
书书书

庞　丽，宋昊跃，王春迪，等．哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ防治小麦赤霉病潜能及发酵条件优化［Ｊ］．江苏农业科学，２０２３，５１（２３）：１３２－１４０．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２３．２３．０２０

哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ防治小麦赤霉病潜能及发酵条件优化
庞　丽１，２，宋昊跃１，２，王春迪２，赵薛红２，安慧敏２，库园冉２，王彩芳２，张建夫３，葛红莲２，张福丽１，２

（１．三峡大学生物技术研究中心／三峡区域植物遗传与种质创新湖北省重点实验室，湖北宜昌 ４４３０００；

２．周口师范学院生命科学与农学学院，河南周口４６６０００；３．周口师范学院化学化工学院，河南周口 ４６６０００）

　　摘要：对哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ促进小麦生长和防治小麦赤霉病的潜能进行分析，并对其液体发酵条件进行优化。通
过平板对峙试验发现，Ｔ－ａｌｏｅ能够抑制小麦赤霉病原菌ＰＨ－１生长，抑菌率为７２．３８％。通过温室试验发现，Ｔ－ａｌｏｅ
可以促进小麦幼苗生长，提高小麦的抗病性。在无小麦赤霉病菌胁迫下，Ｔ－ａｌｏｅ提高小麦幼苗的株高、根长和叶片含
水量，其中叶片含水量提高１．０１倍，株高和根长分别提高１６．７％和１６．２％。在小麦赤霉病菌胁迫下，Ｔ－ａｌｏｅ提高小
麦体内抗氧化酶ＰＯＤ和ＣＡＴ活性２８．１７％和３９．３３％，同时降低了 ＭＤＡ和游离脯氨酸含量３４．２６％和２５．７１％。通
过田间试验发现，Ｔ－ａｌｏｅ对小麦赤霉病的防治效果达到了６８．４２％，且高于阳性对照 霉灵。通过正交试验发现，糖

蜜－酵母膏培养基为Ｔ－ａｌｏｅ液体发酵产孢的最优培养基，最佳培养基条件为：培养温度３２℃、接种量５％、转速

１８０ｒ／ｍｉｎ，产孢量可达１．８２×１０８ＣＦＵ／ｍＬ，比优化前提高６４．９１％。综上所述，哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ是１株既能促进小麦
生长又能防治小麦赤霉病的优势菌株。为了哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ进一步商业化应用，对发酵条件进行优化，提高哈茨木
霉Ｔ－ａｌｏｅ的产孢量，为哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ的应用提供理论依据和奠定基础。
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　　小麦（ＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍＬ．）是全球三大谷物之
一，种植面积大且分面范围最为广泛，也是我国重

要的经济粮和储藏粮，并在国民经济中起着重要作

用［１］。小麦赤霉病是由多种镰刀菌引起的小麦重

要病害，其中由禾谷镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）
引起的尤为严重。近年来，由于全球气候变暖、气

温升高，很多地方尤其是高温、高湿地区的小麦赤

霉病流行成灾，危害程度不断加深［２］。在我国，小

麦赤霉病一般发生在长江中下游和淮河以南地区，

这种病害一般可导致小麦产量损失１０％ ～３０％，重
灾时可达７０％，甚至颗粒无收［３］。小麦赤霉病除造

成小麦减产外，还会在小麦感病籽粒里产生多种镰

刀菌毒素，如脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，

ＤＯＮ）和玉米赤霉烯酮（ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ，ＺＥＡ）。人类和
牲畜一旦误食了含有这些毒素的小麦，就会产生一

系列的中毒反应，严重时甚至死亡［４］。

目前，人们通常使用化学防治、生物防治和农

业防治等手段防治小麦赤霉病，主要以化学防治为

主。但是随着化学农药的过量使用，病原菌株的抗

药性不断增强，使化学农药防效逐渐降低［５］。近年

来，生物制剂开始逐渐替代化学农药，成为农作物

病害管理的重要措施，同时解决了化学杀菌剂对其

他非 目 标 生 物 产 生 的 不 利 影 响［６］。木 霉

（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐｐ．）作为重要的生防真菌，可以快速
生长、产孢并在植物根系定殖，提高植物抵抗非生

物和病原菌胁迫的能力，促进根系以及整个植株的

生长发育［７］。另外，很多木霉菌也具有直接拮抗或

抑制植物病原菌生长的功能。同时，由于木霉对人

类、动物以及其他有益生物无不良影响，不会对自

然环境产生威胁，也不会在食物链中积累，因此具

有巨大的作为商业生防制剂的潜力［８］。

在木霉应用的过程中，生长速度、产孢量和产

生的次级代谢产物都直接影响木霉的生防效率［９］。

因此，在开发木霉生物制剂的过程中，必须考虑影

响木霉生长和产孢的各种参数因素，如温度、ｐＨ值、
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溶氧量和培养基等［１０］。这些因素影响孢子萌发、菌

