计种植小区，随机排列，每个小区长 5 m，宽 3 m，

种植密度为3万株/hm2，试验设3次重复，即3个重复

小区。待棉花长到3叶期时，给每株棉花根部滴灌浓

度为1×108 CFU/mL的菌株CEF-373发酵液100 mL，

每隔1周滴灌1次，共滴灌3次，以滴灌清水为对照，

最后 1次滴管后 40、60、80 d调查鲁棉研 21 号幼苗

的发病情况。病情的调查统计和分级标准同1.2.3。

微生物肥料：装有质量比为 1∶1的玉米和蛭石

的克氏瓶经灭菌后，接种活化好的直径约1 cm的菌

株CEF-373菌块，25℃暗培养 7 d后取出培养物，自

然风干制成固体菌剂。2017年4月下旬在上述棉花

圃中种植鲁棉研21号，种植小区设计和种植密度同

上，在播种的时候将菌株CEF-373固体菌剂撒在种

沟里，1 m 行长撒 20~30 g 菌剂，分别于播种后 40、

60、80 d调查鲁棉研21号幼苗的发病情况。病情的

调查统计和分级标准同1.2.3。

1.2.5 菌株CEF-373诱导棉花活性氧爆发的检测

鲁棉研21号的种植方法同1.2.3，待1片真叶初

现时每钵灌根接种 1×107 CFU/mL 菌株 CEF-373 分

生孢子悬浮液10 mL，以10 mL察氏培养基灌根作为

对照。培育3 d后再接种1×107 CFU/mL菌株Vd080

分生孢子悬浮液10 mL，接种病原菌3 d后检测棉花

叶片中活性氧的爆发情况。取长势相近的5片棉花
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叶片用无菌水洗涤后置于离心管中，加入少量 3，3-

