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摘  要：【背景】龙羊峡水库是黄河源区重要的湖泊湿地之一，具有巨大的水量调节功能。【目的】探

究龙羊峡水库土壤真菌多样性并筛选生防菌株，丰富高寒湖泊湿地真菌资源，为后续开发生防制

剂提供基础材料。【方法】从龙羊峡水库岸边采集土壤样本 10 份，采用稀释涂板分离法进行真菌

的分离，采用形态学和分子生物学方法鉴定真菌，并使用对峙培养法筛选生防菌株。【结果】共分

离得到 104 株真菌，经鉴定发现分别属于光黑壳属(Preussia)、木霉属(Trichoderma)、链格孢属

(Alternaria)、枝孢霉属(Cladosporium)、平脐蠕孢属(Bipolaris)、假裸囊菌属(Pseudogymnoascus)和
青霉属(Penicillium)等 23 属真菌，其中光黑壳属和木霉属菌株个数最多，分别是 21 株和 19 株，分离

频率是 20.19%和 18.27%；枝葡萄孢属(Botryotrichum)、韦斯特壳属(Westerdykella)、小球腔菌属

(Leptosphaeria)、节菱孢属(Arthrinium)、齿梗孢属(Scolecobasidium)、孢子丝菌属(Sporothrix)、四枝孢

属(Tetracladium)和隐囊菌属(Aphanoascus)菌株个数最少，均为 1 株，分离频率为 0.96%。从 104 株

土壤真菌中筛选得到 19 株木霉属真菌对青海省主要农作物 8 种病原真菌具有较强的抑菌效果，抑菌

率在 51.6%−73.5%之间；10 株光黑壳属、4 株假裸囊菌属、3 株枝孢霉属、2 株平脐蠕孢属、各

1 株节菱孢属、小球腔菌属、韦斯特壳属、青霉属和翅孢壳属(Emericellopsis)真菌通过抗生作用发

挥抑菌效果，对 8 种病原真菌的抑菌带最大宽度均≥10 mm，抑菌效果较好。【结论】龙羊峡水库

土壤真菌资源丰富，具有较好的开发和利用价值。 
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Fungal diversity of soil in Longyangxia valley and screening of 
biocontrol isolates 
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College of Agriculture and Animal Husbandry, Qinghai University, Xining 810016, Qinghai, China 
 
Abstract: [Background] Longyangxia valley is one of the most important lake wetlands in the 
source region of the Yellow River, demonstrating great potential in water regulation. 
[Objective] To explore the soil fungal diversity and screen biocontrol isolates from 
Longyangxia valley, enrich the fungal resources of lake wetlands in alpine regions, and provide 
basic materials for subsequent development of biocontrol agents. [Methods] Ten soil samples 
were collected from the shoreside of Longyangxia reservoir in Longyangxia valley, and fungi 
were isolated by the dilution coating method. The isolates were identified by morphological 
observation and methods of molecular biology, and the biocontrol isolates were screened by the 
plate confrontation method. [Results] One hundred and four fungal strains belonging to      
23 genera were isolated, including Preussia, Trichoderma, Alternaria, Cladosporium, Bipolaris, 
Pseudogymnoascus, and Penicillium. The isolates belonging to Preussia and Trichoderma were 
the most, with the number of 21 and 19 and the isolation frequency of 20.19% and 18.27%, 
respectively. The isolates of Botryotrichum, Westerdykella, Leptosphaeria, Arthrinium, 
Scolecobasidium, Sporothrix, Tetracladium, and Aphanoascus were the fewest, and all these 
genera had only one isolate, with the isolation frequency of 0.96%. Nineteen isolates of 
Trichoderma were screened out from the 104 fungal isolates, and these isolates had great 
biocontrol effects on eight fungal pathogens isolated from the main crops of Qinghai Province, 
with the inhibition rates between 51.6%–73.5%. Ten Preussia isolates, 4 Pseudogymnoascus 
isolates, 3 Cladosporium isolates, 2 Bipolaris isolates, and 1 isolate each of Arthrinium, 
Leptosphaeria, Westerdykella, Penicillium, and Emericellopsis also exerted strong inhibitory 
effects on the eight pathogens, with the largest inhibition zone ≥10 mm. [Conclusion] The soil 
of Longyangxia valley harbors abundant fungal resources and demonstrates high potential of 
exploitation and utilization. 
Keywords: Longyangxia valley; wetland; fungal diversity; biocontrol isolate 
 

