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摘  要：【背景】猪殃殃为作物田的主要恶性杂草之一，目前的防除仍以化学方法为主，对人体和

环境造成严重危害。微生物除草剂具有靶标性强、对环境安全等优点，对发展新型农业现代化具

有重要的现实意义。【目的】筛选无污染、无危害、强除草的生防菌株，为微生物除草剂提供新的

菌种资源。【方法】通过组织分离法分离纯化菌株，采用孢子悬浮液测定菌株除草活性和安全性，

运用核糖体内转录间隔区(internal transcribed spacer, ITS)和转录延伸因子(EF-1α, EF-1/EF-2)基因鉴

定，并通过 MEGA 7.0 软件构建系统发育树，最后通过菌落直径和菌丝干重结合血球记数法分析

菌株适宜生长和产孢的环境条件。【结果】经分离纯化筛选获得一株菌，命名为 DT-08C。经形态

学特征和 rDNA ITS 序列分析，分离菌株 DT-08C 鉴定为芍药镰刀菌(Fusarium paeoniae)，命名为

Fusarium paeoniae DT-08C。该分离菌株对猪殃殃的致病率达到 47.22%−93.93%，对蚕豆、豌豆、

玉米、白菜、番茄、黄瓜和辣椒安全。最适菌落生长和产孢的培养基分别为 PSA 和燕麦片培养基。

【结论】菌株 DT-08C 对猪殃殃的致病性强，对蚕豆、豌豆、玉米、白菜、番茄、黄瓜和辣椒等作

物安全，对环境的适应性较广，属于 F. paeoniae。上述结果为下一步田间应用提供了菌株资源和

试验基础。  
关键词：芍药镰刀菌；杂草；除草活性；作物安全性；生物学特性；生物防治 
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Abstract: [Background] Galium spurium, one of the main noxious weeds in crop fields, is 
mainly controlled by chemicals, which causes serious harm to the human body and the 
environment. Microbial herbicides with precise targets and environmental safety have practical 
significance for agricultural modernization. [Objective] To screen out the non-polluting and 
harmless strains with strong weed-controlling activities and provide new strain resources for the 
development of microbial herbicides. [Methods] The strains were isolated and purified by 
tissue culture method. The herbicidal activity and selectivity of the isolate were determined by 
the spore suspension method. Internal transcribed spacer (ITS) and EF-1/EF-2 gene sequencing 
was used to identify the isolate. The phylogenetic tree was constructed in MEGA 7.0 to reveal 
the phylogenetic relationship of the strain. Finally, the environmental conditions suitable for 
growth and sporulation of the strain were analyzed based on colony diameter and mycelial dry 
weight combined with blood cell counting. [Results] A strain DT-08C was isolated and 
identified as Fusarium paeoniae. The incidence rate of DT-08C infection in G. spurium reached 
47.22%–93.93%, and the strain was safe to broad bean, pea, maize, Chinese cabbage, tomato, 
cucumber, and pepper. The optimum media for colony growth and sporulation of DT-08C was 
PSA and OA, respectively. [Conclusion] F. paeoniae DT-08C is highly pathogenic to G. 
spurium but safe to broad bean, pea, maize, Chinese cabbage, tomato, cucumber, and pepper, 
and it has wide adaptability to the environment. The results provide strain resources for the 
further field application. 
Keywords: Fusarium paeoniae; weeds; herbicidal activity; crop safety; biological characteristics; 
biocontrol 

猪殃殃(Galium spurium)为茜草科拉拉藤属一

年生草本植物，别名拉拉藤、爬拉殃、八仙草等，

是我国重要的药用植物，全草可入药，具有清热

解毒、消肿止痛、散瘀等主要价值[1]，主要分布于

中国甘肃、青海、新疆和西藏等地，同时也是稻

田、玉米田、旱地麦田、青稞田及蔬菜田的主要

恶性杂草之一[2-3]。目前猪殃殃的防除仍以化学除

草剂为主，而化学除草剂的大量使用使得水体和

土壤中除草剂的残留量日趋增加，残留药害已成

为目前最严重的环境问题，对人类健康造成严重

威胁[4-5]。微生物除草剂普遍具有对靶标草专一性

强、选择性高且对环境安全和无残留等优点，对

发展绿色农业和生态农业具有重要的现实意义[6]。 
镰刀菌 (Fusarium)用于杂草的防除范围较

广，Tóth 等[7]通过温室和田间试验表明，将孢子

浓度为 1.0×106 个/mL 的 F. sporotrichioides 喷施 
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于叙利亚马利筋(Asclepias syriaca)，该真菌的无

性孢子对维吉尼亚马利筋具有较强的生物除草

活性。Punja[8]将孢子浓度为 1.0×106 个/mL 的 F. 

proliferatum 接种于大麻(Cannabis sativa)植株

上，植株 5 d 后出现萎蔫现象，8 d 后变黄枯萎。

Collins 等[9]将孢子浓度为 1.0×105 个/mL 的 F. 

