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摘   要：由尖孢镰刀菌古巴专化型热带四号小种(Fusarium oxysporum f. sp. cubense tropical race4, 
FocTR4)引起的香蕉枯萎病(banana Fusarium wilt, BFW)是全世界范围内难以防治的真菌病害，给香

蕉产业造成巨大的经济损失。本研究旨在筛选高效拮抗 FocTR4 的木霉生防菌株，并对其发酵代谢

产物进行分离、提纯和鉴定，为香蕉枯萎病的高效生物防治提供重要生防菌株和活性化合物资源。

从作物根际土壤中分离出木霉菌株，通过平板对峙培养、发酵液对病原菌孢子萌发及菌丝生长抑

制，测试筛选出高效抑制 FocTR4 的生防木霉菌株；通过构建系统发育树明确生防菌株的分类地

位；通过柱色谱法分离纯化菌株发酵液中活性成分，通过核磁共振波谱法 (nuclear magnetic 
resonance spectroscopy, NMR)解析活性成分的结构；通过香蕉苗感病盆栽实验检测生防木霉菌株对

香蕉枯萎病的防治效果。结果表明，本研究筛选到了 1株拮抗FocTR4的菌株 JSHA-CD-1003，平板

对峙抑制率为 60.6%；发酵液在 24 h 内能完全抑制 FocTR4 孢子萌发，7 d 内对 FocTR4 菌丝生长的

抑制率为 52.6%；基于内转录间隔区(internal transcribed spacer, ITS)和 tef1-α基因串联序列构建系统

发育树，该菌株鉴定为短密木霉(Trichoderma brevicompactum)，通过柱色谱法分离提纯和 NMR 鉴

定单一活性化合物为木霉素(trichodermin)，最小抑菌浓度(minimum inhibitory concentration, MIC)为
25 μg/mL；盆栽生防实验表明，菌株 JSHA-CD-1003 发酵液对香蕉枯萎病的叶片黄化防治率为
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47.4%，球茎褐化防治率为 52.0%。因此，JSHA-CD-1003 通过产生木霉素有效抑制 FocTR4 孢子萌

发和菌丝生长，对FocTR4引起的香蕉枯萎病具有良好的生物防治效果，是一株具有生防潜力的菌株。 
关键词：香蕉枯萎病；生物防治；短密木霉；柱色谱法；木霉素 
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Abstract: The banana Fusarium wilt (BFW) caused by Fusarium oxysporum f. sp. cubense 
tropical race4 (FocTR4) is difficult to control worldwide, which causes a huge economic losse 
to banana industry. The purpose of this study was to screen Trichoderma strains with 
antagonistic activity against FocTR4, to isolate and purify the active compound from the 
fermentation broth, so as to provide important biocontrol strains and active compound 
resources. In this work, Trichoderma strains were isolated and screened from the rhizosphere 
soil of crops, and the strains capable of efficiently inhibiting FocTR4 were screened by plate 
confrontation, and further confirmed by testing inhibition for the conidial germination and 
mycelial growth of FocTR4. The phylogenetic tree clarified the taxonomic status of the 
biocontrol strains. Moreover, the active components in the fermentation broth of the strains 
were separated and purified by column chromatography, the structure of the most active 
component was analyzed by nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR), the BFW control 
effect was tested by pot experiments. We obtained a strain JSHA-CD-1003 with antagonistic 
activity against FocTR4, and the inhibition rate from plate confrontation was 60.6%. The 
fermentation broth of JSHA-CD-1003 completely inhibited the germination of FocTR4 conidia 
within 24 hours. The inhibition rate of FocTR4 hyphae growth was 52.6% within 7 d. A 
phylogenetic tree was constructed based on the ITS and tef1-α gene tandem sequences, and 
JSHA-CD-1003 was identified as Trichoderma brevicompactum. Purification and NMR 
identification showed that the single active compound was trichodermin, and the minimum 
inhibitory concentration (MIC) was 25 μg/mL. Pot experiments showed that the fermentation 
broth of strain JSHA-CD-1003 was effective against BFW. The control rate of leaf yellowing 
was 47.4%, and the rate of bulb browning was 52.0%. Therefore, JSHA-CD-1003 effectively 
inhibited FocTR4 conidial germination and mycelium growth through producing trichodermin, 
and showed biocontrol effect on banana wilt caused by FocTR4, thus is a potential biocontrol 
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strain. 
Keywords: banana Fusarium wilt; biological control; Trichoderma brevicompactum; column 
chromatography; trichodermin 

