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3 株拮抗内生放线菌的鉴定及其抑菌活性初步研究
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摘要: 对分离自江西东乡野生稻根部的 3 株内生放线菌进行鉴定和抑菌活性研究，根据菌株的形态与培
养特征、生理生化特性及 16S rＲNA基因序列系统发育分析，将菌株 FＲo1、FＲo2 和 FＲo3 分别鉴定为委内
瑞拉链霉菌、娄彻氏链霉菌和肉质链霉菌．采用管碟法和菌丝生长速率法分析菌株拮抗病原细菌与病原
真菌的活性．结果表明: 菌株 FＲo1 发酵液对所有测试细菌均有抑制作用，显示较广谱抑细菌活性; 菌株
FＲo2 显示出较强抑制金黄色葡萄球菌和 7 种病原真菌的活性，其中对金黄色葡萄球菌抑菌直径为
22． 33 mm，对小麦赤霉、水稻纹枯病菌、车前草核盘菌及胶胞炭疽菌的抑制率分别为 70%、45%、58%和
65% ; 而菌株 FＲo3 发酵液对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌及伤寒杆菌表现出不同程度的抑制，除车前
草核盘菌外对所测试的病原真菌均有抑制活性，但抑制率均低于 50%，这些菌株抑菌效果良好，显示出
较好的生防潜力．
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0 引言

放线菌是产生抗生素及多种生物活性物质的重

要微生物资源，在食品、工业、农业、医药、环境治理、
能源再生等领域得到广泛应用［1］，而以分类、鉴定、
命名为目标的放线菌系统学是放线菌资源研究和开

发利用的重要理论基础［2-3］． 大量研究表明，放线菌
系统学的研究对于明确分离野生菌株或新发现活性

菌株的分类地位，指导菌株抗菌活性和产酶活性的

筛选，次级代谢产物分离以及各种功能基因研究等

均具有积极的现实意义［4-7］．
植物内生放线菌是一类尚未完全开发的新型微

生物资源，其中很可能产生在土壤放线菌中难以发

现的新菌种和新型天然产物中［8］． 因此，开展植物
内生放线菌的系统学研究对于指导内生菌的分类和

抗菌活性物质的筛选具有重要意义． 作为广泛栽培
的农作物水稻，其根内存在丰富的内生菌资源，有望

从中开发出生态兼容、环境友好的生防菌剂［9-10］．本

研究在前期对东乡野生稻内生放线菌开展分离、筛
选工作基础上，挑选 3 株根部的内生放线菌 FＲo1、
FＲo2、FＲo3 进行多相分类鉴定，同时通过测定内生
放线菌对病原细菌和植物病原真菌的抑制效果来考

察它们的生物活性，以期得到具有较好抑菌活性的

内生放线菌，并为后续农业生防实验提供基础材料．

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 菌种 内生放线菌 FＲo1、FＲo2、FＲo3 均分
离自江西东乡野生稻根部，现保存于江西省亚热带

植物资源保护与利用重点实验室．
病原细菌指示菌: 大肠杆菌( Escherichia coli，

CCTCC AB 93154 ) 、金黄色葡萄球菌( Staphlococcus
aureus，CCTCC AB 91093 ) 、枯草芽孢杆菌( Bacillus
subtilis，CCTCC AB 90008 ) 、鼠伤寒沙门氏菌 ( Sal-
monella typhimurium，CCTCC AB 2014173 ) 、嗜水气



