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　　摘要：从天津地区产的番茄黑斑病的疑似样本中分离得到５株形态相近的内生真菌，对其形态学和生物学特性进
行研究。结果表明，该菌为链格孢菌［Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔｅ（Ｆｒ．）Ｋｉｅｓｓｌｅｒ］，ＰＤＡ为其最适宜生长的培养基；菌丝在５～
３７℃ 范围内均能生长，最适的生长温度和孢子萌发温度为２８℃，病原菌的致死温度为６５℃处理２０ｍｉｎ，菌丝生长和
孢子萌发的最适ｐＨ值为６，黑暗条件最适合菌丝生长，分生孢子在黑暗条件下萌发率最高；该病原菌对碳源、氮源选
择不苛刻，最适的碳源为乳糖，氮源为酵母膏。
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　　番茄黑斑病是番茄常见的病害之一，此病是由半知菌亚
门番茄链格孢真菌［Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｏｍａｔｏ（ＣＫｅ．）Ｗｅｂｅｒ］侵染引
起的，链格孢菌是茄科植物中危害较大的病害之一。该病不

仅发生在田间，更是采后贮藏过程中的重要病害，可侵染番

茄、茄子、辣椒、马铃薯等茄科类蔬菜，主要通过气孔、皮孔、伤

口或表皮侵入果实，在适宜的条件下产生大量孢子，对果实造

成严重危害［１］。

研究表明，链格孢菌所产生的选择性毒素对植物有致病

性，对人体健康也有一定的影响［１］，所以研究链格孢菌的生

长特性，探究链格孢菌在不同温度、ｐＨ值、光照、碳源和氮源
下的菌落长势、直径、菌丝生长速率、菌丝干质量、产孢量的变

化，可以探明链格孢菌在不同条件下的生长趋势。

１　材料与方法

１．１　试验材料
ＰＤＡ固体培养基：２００ｇ马铃薯，２０ｇ琼脂，２０ｇ葡萄糖，

加水补足１０００ｍＬ。ＰＣＡ固体培养基：５ｇ胰蛋白胨，２．５ｇ酵
母浸粉，１．０ｇ葡萄糖，２０ｇ琼脂，ｐＨ值为 ７，加水补足
１０００ｍＬ。胡萝卜固体培养基：将胡萝卜去皮后称取２００ｇ，
２０ｇ琼脂，加水补足１０００ｍＬ。番茄果肉固体培养基：２００ｇ
番茄，２０ｇ琼脂，加水补足１０００ｍＬ。Ｖ８果汁固体培养基：罐
装Ｖ８果汁 ２００ｍＬ，２０ｇ琼脂，加水补足 １０００ｍＬ。查彼
（Ｃｚａｐｅｋ）固体培养基：２ｇＮａＮＯ３，１ｇＫ２ＨＰＯ４，０．５ｇＫＣｌ，
０．５ｇＭｇＳＯ４，０．０１ｇＦｅＳＯ４，３０ｇ蔗糖，２０ｇ琼脂，加水补
足１０００ｍＬ。
１．２　试验方法
１．２．１　病原菌的分离　根据方仲达的方法［２］，对番茄发病

处病原菌进行分离，采用单孢子分离法获得纯化菌株，在

ＰＤＡ培养基上培养后保存备用。生物学特性研究以所获得
的纯化菌株ｔｏｍａｔｏ（ｂ）为供试菌株。

１．２．２　病原菌形态学鉴定　将供试菌株在ＰＤＡ培养基上活
化，２５℃恒温培养６ｄ后，用无菌水制成一定浓度的孢子悬
液，同时观察菌落颜色、大小、形状及分生孢子的形态和颜色，

从而进行病原菌的鉴定。

１．３　生物学特性的研究
１．３．１　温度对菌丝生长和孢子萌发的影响［３］　用打孔器将
菌体转移至ＰＤＡ培养基上，分别置于１、４、１５、２５、２８、３０、３７、
４０℃的培养箱内，黑暗条件下培养７ｄ，用十字交叉法测量菌
落的直径，采用小室培养法，将孢子悬液滴于凹玻片上，置于

