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摘  要：心材腐朽病严重威胁藏东南急尖长苞冷杉林的健康。本研究旨在明确其病原菌种类，筛选

高效拮抗木霉菌株，并评估其抑菌活性，以期为该病害的生物防治提供菌种资源和理论依据。采用

组织分离法、形态学和分子系统发育分析对病原菌进行鉴定；通过平板对峙法初筛拮抗木霉菌，并

综合采用平板对扣法和固体稀释法测定木霉菌株的挥发性代谢物与非挥发性代谢物(无菌发酵滤液)
的抑菌活性。结果表明，病原菌为亚红缘拟层孔菌 Fomitopsis subpinicola。共分离获得 36 株木霉

菌，其中菌株 M28 对峙抑制效果最佳。挥发性代谢物测定表明，非洲哈茨木霉 Trichoderma 
afroharzianum M28 的抑菌作用最强，深绿木霉 T. atroviride M49 次之。无菌发酵滤液试验表明，所

有测试浓度下 7株木霉的滤液均能抑制病原菌生长，且在 25%和 33%浓度下，深绿木霉 T. atroviride 
M49 的滤液抑菌活性最高。本研究证实了亚红缘拟层孔菌 F. subpinicola 是导致急尖长苞冷杉心材

褐色腐朽的病原菌，并成功筛选出具有高效拮抗活性的木霉菌株(M49, M28)，为研发心腐病害的生

防菌剂提供了优异的候选菌种。 
关键词：急尖长苞冷杉；心腐病；红缘拟层孔菌；木霉菌；生防菌 
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Abstract: Heart rot disease poses a severe threat to the health of Abies georgei var. smithii forests in 
southeastern Xizang. This study aimed at identifying the causal pathogen and screening highly 
antagonistic Trichoderma strains as well as evaluating their antifungal activity to provide potential 
biocontrol resources for managing this disease. The pathogen was identified through tissue isolation, 
morphology observation and molecular phylogenetic analysis. Antagonistic Trichoderma strains were 
initially screened using the dual-culture assay, and their inhibitory activity was further evaluated by 
assessing both volatile metabolites (via the two-sealed-base- plates method) and non-volatile metabolites 
(via the solid dilution method with sterile culture filtrates). Results indicated that the dominant pathogen 
infecting living A. georgei var. smithii trees was Fomitopsis subpinicola. In total, 36 Trichoderma strains 
were isolated, among which strain M28 exhibited the strongest inhibition in the dual-culture assay. 
Assessment of volatile metabolites revealed that Trichoderma afroharzianum M28 had the highest 
inhibitory effect, and T. atroviride M49 was in the next place. Tests with sterile culture filtrates 
demonstrated that filtrates of all seven selected Trichoderma strains inhibited the pathogen’s growth at 
different tested concentrations. The filtrate of T. atroviride M49 exhibited the strongest inhibitory activity 
at concentrations of 25% and 33%. This study confirms F. subpinicola as the causal agent of heartwood 
brown rot in A. georgei var. smithii in southeastern Xizang, and highly antagonistic Trichoderma strains 
M49 and M28 are excellent candidates of biological control agents. 
Keywords: Abies georgei var. smithii; heart rot; Fomitopsis pinicola; Trichoderma spp.; biocontrol agent 

 
我国冷杉属 Abies植物资源丰富，拥有大量

特有种，在森林生态系统中扮演着关键角色(吴

征镒 1983；王瑞红等 2021；Fu et al. 2023)。作

为藏东南亚高山针叶林关键的建群树种，急尖

长苞冷杉 Abies georgei var. smithii 对于维持生物

多样性及水源涵养至关重要，但该种群目前已

处于易危状态(汪松和解焱 2004)。调查显示，

藏东南地区的急尖长苞冷杉正遭受普遍且严重

的心材腐朽病害，导致树木风折死亡、林相破

坏，严重削弱其生态功能 (韦继光和潘秀湖 

2005；邢亚娟等 2007；张一博等 2024)。心腐病

的发生是林木老龄化与风害、雪压等外部干扰共

同作用的结果(陈守常 1959；罗大庆等 2004)。 

在针叶林生态系统中，褐腐菌因其对针叶

树底物的特异性亲和及非酶促芬顿反应高效降

解纤维素的独特机制，常成为优势病原菌，所

致木材强度损失远快于白腐菌 (Arantes et al. 

2012；Jha 2020)。尽管全国尺度上白腐菌物种

更丰富(戴玉成 2012；戴玉成等 2021a)，但侵染

针叶树种的褐腐菌在针叶林病害中占据重要地

位。已知能侵染冷杉的病原木腐菌种类多样及

病害发生特征各异。包括引起褐腐的红缘拟层
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孔菌 Fomitopsis pinicola (Sw.) P. Karst.和栗褐暗

孔菌 Phaeolus himalayanus Y.C. Dai et al.，以及引

起白腐的冷杉异担子菌 Heterobasidion abietinum 

Niemalä ＆  Korhonen 、 哈 尔 蒂 木 层 孔 菌

Fomitiporia hartigii (Allesch. & Schnabl) Fiasson 

& Niemalä 等多种真菌(戴玉成等 2000, 2021b；

Dai 2010；Wu et al. 2022；Yuan et al. 2022, 

2023；Liu et al. 2023；Cui et al. 2025)。其中，

红缘拟层孔菌 F. pinicola 寄主范围广，是造成

冷杉褐色心腐的主要病原之一，近年有研究确

诊木层孔菌属及其近似属真菌所致林木茎腐及

根腐病高达 13 种 (戴玉成等  2004；胡真臻 

2020)，其侵染可快速破坏木材结构，导致树木

力学性能显著下降，加之外在因素影响，最终

引发树木死亡(卯晓岚 2000；李姝江和朱天辉 

2011；Sundararaj et al. 2023)。 
对于此类病害，生物防治是环境友好的重

要方向。木霉菌 Trichoderma spp.是应用最广泛

的生防真菌之一，其通过重寄生、竞争、抗生

及诱导抗性等多重机制抑制病原菌(Reino et al. 