 
香蕉是热带、亚热带地区最受欢迎的水果之

一，是我国台湾、福建、广东、广西和海南等省

区 重 要 的 经 济 作 物 。 香 蕉 枯 萎 病 (banana 
Fusarium wilt, BFW)作为一种由尖孢镰刀菌古

巴专化型(Fusarium oxysporum f. sp. cubense)引
起的土传真菌病害，具有传播速度快、分布广、

存活时间长和难根治等特点[1]，在我国香蕉产区

大面积发生，严重威胁着香蕉产业的发展[2]。根

据宿主的特异性，尖孢镰刀菌古巴专化型主要分

为 4 个生理小种(Foc1–Foc4)，特别是古巴专化

型热带 4 号小种(FocTR4)几乎可以感染现有的

所 有 香 蕉 品 种 [3] 。 现 行 最 常 见 种 植 品 种

Cavendish (AAA)型香蕉对 Foc1 号生理小种具

有抗性，但面对 FocTR4 侵染发病率居高不下[4]。 
近年来，针对 FocTR4 的防治手段主要有  

4 种：施用化学农药[5]、作物轮作[6]、香蕉抗病

品种选育[7-8]和生物防治等。其中，生物防治具

有安全及生态可持续等特点，是目前香蕉枯萎病

防治的研究热点[9]。现已报道并用于防治作物病

害生防菌主要包括链霉菌(Streptomyces spp.)[10]、

芽 孢 杆 菌 (Bacillus spp.)[11] 、 假 单 胞 菌

(Pseudomonas spp.)[12] 和 木 霉 菌 (Trichoderma 
spp.)[13]等。这些生防菌在香蕉枯萎病防控中发挥

了一定的作用，但在针对 FocTR4 引起的香蕉枯

萎病的防治上仍达不到预期。因此，筛选广谱、

高效的生防菌菌株是目前香蕉枯萎病生物防治

中最基础和最重要的工作[14]。 
木霉在自然界中分布广泛且具有重要的生

防应用价值[15]，其很多种类不仅能拮抗多种土

传性真菌病原菌，还能促进植物生长[16]。由于

其生防机制复杂多样，包括竞争、重寄生、抗生

和诱导植物抗性等，使得木霉在植物病害可持续 

防控管理中占有无可替代的地位[17-18]。木霉的次

生代谢产物种类丰富，主要包括聚酮、肽类、萜

类和其他类型化合物等，这些次生代谢产物具有

抑菌和抗病毒等多种活性，在抗微生物活性方

面受到人们关注，有较强的潜在应用价值和资

源价值[19]。Zhao 等[20]从中国海南岛红树林分离

的哈茨木霉(Trichoderma harzianum) D13 分离出

聚酮类物质(nafuredin C)，对稻瘟病的最小抑菌

浓度(minimum inhibitory concentration, MIC)值

为 8.63 μmol/L。Shi 等[21]从 T. brevicompac-tum 

A-DL-9-2 中分离出 2 种新的酮烯(cuparene)衍生

物和 14 种单端孢霉(trichothecene)衍生物，其中

单端孢霉衍生物木霉素(trichodermin)对 5 种病

原真菌具有较强的抗真菌活性，对黄瓜专化尖孢

镰刀菌的 MIC 值为 4 μg/mL。这些化合物对农

业致病病原真菌展现出良好的生物活性，具备广

泛应用前景。因此，加强木霉菌次生代谢产物研

究，对活性化合物生物农药的开发和应用具有十

分重要的意义。 

本文旨在筛选具有高效拮抗香蕉枯萎病专

化类型古巴专化型热带四号小种(FocTR4)的木

霉菌株，研究其次生代谢产物中抑制病原菌生长

的活性化合物，以期为该类专化型香蕉枯萎病生

物防治提供重要的生防菌株资源，为生物农药活

性化合物筛选提供潜在高效活性化合物。 

1  材料与方法 
1.1  供试材料 
1.1.1  根际土壤样品 

土壤样品采集自江苏省淮安市金湖县

(33.04°N, 118.99°E)蚕豆和香菜作物根际土壤，
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密封于自封袋，于 4 ℃保存备用。 
1.1.2  培养基 

