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木霉融合子犜狆犳２的定殖及其对番茄防御酶系的影响
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摘要　利用ｑＰＣＲ检测木霉融合子Ｔｐｆ２在番茄根际土中的定殖，并采用生理生化法测定Ｔｐｆ２对番茄叶片中相关

防御酶活性的影响。结果表明，在整个番茄生育期内（０～１５０ｄ），Ｔｐｆ２均可在番茄根际土中定殖，相对定殖数量随

时间的延长呈下降趋势，同时接种木霉和瓜果腐霉处理组中Ｔｐｆ２相对定殖数量高于同期无病原菌处理组。不同

处理组番茄叶片中的超氧化物歧化酶ＳＯＤ、过氧化物酶ＰＯＤ及过氧化氢酶ＣＡＴ的活性不同，同时接种木霉和瓜

果腐霉处理组中上述３种酶活性增加显著，与只接种瓜果腐霉处理组间存在极显著性差异（犘＜０．０１）。综上可见，

木霉融合子Ｔｐｆ２的厚垣孢子定殖周期长，定殖后可诱导番茄叶片中相关防御酶活性的提高，本研究为揭示其生防

机理及菌株应用提供了科学依据。

关键词　木霉融合子Ｔｐｆ２；　番茄猝倒病；　瓜果腐霉；　定殖；　防御酶活性

中图分类号：　Ｓ４７６　　文献标识码：　Ａ　　犇犗犐：　１０．１６６８８／ｊ．ｚｗｂｈ．２０１７４５９

犜犺犲狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾犮狅犾狅狀犻狕犪狋犻狅狀狅犳犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犳狌狊犪狀狋犜狆犳２犲狀犺犪狀犮犲狊

犱犲犳犲狀犮犲犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊犪犵犪犻狀狊狋狋狅犿犪狋狅犱犪犿狆犻狀犵狅犳犳

犔犐犑犻狊犺狌狀，　犆犎犈犖犓犪犻，　犔犐犔犻狀犵，　犣犎犃犗犣犺狅狀犵犼狌犪狀，　犢犃犖犌犢狌狕犺狅狀犵，　犢犃犖犌犎犲狋狅狀犵

（犈犮狅犾狅犵狔犐狀狊狋犻狋狌狋犲，犙犻犾狌犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔（犛犺犪狀犱狅狀犵犃犮犪犱犲犿狔狅犳犛犮犻犲狀犮犲狊），犛犺犪狀犱狅狀犵

犘狉狅狏犻狀犮犻犪犾犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犃狆狆犾犻犲犱犕犻犮狉狅犫犻狅犾狅犵狔，犑犻狀犪狀　２５０１０３，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋　犜犺犲狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾犮狅犾狅狀犻狕犪狋犻狅狀犱狔狀犪犿犻犮狊狅犳犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犳狌狊犪狀狋犜狆犳２犮犺犾犪犿狔犱狅狊狆狅狉犲犪狀犱犻狋狊狊狔狊狋犲犿犻犮

狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犿犲犮犺犪狀犻狊犿犪犵犪犻狀狊狋狋狅犿犪狋狅犱犪犿狆犻狀犵狅犳犳狑犲狉犲狊狋狌犱犻犲犱犫狔狌狊犻狀犵狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犘犆犚（狇犘犆犚）犪狀犱狆犺狔狊犻狅犾狅犵犻

犮犪犾犪狀犱犫犻狅犮犺犲犿犻犮犪犾犪狀犪犾狔狊犲狊．犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狊犺狅狑犲犱狋犺犪狋犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犳狌狊犪狀狋犜狆犳２犮狅狌犾犱犮狅犾狅狀犻狕犲狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾

犱狌狉犻狀犵狋犺犲狑犺狅犾犲狋狅犿犪狋狅犵狉狅狑狋犺狆犲狉犻狅犱（０－１５０犱犪狔狊）；狋犺犲狉犲犾犪狋犻狏犲犮狅犾狅狀犻狕犪狋犻狅狀狇狌犪狀狋犻狋狔犱犲犮狉犲犪狊犲犱犪犾狅狀犵狑犻狋犺

狆犾犪狀狋犻狀犵狋犻犿犲，犪狀犱狋犺犲狉犲犾犪狋犻狏犲犮狅犾狅狀犻狕犪狋犻狅狀狇狌犪狀狋犻狋狔犪犳狋犲狉犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱狑犻狋犺犘狔狋犺犻狌犿犪狆犺犪狀犻犱犲狉犿犪狋狌犿犲狓犮犲犲犱犲犱狋犺犪狋

