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烟草黑胫病拮抗真菌的筛选及活性评价 
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摘  要：为获得更多防治烟草黑胫病的拮抗真菌，从烟草黑胫病发病烟株根际土壤分离 20株真菌，通过平板对峙法筛选，

发现菌株 ZP2-1、ZP2-3、ZP2-4、GZ3、GZ7 对烟草黑胫病菌具有较好的抑制效果。形态学和分子生物学分析表明，ZP2-1

为里氏木霉（Trichoderma reesei）、ZP2-3为拟康宁木霉（Trichoderma koningiopsis）、ZP2-4为黑曲霉（Aspergillus niger）、

GZ3为烟曲霉（Aspergillus fumigatus）、GZ7为红棕肉座菌（Hypocre rufa）。ZP2-4具有较强分泌纤维素酶和蛋白酶的能力

且固体发酵产孢能力显著（p < 0.01）高于其余 4株菌。ZP2-1、GZ3、ZP2-4固态发酵产物纤维素酶活性相当且显著（p < 0.01）

高于 ZP2-3和 GZ7。田间试验结果显示，ZP2-1、GZ3、ZP2-4对烟草黑胫病田间防治效果分别为 59.50%、61.82%、85.00%。 
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Abstrac: In order to obtain more antagonistic fungi for prevention and control of tobacco black shank, 20 fungal strains were 
isolated from tobacco rhizosphere soil, among which ZP2-1, ZP2-3, ZP2-4, GZ3, and GZ7 had antagonistic effects on Phytophthora 
nicotianae. Molecular and morphological analysis showed that these strains were identified as Trichoderma reesei ZP2-1, 
Trichoderma koningiopsis ZP2-3, Aspergillus niger ZP2-4, Aspergillus fumigatus GZ3 and Hypocre rufa GZ7. ZP2-4 has a strong 
ability to secrete cellulase and protease and the ability of sporulation in solid fermentation was higher than that of the other 4 strains 
(p < 0.01). The cellulase activities of the solid fermentation products of ZP2-1, GZ3 and ZP2-4 were fairly high and significantly 
higher than that of ZP2-3 and GZ7 (p < 0.01). ZP2-1, GZ3 and ZP2-4 with high spore producing ability and cellulase activity in solid 
fermentation were selected for field trial. The results showed that the control efficiency against tobacco black shank of ZP2-1, GZ3 
and ZP2-4 were 59.50%, 61.82% and 85.00%, respectively. 
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随着烟草种植面积扩大、气候变化和种植模式

改变，威胁烟草安全生产的病虫害日益严重[1]，其

中烟草黑胫病是具有毁灭性的土传真菌病害，给烟

草种植业带来巨大损失。目前防治该病害的主要方

式为化学防治，是快速遏制病情蔓延的有效手段。

然而化学农药不科学的投入和施用使得田间环境

污染、生态平衡破坏以及病原菌对化学药剂产生抗

药性的风险非常高[2]。因此，绿色可持续的烟草黑

胫病防治新技术研究与应用对于烟草安全生产非

常必要。 

植物病害的生物防治，利用有益微生物调节农

田微生态环境，达到防治病害的目的，是一种无污

染、无残留、环境友好的防治手段，已成为烟草病

害生物防治的热点。木霉作为一种有益真菌分布广

 
基金项目：中国烟草总公司科技重点项目“基于宏基因组学的植烟土壤健康评价研究与应用”（110201402016） 

作者简介：彭  阁（1992-），男，硕士，主要从事烟草病害生物防治。E-mail：2395858344@qq.com。*通信作者，E-mail：394763881@qq.com 

收稿日期：2017-09-25                修回日期：2018-01-18 



78                                           中国烟草科学                                     2018年第 39卷 