马铃薯葡萄糖液体培养基(potato dextrose 
broth, PDB) (g/L)：马铃薯 200，葡萄糖 20，蒸

馏水 1 000 mL；马铃薯葡萄糖琼脂培养基(potato 
dextrose agar, PDA) (g/L)：马铃薯 200，葡萄糖

20，琼脂粉 15−20，蒸馏水 1 000 mL。 
木霉选择培养基 [22] 使用丙酸钠培养基

(g/L)：马铃薯 200，葡萄糖 20，琼脂粉 15–20，
丙酸钠 0.05，庆大霉素 0.05，蒸馏水 1 000 mL；

虎红钠盐培养基：马铃薯 200，葡萄糖 20，琼脂粉

15–20，虎红钠盐 0.02，氯霉素 0.3，蒸馏水 1 000 mL。 
RPMI1640 培养基(g/L)[23]：RPMI 1640 粉末

(北京诺为生物技术有限公司) 20.8、MOPS 缓冲

液 69.08，葡萄糖 36。实际操作时取 800 mL 蒸

馏水，搅拌至完全溶解，常温下调节 pH 至 7.0，
定容至 1 000 mL，并用 0.22 μm 滤膜无菌过滤至

50 mL 离心管内，4 ℃备用。用于培养病原真菌

孢子。 
1.1.3  供试菌株和香蕉苗品种 

尖孢镰刀菌古巴专化型热带四号小种

(FocTR4)由广西农业科学院植物保护所惠赠。 
核盘菌(Sclerotinia sclerotiorum)、山茶刺盘

孢菌 (Colletotrichum camelliae)和灰葡萄孢菌

(Botrytis cinerea)均由中国农业科学院植物保护

研究所李世东实验室提供。 
香蕉苗购自南宁组培苗公司，品种为威廉斯

B6 (Musa AAA Cavendish subgroup)。 

1.2  方法 
1.2.1  木霉菌株的分离和筛选 

采用浓度梯度稀释法，称取 5 g 土样放于装

有 45 mL 灭菌水的锥形瓶中，28 ℃、150 r/min
摇床振荡 30 min 制备土壤悬浮液。并采用平板

涂布法，分离纯化单一木霉菌株[22]。 
1.2.2  木霉菌株发酵液制备 

采用摇瓶发酵法，无菌条件挑取 6 个直径为

5 mm 的木霉菌菌饼，接入 120 mL PDB 培养基

中，28 ℃、200 r/min 摇瓶培养 7 d。用 4 层灭菌

纱布过滤发酵液，7 800 r/min 室温离心 10 min，
并用 0.22 μm 滤膜过滤上清液，即得无菌发酵液

放于 4 ℃保存备用。 
1.2.3  FocTR4 病原菌孢子制备 

采用摇瓶发酵法，无菌条件挑取 6 个直径为

5 mm 菌饼，接入 120 mL PDB 培养基中，25 ℃、

150 r/min 摇瓶培养 3 d，4 层纱布过滤发酵液，    
7 800 r/min 离心 10 min，去除上清液并用无菌水

清洗底部孢子，血球板计数，最终得到109 CFU/mL
病原菌孢子液，4 ℃保存备用[24]。 
1.2.4  木霉菌抑菌活性测定 

采用平板对峙法，用打孔器分别取直径为  
5 mm 的病原菌与待测木霉菌菌饼，两菌相距   
5 cm，接种于同一 PDA 培养基平板上，每组    
3 个重复，以单接病原菌为对照。平板置于 28 ℃
黑暗培养 7 d，测量病原菌的菌落半径(朝向木霉

菌面)，计算木霉菌的抑制率。公式如下：生长

抑制率=[(C−T)/C]×100%。其中 C 和 T 分别代表

对照组(control)和处理组(treatment)中被测病原

菌的平均生长半径[25]。 
采用抑制菌丝生长速率法，取无菌过滤木霉

发酵液按 V 木霉发酵液:VPDA=1:9 充分混匀倒板，将

FocTR4 病原菌菌饼接种于培养皿中央，28 ℃黑

暗培养 7 d，十字交叉法测量病原菌菌落半径，

计算其抑菌效果。公式如下：生长抑制率= 
[(C−T)/C]×100%。其中 C 和 T 分别代表对照组

(control)和处理组(treatment)中被测病原菌的平

均生长直径[22]。 
采用孢子萌发法，将无菌木霉发酵液过滤

与病原菌孢子液按 V 木霉发酵液:VFocTR4=1:1 均匀混

合加入到 96 微孔板中，每个小孔 200 μL，在

28 ℃黑暗条件下，培养 24 h。对照为添加同体

积 PDB 溶液，FocTR4 病原菌孢子液最终浓度为
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1×105 CFU/mL。 
基于前期筛选，将木霉菌株 JSHA-CD-1003 

(下文简称 1003)作为进一步研究材料。 
1.2.5  菌株 1003 系统发育树构建及鉴定 

采用 TIANGEN 试剂盒(北京天根生化科技

有限公司)提取菌株 1003 基因组 DNA，进行

rDNA 内转录间隔区(internal transcribed spacer, 
ITS)序列扩增和翻译延伸因子 1-α (translation 
elongation factor 1-α, tef1-α)序列扩增。 

ITS 序列扩增通用引物为：ITS1 (5ʹ-TCCGTA 
GGTGAACCTGCGG-3ʹ)和 ITS4 (5ʹ-TCCTCCGC 
TTATTGATATGC-3ʹ)，根据 White 等方法的反应

体系和扩增程序进行 PCR 反应[26]。 
tef1-α基因扩增引物为：EF1-728F (5ʹ-CAT 

CGAGAAGTTCGAGAAGG-3ʹ) 和 TEF1LLErev 
(5ʹ-AACTTGCAGGCAATGTGG-3ʹ)，根据 Jaklitsch
等方法的反应体系和扩增程序进行 PCR 反应[27]。 

将测序序列与 NCBI 中 GenBank 的基因序

列进行比对，选取与克隆序列同源性较高的序列

作为参考，用 BioEdit 软件(version 7.0.9)进行序

列比对并手动校正，使用 DNAMAN 软件进行正

反序列拼接，处理好的数据通过 MEGA 7.0 软件

进行碱基对校正，同时进行 ITS 与 tef1-α序列联

合 拼 接 ， 最 后 采 用 邻 接 法 (neighbor-joining 
method，自展数为 1 000)构建物种系统发育树。 
1.2.6  菌株 1003 生理生化特性测试 

