
第30卷第5期 干旱地区农业研究 V01．30 No．5

201 2年9月 Agricultural Research in the Add Areas Sept．2012

一株葡萄孢属(Bpz彬i5)真菌结皮效果的研究
邓振山1，赵佳福1’2，雷 超1，李 军3，韦革宏4

(1．延安大学生命科学学院，陕西延安716000；2．高原山地动物遗传育种与繁殖省部共建教育部重点实验室，贵州贵阳550025；

3．延安市微生物研究所，陕西延安716000；4．西北农林科技大学生命科学学院，陕西杨凌712100)

摘 要：从陕北毛乌素沙地生物结皮的下层中筛选得到一株真菌，经鉴定，表明该菌株属于葡萄孢属(Bofry一

醯)。它能在生长繁殖过程中分泌出大量胞外黏多耱，室内摇瓶振荡培养3 d黏度可达9 86。mPa·s，产量达19．246

∥L，通过采用薄层层析法对多糖的组分的测定，初步表明该多糖主要由D一甘露糖和D一半乳糖组成。通过结皮

试验，结果表明该株真菌菌剂喷洒于流沙表面后，能够形成约8．2 mm厚的一层具有粘结沙粒、保持水分的生物结

皮层，同时具有明显曲减缓土壤中水分蒸发的效果。表明该菌株在荒漠化治理、恢复和保护生态环境方面具有重

要的应用潜力。
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微生物结皮(Micmbiotic cmst)是苔类、叶苔、蓝

