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瓶式平板培养制备稻曲病菌薄壁分生孢子
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摘要　利用三角瓶装纳马铃薯琼脂培养基制备稻曲病菌薄壁分生孢子。结果发现，瓶装培养基的体积与产孢量无

关。各菌株在瓶式培养平板上均能正常形成后代孢子。瓶式培养比常规培养皿平板培养具有更高的产孢效率。产

孢平板上产生的孢子收取后，菌落继续培养，新形成的孢子数量大幅下降。由于三角瓶能高效避免污染，因而认为

瓶式培养是制备稻曲病菌薄壁分生孢子的理想技术。
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　　病原真菌的孢子在植物真菌病害的发生与流行

中发挥重要作用，因而在植物病害研究中孢子的生

长发育等生物学特征受到特别关注。在实验室对孢

子进行恰当的培养，不仅能探索孢子的相关生物学

特征，也能为研究工作提供直接的试验材料。稻曲

病是国内外水稻生产的重大病害之一，其病原菌

犞犻犾犾狅狊犻犮犾犪狏犪狏犻狉犲狀狊（Ｎａｋａｔａ）Ｅ．Ｔａｎａｋａ＆Ｃ．Ｔａｎａｋａ

可产生子囊孢子、厚壁分生孢子和薄壁分生孢子三

种形态的孢子［１２］。在田间该病菌可形成大量的厚

壁分生孢子，也容易形成可发育产生子囊孢子的菌

核，但在实验室内培养厚壁分生孢子存在相当大的

技术困难，也未见通过培养获得具产孢能力菌核的

报道。目前，通过培养较易获得的是稻曲病菌的薄

壁分生孢子，因而在稻曲病的有关研究中，使用的繁

殖体材料主要是薄壁分生孢子［３５］，即便如此，至今

对薄壁分生孢子生长发育生物学的了解仍较为肤

浅。已经发现，液体培养稻曲病菌能产生大量的薄

壁分生孢子，因而长期以来国内外学者均习惯采用

液体培养方法制备薄壁分生孢子［６８］，并将该方法用

于产孢基因或致病相关基因研究［９１０］。稻曲病菌在

固体培养基上的产孢特性很少被关注，也鲜有报道

采用固体培养基制备薄壁分生孢子。作者在实际工

作中发现，稻曲病菌的薄壁分生孢子在ＰＳＡ平板上

萌发后，初期生长的菌丝可形成大量新一代孢子，培

养５～６ｄ后可形成密集孢子的小菌落，然而小菌落

不断长出大量的非产孢菌丝，逐步将原来的产孢小
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菌落掩盖，表现出平板培养具有初期小菌落产孢的

