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植物内生放线菌 Lj20 的鉴定及其抗真菌物质的合成 

马林，陈红兵，韩巨才*，刘慧平 
（山西农业大学农学院，太谷 030801） 

摘要：【目的】菌株 Lj20 是从辣椒植株根部分离得到的一株有抗真菌活性的植物内生放线菌。为了

进一步开发利用这一放线菌，对其进行了鉴定及抗菌活性物质的研究。【方法】根据 Lj20 的形态特

征、培养特征、生理生化特征、细胞壁组分和 16S rDNA序列对其进行鉴定。结合 GC-MS分析，合

成了代谢产物中所含的抗真菌活性物质，并用菌丝生长抑制法测定其生物活性。【结果】Lj20 菌株

属于链霉菌属，与娄彻氏链霉菌（Streptomyces rochei）极为相似。代谢产物中含有 2, 6-二叔丁基对

甲酚和 3, 5-二叔丁基-4-羟基-苯甲醚。两种化合物对番茄灰霉病菌的 EC50值分别为 237.04 mg/L和

186.48 mg/L。【结论】菌株 Lj20鉴定为娄彻氏链霉菌（Streptomyces rochei）。2, 6-二叔丁基对甲酚

和 3, 5-二叔丁基-4-羟基-苯甲醚对番茄灰霉病菌都有较强的抑制作用。 
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农用抗生素是微生物产生的次级代谢产物，可用

于防治农业有害生物，是一类用途很广泛、产业化程

度很高的生物农药[1]。放线菌是产生抗生素的重要微

生物资源，在植物中也广泛存在，并且内生放线菌很

可能产生从土壤放线菌中难以发现的新型天然产  
物 [2~4]。我们从山西省临汾地区采集的辣椒根部分离

得到植物内生放线菌 Lj20 对多种病原菌都有抑制作
用[5, 6]。因此，本文进一步通过形态特征、培养特征、

生理生化特征、细胞壁组分及 16S rDNA 序列的分析
对 Lj20 菌株进行了鉴定，由于经过层析得到的抗真
菌活性物质仍为混合物，所以根据 GC-MS 推测的结
构式对其进行化学合成和抗菌活性测定，为该放线菌

的开发利用奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种：植物内生放线菌 Lj20，从山西省临汾地
区采集的辣椒根部分离并纯化所得。 

1.1.2  主要试剂和仪器：甲醛、甲醇（西安化学试剂
厂，分析纯）；2,6-二叔丁基苯酚（山东科威化工有限
公司）；2,6-二叔丁基对甲酚（上海诚心化工有限公
司）；X-4/X-5 显微熔点测定仪（上海广英仪器有限公
司）；HP6890N/5973N色谱质谱联用仪（美国 Agilent
公司）；IR200傅立叶变换红外光谱仪（Thermo Nicolet 
公司）；AC-P200型核磁共振仪（德国 Bruker公司）。 

1.2  Lj20 菌株的鉴定 
1.2.1  形态特征：于高氏合成 1号琼脂、燕麦培养基、
GYM、Bennett’s 琼脂和酵母淀粉琼脂上，28℃插片
培养 7~10 d，取片，显微镜下观察菌体的形态特征[7]。 
1.2.2  培养特征：在上述 5种培养基上，28℃下培养
7~10 d后观察菌丝体的颜色及可溶性色素[7]。 
1.2.3  细胞壁化学组分分析：采用 Hasegawa 薄板层析
法[8]对菌株进行全细胞水解液的氨基酸和糖型分析。 
1.2.4  生理生化特征：参照《放线菌的分类和鉴定》[9]

和《伯杰细菌鉴定手册(第八版)》[10]的相关内容进行

生理生化的鉴定。 
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1.2.5  16S rDNA序列分析：用溶菌酶法从新鲜菌体
提取基因组 DNA, 采用通用引物 [11]进行 16S rDNA 
扩增，PCR产物经检测、纯化后直接用 Taq DyeDeoxy 
Terminator Cycle Sequencing Kit 测序，电泳及数据收
集用 Applied Biosystems DNA Sequencer (model 3730)
自动进行。所测的 16S rDNA序列经校对、拼接后与
GenBank 数据库中相关种属的序列进行 BLAST 比
较，以确定该菌株分类地位。 