2008；Bedine et al. 2020；梁晓洁等 2020)。研

究表明，棘孢木霉 T. asperellum 等菌株对多种

病原真菌如炭疽菌 Colletotrichum spp.和尖孢镰

孢菌 Fusarium oxysporum 均表现出强拮抗活性

(Wang et al. 2023a, 2023b)。目前全球已有约 20 个

木霉种被开发为生防制剂(Abbey et al. 2019)，其

代谢产物的研究也日益深入(唐若怡等 2023；

危潇等  2024)。然而，利用木霉菌防治由 F. 

suspinicola 引起的急尖长苞冷杉心腐病，国内

外鲜有系统研究报道。 

因此，本研究旨在明确藏东南地区急尖长

苞冷杉心腐病的病原菌，并针对性筛选高效拮

抗木霉菌株，探究其抑菌活性，以期为该病害

的生物防治提供理论基础与菌种资源。 

1 材料与方法 

1.1 样品采集 
本研究于 2023年 8月、2024年 6–8月，分别

在西藏色季拉山、工布江达县和朗县地区，以

急尖长苞冷杉纯林为研究对象，寻找并观察其

心材腐朽病发生情况，随机对每株胸径超过

40cm 的急尖长苞冷杉，在距离地面约 1.3m 处

使用树轮生长锥进行样芯钻取，采集心腐样

芯，将其分为外皮(WP)、健康(JK)、交界(JJ)、

腐朽(FX)这 4 个部分，分别用 2 mL 离心管保存

并标记，并采集急尖长苞冷杉部分树皮木质部

和子实体，带回室内保存于 4 ℃冰箱，用于病

原菌分离培养。采集样本记录见表 1。 

1.2 冷杉心腐病原菌及拮抗菌的分离纯化 
树皮部分采用组织分离法获取冷杉心腐病

的病原菌，首先用无菌水将急尖长苞冷杉树皮

表面洗净，依次用 75%乙醇消毒 30 s，4%次氯

酸钠消毒 30 s，无菌水漂洗 3次，将灭菌组织剪

成 0.4 cm × 0.4 cm 的小块，接种于 PDA 平板

(25 ℃培养 3–5 d)，待菌落形成后，选取边缘菌

丝尖端转移至新的 PDA 培养基，重复纯化 3 次

后的菌株用斜面培养基保存并鉴定。 

木腐菌子实体在超净工作台中用小刀切下

新鲜子实体部分，采用消毒和未消毒两种方式

分别设 3 个重复，用 75%乙醇进行消毒，并用无 

 
表 1 样本采集记录 
Table 1 Record of the collected samples 

序号 
Number 

地区 
Region 

样品种类及数量(心腐/健康) 
Sample types and quantities (heart rot/health) 

经度 
Longitude 

纬度 
Latitude 

海拔 
Altitude/m 

1 色季拉山 
Sêrjila Mountain 

子实体  
Basidiocarps 

树芯 
Heartwood of  
trees (90/90) 

94°43′13″E 29°38′46″N 3 700 

2 工布江达县 
Gongbujiangda County 

子实体、树皮、土壤 
Basidiocarps, bark, soil 

树芯 
Heartwood of trees 
(40/38) 

94°21′08″E 29°40′10″N 3 817 

3 朗县 
Nang County 

土壤  
Soil 

树芯 
Heartwood of trees 
(52/44) 

93°28′33″E 28°47′49″N 3 865 
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菌滤纸吸干水分，接入提前制作好的 PDA 培养

基上，封好封口膜。 

树芯病原菌分离时按照划分的 4 个部位，

通过消毒(x)和未消毒(无标记)分别进行病原菌

培养分离，每个部位 3 个重复。选择分离率最

高且表现出同一形态特征的病原菌进行形态学

初步鉴定。 

1.3 形态学鉴定 
用 5 mm打孔器取病原菌或木霉菌株菌饼置

于含有 PDA 培养基的 9 cm 培养皿中，于 25 ℃

培养 7–14 d。期间分别记录菌丝生长速度、质

地、颜色变化等。利用插片法进行菌丝和孢子

的观察，在 PDA 培养基中间接种病原菌或木霉

菌的菌饼，在距离菌饼 0.5 cm 上下左右 4 个方

向倾斜 45°插入灭菌的盖玻片，于 25 ℃培养 2 d

后，取下盖玻片，在显微镜下观察木霉菌株的

菌丝、孢子、分生孢子梗等特征。 

1.4 分子生物学鉴定 
从 PDA 培养基上培养 7 d 的菌落边缘获取

新鲜菌丝，采用 Ezup 柱式真菌基因组 DNA 抽

提试剂盒提取 DNA。使用引物 ITS1/ITS4、

fRPB2-5f/7cR 和 EF1-728F/986R 分别扩增 ITS、

RPB2 和 TEF 基因片段 (White et al. 1990；

Carbone & Kohn 1999；Liu et al. 1999)。PCR 产

物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测后，送生工生物工

程(上海)股份有限公司测序。利用 SeqMan 校对

并拼接原始测序序列。将本研究菌株序列与参

考序列通过 MAFFT v.7 在线服务器进行多序列

比对，再经 BioEdit 手动调整后拼接为多基因联

合序列(Katoh et al. 2019)。基于 CIPRES Science 

Gateway 平台，采用最大似然法构建系统发育

树(Miller et al. 2010)。使用 RAxML-HPC 工具，

以 GTR 为替代模型，进行 1 000 次 bootstrap 重复

评估分支支持率。系统发育树使用 FigTree v. 

