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摘   要：【背景】木豆(Cajanus cajan)是一种具有多种药理活性的药用植物，目前对其根际功能放

线菌的认识和研究有限，有必要对其应用开发潜力进行研究。【目的】从木豆根际土中筛选一株对

植物病原菌和常见病原菌具有广谱拮抗活性的放线菌菌株，鉴定菌株的分类地位、相关代谢产物

及可能的生物合成途径，为该菌株的开发应用提供数据支撑。【方法】以 7 种常见植物病原真菌及

8 种常见病原菌为指示菌，采用平板对峙法和滤纸片扩散法筛选具有广谱抗菌活性的放线菌菌株，

基于形态观察与系统发育分析对该菌株进行分类鉴定，并通过高分辨质谱和超高效液相色谱-串联

质谱(UPLC-MS/MS)对活性菌株的次生代谢产物进行鉴定与验证。采用 PCR 扩增菌株聚酮合成酶Ⅰ 
(polyketide synthase，PKS-Ⅰ)和非核糖体多肽合成酶(non-ribosomal peptide synthetase，NRPS)基因，

明确其活性代谢产物可能的生物合成途径。【结果】通过抑菌试验筛选得到拮抗放线菌 F5，确定

其为欧洲疮痂链霉菌(Streptomyces europaeiscabiei)，F5 菌株基因组中含有编码 PKS-Ⅰ和 NRPS 合

成的相关基因，采用高分辨质谱和 UPLC-MS/MS 从其发酵液中鉴定并确证了格尔德霉素与大黄素
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两种具有抗菌活性的次生代谢产物。【结论】首次筛选鉴定了一株木豆根际放线菌 Streptomyces 
europaeiscabiei F5，该菌株具有广谱抑菌活性，可代谢产生格尔德霉素和大黄素等活性物质，具有

在农业和医药领域的应用潜力，值得进一步研究。 

关键词：木豆；欧洲疮痂链霉菌；抗菌活性；次生代谢产物  
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Abstract: [Background] Pigeon pea (Cajanus cajan) is a medicinal plant with a variety of 
pharmacological activities. Considering the limited understanding and research on actinomycetes in the 
rhizosphere of pigeon pea, it is necessary to study their application and development potential. 
[Objective] An actinomycete strain with broad-spectrum antagonistic activity against plant pathogens 
and common pathogens was screened out from the rhizosphere soil of pigeon pea. The taxonomic status, 
metabolites and possible biosynthetic pathways were identified to provide data support for the 
development and application of the strain. [Methods] With 7 plant pathogenic fungi and 8 common 
pathogens as the indicators, plate confrontation method and filter paper diffusion method were used to 
screen out the actinomycete strain with broad-spectrum antagonistic activity. The selected strain was 
identified based on morphological characteristics and phylogenetic tree, and the secondary metabolites 
of the strain were detected by UPLC-Q-Exactive high-resolution mass spectrometry and UPLC-MS/MS. 
The polyketide synthaseⅠ(PKS-Ⅰ) and non-ribosonmal peptide synthetase (NRPS) genes of the strain 
were amplified by PCR to clarify the biosynthetic pathways of the antimicrobial substances. [Results] 
The actinomycete F5 with broad-spectrum antagonistic activity was screened out and identified as 
Streptomyces europaeiscabiei. The strain was able to produce active metabolites like geldanamycin and 
emodin. The genes encoding PKS-Ⅰand NRPS were presented in strain F5. [Conclusion] Streptomyces 
europaeiscabiei F5 from the rhizosphere of pigeon pea is isolated and identified for the first time. It has 
broad-spectrum antagonistic activity and can produce antimicrobial substances like geldanamycin and emodin, 
thus demonstrating great application potential in agriculture and medicine and worth of further research. 
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放线菌是一类革兰氏阳性、高 GC 含量和

