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摘  要 

为了筛选抗玫瑰黑斑病的内生真菌，本研究将一株来源于玫瑰茎部的内生真菌螺卷毛壳菌Chaetomium 
cochliodes作为拮抗菌与玫瑰黑斑病病原菌蔷薇盘二孢(Marssonina rosae)进行对峙培养，研究拮抗菌螺

卷毛壳菌是否对玫瑰黑斑病病原菌蔷薇盘二孢具有抑制作用。研究结果表明，单独培养时，随着培养时

间的延长，病原菌和拮抗菌菌落直径不断增加，不同培养时间菌落直径均具有显著性差异(P < 0.01)；拮

抗培养时，拮抗菌随着时间的延长菌落直径仍不断增加，且不同培养时间菌落直径具有显著性差异(P < 
0.01)，而病原菌在拮抗培养时菌落直径无显著性差异，拮抗菌对病原菌有显著的抑制效果，在培养72 h
后抑制率达到60.7%，相对抑制率达到5.38，说明螺卷毛壳菌Chaetomium cochliodes对菌蔷薇盘二孢

(Marssonina rosae)具有明显的抑制作用，可以作为防治玫瑰黑斑病的潜在生防菌。该研究结果为筛选

抗玫瑰黑斑病潜在生防菌及开发利用提供理论依据。 
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Abstract 
The antagonistic effects of Chaetomium cochliodes, an endophytic fungus from the stem of Rosa 
rugosa and Marssonina rosae, the pathogen of Rose Black Spot, were studied by confrontation 
culture, in order to determine whether Chaetomium cochliodes could inhibit the growth of Mars-
sonina rosae. The results showed that the diameter of Chaetomium cochliodes and Marssonina ro-
sae increased with the culture time, and the diameter of them had significant difference at differ-
ent culture time (P < 0.01) when they were cultured separately. When they were trained in con-
frontation, the colony diameter of Chaetomium cochliodes increased with time and had a signifi-
cant difference at different culture time (P < 0.01), but there was no significant difference of 
Marssonina rosae. And the inhibitory rate of Chaetomium cochliodes to Marssonina rosae was up to 
60.7% and the relative inhibitory rate was 5.38 after 72 hours, which indicated that Chaetomium 
cochliodes had significant inhibitory effect on Marssonina rosae, it can be used as a potential bio-
control agent to control rose black spot. The results provide a basis for screening potential bio-
control agents resistant to rose black spot. 
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1. 引言 

玫瑰(Rosa rugosa)是蔷薇科 Rosaceae 蔷薇属(Rosa)植物落叶灌木，在日常生活中是蔷薇属一系列花大

艳丽的栽培品种的统称。原产中国华北以及日本和朝鲜，中国各地均有栽培，是我国传统的观赏花卉，

它品种繁多，花色丰富，在我国花卉产业中占有重要地位。玫瑰的利用价值也颇高，由玫瑰花提取的玫

瑰精油被称为“液体黄金”其成分纯净气味芳香，一直是世界香料工业不可取代的原料，广泛用于高档

化妆品、日化用品食品、饮料及烟草中[1] [2]。近些年来，由于玫瑰抗旱性、抗逆性强和适应环境强等优

点，沟坡路边均能栽植，也可大田集约栽植，玫瑰也成为室内栽培、园林绿化、水土保持的优良材料。

它兼投资少、见效快、病虫害少、集食用药用香用观赏于一体，极具有开发前景。而黑斑病是制约玫瑰

产业发展的重要病害，该病在我国各地均有发生，引起该病的病原菌为蔷薇盘二孢(Marssonina rosae)，
病原菌一般从叶脉开始发病，产生褐色小点，扩展后呈紫褐色至黑褐不规则形状的病斑，直径 2~15 毫米

