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营养生态条件对蜜蜂球囊菌生长及产孢的影响 

梁 勤 陈大福 王建鼎 

(福建农林大学蜂学系 福州 350002) 

摘 要 从碳源、氮辑、维生素、矿质元素等方面研究了营养 生态杀件对密蜂球囊菌(Ascosphaera apisOlive 

Spiltoi r]生长及产孢的影响。结果表明，营养生态条件的变化对蜜蜂球囊菌的影响极大 ．apis菌丝体生长最好的碳 

掉是果糖．产孢量最高的是葡萄糖，不利用山梨糖和甘露糖；该菌优先利用有机氟源 ，不利用无机氟潭 中NaNO 、 

H NCSNH ；维生素对 A．apis产孢量有极为显著的影响，复合维生素比单一维生素能更好地促进菌丝体生长．尤其 

对产孢更为有利；矿质元素中Mg抖、P 、K 、Zn抖促进菌丝体生长 孢子的形成，Na 对菌丝体的生长有抑制作用 

关键词 蜜蜂球囊菌 营养生态 菌丝体生长 产孢 

Effects on the mycelia growth and spore-forming 0f Ascosphaera 卵  under ecological condition of nutrients 

LIANG Qin，CHEN Da—Fu．WANG JJan-Ding(Department of Apicu[ture，Fujian Agricuhure and Forestry Univer 

sity，Fuzhou 350002)，CJEA，2001，9(4)；31～ 34 

Abstract The effects on the mycelia growth and spore—forming of‘4．ap／s under ecological condition of nutrients— 

carbon and nitrogen souTse．vitamin and minera[elements ate analyzed．The results show that the fungus gro~v best 

in D-fructose，spore—forming best in D~glucose but no growth OCCUY8 in D~mannose and D-sorbose．Except NaNO2 

and H NCSNH~·the fungus give priority to utilize organic ni~ogen sources．Vitamin~have distinctive promoting ef— 

feet on the spore forming of A．apis，and the effect of mixed application of several vitamins is more efficient than 

any single one．Mg 一．P ．K and Zn can promote the spore—forming and growth of the fungus，Na constrains 

the growth of the mycelia of A．apis． 

Key words Ascosphaera apis，Ecological condition of nutrients，Myce[ia growth，Spore—forming 

