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拮抗烟草疫霉菌的木霉菌株筛选鉴定及防病促生作用研究 
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摘  要：为了获得对烟草黑胫病菌具有较好拮抗效果的木霉菌株，从河南省各烟区烟草根茎类病害发生较重烟田健康烟株

的根际土壤中共分离获得疑似木霉菌 28株，通过平板对峙培养，筛选出菌株 XYPQ-1、ZMD-1和 XYLS-5对烟草疫霉菌具

有较强抑制作用，5 d后抑菌率达 90%以上。利用分子生物学方法分别将其鉴定为绿木霉菌（Trichoderma virens）、拟康宁

木霉菌（Trichoderma koningiopsis）和近渐绿木霉菌（Trichoderma paraviridescens）。对其代谢物抑菌活性及防病促生效果

进行了初步研究，结果表明，3种木霉菌产生的挥发性和非挥发性代谢物均对疫霉菌具有明显的抑制作用，其中 XYLS-5的

抑制效果最好，处理后 5 d，其挥发性和非挥发性代谢产物的抑菌率分别达 61.71%和 100.00%。3种木霉菌对烟草黑胫病均

具有较好的室内防效，其中 XYLS-5的防效最高，达 80%以上，且具有促进烟草种子萌发和根系生长的作用，可作为烟草黑

胫病生物防治的拮抗菌加以开发应用。 
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Abstract: In order to acquire Trichoderma strains with preferable inhibitory effect on tobacco black shank, twenty-eight strains of 
Trichoderma were isolated from rhizosphere soil of uninfected tobacco plants in Henan province. The strains of XYPQ-1, ZMD-1 and 
XYLS-5 exhibiting better inhibitory effects on Phytophthora nicotianae were screened out by plate confrontation, with inhibitory rate 
of more than 90% after five days. Based on molecular biological analysis, the three Trichoderma strains were identified as Trichoderma 
virens, Trichoderma koningiopsis and Trichoderma paraviridescens, respectively. The antifungal activity of metabolites and the 
antagonistic effect were also studied. The results showed that both the volatile and non-volatile metabolites of the three Trichoderma 
spp. had inhibitory effect on P. nicotianae, and the strain XYLS-5 exhibited the optimal inhibitory effect, with its inhibition rate of 
volatile and non-volatile metabolites achieving 61.71% and 100.00%, respectively. The three Trichoderma strains could control tobacco 
black shank in greenhouse, among which strain XYLS-5 performed the optimal control efficiency exceeding 80% and could promote 
seed germination and root growth of tobacco. Results indicated that strain XYLS-5 can be used as antagonist for controlling tobacco 
black shank. 
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由寄生疫霉烟草致病型（Phytophtora parasitica 

var．nicotianae Tucker）引起的烟草黑胫病是烟草生

产上最具毁灭性的病害之一，目前在我国大部分烟

区均有发生，其中云南、贵州、四川、湖南、湖北、

重庆、河南、山东等烟区较为严重[1-2]。 

随着人们对生态环境和食品安全意识的提高， 

烟草绿色防控理念不断深入人心，生物防治技术因

其能够减少化学农药残留、降低环境污染和维护生

态平衡而越来越受到重视。目前对于烟草黑胫病的

生物防治，主要是运用生防因子如拮抗微生物、抗
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生素和植物诱导抗性因子等，其中利用生防菌株预

防烟草黑胫病发生并减轻危害的报道已有很多。李

小杰等[3]筛选出一株多粘芽孢杆菌，对烟草疫霉菌

的抑制作用强且效果稳定，抑菌率达 60.6%。彭阁

等[4]筛选出 5 株对烟草黑胫病菌具有抑制效果的真

菌，对烟草黑胫病具有较好防效。徐同伟等[5]筛选

出 2株芽孢杆菌能有效防治烟草黑胫病，且能促进

烟苗的生长与发育。王静等[6]从黑胫病烟田健康烟

株根际土壤中分离到一株对烟草黑胫病菌具有较

强抑制作用的放线菌，室内防效达 70%以上。 

木霉属（Trichoderma spp.）是一种分布广泛、

环境适应性强和抑菌谱广的丝状真菌，也是目前国

内外研究应用最广泛的一类生防真菌，已被报道对

多种植物病原真菌具有较好的拮抗效果[7-11]，在生

物防治烟草黑胫病方面也有诸多报道[4,12-14]，但有

关河南省防治烟草黑胫病高效木霉菌筛选鉴定及

其拮抗机理研究的报道还不多[15]。 

本研究从河南省各主产烟区根茎类病害发生

较重烟田健康烟株的根际土壤中分离筛选出对烟

草疫霉菌具有较好抑制作用的木霉菌株，并对其进

行分子鉴定，初步分析其代谢物抑菌活性及对烟草

黑胫病的防控和促生长效果，以期为开发微生物制

剂和生物农药提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  供试菌株  烟草黑胫病病原为烟草疫霉菌

