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摘要：[目的 ] 为获得落叶松枯梢病的生防菌。[方法 ] 通过对峙实验和发酵液复筛，筛选获得对落叶松枯梢病

菌（Neofusicoccum laricinum）具有较强抑制效果的菌株，对筛选得到的菌株进行鉴定，并对其生物学特性展

开研究。[结果 ] 筛选得到 1株对落叶松枯梢病病原菌有显著拮抗作用的土壤真菌 T2，结合形态学以及分子生

物学鉴定为钩状木霉（Trichoderma hamatum）。其平板对峙抑菌率达到 74.16%，发酵液的抑菌率达到

91.29%。发酵液对多种植物病原真菌均具有较强的抑菌作用，对松球壳孢菌、金黄壳囊孢菌、杨灰星叶点霉

和立枯丝核菌表现出强抑制作用，抑菌率均为 92.00%，对拟枝孢镰刀菌和杨生褐盘二孢菌的抑菌效果较好，

分别为 79.67%和 62.67%。T2能利用多种碳氮源、有广泛的酸碱度适应能力及较高的致死温度。[结论 ] 通

过筛选得到的钩状木霉 T2对落叶松枯梢病病原菌的拮抗作用显著，抑菌谱广，环境适应力强。本研究可为落

叶松枯梢病的防治提供理论研究和基础。
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落叶松枯梢病于 1938年在日本北海道被发

现[1]，该病于上世纪 70年代在我国东北地区报道

发生，目前已扩散至内蒙古、辽宁、吉林、黑龙

江、山东、陕西、甘肃、江苏、安徽和江西等多个

省份[2]。落叶松枯梢病的病原菌为 Neofusicoccum
laricinum  (Sawada)  Y.  Hattori  &  C.  Nakash.，病

菌一般通过伤口潜入，落叶松感病后，嫩梢褪绿逐

渐变为黑褐色，弯曲下垂呈钩状，已木质化的枝梢

感病不弯曲，叶逐渐枯萎脱落，最终生长停止，严

重者形成小老树或全株枯死[3]。松枯梢病传播范围

广、危害严重，给我国林业经济造成重大损失[4-6]。

目前的防治措施有营林技术措施、化学防治和生物

防治。其中化学防治应用广，效果明显，但是长期

施用化学农药，不但会有带来耐药性病原菌株的风

险，还会提高成本和污染环境 [7-8]。因此，生物

防治是目前备受关注的防治森林病害的有效方

法[9-10]。

根际土壤微生物和植物内生菌有巨大的生防潜

力。根际是植物根系与土壤物质能量交换的场所，

在根际土壤微生物与植物的互作中，植物招募有益

微生物，这些微生物可以促进植物生长，提高其抗

病能力[11-12]。植物内生菌在与植物的长期共存里，

一些内生菌可以分泌抗菌物质抵抗病菌侵染植物，

不同的植物部位，其内生菌种类和丰度也存在差

异 [13-14]。生防菌可以通过定殖竞争作用，拮抗作

用，诱导抗性和重寄生等多种作用机制，抑制或杀

死植物病原菌，达到生物防治的作用，生物防治不

仅对环境友好、效果突出还价格低廉[15-17]。目前科
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学界有一些关于松枯梢病生防菌的研究，蒋萍从松

树针叶上分离筛选松枯梢病拮抗细菌，筛选出防效

达 60%以上的拮抗细菌[18]。黄洁芳发现新洋葱伯

克霍尔德菌的代谢物对松枯梢病菌有拮抗作用[19]。

Yun  Dai发现 Bacillus  pumilus Meyer  &  Gottheil
对松枯梢病的防治效果明显，有效抑制病害发生[20]。

张铭筛选出一种对松枯梢病原菌有显著抑制效果的

土 壤 真 菌 M75， 该 真 菌 被 鉴 定 为 森 吉 木 霉

（Trichoderma songyi M.S.Park,  S.Y.Oh  &  Y.W.
Lim）  [21]。但是落叶松枯梢病的生防菌目前鲜见

报道。

本研究拟通过对峙实验和发酵液复筛，筛选获

得对落叶松枯梢病菌（Neofusicoccum laricinum）

具有较强抑制效果的菌株，对筛选得到的菌株进行

鉴定，并对其生物学特性展开研究，为实际生产应

用中防治落叶松枯梢病奠定基础。 

1　 材料和方法
 

1.1    试验材料

供 试 病 原 菌 ： 落 叶 松 枯 梢 病 原 菌

Neofusicoccum laricinum，编号 K7，由中国林业

科学研究院森林生态环境与自然保护研究所森林病

理学实验室分离、鉴定和保存。立枯丝核菌

（ Rhizoctonia  solani  J.  G.  Kühn） 、 链 格 孢

（Alternaria alternata (Fr.) Keissl.）、松球壳孢菌

（Sphaeropsis sapinea (Fr.) Fuckel）、杨生褐盘

二 孢 菌 （ Marssonina  brunnea  (Ellis  &  Everh.)
Magnus） 、 胶 孢 炭 疽 菌  (Colletotrichum
gleosyporioidies (Penz.) Penz. & Sacc.)、金黄壳

