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     木霉属[Trichoderma(Pers.) Fr.]属半知菌亚门、丝孢纲、丝孢目、粘孢菌类，由于其产生纤维素酶(特别是T. reesei Simmons)[1,2,3]及其它水解酶[4~8]和抗生素[9,10]而具有经济重要性；有些木霉被用作生防因子[11~14]；哈茨木霉是蘑菇病害病原物的重要拮抗菌[15~17]。
           
     1．木霉属真菌的分类研究简史与现状
           
     1794年Person首先建立木霉属，最初包括的4个种仅有1个种(T. viride)延用至今。Harz于1871年第一个把木霉从轮枝霉Verticillium中划分出来。1902年Oudemans和Koning在土壤中分离到几种木霉，并以他们的名字命名了康氏木霉Trichodermakoning Oudem[18, 19]。以后，木霉的报道日益增多，成为土壤微生物研究的重要类群。1926年Abbott认为木霉属包括4个种[18,19]。1939年，Bisby提出不同木霉之间的形态差异是由培养条件的变化造成的，所有孢子为绿色的木霉都是同一种，即绿色木霉。他还肯定了绿色木霉与红棕肉座菌Hypocrearufa (Pers.) Fr.之间在遗传学上的关系[20]。1939-1970年大部分工作者赞同Bisby的这一观点[18]。可是1957年Dingley报道肉座菌的分生孢子阶段都是不同的木霉；Webster和Lomas(1964)认为Wendling和Emerson(1936)报道产生胶霉毒素(Gliotoxin)、Brian(1944)及Brian和McGowan (1945)报道的产生胶霉素和绿色木霉素(Viridin)的绿色木霉实际上是绿粘帚霉(Gliocladiumvirens)(有性阶段为H.gelatinosa)[18]。Webster(1964)以及Rifai与Webster(1966)通过严格的实验手段证实了红棕肉座菌等5种肉座菌的分生孢子阶段是完全不同的、有明显区别的木霉[19,21]。1969年，英联邦真菌研究所Rifai发表了长篇论著《木霉属的订正》，系统阐述了木霉种类鉴别的依据和9种不同形态的木霉及它们的培养特征，但Rafai仍不能为每个种划定明确的界限[22,23]。DoiN.和Doi, Y. 1979年提出已知木霉的有性阶段与子囊菌纲Hypocrea, PodostromaKarst和Sarawakus密切相关[24]。Bissett (1984,1991)将Rifai的集合种分为3个组(sects): Longibrachiatum, Pachybasium和Trichoderma，并重新认识了Doi等在1987年[25]提出的Sect. Saturnisporum Doi, 增加了Sect. Hypocreanum Bissett。由于缺乏明确稳定的形态学特征，仅依据形态区分木霉种分类仍然存在许多问题，形态研究的结果还难以合理地订证该属[11,23,26]。直至今日，其分类仍不稳定。
           
     90年代初，木霉分类的研究进入分子水平。英国贝尔法氏女皇大学动植物保护生物工程中心1992年开始用DNA确定木霉种类[9]。许多学者正在试图利用分子生物学方法研究该属的分类，包括DNA-印迹、PCR-印迹、同工酶分析、ITS序列分析、RAPD和核型电泳等[27~33]。Guadet等人(1989)、Rehner和Samuels(1994,1995)证明了DNA序列在基因水平上分析Hypocreales有性－无性态相互关系中的作用[34~36]。Kuhls等(1996)将rDNA序列分析与PCR－印迹结合应用，证明了木霉与肉座菌之间的关系[31]。Katrinkuhl和Elbe Lieckfeldt等1997年通过rDNA内转录间隔区序列分析，修订了长枝木霉组有性型[23]。
           
     国内研究木霉的历史也很悠久。早在本世纪30~40年代，我国就报道了十几种木霉。1986年起福建三明真菌研究所木霉研究组收集木霉菌株20余个，并对它们的形态及培养性状进行了系统研究[19,36]。1991年赵连书报道了食用菌上发生的4种木霉[19]。1993年文成敬等对中国西南地区木霉属进行了分类研究[38]。1998年云南农业大学王家和等从云南省大围山自然保护区土壤样品中分离到69株木霉，按Rifai-Bissett对木霉属种群分类系统，鉴定出6个集合种[39]。由于木霉菌株缺乏稳定的形态特征，生长特征受地理、气候等因素的影响，使木霉种类的区别和鉴定长期处于混乱状态。实际上有些木霉菌株是介于已确定的种与种之间的类型，有些种在形态上又存在相似性状和交叉性状，这给木霉种的鉴定和分类带来很大困难和争议[22,38,40]。1999年陈建爱等利用可溶性蛋白质聚丙烯酰胺凝胶电泳对26个木霉菌株进行特征性图谱分析，结果表明木霉可溶性蛋白质电泳图谱种内基本一致，种间差异显著，但仍有个别菌株不能很好地归类[40]。
           
