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总糖含量较高，这和会理县光照和煦、降水量较多有关，对烟

草生长有利，使烟叶含糖量较高、品质较好［１１］。各移栽期烟

叶中钾含量基本相当，各部位叶钾含量随移栽期延迟而降低。

但移栽期对钾含量无明显影响，烟叶钾含量均低于２％，因此
提高烟叶钾含量仅能通过以下方式：加大钾肥施用；保证水分

供应，促进烟株对钾的吸收［１２］。不同移栽期处理的钾氯比均

无明显规律。总的来看，５月５日移栽的烤后烟叶化学成分
较为协调。

烟叶中性致香成分含量以 Ｔ２处理最高，Ｔ１、Ｔ３处理相
近，Ｔ４处理最低。

综上所述，根据会理县光照和热量充足、降水量充沛等气

候条件，会理县烤烟的最佳移栽期在５月５日。
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拮抗农业致病真菌放线菌菌株 ＣＴＦ６１９－Ｄ的
分离、筛选及初步鉴定

康敬芹，吕跃东，王　勇，刘　杨，张　良
（辽宁科技大学，辽宁鞍山１１４０５１）

　　摘要：从黄河中分离筛选出若干放线菌菌株，并对放线菌菌株进行分离纯化，采用琼脂块法进行初筛，用纸片扩散
法和生长速率法对抑菌效果较好的菌株进行抑菌活性复筛，发现菌株 ＣＴＦ６１９－Ｄ的发酵产物对番茄炭疽病菌、黄瓜
炭疽病菌、苹果腐烂病菌等１０多种真菌均有不同程度的抑制作用，其中对番茄炭疽病菌的抑菌圈最大能达到２．８ｃｍ。
通过对ＣＴＦ６１９－Ｄ菌株形态特征、培养特征、生理生化特征、１６ＳｒＤＮＡ序列及系统发育分析等方面的研究发现，
ＣＴＦ６１９－Ｄ菌株与淡紫灰链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｌａｖｅｎｄｕｌａｅ）ＦＳＨＪ９菌株的序列同源性达１００％，但在形态特征、培养特征
和生理生化特性方面与其存在差异，因此初步确定ＣＴＦ６１９－Ｄ为淡紫灰链霉菌的一个新变种。
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究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｙｄ９９００＠１６３．ｃｏｍ。

　　放线菌是一类具有广泛实际用途和巨大经济价值的微生
物资源。它突出的特性之一是能产生大量的、种类繁多的抗

生素，是生产抗生素的主要菌群，是研制新医药、新农药和生

物防治活菌剂的源头［１］。据估计，在全世界发现的８０００多
种生物活性物质中，近７０％是由放线菌产生的［２］。因此，为

了达到高效、环保的生物防治目的，筛选和利用拮抗放线菌已

成为当前农业科学研究的热点之一。在新抗生素的筛选分离

过程中，从黄河土壤中分离出了１株具有较强活性的放线菌
菌株ＣＴＦ６１９－Ｄ，该菌株对多种植物农业病原真菌具有较强
的抑制作用。本研究主要对该菌株的形态特性、培养特征、生

理生化特征、１６ＳｒＤＮＡ序列及系统发育分析等方面进行分
析，以确定其分类地位，并对活性成分的抗菌谱进行初步研

究，旨在发现新的抗生素或原有抗生素新的防治特性，为丰富

防治水果蔬菜病菌的生物农药种类提供实践经验和理论依

据，为农用抗生素的研究与应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试放线菌　放线菌由采自黄河的不同水样和土样

