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莱氏野村菌（Ｎｏｍｕｒａｅａｒｉｌｅｙｉ）固液双相发酵配方研究
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摘　要：莱氏野村菌（Ｎｏｍｕｒａｅａｒｉｌｅｙｉ）通过基础培养基基质、碳、氮、维生素筛选，玉米（５０ｇ）、葡萄糖（１．５ｇ）、水解
酪蛋白（１．５ｇ）、抗坏血酸（０．５ｍｇ）、水５０ｍＬ为最佳固体培养基质（培养１０ｄ），产孢量达４．７８×１０１０ｃｆｕ·ｍＬ－１。
以ＳＭＹ为液体培养基质，莱氏野村菌最适发酵条件：１．０×１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１接种浓度，２５℃、ｐＨ＝６、全天光照、１８０ｒ·
ｍｉｎ－１振荡培养７ｄ，菌丝干重为６９０．２ｍｇ。固体发酵为复合粉炮生产提供基础配方，液体发酵缩短时间后可作为
固体培养生产莱氏野村菌菌粉的二级种子，发酵产品为杜仲梦尼夜蛾粉炮防治重要生物制剂。
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　　莱氏野村菌 Ｎｏｍｕｒａｅａｒｉｌｅｙｉ（Ｆａｒｌｏｗ）Ｓａｍｓｏｎｎ
于１８８３年被首次报道，Ｆａｒｌｏｗ研究了该菌并依照其
孢子梗形态命名，称其为莱氏葡萄孢（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｒｉｌｅｙｉ
Ｆａｒｌｏｗ）［１，２］。１９７４年Ｋｉｓｈ等［３］人正式对其命名为

莱氏野村菌（Ｎｏｍｕｒａｅａｒｉｌｅｙｉ），并将其作为野村菌属
的模式种，得到人们的普遍认可而沿用至今。莱氏

野村菌侵入寄主昆虫的病理过程包括：寄主识别、机

械破坏、营养竞争、代谢干扰、毒素分泌及寄主组织

结构破坏等几个部分，是一个非常复杂的双向生理

生化过程［４］。该菌曾在人工条件下成功引起大豆

田夜蛾流行病，在国外已经广泛应用于田间夜蛾科

害虫的防治［５，６］。陆续又有将莱氏野村菌用于高粱



棉铃虫［７，８］、苜蓿绿夜蛾［９］等的防治。我国在１９９６
年首次报道使用莱氏野村菌孢子悬浮液在田间控制

棉铃虫，虫口密度显著下降［１０］。

国外的发酵工艺多采用液体深层发酵，我国除

液体发酵之外，还探索出一套通过固体浅层发酵方

式进行大规模开放式生产的工艺［１１］。通过发酵技

术研究各类微生物产物的发酵规律并加以利用，改

进工艺水平并提高生产效率，大幅提升生物农药的

产量、质量将不再是难题。发酵参数对微生物菌丝

生长量和产孢量都有极大影响，大多数虫生真菌在

２５℃［１２］下生长最好，菌丝生长量和分生孢子产量最

高的ｐＨ与自然 ｐＨ相近［１３］，培养基中碳氮源种类

的选择可以显著促进虫生真菌微循环产孢［１４］，孔琼

等［１５］研究维生素在莱氏野村菌生长中的作用，发现

对其菌落产孢有明显的促进作用的维生素有生物

素、烟酸和抗坏血酸３种。国内关于杜仲梦尼夜蛾
取食杜仲叶片导致经济林损失惨重的报道屡见不

鲜，但有效的无公害防治方法尚少。前期试验证明，

莱氏野村菌对杜仲梦尼夜蛾有明显控制作用，因此，

相关发酵条件优化为该菌投入生产提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试菌株：莱氏野村菌（Ｎｏｍｕｒａｅａｒｉｌｅｙｉ）由四

