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摘要:四川地区人工种植华重楼每年5-7月常发生叶斑病害,
 

严重危害华重楼的质量和产量.
 

该试验采用组织分

离法对华重楼病原菌进行分离与鉴定,
 

并采用菌丝生长速率测定法对病原菌进行了室内11种药剂毒力测定.
 

结果

表明:
 

确定病原菌为细交链孢菌Alternaria
 

tenuis
 

Nees.
 

11种药剂对病原菌都有不同程度的抑制作用,
 

同药剂之间

抑菌效果有差异.
 

其中,
 

10%多抗霉素可湿性粉剂、
 

80%乙蒜素乳油、
 

68%宁南霉素水剂3种药剂的抑菌效果最

好,
 

EC50 值分别为11.921
 

mg/L,13.511
 

mg/L,25.772
 

mg/L;
 

2%春雷霉素水剂、
 

5%氨基寡糖素水剂、
 

3%中生菌

素可湿性粉剂3种药剂的抑菌效果较好,
 

EC50 值分别为11.921
 

mg/L,13.511
 

mg/L,25.772
 

mg/L;
 

50%氯溴异氰

尿酸可溶粉剂、
 

30%己唑醇悬浮剂、
 

75%肟菌·戊唑醇水分散粒剂、
 

0.5%几丁聚糖水剂4种药剂的抑菌效果一般,
 

EC50 值分别为48.08
 

mg/L,54.169
 

mg/L,65.939
 

mg/L,76.521
 

mg/L;
 

20%井冈霉素水溶粉剂的抑菌效果最差,
 

EC50 值为131.737
 

mg/L.
 

根据室内毒力测定表明,
 

10%多抗霉素可湿性粉剂、
 

80%乙蒜素乳油、
 

68%宁南霉素水

剂3种药剂的抑菌效果最好.
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重楼为百合科植物滇重楼Paris
 

polyphylla
 

Smith
 

var.yunnanensis
 

(Franch.)
 

Hand.
 

Mazz.或华重

楼P.
 

polyphylla
 

Smith
 

var.
 

chinensis
 

(Franch.)
 

Hara.的干燥根茎,
 

收载于《中华人民共和国药典》2015
年版一部[1-2].

 

其主要化学成分有甾体皂苷和黄酮类的成分,
 

α、
 

β-脱皮激素以及谷甾醇等[3-4],
 

具有清热消毒、
 

消肿止痛、
 

凉肝定惊等功效.
 

现代药理学研究证明有止血、
 

止痛、
 

抗菌、
 

抗炎、
 

保肝护脏、
 

抗肿瘤的作用[5],
 

具

有很强的药理活性和生物活性,
 

被广泛运用于临床.
 

重楼资源主要分布于我国云、
 

贵、
 

川、
 

桂等西南地区[6].
 

10年前重楼资源绝大多数为野生,
 

由于生长年限较长,
 

一般为6~8年,
 

而市场供货需求大,
 

过度采挖致使野

生资源日益稀少,
 

经常导致重楼资源供不应求的现象,
 

市场价格暴涨,
 

重楼价格高达950~1
 

250元/kg,
 

成为

了稀缺濒危贵重药材.
 

近年来,
 

人工小规模化繁育和种植重楼的生产模式不断涌现,
 

相关学者开展了野生驯化

和繁殖技术研究[7-9]、
 

野生重楼成分的含量分析等[10-11].
 

但在人工繁育和种植过程中由于生长环境发生变化,
 

各类病菌对环境的适应性也发生了变化,
 

在原生态中病害较轻,
 

规模化种植后病害加重,
 

且频繁发生,
 

如叶斑

病[12-14]是重楼常见的叶部病害现象,
 

严重影响植株的健康生长,
 

致使重楼产量急剧下降,
 

甚至绝收.
 

雨水过

多,
 

植株种植密度过大,
 

排气、
 

排水不畅,
 

病原微生物残留在土壤中,
 

氮肥量施用过多造成土壤呈偏碱性,
 

苗
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圃周围病株残体清除不干净等都将导致此病发生.
 

赵振玲等[15]对滇重楼的2种真菌性叶斑病进行了报道,
 

认

为是由半知菌类的柱隔孢(Ramularia)引起.
 

