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6-戊基-2H-吡喃-2-酮对草坪币斑病菌的

抑菌活性及其对病害的防治效果

刘    曼,    牛启尘,    尹淑霞*,    王子玥
(北京林业大学 草业与草原学院，北京 100083)

摘   要：由 Clarireedia spp.引起的草坪币斑病是对草坪最具有破坏性的病害之一，6-戊基-2H-吡
喃 (6-pentyl-2H-pyran-2-one, 6PP)是木霉菌属 (Trichoderma spp.)重要的抗菌次生代谢产物。为

探究 6PP对草坪币斑病菌的抑菌活性、防治效果以及草坪币斑病菌对 6PP的生理响应，本研究

采用菌丝生长速率法测定了 6PP对草坪币斑病菌的抑制活性，分别采用室内离体叶片和盆栽试

验测定了 6PP对草坪币斑病的预防和治疗作用，并分析了在 6PP影响下草坪币斑病菌菌丝结构

及抗逆相关酶活性的变化。结果显示，6PP对两种草坪币斑病菌 C. jacksonii 和 C. monteithiana
均具有高抑制活性，其中对 C. monteithiana 的平均有效抑制中浓度 (EC50) 为 0.37 μg/mL，对

C. jacksonii 的 EC50 值为 0.04 μg/mL；经 6PP处理后，C. jacksonii 和 C. monteithiana 菌丝生长

异常，细胞膜通透性增加，相对电导率上升，细胞膜脂过氧化，细胞膜受损；C. jacksonii 过氧

化物酶 (POD) 的活性显著上升，但 pH 值不变，而 C. monteithiana 超氧化物歧化酶 (SOD) 活
性、pH 值和胞外多糖 (EPS) 显著上升。1 μg/mL 的 6PP 在离体条件下对币斑病的预防效果为

91.14%；盆栽条件下，防治效果为 72.21%。6PP对草坪币斑病菌抑制作用显著，且在离体和盆

栽条件下对病害均有良好的防治效果，具备开发成生态友好型杀菌剂的潜力。
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Inhibitory activity of 6-pentyl-2H-pyran-2-one against the
pathogenesis fungi of dollar spot and its control efficacy

LIU Man,    NIU Qichen,    YIN Shuxia*,    WANG Ziyue
(School of Grassland Science, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China)

Abstract: Turf dollar spot, caused by Clarireedia spp., is one of the most destructive fungal diseases on
turf. 6-Pentyl-2H-pyran-2-one (6PP) is a critical antifungal secondary metabolite produced by

Trichoderma spp. In order to explore the antifungal activity of 6PP against Clarireedia spp. and its
control efficacy to Turf dollar spot, the inhibition activity of 6PP on Clarireedia spp. was measured by
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mycelial growth rate method, and the protective and curative activities of 6PP against the disease was
measured on detached leaves and potted plants. The changes in mycelial structure and activities of stress
resistance related enzyme of the pathogens under 6PP treatment were analyzed. The results showed that
6PP had efficient inhibition activity on C. jacksonii and C. monteithiana. The average effective
inhibitory medium concentration (EC50) of 6PP to C. monteithiana was 0.37 μg/mL, and the average
EC50 value to C. jacksonii was 0.04 μg/mL. After being treated with 6PP, mycelial of both C. jacksonii and
C. monteithiana grew abnormally, cell membrane permeability and relative conductivity as well as
peroxidated cell membrane increased. The peroxidase (POD) activity of C. jacksonii increased
significantly although its pH remained unchanged, while the superoxide dismutase (SOD) activity, pH
and exopolysaccharides (EPS) of C. monteithiana increased significantly. The preventive effects of
1 μg/mL 6PP on dollar spot were 91.14% in vitro and 72.21% in pots. 6PP has a significant inhibitory
effect on Turf dollar spot and has a good control efficacy on the disease in vitro and in pots. The study
revealed the potential of 6PP to be an eco-friendly fungicide preventing Turf dollar spot.
Keywords: Clarireedia spp.; 6-pentyl-2H-pyran-2-one; antifungal activity; Turf dollar spot; control
efficacy; pathogen physiological response

 

