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　　摘要：为筛选对烟草花叶病毒（ｔｏｂａｃｃｏｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，ＴＭＶ）具有拮抗活性的放线菌，以烤烟 Ｃｏｋｅｒ１７６、Ｋ３２６为材
料，采用生物活性测试和半叶枯斑法，测定４７株放线菌菌株发酵上清液抗ＴＭＶ的活性，对具活性的菌株进行分子鉴
定和系统发育分析。结果表明，６株放线菌的发酵上清液具有一定的抗ＴＭＶ活性，其中菌株Ｆ１８７、Ｆ３４９、Ｆ４１７发酵上
清液对ＴＭＶ具有明显钝化作用，发酵上清液与ＴＭＶ作用３０ｍｉｎ后抑制率分别为５７．１８％、６０．２７％、７０．１９％；分子鉴
定和系统发育分析显示菌株Ｆ１８７、Ｆ４１７、Ｆ３４９均属链霉菌；链霉菌Ｆ１８７、Ｆ３４９、Ｆ４１７的代谢产物对ＴＭＶ有较高的抑制
活性，值得在菌种鉴定、发酵条件优化、活性物质的分离与鉴定等方面进行深入研究。
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　　烟草普通花叶病毒病（ｔｏｂａｃｃｏｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，ＴＭＶ）严重威
胁烟草的品质和产量，给烟草生产和烟草种植者造成了严重

的经济损失。由于植物病毒对寄主细胞的绝对寄生性、植物

缺乏完整的免疫系统以及病毒传播方式的多样性，目前尚无

有效的防治措施和药剂。由烟草病毒病造成的经济损失已超

过真菌引起的病害，成为烟草生产上威胁最大的一类病

害［１］。长期以来，人们使用有机或无机化合物进行植株病毒

病防治，不仅防效甚微［２］，也容易带来农药污染。安全可靠、

环境友好的生物源农药成为病毒防治药剂的研究热点。与植

物源、动物源农药相比，微生物源农药具有资源丰富、成本低、

效果稳定和易商品化等特点［３－４］，是公认的无公害农药。近

年来国内外大量研究表明，许多细菌［５］、真菌［６］和大型真

菌［７］的代谢产物具有良好的抗植物病毒活性，为防治植物病

毒病开辟了新的途径。

放线菌是一类极具经济价值和广泛应用前景的微生物资

源，因其丰富的代谢产物，已被广泛应用于工业、农业和医学

领域。放线菌来源的抗病毒活性物质如宁南霉素（ｎｉｎｇｎａｎ
ｍｙｃｉｎ）、嘧肽霉素（ｃｙｔｏｓｉｎｐｅｐｔｉｄｅｍｙｃｉｎ）、全霉素（ｈｏｌｏｍｙｃｉｎ）
等对植物病毒病具有一定的治疗效果［５］。由于病毒侵染危

害植物的作用机理复杂以及植物病毒学研究方法受到一些因

素制约等原因，其研究开发还处于初级阶段，目前我国登记生

产的微生物源抗植物病毒剂还很少。因此，不断挖掘有生物

活性的放线菌资源，开发有自主知识产权、对环境友好且高效

的抗病毒剂，具有重要的社会、生态和经济意义［８］。

本研究对前期从云南、贵州、河南等全国主要植烟区健康

烟草根际土壤分离纯化的放线菌进行发酵产物抗病毒活性筛

选，通过１６ＳｒＤＮＡ序列和系统发育分析对具有抗病毒活性
的菌株进行分类地位的确定，以期为抗病毒放线菌资源的筛

选和绿色农业的发展提供基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　放线菌菌株　供试的４７株放线菌均采集、分离自田
间健康烟草根际土壤。

１．１．２　烤烟品种　ＴＭＶ枯斑寄主烟草 Ｃｏｋｅｒ１７６、系统侵染
寄主烟草 Ｋ３２６，由贵州省烟草科学研究院良种繁育中心
提供。

１．１．３　供试毒源　供试病毒为纯化的 ＴＭＶ，试验前繁殖保
存于烟草Ｋ３２６。
１．１．４　培养基　高氏１号培养基：可溶性淀粉２０ｇ、ＫＨ２ＰＯ４
０．５ｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ、ＫＮＯ３１．０ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．５ｇ、ＫＣｌ０．５ｇ、琼脂１８ｇ，蒸馏水定容至 １Ｌ，１２１℃灭菌
２０ｍｉｎ后备用。