囊孢菌（Cytospora  chrysosperma  (Pers.)  Fr.）、
杨灰星叶点霉（Phyllosticta populea Sacc.）、拟

枝孢镰刀菌  ( Fusarium sporotrichioides Sherb.)
均由黑龙江省林业科学院森林保护研究所提供。

供试培养基如下，麦芽浸粉培养基（MEA培

养基）[22]；低营养琼脂培养基（SNA培养基）[23]；

马铃薯葡萄糖培养基（PDA培养基）：葡萄糖 20.0
g，琼脂 17.0 g，马铃薯粉 200.0 g，硫酸镁 0.75
g，磷酸二氢钾 0.75 g，氯化钙 0.01 g，维生素 B1
0.01 g，蒸馏水 1.0 L；玉米粉培养基（CMD培养

基）：玉米粉 40 g，葡萄糖 20 g，琼脂 20 g。 

1.2    试验方法 

1.2.1    拮抗菌来源地点　供试拮抗真菌来源自黑

龙江省 9个地点，地点详细信息如表 1。 

1.2.2    拮抗菌初筛　采用平板对峙培养法，将落

叶松枯梢病病原菌与拮抗菌株对峙培养。对峙培养

于 25 ℃ 条件下，培养 14 d，记录病原菌菌落指向

拮抗真菌的生长半径，参考赫俊阳[24] 计算病原菌

被 抑 制 率 （ Inhibition  rate  of  pathogenic
bacteria）、拮抗菌被抑制率（ Inhibition  rate  of
antagonistic  bacteria）和拮抗菌相对抑制效果

（Relative inhibition effect）。

计算公式：

IRa=[( Rcka- Ra)/ Rcka] × 100%
IRb=[(Rckb- Rb)/ Rckb] × 100%
RIE= IRa/ IRb

式中：IRa 为病原菌被抑菌率，Rcka 为对照病

原菌菌落半径，Ra 为对峙培养的病原菌菌落半

径，IRb 为拮抗菌被抑制率，Rckb 为对照拮抗菌菌

落半径， Rb 为对峙培养的拮抗菌菌落半径，

RIE为相对抑制效果。 

1.2.3    拮抗菌复筛　将筛选出的 10株高效拮抗真

菌制备无菌发酵滤液，测定各拮抗菌的无菌发酵滤

液对落叶松枯梢病病原菌的抑制率[21]。打取拮抗菌

株菌饼，接入 PDB培养基。在 150 r·min−1、25
℃ 条件下振荡培养 4 d，发酵液转移至无菌离心

管，于 4 ℃、12 000 r·min−1 的高速冷冻离心机中

离心 10 min，弃沉淀，收集上清液，0.22 μm微

孔滤膜过滤除菌，发酵液与培养基的比例为 1:5，
摇匀，制备平板，随后将直径 7 mm的 K7菌饼接

种在平板中央，以添加等量无菌水作为对照组，每

组 3个重复。将平板倒置培养于 25 ℃ 培养箱中，

14 d后在平板后十字画线，采用菌丝生长速率法

对拮抗菌复筛抑菌率进行计算，通过如下公式计算确定抑

菌率（Bacterial inhibition rate）。

IR=[(Dck-D)/Dck] × 100%
式中，IR为抑菌率，Dck 为病原菌对照菌落直

径（Diameter of control colony），D 为处理组菌落

直径 (Diameter of treated colonies)。 

1.2.4    T2 的鉴定　形态鉴定：将筛选得到的拮抗

真菌分别接种于 PDA、MEA、CMD和 SNA培养

基上，观察菌丝和菌落形态特征，通过紫外灯诱导

其产生分生孢子，观测并记录分生孢子与分生孢子

梗的形态。

分子生物学鉴定：采用 DNA提取试剂盒（北

京天根生化科技有限公司）提取待测菌株的
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DNA，引物为真菌通用引物 ITS1（5'-TCCGTAGG
TGAACCTGCGG-3'），ITS4（5'-TCCTCCGCTTA
TTGATATGC-3'），反应体系（40  μL）为：2  ×
TaqPCRMasterMix  20  μL， 上 下 游 引 物 各 （ 5
μmol·L−1）2 μL，DNA模版 2 μL，ddH2O 14 μL。
PCR产物送至北京华大基因科技股份有限公司测

