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镧素对镰刀菌 F usa r ium solan i 及其致病酶的影响
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摘要: 采用琼脂平板生长速率法及液体培养基培养测定了L a 对镰刀菌 F usarium solan i 的抑制作

用和毒力, 并测定了其对病菌胞外的果胶酶、蛋白酶和纤维素酶等几种致病酶活性的影响。结果表

明, 随着L a2O 3 浓度升高, 对病菌菌丝生长的抑制作用增强, 对病菌的 EC50和 EC95分别为 278. 2 和

552. 0 m göL ; 在一定浓度范围内, L a 提高了单位量菌丝所产生 3 种致病酶的活性, 但由于菌丝生长

受到抑制, 除蛋白酶外, 病菌胞外致病酶果胶酶和纤维素酶的总量或总活性受到了抑制, 降低了病

菌的致病力。
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我国从 20 世纪 70 年代以来, 通过深入的试验研究与反复的生产实践, 解决了一系列技术

关键, 成功地将稀土元素应用于农业, 成为世界上第一个把稀土元素作为一种商业性产品应用

于农业生产的国家, 产生了可观的经济与社会效益, 为我国极其丰富的稀土资源的开发利用开

拓了一个崭新的领域[1, 2 ]。经过几十年的推广发展, 稀土元素在农业上的应用越来越广泛, 涉及

粮食作物、蔬菜和畜牧生产。但是, 稀土元素在农业上应用的有关研究主要集中在植物生理活

性、生理生化机制及稀土元素的卫生毒理学和环境安全性方面, 对其在防治植物病害方面、对

植物病原微生物作用方面的研究较少[3～ 7 ]。镰刀菌F usa rium solan i 是土壤寄生菌, 全世界分布

广泛, 寄主范围广, 可导致多种作物的种腐、猝倒和苗腐, 危害很大。因此研究稀土元素对镰刀

菌的毒力及其对致病酶活性的影响, 对于进一步研究利用稀土防治其引起的多种土传病害, 拓

宽稀土元素农业应用范围等具有重要意义。

1　材料和方法

1. 1　供试病菌及药剂

镰刀菌F usa rium solan i (中国农业大学应用化学系提供)。氧化镧 (L a2O 3) , 化学试剂, 纯度

99. 99% (上海跃龙化工厂)。

1. 2　10 göL La 素母液的配制

准确称取纯度为质量分数 99. 99% 的L a2O 3 试剂 1. 0 g 于小烧杯中, 加入 2 mL 浓硝酸
(分析纯)溶解, 用去离子水转移至 100 mL 容量瓶中, 定容即配制成浓度为 10 göL 的L a 素母

液 (文中L a 素浓度均以L a2O 3 的浓度计)。

1. 3　培养基的配制

固体培养基: 马铃薯 200 g, 琼脂 20 g, 葡萄糖 20 g, 水 1 000 mL , 参照方中达的方法[8 ]制
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作, 分装后在 121℃高温高压灭菌 20 m in, 备用。