杨永红等[16]对滇重楼进行了田间调查发现,
 

滇重楼的根腐病发

生率一般为50%,
 

严重可达87.7%,
 

根部腐烂主要由病害综合引起,
 

已成为制约该药材内在产量和质量的关

键因素之一.
 

施洪[17]对云南地区的滇重楼病害进行了调查,
 

发现病害主要有根腐病、
 

猝倒病、
 

黑斑病、
 

茎腐病

和叶斑病等.
 

张国辉等[18]对贵州华重楼软腐病的病原菌进行了研究,
 

认为华重楼软腐病的病原菌为接合菌纲

毛霉目毛霉科匍枝根霉属的匍枝根霉Rhizopus
 

stonifer
 

(Ehrenb.ex
 

Fr.)Vuill.
 

引起重楼病害的原因错综复杂,
 

往往一种病原菌是由几种病原微生物共同作用的结果.
 

为了更好地防治叶斑病,
 

本试验拟对重楼叶斑病病原

菌进行分离鉴定,
 

并测定其致病性,
 

室内进行有效药剂筛选,
 

筛选出针对性的高效、
 

低毒生物防治农药,
 

以期

减少或滥用化学农药,
 

降低重楼药材农药残留量,
 

有利于保护生态环境.
 

目前未查阅到有关重楼叶斑病病原鉴

定与药剂筛选方面的报道,
 

本研究拟对华重楼叶斑病病害开展研究,
 

以期对华重楼叶斑病害的研究与防治提

供科学有效的数据.

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 供试材料

试验材料采自于四川省阿坝藏族羌族自治州汶川县水磨镇重楼示范种植基地(海拔1
 

200
 

m),
 

对华

重楼叶斑病病害症状明显的新鲜植株采集保存,
 

并进行病原菌分离纯化.
 

对植株病害症状描述记录和拍

照记录.
1.1.2 培养基

马铃薯葡萄糖培养基(PDA):
 

土豆300
 

g/L,
 

琼脂9
 

g/L,
 

蔗糖21
 

g/L,
 

蒸馏水1
 

000
 

g/L.
 

琼脂葡萄糖

蛋白胨培养基(PA):
 

琼脂1.5
 

g/L,
 

葡萄糖1
 

g/L,
 

蛋白胨0.5
 

g/L.
1.1.3 试验药剂

试验药剂为75%肟菌·戊唑醇水分散粒剂[拜耳作物科学(中国)有限公司]、
 

30%己唑醇悬浮剂(陕西

上格之路生物科学有限公司)、
 

2%春雷霉素水剂(江门市植保有限公司)、
 

3%中生菌素可湿性粉剂(深圳诺

普信农化股份有限公司)、
 

80%乙蒜素乳油(河南科邦化工有限公司)、
 

20%井冈霉素水溶粉剂(浙江省桐庐

江丰生物科技有限公司)、
 

68%宁南·嘧肽水剂(上海联邦化工有限责任公司
 

)、
 

0.5%几丁聚糖水剂(成都

特普生物科技股份有限公司)、
 

10%多抗霉素可湿性粉剂(山西奇星农药有限公司)、
 

5%氨基寡糖素水剂
 

(德州祥龙生化有限公司)、
 

50%氯溴异氰尿酸可溶粉剂(南京南农农药科技发展有限公司).
1.2 试验方法

1.2.1 病原菌分离

无菌条件下,
 

采用“组织分离法”[19],
 

带病组织用无菌水清洗3次,
 

75%酒精消毒,
 

风干,
 

放到PDA中

央,
 

于25
 

℃恒温培养箱中培养.
 

待长出菌丝,
 

切取菌丝边缘纯化保存.
1.2.2 病原菌鉴定

取无菌载玻片,
 

把纯化的菌培养8
 

d长出菌丝和分生孢子后制成玻片,
 

放置在光学显微镜下观察菌丝

结构、
 

产孢时间、
 

孢子形态.
1.2.3 病原菌致病性测定

无菌条件下,
 

取新鲜健康的重楼叶片用无菌水清洗3次,
 

风干,
 

培养皿底部垫二层灭菌草纸,
 

加

入5
 

mL无菌水保持润湿状态即可.
 

