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摘要:病害是导致沙打旺(Astragalusadsurgens)草地产量下降的主要原因之一.本研究用杀菌剂对沙打旺种子进行

预处理,在培养皿和盆栽两种培养条件下模拟沙打旺种子在自然环境中受到不同病原真菌侵染后的萌发和生长状况,

探讨杀菌剂预处理的作用和效果.结果表明,人工接种病原菌后,经杀菌剂处理的种子,其发芽率,植株的株高、根长和

干重较无菌水处理种子显著提高(P＜０．０５),而发病率、死亡率和平均病情指数则相应地显著降低(P＜０．０５).不同杀

菌剂的防治效果有所不同,在多菌灵、代森锰锌和甲基托布津３种杀菌剂中,代森锰锌预处理防治效果最好.
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Abstract:Fungaldiseaseisthemainfactorreducingperennialforage’sbiomassofstandingmilkvetch(AstragＧ
alusadsurgens)．Inthisstudy,theseedsofstandingmilkvetchwerepretreatedwiththreekindsoffungicide:

carbendazim,mancozebandthiophanateＧmethyl,withthepurposeofevaluatingthefungicideeffects,seedgerＧ
minationandseedlinggrowthafterinoculationthroughresemblingthenaturalenvironment．TheresultssugＧ
gestedthatthreekindsoffungicidetreatmentssignificantly(P＜０．０５)improvedtheseedgerminationinpetri
dishesandpotscomparedwithsterilewatercontrols,andtheplantheight,rootlengthaswellasdryweight
revealedauniformtrend．Significantreductionsofincidence,mortalityandaveragediseaseseverityindex(DSI)

werecausedbythefungicides．Basedontheresults,thefungicideshavedifferentrolesonseedgerminationand
seedlinggrowthunderthepathogenconditions,ofwhichmancozebwasthebestchoiceinthisstudy．
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　　沙打旺(Astragalusadsurgens)为豆科黄芪属,又
名直立黄芪、麻豆秧等,起源于欧亚大陆[１],广泛分布

