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　　摘要：从山东烟田土壤中筛选对山东烟草黑胫病（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｐａｒａｓｉｔｉｃａｖａｒ．ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）具有较强拮抗作用的生防
菌株。通过稀释涂布法初筛后，用平板对峙法复筛到拮抗效果较好的菌株ＹＣＧ－２，根据菌株形态与培养特征、ＩＴＳ序
列分析进行鉴定，该菌株与哈茨木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｈａｒｚｉａｎｕｍ）的亲缘关系较近，且形态与培养特征与哈茨木霉基本相
符，因此鉴定为哈茨木霉。通过单因素试验和正交试验优化培养基组分及发酵条件，最优发酵条件为每５００ｍＬ瓶 ２０ｇ
菇渣，料水比为１ｇ∶３．０ｍＬ，种子液接种量１×１０７ＣＦＵ／ｇ，ｐＨ值７．０，最适温度２８℃，恒温恒湿培养箱中培养６ｄ。
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　　烟草黑胫病的病原菌为烟草疫霉菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｎｉｃｏｔｉ
ａｎａｅＢｒｅｄａ或 Ｐ．ｐａｒａｓｔｉｃａｖａｒ．ｎｉｃｏｔｉａｎａｅＴｕｃｋｅｒ）［１］，隶属于
藻物界（Ｃｈｒｏｍｉｓｔａ）、卵菌门（Ｏｏｍｙｃｏｔａ）、卵菌纲（Ｏｏｍｙｃｅｔｅｓ）、
腐霉目（Ｐｙｔｈｉａｌｅｓ）、腐霉科（Ｐｙｔｈｉａｃｅａｅ）、疫霉属（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏ
ｒａ）［２］。烟草黑胫病是世界性的严重病害，在我国发生较为普
遍，特别在河南和山东黄淮烟区严重影响烟草产量和质

量［３］。山东省是老重病区，曾因推广抗病品种在生产上起到

较好的作用，但年发病率仍在５％ ～２０％，如１９８１年安丘县
曾因此病绝产６６７ｈｍ２以上［４］。在不采取防治措施情形下，

会出现毁灭性灾害［５］。目前烟草生产上抗黑胫病品种效果

有限，黑胫病的防治主要依赖甲霜灵等苯基酰胺类杀菌剂，且

防治药物品种单一［６］。

随着烟草和烟草制品逐步向无公害方向发展，生物防治

方法应运而生，能够有效克服农药残留和病菌抗药性的问题，

生防菌通过与病原真菌的拮抗作用来防治烟草黑胫病。近年

来，国内已有不少关于烟草黑胫病生防菌方面的研究。如普

城沙雷菌、绿针假单胞菌、黏类芽孢杆菌等细菌都对烟草疫霉

有较强的拮抗作用［７－８］。喻会平等筛选出的复配细菌菌株对

烟草黑胫病有很好的防治效果［９］。张良等研究显示，长柄木

霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｌｏｎｇｂｒａｃｈｉｔｕｍ）和泾阳链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｊｉｎｇｙａｎｇｅｎｓｉｓ）是具有较高亲和性的增效组合，２个菌株复配后
可有效促进烟苗生长和防治烟草黑胫病［１０］。但目前为止，筛

选出烟草疫霉菌的拮抗菌以细菌居多，真菌较少，且在实际生

产中的应用很少。本研究拟从山东省潍坊市洛庄烟草实验站

烟田的土壤中分离、纯化、筛选拮抗菌，并对拮抗效果较好的

真菌菌株进行了发酵条件的优化，为后期验证该菌株在田间的

防治效果，利用该菌株制作菌肥，并应用于烟田奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　样品来源　２０１４年６月从山东省潍坊市洛庄烟草实
验站附近烟草黑胫病发生较为严重的烟田采集土壤５份。采
集土壤时，选取病烟株集中地块附近无病烟株，收集烟株根周