具有分枝状菌丝体的细菌，广泛分布于自然界

各种生态环境中。放线菌是活性天然产物的重

要来源。目前在医药、兽药和农业实践中使用

的天然抗生素中大约有 2/3 从放线菌中分离而

来，其中约 75%来自链霉菌属[1-2]。 

土壤是放线菌及其活性代谢产物的一个重

要来源，目前从传统环境中获得新的放线菌资

源及新的活性化合物越来越困难。科学家们逐

渐把目光投向一些新的特殊环境(如海洋、盐

湖、火山口、盐碱地等)。近年来药用植物根际

放线菌的研究也受到越来越多的关注 [3]。由于

根系可能会分泌一些特殊成分(如氨基酸、脂肪

酸、有机酸、酚类、植物生长调节剂、甾醇、

糖和维生素等)进入植物根际土壤，使根际土壤

成为一个特殊的微生态环境 [4]。一些药用植物

根际放线菌不仅对植物病原菌具有强烈的拮抗

活性 [5]，而且对常见耐药病原菌也表现出显著

的抑菌活性[6]。 

木豆(Cajanus cajan)是一种生长在热带和亚

热带的木本食用豆类。在我国主要分布在海

南、云南、贵州等长江以南地区。木豆具有多

种药用价值，可治疗溃疡、痢疾、腹泻、麻

疹、黄疸、肝炎、糖尿病、膀胱结石、支气管

炎等疾病 [7]。目前有关木豆根际微生物的报道

多为根瘤菌共生固氮方面的研究 [8-10]，对木豆

根际功能放线菌的认识和研究有限，属于尚未

被大量挖掘的潜在农用与药用微生物资源。 

基于此，本研究以腐皮镰孢菌 (Fusarium 

solani)等 7种常见农业植物病原真菌及大肠杆菌

(Escherichia coli)等 8 种常见病原菌为指示菌，

对前期从东北黑土分离获得的木豆根际放线菌

进行抗菌活性筛选，以期获得一株具有广谱抗

菌活性的放线菌菌株，明确其种属分类地位，

并对该菌株的次生代谢产物进行鉴定与验证，

探讨活性菌株代谢产物可能的生物合成途径。

本研究有助于探明木豆特异根际放线菌作为抗

菌微生物资源的潜力，为后期其在农业和医药

领域的应用提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌种 

放线菌菌种：供试木豆根际放线菌由本课题

组前期从东北林业大学森林植物生态学教育部

重点实验室药用植物园(哈尔滨)木豆根际土壤

中分离获得并保存。 

植 物 病 原 菌 禾 谷 镰 孢 菌 (Fusarium 

graminearum) 、 轮 枝 镰 孢 菌 (Fusarium 

verticillioides)、腐皮镰孢菌(Fusarium solani)、

水稻立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)、向日葵核

盘菌(Sclerotinia sclerotiorum)、玉米大斑凸脐蠕

孢 菌 (Setosphaeria turcica) 、 木 贼 镰 孢 菌

(Fusarium equiseti)和常见病原菌金黄色葡萄球

菌 (Staphylococcus aureus) 、 粪 肠 球 菌

(Enterococcus faecalis)、枯草芽孢杆菌(Bacillus 

subtilis)、白色念珠菌(Candida albicans)、铜绿假

单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa)、大肠杆菌

(Escherichia coli) 、 黏 质 沙 雷 菌 (Serratia 

marcescens) 、 鲍 曼 不 动 杆 菌 (Acinetobacter 

baumannii)均为本实验室保藏菌株。 

1.1.2  培养基 
供试菌株活化和形态观察培养基：高氏 1 号

培养基的配方参考文献[11]；拮抗放线菌活性筛

选培养基为马铃薯葡萄糖琼脂培养基 (potato 

dextrose agar medium，PDA)；液体发酵培养基：
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酵母麦芽培养基(international streptomyces project 

No.2 medium, ISP2)的配方参考文献[11]。 

1.1.3  主要试剂和仪器 
卡那霉素标准品，北京索莱宝科技有限公

司；分析纯乙酸乙酯，天津市致远化学试剂有

限公司；色谱级甲醇，北京百灵威公司；格尔

德霉素、大黄素标准品，中国药品生物制品检

定所；细菌 DNA 提取试剂盒，天根生化科技

(北京)有限公司；PCR 反应试剂，生工生物工

程(上海)股份有限公司。恒温培养箱，天津东联

电 子 技 术 开 发 有 限 公 司 ； PCR 仪 和

UPLC-Q-Exactive 四极杆-静电场轨道阱高分辨

质谱联用仪，ThermoFisher 公司；Agilent 1290 
UPLC-6460 Triple Quad MS/MS 和 Agilent 
1290-6460 三重四级杆液质联用仪，Agilent 公司。 