 

地球上可培养的微生物比例极低，已经被

开发利用的微生物数量也有限，因此自然界中

有大量的微生物及其功能尚待发掘[1]。在自然

环境中，微生物对于提高土壤肥力、促进作物

生长、提高作物产量、抗病原菌侵入、减轻农

药和化肥污染等方面发挥巨大作用[2-4]。 
土壤是微生物生长和繁殖的天然培养基，

因为土壤中含有多种有机和无机营养物[5]。真

菌主要存在于土壤上表面 10 cm 处，在 30 cm
以下很难找到真菌。一般用作生防菌的木霉菌

(Trichoderma spp.)、毛壳菌(Chaetomium spp.)
和盾壳霉(Coniothyrium spp.)等真菌在土壤微生

物种群组成中占优势地位[6-8]，特别是有机质丰

富的土壤中。不同土壤环境中的真菌一直是国
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内外研究者们关注的热点。冯镥童等[9]报道从西

藏自治区林芝市农田土壤中分离得到的球毛壳

菌(Chaetomium globosum)对尖孢镰孢(Fusarium 
oxysporum)具有较好的抑制作用。Zhou 等[10]报道

从 11 份森林土壤样本中筛选出 9 种共计 122 株

木霉菌，从中筛选出 1 株对尖孢镰孢有显著抑

制作用的 T. pseudoharzianum 菌株，并且该菌株

对山杨和银白杨有明显的促生长作用。 
湿地有土壤，所以不是真正的水生生境，

但湿地又存在水环境，所以也不是真正的陆生

生境。但是湿地的作用和价值很大，湿地中微

生物是营养循环和形成食物链的基础，在湿地

生物地球化学过程中发挥着关键作用，湿地微

生物现已成为人们研究的热点[11]。龙羊峡水库

位于黄河上游青海省共和县和贵南县交界的龙

羊峡谷，距离黄河源头 1 684 km，是一座具有多

年调节性能的大型综合利用枢纽工程，具有巨

大的水量调节功能，全长 1 227 m，总库容量为

240 亿 m3，水面面积 383 km2，水质良好[12]。

龙羊峡水库是黄河流经青海草原后，进入黄河

峡谷的第一峡口，也是黄河源区重要的湖泊湿

地之一。因此，研究龙羊峡水库土壤真菌多样

性对于丰富极端湿地环境微生物多样性具有重

要的意义。鉴于青海省的生态保护价值和意义，

在这种情势下寻找适用于青海高寒地区低残

留、对环境友好、高效的微生物制剂替代化学

农药是一条很好的出路，既能保护生态环境又

能使农民持续耕作。国内外采用生防真菌制备

微生物制剂，真菌增殖生长快，易于规模化生

产，在农业绿色发展生产领域具有广阔的应用

前景。如哈茨木霉(Trichoderma harzianum)、寡

雄 腐 霉 (Pythium oligandrum) 和 淡 紫 拟 青 霉

(Paecilomyces lilacinus)等已经用于商业化菌剂

生产。 
目前龙羊峡水库土壤真菌种类及其应用价

值尚未可知。因此，本文以龙羊峡水库土壤真

菌为研究对象，分析高海拔湖泊湿地土壤真菌

种类，并从中筛选生防菌株，以期为后续开发

适合青海省高寒地区使用的生防制剂提供基础

材料。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

2022 年 7 月从龙羊峡水库距岸边 1 m 处采

集土壤样本 10 份。采集 1−10 cm 深度的土壤放

入 500 mL 无菌塑料罐，放入车载冰箱及时带回

实验室进行真菌的分离。使用 GPS 仪记录采集

地海拔和经纬度。龙羊峡水库属于高原大陆性

气候，岸边植被稀疏，采集点至岸边 50 m 范围

内都为退潮淤泥和沙石。样区年平均温度 4.5 ℃，

海拔 2 580−2 771 m，经纬度 100°41′−100°54′E、

36°07′−36°12′N，流域面积 13.14 万 km2，年平均

降水量 240−440 mm，蒸发量 1 327−1 379 mm，

属典型的高原干旱-半干旱大陆性气候[13-14]。 

1.2  培养基 
察氏培养基(g/L)：蔗糖 20.0，K2HPO4 1.0，

MgSO4 0.5，FeSO4 0.01，NaNO3 3.0，KCl 0.5，
琼脂 18.0[15]。马铃薯葡萄糖琼脂(potato dextrose 
agar, PDA)培养基(g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖

20.0，琼脂 18.0。麦芽汁培养基(g/L)：麦芽浸

膏 50.0，葡萄糖 5.0，琼脂 18.0[16]。湖水马铃薯

葡萄糖琼脂培养基：使用龙羊峡水库湖水替换

PDA 培养基中的蒸馏水。沙氏培养基(g/L)：葡

萄糖 40.0，琼脂 18.0，蛋白胨 10.0[17]。马丁氏

培养基 (g/L)： KH2PO4 1.0，葡萄糖 10.0，

MgSO4·7H2O 0.5，蛋白胨 5.0，1/3 000 孟加拉红

100.0 mL，琼脂 18.0[17]。土壤浸提液培养基(g/L)：
使用土壤浸提液替换 PDA 培养基中的水。取

500 g 土壤加入能浸提出 1 000 mL 浸出液的水

中，121 ℃灭菌 15 min，冷却后用滤纸过滤，即
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得土壤浸提液。以上 7 种培养基经 121 ℃灭菌

20 min 后保存备用。 

1.3  主要试剂和仪器 
PCR 引物、2×PCR Mix、DL2000 DNA 

Marker 和 DNA 凝胶回收试剂盒，北京擎科新

业生物技术公司。离心机和 PCR 仪，赛默飞世

尔科技公司；电泳仪、电泳槽和凝胶成像仪，

北京六一生物科技有限公司；水浴锅，历辰科

技有限公司。  

1.4  龙羊峡水库土壤真菌的分离、纯化及

保藏 
土壤样本在室内晾干后，将土壤大颗粒于

灭菌研钵内研磨后使用 100 目筛子过滤得到土

样。准确称取 1 g 土样放入盛有 100 mL 无菌水

的三角瓶中，25 ℃、150 r/min 振荡 30 min。将

400 μL 土壤悬液均匀涂板至 9 cm、含 0.1%氨苄

青霉素的 7 种选择性培养基上，每种培养基 3 个

重复。霉菌培养箱 25 ℃恒温培养 5 d 后挑取单

菌落至 PDA 培养基继续培养。若菌落不纯采用

菌丝尖端纯化法纯化，直至长出单菌落。采用

滤纸片保存法−20 ℃保藏土壤真菌[18]。 

1.5  龙羊峡水库土壤真菌的鉴定 
1.5.1  形态学鉴定 

将纯化保藏的菌株活化至 PDA 培养基，

25 ℃培养 6 d。使用 0.5 cm 打孔器取得菌饼后接

种至 PDA 培养基，25 ℃培养 7 d，观察菌落和

分生孢子形态。每株菌 3 个重复，并且培养基厚

度一致。菌株形态学的鉴定参考文献[19]。 
1.5.2  分子生物学鉴定 

采用 CATB 法提取土壤真菌基因组 DNA[20]，

DNA 用 25 μL TE/RNase 溶解沉淀，−20 ℃保存

备用。rDNA-ITS 序列扩增引物为 ITS1 (5′-TCC 
GTAGGTGAACCTGCGG-3′)和 ITS4 (5′-TCCT 
CCGCTTATTGATATGC-3′)[21]。PCR 反应体系和

条件参照祁鹤兴等[20]的方法。PCR 扩增产物送

至北京擎科新业生物技术公司进行双向测序。使

用软件 MAFFT 对正反向序列进行拼接，拼接序

列用 MEGA v6.0.6 软件进行校正。在 GenBank
数据库进行序列相似性比对。使用 PAUP* v4.0 
alpha 软件构建系统发育树，采用启发式算法进

行运算。以致病疫霉 (Phytophthora infestans) 
SKM (GenBank 登录号为 ON087543)作为外群，

运算重复 1 000 次。104 株菌的 GenBank 登录号

为 OR782705−OR782808。29 株参照菌株序列下

载自 NCBI 数据库。 

1.6  龙羊峡水库土壤生防真菌的筛选 
采用皿内对峙培养法筛选对 8 种青海省主

要农作物病原真菌具有抗菌活性的菌株。八种

病原菌分别为分离自玉米的大斑突脐蠕孢

(Exserohilum turcicum)、交链格孢 (Alternaria 
alternata) 、 玉 米 麦 根 腐 平 脐 蠕 孢 (Bipolaris 
sorokiniana)、玉米生平脐蠕孢(B. zeicola)，分离

