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摘要：【目的】生物农药安全无害，环境友好。为了评价寡雄腐霉发酵液(Pythium oligandrum broth,

POB)的动物安全性和防病促生效应，研制高效、无害的生物农药。【方法】试验利用自主分离的寡雄腐

霉生防菌株(P. oligandrum CQ2010)制备POB，通过动物试验、拮抗试验、盆栽和生产试验，研究了

POB的动物毒性，对黄瓜蔓枯病的防治作用，以及对黄瓜生长、产量和品质的影响。【结果】用大剂量

的POB灌胃给药对小鼠体重增长无显著影响，其外观和行为均无异常，组织器官也未见病理改变。

POB对甜瓜球腔菌的抑制率为51.95%，药效介于1∶800的百菌清溶液和1∶200的甲基托布津溶液之间。

在黄瓜幼苗接种甜瓜球腔菌前后喷施POB，叶片丙二醛含量下降，过氧化物酶和超氧化物歧化酶活性增

强，发病率和病情指数均显著降低，相对防治效果达到54.8%–64.1%，故POB能减轻病原菌对细胞膜的

伤害，激发防御性生理反应，增强黄瓜植株的抗病能力。此外，POB处理提高叶绿素含量，增强根系活

力，增加植株氮、磷、钾吸收量，促进黄瓜植株生长，生物量和果实产量分别提高81.10%和11.58%。

POB还使黄瓜果实Vc和可溶性糖提高，硝酸盐含量降低。【结论】寡雄腐霉发酵液对动物安全无毒，能

有效防治黄瓜蔓枯病，促进黄瓜生长，提高产量品质。
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甜瓜球腔菌(Mycosphaerella melonis)属子囊菌

亚门，通过气流和雨水以子囊孢子或分生孢子形

式传播，经伤口或茎节侵入黄瓜植株体内，引起

黄瓜蔓枯病。感病后的黄瓜藤蔓枯死，病茎干

缩，是一种发病率高，危害严重的土传病害，可

造成30%以上的产量损失[1]。目前，人们主要采用

化学农药预防和治疗黄瓜蔓枯病，但农药残留影

响农产品安全，危害人体健康，污染环境[2]。研

究黄瓜蔓枯病生物防治技术有益于提高果实的安

全性，减少化学农药造成的环境风险。

寡雄腐霉(Pythium ol igandrum)属卵菌门

(Heterokontophyta)腐霉科(Pythiaceae)腐霉属

(Pythium)，其菌丝可寄生于病原菌体内，干扰寄

主的代谢活动，消耗细胞内的养分，造成病菌死
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亡[3]。此外，真菌细胞壁的主要成分为多糖，其