草坪币斑病是温带地区精细化养护草坪上最

严重的真菌性病害之一。研究显示，草坪币斑病

的致病菌为 Clarireedia 属真菌，共有 6 个种，其

中 C. jacksonii 和 C. monteithiana 在世界范围

内分布广泛，其寄主范围广，几乎能侵染所有的

草坪草[1-2]。

近年来，广泛使用多菌灵、二甲酰亚胺、脱

甲基抑制剂 (DMI) 和琥珀酸脱氢酶抑制剂 (SDHI)
等化学杀菌剂保护草坪草免受草坪币斑病菌侵

害，但已有文献表明，币斑病菌株对上述杀菌剂

均产生了不同程度的抗性[3-5]。此外，化学杀菌剂

可能通过地表径流和土壤入渗进入地下水，对环

境、动物以及人类健康产生危害 [ 6 -7 ]，因此亟需

开发绿色、安全、高效的新型杀菌剂防治草坪币

斑病。

自 20世纪 30年代以来，木霉菌 Trichoderma
spp. 以其优良的抑菌效果引起了研究学者们的广

泛关注[8-10]。木霉菌具有对环境友好、病菌不易产

生抗药性等优点，但在实际生产应用中易受立地

条件影响，导致田间防治时存在防治效果不稳定

的问题[11-12]。木霉菌次生代谢物与木霉菌的生物活

性功能密切相关[13-14]。研究表明，木霉菌代谢产物

可以激活葡萄藤对霜霉病病原菌 Plasmopara
viticola 的防御机制[15]。康宁木霉 T. koningii 和哈

茨木霉 T. harzianum 产生的哈茨酮内酯具有抗真

菌活性和调节植物生长的双重作用[16]。木霉菌产

生的可溶性代谢物对由 Colletotrichum falcatum 引

起的甘蔗红腐病表现出良好的生防效果，且在大

田条件下防治效果依然高效稳定[17]。使用人工合

成或提取的木霉菌抑菌代谢物代替木霉菌防治植

物病害，可以减少活体微生物在田间使用过程中

出现的效果不稳定的问题，同时兼具利用木霉菌

活体生物防治病害的优势。

6-戊基-2H-吡喃-2-酮 (6-pentyl-2H-pyran-2-
one, 以下简称 6PP，结构式见图式 1)于 1972年在

绿色木霉 T. viride 中首次发现并分离提纯。它是

一种无毒的、具有椰子香味的不饱和内酯，能从

多种木霉菌的培养物中分离得到，包括橘绿木霉

T. citrinoviride、哈茨木霉、康宁木霉、深绿木霉

T. atroviride 和绿色木霉 T. viride。6PP 具有广谱

性抗真菌活性，对菜豆大斑病菌 Macrophomina
phaseolina、立枯丝核菌 Rhizoctonia solani、罗氏

菌核 Sclerotium rolfsii、尖孢镰刀菌 Fusarium
oxysporum、辣椒疫霉 Phytophthora capsica 和甜瓜

疫霉 P. melonis 具有良好的抑菌作用，极具应用潜

力[18-21]。目前尚未见有关利用 6PP防治草坪币斑病

的相关报道，其抑菌活性、防治效果和机理有待

验证和探索。本文研究了 6PP 对 2 种草坪币斑病

菌的抑菌活性和防治效果，并通过一系列生理生

化指标的测定，探究 6PP 对草坪币斑病菌的抑菌

活性以及对病害的防治效果，旨在为草坪币斑病

的低毒科学防治提供参考。

No. 1 刘    曼等: 6-戊基-2H-吡喃-2-酮对草坪币斑病菌的抑菌活性及其对病害的防治效果 105



 1    材料与方法

 1.1    供试材料

供试菌株来自北京林业大学草地保护实验室，

菌株编号为 N8、N13、N14、N18、73和 112，其

中 N8、73、112 为 Clarireedia jacksonii，N13、
N14、N18为 C. monteithiana；供试草坪草为匍匐

翦股颖 A4 Agrostis stolonifera L.‘A4’。基本培养

基 (MM)：10 g葡萄糖、1.5 g K2HPO4、2 g KH2PO4、

1 g (NH4) 2SO4、0.5 g MgSO4 • 7H2O、2 g 酵母提

取物、15 g 琼脂粉加去离子水定容到1 L，灭菌；

马铃薯葡萄糖液体培养基 (PDB)：20 g 葡萄糖、

6 g马铃薯浸粉加去离子水定容到1 L，灭菌。6PP
购自北京迈瑞达科技有限公司，纯度为 97%。

 1.2    仪器

DZF-6020MBE 真空干燥箱 (上海博讯有限公

司)；DL-CJ-2ND I型超净工作台 (北京东联哈尔仪

器制造有限公司；SX700高压灭菌锅 (天美科学仪

器有限公司)；SPX 型智能生化培养箱 (宁波江南

仪器厂)；DDSJ-318型电导率仪 (北京扬海伟业科

技公司)；FE28 pH 计 (大连贝尔分析仪器有限公

司)；岛津 UV-2600i型紫外线分光光度计 (上海滴

冠有限公司)；Multifuge X1R 型高速冷冻离心机

(赛默飞世尔科技有限公司)；ECLIPSE E100 型电

子显微镜 (南京江南永新光学有限公司)。
 1.3    试验方法

 1.3.1    菌株的鉴定　参照 Hu 等 [22] 的方法，将

6 株供试菌株在 MM 平板上于 25 ℃ 下黑暗培养

3 d 后，刮取菌丝，使用 OMEGA 真菌 DNA 提取

试剂盒 (百迈客生物科技有限公司) 提取病原菌

DNA。随后利用真菌通用正向引物 ITS-1(5 ′ -
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′)和反向引物 ITS-
4(5′-AACTTGCAATGTGG-3′) 对币斑病菌的