狑犻狋犺狅狌狋犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺犘．犪狆犺犪狀犻犱犲狉犿犪狋狌犿．犜犺犲犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊狅犳狊狌狆犲狉狅狓犻犱犲犱犻狊犿狌狋犪狊犲（犛犗犇），犮犪狋犪犾犪狊犲（犆犃犜）犪狀犱

狆犲狉狅狓犻犱犪狊犲（犘犗犇）犻狀狋狅犿犪狋狅犾犲犪狏犲狊狑犲狉犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋犪犿狅狀犵犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊，犪狀犱犲狀犺犪狀犮犲犱狉犲犿犪狉犽犪犫犾狔狑犺犲狀

犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱狑犻狋犺犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犪狀犱犘．犪狆犺犪狀犻犱犲狉犿犪狋狌犿，狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀狋犾狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋犳狉狅犿狋犺狅狊犲狑犺犲狀犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱狑犻狋犺犘．

犪狆犺犪狀犻犱犲狉犿犪狋狌犿狅狀犾狔（犘＜０．０１）．犜犺犲狊犲狉犲狊狌犾狋狊犻狀犱犻犮犪狋犲犱狋犺犪狋狋犺犲犮狅犾狅狀犻狕犪狋犻狅狀狅犳犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犳狌狊犪狀狋犜狆犳２犮犺犾犪

犿狔犱狅狊狆狅狉犲犻狀狋狅犿犪狋狅狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾狊犾犪狊狋犲犱犳狅狉犪犾狅狀犵狋犻犿犲，犪狀犱犮狅狌犾犱犻狀犱狌犮犲狋犺犲犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊狅犳犱犲犳犲狀犮犲犲狀狕狔犿犲狊，

狑犺犻犮犺狆狉狅狏犻犱犲犱狋犺犲狊犮犻犲狀狋犻犳犻犮犫犪狊犻狊犳狅狉犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犳狌狊犪狀狋犜狆犳２犪狆狆犾犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犳狌狉狋犺犲狉狉犲狊犲犪狉犮犺狅狀犫犻狅犮狅狀狋狉狅犾

犿犲犮犺犪狀犻狊犿狊．

犓犲狔狑狅狉犱狊　犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犳狌狊犪狀狋犜狆犳２；　狋狅犿犪狋狅犱犪犿狆犻狀犵狅犳犳；　犘狔狋犺犻狌犿犪狆犺犪狀犻犱犲狉犿犪狋狌犿；　狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲犮狅犾狅狀犻

