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摘要: 本研究为探讨酚酸类自毒物质苯甲酸在枯萎病菌-蚕豆(Vicia faba)互作中的作用机制, 同时揭示蚕豆根

系组织结构抗性对自毒物质胁迫的响应特征。采用室内培养实验研究了苯甲酸四个浓度(0、50、100、200 
mg·L-1)处理对尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum f. sp. fabae, FOF)生长和致病力的影响; 采用水培试验研究了苯

甲酸处理对蚕豆幼苗生长、枯萎病发生、根系木质素含量和胼胝质沉积的影响, 利用透射电镜观察蚕豆根系

超微结构的变化。结果表明, 苯甲酸不同浓度处理对蚕豆幼苗生长均有不同程度的抑制, 且处理浓度越高, 抑
制效应越明显。苯甲酸胁迫显著增加蚕豆枯萎病发病率和病情指数; 显著提高尖孢镰刀菌孢子萌发率和产孢

量; 显著提高尖孢镰刀菌的产酶和产毒能力; 同时, 还加剧对蚕豆根系细胞防御系统的摧毁和细胞组织结构的

破坏。表明苯甲酸通过提高尖孢镰刀菌的致病力, 破坏寄主的组织结构抗性, 协助病原菌侵入蚕豆根系, 苯甲

酸与尖孢镰刀菌的协同作用加重了蚕豆连作障碍的发生。
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随着集约化种植程度的提高, 管理不善、单

一作物连续种植等因素导致的土传病害日益严重, 
使作物对农药的依赖程度不断提高, 对我国农业

可持续发展、环境和农产品安全构成了极大的威

胁(蔡祖聪等2016)。蚕豆(Vicia faba)是世界上重要

的豆科作物, 在中国的栽培历史超过2 100年, 中
国是世界上蚕豆栽培面积最大、总产量最多的国

家。云南是中国最大的蚕豆主产区, 蚕豆种植面

积近年平均稳定在30万hm2以上, 占全国蚕豆播种

面积的1/3左右, 在全省l16个县皆有种植(肖焱波等

2007)。蚕豆是典型的忌连作作物, 但由于耕地面

积减少, 人地矛盾不断加剧, 加上种植户过度追求

经济利益, 主产区蚕豆连作种植导致枯萎病严重

发生, 该病在德国、日本、英国等国家均有报道

(董艳等2016a)。
尖孢镰刀菌是蚕豆枯萎病的主要致病菌, 属

兼性寄生菌, 在无寄主植物存在时, 其休眠孢子仍

能在土壤中存活较长时间, 对蚕豆生产造成巨大

的经济损失, 严重制约了蚕豆产业的可持续发展

(董艳等2016a)。 
化感自毒作用与土传病害的发生具有密切的

关系(Wu等2008b)。近年来的研究结果表明, 凡是

容易引起自毒作用的作物一般也易引起土传病害

产生而导致连作障碍(Wu等2008a)。人参(Panax 
ginseng)连作自毒物质苯甲酸能够显著促进人参锈

腐病菌菌丝生长和孢子萌发, 从而显著加重人参锈

腐病的侵染(李自博等2016)。西瓜(Citrullus lanatus)
连作自毒物质阿魏酸促进了西瓜枯萎病的发生

(Ren等2016)。自毒物质抑制黄瓜(Cucumis sativas)
的正常生长, 与多年累积的病原菌共同作用, 形成

严重的土传病害, 是连作障碍产生的重要原因(Ye
等2004)。蚕豆在生长过程中通过自然挥发、雨雾

淋溶、根系分泌和植株分解等方式向环境中释放

的化感物质是引起土壤微生物区系失衡, 刺激病

原菌快速生长, 导致蚕豆生长不良、发病和死亡

的重要因素之一(陈玲等2017)。酚酸类物质是蚕

豆主要的化感自毒物质, 在蚕豆根与病原菌的互

作中扮演着重要的角色, 被认为是导致蚕豆连作

障碍的主导因素(董艳等2016a)。目前有关酚酸类

自毒物质促进土传病害发生的机理研究主要集中

于自毒物质对病原菌生长、土壤酶活性、根际微

生物区系及群落结构的影响(Wu等2015; 李自博等

2016; Zhou等2012), 而有关自毒物质胁迫对病原菌

致病力及寄主作物抗病性的影响关注较少。

本课题组在前期田间试验中发现蚕豆连作后

土传枯萎病发病严重、产量降低等现象, 并从蚕
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豆连作土壤中检测到7种酚酸(董艳等2016a), 进一

步研究发现这些酚酸可显著降低蚕豆根际微生物

的活性和多样性, 改变微生物群落组成, 恶化土壤

微生态环境而加剧枯萎病的发生(董艳等2016b)。
但目前有关这些酚酸类物质胁迫对蚕豆抗性的影

响还尚未见报道。基于以上研究基础, 本研究通过

外源添加苯甲酸(蚕豆连作土壤中检测到含量较高, 
且在土壤中的含量随连作年限的增加而呈上升趋

势), 研究不同浓度苯甲酸对蚕豆枯萎病菌(蚕豆专

化型尖孢镰刀菌)致病力的影响, 明确蚕豆根系木

质素含量、胼胝质沉积和超微结构对苯甲酸胁迫

的响应特征, 阐明自毒物质-寄主组织结构抗性-病
原菌侵染力之间的互作效应, 揭示蚕豆连作自毒物

质的作用机理及其在连作障碍形成中的作用。

1  材料与方法

1.1  试验时间和地点

试验于2018年10~12月在云南农业大学资源

与环境学院温室大棚内进行。

1.2  试验材料

病原菌为尖孢镰刀菌蚕豆专化型(Fusarium 
oxysporum schlecht. f. sp. fabae Yu et Fang, FOF), 
由本实验室从蚕豆连作土壤中筛选并保存。在