1.2  木豆根际放线菌的活化 
从 4 °C 冰箱中取出保存在斜面培养基的  

3 株放线菌菌株 F5、K2 和 S9，用接种针挑取单

菌落，接种在 GS 培养基上，放置在 28 °C 恒温

培养箱中培养，生长7 d后，划线接种在新的GS
培养基中，培养 7 d 即得到活化后的菌株。 

1.3  木豆根际放线菌抗菌特性的筛选 
采用平板对峙法测定木豆根际放线菌 F5、

K2和 S9对 7种常见植物病原菌的抑菌活性。将

供试的 7 种病原菌接种于 PDA 培养基上，培养

一周后使用。用无菌打孔器(直径 9 mm)取生长

旺盛的病原菌接种在 PDA 平板中央，在距离病

原菌 20 mm 处，用灭菌接种棒接种待测的木豆

放线菌，以只接种病原菌的平板为对照，每个

处理 3 次重复。28 °C 恒温倒置培养 5−7 d，观

察菌落的生长情况。待对照长满平板时，计算

抑制率。 

100%−= ×
−

对 组 径 处 组 径
。

对 组 径 饼 径

照 菌落半 理 菌落半
抑菌率

照 菌落半 菌 半
 

采用滤纸片法(滤纸片直径 9 mm，杭州双

圈滤纸有限公司)测定木豆根际放线菌 F5、K2
和 S9 的发酵产物对 8 种常见病原菌的抑制作

用。将放线菌接种于 ISP2 液体培养基中，

28 °C、180 r/min 摇床振荡培养 7 d 得到待测放

线菌发酵液。四层纱布过滤后，取 100 mL 滤液

用等体积乙酸乙酯萃取无细胞发酵液 3 次，然后

在 35 °C 下旋蒸至干燥得粗提物，加入 1 mL 色谱

级甲醇溶解，用 0.45 μm 微孔滤膜过滤，保存在

4 °C 冰箱，备用。 
将 8 种常见病原菌接种在 LB 液体培养基

中，37 °C、180 r/min 摇床振荡培养 24 h，用  
棉签稀释涂布在 LB 固体培养基上。在距中央

20 mm处放上载有20 μL菌株粗提物的滤纸片，

以载有等体积甲醇的滤纸片为阴性对照，以载

有等体积卡那霉素溶液(20 μg/mL)的滤纸片为

阳性对照，每个处理重复 3 次。37 °C 恒温培养

24−48 h，观察记录抑菌圈大小。 

1.4  活性菌株 F5 的鉴定 
1.4.1  菌落形态观察 

将活性菌株 F5 接种于高氏 1 号培养基，

28 °C 培养 7−15 d，观察记录菌株气生和基底菌

丝的形态和颜色，以及菌落在平板上的特征、孢

子团的颜色和可扩散色素的颜色。   
1.4.2  16S rRNA 基因序列扩增与分析 

将放线菌F5接种于 ISP2液体培养基中，于

28 °C、180 r/min 摇床振荡培养 7 d，获得放线

菌 F5 培养液，10 000 r/min 离心 1 min 收集菌

体，备用。 
采用试剂盒提取基因组 DNA，以 16S 

rRNA 基因通用引物进行 PCR 扩增。上游引物

为 27F：5′-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3′；
下游引物为 1492R：5′-ACGGTTACCTTACCTT 
GTTACGACTT-3′。PCR 反应体系 (25 μL)：
2×San Taq PCR Mix 12.5 μL，27F (10 μmol/L)  
2 μL，1492R (10 μmol/L) 2 μL，DNA 模板    
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1 μL，ddH2O 7.5μL。PCR 反应条件：94 °C   
5 min；94 °C 1 min，59 °C 45 s，72 °C 55 s，
33 个循环；72 °C 10 min，4 °C 保存。1.0%琼

脂糖凝胶电泳检测 PCR 扩增产物，将 PCR 产

物送生工生物工程(上海)股份有限公司测序。

将 16S rRNA 基因序列与 GenBank 数据库中 
的已知序列进行 BLAST 比对，采用 MEGA 
7.0 软件构建 F5 菌株的 16S rRNA 基因序列系

