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摘 要：从土壤中筛选得到一株产广谱、高活性抗真菌物质的链霉菌 #! B，经测定对 #"种植物病原真菌有显著拮
抗作用，其次生代谢产物对病菌菌丝有断裂、扭曲、缢缩等致畸效应。%5C /D0E序列分析显示本菌株与模式菌株链
霉菌 DCF!!#173的 %5C /D0E同源性为 14G17H，但菌株形态特征、培养特征、细胞壁化学组分、生理生化特性等均不
同于模式菌株，且 D0E杂交率只有 ##G"!H，建议为链霉菌属的一个新种，命名为山东链霉菌（ !"#$%"&’()$* *+,-.&-/
0$-*1* =I) @’J)）。
关键词：山东链霉菌，抗真菌活性，D0E6D0E杂交，鉴定，%5C /D0E序列
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真菌是引发农作物病害的主要病源之一，但目

前能够有效防治真菌病害的农药却很少，特别是具

有广谱抗真菌病害的生物农药则更少［%］。因此，寻

找新菌株，研究新的广谱抗真菌病害生物农药是十

分必要的。

从土壤中分离筛选出一株能产广谱抗真菌物质

的高温链霉菌，编号为 #! B，通过平板琼脂移块法
和发酵液管碟法测定，发现其代谢产物对多种植物

病原真菌具有较强的抑制作用，故采取 %5C /D0E序
列分析和传统菌种鉴定相结合的方法对其进行了分

类鉴定，为今后的研究开发工作打下了基础。

$ 材料和方法

$%$ 菌株
链霉菌 #! B从山东大学校园土壤中分离得到。

高温一氧化碳链霉菌 DCF#173由中国科学院北京微

生物研究所提供。其它真菌、细菌等指示菌共 75株
（表 %）由山东大学生命科学学院菌种保藏室提供。
$%! 培养基和培养条件
链霉菌 #! B 培养采用高氏一号固体或液体培

养基［#］，细菌培养用牛肉膏蛋白胨培养基［#］，真菌培

养用土豆汁固体培养基［#］和土豆汁半固体培养基，

酵母膏麦芽汁培养基［#］。

链霉菌 #! B 发酵条件为 %#$/L9;@，#4M摇床振
荡培养 4<。
$%& 抗菌活性试验
$%&%$ 平板琼脂移块法抗菌活性试验：采用贴块

法［7］。用打孔器在链霉菌 #! B 平板上打出直径
$G4+9的琼脂柱，用接种钩将琼脂柱移至高氏一号
固体培养基底层平板中央，#4M恒温正置培养 #<，
后倒入接种有指示菌的半固体培养基混合液，使平

