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摘  要：【背景】滇牡丹生长周期较长且容易受到多种病害侵染，亟待寻求安全、生态和高效的滇

牡丹促生抗病新方法。【目的】鉴定 4 株滇牡丹优势内生木霉(Trichoderma)种类并开展促生抗病功

能筛选，以确定具有促生抗病功能的潜力菌株。【方法】采用分子系统发育分析和形态学方法鉴定

4 株滇牡丹内生木霉种类，结合定性和定量方法测定 4 株木霉的溶磷、解钾、产吲哚-3-乙酸

(indole-3-acetic acid, IAA)和产铁载体活性，并采用平板对峙法测定 4 株木霉对滇牡丹主要病害病

原真菌的抑制效果。【结果】4 株滇牡丹内生木霉鉴定为装絮木霉(Trichoderma tomentosum)、东方

木霉(T. orientale)、盖姆斯木霉(T. gamsii)和近渐绿木霉(T. paraviridescens)。促生抗病功能筛选的

结果表明，T. gamsii 具有溶磷能力，溶磷活性为 14.89 mg/L，T. gamsii 和 T. orientale 具有解钾能

力，解钾活性分别为 24.16 mg/L 和 26.32 mg/L。同时，T. paraviridescens 和 T. orientale 具有固氮

活性。另外，T. gamsii 还具有产 IAA 和产铁载体能力，其产 IAA 能力为 51.92 mg/L，铁载体含量

为 56.70%。此外，T. gamsii 对滇牡丹 3 种主要病害病原真菌交链孢霉(Alternaria alternata)、刺盘

孢菌(Collectorichum sp.)和枝孢菌(Cladosporium sp.)的抑制率分别为 52.24%、44.23%和 31.78%，

显著高于其余 3 株木霉。【结论】4 株滇牡丹内生木霉 T. tomentosum、T. orientale、T. gamsii 和       
T. paraviridescens 均具有一定的促生或抗病功能，其中 T. gamsii 同时具有溶磷、解钾、产 IAA、

产铁载体和抗病能力，是理想的功能型潜力菌株。 
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Abstract: [Background] Paeonia delavayi has a long growth period and is susceptible to a variety 
of diseases. It is urgent to find a safe, eco-friendly, and efficient method for promoting the growth 
and enhancing the disease resistance of P. delavayi. [Objective] To identify four dominant 
endophytic Trichoderma strains of P. delavayi and examine their functions of promoting plant 
growth and inhibiting plant pathogens. [Methods] Molecular phylogenetic analysis and 
morphological observation were employed to identify the four endophytic Trichoderma strains from 
P. delavayi. Qualitative and quantitative methods were used to determine the phosphorus-solubilizing, 
potassium-solubilizing, indole-3-acetic acid (IAA)-producing, and siderophore-producing activities 
of the four strains. The plate confrontation method was employed to determine the inhibitory effects 
of the four strains on the main pathogenic fungi of P. delavayi. [Results] The four endophytic 
Trichoderma strains were identified as T. tomentosum, T. orientale, T. gamsii, and T. paraviridescens. 
T. gamsii had the ability to solubilize phosphorus, with the phosphorus-solubilizing activity of 
14.89 mg/L. T. gamsii and T. orientale had the ability to solubilize potassium, with the 
potassium-solubilizing activities of 24.16 mg/L and 26.32 mg/L, respectively. T. paraviridescens 
and T. orientale had nitrogen-fixing activity. Furthermore, T. gamsii had the ability to produce IAA 
and siderophores, with the IAA production of 51.92 mg/L and the siderophore content of 56.70%. 
The inhibition rates of T. gamsii on Alternaria alternata, Collectorichum sp., and Cladosporium sp. 
were 52.24%, 44.23%, and 31.78%, respectively, which were significantly higher than those of the 
other three Trichoderma strains. [Conclusion] T. tomentosum, T. orientale, T. gamsii, and        
T. paraviridescens could promote plant growth and inhibit plant pathogens. Among them, T. gamsii 
had the abilities to solubilize phosphorus and potassium, produce IAA and siderophores, and inhibit 
plant pathogens, serving as an ideal functional potential strain. 
Keywords: Paeonia delavayi; endophytic Trichoderma; species identification; promoting plant 
growth and inhibiting plant pathogens 
 
 

滇 牡 丹 (Paeonia delavayi) 属 芍 药 科

(Paeoniaceae) 芍 药 属 (Paeonia) 牡 丹 组 (sect. 
Moutan)肉质花盘亚组(subsect. Delavayanae)[1]，

是国家二级保护野生植物，主要分布于滇西北至

藏东南和川西南海拔 1 900–4 200 m 的山地[2]。

滇牡丹的花色丰富，籽油富含多种不饱和脂肪

酸，根皮可入药[3]，是我国西南地区兼具观赏、

油用和药用价值的特色植物资源。近年来，云

南省多地积极开展滇牡丹推广种植，然而其生

长周期较慢，种子繁育需 3 年开花，并且培育

过程中容易受到黑斑病、红斑病和炭疽病等病

害侵染，严重降低植株的品质和产量。此外，
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长期以来施用化学肥料和杀菌剂带来了土壤板