二氨基联苯胺染液，室温避光染色 8 h；倒掉染液后

加入95%乙醇沸水浴2 min脱去叶绿素，去除液体，

加无水乙醇在沸水浴中继续脱色，直至绿色完全消

除；然后将叶片浸于 70%甘油中，赶出叶片细胞间

气泡，3，3-二氨基联苯胺被氧化后，生成不溶性沉

淀，显色为褐色，所以将叶片置于载玻片上观察有无

褐色斑点的累积（周京龙等，2017），如出现褐色斑

点，则代表诱导了活性氧的爆发。

1.2.6 菌株CEF-373诱导棉花防御相关基因表达测定

鲁棉研21号的种植方法同1.2.3，待1片真叶初

现时每钵灌根接种 1×107 CFU/mL菌株CEF-373 分

生孢子悬浮液 10 mL，以 10 mL察氏培养基灌根为

对照，4 d后再接种 1×107 CFU/mL菌株Vd080分生

孢子悬浮液 10 mL，接种后 12、24、48和 72 h采集棉

花叶片进行后续试验。采用CTAB/酸酚法提取棉花

叶片总RNA（蒋建雄和张天真，2003），利用Reverse

Transcriptase M-MLV 反转录制备 cDNA，具体操作

按照说明书进行。利用 PCR技术检测棉花叶片中

防御相关基因 PPO、POD、PAL、CHI、RP10 的表达

量，以 Ubiquitin 基因为内参基因，所用特异性引物

均由苏州金唯智生物科技有限公司合成（表1）。20 μL

PCR反应体系：10 μmol/L上下游引物各0.4 μL、cD‐

NA 2 μL、2×Ultra SYBR Mixture（with ROX）10 μL，

无菌水补足至 20 μL。PCR 反应程序：95℃预变性

10 min；95℃变性30 s，60℃退火30 s，72℃延伸30 s，

共40个循环。熔解曲线程序设定为95℃预变性5 s；

65℃延伸 1 min；65℃上升到 97℃解链，每 0.11 s 上

升 1℃。试验重复 3次，每次设 3个技术重复，采用

2-∆∆Ct法对所得Ct值进行分析（张芸等，2016）。

1.3 数据分析

试验数据采用SPSS 22.0软件进行统计分析，应

用单因素方差分析法（one way ANOVA）进行处理

间的差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 棉花内生真菌的分离与鉴定结果

本试验分离获得的1株棉花内生真菌菌株命名

为 CEF-373。利用真菌 rDNA ITS 通用引物进行

PCR扩增，对扩增片段进行测序，经序列比对发现菌

株CEF-373与腐皮镰孢菌Fusarium solani菌株BC-3

（GenBank 登录号 MH782034）的 ITS 序列同源性为

100.00%，置信度达 100.00%（图 1），确定内生真菌

CEF-373为腐皮镰孢菌。

表1 防御相关基因的特异性引物

Table 1 Specific primer sequences of related resistance genes

基因
Gene

PPO

POD

PAL

CHI

PR10

Ubiquitin

引物序列（5′-3′）
Primer sequence（5′-3′）

F: CCGCATAACCATCACAAG/R: ACTCTCATCACCTTCAACA

F: ATATCCTTGTTCTGTCTGCTA/R: CTCCTTCTACCGTCTCTTC

F: TGGTGGCTGAGTTTAGGAAA/R: TGAGTGAGGCAATGTGTGA

F: AATGACACGGCGACTCCCTT/R: TCCCACGAACCCCCACCTAT

F: ATGATTGAAGGTCGGCCTTTAGGG/R: CAGCTGCCACAAACTGGTTCTCAT

F: GAGTCTTCGGACACCATTG/R: CTTGACCTTCTTCTTCTTGTGC

片段大小
Fragment size（bp）

99

91

323

167

70

246

图1 基于真菌rDNA ITS序列以邻接法构建菌株CEF-373及其它相关菌株的系统发育树

Fig. 1 Phylogenetic tree of strain CEF-373 and other related strains based on rDNA ITS sequences with neighbor-joining method
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2.2 菌株CEF-373对大丽轮枝菌的抑制作用

2.2.1 对大丽轮枝菌菌丝生长的抑制作用

对扣法培养结果表明，经菌株CEF-373挥发性

代谢产物处理的大丽轮枝菌菌株Vd080菌落直径为

3.38 cm，未经菌株CEF-373处理的菌株Vd080菌落

直径为5.43 cm，菌株CEF-373挥发性代谢产物对菌

株Vd080菌丝生长的抑制率为37.75%（图2）。

圆盘滤膜法培养结果表明，经菌株CEF-373非

挥发性代谢产物处理的大丽轮枝菌菌株Vd080菌落

停止生长，未经菌株CEF-373处理的菌株Vd080菌

落直径为5.71 cm，表明菌株CEF-373非挥发性代谢

产物对菌株Vd080菌丝生长的抑制率为100.00%。

图2 棉花内生真菌菌株CEF-373挥发性代谢产物对大丽轮枝菌菌株Vd080菌丝生长的抑制作用

Fig. 2 Effect of volatile organic compounds from cotton endophytic fungus CEF-373 on growth of Verticillium dahlia strain Vd080

A：PDA 培养基对照；B：菌株 CEF-373 处理。A：Inoculated with strain Vd080 and treated with PDA；B：inoculated with

strain Vd080 and treated with strain CEF-373.