自191 3年始发现蜜蜂球囊菌(Ascosphaera apis Oliv9 and Spiltoir)是蜜蜂 白垩病 (Bee chalk—brood 

disease)的病原始，就有一些专家开始着手其生物学的研究工作。尤其是2o世纪 7o年代以来白垩病逐渐蔓 

延至世界各大洲，发展成为全球性的重要蜜蜂疾病。该病白1990年进入我国以来由于缺乏有效的防治手段， 

使该疾病基本处于自然流行状态，至今已使我国损失蜜蜂约 200万群 ]。蜜蜂白垩病已引起全球养蜂者和科 

研人员的关注，并在研究病原生物学方面作了大量的工作，但对其营养生态方面的研究工作目前尚较少，且 

缺乏系统性。Carrera P．et a1．16 通过组织学观察发现，菌丝体在侵入细胞过程中遇到脂肪体、神经节或肌肉 

等成分时，并未观察到苗丝体在某种成分中生长得更旺盛。Gochnauer T．A．和 Margetts V．J．口 发现海藻 

糖、葡萄糖、半乳糖和果糖可刺激A．apis的生长~Craven和 Heath也认为其所测试的所有碳源中海藻糖、果 

糖和葡萄糖是A，apis生长的最佳碳源_】 。许多研究者认为A．apis最先侵染幼虫富含糖原的脂肪体，因而估 

计A apis能利用糖原，Gochnauer T、A、和 MargettsV．J．也证实患白垩病的幼虫干尸所含糖原比干燥的健 

康虫体少。Craven和 Heath用以糖原为碳源的液体培养基培养A．apis，且生长良好嘲。Huber发现硝酸铵、 

尿素 天冬酰胺、答氨酸、蛋氨酸、异亮氨酸、丙氨酸、缬氨酸、蛋白胨、几丁质和葡糖胺不适合 A．apis的生长， 

并由此结论A．apis生长需要复合氮源。而Maurizio则相反认为A．apis能够利用单一氮源。综上所述，除对 

碳源的研究结果较为一致外，其他研究结果皆不确定甚至互相矛盾。而维生素和矿质元素对该菌的生长及营 

养条件对产孢的影响均未见报道，现已研究证明孢子在病害侵染中的决定性作用。本研究在上述研究结果的 

基础上系统研究碳源、氮源、维生素和矿质元素等主要营养生态条件对A．apis菌丝体生长和产孢的影响，为 

深入探讨抗病机理和制定有效控制白垩病的蜂群管理策略提供理论依据，并为抗病育种寻求有效新途径。 

· 福建省自然科学基金项 目(130010015)资助 
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1 试验材料与方法 

