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近缘毛壳菌生防菌株LB-1对几种常见植物病原真菌
的拮抗作用及其生长适应性分析

刘彩云* 季洪亮 王 瑞 刘春香

（潍坊学院生物与农业工程学院，“十三五”山东省高等学校生物化学与分子生物学重点实验室，潍坊 261061）

摘要：为检测近缘毛壳菌Chaetomium subaffine菌株LB-1的生防效果及其生长适应性，采用平板对

峙培养法、含毒培养基法和菌落直径法测定其对6种常见植物病原真菌的拮抗作用，分析其生长的

温度、致死温度、光照、pH范围和对干旱胁迫、盐胁迫的抗耐性。结果表明，菌株LB-1对供试的玉

米大斑病菌、西瓜枯萎病菌、番茄灰霉病菌、玉米小斑病菌、马铃薯早疫病菌和马铃薯晚疫病菌均具

有拮抗作用，PDA平板对峙培养抑制率分别为63.38%、60.59%、60.05%、52.53%、50.46%和44.10%。

菌株LB-1的培养液对6种供试病原菌菌落扩展也有显著抑制作用，而且供试病原菌在含菌株LB-1

培养液的PDA平板上形成的菌落瘠薄稀疏，菌丝层溶解明显，其中对玉米大斑病菌抑制作用最强，

抑制率为30.45%，对马铃薯晚疫病菌抑制作用最弱，抑制率为12.33%。菌株LB-1生长的温度范围

为4~37℃，最适温度为25℃，致死温度为60℃；pH范围为5~13，pH 7时生长最好；持续光照对菌株

LB-1生长具有显著抑制作用。当PDA平板中PEG 6000含量低于25%，NaCl含量低于1 mol/L时，

菌株 LB-1 均能够较好地生长。表明菌株 LB-1 是 1 株具有广谱抑菌特性的生防近缘毛壳菌，对光

照、温度、pH有很好的适应性，对干旱及盐胁迫有极强的抗耐性。
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Abstract: To identify the biocontrol effect and the growth adaptability of the Chaetomium subaffine

strain LB-1, the antagonistic effects of strain LB-1 against six common plant pathogenic fungi were de-

termined and the influences of temperature, the lethal temperature, light, pH, drought stress and salt

stress on the growth of strain LB-1 were analyzed by using dual culture assay, poison plate assay and

colony diameter assay. The results showed that strain LB-1 had good antagonistic effects on the growth

of Exserohilum turcicum, Fusarium oxysporum f. sp. niveum, Botrytis cinerea, Bipolaris maydis, Alter-

naria solani and Phytophthora infestans, with an inhibitory rate of 63.38%, 60.59%, 60.05%, 52.53%,

50.46% and 44.10%, respectively. Culture broth of strain LB-1 had significant inhibitory effects on the

six fungi tested, and scattered colonies with obvious subiculum dissolution of the tested pathogenic fun-

gi were also found on PDA plates supplemented with culture broth of strain LB-1. The inhibitory rate of

strain LB-1 to E. turcicum was the highest (30.45%), and the lowest inhibitory rate (12.33%) was ob-
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served in P. infestans. The growth temperature range of strain LB-1 was 4-37℃, and the optimal tem-

perature was 25℃ and the lethal temperature was 60℃; the pH range for the growth of strain LB-1 was

5-13 and the optimal pH was 7; continuous lighting could suppress the growth of strain LB-1 signifi-

cantly. Strain LB-1 could grow well on PDA plates with PEG 6000 below 25% and NaCl below 1 mol/L,

respectively. These results indicated that strain LB-1 had broad antifungal spectrum and good adaptabili-

ty to light, temperature and pH, and strong resistance to drought stress and salt stress.