（Phytophthora nicotianae），由本实验室（烟草行业

黄淮烟区烟草病虫害绿色防控重点实验室）分离保存。 

1.1.2  培养基及培养条件  烟草疫霉菌采用燕麦

培养基（OA），在 25 ℃黑暗条件下培养 14~21 d，

每皿加入灭菌的 0.1%硝酸钾和 1%葡萄糖溶液 20 mL，

继续培养 3 d，诱导孢子囊产生。将培养皿放到 4 ℃

冰箱中 30 min，促使孢子囊释放游动孢子，25 ℃放

置 20 min，用无菌水调整游动孢子浓度为 1×104个

/mL备用。木霉菌分离纯化采用马铃薯葡萄糖琼脂

培养基（PDA）；发酵培养采用马铃薯葡萄糖液体培

养基（PDB），培养温度 27 ℃，初始 pH 6.0、转速

180 r/min、装瓶量 150 mL，发酵时间为 9 d，用无

菌水调整孢子浓度为 1×105个/mL。 

 

1.2  试验方法 

1.2.1  烟田土壤中对烟草疫霉菌有拮抗作用的木 

霉菌的分离筛选  从河南省各主产烟区烟草根茎

类病害发病较重的烟田采集健康烟株根际土壤样

品，参照文献[14-15]，采用平板梯度稀释法，用无

菌水制成 10−3、10−4、10−5、10−6梯度土壤悬浮液，

分别取 200 μL涂布于 PDA培养基上，于 25 ℃培养

2 d后挑取菌落边缘的菌丝，得到纯化的木霉菌，置

于 4 ℃冰箱保存备用。 

采用平板对峙培养法[15]，取活化后直径约为

5 mm 的烟草疫霉菌菌饼，接种至 OA 培养基上，

在距离疫霉菌菌饼约 5 cm处放置分离木霉菌菌饼，

以不接种木霉菌为对照，每处理设 3次重复。25 ℃

恒温培养，每日测量病原菌落生长半径，观察记录

木霉菌与病原菌落的相互作用情况，5 d 后计算抑

菌率。抑菌率(%)=(对照菌落的半径−对峙培养烟草

疫霉菌落的半径)/对照菌落的半径×100%。 

1.2.2  分离获得的木霉菌分子生物学鉴定  参照

Ezup柱式真菌基因组 DNA抽提试剂盒（上海生工）

说明书，提取霉菌基因组 DNA 作为模板，应用真

菌鉴定通用引物 ITS1（ 5′ -TCCGTAGGTGA 

ACCTGCGG-3′）和 ITS4（5′ -TCCTCCGCTT 

ATTGATATGC-3′）进行 PCR扩增。扩增体系（25 

μL）为：2×PCR Taq MasterMix 15 μL，上、下游引

物（10 μmol/L）各 1 μL，DNA模板 1 μL，双蒸水

补足到 25 μL。PCR反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 

45 s，55 ℃ 45 s，72 ℃ 1 min，28个循环；72 ℃

延伸 8 min。将 PCR 产物进行 1.0%琼脂糖凝胶电

泳，观察扩增条带明亮单一后送上海英潍捷基贸易

有 限 公 司 进 行 测 序 ， 应 用 NCBI

（https://blast.ncbi.nlm. nih.gov/Blast.cgi）进行在线

序列比对分析。选择同源性较高的序列用MEGA软

件的 Neighbor-Joining法构建系统发育树。 

1.2.3  木霉菌挥发性代谢产物对烟草疫霉菌的抑

制作用测定  采用对扣培养法[16-17]，将木霉菌菌饼

接种于 PDA 培养基中央，疫霉菌菌块接种到另一

个 PDA平板中央，两皿中间隔一层灭菌滤膜对扣，

用封口膜密封后木霉平板正面朝上放入培养箱，以

不接木霉只接疫霉菌菌块对扣作为对照。3次重复，

25 ℃恒温培养，每天观察菌落生长情况，5 d后测 
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量疫霉菌落直径并计算抑菌率。 