species 接种于生长 6 周的柳枝稷 (Panicum 

virgatum)植株 7 d 后，其植株平均病叶面积达到

42.5%，同时对柳枝稷种子的萌发产生抑制作

用，其种子萌发率降幅达到 15.4%−42.6%。

Motlagh[10]将浓度为 105个/mL 的 F. equiseti 孢子

接种于 2−3 叶期的水田稗(Echinochloa oryzicola)，

初始叶片出现严重斑点，最终导致植株死亡。

Nazer 等[11]将浓度为 1×106−1×107 个/mL 的 F. 

oxysporum 孢 子 接 种 于 分 枝 列 当 (Orobanche 

aegyptiaca)，可使分枝列当的生物量显著降低

58%。另外，在镰刀菌产生的次生代谢产物利用

方面，F. tricinctum 产生的毒素 4-羟基苯甲醛在

对恶性杂草旱雀麦(Bromus tectorum)种子萌发和

胚芽鞘伸长方面具有较强的抑制作用[12]。Li 等[13]

报道 F. proliferatum 的次生代谢物在浓度为  

100 μg/mL 时，对反枝苋(Amaranthus retroflexus)

的 根 长 抑 制 率 达 83% 。 Anteyi 等 [14] 报 道        

F. exometabolites 的毒素二乙酰镳草镰刀菌烯醇

(diacetoxyscirpenol, DAS)在浓度为 1−100 μmol/L

时，完全抑制了紫花独脚金(Striga hermonthica)

的种子萌发。 

目前鲜见报道利用芍药镰刀菌(F. paeoniae)

对猪殃殃的除草性能研究。因此，本研究以猪

殃殃为研究对象，评估 F. paeoniae 分离菌株

DT-08C 对猪殃殃的除草活性及对作物的安全

性，旨在为开发新的微生物除草剂提供菌种  

资源。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

蜀葵(Alcea rosea)植株叶片采集于青海省西

宁市，编号后置于冰箱 4 ℃保存待用。杂草种子

猪殃殃采集于西宁市作物有害生物科学观测实验

站。作物种子购买于青海河湟种业有限公司。 
1.1.2  培养基 

水琼脂培养基(water agar medium, WA)：琼

脂 20.0 g/L；马铃薯葡萄糖琼脂培养基(potato 
dextrose agar medium, PDA) (g/L) ：马铃薯

200.0，葡萄糖 20.0，琼脂 20.0；马铃薯蔗糖琼

脂培养基(potato saccharose agar medium, PSA) 
(g/L)：马铃薯 200.0，蔗糖 20.0，琼脂 20.0；燕

麦片培养基(oatmeal agar medium, OA) (g/L)：
燕麦片 30.0，琼脂 20.0；玉米粉琼脂培养基

(cornmal agar medium, CA) (g/L)：玉米粉 30.0，
琼脂 20.0；察氏培养基(Czapek dox agar medium, 
Czapek) (g/L)：NaNO3 3.00，KH2PO4 1.00，

MgSO4 0.50， KCl 0.50， FeSO4 0.01，蔗糖

30.00，琼脂 20.00；理查德合成琼脂培养基

(Richard’s synthetic agar medium, Richard) 
(g/L) ： KNO3 10.00 ， KH2PO4 5.00 ， MgSO4 
2.50，FeCl3 0.02，琼脂 20.00。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

75%酒精、3% NaClO、Tween-80，上海国

药集团化学试剂有限公司；真菌 DNA 提取试剂

盒，生工生物工程(上海)股份有限公司。恒温

培养箱，青岛明博环保科技有限公司；恒温振

荡器，上海一恒科学仪器有限公司。 

1.2  病原菌的分离纯化 
取蜀葵真菌叶斑病的新鲜病叶，选择典型的

单个病斑，用解剖刀从病斑边缘(病健交界处)切
取小块(5 mm×5 mm)病组织数块，依次在 2% 
NaClO 和 75%酒精中浸泡 30 s，取出后用无菌
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水冲洗 3 次，接种于 PDA 培养基上，28 ℃恒温

