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枯萎病是苦瓜栽培过程中的一种重要病害，由

尖孢镰刀菌苦瓜专化型（Fusarium oxysporum f. sp.

momordicae）病菌感染引起[1]，该病害在广西苦瓜栽

培主产区的发病率为 12.30% ~56.75% [2]，危害严

重。枯萎病菌侵染过程中可产生致毒物质，对植株

有显著的损伤作用。病原菌侵染植物导致发病的

有毒代谢物包括酶、毒素、激素等物质。其中，毒素

是病原物的次生代谢物，可分为寄主选择性毒素[3]

和非寄主选择性毒素[4]。由镰刀菌产生的非寄主选

择性镰刀菌毒素，能抑制寄主植物细胞的正常生理

功能，通过破坏细胞结构使寄主出现中毒症状[5-7]。

病原菌产生毒素的能力在不同的种属间乃至专化

苦瓜枯萎病菌的产毒条件优化及发酵滤液特性
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摘 要：为明确苦瓜枯萎病菌毒素产生的最佳发酵条件以及发酵滤液的特征特性，采用浸根法接种，研究病菌的产

毒培养条件和发酵滤液的生物活性、稳定性等基本性质。结果表明，苦瓜枯萎病菌产毒的最适液体培养基、振荡培

养时间、装液量分别为 Czapek 培养液、14 d、100 mL（250 mL 三角瓶）；病菌毒素发酵滤液对紫外光（36 μW·cm-2）、

太阳光（2800~10 000 lx）、高温高压（121 ℃，0.11 MPa）、强碱（pH 12）和强酸（pH 3）稳定性好，致萎指数分别为

95.83%、97.22%、97.22%、95.83%和 91.67%。病菌毒素发酵滤液对黄瓜、甜瓜、西瓜、冬瓜、瓠瓜和丝瓜等葫芦科蔬

菜作物幼苗生长均有致萎作用。综上所述，苦瓜枯萎病菌毒素具有较好的稳定性，且对瓜类作物具有普遍的致萎

作用。
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Abstract: In order to determine the best toxin-producing condition, characteristics and biological activity of fermentation

filtrate from Fusarium oxysporum f. sp. momordicae（FOM）strain, we screened the culture medium of toxin production

of FOM with the root-dipping method, investigated the basic properties such as bioactivity and stability of fermentation

filtrate. The results showed that the optimal liquid medium, vibration culture time and liquid medium loading volume for

toxin-producing were Czapek medium, 14 d and 100 mL liquid medium in 250 mL conical flask, respectively. The toxin

fermentation filtrates were stable to ultraviolet（36 μW·cm-2）, sunlight（2800-10 000 lx）, high temperature and high pres-

sure（121 ℃, 0.11 MPa）, strong alkali（pH 12）and strong acid（pH 3）, and the wilting indexes were 95.83%, 97.22%,

97.22%, 95.83%, 91.67%, respectively. The toxin fermentation filtrate also caused wilt on other cucurbits seedlings,

including cucumber, melon, watermelon, wax gourd, bottle gourd and loofah. In conclusion, the toxin of FOM had good

stability and caused wilting on cucurbit crops.
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型间的差异较大[8-10]，而同一菌株产生毒素的能力往