或更大，边缘放射状，有时病斑周围叶肉组织大面积变黄。后期病斑上生黑色具光泽的疱状突起。叶柄

嫩枝染病病斑长椭圆形至条形，紫褐色至黑褐色，略凹陷，周围组织略皱曲。侵染花梗、花萼，病斑小，

不明显。病情严重时叶片大量脱落，致枝条光秃，树势衰弱乃至全株枯死发病轻能使玫瑰叶片发黄早落，

严重时叶片能全部落完，致枝条光秃，树势衰弱乃至全株枯死，玫瑰秋季开花遭到毁灭性打击，严重削

弱树势[3] [4]，常造成重大经济损失。我国学者对玫瑰病原菌的生物学特性、病害的侵染发生规律、流行

规律、各种防治措施和生态控制技术等进行了一系列深入研究[5] [6]。目前黑斑病的防治主要还是化学防

治技术，但是由于化学防治污染环境、产生药害和破坏生态平衡等弊端随之而来。微生物生防菌剂是今

后绿色防控的主要发展趋势，利用拮抗微生物研发高效生物防治菌剂是如今国内外研究新型生物肥料
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的热点[7]。目前，可用于防治植物病害的微生物种类繁多，其中毛壳菌属(Chaetomium spp.)、木霉属

(Trichoderma spp.)、胶荚菌属(Gliocladium spp.)、曲霉属(Aspergillus spp.)是对抗植物病原菌的主要拮抗微

生物[8]。毛壳菌属生防的报道很多，主要集中于毛壳菌素的研究。毛壳菌属能对多种病原菌产生拮抗作

用。可降低由镰刀菌引起的番茄枯萎病、黑星菌引起的苹果斑点病等植物病害的发病率[9]。而螺卷毛壳

Chaetomium cochliodes 相关研究很少，从玫瑰分离到的该菌更是鲜有报道。本文主要研究从玫瑰组织中

分离到的螺卷毛壳菌 Chaetomium cochliodes 对玫瑰黑斑病病原菌蔷薇盘二孢(Marssonina rosae)的抑菌活

性，为玫瑰黑斑病的生物防治提供理论支持。 

2. 材料与方法 

2.1. 供试材料来源 

病原真菌：玫瑰黑斑病病原菌蔷薇盘二孢(Marssonina rosae)是由庞鑫艳、田慧敏等从玫瑰黑斑病病

叶上分离培养纯化所得。 
拮抗真菌：螺卷毛壳菌(Chaetomium cochliodes)由田慧敏、庞鑫艳等从健康玫瑰茎部分离培养纯化所得。 

2.2. 培养基的制备 

用马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)分离和培养。先将马铃薯洗净去皮称取 200 g 切成小块，加适量蒸

