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Abstract 
Tissue culture technology is a major skill in fast promotion of new cultivars of rubber tree. How-
ever, fungi contamination has been a main cause which wasted more money in amount of seedling 
production. In this study, a fungus was identified as a super pollutant agent which rendered high 
rate of pollution in tissue culture of rubber tree. After morphology and molecular identification 
analysis, this fungus was confirmed to be Neurospora crassa, (N. crassa, for short). N. crassa was a 
highly aerobic fungi, grew fast and produced a large amount of spores, therefore fastened pollu-
tion in culture room. It rose to be an urgent issue to seek efficient fungicide. Here, six fungicides 
were compared with their abilities of inhibiting growth of N. crassa with indoor growth rate anal-
ysis. The independent regression equation and the EC50 value of inhibitory concentration were 
obtained. The results showed that 40% Fuxing EC had the best inhibitory effect on N. crassa, with 
the lowest EC50, followed by 70% Thiophanate-Methylwettable powder, 50% Rovral fluttering 
wettable powder, 99% hymexazol wettable Powder and 50% sodium sulfonate wettable powder 
with moderate effects. Unexpectedly, 50% carbendazim wettable powder was invalid at all. The 
survival rate of contaminated rubber seedlings was up to 94% after treated with 500 times diluted 
solution of sodium sulfonate. 
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摘  要 

组培技术应用是加快推广橡胶树良种化育苗的技术革命，具有显著降低育苗成本和改良橡胶树农艺性状

等优点。然而，组培生产过程中杂菌污染是造成生产成本高的主要原因之一。本研究通过形态学和分子

鉴定，发现在橡胶树组织培养生产中一种具有超强污染能力菌是粗糙脉孢霉。该真菌是一种很强的好氧

菌，孢子萌发和菌丝生长速度极快，产孢能力强可以借助空气的传播，迅速扩大污染率，因而迫切需要

筛选快速杀死它的菌剂。我们采用室内生长速率法测定了六种农药对粗糙脉孢霉的毒力，得到相关的独

立回归方程及抑制中浓度。结果表明，40%福星乳油对粗糙脉孢霉菌的抑制效果最好，其EC50最小；其

次为70%甲基托布津可湿性粉剂；50%扑海因可湿性粉剂，99%恶霉灵可湿性粉剂，50%敌磺钠可湿

性粉剂对其的杀菌效果均一般，50%多菌灵可湿性粉剂无效。我们用500倍的敌磺钠处理污染橡胶苗后，

发现挽救成功率可达94%。 
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1. 引言 

近年来，植物组织培养技术在提高农作物产量、培育农作物新品种等方面都具有广阔的应用前景[1] 
[2]。据不完全统计，橡胶树自根无性系组培苗比芽接苗生长速度快 10%~20%，抗风能力强，具有再一次

提高产量 10%~30%的潜力，所以是橡胶生产种植材料上的一次革命[3]。然而，由于该技术自身的一些特

点又使它的应用受到了限制，其中培养材料易被污染是该技术面临的重要问题之一[4]。培养材料被污染

后会导致：1) 生产成本大幅度提高；2) 对植株造成伤害；3) 增加种植风险。正确识别组织培养中污染

源，掌握防治污染的方法是组培中的关键[5]，所以应寻找稳定、能耐高温高压的抑菌剂，或有效杀菌剂

以减少组培中的污染源，才能降低成本和提高经济效益[6]。本文作者通过收集污染平板和污染的试管苗，

根据表型及外观分类，将一些污染严重的污染源进行分离培养和 tef1 序列分子鉴定，发现粗糙脉孢霉是

一种超强的污染源[7]，它严重影响了橡胶苗的生长和快繁，造成人力物力浪费。为寻找防除粗糙脉孢霉

的有效方法，我们采用室内生长速率法测定了多种农药对粗糙脉孢霉的毒力并且进行相关的结果分析，

为该污染源的综合防治提供了依据。 
扑海因、甲基托布津和恶霉灵等具有低廉的价格和广谱的杀菌效果，是安全、低毒无残留的绿色环

保杀菌剂，成为防治多种农作物病害的首选药剂。薛应钰等研究发现 4 种杀菌单剂对镰刀菌的 EC50 由低

到高依次为 40%福星乳油、70%甲基托布津可湿性粉剂、50%扑海因可湿性粉剂、50%多菌灵可湿性粉剂，
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以 40%福星乳油的抑制作用最好[8]；刘钊等研究表明不同稀释倍数的多菌灵对链孢霉菌丝体生长均有抑