于中国、俄罗斯、蒙古、日本和韩国等东北亚地区以及

美国、加拿大等北美国家[２Ｇ３].在我国,沙打旺原产于

河北、河南、山东和江苏等地的黄河故道,人工栽培已

有上百年历史,俗称为薄地强、苦草和麻豆秧[４].沙打

旺适应性非常强,耐寒、抗旱、耐贫瘠、抗风蚀沙埋,在
保护环境中发挥着重要作用[５Ｇ７].沙打旺与紫花苜蓿

(Medicagosativa)、草木樨(Clematisflorida)等豆科

牧草相比,产量较高,尤其是在贫瘠干旱条件下表现更

为突出,可作为优质牧草[８Ｇ９].
持久性差是限制沙打旺生产和利用的重要因素,

而病害是草地早衰的原因之一,三龄沙打旺草地植被

因病害而导致盖度大幅度降低、生产力明显下降,且病

害的种数随着草地年龄的增加而增加,二者呈正相关

关系[１０Ｇ１４].截至２００８年,世界范围内,在沙打旺上共

发现２７属３７种真菌,共引致２２类真菌病害,其中茎

叶入侵真菌共２５属３４种,引起了２０类病害;根部入

侵真菌共３属７种,引起了３类病害;茎叶和根部共有

真菌１属１种,引起了１种系统性真菌病害———沙打

旺黄萎病(Verticilliumdahltae)[１５Ｇ２３].为了减少损

失,可以用物理防治,化学防治和生物防治,其中最常

用的还是利用杀菌剂进行病害的防除[１６,２４].
目前使用杀菌剂仍然是防治植物病害的一种经济

有效的方法.随着生物技术的发展,转基因作物种植

面积将不断扩大,杀虫剂和除草剂的用量迅速减少,但
是对杀菌剂的使用影响较小[２５Ｇ２６].杀菌剂是用于防治

由真菌、细菌类病原微生物引起的植物病害的一类化

学制剂.杀菌剂的作用机理主要有两种:一是干扰病

菌的呼吸过程,抑制能量的产生;二是干扰菌体生命物

质如蛋白质、核酸、甾醇等的生物合成.根据其作用方

式杀菌剂可分为两类:一类是保护性杀菌剂,另一类是

内吸性杀菌剂.保护性杀菌剂在植物体外或体表直接

与病原菌接触,杀死或抑制病原菌,使之无法进入植

物,从而保护植物免受病原菌的危害.本研究所用代

森锰锌就属于保护性杀菌剂.内吸性杀菌剂施用于作

物的某一部位后能被作物吸收,并在体内运输到作物

的其它部位发生作用.内吸性杀菌剂有两种传导方

式,一种是向顶性传导,即药剂被吸收到植物体内以后

随蒸腾流向植物顶部传导至顶叶、顶芽及叶类、叶缘,
目前的内吸性杀菌剂多属此类;另一种是向基性传导,
即药剂被植物体吸收后于韧皮部内沿光合作用产物的

运输向下传导.内吸性杀菌剂中属于此类的较少,本
研究所用的多菌灵就属于此类杀菌剂[２５,２７].

本研究采用不同的杀菌剂预处理,模拟沙打旺种

子在多种病原菌存在的条件下萌发和生长,分析杀菌

剂对种子萌发和幼苗生长过程的影响,比较不同杀菌

剂的处理效果,寻求沙打旺种植过程中较为适用的杀

菌剂种类,以期为生产实践提供理论依据和具体指导,
从而提高牧草产量,减少因病害造成的经济损失.

１　材料与方法

１．１　沙打旺种子

本研究所用种子为地方品种辽宁阜新沙打旺,种
子保存在兰州大学草地农业科技学院种子库中(４℃,
黑暗).

１．２　病原微生物

本研究所用病原真菌分离自辽宁阜新沙打旺种

子.种带真菌检验参照文献[１６]的方法.将种子放在

纱网内用自来水冲洗３遍,再用７０％的酒精消毒３０
s,然后用１％的次氯酸钠溶液消毒３min,用无菌蒸馏

水冲洗３遍,用灭菌滤纸吸干种子表面水分,均匀摆放

在马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)平板上,每皿５０粒,４个

重复,在２５℃黑暗下培养,分别在第４天和第７天统

计每粒种子上生长出的真菌菌落数量和种类,并及时

纯化、鉴定.
孢子悬浮液的制备.将沙打旺种子上分离率最高

的３种病原菌———镰刀菌(Fusariumspp．)、埃里砖格

孢(Embellisiaastragali)、链格孢(Alternariasp．)置
于２５℃恒温培养箱(SanyoIncubator,Japan)中PDA
培养基上密封培养使病原菌产孢.每皿加入无菌水５
mL,用灭菌的载玻片轻轻刮下孢子,经双层纱布过滤

后,用血球计数板将孢子悬浮液浓度调节为５×１０５

个mL－１,备用.

１．３　土壤灭菌及最大持水量测定

盆栽用土为黄壤土,取自兰州大学草地农业科技

学院榆中实验田(１０４．１°E、３５．９°N).按照土壤养分

系统研究法(ASI法)[２８]测定土壤基本指标.结果显

示,土壤pH７．８,土壤速效氮、速效磷和速效钾含量分

别为９２．６、３０．２和１１０．９mgkg－１.先过筛(２mm 孔

径)剔除杂物,平铺在瓷盘上约３cm 厚,将瓷盘放置在

烘箱(DHGＧ９４２０A,上海一恒科技有限公司)中,１６９
℃下灭菌５h[２９],降温后装在塑料大桶中,盖上桶盖备

用.每次称取灭菌土壤１０００g,装在塑料花盆(底部

０６
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开孔,盆底直径１２０mm,盆口直径１５０mm,盆高１４０
mm)中用以种植沙打旺.

