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,目的-筛选钩丝孢属真菌高产蛋白酶菌株*并优化其产酶培养基和发酵条件*为寄生线虫病的生物

防治提供优良菌种+,方法-以
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株钩丝孢属真菌为材料*在
#Md

.

%M$*

$

K9+

振荡培养
%$@

后*采用福林酚法测定

其蛋白酶活性*筛选高产蛋白酶菌株*测定其产酶周期*并利用全齿复活线虫测定该菌株发酵液的杀线虫率+通过单

因素试验和正交试验对高产蛋白酶菌株的产酶培养基及发酵条件进行优化*并对优化条件进行验证+,结果-从
%L

株钩丝孢属真菌中筛选出
%

株高产蛋白酶菌株
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*其蛋白酶活性在发酵
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最高+最佳产酶培养基成分为葡萄糖
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.酵母提取物
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.接种
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块直径
LKK

的

菌块+在此优化条件下*菌株
VD

蛋白酶活性为
#%D<!#8
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KW

*比优化前!

D"<M!8
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KW

"提高了
#<%&

倍+,结论-筛

选出
%

株钩丝孢属高产蛋白酶菌株
VD

*获得了其优化产酶培养基和发酵条件+
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植物寄生线虫给农作物造成巨大损失*导致其

产量下降*经济损失严重*全球每年因植物寄生线虫

所致的经济损失高达
#%D$

亿美元%

%BC

&

+用于治疗

寄生线虫的传统化学农药对生态环境造成的危害不

可逆*因此生物防治受到更多的关注%
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+作为线虫

天敌之一的食线虫真菌成为研究开发杀线虫生物制

剂的主要来源%

LBD
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+钩丝孢属!

G,4

@

%7
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%4#C+

"真菌

是食线虫真菌中的一类内寄生真菌*能寄生在线虫

生长的各个阶段*独特的吞食孢子特征为其发挥杀

线虫作用提供了更多可能性%

"B&

&

+

钩丝孢属真菌侵染植物寄生线虫的步骤是识

别.吸引.粘着.侵入和消解*其中最重要的环节是侵

入*而蛋白酶在入侵过程中发挥重要作用%

%$

&

+线虫

体壁和消化道表面覆盖一层有弹性的非细胞结构天

然屏障*即角质膜+蛋白质是构成线虫角质膜的主

要成分*因此蛋白酶能有效降解线虫体壁*破坏角质

膜的完整性*有利于真菌穿透侵染%

%%B%#

&

+但迄今为

止*关于钩丝孢属真菌分泌胞外蛋白酶对植物寄生

线虫的作用尚未见报道+

为了解钩丝孢属真菌杀线虫过程中胞外蛋白酶

的产生与发酵培养基成分和发酵条件之间的关系*

提高其杀线虫率*本研究从前期收集的
%L

株钩丝孢

属真菌中*筛选产蛋白酶活性最高的菌株*测定其产

蛋白酶周期和杀线虫活性*并对其发酵培养基及发

酵条件进行优化*确定最佳培养基成分和最佳发酵

条件*以期为研究钩丝孢属真菌的杀线虫机制奠定

基础*也为植物寄生线虫的生物防治提供参考+
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"均由云南大学省部共建

云南生物资源保护与利用国家重点实验室提供*具

体信息见表
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供试培养基
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产酶培养基#葡萄糖
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酵母提取物
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L 条全齿复活线

虫*蒸馏水
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高压灭菌
#$

K9+
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试验方法
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!

高产蛋白酶菌株筛选
!

将前期收集的
%L

株

钩丝孢属真菌活化后*用直径
LKK

打孔器沿菌落

边缘切下+将活化的供试菌株接种在装有
%$$KW

灭菌产酶培养基的
#L$KW

锥形瓶中发酵培养*

#M

d

.

%M$*

$

K9+

振荡培养
%$@

*采用福林酚法%

%CB%L

&测

定蛋白酶活性+

%<C<#

!

VD

产酶周期性测定
!

将
VD

菌株于
#Md

.