泛，在土壤中易分离且适合人工培养。研究发现木

霉作为拮抗菌对植物病原真菌具有良好的防治效

果[3]。木霉通过营养和空间竞争、寄生、抗生、促

进植物生长、诱导抗性等机制对植物病原菌产生拮

抗作用[4]，具有广泛适用性和绿色无污染等特点，

已成功用于农业生产且国外已开发成相关商品制

剂[5]。黑曲霉是一种重要的工业微生物，已广泛被

应用于发酵生产柠檬酸、果胶酶、蛋白酶[6]，也被

用于生物转化[7]、废物利用[8]，具有安全性和稳定

性。但将其用于植物病原真菌防治，很少有相关报

道。 

本研究从烟草根际土壤中筛选分离得到对烟

草黑胫病菌有很好抑制效果的木霉、烟曲霉和黑曲

霉菌株，对其进行形态学和分子生物学鉴定、纤维

素酶和蛋白酶检测、产孢能力比较以及田间防治效

果分析，以期为烟草黑胫病生防制剂开发利用提供

菌种资源和理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

供试菌种为黑胫 1号菌种，由湖北省烟草研究

院李锡宏研究员提供。土样采集于襄阳市南漳县薛

坪镇栗林坪村云烟 87 健康烟田烟草根际土壤、云

烟 87烟草黑胫病发病严重田中健康烟草根际土壤。

拮抗真菌的分离和培养为 PDA 培养基，蛋白酶分

泌测定为酪蛋白培养基[9]，纤维素酶分泌测定为纤

维素刚果红培养基[10]，葡萄糖标准溶液、磷酸钠缓

冲液（0.2 mol/L，pH 6.0）、CMC缓冲液、DNS显

色剂均参考农用微生物菌剂国家标准[11]。 

1.2  生防菌分离与筛选 

将土样混匀后，准确称取 10 g土壤样品，按照

Niemann[12]的方法稀释。分别取 10-3，10-4，10-5稀

释液0.1 mL于PDA培养基平板上，涂布均匀，28 ℃

培养 5~7 d；挑取菌落形态差异明显的菌落进行划

线分离纯化培养，4 ℃冰箱保存。 

将分离的真菌培养物和烟草黑胫病菌分别在

PDA培养基上 28 ℃培养 5~7 d，采用对峙培养法[13]

进行筛选。28 ℃培养 7 d后观察抑制作用，计算抑

菌率。抑菌率（%）=[(对照直径-处理直径)/对照直

径]×100%。 

1.3  菌种鉴定 

将纯化培养后的拮抗真菌在 PDA 平板上倒置

培养 5~7 d后，采用尚博菲[14]使用的小琼脂块培养

法用番红染色观察菌丝和孢子形态特征。真菌基因

组 DNA提取参考文献[13]。18S rDNA扩增所用引物

和反应条件参考文献[15]。将 18S rDNA扩增产物纯

化回收后测序，测序结果在 GeneBank 数据库进行

BLAST比对，选取同源性较高的 18S rDNA基因序

列 作 为 参 比 对 象 ， 运 用 MEGA4.0 采 用

Neighbour-joining 法构建系统发育树。结合形态特

征与 18S rDNA序列分析对菌株进行鉴定。 

1.4  生防菌特性测定 

1.4.1  分泌纤维素酶能力测定  将纯化后的真菌，

用无菌牙签挑取点接在刚果红纤维素培养基上，在

28 ℃倒置培养 3~5 d。培养结束后，向平板中加入

1 mg/mL刚果红染液（以覆盖整个平板为宜），10~15 

min后，倒去刚果红染液，加入 1 mol/L NaCl溶液，

15 min后倒掉 NaCl溶液，反复操作 3~4次观察是

否有水解圈出现。 

1.4.2  分泌蛋白酶能力测定  将纯化后的真菌，用

无菌牙签挑取点接在酪蛋白培养基上，28 ℃倒置

培养 3~5 d观察是否有水解圈出现。 

1.4.3  真菌固态发酵产孢子  按照 1∶1 称取蛭石

与玉米粉共 10 g，装于 9 cm平皿内 121 ℃灭菌 20 

min，65 ℃烘箱干燥 2 d。在 PDA平板上培养 5~7 d

的真菌用无菌水洗涤刮下孢子，用血球计数板在显

微镜下计数算出洗涤液中孢子浓度，调节孢子浓度

为 1.2×107个/mL 用于接种，接种量为 10%。营养

液为(NH4)2SO4 0.5%，MgSO4 0.5%，酵母粉 0.6%，

含水量为 32.8%。接种完毕后，混匀放置 28 ℃培

养。分别在第 8、10、12 d取样于显微镜下测定孢

子浓度。每种菌 3次重复。 

1.4.4  固态发酵产物羧甲基纤维素酶（CMC）活性

测定  （1）标准曲线绘制，参考农用微生物菌剂



第 1期                            彭  阁等：烟草黑胫病拮抗真菌的筛选及活性评价                           79 

