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　　摘要：为使印度梨形孢尽早应用于农业生产，首先采用响应面法对液体发酵条件进行优化；其次在玉米大田试验
中，用拌种法和灌根ｇ法施生物菌肥；最后在玉米生长各时期对根长、株高进行测量，对根部菌的共生情况进行检测。
结果表明，最佳培养条件是初始ｐＨ值为６．０２、培养温度为２７．５５℃、转速为１７８．２ｒ／ｍｉｎ，通过发酵优化大大提高了菌
体产量，经检测印度梨形孢定殖于玉米根中，施肥组的生物总量、玉米产量和主根长显著高于对照组，其中拌种加灌根

产量最高。
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　　随着地球人口的不断增加和人们对生活水平的不断追
求，人们对粮食产量的增加也提出了更高的要求，现在各国都

在大力开发和实施绿色环保农业。玉米作为全球主要粮食和

饲料作物之一，其产量的提高具有重要意义。

在４亿年前，共生土壤真菌协助陆地植物在地球繁殖，两
者形成互利的关系。根部定殖真菌的共生对植物的适应、获

取营养和对生物和非生物的协迫具有重要作用。印度梨形孢

（Ｐｉｒｉｆｏｍｏｓｐｏｒａｉｎｄｉｃａ）被发现于印度西北部沙漠地区的灌木
丛根部，主要由菌丝与孢子组成，其孢子形状类似于梨形，根

据其发现地与形态特征，将其命名为印度梨形孢。该菌属于

担子菌门层菌纲梨形孢属［１］。印度梨形孢可在植物根部定

殖，并随着根部的成熟，定殖量不断增加。印度梨形孢在植物

中的定殖过程包括３个阶段：与植物之间相互识别开启共生
模式、定殖于植物进行活体营养阶段、干扰植物细胞死亡程序

形成共生关系。印度梨形孢与植物互作具有以下生物学功

能：促进植物生长、提高植物抗逆境胁迫能力、提高植物抗生

物逆境能力等［１］。

印度梨形孢是一种具有广泛宿主的植物内生真菌［２］。

它能促进植物的生长和提高产量，可提高植物对营养的吸收

和对生物和非生物的胁迫，如抵抗干旱和水涝［３－４］。能够诱

发植物产生系统抗病性，显著提高植物对多种病害的抗病性，

减轻发病水平［５］，因而印度梨形孢定殖后能提高植株的系统

抗病性和抗逆性。

印度梨形孢可在人工培养基上生长并能顺利完成其生活

史，这一性状使其商品化开发应用成为可能，更具商业开发和

产业化应用前景［６］。将印度梨形孢作为生物菌肥可以更好

地为农业发展作贡献，然而印度梨形孢发酵生产菌肥的工艺

和菌肥田间应用试验鲜有报道。

本研究首先对印度梨形孢进行发酵优化扩大培养菌肥，

进而施用于大田玉米种子、３叶期、５叶期等时期，并对印度梨
形孢定殖于玉米根部进行检测，最后测定玉米生物总鲜质量、

玉米产量，确定其对玉米生长量的影响。本研究能为印度梨

形孢菌肥应用于大田玉米生产提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
印度梨形孢（Ｐｉｒｉｆｏｒｍｏｓｐｏｒａｉｎｄｉｃａ）保存于笔者所在实验

室。供试玉米品种为先玉３３５，种子购买于市场。
１．２　方法
１．２．１　响应面法优化设计　本试验通过前期单因素优化结
果，选取影响显著的 ３个因素：Ａ（初始 ｐＨ值）、Ｂ（培养温
度）、Ｃ（转速），以印度梨形孢生物量（以Ｄ６００ｎｍ表示）为指标，
根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计原理，设计响应面分析试验，其因素
水平编码见表１。

表１　因素水平编码

水平
因素

初始ｐＨ值 温度（℃） 转速（ｒ／ｍｉｎ）
－１ ５．８ ２６ １００
　０ ６．０ ２８ ２００
　１ ６．２ ３０ ３００

１．２．２　印度梨形孢共生玉米根形态学观察及真菌１８ＳｒＤＮＡ
扩增鉴定　在玉米生长的７叶期，随机选取玉米根系，用自来
水冲洗干净后再用蒸馏水冲洗３遍，剪成１ｃｍ长的小段，经
１０％ ＮａＯＨ浸泡４ｈ后洗净，再经 １％ ＨＣｌ浸泡 ５ｍｉｎ后洗
净，最后用０．０５％乳酸石炭酸棉蓝染色液染色制片，于体视
显微镜下观察印度梨形孢真菌定殖情况并拍照［７］。

