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摘   要：【目的】对实验室分离到的菌株 ZH-356 进行鉴定并评价其对植物病原真菌的生物防治

效果，为研发针对植物真菌病害的生防菌剂提供理论指导。【方法】通过平板对峙法确定菌株

ZH-356 抗菌谱，并通过 16S rRNA 基因序列分析确定其种属，利用离体枝条的苹果树腐烂病菌

感染预防试验和患腐烂病苹果树的防治试验评价其生防效果。【结果】菌株 ZH-356 鉴定为链霉

菌属，与直丝紫链霉菌(Streptomyces rectiviolaceus)相似性最高，为 99.71%。抗菌谱试验表明，

菌株 ZH-356 对苹果树腐烂病菌、小麦赤霉病菌、小麦根腐病菌和番茄早疫病菌等多种植物病原

真菌均具有较强的抑制作用，这种抑制作用可导致苹果树腐烂病菌菌丝变粗、交叉扭曲、分支

变少且容易断裂。此外，ZH-356 产生的抑菌活性物质对温度和酸碱度具有高度稳定性，并且该活
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性物质只存在于其胞内，只有当 ZH-356 遇到植物病原真菌时才会被分泌出来以抑制它们的生

长。在离体枝条的苹果树腐烂病菌感染预防试验中，ZH-356 对苹果树腐烂病防效可达 94%以上，

而在患腐烂病苹果树的防治试验中，ZH-356 菌制剂对苹果树腐烂病的防效高达 100%。【结论】链

霉菌 ZH-356 抑菌谱广，对多种植物病原真菌均具有良好的拮抗活性，可作为防治植物真菌病害

的生防菌株，为基于 ZH-356 菌株的生防菌剂的开发和防治苹果树腐烂病等植物真菌病害奠定了

基础。 

关键词：链霉菌；16S rRNA；抑菌活性；稳定性；苹果树腐烂病；生物防治  

Identification and biocontrol evaluation of Streptomyces sp. 
strain ZH-356 antagonistic to plant pathogenic fungi 
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Abstract: [Objective] To identify the laboratory-isolated strain ZH-356 and evaluate its biocontrol 
effect on plant pathogenic fungi, so as to provide theoretical guidance for the development of biocontrol 
agents against plant fungal diseases. [Methods] The antimicrobial spectrum of strain ZH-356 and its 
species were determined by the plate confrontation assay and 16S rRNA gene sequence analysis, 
respectively. The biocontrol effect of strain ZH-356 was evaluated by the infection prevention test of 
Valsa mali on isolated apple tree branches and the control test of apple valsa canker. [Results] Strain 
ZH-356 was identified as Streptomyces and had the highest similarity with Streptomyces rectiviolaceus 
at 99.71%. The antimicrobial spectrum test showed that strain ZH-356 exerted strong inhibitory effect 
on a variety of plant pathogenic fungi, such as V. mali, Fusarium graminearum, Bipolaris sorokinianum 
and Alternaria solani, which could lead to the thickening, cross-twisting, infrequent branching and easy 
fracture of the mycelia of V. mali. In addition, the antimicrobial active substance produced by strain 
ZH-356 was highly stable to temperature and pH, which only existed in its cells and was secreted in the 
presence of plant pathogenic fungi to inhibit their growth. In the prevention test of apple valsa canker, 
strain ZH-356 controlled more than 94% of V. mali infection, and in the control test of apple valsa 
canker, ZH-356 agents had 100% control of apple valsa canker. [Conclusion] Strain ZH-356 has a wide 
antimicrobial spectrum and good antagonistic activity against plant pathogenic fungi. It can be used as a 
biocontrol strain against plant fungal diseases, laying a foundation for the development of 
ZH-356-based biocontrol agents and the control of plant fungal diseases such as apple valsa canker. 

Keywords: Streptomyces; 16S rRNA; antimicrobial activity; stability; apple valsa canker; biological 
control 
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真菌是造成植物病害的罪魁祸首之一 [1]，

