
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０１８ꎬ３４(４):７７５~７８２
ｈ ｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｊｓｎ ｙ ｘ ｂ.ｃｏｍ

张　 健ꎬ曹成亮ꎬ蒋继宏ꎬ等. 毛泡桐内生放线菌及根际放线菌的筛选、鉴定及代谢产物分析[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０１８ꎬ３４(４):
７７５￣７８２.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０１８.０４.００９

毛泡桐内生放线菌及根际放线菌的筛选、鉴定及代谢
产物分析

张　 健ꎬ　 曹成亮ꎬ　 蒋继宏ꎬ　 鞠秀云
(江苏师范大学生命科学学院ꎬ江苏省药用植物生物技术重点实验室ꎬ江苏 徐州 ２２１１１６)

收稿日期:２０１７￣１１￣０６
基金项目:江苏师范大学硕士研究生创新科研项目(２０１６ＹＹＢ０９２)
作者简介:张　 健(１９９２￣)ꎬ男ꎬ安徽宿州人ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向为

微生物代谢产物ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)２４４２５１６８３３＠ ｑｑ.ｃｏｍ
通讯作者:鞠秀云ꎬ (Ｅ￣ｍａｉｌ) ｊｕｘｉｕｙｕｎ＠ ｊｓｎｕ.ｅｄｕ.ｃｎ

　 　 摘要:　 以 ５ 种植物病原真菌为靶标菌ꎬ采用平板对峙法和生长速率法对分离自河南省新乡市毛泡桐及根际

的 ４１ 株放线菌进行筛选ꎻ通过生理生化特征、培养特征、形态特征和基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的分析ꎬ对活性菌株

进行鉴定ꎻ利用气相色谱￣质谱联用技术(ＧＣ￣ＭＳ)对活性菌株发酵液的乙酸乙酯提取物进行分析ꎮ 结果表明:从 ４１
株放线菌中筛选出 ２ 株高活性菌株ꎬ菌株 ６００２ 为淀粉酶链霉菌一个亚种(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｄｉａｓｔａｔｉｃｕｓ ｓｕｂｓｐ. ｄｉａｓｔａｔｉｃｕｓ)ꎬ
菌株 ６０２６ 为浅紫链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｖｉｏｌａｓｃｅｎｓ)ꎮ 通过 ＧＣ￣ＭＳ 分析从菌株 ６００２ 和菌株 ６０２６ 发酵液乙酸乙酯相中

分别鉴定出 １５ 种和 １４ 种化合物ꎮ 鉴定出的成分中 ３￣羟基￣２￣甲基￣４￣吡喃酮、３￣异丁基￣六氢吡咯并[１ꎬ２￣ａ]吡嗪￣１ꎬ
４￣二酮具有很好的生物活性ꎬ邻苯二甲酸二丁酯是重要化工原料ꎮ
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　 　 植物病害是农作物大量减产的重要因素之一ꎬ
而在植物病害中大约有７０％~ ８０％的病害是由植物