馏水煮烂约煮沸 20~30 分钟，用 8 层纱布过滤，将滤液加热，再加 15~20 g 琼脂，持续加热搅拌混匀琼

脂完全溶解后，加入葡萄糖 20 g，搅拌均匀，稍冷却后再补足水分至 1000 毫升，调整 PH 为 5.0，分装

试管或者锥形瓶，加塞、包扎，采用湿热灭菌法 121℃高压灭菌 20 分钟，冷却至 60℃左右时加入 0.03 g
链霉素，摇匀倒平板。 

2.3. 分离纯化 

2.3.1. 材料处理 
选取新鲜健康玫瑰植株的叶、根、茎三个部位用蒸馏水冲洗干净并进行烘干，用 0.1%升汞漂洗 10~30 

s，然后用无菌水冲洗，再用 75%酒精漂洗 0.5~1 min，最后用无菌水冲洗数次。 

2.3.2. 组织分离 
样品经处理完毕后，在无菌状态下切成 0.2 cm × 0.2 cm 长段(片)，置于 PDA 培养基平板上，每皿 7

个样品，每个部位重复三次。同时做空白。置于 28℃条件下培养 72 h，观察培养皿中材料切口处长出的

菌落，挑取菌落边缘菌丝转接到新的 PDA 平板上，经 2~3 次纯化，得到内生真菌。斜面保存菌种。另把

最后一次冲洗的无菌水用无菌的涂布棒涂布在 PDA 平板上，于 28℃恒温培养，以此作为对照组。 

2.4. 对所获纯培养物进行鉴定 

2.4.1. 形态鉴定 
采用直接挑取制片法和插片培养法，将分离得到的内生真菌显微形态观察，根据其孢子形态、产孢

结构等显微特征参照真菌分类文献进行鉴定。不产孢的菌株采用促孢培养基培养、紫外照射、黑白光线

下交替培养等方法诱导，定期观察产孢情况，产孢后按以上方法进行鉴定，非产孢内生真菌根据有无菌

核、菌核特征、菌丝结构、菌落形态特征等指标将其鉴定到属。 

2.4.2. 分子鉴定 
1) 基于 rDNA~ITS 测序分子鉴定将纯培养菌丝加入液氮充分碾磨，取真菌组织约 30 mg，提取基因

组 DNA，用天根 PFU PCR mix 进行 PCR 扩增，引物 ITS1F/ITS4R，对所得 PCR 产物进行切胶纯化回收
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(DNA 凝胶纯化试剂盒，AXYGEN)，使用 NL4 对回收 DNA 片段进行 DNA 测序。 
2) 数据处理：用 NCBI Blast 程序将拼接后的序列文件在 16S 数据库中的数据进行比对，得到比对

结果，从结果中挑选出同源性较高的 DNA 序列，查找相似性最高的菌种，确定分离菌株的分类地位。

利用软件 MEGA5.1 按照最大似然法构建系统进化树，发育树的每个分支的统计学显著性分析重复次数

为 1000 次。 

2.5. 对峙培养 

对峙培养采用 4 点对峙培养法，在直径 120 mm的 PDA 培养基中央接入直径约 5 mm 的病原菌菌块，

在距中心点半径为 3 mm 圆环上选取等距离 3 个点接入培养相同天数的拮抗真菌直径约 5 mm 的菌块，对

照则在平板中心各自接入直径 5 mm 的病原菌菌块和拮抗菌菌块。每处理设 3 个重复，置于培养箱中 25℃
条件下培养。每 8 小时、12 小时、48 小时、72 小时和 96 h 采用十字交叉法测量菌落的纵横直径。利用

公式计算抑菌率和相对抑制率。 
A = DCK-DX/DCK × 100，式中 A 为抑菌率；DCK 为对照黑斑病菌落直径；DX = 对峙培养后黑斑

病的菌落直径。 
相对抑制率 = Am/Ac。式中 Am 为病原菌被抑制率，Ac 为拮抗菌被抑制率。 

3. 结果与分析 

3.1. 单独培养和拮抗培养菌落直径的比较结果 

通过试验发现对峙培养的菌落的趋向直径在接种 96 h 后都不再变化，因此对菌落直径的测量于 96 h
终止。由图 1 可以看出，单独培养时，随着培养时间的延长，病原菌和拮抗菌菌落直径不断增加，不同

培养时间菌落直径均具有显著性差异(P < 0.01)。拮抗培养时，拮抗菌随着时间的延长菌落直径仍不断增

加，且不同培养时间菌落直径具有显著性差异(P < 0.01)，而病原菌在拮抗培养时菌落直径无显著性差异。

说明拮抗培养时螺卷毛壳菌(Chaetomium cochliodes)生长过程中被抑制作用不明显；病原菌蔷薇盘二孢

(Marssonina rosae)明显被拮抗菌螺卷毛壳菌(Chaetomium cochliodes)所抑制。 
 

 
Figure 1. Growth of colony diameter of pathogenic bacteria and antagonistic bacteria in separate cul-
tures and antagonistic cultures 
图 1. 病原菌与拮抗菌单独培养和拮抗培养菌落直径的增长情况 
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3.2. 拮抗菌对病原菌抑制效果 