菌作用[9]；恶霉灵对各种植物土传病害如腐霉菌，镰刀菌和根壳菌等都有明显高于其它杀菌剂的防治效

果[10]。然而，国内有关橡胶树组培苗粗糙脉孢霉的室内药剂毒力测定报导甚少，本研究为了能够寻找到

更高效、安全、低成本的橡胶树组培苗粗糙脉孢霉的防治药剂，我们测定了 6 种杀菌剂原药对橡胶树组

培苗粗糙脉孢霉的室内毒力，了解不同杀菌剂对粗糙脉孢霉的敏感性，分析不同药剂浓度对菌株菌落生

长速度的影响，以便为生产上更好地预防、防治该病害提供科学的理论依据[11]。 

2. 试验材料和方法 

2.1. 试验材料 

70%甲基托布津(Thiophanate-methyl) [12]可湿性粉剂(西安喷得绿农化有限公司生产)、50%扑海因

(RovraL) [13]可湿性粉剂(安万特作物科学公司生产)、50%多菌灵(Carbendazim)可湿性粉剂(山东华阳科技

股份有限公司生产)、40%福星乳油(Fuxing EC) (上海农乐生物制品有限公司生产)、恶霉灵(hymexazol) (吉
林省延边西爱斯开化学农药厂生产)和敌磺钠[14] (Sodium sulfonate) (山东华齐生物科技有限公司)。 

粗糙脉孢霉是我们从污染的平板上分离并进行形态和测序鉴定。污染平板及污染的热研 73397 自根

无性系的组培试管苗来自于本单位组培苗生产工作室。 

2.2. 试验方法 

2.2.1. 真菌基因组 DNA 提取方法及 ITS 序列扩增 
除了进行形态鉴定外，我们克隆所分离污染菌的 tef1 序列，系统进化分析从而鉴定其类别。以 CTAB

法提取病菌的基因组 DNA，以真菌通用引物 Ef728 (5'-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3')和 Tefla 
(5'-GCCATCCTTGGGAGATACCAGC-3')为引物进行 PCR 扩增。经过 PCR 产物回收、连接、转化及菌落

PCR 鉴定后送公司测序。登录 NCBI，将所得序列进行序列相似性比对，并下载相应基因序列，用 Clusta 
lX 软件进行对位排列，构建分子系统树。 

2.2.2. 菌液制备 
取经 28℃培养 4 天的粗糙脉孢霉，加 5 ml 无菌水洗下霉菌孢子，依次 10 倍稀释为 10−3，使孢子数

约为 103 个/ml。 

2.2.3. 六种杀菌单剂不同浓度对粗糙脉孢霉的毒力影响 
先将供试杀菌剂 50%多菌灵可湿性粉剂稀释成 250、400、500 倍液，50%扑海因可湿性粉剂稀释成

1000、1200、1500 倍液，70%甲基托布津可湿性粉剂稀释成 5000、10,000、20,000 倍液，40%福星乳油

稀释成 20,000、40,000、60,000 和 80,000 倍液，恶霉灵可湿性粉剂稀释成 3000、3500、4000 倍液，敌磺

钠可湿性粉剂稀释成 500、800、1000 倍液。待培养基高压蒸汽灭菌(121℃，20 分钟)后，分别用移液管

吸取不同浓度的药液 10 ml 注入 50 ml 培养基(1/2 孟加拉红培养基 + 1/2PDA)中，得到 60 ml 带药培养基

溶液，将其立即趁热摇匀，倒入直径为 7.5 cm 的灭菌培养皿中，每皿倒入的培养基药液不宜太多，使其

形成薄厚均匀的带药培养基平板，然后重复以上做法依次制备 6 种杀菌单剂不同浓度的培养基，每个浓

度 3 次重复，同时以无菌水代替农药设一个对照。在无菌条件下，将平板培养的供试菌种用直径为 8 mm
的灭菌枪头打取菌饼，然后将菌饼用接种针接入带药的培养基与对照不带药培养基正中央(菌丝面向下，