围土壤，每块烟田取３株，３株烟的根周围土等量混为１份样
品，分装入无菌５０ｍＬ刻度塑料试管内，贴上标签后带回实验
室分离拮抗菌。

１．１．２　主要试剂和仪器　引物（ＩＴＳ１、ＩＴＳ４）、Ｔａｑｍｉｘ购自
上海生工生物有限公司，Ｍａｒｋｅｒ购自 Ｔａｋａｒａ公司，其余试剂
均为国产分析纯试剂。电泳仪、ＰＣＲ为 Ｂｉｏ－Ｒａｄ，显微镜为
ＮｉｋｏｎｅｃｌｉｐｓｅＥ１００。
１．１．３　培养基及发酵材料　ＰＤＡ培养基（培养筛选出的拮
抗真菌）购自北京奥博星生物技术有限公司，ＬＢ培养基（培
养筛选出的拮抗细菌，含胰蛋白胨 １０．０ｇ／Ｌ，酵母提取物
５．０ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ５．０ｇ／Ｌ，琼脂１５．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值 ７．０），燕麦培养
基（ＯＡ，燕麦 ６０．０ｇ／Ｌ，琼脂１８．０ｇ／Ｌ），发酵材料为蘑菇渣
（蘑菇渣为主要发酵材料，来自山东省枣庄冠宇食用菌有限

公司）。

１．２　拮抗菌的初筛
５份土壤每份取１０ｇ于盛有９０ｍＬ无菌水的三角瓶中，

摇床１５０ｒ／ｍｉｎ振荡３０ｍｉｎ，记作１×１０－１。取１ｍＬ悬浊液至
含有９ｍＬ无菌水的试管中，涡旋６０ｓ，记作１×１０－２，依次稀
释至１×１０－５。取１×１０－４和１×１０－５这２个浓度上清液各
１００μＬ涂板，３次重复，板中央接病原菌烟草黑胫病 ＷＺＬ－
０７２（由笔者所在实验室分离获得）。２８℃下培养３～５ｄ，挑
取周围无病原菌丝生长的菌株进行分离纯化。

１．３　拮抗菌的复筛
采用平板对峙法，将初筛出来的拮抗菌与烟草黑胫病原

菌株ＷＺＬ－０７２进行对峙。
１．３．１　拮抗细菌与ＷＺＬ－０７２对峙试验　将５ｍｍ打孔器打
孔的ＷＺＬ－０７２菌块置于ＯＡ培养基上，４个大小相同无菌滤
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纸片等距离放于ＷＺＬ－０７２四周，吸取５μＬ１８０ｒ／ｍｉｎ、２８℃
培养１２ｈ的拮抗细菌菌液滴于滤纸片上，以等量无菌水为对
照，各３次重复。２８℃下培养５～７ｄ，每天测量ＷＺＬ－０７２菌
落直径。

１．３．２　拮抗真菌与ＷＺＬ－０７２对峙试验　利用５ｍｍ打孔器
分别打孔拮抗真菌与ＷＺＬ－０７２，各取１块置于ＯＡ培养基上
进行对峙培养，各３次重复。２８℃下培养５～７ｄ，每天测量
ＷＺＬ－０７２菌落直径。
１．３．３　抑菌率的计算

抑菌率＝对照病原菌菌落直径－处理病原菌菌落直径
对照病原菌菌落直径

×１００％。

１．４　菌株的鉴定
１．４．１　形态学鉴定　滴１滴乳酸酚棉兰染色液于载玻片中
央，胶带粘取一点转接３ｄ的ＹＣＧ－２菌丝放于染色液上，滤
纸吸去多余的染色液，在１０×４０、１０×１００倍的光学显微镜下
观察菌丝形态、孢子的大小及形状。参照喻璋等的方法［１１］进

行形态学鉴定。

１．４．２　分子生物学鉴定　样品ＤＮＡ的提取按照艾德莱生物
公司的“真菌基因组 ＤＮＡ快速提取试剂盒”中的方法进行，
用真菌通用引物（ＩＴＳ１：５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－
３′；ＩＴＳ４：５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）进行扩增［１２］，