标准[11]。（2）酶活性的测定与定义，称取固态发酵

产物10 g，参考农用微生物菌剂标准[11]处理后取上

清液测定，每种菌各做3个平行。测定步骤见表1。 

纤维素酶活性的计算：根据标准曲线将测得的

OD 值换算成葡萄糖微克数，按下列公式计算酶活

力。 

U=k×(m1-m0)/20, 

式中：U—样品的酶活，μg/g； 

k—样品稀释倍数；m1—样品葡萄糖含量，μg； 

m0—对照中葡萄糖含量，μg； 

20—酶与底物反应时间，min。 

酶活性定义为：1 mL原样酶液，1 min产生 1 μg

葡萄糖定义为 1个酶活力单位。 

 
表 1  纤维素酶活性测定 

Table 1  Determination of cellulase activity 

项目 Item 
对照 

Control 

重复 Duplication 

1 2 3 

原样酶液 Original enzyme solution/mL 0 1 1 1 

CMC缓冲液 CMC buffer/mL 4 4 4 4 

60 ℃水浴 20 min Water bath at 60 ℃ for 20 min 

DNS/mL 3 3 3 3 

原样酶液 Original enzyme solution /mL 1 0 0 0 

沸水浴显色 5 min，流水冷却，490 nm处测定 OD值。 

 
1.5  田间试验 

田间试验在襄阳市南漳县薛坪镇栗林坪村进

行。 

试验药剂：将拮抗真菌经固体发酵 10 d后自然

干燥用于田间试验。 

处理与药剂用量：试验设置 4个处理，分别为

木霉 ZP2-1、烟曲霉 GZ3、黑曲霉 ZP2-4、霜霉威

盐酸盐。施用方法：拮抗真菌固体发酵菌粉各 200 g，

霜霉威盐酸盐（有效含量 66.5%）80 mL分别加至

50 L水中，混匀后每棵烟草灌根 200 mL。共施用 2

次，移栽后 15 d、30 d各施用 1次。每个处理分为

两行，每行为 64棵烟草。 

调查、记录和测定方法：1）调查时间和次数：

共调查 2 次，施药当天调查 1 次（病情基数），施

药后隔 10 d调查 1次。2）调查方法：以株为单位，

调查发病分级标准按国家烟草病害调查分级标准

GB/T23222—2008 进行[16]。3）药效计算方法：病

情指数=[Σ（各级病株数×该病级值）/（调查总株数

×最高级值）]×100，发病率=发病烟株数/调查烟株

总数×100%，防治效果=[（施药前病情指数-施药后

病情指数）/施药前病情指数]×100%。 

2  结  果 

2.1  拮抗真菌分离 

从健康烟田烟草根际土壤中共分离纯化获得

真菌 13 株，通过平板对峙筛选得出对烟草黑胫病

菌有抑制作用的真菌有3株，编号为ZP2-1、ZP2-3、

ZP2-4。从发病严重烟田健康烟株根际土壤中共分

离纯化获得真菌 7株，其中通过平板对峙初筛得出

对烟草黑胫病菌有抑制作用的真菌有 2株，编号为

GZ3、GZ7。图 1 显示两种土壤中对烟草黑胫病菌

有拮抗作用的真菌，各真菌对烟草黑胫病菌抑菌率

如图 2，其中抑菌率最大的是 ZP2-4，抑菌率为

83.33%。 

2.2  形态学鉴定 

如图 3所示，5株真菌在 PDA平板上均可旺盛

生长。ZP2-1 的菌落生长迅速，气生菌丝少，向外

辐射生长，孢子浅绿色；菌丝无间隔，分生孢子梗

主分枝短，次级分枝直角分布，产孢细胞长瓶形。

ZP2-3 气生菌丝丰富，呈散射性生长，后期从中部

开始产深绿色孢子；菌丝无间隔，分生孢子梗主分

枝长，次级分枝少，单生或间生，近孢子梗顶部不