病原真菌引起的[１￣２]ꎮ 目前ꎬ防治植物真菌病害的主

５７７



要方法是使用化学农药ꎮ 但随着化学农药的长期大

量使用ꎬ其对环境的负面影响越来越明显ꎬ产生了一

系列令人担忧的问题ꎮ 例如越来越多的致病菌产生

了抗药性ꎬ导致原先有效的化学农药对其防治效果

大大降低ꎻ同时化学农药大多有毒且不易降解ꎬ影响

人类健康和生态平衡[３]ꎮ 因此ꎬ现代农业发展迫切

需求替代化学农药的防治植物病害的方法[４]ꎮ 随

着微生物学研究的发展ꎬ利用微生物及其代谢产物

防治植物病害成为一个应用前景良好的领域ꎬ受到

人们的关注ꎮ
放线菌是一种重要的微生物资源ꎬ能够产生多

种生物活性物质ꎬ是筛选拮抗植物病原真菌的生防

菌及制备生防制剂的研究热点[５￣１０]ꎮ Ｇｕｒｏｖｉｃ 等从

巴塔哥尼亚安第斯山脉的放线菌中ꎬ筛选出 ４ 株具

有抗菌活性的链霉菌属和 １ 株能够合成安莎类抗生

素的小单孢菌[１１]ꎮ Ｈｉｍａｍａｎ 等从桉树及其根际土

壤中分离得到 ３ 株对桉树叶枯病具有强大抑制能力

的放线菌[１２]ꎮ 程亮等从海洋放线菌 Ｙ １２￣２６ 发酵

液中分离得到一种具有广谱抗真菌活性的化合物伊

枯草菌素ꎬ其对水稻纹枯病菌的最小抑菌浓度为

１２􀆰 ５ μｇ / ｍｌ[１３]ꎮ 这些研究结果表明ꎬ从放线菌中筛

选抗植物病原真菌的生防菌株具有可行性ꎮ
毛泡桐[Ｐａｕｌｏｗｎｉａ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ(Ｔｈｕｎｂ.)Ｓｔｅｕｄ.]是

玄参科泡桐属植物[１４]ꎬ其花、叶、皮、根、果古时就有

药用记载ꎮ 有关毛泡桐根、叶等提取物的研究结

果[１５￣１６]表明ꎬ泡桐含有环烯醚萜类、黄酮类、木脂素

类、苯丙素类、倍半萜类等活性物质ꎮ 但有关毛泡桐

及其根系土壤放线菌的研究却鲜有报道ꎮ 本研究以

５ 种常见的植物病原真菌作为供试菌ꎬ对分离自河

南新乡泡桐及根际土壤的 ４１ 株放线菌进行筛选ꎬ对
筛选到的活性菌株进行种属鉴定ꎬ并通过 ＧＣ￣ＭＳ 技

术分析活性菌株发酵液的乙酸乙酯提取物ꎬ以期挑

选出拮抗活性高、代谢产物丰富的菌株ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

４１ 株放线菌:分离自河南省新乡市毛泡桐及其

根系土壤ꎬ保存于江苏师范大学江苏省药用植物生

物技术重点实验室ꎮ
植物病原真菌:稻曲病真菌[Ｕｓｔｉｌａｇｉｎｏｉｄｅａ ｖｉ￣

ｒｅｎｓ (Ｃｏｏｋｅ) Ｔａｋａｈ]、番茄早疫病真菌 ( Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｓｏｌａｎｉ Ｊｏｎｅｓ ｅｔ Ｇｒｏｕｔ.)、苹果轮纹病真菌(Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａ￣

ｅｒｉａ ｂｅｒｅｎｇｅｒｉａｎａ ｄｅ Ｎｏｔ. ｆ. ｓｐ. Ｐａｒａｂｏｌａ Ｎｉｓｅ Ｋｏｇａｎｅｚ￣
ａｗａ ｅｔ Ｓａｋｕｍａ)、水稻恶苗病真菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｍｏｎｉｌｉ￣
ｆｏｒｍｅ Ｓｈｅｌｄ.)、青椒褐斑病真菌[Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃａｐｓｉｃｉ
(Ｍａｒｃｈａｌ ｅｔ Ｓｔｅｙａｅｒｔ) Ｋｏｖａｃｅｖｓｋｉ.]由江苏师范大学

