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土壤中盾壳霉双标记平板计数法的建立及应用
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摘要　盾壳霉是一种重要的生防菌，其在土壤中的存活数量直接关系到防治病害的效果。然而目前没有对土壤中

盾壳霉直接计数的方法，构建一种简单易行的土壤中盾壳霉计数方法对研究盾壳霉在土壤中的存活动态具有重要

意义。本研究利用农杆菌转化法构建了潮霉素基因和绿色荧光蛋白基因标记的双标记盾壳霉菌株，并测定转化子的

生长速度、产孢量和菌核致腐能力，初步分析了该方法计数土壤盾壳霉的有效性和可行性。结果显示，潮霉素基因和

绿色荧光蛋白基因可以稳定地遗传和表达，并且部分转化子生长速度、产孢量和菌核致腐能力与出发盾壳霉菌株ＪＮ

ＣＭ没有显著差异。加入土壤中的盾壳霉转化子可以在含潮霉素（５０μｇ／ｍＬ）、氯霉素（１００μｇ／ｍＬ）和链霉素（１００μｇ／

ｍＬ）的ＰＤＡ平板培养，杂菌得到充分抑制，呈现绿色荧光的盾壳霉转化子被有效检出，检出限达到２×１０３个／ｇ土。

本研究所构建的计数方法能有效检出施入土壤中的盾壳霉并进行活菌计数，可以用于盾壳霉ＪＮＣＭ产品在土壤中的

定殖、生长、繁殖和存活情况的研究。应用双标记平板计数法研究了不同温度、湿度、接种量和添加菌核等条件下盾壳

霉ＪＮＣＭ在土壤中的存活规律。结果显示，在含有核盘菌菌核的土壤中，盾壳霉ＪＮＣＭ可以通过重寄生维持一段时

间（１２周）的数量增长，在长达半年左右（２４周）的时间里其存活率仍然可以维持在６５％左右。在不含菌核的土壤中，

在一般土壤温度（１０～２０℃）范围内，无论土壤水分含量高低，其半年存活率也可以维持在５０％左右。因此，可以预测，

连续施用盾壳霉ＪＮＣＭ生防制剂，可以使其数量在土壤中长期维持在一定的水平范围，达到长效防治效果。
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是一种世界性分布的植物病原真菌，能侵染７５科

