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海洋放线菌 菌株发酵产物抗菌活性
及其初步分类鉴定

方丽萍
,

龙建友
,

姬志勤
西北农林科技大学 农药研究所

,

陕西 杨凌

摘 要 」
,

菌株是从渤海海水中分离得到的 株放线菌
。

为了测定
。

菌珠发醉产物的抗菌活性 以 种病

原真菌
、

种病原细菌为供试菌
,

采用抑制菌丝生长速率法和双层平板法
,

对
,

菌株发醉液进行了室内杀菌活性测定

和盆栽试验
,

并对其分类地位进行了初步鉴定
。

结果表明
, 。

菌株发酵液对 种供试病原真菌的菌丝生长抑制率在

以上的占到
,

对 种供试病原细菌的抑菌圈直径达到 以上
。

菌株发醉液原液对小麦白粉病的保

护和治疗效果分别为 和
。

稳定性研究发现
, 。

菌株连续转接 代
,

其培养特征和产生活性物质性能

均表现稳定
,

第 代菌株发酵液的杀菌活性与出发菌株无明显差异
。

根据其形态特征
、

培养特征
、

生理生化特征
,

初

步鉴定该菌珠为不吸水链霉菌 “ 、
·

阴、 的一个变种
。
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近年来
,

农用生物活性物质特别是微生物源农

药的研究
,

已成为生物资源开发的热点
。

从陆地微

生物资源中寻找新农药已获得巨大的成功
,

然而
,

随

着陆地微生物资源的不断开发
,

发现新代谢物的可

能性 日趋减少
,

从而带来了对新资源的强烈要求
。

海洋微生物是一个巨大的尚待开发的资源
,

从其代

谢产物中已分离到许多新的生物活性物质
,

其中相

当一部分是陆地生物所没有的〔
‘〕。 目前

,

被筛选的

海洋微生物代谢产物仅约
,

因此海洋环境中多

样的微生物资源为新药开发提供了巨大的可能
。

据

不完全统计川
,

近年来 以上新发现的海洋微生

物活性物质
,

是由海洋放线菌这个庞大的分类群产

生的
,

这些活性化合物为新药研究提供了丰富的先

导化合物
,

有些 已进人研发阶段
。 。

菌株是从渤海

海水中分离纯化得到的 株放线菌
,

该菌株的发酵

液对多种农业植物病原菌有较强的抑制作用
,

现将

对该菌株的农用活性研究及初步分类鉴定结果报道

如下
。

材料与方法

材 料

供试菌株 海洋放线菌 卜
。

菌株
,

由作者从

渤海海水中筛选得到
。

供 试 病 原 菌 小麦赤霉病菌
、

小麦根腐病菌 、 、 ,

、

烟草赤星病菌
、

玉米小

斑病 菌 。 、

苹 果 轮 纹 病 菌
。 入。

、

马铃薯干腐病菌
夕 、

葡萄霜霉病菌
。

、

苹果腐烂病菌 夕 。 “ 、

玉米弯抱叶斑病菌
、

番茄早疫

病菌 、 、

番茄 叶霉病 菌
、

西瓜枯萎病菌
、

番

茄灰 霉 病 菌 、 。 、

小 麦 白粉 病 菌
、

大肠杆菌 。

、

枯草芽抱杆菌 和金黄色葡萄

球菌 人夕
,

均由西北农林科技

大学植保学院农药研究所提供
。

培养基 抗菌生测试验用培养基

培养基
、

牛肉膏蛋白陈培养基
。

发酵试验用液体培养基 小米浸液培养液
。

菌种鉴定培养基 高氏 号培养基
、

克氏

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 培养基
、

牛奶凝固脏化培养

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
。

方 法
。

菌株的培养 将
。

菌株接种在高氏 号

培养基上
,

置于 ℃培养箱中培养
。

。

菌株发酵液的制备 采用摇瓶发酵培养

法
。

在 三角瓶中装人 液体培养基
,

接种量
,

在摇床转速
,

℃条件下振

荡培养
。

生物活性测定
。

菌株发酵液对病原真菌的抑制作用 采

用抑制菌丝生长速率法〔
一

〕。 将原始
。

菌株发酵液

与 融化的 培养基混匀
,

倒入无菌

培养皿中制成带药培养基平板
。

培养基凝固后
,

在

每个培养基平板上放人 个供试病原真菌菌饼工直

径为
,

