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香蕉枯萎病菌 4 号生理小种产生毒素条件的优化
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摘要 由尖孢镰孢菌古巴专化型(Fusariumoxysporumf.sp.cubense)4号生理小种(Foc4)引起的香蕉枯萎

病是世界性香蕉毁灭性病害之一,毒素是其重要的致病因子。为了获得香蕉枯萎病菌毒素,采用活体香蕉苗生

物测定法观察了不同培养基、培养方式、培养时间、培养温度、Richard培养基初始pH值、摇床转速、接种量和光

照等条件对Foc4产生毒素的影响。结果表明:Foc4的最佳产生毒素条件为初始pH值7~9的Richard培养

基,接种量为每300mL培养基5~9个菌丝块,培养温度25~30℃,24h持续光照,于转速140r/min摇床上振

荡培养9~12d。
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  由尖孢镰孢菌古巴专化型 [Fusariumoxyspo-
rumf.sp.cubense(E.F.Smith)SnyderetHan-
sen]引起的香蕉枯萎病(又称镰刀菌枯萎病、巴拿

马病或黄叶病)是世界性的毁灭性病害[1]。多年来,
国内外植物病理学工作者对该病菌的遗传多样性和

营养体亲和群、抗病品种的选育、寄主与病原菌互

作、抗病生理以及防治措施等方面做了较多研究,并
取得了一定进展[2-3],但该病的发生和危害还没有得

到有效的控制,在一定程度上还存在继续蔓延的趋

势。尤其是近年来,该病菌4号生理小种引起的香

蕉枯萎病在我国华南地区的发生和危害日益严重,
给香蕉产业造成了巨大的经济损失,严重威胁到香

蕉产业的安全。因此,加强香蕉枯萎病各方面的研

究就显得十分迫切和非常必要。
植物病原真菌产生的毒素是一类对寄主植物有

毒害作用的代谢产物,是病原真菌与寄主植物互作

中的重要致病因子。国外早期的研究结果表明,大
多数尖孢镰孢菌(F.oxysporum)可产生镰孢菌酸

(fusaricacid,FA),FA可导致植物枯萎、叶片褪绿、
坏死等症状[4]。国内对香蕉枯萎病菌毒素的研究相

对较迟也较少,特别是鲜见产毒条件研究的详细报

道。兀旭辉等[5]对香蕉枯萎病菌1号小种和4号小

种粗毒素的特性进行了初步研究,证明镰孢菌酸是

香蕉枯萎病菌粗毒素中的主要致枯萎物质,但除了

镰孢菌酸外,粗毒素中还可能含有其他致病物质。
许文耀等[6-7]对香蕉枯萎病菌毒素的提取和致病活

性进行了研究,结果表明用粗毒素处理能引起香蕉

假茎细胞产生类似的病变,证实在枯萎病菌对香蕉

维管束组织的致病作用中,毒素的毒性起着重要的

作用。
笔者在前人研究工作的基础上,对香蕉枯萎病

菌在各种条件下产生的毒素致病活性进行了较系统

研究,旨在进一步优化其产生毒素的条件,为深入研

究该毒素的理化性质以及筛选有效的解毒剂提供科

学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试菌株:尖孢镰孢菌古巴专化型 [Fusarium
oxysporumf.sp.cubense(E.F.Smith)Snyderet
Hansen]4号生理小种(香蕉枯萎病菌,简称Foc4)
菌株,系笔者从广东省广州市番禺香蕉产区表现枯

萎病典型症状的香蕉植株假茎上分离获得,由华南

农业大学热带亚热带真菌研究室鉴定、保存。
供试香蕉苗:选用的3~4叶龄巴西蕉组培苗

(沙床苗),由广东省农业科学院作物研究所提供。
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1.2 香蕉枯萎病菌培养滤液的制备