     2．木霉的拮抗作用机制
           
     木霉属真菌分布广泛，是典型的土壤和木材腐生真菌。作为有效的生物农药资源，以其适应性广、生存能力强、对植物病原菌拮抗作用的广谱性，在防病同时还能产生多种酶分解土壤中的植物残体、降解大分子化合物使植物能够吸收利用、能与土壤中其它益菌协调生长、不污染环境等优点而倍受青睐。许多国家已进行了木霉制剂的商品化生产，用以防治多种作物病害。
 
     我国(包括台湾)在木霉研究和应用方面也有许多报道[41~ 49]。
           
     在该属的9个已知种中，作为生防因子报道较多的是绿色木霉、哈茨木霉、康氏木霉、钩状木霉和多孢木霉，它们至少对18属29种病原菌在体外或在活体上具有拮抗作用，拮抗作用机制有多种[50]，包括抗生、寄生、溶菌、竞争 和诱导抗性，并具有促进植物生长的作用。
           
     2.1抗生：木霉在生命过程中可产生拮抗性化学物质，这些物质包括挥发性抗生素和非挥发性抗生素，在pH值低时尤其如此。1932年Weindling确定木素木霉产生一种称为胶霉素gliotoxin的抗菌物质，随后多种抗生素和胞外酶相继被分离和鉴定。木霉产生的抗真菌代谢产物至少有32种以上。多数种类可产生不止一种抗生素，如哈茨木霉12种，康氏木霉9种，绿色木霉10种，钩状木霉7种，长枝木霉3种，多孢木霉2种，木素木霉2种[56]。木霉在培养中产生的抗菌类物质有木霉素、胶霉素、绿啶和抗菌肽以及挥发性抗菌素—乙醛。这些抗生素的化学性质各不相同，包括了戊酮，辛酮，类萜，多肽和氨基酸衍生物等几大类。木霉产生的抗菌素与真菌寄生作用的关系不大，它所产生的各种酶与其生存和侵染植物病原菌有关[52]。
           
     2.2重寄生作用：木霉是植物病害生物防治最有效的菌寄生物。早在1932年Weindling就发现木素木霉(T. ligorum)和立枯丝核菌(Rhizoctoniasolani)之间存在寄生关系[53]，以后又陆续在很多藻类、半知菌、子囊菌和担子菌中发现有木霉寄生。目前已发现木霉至少可寄生18属29种植物病原真菌。木霉寄生于病原菌的菌丝上可以抑制其活性，寄生于菌核上可以有效地减少感染的数量。此外，木霉还能侵染根状菌索、菌核和许多真菌的子实体[54]。寄生菌靠趋化性与特异性植物凝集素的凝集作用来识别寄主，然后缠绕于病原菌的菌丝上或侵入菌丝内使菌丝死亡。在部分被寄生的细胞壁上可观察到侵入孔(图1)，这是由于寄生菌产生的能溶解病原菌细胞壁的葡聚糖酶、甲壳酶等的结果。许多学者正在对编码这些细胞壁分解酶的基因进行分析[55]。
           
     2.3溶菌作用：木霉有时不与寄生菌丝直接接触，同样可以引起它们的解体，并最终消失。这与木霉分泌产生的的β-1,3葡聚糖酶、几丁质酶、木聚糖酶、蛋白酶和纤维素酶等有关[56]。它通过酶的作用使真菌细胞壁遭到破坏，继而引起原生质解体。有研究发现，在对植物病原菌不产生抗生素的抗生作用中溶菌酶占重要地位。
           