４５０种植物，以草本植物居多
［１］。在我国，核盘菌的

寄主植物也高达３６科２１４种，核盘菌引起的菌核病

给我国粮油作物和蔬菜作物造成了严重的危害［２］。

目前，我国主要采用化学杀菌剂来控制菌核病，但化

学杀菌剂引起的环境污染、抗性菌株产生和农药残

留等问题越来越严重，寻找安全、环保、高效的防治方

法成为了必然选择。盾壳霉犆狅狀犻狅狋犺狔狉犻狌犿犿犻狀犻狋犪狀狊

是核盘菌的重寄生菌，被认为是防治菌核病最有效的

生防菌之一［３４］。国内外许多研究表明在土壤中施用

盾壳霉培养物可以有效地控制核盘菌菌核的存活及

子囊盘萌发，从而控制核盘菌的初侵染源数量，目前

已有多种商品化盾壳霉产品用于防治大田作物、温室

及园艺作物菌核病［５１０］。

本实验室筛选获得一株盾壳霉菌株，并命名为

ＪＮＣＭ，通过与无锡楗农生物科技有限公司合作已

完成了ＪＮＣＭ盾壳霉产品的生产工艺开发，并取得

盾壳霉新农药正式登记证，进入生产和推广阶段。

推广中农民普遍关心药效持续时间和施药次数等问

题。而盾壳霉防效与其在土壤中存活的数量是直接

相关的［１１１２］。因此，有必要了解盾壳霉施入土壤后

的定殖、生长、繁殖和存活情况。由于施入土壤中盾

壳霉的数量有限，且土壤中存在大量杂菌，因此不能

采用普通的平板菌落计数法对盾壳霉进行直接计

数，必须构建抗性菌株采用选择性平板或者ＰＣＲ扩

增的方法进行检测［１３１４］。为了提高检出的灵敏度和

特异性，本研究构建了含有潮霉素抗性选择标记和

绿色荧光蛋白鉴别标记的双标记盾壳霉重组菌株，

其生长速度、产孢量和致腐能力与出发菌株ＪＮＣＭ

没有显著差异，可以用来代替ＪＮＣＭ盾壳霉产品进

行土壤定殖、生长、繁殖和存活情况研究。

１　材料与方法

１．１　材料

供试菌株和质粒：大肠杆菌ＤＨ５α购自天根生

化科技有限公司；农杆菌ＥＨＡ１０５感受态细胞购自

上海士峰生物科技有限公司；盾壳霉菌株ＪＮＣＭ由

本实验室分离保存；双元载体ｐＴＦＣＭ由华中农业

大学姜道宏教授惠赠；含有红绿荧光基因的载体

ｐＣＩｅＧＦＰＤｓＲｅｄ和ｐＥＴ２０ｂ（＋）由本实验室保存。

试剂：Ｔ４ＤＮＡ连接酶、限制性内切酶犡犫犪Ⅰ、

犎犻狀ｄⅢ、犆犾犪Ⅰ、犅犪犿ＨⅠ、犓狆狀Ⅰ、犛犪犮Ⅰ、犈犮狅ＲⅠ和

ＤＮＡ聚合酶等购自ＴａＫａＲａ公司（中国）；质粒提取试

剂盒、胶回收试剂盒、ＰＣＲ产物回收试剂盒、乙酰丁香

酮、硫酸链霉素、氯霉素、卡那霉素等购自上海生工生

物公司；２ （Ｎ吗啉）乙磺酸钠 （ＭＥＳ）购自上海麦克

林生化科技有限公司；潮霉素购自北京索莱宝科技有

限公司；其余均为国产或进口分析纯试剂。

１．２　犘犆犚扩增引物

本文中进行ＰＣＲ扩增的引物见表１，均由上海

生工生物工程股份有限公司合成。用下划线标出了

限制性内切酶位点，各引物对对应的限制性内切酶

分别是：Ｐ１和Ｐ２，犡犫犪Ⅰ和λ犎犻狀ｄⅢ；Ｐ３和Ｐ４，犆犾犪

Ⅰ和犅犪犿ＨⅠ；Ｐ５和Ｐ６，犛犪犮Ⅰ和犓狆狀Ⅰ。

表１　质粒构建所用引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉狆犾犪狊犿犻犱犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ

扩增片段

Ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔ

片段长度／ｂｐ

Ｌｅｎｇｔｈ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｐ１

Ｐ２

Ｐ３

Ｐ４

Ｐ５

Ｐ６

ＰｔｒｐＣＨＹＧＴｔｒｐＣ ２１１０

ｅＧＦＰ ７３８

ＰｔｒｐＣｅＧＦＰＴｔｒｐＣ １７９４

ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＡＧＡＡＧＧＡＴＴＡＣＣＴＣＴＡＡＡＣＡ

ＣＧＣＡＡＧＣＴＴＣＧＡＣＡＧＡＡＧＡＴＧＡＴＡＴＴＧＡＡＧＧ

ＣＣＡＴＣＧＡＴＧＣＣＴＣＧＡＧＡＡＴＴＣＡＣＣＡＴ

ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＡＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣ

ＣＧＡＧＣＴＣＧＡＡＡＧＡＡＧＧＡＴＴＡＣＣＴＣＴＡＡＡＣＡ

ＣＧＧＧＧＴＡＣＣＣＧＡＣＡＧＡＡＧＡＴＧＡＴＡＴＴＧＡＡＧＧ
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１．３　潮霉素抑制盾壳霉生长最低浓度测定