采用反接法,
 

用灭菌打孔器取菌丝块放到新鲜健康叶片上,
 

室温

条件下培养10
 

d,
 

观察叶片染病情况,
 

取无菌丝原块作CK对照[20].
1.2.4 孢子萌发观测

用载玻片萌发法,
 

将纯化的菌培养8
 

d待产孢后制成孢子悬浮液,
 

用移液枪取悬浮液滴到无菌载玻片

上,
 

盖上盖玻片,
 

分别于6
 

h,12
 

h,18
 

h,24
 

h时间段内在光学显微镜下观察孢子萌发现象,
 

此操作在无菌

条件下完成.
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1.2.5 室内毒力测定

采用菌丝生长速率测定方法[21]进行室内毒力测定.
 

无菌条件下,
 

将所选农药用0.22
 

μm细菌过滤器过

滤,
 

再根据其含有效成分的量计算配成0.01
 

g/mL的药液,
 

制成7个质量浓度梯度的含药培养基,
 

摇匀,
 

冷却至55
 

℃,
 

倒平板.
 

用灭菌打孔器切取菌丝边缘菌块接种到PDA中央,
 

每个质量浓度下处理5个重复,
 

以不含任何药液的PDA培养基作为空白对照(CK).
 

放置于25
 

℃的培养箱中培养2
 

d,4
 

d,6
 

d,8
 

d后分别

用十字交叉法测量菌落直径[22],
 

将不同质量浓度下的相对抑菌率转换成几率值,
 

质量浓度的对数值作为自

变量(x),
 

几率值作为因变量(y),
 

利用最小二乘法建立毒力回归方程Y=A+BX(式中:
 

X 为药剂有效成

分质量浓度对数值;
 

Y 为相对抑菌率的几率值;
 

A,B 表示常量).
 

再利用此方程求得几率值为5.0时的质

量浓度即为EC50
[23].

 

并计算出每个回归方程式相关系数R2 和斜率.
 

相对抑菌率[14]计算公式为:

ω=
N -M

N ×100%

式中:
 

ω 为抑菌率;
 

N 为CK净生长量;
 

M 为处理净生长量.

2 结果与分析

2.1 重楼叶斑病症状

病斑在叶片的上下表皮均出现,
 

棕褐色(图1),
 

起初斑点数量较少,
 

随时间延长斑点逐渐扩大成为近

圆形及不规则形状,
 

斑点边缘不明显,
 

病健交界处失绿变黄,
 

分布密集.

图1 华重楼叶斑病症状

2.2 病原鉴定

将纯化后的病原菌移至光学显微镜下观察拍照记录,
 

并查看《植物病原真菌学》[24]确定重楼叶斑病的

病原菌为细交链孢菌Alternaria
 

tenuis
 

Nees.
 

基部菌丝黄褐色至棕褐色(图2a),
 

气生菌丝白色,
 

横隔3个,
 

纵隔1个,
 

孢子形态呈倒梨形、
 

瘤状或倒棒槌状(图2b),
 

孢子颜色黄褐色至棕褐色.

图2 华重楼叶斑病病原菌菌丝和孢子形态
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2.3 孢子萌发观测

不同时间段下孢子的生长状况不同,
 

菌丝在润湿条件下生长6
 

h后:
 

菌丝上有孢子,
 

极少数成簇状;
 

单

个孢子散落;
 

单个散落的孢子萌发.
 

12
 

h后:
 

孢子开始萌发,
 

孢子一段开始出现芽管(豆芽状),
 

有些孢子有

隔,
 

菌丝也有隔(图3a).
 

18
 

h后:
 

菌丝上孢子两两或两三紧密排列生长,
 

孢子一段的芽管明显增长,
 

有许

多孢子呈簇状堆集在一起.
 

24
 

h后:
 

芽管上连接有孢子,
 

有隔,
 

且孢子数量较多(图3b).

图3 孢子萌发情况

2.4 致病情况测定

依据柯赫氏法则,
 

接种8
 

d后观察发现华重楼健康叶片发病(图4),
 

叶片边缘出现水渍状斑点,
 

棕褐

色,
 

后斑点逐渐扩大,
 

斑点间连接成片状,
 

同时叶片背部也出现斑点,
 

与田间华重楼叶斑病发病现象相

似.
 

