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血叶兰茎腐病菌拮抗木霉的筛选及其生防潜力的评估
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摘　要： 茎腐病会导致血叶兰植株的茎基部大面积腐烂，影响植株对营养物质的吸收。已有研究结果表明，

木霉菌能有效抑制多种病原菌，是一种重要的生防真菌。本研究从血叶兰茎基部发病组织中分离得到 1株致

病效果较强的病原菌 X.9，经形态学和分子生物学鉴定为尖孢镰刀菌。木霉菌与尖孢镰刀菌 X.9平板对峙的

结果表明，17株木霉菌能完全覆盖尖孢镰刀菌 X.9且抑制率均达 75%以上；进一步观察 17株木霉菌非挥发

代谢产物对 X.9的抑菌作用，木霉菌株 JX013和 SC009抑菌效果较好，抑菌率分别为 41.27%和 41.26%，经形

态学和分子生物学鉴定 JX013和 SC009均为棘孢木霉。JX013和 SC009与 X.9作用后几丁质酶和葡聚糖酶

都显著提高，表明木霉菌与病原菌作用时会分泌更多的细胞壁降解酶降解病原菌菌丝，从而抑制病原菌的生长。
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血叶兰 [Ludisia  discolor（Ker-Gawl.）A.Rich.]
为兰科（Orchidaceae）血叶兰属（Ludisia）的多年生

常绿草本植物，常见于山坡或沟谷阴凉湿润处。

血叶兰植株形态优美，具有较好的观赏价值。此

外，血叶兰全株均可入药，具有滋阴润肺、安神健

脾等功效，也可用于治疗食欲不振、神经衰弱等。

血叶兰作为观赏和药用两用植物，目前主要分布

在中国的海南、福建、广东、广西等地区[1-2]。兰花

茎腐病为兰花主要病害之一，是一种致病力较强

的土传性病害，兰花染病后茎基部产生水渍状病

斑，伴随茎部凹陷和坏死，随着病情发展会导致茎

基部大面积腐烂，影响植株对水分和养分的吸收，

引起叶片逐渐萎蔫，整株植株倒伏死亡[3-4]。目前

兰花病害防治多以栽培措施管理、化学防治、选育

优良品种等方面进行。对兰花茎腐病目前主要以

预防和化学防治为主，但长期使用化学农药会导

致病原菌产生抗药性，且栽培管理措施也耗费大

量的人力物力，从而增加生产成本[4-5]。

生物防治可利用生防菌的特性，生防菌通过

产生代谢产物抑制病原菌生长并进一步降解病原

菌，从而达到防治效果。木霉菌为一种重要的生

防真菌，广泛存在于土壤中，其生长迅速，适应性

强，对多种病原菌具有较好的防治效果[6]。目前的

研究结果表明，木霉菌有效防治灰霉菌、镰刀菌和

白绢菌等病原微生物，此外，木霉菌还能促进植物

种子萌发率、促进根系生长和叶片发育等[7-10]。叶

炜等[11] 发现 3株木霉对金线兰茎腐病病原菌尖孢

镰刀菌具有较强的抑制效果，并且还能促进金线

兰的生长和多糖的含量。陈俊生等[12] 表明施加木

霉菌剂能够有效抑制蝴蝶兰白绢病菌生长。魏林

等[13] 的研究结果表明，哈茨木霉 T2-16的固态制

剂可有效降低建兰茎腐病和白绢病的发病程度；

哈茨木霉 T2-16的液态制剂能促进花枝数的增加

及延长花期。此外，一些木霉菌如棘孢木霉、绿色

木霉等能够促进兰花植株生长和种子萌发，提高

植株生物量[14]。杨泽秀等[15] 将分离纯化的血叶兰

组培苗内生真菌与血叶兰进行为期 3个月的共培

养，结果表明与木霉菌共培养能有效促进植株鲜 
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质量和生根数。从石斛兰和蕙兰中分离的内生真