培养 3−5 d[15]。经单孢分离得到纯化菌株，命名

为 DT-08C。 

1.3  病原菌孢子悬浮液的制备 
将分离菌株 DT-08C 用打孔器打取菌饼

(Φ=8 mm)，接种于 PSA 培养基中，于 25 ℃光

周期 16 h:8 h (L:D)条件下培养 7 d 后，用灭菌接

种铲将其菌落刮取到无菌离心管中，添加无菌

水至 10 mL，振荡后制成孢子悬浮液。 

1.4  离体叶片致病性测试 
采集新鲜无病虫的猪殃殃叶片，用 75%酒

精消毒处理，叶片正置于规格为 9 cm 的培养皿

中，将 25 ℃培养 7 d 后的分离菌株接种于猪殃

殃叶片上，以 PSA 培养基块为空白对照组，接

种后叶片置于温度(25±1) ℃、相对湿度(relative 
humidity, RH) 60%±10%环境下培养 7 d，参照

文献[16]的分级标准调查叶片发病情况，每处

理重复 3 次。1 级：无病；2 级：0≤病斑面积

<1/3；3 级：1/3≤病斑面积<1/2；4 级：1/2≤病
斑面积<2/3；5 级：2/3≤病斑面积≤1。 
1.5  温室盆栽试验测试 

播前将猪殃殃种子用 1%的 NaClO 消毒处

理，每钵点播 20 粒，待幼苗长至 4−6 片真叶

时，以 30 mL/钵接种量进行喷雾接种(浓度为

104 孢子/mL，含 0.5 mL Tween-80)。空白对照组

以清水加 0.5 mL Tween-80，接种后置于温度

(25±1) ℃、相对湿度(RH) 60%±10%环境下培养

7 d，观察并记录植株的发病情况。参照文献[17]
进行病情分级并计算发病率、病情指数和鲜重防

效。1 级：无病；2 级：0≤病斑面积<1/4；3 级：

1/4≤病斑面积<1/2；4 级：1/2≤病斑面积<3/4； 
5 级：3/4≤病斑面积<1。 
1.6  分离菌株 DT-08C 孢子悬浮液对猪殃

殃的温室盆栽防效测定 
将分离菌株 DT-08C 孢子悬浮液浓度梯度分

別稀 释 至 3.92×101 、 3.92×102 、 3.92×103 和

3.92×104 孢子/mL，对杂草猪殃殃进行温室盆栽

防效测定。方法同 1.5。 
1.7  作物安全性评价 

参照 1.5方法对作物进行喷雾接种处理，发

病等级参照文献[17]。1 级：无病斑，0≤病情指

数<5，等级为安全(no symptom, NS)；2 级：0≤
病斑面积<1/4，5≤病情指数<10，等级为轻微反

应(lightly susceptible, LS)；3 级：1/4≤病斑面积

<1/2 ， 10≤ 病情指数 <50 ，等级为中等感病

(moderately susceptible, MS)；4 级：1/2≤病斑面

积 <3/4 ， 病 情 指 数 >50 ， 等 级 为 严 重 感 病

(severely susceptible, SS)。 
1.8  病原菌的鉴定 
1.8.1  形态学鉴定 

将分离菌株 DT-08C 置于 PSA 培养基

(25±1) ℃、光周期 16 h:8 h (L:D)条件下培养 7 d
后，参考文献[18]观察菌落形态结构，对其进

行初步鉴定。 
1.8.2  分子生物学鉴定 

将分离菌株 DT-08C 在 PSA 培养基中于

(25±1) ℃、光周期 16 h:8 h (L:D)条件下培养 7 d
后，用灭菌接种铲刮取菌丝，采用真菌 DNA 提

取试剂盒提取其基因组 DNA，使用引物对

ITS1/ITS4 和 EF-1/EF-2 (表 1)扩增分离菌株基因

组核糖体内转录间隔区(internal transcribed spacer, 
ITS)和镰刀菌转录延伸因子(EF-1α, EF-1/EF-2)
的基因序列。引物由生工生物工程(上海)股份

有限公司合成。PCR 反应体系(25 μL)：2×PCR 
Master Mix 12.5 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各
1.0 μL，DNA 模板(50 ng/μL) 1.0 μL，ddH2O 补足

25 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；94 ℃   
30 s，57 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，30 个循环；72 ℃ 
10 min。PCR 产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳检

测，收集样品送至生工生物工程(上海)股份有

限公司测序，获得的序列进行 BLAST 同源性比

对，使用 MEGA 7.0 软件以邻接法构建系统发

育树，bootstrap 检验次数为 1 000 次。 
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表 1  本研究所用引物信息 
Table 1  Information of primers used in this study 
基因 
Gene 

引物 
Primer 

序列 
Sequence (5′→3′) 

产物大小 
Product size (bp) 

ITS ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 536 
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 

EF EF-1 ATGGGTAAGGAGGACAAGA 704 
EF-2 CGGAAGTACCAGTGATCATG 

 
 

