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西红花球茎腐烂病拮抗真菌的筛选、鉴定及抑菌机制4 
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摘  要：目的  筛选西红花 Crocus sativus 球茎腐烂病拮抗真菌，探讨其抑菌机制。方法  以前期分离得到的 24 株西红花内

生真菌为材料，采用平板对峙法筛选球茎腐烂病拮抗真菌；应用 ITS 分子技术进行菌种鉴定，用扫描电镜观察拮抗后病原菌

尖孢镰刀菌 Fusarium oxysporum 菌丝形态；检测拮抗菌株 CS05 菌丝产生 β-1,3-葡聚糖酶与几丁质酶的含量及病原菌产碱性

磷酸酶（alkaline phosphatase，AKP）的含量。结果  筛选得到对尖孢镰刀菌有显著拮抗作用的内生真菌 8 株，其中 CS05

抑制效果最好，相对抑制率为（76.53±3.82）%；将 CS05 鉴定为担子菌门多孔菌目栓菌属真菌变色栓菌 Trametes versicolor；

CS05 能产生 β-1,3-葡聚糖酶与几丁质酶，促使尖孢镰刀菌胞外 AKP 含量增加，菌丝出现稀疏紊乱、缠绕皱缩等现象。结论  

西红花内生真菌 CS05 能较好地拮抗球茎腐烂病菌尖孢镰刀菌，为西红花球茎腐烂病的生物防治提供了参考依据。 
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Screening, identification, and antifungal activity of endophytic fungi from Crocus 

sativus and their antagonistic mechanism 
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Abstract: Objective  To screen antagonistic fungi against corm rot pathogenic fungus of Crocus sativus (Fusarium oxysporum) and 

explore its antifungal mechanism. Methods  Twenty-four endophytic fungi isolated from C. sativus were used to screen antagonistic 

fungi against corm rot pathogenic fungus via plate confrontation method. Molecular biological methods were used to identify the 

antagonistic strain. The antifungal mechanism was studied by scanning electron microscope, detecting the β-1,3-glucanase, chitinase 

and alkaline phosphatase activity. Results  Eight endophytic fungi strains were screened since they possessed a significant 

antagonistic effect against F. oxysporum. Among them, CS05 had the best inhibitory effect whose relative inhibitory rate was 

(76.53 ± 3.82)%. Moreover, CS05 was identified as Trametes versicolor. Enzyme activity assay showed that CS05 could produce 

β-1,3-glucanase and chitinase, and increase extracellular alkaline phosphatase content of F. oxysporum significantly, causing sparse 

and disordered growth, twining and shrinking of F. oxysporum mycelia. Conclusion  The endophytic fungus CS05 could effectively 

antagonize F. oxysporum, which provided a reference for the biological control of corm rot of C. sativus. 
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西红花 Crocus sativus L.是鸢尾科番红花属多

年生植物，是世界名贵珍稀中药材，全株仅雌蕊的

三分叉红色丝状柱头入药，产量低而价值高，具有

活血化瘀、凉血解毒、解郁安神的功效，主治经闭癥

痕、产后瘀阻、温毒发斑、忧郁痞闷、惊悸发狂[1]。

西红花病害主要有球茎腐烂病与病毒病 2 类，由尖

孢镰刀菌引起的球茎腐烂病是目前已知的最具破坏

性的西红花病害[2]。以浙江省为例，每年有 30%～
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50%的西红花种植面积遭受病害[3]。目前对于该病害