液体培养基: 除不加琼脂外, 制备方法同固体培养基。

1. 4　毒力测定方法

将L a 素母液加灭菌水稀释成系列浓度, 各取 1 mL 分别加入灭菌后热熔的 9 mL 固体培

养基中, 充分摇匀后倒入直径为 8. 5 cm 的灭菌培养皿中形成不同浓度的带毒培养基平面, 调

节经各L a 素处理的带毒培养基与空白的pH 相同。后挑取新鲜、生长一致的 F usa rium solan i

菌块 (Á = 0. 4 cm )接种到固体平板中央, 每个处理设 3 次重复, 以不加L a 素溶液为空白对照,

25℃黑暗条件下培养 4 d, 测定菌落直径。按如下公式计算不同浓度的L a2O 3 对病菌生长的抑

制率。

抑制率 (% ) =
空白对照的菌落直径öcm - 药剂处理的菌落直径öcm

空白对照的菌落直径öcm - 接种菌块直径öcm
×100%

查机率值换算表[8 ] , 将在 10%～ 90% 范围内的 5 个浓度处理的生长抑制率换算成抑制机

率值, 以浓度对数为横坐标, 抑制机率为纵坐标, 用M icro soft 的 Excel 软件处理, 作回归直线,

求出回归方程和有效中浓度 EC 50及 EC95。

1. 5　生长量测定方法

挑取新鲜、生长一致的待试菌块 (Á = 0. 4 cm ) 接种到 30 mL 的液体培养基中, 每个处理

设 3 次重复。25℃振荡培养 4 d, 形成菌落。用滤纸过滤, 干燥后测定菌落干重并进行比较。滤

液放置于 4℃冰箱中保存, 进行酶活性的测定。

1. 6　致病酶活性的测定

1. 6. 1　果胶酶活性的测定　参照文献[ 9～ 11 ]方法测定。取质量浓度 1% 果胶溶液 10 mL , 蒸

馏水 5 mL , 迅速加入待测滤液 5 mL , 50℃下恒温培养 2 h。沸水煮沸 3 m in, 经滴定后, 以每毫

升滤液在 50℃下每小时催化分解果胶生成 1 mmo l 半乳糖醛酸的酶量为一个酶活性单位
(OD 620= 0. 1)。

1. 6. 2　蛋白酶活性的测定　按改良 T seng [12 ]方法, 取 0. 5 mL 培养液, 加入 0. 5 mL 质量浓度

为 0. 5% 的明胶溶液, 0. 1 mo löL 巴比妥钠2盐酸缓冲液 (pH = 8. 0) ; 30℃下保温 30 m in, 加入

3. 0 mL 10% 的三氯乙酸终止反应, 离心后测定上清夜的OD 280值。以每分钟增加 0. 001 光密度

为一个活性单位, 换算成单位病菌 (OD 620= 1)的酶活性后进行比较。

1. 6. 3　纤维素酶活性的测定　参照文献[ 10 ]测定。以每分钟增加 0. 001 光密度为一个活性单

位, 换算成病原菌 (OD 550= 0. 01)的酶的活性后进行比较。

2　结果与分析

2. 1　La 对镰刀菌生长的影响

2. 1. 1　固体培养基上L a 对镰刀菌的抑制作用及毒力　表 1 是在 25℃、黑暗条件下培养 4 d

后所测定镰刀菌菌落的直径大小。经方差分析表明, 不同浓度的L a 处理形成的菌落直径存在

着极显著的差异 (F = 105. 92> F 0. 01= 3. 71)。从该结果可以看出,L a 在低浓度下对镰刀菌无抑

制作用, 相反还有促进作用; 浓度超过 150 m göL 才开始表现出抑制作用, 随着L a2O 3 浓度的

进一步提高, 镰刀菌菌落的直径减小, 表明抑制作用增强, 当L a2O 3 浓度在 300 m göL 以上时,

对病菌生长的抑制率开始超过 50%。将表 1 中L a 浓度从 200～ 400 m göL 处理其相应的抑制

率换算成机率值, 以浓度对数为横坐标、抑制机率值为纵坐标, 进行线性回归, 并求出回归方程

为 y = 5. 526 1x - 8. 507 4 (R 2= 0. 953 5) , 进一步计算出L a 对镰刀菌的 EC 50为278. 2 m göL ,
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EC 95为 552. 0 m göL。

T ab le 1　Effect of L a on the grow th of F usa rium solan i in so lid m edium

Concen tra t ion of L a2O 3

öm g·L - 1

Co lony diam eter
öcm

A verage co lony

diam eteröcm

Inh ib it ing

rate (% )