紧贴在培养基上面)，每个培养皿放菌饼 1 个，置于 28℃的恒温箱内培养。培养 72 h 后用十字交叉法测

量菌落直径，每一个水平取菌落直径(mm)的平均值，分析比较不同杀菌剂对粗糙脉孢霉的抑菌效果[15]。
同时计算供试药剂不同浓度对粗糙脉孢霉的抑制率，求回归方程和 EC50。 
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计算公式如下： 
( ) ( ) ( )% 100%= − − ×抑制生长率 对照菌落直径 处理菌落直径 对照菌落直径 菌饼直径  

以农药浓度取以 10 为底的对数为横坐标，通过查生物统计机率值换算表，以各个浓度时抑制率对应

的几率值作为纵坐标，求出每个试验浓度的回归方程和相关系数 R 和 EC50 值。 

2.2.4. 六种杀菌单剂的抑菌作用 
抑菌效果的评价方法有两种：一是测量真菌菌丝生长速度受抑制率来判断；二是取 0.1 ml 稀释好的

浓度为 103 个/ml 分生孢子稀释液加入抑菌培养基平皿中，涂板，于 28℃培养，第 2~3 天观察和统计孢子

萌发生长情况。 

2.2.5. 污染的组培橡胶苗处理方法 
为了考察敌磺钠农药处理是否能够挽救被污染的橡胶组培苗，分别于 2017 年 7 月和 2017 年 8 月处

理两次。我们选用生长势相对一致的被污染的热研 73397 橡胶组培苗 100 株于同一时间进行了敌磺钠处

理试验。处理组每一个试管内加入 500 稀释倍液敌磺钠 10 ml，对照组的每一个试管内加入等量不添加敌

磺钠的 ddH2O。16 h 后将组培苗的菌液接种于 1/2 孟加拉红培养基+1/2PDA 培养基，24 h 后观察培养基

中病菌及橡胶苗的存活情况，试验结果为两次平均值。 

3. 结果与分析 

3.1. 粗糙脉孢霉棉兰染色的显微观察结果 

通过棉兰染色的方法，在显微镜下我们观察得到粗糙脉孢霉的菌丝体分支成网状，菌丝内有隔、多

核；分生孢子梗直接从菌丝上长出，与菌丝无明显差异，梗顶端形成分生孢子。分生孢子卵形或近球形，

成串悬挂在气生菌丝上，呈橘红色[16] (图 1)。将粗糙脉孢霉分生孢子大小在放大 400 倍下，平均长度分

别为 8.0~8.2 微米。 
 

 
Figure 1. Effects of Neurospora crassa on Rubber Seedlings and morphology of Neurospora crassa with cotton blue stain. (a) 
Seedlings polluted or not by Neurospora crassa; (b) Morphology of Neurospora crassa stained by cotton blue, bar = 10 μm, 
400 times 
图 1. 粗糙脉孢霉影响橡胶苗生长及用棉兰染色显示粗糙脉孢霉形态特征。(a) 污染和没有污染粗糙脉孢霉的橡胶苗

生长对比情况；(b) 用棉兰染色显示粗糙脉孢霉形态特征 bar = 10 μm，放大 400 倍 
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3.2. 分离及鉴定橡胶树组培的超强污染源 

根据污染源出现的频率和污染源在培养基上的表型，挑取了感染力最强的污染源进行分离接种，命

名为Y。它的 tef1扩增片段大小约为581 bp，利用NCBI blast进行序列比较，发现序列相似性为98%~100%。

下载同源基因的 fasta 序列，利用软件 ClustaX (1.81 版本)进行序列比对分析，采用 Neighbor-Joining 方法

进行聚类分析，进行 1000 次 bootstrap 统计学检验(图 2)，得到结果。Y 与 Neurospora crassa 粗糙脉孢霉

归为一类。 

3.3. 粗糙脉孢霉温度及 PH 适应特性 

已有的报道表明粗糙脉孢霉菌丝在 4℃~44℃均能生长，25℃~36℃生长最快，4℃以下停止生长，4℃
~24℃生长缓慢。我们的试验结果表明在 31℃~40℃条件下，粗糙脉孢霉菌只需 8 小时菌丝就能长满整个

