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烟草米根霉对 6 种杀菌剂的敏感性及菌株

保存条件筛选
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(1. 贵州省烟草科学研究院，贵阳 550081；2. 贵州大学 农学院，贵阳 550025；3. 贵州省植物保护研究所，

贵阳 550006；4. 贵州省烟草公司 黔西南州分公司，贵州 兴义 562400)

摘   要：采用孢子萌发法测定了烟草上米根霉 Rhizopus oryzae 对 6 种杀菌剂 (代森锰锌、多菌

灵、嘧霉胺、嘧菌酯、啶酰菌胺及氟啶胺) 的敏感性，并就其适宜的保存条件进行了筛选，同

时采用离体叶片法测定了上述 6 种杀菌剂对烟叶霉烂病的防治效果。结果表明：6 种杀菌剂对

米根霉孢子萌发和烟叶霉烂病均表现出了不同的抑制活性。其中，抑制孢子萌发活性最为明显

的是氟啶胺和啶酰菌胺，其 EC90 值分别为 0.67 和 1.53 mg/L；其次为代森锰锌和嘧菌酯，

15.16 和 17.66 mg/L；最弱为嘧霉胺和多菌灵，71.87 和 81.96 mg/L。对烟叶霉烂病防效最好的

为嘧菌酯，50 mg/L 处理的防效为 85%；其次为啶酰菌胺，200 mg/L 处理时防效为 83%；氟啶

胺的防效较差，1 000 mg/L 处理时仅为 48%；而代森锰锌、多菌灵和嘧霉胺在最高使用剂量

(分别为 4 000、800 和 800 mg/L) 时防效均低于 20%。病原菌保存方法筛选结果表明，保存后

米根霉的孢子萌发率均发生了不同程度降低。其中，4 ℃ 保存于 20% 甘油组的孢子悬浮液萌发

率为 60%；4 ℃ 保存的孢子干样萌发率为 36%；4 ℃ 保存的孢子悬浮液和  –20 ℃ 保存于

20% 甘油的孢子悬浮液萌发率均低于 20%；20 ℃ 保存的孢子干样萌发率为 11%；–20 ℃ 保存

的孢子悬浮液萌发率为 6%。研究结果可为烘烤期烟叶霉烂病防治和米根霉孢子的保存提供参

考依据。
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Abstract: The sensitivity of Rhizopus oryzae to six fungicides (mancozeb, carbendazim, pyrimethanil,
azoxystrobin, boscalid, fluazinam) and the preservation conditions of this pathogen were determined
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using the conidia germination method. Efficacy of these fungicides against tobacco pole rot disease was
also evaluated on the detached leaves. Results showed that all the six fungicides presented different
inhibitory activities against both conidia germination and pole rot. For the conidia germination, the
highest inhibitions were found in the cases with fluazinam and boscalid, with EC90 values of 0.67 mg/L
and 1.53 mg/L, respectively. Lower inhibition rates were detected in the cases with mancozeb and
azoxystrobin (15.16 and 17.66 mg/L). And the lowest inhibition rates were observed in the cases with
pyrimethanil and carbendazim (71.87 and 81.96 mg/L). For the disease control efficacy, the highest
inhibition rate was observed in the group treated by azoxystrobin at 50 mg/L with the efficacy of 85%.
Lower inhibition rate was detected after the boscalid treatment, which showed 83% efficacy at
200 mg/L, while a poor inhibition rate (48%) was observed by fluazinam treatment at the concentration
of 1 000 mg/L. And mancozeb, carbendazim, pyrimethanil all exhibited efficacy of < 20% at their
respectively highest dosages of 4 000, 800 and 800 mg/L. The screening results of six different
pathogen preservation conditions showed that conidia germination ratio of R. oryzae decreased
variously by using different methods. The conidia germination ratio of the conidial suspension in 20%
glycerol was 60% at 4 ℃, and, for dry conidia samples, that was 36% at 4 ℃. In terms of the conidial
suspension stored at 4 ℃ and the conidial suspension stored at –20 ℃, the germination ratios in 20%
glycerol were both < 20%. With regard to the dry conidia samples stored at –20 ℃, the conidia
germination ratio was 11%, and, for the conidial suspension stored at –20 ℃, that was 6%. Results of
this study have provided reference and basis for both the chemical control of tobacco pole rot and the
storage of R. oryzae.
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由米根霉 Rhizopus oryzae Went et Pr. Geerl.引
起的烟叶霉烂病 (tobacco pole rot) 是烟草烘烤期较