序，测序结果在 NCBI中 BLAST比对，选取同源

性较高的相关菌株序列，采用邻接法（Neighbor-
Joining）在 MEGA-X中构建系统发育树。 

1.2.5    拮抗菌发酵液的抑菌谱　采用菌丝生长速

率法测定拮抗真菌发酵液对 8种常见的植物病原真

菌：立枯丝核菌（Rhizoctonia solani）、链格孢

（Alternaria alternata）、松球壳孢菌（Sphaeropsis
sapinea）、杨生褐盘二孢菌（Marssonina brunnea）、

胶孢炭疽菌 (Colletotrichum gleosyporioidies)、金

黄壳囊孢菌（Cytospora chrysosperma）、杨灰星

叶点霉（Phyllosticta  populea）、拟枝孢镰刀菌

( Fusarium sporotrichioides)的抑菌活性，抑菌率

计算公式同 1.2.3。 

1.2.6    生防菌的生物学特性研究　不同碳源和氮

源对菌丝生长的影响：以察氏培养基为基础培养

基，碳源（麦芽糖、蔗糖、葡萄糖、乳糖、甘露醇

和淀粉）与氮源（酵母膏、蛋白胨、牛肉膏、磷酸

氢二铵、硫酸铵、硝酸钠和硝酸铵）分别替换培养

基中的蔗糖与硝酸钠。将菌株 T2接种上述培养基

中，每个处理 3个重复，25 ℃ 恒温培养 2 d后用

十字交叉法测量菌落直径。制备液体察氏培养基，

T2菌株活化 4 d后，打取菌饼置于液体培养基

 

表 1    地点详细信息

Table 1    Detailed information of sampling locations
样品编号

Sample number
采集地点

Collection location
纬度

Latitude (N)
经度

Longitude (N)
海拔

Elevation/km
采集时间

Time

PT0011(1) 穆棱林业局和平林场84林班2小班 43°53'1.13'' 130°6'2.58'' 0.652 2 022.5.20

PT0011(2) 穆棱林业局和平林场84林班3小班 43°53'1.13'' 130°6'2.58'' 0.652 2 022.5.20

PT0011(3) 穆棱林业局和平林场84林班4小班 43°53'1.13'' 130°6'2.58'' 0.652 2 022.5.20

PT10 穆棱东北红豆杉国家级自然保护区84林班11小班 43°52′2″ 130°7′6″ 0.634 2 022.5.20

PT0012(1) 牡丹江市宁安三山林场 44°12′39.23″ 130°7′33.03″ 0.537 2 022.5.21

PT0012(2) 牡丹江市宁安三山林场 44°12′39.23″ 130°7′33.03″ 0.537 2 022.5.21

PT0012(3) 牡丹江市宁安三山林场 44°12′39.23″ 130°7′33.03″ 0.537 2 022.5.21

PT0005 牡丹江市海林市火龙沟林场 44°28'34.37'' 128°58'20.48'' 0.517 2 022.5.22

PT0006 牡丹江市海林市火龙沟林场 44°28'34.37'' 128°58'20.48'' 0.517 2 022.5.22

PT00010 东京城林业局苇子沟林场 43°59'9.12'' 129°5'22.47'' 0.352 2 022.5.23

PT0009 绥阳林业局刘桥沟林场6林班 43°45'3.23'' 130°34'33.12'' 0.401 2 022.5.25

PT0014 大海林林业局海源林场155林班2小班 44°3′23.93″ 128°6′34.75″ 1.340 2 022.5.27

PT0015 大海林林业局海源林场156林班3小班 44°4′10.11″ 128°8′36.96″ 1.148 2 022.5.27

PT0016 大海林林业局长汀经营所69林班3小班 44°30′12.48″ 128°52′15.54″ 0.386 2 022.5.27

5 246 虎林市虎头镇虎头村 46°12′36″ 133°36′5.22″ 0.080 2 022.6.9

1 688 虎林市虎头镇虎头村 45°55′48″ 133°33′51.8″ 0.087 2 022.6.9

5 265 虎林市虎头镇虎头村 45°55′46.1″ 133°32′52.3″ 0.064 2 022.6.9

PT0018 哈尔滨市通河县 46°2′25.67″ 133°39′31.93″ 0.061 2 022.7.6

PT0019 加格达奇大兴安岭技术推广站（1） 50°18′19.75″ 124°7′11.50″ 0.392 2 022.7.14

PT0020 加格达奇大兴安岭技术推广站（2） 50°18′19.75″ 124°7′11.50″ 0.392 2 022.7.14

PT0021 加格达奇大兴安岭技术推广站（1） 50°18′46.57″ 124°6′48.95″ 0.377 2 022.7.14

PT0022 加格达奇大兴安岭技术推广站（2） 50°18′46.57″ 124°6′48.95″ 0.377 2 022.7.14

PT0023 加格达奇大兴安岭技术推广站（3） 50°18′46.57″ 124°6′48.95″ 0.377 2 022.7.14

PT0024 伊春乌翠区（1） 47°24′47.66″ 128°41′35.32″ 0.443 2 022.7.19

PT0025 伊春乌翠区（2） 47°24′47.66″ 128°41′35.32″ 0.443 2 022.7.19

PT0026 伊春乌翠区（3） 47°24′47.66″ 128°41′35.32″ 0.443 2 022.7.19
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中，150 r·min−1，25 ℃ 震荡培养 4 d后测量菌丝