另外，取玉米７叶期根系，用蒸馏水冲洗、乙醇消毒３遍
后，采用十六烷基三甲基溴化铵法（ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙ
ａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，简称 ＣＴＡＢ法）提取总 ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增引
物为ＩＴＳ１：５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′；ＩＴＳ４：５′－ＴＣ
ＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′。ＰＣＲ反应条件为９４℃预变性
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４ｍｉｎ；９４℃ 变性１ｍｉｎ，５５℃退火４０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，共３５
个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物经１％琼脂糖凝胶
电泳分离，利用ＩｍａｇｅＬａｂ３．０软件进行分析。
１．２．３　印度梨形孢大田施肥及玉米生物量和产量的测定　
农田选取地点为山西省忻州市定襄县宏道镇东街村，种植时

间为２０１６年４月２２日，种植数量为１２０株，分成３组：阳性
对照、根部灌菌、种子拌菌 ＋根部灌菌，每组４０株，阴性对照
不作处理，种子拌菌组在种植前将种子浸泡菌液；玉米在３叶
期和５叶期进行２次根部浇灌稀释菌液，收获玉米后称各区
玉米总鲜质量、玉米棒质量，测量株高和叶长，并进行数据

分析。

２　结果与分析

２．１　响应面试验结果与分析
２．１．１　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计试验结果　以 ｐＨ值、温度、转速
为自变量，以印度梨形孢菌液６００ｎｍ处的吸光度为响应指
标，采用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ方法设计响应面分析试验，试验设计
及实施结果见表２。
２．１．２　响应面设计结果及方差分析　根据表２的试验结果，
利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔｖ８．０．５．ｂ软件对试验数据进行分析，所得
主要分析结果见表３。
　　二次模型中回归系数的显著性检验结果（表３）表明，因
素Ｂ（温度）对印度梨形孢生物量影响效果的线性效应显著，
因素Ａ（ｐＨ值）和Ｃ（转速）效应不显著；因素Ａ２、Ｂ２、Ｃ２对结
果的曲面效应显著，因素ＡＢ、ＡＣ交互影响效应显著。对试验
数据进行多次拟合回归，以梨形孢生物量（Ｙ）为因变量，初始
ｐＨ值（Ａ）、温度（Ｂ）、转速（Ｃ）为自变量建立回归方程模型为

表２　印度梨形孢响应面试验设计及结果

试验号 Ａ：ｐＨ值 Ｂ：温度
（℃）

Ｃ：转速
（ｒ／ｍｉｎ）

实测

Ｄ６００ｎｍ
预测

Ｄ６００ｎｍ
１ ６．００ ２８．００ ２００．００ ０．５９４ ０．５６９４
２ ６．００ ２８．００ ２００．００ ０．５９１ ０．５６９４
３ ６．２０ ２８．００ １００．００ ０．４６０ ０．４７３６
４ ６．２０ ２８．００ ３００．００ ０．３０６ ０．３３６６
５ ６．００ ２６．００ １００．００ ０．４７７ ０．４６７９
６ ５．８０ ３０．００ ２００．００ ０．３７７ ０．３８１５
７ ６．００ ３０．００ １００．００ ０．２７５ ０．３０１１
８ ５．８０ ２８．００ １００．００ ０．４２３ ０．３９２４
９ ５．８０ ２６．００ ２００．００ ０．３１３ ０．３５２８
１０ ６．００ ２８．００ ２００．００ ０．５３４ ０．５６９４
１１ ６．００ ３０．００ ３００．００ ０．３３２ ０．３４１１
１２ ５．８０ ２８．００ ３００．００ ０．４７３ ０．４５９４
１３ ６．２０ ２６．００ ２００．００ ０．４５７ ０．４５２５
１４ ６．００ ２８．００ ２００．００ ０．５９４ ０．５６９４
１５ ６．２０ ３０．００ ２００．００ ０．２８０ ０．２４０２
１６ ６．００ ２８．００ ２００．００ ０．５３４ ０．５６９４
１７ ６．００ ２６．００ ３００．００ ０．３８４ ０．３５７９

