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诱导番茄抗南方根结线虫的青霉 Snef1216

发酵条件研究

姜美英 ,段玉玺＊ ,陈立杰 ,朱晓峰
(沈阳农业大学 植物保护学院 ,辽宁 沈阳 110866)

摘要:将番茄种子分别用 237株真菌处理后 ,在温室接种南方根结线虫 ,从中筛选获得了 1株具有

诱导番茄抗南方根结线虫的青霉 Snef1216。通过单因素试验 ,确定了该菌株的最佳摇瓶发酵条
件:培养时间 8 d ,摇瓶转数 150 r/min ,pH 9.0 ,接种量 20%,装液量 50m L(100m L 三角瓶)。通过
L9(3

4
)正交试验 ,确定该菌株发酵的最佳碳氮源组合为:蔗糖 5%,硝酸钠 0.8%,以及最优的无机

盐配比为:KCl 0.04%, K 2H PO 4 0.2%,M gSO 4 ·7H 2O 0.08%,FeSO 4 0.003%。
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Study on the Fermentation of Penicillium Snef1216 Inducing

the Resistance of T omato to Roo t-kno t Nematode

JIA NG Mei-ying ,DUA N Yu-xi＊ ,CH EN Li-jie ,ZH U Xiao-feng

(Institute o f Plant Pro tection , Shenyang Ag ricultur al Univ ersity , Shenyang 110866 , China)

Abstract:The resistance of tomato to root-knot nem atode(Meloidogyne incognita)could be in-
duced by Penicillium Snef1216 , which w as screened from 237 strains of fungi in g lasshouse.Through

the mono-facto r design , the best culture conditions of Snef1216 in shaking flask were summed up as fol-
lows:pH9.0 before sterilization , fermentation time of 8d , agitation with 150 r/min , volume of 50m L in

100 m L , and inoculation vo lume o f 20%.The culture m edium w as optimized by L9(3
4
)o rthogonal

e xperiment.The C/N ratio w as composed of 5% saccharose and 0.8%NaNO3 , and the optimal inorganic

salts ratio was composed of KCl 0.04%,K 2HPO4 0.2%, MgSO4 ·7H2O 0.08%and FeSO4 0.003%.
Key words:Induced resistance;Fermentat ion;Root-knot nema tode;Penicillium ;M ycelium yield

　　番茄是目前保护地生产中种植最为广泛的蔬菜

之一 ,而南方根结线虫(Meloidogyne incogni ta)病

害是近年来我国番茄生产中的一种重要根部病害 ,

也是蔬菜病害中最具破坏力的病害之一
[ 1]
。这种病

害在温室 、大棚和露地等番茄的根部都有发生 ,特别

是在温室条件下四季连续发病 ,给蔬菜的产量造成

很大的损失。

传统的化学防治具有高毒 、易残留的特点 ,容易对

环境造成危害 ,因此 ,开发探索植物潜在抗性是病虫害

综合防治的一条潜在途径[ 2] 。植物诱导抗病性具有广

谱性以及对环境安全的优点 ,已成为植物病虫害防治

的新手段 ,越来越受到广泛的关注。可以诱导作物产

生系统抗性的因子包括:真菌 、细菌菌丝及代谢物等生

物因子
[ 2-3]

,β-氨基丁酸 、茉莉酸 、茉莉酸甲酯 、水杨酸等

化学因子[ 4-5] ,Co射线等物理因子。本试验通过用真菌

发酵液对番茄种子进行包衣处理 ,筛选出具有诱导番茄

产生对南方根结线虫抗性的菌株 ,并针对该菌株的发酵

条件进行研究 ,为其工业化生产提供一定的依据。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　供试材料　供试真菌:青霉 Snef1216等 237株
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真菌 ,由沈阳农业大学北方线虫研究所保存。供试线

虫:南方根结线虫(Meloidogyne incognita)。供试植物:

