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摘　要：寄藏真菌可侵染大豆种子，降低种子的萌芽及活力，影响种子的品质和商品等级。为探讨不同接种方法对寄
藏真菌致病性的影响，在实验室条件下比较了种子接种法和植株接种法（切顶端接种法、伤口接种法、切茎接种法和

下胚轴接种法）对寄藏真菌致病性的影响。结果表明：各方法中寄藏真菌均对大豆产生致病性，并能显著区分寄藏真

菌间致病性差异。其中切顶端接种法相比其他３种植物接种方法更简单有效而准确，而种子接种法更适合在室内进
行，且周期短，相比植株接种法方便快捷。
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　　种子作为高等植物的繁殖器官，受病原真菌的
影响较大。真菌可寄藏于种子内部，侵染种子，降低

种子的萌芽及活力，严重影响种子的品质和商品等

级［１２］。大豆种子上分离频率较高、造成危害严重的

寄藏真菌主要有拟茎点霉属（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓｓｐｐ．）、尾孢
属（Ｃｅｒｃｏｓｐｏｒａｋｉｋｕｃｈｉｉ、Ｃｅｒｃｏｓｐｏｒａｓｏｊｉｎａ）、镰孢属
（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐｐ．）、链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ．）和刺茎
点霉属（Ｃｈａｅｔｏｐｈｏｍａｓｐｐ．）等，其中拟茎点霉属中的
大豆拟茎点种腐病菌（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ）严重危
害大豆的品质和产量［３］。此外受感染的种子可在

田间提供初侵染源和为病菌的远距离传播提供条

件［４］，因此需加强种子检疫及其侵染力和致病性测

定研究。真菌的致病性测定方法多种多样，根据病

菌接种部位的不同，可分为植物的种子和幼苗［５７］、

叶［８］、茎秆［９］、根［１０］和果实［１１］等，目前报道的大豆

种子寄藏真菌致病力测定方法主要包括种子接种法

和植株接种法［１，１２］，这些接种方法是否能够完全反

映拟茎点霉属的致病性，对于不同种子寄藏真菌是

否能够保持一致性，种子接种和植株接种两种测定

方法哪一种更好，都值得探讨。本研究选用从大豆

种子中分离频率较高的７种寄藏真菌作为供试菌，
研究了寄藏真菌对大豆种子和植株的致病性，并试

图通过对种子和植株的致病性比较及植株不同接种

方法的比较，评价和筛选出简单有效的寄藏真菌致

病性测定方法。

１　材料与方法

１．１　材料
供试大豆品种为合丰２５（本实验室保存）。供

试菌为大豆拟茎点种腐病菌（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ）、
尖镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、球毛壳菌（Ｃｈａｅｔｏ
ｍｉｕｍｇｌｏｂｏｓｕｍ）、枝状芽枝霉（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｌａｄｏｓｐｏ
ｒｉｏｉｄｅｓ）、大豆紫斑病菌（Ｃｅｒｃｏｓｐｏｒａｋｉｋｕｃｈｉｉ）、刺茎点
菌属（Ｃｈａｅｔｏｐｈｏｍａｓｐ．）和长喙壳菌属（Ｃｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓ
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ｓｐ．）（前５种菌用于对植株致病性测定，所有菌种均
为本实验室保存）。

１．２　方法
１．２．１　对大豆种子的致病性测定　参照崔永林
等［１２］的方法将供试菌接种于ＡＰＤＡ培养基［马铃薯
２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、琼脂条２０ｇ和蒸馏水１０００ｍＬ，
待ＰＤＡ培养基冷却到 ４５～５０℃时加 １．５ｍＬ的
１０％的乳酸（ｐＨ４．８～５．２）、７５ｍｇ的硫酸链霉素］
平板上，２５℃暗培养５ｄ后，选取健康大豆种子，经
７５％酒精消毒３ｍｉｎ于灭菌的滤纸上稍风干，将消
过毒的种子匀距放在已培养５ｄ的供试菌培养皿
内，种子紧贴培养皿内壁（种子靠近菌落边缘）。以

大豆种子在 ＡＰＤＡ培养基上（不接种真菌）培养为
对照，培养条件为 ２５℃暗培养。每皿 １０粒，共 ５
皿。试验３次重复。种子接种后第５天调查种子发
芽数及种子被菌丝覆盖数，计算种子发芽率和菌丝