ITS 基因进行扩增和测序，将测序结果进行拼接

后，于 NCBI (National Center for Biotechnology
Information) 上进行 BLAST 序列相似性搜索。利

用 MEGA7.0 软件和基于 1000 次重复的引导值构

建系统发育树。标准菌株编号及其参考文献见附

加材料表 S1。

 1.3.2    6PP 对菌株的抑制效率　采用菌丝生长速

率法 [23] 测定 6PP 对 6 株病菌的有效抑制中浓度

(EC50)。菌株在MM培养基上预培养 3 d后，在菌

落边缘取直径 6 mm 的菌饼，分别接种到最终质

量浓度为 0、0.025、0.05、0.075、0.1、0.125、
0.15、0.175、0.2、0.225、0.25 和 0.275 μg/mL
6PP 的 MM 平板上，接菌后将平板置于 25 ℃ 黑

暗条件下培养，以不含 6PP 的平板为对照。对照

组菌落直径超过培养皿直径 2/3时，采用十字交叉

法测量各处理的菌落直径，计算 6PP 对币斑病菌

菌丝生长的抑制率，求出毒力回归方程。每个浓

度重复 3次，试验重复 2次。

 1.3.3    6PP对币斑病菌菌丝形态的影响　在培养 2 d
的菌落 (菌株 N8 和 N18) 的边缘取菌饼转移到含

有 0.075 μg/mL 6PP 的 MM 培养基上，以不含

6PP 的培养基为对照。在 25 ℃ 下培养 3 d 后，取

适量菌丝在光学显微镜下观察菌丝形态。每个菌

株设 3个重复，试验重复 2次。

 1 .3 .4        免疫组织化学染色　币斑病菌 N8 和

N18 用于对活性氧 (ROS)、过氧化氢 (H2O2) 进行

染色，参照 Mojicak 等[24] 方法。Tris-HCl 缓冲液

(0.1 mol/L, pH = 7.6)、质量浓度为 0.3%的氯化钴

(CoCl2) 按照体积比 9 : 1混合，将不同处理的菌丝

浸泡在 3 mL 1 mg/mL 的 3,3′-二氨基联苯胺 (3,3′-
diaminobenzidine) 染液中，显色时加入 5~10 mL
30% H2O2 , 染色 8 h后，将菌丝浸泡在无水乙醇中

脱色 12 h，光学显微镜下观察染色后的菌丝。

 1.3.5    6PP 对币斑病菌细胞膜通透性的影响　参

照 Duan 等[25] 的方法，将币斑病菌 N8、N18 接种

于MM上，25 ℃培养 3 d后，打取 5个直径 6 mm
的菌饼，接种于含有 100 mL PDB的 250 mL摇菌

瓶中，于 25 ℃、175 r/min 恒温摇床上摇培 36 h
后，处理组添加 0.075 μg/mL的 6PP，对照组添加

等量的无菌水，继续培养 36 h。于 5000 r/min 下

离心 10 min 后收集菌丝，上清液备用。称取菌丝

0.3 g，悬浮于 20 mL 的无菌水中，分别在 0、5、
10、20、40、60、80、100、120、140、160 和

180 min时使用电导率仪测定溶液的电导率。之后

将溶液煮沸 5 min，并测定最终的电导率。每个菌

株设 3个重复，试验重复 2次。按照公式 (1) 计算

菌体的相对电导率。

RC/% =
R1

R2
×100 (1)

式中：RC 为相对电导率，%； R1 为某时间的

O OO

图式 1    6-戊基-2H-吡喃-2-酮结构式

Scheme 1    Structural formula of 6-pentyl-2H-pyran-2-one
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电导率，μS/cm； R2 为再放入恒温水浴中加热

5min，取出冷却至室温后再测定的电导率，μS/cm。
 1.3.6    6PP对币斑病菌 pH值的影响　按照 1.3.5节
方法培养草坪币斑病菌 N8 和 N18，打取 5 个直

径 6 mm 的菌饼，接种于含有 100 mL PDB 的

250 mL 摇菌瓶中，于 25 ℃、175 r/min 恒温摇床

上摇培 36 h 后，处理组添加 0.075 μg/mL 的

6PP，对照组添加等量的无菌水，继续培养 36 h。
于 10 000 r/min下离心 10 min，收集上清液，测定

菌液 pH值。每个菌株设 3个重复，试验重复 2次。

 1.3.7    币斑病菌胞外多糖 (EPS) 含量测定　参照

文献方法测定[26]。取 1 mL 上清液 (同 1.3.5 节) 至
5 mL 无菌离心管中，加入 3 倍体积的无水乙醇，

于 10 000 r/min下离心 60 min，弃去无水乙醇，将

沉淀物在 60 ℃ 真空下干燥 60 min，之后溶解于

8 mL无菌水中，水解后取 2 mL溶液，加入 1 mL 5%
苯酚溶液和 5 mL 浓硫酸，涡旋 10 s 后在 25 ℃
放置 30 min，在 490 nm处测量溶液的吸光值，并