　　Ｙ＝０．５７０－０．０１０Ａ－０．０４６Ｂ－０．０１８Ｃ－０．０６０ＡＢ－
０．０５１ＡＣ＋０．０３８ＢＣ－０．０８２Ａ２－０．１３０Ｂ２－０．０７２Ｃ２。
　　另外，由表３可知，试验因素对印度梨形孢生物量影响显
著程度由大到小依次为温度＞转速 ＞初始ｐＨ值。模型的回
归Ｆ值为１２．９３，Ｐ＝０．００１４，表明该模型在０．０１水平上显
著。多元相关系数Ｒ２＝０．９８３２，调整Ｒ２＝０．９６０３，表明模型
对试验实际情况拟合较好，失拟项差异不显著（Ｐ＝０．２２７７＞
０．０５），表示该方程试验拟合效果好。

表３　回归与方差分析结果

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

回归模型 ０．１９０ ９ ０．０２１ １２．９３ ０．００１４ 
Ａ ８．６１１×１０－４ １ ８．６１１×１０－４ ０．５４ ０．４８６３
Ｂ ０．０１７ １ ０．０１７ １０．５６ ０．０１４１ 
Ｃ ２．４５０×１０－３ １ ２．４５０×１０－３ １．５４ ０．２５５１
ＡＢ ０．０１５ １ ０．０１５ ９．１１ ０．０１９５ 
ＡＣ ０．０１０ １ ０．０１０ ６．５２ ０．０３７９ 
ＢＣ ５．６２５×１０－３ １ ５．６２５×１０－３ ３．５３ ０．１０２４
Ａ２ ０．０２８ １ ０．０２８ １７．７９ ０．００３９ 
Ｂ２ ０．０７２ １ ０．０７２ ４５．０２ ０．０００３ 
Ｃ２ ０．０２２ １ ０．０２２ １３．６２ ０．００７７ 
残差 ０．０１１ ７ １．５９５×１０－３

失拟项 ６．９７９×１０－３ ３ ２．３２６×１０－３ ２．２２ ０．２２７７
纯误差 ４．１８３×１０－３ ４ １．０４６×１０－３

总和 ０．２００ １６
Ｒ２ ０．９８３２

调整Ｒ２ ０．９６０３

　　注：表示Ｐ＜０．０５；表示Ｐ＜０．０１；表示Ｐ＜０．００１。

２．１．３　响应面图及等高线图分析　根据回归方程得出不同
因子的响应面和等高线，结果见图１、图２、图３。响应面和等
高线均可阐明该模型。在响应面中，单因素影响效果与曲面

陡峭相关，曲面越陡峭，影响越显著。等高线与响应面相对

应，响应值越大曲线越接近中心。各因素交互作用与等高线

形状相关，圆形则为不显著，椭圆为显著。

　　通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔｖ８．０．５．ｂ软件进行分析，印度梨形孢
生物量的最佳培养条件是初始 ｐＨ值为 ６．０２、培养温度为
２７５５℃、转速为１７８．２ｒ／ｍｉｎ，此条件下菌体Ｄ６００ｎｍ的理论值
为０．６２５９。在该条件下进行３次试验验证，菌体 Ｄ６００ｎｍ平均
值为０．６１２９，与预测值的误差仅为２．０７％，表明该模型可靠
性高，应用响应面法优化印度梨形孢的培养条件是可行的。
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２．２　印度梨形孢共生玉米根形态学观察及真菌１８ＳｒＤＮＡ扩
增鉴定

２．２．１　印度梨形孢共生玉米根形态学观察结果　在玉米生
长的７叶期，选取印度梨形孢真菌与玉米共生根系，经苔盼蓝
染色，在６．３×２５体视显微镜下可清晰地观察到该真菌在紫
根部的细胞间和细胞内非常密集地定殖有椭圆形的厚垣孢

子，主要在根系成熟区的表皮层，分生区、伸长区少有定殖。

如图４箭头所示。

　　由图４可知，印度梨形孢主要定殖在植物根系的表皮细
胞，在细胞内或细胞间形成致密的菌丝组织。在定殖过程中，

首先由附着在植物根部表皮的厚垣孢子萌发产生菌丝，紧接

着萌发自不同孢子的菌丝迅速联接起来，在根表形成菌丝网

络，孢子萌发后菌丝穿透根部表皮细胞壁或通过细胞间隙进

入根组织内部。

２．２．２　通用引物 ＩＴＳ１和 ＩＴＳ４扩增结果　以提取的所有供
试真菌ＤＮＡ为模板，用通用引物 ＩＴＳ１和 ＩＴＳ４扩增的 ｒＤＮＡ
ＩＴＳ，电泳图谱显示扩增出的片段大约３８０ｂｐ，可确定的确有
真菌存在于植物根系，另从分子大小初步判断其为印度梨形