平板，65℃以上菌丝和分生孢子停止生长。孢子在 15℃~30℃萌发率最高，低于 10℃萌发率低。粗糙脉

孢霉培养基的 pH = 3~9 范围内都能生长，最适为 pH = 5~7.5。在 1/2 孟加拉红+1/2PDA 混合培养基上粗

糙脉孢霉能迅速生长，且 pH 较高有利于粗糙脉孢霉生长。由此可见，粗糙脉孢霉菌是在夏季组培生产

中需要严防的一个污染菌。 

3.4. 六种单剂杀菌剂对粗糙脉孢霉的毒力影响 

对粗糙脉孢霉抑制作用的测定结果(表 1)表明，40%福星乳油对粗糙脉孢霉菌有较好的抑制效果，其 
EC50 最小，为 0.0064 μg/ml；其次为 70%甲基托布津可湿性粉剂，EC50 值为 0.0316 μg/ml；99%恶霉灵可

湿性粉剂和 50%扑海因可湿性粉剂的 EC50 值分别为 0.3544、0.7247 μg/ml，50%敌磺钠可湿性粉剂的杀菌

效果杀菌效果一般；50%多菌灵可湿性粉剂无效。实验结果表明，在稀释 20,000~80,000 倍的福星乳油平

板上，粗糙脉孢霉生长显著被抑制，80000 倍时才能缓慢生长(图 3(a))；而在添加有 50%多菌灵可湿性粉

剂的平板上，粗糙脉孢霉菌丝生长比不加多菌灵的对照平板生长的还要好，因此该菌剂对其无效(图 3(b))；
粗糙脉孢霉在稀释 500 倍的敌磺钠平板上不能存活(图 3(c))。 
 
Table 1. The toxicity of 6 kinds of single-agent fungicides on the Neurospora crassa 
表 1. 6 种单剂杀菌剂对粗糙脉孢霉的毒力测定结果 

药剂名称 稀释倍数 药剂浓度 
(μg/ml) 浓度对数值(x) 机率值(Y) 毒力回归方程 

Y = a + bx 
EC50 

(μg/ml) R2 

50%多菌灵可湿性粉剂 
250 
400 
500 

4.00 
2.50 
2.00 

- - - - - 

99%恶霉灵可湿性粉剂 
3000 
3500 
4000 

0.33 
0.29 
0.25 

−0.4815 
−0.5376 
−0.6021 

4.5070 
4.1184 
3.0226 

Y = 10.5970 + 12.425x 0.3544 0.9488 

50%敌磺钠可湿性粉剂 
500 
800 

1000 

2.00 
1.25 
1.00 

0.3010 
0.0969 

0 

8.7190 
4.9272 
4.0693 

Y = 15.9310 + 3.7922x 1.1907 0.9787 

50%扑海因可湿性粉剂 
1000 
1200 
1500 

1.00 
0.83 
0.76 

0 
−0.0809 
−0.1739 

6.2536 
5.4097 
4.7518 

Y = 6.2019 + 8.5973x 0.7247 0.9876 

70%甲基托布津可湿性粉剂 
5000 

10000 
20000 

0.20 
0.10 
0.05 

−0.6990 
−1.0000 
−1.30103 

7.0141 
6.1800 
5.5244 

Y = 8.7140 + 2.4745x 0.0316 0.9952 

40%福星乳油 
40000 
60000 
80000 

0.0250 
0.0170 
0.0125 

−1.60206 
−1.76955 
−1.90309 

6.6258 
6.4758 
5.7160 
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N. perkinsii FR774380.1 脉络膜孢霉；N. nigeriensis FR774354.1 为黑夜孢霉；N. fimicola FR774388.1 为脉孢链霉菌；G. 
brevispora FR774345.1 麻孢壳霉；G. udagawae FR774368.1 为宇田川麻孢菌；N. crassa FR774370.1 为粗糙脉孢霉；N. 
sitophila FR774382.1 为好食脉孢菌；P. amorphoporcata FR774344.1 为假单孢菌；N. pannonica FR774377.1 为脉孢霉 

Figure 2. Minimum evolution tree based on tef1 sequence  
图 2. 所分离菌株 Y 的最小进化分析，根据 tef1 基因序列信息构建 
 

 
Figure 3. Effect of fungicides on the growth of Neurospora crassa. (a) Effect of different Fuxing EC on growth of N. crassa 
with 20,000 - 80,000 times of diluted solution; (b) No effect of Carbendazim on growth of N. crassa; (c) Effect of Fenami-
nosulf on growth of N. crassa with 500 - 1000 times of diluted solution 
图 3. 多种杀菌剂对粗糙脉孢霉的抑制作用。(a) 稀释 20,000~80,000 倍的福星乳油对粗糙脉孢霉生长的影响；(b) 多
菌灵可湿性粉剂对粗糙脉孢霉生长无影响；(c) 稀释 500~1000 倍的敌磺钠对粗糙脉孢霉生长的影响 