实验参照 Bric 等 [28]、Glickmann 等 [29]、

Schwyn 等[30]和 Dey 等[31]进行菌株产吲哚乙酸

(indoleacetic acid, IAA)、产氨、产铁载体和溶磷

能力等对植株促生具有影响的生理生化特性测

定；同时参照 Singh 等[12]方法进行菌株耐盐测定

和最适温度测定。 
1.2.7  菌株 1003 活性化合物分离纯化及鉴定 

将菌株 1003 接种于 10 个锥形瓶中，每瓶

200 mL PDB 培养基，共 2 L。于 28 ℃、200 r/min
条件下发酵 7 d，然后用 4 层纱布滤去菌丝，并

在 50 ℃下用旋转蒸发仪将发酵液浓缩至 500 mL。
随后用等体积的乙酸乙酯连续萃取 3 次，并用旋

转蒸发仪，控制温度在 45 ℃下减压浓缩得到浸

膏产物。 
将浸膏(767.0 mg)用适量二氯甲烷甲醇溶液

(VC:VM=1:1)溶解，用氯甲凝胶柱对样品进行分

离，经薄层层析(thin layer chromatography, TLC)
检测将含有相同 Rf 值和显色情况的组分合并，

共分为 Fr.1.1−Fr.1.4 的 4 个组分。活性追踪(孢
子萌发法)后，组分 Fr.1.3 (232.8 mg)表现出活性。 

将组分 Fr.1.3 (232.8 mg)用硅胶(100−200
目，400 mg)拌样，放于装有 GF254 硅胶洗脱柱

中，经石油醚：丙酮(P:A)=(10:1、8:2、7:3、6:4)
系统梯度洗脱，得到 Fr.1.3.1 至 Fr.1.3.14 共 14 个

组分。组分 Fr.1.3.3 (116.5 mg)表现出活性，用硅

胶(100−200 目，200 mg)拌样，洗脱柱装填 GF254
硅胶，经石油醚：丙酮(P:A)=(9.5:0.5、9:1、8:2)
系统梯度洗脱，最终得到化合物 1 (99.1 mg)[32]。 

活性化合物分离过程中均采用孢子萌发法

验证活性，所得纯品活性化合物将作为后续木霉

素 MIC 实验测定和盆栽实验对照处理。 
活性化合物鉴定：对化合物 1 进行 NMR 测

定以及质谱鉴定，并通过化合物 1 的 1H、DEPT 
135、DEPT 90、13C NMR 谱图及其异核单量子

关系(heteronuclear singular quantum correlation, 
HSQC)谱图进行数据整理及相关文献查阅，以此

进行化合物结构解析并最终确定化合物结构。 
1.2.8  活性化合物抑菌活性测试 

采用二倍稀释法和孢子萌发法，测试活性化

合物对 FocTR4 孢子萌发的 MIC 值[33]。用二甲

基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)溶解活性化

合物得到母液 100 μg/mL，并进行 6 次二倍稀释，

与浓度为 2×105 CFU/mL 的 FocTR4 病原菌孢子

按比例混匀，即 V 活性化合物:VRPMI:VFocTR4=10 μL:  
90 μL: 100 μL，28 ℃、黑暗培养 24 h，显微镜
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下观察。以加 10 μL DMSO 和加 10 μL RPMI1640
为 2 个对照，3 次重复处理。DMSO 具有毒性，