菌可用于拮抗病原真菌，其分离菌株中发现的木

霉菌能寄生病原菌，并在被寄生的木霉菌中检测

到广谱抑菌活性的化合物，并发现这些化合物可

发挥拮抗作用[16-17]。

木霉菌通过竞争、寄生、抗生和诱导植物抗性

等多种机制抑制病原菌的繁殖和扩散，从而达到

生物防治的目的[18]。木霉菌在与病原菌拮抗的过

程中通过分泌多种细胞壁降解酶裂解病原菌的细

胞壁，使病原菌菌丝断裂死亡，同时合成具有广谱

抑菌活性的次生代谢产物，包括抗生素类物质（如

胶霉毒素）、挥发性有机化合物（如 6-戊基-α-吡喃

酮）及非挥发性化合物等[19]。曹秋林等[20] 发现木

霉菌的非挥发性代谢产物能够抑制花生白绢菌菌

丝生长 ，还能促进花生植株的生长。Oszako
等[21] 认为棘孢木霉多种拮抗代谢物的分泌能抑制

栎树白粉病的发生。产生的细胞壁降解酶（如几丁

质酶、纤维素酶、蛋白酶和 β-1-3葡聚糖酶）在抑

制真菌病原体和诱导寄主植物的抗性方面发挥着

重要作用[22]。Tseng等[23] 的研究结果表明，在重寄

生过程中木霉菌产生大量的几丁质酶、葡聚糖酶

和蛋白酶等降解病原菌细胞壁，最终导致病原菌

死亡。木霉菌几丁质酶对胶孢炭疽菌和白绢菌具

有拮抗活性，几丁质酶浓度为 60 U·mL-1 时几乎完

全抑制胶孢炭疽菌和白绢菌的生长[24]。

目前对血叶兰的研究主要集中在育种、生活

习性和化学成分分析，对其病害的生物防治研究

较少。因此，本研究分离鉴定血叶兰茎腐病病原，

根据木霉菌的特性采用对峙培养、非挥发代谢产

物对病原菌的抑制及几丁质酶和葡聚糖酶活性检

测，探究木霉菌对血叶兰茎腐病病原的抑菌效果，

为进一步开发复合木霉菌制剂防治血叶兰茎腐病

提供理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　实验材料　病原菌从热带特色林木遗传与种

质创新教育部重点实验室血叶兰病株上分离获

得。木霉菌株由本课题组前期分离保存。木霉

菌、病原菌于 26 ℃ 恒温培养，血叶兰植株大棚内

遮荫培养。

 1.2　实验方法　

 1.2.1　茎腐病病原菌分离纯化　收集血叶兰腐烂

的茎部组织 ，用无菌的刀片切下病健交界处

0.6 cm×0.6 cm的组织块，无菌水清洗组织后，用

75%的乙醇消毒 3 min，无菌水冲洗过后用 4%的

次氯酸钠（4% NaClO）消毒 1 min，再用无菌水清

洗 5次，将经过表面消毒的组织转至灭菌后的滤

纸上吸干表面水分；待表面干燥后将组织转移到

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）平板上于 26 ℃
条件下培养 2～3 d，待长出菌落后挑取边缘菌丝

转至新的 PDA板上，重复转板纯化 5次，直至菌

落形态一致。此次分离纯化出 9株病原菌，命名

为 X.1～X.9，将这些病原菌保存至含有 1  mL
50%甘油和 1 mL 马铃薯葡萄糖液体培养基（PD）

的冻存管中，−20 ℃ 保存。

 1.2.2　病原菌致病性检测　取培育时间一致且长

势相近的血叶兰植株，用灭菌手术刀对其茎基部

进行刺伤处理 ，在伤口处接种上述纯化后的

X.1～X.9病原菌菌饼（d=0.5 cm），以空白 PDA菌

饼接种伤口处作为对照，在大棚内遮荫培养 10 d
后观察其发病症状。对照组和实验组均设置 3次

重复。

 1.2.3　茎腐病病原菌鉴定　将 1.2.2选出的致病

效果最强的菌株的菌饼（d=0.5 cm）接至 PDA板中

央，在 26 ℃ 光照培养箱培养 5 d，观察菌落生长状

态和菌丝形态，在平板上取样制片显微观察分生

孢子。菌板培养 5 d后，采用 CTAB法提取病原

菌 DNA，用引物 ITS1（5′ -TCCGTAGGTGAACCT
GCGG-3 ′ ）与 ITS4（5 ′ -TCCTCCGCTTATTGATAT
GC-3 ′ ）， EF1-728F（5 ′ -CATCGAGAAGTTCGAGA
AGG-3′）与 EF1-986R（5′-TACTTGAAGGAACCCT
TAC-C-3′）进行 PCR扩增[25-27]。扩增总体系 50 μL，
其中模板 DNA 3 μL，上、下游引物各 2 μL，Green
Mix 25 μL，ddH2O 18 μL；扩增程序为 95 ℃ 预变性