次为蛋白质和类脂。其中，低等真菌的细胞壁含

大量的纤维素，酵母菌以葡聚糖为主，而高等真

菌则多为几丁质 [4 ]。寡雄腐霉能分泌纤维素酶、

蛋白酶、几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶等多种酶类，

水解真菌细胞壁[5]。离体培养发现，寡雄腐霉能

分泌寡雄蛋白和小分子抗菌物质，抑制病原真菌

的生长繁殖，激发植物拮抗病菌的防御性反应，

消除病菌破坏产生的游离氧，如诱导合成植保素

(phytoalexin)及病程相关性蛋白质(pathogenesis-

related proteins)，提高过氧化物酶、多酚氧化酶和

苯丙氨酸解氨酶等抗氧化酶活性[6]。寡雄腐霉还

能合成色胺、色氨酸、吲哚乙酸等生长活性物

质，促进植物生理代谢、养分吸收和生长发育[7]。

目前，国外已研制出寡雄腐霉卵孢子制剂，用于

防治作物真菌病害。但是，活体菌剂的生防效果

常受温度、光照、湿度、农艺措施等环境和人为

因素的影响，稳定性欠佳[8]。研究表明，寡雄腐

霉CQ2010菌株分泌的次生代谢产物能促进烤烟、

番茄等作物的生长发育，并能有效防治灰霉病和

黑胫病等真菌病害，其效果优于卵孢子制剂[9–10]。

此外，利用寡雄腐霉CQ2010菌株制备的发酵液对

意大利青霉(Penicil l ium italicum)和指状青霉

(Penicillium digitatum)具有抑制作用，可降低它们

引起的柑橘烂果，其防腐保鲜效果也优于寡雄腐

霉卵孢子[11]。利用寡雄腐霉优良菌株进行工业化

液体发酵可方便、经济、大规模生产寡雄腐霉的

次生代谢产物，减少人为和环境干扰，提高防

效。寡雄腐霉CQ2010菌株具有繁殖生长快，活性

较强，易于大规模制备发酵液等优点，并在番

茄、烤烟等作物上进行了前期研究。为此，我们

以自主分离的寡雄腐霉CQ2010菌株制备发酵液，

以捷克进口的“多利维生”寡雄腐霉卵孢子制剂为

对照，通过动物试验、拮抗试验、盆栽和生产试

验，研究了CQ2010发酵液对甜瓜球腔菌的拮抗作

用，黄瓜蔓枯病的防治效果，以及对黄瓜植株生

长、产量和品质的影响。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    供试动物：清洁级昆明小鼠，饲养于重庆

市中药研究院实验动物研究所。

1.1.2    供试黄瓜：二早子，购于重庆市北碚区种

子公司。

1.1.3    供试农药：百菌清(Chlorothalonil)和甲基托

布津(Thiophanate-methyl)均购于重庆农资农药

有限责任公司，按照使用说明分别稀释200和
800倍。

1.1.4    供试土壤：灰棕紫泥紫色土，质地中壤，

肥力中等，pH 6.92，采集0–20 cm耕作层土壤，拣去

杂物，晾干，磨细过2 mm筛，溴甲烷消毒。

1.1.5    病原菌：甜瓜球腔菌(Mycosphaerella
melonis)，由西南大学植物保护学院提供，用

PDA固体培养基28 °C培养7–10 d备用于拮抗试

验；另用无菌水洗涤孢子，配制成1×104 CFU/mL

孢子悬液备用于植株接种试验[12]。

1.1.6    Bonnet液体培养基：0.6 g KH2PO4、0.7 g
KNO3、0.25 g MgSO4·7H2O、0.125 g K2HPO4·

3H2O、0.3 g Ca(NO3)2、1 g天冬酰胺、10 g葡萄

糖、1.5 mg MnSO4·H2O、4 mg ZnSO4·7H2O、0.1 mg
Na2MoO4·2H2O、1 mg H3BO3、1 mg泛酸钙、8 mg

FeNa-EDTA、1 mg吡哆醇、1 mg烟酸、20 mg

CuSO4·5H2O、10 mg CoCl2·6H2O、20 mg KI，水

1000 mL，pH调至6.0。
1.1.7    寡雄腐霉发酵液(P. oligandrum broth，

POB)：配制Bonnet液体培养基，利用Bailun

Bio发酵罐(上海百仑生物科技有限公司制造)制备

寡雄腐霉发酵液(发酵菌株：Pythium oligandrum
CQ2010)；温度：(27±1) °C；搅拌速率：150 r/min；
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通气量：10 mL/(L·min)；发酵时间：120 h；0.22 mm

滤膜真空抽滤去除菌丝和卵孢子[13]，内含寡雄蛋

白215.4 mg/L。

1 . 1 . 8     “多利维生”寡雄腐霉卵孢子菌剂 ( P .

