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摘 要:哈茨木酶TMN-1对烟草青枯病有良好的防治效果,为了能将哈茨木酶广泛应用

于田间病害的防治,需对其进行菌剂的制备.因此,本研究在试验室条件下,探究土壤分离

的生防菌哈茨木霉TMN-1菌株的固体发酵条件,试验从发酵固体培养基、发酵温度、含水

量、接种量及外接营养元素等因子出发,探究不同条件对TMN-1菌株分生孢子产量的影

响.试验结果表明,稻壳粉在木霉的发酵条件中效果最优,可作为良好的木霉TMN-1菌株

固体发酵培养基;TMN-1菌株的最佳发酵条件为:最佳接种量为8%,最佳含水量为30%,
最佳发酵温度为28℃,在此条件下,培养一周,木霉分生孢子产量可达1×1010cfu/g左右.
同时,外接淀粉作为碳源可以显著提高木霉TMN-1的分生孢子产量.通过该研究可为木霉

固体制剂的制备及木霉的商品化提供基础条件和理论依据.
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Abstract:Trichodermaharzianum TMN-1hasgoodcontroleffectontobaccobacterialwilt.In
ordertowidelyapplyittocontrolthefielddisease,itisnecessarytoprepareitsbactericidala-

收稿日期:2024 04 11
基金项目:中国烟草总公司重点科技项目[110202101027(LS-02)];中央高校基本科研业务费项目(SWU-KR22049).
作者简介:魏周玲,硕士,主要从事植物病害绿色防控技术研究.
通信作者:李石力,博士,讲师.



gent.Therefore,thisstudymainlyexploredthesolidfermentationconditionsofT.harzianum
TMN-1strain,abiocontrolbacteriumisolatedfromsoil,underlaboratoryconditions.Basedon
thedeterminationoffermentationsolidmedium,fermentationtemperature,watercontent,in-
oculationamount,andexternalnutrientelements,thestudyexploredtheinfluenceofdifferent
conditionsontheconidialproductionofTMN-1strain.Theresultsshowedthatricehuskpow-
derhadthebesteffectamongthefermentationconditionsofT.harzianumandcouldbeusedas
agoodsolidfermentationmediumforT.harzianum TMN-1strain.Meanwhile,theoptimum
fermentationconditionsforT.harzianum TMN-1strainwereasfollows:8%ofinoculationa-
mount,30%ofwatercontent,and28℃offermentationtemperature.Underthiscondition,
theconidiayieldofT.harzianumcouldreach1×110cfu/gforoneweek.Atthesametime,
externalstarchascarbonsourcecansignificantlyincreasetheconidiumproductionofT.harzia-
num TMN-1.Theresearchcanprovidebasicconditionsandtheoreticalbasisforthepreparation
ofT.harzianumsolidbactericidalagentandthecommercializationofT.harzianum.
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  在现代农业操作过程中,传统防治病害的方法主要是通过化学药剂来杀死农作物上的有害

生物达到病害防治的目的,但化学农药的使用往往导致病害产生抗药性、杀死其他有益生物、

破坏环境等问题[1].生物防治作为植物保护绿色防控技术的核心组成部分,是我国有效控制化

学农药用量、保障农业生产和生态环境安全、提高农产品质量、促进农业可持续发展的重要技

术手段[2].生防菌在生物防治中发挥着重要作用,维持着生物屏障,增强根际免疫,有效抵御病

原菌侵染[3-5].其中,木霉作为一种重要的生防菌,被报道是现在生物防治中普遍被认为具有良

好生防作用的生防菌因子,其中哈茨木霉的生防价值潜力巨大,是木霉中研究较多的一类生防

菌.哈茨木霉是木霉菌的一种,属半知菌亚门,丝孢纲,丛梗孢目,丛梗孢科,可寄生于18个属

中的29种植物病原菌[6-9],是一种最具有学术和应用价值的微生物资源之一,其良好的生防效

果在实际农业生产中也得到了很好的应用和体现[10-12].对哈茨木霉的研究国外开始较早,Zi-

mand[13]的研究发现,哈茨木霉对葡萄孢菌有明显的抑制作用.国内的研究者针对哈茨木霉的

生防作用也进行大量的研究与应用,李琼芳等[14]通过在药材上的研究试验发现,将哈茨木霉

T23施用于田间,7.5kg/hm2的T23田间防治效果达到70%以上,对比于多菌灵粉剂,中药材

最多可增产24.5%.姚彬等[15]在探究番茄病害的生物防治过程中发现,哈茨木霉对番茄灰霉

病、叶霉病、枯萎病及褐斑病都有明显的抑制作用.陈双臣等[16]研究发现,哈茨木霉通过激活

与光合相关酶活性及基因表达缓解了叶霉菌对番茄光合生理的抑制作用,哈茨木霉菌株TH16
和TH54对番茄叶霉病的防控效果达到69.4%和60.0%.哈茨木霉作为生防菌剂,还在植物的