用葡萄糖标准曲线定量。以无菌水为对照。每处

理设 3个重复，试验重复 2次。

 1.3.8    丙二醛 (MDA)含量测定　采用硫代巴比妥

酸法[27] 测定。按照 1.3.5 节方法处理并收集菌丝。

将菌丝与 Tris-HCl 缓冲液 (0.05 mol/L，pH = 7.5)
按体积比 1 : 5 研磨均质化，于 15 000 r/min 下冷

冻离心 20 min。以 2 mL上清液和 2 mL 0.5%硫代

巴比妥酸为反应液，混匀后将试管放入沸水中煮

10 min，冷却后以 5000 r/min 离心 10 min。以

0.5% 硫代巴比妥酸溶液为对照组，分别于波长

532、600和 450 nm处测量吸光度值，计算MDA
含量。每处理设 3个重复，试验重复 2次。

 1.3.9    币斑病菌对 6PP的生理响应　按照 1.3.5节
方法收集菌丝，称取 0.5 g 菌丝于预冷的研钵中，

加入 1 mL预冷 0.05 mol/L磷酸缓冲液 (pH = 7.8)，
于 12  000 r/min 下离心 10 min，上清液用于过氧

化物酶活性 (POD) 和超氧化物歧化酶 (SOD) 的测

定。采用愈创木酚法[28] 测定 POD活性，以每分钟

内 A470 变化 0.01为 1个过氧化物酶活性单位 (U)。
采用氮蓝四唑 (NBT) 光还原法 [ 29 ] 测定 SOD 活

性，以抑制 NBT 光化还原的 50% 为 SOD 酶的一

个活力单位 (U)。
 1.3.10    6PP对草坪离体叶片币斑病的防治作用　

    采用离体叶片法测定 6PP 对草坪币斑病的预防

和治疗作用[30]。

      预防作用测定：选取位于同一位置，大小相

仿，健康且展开的草坪叶片作为试验试材，将具

有相似长度 (7 cm) 的叶片切下并放在无菌培养皿

(直径 9 cm) 中被无菌水完全浸湿的定性滤纸上。

将 6PP 用 0.1% 的吐温 20 稀释，药液的最终质量

浓度为 0、0.1、0.5 和1 μg/mL，喷洒到叶片表

面，直到液体在叶片表面自由流动。24 h 后，

将 5 mm币斑病菌的菌饼 (菌株 N8和 N18) 放置在

叶片表面 (每片叶一个菌饼)，用封口膜密封并放

置于光照培养箱 (25 ℃、光照 16 h、湿度 80%)。2
d后，十字交叉法测量叶片上病斑的直径。

       治疗作用测定：先用币斑病菌 N8和 N18接种

叶片，接种方法、培养条件同预防作用，在接种

24 h后喷施最终质量浓度分别为 0、0.5和 2 μg/mL
6PP 药液。2 d 后测量病变长度，并按照公式 (2)
计算防治效果 ( E )。每处理使用 10片叶。

E/% =
L1−L2

L1
×100 (2)

式中：L 1 为对照的病变长度，cm；L 2 为

6PP处理的病变长度，cm。结果为 10个重复的平

均值 ± 标准差。

 1.3.11    6PP对草坪植株的防治效果　选择生长状

况大致相同的健壮草坪植株，测定 6PP 对草坪币

斑病的预防和治疗作用。

       预防作用测定：分别用 0.25、0.5 和 1 μg/mL
6PP 进行整株喷雾处理，每株喷施 2 mL，叶面均

匀挂满雾滴不流淌即可，诱导处理 24 h 后，将草

坪币斑病菌 N8 和 N18 的 1 个菌饼 (10 mm) 分别

接种到经过 6PP 处理过的草坪上，并放置于光照

培养箱 (25 ℃、光照 16 h、湿度 80%)，培养 7 d
后，统计病情指数。以此接种点为中心调查周围

的 100 枚叶片。以无菌水只接菌为对照，每个处

理 4株，重复 3次。

       治疗作用测定：先用币斑病菌 N8和 N18接种

草坪植株，接种方法、培养条件同预防作用，在

接种 24 h 后喷施最终浓度分别为 0、0.5、1 和 2
μg/mL 6PP 药液。7 d 后测量病变长度，并计算防

治效果。按公式 (3) 计算病情指数 (DI)。

DI =
Σ(Ni× i)
(Nt×9)

×100 (3)

式中：Ni 为各级病株数；i 为相应的级数值；

Nt 为调查总株数。

 1.4    统计分析

通过 SPSS16.0 软件对试验数据进行统计分
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析，应用 Duncan氏新复极差法进行差异显著性检

验，采用 prism9.0软件 (GraphPad公司) 进行数据

处理和图形制作。

 2    结果与分析

 2.1    菌株鉴定

根据系统发育关系，6 株菌株划分为 2 个种，

其中 N8、112、73菌株为 C. jacksonii，N18、N13、
N14菌株为 C. monteithiana。供试菌株与币斑病菌

模式菌株 (Type strain) 的同源性均达到了 98% 以

上 (图 1)。
 2.2    6PP 对币斑病菌抑制效果

6PP对各菌株菌丝的生长具有抑制作用 (图 2-
A)，较高质量浓度的 6PP ( > 0.2 μg/mL)有效抑制

了 C. monteithiana 3株菌株菌丝的生长，径向生长

抑制率为 60.72%、85.20% 和 97.71%，并完全抑

制了 C. jacksonii 3 株菌株菌丝的生长，径向生长

抑制率为 100%。6PP对 C. jacksonii 的抑菌效果较

好，在较低质量浓度 (0.05 μg/mL) 时，对 N8、
73 和 112 的抑制率分别达到 80.40%、99.50% 和

97.77%，对 C. monteithiana 的 N13、N14 和

N18 的抑制率分别是 20.10%、19.80% 和 32.72%
(图 2-B)。6PP 对 C. jacksonii 的 EC50 值显著低于

C. monteithiana (P < 0.05)，其中 6PP对 C. monteithiana
3株菌株的平均 EC50值为 0.37 μg/mL，对 C. jacksonii
3株菌株的平均 EC50 值为 0.04 μg/mL (表 1)。
 2.3    6PP 对平板培养条件下币斑病菌菌丝形态的