覆盖率。种子表面完全被菌丝覆盖且不能萌发即为

种子被菌丝覆盖。

种子菌丝覆盖率（％）＝（菌丝覆盖种子数／供
试种子总数）×１００

发芽率（％）＝［发芽终期（第５天）全部正常发
芽粒数／供试种子总数］×１００
１．２．２　对大豆植株致病性测定　对４种接种方法
进行比较，每种方法接种 ３盆（花盆规格：底径
７ｃｍ、口径１０ｃｍ、高８ｃｍ），每盆种植４株大豆。

（１）切顶端接种法：将供试菌在 ＡＰＤＡ培养基
平板上２５℃培养１０ｄ，在菌落边缘用打孔器打取直
径为 ５ｍｍ的菌丝块，取菌块菌丝面贴在温室中播
种１４ｄ以上大豆植株的第一片三出复叶茎节点下
面的横切面上（用消毒的剪刀在大豆植株的第一片

三出复叶茎节点处将茎秆剪断，植株下面部分用于

接种），用封口膜包住接种体固定于植株上，套袋保

湿４８ｈ；用直径５ｍｍ的 ＡＰＤＡ培养基块贴于茎秆
横切面作为对照，３次重复；接种２ｄ后取下接种体，
接种７ｄ后测量茎病斑长度［１］，并计算茎病斑长度

占植株茎长度的比值。

茎病斑长（％）＝（茎病斑长度／植株茎长度）×１００
（２）伤口接种法：将供试菌在 ＡＰＤＡ培养基平

板上２５℃培养１０ｄ，在菌落边缘用打孔器打取直径
为 ５ｍｍ的菌丝块，取菌块菌丝面贴在温室中播种
１４ｄ以上大豆植株的第一片三出复叶茎节点下面
的伤口上（用消毒针在茎秆上划一道伤口），用封口

膜包住接种体固定于植株上，套袋保湿４８ｈ；用直径
５ｍｍ的ＡＰＤＡ培养基块接种伤口作为对照，３次重
复；接种２ｄ后取下接种体，接种７ｄ后测量茎病斑
长度［１］，并计算茎病斑长度占植株茎长度的比值。

（３）切茎接种法：将供试菌在 ＡＰＤＡ培养基平
板上２５℃培养１０ｄ，在菌落边缘用打孔器打取直径
为 ５ｍｍ的菌丝块，取菌块菌丝面贴在温室中播种

１４ｄ以上大豆植株切去子叶以上 ３ｃｍ的下部茎秆
横切面上（用消毒的剪刀在大豆植株子叶以上 ３ｃｍ
的茎秆处将茎秆剪断，植株下面部分用于接种），用

封口膜包住接种体固定于植株上，套袋保湿４８ｈ；用
直径５ｍｍ的ＡＰＤＡ培养基块接种茎秆横切面作为
对照，３次重复；接种２ｄ后取下接种体，１０ｄ后调
查植株发病数和植株死亡数（病斑扩展到子叶以下

即定为死亡）［１３］，计算植株发病率和植株死亡率。

植株发病率（％）＝（发病植株数／调查植株总
数）×１００

植株死亡率（％）＝（死亡植株数／调查植株总
数）×１００

（４）下胚轴接种法：将待测菌在 ＡＰＤＡ培养基
平板上２５℃培养１０ｄ，在菌落边缘用打孔器打取直
径为 ５ｍｍ的菌丝块，取菌块菌丝面贴在温室中播
种１４ｄ以上在大豆幼苗真叶１ｃｍ下用消毒针刺的
梅花点伤口上［１４］，用封口膜包住接种体固定于植株

上，套袋保湿４８ｈ；用直径５ｍｍ的ＡＰＤＡ培养基块
接种伤口作为对照，３次重复；接种２ｄ后取下接种
体，接种７ｄ后测量茎病斑长度，并计算茎病斑长度
占植株茎长度的比值。

１．２．３　病原菌再分离　对以上４种接种方法中的
发病植株进行病原菌再分离，在发病植株发病部位

病健交界处切取小块组织，经 ７５％酒精消毒 ３～
５ｓ，１％ＮａＣｌＯ消毒３ｍｉｎ，无菌水洗３次，在灭菌的
滤纸上晾干，均距摆放于 ＡＰＤＡ培养基平板上，５ｄ
后根据分离出病菌的形态特征统计病原菌的再分离

