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　　摘要：为开发防病促生生物菌肥种质资源，采用对峙培养法从人参根际土壤中分离具有拮抗植物病原真菌活性的
放线菌，鉴别培养基筛选，结合分光光度计法，定性定量测定其产吲哚乙酸（ＩＡＡ）、溶磷和产铁载体等促生活性，并对
该放线菌进行生理生化和分子鉴定。结果表明，获得１株具有较强植物病原真菌拮抗活性的放线菌菌株，与淡紫灰链
霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｌａｖｅｎｄｕｌａｅ）的亲缘关系最近，将其命名为淡紫灰链霉菌菌株ＤＣ－Ａ；同时该菌具有较强的产ＩＡＡ、溶
磷和产铁载体促生活性，可以为后续防病促生菌剂的研制提供新的材料。
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　　化学肥料和农药的过量施用，严重影响了农业可持续发
展的进程，由此引发的环境污染和农产品质量安全等重大问

题越来越受到人们的关注［１－２］。构建化肥农药减施增效技术

体系，到２０２０年实现化肥和农药零增长已成为当下迫切须要
解决的问题。

植物根际促生菌是土壤中的重要组成部分，它们直接或

间接地促进植物的生长，参与土壤各种营养元素的生物地球

化学循环和可持续的农作物生产［１，３］。植物根际促生菌通过

在植物根际土壤中协助植物获取营养元素、动员土壤中难溶

性的营养物质、分泌植物生长调节剂和抗病活性物质等次生

代谢产物促进植物生长和抑制植物病害的发生［１，３－１３］。因

此，筛选各种植物根际促生菌，并对其防病促生活性进行研

究，可以为ＰＧＰＲ菌剂的开发和应用提供优质的菌种材料，从
源头上减少农业生产对化学肥料和农药的依赖，创造可持续

发展的农业生产环境。

从人参根际土壤中分离得到１株具有较强生物防治功能
的放线菌淡紫灰链霉菌菌株 ＤＣ－Ａ（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｌａｖｅｎｄｕｌａｅ
ｓｔｒａｉｎＤＣ－Ａ），该菌还具有产吲哚乙酸（ｉｎｄｏｌｅａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，简
称ＩＡＡ）、溶解无机磷和产生铁载体的促生活性，可为开发人
参专用型ＰＧＰＲ菌剂提供优良的菌种，从而解决人参种植过
程中由于农药的施用导致的人参品质下降问题。

１　材料与方法

１．１　土壤样本的来源
采集吉林省集安市和抚松市人参主产区人参根际土壤，

放入自封袋中，置于４℃冰箱中保存。
１．２　供试病原菌来源

人参立枯丝核病菌（ＲｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉＫｕｈｎ）、人参菌核
病菌 （ＳｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｌｉｂｅｒｔｉａｎａＦｕｃｋ．）、人 参 枯 萎 病 菌 （Ｆ．
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、人参根腐病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ）、人参黑斑病菌
（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｐａｎａｘ）、禾谷镰孢菌（Ｆ．ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）、玉米大斑
病菌（Ｅｘｓｅｒｏｈｉｌｕｍｔｕｒｃｉｃｕｍ）、黄瓜枯萎病菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｉｕｍｆ．
ｓｐ．ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ）、串珠镰孢菌（Ｆ．ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ）、玉米弯孢叶
斑病菌（Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａｌｕｎａｔａ）、番茄灰霉病菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｒｅｒｅａ）、
烟草 赤 星 病 菌 （Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ）、辣 椒 炭 疽 病 菌
（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｃａｐｓｉｃｉ）、白菜软腐病菌（Ｅｒｗｉｎｉａｃａｒｏｔｏｖｏｒａｖａｒ．
ｃａｒｏｔｏｖｏｒａ）、十字花科蔬菜黑腐病菌（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ
ｖａｒ．ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ）、茄科青枯病菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ）。以
上菌株均由吉林农业大学农学院植物病理实验室提供。

１．３　人参根际土壤具有拮抗活性的放线菌的筛选
称取１０ｇ人参根际土壤，采用稀释平皿分离法，在放线

菌分离培养基（可溶性淀粉 ２０．００ｇ，ＫＮＯ３１．００ｇ，ＮａＣｌ
０．５０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ０．５０ｇ，
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，琼脂１８．００ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ值７．５～
８．０。）表面分离土壤中的放线菌；经纯化后的放线菌菌株，
于－２０℃（用甘油保存）和４℃冰箱中保存。

以１６种引起植物病害的病原真菌为指示菌，采用对峙培
养法，筛选具有拮抗活性的放线菌。在ＰＤＡ培养基表面一端
接种指示菌，另一端接种人参根际放线菌，每组试验重复３
次，培养至病原菌长满整个培养皿时结束，以抑菌带宽度确定

