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　　摘要：以湖南郴州广西中烟基地单元黑胫病发病区域采集的健康烟田土壤为样本，采用土壤原位平板培养法，从
卵菌类群中的烟草疫霉生长的平板上筛选出１株对烟草疫霉有抑制作用的真菌 ＬＹＱ０１。经过１８Ｓ－ＩＴＳ序列扩增测
序比对，发现该菌与拜赖青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｂｉｌａｉａｅ）序列的匹配率为９９．６５％，因此初步鉴定为拜赖青霉。随后参照土
壤磷循环有关的拜赖青霉菌株ＡＴＣＣ２０８５１的全基因组测序数据，设计４对引物，随机扩增得到次级代谢产物合成有
关基因簇的４个片段，总长度约６ｋｂ，测序后比对发现该菌的４个片段序列与拜赖青霉ＡＴＣＣ２０８５１的相似性达到了
９９．９％。利用该青霉菌进行烟草疫霉菌平板对峙试验，以及青霉菌发酵原液、提取液进行烟草疫霉和根结线虫的生防
试验，论证其分泌的酶与代谢产物对植物根结线虫、烟草黑胫病菌具有抑杀作用。由于菌剂生产过程中调低ｐＨ值可
以防止杂菌污染，因此确定青霉菌生长的酸性阈值为ｐＨ值 ２．５。利用几种单糖等有机碳源，初步分析该菌对碳源的利
用情况，结果显示，木糖与燕麦片最适合作为青霉菌生长的碳源，其次是葡萄糖与果糖，最佳浓度为０．５ｇ／１００ｍＬ。为了
后续对该菌株进行遗传操作，确定潮霉素Ｂ可以用于构建菌株遗传操作体系，其应用时的浓度范围为１２５～２５０μｇ／Ｌ。
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　　植物病虫害防治为农业治理中的主要问题之
一。目前，我国农业土壤植物病虫害治理主要依靠

化学防治，但是农药残留超标对食品安全构成严重

威胁。随着人们生活水平的提高，食品安全问题备

受关注，为了降低农产品中农药残留的风险，生物

防治技术逐渐受到重视。在植物保护领域和食品

安全领域，利用生物防治降低植物病虫害发生已成

为重要课题。生物防治是指利用生物及其代谢产

物防治植物病害控制病原体的方法，通过生物种间

关系、种内关系降低有害病菌在入侵部位的密度，

使得病原生物变少，从而减少植物病虫害的暴发，

达到用生物防治生物的目的。从自然界寻找既能

缓解植物病害又对环境生态影响较小的生物新技

术，利用生物之间的相互作用对植物病虫害达到无

公害化处理和持续性防治的目的，逐渐成为备受关

注和具有发展前景的新兴领域。生防菌是一种具

有生物防治作用的微生物群，具有繁殖力高、所产

生的代谢产物及活性酶种类繁多、对病原物的抑制

机理多种多样、易于快速大规模培养等特点，其自

身往往与植物是互利共生的生物关系，主要包括细

菌、放线菌、真菌等，目前运用较多的生防细菌有芽

孢 杆 菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ）［１－６］、 假 单 胞 杆 菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）［７－９］，生 防 真 菌 有 木 霉 菌

（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）［１０－１３］等。因此，以生防菌为主体的杀
菌剂在农业生产中被广泛使用。

黑胫病是一种由烟草疫霉菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ
ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）侵染所致的、极其严重的土传卵菌病害，
是烟草种植中不可忽视的严重病害［１４－１５］。黑胫病

菌在侵染烟草植株的过程中释放毒素，瓦解植株细

胞，其分泌物含半乳糖苷酶，可分解宿主细胞的神

经胶质层和导管壁，产生果胶产物片段，然后形成

凝胶团块［１６－１７］。该病在全国乃至世界范围内的烟

草种植过程中均会发生，植株患病后会造成矮化、

萎蔫、叶枯萎凋落以及根茎部分功能受损致使养分

与水分运输受阻甚至坏死等现象。烟草种植面积

的扩大、种植周期的延长以及自然环境由于多方面

污染变得脆弱敏感，使得烟草黑胫病加重，不仅造
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成了严重的经济损失，还破坏了生态环境的稳定性。

烟草根结线虫病也是烟草种植过程中常见土

传病害之一，严重时不仅会导致烟株整株黄化萎

蔫，还会导致青枯病、黑胫病、病毒病等多种其他病

害联合发生。一些研究团队也分离鉴定了生防菌，

用其防治根结线虫，其中就有淡紫拟青霉等青霉

菌［１８－２２］。青霉菌是一种常见的霉菌，通常与土壤、

腐烂的有机物以及水果和蔬菜的储存腐烂物或病

原体有关，它因生物降解有机物、生产青霉素和灰

黄霉素等抗生素而闻名。草酸青霉（Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ）、
灰黄 青 霉 （Ｐ．ｇｒｉｓｅｏｆｕｌｖｕｍ）和 绳 状 青 霉 （Ｐ．
ｆｕｎｉｃｕｌｏｓｕｍ）、微紫青霉（Ｐ．ｊａｎｔｈｉｎｅｌｌｕｍ）等青霉菌
均对作物土传病害具有防治潜力，且生防青霉菌常

具备广谱抑菌活性［２３－２７］。一些青霉属物种还可以

在土壤中释放固定磷，供植物利用［２８］。与其他营养

素相比，在大多数土壤中磷的流动性和对植物的可

利用性最小。溶磷真菌在磷循环中发挥着重要作

用，以环境友好和可持续的方式向植物提供磷。拜

赖青霉被用作种子接种剂，以提高各种作物的磷利

用效率。拜赖青霉生长在植物根部周围，能溶解磷

酸钙、磷酸铁和磷酸铝中的磷。拜赖青霉基因组的

测序，为揭示磷的溶解机制和真菌对磷循环作出了

贡献，它是最早被证明有效的真菌溶磷商业产品之

一。张文芳等利用基因组测序、基因注释以及

ｑＲＴ－ＰＣＲ检测方法，探明来自深海的拜赖青霉
Ｆ－２８真菌具有产生倍半萜的潜力。从大规模发酵
真菌中分离出２０个倍半萜，共鉴定出１８个新的倍
半萜类化合物，并表明化合物１８是一种很有发展前
景的抗神经炎症药物［２９］。孟令红等将海洋来源的