数，并计算病原菌再分离率。

病原菌再分离率（％）＝（分离得到病原菌数／
供试组织数）×１００
１．３　数据分析

使用Ｅｘｃｅｌ２００３和ＳＰＳＳ１７．０对数据进行分析。

２　结果与分析

２．１　对大豆种子的致病性
种子菌丝覆盖率调查结果显示，对照种子均无

真菌菌丝覆盖，而接种供试菌后种子被菌丝覆盖

（除接种枝状芽枝霉的种子外）。种子菌丝覆盖率

为０．７％～７９．３％。接种７种菌的种子菌丝覆盖率
间存在显著性差异，其中接种大豆拟茎点种腐病菌

和尖镰孢菌的种子菌丝覆盖率较高，分别为７９．３％
和５２．７％；接种刺茎点菌属的种子菌丝覆盖率为
３１．３％；而接种球毛壳菌、大豆紫斑病菌和长喙壳菌
属的种子菌丝覆盖率较低，且三者间无显著性差异，

菌丝覆盖率的范围为０．７％ ～４．０％；而接种枝状芽
枝霉的种子并未被菌丝覆盖。
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图１　大豆种子菌丝覆盖率
Ｆｉｇ．１　Ｈｙｐｈａｅｃｏｖｅｒａｇｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｓｏｙｂｅａｎｓｅｅｄ

　　发芽率调查结果显示，接种大豆紫斑病菌和枝
状芽枝霉后，增加了种子发芽率，而接种其他５种供
试菌后种子的发芽率均较对照降低。降幅为

１４．１％～８５．９％，其中接种大豆拟茎点种腐病菌和

尖镰孢菌的大豆种子发芽率降低较大，达７０．０％以
上，而接种长喙壳菌属和刺茎点菌属菌的大豆种子

发芽率降低的较小，均在２０．０％以下。大豆紫斑病
菌和枝状芽枝霉并未降低种子的发芽率。

图２　大豆种子发芽率
Ｆｉｇ．２　Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｓｏｙｂｅａｎｓｅｅｄ

　　综合菌丝覆盖率和发芽率结果可知，接种引起
种子菌丝覆盖率低的供试菌株后大豆种子发芽率较

高，反之亦然。大豆拟茎点种腐病菌、尖镰孢菌、刺

茎点菌属、球毛壳菌、大豆紫斑病菌和长喙壳菌属这

６株菌的菌丝均可覆盖大豆种子，并除大豆紫斑病
菌外其余５个菌株均降低了种子的发芽率，其中接
种大豆拟茎点种腐病菌的大豆种子菌丝覆盖率最高

且种子发芽率最低，可见大豆拟茎点种腐病菌对大

豆种子的致病性最强；接种长喙壳菌属的大豆种子

菌丝覆盖率最低且种子发芽率较高，可见长喙壳菌

属对大豆种子的致病性较弱；大豆紫斑病菌虽然对

大豆种子有菌丝覆盖，但菌丝覆盖率较低，且并未降

低种子的发芽率，反而促进了种子的发芽。枝状芽

枝霉菌菌丝对种子并无覆盖且未降低种子的发芽

率，对种子无致病性。

２．２　对大豆植株的致病性

２．２．１　切顶端接种法　５种供试菌均造成植株不
同程度的发病，茎病斑长为０．３１％ ～５．０５％，平均
值为２．２３％，无显著性差异。供试菌中大豆拟茎点
种腐病菌和尖镰孢菌接种的植株茎病斑长最长，均

在４．００％以上，对植株的致病性最强；其他３种供
试菌株接种的植株茎病斑长均较短，均在１．００％以
下，对大豆植株的致病性较弱。

２．２．２　伤口接种法　５种供试菌株均造成植株不
同程度的发病，茎病斑长为１．７５％ ～４．９７％，平均
值为３．１５％，无显著性差异。供试菌株中尖镰孢菌
和大豆紫斑病菌造成的植株茎病斑长较长，均在

４．００％以上，其中尖镰孢菌造成的植株茎病斑长最
长，为４．９７％，对大豆植株的致病性最强；大豆拟茎
点种腐病菌和球毛壳菌造成的植株茎病斑长为

２．００％～２．５０％；枝状芽枝霉造成的植株茎病斑长
最短，为１．７５％，对大豆植株的致病性较弱。
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图３　供试菌对大豆植株致病性
Ｆｉｇ．３　Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｆｕｎｇｉｏｎｓｏｙｂｅａｎｐｌａｎｔ

