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摘要：采用稀释涂布法从枸骨根际土壤悬液中分离到１株根际放线菌ＺＹ２，其发酵产物对参与测试的１６
种病原指示菌具有一定的抑制效果该菌株在改良高氏一号培养基上生长良好生长过程中，菌落从初
期的白色逐渐变为淡黄色，菌丝有分枝，无横膈膜，孢子呈卵圆形、圆柱状或杆状，孢子链长，有波状

弯曲通过形态特征和１６ＳｒＤＮＡ系统进化分析，鉴定此根际放线菌ＺＹ２为细黄链霉菌．
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　　枸骨 （ＩｌｅｘｃｏｒｎｕｔａＬ．）名猫儿刺、八角刺、
老虎刺、鸟不宿、枸骨刺等，四季常青，可用于绿

化．其为被子植物门 （Ａｎｇｉｏｓｐｅｒｍａｅ）双子叶植物
纲 （Ｄｉｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ）无患子目 （Ｓａｐｉｎｄａｌｅｓ）冬青科
（Ａｑｕｉｆｏｌｉａｃｅａｅ）冬青属 （Ｉｌｅｘ）植物，主要分布于
长江下游各省［１］．枸骨是一种常用中药，其叶、树
皮、果实、根均可入药，在常见病痛治疗方面有较

好疗效［２］．枸骨叶清热养阴、益肾、平肝，可用于

治疗肺痨咯血、骨蒸潮热、头晕目眩等症状［３］．
根际是植物－土壤－微生物信息和物质交换的

重要场所，是土壤对植物根系的生命活动和代谢影

响最直接、最显著的区域．根际微生物对植物的生
长发育、抗逆性以及病虫害防治等方面都具有非常

重要的作用［４－５］，因此，根际微生物组被视作植物

的第二基因组．当前，对植物宿主、根际微生物和
其他土壤微生物间相互作用和关系的研究属于全球



关注的热门和研究的热点［６－８］．
目前，植物菌害防治的方式主要以化学防治为

主，但是长期施用化学农药会带来农药残留、病原

菌抗药性增强、生物多样性受破坏、农产品品质下

降、病害发生易反复等负面影响［９－１１］．而利用生
防菌进行植物病害的防治则具有对环境安全的优

点，因此，对生防菌的相关研究［１２－１４］是新农药研

究和创制的方向之一．放线菌是一类重要的生防
菌，是抗生素最重要的生物来源．在现今发现的
２万多种微生物来源的天然抗生素中，约有４０％由
放线菌产生［１５－１６］．而在应用于临床的天然抗生素
中，约有７０％来源于放线菌的次级代谢产物［１７］．
且自然界中放线菌种资源十分丰富，尽管目前有新

的放线菌种不断被发现，但仍然不足自然界中放线

菌种类总量的１％［１８］．研究［１９－２２］表明，许多具有

重要生物活性的放线菌是从植物根际土壤中分离得

到的．本研究拟以枸骨根际土壤为研究对象，以期
在其中发掘出放线菌资源用以开发新的生防菌剂，

为进一步研究利用抑菌活性物质奠定基础．

１　材料与方法

１１　材料
１１１　根际土样

枸骨根际土样采自云南省曲靖市会泽县，为枸

骨根系周围表层下的土壤．采集方法：将其表层杂
物清除掉，挖取深度为２０ｃｍ耕作层的根际土壤．
１１２　供试病原指示菌

抑菌活性检测所用的１７种病原指示菌分别为
８种革兰氏阴性菌、８种革兰氏阳性菌和１种病原
真菌 （酵母菌）．其类别与来源详见表１．

表１　试验用病原指示菌

菌株名称 特性 类型 来源

大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＣＭＣＣ４４１０２ 野生型 革兰氏阴性细菌 （Ｇ－） 曲靖市第一人民医院

铜绿假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）ＡＴＣＣ２７８５３ 野生型 革兰氏阴性细菌 （Ｇ－） 上海北诺生物科技有限公司

乙型副伤寒沙门氏菌 （Ｓａｈｎｏｎｅｌｌａｅｎｔｅｒｉｃａｓｕｂｓｐ．

Ｅｎｔｅｒｚｃａ）ＣＭＣＣ５００９４
野生型 革兰氏阴性细菌 （Ｇ－） 上海北诺生物科技有限公司

肺炎克雷伯氏菌 （Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ＣＭＣＣ４６１１７ 野生型 革兰氏阴性细菌 （Ｇ－） 上海北诺生物科技有限公司