给农业带来了重大损失，如锈病、黑穗病、腐

烂病、枯萎病、炭疽病等植物病害[2–8]。目前对

于植物真菌病害主要通过使用化学杀菌剂来控

制，如氨基苯并咪唑、邻苯二甲酰亚胺[9]。然

而，长期使用已导致植物病原真菌对化学杀菌剂

产生了耐药性[10]。此外，化学杀菌剂的长期使

用也可能导致严重的食品和环境污染[11–13]。这些

都严重制约了化学杀菌剂的使用。因此，寻找

高效安全的植物真菌病害防治方法已经迫在眉

睫。生物防治具有无毒、无污染、不易产生抗

性等优点，已成为多种植物真菌病害的安全有

效防治方法之一。近年来，使用微生物制作生

防制剂对植物真菌病害进行防治，受到越来越

多的关注。 
尽管生防制剂在商业上得到规模而广泛的

使用依然有限，但许多科学报告表明，有益微

生物具有被开发成生防制剂的潜力。放线菌作

为一种具有丰富资源的生防微生物类群，能够

产生种类繁多的拮抗活性次级代谢产物[14]，在农

业生物灾害预防和控制中发挥着重要作用[15]。如

棕榈链霉菌CMU-AB204Tex作为潜在的生防菌

剂用于预防棕榈基部茎腐病[16]；来自于秦岭地

区的苹果树内生菌极长链霉菌 SL01 对苹果树

腐烂病具有生物防治的潜力 [17]；灰霉病菌是  
一种攻击许多植物(如烟草和番茄)的病原体，由

球形链霉菌 JK-1产生的挥发性有机化合物具有

极好的抗灰霉病菌活性[18]。同时，由灰绿链霉

菌 (Streptomyces griseoviridis)制成的商品化生

物杀真菌剂 MYCOSTOP®用于防治通过种子和

土壤传播的由镰刀菌、疫霉菌、链格孢菌和腐

霉菌引起的植物真菌病害；由利迪链霉菌

(Streptomyces lydicus)菌株 WYEC108 制成的商

品化生物杀菌剂产品 Actinovate®则可抑制根腐

病、猝倒真菌和其他叶面真菌病原体[19–20]。而

链霉菌对植物病原真菌的拮抗作用可能是通过

水解植物病原真菌的细胞壁而造成的[21–22]。 
中国是全球苹果生产大国，已形成了多个

产区，其种植面积和产量均占全球 50%左右[23]。

然而，我国苹果单位面积产量明显低于美国、

意大利等发达国家，造成我国苹果单产水平不

高的重要原因之一是病害的严重发生[24]。由苹

果黑腐皮壳菌(Valsa mali Miyabe et Yamada)引
起的苹果树腐烂病是危害我国苹果生产的毁灭

性病害之一[25]，并且苹果树腐烂病发病率高达

52.5%，严重时其死亡率为 5%[26]。目前已经有

许多利用生物防治的方法防治苹果树腐烂病的

报道。如，薛应钰等分离筛选出的娄彻氏链霉

菌对苹果树腐烂病菌有抑制作用[27]；Li 等分离

自黄瓜根部的内生放线菌 Hhs.015 可以在苹果

树皮内部定殖，并且对苹果树腐烂病菌有抑制

作用[28]；张清明等从健康的苹果枝条中分离到

的卡伍尔链霉菌菌株 A-2 对苹果树腐烂病菌具

有极高的抑制率[29]。然而，目前将生防菌菌剂

在田间用于苹果树腐烂病的防治依然少见，主

要有 2 方面原因：一是因为生防菌的种类及数

量相对较少，限制了生防菌菌剂的开发和利用；

二是外来菌种无法适应实际环境，不能在植物

上有效定殖[30]。本研究对一株分离自枣树枝条

的拮抗植物病原真菌的 ZH-356 生防菌株的抑

菌及生防特性进行研究，以期为基于 ZH-356
菌株的生防菌剂的开发和防治苹果树腐烂病等

植物真菌病害提供指导。 

1  材料与方法 
1.1  材料和试剂 
1.1.1  菌株 

供试菌株 ZH-356 是从枣树枝条中分离得

到的，保藏于中国典型培养物保藏中心，保藏

编号为 CCTCC No. M2020690。供试病原真菌
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苹果树腐烂病菌(Valsa mali Miyabe et Yamada)、
小麦赤霉病菌(Fusarium graminearum)、小麦根

腐病菌(Bipolaris sorokinianum)和番茄早疫病菌

(Alternaria solani Sorauer)由延安大学生命科学

学院病害绿色防控研究室提供。 
1.1.2  实验试剂 

胰蛋白胨、酵母提取物(OXOID 公司)，天

冬酰胺、甜菜碱(索莱宝)，丙酮、丙三醇、甲醇

(天津市富宇精细化工有限公司)，无水乙醇(天
津市天力化学试剂有限公司)，其余试剂均为国

产分析纯。 
1.1.3  培养基 

菌株形态特征观察采用高氏Ⅰ号培养基；

培养特征观察采用高氏Ⅰ号培养基、M1 培养

基、LB 培养基和 TSB 培养基；菌种鉴定采用

高氏Ⅰ号培养基；拮抗试验采用 PDA 培养基。 
M1 培养基(g/L)：天冬酰胺 1，酵母浸膏粉

5，甘油 10，KNO3 5，甜菜碱 1.25，琼脂粉 12，
使用双蒸水定容至 1 L，pH 7.2。 

PDA 培养基(g/L)：去皮马铃薯 200，葡萄糖

20，琼脂粉 15，使用双蒸水定容至 1 L，pH 7.2。 
LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母提取