将供试Foc4菌株接种至PDA平板上,28℃
下培养5~7d后备用。在装有300mL灭菌Rich-
ard培养液的500mL 三角瓶中,每瓶分别接入

Foc4菌落边缘菌丝块(直径5mm)5块,轻轻摇晃

三角瓶使培养液浸没所有的菌丝块,置于28℃,140
r/min条件下振荡培养12d。培养结束后用4层灭

菌纱布和双层滤纸过滤培养液,再于8000r/min
离心15min后收集上清液即得培养滤液,经检测无

菌后保存备用。
1.3 香蕉枯萎病菌培养滤液的生物活性测定

采用活体植株浸根法[8]进行香蕉枯萎病菌培养

滤液的生物活性测定。将待测培养滤液加入50mL
离心管内,每管装40mL,放入香蕉苗3株,置于

28℃恒温培养,设置不接菌的灭菌Richard培养液

和灭菌水2种对照,每处理重复3次,逐日观察、记
录香蕉苗的萎蔫状况。萎蔫程度分为0~4级[9],计
算萎蔫指数(病情指数)。

萎蔫指数(病情指数)=∑
(各级萎蔫数×各级代表值)
总株数×最高一级代表值 ×100

1.4 香蕉枯萎病菌毒素产生条件的优化

1)培养基。分别配制 Richard培养基(Ⅰ)、

Czapek培养基(Ⅱ)、PDB培养基(Ⅲ)、PDB+香蕉

假茎煎汁培养基(Ⅳ)以及香蕉假茎煎汁培养基(Ⅴ)
共5种液体培养基,pH调至7.0。将5种培养基灭

菌处理后,分别在300mL每种培养基接入香蕉枯

萎病菌菌丝块(直径5mm)5块(下同),每种培养基

设3个重复,在28℃条件下振荡(140r/min)培养

12d,培养液经过滤后再离心,弃去沉淀后用香蕉苗

浸根法进行生物测定。设灭菌水和以上各种空白培

养基为对照(CK1~CK6),其中CK1为无菌水对

照,CK2为空白Richard培养基对照,CK3为Cza-
pek空白培养基对照,CK4为PDB空白培养基对

照,CK5为PDB+香蕉假茎煎汁培养基对照,CK6
为香蕉假茎煎汁培养基对照。每处理3个重复,每
个重复9株香蕉苗,分别于48、96、144h后调查香

蕉苗萎蔫程度。最后将各培养基所得菌丝烘干后称

质量。

2)培养方式。以Richard为培养基,接种香蕉

枯萎病菌菌丝块,设置振荡培养(140r/min)、静置

培养及振荡(140r/min)与静置12h交替培养3种

培养方式,另外以灭菌水和空白Richard培养基为

对照,于28℃下培养12d后,对各处理所得培养滤

液进行生物活性测定,并将过滤所得菌丝烘干后称

质量,即为菌丝产量(下同)。

3)毒素产生的动态变化。以 Richard为培养

基,接种香蕉枯萎病菌菌丝块,分别置于28℃条件

下140r/min振荡培养3、6、9、12、15、18d,设灭菌

水和空白Richard培养基为对照,对各处理所得培

养滤液进行生物活性测定,并将过滤所得菌丝烘干

后称质量。

4)温度。以Richard为培养基,分别于15、20、

25、30、35、40℃共6个处埋温度下140r/min振荡

培养12d,以灭菌水和空白Richard培养基为对照,
对各处理所得培养滤液进行生物活性测定,并将过

滤所得菌丝烘干后称质量。

5)pH值。以Richard为培养基,分别将pH值

调节为3.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、11.0共7种

处理,接种香蕉枯萎病菌菌丝块,以灭菌水和空白

Richard培 养 基 为 对 照,置 于 28 ℃ 条 件 下 140
r/min振荡培养12d,对各处理所得培养滤液进行

生物活性测定,并将过滤所得菌丝烘干后称质量。

6)摇床转速。以Richard为培养基,接种香蕉

枯萎病菌菌丝块,分别设置摇床转速为60、100、

140、180、220r/min共5个处理,以灭菌水和空白

Richard培养基为对照,置于28℃条件下振荡培养

12d,对各处理所得培养滤液进行生物活性测定,并
将过滤所得菌丝烘干后称质量。

7)接种量。在Richard培养基中分别接入1、3、

5、7、9、11块大小一致的菌丝块,以灭菌水和空白

Richard培 养 基 为 对 照,置 于 28 ℃ 条 件 下 140