由菌落直径数据计算抑制率，见表 1。病原菌蔷薇盘二孢(Marssonina rosae)在 8~96 h 内被抑制率均

在上升，在培养 8 小时开始出现抑制作用，72 小时时达到最大值 60.76%，而螺卷毛壳菌(Chaetomium 
cochliodes)在 8 h~48 h 时抑制率为负值，说明此时病原菌促进拮抗菌的生长，在 72 h 时被抑制率为正值，

二者相对抑制率在 72 h 达到最大 5.38，而后减少，说明拮抗菌对病原菌具较高的抑制率。 
 

Table 1. Antagonistic effects of antagonistic bacteria and pathogenic bacteria 
表 1. 拮抗菌与病原菌的拮抗效果 

对峙培养菌名 培养时间(h) 
被抑制率(%) 

相对抑制率 
M (病原菌) C (拮抗菌) 

Chaetomium cochliodes 
vs 

Marssonina rosae 

8 36.67 −8.11 - 

12 40.86 −5.38 - 

48 53.50 −8.43 - 

72 60.76 7.23 5.38 

96 60.30 8.17 4.52 

 
图 2 为 2 菌种单独培养和对峙培平板后的状态，从图中也可看出，培养 12 h 后，拮抗菌明显抑制了

病原菌，对峙培养 72 h 后抑制作用达到最大，病原菌菌落直径仅为 1.3 cm。Chaetomium cochliodes 对

Marssonina rosaem 具明显抑制作用。 
 

 
(a) 培养 12 小时时菌落正面       (b) 培养 12 小时时菌落背面 

 
(c) 培养 72 小时时菌落正面        (d) 培养 72 小时时菌落背面 

Figure 2. Colony morphology during antagonistic culture 
图 2. 拮抗培养时菌落形态 
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4. 讨论 

本研究用从玫瑰茎部分离到的一株内生真菌螺卷毛壳菌 Chaetomium cochliodes 来抑制玫瑰黑斑病病

原菌(Diplocarpon rosae)，结果发现螺卷毛壳菌对该病原菌具有很强的抑菌作用，对病原菌的相对抑制作

用在 72 h 达到最大值 5.38，可以考虑作为潜在的生防菌剂， 
螺卷毛壳菌 Chaetomium cochliodes 隶属于子囊菌门、核菌纲 Pyrenomycetes、粪壳菌目 Sordariales、

毛壳菌科 Chaetomiaceae、毛壳菌属 Chaetomium 广泛分布于空气、土壤等多种自然环境中，也是植物最

常见的内生真菌之一。毛壳菌属真菌能产生种类繁多的次级代谢产物具有抗真菌和杀线虫等多种生物活

性，因而被制作成杀菌剂和杀线虫剂等生物农药，对植物病原真菌和根结线虫( Meloidogyne spp.) 有良好

的生物防治潜力[10] [11]。早在 1944 年 waksman 就提出从螺卷毛壳菌提取的螺卷毛壳菌素 Chetomin 具有

抗生作用，是 HIF-1 的抑制剂，能削弱 HIF-1 转录，可作为癌症化疗剂备受关注[12] [13]。随后的大量研

究表明螺卷毛壳能产生多种具生物活性的化合物[14] [15]，如硫次生代谢产物对革兰氏阳性细菌具有较强

的抑制活性，对多种植物病原真菌具有抗性，对樟子松枯梢病病原菌具抑制作用[16] [17]。本研究结果为

开发观赏植物病害生防菌剂提供理论依据，而该菌发酵产物的功能还需进一步研究。 

5. 结论 

由健康玫瑰植株茎部提取的螺卷毛壳菌 Chaetomium cochliodes 能较好的抑制玫瑰黑斑病病原菌玫瑰

黑斑病病原菌(Diplocarpon rosae)，因此有待于更加深入探索、研究发展成潜在的生防菌剂，起到防止玫

瑰感染黑斑病的重要生物农药。也为更加深入探索子囊菌门、核菌纲 Pyrenomycetes、粪壳菌目 Sordariales、
毛壳菌科 Chaetomiaceae、毛壳菌属 Chaetomium 提供了重要依据。 
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