土壤灭菌效果检验:用以上方法灭菌的土壤,在超

净工作台上,铺在PDA 培养基表面,２５℃黑暗条件下

培养２周,无任何菌物长出[１８].
土壤最大持水量(W)检测[３０]:将装有灭菌土壤的

花盆放置于略大于花盆底部的塑料盆中,反复向花盆

中浇水,直至花盆底部流出的水与塑料盆口同高.然

后将花盆口用塑料薄膜封住,共设置５个重复.放置

２４h后,将花盆从塑料盆中取出,擦去花盆表面的水

分再称重,得到总重(W１).再将花盆放置于８０℃烘

箱中烘干 ２４h,反复至重量再无变化时记录干重

(W２).根据公式W＝W１－W２ 计算土壤最大持水量,
本研究中每盆土壤平均最大持水量为２８０g.

１．４　杀菌剂及配制

本研究中３种杀菌剂都购自兰州市安宁区农药市

场,均为可湿性粉剂(四川国光农化公司).用无菌水

配制杀菌剂溶液,分别为０．１％多菌灵溶液、０．１％代森

锰锌溶液和０．１％甲基托布津溶液.

１．５　种子预处理

将健康、饱满的沙打旺种子用蒸馏水冲洗干净,先
后浸于７５％酒精溶液(１min)和１％次氯酸钠溶液(１０
min)进行表面消毒,再用无菌水冲洗５遍,用灭菌滤

纸吸干种子表面水分.待种子干燥后,再分别浸于无

菌水(CK１ 和CK２)、０．１％多菌灵溶液、０．１％代森锰锌

溶液和０．１％甲基托布津溶液中,１０min后取出晾干.

１．６　接种方法

１．６．１　培养皿试验　在无菌条件下将预处理好的种

子放置于铺有双层灭菌滤纸的培养皿中,每皿５０
粒,每个处理１０个重复.CK１(无杀菌剂处理,无人

工接种)每皿倒入无菌水１０mL;将３种病原菌的孢

子悬浮液按１∶１∶１的比例混合均匀倒入 CK２(无
杀菌剂处理,有人工接种)和其它处理(有杀菌剂处

理,有人工接种)的培养皿中,每皿１０mL.按照国

家种子检验规程,将培养皿置于培养箱中２０ ℃条件

下黑暗培养.

１．６．２　盆栽试验　将预处理种子摆放在装有１０００g
灭菌土壤的花盆中,每盆１０粒均匀排列,表面覆土约

５mm,每个处理１０盆.将所有花盆放在温度为２０
℃/－２５℃(夜晚/白天),相对湿度８０％,１２h光照、

１２h 黑暗,光照强度为 １２０００lx 的温室中培 养.
第１－１４天,CK１ 每天每盆浇入无菌水１０mL作为对

照,CK２ 和其它处理每天每盆浇入混合孢子悬浮液１０
mL.之后所有盆每３d浇水一次,每次浇水１２０mL,
约达到土壤最大持水量的７０％.试验周期为１２周.

１．７　测定项目

发芽率:从种子摆放在培养皿内,每天统计一次发

芽数,计算发芽率,共统计１４d[３１].

出苗率:播种后每天统计一次出苗数,计算出苗

率,共统计１４d.
株高、发病率、死亡率:每周测量一次所有接种植

株和对照植株的株高(卷尺测量),同时统计发病率和

死亡率.
根长、干重:第１２周收获时,将所有植株用自来水

轻轻冲洗干净,测量根长、苗长.之后将植株置于８０
℃烘箱中烘干３６h,称干重.

病情指数:观察地上部分及根部症状,根据以下病

情严重等级分级标准,确定病情指数.
地上部分病情严重指数分级标准[３２]:０级,无症

状;１级,矮化,但无叶斑;２级,有叶斑,但无病侧枝;３
级,茎秆基部变色;４级,茎秆基部或颈部有病枝;５级,
植株死亡.

根据病情严重等级[３３],计算病情指数(diseaseseＧ
verityindex,DSI):

DSI＝
∑(病情严重指数×相应种子数)

最大严重指数×所有种子数 ×１００.