1.9  菌株的生物学特性研究 
1.9.1  培养基对菌丝生长和产孢量的影响 

将分离菌株 DT-08C 分别接种于上述 7 种培

养基，配制方法同 1.1.2。于 25 ℃恒温培养   
7 d，用游标卡尺以十字交叉法测量菌落直径[19]，

并拍照记录菌株形态，将菌丝刮下后放到 50 ℃
烘箱中烘至恒重，在分析天平上准确称量[20]；

参照上述方法，14 d 后测定其产孢量，测定方法

同 1.3。每处理重复 3 次。 
1.9.2  温度对菌丝生长和产孢量的影响 

将分离菌株DT-08C接种于PSA培养基，置

于 5−40 ℃的恒温培养箱中，7 d 后测量菌落直

径；参照上述方法，将菌株接种于燕麦片培养

基上，培养 14 d 后测定其产孢量，测定方法同

1.3。每处理重复 3 次[21-22]。 
1.9.3  初始 pH 对菌丝生长和产孢量的影响 

利用 HCl 和 NaOH 溶液(0.1 mol/L)配制初始

pH 值为 3.0−12.0 的 PSA 培养基，于 7 d 测量菌

落直径；参照上述方法，将菌株接种于燕麦片

培养基上，培养 14 d 后测定其产孢量。方法同

1.3。每处理重复 3 次[23]。 
1.9.4  光源对菌丝生长和产孢量的影响 

将菌株 DT-08C 菌饼接种于 PSA 培养皿中

央，接种后分别放置在 24 h 光照、24 h 黑暗、

12 h 光照/12 h 黑暗、24 h 黑光灯处理、24 h 紫

光灯处理条件下，25 ℃培养 7 d 后用游标卡尺

以十字交叉法测量菌落直径；参照上述方法，

将菌株接种于燕麦片培养基，25 ℃培养 14 d 后

测定其产孢量。每处理重复 3 次。 

1.10  数据处理 
利用 SPSS 18.0 软件和 Duncan 氏新复极差

法进行数据统计分析和差异显著性检验。 

2  结果与分析 
2.1  离体叶片致病性测定结果 

分离菌株 DT-DYLC、DT-XRKA、DT-YSB1、
DT-QKBD004A和DT-14A2分别接种7 d后(表2)，
接种部位叶片萎蔫、卷曲，发病率分别为31.70%、

27.60%、24.34%、30.68%和 28.59%，病级为 2 级。 
 

表 2  七株分离菌株对猪殃殃的离体叶片发病率 
Table 2  Disease incidence of seven isolated strains detached leaves of Galium spurium 
菌株编号 
Strain No. 

叶片面积 
Leaf area (cm2) 

病斑面积 
Canker area (cm2) 

发病率 
Disease incidence (%) 

DT-DYLC 6.34 2.01 31.70±1.66c 
DT-XRKA 6.63 1.83 27.60±1.85d 
DT-YSB1 6.78 1.65 24.34±0.83e 
DT-QKBD004A 6.16 1.89 30.68±1.59c 
DT-08C 6.55 4.18 63.82±1.32a 
DT-14A2 6.19 1.77 28.59±1.98d 
DT-04A2 6.39 2.88 45.07±0.95b 
CK 6.88 0.00  
数据为平均值±标准误，不同小写字母表示具有显著差异(P<0.05). 下同 
Data were presented as mean±standard error, data with different lowercase letters indicated significant difference (P<0.05). The 
same below. 
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分离菌株 DT-08C 接种后，猪殃殃叶片边缘出

现病斑，接种部位中心腐烂，发病率为 63.82%，

病级为 4 级。分离菌株 DT-04A2 接种后，接种

部位布满粉红色菌丝，叶片出现萎蔫、卷曲现象，

发病率为 45.07%，病级为 3 级。 

2.2  温室盆栽防效 
分别喷施分离菌株 DT-DYLC、DT-14A2 和

DT-04A2 菌株孢子悬浮液 7 d 后(图 1)，植株茎

叶干枯，生长停滞，发病症状加重，3/4 以上的

叶片出现病斑，发病率分别为 75.00%、79.89%
和 79.73%。DT-YSB1 喷施 7 d 后，植株叶片萎

蔫，叶片上有零星的斑点，发病率为 27.78%。

DT-QKBD004A 喷施 7 d 后，部分茎叶干枯，1/2
以上的叶片出现病斑，植株生长受到抑制，发病

率为 63.89%。DT-08C 和 DT-XRKA 分别喷施 7 d
后，植株 3/4 以上的叶片出现病斑，植株发病严重，

致病效果明显，发病率分别达 88.22%和 84.78%。 
分离菌株 DT-08C 与 DT-14A2、DT-04A2、

DT-DYLC、DT-QKBD004A、DT-YSB1 菌株的

发病率、病情指数和鲜重防效相比，差异显著

(P<0.05) (表 3)。筛选出对猪殃殃致病性最好的

分离菌株为 DT-08C。 
 

 
 

图 1  七株分离菌株孢子悬浮液对猪殃殃的活体盆栽致病性   A：菌株 DT-DYLC. B：菌株 DT-XRKA. C：

菌株 DT-YSB1. D：菌株 DT-QKBD004A. E：菌株 DT-08C. F：菌株 DT-14A2. G：菌株 DT-04A2. H：对照 
Figure 1  Pathogenicity of seven isolated strains to living potting of Galium spurium. A: Strain DT-DYLC. B: 
Strain DT-XRKA. C: Strain DT-YSB1. D: Strain DT-QKBD004A. E: Strain DT-08C. F: Strain DT-14A2. G: 
Strain DT-04A2. H: Control. 
 

表 3  七株分离菌株孢子悬浮液对猪殃殃的致病力 
Table 3  Pathogenicity of spore suspensions of seven isolated strains to Galium spurium 
菌株编号 
Strain No. 