PDA平板上培养, 于28°C培养箱中恒温培养7 d后, 
将PDA平板上的尖孢镰刀菌菌落用无菌水冲洗, 
经4层纱布过滤收集孢子并稀释成浓度为≤1×106 
cfu·mL-1的孢子悬液。

供试蚕豆(Vicia faba L.)购于云南省农业科学

院, 品种为‘89-147’。
PDA培养基: 马铃薯200 g·L-1、葡萄糖20 g·L-1、

琼脂20 g·L-1、蒸馏水1 L。 
Hoagland营养液: CaCl2·6H2O 1.5 g·L-1、KNO3 

0.51 g·L-1、MgSO4·7H2O 0.49 g·L-1、KH2PO4 0.14 
g·L-1、H3BO3 2.86 g·L-1、MnCl·4H2O 1.81 g·L-1、

ZnSO4·7H2O 0.22 g·L-1、CuSO4·5H2O 0.08 g·L-1、

(NH4)6Mo7O24·4H2O 0.09 g·L-1、Fe-EDTA 2 g·L-1、

蒸馏水1 L。
1.3  试验设计与实施

苯甲酸设四个处理浓度(0、50、100、200 
mg·L-1), 以0 mg·L-1为对照处理(使用等量的Hoag-

land营养液代替), 每个处理4次重复, 共计16盆, 每
盆种植6株蚕豆; 24 h通气泵通气。 

挑选大小一致, 种皮完整的蚕豆种子, 用10%
的H2O2浸泡30 min, 再用去离子水清洗干净, 置于

25°C恒温培养箱中发芽后播种在Hoagland营养液

浸透的无菌石英砂中培养。待蚕豆幼苗长到4~6
片真叶时, 选取长势一致的蚕豆幼苗移入盛有2 L
溶液(1.5 L Hoagland营养液+500 mL苯甲酸溶液)
的容器中进行水培。待苯甲酸处理2 d后, 将25 mL
浓度为1×106 cfu·mL-1的尖孢镰刀菌孢子悬浮液加

入该容器中。每周换新鲜营养液和苯甲酸溶液, 
共添加5次。

1.4  指标测定

1.4.1  蚕豆幼苗生长测定和枯萎病调查

蚕豆幼苗移栽40 d后, 每个重复采3株长势一

致的植株测定叶片数、最大叶长、最大叶宽、株

高、主根长、地上部干重、根干重。

蚕豆幼苗移栽40 d后进行枯萎病调查, 每个重

复调查3株, 按5级分类标准进行枯萎病调查并计

算发病率和病情指数(董艳等2010)。
发病率(%)=(发病株数/调查总株数)×100。 
病情指数=[Σ(各级病株数×相应级值)/(最高

级值×调查总株数)]×100。
1.4.2  尖孢镰刀菌菌丝生长、产孢量和孢子萌发

率的测定

在1/4PDA培养基中分别加入不同浓度的苯甲

酸(0、50、100、200 mg·L-1), 倒入直径为8.5 cm平

板冷却。用直径0.9 cm的打孔器打取生长一致、

培养基厚度均匀的等龄尖孢镰刀菌菌饼接种至平

板中心, 28°C培养6 d, 在第6天采用十字交叉法测

量菌落直径大小, 每个处理重复3次, 最终取平均

值(董艳等2016a)。将在PDA平板上培养7 d的尖孢

镰刀菌菌落用无菌水洗下, 4层纱布过滤收集孢子

并稀释成浓度≤1×103 cfu·mL-1的孢子悬液, 每平板

涂布0.1 mL孢子悬液, 28°C培养3 d后记录平板菌

落数, 最终计算各浓度下的产孢量, 每处理3次重

复(郝文雅等2010)。产孢测定参照郝文雅等(2010)
的方法在Bilay’s培养基中分别加入苯甲酸并均匀

混溶, 各处理分别接种0.1 mL的镰刀菌孢子悬液, 
28°C振荡培养3 d (120 r·min-1)后于PDA平板稀释



袁婷婷等: 苯甲酸对蚕豆枯萎病菌致病力及根系组织结构抗性的影响 443

涂布, 28°C培养2 d, 记录菌落数并转换成液体培养

液中的孢子数量。

1.4.3  尖孢镰刀菌细胞壁降解酶制备与测定  
粗酶溶液的制备: 使用合成培养基并添加1%

的诱导底物(果胶、纤维素、可溶性淀粉、酪蛋白)
制备产酶培养基。将25 mL产酶培养基加入100 
mL烧瓶中, 接种直径9 mm菌龄7 d的菌块, 并在

28°C、200 r·min-1环境下培养7 d。将收集的培养

液以1 789×g离心10 min, 取上清液, 使用孔径为

0.45 μm的滤膜过滤, 得到的滤液即为粗酶溶液, 将
其保存在4°C下待测。

DNS试剂制备: 称取3,5-二硝基水杨酸 3.15 g 
(化学纯), 加水500 mL, 搅拌5 s, 水浴加热至45°C, 
搅拌并加入100 mL的0.2 g·mL-1氢氧化钠溶液至溶