宋内氏志贺氏菌 （Ｓｉｇｅｌｓｏｎｎｅｉ）Ｙｍ１０４６ 野生型 革兰氏阴性细菌 （Ｇ－） 云南大学微生物研究所

鼠伤寒杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）Ｙｍ１０３４ 野生型 革兰氏阴性细菌 （Ｇ－） 云南大学微生物研究所

霍氏肠杆菌 （Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｈｏｒｍａｅｃｈｅｉ）ＡＴＣＣ７００３２３ 野生型 革兰氏阴性细菌 （Ｇ－） 曲靖市第一人民医院

青枯雷尔氏菌 （Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ）ＹＭＦ１１３ 野生型 革兰氏阴性细菌 （Ｇ－） 云南生物资源保护与利用国家重点实验室

铅黄肠球菌 （Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｃａｓｓｅｌｉｆｌａｖｕｓ）ＡＴＣＣ７００３２７ 野生型 革兰氏阳性细菌 （Ｇ＋） 曲靖市第一人民医院

蜡状芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）Ｙｍ１００４ 野生型 革兰氏阳性细菌 （Ｇ＋） 云南大学微生物研究所

枯草芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＣＭＣＣ２７８５３ 野生型 革兰氏阳性细菌 （Ｇ＋） 上海北诺生物科技有限公司

白色葡萄球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｌｂｕｓ）Ｙｍ１０２９ 野生型 革兰氏阳性细菌 （Ｇ＋） 云南大学微生物研究所

金黄色葡萄球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）ＡＴＣＣ２５９２３ 野生型 革兰氏阳性细菌 （Ｇ＋） 上海北诺生物科技有限公司

耻垢分枝杆菌 （Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｍｅｇｍａｔｉｓ）Ｙｍ１０３７ 野生型 革兰氏阳性细菌 （Ｇ＋） 云南大学微生物研究所

藤黄八叠球菌 （Ｓａｒｄｉｎｅｌｕｔｅａ）Ｙｍ１０２８ 野生型 革兰氏阳性细菌 （Ｇ＋） 云南大学微生物研究所

表皮葡萄球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）Ｙｍ１０７７ 野生型 革兰氏阳性细菌 （Ｇ＋） 云南大学微生物研究所

白色念珠菌 （Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１ 野生型 病原真菌 曲靖市原雄业药业集团

１１３　培养基和培养条件
根际土壤放线菌分离、纯化和形态观察使用的

培养基为改良高氏一号培养基 （制作流程：在可

溶性淀粉２０ｇ、硝酸钾１ｇ、磷酸二氢钾０５ｇ、硫
酸镁０５ｇ、氯化钠０５ｇ、硫酸亚铁００１ｇ、琼脂
１５ｇ中加入蒸馏水至 １０００ｍＬ，调节 ｐＨ＝７２～
７４后，经１２１℃ 高压灭菌１５ｍｉｎ后冷却得到培
养液．当冷却至５０～５５℃ 时，在３００ｍＬ培养液

中加入３％的重铬酸钾１ｍＬ混匀，最后倒入无菌
平皿），分离培养温度为 ２８℃；菌株纯化后，培
养温度为３０℃．种子培养基为 ＴＳＢ培养基即蛋白
胨大豆肉汤培养基 （制作流程：在胰蛋白胨大豆

肉汤３０ｇ中加蒸馏水至１０００ｍＬ，分装至锥形瓶
中，１２１℃高压灭菌１５ｍｉｎ）．发酵所用培养基为
自配培养基 （所含物质的质量分数为：葡萄糖６％、
大豆粉１５％、硫酸铵０５％、蛋白胨０５％、碳酸
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钙０５％、硫酸镁００５％、硫酸二氢钾００２％，调
节ｐＨ＝６５），液体摇床发酵温度为３０℃．