结、植株抗药性增强以及农药残留等系列问题，

因此，亟待寻求安全、生态和高效的滇牡丹促生

抗病新途径。 
植物内生真菌作为定殖在植物组织内部但

不会引起寄主发生病害的真菌类群，一些种类与

植物的营养摄取、生长发育以及免疫调节紧密相

关[4]。前期研究表明，木霉(Trichoderma)是滇牡

丹内生真菌的主要类群。木霉的一些种类不仅可

产生植物生长调节剂促进寄主生长[5-6]，还能降

低因外源植物调节剂浓度过高对寄主产生的抑

制作用[7]。再者，一些木霉还能通过增加土壤

中难溶化合物的溶解性以及微量营养元素的可

利用性，提高植物对矿质元素的吸收[8]，例如，

合成对铁有较强亲和力的铁载体，与不溶性

Fe3+结合转化为可溶的 Fe2+[9]，将土壤中不溶或

难溶的含磷或含钾化合物分解成植物可吸收的

游离磷或游离钾[10]，以及将大气中的无机态氮

固定为化合态氮供植物利用[11]等。此外，一些木

霉种类能通过重寄生、抗生或诱导寄主系统抗性

等方式对多种植物病原菌起到抑制作用[12]。然

而，目前关于滇牡丹内生木霉的报道极少，仅

见有限的关于根际木霉促生功能的研究[13]。 
本研究对前期分离获得的 4 个滇牡丹内生

木霉的代表菌株进行基于形态学和分子生物学

的物种鉴定，并分别开展溶磷、解钾、固氮、

产吲哚-3-乙酸(indole-3-acetic acid, IAA)、产铁

载体以及对滇牡丹主要病原真菌的拮抗能力的

测定，以筛选具有促生抗病功能的潜力菌株，

为滇牡丹促生抗病微生物菌剂的研发提供参考

依据和数据支持。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

供试木霉菌株 CGMCC 3.25645、CGMCC 
3.27435 和 CGMCC 3.27436 于 2019 年 6 月分

离自云南省大理洱源县(E100°9′，N26°6′，海拔

2 670 m)野生滇牡丹植株根部，CGMCC 3.27438

于相同时期分离自云南省昆明嵩明县(E102°44′，
N25°12′，海拔 2025 m)野生滇牡丹植株根部，

经 DNA 提取和 ITS 片段扩增、测序[13]，确定

为木霉属菌株，上述菌株均保藏于中国普通微

生物菌种保藏管理中心。病原指示菌交链孢霉

(Alternaria alternata)、刺盘孢菌(Collectorichum 
sp.)和枝孢菌(Cladosporium sp.)于 2021 年从云

南省滇牡丹主要种植基地黑斑病、红斑病和炭

疽病的典型病叶上分离，经 ITS 鉴定和致病性检

测，确定为导致其叶部主要病害的病原真菌[14]。 
1.2  培养基 

马铃薯葡萄糖琼脂 (potato dextrose agar, 
PDA) 培 养 基 和 马 铃 薯 葡 萄 糖 液 体 (potato 
dextrose broth, PDB)培养基参考文献[15]配制，

低营养琼脂(synthetic low nutrient agar, SNA)培
养基和玉米葡萄糖琼脂(cornmeal dextrose agar, 
CMD)培养基参考文献[16]配制，溶磷培养基、

解钾培养基和阿须贝培养基参考文献[17]配制。 
1.3  主要试剂和仪器 

Premix Taq，昆明硕擎生物科技有限公司；

铬天青(chrome azurol sulphonate, CAS)检测液，

北京酷莱博科技有限公司；Salkowski 比色液，

福州飞净生物科技有限公司。恒温培养箱，上海

博讯医疗生物仪器股份有限公司；高速冷冻离心

机，四川蜀科仪器有限公司；PCR 扩增仪，耶

拿分析仪器有限公司；凝胶电泳成像仪，Syngene
公司；荧光正置显微镜，Olympus 公司；恒温摇

床，上海知楚仪器有限公司；紫外可见分光光度

计，北京普析通用仪器有限责任公司。 
1.4  滇牡丹内生木霉的种类鉴定 
1.4.1  分子生物学鉴定 

供试木霉菌株采用尿素提取法提取 DNA[18]，

并进行 TEF1 和 RPB2 片段的 PCR 扩增，其中

TEF1 引物为 EF1-728F (5′-CATCGAGAAGTTC 
GAGAAGG-3′)和 TEF1LLErev (5′-AACTTGCAG 
GCAATGTGG-3′) ， RPB2 引 物 为 fRPB2-5F 
[5′-GA(T/C)GA(T/C)(A/C)G(A/T)GATCA(T/C)TT
(T/C)GG-3′]和 fRPB2-7cR [5′-CCCAT(A/G)GCTTG 
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(T/C)TT(A/G)CCCAT-3′]。PCR 反应体系(25 µL)：
Taq Master Mix 12.5 µL，Primer F (10 µmol/L)  
0.5 µL，Primer R (10 µmol/L) 0.5 µL，DNA 模板