单胞菌( Aeromonas hydrophila，CGMCC 1． 2017 ) 、苏
云金芽孢杆菌 ( Bacillus thuringiensis，CCTCC AB
205309) ．
病原真菌指示菌: 立枯丝核菌( Ｒhizoctonia sola-

ni) 、油菜菌核菌 ( Sclerotinia libertiana ) 、小麦赤霉
( Fusarium graminearumt) 、车前草核盘菌( Sclerotinia
sclerotiorum) 、胶胞炭疽菌 ( Colletotrichum gloeospori-
oides) 、芝麻枯萎菌( Fusarium oxysporum) 、辣椒根腐
菌 ( Phytophthora capsici) ，由江西农业大学农学院植
物保护研究室提供．
1． 1． 2 培养基 菌种培养基配制方法参照文献
［11］．发酵液拮抗试验 LB培养基( 细菌) 和 PDA培
养基( 真菌) 参照文献［12］． 发酵培养基20． 00，
KNO3 1． 00，K2 HPO4 0． 50，MgSO4· 7H2 O 0． 50，NaCl
0．05，FeSO4· 7H2O 0．01，蒸馏水1 L，pH值为 7．4 ～7．6．

1． 2 菌株的鉴定

1) 形态观察、培养特征和生理变化分析参照文
献［11］和文献［13］．

2) 16S rＲNA基因序列的 PCＲ 扩增及其系统发
育分析: 菌株系统发育分析参照文献［14］，其中
PCＲ扩增条件为: 95 ℃ 300 s，95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，

72 ℃ 90 s，34 个循环; 72 ℃ 600 s．
3) 菌株 FＲo1、FＲo2 和 FＲo3 代谢产物的抗菌谱
测定: 活性试验发酵液的制备参照文献［14］，细菌
活性抑制试验参照文献［15］，真菌活性试验参照文
献［16］．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% ．

2 结果

2． 1 菌种的鉴定

2． 1． 1 形态和培养特征观察 放线菌 FＲo1、FＲo2
和 FＲo3 在高氏一号等 8 种培养基上均可生长，菌
落干燥，产孢多( 见图 1) ．结合气生菌丝颜色、基内
菌丝颜色和可溶性色素的有无( 见表 1 ) ，初步推测
菌株 FＲo1 属于链霉菌中的淡紫灰类群，菌株 FＲo2
属于链霉菌中的白孢类群，而 FＲo3 属于链霉菌中
的灰褐类群．
菌株 FＲo1 的孢子丝长直或弯曲，单独分枝; 菌

