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一株拮抗姜瘟青枯假单胞杆菌的链霉菌的分离及鉴定
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摘 要：从生姜田土中分离到一株对姜瘟青枯假单胞杆菌（!"#$%&’&()" "&*)()+),$’ -’./0）有强拮抗作用的链霉菌菌
株 BC233，研究拮抗性表明，对革兰氏阳性细菌、革兰氏阴性细菌以及多种病原真菌均有很强的抑制作用。对该菌
株进行形态特征、培养特征、生理生化、细胞壁组分分析及 3&B DE/F序列分析。基内菌丝无横隔、不断裂，气生菌丝
多分枝；孢子丝波曲至螺旋形，孢子椭圆形，表面光滑。细胞壁化学组分!型，糖型 G。在培养成熟后，气丝变为灰
色，可闻到浓烈的土味。以 3&B DE/F序列为基础构建了包括 3#株相关种属细菌在内的系统发育树，其中，与 3$个
模式链霉菌株的 3&B DE/F序列的同源性为 >&H"I J >1H#I。
关键词：链霉菌 BC233，鉴定，3&B DE/F，青枯假单胞杆菌
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姜瘟病也叫姜细菌性青枯病，又名姜腐烂病，是

一种生姜毁灭性病害。它主要是由青枯假单胞杆菌

（!"#$%&’&()" "&*)()+),$’ -’./0）引起的［3］。生姜是
我国重要的经济作物，但由于没有理想的防治方法，

姜瘟病一直得不到有效的控制，从而造成严重的损

失。姜瘟常年减产达 $%I J #%I，重病年达 "%I J
?%I以上，且降低品质影响外销［$］。遇到高温多雨
年份，可以造成大面积的绝产。

长期以来，国内外对姜瘟病的防治多从农业防

治和化学防治出发，防治效果不明显，而且造成了一

定程度的环境污染。应用拮抗菌株来防治植物病害

是比较理想的方法。近年来，国内外对于姜瘟病的

生物防治研究已有所报道，在国外，利用木酶菌和荧

光假单胞菌对姜瘟病进行生物防治［#］。在国内，杨

合同等［!］筛选到一株芽孢杆菌 L3#%3，孙彩云等［"］

筛选到木酶菌株 BMN$，对生姜青枯假单胞杆菌均有
较好的抑制作用。而作为植物病害重要生防因子的

链霉菌，还未见有报道。链霉菌是一类在自然界尤

其是在土壤中广泛存在的微生物，能产生多种代谢

物质抑制植物病害，而且绝大多数链霉菌对人体无

害。本文报道从生姜田土中分离筛选得到一株对姜

瘟青枯假单胞杆菌有强拮抗作用的链霉菌株 BC2
33，并对其进行了形态特征、培养特征、生理生化鉴
定和细胞壁组分分析的研究以及基于 3&B DE/F 序
列的系统发育分析。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种来源：菌株 BC233 系土壤中分离得到。
生姜青枯假单胞杆菌（ !"#$%&’&()" "&*)()+),$’
-’./0）及供试菌株由四川大学生命科学学院国家草
原生物防治工程专业实验室提供。

!"!"# 培养基：分离用培养基（高氏一号培养基）：
甘油精氨酸培养基（甘油 $%O，/6G) 3O，G6GP# 3O，Q2
精氨酸 $H"O，N.BP!·?R$P %H3O，MOBP!·?R$P %H3O，
琼脂 $%O，AR &H12?H%，定容至 3Q）。双层琼脂培养
基：底层为肉汤培养基，上层为高氏一号培养基。发