%M$*

$

K9+

摇床培养*分别在发酵
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*

#

*

C

*
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*
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*
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*

M
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和
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各取样
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次*测定蛋白酶活性+
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!
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杀线虫率测定
!

将
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于
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.
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*
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摇床培养*分别在
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和
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各取发酵液
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作用于
%$$

条全齿复活线虫*分

别在作用
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*

CD

*

!M

和
D$1

观察全齿复活线虫的死

亡情况*计算
VD

杀线虫率*每组
C

个平行样+设未
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发酵的培养液为空白对照组+
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VD

产酶培养基优化的单因素试验
!

在初

始产酶培养基基础上*分别设置葡萄糖质量浓度为
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*
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和
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)明胶质量浓度为
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)蛋白胨质量浓度为
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)酵母提取物质量浓度为
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和
D

`

$

W

*在
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.

#Md

.

%M$*

$

K9+

条件下*

接种
%

块直径
LKK

的菌块发酵培养
L@

*测定蛋白

酶活性*以优化目标菌株的产酶培养基+
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产酶培养基优化的正交试验
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选取葡

萄糖!
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".明胶!
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".蛋白胨!
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"和酵母提取物!
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"作

为自变量*以
VD

菌株的蛋白酶活性为因变量*设计

四因素三水平正交试验*对
VD

菌株的产酶培养基

进行优化*具体试验方案见表
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高产蛋白酶菌株产酶培养基正交试验的因素及水平

Y,b-3#

!

7,>0(*4,+@-3:3-4(.(*01(

`

(+,-0340(+3+U

;

K3

J

*(@)>9+

`

K3@9)K(.01340*,9+290119

`

19+.3>09()4

J

*(03,43,>09:90

;

水平

W3:3-

葡萄糖$!

`

0

W

S%

"

[-)>(435

明胶$!

`

0

W

S%

"

[3-,09+N

蛋白胨$!

`

0

W

S%

"

X3

J

0(+3O

酵母提取物$!

`

0

W

S%

"

Q3,403a0*,>0E

% ! ! ! #

# D D D C

C M M M !

%<C<D

!

VD

发酵条件优化
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KK

的菌块)发酵培养
L@

*测定蛋白酶活性*每组
C

个平行样*对目标菌株的发酵条件进行优化+

%<!

!

验证试验

分别在初始产酶培养基!葡萄糖
#

`

$

W

.明胶
#

`

$

W

.蛋白胨
#

`

$

W

.酵母提取物
%

`

$

W

"和优化产酶

培养基!葡萄糖
M

`

$

W

.明胶
M

`

$

W

.蛋白胨
M

`

$

W

.酵

母提取物
!

`

$

W

"中*接种菌株
VD

*在对应的初始发

酵条件!

J

VD<L

.

#Md

.

%M$*

$

K9+

.接种
%

块直径
L

KK

的菌块"和优化发酵条件!

J

V"<$

.

#$ d

.

#D$

*

$

K9+

.接种
#

块直径
LKK

的菌块"下*发酵培养
L

@

*测定蛋白酶活性*验证最佳产酶培养基成分及最

佳发酵条件+

%<L

!

数据处理

试验数据采用
=X==%M<$

软件进行统计学分

析*采用单因素方差进行比较*

A

"

$<$L

表示有显著

性差异+

#

!

结果与分析

#<%

!

高产蛋白酶菌株的筛选

%L

株钩丝孢属真菌在
#Md

.

%M$*

$

K9+

发酵培

养
%$@

*其蛋白酶活性测定结果如图
%

所示+

&

表示
A

"

$<$L

&

9+@9>,034A

"

$<$L

图
%

!

高产侵染线虫蛋白酶的钩丝孢属真菌筛选

79

`

<%

!

=>*33+9+

`

(.G,4

@

%7

@

%4#C+40*,9+290119

`

1,>09:90

;

(.+3K,0(@39+.3>09()4

J

*(03,43

!!