川农业大学林学院森林保护实验室提供，分离于大

邑县杜仲种植基地罹病的梦尼夜蛾虫尸。

培养基质：高粱、大米、大豆、玉米、小麦、各种

碳、氮源、ＳＭＹ培养基（麦芽糖 ４％，蛋白胨 １％，酵
母粉 １％）。

仪器与设备：高压灭菌锅、超净工作台、振荡培

养箱、恒温培养箱、电子天平、血球计数板。

菌种活化：采用ＰＰＤＡ培养基（１ＬＰＤＡ中添加
蛋白胨１０ｇ）进行扩繁。２５℃下培养１０ｄ，备用。

菌悬液的制备：用灭菌的０．０５％Ｔｗｅｅｎ８０洗脱
ＰＰＤＡ斜面上生长的分生孢子，将洗脱液置于漩涡
振荡器内充分振荡均匀，经血球计数板测定孢子浓

度。

１．２　莱氏野村菌的固体发酵培养
１．２．１　基础培养基质筛选

为探索适宜生产莱氏野村菌分生孢子的培养基

及培养条件，在前人的研究基础上，利用单因素试验

对大豆、小麦、高粱、大米等材料进行筛选，并优化发

酵条件。

高粱、大米、大豆、玉米、小麦各取 ５０ｇ，加 ５０
ｍＬ水分别煮沸，湿度为手握基质时掌心有水印而无
水滴出，用三角瓶分装。高压灭菌后接种上述液体

发酵孢子悬浮液，接种３．６３×１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１的孢子
悬浮液２０ｍＬ，置于２５℃下光照培养１０ｄ后取出，
计算其孢子含量。每个基质设置５个重复。
１．２．２　不同碳源对莱氏野村菌生长的影响

在上述试验筛选出的最佳培养基质（５０ｇ）中分
别添加１５ｇ（５０ｍＬ溶解）的葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、
果糖、木糖、甘露醇和可溶性淀粉，配制成含不同碳

源的培养基，以无碳源的基础培养基为对照，配制成

含不同碳源的培养基，研究不同碳源对莱氏野村菌

生长的影响，接种３．６３×１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１的孢子悬浮
液２０ｍＬ，之后置于２５℃下光照培养１０ｄ后取出，
计算其孢子含量。每组试验重复５次，试验结果为
５次重复的平均值。
１．２．３　不同氮源对莱氏野村菌生长的影响

在上述试验筛选出的最佳培养基质（５０ｇ）中分
别添加 １５ｇ（５０ｍＬ溶解）的酵母浸粉、尿素、牛肉
蛋白胨、硝酸钠、硝酸钾、水解酪蛋白、胰蛋白胨和硝

酸铵，将他们作为生长所需的氮源，以无氮源的基础

培养基为对照，配制成含不同氮源的培养基，研究不

同氮源对莱氏野村菌生长的影响，接种３６３×１０８

ｃｆｕ·ｍＬ－１的孢子悬浮液２０ｍＬ，之后置于２５℃下光
照培养１０ｄ后取出，计算其孢子含量。每组试验重
复５次，试验结果为５次重复的平均值。
１．２．４　不同维生素对莱氏野村菌生长的影响

在上述试验筛选出的最佳培养基质（５０ｇ）中，
分别加入０５ｍｇ（５０ｍＬ溶解）的抗坏血酸、硫胺
素、吡哆醇、核黄素、生物素，以不加任何维生素的基

础培养基作为对照，配制成含不同维生素的培养基，

研究不同维生素对莱氏野村菌生长的影响，接种

３６３×１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１的孢子悬浮液２０ｍＬ，之后置
于２５℃下光照培养１０ｄ后取出，计算其孢子含量。
每组试验重复５次，试验结果为５次重复的平均值。

单因素试验选出的最适因子进行配比同上述试

验条件测定其产孢量。

１．３　莱氏野村菌的液体发酵参数筛选
１．３．１　ｐＨ对菌丝干重的影响

将配备好的 ＳＭＹ培养基各 １５０ｍＬ放在 ２５０
ｍＬ的三角瓶中，高压灭菌后用 ＮａＯＨ和 ＨＣＬ将
ＳＭＹ液体培养基的 ｐＨ分别调至４、５、６、７、８、９、１０，
之后分别接种１ｍＬ菌悬液，接种浓度为１．０×ｌ０７