液清澈透明。加入91 g酒石酸钾钠、2.5 g苯酚和

2.5 g无水亚硫酸钠。加入300 mL水继续在45°C下
加热, 不断搅拌至添加的药品完全溶解后停止加

热, 冷却至室温, 定容至1 L。室温下避光保存7 d。
果胶酶活力测定(曹春蕾等2011): 1%果胶溶

液(用0.1 mol·L-1, pH=4.6的醋酸缓冲液配制) 1.9 
mL, 粗酶液0.1 mL, 40°C水浴保温30 min后, 立即

加入DNS试剂1.5 mL, 煮沸5 min, 取出冷却, 用蒸

馏水稀释至30 mL, 500 nm测定溶液的吸光度, 每
个处理3个重复, 取平均值。1个酶活单位定义为

每分钟生成1 µmol半乳糖醛酸所需要的酶量。

纤维素酶活力测定(曹春蕾等2011): 量取1 mL
粗酶液, 加入1 mL柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液, 再加入

1 mL底物(称取0.1 g纤维素钠溶于10 mL pH为5.0
的50 mmol·L-1 柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液中), 在50°C
下酶解30 min, 加入1.5 mL 3,5-DNS, 沸水浴5 min, 
取出后经流水冷却, 在540 nm处测定溶液的吸光

度, 每个处理3个重复, 取平均值。1个酶活单位定

义为每分钟生成1 µmol葡萄糖所需要的酶量。

淀粉酶活力测定(曹春蕾等2011): 1%可溶性

淀粉(用0.1 mol·L-1, pH=4.6的醋酸缓冲液配制) 1.9 
mL, 粗酶液0.1 mL, 50°C水浴保温30 min后, 立即

加入DNS试剂1.5 mL, 煮沸5 min, 取出冷却, 用蒸

馏水稀释至30 mL, 500 nm测定溶液的吸光度, 每
个处理3个重复, 取平均值。1个酶活单位定义为

每分钟生成1 µmol葡萄糖所需要的酶量。

蛋白酶活性测定(陈钰泉等2019): 在1 mL酪蛋

白(1%)底物中加入1 mL粗酶液, 在40°C, pH=7的条

件下反应10 min后加入2 mL三氯乙酸(0.4 mol·L-1)
终止反应, 在680 nm处测定溶液的吸光度, 每个处

理3个重复, 取平均值。1个酶活单位定义为每分

钟水解酪蛋白产生1 µg酪氨酸需要的酶量。 
1.4.4  尖孢镰刀菌毒素提取和测定

产毒培养基采用改良Richard液体培养基配方

(陈捷2007)。将125 mL培养液倒入250 mL三角瓶, 
接种直径9 mm的7 d龄菌块, 每瓶接8片, 并在28°C, 
180 r·min-1环境下培养15 d。收集的培养液2 795×g
离心10 min后, 取上清液, 使用孔径为0.45 µm的滤

膜过滤, 取上清液灭菌后, 加入等体积乙酸乙酯, 
震荡2 min, 室温下放置沉淀30 min, 将收集的有机

相在1 789×g离心10 min, 于40°C干燥取上清液, 后
将干燥物于5 mL乙酸乙酯中溶解, 在269 nm测定

吸光度, 每个处理重复3次, 取平均值。

1.4.5  蚕豆木质素含量的测定和胼胝质沉积染色、

观察

蚕豆移栽40 d后, 每个重复采3株长势一致的

蚕豆植株测定木质素含量和胼胝质沉积。木质素

含量的测定采用叶素芬(2004)的巯基乙酸法。胼

胝质染色采用苯胺蓝法, 按王宁等(2013)的方法制

作永久石蜡切片, 依次将切片放入二甲苯脱蜡两

次, 脱蜡时间均为20 min; 在无水乙醇和75%酒精

各脱水5 min后, 用自来水进行冲洗。将切片放入

苯胺蓝染液5~10 min, 再次自来水冲洗后, 放入

60°C烤箱内烤干, 放入二甲苯透明5 min, 使用中性

树胶封片, 用正置光学显微镜(Nikon Eclipse E100)
蓝色激发光下观察, 并用Image-pro plus 6.0软件进

行荧光定量分析。

1.4.6  透射电镜制样和观察

蚕豆移栽40 d后, 每个重复采3株长势一致的蚕

豆植株, 在离根尖1~2 cm处取样, 取样长度约5 mm, 
使用戊二醛固定, 室温放置2 h, 后转入4°C冰箱。0.1 
mol·L-1磷酸缓冲液(pH=7.4)漂洗3次, 每次15 min, 
1%的锇酸和0.1 mol·L-1磷酸缓冲液PBS (pH=7.4)室
温固定5 h后脱水。使用Epon 812树脂包埋, 超薄切

片机(Leica UC 7)进行切片, 进行铀铅双染色, 室温

干燥过夜后, 用透射电子显微镜(HT 7700)观察。
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1.5  数据处理

采用WPS (2019)软件处理原始数据, SPSS 
(20.0)统计软件对试验数据进行方差分析, 最小显

著差异法(LSD)检验各处理间的差异显著性。

2  实验结果

2.1  苯甲酸处理对蚕豆幼苗生长和枯萎病发生的

影响

2.1.1  苯甲酸处理对蚕豆幼苗生长的影响

随着苯甲酸处理浓度升高, 蚕豆幼苗的叶片

数、最大叶长、叶宽、株高、地上部和地下部干

重等生长参数均显著降低(P<0.05) (表1和图1)。与

0 mg·L-1相比, 50、100和200 mg·L-1苯甲酸处理

分别显著降低蚕豆叶片数19.00%、22.22%和

35.00%, 平均降低25.41%; 显著降低地上部干重

45.35%、56.04%和74.65%, 平均降低58.68%; 显著

降低根系干重45.86%、55.88%和80.73%, 平均降

低60.82%; 100、200 mg·L-1苯甲酸处理显著降低

蚕豆幼苗最大叶宽15.75%和28.08%, 平均降低

21.98%; 显著降低幼苗株高24.51%和35.55%, 平均

降低30 .03%;  显著降低幼苗主根长51.57%和

56.50%, 平均降低54.04%, 50 mg·L-1苯甲酸对最大

图1  苯甲酸不同浓度处理对蚕豆幼苗生长的影响

Fig.1  Effects of benzoic acid at different concentrations on the growth parameters of faba bean seedling
0、50、100、200 mg·L-1表示苯甲酸浓度, 图7和9同。