板中底层培养基上附有薄薄的一层指示菌及其相应

的培养基混合液。细菌 7AM培养，霉菌、酵母 #4M
N 7$M培养，记录抑菌结果并测量抑菌圈直径。
$%&%! 发酵液管碟法抗菌活性试验：采用管碟法［!］

测定抑菌活性。制备指示菌菌悬液和测定平板，在

制备好的平板上放置牛津杯，%$9;@后，吸取发酵液
离心上清 #$$!O于牛津杯中，#4M培养 75P观察，记
录抑菌结果并测量抑菌圈直径。

$%" 培养特征
在高氏合成一号琼脂、葡萄糖天门冬素琼脂、马

铃薯浸汁琼脂、燕麦粉琼脂、无机盐淀粉琼脂、QRF
琼脂六种培养基上 #4M培养 A N %"<后观察菌丝体
的颜色及色素。

$%’ 对真菌菌丝形态的影响
以苹果腐烂菌做指示菌采用管碟法测定抑菌活

性，待出现抑菌圈后，挑取抑菌圈边缘指示菌菌丝和

正常培养的指示菌菌丝，经棉蓝染液染色，于光学显

微镜 %$$$倍油镜观察。
$%( 形态特征观察
于高氏合成一号琼脂和马铃薯浸汁琼脂上

#4M插片培养 A N %$<后，取插片用光学显微镜和电
子显微镜观察菌株的气生菌丝、基内菌丝及孢子表

面特征。



!"# 细胞壁化学组分分析
按快速薄层层析法（!"#）［$］对菌株进行全细胞

水解液 %&’（二氨基庚二酸），氨基酸及糖型分析。
!"$ 生理生化试验
参照《链霉菌鉴定手册》［(］有关内容对 )* + 菌

株进行各项生理生化试验。

!"% !&’ ()*+序列分析
将待测菌株培养新鲜菌株，从中提取总 %,&，

模板采用通用引物进行 -(. /%,&基因扩增，’#0产
物经检测纯化后，直接用 !12 %34%4563 !4/7891:5/ ;3<
;=4 .42>49;89? @8: 测序，电泳及数据收集用 &AA=84B
C85D3D:47D %,& .42>49;4/（75B4= EFF）自动进行。将
所测的 -(. /%,&序列经校对后与 G49C19H 数据库
中相关种、属的序列进行比较，以确定该菌株的分类

地位。

!"!, )*+-)*+杂交
参照 IJ1H8 等［F］（-KLK）的方法进行 %,& 杂交。

每孔加入 -MM!" MN) O%的变性 %,&作为吸附 %,&，
每个样品在 K( 孔板（#O.!&0）上重复 * 次；探针
%,&超声剪切至 EMM P FMM QA，标记物为 ’R5:5Q85:89
（S=>H1）；孔板用 )MM!" 不含探针 %,& 的预杂交液
预杂交 -R后，移除预杂交液，加入 -MM>"的杂交液
（含 -)$9? 标记 %,&），*LT杂交过夜。%,&杂交百
分率的测定参照 #R/8D:49D49等［L］（)MMM）的碱性磷酸
酶标记链亲和素法进行测定和数据计算。以

*<74:R3=>7Q4==8U4/3= AR5DAR1:4（*<VW’，.8?71）为底
物，数据读取采用 CVG 公司的 S"WOD:1/ 读板仪，
E$M97激发，*LM97发射。

. 结果和分析

."! 链霉菌 ./ 0抑菌实验
通过平板琼脂移块法对链霉菌 )* + 进行抑菌

试验即，发现在活性物质扩散到达的适当范围内，形

成一定浓度的球形区，产生透明的抑菌圈。同时采

用管碟法对链霉菌 )* + 发酵液进行抑菌试验，发现
发酵液对所测 E(种指示菌中 E种植物病原细菌和
)$种植物病原真菌有显著抑制作用（表 -）。
.". 对真菌菌丝形态的影响
光学显微镜下，链霉菌 )* + 所产活性物质使苹

果腐烂菌的菌丝出现空胞、膨大、缢缩等现象，正常

生长的菌丝节间长、染色均匀、生长健壮（图 -）。
."1 形态特征
在高氏合成一号琼脂和马铃薯浸汁琼脂上 )LT

培养 KB后，取插片观察到 )* +菌株的基丝无横隔，

表 ! 平板琼脂移块法及管碟法测定抑菌谱结果
!1Q=4 - X9R8Q8:5/3 DA4;:/>7 5U :R4 D:/189 )* +

X9B8;1:5/ D:/189D

’>9;R 74:R5B
B8174:4/ 5U
89R8Q8:859
;3;=4Y77

#3=89B4/<A=1:4
74:R5B B8174:4/
5U 89R8Q8:859
;3;=4Y77

!"#$%&’ ()*’%+%,-.* .>Q/17 Z -$

/0.’%+#$-12-)%&’ 1-)-3%+&’ $K *(

4&1*)%&’ ()*’%+0*)&’ .;R[\ *( -L

5*0&’*+-’",01 ()*’%+%1 (F E*

6&1*)%&’ -7"12-)&’ 4 \ DA \ 8*1%+40,#&’ *$ -$

!$#-2$#$9)* DA\ *) EM

:0)#%,%..%&’ *.;-<*#)&’ EL E(

#5==4:5:/8;R>7 ?=545DA5/858B4D *- -(

:*.1* ’*.% $$ E)

!")%,&.*)%* ()%10* EF -F

<-..0#-#)%,$&’ .*(0+*)%&’ $) -E

6&1*)%&’ -7"12-)&’ *- E*

=$%>-2&1 +%()%,*&1 $E -L

?&,-) DA\ *E E(

@120)(%..&1 +%(0) EL E)