重量。

pH对菌丝生长的影响：将 PDA、PDB培养

基 pH调配成 4、5、6、7、8、9、10、11。接种

菌株 T2，每个处理 3个重复。

光照对菌丝生长的影响：分别置于 25 ℃ 的

24 h连续黑暗、24 h连续光照、12 h光暗交替的

3种光照条件下培养，每个处理 3个重复。

钩状木霉 T2的致死温度：共设置了 40、
45、50、55、60、65、70、75、80 ℃，处理时

间为 10 min。每个温度处理 5个重复。根据试验

结果再分别设置 45、46、47、48、49 ℃ 处理 10
min，确定该菌的致死温度。 

1.3    数据分析

利 用 Excel2003整 理 实 验 数 据 ， 在

SPSS19.0对数据进行统计分析，并应用 Duncan
氏新复极差法进行差异显著性检验，显著性水平设

置为 α=0.05。 

2　 结果与分析
 

2.1    拮抗菌平板初筛

供试拮抗真菌共 103株，分别与 K7进行对峙

培养，选取抑菌率前 10的菌株，见表 2。其中，

菌株 T153、T2表现出较强的抑菌效果，在与

K7对峙培养时，菌株 T153、T2能有效竞争平板

内的生长空间，限制了病原菌菌丝的生长和扩展，

使病原菌的菌落无法向平板四周延伸（图 1）。在

连续培养 14 d后，对照组的病原菌菌落正常生

长，菌落半径分别为 4.24 cm和 4.64 cm，而在接

种菌株 T153、T2的平板上，T153、T2的菌落半

径分别为 4.10 cm和 3.80 cm，K7菌落生长半径

仅为 0.90 cm和 1.20 cm，拮抗真菌 T153、T2对

松枯梢病病原菌的平板初筛抑菌率分别为 78.89%
和 74.16%。

  
表 2    高效拮抗真菌抑菌率

Table 2    Bacteriostatic rate of highly effective
antagonistic fungi

菌株号

Number

病原菌被抑菌率

IRa/%
拮抗菌被抑制率

IRb/%
相对抑制效果

RIE

T153 78.89 ± 2.33a 41.38 ± 1.77c 1.91 ± 0.13a

T2 74.16 ± 1.32a 45.71 ± 1.31a 1.62 ± 0.07b

T90 72.84 ± 3.80a 46.62 ± 3.00a 1.57 ± 0.18b

T138 72.81 ± 1.32a 46.57 ± 1.00a 1.56 ± 0.08b

T148 71.84 ± 2.69a 45.62 ± 1.57b 1.58 ± 0.11b

J19 71.69 ± 1.17b 45.71 ± 0.65a 1.57 ± 0.04b

T149 70.34 ± 1.35b 46.52 ± 0.54a 1.51 ± 0.04b

T146 70.32 ± 2.72b 46.52 ± 1.24a 1.51 ± 0.10b

T135 69.65 ± 3.52b 48.67 ± 3.05a 1.44 ± 0.18b

T141 66.54 ± 3.02c 48.81 ± 1.43a 1.37 ± 0.10b

　　注：表中数据为平均数 ± 标准差，不同小写字母表示在p＜0.05水
平差异显著。下同

　　Notes: Data in the table are the mean ± SD, there was significant
difference at the level of p<0.05. The same below

 
 

T153 T2 T90 T138 T148

J19 T149 T146 T135 T141

图 1    抑菌率前 10的菌株

Fig. 1    Top 10 strains with bacteriostatic rate
 

根据病原菌被抑制率、潜在生防菌被抑制率和

相对抑制效果初定效果较好的前 10株为落叶松枯

梢病高效拮抗菌的备选菌株，包括菌株 T153
（ 78.89%）、 T2（ 74.16%）、 T90（ 72.84%）、
T138（72.81%）、T148(71.84%)、J19（71.69%）、
T149（70.34%）、T146（70.32%）、T135（69.65%）、
T141（66.54%），在对峙培养中，可有效抑制病

原菌的生长。 

2.2    拮抗菌平板复筛

采用 PDB液体培养基对高效拮抗菌株进行发

酵处理，获得无菌发酵滤液，测定高效拮抗菌株非

挥发性代谢产物对 K7的抑制作用。采用十字交叉

法测量 K7在添加了高效拮抗菌株无菌发酵滤液平

板上扩展的菌落直径结果如图 2所示。 
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T2 T146 T90 T141 T153

T135ck T138 T149 J19 T148

图 2    不同拮抗真菌发酵液抑菌效果

Fig. 2    Bacteriostatic effect of fermentation broth of different antagonistic fungi
 

病原菌 K7在含有 T2发酵液的培养基上菌丝

生长受到显著的抑制，在连续培养 14 d后，受到

T2发酵液抑制的 K7，菌饼上长出白色菌丝，但菌

落无扩展，在相同时间内，对照组菌落直径为

8.04 cm，通过抑菌率公式计算发酵液复筛抑菌

率，如表 3其发酵液复筛抑菌率为 91.29%，抑菌

效果最好。

 
 