浓度最好控制在 5%以内，以减少其对活性测

试影响。 
采用二倍稀释法，在 PDA 平板上测试 2、1、

0.5 mg/mL 的 3 个浓度梯度活性化合物对        
1×106 CFU/mL 病原菌孢子萌发及菌丝生长影响[34]。

打孔器打取 4 个 5 mm 直径孔洞，每孔添加 50 μL
各浓度试剂溶液，对照为 50 μL 的 DMSO 溶剂，

28 ℃、黑暗培养 72 h，3 次重复处理。 
1.2.9  菌株 1003 防治 FocTR4 盆栽实验 

选用 3−4 叶期及株高约 10 cm 的威廉斯 B6
香蕉苗进行盆栽实验。清水冲洗掉根部营养土，

并对主根根须进行 3 处约 3 mm 深的均匀分布伤

根处理。然后将处理蕉苗移栽至口径为 11.5 cm、

装有灭菌营养土(基质土：大田土=3:1)的苗盆中，

FocTR4 孢子液(1×106 CFU/g)提前一天接种于营

养土中。实验组设置有阴性 CK (Water)对照：土

壤未经 FocTR4 孢子液处理，添加无菌水；阳性

CK (FocTR4)对照：土壤经过 FocTR4 孢子液处

理，添加无菌水；处理组 T1：土壤经过 FocTR4

孢子液处理，且添加稀释 10 倍的菌株 1003 发酵

液进行处理；处理组 T2：土壤经过 FocTR4 孢

子液处理，且添加浓度为 25 μg/mL 的木霉菌素

(trichodermin)进行处理。处理组每盆添加 50 mL
处理液，CK 组添加同等体积无菌水。每 7 天补

加一次，所有处理 6 个重复，28 ℃、12 h 光照/  
12 h 黑暗条件生长[35]。 

香蕉苗进行上述处理盆栽培养 30 d 后，观

察记录香蕉植株株高、香蕉植株鲜重、叶片发

病情况和球茎发病情况。病情分级标准(表 1)、
病情指数和防治效果分别为 [36]：病情指数

(%)=∑(各级别病株数×发病等级)/(总株数×最高

等级)×100。防治效果(%)=(FocTR4 病情指数–
处理组病情指数)/(FocTR4 病情指数)×100。 

1.3  数据处理 
采用 Excel 2007、DPS 数据处理系统和

GraphPad Prism 7.00 进行数据统计分析，通过

单因素方法分析(analysis of variance, ANOVA)
进 行 数 据 比 较 ， 最 小 显 著 差 异 法 (least 
significant difference, LSD)检验进行多重比较

(P<0.05)。 
 

表 1  香蕉植株病情分级标准 
Table 1  Grading standard of banana plant disease 
Evaluation items Items evaluation degree Evaluation content description 

Leaf yellowing degree: 
leaf symptoms  

0 The leaves did not undergo yellowing and the plant grew well  

1 The lower leaves turned yellow  

2 The upper 1–2 functional leaves turned yellow  

3 All leaves turned yellow  

4 Plant dead  

Bulb browning degree: 
bulb symptoms, about bulb 
longitudenal section area 

0 No symptoms were found in the bulb, and the plant grew well 

1 The browning area of the bulb was less than 10% 

2 The browning area of the bulb ranged from 10% to 25% 

3 The browning area of the bulb ranged from 26% to 50% 

4 The browning area of the bulb ranged from 51% to 75% 

5 The browning area of the bulb was over 76% 
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2  结果与分析 
2.1  菌株 1003 对 FocTR4 拮抗结果 

通过对 2 份作物根际土样进行浓度梯度稀

释，分离纯化后得到单一木霉菌落。经平板对

峙双培养筛选获得 5 株拮抗效果较好的木霉菌

株，其中菌株 1003 和菌株 1005 效果最好，其

抑制率分别为 60.6%±1.7%和 59.6%±1% (表 2，
图 1A)。 

菌株 1003 发酵液对 FocTR4 孢子萌发抑制

测试表明，在 24 h、28 ℃黑暗条件下，经 1003
发酵液处理的 FocTR4 孢子萌发率为 0%，抑制

效果明显(图 1B)。经抑制菌丝生长速率法检测，

发现菌株 1003 的 10%发酵液对 4 种供试植物病

原菌均有强烈的抑制效果(图 1C)。其中，对核

盘菌的抑制率为 56.8%，明显高于 FocTR4 

(52.6%)和另外 2 种病原菌(山茶刺盘孢菌和灰葡

萄孢菌)，表明菌株 1003 发酵液对 FocTR4 和其

他 3 种植物病原真菌均有很强的抑制作用，并且

具有抗植物病原真菌广谱特性。 
 
表 2  五株木霉对 FocTR4 平板对峙抑制率 
Table 2  Inhibition rates of five Trichoderma strains 
against FocTR4 
Target strain FocTR4 colony radius 

(mm) 
Inhibition rate (%) 

1001 14.7±0.7bc 55.6±2.0ab 
1002 14.7±0.4bc 55.6±1.3ab 
1003 13.0±0.6c 60.6±1.8a 
1004 16.0±0.3b 51.5±0.9b 
1005 13.3±0.3c 59.6±1.0a 
CK 33.0±0a – 
同列数据后不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 
Different lowercase letters in the same column represented 
significant difference (P<0.05). 

 

 
 

图 1  菌株 1003 对 FocTR4 拮抗活性   A：菌株 1003 对 FocTR4 平板对峙抑制效果. B：菌株 1003 发酵

液对 FocTR4 孢子萌发抑制效果. C：10%浓度的菌株 1003 发酵液对 4 种植物真菌病原菌的抑菌活性. 
FocTR4 表示尖孢镰刀菌古巴专化型热带 4 号小种、S. sclerotiorum 为核盘菌、C. camelliae 为山茶刺盘孢

菌、B. cinerea 为灰葡萄孢菌. 比例尺=40 μm 
Figure 1  Antifungal activity of 1003 against FocTR4. A: Inhibitory effect of 1003 on FocTR4. B: Inhibition 
of FocTR4 conidial germination by fermentation broth (FB) 1003. C: Antagonistic activity of 10% 
concentration of strain 1003 fermentation broth against 4 fungal pathogens. Scale bar=40 μm. 
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2.2  菌株 1003 的 ITS 与 tef1-α联合序列位