A-#)"#%1 ,%+0)0* E* -$

!"#$%&’ *2$*+%B0)’*#&’ )$ -F

!$"1*.-12-)* 2%)%,-.* *E EE

6&1*)%&’ 1-.*+% U \ DA \ ’-)% *- ))

/0.’%+#$-12-)%&’ ,*);-+&’ W==D:/ $- EK

<-..0#-#)%,$&’ 2$-’-%B01 *( EK

<-+%-#$")%&’ B%2.-B%0..* *F )-

=$%>-2&1 DA\ )E K

@.#0)+*)%* *.#0)+*#* *( E)

<0)*#-,"1#%1 4%’;)%*#* Z -E

=*.1#-+%* 1-.*+*,0*)&’ EF -E

C)D%+%* ,*)-#-8-)* )$ Z

E*+#$-’-+*1 *)">*0 E* Z

C)D%+%* $0);%,-.* $M )L

<-)"+0;*,#0)%&’ 1020B+%,&’ EE -F

A*,%..&1 1&;#%.%1 *M )E

F#*2$".-,-,,&1 *&)0&1 )* -L

F*),%+*.&#0* Z Z

F*,,$*)-’",01 ,0)08%1%*0 Z Z

<*+B%B* #)-2%,*.%1 Z Z

!10&B-’-+*1 1-.*+*,0*)&’ Z Z
.37Q5=D：“ Z”,5 89R8Q8:859\ ,5:4：!R4 1]4/1?4 ]1=>4 5U :R/44 /4A41:D\

不断裂，生长丰茂，分枝多；气生菌丝生长稀少，无分

枝，直丝有的略弯曲，孢子表面光滑（图 )）。
."/ 培养特征
表 )为 )* +菌株的培养特征。

."2 菌株细胞壁化学组分
快速薄层层析法（!"#）测定，菌株 )* + 细胞皆

含有 "" Z %&’（含有左旋二氨基庚二酸），甘氨酸：
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图 ! 抑菌物质对苹果腐烂菌丝的影响（!""" #）
!"#$ % &’’()*+ ,’ -.*"’/.#-0 +/1+*-.)( ,. *2( 2342-0 5,642,0,#3 ,’ !"#$

%" &"#’（%777 8）

9：:/4*/6".# 53)(0"/5；;：<-*/6-0 53)(0"/5（=>）$

图 $ （%）菌株 &’( ))$*+,的孢子的形态（!"""" #）；
（-）$) .菌株的孢子的形态（!"""" #）
!"#$? （9）@,642,0,#3 ,’ +4,6( ,’ +*6-". AB@ CC?DEF；（;）@,642,0,G

#3 ,’ +4,6( ,’ +*6-". ?C H

表 $ 菌株 $) .在 /种培养基的培养特征
F-10( ? =/0*/6".# )2-6-)*(6+ ,’ *2( +*6-". ?C H

@(I"/5 9(6"-0 53)(0"/5 B/1+*6-*( 53)(0"/5 A"++,0/10( 4"#5(.*
J-,+2" <K$% -#-6 B4-6+(，0"#2* )6(-5 ;6,L."+2 3(00,L <,

A(M*6,+( -+4-6*") -#-6 <, N(00,L"+2 <,
955,."/5 +-0* +*-6)2 -#-6 B4-6+(，0"#2* )6(-5 N(00,LG#6-3 <,

K-* -#-6 B4-6+(，L2"*( 3(00,L F-. <,
O=@ -#-6 B4-6+(，L2"*( J6-3G16,L. <,
PA9 B4-6+(，#6-3"+2 L2"*( :(IG16,L. <,

表 + $) .菌株与 ! 0 "#$%&’()%*’+,-./生理生化特征比较
F-10( E =,54-6"+",.+ ,’ P23+",0,#")-0 -.I 1",)2(5")-0 )2-6-)*(6"+*")+ ,’ *2( +*6-". ?C H -.I ( $!! )*+,&-."/-0123%

=2-6-)*(6"+*")+ ( $ )*+,&-.",/-0123% ?C H =2-6-)*(6"+*")+ ( $ )*+,&-.",/-0123%!! ?C H
Q+( ,’ =-61,23I6-*(+： !! J(0-*". 0"R/(’-)*",. S S

