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放线菌 Z139菌株的分离、鉴定及其生物活性
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　　[摘　要 ]　从陕西秦岭山区采集的土样中分离到 1 株具有广谱抗真菌活性的放线菌菌株 Z139, 经初步鉴定为

小多孢菌属红棕褐小多孢菌 (M icrop oly sp ora rabrobranea)的一个变种。该菌株发酵液对玉米小斑病菌、苹果轮纹病

菌、棉花枯萎病菌、马铃薯干腐病菌和西瓜枯萎病菌菌丝的生长抑制中浓度 (EC 50) 分别为 0. 979, 0. 505, 1. 733,

0. 425和 0. 849 mL öL , 对玉米大斑病菌、番茄叶霉病菌、马铃薯干腐病菌和烟草赤星病菌的孢子萌发抑制中浓度

(EC 50)分别为 1. 709, 0. 375, 0. 445 和 1. 333 mL öL。对小麦白粉病的保护和治疗作用分别达到 98. 6% 和86. 1%。
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　　目前农用抗生素使用的数量有限, 且长期频繁

使用有可能使有害生物产生抗药性, 因此需要研究

开发新的高活性农用抗生素[1 ]。放线菌是产生抗生

素的主要来源, 从微生物中分离的生理活性物质有

60% 以上为放线菌的次级代谢产物[2, 3 ]。因此, 从放

线菌中寻找农用抗活性物质有较为广阔的前景。本

研究从陕西秦岭山区采集的土样中分离到 1 株土壤

放线菌 (编号为 Z139) , 该菌株的发酵液对多种农业

植物病原菌有较强烈的抑制作用。现将该菌株的分

离过程、鉴定结果及其对几种病原菌的生物活性研

究结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌株来源　将采自陕西秦岭山区的土样自

然风干, 用研钵磨细, 过孔径 0. 1 mm 筛。采用混菌

法, 用高氏 1 号合成琼脂培养基 (加 50 ΛgömL 重铬

酸钾作为细菌抑制剂) 进行菌种分离, 28 ℃培养, 纯

化后转接到斜面保存。

1. 1. 2　培养基　高氏 1 号合成培养基。PDA 培养

基。液体发酵培养液: 1% 小米浸出汁 1 000 mL , 葡

萄糖 10. 0 g, 蛋白胨 3. 0 g, N aC l 2. 5 g, CaCO 3 2. 0

g, pH 7. 2～ 7. 4。用 250 mL 三角瓶分装, 每瓶 50

mL , 121 ℃灭菌 30 m in。

菌种鉴定培养基[4 ]: 克氏 1 号琼脂培养基、蔗糖

察氏琼脂培养基、葡萄糖酵母膏琼脂培养基、马铃薯

浸汁琼脂培养基、马铃薯块培养基、葡萄糖天门冬素

琼脂培养基、明胶液化培养基, 柴斯纳琼脂

(T resner)培养基、牛奶凝固胨化培养基、淀粉水解

琼脂培养基、纤维素水解培养基、硝酸盐还原培养

基、碳源利用基础培养基。

1. 1. 3　供试菌　玉米小斑病菌 (B ip olaria m ay d is)、

苹果轮纹病菌 (M acrop hom a kaw atsuka i)、棉花枯萎病

菌 (F usarium oxy sp orum f. sp. vasinf ectum )、马铃薯干腐

病菌 (F usarium solan i)、西瓜枯萎病菌 (F usarium oxy s2
p orium f. sp. vasinf ectum )、玉米大斑病菌 (E x seroh ilum

tu rcicum )、番茄叶霉病菌 (F u lv ia f u lva)、烟草赤星病

菌 (A lternaria long ip es ) 和小麦白粉病菌 (B lum eria

g uam in is)。

1. 2　方　法

1. 2. 1　抗真菌试验　 (1)抑制菌丝生长速率法。将

1 mL Z139菌株发酵液与 9 mL 融化的培养基混匀,

倒入无菌培养皿中制成带毒培养基平面。培养基凝

固后, 在每个培养基平面放入 1 个供试菌菌饼 (直径

为 4 mm ) , 使菌饼带菌丝的一面贴在培养基表面,

每个处理 3 次重复。培养 72～ 96 h 后, 用十字交叉

法测定供试菌菌落生长直径, 计算抑制率。

(2) 孢子萌发法。取供试病原菌孢子配成 106
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mL - 1悬浮液, 在 10×10 低倍镜下, 每个视野有 30～