自青稞的禾内脐蠕孢(Drechslera graminea)，分离

自小麦的小麦麦根腐平脐蠕孢(B. sorokiniana)、
链格孢 (Alternaria sp.) 和禾谷镰孢 (Fusarium 
graminearum)。病原菌于 2020−2022 年由青海

大学植物保护实验室分离、鉴定和保藏[20,22-23]。

土壤真菌和 8 种供试靶标病原菌在 PDA 培养基

上培养 6 d，用 0.5 cm 打孔器取得菌饼，将靶标

菌和土壤真菌分别反贴至 9 cm 培养皿两侧距边

沿 1 cm 处，每株菌 3 个重复。 
为评价木霉菌的抑菌效果，以分离自哈茨

木霉菌剂(山东绿陇生物科技有限公司)的菌株

作为阳性对照，以接种靶标菌的培养皿为阴性

对照，待阴性对照长满培养皿时测量木霉菌和

病原菌的生长半径，计算木霉菌的抑菌率。 
抑菌率(%)= 

100− ×对 组 径 实验组

对 组 径

照 病原菌菌落半 病原菌菌落
照 病原菌菌落半

。 

拮抗菌类的抑菌效果用抑菌带宽度来表
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示，以接种靶标菌的培养皿为阴性对照，待阴

性对照长满培养皿时测量抑菌带的宽度。 

1.7  龙羊峡水库土壤生防真菌对作物安全性的

测定 
将筛选得到的生防真菌接种至 PDA 培养

基，25 ℃培养 7 d。使用无菌接种环将菌丝打

断，加入 0.025% Tween-20 溶液，制备 20 mL 菌

丝悬浮液。在盛有灭菌营养土的塑料花盆(直径

12 cm)中种植玉米、小麦和青稞，生长周期 2 周。

采用涂抹接种法测定土壤生防真菌对玉米、小

麦和青稞的安全性。使用无菌棉签将菌丝悬浮

液涂抹至玉米、小麦和青稞叶片上，接种量为

2 mL/盆。25 ℃黑暗环境下保湿培养 24 h，之后

25 ℃光照培养，7 d 后观察发病情况。相同条件

下接种大斑突脐蠕孢至玉米、接种禾内脐蠕孢至

青稞，接种分离自小麦的麦根腐平脐蠕孢至小麦

作为阳性对照，以接种无菌水作为阴性对照。每

株菌重复接种 3 盆植株，接种试验重复 3 次。 

1.8  数据处理方法 
采用 Microsoft Excel 工作表进行数据统

计，利用 IBM Statistics SPSS 20.0 软件进行单

因素方差分析(one-way ANOVA)，用 Duncan 氏

新复极差法进行差异显著性检验。 

2  结果与分析 
2.1  龙羊峡水库土壤真菌多样性 

从龙羊峡水库 10 份土壤样本中分离得到

104 株真菌。经形态学和分子生物学鉴定发现

104 株菌分别属于 23 个属(图 1)，其中光黑壳属

(Preussia)和木霉属(Trichoderma)菌株数目最 
 

 
 

图 1  龙羊峡水库土壤真菌种类及其分离率   A：光黑壳属. B：木霉属. C：链格孢属. D：枝孢霉属. E：

平脐蠕孢属. F：假裸囊菌属. G：青霉属. H：翅孢壳属. I：篮状菌属. J：拟棘壳孢属. K：葡萄穗霉属. L：

镰刀菌属. M：亚隔孢壳属. N：附球菌属. O：曲霉属. P：枝葡萄孢属. Q：韦斯特壳属. R：小球腔菌属. 
S：节菱孢属. T：齿梗孢属. U：孢子丝菌属. V：四枝孢属. W：隐囊菌属 
Figure 1  Species and separation rate of the fungi isolated from soil in Longyangxia valley. A: Preussia. B: 
Trichoderma. C: Alternaria. D: Cladosporium. E: Bipolaris. F: Pseudogymnoascus. G: Penicillium. H: Emericellopsis. 
I: Talaromyces. J: Pyrenochaetopsis. K: Stachybotrys. L: Fusarium. M: Didymella. N: Epicoccum. O: Aspergillus. P: 
Botryotrichum. Q: Westerdykella. R: Leptosphaeria. S: Arthrinium. T: Scolecobasidium. U: Sporothrix. V: 
Tetracladium. W: Aphanoascus. 
 

