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摘 要:通过测定接种菌核病菌后不同时间大豆植株抗逆酶活性的变化，研究了土壤中施用拮抗真菌哈茨木霉菌及

其抗多菌灵突变株对植株抗逆生理的影响。结果表明:哈茨木霉突变菌株的处理对 SOD 酶的诱导出现较早，在接种
4 h后酶活开始增强，而接种后 36 h相比对照可提高 67%以上;接种 72 h后 POD酶活比对照提高 27. 3% ;而 MDA含

量与对照相比，却始终处于相对较低水平。表明哈茨木霉菌抗多菌灵突变株的应用具有诱导植株抗逆酶活性提高及

增强植株抗病能力的作用。
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Abstract: By measuring the plant enzyme activity changes of soybean after inoculate Sclerotinia sclerotiorum on the soybean
leaves，the effects of applying antagonism fungi，Trichoderma harzianum and its carbendazim resistant mutant strain，to the soil
on plant physiology was studied. Ｒesult showed that. The induced SOD enzyme activity occurred earlier in the treatment of T.
harzianum mutant strain，the increasing occurred after inoculated S. sclerotiorum for 4 hours，after inoculated for 36 hours the
SOD enzyme activity increased 67% than control，the POD enzyme activity increased 27. 3% than control，but the MDA con-
tent was always lower than control. These indicated that T. harzianum and its carbendazim resistant mutant strain could be
used to improve the induced enzyme activity and disease resistance.
Keywords: Trichoderma harzianum; Carbendazim resistant mutant strain; Sclerotinia sclerotiorum; Induced resistance

大豆菌核病病原菌为核盘真菌( Sclerotinia scle-
rotiorum ( Lib. ) de Bary) ，是黑龙江、内蒙古等大豆
主产地区的主要病害之一［1］，在该病害的防治中可

采用化学药剂与生物防治等方法［2-3］。目前应用于
主要生物防治中的真菌主要为木霉菌，文献中报道

了木霉菌在被用于防治作物真菌病害的同时可诱

导作物抗性的产生［4-8］，例如一些抗逆酶活性及膜

脂过氧化物含量等的变化［9］。
木霉菌属于半知菌类，在植物病害微生物防治

中研究应用极其广泛的木霉菌为哈茨木霉［10-13］。
木霉菌的应用以孢子制剂为主，然而，微生物孢子

制剂是活体微生物制剂，田间施用时其活力和侵染

力会受到许多因素的影响［14-15］，研究也发现，木霉

菌对苯并咪唑类杀菌剂具有高度的敏感性，而在植

物病害防治中此类化学杀菌剂的应用较为广泛，这

大大限制了木霉菌制剂的田间适应性和病害防治

效果［16］，因而试验室通过紫外线与氯化锂复合诱变

获得了一株多菌灵抗性突变株［17］，经初步研究发现

该突变菌株的室内拮抗能力同原始菌株几乎没有

差异。为了探究该突变菌株是否具有诱导抗病能
力，进而能够更好地将其应用到实践中，并开发出

新的生物防治微生物资源，本研究针对木霉菌突变

菌株对接种大豆菌核病菌植株的抗性诱导能力进

行了研究。

1 材料与方法

1. 1 材料
1. 1. 1 供试大豆品种 绥农 29，由黑龙江八一农
垦大学农学院提供。
1. 1. 2 供试菌株 供试拮抗菌为哈茨木霉出发菌
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株( T. harzianum) hc、哈茨木霉抗药突变菌株 hc-9，
病原菌为核盘菌( S. sclerotiorum) ，均由黑龙江八一
农垦大学生命学院生物技术系微生物实验室提供。
1. 1. 3 培养基 PSA培养基; PS液体培养基。
1. 2 方法
1. 2. 1 土壤处理 黑土经 4 目筛子过滤，分装于
30 个口径 25 cm，高度 25 cm 的花盆中，装至 9 cm
高度处，作为基层土不做任何处理。9 ～ 12 cm 处的
土壤则为利用孢子悬液拌土的土壤( 依据设计的处