表 3    不同拮抗真菌发酵液抑菌率

Table 3    Bacteriostatic rate of fermentation broth of
different antagonistic fungi

菌株号

Number

对照菌落直径

DCK/cm
处理菌落直径

D/cm
抑菌率

IR/%

T2

8.04 ± 0.16

0.70 ± 0.00 91.29 ± 0.18a

T146 4.45 ± 0.16 44.71 ± 1.01b

T90 6.09 ± 0.41 24.34 ± 1.42c

T141 7.00 ± 0.42 12.95 ± 1.02d

T153 7.18 ± 0.43 10.64 ± 0.52d

T135 7.23 ± 0.14 10.09 ± 0.78d

T138 7.37 ± 0.16 8.36 ± 1.04d

T149 7.41 ± 0.04 7.85 ± 0.72d

J19 7.54 ± 0.16 6.22 ± 0.27d

T139 7.69 ± 0.26 4.42 ± 0.18e
 

2.3    拮抗菌 T2的鉴定 

2.3.1    形态鉴定　在 PDA培养基上，T2菌株于

25 ℃ 培养 4 d，菌落直径为 60～70 mm，5 d长

满平板，生长速率为 15.0～17.5 mm·d−1，生长速

度较快。菌落圆形，轮廓清晰，气生菌丝白色，卷

毛状，产孢簇分布为同心轮纹状，表面呈绒毛状，

初为白色，后期为蓝绿色，反面无色，菌落有椰子

味气体产生（图 3A）。在 MEA培养基上的培养

特征和菌落形态与 PDA 较一致，气生菌丝略少于

PDA培养基（图 3B），在 CMD培养基上，观察到

T2菌株所产生的气生菌丝较少，直径略小于

MEA培养基，菌落不清晰（图 3C）。在 SNA培

养基上，在相同条件下培养，测量得到的菌落直径

最小，变化范围为 55～60 mm，菌落不清晰，气

生菌丝不发达（图 3D）。
 
 

A B

C D

图 3    不同培养基 T2菌落形态
Fig. 3    Colony morphology of T2 in different media

 

培养在 SNA培养基上的 T2菌株，在紫外线

照射 15 min后，移至 25 ℃ 恒温培养箱中连续培

养 3 d后，菌丝上稀疏地产生分生孢子梗如图 4，
分生孢子梗透明，壁光滑，梗的主轴上半部分常常

弯曲或呈钩状，下部有多级分枝，初级分枝粗短，

常有复杂的再次分枝，次级分枝肥壮粗短，瓶梗安

瓿形或椭球形，基部溢缩，顶端变细，中间膨大。

分生孢子椭球形，尖端阔圆形，基部稍尖，壁光

滑，呈浅绿色，大小为（3.9～5.6） μm × (2.8～
4.0) μm。依据上述形态特征结合魏景超《真菌鉴

定手册》和张广志的木霉检索表，将菌株 T2初步

鉴定为木霉属真菌（Trichoderma sp.） [25]。 

2.3.2    拮抗菌 T2 的分子生物学鉴定　拮抗真菌

T2的 PCR产物经测序后，在 NCBI中（http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/）进行 BLAST比对分析，

发现该序列与钩状木霉 Trichoderma  hamatum
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(Bonord.) Bainier最为接近，相似度达 99%。选

取同源性较高的序列与 T2构建系统发育树，如

图 5，在系统发育树上菌株 T2与 T. hamatum 聚

在一个分支上，结合其形态特征明确木霉菌 T2为

钩状木霉。
 

2.4    钩状木霉 T2发酵液的抑菌谱测定

采用菌丝生长速率法测定拮抗真菌钩状木霉

T2对立枯丝核菌等 8种供试真菌的抑菌活性。结

果如表 4所示，T2的无菌发酵滤液对多种植物病

原真菌均具有较强的抑菌活性，其中对立枯丝核

菌、金黄壳囊孢菌、松球壳孢菌和杨灰星叶点霉表

 

图 4    拮抗真菌 T2的显微结构图 (400x)
Fig. 4    Microstructure of antagonistic fungus T2（400x）
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Trichoderma hamatum (ON 927 096.1)

Trichoderma hamatum (MK 377 319.1)

Trichoderma hamatum (KT 314 290.1)

Trichoderma hamatum (OQ 734 609.1)

Trichoderma koningii (KT 192 056.1)

Trichoderma koningii (KX 343 121.1)

Trichoderma koningii (MN 594 482.1)

Trichoderma koningii (MT 102 397.1)

Trichoderma paraviridescens (MN 516 471.1)

Trichoderma paraviridescens (MK 804 364.1)

Trichoderma paraviridescens (MN 900 599.1)

Trichoderma paraviridescens (MH 347 308.1)

Trichoderma gamsii (MT 089 998.1)

Trichoderma gamsii (JX 406 518.1)

Trichoderma gamsii (MT 089 968.1)

Trichoderma brevicompactum (MK 120 910.1)

Trichoderma brevicompactum (KC 561 076.1)