(500 ng/µL) 1 µL，ddH2O 10.5 µL。TEF1 基因的

PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；95 ℃ 45 s，55 ℃ 45 s，
72 ℃ 60 s，35 个循环；72 ℃ 5 min。RPB2 基因的

PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；95 ℃ 60 s，50 ℃ 60 s，
72 ℃ 90 s，35 个循环；72 ℃ 5 min。PCR 产物

经凝胶电泳检测合格后送昆明硕擎生物科技有

限公司进行目的片段的双向测序。结果序列采用

CExpress 软件拼接校对后上传至 NCBI 进行比对，

选取相似度较高且已发表的菌株作为参考序列。

参考序列与结果序列进行基于贝叶斯(Bayesian, 
BI)分析法和最大似然(maximum likelihood, ML)
法的系统发育分析。经 jModelTest0.1.1 构建贝

叶斯法最适模型。系统发育树使用 MrBayes 
3.1.2、通过马尔科夫链蒙特卡洛(Markov Chain 
Monte Carlo, MCMC)法构建。在最适模型下随机

运行 500 万代，每 1 000 代取样 1 次，去除 25%
的最初结果，并通过最终的贝叶斯系统发育树

计算后验概率。最大似然法使用软件 RAxML
构建，缺省参数通过 RAxML-HPC Black-box 进

行选择，靴带值重复计算 1 000 次[19]。 
1.4.2  形态学鉴定 

菌株于 PDA 培养基 25 ℃黑暗培养 7 d，用

直径 1 cm的灭菌打孔器取菌块分别转接至PDA、

SNA 和 CMD 培养基，25 ℃黑暗培养 3 d，观察

菌落形态特征。待菌株在 SNA 培养基上产孢

后，挑取气生菌丝或疱状结构制作水玻片，光

学显微镜下观察菌株的分生孢子梗、瓶梗、分生

孢子形态及着生方式，每类结构测量 30 次。 

1.5  滇牡丹内生木霉促生抗病功能筛选 
1.5.1  溶磷活性的测定 

将供试菌株接种在 PDA 培养基上，25 ℃
黑暗培养 5–7 d，用直径 7 mm 的灭菌打孔器取

菌落边缘菌饼接种在溶磷培养基上，25 ℃黑暗培

养 3 d，观察菌饼周围有无透明圈[20]，每个处理

重复 3 次。若出现透明圈，表明菌株具有溶磷

活性，进一步测定透明圈直径，直径越大，表

明该菌的溶磷活性越强。选取具有溶磷活性的

菌株，通过钼锑抗比色法测定其溶磷活性[21]。 
1.5.2  解钾活性的测定 

参照 1.5.1 的方法，将供试菌株的菌饼接种

在解钾培养基上，25 ℃黑暗培养 3 d，观察菌饼

周围有无透明圈[20]，每个处理重复 3 次。若出

现透明圈，表明菌株具有解钾活性，进一步测

定透明圈直径，直径越大，表明该菌的解钾活

性越强。选取具有解钾活性的菌株，通过四苯

硼酸钠重量法测定其解钾活性[22]。 
1.5.3  固氮活性的测定 

参照 1.5.1 的方法，将供试菌株的菌饼接种在

阿须贝培养基上，28 ℃黑暗培养 3 d，观察菌饼

周围有无透明圈，每个处理重复 3 次。若出现透

明圈，表明菌株具有固氮活性，进一步测定透明

圈直径，直径越大，表明该菌的固氮活性越强[23]。 
1.5.4  产 IAA 活性的测定 

供试菌株活化后接种于 PDB 培养基上，

28 ℃、180 r/min 振荡培养 12 d，经无油真空泵

抽滤菌丝后收集发酵液。发酵液与 Salkowski
比色液等量混合后静置 30 min，根据显色结果

确定菌株是否具有产 IAA 能力，混合液颜色越

深，说明其产 IAA 能力越强，不变色则说明菌

株不具备产 IAA 能力[20]。采用沙尔科夫斯基反

应检测初筛菌株的 IAA 含量[24]。 
1.5.5  产铁载体活性的测定 

参照 1.5.4 的方法制备供试菌株的发酵液，将

发酵液与 CAS 检测液等比例混合，静置 30 min，
以 CAS 检测液作为对照，当混合液颜色变为红

色或橙红色，表示该菌具有产铁载体活性。将

初筛菌株的发酵液于 180 r/min 离心 10 min，取

上清与 CAS 检测液等量混合，同时也将未接菌

的 PDB 培养基离心后的上清与 CAS 检测液等

量混合，避光静置 1 h，分光光度计测定二者

OD630 处吸光度值，通过计算铁载体活性单位

(siderophore units, SU)表示铁载体产量，具体公

式如下： 
SU (%)=[(Ar–As)/Ar]×100             (1) 
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其中，Ar 为未接菌液体培养基与 CAS 检测液混