r/min振荡培养12d,对各处理所得培养滤液进行

生物活性测定,并将过滤所得菌丝烘干后称质量。

8)光照条件。以Richard为培养基,设置持续

黑暗(Ⅰ)、持续光照24h(Ⅱ)、光照/黑暗12h交替

(Ⅲ)共3个处理,研究光照条件对病菌产生毒素的

影响。以灭菌水和空白 Richard培养基为对照,

28℃培养12d后,对各处理所得培养滤液进行生

物活性测定,并将过滤所得菌丝烘干后称质量。
1.5 数据分析

试验数据采用SPSSStatistic17.0软件进行统

计,并采用Duncan氏新复极差法进行分析。

2 结果与分析

2.1 培养基对毒素产生的影响

试验结果表明,Foc4均能利用5种供试培养
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基产生毒素,其中利用Richard培养基和Czapek培

养基产生毒素最强(表1)。这2种培养基产生的毒

素在各处理时间上与其他处理的香蕉苗病情指数差

异显著。另外,产生毒素能力较强的培养基,培养后

所得Foc4的菌丝产量也较高。5种供试培养基所

得的菌丝产量分别为2.62、2.50、2.41、2.08、

1.85g,其中最多的是Richard培养基(2.62g),最
少的是香蕉假茎煎汁培养基(1.85g)。
表1 不同培养基所得培养滤液处理香蕉苗的病情指数1)

Table1 Thediseaseindexofbananaplantletstreated

withculturefiltratesfromdifferentmedia

培养基
Culturemedium

处理时间/h Treatmenttime
48 96 144

Ⅰ 23.15±0.93A48.15±0.93A65.74±0.93A
Ⅱ 22.22±1.61A43.52±0.92B62.04±0.93B
Ⅲ 14.82±0.93B35.19±0.93C49.07±0.93C
Ⅳ 12.04±0.93C29.63±0.92D42.59±1.85D
Ⅴ 9.26±0.93D 24.07±0.93E35.18±0.93E
CK1 0.00±0.00E 0.00±0.00G 0.00±0.00F
CK2 0.00±0.00E 0.93±0.93G 0.93±0.93F
CK3 0.00±0.00E 2.78±1.61F 2.78±1.61F
CK4 0.00±0.00E 0.00±0.00G 0.00±0.00F
CK5 0.00±0.00E 0.00±0.00G 0.00±0.00F
CK6 0.00±0.00E 0.00±0.00G 0.00±0.00F

 1)同列数据后的字母相同者,表示在0.05水平上差异不显著

  (下表同)。

Datawithinthesamelettersinthecolumnarenotsignificantly

  differentatthelevelof5%(thesameasfollowingtables).

2.2 培养方式对毒素产生的影响

试验结果表明,在3种培养方式中,振荡培养所

得培养滤液的毒性最高,在各处理时间上与其他2
个处理的病情指数差异显著(表2),同时还可以看

出,静置培养方式产生毒素的能力最弱。不同培养

方式所得菌丝干重与产毒能力成正比,菌丝产量分

别为2.41、1.80、0.38g。
表2 不同培养方式所得培养滤液处理香蕉苗的病情指数

Table2 Thediseaseindexofbananaplantletstreated

ithculturefiltratesfromdifferentincubationmodes

方式
Modes

处理时间/h Treatmenttime
48 96 144

Ⅰ 31.49±0.92A 69.44±1.60A 92.59±0.92A
Ⅱ 23.15±0.93B 50.93±0.93B 75.93±0.93B
Ⅲ 9.26±0.93C 22.22±1.39C 42.59±0.92C
CK1 0.00±0.00D 0.00±0.00D 0.00±0.00D
CK2 0.00±0.00D 0.00±0.00D 0.00±0.00D