1.4.2 和 Adobe Illustrator 2020 编辑。 

1.5 致病性检测 
用高枝剪采集直径为 1–2 cm 的冷杉枝条，

修剪为 20 cm 左右的长度，清水清洗后用 75%

乙醇擦拭表面，并用蜡封住枝条形态学上端，

进行表皮烫伤，从保存的各菌株菌落边缘打取

菌饼，将菌饼带菌丝体一侧扣在茎基伤口处，

用无菌滤纸和封口膜包住，以接种无菌 PDA 圆

片为对照。第 3 天除去滤纸和封口膜。每个菌

株接种 3个重复，每个枝条设置 5个接种点，竖

直放置于加有脱脂棉和无菌水的烧杯中，对枝

条形态学下端进行保湿，每隔一周观察枝条发

病情况，记录发病症状，对发病部位进行组织

分离培养，与病原菌株进行比较是否一致。 

1.6 拮抗菌的筛选 
心腐病菌与拮抗菌的平板对峙试验，采用

两点对峙、三点对峙和五点对峙培养法。分别

对部分拮抗木霉菌株进行初步筛选：均使用直

径 5 mm 的菌苔在直径 9 cm 的 PDA 平板上操

作。两点法：取平板边缘对称两点，分别接种

病原菌菌苔与木霉菌苔；三点法：呈直线排

列，于平板中央接种病原菌菌苔，其左右两侧

2 cm 处分别接种木霉菌苔；五点法：呈十字形

排列，中央接种病原菌菌苔，上下左右 4 个方

向距离 2 cm 处分别接种木霉菌苔。置于 28 ℃

暗培养，培养 5 d后测量菌丝体生长速度。木霉

菌株对冷杉心腐病原菌的拮抗系数采用 5 级分

级标准。将所需的木霉菌与冷杉心腐病原菌进

行活化，而后木霉菌分别与病原菌于 9 cm 的平

板中进行平板对峙培养，打孔孔径直径为 5 mm，

以病原菌在平板单独生长作为对照，于第 2–7 天

进行数据统计并计算抑菌率(每组设 5 个重复)。 

(DCK DT)
Y 100%

DCK


   

式中：Y 为抑制率，%；DCK 为对照组当

天菌落直径，mm；DT 为试验组当天菌落直

径，mm。 

根据初筛结果采用最适合的对峙法进行复

筛，并根据形态和分子鉴定结果，分别挑选出

不同种类的具有生防效果的木霉菌，进一步研

究木霉发酵滤液和挥发性代谢物对冷杉心腐病

原菌的抑菌作用(鲁展彤 2023)。 

发酵滤液制备及其对致病菌的抑菌活性测

定采用固体稀释法(梁松等 2022)。使用 5 mm 

打孔器制取木霉菌菌饼 10 块，接种于 250 mL

锥形瓶(含 100 mL PD 培养基)，置于 28 ℃、
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180r/min 摇床中振荡培养 7 d。培养结束后，纱

布过滤离心收集上清液。依次采用 0.45 µm 和

0.22 µm 的微孔滤膜过滤除菌，获得无菌发酵滤

液。将滤液与 55  PDA℃ 培养基按体积比

50%、33%、25%混合后倾注平板，以无菌水替

代滤液作为对照。待平板凝固后，将 5 mm病原

菌菌饼置于平板中央，28 ℃培养，第 3 天开始

每日测定发酵滤液对病原菌菌丝生长的抑制

率，每组设 3 个重复。 

挥发性代谢物对心腐病原菌的抑菌能力测

定采用 9 cm PDA 平板对扣培养法(Muthukumar 

et al. 2011)。上方平板中央接种冷杉心腐病原

菌菌饼，下方平板中央接种木霉菌菌饼。将接

种木霉菌的平板于 28 ℃培养 3 d 后，与新鲜接

种病原菌的平板对扣，密封后置于 28 ℃恒温培

养箱培养 7 d。第 3 天开始每日采用十字交叉法

测量病原菌落直径，以未接菌 PDA 平板为对

照，每组设置 5 个重复，计算抑菌率。 

1.7 数据分析 
使用 Microsoft Excel 2017 进行数据整理，

采用 Image J 和 Photoshop 2024 处理图片，使用

Biodeit 分析基因序列，通过 FigTree v. 1.4.2 和

Adobe Illustrator 2020 对系统发育树可视化，采

用 SPSS 25 进行数据统计分析。 

2 结果与分析 

2.1 冷杉心腐病病害特征 
根据树芯取样结果，选取的藏东南急尖长苞

冷杉林的心材腐朽病害普遍发生于大胸径的成

熟林和过熟林中，造成冷杉林枯折，形成大面

积林窗，但未观察到小胸径的幼树发生心腐病

害(图 1)。根据病原木腐菌的侵染情况，亚红缘

拟层孔菌 Fomitopsis subpinicola B.K. Cui et al.多

侵染于急尖长苞冷杉活立木约 1.3–2.5 m 的高度，

造成心材褐色腐朽，产生于心腐病害前期，多为

新鲜子实体状态。林芝异担子菌 Heterobasidion 

linzhiense Y.C. Dai & Korhonen 作为白色腐朽菌，

造成心材白色腐朽，采集于急尖长苞冷杉腐朽活

立木和倒木上。而高山锈迷孔菌 Porodaedalea 

alpicola S.J. Dai et al. 多寄生于冷杉木 3 m 以上

位置，经发现时多老化，不排除高山锈迷孔菌侵

染位置过高，不易发现，出现肉眼误判(Wu et al. 