3 min,（95 ℃ 变性 15 s，58 ℃ 退火 15 s，72 ℃ 延伸

30 s）×35个循环，72 ℃ 最后延伸 10 min，PCR扩

增产物进行琼脂糖凝胶电泳验证，目的条带大小

一致，送擎科生物技术有限公司完成测序。ITS、
EF-1α 基因片段序列通过 NCBI的 BLAST工具进

行相似性序列比对，下载对应的同源基因序列，利

用 MEGA7.0软件 Clustal W进行多重比对，除去

两端未比对的序列，通过 Neighbor-Joining法构建

系统发育树，将 bootstrap设置为 1 000次重复构建

系统发育树。
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 1.2.4　拮抗木霉菌的平板对峙筛选　取活化培养

后的木霉菌和病原菌用打孔器从菌落边缘打菌饼

（d=0.5 cm），分别接种在 PDA平板的两侧，菌饼距

离平板边缘约 1 cm，以只接种病原菌作为对照，

26 ℃ 恒温培养，每个处理 5个重复。培养 7 d后

测量病原菌菌落半径，计算木霉菌对病原菌的抑

菌率。参照陈书华等[28] 的方法使用覆盖度表示对

病原菌的寄生能力，采用分级标准为Ⅰ 级：木霉菌

完全覆盖病原菌；Ⅱ 级：木霉菌覆盖全皿的 2/3以

上；Ⅲ 级：木霉菌占全皿 1/3～2/3；Ⅳ 级：病原菌占

全皿 2/3以上；Ⅴ 级：病菌长覆盖全皿[29]。

抑菌率（%）=（对照组病原菌菌落半径－处理

组菌落半径）/对照组菌落半径×100
 1.2.5　木霉菌非挥发性代谢产物对病原菌的抑制

作用　在直径为 9 cm的 PDA平板上，铺上直径约

为 10 cm的无菌玻璃纸，在平板中央接种活化 2 d
的木霉菌饼（d=0.5 cm），26 ℃ 恒温培养。培养 2 d
后将玻璃纸和菌饼揭开除去，在平板中央接入病

原菌，26 ℃ 恒温培养。每个处理重复 3次，以空

白的 PDA平板做对照，接种 5 d后用十字交叉法

测量菌落直径，计算抑菌率[20,30]。

抑制率（%）=（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
 1.2.6　拮抗木霉菌的鉴定　将筛选出的拮抗效果