由图
%

可知*钩丝孢属真菌
VD

蛋白酶活性最

高*为
CM<#&8

$

KW

+经统计学分析发现*菌株
VD

蛋白酶活性显著高于其他菌株!

A

"

$<$L

"+因此*

选择钩丝孢属真菌
VD

作为高产蛋白酶菌株*并对

其发酵条件进行优化+

#<#

!

菌株
VD

的产蛋白酶周期

由图
#

可知*发酵
%

&

C@

*菌株
VD

蛋白酶活性

增长缓慢)发酵
C

&

L@

*蛋白酶活性急剧增大*到发

酵
L@

时蛋白酶活性达最高值*为
&D<DC8

$

KW

)之

后蛋白酶活性随发酵时间延长呈下降趋势*因此后

5.6

西北农林科技大学学报!自然科学版" 第
!"

卷



续优化试验选用
VD

发酵
L@

的发酵液进行优化+

图
#

!

VD

菌株产蛋白酶周期

79

`

#

!

X*(03,43

J

*(@)>09(+>

;

>-3(.40*,9+VD

#<C

!

菌株
VD

发酵液的杀线虫率

由表
C

可知*菌株
VD%

&

%$@

的发酵液作用全

齿复活线虫
#!1

时*全齿复活线虫死亡率较低+菌

株
VDL

&

"@

发酵液作用全齿复活线虫
CD1

时*其

杀线虫率均大于
L$\

*作用
!M1

时其杀线虫率达到

"$\

以上)菌株
VDL

&

%$@

发酵液作用全齿复活线

虫
D$1

时*其杀线虫率均大于
&$\

+说明菌株
VD

L

&

%$@

的发酵液对全齿复活线虫均有较高的杀线

虫活性+

表
C

!

菌株
VD

发酵液的杀线虫率

Y,b-3C

!

7,0,-90

;

*,03(..3*K3+0,09(+b*(01(.40*,9+VD0(+3K,0(@34

发酵时间$
@

73*K3+0,09(+09K3

杀线虫率$
\ 7,0,-90

;

*,03

#!1 CD1 !M1 D$1

OR $ C<$ L<C "<"

% $ $ C<" &<C

# $ %<$ D<" &<$

C #<" !<$ &<" %$<C

! L<$ #"<$ C!<" L$<$

L "<$ L!<D "L<" &!<L

D D<" L#<D "D<$ &!<L

" L<D LC<C "L<C &!<"

M D<$ C!<" D"<L &!<$

& D<C C#<C D"<C &C<C

%$ L<" #&<" D!<L &%<$

#<!

!

菌株
VD

产酶培养基优化的单因素试验结果

!!

菌株
VD

产酶培养基优化的单因素试验结果见

图
C

+

图
C

!

葡萄糖.明胶.蛋白胨和酵母提取物对菌株
VD

产蛋白酶活性的影响

79

`

<C

!

?..3>0(.

`

-)>(43

*

`

3-,09+

*

J

3

J

0(+3,+@

;

3,403a0*,>0(+

J

*(03,43,>09:90

;

(.40*,9+VD
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!!

由图
CB5

可知*葡萄糖质量浓度为
%

*

#

*

!

*

D

`

$

W

时*蛋白酶活性变化不明显)当葡萄糖质量浓度

为
M

`

$

W

时*蛋白酶活性最高*为
%%!<&D8

$

KW

*是

初始培养基的
%<$!

倍)当葡萄糖质量浓度大于
M

`

$

W

时*蛋白酶活性开始下降*表明葡萄糖最佳质量

浓度为
M

`

$

W

+

!!

由图
CBN

可知*明胶质量浓度为
%

*

#

*

!

`

$

W

时*

蛋白酶活性相当)当明胶质量浓度增加到
D

`

$

W

时*

蛋白酶活性上升*约为
%%L8

$

KW

)当明胶质量浓度

继续增大时*蛋白酶活性变化不明显*因此确定明胶

最佳质量浓度为
D

`

$

W

+

!!

