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茶树根腐病拮抗细菌的筛选鉴定及其生防潜力 
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植物保护学院，湖南 长沙 410128) 

摘要：以茶树根腐病病原菌(Fusarium cugenangense)为指示菌，运用平板对峙法筛选分离感病根际土壤微生物，

获得1株拮抗效果最佳的细菌菌株TJ–1，抑菌率可达74.67%；通过生理生化试验以及16S rRNA测序，鉴定菌株TJ–1

为土地类芽孢杆菌(Paenibacillus terrae)。研究菌株TJ–1对病原菌菌丝生长的抑制效果、生长特性、产生的不同代

谢物对病原菌的拮抗效果、对9种作物病原菌的拮抗效果及其促生潜力等，结果表明，拮抗菌TJ–1使病原菌菌丝

缠绕萎缩，分支部分变大；拮抗菌生长至18 h进入稳定期；生长最适 pH为 5~7，在NaCl质量分数超过2%的条件

下生长会受到明显抑制；拮抗菌TJ–1对9种作物病原菌均有拮抗效果，其中对茄子褐纹病原菌拮抗效果高达

80.51%；拮抗菌TJ–1产生的挥发性物质和非挥发性物质对病原菌都具有拮抗效果；拮抗菌TJ–1具有溶解磷、固氮

以及分泌铁载体等促生潜能。 
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Abstract: The Fusarium cugenangense (F. cugenangense) was used as indicators to screen the best antagonistic bacterial 
from rhizosphere soil of tea plants infected with root rot disease by plate confrontation method. Strain TJ-1 with the best 
antagonistc effect was obtained, and its antifungal rate was 74.67%. Strain TJ-1 was identified as Paenibacillus terrae by 
physiological and biochemical tests and 16S rRNA sequencing analysis. The inhibitory effect of strain TJ-1 on mycelia 
growth of F. cugenangense, the growth characteristics of strain TJ-1, the antagonistic effect of different metabolites of strain 
TJ-1 against F. cugenangense, the antagonistic effect of strain TJ-1 on other crop pathogens and the growth promoting 
potential of strain TJ-1 were further studied. The results showed that the antagonistic strain TJ-1 can cause entanglement and 
shrink of the mycelium of F. cugenangense and can enlarge the branch of the mycelium. After 18- hour-growth, the strain 
TJ-1 entered the stable phase. The optimal pH for strain TJ-1 is 5-7, and the growth was significantly inhibited in the 
environment containing more than 2% NaCl. The antagonistic strain TJ-1 has antagonistic effect on 9 kinds of crop 
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pathogens, and the antagonistic effect against Phomopsis vexans is up to 80.6%. Both volatile and non-volatile substances 
produced by antagonistic strain TJ-1 had antagonistic effect on F. cugenangense. The strain TJ-1 showed the ability of 
phosphorus dissolution, nitrogen fixation and iron production, indicating the strain has growth promoting potential. 

Keywords: tea root rot; Fusarium cugenangense; antagonistic bacteria; Paenibacillus terrae; biological control 

 
茶树根腐病在华南茶区最为普遍和严重[1]。茶

树根腐病由于发病部位隐蔽，在其侵染早期常不易

被察觉。随着病情的发展，茶树根系腐烂发黑，部

分须根脱落坏死，严重时可导致茶园大面积茶树死

亡[2]。有关茶树根腐病的防治研究主要集中在化学

防治上，在生物防治方面研究较少。YANG 等[3]在

2023 年首次报道尖孢镰刀菌(Fusarium cugenangense) 
可引起茶树根腐病。DHAR PURKAYASTHA 等[4]从

茶树根际分离的黏质沙雷氏菌(Serratia marcescens)
对茶树根腐病具有生物防治效果，并发现该细菌产

生多种水解酶和促进植物生长代谢物。黏质沙雷氏

菌对茶树的 9 种不同的茶树叶部和根部病原菌具

有显著的拮抗作用。MANJUKARUNAMBIKA 等[5]