合后的吸光度值，As 为真菌发酵液与 CAS 检测

液混合后的吸光度值[25]。 
1.5.6  拮抗功能筛选 

分别将滇牡丹病原指示菌和供试木霉接种

于 PDA 培养基上，28 ℃黑暗培养 7 d，用直径

5 mm 的灭菌打孔器分别取木霉和病原真菌菌

饼，对称置于 PDA 培养基两侧，2 个菌饼相距

5 cm，以仅接种相同直径的病原菌菌饼为对照，

28 ℃黑暗培养 7 d，每个处理重复 3 次，测量处

理组和对照组中病原真菌的径向生长直径，并按

公式(2)计算抑制率(inhibition percentage, I)： 
I (%)=(Cn/C0)/Cn×100%              (2) 

其中，Cn 为对照中病原真菌的径向生长直径，

C0 为处理组中病原真菌的径向生长直径。 
1.6  数据处理 

不同木霉菌株对滇牡丹主要病原真菌的抑

制率使用 SPSS25.0 进行单因素方差分析。 

2  结果与分析 
2.1  四株滇牡丹内生木霉的种类鉴定结果 

基于 TEF1 和 RPB2 基因片段构建的系统发

育树显示(图 1)，4 株供试木霉分别位于不同的

分类单元。其中，菌株 CGMCC 3.27436 与装絮

木霉 (Trichoderma tomentosum) GZDS 1101、   
T. tomentosum GZDS 1102 和 T. tomentosum 
GZDS 1103 ， CGMCC 3.27438 与 东 方木 霉

(Trichoderma orientale) E225，CGMCC 3.27435
与 近 渐 绿 木 霉 (Trichoderma paraviridescens) 
S122、T. paraviridescens S16 和 T. paraviridescens 
S36 位于相同支系，并且贝叶斯后验概率和最

大似然靴带值均为 1.00 和 100%。此外，CGMCC 
3.25645 与盖姆 斯木 霉 (Trichoderma gamsii) 
CGMCC 3.23532 和 T. gamsii GJS 04.09 聚为  
一支，贝叶斯后验概率和最大似然靴带值分别

为 1.00 和 93%。 
基于系统发育分析和菌落、微观形态观察

(图 2 和表 1)，确定 CMGCC 3.27438、CMGCC 

3.27436、CGMCC 3.25645、CMGCC 3.27435
这 4 株滇牡丹内生木霉分别为 T. orientale、    
T. tomentosum、T. gamsii 和 T. paraviridescens。 
2.2  滇牡丹内生木霉的促生功能筛选结果 
2.2.1  溶磷活性测定结果 

如图 3 所示，经溶磷培养基检测，4 株滇

牡丹内生木霉中仅 T. gamsii (图 3A−3C)在接菌

点周围出现平均直径为(11±0.23) mm 的透明

圈，表明该菌具有溶磷活性。经定量检测，其

溶磷活性为(14.89±1.11) mg/L。 
2.2.2  解钾活性测定结果 

经解钾培养基检测，4 株滇牡丹内生木霉中

T. gamsii (图 4A−4C)和 T. orientale (图 4D−4F)
在接菌点周围出现透明圈，平均直径分别为

(27±2.1) mm 和(26±1.4) mm，经定量检测，    
2 株菌的解钾活性分别为(24.16±1.51) mg/L 和

(26.32±1.45) mg/L，由此表明，T. gamsii 和     
T. orientale 具有解钾活性，且 T. orientale 的解

钾能力较 T. gamsii 强(图 4)。 
2.2.3  固氮活性测定结果 

经阿须贝培养基检测，4 株滇牡丹内生木

霉中有 2 株在接菌点周围出现透明圈，分别为

T. paraviridescens (图 5A−5C)和 T. orientale  
(图 5D−5F)，产生的透明圈平均直径分别为

(14±1.6) mm 和 (13±1.3) mm ，由此表明，      
T. paraviridescens 和T. orientale 具有固氮活性(图 5)。 
2.2.4  产 IAA 活性测定结果 

如图 6 所示，4 株滇牡丹内生木霉中仅    
T. gamsii 的发酵液与 Salkowski 比色液混合的显

色反应颜色变化呈粉红色。进一步检测 T. gamsii
发酵液的产 IAA 活性为(51.92±0.95) mg/L，由

此表明，T. gamsii 具有产 IAA 能力。 
2.2.5  产铁载体活性测定结果 

四株滇牡丹内生木霉中，仅 T. gamsii 的发酵

液与 CAS 检测液混合的显色反应颜色变红。进一

步开展定量检测，显示 T. gamsii 的铁载体活性单

位为(56.70±0.06)%，表明该菌具备产铁载体的能

力(图 7)。 
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图 1  基于 TEF1 和 RPB2 联合基因的木霉真菌贝叶斯系统发育树   图中括号内数值为菌株 TEF1 和