株 FＲo2 菌丝多分支，孢子链呈螺旋或直线生长，螺
旋大多为 4 ～ 6 圈; 菌株 FＲo3 孢子丝初旋或 1 ～ 4 圈
松敞螺旋形( 见图 2) ．

表 1 菌株 FＲo1、FＲo2 和 FＲo3 在不同培养基上的培养特征

培养基
FＲo1

生长状况 气生菌丝 基内菌丝 可溶性色素

FＲo2
生长状况 气生菌丝 基内菌丝 可溶性色素

FＲo3
生长状况 气生菌丝 基内菌丝 可溶性色素

高氏一号
Gause( No． 1) agar

+ + + 粉色 浅黄 无 + + + 灰色 紫褐色 无 + + + 灰色 微褐色 浅褐色

葡萄糖天门冬素琼脂
Glucose asparagine agar

+ + 浅灰 浅黄 浅褐 + 灰色 黄褐色 无 + 浅灰黄色 浅灰黄色 无

蔡氏琼脂
Czapek' s agar

+ + + 灰 黄 深褐 + + 灰色 紫褐色 无 + 浅灰色 浅褐色 浅褐色

马铃薯琼脂
Potato extract agar

+ + 浅灰 褐 深褐 + + 灰色 黄褐色 无 + + 灰色 浅褐色 褐

麦芽膏-酵母膏琼脂
ISP2

+ + 粉色 灰黄 无 + 灰白 灰黄色 无 + + 灰黄色 灰黄色 无

燕麦片琼脂
ISP3

+ 粉色 灰黄色 无 + 灰白 灰黄色 无 + + 灰黄色 淡灰黄色 淡黄

无机盐淀粉琼脂
ISP4

+ 粉色 灰黄色 无 + + 灰色 灰褐色 无 + 白 无 无

甘油-天门冬酰胺琼脂
ISP5

+ 粉色 灰黄色 无 + 灰白 黄褐色 无 + 白色 微灰黄色 淡黄色

注: + : 稀疏生长; + + : 中度生长; + + + : 大量生长．

图 1 菌株 FＲo1( A)、FＲo2( B)和 FＲo3( C)
在高氏一号平板上的菌落形态

A: 孢子链形态( 4 000 ×，SEM) ; B和 C孢子链形态
( 12 000 ×，SEM) ．
图 2 菌株 FＲo1( A)、FＲo2( B)和 FＲo3( C) 孢子链形态
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2． 1． 2 生理生化特性 由表 2 可见: 菌株 FＲo1 能
水解淀粉、液化明胶，能利用纤维素生长，能够使牛
奶产生胨化现象但不凝固，不还原硝酸盐，能产生硫

化氢．能利用阿拉伯糖、果糖、蔗糖、葡萄糖、鼠李糖、
甘露醇、棉子糖等碳源而不能利用木糖和肌醇; 菌株
FＲo2能水解淀粉、液化明胶，能够使牛奶产生胨化现
表 2 菌株 FＲo1、FＲo2 和 FＲo3 的生理生化特性

理化反应 FＲo1 FＲo2 FＲo3

纤维素水解 + + +
淀粉水解 + + +
明胶液化 + + +
产 H2S + － －
牛奶凝固 － － +
胨化 + + +
硝酸盐还原 － － +
碳源利用

D-木糖 － + +
D-果糖 + + +
鼠李糖 + + +

D-阿拉伯糖 + + +
棉子糖 + － －

D-葡萄糖 + + +
蔗糖 + + +
甘露醇 + + +
肌醇 － + +

注: +表示发生反应，－表示没有发生反应．

象但不凝固，不还原硝酸盐，能利用纤维素生长，不

产黑色素及硫化氢，能利用阿拉伯糖、果糖、蔗糖、葡
萄糖、鼠李糖、甘露醇、肌醇、木糖等碳源而不能利用
棉子糖; 而菌株 FＲo3 能利用纤维素生长，能水解淀
粉、液化明胶，能够使牛奶产生胨化现象且凝固，能
还原硝酸盐，不产生硫化氢，能利用阿拉伯糖、果糖、
蔗糖、葡萄糖、鼠李糖、甘露醇、肌醇、木糖等碳源而
不能利用棉子糖．
2． 1． 3 16S rＲNA 基因序列 的 PCＲ 扩增及其系统
发育分析 将菌株 FＲo1、FＲo2 和 FＲo3 的 16S
rＲNA基因序列提交到 GenBank 获得基因登录号分
别为 KC522302、KC522303 和 KC522300，同时把所
获得的序列提交 EzTaxon 进行序列同源性比对，发
现菌株 FＲo1、FＲo2 和 FＲo3 序列与链霉菌属( Strep-
tomyces) 菌株高度相似．构建系统发育树分析与同源
性分析结果显示( 见图 3) ，菌株 FＲo1 与 Streptomyces
venezuelae ATCC10712 亲缘关系较近，相似性为
99%，结合菌株 Fro1 形态特征观察、培养特征，菌株
FＲo1 初步鉴定为委内瑞拉链霉菌( Streptomyces ven-
ezuelae ) ; 菌株 FＲo2 与 Streptomyces rochei NBＲC
12908 ( T) 的相似性为 99%，进化距离非常近，将该
菌株鉴定为娄彻氏链霉菌( Streptomyces rochei) ; 菌
株 FＲo3 与链霉菌属( Streptomyces ) 中肉质链霉菌
( Streptomyces carnosus strain S31 ) 的菌株相似性最
高，达 100%，将其归为肉质链霉菌( Streptomyces car-
nosus) ．