—６８— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第１期



中分离得到。

１．１．２　供试病原菌　以下病原菌均由辽宁科技大学生物工
程系生物制药工艺室提取：（１）香蕉灰纹病菌（Ｃｏｒｄａｎａｍｕ
ｓａｅ）；（２）油菜菌核病菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）；（３）黄瓜炭
疽病菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｏｒｂｉｃｕｌａｒｅ）；（４）番茄灰霉病菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ
ｃｉｎｅｒｅａ）；（５）辣椒疫霉病菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉ）；（６）黄瓜黑
星菌（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ）；（７）番茄叶霉病菌（Ｆｕｌｖｉａ
ｆｕｌｖａ）；（８）水稻恶苗病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ）；（９）番茄炭
疽病菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ）；（１０）稻曲病菌（Ｕｓｔｉｌａｇｉ
ｎｏｉｄｅａｖｉｒｅｎｓ）；（１１）小麦纹枯病菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｃｅｒｅａｌｉｓ）；（１２）
棉花黄萎病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）；（１３）小麦根腐霉病菌
（Ｈｅｌｍｉｎｔｈｏｓｐｏｒｉｕｍｓｏｒｏｋｉｎｉａｎｕｍ）；（１４）苹果腐烂病菌（Ｃｙｔｏ
ｓｐｏｒａｓｐ．）；（１５）黄瓜枯萎病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｖａ
ｓｉｎｆｅｃｔｕｍ）；（１６）水稻纹枯病菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）；（１７）小麦
赤霉病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）；（１８）稻瘟病菌（Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａ
ｏｒｙｚａｅ）；（１９）黄瓜角斑病菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅｐｖ．ｌａｃｈｒｙ
ｍａｎｓ）；（２０）姜瘟病菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ）。
１．１．３　培养基　分离所用培养基：高氏一号培养基＋重铬酸
钾［３－５］（０．６×１０－６～０．７×１０－６ｇ／Ｌ），ｐＨ值为７．４；放线菌培
养所用培养基：高氏一号琼脂培养基；病原菌培养及拮抗试验

所用培养基：ＰＤＡ培养基；鉴定所用培养基参照《放线菌：属
和种的分类、鉴定和描述》［６］。

１．１．４　主要仪器与设备　ＬＲＨ－２５０Ａ型生化培养箱，ＴＧＬ－
１６Ｃ型高速离心机，ＺＨＷＹ－２１０２型恒温培养振荡器，
ＡｕｔｏｅｌａｖｏＥＳ－３１５型高压灭菌锅，Ｔ－２０３型电子天平，
ＳＷ－ＣＪ－５型超净工作台，ＭｏｔｉｃＢＡ４００型数码成像光学显
微镜，ＪＳＭ－６３６０ＬＶ型电子扫描显微镜，ＴａＫａＲａＴｈｅｒｍａｌ
ＣｙｃｌｅｒＤｉｃｅＴＰ６００型 ＰＣＲ扩增仪，Ｍｕｐｉｄ型核酸电泳仪，
ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ ＶＤＳ电泳成像装置，ＥＰＳ３００型蛋白质电泳仪，
ＡＢＩＰＲＩＳＭＴＭ ３７３０ＸＬＤＮＡＳｅｑｕｅｎｃｅｒ型 ＤＮＡ测序仪。测序
用试剂：ＢｉｇＤｙｅ ＴｅｒｍｉｎａｔｏｒＶ３．１ＣｙｃｌｅＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇＫｉｔ试剂
盒；ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．３．０
试剂盒。

１．２　方法
１．２．１　放线菌的分离和纯化　将土壤自然风干，在２８℃条
件下放置５～７ｄ，用研钵磨细以重铬酸钾［３－５］（０．６×１０－６～
０．７×１０－６ｇ／Ｌ）为抑菌剂，采用稀释涂布法对土壤中的放线
菌进行分离，然后置于２８℃生化培养箱内倒置培养７～１０ｄ，
观察放线菌的生长情况，根据菌落形态选取不同菌株，经纯化