ｃｆｕ·ｍＬ－１，放在培养温度为２８℃的震荡培养箱里
摇床转速为１８０ｒ·ｍｉｎ－１每个处理３个重复。７ｄ
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后，将培养好的发酵液过滤，把过滤后的菌丝放在

６０℃的烘箱里烘干２ｈ后称取菌丝干重。
１．３．２　接种浓度对菌丝干重的影响

将配备好的 ＳＭＹ培养基各 １５０ｍＬ放在 ２５０
ｍＬ的三角瓶中，高压灭菌后分别接种１ｍＬ的菌悬
液，接种浓度分别为１．０×１０５、１．０×１０６、１．０×１０７、
１．０×１０８ｌ、１．０×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１。放在培养温度为
２８℃摇床转速为 １８０ｒ·ｍｉｎ－１的振荡培养箱里培
养，培养基 ｐＨ值为自然，每个处理３个重复。７ｄ
后测处理后的菌丝干重。

１．３．３　摇床转速对菌丝干重的影响
将配备好的 ＳＭＹ培养基各 １５０ｍＬ放在 ２５０

ｍＬ的三角瓶中，接种１ｍＬ的菌悬液。接种浓度为
１．０×１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１，转速设置分别为６０ｒ·ｍｉｎ－１、
１００ｒ·ｍｉｎ－１、１４０ｒ·ｍｉｎ－１、１８０ｒ·ｍｉｎ－１、２２０ｒ·
ｍｉｎ－１，放在培养温度为２８℃的振荡培养基里培养，
培养基ｐＨ值为自然。每个处理３个重复，７ｄ后测
处理后的菌丝干重。

１．３．４　温度对菌丝干重的影响
将配备好的 ＳＭＹ培养基各 １５０ｍＬ放在 ２５０

ｍＬ的三角瓶中，高压灭菌后，分别接种１ｍＬ的菌悬
液，接种浓度为１０×１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１，振荡培养箱温
度分别设置为１０℃、１５℃、２０℃、２５℃、３０℃，培养基
ｐＨ值为自然，光照时间为１２Ｌ／１２Ｄ，每个处理３个
重复，７ｄ后测发酵液的菌丝干重。
１．３．５　光照对菌丝干重的影响

将配备好的 ＳＭＹ培养基各 １５０ｍＬ放在 ２５０
ｍＬ的三角瓶中，高压灭菌后，分别接种１ｍＬ的菌悬
液，接种浓度为１０×１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１，振荡培养箱培
养温度为２８℃，光照条件设置为０Ｌ（光照）：２４Ｄ（黑
暗）、６Ｌ：１８Ｄ、１２Ｌ：１２Ｄ、１８Ｌ：６Ｄ、２４Ｌ：０Ｄ，每个处理
３个重复，７ｄ后测发酵液的菌丝干重。

单因素试验选出的最佳条件进行配比在 ＳＭＹ
培养基上测定其菌丝干重。

１．４　数据分析
固体发酵采用血球计数板对孢子进行计数，液

体发酵称取菌丝干重，将所获得数据采用 ＳＰＳＳ１７．０
软件进行数据分析检验差异显著性，ＥＸＣＥＬ软件为
辅助统计分析，用Ｄｕｎｃａｎ进行单因素方差分析。

２　结果与分析

２．１　固体发酵配方优化
２．１．１　不同固体基质对莱氏野村菌产孢量的影响

产孢量结果表明，以玉米作为固体基质产孢量

最大，达到（１６４０±２７６）×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１，大米和
高粱次之，大豆最低，除玉米外，其余基质产孢量差