oligandrum spore suspension，POS)：由捷克生物

制剂有限公司生产，按使用说明用Bonnet液体培

养基代替清水，按1:1000配制成孢悬液。

1.2    POB对昆明小鼠的急性毒性试验

选择具有药物毒性评价资质的重庆市中药研

究院动物研究所，进行POB的安全性评价试验，受

试小鼠饲养及试验遵循毒理试验的标准程序[14]。

试验开始前，小鼠在试验房间内适应3 d。然

后，根据体重随机将小鼠30只分为2组，试验组

20只和对照组10只，雌雄各半。给药前禁食2 h，

称体重。试验组和对照组小鼠分别灌胃给POB和

蒸馏水，受试物剂量60 mL/kg，给药容积30 mL/kg，

每日2次，每次间隔6 h，连续进行14 d。每天笼旁

观察小鼠的外观体征、行为、饮食、对刺激的反

应、分泌物、排泄物等情况，并称体重。试验结

束后，对所有动物进行解剖，观察动物组织器官

的体积、颜色、质地等。

1.3    POB对黄瓜蔓枯病的防治作用

1.3.1    拮抗试验：用6 mm打孔器，取甜瓜球腔菌

菌落边缘的菌块，接种于培养皿中的PDA固体培

养基中央，沿菌块边缘分别滴加1 mL 无菌水、

POB原液、百菌清和甲基托布津稀释液体，25 °C

培养5 d后，用十字交叉法测量菌落直径并计算抑

制率。

1.3.2    病菌接种试验：盆栽种植黄瓜幼苗至6片真

叶期，分别设置：(Ⅰ)  叶面喷洒无菌水(CK)、

(Ⅱ) 喷雾法接种甜瓜球腔菌孢子悬液(接种病菌)、

(Ⅲ) 喷洒POB 24 h后接种病菌(POB+接种病菌)和

(Ⅳ) 接种病菌24 h后喷洒POB(接种病菌+POB)共

4种处理。在接种病菌后，保湿24 h以利病菌侵

染。液体喷洒量以湿润叶片为度，重复3次，每次

重复20株苗，常规管理。用药后第14 d调查植株

发病率、病情指数和防治效果，同步测定叶片丙

二醛含量(硫代巴比妥酸法)。

1.4    POB对黄瓜生长及产量品质影响

1.4.1    盆栽试验：每盆装土1.5 kg，拌入10 g 20-

10-5复合肥，播种2粒催芽露白的黄瓜种子，出苗

7 d后保留1株均匀健壮的幼苗，分别设置：(Ⅰ)浇

灌Bonnet液体培养基(CK)、(Ⅱ)浇灌POS和(Ⅲ)浇

灌POB共3个处理。每盆浇灌10 mL药液，前后2次

(间隔7 d)，重复3次，每次重复20株幼苗，常规管

理。于出苗后30 d用直尺测定黄瓜株高，并选取

最大展开叶，用丙酮提取-分光光度法、愈创木酚

法，高锰酸钾滴定法，氮蓝四唑法分别测定叶绿

素含量，过氧化物酶(peroxidase, POD)，过氧化氢

酶(catalase, CAT)，超氧化物歧化酶(superoxide

dismutase, SOD)活性。取出新鲜须根，用TTC法

测定其活力。然后，105 °C杀青后(80±2) °C烘干

植株，常规分析氮、磷、钾含量[15]。

1.4.2    生产试验：在盛有灰棕紫泥紫色土渗漏池

(长×宽×深=5.0 m× 3.0 m× 1.5 m)中，种植30株黄

瓜幼苗，成活15 d后，分别设置：(Ⅰ)浇灌清水

(CK)、(Ⅱ)POS和(Ⅲ)POB共3种处理。每株浇灌

50 mL药液，前后3次(间隔10 d)，重复3次，随机

区组排列，按照当地黄瓜高产种植的田间管理模

式进行移栽、施肥、除草、采收等。分次收获黄

瓜果实，累计成单株产量，并于盛果期采集成熟

的黄瓜果实，分别用2,6-二氯酚靛酚滴定法、紫

外分光光度法、示波极谱法和蒽酮比色法测定维

生素C、硝酸盐、亚硝酸盐和可溶性糖含量。

1.5    数据分析

试验数据用Excel 2003进行基本计算，SPSS

18.0 软件进行统计分析，差异显著性分析采用最

小差异显著法(LSD)，显著水平设置为P< 0.05。
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2    结果和分析