物 5，NaCl 10，琼脂粉 15，使用双蒸水定容至

1 L，pH 7.2。 
高氏Ⅰ号培养基(g/L)：可溶性淀粉 20，

KNO3 1，K2HPO4 0.5，MgSO4·7H2O 0.5，NaCl 
0.5，FeSO4·7H2O 0.01，琼脂粉 15，使用双蒸

水定容至 1 L，pH 7.2–7.4。 
TSB 培养基(g/L)：胰蛋白胨大豆肉汤 20，

琼脂粉 15，使用双蒸水定容至 1 L，pH 7.2。  
上述所有培养基均于 121 °C 灭菌 20 min。 

1.2  菌株 ZH-356 的鉴定 
1.2.1  分子鉴定 

采用 16S rRNA 基因序列分析方法，用酚

氯仿抽提法[31]提取菌株 ZH-356 的总 DNA，采

用通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCT 
CAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGAC 
TT-3′)进行 PCR 扩增。反应体系 50 µL，包含：

1 µL TransTaq-T DNA Polymerase，正反引物各  
2 µL，5 µL DNA 模板，4 µL dNTPs (2.5 mmol/L)，
5 µL 10×TransTaq-T Buffer，31 µL ddH2O。PCR
扩增反应条件为：95 °C 5 min；95 °C 50 s，55 °C 
1 min，72 °C 90 s，31 个循环；72 °C 10 min。
PCR 扩增结束后，将 PCR 产物利用 1%琼脂糖

凝胶进行电泳检测；将经纯化回收约 1 400 bp
的 PCR 产物与载体 pMD19-T 连接后转化大肠

杆菌 DH5a 感受态细胞；挑取阳性转化子送至

生工生物工程(上海)股份有限公司测序；获得该

菌株 ZH-356 的 16S rRNA 基因序列，将该序列

在 EzTaxon (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net)上进

行序列相似性搜索和比对，再利用 BioEdit 和

MEGA X64 软件最大似然法构建系统发育树，

从而确定该菌株的进化位置[32]。 
1.2.2  培养特征与形态特征观察 

培养特征观察参照《链霉菌分类和鉴定》[33]

等方法。将菌株 ZH-356 分别在高氏Ⅰ号培养

基、M1 培养基、LB 培养基和 TSB 培养基平板

上划线或液体培养基中培养，28 °C 培养 7 d，
逐日观察并记录该菌株的气生菌丝、基生菌丝

颜色、可溶性色素的有无及生长状况等特征。 
形态特征观察采用插片法[34]，在油镜下观

察菌丝形态、孢子特征并拍照。将菌株 ZH-356
划线接种到高氏Ⅰ号培养基上，将无菌的盖玻

片斜 45°插入培养基，每个培养皿插入 3 片，

28 °C、相对湿度为 50%的条件下黑暗培养 7 d
后，观察菌株 ZH-356 的菌丝及孢子形态。 

1.3  菌株 ZH-356 抑菌谱的测定 
采用平板对峙培养法 [35]。将菌株 ZH-356

于高氏Ⅰ号固体培养基上 28 °C 培养 4–6 d，备

用。将供试植物病原真菌分别在 PDA 培养基上
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培养 4–6 d 后，备用。将菌株 ZH-356 和供试植

物病原真菌用无菌打孔器均打制成菌饼(直径

为 5 mm)，将 4 种供试植物病原真菌的菌饼菌

面朝下紧贴于 PDA 平板(直径 90 mm)中央，再

在其四侧对称 25 mm 处分别放置 ZH-356 菌饼，

菌面朝下紧贴于 PDA 平板，25 °C 培养 4–6 d，
用十字交叉法[36]测量抑菌圈直径的大小，计算

抑制率，每个处理重复 3 次，取平均值。以测

定抑菌圈直径为指标确定其抑菌活性。 
抑制率 (%)=(对照菌落直径−处理菌落直

径)/(对照菌落直径−菌饼直径)×100。 

1.4  菌株 ZH-356 的发酵培养及发酵液活

性提取物的制备 
1.4.1  种子培养 

菌株 ZH-356 接种于高氏Ⅰ号固体培养基

上，28 °C 培养 4–6 d 后，挑取单菌落接种至 TSB
培养基中，28 °C、200 r/min 振荡培养 3 d，得

到种子液。 
1.4.2  发酵培养 

将得到的种子液接入 M1 液体培养基中，

接种量为 1%，28 °C、200 r/min 振荡培养 7 d，
得到发酵液。 
1.4.3  活性物质提取、浓缩 

将得到的发酵液通过离心，分别收集发酵

上清液及菌体；上清液经 0.22 µm 无菌微孔滤

膜过滤后加入 1–2 倍体积的丙酮，然后使用旋

转蒸发仪浓缩去除绝大部分溶剂后，即得到上

清提取物；菌体用丙酮浸泡 1 d，离心收集丙

酮提取液，而离心后的沉淀再次用丙酮浸泡，

并用超声波辅助提取，离心收集丙酮提取液

(重复 3 次，直至丙酮提取液变为无色透明)，
合并丙酮提取液，使用旋转蒸发仪浓缩后，即

得到胞内提取物；将得到上清提取物和胞内提

取物合并，即为发酵液活性提取物，置于 4 °C
保存。 

1.4.4  发酵液活性提取物活性检测 
采用平板对峙培养法[35]和滤纸片法[37]。将

发酵液活性提取物用甲醇溶解，备用。将供试

植物病原真菌用无菌打孔器均打制成菌饼(直
径为 5 mm)，将 4 种供试植物病原真菌的菌饼

菌面朝下紧贴于 PDA 平板(直径 90 mm)中央，

菌面朝下紧贴于 PDA 平板，再在其四侧对称

25 mm 处分别放置无菌滤纸片(4 mm)，在滤纸

片上添加 10 µL 的发酵液活性提取物，待滤纸

片晾干后，25 °C 培养 4–6 d，用十字交叉法[36]