狕犪狋犻狅狀；　犱犲犳犲狀犮犲犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔

　　番茄猝倒病（ｔｏｍａｔｏｄａｍｐｉｎｇｏｆｆ）是番茄苗期

重要的毁灭性病害，多发生在苗床前期，感病幼苗易

倒伏死亡，造成约６０％的减产
［１２］。病原菌为卵菌

门鞭毛菌亚门中的腐霉属犘狔狋犺犻狌犿ｓｐｐ．低等真菌，

常以卵孢子生存繁殖，可在土中、水中腐生或寄生存

活较长一段时间［３４］。防治番茄猝倒病的主要方法

是采用化学杀菌剂，但由于过量和不合理使用化学

农药防治病害带来的一系列健康和环境问题，安全

的生物防治越来越受到重视和应用［５７］。

目前防治番茄猝倒病的生防菌种类主要包括芽



２０１８

胞杆菌和木霉［８１０］，木霉因生长速度快、产孢能力

强、分布广泛、并具有细胞壁降解酶活性和代谢产生

大量的抗生性物质而得到广泛关注，但由于自然来

源的木霉菌株田间应用效果不够理想，制约了其进

一步推广应用［１１１３］。利用现代生物技术对菌株进行

改良选育，是获得高效多功能生防菌株的有效手

段［１４１５］。本实验室前期利用原生质体融合技术，选

育得到１株木霉融合子Ｔｐｆ２，该融合子综合生防性

状较好，温室条件下对番茄猝倒病的防治效果达到

８５．０％以上，并可产生丰富的厚垣孢子
［１６］。厚垣孢

子是木霉在逆境下产生的一种繁殖体，该类孢子在

储存、萌发及在逆境下的存活能力均远远优于分生

孢子，田间应用时表现出较强的抗逆性［１７］，故以木

霉融合子Ｔｐｆ２的厚垣孢子为有效成分制备微生物

制剂进行病害防治，具有较好的应用前景。

木霉与植物的互作是一个复杂的过程，生防菌

能否在靶标植物体内及其根际适应并定殖存活是筛

选、评价土传病害生防菌的重要指标［１８］，植物体内

参与生理代谢过程多种防御反应酶与植物抵抗病原

菌入侵也有密切关系［１９２０］。本文以前期生防效果较

好的木霉融合子Ｔｐｆ２为试验菌株，重点研究接种病

原菌瓜果腐霉犘．犪狆犺犪狀犻犱犲狉犿犪狋狌犿后，融合子Ｔｐｆ２

在番茄根际土中的定殖动态，及对番茄叶片中相关防

御酶的诱导活性，旨在探索供试菌株对番茄猝倒病的

生防潜力及其与番茄植株诱导抗性的关系，进而为抗

番茄猝倒病生防真菌的筛选及生防机理研究提供科

学依据，为制剂改进和防效评价提供支撑。

１　材料与方法

１．１　菌株与材料

供试菌株为木霉融合子Ｔｐｆ２，生防制剂为其厚

垣孢子可湿性粉剂，有效成分含量为２亿／ｇ。病原

真菌为瓜果腐霉犘．犪狆犺犪狀犻犱犲狉犿犪狋狌犿Ａｃｕ３６１２５，购

自中国农业微生物菌种保藏管理中心，病原真菌在

ＰＤＡ平板上培养后，用无菌打孔器打取直径５ｍｍ

的菌块备用。番茄品种为日本‘京宝’，购自济南大

江种子有限公司。

１．２　试剂与仪器

ＰｏｗｅｒｓｏｉｌＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒，ＭｏＢｉｏ公

司；ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６荧光定量仪，罗氏诊断产品

（上海）有限公司；ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴｏｐＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒ

Ｍｉｘ，Ｔｒａｎｓ１５ＫＤＮＡＭａｒｋｅｒ，北京全式金有限公司；

ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，ＴａＫａＲａ公司；普析ＴＵ１８１０

紫外可见分光光度计，北京普析通用仪器有限公司。

１．３　温室试验

温室试验设４个处理：清水对照（ＣＫ）、瓜果腐

霉犘．犪狆犺犪狀犻犱犲狉犿犪狋狌犿（Ｐａ）、木霉融合子 Ｔｐｆ２

（Ｔｐｆ２）、木霉融合子Ｔｐｆ２＋瓜果腐霉犘．犪狆犺犪狀犻

犱犲狉犿犪狋狌犿（Ｔｐｆ２＋Ｐａ）。

试验用土为大田健康土，番茄种子于２５℃催芽

至露白。播种时，ＣＫ处理组每盆放置１０粒种子；

Ｐａ处理组每盆接入２块瓜果腐霉菌块，并放置１０粒

种子；Ｔｐｆ２处理组每盆放置１０粒种子，种子上均匀

撒入５５ｍｇ的Ｔｐｆ２制剂；Ｔｐｆ２＋Ｐａ处理组每盆接

入２块瓜果腐霉菌块，并放置１０粒种子，种子上均匀

撒入５５ｍｇ的Ｔｐｆ２制剂。每个处理组种植２１盆。

在人工气候室内于光暗周期为１０ｈ∥１４ｈ，昼夜

温度为２５℃∥１８℃，空气相对湿度为５０％～７０％的

条件下，对盆栽样品进行管理，各处理和对照分别于

播种后１５、３０、４５、６０、９０、１２０、１５０ｄ取样检测Ｔｐｆ２

在番茄根际土中的定殖动态，并于播种后６０ｄ取样检

测番茄叶片相关防御酶活性，每次取样设３个重复。

１．４　木霉融合子犜狆犳２在番茄根际土中的定殖动

态检测

　　取样时，将番茄根部小心地拔出，抖掉表层土，

收集根际土，放入自封袋内带回实验室，土壤微生物

基因组总ＤＮＡ采用ＰｏｗｅｒＳｏｉｌＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ

试剂盒进行提取，－２０℃保存备用。

前期试验表明，木霉融合子Ｔｐｆ２的犜犲犳１区与已

知木霉种类的犜犲犳１区差异较大，同源性低于９５．０％，

本文以Ｔｐｆ２的犜犲犳１区设计特异基因片段引物，

Ｔｅｆ１Ｆ：５′ＧＴＴＴＴＣＧＴＣＡＣＣＣＣＧＣＴＴＣＣ３′，Ｔｅｆ１Ｒ：

５′ＧＴＧＧＣＡＧＡＧＣＡＧＧＧＣＡＡＡＡＧＡ３′，以 微 管

蛋白β狋狌犫狌犾犻狀基因为内参，基因片段引物为ＴｕｂＦ：

５′ＧＡＡＧＡＴＧＴＣＧＴＣＣＡＣＣＴＴＴＡＴＴ３′，ＴｕｂＲ：

５′ＧＴＧＡＡＣＴＣＣＡＴＣＴＣＧＴＣＣＡＴ３′。以不同土

壤ＤＮＡ样品为模板，首先利用常规ＰＣＲ检测引物

的特异性，并通过ｑＰＣＲ检测木霉融合子Ｔｐｆ２的

定殖动态，每个样品重复３次。

ｑＰＣＲ采用２０μＬ反应体系：２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ

ＴｏｐＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ１０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ引物

各０．４μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８．２μＬ。ｑＰＣＲ

扩增条件：９４℃预变性３０ｓ；９４℃变性５ｓ，６０℃退火

１５ｓ，７２℃延伸１０ｓ，４０个循环；按０．１℃／ｓ升温速

率从６５℃升至９５℃，每升高０．５℃检测１次荧光信

号，进行熔解曲线分析。以木霉融合子Ｔｐｆ２处理

组播种后１５０ｄ取样样品为标准样品，利用２－ΔΔ犆狋计

算样品中目的基因的相对定量结果［２１］，其中Δ犆狋＝
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犆狋目的基因－犆狋内参基因，ΔΔ犆狋＝Δ犆狋试验样品－Δ犆狋标准样品。