RPB2 基因的 GenBank 登录号；分支节点的标注为贝叶斯后验概率/最大似然靴带值(%)，贝叶斯后验概

率<0.75 和最大似然靴带值<75%用“–”标识；标尺 0.05 代表序列的进化差异。 
Figure 1  Bayesian phylogenetic tree of Trichoderma based on the combined TEF1 and RPB2 genes. 
Numbers in parentheses are GenBank accession numbers of TEF1 and RPB2 genes of the strains. Branch 
nodes are Bayesian posterior probabilities/maximum likelihood bootstrap, Bayesian posterior probabilities  
<0.75 and maximum likelihood bootstrap<75% are recorded by “–”. The scale bar 0.05 represents sequence 
variance. 
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图 2  四株滇牡丹内生木霉在不同培养基上的菌落和微观形态特征   A–E：菌株 CGMCC 3.27438 在

马铃薯葡萄糖琼脂、低营养琼脂培养基和玉米葡萄糖琼脂培养基上 25 ℃培养 3 d 的菌落形态、分生孢

子梗和瓶梗及分生孢子。F–J：菌株 CGMCC 3.27436 在 PDA、SNA 和 CMD 培养基上 25 ℃培养 3 d 的

菌落形态、分生孢子梗和瓶梗及分生孢子。K–O：菌株 CGMCC 3.25645 在 PDA、SNA 和 CMD 培养

基上 25 ℃培养 3 d 的菌落形态、分生孢子梗和瓶梗及厚垣孢子。P–T：菌株 CGMCC 3.27435 在 PDA、

SNA 和 CMD 培养基上 25 ℃培养 3 d 的菌落形态、分生孢子梗和瓶梗及分生孢子。标尺：5 μm。 
Figure 2  Colony morphology and microscopic characteristics of four endophytic Trichoderma spp. on 
different media. A–E: Colony morphology, conidiophores, branches, phialides and conidia of strain CGMCC 
3.27438 on potato dextrose agar (PDA), synthetic low nutrient agar (SNA) and cornmeal dextrose agar (CMD) at 
25 ℃ for 3 days; F–J: Colony morphology, conidiophores, branches, phialides and conidia of strain CGMCC 
3.27436 on PDA, SNA and CMD at 25 ℃ for 3 days. K–O: Colony morphology, conidiophores, branches, 
phialides and chlamydospore of strain CGMCC 3.25645 on PDA, SNA and CMD at 25 ℃ for 3 days. P–T: 
Colony morphology, conidiophores, branches, phialides and conidia of strain CGMCC 3.27435 on PDA, SNA 
and CMD at 25 ℃ for 3 days. Scale bars: 5 μm. 
 

表 1  四株滇牡丹内生木霉在不同培养基上的菌落和微观形态特征描述  
Table 1  Description of colony and microscopic morphology of four endophytic Trichoderma spp. on 
different media 
菌株编号 
Number of 
strain 

马铃薯葡萄糖琼脂 
Potato dextrose 
agar (PDA) 

低营养琼脂培养基 
Synthetic low 
nutrient agar (SNA) 

玉米葡萄糖琼脂 
Cornmeal dextrose 
agar (CMD) 

微观形态 
Microscopic morphology 

CGMCC 
3.27438 
 

菌落圆形，白色，
菌丝致密，5 d 覆
盖平板(图 2A) 
Colonies circular,  
white, mycelium 
dense, covering the 
plate after 5 days 
(Figure 2A) 

菌落圆形，白色，
菌丝稀疏，7 d 覆
盖平板(图 2B) 
Colonies circular, 
white, mycelium 
sparse, covering 
the plate after  
7 days (Figure 2B) 

菌落圆形，菌丝透
明，7 d 覆盖平板
(图 2C) 
Colonies circular, 
mycelium hyaline, 
covering the plate 
after 7 days  
(Figure 2C) 

分生孢子梗一级分枝产生单个瓶梗，瓶梗圆柱形，
大小[(7.8–)8.1–9.4(–12.4)] μm× 
[(1.4–)1.6–2.2(–2.3)] μm，长宽比
(3.9–)4.0–5.6(–5.7)，分生孢子卵形至椭圆形，大小
[(1.8–)2.1–2.8(–2.9)] μm×[(1.4–)1.6–2.1(–2.3)] μm，长
宽比(0.9–)1.0–1.5(–1.7) (图 2D–2E) 

    (待续) 
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    (续表 1) 
菌株编号 
Number of 
strain 

马铃薯葡萄糖琼脂 
Potato dextrose 
agar (PDA) 

低营养琼脂培养基 
Synthetic low 
nutrient agar (SNA) 

玉米葡萄糖琼脂
Cornmeal dextrose 
agar (CMD) 

微观形态 
Microscopic morphology 

    Conidiophores primary branches tending to produce 
phialides singly. Phialides cylindrical, 
[(7.8–)8.1–9.4(–12.4)] μm×[(1.4–)1.6–2.2(–2.3)] μm, 
length/width ratio (3.9–)4.0–5.6(–5.7). Conidia 
oblong to ellipsoidal, [(1.8–)2.1–2.8(–2.9)] μm× 
[(1.4–)1.6–2.1(–2.3)] μm,  
l/w ratio (0.9–)1.0–1.5(–1.7) (Figure 2D–2E) 