高感南方根结线虫的番茄品种 L-402。

1.1.2　培养基　PDA 培养基:马铃薯 200g ,葡萄糖

20g ,琼脂 17g ,蒸馏水 1 000mL;查氏培养基:NaNO3

2g , KH2PO4 1g , KC1 0.5g , MgSO4 · 7H2O 0.5g ,

FeSO40.01g ,蔗糖 30 g ,琼脂20g ,蒸馏水1000mL。

1.2　抗性菌株的筛选

用 237株真菌菌株的发酵液对番茄种子进行包

衣处理 ,之后将番茄种子播种在根结线虫发生严重

的温室土地中 ,在番茄生长 45 d时进行根结数的调

查。以培养基包衣的番茄种子为对照 ,通过计算防

效 ,筛选出对南方根结线虫具有较好诱抗效果的菌

株 ,每处理设置 3次重复 。
防效=(对照根结数-处理根结数)/对照根结数×

100%。

1.3　青霉菌的发酵培养

1.3.1　种子液的培养　将 25℃培养 7d的青霉菌平板 ,

用直径为 5mm的打孔器打 5个菌饼 ,转入装有100mL

培养基的 250mL三角瓶中 ,25℃、150 r/min培养3d。

1.3.2　发酵培养　根据各个处理装液量以及接种

量的不同 ,将种子液分别以一定的接种量 ,接入装有

一定培养基的 100mL 三角瓶中 ,振荡培养。基础发

酵条件:接种量 10%(V/V),装液量 50m L(100mL 三

角瓶),摇瓶转数 150 r/min ,25℃振荡培养 7d。

1.4　菌体干质量的测定

将青霉菌发酵液 ,用已烘干且称质量的滤纸过

滤 ,然后用水冲洗至洗液不带有发酵液颜色为止 ,于

80℃恒温烘箱中烘至恒质量 ,冷却至常温称质量 。

或者将发酵液以 3 500 r/min离心 15 min 后弃上清

液 ,菌体用蒸馏水洗涤至无发酵液颜色 ,在 60℃恒

温烘箱中烘至恒质量 ,冷却至常温称质量
[ 6]
。

1.5　发酵培养基的优化

1.5.1　培养基中适宜碳 、氮源的选择　采用单因素

设计 ,在基本液体查氏培养基的基础上进行不同碳 、

氮源的试验 ,即分别用葡萄糖 、乳糖 、麦芽糖 、可溶性

淀粉替换原培养基中的蔗糖 ,同样分别以蛋白胨 、尿

素 、牛肉膏 、硝酸铵替换原培养基中的硝酸钠 ,并以

原始查氏培养基为对照 ,从而确定适宜的碳 、氮源 ,

每个处理 3次重复。

1.5.2　培养基中各组分含量的优化　根据基本查

氏培养基的碳 、氮源含量 ,分别设置了 5个碳源含量

(0%、1%、2%、3%、4%、5%)和 5个氮源含量(0%、

0.2%、0.4%、0.6%、0.8%、1%),进行试验 ,选择较

优的碳源和氮源含量。在单因素试验基础上进行

L9(34)正交试验 ,对培养基中碳 、氮源含量进一步优

化 ,确定最佳配比 。并进行无机盐的正交试验(表

1),确定最佳的无机盐组合 。

表 1　无机盐正交试验的因素水平 %

水平
因素

KCl K 2 HPO 4 MgSO 4· 7 H2O FeSO 4

1 0.04 0.10 0.04 0.001

2 0.05 0.15 0.06 0.002

3 0.06 0.20 0.08 0.003

1.6　发酵条件的优化

使用优化培养基和基础发酵条件 ,设置各条件

的不同试验水平 ,分别对培养时间 、pH 、摇瓶转数 、接

种量 、装液量进行单因素试验 ,测定发酵液的菌体干

质量 ,筛选出最优化的发酵条件 ,每个处理 3次重复。

1.7　数据的统计分析

所得试验数据利用 Excel和 SPSS进行分析。