黄豆粉培养基：黄豆粉 ２５ｇ、酵母浸膏 ５ｇ、ＮａＣｌ０．５ｇ、
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Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ、蛋白胨２ｇ、可溶性淀粉
１０ｇ、ＣａＣＯ３０．５ｇ，蒸馏水定容至 １Ｌ，调节 ｐＨ值至 ７．２，
１２１℃ 灭菌３０ｍｉｎ。
１．１．５　主要试剂　１６ＳｒＤＮＡＢａｃｔｅｒｉａｌＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＰＣＲＫｉｔ、
ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ购自宝生物工程（大连）
有限公司（ＴａＫａＲａ），其他试剂均为国产分析纯。
１．２　试验方法
１．２．１　放线菌发酵产物的制备　供试菌株接种于高氏１号
培养基，２８℃培养箱中活化培养４ｄ，用直径５ｍｍ的打孔器
打取菌株生长良好的菌饼，接种于装有１００ｍＬ高氏１号液体
培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，每瓶６块；２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡
培养４ｄ后按 ５％的接种量接种于发酵培养基中，２８℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养７ｄ后，无菌条件下吸取发酵产物于灭菌
离心管中８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集菌株发酵上清液，４℃
冰箱保存备用。

１．２．２　寄主培养和病毒接种　供试烟草按常规育苗规程进
行培育管理，７～８张叶时用于病毒接种。取新鲜感染ＴＭＶ的
病叶置于灭菌研钵中加适量金刚砂研磨匀浆，加入０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ值７．２的磷酸缓冲液，离心后取上清液，配制４０倍液的病
毒汁液（４０ｍＬ／ｇ病叶）。接种前喷洒适量金刚砂于叶片表
面，用配置的病毒汁液进行常规摩擦接种，接种２ｍｉｎ后用清
水喷雾冲洗叶面，于２５℃无虫温室内进行。
１．２．３　抗ＴＭＶ活性菌株的筛选　初筛：取长势一致的 Ｋ３２６
每２株分为１组，病毒汁液摩擦接种后，分别在接种后的第
２、４、６天喷洒２０％的待测放线菌发酵上清液，设置阴性空白
对照（病毒接种后喷洒２０％的未接菌发酵培养液）、阳性发病
对照（病毒接种后喷洒灭菌蒸馏水）。第１０天开始观察记录
发病情况，每组 ２株的心叶脉明、轻微花叶，或上部不超过
１／３叶片花叶以及２株中只有１株出现１／３～１／２叶片花叶
或少许变形或主侧脉坏死，植株矮化为正常株高的２／３以上
的记录菌株号，保留备用。２株都出现１／２～２／３叶片花叶或
变形或主侧脉坏死或全株叶片花叶或严重变形或坏死，病株

明显矮化的则放弃。

复筛：将初筛保留的菌株发酵液与等量ＴＭＶ病叶汁液混
合，室温放置３０ｍｉｎ后，以发酵培养基与病毒汁液混合为阳
性对照，采用半叶枯斑法［９］接种４～５叶期的 ＴＭＶ枯斑寄主
烤烟Ｃｏｋｅｒ１７６，左半叶接种对照，右半叶接种经发酵液处理
的ＴＭＶ病叶汁液。每个处理４～５张叶，重复３次。接种５～
７ｄ后记录枯斑数，计算病毒抑制率：

抑制率 ＝（对照枯斑数 －处理枯斑数）／对照枯斑
数×１００％。　
１．２．４　活性菌株的分子鉴定　对具有抗ＴＭＶ活性的菌株进
行分子生物学鉴定，菌株基因组 ＤＮＡ的小量提取参照 Ｌｉ等
的方法［１０］进行。ＰＣＲ引物为细菌１６ＳｒＲＮＡ序列通用引物
（２７ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′；１４９２ｒ：５′－ＧＧＴ
ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′），参照１６ＳｒＤＮＡＢａｃｔｅｒｉａｌＩｄｅｎｔｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎＰＣＲＫｉｔ试剂盒说明书进行。扩增产物经琼脂糖凝胶
电泳检测后送交北京诺赛基因组中心有限公司进行测序。

１．２．５　菌株系统发育分析　通过 ＮＣＢＩ网站上的 ＢＬＡＳＴ程
序将测定的序列与ＧｅｎＢａｎｋ中的序列比较，从 ＧｅｎＢａｎｋ中获
取和试验菌株相近种的１６ＳｒＤＮＡ序列，利用ＭＥＧＡ５．１软件

构建进化树［１１］。

２　结果与分析

２．１　抗ＴＭＶ放线菌的筛选
将前期分离保存的４７株放线菌活化后进行摇瓶发酵，收

集４７份发酵正常、无杂菌污染发酵上清液分别进行初筛试
验，结果表明：大部分放线菌发酵上清液无抗ＴＭＶ作用，喷洒
后的植株第１０天逐渐表现叶脉间褪绿、叶片畸变、严重系统
花叶至叶片坏死或矮化、或死亡，而其中６株放线菌发酵上清
液处理植株未出现发病症状或仅表现较轻微的斑驳或系统花