对比化学药剂和生防药剂对茶树红根腐病的防治

效果，发现假单胞菌和木霉生防剂的药效同化学药

剂相当，且施用生防菌剂后茶叶产量和植株生长量

均优于对照的。生产实践中，茶树根腐病的化学防

治易杀死非靶标生物，导致茶园微生物减少，进而

破坏茶园中生态系统的平衡[6]。与化学防治相比，

运用生物制剂，包括生物活体或其代谢产物杀灭有

害生物[7]的生物防治措施对环境危害低，具有可持

续和环境友好的优点。笔者以茶树根腐病病原菌(F. 
cugenangense)[3]为指示菌，筛选并鉴定病株根际土

壤中对病原菌具有最佳拮抗作用的细菌，分析拮

抗细菌的生长特性，检测其对 9 种常见植物病原

真菌的抑制效果，并分析其代谢产物的抑菌活性

以及其促生特性，以期为茶树根腐病的生物防治

提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

于 2022 年 9 月采集湖南农业大学长安基地

感染根腐病的茶树根际土壤。 
9 种 植 物 病 原 菌 分 别 为 草 莓 疫 病 病 菌

(Phytophthera fragariae)、辣椒枯萎病菌(Fusarium 
oxysporum) 、 马 铃 薯 早 疫 病 病 菌 (Alternaria 

alternate)、柑橘沙皮病菌(Diaporthe citri)、茄子褐

纹病菌(Phomopsis vexans)、茭白镰刀菌(Fusarium 
graminearum)、棉花枯萎病菌(Verticillium dahli)、玉

米疫病菌 (Exserohilum turcicum)、黄精炭疽病菌

(Colletotrichum spaethianum) , 均保存于湖南农业

大学病原微生物实验室。 

1.2 方法 

1.2.1 茶树根腐病拮抗菌的分离筛选及鉴定 

采用梯度稀释涂布法分离病株根际土壤细菌，将

10 g 土壤加入 90 mL 无菌水的锥形瓶并进行振荡[8]， 
15 min 后，稀释土壤上清液浓度，将稀释梯度调为

10–6~10–1。取稀释后的悬浊液 200 μL 涂布于 NA 平

板培养基上，置于 25 ℃恒温培养箱中倒置培养。

观察涂布土壤上清液平板的菌落生长情况，挑取细

菌单菌落进行分离纯化，于 25 ℃恒温培养箱中倒

置培养[9]。 
采用平板对峙培养法，取茶树根腐病病原菌菌

饼(5 mm)接种至 PDA 培养基中央，在距病原菌菌饼

2 cm 处两侧的位置分别平行划线接种活化的菌株，

以只接种病原菌的 PDA 培养基作空白对照，每个处

理 3 次重复，倒置培养于 25 ℃恒温箱中。观察平板

菌落形态，选取有明显抑菌效果的菌株进行编号并

计算筛选出的拮抗菌对病原菌的抑菌率[10]。 
同时，挑取与拮抗菌对峙培养面的部分茶树根

腐病菌丝在光学显微镜下进行观察，对照组为只接

种病原菌的 PDA 培养基[11]。 
将分离纯化的拮抗菌活化后，接种在 PDA 培

养基上，于 25 ℃恒温培养箱培养 24 h，观察并分

析菌落的形态并对菌落进行拍照，记录菌落的大

小、颜色及形态。 
参照文献[12–13]的方法，测定拮抗菌株生理生

化指标，包括革兰染色、淀粉水解试验、过氧化氢

酶试验、酪素水解试验、硫化氢试验、V–P 试验、

精氨酸脱氢酶试验、甲基红试验等。 
按照 EasyPure® Genomic DNA Kit 试剂盒说明

书提取拮抗菌株基因组 DNA，以提取的 DNA 为模
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板，利用通用引物 27 F(5′–AGAGTTTGATCCTGG 
CTCAG–3′)和 1492 R(5′–TACGGCTACCTTGTTAC 
GACTT–3′)扩增其 16S rRNA 基因序列。PCR 反应