理方法加入哈茨木霉出发菌株 hc 孢子悬液或哈茨
木霉突变菌株 hc-9 孢子悬液) ，孢悬液浓度为 107

个·mL －1。每盆栽种 10 粒大豆种子，每组 10 个重
复。覆土后浇等量水。具体处理如下:

CK组:土壤不做任何处理;
处理 1:哈茨木霉出发菌株 hc 孢悬液 30 mL +

蒸馏水 30 mL;
处理 2: 哈茨木霉突变菌株 hc-9 孢悬液 30 mL

+蒸馏水 30 mL。
1. 2. 2 叶片核盘菌接菌处理及取样 将培养好的
核盘菌平板用打孔器打成若干菌碟，将菌碟挑出，

菌丝面接触叶片，接在上述不同处理的各花盆豆苗

的第二片复叶上( 此时大豆苗已开始展开第四片复

叶) ，将叶片用放有湿润棉球的塑料自封袋套住，使

接菌叶片维持一个湿润的环境 ( 室内白天 25℃左
右，夜晚 20℃左右，自然光照 ) ，有助于核盘菌的
侵染。
分别于接菌后的 0，4，8，16，32，72 h 取样，0 h

每组取下叶片重量为 1 g 左右，其中 0 h 为新鲜叶

片，其余时间取下的叶片为接种叶片 ( 去除菌碟) ，

－ 70℃保存备用。
1. 2. 3 叶片相关抗逆生理指标的测定 称取 1 g
样品放入研钵中，加入 10 mL pH7. 8 的磷酸缓冲液，
冰浴研磨，匀浆倒入离心管中，4 000 r·min －1，4℃下
离心 20 min，上清液( 粗酶液) 倒入试管中，4℃下保
存待用。
超氧化物歧化酶 ( SOD) 的测定采用氮蓝四唑

法;过氧化物酶 ( POD) 测定采用愈创木酚法; 过氧
化氢酶( CAT) 的测定采用比色法;丙二醛( MDA) 的
测定采用硫代巴比妥酸法。

2 结果与分析

2. 1 接种后超氧化物歧化酶活性变化
超氧化物歧化酶 ( SOD) 是一种可催化超氧阴

离子自由基并使其歧化为过氧化氢和氧气的酶，以

此消除生物体内超氧自由基 O2· －，从而起到对机体

的保护作用［18］。不同处理间 SOD 酶活性均伴随着
测定时间的延长而呈现出逐渐上升趋势，在 0 ～ 8 h
区间里，CK与处理 1 的 SOD酶活未发生变化，但处
理 2 在接种后 4 h 即出现一高峰值，高出对照 72%
左右; 8 ～ 72 h 3 个处理 SOD 酶活性均逐渐升高，但
以 8 ～ 16 h升高幅度最为明显; 16 ～ 72 h 3 种处理酶
活性变化基本趋于平稳，但整个过程中处理 2 的
SOD酶活性一直显著高于其余两个处理( 图 1 ) ，其
中接种后 36 h 酶活可提高 67%以上。这一结果表
明，哈茨木霉突变菌株对 SOD 酶的诱导出现较早，
且能力相对较强。

图 1 叶片接菌后不同时间对大豆 SOD活性的影响
Fig. 1 Effect of leaf inoculation on SOD activities in different times

2. 2 接种后过氧化物酶活性变化
过氧化物酶 ( POD) 也有清除植物体内过多的

活性氧自由基的作用。POD 的测定结果如图 2 所
示。0 ～ 72 h各处理 POD 酶活性整体呈升高趋势，
但整个过程中 CK组 POD酶活上升了 42%左右，而
处理 1 酶活性提高了 66%，处理 2 酶活提高了 50%