潮霉素是抗真菌类抗生素，但不同真菌对潮霉

素敏感程度不同，因此在将潮霉素抗性基因导入盾

壳霉之前需要确定盾壳霉对潮霉素的敏感程度。盾

壳霉菌株ＪＮＣＭ在ＰＤＡ平板培养活化直至菌落长

满整个平板，用打孔器打取直径为０．５ｃｍ的琼脂块

分别接种到潮霉素浓度为２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０

和５５μｇ／ｍＬ的ＰＤＡ平板中央，置于２０℃培养，每

个浓度设３个重复。十字交叉法测定５ｄ和９ｄ时

菌落直径，计算抑制盾壳霉ＪＮＣＭ 生长的最低

浓度。

１．４　双标记双元载体狆犜犉犆犕犲犌犉犘构建

以表１中所列引物进行ＰＣＲ扩增，按照图１所

示流程构建双标记双元载体。采用热激转化法将构

建好的质粒转入ＤＨ５α感受态细胞，并用含５０μｇ／

ｍＬ卡那霉素的ＬＢ平板进行筛选，挑取单菌落进行

培养并提取质粒，进行ＰＣＲ和单酶切电泳图谱鉴

定，对鉴定正确的质粒进行测序验证。

图１　双标记双元载体构建流程图

犉犻犵．１　犉犾狅狑犮犺犪狉狋狅犳犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳犱狅狌犫犾犲犾犪犫犲犾犻狀犵犫犻狀犪狉狔狏犲犮狋狅狉
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４３卷第５期 杨秀超等：土壤中盾壳霉双标记平板计数法的建立及应用