放线菌的拮抗活性。以不接放线菌的平板作对照。

１．４　人参根际放线菌促生活性检测
１．４．１　产ＩＡＡ活性的定性和定量测定　采用Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ比色
法对具有拮抗活性的人参根际放线菌进行产 ＩＡＡ活性测定。
将放线菌分别接种于含Ｌ－色氨酸终浓度为０．５、１．０ｇ／Ｌ的
高氏１号液体培养基中，２８℃摇床培养，１４ｄ后吸取５ｍＬ发
酵液１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取４ｍＬ上清加入等体积的
Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ显色剂，充分混匀，室温避光显色 ３０ｍｉｎ，出现粉色
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为阳性，说明具有产 ＩＡＡ活性［１４］。快速将反应液在５３０ｎｍ
处测定吸光度（Ｄ５３０ｎｍ）。以不添加色氨酸的培养基为对照，
以标准品 ＩＡＡ对应的光密度作标准曲线，计算 ＩＡＡ的产量
（ｍｇ／Ｌ）。
１．４．２　溶磷活性的测定　将具有拮抗活性的人参根际放线
菌接种于液体高氏 １号培养基，进行扩大培养 ７ｄ，
８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集菌体，用去离子水重悬菌体沉淀
后 ８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，每次操作重复３次，将菌体表面的
高氏１号培养基成分洗净，无菌操作称取０．３ｇ菌体（湿质
量）接种于１００ｍＬＰＫＯ液体培养基中，２８℃摇床培养１４ｄ，
采用钼锑抗比色法测定不同培养时间发酵液有效磷含量，对

具有拮抗活性的人参根际放线菌进行溶磷活性测定［１５］。以

不接菌的培养基为对照。

１．４．３　产铁载体活性的定性分析　将具有拮抗活性的人参
根际放线菌接种于ＣＡＳ培养基表面，２８℃培养１４ｄ，观察菌
落周围是否有透明圈［１６］。

１．５　人参根际促生放线菌的鉴定
１．５．１　人参根际促生放线菌的培养特征和生理生化特性鉴
定　采用插片法观察人参根际促生放线菌菌丝体形态，并参
照范丽霞等的方法［１７］，采用国际链霉菌计划培养基（ＩＳＰ），将
溶磷放线菌菌株分别接种到酵母膏麦芽膏琼脂培养基

（ＩＳＰ２）、燕麦粉琼脂培养基（ＩＳＰ３）、无机盐淀粉琼脂培养基
（ＩＳＰ４）、甘油天门冬酰胺琼脂培养基（ＩＳＰ５）、蛋白胨酵母膏
铁盐琼脂培养基（ＩＳＰ６）、酪氨酸琼脂培养基（ＩＳＰ７）、察氏培
养基上，２８℃培养２０ｄ，观察并记录菌株在７种不同培养基
上的培养特征。

参照徐丽华等的方法［１８］进行人参根际促生放线菌的生

理生化特征鉴定。

１．５．２　人参根际促生放线菌的分子鉴定　将具有防病促生
活性的人参根际放线菌接种于高氏１号液体培养基中，２８℃
摇床培养７ｄ，离心收集菌体后抽真空冷冻干燥４８ｈ。冷冻干
燥后的菌体，提取基因组ＤＮＡ。参照Ｈａｍｄａｌｉ等的方法［１９］进

行１６ＳｒＤＮＡ扩增。扩增产物送生工生物工程（上海）股份有
限公司测序，用 ＣｌｕｓｔａｌＷ将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ中相关的
１６ＳｒＲＮＡ序列进行比对，通过ＭＥＧＡ６．０软件对菌株进行系
统发育分析，采用邻接法构建系统进化树，用 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ法
（１０００次重复）检验。

２　结果与分析

２．１　人参根际放线菌抑菌谱的测定
对分离到的人参根际放线菌进行培养皿内拮抗试验，获

得１株对病原真菌具有较强拮抗活性的放线菌菌株，命名为
ＤＣ－Ａ。由图１可以看出，菌株 ＤＣ－Ａ对禾谷镰孢菌、人参
菌核病菌、人参枯萎病菌、黄瓜枯萎病菌、人参黑斑病菌和人

参根腐病菌具有较强的抑菌效果，其抑菌带宽度分别为

１０．１、１９．６、７．５、５．８、８．２、４．２ｍｍ。
２．２　人参根际放线菌促生活性检测
２．２．１　菌株ＤＣ－Ａ产ＩＡＡ活性的定性和定量测定结果　由
图２可知，人参根际放线菌 ＤＣ－Ａ具有合成 ＩＡＡ的能力。
ＩＡＡ含量随Ｌ－色氨酸（Ｌ－ｔｒｐ）添加浓度的增大而增大，不添
加色氨酸时，菌株 ＤＣ－Ａ的 ＩＡＡ合成量最高达４．９６ｍｇ／Ｌ；

色氨酸添加浓度为０．０５％、０．１０％时，菌株 ＤＣ－Ａ合成 ＩＡＡ
的量 明 显 高 于 对 照 组，最 高 合 成 量 分 别 为 １５．３６、
３３．５９ｍｇ／Ｌ。　