的防治在实际生产中依然多用化学药液（主要为多菌

灵等）喷灌或溴甲烷熏蒸土壤[4]，以减轻病情的发展。

然而长期使用化学农药会对环境及生态系统产生不

良影响[5]，并影响与植物相关的有益微生物区系，同

时存在病原菌耐药性的问题[6]。生物防治是植物病害

防治的重要措施，植物内生菌能提高宿主抗病性已被

多次报道[7-9]。目前对内生真菌防治尖孢镰刀菌的研究

主要集中在农作物上，如防治黄瓜黄萎病、番茄枯萎

病和西瓜枯萎病等[10-13]，关于药用植物内生真菌提高

宿主抗病性的研究鲜有报道。 

研究表明，真菌主要通过分泌病程相关蛋白（如

几丁质酶、葡聚糖酶等）、与病原菌竞争生态位和营

养物质等方式，抑制病原菌生长[14-15]。赵沛等[16]发

现棉花内生真菌腐皮镰刀菌CEF-373可以上调棉花

几丁质酶基因 CHI 表达，从而破坏病原真菌大丽轮

枝菌 Verticillium dahliae 的细胞壁，抑制病原菌生

长。本研究在前期建立的西红花内生真菌资源库的

基础上，筛选能拮抗球茎腐烂病病原菌尖孢镰刀菌

的内生真菌，并探讨其抑菌机制，为西红花内生真

菌资源开发及球茎腐烂病生物防治提供实验依据。 

1  材料与仪器 

1.1  供试菌株 

24 株西红花内生真菌及病原菌尖孢镰刀菌由

本实验室前期分离保存。高山被孢霉 Mortierella 

alpina（CGMCC，编号 3.12824）和哈茨木霉

Trichoderma harzianum（CGMCC，编号 3.15684）

购买自中国普通微生物菌种保藏管理中心。 

1.2  试剂与仪器 

2×Taq Mix（
＋

Dye），莫纳生物科技有限公司；

DL 1000 DNA Marker，宝日医生物技术（北京）有

限公司；几丁质酶活性检测试剂盒，北京索莱宝科

技有限公司；β-1,3-葡聚糖酶（β-1,3-GA）活性检测

试剂盒，北京索莱宝科技有限公司；AKP 试剂盒，

南京建成生物工程研究所；SU8010 型场发射扫描

电子显微镜（日本日立公司）；UV-3600 型紫外-可

见分光光度计（日本岛津公司）；SW-CJ-2FD 型超

净 工 作 台 （ 上 海 博 讯 实 业 有 限 公 司 ）；

YXQ-LS-75S11 型立式压力蒸汽灭菌锅（上海博迅

实业有限公司）；LMI-100 型霉菌培养箱（上海龙跃

仪器设备有限公司）；MC-100B 型立式恒温摇床（上

海牟测仪器科技有限公司）；GenoSens 1850 型凝胶

成像分析系统（上海勤翔科学仪器有限公司）；

Applied Biosystems Veriti 96 Well PCR Thermal 

Cycler 型（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；

Centrifuge 5427R 型台式高速冷冻离心机（德国

Eppendorf 公司）。Thermo Fisher Multiskan FC 

1510 型全自动酶标仪（美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）。 

2  方法 

2.1  内生真菌抑菌活性筛选   

用平板对峙法测定供试菌株对病原菌的抑菌活

性，共设 24 个内生真菌处理组，2 个阳性对照组（高

山被孢霉处理组、哈茨木霉处理组），病原菌空白对

照组，计算相对抑制率，实验平行 3 次。 

相对抑制率＝(对照病原菌菌落直径－对峙病原菌菌落

直径)/对照病原菌菌落直径[16] 

2.2  内生真菌 ITS 分子鉴定   

无菌条件下挑取少许CS05菌丝置于 PDA 培养

基中活化。28 ℃避光培养 7 d，根据徐丽莉[17]研究

的方法提取基因组 DNA。供试真菌的 ITS 和 5.8S

基 因 采 用 通 用 引 物 ITS4 （ 5’-TCCTCCG- 

CTTATTGATATGC-3’）及 ITS5（5’-GGAAGTAA- 

AAGTCGTAACAAGG-3’）进行扩增。50 μL PCR

反应体系：DNA 模板 1 μL，稀释 10 倍后的引物各

1 μL，2×Taq Master Mix（Takara Bio）25 μL，ddH2O 

2 μL，扩增程序：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性

40 s，55 ℃退火 50 s，72 ℃延伸 1 min，共 30 次

循环；最终 72 ℃延伸 10 min。PCR 产物经 1%琼

脂糖电泳检测合格后，送生工生物工程（上海）股

份有限公司测序。扩增产物测序结果通过 NCBI 进

行 BLAST 比对，然后用 MEGA 7.0 软件进行序列

相似性分析，邻接树（neighbor-joining）方法建立

系统发育树。 

2.3  扫描电镜观察   

参考侯媛媛[18]的方法进行扫描电镜样品处理，

经过固定、脱水、干燥和喷金后在扫描电镜下观察

对照组病原菌与处理组病原菌的菌丝形态。 

2.4  活性酶含量测定   

无菌条件下挑取少许CS05菌丝置于 PDA 培养

基中活化。28 ℃避光培养 7 d。培养结束后，分别

按照 β-1,3-GA 活性测定试剂盒与几丁质酶活性测

定试剂盒中提供的方法，采用分光光度计测定酶活

性，实验设 3 次重复。β-1,3-GA 以每毫克组织每小

时分解几丁质产生 1 μmol N-乙酰氨基葡萄糖的酶

量为 1 个酶活性单位，几丁质酶以每毫克组织每小
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时产生 1 mg 还原糖定义为 1 个酶活单位。 