１．５　农杆菌的转化

将－８０℃保存的农杆菌感受态细胞取出于冰上

融化，每１００μＬ感受态细胞加１μｇ质粒ＤＮＡ混

匀，依次于冰上静置１０ｍｉｎ、液氮５ｍｉｎ、３７℃水浴

５ｍｉｎ、冰上静置５ｍｉｎ，加入７００μＬ无抗生素的ＬＢ

液体培养基，于２８℃振荡培养２～３ｈ。取１００μＬ

培养后的菌液涂布到含有卡那霉素的ＬＢ平板上，

倒置放于２８℃培养箱培养２～３ｄ。挑取单菌落，液

体培养５～８ｈ，取１μＬ菌液做模板，以Ｐ３、Ｐ４为引

物进行ＰＣＲ验证。

１．６　盾壳霉的共转化

农杆菌的培养参考Ｂｕｎｄｏｃｋ等所描述方法
［１５］。

农杆菌介导的盾壳霉转化试验参考李模孝等所描述

方法，并进行部分改动［１６１７］。挑取含有重组质粒的

农杆菌到含５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的ＬＢ培养基中，

２８℃，２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１ｄ，取１００μＬ农杆菌菌

液加入到含有５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的１０ｍＬＭＭ培

养基中，２００ｒ／ｍｉｎ，２８℃培养２ｄ，测定菌液的

ＯＤ６００，用含有４μｍｏｌ／ｍＬ 乙酰丁香酮（Ａｓ）和

１．０ｇ／Ｌ２ （Ｎ吗啉）乙磺酸钠 （ＭＥＳ）的诱导培养

基（ＩＭ）稀释至ＯＤ６００为０．１５，在２８℃，２２０ｒ／ｍｉｎ振

荡培养６ｈ备用。将盾壳霉ＪＮＣＭ接种到ＰＤＡ平

板培养２１ｄ，用无菌水洗下平板上孢子并离心收集

分生孢子，用农杆菌细胞悬液稀释孢子数到１０８个／

ｍＬ备用。制备含有４μｍｏｌ／ｍＬＡｓ和１．０ｇ／Ｌ

ＭＥＳ共转化诱导培养基（ＣＯＩＭ）的无菌平板，并在

上面铺上一层硝酸纤维素膜，取制备好的农杆菌和

盾壳霉孢子悬液２００μＬ涂布在平板上，２５℃黑暗培

养２ｄ，将硝酸纤维素膜揭起正面朝下盖在含有

５０μｇ／ｍＬ潮霉素和５００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素的ＰＤＡ

平板上。２０℃培养５～８ｄ，长出来的菌落转移到含６０

μｇ／ｍＬ潮霉素的ＰＤＡ平板，能继续生长推定为转化

子。随机选择几株可能的转化子进行培养，收集菌丝

提取总ＤＮＡ，以Ｐ３和Ｐ４为引物扩增绿色荧光基因

片段，ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳分析鉴定。

１．７　转化子稳定性测定

随机选择５株转化子在不含抗生素的ＰＤＡ平

板培养１０ｄ以上，用无菌水洗脱平板上孢子，并用２

层擦镜纸过滤掉菌丝，得到纯孢子悬浮液。将孢子

悬浮液涂布到无抗生素ＰＤＡ平板，２０℃培养１０ｄ。

如此重复直至第１０代。测定第１０代转化子中潮霉

素抗性基因和绿色荧光基因表达情况。

１．８　转化子生长速度、产孢量和菌核致腐能力测定

菌丝生长速度：用打孔器打取直径０．５ｃｍ的盾

壳霉菌落边缘的琼脂块接种到不含抗生素的ＰＤＡ平

板中央，２０℃培养，十字交叉法测定培养５ｄ和９ｄ的

菌落直径，每菌株设置３个重复。比较出发菌株和

转化菌株１～５的差异
［１８２０］。

孢子萌发率：将出发菌株和转化子在ＰＤＡ平板

培养至产生大量孢子，洗脱孢子并计数。稀释使孢子

浓度为１０７个／ｍＬ，取１００μＬ涂布到无抗生素ＰＤＡ

平板，每株菌３个重复。分别培养３６ｈ后置于显微

镜下（２００×）计数孢子萌发情况，每个平板随机检测

５个视野（每镜头孢子数≥３０），统计各平板孢子的

萌发率［１８２０］。

产孢量：用接种环刮取盾壳霉点接到ＰＤＡ平板

中央于２０℃培养２１ｄ，用直径０．５ｃｍ打孔器随机打

取５个琼脂块加入１０ｍＬ无菌水并充分研磨，用血

球计数板计数。每株菌设３个重复
［２１］。

菌核致腐能力：将河沙洗净灭菌后干燥，称取

２０ｇ到无菌培养皿，加入大小均匀的菌核２０粒，将

出发菌株和５株转化子在ＰＤＡ平板培养１５ｄ，洗脱

孢子并稀释孢子数到１０６个／ｍＬ，每个平板加４ｍＬ

稀释好的孢子悬浮液并搅拌混匀，２０℃避光培养

２８ｄ，每株菌设３个重复
［１９］。菌核腐烂程度分级标

准按姜道宏等的分级方法［２２］，参照方中达的病情指

数计算公式计算菌核腐烂指数［２３］。

１．９　施入土壤中盾壳霉转化子计数

将得到的转化子在ＰＤＡ平板上培养，无菌水洗

下平板表面孢子得到分生孢子悬浮液，将孢子悬浮

液分别稀释到１０４、１０６、１０８个／ｍＬ，将同一批孢子悬

浮液分别加入到灭菌土和未灭菌土中使孢子浓度达

到１０４、１０６和１０８个／ｇ。放置约４～６ｈ使孢子悬浮

液充分被土壤吸收。取样后进行梯度稀释，用含潮

霉素（５０μｇ／ｍＬ）、氯霉素（１００μｇ／ｍＬ）和链霉素（１００

μｇ／ｍＬ）的ＰＤＡ平板２０℃培养６ｄ，对呈绿色荧光的

菌落进行计数。同时，对孢子悬浮液直接稀释，在上

述平板上进行计数，并比较不同试验组的结果。

１．１０　不同条件土壤中盾壳霉存活情况

土壤中盾壳霉的存活与生长往往会受到温度、

水分等条件的影响，同时菌核的存在对盾壳霉的保

留和生长具有促进作用。因此，本研究对含水量

１１％、１７％、２３％，温度１０、２０、３０℃，接种量２×１０４、

２×１０５、２×１０６个／ｇ，是否添加菌核等４个方面进行
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试验，每组３个重复，并用构建的双标记平板计数法