易出现的真菌性病害 [ 1 - 2 ]，主要发生于烟叶变黄

期，通常在茎基部出现白色菌丝，很快产生黑色

孢子并进一步扩散为害[3]。在烟叶烘烤过程中，密

集烤房由于空间小、温度高、湿度大以及空气流

动快，尤其有利于该病害的发生与流行。烟叶霉

烂病具有爆发性和危害性强的特点，严重时发病

率高达 100%，常导致烤后烟叶质量下降、产量降

低，烟农利益受损[4]。

由于米根霉在生长过程中会产生大量孢囊孢

子，其孢囊孢子在烟叶烘烤过程中极易扩散至周

边烤房而引起烟叶霉烂病的流行[3]，因此，抑制病

原菌孢子的萌发是预防烟叶霉烂病的关键措施之

一。目前，关于烘烤过程中烟叶霉烂病的防治，

除在烤房中采用三氯异氰脲酸烟熏剂消毒外，还

未见有效防治药剂的报道，但该技术烘烤时易产

生药害。生产上，农药经销商经常会推荐灰霉病

的防治药剂给烟农用于烟叶霉烂病的防治，但防

效甚微。笔者等前期测定了米根霉菌丝生长对多

菌灵、异菌脲、咪鲜胺、氟硅唑、丙环唑、苯醚

甲环唑及嘧菌酯的敏感性[5]，然而，抑制病原菌菌

丝生长仅是限制其扩展为害的一个方面，抑制孢

子萌发更能从源头预防该病害的流行。因此，寻

找能够高效抑制米根霉孢子萌发的杀菌剂，并将

其用于烟叶霉烂病的防治，将是解决该病害最为

经济且有效的手段之一。

同时，笔者等前期研究发现，除了可导致烟

叶霉烂病之外，米根霉还是一种重要的食品和工

业微生物，可用于肥料发酵和酿制甜米酒，以及

生产富马酸和乳酸等产品，具有较好的食品和工

业应用前景[6-7]，因此，有必要对高效的米根霉菌

株进行长期保存，以便于进行相关研究和利用。

常见的真菌保存方法主要有：低温保存、甘油低

温保存以及利用不同载体进行保存等[8-9]。米根霉

孢囊孢子易获得，且数量大，适合用作菌株保存

材料，科学保存其孢囊孢子是该菌应用的基础，

但目前有关保存条件对米根霉孢囊孢子活力的影

响尚不清楚。

为了筛选烟叶霉烂病的高效防治措施以及米
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根霉菌株的长期保存条件，笔者测定了代森锰

锌、多菌灵、嘧霉胺、嘧菌酯、啶酰菌胺及氟啶

胺 6 种主要抑制孢子萌发的杀菌剂对米根霉孢囊

孢子萌发的毒力，并测定了其对烟叶霉烂病的防

治效果，同时考查了保存条件对其孢子萌发活力

的影响。

1    材料与方法

1.1    供试材料

1.1.1    菌株及其培养　米根霉 Rhizopus oryzae 菌

株 Y5 (CCTCC M 2015720)，贵州省烟草科学研究

院微生物实验室提供，采用真菌培养基 (AEA) [10]