测定其序列。通过Ｂｌａｓｔ程序，从 ＮＣＢＩ公共数据库中进行相
似性搜索，选取相似性最高且是有效发表的典型菌株的序列，

用ｃｌｕｓｔａｌＸ进行序列比对，用ＭＥＧＡ４．０的Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ
法选取前 ２５０个最好的比对结果构建系统进化树，确定
ＹＣＧ－２菌株的分类地位。
１．５　发酵条件的优化
１．５．１　种子液的制备及种子液孢子浓度检测　种子液的制
备：称２０ｇ菇渣于５００ｍＬ三角瓶中，加蒸馏水５０ｍＬ，料水比
为１ｇ∶２．５ｍＬ，１２１℃灭菌４０ｍｉｎ，接种５－１０块菌块，２８℃
培养６ｄ。加１５０ｍＬ无菌水，摇匀后用２层无菌纱布过滤，滤
液５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，倒掉上清液，加３０％甘油重悬孢
子液，混匀后分装入冻存管中，－８０℃保存。采用活菌计数
法检测种子液孢子浓度：取１ｍＬ种子液，梯度稀释后进行平
板培养（培养基内加入曲通抑制菌丝生长）。培养温度

２８℃，时间４８ｈ，３次重复。
１．５．２　单因素试验　选择装料量、温度、料水比、接种量、ｐＨ
值作为影响ＹＣＧ－２菌株生长的主要因素，通过单因素试验
选取正交试验的因素和水平。基本条件为装料量２０ｇ蘑菇
渣，料水比为１ｇ∶２．５ｍＬ，ｐＨ值自然，接种１ｍＬ浓度１×
１０７ＣＦＵ／ｇ的孢子液，２８℃培养６ｄ后取出计算活菌数。在
基本条件基础上，按照表１所列指标逐项进行单因素试验。
每个处理３次重复。

表１　单因素水平梯度设置

料水比

（含水率）

接种量

（ＣＦＵ／ｇ）
装料量

（ｇ） ｐＨ值 培养温度

（℃）

１∶１．５（６０％） １×１０４ ５ ５．０ ２２
１∶２．０（６７％） １×１０５ １０ ５．６ ２５
１∶２．５（７１％） １×１０６ １５ ６．０ ２８
１∶３．０（７５％） １×１０７ ２０ ６．５ ３１
１∶３．５（８０％） １×１０８ ２５ ７．０ ３４

１．５．３　正交试验设计　根据单因素试验结果，选取料水比
（Ｘ１）、装料量（Ｘ２）、培养温度（Ｘ３）３个因素为考察对象，以活
菌数量为评价指标，进行正交试验，３次重复，试验因素水平
及编码见表２。

表２　试验因素水平及编码

水平
Ａ：装料量
（ｇ）

Ｂ：温度
（℃）

Ｃ：料水比
（ｇ∶ｍＬ）

１ １５ ２６ １∶２．０
２ ２０ ２８ １∶２．５
３ ２５ ３０ １∶３．０

１．６　数据处理与分析
采用 ＳＴＡＴＡ方差分析软件及 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３统计

软件进行单因素方差分析和差异显著性分析，采用ＳＰＳＳ１６．０
软件进行正交分析。

２　结果

２．１　拮抗菌的初筛
从采集到的５份土样中初筛得到２６株纯培养拮抗细菌，

编号为ＹＣＧ－Ｂ１至ＹＣＧ－Ｂ２６，８株纯培养拮抗真菌，编号为
ＹＣＧ－１至ＹＣＧ－８。
２．２　拮抗菌的复筛

如表３所示，采用对峙培养法进一步筛选，共筛选到７株
菌株有抑制效果，其中６株细菌、１株真菌，抑菌率６７．４２％ ～
８４．３４％，抑菌效果最好的是ＹＣＧ－２，抑菌率达到８４．３４％。

表３　８种拮抗菌对烟草疫霉的抑制作用

菌株 抑制率（％）
ＹＣＧ－Ｂ５ ７７．２７ｂ
ＹＣＧ－Ｂ７ ７５．３７ｂ
ＹＣＧ－Ｂ９ ７５．７５ｂ
ＹＣＧ－Ｂ１１ ７５．７５ｂ
ＹＣＧ－Ｂ１３ ７６．５１ｂ
ＹＣＧ－Ｂ１５ ６７．４２ｃ
ＹＣＧ－２ ８４．３４ａ