2019)。经传统平板培养法分离鉴定出多种病原

菌，包括亚红缘拟层孔菌 F. subpinicola、林芝异

担子菌 H. linzhiense、玫瑰红层孔菌 Rhodofomes 

roseus (Alb. & Schwein.) Kotl. & Pouzar、核果壳

囊孢 Cytospora leucostoma 等，野外调查结果显

示，寄生于急尖长苞冷杉林中，会造成冷杉心材

腐朽的病原木腐菌，包括亚红缘拟层孔菌 F. 

subpinicola、林芝异担子菌 H. linzhiense，玫瑰

红层孔菌 R. roseus、高山锈迷孔菌 P. alpicola等。

结合病害症状表现、子实体采集调查结果得知，

相较白腐菌，造成冷杉心材褐色腐朽的亚红缘拟

层孔菌 F. subpinicola，侵染前期对冷杉林造成的

危害性更强，是引致藏东南急尖长苞冷杉心材褐

色腐朽的病原菌。 

 

 
 

图 1 急尖长苞冷杉心腐病危害   A：冷杉心腐枯朽林远

景；B：冷杉心腐枯倒林窗；C：枯倒的心腐冷杉；

D–H：木腐菌子实体 
Fig. 1 Heart rot damage in Abies georgei var. smithii. A: 
Distant view of fir forest affected by heart rot; B: Forest gap 
formed by heart-rot-killed fallen fir trees; C: Fallen fir tree 
killed by heart rot; D–H: Wood-decay fungal fruiting body. 
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2.2 Fomitopsis subpinicola 形态特征 
亚红缘拟层孔菌 F. subpinicola 担子果多年

生，呈半圆形至马蹄状；新鲜时硬木栓质，干后

木质化且质轻。菌盖表面红褐至黑褐色；边缘钝

圆，初期乳白色，成熟后转为红褐色(红缘特征

显著，图 2)。子实层无囊状体，拟担子为主。生

殖菌丝具锁状联合，IKI–，CB–，KOH 中菌丝组

织变深褐色。担孢子大小为(5.1–)5.3–6.5(–7) × 

(3–)3.3–4(–4.5) μm，L=5.76 μm，W=3.67 μm，

Q=1.54–1.60 (n=60/2)。PDA 培养基上菌落为白

色，边缘平滑，整体为白色绒毛状，产生低但密

集的气生菌丝，无特殊气味；生长速度较慢，

25  ℃ 培养约 9 d 长满平板，培养基的颜色基本

不发生变化，也不形成子实体。 

2.3 Fomitopsis subpinicola 分子系统学鉴定 
分子鉴定进一步证实了形态学判断。本研

究分离菌株序列提交至国家微生物科学数据中

心 NMDC (http://nmdc.cn/)，F. subpinicola 系统

发育研究所用物种名、标本和登录号见附表 1 

(国家微生物科学数据中心 NMDCX0002177)。 

基于 ITS、RPB2 和 TEF 序列，bootstrap 为

1 000，采用最大似然法构建的系统发育树显示，

本研究中的 FP1WA 和 FP0001 与已知的模式标

本 F. subpinicola Cui 9836 聚为一支(图 3)，支持

率为 94%，分布于欧洲和北美常见的狭义种 F. 

pinicola LT323 则位于另一支上，并与近缘种 F. 

ochracea、F. mounceae 等明显分开，从而确证

其分类地位。 

 

 
 

图 2 亚红缘拟层孔菌 Fomitopsis subpinicola 形态特征   
A：新鲜担子果正面；B：子实层体；C：烘干担子果正

面；D：培养 3 d；E：培养 9d；F：分生孢子；G–I：菌

丝；标尺：C=1cm；F–I=10 m 
Fig. 2 Morphological characteristics of Fomitopsis 
subpinicola. A: Front view of a fresh basidioma; B: 
Hymenophore; C: Front view of a dried basidioma; D: 
Culture in 3 days; E: Culture in 9 days; F: Conidia; G–I: 
Hyphae. Scale bars: C=1 cm; F–I= 10μm.  

 

 
图 3 基于 ITS+TEF+RPB2 序列构建的拟层孔菌属系统发育树   本研究菌株已加粗显示；最大似然法支持率≥50% 
Fig. 3 Phylogenetic tree of Fomitopsis based on the combined dataset ITS+TEF+RPB2. Strains studied are highlighted in bold. 
Bootstrap support values for maximum likelihood (≥50%) are shown at the nodes. 
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2.4 致病性检测 
对从急尖长苞冷杉上的疑似病原物上分离

到的多个真菌，特别是疑似病原木腐菌如亚红缘

拟层孔菌 F. subpinicola、林芝异担子菌 H. 

linzhiense、玫瑰红层孔菌 R. roseus 都进行了致

病性测定。结果显示，在相同条件下接种 30 d，

唯有接种 F. subpinicola 的植株出现了木质部轻

微褐变与中度软化(图 4B)，有 4/9 的植株出现了

轻微的心腐症状，在接种 F. subpinicola 菌块的

枝条里侧较为明显，但其病害未在所有重复中稳

定出现，发病比例为 44.9%。相比之下，接种

H. linzhiense (图 4F)和 R. roseus (图 4G)的植株在

观察期内未表现任何可见病症，其症状与空白对

照无异。因此，F. subpinicola 存在潜在致病性，

是本研究中需要优先防控的病原靶标。 

2.5 木霉菌的形态学特征 
木霉菌孢子产量大小见表 2，微观形态特

征见图 5，木霉菌落颜色、质地、生长速度等

形态特征见附表 2 (国家微生物科学数据中心

NMDCX0002177)。 

2.6 木霉菌分子系统学鉴定 
分离得到的49株疑似木霉菌进行DNA提取，

送公司测序的结果处理后在 NCBI 网站进行同源

性比对，鉴定出有 36 株为木霉，共有 5 种不同种

类菌株，选择其中 7 株木霉菌进行生防菌抑菌效果

探究(表 3)。本研究分离菌株序列提交至国家微生

物科学数据中心 NMDC (http://nmdc.cn/)，木霉属

系统发育研究所用物种名、标本和登录号见附表 3 

(国家微生物科学数据中心 NMDCX0002177)。

基于 RPB2 和 TEF 序列，采用最大似然法构建 

 

 
 

图 4 心腐病病原菌回接枝条症状   A, E：对照；B–D：接种 Fomitopsis subpinicola 枝条；F：接种 Heterobasidion linzhiense

枝条；G：接种 Rhodofomes roseus 枝条；H：致病性回接；标尺=1 cm 
Fig. 4 Symptoms on branches following re-inoculation with the heart rot pathogen. A, E: Control treatment; B–D: Inoculated with 
Fomitopsis subpinicola; F: Inoculated with Heterobasidion linzhiense; G: Inoculated with Rhodofomes roseus; H: Pathogenicity 
re-isolation. Scale bars=1 cm. 
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表 2 木霉菌孢子产量及特征 
Table 2 Sporulation and characteristics of Trichoderma species 

编号 
No. 