丝生长、产孢以及木霉次级代谢产物的产量和质

量［１１］。目前，木霉的发酵方式主要有２种：液体发
酵和固体发酵。较固体发酵而言，液体发酵被广泛

应用于木霉产孢、次级代谢产物以及多种水解酶的

生产［１２－１３］。本研究将哈茨木霉菌株 Ｔ－ａｌｏｅ在小
麦上进行应用，分析其促进小麦生长和防治小麦赤

霉病的潜能，并对 Ｔ－ａｌｏｅ液体培养基发酵条件进
行优化，以期为木霉 Ｔ－ａｌｏｅ生防制剂开发和广泛
应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料和培养基
供试木霉菌株：哈茨木霉 （Ｔ．ｈａｒｚｉａｎｕｍ）

Ｔ－ａｌｏｅ，由周口师范学院微生物实验室分离并保
存，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＫＣ７５３７６６。禾谷镰刀菌
ＰＨ－１，由周口师范学院植物遗传与分子育种重点
实验室罗奇博士提供。供试小麦品种为周麦３６。

马铃薯葡萄糖培养基［１４］：去皮马铃薯２００ｇ／Ｌ，
葡萄糖 ２０ｇ／Ｌ。绿豆培养基［２０］：绿豆 ６０ｇ／Ｌ，煮沸
过滤。葡萄糖发酵培养基［１５］：葡萄糖 ２０ｇ／Ｌ，
ＫＨ２ＰＯ４１．２ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·Ｈ２Ｏ０．６ｇ／Ｌ，维生素 Ｂ１
０００８ｇ／Ｌ。玉米粉 －酵母膏培养基［１６］：玉米粉

１０１％，酵 母 膏 ０．４７％，（ＮＨ４）２ＳＯ４ ０．０５％，
Ｋ２ＨＰＯ４０．０６％，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％，ｐＨ值５．７９。

糖蜜 －酵母膏培养基［１７］：糖蜜 ２０ｇ／Ｌ，酵母膏
５ｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４· ７Ｈ２Ｏ ０．１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４· ７Ｈ２Ｏ
１．２５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４４０ｇ／Ｌ，ＮａＮＯ３７ｇ／Ｌ。
１．２　菌株活化和菌液制备

菌株活化：将 －８０℃保藏的木霉 Ｔ－ａｌｏｅ和病
原菌ＰＨ－１取出，吸取０．１ｍＬ，用涂布器分别涂布
于ＰＤＡ培养基中，２８℃恒温培养 ７ｄ。木霉菌株
Ｔ－ａｌｏｅ发酵液的制备：在平板上刮取少量已活化的
木霉菌丝接种于含有 ＰＤＡ培养基中，２８℃，
１８０ｒ／ｍｉｎ摇床培养７ｄ。Ｔ－ａｌｏｅ种子液的制备：在
超净工作台中，用４层无菌纱布将 Ｔ－ａｌｏｅ发酵液
进行过滤，过滤液即为种子液，将其放置４℃冰箱备
用。病原菌ＰＨ－１孢子悬浮液的制备：在平板上刮
取少量已活化的病原菌菌丝接种于绿豆培养基中，

于２８℃、２２０ｒ／ｍｉｎ摇床上培养５ｄ。
１．３　木霉菌株Ｔ－ａｌｏｅ有益特性分析
１．３．１　哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ与小麦病原禾谷镰刀菌
ＰＨ－１对峙培养　２５ｍＬＰＤＡ培养基倒入直径为
９０ｍｍ的培养皿中，待凝固后，在 ＰＤＡ培养基的两
边接种直径为８ｍｍ的木霉 Ｔ－ａｌｏｅ菌饼和病原菌
ＰＨ－１的菌饼，以只接种８ｍｍＰＨ－１的 ＰＤＡ平板
为对照，每组３个重复，于２８℃恒温培养７ｄ，每天
观察并测量木霉和病原菌的生长半径并拍照记录，

计算抑菌率。

抑菌率＝对照组ＰＨ－１的菌落半径－试验组ＰＨ－１的菌落半径
对照组赤霉病原菌的菌落半径

×１００％。

１．３．２　哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ对小麦幼苗的促生作用
　将哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ发酵液，稀释成孢子浓度为
１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ的溶液。将小麦种子用４５℃的温
水浸泡 ３ｈ，然后均匀播种在花盆中，每盆２０粒，在
２５℃的温室中培养５ｄ后，用 Ｔ－ａｌｏｅ发酵液灌根
处理幼苗，同时对照用 ＰＤＢ处理，每盆３０ｍＬ。待
７ｄ后测量小麦幼苗的株高、根长、根数、含水量以
及小麦的叶绿素含量［１８］。