测量抑菌圈直径的大小，计算抑制率，每个处

理重复 3 次，取平均值。以测定抑菌圈直径为

指标确定其抑菌活性。 
抑制率 (%)=(对照菌落直径−处理菌落直

径)/(对照菌落直径−菌饼直径)×100。 

1.5  菌株 ZH-356 抑菌活性物质的分泌测试 
按 1.4.3 的方法分别制备上清提取物和胞

内提取物，采用杯碟法对上清提取物和胞内提

取物进行真菌拮抗实验。在 PDA 平板中心位置

接种倒置的供试真菌菌饼(d=5 mm)，使用灭菌

后的打孔器(d=5 mm)在距离中心点 25 mm 处均

匀打 3 个孔，分别加入 200 µL 的上清提取物和

胞内提取物，以丙酮为对照，供试真菌为苹果

树腐烂病菌、小麦赤霉病菌、小麦根腐病菌和

番茄早疫病菌，25 °C 正置培养，每个处理设   
3 个重复。 

1.6  菌株 ZH-356 胞内活性提取物的稳定

性测试    
制备 PDA 平板，用对称法在 PDA 平板背

面做标记，平板中心位置接种倒置的供试真菌

菌饼(d=5 mm)，菌饼两侧 25 mm 处使用灭菌后

的打孔器(d=5 mm)打孔。将菌株 ZH-356 的胞内

活性提取物用 80%甲醇溶解，以苹果树腐烂病

菌为指示菌，将胞内活性提取物质分别在 50、
60、70、80、90、100 °C 温度下处理 30 min；
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使用 1 mol/L HC1 和 1 mol/L NaOH 将胞内活性