后将单菌落转接到高氏一号斜面培养基上编号培养１４ｄ，然
后于４℃保藏。
１．２．２　菌株的初筛　采用固体平板发酵培养的方法筛
选［７］，即高氏一号培养放线菌７～１０ｄ，将长好的放线菌打孔
后反向放置于接种了农业治病真菌的平板中央，在２５℃条件
真菌培养箱中培养２～３ｄ后观察测量抑菌圈。试验过程均
设３个重复。
１．２．３　菌株的复筛　采用滤纸片法［８］测定发酵滤液对植物

病原菌的拮抗性。将初筛所得放线菌菌株在 ２８℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ条件下液体振荡培养７ｄ，将培养液４０００ｒ／ｍｉｎ无
菌离心 １０ｍｉｎ。将无菌滤纸片在离心所得上清液中浸泡
３ｍｉｎ后置于接种农业致病真菌的ＰＤＡ平板中央，于２５℃条

件下恒温培养７２ｈ后，再分别测量抑菌圈直径。对照为浸无
菌水的滤纸片。试验设３个重复。最终确定抑菌活性明显的
菌株作为目的生防菌。

１．２．４　放线菌鉴定　通过观察菌株 ＣＴＦ６１９－Ｄ的菌丝形
态、孢子和孢子丝形状、菌株在不同培养基上的培养特征以及

一系列的生理生化特征，按照《链霉菌鉴定手册》［９］对菌株

ＣＴＦ６１９－Ｄ进行初步的分类鉴定。
（１）形态特征。将菌株ＣＴＦ６１９－Ｄ接种于高氏一号培养

基上，在２８℃下插片培养７～１０ｄ后，分别用光学显微镜和
电子扫描显微镜观察插片上的基内菌丝、气生菌丝、孢子丝和

孢子的形态特征。

（２）培养特征。将菌株ＣＴＦ６１９－Ｄ分别接种在不同的培
养基上（Ⅰ．高氏一号合成培养基，Ⅱ．葡萄糖天门冬素琼脂
培养基，Ⅲ．ＰＤＡ培养基，Ⅳ．伊莫松培养基，Ⅴ．牛肉膏蛋白
胨培养基，Ⅵ．无机盐淀粉琼脂培养基，Ⅶ．高氏一号培养基，
Ⅷ．马铃薯浸汁培养基，Ⅸ．蔗糖察氏培养基），置于２８℃生
化培养箱中培养，分别在１０、２０ｄ观察培养基内菌丝、气生菌
丝、可溶性色素的颜色及表观特征。

（３）生理生化指标。参照《链霉菌鉴定手册》对菌株
ＣＴＦ６１９－Ｄ进行以下生理生化试验：Ⅰ．明胶液化试验，
Ⅱ．淀粉水解试验，Ⅲ．牛奶凝固与胨化，Ⅳ．硝酸盐还原反应，
Ⅴ．纤维素分解试验，Ⅵ．产生硫化氢试验，Ⅶ．产生黑色素试
验，Ⅷ．碳源的利用试验等，检测观察菌株的生理生化
指标［１０］。

（４）１６ＳｒＤＮＡ测序及序列分析。在８０℃下挑取用试管
培养的ＣＴＦ６１９－Ｄ新鲜菌体变性１５ｍｉｎ，然后离心取上清液
作为模板进行 ＰＣＲ扩增。扩增条件：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；
９４℃ 变性１ｍｉｎ，５５℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１．５ｍｉｎ，３０个
循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。取５μＬ进行３％琼脂糖凝胶电泳，使
用ＴａｋａｒａＭｉｎｉＢＥＳＴＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．３．０
试剂盒切胶回收目的片段后，经大连宝生物（工程）有限公司

完成ＤＮＡ测序。用微波法［１１］提取总 ＤＮＡ，以 ＳｅｑＦｏｒｗａｒｄ、
ＳｅｑＩｎｔｅｒｎａｌ、ＳｅｑＲｅｖｅｒｓｅ为引物进行 ＤＮＡ测序，采用正向引
物（２７ｆ）５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′、反向引物
（１４９２ｆ）５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′将测得的基因序
列复制到Ｂｌａｓｔ程序中，与ＧｅｎＢａｎｋ中核苷酸数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ）进行对比分析，然后选取与试
验菌株序列相似度较高的菌株，利用 ＤＮＡｓｔａｒ软件对目标序
列绘制系统发育树，并对所构建的进化树进行评估［１２］，确定