(酵母粉 5 g/L，KH2PO4 6 g/L，NaNO3 6 g/L，KCl
0.50 g/L，MgSO4 0.25 g/L，甘油 20 mL/L，琼脂

粉 20 g/L，加去离子水定容至 1 L，灭菌待用) 培
养，于 4 ℃ 下、AEA 培养基斜面上保存。

1.1.2    供试植物　烟草品种为云烟 87，属烟草主

栽品种，易感病。于烟叶成熟季节采集未施用过

任何药剂的中部成熟叶片，洗净、晾干后用于活

体防效测定。

1.1.3    药剂　

1.1.3.1    原药　85% 代森锰锌 (mancozeb)，杜邦

中国集团有限公司；80% 多菌灵 (carbendazim)，
江苏蓝丰生物化工股份有限公司；96% 嘧霉胺

(pyrimethanil)，江苏耕耘化工有限公司；98% 嘧

菌酯 (azoxystrobin)，湖北津乐达化工有限公司；

99.90% 啶酰菌胺 (boscalid)，Sigma-Aldrich 有限公

司；96% 氟啶胺 (fluazinam)，淄博德樽生物科技有

限公司。除代森锰锌用无菌水、多菌灵用 0.20 mol/L
的稀盐酸配制外，其余药剂均溶于甲醇中，分别

配成 1.0 × 104 mg/L 的母液，于 4 ℃ 黑暗条件下保

存，备用。试验时将上述药剂母液加至无菌水

中，制成系列质量浓度的药液，其中盐酸或甲醇

的体积分数均小于 0.25% (此浓度的盐酸或甲醇均

不影响烟草米根霉孢子的萌发)。以在空白无菌水

中加入相同体积分数稀盐酸或甲醇的处理作为空

白对照。

1.1.3.2    制剂　85% 代森锰锌可湿性粉剂 (WP)，
杜邦中国集团有限公司；50% 多菌灵 WP，江苏

蓝丰生物化工股份有限公司；40% 嘧霉胺 WP，
北京中农绿洲生物科技有限公司；250 g/L 嘧菌酯

悬浮剂 (SC，阿米西达)，先正达 (中国) 投资有限

公司；50% 啶酰菌胺水分散粒剂 (WDG，凯泽)，

巴斯夫 (中国) 投资有限公司；500 g/L 氟啶胺悬浮

剂 (SC，福帅得)，日本石原产业株式会社。

1.2    试验方法

1.2.1    孢子萌发对杀菌剂的敏感性　采用孢子萌

发法[11] 测定。将米根霉菌株在 AEA 培养基上培养

5 d 后，菌丝表面产生大量黑色孢子，向培养皿中

加入 10 mL 无菌水，用无菌纱布过滤并收集孢

子，制得每毫升含 1 × 106 个孢子的悬浮液。分别

吸取 50 mL 各浓度药液，与 50 mL 孢子悬浮液混

合，制得孢子混合液；以相同体积的无菌水和孢

子悬浮液混合后作为空白对照。孢子混合液中代

森锰锌的最终测定质量浓度为 0、3.13、6.25、
12.5、25 和 50 mg/L；多菌灵和嘧霉胺均为 0、
12.5、25、50 和 100 mg/L；嘧菌酯为 0、3.13、
6.25、12.5、25 和 50 mg/L；啶酰菌胺和氟啶胺均

为 0、0.13、0.25、0.50、1 和 2 mg/L。分别吸取

20 μL 孢子混合液至载玻片上，于保湿培养皿中、

30 ℃、黑暗条件下培养，每处理 3 次重复。12 h
后随机镜检孢子的萌发情况，当萌发芽管长度超

过孢子半径时视为萌发，计算各杀菌剂各浓度处

理对病原菌孢子萌发的抑制率[12]。

1.2.2    杀菌剂对烟叶霉烂病的防治效果　将米根

霉菌株在 AEA 平板上培养 5 d 后，在菌落边缘打

取直径 5 mm 的菌碟。采用无菌水配制系列质量

浓度的各制剂药液，其中，代森锰锌最终质量浓

度 (有效成分) 分别为 0、160、800 和 4 000 mg/L，
多菌灵和嘧霉胺为 0、50、200 和 800 mg/L，嘧菌

酯为 0、12.5、50 和 250 mg/L，啶酰菌胺为 0、
37.5、125 和 200 mg/L，氟啶胺为 0、200、500
和 1 000 mg/L。采用手动喷雾器 (1.5 L，浙江涛桲

喷雾器有限公司) 向离体叶片正面均匀喷雾各浓度

药液，直至药液开始滴落，对照喷施同体积的无

菌水。施药 24 h 后，用接种针在叶片主脉同一部

位制造相同尺寸伤口，接种直径 5 mm 的菌碟，

每处理 6 片烟叶，3 次重复。接菌后用脱脂棉包裹

叶片茎基部保湿，置于 37 ℃、相对湿度大于 95%
的培养箱中培养，48 h 后测量叶脉病斑长度，计

算各杀菌剂各浓度处理对烟叶霉烂病的防效[13]。

1.2.3    孢子萌发对保存条件的敏感性　按 1.2.1 节

方法制备每毫升含 1 × 106 个孢子的悬浮液，分别

采用以下方法进行保存：1) 4 ℃ 保存；2) –20 ℃
保存；3) 5 000 r/min 下离心 5 min 获得孢子湿

样，于 30 ℃ 烘干，孢子干样于 4 ℃ 保存；4) 同
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上制备孢子干样，于 –20 ℃ 保存；5) 将孢子悬浮