往又直接受到不同的 C 源和 N 源营养条件、光照、

温度、pH 值、培养时间和方式等外界条件的影

响[11-13]。胡忠亮等[14]以香石竹幼苗为研究对象，发现

温度 25~30 ℃，培养时间 15 d，在 PSC 培养液中，全

天振荡培养最有利于尖孢镰刀菌产毒，且在强酸、

强碱和高温下具有较强的稳定性；胡颖慧等[13]研究

发现尖孢镰刀菌唐菖蒲专化型在 Czapek 培养基中

培养 15 d 产生的滤液毒性最强，该滤液经 121 ℃灭

菌 20 min 后对唐菖蒲胚根仍有很强的抑制作用；台

莲梅等[15]研究认为最适宜大豆根腐病菌生长及产生

毒素的培养液为 PSC 培养液，连续振荡培养以及光

照有利于病菌产毒，而 pH 值对产毒影响不大。唐

树戈等[8]研究发现玉米弯孢叶斑病菌的毒素粗提液

在高温、低温和光处理后其生物活性不受影响，具

有良好的稳定性。

苦瓜枯萎病菌是尖孢镰刀菌对苦瓜致病的一

种专化型病菌，其产生毒素的规律以及培养基和营

养成分对其产生毒素的影响、病菌毒素发酵滤液特

性鲜有报道。本试验以苦瓜幼苗为主要测试对象，

研究苦瓜枯萎病菌的产毒培养条件，通过测定苦瓜

枯萎病菌毒素滤液对苦瓜幼苗的毒力活性、稳定性

及基本性质，明确不同营养成分的培养基和培养条

件对苦瓜枯萎病菌毒素发酵滤液毒力的影响，找出

有利于毒素产生的培养条件，为分离纯化苦瓜枯萎

病菌的毒素并鉴定其物质成分、探索病害的致病机

制以及加速抗病品种选育打下基础。

1 材料与方法

1.1 病菌来源及供试品种

供试的苦瓜枯萎病菌株 Fom3506 来自广西农

业科学院蔬菜研究所，经鉴定为尖孢镰刀菌苦瓜专

化 型（Fusarium oxysporum f. sp. momordicae）病

菌。供测试的作物品种有：大直瘤油绿苦瓜桂农科

三号（Momordica charantia）；黄色薄皮橙肉哈蜜瓜

桂蜜 12 号（Cucumis melo var. Reticulates）、华北型

密刺黄瓜桂青 1 号（Cucumis sativus L.）、浅绿皮有

棱丝瓜桂丝 2 号（Luffa acutangula Roem.）、圆柱形

黑皮冬瓜桂蔬一号（Benincasa hispida Cogn.），均来

自广西农业科学院蔬菜研究所；墨绿皮西瓜黑美人

（Citrullus lanatus var. vulgaris）来自珠海市农之友

种子有限公司；浅绿皮短身瓠瓜（Lagenaria sicerar-

ia var. clavata），来自广州市蔡远种子店；所有测试

品种均为适宜华南地区种植的早中熟品种。

1.2 试验方法

1.2.1 病菌毒素发酵液制备 试验于 2019 年 3—

10 月在广西蔬菜育种与新技术研究实验室进行。