１．３．３　哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ诱导小麦抗病性生理指
标的测定　试验共设４个处理：对照组（ＣＫ）；病原
菌组（Ｆ）；哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ组（Ｔ）；哈茨木霉 Ｔ－
ａｌｏｅ加病原菌组（Ｔ＋Ｆ）。挑选籽粒饱满的小麦种
子，４５℃水浴３ｈ，然后将小麦种子放置在方形小盒
（７ｃｍ×７ｃｍ）中，待小麦幼苗长至１０ｃｍ后，分别用
３０ｍＬＰＤＢ和浓度为３．１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ的 Ｔ－ａｌｏｅ
发酵液灌根处理，处理２ｄ后对幼苗进行病麦粒接

种，接种方法参照王路瑶的方法［２１］。病麦粒接种的

第４、６天，对小麦幼苗的抗性酶活性及受损伤程度
进行检测，主要对 ＰＯＤ活性、ＣＡＴ活性、ＭＤＡ含量
和游离的脯氨酸含量进行测定，测定方法均采用李

萍等的方法［１９］。

１．３．４　哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ对小麦大田赤霉病的防
治效果　本试验于２０２２年４月在河南省周口市周
口师范学院试验田（３３°６′Ｎ，１１４°６′Ｅ）中进行，小区
长１０ｍ，宽 ３ｍ，面积为３０ｍ２。在小麦扬花初期，
将清水、２５０ｍｇ／Ｌ 霉灵和１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ哈茨木
霉Ｔ－ａｌｏｅ发酵液分别等量均匀地喷洒在小麦麦穗
部并套袋保湿，２４ｈ后再喷洒病原菌 ＰＨ－１（１×
１０５ＣＦＵ／ｍＬ），ＰＨ－１连续喷３ｄ，频率为１次／ｄ，每
次喷洒完后立即套袋保湿。其中清水为空白对照，

霉灵为阳性对照。每种处理３组重复，每个重复
取２５个麦穗，分别在病原菌处理后的第１０、２０天统
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计小麦麦穗的发病情况，病情分级标准、病情指数

和防效计算公式参考王路遥的方法［２０］。

１．４　哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ发酵条件优化
主要对不同培养基、温度、接种量以及转速进

行筛选。培养基：分别用 ＰＤＢ培养基、葡萄糖发酵
培养基、玉米粉 －酵母膏培养基、糖蜜 －酵母膏培
养基作为培养基。从 ４℃冰箱取出 Ｔ－ａｌｏｅ种子
液，用血球计数板计数，最后用无菌水将 Ｔ－ａｌｏｅ种
子液稀释成浓度为 ２×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，按１％的接种
量接种，每２５０ｍＬ锥形瓶装液量为１００ｍＬ，２８℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ培养８ｄ，每隔２４ｈ进行计数，每种培养
基３个重复。温度：设置２５、２８、３１、３４、３７℃等５个
温度梯度。接种量：设置 ２％、５％、８％、１２％、１５％
等５个接种量。转速：设置１２０、１５０、１８０、２１０ｒ／ｍｉｎ
等４个转速梯度。
１．５　正交试验

前期试验已经筛选出哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ产孢的
最适培养基为糖蜜 －酵母膏培养基，在培养基确定
的条件下对温度、转速和接种量进行３因素３水平
的正交试验，其中因素Ａ为温度，因素Ｂ为接种量，

因素Ｃ为转速，正交试验设计如表１所示。

表１　哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ发酵条件的正交试验设计

序号
Ａ：温度
（℃）

Ｂ：接种量
（％）

Ｃ：转速
（ｒ／ｍｉｎ）

１ １（３０） １（４） １（１７０）

２ １（３０） ２（５） ２（１８０）

３ １（３０） ３（６） ３（１９０）

４ ２（３１） １（４） ２（１８０）

５ ２（３１） ２（５） ３（１９０）

６ ２（３１） ３（６） １（１７０）

７ ３（３２） １（４） ３（１９０）

８ ３（３２） ２（５） １（１７０）

９ ３（３２） ３（６） ２（１８０）

１．６　哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ产孢量测定
用ＸＢ－Ｋ－２５型血球计数板在显微镜下进行