40 个孢子。将 Z139菌株发酵液与孢子悬浮液混合, 取

1 滴滴加在表面用火棉胶处理过的盖玻片上, 使液

滴倒悬在保湿的小环境中, 每处理 3 个重复, 在 25

℃下培养 6 h 后检查对照孢子的萌发。当对照孢子

萌发率达到 85% 后, 检查所有处理的孢子萌发率。

以孢子芽管长度大于孢子短半径者为萌发, 计算孢

子萌发抑制率[5 ]。

(3)盆栽试验。保护作用测定: 先在盆栽小麦苗

(3 叶期)上喷稀释 10, 20, 40 倍及未稀释的 Z139菌株

发酵液, 以喷清水为对照, 24 h 后接种供试植物病

原菌。每个处理 4 次重复, 每重复 1 盆。7 d 后按小

麦白粉病的分级标准进行病情调查。

治疗作用测定: 先在保湿条件下接种 (喷雾法或

喷撒法)供试植物病原菌, 24 h 后将 Z139菌株发酵液

喷施在植株上。每个处理 4 次重复, 每重复 1 盆。7

d 后按小麦白粉病分级标准进行病情调查。

1. 2. 2　菌株的鉴定　参照阎逊初[6 ]的放线菌分类

和鉴定标准, 对 Z139菌株主要采用形态学方法进行

鉴定[7 ] , 即观察基内菌丝、气生菌丝在各种培养基上

的形态特征, 有无可溶性色素产生及生长状况, 以及

其生理生化特征。

2　结果与分析

2. 1　Z139菌株发酵液抗真菌活性测定

2. 1. 1　离体测定结果　Z139菌株发酵液抑制 5 种病

原真菌菌丝生长的毒力如表 1 所示。由表 1 可知,

Z139菌株发酵液对 5 种供试真菌都有较强的抑制作

用, 对苹果轮纹病菌和马铃薯干腐病菌菌丝的抑制

作用较高, 其抑制中浓度分别为 0. 505和 0. 425

mL öL。对棉花枯萎病菌、玉米小斑病菌和西瓜枯萎

病菌的抑制中浓度 (EC 50 ) 分别为 1. 733, 0. 979 和

0. 849 mL öL。

表 1　Z139菌株发酵液抑制 5 种病原真菌菌丝生长的毒力

T able 1　Toxicity of ferm entat ion p roducts of stra in Z139 on m ycelium grow th of p lan t pathogen ic fungi

病原菌
P lan t pathogen ic fungi

毒力方程
V iru lence equation

相关系数
r

EC50ö(mL ·L - 1)

苹果轮纹病菌M acrop hom a kaw a tsuka i Y = 0. 908 9+ 1. 513 3x 0. 982 8 0. 505

棉花枯萎病菌 F usarium oxy sp orum Y = - 0. 275 0+ 1. 628 7x 0. 977 2 1. 733

马铃薯干腐病菌 F usarium solan i Y = 1. 772 4+ 1. 227 9x 0. 972 2 0. 425

玉米小斑病菌B ip ola ria m ay d is Y = 1. 026 5+ 1. 328 4x 0. 989 1 0. 979

西瓜枯萎病菌 F usarium oxy sp orium Y = - 0. 039 7+ 1. 720 4x 0. 959 8 0. 849

　　孢子萌发法测定结果 (表 2) 表明, Z139菌株发酵

液对 4 种病原真菌的孢子萌发均有较强的抑制作

用, 其中对马铃薯干腐病菌和番茄叶霉病菌的孢子

萌发抑制作用优于其他两种病原菌, 其抑制中浓度

(EC50)达到 0. 445 和 0. 375 mL öL。

表 2　Z139菌株发酵液抑制 4 种病原真菌孢子萌发的毒力

T able 2　Toxicity of ferm entat ion p roducts of stra in Z139 on spo re germ ination of p lan t pathogen ic fungi