2　结果与分析

2.1　抗性菌株的筛选结果

通过调查南方根结线虫侵染后番茄的根结数 ,

计算防效 ,筛选出能够诱导番茄对南方根结线虫抗

性的真菌菌株青霉 Snef1216。其温室防效在 66.1%

以上 ,且重复性较好 。

2.2　青霉Snef1216发酵的最适碳 、氮源

碳源主要通过影响微生物的糖代谢 、呼吸 、能量 、

生长以及相关代谢而影响次生代谢产物的合成与分

泌[ 7] 。如图 1所示 ,用可溶性淀粉和蔗糖作为碳源 ,菌

体生长较好 ,产量较高 ,分别为 3.58g/L 和 3.86g/L。

相对来说 ,葡萄糖 、乳糖和麦芽糖不是该株真菌的适宜

碳源 ,其中乳糖最不适宜 ,菌体产量仅为 1.52g/L。因

此 ,确定青霉 Snef1216的较适宜碳源为蔗糖。

图 1　不同碳源对 Snef1216 菌体产量的影响

从图 2可以看出 ,硝酸钠作为氮源要明显优于其

他 4种氮源 ,青霉 Snef1216菌体产量达到 3.86g/L ,

而其他 4种氮源对菌株发酵水平的作用强弱依次为

硝酸铵>蛋白胨>牛肉膏 >尿素 ,所以确定青霉

Snef1216发酵生长的适宜碳源为硝酸钠。
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图 2　不同氮源对 Snef1216 菌体产量的影响

2.3　最适的碳 、氮源含量

碳 、氮源含量在很大程度上影响发酵的效果 ,本

试验分别设置了 5个碳源含量和 5个氮源含量进行

试验。由图 3可见 ,当碳源含量较低时 ,菌体干质量

与碳源含量呈正相关 ,由 0时的 0.64g/L 增加到 3%

时的最大值 6.34 g/ L;当碳源含量达到一定时 ,菌体

产量较稳定并稍有下降 , 5%含量时下降到 5.80 g/L ,

从而确定该菌株发酵的最佳碳源含量为3%。

图 3　不同含量碳源对 Snef1216 菌体产量的影响

由图 4可以看出 ,氮源含量较低时 ,随着氮源含

量的增加 ,菌体干质量呈逐渐上升趋势 ,与碳源对菌

体干质量的影响有一定的相似性 , 由 0 时的

1.00 g/L增加到 0.6%时的7.64 g/ L ,此时菌体干质

量达最大值。碳源含量再升高时 ,菌体产量稳定并

稍有所减少 ,到 1%时下降到 7.08 g/ L ,从而确定该

菌株发酵的最佳氮源含量为 0.6%。

图 4　不同含量氮源对 Snef1216 菌体产量的影响

2.4　碳 、氮源组合的优化结果

从单因素试验中挑选出较适宜的 3个碳源含量

(3%、4%、5%),3个氮源含量(0.4%、0.6%、0.8%),

进行正交试验(表 2),以确定较好的碳 、氮源含量组

合 。表 3 中 , K max -Kmin大小代表不同因素对发酵

培养中菌体干质量的影响程度 ,其值越大 ,表明影响

程度越大。因此 ,蔗糖的含量对发酵培养中菌体干

质量的影响程度较大 ,硝酸钠对菌体干质量的影响

程度较小。K i 表示在 i 水平下该因素和其他因素

不同水平组合时的发酵液中菌体干质量之和 ,因此

选择较大 K i 值的水平作为该因素的最佳水平。由

表 3可得出 ,发酵培养基中碳氮源的最佳组合为:蔗

糖 5%,硝酸钠 0.8%。

表 2　碳 、氮源正交试验的因素水平

水平
因素

蔗糖/ % 硝酸钠/ %

1 3 0.4

2 4 0.6
3 5 0.8

表 3　碳 、氮源正交试验结果

处理编号 蔗糖/ % 硝酸钠/ % 菌体干质量/(g/ L)