好的木霉菌株菌饼（d=0.5 cm）接到 PDA、CMD、

SNA平板中央，在 26 ℃ 恒温培养箱中培养 5 d,
观察菌落的形态特征。待菌落长满整个培养皿

时，取样制片观察分生孢子梗和分生孢子簇的特

征，菌株的形态学鉴定参照杨合同[31] 的方法。分

子鉴定参照 1.2.3病原菌的鉴定方法。

 1.2.7　细胞壁降解酶酶活测定　将木霉菌与病原

菌菌饼（d=0.5 cm）对峙接在平板上培养 5 d，以单

接木霉菌为对照进行取样。每个处理 3次重复，

采用几丁质酶和 β-1,3葡聚糖酶活性检测试剂盒

（索莱宝）进行酶活测定。几丁质酶活性定义为 37 ℃
下，每克组织每小时分解几丁质产生 1 μmol N-乙
酰氨基葡萄糖的酶量为一个酶活性单位；β-1,3葡

聚糖酶活性定义为每克组织每小时产生 1 mg还

原糖为一个酶活性单位。

 2　结果与分析

 2.1　致病性检测　将分离纯化获得 X.1～X.9菌

株的菌饼分别接种在血叶兰茎基部处理 10 d后，

小心取出植株观察其发病状况，结果（图 1）表明，

9株病原菌株均能导致血叶兰茎基部发病，血叶兰

接种处呈现出腐烂状态；X.1～X.9的病斑面积分

别为 0.09 、0.53 、0.24 、0.23 、0.32 、0.12、0.26 、
0.37 、0.65 cm2，其中 X.9的致病效果最强。将接

种发病后的茎基部取回，小心冲洗除去茎基部表

面土壤，切取病健交界处进行表面消毒后接至

PDA平板上培养，菌落边缘挑取菌丝纯化培养，菌

落和孢子形态与原接种菌株一致，符合柯赫氏

法则。
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图 1    血叶兰茎基部发病部位病斑面积
Fig. 1    Area of lesions at the basal part of the stem of

L.discolor
注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。

Note:  Different  lowercase  letters  indicate  significant
differences（P<0.05）.
 

 2.2　病原菌的鉴定　病原菌前期菌落为白色，随

着培养时间的延长，会逐渐产生粉色或紫色色

素。PDA平板培养菌落中间菌丝茂密，边缘稀疏，

菌丝呈现粉白色交接（图 2-A）。制片显微观察发

现小分生孢子丰富，呈椭圆形，大分生孢子呈镰刀

状，整体细长而两端渐尖（图 2-B、C），参照《常见

镰刀菌鉴定指南》初步鉴定为镰刀菌[32]。

将测序结果在 NCBI进行比对，结果表明病原

菌 X.9的内转录间隔区序列（ITS）与尖孢镰刀菌

（MN900534.1、AF440542.1）具有 100%的一致性；

延 伸 因 子 序 列 （EF-1α）只 有 尖 孢 镰 刀 菌 Fol4
（MN900534.1）与 X.9具有 100%一致性。下载比

对结果中同时提交 ITS、EF-1α片段序列的镰刀菌

菌株序列，与 X.9序列构建基于 ITS和 EF-1α片

段串联的双基因系统发育树，结果表明 X.9与尖孢

镰刀菌番茄专化型（MN900534.1）遗传距离最近，

并且与尖孢镰刀菌 Fo47菌株（AF440542.1）聚在
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同一分支（图 2-D）。根据系统发育树结合形态学

分析鉴定 X.9（PV207918）为尖孢镰刀菌。

 2.3　拮抗木霉菌的平板对峙筛选　将活化后的

35株木霉菌与病原菌 X.9接至 PDA平板上对峙

培养 7 d后，测量木霉菌对病原菌的抑制作用。结

果（图 3和表 1）表明，35株木霉菌对病原菌的抑制

率在 60.00%以上；LS029-3菌株抑制效果较差，抑

菌率只有67.78%；17株木霉菌FJ059、GS013、HA008、

JX013、NM046、NM057、NM063、NM064、NM065、

NM082、NM085、NM103、NM104、NM171、SC009、

XJ004、XJ039能完全覆盖（覆盖度等级为Ⅰ）病原

菌菌丝，且抑菌率均在 75.00%以上，这说明 17株

木霉菌对病原菌有较强的拮抗作用。

 2.4　非挥发性代谢产物对病原菌的抑制作用　进

一步确认 17株木霉菌对病原菌的抑制作用，在含

有非挥发性代谢产物平板中央接病原菌，培养 5 d

测量病原菌菌落直径。结果表明 17株木霉菌

非挥发性代谢产物对病原菌的生长均有抑制

作用， JX013和 SC009对病原菌的抑制效果最

为显著，抑菌率分别为 41.27%和 41.26%，NM104

效果最差仅有 24.48%（图 4-A）。本实验观察到非

挥发性代谢产物除了能抑制病原菌缓慢生长

外，部分平板病原菌菌丝塌陷，表明木霉菌的非

挥发性物质能有效抑制病原菌 X.9的生长
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图 2    血叶兰茎腐病病原菌鉴定
Fig. 2    Identification of stem rot pathogens of L. discolor