产孢量 
Sporulation 

孢子形态 
Conidial 
morphology 

孢子大小 
Spore size/μm, n=30 

平均长 
Length/μm 

平均宽 
Width/μm 

长宽比 Q 
Ratio/L/W 

M6 +++ 椭圆形 Ellipsoidal 3.0–4.0 × 2.0–3.0 3.50 2.55 1.37 

M25 +++ 椭圆形 Ellipsoidal 3.5–5.5(–6.0) × (2.0–)2.5–4.0(–4.5) 4.29 3.32 1.29 

M43 +++ 近球形 Subglobose 3.5–5.5(–6.5) × (3.0–)3.5–5.5(–6.5) 4.78 4.23 1.13 

M28 ++++ 近球形 Subglobose (2.5–)3.0–3.5(–4.0) × 2.5–3.0(–3.5) 3.21 2.80 1.15 

M41 + 宽椭圆形 Broadly ellipsoidal 2.5–4.0 × 2.5–3.0 3.06 2.64 1.16 

M48 +++ 宽椭圆形 Broadly ellipsoidal 3.0–5.5(–6.0) × (2.0–)2.5–4.5 4.12 3.52 1.17 

M49 +++ 近球形 Subglobose 3.5–4.5(–5.0) × (3.0–)3.5–4.5 4.22 3.83 1.10 

注：+表示孢子产量稀疏；+++表示产孢量丰富；++++表示产孢量极大 
Note: +, sparse sporulation; +++, abundant sporulation; ++++, profuse sporulation. 

 

 
 

图 5 木霉菌菌落及微观形态特征   M6：小孢木霉；M25, 

M43：近绿色木霉；M28：非洲哈茨木霉；M41：多孢木

霉；M48、M49：深绿木霉；标尺=10 μm 
Fig. 5 Colony and microscopic morphological characteristics 
of Trichoderma species. M6: T. minutisporum; M25, M43: T. 
paraviride; M28: T. afroharzianum; M41: T. polysporum; 
M48, M49: T. atroviride. Scale bars=10 μm. 

的系统发育树显示(图 6)，发现菌株 M28 与 T. 

afroharzianum CBS 124620 聚为一支，支持率为

100%；M6 与 T. minutisporum G.J.S. 90-82 聚为

一支，支持率为 100%；M41 与 T. polysporum CPK 

3131 聚为一支，支持率为 100%；M48、M49 与

T. atroviride CBS142.95 聚为一支，支持率为 100%；

M25、M43 与 T. paraviride YMF 1.04628 聚为一支，

支持率为 100%。结合形态学鉴定结果，将菌株

M28 鉴定为非洲哈茨木霉 T. afroharzianum；菌株

M6 鉴定为小孢木霉 T. minutisporum；菌株 M41

鉴定为多孢木霉 T. polysporum；菌株 M48、M49

鉴定为深绿木霉 T. atroviride；菌株 M25、M43

鉴定为近绿色木霉 T. paraviride。 

2.7 木霉菌和心腐病原菌的平板对峙效果 

从标本中分离到 49 株疑似生防木霉菌株，

以急尖长苞冷杉心腐病病原菌亚红缘拟层孔菌

F. subpinicola 为靶标，利用平板对峙法初步测定

每株木霉菌的拮抗效果(图 7)，结果发现，不同

种类的木霉菌株对 F. subpinicola 均具有不同程

度的拮抗效果，其中 M28、M48 抑制效果最为显

著(表 3)。平板对峙试验显示，M28 和 M48 菌丝

最终占据平板面积超过 2/3，并覆盖整个病原菌

菌落，导致其消解，这两种木霉菌生长和繁殖速

度快，可以迅速抢占空间并利用营养成分，可能

对心腐病原菌进行了生长空间挤占和营养争夺，

以此限制了病原菌的生长。 

2.8 木霉菌挥发性代谢产物对心腐病原菌的抑

菌能力 
将 F. subpinicola 分别与不同种类木霉菌挥
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发性代谢产物对扣培养 7 d，因挥发性代谢物抑

