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!"#$% 木霉菌的筛选和对草莓灰霉病菌作用机制的研究
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（安徽农业大学生命科学学院 合肥 "/##/.）

摘 要：木霉菌（!"#$%&’(")*）作为一种重要的生防因子，可以产生几丁质酶降解植物的多种病原真菌细胞壁。利用

低能离子束注入木霉菌使其产生变异，再通过初筛选和复筛选两个过程，获得 2:#80 木霉菌株，并用草莓灰霉病菌

（+&,"-,#. $#/("(* G3*H’）来检验 2:#80 防治真菌病害的能力。发现该菌株通过侵染、缠绕等多种重寄生方式，并分泌降

解病原真菌细胞壁的物质，使病原菌原生质外渗，改变细胞内有序的代谢状况，从而抑制或杀死病原菌。初步揭示

该菌株抗真菌的相关机制。
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木霉菌（ !"#$%&’(")* H))’）属于半知菌类的丝

孢纲，丛梗孢目，丛梗孢科［0］，广泛存在于土壤、根

围、叶 围、种 子 和 球 茎 等 生 态 环 境 中［"］。0:/" 年

J3+BK&+BC［/］发现木素木霉（ !"#$%&’(")* 0#1/&"2)）可

以寄生于多种植物病原真菌，建议将该菌用于植物

土传病害的生物防治。由于木霉菌的广泛适应性、

广谱性及多机制性，长期作为植病生防学家研究的

重点对象，目前该菌已由单一地从自然界分离筛选

发展到有目的地通过生物技术进行改造以获得新型

菌株，如原生质体融合技术的引入已成功地研制出

商品制剂 58LM%)［!］。但利用木霉发酵液防治植物病

害，尚未见报道。本文通过离子束注入方法对木霉

菌进行诱变，筛选出 2:#80，并将其发酵液应用于草

莓灰霉病菌（+&,"-,#. $#/("(* G3*H ’）上，结果表明 2:#8
0 菌株及其麸皮发酵液对草莓灰霉病具有明显的抑

制作用。研究揭示该菌株抗灰霉病的机制：通过产

生附着丝、侵染、缠绕等多种重寄生方式和分泌降解

病原菌菌丝细胞壁物质，使病原菌原生质外渗，改变

细胞内有序的代谢状态，从而抑制或杀死病原菌。

% 材料和方法

%&% 供试菌株和材料

木霉（!"#$%&’(")* H))’）2:#80 本实验室采用离

子束注入，经分离、筛选而获得；草莓灰霉菌（+&,"-,#.
$#/("(* G3*H ’）从合肥凌大塘采集、分离、培养。

%&’ 培养基的配制

%&’&% 胶体几丁质的配制和胶体几丁质培养基的

制备：取 "#C 几丁质粉，加入 /.9=N 浓盐酸，充分搅

拌，放在 !O冷藏箱中，反应 "!@ 后，反复用自来水

冲洗至中性。胶体几丁质培养基的制备参照 P’
Q6*=3B N+=!B 等［9］的方法。

%&’&’ 发酵液培养基的配制［9］：每升发酵液培养基

含麸皮（麸皮要煮沸 !#=+B 取滤液）"9C、RS" GT! 0C、

R"SGT! 0E9C、PCLT!·1S"T "C、53LT!·1S" T #E"C，调

)S 为 9E-。配好后，分装入 "9#=N 三角烧瓶中，每

瓶含有 0##=N 发酵液，进行高压灭菌。

%&( 仪器和装置

显微摄影系统的基本配置：TNUPGL8VW49# 显微

镜，松 下 J$8XG!9# 摄 相 机；电 脑：Q3&3*%B /..P
QGY，0"-P 内存，J+BK%ZH:- 操作系统，01 寸彩显。

%&) 试验方法

%&)&% 木霉菌接种：参照方中达等［.］的方法在含有

G[( 培 养 基 的 试 管 斜 面 上 接 种 木 霉 菌，1K 后 用

0#=N 无菌水冲洗孢子倒入 "9#=N 灭过菌的内有玻

璃珠的三角烧瓶中（约 0 \ 0#.个孢子4=N），置摇床上

"#=+B，使其孢子团充分分散。

%&)&’ 涂平板：参照文献［.］的方法。

%&)&( 离子束注入的诱变：在余增亮等［1］方法的基

础上，每两个平板分别用在 "#]3^ 的能量下，以 /# \



!"# $ %&%’ () *+,!、-& $ !"# $ %&%’ () *+,!、.& $ !"# $
%&%’ () *+,!、/& $ !"# $ %&%’ () *+,! 的剂量进行离子