液置于 20% 甘油溶液中，于 4 ℃ 保存；6) 将孢子

悬浮液置于 20% 甘油溶液中，–20 ℃ 保存。60 d
后，从各保存样品中吸取少量样品，用无菌水分

别配制成浓度为每毫升含 1 × 106 个孢子的悬浮

液，参照 1.2.1 节的方法培育孢子，12 h 后调查孢

子的萌发情况，统计各保存方法下米根霉孢子的

萌发率，以其新成熟孢子的萌发率为对照，评价

保存条件对孢子萌发的影响。

1.3    数据处理

数据采用 Microsoft Excel 2010 软件处理，以

药剂质量浓度对数值为横坐标、抑制率几率值为

纵坐标绘制毒力回归曲线，计算毒力回归方程及

有效抑制浓度 (EC50、EC90) 值。采用 DPS (7.05)
软件进行差异显著性分析。

2    结果与分析

2.1    杀菌剂对孢子萌发的影响

结果如表 1 所示。在测试质量浓度范围内，

供试 6 种杀菌剂对烟草米根霉孢子萌发均表现出

了不同程度的抑制作用，其中，抑制活性最强的

是氟啶胺和啶酰菌胺，其 EC90 值分别为 0.67 和

1.53 mg/L；其次为代森锰锌和嘧菌酯，最弱的为

嘧霉胺和多菌灵。

2.2    杀菌剂对烟叶霉烂病的防治效果

测定结果表明，代森锰锌、多菌灵、嘧霉

胺、嘧菌酯、啶酰菌胺和氟啶胺 6 种杀菌剂对烟

叶霉烂病的防治效果差异显著 (P < 0.05)。施药 24 h
后接种米根霉，代森锰锌、多菌灵和嘧霉胺各浓

度处理组烟叶均有发病，3 种药剂在最高质量浓度

(4 000、800 和 800 mg/L) 下的防效均低于 20% (具

体数据略)；嘧菌酯、啶酰菌胺和氟啶胺各浓度处

理均能抑制烟叶霉烂病的发生，且随着药剂质量

浓度升高，防治效果均逐渐增强。其中嘧菌酯的

防效最好，50 mg/L 处理时可达 85%；其次为啶酰

菌胺，200 mg/L 处理的防效为 83%；氟啶胺的防

效相对较差，1 000 mg/L 处理时仅为 48% (表 2)。

2.3    保存条件对孢子萌发的影响

保存前测得米根霉孢子 12 h 后的萌发率达

89%，经过 6 种方法保存 60 d 后，萌发率均显著

下降。其中，萌发率最高 (60%) 的为 4 ℃ 保存于

20% 甘油中的孢子悬浮液；其次分别为 4 ℃ 保存

的孢子干样、4 ℃ 保存的孢子悬浮液及 –20 ℃ 保

存于 20% 甘油中的孢子悬浮液；而 –20 ℃ 保存的

孢子干样和 –20 ℃ 保存的孢子悬浮液萌发率均较

低 (表 3)。

3    讨论与结论

作为重要的食品和工业微生物，米根霉的保

存方法已有诸多报道[14]，然而，有关不同保存条

件对其孢子萌发的影响鲜有报道。本研究测定了

表 1    供试 6 种杀菌剂对米根霉孢子萌发的抑制作用

Table 1    Inhibitory effects of six fungicides against conidia
germination of R. oryzae

杀菌剂
Fungicide

毒力回归方程
Toxicity regression

equation

相关系数
Correlation

coefficient，r

EC50/
(mg/L)

EC90/
(mg/L)