异不显著。玉米与其他基质间差异均达显著水平

（Ｐ＜００５）（表１），综合比较五种固体基质对莱氏
野村菌产孢量的影响，选择玉米作为固体基质进一

步研究。

表１不同固体基质培养莱氏野村菌的产孢量

固体基质 产孢量（×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１）
玉米 １６．４０±２．７６ａ
大米 ７．９９±４．１１ｂ
高粱 ６．２９±６．３２ｂ
麦麸 ３．９４±２．０３ｂ
大豆 ２．３１±０．５０ｂ

注：表中数据为平均数±ＳＤ，同列中不同字母表示差异显著（ＬＳＤ，Ｐ
＜０．０５）。

２．１．２　不同碳源对莱氏野村菌产孢量的影响
比较供试的几种碳源对菌落产孢量的影响（表

２），以葡萄糖为碳源的产孢量最大，达（１７６０±
１６５）×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１；与其他糖类差异显著（Ｐ＜
００５）；其次是麦芽糖，产孢量为（１２４７±０５０）×
１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１。余下几个碳源种类，蔗糖、果糖、可
溶性淀粉、甘露醇、木糖与对照组差异不显著，其中

可溶性淀粉、甘露醇、木糖相较于对照组，产孢量较

低。

表２　不同碳源固体培养基培养莱氏野村菌的产孢量

Ｃ源 产孢量（×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１）
葡萄糖 １７．６０±１．６５ａ
麦芽糖 １２．４７±０．５０ｂ
蔗糖 １１．７３±５．５０ｂｃ
果糖 １１．４７±３．６７ｂｃ

无添加（对照） ８．２３±０．０６ｂｃ
可溶性淀粉 ８．０４±０．３４ｂｃ
甘露醇 ７．９３±２．６６ｃ
木糖 ６．９５±０．３０ｃ

注：表中数据为平均数±ＳＤ，同列中不同字母表示差异显著（ＬＳＤ，Ｐ
＜０．０５）。

２．１．３　不同氮源对莱氏野村菌产孢量的影响
氮源对于莱氏野村菌的固体发酵培养产孢影响

表明（表３），与对照组相比，水解酪蛋白和胰蛋白胨
对菌株的产胞有明显的促进作用，产孢量以水解酪

蛋白最大，达（３６９７±０４７）×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１，胰蛋
白胨次之，达（３５１７±０９５）×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１，两者
差异并不显著，且均与其他氮源差异性显著（Ｐ＜
００５），余下氮源中，以硝酸钠、牛肉膏蛋白胨、酵母
浸粉、硝酸铵与对照组无显著差异；硝酸钾与脲产孢

量较对照组较差，有一定抑制作用，其中氮源为脲的

固体培养基上，始终未见菌落形成。
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　　表３　不同氮源固体基质培养莱氏野村菌的产孢量
Ｎ源 产孢量（×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１）

水解酪蛋白 ３６．９７±０．４７ａ
胰蛋白胨 ３５．１７±０．９５ａ

无添加（对照） １４．１３±５．６１ｂ
硝酸钠 １３．８０±２．５９ｂ

牛肉膏蛋白胨 １３．７７±２．０５ｂ
酵母浸粉 １２．９０±２．７５ｂｃ
硝酸铵 １１．３７±２．５５ｂｃ
硝酸钾 ７．９９±５．３９ｃ
脲 ０．００±０．００ｄ

注：表中数据为平均数±ＳＤ，同列中不同字母表示差异显著（ＬＳＤ，Ｐ
＜０．０５）。

２．１．４　不同维生素对莱氏野村菌产孢量的影响
实验结果（表４）显示，在培养基中分别添加６

种维生素，对莱氏野村菌的产孢量，除了硫胺素对该

菌的产孢有一定抑制作用外，其余维生素都对其有

一定的促进作用，其中，以抗坏血酸对其促进作用最

大，产孢量达（１１２９±５６８）×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１，但与
对照组无显著差异。

表４　不同维生素固体基质培养莱氏野村菌的产孢量

维生素 产孢量（×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１）
抗坏血酸 １１．２９±５．６８ａ
核黄素 １１．１５±２．６４ａ
吡哆醇 １１．０７±２．９８ａ
生物素 １０．５２±３．５５ａ