病原酵母菌培养采用酵母膏胨葡萄糖 （ＹＰＤ）
琼脂培养基 （所含物质的质量分数为：酵母膏

１％、蛋白胨 ２％、葡萄糖 ２％、琼脂粉 ２％）．病
原指示细菌培养用牛肉膏蛋白胨培养基 （制作流

程：在牛肉膏３ｇ、蛋白胨１０ｇ、氯化钠５ｇ、琼脂
２０ｇ中加蒸馏水至 １０００ｍＬ，其中牛肉膏用玻棒
挑取，放在小烧杯中称量，用热水溶化后倒入烧

杯，调节ｐＨ＝７４～７６后，经 １２１℃ 高压灭菌
１５ｍｉｎ后，倒入无菌平皿）．病原指示细菌和病原
指示酵母菌培养温度均为３７℃．
１１４　试验试剂

试验中所用重铬酸钾溶于蒸馏水，配制成３％
的重铬酸钾水溶液．蛋白酶Ｋ（２０ｍｇ／ｍＬ），ＤＮＡ
连接酶 （５Ｕ／μＬ），溶菌酶 （５０ｍｇ／ｍＬ）等均购
自 Ｓｉｇｍａ公司；Ｔａｑ酶及试验中所用培养基组分、
各类生化试剂等均购自昆明硕阳科技有限公司．
１１５　引物

扩增所用引物为细菌的 １６ＳｒＤＮＡ通用引物
（由北京百泰克公司合成）：２７Ｆ（５′ＡＧＡＧＴＴＴ
ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′）；１４９２Ｒ（５′ＧＧＴＴＡＣＣＴＴ
ＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）．
１２　方法
１２１　根际放线菌的分离、纯化

称取研细、自然风干的土样 １０ｇ，加入含
９０ｍＬ无菌蒸馏水的锥形瓶中，１６０ｒ／ｍｉｎ摇床振
荡２０ｍｉｎ，静置后制备成土壤悬液．用１０倍稀释
法将土壤悬液配制成１０１，１０２，１０３这３个质量
浓度梯度的土壤悬液．然后，吸取每个质量浓度梯
度的土壤悬液各１００μＬ分别涂布于单个改良高氏
一号平皿上，每个平皿重复涂布３次，在３０℃ 环
境下培养５～７ｄ．经多次纯化后，挑取单菌落到
改良高氏一号试管斜面上培养，并对菌株进行编

号，４℃环境下保存备用．
１２２　抑菌活性检测

１）次生代谢产物粗提物的制备：首先，将分
离得到的放线菌单菌落接种到２０ｍＬ改良高氏一号
液体培养基中，在 ３０℃ 环境下，２００ｒ／ｍｉｎ摇床
培养３～５ｄ．然后，按１０％接种量接种到发酵培
养基中，继续在 ３０℃ 环境下，２００ｒ／ｍｉｎ摇床培
养５ｄ．最后，在得到的发酵液中加入等体积的乙

酸乙酯，浸提２４ｈ后过滤除去菌体，并将发酵液
浓缩至２ｍＬ，制备成次生代谢产物粗提物．
２）指示菌的培养：挑取病原指示细菌、病原

指示酵母菌单菌落分别接种到牛肉膏蛋白胨、ＹＰＤ
培养基中，在 ３７℃ 环境下，２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养
１ｄ，制成指示菌悬液．

３）含菌平板的制备：无菌条件下分别提取各
种供试指示菌悬液各０２ｍＬ，置于相应的牛肉膏
蛋白胨、ＹＰＤ固体培养基中制成含菌平板．
４）抑菌试验检测：采用滤纸片法 （直径

６ｍｍ）测定抗菌活性．首先，将浸泡于根际放线
菌浓缩后发酵液的无菌滤纸片三片叠加，干燥后放

入含菌平板上，每个样品重复３次，设置乙酸乙酯
液为发酵液的空白对照．然后将上述样品置于
３７℃环境中培养２４ｈ．最后，使用十字交叉法分
别测量抑菌圈的直径大小．
１２３　抑菌活性菌株的分类鉴定

１）形态鉴定．在改良高氏一号培养基上接种并
插片，３０℃环境下培养．从第二天开始在显微镜下
观察菌丝生长情况及孢子链形态等特征，所用显微

镜型号为奥林巴斯ｂｘ４３，观察时所用目镜为１０×，
物镜为１００×，放大倍数１０００倍，进行初步鉴定．
２）分子鉴定． （ａ）枸骨根际放线菌基因组

ＤＮＡ的提取：采用改良高氏一号培养基液体，３０℃
环境下，２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养３～５ｄ，然后使用盐析
法［２３］提取ＤＮＡ．（ｂ）１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增条件和
程序以及ＰＣＲ产物的克隆参照文献 ［２４］进行．首
先采用ＢＬＡＳＴ和ＤＮＡＭＡＮ序列分析软件进行序列
一致性分析．在ＧｅｎＢａｎｋ中进行同源序列搜索，并
调出相关菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列，然后用 ＣｌｕｓｔａｌＸ
软件进行多序列比对，最后使用 ＭＥＧＡ７软件，并
采用ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ法模型构建系统进化发育树．