　　注：同列数据后字母不同代表处理间差异显著（Ｐ≤０．０５）。

２．３　经典分类学特征
观察发现：在ＰＤＡ培养基上，ＹＣＧ－２菌株菌落开始为白

色絮状，逐渐变为绿色，后期变为暗绿色，颜色由浅变深，状态由

絮状逐渐变得紧而密。通过光学显微镜观察发现：ＹＣＧ－２菌株
的菌丝纤细无色，具分隔，多分枝，分枝间夹角呈锐角。分生孢子

梗从菌丝的侧枝上生出，对生或互生，一般有２～３次分枝，着生
分生孢子的小梗瓶形或锥形。分生孢子多为球形（图１）。
２．４　系统发育学特征

用真菌通用引物 ＩＴＳ１和 ＩＴＳ４扩增菌株 ＹＣＧ－２的核
糖体ＤＮＡ，得到５９５ｂｐ的 ＩＴＳＤＮＡ序列，利用 Ｂｌａｓｔ程序与
ＮＣＢＩ中已登录的基因序列进行比对，选取与其同源性较高且
已定名的菌株的相关序列信息，进行系统发育分析，取前２５０
个最好的比对结果建树（图２），可以看出，菌株ＹＣＧ－２的序
列与哈茨木霉的序列相似性较高。

２．５　拮抗菌株ＹＣＧ－２发酵条件优化单因素试验结果
２．５．１　料水比变化对 ＹＣＧ－２孢子产量的影响　由图 ３
可见，料水比对菌株ＹＣＧ－２的生长有很大影响，料水比为
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１ｇ∶１．５ｍＬ时，ＹＣＧ－２菌株的孢子产量最少，孢子数为
８．００×１０８ＣＦＵ／ｇ；料水比为１ｇ∶３．０ｍＬ时 ＹＣＧ－２产生的
孢子最多，达到２９．００×１０８ＣＦＵ／ｇ，所以１ｇ∶３．０ｍＬ为菌株
ＹＣＧ－２产生孢子的最佳料水比。
２．５．２　接种量变化对 ＹＣＧ－２孢子产量的影响　由图４可
知，接种量对ＹＣＧ－２菌株的生长有一定影响，在装料２０ｇ
蘑菇渣，料水比为１ｇ∶３．０ｍＬ，自然 ｐＨ值，２８℃条件下，随
着接种量的增大，ＹＣＧ－２孢子产量也会增加，接种量为１×
１０７ＣＦＵ／ｇ时 ＹＣＧ－２孢子产量最大，孢子数达到 ２９．５０×
１０８ＣＦＵ／ｇ，当接种量继续增大，ＹＣＧ－２菌株的活菌数则急剧
降低，这可能是因为蘑菇渣中的菌体过多，导致营养成分不能

满足过量菌体的生长，从而影响活菌数。

２．５．３　装料量变化对 ＹＣＧ－２孢子产量的影响　由图５可
见，ＹＣＧ－２菌株的孢子产量随着装料量的增加，孢子产量越
高，此时料水比为１ｇ∶３．０ｍＬ，自然 ｐＨ值，接种１ｍＬ浓度
１×１０７ＣＦＵ／ｇ的孢子液，温度２８℃。在每瓶２０ｇ装料量情

况下菌株的生长状况最好，孢子产量达到最高值 ２９．０１×
１０８ＣＦＵ／ｇ。当装料量达到每瓶２５ｇ时，孢子产量有所降低，
这可能与物料堆积过多造成透气量下降有关。

２．５．４　初始ｐＨ值变化对ＹＣＧ－２菌株生长的影响　用氢氧
化钠溶液调节物料 ｐＨ值。从图６可以看出，在试验所设置
的ｐＨ值梯度区间内（５．５～７．５），ＹＣＧ－２菌株都能生长，且
在ｐＨ值为７．０时孢子产量达到最高值。在 ｐＨ值为７．０时
ＹＣＧ－２的产孢量最多，达到４０．１１×１０８ＣＦＵ／ｇ。物料 ｐＨ值
偏大或偏小，孢子产量均减少。

２．５．５　温度变化对 ＹＣＧ－２菌株生长的影响　分别在２２、
２５、２８、３１、３４℃下进行培养，测定不同温度下的活菌数，结果
（图７）表明，温度变化对 ＹＣＧ－２菌株的生长影响很大。在
２８℃下孢子产量达到最高值３９．６０×１０８ＣＦＵ／ｇ。随着温度
的升高，ＹＣＧ－２孢子产量越来越低，３４℃时孢子产量降低到
６．０×１０４ＣＦＵ／ｇ。
２．６　孢子产生条件优化正交试验