特点。而薄壁分生孢子在马铃薯琼脂（ＰＡ）平板上

萌发，生长的产孢菌丝似乎可持续形成后代孢子，较

少分化形成非产孢菌丝。长期以来，利用普通培养

皿制备的平板进行病菌培养（皿式培养）几乎是国内

外琼脂平板培养的默认标准，很少有利用三角瓶装

纳琼脂进行固体培养（瓶式培养）的报道。试验发

现，瓶式培养稻曲病菌同样能正常产孢，并表现出更

高的产孢效率，有关的试验结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

稻曲病菌菌株Ｕｖ３４、Ｕｖ１０５、Ｕｖ１０８、Ｕｖ１１０、

Ｕｖ１１１为广西大学植物病理学实验室保存菌株，均

自南宁市普通生产稻田采集的稻曲球分离。

１．２　方法

１．２．１　移植用孢子悬浮液的制备

从试管斜面保存的各菌株材料中取少量菌丝团移入

ＰＳ培养液（马铃薯１００ｇ，蔗糖１０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ），置

于摇床１５０ｒ／ｍｉｎ、２８℃培养７ｄ，然后用一层灭菌纱

布过滤，除去菌丝体，将仅含孢子的液体离心沉淀，

用无菌水将沉淀的孢子悬浮洗涤１次，重新离心收

集沉淀，再用无菌水将孢子悬浮和稀释，并用血球计

数板检测计数，最后用无菌水调配成浓度为１０６个／

ｍＬ的孢子悬浮液，分装于５ｍＬ冷冻管，存于２５℃

恒温箱备用。所用的５个菌株材料的备用孢子悬浮

液的制备存贮时间不完全一样。

１．２．２　瓶式培养平板的制备

用马铃薯琼脂培养基ＰＡ（马铃薯１００ｇ，琼脂

２０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ）作为产孢培养基，常规高温

高压灭菌。用２５０ｍＬ三角瓶装纳ＰＡ制成瓶式培

养平板，除注明外，每瓶装纳３０ｍＬ。

１．２．３　菌体移植和产孢培养

于超净工作台上，将１．２．１制备的孢子悬浮液

充分悬浮，用微量移液枪定量吸取孢子悬浮液，移植

到１．２．２制备的瓶式培养平板上，用Ｔ形玻棒将孢

子悬浮液均匀涂抹分散于平板面上，于２８℃下恒温

培养。

１．２．４　培养基体积对产孢量的影响

将２０、４０、６０、８０ｍＬＰＡ培养基分别装入２５０ｍＬ

三角瓶，制成瓶式培养平板，每个体积重复３瓶，统

一植入菌株Ｕｖ１１０孢子悬浮液５０μＬ，２８℃下产孢

培养５ｄ后检测后代孢子形成数量。

１．２．５　不同培养方式对产孢量的影响

按１．２．２方法制备瓶式培养平板，同时用直径

９ｃｍ的培养皿制备常规培养平板。统一植入菌株

Ｕｖ１１０孢子悬浮液８０μＬ，转到２８℃恒温箱进行产孢

培养，分别在培养５、１０、２０、４０ｄ后检测后代孢子形成

数量，３个重复，比较瓶式培养与皿式培养的产孢量。

１．２．６　瓶式及培养皿培养的菌落再培养产孢表现

在瓶式培养平板及培养皿平板上分别植入菌株

Ｕｖ１１１孢子悬浮液８０μＬ，转到２８℃恒温箱进行产

孢培养，５ｄ后用无菌水及灭菌小毛刷洗涤、收集首

次培养的后代孢子并检测孢子数量，随后，将瓶式培

养平板及培养皿平板重新放入２８℃恒温箱进行第

二次产孢培养，５ｄ后用同样的方法洗涤、收集孢子，

检测孢子数量，并按同样的方法进行第三次产孢培

养，试验重复３次。

１．２．７　不同菌株在瓶式培养平板上的产孢表现

在瓶式培养平板上分别植入菌株Ｕｖ３４、Ｕｖ１０５、

Ｕｖ１０８、Ｕｖ１１０、Ｕｖ１１１的孢子悬浮液１００μＬ，培

养５ｄ后检测后代孢子数量，每菌株重复２瓶，观察

不同菌株在瓶式培养中的产孢表现。其中菌株Ｕｖ

１１１孢子悬浮液已贮存４ｄ，而菌株Ｕｖ３４、Ｕｖ１０５、

Ｕｖ１０８、Ｕｖ１１０的孢子悬浮液已贮存１２３ｄ。

１．２．８　孢子数量检定

每瓶／皿平板加入无菌水１５ｍＬ，用小毛刷刷下

平板表面的孢子，用血球计数板计数，每重复瓶／皿

观察８０个中方格的孢子数，并换算成每毫升孢子液

的孢子数量。

２　结果与分析

２．１　培养基体积对产孢量的影响

在三角瓶内装纳不同体积的培养基进行产孢培

养，结果表明，２０ｍＬ瓶式培养平板上孢子产量明显

低于４０、６０、８０ｍＬ的处理，４０、６０、８０ｍＬ处理的孢

子产量处于较高的水平，但３个处理之间差异不显

著（图１），表明培养基达到一定体积后，增加培养基

体积对产孢量没有显著影响。也暗示产孢量主要取

决于平板面积，与平板厚度关系不大。后续试验瓶

装量采用３０ｍＬ，既保证培养基具有一定的厚度，也

利于平板面积最大化。

·１３１·
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图１　瓶式培养中培养基量对稻曲病菌产孢量的影响
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２．２　不同培养方式对产孢量的影响

稻曲病菌在瓶式培养和皿式培养两种方式下分

别培养５、１０、２０、４０ｄ后测定产孢量，结果表明，尽

管在相同时间点，瓶式培养与皿式培养的产孢量差

异不显著，但所测４个时点，瓶式培养的产孢量均高

于皿式培养（图２），体现出瓶式培养产孢较有优势。

图２　瓶式培养与皿式培养经历不同时间获得的

稻曲病菌孢子产量
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２．３　瓶式及培养皿培养的菌落再培养产孢表现

首次培养５ｄ后，瓶式平板上形成的孢子数量

达２０．４×１０６ 个／ｍＬ，与皿式平板培养的产孢量差

异显著；洗脱并移去孢子，将培养瓶重新放入培养箱

中培养，５ｄ后，新形成的孢子数量只有２．７×１０６

个／ｍＬ；重复洗脱、移去孢子后进行第３次培养，新

形成的孢子数量减少到０．７×１０６个／ｍＬ（图３）。皿

式平板重复再培养测试结果与瓶式平板培养基本一

致（图３），表明产孢平板菌落重复培养再产孢，新形

成孢子数量呈大幅减少的趋势。

２．４　不同菌株瓶式培养的产孢表现

在瓶式培养平板上培养５ｄ后，５个菌株都能形

成较多的后代孢子（图４），说明稻曲病菌在瓶式培

养平板上可普遍正常产孢。不同菌株后代孢子数量

存在较大的差异是由于移植用的各菌株孢子贮备液

中活性孢子数量不等，该差异反映的不是菌株的产

孢能力差异。

图３　稻曲病菌平板菌落重复再产孢培养其孢子形成数量
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图４　５个稻曲病菌菌株经瓶式培养５犱的产孢量
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３　讨论