疫霉病、植物白绢病、马铃薯黑痣病、烟草黑胫病等病害上具有明显的防治作用[17-22].近些年

也出现了许多相关的物化产品,如美国的T22菌株和以色列的T39菌株都已经实现商业化[23].
本研究是在研究室分离得到的一株具有生防能力的哈茨木霉菌株TMN-1的基础上,已经明确

其生防活性与潜在的生防价值,通过单因素法探究其固体发酵技术,以期得到可用于田间使用

的固体木霉制剂,也以此为木霉的商品化提供基础试验材料及理论依据.

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌种

哈茨木霉TMN-1菌株由西南大学植物保护学院天然产物农药研究室分离纯化鉴定并保存.
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1.1.2 固体发酵培养基

PDA培养基,马铃薯200g,葡萄糖20g,琼脂粉20g,水1000mL.玉米粉、麦麸、稻壳

粉均购置于市场.

1.2 方法

1.2.1 菌种孢子悬浮液的配置

将活化的木霉菌种接种在PDA培养基,置于28℃恒温培养箱培养7d,待分生孢子成熟

(PDA培养基上菌落呈浅绿色),使用无菌水洗脱分生孢子2~3次,每次加入10mL无菌水,

用干净的毛刷轻轻刷下培养基表面的分生孢子,收集洗脱液,显微镜下通过计数板计数,调整

孢子悬浮液最终浓度为1×106cfu/mL,备用.

1.2.2 发酵基质初始含水量的测定

称取10g固体发酵基质置于干净的烧杯中,烘箱105℃烘干12h至恒质量.按照公式计算

固体发酵基质的初始含水量.
固体基质含水量(%)=(烘干前基质质量-烘干后基质质量)/烘干前基质质量×100%.

1.2.3 发酵产物木霉孢子浓度的测定

发酵完成后,取固体发酵物1g加9mL无菌水,在磁力搅拌器上搅拌5min,将孢子悬浮

液稀释100倍,采用细胞计数板检测发酵产物木霉分生孢子的浓度.

1.2.4 木霉固体发酵条件的探索

1)固体发酵基质的测定:准确称量玉米粉、麦麸、稻壳粉各10g,以及将三者按1∶1比例

两两混合制成10g固体发酵培养基,分别加入广口玻璃瓶中,灭菌.设置初始接种条件:含水

量50%,接种量10%,发酵温度28℃,发酵周期为7d.

2)最佳接种量的探究:试验设计以下6个处理,分别以2%、4%、6%、8%、15%、20%的

接种量进行接种,每个处理做3次重复.

3)最佳含水量的确定:试验设计以下7个处理,分别以10%、20%、30%、40%、50%、

75%、100%的含水量进行发酵,其他条件均在上述试验最优条件下进行,每个处理重复3次.

4)最佳发酵温度的确定:试验设计4个处理,分别在32℃、30℃、28℃、25℃的温度下

进行发酵,其他条件均在上述试验的最佳条件下进行.

5)外接碳源对发酵产物的影响:试验选取3种常见碳源,分别为1%葡萄糖溶液、1%麦芽

糖溶液、1%淀粉溶液作为外加碳源,探究不同的外接碳源对发酵产物的影响.每个处理3次重

复,其他条件均在上述试验的最佳试验条件下进行.
在发酵的过程中,每12h翻动发酵基质一次,保证固体基质透气疏松.

1.3 数据分析

利用Excel2013进行数据整理,采用SPSS16.0统计软件在显著水平为0.05水平上进行差

异分析,并采用Origin9.0绘图.

2 结果与分析

2.1 发酵基质含水量测定

由表1可以看出,在玉米粉、麦麸、稻壳3种不同的发酵基质中,含水量最高的是玉米粉,

为14.2%,其次是麦麸,含水量为9.3%,稻壳粉含水量仅有4.2%.3种发酵基质按1∶1比例两

两混合的基质中,麦麸+玉米粉的含水量为11.7%,稻壳+玉米粉的含水量为9.1%,麦麸+稻
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壳粉的含水量最低,仅为6.9%.在后续试验中基于以上结果进行相应的调整,以保障发酵基质

含水量的稳定.