菌作用随时间变化不明显，所以仅呈现木霉菌第

7 天的抑菌能力比较(图 8)。实验结果表明，不

同种类的木霉菌挥发性代谢物对心腐病原菌的

抑菌效果存在显著差异。处理第 7 天时，M28

和 M49 菌株的挥发性代谢物表现出最强的抑菌

活性，抑菌率分别为 60.2%和 57.2%，显著高于

其他菌株(图 8)。M6、M25、M41、M43 和 M48

菌株的抑菌率介于 33.3%–43.4%之间，其抑菌

效果虽显著优于对照组，但与高效菌株存在明

显差异。 

通过平板对扣法效果图可以看出(图 9)，仅

接种病原菌的 CK 对照组正常生长，M28 和 M49

菌株的挥发性代谢物表现出最强的抑菌效果，接

种于下方 PDA 培养基上的木霉已长满板(图 9C)，

而接种于上方培养基的病原菌 F. subpinicola 几

乎不生长；M6 挥发性物质抑菌效果微弱，其上

方的 F. subpinicola 菌落大小介于 CK 和 M28 等

抑菌效果较强菌株之间。不同木霉菌挥发性代谢

物的抑菌效果为 M28>M49>M48>M25>M43> 

M41>M6>CK，并呈生长蔓延至上方培养基的趋

势，对病原菌 F. subpinicola 的生长空间进行挤

占掠夺(图 9D)。 

2.9 木霉菌发酵滤液对心腐病原菌的抑菌能力 
将 F. subpinicola 分别接种在含有不同浓度

木霉菌发酵滤液的 PDA 平板中，培养 7 d，在

第 7 天，所有木霉菌都长满平板，难以观察测

量，因此以 3–6 d 数据来呈现，不同浓度

(25%、33%、50%)木霉菌发酵滤液处理 3–6 d

后的抑菌率动态变化见图 10，与对照相比，不

同浓度的 7 株木霉菌的无菌发酵滤液对 F. 

subpinicola 均具有一定的抑制作用，但抑菌效

果有差异。 

当发酵滤液浓度为 25%时(图 10A)，每株木

霉菌发酵滤液抑菌率显著高于空白对照，对病

原菌均具有一定的抑制作用，除 M41 呈现随处

理时间延长抑菌率逐渐降低的趋势外，其余木

霉发酵滤液抑菌率均随处理时间增加而稳定增

长，第 3–6 天增幅约 20%，在第 6 天表现出最

强的抑菌效果，可能是在第 6 天木霉发酵滤液

混合 PDA 培养基上已长出菌丝和有孢子释放，

在一定程度上增强了对病原菌的抑制效果。

M49、M6 和 M43 的发酵滤液抑菌效果显著强于

其他木霉菌，抑菌效果从大到小依次为：M49> 

M43>M6>M25>M28>M48>M41 ， 25% 浓 度 的

M49 发酵滤液对 F. subpinicola 的抑菌效果最

强，在第 6 天的抑菌率达到了 88.76%，表明低

浓度下 M49 发酵滤液的抑菌能力优于空白对照

和其他菌株。 

当发酵滤液浓度为 33%时(图 10B)，每株木

霉菌发酵滤液抑菌率显著高于空白对照，对病

原菌均具有一定的抑制作用，M41 呈现随处理

时间延长抑菌率逐渐降低的趋势，M6 发酵滤液

在第 5 天达到最高抑菌率，其余 M49、M43、 

 
表 3 木霉菌来源及特征 
Table 3 Source and characteristics of the Trichoderma isolates 

编号 
No. 

菌株种类 
Species 

拮抗等级 
Antagonism level 

分离部位 
Source 

分离率 
Isolation frequency/% 

M6 小孢木霉 T. minutisporum Ⅱ 子实体 Basidiocarps 2.8 

M28 非洲哈茨木霉 T. afroharzianum Ⅰ 树皮 Bark 2.8 

M41 多孢木霉 T. polysporum Ⅲ 子实体 Basidiocarps 2.8 

M25, M43 近绿色木霉 T. paraviride Ⅱ 树芯 Heartwood of trees 38.9 

M48 深绿木霉 T. atroviride Ⅰ 土壤 Soil 5.6 

M49 深绿木霉 T. atroviride Ⅰ 树芯 Heartwood of trees 2.8 

注：Ⅰ级：木霉菌丝体占据培养皿 100%；Ⅱ级：木霉菌丝占据平皿>2/3；Ⅲ级：木霉菌丝据平皿<2/3 且>1/3；Ⅳ级：木霉

菌丝占据平皿 1/3；Ⅴ级：病原菌占据平皿 100% 

Note: Grading scale for antagonistic activity: Grade Ⅰ: Trichoderma mycelium occupies 100% of the Petri dish; Grade Ⅱ: 
Trichoderma mycelium covers >2/3 of the plate; Grade Ⅲ: Trichoderma mycelium occupies <2/3 but >1/3 of the plate; Grade Ⅳ: 
Trichoderma mycelium covers 1/3 of the plate; Grade Ⅴ: Pathogen mycelium occupies 100% of the plate. 
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图 6 基于 TEF+RPB2 序列构建的木霉属系统发育树   本研究菌株已加粗显示；最大似然法支持率≥ 50% 
Fig. 6 Phylogenetic tree of Trichoderma species based on the combined dataset TEF+RPB2. Strains studied are highlighted in 
bold. Bootstrap support values for maximum likelihood (≥ 50%) are shown at the nodes. 

 
M25、M28、M48 发酵滤液抑菌率随处理时间

增加而稳定增长，抑菌率峰值出现在第 6 天，

抑菌效果显著强于空白对照和其他木霉菌，抑菌

效果从大到小依次为：M43>M49>M25>M28> 

M48>M6>M41，在 33%浓度下，M43 发酵滤液

的抑菌活性表现最优。 
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当发酵滤液浓度为 50%时(图 10C)，除 M41

自第 3 天后抑菌率逐渐降低外，其余木霉菌发

酵滤液均呈现出显著的抑菌活性，抑菌率峰值

均出现在第 6 天，抑菌率均接近 90%，抑菌效

果从高到低依次为：M48>M43>M25>M28>M49> 

M6>M41，由此可知在低中浓度下都呈现出较

高抑菌活性的 M49 发酵滤液在高浓度下抑菌活

性减弱。 

处理第 3 天，M25、M41、M43 和 M49 的

发酵滤液，在 33%浓度时抑菌活性最强，25%浓

度时抑菌率最低(图 11A)。M28、M43、M48 的

发酵滤液，均呈现出发酵滤液 50%>33%>25%的 

 

 
 

图 7 疑似木霉菌与急尖长苞冷杉心腐病病原菌对峙效果图  “-”表示无抑菌效果 
Fig. 7 Antagonistic effects of putative Trichoderma strains against the heart rot pathogen of Abies georgei var. smithii in 
dual-culture assay. A dash “-” indicates no inhibitory effect. 
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图 8 木霉菌挥发性代谢物抑菌率   不同小写字母表示差异

显著(P≤0.05)；下同 
Fig. 8 Inhibition rates of volatile metabolites from 
Trichoderma species. Different lowercase letters indicate 
statistically significant differences (P≤0.05). The same below. 