点测序及系统发育树构建 
将菌株 1003 的 ITS 和 tef1-α基因测序结果递

交 GenBank (ITS Accession No. OQ520280, tef1-α 
Accession No. OQ559936)，并在 NCBI 数据库比对

选取 15 个与菌株 1003 近源种类菌株序列，构建

基于邻接法(neighbor-joining, NJ) ITS-tef1-α 串联

序列的物种系统发育树(图 2)。表明菌株 1003 与

短密木霉(T. brevicompactum HZA12)处于同一分

支，其自举支持率(bootstrap 值 1 000 次)为 100%，

将该菌鉴定为 T. brevicompactum (短密木霉)。 

2.3  菌株 1003 生理生化特性 
菌株溶磷解磷、产 IAA、产氨及产铁载体能力

是评价菌株促进宿主植株生长、提高植株抗生物及

非生物胁迫能力重要指标。生理生化测试结果表

明，菌株 1003 孢子在 30 ℃萌发率最高(图 3A，表

3)，在 NaCl 浓度为 5%时仍能萌发，具有一定耐盐

胁迫能力(图 3B，表 3)，且产氨测试呈阳性(图 3C，

表 3)。解磷溶磷能力测试、产 IAA 测试、产铁载

体测试与 CK (OD)无差异，均呈阴性(表 3)。 
 

 
 

图 2  菌株 1003 的 ITS 与 tef1-α基因联合序列木霉物种系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of Trichoderma species of strain 1003 based on concatenated ITS and tef1-α. 
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图 3  菌株 1003 生理生化检测   A：温度对菌株 1003 孢子萌发影响. B：NaCl 含量对菌株 1003 孢子萌

发影响. C：菌株 1003 产氨能力测试 
Figure 3  Physiological and biochemical tests of strain 1003. A: Effect of temperature on conidial germination 
of strain 1003. B: Effect of NaCl concentration on conidial germination of strain 1003. C: The ammonia 
production test of strain 1003. 

 
表 3  菌株 1003 的生理生化检测结果 
Table 3  Physiological and biochemical characteristics of strain 1003 
Item tested Reaction 
The optimum temperature for conidial germination 30 ℃ 
The highest NaCl tolerance concentration of conidial germination 5% 
Phosphate solubilizing ability test – 
IAA production test – 
Ammonia production test + 
Siderophore production test – 
+：阳性；–：阴性 
+: Positive; –: Negative. 
 

2.4  菌株 1003 活性化合物鉴定 
采用抑制孢子萌发法进行活性追踪，对

1003 发酵液中活性化合物进行分离纯化(图 4A，

详见 1.2.7)，最终分离出活性最强组分 Fr.1.3.3，
并得到 99.1 mg 化合物 1，该化合物为无色油状

物。由质谱 ESI-MS (m/z [M+Na]+, 292)结合 1H 
NMR、13C NMR 和 DEPT 谱，确定其分子式为

C17H24O4 (图 4B)。1H NMR (CDCl3, 800 MHz): 
δ5.50 (1H, dd, J=7.8, 3.6 Hz, H-4), 5.33 (1H, d, 
J=4.4 Hz, H-10), 3.75 (1H, d, J=5.2 Hz, H-2), 3.53 
(1H,d, J=5.4 Hz, H-11), 3.05 (1H, d, J=4.0 Hz, 
H-13a), 2.76 (1H, d, J=4.0 Hz,H-13b), 2.48 (1H, 
dd, J=15.4, 7.9 Hz, H-3b), 1.84–1.93 (4H, m,  
H-3a, H-7a, H-8a, H-8b), 1.64 (3H, s, H-16), 1.35 
(1H, m, H-7b), 0.86 (3H, s, H-15), 0.64 (3H, s, 
H-14); 13C NMR (CDCl3, 800 MHz): δ 170.9 (s, 

C-1ʹ), 140.2 (s, C-9), 118.5 (d, C-10), 79.1 (d, C-2), 
75.0 (d,C-4), 70.4 (d, C-11), 65.5 (s, C-12), 48.9 
(s,C-5), 47.8 (t, C-13), 40.4 (s, C-6), 36.6 (t, C-3), 
27.9 (t, C-8), 24.4 (t, C-7), 23.2 (q, C-16), 21.1 (q, 
C-2ʹ), 15.9 (q, C-15), 5.8 (q, C-14)。以上参数与

Yang 等所测定的木霉素一致[37]，最终将化合物

1 鉴定为木霉素。 
2.5  活性化合物木霉素的 MIC 及活性梯度

测试 
通过二倍稀释法，在 96 微孔板中测试木霉素

抑制 1×105 CFU/mL 的 FocTR4 孢子萌发效果(图
5A)。处理时间 24 h，木霉素浓度为 12.5 μg/mL，
病原菌孢子膨大率 18.8%，孢子不萌发；浓度为

25 μg/mL，FocTR4 孢子膨大率为 0%，孢子不

萌发。因此，木霉素的 MIC 值为 25 μg/mL，即

85.5 μmol/L。 
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图 4  菌株 1003 活性化合物分离纯化与鉴定   A：活性化合物 1 分离纯化流程. B：木霉素化学结构式. C：

化合物 1 的 1H NMR 谱图. D：化合物 1 的 DEPT135、DEPT90 和 13C NMR 谱图. E：化合物 1 的 HSQC
谱图 
Figure 4  Isolation, purification and identification of active compounds of strain 1003. A: Isolation and 
purification of active compound 1. B: Chemical structure of trichodermin. C: The 1H NMR of compound 1. D: 
The DEPT135, DEPT90 and 13C NMR of compound 1. E: The HSQC of compound 1. 
 