Key words: Chaetomium subaffine; antagonistic effect; growth condition; drought stress; salt stress

生防真菌在植物病害生物防治中起着重要作

用，已报道的有木霉菌 Trichoderma spp.（Monte，

2001）、丛枝菌根（Tchabi et al.，2016）、吉也蒙假丝酵

母 Candida guilliermondii 和膜醭毕赤酵母 Pichia

membranefaciens（Tian et al.，2002）等。近年来，毛

壳菌 Chaetomium spp. 作为一类极具生防潜力的真

菌类群被不断报道，且以球毛壳菌C. globosum的研

究最多（Soytong et al.，2001）。已发现球毛壳菌对

甜菜猝倒病菌 Pythium ultimum（Di Pietro et al.，

1992）、小麦斑点病菌Cochliobolus sativus（Aggarw-

al et al.，2004）、水稻稻瘟病菌 Magnaporthe grisea、

小麦叶锈病菌 Puccinia recondita（Park et al.，2005）

及马铃薯晚疫病菌 Phytophthora infestans（Shanthi-

yaa et al.，2013）等多种植物病原真菌均有抑制作

用。另外，关于螺旋毛壳菌 C. spirale（郭晓等，

2005；万慧等，2007）和角毛壳菌C. cupreum对植物

病害的生防作用也有报道（谭悠久等，2010；Hung et

al.，2015）。

近缘毛壳菌C. subaffine是毛壳菌的一个种，早

在 1979 年，Udagawa et al.（1979）就对其进行了研

究。此后，Sun et al.（2004）及 Asgari & Zare（2011）

等也对其进行了报道，但目前有关近缘毛壳菌生防

作用的报道很少。许秀兰等（2014）从四川省云杉中

分离筛选出了具有生防作用的近缘毛壳菌菌株

C-44，发现其对常见林木病原菌均有拮抗作用；本课

题组前期从龙柏鳞叶小枝中分离筛选到1株对交链

孢菌 Alternaria tenuis Ness 和尖孢镰刀菌 Fusarium

oxysporum Schlecht具有良好抑制效果的生防菌株，

标记其为 LB-1，经鉴定为近缘毛壳菌 C. subaffine

（刘彩云等，2015）。

拮抗作用评价是生防菌筛选的途径之一，一般

采用平板对峙培养法、含毒培养基法或抑菌圈法检

测（Brunner et al.，2005；Siameto et al.，2010）。曹荣

花等（2008）通过对峙培养法证明了生防菌株

Mu1w1c6对灰葡萄孢菌Botrytis cinerea及辣椒炭疽

病菌Colletotrichum capsici等多种植物病原真菌有

拮抗作用；刘永亮等（2013）通过对峙培养法和含毒

培养基法检测了金色毛壳菌C. aureum菌株HTC对

辣椒疫霉P. capsici的拮抗作用；Phong et al.（2016）

采用对峙培养法和含毒培养基法分析了角毛壳菌

C. cupreum 菌株 CC3003、球毛壳菌 C. globosum 菌

株 CG05 及其培养液对茶枯萎病菌 F. oxysporum 的

拮抗效果。

真菌的生长发育需要满足一定的外界生态环境

条件，如温度、光照、酸碱度、湿度等，而且不同真菌

生长发育所需要的适宜环境条件有一定差异（朱天

辉和孙绪艮，2007）。对于生防菌而言，其生防效果

通常是在一定生态环境条件下，通过菌体生长发育

获得（Benhamou & Chet，1993；Shoresh et al.，2010）。

因此，对新筛选的生防菌生长适应性进行研究，可用

于评价其生防潜能。为评价菌株LB-1的生防潜能，

本研究拟以 6种常见的植物病原真菌为指示菌，检

测菌株LB-1在离体条件下对指示菌的拮抗作用，并

初步分析菌株LB-1对光照、温度、pH、干旱胁迫、盐

胁迫的生长适应性，以期为该菌株的进一步开发利

用提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌种：近缘毛壳菌菌株LB-1及病原菌玉米

小斑病菌Bipolaris maydis、西瓜枯萎病菌Fusarium

oxysporum f. sp. niveum、马铃薯早疫病菌Alternaria

solani和马铃薯晚疫病菌由潍坊学院生物与农业工

程学院保存并提供；病原菌玉米大斑病菌Exserohi-

lum turcicum 和番茄灰霉病菌 Botrytis cinerea 由沈

阳农业大学植物保护学院提供。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose

agar，PDA）培养基：20%的土豆煎汁、2%葡萄糖、2%

琼脂粉、蒸馏水1 000 mL；马铃薯葡萄糖液态（pota-

to dextrose broth，PDB）培养基：20%的土豆煎汁、

2%葡萄糖、蒸馏水1 000 mL。

试剂及仪器：PEG 6000和氯化钠（NaCl），均为
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分析纯，天津科密欧化学试剂有限公司。THZ-320