进行计数。

１．１１　数据处理

潮霉素抑制盾壳霉最低浓度，转化子和ＪＮＣＭ

菌株生长、繁殖、菌核致腐能力比较，盾壳霉选择性

平板计数结果等数据采用ＳＰＳＳ２２软件进行处理，

用Ｄｕｎｃａｎ氏新复极差法进行差异显著性检验。

２　结果与分析

２．１　潮霉素抑制盾壳霉生长最低浓度

用０．５ｃｍ直径的打孔器打取生长旺盛的菌落

边缘琼脂块接种到含不同潮霉素浓度的ＰＤＡ平板

中央，通过十字交叉法测定菌丝生长速度。从表２

中可以看出，随着潮霉素浓度增加，盾壳霉菌株

ＪＮＣＭ生长速度明显受到抑制，当潮霉素浓度达到

４０μｇ／ｍＬ时，ＪＮＣＭ完全不能生长，因此培养基中

潮霉素浓度为４０μｇ／ｍＬ是抑制盾壳霉ＪＮＣＭ生

长的最低浓度。

表２　潮霉素对盾壳霉犑犖犆犕菌株在犘犇犃平板生长的影响１
）

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狅犳犺狔犵狉狅犿狔犮犻狀狅狀狋犺犲犵狉狅狑狋犺狅犳

犑犖犆犕狊狋狉犪犻狀狅狀犘犇犃狆犾犪狋犲

潮霉素浓度／μｇ·ｍＬ
－１

Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

菌落扩展速率／ｃｍ·ｄ－１

Ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ

２５ （０．０３±０．００５）Ａ

３０ （０．０３±０．００８）Ａ

３５ （０．０１±０．００２）Ｂ

４０ ０Ｃ

４５ ０Ｃ

５０ ０Ｃ

５５ ０Ｃ

　１）不同大写字母表示差异极显著（犘＜０．０１）。

Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ

０．０１ｌｅｖｅｌ．

２．２　双标记双元载体狆犜犉犆犕犲犌犉犘构建

平板上随机挑取８个单克隆，经菌液ＰＣＲ扩增

ｅＧＦＰ片段，８个克隆在７３８ｂｐ附近都有阳性条带。

选择其中６个提取质粒，用犈犮狅ＲⅠ进行酶切鉴定，

形成的３条大小为１５３５、２０８３、１０１２１ｂｐ片段与图

中特异性条带所在位置相符（图２）。测序结果与设

计序列比对结果一致，表明双标记双元载体构建

成功。

２．３　农杆菌的转化

在平板上随机挑取１０个单克隆，经菌液ＰＣＲ

鉴定，７个克隆在７３８ｂｐ处有特异性条带，与扩增

的ｅＧＦＰ片段大小相符。说明双元载体ｐＴＦＣＭ

ｅＧＦＰ导入农杆菌成功。

图２　双元载体狆犜犉犆犕犲犌犉犘酶切鉴定

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犫犻狀犪狉狔狏犲犮狋狅狉狆犜犉犆犕犲犌犉犘犫狔

犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀

２．４　盾壳霉转化子验证

随机选取５株可能的转化子，并编号为１～５。

提取５株转化子总ＤＮＡ进行ＰＣＲ验证。扩增条带

为２１１０ｂｐ的ＰｔｒｐＣＨＹＧＴｔｒｐＣ片段和１７９４ｂｐ

的ＰｔｒｐＣｅＧＦＰＴｔｒｐＣ片段，５株转化子电泳图特异

性条带位置与理论值相符，出发菌株ＣＫ没有条带，

说明两个片段完整插入盾壳霉中。

２．５　转化子稳定表达抗性基因和绿色荧光基因

转化子转代培养１０代后仍能在含５０μｇ／ｍＬ

潮霉素平板上生长，而出发菌株ＪＮＣＭ 不能生长

（图３ａ）。同时将培养８ｄ的转化子制片用荧光显微

镜观察，５株转化子都能观察到明显绿色荧光（图

３ｃ）。表明潮霉素基因和增强型绿色荧光基因在转

化子内是稳定表达的，并具有良好的遗传稳定性。

２．６　转化子生长繁殖能力和对菌核致腐能力

比较转化子与出发菌株ＪＮＣＭ生长速度、产孢

量和对菌核致腐能力，结果见表３。从结果可以看出，

５株转化子菌丝生长速度与出发菌株ＪＮＣＭ没有显

著差异；转化子孢子３６ｈ萌发率与出发菌株ＪＮＣＭ

也无显著差别，且都超过了９４％。这表明外源基因的

插入未影响菌丝生长和孢子萌发。除转化子３的产

孢量和菌核致腐能力显著低于其他转化子和出发菌

株ＪＮＣＭ，其他转化子产孢量和致腐能力没有明显变

化，这可能是基因的插入破坏了产孢相关基因，而产

孢量的下降导致了其对菌核寄生能力的降低。

·８３１·
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图３　盾壳霉转化子抗性基因和荧光基因表达情况