１．５　木霉融合子犜狆犳２诱导番茄叶片防御酶活性检测

番茄幼苗期是番茄发育的重要时期，这一阶段

子叶和真叶生长得好坏直接影响番茄进一步的生长

发育，本试验选取种植６０ｄ的番茄叶片进行防御酶

活性检测，主要检测超氧化物歧化酶ＳＯＤ、过氧化

物酶ＰＯＤ及过氧化氢酶ＣＡＴ活性的变化
［２２２４］，每

个处理设３个重复。

酶活性计算：ＳＯＤ活性单位以抑制氮蓝四唑

（ＮＢＴ）光化还原５０％所需酶量为１个酶活单位（Ｕ），

ＳＯＤ总活性以鲜重酶单位每克表示（Ｕ·ｇ－１）；ＰＯＤ

以每分钟吸光度变化值（ΔＡ４７０）表示酶活力的大小

（Ｕ·ｇ－１·ｍｉｎ－１）；ＣＡＴ以每分钟吸光度变化值（ΔＡ２４０）

表示酶活性大小（Ｕ·ｇ－１·ｍｉｎ－１）。

１．６　统计方法

用ＳＰＳＳ１９．０统计软件中的邓肯氏（Ｄｕｎｃａｎ’ｓ）方

法对数据进行分析，结果为３次重复的平均值±标

准差，以不同大写字母表示在０．０１水平上存在极显

著性差异，以不同小写字母表示在０．０５水平上存在

显著性差异。

２　结果与分析

２．１　木霉融合子犜狆犳２的定殖动态检测

２．１．１　土样ＤＮＡ提取与检测

利用ＰｏｗｅｒＳｏｉｌＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒提取

土样中的ＤＮＡ，琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ条带，结

果见图１，不同处理，不同取样时间采集的各土样中

均可提取到微生物总ＤＮＡ。

图１　土样犇犖犃电泳图谱

犉犻犵．１　犜犺犲犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狋狅犵狉犪犿狅犳狊狅犻犾犇犖犃

２．１．２　引物特异性检测

用设计的目的基因引物Ｔｅｆ１Ｆ／Ｔｅｆ１Ｒ及内参

基因引物ＴｕｂＦ／ＴｕｂＲ对第一次取样（１５ｄ）的土样

ＤＮＡ样品进行ＰＣＲ扩增，结果见图２。用内参基因

引物ＴｕｂＦ／ＴｕｂＲ扩增时，４个处理中均扩增出大小

１４４ｂｐ的条带，说明所有土样中均有真菌ＤＮＡ的

存在。用目的基因引物Ｔｅｆ１Ｆ／Ｔｅｆ１Ｒ扩增时，ＣＫ

和Ｐａ中未扩增到条带，而Ｔｐｆ２和Ｔｐｆ２＋Ｐａ则扩

增出大小１５９ｂｐ的目的条带，说明设计的目的基因

引物具有特异性和高度准确性，可以利用该引物进

行后续的定量分析检测。

２．１．３　木霉融合子Ｔｐｆ２的定殖动态

利用荧光定量ｑＰＣＲ检测木霉融合子Ｔｐｆ２厚

垣孢子在番茄根际土中的定殖动态，结果见图３。

整个番茄生育周期内（０～１５０ｄ），Ｔｐｆ２和Ｔｐｆ２＋

Ｐａ处理组中均检测到木霉融合子Ｔｐｆ２的定殖，说

明木霉融合子Ｔｐｆ２的厚垣孢子可在番茄根际土中

长期存活。两种处理下，木霉融合子Ｔｐｆ２的相对

定殖数量随时间的延长呈下降趋势，并且在同一取

样时间点上，Ｔｐｆ２＋Ｐａ处理组中木霉融合子Ｔｐｆ２

的定殖数量高于Ｔｐｆ２处理组的定殖数量，说明瓜

果腐霉刺激了木霉融合子Ｔｐｆ２的定殖。

图２　目的基因引物与内参基因引物对不同处理

土样犇犖犃的犘犆犚扩增图谱

犉犻犵．２　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犇犖犃犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊犫狔

狊狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊犜犲犳１犉／犜犲犳１犚狅狉犻狀狋犲狉狀犪犾狉犲犳犲狉犲狀犮犲

狆狉犻犿犲狉狊犜狌犫犉／犜狌犫犚
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图３　木霉融合子犜狆犳２在番茄根际土中的狇犘犆犚结果

犉犻犵．３　狇犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犳狌狊犪狀狋

犜狆犳２犮狅犾狅狀犻狕犪狋犻狅狀犻狀狋狅犿犪狋狅狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾狊

２．２　木霉融合子犜狆犳２诱导番茄叶片防御酶活性结果

番茄幼苗期（６０ｄ）叶片中３种防御酶ＳＯＤ、ＰＯＤ

及ＣＡＴ在不同处理下的活性变化如图４所示。

　　与对照ＣＫ相比，其他３组处理均能提高番茄

叶片中ＳＯＤ、ＰＯＤ及ＣＡＴ的活性，但Ｐａ处理组与

ＣＫ在０．０５水平上无显著性差异，说明瓜果腐霉

犘．犪狆犺犪狀犻犱犲狉犿犪狋狌犿对３种防御酶的活性影响不大。

Ｔｐｆ２及Ｔｐｆ２＋Ｐａ处理组与ＣＫ及Ｐａ处理组

间存在极显著性差异（犘＜０．０１），说明木霉融合子

Ｔｐｆ２可显著提高番茄叶片中ＳＯＤ、ＰＯＤ及ＣＡＴ

的活性。

４组处理中，Ｔｐｆ２＋Ｐａ处理组的ＳＯＤ、ＰＯＤ及

ＣＡＴ酶活性影响效应最大，对ＳＯＤ的诱导效果与

Ｔｐｆ２处理组间存在显著性差异（犘＜０．０５），说明病

原真菌犘．犪狆犺犪狀犻犱犲狉犿犪狋狌犿的存在，可显著提高木

霉融合子Ｔｐｆ２对番茄叶片ＳＯＤ酶的诱导效果；对

ＰＯＤ和ＣＡＴ的诱导效果，Ｔｐｆ２与Ｔｐｆ２＋Ｐａ处理

组间存在极显著性差异（犘＜０．０１），说明在瓜果腐

霉犘．犪狆犺犪狀犻犱犲狉犿犪狋狌犿存在的情况下，木霉融合子

Ｔｐｆ２可极显著诱导番茄叶片ＰＯＤ和ＣＡＴ活性的

提高。

图４　木霉融合子犜狆犳２诱导对番茄叶片防御酶活性的影响

犉犻犵．４　犇犲犳犲狀狊犲犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊狅犳狋狅犿犪狋狅犾犲犪犳犪犳狋犲狉犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱狑犻狋犺犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犳狌狊犪狀狋犜狆犳２