计数。菌悬液用蒸馏水适当稀释后，４层纱布过滤，
摇匀，取样，加入到血球计数板内，静置５ｍｉｎ，遵循
“计上不计下，计左不计右”的原则，对计数池的左

上、右上、左下、右下及中间进行计数。产孢量的计

算公式如下：

１ｍＬ菌液中的总孢子数＝５个中方格的孢子总数８０ ×４００×１００００×稀释倍数。

１．７　数据分析
采用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１６进行数据分析和图表

制作。采用ＳＰＳＳ２５．０进行单因素方差分析。

２　结果与分析

２．１　哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ防治小麦赤霉病的潜能
分析

２．１．１　哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ抑制了小麦病原禾谷镰
刀菌ＰＨ－１生长　哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ与禾谷镰刀菌
ＰＨ－１对峙培养结果如图１所示，培养后第７天，
Ｔ－ａｌｏｅ菌落已占据整个生存空间，覆盖了整个病原
菌落，并产生了大量的绿色孢子，Ｔ－ａｌｏｅ抑制了病
原菌ＰＨ－１的生长，抑制率为 ７２．３８％；同时还发
现，对峙培养时，Ｔ－ａｌｏｅ影响病原菌的色素分泌，这
可能是因为Ｔ－ａｌｏｅ降低了病原菌ＰＨ－１的毒性。
２．１．２　哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ对小麦幼苗生长的促进
作用　哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ促进了小麦幼苗的生长。
Ｔ－ａｌｏｅ处理小麦幼苗 ７ｄ后，小麦幼苗长势如图
２－ａ所示，株高明显高于对照植株。另外，小麦幼
苗叶部的含水量（图２－ｂ）、株高（图２－ｅ）以及根

长（图２－ｄ）均显著高于对照。与对照相比，叶部含
水量提高１．０１倍（图２－ａ），株高和根长分别增加
１６．７％和１６．２％。根部含水量（图２－ｂ）、叶绿素
含量（图 ２－ｃ）和根数（图 ２－ｅ）与对照无明显
差异。

２．１．３　哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ诱导了小麦幼苗抗病性
提高　接种病原菌第６天，研究了哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ
对小麦幼苗抗病性提高的诱导作用（图３）。接种病
原菌第 ６天，Ｔ组的 ＭＤＡ含量与 ＣＫ组无显著差
异，而Ｔ＋Ｆ组的ＭＤＡ含量比 ＣＫ＋Ｆ组低３４２６％
（图３－ａ）。说明小麦受到病原胁迫时，Ｔ－ａｌｏｅ可
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以缓解膜脂过氧化造成的细胞损伤。脯氨酸是植

物在逆境环境下产生的渗透调节物质。在病原菌

处理的第６天，ＣＫ＋Ｆ组比 ＣＫ组的脯氨酸含量增
加４１．１４％，Ｔ＋Ｆ组、Ｔ组与 ＣＫ组脯氨酸含量三者
之间无明显差异，但与 ＣＫ＋Ｆ组之间均差异显著
（Ｐ＜０．０５），其中 Ｔ＋Ｆ组脯氨酸含量比 ＣＫ＋Ｆ低
２５．７１％（图 ３－ｂ）。说明在病原胁迫条件下 Ｔ－
ａｌｏｅ可以降低脯氨酸的含量，由此推测Ｔ－ａｌｏｅ可以
保护植物使其免受病原菌的侵害。植物在逆境环

境下，会产生大量的活性氧（ＲＯＳ），而 ＰＯＤ和 ＣＡＴ

可以清除ＲＯＳ，降低 ＲＯＳ引起的细胞损伤，提高植
物的防御性。在无病原菌胁迫条件下，Ｔ组 ＰＯＤ活
性相比于 ＣＫ组上升２６．８９％，而 Ｔ组 ＣＡＴ活性与
ＣＫ组无明显差异。在病原菌胁迫条件下，Ｔ＋Ｆ组
ＰＯＤ和ＣＡＴ活性分别比 ＣＫ＋Ｆ组上升２８．１７％和
３９．３３％（图３－ｃ、图３－ｄ）。说明在病原菌胁迫条
件下，Ｔ－ａｌｏｅ可以提高ＰＯＤ和ＣＡＴ活性，清除过量
的ＲＯＳ，在提高小麦抗病性中起重要作用。综上所
述，哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ可以通过清除 ＲＯＳ，在病原胁
迫下降低膜脂过氧化来提高小麦幼苗的抗病性。

２．１．４　哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ对小麦赤霉病的田间防
治效果　与阴性对照清水和阳性对照 霉灵相比，

哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ处理明显减轻了小麦赤霉病的发
生（表３、图４）。接种病原菌后第１０、２０天，Ｔ－ａｌｏｅ
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表３　哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ对小麦赤霉病的田间防治效果

处理

第１０天 第２０天

病情指数
防治效果

（％） 病情指数
防治效果

（％）

清水（阴性对照） ５７±４．５５ａ — ９８±２．５４ａ —

霉灵（阳性对照） ３６±５．０７ｂ ３６．８４ ８１±６．３２ｂ １７．３５

哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ １８±３．６８ｃ ６８．４２ ６６±４．７１ｃ ３２．６５