2.3 毒素产生的动态变化

试验结果表明,设定的6个时间处理均有一定

的产毒能力,其中培养18d所得的培养滤液毒性最

弱(表3)。病菌培养3d后即可产生毒素,培养6d

后产毒能力迅速上升,培养12d后的产毒能力达到

最高,15d后开始下降。各处理香蕉苗的病情指数

在培养时间相同时差异显著。不同培养时间处理对

菌丝生长的影响较大,3~15d呈增长趋势(菌丝产

量0.67~2.62g),培养15d达到最大值(2.62g),

18d后反而有所下降(1.94g)。
表3 不同培养时间所得培养滤液处理香蕉苗的病情指数

Table3 Thediseaseindexofbananaplantletstreated

withculturefiltratesfromdifferentincubationtimes

时间/d
Time

处理时间/h Treatmenttime
48 96 144

3 23.15±0.93B 59.26±0.93D 78.71±0.93D
6 25.93±0.93AB 67.59±0.92B 89.82±0.93C
9 25.93±0.93AB 68.52±0.92AB 98.15±1.85A
12 27.78±1.61A 70.37±0.93A 98.15±0.93A
15 24.07±0.93B 62.04±0.93C 93.52±0.93B
18 16.67±1.60C 50.93±0.93E 71.29±0.92E
CK1 0.00±0.00D 0.00±0.00F 0.00±0.00F
CK2 0.00±0.00D 0.93±0.00F 1.85±1.60F

2.4 温度对毒素产生的影响

试验结果表明,温度对Foc4产生毒素的影响

较大(表4),其产毒适宜温度为25~30℃,这2个

温度与其余温度处理在相同处理时间上差异显著;
低温(15~20℃)和高温(35~40℃)都对病菌毒素

的产生具有削弱作用。25℃时,菌丝产量达到最大

值(4.17g),后随温度升高而呈下降趋势,当温度达

到40℃时,菌丝产量达到最小值(0.28g)。
表4 不同培养温度所得培养滤液处理香蕉苗的病情指数

Table4 Thediseaseindexofbananaplantletstreated

withculturefiltratesfromdifferenttemperatures

温度/℃
Temp.

处理时间/h Treatmenttime

48 96 144
15 20.37±0.93D 40.74±0.93D 60.18±0.93E
20 24.07±0.93BC 44.44±1.60C 68.52±0.92D
25 25.93±0.93AB 62.04±1.85A 78.71±1.85B
30 26.85±0.93A 64.82±0.93A 87.04±0.93A
35 22.22±0.00CD 54.63±0.93B 73.15±0.93C
40 14.82±0.93E 32.41±0.92E 45.37±0.93F
CK1 0.00±0.00F 0.00±0.00F 0.00±0.00G
CK2 0.00±0.00F 0.93±0.93F 1.85±0.93G

2.5 pH 值对毒素产生的影响

试验结果表明,在偏酸和偏碱的培养条件下,

Foc4都可以产生毒素,说明Foc4产生毒素的适宜

pH范围较宽,在pH值3~11时均能适应(表5)。
生测接种48h后,pH值为6~9的各处理香蕉苗在

同一时间段的病情指数差异不显著。接种96h和

144h后差异显著。各pH值处理对菌丝生长影响

不大,其产量分别为2.27、2.89、3.02、3.14、

3.96、2.97、3.78g。
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表5 不同pH值培养滤液处理香蕉苗的病情指数