所测菌株的分类地位［１３］。

２　结果与分析

２．１　活性菌株的分离和筛选
对２０多株放线菌进行抑菌活性的初筛，大多数菌株抑菌

活性很低，但ＣＴＦ６１９－Ｄ对多数植物病原真菌有抑制效果，其
中对黄瓜炭疽病菌和番茄炭疽病菌抑制效果很好（图１、表１）。
２．２　放线菌ＣＴＦ６１９－Ｄ菌株的鉴定
２．２．１　形态特征观察　 拮抗放线菌 ＣＴＦ６１９－Ｄ菌株在高
氏一号培养基上２８℃培养７～１０ｄ后，可形成基内菌丝和气
生菌丝，在电子显微镜下观察，放线菌 ＣＴＦ６１９－Ｄ基内菌丝
不断裂，无横隔，成分枝状；气生菌丝发达，成熟后发育成孢子
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表１　菌株ＣＴＦ６１９－Ｄ的抑菌效果

指示菌
抑菌圈直径

（ｃｍ） 指示菌
抑菌圈直径

（ｃｍ）

香蕉灰纹病菌 １．２ 水稻纹枯病菌 １．７
黄瓜枯萎病菌 ２．０ 辣椒疫霉病菌 １．２
黄瓜炭疽病菌 ２．２ 苹果轮纹病菌 １．２
棉花黄萎病菌 １．３ 小麦根腐霉病菌 １．９
苹果腐烂病菌 ２．０ 番茄炭疽病菌 ２．８
小麦纹枯病菌 １．６ 稻瘟病菌 １．２

丝，大多数孢子丝直而长；有少数螺旋形菌丝，孢子呈椭圆形、

柱形，大小不匀，表面光滑（图２）。
２．２．２　培养特征观察　菌株在不同的培养基上表现出不同
的生长情况，并形成丰富的气生菌丝和基内菌丝（表２）。
２．２．３　生理生化特性　菌株革兰氏染色呈阳性，生长温度范
围为５～４０℃，最适温度为２８℃，生长 ｐＨ值范围为５～１０，
最适ｐＨ值为７．０。菌株 ＣＴＦ６１９－Ｄ可使明胶缓慢液化；能
够水解淀粉；使牛奶不凝固，但胨化；不能水解纤维素；硝酸盐

还原反应为阳性；能够产生 Ｈ２Ｓ、黑色素；能利用甘露醇、蔗
糖、葡萄糖、麦芽糖、淀粉、Ｄ－木糖、果糖、肌醇、乳糖、鼠李糖
等（表３）。

表２　拮抗放线菌ＣＴＦ６１９－Ｄ菌株的培养特征

培养基 气生菌丝 基内菌丝 可溶性色素 生长情况

高氏一号培养基 黄绿 浅褐至深褐 有 ＋＋＋＋
ＰＤＡ培养基 乳黄 浅褐 有 ＋＋＋
葡萄糖天冬门素培养基 浅黄 乳白 无 ＋＋
高氏一号合成培养基 暗海蓝 浅褐 有 ＋＋
伊莫松培养基 灰白 褐色 有 ＋＋＋
牛肉膏蛋白胨培养基 乳白 橙黄 有 ＋
马铃薯浸汁培养基 松花色 浅灰 有 ＋＋＋
无机盐淀粉培养基 浅黄绿 乳白 无 ＋＋＋
蔗糖察氏培养基 鸭蛋青 灰白 无 ＋＋＋