通过二倍稀释法，在 PDA 平板测试木霉

素抑制 1×106 CFU/mL 的 FocTR4 孢子萌发及

菌丝生长活性(图 5B)。48 h 后，各浓度均有微

弱抑菌圈。72 h 后，浓度为 2 mg/mL 有直径大

小约为 20 mm 的明显抑制区域，1 mg/mL 抑制

区域不均匀且相对较小，而 0.5 mg/mL 基本无

抑制作用。 
96 孔板测定结果表明，24 h 内、25 μg/mL

木霉素能完全抑制 1×105 CFU/mL 浓度 FocTR4

孢子萌发；PDA 板测定结果表明，48–72 h，对   

1×106 CFU/mL 的 FocTR4 孢子萌发及菌丝生长抑

制，需高于 0.5 mg/mL 浓度才能起到效果。 

2.6  菌株 1003 防治 FocTR4 盆栽实验 
30 d 盆栽结果表明，T1 处理组正常生长香蕉

植株生物量[株高(16.4±0.3) cm，鲜重(37.4±2.3) g]
与阴性 CK (Water)对照处理组香蕉植株生物量
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[株高(17.1±0.3) cm，鲜重(37.6±0.8) g]无显著差

异，与阳性 CK (FocTR4)对照组比较生物量[株
高(11.5±0.4) cm，鲜重(14.6±2.2) g]差异显著(图
6B、6C)。阳性 CK (FocTR4)对照组香蕉植株叶

片黄化明显(图 6A)，黄化指数为 79.2，球茎褐

化指数为 83.3，T1 处理组香蕉植株，叶片黄化

指数为 41.7，球茎褐化指数为 40.0。T1 处理组

相对 CK (FocTR4)处理组香蕉植株叶片黄化防

治效果 47.4%，球茎褐化防治效果 52.0% (图
6D)。需要指出的是，T2 处理组，土壤被 FocTR4

孢子处理过，在添加 2次 25.0 μg/mL trichodermin 
13 d 后，比其他处理组的香蕉植株叶片黄化提前

且球茎病灶呈干枯状(与香蕉枯萎病特征不一

致)。该组处理实验将不再继续进行，生物量及

感病程度数据不再计入。 
上述结果表明，菌株 1003 发酵液在一定程

度上能够有效防治香蕉枯萎病。根据 1003 发酵

液活性化合物纯化鉴定所得木霉素，2 L 共提取

出 99.1 mg，1003 的 10 倍稀释发酵液中所含木

霉素的浓度约为 5.0 μg/mL。 

 

 
 

图 5  活性化合物木霉素对 FocTR4 抑制效果   A：96 孔板中木霉素对 1×105 CFU/mL 的 FocTR4 孢子

萌发的抑制效果. B：PDA 上木霉素对 1×106 CFU/mL 的 FocTR4 孢子萌发及菌丝生长的抑制效果. 比例

尺=40 μm. 活性化合物需用 DMSO 溶解，CK (5% DMSO)：200 μL 实验体系中添加 10 μL DMSO 
Figure 5  The inhibitory effect of active compound of trichodermin against FocTR4. A: The inhibitory effect 
of trichodermin on FocTR4 conidial germination of 1×105 CFU/mL in 96-microwell-plate. B: The inhibitory 
effect of trichodermin against 1×106 CFU/mL FocTR4 conidial germination and mycelia growth on PDA. Scale 
bar=40 μm. The active compound needs to be dissolved in DMSO, CK (5% DMSO): Add 10 μL DMSO to the 
200 μL experimental system. 
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图 6  菌株 1003 在香蕉植株盆栽实验中对 FocTR4 生防效果   A：盆栽实验香蕉植株叶片黄化、球茎褐

化程度. B：各处理生防效果及香蕉植株株高. C：各处理生防效果及香蕉植株鲜重. D：各处理香蕉植株

叶片黄化、球茎褐化病情指数. 图 B 和图 C 中不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 其中：CK (Water)：
不接菌处理；CK (FocTR4)：土壤经 FocTR4 孢子液处理；T1 处理组：土壤经 FocTR4 孢子液处理，且

添加 10 倍稀释的 1003 菌株发酵液进行处理；处理组 T2：土壤经 FocTR4 孢子液处理，且添加 25 μg/mL
的木霉素进行处理. 图 A 中 T2 处理组香蕉植株为 13 d 生长状况，该组植株因比同时期其他组植株提前