图４　供试菌对大豆植株致病性
Ｆｉｇ．４　Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｆｕｎｇｉｏｎｓｏｙｂｅａｎｐｌａｎｔ

２．２．３　切茎接种法　５种供试菌均使植株发病，严
重的甚至造成植株的死亡。植株发病率调查结果显

示，植株发病率间无显著性差异。植株发病率范围

为５８．３５％～１００．００％，平均值为８０．８４％。其中接
种尖镰孢菌和大豆拟茎点种腐病菌的植株发病率最

高，分别为１００．００％ 和９５．８５％；枝状芽枝霉和球
毛壳菌次之，发病率分别为７９．１５％和７０．８５％；而
大豆紫斑病菌接种的植株发病率最低，为５８．３５％。

植株死亡率结果显示，接种尖镰孢菌和大豆拟茎点

种腐病菌的植株发病最为严重，植株死亡率分别为

５０．００％和１６．６５％。其余３株供试菌并未造成植
株死亡。植株发病率和植株死亡率两者间存在相关

性，植株发病率低的植株死亡率也低，其中接种尖镰

孢菌的植株发病率最高，且植株死亡率也最高，可见

尖镰孢菌对大豆植株的致病性最强。

图５　供试菌对大豆植株致病性
Ｆｉｇ．５　Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｆｕｎｇｉｏｎｓｏｙｂｅａｎｐｌａｎｔ
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２．２．４　下胚轴接种法　５种供试菌均造成植株不同
程度的发病，病菌造成的植株茎病斑长间无显著性差

异。植株茎病斑长范围为３．０１％～９．４８％，平均值为
６．００％。接种大豆拟茎点种腐病菌的植株茎病斑长

最长，为９．４８％；尖镰孢菌和大豆紫斑病菌次之，分别
为７．１８％和６．５９％；而枝状芽枝霉和球毛壳菌造成
的植株茎病斑长较短，均在４．００％以下，对大豆植株
的致病性较弱。

图６　供试菌对大豆植株致病性
Ｆｉｇ．６　Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｆｕｎｇｉｏｎｓｏｙｂｅａｎｐｌａｎｔ

　　４种接种方法中５种供试菌均可使植株发病，
且发病程度均有不同，但无显著性差异。其中大豆

拟茎点种腐病菌和尖镰孢菌使植株发病最为严重，

而其余３种菌使植株发病较轻（伤口接种法中接种
大豆紫斑病菌的植株发病也较为严重）。切顶端接

种法和下胚轴接种法中大豆拟茎点种腐病菌的致病

性最强；而伤口接种法和切茎接种法中尖镰孢菌的

致病性最强。４种接种法中球毛壳菌和枝状芽枝霉
的致病性较弱。

２．２．５　接种病菌再分离　切顶端接种法、伤口接种
法、切茎接种法和下胚轴接种法接种供试菌后，均再分

离出供试菌，植株的病原菌再分率分别为０～１００．０％、
０～９４．５％、０～８２．０％和１２．５％～９１．５％，平均值分别
为４９．２％、３６．３％、３９．８％和５２．１％。４种方法中病原
菌再分率均存在显著差异，但均以接种尖镰孢菌的植

株病原菌再分离率最高，均在８０．０％以上（表１）。此
外５种供试菌株经过再分离后，不同接种方法结果并
未保持一致（表１）。切顶端接种法未分离出大豆紫斑
病菌；伤口接种法未分离出枝状芽枝霉；切茎接种法未

分离出枝状芽枝霉；下胚轴接种法接种的５种供试菌
均分离出。

综合来看，在４种接种方法中大豆拟茎点种腐病
菌和尖镰孢菌均表现了较高的致病性，且在病原菌再

分离中均重新分离获得接种病菌，其中尖镰孢菌的再

分离率最高。球毛壳菌和枝状芽枝霉的致病性相对较

低，且在伤口接种法中枝状芽枝霉未再分离得到接种

病菌。４种接种法中大豆紫斑病菌的致病性最不稳定，
有的接种方法高，有的却低，且在切顶端接种法和切茎

接种法中未再分离得到接种病菌，但也能初步证明大

豆紫斑病菌对大豆植株有一定的致病性。

表１　切顶端接种法病原菌再分离
Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇｉｗｉｔｈａｐｉｃａｌｃｕｔｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ

供试菌

Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

病原菌再分离率　Ｒｅｉｓｏｌａｔｉｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇｉ／％

切顶端接种法

Ａｐｉｃａｌｃｕｔｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ

伤口接种法

Ｗｏｕｎｄｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ

切茎接种法

Ｓｔｅｍｃｕｔｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ

下胚轴接种法

Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ

大豆拟茎点种腐病菌

Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ
１３．９±１９．６ｂｃ １６．５±２３．３ｂ ３７．５±５３．０ａｂ ８１．３±８．８ａ

尖镰孢菌

Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
１００．０±０ａ ９４．５±７．８ａ ８２．０±２５．５ａ ９１．５±１２．０ａ

球毛壳菌

Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍｇｌｏｂｏｓｕｍ
７８．０±１５．６ａ ５４．０±２９．７ａｂ ４５．９±５．９ａｂ ５８．４±４７．２ａｂ

大豆紫斑病菌

Ｃｅｒｃｏｓｐｏｒａｋｉｋｕｃｈｉｉ
０±０ａ １６．５±２３．３ｂ ０±０ｂ １２．５±１７．７ｂ

枝状芽枝霉

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ
５４．０±２９．７ｂ ０±０ｂ １６．７±２３．３３ａｂ １６．７±０ｂ

３　结论与讨论

参试的７种寄藏真菌中大豆拟茎点种腐病菌、
尖镰孢菌、球毛壳菌和大豆紫斑病菌对大豆种子和

植株均有致病性，其致病程度不同。其中大豆拟茎

点种腐病菌和尖镰孢菌的致病性最强；枝状芽枝霉

菌对大豆植株有一定的致病性，但对大豆种子无致

病性，反而可能促进种子的发芽。刺茎点菌属和长
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喙壳菌属对大豆种子均有一定的致病性。在发病植

株病原菌的再分离中５种供试菌中有３种供试菌分
出，分别为尖镰孢菌、大豆拟茎点种腐病菌和球毛壳

菌，而大豆紫斑病菌和枝状芽枝霉在个别接种方法

中未分离出。

植株接种法中切顶端接种法、伤口接种法、切茎

接种法和下胚轴接种法这４种方法均显示供试菌对
大豆植株具有一定的致病性，且能根据茎病斑长度

占植株茎长度的比值区分供试菌间的致病性差异。

但伤口接种法和下胚轴接种法在套袋保湿过程中菌

丝圆片接种体易偏离接种部位，使得接种部位不能

与接种体充分的接触，而影响测定结果的准确性，相

比切顶端接种法和切茎接种法在接种和取下接种体

时难；而切茎接种法在套袋保湿时缺少真叶的保护

遇温度偏高易造成茎秆的烫伤而不宜与发病症状区

分，影响结果的观察与记录；相比较而言切顶端接种

法是一种操作简单而准确的致病性测定方法。

对于供试菌无论是种子接种法，还是植株接种

法均都得到接种供试菌的致病性，只是两种方法得

到的供试菌致病性略有不同。种子接种法中供试菌

间致病性差异显著，而植株接种法中供试菌间致病

性差异不显著，并且种子接种法可在室内进行，且周

期短，可见种子接种法是一种更方便快捷而能准确

比较供试菌间致病性差异的测定方法。

本研究植株接种法中发病植株的病原菌进行再

分离时并未完全分离得到接种病菌（病原菌再分离

率未达到１００．０％）或未分离得到接种病菌，可能因
为发病植株保存时间过长或其他因素造成，但这并

不影响供试菌对植株具有致病性的结论。有研究表

明在病菌的致病性研究中，伤口更有利于病原菌的

入侵［１６］。本研究寄藏真菌对植株致病性测定的 ４
种接种方法，均是先对植株造成伤口，然后再进行病

菌的接种，均为病菌的侵染提供了条件。

有报道称大豆紫斑病菌先侵染种子种皮并在种

子种皮上产生尾孢毒素，并且也可以穿透萌芽期的

种子组织产生子叶细胞和维管束细胞坏死［１５］，本研

究中大豆紫斑病菌对种子的菌丝覆盖率很小且并未

降低种子的发芽率，反而接种该菌后大豆种子发芽

率高于对照种子的发芽率，但接种后的大豆种子几

乎全部染上紫斑，严重影响了种子质量。

本研究结合了种子接种法和植株接种法来测定

供试菌的致病性，能更全面地了解供试菌的致病性，

综合分析其致病性，有利于综合评价病原菌的致病

性，从而实施较为全面的防治措施。因此，建议在病

害研究中，如有条件和人力，可考虑种子接种法和植

株切顶端接种法结合进行。
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