病原菌再分离:第１２周收获后,将病株上的叶片、
茎秆和根部经过表面消毒后切成５mm 小段放置在

PDA培养基上进行接种病原菌的再分离.

１．８　数据分析

所有数据用 MicrosoftExcel２０１０作图,并用SPSS
１９．０分析,对发芽率、出苗率、根苗长、单株干重、发病

率、死亡率以及病情指数几个指标采用单因素方差分析

方法,对各指标进行不同处理间差异显著性分析.

２　结果

２．１　种带真菌种类与带菌率

在沙打旺种子上共分离出真菌１３种(表１).分

离率较高并且普遍存在的真菌有埃里砖格孢(EmbelＧ
lisiaastragali)、链 格 孢 (Alternaria sp．)和 镰 刀 菌

(Fusariumspp．).

２．２　培养皿内种子发芽率

１－３d 对照与处理的种子 发 芽 率 均 较 低,为

４％~１８％.４－７d,CK１ 和３个杀菌剂处理的发芽率

１６
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均上升较快,在５４％~６２％,而CK２ 发芽率上升缓慢,
仅为１４％.８－１４d,CK１ 和３个处理的发芽率上升速

度放缓,１４d时发芽率为６７％~８９％.CK２ 发芽率始

终较低,１４d发芽种子仅有２７％.统计结束时,CK１

的发芽率是CK２ 发芽率的２３４％,多菌灵处理的发芽

率是CK２ 的１７９％,代森锰锌处理的发芽率是CK２ 的

１８５％,甲基托布津处理的发芽率是 CK２ 的 １５１％
(图１).

表１　沙打旺种子上分离出的真菌及其分离率

Table１　Percentfrequencyoffungiisolatedfromtheseedsofstandingmilkvetch

真菌名称

Nameoffungi

分离率

Isolationrate/％

真菌名称

Nameoffungi

分离率

Isolationrate/％

Embellisiaastragali １９ Aspergulasspp． ６

Alternariaalternate ２１ Penicilliumspp． ３

Alternariasp． １８ Rhizopus １

Fusariumspp． １５ Stolonifer

Verticilliumspp． ９ Mucorsitophila ２

Ascochytasp． ９ Stemphyliumbotryosum ２

Cladosporiumherbarum ２

图１　杀菌剂对培养皿中沙打旺种子发芽率的影响

Fig．１　Effectsoffungicideongerminationpercentageofstandingmilkvetchseedsinoculationinpetridishes
注:不同小写字母表示１４d时不同处理间差异显著(P＜０．０５).图２、表３同.

Note:Differentlowercaselettersindicatesignificantdifferenceamongdifferentfungicidetreatmentsat１４dat０．０５level．ThesameinFig．２and

Table３．

　　CK１ 的最终发芽率显著(P＜０．０５)高于其它处理

的,CK２ 的最终发芽发芽率显著(P＜０．０５)低于其它

处理的,代森锰锌处理的最终发芽发芽率显著(P＜
０．０５)高于甲基托布津处理的(图１).

２．３　盆栽种子出苗率

１－４d 对照与处理的种子 出 苗 率 均 较 低,为

７％~１０％.５－９d,CK１ 和３个杀菌剂处理的出苗率

均上升较快,达到４８％~６１％,而 CK２ 出苗率上升缓

慢,仅为１６％.７－１４d,CK１ 和３个处理的出苗率上

升速度放缓,１４d时出苗率为５９％~８３％.CK２ 出苗

率始终较低,１４d出苗种子仅有２２％.CK１ 最终出苗

率是CK２ 的２８４％,多菌灵处理最终出苗率是CK２ 的

２０９％,代森锰锌处理最终出苗率是 CK２ 的２１４％,甲

基托布津处理最终出苗率是CK２ 的１７２％(图２).

CK１ 的最终出苗率显著(P＜０．０５)高于其它处理

的,CK２ 的最终出苗率显著(P＜０．０５)低于其它处理

２６
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的,多菌灵和代森锰锌处理的最终出苗显著 (P ＜
０．０５)高于甲基托布津处理的(图２).