 



 
杨闰艳 等 | 龙羊峡水库土壤真菌多样性及生防菌株筛选 3473 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

多，分别为 21 株和 19 株，分离频率为 20.19%
和 18.27%。其次为链格孢属(Alternaria)、枝孢

霉属(Cladosporium)和平脐蠕孢属(Bipolaris)，
均为 7 株，分离频率为 6.73%。假裸囊菌属

(Pseudogymnoascus)和青霉属(Penicillium)都为

6 株，分离频率为 5.77%。翅孢壳属(Emericellopsis)
和篮状菌属(Talaromyces)分别为 5 株和 4 株，

拟棘壳孢属(Pyrenochaetopsis)和葡萄穗霉属

(Stachybotrys)均为 3 株。镰孢属(Fusarium)、亚

隔孢壳属(Didymella)、附球菌属(Epicoccum)和曲

霉属(Aspergillus)均为 2 株，分离频率为 1.92%。

其余 8 属真菌枝葡萄孢属(Botryotrichum)、韦斯特

壳属(Westerdykella)、小球腔菌属(Leptosphaeria)、
节菱孢属(Arthrinium)、齿梗孢属(Scolecobasidium)、
孢子丝菌属(Sporothrix)、四枝孢属(Tetracladium)
和隐囊菌属(Aphanoascus)均为 1 株，分离频率为

0.96%。104 株真菌 rDNA-ITS 序列相似性均≥99%。

不同属菌株菌落形态和分生孢子形态差异较大

(图 2)。链格孢属、平脐蠕孢属和四枝孢属真菌

菌丝致密、菌落颜色较深、分生孢子多隔、色

深。木霉属真菌菌丝稀疏，呈深绿色，产生圆

形分生孢子。假裸囊壳属菌落致密，白色，产

生卵形至球形无隔膜分生孢子。曲霉属真菌菌

落呈黄绿色，形成典型的分生孢子头，并产生

球形分生孢子。翅孢壳属和隐囊菌属真菌菌丝

稀薄、白色。青霉属和篮状菌属菌落呈青色至

青褐色、干燥、粉末状，具有类似结构的分生

孢子梗和圆形、淡青色的分生孢子。节菱孢属

菌丝略呈红色、绒毛状。镰孢属真菌具镰刀形

大型分生孢子。枝孢霉属真菌具单胞和 1−3 个

隔膜、浅黄褐色分生孢子。隐囊菌属、葡萄穗

霉属、节菱孢属和枝葡萄孢属真菌具圆形或卵圆 
 

 
 

图 2  龙羊峡水库土壤真菌菌落和显微形态特征    
Figure 2  Colony and micromorphology of fungi isolated from soil in Longyangxia valley.  
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形分生孢子。其余 8 属真菌光黑壳属、拟棘壳

孢属、亚隔孢壳属、附球菌属(Epicoccum)、韦

斯特壳属、小球腔菌属、齿梗孢属和孢子丝菌

属未观察到分生孢子。 
2.2  龙羊峡水库土壤真菌系统发育分析 

根据龙羊峡水库土壤真菌形态学特征和

rDNA-ITS 序列分析结果，合并形态和序列相同

的菌株，选取 30 株代表菌株，以已在 NCBI 公布

rDNA-ITS 序列的 29 株菌作为参照菌株，构建

系统发育树，确定土壤真菌的分类地位(图 3)。
30 株代表菌株和 29 株参照菌株以大于 79%的

支持率被分为23个小分支。菌株LM1-2和LP4-11
分别与 Emericellopsis sp.和 E. glabra 为同一分

支，亲缘关系最近。菌株 LS5-5 和 LS4-5 分别

与致密链格孢 (A. compacta)和厚垣链格孢   
(A. chlamydospora)为同一个分支。菌株 LT8-17
与 P. pannorum 在同一系统发育分支上。菌株