控温培养摇床，上海精宏实验设备有限公司；Nikon

TE2000-U倒置相差显微镜，日本尼康公司。

1.2 方法

1.2.1 菌株LB-1拮抗作用检测

采用PDA平板对峙培养法测定菌株LB-1对供

试 6种植物病原真菌的拮抗效果，具体参考邓振山

等（2009）的方法。先将菌株LB-1和 6种病原菌分

别在 PDA 平板上于 25℃、自然光照条件下活化培

养 3 d，然后在菌落边缘部位用灭菌打孔器打取直

径 6 mm的菌饼，对峙接种于PDA平板上，以接种单

个病原菌菌饼的PDA平板为对照。接种后于25℃、

自然光照条件下培养5 d，用十字交叉法测量病原菌

单独培养的菌落半径（A）和对峙培养的菌落趋向半

径（B），计算抑制率，分析菌株 LB-1 菌体的拮抗效

果。每个处理3次重复。抑制率=（A−B）/A×100%。

采用含毒培养基法测定菌株LB-1培养液的拮

抗效果，具体参照谭悠久等（2010）的方法。在PDB

培养基中接种菌株LB-1，于 22℃、120 r/min条件下

振荡培养10 d，培养液经双层纱布过滤，滤液于4℃

下以 12 000 r/min离心 15 min。离心后的上清液与

灭菌PDA培养基趁热以1∶3的体积比混合，制成含

菌株 LB-1 培养液的 PDA 平板，在平板中央接种直

径6 mm的供试病原菌菌饼，置于25℃、自然光照的

光照培养箱中培养 5 d，十字交叉法测量菌落直径，

计算抑制率，分析菌株LB-1培养液对病原菌的拮抗

效果。对照为不含菌株LB-1培养液的 PDA 平板。

每个处理 3 次重复。抑制率=（对照直径-处理直

径）/对照直径×100%。

1.2.2 菌株LB-1的生长适应性分析

采用菌落直径法，参照杨焕青（2008）和商文静

等（2013）的方法测定菌株LB-1生长的适宜温度、致

死温度、光照和pH。

生长温度测定：将直径 6 mm的菌株LB-1菌饼

接种于 PDA 平板中央，分别置于 4、10、15、20、22、

25、28、30、33、35、37℃条件下培养3 d，自然光照，以

十字交叉法测量菌落直径，根据菌落直径大小分析

菌株LB-1生长的适宜温度。每个处理3次重复。

致死温度测定：设置 40、45、50、55、60℃共 5个

温度处理，在无菌条件下将直径 6 mm的菌株LB-1

菌饼正面朝下放入平底玻璃试管中，置于不同温度

的恒温水浴锅中温育 10 min，取出后立即用自来水

冲洗冷却，然后从试管中取出菌饼，接种于PDA平

板中央，于25℃、自然光照条件下培养3 d，观察菌落

形成情况，根据菌落是否扩展分析菌株LB-1的致死

温度。每个处理3次重复。

光照测定：将直径 6 mm的菌株LB-1菌饼接种

于 PDA平板中央，分别置于 24 h光照、12 h光照与

12 h 黑暗、24 h 黑暗和自然光照 4 种不同条件下，

25℃培养 3 d，十字交叉法测量菌落直径，分析光照

条件对菌株LB-1生长的影响。每个处理3次重复。

pH 测定：用 1 mol/L HCl 或 1 mol/L NaOH 将

PDA 培养基的 pH 分别调至 5、6、7、8、9、10、11、12、

13，分别在不同pH的PDA平板中央接种直径6 mm

的菌株LB-1菌饼，于 25℃、自然光照下培养 3 d，十

字交叉法测量菌落直径，分析 pH对菌株LB-1生长

的影响。每个处理3次重复。

1.2.3 干旱胁迫和盐胁迫对菌株LB-1生长的影响

参照Chazen et al.（1995）的方法分析干旱胁迫、

盐胁迫对菌株 LB-1 生长的影响。称取一定量的

PEG 6000，加热溶解后与灭菌PDA培养基混合，使

PDA 平板中 PEG 6000 含量分别为 2%、5%、10%、

15%、20%、25%、30%，以模拟不同程度的干旱胁迫

条件，然后在含有不同浓度 PEG 6000 的 PDA 平板