常规的平板产孢培养主要是采用培养皿，极少

见有报道采用三角瓶装纳琼脂平板的瓶式培养。本

文用瓶式培养的方法进行稻曲病菌的产孢培养，发

现测试的菌株均可正常产孢（图４），对其中一个菌

株进行４个时间段的产孢测试，瓶式培养的产孢量

总是高于皿式培养的产孢量（图２），考虑到瓶式平板

面积（直径为８ｃｍ）比皿式平板面积（直径为９ｃｍ）更

小，相对而言，瓶式培养表现出比皿式培养更高的产

孢效率。三角瓶内部的微环境可能比培养皿内的环

境更适宜产孢菌丝形成孢子。

当前实验室用的普通培养皿，其皿底与皿盖间

的缝隙可导致空气交换及螨虫出入通畅无阻，很容

易造成培养污染及试验失败。目前主要的解决方法
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仍是利用Ｐａｒａｆｉｌｍ封口膜或其他胶膜将培养皿封

口［１１１４］，该方法的实践操作非常不便。而实验室用

的普通三角瓶，其瓶塞可阻滤普通微生物的通过，尤

其是当前已普遍使用硅胶橡皮塞，其阻滤效果更佳，

因而三角瓶培养能高效避免污染。作者日常工作已

采用三角瓶进行稻曲病菌的产孢培养，发现其确能

长期并高效避免污染。显然，稻曲病菌的瓶式产孢

培养相较于皿式培养具有较高的孢子产量，并且可

防止污染，是薄壁分生孢子制备培养的理想方式，在

需要获得无污染孢子的试验中，瓶式培养更突显其

实用价值。实际上，瓶式产孢培养还具另一特点，就

是后期洗涤收集孢子的操作更为方便。

用水洗涤、收集孢子后，培养平板面上的残液存

在大量的孢子，这些残留孢子具有萌发和生长发育

形成新的产孢菌落的能力，在适宜温度下再行培养，

理应可再产生大量的新一代孢子，但实际测试并非

如此。本文瓶式产孢培养初始植入孢子液８０μＬ（浓

度１×１０６个／ｍＬ），首次产孢培养５ｄ后，获得的后代

孢子液达到２０．４×１０６个／ｍＬ（图３），移出洗涤孢子

悬浮液后，平板面上的残留孢子液超过８０μＬ，这意味

着第二次产孢培养的初始孢子数量超过首次培养初

始孢子数量的２０倍，但第二次产孢培养获得的后代

孢子数量为２．７×１０６个／ｍＬ，未达首次产孢培养获

得的后代孢子数量的１／７，皿式培养结果也类似（图

３），而作者另外的试验发现，在琼脂平板上孢子萌发

并生长发育形成的新一代孢子的数量与初始植入的

孢子数量呈正相关。显然，在第二次产孢培养中，多

数孢子不能正常萌发和形成新一代孢子，其原因值得

关注。此现象也说明至今对薄壁分生孢子萌发及生

长发育生物学的了解依然不够。不过，从实践工作角

度看，本文结果表明用已收集孢子后的产孢平板菌落

再行孢子制备培养，其实用价值不高。

本研究各菌株孢子贮备液的活性孢子数量不

等，原因是各菌株备用孢子液的贮备时长各不相同。

作者另外的试验已经明确，薄壁分生孢子在纯水中

可存活，但存活率随贮存时间的延长而逐渐下降。

因而尽管初始植入培养平板的贮备孢子液的体积相

同，但具活力的孢子数量并不相同。

在培养基体积与产孢量的关系测试中，４０、６０和

８０ｍＬ３个处理之间差异不显著，而２０ｍＬ处理比装

入４０ｍＬ以上处理的产孢量大幅减少（图１），原因可

能与试验操作有关，因为三角瓶底内部通常为曲凸

面，装入２０ｍＬ培养基时，中间部位的培养基较薄，收

集后代孢子的刷洗操作容易破损培养基，因而采取轻

刷洗涤的保守操作，进而造成菌落上的孢子洗脱不充

分。因此，用三角瓶进行孢子的制备培养，装入的培

养基不宜过少。但考虑到培养基过多对提高产孢量

并无明显增益，却大量消耗培养基，因而实际应用采

取装入３０ｍＬ的折中处理，既保证培养基不易破损，

也避免浪费。
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