1.3  Lj20 代谢产物中抗真菌物质的合成 
1.3.1  抗真菌物质结构测定：Lj20菌株的发酵液经萃
取、硅胶柱层析、硅胶薄层层析之后的抗真菌活性成

分用气相色谱-质谱(GC-MS)联用检测所含物质的化
学结构，并用化学合成的方法合成其类似物。 

GC-MC联用条件：柱为 Dexsil-300GC熔融弹性
石英毛细管柱（30 m×0.25 mm×0.25 μm）；柱温：初
温 50℃（2 min），汽化室以 3℃/min称序升温至 250℃ 
(10 min)；载气：高纯氮气；进样方式：分流 30∶1；
进样口温度 250℃；尾吹 0.4 kg/cm2，进样量 0.15 μL；
灵敏度 10−10，配用 CDMC-IB色谱数据处理系统进行
数据处理；离子源：EI源（70 eV）；倍增器电压 1900 V；
GC-MC接口温度 280℃；扫描质量范围为 45~380 m/z，
扫描速度 1 S/DEC。用上述条件得到各化合物质谱碎片，
获得质谱数据直接由联机的NIST98数据系统进行检索，
然后对照 EPA/NIH/MSDS谱库进行物质鉴定。其中化合
物相对含量由峰面积归一法计算。 
1.3.2  抗真菌物质的化学合成：活性成分经过 GC-MS
测定分析，将保留时间为 8.45 min和 10.63 min的两种
可能抗菌化合物 2,6-二叔丁基对甲酚和 3,5-二叔丁基
-4羟基苯甲醚作为进一步的研究对象， 3,5-二叔丁基
-4羟基苯甲醚用以下的方法合成。 

将 5.2 g 2,6-二叔丁基苯酚、37%~40%的甲醛 5 mL
和 60 mL甲醇加到 100 mL三口瓶中，用氮气吹赶空气
后，缓慢滴加入 0.04 g/mL 的催化剂。通电加热反应，
66℃加热搅拌回流 2.5 h，反应结束后，放置自然冷却，
打开三口瓶，将反应产物进行抽滤，得到产品，对实验

所得的产物用甲醇进行重结晶，用显微熔点测定仪测熔

点，用 GC-MS 分析含量，并对合成物经核磁共振氢谱
(1H-NMR)、红外光谱(IR)等光谱数据分析，确定其结构。 
1.3.3  生物活性测定：两种化合物、多抗霉素
(Polyoxin)、腐霉利(Procymidone)分别用少量甲醇溶
解，用无菌水以等比数列稀释为 5个浓度，将稀释液
与 PDA培养基[12]按 1∶9混匀，接种番茄灰霉病菌块
为指示菌，对照加入等体积的无菌水(含少量甲醇)。
以多抗霉素和腐霉利为农用抗生素和化学杀菌剂对

照。在 25℃条件下恒温培养，当对照快要长满全皿时，
测量菌落直径，3 次重复，计算毒力回归方程式、抑
制中浓度（EC50）和 95%置信限。 

2  结果 

2.1  Lj20 的分类鉴定 
2.1.1  形态特征：菌株 Lj20 革兰氏染色阳性；在高
氏合成 1号和燕麦等培养基上生长 7 d，孢子丝长，
直或柔曲；孢子卵圆形至椭圆形，表面光滑（图 1）。 
 

 
 
图 1  菌株 Lj20 的孢子丝特征(10000×) 
Fig. 1  Scan electron micrograph of Lj20 showing the spore 
chains (10000×). 
 

2.1.2  培养特征：菌株 Lj20 在 5 种鉴定培养基上培
养，一定时间后观察其气生菌丝、基内菌丝的生长情

况以及色素的有无和颜色等内容。其中，在除

Bennett’s琼脂的其他培养基上气生菌丝生长丰茂，在
燕麦培养基和 Bennett’s琼脂上产生可溶色素。（表 1）。 

表 1  菌株 Lj20 的培养特征 
Table 1  The culture characteristics of Fq24 

Medium Aerial hyphae Substrate mycelium Soluble pigment 
Gause’s No.1 agar Gray to grayish-white, abundant Offwhite yellow to puce  None 
Oat power agar Gray, abundant Puce  Grayish-pink 
GYM agar Gray, grayish-white to grayish-pink, abundant Brown None 
Bennett’s agar White, thin Tawny  Light yellow  
Yeast starch agar Gray, abundant Puce None 
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2.1.3  生理生化特征：菌株 Lj20能利用葡萄糖、阿拉伯
糖、木糖、果糖、鼠李糖、肌醇、甘露糖和蔗糖等，但不