拜赖青霉 ＭＡ－２６７和樱桃青霉 ＥＮ－４８０共培养，
产生２种新的亚萜类衍生物，它们可以拮抗细菌病
原菌［３０］。Ｎａｋａｈａｒａ等从１株拜赖青霉菌株的发酵
液中鉴定出３种化合物，验证其杀根结线虫的活性，
在３００ｍｇ／Ｌ的浓度下致死率为５２％ ～９８％，其中
吡啶二羧酸效果最好［３１］。

本研究针对烟草黑胫病菌的防治，分离并鉴定

了１株青霉。该青霉不仅能够抑制烟草疫霉的生
长，还可以诱杀根结线虫，是１株具有农业生产应用
价值的潜力菌株。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　菌株　供试菌株主要包括烟草疫霉

（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）、根结线虫（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ
ｉｎｃｏｇｎｉｔａ），均由中国农业科学院烟草研究所提供。
１．１．２　培养基与抗生素　供试培养基主要包括燕
麦培养基、海博 ＰＤＡ培养基（仅含有马铃薯提取物
和葡萄糖）、索莱宝 ＰＤＡ培养基（含有马铃薯淀粉、
葡萄糖和蛋白胨）；供试抗生素主要包括放线菌酮、

制霉菌素、氯霉素、潮霉素Ｂ。
１．１．３　引物　供试引物由北京擎科生物科技股份有
限公司青岛分公司合成，序列如下：ＩＴＳ１，ＴＣＣＧＴＡＧＧ
ＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ；ＩＴＳ４，ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ。
Ｐ４５０－１７２１Ｆ，ＣＧＴＡＡＣＣＣＧＡＣＡＧＣＣＡＡＧＡＧ；Ｐ４５０－
３１３４Ｒ，ＴＡＣＡＧＡＧＴＧＡＧＴＧＡＧＣＧＴＧＡ。Ｐ４５０－
１５５６Ｆ，ＴＧＴＡＡＴＡＧＡＡＧＣＣＧＡＡＧＴＧＣ；Ｐ４５０－
４９３１Ｒ，ＴＴＴＣＡＧＧＴＧＣＧＧＴＣＧＣＴＡＴＧ。Ｐ４５０－
１８４３Ｆ，ＴＡＴＴＧＧＧＡＧＴＣＧＧＣＴＴＡＣＡＣ；Ｐ４５０－５２８４Ｒ，
ＴＡＡＧＴＣＡＣＣＣＡＣＣＧＣＡＣＡＡＴ。ＧＨ６２－７２Ｆ，ＣＡＧＧＴ
ＡＧＧＧＡＧＧＧＣＴＴＣＡＣＡ；ＧＨ６２－２０８５Ｒ，ＧＧＡＧＡＣＧＡ
ＣＧＧＡＧＡＣＣＣＴＧＡ。
１．２　试验方法
１．２．１　菌种分离方法　２０２３年７月于湖南郴州采
集烟草黑胫病发病较重的烟地中的土壤样品。其

中，健康烟株周围土壤样品５份，将样品０．５ｇ转入
１．５ｍＬ无菌ＰＢＳ缓冲液中打散；随后用无菌ＰＢＳ缓
冲液稀释至１０－４～１０－７倍，分别取５０μＬ并涂于添
加了抗生素的燕麦片平板（取市售燕麦片３０ｇ，加
入适当水煮沸２０～３０ｍｉｎ，纱布过滤取汁，加入琼脂
２０ｇ，定容至１０００ｍＬ，ｐＨ值自然），２８℃条件下培
养；挑取霉菌单菌落，利用平板对峙生长方法将单

菌落和烟草疫霉接种于燕麦片抗生素平板，２８℃条
件下培养；观察霉菌对植物病原菌的菌丝生长抑制

情况，筛选出对烟草疫霉菌丝生长均具有很强抑制

效果的菌株。

１．２．２　形态学及分子鉴定方法　参照青霉属的特
征，测试菌株在ＰＤＡ平板上的菌落形态和分生孢子
形态，利用通用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４（ＩＴＳ１，３′－ＴＣＣＧＴＡ
ＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－５′；ＩＴＳ４，３′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴ
ＴＧＡＴＡＴＧＣ－５′）进行ＰＣＲ测序。ＰＣＲ反应体系如
下：２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ，１０μｍｏｌ／ＬＩＴＳ１引物
１μＬ，１０μｍｏｌ／ＬＩＴＳ４引物 １μＬ，模板 ＤＮＡ１μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ２２μＬ；ＰＣＲ反应程序如下：９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃ 变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，３０个循环；７２℃复性。胶回收 ＰＣＲ产物送青
岛擎科梓熙生物技术有限公司测序。
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１．２．３　青霉菌碳源利用试验
１．２．３．１　初始培养基　初始培养基由微量元素液
体培养基和大量元素液体培养基混合而成。（１）微
量元素液体培养基的配制。称取１０ｇ乙二胺四乙
酸（ＥＤＴＡ）、４．４ｇＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、１．０１ｇＭｎＣｌ２·
４Ｈ２Ｏ、０．３２ｇＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ、０．３１５ｇＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、
０．２２ｇ（ＮＨ４）６Ｍｏ７Ｏ２４·４Ｈ２Ｏ、１．４７ｇＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ、
１０ｇＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，蒸馏水补足至２００ｍＬ，ｐＨ值调
节至７左右［３２－３３］；分装至５０ｍＬ移液管中，放入冷
冻冰柜。（２）大量元素液体培养基的配制。称取
６０ｇＮａＮＯ３、１．５ｇＫＨ２ＰＯ４、０．５ｇＫＣｌ、０．５ｇ
ＭｇＳＯ４，蒸馏水补足至 １０００ｍＬ，ｐＨ值调节至 ７
左右。