影响

菌株 N8 和 N18 的对照组菌丝呈现出完整、

XTH2_SH_SP

Clarireedia jacksonii_CBS138618_Type strain

GQ924924_Beijing_Zoysiagrass

GQ924926_Beijing_Bentgrass

GQ924925_Beijing_Zoysiagrass.
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70

97
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图 1    基于 ITS-rDNA 序列采用邻接法 (NJ) 构建的系统发育树

Fig. 1    Phylogenetic tree constructed using neighbor-joining method based on ITS rDNA sequences
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均匀的形态，菌丝表面光滑且能自然延展 (图 3-a,
3-c)，而在 0.075 μg/mL 的 6PP 处理下，N8 和

N18显示出不同的形态变化。其中 N8菌株，菌丝

顶部的分支增加，菌丝细胞膨大 (图 3-b)，菌丝浆

液凝结外渗，菌丝浆分布均匀；而 N18 菌丝变细

且聚集，隔膜变短 (图 3-d)。
 2.4    6PP 对币斑病菌过氧化物积累的影响

DAB 染色结果显示，菌株 N8 与 N18 的 6PP
处理组菌丝与 DAB 孵化时生成棕色产物 (图 4-a，
4-c)，而对照组没有发现色素沉积。

 2.5    6PP 对菌丝体相对电导率的影响

两种草坪币斑病菌株 (N8和 N18)菌丝的相对

电导率随着时间的推移大致呈现先增加后逐渐稳

定的趋势。经 6PP 处理后，N8 和 N18 菌丝的相

对电导率高于对照组 (图 5)，N8 和 N18 对照组和

处理组在 180 min 内相对电导率均显著上升 (P <
0.05)，其中 N8对照组以及 6PP处理在 180 min内

变化值均显著大于 N18菌株 (表 2)。
 2.6    6PP 对币斑病菌菌液 pH 值的影响

6PP处理币斑病菌 36 h后，N8对照组菌液的

平均 pH值为 5.08，处理后的菌液 pH平均值与对

照组菌液无显著差异 (P > 0.05)。N18 对照组菌液

的平均 pH值为 4.84，处理后的菌液 pH平均值为

5.20，N18处理菌株的菌液 pH变化显著高于对照

组的菌液 (P < 0.05) (图 6)。
 2.7    6PP 对币斑病菌 MDA 的影响

与对照组相比，经过 6PP 处理的草坪币斑病

菌 MDA 含量均显著升高 (P < 0.05)。N8 对照组

MDA含量为 0.74 μmol/g，处理后为 1.91 μmol/g。
N18 对照组 MDA 含量为 0.82 μmol/g，处理后为

1.64 μmol/g (图 7)。
 2.8    6PP 对 EPS 含量的影响

N8 对照组的 EPS 含量为 8.09 mg/L，处理后

为 19.27 mg/L，增长率为 58.02%；N18 对照组的

表 1    6PP 对币斑病菌的 EC50 值

Table 1    EC50 value of 6PP to Clarireedia strains

菌株
Strain

毒力回归方程
Toxicity regression equation

相关系数
Correlation coefficient

EC50/
(μg/mL)

95% 置信限
95% CL/(μg/mL)

C. monteithiana N13 y = 0.85 + 0.48x 0.976 0.83 0.50 ± 1.16
C. monteithiana N14 y = 0.71 + 0.40x 0.924 0.15 0.11 ± 0.18
C. monteithiana N18 y = 0.71 + 0.45x 0.979 0.12 0.11 ± 0.13

C. jacksonii N8 y = 3.12 + 3.43x 0.901 0.03 0.02 ± 0.04
C. jacksonii 73 y = 0.28 + 0.31x 0.890 0.03 0.01 ± 0.04
C. jacksonii 112 y = 0.27 + 0.28x 0.989 0.05 0.03 ± 0.06

A

B

C. Monteithiana N13

C. Monteithiana N14

C. Monteithiana N18

C. jacksonii N8

C. jacksonii 73

C. jacksonii 112

C
K 0.0

25
 μg/m

L

0.0
50

 μg/m
L

0.0
75

 μg/m
L

0.1
00

 μg/m
L

0.1
25

 μg/m
L

0.1
50

 μg/m
L

0.1
75

 μg/m
L

0.2
00

 μg/m
L

0.2
25

 μg/m
L

0.2
50

 μg/m
L

0.2
75

 μg/m
L

1.5

1.0

0.5

0

0 0.1

6PP 的质量浓度
Concentration of 6PP/(μg/mL)