表1 不同发酵基质含水量

编号 发酵基质 含水量/%

1 麦麸 9.3
2 玉米粉 14.2
3 稻壳粉 4.2
4 麦麸+玉米粉 11.7
5 麦麸+稻壳粉 6.9
6 玉米粉+稻壳粉 9.1

2.2 最佳固体发酵基质的确定

本试验主要选取了6种固体发酵培养基,分别是麦麸、玉米粉、稻壳粉,以及三者分别按

1∶1比例两两混合得到的混合物.由表2可以看出,在28℃恒温发酵7d后,玉米粉处理的木

霉分生孢子浓度最高,为8.00×109cfu/g;其次是稻壳粉,孢子浓度为6.86×109cfu/g;麦麸发

酵效果较差,发酵1周后分生孢子浓度仅为1.2×109cfu/g.三者两两混合发酵结果显示,玉米

粉+稻壳粉可以达到最好的发酵效果,孢子浓度可达7.51×109cfu/g.由此可以看出,3种发酵

材料中,玉米粉的发酵效果最好,但在工业化过程中,成本问题是工业化最为关键的问题之一,

由表2可以看出,玉米粉的市场价格是稻壳粉的5倍,是麦麸的3倍.产孢量仅为稻壳粉的

1.2倍,是麦麸的6.7倍,综上,稻壳粉是最为理想的木霉发酵的固体基质,可作发酵培养基在

工厂化条件下使用.

表2 不同的发酵基质对产孢量的影响

编号 发酵基质 孢子浓度/(cfu·g-1) 材料单价/(元·kg-1)

1 麦麸 1.20×109 1.00
2 玉米粉 8.00×109* 3.00
3 稻壳粉 6.86×109 0.60
4 麦麸+玉米粉 2.58×109 2.00
5 麦麸+稻壳粉 5.96×109 0.80
6 玉米粉+稻壳粉 7.51×109* 1.80

  注:表中“*”代表在p<0.05水平下存在显著性差异.

2.3 最佳接种量的确定

固体发酵的过程中,初始接种量不仅影响发酵产物的纯度,也影响发酵的时间长短.若接

种量过少,会增加发酵时间,造成能源及空间的浪费,若接种量过大不仅会增加基质污染的风

险,还会使有限的资源均用于菌丝体的生长而不利于孢子的产生.因此适宜的接种量可以节约

发酵时间,还能增加产物的稳定性,对提高产品质量有重要的作用.
由图1A可看出,当发酵1周后,初始接种量为2%的产孢量最低,随着接种量的增加,产

孢量逐渐增加,当初始接种量为8%时,产孢量达到最大;图1B可知,当初始接种量为2%时,

发酵1周后木霉分生孢子浓度仅有6.83×109cfu/g;随着接种量的增加,产物中孢子浓度逐渐
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增多,在接种量为8%时,发酵产物中的木霉分生孢子含量达9.19×109cfu/g,当接种量大于

8%时,孢子浓度逐渐降低.因此,在接种量为8%时,发酵1周的效果最佳,这与王永东等[24]

的研究相一致.

图1 不同接种量对孢子浓度的影响

2.4 最佳含水量的确定

固体发酵中的含水量直接影响木霉在培养基中的生长情况,是发酵产物最关键的一项指标

之一.由图2A可看出,当基质含水量在10%时,发酵1周后,发酵基质中只有零星的木霉孢子

产生,水分含量严重地影响了木霉的生长和产孢能力.由图2B可知,发酵基质含水量只有

10%,产孢量最低,孢子浓度为2.20×108cfu/g,而当随着发酵基质含水量的上升,孢子产量

显著上升,当基质含水量为30%时,孢子浓度可达1.02×1010cfu/g.当发酵基质含水量增加到

40%以上时,木霉孢子的产量逐渐下降.因此,水分含量严重影响了木霉的产孢能力,由此研究

可得基质含水量为30%时木霉固体发酵效果最佳.