提取物的 pH 值分别调至 2、4、6、8、10、12
等，以 1 mol/L HC1 和 1 mol/L NaOH 作为对照，

每孔各添加 200 µL 样品，25 °C 正置培养，每

个处理设 3 个重复，进行胞内活性提取物的稳

定性分析[38]。 

1.7  菌株 ZH-356 的菌体及胞内活性提取物

对苹果树腐烂病的防效测定  
1.7.1  离体枝条的苹果树腐烂病菌感染预防

试验 
参照烫伤接种法[34]测定菌株 ZH-356 对苹果

树离体枝条感染苹果树腐烂病菌的预防作用。采

集多年生“富士”苹果枝条若干(d=15–20 mm)，
截成 25 cm 长的枝段，先用自来水冲洗枝条接

着用 75%酒精消毒 10 min，最后用无菌水冲洗

3 遍，两端口封蜡。用烧红的铁钉帽(d=5 mm)
烫伤枝条，在烫伤处分别涂抹菌株 ZH-356 的菌

体或其胞内活性提取物原液、2、5、10、20、
50 和 100 倍稀释液，晾干后接种培养 5 d 的苹

果树腐烂病菌菌饼(d=5 mm)，每个枝条 1 个接

种点，每组处理重复 5 个枝条，以涂抹无菌水

做对照。25 °C 黑暗保湿培养，7 d 后采用十字

交叉法测量病斑长度，计算病斑面积及防效。

计算公式为：病斑面积=1/4×π×病斑长径×病斑

短径；防病效果=(对照病斑面积–处理病斑面

积)/对照病斑面积×100%。 
1.7.2  盆栽苹果树苗感染苹果树腐烂病菌后的

防治试验 
软膏菌剂制备：称取水杨酸 0.1 g，用少量

无水乙醇溶解，称取阿拉伯树胶 40 g，甘油 5 g，
H2O 120 mL，混合后充分搅拌使其溶解，得到

基质。将基质中的水换成菌株 ZH-356 的发酵

液，则制备成软膏菌剂。室温储存，备用。 
参照烫伤接种法[34]测定菌株 ZH-356 对盆栽

苹果树苗感染苹果树腐烂病菌后的防治效果。盆

栽 3 年生矮化的“富士”苹果树，待其长出新绿

叶后开始实验。 
制备苹果树腐烂病菌菌饼：将在 PDA 固体

培养基上培养 5 d 的苹果树腐烂病菌制成菌饼

(d=5 mm)，备用。 
用烧红的铁钉帽(d=5 mm)烫伤苹果树苗枝

干，在烫伤处接种培养 5 d 的苹果树腐烂病菌

菌饼(d=5 mm)，用保鲜膜固定菌饼，每棵树苗

设 3 个接种点，采用透明的塑料袋(60 cm×90 cm)
整体套住苹果树苗，自然光照下室温培养，等

待苹果树腐烂病菌侵染苹果树，在此期间每天

向苹果树喷洒水，使密封环境充分保湿。 
苹果树腐烂病菌接种伤口 5 d 后，侵染成

功，形成典型的腐烂病病斑。接下来将被侵染

的部位用刀片刮去表皮，将被感染的苹果树分

为 3 组，第一组不做任何处理(空白对照组)，第

二组向侵染部位涂抹基质(基质组)，第三组向侵

染部位涂抹软膏菌剂，涂抹后，自然光照下室

温培养，每 10 d 涂抹 1 次，30 d 后观察记录防

治效果。 

1.8  统计分析 
所有试验至少有 3 个平行并且独立重复  

2 次，所有数据均表示为平均值±标准偏差。用

Adobe Illustrator 2020 软件 (Adobe)作图，用

GraphPad Prism version 5.00 软 件 (GraphPad 
software Inc.)的 Dunnett-t 新复极差法进行差异

显著性分析。 

2  结果与分析 
2.1  菌株 ZH-356 的鉴定 
2.1.1  形态特征和培养特征观察 

分离自枣树枝条的菌株 ZH-356 的形态特

征和培养特征如下：(1) 形态特征：经过插片法

培养 7 d 后，将盖玻片取出，置于载玻片上，

在油镜下进行观察，发现菌株 ZH-356 的孢子丝
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纤细、分支多；孢子卵圆形呈荧光绿色(图 1AC)。
(2) 培养特征：菌株 ZH-356 在高氏Ⅰ号固体培

养基上的菌落密集成褶皱状，如图 1D1 所示。

菌株培养 2 d 时呈白色，7 d 左右变为黑色，菌

体绒毛状，坚实、干燥，质地致密而不易挑起，

可产生黑色素，使菌落和培养基变黑；在 TSB
固体培养基上的菌落如图 1D2 所示，较小而不

蔓延，呈圆形、光平、黄色、菌落起初表面光

滑、后面逐渐形成褶皱，犹如四叶草形，菌落

坚实、质地致密而不易挑起；在 LB 固体培养

基上的菌落如图 1D3 所示，菌落较大，呈圆形，

黄色，表面具有微绒毛，质地坚硬而不易挑起；

在 M1 固体培养基上的菌落如图 1D4 所示，菌

落较小而密集，不产生黑色素，起初表面光滑，

后表面具微绒毛，且逐渐形成褶皱，形如四叶

草，菌落坚硬而不易被挑起。在不同液体培养基

中生长形态也不同，结果如图 1E 所示。图 1E1
是菌株 ZH-356 在高氏Ⅰ号液体培养基中的生长

状况，图 1E2 是菌株 ZH-356 在 TSB 液体培养基

中生长状况，图 1E3 是菌株 ZH-356 在 LB 液体

培养基中的生长状况，图 1E4 是菌株 ZH-356
在 M1 液体培养基中的生长状况。培养 3 d 时，

菌株 ZH-356 在高氏Ⅰ号液体培养基中开始产

生色素，到 7 d 时产生的色素完全变黑，致使

培养基变为黑色；培养 5 d 时，菌株 ZH-356 在

M1 液体培养基中开始产生色素，到 7 d 时产生

的色素变为黑褐色，导致培养基变为黑褐色。

即菌株 ZH-356 能在高氏Ⅰ号液体培养基和 M1
液体培养基的发酵培养后期会产生色素，且色

素颜色分别为黑色和黑褐色，导致培养液变成

黑色和黑褐色，而在 TSB 和 LB 中则不会产生

黑色素。 
2.1.2  分子鉴定分析 

菌株ZH-356的16S rRNA基因序列经过生工

生物工程(上海)股份有限公司测序，其 16S rRNA

基因序列有效长度为 1 374 bp (国家微生物科 
 

 
 
图 1  菌株 ZH-356 培养和形态观察 
Figure 1  Culture and morphological observation of strain ZH-356. A: coverslip culture; B: spore producing 
chains; C: spore; D: solid culture; E: liquid culture. 1: Gauze’s medium No.1; 2: TSB medium; 3: LB medium; 
4: M1 medium. 
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学数据中心核酸序列编号：NMDCN0000RCC)。
将该序列在 EzTaxon 上进行序列相似性搜索和

比对发现，该菌株与链霉菌属(Streptomyces)菌
株具有非常高的相似度，说明该菌株为链霉菌

属中的一员。利用 BioEdit 和 MEGA X64 软件

最大似然法构建系统发育树，发现菌株 ZH-356
与 直 丝 紫 链 霉 菌 (Streptomyces rectiviolaceus 
NRRL B-16374T)位于系统进化树上的同一分