１．２．３．２　含碳源培养基　取配制好的微量元素液
体培养基２００μＬ，并置于含１Ｌ大量元素液体培养
基的锥形瓶中，混合，分成１０等分，分别加入到１０
个容量为３００ｍＬ的三角瓶中，即１００ｍＬ／个；再分
别加入碳源（木糖１ｇ、普鲁兰１ｇ、葡萄糖１ｇ、果糖
１ｇ、海藻酸钠０．５ｇ、柠檬酸１ｇ、羧甲基纤维素钠
０５ｇ、葡萄糖０．５ｇ、燕麦片０．５ｇ），调节各份培养
基的ｐＨ值至７左右。将３０个含有不同碳源的培
养基（１０个碳源液体培养基，３次重复）的三角瓶进
行１２０℃高温灭菌 ２０ｍｉｎ，待冷却至室温后加入
２００μＬ青霉菌孢子刮取液，摇匀后封口；放入２８℃
摇床中培养，７２ｈ后记录菌球生长情况。
１．２．４　黑胫病生防试验方法　将ＬＹＱ０１菌株和病
原菌分别在燕麦片平板上２８℃活化培养３～５ｄ，备
用；然后用打孔器在活化好的菌株菌丝边缘打取圆

形菌饼（直径０．５０ｃｍ），再用接种针分别将 ＬＹＱ０１
菌株和测试疫霉的菌饼挑至新的平板两端，然后将

培养皿倒置于培养箱中于２８℃条件下培养。将挑
取的ＬＹＱ０１菌株接种到燕麦片液体培养基（不加琼
脂的燕麦片培养基）上，于２８℃ 条件下振荡培养
１４ｄ，然后于 １２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心 １０ｍｉｎ，过
滤，获得含有ＬＹＱ０１菌株的发酵液上清（发酵液上
清中仅为ＬＹＱ０１菌株的发酵产物）。对该发酵液上
清进行不同浓度的稀释（１％、５％、１０％、１５％、
２０％、２５％、３０％），添加到燕麦片固体培养基中，接
种烟草疫霉菌丝饼，观察烟草疫霉的生长情况。烟

草疫霉菌于２８℃下进行培养，测定其在１％、５％、
１０％、１５％、２０％、２５％、３０％等不同浓度发酵液处理
中菌丝的长度。

用１Ｌ的三角瓶装２００ｍＬ蛋白胨ＰＤＡ液体培

养基，接种 １ｍＬ的 １０８ ＣＦＵ／ｍＬ孢子悬液，于
２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养７ｄ；合并３瓶６００ｍＬ未
过滤的、含有菌丝的液体发酵液，直接加入等量

（６００ｍＬ）的乙酸乙酯，抽提３次后旋蒸，最后溶解
在３ｍＬ甲醇或者乙酸乙酯中，通过０．２２μｍ微孔
滤膜过滤青霉菌提取液，以去除可能残留的青霉菌

孢子和其他杂菌，用作提取物的抑菌试验。青霉菌

提取液各取５０、１００、５００μＬ，分别加入到配制好的
燕麦固体培养基中；设置对照组，只添加５００μＬ的
甲醇溶液，接种到燕麦固体培养基中。将上述培养

基制备成固体培养皿，接种菌饼放至培养皿中心，

放入培养箱中２８℃恒温培养７２ｈ，观察菌落生长情
况，然后测量并记录菌落半径。

１．２．５　青霉菌生长的 ｐＨ值最低阈值的测定　培
养基选用ＰＤＡ（马铃薯、葡萄糖）液体培养基，称取
１７．５ｇＰＤＡ在５００ｍＬ烧杯中溶解，补足蒸馏水至
５００ｍＬ，将其平均分装至５个３００ｍＬ三角瓶中，再
置于１２１℃下高温灭菌２０ｍｉｎ。用１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶
液和１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液调节 ＰＤＡ液体培养基
的ｐＨ值，测得ＰＤＡ液体培养基初始 ｐＨ值为６．３，
再利用１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液调节其 ｐＨ值至１．５、２、３、
４、５，利用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液调节 ｐＨ值至７、８、９、
１０、１１。将配制好的培养基接种５０μＬ青霉菌原液，
于２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养７２ｈ。
１．２．６　根结线虫灭活试验方法　用３５ｍｇ／ｍＬ海
博ＰＤＡ液体培养基、２．５ｍｇ／ｍＬ索莱宝含蛋白胨
ＰＤＡ液体培养基（在ＰＤＡ的基础上添加蛋白胨）等
２种ＰＤＡ液体培养基培养青霉菌，得到２种不同的
原液。同时，将青霉菌新鲜原液以乙酸乙酯为萃取