A.病原菌 X.9在 PDA平板上培养 5 d菌落形态；B～C. 病原菌 X.9小分生孢子和大分生孢子；D. 基于 ITS、EF-1α构建的系统发育树。
A.  Colony  morphology  of  pathogen  X.9  cultured  on  PDA  plates  for  5  d;  B～C.  Small  and  large  conidia  of  pathogen  X.9;  D.  phylogenetic  tree

constructed based on ITS, EF-1α.
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表 1    35 株木霉菌株对病原菌 X.9 的拮抗作用

Tab. 1　Antagonistic effect of 35 strains of Trichoderma against pathogen X.9

菌株编号
Strain number

抑菌率/%
Inhibition rate/%

覆盖度
Degree of coverage

菌株编号
Strain number

抑菌率/%
Inhibition rate/%

覆盖度
Degree of coverage

AH003 71.51±4.48gh Ⅱ NM064 77.14±0.73abcdefg Ⅰ

AH009 81.29±4.81abc Ⅱ NM065 80.75±0.51abcd Ⅰ

FJ002 72.00±1.79fgh Ⅱ NM066 78.39±3.11abcdefg Ⅱ

FJ035 76.63±4.70abcdefg Ⅱ NM073 71.24±5.63bc Ⅱ

FJ059 76.13±1.08bcdefg Ⅰ NM082 77.48±0.39abcdefg Ⅰ

GS013 76.55±0.39abcdefg Ⅰ NM085 77.25±0.67abcdefg Ⅰ

HA008 81.04±1.21abc Ⅰ NM102 75.88±5.00bcdefg Ⅱ

JX013 80.41±0.49abcd Ⅰ NM103 79.45±0.45abcde Ⅰ

LS029-2 75.3±3.86abcdefg Ⅲ NM104 80.54±0.57abcd Ⅰ

LS029-3 67.78±4.69h Ⅲ NM110 79.26±5.46abcdef Ⅱ

NM042 79.32±3.79abcdef Ⅱ NM142 72.52±2.50cdefgh Ⅲ

NM044 82.41±3.08ab Ⅱ NM157 74.28±6.35cdefgh Ⅲ

NM046 78.39±0.12abcdefg Ⅰ NM171 82.57±0.44ab Ⅰ

NM050 79.77±5.08abcde Ⅱ SC009 75.81±1.16bcdefg Ⅰ

NM057 79.14±0.58abcdef Ⅰ XJ002 74.08±1.76bc Ⅲ

NM058 83.95±4.71a Ⅱ XJ004 81.06±0.58abc Ⅰ

NM061 73.29±2.78cdefgh Ⅲ XJ039 79.9±0.98abcd Ⅰ

NM063 80.02±0.67abcd Ⅰ

　　注：上标中的不同字母在处理之间差异显著（p<0.05）。
　　Note: Different superscript letters mean significant difference between treatments（p<0.05）.

 

图 3    拮抗木霉菌的平板对峙筛选
Fig. 3    Screening of antagonistic Trichoderma by plate confrontation assay
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（图 4-B）。