无添加（对照） ８．３８±０．１４ａ
硫胺素 ６．７２±２．１３ａ

注：表中数据为平均数±ＳＤ，同列中不同字母表示差异显著（ＬＳＤ，Ｐ
＜０．０５）。

由此可见，玉米（５０ｇ）、葡萄糖（１５ｇ）、水解酪
蛋白（１５ｇ）、抗坏血酸（０５ｍｇ）、水５０ｍＬ为最佳
固体培养基质（培养１０ｄ），产孢量达４７８×１０１０ｃｆｕ
·ｍＬ－１。
２．２　液体发酵参数优化
２．２．１　接种浓度对菌丝干重的影响

从表５可以看出接种的菌株悬液浓度在１０×
１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１时能够得到最多的菌丝干重，但是与
浓度１０×１０７与１．０×１０９得到的菌丝干重没有显
著性差异，故后续选择浓度为１０×１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１

为最佳接种浓度继续后续研究。

表５ 接种浓度对菌丝干重的影响

接种浓度（ｃｆｕ·ｍＬ－１） 菌丝干重（ｍｇ）
１．０×１０５ ３２６．５±２３．５Ｂｂ
１．０×１０６ ３４１．８±２６．２Ｂｂ
１．０×１０７ ４８４．８±２０．５ＡＢｂ
１．０×１０８ ５３８．４±１９．３Ａａ
１．０×１０９ ４５２．３±１３．８Ａａ

注：经Ｄｕｎｃａｎ多重比较，不同的大写字母代表在 Ｐ＜００１水平差异
极显著；不同的小写字母代表在Ｐ＜００５水平差异显著。

２．２．２　ｐＨ对菌丝干重的影响
从表６可以看出，ｐＨ对莱氏野村菌液体发酵菌

丝干重影响很大，当 ｐＨ＝６时得到菌丝干重最大。
ｐＨ５和 ｐＨ７时菌丝的干重差别不大，但是与前者
差异显著，ｐＨ＝４和９、１０差异明显，由此可以看出，
适合菌种生长的ｐＨ在５～７之间，最佳的ｐＨ值为６。

表６ ｐＨ对菌丝干重的影响

ｐＨ值 菌丝干重（ｍｇ）
４ ３０．２±１９．３Ａａｂ
５ ４７４．３±３．５ＣＤｃｄ
６ ５７７．０±１５．４Ｄｄ
７ ４５４．０±１５．７ＣＤｄ
８ ４０６．９±３０．６ＢＣｄ
９ ２７２．５±３２．７ＡＢｃ
１０ １９２．４±２０．３Ａｂｃ

注：经Ｄｕｎｃａｎ多重比较，不同的大写字母代表在 Ｐ＜００１水平差异
极显著；不同的小写字母代表在Ｐ＜００５水平差异显著。

２．２．３　摇床转速对菌丝干重的影响
摇床转速可影响液体菌种在发酵过程中氧气的

供给。表７可以看出转速对该菌株的产孢有明显影
响，在低转速（６０ｒ·ｍｉｎ－１）时候菌丝生长比较缓
慢，摇床在１８０ｒ·ｍｉｎ－１时菌丝的产量最高，供氧量
适宜。

表７ 摇床转速对菌丝干重的影响

转速（ｒ·ｍｉｎ－１） 菌丝干重（ｍｇ）
６０ １０５．４±３．８　Ａａ
１００ ２４３．８±９．３　Ｂｂ
１４０ ４０６．０±２．５　Ｃｃ
１８０ ５４０，２±４０．７　Ｄｅ
２２０ ４０３．６±１０．２　Ｃｄ