２　结果与分析

２１　根际土壤放线菌分离、纯化结果
根据菌株培养特征的不同，排除重复菌株，选

择代表菌株．从枸骨根部土壤中共分离出２株放线
菌菌株，分别将其命名为ＺＹ１和ＺＹ２．抑菌活性
检测结果表明，只有菌株 ＺＹ２具有较为明显的抑
菌活性．
２２　放线菌ＺＹ２的抑菌活性检测结果

在１２０ｍＬ根际放线菌ＺＹ２的发酵液中加入等
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体积的乙酸乙酯，静置１ｄ后过滤除去菌体，并旋
蒸浓缩成２ｍＬ乙酸乙酯发酵粗提物．采用滤纸片
扩散法检测其抑菌活性，见表２．结果表明，除了
对耻垢分枝杆菌无明显抑菌活性，ＺＹ２的乙酸乙
酯提液对１７种病原指示菌中的１６种均具有抑制效
果，抑菌圈直径都在９ｍｍ以上．说明其抑菌活性
较为明显，具有广谱抗菌活性．

表２　菌株ＺＹ２抑菌活性检测结果

病原指示菌
抑菌圈

直径／ｍｍ
病原指示菌

抑菌圈

直径／ｍｍ

大肠杆菌 １５ 蜡状芽孢杆菌 １１

铜绿假单胞菌 １６ 枯草芽孢杆菌 ９

乙型副伤寒沙门氏菌 ９ 白色葡萄球菌 １１

肺炎克雷伯氏菌 １３ 金黄色葡萄球菌 ９

宋内氏志贺氏菌 １０ 耻垢分枝杆菌 －

鼠伤寒杆菌 １０ 藤黄八叠球菌 １２

霍氏肠杆菌 １０ 表皮葡萄球菌 ９

青枯雷尔氏菌 １５ 白色念珠菌 １４

铅黄肠球菌 １０

　　注：表中抑菌圈直径为３次重复试验的平均值．

２３　放线菌ＺＹ２的形态鉴定结果
在改良高氏一号培养基上划线培养菌株 ＺＹ２，

３ｄ后观察菌落正面形态 （图１）．结果显示，其单菌
落呈皱褶状，菌落正面颜色由初期的纯白色慢慢变成

淡黄色．菌株菌丝体和孢子观察结果见图２．由图２
可见，菌株初期菌丝体有分枝，菌丝间无横膈膜，且

不产生孢子，颜色浅而透明．随着菌株生长，菌丝体
逐渐分化为营养菌丝和气生菌丝．菌株成熟后形成孢
子丝，并产生大量孢子．孢子呈卵圆形、圆柱状或杆
状，孢子链长，且有波状弯曲．参照 《链霉菌鉴定手
册》［２５］，上述特征符合链霉菌特征，因此可初步认定

菌株ＺＹ２属于放线菌门链霉菌属．

图１　菌株ＺＹ２培养３ｄ的菌落正面图

　　 　（ａ）插片２ｄ后观察的营养菌丝　　　　　　　（ｂ）插片２ｄ后观察的气生菌丝　　　　（ｃ）插片３ｄ后观察的气生菌丝和孢子丝

　　　　　　　　　　　　（ｄ）插片３ｄ后观察的孢子丝　　　 　　（ｅ）插片４ｄ后观察的孢子链和孢子

图２　菌株ＺＹ２的形态特征

８０１ 　　　　　　　　　　　　　　昆明学院学报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０２２年６月



２４　系统进化发育分析结果
采用盐析法提取菌株 ＺＹ２的基因组 ＤＮＡ．经

ＰＣＲ扩增１６ＳｒＤＮＡ基因片段，得到了１５００ｂｐ左
右的条带．然后将扩增出的菌株ＺＹ２１６ＳｒＤＮＡ片
段胶纯化、克隆、抽提质粒并双向测序．而后将所
得到的基因序列在 ＧｅｎＢａｎｋ中进行 ＢＬＡＳＴ比对，
选 用 大 肠 杆 菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉＡＴＣＣ ２５９２２