能在菊糖和棉子糖等上生长；对明胶液化、牛奶胨化和淀

粉酶等反应呈阳性；不产生类黑色素和 H2S等（表 2）。 
 

表 2  菌株 Lj20 的生理生化特征 
Table 2  The physiological characteristics of Lj20 

Characteristics Results Characteristics Results

Sugar utilization  Gelatin liquefaction + 
Glucose + Milk solidification − 
Arabinose + Milk peptonization + 
Xylose + Starch hydrolysis + 
    

Fructose + Melanin-like substance 
production − 

    

Rhamnose + Tyrosinase − 
Inositol + H2S production − 
Mannitose +   
Sucrose +   
Dahlin −   
Gossypose −   

 

2.1.4  细胞壁类型分析：菌株 Lj20 的全细胞水解液
含有 L,L-DAP（L,L-二氨基庚二酸 Diaminopimelic 
acid），且含有甘氨酸。无特征性糖；细胞壁属于Ⅰ型，
糖型 C。 
2.1.5  16S rDNA序列测定：菌株 Lj20的 16S rDNA
序列与 GenBank中相关序列 Blast比较的结果表明，
该菌株属于链霉菌属；与目前发表的相关菌株相比，

菌株 Lj20的 16S rDNA序列(1386 bp)与娄彻氏链霉菌
（Streptomyce rochei）的序列相似性很高，只有 1个
碱基差异，相似性达到 99.9%以上。 

2.2  Lj20 代谢产物中抗真菌物质的合成 
2.2.1  GC-MS 分析结果：Lj20 所产活性成分经过气
相色谱的结果如图 2所示。此成分仍为混合物，含有
2种以上物质，但是在 8.45 min和 10.63 min处有两
个较明显的峰，其结构式经 GC-MS 分析为图 3 所示
的两个酚类物质。 
2.2.2  化学合成物的波谱分析：化合物为浅黄色结
晶，熔点 99.5℃。GC-MS：(M+1)+=251.09，指示分
子量为 250.09，分子式为 C16H26O2。

1H-NMR：含有
5 种不同位移的 H，1.43926 (18 H，叔丁基上 H)， 

 
 

图 2  Lj20 代谢产物气相色谱图 
Fig. 2  Gas chromatogram of metabolites of Lj20. 

 

 
 

图 3  GC-MS 推测结构式 
Fig. 3  Conjectured structural formulae by GC-MS. 

 
3.40048 (3 H，醚键甲基上 H)，4.34320 (2 H，亚甲基

上的 H)，5.19473 (1 H，羟基上的 H)，7.13984 (2 H，

苯环上的 H)。5 种 H 面积比值为 18∶2.9∶1.96∶

0.94∶2.02，其比值接近 18∶3∶2∶1∶2，1H-NMR

谱图与 3,5-二叔丁基-4-羟基苄基甲醚结构相符。IR：

3543.5 cm−1、2955.4 cm−1、1235.5 cm−1是分别来源于

O-H、C-H和酚中 C-O伸缩振动的吸收峰；872.5 cm−1、

772.8 cm−1 来源于芳环中 C-H 的面外弯曲振动；

1095.7 cm−1是来源于醚键 C-O-C 的不对称伸缩振动

的吸收峰，强度大。 

2.2.3  生物活性测定：结果由表 3 可知：2,6-二叔丁
基对甲酚和 3,5-二叔丁基-4羟基苯甲醚对番茄灰霉病
都有一定的抑制作用，EC50 分别为 237.04 mg/L 和
186.48 mg/L。两种化合物的抗菌能力要大于农用抗生
素多抗霉素，却低于化学杀菌剂腐霉利。 

 
表 3  合成物、多抗霉素和腐霉利对番茄灰霉病菌的抑制作用 

Table 3  Inhibition effects of compounds, polyoxin and procymidone against Botrytis cinerea Pers 

Fungicides Regression equation EC50/(mg/L) 95% FL/(mg/L) 