 

 
 

图 9 木霉菌挥发性代谢物对Fomitopsis subpinicola的抑菌

效果   A：平板对扣法；B：平板对扣正面；C：木霉菌平

板对扣展开图；D：F. subpinicola 平板对扣展开图 
Fig. 9 Inhibitory effects of volatile metabolites from 
Trichoderma species against the pathogen. A: Double-plate 
assay; B: Frontal view of the double-plate assay; C: Expanded 
view of the separated plates of Trichoderma species; D: 
Expanded view of the separated plates of F. subpinicola. 

 
 

图10 不同浓度的木霉菌发酵滤液对病原菌的抑制率   A：表

示发酵滤液浓度为 25%；B：浓度为 33%；C：浓度为 50% 
Fig. 10 Inhibitory effects of Trichoderma spp. culture filtrates 
at different concentrations against the pathogen. A: 25% 
culture filtrate; B: 33% culture filtrate; C: 50% culture 
filtrate. 
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图 11 不同对峙时间的木霉菌发酵滤液对病原菌的抑制率   A：对峙 3 d；B：对峙 4 d；C：对峙 5 d；D：对峙 6 d 
Fig. 11 Inhibitory effects of Trichoderma spp. culture filtrates at different dual-culture durations. A: Confrontation in 3 d; B: 
Confrontation in 4 d; C: Confrontation in 5 d; D: Confrontation in 6 d. 