剂，经２０ｍｉｎ静置萃取后取上清液，通过旋转蒸发
仪以７０ｒ／ｍｉｎ的转速进行蒸馏提取，其提取物用甲
醇溶液溶解；运用类似方法将萃取液更改为甲醇溶

液，其余步骤不变，得到乙酸乙酯提取液和甲醇提

取液，这２种提取液中主要提取的物质为青霉菌的
代谢产物，去除了绝大多数的酶，原液中则保留降

解酶。为比较青霉菌与传统化学制剂各自对根结

线虫的致死程度，选用对根结线虫具有明显抑杀作

用的３ｍｇ／ｍＬ吡啶二羧酸溶液作对照。将这５种
试剂分别进行梯度稀释，即２种ＰＤＡ溶解的青霉菌
原液、吡啶二羧酸溶液原液及其２、４、８、１６、３２、６４倍
液，由于２种青霉菌提取液中青霉菌的浓度远高于
原液，因此取乙酸乙酯５０、１００倍液。将上述原液与
稀释液各取１ｍＬ置于２４孔细胞培养板中，对照组
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为不接种青霉菌的２种 ＰＤＡ溶液、蒸馏水、乙酸乙
酯及甲醇溶液，将上述溶液接种５０头新孵化的南方
根结线虫２龄幼虫，进行２４、４８ｈ的死亡率观察并
记录。１ｍＬ无菌水和５０头新孵化的 Ｊ２作为对照，
３次重复，置于１５℃下培养，分别于培养后６、１２、
２４、３０ｈ，２、３、４、５、６、７、８、９、１０ｄ记录 Ｊ２死亡数，计
算Ｊ２死亡率与Ｊ２校正死亡率：校正死亡率＝（试验
组死亡率 －对照组死亡率）／（１－对照组死亡
率）×１００％。

在体视显微镜下观察处理过的 Ｊ２活动状态和
体态。结果显示，存活的Ｊ２虫体一般是弯曲的且可
以不断地移动；死亡的 Ｊ２虫体一般是僵直的，将僵
直的Ｊ２虫体再次分离，置于盛有２％生理盐水的培
养皿中，在体视显微镜下用１ｍＬ注射器针尖轻轻拨
动Ｊ２，静止不动的即为死亡虫体。
１．２．７　谷子培养基共培养试验　带壳谷子加适量
自来水，１００℃煮沸至约２／３爆花为止（约４０ｍｉｎ），
利用纱布沥干水分，分装，高压灭菌。在 １００ｍＬ
的三角瓶中，灭菌谷子装量１／３并铺满底部，厚约
１ｃｍ，设置４组试验，每组３个重复。其中，第１组
为空白对照组（未接种灭菌谷子），第２组为接种５
个直径为０．５ｃｍ的 ＬＹＱ０１菌饼，第 ３组为同时
接种５个直径为 ０．５ｃｍ的疫霉和拜赖青霉菌
ＬＹＱ０１菌饼，第４组为只接种５个直径为０．５ｃｍ
的疫霉菌饼，分别置于 ２８℃恒温培养箱中静置
培养６ｄ。
１．２．８　青霉菌的抗生素抗性检测　真菌中的抗性
基因标记比较少，首先选用经常使用的潮霉素 Ｂ进
行抗性检测。由于拜赖青霉在含有蛋白胨的 ＰＤＡ
培养基上生长迅速，并且在不同的培养基上生长时

抗性不同。为了较好地控制拜赖青霉的生长速度，

所以选用仅有马铃薯淀粉和葡萄糖的海博 ＰＤＡ培
养基，在这个寡营养的培养基上拜赖青霉生长较

慢。潮霉素Ｂ购自生工生物工程（上海）股份有限
公司。潮霉素 Ｂ浓度定为 １０、１２５、２５０、３７５、
５００μｇ／ｍＬ等５个浓度梯度。利用孢子进行抗性试
验，将５ｍＬ的０．０１％ 吐温 －８０喷于成熟的青霉
ＰＤＡ平 板 上，用 １ ｍＬ枪 尖 吹 洗 后 制 成 约
１０１０ＣＦＵ／ｍＬ孢子悬液；之后利用０．０１％吐温 －８０
溶液梯度稀释制成１０－４、１０－５、１０－６、１０－７孢子悬液，
各取１０μＬ分别涂布于含有抗生素的ＰＤＡ平板上，
置于２５℃进行真菌恒温培养，每隔２４ｈ观察１次，
连续观察７ｄ。

２　结果与分析

２．１　病原菌拮抗菌的分离
利用含有烟草黑胫病疫霉属病原菌的土壤，稀

释液涂布在ＰＤＡ抗生素固体培养基，疫霉菌丝延伸
到平板顶部。利用燕麦培养基双抗平板分离，经过

４～５批次的分离培养，发现１株疑似放线菌或者真
菌的绿色拮抗菌（图１），菌株编号为ＬＹＱ０１，菌落与
培养基结合紧密，分泌黄褐色色素，一般色素水平

与抗生物质水平相当，分泌色素扩散范围远远大于

菌落生长直径。由于烟草疫霉等卵菌的菌株生长

较快，类似于蘑菇云状，脱离培养基生长至平板顶

部，所以经过火烧去掉表面菌丝后可明显看到抑菌

圈（图１－Ｄ）。转移到燕麦培养基后，进一步确认
拮抗效果，在普通ＰＤＡ固体培养基和高氏一号培养
基上的生长状态如图２所示，２种培养基上生长都
不快，但是在ＰＤＡ培养基上黄色色素圈明显更大。

２．２　ＬＹＱ０１菌株的鉴定分析
ＬＹＱ０１菌株菌落的菌丝发达，但长度较短，呈

毡状；分生孢子头呈扫帚状，分生孢子链状着生，这

些特征符合青霉属的典型特征，因此确定 ＬＹＱ０１菌
株为青霉属菌株。经测序，ＬＹＱ０１菌株的 ＩＴＳ序列
片段经过ＮＣＢＩ数据库比对，待测菌株 ＬＹＱ０１与拜
赖青霉（Ｐ．ｂｉｌａｉａｅ）ＭＨ１２１４菌株（ＧｅｎＢａｎｋ登录号
为ＬＮ９０１１１８．１）、ＮＲＲＬ３３９１菌株（ＧｅｎＢａｎｋ登录号
为ＡＦ０３３４０２．１）的序列匹配率为９９．６５％（表１）。
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表１　拜赖青霉菌株ＬＹＱ０１的ＩＴＳ比对检索匹配率

