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小麦全蚀病拮抗木霉 ZBS6的分离 、筛选及鉴定
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摘要:从河南省农科院试验地小麦田土中分离获得 12 株木霉 ,通过室内对峙试验 ,筛选出 1株对

小麦全蚀病菌拮抗作用较强的木霉菌株 ZBS6 ,室内测定其抑菌率和寄生率分别达到 82.5%和

80%。并对该拮抗木霉进行了抑菌谱测定 ,研究了不同培养条件对该木霉菌株菌丝生长及产孢量

的影响 ,同时利用形态学及分子鉴定相结合方法对木霉菌株 ZBS6进行了鉴定。结果表明:ZBS6

具有广谱的抑菌活性。其最适培养条件:以葡萄糖为碳源 ,基质酸碱度(pH)5.0 ,温度为 25℃,光

暗交替培养;光照处理对菌丝生长影响不明显 ,但显著促进产孢量。结合形态学特征及 rDNA ITS

序列聚类分析结果 ,ZBS6鉴定为绿色木霉(Trichoderma viride)。
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Isolation , Screening and Identification of Antagonistic
Trichoderma ZBS6 to Wheat Take-all

SUN Hu1 ,XUE Bao-guo1 ,YANG Li-rong1 ,QUAN Xin1 ,ZU Yan-qing2

(1.Institute of P lant P rotection , Henan Academy o f Ag ricultural Sciences , Zheng zhou 450002 , China;

2.Co llege o f Plant P ro tection , Henan Ag ricultura l Unive rsity , Zheng zhou 450002 , China)

Abstract:Tw elve Trichoderma i solates w ere iso lated f rom wheat fields in Henan Academy of Ag-
ricultural Sciences.Through indoo r oppo sing test we isola ted one Trichoderma st rain ZBS6 ,
which showed st rong antag onism.It s antifungal and parasi te rate can reach 82.5% and 80%, re-
spectively .Furthermo re , we assayed its antifungal range as w ell as hypha g row th and spo ri fica-
tion impact under dif fe rent culture condi tion.Meanwhile w e identif ied the Trichoderma st rain

ZBS6 using mo rpholog ical and mo lecular methods.The resul ts are as fo llow s:ZBS6 has w ide
range antifungal activity and the optimum culture condition is g lucose as carbon source , pH 5.0 ,
25℃, lig ht and dark alte rat ion.N o distinct ef fect w as seen by light t reatment , but sporification
w as increased apparent ly.Combined w ith mo rpholog ical characteristic and cDNA ITS sequence a-
lignment analy sis , ZBS6 is identified as Trichoderma v iride .
Key words:Wheat take-all;Trichoderma spp.;Identif ication;Antagonism

　　小麦全蚀病(wheat take-all)是一种典型的根部

土传病害 , 由子囊菌亚门的禾顶囊壳菌小麦变种

(Gaeumannomyces gramims var.tritici)侵染所致[ 1] 。

自 1868年首次报道以来 ,目前已广泛分布于世界各

地[ 2] 。我国小麦全蚀病于上世纪 50年代在河北首先

发现 ,90年代初传播至河南 ,并且扩展迅速 ,局部地

区造成严重危害[ 3] 。由于缺乏抗病品种和有效的化

学防治药剂 ,所以利用微生物之间的拮抗作用来控制
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小麦全蚀病危害具有广阔的应用前景。