孢浸染玉米根部。结果见图５。
２．３　印度梨形孢大田施用及玉米生物量和产量的测定

印度梨形孢对供试玉米（先玉３３５）植株的生长有显著性
影响。玉米在生长各时期株高均显著高于对照，接种印度梨

形孢的玉米具有较长的主根，更绿、更宽的叶片，更粗壮的茎

秆，更多量的生物总量和玉米产量。

由表４可知，从种子拌菌到３叶期和５叶期菌液浇灌，与
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对照相比，拌种加灌菌处理下，玉米生物量增加２５％；玉米鲜
质量增加３８％；３叶期平均主根长增加２６％；株高增加９％；
叶长增加１７％。灌菌处理下，玉米生物量增加６％；玉米鲜质
量增加１８％；３叶期平均主根长增加１５％；株高增加７％；叶
长增加４％。可见印度梨形孢可显著促进玉米的生长和提高
产量，其中拌种加灌菌效果更明显。印度梨形孢可伴随玉米

种子的萌发而定殖于根部，后期的根部浇灌也具有同样的效

果。施印度梨形孢菌肥宜在早期，促进效果更佳。

关于印度梨形孢促进玉米生长发育的机制可能涉及到激

素和营养吸收等方面，另外对玉米干旱等逆境下所起的有益

作用，也可能间接促进生物量和产量的增加，这方面有待进一

步研究。

表４　印度梨形孢对大田玉米生物量、产量和主根长的影响

处理
平均生物量鲜质量

（ｋｇ／株）
平均玉米鲜质量

（ｋｇ／株）
３叶期平均主根长

（ｃｍ）
株高

（ｃｍ）
叶长

（ｃｍ）

种子拌菌＋灌菌 ０．９００±０．１００ｂ ０．６９０±０．０４０ｂ １０．２５０±０．１２０ｂ ２０１．１２０±１３．０３０ａ ８３．０００±４．０３０ａ
灌菌 ０．７６５±０．０７５ａ ０．５９０±０．１１０ａ ９．３５０±０．１７０ｂ １９７．５４０±１１．４６０ａ ７４．０００±３．０３０ｂ
阴性对照 ０．７２０±０．０５０ａ ０．５００±０．０５０ａ ８．１００±０．２６０ｂ １８３．４１０±１５．８４０ａ ７１．０００±３．４５０ｂ

　　注：多重均值比较采用ＬＳＤ方法；同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

３　结论与讨论

植物内生真菌印度梨形孢可进行离体培养，易于规模化

制剂的制备，寄主范围更加广泛，具有广谱生物学效应特性。

在生物功能上，印度梨形孢与丛枝菌根真菌（Ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ
ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌｆｕｎｇｉ，简称ＡＭＦ）极为相似，能促进植物生长，加快
植物对氮、磷等矿物质的吸收，提高作物对逆境胁迫的忍耐

性，诱导植物产生系统抗性。但 ＡＭＦ不能进行纯培养，而印
度梨形孢可以在人工培养基上进行纯培养。自印度梨形孢被

发现以来，关于该菌的寄主，该菌促进植物生长、提高植物抗

逆抗病性、增加植物产量、提高果实品质等的研究报道层出不

穷。近年来，广大科研人员侧重于印度梨形孢与植物互作分

子机制的研究。这些研究主要来源于德国、印度等首次报道

该菌的国家以及伊朗、墨西哥、美国等后来才逐渐开始研究该

菌的国家。目前，国内浙江大学、福建农林大学的相关科研人

员也在进行研究，但所做发酵优化并不全面，且未见将印度梨

形孢开发制备成生物肥料和应用于玉米大田的研究

报道［１，３，６］。

本研究在前期研究工作的基础上，进一步采用响应面法

优化印度梨形孢发酵技术参数为 ｐＨ值 ６．０２、培养温度
２７．５５℃、转速１７８．２ｒ／ｍｉｎ。在此条件下，提高了菌体生物
量，为印度梨形孢应用于大田实践奠定了基础。进一步可将

印度梨形孢制备成绿色、安全、无污染的抗逆、促生型生物肥

料，解决长期以来不合理施用化肥造成的土壤板结、环境污染

等问题，弥补现有的各种生物肥料施用范围局限、肥效不稳定

等缺陷，为发展生态农业提供一条新途径。
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