　　注：“＋＋＋＋”表示生长很好；“＋＋＋”表示生长较好；“＋＋”表示
生长良好；“＋”表示生长一般。
２．２．４　１６ＳｒＤＮＡ序列分析及系统进化树构建　对菌株
ＣＴＦ６１９－Ｄ进行１６ＳｒＤＮＡ序列分析，序列长度为１３７０ｂｐ，
电泳结果见图３。将该序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中的序列进行比较，
选取同源性高的１１个菌株进行系统发育分析。用 ＤＮＡｓｔａｒ
软件 构建系统发育树，菌株ＣＴＦ６１９－Ｄ与淡紫灰链霉菌

表３　菌株ＣＴＦ６１９－Ｄ的生理生化特征

测试项目 结果 碳源利用 结果

明胶液化 ＋＋ 甘露醇 ＋
牛奶凝固 － 蔗糖 ＋
牛奶胨化 ＋＋＋ 葡萄糖 ＋
水解淀粉 ＋＋ 麦芽糖 ＋
水解纤维素 － 淀粉 ＋
硝酸盐还原 ＋ Ｄ－木糖 ＋
产生Ｈ２Ｓ ＋ 果糖 ＋
产生黑色素 ＋ 肌醇 ＋
温度范围（℃） ５～４０ 乳糖 ＋
ｐＨ值范围 ５～１０ 鼠李糖 ＋

　　注：“＋”表示阳性；“－”表示阴性；“＋＋”“＋＋＋”分别表示反
应弱、反应强。

（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｌａｖｅｎｄｕｌａｅ）ＦＳＨＪ９聚为一支，亲缘关系最近，达
到１００％（图４），但 ＣＴＦ６１９－Ｄ与淡紫灰链霉菌 ＦＳＨＪ９在培
养特征和生理生化特征方面存在一定的差异。因此初步确定

ＣＴＦ６１９－Ｄ为淡紫灰链霉菌的一个新变种。
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３　结论

本试验主要通过稀释分离的方法从采集的土壤中得到若

干放线菌，进而用２０种农业致病真菌对其进行初筛和复筛，
选出抑菌效果好的放线菌 ＣＴＦ６１９－Ｄ，对其进行发酵培养，
并采用抑制菌丝生长速率法对抗菌物质进行抗菌活性测定，

结果表明，ＣＴＦ６１９－Ｄ对番茄炭疽病菌、黄瓜炭疽病菌有较
好的抑菌效果，其中对番茄炭疽病菌的抑菌圈直径最大能达

到２．８ｃｍ。通过形态学鉴定、培养特征观察、生理生化指标
测定、１６ｓｒＤＡＮ序列的测定及系统进化树分析，结果表明，
ＣＴＦ６１９－Ｄ菌株与淡紫灰链霉菌 ＦＳＨＪ９聚为一支，序列同源
性达到１００％，但其形态特征、培养特征和生理生化特性方面
又存在着明显的区别，因此可初步确定ＣＴＦ６１９－Ｄ为淡紫灰
链霉菌的一个新变种，命名为淡紫灰链霉菌黄河变种。另外

该菌株是否能看作是农用抗生素的一个新来源，还需要后续

试验来进一步验证。

据报道，在植物病害生物防治中，拮抗微生物主要是链霉

菌属及其相关类群［１４］，淡紫灰链霉菌是一类重要的抗生素产

生菌，它产生的医用抗生素（如薰衣草菌素、链丝菌素）和农

用抗生素（如中生菌素等）都已有广泛的用途［１５］。目前，国

内关于拮抗淡紫灰链霉菌鉴定的诸多研究中，除产生中生菌

素的淡紫灰链霉菌海南变种外，未见有其他淡紫灰链霉菌变

种的报道。因此ＣＴＦ６１９－Ｄ是一株有价值的具生物活性的
生防菌株，该菌株有效活性成分分离鉴定及其抑菌机理均有

待进一步研究，以期开发在瓜果蔬菜病害防治领域中具有应

用前景的抗菌物质。
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