体系：DNA 模板 2 μL，上、下游引物各 1 μL，ddH2O 
6 μL，Taq PCR Master Mix 酶 10 μL。PCR 反应条

件：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，55 ℃ 退

火 30 s，72 ℃延伸 1 min，共 30 个循环；72 ℃延

伸 5 min；4 ℃保存。将 PCR 扩增产物送至生工生

物工程(上海)股份有限公司测序。将测序得到的菌

株 TJ–1 基因序列提交至 NCBI 进行 BLAST 比对分

析后，利用 MEGA 11 软件的邻接法构建系统发育

进化树，进而确定拮抗菌株的种属分类[14]。 

1.2.2 拮抗菌的生物学特性分析 

1) 以 2%的接种量将拮抗菌株种子液加入

150 mL 的 LB 液体培养基中，在 25 ℃、180 r/min
的摇床中进行培养。将未接种拮抗菌的 LB 培养基

作为空白对照，每隔 2 h 用分光光度计测定菌液在

600 nm 波长处的吸光值，绘制拮抗菌的生长曲线图[15]。 
2) 拮抗菌株在不同 pH 和不同质量分数 NaCl

胁迫下的生长情况：分别配制 pH 为 3~9 的 LB 液

体培养基 [16]和 NaCl 质量分数分别为 0.5%、1.0%、

2.0%、3.0%、4.0%、5.0%的 LB 液体培养基，将 pH
都调至 7，按 2%的接种量将拮抗菌株加入 LB 液体

培养基，在 25 ℃、180 r/min 的摇床中进行培养。

24 h 后，将未接种拮抗菌的 LB 培养基作为空白对

照，测定菌液在 600 nm 波长处的吸光值[17]。 
3) 采用平板对峙法对拮抗菌株的抗菌谱进行测

定，取供试病原菌菌饼(5 mm)置于 PDA 培养基中央，

挑取拮抗菌在病原菌等距离处两侧划线，以只接种

各病原菌的培养基为对照，倒置于 25 ℃恒温箱培

养。待对照组病原菌长满培养基时，测量处理组与

对照组病原菌直径，计算其抑菌率[18]。 
4) 采用平板对扣法分析拮抗菌株挥发性物质的

抑菌效果，将涂布拮抗菌菌液的 PDA 培养基与接种

病原菌菌饼的 PDA 培养基对扣密封培养，以涂布

LB 液体培养基为对照，于 25 ℃恒温培养箱进行培

养。培养至对照组病原菌菌饼长满培养基，计算拮

抗菌挥发性物质对病原菌的抑制率[19]。采用圆盘滤

膜法分析菌株 TJ–1 非挥发性物质的抑菌效果，将双

层滤膜平铺于 PDA 培养基，并在 PDA 培养基中央

接种直径为 5 mm 的拮抗菌菌饼，培养 2 d 后，将滤

膜与拮抗菌菌饼去除，在原位置接种直径为 5 mm 的

病原菌菌饼，每处理设 3 个重复，于 25 ℃恒温培养

箱中进行培养。培养至对照组病原菌菌饼长满培养

基，计算拮抗菌非挥发性物质对病原菌的抑制率[20]。 
5) 将拮抗菌株点接至阿须贝培养基上，于

25 ℃恒温培养箱中培养 48 h，观察有无菌体生长，

如正常生长，说明菌株具有固氮能力，反之则没有；

点接至 CAS 培养基上观察拮抗菌在 CAS 培养基上

有无黄绿色晕圈出现，于 25 ℃恒温培养箱中培养

48 h，检测其产铁载体能力[21]；点接至培养基上，

于 25 ℃恒温培养箱中培养 48 h，观察拮抗菌在无

机磷培养基、有机磷的培养基、纤维素酶检测培养

基以及 β–1,3–葡聚糖酶检测培养基上有无透明圈出

现，检测拮抗菌的溶磷能力、产纤维素酶能力以及

产 β–1,3–葡聚糖酶能力[22]。 

1.3  数据处理 

采用 Microsoft Excel 2018 和 SPSS 20.0 软件对

数据进行处理和统计分析。 

2 结果与分析 

2.1 茶树根腐病拮抗细菌的筛选及鉴定结果 

采用平板对峙法从感染根腐病的茶树根际土

壤中分离筛选纯化得到多株对茶树根腐病具有拮

抗效果的细菌，其中 1 株拮抗菌对病原菌的拮抗率

达 74.67%，将其命名为 TJ–1(图 1)。菌株 TJ–1 在

PDA 平板上培养 48 h 后，菌落正面呈淡黄色、不

透明(图 1–3)，表面光滑、黏稠，无色素产生，菌落 

  

  
1 对照组 CK；2 TJ–1 处理组；3 TJ–1 拮抗菌株反面；

4 TJ–1 拮抗菌株正面。 

图1 拮抗菌株TJ–1对病原菌F. cugenangense的抑制效果 
Fig.1 Inhibitory effect of antagonistic strain TJ-1 on root rot 

pathogen F. cugenangense  

1 2 

3 4 
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形状不规则；菌落背面呈淡黄色，透明(图 1–4)。在