1.2.4  木霉菌非挥发性代谢产物对烟草疫霉菌的

抑制作用测定  参照文献[17]，在 OA 平板上平铺

灭菌双层滤膜（孔径 0.22 μm），用无菌打孔器打取

菌落边缘直径为 0.5 cm的木霉菌块接入滤膜中央，

25 ℃恒温培养，待木霉菌长满滤膜前，用镊子将滤

膜连同木霉菌丝揭去，在原位置接入直径为 0.5 cm

的疫霉菌菌块。以在新的 OA平板上接种疫霉菌菌

块作为对照。每处理 3个重复，每天观察菌落生长

情况，5 d后测量疫霉菌落直径并计算抑菌率。 

1.2.5  试管烟苗室内接种试验  将生长 20 d 的烟

苗置于 2 mL灭菌离心管中，每管同时加入 1.5 mL 

木霉菌发酵液（浓度为 1×105 个孢子/mL）和 0.5 

mL烟草疫霉菌孢子悬浮液（浓度为 1×104个/mL），

设置 3个重复，每个重复接种 10株烟苗，以 1.5 mL

清水和 0.5 mL 疫霉菌孢子悬浮液的混合物为接种

对照，同时以清水为空白对照。接种后观察烟株发

病情况，参照国家标准 GB/T 23222—2008 进行分

级，计算发病率和病情指数。相对防效按烟草病害 

药效试验方法 YC/T 40—1996计算。 

1.2.6  木霉菌发酵液促生作用的测定  将消毒后

的烟草种子先用无菌水浸泡，再用木霉菌发酵液

（浓度为 1×105个孢子/mL）浸泡 12 h，然后用无

菌水冲洗 3次，将种子置于培养皿中，脱脂棉和灭

菌滤纸保湿，黑暗下催芽，48 h后统计发芽率，第

11天测量烟苗的根长。另以无菌水作对照，每皿 20

粒种子，3次重复。 

1.3  数据分析  

利用 DPS 7.05软件进行差异显著性检验，采用

Duncan新复极差法进行多重比较。 

2  结  果 

2.1  烟草黑胫病拮抗木霉菌的分离和筛选 

采用平板梯度稀释法从土壤样品中共分离出

疑似木霉菌 28 株，通过平板对峙培养筛选出 5 株

对烟草疫霉菌具有明显拮抗作用的菌株，其中编号

XYPQ-1、ZMD-1和 XYLS-5的菌株对疫霉菌抑制

效果较好，5 d后抑菌率分别为 94.81%、96.33%和

97.07%（表 1），7 d后将病原菌菌落全部覆盖（图 1）。

 
表 1  分离菌对烟草疫霉菌的抑制效果测定 

Table 1  Determination of inhibition effect of Trichoderma spp. on P. nicotianae 

菌株名称 
Name of strains 

对峙培养 5 d  
Confrontation culture for 5 days 

对峙培养 7 d 
Confrontation culture for 7 days 

疫霉菌落半径 
Colony diameter/cm 

抑菌率 
Inhibition rate/% 

疫霉菌落半径 
Colony diameter/cm 

抑菌率 
Inhibition rate/%

XYPQ-1 0.18 94.81 被木霉菌全覆盖 100.00 

XYPQ-2 0.51 85.26 被木霉菌全覆盖 100.00 

ZMD-1 0.13 96.33 被木霉菌全覆盖 100.00 

XYLS-5 0.10 97.07 被木霉菌全覆盖 100.00 

XYLS-6 0.75 78.32 被木霉菌全覆盖 100.00 
CK 3.46 — 4.5 — 

 

 
 

图 1  分离菌对烟草疫霉菌的平板抑制效果 

Fig. 1  Inhibition effect of isolates on P. nicotianae on the 
plate 

 

