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除莠活性链霉菌的系统发育研究及其活性产物分析
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摘 要：从云南地区土壤中分离到一株具有除莠活性的放线菌（(DG+>%;HD3G3F），对其产生的活性物质进行了分离、纯
化及分析。从该菌株的发酵液中获得了有除莠活性的黄色结晶，薄板层析的结果表明，该结晶为多组分混和物，且

每一组分均具有除莠活性。通过红外分析对其组分作了初步鉴定。同时对该菌株进行了形态、化学及系统发育学

研究，根据 05I *J,(全序列构建了系统发育树，结果表明此菌株应属于链霉菌属（ !"#$%"&’()$*），同时具有耐低温和
耐盐的特性。
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杂草危害是一个世界性问题。近年来，微生物

各种复杂的代谢产物和新奇的分子结构、作用机理

以及商业化前景受到越来越多的重视，微生物来源

的天然农药产物也开始发挥重要作用［0，"］。随着土

壤生物学与杂草学联系的加强，微生物除莠剂的开

发迅速兴起；与化学合成的农药相比，它具有无残

毒、无污染和经济效益高等优点。利用微生物发酵

产生新型除莠剂的前景非常广阔［-，!］。本文报道了

一株具有除莠活性的链霉菌菌株的系统发育学及其

产生的除莠活性物质的研究结果。

! 材料和方法

!"! 菌种
分离自云南地区的土样、经筛选具有除莠活性

的放线菌（+)",-&’()$"$*）菌株 !###-。菌株的活性筛
选方法参见文献［1］。
!"# 活性物质的发酵与提取
方法参考文献［5］并有所改进。菌种自斜面接

种于液体培养基中，"4L，04#*M;+>，摇床培养 !4 N
/"=。培养基成分为：每升含葡萄糖 "O1?，大豆蛋白
胨 0?，牛 肉 膏 #O0?，酵 母 膏 #O"1?，PQ& #O!?，
（,R!）" IS! #O1?，P"RTS! #O#"?，Q8QS- #O-?，)R/O"。
之后再以 1U的接种量接种于相同培养基中（约
1V），进行扩大培养 !4 N /"=。

发酵液离心后取上清，用旋转薄膜蒸发器 !"L
浓缩至原来的 0M5，酸化后与两倍体积乙酸乙酯混
合，分 装 至 摇 瓶 于 摇 床 上 振 荡 抽 提 ! N 1=
（04#*M;+>），收集上层乙酸乙酯相；下层水相重复上
述步骤，收集上层与前次乙酸乙酯相混合再用旋转

蒸发器浓缩至原来的 0M5，用两倍体积 #O1U,8RQS-

溶液洗涤两次，每次均分液去水相；一倍体积饱和

,8"QS- 溶液洗涤两次，分液去除水相。将乙酸乙酯

相用旋转蒸发器 -#L蒸干，所得产物溶于约 1#;V
甲醇后用 "?活性炭吸附，离心去上清。用甲醇洗涤
活性炭后离心。用 1#;V乙酸乙酯分两次洗脱，离
心后蒸干乙酸乙酯即得产物。

!"$ 活性产物的纯化与鉴定
将菌株提取物溶于少量乙酸乙酯中，用毛细管

点样于 W7"1!型硅胶板上，以己烷：乙醚 X 41：01为
流动相展层。层析后在 "1!>;紫外灯下分别刮下各
带，用少量甲醇溶解后离心去硅胶。

将产物的甲醇溶液分成两份，一份用红外吸收

仪进行测定；另一份用蒸馏水稀释，加入吐温 4#作
为表面活性剂，以相同剂量滴于狗尾草、酢浆草和番

茄的叶片表面，同时以不加产物的相同溶液为对照，

"! N !4=后观察其除草活性。
!"% 菌株研究
!"%"! 形态学研究：将菌株涂布于 Y3>>3GG 琼脂平



板（每升含 !"# 葡萄糖、$# 酶解酪素、!# 酵母膏、!#
牛肉膏、%&’()），将盖玻片以 )"*角斜插入培养基，
$+,培养 -.，选择菌丝生长良好的玻片进行扫描电
镜观察并拍照。

!"#"$ 细胞壁化学组分分析：参考 &/01#/2/和王平
的细胞壁化学组分的分析方法［’，+］以及 314516/7819
的纯细胞壁分析方法［:］。

!"#"% 磷酸类脂分析：参照 314516/7819的磷酸类脂
分析方法［!"］。

!"#"# 甲基萘醌分析：参照 ;<778=0的方法［!!］。
!"#"& 生理生化特征实验：参照文献［!$］中相应
属、种鉴定的有关内容选择生理生化试验性状。主