光学显微镜下观察接种 TJ–1 后病原菌的生长情况，

发现处理组与对照组相比，菌丝分枝变多、部分膨

大，萎缩缠绕成团(图 2)，表明拮抗菌 TJ–1 可抑制

茶树根腐病病原菌菌丝的生长。 

  

  
1、2 对照组(CK)；3、4 TJ–1 处理组。 

图 2 拮抗菌株 TJ–1 处理病原菌的菌丝状态 
Fig.2 Mycelial status of pathogen F. cugenangense with antagonistic 

strain TJ-1 treatment  

生理生化试验结果表明，菌株 TJ–1 的革兰染

色结果呈阳性；淀粉水解试验、过氧化氢酶试验、

酪素水解试验、V–P 试验、精氨酸脱氢酶试验结果

呈阳性；硫化氢试验、甲基红试验结果呈阴性，与

芽孢杆菌特征吻合。 
对拮抗菌 TJ–1 基因组的 16S rRNA 片段进行

PCR 扩增并测序，得到长度约为 1 400 bp 的片段。

将测序结果进行同源性比对，并构建系统发育树。

拮抗菌的 16S rRNA 序列与 GenBank 中登录号为

LC127093.1 Paenibacillus terrae 的相似度为 100%，

结合生理生化与形态学特征，鉴定其为土地类芽孢

杆菌，登录号为 PQ451921(图 3)。 
 
 

 
图 3 基于 16S rRNA 序列的拮抗菌 TJ–1 系统发育树 

Fig.3 Phylogenetic tree of strain TJ-1 based on 16S rRNA sequences  

2.2 茶树根腐病拮抗菌的生长特性 

2.2.1 生长曲线 

拮抗菌株的生长曲线如图 4 所示。在培养的前

6 h 处于迟缓生长期；此后至 18 h 处于对数生长期；

18 h 至 24 h 后进入稳定期，生长速率较稳定；此后

进入衰亡期(图 4)。由此可知，拮抗菌株 TJ–1 可选

取培养 18~24 h 的培养液作为种子液。 
 

图 4 拮抗菌株 TJ–1 的生长曲线 
Fig.4 Growth curve of antagonistic strain TJ-1  
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2.2.2 酸碱适应性和耐盐性 

TJ–1 菌液吸光值随着培养基 pH 增大而升高，

在 pH 为 6.0 时达到峰值，OD600 nm 值为 0.815。随

后培养基 pH 大于 6.0 时，菌液吸光值逐渐下降。

当 NaCl 质量分数为 2%时，TJ–1 菌液吸光值达到

0.801，TJ–1 生长最好；当 NaCl 质量分数达到 3%
时，TJ–1 的生长受到显著抑制。 

      
 

图 5 拮抗菌 TJ–1 的酸碱适应性和耐盐性 
Fig.5 Effects of different pH and NaCl concentration on the growth of antagonistic strain TJ-1  

2.3 拮抗细菌的抑菌谱 

由菌株 TJ–1 对多种植物病原菌的拮抗效果的

检测结果可知，TJ–1 对 9 种植物病原菌的抑制效果

都较好。其中，对茄子褐纹病菌的抑制效果最好，

抑菌率为(80.51±1.67)%；对辣椒枯萎病菌的抑菌率

最低，但也达到了(69.64±1.61)%，说明菌株 TJ–1
具有广谱抑菌活性且抑菌效果较好(图 6、表 1)。 

 
1 茄子褐纹病菌；2 茭白镰刀菌；3 柑橘沙皮病菌；4 辣椒枯萎病菌；5 马铃薯早疫病菌；6 草莓疫病菌；

7 棉花枯萎病菌；8 黄精炭疽病菌；9 玉米疫病菌。 

图 6 拮抗菌株 TJ–1 对不同病原菌的拮抗效果 
Fig.6 Antagonistic effect of strain TJ-1 against different plant pathogens  