抑
制
率

 In
hi

bi
tio

n 
ra

te
/%

0.2 0.3

N13

N14

N18

N8

73

112

图 2    不同浓度 6PP 对币斑病菌 N13、N14、N18、N8、112 和 73 的抑制作用

Fig. 2    The inhibition effect of 6PP against Clarireedia spp. strains N13, N14, N18, N8, 112 and 73
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EPS含量为 5.20 mg/L，处理后为 21.30 mg/L，增

长率为 75.59%。6PP 处理后 N8 和 N18 菌株的

EPS 含量均显著高于对照组 (P < 0.05)，其中 N18
的增长率高于 N8 (图 8)。
 2.9    6PP 对抗氧化酶活性的影响

6PP 处理后 N8 和 N18 菌株 SOD 活性均显著

高于对照组 (P < 0.05)，N8 对照组的 SOD 活性为

7.69 U/g，处理后为 12.76 U/g，增长率为 39.73%；

N18对照组的活性为 6.90 U/g，处理后为 12.75 U/g，
增长率为 45.88%，即 N18 的增长率高于 N8。

表 2    180 min 内 C. jacksonii N8 和 C. monteithiana N18
的相对电导率的变化

Table 2    The changes of the relative conductivity of C.
jacksonii N8 and C. monteithiana N18 within 180 min

处理
Teatment

180 min 内相对电导率的变化
Change of relative conductivity within 180 min

C. jacksonii N8 32.87 ± 1.10 b
N8 + 0.075 μg/mL6PP 45.21 ± 0.90 a
C. monteithiana N18 21.77 ± 1.23 B

N18 + 0.075 μg/mL 6PP 26.78 ± 1.56 A
注：不同字母表示 0.05水平上的差异显著性。表中数据为 3次独

立重复试验的平均值 ± 标准误差。

Note: Different letters represent significant differences between
different treatments (P < 0.05). The data in the table are the mean ± SE
from the three independent replicates.

CK

a b

c d

400 x 400 x

400 x 400 x

+ 0.075 μg/mL

注：a、b：分别为 C. jacksonii N8 对照组和处理组币斑病菌

菌丝；c、d：分别为 C. monteithiana N18 对照组和处理组币

斑病菌菌丝。

Note: Mycelia of the C. jacksonii N8 control group(a) and the
treatment group(b); Mycelia of C. monteithiana N18 control
group(c) and treatment group(d).

图 3    6PP 对 C. jacksonii N8 和 C. monteithiana N18
菌丝形态的影响

Fig. 3    Effect of 6PP on the mycelial morphology of
C. jacksonii N8 and C. monteithiana N18

CK

a b

c d

400 x 400 x

400 x 400 x

+ 0.075 μg/mL

注：a、b：分别为 C. jacksonii N8对照组和处理组币斑病菌菌丝；

c、d分别为 C. monteithiana N18对照组和处理组币斑病菌菌丝。

Note: Mycelia of the C. jacksonii N8 control group(a) and the
treatment group(b); Mycelia of C. monteithiana N18 control
group(c) and treatment group(d).

图 4    C. jacksonii N8 和 C. monteithiana
N18 的 DAB 染色结果图

Fig. 4    DAB staining of C. jacksonii N8 and
C. monteithiana N18
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图 5    6PP 对 C. jacksonii N8 和 C. monteithiana N18 菌丝体相对电导率的影响

Fig. 5    Effect of 6PP on the relative conductivity of mycelia of C. jacksonii N8 and C. monteithiana N18
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N8 对照组的 POD 活性为 1.31 U/(g·min)，处理后

为 2.40 U/(g·min)，其增长率为 45.42%，两者存在

显著性差异 (P < 0.05)。N18 对照组 POD 活性为

6.46 U/(g·min)，处理后 POD活性为 6.90 U/g·min，

差异并不显著 (P > 0.05) (图 9)。
 2.10    6PP 对草坪离体叶片币斑病的预防和治疗

离体条件下，以草坪币斑病菌株 N8 和 N18
作为侵染源。预防试验中，6PP 对 N8 和 N18 引
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注:不同小写字母代表不同处理之间在 0.05 水平上差异显著。

Note: Different lowercase letters represent significant differences between different treatments (P < 0.05).

图 6    6PP 对 C. jacksonii N8 和 C. monteithiana N18 菌液 pH 值的影响

Fig. 6    Effect of 6PP on bacterial fluid pH of C. jacksonii N8 and C. monteithiana N18
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图 7    6PP 对 C. jacksonii N8 和 C. monteithiana N18 菌丝体 MDA 含量的影响

Fig. 7    Effect of 6PP on MDA of C. jacksonii N8 and C. monteithiana N18 mycelium
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图 8    6PP 对 C. jacksonii N8 和 C. monteithiana N18 菌丝体 EPS 含量的影响

Fig. 8    Effect of 6PP on the EPS content of C. jacksonii N8 and C. monteithiana N18 mycelium
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起的币斑病均有良好的预防效果 (图 10-A，表 3)。
在接种前喷施 1 μg/mL 的 6PP，与喷施无菌水的

