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　　摘　要：以木霉菌出发菌株Ｔ２１及作用方式不同木霉菌ＲＥＭＩ突变株为试材，研究了对番茄
灰霉病菌作用方式不同木霉菌突变株间孢子萌发和产孢能力的差异以及对不同温度、ｐＨ值的适
应性和对碳氮源的利用能力。结果表明：突变株Ｔｔｒｍ６８孢子萌发率最高，为９８％；突变株
Ｔｔｒｍ２５产孢能力最强，极显著高于出发菌株Ｔ２１。不同木霉菌突变株对温度适应性有所改变，菌
株Ｔｔｒｍ６８表现出耐高温，在温度高达４０℃时仍能生长。不同木霉菌突变株在不同ｐＨ值下的培
养性状和产孢情况有所改变，菌株Ｔｔｒｍ６８在碱性条件下能产厚垣孢子。不同木霉菌突变株对不
同碳氮源的利用能力改变较大，菌株Ｔｔｒｍ６８能够充分利用各种碳氮源，生长速度最快。
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　　限制性内切酶介导整合（Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　Ｅｎｚｙｍｅ－
ｍｅｄｉａｔｅｄ　Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ，ＲＥＭＩ）技术是在限制性内切酶介
导下用质粒ＤＮＡ转化真菌，通过质粒的非同源整合使
基因突变［１］，从而直接获得基因标记，并可通过ＰＣＲ
技术和质粒抢救等技术进行基因克隆和功能分析［２－３］，
从而探索功能基因间的相互作用和基因表达的调控机

理。由于ＲＥＭＩ插入是随机的，木霉菌ＲＥＭＩ突变株
的各种特性的变化也是随机的，因此研究对番茄灰霉
病菌作用方式不同木霉菌ＲＥＭＩ突变株的生物学特性
的变化，为后续分析ＲＥＭＩ插入对木霉菌相关基因表
达调控和提高木霉菌生防活性奠定基础，同时研究木
霉菌菌株的生物学特性也能够为优良菌株的发酵和生

防剂型的研制提供参考。

１　材料与方法
１．１　试验材料
木霉菌出发菌株 Ｔ２１及作用方式不同木霉菌

ＲＥＭＩ突变株（Ｔｔｒｍ２５、Ｔｔｒｍ６８、Ｔｔｒｍ３１、Ｔｔｒｍ９４），其
中Ｔｔｒｍ６８能在灰霉病菌上生长；Ｔ２１、Ｔｔｒｍ２５和
Ｔｔｒｍ３１不能在灰霉病菌上生长；Ｔｔｒｍ９４生长极慢，和
灰霉病菌无接触。
１．２　试验方法
１．２．１　作用方式不同木霉菌菌株的产孢能力　将木

霉菌菌片转移到ＰＤＡ培养基上，于２８℃下培养７ｄ
后，用１０ｍＬ无菌水冲洗木霉菌分生孢子于试管中，振
荡使孢子悬浮液均匀，适当调整其浓度后于血球计数
板计数孢子的个数，从而得到孢子悬浮液的浓度，确定
不同木霉菌的产孢能力。
１．２．２　作用方式不同木霉菌菌株的孢子萌发　将含
有一定浓度葡萄糖的琼脂均匀地平铺在无菌的载玻片