菌株编号 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 覆盖率

（％）
序列匹配率

（％）

ＭＨ１２１４ ＬＮ９０１１１８．１ １００ ９９．６５

４７Ｍ－１ ＭＮ３１６６６４．１ １００ ９９．６５

ＣＢＳ３３０．９５ ＫＣ７７３８３４．１ ９８ ９９．６５

ＮＲＲＬ３３９１ ＡＦ０３３４０２．１ ９８ ９９．６５

通过综合分析，最终确定所筛选到的 ＬＹＱ０１菌株为
拜赖青霉。该菌株能够分泌大量的黄色色素，可以

作为拮抗菌株继续研究并应用于农业生产。

　　随后参照与土壤磷循环有关的拜赖青霉菌株
ＡＴＣＣ２０８５１全基因组测序数据（该菌株保存于美国
模式培养物菌种库），选定１个ＧＨ６２家族的糖苷水
解酶基因和１个次级代谢基因簇中 Ｐ４５０家族的酶
基因并分别设计１、３对引物，用以扩增这个长度为
５ｋｂ的基因。设计的这４对引物的扩增长度理论上
分别是１４１３、３３７８、３４４１、２０１３ｂｐ，随机扩增得到
次级代谢产物合成有关基因簇的 ４个片段。ＰＣＲ
产物的琼脂糖电泳结果如图３所示，４个片段长度
分别是１．４、３．４、３．４、２．０ｋｂ，与理论值相等。测序
发现其总长度约６ｋｂ，经过这几个片段的拼装（有
些片段是重叠在一起的）后检索，序列比对发现该

菌的４个片段序列与拜赖青霉菌株 ＡＴＣＣ２０８５１的
相似性达到了９９．９％。

２．３　ＬＹＱ０１菌株对疫霉菌菌丝生长的抑制作用
将菌饼接种到不同浓度的培养基上培养６ｄ后

发现，随着发酵液浓度的升高，烟草疫霉菌菌丝生

长受到的抑制也逐渐明显，使得菌落逐渐减小（表

２）。１％发酵液的抑菌效果与未接种发酵液相比几
乎没有差别，但当发酵液浓度达到５％时，抑菌效果
就十分明显。随着ＬＹＱ０１菌株发酵液浓度的增加，
烟草疫霉菌的菌落直径越来越小，当其浓度为１５％
时，抑菌率超过６６％。说明ＬＹＱ０１菌株的发酵产物
对烟草疫霉菌菌丝伸长具有很强的抑制作用。

表２　不同浓度发酵液对燕麦平板中疫霉菌生长的抑制效果

发酵液浓度

（％）
菌落直径

（ｃｍ）
抑菌率

（％）

０ １２．３±０．６ ０．０

１ １２．２±０．５ ０．８

５ ６．８±０．６ ４４．７

１０ ５．１±０．８ ５８．５

１５ ４．１±０．７ ６６．７

２０ ３．５±０．７ ７１．５

２５ ２．１±０．８ ８２．９

３０ ０．９±０．９ ９２．７

　　之后，利用乙酸乙酯提取液进行黑胫病菌菌丝
生长抑制试验，结果见表３。随着青霉菌提取液添
加量的增加，烟草黑胫病菌的生长受到抑制，但是

效果并不是特别明显，虽然利用添加提取液可证实

青霉菌对烟草黑胫病菌具有抑制作用，但是效果不

如直接添加发酵液明显（表３）。
２．４　青霉菌对根结线虫的抑杀效果

根据文献［３１］可知，青霉菌发酵液中可产生一
些抑杀根结线虫的小分子化合物，所以使用该菌的
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表３　添加乙酸乙酯提取液后烟草黑胫病菌生长抑制效果

提取液添加量

（μＬ／ｍＬ）
菌落直径

（ｃｍ）
抑菌率

（％）

０ ６．２±０．９ ０．０

０．５０ ５．２±１．５ １６．１

１．００ ４．８±１．６ ２２．７

５．００ ４．２±１．８ ３２．２

发酵液及乙酸乙酯提取液统计了根结线虫的死亡

率，结果见表４。
　　由表４可知，不含蛋白胨 ＰＤＡ发酵液原液在
２４ｈ时的校正死亡率仅有（３．９１±４．７４）％，在４８ｈ
时的校正死亡率仅有（４４．０１±１５．５５）％。而含有
蛋白胨的ＰＤＡ发酵液原液在２４、４８ｈ时的校正死

亡率分别是（９０．９０±３．８８）％、（９３．５０±１．４８）％，
都在９０％以上。这说明培养基中的蛋白能促进青
霉菌株致死活性物质的产生。后续利用这种培养

基培养发酵真菌，检测提取液对根结线虫的抑杀效

果。文献［３１］报道了吡啶二羧酸具有抑杀根结线
虫的能力，因此本试验以３ｍｇ／ｍＬ吡啶二羧酸溶液
作为参照。吡啶二羧酸在经过４倍稀释后对根结线
虫的抑杀率为（７７．８９±８．６２）％，但是进一步稀释
为８倍即浓度为３７５ｍｇ／Ｌ时，抑杀率仅为（７．１９±
７．７５）％，这达不到一般农药的致死浓度的要求。
发酵液经过乙酸乙酯抽提后，去除了发酵液中各种