2.1    POB对动物的急性毒性

在灌胃给药POB后的第1、2、3、7和14 d，

试验组与对照组小鼠体重增长无显著差异(表1)。

在试验期间，2组小鼠体重总体呈增加趋势，对照

组的小鼠体重从20.45 g增加至23.38 g，试验组的

小鼠体重从20.19 g增加至25.08 g，供试小鼠的外

观和行为均无异常。此外，在试验结束后，对所

有小鼠进行了解剖，动物的心、肝、肾、肠等组

织器官未出现体积、颜色、质地等的改变。

2.2    POB对黄瓜蔓枯病的防治效果

2.2.1    POB对甜瓜球腔菌的抑制作用：与CK相

比，各药剂对甜瓜球腔菌的菌丝生长均有抑制作

用，抑制率甲基托布津>POB>百菌清，依次为

54.83%、51.95%和40.84%(图1)。

2.2.2    蔓枯病发病率、防治效果和叶片丙二醛含

量：表2可见，接种病菌之后，黄瓜蔓枯病的发病

率和病情指数最高，分别为49.2%和32.7%。在接

病菌+POB和POB+接病菌的处理中，黄瓜蔓枯病

表1.  POB对小鼠体重的影响(g)
Table 1.  The effect of POB on the weight change in mice (g)

Groups Per-test 1st day 2nd day 3th day 7th day 14th day

CK 20.45±1.34 a 22.58±2.78 a 23.39±3.82 a 24.45±3.89 a 22.33±3.32 a 23.38±4.77 a

Test group 20.19±1.31 a 21.90±1.88 a 23.89±2.21 a 25.21±2.49 a 23.70±2.01 a 25.08±4.84 a
Data are mean±SD. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by LSD test and same below
unless stated otherwise. CK: control.

图 1.  化学农药和POB对甜瓜球腔菌的抑制作用

Figure 1.  Inhabitation of chemical pesticides and POB against Mycosphaerella melonis. POB：P. oligandrum broth;
CK: control.

表2.  POB对黄瓜蔓枯病的防治效果及叶片丙二醛含量

Table 2.  Control efficacy of POB against gummy stem blight of cucumber seedlings and malondialdehyde in leaves

Treatments Incidence/% Disease index Control efficacy/% Malondialdehyde/(nmol/g)

CK 0 c 0 c – 4.14 c

PI 49.2 a 32.7 a – 9.21 a

PI+POB 20.3 b 14.7 b 54.8 6.07 b

POB+PI 24.8 b 11.7 b 64.1 6.43 b
*PI: pathogenic inoculation. CK: control.
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的发病率和病情指数显著降低，变化于20.3%–

24.8%(发病率)和11.7–14.7(病情指数)之间，防治

效果为54.8%–64.1%。此外，叶片丙二醛含量接

种病菌>POB+接病菌≈接病菌+POB>对照(不接种

病菌)，依次为9.21、6.07、6.43、4.14 nmol/g。

2.3    POB对黄瓜生长和产量品质的影响

2.3.1    幼苗生长、叶绿素含量、根系及抗氧化酶

活性：图2可见，在盆栽试验中，施用POB和

POS促进黄瓜幼苗生长，提高叶绿素含量，增强

根系活力，促增效应POB>POS。与对照相比，POB

处理的株高、生物量、叶绿素和根系活力分别提

高了51.31%、81.10%、22.62%和33.37%；而POS

处理仅提高23.74%、55.71%、11.32%和25.01%。

此外，施用POB和POS显著提高黄瓜幼苗的

POD和SOD活性，分别比对照提高了35.43%–

46.94% (POD)和20.39%–26.31% (SOD)，但POB和

POS之间无显著差异，施用POB和POS对CAT活

性无显著影响(图3)。

2.3.2    植株养分吸收：由表3可知，除含磷量之

外，施用POB和POS均显著提高黄瓜幼苗的氮、

图 2.  黄瓜幼苗株高(A)、生物量(B)、叶绿素含量(C)及根系活力(D)
Figure 2.  The height(A), biomass(B), chlorophyll content(C), and root activity(D) of cucumber seedlings. POB: P.
oligandrum broth; POS: P. oligandrum spore suspension; CK: control.