发病率 
Disease incidence (%) 

病情指数 
Disease index 

鲜重 
Fresh weight (g) 

鲜重防效 
Fresh weight efficiency (%) 

DT-08C 88.22±2.21a 94.45±3.23a 1.92±1.24e 87.90±1.87a 
DT-XRKA 84.78±2.78a 88.19±3.56a 2.26±1.87e 85.76±1.38a 
DT-14A2 79.89±3.27b 61.81±1.47b 2.92±2.66e 81.60±3.12b 
DT-04A2 79.73±1.39b 40.97±4.76c 3.18±2.58de 79.95±2.52b 
DT-DYLC 75.00±3.69bc 39.58±3.57cd 4.38±3.77d 72.38±2.77c 
DT-QKBD004A 63.89±1.78c 30.56±4.32d 6.26±2.41c 60.58±4.88d 
DT-YSB1 27.78±2.64d 11.80±2.43e 11.82±3.72b 25.55±2.55e 
CK   15.87±1.37a  
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2.3  不同浓度 DT-08C 菌株孢子悬浮液对

猪殃殃的盆栽致病效果分析 
喷施菌株 DT-08C 孢子悬浮液 7 d 后(图 2，  

表 4)，3.92×104 孢子/mL 浓度处理的猪殃殃植株

发病最为严重，叶片大量干枯死亡，发病率、病

情指数和鲜重防效分别达 93.93%、90.32 和

89.69%。3.92×101孢子/mL 浓度处理的植株叶片有

零星病斑分布，发病率、病情指数和鲜重防效分

别达 47.22%、45.43 和 41.19%。3.92×104孢子/mL
处理的发病率、病情指数和鲜重仿效与 103、102

和 101处理相比，差异显著(P<0.05)。 

2.4  分离菌株DT-08C 对不同作物安全性分析 
将浓度为 3.92×104 孢子/mL 的菌株 DT-08C

孢子悬浮液接种于测试作物 7 d 后(图 3，表 5)，
蚕豆、豌豆、玉米、白菜、番茄、黄瓜和辣椒

发病率和病情指数为 0，安全等级为 NS；被接

种的小麦和青稞植株叶片上有零星病斑分布，

发病率和病情指数分别为 9.45%、 7.67 和

9.33%、6.43，安全等级为 LS；被接种的菠菜

和萝卜中等感病，病斑面积为 1/4−1/2，发病

率为 31.56%和 35.71%，安全等级为 MS；被接

种的油菜感病严重，病斑面积达 1/2−3/4，发

病率和病情指数达 65.83%和 51.60，安全等级

为 SS。 

2.5  分离菌株的鉴定分类 
2.5.1  形态学鉴定结果 

分离菌株 DT-08C 在 PSA 培养基上培养 7 d
后，菌丝棉絮状，初期为白色，后期于菌落边

缘逐渐变为黄色，直至整个平板(图 4A)。菌丝

红褐色，分枝呈树杈状(图 4B)。大型分生孢子 
 
 

 
 

图 2  分离菌株 DT-08C 不同浓度孢子悬浮液对猪殃殃致病的影响(接种后 7 d)   A：对照 . B：      
3.92×104 孢子/mL. C：3.92×103 孢子/mL. D：3.92×102 孢子/mL. E：3.92×101 孢子/mL 
Figure 2  Effect of different concentrations of spore suspensions from strain DT-08C on Galium spurium (7 d 
after inoculation). A: Control. B: 3.92×104 spores/mL. C: 3.92×103 spores/mL. D: 3.92×102 spores/mL. E: 
3.92×101 spores/mL. 

 

表 4  接种分离菌株 DT-08C 不同孢子悬浮液浓度对猪殃殃的致病力 
Table 4  Pathogenicity of different spore suspension concentration of strain DT-08C to Galium spurium 
浓度 
Concentration (spores/mL) 

发病率 
Disease incidence (%) 

病情指数 
Disease index 

鲜重 
Fresh weight (g) 

鲜重防效 
Fresh weight efficiency (%) 

3.92×104 93.93±3.12a 90.32±1.33a 1.54±1.77d 89.69±0.44a 
3.92×103 78.45±1.32b 68.55±0.89b 4.60±1.21cd 69.28±4.22b 
3.92×102 63.13±4.18c 60.39±1.37b 5.93±2.62c 60.33±2.12b 
3.92×101 47.22±2.44d 45.43±1.65c 8.80±1.35b 41.19±1.56c 
CK   14.96±1.43a  
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图 3  分离菌株 DT-08C 孢子悬浮液对作物安全性的影响   A：油菜‘青杂 5 号’(左，对照；右，处理.下
同). B：蚕豆‘青海 9 号’. C：豌豆‘草原 224 号’. D：小麦‘青春 38 号’. E：青稞‘昆仑 18 号’. F：玉米‘青玉

517 号’. G：白菜‘浙白 6 号’. H：番茄‘博玉 368 号’. I：黄瓜‘中农 5 号’. J：菠菜‘华菠 1 号’. K：辣椒‘中椒

4 号’. L：萝卜‘春白 2 号’ 
Figure 3  Effect of strain DT-08C spore suspension on crop safety. A: Brassica napus ‘Qingza 5’ from control 
(left) and treatment (right). The same below. B: Vicia faba ‘Qinghai 9’. C: Pisum sativum ‘Caoyuan 224’. D: 
Triticum aestivum ‘Qingchun 38’. E: Hordeum vulgare ‘Kunlun 18’. F: Zea mays ‘Qingyu 517’. G: Brassia 
campestris ‘Zhebai 6’. H: Solanum lycopersicum ‘Boyu 368’. I: Cucumis sativus ‘Zhongnong 5’. J: Spinacia 
oleracea ‘Huabo 1’. K: Capsicum annuum ‘Zhongjiao 4’. L: Raphanus sativus ‘Chunbai 2’. 
 