表1  不同浓度苯甲酸处理对蚕豆幼苗生长的影响

Table 1  Effects of benzoic acid at different concentrations on the growth parameters of faba bean seedling

                                                                                                                            苯甲酸处理浓度/mg·L-1

       
指标

	         0                                             50	                 100	        200

单株叶片数 18.00±1.00a	 14.67±2.31b	 14.00±1.00b	 11.67±2.08b

最大叶长/cm	   7.40±0.85a	   7.20±0.50a	   5.67±2.15ab	   4.70±0.75b

最大叶宽/cm	   4.87±0.15a	   4.30±0.53ab	   4.10±0.35bc	   3.50±0.53c

株高/cm	 34.13±1.23a	 31.47±1.06a	 25.77±1.10b	 22.00±3.12c

主根长/cm	 24.37±3.80a	 18.70±4.00ab	 11.80±4.57c	 10.60±1.77c

地上部干重/g	   3.37±0.22a	   1.84±0.45b	   1.48±0.13b	   0.85±0.30c

根干重/g	   1.73±0.22a	   0.94±0.24b	   0.76±0.30b	   0.33±0.12c

根冠比   0.52±0.10a	   0.51±0.12a	   0.51±0.15a	   0.39±0.02a

　　同行数值后不同小写字母表示差异达0.05显著水平。
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叶宽、株高和主根长均无显著影响。200 mg·L-1苯

甲酸处理显著降低幼苗最大叶长36.49%, 50 mg·L-1

和100 mg·L-1处理对最大叶长无显著影响。表明苯

甲酸处理对蚕豆幼苗生长有不同程度的抑制, 且处

理浓度越高, 蚕豆根系生长损伤越严重, 发黑现象越

明显, 地上部生长受到严重的抑制, 在200 mg·L-1浓

度处理时, 根系发黑腐烂变软, 地上部植株生长势

弱, 萎焉坏死(图1)。
2.1.2  苯甲酸处理对蚕豆枯萎病发生的影响

苯甲酸处理对蚕豆枯萎病发病率和病情指数

的影响如图2-A和B所示。随处理浓度的提高, 枯
萎病发病率和病情指数显著增加, 200 mg·L-1处理

下发病率和病情指数达到最高。与0 mg·L-1相比, 
50、100、200 mg·L-1苯甲酸处理分别显著提高枯

萎病发病率3.0、4.7和5.0倍, 显著提高病情指数

5.0、16.6和26.0倍。表明苯甲酸胁迫显著促进了

蚕豆枯萎病发生, 且随处理浓度增加, 枯萎病的危

害程度加重。

2.2  苯甲酸对尖孢镰刀菌菌丝生长、产孢量和孢

子萌发的影响

苯甲酸不同浓度处理均对尖孢镰刀菌的菌落

直径、生长速率、产孢量和孢子萌发率具有显著影

响(P<0.05) (表2)。与0 mg·L-1相比, 50、100和200 
mg·L-1苯甲酸处理显著抑制尖孢镰刀菌菌丝生长速

率19.65%、23.14%和22.71%, 平均抑制21.83%。

与0 mg·L-1相比, 50、100和200 mg·L-1浓度的苯甲

酸处理对尖孢镰刀菌产孢量和孢子萌发率有显著

的促进作用。表明苯甲酸抑制尖孢镰刀菌菌丝的

生长, 但却显著促进孢子的萌发并产生大量孢子。

2.3  苯甲酸处理对尖孢镰刀菌产酶和产毒的影响

2.3.1  苯甲酸处理对尖孢镰刀菌分泌细胞壁降解

酶活性的影响

苯甲酸对尖孢镰刀菌分泌细胞壁降解酶活性

的影响如图3和4所示。随苯甲酸处理浓度增加, 
果胶酶和纤维素酶活性均显著增加(P<0.05), 在
200 mg·L-1浓度下达到最高值(图3-A和B)。与0 

图2  苯甲酸不同浓度处理对蚕豆枯萎病发病率(A)和病情指数(B)的影响

Fig.2  Effects of benzoic acid at different concentrations on incidence (A) and index (B) of Fusarium wilt
柱形上不同小写字母表示差异达0.05显著水平, 图3~6和8同。

表2  苯甲酸不同浓度处理对尖孢镰刀菌菌落直径、产孢量和孢子萌发的影响

Table 2  Effects of benzoic acid at different concentrations on mycelium growth, sporulation and spore germination of FOF

苯甲酸处理浓度/mg·L-1	   菌落直径/cm	            菌丝生长速率/cm·d-1                           产孢量/×106 cfu·mL-1	 孢子萌发率/%