枝，它们的序列同源性最高为 99.71% (图 2)，
表明它们的亲缘关系最近。因此，结合形态特

征和培养特征将 ZH-356 菌株鉴定为链霉菌，命

名为链霉菌 ZH-356 (Streptomyces sp. ZH-356)。 

2.2  菌株 ZH-356 抑菌谱的鉴定 
通过平板对峙法检测链霉菌 ZH-356 的菌

体和发酵液活性提取物对 4 种供试植物病原

真菌的拮抗活性，发现链霉菌 ZH-356 的菌体

和发酵液活性提取物对 4 种供试植物病原真

菌均具有明显的抑制作用(图 3)。其中链霉菌

ZH-356 的菌体和发酵液活性提取物对苹果树

腐烂病菌抑制率最大，分别为 95.01%±0.49%和

95.64%±0.36%，对番茄早疫病菌抑制率最小，

分别为 85.85%±1.01%和 87.87%±0.65%。 

 

 
 
图 2  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 ZH-356 系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of strain ZH-356 constructed based on 16S rRNA gene sequences. Numbers in 
parentheses are GenBank or National Microbiology Data Center accession numbers; values above the 
branches are parsimony bootstrap; the value on the scale represents each nucleotide sites replacement value. 
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图 3  菌株 ZH-356 抗丝状真菌谱的分析 
Figure 3  Analysis of resistance spectrum of strain ZH-356 to filamentous fungi. A: Valsa mali; B: Bipolaris 
sorokinianum; C: Fusarium graminearum; D: Alternaria solani. 1: antagonistic effect of strain ZH-356 on 
plant pathogenic fungi; 2: antagonistic effect of active extracts of strain ZH-356 on plant pathogenic fungi; 3: 
culture of plant pathogenic fungi as control. 
 
2.3  菌株ZH-356抑菌活性物质的分泌测试 

前面结果表明，链霉菌 ZH-356 的发酵液活

性提取物对于植物病原真菌具有明显的抑制作

用，但不清楚链霉菌 ZH-356 发酵产生的抑菌活

性物质能否分泌到胞外。为此，本研究将发酵

液的上清和菌体分开并分别提取和浓缩，通过

拮抗实验进行抑菌活性评价，结果如图 4 所示，

与溶剂对照一样，上清提取物对供试真菌无明显

的拮抗作用，而胞内提取物则对供试真菌显示出

极强的拮抗作用。同时，由于发酵液经 0.22 µm

无菌微孔滤膜过滤后得到的无细胞上清液对供

试真菌也无显著的拮抗作用(图片未展示)，这排

除了溶剂丙酮的浓缩作用对上清液活性的影

响。因此，这些结果表明在发酵培养期间链霉

菌 ZH-356 所产生的抑菌活性物质只在胞内积

累，并不会分泌至胞外。 

 
 
图 4  菌株 ZH-356 抑菌活性物质的分泌检测 
Figure 4  Secretion detection of antagonistic active 
substances in strain ZH-356. A: Valsa mali; B: 
Bipolaris sorokinianum; C: Fusarium graminearum; 
D: Alternaria solani. 1: solvent control; 2: supernatant 
extract of strain ZH-356; 3: intracellular extract of 
strain ZH-356.  
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2.4  菌株 ZH-356 胞内活性提取物的稳定

性测试 
在农业上所使用的生物制剂都有许多特

点，其中稳定性备受大家关注，因为良好的稳

定性是生物制剂被推广使用的必备条件之一。

为此，本研究探究了链霉菌 ZH-356 的胞内活性

物质的稳定性，结果如表 1 所示。链霉菌 ZH-356
的胞内活性提取物经过不同温度处理后，其活

性依旧存在，且活性大小没有发生显著变化。

在不同 pH 中，只有 pH≤4 时胞内活性提取物

的拮抗活性才明显降低，其余 pH 范围下其活

性不受影响，表明链霉菌 ZH-356 的胞内活性物

质的抑菌活性对温度和酸碱性的变化不敏感。 

2.5  菌株 ZH-356 对苹果树腐烂病菌菌丝

形态的影响 
前面的结果显示，菌株 ZH-356 对植物病原

真菌具有广谱的抑菌活性，但是不清楚这种抑

菌作用是否直接对植物病原真菌的菌丝造成影

响。因此本研究以苹果树腐烂病菌为供体菌， 

表 1  胞内活性提取物在不同温度和 pH 下的稳

定性 
Table 1  The stability of intracellular active extracts 
of strain ZH-356 at different temperatures and pH 

T/°C 
Antimicrobial 
activity 

pH 
Antimicrobial 
activity 

25 +++ 2 ++ 
50 +++ 4 ++ 
60 +++ 6 +++ 
70 +++ 8 +++ 
80 +++ 10 +++ 
90 +++ 12 +++ 

100 +++ 
CK1  
(1 mol/L HCl) 

– 

ND ND 
CK2  
(1 mol/L NaOH) 

– 

+++: strong antimicrobial activity; ++: moderate antimicrobial 
activity; –: no antimicrobial activity; ND: no data. 
 