3.5. 敌磺钠农药处理被污染的橡胶组培苗情况 

选用污染的热研 7-33-97 组培试管苗于同一时间按照方法 2.2.5 所述用敌磺钠处理，16 h 后将组培苗

的菌液接种于 1/2 孟加拉红培养基+1/2PDA 培养基，培养 24 h 后统计结果如表 2 所示。经过 500 倍稀释

敌磺钠处理后，敌磺钠对粗糙脉孢霉的致死率达到 94% (表 2)，少数(6%)没有死，究其原因可能在于因

为个别污染试管苗污染严重，菌孢子量过于多，相对处理时间还不够长引起的。 

4. 结论和讨论 

本文通过形态学和分子生物学方法鉴定得出：粗糙脉孢霉是热带地区橡胶树组织培养过程中遇到的

一种超强新污染源。虽然该菌温度适应性广[17]，生活力强、分生孢子多、易传播又具有广泛的酸碱适应

性(pH3-9)，尤其适应是高温环境，因而该菌是橡胶树组培中需要特别小心的污染菌。 
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Table 2. Results of polluted tissue culture seedlings treated by 500 times dilluted solution of sodium sulfonate  
表 2. 污染组培苗用 500 倍液敌磺钠处理后结果 

品种 污染株数/株 处理时间/h 培养基培养时间/h 存活株数/株 挽救成功率/% 失败率/% 

热研 73397 100 16 24 94 94.0 6.0 

注：试验重复两次，数据为两次结果平均值 
 

另外，毒力测定是室内快速分析不同杀菌剂对靶标病原菌抑菌活性的主要方法。本文通过对六种常

用杀菌剂对粗糙脉孢霉的毒力测定分析，筛选最有效的防治药剂。本研究结果表明，除了多菌灵外、扑

海因、甲基托布津、福星乳油、恶霉灵和敌磺钠五种杀菌剂对粗糙脉孢霉均有一定的抑制作用，但不同

杀菌剂之间的抑制作用存在明显差异。5 种杀菌剂对粗糙脉孢霉的毒力大小顺序为：40%福星乳油 > 70%
甲基托布津可湿性粉剂 > 99%恶霉灵可湿性粉剂 > 50%扑海因可湿性粉剂 > 50%敌磺钠可湿性粉剂，其

中 70%甲基托布津可湿性粉剂 5000 倍稀释液平板培养基中已基本上无粗糙脉孢霉菌落长出，并且在价格

上 70%甲基托布津可湿性粉剂比 40%福星乳油便宜，因此，在实际的橡胶苗生产中，用化学药剂防治粗

糙脉孢霉时，在 5 种杀菌剂中首选药剂为 70%甲基托布津可湿性粉剂。另外，我们在用敌磺钠处理污染

橡胶苗的实验中发现，在实际生产中，用 70%甲基托布津可湿性粉剂辅以 50%敌磺钠可湿性粉剂处理粗

糙脉孢霉可以达到良好的效果。 
由于粗糙脉孢霉特殊的分子生物学特性如生活周期短，主要靠气流传播，扩散蔓延快，传播力极强

[7]，氧气充足时，其分生孢子形成更快，又耐高温，因而是高温季节发生的重要杂菌。7~8 月是其盛发

高峰期，一旦污染，对橡胶苗具有致病性和毁灭性。因此橡胶树组培苗生产中不容忽视，需要加强监测

和巡视，一旦发现及时处理。同时我们可以依据其生物学特性更加有的放矢地改进生产中的操作方法比

如严格执行无菌操作，定期用甲醛及高锰酸钾熏蒸对组织培养室进行消毒；利用粗糙脉孢霉需氧的特性，

用土埋法制造厌氧环境，快速处理被粗糙脉孢霉严重污染的材料。另外，利用福星乳油对幼嫩的材料生

长不会有影响的特征，在发现污染的初期，可以直接用福星乳油 20,000 倍处理。利用多种农药的搭配使

用，增加防治效果。总之，在实际生产中，我们要合理地利用有效的方法，因地制宜、因时制宜，才能

达到预期的防除效果。 
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