供试材料为菌株和蜂群，供试蜜蜂球囊菌菌株于 1998年 4月从采自福建农业大学蜂学系教学实验蜂场 

感白垩病死亡的西方蜜蜂(Apis mellifera ligusttica Spinola)幼虫体中分离出，供试西方蜜蜂来自福建农业 

大学蜂学系教学实验蜂场。蜜蜂球囊菌的分离与纯化参照常规虫生真菌的分离和纯化方法_3]，孢子悬浮液的 

制备是将纯化的菌种接入PDA+酵母浸膏(5g／kg)改良培养基斜面上，待产生大量孢囊后注入少量无菌蒸 

馏水，置于 5～10℃冰箱中保持 10~15min后取出再置于 20~26℃室温下 10~30min，轻轻振荡使孢子释放 

到水中，倒入装有玻璃珠的锥形瓶中振荡并镜检，直至孢子球基本都打碎为单个孢子。基础培养液配方“ 为 

FeSO{·7H2O0．005g，MnSO{·4H2O0．001g，CaC1 20．25g，ZnSO。·7H2O0．Olg，MgSO。·7H2O1．00g， 

CuSO。·5H2O0．001g，KNO 1．00g，KH2PO‘1．00g，葡萄糖 30．00g，Na2HPO‘1．00g，天门冬氨酸 4．oog，NaC1 

0．20g，复合维生素 i0．00mg，无离子H O1000mL。碳源的影响研究参照Campbell口 等的方法进行，取蔗糖、 

果糖、乳糖、可溶性淀粉、甘露糖、甘油、麦芽糖、山梨糖、海藻糖等 9种碳源配成相应浓度的溶液，过滤灭菌后 

分别替代灭菌后基础培养液中的葡萄糖，共设 10个处理 ，对照组不含碳源}氮源的影响研究是将 KNO 

NH C1、NaNO 、H：NCSNH：、赖氨酸、天冬酰胺、精氨酸、谷氨酸、酪氨酸、半胱氨酸等 10种氮源按合成培养 

液中总N量折算，分别替代合成培养液中KNO 和天门冬氨酸，对照组不含氮源；维生素的影响研究是用硫 

胺 素(VB )、核黄素(VB。)、烟酸(VBs)、吡哆素(VB )、生物素(VB )、叶酸(VB )、钴胺素(VB，。)、抗坏血酸 

(Vc)、肌醇等 9种水溶性维生素单一等质量成分替代基础培养液中的复合维生素，不含维生素为空白对照 

培养液，其中吡哆素、叶酸、抗坏血酸、生物素及复合维生素用过滤方式灭菌}矿质元素的影响研究分别除去 

基础培养液中含 K 、P”、Na 、Ca 、Mg 、Zn”、Mn 、Fe”、Cu 的配方成分，制成缺某种矿质元素的培 

养液。培养方法各处理除特别采用过滤灭菌外，其余均用常规(121℃，30rain)高压蒸气灭菌，过滤灭菌是用 

孔径为0．22Hm的微孔滤膜过滤灭菌，灭菌后用无菌的0．1mol／LHC1和 0．1mol／LNaOH溶液调节pH值至 

6．0。将CO 气体用无菌导管导入孢子悬浮液中 10rain激活孢子，以提高孢子萌发率 ‘ 。用 5OraL三角瓶分 

别装入待测培养液 20mL并接入孢子悬浮液 lmL，放入温控振荡器中于 32土0．5℃下80~90r／min振荡培 

养 10cl。各处理均设 10个重复。产孢量统计，待培养结束时向三角瓶中放入无菌玻璃珠充分振荡，使孢囊均 

匀分布于培养液中，取该培养液lmL注入组织匀浆器中缓慢研磨，使孢子球基本都散裂为单个孢子，稀释至 

1o倍后振荡，用血球计数板计数，并换算成每 mL原培养液中孢子数量。每瓶培养液重复计数 3次取平均 

值，取出的培养液回收原瓶。将各瓶培养液分别离心(8000r／min)，去上清液后将沉淀加蒸馏水洗涤再离 5-， 

反复洗涤 3次后置于 60℃下烘干至恒重 ，称取亩丝体(含孢 衰1 碳潦对童蜂球一一的髟响 

子)干物质量。 Tab．1础雠∞ 州 正咖 删嘣 

2 结果与分析 C arbo a ~sEM-／y ／。-J -puI． 

2·1 碟源对蜜蜂球囊菌的髟晌 — 面 — ==■— ——= —— L  
测定了葡萄糖、果糖、乳糖、蔗糖、可溶性淀粉、甘露糖、甘 誓 一 一 

油、麦芽糖、山梨糖、海藻糖等i0种碳源，除山梨糖、甘露糖不羞 t _ · 
能生长外，其余均能生长。单就产孢的影响而言，以葡萄糖作 Lact。s三e ”” ““。 · ” 
碳源有利于产孢，其产孢量显著高于海藻糖(0．01<P< ~ u性cro磊se 41,511。- ” 。 
。．o5)，极显著高于其余碳源(P<o．01)。从菌丝体生长分析。： 。” ” 

看，果糖对菌丝体生长促进作用显著高于葡萄糖；以海藻糖、D -M⋯an n§ose 。 一 。 一 
蔗糖和麦芽糖作碳源的菌丝体干物质量与葡萄糖相比差异并 。 ” 。 。 “ “ 

不显著(P>。．05)，而以乳糖为碳源的菌丝体干物质量显著 基 。。 。 。 

霉 0㈣“ ⋯ 0⋯0—89 1)。以山梨糖、甘露糖为碳源以及空白对照组(即无碳源)处理 e ～⋯⋯⋯ ’⋯ 
中，至培养结束肉眼均未见有菌丝体产生。通过镜检发现，仅 ! ! 二 
部分接种孢子产生萌发管。 与膏暂糖比较P一0-o5 **P—o．01。 

2．2 掘豫对蜜蜂球囊菌的髟leJ 

在所测定的 10种氮源中除 NaNO。、H：NCSNH：外 ，其余均能促进 A．apis的生长，无氮源菌丝体不生 

长，比较对产孢的影响，赖氨酸和精氨酸的促进作用极显著高于KNo ，谷氨酸也显著高于KNo ；其余氮源 
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除半胱氨酸显著低于 KNO。外 ，均与KNO。无显著差异。对 衰2 氮番对蜜蜂球■售的影响 

菌丝体生长影响的差异分析表明，仅赖氨酸显著高于KNO3， ! I竺!竺：!竺 竺 ! !! 。 ：竺竺竺!竺!! 
而酪氨酸和半胱氨酸分别显著和极显著低于KNO；，其他与 愚。 产 。It -口uI~PAL 苗Dr y悻m=Fyce翱li 等 
KNO。差异不显著(见表 2) 在影响菌丝生长的氮源NaNO — 竺—— -_—— L—— 一— L— 