犉犻犵．３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犵犲狀犲犪狀犱犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋犵犲狀犲犻狀狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狀狋狊狅犳犆狅狀犻狅狋犺狔狉犻狌犿犿犻狀犻狋犪狀狊

　　由于除转化子３外，其他转化子的孢子萌发率、

菌丝生长速度、产孢量、致腐能力等与出发菌株ＪＮ

ＣＭ均无显著变化，可以代替盾壳霉ＪＮＣＭ产品进

行土壤定殖、存活和生长、繁殖研究，因此，随机选取

转化子１进行后续试验。

表３　盾壳霉转化子及犑犖犆犕生长速度、产孢量和菌核致腐能力比较１
）

犜犪犫犾犲３　犌狉狅狑狋犺狉犪狋犲，犮狅狀犻犱犻犪狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犪狀犱狊犮犾犲狉狅狋犻犪狆犪狉犪狊犻狋犻犮犪犫犻犾犻狋狔狅犳犆狅狀犻狅狋犺狔狉犻狌犿犿犻狀犻狋犪狀狊狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狀狋狊犪狀犱狊狋狉犪犻狀犑犖犆犕

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

菌丝生长速率／ｃｍ·ｄ－１

Ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ

３６ｈ孢子萌发率／％

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃｏｎｉｄｉａｉｎ３６ｈ

产孢量／１０４·（ｃｍ２）－１

Ｃｏｎｉｄｉａｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

菌核致腐能力／％

Ｐａｒａｓｉｔｉｃａｂｉｌｉｔｙ

ＣＫ （０．４８±０．０３）Ａ （９４．６７±１．２８）Ａ （９．８９±０．５４）Ａ （８５．０±２．７）ＡＢ

１ （０．５１±０．０４）Ａ （９６．５３±１．７７）Ａ （９．３２±０．６２）Ａ （８８．８±３．７）ＡＢ

２ （０．４９±０．０４）Ａ （９４．５３±４．８７）Ａ （９．１３±１．０９）Ａ （８２．５±２．０）Ｂ

３ （０．５２±０．０４）Ａ （９４．１３±４．２３）Ａ （７．２３±１．１９）Ｂ （４６．７±２．４）Ｃ

４ （０．５０±０．０２）Ａ （９６．６７±３．６８）Ａ （９．７７±０．９８）Ａ （８５．８±３．９）ＡＢ

５ （０．５０±０．０２）Ａ （９６．６７±４．４４）Ａ （１０．４１±０．６８）Ａ （９０．８±０．６）Ａ

　１）不同大写字母表示差异极显著（犘＜０．０１）。

Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０１ｌｅｖｅｌ．

２．７　施入盾壳霉转化子选择平板计数结果

选择两个不同的地点挖取土样，去掉表面杂草

和碎石后取表层１０ｃｍ的土壤，将土壤自然风干研

磨过筛。取两种不同土样各５ｇ分别加入５０ｍＬ无

菌水，稀释后涂布到抗性平板。链霉素１００μｇ／ｍＬ

和氯霉素１００μｇ／ｍＬ可以完全抑制土壤细菌在

ＰＤＡ平板上的生长。５０、１００、１５０μｇ／ｍＬ３种浓度

潮霉素对土壤真菌的抑制没有明显区别，都表现为

少量个别种类的真菌可以生长。标记后的盾壳霉带

有绿色荧光，可以和杂菌进行区分，因此盾壳霉可以

用抗性平板检出，检出限达到２×１０３个／ｇ。

为验证土壤微生物和土壤对平板计数有无明显

影响，分别测定了盾壳霉孢子浓度为１０４、１０６和１０８

个／ｍＬ的孢子悬浮液和孢子含量为１０４、１０６和１０８

个／ｇ灭菌土、未灭菌土在选择平板上生长情况，结

果显示，同一浓度下灭菌土壤和未灭菌土壤平板计

数结果与对孢子悬浮液直接稀释进行平板计数处于

同一水平，且不同浓度和不同稀释度下平板计数结

果也无明显差异（图４）。表明土壤微生物和土壤对

平板计数无明显影响，施入土壤中的盾壳霉可以用

所建立的双标记平板法进行计数。

图４　不同样品中盾壳霉转化子在抗性平板上的萌发情况

犉犻犵．４　犌犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犆狅狀犻狅狋犺狔狉犻狌犿犿犻狀犻狋犪狀狊狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狀狋狊

犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊犪犿狆犾犲狊狅狀狋犺犲狉犲狊犻狊狋犪狀狋狆犾犪狋犲
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２．８　不同条件土壤中盾壳霉存活情况

２．８．１　温度对盾壳霉在土壤中存活的影响

温度是影响盾壳霉菌丝生长和分生孢子萌发的

重要因素。将含水量为１７％，盾壳霉孢子浓度为

２．０×１０５个／ｇ的土壤分别置于１０、２０、３０℃培养２４

周，考察温度对土壤中盾壳霉数量变化的影响，平板

菌落计数法测定结果如图５所示。１０℃和２０℃条

件下盾壳霉存活曲线下降趋势非常相似，在２４周时

仍能维持５０％左右的存活率；３０℃条件下，土壤中

盾壳霉的存活率下降较快，施入后第３周存活率便

降为２０％以下，在２４周时存活率仅有５％。说明高

温不利于盾壳霉在土壤中的存活，这可能是持续的

高温对孢子造成了损伤甚至致其死亡。当温度较低

时，这种影响明显降低，存活时间也变得更长。

图５　温度对土壤中盾壳霉存活的影响

犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狅犳狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀狋犺犲狊狌狉狏犻狏犪犾狅犳

犆狅狀犻狅狋犺狔狉犻狌犿犿犻狀犻狋犪狀狊犻狀狊狅犻犾

２．８．２　土壤水分含量对盾壳霉存活的影响

水分会影响盾壳霉分生孢子的萌发和菌丝的生

长，并且寄生菌核时，需要较高的水分含量。因此，

土壤水分含量是影响盾壳霉存活的重要因素。在

２０℃，土壤中盾壳霉孢子含量为２．０×１０５个／ｇ时测

定３种含水量（１１％、１７％、２３％）条件下盾壳霉在土

壤中存活情况，结果如图６所示。由图中曲线可知，

３种不同含水量条件下盾壳霉存活率下降趋势相

同，在２４周时，３组试验盾壳霉存活率均能保持在

４５％以上，表明土壤水分含量不会显著影响盾壳霉

孢子在土壤中的存活。

２．８．３　接种量对盾壳霉数量变化的影响

在大田试验中，不同的报道所使用盾壳霉的浓

度不尽相同。在２０℃，土壤含水量为１７％条件下，

孢子浓度为２．０×１０４、２．０×１０５、２．０×１０６个／ｇ的

盾壳霉在土壤中存活情况如图７所示。虽然３组试

验存活率曲线没有重合，但３条曲线下降的趋势差

别不大，２４周时，３个接种浓度存活率都在４０％左

右，这说明施入土壤的盾壳霉的量对其在土壤中的

存活规律影响不显著。

图６　土壤水分含量对盾壳霉存活的影响

犉犻犵．６　犈犳犳犲犮狋狅犳狊狅犻犾犺狌犿犻犱犻狋狔狅狀狋犺犲狊狌狉狏犻狏犪犾狅犳

犆狅狀犻狅狋犺狔狉犻狌犿犿犻狀犻狋犪狀狊犻狀狊狅犻犾

图７　不同接种量时盾壳霉在土壤中存活情况

犉犻犵．７　犛狌狉狏犻狏犪犾狅犳犆狅狀犻狅狋犺狔狉犻狌犿犿犻狀犻狋犪狀狊犻狀狊狅犻犾犪狋

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀犪犿狅狌狀狋

２．８．４　添加菌核对盾壳霉存活的影响

现有研究普遍认为，菌核的存在有利于盾壳霉

在土壤中的保留，并且可以刺激盾壳霉数量的增加。

将一定量的菌核加入含水量为１７％，盾壳霉孢子浓度

为２．０×１０５个／ｇ的土壤中，置于２０℃培养２４周，测

定不同时间盾壳霉数量，并与不加菌核土壤组进行
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对比，确定在土壤含有菌核时盾壳霉数量变化规律，