为了验证单因素试验结果，通过ＳＰＳＳ统计软件设计正交
试验。本试验选取装料量、培养温度、料水比３个因素为考察
对象，进行正交试验设计。每个试验重复３次，取其平均值，
正交试验结果与分析见表４，方差分析见表５。
　　由表５可知，３个因素对 ＹＣＧ－２菌株生长的影响作用
大小依次为Ａ＞Ｂ＞Ｃ，即装料量＞温度 ＞料水比。通过该正
交试验结果确定最佳组合水平为Ａ２Ｂ２Ｃ２。在装料量为２０ｇ、
培养温度为２８℃、料水比为１ｇ∶３．０ｍＬ的最佳条件下进行
验证试验，重复３次，平均产孢量为４０．１８×１０８ＣＦＵ／ｇ。
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表４　孢子产生条件优化正交试验结果与分析

试验号 Ａ：装料量 Ｂ：温度 Ｃ：料水比
活菌数

（×１０８ＣＦＵ／ｇ）
１ １ １ １ ０．２４
２ １ ２ ２ ２６．６４
３ １ ３ ３ ４．３０
４ ２ １ ２ ２８．７６
５ ２ ２ ３ ３６．９８
６ ２ ３ １ ３０．１０
７ ３ １ ３ ７．３４
８ ３ ２ １ ３１．０６
９ ３ ３ ２ ２９．８６
ｋ１ １０．３９３ １２．１１３ ２０．４６７
ｋ２ ３１．９４７ ３１．５６０ ２８．４２０
ｋ３ ２２．７５３ ２１．４２０ １６．２０７
Ｒ ２１．５５４ １９．４４７ １２．２１３

表５　孢子产生条件优化Ｌ９（３４）正交试验结果方差分析

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ值 Ｆ临界值 显著性

Ａ ７０１．８３３ ２ ３５５．５３９ １９ ＜０．０５
Ｂ ５６７．６０６ ２ ２８７．５４１ １９ ＜０．０５
Ｃ ２３０．５６９ ２ １１６．８０３ １９ ＜０．０５
误差 １．９７ ２

３　小结与讨论

烟草黑胫病是烟草生产中危害最严重的土传病害之一，

山东省是受害比较严重的产烟省，每年经济损失高达亿元，仅

次于烟草病毒病［１］。由于生物防治对环境无污染及不容易

产生抗药性等特点成为病害防治研究的热点，需要研究和开

发环境友好的土传病害生物防治技术。

本研究从山东省烟草黑胫病发生严重的烟田里选择长势

良好无病烟株，取其根际土，经过初筛和复筛，获得１株对对
烟草疫霉具有较强抑制作用的真菌菌株 ＹＣＧ－２，该菌株的
抑菌率最高可达到８４．３４％。鉴于此，选择 ＹＣＧ－２菌株作
为后期的主要研究对象，利用传统分类方法和１８ＳｒＤＮＡ序
列测定法对菌株ＹＣＧ－２进行了鉴定，确定菌株 ＹＣＧ－２为
哈茨木霉。采用单因素和正交设计试验对菌株ＹＣＧ－２进行
发酵条件的优化，得到其最佳发酵配方和最适发酵条件。最

适培养温度为２８℃，ｐＨ值为７．０，这与庄敬华等［１３］、于晓丹

等［１４］的关于木霉发酵条件研究结果相似，但张爱华等［１５］关

于哈茨木霉发酵条件的初步研究结果显示最适培养温度为

２２℃，本研究结果与之相差较大，可能是因为哈茨木霉菌株
不同、所用培养基不同等。

为了能降低菌种扩大生产成本，本试验以废弃菇渣为培

养基质，并以孢子产生量为指标，优化了相应的发酵条件，为

推广应用打下了基础。Ｈａｒｍａｎ研究认为，木霉的生防作用与
其根际定殖能力密切相关［１６－１７］，因此ＹＣＧ－２菌株的根际定
殖能力有待于进一步研究，以期能尽快将其推向大田应用。
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