对 CS05 进行发酵，28 ℃，180 r/min 振荡培养

7 d 后，离心（10 000 r/min，4 ℃，30 min），收集

上清液，用 0.22 μm 孔径的无菌滤器滤过除菌制成

无菌发酵液，4 ℃保存待用[19-21]。 

采用微量法测病原菌胞外 AKP 含量，设 CS05

无菌发酵液处理组，以哈茨木霉为阳性对照，无菌

PDB 为对照组。对尖孢镰刀菌进行发酵，发酵液经

真空抽滤，取得新鲜菌丝用无菌水反复冲洗后，每

称取菌丝鲜质量 2 g 分装在一个离心管内。向离心

管中分别加入 30 mL 真菌无菌发酵液和无菌 PDB，

混匀后置于 28 ℃，180 r/min 条件下继续培养，分

别在 0、2、4、6、9、12 h 定时取混合液 5 mL，离

心（10 000 r/min，4 ℃，30 min），收集上清液，按

照 AKP 试剂盒中提供的方法，采用酶标仪对 AKP

含量进行测定，以 100 mL 液体在 37 ℃与基质作用

15 min 产生 1 mg 酚为 1 个金氏单位（1 金氏单位＝

7.14 U/L），实验设 3 次重复[22]。 

2.5  数据分析 

通过 SPSS 25.0 软件对于实验数据进行方差分

析，采用 Duncan 多重极差检验（DMRT）进行统计

学分析，P＜0.05 被认为存在显著性差异。 

3  结果与分析 

3.1  内生真菌对尖孢镰刀菌的拮抗作用 

平板对峙结果显示，从 24 株供试菌株中筛选出

对尖孢镰刀菌有显著拮抗作用的内生真菌 8 株，占

比 33.33%；其中 CS05 对病原菌尖孢镰刀菌的抑菌

效果最好，相对抑制率为（76.53±3.82）%，显著

高于阳性对照高山被孢霉（53.06±5.20）%和哈茨

木霉（57.75±3.45）%（P＜0.05）（图 1）。 

3.2  CS05 菌种鉴定 

CS05 的 ITS 序列经过 PCR 扩增后，电泳图见图

2-A。以 CS05 的 ITS 和 5.8S 基因为靶序列，用 Blast

程序在 GenBank 中进行 DNA 序列相似性搜索。结果

表明，CS05 与变色栓菌 T. versicolor 有较高序列相似

性。下载比对网页中相似性最高的3个参考菌株序列，

用 MEGA 7.0 软件构建系统发育树，用于系统发育分

析，以 Agaricales （Basidiomycota）的 Schizophyllum 

commune （MN557371）作为外群。系统发育树显示

CS05 与 Trametes versicolor（MW742535）、Trametes 

versicolor （ MW742533 ）、 Trametes versicolor

（KY950437）聚在一起，其序列相似性均为 99.33%，

形成支持强度为 100%的末端分支。 

 
A-相对抑菌率  MA-高山被孢霉  TH-哈茨木霉  *P＜0.05；B-对峙示

意图  C-CS05 处理组  D-对照组 

A-relative inhibition rate  MA-Mortierella alpine  TH-Trichoderma 

harzianum, *P < 0.05. B-schematic diagram of experiment. C-CS05 

treatment  D-control 

图 1  西红花内生真菌平板拮抗实验 

Fig. 1  Antagonistic activity of endophytic fungus 

CS05 菌落在 PDA 平板上呈白色，圆形，凸起，

干燥，可见细长菌丝，中间紧密，边缘稀薄，隐约

可见同心环带（图 2-B），结合变色栓菌形态特征[23]，

将 CS05 鉴定为担子菌门栓菌属变色栓菌 T. 