２．２．２　菌株ＤＣ－Ａ溶无机磷活性测定　由图３可知，人参
根际放线菌菌株ＤＣ－Ａ在以 Ｃａ３（ＰＯ４）２为唯一磷源的 ＰＫＯ
液体培养基中，具有明显的溶磷特性，１５ｄ内菌株的溶磷量
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呈现先升高后下降的趋势，在１２ｄ前溶磷量呈明显增加趋
势，在１２ｄ达到最高溶磷量４１０．９５ｍｇ／Ｌ。相应发酵液的ｐＨ
值并没有同溶磷量表现出对应的趋势，而是在 ｐＨ值为７．０
上下波动。由此可以看出，人参根际放线菌菌株ＤＣ－Ａ在以
Ｃａ３（ＰＯ４）２为唯一磷源的 ＰＫＯ液体培养基中出现的明显溶
磷特性与发酵液ｐＨ值变化不相关，菌株 ＤＣ－Ａ的溶磷机制
还有待进一步研究。

２．２．３　菌株ＤＣ－Ａ产铁载体活性鉴定　由图４可知，将人
参根际放线菌 ＤＣ－Ａ接种于 ＣＡＳ固体平板培养１４ｄ后，在
其菌落周围出现明显的橙红色颜色圈，说明人参根际放线菌

ＤＣ－Ａ具有合成铁载体的活性。

２．３　人参根际促生菌株ＤＣ－Ａ的鉴定
２．３．１　菌株的形态特征　菌株ＤＣ－Ａ在固体高氏１号培养
基上生长良好，气丝绒状，浅灰色至灰色。基丝粉紫色、红紫

色和紫色，可溶色素同基丝色。气生菌丝发达，孢子丝螺旋

形，可达 １０圈，呈现典型的链霉菌形态特征，结果如图 ５
所示。

２．３．２　菌株的培养特征　高氏合成１号琼脂：气丝灰色，绒

状，基丝粉紫色。酵母膏麦芽膏琼脂培养基（ＩＳＰ２）：气丝丰
茂，灰粉色带薰衣草色彩，基丝丰茂，无色至弱褐色，可溶色素

栎褐色。燕麦粉琼脂培养基（ＩＳＰ３）：气丝灰粉色带薰衣草色
彩，基丝无色，无可溶色素。无机盐淀粉琼脂（ＩＳＰ４）：气丝丰
茂，黄灰色，基丝无色，可溶色素黄色。甘油天门冬酰胺琼脂

培养基（ＩＳＰ５）：气丝弱，褐灰色至银灰色，基丝好，无色，无可
溶色素。蛋白胨酵母膏铁盐琼脂培养基（ＩＳＰ６）：气丝不发
达，灰粉色带薰衣草色，基丝好，无色，可溶色素弱褐色。酪氨

酸琼脂（ＩＳＰ７）：气丝丰茂，红灰色带薰衣草色彩，基丝好，弱
褐色至芥褐色，可溶色素无至弱褐色。察氏培养基：气丝弱，

灰色，基丝好，无可溶色素。结果如图６所示。

２．３．３　菌株的生理生化特性　生理生化试验表明，菌株
ＤＣ－Ａ能使明胶液化、牛奶凝固并胨化、淀粉水解、硝酸盐还
原、纤维素水解、在蛋白胨酵母精铁琼脂和营养琼脂内产生褐

色素，但不产生硫化氢（Ｈ２Ｓ）、黑色素。碳源利用结果显示，
菌株利用 Ｄ－葡萄糖、Ｌ－阿拉伯糖、蔗糖以及麦芽糖、醋酸
钠、柠檬酸钠、琥珀酸钠；对Ｄ－果糖和Ｄ－木糖利用较差；不
利用棉子糖、肌醇、Ｄ－甘露醇、Ｌ－鼠李糖以及Ｌ－乳糖。
２．３．４　菌株的１６ＳｒＤＮＡ鉴定　参照 Ｈａｍｄａｌｉ等的方法［１９］，

以菌株ＤＣ－Ａ总 ＤＮＡ为模板，对 ＤＣ－Ａ菌株的１６ＳｒＤＮＡ
进行ＰＣＲ扩增，得到长度为１４１８ｂｐ的扩增产物。将测序结
果在ＧｅｎＢａｎｋ中利用Ｂｌａｓｔ软件进行同源性序列比对，构建系
统发育树，如图７所示。菌株ＤＣ－Ａ与已报道的淡紫灰链霉
菌亲缘关系最近，同源性达９９％，与 Ｂｌａｓｔ结果一致。因此，
菌株ＤＣ－Ａ在分类学地位上初步确定为淡紫灰链霉菌菌株
ＤＣ－Ａ。

３　结论与讨论

综上所述，从人参根际土壤中分离得到１株具有抗多种
植物真菌病害功能的放线菌淡紫灰链霉菌菌株 ＤＣ－Ａ。该
菌兼具产ＩＡＡ、铁载体和溶解无机磷的功能。淡紫灰链霉菌
菌株ＤＣ－Ａ为人参根际专用防病促生菌剂的开发提供了优
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质的资源。

致谢：研究中所用植物病原真菌均来自吉林农业大学植

物病理实验室，特此表示感谢。
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