图 3.  黄瓜叶片中的SOD(A)、POD(B)和CAT(C)酶活性

Figure 3.  Enzyme activities of SOD(A)、POD(B) and CAT(C) in the leaves of cucumber seedlings. POB: P.
oligandrum broth; POS: P. oligandrum spore suspension; CK: control.
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磷、钾含量和吸收量，POB处理的含氮量和氮、

钾吸收量显著高于POS。与对照相比，POB处理

的氮含量和氮、钾吸收量分别提高3 0 . 4 3 %、

136.54%和160.60%；POS处理的则增加22.46%、

90.78%和120.48%。

2.3.3    黄瓜产量和品质：POS和POB处理的黄瓜

产量分别比对照提高7.03%和11.58%。在品质方

面，POB显著增加黄瓜Vc和可溶性糖含量，降低

硝酸盐含量，但对亚硝酸盐含量则无显著影响

(表4)。在各试验处理中，黄瓜果实均呈粗短棒

状，表面瘤稀多黑刺，皮色为绿白色，外观无明

显差异。

3    讨论

在动物急性毒性试验中，小鼠一日内灌胃给

予POB 60 mL/kg，达到该动物的最大给药量。观

察14 d表明，POB对供试动物的外观、行为、体

重均无显著影响，心、肝、肾、肠等脏器等的体

积、颜色、质地等也未出现改变。因此，POB属

于无毒物质，对动物安全无害，类似前人对寡雄

腐霉活菌剂的研究结果[16]。

POB对甜瓜球腔菌的抑制率达到51.95%，药

效介于1∶800的百菌清溶液和1∶200的甲基托布

津溶液之间，其原因可能是寡雄腐霉发酵液中含

有蟹壳素、寡雄蛋白和小分子抗菌物质等，抑制

了病原菌的生长繁殖[17]。在接种病菌之后，黄瓜

叶片中的丙二醛含量增加，POB则降低其增幅，

说明POB有效减轻了甜瓜球腔菌对细胞膜的危害

作用[18]。众所周知，生防菌可以诱导植物产生系

统抗病性(induced systemic resistance，ISR)，类似

病原菌引起的系统获得抗性(systemic acquired

resistance，SAR)，但前者在寄主植物上不发生过

敏性坏死反应，不出现可见病症[19]。ISR和SAR的

作用机制主要是促进组织木质化，增强细胞机械

屏障和产生植保素等，涉及到多种氧化酶和过氧

化物酶等催化的生物化学反应[20]。其中，POD参

与木栓素形成、细胞壁交联、抗菌素合成等[21]。

在本研究中，POB显著提高黄瓜幼苗的POD和

SOD活性，说明POB能诱导抗病反应，促进合成

抗病物质，构成保护性屏障，防止病原菌入侵，

提高植物抗病能力。因此，POB显著降低黄瓜蔓

枯病的发病率和病情指数。与之类似的是，黄瓜

表3.  黄瓜幼苗养分含量与吸收量

Table 3.  The nutrient concentration and absorption of cucumber seedlings

Treatments
Concentration/% Absorption/(mg/plant)

N P K N P K

CK 1.38±0.04 c 0.31±0.02 a 2.76±0.30 b

    

14.64±1.31 c 3.32±0.30 b 29.29±4.22 c

POS 1.69±0.04 b 0.35±0.03 a 3.91±0.19 a 27.93±1.59 b 5.83±0.43 a 64.58±2.09 b

POB 1.80±0.04 a 0.32±0.03 a 3.96±0.24 a 34.63±2.75 a 6.15±0.59 a 76.33±3.46 a

表4.  不同处理黄瓜产量和品质

Table 4.  Yield and quality of cucumber by different treatments

Treatments Yield/(kg/plant) Nitrate/(mg/kg) VitaminC/(mg/g) Soluble sugar/(mg/g) Nitrite/(mg/kg)

