
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
　　９２：７－１３．
［３０］ＭｕｒａｋａｍｉＡ，Ｇａｌｌｏ－ＭｅａｇｈｅｒＭ，ＧｏｒｂｅｔＤＷ，ｅｔａｌ．Ｕｔｉｌｉｚｉｎｇｉｍｍｕ

ｎｏａｓｓａｙｓｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓｙｓｔｅｍｉｃｔｏｍａｔｏｓｐｏｔｔｅｄｗｉｌｔｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｆｏｒ
ｅｌｕｃｉｄａｔｉｎｇｆｉｅｌｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｐｅａｎｕｔ［Ｊ］．ＣｒｏｐＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，２００６，２５
（３）：２３５－２４３．

［３１］ＭｏｒｓｅｌｌｏＳＣ，ＫｅｎｎｅｄｙＧＧ．Ｓｐｒｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ａｆｆｅｃｔｔｏｂａｃｃｏｔｈｒｉｐｓ，Ｆｒａｎｋｌｉｎｉｅｌｌａｆｕｓｃａ，ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｗｔｈａｎｄｔｏｍａ

ｔｏｓｐｏｔｔｅｄｗｉｌｔｖｉｒｕｓｓｐｒｅａｄｗｉｔｈｉｎｐａｔｃｈｅｓｏｆｔｈｅｗｉｎｔｅｒａｎｎｕａｌｗｅｅｄ
Ｓｔｅｌｌａｒｉａｍｅｄｉａ［Ｊ］．ＥｎｔｏｍｏｌｏｇｉａＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｉｓｅｔＡｐｐｌｉｃａｔａ，２００９，
１３０（２）：１３８－１４８．

［３２］ＲａｍｋａｔＲＣ，ＷａｎｇａｉＡＷ，ＯｕｍａＪＰ，ｅｔａｌ．Ｃｒｏｐｐｉｎｇｓｙｓｔｅｍｉｎｆｌｕ
ｅｎｃｅｓｔｏｍａｔｏｓｐｏｔｔｅｄｗｉｌｔｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ｔｈｒｉｐｓｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ａｎｄｙｉｅｌｄｏｆｔｏｍａｔｏ（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ）［Ｊ］．Ａｎｎａｌｓｏｆ
ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｌｏｇｙ，２００８，１５３（３）：３７３－３８０．

蒙春蕾，王勇勇，黄　敏，等．不同氮源对海洋真菌ＢＨ０５３１发酵液杀线虫活性的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（５）：１２１－１２３．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０５．０４０

不同氮源对海洋真菌 ＢＨ０５３１发酵液杀线虫活性的影响
蒙春蕾１，王勇勇１，黄　敏１，蔡　爽１，孟庆恒２，孙建华２

（１．天津师范大学生命科学学院，天津３００３８７；２．天津市动植物抗性重点实验室，天津 ３００３８７）

　　摘要：海洋来源的枝顶孢霉（Ａｃｒｅｍｎｉｕｍ，ＢＨ０５３１）是一株以松材线虫为靶标筛选出的杀线虫真菌。氮源的化合态
和种类对该菌株的生长以及代谢产物的活性有显著影响。研究结果显示，不同氮源对菌体生长量的影响差异显著，有

机氮优于无机氮；代谢物的杀线虫活性则表现为无机氮优于有机氮，其中以 ＮａＮＯ３为氮源的发酵液对松材线虫的杀

线率以及ＮＨ４Ｃｌ为氮源的发酵液对根结线虫的杀线率分别高达９５．６７％和９６．６０％，均高于有机氮源中最高的蛋白

胨。根结线虫对各种无机氮源发酵液的敏感性普遍高于松材线虫。此外，经高温处理的代谢物仍观察到较强的杀线

虫活性，显示出良好的热稳定性。
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　　植物寄生线虫是一类世界性分布的重要植物病原物，其
寄生范围广，环境适应性强，几乎每种作物都受到植物线虫的