统发育树。 

1.5  放线菌 F5 抗菌物质鉴定 
1.5.1  样品溶液的制备 

放线菌 F5 接种于 ISP2 液体培养基中，

28 °C、180 r/min 摇床振荡培养 7 d，获得放线

菌发酵液，四层纱布过滤后，等体积乙酸乙

酯萃取 3 次，旋干得粗提物，加入 1 mL 色谱

级甲醇溶解，用 0.45 μm 微孔滤膜过滤，4 °C

冰箱保存备用。 
1.5.2  高分辨质谱鉴定抗菌活性成分 

采用 UPLC-Q-Exactive orbitrap 四级杆-静电

场轨道阱高分辨质谱联用仪对菌株 F5 代谢产物

进行分析鉴定，色谱条件：色谱柱：Hypersi 

Gold aQ C18 柱(100 mm×2.1 mm×1.9 μm)；流   

速为 0.35 mL/min；柱温为 30 °C，进样量为   

2 μL；流动相：A 相为 0.1%甲酸水溶液，B 相

为 乙 腈 ； 洗 脱 条 件 ： 0–3 min ， 5% (B) ；       

3–20 min，5%–98% (B)；20–28 min，98% (B)；
28.0–28.1 min，98%–5% (B)；28.1–30.0 min，

5% (B)。Q Exactive Focus 质谱条件：扫描模

式 ： Full Mass/ddMS2 ， 扫 描 范 围 (m/z) ：   

100–1 500，喷雾电压：3 500/3 200 V (+/–)；蒸发

温度：350 °C；毛细管温度：320 °C；鞘气流速： 

45 arb；辅助气流速：15 arb；分辨率：70 000；

MS2 分辨率：17 500；碰撞能：15、30、60。 
1.5.3  UPLC-MS/MS 确证抗菌活性物质 

分别称取大黄素、格尔德霉素标准品 10 mg

于 10 mL 棕色瓶中，加甲醇超声溶解后补充甲

醇至刻度线，得 1 mg/mL 的母液。取少量母液

用甲醇稀释至一系列不同浓度的标准溶液，使

用前经 0.45 μm微孔滤膜过滤，收集滤液于 4 °C
密封保存。 

采用 Agilent 1290-6460 三重四极杆液质联

用仪对粗提物和标品进行分析。色谱条件：色

谱柱：安捷伦 ZORBAX Eclipse Plus C18 柱   
(50 mm×2.1 mm×1.8 μm)；流速为 0.4 mL/min；
柱温：30 °C，进样量为 2 μL；流动相：A 相为

水，B 相为乙腈；洗脱条件为：0–2 min，25% 
(B)；2.0–3.5 min，25%–80% (B)；3.5–4.0 min，
80%–25% (B)；4.0–5.1 min，25% (B)。质谱条

件：质谱系统：Aligent 1290-6460 三重四极杆

液质联用仪，扫描模式：MS2Scan，扫描范围

(m/z)：100–1 500；雾化气压力：50，温度：

350 °C；气体流速：10 L/min；毛细管电压：   
3 500/3 200 V (+/–) 。 数 据 使 用 安 捷 伦

MassHunter 进行采集。 

1.6  聚酮合成酶Ⅰ(PKS-Ⅰ)和非核糖体多

肽合成酶(NRPS)基因扩增 
提取菌株 F5 的基因组 DNA 并分别对 PKS-Ⅰ

和 NRPS 基因进行 PCR 扩增。PKS-Ⅰ基因采用

简并引物[12] K1F (5′-TSAAGTCSAACATCGGB 
CA-3′)和 M6R (5′-CGCAGGTTSCSGTACCAG- 
3′)。PCR 反应条件：94 °C 5 min；94 °C 30 s；
53 °C 30 s，72 °C 2 min，33 个循环；72 °C    
7 min，4 °C 保存。NRPS 基因采用简并引物[13]  

A3F (5′-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3′)和
A7R (5′-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3′)。PCR
反应条件：95 °C 5 min；94 °C 30 s；52 °C   
30 s，72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 7 min；
4 °C保存。采用 1%琼脂糖凝胶电泳对PCR扩增

产物进行检测，并回收 PCR 扩增产物送生工生

物工程(上海)股份有限公司测序。 
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2  结果与分析 
2.1  木豆根际放线菌抗菌活性筛选结果 
2.1.1  对植物病原菌的抗菌活性 

以 7 种常见植物病原菌为供试菌，采用平

板对峙法对 3 株木豆根际放线菌 K2、F5 和 S9
的抑菌活性进行评价，如图 1 所示，放线菌 F5
对 7 种植物病原菌均有一定抑制效果，其中对 

腐皮镰孢菌(F. solani)、玉米大斑凸脐蠕孢菌(S. 