versicolor。 

3.3  CS05 对病原菌菌丝形态影响 

扫描电镜显示，空白对照组尖孢镰刀菌菌丝粗

壮稠密，光滑均匀，整体平整饱满，且排列有序（图

3-A、B、C）；经 CS05 拮抗后，尖孢镰刀菌菌丝较

为稀疏，排列紊乱（图 3-D），菌丝出现缠绕（图

3-E 箭头处）、皱缩等现象（图 3-F 箭头处）。说明

CS05 对尖孢镰刀菌的菌丝生长有较大的影响。 

3.4  活性酶含量测定 

结果表明，CS05 能产生几丁质酶和 β-1, 

3-GA 产量分别为（1.880 0±0.004 4）U/mg 与

（0.600 0±0.002 7）U/mg。CS05 无菌发酵液与尖孢

镰刀菌菌丝体共培养 4 h 后，AKP 活性显著增强，

4～6 h 略有下降，6～12 h 又出现上升趋势（图 4）。

真菌胞外 AKP 活性增强可作为细胞壁被破坏的重

要指标之一[22]，方差分析显示，共培养 12 h 后，

CS05 处理组 AKP（10.06±0.88）U/L 显著大于对

照组（4.72±1.31）U/L 和阳性对照组（5.27±0.71）

U/L（P＜0.05），表明 CS05 无菌发酵液对病原菌尖

孢镰刀菌细胞壁的破坏可能是抗菌作用的重要机制

之一。 
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A-CS05 PCR 扩增产物凝胶电泳分析  B-CS05 在 PDA 平板上的形态  C-CS05 系统进化树 

A-gel electrophoresis of CS05 ITS and 5.8 S rDNA genes  B-CS05 on PDA media  C-phylogenetic tree of CS05 based on ITS and 5.8S rDNA sequences 

图 2  内生真菌 CS05 的菌种鉴定 

Fig. 2  Identification of endophytic fungus CS05 

 

A、B、C-对照组  D、E、F-CS05 处理组 

A, B, C-control  D, E, F-CS05 treatment 

图 3  CS05 对病原菌尖孢镰刀菌菌丝的影响 

Fig. 3  Effects of CS05 on the mycelium of F. oxysporum under scanningelectron microscope

 
*表示 0.05 水平上有显著差异，P＜0.05 

* denotes significance at 0.05 level, P < 0.05 

图 4  尖孢镰刀菌经 CS05 处理后胞外 AKP 活性 

Fig. 4  Extracellular AKP activity of F. oxysporum solution 

after treatment with CS05 

4  讨论 

本实验从 24 株内生真菌中筛选得到一株能显

著抑制尖孢镰刀菌菌丝生长的菌株 CS05，鉴定为担

子菌门多孔菌目栓菌属变色栓菌 T. versicolor，该菌

种序列已上传至 NCBI，Genbank 号为：MZ030718，

同时专利保藏于中国菌种保藏中心，保藏号为

CGMCC No. 21948。T. versicolor 为栓菌属真菌，能

够分泌胞外氧化酶如木聚糖酶、锰过氧化物酶、漆

酶等从而降解木质素[24]，通常被用作商业化生产漆

酶，作为有机污染物降解剂、农药污染降解剂、工

业废水降解剂等 [25-26]。在植物病害的防治方面，

Lorito 等[27]曾利用从 T. versicolor 培养滤液中提纯
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的蛋白质组防 治谷类作物病原 菌 Fusarium 

langsethiae，结果表明 T. versicolor 的胞外蛋白质组

对 F. langsethiae 的生长有显著的抑制作用。本实验

筛选得到的西红花内生真菌 CS05 对西红花病原菌

尖孢镰刀菌具有较强的抗性，为西红花球茎腐烂病

的生物防治提供了菌种资源。 

真菌细胞壁降解酶的产生被认为是抑制病原菌

生长的重要特性之一[28-29]。植物病原真菌的细胞壁

主要组成成分为几丁质和 β-1,3-葡聚糖等[30]，几丁

质酶可以催化几丁质水解，在裂解真菌细胞壁、抑

制真菌生长的过程中起重要作用[31]，β-1,3-GA 是一

类能特异作用于 β-葡聚糖中 β-1,3-糖苷键的水解

酶，因此该酶的水解活性能够抑制真菌的生长与增

殖 [32]。本研究发现，CS05 能产生几丁质酶和

β-1,3-GA，促进了病原菌胞外 AKP 含量积累，这可

能是加速病原菌细胞壁裂解，导致菌丝排列稀疏，

出现皱缩、缠绕与萎蔫情况，最终导致病原菌死亡

的原因。今后将对 CS05 在西红花体内定殖情况、

与西红花共生及对宿主生长的影响、田间生防效果

等进行进一步的研究，为西红花球茎腐烂病防治提

供科学依据。 
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