侵害，其危害程度仅次于真菌，已超过细菌、病毒，成为第二大

植物病害，防控形势严峻［１］。真菌杀线剂（具杀线活性的代

谢产物）是一类环境友好型生防因子，越来越受到广泛重

视［２］。已经报道的具有杀线虫活性的真菌种类超过７００种，
已分离得到的杀线虫活性代谢产物多达２３０余种［３］。这些杀

线虫真菌及其代谢物的研究主要集中在陆生性真菌（包括病

原菌和内生真菌），如淡紫拟青霉活菌剂［２］和总状共头霉

（Ｓｒ１８菌）［４］等。海洋来源的枝顶孢霉（Ａｃｒｅｍｎｉｕｍ，ＢＨ０５３１）
是一株已被证实具有较好杀线虫作用的海洋真菌［５］。不同

于陆生性真菌，该菌在添加海水的培养基中的生长情况和杀

线虫活性均优于普通察氏培养基［６］，且其代谢活性物具有含

氮化合物属性［１］；因此，探究不同化合态的氮源对该菌在察

氏培养基生长及其代谢物杀线虫活性的影响，将有助于活性

代谢产物发酵条件的优化，克服海水高盐组分对发酵设备的

影响。据此，本试验以松材线虫、黄瓜根结线虫二龄幼虫

（Ｊ２）为对象，以杀线虫效果（杀线率）为指标，测定了ＮａＮＯ３、
ＫＮＯ３、ＮＨ４ＮＯ３、（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＮＨ４Ｃｌ等不同氮源对ＢＨ０５３１菌

株生长状况及其活性代谢产物的影响，旨在为进一步优化该

菌的发酵条件提供试验依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株　海洋枝顶孢霉（Ａｃｒｅｍｎｉｕｍ，ＢＨ０５３１），菌种
保藏号ＣＧＭＣＣ－５４４５；灰葡萄孢霉（Ｂａｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ，ＢＣ菌），以
上菌种由天津师范大学生命科学学院微生物实验室提供。

１．１．２　供试线虫　松材线虫（Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ），中
国农业科学院植物保护研究所提供；黄瓜根结线虫（Ｍｅｌｏｉｄｏ
ｇｙｎｅｉｎｃｏｇｎｉｔａ）取自天津市宝坻区黄瓜大棚基地。
１．１．３　供试培养基　（１）活化培养基：去皮马铃薯２００ｇ／Ｌ
煮汁，葡萄糖２０ｇ／Ｌ，琼脂２０ｇ／Ｌ，蒸馏水定容至１０００ｍＬ；用
于活化ＢＨ０５３１菌株。（２）发酵培养基：２ｇ／Ｌ氮源，１ｇ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４，０．５ｇ／ＬＭｇＳＯ４，０．５ｇ／ＬＫＣｌ，０．０１ｇ／ＬＦｅ２（ＳＯ４）３·
５Ｈ２Ｏ，２０ｇ／Ｌ葡萄糖，ｐＨ值自然。氮源分别为 ＮａＮＯ３、
ＫＮＯ３、ＮＨ４ＮＯ３、（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＮＨ４Ｃｌ、蛋白胨、牛肉膏、酵母膏。
（３）大麦仁培养基：１０ｇ大麦仁，８ｍＬ去离子水，大试管浸泡
３～６ｈ，灭菌，用于ＢＣ菌培养。
１．２　试验方法
１．２．１　ＢＨ０５３１菌株的培养　将保藏的ＢＨ０５３１菌种接种至
活化培养基斜面试管，２６℃培养５～７ｄ。
１．２．２　灰葡萄孢霉的培养　将灰葡萄孢霉接入大麦仁培养
基，２１℃生化培养箱内培养７ｄ，用于松材线虫的培养。
１．２．３　松材线虫的培养　将松材线虫接种于培养好的 ＢＣ
菌上，２５℃下避光培养７ｄ；通过贝尔曼漏斗法收集松材线
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虫［７］，制备成浓度为１００００条／ｍＬ的线虫悬液。
１．２．４　黄瓜根结线虫二龄幼虫（Ｊ２）的制备　将大田取得的
黄瓜病根剪成１ｃｍ小段；在１％次氯酸钠溶液中漂洗４ｍｉｎ，
再在匀浆机里搅拌２ｍｉｎ；利用１００目、３００目和５００目的网筛
冲洗并收集虫卵。再将卵收集到的离心管中，在底部加入

４０％蔗糖溶液，３５００ｒ／ｍｉｎ密度梯度离心５ｍｉｎ。之后吸取界
面溶液过５００目网筛，反复冲洗收集卵。将上述收集得到的
卵置于已消毒的培养皿中，垫上湿润滤纸，２５℃下孵化４ｄ。
１．２．５　发酵液的制备　取活化的ＢＨ０５３１菌株斜面，加入无
菌水洗脱孢子，制备浓度为２×１０６ＣＦＵ／ｍＬ的孢子悬液，以
１％的接种量分别接入不同氮源发酵培养基中，２６℃、
１２０ｒ／ｍｉｎ培养 ９６ｈ。发酵菌液经离心除菌（６０００ｒ／ｍｉｎ
３０ｍｉｎ，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ－５８１０），再经孔径为０．２２μｍ的微孔滤膜
过滤，即为发酵滤液，用于活性分析。