CGMCC 
3.27436 

菌落圆形，菌丝白
色，5 d 覆盖平板
(图 2F) 
Colonies circular, 
mycelium white,  
covering the plate 
after 5 days  
(Figure 2F) 

菌落浅黄色，菌丝
绒毛状，7 d 覆盖
平板(图 2G) 
Colonies light 
yellow, mycelium  
cottony, covering 
the plate after  
7 days  
(Figure 2G) 

菌落浅黄色，菌丝
稀疏，7 d 覆盖平
板(图 2H) 
Colonies light 
yellow, mycelium  
sparse, covering 
the plate after  
7 days  
(Figure 2M) 

分生孢子梗二级分枝呈树状，瓶梗大多向上弯曲，
大小为[(4.5–)5.2–8.6(–11.5)] μm× 
[(1.3–)1.9–2.7(–3.0)] μm，长宽比
(1.7–)2.4–5.4(–7.6)，分生孢子光滑，椭圆至卵圆
形，大小为[(1.8–)2.5–3.2(–3.6)] μm× 
[(1.2–)1.7–2.4(–3.0)] μm，长宽比
(1.0–)1.2–1.5(–1.8) (图 2I–2J) 
Conidiophores the secondary branches showing in a 
tree fashion. Phialides mostly curved upwards, 
[(4.5–)5.2–8.6(–11.5)] μm×[(1.3–)1.9–2.7(–3.0)] μm, 
l/w ratio (1.7–)2.4–5.4(–7.6). Conidia smooth, 
ellipsoidal to oblong, [(1.8–)2.5–3.2(–3.6)] μm× 
[(1.2–)1.7–2.4(–3.0)] μm, length/width ratio 
(1.0–)1.2–1.5(–1.8) (Figure 2I–2J) 

CGMCC 
3.25645 

菌落白色，菌丝致
密，7 d 覆盖平板
(图 2K) 
Colonies white, 
mycelium dense, 
covering the plate  
after 7 days  
(Figure 2K) 

菌落白色，7 d 覆
盖平板(图 2L) 
Colonies white, 
mycelium covering 
the plate after  
7 days  
(Figure 2L) 

菌落白色，菌丝稀
疏，7 d 覆盖平板
(图 2M) 
Colonies white, 
mycelium sparse, 
covering the plate 
after 7 days  
(Figure 2M) 

分生孢子梗均匀分枝，常见单生瓶梗，瓶梗中部
膨大，大小为[(3.0–)6.5–7.5(–8.5)] μm× 
[(1.6–)1.8–2.0(–2.2)] μm，长宽比
(3.5–)3.6–3.8(–5.3)，不产生明显的分生孢子，厚
垣孢子光滑，球形或亚球形，大小为
[(4.4–)4.8–6.3(–7.8)] μm×[(3.6–)4.1–5.2(–7.6)] μm，长
宽比(0.8–)1.0–1.4(–1.8) (图 2N–2O) 
Conidiophores uniformly branched, solitary 
phialides common, at most swollen in the middle, 
[(3.0–) 6.5–7.5(–8.5)] μm×[(1.6–)1.8–2.0(–2.2)] μm, 
l/w ratio (3.5–)3.6–3.8(–5.3). Conidia often obscure, 
chlamydospores smooth, globose or subglobose, 
[(4.4–)4.8–6.3(–7.8)] μm×[(3.6–)4.1–5.2(–7.6)] μm, 
length/width ratio (0.8–)1.0–1.4(–1.8) (Figure 2N–2O) 

CGMCC 
3.27435 

菌落白色，菌丝致
密，絮状，5 d 覆
盖平板(图 2P) 
Colonies white, 
mycelium dense, 
cottony, covering 
the plate after  
5 days  
(Figure 2P) 

菌落白色，菌丝稀
疏，7 d 覆盖平板
(图 2Q) 
Colonies white, 
mycelium sparse, 
covering the plate 
after 7 days  
(Figure 2Q) 

菌落透明，菌丝稀
疏，7 d 覆盖平板
(图 2R) 
Colonies hyaline, 
mycelium sparse, 
covering the plate 
after 7 days  
(Figure 2R) 

分生孢子梗二级分枝呈树状对称，瓶梗有时弯曲，
大小为[(7.1–)7.4–11.8(–12.9)] μm× [(1.6–)1.9– 
2.5(–2.8)] μm，长宽比(3.1–)3.8–5.9(–6.5)，分生孢子
球形至近球形，大小为[(2.0–)2.2–2.4(–3.0)] μm× 
[(1.9–)2.1–2.5(–2.7)] μm，长宽比(0.8–)1.0–1.2(–1.4) 
(图 2S–2T) 
Conidiophores the secondary branches generally 
paired in a tree fashion. Phialides sometimes curved, 
[(7.1–)7.4–11.8(–12.9)] μm×[(1.6–)1.9–2.5(–2.8)] μm, 
l/w ratio (3.1–)3.8–5.9(–6.5). Conidia globose or 
subglobose, [(2.0–)2.2–2.4(–3.0)] μm× 
[(1.9–)2.1–2.5(–2.7)] μm, length/width ratio 
(0.8–)1.0–1.2(–1.4) (Figure 2S–2T) 
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图 3  滇牡丹内生木霉的溶磷活性    
Figure 3  Phosphorus-dissolving activity of endophytic Trichoderma from Paeonia delavay. A−C: T. gamsii; 
D−F: CK. 
 