酶的影响，经过 ５０倍稀释后抑杀率仅为（６．６５±
２４４）％，经过 １００倍稀释后抑杀率为（２．１５±
１３８）％，没有达到理想的抑杀浓度。

表４　不同试剂组根结线虫死亡率及校正死亡率

组别 稀释倍数
２４ｈ ４８ｈ

死亡率（％） 校正死亡率（％） 死亡率（％） 校正死亡率（％）

不含蛋白胨ＰＤＡ发酵液 ０（原液） ５．４２±４．６８ ３．９１±４．７４ ４５．３５±１５．１７ ４４．０１±１５．５５

２ ３．８６±２．０７ ２．３０±２．１１ ４７．９１±４．６０ ４６．００±５．４６

４ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ３７．９６±５．７８ ３５．８２±４．９０

８ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ２２．９５±９．７７ ２１．０６±１０．０１

１６ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ２８．４９±３．６９ ２６．７４±３．７８

３２ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ８．１２±３．８３ ５．８６±３．９３

６４ ０．００±０．００ ０．００±０．００ １．３５±１．１７ １．０７±０．１９

含蛋白胨ＰＤＡ发酵液 ０（原液） ９１．３２±３．７０ ９０．９０±３．８８ ９３．８６±１．４０ ９３．５０±１．４８

２ ８４．９７±２．８３ ８４．２４±２．９７ ９８．７５±４．１９ ８７．０４±４．４４

４ ８１．３６±０．８６ ８０．４６±０．９１ ７９．４７±７．０５ ７８．２７±７．４６

８ ５２．７８±２．３１ ５０．５０±４．１２ ６３．８９±５．４６ ６２．０２±８．９２

１６ ３８．１３±５．１８ ３５．１６±８．６７ ４７．２２±４．２８ ４４．１５±３．２１

３２ ２３．７５±７．０７ ２０．０８±７．４１ ４９．５６±９．４７ ４６．６２±１０．０２

６４ ８．１１±５．３６ ３．６９±５．６１ ２０．６９±１５．１７ １６．０８±１．６１

吡啶二羧酸 ０（原液） １００．００±０．００ １００．００±０．００ １００．００±０．００ １００．００±０．００

２ ９０．７１±４．５９ ９０．４６±４．７１ １００．００±０．００ １００．００±０．００

４ ４４．６６±１４．９１ ４３．２１±１５．３０ ７８．７４±８．２９ ７７．８９±８．６２

８ ８．６７±４．３１ ６．１２±４．１７ １０．７６±７．４５ ７．１９±７．７５

１６ ７．７５±０．５３ ５．３８±０．５４ ７．７５±０．５３ ４．０６±０．５５

３２ ４．９１±２．０８ ２．４７±２．１３ ４．２８±１．１４ ０．４５±１．１９

６４ ４．５２±１．３０ ２．０８±１．３４ ４．５２±１．３０ ０．７０±１．３５

乙酸乙酯 ５０ ４．２５±２．１０ ３．３２±２．１２ ８．４６±２．３９ ６．６５±２．４４

１００ ３．２８±１．４９ ２．３３±１．５１ ４．０５±１．３５ ２．１５±１．３８

２．５　几种单糖等对青霉菌生长的影响
青霉菌能降解各种复杂的有机质，同时分泌各

种降解有机质的酶类，这些酶类可能对病原菌或者

根结线虫具有抑杀作用。所以，为了后续鉴定可能

的酶类在拮抗或者抑杀病原物的作用，笔者利用几

种单糖和复杂有机质分析该青霉菌对碳源的利用

情况。培养后７２ｈ，观察含不同碳源培养基内青霉
菌的生长情况，记录并比对各菌球体积、密度、培养

基透明度等数据。

１ｇ／１００ｍＬ木糖与０．５ｇ／１００ｍＬ燕麦片试验
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组中的青霉菌在所选碳源中长势最好，木糖培养基

中的菌球体积是所测试验组中最大的，生长密度中

等；燕麦片培养基中的青霉菌生长密度最大，菌球

体积中等。综上，青霉菌在木糖培养基中的综合生

长情况最佳。

０．５、１ｇ／１００ｍＬ葡萄糖和１ｇ／１００ｍＬ果糖试
验组中的青霉菌长势较好，总体生长情况次于木糖

培养基与燕麦片培养基，葡萄糖培养基中的菌株生

长状态优于果糖培养基，而浓度为１ｇ／１００ｍＬ的葡
萄糖培养基中的青霉菌长势又优于浓度为

０．５ｇ／１００ｍＬ的葡萄糖培养基。１ｇ／１００ｍＬ普鲁
兰培养基、０．５ｇ／１００ｍＬ海藻酸培养基、１ｇ／１００ｍＬ
柠檬酸培养基及０．５ｇ／１００ｍＬ羧甲基纤维素钠培
养基内青霉菌的生长状况较差，海藻酸培养基内有

少量絮状菌丝，其余３种碳源培养基内无明显生长，
说明在短期培养中，这４种物质被青霉菌吸收、分
解、利用的效率低、速度慢，不适合作为青霉菌培养

的碳源。后续又对柠檬酸、普鲁兰、海藻酸钠以及

羧甲基培养基再次进行７２ｈ培养，经培养后柠檬酸
培养基内青霉菌生长良好，菌球体积小，培养基无

色透明，菌落密度较大；海藻酸钠培养基内有少量

絮状菌漂浮，溶液无色透明；羧甲基纤维素钠培养

基内菌球密度与体积较小，培养基无色透明；普鲁

兰培养基内仍无明显的菌落生长（图４上）。
通过培养比对，判定木糖与燕麦片最适合作为

青霉菌生长的碳源，其次是葡萄糖与果糖，其中

１ｇ／１００ｍＬ葡萄糖比０．５ｇ／１００ｍＬ葡萄糖更有利
于青霉菌的繁殖，海藻酸、普鲁兰、羧甲基纤维素钠

及柠檬酸培养基在７２ｈ内未见明显的菌落生长，说
明青霉菌对此类碳源降解速率慢，因此不适合作为

培养青霉菌的碳源。

２．６　青霉菌生长的ｐＨ值最低阈值
经培养后观察各培养基中青霉菌的生长状态

并记录，再通过滤网过滤，用分析天平称取各组青

霉菌湿重并进行具体比较，判断适宜青霉菌能够生

长的ｐＨ值最低阈值。将后３组培养基（ｐＨ值为１、
１．５、２）再次进行２８℃恒温培养７２ｈ，同时连续观测
６ｄ，结果显示，３组培养基内仍无明显菌落生长，因
此可验证青霉菌的最低生长 ｐＨ值约为 ２．５（图 ４
下）。由于青霉菌的生物菌剂在实际处理中更多地