2.2  木霉菌的分子生物学鉴定 

以 ITS1、ITS4为引物对菌株 XYPQ-1、ZMD-

1 和 XYLS-5 的基因组 ITS 区段序列进行 PCR 扩

增，得到大小为 600 bp左右的特异性条带，测序结

果显示这 3个菌株的扩增片段大小分别为 591、585

和 551 bp。通过 Blast 比对分析，发现与木霉属

（Trichoderma）的相似性均达 100%。构建的系统

发育树可分为 3个分支，其中菌株 XYPQ-1与绿木

霉菌（T. virens）位于同一进化分支，菌株 ZMD-1

与拟康宁木霉菌（T. koningiopsis）位于同一进化分

支 ， 菌 株 XYLS-5 与 近 渐 绿 木 霉 菌 （ T. 

paraviridescens）位于同一进化分支（图 2）。
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图 2  几个新筛选出的木霉菌的系统发育树 

Fig. 2  Phylogenetic tree of Trichoderma spp. newly screened 
out 

 

2.3  木霉菌代谢产物对烟草疫霉菌的抑制作用 

由表 2 可以看出，3 株木霉菌产生的挥发性和

非挥发性代谢产物对疫霉菌菌丝的生长均具有不

同程度的抑制作用。其中木霉菌 XYLS-5的抑制效

果最好，处理后 5 d，其挥发性代谢产物的抑菌率达

60%以上，非挥发性代谢产物的抑菌率达到了

100.00%，极显著高于其他两株木霉菌。木霉菌

ZMD-1 和 XYPQ-1 的挥发性代谢产物对疫霉菌的

抑制率较低，但非挥发性代谢产物的抑菌率较高，

达到 50.00%以上。 

2.4  木霉菌发酵液对烟草黑胫病的室内防控效果 

试管苗接种试验结果表明，接种后 15 d，木霉

菌 XYLS-5、XYPQ-1和 ZMD-1发酵液处理的烟苗

明显比疫霉菌对照处理的烟苗发病轻（图 3），发病

率和病情指数均极显著低于对照处理，防效分别可

达 80.47%、75.68%和 51.58%（表 3）。由此表明，

上述 3株木霉菌对烟草黑胫病具有较好的室内防效。 
 

表 2  木霉菌代谢产物对烟草疫霉菌的抑制作用测定 

Table 2  Inhibition effect of metabolites of Trichoderma spp. on P. nicotianae. 

菌株名称 

Name of strains 

挥发性代谢产物  

Volatile metabolites 
非挥发性代谢产物 

Nonvolatile metabolites 
疫霉菌落直径 

Colony diameter/cm 

抑菌率 

Inhibition rate/% 

疫霉菌落直径 

Colony diameter/cm 

抑菌率 

Inhibition rate/% 

ZMD-1 5.33 bB 22.98bB 2.18 bB 67.94bB 
XYPQ-1 6.03 aA 12.86bB 3.40 bB 50.00bB 
XYLS-5 2.65 cC 61.71aA 0.00 cC 100.00aA 
CK 6.92 aA — 6.80 aA — 

注：小写字母不同表示 5%显著差异水平，大写字母不同表示 1%显著差异水平。Note: the difference of lowercase letters on the column chart represents 

5% significant difference level, and the uppercase letters represents 1% significant difference level. 
 

 
图 3  不同处理的烟苗接种烟草疫霉菌 15 d后的发病症状 

Fig. 3  Symptoms of tobacco seedlings inoculated with P. 
nicotianae in different treatments after fifteen days 

表 3  不同处理烟苗接种烟草疫霉菌 15 d后的发病率 

和病情指数 

Table 3  The incidence and disease index of tobacco seedlings 
inoculated with P. nicotianae in different treatments after 15 

days 

处理 
Treatment 

发病率  
Incidence/% 

病情指数 
Disease index 

相对防效 
Control  
efficiency/% 

ZMD-1+疫霉菌 53.33bB 46.80bB 51.58 

XYPQ-1+疫霉菌 33.33cC 23.51cC 75.68 

XYLS-5+疫霉菌 36.67cC 18.88cC 80.47 

疫霉菌对照（CK） 96.67aA 96.67aA  — 

清水对照（空白） 0 0 — 

注：小写字母不同表示 5%显著差异水平，大写字母不同表示 1%显著差

异水平。 

Note: the difference of lowercase letters on the column chart represents 
significant difference at 5% level, and the uppercase letters represents 
significant difference at 1% level. 