酵培养基：黄豆饼粉 3%O，葡萄糖 3%O，蛋白胨 #O，
/6G) $H"O，G6GP# $O，SR ?H%2?H$，定容至 3Q。

!"# 菌株的分离筛选
从四川成都及各郊县的生姜田采集土样若干，

将土样经无菌生理盐水适当稀释后，涂布平板，$1T
培养 "U；分离到的单菌落用双层琼脂法［&］进行初
筛，根据抑菌圈大小挑选菌株。再将初筛得到的菌

株进行液体摇瓶发酵后，打孔法复筛，即：用无菌的

打孔器在直径 >=5的肉汤平板上打孔，每板六孔。
然后用无菌棉签将生姜青枯假单胞杆菌均匀涂布于

打孔的肉汤平板上，孔中滴加初筛菌株的发酵液，

#%T培养 $!:后观察抑菌圈。根据抑菌圈大小筛选
出生姜青枯假单胞杆菌的强拮抗菌株。



!"# 拮抗性检测
用打孔法测定 !"#$$ 菌株对大肠杆菌、枯草杆

菌和金黄色葡萄球菌的抑制作用，用对峙培养法［%］

测定对玉米弯孢叶斑病菌、小麦赤霉病菌、玉米大斑

病菌、玉米小斑病菌、油菜菌核菌、玉米圆斑病菌等

多种病原真菌的抑制作用。

!"$ 形态特征和培养特征
于高氏合成一号琼脂上 &’(培养 %)。观察孢

子丝和基内菌丝的形态。选择文献［’，*］中所推荐的

常用培养基（表 $），&’(培养 % + $,)后观察。
!"% 生理生化特征
参照文献［’］对 !"#$$进行生理生化鉴定。

!"& 胞壁化学成分分析
采用快速薄板层析法［$-，$$］对细胞进行全细胞水

解液氨基酸和糖型的分析。

!"’ !&( )*+,的序列分析
参照姜成林等的方法［$&］提取基因组总 ./0，用

1234520（67#089908::90909888908::899:8:09 #;7）
和 123452<（67#808:89:0989989890:999:99898 #;7）
作为引物进行扩增。 1:" 反应体系（ 6-!=）：
$- > 1:"缓冲液 6!=，?@:A&（&644BAC=）;!=，)/81
（$-44BAC=）$!=，引物 0C<（&-!4BAC=）各 $!=，模板
./0（约 6-@C=）$!=，8DE 酶 &F6G，重蒸水 ;%F6!=。
1:" 扩增条件：*,( &43H；*,( $43H，6;( $43H，
%&( $43H ，;-个循环；%&( $-43H。
扩增产物经纯化后，送由上海联合基因公司测

序。将测序结果用 <=0!8软件与 95H<DHI中的相关
属种的 $J! 2./0序列进行比较，用 .0/?0/6K $软
件中的 ?LAM3NA5 !5EL5HO5 0A3@P45HM进行同源性分析，
并构建系统发育树。

图 ! (-.!!对生姜青枯假单胞杆菌产生的抑菌圈
Q3@K$ 8P5 3HP3R3M3BH SBH5 BT !M25NMB4UO5V !"#$$ D@D3HVM 1V5L)B4BHDV

VBADHDOD2L4 !43MP（V3W 25N5DM5)）

/ 结果

/"! 拮抗菌的分离筛选

土壤样品富集培养后分别涂布于精氨酸平板和

高氏平板，将分离得到的 $J’株菌经过双层琼脂法
初筛，得到 6株对生姜青枯假单胞杆菌有拮抗作用
的菌株，再将这 6株菌用打孔法进行复筛，得到产生
抑菌圈最大的菌株，即 !"#$$（图 $，J次重复）。进一
步研究其拮抗性表明，!"#$$对革兰氏阳性细菌、革
兰氏阴性细菌以及多种病原真菌均有很强的抑制作