应用于酸性环境，因此测定其最高承酸阈值更有实

际参考价值。

２．７　青霉菌遗传操作所用抗生素及其浓度筛选
目前，真菌中可用的抗生素遗传标记比较少，

使用最多的就是潮霉素 Ｂ，所以直接选择潮霉素 Ｂ
来检测该菌对于潮霉素的抗性并且筛选浓度范围。

在海博 ＰＤＡ固体培养基上培养后４８ｈ，观察到在

１２５μｇ／ｍＬ平板１０－４稀释度区域还有菌落长出，但
是在２５０μｇ／ｍＬ的浓度下已经没有菌落长出了（图
５－ａ）。培养５ｄ后，不管哪个浓度还是会长出青霉
菌的菌落，说明长时间培养，青霉菌对潮霉素抗性

反而失效了（图５－ｂ）。
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２．８　谷子培养基中的病原菌与拮抗菌共培养生长
结果

为了解青霉菌的烟草疫霉拮抗机理，利用谷子

培养基进行共培养试验，结果见图 ６。共培养后
５ｄ，第２组 ＬＹＱ０１菌丝生长，但没有向四周扩散，
不是很旺盛，没有从基质内向外伸展；第４组疫霉菌
丝生长特别旺盛并向四周扩散，完全盖住了基质；

同时接种了２种菌的第３组中没有看到白色的疫霉
病原菌菌丝，而是长满了墨绿色的 ＬＹＱ０１菌丝和孢
子。说明在有病原菌接种的前提下，可以激发拮抗

菌的生长，阻止病原菌的增殖作用（图６－Ｃ）。

３　结论

本研究结果表明，从发病区域的健康烟草植株

根际土中筛选出１株抑制病原菌的真菌，利用１８Ｓ

和５．８Ｓ之间的ＩＴＳ序列引物扩增测序方法鉴定为
拜赖青霉，与已测序的拜赖青霉比对，则进一步确

定其即为拜赖青霉。筛选出的青霉菌对烟草黑胫

病菌有明显的抑制作用，它对烟草黑胫病菌起抑

杀作用的物质主要是挥发性与非挥发性代谢产物

及几丁质水解酶，对根结线虫起抑杀作用的物质

主要为多种可被乙酸乙酯或甲醇等有机试剂提取

的代谢产物。通过改变单一变量，分析青霉菌对

碳源的利用情况，结果显示利用效果最佳的碳源

为木糖与燕麦片，其次为葡萄糖和果糖。拜赖青

霉的酸性 ｐＨ值阈值在２．５左右，为青霉菌在农业
生产中的应用提供了便利，有效防止杂菌的污染，

提高生产效率。最后，利用潮霉素 Ｂ确定了该拜
赖青霉的抗性浓度范围，为进一步进行遗传操作

奠定了基础。
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［２１］黄　阔，武霖通，丁　伟，等．烟草根结线虫病发生规律及综合

防治方法［Ｊ］．植物医生，２０１８，３１（３）：５７－５９．

［２２］李星月，余　辉，朱从桦，等．四川烟草根结线虫危害及其综合

防控对策［Ｊ］．四川农业科技，２０１８（２）：３１－３２．

［２３］方启航，颜顾浙，方　伟，等．草酸青霉和棘孢木霉对青枯劳尔

氏菌的生防效果［Ｊ］．浙江农林大学学报，２０２２，３９（４）：８５２－

８５９．　

［２４］谌昕伟，朱柏光，陈点华，等．灰黄青霉ＣＦ３对木薯病原菌的拮

抗性及其促生作用［Ｊ］．分子植物育种，２０２２，２０（２４）：８２３１－

８２３６．　

［２５］陈　杰，马永清，郭振国，等．灰黄青霉对瓜列当的防效及对番

茄根区土壤微生物的影响［Ｊ］．中国生态农业学报（中英文），

２０１９，２７（５）：７６６－７７３．

［２６］金　贺，夏诗宁，王旭东，等．微紫青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｊａｎｔｈｉｎｅｌｌｕｍ）

Ｓｎｅｆ１６５０诱导大豆胞囊线虫防治效果及ＧｍＣＡＤ应答响应［Ｊ］．

中国油料作物学报，２０２３，４５（３）：５８３－５９１．

［２７］姚　凡，王喜刚，郭成瑾，等．绳状青霉 Ｐ－１９不同固体发酵浸

提液对马铃薯镰刀菌根腐病病原菌的抑制作用［Ｊ］．植物保

护，２０２２，４８（６）：３６８－３７３．

［２８］张建峰，苗天瑶，张嘉旭，等．１株溶磷真菌的分离鉴定及溶磷

特性分析［Ｊ］．西北农林科技大学学报（自然科学版），２０１７，４５

（１２）：１２１－１２８．

［２９］ＺｈａｎｇＷＦ，ＭｅｎｇＱＹ，ＷｕＪＳ，ｅｔａｌ．Ａｃｏｒａｎｅｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｅｓｆｒｏｍ

ｔｈｅｄｅｅｐ－ｓｅａｄｅｒｉｖｅｄＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｂｉｌａｉａｅｆｕｎｇｕｓｗｉｔｈａｎｔｉ－

ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０２２，１０：

１０３６２１２．　

［３０］ＭｅｎｇＬＨ，ＬｉＸＭ，ＬｉＨＬ，ｅｔａｌ．ＣｈｅｒｍｅｂｉｌａｅｎｅｓＡａｎｄＢ，ｎｅｗ

ｂｉｏａｃｔｉｖｅｍｅｒｏｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓｆｒｏｍ ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆｍａｒｉｎｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ
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　　ｉｓｏｌａｔｅｓｏｆＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｂｉｌａｉａｅＭＡ－２６７ａｎｄＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｅｒｍｅｓｉｎｕｍ

ＥＮ－４８０［Ｊ］．ＭａｒｉｎｅＤｒｕｇｓ，２０２０，１８（７）：３３９．

［３１］ＮａｋａｈａｒａＳ，ＫｕｓａｎｏＭ，ＦｕｊｉｏｋａＳ，ｅｔａｌ．Ｐｅｎｉｐｒａｔｙｎｏｌｅｎｅ，ａｎｏｖｅｌ

ｎｅｍａｔｉｃｉｄｅｆｒｏｍ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｂｉｌａｉａｅｃｈａｌａｂｕｄａ［Ｊ］．Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ａｎｄＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００４，６８（１）：２５７－２５９．

［３２］ｄｅＶｒｉｅｓＲＰ，ＢｕｒｇｅｒｓＫ，ｖａｎｄｅＶｏｎｄｅｒｖｏｏｒｔＰＪＩ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｗ

ｂｌａｃｋＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐｅｃｉｅｓ，Ａ．ｖａｄｅｎｓｉｓ，ｉｓａｐｒｏｍｉｓｉｎｇｈｏｓｔｆｏｒ

ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓａｎｄｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄａｎｄ

ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００４，７０（７）：３９５４－３９５９．

［３３］ＤｉｌｏｋｐｉｍｏｌＡ，ＰｅｎｇＭ，ｄｉＦａｌｃｏＭ，ｅｔａｌ．Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｕｂｒｕｂｅｓｃｅｎｓ

ａｄａｐｔｓｉｔｓｅｎｚｙｍｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｔｏｔｈｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｐｌａｎｔｂｉｏｍａｓｓ

［Ｊ］．ＢｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０２０，３１１：１２３４７７．

丁　琳，梁海迪，赵　辉，等．湖南栽培油菜品种根肿病抗性鉴定及防控［Ｊ］．江苏农业科学，２０２４，５２（１６）：１７０－１７７．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２４．１６．０２２

湖南栽培油菜品种根肿病抗性鉴定及防控

丁　琳１，梁海迪１，赵　辉１，丁佳丽１，凌丙英２，胡秋龙３，王玉生１，任佐华１，谭　琳１

（１．湖南农业大学植物保护学院，湖南长沙４１０１２８；２．湖南省衡阳县农业农村局，湖南衡阳４２１２００；

３．湖南农业大学园艺学院，湖南长沙４１０１２８）

　　摘要：油菜根肿病是由芸薹根肿菌引起的严重影响油菜生产的土传病害，为鉴定评价不同油菜品种对根肿病的抗
性与寻找防控方法，进行温室盆栽试验与田间病圃试验综合评价。结果表明，供试的１０５个油菜品种对根肿病的抗性
存在差异。温室盆栽试验中，３７个品种表现为感病，占供试品种总数的３５．２４％；６８个品种表现为高感，占供试品种
总数的６４．７６％。大田试验中，４个品种表现为抗病，占供试品种总数的３．８１％；４７个品种表现为感病，占供试品种总
数的４４．７６％；５４个品种表现为高感，占供试品种总数的５１．４３％。在盆栽试验和大田试验中，１００ｇ／Ｌ氰霜唑悬浮剂
稀释１０００倍的防治效果分别为 ６７．３７％和 ７８７９％，１ｋｇ土壤添加 １．２ｇ生石灰的防治效果分别为 ４５．５２％和
４９７５％。结果对于油菜栽培品种的选择与根肿病的防控具有一定参考价值。
　　关键词：油菜；根肿病；抗性鉴定；防控；芸薹根肿菌
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　　芸薹根肿菌（ＰｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａｂｒａｓｓｉｃａｅＷｏｒｏｎｉｎ）
是引起土传病害根肿病的病原菌，生长在寄主根系

细胞内，使寄主根部形成独特的肿根，为根肿菌生

长提供营养，并为休眠孢子的形成提供空间，常导

致植株发育迟缓，严重感病的植株会因根部溃烂而

死亡［１－２］。目前约有７５个国家报道了根肿病，它很
可能分布在全世界任何种植十字花科作物或有十

字花科植物的地方［３］。近年来，我国越来越多地区

的根肿病发生日益严重，主要分布在四川、安徽、湖

北、云南、湖南等地［４］。由芸薹根肿菌引起的根肿

病已经成为全球油菜生产的主要威胁，发病地区油

菜产量损失通常在５％ ～６０％之间，严重发病地区
产量损失甚至达到１００％，造成油菜绝收［５］。

芸薹根肿菌的休眠孢子在土壤中的存活时间

可以长达２０年，这给根肿病的防治增添了极大的难
度，对根肿病进行有效的综合防治势在必行［６］。种

植抗根肿病的油菜品种与轮作结合是为数不多能

有效防治根肿病的策略之一［７］。因此发掘油菜抗

病品种、避免在油菜生产中大面积种植感病品种，

对于防治根肿病显得尤为重要。本研究通过温室

盆栽试验与田间病圃试验综合鉴定评价１０５个供试
油菜品种对根肿病的抗性，并测定氰霜唑和生石灰

对油菜根肿病的防治效果，以期为油菜生产与油菜

根肿病防控提供理论指导。

１　材料与方法

１．１　供试材料
感染芸薹根肿菌的肿根采自湖南省衡阳市衡

阳县，经鉴定为芸薹根肿菌４号生理小种，清洗干净
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