Butylated hydroxytoluene Y=2.6189+1.0026x 237.04 159.65~351.934 
3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzyl methyl ether Y=2.5200+1.0922x 186.48 123.65~281.225 
Polyoxin Y=2.4380+0.8280x 1242.22 888.58~1736.59 
Procymidone Y=3.5017+0.7142x 125.31 82.87~169.93 
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3  讨论 

根据形态特征和细胞壁组分分析，菌株 Lj20 属
于链霉菌属。其培养特征、生理生化特征和 16S rDNA
序列均与娄彻氏链霉菌（Streptomyces rochei）极为相
似。故将菌株 Lj20定名为娄彻氏链霉菌（Streptomyces 
rochei）。 

一般认为酚类物质同植物抗病性有关，对病原真

菌具有抑制作用[13]，所以选择 Lj20 的代谢产物中的
酚类和醚类物质为抗真菌的活性物质进行合成，试验

结果也证明此类物质有抗菌活性。通过本文所述方法

合成得到的 3,5-二叔丁基-4 羟基-苄基甲醚的产率可
达 90%，产品用甲醇重结晶。经过 GC-MS 分析含量
为 99.5%，杂质主要是未反应的原料 2,6-二叔丁基苯
酚和少量溶剂，同时 GC-MS 分析结果显示，2,6-二
叔丁基对甲酚和 3,5-二叔丁基-4 羟基-苄基甲醚的保
留时间分别为 8.45 min和 10.63 min，这与 Lj20所产
活性成分中的两种物质保留时间是一致的，由此可以

证实所合成的物质为 Lj20 所产活性成分中所含的  
物质。 

代谢产物有效成分的分离及结构的鉴定有助于

新型农药的开发，娄彻氏链霉菌仅在医药[14]方面的应

用有所报道，代谢产物中所包含的 2,6-二叔丁基对甲
酚是一种抗氧化剂，广泛用于石油化工及食品工业 
中[15]，在抗真菌活性方面还未查到有文献报道。3,5-
二叔丁基 -羟基苄基甲醚的合成未见有详细的报   
道[16~18]，它的抗真菌活性方面还未查到有文献报道。

但是，对于 Lj20 所产抗真菌活性物质的分离提纯和
结构鉴定尚待进一步研究。 
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Identification of endophytic actinomycete Lj20 from plant and 
its antifungal substances  

Lin Ma, Hongbing Chen, Jucai Han*, Huiping Liu  
(College of Agriculture, Shanxi Agricultural University, Taigu 030801, China) 

Abstract: [Objective] Endophytic actinomycete Lj20 with antifungal activity was isolated from the roots of capsicum 
plants. We identified Lj20 and synthesized its antifungal substances. [Methods] Morphological, biological and biochemi-
cal characteristics, chemotaxonomy analysis and 16S rDNA sequences were used to identify Lj20. According to GC-MS 
extrapolation result, one of antifungal substances in the metabolites of Lj20 was chemically synthesized. The bioactivities 
were determined by mycelium growth inhibition method. [Results] Lj20 belonged to Streptomyces sp. and was similar to 
Streptomyces rochei. The metabolites contained butylated hydroxytoluene and 3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzyl methyl 
ether. The median effective concentration (EC50) of these two compounds to Botrytis cinerea Pers. were 237.04 mg/L of 
the water and 186.48 mg/L of the water, respectively. [Conclusion] Lj20 was classified as Streptomyces rochei. Butylated 
hydroxytoluene and 3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzyl methyl ether had significant inhibition to the pathogen. 
Keywords: endophytic actinomycete Lj20; identification; antifungal substance; synthesis 
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答 作 者 问 
 

问：在学术会议上发表过的论文能否在《微生物学报》上发表？ 

答：这要分两种情况。(1)如果论文集属于正式出版物 , 有正式书号或刊号 , 则不能再在本刊发表; (2)如果不是正式出版
物, 属于交流材料, 则论文可以投稿本刊。 

 

问：投稿时都需要哪些材料, 是否还需要纸稿？ 

答：从 2006 年起, 本刊开始采用“稿件远程处理系统”。投稿时需要提供: (1)论文研究内容所属单位的介绍信(通常是
第一单位), 介绍信模板可从我刊主页“下载专区”或“远程投稿时”下载。(2)在接到本刊 E-mail 发出的“收稿通
知”后 , 需要及时补寄纸样的 1 份稿件和介绍信 , 并缴纳 100 元稿件受理费(请通过邮局汇款 , 切忌夹在信中邮寄)。 
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