2.2.2 对大丽轮枝菌产孢量的抑制作用

将大丽轮枝菌菌株Vd080分生孢子悬浮液与不

同浓度的菌株 CEF-373 无菌滤液混合暗培养 72 h

后，空白培养基对照的菌株 Vd080 分生孢子数为

1.18×107 CFU/mL，而加有菌株CEF-373无菌滤液原

液、1/2稀释液和 1/4稀释液的菌株Vd080分生孢子

数分别为 0.27×107、0.41×107、0.53×107 CFU/mL，均

显著低于对照；菌株CEF-373的无菌滤液原液、1/2

稀释液和 1/4稀释液对菌株Vd080产孢的抑制率分

别为 76.85%、65.42%和 54.97%（表 2），以无菌滤液

原液的抑制效果最好，显著高于1/2、1/4稀释液处理，

表明内生真菌CEF-373可以抑制大丽轮枝菌产孢。

2.2.3 对大丽轮枝菌分生孢子萌发的抑制作用

将大丽轮枝菌菌株Vd080分生孢子悬浮液与不

同浓度的菌株CEF-373无菌滤液混合培养3 h后，对

照的菌株 Vd080 分生孢子萌发率为 52.87%，菌株

CEF-373无菌滤液原液、1/2稀释液和 1/4稀释液处

理的菌株 Vd080 分生孢子萌发率分别为 28.28%、

39.08%和 43.01%，均显著低于对照；菌株 CEF-373

的无菌滤液原液、1/2 稀释液和 1/4 稀释液对菌株

Vd080分生孢子萌发的抑制率分别为46.51%、26.09%

和 18.64%，以无菌滤液原液的抑制效果最好，显著

高于1/2、1/4稀释液处理（表2），表明内生真菌CEF-

373可以抑制大丽轮枝菌分生孢子萌发。

表2 棉花内生真菌菌株CEF-373对大丽轮枝菌菌株Vd080的抑制作用

Table 2 The inhibitory effect of cotton endophytic fungus strain CEF-373 on the growth of Verticillium dahliae

处理
Treatment

培养基质对照
Culture matrix control

无菌滤液原液
Concentrate of sterile filtrate

无菌滤液1/2稀释液
1/2 diluent of sterile filtrate

无菌滤液1/4稀释液
1/4 diluent of sterile filtrate

产孢量
Sporulation

分生孢子数
Conidia

（×107 CFU/mL）
1.18±0.09 a

0.27±0.05 b

0.41±0.06 b

0.53±0.08 b

抑制率
Inhibition rate

（%）
/

76.85±9.22 a

65.42±7.71 b

54.97±7.55 b

分生孢子萌发
Spore germination

萌发率
Germination rate

（%）
52.87±4.08 a

28.28±4.26 b

39.08±4.49 b

43.01±4.56 b

抑制率
Inhibition rate

（%）
/

46.51±4.75 a

26.09±4.33 b

18.64±5.44 b

微菌核萌发
Microsclerotium germination

萌发率
Germination rate

（%）
82.59±6.46 a

67.50±2.66 b

65.04±2.38 b

76.47±5.76 a

抑制率
Inhibition rate

（%）
/

18.27±3.21 a

21.25±2.87 a

7.41±6.97 b

表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同字母表示经单因素方差分析法检验在 P<0.05 水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by one way ANOVA.
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2.2.4 对大丽轮枝菌微菌核萌发的抑制作用