对照组相比，预防效果分别达到 92.40%和 89.88%。

治疗试验中，币斑病菌 N8 和 N18 接种 24 h 后，

2 μg/mL的 6PP治疗效果分别为 61.86%和 53.53%

(图 10-B，表 3)。
 2.11    6PP 对草坪币斑病的预防和治疗

盆栽条件下，以草坪币斑病菌株 N8 和 N18
作为侵染源。6PP 在不同剂量浓度下对草坪币斑

病都表现出一定程度的保护和治疗作用效果。在
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图 9    6PP 对 C. jacksonii N8 和 C. monteithiana N18 菌丝体 SOD 和 POD 的影响

Fig. 9    Effect of 6PP on SOD, and POD of C. jacksonii N8 and C. monteithiana N18 mycelium

CK

C. jacksonii N8

A B

C. monteithiana N18

0.1 μg/mL 0.5 μg/mL 1.0 μg/mL CK 0.5 μg/mL 2.0 μg/mL

注: A预防; B治疗。

Note: A. Preventive effect; B. Curative effect.

图 10    6PP 对匍匐翦股颖离体叶片币斑病的预防与治疗

Fig. 10    Preventive and curative effect of 6PP on creeping bentgrass detached leaves against Clarireedia spp.
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接种前喷施 1 μg/mL 的 6PP，与喷施无菌水的对

照组相比，预防效果分别达到 74.65%和 69.77%。

在治疗试验中，币斑病菌 N8 和 N18 接种 24 h

后，2 μg/mL 的 6PP 治疗效果分别为 63.44% 和

63.06% (表 4)。
 

 3    结论与讨论

 3.1    6PP 对草坪币斑病菌的抑菌活性和防治效果

本研究中两种币斑病菌在 6PP处理下 EC50 值

范围为 0.03~0.83 μg/mL，均值为 0.20 μg/mL。
Hu 等[31] 对 24 个高尔夫球场和 1 个研究基地收集

分离的 358 株币斑病菌的研究中发现，在丙环

唑、异菌脲、啶酰菌胺处理下，币斑病菌平均 EC50

值分别为 0.0307、0.2598 和 2.067 μg/mL。同样，

胡健等[32] 在 114 株币斑病菌的研究中发现，病菌

在异菌脲处理下 EC50 值为 0.0121~1.2644 μg/mL，
均值为 (0.5663 ± 0.2144) μg/mL。与目前广泛用于

草坪币斑病防治的多种杀菌剂相比，6PP 具有更

为高效的抑菌作用。离体条件下，6PP 对草坪币

斑病菌的防治效果随着施用剂量的增加而增

加。盆栽条件下，6PP各处理的病情指数均低于对

照组。

 3.2    6PP 破坏细胞膜的屏障作用，引发病菌的胁

迫反应

过氧化物的产生是细胞受到逆境胁迫的典型

特征，本研究中两株币斑病菌 MDA 含量显著上

升并出现大量 DAB 染色位点。MDA 是膜脂过氧

化产生的重要生物标志物，其浓度用于准确反映

表 3    6PP 对匍匐翦股颖离体叶片币斑病 C. jacksonii N8 和 C. monteithiana N18 的预防与治疗

Table 3    Preventive and curative effects of 6PP against C. jacksonii N8 and C. monteithiana N18 on leaves

币斑病菌类型
Type of Clarireedia spp.

6PP 质量浓度
Concentration/(μg/mL)

保护作用
Preventive effect/%

6PP 质量浓度
Concentration/(μg/mL)

治疗作用
Curative effect/%

C. jacksonii N8 0 — 0 —

0.1 37.91 ± 6.90 c 0.5 40.64 ± 8.30 b

0.5 57.15 ± 10.30 b 2 61.86 ± 4.20 a

1 92.40 ± 3.30 a — —

C. monteithiana N18 0 — 0 —

0.1 27.55 ± 1.30 C 0.5 31.14 ± 1.35 B

0.5 54.28 ± 3.40 B 2 53.53 ± 1.40 A

1 89.88 ± 4.50 A — —

注：表中数据为 10次独立重复试验的平均值 ± 标准误差。同列数据后不同字母表示经 LSD法检验在 0.05水平上差异显著。

Note: The data in the table are the mean ± SE from the ten independent replicates. Different letters in the same column indicate significant differences at
0.05 level by LSD test.

表 4    6PP 对匍匐翦股颖植株币斑病 C. jacksonii N8 和 C. monteithiana N18 的预防与治疗

Table 4    Preventive and curative effects of 6PP against C. jacksonii N8 and C. monteithiana N18 on plant

币斑病菌类型
Type of Clarireedia spp.