!!A T ’6/)*,+( S S B*-6)2 23I6,03+"+ S S

!!U.,+"*,0 S T A(#6-I-*",. ,’ /6(- S T

!!AG0-)*,+( S S @(0-.". 46,I/)*",. T T

!!@-..,+( S S A(#6-I-*",. ,’ )(00/0,+( T T

!!B/)6,+( T S @"0V ’6,W( T T

!!:-’’".,+( T T P(4*,."W-*",. ,’ 5"0V S S

!!:2-5.,+( T T 9(6,1") #6,L*2 S S
A T J0/),+( S S X?B 46,I/)".#!! S S

!!96-1".,+( S S <"*6-*( 6(I/)*",. S S

!!J6,L*2 -* %YZ T T 9.-(6,1") #6,L*2 T T
J6,L*2 -* ?7Z S S J6,L*2 -*!! ：

J6,L*2 -* !!E7Z S S 4XY[Y T T
J6,L*2 -* !!EYZ S S 4X \[Y S S
J6,L*2 -* !!CYZ S S 4X ][7 S S
J6,L*2 -* !!Y7Z S S 4X ][Y S S
J6,L*2 -* !!YYZ T ^(-V 4X _[7 S T
J6,L*2 -* \7Z T T

B351,0+：“ S”P,+"*"‘(，“ T”<(#-*"‘($

无特征性糖（糖型 =）。
$1/ 生理生化特征
表 E为 ?C H菌株与近似典型种 ( $ )*+,&-.",/-4$

-0123% 生理生化特征比较。
$12 !/’ 3&4%序列分析
链霉菌 ?C H %\B 6A<9序列测定结果已经提交

到 <=;U 的 J(.;-.V 数据库中 9))(++",. ./51(6+ 是
9NY\D]??。?C H 菌株的 A<9 序列与 J(.;-.V 中相
关序列 ;a9BF比较，与目前正式发表的相关菌株比
较，?C H菌株属于链霉菌属。?C H 菌株与高温一氧

化碳链霉菌的序列同源性为 D_[DEb。
$15 &4%6&4%杂交结果
杂交结果显示菌株 ?C H 与菌株 AB@CC?DEF的

A<9GA<9同源性为 ??[YCb远小于 ]7b，表明菌株
?C H与 AB@CC?DEF是不同的基因种，且两种菌株的
生理生化特征相差较大。?C H 链霉菌气丝呈黄色，
直丝孢少，而一氧化碳链霉菌气丝灰，，孢子丝呈螺

旋状（图 ?），因此认为该菌株为一新种，定名为山东
链霉菌（(),+5)-&1.+% %*"42-46+4%’% +4$ .,‘$）。
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! 讨论

通过平板琼脂移块法及发酵液管碟法对链霉菌

!" #抗菌谱的测定，显示其对所测 $%种指示菌中的

!&种植物病原真菌和 $ 种植物病原细菌具有明显
的抑制作用。其代谢产物若开发为生物农药用来防

治常见难治农作物病害，将具有广阔的应用前景。

链霉菌 !" # 次生代谢产物使得植物病原真菌
菌丝出现空胞、膨大、缢缩等现象，表现出一定的杀

菌作用。产生这种现的原因可能是真菌细胞壁上的

纤维原结构变形［’］，其具体的杀菌机理还有待深入

研究。随着分子生物学的发展，人们逐渐认识到单

靠菌株的常规生理生化、形态特征为指标，而缺乏基

因水平的数据作支持，已不足以对菌株鉴定提供充

分有力的证据［()］。本研究采用 (%* +,-. 序列分
析、,-.杂交和传统的菌种形态特征、生理生化、细
胞壁化学组分分析相结合的方法，将其鉴定为山东

链霉菌（!"#$%"&’()$* *+,-.&-/$-*0* /01 2341）。到目前
为止，高温链霉菌仅有为数不多的几个种被发现并

生效描述，鉴于高温链霉菌本身耐高温的特点及所

产抗菌物质种类与性质的特殊性［((，(!］，山东链霉菌

的发现具有潜在的、重要的应用价值和理论意义。

致谢 感谢中国科学院微生物研究所刘志恒、张亚

美老师在菌株鉴定方面提供的指导和帮助。
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