Trichoderma brevicompactum (MK 120 906.1)
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Trichoderma harzianum (KY 764 865.1)
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Trichoderma lixii (OR 251 021.1)

Trichoderma lixii (ON 332 137.1)

Trichoderma lixii (JX 232 594.1)

Trichoderma hamatum (MF 144 567.1)

图 5    菌株 T2基于 ITS序列构建的系统发育树

Fig. 5    Phylogenetic tree based ITS sequences of strain T2
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现出强抑制作用，抑菌率最高，均为 92.00%，对拟

枝孢镰刀菌和杨生褐盘二孢菌的抑菌效果较好，分

别为 79.67%和 62.67%。对胶孢炭疽菌和链格孢菌

的抑菌效果一般，抑菌率分别为 49.33%和 48.00%。
 
 

表 4    T2发酵液抑菌谱测定

Table 4    Determination of bacteriostasis spectrum of T2 fermentation broth
序号

Number
病原真菌

Pathogenic fungi
种名

Species
抑菌率

IR/%

1 松球壳孢菌 Sphaeropsis sapinea (Fr.) Fuckel 92.00 ± 0.00a

2 金黄壳囊孢菌 Cytospora chrysosperma (Pers.) Fr. 92.00 ± 0.00a

3 杨灰星叶点霉 Phyllosticta populea Sacc. 92.00 ± 0.00a

4 立枯丝核菌 Rhizoctonia solani J. G. Kühn 92.00 ± 0.00a

5 拟枝孢镰刀菌 Fusarium sporotrichioides Sherb. 79.67 ± 0.58b

6 杨生褐盘二孢菌 Marssonina brunnea (Ellis & Everh.) Magnus 62.67 ± 1.16c

7 胶孢炭疽菌 Colletotrichum gleosyporioidies (Penz.) Penz. & Sacc. 49.33 ± 0.58d

8 链格孢菌 Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 48.00 ± 2.00d
 
 

2.5    钩状木霉 T2的生物学特性 

2.5.1    碳源和氮源对菌丝生长的影响　钩状木霉

T2能利用的碳源、氮源较为广泛。如表 5所示，

在碳源利用试验中，以淀粉为碳源，菌落生长直径

最大为 6.13 cm，菌丝重量最高。其次麦芽糖、蔗

糖、葡萄糖菌落大小非常接近，其中蔗糖菌丝重量

较高。再次甘露醇和乳糖菌落直径较小。
 
 

表 5    不同碳源对菌株 T2生长的影响

Table 5    Effect of different carbon sources on the
growth of strain T2

碳源

Carbon source
菌落直径

Diameter of colony/cm
菌丝重量

Weight of mycelium/mg

蔗糖 5.48 ± 0.10b 170.67 ± 13.32b

葡萄糖 5.47 ± 0.08b 93.33 ± 5.69c

淀粉 6.13 ± 0.13a 339.00 ± 44.71a

乳糖 4.80 ± 0.18c 81.00 ± 5.29c

麦芽糖 5.49 ± 0.39b 41.33 ± 4.04d

甘露醇 5.31 ± 0.16b 93.33 ± 4.73c

如表 6所示，在氮源利用试验中，以酵母膏为

氮源，菌落生长直径最大为 6.13 cm，菌丝重量最

高。其次为蛋白胨、硝酸钠、牛肉膏菌落直径较

高，菌丝重量较高。再次为硫酸铵、硝酸铵、磷酸

氢二铵。 

2.5.2    pH 对菌丝生长的影响　如表 7所示，钩状

木霉 T2对酸碱度适应范围较广，pH为 4～9均可

生长，其中当 pH=5时菌落直径与菌丝重量最大，

随着 pH值的升高，菌落直径与菌丝重量逐渐降

低，当 pH=10时，T2不再生长。 

2.5.3    光照对菌丝生长的影响　如表 8所示，钩

状木霉 T2在仅光照或黑暗条件下菌落直径以及菌

丝重量较为相似，无明显的差异，在光暗交替处理

下菌落直径和菌丝重量均有明显的增加。
 

 

表 6    不同氮源对菌株 T2生长的影响

Table 6    Effect of different nitrogen sources on the
growth of strain T2

氮源

Nitrogen source
菌落直径

Diameter of colony/cm
菌丝重量

Weight of mycelium/mg

磷酸氢二铵 3.70 ± 0.12e 98.77 ± 1.16d

牛肉膏 5.20 ± 0.10c 579.00 ± 32.05a

硝酸钠 5.65 ± 0.03b 132.00 ± 11.53c

蛋白胨 5.90 ± 0.27ab 626.67 ± 128.59a

硫酸铵 4.48 ± 0.20d 315.33 ± 34.44b

酵母膏 6.13 ± 0.02a 648.33 ± 33.47a

硝酸铵 4.34 ± 0.06d 312.00 ± 51.16b
 

表 7    不同 pH对菌株 T2生长的影响

Table 7    Effect of different pH on the
growth of strain T2

pH
菌落直径

Diameter of colony/cm
菌丝重量

Weight of mycelium/mg

pH=4 3.86 ± 0.05d 221.67 ± 6.11e

pH=5 5.59 ± 0.13a 354.33 ± 11.50a

pH=6 5.22 ± 0.12b 299.00 ± 11.53b

pH=7 4.30 ± 0.27c 254.33 ± 10.02d

pH=8 4.99 ± 0.23b 213.00 ± 7.54c

pH=9 3.75 ± 0.08d 191.33 ± 4.93f

pH=10 0 0

pH=11 0 0
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2.5.4      钩 状 木 霉 T2 的 致 死 温 度　 T2菌株在