将大丽轮枝菌菌株Vd080分生孢子悬浮液与不

同浓度的菌株 CEF-373 无菌滤液混合暗培养 24 h

后，对照的菌株 Vd080 微菌核萌发率为 82.59%，添

加有菌株CEF-373无菌滤液原液、1/2稀释液和 1/4

稀释液的菌株 Vd080 微菌核萌发抑制率分别为

18.27%、21.25%和7.41%，其中以无菌滤液原液和1/2

稀释液处理的抑制效果较好，显著高于 1/4 稀释液

处理（表 2），表明内生真菌 CEF-373 可以抑制大丽

轮枝菌微菌核萌发。

2.3 菌株CEF-373对棉花黄萎病的温室防效

用1×106、1×107、1×108 CFU/mL的菌株CEF-373

分生孢子悬浮液灌根处理鲁棉研21号后，棉苗的病

情指数分别为 12.73、6.40 和 7.84，均显著低于对照

的病情指数22.15，温室防效分别为42.53%、71.12%

及 64.60%，其中 1×107 CFU/mL 的菌株 CEF-373 分

生孢子悬浮液灌根效果最好。

以质量比为1%、2%和3%的菌株CEF-373菌剂

拌土种植鲁棉研21号，接种大丽轮枝菌菌株Vd080

分生孢子悬浮液25 d后，调查棉苗的病情指数分别

为18.87、16.19和9.84，均显著低于对照的病情指数

29.39，温室防效分别为 28.51%、38.68%和 62.74%，

以质量比3%的CEF-373菌剂拌土效果最好（表3）。

由于菌株CEF-373对棉花黄萎病有较好的控制作用，

拌土和灌根处理的棉苗长势相对良好，仅有个别叶

片枯萎变黄，而对照棉苗叶片大量枯萎、凋落（图3）。

表3 棉花内生真菌CEF-373菌剂对棉花黄萎病的温室防效

Fig. 3 The protection of treatment with cotton endophytic fungus CEF-373 fertilizer on cotton against Verticillium wilt in laboratory

处理 Treatment

CEF-373分生孢子悬浮液灌根
CEF-373 conidia suspension was
used for root irrigation

CEF-373菌剂拌土
CEF-373 fertilizer mixed with soil

用量 Dose

1×106 CFU/mL

1×107 CFU/mL

1×108 CFU/mL

对照CK

1%
2%
3%
对照CK

病情指数 Disease index

12.73±2.91 a

6.40±0.70 a

7.84±3.15 a

22.15±3.46 b

18.87±2.60 a

16.19±2.26 a

9.84±2.34 a

29.39±4.72 b

防效 Control efficacy（%）

42.53±2.73 a

71.12±1.28 b

64.60±3.83 b

/

28.51±4.58 a

38.68±2.47 a

62.74±4.65 b

/

表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同字母表示经单因素方差分析法检验在 P<0.05 水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by one way ANOVA.

图3 棉花内生真菌CEF-373菌剂对棉花黄萎病的温室防效

Fig. 3 The protection of treatment with cotton endophytic fungus CEF-373 fertilizer on cotton against Verticillium wilt in laboratory

2.4 菌株CEF-373对棉花黄萎病的田间防效

利用菌株CEF-373发酵液滴灌处理鲁棉研21号，

在处理 40 d（7月 13日）、60 d（7月 27日）、80 d（8月

16 日）后，棉苗的病情指数分别为 15.33、19.12 和

25.40，而清水对照的病情指数分别为24.04、27.65和

32.43，菌株CEF-373发酵液对棉花黄萎病的田间防

效则分别为36.23%、30.84%和21.64%（表4）。表明

菌株CEF-373发酵液对棉花黄萎病的田间防效在处

理后期有所降低。

播种时施加菌株CEF-373菌剂处理鲁棉研21号，

在处理40 d（7月13日）、60 d（7月27日）、80 d（8月16日）

后，棉苗的病情指数分别为16.51、19.50和25.27，培养

基质对照的病情指数分别为 22.84、24.83 和 30.94，

菌株CEF-373菌剂对棉花黄萎病的田间防效分别为

27.71%、21.46%和18.32%（表4）。表明菌株CEF-373

菌剂对棉花黄萎病的田间防效在处理后期有所降低。



表4 棉花内生真菌菌株CEF-373发酵液对棉花黄萎病的田间防效

Table 4 Effect of fermentation broth of cotton endophytic fungus CEF-373 on control of Verticillium wilt in cotton field