图 3 基于 16S rＲNA基因序列构建的菌株 FＲo1、FＲo2 和 FＲo3 的系统发育树

2． 2 放线菌 FＲo1、FＲo2和 FＲo3发酵液的抑菌活性
对 FＲo1、FＲo2 和 FＲo3 发酵液的抑菌活性进行

测定，研究结果见表 3 和图 4． 菌株 FＲo1 发酵液对
供试的病原细菌表现出良好的抑制效果，其中对革
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兰氏阴性菌的抑制要强于革兰氏阳性菌，抑菌直径

在 18 mm左右，但是对供试的菌原真菌无明显的抑
制效果． 菌株 FＲo2 的发酵液除对金黄色葡萄球菌
具有很强的抑制作用外( 抑菌圈 22． 33 mm) ，对其
他细菌均没有明显抑制，但 FＲo2 对常见的农作物

病原真菌具有较强的抑制作用，其中对小麦赤霉、水
稻纹枯病菌和胶胞炭疽菌抑制作用较强，抑制率均

超过 40%，菌株 FＲo3 可抑制多数供试的病原细菌
和病原真菌，但其抑菌活性不强．

表 3 菌株 FＲo1、FＲo2 和 FＲo3 的抑菌谱 %

测试菌 FＲo1 FＲo2 FＲo3

细菌

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus + + + + +
苏云金芽孢杆菌 Bacillus thuringiensis + － －
枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis + － +
大肠杆菌 Escherichia coli + + － －
嗜水气单胞菌 Aeromonas hydrophila + + － －
鼠伤寒沙门氏菌 Salmonella typhimurium + + － +
真菌

小麦赤霉 Fusarium graminearumt － 70 26
水稻纹枯病菌 Ｒhizoctonia solani － 45 28
车前草核盘菌 Sclerotinia scleroliorum － 58 －
胶胞炭疽菌 Colletotrichum gloeosporioides － 65 16
油菜菌核菌 Sclerotinia libertiana － 30 36
芝麻枯萎菌 Fusarium oxysporum － 19 42
辣椒根腐菌 Phytophthora capsici － 25 28

注:“+ +”、“+”和“－”分别表示有强烈抑制( 细菌抑菌直径 ＞ 15 mm) 、有抑制( 0 ＜细菌抑菌直径 ＜
15 mm) 和无抑制作用．

1: 阳性对照氯霉素( 25 μg·mL －1 ) ; 2: 阴性对照无菌水;
3: 菌株 FＲo1 发酵液; 4: 菌株 FＲo2 发酵液; 5: 菌株 FＲo3

发酵液; CK: 无菌水．

图 4 内生放线菌发酵液对金黄色葡萄球菌和
水稻纹枯病菌的抑制作用

3 讨论

放线菌是细菌域中的一个重要类群，其分类地

位一直受到到人们的关注．传统分类方法是以形态、
培养特征和生理生化等表观指征的分类学，但因传

统分类方法多依赖人工观察，当大量菌株需要分类

鉴定时，培养特性如完全相同或是由于观察中存在

偏差，就不能准确地确定其分类地位． 近年来，16S

rＲNA 基因序列分析法已作为放线菌发育进化、种
属划分的重要指标，在微生物分类方面得到广泛的

应用［17-18］．因此，将表型分类( 形态和生理生化特征
等) 和分子分类等信息综合考虑来确定菌株的分类

地位的多相分类方法得到广泛认同［19-20］． 本研究通
过形态与培养特征观察、生理生化特性和结合 16S
rＲNA基因序列分析，将 FＲo1、FＲo2 和 FＲo3 进行分
类和鉴定，FＲo1 属于淡紫灰类群，其形态与培养特
征与生理生化特性与委内瑞拉链霉菌相似，结合

16S rＲNA 序列分析，将其初步鉴定为委内瑞拉链霉
菌; FＲo2 为白孢类群，其形态与培养特征与生理生
化特性与娄彻氏链霉菌相似，结合 16S rＲNA 基因
序列分析，将其鉴定为娄彻氏链霉菌; FＲo3 为灰褐
类群，其形态与培养特征与生理生化特性与肉质链