以上条件下培养３、６、１２ｈ后，分别检查孢子萌发率。使用棉
蓝乳酚油固定孢子悬液，镜检２００个孢子，记下萌发的孢子数
量，计算萌发率。每个处理３次重复。
１．３．２　ｐＨ值对菌丝生长和孢子萌发的影响　用１ｍｏｌ／Ｌ的
ＨＣｌ和ＮａＯＨ调节 ＰＤＡ培养基的 ｐＨ值和孢子悬液的 ｐＨ值
为３～１２。分别置于２８℃恒温、黑暗条件下和小室恒温培
养，观察菌落直径，计算孢子萌发率。

１．３．３　光照条件对菌丝生长和孢子萌发的影响　将接入菌
块的ＰＤＡ培养基和孢子悬浮液，分别在光—暗周期为１２ｈ—
１２ｈ、完全光照和完全黑暗３种处理条件下，于２８℃恒温培
养。观察菌落直径，计算孢子萌发率。

１．３．４　不同培养基对菌株生长的影响　分别以 ＰＤＡ、ＰＣＡ、
番茄果肉固体培养基、Ｖ８果汁固体培养基和胡萝卜固体培养
基用打孔器将菌体转移至固体培养基中心位置，置于２８℃下
恒温培养７ｄ，用十字交叉法测量菌落的直径。每个样品３次
重复，计算平均值。

１．３．５　不同碳源和氮源对菌丝生长和孢子萌发的影响［４］　
选取Ｄ－木糖、Ｄ－果糖、葡萄糖、乳糖、半乳糖和麦芽糖等量
替换查彼培养基中的碳源（蔗糖），使得各个不同碳源培养基

中碳的含量相同；用不加碳源的培养基作为对照。

选取Ｌ－谷氨酸、天冬酰胺、牛肉膏、蛋白胨、酵母膏等量
替换查彼培养基中的氮源（硝酸钠），使得各个不同碳源培养

基中氮的含量相同；用不加氮源的培养基作为对照。

将菌块转接到ＰＤＡ固体平板中央，放置在２８℃恒温培
养箱内培养，３、６ｄ后用十字交叉法测量菌落的直径，对照平
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行组计算出平均数，每组试验重复３次。
１．３．６　光照对菌株生长和孢子萌发的影响　将菌块转接到
ＰＤＡ固体培养基内，分别在光—暗周期为１２ｈ—１２ｈ、完全光
照（全光）和完全黑暗（无光）３种处理条件下，２８℃恒温培养
箱内培养；３、６ｄ后测量菌落的直径，对照平行组计算出平均
数，每组试验重复３次。

将制备好的孢子悬浮液滴于凹玻片上，分别在光—暗周

期为１２ｈ—１２ｈ、完全光照和完全黑暗３种处理条件下，２８℃
的恒温培养箱内培养，６、１２ｈ后测定孢子萌发率。
１．３．７　致死温度的确定　吸取１ｍＬ孢子悬液至无菌试管
中，分别置于４０～６５℃（以５℃为梯度）的恒温水浴锅中处
理５～２０ｍｉｎ后迅速冷却。将处理后的孢子悬液滴于凹玻片
上，２８℃小室培养，１２ｈ后观察孢子萌发情况，测定孢子萌
发率。

２　结果与分析

２．１　分离菌株的形态学观察
分离纯化后获得 ５株菌株，分别编号为 ｔｏｍａｔｏ（ａ）、

ｔｏｍａｔｏ（ｂ）、ｔｏｍａｔｏ（ｃ）、ｔｏｍａｔｏ（ｄ）、ｔｏｍａｔｏ（ｅ），将这些菌株培养
８ｄ即可长满整个培养皿，该菌的基本形态特征为：在ＰＤＡ培
养基上，菌落较为致密，呈絮状平铺生长，菌落最外层为灰白

色，边缘整齐，向内为墨绿色，有较清晰的轮纹；分生孢子梗分

隔，有横纵隔膜，其中横膈膜１～５个，纵隔膜０～３个，呈棕黄
色，常多个呈链状分布；单孢子短卵、椭圆或倒棍棒形（图１）。
根据该菌株的培养形状及形态学特征，根据相关资料［５－１０］，