病原菌
P lan t pathogen ic fungi

毒力方程
V iru lence equation

相关系数
r

EC50ö(mL ·L - 1)

烟草赤星病菌A lternaria long ip es Y = - 0. 689 3+ 1. 820 7X 0. 994 8 1. 333

玉米大斑病菌 E x seroh ilum tu rcicum Y = - 1. 011 7+ 1. 859 5X 0. 947 7 1. 709

马铃薯干腐病菌 F usarium solan i Y = 1. 398 7+ 1. 359 5X 0. 967 8 0. 445

番茄叶霉病菌 F u lv ia f u lva Y = 1. 097 7+ 1. 515 6X 0. 987 4 0. 375

2. 1. 2　盆栽试验结果　Z139菌株发酵液对小麦白粉

病的盆栽试验结果见表 3。盆栽试验结果 (表 3) 表

明, Z139菌株发酵液对小麦白粉病有较好的保护和治

疗作用, 且保护作用优于治疗作用, 其原始发酵液对

小麦白粉病的保护效果达到了 98. 6% , 治疗效果也

达到了 86. 1%。发酵液稀释 20 倍时, 其保护和治疗

作用也在 50% 以上。但随着发酵液稀释倍数的增

加, 防治效果逐渐下降, 当发酵液稀释 40 倍时, 对小

麦白粉病菌的治疗和保护作用降低至 20% 左右。
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表 3　Z139菌株发酵液对小麦白粉病的盆栽试验结果

T able 3　 Inh ib it ing effect of ferm entat ion p roducts of stra in Z139 on B lum eria g uam in is

稀释倍数
D ilu te tim es

病情指数D isease index 防治效果ö% Contro l effect

保护
P ro tected efficacy

治疗
T herapeu tic efficacy

保护
P ro tected efficacy

治疗
T herapeu tic efficacy

未稀释 N o dilu te 0. 9 8. 4 98. 6 86. 1

10× 15. 6 25. 0 75. 1 58. 5

20× 27. 7 27. 4 55. 8 54. 5

40× 48. 7 37. 4 22. 1 17. 8

CK 62. 5 60. 2

2. 2　Z139菌株的鉴定

培养特征　Z139菌株在高氏 1 号培养基上 28 ℃

培养 7 d 后观察发现, 该菌株菌落圆形、粉状、隆起,

在培养基上不产生可溶性色素。Z139菌株在 7 种不同

培养基上的培养特征见表 4。

表 4　Z139菌株的培养特征

T able 4　Cultu ral featu re of stra in Z139

培养基M edium
气生菌丝体

A erial
m ycelia

基内菌丝体
M ycelia in

m edium

可溶性色素
So lub le
p igm ent

生长状况
Grow th

高氏 1 号合成培养基 Gauseπs N o. 1 syn thetic m edium
苏木紫

B razilwood vio let
象牙黄

Ivo ry yellow
无

N o th ing
+ + +

克氏 1 号琼脂培养基 Krasiln ikoyπs N o. 1 syn thetic m edium
粉白

Pow der w h ite
杏黄

A p rico t yellow
无

N o th ing + +

蔗糖察氏琼酯培养基 Sucro se Czapekπs agar
蛛网灰

Cobw eb gray
无色

A ch rom atism
无

N o th ing + +

葡萄糖天门冬素琼酯培养基 Gluco se asparagines agar
浅象灰

U ndertone gray
榴萼黄

Garnet yellow
无

N o th ing + + +

葡萄糖酵母膏琼酯培养基 Gluco se yeast ex tract agar 淡红灰
Ro siness gray

酱棕
D ark reddish brow n

中灰驼
In term ediategray + + +

马铃薯浸汁琼酯培养基 Po tato ex tract gluco se agar 蛛网灰
Cobw eb gray

炒米黄
R ice yellow

无
N o th ing

+ + +

马铃薯块培养基 Po tato p lug 白
W h ite

无色
A ch rom atism

无
N o th ing

+

　　注: + , + + , + + + 分别代表生长状况差、较好、好。

N o te: + , + + , + + + m eans the strain grow s bad, good, excellen t seperately.