以上，但以处理 2 的酶活性最高，可达 4 371
U·g －1，比对照高 27. 3% ; 由此可见对照酶活在检
测时间内上升程度要低于处理 1 和处理 2。这一结
果表明，经哈茨木霉出发菌株或哈茨木霉突变菌株

处理过的植株在接菌后诱导产生的 POD 酶活高于
CK组。
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图 2 叶片接菌后不同时间对大豆 POD活性的影响
Fig. 2 Effect of leaf inoculation on POD activities in different time

2. 3 接种后过氧化氢酶活性变化
过氧化氢酶( CAT) 是过氧化物酶体的标志酶，

是生物防御体系的关键酶之一，可将 H2 O2分解为

H2O和 O2。3 种处理在接菌后 0 ～ 72 h 的过程中
CAT活性均呈现缓和的波动状态，且 3 种处理酶活
动态变化较为接近( 图 3) 。

图 3 叶片接菌后不同时间对大豆 CAT活性的影响
Fig. 3 Effect of leaf inoculation on CAT activities in different time

2. 4 接种后变丙二醛含量变化
丙二醛( MDA) 为膜脂过氧化产物，其含量可在

一定程度上反映出细胞膜受损情况，从理论上讲，

植物受病原菌侵害程度越严重，植物体内检测到的

MDA含量越高。接菌 0 ～ 4 h 的过程中，各处理组
暂无反应。4 ～ 8 h 过程中，处理 1、处理 2 的 MDA
含量也无明显变化，而 CK组 MDA含量开始显著上

升并较处理 1 提高了 18%，较处理 2 提高了 43%，
在 8 ～ 72 h 的过程中，CK 组 MDA 含量基本维持在
高于 0. 03 μmol·g －1的水平上，但处理 1、处理 2 的
MDA含量在 0. 025 μmol·g －1的较低的水平上维持

稳定( 图 4) 。试验结果表明: 经哈茨木霉出发菌株
或哈茨木霉突变菌株处理过的植株在接菌后细胞

膜受损程度低于 CK组。

图 4 叶片接菌后不同时间对大豆 MDA含量的影响
Fig. 4 Effect of leaf inoculation on MDA content in different time
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3 结论与讨论

植物与病原菌互作中，寄主体内相关酶活性会

发生相应的变化［19-20］，如庄炳昌等［21］报道了大豆中

接种花叶病毒病后，大豆叶片中 SOD、CAT 等酶组
分的变化情况，台莲梅等［22］阐述了尖孢镰刀菌毒素

对大豆叶片防御酶活性的影响; 此外，有关生防真

菌或植物有益菌应用后对植物的诱导抗性也已有

大量报道，如在大豆上李郑军等［23］对接种根瘤菌及

尖孢镰刀菌后大豆防御酶活性的变化进行了研究，

认为根瘤菌的接种有利于提高大豆体内防御酶活

性，进而增强对镰孢菌的抗性; 马桂珍等［24］报道了

粘帚霉发酵液对大豆幼苗抗逆酶的诱导作用; 张雨

竹等［25］也报道了利用桃色顶孢霉发酵液浸种后，种

子内抗逆酶活性的提高。进而证实了防御酶的变
化可作检测植物防御作用大小的指标。
叶片核盘菌接菌处理后不同时间大豆植株几

种生理指标的变化表明，哈茨木霉出发菌株 hc 或哈
茨木霉突变菌株 hc-9 对土壤进行处理后，当大豆遭
受病原菌的侵袭，两个处理组均会较 CK 对照组更
快地诱导大豆植株产生抗逆酶，并且通过对植株

MDA含量的比较表明，二者对植物的保护作用也明
显强于 CK对照组。
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种植面积由减半到将增四成 国产大豆迎“春天”
农业部日前印发了《关于促进大豆生产发展的指导意见》，提出到 2020 年大豆面积达到 1. 4 亿亩，比目前增加 4 000 万