LS6-3、LT7-3 与 P. flanaganii，菌株 LM2-4 与

P. decipiens，菌株 LT9-7 与黑附球菌(E. nigrum)，
以及菌株 LT1-18 与枝状枝孢霉(C. cladosporioides)
聚为同一大分支。菌株 LS1-11 和 LS2-13 分别与

T. purpureogenus 和 T. veerkampii 聚在同一发育

分支上。菌株 LP3-12与埃及青霉(P. egyptiacum)
亲缘关系最近。菌株 LT2-15、 LS10-14 和

LS10-21 都为木霉属真菌。菌株 LT10-13 与腐

皮镰孢(F. solani)聚为一个分支，菌株 LM2-9 与

芬芳镰孢(F. redolens)聚为一支。菌株 LP8-16、
LS9-2、LT6-21、LT7-6、LM2-1、LM4-1、LS2-10、
LM8-7、LM2-6-1、LM2-7、LM10-4 和 LS1-16
分别与 S. chlorohalonata、维多利亚平脐蠕孢 
(B. victoriae)、D. glomerata、黄曲霉(A. flavus)、
毛 枝 葡 萄 孢 (B. murorum) 、 W. nigra 、         
L. sclerotioides、暗孢节菱孢菌(A. phaeospermum)、
Scolecobasidium sp.、S. stenoceras、刚毛四枝孢

(T. setigerum)和 A. verrucosus 聚为同一分支，亲

缘关系最近。 

2.3  龙羊峡水库土壤生防真菌的筛选结果 
从 104 株土壤真菌中筛选对来源于青海省

主要农作物小麦、青稞和玉米的 8 种病原真菌

具有抑菌作用的菌株。发现 19 株木霉属真菌对

8 种病原真菌具有较强的抑菌活性，推测通过

竞争和溶菌作用发挥抑菌效果(表 1 和图 4)。阳

性对照菌哈茨木霉对 8 种病原菌的抑菌率在

51.8%−72.5%之间，19 株木霉属真菌对 8 种病

原菌的抑菌率在 51.6%−73.5%之间。19 株木霉

属真菌对青稞病原菌禾内脐蠕孢的抑制效果最

好，有 17 株菌的抑菌率都大于 70%；对玉米麦

根腐平脐蠕孢、玉米交链格孢、禾谷镰孢和小

麦麦根腐平脐蠕孢的抑制效果较差，分别仅有

3株菌的抑菌率大于70%。菌株LT2-15和LS10-21
的抑菌作用最为显著，抑菌率分别在 61.3%−72.3%
和 65.3%−73.5%之间。菌株 LT10-25 对 8 种病原

菌的抑制率在 54.2%−69.1%之间，抑菌效果较差。 
除木霉属真菌外，推测 9 属 24 株土壤真菌

对 8 种病原真菌通过抗生作用发挥抑菌效果(表 2
和图 5)。24 株菌中 10 株属于光黑壳属，4 株为

假裸囊菌属，3 株为枝孢霉属，2 株为平脐蠕孢

属，其余 5 株分别属于节菱孢属、小球腔菌属、

韦斯特壳属、青霉属和翅孢壳属真菌。假裸

囊菌属菌株 LM1-5 和翅孢壳属菌株 LP4-11-1
的抑制作用最为明显，对 8 种病原真菌的抑菌

带≥10 mm。拮抗菌株对玉米麦根腐平脐蠕孢的

抑制作用最明显，有 23 株菌对该病原菌具有拮

抗活性，并且菌株 LS1-10 对该病原菌的抑菌带

宽度最大，达 31.0 mm；其次对玉米交链格孢、

玉米生平脐蠕孢、禾内脐蠕孢和小麦麦根腐平

脐蠕孢的抑制作用也较好，有 20 株菌对这 4 种

病原真菌具有拮抗活性。对禾谷镰孢的抑菌效

果最差，只有 9 株菌具有拮抗活性。其余 61 株

土壤真菌对 8 种病原真菌无抑菌作用。 
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图 3  龙羊峡水库土壤真菌代表菌株基于 rDNA-ITS 序列构建的系统发育树   括号内序号为 GenBank
登录号；节点处的数值是支持率；比例尺表示替换数 
Figure 3  Phylogenetic tree constructed based on rDNA-ITS sequence of representative fungal strains in soil 
of Longyangxia valley. The serial number in parentheses is the GenBank accession number; The value at the 
node is the support rate; Scale represents the number of replacements.  
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表 1  龙羊峡水库土壤木霉属真菌对 8 种病原真菌的抑制率 
Table 1  The inhibitory rate of Trichoderma isolated from soil of Longyangxia valley against eight 
pathogenic fungi 
木霉属真菌 
Trichoderma 
sp. 

病原菌 Pathogens 
大斑突脐 
蠕孢 
Exserohilu
m turcicum 

玉米麦根腐

平脐蠕孢 
Bipolaris 

sorokiniana 

玉米交链 
格孢 
Alternaria 
alternata 

玉米生平

脐蠕孢 
Bipolaris 

zeicola 

禾内脐蠕孢 
Drechslera 
graminea 

禾谷镰孢 
Fusarium 
graminearum 

小麦链格孢

Alternaria 
sp. 