将供试菌株 Fom3506 转至 PDA 培养基上，于 28 ℃

下活化 7 d，沿菌落边缘打出直径为 7 mm 的菌块，

将菌块接入装有 100 mL 培养液的 250 mL 三角瓶

中，每瓶接 3 块，共 6 瓶，在黑暗、28 ℃、120 r·min-1

条件下振荡培养。培养 14 d 后取样，每次取 3 瓶。

培养液先用 4 层纱布过滤，滤液在 3400 r·min-1下离

心 20 min。弃去沉淀，上清液煮水中保持 20 min，

得到毒素培养液原液，保存于 4 ℃冰箱，备用。

1.2.2 毒素滤液生物活性测定 将供试的苦瓜种

子先用清水清洗，经 0.3%次氯酸钠进行表面消毒

10 min 后，用无菌水冲洗干净置于网兜内，清水中

浸泡 24 h，再置于 30 ℃恒温培养箱内保湿催芽，种

子露白后播种至 50 孔穴盘（540 mm×270 mm×

50 mm）灭菌基质中。待苦瓜幼苗长至 2 叶 1 心时，

用浸根法接种，将苦瓜幼苗放入装有 8 mL 病菌液

体培养滤液的 10 mL 玻璃试管中。每个重复 6 株，

3 次重复，设培养液和无菌水作对照，放置在光照

16 h、湿度 90%下栽培生长，48 h 后调查植株萎蔫情

况，并计算萎蔫指数。

参考庄敬华等[16]的植株萎蔫分级标准：0 级，叶

面无症状；1 级，25%以下的叶面积有轻微萎蔫；2

级，25%~50%的叶面积萎蔫失水；3 级，50%以上叶

面积萎蔫失水；4 级，全株萎蔫死亡。萎蔫指数

（WI）=∑（病级株数×萎蔫级数）/（试验总株数×最高

萎蔫级数）×100。

1.2.3 病菌产毒条件筛选 产毒培养液毒力检

测。分别配制 PS、Czapek 和 Richard 三种培养液，

按 1.2.1 的方法制备病菌毒素发酵滤液，按 1.2.2 的

方法测定病菌不同培养液的毒素发酵滤液对苦瓜

幼苗的致萎活性。

产毒培养时间测定。将菌块接入装有 100 mL

Czapek 培养液的 250 mL 三角瓶中振荡培养，分别

于培养 5、8、11、14、17 d 后取样，按 1.2.2 的方法测

定不同培养时间的毒素发酵滤液的生物活性。

装液量对毒素发酵滤液毒力的影响测定。在

250 mL 三角瓶中分装 Czapek 培养液，设装液量为

40、60、80、100、120 mL 共 5 个处理，接入菌块振荡

培养，14 d 后取样，按 1.2.2 的方法测定不同含量培

养液的毒素发酵滤液对苦瓜幼苗的致萎活性。

毒素发酵滤液稳定性测定。以未经处理的病

菌毒素发酵滤液为对照，按 1.2.2 的方法测定 Cza-
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pek 培养液病菌毒素发酵滤液在不同逆境条件下处