处理
Treatment

发酵液滴灌
Drip irrigation
of fermentation
broth

清水对照
Water control

固体菌剂
Solid inoculant

培养基质对照
Culture matrix
control

40 d

病株率
Diseased
plant rate
（%）

26.21±
5.36 a

31.77±
4.93 b

22.50±
6.12 a

29.82±
5.41 b

病情指数
Disease
index

15.33±
2.13 a

24.04±
4.61 b

16.51±
3.93 a

22.84±
4.11 b

防效
Control
efficacy
（%）

36.23±
3.56

/

27.71±
2.68

/

60 d

病株率
Diseased
plant rate
（%）

31.61±
6.77 a

45.20±
5.49 b

34.13±
7.12 a

35.57±
4.55 a

病情指数
Disease
index

19.12±
4.36 a

27.65±
5.15 b

19.50±
5.32 a

24.83±
3.85 b

防效
Control
efficacy
（%）

30.84±
4.21

/

21.46±
5.65

/

80 d

病株率
Diseased
plant rate
（%）

49.53±
2.21 a

54.88±
4.51 b

59.65±
6.13 a

65.31±
4.72 b

病情指数
Disease
index

25.40±
3.16 a

32.43±
5.95 b

25.27±
4.26 a

30.94±
5.63 b

防效
Control
efficacy
（%）

21.64±
3.84

/

18.32±
4.61

/

表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同字母表示经单因素方差分析法检验在 P<0.05 水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by one way ANOVA.

2.5 菌株CEF-373诱导棉花活性氧的爆发

经菌株CEF-373分子孢子悬浮液处理棉花 3 d

后再接种大丽轮枝菌Vd080菌株，接种3 d后检测到

棉花叶片中活性氧的爆发，即经菌株CEF-373分子

孢子悬浮液处理的棉花叶片上出现的褐色沉淀明显

比对照叶片上的褐色沉淀多（图 4），表明菌株CEF-

373诱导了棉花叶片中活性氧的爆发。

图4 棉花内生真菌菌株CEF-373培养液诱导棉花叶片活性氧的爆发

Fig. 4 The reactive oxygen species triggered in cotton leaves by induced with cotton endophytic fungal

strain CEF-373 culture medium

2.6 菌株CEF-373对棉花防御相关基因表达量的影响

经菌株CEF-373分生孢子悬浮液处理棉花 4 d

后再接种大丽轮枝菌菌株Vd080分生孢子悬浮液，

接种后12、24、48 和72 h取样的分析结果表明，菌株

CEF-373 能成功诱导棉花植株中防御相关基因

PAL、POD、PPO、CHI 和 PR10 的表达。其中，PR10

和PAL基因在接种12 h后其表达量较对照上调的倍

数达到最大，分别是对照的 5.6 倍和 4.9 倍，CHI、

POD和PPO基因在接种 24 h后其表达量较对照上

调的倍数达到最大，分别为对照的 8.8 倍、6.1 倍和

4.8倍（图5）。表明棉花内生真菌菌株CEF-373分生

孢子悬浮液处理棉花根部后，可激活棉花植株的防

御体系，显著诱导棉苗防御相关基因的表达。

3 讨论

目前对于棉花黄萎病生防菌的研究主要集中在

内生细菌上，报道较多的是芽胞杆菌属真菌（孟立

花，2008）。韩琴（2014）从棉花中分离出1株芽胞杆

菌菌株 41B-1，发现其在大田能显著降低棉花黄萎

病的病情指数，防效较高，为28.09%；周京龙等（2017）

从棉花中分离出了1株蜡状芽胞杆菌B. cereus菌株

YUPP-10，发现其代谢产物对大丽轮枝菌具有明显

的抑制作用，且温室防效高达80.60%。但目前还没

有能够真正应用于实践和生产的拮抗微生物，仍需
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继续筛选抑菌能力强且稳定的生防菌，并完善其施

用方法。相比其它生防菌，植物内生真菌更易定殖

和繁殖，并且能够产生多种可直接作用于黄萎病菌

的活性物质（张芸等，2016）。本研究从棉花茎部分

离出内生真菌腐皮镰孢菌菌株CEF-373，其非挥发

性代谢产物对于大丽轮枝菌的菌丝生长、分生孢子

产生及萌发和微菌核产生及萌发有明显的抑制作

用，具有较好的开发应用潜力。

图5 棉花内生真菌菌株CEF-373诱导棉花防御相关基因的表达

Fig. 5 Expression levels of defense genes in leaves of cotton by cotton endophytic fungus strain CEF-373

图中数据为平均数±标准差。*和**分别表示经单因素方差分析法检验在 P<0.05 和 P<0.01 水平差异显著。Data are

mean±SD. * or ** indicates significant difference at P<0.05 or P<0.01 level by one way ANOVA.