发病，植株提前处理，不进行后续数据统计 
Figure 6  Biological effect of strain 1003 against FocTR4 in pot experiment of banana plant. A:The degree of 
leaf yellowing and bulb browning of banana plant in pot experiment. B: The plant height of banana under 
different treatments. C: The fresh weight of banana plant under different treatments. D: Disease index of leaf 
yellowing and bulb browning of banana plant under different treatments. Different lowercase letters indicated a 
significant difference (P<0.05) in Figures B and C. CK (Water): Water treatment; CK (FocTR4): Soil treated 
with FocTR4 spore solution; Treatment group T1: The soil was treated with FocTR4 spore solution, and added 
with 10×diluted 1003 strain fermentation broth for treatment; Treatment group T2: Soil treated with FocTR4 
spore solution and added with 25 μg/mL trichodermin for treatment. In Figure A, the growth status of the 
banana plants in T2 treatment group was 13 days. BecauseT2 group had earlier pathopoiesis than other groups 
in this experiment, the plants were treated in advance, and no subsequent data statistics were performed 
together. 
 

3  讨论 
香蕉枯萎病作为一种严重危害香蕉产业的

土传真菌病害，对其采用生物防治手段是近年 

来的研究热点之一。本研究筛选出一株能有效

防治香蕉枯萎病的短密木霉菌株，其次生代谢

产物表现出很强的广谱性。非生物抗逆实验测

试发现菌株有一定耐高温及盐胁迫能力，在亚 
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热带地区的香蕉种植区有潜在的应用前景。同

时，该菌株具有产氨能力，但产 IAA 能力、产

铁载体能力及溶磷能力较低，致使其在促进宿

主植物生长方面能力较弱，一定程度上会限制

其在绿色农业实践中的应用。 

本研究从 2 L 发酵液中分离纯化得到 99.1 mg
的木霉素，为一种有效抑制 FocTR4 孢子萌发的

油状活性化合物，其对 FocTR4 孢子萌发的 MIC
值为 25 μg/mL，具有较强抑制能力。Shentu 等[38]

从植物内生 T. brevicompactum 菌株 0248 次生代

谢产物中分离出木霉素，对梨立枯丝核菌果腐病

菌(Rhizoctonia solani) EC50 为 0.25 μg/mL，对灰

霉病(B. cinerea) EC50 为 2.02 μg/mL，对菜豆炭疽

菌(C. lindemuthianum) EC50 为 25.60 μg/mL，展

现出较高的抗植物病原真菌活性。Wei 等[34]用甲

醇从链霉菌 YYS-7 发酵液中提取粗提物，对

FocTR4 的 MIC 值为 6.25 μg/mL。这表明木霉素

对抑制植物病原真菌生长具广谱性，对 FocTR4
萌发抑制虽较链霉菌粗提物活性低，但仍展现了

较强的抗真菌活性。 
本研究发现菌株 1003的 10倍稀释发酵液对

香蕉植株叶片黄化防治率达 47.4%，球茎褐化防

治率达 52.0%，对香蕉枯萎病有一定防效作用。

在用浓度 25 μg/mL 的木霉素处理时，发现香蕉

植株加速枯萎，蕉苗叶片黄化提前，球茎病灶处

解剖发现呈干枯状，未达到预期效果。Tijerino
等[39]通过番茄幼苗实验表明，T. brevicompactum
影响番茄幼苗植株及根生长；tri5 基因的过表达

能提高木霉素的合成量，会进一步负面影响番茄

幼苗植株大小和根长。Tijerino 等采用的模式植

物为 3 cm 左右大小的生长 3 d 的番茄发芽幼苗，

接种的孢子量为 1×106 CFU/mL，且并未针对木

霉素浓度进行下一步论证，可能存在目标木霉孢

子接种量或木霉素浓度远超模式植物承受范围

等相关问题[39]。本研究植物材料为初始状况在

3–4 叶期及株高 10 cm 长势一致的香蕉苗植株，

耐受能力相对较强。实验也证明，经过含木霉素

浓度在 5.0 μg/mL 左右的菌株 1003 的 10 倍稀释

发酵液处理后的感病香蕉苗，植株香蕉枯萎病感

病程度得到控制，同时植株能健康生长。对比表

明，木霉素对植物病原菌的孢子萌发有很强的抑

制作用，对植物生长有一定的负面作用，同时菌

株 1003 次生代谢产物中可能存在一种或多种其

他产物与木霉素产生了协同作用，加强了对

FocTR4 病害的防治。 

4  结论 
本研究分离木霉菌株 1003 对 FocTR4 表现出

较强的拮抗活性，其次生代谢产物木霉素能有效

抑制 FocTR4 孢子萌发以及菌丝生长，生防盆栽

实验使用10倍稀释发酵液(约5.0 μg/mL)能有效降

低香蕉枯萎病病情指数。因此，木霉菌株 1003 可

以作为防治香蕉枯萎病的重要生防微生物资源，

木霉素可作为潜在的高效生物农药活性化合物。 
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