江苏省药用植物生物技术重点实验室提供及保存ꎮ
试剂和仪器:ＰＣＲ 扩增试剂盒、通用引物 ＰＡ 和

ＰＢ 购自生工生物工程(上海)股份有限公司ꎻＴＰｒｏ￣
ｆｅｓｓｉｏｎａｌ 高性能梯度 ＰＣＲ 仪ꎬ德国 Ｂｉｏｍｅｔｆａ 公司产

品ꎻ３４００ Ｎ 扫描电子显微镜ꎬ日本 ＨＩＴＡＣ ＨＩ 公司产

品ꎻ乙酸乙酯为国产分析纯ꎮ
培养基:ＩＳＰ２ 培养基、高氏一号改良培养基、ＰＤＡ

培养基、营养琼脂培养基、燕麦培养基、察氏培养基、
Ｍ１０ 培养基和 ＬＢ 培养基配制方法参照文献[１７]ꎮ
１.２　 抗植物病原真菌的活性菌株初筛

初筛采用平板对峙法ꎬ首先将病原真菌的菌饼

(直径 ６ ｍｍ)置于 ＰＤＡ 培养基中央ꎬ同时在距离病

原真菌菌饼 ２５ ｍｍ 的周围等距离接种 ４ 株不同种

类的放线菌菌苔ꎮ ２８ ℃培养４~５ ｄꎬ观察结果ꎮ
１.３　 抗植物病原真菌的放线菌发酵液复筛

将初筛所得菌株接种于 ＩＳＰ２ 液体培养基中ꎬ２８
℃、１３０ ｒ / ｍｉｎ培养 ６ ｄꎬ所得发酵液４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心

１０ ｍｉｎꎬ上清液用 ０􀆰 ２２ μｍ 的无菌滤膜过滤ꎬ备用ꎮ
采用生长速率法测定放线菌发酵液对指示真菌的抑

制作用ꎬ将灭菌后的 ＰＤＡ 培养基按照培养基 ∶ 无菌

发酵液＝ ９ ∶ １(体积比)的比例混合制备平板ꎬ以无

菌水作为对照ꎮ 将培养 ７ ｄ 的病原菌菌饼(直径 ６
ｍｍ) 接种于平板中间ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎬ培养 ４~
５ ｄ 后ꎬ测量病原菌菌落直径ꎬ计算抑制率ꎮ 抑制

率＝[(对照菌落直径－处理菌落直径) / (对照菌落

直径－６)]×１００％ꎬ菌落直径单位为 ｍｍꎮ
１.４　 拮抗放线菌的鉴定

形态学观察采用埋片法:将菌株接种于 ＩＳＰ２ 固

体培养基ꎬ２８ ℃培养３~１５ ｄꎬ取出盖玻片ꎬ利用扫描

电镜进行观察ꎮ
培养特征观察:将菌株分别接种在 ８ 种不同培

养基上ꎬ２８ ℃培养 １０ ｄ 后观察记录生长状况、基内

菌丝、气生菌丝和可溶性色素的颜色ꎮ
生理生化测定:参照«链霉菌鉴定手册» [１８]对活

性菌株进行生理生化试验ꎮ
１６Ｓ ｒＲＮＡ 序列扩增和分析:挑取 ０.０５ ｇ 菌体用

微波法提取 ＤＮＡꎬ用正向引物 ＰＡ (５′￣ＡＧＡＧＴＴＴ￣
ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′)和反向引物 ＰＢ (５′￣ＴＴＡＡＧ￣
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ＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ￣３′)扩增放线菌 １６Ｓ ｒＲＮＡꎮ ＰＣＲ
扩增条件:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ１ 个循环ꎻ９５ ℃变性 １
ｍｉｎꎬ５５ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ
７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ１ 个循环ꎮ ＰＣＲ 产物由上海生工生

物技术服务有限公司进行纯化和测序ꎮ 将测得的序

列利用 ＥｚＴａｘｏｎ 进行序列比对ꎬ根据比对结果选择相

似性较高的菌株序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ５.０１ 软件以 Ｎｅｉｇｈ￣
ｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 计算方式生成系统发育进化树ꎮ
１.５　 拮抗放线菌乙酸乙酯粗提物的 ＧＣ￣ＭＳ 分析

对发酵液复筛得到的活性放线菌采用 ＩＳＰ２ 液体

培养基ꎬ在 ２８ ℃、１３０ ｒ / ｍｉｎ下培养 ６ ｄꎬ然后将发酵产

物 ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎮ 上清液用乙酸乙酯萃取ꎬ
浓缩乙酸乙酯相得浸膏ꎬ利用 ＧＣ￣ＭＳ 法进行分析ꎮ

气相 色 谱 条 件: ＴＲ ＳＭＳ 毛 细 管 柱 (３０ ｍ×
０.２５ ｍｍ×０􀆰 ２５ ｍｍ)ꎬ载气为高纯氦气ꎬ柱流量 ５０
ｍｌ / ｍｉｎꎬ气化室温度 ２８０ ℃ꎬ毛细管柱程序升温从