将发病的叶片组织分离、
 

纯化,
 

得到的菌株在光学显微镜下观察菌丝生长状况与孢子形态,
 

发现与

原菌株一致.

图4 致病性测定叶片发病症状

2.5 室内毒力测定

通过室内毒力测定得出结果(表1):
 

试验所用11种药剂对病原都有不同程度的抑菌作用,
 

不同药剂之

间抑菌效果有差异.
 

其中,
 

10%多抗霉素可湿性粉剂、
 

80%乙蒜素乳油、
 

68%宁南·嘧肽水剂3种药剂的

抑菌效果最好,
 

EC50 值分别为0.823
 

mg/L,1.938
 

mg/L,2.804
 

mg/L.
 

2%春雷霉素水剂、
 

5%氨基寡糖素

水剂、
 

3%中生菌素可湿性粉剂3种药剂的抑菌效果较好,
 

EC50 值分别为11.921
 

mg/L,13.511
 

mg/L,

25.772
 

mg/L.
 

50%氯溴异氰尿酸可溶粉剂、
 

30%己唑醇悬浮剂、
 

75%肟菌·戊唑醇水分散粒剂、
 

0.5%

几丁聚糖水剂4种药剂的抑菌效果一般,
 

其EC50 值分别为48.08
 

mg/L,54.169
 

mg/L,65.939
 

mg/L,

76.521
 

mg/L.
 

20%井冈霉素水溶粉剂的抑菌效果最差,
 

其EC50 值为131.737
 

mg/L.
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表1 11种药剂对华重楼叶斑病病原的室内毒力

供试药剂 毒力回归方程 决定系数(R2
 

) EC50/(mg·L-1)

10%多抗霉素可湿性粉剂 Y1=14.45
 

6X1+0.717
 

7 0.938
 

7 0.823
80%乙蒜素乳油 Y2=1.151

 

8X2+0.095
 

2 0.938
 

5 1.938
68%宁南霉素水剂S Y3=3.206

 

3X3-0.229
 

8 0.626
 

7 2.804
2%春雷霉素水剂 Y4=0.304

 

9X4+0.531 0.911
 

6 11.921
5%氨基寡糖素水剂 Y5=0.207

 

9X5-0.059
 

1 0.966
 

6 13.511
3%中生菌素可湿性粉剂 Y6=47.056X6+0.436

 

6 0.710
 

3 25.772
50%氯溴异氰尿酸可溶粉剂 Y7=0.120

 

4X7-0.271
 

2 0.945
 

9 48.08
30%己唑醇悬浮剂 Y8=0.112

 

3X8+0.001
 

2 0.976
 

8 54.169
75%肟菌·戊唑醇水分散粒剂 Y9=0.028

 

9X9-0.13 0.744
 

1 65.939
0.5%几丁聚糖水剂 Y10=0.676

 

4X10-0.062
 

8 0.904
 

6 76.521
20%井冈霉素水溶粉剂 Y11=-0.006

 

3X11+0.117
 

5 0.878
 

6 131.737

3 结 语

重楼作为一种濒危传统药材,
 

由于具有良好的药理作用,
 

需求量越来越高,
 

被广泛应用于临床.
 

叶斑

病是重楼类药材重要病害之一,
 

但目前相关的文献只简单介绍重楼叶斑病的病害现象和防治技术[12],
 

本试

验通过组织分离法对病原菌进行分离鉴定,
 

确定出细交链孢菌Alternaria
 

tenuis
 

Nees
 

(sp.)
 

是导致重楼叶

斑病的病原.
通过室内毒力测定得出结论,

 

其中10%多抗霉素可湿性粉剂、
 

80%乙蒜素乳油、
 

68%宁南霉素水剂3
种药剂的抑菌效果最好;

 

2%春雷霉素水剂、
 

5%氨基寡糖素水剂、
 

3%中生菌素可湿性粉剂3种药剂的抑菌

效果较好;
 

50%氯溴异氰尿酸可溶粉剂、
 

30%己唑醇悬浮剂、
 

75%肟菌·戊唑醇水分散粒剂、
 

0.5%几丁聚

糖水剂4种药剂的抑菌效果一般;
 

20%井冈霉素水溶粉剂的抑菌效果最差.
 