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平下差异显著。

处理过的小麦病情指数均低于阳性对照 霉灵组，

且二者之间具有显著差异（Ｐ＜０．０５）。Ｔ－ａｌｏｅ处
理组的防效在接种病原菌后第 １０、２０天分别为
６８４２％和 ３２．６５％，均高于 霉灵组（分别为

３６８４％和１７．３５％），分别提高８５７２％和８８．１８％。
２．２　哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ发酵条件优化
２．２．１　不同培养基对哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ产孢的影
响　不同培养基对哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ产孢的影响如
图５所示。Ｔ－ａｌｏｅ在４种培养基中均能产生孢子，
其中以糖蜜－酵母膏培养基的产孢量最大，其次是
ＰＤＢ培养基、玉米粉－酵母膏培养基和葡萄糖发酵
培养基。不同的培养基培养时，Ｔ－ａｌｏｅ最大产孢量
出现的时间不同，在ＰＤＢ培养基中培养９６ｈ时产孢
量最大，为８．１９×１０７ＣＦＵ／ｍＬ（图５－ａ），在糖蜜 －
酵母膏培养基中培养 ７２ｈ时，产孢量最大，为
１．３４×１０８ＣＦＵ／ｍＬ（图５－ｄ），而在葡萄糖发酵培养
基和玉米粉 －酵母膏培养基中培养２４ｈ，产孢量最
大，分别为９．６７×１０４、３．８３×１０６ＣＦＵ／ｍＬ（图５－ｂ、
图５－ｃ），２４ｈ后孢子数量呈下降趋势。显微镜观
察发现部分孢子已经开始萌发产生菌丝，但是葡萄

糖发酵培养基和玉米粉 －酵母膏培养基却无法诱
导菌丝产生孢子，所以在７２ｈ后产孢量基本没有发
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生明显的变化。综合以上试验结果，以培养时间

７２ｈ、ＰＤＢ培养基为基准，Ｔ－ａｌｏｅ在糖蜜 －酵母膏
培养基中的产孢量比 ＰＤＢ培养基提高 １０９．７０％；
Ｔ－ａｌｏｅ在葡萄糖发酵培养基、玉米粉－酵母膏培养
基中的产孢量分别比 ＰＤＢ降低９９．９１％、９９．４５％。
因此，本试验选择糖蜜 －酵母膏作为培养基进一步
研究不同温度、接种量、转速对哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ产
孢的影响，并于７２ｈ分别进行取样。
２．２．２　温度、接种量和转速对哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ产
孢的影响　在糖蜜 －酵母膏培养基中，不同温度对
哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ产孢量的影响如图 ６－ａ所示。
Ｔ－ａｌｏｅ在不同温度下均可生长，其产孢量随着温度
的升高呈现先增加后降低的趋势。其中，３１℃时，

Ｔ－ａｌｏｅ的产孢量最大，可达１．７４７×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。
在糖蜜－酵母膏培养基中，不同接种量对哈茨木霉
Ｔ－ａｌｏｅ产孢的结果如图６－ｂ所示，接种量对 Ｔ－
ａｌｏｅ的产孢量有显著影响（Ｐ＜０．０５）。当接种量为
５％时，Ｔ－ａｌｏｅ的产孢量最高，可达 １．６２３×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ。在糖蜜－酵母膏培养基中，不同转速
对哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ产孢量仍具有显著性影响（Ｐ＜
０．０５）（图６－ｃ），随着转速的增加，Ｔ－ａｌｏｅ的产孢
量呈现先增加后降低的趋势。当转速为１８０ｒ／ｍｉｎ
时，Ｔ－ａｌｏｅ的产孢量最高，可达１．３２×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。
总之，培养温度３１℃、接种量５％、转速１８０ｒ／ｍｉｎ
是哈茨木霉发酵培养产孢的较优条件。

２．３　正交试验优化各因素对哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ发
酵产孢的影响

由单因素试验结果可知，温度、接种量、转速对

哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ的产孢量均具有显著性影响，为
筛选出Ｔ－ａｌｏｅ发酵的最佳培养条件，对温度、接种
量、转速进行３因素３水平的正交试验（表２）。正
交试验结果如表４所示，由极差 Ｒ的大小可知，温
度、接种量、转速对Ｔ－ａｌｏｅ产孢量的影响从大到小
依次为转速＞温度＞接种量，即Ｃ＞Ａ＞Ｂ，３个因素
的最佳组合为 Ａ３Ｂ２Ｃ２，由此得到 Ｔ－ａｌｏｅ最佳培养
条件为：温度３２℃、接种量５％、转速１８０ｒ／ｍｉｎ。在
此条件下培养哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ，产孢量达到１．８２×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ，比糖蜜－酵母膏培养基（培养７２ｈ、温
度２８℃、接种量１％、转速１８０ｒ／ｍｉｎ）产孢量提高
３５．８２％；比ＰＤＢ培养基（培养７２ｈ、温度２８℃、接
种量１％、转速 １８０ｒ／ｍｉｎ）产孢量提高１８４．９９％。