    0	 7.63±0.29a	 1.27±0.29a	        0d	        0b

  50	 6.13±0.15b	 1.02±0.15b	   1.96±0.93c	 59.15±2.89a

100	 5.87±0.40b	 0.98±0.40b	   2.75±1.53b	 59.15±2.38a

200	 5.90±0.36b	 0.98±0.36b	 10.00±0.00a	 60.60±1.71a

　　同列数值后不同小写字母表示差异达0.05显著水平。
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mg·L-1相比, 50、100、200 mg·L-1苯甲酸处理显著

增加果胶酶活性36.82%、38.94%和50.32%, 平均

增加42.03%; 显著增加纤维素酶活性2.4、2.7和3.2
倍, 平均增加2.8倍, 表明苯甲酸对纤维素酶活性的

刺激作用大于果胶酶。

随苯甲酸处理浓度增加, 蛋白酶和淀粉酶活

性均显著增加(P<0.05) (图4-A和B)。与0 mg·L-1相

比, 50、100、200 mg·L-1苯甲酸处理使蛋白酶活性

显著增加2.0、5.4和7.1倍, 平均增加4.8倍; 使淀粉

酶活性显著增加3.3、1.9和3.1倍, 平均增加2.0倍, 
且50、100、200 mg·L-1处理间达到显著差异。说

明苯甲酸胁迫显著促进尖孢镰刀菌分泌更高活性

的蛋白酶和淀粉酶, 其中苯甲酸对蛋白酶活性的

促进作用强于淀粉酶。

2.3.2  苯甲酸处理对尖孢镰刀菌产毒的影响

随苯甲酸处理浓度升高, 尖孢镰刀菌产生的

枯萎酸(fusaric acid, FA)含量显著增加(P<0.05) (图
5)。与0 mg·L-1相比, 50、100、200 mg·L-1苯甲酸

处理分别显著增加FA含量3.9、6.3和9.9倍, 平均增

加6.7倍, 且50、100、200 mg·L-1处理间达到显著

差异。表明苯甲酸促进了尖孢镰刀菌产毒, 且在

200 mg·L-1浓度下达到最高值。

2.4  苯甲酸处理对蚕豆根系组织结构抗性的影响

2.4.1  苯甲酸处理对蚕豆根系木质素含量及胼胝

质沉积的影响

木质素是植物细胞壁的主要成分之一, 植物

细胞的木质化是抵御外界不良胁迫的反应。苯甲

酸对蚕豆根系木质素含量的影响如图6所示。与0 

图3  苯甲酸不同浓度处理对尖孢镰刀菌分泌果胶酶(A)和纤维素酶活性(B)的影响

Fig.3  Effects of benzoic acid at different concentrations on activities of pectinase (A) and cellulase (B) secreted by FOF

图4  苯甲酸不同浓度处理对尖孢镰刀菌分泌蛋白酶(A)和淀粉酶活性(B)的影响

Fig.4  Effects of benzoic acid at different concentrations on activities of proteinase (A) and 
amylase (B) secreted by FOF
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mg·L-1相比, 在50和100 mg·L-1苯甲酸处理浓度下, 蚕
豆根系木质素含量分别显著增加31.53%和52.29%, 

图5  苯甲酸不同浓度处理对尖孢镰刀菌产毒的影响

Fig.5  Effects of benzoic acid at different concentrations on 
content of mycotoxin produced by FOF

图6  苯甲酸不同浓度处理对蚕豆根系木质素含量的影响

Fig.6  Effects of benzoic acid at different concentrations on 
lignin content in faba bean roots

图7  苯甲酸不同浓度处理对蚕豆根系胼胝质沉积的影响

Fig.7  Effects of benzoic acid at different concentrations on callose deposition in faba bean roots

但200 mg·L-1苯甲酸处理使木质素含量明显下降。

表明随苯甲酸处理浓度增加, 木质素含量总体呈

现先增加后降低的趋势。

植物在遭受外界不良因素胁迫时, 除产生木

质素, 进行木质化外, 体内还会出现胼胝质沉积等

一系列反应来抵御外界的干扰, 减缓病原菌的侵

染速度(王绍敏等2016)。苯甲酸处理对蚕豆根系

胼胝质沉积的影响如图7和8所示。与0 mg·L-1相

比, 苯甲酸处理使蚕豆根系出现较多的胼胝质沉

积, 且随处理浓度增加, 胼胝质沉积先增加后减

少。与0 mg·L-1相比, 50 mg·L-1浓度的苯甲酸处理

下, 胼胝质沉积明显增多(图7), 在单位面积中, 胼
胝质沉积显著增加96.17% (图8); 100 mg·L-1浓度处

理下, 少量细胞壁破损, 胼胝质沉积减少(图7); 200 
mg·L-1浓度处理下, 根系腐烂坏死加剧, 细胞壁破

损严重, 胼胝质沉积减少(图7)。与0 mg·L-1相比, 
100和200 mg·L-1浓度处理下, 单位面积中胼胝质沉

积无显著性变化。表明低浓度(50 mg·L-1)苯甲酸

胁迫促进蚕豆幼苗根系胼胝质沉积的增加, 增强

植株的防御系统, 但中、高浓度(100和200 mg·L-1)
苯甲酸处理对胼胝质沉积无显著影响。

2.4.2  苯甲酸处理对蚕豆根系超微结构的影响

由图9可知, 0 mg·L-1苯甲酸处理时, 蚕豆根系

细胞间排列整齐, 细胞器形态结构正常, 细胞内出

现少量空泡, 细胞核清晰可见, 细胞质均匀, 线粒

体呈长椭圆形或球形, 双层膜清晰可见, 内脊结构

完整。与0 mg·L-1相比, 50 mg·L-1苯甲酸处理下, 细
胞发生质壁分离, 细胞质膜内陷, 部分线粒体脊消

失, 出现大量的空泡。100 mg·L-1苯甲酸处理下, 细
胞核变形肿胀, 核膜破裂, 线粒体膜模糊不清, 空
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图9  苯甲酸不同浓度处理对蚕豆根系超微结构的影响