     植物病原真菌菌丝或细胞壁可诱导哈茨木霉产生蛋白酶。Rodrigue-Kabana等论证了蛋白酶对白绢病菌(Sclerotiumrolfsii)酶活性的破坏作用，并提出蛋白酶的活性在pH值近中性时最大[46]。Geremia等(1991)分离鉴定了一种主要蛋白酶(属于丝氨酸蛋白酶组)，并证实哈茨木霉蛋白酶的诱导产生可以在RNA的水平上进 行检测[62]。Haran等将木霉蛋白酶基因多拷贝整合到上述木霉菌株中，使其防治立枯丝核菌的能力显著提高[63]。
           
     2.4毒性蛋白：核糖体钝化蛋白Tricholin能抑制R. Solani的生长与繁殖[51]。
           
     2.5竞争作用：包括空间位点竞争和营养竞争。木霉的生长速度远比一般土传病原真菌快，是空间和营养源的有力竞争者。但许多环境因素，如土壤pH值或对木霉有毒害作用的化学杀菌剂均能影响木霉的竞争能力。用适量的CS2作土壤消毒剂能使假蜜环菌(Armillariamellea)活力变弱，提高木霉的竞争优势而成为假蜜环菌的拮抗剂。土壤性质影响木霉的竞争能力[54]。Hubbard等发现，土壤中含有低剂量的铁离子或吸附铁的荧光假单孢(Pesudomonasfluorescens)(产生含铁细胞)能降低哈氏木霉的生防活性。Sivan等(1989)研究证明木霉的竞争在镰刀菌病害防治中有重要作用[75]，Ahamad和Baker(1987)也有类似报道[49]。
           
     2.6 诱导抗性：Yedidia I., Benhamou N.和ChetI.观察到木霉穿入黄瓜根部主要抑制了根部表皮和外表皮，在真菌刺穿位点外发现形成障碍的沉积物，壁添加物包括大量胼胝质。生物化学分析表明，接种木霉可分别在48、72小时提高过氧化物酶、几丁质酶的活性。哈茨木霉处理根、叶明显诱导黄瓜的抗性形成[71]。
     此外，某些木霉菌株还有提高出苗率和刺激植物生长的作用[67~69]。
           
     3．目前的研究进展与展望
           
     近期研究多集中在木霉侵染各种真菌细胞壁产生的酶，主要是β-1,3葡聚糖酶、几丁质酶和纤维素酶。Elad等利用荧光显微镜证实了在哈茨木霉侵染白绢病菌或立枯丝核菌的接触位点上酶的活性提高[64]。Harman等在研究利用哈氏木霉(T. hamatum)防治腐霉菌(Pythiumspp.)和立枯丝核菌病害时，通过添加几丁质提高了哈氏木霉的防治效果[66]。Haran等试图通过外源几丁质酶基因的表达来改良哈茨木霉[63]。几丁质酶活性的增强对于细胞壁中含有几丁质的真菌具有抑制作用。在丝状真菌的生长中，几丁质和β-1,3葡聚糖酶在菌丝顶端同时合成。多糖交联形成了几丁质、葡聚糖和其它多糖。顶端暴露的几丁质链会被几丁质酶所水解，从而达到杀死真菌的作用。由于几丁质酶直接用于真菌病害的生防还不现实，人们一直试图诱导植物自身产生几丁质酶，从而达到防病的目的。
研究证明，几丁质寡糖能诱导启动高等植物的防御系统，使其产生植物保卫素，同时还能诱导植物几丁质酶活性的提高，从而起到抑杀病原真菌的作用。将编码这些酶的基因从细菌或酵母菌中克隆出来，转入拮抗微生物中，创造出基因工程生防微生物的试验已在进行[55]。
           
     近来的研究表明，菌寄生真菌的几丁质酶对植物病原真菌的抗菌和杀菌作用优于其它来源的几丁质酶(如细菌、植物、动物)，具有高效、广谱的特点[7]。鉴于菌寄生真菌几丁质酶高效、广谱的特点，一些研究者设想用基因工程的手段将菌寄生真菌编码几丁质酶的基因转移到植物或其它微生物中，以达到防治植物病害的目的。目前已有一些木霉几丁质酶基因克隆的报道[57~60,66]。另一方面，也有一些研究者设想将菌寄生真菌的几丁质酶研制成无毒、无公害的植病生防制剂，直接用于病害的防治[61]。
           
     Harman(1994)发现，几类不同的细胞壁降解酶具有协同(增效)作用，并与杀菌剂及细菌生防因子也具有协同(增效)作用，展示了在生防上的应用前景[65]。