目前 ,国内外有不少关于小麦全蚀病生物防治的

研究报告 ,报道较多的拮抗微生物是荧光假单胞菌

(Pseudomonas f luorescens)
[ 4]
。木霉菌(Trichoderma

spp.)用于防治植物病害国内外已有较多研究 ,如立

枯病 、枯萎病 、猝倒病 、白绢病的防治等
[ 5]
,但是对于

小麦全蚀病的防治报道较少。鉴此 ,拟从小麦根际土

壤中分离获得木霉菌株 ,通过室内平板对峙试验初步

筛选出对小麦全蚀病菌具有显著抑制作用的拮抗木

霉 ,研究其生物学特性并进行鉴定 ,为进一步应用木

霉防治小麦全蚀病奠定理论基础 ,并为新型微生物农

药的开发与生产提供新的资源 。

1　材料和方法

1.1　材料

土样采自河南省农业科学院试验地小麦田;小

麦全蚀病菌由河南省农科院植保所麦病组提供 ,经

鉴定为禾顶囊壳菌小麦变种;其他供试菌株为河南

省农科院植保所生防室分离保存;基础培养基为

PDA培养基 。

1.2　方法

1.2.1　木霉的分离纯化　参考方中达[ 6] 及贾振华

等[ 7] 方法并进行改进 ,在 PDA中加入丙酸钠及硫酸

链霉素 ,以稀释分离法分离木霉菌。将分离得到的

木霉菌以无菌操作方式用接种环挑取菌丝转接于

PDA 培养基中 , 25℃条件下 , 明暗交替倒置培养

4 d ,保存于 PDA 斜面上 ,并加入灭菌石蜡油进行封

存备用 。

1.2.2　小麦全蚀病菌拮抗木霉的筛选　采用平板

对峙法 。在 9 cm PDA 平板上对峙接种活化 3 d 的

全蚀病菌及木霉菌饼(d=0.8 cm),两者各距培养皿

边缘 1cm ,25℃明暗交替培养 ,以单独接种病原菌

的平板作为对照 ,每处理重复 3次 ,培养 4 d ,定时观

察 、记录菌落半径及其他 ,并计算生长速率及平板培

养 4 d时木霉对病原菌的抑制率。

抑制率=
对照菌落半径-对峙培养菌落半径

对照菌落半径
×100%。

1.2.3　小麦全蚀病菌拮抗木霉抑菌谱测定　选择

黄瓜疫病病菌 、黄瓜灰霉病菌 、辣椒枯萎病菌 、棉红腐

病菌 、棉花黄萎病菌 、苹果腐烂病菌 、苹果褐斑病菌 、

山药炭疽病菌 、西瓜枯萎病菌 、小麦赤霉病菌 、小麦纹

枯病菌及芝麻枯萎病菌作为供试病原菌 ,以平板对峙

法测定木霉菌对其他植物病原菌的抑菌能力 。

1.2.4　小麦全蚀病菌拮抗木霉生物学特性测定

1.2.4.1　温度与菌丝生长和产孢的关系　取相同

菌龄的菌片接种在 PDA 培养基 , 分别在 10℃、

15℃、25℃、30℃的培养箱中光暗交替培养。

1.2.4.2　碳源与菌丝生长及产孢的关系　分别用

等量的蔗糖 、淀粉 、果糖替换 PDA 培养基中的葡萄

糖 ,25℃,光暗交替培养。

1.2.4.3　光照与菌丝生长和产孢的关系　将接种

木霉菌株的 PDA 平板分别放置在光照 、黑暗以及

光照/黑暗 12h 交替条件下的培养箱中 , 25℃培养 。

1.2.4.4　生长基质酸碱度与菌丝生长和产孢的关

系　PDA 培养基 ,用 1mo l/L 的 HCl和 1mol/ L 的

NaOH 调节 pH 值为 4 ～ 11 。制平板后接种相同菌

龄的菌饼 ,25℃,光暗培养 。

上述试验均在接种 36h 开始测量菌落直径 ,每

隔 12 h继续进行测量 ,连续测量 5 次 ,计算每小时

生长速率(mm/h),作为其生长速度的指标 , 4 d 后

用血球计数器测每皿孢子数量 。

1.2.5　小麦全蚀病菌拮抗木霉鉴定

1.2.5.1　形态学分类鉴定　采用菌落形态观察及

显微观测法鉴定木霉 ,并检索文献确定其种类 。

1.2.5.2　rDNA ITS 序列分子鉴定　拮抗木霉基

因组 DNA 提取:参考吴发红等[ 8]真菌 DNA 提取方

法进行提取 ,用 ddH 2O 溶解 DNA至 500 ng/μL 。

ITS 序列的 PCR扩增与克隆:用于扩增木霉

ITS序列的上下游引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成 ,分别为 ITS4:5′-GGAAG TA-

AAAG TCG TAACAAGG -3′和 ITS6:5′-TC-

CTCCGCT TAT TGATA TGC-3′。以拮抗木霉的

基因组 DNA 为模板 ,利用引物 ITS4及 ITS6 进行

PCR扩增 。PCR反应体系为 25μL :10×PCR Buff-

er 2.5μL ,模板 1μL , dN TP (10mmol/ L each)0.