ＭＷ０２９９３１作为外类群，构建系统系统发育树 （图

３）．１６ＳｒＤＮＡ序列的结果分析显示，菌株ＺＹ２与
细黄链霉菌 ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｍｉｃｒｏｆｌａｖｕｓＮＲＲＬＢ１３３２
ＥＦ１７８６７３聚在同一分支，序列同源性为 １００％．
结合形态特征的相似性，可将菌株 ＺＹ２鉴定为链
霉菌属细黄链霉菌．

图３　邻接法构建菌株ＺＹ２及相关菌株１６ＳｒＤＮＡ序列的系统发育树

３　讨论与结论

３１　讨论
链霉菌是抗生素和其他生物活性物质的主要来

源，在目前已经发现的１０００多种微生物产生的活
性物质中，约２／３是从链霉菌属的次生代谢产物中
得到的［２６］．且已有实验［２７－３０］证明，细黄链霉菌次

生代谢产物对多种植物病害真菌、细菌具有广谱抑

制作用．此外，细黄链霉菌还能在植物生长过程中
表现出不同程度的促进生长和生物防治的作

用［３１－３２］．单一使用细黄链霉菌或配合其他微生物
菌剂可制作具有生防效应的微生态肥料，此类肥料

在植物病害防治等农业领域具有非常广阔的应用前

景［３３］．尤其是在当前传统化肥、化学农药大量使
用而造成生态环境日趋恶化的情况下，利用链霉菌

等颇具生防与生态价值的菌种资源开发出用于防治

植物病虫害、改善土壤微环境的新产品显得尤为

重要．

３２　结论
采用枸骨根际土壤悬液分离、纯化到了１株根

际放线菌 ＺＹ２．使用纸片扩散法检测其发酵产物
的抑菌活性结果表明，除了对耻垢分枝杆菌无明显

抑菌活性外，该菌种对所测试的其他１６种病原指
示菌均表现出明显的抑制效果，有广谱抗菌活性．
形态特征结合 １６ＳｒＤＮＡ系统进化分析结果表明，
该根际放线菌ＺＹ２为链霉菌属细黄链霉菌．
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Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ，２０００．

［２４］杨本寿，尹敏，肖正群，等．自溶链霉菌遗传操作研究

［Ｊ］．云南大学学报 （自然科学版），２０１０，３２（６）：

７２４－７３２．

［２５］中国科学院微生物研究放线菌分类组．链霉菌鉴定

手册 ［Ｍ］．北京：科学出版社，１９７５．

［２６］张琳，常恺莉，姚感，等．Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｌｂｉｒｅｔｉｃｕｌｉ和

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｌｂｏｆａｖｕｓ次生代谢产物的研究进展 ［Ｊ］．

中国抗生素杂志，２０２１，４６（２）：８９－９６．

［２７］马东．细黄链霉菌ＡＭＹａ００８固态发酵工艺优化及生

防微生态菌剂的开发 ［Ｄ］．济南：齐鲁工业大

学，２０１８．

［２８］王游游，蒋继志，田荟遥，等．拮抗放线菌 Ｓｙ１１菌

株感应的致病疫霉信号分子初步研究 ［Ｊ］．作物杂

志，２０１７，３３（４）：１５０－１５４．

［２９］王磊．一株稀有放线菌的分离鉴定和抑菌活性的研

究 ［Ｄ］．广州：暨南大学，２０１１．

［３０］蒋欣陶，梁春浩，臧超群．葡萄霜霉病菌拮抗放线

菌ＱＨ９４发酵滤液的稳定性研究 ［Ｊ］．辽宁农业科

学，２０１８（２）：１９－２４．

［３１］吴翔，谭昊，彭卫红．抑制烟草青枯病的３株放线菌筛

选及鉴定 ［Ｊ］．农业生物技术学报，２０２１，２９（２）：１２．

［３２］张琪，李春强，王斌，等．５４０６放线菌对茄子、圣

女果种子萌发及幼苗生长的影响 ［Ｊ］．分子植物育

种，２０１８，１６（１０）：３３３３－３３４２．

［３３］卢洋洋．不同菌种组合对牛粪好氧堆肥发酵的影响

研究 ［Ｄ］．呼和浩特：内蒙古农业大学，２０１９．
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