１５０ ℃开始ꎬ保持 ３ ｍｉｎꎬ以 ５ ℃ / ｍｉｎ的速度上升到

２００ ℃保持 ５ ｍｉｎꎬ再以 １０ ℃ / ｍｉｎ的速度升到 ２８０
℃并保持 １０ ｍｉｎ ꎮ

质谱条件:ＥＩ 离子源ꎬ电离电压 ７０ ｅＶꎬ离子源温

度为 ２３０ ℃ꎬ相对分子质量扫描范围 ５０~ ５５０ ＡＭＵꎬ
分流比 ５０ ∶ １ꎬ扫描周期 ０􀆰 ２ ｓꎬ进样量为 ２􀆰 ０ μｌꎮ

２　 结 果

２.１　 平板对峙法初筛出的拮抗植物病原真菌放线菌

以 ５ 种植物病原真菌作为供试菌的平板对峙筛

选结果显示ꎬ从河南新乡毛泡桐及根际土壤中分离

出的 ４１ 株放线菌中有 ８ 株对供试菌有不同程度的

抑制作用(表 １)ꎮ ８ 株活性菌株中有 ３ 株对 ５ 种病

原真菌均具有拮抗作用ꎬ其中菌株 ６００２ 和 ６０２６ 对

苹果轮纹病真菌、稻曲病真菌和番茄早疫病真菌的

活性均较强ꎮ

表 １　 平板对峙法筛选出的拮抗病原真菌放线菌

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｐｌａｎｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ｐｌａｔｅ ｃｏｎｆｒｏｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

菌株编号
苹果轮纹病真菌
(Ｂ.ｂｅｒｅｎｇｅｒｉａｎａ)

水稻恶苗病真菌
(Ｆ.ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍ)

稻曲病真菌
(Ｕ.ｖｉｒｅｎｓ)

番茄早疫病真菌
(Ａ. ｓｏｌａｎｉ)

青椒褐斑病真菌
(Ｃ.ｃａｐｓｉｃｉ)

６００１ － － ＋ － －

６００２ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋

６００５ ＋＋ ＋ ＋＋＋ ＋ ＋＋

６０１３ － － ＋ ＋ －

６０１９ ＋ ＋ ＋＋ ＋ －

６０２１ ＋ － ＋ － －

６０２３ － － ＋ － －

６０２６ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋
－:没有抑菌活性ꎻ＋:抑菌圈直径 ０.１~６.０ ｍｍꎻ＋＋:抑菌圈直径 ６.１~１６.０ ｍｍꎻ＋＋＋:抑菌圈直径≥１６.１ ｍｍꎮ

２.２　 拮抗植物病原真菌的放线菌发酵液复筛

利用生长速率法对株菌 ６００２、６００５ 和 ６０２６ 发

酵液进行复筛ꎬ结果显示菌株 ６００２ 和 ６０２６ 的发酵

液对 ５ 种植物病原真菌均具有抑制作用ꎮ 其中菌株

６００２ 发酵液对苹果轮纹病真菌的抑制效果较好ꎬ抑
菌率达 ７３􀆰 ０％ꎻ菌株 ６０２６ 发酵液对番茄早疫病真菌

抑制率高达 ８０􀆰 ２％ꎬ对苹果轮纹病真菌的抑菌率达

到 ７４􀆰 １％(图 １)ꎮ 菌株 ６００５ 发酵液对 ５ 种病原菌

的活性较差或没有活性ꎮ
２.３　 拮抗放线菌菌株 ６００２ 和 ６０２６ 的鉴定

在选定的 ８ 种培养基上ꎬ菌株 ６００２ 在 ＰＤＡ 和

营养琼脂培养基上产生色素ꎬ在其余 ６ 种培养基上

不产生色素ꎻ菌株 ６０２６ 在 ８ 种培养基上都不产生可

图 １　 放线菌菌株 ６００２ 和 ６０２６ 发酵液对 ５ 株植物病原真菌的

抑制率

Ｆｉｇ.１ 　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ ｓｔｒａｉｎｓ ６００２ ａｎｄ ６０２６
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｎ ｆｉｖｅ ｐｌａｎｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ
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溶性色素ꎮ 两株拮抗菌在察氏培养基、高氏一号改