Fig.9  Effects of benzoic acid at different concentrations on ultrastructure of faba bean roots 
A: 细胞整体结构图, B: 细胞细节图。C: 细胞; N: 细胞核; Nu: 核仁; RER: 糙面内质网; M: 线粒体; V: 液泡; CW: 细胞壁。

泡化程度加重, 大部分核质和细胞质被消解; 200 
mg·L-1苯甲酸处理时, 根系严重变形, 质膜、液泡

膜破裂, 原生质消解, 细胞器完全解体, 胞内物质

仅剩少量核质和核膜。

3  讨论

3.1  苯甲酸对蚕豆幼苗生长和枯萎病发生的影响

p-香豆酸对西洋参(P. quinquefolium)成株的生

长具有自毒作用, 添加p-香豆酸后西洋参植株展叶

推迟, 高浓度时约85%叶片不能完全展开, 叶片生长

受到严重抑制, 地上部生物量比对照降低17.17%~ 

54.55% (焦晓琳等2015)。邻苯二甲酸胁迫下萝卜

(Raphanus sativus)幼苗生长及物质积累受到显著

抑制, 且邻苯二甲酸处理浓度越大, 抑制效果越强

(杨延杰等2013)。本研究中, 苯甲酸不同浓度处理

对幼苗生长具有显著抑制作用, 且处理浓度越高, 
对蚕豆幼苗生长的抑制作用越强。该效应还表现

在草莓(Fragaria ananassa) (齐永志等2016)、黄瓜

(高长敏等2018)和茄子(Solanum melongena) (陈绍

莉2015)等作物中。

随着蚕豆的产业化集约化种植, 蚕豆连作现

象日益普遍, 由此引发的连作障碍严重制约着蚕

豆的生产, 其中枯萎病是蚕豆连作障碍的主要病

害之一, 其发生和传播受土壤中累积的酚酸类自

毒物质影响极大(董艳2016a)。串珠镰孢菌和苹果

(Malus pumila)连作自毒物质(根皮苷)单独或组合

处理均显著抑制了‘平邑甜茶’幼苗(M. hupehensis)
的生长, 其中串珠镰孢菌+根皮苷处理最为显著, 
说明根皮苷和串珠镰孢菌共同作用加重了苹果连

作障碍现象(姜伟涛等2018)。本研究中, 苯甲酸显

著抑制蚕豆幼苗的生长, 而且随处理浓度增加, 抑
制效应增强(表1)。孙步蕾等(2015)也发现酚酸类

自毒物质对平邑甜茶幼苗根系有较强的抑制作用, 
是造成‘平邑甜茶’连作障碍的主要原因。长期单

图8  苯甲酸不同浓度处理对单位面积胼胝质沉积的影响

Fig.8  Effects of benzoic acid at different concentrations on 
callose deposition per unit area
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一种植花生(Arachis hypogaea)导致特定的根系分

泌物刺激土壤中病原微生物大量生长并在根部定

殖、进而破坏了根组织的正常分化和生理活动(姚
小东等2019)。土传病原菌一般由根部伤口侵入或

根梢直接侵入, 并由导管向上蔓延, 引起整株作物

发病(陈玲等2019)。本研究中, 接种FOF条件下, 
随苯甲酸处理浓度增加, 蚕豆根系生长逐渐受到

抑制, 损伤严重, 发黑现象明显, 其中高浓度处理

时, 根系发黑腐烂变软, 地上部植株生长势弱, 萎
焉坏死(图1)。表明苯甲酸可抑制蚕豆根系生长并

使其受损, 为枯萎病菌的侵入创造有利条件, 其中

高浓度处理下, 枯萎病发病率和病情指数显著增

加5.0和26.0倍, 进而显著促进蚕豆枯萎病的发生, 
加剧连作障碍的危害。

3.2  苯甲酸对尖孢镰刀菌的化感效应

3.2.1  苯甲酸对尖孢镰刀菌菌丝生长、产孢和孢

子萌发的影响

酚酸类自毒物质对土传病害的助长效应直接

表现为对病原菌的刺激作用。胡元森等(2007)对
黄瓜枯萎病的研究发现, 培养42 h内, 低浓度(≤50 
mg·L-1)的酚酸(香草酸、对羟基苯甲酸及阿魏酸)
对枯萎病菌丝生长有刺激作用; 浓度高于50 mg·L-1