代森锰锌
mancozeb

y = 1.81x + 4.14 0.95 2.98 15.16

多菌灵
carbendazim

y = 2.23x + 2.01 0.93 21.85 81.96

嘧霉胺
pyrimethanil

y = 1.30x + 3.88 0.95 7.40 71.87

嘧菌酯
azoxystrobin

y = 4.10x + 1.17 0.94 8.60 17.66

啶酰菌胺
boscalid

y = 1.69x + 5.97 0.99 0.27 1.53

氟啶胺
fluazinam

y = 3.78x + 6.93 0.93 0.31 0.67

表 2    供试 6 种杀菌剂对烟叶霉烂病的防治效果

Table 2    Efficacy of six fungicides against tobacco pole rot

杀菌剂
Fungicide

质量浓度
Mass conc./(mg/L)

防效
Efficacy/%

代森锰锌
mancozeb

160 < 20 e

800 < 20 e

4 000 < 20 e

多菌灵
carbendazim

50 < 20 e

200 < 20 e

800 < 20 e

嘧霉胺
pyrimethanil

50 < 20 e

200 < 20 e

800 < 20 e

嘧菌酯
azoxystrobin

12.5 76 b

50 85 a

250 91 a

啶酰菌胺
boscalid

37.5 33 d

125 69 b

200 83 a

氟啶胺
fluazinam

200 31 d

500 42 c

1 000 48 c

注：表中数据为平均值 (n=3)；不同小写字母表示处理间差异显著

(P<0.05)。
Note:  Data  in  the  table  were  represented  as  average  value  (n=3).

Different  letters  indicated  significant  differences  among  treatments  with
P<0.05.
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米根霉在不同保存条件下存放 60 d 后孢子的萌发

活力，发现各种低温保存方法均不同程度地降低

了孢子的萌发率。后续还将考查更多种保存条件

及不同保存时间等对米根霉孢子活力的影响。

烟叶烘烤过程中变黄期的温度和湿度尤其有

利于米根霉的侵染和产孢，同时由于烤房强力排

湿的需要，空气流动速度高，十分有利于病原菌

的扩散，因此在烟叶烘烤过程中米根霉可造成多

次侵染循环[15]。但有关该病害的防治技术鲜有研

究报道，目前也没有登记相关防治药剂。笔者前

期调研发现，农药经销商推荐给烟农防治烟叶霉

烂病的药剂有多菌灵、嘧霉胺和代森锰锌等，这

些药剂是否具有防治效果尚不清楚。

李润根等[16] 测定了源自龙牙百合的米根霉对

申嗪霉素 (phenazine-1-carboxylic acid) 和己唑醇

(hexaconazole) 的敏感性，发现己唑醇对其的抑制

活性最强。刘艳祥研究发现，己唑醇对引起红枣

软腐病的米根霉的抑制活性最强[17]。笔者等前期

研究也发现，氟硅唑、苯醚甲环唑和丙环唑对米

根霉菌丝生长具有一定的抑制作用[5]。上述研究均

是以抑制病原菌菌丝生长为对象的，而米根霉孢

子的萌发才是其侵染烟叶和造成烟叶霉烂病流行

的关键，但目前尚未见有关药剂对其孢子萌发抑

制活性的研究报道。本研究测定了 6 种杀菌剂对

米根霉孢子萌发的毒力，并评价了其在离体叶片

上的防治效果，发现啶酰菌胺、氟啶胺和嘧菌酯

对米根霉孢子萌发均具有较强的抑制作用，而代

森锰锌、多菌灵和嘧霉胺的抑制作用较弱，此结

果与这些药剂对其他作物病原菌孢子萌发的活性

间存在差异[11, 13]，其原因可能与米根霉 (无性型真

菌) 的分类地位不同有关，米根霉对多菌灵等常规

防治药剂的敏感性可能与半知菌类及子囊菌门的

病原菌不同，因此，代森锰锌、多菌灵和嘧霉胺

等常规药剂并不宜作为烘烤期烟叶霉烂病的防治

用药，烟农在病害防治药剂的选择上应慎重考虑

农药经销商的推荐意见。

由于烘烤期间难以对烤房内烟叶采取处理措

施，因此烟叶霉烂病的防治宜选用具有保护作用

的药剂，在烘烤前对烟叶进行处理。本研究发

现，采用啶酰菌胺和嘧菌酯处理烟草离体叶片

时，能显著抑制霉烂病，具有较强的保护作用，

因此这 2 种药剂可作为烟叶霉烂病防治的备选药

剂。此外，生产上发现，烟叶霉烂病主要集中在

叶柄处为害，为保障烟叶质量安全，可采取保护

性施药措施，定向向叶柄处施药。
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