1 3 0.4 1.15

2 3 0.6 1.68

3 3 0.8 1.64

4 4 0.4 2.74

5 4 0.6 0.86

6 4 0.8 2.12

7 5 0.4 2.74

8 5 0.6 2.81

9 5 0.8 3.11

K 1 4.47 6.63 -
K 2 5.72 5.35 -

K 3 8.66 6.87 -
K max-K min 4.19 1.52 -

2.5　无机盐正交试验结果

无机盐在一定程度上影响微生物次生代谢产物

的产量水平。对基础培养基的 4 种无机盐 ,各设置

3 个含量梯度 , 通过正交试验分析适宜青霉菌

Snef1216发酵的最佳无机盐配比。由表 4中Kmax -

K min值可以看出 , 4 种无机盐对发酵培养中菌体干

质量的影响大小依次为 MgSO 4 · 7H 2O > KCl >

K 2 HPO4 >FeSO 4 ;根据 K i 值可得出无机盐的最佳

组合为:KCl 0.04%、K 2 HPO4 0.20%、M gSO 4 ·

7H2O 0.08%、FeSO 4 0.003%。

2.6　发酵条件对青霉 Snef1216菌体产量的影响

pH 、发酵培养时间 、摇瓶转数 、接种量和装液量

5种发酵条件不同水平的单因素试验结果如图 5-

图 9所示。
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表 4　无机盐正交试验结果

处理编号 KC l/ % K 2H PO 4/ % MgSO 4 · 7H2 O/ % FeS O4/ % 菌体干质量/(g/ L)

1 0.04 0.10 0.04 0.001 2.82

2 0.04 0.15 0.06 0.002 3.26

3 0.04 0.20 0.08 0.003 3.64

4 0.05 0.10 0.06 0.003 3.28

5 0.05 0.15 0.08 0.001 3.32

6 0.05 0.20 0.04 0.002 2.22

7 0.06 0.10 0.08 0.002 3.26

8 0.06 0.15 0.04 0.003 2.70

9 0.06 0.20 0.06 0.001 1.30

K 1 9.72 9.36 7.74 7.44 -
K 2 8.82 9.28 7.84 8.74 -
K 3 7.26 7.16 10.22 9.62 -

Kmax-Kmin 2.46 2.20 2.48 2.18 -

　　pH 对菌体的发酵有很大的影响 ,不同真菌适宜

生长的酸碱环境不同。由图5可知 ,中性以及偏碱性

环境利于该菌株的生长 ,菌体产量在 pH 9.0时达到

最大值 4.02 g/L ,在 pH 5.0时最小 ,为 2.82g/ L ,而

在pH 值为 6.0 、7.0 、8.0 、9.0时差异并不明显 ,说明

该菌株的发酵培养条件以中性偏碱性较为适宜。

图 5　pH值对 Snef1216菌体产量的影响

微生物发酵的目的主要是获得其次生代谢产

物 ,在发酵过程中 ,初生代谢和次生代谢途径往往交

织在一起 ,分菌体生长期和生产期 2 个阶段。一般

来说 ,次生代谢产物在菌体生产期产率较低 ,所以掌

握发酵时间对发酵产物的获得较为关键
[ 7]
。由图 6

可知 ,在 5 ～ 8d 时 ,菌体生长速度越来越快 ,到 8 ～

9d时生长速度开始缓慢 ,曲线趋于平缓 ,因此确定

该菌株最适宜的发酵培养时间为 8 d。

图 6　培养时间对 Snef1216 菌体产量的影响

摇瓶转数直接影响到发酵过程中的溶氧水平

等 ,是发酵过程中优化控制的重要参数。由图 7 可

知 ,摇瓶转数对菌株 Snef1216的菌体产量有很大的

影响 , 其中 150 r/min最适宜该菌株的生长 ,菌体产

量达到最大 5.04 g/ L。

图 7　不同摇瓶转数对 Snef1216 菌体产量的影响

接种量对菌体产量有一定的影响 ,太小的接种

量不利于菌体的生长 ,接种量太大形成营养等的竞

争作用 ,同样不利于进行大规模的发酵生产 。如图

8所示 ,随着接种量的增大 ,菌体干质量呈上升趋势 ,

当接种量在 20%时 ,菌体产量达到最大 4.16g/L ,从

而确定该菌的最佳接种量为 20%。

图 8　接种量对 Snef1216 菌体产量的影响

装液量是影响发酵过程中溶氧量的另一个重要参

数 ,直接影响好氧微生物的发酵生产及代谢。从图 9

可以看出 ,菌体干质量先随着装液量的增加而增加 ,当

装液量达到50 mL时菌体干质量达到最大值2.70g/L;

当装液量再增加时 ,菌体的产量反而减小 ,所以确定

50mL为青霉Snef1216摇瓶发酵的适宜装液量。
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图 9　装液量对 Snef1216 菌体产量的影响