上，待其凝固后将孢子悬浮液（１０３个／ｍＬ）滴于上，待
水分蒸发后，将载玻片放在含有水分的滤纸上，于培养
皿中２５℃下培养１２～１５ｈ后，在显微镜下调查孢子的
萌发情况。
１．２．３　作用方式不同木霉菌在不同温度下的生长　
将木霉菌菌片移到ＰＤＡ培养基中央，然后将培养皿放
在一定温度的培养箱中培养，每隔１２ｈ测量菌落半
径。共设１０、１５、２０、２５、３０、３５和４０℃７个温度梯度，３
次重复。
１．２．４　ｐＨ对作用方式不同木霉菌菌株生长及产孢的
影响　将木霉菌菌片转入含有不同ｐＨ值（２、４、６、８、
１０）ＰＤＡ培养液的三角瓶中，每瓶放入直径１．２ｃｍ的
菌片２个。于摇床上２５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养７ｄ
后，观察菌丝的形态和在显微镜下观察孢子产生的种
类与数量。
１．２．５　作用方式不同木霉菌菌株对碳氮源的利用能
力　按照下列成分和含量制作基础培养基：葡萄糖
２０ｇ、天冬氨酸２ｇ、ＫＨ２ＰＯ４１ｇ、ＭｇＳＯ４·４Ｈ２Ｏ
０．０５ｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．０１ｇ、ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ　３．２ｍｇ、
ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　１．８ｍｇ、琼脂２０ｇ、水１　０００ｍＬ。不同
碳源培养基分别用等量的蔗糖、淀粉、麦芽糖代替葡萄
糖。将木霉菌菌片转移到培养皿中，于２８℃下培养，每
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隔１２ｈ测量菌落半径。按照下列成分和含量制作基
础培养基：葡萄糖２０ｇ、天冬氨酸２ｇ、ＫＨ２ＰＯ４１ｇ、
ＭｇＳＯ４·４Ｈ２Ｏ　０．０５ｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．０１ｇ、ＭｎＳＯ４
·４Ｈ２Ｏ　３．２ｍｇ、ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　１．８ｍｇ、琼脂２０ｇ、水
１　０００ｍＬ。不同氮源培养基分别用等量的蛋白胨、硝
酸钠和尿素代替天冬氨酸。将木霉菌菌片转移到培养
皿中，于２８℃下培养，每隔１２ｈ测量菌落半径。

２　结果与分析
２．１　作用方式不同木霉菌菌株的产孢能力
由图１可看出，部分作用方式不同的木霉菌菌株

间产孢能力有极显著差异。木霉菌菌株Ｔｔｒｍ９４产孢
数比其它木霉菌突变株和出发菌株Ｔ２１的少于一个数
量级，达到极显著水平。木霉菌菌株Ｔｔｒｍ２５产孢能力
最高，极显著高于出发菌株Ｔ２１，而其它突变株的产孢
能力基本上与出发菌株Ｔ２１基本一致，Ｔｔｒｍ３１略高于
出发菌株Ｔ２１，而Ｔｔｒｍ６８则略低于出发菌株Ｔ２１，但
均达到了１０９个／ｍＬ。

图１　不同木霉菌菌株产孢能力

２．２　作用方式不同木霉菌菌株的孢子萌发
由图２可看出，不同木霉菌菌株的分生孢子萌发

率有极显著的差异，菌株Ｔｔｒｍ６８的萌发率最高，达到
了９７％。极显著高于出发菌株Ｔ２１；菌株Ｔｔｒｍ３１仅次
于Ｔｔｒｍ６８的萌发率，达到了９５％；而菌株Ｔｔｒｍ２５的
孢子萌发率与出发菌株Ｔ２１基本一致；菌株Ｔｔｒｍ９４
孢子的萌发率仅为７８％，显著低于出发菌株Ｔ２１。
２．３　作用方式不同木霉菌菌株对温度的适应
由图３可看出，作用方式不同木霉菌菌株对温度

的适应性改变很大。１５℃时，菌株Ｔｔｒｍ６８和Ｔｔｒｍ３１

图２　不同木霉菌菌株分生孢子的萌发

生长较快，生长快于野生菌株Ｔ２１；而菌株Ｔｔｒｍ２５和
Ｔｔｒｍ９４生长慢，尤其是Ｔｔｒｍ９４生长十分缓慢，明显低
于野生菌株Ｔ２１的生长速度；在２５～３０℃范围内，生
长比较快的是菌株Ｔｔｒｍ３１，其次为Ｔｔｒｍ６８。３５℃时，
生长比较快的是菌株Ｔｔｒｍ６８、Ｔｔｒｍ２５，生长速度均大
于野生菌株Ｔ２１；而菌株Ｔｔｒｍ９４生长速度极为缓慢，
显著低于野生菌株Ｔ２１和其它几株木霉菌。由此可看
出，作用方式不同的木霉菌ＲＥＭＩ突变株对各种温度
的适应性是不同的，菌株Ｔｔｒｍ６８的温度生长适应范围
较其它的菌株略宽，对低温和高温都有较强的适应性，
在温度高达４０℃时仍能生长；而菌株Ｔｔｒｍ２５也表现
出耐高温的特性，在３５℃时生长速度较快；菌株
Ｔｔｒｍ９４则对温度得适应性和耐受力较差。
２．４　作用方式不同木霉菌菌株在不同ｐＨ值下培养
性状和产孢的情况