 
抑菌活性。处理第 4–5天时，除M6和M49外，

其余木霉发酵滤液均在 50%浓度时呈现出最高抑

菌活性，在 25%时抑菌效果最低(图 11B, 11C)。

处理第 6 天时，33%浓度的 M49 和 50%浓度的

M28 发酵滤液抑菌率分别达到 90.46%和 90.60%

的峰值，优于空白和其他处理组(图 9D)。 

随处理时间的变化，各个浓度的 M28 和

M49 发酵滤液始终位于抑菌率最高区域。处理

3–6 d 时(图 11)，M6 抑菌活性都呈现在 50%浓

度下最高，25%浓度下次之，33%浓度下最低。

其余木霉发酵滤液在 33%和 50%的抑菌率都显

著高于空白对照和低浓度处理组。M43 发酵滤

液的抑菌活性在 33%和 50%浓度下趋近，表示

中高浓度对 M43 的抑菌效果影响不大，其受低

浓度影响更甚。并且，随着处理时间的增加，25%

浓度组(图10)的木霉发酵滤液抑菌率呈稳定上升

趋势，但在 33%浓度和 50%浓度时木霉发酵滤液

抑菌能力出现分化，M41 抑菌率自第 3 天后呈下

降趋势。中效菌株 M43、M48 在 33%浓度下表现

出持续的抑菌增益(第 6 天达 70%–75%)，但在

50%浓度时活性衰减 10%–12%，表明长时间的

高浓度可能诱导 M43、M48 代谢毒性或自抑制

效应。其中 M41 在所有浓度下均处于最低活性

层级，抑菌能力较其他木霉菌较弱。 
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3 讨论 

3.1 急尖长苞冷杉心腐病害及其优势病原菌 
本研究通过形态学与分子鉴定，结合心腐

病调查结果和病害症状表现，明确亚红缘拟层

孔菌 F. subpinicola 是导致藏东南急尖长苞冷杉

心材褐色腐朽的病原菌。该发现与褐腐菌对高

海拔针叶树底物具有普遍亲和性的规律相符

(Simpson et al. 2024)，也解释了其在藏东南地

区急尖长苞冷杉成熟林中广泛分布的原因。近

期对 F. pinicola 复合群的分类学修订指出，病

原菌 F. subpinicola 是主要分布于东亚地区的物

种(Liu et al. 2021；Xu et al. 2025)，这与本研究

的藏东南地区地理位置高度吻合。因此，从病

原菌区系地理学的角度来看，我们的鉴定结果

是合理且可靠的。 

与白腐菌相比，F. subpinicola 作为褐腐菌

能更快速地降解木材中的纤维素，导致其在侵

染初期即可造成木材强度的严重损失(Pandey & 

Pitman 2003；Arantes & Goodell 2014)。侵染急

尖长苞冷杉，造成其心材腐朽病害的病原菌，

包含褐色腐朽真菌和白色腐朽真菌，褐腐菌如

亚红缘拟层孔菌 F. subpinicola，白腐菌如林芝

异担子菌 H. linzhiense，因其心腐病原木腐菌发

生规律性不强，白腐菌和褐腐菌可能单独发

生，也可能混合发生(Kaya et al. 2022；周林江

等 2023)。F. subpinicola 通过侵染衰弱树木，

优先分解纤维素和半纤维素引发心材褐腐，破

坏木材结构导致力学性能下降，造成林木空心

易风折最终致树木死亡，形成冷杉心腐枯倒林

窗，危害性更大。这一特性使其对林木结构的

破坏性更强，凸显了将其作为前期心腐病害生

防靶标的必要性，可有效避免心腐病害的不良

影响悄然蔓延。 

本研究虽然检测到 F. subpinicola 与心腐病

的极强相关性，但在科赫氏法则验证病原菌

时，幼苗枝条致病性回接试验中的致病症状不

甚典型。这可能源于心腐病害作为一种隐蔽性

病害，病原菌的致病过程极为缓慢，而实验室

条件下的短期接种难以达到野外侵染效果。加

之 F. subpinicola 具有弱寄生性、分布传播范围

较广的特征，主要通过根系或树干基部伤口侵

染弱势立木，其侵染过程依赖于老化木质部暴

露形成的持续湿润微环境 (袁海生等  2019；

Arač et al. 2021)。对于老龄树木，其边材变

薄，树皮开裂破损，一些病虫害导致的伤口增

多，形成层中的“反应区”防御能力降低，病

原真菌侵染树芯就造成了急尖长苞冷杉心材腐

朽(张一博等 2024)。但用于接种的急尖长苞冷

杉幼苗枝条可能具有较强的寄主抗病性，不易

表现出病害症状。或该心腐病在自然条件下可

能需要多种微生物的协同作用，难以模拟自然

条件下病原菌通过伤口或自然孔口侵入心材，

分泌胞外酶降解木质素、纤维素等成分，导致

心材褐变、空心化，并伴随白蚁等次生虫害加

剧冷杉树木死亡的多年侵染过程(Sundararaj et 

al. 2023)，这亦是心腐病研究的一大挑战。 

综上所述，尽管致病性测定未呈现强致病

力，林分中并存林芝异担子菌 H. linzhiense等白

腐菌，但无论从致病能力还是所致腐朽类型判

断，亚红缘拟层孔菌 F. subpinicola 均在病害发

生前期占据主导地位(Arač et al. 2021；Simpson 

et al. 2024；王碧悦等 2024)。其在自然生态系

统中更倾向于在树木弱势或存在伤口时定殖并

加剧腐朽的病原菌，因此，针对该病原菌开展

生防研究具有明确针对性。其他不同病原菌间

的互作及其在不同生境下的致病动态，是后续

需要深入探讨的方向。 

3.2 拮抗木霉菌对 F. subpinicola 的抑菌能力 
本研究成功筛选出对急尖长苞冷杉心腐病

病原菌 F. subpinicola 具有拮抗作用的木霉菌，

并评估了其挥发性代谢物和发酵滤液的抑菌

活性。 

平板对峙试验表明，7 株木霉菌均能通过

占据营养空间抑制病原菌生长。其中深绿木霉

T. atroviride M48 和非洲哈茨木霉 T. afroharzianum 

M28 菌丝生长迅速，最终占据平板面积超过

2/3，可覆盖并消解病原菌菌落，体现了强大的

空间竞争和营养争夺能力(Bedine et al. 2020；

Marques et al. 2025)。哈茨木霉还能通过重寄生
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作用导致病原菌菌丝稀疏卷曲、解体和死亡

(Pandey & Pundhir 2013；遇文婧等 2019)。非洲

哈茨木霉对多种病原菌都具有抑制作用，其释

放的挥发性有机化合物，尤其是倍半萜类物

质，对多种真菌病原菌表现出显著抑菌活性(田

淼等 2023；张芳 2023)。从山西大同的黄芪病

根中分离的哈茨木霉 T9131 和宁夏吴忠分离的

哈茨木霉 EMF910 都能抑制腐皮镰孢菌的生

长，表明哈茨木霉可作为内生菌存在于植物体

内 (Zhou et al. 2020；Guzman-Guzman et al. 

2023；张晓尘等 2024；牛景萍等 2025)，这与

本研究中木霉菌的分离来源结果一致，在一定

程度上表明该木霉菌具有开发为林木心材腐朽

病生防菌剂的潜力。 

在挥发性代谢物测定中，所有木霉菌均表

现出抑菌活性，但效果存在显著差异。非洲哈

茨木霉 M28 和深绿木霉 M49 的抑菌效果最强，

表明其挥发性代谢物中可能含有高效抑菌物质。

木霉可产生包括烃类、醇类、木霉素等 70 余种

次级代谢产物 (Siregar et al. 2022)，梁松等

(2022)研究也发现深绿木霉的挥发性烃类物质

具有广谱抑菌性。 

在发酵滤液抑菌试验中，所有木霉菌的非

挥发性代谢物均能抑制病原菌(图 12)，说明其

发酵滤液中均存在抑制病原菌菌丝生长和孢子

萌发的物质，但抑菌效果随浓度和处理时间变

化。非洲哈茨木霉 M28 和深绿木霉 M49 在各浓

度下均保持较高抑菌率。近绿木霉 T. paraviride 

M43 和深绿木霉 T. atroviride M48 在 33%浓度下

增加，但在 50%浓度时活性衰减，表明高浓度

可能诱导代谢毒性或自抑制效应。多孢木霉 T. 

polysporum M41 的抑菌活性最弱，虽然其可有

效防治甜瓜枯萎病(Gava & Pinto 2016)，但其代

谢物对本病原菌抑菌能力较弱。深绿木霉 M49

在高浓度下抑菌效果有所降低，也可能与处理

时间延长致其抑菌物质减少或菌体自抑制有

关，因此未来应用中需根据菌株生长特性注意

浓度调控。 

综合分析，深绿木霉 M49 和非洲哈茨木霉

M28 的生防效果源于空间营养竞争与代谢产物

协同作用。非洲哈茨木霉 M28 生长速度快，能

产生色素并寄生病原菌菌丝(梁松等 2022)，深

绿木霉产孢能力强，抗菌谱广 ( 遇文婧等 

2019)。平板对峙与代谢物的协同作用为心腐病

的生物防治提供了有效思路。 

 

 
 

图 12 木霉菌不同浓度发酵滤液对 Fomitopsis subpinicola
的抑菌效果 
Fig. 12 Inhibitory effects of culture filtrates from Trichoderma 
species at different concentrations against Fomitopsis subpinicola. 
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本研究为防治急尖长苞冷杉心腐病提供了

具有潜力的生防菌株资源。后续研究应明确其

挥发性代谢物中的关键抑菌物质、菌株产漆酶

生物学特性并开发生防菌剂，以实现对藏东南

急尖长苞冷杉心腐病害的绿色有效防控。 
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