亩。这是农业部近年来首次出台关于大豆生产的指导意见，记者就此采访了农业部相关负责人及有关专家。

一、五十多年大豆种植面积减少一半，目前进口量占全球贸易量七成
“大豆是城乡居民植物蛋白消费的重要来源，也是种地养地结合的重要倒茬作物。尤其在当前推进农业供给侧结构性改
革的背景下，大豆是调整优化种植结构的重要替代作物。因此，综合考虑大豆的食用特性、生态功能及种植替代性，不能轻言
放弃大豆，必须保持大豆生产稳定发展，这是一个重要的战略选项。”农业部种植业管理司司长曾衍德表示。

专家介绍，国产大豆仍是食用大豆的主体，其中 80%多加工成豆制品、调味品，应当保持国内大豆生产的稳定，满足居民
对植物蛋白的需求。同时，作为豆科作物，大豆具有根瘤共生固氮作用。1 亩大豆可固氮 8 kg 左右，相当于施用 18 kg 尿素。

大豆成熟后，秸秆少、落叶多，养分归还率高，能起到培肥地力的作用。在东北地区推行大豆与玉米轮作倒茬，可实现用地养
地结合，促进可持续发展。

曾衍德表示，当前，我国玉米积压较多，大豆严重短缺。推进农业供给侧结构性改革，重点是调整优化种植结构，适当调
减非优势区玉米，改种大豆等作物，既能化解玉米过剩库存，又增加产需缺口较大的大豆供应。

二、到 2020 年大豆面积增加 4 000 万亩，达到 1. 4 亿亩
《意见》中提出，到 2020 年大豆面积达到 1. 4 亿亩，比目前增加 4 000 万亩。在当前耕地资源有限的条件下，这 4 000 万亩
主要增加在哪里?

“现有的耕地资源，重点是保口粮、保谷物，加上棉、油、糖、菜等作物，增加大豆面积的空间确实有限。但通过调整优化种
植结构，扩种大豆还是有潜力的。”曾衍德表示，从生态环保看，大豆作为轮作倒茬养地作物，增加大豆面积是可行的。实践表
明，一般每亩大豆施用氮肥 7 kg左右，不到玉米用肥量的 1 /5。推行粮豆轮作，调减用肥量大的玉米，改种大豆，可减少氮肥施
用，减轻对土壤和水体的污染，能够起到保护生态环境的作用。

从区域优势看，东北冷凉区及黄淮海夏作区是大豆传统优势区，调整结构扩种大豆是可能的。东北是传统的大豆种植
区，在东北冷凉区及农牧交错区调减玉米面积、恢复大豆生产，是可以再现当年“漫山遍野大豆高粱”景象的。此外，黄淮海小
麦玉米两熟区茬口紧，调减生育期长的夏玉米，改种生育期短的大豆，能够缓解茬口矛盾，还能调节农产品供求。未来有望在
东北地区扩大大豆面积 3 000 万亩，黄淮海地区扩大大豆面积 1 000 万亩。

三、实现路径:提高单产、科技创新、政策引导
目前我国已有一些审定品种亩产在 250 kg以上，高产示范片的亩产也在 200 kg以上。黑龙江农垦大面积亩产达 170 kg。

“只要选好品种、集成技术，提高单产是有可能的，也是最大的潜力所在。”曾衍德说，农业部提出，力争到 2020 年大豆平均亩
产达到 135 kg，比 2015 年提高 15 kg。同时，从今年开始，在东北和黄淮海优势产区，创建一批万亩规模、亩产超 200 kg的绿色
高产高效示范片，为示范带动更大面积高产高效探索路子、积累经验。

为了更好地促进大豆生产，农业部今后将根据《意见》安排，调整优化区域布局，建立优质大豆保护区。引导资金、技术、

人才向优势区域集中。大力推进科技创新，选育高产优质多抗的突破性品种，集成组装高产高效技术模式。同时强化大豆政
策扶持，加强大豆市场调控。完善大豆目标价格政策，合理确定目标价格，稳定农民收益预期，引导农民多种大豆。加强分析
预警，建立大豆供需信息发布机制等。
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