束注入诱变，另设两个对照。

!"#"# 初筛选：离子束注入诱变，在超净工作台上，

每个平板注入 %,0 无菌水，用三角玻棒刮平板，收

集孢子，然后用移液枪每次吸取 %&&!0 移入灭过菌

的含有几丁质培养基的培养皿中，再涂平板，每个剂

量涂 %& 个（包括对照），共涂 %&& 个几丁质培养基平

板。放入 !-1恒温箱中培养。.2 后目测、挑选。

!"#"$ 扩大培养：根据目测结果，挑选较大菌落的

孢子接种到 345 培养基上进行培养。并作标记，如

果在 /& $ !"# $ %&%’ () *+,!剂量下，在第 . 个平板上

挑选出来的菌株，标记“6/&7.”，以此类推。

!"#"% 复筛选：（%）胶体几丁质培养基的筛选：根据

初筛结果，选取较大菌落的单孢子接种到含有几丁

质培养基的培养皿上，!-1黑暗培养。每天观察记

录菌落直径，连续记录 .2 后用细胞计数器计算菌落

的孢子数，设 ’ 次重复。（!）发酵：挑取扩大培养 .2
的 6/&7% 的孢子，用无菌水调配成 % $ %&#个*,0 孢子

悬浮液，用移液枪吸取 %,0 孢子液接种到三角烧瓶

中，每个标记的突变菌株接种 ’ 瓶，再加入 ! 8 ’,0
灭过菌的吐温，放入摇床，!-1、%!&9*,:; 连续发酵

%&2。（’）4(< 法筛选［=］：几丁质酶分解几丁质的终

产物之一是氨基葡萄糖，因此可以测定还原糖的含

量来确定几丁质酶的比活力。取发酵 %&2 的发酵

液，用无菌过滤器过滤，再加入 %&,0 &"%,>?*0 的

@AB?!，与 %&C的胶体几丁质悬浮液 %,0 在 D&1恒

温下反应 %E，再加入 ’,0 ’，-7二硝基水扬酸（4(<）

溶液，立即放入 %&&1水浴中 %&,:;，显色，终止反

应。然 后 用 FG%#&& 型 紫 外 分 光 光 度 计，在 波 长

-D&;,下对各发酵液的反应液进行比色。（D）对峙

培养筛选［=］：制备麸皮平板，将 6/&7% 和灰霉病菌

（各 -,, 半径）点接在同一个平板上，相距 D+,，作

对峙培养，重复 ’ 次，另设对照。倒置于 !-1恒温

箱中，每天（连续 .2）记载菌落半径，根据公式计算

抑菌效果：H I %&& J（%&& $ K% L K! ）。公式中 H 为

6/&7% 的抑制力；K% 为病原菌的菌落中心到 6/&7%
菌落边缘的直线距离；K!为对照病原菌的菌落半径。

!"$ 拮抗机制

参照高克祥等［/］的方法 6/&7% 与草莓灰霉病菌

对峙培养在麸皮固体培养基上，!-1 恒温下培养

D 8 #2，挑取两种菌交界处的菌丝，进行镜检。

!"% 发酵液对草莓灰霉病原菌细胞壁的溶解

用 &"%,>?*0 @AB?! 稀释发酵 %&2 的 6/&7% 木霉

菌发酵液，稀释 -& 倍，均匀喷洒在用 345 培养基培

养一周的灰霉菌丝上。每隔 !E 挑出菌丝进行镜检。

& 结果和分析

&"! 菌株初筛选

离子束注入诱变后，在几丁质培养基上筛选出

%! 个突变菌株，分别为 6.&7.、6.&7=、6.&7!、6.&7%、6’&7
#、6/&7%、6/&7’、6/&7.、6-&7%、6/&7=、6.&7-、6-&7’。

&"& 突变菌株检验

对 %! 个突变菌株和 BM（原种）发酵液分解几丁

质的能力、几丁质培养基上的产孢子量、生长速率和

对灰霉菌的抑制效果等 D 个方面进行检测，并对结

果进行 <<K［%&］测验（表 % 和图 %）。结果表明各突

表 ! !’ 个菌株的麸皮发酵液与几丁质反应后的光密度值、产孢子量、生长率分析表
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图 ! 木霉菌对灰霉菌丝生长的抑制效果

!"#$% &’( )*+,*- *. )*+./*+,(0 )1-,1/( 2(,3((+ (4(/5 6,/7"+ 7+0 !"#$%#&’ (&)*$*+ 8(/6$

变菌株的麸皮发酵液分解几丁质能力、胶体几丁质

培养基产孢能力和生长速率差异极为显著，其中

&9:;% 最为显著，对草莓灰霉菌的抑制效果也最好。

"#$ %&’(! 优越性

通过对原种（对照）及其它 %% 个突变菌株在几

丁质培养基上的产孢量、在几丁质培养基上菌落生

长速率、麸皮发酵液分解胶体几丁质的能力及对灰

霉菌抑制效果的比较，&9:;% 有明显的优越性。

"#) %&’(! 抑菌方式

&9:;% 与灰霉菌对峙培养，&9:;% 从第 <0 与灰

霉菌接触，第 =0 开始抑制灰霉菌生长。随着时间的

延长，抑制力逐渐增大。挑取颜色变暗的灰霉菌丝

及两菌接触处的菌丝，显微镜下观察发现，&9:;% 对

灰霉菌丝通过缠绕、重寄生、侵染、溶解、形成附着丝

和穿破等拮抗机制破坏灰霉菌，从而抑制灰霉菌丝

的生长（表 > 和图 >）。

表 " %&’(! 和灰霉菌对峙培养生长情况

&72-( > &’( 6",17,"*+ *. )*+./*+,(0 )1-,1/( 2(,3((+ &9:;% 7+0 !"#$%#&’ (&)*$*+ 8(/6$
%0 >0 ?0 <0 =0 @0 A0 B0

!"#$%#&’ (&)*$*+ 8(/6C（&/(7,D(+,） :C< %C> >C% ?C> >C= >C> >C: %C=
!"#$%#&’ (&)*$*+ 8(/6C（EF） :C= %C? >C> ?C> <C= =CA @C9 ACB