良培养基和 Ｍ１０ 培养基上生长一般ꎬ在其他培养基

上生长较好(表 ２)ꎮ

表 ２　 放线菌菌株 ６００２ 和 ６０２６ 的培养特征

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｕｌｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ ｓｔｒａｉｎｓ ６００２ ａｎｄ ６０２６

培养基　 　 　 　
气生菌丝颜色

６００２ ６０２６

基内菌丝颜色

６００２ ６０２６

可溶性色素

６００２ ６０２６

生长状况

６００２ ６０２６

ＩＳＰ２ 培养基 深灰色 黄白色 黑褐色 灰色 － － ＋＋ ＋＋

高氏一号改良培养基 灰白色 黄白色 黄白色 灰紫色 － － ＋ ＋

ＰＤＡ 培养基 灰黑色 灰白色 黑色 黑色 ＋ － ＋＋ ＋＋

营养琼脂培养基 淡紫色 淡黄色 棕褐色 紫色 ＋ － ＋＋ ＋＋

燕麦培养基 棕色 黄白色 棕褐色 黄色 － － ＋＋ ＋＋

察氏培养基 黄白色 黄白色 灰白色 淡黄色 － － ＋ ＋

Ｍ１０ 培养基 灰白色 黄白色 黄白色 黄白色 － － ＋ ＋

ＬＢ 培养基 灰白色 灰色 褐色 紫灰色 － － ＋＋ ＋＋
＋:表示生长或有该种物质ꎻ＋＋:表示生长旺盛ꎻ－:表示不生长或无该种物质ꎮ

　 　 在电子显微镜下观察ꎬ两株菌株成熟孢子丝形

成的孢子链均呈串珠状ꎬ孢子为圆柱形ꎬ表面光滑无

刺ꎬ两端方正(图 ２)ꎮ 对照«链霉菌鉴定手册»ꎬ两
菌株均具有链霉菌属特征ꎮ

图 ２　 放线菌菌株 ６００２ 和 ６０２６ 在扫描电镜下的形态特征

Ｆｉｇ. ２ 　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ ｓｔｒａｉｎｓ
６００２ ａｎｄ ６０２６ ｕｎｄｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

　 　 两株菌株的生理生化特征见表 ３ꎮ 菌株 ６００２
能够利用 α￣乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖、麦芽糖、脯氨

酸、赖氨酸、和组氨酸等碳氮源ꎻ６０２６ 则能够利用木

糖、葡萄糖、阿拉伯糖、纤维二糖、精氨酸、组氨酸和

丝氨酸等碳氮源ꎮ 在酶学特征上两株菌株都能使明

胶液化ꎬ产生过氧化氢酶和淀粉酶ꎮ
　 　 对菌株 ６００２ 和 ６０２６ 进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 ＰＣＲ 扩

增ꎬ将测序结果与 ＥｚＴａｘｏｎ 数据库中的有效菌株进行

同源性比对ꎬ用 ＭＥＧＡ５.０１ 软件利用 Ｎｅｉｇｈｂｅｒ￣Ｊｏｉｎ￣
ｎｉｎｇ 法构建系统发育树ꎮ 结果显示:菌株 ６００２ 与淀

粉酶链霉菌一个亚种(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｄｉａｓｔａｔｉｃｕｓ ｓｕｂｓｐ.

ｄｉａｓｔａｔｉｃｕｓ)在同一个进化分支上ꎬ且序列的相似度为

９８􀆰 ６％ꎬ结合菌株形态特征、培养特征和生理生化特

征ꎬ将其确定为 Ｓ. ｄｉａｓｔａｔｉｃｕｓ ｓｕｂｓｐ. Ｄｉａｓｔａｔｉｃｕｓ 的 １ 个

菌株ꎮ 菌株 ６０２６ 与浅紫链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｖｉｏｌａｓ￣
ｃｅｎｓ)在同一个进化分支上ꎬ序列的相似度为 ９８􀆰 ８％ꎬ
结合菌株形态特征、培养特征和生理生化特征ꎬ将其

确定为 Ｓ. ｖｉｏｌａｓｃｅｎｓ 的 １ 个菌株(图 ３)ꎮ

表 ３　 放线菌菌株 ６００２ 和 ６０２６ 的生理生化特性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ
ｓｔｒａｉｎｓ ６００２ ａｎｄ ６０２６