绿藻、地衣类、真菌和细菌，以及许多景观中的常见

的非维管束植物成分形成的十分复杂的聚合体}i。。

它与其它土壤表层结皮如维管束植物层怛。j、雨水

作用形成的结皮和沉积物结皮有着本质的区别H J。

其主要表现在它是沙土一植物～微生物之间长期相

互作用的结果，微生物是形成微生物结皮的组织者

和建设者，由于它们可产生胞外代谢物，如多糖、脂

类和蛋白质，可起到胶结作用以稳定团聚体∞一。微

生物结皮广泛分布于干旱半干旱地区，与生态环境

是一个相互作用的整体，对植被恢复与重建具有重

要的生态学意义。国内外对微生物结皮在各生态过

程中的作用已作了大量研究，微生物因其极强的适

应性和生存能力，在生物结皮形成各阶段都起着积

极的作用。土壤微生物的生长和活性与土壤酶活性

的变化具有良好的相关性，它的组成、分布和数量因

沙丘类型和沙土层深度的不同而有所变化，也受到

季节和植被的影响。土壤微生物的生理代谢活动及

数量变化可以改变沙土表面理化性质，在土壤结皮

的形成、植物营养的转化过程中发挥积极作用，为植

物生长仓口造了良好的条件Mj。

众所周知，荒漠化是当今国际社会极为关注的

全球性的环境问题，而我国则是受荒漠化危害最为

严重的国家之一。目前，利用微生物技术进行固沙

方面的研究报道不多见。因此，本试验通过对陕北

榆林地区毛乌素沙地生物结皮下层中分离得到的一

株产黏性胞外多糖真菌的结皮能力和防沙保水作用

的初步研究，了解该菌的保水、固沙作用，为利用生

物技术治沙和改善生态环境方面提供理论依据和物

种资源。

l材料与方法

1．1 材 料

1．1．1 样品的采集及供试菌株的来源 样品的采

集：于2006年春、秋两季分别在毛乌素沙地选择有

生物结皮分布的典型沙垄结皮层采集土样，4℃下保

存，备用。

供试菌株：苹果炭疽病菌(co耽枷，ic^Mm

gzo∞印D矗oides)由西北农林科技大学植保学院惠赠。

1．1．2培养基

1)筛选培养基：土壤浸出液300 ml，琼脂条16

g，蒸馏水定容至1 000 ml，pH自然。121℃灭菌25

min o

2)斜面种子培养基：PDA培养基l引。

3)发酵培养基：蔗糖30 g／L，蛋白胨1 g／L，

K2HP04 O。3∥L，NaCl 0．1∥L，pH 7．0～7．5。

1．2方 法

1．2．1 菌株分离纯化及鉴定 菌株筛选采用高倍

稀释法，将采集的上述土壤样品分别称取lO g，倍比

稀释后涂筛选培养基平板，28cC培养2 d。待菌丝长

出后，挑取尖端菌丝移到新的固体平板上继续培养，

经几次纯化后得到纯化的产粘菌落，斜面保存备
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用[7l。

菌株菌落形态观察及鉴定：采用插片法、载玻片

水琼脂法保湿培养进行分类鉴定和形态特征观察，

具体见文献[7]。在PDA培养基上采用单菌丝挑取

法培养出单菌落，记录菌落气生菌丝的疏密、表面形

态、大小、颜色、质地、生长速度、边缘形态等。采用

插片培养方法和载玻片水琼脂法保湿培养，对分离

获得的真菌进行显微形态特征的观察、分类鉴定。根

据Ainswo曲分类系统进行分类鉴定【8】，鉴定到属。

1．2．2发酵条件及多糖的提取、纯化与鉴定 取活

化后的菌株，接入装有200“的液体发酵培养基的

500 rIll的三角瓶中，37℃振荡培养3 d，即得菌株发

酵液，其黏度的测定用NDJ一79型旋转式黏度计进

行，多糖含量测定采用苯酚硫酸法测定【9J，另取200

rnl发酵液，8 000 r／TIlin离心，取上清液加一倍体积

95％乙醇沉淀出多糖，然后用甲醇和乙醚分别进行

脱色，并进行真空干燥，获多糖粗品。将其用去离子

水配成0．4％的溶液，8 000 r／“n离心20Ⅱlin，取上

清液并加入氯仿一异丙醇(5：l，v／v)，离心去沉淀。

上清液用去离子水透析48 h后进行真空干燥，得白

色纯化样品【lo J。

取10 mg纯化多糖样品加人装有l mol／L硫酸2

rnl试管中，100℃下封管水解15 h，水解液以氢氧化

钡中和，过滤，滤液点样进行薄层层析分析，层析点

间距1．0 cm，以D一半乳糖、L一鼠李糖、L一阿拉伯

糖、D一木糖、D一葡萄糖、D一甘露糖为参照，用正丁

醇：乙酸乙酯：乙丙醇：醋酸：水：吡啶(体积比7：20：

12：7：6：6)为展开剂，室温展开15 cm左右，烘干后

用苯胺一二苯胺一磷酸试剂喷雾后于85℃烘烤lO

min显色⋯-12|o

1．2．3 保水试验 取已知烘干恒重的培养皿45

个，每个装入50 g沙子。试验组分A、B两组：A组

15个，每个表面喷洒lO IIll菌剂；B组15个，每个表

面喷洒lO“多糖提取液；对照组15个，每个表面喷

洒lO IIll的自来水，置于28℃的恒温条件下，以后每

隔24 h从两试验组和对照组中各取出3皿，采用烘

干法【13J测定沙子的含水量。

1．2．4结皮试验配置液体PDA培养基1 000“，

平均分装于6个500 ITll的三角瓶中，115℃灭菌30

rnin。将已长满平板的待测菌种，用直径为6 mm的

打孔器打孔，取6块菌饼接种于PDA液体培养基

中，28℃，180 r／Inin摇床振荡培养12 h。然后将发酵

液倒入已经铺好沙粒的容器中，每个容器均装300 g

沙子，倒人200 IIIl菌剂，置于室外自然环境中培养

观察。此过程用不接菌PDA液体培养基和不结皮

的苹果炭疽病菌(cof砌o￡庇^“m咖。印。矗D池s)作为
对照，进行结皮试验。

2结果与分析

2．1菌株筛选与鉴定

2．1．1 培养特征 该菌在PDA平板上28℃培养7

d，菌落絮状，不隆起，铺展，具同心圆环。表面气生

菌丝疏松、发达，呈细绒絮状。菌落中央为橄榄绿

色，边缘呈白色，具水珠，背面为橘红色并产生水溶

催红色色素(见图1)。

L‘

、、 图1菌落特征

Fig，l The colony morphology of stmin

2．1．2形态特征菌丝暗褐色，有隔膜，分枝，不发

达(见图2)，分生孢子梗顶部有一膨大体，自其上生

出产孢细胞，孢子串生，形如葡萄串状(见图3)，分

生孢子卵圆形，发出绿色荧光(见图4)。

图2有隔菌丝形态(×4

图3分生孢子梗形态(×400)

Fig．3 Morphology of conidiophore
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图4分生孢子形态(×400)