中央接种直径 6 mm 的菌株 LB-1 菌饼，于 25℃、自

然光照下培养 3 d，十字交叉法测量菌落直径，计算

抑制率，分析干旱胁迫对菌株LB-1生长的影响。每

个处理 3次重复。将NaCl按一定比例加入PDA培

养基中，获得NaCl含量分别为0.25、0.30、0.50、0.75、

1.00、1.50 mol/L的PDA平板，在PDA平板中央接种

直径 6 mm 的菌株LB-1菌饼，于 25℃、自然光照下

培养3 d，十字交叉法测量菌落直径，计算抑制率，分

析盐胁迫对菌株 LB-1 生长的影响。每个处理 3次

重复。

1.3 数据分析

采用 SAS 8.1 软件对试验数据进行统计分析，

应用最小显著差数（LSD）法进行各处理间的差异显

著性检验。

2 结果与分析

2.1 菌株LB-1对供试病原菌的拮抗作用

2.1.1 菌体的拮抗效果

菌株LB-1与病原菌对峙培养过程中菌落扩展

迅速，使6种病原菌的菌落扩展均受到抑制，受抑制

程度从大到小依次为玉米大斑病菌、西瓜枯萎病菌、

番茄灰霉病菌、玉米小斑病菌、马铃薯早疫病菌和马

铃薯晚疫病菌（图1），抑制率分别为63.38%、60.59%、

60.05%、52.53%、50.46%和44.10%。
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图1 菌株LB-1与6种供试植物病原真菌在PDA平板对峙培养中的菌落扩展情况

Fig. 1 Colony extension of strain LB-1 and the six tested plant pathogenic fungi on dual-culture PDA plates

每个平板左边为菌株LB-1，右边为病原菌。A：玉米大斑病菌；B：西瓜枯萎病菌；C：番茄灰霉病菌；D：玉米小斑病菌；

E：马铃薯早疫病菌；F：马铃薯晚疫病菌。In each PDA plate, the left part is LB-1 and the right part is pathogenic fungus. A：E.

turcicum；B：F. oxysporum f. sp. niveum；C：B. cinerea；D：B. maydis；E：A. solani；F：P. infestans.

2.1.2 培养液的拮抗效果

与对照相比，接种于含25%菌株LB-1培养液的

PDA平板上的病原菌菌落扩展均受到显著抑制，对

玉米大斑病菌、番茄灰霉病菌、玉米小斑病菌、西瓜

枯萎病菌、马铃薯早疫病菌和马铃薯晚疫病菌的抑

制率分别为30.45%、24.64%、24.35%、24.17%、20.78%

和12.33%（P<0.05），表明菌株LB-1培养液对供试病

原菌均具有显著拮抗作用。同时，6种植物病原菌

在含有菌株LB-1培养液的PDA平板上形成的菌落

瘠薄稀疏，菌丝层溶解明显（图2）。

图2 供试病原菌在含菌株LB-1培养液PDA平板上形成的菌落

Fig. 2 Colonies of the six tested pathogenic fungi on PDA plates amended with culture broth of strain LB-1

A1：玉米大斑病菌；B1：番茄灰霉病菌；C1：玉米小斑病菌；D1：西瓜枯萎病菌；E1：马铃薯早疫病菌；F1：马铃薯晚疫

病菌。A2~F2分别为6种相应病原菌在正常PDA平板上的对照菌落。A1：E. turcicum；B1：B. cinerea；C1：B. maydis；D1：F.

oxysporum f. sp. niveum；E1：A. solani；F1：P. infestans. A2-F2 are the corresponding control colonies of the six tested pathogenic

fungi on common PDA medium.