长 40−70 μm，宽 8−12 μm，无隔膜，白色，呈

镰刀状(图 4C)。根据形态学特征，将分离的病

原菌初步鉴定为镰刀菌属(Fusarium)。 

2.5.2  分子生物学鉴定结果 
PCR 扩增获得 DT-08C 菌株的 rDNA ITS 序列

和EF-1/EF-2基因序列，长度分别为536 bp和704 bp，

GenBank 登录号分别为 OQ777148 和 OQ779190。 

并与登录号为OP699815.1、OP699813.1、OP699812.1
和 OP699811.1 的芍药镰刀菌系统发育树聚在较小

同一分支(图 5A)。基于 EF-1/EF-2 基因序列的系统

发育分析结果表明，分离菌株 DT-08C 与登录号为

OP715608.1、OP715607.1 和 OP715606.1 的芍药镰

刀菌聚于同一分支(图 5B)。最终将分离菌株DT-08C
鉴定为芍药镰刀菌，命名为芍药镰刀菌 DT-08C。 
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表 5  菌株 DT-08C 孢子悬浮液对作物发病率和病情指数的影响 
Table 5  Effect of strain DT-08C spore suspension on the disease incidence and disease index of crop 
作物 
Crops 

发病率 
Disease incidence (%) 

病情指数 
Disease index 

安全性等级 
Safety grade 

油菜‘青杂 5 号’ Brassic anapus ‘Qingza 5’ 65.83 51.60 SS 

小麦‘青春 38 号’ Triticum aestivum ‘Qingchun 38’ 9.45 7.67 LS 

青稞‘昆仑 18 号’ Hordeum vulgare ‘Kunlun 18’ 9.33 6.43 LS 

蚕豆‘青海 9 号’ Vicia faba ‘Qinghai 9’ 0.00 0.00 NS 

豌豆‘草原 224 号’ Pisum sativum ‘Caoyuan 224’ 0.00 0.00 NS 

玉米‘青玉 517 号’ Zea mays ‘Qingyu 517’ 0.00 0.00 NS 

白菜‘浙白 6 号’ Brassia campestris ‘Zhebai 6’ 0.00 0.00 NS 

番茄‘博玉 368’ Solanum lycopersicum ‘Boyu 368’ 0.00 0.00 NS 

黄瓜‘中农 5 号’ Cucum issativus ‘Zhongnong 5’ 0.00 0.00 NS 

菠菜‘华菠 1 号’ Spinacia oleracea ‘Huabo 1’ 31.56 29.85 MS 

辣椒‘中椒 4 号’ Capsicum annuum ‘Zhongjiao 4’ 0.00 0.00 NS 

萝卜‘春白 2 号’ Raphanus sativus ‘Chunbai 2’ 35.71 36.68 MS 

 

 
 

图 4  分离菌株 DT-08C 的形态特征   A：菌落. B：分生孢子梗. C：分生孢子 
Figure 4  Morphological characteristics of isolated strain DT-08C. A: Colony. B: Conidiophore. C: Conidium. 
 
2.6  分离菌株 DT-08C 的生物学特性 
2.6.1  培养基对菌丝生长和产孢量的影响结果 

结合菌落直径和菌丝干重综合分析(图 6，

图 7)，以水琼脂培养基作为对照，于 25 ℃的

恒温培养箱中培养 7 d 后，接种的 6 种培养基

对其菌落直径和菌丝干重均具有不同程度的影

响。其中玉米粉培养基上的菌落直径最大，达

65.32 mm，但菌丝干重较低，为 0.023 g；其次

为燕麦片培养基、PDA 和 PSA 培养基上的菌

落直径较大，菌落直径分别达 58.63、58.55 和

56.47 mm，菌丝干重方面 PSA 培养基较燕麦片

和 PDA 培养基高，达 0.047 g。综上所述，在

PSA 培养基中菌落直径和菌丝干重显著高于其

他培养基，因此 PSA 培养基为芍药镰刀菌

DT-08C 菌株菌丝生长的最适培养基。 

从图 8 可见，当生长于燕麦片培养基上时，菌

株 的 产 孢 量 显 著 高 于 其 他 培 养 基 ， 达 到       
6.08×105孢子/mL；其次是在 PDA 和 PSA 培养基

上产孢数量较多，分别为 3.98×105 孢子/mL 和

3.87×105 孢子 /mL；生长于水琼脂、玉米粉、

Czapek和Richard培养基上时产孢量较少。不同

培养基营养成分不同，对菌株产孢所需要的营

养物质满足程度不一样。结果表明芍药镰刀菌

DT-08C 的最适培养基为燕麦片培养基。 
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图 5  基于 rDNA ITS 序列(A)和 EF-1/EF-2 (B)基因序列以邻接法构建的分离菌株 DT-08C 及其相关菌