 
2.5  木霉菌发酵液对烟草种子萌发和根系生长的

影响 

促生试验结果表明，木霉菌 XYLS-5、XYPQ-1

和 ZMD-1 发酵液处理的烟草种子萌发率均高于清

水对照，其中 ZMD-1 发酵液处理与对照处理之间

差异达到了显著水平（图 4）。3株木霉菌发酵液处
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理的烟苗根系明显比清水对照的根系长（图 5），尤

其是木霉菌 XYLS-5发酵液处理与对照处理之间达

到了极显著差异水平（图 4）。由此表明，3株木霉

菌具有较好的促生长作用。 

 

 
注：柱形图上小写字母不同表示 5%水平显著差异，大写字母不同表示

1%水平显著差异。 

Note: the difference of lowercase letters on the column chart represents 5% 
significant difference level, and the uppercase letters represents 1% 
significant difference level. 

 

图 4  不同处理的烟草种子萌发率和烟苗根长测定 

Fig. 4  Determination of seed germination rate and root length 
of tobacco seedlings in different treatments 

 

 
图 5  不同处理的烟苗根系发育情况 

Fig. 5  Root development of tobacco seedlings in different 
treatments 

 

3  讨  论 
木霉属是一类十分重要的真菌，在植物根际、

叶围，土壤和植物残体中均可生存。木霉属真菌种

类繁多，目前已发现有 250 余种（http://www. 

indexfungorum.org）。我国在河北、浙江、云南、辽

宁、山东、西藏等地开展了木霉菌资源收集与鉴定

工作，鉴定出多种木霉菌，包括顶孢木霉（T. fertile）、

钩状木霉（T. hamatum）、黄绿木霉（T. aureoviride）、

短致木霉（T. brevicompactun）、淡黄木霉（T. 

cerinum）、绿孢木霉（T. chlorosporum）、桔绿木霉

（T. citrinoviride）等[18-19]。在农业方面，哈茨木霉

（T. harzianum）、绿木霉（T. virens）、深绿木霉（T. 

atroviride）、长枝木霉（T. longibrachiatum）、拟康宁

木霉（T. koningiopsis）和棘孢木霉（T. asperellum）

等常被用作生防菌防治各种作物、蔬菜和水果病

害[9,11,20-22]。本研究筛选出的 3株对烟草疫霉菌具有

较强抑制作用的木霉菌株，分别为绿木霉（T. virens）、

拟康宁木霉（T. koningiopsis）和近渐绿木霉菌（T. 

paraviridescens），其中近渐绿木霉菌 XYLS-5 对烟

草疫霉菌的抑制效果最好，其发酵液对烟草黑胫病

的室内防效可达 80%以上，且能够促进烟草种子萌

发和根系生长。虽然近渐绿木霉菌被报道在我国广

泛分布[23-24]，但目前未见其防控植物病害的相关报

道，本研究属首次报道。 

本研究木霉菌的室内防效试验中采用试管苗

水培接种法，结果表明此方法可使烟苗正常发病，

且接种后发病时间短，影响因素单一，操作性和可

重复性强，能更直观地反映烟株发病情况和木霉菌

对病原菌的抑制效果，这与其他相关研究报道中常

使用孢子悬浮液灌根接种法[9,21-22]有所不同。 

木霉菌具有重寄生、竞争、抗生、诱导抗性和

协同拮抗等多重生防机制[25-26]，其中，抗生作用主

要是指生防菌分泌某些次生代谢产物（如木霉素、

抗菌肽、抗生素等）抑制病原菌生长。据报道[27]，

已从木霉中分离出具有抗生作用的代谢产物 180多

种。本研究对筛选出的 3种拮抗木霉菌进行了代谢

产物抑菌活性分析，初步证明了木霉菌挥发性和非

挥发性代谢产物均具有抑菌活性，其中非挥发性代

谢产物的抑菌活性最强。下一步将对非挥发性代谢

产物的抑菌活性物质成分进行深入分析，为生防制

剂或生物农药的研发提供新的有利资源。 

4  结  论 
本研究筛选出的绿木霉菌（T. virens）XYPQ-1、

拟康宁木霉菌（T. koningiopsis）ZMD-1和近渐绿木

霉菌（T. paraviridescens）XYLS-5对烟草疫霉菌均

具有较强的抑制作用，对峙培养5 d后抑菌率达90%

以上。3 种木霉菌产生的代谢物均对疫霉菌具有抑

制作用，且对烟草黑胫病具有较好防效，其中木霉

菌 XYLS-5的防效最高，且能够促进烟草种子萌发

和根系生长，具有较好的生防应用前景。
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