用。

/"/ 形态特征和培养特征
菌株 !"#$$的基内菌丝无横隔，不断裂，气生菌

丝多分枝，呈树状。孢子丝波曲至螺旋形，孢子椭圆

形，表面光滑（图 &）。培养特征见表 $。

图 / (-.!!孢子形态（#0000 1）
Q3@K & !ODH 5A5OM2BH 43O2B@2DNP BT !M25NMB4UO5V !"#$$ VPBX3H@ MP5

V4BBMP VL2TDO5 BT VNB25V（;---- >）

表 ! (-.!!菌株在 2种培养基上的培养特征
8DRA5 $ 8P5 OLAML2DA OPD2DOM523VM3OV BT !"#$$ 3H

53@PM )3TT525HM 45)3D

?5)3L4 0523DA PUNPD5 !LRVM2DM5 4UO5A3L4 !BALRA5 N3@45HM

9DLV5’V /BK$
VUHMP5M3O 45)3L4 D@D2 0VP @2DU <2BXH3VP /BH5

!LO2BV5 OSDN5I D@D2 <2BXH @2DU =3@PM U5AABX3VP =3@PM U5AABX3VP

YDM NBX)52 D@D2 /5LM2DA @2DU Z5AABX3VP /BH5

9ALOBV5 DVND2D@3H5V
D@D2 "BV3H5VV @2DU =3@PM R2BXH =3@PM R2BXH

9ALOBV5 U5DVM NDVM5
D@D2 !5N3D @2DU Z5AABX3VP /BH5

1BMDMB 3HTLV3BH D@D2 [P3M5 @2DU =3@PM R2BXH /BH5

?DADM5 ODAO3L4 D@D2 0VP @2DU ?LVMD2) R2BXH /BH5

1BMDMB NAL@ =3@PM @2DU <2BXH3VP <2BXH3VP

/"# 生理生化特征
明胶液化慢，牛奶先凝固后胨化，淀粉不水解，

纤维素上生长，不产生硫化氢，不产生黑色素。能利

用 .#葡萄糖、.#木糖、.#果糖、.#半乳糖、.#甘露醇、
=#鼠李糖和 =#酪氨酸，几乎不利用棉籽糖、蔗糖和
.#阿拉伯糖（表 &）。
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表 ! "#$%%菌株的生理生化特征
!"#$% & !’% (’)*+,$,-+."$ .’"/".0%/+*0+.* ,1

!!!

23455

6’"/".0%/+*0+.* 3%*7$0* 6’"/".0%/+*0+.* 3%

!!!

*7$0*

!!!

27-"/ 70+$+8"0+,9 27./,*% :

!!!

;4-$7.,*% < =40)/,*+9% <

!!!

;4>)$,*% < ?%$"0+9 $+@7%1".0+,9 <

!!!

;41/7.0,*% < A+$B *,$+C+1+."0+,9 <

!!!

;4-"$".0,*% < A+$B (%(0,9+8"0+,9 <

!!!

=4/’"D9,*% < 20"/.’ ’)C/,$)*+* :

!!!

;4D"99+0,$ < ?/,E0’ +9 .%$$7$,*% <

!!!

3"11+9,*% : F&2 (/,C7.0+,9 :

;4"/"#+9,*% : A%$"9+94$+B% *7#*0"9.% (/,C7.0+,9 :

!&’ 胞壁化学分析
细胞壁化学组分分析显示，23455菌株含 ==4二

氨基庚二酸（==4;GH）和甘氨酸；无特征性糖，糖型
6，细胞壁属于!型。

!&( %)" *+,-的序列分析
&IJI5 5K2 /3LG基因的扩增产物：以 23455总 ;LG
为模板，用引物 H/+D%/G和 H/+D%/M 进行 H63 扩增，
得到约 5IJB#的 H63产物。
!&(&! 5K2 /;LG序列：菌株 23455 的 5K2 /;LG 序
列已向 ?%9M"9B提交，其登录号（"..%**+,9 97D#%/）为
GNOPQK5R。序列长度为 5S5R个 #(。
!&(&. 基于 5K2 /;LG序列的聚类结果：将 23455菌
株的 5K2 /;LG序列与 ?%9M"9B中的序列进行比较，
与其同源性最高的 5&个模式菌株均属于链霉菌属。
选取这 5&株模式菌，并以 ! T "#$% 为外群进行系统
发育分析，用 ;GLAGLJI5软件构建系统发育树（图
P）。可以看出，菌株 23455 与 5& 株模式链霉菌
（&’()*’#+,")-）聚成一支，其 5K2 /;LG序列的同源性
为 RKIJ U RVIPW。其中，与巴西链霉菌（ &’()*’#+,")-
.(/-%$%)0-%-）的同源性高达 RVIPW。与外群 ! T "#$% 比
较，同源性只有 OVISW。