0 3. 60 3. 60 3. 90 3. 70A -

50 3. 95 3. 75 3. 70 3. 80A - 2. 7

100 4. 05 3. 40 3. 65 3. 70A 0

150 3. 30 3. 25 3. 50 3. 35B 10. 5

200 2. 85 2. 80 2. 85 2. 83C 26. 4

250 2. 60 2. 65 2. 65 2. 63C 32. 4

300 1. 90 1. 55 2. 20 1. 88D 53. 5

350 1. 25 1. 20 1. 30 1. 25E 74. 2

400 0. 75 0. 95 1. 05 0. 92F 81. 9

　　N o te: T he differen t letters in co lum n m eans the difference is sign ifican t at p < 0. 05. T he sam e as in the fo llow ing tab le.

2. 1. 2　液体培养基上L a2O 3 对镰刀菌的抑制作用　表 2 中所列结果是含不同浓度L a 的液体

培养基中所收获的菌丝量, 经方差分析表明, 不同浓度的L a 处理间差异达到显著水平 (F =

18. 1> F 0. 01= 5. 99)。在试验所设计浓度范围内, 各处理对镰刀菌都有明显的抑制作用, 且随着

L a 浓度的升高抑制作用增强。同样, 将表 2 中L a 浓度从 200～ 350 m göL 处理其相应的生长

抑制率换算成机率值, 以浓度对数为横坐标、抑制机率值为纵坐标进行线性回归, 并求出回归

方程为 y = 4. 936 5x - 7. 179 2 (R 2= 0. 957 9) , 进一步计算出L a 对镰刀菌的 EC 50和 EC95分别

为293. 2和 631. 0 m göL , 其对镰刀菌的抑制作用同固体培养基上的结果是基本一致的。

T ab le 2　Effect of L a on b iom ass of F usa rium solan i in liqu id cu ltu re

Concen tra t ion of L a2O 3

öm g·L - 1

M ycelium dry w eigh t
ög

A verage w eigh t
ög

Inh ib it ing rate
(% )

0 0. 159 0 0. 196 9 0. 227 9 0. 194 6A -

200 0. 153 0 0. 123 9 0. 174 7 0. 150 5B 22. 7

250 0. 122 3 0. 120 1 0. 142 0 0. 128 1BC 34. 2

300 0. 102 5 0. 112 8 0. 092 4 0. 102 6BC 47. 3

350 0. 062 6 0. 058 5 0. 061 1 0. 060 7C 68. 8

2. 2　La 对镰刀菌致病酶活性的影响

2. 2. 1　L a 对镰刀菌果胶酶活性的影响　图 1 是不同浓度的L a 处理对镰刀菌胞外果胶酶总

酶活性的影响。从中可以看出, 在L a2O 3 浓度低于 200 m göL 时, 镰刀菌胞外果胶酶总酶的活

性同空白对照比略有增加, 浓度超过 200 m göL 后, 果胶酶的总酶活性急剧下降, 表现出明显

的抑制作用。

图 2 中的结果表明,L a 对单位菌丝胞外果胶酶的活性有显著的促进作用, 随着浓度的升

高, 促进作用也增强。结合图 2 结果可以看出, 尽管L a 对单位菌丝胞外果胶酶的活性促进作用

明显, 但L a2O 3 浓度超过 200 m göL 后, 由于其对菌丝生长的显著抑制作用, 其对果胶酶总酶

活性的作用仍是抑制的。
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F ig. 1　Effect of L a on to ta l pectinase

activity of F. solan i

F ig. 2　Effect of L a on pectinase activity

of per gram m ycelium of F. solan i

2. 2. 2　L a 对镰刀菌胞外蛋白酶活性的影响　从图 3 和图 4 的结果可以看出,L a2O 3 浓度在

200 m göL 范围内时, 镰刀菌胞外蛋白酶活性无论是总酶的活性还是单位菌丝量所产生酶活性

同对照比都有所下降, 其中蛋白酶总酶活性降低明显。当L a2O 3 浓度超过 200 m göL 后, 其对

单位菌丝的的胞外蛋白酶活性有明显的促进作用, 随着浓度的升高, 胞外蛋白酶的活性增加;