规则伸出，瓶梗基部缢缩，中间膨大，顶部变细。

ZP2-4 气生菌丝少，菌落黑色，产黑色孢子；分生

孢子呈球形，顶囊球形，分生孢子梗粗。GZ3菌落

生长快，质地呈绒状，中部有厚实孢子层，边缘为

白色气生菌丝；分生孢子梗光滑，顶囊烧瓶状，仅

上半部产生孢子，分生孢子球形。GZ7气生菌丝分

散生长，菌落棉絮状，幼期为无色或浅绿色，后期

见深绿色孢子产生；分生孢子梗分枝长且丰富，与

木霉属相似，瓶梗烧瓶形。 

2.3  18S rDNA序列分析及分子生物学鉴定 

提取 5 株拮抗真菌基因组 DNA 并以此为模板

扩增各真菌 18S rDNA，可得出各自大小约为 700 bp 
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图 1  拮抗真菌与烟草黑胫病菌对峙试验 

Fig. 1  Results of plate confronting test between antagonistic fungi and Phytophthora nicotianae 
 

 
注：各处理上不同字母表示处理间 Tukey 法分析差异显著（p<0.01）。

下同。 

Note: There are significant differences in Tukey analysis between 
treatments with different letters (p < 0.01). 

图 2  拮抗真菌对烟草黑胫病菌的抑菌率 

Fig. 2  Inhibitory effects of antagonistic fungi against 
Phytophthora nicotianae 

 
的条带。经测序后，将各自序列在 NCBI上用 Blast

分析，选取同源性较高的真菌 18S rRNA基因序列 

作为参比对象，构建系统发育树如图 4。发现 ZP2-1

与 Trichoderma reesei（AF510497.1）相似性为 82%

（图 4a）， ZP2-3 与 Trichoderma koningiopsis 

(JQ278018.1)相似性为 99%（图 4b），ZP2-4 与

Aspergillus niger（HQ600982.1）的同源关系最近（图

4a），GZ3与 Aspergillus fumigatus（KX015959.1）

的相似性为 100%（图 4c），GZ7 与 Hypocre rufa 

（JX21089.1）的相似性为 97%（图 4d）。结合形态

学特征（图 3）与分子生物学鉴定，ZP2-1 为里氏

木霉（Trichoderma reesei），ZP2-3 为拟康宁木霉

（ Trichoderma koningiopsis）， ZP2-4 为黑曲霉

（Aspergillus niger），GZ3 为烟曲霉（Aspergillus 

fumigatus），GZ7为红棕肉座菌（Hypocre rufa）。 

 

 

图 3  拮抗真菌菌落形态与显微图 

Fig. 3  Colony morphology and micrograph of antagonistic fungi 
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图 4  根据 18S rRNA基因序列构建的拮抗真菌与参考类群间的系统发育树 

Fig. 4  Phylogenetic tree of antagonistic fungi based on 18S rRNA and reference taxa
 