现阶段药农对重楼叶斑病大多

数用50%多菌灵或70%甲基托布津来防治,
 

但效果不佳[25],
 

所以可用此次试验筛选的这几种药剂对重楼

叶斑病进行进一步防治试验.
 

本研究未能进行田间药剂测定试验,
 

所以其结果具有局限性,
 

筛选出的药剂

最终能否作为防治该病害的合适药剂,
 

还需进一步的田间试验来确定.
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of
 

Leaf
 

Spot
 

of
 

Paris
 

polyphylla
 

Smith
 

var.
 

chinensis
 

(Franch.)
 

Hara.
 

and
 

Fungicide
 

Screening
 

in
 

Laboratory
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Abstract:
 

Leaf
 

spot
 

frequently
 

occurs
 

from
 

May
 

to
 

August
 

in
 

the
 

planting
 

areas
 

of
 

Paris
 

polyphylla
 

Smith
 

var.
 

chinensis
 

(Franch.)
 

Hara
 

in
 

Sichuan
 

and
 

causes
 

serious
 

damage
 

to
 

the
 

quality
 

and
 

yield
 

of
 

the
 

crop.
 

In
 

this
 

experi-
ment,

 

the
 

method
 

of
 

tissue
 

isolation
 

was
 

used
 

to
 

isolate
 

and
 

identify
 

the
 

pathogen
 

of
 

the
 

disease
 

and
 

the
 

method
 

of
 

mycelia
 

growth
 

rate
 

determination
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

toxicity
 

of
 

11
 

drugs
 

in
 

laboratory.
 

The
 

pathogenic
 

fungus
 

was
 

identified
 

as
 

Alternaria
 

tennis
 

Nees.
 

The
 

toxicity
 

test
 

showed
 

that
 

all
 

the
 

drugs
 

studied
 

had,
 

in
 

differ-
ent

 

degrees,
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

the
 

pathogen,
 

and
 

that
 

the
 

bacteriostatic
 

effect
 

was
 

different
 

between
 

potions.
 

Of
 

all
 

the
 

treatments,
 

10%
 

polyoxin
 

WP,
 

80%
 

ethylicin
 

EC
 

and
 

68%
 

Ningnanmycin
 

AS
 

gave
 

the
 

best
 

inhibitory
 

effect,
 

their
 

EC50
 

values
 

being
 

11.921,
 

13.511
 

and
 

25.772
 

mg/L,
 

respectively;
 

the
 

bacteriostatic
 

effects
 

of
 

2%
 

Kasugamycin
 

AS,
 

5%
 

amino
 

Oligosaccharin
 

AS
 

and
 

3%
 

medium
 

bioactinomycin
 

WP
 

were
 

satisfactory,
 

with
 

an
 

EC50
 

value
 

of
 

11.921,
 

13.511
 

and
 

25.772
 

mg/L,
 

respectively.
 

The
 

effects
 

of
 

50%
 

chloro
 

brominated
 

isocyanuric
 

acid
 

SP,
 

30%
 

hexaconazole
 

SC,
 

75%
 

oxime
 

tebuconazole
 

WG
 

and
 

0.5%
 

chitosan
 

AS
 

were
 

acceptable,
 

their
 

EC50
 

values
 

being
 

48.08,
 

54.169,
 

65.939
 

and
 

76.521
 

mg/L,
 

respectively.
 

20%
 

Jiangangmycin
 

AF
 

had
 

the
 

poorest
 

in-
hibitory

 

effect,
 

its
 

EC50
 

value
 

being
 

131.737mg/L.
 

According
 

to
 

the
 

laboratory
 

test,
 

10%
 

polyoxin
 

WP,
 

80%
 

ethylicin
 

EC
 

and
 

68%
 

Ningnanmycin
 

AS
 

have
 

the
 

best
 

fungus-inhibiting
 

effect,
 

and
 

a
 

field
 

experiment
 

is
 

being
 

made
 

to
 

verify
 

these
 

results.
Key

 

words:
 

Paris
 

polyphylla
 

Smith
 

var.
 

chinensis
 

(Franch.)
 

Hara;
 

leaf
 

spot;
 

Alternaria
 

tenuis
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drug
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