３　讨论

能否在植物上成功定殖是评价生防菌的一个重

要指标，传统方法是对其进行平板稀释计数，但是此

方法费时费工，并且灵敏度不高。而实时荧光定量

ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ｑＰＣＲ）技

术因其操作简单，特异性高等优点被应用到环境中

不同木霉菌的检测［２５２６］。

本试验用到的生防菌株为木霉融合子Ｔｐｆ２，经

序列分析表明，该融合子的犜犲犳１区与已知木霉其

他种类的犜犲犳１区序列差别较大，故以此设计特异

引物对目的样品进行ＰＣＲ扩增和定量分析，排除了

土壤中其他木霉及其他真菌的干扰，保证了分析结

果的准确性和可靠性。

相对定量结果表明：木霉融合子Ｔｐｆ２厚垣孢

子可在番茄根际土中长期定殖，定殖周期不低于

１５０ｄ，较以前报道的分生孢子的定殖时间不超过

１００ｄ
［２７］大幅延长。Ｔｐｆ２和病原菌联合处理后，

Ｔｐｆ２定殖数量较不加病原菌的处理组呈增加趋

势，说明病原菌可刺激Ｔｐｆ２的定殖量，为病害防治
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４４卷第４期 李纪顺等：木霉融合子Ｔｐｆ２的定殖及其对番茄防御酶系的影响

奠定了基础。前人报道指出，棘孢木霉犜．犪狊狆犲狉犲犾

犾狌犿在黄瓜根际的数量经历了低－高－低的动态变

化，棘孢木霉施入土壤后有一个适应过程，一旦适应

后，其定殖数量能够迅速上升［２８］。本试验中Ｔｐｆ２

厚垣孢子相对定殖数量随时间的延长呈降低趋势，

说明Ｔｐｆ２厚垣孢子在番茄根际土中并没有产生明

显的繁殖现象，本结论与文献报道的有所不同，具体

原因有待进一步探讨。

木霉是一类能够诱导植物产生系统抗病性的生

物因子，诱导宿主植物产生一系列局部或系统防御

反应。防御反应与超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化

物酶（ＰＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）等的活性提高关系

密切［２９３１］。木霉融合子Ｔｐｆ２可显著提高番茄叶片

中ＳＯＤ、ＰＯＤ及ＣＡＴ的活性，在瓜果腐霉存在的情

况下其诱导效果更显著，说明木霉在番茄遭受病原

菌入侵后，能够对番茄中与抗病相关的３种酶

ＣＡＴ、ＳＯＤ及ＰＯＤ活性的提高起到一定的诱导作

用，从而间接使得植物体获得抗病作用。

综上所述，木霉融合子Ｔｐｆ２能够成功定殖在

番茄根际，并且能有效诱导植物内在的生防反应物

质，提高植物的抗病性。该研究为新的生防菌剂的

开发研究奠定了一定的基础，有助于新型菌剂的开

发利用。
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４４卷第４期 张燕如等：柠条绿虎天牛幼虫龄期的划分

性害虫幼虫的分龄构造有头壳宽（头宽或头口宽）、前

胸背板宽、额宽（触角孔间距）、上颚长、上颚宽、主单

眼间距等。使用最多的是头壳宽，是由于头壳骨化强

而形态较稳定，但是头壳常缩于体内，严重影响测量

的准确性。上颚虽然骨化程度强，但是形状不规则，

不易测量。前胸背板宽指前胸背板“凸”形斑宽度，触

角孔间距指头壳上触角基部坚硬的触角环之间的最

短距离，这两项指标具有骨化程度强、特征明显、易于

观察、无伸缩等优点，是最合理可靠的分龄指标。因

此本研究以前胸背板和触角孔间距作为划分虫龄的

指标，线性回归分析合理，说明这两项指标作为划分

柠条绿虎天牛幼虫虫龄的标准是可行且可靠的。

为了方便野外快速判断柠条绿虎天牛虫龄，本研

究还对体长指标进行了探索，但Ｃｒｏｓｂｙ指数大于

１０％，虫龄分组不合理。天牛幼虫体躯具有伸缩性，

导致个体之间体长变异较大，对体长测量的准确性有

所影响，另外体长的增长是连续的，各龄幼虫间体长

有重叠现象，因此不宜作为虫龄划分的指标和依据。

不同虫龄阶段的柠条绿虎天牛幼虫前胸背板宽

和触角孔间距值呈明显的几何级数变化，研究结果

表明幼虫前胸背板宽和触角孔间距依据发育时间呈

现７个峰形，说明柠条绿虎天牛幼虫可分为７龄。
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