　　显微特征　Z139菌株形成气生菌丝, 基质菌丝无

横隔, 不断裂; 基丝和气丝上都有链状孢子形成, 孢

子链直; 不产生孢囊; 孢子球形。

生理生化特征　Z139菌株可使明胶液化, 牛奶凝

固且胨化, 可水解淀粉, 能使硝酸盐还原, 但不能利

用纤维素, 也不在培养基上产生H 2S 气体。可以利

用葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、肌醇、甘露醇、鼠李糖, 不能

利用阿拉伯糖、木糖、果糖。

根据 Z139菌株以上的培养特征、显微特征以及

生理生化特性, 查阅张继忠[4 ]关于放线菌分类标准,

该菌株的生理生化特性与小多孢菌属的红棕褐小多

孢菌 (M icrop oly sp ora rabrobranea ) 相同, 在形态特

征、培养特征上也相近似, 都在气丝和基丝上产生孢

子, 形成孢子链, 孢子为不规则球形, 仅在马铃薯培

养基和蛋白胨玉米琼脂上培养特征有所不同, 因此

认为该菌株为小多孢菌属红棕褐小多孢菌的一个变

种[7 ]。

3　讨　论

通过对 Z139菌株形态特征、显微特征和生理生

化特性进行试验观察, 初步鉴定该菌株为放线菌中

小多孢菌属红棕褐小多孢菌的一个变种。目前发现

的抗生素产生菌, 绝大多数为放线菌, 80% 以上抗生

素都来自链霉菌属, 其次是诺卡氏菌属、游动放线菌

属以及马拉杜放线菌属等, 而从稀有放线菌小多孢

菌中发现的抗生素据报道迄今为止只有 4 种[3 ] , 在

我国仅有四川抗菌素研究所的陆群等[8 ]发现的抗生

素 H 47502D 2 是由小多孢菌产生, 且这些抗生素仅

具有医用活性。农用抗生素产生菌中还未见有关小

多孢菌属的报道。因此, 该研究发现的菌株可被看作

是农用抗生素的一个新来源, 对于新农用抗生素的

开发研究有重要价值。

本研究结果表明, Z139菌株产生的抗菌物质对多

种农作物病原菌都有较强的抑制作用。活体盆栽试
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验结果表明, Z139发酵液对小麦白粉病的保护和治疗

效果分别达到 98. 6% 和 86. 1%。因此, 该菌株直接

利用在农业病虫害防治上有比较广阔的应用前景。

但是目前对放线菌发酵产物的直接利用还存在很多

问题, 其中一个重要问题就是放线菌发酵产生的次

生代谢产物的产量很低, 这对于发酵液的直接应用

有一定限制。本文所研究的菌株同样也存在这方面

的问题。因此, 如何大幅度提高放线菌菌株发酵产物

中活性物质的含量是迫切需要解决的关键问题。要

解决这一问题, 可以通过高产菌株的选育和进一步

对其发酵条件进行深入研究, 以提高发酵产物中抗

菌物质含量。
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Abstract: A A ctinom ycete st ra in p roducing a b road2spectrum an t ifungal sub stance w as iso la ted from

the so il of the Q in ling moun ta in in Shaanx i. T he stra in num bered Z139 w as in it ia lly iden t if ied as a variety of

M icrop oly sp ora rabrobranea. T he resu lts of m ycelium grow th ra te show ed that the value of EC50 again st

B ip ola ria m ay d is,M acrop hom a kaw a tsuka i, F usa rium oxy sp orum , F usa rium solan i and F usa rium oxy sp ori2
um w ere 0. 979, 0. 505, 1. 733, 0. 425 and 0. 849 mL öL. T he resu lt of spo re germ inat ion p roved that the val2
ue of EC 50 again st A lterna ria long ip es, E x seroh ilum trucicum , F u lv ia f u lva and F usa rium solan i w ere

1. 709, 0. 375, 0. 445 and 1. 333 mL öL. T he resu lts of po t test ind ica ted that ferm en t ion p roducts of Z139 ex2
h ib ited 98. 6% of p ro tected eff icacy and 86. 1% of therapeu t ic eff icacy.
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