依据《真菌鉴定手册》的相关描述［１１］，初步鉴定为链格孢菌

［Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔｅ（Ｆｒ．）Ｋｉｅｓｓｌｅｒ］。

２．２　生物学特性
２．２．１　温度对菌株生长和孢子萌发的影响　由图２可知，在
４、１５、２５、２８、３０、３７℃中均可生长，其中２８℃为最佳生长温
度，培养３、６ｄ后菌落平均直径达到了３０、５０ｍｍ，菌落生长
速度快，菌丝浓厚茂密，颜色呈黑色，菌落边缘整齐。当温度

小于１５℃或大于３７℃时，菌落生长明显受到抑制，菌丝变成
灰白色，黑色孢子变少，菌落边缘分辨不清，菌株有老化迹象；

培养６ｄ后菌落直径均小于３０ｍｍ。当温度为１、４０℃时菌
株不生长，也无萌发迹象。黑色链格孢分生孢子在４～３７℃
范围内均可萌发，其中４℃下培养６ｈ萌发率最低，为６．０％；
２８℃下培养１２ｈ萌发率最高，为９７．６％。当培养温度小于
１５℃或大于３７℃时，分生孢子萌发率明显降低，培养１２ｈ萌

发率均低于３５．０％；当温度小于４℃或大于３７℃时，分生孢
子则不能萌发。

２．２．２　ｐＨ值对菌株生长和孢子萌发的影响［１２］　由图３可
以看出，番茄黑色链格孢菌在 ｐＨ值为３～１２的 ＰＤＡ固体平
板培养基中均可生长，当 ｐＨ值为６时，菌落生长速度最快；
当ｐＨ值小于４或大于９时，菌株生长明显受到抑制。ｐＨ值
为３～１０时，培养１２ｈ后平均有６２．２％的病原菌孢子可以萌
发；ｐＨ值为７时，病原菌孢子萌发率最高，培养１２ｈ后萌发
率为９７．０％；当ｐＨ值大于１１时，孢子不能萌发。综合考虑，
菌丝生长和孢子萌发的最适ｐＨ值选为６。

２．２．３　光照条件对菌株生长和孢子萌发的影响　由表１可
知，病原菌在３种光照条件下均能生长；３种条件中无光条件
下最适宜菌株生长，２８℃下无光培养６ｄ后，菌落平均直径达
到６５ｍｍ，菌落生长速度快，菌丝浓厚茂密，颜色呈黑色，菌落
边缘整齐。全光条件下菌株生长缓慢，２８℃下全光条件下培
养６ｄ后，菌落平均直径为５０ｍｍ，低于３种条件菌落生长的
平均值。孢子萌发率最高的为无光条件下，２８℃培养 １２ｈ
后，分生孢子平均萌发率为９８％，在３种条件中最佳，可以确
定此条件最利于病原菌孢子萌发。

表１　光照对菌株生长和孢子萌发的影响

光照条件
菌落直径（ｍｍ） 孢子萌发率（％）
３ｄ ６ｄ ６ｈ １２ｈ

全光 ３１±０．０４ ５０±０．０１ ６４±０．０３ ８２±０．０１
无光 ４０±０．０５ ６５±０．０３ ９１±０．０２ ９８±０．０５

１２ｈ光／１２ｈ暗 ３６±０．０１ ６０±０．０１ ８０±０．０４ ９２±０．０２

２．２．４　不同培养基对菌株生长的影响　由表２可知，番茄致
病菌链格孢菌在５种不同的培养基上均可以形成菌落，其中
在ＰＤＡ固体培养基上菌落直径最大，生长最好，第７天时菌
落直径达到（６．９±０．０８）ｃｍ，其次是番茄果肉固体培养基，为
（５．９±０．０８）ｃｍ；ＰＣＡ固体培养基生长情况最差，第７天时菌
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表２　不同培养基对菌株生长的影响

培养基
菌落直径（ｃｍ）

第４天 第５天 第６天 第７天
ＰＤＡ固体培养基 ４．１±０．１０ ５．０±０．０５ ６．１±０．１０ ６．９±０．０８
ＰＣＡ固体培养基 ３．０±０．０３ ３．５±０．０５ ３．９±０．０４ ４．４±０．０５
番茄果肉固体培养基 ３．５±０．０３ ４．２±０．０６ ４．８±０．０８ ５．９±０．０８
胡萝卜固体培养基 ３．２±０．２０ ３．５±０．１８ ４．０±０．２０ ４．８±０．２０
Ｖ８果汁固体培养基 ３．２±０．１０ ３．４±０．０８ ３．８±０．２０ ４．７±０．１０