turcica)、木贼镰孢菌 (F. equiseti)抑制效果明

显，抑制率均超过 70%；对水稻立枯丝核菌(R. 

solani)、轮枝镰孢菌(F. verticillioides)、向日葵

核盘菌(S. sclerotiorum)抑制作用较强，抑菌率在

60%−70%之间；对禾谷镰孢菌(F. graminearum)抑

制效果相对较弱，抑菌率低于 50%。 
 

 
 

图 1  木豆根际放线菌对 7 种植物病原菌的抑制效果   7 种植物病原菌的实验组和对照组：腐皮镰孢菌

(A1、A2)，玉米大斑凸脐蠕孢菌(B1、B2)，木贼镰孢菌(C1、C2)，水稻立枯丝核菌(D1、D2)，轮枝镰孢

菌(E1、E2)，向日葵核盘菌(F1、F2)，禾谷镰孢菌(G1、G2) 
Figure 1  Inhibitory effect of actinomycetes from Cajanus cajan on seven plant pathogens. Experimental 
group and control group of seven plant pathogens: F. solani (A1, A2), S. turcica (B1, B2), F. equiseti (C1, C2), 
R. solani (D1, D2), F. verticillioides (E1, E2), S. sclerotiorum (F1, F2), F. graminearum (G1, G2). 
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2.1.2  对常见病原菌的抗菌活性 
以粘质沙雷菌、鲍曼不动杆菌、大肠杆

菌、白色念珠菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄

球菌、铜绿假单胞菌和粪肠球菌 8 种常见病原

菌为供试菌，采用滤纸片法对 3 种木豆根际放

线菌 K2、F5、S9 的抗菌活性进行研究。 
如图 2 所示，放线菌 F5 对 8 种常见病原菌有

抑制作用，其中对大肠杆菌(图 2A)和黏质沙雷菌

(图 2B)抑制效果明显，抑菌圈直径超过 20 mm；

对枯草芽孢杆菌(图 2C)、金黄色葡萄球菌(图 2D)
和粪肠球菌(图 2E)抑制作用较强，抑菌圈直径在

15–20 mm之间；对鲍曼不动杆菌(图2F)和白色念

珠菌(图 2G)相对较弱，对铜绿假单胞菌(图 2H)无
抑制作用。因此，菌株 F5 对上述 8 种常见病原菌

的抑制效果均优于卡那霉素。 

2.2  菌株 F5 的种属鉴定结果 
2.2.1  菌落形态观察 

如图 3A 所示，在高氏 1 号固体培养基上，

对抗菌活性最好的菌株 F5 进行培养，发现菌株

生长状况良好；菌落小且呈斑点状，边缘不规则，

表面干燥无光泽；有放射状菌丝产生，其气生菌

丝呈灰白色，基内菌丝呈浅棕色，不产生可溶性

色素。 
2.2.2  16S rRNA 基因序列扩增与系统进化  
分析 

自木豆根际土中分离得到的放线菌 F5 菌

株，其 16S rRNA基因序列在NCBI 数据库的比

对分析结果显示，与其相似性最高的菌株分别

是 Streptomyces stelliscabiei CFBP4521T (99.86%，登

录 号 为 NR_116532.1) 、 Streptomyces scabiei 
ATCC49173T (99.86%，登录号为 NR_116531.1)
和 Streptomyces europaeiscabiei CFBP 4497T 
(99.79%，登录号为 NR_116533.1)，由此确定该

菌株属于链霉菌属。通过 MEGA 7.0 邻接法构

建系统发育树，如图 3B 所示。发育树结果显示，

F5 与欧洲链霉菌(Streptomyces europaeiscabiei)
支持率为 89%，结合该菌株的形态特征，初步鉴

定为欧洲链霉菌(GenBank 登录号为 OK448161)。 

 

 
 

图 2  木豆根际土放线菌对 8 种常见病原菌的抑制效果   A：大肠杆菌；B：黏质沙雷菌；C：枯草芽孢

杆菌；D：金黄色葡萄球菌；E：粪肠球菌；F：鲍曼不动杆菌；G：白色念珠菌；H：铜绿假单胞菌。CK：

甲醇；Ka：卡那霉素 
Figure 2  Inhibitory effect of actinomycetes from Cajanus cajan on eight common clinical pathogens. A: E. 
coli; B: S. marcescens; C: B. subtilis; D: S. aureus; E: E. faecalis; F: S. aureus G: C. albicans; H: P. aeruginosa. 
CK: Methanol; Ka: Kanamycin. 
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图 3  菌株 F5 的形态与分子鉴定   A：菌株 F5 在 GS 培养基于 28 °C 培养 10 d 的菌落形态；B：菌株