5μL ,引物 ITS4(10mmol/L)1μL , I TS6(10mmol/

L)1μL ,DNA聚合酶(5U/μL)0.25μL ,加入去离子

水至 25μL 。 PCR 扩增条件:94℃ 5min;94℃

1min , 55℃ 30 s , 72℃ 1min , 33 个循 环;72℃

10min。PCR反应产物采用 1%琼脂糖凝胶电泳进

行检测。600 bp大小目的条带采用 DNA 回收试剂

盒(AXYGEN 公司)回收纯化后 , 与 T - 载体

(Takara PMD-19T)连接 , 转化感受态细胞 ,然后

在含有 Amp 、IPTG 、X-Gal的平板上进行蓝白斑

筛选 ,并进行菌落 PCR筛选出重组质粒。

ITS全序列测定及系统发育树构建:经验证为

目的片段的阳性克隆送至上海生工生物工程技术有

限公司进行测序 。测序结果采用 BLAS T 进行序列
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一致性比较。同时 ,下载木霉属其他种及其他属真

菌的模式菌株 rDNA ITS 序列 ,并运用 CLUS TAL

X(Version1.8)软件进行对位排列 ,辅以人工校对 ,

得到的序列使用 MEGA 3.1分子进化遗传分析软

件分析 。在 Kimura 2-parame ter 法计算遗传距离

的基础上 ,采用邻接法构建 NJ系统发生树 ,系统树

各分支的置信度用自举检验法(boo tst rap)检验 ,共

进行 1000次循环[ 9 , 10] 。

2　结果与分析

2.1　木霉的分离纯化结果

从小麦田土壤中共分离获得 12株木霉 ,分别编

号为ZBS1-ZBS12。图 1 为分离纯化得到的部分

木霉菌株。木霉菌株在 PDA 培养基上生长菌落呈

近圆形 ,初期为白色绒状 ,后期呈现绿色至深绿色 ,

部分木霉呈现同心轮纹状密实的产孢区。生长速度

快 ,4 d左右即可长满全皿并大量产孢 。

图 1　部分木霉菌株菌落形态

2.2　小麦全蚀病拮抗木霉的筛选结果

对峙培养统计结果显示 ,12株木霉菌株对小麦

全蚀病菌在室内均表现出一定的抑制效果 ,抑菌率

均在 30%以上 ,但以 ZBS6抑制作用最强 。在 PDA

培养基上 ,ZBS6的生长速率最快 ,日平均生长速率

在 26.7mm 以上 ,对峙培养中 ,其日平均生长速度

也在 24.8mm 左右 ,较全蚀病菌具有明显的生长优

势 ,表现出强烈的竞争效果;同时 ,对峙培养中的全

蚀病菌菌丝生长速率(5.1mm/d)明显低于单独接

种的病原菌菌丝生长速率(11.4mm/d),表明拮抗

木霉在生长过程中分泌出次生代谢产物等抑制了病

原菌的正常生长 。对峙培养 3 d后 ,木霉菌株 ZBS6

开始寄生病菌菌落 ,小麦全蚀病菌的生长受到明显

的抑制 ,至第 4天 ,其抑菌率达到 82.5%,寄生率也

达到 80%,此后抑制率一直保持这一水平(图 2)。

木霉菌株 ZBS6在室内对小麦全蚀病菌表现出较强

的拮抗效果 ,是非常好的生防因子 ,因此 ,又对其进

行了抑菌谱测定 。

1.对照(小麦全蚀病菌);2.对峙培养

图 2　木霉菌株 ZBS6 对小麦全蚀病的抑制效果

2.3　拮抗木霉 ZBS6抑菌谱测定结果

对果树 、蔬菜 、大田及中药材作物上的常见病原

菌的平板对峙测定结果表明 ,木霉菌株 ZBS6 具有

较为广谱的抑菌效果 ,表现出竞争 、抗生及寄生作

用 ,测定的抑菌谱如表 1所示 。

表 1　ZBS6 菌株抑菌谱

病原菌
抑菌

效果
病原菌

抑菌

效果

辣椒枯萎病菌 ++ 棉花红腐病菌 ++