落直径仅为（４．４±０．０５）ｃｍ，因此认为 ＰＤＡ固体培养基是最
佳培养基。

２．２．５　不同碳源和氮源对菌株生长和孢子萌发的影响　由
图４可以看出，致病菌在Ｄ－木糖、Ｄ－果糖、葡萄糖、蔗糖、乳
糖、半乳糖、麦芽糖等７种不同碳源查彼固体平板培养基中均
可正常生长，２８℃培养 ３ｄ后，菌落平均直径在 ２３．７５～
３８．００ｍｍ之间；培养 ６ｄ后差异明显，菌落平均直径在
３７．５９～６２．５０ｍｍ之间。在供试的７种不同碳源培养基中，
Ｄ－木糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖菌落平均生长直径优于其他培
养基；其中，菌落生长状况最佳的为添加乳糖的查彼固体平板

培养基，２８℃中培养 ６ｄ后，菌落平均生长直径达到
６２．５０ｍｍ，菌落生长速度快，菌丝浓厚茂密，颜色呈黑色，菌
落边缘整齐；不加碳源的对照组则不生长。

　　试验结果（图５）表明，菌株在ＮａＮＯ３、天冬酰胺、牛肉膏、
蛋白胨、酵母膏、Ｌ－谷氨酸等６种不同氮源查彼固体平板培
养基中均可正常生长，２８℃培养 ３ｄ后，菌落平均直径在
２５００～４３．００ｍｍ之间；培养６ｄ后差异明显，菌落平均直径
在 ３２．５０～６５．５０ｍｍ之间。在供试的６种不同碳源培养基
中，ＮａＮＯ３、牛肉膏、蛋白胨、酵母膏菌落平均生长直径优于其
他２种培养基；其中菌落生长状况最佳的为添加酵母膏的查
彼固体平板培养基，２８℃中培养６ｄ后，菌落平均生长直径达
到６５．５０ｍｍ，菌落生长速度快，菌丝浓厚茂密，颜色呈黑色，
菌落边缘整齐；天冬酰胺则会抑制病原菌生长，２８℃培养６ｄ
后，菌落平均直径低于４０．００ｍｍ；不加氮源的对照组则没有
生长。

２．２．６　致死温度的确定　试验结果得出，供试菌株分生孢子
在４０～４５℃处理５～２０ｍｉｎ均可正常萌发；５０℃处理２０ｍｉｎ
时萌发率明显降低，培养１２ｈ后平均萌发率只有１１％，且菌
丝生长受到影响；６５℃处理１５ｍｉｎ后平均萌发率较５０℃处
理２０ｍｉｎ后更低，培养１２ｈ后平均萌发率只有３％；６５℃处
理２０ｍｉｎ后，病原菌分生孢子不能萌发，由此可知，实验室供

试菌株的致死温度为６５℃处理２０ｍｉｎ，菌株有耐高温属性。

３　讨论与结论

重点对番茄链格孢菌的生长特性进行研究，结果显示，此

菌对ＰＤＡ固体平板培养基中的营养物质利用率较高，生长速
度较快。致死温度为６５℃处理２０ｍｉｎ；菌株生长和孢子萌发
的最适温度为２８℃；全黑暗培养下菌落生长速度最快，全黑
暗下孢子萌发率最高。根据以上结论可知，此菌株生长特性