注：经Ｄｕｎｃａｎ多重比较，不同的大写字母代表在 Ｐ＜００１水平差异
极显著；不同的小写字母代表在Ｐ＜００５水平差异显著。

２．２．４　温度对菌丝干重的影响
温度是研究虫生真菌生长的重要因素之一。在

不同的温度条件下，菌株在液体发酵中菌丝干重情

况不同。从表８可以看出，菌株在１０－３０℃，温度过
低或者过高，菌株的产孢有着明显的不同。２５℃能
得到菌丝干重最大，３０℃时得到的菌丝干重最低，
１０℃明显没有菌丝产生，说明了温度是影响菌株液
体发酵的很重要条件。

表８ 温度对菌丝干重的影响

温度（℃） 菌丝干重（ｍｇ）
１０ —

１５ ２０５．０±１２．８Ｂｂ
２０ ４８４．６±２．３Ｃｃ
２５ ５８５．３±１１．８Ｄｄ
３０ ６３．４±１０．２Ａａ

注：经Ｄｕｎｃａｎ多重比较，不同的大写字母代表在 Ｐ＜００１水平差异
极显著；不同的小写字母代表在Ｐ＜００５水平差异显著。
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２．２．５　光照对菌株菌丝干重的影响
表９可以看出２４Ｄ时菌丝干重最少，２４Ｌ有较

多的干物质积累，说明连续的光照促进菌丝生长。

表９ 光照对菌丝干重的影响

光照 菌丝干重（ｍｇ）
０Ｌ：２４Ｄ １１８．０±２．９　Ａａ
６Ｌ：１８Ｄ ３０５．．６±２２．７　Ｂｂ
１２Ｌ：１２Ｄ ３３５．４±８．７　Ｃｃ
１８Ｌ：６Ｄ ４９５．８±１７．８　Ｃｃ
２４Ｌ：０Ｄ ５７８．９±１７．３　Ｄｄ

注：经Ｄｕｎｃａｎ多重比较，不同的大写字母代表在 Ｐ＜０．０１水平差异
极显著；不同的小写字母代表在Ｐ＜００５水平差异显著。

综上，ＳＭＹ培养基最适发酵条件：１．０×１０８ｃｆｕ
·ｍＬ－１接种浓度，２５℃、ｐＨ＝６、全光照、１８０ｒ·
ｍｉｎ－１振荡培养７ｄ，菌丝干重为６９０２ｍｇ。

３　结论与讨论

固体发酵配方优化试验结果表明：不同的固体

培养基质以及不同营养种类对莱氏野村菌的产孢量

影响明显。玉米为菌产孢的最佳固体培养基基质，

与他人研究结果为大豆最好不同，可能与大豆的煮

沸程度，豆子的种类等有关［１６］；玉米粒来源广、价格

相对便宜，是一种适于莱氏野村菌固体发酵的基质，

但培养时间过长，工艺还有待提高。葡萄糖为该菌

产孢的最佳碳源，其菌落产孢量最高；水解酪蛋白和

胰蛋白胨为莱氏野村菌产孢的最佳氮源，所选维生

素中，对莱氏野村菌产孢无显著影响，其中硫胺素较

对照组产孢量偏低，有一定抑制作用。固体发酵为

复合粉炮生产提供基础配方。

液体发酵参数试验结果表明：莱氏野村菌菌株

在ＳＭＹ培养基中，ｐＨ＝６为菌丝生长的最适宜ｐＨ，
振荡箱的转速在１８０ｒ·ｍｉｎ－１时，融氧适宜，培养温
度在２５℃，光照设置为全天光照能促进菌丝干物质
积累；在实际生产发酵中，接种菌悬液的浓度可控制

在１．０×１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１左右。液体发酵主要采取先
发酵生产后提取回收产物的工艺，在回收时采用离

心浓缩等方式容易导致大量有效成分随滤液遗弃，

提取物毒力水平有所降低，只能通过深层发酵提高

质量，相应又延长了发酵时间，降低了发酵效率［１７］。

此外，我国目前的干燥设备较落后，回收效率及回收

质量都不理想。想要打破这种恶性循环，还有待进

一步优化发酵参数，或开发新设备辅助提高液体发

酵的效率。结合来看，本研究液体发酵缩短时间后

可作为固体培养生产莱氏野村菌菌粉的二级种子。
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