项目　 　
结果

６００２ ６０２６
项目　 　

结果

６００２ ６０２６

α￣乳糖 ＋ ＋ 组氨酸 ＋ ＋

木糖 － ＋ 缬氨酸 ＋ －

甘露糖 － ＋ 丙氨酸 － －

葡萄糖 ＋ ＋ 甘氨酸 － －

山梨糖 － ＋ 丝氨酸 ＋ ＋

阿拉伯糖 ＋ ＋ 甲硫氨酸 ＋ ＋

果糖 － － 精氨酸 ＋ ＋

木糖醇 ＋ － 明胶液化 ＋ ＋

纤维二糖 － ＋ 过氧化氢酶 ＋ ＋

麦芽糖 ＋ － 纤维素酶 － －

肌醇 － － 淀粉酶 ＋ ＋

脯氨酸 ＋ － 脲酶 － －

赖氨酸 ＋ ＋
＋:表示反应为阳性ꎻ－:表示反应为阴性ꎮ
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图 ３　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的放线菌菌株 ６００２ 和 ６０２６ 系统发育树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ ｓｔｒａｉｎｓ ６００２ ａｎｄ ６０２６ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ

２.４　 拮抗放线菌菌株 ６００２ 和 ６０２６ 发酵液乙酸乙

酯粗提物的 ＧＣ￣ＭＳ 分析

　 　 菌株 ６００２ 发酵液提取物乙酸乙酯相 ＧＣ￣ＭＳ 分

析总离子流见图 ４ꎮ 将所得质谱信息与质谱数据库

标准图谱对照分析ꎬ对基峰、相对丰度和保留时间进

行直观比较ꎬ对比后去除重复得到 ２０ 种不同化合物

的质谱图ꎬ鉴定出 １５ 种成分(表 ４)ꎬ保留时间为

２３􀆰 ６１ ｍｉｎ、 ２６􀆰 ６３ ｍｉｎ、 ２７􀆰 ３９ ｍｉｎ、 ２７􀆰 ９９ ｍｉｎ 和

２８􀆰 ３８ ｍｉｎ 的化合物没能鉴定出来ꎮ 鉴定出来的化

合物主要为酯类、酮类、萘类和烷类ꎮ

图 ４　 放线菌菌株 ６００２ 发酵液提取物 ＧＣ￣ＭＳ 图谱

Ｆｉｇ.４　 ＧＣ￣ＭＳ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ ｓｔｒａｉｎ ６００２ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ

９７７张　 健等:毛泡桐内生放线菌及根际放线菌的筛选、鉴定及代谢产物分析



表 ４　 ＧＣ￣ＭＳ 分析鉴定的放线菌菌株 ６００２ 发酵液提取物成分

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＧＣ￣ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ６００２
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ

序号
保留时间
(ｍｉｎ) 　 　 化合物名称 分子式

１ １４.１６ 十二烷 Ｃ１２Ｈ２６

２ １５.０１ ３￣羟基￣２￣甲基￣４￣吡喃酮 Ｃ６Ｈ６Ｏ３

３ １８.６２ 十四烷 Ｃ１４Ｈ３０

４ １８.７１ １￣甲基萘 Ｃ１１Ｈ１０

５ １９.０８ ２￣甲基萘 Ｃ１１Ｈ１０

６ ２０.４２ ８ꎬ８ａ￣二甲基十氢￣１￣萘酚 Ｃ１２Ｈ２２Ｏ

７ ２０.６２ ２ꎬ６￣二甲基萘 Ｃ１２Ｈ１２

８ ２１.７１ 十六烷 Ｃ１６Ｈ３４

９ ２２.４０ １ꎬ４ꎬ５￣三甲基萘 Ｃ１３Ｈ１４

１０ ２４.３２ 十九烷 Ｃ１９Ｈ４０

１１ ２６.３６ 邻苯二甲酸二异丁酯 Ｃ１６Ｈ２２Ｏ４

１２ ２７.０６ 十六烷酸 Ｃ１６Ｈ３２Ｏ２

１３ ２７.５９ 邻苯二甲酸二丁酯 Ｃ１６Ｈ２２Ｏ４

１４ ２８.５７ ３￣异丁基￣六氢吡咯并[１ꎬ２￣ａ]吡
嗪￣１ꎬ４￣二酮

Ｃ１１Ｈ１８Ｎ２Ｏ２

１５ ３３.６７ 邻苯二甲酸二异辛酯 Ｃ２４Ｈ３８Ｏ４

　 　 将菌株 ６０２６ 发酵液乙酸乙酯相的 ＧＣ￣ＭＳ 分析

总离子流图(图 ５)与质谱数据库标准图谱进行对照

分析ꎬ直观比较基峰、相对丰度和保留时间等ꎬ对比

后去除重复得到 １７ 种不同化合物的质谱图ꎬ鉴定出

１４ 种成分(表 ５)ꎬ保留时间在 ２３􀆰 ６１ ｍｉｎ、２７􀆰 ４１ ｍｉｎ
和 ２８􀆰 ７５ ｍｉｎ 的化合物没能鉴定出来ꎮ 鉴定出来的

化合物主要为酯类、酮类、有机酸类、萘类和烷类ꎮ

３　 讨 论

近年来ꎬ随着人们环保和健康意识的增强ꎬ无毒

且对环境兼容性好的农用抗生素受到越来越多人的

青睐ꎮ 无毒且对环境兼容性好的农用抗生素符合现

代农业的发展理念ꎬ将创造出巨大的经济和生态效

益[１９]ꎮ 高活性生防菌株是获得无毒且对环境兼容性

好的农用抗生素的前题和基础ꎬ因此ꎬ活性菌株的筛

选受到科研工作者的关注[２０]ꎮ 史晓晶等从红景天分

离得到 １ 株变异链霉菌ꎬ该菌对番茄早疫病菌和玉米

小斑病菌都具有较高拮抗作用[２１]ꎮ 吴艳辉等从杭州

地区的土壤中分离到 １ 株淡紫灰链霉菌ꎬ其发酵滤液

对西瓜枯萎病菌的抑制率达到 ８０％以上[２２]ꎮ Ｇｏｕｄｊａｌ
等从阿尔及利亚撒哈拉本土植物根中分离到 ６ 株能

够降低番茄立枯病发病率的内生放线菌[２３]ꎮ

图 ５　 放线菌菌株 ６０２６ 发酵液提取物 ＧＣ￣ＭＳ 图谱

Ｆｉｇ.５　 ＧＣ￣ＭＳ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ ｓｔｒａｉｎ ６０２６ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ

　 　 虽然人们已筛选出一定量的拮抗病原真菌的活

性菌株ꎬ但远不能满足农业生产的需求ꎬ许多重大植

物病害仍严重缺乏相应的生物农药ꎬ研发生物农药

依然任重而道远ꎮ 本研究以 ５ 种常见的植物致病真

菌作为供试菌ꎬ利用平板对峙法和生长速率法从 ４１
株放线菌中筛选出对 ５ 种病原真菌均具有抗菌活性

的菌株 ６００２ 和 ６０２６ꎮ 其中ꎬ菌株 ６００２ 的发酵液对

苹果轮纹病菌的抑制效果较强ꎬ抑制率达 ７３.０％ꎻ菌
株 ６０２６ 的发酵液对番茄早疫病菌的抑制率较高ꎬ达
到 ８０.２％ꎬ对苹果轮纹病菌的抑菌率达到 ７４.１％ꎮ
因此ꎬ菌株 ６００２ 和 ６０２６ 均为极具潜力的生防菌ꎬ具
有进一步研究的价值ꎮ
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表 ５　 ＧＣ￣ＭＳ 分析鉴定的拮抗菌菌株 ６０２６ 发酵液提取物成分

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＧＣ￣ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ６０２６