要进行了唯一碳源生长试验、降解活性试验、酶类产

生试验、硝酸盐还原试验、生长温度试验等［!)］。

!"#"’ 菌株 !-> 9?@A序列测定：菌种自斜面接种
于 B1==1CC 液体培养基中，$+,，!+"9DE8=，摇床培养
F+ G ’$5。镜检确定无杂菌后离心收集菌体。菌体
总 ?@A的提取参考 HIC45E/ 的方法进行并有所改
进［!F］，以 !-> 9?@A通用引物［!J］进行扩增，扩增产物
的纯化与测序由大连宝生物（K/H/L/）公司进行。
!"& 系统发育树的构建
首先用 B3A>K方式将测定的序列与 M1=B/=N中

的序列比较，然后从 M1=B/=N中获得和试验菌株序
列相近种属的 !-> 9?@A序列，构建系统发育树。序
列对排用 ;3O>KA3 P !(+!，进化距离的计算用
Q&R3Q软件包中的 ?@A?S>K程序，进化树的构建用
Q&R3SQ软件包中的 @18#5T<9UV<8=#进行，分支模式的
重复性用 Q&R3SQ 中的 >WXBYYK 和 ;Y@>W@>W 分
析，重复次数选用 !""，生成的树用 K9116812重建。

$ 结果

$"! 菌株的除莠活性
按照前述方法，从菌株 F""") 的发酵液中提取

并纯化得到了一种黄色结晶。将这种黄色结晶溶于

乙酸乙酯后进行薄板层析，产生了 J条位置区分明
显且宽窄不同的带，表明该结晶是一种混和物，主要

有 J种组分且含量各异；将每一组分进行活性实验，
发现它们均具有一定的除莠活性：滴加至叶片的 $F
G F+5后可在双子叶杂草酢浆草的叶片上形成枯
斑，枯斑呈枯黄色，明显区别于周围绿色的叶片组

织；同时对双子叶的番茄叶片无影响；但对单子叶杂

草狗尾草无除草活性。由此可以初步认为，菌株

F""")产生的是一种具有选择活性的除莠物质，它
的作用强度及应用范围有待进一步的确定。

$"$ 各组分红外吸收光谱图
将活性产物的 J个组分分别经红外吸收进行检

测，得到了如下 J个图谱（图 !），每个图谱对应一种
组分。从红外光谱图中官能团区的特征伸缩振动来

看，可以初步推断图中的特征吸收峰为酰氨基团的

吸收峰，即 J个组分均含有酰氨基团；其具体结构需
要借助其他检测方式进行确定。这些活性物质是否

是全新的物质及各组分结构式的确定都在进行中。

图 ! 活性产物各组分红外吸收光谱图
Z8#[! S=\9/91. /T0<9%C8<= 0%14C9IE <\ C51 1/45 4<E%<=1=C <\ C51

/4C861 %9<.I4C（K51 /T04800/ 05<20 2/61=IET190，2D4E；

C51 <9.8=/C1 05<20 C9/=0E8CC/=41]，K]）

A[ ;<E%<=1=C A；B[ ;<E%<=1=C B；;[ ;<E%<=1=C ;；?[

;<E%<=1=C ?；W[ ;<E%<=1=C W[ L\ ：A ^ "(F’，B ^ "(J+，

; ^ "(-J，? ^ "(’’，W ^ "(+!(

$"% 形态特征
菌株 F""") 菌丝形态扫描电镜照片如图 $ 所

示。A图中为孢子链，孢子光滑，圆杆形；B图为圈
卷的菌丝。从形态上看，菌株 F""") 具备链霉菌属
（!"#$%"&’()$*）的形态学特征：基丝发育良好，气丝生
有长的孢子链，孢子链分化为孢子，圆杆状。

图 $ 菌株 #(((%的扫描电镜照片
Z8#[$ >4/==8=#U1714C9<=84 E849<04<%1 %5<C<#9/%5 <\ C51 0C9/8= F""")

A[ +""" _；B[ J""" _ [
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!"# 化学分类结果
菌株 !"""#的细胞壁化学组分为：氨基酸!型，

含 $$%&’(，糖型 )，无特性糖；磷酸类脂 (!型；甲基
萘醌为 *+%,（-!）。符合链霉菌属（ !"#$%"&’()$*）的
化学分类特性。

图 $ 依据 %&’ ()*+序列构建的链霉菌属（!"#$%"&’()$*）的系统发育树
./01# 23/045678%96/:0 ;833 5<=3> 6: :3<8?@ A6BC?3;3> DEF 8&2’ =3G73:A3= =46H/:0 83?<;/6:=4/C 53;H33: !"""# <:>