１．２．６　不同氮源发酵液杀线虫活性检测　将所获发酵液分
为灭菌组和未灭菌组，以无菌水为对照，分别以松材线虫和黄

瓜根结线虫（Ｊ２）为靶标，进行杀线虫活性检测。具体方法如
下：取９６孔板，每孔加入靶标线虫悬液１０μＬ（约１００条），再
分别加入１００μＬ不同氮源的发酵液，设３次重复，２５℃下培

养，３ｄ后体视显微镜下观测线虫死亡情况，按下式统计线虫
校正死亡率：

线虫校正死亡率 ＝（处理线虫死亡率 －对照线虫死亡
率）／（１－对照线虫死亡率）×１００％。

应用 ＳＰＳＳ１２．０软件对结果进行统计分析，并且采用
Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　不同氮源对ＢＨ０５３１菌体生长的影响
试验结果（图１、表１）表明，不同氮源对ＢＨ０５３１菌丝体的

外观和生物量有明显影响。图１结果显示，经不同无机氮源发
酵后，发酵液透明，呈淡黄色，菌丝球结构松散，外观不规整（图

１－Ａ至Ｅ）；而在蛋白胨和酵母膏条件下，菌丝体外观结构紧
密，呈均匀球状分布，直径明显大于无机氮源条件 （图１－Ｇ至
Ｈ）；牛肉膏中菌丝体则介于二者之间（图１－Ｆ）。生物量测定
结果进一步证实了不同氮源对该菌的影响存在明显的差异

（α＝０．０５），尤其体现在有机氮源和无机氮源之间（表１）。不
同氮源对菌体生长的作用由大到小依次为蛋白胨＞酵母膏＞
牛肉膏＞ＫＮＯ３＞ＮａＮＯ３＞（ＮＨ４）２ＳＯ４＞ＮＨ４ＮＯ３＞ＮＨ４Ｃｌ。

２．２　不同氮源发酵液对松材线虫活性的影响
在试验选定的８种氮源中，以 ＮａＮＯ３作为氮源的发酵液

表现出了较好的杀线虫活性，杀线率≥９０％，达到 Ａ级（表

１），其次为蛋白胨、ＮＨ４Ｃｌ和 ＫＮＯ３。值得关注的是除 ＮＨ４Ｃｌ
外，其余３种氮源的发酵液经灭菌后其代谢产物仍然具有≥
６０％的杀线活性，表明活性代谢产物具有较好的耐热性。表
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表１　不同氮源对ＢＨ０５３１生长量及代谢物杀线虫活性的影响

氮源
菌体干质量

（ｇ／Ｌ）
松林线虫校正死亡率（％）
灭菌组 未灭菌组

ＮａＮＯ３ １．９２±０．１２ｂ ６０．１２±１．５３ｅＥ ９５．６７±２．５２ｇＧ
ＫＮＯ３ ２．４６±０．１１ｃ ６２．３３±２．０６ｅＥ ６２．４３±３．５６ｅＥ
ＮＨ４ＮＯ３ １．５４±０．１２ａ ２７．０±０．５８ｄＤ ２４．１２±２．０３ｃＣ
ＮＨ４Ｃｌ １．８８±０．１７ｂ １０．６３±０．５９ｂＢ ６８．０２±２．８ｆＥＦ

（ＮＨ４）２ＳＯ４ １．８４±０．２１ｂ ７．０５±０．６０ｂＢ １６．３３±３．２７ｂＢ
牛肉膏 ２．５８±０．１３ｃ １７．１１±０．７２ｃＣ ２５．３３±２．０３ｃＣ
酵母膏 ３．０１±０．１５ｄ ２４．０２±１．１５ｄＤ ３１．５±２．５８ｄＤ
蛋白胨 ３．４６±０．２１ｅ ６０．３１±０．５９ｅＥ ７１．３３±２．０４ｆＦ
ＣＫ ０．６７±０．３３ａＡ １．３３±０．３３ａＡ