50～80 ℃ 处理 10  min后均无法生长，但是在

45～49 ℃ 处理 10 min均可生长，且随着温度升

高菌落直径不断降低。如表 9所示，当处理温度

为 50 ℃ 时，菌丝无法生长，表明该菌株的致死温

度为 50 ℃。
 

表 9    菌株 T2的致死温度

Table 9    Lethal temperature of strain T2
温度

Temperature/ ℃
菌落直径

Diameter of colony/cm

45 4.83 ± 0.29a

46 4.06 ± 0.04b

47 3.78 ± 0.10c

48 3.68 ± 0.05c

49 3.58 ± 0.04c

50 0
 

3　 讨论

本研究从 103株真菌中筛选得到 1株对落叶

松枯梢病病原菌有显著拮抗作用的土壤真菌 T2，
结合形态学以及分子生物学鉴定为钩状木霉

(Trichoderma  hamatum)。木霉属 (Trichoderma)
真菌是自然界普遍存在的微生物[26]。木霉对多种病

原菌有拮抗作用，如对立枯丝核菌 (Rhizoctonia
solani)、镰刀菌 (Fusarium  spp.)、齐整小核菌

(Sclerotium rolfsli Sacc.) 、疫霉菌 (Phytophthora
spp.)、 腐 霉 菌 (Pythium  spp.)、 链 格 孢 菌

(Alternaria alternata) 等引起的幼苗立枯病、枯萎

病、猝倒病、疫霉病、白绢病等病害具有较好的防

治效果[27-30]。许多木霉菌株还可以诱导植物系统抗

性 ， 促 进 植 物 生 长 发 育 [31-33]。 盖 姆 斯 木 霉

(Trichoderma gamsii Samuels & Druzhin.)已被发

现可以提高豆科植物的 P吸收，促进光合作

用 [34]。 董 斯 琳 发 现 哈 茨 木 霉 （ Trichoderma
harzianum Rifai）可以增强植株镉转运能力，减轻

镉胁迫对植株的伤害，增强植物的抗逆性[35]。郝大

志发现海藻渣与木霉和芽胞杆菌的复合制剂提高了

黄瓜叶片及根部的水杨酸、茉莉酸积累，诱导叶

片 JA、SA、ET途径基因高水平表达 [36]，木霉菌

具有广阔的发展前景。因此，开发新的生防木霉资

源对于病害绿色防控具有重要意义。

生防菌有多种作用机制，各种作用机制依次或

协同发挥抑菌作用，比如抢夺病原菌生存的空间和

营养，以及分泌抑菌物质等，单一的平板对峙实验

容易遗漏具有生防潜力的木霉菌。钩状木霉 T2的

平板对峙抑菌率达到 74.16%，发酵液的抑菌率达

到 91.29%，T2发酵液对病原菌 (Neofusicoccum
laricinum)有着更强烈的抑制作用，这可能是

T2在液体培养的过程中产生了更多有抑菌效果的

次生代谢物质。木霉分泌次生代谢物质是其作为生

防菌重要的机制之一，比如聚酮类 (polyketides)、
氨基酸及其衍生物 (amino acid and derivatives)、
萜烯类 (terpenes)等，可以分成两大类，即低分子

量、挥发性的物质和有活性的高分子量物质[37-40]。

程鹏采用硫酸铵沉淀法从钩状木霉 YYH13发酵液

中分离得到了具有抑菌活性的蛋白质组分[41]。目前

钩状木霉 T2产生的抑菌代谢产物并不明确，还需

要进一步的鉴定。

实验发现钩状木霉 T2的发酵滤液对多种植物

病原真菌均具有较强的抑菌作用，其中对立枯丝核

菌、杨灰星叶点霉、松球壳孢菌、金黄壳囊孢菌表

现出强抑制作用，抑菌率均为 92.00%，对拟松枝

镰刀菌和杨生褐盘二孢菌的抑菌效果较好，分别

为 79.67%和 62.67%，这说明钩状木霉 T2抑菌

谱较广。钩状木霉对立枯丝核菌、拟松枝镰刀菌、

腐皮镰刀菌 (Fusarium solani (Mart.) Sacc.)[41]、辣

椒疫霉病菌[42] 等抑制作用强，这可能是因为钩状

木霉来自土壤，对土传病害的防治效果突出。除此

之外，钩状木霉对杨灰星叶点霉、金黄壳囊孢菌、

杨生褐盘二孢菌、灰葡萄孢菌 (Botrytis  cinerea
Pers.)[43] 的抑制效果好，这说明其对于防治叶部病

害也具有生防潜力。实验发现钩状木霉 T2发酵液

对胶孢炭疽菌的抑制率为 49.33%，较钩状木霉

YB-4-15菌株的抑菌率低[44]，这可能是因为种间差

异或发酵培养条件不同。钩状木霉已被报道可防治

辣椒疫病[42]、北细辛菌核病[45] 等，但防治落叶松

枯梢病是首次发现。

 