 2.5　拮抗木霉的鉴定　PDA平板上 JX013菌株

菌落呈同心环，菌丝茂密且产生大量分生孢子（图 5-

A）；CMD平板上菌丝稀疏，无气生菌丝，在平板边

缘产生少量孢子（图 5-B）；SNA平板培养菌丝稀

疏，菌落边缘产生大量孢子，菌落中央也分散产孢

（图 5-C）。显微观察分生孢子梗形成半球形丛树，

分枝对生生长，顶端有 2个或 2个以上的瓶梗，孢

子簇则呈棉絮状（图 5-D、E）。菌株 SC009的形态

特征与菌株 JX013几乎一致（图 5-F--J）。 JX013

和 SC009形态特征与棘孢木霉基本一致，参照杨

合同[31] 方法初步鉴定为棘孢木霉。

将测序结果在 NCBI数据库进行 BLAST比

对，结果显示 JX013的内转录间隔区序列（ITS）和

延伸因子序列（EF-1α）与棘孢木霉（LN713967.1、

MN794562.1）具有 100%的相似度，从 NCBI数据

库下载同时具有 ITS、EF-1α片段序列的木霉菌序

列 ； SC009的 ITS和 EF-1α序 列 与 棘 孢 木 霉

（MN794562.1）具有 100%的相似度，从比对结果

中下载同时具有 ITS、EF-1α片段序列的木霉菌序

列；将获得序列整合构建基于 ITS、EF-1α双基因

系 统 发 育 树 ， 结 果 表 明 JX013与 棘 孢 木 霉

（LN713967.1）菌株聚在同一分枝，与棘孢木霉

AMU  R  Tas（MN794562.1）聚 在 同 一 枝 上 ，
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A.非挥发性代谢产物对病原菌 X.9的抑制率；B.非挥发性代谢产物对病原菌 X.9生长抑制平板结果。不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。
A. Inhibition rate of non-volatile metabolites against pathogen X.9; B. Plate results of growth inhibition of pathogen X.9 by non-volatile metabolites.

Different lowercase letters indicate significant differences（P<0.05）.
图 4    非挥发性代谢产物对病原菌 X.9 的抑制作用

Fig. 4    Inhibition of pathogenic bacteria X.9 by non-volatile metabolites
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SC009与棘孢木霉 AMU R Tas（MN794562.1）、棘

孢木霉（LN713967.1）和 JX013菌株聚在同一分枝

（图 5-K）。通过形态学和系统发育树分析鉴定

JX013（PV207936）和 SC009（PV207937）均为棘孢

木霉。

 2.6　细胞壁降解酶的酶活测定　本研究通过分光

光度法测定棘孢木霉 JX013和 SC009菌株分泌的

几丁质酶及葡聚糖活性水平，分析其拮抗病原菌

过程中的表达情况。如图 6所示，1）未处理的

JX013菌株葡聚糖酶活力低于 JX013与病原菌作

用的酶活;2）SC009菌株与病原菌作用后葡聚糖酶

活力比未处理较高; 3）两者均存在显著差异。在

与病原菌作用的情况下，JX013菌株和 SC009菌

株产几丁质酶的能力高于未做处理的单菌株酶

活。这表明木霉菌在拮抗病原菌过程中会产生更

多的细胞壁降解酶抑制病原菌生长。

 3　讨　论

目前国内外对血叶兰的研究主要集中在化学

成分、新品种的培育和药用价值研究，对病害防治

的研究较少 [2,33-35]。木霉菌作为重要的生防真菌，

能够通过重寄生作用、拮抗作用等机制减少病害

的发生[36]。哈茨木霉通过抑制病原菌生长和诱导

植物抗病生理指标活性来防治黄芪根腐病[37]。长
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图 5    木霉菌在不同培养基上的形态特征及分子鉴定
Fig. 5    Morphological characteristics and molecular identification of Trichoderma on different media

A～C. JX013在 PDA、CMD及 SNA平板上培养 5 d菌落形态；D～E. JX013分生孢子梗和分生孢子簇；F～H. SC009在 PDA、CMD及
SNA平板上培养 5 d菌落形态；I～J. SC009分生孢子梗和孢子簇；K. JX013和 SC009基于 ITS 和 EF-1α 建构系统发育树。

A～C. JX013 colony morphology on PDA, CMD and SNA plates for 5 d; D～E. JX013 conidiophores and cluster of conidia; F～H. SC009 colony
morphology on PDA, CMD and SNA plates for 5 d; I～J. SC009 conidiophores and cluster of conidia; K. JX013 and SC009 phylogenetic trees constructed
based on ITS and EF-1α..
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枝木霉菌拮抗立枯丝核菌具有显著的抑制效果，