３　结论与讨论

木霉是重要的植物生防菌之一，它可以通过竞

争、重寄生和分泌抗生性的次级代谢产物来拮抗多

表４　哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ发酵条件正交试验结果

序号 Ａ：温度 Ｂ：接种量 Ｃ：转速
产孢量

（×１０７ＣＦＵ／ｍＬ）

１ １ １ １ １４．２

２ １ ２ ２ １４．４

３ １ ３ ３ １３．９

４ ２ １ ２ １７．８

５ ２ ２ ３ １７．５

６ ２ ３ １ １３．１

７ ３ １ ３ １４．９

８ ３ ２ １ １５．６

９ ３ ３ ２ １８．０

ｋ１ １４．１７ １５．６３ １４．３０

ｋ２ １６．１３ １５．８３ １６．７３

ｋ３ １６．１７ １５．００ １５．４３

极差Ｒ ２．００ ０．８３ ２．４３

主次顺序 Ｃ＞Ａ＞Ｂ

优水平 Ａ３ Ｂ２ Ｃ２

优组合 Ａ３Ｂ２Ｃ２

种植物病原菌［２１］。竞争作用是木霉的一种重要的

拮抗机制，木霉在与病原微生物的对峙过程中，可
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以迅速生长产孢占领营养和生存空间［２２］。本研究

发现哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ可以通过迅速占领空间的竞
争作用来抑制小麦赤霉病菌禾谷镰刀菌 ＰＨ－１的
生长，抑菌率可达７２．３８％（图１）。

另外，木霉可以和植物建立共生关系，定殖在

植物根系表皮细胞，刺激植物激素和防御化合物的

产生，进而促进多种农作物的生长，如大豆、小麦、

番茄和萝卜等［２３］。Ｊｏｓｈｉ等发现，哈茨木霉可以提
高辣椒和黄瓜幼苗的生长，株高、叶面积、植株干质

量以及叶绿素含量均有所提高［２４］。本研究中哈茨木

霉Ｔ－ａｌｏｅ提高了小麦幼苗的株高、根长及叶片含水
量（图２），说明Ｔ－ａｌｏｅ可以促进小麦幼苗生长。

禾谷镰刀菌引起的小麦赤霉病是我国重要的

小麦流行性病害之一［２５］。在病原菌胁迫条件下，木

霉可以降低病原菌的侵染能力，提高植物的防御酶

活性，进而提高植物的抗病能力［２６］。植物在受到病

原侵害时，会产生大量的 Ｏ－２·和 Ｈ２Ｏ２等活性氧
（ＲＯＳ）来抵御和杀死病原菌，但是过量的ＲＯＳ会引
发细胞的膜脂过氧化，加重植物的受损伤程度［２７］。

其中，ＭＤＡ含量是反映细胞膜脂过氧化和细胞损伤
程度的重要指标，植物受损伤程度越大，ＭＤＡ含量
就越高［２８］。除此之外，脯氨酸的积累量也可以反映

植物的受胁迫程度，脯氨酸作为主要的渗透调节物

质，既可以降低细胞的酸性，也可以调节细胞的内

渗透，在植物逆境胁迫下起着关键作用［２９］。研究发

现，在病原菌胁迫条件下，脯氨酸含量会升高。当

施加木霉后，木霉调控脯氨酸的方式有２种。第１
种是木霉先增加脯氨酸的含量，通过脯氨酸来调节

细胞的内渗透，降低细胞的损伤［３０］；第２种是木霉
可以直接降低病原菌对植物的胁迫，从而使脯氨酸

含量降低［３１］。如王欣玉等的研究表明，在拟南芥

中，单独用病原菌处理的脯氨酸含量高于木霉和病

原菌共同处理的脯氨酸含量［３１］，本研究结果与之一

致，推测哈茨木霉 Ｔ－ａｌｏｅ可能是通过第２种方式
来调控小麦幼苗内的脯氨酸含量。一些抗氧化防

御酶也可以清除植物体内的 Ｏ－２·和 Ｈ２Ｏ２，维持氧
化自由基的平衡，减轻植物的病害程度，比如过氧

化物酶（ＰＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）［３２］。ＰＯＤ和
ＣＡＴ可以清除植物体内过量的 Ｈ２Ｏ２，将 Ｈ２Ｏ２转化
为Ｈ２Ｏ和Ｏ２，避免细胞受到侵害

［３３］。本研究表明，

在病原菌ＰＨ－１的胁迫下，小麦细胞膜的受损伤程
度增强，幼苗内的ＭＤＡ含量以及脯氨酸含量升高，
随着病原菌胁迫时间的延长，ＰＯＤ和 ＣＡＴ活性下

降，推测可能是防御酶系统遭到破坏。而先用木霉

处理过的小麦，其ＭＤＡ含量以及脯氨酸含量降低，
ＰＯＤ和ＣＡＴ活性升高（图 ３），说明哈茨木霉 Ｔ－
ａｌｏｅ可以降低小麦细胞的膜脂过氧化，提高小麦的
防御酶活性，清除过量的 ＲＯＳ，阻止病原菌侵害小
麦幼苗，从而提高小麦的抗病能力。在本研究中，