叶，具有一定的抗病毒ＴＭＶ作用。将初筛的６株放线菌发酵
上清液在Ｃｏｋｅｒ１７６上进行半叶枯斑法复筛验证，枯斑抑制率
的结果见表１。从表１可以看出，菌株Ｆ１８７、Ｆ３４９、Ｆ４１７发酵
上清液对ＴＭＶ具有明显钝化作用，发酵上清液与 ＴＭＶ作用
３０ｍｉｎ后，抑制率分别为 ５７．１８％、６０．２７％、７０．１９％，菌株
Ｆ３７０、Ｆ３５０－２、Ｆ２５１的抑制作用相对较差。

表１　菌株发酵上清液体外抗ＴＭＶ活性测定结果

菌株
枯斑数（个）

处理 对照

抑制率

（％）

Ｆ４１７ １５４ ４６ ７０．１９
Ｆ３４９ ７３ ２９ ６０．２７
Ｆ１８７ １２１ ５２ ５７．１８
Ｆ３７０ １６７ １０８ ３５．２０
Ｆ３５０－２ １９４ １３４ ３０．８７
Ｆ２５１ ２２１ １５５ ２９．７６

２．２　活性菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列分析
对具有明显抗ＴＭＶ活性的３株放线菌进行初步分子生

物学鉴定，利用１６ＳｒＤＮＡ通用引物，对１６ＳｒＤＮＡ片段进行
扩增，将扩增的片段直接进行序列测定。将测序的结果输入

ＮＣＢＩ网站上的ＢＬＡＳＴ程序进行比对，结果显示：菌株 Ｆ１８７、
Ｆ４１７的１６ＳｒＤＮＡ序列分别与ＧｅｎＢａｎｋ基因库中链霉菌属中
的Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｌｔｈｉｏｔｉｃｕｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｃｉｄｉｓｃａｂｉｅｓ的１６ＳｒＤＮＡ
序列同源度最高，同源率达到９９％；Ｆ３４９与Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｌａｚｕ
ｒｅｕｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｌａｃｔａｍｄｕｒａｎｓ的同源度达９９％。
２．３　活性菌株系统发育分析

从数据库中搜索、调取相似性最高的相关菌株的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ序列，利用ＭＥＧＡ５．１软件构建系统发育树（图１），结果
表明：３株菌均为链霉菌，其中菌株Ｆ１８７与异硫链霉菌（Ｓｔｒｅｐ
ｔｏｍｙｃｅｓａｌｔｈｉｏｔｉｃｕｓ）发育关系最近，Ｆ４１７与Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｃｉｄｉｓｃａ
ｂｉｅｓ发育关系最近，Ｆ３４９与灰青链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｌａｚｕｒｅｕｓ）
和耐内酰胺链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｌａｃｔａｍｄｕｒａｎｓ）发育关系最近，
进一步的鉴定工作将在后续研究中开展。

３　结论与讨论

由ＴＭＶ导致的烟草花叶病毒是烟草生产中的一类主要
病害［１２］，其在病叶残体和土壤中可以存活数年，有很强的抗

逆性。据调查，贵州移栽期烟苗的 ＴＭＶ平均带毒率可达
２０２％［１３］，可见其对贵州省烟草生产具有较大的潜在危害。

从微生物资源中筛选抗植物病毒病物质已成为病毒病防治研

究的热点，利用放线菌的抗病毒活性物制备新农药是未来无

—１０１—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第４期



公害农药的主要发展方向［１３］。目前人们已发现链霉菌中多

个种如诺尔斯链霉菌西昌变种（Ｓｔｒｅｐｃｏｍｃｅｓｎｏｕｒｓｅｉｖａｒ．
ｘｉｃｈａｎｇｅｎｓｉｓ）、不吸水链霉菌辽宁变种（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｈｙｇｒｏ
ｓｃｏｐｉｃｕｓｖａｒ．Ｌｉａｏｎｉｎｇｅｎｓｉｓ）等放线菌产生的抗生素及非抗生
素类物质对植物病毒病具有一定的治疗效果［１４－１５］。本研究

中的放线菌均采集、分离自烟草根际土壤，烟草根际特有的环

境可能使得菌株具有独特的代谢方式而产生具有特殊活性的

代谢产物。本研究筛选的３株放线菌发酵上清液表现了明显
的体外抗ＴＭＶ活性，具有进一步研究和开发的价值。

本研究的主要目的在于筛选具有抗ＴＭＶ活性的放线菌，
笔者只对菌株发酵上清液的抗ＴＭＶ活性进行了初步研究，其
菌体是否具有活性还未研究；研究中采用了适合大多数放线

菌的发酵培养基及发酵条件进行发酵，而培养基种类及成分、

放线菌菌龄、接种量、摇培时间及转速等对发酵液活性都有一

定影响，今后可对活性放线菌的发酵条件进行优化，对活性物

质的种类开展深入研究，同时结合基因工程菌的手段和方法，

进一步挖掘、探索其在抗植物病毒上的开发应用潜力。

致谢：云南农业大学李应萍同学参加了病毒接种和枯斑

数统计工作，在此一并致谢。
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