主要通过其对病原菌重寄生及其代谢产物发挥拮

抗作用[38]。棘孢木霉的生防机制与其次生代谢产

物密切相关，例如棘孢木霉产生的次级代谢物苯

乙醇对尖孢镰刀菌具有明显抑制作用[39]。此外，木

霉菌在产生拮抗物质的同时也产生各种降解细胞

壁的胞外酶来抑制土传植物病原菌的生长和萌

发 [40]。木霉菌与病原菌拮抗过程中能产生乙烯、

酮类等挥发性代谢物和几丁质酶、β-1,3-葡聚糖酶

等非挥发性代谢产物[41-42]。Howell[43] 研究表明哈

茨木霉分泌的胶霉毒素与几丁质酶协同作用能很

好抑制病原菌孢子萌发。

本研究分离获得致病效果较强的病原菌 X.9，
该病原菌会导致血叶兰茎基部腐烂，经鉴定确认

该病原菌 X.9为尖孢镰刀菌。为了探究生防木霉

菌对 X.9尖孢镰刀菌的生防效果，选取 35株木霉

菌与 X.9菌株平板对峙，17株木霉菌对 X.9菌株

的抑菌率在 75%以上，并且能完全覆盖病原菌菌

落。17株木霉菌中 JX013和 SC009菌株非挥发

性代谢物对病原菌有显著的抑制效果，而挥发性

代谢物抑菌效果较差；除去该部分实验结果，说明

JX013和 SC009菌株这两株木霉菌的非代谢产物

有效抑制 X.9菌株菌丝生长，但具体的代谢化合物

成分还需要进一步探究。经鉴定确认 JX013和

SC009均为棘孢木霉。JX013和 SC009寄生病原

菌过程中可能会释放一定的细胞壁降解酶降解病

原菌菌丝；棘孢木霉 JX013和 SC009与 X.9菌株

对峙过程中几丁质酶和 β-1,3-葡聚糖酶的酶活力

显著提高，这说明在木霉菌与病原菌作用过程中，

除了非挥发性代谢物起到一定抑菌作用外，病原

菌也通过刺激木霉菌分泌更多的细胞壁降解酶降

解病原菌菌丝，从而有效抑制病原菌的生长，具体

应用生防效果还需设置田间试验进一步探究。综

上所述 ，本研究团队发现棘孢木霉 JX013和

SC009对血叶兰茎腐病病原尖孢镰刀菌 X.9菌株

具有显著的抑制效果，通过棘孢木霉的代谢产物

和细胞壁降解酶抑制尖孢镰刀菌 X.9生长。这为

后续研究血叶兰茎腐病的防治提供理论基础。
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图 6    木霉菌株酶活测定
Fig. 6    Enzyme activity determination of Trichoderma

注：“****”表示差异极显著（P≤0.0001）。
Note: “****” indicates highly significant difference（p≤0.0001）.
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Screening of antagonistic Trichoderma against stem rot
pathogen in Ludisia discolor(Ker-Gawl.)A.Rich and

evaluation of
its biocontrol potential

Chen Peiwei1#,   Chen Yaoli1,   Liu Yangping1,   Song Xiqiang1,2,   Liu Tong1,   Wang Weiwei1,2*
（1. School of Tropical Agriculture and Forestry (School of Agricultural and Rural Affairs/ School of Rural Revitalization),
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Abstract：Stem rot causes extensive rotting at the base of the stems of bloodleaf orchid plants, affecting nutrient uptake. Studies
have shown that Trichoderma can effectively inhibit a wide range of pathogenic bacteria and is an important biocontrol fungus. A
strain  of  pathogen  X.9  with  the  strongest  pathogenic  effect  was  isolated  from  the  diseased  tissues  at  the  stem  base  of Ludisia
discolor(Ker-Gawl.)A.Rich,  which  was  identified  as  Fusarium  oxysporum  by  morphology  and  molecular  biology.  The  plate
confrontation assay between Trichoderma strains and the F. oxysporum X.9 showed that 17 Trichoderma strains could completely
cover  F.  oxysporum  X.9  an  inhibition  rate  of  more  than  75%.  Further  observation  of  the  inhibition  effect  of  17  strains  of
Trichoderma non-volatile metabolites on X.9 showed that JX013 and SC009 had better inhibition effect, with their inhibition rates
being 41.27% and 41.26%, respectively. Through morphological and molecular biological identification, both JX013 and SC009
were confirmed to be Trichoderma asperellum. Both JX013 and SC009 showed a significant increase in chitinase and glucanase
after  interacted  with  X.9,  indicating  that  Trichoderma  secretes  more  cell  wall  degrading  enzymes  to  degrade  the  pathogenic
mycelium when interacted with pathogenic bacteria, thus inhibiting the growth of pathogenic bacteria.
Keywords：Ludisia discolor (Ker-Gawl.)A.Rich；stem rot；Fusarium oxysporum；Trichoderma；biological control
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