图2 不同含水量对孢子浓度量的影响

2.5 最佳发酵温度

为确定最佳发酵温度,分别设计在32℃、30℃、28℃、25℃4个温度梯度下进行木霉的

固体发酵.由图3A结果可知,温度对木霉固体发酵产物的影响十分明显,木霉固体发酵的最佳

温度是28℃,发酵7d后分生孢子浓度可达9.19×109cfu/g;图3B可以看出,虽然发酵温度越

高可以促进木霉快速产孢(发酵到第3d),但却大大限制了木霉的产孢量,发酵7d时,32℃、
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30℃的孢子浓度分别为2.80×109cfu/g和4.03×109cfu/g;同样发酵温度过低也不利于木霉

菌丝的生长及分生孢子的形成,会增大木霉的发酵周期,25℃条件下发酵7d时,木霉孢子浓

度仅为2.42×109cfu/g;而当在28℃条件下进行木霉的固体发酵时,在1~4d主要是菌丝生

长,第4天开始,菌落开始出现白色絮状物及分生孢子束,5~6d时,白色逐渐变成绿色开始

形成成熟的木霉孢子,直至第7d,菌落颜色不在变化,白色菌丝消失,此时分生孢子浓度可达

9.19×109cfu/g.因此可得出28℃是进行哈茨木霉TMN-1菌株固体发酵的最佳温度,适宜的

发酵周期为8d,在保证有足够的分生孢子产生的同时可以保证发酵时间最短.

图3 不同温度对孢子浓度的影响

2.6 外接不同碳源对孢子浓度的影响

为探究外接不同碳源对产孢量的影响,本研究选取1%葡萄糖溶液、1%麦芽糖溶液、1%
淀粉溶液作为外加碳源.由图4可知,不同外接碳源对哈茨木霉产孢量的影响从大到小顺序依

次为:淀粉、麦芽糖、葡萄糖.添加1%的葡萄糖、1%的麦芽糖对木霉孢子的产生没有显著的促

进作用,而添加1%的淀粉溶液作为外接碳源时,孢子浓度为5.17×109cfu/g,表明在固体培养

基中添加淀粉作为碳源可以显著提高木霉发酵产物中分生孢子的含量.因此在实际的发酵生产

过程中,固体发酵基质中添加一定剂量的淀粉,可以有效增加发酵产物中木霉孢子的浓度.

图4 不同外接碳源对孢子浓度的影响
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3 结论与讨论

稻壳粉作为在大米生产过程中产生的副产品,具有来源丰富,价格低廉等优点,另外,稻

壳生产过程中含有残留的淀粉,还有纤维素和半纤维素,在木霉的发酵过程中足够作为碳源提

供给微生物生长繁殖所需,并且,稻壳本身还含有丰富的微量元素如钙、镁、铁等金属元素均

是微生物生长繁殖所必须的[25-26].微生物在大量的生长繁殖的过程中对营养和水分的要求都很

巨大,木霉是全世界分布最为广泛的微生物之一,这与其自生强大的环境适应能力及繁殖能力

密不可分,木霉在快速生长的过程中会消耗大量的营养物质[24],因此本试验在探索最适合木霉

固体发酵基质的基础上还探究了不同外接营养物质对发酵产物的影响.水分是影响微生物生长

的关键因素,在发酵的过程中需要保证有足够的水分供微生物使用,但固体发酵基质水分含量

也不宜太高,这会导致培养基透气性变差,影响微生物的生长和繁殖[27].同时,为了节省发酵

时间和优化产物,进一步又探索了最适宜发酵温度及最佳的接种量.结果表明,温度过高在一

定程度上可以促进菌丝的发育,促进木霉提前产孢,但会大大地限制木霉产生分生孢子的能力.
同样,温度过低也不利于木霉的发酵,主要在于低温减缓了木霉菌丝的生长速度,延缓了产孢

时间,不利于发酵的进行.综上所述,哈茨木霉TMN-1菌株在28℃的条件下进行固体发酵,

同时保持发酵基质初始含水量在30%~50%,接种量在8%的条件下可以达到木霉的最佳发酵

效果,发酵周期为7~8d即可完成木霉的固体发酵,发酵产物中木霉分生孢子浓度可达1×

1010cfu/g左右.
本研究采用了固体发酵技术生产的哈茨木霉菌剂,利于使用及运输,固体发酵也是生防菌

大量应用的必经之路.固体发酵有利于微生物菌剂的长时间保存,发酵基质不仅是一个载体,

更重要的是在微生物使用到土壤之前为其提供了良好的生长和繁殖空间.本研究通过探究生防

菌哈茨木霉TMN-1的最佳固体发酵条件,可为木霉固体制剂的制备及木霉的商品化提供基础

条件和理论依据.
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