病原菌ＰＨ－１侵染的第１０、２０天，大田防治效果分
别为６８．４２％、３２．６５％，均高于阳性对照。说明哈
茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ对田间小麦赤霉病的防治有明显的
作用（图４和表３）。

哈茨木霉Ｔ－ａｌｏｅ作为一株既促生又抗病的优
势菌株，具有开发成商业生物菌剂的巨大潜力。为

了降低生物菌剂的生产和运输成本，研究 Ｔ－ａｌｏｅ
的液体发酵产孢条件是很有必要的。在实际应用

中，木霉的孢子必须达到一定的数量，才会在竞争

中发挥优势［３４］。本研究分析了培养基、温度、接种

量和转速４个因素对 Ｔ－ａｌｏｅ产孢的影响。液体发
酵时，糖蜜、酵母膏以及其他农用废弃原料常作为

木霉发酵的原料。Ｌｅｗｉｓ等发现，用发酵罐发酵木霉
时，以糖蜜和酵母粉为培养基可以提高产孢量［３５］。

本研究发现，Ｔ－ａｌｏｅ产孢量最大的培养基是糖蜜－
酵母膏培养基，与 Ｌｅｗｉｓ的研究结果［３５］一致。温度

也是木霉生长繁殖的重要因素之一，木霉生长的最

适温度是２０～２８℃。温度过高会破坏木霉胞内的
酶活性，抑制木霉生长，还会使木霉中的蛋白质降

解或变性，严重时导致木霉死亡，而温度过低也会

抑制木霉的生长［３６］。由于木霉属菌株种类较多，不

同种生长的最适温度也不尽相同。尤佳琪等发现，

拟康宁木霉Ｔ－５１在 ＰＤＡ培养基上的最大产孢温
度是２０℃，而本研究中Ｔ－ａｌｏｅ的最大产孢温度是
３１℃。接种量也是木霉发酵过程中的重要参
数［３７］，若接种量过大，培养基的消耗加快，造成木霉

菌的营养缺乏，菌体快速进入稳定期和衰亡期，不

利于发酵产物的生成；若接种量过低，则会延长菌

体到达对数生长期的时间，延长发酵周期，不利于

酶产物的生成［３８］。洪亮等从枇杷中分离出１株内
生木霉Ｐ３．９，它在液体发酵过程中的最适接种量是
１．５％，而本研究中 Ｔ－ａｌｏｅ的最适接种量为 ５％。
溶解氧是优化次级代谢产物的重要参数，在产孢过

程中起着关键作用［３９－４０］。Ｆｅｌｓｅ等发现，通过搅拌
增加的溶氧量可以影响木霉的生长，并推断极端搅

拌条件不利于木霉菌的产孢［４１］。Ｔ－ａｌｏｅ发酵产孢
的最适转速是１８０ｒ／ｍｉｎ。目前，木霉的液体发酵常
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用于发酵各种酶及其次级代谢产物，对液体产孢条

件优化的报道甚少，本研究将为木霉液体发酵产孢

提供有用的实践经验。
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［３５］ＬｅｗｉｓＪＡ，ＰａｐａｖｉｚａｓＧ Ｃ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｈｌａｍｙｄｏｓｐｏｒｅｓａｎｄ

ｃｏｎｉｄｉａｂｙＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐｐ．ｉｎｌｉｑｕｉｄａｎｄｓｏｌｉｄｇｒｏｗｔｈｍｅｄｉａ［Ｊ］．

ＳｏｉｌＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９８３，１５（３）：３５１－３５７．
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［３６］蒲丹丹，李　艳，赵丽红，等．简青霉 ＣＥＦ－８１８固体发酵工艺

优化［Ｊ］．中国生物防治学报，２０２２，３８（３）：６３６－６４４．

［３７］尤佳琪，杜　然，顾卫红，等．拟康宁木霉 Ｔ－５１菌株生物学特

性及其生物防治潜力［Ｊ］．植物保护学报，２０２２，４９（３）：９４６－

９５５．　

［３８］张文芝，郭坚华．微生物发酵工艺优化研究进展［Ｊ］．广东农业

科学，２０１３，４０（６）：１１４－１１７．

［３９］洪　亮，胡金碧，鲁海菊，等．枇杷内生木霉Ｐ３．９菌株液体发酵

条件优化筛选［Ｊ］．湖北农业科学，２０１７，５６（１４）：２６７０－２６７４．

［４０］ＶｅｒｍａＭ，ＢｒａｒＳＫ，ＴｙａｇｉＲ Ｄ，ｅｔａｌ．Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｆｕｎｇｉ，

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐｐ．：ｐａｎｏｐｌｙｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＪｏｕｒｎａｌ，２００７，３７（１）：１－２０．

［４１］ＦｅｌｓｅＰＡ，ＰａｎｄａＴ．Ｓｕｂｍｅｒｇｅｄｃｕｌｔｕｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｈｉｔｉｎａｓｅｂｙ

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｈａｒｚｉａｎｕｍｉｎｓｔｉｒｒｅｄｔａｎｋｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｓ－ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆ

ａｇｉｔａｔｏｒｓｐｅｅｄ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＪｏｕｒｎａｌ，２０００，４（２）：

１１５－１２０．

娄天成，王红春，唐　泉，等．丙炔氟草胺与二甲戊灵混用对草莓育苗田杂草防效及草莓安全性［Ｊ］．江苏农业科学，２０２３，５１（２３）：１４０－１４５．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２３．２３．０２１

丙炔氟草胺与二甲戊灵混用对草莓育苗田杂草防效

及草莓安全性

娄天成１，王红春２，唐　泉１，蒋立奔１，张普娟１，赵　１，唐冬兰１，须秋静１，曹荣祥１

（１．江苏丘陵地区南京农业科学研究所，江苏南京２１００４６；２．江苏省农业科学院植物保护研究所，江苏南京 ２１００１４）

　　摘要：为了筛选出有效控制草莓育苗田杂草危害的化除配方，为草莓育苗田杂草防控提供产品储备和技术支撑，
通过田间小区试验法测定了丙炔氟草胺与二甲戊灵土壤喷雾处理对草莓育苗田杂草的防效及其对草莓苗的安全性。

结果表明，草莓育苗母株移栽前２ｄ，５０％丙炔氟草胺ＷＰ３．０ｇ／６６７ｍ２与３３０ｇ／Ｌ二甲戊灵ＥＣ６０ｍＬ／６６７ｍ２及其以
上剂量桶混土壤喷雾封闭处理，对稗属杂草、牛筋草、狗尾草、凹头苋、繁缕、铁苋菜、饭包草、鳢肠、苦馲及一年生莎草

科杂草的防效均高于９２％；草莓育苗母株的匍匐茎数量、叶片长宽、株高、叶片 ＳＰＡＤ值与人工除草处理间无显著差

异，对草莓苗安全。５０％丙炔氟草胺ＷＰ３．０ｇ／６６７ｍ２与３３０ｇ／Ｌ二甲戊灵ＥＣ６０ｍＬ／６６７ｍ２桶混一次封闭化除基本
控制了草莓育苗田的草害，且对草莓苗安全，具有较好的推广应用前景。

　　关键词：丙炔氟草胺；二甲戊灵；育苗草莓；杂草防效；安全性
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收稿日期：２０２３－０４－２８

基金项目：江苏现代农业（草莓）产业技术体系建设项目（编号：

ＪＡＴＳ［２０２２］００８）。　

作者简介：娄天成（１９９１—），男，江苏南京人，硕士，研究实习员，主要

从事草莓病虫草防控技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：２０２１２６１０＠ｊａａｓ．ａｃ．ｃｎ。

通信作者：曹荣祥，副研究员，主要从事草莓种苗繁育和栽培技术研

究。Ｅ－ｍａｉｌ：３０６０６０１８８７＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　随着农业种植结构的调整、居民消费水平提高
和理念转变，江苏省草莓产业规模持续增长，已成

为现代都市农业的核心产业［１－２］。现阶段，江苏省

草莓常年种植面积超２万ｈｍ２，总产量超５０万ｔ，总
产值约４５亿元，位居全国第二［３－４］。每年５—９月
为草莓育苗期，育苗田杂草发生量大，种类多，危害

严重［５－７］。目前，草莓育苗田杂草防治主要依赖于

人工除草，费工耗时，成本高［８－９］。前期调研发现，

部分农户使用二甲戊灵封闭处理防控草莓育苗田

杂草，但持效期短、对部分杂草防效不佳等问题突

出。筛选安全、高效、杀草谱宽、持效期长的化除品

种具有重要的意义。

丙炔氟草胺（ｆｌｕｍｉｏｘａｚｉｎ）是 Ｎ－苯基邻苯二甲
酰亚胺类原卟啉原氧化酶（ＰＰＯ）抑制剂，主要登记
在柑橘、大豆、花生、棉花等作物田防治一年生阔叶

杂草及部分禾本科杂草，具有杀草谱广、见效快、不

易产生抗药性、环境生态风险低等优点［１０－１１］。二甲

戊灵（ｐｅｎｄｉｍｅｔｈａｌｉｎ）是二硝基苯胺类选择性内吸传
导型苗前除草剂，主要登记在棉花、烟草、玉米、水

稻旱育秧等作物田防治一年生禾本科杂草及阔叶

杂草，具有高效、安全、混配性好等特点［１２－１３］。

目前，丙炔氟草胺与二甲戊灵在棉花、大蒜田

的除草效果及其安全性研究较多，部分产品已得到

大面积应用［１４－１６］，但在草莓育苗田的除草效果和安

全性鲜有报道。前期室内测定发现，丙炔氟草胺和
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