与正常环境温度、光照条件相似，所以可以在很短的时间内侵

染萌发、生长扩展，与其耐高温、不喜光、营养选择上的特性

相同。

该菌株喜好偏酸至中性的生长条件，与果肉和果实本身

的ｐＨ值相近，与报道已知的病原菌一样，菌株与寄主之间是
相互作用的，这种特性有利于菌株本身的生长发育［１３－１５］，推

论其自身代谢物也有可能会对寄主本身的酸碱值造成一定的

改变。

番茄链格孢菌对碳源、氮源的选择不苛刻，常见碳氮源均

可使其正常生长，没有规律性可言。对于碳源的选择上，菌株

在等量替换成乳糖的查彼固体平板培养基上菌落生长最快，

蔗糖次之。在氮源的选择上，菌株在等量替换成酵母膏的查

彼固体平板培养基上生长最佳；天冬酰胺则有一定的抑制

作用。
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木霉菌可湿性粉剂药效的提高技术

田连生，陈　菲
（扬州工业职业技术学院／江苏省环境生物工程技术研究开发中心，江苏扬州２２５１２７）

　　摘要：为提高木霉菌可湿性粉剂防效和药效速度，对影响木霉分生孢子萌发的不同因子进行研究。结果表明，蛋
白胨、酵母粉和乳糖、蔗糖等对木霉孢子萌发均有显著的促进作用，温度２５～３０℃、ｐＨ值 ４～６和饱和湿度环境是孢
子萌发的适宜条件。木霉孢子在水中萌发率很低，光照对孢子萌发无显著影响；孢子萌发率和萌发速率是影响木霉可

湿性粉剂生防效果和药效速度的主要原因。室内离体防效试验结果也证明，添加０．４％蛋白胨和乳糖，调节 ｐＨ值至
５，３ｄ时对黄瓜灰霉病防效可达８５．６％，而未作处理的药液７ｄ防效才达８４．２％。本研究结果也对该产品的生产和田
间应用提出了改进建议。

　　关键词：木霉菌；分生孢子；萌发条件；萌发率；可湿性粉剂；影响因子；生防效果；室内离体防效
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　　生物农药特别是活体生物农药对农作物病害的防治作
用，除与其代谢产物有关外，还与活体微生物的生物学特性有

更加密切的关系。一般生物农药具有药效缓慢、易受环境因

素制约、防效不稳定等缺点，这些都不利于活体微生物农药的

使用和推广。木霉菌（Ｔｈｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐｐ．）由于具有多重的生
防机制和良好的防治效果越来越受到人们的重视。目前，已

有商业化产品———木霉菌可湿性粉剂出售。木霉分生孢子为

木霉可湿性粉剂的有效成分，其孢子生物学特性及孢子萌发

条件是影响木霉菌发挥其生防作用的首要条件。因为木霉菌

对植物病原菌的生防机制主要是竞争、重寄生和抗生素作

用［１－５］。而前２个影响因子均与木霉分生孢子萌发有着密切
关系。因此，研究木霉分生孢子萌发相关影响因子［６－８］，提高

其孢子萌发率和萌发速度，就可提高木霉菌可湿性粉剂的防

治效果和药效速度。本研究结果无论是对厂家生产产品，还

是农民在田间应用该生物农药防治农作物病害均具有重要的

指导意义。

１　材料与方法

１．１　供试材料
木霉菌可湿性粉剂（２亿个／ｇ），山东泰诺药业有限公司；

５０％多菌灵可湿性粉剂，日本住友化学株式会社；灰葡萄孢菌
（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒａ），由笔者所在实验室从感染灰霉病的黄瓜上
分离、纯化得到。

１．２　不同氮源对孢子萌发的影响
将一定量的木霉菌可湿性粉剂加入０．４％蛋白胨、酵母

浸出粉、牛肉浸膏等有机氮源溶液中，制成１００万个／ｍＬ孢子
悬浮液；以同样方法配制ＮＨ４ＮＯ３、（ＮＨ４）２ＳＯ４等无机氮源的
孢子悬浮液。分别取上述悬浮液０．０５ｍＬ滴于载玻片上，置
于２８℃恒温箱中保湿培养１２、２４ｈ，观察分生孢子萌发情况，
每处理重复３次，计算孢子萌发率，同时用无菌水制成相同浓
度的孢子悬浮液作空白对照。孢子萌发率 ＝萌发孢子平均
数／（萌发孢子平均数＋未萌发孢子平均数）×１００％。
１．３　不同碳源对孢子萌发的影响

将木霉可湿性粉剂分别用０．４％葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、
乳糖和可溶性淀粉溶液稀释成１００万个／ｍＬ孢子悬浮液。按
“１．２”节方法进行处理，计算孢子萌发率。
１．４　温度对孢子萌发的影响

取一定量木霉可湿性粉剂，分别用０．４％蛋白胨溶液和
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