F5 基于 16S rRNA 基因序列构建的 neighbor-joining 系统发育树(分支点上的数字：bootstrap 支持率；标

尺刻度 0.005：序列差异的分支长度)  
Figure 3  Morphological and molecular identification of strain F5. A: Colony morphology of strain F5 on GS 
medium after 10 days of incubation at 28 °C; B: Neighbor-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene 
sequence of strain F5 (numbers in each branch points: percentages supported by bootstrap; Bar=0.005: 
nucleotide divergence) 
 
2.3  放线菌 F5 抗菌活性物质鉴定结果 

利用 UPLC-Q-Exactive orbitrap 四级杆—静

电场轨道高分辨质谱联用仪与 UPLC-MS/MS 在

放线菌 F5 发酵液中鉴定出 2 种与抗菌有关的化

合物：化合物 1 和化合物 2，如图 4 所示。 
化合物 1，准分子离子峰 [M+Na]+的 m/z 

为 583.255 49 (图 4A)，推测其元素组成为

C29H40N2O9。进一步锁定一级质谱信息，进行

二级质谱扫描，在二级质谱图中进行靶向筛

选，获得 MS/MS 碎片(图 4B)，其 m/z 分别为

522.241 15 和 539.268 01。分子离子化合物可能

得到 Na+，产生 m/z 583.257 20 [M+Na]+离子峰，

二级质谱中 m/z 583.257 20 的离子通过麦氏重排

脱去氨甲酰基连同羟基后形成的 m/z 522.241 15
的[M+Na−HOCONH2]+ 碎片离子，m/z 539.268 01
碎片离子则是由[M+Na]+脱去氨甲酰基形成的

[M+Na−CONH2]+，通过对整个裂解过程进行分

析，初步推测化合物 1 为格尔德霉素。为进一

步确认，对格尔德霉素标准品和放线菌 F5 发酵

液提取物进行 UPLC-MS/MS 鉴定，放线菌 F5 
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图 4  放线菌 F5 发酵产物中格尔德霉素与大黄素的鉴定   A：化合物 1 一级质谱；B：化合物 1 二级质
谱；C：放线菌 F5 产格尔德霉素的一级质谱图；D：格尔德霉素标准品的一级质谱图；E：化合物 2 一级
质谱；F：化合物 2 二级质谱；G：放线菌 F5 产大黄素的一级质谱图；H：大黄素标准品的一级质谱图 
Figure 4  Identification of geldanamycin and emodin in actinomycete F5 extracts. A: Primary mass spectra of 
compound 1; B: Secondary mass spectra of compound 1; C: Primary mass spectra of geldanamycin produced 
by actinomycete F5; D: Primary mass spectra of standard geldamycin; E: Primary mass spectrum of compound 
2; F: Secondary mass spectra of compound 2; G: Primary mass spectra of emodin produced by actinomycete F5; 
H: Primary mass spectra of standard emodin 
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发酵液中目标化合物的碎片(图 4C)与标准品一

致(图 4D)，可以确证化合物 1 为格尔德霉素。 
化合物 2，准分子离子峰[M−H]−的 m/z 为

269.043 18 ( 图 4E) ， 推 测 其 元 素 组 成 为

C15H10O5。在二级质谱图中进行靶向筛选，获

得 MS/MS 碎片 (图 4F)，m/z 241.048 84，  
225.052 96。推测分子离子化合物失去 H+产生

m/z 269.043 18 [M−H]−离子峰，二级质谱中 m/z 
269.043 18 丢失中性 CO 后获得 m/z 241.048 84
的[M−CO−H]− 碎片离子，m/z 225.052 96 碎片