对蛋白酶总酶活性的作用也表现出同样的趋势。

F ig. 3　Effect of L a on to ta l p ro tease

activity of F. solan i

F ig. 4　Effect of L a on p ro tease activity

of per gram m ycelium of F. solan i

2. 2. 3　L a2O 3 对镰刀菌胞外纤维素酶活性的影响　图 5 是不同浓度的L a 处理对镰刀菌胞外

纤维素酶总酶活性的影响。可以看出, 镰刀菌胞外纤维素酶的活性随L a 浓度的升高而增加,

在L a2O 3 浓度为 300 m göL 时, 胞外纤维素酶总酶活性达到最大。随后随着浓度进一步增加,

纤维素酶总酶活性逐渐下降, 但仍远高于空白对照。图 6 结果表明,L a 处理对单位量菌丝所产

生的纤维素酶的活性有明显的促进作用, 而且随L a 浓度的提高, 促进作用增强。

F ig. 5　Effect of L a on to ta l cellu lase

activity of F. solan i

F ig. 6　Effect of L a on cellu lase activity

of per gram m ycelium of F. solan i

3　结论与讨论

本研究结果表明,L a 对镰刀菌的生长在低浓度时有促进作用, 而在高浓度时有明显的抑

制作用。其对镰刀菌的 EC 50和 EC 95分别为 278. 2 和 552. 0 m göL。在低浓度时的促进生长作
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用, 因试验设计的低浓度处理较少还难以看出剂量与生长量的关系, 还有待于进一步的研究。

果胶酶、蛋白酶和纤维素酶是病原菌的主要致病酶, 其活性的高低直接影响病原菌的致病

力。从单位菌丝量所产生 3 种酶的活性来看, 在试验所设计的浓度范围内,L a2O 3 均提高了它

们的活性; 但由于高浓度的L a2O 3 能强烈抑制菌丝的生长, 从而影响胞外酶的总产量。从镰刀

菌所产生的胞外酶的总酶活性来看,L a2O 3 的浓度在超过 250 m göL 后, 胞外果胶酶的总酶活

性是受到抑制的, 明显低于空白对照, 从而减少了病原菌的致病力。

尽管室内毒力测定结果说明, 在 200～ 500 m göL 的浓度范围内,L a2O 3 对镰刀菌即有很强

的抑制作用, 但能否控制其所引起的植物病害, 还有待于进一步深入进行盆栽和田间试验。
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Tox ic ity and Effect of Lan thanum on F usa r ium solan i

M U Kang2guo 1, 　ZHAN G W en2ji2, 　HU L in13 , 　ZHAN G Fu2suo 1

(1. Colleg e of R esou rse and E nv ironm ent S cience, Ch ina A g ricu ltu ra l U niversity , B eij ing 100094, Ch ina;

2. D ep artm en t of A pp lied Chem istry , Ch ina A g ricu ltu ra l U niversity , B eij ing 100094, Ch ina)

Abstract: T he inh ib it ion and the tox icity of lan thanum on the grow th of F usarium solan i w ere studied, and

the effect of lan thanum on th ree disease2rela ted enzym es w ere researched too. T he resu lts show ed that

lan thanum inh ib it the grow th of F usarium solan i strongly, it’s EC50 and EC95 w ere 278. 2 and 552. 0 m göL
respectively. L an thanum also gives som e effect on the disease2rela ted enzym e of pathogen, it p romo te the

activity of these enzym es such as pectinase, p ro tease and cellu lase, bu t fo r the strong inh ib it ion of the grow th

of m ycelium , the quan tity o r the activity of the to ta l enzym es of pectinase w as decreased sign ifican tly.

Key words: rare earth; lan thanum ; F usarium solan i; tox icity; enzym e activity
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