 
 
图 4  滇牡丹内生木霉的解钾活性 
Figure 4  Potassium-solubilizing activity of endophytic Trichoderma from Paeonia delavay. A−C: T. gamsii; 
D−F: T. orientale; G−I: CK. 
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图 5  滇牡丹内生木霉的固氮活性 
Figure 5  Nitrogen fixation activity of endophytic Trichoderma from Paeonia delavay. A−C: T. paraviridescens; 
D−F: T. orientale; G−I: CK. 
 

 
 
图 6  滇牡丹内生木霉产吲哚-3-乙酸活性   A−C：盖姆斯木霉；D−F：CK (PDB 培养基)。 
Figure 6  Indole-3-acetic acid (IAA) activity of endophytic Trichoderma from Paeonia delavay. A−C:    
T. gamsii; D−F: CK (PDB medium). 
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图 7  滇牡丹内生木霉产铁载体活性   A−C：盖姆斯木霉；D−F：CK (CAS 检测液)。 
Figure 7  Siderophore-producing ability of endophytic Trichoderma from Paeonia delavayi. A−C: T. gamsii; 
D−F: CK (CAS detection solution). 
 
2.2.6  抗病能力 

如表 2 和图 8 所示，T. gamsii 对 Alternaria 
alternata、Collectorichum sp.和 Cladosporium sp.
的抑制率最高，分别为 52.24%、 44.23%和

31.78%，显著高于其余 3 株木霉。其次是      
T. orientale，对 Collectorichum sp.和 Cladosporium 
sp.的抑制率分别为 39.92%和 29.21%，再者    
T. tomentosum 对 Collectorichum sp.的抑制率为

39.92%，但对 A. alternata 无明显抑制效果，相

反，T. paraviridescens 对 A. alternata 的抑制率

为 23.8%，但对 Collectorichum sp.无明显抑制

效果。由此表明，T. gamsii 对滇牡丹 3 种病害

主要病原真菌的抑制效果最好。 

3  讨论 
本研究通过 TEF1 和 RPB2 这 2 个片段联合

构建供试木霉与近缘菌株的系统发育树，表明 4 株

供试木霉分别与装絮木霉(T. tomentosum)、东方

木霉(T. orientale)、盖姆斯木霉(T. gamsii)和近

渐绿木霉(T. paraviridescens)的已知序列位于

同一分支，并且贝叶斯后验概率和最大似然靴

带值较高。同时，结合参考菌株的分类学文献，

以及与供试菌株的菌落和微观形态特征进行比

对[26-28]，最终确定 4 株内生木霉为 T. tomentosum、

T. orientale、T. gamsii 和 T. paraviridescens。 
相关研究表明，植物促生菌能通过促进营

养元素迁移和活化根际养分等途径，促进植物

对矿质营养的吸收[29]。例如，植物典型促生菌木

霉的多个种类能溶解不同的磷酸盐以提高植物

对磷养分的吸收[30]。本研究结果显示 T. gamsii
具有溶磷能力，而 T. paraviridescens 无溶磷能

力，这与顾英杰等[13]报道发现滇牡丹根际木霉 
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表 2  滇牡丹内生真菌对病原真菌抑制率 
Table 2  The inhibition rate of endophytic Trichoderma on pathogenic fungi of Paeonia delavayi 
Strain 抑制率 Inhibitory rates (%) 

Alternaria alternata  Collectorichum sp. Cladosporium sp. 

T. orientale 15.32±1.22c 39.92±1.79b 29.21±1.06b 

T. gamsii 52.24±0.71a 44.23±1.5a 31.78±1.68a 

T. tomeutosum 2.78±0.32d 39.92±1.78b 20.74±1.28c 

T. paraviridescens 23.80±1.09b 4.31±0.4c 20.74±1.28c 

表中数据为平均值±标准差，不同小写字母表示不同内生木霉对同种病原真菌的抑制率在 P<0.05 水平差异显著。 
Data are mean±SD, different lowercase letters indicate that the inhibition rates of different endophytic Trichoderma on the 
same pathogenic fungi are significantly different at P<0.05. 
 