由图
CBO

可知*蛋白胨质量浓度为
%

`

$

W

时*蛋

白酶活性明显低于初始培养基!

#

`

$

W

")当蛋白胨质

量浓度高于
#

`

$

W

时*蛋白酶活性随蛋白胨质量浓

度增加而增加)当蛋白胨质量浓度增加到
M

`

$

W

时*

蛋白酶活性最高*为
%#$<LM8

$

KW

*是初始培养基

的
%<$&

倍)当蛋白胨质量浓度超过
M

`

$

W

时*蛋白

酶活性逐渐下降*可确定明胶最佳质量浓度为
M

`

$

W

+

!!

由图
CBE

可知*蛋白酶活性随酵母提取物质量

浓度增加而增大)当酵母提取物质量浓度增加到
!

`

$

W

以上时*蛋白酶活性变化不明显*趋于稳定*约

为
%%M8

$

KW

*是初始培养基的
%<$"

倍+由此确定

酵母提取物最佳质量浓度为
!

`

$

W

+

#<L

!

菌株
VD

产酶培养基优化的正交试验

从表
!

可以看出*各因素主次顺序为
E

#

O

#

5

#

N

*即酵母提取物
#

蛋白胨
#

葡萄糖
#

明胶*最

优组合为
5

C

N

C

O

C

E

C

*即葡萄糖.明胶.蛋白胨质量浓

度均为
M

`

$

W

*酵母提取物质量浓度为
!

`

$

W

*这与

单因素试验结果基本吻合+

表
!

!

菌株
VD

产酶培养基的正交试验结果

Y,b-3!

!

F*01(

`

(+,-0340.(*3+U

;

K3

J

*(@)>9+

`

K3@9)K(.40*,9+VD

试验号

?a

J

3*9K3+0,-+)Kb3*

葡萄糖

[-)>(435

明胶

[3-,09+N

蛋白胨

X3

J

0(+3O

酵母提取物

Q3,403a0*,>0E

蛋白酶活性$!

8

0

KW

S%

"

X*(03,43,>09:90

;

% % % % % %%M<%M

# % # # # %LL<M"

C % C C C #$$<$M

! # % # C %MC<%"

L # # C % %D"<L"

D # C % # %DM<MM

" C % C # %M"<"C

M C # % C %"!<"#

& C C # % %DD<#"

N

%

!"!L%C !M&L$M !D%L"M !L#L$#

N

#

L%&LD# !&ML%D L$LLC% L%#L!M

N

C

L#ML"# LCLL#C LLLLCM LL"L&"

B L!<L& !D<%L &C<D$ %$L<&L

#<D

!

菌株
VD

发酵培养条件优化

!!

由图
!B5

可知*当
J

V

"

"<$

时*菌株
VD

蛋白

酶活性随
J

V

增加而升高)当
J

V

为
"<$

时*蛋白酶

活性最高)当
J

V

#

"<$

时*蛋白酶活性开始逐渐下

降+该结果表明
J

V

过高或过低均不利于蛋白酶的

产生*因此菌株
VD

最佳发酵培养
J

V

为
"<$

+

!!

由图
!BN

可知*发酵温度在
%L

&

#$d

时*菌株

VD

蛋白酶活性随温度增加而升高)发酵温度在
#$

d

时*蛋白酶活性最高)发酵温度超过
#$d

时*蛋白

酶活性随温度升高而下降+该结果表明菌株
VD

最

佳产酶发酵温度为
#$d

+

!!

由图
!BO

可知*随着转速的加快*菌株
VD

蛋白

酶活性呈上升趋势+转速在
#D$*

$

K9+

时*菌株
VD

蛋白酶活性达最大值+由此看出*菌株
VD

较佳产

酶转速为
#D$*

$

K9+

+

!!

由图
!BE

可知*接种
%

&

#

块直径
LKK

的菌块

时*菌株
VD

蛋白酶活性明显升高)超过
#

块菌块

时*随着接种量增大*蛋白酶活性下降+说明接种量

过大或过小均会影响蛋白酶活性*接种量过小会延

长培养时间*影响产酶速度)而接种量过大不但不能

提高产酶速度*还会引起溶氧不足*导致蛋白酶活性

降低+由此看出*菌株
VD

最佳产酶接种量为
#

块

直径
LKK

的菌块+

#<"

!