CK 2.70±0.10 b 207.62±7.96 a 18.73±1.75 c 30.59±2.45 b 0.17±0.01 a

POS 2.89±0.09 a 154.67±8.35 b 25.11±1.66 b 36.21±1.14 ab 0.18±0.01 a

POB 3.02±0.11 a   170.24±11.26 b 28.10±3.02 a 39.39±1.56 a 0.17±0.01 a
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植株接种哈茨木霉后，促进MYB、GLU和GST等

一系列相关抗性基因表达，提高对黄瓜尖孢镰刀

菌的抗性[22]。前人研究发现，施用POS增加黄瓜

幼苗对磷的吸收，提高植株体内的吲哚乙酸

(IAA)含量，促进植株生长[17]。在本研究中，施用

POB显著促进黄瓜生长，类似POS对番茄和水稻

的促生效应[10,16]。但是，POB对黄瓜幼苗的防病促

生效应优于POS，克服了卵孢子制剂的生防效果

易受环境和人为因素影响等缺点，进一步证明微

生物次级代谢产物优于活菌剂的观点[23]。此外，

施用POB之后，黄瓜植株叶绿素含量提高，根系

活力增强。在光合过程中，叶绿素参与光能吸

收，与光合速率密切相关；根系活力是根系物质

能量代谢的综合体现，直接影响养分吸收[24]。叶

绿素含量和根系活力提高有益于增强光合作用，

改善植物营养，促进植物生长[25]。此外，寡雄腐

霉能合成色胺、色氨酸、生长素和细胞分裂素等

生长活性物质[7]，这也可能是POB促进黄瓜植株

生长的另一重要原因。值得注意的是，POB使黄

瓜果实增产，品质改善。其中，黄瓜果实Vc和可

溶性糖增加，硝酸盐含量降低，可提高营养价值

和安全性[26]；可溶性糖含量增加还有益于改善果

实口感及风味[27]。硝酸还原酶是硝酸还原的关键

酶，硝酸盐含量降低意味着硝酸还原酶活性增

强，既提高氮素利用率，又减少NO3
– 累积。

综合以上试验结果，POB对动物无毒安全，

能有效防治黄瓜蔓枯病，促进生长，提高产量，

改善品质，防病促生效果优于POS，持续研究可

望获得兼具防病促生作用的生物农药。
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Effect of biopesticide Pythium oligandrum broth on gummy
stem blight in cucumber seedlings, animal health and plant
growth
Mingming Geng, Ruilian Jia, Zongming Sui, Jianguo Huang*

College of Resource and Environment, Southwest University, Chongqing 400716, China

Abstract: [Objective] Biopesticides are safe and environment friendly. We evaluated the biocontrol effect of Pythium
oligandrum broth (POB) and its toxicity to animals and plant growth. [Methods] Animal, antagonist, pot, and field
experiments with mice, Mycosphaerella melonis, and cucumber seedlings were carried out to study animal toxicity,
control of gummy stem blight, plant growth, fruit yield and quality with POB produced from self-isolated P.
oligandrum CQ2010. [Results] Mouse showed normal weight, appearances, performances and no pathogenic changes
in organs and tissues with a large amount of POB supplied by lavage. The inhibition rate of POB against M. melonis
was 51.95%, similar to thiophanate methy (800 times dilution) but much higher than chlorothalonil (200 times
dilution). Malondialdehyde concentration was reduced whereas activities of peroxidase and superoxide dismutase
were stimulated in seedling leaves irrespective of POB supplied before and after pathogenic inoculation. POB also
decreased the pathogenic incidence and disease index with relative control efficacy from 54.8% to 64.1%. Thus, POB
could alleviate cell membrane damage caused by pathogenic microbes, stimulate physiological reactions related to
disease defense, and increase disease-resistant abilities of plants. Moreover, POB increased chlorophyll content, root
activity, and uptake of nitrogen, phosphorus and potassium, resulting in growth acceleration, fruit yield increment, and
quality improvement. [Conclusion] POB is safe to animals and could control gummy stem blight of cucumber
seedlings, promote plant growth, increase fruit yield, and improve the qualities.

Keywords: Pythium oligandrum, cucumber, gummy stem blight, growth
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