 

 
 
图 8  滇牡丹内生真菌对病原真菌拮抗图 
Figure 8  The antagonistic diagram of endophytic Trichoderma on pathogenic fungi of Paeonia delavayi. 
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T. paraviridescens 无溶磷能力的结果相似。再

者，木霉释放的有机酸例如柠檬酸、草酸和酒

石酸等能溶解含钾矿物释放钾离子，提高植物

对钾元素的吸收和利用[31]。本研究中 T. gamsii
和 T. orientale 具解钾能力，与王俊威等[6]研究

发现蒜头果内生木霉 T. gamsii 具有较强的解钾

能力结果相似。除上述种类外，相关报道显示，

具 有 解 钾 活 性 的 木 霉 菌 还 有 拟 康 宁 木 霉

(Trichoderma koningiopsis) 、 哈 茨 木 霉

(Trichoderma harzianum)和康宁木霉(Trichoderma 
koningii)等 [13,32]。本研究中 T. paraviridescens
和 T. orientale 具有固氮活性，但目前仅进行了

定性测定，下一步还将通过凯氏法测定上述木

霉的固氮能力[33]。一些木霉基因组中含有植物

激素合成相关基因，调控生长素等的合成和分

泌，并参与激活植物内源生长素的转运和信号

转导[34]。目前已报道一些木霉主要通过色氨酸

依赖途径即吲哚丙酮酸途径、吲哚乙酰胺途径、

吲哚乙腈途径和色胺途径合成 IAA，其 IAA 生

物合成中的关键基因涉及吲哚乙酰胺水解酶基

因 iaaH2、腈水解酶基因 nit1 和 nit2，以及吲哚

乙醛脱氢酶基因 ald1 和 ald2[35-36]。另外，一些

木霉能产生铁载体，螯合土壤铁氢氧化物中的

铁离子，以提高土壤中铁的有效性，尤其在缺

铁条件下，木霉可分泌多种类型的铁载体，促

进植物对的铁吸收[37]。本研究中 T. gamsii 同时

具备产 IAA 和铁载体能力，这与王俊威等[6]和

杨云天[38]的研究结果相似，而另一株滇牡丹内

生木霉 T. paraviridescens 无产 IAA 和铁载体能

力，也与顾英杰等[13]研究滇牡丹根际木霉的促

生功能结果相符。 
关于木霉的抗菌机制主要包括重寄生、抗

生和诱导寄主抗性作用，在与病原菌的拮抗过

程中，木霉与病原菌争夺空间和养分[39]，并分

泌蛋白酶、脂肪酶和纤维素酶等多种细胞壁降

解酶[40]，破坏、溶解病原菌细胞壁，同时产生

对病原菌有抑制作用的次生代谢产物[41]。这一

过程主要受细胞壁合成、能量代谢及抗菌化合

物的合成与分泌相关基因调控[42]。本研究中，

T. gamsii 对滇牡丹黑斑病、红斑病和炭疽病病

原真菌的抑制效果最好，相关研究表明，该菌

对水稻立枯病病菌(Rizoctonia solani)、终极腐霉

(Pythium ultimum)、黄瓜枯萎病菌 (Fusarium 
oxysporum)、黄瓜灰霉病菌(Botrytis cinerea)和
棉花立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)和棉花枯萎

病菌(Fusarium oxysporum)均有抑制效果[43-44]，

由此表明该菌具有广谱抗菌能力。本研究结果显

示，T. tomentosum 和 T. orientale 对滇牡丹刺盘孢

菌 (Collectorichum sp.) 和枝孢菌 (Cladosporium 
sp.)有一定抑制作用，相关研究发现，上述 2 种

木霉对西瓜枯萎病菌(Fusarium oxysporum)、立

枯丝核菌(R. solani)和灰葡萄孢菌(Botrytis cinerea)
也有抑制效果[45]。本研究中，T. paraviridescens
对滇牡丹 3 种病害病原真菌的抑制率较低，但

另 有 研 究 结 果 表 明 该 菌 对 番 茄 灰霉病 菌

(Botrytis cinerea)抑菌率在 80%以上[46]，由此说

明，不同木霉菌株对同种病原菌的抑制效果不

同，同种木霉对不同病害的抑制效果也存在明

显差异，因此，根据防治对象筛选抑菌效果理

想的菌株是有效开展木霉防治的前提。 
下一步将通过供试菌株接种滇牡丹种子和

幼苗，测定木霉定殖对种子萌发和幼苗生长发

育的影响及其对主要病害的抑制作用，结合木

霉促生抗病功能筛选研究，进一步确定理想的

促生抗病菌株，为滇牡丹微生物资源的开发利

用奠定基础。 

4  结论 
本研究对 4 株滇牡丹内生真菌进行分子生物

学和形态学鉴定，确定其种类为 T. tomentosum、

T. orientale、T. gamsii 和 T. paraviridescens。通

过开展促生抗病功能筛选研究，结果表明，    
T. gamsii 具有溶磷活性，T. gamsii 和 T. orientale
具有解钾活性，T. paraviridescens 和 T. orientale
具有固氮活性。同时，T. gamsii 还具有产 IAA
和产铁载体能力。此外，T. gamsii 对滇牡丹 3 种
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病害病原真菌的抑制率均显著高于其余 3 株木

霉。由此表明，T. gamsii 是具有较好促生抗病

功能的潜力菌株。 
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