Table5 Thediseaseindexofbananaplantletstreated

withculturefiltratesfromdifferentpHvalues

pH
处理时间/h Treatmenttime

48 96 144
3 21.29±0.93D 60.18±0.93D 71.29±0.93E
5 23.15±0.93CD 61.11±1.61CD 75.00±0.00D
6 25.00±1.61ABC 63.89±1.61C 79.63±0.93C
7 26.85±0.93AB 62.04±0.93CD 84.26±0.93B
8 27.78±1.61A 68.52±0.92AB 85.18±0.93B
9 25.00±0.00ABC 71.29±0.93A 88.89±0.93A
11 24.07±3.21BCD 67.59±0.92B 79.63±0.00C
CK1 0.00±0.00E 0.00±0.00E 0.00±1.61F
CK2 0.00±0.00E 0.00±0.00E 0.93±0.00F

2.6 摇床转速对毒素产生的影响

试验结果表明,摇床不同转速对Foc4产生素

毒能力的影响较大(表6),当转速达到140r/min时

菌株产生毒素能力最强,所得培养滤液的致病活性

最高;转速过快或过慢都不利于菌株产生毒素。当

转速达到140r/min时,菌丝产量达到最大(2.68g)。
随着摇床转速的增大,菌丝产量有所下降,180、220
r/min时菌丝产量分别为2.53、2.05g,这可能是由于

过快的转速不利于菌丝生长,或者是菌丝自身消溶

的结果。
表6 不同转速所得培养滤液处理香蕉苗的病情指数

Table6 Thediseaseindexofbananaplantletstreated

withculturefiltratesfromdifferentrotationspeedofshaker

转速/(r/min)
Rotationspeed

处理时间/h Treatmenttime
48 96 144

60 17.59±0.92D 31.48±0.92E51.85±0.93C
100 28.71±0.93B 50.93±0.93C74.07±0.93B
140 32.41±0.92A 62.96±0.93A84.26±0.93A
180 25.93±0.93C 59.26±0.93B76.85±0.93B
220 18.52±0.92D 35.18±0.93D50.00±1.61C
CK1 0.00±0.00E 0.00±0.00F 0.00±0.00D
CK2 0.00±0.00E 1.85±0.93F 1.85±0.93D

2.7 接种量对毒素产生的影响

试验结果表明,接种菌丝数量为5、7、9块时,在
接种48h和96h后,处理香蕉苗的病情指数差异

不显著(表7),且致病活性均高于其他处理;而其他

处理与这3个处理在不同接种时间上的香蕉苗病情

表7 不同接种量所得培养滤液处理香蕉苗的病情指数

Table7 Thediseaseindexofbananaplantletstreated

withculturefiltratesfromdifferentinoculationamounts

接种块数
No.inoculation

处理时间/h Treatmenttime
48 96 144

1 17.59±0.92C 37.96±0.93D 59.59±0.76E
3 21.29±0.93B 45.37±0.93C 69.44±1.60C
5 25.93±0.93A 57.57±1.02A 82.41±0.92B
7 25.00±0.00A 55.56±1.60A 84.26±0.93B
9 24.07±0.93A 54.63±0.93A 87.04±0.93A
11 20.37±0.93B 50.93±0.93B 65.74±0.93D
CK1 0.00±0.00D 0.00±0.00E 0.00±0.00G
CK2 0.00±0.00D 1.85±0.93E 2.78±0.00F