　　注：同列数据后不同大写字母、小写字母分别表示差异极显著
（Ｐ＜０．０１）、显著（Ｐ＜０．０５）。

１的分析结果显示，代谢物的杀线虫活性主要与氮源的种类
密切相关，菌体生物量与代谢物杀线虫活性在选定用量范围

内未显示出明确的相关性。这一结果提示，选用适当的无机

氮源如ＮａＮＯ３用于发酵，从代谢活性物的角度可以代替海水
培养基来获得高活性的代谢产物。

２．３　不同氮源发酵液对黄瓜根结线虫（Ｊ２）存活的影响
研究结果表明，ＢＨ０５３１代谢物不仅对松材线虫有确切

的杀线活性，对根结线虫也有显示出很强的杀线活性。不同

氮源发酵液在灭菌前后，对黄瓜根结线虫幼虫Ｊ２的杀线率均
较高，除牛肉膏、酵母膏外，其他６种氮源对根结线虫的校正
死亡率均大于７５％（表２）。以 ＮＨ４Ｃｌ为氮源的发酵液对黄
瓜根结线虫的杀线率最高，达到９６％，与该发酵液对松材线
虫的杀线率差异较大。表２结果还显示，灭菌组中各氮源发
酵液对黄瓜根结线虫杀线率不仅差异显著，还突出地表现出

无机氮源的优势；未灭菌组中有机氮源间杀线率差异极显著

（Ｐ＜００１），无机氮源发酵液间杀线率差异虽不显著，但其杀
线率均在Ｂ级（≥８５％）以上，具有较高的杀线活性。进一步
表明选用适当的无机氮源用于 ＢＨ０５３１活性代谢物的发酵，
可以用来替代海水培养基获得高活性的代谢产物。

表２　不同氮源发酵液处理３ｄ对黄瓜根结线虫存活的影响

氮源
校正死亡率（％）

灭菌组 未灭菌组

ＮａＮＯ３ ７６．５８±１．８９ｄＤ ８８．８０±０．１２ｄＤ
ＫＮＯ３ ８６．９０±０．６９ｅＥ ８８．６±１．７１ｄＤ
ＮＨ４ＮＯ３ ８７．２０±１．６３ｅＥ ８７．２±１．６３ｄＤ
ＮＨ４Ｃｌ ９６．６０±０．５６ｆＦ ８９．４７±１．７２ｄＤ

（ＮＨ４）２ＳＯ４ ７６．４±１．６１ｄＤ ８９．６０±１．２９ｄＤ
牛肉膏 ５８．２±１．１９ｂＢ ６１．９９±１．０９ｂＢ
酵母膏 ６５．６４±１．４５ｃＣ ７１．０９±２．１４ｃＣ
蛋白胨 ７９．９３±１．５０ｄＤ ８９．７４±０．８６ｄＤ
ＣＫ ０．６７±０．３３ａＡ １．３３±０．３３ａＡ

　　注同表１。

３　讨论

海洋来源的枝顶孢霉（Ａｃｒｅｍｎｉｕｍ，ＢＨ０５３１）是一株以松
材线虫为靶标筛选出的生防菌，但该菌在海水培养基中显示

的生长优势并不适用于规模发酵的设备条件要求。而含氮无

机盐是海水中的重要成分，因此，探究其在不含海水的培养条

件下的生长要素及其对杀线虫活性代谢物的影响就显得十分

必要。研究结果表明，不同氮源，特别是无机氮源对 ＢＨ０５３１
生长状况的影响较大。有机氮源虽然有利于菌丝体的增加，

但其杀线率的优势并未随菌丝体的增加而提高。试验结果表

明，以ＮａＮＯ３和 ＮＨ４Ｃｌ２种不同化合态的无机氮作为氮源
时，菌体的生长状况虽然不如有机氮，但所产生的代谢产物对

松材线虫与黄瓜线虫分别显示出较高的抑制率，且其活性产

物均显示出良好的热稳定性，为今后进一步优化发酵条件、完

全取代海水培养基提供了试验依据。

研究还发现，ＢＨ０５３１代谢物对松材线虫和根结线虫的
杀线效果存在一定的差异。根结线虫对于以察氏培养基为基

础的不同氮源的发酵产物的敏感性明显高于松材线虫。有报

道显示，不同离子对南方根结线虫的排斥性为 Ｋ＋、ＮＨ＋４ 和
ＮＯ－３ ＞Ｃｌ

－［８－９］，其中ＮＨ＋４ 和ＮＯ
－
３ 组成的化合物ＮＨ４ＮＯ３对

南方根结线虫有强烈的排斥力［１０］，且随着浓度升高而上

升［１１］。所不同的是，各种含氮无机盐在 ＢＨ０５３１的培养过程
中作为氮源会被菌体转化利用，而且用量仅为２ｇ／Ｌ，低于察
氏培养基的标准用量（３ｇ／Ｌ），因此其高效的杀线虫活性主要
取决于代谢活性物的生成。至于其活性代谢物杀线虫的机理

还有待深入研究。
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