理后对苦瓜幼苗的致萎活性。将发酵滤液经加压

蒸汽高温（121 ℃，0.11 MPa）处理 20 min，冷却至室

温，测定其热稳定性，每个处理 3 次重复。用

1 mol·L-1 HCl 和 1 mol·L-1 NaOH 将发酵滤液的 pH

值分别调至 3 和 12，室温下静置 1 h 后，将 pH 值调

回 7，测定其耐酸碱性，每个处理 3 次重复。将滤液

分别放置于紫外灯（36 μW·cm-2）下 10 cm 处和太阳

光（2800~10 000 lx）下敞口照射 1 h，测定其光稳定

性，每个处理 3 次重复。

1.2.4 毒素发酵滤液对葫芦科蔬菜幼苗的生物活

性 以 1.1 的瓜类作物为测试对象，待幼苗长出 2

片真叶后，按照 1.2.2 方法测定病菌毒素发酵滤液

对不同作物的致萎活性。

1.3 统计分析

试验数据采用 Microsoft Excel 2007、DPS 7.05

软件进行处理和统计分析，采用 Duncan's 多重比较

法分析差异显著性。

2 结果与分析

2.1 不同培养液对苦瓜枯萎病菌产毒的影响

不同培养液及其病菌毒素发酵滤液对苦瓜幼

苗的致萎活性存在较大差异（表 1）。3 种培养液的

病菌毒素发酵滤液对苦瓜幼苗均有抑制作用。其

中，Richard 培养液的病菌毒素发酵滤液的抑制作用

最强（WI 为 100%），其次为 Czapek 培养液（WI 为

98.61% ），PS 培养液的抑制作用最小（WI 为

8.33%），可见 Richard 培养液和 Czapek 培养液均有

利于病菌产毒。但是，未接菌种的 Richard 培养液

对苦瓜幼苗产生明显的生长抑制作用（WI 达到

30.56%），而未接菌种的 Czapek 培养液对苦瓜幼苗

生长影响微弱（WI 为 1.39%）；未接菌种的 PS 培养

液对苦瓜幼苗生长没有影响；未接菌种的 Czapek

培养液和 PS 培养液对苦瓜幼苗生长的影响无显著

差异。结果表明，Czapek 培养液更适合作为苦瓜枯

萎病菌产毒培养液。

2.2 培养时间对病菌产毒能力的影响

苦瓜枯萎病菌 Czapek 培养液在振荡条件下设

定的 5 个不同培养时间处理，发现毒素发酵滤液对

苦瓜幼苗的致萎能力存在显著差异（表 2）。病菌培

养 5 d 时，毒素发酵滤液对苦瓜幼苗的平均萎蔫指

数已达 70%以上。随着病菌培养时间的延长，毒素

发酵滤液对苦瓜幼苗的致萎能力不断增强，培养至

14 d 时平均萎蔫指数最高，达到 98.61%，显著高于

其他处理。当培养时间为 17 d 时，发酵滤液对苦瓜

幼苗的致萎能力有所下降。以上结果说明，在 Cza-

pek 培养液中连续振荡 14 d 是苦瓜枯萎病菌的最佳

发酵时间，其产毒能力最强，毒素培养滤液致萎活

性最高。

表 2 不同培养时间对苦瓜枯萎病菌产毒的影响

培养时间/d

5

8

11

14

17

平均萎蔫指数/%

70.83 dC

81.94 cdBC

91.67 bcAB

98.61 aA

93.06 bAB

2.3 装液量对病菌产毒能力的影响

病菌在 Czapek 培养液的 5 种装液量下培养，

其毒素滤液对苦瓜幼苗的毒性差异显著（表 3）。随

着装液量的增加，萎蔫指数表现为先上升后降低。

当装液量为 100 mL 时滤液萎蔫指数最高，达到

93.06%，显著高于其他处理，而装液量为 120 mL 时

滤液的萎蔫指数下降至 83.33%，说明在 250 mL 三

角瓶中的装液量为 100 mL 时病菌毒素发酵滤液的

毒素浓度最大。

表 3 不同装液量对苦瓜枯萎病菌产毒的影响

装液量/mL

40

60

80

100

120

平均萎蔫指数/%

66.67 dC

73.61 cdBC

81.94 bcB

93.06 aA

83.33 bB

2.4 病菌毒素发酵滤液的稳定性

光照、强酸、强碱、高温高压对病菌毒素发酵滤

液的毒力有一定的影响，但是所有处理的平均萎蔫

指数仍然在 91%以上（图 1）。太阳光（2800~10 000 lx）

和紫外光（36 μW · cm-2）下处理病菌毒素发酵滤液

1 h 后，萎蔫指数分别为 97.22%和 95.83%，且与未

经处理的病菌培养滤液相比未达差异显著水平，说

明病菌毒素发酵滤液对光照具有稳定性。强碱

表 1 不同培养液对苦瓜幼苗的影响

培养液处理

Czapek 病菌发酵滤液

Richard 病菌发酵滤液

PS 病菌发酵滤液

Czapek 空白培养液

Richard 空白培养液

PS 空白培养液

平均萎蔫指数/%

98.61 aA

100.00 aA

8.33 cC

1.39 cdC

30.56 bB

0.00 dC

注：同列数据后不同小写字母表示在 0.05 水平差异显著，不同

大写字母表示在 0.01 水平差异显著。下同。
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图 1 病菌毒素发酵滤液在不同逆境处理下的稳定性