小麦麦根腐平

脐蠕孢 
Bipolaris 
sorokiniana 

哈茨木霉 
Trichoderma 
harzianum 

68.5cde  60.0c  62.2ef  71.3a  72.5ab  51.8g  62.4c  66.3b  

LS10-17 59.1g 52.0fg 57.2hi 58.7c 73.5a 57.6f 57.3e 57.4e 
LS10-20 65.4ef 72.13a 67.1bc 72.9a 72.3ab 52.9g 60.2d 52.9f 
LT10-26 53.2hi 51.7g 71.8a 63.2b 72.1ab 71.4b 71.3a 62.7c 
LT10-37 72.0ab 55.6d 65.1de 65.2b 71.5ab 66.4cde 71.2a 67.2b 
LS10-15 54.6i 53.2efg 68.2e 70.8a 70.6b 64.4e 65.5c 59.4de 
LS10-19  56.2gh 54.3de 53.2j 61.3c 73.2ab 72.7a 72.5a 65.0b 
LM10-8 72.4a 53.4d 58.3ghi 58.4c 72.5ab 72.6a 72.1a 59.2de 
LM10-9 56.7gh 52.6def 57.2hi 57.3d 70.5ab 57.6f 55.3f 60.1cd 
LM10-11 57.1gh 53.7def 65.2cde 64.5b 70.3ab 67.3cd 68.2b 72.3a 
LT10-29 65.1f 51.9fg 58.8gh 57.7cd 72.4ab 58.6f 57.9e 57.8de 
LT2-15 71.5bcd 61.3b 72.3a 72.1a 62.4d 64.3e 66.1bc 66.3b 
LM10-10 60.4g 51.6fg 56.9fg 59.2c 73.2ab 65.5de 72.6a 65.2b 
LT10-28 67.1def 54.8de 67.2bcd 70.9a 72.3ab 67.3cde 66.1bc 66.3b 
LT10-25 57.4gh 55.3d 54.2j 69.1a 67.2c 66.7cd 58.4e 67.8b 
LP10-23 59.7g 52.3fg 60.5fg 69.2a 73.5a 68.3c 67.4b 66.5b 
LS10-16 71.1abc 59.6bc 66.8b 65.6b 73.2ab 58.2f 67.8b 68.2b 
LS10-14 70.1bcde 60.3bc 57.2ij 69.8a 73.1ab 55.9f 70.3a 58.1de 
LS10-12 66.5def 57.4c 65.3cde 67.8a 73.4a 65.7cd 71.5a 58.2de 
LS10-21 66.0ef 72.3a 65.3cde 71.4a 73.5a 65.6cd 68.2b 70.4b 
不同小写字母代表不同处理之间差异显著(P<0.05) 
Different lowercase letters indicated significant differences between treatments (P<0.05).  
 
2.4  龙羊峡水库土壤生防真菌对作物安全

性的测定结果 
为测定筛选得到的生防真菌对作物是否致

病，将 10 属 43 株生防菌株接种至小麦、玉米

和青稞(图 6)。发现平脐蠕孢属菌株 LM7-1 和

LY4-17 对小麦、玉米和青稞致病，接种 5 d 后

叶片有病斑出现，并逐渐出现萎蔫等症状。小

球腔菌属菌株 LS2-10 对小麦和青稞致病，表现

为叶斑和黄萎症状，但该菌株对玉米不致病。

其余 8 属 40 株菌对小麦、玉米和青稞均不致病，

可以作为后续生防制剂开发候选菌株。 

3  讨论与结论 
湿地土壤作为湿地生态系统重要的组成部

分，在物质循环方面发挥关键作用，并且湿

地土壤微生物含量比水体丰富[24-25]，因此，本

研究以湿地土壤真菌为研究对象，对其多样

性及抑菌效果进行分析。为响应“双减增效”， 
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图 4  龙羊峡水库土壤木霉属真菌对 8 种病原真菌的抑制作用   A：哈茨木霉阳性对照. B：木霉属菌