２．４　株高与根长

所有盆栽试验中种子出苗２周后,植株地上部分

开始明显增长.与发芽率相似,CK１ 和杀菌剂处理种

子的株高持续高于 CK２ 的.１２周观察结束时,CK１

植株的株高显著(P＜０．０５)高于多菌灵处理、代森锰

锌处理和甲基托布津处理的.与 CK１、多菌灵、代森

锰锌和甲基托布津处理相比,CK２ 植株的株高分别显

著降低了６２％、４２％、４６％和４１％(P＜０．０５)(图３).

图２　杀菌剂对盆栽沙打旺种子出苗率的影响

Fig．２　Effectsoffungicideonemergencepercentageofstandingmilkvetchseedsplantsinpots

图３　杀菌剂处理对沙打旺植株平均株高和根长的影响

Fig．３　Effectsoffungicideonplantheightandrootlengthofstandingmilkvetch１２weeksafterplantinginpots

　　１２周观察结束时,各处理根长与株高表现出相似

趋势.CK１ 的平均根长显著(P＜０．０５)大于 CK２、多
菌灵处理、代森锰锌处理和甲基托布津处理的.多菌

灵、代森锰锌与甲基托布津处理间均差异不显著(P＞
０．０５).CK２ 处理的根长显著(P＜０．０５)低于其它处理

的,分别为CK１、多菌灵、代森锰锌和甲基托布津处理

根长的５４％、４５％、４１％和３１％(图３).

２．５　干重、发病率、死亡率与病情指数

在盆栽试验中,CK１ 的单株干重为１．４２g,显著

(P＜０．０５)高于其它处理的;CK２ 单株干重为０．４６g,
显著(P＜０．０５)低于其它处理;多菌灵、代森锰锌和甲

基托布津３个处理之间的单株干重无显著差异(P＞
０．０５)(表２).

盆栽试验中,CK１ 并未人工接种病原真菌,发病

率仅为６％,显著(P＜０．０５)低于其它各处理.CK２ 进

行了人工接种病原菌,但没有杀菌剂预处理,发病率为

８７％,显著(P＜０．０５)高于其它各处理.３个杀菌剂处

理中,代森锰锌处理的发病率为４７％,显著(P＜０．０５)
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低于甲基托布津处理的(表２).
各组植株死亡率表现出与发病率相似趋势.CK１

的死亡率仅为３％,显著(P＜０．０５)低于其它各处理

的.CK２ 的死亡率为６１％,显著(P＜０．０５)高于其它

各处理的.３个杀菌剂处理中,代森锰锌处理的死亡

率为２６％,显著(P＜０．０５)低于多菌灵和甲基托布津

处理的(表２).

病情指数为３种病原真菌导致病害病情指数的平

均值,可以综合衡量植株的发病率和严重程度.本研

究中,CK１ 的病情指数为２．４,显著(P＜０．０５)低于其

它各处理的.CK２ 的病情指数为 ７５．６,显著 (P ＜
０．０５)高于其它各处理的,有相当一部分植株死亡,存
活植株的病情也较严重.３个杀菌剂处理的病情指数

为３６．６０~４３．２０,差异不显著(P＞０．０５)(表２).

表２　杀菌剂处理对沙打旺单株干重、发病率死亡率和病情指数的影响

Table２　Effectoffungicideondryweightofsingleplant,incidence,mortalityandDSIofstandingmilkvetchinpotsexperiment

处理　　
Treatment　　

单株干重

Dryweightofsingleplant/g

发病率

Incidence/％

死亡率

Mortality/％

病情指数

DSI

对照１CK１ １．４２±０．１１a ６．００±０．５２d ３．００±０．２１d ２．４０±０．１７c
对照２CK２ ０．４６±０．０４c ８７．００±４．８９a ６１．００±４．８７a ７５．６０±５．２９a
多菌灵Carbendazim １．０５±０．０８b ５１．００±３．５７bc ３１．００±２．１７b ４０．８０±２．６６b
代森锰锌 Mancozeb １．１２±０．０９b ４７．００±３．２１c ２６．００±１．９２c ３６．６０±２．５６b
甲基托布津 ThiophanateＧMethyl ０．９８±０．０７b ５６．００±３．８２b ３３．００±２．２１b ４３．２０±２．９３b