图 2 病菌毒素发酵滤液对不同葫芦科作物幼苗的影响

（pH=12）处理病菌滤液 1 h 后，萎蔫指数为 95.83%，

与未经处理的病菌培养滤液相比未达差异显著水

平。强酸（pH=3）处理 1 h 后平均萎蔫指数下降至

91.67%，较未经处理的病菌培养滤液下降 7.04%，与

未经处理的病菌培养滤液相比达到差异显著水平；

强酸处理的萎蔫指数较强碱性处理下降 4.16%，说

明病菌毒素发酵滤液在强酸下的稳定性比强碱下

稍弱，但强酸处理与强碱处理相比未达显著差异水

平，与其他处理相比均未达极显著差异水平。病菌

毒素发酵滤液经高温高压（121 ℃，0.11 MPa）处理

20 min 后，滤液的萎蔫指数降低了 1.41%，与病菌培

养滤液相比未达差异显著水平，表明病菌毒素发酵

滤液在高温高压下具有较好的稳定性。综上可见，

强酸处理对病菌培养液滤液致病力的稳定性影响

较大。

2.5 毒素发酵滤液对不同葫芦科作物幼苗的毒力

苦瓜枯萎病菌 Czapek 毒素发酵滤液对 7 种葫

芦科蔬菜作物幼苗都有强烈的致萎作用（图 2）。所

有作物的萎蔫指数均达到 94%以上。其中，黄瓜、

甜瓜、冬瓜和丝瓜的萎蔫指数达 100%，显著高于瓠

瓜、西瓜和苦瓜的萎蔫指数。未接种病菌的 Czapek

培养液对不同葫芦科蔬菜作物幼苗也有一定的致

萎作用，黄瓜、甜瓜、西瓜和冬瓜的幼苗出现不同程

度的萎蔫（WI 为 12.50%~33.33%），但是对苦瓜幼

苗的影响很小（WI 为 2.78%），而对丝瓜和瓠瓜幼苗

无致萎作用。

3 讨论与结论

培养液种类、培养时间和培养液装液量等是影

响微生物发酵的重要因子[15]，研究微生物的发酵条

件优化及其特征特性对于深入研究微生物的滤液

成分和开发利用其有效活性的代谢物具有重要意

义[17]。不同 C 源和 N 源及含有其他营养成分的液

体培养基对不同病原物的菌丝生长、孢子浓度和产

毒量存在较大的影响，对病菌开展产毒培养液种类

的筛选是十分有必要的。本研究发现，苦瓜枯萎病

菌毒素发酵的最适培养液为 Czapek 培养液，这与

西瓜枯萎病菌（Fusarium oxysporum f. sp. niveum）、

香蕉枯萎病菌（Fusarium oxysporum f. sp. cuben-

cuse）等病菌产毒的最适液体培养基相同 [11- 12]。

Richard 培养液也能促进苦瓜枯萎病菌产生较多的

代谢产物，但是培养液本身对苦瓜幼苗的抑制作用

较强烈，会影响试验结果。而 PS 培养液促进苦瓜

枯萎病菌产生代谢产物的能力较差，可能是由于缺

少某些促进病原菌代谢必要的营养元素。本试验

中，苦瓜枯萎病菌在 Czapek 营养液中培养时间为

14 d 以及装液量为 100 mL（250 mL 三角瓶）时更加

利于毒素代谢产物的形成，其发酵后的致萎活性最

佳，可见发酵培养时间以及发酵装置中氧气含量等

也是影响病原物毒素发酵效率的重要因素。

明确病菌发酵滤液的特征特性是研究其成分

和开发应用发酵滤液的前提。本研究发现，苦瓜枯

萎病菌毒素发酵滤液在紫外光（36 μW·cm-2）和太阳

光（2800~10 000 lx）、高温高压（121 ℃，0.11 MPa）以

及强酸（pH=3）和强碱（pH=12）下具有稳定性，这与

胡颖慧等[13]、胡忠亮等[14]研究表明的研究结果相似，

说明尖孢镰刀菌毒素发酵滤液的成分具有较好的

稳定性。

尖孢镰刀菌苦瓜专化型（Fusarium oxysporum

f. sp. momordicae）病菌具有很强的寄主选择性，苦

瓜是其主要寄主，瓠瓜是次要寄主[18-19]。本试验中

苦瓜枯萎病菌毒素发酵滤液对 7 种葫芦科蔬菜作

物幼苗都有显著的致萎活性，说明该病菌的毒素发

酵滤液对葫芦科作物没有寄主选择性。

病菌培养滤液中的次生物质是导致不同作物

幼苗萎蔫的关键因子，在生理浓度范围内的非酶类

毒素化合物可干扰植物正常生理功能[20-22]。常见的

镰刀菌毒素包括单端孢霉烯族毒素类（Trichothe-

陈振东
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cenes）、伏马毒素（Fumonisins）、玉米赤酶烯酮

（ZEN）、镰刀菌酸（FA）、白僵菌素（BEA）等[23-25]。苦

瓜枯萎病菌的次生代谢物质是否也存在这些毒素

化合物质，有待进一步研究。

综上所述，苦瓜枯萎病菌毒素发酵的最佳培养

液为 Czapek 培养液，最佳培养时间为 14 d、装液量

为 100 mL（250 mL）三角瓶。苦瓜枯萎病菌毒素发

酵滤液在紫外光、太阳光、高温高压以及强酸和强

碱下具有较好的稳定性，且该病菌毒素发酵滤液无

寄主选择性。
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