2.4  纤维素酶分泌 

将 5株拮抗真菌活化后，接种至刚果红纤维素

培养基培养 3 d后，经刚果红染色处理及 NaCl洗脱

后，观察得出各菌株分解纤维素能力差异明显（图

5）。ZP2-1 在刚果红培养基上无水解圈产生，说明

其分泌纤维素酶能力极弱；GZ3无水解圈产生，但

可见有稀疏的菌丝生长；ZP2-3 无水解圈产生，但

菌落菌丝生长旺盛；GZ7、ZP2-4 能出现明显的水

解圈且水解圈大小为 GZ7>ZP2-4。因此，5株真菌

分泌纤维素酶能力强弱依次为 GZ7、ZP2-4、ZP2-3、

GZ3、ZP2-1。 

2.5  蛋白酶分泌 

各真菌在酪蛋白培养基上 28 ℃培养 3 d 后生

长情况如图 6。只有 ZP2-4菌落生长与在 PDA上生

长无差异，可见明显水解圈。其余真菌生长均有变

化，ZP2-1表现为菌丝生长缓慢，菌落向四周扩散，

中心产孢子，无明显水解圈，说明其产蛋白酶量少，

仅供自身生长所需。GZ3菌丝生长旺盛，菌落扩散

慢，无明显水解圈。GZ7菌丝稀疏生长，周围扩散

快，边缘聚集成絮状，不产孢子，无明显水解圈。

ZP2-3菌丝生长稀疏，周围扩散，边缘聚集成絮状，

菌落中心有浅绿色孢子产生。说明 5株真菌分泌蛋 

 

 
图 5  拮抗真菌纤维素酶分泌的检测 

Fig. 5  Detection of cellulase secretion with antagonistic fungi 
 

 
图 6  拮抗真菌蛋白酶分泌的检测 

Fig. 6  Detection of protease secretion with antagonistic fungi 
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白酶能力强弱依次为 ZP2-4、ZP2-3、GZ7、GZ3、

ZP2-1。 

2.6  产孢子能力比较 

为了进一步探究各拮抗真菌生长能力，为筛选

制作菌剂菌种做准备，对各真菌不同发酵时间产孢

子能力进行比较。发酵第 8 天时 ZP2-1 产孢量为

1×109个/g，与 ZP2-4、GZ3、GZ7、ZP2-3 产孢量

相比分别是其 1.15、1.33、1.81、3.57 倍。发酵第

10 d时 ZP2-4产孢量最大，为 2.58×109个/g，显著

高于其余菌株，分别是 GZ3、ZP2-1、ZP2-3、GZ7

的 1.58、2.61、4.16、8.06倍。发酵第 12 d时 ZP2-4

产孢量依然最大，较第 10 天有所降低；GZ3 产孢

量较第 10天有所上升，但低于 ZP2-4；其余 3株真

菌产孢量与第 10 天时相当，维持不变。综合不同

时间点各真菌产孢量的变化，可得出产孢能力大小

为 ZP2-4>GZ3>ZP2-1>ZP2-3> GZ7（图 7）。 

 

 
图 7  拮抗真菌固态发酵产孢子能力比较 

Fig. 7  Comparison of spore producing ability of antagonistic 
fungi in solid state fermentation 

 
2.7  固体发酵产物羧甲基纤维素酶活比较 

固体发酵培养 8 d时，各真菌发酵产物羧甲基

纤维素酶活性如图 8所示，ZP2-1 CMC活性最高为 

 

 
图 8  拮抗真菌固态发酵纤维素酶活性比较 

Fig. 8  Comparison of cellulase production by solid 
fermentation of antagonistic fungi 

388.51 µg/(mL·min)，GZ3次之为 354.60 µg/(mL·min)，

ZP2-4为 336.21 µg/(mL·min)，都显著高于 GZ7和

ZP2-3（分别为 29.31和 129.31 µg/(mL·min)；可得

出各真菌固态发酵产物 CMC 酶活大小为：ZP2-1> 

GZ3>ZP2-4>ZP2-3>GZ7。 

2.8  田间试验 

综合各拮抗真菌固态发酵产孢子能力以及固

态发酵产物 CMC酶活性，选取 ZP2-1、GZ3、ZP2-4

制成微生物固态发酵菌剂进行试验。对 3种拮抗真

菌进行田间防治效果测定，结果表明，3 种拮抗真

菌对烟草黑胫病均有防治效果（表 2），黑曲霉 ZP2-4

防治效果最佳高达 85.00%，木霉 ZP2-1为 59.50%、

烟曲霉 GZ3为 61.28%，化学药剂为 45.23%。表明

黑曲霉 ZP2-4防治效果高于化学药剂，且优于烟曲

霉 GZ3和木霉 ZP2-1。 

 
表 2  拮抗真菌对烟草黑胫病的田间防治效果 

Table 2  Control efficacy of antagonistic fungi against tobacco 
black shank in the field 