表 8    不同光照条件对菌株 T2生长的影响

Table 8    Effects of different light conditions on the
growth of strain T2

光照

Light
菌落直径

Diameter of colony/cm
菌丝重量

Weight of mycelium/mg

全光照 5.28 ± 0.06b 406.67 ± 12.22b

全黑暗 5.29 ± 0.02b 421.67 ± 16.23b

半光照 5.70 ± 0.07a 469.33 ± 15.97a
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木霉属真菌不同种的分化程度较高，其生物学

特性也存在较大的种间差异[46]。开展生物学特性研

究可以更好的了解其最适生长条件，为下一步的应

用提供基础。通过对钩状木霉 T2的生物学特性研

究发现：淀粉和蔗糖作为碳源或酵母膏、蛋白胨、

牛肉膏作为氮源，可以促进其生长发育；T2在

pH为 4～9时生长有一定的差异，生长最适 pH值

为 5，致死 pH值为 10；T2的致死温度为 50 ℃；

在每 12 h光暗交替条件下 T2生长量最大。木霉

菌拥有优异的产酶能力，T2的最优碳源为淀粉，

这可能是因为其分泌淀粉酶，故能利用淀粉作为碳

源。T2能利用多种碳氮源、有广泛的酸碱度适应

能力及较高的致死温度等，这些生物学特性表明该

菌株有较强的环境适应力，与胡娴[41] 的实验结果

一致。 

4　 结论

本研究通过对峙实验及发酵液复筛实验，筛选

出 一 株 对 落 叶 松 枯 梢 病 菌 （ Neofusicoccum
laricinum）抑制效果强的木霉菌 T2，经过形态学

和分子生物学鉴定，明确该菌株为钩状木霉

（Trichoderma hamatum）。实验发现钩状木霉

T2抑菌谱广，对多种植物病原菌有抑制作用；环

境适应力强，能利用多种碳氮源，适应酸碱度广

泛，致死温度较高。T2的发现可以为落叶松枯梢

病生物防治提供生防资源和理论依据，接下来还应

探究其抑菌机制和田间防效，进行下一步的开发

利用。
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Screening, Identification and Biological Characteristics of
Biocontrol Fungi against Larch Shoot Blight

QIAN Ying-ying1,2,3, DENG Xun3,4, WANG Zheng1, SONG Xiao-shuang3,4, LIANG Jun1

(1. Ecology and Nature Conservation Institute, Chinese Academy of Forestry, Beijing 10091, China; 2. Northeast Forestry
University, Harbin　150040, Heilongjiang, China; 3. Heilongjiang Forest Protection Research Institute, Harbin　150081,

Heilongjiang, China; 4. Heilongjiang Provincial Key Laboratory of Forest and Grassland Fire and
Pest Control, Harbin　150081, Heilongjiang, China)

Abstract: [Objective]  The  aim  of  the  experiment  is  to  obtain  the  biological  control  strain  of  larch  shoot
blight. [Method] Strains  with  strong  inhibitory  effect  on Neofusicoccum laricinum was  screened  through
plate  antagonism screening experiments  and re-screening with  fermentation broth.  The screened strains
were identified and their biological characteristics were studied. [Result] A soil fungi T2 was screened that
had  a  significant  antagonistic  effect  on Neofusicoccum  laricinum,  which  was  identified  as  Trichoderma
hamatum by morphology and molecular biology.  Its Inhibition rate of  plate experiments reached 74.16%,
and fermentation broth  experiments  reached 91.29%. The fermentation broth  had strong inhibition effect
on a variety of plant pathogenic fungi, and showed strong inhibition effect on Sphaeropsis sapinea, Cyto-
spora chrysosperma, Phyllosticta populea and Rhizoctonia solani with 92.00% inhibition rate and had bet-
ter inhibition effect on Fusarium sporotrichioides and Marssonina brunnea with 79.67% and 62.67% inhibi-
tion rate, too. T2 can utilize a variety of carbon and nitrogen sources, has a wide adaptability to PH and a
high lethal temperature. [Conclusion] The antagonistic effect of T2（Trichoderma hamatum）on Neofusi-
coccum laricinum is significant, with a wide spectrum of pathogenic inhibition and strong environmental ad-
aptability. This study can provide theoretical research and foundation for the control of larch shoot blight.
Keywords: larch Larix gmelinii; Neofusicoccum laricinum; biological control; Trichoderma hamatum
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