&9:;%（&/(7,D(+,） :C= %C< ?C< <C< =C@ AC: BC@ !1-- 8(,/" 0"6’
&9:;%（EF） :C= %C= ?C? <C@ =C9 AC> BC9 !1-- 8(,/" 0"6’

, :C: :C: :C: :C: <<C<< @%C<: A%C:% B:CAA
8-7+ &9:;% 7+0 !"#$%#&’ (&)*$*+ 8(/6$ 76 ,/(7,D(+,C

图 " 木霉菌与灰霉菌丝丝相互作用
!"#$> &’( "+,(/7),"*+ 2(,3((+ -$&(."/*$0+ 6GG$ 7+0 !"#$%#&’ (&)*$*+ 8(/6$
7$&’( ’5G’7( *. &9:;% #/(3 G7/7--(- *+ ,’( ’5G’7( *. !"#$%#&’ (&)*$*+
8(/6$；2$ &9:;% )*"-(0 7/*1+0 ,’( ’5G’7( *. !"#$%#&’ (&)*$*+ 8(/6$ 7+0
G/*01)(0 7,,7)’D(+, ."-7D(+, ,* "+.(), ’5G’7( *. !"#$%#&’ (&)*$*+ 8(/6$；)$
&9:;% )*"-(0 7/*1+0 ,’( ’5G’7( *. !"#$%#&’ (&)*$*+ 8(/6$；0$ &9:;%

"+470(0 ,’( ’5G’7( *. !"#$%#&’ (&)*$*+ 8(/6$ $

"#* %&’(! 发酵液对灰霉菌的抑制作用

发酵 %:0 的 &9:;% 发 酵 液，稀 释 =: 倍，加 入

%:DH :C%D*-IH J#E->，均匀地喷洒在 8KL 培养基上

培养一周的灰霉菌丝上，>’ 开始显微镜观察。与对

照灰霉菌丝相比，处理后的灰霉病菌丝表面略有粗

糙不平，处理 <’ 的灰霉菌丝有大量的内含物开始外

渗，说明菌丝壁在发酵液的作用下开始破裂，在渗透

压的条件下内含物外渗。@’ 的灰霉菌丝壁破裂更

为严重，大部分都被发酵液分解。B’ 的灰霉菌丝壁

完全被发酵液分解，只剩下菌丝内容物（图 ?）。

$ 讨论

本研究表明，木霉菌能生长在胶体几丁质培养

基上，产生几丁质酶分解胶体几丁质，为自身提供生

长所需的营养，而且木霉菌的发酵液能分解胶体几

@<> 微 生 物 学 报 << 卷



丁质，说明木霉菌在发酵过程中能合成并分泌胞外 几丁质酶。

图 ! 木霉菌株发酵液对灰霉病菌菌丝的作用

!"#$% !"#$%&’(")* &’’$ ()#*+() ,-) -.’-+) /0 +&,"-,#. $#/("(* ’)*&$

+$ 1/*2+3 -.’-+) /0 +&,"-,#. $#/("(* 4)*&$；5$6- /0 7.2/3.,"8 3"9:"( +00)8,)( ,-) -.’-+) /0 +&,"-,#. $#/("(* 4)*&$；8$;- /0 7.2/3.,"8 3"9:"( +00)8,)( ,-) -.’-+)

/0 +&,"-,#. $#/("(* 4)*&$；($<- /0 7.2/3.,"8 3"9:"( +00)8,)( ,-) -.’-+) /0 +&,"-,#. $#/("(* 4)*&$；)$=- /0 7.2/3.,"8 3"9:"( +00)8,)( ,-) -.’-+) /0 +&,"-,#. $#/("(*

4)*&$；0 $>/*) ,-+? =- /0 7.2/3.,"8 3"9:"( +00)8,)( ,-) -.’-+) /0 +&,"-,#. $#/("(* 4)*&$ $

灰霉菌的细胞壁主要由几丁质组成。细胞壁是

真菌细胞的最外层，它的质地较为坚硬，起到固定细

胞外形和耐原生质体膨压的作用。若将真菌细胞的

细胞壁除去，留下的原生质体只能在等渗溶液中生

存，否则原生质体将吸水炸裂［@@］。木霉菌利用其胞

外几丁质酶分解灰霉菌丝细胞壁，使原生质裸露，胞

内渗透压略有改变，使菌丝内容物外渗，破坏灰霉菌

菌丝细胞内生理代谢。与此同时，该菌通过缠绕、溶

解和产生附着丝等多种重寄生方式抑制灰霉菌。

ABCD@ 有望在草莓生产上得到应用。
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