由表１可看出，不同木霉菌菌株的培养颜色和形
态随着ｐＨ变化而变化。随着ｐＨ的逐渐升高，培养液
的颜色也由浅渐深，由灰白色逐渐转变为紫黑色，说明
这些菌株在不同ｐＨ下会产生不同的色素。即使在相
同的ｐＨ下，不同菌株也会产生不同色素。菌丝形态
在酸性（ｐＨ＝２）和碱性（ｐＨ＝１０）下为颗粒状，在二者
之间的ｐＨ下，不同菌株的菌丝形态不同，有的是絮状
菌丝，有的是颗粒状菌丝，有的是二者的混合体。由表
２可以看出，不同菌株产生孢子的形态在不同ｐＨ条件
下有所不同，ｐＨ值越低木霉菌越容易产生厚垣孢子，
ｐＨ值越高木霉菌越容易产生分生孢子，说明低ｐＨ值
容易使木霉菌产生抗逆性强的厚垣孢子，而高ｐＨ值
容易使木霉菌产生分生孢子。菌株Ｔｔｒｍ６８和野生菌
株Ｔ２１在ｐＨ＝８的条件下仍能产生厚垣孢子。

　　表１ 作用方式不同木霉菌菌株在不同ｐＨ值下的培养性状

ｐＨ　 Ｔ２１ Ｔｔｒｍ３１ Ｔｔｒｍ９４ Ｔｔｒｍ２５ Ｔｔｒｍ６８

２ 颗粒状，灰白色 颗粒状，灰白色 颗粒状，灰白色 颗粒状，灰白色 颗粒状，灰白色

４ 絮状菌丝，浅灰绿色 絮状菌丝，灰中带红 颗粒，灰色 小颗粒，灰白色 絮状菌丝，灰绿色

６ 颗粒，墨绿色 絮状菌丝＋颗粒，黯灰色 絮状菌丝＋颗粒，金黄色 颗粒，灰绿色 颗粒＋絮状菌丝，绿色

８ 颗粒，浅灰色略带红 颗粒，红褐色 絮状菌丝，黄褐色 颗粒，栗色 大颗粒，浅栗色

１０ 颗粒，紫黑色 颗粒，紫黑色 颗粒，深褐色 颗粒，紫黑色 颗粒，紫黑色
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图３　温度对不同木霉菌菌株生长的影响

　　表２ 作用方式不同木霉菌菌株在不同ｐＨ值下的产孢情况
ｐＨ　 Ｔ２１ Ｔｔｒｍ３１ Ｔｔｒｍ９４ Ｔｔｒｍ２５ Ｔｔｒｍ６８

２ ◎＋＋＋＋ ◎＋＋＋＋ ◎＋ ◎＋＋＋ ◎＋＋＋＋
４ ◎＋＋○＋＋＋ ◎＋＋○＋＋＋ ◎＋＋○＋ ◎＋○＋＋＋ ◎＋＋＋○＋＋＋
６ ◎＋○＋＋＋ ◎＋○＋＋＋＋ ◎＋○＋＋ ◎＋○＋＋＋＋ ◎＋＋○＋＋＋＋
８ ◎＋○＋＋＋＋ ○＋＋＋＋ ○＋＋＋ ○＋＋＋ ◎＋○＋＋＋＋
１０ ○＋＋＋＋ ○＋＋＋＋ ○＋＋＋ ○＋＋＋＋ ○＋＋＋＋