H NCSNH 和无氮源的对照处理中，镜检发现孢子仅产生萌 N cl 38．134 0 281 62 079 0．208 

发管。试验培养 -2程中可发现以KNO 和NH．Cl为氮源的孢 。哩 0 0 

子比以氨基酸为氮源的孢子晚2～3d产生菌丝体，这说明有 萎兰 。 ” ” 
机氮能更好地促进蜜蜂球囊菌的生长。 亡避  。 。 。 “ 
2．3维生素对蜜蜂球囊苗的彩晌 釜 ∞ 67 87 58 帅 
不含维生素的空白对照组其产孢量显著低于抗坏血酸，【=X茗 0 3’679 6 401 950 

均极显著低于其他含维生素处理；菌丝体干物质量极显著低 菇【 tcid 。’973 121 64．499 005 

于复合维生素，显著低于肌醇和生物素，与其他含维生素处理 33．050 · 82 4 224 -079 

差异不显著。复合维生素处理产孢量显著高于生物素和VB ， mm“l 0 — 0 

极显著高于其他各维生素处理；菌丝体干物质量除极显著高 *与KNO 比较P一0m； P=0．01。 

于空白对照组外，均显著高于其他处理组(见表 3)。试验结果表明，维生素对 A．apis产孢量的影响极为显 

衰3 维生素对蜜蜂球■售的影响* 著，但对菌丝体生长的影响并不大。复合维 

与对j嗫比较为 ，与复合雏生毒比轼为b(表中敦值-为P=O．O5， P=O．O1) 

生素比单一维生素能更好地促进苗丝体生 

长，尤其对孢子的产生更为有利。 

2．4 矿质元素对蜜蜂球囊苗的彩晌 

由表4可知，培养液中缺Mg”和 P 

使产孢量极显著降低，缺 K 和 zn 产孢 

量显著降低，但缺其他各元素对产孢无显 

著影响；Mg“和Na 对菌丝体干物质量均 

有极显著影响，缺 Mg 极显著降低菌丝 

体干物质量，而缺Na 则极显著增加菌丝 

体干物质量；缺 zn”、K 、P 使菌丝体生 

长明显降低，而对其他处理则影响不大 试 

验结果表明，Mg 对 A．apis苗丝体生长 

和孢子形成有极显著的促进作用，P”、 

K 、Zn”也有显著促进作用。缺 Na时菌 

丝体生长优于合成培养基，这说明高浓度 

的Na+不利于菌墼体生长，但耐产孢量影响不大a 衰4 矿质元素对蜜蜂球囊曹的影响 

3 小结与讨论 Ttk~,珏 饥 叩 咖耐 州h 止呐u出蛳 恤哪『d删 

研究结果表明，营养生态条件的变化对蜜蜂球囊菌的影 錾 帮 产 ／T万 嚣 兰要苎 响极大
，碳源、氮源、维生素、矿质元素对菌丝生长与产孢有不 !! !塑 竺 

． 一

⋯
一  

一

W l 

同的作用。A．apis能利用单一氮源生长及产孢，更喜有机氨 。；： ；； ；：：器： i；：；器 灌： 
源。维生素对 ．̂apis产孢量有极为显著的影响，但对菌丝体 cN a + ： ：。0。3 ：?： 24 

．

~

。

39 ” 

生长的影响并不大 复合维生素比单一维生素能更好地促进 Mz g t~ 3．
． 。

1 2 4． 09

5。3* 嚣 ：； ：；器： 
菌丝体生长，尤其对孢子的产生更为有利 不同的矿质元素对 ； 器 ；：：0 置 6 ； ．46 
菌丝生长及产孢有不同的作用，养蜂生产实践中饲喂适量的台盏譬 基 ： ”。 
食盐对控制蜜蜂白垩病有一定的效果，本研究结果表明Na+ 里竺 一 二 =：： 
能抑制A apis菌墼体生长的结果是可以解释这一效果。菌丝 与台城培养基比较P=0．05；“ 。01． 