处理 

Treatment 

施药前 

Before application 
施药后 

After application 相对防效 

Control 
efficiency/%

发病率 

Incidence/
% 

病情指数 

Disease 
index 

发病率 

Incidence/
% 

病情指数 

Disease 
index 

ZP2-1 7.03 3.21 3.90 1.30 59.50 
GZ3 7.03 4.78 3.90 1.82 61.82 

ZP2-4 7.81 3.47 3.13 0.52 85.00 

霜霉威盐酸盐

Propamocarb 
hydrochloride

5.47 4.60 3.91 2.51 45.23 

 

3  讨  论 

木霉被认为是一种重要的植物生防因子，广泛 

用于番茄枯萎病菌[17]、番木瓜炭疽病菌[18]、棉花枯 

萎病菌、莴苣枯萎病菌[19]、水稻恶苗病菌等病原菌

引起的植物病害防治[20]，且蔡勇[21]从烟草土壤分离

得到 2株拟康宁木霉对烟草黑胫病菌具有明显抑制

效果。我们发现其对由烟草黑胫病菌可进行有效控

制，因而具有较高的研究价值。 

已有研究显示，烟曲霉对烟草青枯病菌

(Ralstonia solanacearum)具有稳定的拮抗作用，对烟

苗生长无影响[22]；郭夏丽等[23]从染病烟草根际土壤

分离筛选出一株对烟草黑胫病菌有明显抑制作用 
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的烟曲霉，也成功用于烟草黑胫病防治。王岩等[24]

将从烟草黑胫病发病严重烟株根际土壤分离的黑

曲霉 Ty-3制成生防制剂应用于田间试验，可显著降

低烟草黑胫病发病率。本研究的对峙实验发现，黑

曲霉 ZP2-4 对烟草黑胫病菌具有很好的抑制效果，

且兼有营养要求简单、生长繁殖快、产孢子能力强

等特点。在为烟草黑胫病生物防治提供有益菌种资

源，大规模生产绿色环保型菌剂方面潜力巨大。 

本次木霉与烟草黑胫病菌对峙实验中，木霉菌

落向外逐渐扩散，最终覆盖在病原菌表面，表明木

霉可迅速占领空间和营养对病原菌形成抑制。高雪

丽等从堆肥中分离的侧钩木霉 (Trichoderma 

ghanense)通过同样的机制对立丝枯核菌(Rhizotonia 

solani)和腐皮镰刀菌(Fusarium solani)产生拮抗作

用[25]。黑曲霉 ZP2-4、红棕肉座菌 GZ7可水解羧甲

基纤维素形成明显水解圈，说明其可分泌纤维素酶

对烟草黑胫病菌产生抑制；黑曲霉在酪蛋白平板上

形成明显水解圈，说明其可分泌蛋白酶对烟草黑胫

病菌产生抑制。报道指出黑曲霉既可产纤维素酶[26]

也可产蛋白酶[27]，本实验结果印证了这一结论。对

于在纤维素平板和酪蛋白平板上不能形成水解圈

但可缓慢生长的菌株，可能是由于病原菌菌丝等诱

导其产生少量纤维素酶和蛋白酶[28]所致。对 5种拮

抗真菌固态发酵产孢能力进行比较，结合固体发酵

产物中纤维素酶活性大小选出 3株真菌，田间试验

结果显示，固态发酵产孢多且产物中纤维素酶活性

高的黑曲霉 ZP2-4的防治效果显著高于化学药剂对

照和木霉及烟曲霉，说明黑曲霉可作为烟草黑胫病

田间防治的一个新的菌种资源，在烟草真菌病害防

治中的应用具有巨大潜力。 

4  结  论 

本研究结果表明，筛选的木霉 ZP2-1、烟曲霉

GZ3、黑曲霉 ZP2-4 对烟草黑胫病有较好的防效，

可用于烟草黑胫病生物防治。ZP2-4 防效最高，可

能与其分泌蛋白酶和纤维素酶能力强、固体发酵产

孢量多有关。 
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