离子则是由碎片离子 m/z 241.048 84 再失去一个

氧原子所产生的[M−CO−O−H]−碎片离子。通过

对整个裂解过程进行分析，初步推测化合物 2 为

大黄素。为进一步确认，对大黄素标准品和放线

菌 F5 发酵液提取物进行 UPLC-MS/MS 鉴定，放

线菌F5发酵液中目标化合物的碎片(图4G)与标准

品(图 4H)一致，可以确证化合物 2 为大黄素。 
2.4  PKS-Ⅰ和 NRPS 基因检测结果 

聚酮合成酶(polyketide synthase，PKS)和非核

糖体多肽合成酶(non-ribosomal peptide synthetase，
NRPS)是调控次级代谢物聚酮类物质和非核糖体

多肽合成的关键酶。这些聚酮和非核糖体多肽化

合物具有抗菌、抗肿瘤等生物活性[14-15]。利用简

并引物对放线菌 F5 的Ⅰ型聚酮合成酶(PKS-Ⅰ)与
非核糖体肽类(NRPS)合成酶基因进行了 PCR 扩

增，凝胶电泳检测结果如图 5 所示，发现在      
1 200–1 400 bp 与 700 bp 左右可以从该菌株中分别

扩增出与预期值相近的 PKS-Ⅰ片段和 NRPS 片

段。将测序后的PKS-Ⅰ和NRPS基因序列在NCBI
数据库中进行相似度比对，结果显示其 PKS-Ⅰ基

因与 Actinoplanes sp. ID05-A0637 (AB432241.1)相
似度达 98.73%，NRPS 基因与 Sterptomyces marinus 
(AB492022.1)相似度达 98.5%。该结果表明了放线

菌 F5 含有编码聚酮类、非核糖体肽类的抗生素生

物合成基因，能够产生聚酮类和非核糖体肽类抗

生素，据此初步明确了该菌株抗菌的作用机制。 

 
 

图 5  菌株 F5 基因组中 NRPS 和 PKS-Ⅰ基因扩增   
M：标准分子量标记；1：NRPS；2：PKS-Ⅰ 
Figure 5  PCR amplication of NRPS and PKS-Ⅰ 
genes from strain F5. M: Standard molecular weight 
marker; 1: NRPS; 2: PKS-Ⅰ. 

3  讨论与结论 
Hilter 在 1904 年首次提出了根际的概念，

建议将根系表面和直接受根系影响的土壤区域

称为根际[16]。根际存在的代谢物为微生物的生

长和繁殖提供了有利条件。根际是植物-土壤-
微生物相互作用、物质和能量交换及信号交流

的重要界面[17]。根际微生物的数量和种类远高

于根际以外的微生物[18]，并且根际放线菌产生

抗菌物质和其他生理活性物质的比例也显著高

于根际周围土壤来源的放线菌[19]。袁丽杰等从

60 种药用植物根际土壤分离出属于 17 个不同属

的 900 余株根际放线菌，显示出药用植物根际

放线菌类群和数量的多样性[20]。 
本研究通过体外抗菌活性筛选获得了一株

具有广谱抗菌活性的木豆根际放线菌 F5，经形

态学与分子生物学初步鉴定为欧洲疮痂链霉菌

(Streptomyces europaeiscabiei)，该菌株对腐皮镰

刀菌、玉米大斑凸脐蠕孢菌等 7 种植物病原真

菌和大肠杆菌、粘质沙雷菌等 8 种常见病原菌

具有广谱抗性。 
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通过 UPLC-Q-Exactive focus 四极杆-静电场

轨道阱高分辨质谱联用仪和 UPLC-MS/MS 验

证，发现放线菌 F5 可产生格尔德霉素、大黄素

2 种活性代谢产物。放线菌次生代谢产物通常

包含一系列活性组分，本研究还通过 mzVault、
mzCloud 及 ChemSpider 数据库进行比对与谱图

解析，除格尔德霉素和大黄素外还鉴定出包括

3-[(3-甲酰胺基-2-羟基苯甲酰基)氨基]-8-己基

-2,6-二甲基-4,9-二氧基-1,5-二氧酮-7-基 3-甲基丁

酸酯、5-{2-[(5,6-二乙基-2,3-二氢-1H-茚-2-基)氨
基]-1-羟乙基}-2-氧代-1,2-二氢-8-喹啉基 β-D-吡
喃葡萄糖醛酸、2′-脱氧-2′-[(3,5-二甲氧基苯甲