体虽有可能直接侵染蜜蜂幼虫，但白垩病主要依靠孢子进行传播，产孢量对于该病的发生、发展至关重要，故 

衡量A·apis生长的营养生态条件不能仅根据其菌丝体的生长情况判断，而产孢量应为更重要的指标。目前 

对自垩病尚无特效的治疗药物，且药物施用后的残留对蜂产品有很大影响，因此抗病育种将成为未来解决这 
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一
蜜蜂顽疾的主要对策。由于过去的研究仅囿于蜜蜂的生物学特性单一方面，目前这方面研究尚无大的进 

展．笔者认为既然 A．apis是一种蜜蜂幼虫的专性病原物，就应从病原物的生物学特性和营养生态需求上寻 

找突破口，利用或改变蜜蜂的生物学特性及改变蜜蜂体内的营养生态环境进行抗病选育种，以破坏 A·apis 

在蜂群中的生态位．达到蜂群抗病的目的。 
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“2001年生态农业与可持续发展”国际研讨会在北京召开 

为总结与交流国内外生态农业建设的成就和经验，研讨 21世纪生态农业发展战略与技术，加强国际交 

流合作，由农业部和国家计委、财政部、科技部、水利部、国际环境保护总局、国家林业局于2001年 l1月 6～ 

8日联合主办在北京召开了“2001年生态农业与可持续发展”国际研讨会，会议的主题为“生态农业与可持续 

发展一，共有来自联合国粮农组织、世界粮食计划署、世界银行、亚洲开发银行等国际组织及中国、加拿大、瑞 

士、德国、法国、印度、奥地利、罗马尼亚等 15个国家的专家学者、政府官员和企业家 EO0多名代表参加了会 

议，收到学术论文 100多篇。与会者深入广泛地研讨与交流了生态农业理论与发展战略，包括国内外生态农 

业概念、理论比较，生态农业发展战略(目标、技术、管理)，各国生态农业建设现状、成就、问题、对策与展望， 

生态农业和生态消费与人类健康；生态农业技术体系与生态工程模式，包括生态农业技术体系，生态农业典 

型工程模式，生态型农业生产资料及其安全实用，生态农业科技园区建设理论、方法和模式；生态农业产业化 

发展，包括生态农业与生态食品(无公害食品、绿色食品和有机食品)，生态型企业发展模式与市场营销，生态 

农业产业化发展模式与途径 ，生态类食品标准、检查、认证和管理，生态农业(产品)与网络经济，生态农业补 

偿理论与政策；区域生态农业，包括生态农业与中国西部大开发，生态农业与区域农业产业结构调整，不同类 

型区域生态农业发展，生态农业县发展的理论、途径及模式}生态农业与国际贸易，包括中国生态农业(产业) 

与国际接轨的途径，生态农业(产业)与国际贸易中的绿色技术壁垒，生态产品标准与国际准入，生态农业与 

全球经挤一体化等，一致高度评价了中国生态农业建设的经验与成就，尤其是中国生态农业县建设的经验， 
一 致认为尽管各国生态农业的名称和模式不同，但追求的目标是一致的，认识到全球一体化、经济一体化对 

农业生态环境带来的压力，尤其是加入世界贸易组织对各国农业所带来的挑战和机遇以及生态农业建设对 

促进国民经济可持续发展的重要性，特别强调了保持生态农业系统多样性的极端重要性。为了加强发达国家 

与发展中国家之间、发展中国家之间生态农业建设的交流与合作，与会全体代表共拟发表了倡议书，一致呼 

吁全世界致力于生态农业发展的研究者和建设者们密切合作，积极地推进生态农业建设伟大事业健康发展， 

以促进全球生态农业的可持续发展。会议由中国农学会和北京国宗投资有限公司承办，中国农业生态环境保 

护协会、联合国粮农组织、联合国发展计划署、世界银行和世界粮食计划署协办，会议收到了预期的目的。 

(邹瑞苍 中国农学会 北京 100026) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 
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