　　注：◎—厚垣孢子；○—分生孢子；＋ 极少量孢子；＋＋ 少量孢子；＋＋＋ 较多孢子；＋＋＋＋ 大量孢子。

２．５　作用方式不同木霉菌菌株对不同碳氮源的利用
能力

由图４可看出，不同木霉菌菌株对不同碳源的利
用能力明显不同，Ｔｔｒｍ９４在所有的碳源培养基上生长
速度均为最慢。在葡萄糖为碳源的培养基上，出发菌
株Ｔ２１的生长速度最快；在麦芽糖为碳源的培养基上，
菌株Ｔｔｒｍ３１、Ｔｔｒｍ６８和Ｔｔｒｍ２５的生长速度均快于出
发菌株Ｔ２１；在淀粉为碳源的培养基上，在４８ｈ内菌株
Ｔｔｒｍ６８的生长速度明显快于其它菌株，Ｔｔｒｍ９４的生
长速度仍为最慢。在蔗糖为碳源的培养基上，Ｔｔｒｍ６８
的生长速度最快；Ｔｔｒｍ３１和Ｔ２１生长速度基本一致。
由图４还可看出，木霉菌ＲＥＭＩ突变株对不同氮

源的利用能力明显不同。木霉菌突变株Ｔｔｒｍ６８对各
种氮源均具有较高的利用率。在天冬氨酸为氮源的培
养基上，菌株Ｔｔｒｍ６８的生长速度最快；出发菌株Ｔ２１
快于Ｔｔｒｍ２５、Ｔｔｒｍ３１；Ｔｔｒｍ９４生长速度为最慢。在以
蛋白胨为氮源的培养基中菌株Ｔｔｒｍ６８生长速度最快，
Ｔｔｒｍ９４生长速度较慢。在硝酸钠为氮源的培养基上
菌株Ｔｔｒｍ６８、Ｔｔｒｍ３１生长速度较快，Ｔｔｒｍ９４生长速度
明显慢于其它菌株。

　　总体来说，菌株Ｔｔｒｍ６８能够充分利用各种碳源，
生长速度最快，麦芽糖为最佳碳源。Ｔｔｒｍ６８对氮源的
利用率明显高于其它菌株；Ｔｔｒｍ３１和Ｔｔｒｍ２５与出发
菌株Ｔ２１的利用能力相近；Ｔｔｒｍ９４对氮源的利用能力
极显著的低于其它菌株，最佳氮源为蛋白胨。

３　结论与讨论
在限制性内切酶介导下，外源质粒片段对染色体的

插入是随机的，因此插入可能发生在无意义的序列、调
控序列或阅读框架内的一个或几个识别位点上［１］。一
旦整合到调控序列或阅读框架序列上，由序列控制的相
应性状将产生改变，从而获得的突变类型也是多种多样
的［４］。该试验结果表明，作用方式不同，木霉菌突变株
的孢子萌发率、产孢能力、不同温度下生长速度、不同
ｐＨ下产孢的类型和培养状态以及对碳氮源的利用情况
都存在差异。对番茄灰霉病菌具有重寄生能力的木霉
菌Ｔｔｒｍ６８具有产孢量高、孢子萌发率高和抗逆强的特
点，而对番茄灰霉病菌几乎无作用的Ｔｔｒｍ９４产孢量最
低、孢子萌发率最低，对高温的适应能力也不同，已报道
的多数菌株在４０℃一般停止生长［５］，而菌株Ｔｔｒｍ６８仍
能保持一定的生长存活能力，继续生长。这些研究结果
为筛选高生防效果木霉菌提供了基本的依据，比如分生
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图４　作用方式不同木霉菌菌株对不同碳氮源的利用能力

孢子高萌发率对木霉菌发挥其生防效果起着重要的作

用［６］。此外，木霉菌突变株在不同ｐＨ下的菌丝形态，
菌落色泽、产孢的方式等特征及对氮、碳源利用情况均
存在明显差异，Ｔｔｒｍ６８和Ｔｔｒｍ３１较为耐酸碱。尿素
利于产孢但对木霉菌生长具有明显的抑制作用，王芊
在对木霉菌株ＢＴＷ５和ＢＴＷ４１的研究中也得到类似
的结果［７］。这一发现对今后指导生防木霉制剂合理使
用具有重要意义。众所周知，尿素是保护地生产中常
用氮肥，木霉菌在应用过程中必然会受到尿素的影响，
也可能被尿素降解产物硝酸盐诱导变异，既降低了防
效又增加了应用的风险性。因此，今后需要深入研究
二者在保护地生产中的施用关系。
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