Fig．4 MorphoIogy of conidia

2．1．3 菌株的鉴定 使用光学显微镜观察孢子形

态、产孢结构、菌丝颜色及有无横隔等显微特征，对

该菌株鉴定到属。菌丝匍匐，灰色，孢梗细长，稍有

色，不规则地成树形，分枝，有时近顶部二叉状，顶端

细胞膨大成球形，上生短梗，梗上又形成分生孢子

簇，孢子聚集成葡萄穗状，无色或灰色，单胞，卵圆

形，通常产生黑的不规则的菌核。鉴定为葡萄孢属

(舶f川厶)。

2．2胞外多糖的鉴定

2．2．1 胞外多糖的性质鉴定 室内摇瓶振荡培养

3 d黏度可达9 860 mPa·s，该真菌的产糖率为19．246

g／L(干重)。将提取出的胞外多糖配成1 g／L的溶

液，用Fehling试剂进行显色反应，结果有砖红色沉

淀生成，表明该菌体所产生的胞外代谢产物中存在

还原性糖。在200～400 nm进行紫外光谱扫描，结

果发现在2lO nm左右具有强吸收峰(见图5)。

图5紫外扫描图片

Fig．5 The ima百ne of ul吮Violet scanning

2．2．2薄层层析 薄层层析结果如图6，由图可以

看出，待测样品肜值与2号、7号较为接近，也就是

说组成多糖的单糖主要由D一甘露糖和D一半乳糖

组成。甘露糖多以游离状态存在于某些植物果皮

中，如象牙棕榈子、酵母、红藻、血清球蛋白、卵类粘

蛋白和结核杆菌中含有D一甘露糖的聚糖。半乳糖

在植物界常以多糖形式存在于多种植物胶中，具有

很强的粘合力。例如红藻中的K一卡拉胶就是D一

半乳糖和3，6一内醚一D一半乳糖组成的多糖。由

此可见这两种糖对沙粒间的粘合与固定有着非常重

要的作用。

2．3保水实验效果

由图5和表l可知，随着时问的延长试验组A

与试验组B、对照组之间的差异越来越显著，而试验

组B和对照组之间的差异则不显著；对第五天含水

量进行方差分析，由表1可见试验组A与试验组B、

对照组之间达到极显著。可见，喷洒菌液保水试验
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注：当口=O．05时，R2=o．0346，片3=O．0358；当口=o．ol时，|R2=O．0524，尺3=O．055l；“*”和“**”表示差异性显著水平，其中“*”表示

差异显著(P<O．05)；“**”表示差异极显著(P<O．01)。

Note：口=O．05，R2=O．0346，R3=0．0358；a=0．0l，尺2=0．0524。R3=0．0551．“*”arId“**”denoles e sigIli6cancelevel，“*”denotes s涪

nmcant di艉陀眦e(P<O．05)；“**”denot郫ex眦mely 8ig|l洒c舯t di仃e托眦e(P<OjOI)．

2．4结皮试验效果

结皮试验效果如图7所示，可以看出5天后，试

验组沙粒表面形成一层结皮，表面形成了约8．2 mm

厚的结皮层，其后期其周边翘起，中部坚硬(图8A)，

而不接菌的PDA液体培养基和不结皮的苹果炭疽

病菌对照组在试验前后无明显变化，也没有形成任

何结皮，且表面沙粒稀松、易脱落(图8B)。将结皮

置于显微镜下观察，结皮层由该株真菌的菌丝体、胞

外黏性物质和沙粒形成网状的混合结构，可见结皮

主要由该菌菌丝体、胞外多糖和沙粒组成，同时，大量

的菌丝所组成的菌丝体本身对沙粒就具有很大的缠

绕和包埋作用，这在提高固沙、防沙的效果方面，比仅

仅依靠黏性物质的黏着作用，更具有应用前景。

u IOO

搭
*芭40

托垦20
墨
o

—◆一试验组ATreatmentgroupA

I 2 3 4 5

时『nJTjme(d)