83C83=3:;/I3 =;8</:= 6J !"#$%"&’()$*

K43 =A<?3 5<8 /:>/A<;3= "LD =75;/;7;/6:= C38 :7A?36;/>3 C6=/;/6:1 F3G566; I<?73= H383 =46H3> 6: ;43 58<:A43=1

!", 生理生化特征
生理生化实验的结果表明，菌株 !"""# 能够以

多种物质为唯一碳源生长如葡萄糖、果糖、麦芽糖、

棉子糖、纤维二糖、肌醇、密二糖、鼠李糖、木糖、半乳

糖、乳糖、甘露糖、甘露醇、蔗糖和甘油；具有降解鸟

嘌呤、黄嘌呤和酪氨酸等有机复合物的能力；菌株可

以产生脂肪酶、脲酶和淀粉酶，还可以降解酪素、液

化明胶，进行硝酸盐还原，也可利用七叶苷；并且菌

株可在 !M、D"M、NOM和 #PM中生长，以及可耐受
#Q、RQ、PQ和 D"Q浓度的氯化钠。由上可见，菌
株 !"""#的生长条件比较宽泛，并且具有一定的耐
低温（!M）和耐盐（D"Q 2<)?）的特性。
!"& 菌株 #---$的 %&’ ()*+序列分析结果
通过对菌株 !"""# 的 DEF 8&2’ 全序列进行测

定获得了 D!!P个碱基，与 S3:T<:U中的序列比较后
从中获得和试验菌株序列相近种的 DEF 8&2’序列
D!个，选择 +&),#-.&.-$* ,/01* ’.""!,OO作为外群构
建了链霉菌属（ !"#$%"&’()$*）系统发育树如图 # 所
示。在这个发育树中，菌株 !"""#（S3:T<:U 注册号
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为 !"#$$%%&）与黑胡桃链霉菌（ !"#$%"&’()$* +&,-.-"/
$#）、中间型链霉菌（ !"#$%"&’()$* 0+"$#’$102*）、鲁地链
霉菌（!"#$%"&’()$* #2",$#*$+*0*）和谷氏链霉菌（ !"#$%"&/
’()$* ,&2,$#&"00）关系较近，聚成小群，序列相似性依
次为 ’()*+，’$)’#+，’$)’(+和 ’$)’(+；其中与黑
胡桃链霉菌（!"#$%"&’()$* +&,-.-"$#）的序列相似性最
高。结合形态、细胞化学及 #%, -./!全序列分析的
系统发育研究结果，可以将菌株 01112的分类地位
确定至属的水平，即：菌株 01112 属于链霉菌属
（!"#$%"&’()$*），并且与黑胡桃链霉菌（ !"#$%"&’()$*
+&,-.-"$#）具有高于 ’(+的 #%, -./!序列相似性。

! 讨论
微生物源除莠剂就是利用微生物含有的能杀死

杂草的活性物质（植物毒素）进行杂草防治的除莠

剂［#%］。迄今报道的杂草病菌有百余种，自 #’$%年报
道相模湾链霉菌（!"#$%"&’()$* *-,-+&+$+*0*）能产生触
杀型除草剂———杀草菌素（34-5676869）以来，已建立
了一系列有效的筛选方法，先后发现了十多个典型

的除草活性物质，它们中大多数是链霉菌产生的。

国内有关除莠剂研究起步较晚，只有少数几种微生

物源除莠剂商业化［#% : &1］。

本文报道的菌株 01112产生的除莠活性物质为
多组分混和物，每一组分都具有除莠活性，可以在酢

浆草（双子叶杂草）叶片表面形成枯斑，而对狗尾草

（单子叶杂草）无作用，表现出对单子叶杂草和双子

叶杂草的选择抑制作用，同时对作物无害。薄板层

析结果显示出了不同宽度的带，说明各组分的含量

不同。由红外吸收光谱图中的特征吸收峰看，可以

初步推测各组分均含有酰胺基团，是否是全新的物

质及其单一组分的具体结构都有待进一步的研究。

从图 &中可以看出，菌株 01112 的气生菌丝有
圈卷，可形成孢子丝，根据其形态及化学分类的结

果，符合链霉菌属（!"#$%"&’()$*）的特征；在以 #%, -.;
/!序列分析结果构建的系统发育树上，菌株 01112
与黑胡桃链霉菌（!"#$%"&’()$* +&,-.-"$#）、中间型链霉
菌（!"#$%"&’()$* 0+"$#’$102*）、鲁地链霉菌（ !"#$%"&’()$*
#2",$#*$+*0*）和谷氏链霉菌（ !"#$%"&’()$* ,&2,$#&"00）聚
成小群，其近似种为黑胡桃链霉菌（ !"#$%"&’()$*
+&,-.-"$#）。生理生化实验结果表明，菌株 01112 可
以利用多种碳源和氮源，特别是可以在 0<环境中
及在含 #1+ /=>? 的培养基上良好生长，说明该菌
具有耐低温与耐盐的特性，可能为新种，种的定名及

其同源性分析将在后续工作中进行。

本文的报道为微生物资源学的研究提供了宝贵

资料，也为微生物来源的新型除莠剂的开发应用提

供了潜在的菌种资源。

致谢 感谢云南大学微生物资源教育部重点实验室

姜成林教授和徐丽华教授的大力协助。
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