Fusarium o xysporum Fusarium moni li forme

黄瓜疫病菌 +++ 小麦赤霉病菌 ++

Phytophthora melonis Fusarium graminearum

苹果褐斑病菌 ++ 芝麻枯萎病菌 ++

Marssonina coronaria Fusarium oxysporum

西瓜枯萎 ++ 苹果腐烂病菌 ++

Fusarium o xysporum Valsmali Miyabe et Yamada

山药炭疽病菌 + 小麦纹枯病菌 +

Colletotridum gloeosporiodes Rhizoctonia cerealis

黄瓜灰霉 ++ 棉花黄萎病菌 +++

Botr ytis cinerea Vertici llium dah liae

　注:+++:抑菌率 80%以上;++:抑菌率 50%～ 80%;+:抑菌

率 20%～ 50%

2.4　拮抗木霉 ZBS6生物学特性研究

由图 3 可以看出 ,温度条件 、光照条件 、碳源利

用及培养基质 pH 值对木霉菌株 ZBS6的菌落生长

及产孢量均存在明显的影响 。ZBS6 菌株在 5 ～

32℃条件下均能生长 , 但在一定的温度范围内 ,

ZBS6的菌落生长速率及产孢量是逐渐增加的 ,其

中 ,25℃条件下 ,菌落生长速率最高 ,产孢量最大 ,分

别达到 1.61mm/h 和 2.9×10
8
个/皿 ,为 ZBS6 的

最适生长温度(图 3 A)。碳源利用方面 ,在选择的 4

种碳源中 ,葡萄糖为最佳碳源 , 菌落生长速率达到

1.68mm/h ,产孢量为 3.3×10
8
个/皿 ,总的碳源利
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用情况为葡萄糖>蔗糖>果糖>淀粉(图 3 B)。光

照对ZBS6 的生长及产孢能力影响试验结果表明

(图 3 C),其并不是木霉菌株 ZBS6生长的必要条

件 ,光照与否对于菌落生长并无显著差异 ,但是在持

续光照的条件下 ,其产孢量就显著高于光暗及黑暗

条件 ,达到 6×10
8
个/皿左右 ,而在黑暗条件下进行

培养ZBS6 ,其产孢量仅为 0.1×108 个/皿 ,光照有

利于木霉产孢的报道已有很多[ 11-13] ,本试验的结果

也恰恰证实了前人的观点 。木霉菌株 ZBS6 的生长

pH 范围是非常广泛的 ,在 pH 4.0 ～ 11.0均能生

长 ,且无显著差异 ,但以偏酸性条件为宜 ,其中以

pH 5.0时生长速度最快 ,达到 1.98mm/h ,但是不

同pH 条件下 ,其产孢能力存在明显的差异 ,pH 5.0

时 ,产孢能力最强 ,达到 3.1×108 个/皿左右 ,高于

pH 4.0及 pH 6.0 ,在 pH 5.0 以后 ,随着 pH 的升

高 ,产孢能力呈减弱趋势(图 3 D)。因此 ,以葡萄糖

为碳源 ,基质 pH 为 5.0 , 25℃,光暗交替为木霉菌

株ZBS6的最适培养条件。

A.温度对菌丝生长及产孢影响;B.碳源对菌丝生长及产孢影响;C.光照对菌丝生长及产孢影响;D.基质酸碱度对菌丝生长及产孢影响

图 3　木霉菌株 ZBS6 生物学特性

2.5　拮抗木霉 ZBS6鉴定结果

形态学观察结果表明 ,分离纯化后的木霉菌株

ZBS6菌落在 PDA 培养平板上为圆形或近圆形 ,菌

丝生长初期为白色绒状 ,后期呈现同心轮纹状的浓

绿产孢区 。显微镜下观察 ,菌丝纤细无色 ,具分隔 ,

多分枝;分生孢子梗从菌丝的侧枝上生出 ,呈环状排

列 ,具几次重复分枝 , 着生分生孢子的小梗瓶形或

锥形;分生孢子多为球形 ,绿色或蓝绿色 ,经检索文

献
[ 14 , 15]