使菌饼带菌丝的一 面贴在培养基表

面
,

每处理重复 次
。

置于 ℃恒温箱中培养

后
,

用十字交叉法测量供试病原真菌菌落生长

直径
,

用下式计算抑制率

抑制率

的
。

对照菌落生长直径一处理菌落生长直径
对照菌落生长直径

。

菌株发酵液对病原细 菌的抑制作用 采

用双层平板法川
。

底层培养基采用 琼脂培养

基
,

上层培养基采用牛肉膏蛋白陈培养基
。

在每个

培养皿中用无菌吸管加人 底层培养基
,

待冷

凝后
,

再将 已融化冷却至 ℃的上层培养基

已接种供试病原细菌 倒人已凝固的底层培养基表

面
,

待凝固后即可在每个培养皿上轻轻放置无菌牛

津杯
,

每皿放置 个
,

牛津杯之间的距离相等
。

然后

在每个牛津杯中接人
。

菌株发酵液
,

置于

℃恒温箱中培养
,

后测量抑菌圈大小
。

盆栽试验 保护作用测定川 先在盆栽小麦

植株上喷施
,

菌株发酵液原液及稀释 倍液
,

以

清水为对照
,

后接种供试小麦白粉病菌
。

每处

理重复 次
,

每重复 盆
。

周后按小麦白粉病的

分级标准进行病情调查
,

计算病情指数和防治效果
。

治疗作用测定川 先在保湿条件下采用喷雾法

接种供试的小麦白粉病菌
,

后在植株上喷施

菌株发酵液原液及稀释 倍液
,

以清水为对照
。

每

处理重复 次
,

每重复 盆
。

周后按小麦白粉病的

分级标准进行病情调查
,

计算病情指数和防治效果
。
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病情指数
名 病级叶数 代表级数
叶数总数 最高代表级别

防治效果 对照组病情指数 一 处理组病情指数
对照组病情指数

。

。

菌株发酵液抗菌效果的传代稳定性测定

将
。

菌株在高氏 号平面培养基上每隔 传

代 次
,

连续传代 次
,

分别培养发酵
,

然后以苹果

轮纹病菌和小麦根腐病菌为指示病原菌
,

采用抑制

菌丝生长速率法测定各代菌株发酵液的抑菌活

性仁
一

, 。

菌株的初步分类鉴定

参照有关放线菌分类和鉴定标准
,

对
。

菌株主

要采用形态学方法进行鉴定
,

即在显微镜下观察
,。

菌株基内菌丝
、

气生菌丝的生长形态
,

在各菌种鉴定

培养基上的培养特征
,

有无可溶性色素产生及生长

状况
,

以及其生理生化特征〔
一 。

结果与分析
。

菌株发酵液的生物活性

对病原真菌的抑制作用 从表

裹

可以看出
,

。

菌株发酵液对葡萄霜霉病菌
、

苹果轮纹病菌
、

小

麦根腐病菌
、

玉米小斑病菌 种病原真菌的菌丝生

长抑制率均在 以上 对苹果腐烂病菌
、

烟草赤

星病菌
、

番茄早疫病菌
、

番茄叶霉病菌
、

小麦赤霉病

菌
、

马铃薯干腐病菌 种病原真菌的菌丝生长抑制

率均在 以上 对西瓜枯萎病菌
、

番茄灰霉病菌

的菌丝生长抑制率在 以上
,

而对玉米弯抱叶斑

病菌的菌丝生长抑制率低于
。

其中抑制率在

以上的占供试真菌总数的
,

说明
‘,

菌

株抗菌谱广
,

抗菌效果好
。

对病原细菌的抑制作用 从表 可以看出
,

。

菌株发酵液对枯草芽抱杆菌和大肠杆菌的抑菌

圈直径均在 以上
,

且抑菌圈清晰透明
,

对金

黄色葡萄球菌的抑制作用较高
,

抑菌圈直径达到

以上
。

说明
。

菌株对革兰氏阳性
、

阴性菌均有

较好的抑菌活性
。

,。

菌株发醉液对病原真菌的抑制作用

。

供供试病原菌 抑制率 供试病原 , 抑制率
’
”, , ’ , , ,

葡葡萄霜称病菌 , , 护 、 。 、 番茄叶 , 病‘ ·了。 、
·

’ ‘··

苹苹果轮纹病菌
‘了 二 走 ,

‘
麦赤舞病菌 “ , ‘ , ‘

·

‘ “ ””

小小麦根腐病菌 、 、 , “ 马铃薯干腐病菌 “ , ‘“ , 。 , ‘·
·

玉玉米小斑病菌
, , “ 西瓜枯萎病菌 “ , ‘ “ ‘‘ ‘ ,

·

苹苹果腐烂病菌
’
夕 、 番茄灰裤病菌 ”‘ “ , “ ‘ ‘

·

’ ’““

烟烟草赤星病菌
, 月 。

⋯
玉‘弯 ”叶斑病菌‘了“ “““““ ”‘“ ”“‘“ ”