菌株
VD

产蛋白酶优化条件验证

将菌株
VD

在初始产酶培养基和发酵条件下培

养
L@

*蛋白酶活性为
D"<M!8

$

KW

)将菌株
VD

在优

化产酶培养基和优化发酵条件下培养
L@

*蛋白酶活

性为
#%D<!#8

$

KW

*比优化前提高了
#<%&

倍*表明

本试验所得最佳产酶培养基和最佳发酵条件有利于

钩丝孢属真菌
VD

分泌蛋白酶+
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图
!

!J

V

.发酵温度.转速和接种量对菌株
VD

产蛋白酶活性的影响

79

`

<!

!

?..3>0(.

J

V

*

.3*K3+0,09(+03K

J

3*,0)*3

*

*(0,034

J

33@,+@9+(>)-,09(+:(-)K3(+

J

*(03,43,>09:90

;

(.40*,9+VD

C

!

讨
!

论

多种线虫内寄生真菌如线虫钩丝孢!

G,4

@

%7D

@

%4#C+,*

'

C#""C",&

".蠕虫埃丝特霉!

F75&

2

,;&4+#D

.%",

".明尼苏达被毛孢!

G#47C5&"",+#**&7%5&*7#7

"

均具有杀线虫活性%

%DB%M

&

*而蛋白酶在真菌杀线虫方

面发挥重要作用%

%&B#%

&

*因此研究钩丝孢属真菌的杀

线虫能力及酶的作用十分必要+碳和氮是真菌生长

过程中的重要营养物质*本研究结果表明*碳和氮都

会影响菌株
VD

发酵产酶*其中氮源影响较为显著*

尤其酵母提取物对蛋白酶活性影响最大*其次是蛋

白胨+

,̂*@

等%

##

&在研究厚垣普可尼亚菌!

A%D

.1%*#,.1",+

2

/%7

@

%4#,

"时发现*碳源会影响该菌株

分泌丝氨酸蛋白酶
AOX%

)

,̂+

`

等%

#C

&研究发现*加

入氮源可使菌株的环境抗性增强*更有利于用菌株

防治线虫+

发酵培养条件对生防真菌产酶具有重要影响*

,̂+

`

等%

#!

&研究发现*少孢节丛孢菌!

)4514%H%54

2

7

%"#

'

%7

@

%4,

"产酶最适
J

V

为
M<L

)

,̂+

`

等%

#L

&研究

发现*被毛孢
F^AYB%

在碱性条件下产酶活性较

高*最适生长温度为
#$

&

C$d

)

,̂*@

等%

##

&研究发

现*碱性条件下厚垣普可尼亚菌的产酶活性更高*且

不同种属.不同菌株的最佳产酶条件有一定差异+

钩丝孢属真菌
VD

在优化产酶培养基和发酵条件下

蛋白酶活性较优化前提高了
#<%&

倍*具有较好的应

用潜力*可作为开发寄生线虫病生物防治剂的候选

菌株*但关于其侵染机制以及是否有其他物质的相

互作用*还有待进一步研究+

!

!

结
!

论

%

"筛选出
%

株钩丝孢属高产蛋白酶菌株
VD

*

该菌株发酵
L@

蛋白酶活性最高*发酵
L

&

%$@

时发

酵液的杀线虫活性较高+

#

"菌株
VD

的最佳产酶培养基成分为葡萄糖
M

`

$

W

*明胶
M

`

$

W

*蛋白胨
M

`

$

W

*酵母提取物
!

`

$

W

)

最佳发酵培养条件为
J

V"<$

.

#$d

.

#D$*

$

K9+

.接

种
#

块直径
LKK

的菌块)在此优化条件下*菌株

VD

产蛋白酶活性大幅提高+
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