,初步判断木霉菌株 ZBS6为绿色木霉(Tri-

choderma viride)。

为进一步确定拮抗木霉 ZBS6菌株分类地位 ,

以该菌株基因组 DNA 为模板 , 用 ITS 序列通用引

物扩增出 1 条长度为 600 bp 左右的预期片段(图

4A), 符合 ITS 在所有真菌中都高度保守且长度恒

定的报道 。PCR 产物经回收 、连接 、转化及鉴定

后 , 提交到上海生工生物工程技术有限公司进行

DNA 测序 , 测得 ZBS6 的 ITS 基因全序列 , 包括

ITS1区 、 5.8S 区及 ITS2区 , 可读序列长度全长为

526 bp 。

将可读的 526bp 序列提交 GenBank , 应用

BLAST 同源性搜索 ,与数据库中各菌株序列进行

相似性分析 ,与 Trichoderma virens 的菌株一致性

达 100%。由菌株 ZBS6 及其他模式菌株 rDNA

ITS序列构建的系统进化树分析可以看出(图 4 B),

菌株 ZBS6 的序列与 Trichoderma v iride 聚成一

类 ,单独构成一个分支 ,遗传距离最短 ,树枝可靠性

达到 81%,结合其生物学特性及形态学特征 ,鉴定

该菌株为绿色木霉(T.viride)。
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A.ZBS6拮抗木霉 IT S-DN A基因 PCR扩增图谱;M.DL2000 Marker;1 , 2.ZBS6-ITS;

B.ITS-DNA 全序列系统发育树

图 4　ZBS6 拮抗木霉 ITS-DNA基因 PCR扩增图谱及 ITS-DNA全序列系统发育树

3　结论与讨论

利用土壤拮抗微生物对小麦全蚀病进行生物防

治国内外已经有较多的研究[ 4] ,但利用木霉防治小

麦全蚀病的研究报道相对较少。本试验从小麦病田

土壤中共分离获得 12株木霉 ,通过离体试验筛选得

到的 1株对小麦全蚀病菌具有显著抑制作用的木霉

菌株ZBS6 ,对峙试验结果显示其作用方式包括竞

争 、拮抗及寄生机制 ,与李梅云等[ 16] 及朱廷恒等[ 17]

报道一致 ,理论上是非常有效的生防真菌。但是 ,生

防菌防治植物病害对生态环境依赖性非常强 ,只有

充分了解其生物学特性 ,防治对象范围及与环境微

生物间关系 ,才能合理的利用木霉菌防治植物病害

并取得理想效果。本研究结果表明 ,拮抗木霉 ZBS6

对温度 、光照 、基质 pH 及碳源利用等方面具有广泛

适应和耐受能力 ,同时抑菌谱测定结果也表明拮抗

木霉ZBS6对果树 、蔬菜 、大田及中药材作物上的一

些常见病原菌具有较强的抑菌效果 ,表现出较强竞

争力 ,与李作森等[ 18] 研究报道的结果一致 ,这有利

于进一步在田间进行生物防治试验及应用 。

木霉属真菌是个庞大的家族 ,迄今已鉴定的超过

100种[ 19] ,由于每种木霉在生防功能与代谢产物上都

不尽相同 ,因此 ,对木霉进行准确鉴定 、分类对其在农

业生产中的应用至关重要。目前的真菌分类已经逐

渐形成了传统形态学分类 、分子生物学分类组成的技

术体系 ,被众多的学者采纳[ 20-22] 。本研究通过对木霉

分生孢子及菌落形态等观察 ,并参考真菌分类相关资

料 ,初步判断该拮抗菌株为绿色木霉;同时 ,分子鉴定

结果也显示该菌株与绿色木霉聚为一类 ,且同源性达

到 100%,两者在本研究中显示相同结论 ,最终鉴定

ZBS6菌株为绿色木霉(T.viride)。

绿色木霉是一种资源丰富的拮抗微生物 ,在植物

生物防治中具有重要的作用和应用前景。目前 ,我们

已将拮抗菌株ZBS6提交中国普通微生物菌种保藏管

理中心 ,正在申请专利。该菌株对于小麦 、玉米等作

物上几种病害的田间防治试验及剂型加工方面的研

究也正在进行 ,一系列研究旨在开发出成功的微生物

农药制剂。
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时 ,随机病株的相互交叠使之逐渐表现出均匀化的

趋势。

对于玉米瘤黑粉病不同发病程度下的理论抽样数

而言 ,病株率越小 ,为保证调查的精度 ,需要调查的植

株越多。在一般生产实践中 ,病株率达到 1%左右时 ,

大约需要调查 285个样本;病株率达到 5%左右时 ,大

约需要调查135个样本;病株率达到 10%以上时 ,大约

需要调查115个样本即可确保调查的可信度。
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