时, 对菌丝生长有抑制作用。Tian等(2019)对草莓

枯萎病的研究表明, 外源添加草莓连作自毒物质

肉桂酸和阿魏酸50和100 mg·L-1促进了草莓专化型

尖孢镰刀菌的菌丝生长, 而高于200 mg·L-1的肉桂

酸和阿魏酸则显著抑制菌丝生长。本研究中, 50 
mg·L-1苯甲酸处理虽抑制菌丝生长但却显著促进

镰刀菌产孢和孢子萌发(表2)。本研究结果与前人

研究总体相似, 但表现出不同病原菌对不同的自

毒物质敏感程度不同的差异。本研究表明, 尽管

孢子不直接危害蚕豆, 但大量孢子的产生, 在适宜

条件下萌发后, 会形成若干潜在的侵染个体, 从而

提高蚕豆遭受尖孢镰刀菌潜在危害的风险(Wu等
2009)。郝文雅等(2010)也发现在同一块土壤上, 
当重茬种植西瓜时, 由于西瓜根系所分泌的阿魏

酸以及与阿魏酸作用类似的其他物质的存在, 大
大刺激了西瓜专化型尖孢镰刀菌孢子的萌发, 导
致西瓜根际菌量增加, 增大了病原菌从根系侵入

的机率, 从而诱发西瓜枯萎病的发生。

3.2.2  苯甲酸对尖孢镰刀菌产酶和产毒的影响 
土传枯萎病的发生是病原真菌致病因子及寄

主防卫反应相互斗争的结果。尖孢镰刀菌的致病

能力与多种致病因子相关, 其中细胞壁降解酶(cell 
wall degrading enzymes, CWDEs)和毒素是尖孢镰

刀菌的重要致病因子, 且在病原菌侵染过程中起

协同作用(王麒然等2016)。细胞壁主要由纤维素

和果胶组成, 是抵御真菌和细菌病原体的主要防

线, 它提供了一个极好的结构屏障。细胞壁降解

酶包括植物病原菌向外分泌的多种酶, 作用于植

物细胞壁或植物组织。尖孢镰刀菌在与寄主相互

作用的初期会产生一些细胞壁降解酶, 降解寄主

的细胞壁和胞内物质后, 植物细胞内释放出多糖

等营养物质供真菌生长, 为进一步侵入和定殖打

开门户, 这些酶与该菌的致病性密切相关(张荣等

2011)。尖孢镰刀菌分泌的细胞壁降解酶主要包括

果胶酶、纤维素酶、淀粉酶、蛋白酶等。纤维素

酶和果胶酶分解细胞壁中的纤维素和果胶成分; 
蛋白酶和淀粉酶主要作用于细胞内, 分解胞内的

蛋白质和淀粉, 破坏植物细胞壁的完整性, 使细胞

结构变形, 利于病原菌的进一步侵染。

Wu等(2008b, 2008c, 2009)的研究发现, 在尖

孢镰刀菌培养基中分别添加西瓜连作自毒物质(肉
桂酸、阿魏酸、苯甲酸等)后, 果胶酶、纤维素

酶、淀粉酶等水解酶活性相应增强。在百合枯萎

病的研究中也发现, 向尖孢镰刀菌培养基中加入

百合根系分泌的自毒物质(邻苯二甲酸)后促进镰

刀菌产生了更高活性的果胶酶和纤维素酶(Wu等
2015)。本研究中, 不同浓度苯甲酸添加均显著促

进了果胶酶、纤维素酶、蛋白酶和淀粉酶活性。

其中蛋白酶活性最强, 说明蛋白酶是苯甲酸胁迫

下蚕豆枯萎病菌分泌的主要细胞壁降解酶, 在该

病菌致病中可能发挥主导作用。除蛋白酶外, 蚕
豆枯萎病菌分泌的纤维素酶和淀粉酶活性也较高, 
说明该病菌致病性除有蛋白酶间的协同作用外, 
也有蛋白酶与其他酶的协同作用。王麒然等(2016)
的研究表明花生叶腐病菌分泌的细胞壁降解酶以

果胶酶活性最高, 其次是漆酶和木聚糖酶, 活性最

弱的是纤维素酶, 与本研究结果不同, 可能原因是

不同的病原菌与不同的寄主作物互作过程中分泌
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的主要细胞壁降解酶不同, 也可能是由于外界胁迫