株的系统发育树   括号中的序号代表 GenBank 登录号；分支点上的数字代表该分支的 bootstrap 值；

标尺表示进化距离 
Figure 5  Phylogenetic tree of isolated strain DT-08C and related species constructed by neighbor-joining 
analyses based on the rDNA ITS (A) and EF-1/EF-2 (B) genes sequences. The serial number in brackets 
represents the GenBank accession number. The number on the branch point indicates the bootstrap value of the 
branch. The ruler represents evolutionary distances. 
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图6  不同培养基对芍药镰刀菌DT-08C菌丝生长的影

响   不同小写字母表示 0.05 水平上差异显著. 下同 
Figure 6  The mycelium growth of Fusarium 
paeoniae DT-08C grown on different medium. Data 
with different lowercase letters indicated significant 
difference at 0.05 level. The same below. 

 

 
 

图 7  芍药镰刀菌 DT-08C 在不同培养基上的菌丝

生长   A：水琼脂培养基. B：PDA 培养基. C：PSA
培养基. D：燕麦片培养基. E：玉米粉培养基. F：
Czapek 培养基. G：Richard 培养基 
Figure 7  Mycelial growth of Fusarium paeoniae 
DT-08C grown on different medium. A: Water agar 
medium. B: Potato dextrose agar medium. C: Potato 
saccharose agar medium. D: Oatmeal agar medium. 
E: Cornmal agar medium. F: Czapek medium. G: 
Richard’s synthetic agar medium. 

 
 

图 8  不同培养基上芍药镰刀菌 DT-08C 的产孢量 
Figure 8  Spore production of Fusarium paeoniae 
DT-08C grown on different medium. 
 
2.6.2  温度对菌丝生长和产孢量的影响结果 

如图 9 所示，DT-08C 在 5−40 ℃的范围内

均可生长，当温度为 30 ℃时菌株 DT-08C 菌丝

直径和菌丝干重均显著高于其他处理组，达到

60.15 mm 和 0.054 g。当温度低于或高于 30 ℃
时，菌丝生长直径和菌丝干重均会降低。当温

度为 35 ℃时菌株生长受到严重抑制，菌丝直径

和菌丝干重分别为 31.44 mm 和 0.024 g。表明芍

药镰刀菌 DT-08C 的最适生长温度为 30 ℃。 
 

 
 

图 9  温度对芍药镰刀菌 DT-08C 菌丝生长的影响 
Figure 9  The mycelium growth of Fusarium 
paeoniae DT-08C grown on different temperature. 
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如图 10 所示，当温度在 5−30 ℃之间时，

随着温度的逐渐升高，菌株产孢量逐渐增大；

当温度在 25−30 ℃时产孢量最大，分别达

6.55×105 孢子/mL 和 6.59×105 孢子/mL；之后

随着温度的升高，菌株的产孢量逐渐下降；当

温 度 为 40 ℃ 时 仍 可 产 生 部 分 孢 子 ， 为

1.24×105 孢 子 /mL 。 结 果 表 明 芍 药 镰 刀 菌

DT-08C 的最适产孢温度为 25−30 ℃。 
2.6.3  培养基初始 pH 对菌丝生长和产孢量的

影响结果 
如图 11 所示，D T- 0 8 C 在培养基初始      

pH 3.0−12.0 内均可生长，当初始 pH 7.0 时菌落 
 

 
 

图 10  不同温度时芍药镰刀菌 DT-08C 的产孢量 
Figure 10  Spore production of Fusarium paeoniae 
DT-08C grown at different temperature. 

 

 
 

图 11  培养基初始 pH 条件对芍药镰刀菌 DT-08C
菌丝生长的影响 
Figure 11  The mycelium growth of Fusarium 
paeoniae DT-08C grown at different initial pH. 

直径和菌丝干重最大，分别达 63.18 mm 和

0.053 g。当初始 pH 值升高或降低时，菌丝生长

直径和菌丝干重均会降低。当初始 pH 12.0 时菌

落直径和菌丝干重分别降至 35.75 mm 和 0.024 g。
可见中性条件即初始 pH 7.0 更适合芍药镰刀菌

DT-08C 菌株菌落的生长。 
如图 12 所示，初始 pH 3.0−12.0 范围内

DT-08C 菌株均可产孢，但不同初始 pH 值对

DT-08C 产孢量有着显著影响。当初始 pH 7.0 时

产孢量最大，达 6.68×105 孢子 /mL；当初始

pH>7.0时产孢量逐渐下降；当初始pH 12.0时产孢

量显著低于其他处理组，为 0.6×104 孢子/mL。结

果表明芍药镰刀菌 DT-08C 的最适产孢初始 pH
值为 7.0。 
2.6.4  光源对菌丝生长和产孢量的影响结果 

如图 13 所示，光源条件对 DT-08C 菌株菌

丝生长产生一定的影响。当光源条件为 24 h 光

照时，菌落直径和菌丝干重均显著高于其他处

理组，达 72.51 mm 和 0.064 g；当光源条件为

24 h 紫光灯处理时，菌落直径和菌丝干重最

低，为 45.55 mm 和 0.026 g。结果表明芍药镰刀

菌 DT-08C最适生长光源条件为 24 h光照处理。 
 

 
 