2.2 培养条件对菌株LB-1生长的影响

2.2.1 温度

菌株 LB-1 在 4~37℃均能够生长，但 25℃时菌

落扩展速度显著快于其它温度处理（P<0.05），为最

适生长温度。4、37℃条件下菌株LB-1菌落扩展缓

慢，培养 3 d 后菌落直径仅分别扩展了 0.92 mm 和
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1.27 mm（图3-A）。菌株LB-1菌饼在60℃条件下处

理 10 min，接种在 PDA平板上菌落不再有扩展，表

明60℃是其致死温度。

2.2.2 光照

菌株 LB-1 在 12 h 光照/12 h 黑暗、自然光照和

持续黑暗条件下的生长均无显著差异，但24 h持续

光照能够显著抑制其菌落扩展（P<0.05，图 3-B）。

在持续光照条件下于 25℃培养 3 d，菌株LB-1的菌

落直径为43.42 mm，是12 h光照/12 h黑暗条件下的

48.67%，自然光照条件下的49.81%，持续黑暗条件下

的49.66%。

2.2.3 pH

菌株 LB-1 的菌落在 pH 5~13 范围内均可生长

扩展，其中pH 7~9范围内菌落扩展速度显著高于其

它 pH水平（P<0.05）；在 pH 7条件下时菌落扩展速

度最快（图 3-C），表明菌株 LB-1 生长的最佳 pH 为

7，适宜 pH 范围是 7~9，而 pH<6 或 pH>10 均不利于

菌株LB-1的生长发育。

图3 不同温度、光照和pH条件下菌株LB-1的生长情况

Fig. 3 Growth of strain LB-1 under different conditions of temperature, light and pH

图中数据为平均数±标准差。不同字母表示经LSD法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±SD. Different letters

on the bars indicate significant difference at P<0.05 level by LSD test.

2.3 干旱胁迫和盐胁迫对菌株LB-1生长的影响

干旱胁迫检测结果表明，PDA平板中PEG 6000

浓度大于10%时，菌株LB-1的菌落扩展受到显著抑

制（P<0.05，图 4-A），此后，随着 PDA 平板中 PEG

6000浓度的不断增加，菌落扩展速度不断减缓，当

PEG 6000浓度达到 30%时，菌株LB-1菌落扩展受

到的抑制作用最高，抑制率达到41.42%。

盐胁迫检测结果表明，PDA平板中NaCl含量从

0.25 mol/L增加到 1.50 mol/L时，菌株LB-1生长受

到的抑制作用不断增强，当NaCl浓度大于0.50 mol/L

时，菌株LB-1的菌落扩展受到显著抑制（P<0.05，图

4-B），当NaCl浓度达到 1.50 mol/L时，菌株LB-1菌

落扩展受到的抑制作用最高，抑制率达 96.94%（P<

0.05），生长几乎停止。

图4 不同浓度PEG 6000和NaCl胁迫对菌株LB-1生长的影响

Fig. 4 Effects of different concentrations of PEG 6000 stress and NaCl stress on the growth of strain LB-1

图中数据为平均数±标准差。不同字母表示经LSD法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±SD. Different letters

on the bars indicate significant difference at P<0.05 level by LSD test.
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3 讨论