条件不同而导致病原菌分泌的细胞壁降解酶不同。

连作自毒物质的累积首先促使尖孢镰刀菌产

生更高活性的细胞壁水解酶, 加剧细胞壁和胞内

物质的降解, 协助病原菌侵入寄主根系, 破坏自身

的防御系统; 下一步的致病策略通常是分泌毒素

来调控寄主作物的生理生化过程, 使其向有利于

病原菌生长繁殖的方向改变(汪敏等2011)。FA是

由镰刀菌产生的一种非特异性毒素, FA的含量与

镰刀菌毒性间存在显著的正相关关系, 镰刀菌毒

性越强, 产生的FA越多。处理三七(P. notogin-
seng)植株后, 植株出现萎蔫症状、细胞膜透性被

改变、细胞活性降低, 最终植物生长被抑制, 叶片

失绿, 组织坏死直至死亡(董鲜等2018)。尖孢镰刀

菌产生的FA对寄主有致萎作用, FA致萎能力的强

弱与致病力呈正相关(姬华伟等2012)。本研究结

果表明, 苯甲酸处理显著使FA含量提高了6.68倍, 
从而使尖孢镰刀菌致病力大大提高, 加速了蚕豆

枯萎死亡进程。

3.3  苯甲酸对蚕豆根系组织结构抗性的影响

植物遭受外界不良胁迫时, 自身会产生一系

列防卫反应来抵御外界不良胁迫的影响, 木质素

含量增加和胼胝质沉积是主要表现之一。木质素

是木材的主要成分, 而细胞壁“木质化”对病原体具

有高度难渗透性。胼胝质沉积是一类多糖聚合物, 
在病原菌侵入寄主植物后, 通常形成胼胝质沉积, 
使细胞壁加厚或形成乳突以阻碍病原菌的进一步

侵染(夏启中和张明菊2004)。随黄瓜植株感染枯

萎病程度的增加, 叶柄胼胝质含量显著增加(郭晋

云等2011)。本研究中, 随苯甲酸处理浓度增加, 木
质素含量也随之增加, 100 mg·L-1苯甲酸处理时木

质素含量达到最大值, 超过100 mg·L-1后木质素含

量显著降低, 原因可能是苯甲酸高浓度处理时, 加
剧尖孢镰刀菌产生更高活性的细胞壁水解酶(图3
和4)和更高含量的FA (图5), 导致蚕豆根系细胞结

构破坏, 胞内物质外泄, 而使木质素大量流失。蚕

豆根系胼胝质的沉积也出现类似的现象, 低浓度

苯甲酸处理促进蚕豆根系胼胝质沉积, 而中、高

浓度处理条件下由于细胞结构破坏, 胞内物质外

泄流失, 胼胝质沉积也随之减少。

自毒物质一方面提高病原真菌的致病力, 协
助病原菌进一步侵入寄主植物, 另一方面还可破

坏寄主的组织结构, 降低其抗病性。杨敏(2015)通
过透射电镜观察发现, 三七根系分泌的皂苷类自

毒物质Rg1处理三七根系后使其根系细胞变形、

细胞壁增厚、原生质浓缩, 随处理时间延长, 细胞

壁逐渐溶解, 细胞内形成数个空腔, 根系细胞逐渐

死亡, 丧失功能, 从而促进根腐病菌的侵染。本研

究中, 苯甲酸低浓度处理时, 细胞壁有异常增厚现

象, 细胞器出现轻微的变形, 空泡化严重, 高浓度

处理时, 细胞变形严重, 细胞壁破裂, 细胞器消解, 
内含物外泄流出细胞。表明随苯甲酸处理浓度提

高, 促进尖孢镰刀菌产生高活性的细胞壁水解酶, 
加速尖孢镰刀菌入侵蚕豆根系并产生毒素(FA), 进
而使蚕豆达到自身防御系统的临界点, 导致蚕豆

根系细胞严重变形扭曲, 细胞壁破裂, 细胞器膜消

解, 蚕豆根系内胼胝质、木质素和细胞内含物等

物质大量流失, 致使蚕豆的防御系统被摧毁, 最终

导致枯萎病发病严重。齐永志等(2015)通过显微

镜观察也发现, 对羟基苯甲酸胁迫下草莓根系的

表皮、皮层、中柱破壁细胞等细胞组织结构均受

到严重的破坏, 最终根系中尖孢镰刀菌感染率显

著提高。李勇等(2017)的研究也表明, 苯甲酸胁迫

下, 人参幼苗的细胞壁异常增厚, 核膜、核仁解

体、消散, 细胞内出现大量空泡。

苯甲酸胁迫显著抑制幼苗生长, 其中对根系生

长的抑制效应最明显, 同时还增加蚕豆根系的受

损, 为镰刀菌侵染创造条件。在枯萎病菌-蚕豆互

作过程中, 苯甲酸对病原和寄主均具有显著影响。

从对病原菌的影响来看, 苯甲酸首先促进尖孢镰刀

菌产孢并提高孢子萌发率, 其次, 苯甲酸还进一步

促进尖孢镰刀菌产生更高活性的细胞壁降解酶和

毒素, 最终提高尖孢镰刀菌的致病力。从对寄主的

影响角度来看, 苯甲酸胁迫导致蚕豆根系扭曲变

形、细胞壁增厚、空泡化严重, 随处理浓度增加, 
根系细胞变形严重, 细胞壁破裂, 细胞器消解, 组织

结构抗性遭受破坏, 降低蚕豆的抗性, 促使枯萎病

严重发生, 加速枯萎死亡进程。表明苯甲酸一方面

增加镰刀菌的致病力, 另一方面降低蚕豆的抗性, 
在蚕豆连作障碍进程中起到重要的作用。
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Effects of benzoic acid on pathogenicity of Fusarium oxysporum f. sp. 
fabae and tissue structure resistance of faba bean root
YUAN Tingting, DONG Yan*, ZHAO Qian
College of Resources and Environment, Yunnan Agricultural University, Kunming 650201

Abstract: Experiments were carried out to investigate mechanisms of phenolic acid autotoxic substance benzo-
ic acid in interaction between Fusarium oxysporum f. sp. fabae (FOF) and faba bean, and to explore the re-
sponse characteristics of root tissue structure resistance to benzoic acid stress. Four concentrations of benzoic 
acid were set (0, 50, 100 and 200 mg·L-1), the effects of benzoic acid on seedling growth of faba been and 
pathogenicity of FOF in vitro, the effects of benzoic acid on the seedlings growth, the occurrence of Fusarium 
wilt, lignin content and callus deposition in faba bean roots were studied under hydroponics condition, the ul-
trastructure of faba bean roots by transmission electron microscopy were observed. The results showed that 
seedling growth was inhibited with increasing benzoic acid concentration, the higher the treatment concentra-
tion, the more obvious the inhibitory effect. Exogenously applied benzoic acid significantly increased the inci-
dence and the disease index of faba bean Fusarium wilt, significantly increased the spore germination and spor-
ulation, significantly increased cell wall degrading enzymes activity and mycotoxin production by FOF. 
Benzoic acid stress also aggravates the destruction of the defense system of faba bean root cells. It was con-
cluded that benzoic acid increased the pathogenicity of FOF and destroyed faba bean tissue resistance, helped 
FOF to invade the roots of faba bean, and the synergistic effect of benzoic acid and FOF was helpful to aggra-
vate the occurrence of continuous cropping obstacle of faba bean.
Key words: benzoic acid; Fusarium wilt of faba bean; Fusarium oxysporum f. sp. fabae; cell wall degrading 
enzymes; tissue structure resistance
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