探究菌株 ZH-356 拮抗苹果树腐烂病菌时对其

菌丝形态的影响。2 种菌对峙培养后，挑取因

ZH-356 菌株拮抗形成的抑菌圈边缘处的苹果

树腐烂病菌菌丝于显微镜下观察，以非对峙面

正常生长的菌丝作为对照。结果如图 5 所示，与 
 

 
 

图 5  对峙培养中菌株 ZH-356 对苹果树腐烂病菌菌丝形态的影响 
Figure 5  Effects of strain ZH-356 on the mycelial morphology of Valsa mali during confrontation culture. A: 
mycelial morphology of Valsa mali in non-confronting area; B–D: mycelial morphology of Valsa mali in 
confronting area. 
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正常生长的苹果树腐烂病菌菌丝相比(图 5A)，受

ZH-356 菌株拮抗后的菌丝变得更粗、交叉扭

曲、分支变少且容易断裂(图 5BD)。说明菌株

ZH-356 的拮抗作用改变了苹果树腐烂病菌的

菌丝形态。 
2.6  菌株 ZH-356 对苹果树腐烂病的防效

测定 
2.6.1  菌株 ZH-356 对苹果树离体枝条感染苹

果树腐烂病菌的预防作用 
为了从体内研究链霉菌 ZH-356 对植物真

菌病害的防治效果，我们首先以苹果树腐烂病

菌的苹果树离体枝条侵染模型来分析链霉菌

ZH-356对苹果树腐烂病的预防效果，结果如图6、

表 2 和表 3 所示。预先涂抹链霉菌 ZH-356 的菌

体能够有效预防苹果树腐烂病病菌对苹果树离

体枝条的侵染，从而有效地抑制苹果树离体枝

条上腐烂病病斑的扩展，防病效果达到 94.30% 
(图 6A 和表 2)。同样，预先涂抹链霉菌 ZH-356
的胞内活性提取物也能够有效预防苹果树腐烂

病病菌对苹果树离体枝条的侵染，从而有效地抑

制苹果树离体枝条上腐烂病病斑的扩展，其中胞

内活性提取物原液、2 倍和 5 倍稀释液在离体枝

条上对苹果树腐烂病的预防效果分别达到94.84%，

94.59%和 93.99%，当稀释倍数达到 20 倍时依然

有超过 80%的预防效果(图 6B 和表 3)，暗示链

霉菌 ZH-356 产生的抑菌活性物质的效价较高。 

 

 
 
图 6  菌株 ZH-356 预防苹果树离体枝条感染苹果树腐烂病菌的作用 
Figure 6  Effect of strain ZH-356 on prevention of apple tree branches infection with Valsa mali. A: apple 
tree branches were pretreated with or without strain ZH-356; B: apple tree branches were pretreated with 
intracellular extracts of strain ZH-356 at different concentrations. 

 
表 2  菌株 ZH-356 的菌体在离体枝条上对苹果树腐烂病的预防效果 
Table 2  Effect of the cells of strain ZH-356 on prevention of apple tree branches infection with Valsa mali 
Strain Average length of lesions/mm Average lesion widths/mm Lesion area/mm2 Disease prevention effect/% 
ZH-356 8.67±0.58b 8.03±0.10b 69.33±4.62b 94.30±0.38 
CK 44.67±7.09a 26.67±5.69a 954.29±343.99a  
Data with the different lowercase letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level.  
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表 3  菌株 ZH-356 的胞内活性提取物在离体枝条上对苹果树腐烂病的预防效果 
Table 3  Effect of intracellular extracts of strain ZH-356 on prevention of apple tree branches infection with 
Valsa mali 

Strain Diluted times 
Average length of 
lesions/mm 

Average lesion 
widths/mm 

Lesion area/mm2 
Disease prevention 
effect/% 

ZH-356 1 8.50±0.50f 6.67±0.58e 44.35±2.18f 94.84±0.25a 
 
 
 
 
 
 

2 8.83±0.76f 6.67±0.58e 46.45±7.71f 94.59±0.90a 
5 8.50±1.80f 7.67±0.58de 51.55±13.78f 93.99±1.60a 
10 14.33±1.53e 8.33±1.15d 92.89±5.57e 89.18±0.65b 
20 16.67±1.53d 8.33±0.29d 115.39±8.16d 86.57±0.95c 
50 23.00±2.00c 14.00±1.00c 252.25±0.48c 70.64±2.38d 
100 31.33±1.53b 20.67±1.53b 563.37±68.04b 40.85±4.85e 

CK – 36.00±2.65a 30.33±1.53a 859.05±104.49a  
Data with the different lowercase letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level.  