Wang et al.（2007）发现棉花根部内生真菌具有

多样性且根部的镰刀菌种类比较丰富；Li et al.

（2014）在棉花上分离出了几百株内生真菌，并筛选

出了对棉花黄萎病具有较高抑菌活性的菌株，其中

就包括 1 株腐皮镰孢菌菌株 CEF-325，其产生的非

挥发性代谢产物能够抑制大丽轮枝菌强致病力菌株

Vd080 的生长；张芸等（2016）从棉花中分离出 1 株

内生球毛壳属真菌Chaetomium globosum菌株CEF-

082，对棉花黄萎病有明显的拮抗作用，温室防效高

达66.88%。本研究分离到的内生真菌菌株CEF-373

对棉花黄萎病的温室防效最高达71.12%，防效明显；

对棉花黄萎病的田间防效在18.32%~36.23%之间，低

于温室防效，推测大田试验存在诸多不可控因素，且

土壤环境较复杂，对于试验结果具有很大的影响。

此外，生防菌主要生活于植物组织内部，也就是说植

物组织是其最适宜的生存环境，所以当其作为生防

制剂作用于大田时活性可能会降低，入侵植物的能

力可能会下降，使得植物抵御病原菌效果不理想，这

也是生防制剂在研制和应用上的一大难题。

生防菌主要通过生存空间和营养竞争、分泌抗

性物质、溶菌作用、诱导植物产生抗病性、重寄生等

方式抑制植物病害（Krechel et al.，2002；石晶盈等，

2006）。目前对于生防镰刀菌抑菌作用机制研究较

少。本研究获得的菌株CEF-373为镰刀菌属真菌，

其生长速率远远快于大丽轮枝菌，因此初步推测在

大丽轮枝菌侵染棉花之前，菌株CEF-373可以抢先

占据棉花根部的侵染位点，阻碍其侵入，从而使得棉

花黄萎病的发生减轻。此外，生防菌防治植物病害

的一个重要机制是激发植物自身的免疫应答系统，

即生防菌的侵入可以激活植物的防卫反应，从而使

得植物对于病原菌的抵御能力增加，即诱导系统抗

病性（Compant et al.，2005）。植物识别入侵病原物

后发生最早的事件之一就是细胞内的活性氧水平迅

速提高，引发过敏性坏死反应。活性氧是一类第二

信使分子，在细胞内通过改变细胞氧化还原状态调

节信号传递途径，参与信号传递与放大，最终发生过

敏性坏死和其它防卫反应（Qi et al.，2018）。本研究

在诱导抗性试验中发现菌株CEF-373诱导了细胞活



性氧的爆发，经菌株CEF-373分生孢子悬浮液处理

的棉花叶片中活性氧明显多于对照，说明内生真菌

CEF-373可以诱导活性氧的产生，从而促进植物的

过敏性坏死反应。同时，本研究还检测到棉花中与

植物抗病相关的POD、PPO、PAL、CHI和PR10基因，

在内生真菌菌株CEF-373诱导后均上调表达，表明

菌株CEF-373可以通过诱导寄主系统抗性来增加棉

花对黄萎病的防御。其中，POD与木质素合成相关，

阻碍病原物的入侵（梁艳荣等，2003）；PPO催化醌类

化合物形成，而醌类物质对于病原菌具有抑制作用

（代丽等，2007）；PAL是形成酚类物质和植保素的关

键酶，而酚类物质及植保素又参与植物的初级防御

反应（马俊彦等，2007）；CHI的代谢产物可以分解真

菌病原体细胞壁，从而抑制病原菌生长（郭玉莲，

2005）；PR10蛋白可提高植物的抗病能力（杨涛和王

艳，2017）。总之，棉花内生真菌菌株CEF-373可以

诱导棉花产生系统抗病性，但本研究也只是初步探

索了其防御机制，至于更深层次的防御机制如其引

起的具体信号转导途径等有待进一步深入研究。
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