结果如图８所示。从图中可知，未添加菌核组盾壳

霉数量持续下降，而添加菌核组在施入盾壳霉第３

周开始出现明显的上升趋势并一直持续到了１２周，

并在１２周开始呈现下降趋势，但到第２４周其存活

率还可以维持在６５％左右。这可能是由于在不含

有菌核或菌核数量非常少时，土壤中的微生物对盾

壳霉形成竞争和拮抗，从而导致盾壳霉数量持续下

降，而在土壤含有菌核时，菌核会对盾壳霉产生刺激

并引起盾壳霉对菌核进行寄生，以菌核为营养进行

繁殖，从而引起盾壳霉数量的快速上升，当寄生结束

时，一些菌体可能快速死亡，从而表现出盾壳霉数量

的快速下降。

图８　土壤添加菌核对盾壳霉存活的影响

犉犻犵．８　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犪犱犱犻狀犵狊犮犾犲狉狅狋犻犪犻狀狊狅犻犾狅狀狋犺犲狊狌狉狏犻狏犪犾狅犳

犆狅狀犻狅狋犺狔狉犻狌犿犿犻狀犻狋犪狀狊

３　结论与讨论

本研究成功构建了潮霉素筛选标记和绿色荧

光鉴别标记的双标记双元载体，并用农杆菌转化法

成功导入盾壳霉菌株，转化子中潮霉素抗性基因和

绿色荧光基因能够稳定地遗传和表达。转化子

３６ｈ萌发率与对照组ＪＮＣＭ处于同一水平，萌发

率均在９４％以上。除了转化子３以外，其他转化

子产孢量和对菌核致腐能力没有明显改变，说明可

以用它们代替ＪＮＣＭ用于土壤定殖、存活和生长、

繁殖研究。

将含有转化子孢子的灭菌土和未灭菌土壤稀释

液以及孢子悬浮液涂布到含潮霉素的ＰＤＡ平板上，

在各供试浓度下同浓度不同样品的计数结果无明显

差异，表明土壤微生物和土壤对盾壳霉计数没有明

显影响。Ｂｅｎｎｅｔｔ等
［２４］用灭菌土壤、巴氏消毒的土

壤、未灭菌土壤研究盾壳霉在土壤中存活情况，使用

含金霉素（２５ｍｇ／ｍＬ）和ＴｒｉｔｏｎＸ１００（２ｍＬ／Ｌ）的

ＰＤＡ平板进行检测，在施入盾壳霉浓度为１０６个／ｇ

时，３种土壤中盾壳霉的数量变化情况区别不大，但

在施入１０３个／ｇ时，未灭菌土壤一组由于存在过多

的其他真菌生长，只有少数盾壳霉能被检测到，而本

研究构建的方法在盾壳霉孢子浓度较低时（２×１０３

个／ｇ），只有个别种类的少数杂菌长出，对计数没有

明显影响，因此可以将本研究构建的方法应用到盾

壳霉在自然土壤中存活情况的研究中，这将为盾壳

霉在田间的存活动态提供重要参考。杨龙［２５］通过

适应性诱变获得抗农利灵盾壳霉突变菌株，建立了

盾壳霉的抗性平板检测方法，并对盾壳霉在土壤中

存活进行了研究，然而这种方法是在抗药突变机理尚

不明确的情况下建立的，抗性是在压力环境下的一种

适应还是产生了抗药基因也未知，而本研究构建的方

法将潮霉素抗性基因插入盾壳霉基因组，抗药原理明

确，遗传表达稳定。同时本研究构建的检测方法能够

排除自然土壤中存在的野生盾壳霉菌株的干扰，可以

用于施入土壤盾壳霉存活动态的研究。

通过对不同条件土壤中盾壳霉存活情况研究发

现，在含有核盘菌菌核的土壤中，盾壳霉ＪＮＣＭ可

以通过重寄生维持一段时间（１２周）的数量增长，在

长达半年左右（２４周）的时间里其存活率仍然可以

维持在６５％左右。即使在不含菌核的土壤中，在一

般土壤温度（１０～２０℃）范围内，无论土壤水分含量

高低，其半年存活率也可以维持在５０％左右。虽然

较高温度（３０℃）条件下，其存活率快速下降，但除夏

天的表层土外，大田土壤温度很少会持续维持３０℃

以上。因此，可以预测，连续施用盾壳霉ＪＮＣＭ生

防菌，可以使其数量在土壤中长期维持在一定的水

平范围，达到长效防治效果。
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