图 . "#$%%和相关菌株的系统发育树
X+-TP H’)$,-%9%0+. 0/%% ,1 *0/"+9 23455 "9C +0* /%$"0+Y%*

L7D#%/* +9 ("/%90’%*%* /%(/%*%90 0’% *%@7%9.%*’"..%**+,9 97D#%/ +9 ?%9M"9BT L7D#%/* +9 *@7"/% #/".B%0* +9C+."0% 0’% .$,9% 97D#%/

,70 ,1 0’% 0,0"$ .$,9%*T !’% 97D#%/ "0 %".’ #/"9.’ (,+90* +* 0’% (%/.%90"-% *7((,/0%C #) #,,0*0/"(T M"/，JW *%@7%9.% C+Y%/-%9.%T

. 讨论
由生姜青枯假单胞杆菌引起的姜瘟病长期以来

都是危害生姜的重要病害，但一直找不到理想的防

治方法。实际生产中采用的化学防治和农业防治效

果不甚理想，而且也带来了各方面的污染。链霉菌

是一种常见的拮抗微生物，利用链霉菌进行农作物

的防治时有报道，绝大多数链霉菌对人体无害。目

前，国内外尚未有利用链霉菌来拮抗生姜青枯假单

胞杆菌的报道。我们从生姜田土分离筛选到一株链

霉菌 23455，对生姜青枯假单胞杆菌有很强的抑制
作用。拮抗性研究表明，该菌株对革兰氏阳性细菌、

革兰氏阴性细菌以及多种病原真菌均有很强的抑制

作用。这对姜瘟病的生物防治具有很大的推动作

用，为其深入研究打下基础。有关菌株的其他特性

及拮抗机理有待进一步研究。

O&PP 期 冉红艳等：一株拮抗姜瘟青枯假单胞杆菌的链霉菌的分离及鉴定



根据形态特征与细胞壁化学组分定属的原则，

!"#$$菌株基内菌丝无横隔、不断裂；气生菌丝多分
枝，呈树状。孢子丝波曲至螺旋形，孢子椭圆形，表

面光滑。细胞壁化学组分!型，糖型 %，属于链霉菌
属（!"#$"%&’()*）。在以 $&! ’()*序列为基础构建的
系统发育树中，!"#$$ 与 $+ 株模式链霉菌（ !"#)$"%+
&’()*）聚成一支，其同源性为 ,&-. / ,0-12，进一步
说明 !"#$$属于链霉菌属。一般认为，$&! ’()*序
列同源性小于 ,02，可以认为属于不同的种，同源
性小于 ,12 / ,.2，可以认为属于不同属［$1，$3］。除
巴西链霉菌（!"#)$"%&’()* ,#-*./.)0*.*）外，其他菌株与
!"#$$的同源性都小于 ,02，可以认为属于不同的
种。虽然 !"#$$ 与巴西链霉菌的同源性高达
,0-12，但两者在形态特征、生理生化特征上均有较
大差异。!"#$$菌株在合成琼脂上气生菌丝逐渐由
白色变为灰色，且在培养成熟后，可闻到浓烈的土

味；而巴西链霉菌从未报道过有此类似特征。上述

比较说明了 !"#$$菌株与巴西链霉菌有可能属于不
同的种。但目前尚不能确定该菌种是否为一新种，

还需要与模式种进行生理生化性质比较，并进行

()*杂交，根据同源性作进一步分析。本实验为姜
瘟病的生物防治提供了新的微生物资源。
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