表 1 菌株 TJ–1 对不同植物病原菌的抑菌率 
Table 1 Inhibition rate of strain TJ-1 to different plant 

pathogens 
病原菌 抑菌率/% 

茄子褐纹病菌 (80.51±1.67)a 
茭白镰刀菌 (76.03±1.54)b 
柑橘沙皮病菌 (71.77±1.47)cd 
辣椒枯萎病菌 (69.64±1.61)d 
马铃薯早疫病菌 (76.82±0.09)b 
草莓疫病菌 (76.99±0.89)b 
棉花枯萎病菌 (72.79±0.10)c 
黄精炭疽病菌 (71.80±0.13)cd 
玉米疫病菌 (75.57±0.76)b 

同列不同字母表示病原菌之间的差异有统计学意义(P<0.05)。 

 

2.4 拮抗菌挥发性和非挥发性物质对病原菌的抑

菌效果 

菌株 TJ–1 产生的挥发性物质和非挥发性物质

对茶树根腐病病菌都有抑制作用(图 7)。当对照组病

原菌长满培养皿时，菌株 TJ–1 的挥发性物质对茶

树根腐病病菌的抑菌率为 27.21%，且处理组病原菌

边缘菌丝稀少；菌株 TJ–1 的非挥发性物质对茶树

根腐病抑制效果更为显著，抑菌率可达 73.57%。 
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     1 对照组 CK；2 TJ–1 挥发性物质处理组；3 对照组 CK；4 TJ–1 非挥发性物质处理组。 

图 7  拮抗菌 TJ–1 产生的挥发性及非挥发性物质对病原菌的拮抗效果 
Fig.7 Antagonistic effect of volatile and non-volatile substance produced by strain TJ-1 on pathogenic bacteria  

2.5 拮抗菌的促生特性 

拮抗菌株 TJ–1 的促生特性与活性物质检测试

验结果表明，TJ–1 具有溶解无机磷、溶解有机磷、

固氮的能力，并且可以分泌铁载体、纤维素酶以及

β–1, 3–葡聚糖酶。拮抗菌在阿须贝培养基生长，检

测结果呈阳性；拮抗菌在 CAS 培养基上有黄绿色

晕圈出现，检测结果呈阳性；拮抗菌在无机磷培养

基、有机磷的培养基、纤维素酶检测培养基以及

β–1,3–葡聚糖酶检测培养基上有透明圈出现，检测

结果呈阳性。 

3 结论与讨论 

生物防治是控制土传病害的有效方法之一 [23]。

植物根际土壤微生物资源丰富，是拮抗菌筛选的重

要来源[24]。从茶树病株根际土壤中筛选拮抗菌株，

菌株 JT–1 平板对峙下对茶树根腐病病原菌抑菌率

为 74.67%，通过形态学、生理生化指标测定以及

16S rRNA 鉴定为土地类芽孢杆菌。对拮抗菌的生

物特性进行研究，发现拮抗菌株 TJ–1 在 6 h 后进入

对数生长期，18~24 h 进入稳定期；拮抗菌株最适

pH 为 5~7，与茶树适宜生长的土壤 pH 相近；拮抗

菌对盐的耐受性比较弱。 
在生物防治的微生物中，芽孢杆菌占有重要位

置[9]。杨学宇等[25]筛选并鉴定出的解淀粉芽孢杆菌

对茶树轮斑病具有抑制作用，也可作用于病原菌菌

丝，对 9 种作物病原真菌均有抑制效果。本研究中，

平板对峙培养时，菌株 TJ–1 能使病原菌的菌丝萎

缩缠绕、分枝部分膨大，由此推测该菌株可抑制病

原菌生长，结果表明 TJ–1 对 9 种病原菌均有拮抗

效果，广谱性强。生防芽孢杆菌的代谢产物中通常

存在多种溶菌物质与抗菌物质，包括核糖体合成的

抗菌蛋白与非核糖体合成的抗生素等[26]。本研究的

拮抗菌与病原菌在平板对峙以及平板对扣培养过

程中均对茶树根腐病病原菌有良好的拮抗效果，说

明拮抗菌株能产生某种抑菌活性代谢物质抑制病

原菌的生长。同时拮抗菌 TJ–1 的非挥发性物质抑

菌率优于挥发性物质的，说明大部分抑菌物质很有

可能以非挥发性物质存在。 
笔者筛选的拮抗菌在平板上的抑菌效果较好，

但尚未在茶树上应用，后续需要进行田间防效试

验，进一步了解拮抗菌的防治效果和防治机理，以

期为其在茶树根腐病的绿色防控中提供理论支持。 
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