酰基)氨基]-N-(1-萘甲基)腺苷等 10 余种代谢组

分，通过对鉴定组分的文献检索分析发现，抗

菌活性报道主要集中于格尔德霉素与大黄素   
2 种代谢产物[21,22]，但这 2 种活性物质具体是以

单独作用或以协同作用方式发挥抗菌活性需在

将来工作中进一步研究。鉴于放线菌 F5 的广谱

抗菌活性，推测格尔德霉素与大黄素将以协同

作用方式发挥抗菌活性。 
格尔德霉素 (geldanamycin，GDM)是由吸

水链霉菌产生的苯醌型安莎类抗生素，具有抗

癌、抗真菌、免疫调节、抗炎等生物活性[21]。

格尔德霉素是一种 Hsp90 抑制剂，能与热休克

蛋白 Hsp90 结合并特异性抑制该分子伴侣的功

能，使肿瘤细胞内诸多重要蛋白质迅速降解，

从而抑制肿瘤细胞的生长并引发肿瘤细胞自发

凋亡[23]，对许多革兰氏阳性菌和一些革兰氏阴

性菌具有抗菌活性，还具有抗流感病毒 H5N1
活性。研究表明格尔德霉素对念珠菌也具有体

外抗真菌活性[24]。 
大黄素是一种天然蒽醌类衍生物，广泛存

在于大黄、虎杖、何首乌等中草药中[25]，也可

由各种类型的曲霉、青霉和黄丝曲霉产生[26]。

目前大黄素的合成在放线菌中尚未见报道。大

黄素对革兰氏阳性菌有抑制作用，尤其是对芽

孢杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌的抑

制效果显著[22]，这与本研究中表现出来的抑菌

结果较为吻合。本研究中 F5 代谢产物对粪肠球

菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌等革兰氏

阳性菌和大肠杆菌、粘质沙雷菌等革兰氏阴性

菌的抑菌效果均较强，但对鲍曼不动杆菌和白

色念珠菌抑菌效果相对较弱。研究表明大黄素

的抑菌活性与大黄素能破坏细胞壁和细胞膜的

完整性有关[27]。 
近年来，基于功能基因预测代谢产物的方

法在发掘天然产物的实践中受到广泛关注[12]。

对菌株 F5 抗生素合成基因进行检测，结果表明

该放线菌基因组中存在 PKS-Ⅰ与 NRPS 基因，

提示该菌株可能通过合成聚酮类和非核糖体肽

类抗生素发挥广谱的抗菌作用。放线菌抗菌基

因表达的代谢产物与其培养条件密切相关，在

常规培养条件下放线菌中通常存在一些沉默基

因簇，它们只在合适的培养条件下才启动表

达，合成相应的代谢产物 [13]，除 PKS-Ⅰ与

NRPS 合成途径外，菌株 F5 也有可能利用其他

途径或抑菌机制达到抑菌效果。木豆根际放线

菌 F5 菌株多样与独特的代谢特征使其具有新型

抑菌剂开发的潜力，也可作为药物先导化合物

开发的候选资源。 
自然界中的欧洲疮痂链霉菌 (Streptomyces 

europaeiscabiei)常从马铃薯种植区感染疮痂病

的马铃薯块茎上分离获得，是马铃薯疮痂病的

一种致病菌[28-29]。目前普遍认为链霉菌的种类

受生境(如土壤、海洋、火山口、植物内生放线

菌、昆虫肠道等)和气候因素影响较大，其分布

存在明显的地域性[30-31]。同一链霉菌(种属名相

同)因分离环境不同，微生物的组成、功能和代

谢可能存在很大差异。本研究从健康木豆植株

根际中分离出的欧洲疮痂链霉菌(Streptomyces 
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europaeiscabiei) F5 尽管与感染马铃薯疮痂病的

病原菌属种名相同，但菌株分离环境不同，其

生物活性和代谢产物也不尽相同。 
利用放线菌的次生代谢产物制备生物制剂

与医用抗生素，在农业和临床医药领域已获得广

泛应用。已有欧洲疮痂链霉菌 (Streptomyces 
europaeiscabiei)发酵制备生物制剂防治马铃薯

晚疫病的专利报道[32]。然而尚未发现特异产格

尔德霉素和大黄素且对腐皮镰刀菌等 7 种植物

病原真菌和大肠杆菌等 8 种临床病原菌具有广

谱抑菌作用的活性菌株的报道。在后续研究中，

可优化目标菌株的培养条件，并利用代谢工程手

段对菌株活性代谢产物的调控进行深入研究，为

该菌株在农业和医药领域的应用提供宝贵的菌

种资源。 
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