图7试验组与对照组保水试验效果比较

Fig．7 Comparison of water陀tention eⅡbct

between treatment卸d contIDl

图8结皮试验效果

Fig．8．I'Ie e舶ct of c邝st experiment

3讨论与结论

3．1 讨论

微生物结皮广泛分布于干旱半干旱地区，与生

态环境是一个相互作用的整体，对植被恢复与重建

具有重要的生态学意义。国内外对微生物结皮在各

生态过程中的作用已作了大量研究iJ引，在其对蒸发

过程的影响方面也有越来越多的报道¨引，但依然存

在很大争议，仅就结皮层对蒸发的影响都未达成一

致观点【15J。Joh卸sen[16】和Belnap等人[⋯认为微生

物结皮颜色较深可导致蒸发的增加；west认为【18 J，

类似海绵的微生物结皮能较长时间的把水分维持在

地表上，提高了水被蒸发掉的可能性；也有学者认

为，微生物结皮封闭了土壤表面，降低了蒸发II 9I。

本研究通过大量保水试验证实微生物结皮对水分的

流失确有一定保护作用，微生物结皮还有效地提高

了土壤水分含量，使得土壤能够保持更长时间的湿

润状态，此结果与w∞t¨8J的一致，并且表明菌液的

保水作用最好，其次为多糖提取液，最后为水。然而

在此过程中我们只考虑到菌液的作用，没有考虑到

空气干湿度以及环境中其它因素对保水试验的影

响啪j，这些还有待于进一步深入研究。

本研究的结果同时还证实了在初始pH值达

7．5时该真菌生长更好，这表明pH对其生长影响最

大，而沙漠的偏碱性环境则更适合该真菌所需的生

长条件。在室外结皮试验中我们也发现将该真菌与

周围环境中的植物、微生物等其它生物共培养，更有

利于形成更厚的结皮。究其原因可能是微生物、短

命植物和种类丰富的地衣、苔藓和藻类植物间形成

了一个良好的共生关系，再加之该菌这种固有分泌

胞外粘多糖的特性，使其整体形成了一个良好的微

生态系统，微生物是生物土壤结皮的先锋物种，也是

生物土壤结皮演替早期阶段的优势成分，可为植物

提供一定的物质基础促进其生长发育。生物结皮田

间试验证明在其它短命植物和种类丰富的地衣、苔

藓和藻类植物的共同作用下，形成的结皮厚度越大，

效果越好，可见该菌的生长需要周围其它生物如地

衣、苔藓和藻类植物等提供营养物质，这就使该菌更

能适应陕北地区的土壤结构和地表机制，进而起到
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保水、固沙的作用。关于结皮微生物群落组成、与其

它结皮植物问的互作关系以及结皮影响地表蒸发的

机理还有待于做进一步的深入研究。

3．2 结 论

从陕北毛乌素沙地中筛选得到一株真菌，经初

步鉴定，属于葡萄孢属(勘￡川厶)。它能在生长繁殖

过程中分泌出大量胞外粘多糖，产量达19．246 g／L，

室内摇瓶振荡培养3 d黏度可达9 860 mPa·s。通过

结皮试验，表明该株真菌菌剂喷洒于沙粒表面，在沙

粒表面形成了约8．2 mm厚的一层具有粘结沙粒、

保持水分的生物结皮；对第五天沙粒含水量统计分

析表明，具有明显的保水作用；对多糖的组分进行了

测定，表明该多糖组分主要由D一甘露糖和D一半

乳糖组成。
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A fhngus strain Of Botrytis and its crust ef托ct

DENG zhen—shan91，zHAo Jia—fbl一，LEI—cha01，I．I Jun3，wEI Ge．hon94
(1，孤e L咖懂ie胛e D印Ⅱn靴眦o，％舰n踟i卯瑚渺，ynn’nn，s^o口心：716000，吼inⅡ；

2．劬如60m￡ov o，A凡拥of＆ne￡协，疗阳e以增n蒯脚，odMc￡ion抽￡k P如￡衄“A幻M凡￡o洳皤尺eg如n， 血口。愕，
GM洳ou 550025，鳓讯Ⅱ；3．％凡’口凡仇mM把矿Micr06：020舒，№n’an，S^on心i 716000，minn；

4．c02Z昭e o，L咖scieMe，Ⅳ0n危埘∞￡A&F‰妇邶妙，№凡gfi昭，5h口n础i 712100，C^in。)

AbSt豫ct：A fungus stmin was isolated from the undedayer of biological cnlsts in Maowusu desert．According to the

analysis of moll，hology，this stmin was identified as Bo￡哪is． It could secrete the massiVe mucopolysaccharide during the

grDwth，the viscosity reached 9 860 mPa‘s，and the yield of mucopolysaccharide reached 19．246 g／L，after haVing been

cultivated for 3d in liquid shake nask．MoreoVer，the components of p()lysacchande were assayed by use of TLC．The re—

sults showed that mucop01ysaccharide released by this fungus consisted of the D—mannose and D—gala(：tose． If a fl】ngal

culturing solution was sprinkled on shifting sand surf裔ce， a micmbiotic c nlst of 8．2 mm conglutinating sand could be

f0珊ed．The cmst can not only stabilize moving sand but also can slower the mte of soil moisture evaporation．These show

its great application potential in desenification contml，restomtion and protection of the ecol()gical enVironment．

1【eywords： Fungus； exop01ysaccharides； micmbiotic cmst； water retention
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