霉菌相似，结合 16S rＲNA 基因序列分析，将其鉴定
为肉质链霉菌．
迄今，国内外对委内瑞拉链霉菌和娄彻氏链霉

菌抗菌活性及代谢产物有较为深入的研究． 委内瑞
拉链霉菌是一种能产生多种抗生素的链霉菌，如氯

霉素、苦霉素、杰达霉素 B、里纳霉素等，能抑制革兰
氏阳性和阴性细菌、酵母及肿瘤生长的活性［21-23］，
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在本研究中菌株 FＲo1 表现出较好的抑制细菌的活
性，但对病原真菌的抑菌活性不明显，这可能与其培

养条件有关系．娄彻氏链霉菌是一种非常重要的生
防菌，可产对甜瓜细菌性斑点病［24］、辣椒疫霉、番茄
灰霉病等［25］病原菌有拮抗作用的抗生素，在本研究

中菌株 FＲo2 发酵液表现出对革兰氏阳性菌有抑制
活性，而对革兰氏阴性细菌没有明显的抑制效果，在

对植物病原真菌的拮抗实验中表现出对小麦赤霉、
水稻纹枯病菌、车前草核盘菌、胶胞炭疽菌等病原真
菌具有良好的抑制活性，抑制率均超过 40%，这与
抑制植物病害真菌的报道相一致．目前，有关肉质链
霉菌的研究集中在促生和诱导抗病性方面［26-27］，本

文中菌株 FＲo3 表现出较为广谱的抑菌活性，但效
果不明显，该菌的生物活性有待进一步研究．
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The Identification of Three Antagonistic Endophytic Actinomycete
and Their Antimicrobial Activities

XIONG Yaoyao1，AO Wu1，3，LI Yi1，HE Xiaofeng2，ZHANG Zhibin1* ，ZHU Du1，2*

( 1． Key Laboratory of Protection and Utilization of Subtropic Plant Ｒesources of Jiangxi Province，College of Life Science，Jiangxi Normal University，

Nanchang Jiangxi 330022，China; 2． Key Lab of Bioprocess Engineering of Jiangxi Province，College of Life Sciences，Jiangxi Science and Technology

Normal University，Nanchang Jiangxi 330013，China; 3． Jiangxi Boya Biopharmaceutical Limited by Share Ltd，Fuzhou Jiangxi 344000，China)

Abstract: Antagonistic strains FＲo1，FＲo2 and FＲo3 were identified，and their antimicrobial activity were assessed，
which obtained from roots of Dongxiang wild rice ( Oryza rufipogon) ． Strains FＲo1 ，FＲo2 and FＲo3 was identified
as Streptomyces venezuelae，Streptomyces rochei and Streptomyces carnosus by morphological and cultural traits，phys-
iobiochemical characteristics and 16S rＲNA gene sequence analysis． The inhibition effects of FＲo1，FＲo2 and FＲo3
against pathogenic bacteria and pathogenic fungi in vitro were evaluated by agar disc diffusion method and growth
rate method． The FＲo1 fermentation broth showed a wide pectrum of inhibitory activity against tested bacteria． FＲo2
fermentation broth had obviously inhibitory activity against staphylococcus aureus and seven pathogenic fungi． The
inhibition zone of FＲo2 against staphylococcus aureus was about 22． 33 mm，and the inhibition ratios of FＲo2
against pathogenic fungi Fusarium graminearumt，Ｒhizoctonia solani，Sclerotinia scleroliorum and Colletotrichum
gloeosporioides were 70%、45%、58% and 65%，respectively． While FＲo3 had different inhibition effects on Staph-
ylococcus aureus，Bacillus subtilis and Typhoid bacillus，and the inhibition activity against tested pathogenic fungi ex-
cept Sclerotinia scleroliorum was no more than 50% ． The strains had better antibacterial effect and could be used for
biocontrol．
Key words: endophytic actinomycetes; streptomyces; polyphasic taxonomyantimicrobial; activity
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