图 12  不同初始 pH 时芍药镰刀菌DT-08C 的产孢量 
Figure 12  Spore production of Fusarium paeoniae 
DT-08C grown at different initial pH. 
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如图14所示，DT-08C菌株产孢受光源的影响

较为显著。当光源分别为 24 h 黑光灯和 24 h 紫光

灯时，菌株的产孢量最大，分别达6.81×105孢子/mL
和 6.73×105孢子/mL。当光源为 24 h光照时，菌 

 

 
 

图 13  光源条件对芍药镰刀菌 DT-08C 菌丝生长

的影响 
Figure 13  The mycelium growth of Fusarium 
paeoniae DT-08C under different illumination. 

 

 
 

图 14  不同光源时芍药镰刀菌 DT-08C 的产孢量 
Figure 14  Spore production of Fusarium paeoniae 
DT-08C under different illumination. 

株的产孢量最低，为 2.21×105孢子/mL。结果表

明芍药镰刀菌 DT-08C 的最适产孢光源为 24 h
黑光灯和 24 h 紫光灯处理。 

3  讨论与结论 
目前，猪殃殃的防除仍以双氟磺草胺、苯

磺隆、唑草酮和氯氟吡氧乙酸等化学除草剂为

主[24-26]，但化学除草剂的大量使用造成了严重

的环境和食品安全等问题，因此发掘新型微 
生物除草剂来防除作物田间猪殃殃已经成为 
目前研究的重点。本研究以杂草猪殃殃为防除

对象，从 7 株分离菌株中筛选获得一株具有生

防潜力的菌株 DT-08C，对猪殃殃的鲜重防效

达到 89.69%。 
除草剂候选菌株的安全性和有效性是衡量

微生物除草剂的 2 个重要指标[27]。菌株 DT-08C
浓度为 3.92×104 孢子/mL 时可以在以猪殃殃为

优势杂草的蚕豆、豌豆和玉米等作物田和白

菜、番茄、黄瓜、辣椒等蔬菜田中安全使用，但

要在油菜、小麦、青稞、菠菜和萝卜田谨慎使用。 
镰刀菌属具有寄主范围广和致病力强等特

点，是一类全球范围广泛分布且重要的真菌病

害之一，可侵染 100 多种寄主植物，阻碍植物

的正常养分供给，引起植物萎蔫死亡[28-30]。已

报道用于农田杂草防除的镰刀菌种类主要有禾谷

镰 刀 菌 (F. graminearum) 、 三 线 镰 刀 菌 (F. 
tricinctum)、串珠镰刀菌(F. moniliforme)、燕麦

镰刀菌(F. avenaceum)和茄病镰刀菌(F. solani)
等[31-35]。本研究结合形态学和分子生物学鉴定结

果，最终确定分离菌株 DT-08C 为芍药镰刀菌。 
真菌除草剂只有在最适的环境条件下才能

引起杂草病害，从而达到良好的防效[36-38]。因

此，明确分离菌株的生物学特性才能够更好地

发挥菌株的生防潜力。本试验以菌落直径和菌

丝干重为指标，评价不同的培养基、培养基初



 
程海洋等: 分离菌株 DT-08C 的鉴定及其除草活性和对作物的安全性 4907 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

始 pH、温度和光照等生态因子对芍药镰刀菌

DT-08C 菌丝生长的影响。结果显示，芍药镰刀

菌DT-08C在PSA培养基中菌落直径和菌丝干重

显著高于其他培养基，所以 PSA 培养基为芍药

镰刀菌 DT-08C 菌丝生长的最适培养基；最适生

长温度为 30 ℃；适宜菌株生长的初始 pH 范围

为 3.0−12.0，最适初始 pH 7.0，可见中性条件更

适合芍药镰刀菌 DT-08C 菌株菌落的生长；当光

源为 24 h光照处理时，最适宜DT-08C菌株菌丝

生长。产孢试验发现，芍药镰刀菌 DT-08C 在燕

麦片培养基中的产孢量最高，其次为 PDA 培养

基和 PSA 培养基；最适产孢温度为 25−30 ℃；最

适产孢初始 pH 值为 7.0；最适产孢光源为 24 h
黑光灯和 24 h 紫光灯。 

从生防菌的发现到制备成生防菌剂是一个

长期的研究过程，同时生防菌应用于大田生产

还受到复杂环境条件的影响[39]。本研究在控制

环境下对分离菌株 DT-08C 的生物防治效果进

行了评价，但还需要进一步研究菌株作为生防

菌剂的潜力，包括生防剂型的研制和大田药效

评价。 
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