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ

序号
保留时间
(ｍｉｎ) 　 　 化合物名称 分子式

１ １５.０５ ３￣羟基￣２￣甲基￣４￣吡喃酮 Ｃ６Ｈ６Ｏ３

２ １５.７８ ２ꎬ ３￣二 氢￣３ꎬ ５￣二 羟 基￣６￣甲 基￣
４Ｈ￣吡喃￣４￣酮

Ｃ６Ｈ８Ｏ４

３ １８.６０ 十四烷 Ｃ１４Ｈ３０

４ ２０.４１ ８ꎬ８ａ￣二甲基十氢￣１￣萘酚 Ｃ１２Ｈ２２Ｏ

５ ２０.６１ ２ꎬ６￣二甲基萘 Ｃ１２Ｈ１２

６ ２１.７２ 十六烷 Ｃ１６Ｈ３４

７ ２２.４０ １ꎬ４ꎬ５￣三甲基萘 Ｃ１３Ｈ１４

８ ２４.３３ 十九烷 Ｃ１９Ｈ４０

９ ２６.３７ 邻苯二甲酸二异丁酯 Ｃ１６Ｈ２２Ｏ４

１０ ２６.７７ 菲 Ｃ１４Ｈ１０

１１ ２７.０８ 十六烷酸 Ｃ１６Ｈ３２Ｏ２

１２ ２７.６１ 邻苯二甲酸二丁酯 Ｃ１６Ｈ２２Ｏ４

１３ ２８.６０ ３￣异丁基￣六氢吡咯并[１ꎬ２￣ａ]吡
嗪￣１ꎬ４￣二酮

Ｃ１１Ｈ１８Ｎ２Ｏ２

１４ ３３.６７ 邻苯二甲酸二(２￣乙基)己酯 Ｃ２４Ｈ３８Ｏ４

　 　 通过菌株生理生化特征、培养特征、形态特征和

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列相似性分析发现ꎬ菌株 ６００２ 与

淀粉酶链霉菌一个亚种(Ｓ. ｄｉａｓｔａｔｉｃｕｓ ｓｕｂｓｐ. ｄｉａｓｔａｔ￣
ｉｃｕｓ)具有高度相似性ꎬ菌株 ６０２６ 鉴定为浅紫链霉菌

(Ｓ. ｖｉｏｌａｓｃｅｎｓ)的一个种ꎮ 谭力等[２４] 从邳州银杏内

生放线菌中筛选到 １ 株具有拮抗植物病原真菌的浅

紫链霉菌ꎬ但未进行代谢产物的研究ꎮ 关于菌株 Ｓ.
ｄｉａｓｔａｔｉｃｕｓ ｓｕｂｓｐ. ｄｉａｓｔａｔｉｃｕｓ 拮抗植物病原真菌及其

代谢产物的研究尚未见报道ꎮ
本研究采用 ＧＣ￣ＭＳ 联用技术ꎬ分析了两株活性

放线菌发酵液的乙酸乙酯提取物ꎮ 从菌株 ６００２ 发

酵液中鉴定出 １５ 种化合物ꎬ有 ５ 种未能鉴定出来ꎻ
从菌株 ６０２６ 发酵液中鉴定出 １４ 种化合物ꎬ有 ３ 种

没有鉴定出来ꎮ 在已鉴定的化合物中两株菌共有化

合物有 １１ 种ꎮ 除此之外ꎬ菌株 ６００２ 代谢产物中还

含有十二烷、１￣甲基萘、２￣甲基萘和邻苯二甲酸二异

辛酯ꎻ菌株 ６０２６ 则含有 ２ꎬ３￣二氢￣３ꎬ５￣二羟基￣６￣甲
基￣４Ｈ￣吡喃￣４￣酮、菲和邻苯二甲酸二 (２￣乙基) 己

酯ꎮ 查 阅 相 关 资 料 发 现ꎬ ３￣羟 基￣２￣甲 基￣４￣吡 喃

酮[２５]、３￣异丁基￣六氢吡咯并 [ １ꎬ２￣ａ] 吡嗪￣１ꎬ４￣二
酮[２６]具有很好的生物活性ꎬ邻苯二甲酸二异丁

酯[２７]和邻苯二甲酸二丁酯[２８]是重要的化工原料ꎮ
综上所述ꎬ菌株 ６００２ 的代谢产物较为丰富ꎬ菌

株 ６０２６ 抑制植物病原菌的活性更强ꎮ
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