近年来，研究者们通过平板对峙培养法和含毒

培养基法检测了多种生防毛壳菌，发现这些毛壳菌

的拮抗作用主要通过菌体重寄生、菌丝快速生长的

生存竞争和产生抑菌物质实现，其中以产生抑菌物

质的研究报道最多（刘晓光等，1999；Soytong et al.，

2001；Zhang et al.，2013）。许秀兰等（2014）研究认

为，毛壳菌的生防作用并不是通过单一途径实现的，

而是营养竞争、重寄生及产生抑菌物质的协同作用

结果。本研究获得的近缘毛壳菌菌株LB-1与供试

植物病原真菌对峙培养过程中，菌株LB-1菌落扩展

迅速，可抑制6种供试植物病原真菌菌落的扩展，但

对峙培养的菌落交织面处抑菌带不明显，表明菌株

LB-1对病原菌的拮抗效果可能通过其快速生长的

竞争作用实现。含毒培养基法检测发现，菌株LB-1

培养液对病原菌菌落扩展也具有显著抑制作用，这

表明菌株LB-1培养液中含有抑菌活性物质。由此

可见，菌株LB-1的拮抗作用也可能是多种因素综合

作用的结果，其抑菌作用机理还有待进一步探讨。

毛壳菌抑菌活性物质分离是毛壳菌生防作用研

究中的热点领域。毛壳菌可以产生多种类型的次生

代谢抑菌物质，其中以球毛壳菌素类报道最多，被认

为是毛壳菌产生的次生代谢物质中非常重要的系列

化合物（Sekita et al.，1973；Youn et al.，2015）。目前

已从生防球毛壳菌中分离鉴定出了 chaetoviridin

（Park et al.，2005；Awad et al.，2014）、chaetomugilin

（Yamada et al.，2011）及 chaetoglobosin（Jiao et al.，

2004；McMullin et al.，2013；Zheng et al.，2014）等多

种抑菌活性物质。因此，对近缘毛壳菌菌株LB-1培

养液中抑菌活性物质的分离和鉴定是今后进一步探

讨其生防作用的重要内容。

李静等（2012）研究表明，大多毛壳菌的最低生

长温度范围是 4~15℃，适宜生长温度范围是 25~

30℃，致死温度在 38~50℃之间。李桂舫等（2008）

的研究表明，球毛壳菌菌株WHM12、绳生毛壳菌C.

funicola 菌株 WHM33 和 WHM34 的生长适宜温度

为20~30℃，螺卷毛壳菌C. cochlioides菌株WHM41

的生长适宜温度为 15~25℃；pH范围为 5~10，但以

中性及偏碱性环境最为适宜，而且全黑暗处理有利

于4种毛壳菌的生长。本研究测定的近缘毛壳菌菌

株LB-1最适生长温度为25℃，致死温度为60℃，但

在4~37℃范围内均可生长；自然光照和黑暗条件下

菌株LB-1生长较好，持续光照会显著抑制其菌丝生

长；菌株 LB-1 在 pH 5~13 的范围内可较好地生长，

但以pH 7~9条件下生长最好。李静等（2012）、李桂

舫等（2008）和本研究检测结果均表明，温暖、弱光、

中性至偏碱性环境条件对大多毛壳菌的生长更适

宜。同时，本研究中近缘毛壳菌菌株LB-1的致死温

度为60℃，对高温的耐受性优于李静等（2012）研究

的毛壳菌株。这为菌株LB-1在生产应用中的生长

适应性分析提供了参考依据。

干旱、土壤盐渍化是影响我国农业生产的重要

问题（Li et al.，2014)，也是影响真菌生长发育的重要

因子（王琚钢等，2012；张峰峰等，2014），但目前对生

防菌抗旱、耐盐性研究大多是分析其对寄主植物抵

御逆境胁迫的影响（刘晓珍等，2011；李玲，2016），而

对生防菌本身的抗旱、耐盐胁迫研究极少，关于毛壳

菌对干旱及盐胁迫的抗耐性研究未见报道。本试验

采用菌落直径法分析了离体条件下菌株LB-1的抗

旱性和耐盐性，发现当 PDA 培养基中 PEG 6000 含

量达到25%、氯化钠浓度达到1 mol/L时，菌株LB-1

仍然能够生长，说明其对干旱及盐胁迫具有极好的

抗耐性，这为菌株LB-1在干旱、盐渍化农业生态条

件下的研发应用提供了参考依据。
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