3　结论与讨论

通过对大量菌株进行室内试验 ,获得了青霉

S nef1216 ,其发酵液处理的番茄对南方根结线虫有

较好的抗性 ,温室防效在 66.1%以上 ,说明该菌株

具有一定的诱抗稳定性 ,可判定为有效菌株 ,有一定

的应用前景。为进一步将其应用于大规模的工业化

生产 ,进行了该菌株的发酵条件优化研究。

发酵条件对微生物的生长和次生代谢产物产率

有重要的影响。优化后的青霉 Snef1216发酵条件

为:培养时间 8 d ,pH 9.0 ,摇瓶转数 150 r/m in ,接种

量 20%,装液量 50 m L(100m L 三角瓶);最优碳 、氮

源组合为蔗糖 5%, NaNO3 0.8%;最优的无机盐配

比为 KC l 0.04%, K2 H PO 4 0.2%, M gSO 4 ·7H 2O

0.08%,FeSO 4 0.003%。

与目前报道的青霉菌发酵条件相比 ,本试验中

某些培养条件存在一定差异 ,但不明显。各种青霉

菌适宜的发酵 pH 均在中性偏碱环境下 ,如海洋真

菌 TS67适宜 pH 值为 8.0 ,扩展青霉为 7.5[ 8] ,大多

数报道中 pH 9.0不利于菌体生长 ,而青霉 Snef1216

的最适宜 pH 为 9.0 ,与大多数青霉菌发酵条件不同。

不同青霉菌的接种量有较大差异 ,一般在 10%～

15%,很少有更大的接种量 ,如海洋真菌 TS67最佳

接种量为 8%[ 7] ,本研究中最优接种量为 20%,与之

前报道有较大区别。摇瓶转数相差不大 ,几乎都在

150 ～ 180 r/m in之间。发酵时间差异较大 ,最优发

酵时间大部分在 4 ～ 7 d ,而本试验中青霉菌的适宜

发酵时间为 8 d。装液量的差异明显 , 15 ～ 60 m L

(100 m L 三角瓶)均有报道。培养基的组成成分是

各青霉菌发酵条件研究中差异最大的 。据报道 ,大

部分青霉优化培养基的碳源是葡萄糖或甘油 ,氮源

是蛋白胨或酵母膏 ,蔗糖和硝酸钠一般作为基础培

养条件 ,用二者作为最优碳 、氮源的报道很少 。

国内外利用生物或非生物因子诱导番茄抗病性

的研究已有很多 ,如姚振明等[ 2] 在 2009年报道了利

用青霉菌诱导番茄抗青枯病的研究 。李海燕等[ 9] 以

南方根结线虫 3号生理小种和大豆孢囊线虫 4号生

理小种为材料 ,研究了丛枝菌根真菌诱导植物耐/抗

线虫病的机制。Cohen等
[ 10]
以α,β , γ-氨基丁酸为

诱抗剂 ,诱导番茄产生对番茄疫病的抗性作用。王

新荣等[ 11] 通过灌根与喷雾 2种方法对比研究了水

杨酸诱导的番茄对根结线虫病的抗性。近年来 ,诱

导抗性发展非常迅速 ,青霉菌 、植物生长促生细菌 、

几丁质等一系列生物或非生物诱抗剂被用来诱导番

茄对枯萎病的获得抗性 ,已经取得了非常明显的效

果
[ 2]
。利用诱抗剂激活番茄潜在的防御机制 ,诱导

番茄潜在的抗性基因表达 ,达到防治根结线虫病的

目的 ,将是未来番茄根结线虫病害防治的一种重要

途径。然而 ,关于利用青霉菌诱导番茄产生对南方

根结线虫的抗性 ,目前还未见报道。

本研究从激发植物的潜在抗病性入手 ,利用对线

虫没有毒杀作用的青霉菌的次生代谢产物作为诱导因

子 ,使高感番茄具有抗南方根结线虫的能力 ,避免了使

用传统农药带来的高毒 、高残留问题。青霉 Snef1216

的发酵条件容易控制 ,菌体产量稳定 ,易于进行大规模

工业化生产 ,为植保工作者今后进一步将其应用于生

产实践提供了条件。目前 ,青霉 Snef1216次生代谢产

物的活性成分尚不清楚 ,还有待于进一步研究。
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