株 LP10-23 对病原菌的抑制作用. C：菌株 LT2-15 对病原菌的抑制作用 
Figure 4  Inhibiting effect of Trichoderma sp. isolated from soil of Longyangxia valley against eight 
pathogenic fungi. A: Positive control of T. harzianum. B: The inhibitory effect of Trichoderma strain 
LP10-23 on pathogenic bacteria. C: The inhibitory effect of strain LT2-15 on pathogenic bacteria. 
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图 5  龙羊峡水库土壤拮抗真菌的抑菌效果   A 和 B 分别为假裸囊菌属菌株 LT8-17 和青霉属菌株 LT7-5
对病原菌的拮抗作用 
Figure 5  Inhibitory effect of soil fungi from Longyangxia valley. A and B were inhibitory effect of 
Pseudogymnoascus isolate LT8-17 and Penicillium isolate LT7-5 on pathogens, respectively. 
 
微生物制剂被越来越多地用于农作物病害防

控，是减少和替代化学农药的重要资源，新型

高效微生物制剂的应用将成为农作物绿色生产

的重要手段。微生物制剂主要是有益微生物，

有益微生物适用范围较狭窄，地理适应性也较

低，因此筛选适用于青海本地的有益微生物对

于本地农作物病害防治很重要。 
研究者们对芦苇根围土壤[26]、滨海湿地土

壤[27]、红树林湿地土壤[28]和南极半岛不同湖泊

湿地土壤[29]真菌多样性进行研究，发现不同湿

地土壤真菌种类丰富。从龙羊峡水库分离得到

的 104 株真菌分别属于 23 属真菌，表明龙羊峡

水库土壤真菌种类也很丰富。分离个数最多的

光黑壳属和木霉属真菌广泛分布于土壤和植物

体内，并能产生多种抗植物病原菌的活性代谢

产物[30]。假裸囊菌属和四枝孢属属于嗜低温真 
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图 6  生防菌株对 3 种农作物安全性测定 
Figure 6  Safety determination of biocontrol isolates on three crops.    
 
菌，本研究分别筛选得到 6 株假裸囊菌属和 1 株

四枝孢属真菌。嗜低温真菌主要分布于高山、

南北极及深海区域，具有提高作物产量和土壤

肥力的能力[31-32]。因此后续研究将继续关注嗜

低温真菌多样性及其功能。 
有益真菌的抑菌作用机制主要有抗生、竞

争、重寄生和溶菌等，生防真菌可产生蛋白酶、

几丁质酶、纤维素酶和葡聚糖酶等多种胞外水

解酶类[33]。这些酶类对植物病原真菌有明显的

拮抗效果，可引起病原菌丝的崩解，最后导致

病原菌腐烂、解体、发生自溶和外溶[34]。另外，

生防真菌还能产生一些抗生素类，这些物质在

防治植物病害过程中也具有一定的作用[35]。目

前研究最多的土壤生防真菌是木霉菌，木霉菌

通过重寄生、营养竞争和挥发物抗生作用等对

植物病原菌发挥生防作用[36]。哈茨木霉对水稻、

玉米和棉花等的多种植物病原真菌都具有明显

的拮抗作用[37]。本研究中，分离得到的 19 株木

霉属真菌对青海省主要农作物 8 种病原真菌大

斑突脐蠕孢、玉米交链格孢、玉米麦根腐平脐

蠕孢、玉米生平脐蠕孢、禾内脐蠕孢、小麦麦

根腐平脐蠕孢、小麦链格孢和禾谷镰孢具有很

好的抑菌作用。此外，发现光黑壳属、假裸囊

菌属、枝孢霉属、小球腔菌属、韦斯特壳属、青

霉属和翅孢壳属真菌也具有较好的生防作用，与

先前的研究报道类似，这些属真菌的菌体或次生

代谢产物具有较好的拮抗作用[38-41]。本研究对筛

选得到的生防菌株进行作物安全性测定，结果表

明 2 株平脐蠕孢属菌株可侵染小麦、玉米和青

稞，1 株小球腔菌属菌株可侵染小麦和青稞，造

成叶部病害；其余 40 株生防菌株对这 3 种作物

无致病性，可以作为后续开发生防制剂的基础

材料。 
综上所述，本研究初步厘清龙羊峡水库土
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壤真菌种类，筛选得到多株生防菌珠，生防菌

株筛选率为 30.7%，并明确生防菌珠对作物的

安全性。研究结果丰富了高寒湖泊湿地土壤真

菌多样性及微生物制剂开发菌种。后续将继续

研究生防菌株的作用机理，并扩大靶标谱，研

制微生物制剂。 
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