6PP 质量浓度
Concentration/(μg/mL)

预防作用
Preventive effect/% 6PP 质量浓度

Concentration/(μg/mL)

治疗作用
Curative effect/%

病情指数
Disease index

防治效果
Control efficacy/%

病情指数
Disease index

防治效果
Control efficacy/%

C. jacksonii N8 0 80.64 ± 9.81a — 0 83.36 ± 11.01 a —

0.25 55.24 ± 5.17 b 31.50 0.5 63.95 ± 6.90 b 23.28

0.5 40.63 ± 4.86 c 49.62 1 48.65 ± 2.65 c 41.63

1 20.44 ± 5.05 d 74.65 2 30.47 ± 6.00 d 63.44

C. monteithiana N18 0 91.31 ± 2.10 A — 0 95.14 ± 1.51 A —

0.25 65.11 ± 4.90 B 28.69 0.5 79.07 ± 4.05 B 16.79

0.5 50.12 ± 4.88 C 45.11 1 62.48 ± 5.36 C 34.32

1 27.60 ± 4.64 D 69.77 2 35.17 ± 7.61 D 63.06

注:表中数据为 3次独立重复试验的平均值 ± 标准误差。同列数据后不同字母表示经 LSD法检验在 0.05水平上差异显著。

Note: The data in the table are the mean ± SE from the three independent replicates. Different letters in the same column indicate significant differences at
0.05 level by LSD test.
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氧化应激诱导的细胞损伤，经 6PP 处理后，草坪

币斑病菌产生大量的氧化自由基被 DAB染色，这

表明 6PP 处理使得病菌过氧化物积累，最终膜结

构受损，菌丝浸泡液的相对电导率升高，pH值上

升也说明了这一问题。当微生物处在不利环境时，

EPS 可以启用一种特殊机制来提供保护，以维持

细胞膜的完整性并延长其存活时间 [33-34]。N8 和

N18 的 EPS 上升说明菌丝受到胁迫，开始分泌

EPS 来保护细胞膜和细胞壁[35]，以抵御 6PP 的干

扰。病原菌受到外界胁迫时，会分泌 SOD将胁迫

信号转化为过氧化氢以调控细胞内的抗性反应[36]。

6PP 处理后 N8 和 N18 的 SOD 活性显著上升，说

明病菌的抵抗反应被触发，病菌受到胁迫。

 3.3    6PP 对两种不同草坪币斑病的胁迫强度

6PP 对两种不同草坪币斑病具有不同的胁迫

强度。本研究中 C. jacksonii 对 6PP抗性显著弱于

C. monteithiana。C. jacksonii 种的 N8在 6PP处理

下菌丝变粗且顶端生长受到抑制，分支明显增多

且分支短小，其末端局部膨大肿胀。C. monteithiana
菌株的 N18 菌丝缢缩褶皱，黏连在一起，形成片

层状结构，菌丝干瘪变细。6PP 使得 N8 菌丝变

粗，导致菌体扩张，胞外物质大量内流，菌体代

谢受到影响。而 N18 菌丝变细，与 6PP 的接触面

积降低，6PP 的抑菌作用相对较弱。本研究中，

6PP处理后 N8和 N18的 SOD显著上升，其中 N18
组 SOD 上升率高于 N8，这种响应程度的差异也

很好解释了 N18比 N8更耐 6PP。N8的 POD活性

显著上升，N18的 POD活性却没有显著变化，这

表明 N8 中的 ROS 相较于 N18 显著富集，激活了

大量的氧化清除反应，N8更容易受到 6PP的胁迫

影响[37]。Jin 等[38] 在人参锈腐病 Cylindrocarpon
destructans 的研究中发现外源 6PP 会导致自噬作

用相关基因差异表达，而本研究中草坪币斑病菌

过氧化、细胞膜破损等现象也符合自噬作用的

特征[39]。

整合本文研究数据和文献查阅，初步推测了

6PP 对两种不同草坪币斑病菌的作用过程以及两

种草坪币斑病菌对 6PP 的响应，两种菌对 6PP 的

抵抗响应为 6PP 与胞内自噬小体结合过氧化从而

导致活性氧的积累，在氧化应激下产生MDA，干

扰细胞代谢促使膜脂过氧化，破坏细胞膜的屏

障。当草坪币斑病菌受到 6PP 影响，菌体过氧化

物积累，菌体防御反应启动，表现在抗氧化酶升

高、物质外排，胞外多糖增加 (图 11)。本研究仅

测定了 6PP 对草坪币斑病菌的抑菌活性，还需进

一步研究明确 6PP 抑制草坪币斑病菌的作用途径

和代谢通路，并开展田间药效试验，为防治草坪

病害提供理论依据。

物质外排

氧化应激

抗氧化酶

SOD POD

细胞皱缩

O O

细胞膨胀

自噬小体

Material

discharge

6-pentyl-2H-pyran-2-one

相对电导率 EC

丙二醛 MDA

Oxidative stress

活性氧
Reactive oxygen species

Autophagosome

Cell crumpling

enzymes
Antioxidant

Cell expansion

胞
外
多
糖

EPS

注：黑色箭头代表 6PP作用于草坪币斑病菌的过程；黄色箭头代表不敏感菌株 C. monteithiana 受到 6PP胁迫作出的响应；蓝色箭头代表敏

感菌株 C. jacksonii 受到 6PP胁迫作出的响应。

Note: The black arrow indicates the action pathway of 6PP on dollar spot, the yellow arrow indicates the response of insensitive strain C.
monteithiana to 6PP stress and the blue arrow indicates the response of sensitive C. jacksonii to 6PP stress.

图 11    6PP 作用于两种币斑病菌的过程以及两种草坪币斑病菌对 6PP 的响应推测图

Fig. 11    The proposed model of the 6PP action on dollar spot and the responses of two pathogens to 6PP
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