 
2.6.2  菌株 ZH-356 对盆栽苹果树苗感染苹果

树腐烂病菌后的防治效果 
前面的结果显示，链霉菌 ZH-356 对苹果树

离体枝条上的腐烂病具有显著的预防效果，但

是链霉菌 ZH-356 对苹果树上的腐烂病是否也

具有防治效果并不确定。为此，本研究继续以

苹果树腐烂病菌的盆栽苹果树苗侵染模型来分

析链霉菌 ZH-356 对苹果树腐烂病的防治效果，

结果如图 7 和表 4 所示。侵染了苹果树腐烂病

菌的苹果树苗，经 30 d 的治疗处理后显示，涂 

抹了由链霉菌 ZH-356 制成的软膏菌剂后苹果

树苗的存活率高达 100%，而涂抹了基质的处理

组和不涂抹的处理组的苹果树苗的存活率分别

均仅为 10%。表明由链霉菌 ZH-356 制成的软

膏菌剂对苹果树腐烂病具有显著的防治效果。 

3  讨论与结论 
利用拮抗微生物来防治植物病害是当下的

一个研究热点。本研究从枣树中筛选出一株对

苹果树腐烂病具有显著抑制作用的菌株 ZH-356， 
 

 
 
图 7  菌株 ZH-356 对苹果树苗感染苹果树腐烂病菌后的防治效果 
Figure 7  Control effect of strain ZH-356 on apple tree seedlings infected with Valsa mali. 
 
表 4  软膏菌剂处理 30 d 后对苹果树腐烂病的防治效果 
Table 4  Control effect of ointment agents on apple valsa canker after 30 days treatment 
Treatments Number of infected trees Number of dead trees Number of surviving trees Survival rate/% 
Control 20 18 2 10 
Basic material 20 18 2 10 
Ointment agents 20 0 20 100 
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经培养特征观察和 16S rRNA 基因鉴定分析，将

其鉴定为链霉菌，与直丝紫链霉菌(Streptomyces 
rectiviolaceus)的亲缘关系最近。 

直丝紫链霉菌在自然界中广泛存在并且具

有多种生物学活性。例如，Kim 等发现来自韩

国丹阳省土壤样品的直丝紫链霉菌 DY46 菌株

对番茄果实灰霉病具有明显的抑制作用 [39]。

Taha 等从土壤中分离到的直丝紫链霉菌可以促

进番茄根部鲜重的增加[40]。Ma 等从青藏高原紫花

针茅中分离到的与直丝紫链霉菌 16S rRNA 基因

序列 99%相似性的链霉菌 QZGYEb4 对大肠杆

菌和铜绿假单胞菌具有抗菌活性[41]。但对于直

丝紫链霉菌防治苹果树腐烂病在国内外报道甚

少。本研究从枣树中筛选到一株与直丝紫链霉

菌 16S rRNA 基因序列相似性为 99.71%的链霉

菌 ZH-356，其对丝状真菌具有广谱的抗菌活

性，对苹果树腐烂病菌、小麦赤霉病菌、小麦

根腐病菌和番茄早疫病菌等植物病原真菌有显

著的抑制效果，抑菌率均在 85%以上，这种抑

制作用可导致苹果树腐烂病菌菌丝变粗、交叉

扭曲、分支变少且容易断裂。 
本研究显示，链霉菌 ZH-356 不仅能预防苹

果树离体枝条感染苹果树腐烂病菌，对患腐烂

病的盆栽苹果树苗也具有明显的防效作用，而

且其抑菌活性物质对于温度和酸碱度都具有高

稳定性。同时，在发酵培养过程中，链霉菌

ZH-356 会产生黑色素，导致培养基变为黑褐

色。黑色素是一种生物界普遍存在的，具有防

止蛋白质降解、光子屏蔽、化学保护等作用，

特别是对紫外线和辐射具有强的抵抗性[42–44]。

比如，黑色素对苏云金芽孢杆菌杀虫晶体蛋白

起到明显的紫外线保护作用[45–47]，因此将多种

特定的目的杀虫晶体蛋白基因导入黑色素产生

菌，使得构建广谱、高效、持久生物杀虫剂成

为可能。同样，微生物产生的黑色素对自身所

产生的其他次级代谢物也起到保护作用[43]。因

此，筛选兼具生防和产黑色素特性的微生物功

能菌株在植物病害防治方面具有非常重要的经

济和生态价值。此外，本研究还发现链霉菌

ZH-356 菌株产生的抑菌活性物质只在胞内积

累，并不会分泌至胞外。然而，图 3 的结果又

显示链霉菌 ZH-356 菌体对植物病原真菌具有

显著的抑制作用，这暗示只有当链霉菌 ZH-356
遭遇植物病原真菌时，胞内的拮抗活性物质才

会被诱导分泌出来以抑制周围植物病原真菌的

生长，说明链霉菌 ZH-356 采取了一种更为节能

的策略来对抗植物病原真菌，但是链霉菌

ZH-356 的这种拮抗活性物质的诱导分泌机制

还有待于进一步地研究解析。综上所述，链霉

菌 ZH-356 可作为防治植物真菌病害的生防菌

株，为基于 ZH-356 菌株的生防菌剂的开发和防

治苹果树腐烂病等植物真菌病害奠定了基础。

然而，尽管室内活体试验表明链霉菌 ZH-356
对苹果树腐烂病具有显著的防治效果，但是菌

株 ZH-356 在植物中的长期定殖情况及其在大

田中的适应能力和生防效果均尚不清楚，这些

也需要进一步地研究。 
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