３　讨论与结论

镰刀菌和埃里砖格孢等病原菌能够引起沙打旺

植株系统性病害,病原菌长期存活在土壤病残体上,
在种子萌发、苗期定植时,从幼苗和根部侵入,导致

严重病害最终使植株死亡.生产上由于缺乏抗性品

种,化学药剂防治仍是目前控制病害的重要措施,但
某种药剂长期单一使用、用药次数和剂量不断增加,
导致药剂抗药性出现的问题,已在很多病害防治中

有所显露而影响了病害防控效果[３４].关于杀菌剂的

研究多数集中在室内毒力测定方面,针对种子预处

理后,幼苗的生长研究也主要集中在药效评价方面,
而具体关于种子萌发、幼苗生长和干物质累积的研

究并不多见.有研究表明,杀菌剂拌种后草坪草出

苗率和田间生物量得到不同程度的提高[３５].因此,
本研究通过培养皿和盆栽试验研究了不同杀菌剂对

沙打旺种子萌发和幼苗生长的影响.通过分析用杀

菌剂溶液处理过种子的发芽率,幼苗株高、根长、干
重,植株发病率、死亡率以及病情指数等指标,得出

防治效果较好的为代森锰锌,其次为多菌灵,而甲基

托布津对于３种主要真菌引起的病害防效不佳,这
与李兴龙和李彦忠[２６]的研究结果相似.

代森锰锌属二硫代氨基甲酸盐类广谱保护性杀菌

剂,其作用机理是抑制菌体内丙酮酸的氧化,使病原菌

的能量供应受阻,对孢子萌发的抑制作用较强,有“接
触性杀菌作用”,能明显降低病原菌的侵入率,使种子

能够正常萌发[２６,３６Ｇ３７].因此,在病原菌侵染寄主植物

之前,施用代森锰锌等保护性药剂,可阻止真菌孢子的

萌发,或干扰病菌与寄主的互作,从而阻止病菌的侵

染,保护植物免遭病害.而作为内吸性杀菌剂的多菌

灵和甲基托布津,其作用机理主要是干扰真菌的有丝

分裂中纺锤体的形成,影响细胞分裂,孢子萌发长出畸

形的芽管,起到杀菌作用[３６],并且内吸性杀菌剂专性

强[３５],可能在幼苗生长时期抗病效果较明显,可用于

植株发病后抑制体内菌丝的进一步扩展[２６,３４,３６].由于

同一杀菌剂对病原菌菌丝生长和孢子萌发的抑制作用

存在差异,比如代森锰锌对孢子萌发抑制作用较强,对
菌丝生长抑制作用较弱,故可作为种子预处理药剂,或
在发病前喷施,预防病菌孢子的初侵染,并可在发病期

喷施,防止孢子再侵染[３４Ｇ３６].多菌灵是苯并咪唑类杀

菌剂,若长期使用,易产生抗药性,应对多菌灵的抗药

性给予高度的重视,及早采取相应措施,例如轮换使用

不同作用机制的杀菌剂,合理适量用药[３４].
本研究仅使用培养皿和短期盆栽简单模拟了杀菌

剂处理对种子受到病原菌侵染影响的抵御作用,还需

要在田间条件下,以及更长的时间尺度下研究杀菌剂

的作用效果,这将是今后研究的一个重要方向.此外,
长期使用一种或几种相同作用靶标的药剂,会导致当

地病原菌产生严重的抗药性[３４,３６].为避免同一杀菌

剂长期使用带来的抗药性而采用不同作用机制杀菌剂

复配,研究其复配增效作用,进而提高防治效率,是另

一重要研究方向.
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