指数均有显著差异。不同接种量处理的菌丝产量相

差不大,其产量分别为2.84、3.26、2.80、2.71、

2.67、2.71g。
2.8 光照条件对毒素产生的影响

试验结果表明,24h持续光照培养条件下,病
菌产生毒素能力最强;持续黑暗培养菌株产生毒素

能力最弱,且各处理在处理96h后都有显著差异

(表8)。24h 持 续 光 照 培 养 的 菌 丝 产 量 最 大

(3.12g),其次是光/暗交替培养(2.39g),24h持

续黑暗培养的菌丝产量最少(1.36g)。
表8 不同光照条件所得培养滤液处理香蕉苗的病情指数

Table8 Thediseaseindexofbananaplantletstreated

withculturefiltratesfromdifferentilluminationconditions

光照
Illumination

处理时间/h Treatmenttime
48 96 144

Ⅰ 22.22±1.61A 56.65±1.09A83.33±1.60A
Ⅱ 18.52±0.92B 49.07±1.85B65.74±0.93B
Ⅲ 15.74±0.93B 42.59±1.85C60.35±0.76C
CK1 0.00±0.00C 0.00±0.00D 0.00±0.00D
CK2 0.00±0.00C 0.00±0.00D 0.00±0.00D

3 讨 论

笔者在前人研究工作的基础上[10-13],参照立枯

丝核菌毒素、大豆灰斑病菌毒素、玉米黄斑病菌毒

素、玉米小斑病菌毒素、甘薯青枯病菌毒素等产生的

条件,从培养基种类、培养时间、培养温度、培养液

pH值、光照条件、振荡条件、摇床转速和接种量等

多方面较系统地探讨了影响Foc4毒素产生的因

子,从而确定了Foc4的最佳产毒条件:初始pH值

7~9的Richard培养基,接种量为300mL培养基

5~9个菌丝块,培养温度25~30℃,24h持续光

照,于转速140r/min摇床上振荡培养9~12d。在

该最佳产毒体系中所得的毒素的致病(萎蔫)活性最

高。本研究结果为香蕉枯萎病菌毒素的深入研究奠

定了基础。
从前人的研究结果中可以看到,不同真菌的最

优产毒条件是不相同的[14-15]。本研究中得出Foc4
的最佳产毒温度在25~30℃,而武爱波等[16]认为

20℃是镰孢菌产毒的最适温度,这可能与所使用的

镰孢菌的种类和专化型不同有关,因为本研究使用

的尖孢镰孢菌古巴专化型4号生理小种(香蕉枯萎

病菌)是典型的热带种类,其最佳的毒素产生温度与

其最适的致病温度是高度吻合的[1]。另外,毒素的

产量和毒性还与培养过程中菌丝的生长量有关,其
最佳的生长条件并不完全等同于最佳的毒素产生条
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件[17]。因此,香蕉枯萎病菌的生长条件与产生毒素

的关系还有待进一步深入研究。
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Optimizationofthetoxin-producingconditions
forFusariumoxysporumf.sp.cubenserace4

HUANGYong-hui LIYu-ting FANJia-ping YANGMei ZHOUEr-xun

CollegeofNaturalResourcesandEnvironment,

SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou510642,China

  Abstract Bananafusariumwilt,causedbyFusariumoxysporumf.sp.cubenserace4(Foc4),is
oneofthemostdestructivediseasesofbananaworldwide.ToobtainthetoxinofFoc4effectivelyand
providethefoundationforfurtherresearch,theculturefiltratesofFoc4obtainedfromdifferentculture
media,indifferentincubationmodes,withdifferentincubationtime,incubationtemperatures,initialpH
valuesofRichardmedium,rotationspeedsofshaker,andinoculationamounts,underdifferentillumina-
tionconditionsweretestedfortheirbioactivitiestobananaplantletsinvivobyusingroot-dippingmeth-
od.AnoptimizedsystemfortoxinproductionofFoc4wasestablished,inwhichtheoptimalcondition
forFoc4toproducetoxinwasobtainedwhenitwasculturedinRichardmediumwithaninitialpH7-9
and5mycelialplugsper300mL,inanincubationtemperaturesof25-30℃undercontinuousillumina-
tionfor24hinashakerat140r/minfor9-12days.

Keywords Fusariumoxysporumf.sp.cubense;toxin;toxin-producingcondition;bioactivity
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