‘

”
““

番番茄早疫病菌 , , ,。

注 表中数据为 次重复的平均值 不同大写字母表示差异极显著
,

不同小写字母表示差异显著
。

、 , 一
川
扩 一 可。

、

、一

裹
,

蔺株发醉液对病原细菌的抑制作用

。,

供试病原菌
抑菌圈直径

枯草芽抱杆菌
、 、 、

金黄色葡萄球菌 “ 夕 。 ‘‘“ 、“ “ 。 ‘

大肠杆菌 、〔人 话 ‘

十

十

注 表示抑菌圈可 见 表示抑菌圈清晰 表示抑菌

圈突出
。

, , ,

·

对小麦白粉病 的 防 治 效果
,

菌株发酵液

对小麦白粉病的防治效果如表 所示
。

从表 可 以

看出
, ,。

菌株发酵液原液对小麦白粉病的保护和治

疗效果分别为 和 发酵液稀释

倍后
,

对 小 麦 白粉 病 的保 护 和 治疗 效 果 分 别 为

和
,

两个处理对小麦白粉病的保护

作用均优于治疗作用
。

,。,菌株发醉液抗菌效果的传代稼定性

从表 可见
, 。

菌株经连续 次转管培养后
,

其发酵液对苹果轮纹病菌的生长抑制率在
,

对小麦根腐病菌的生长抑制率在
,

说明
。

菌株的抗菌效果较稳定
。
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裹
。

菌株发醉液对小麦白粉病的防治效果
, 。 仅 “

治疗效果
稀释倍数

保护效果

病情指数 防治效果 病悄指数 防治效果

原液

清水

衰
。

各代菌株发醉液对供试病原菌的生长抑制率
,

供试病原菌
曰 种 叩

苹果轮纹病菌
介“胡 泛

小麦根腐病菌
压 掩刀 月

。

菌株分类地位的鉴定 丝体
、

基内菌丝体均有一定差异
。

在不同培养基上
,

形态观察 在高氏 号培养基上于 ℃培
。

菌株的气生菌丝和基内菌丝变化均不是很明显
,

养时
, 。

菌株生长迅速
,

培养 即可产生大量抱 但在同种培养基上变化很大
,

如在高氏 号培养基

子 气生菌丝灰褐色
,

有白色次生菌丝
,

基丝浅黄色
。

上
,

气生菌丝为灰褐色
,

而基内菌丝为浅黄色 另外
,

在显微镜下观察发现
,

气生菌丝和基内菌丝都很发
。

菌株仅在高氏 号培养基和马铃薯块培养基上产

达
,

基内菌丝有横隔
,

不断裂 抱子丝紧密螺旋形
,

气 生浅黄色的可溶性色素
,

而在其他培养基上均无色

生菌丝上都有抱子形成
,

抱子椭圆形
,

表面有突起
。

素产生
。 。

菌株在葡萄糖天门冬素琼脂培养基上生

培养特征 从表 可见
, 。

菌株在不同的菌 长微弱
,

在其他菌种鉴定培养基上均生长旺盛
。

种鉴定培养基上表现出不同的培养特征
,

其气生菌

裹
。

菌株的培养特征
。,

培养墓 气生菌丝 可溶性色素

高氏 号培养墓
司

克氏 号琼脂培养基

蔗褚察氏琼脂培养基

有萄搪天门冬素琼脂培养基

芍萄掩阵母青琼脂培养荃

马铃薯没汁琼脂培养基

马铃挤块培养基

灰褐色
一

淡红灰色
一

中灰驼色州匕石 犷 ”即已

浅灰色

灰揭色
一

银鼠灰色

灰白色

墓内菌丝

浅黄色

生长状况

浅黄色 十

灰黄色
碑

无色

灰黄色 十

无色

无色 ,

无色

无色棕黄色
一

象牙黄
一

一

无色

无色

淡黄色

十

注 十 , 十 分别代表生长的强弱程度一代表不生长
。

表
,

同
。

, ,

一
。

衰
。

苗株的生理生化特征

结果

十

十

、。

试验项 目

明胶液化

牛奶凝固

牛奶脉化

淀粉水解

试验项 目

纤维家利用 。

硝酸盐还原

硫化氢产生

结果

十

十
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生理生化特征 从表 可以看出
, 。

菌株能 素
。

从表 可以看出
, 。

菌株能很好的利用葡萄糖
、

使明胶较快液化
,

牛奶凝固并产生陈化
,

可使淀粉强 木糖
、

甘露醇
,

较好的利用麦芽糖
,

对蔗糖
、

肌醉
、

鼠

烈水解
,

能利用纤维素
,

还原硝酸盐
,

但不产生黑色 李糖
、

果糖利用较差
,

不能利用糊精
。

裹
。

菌株对各种碳源的利用情况
一。

碳碳源 结果果

⋯贯翌
。、

然 ⋯⋯
碳源 结果果

葡葡萄糖 糊精 一
‘·· 一

⋯甘 , 醇 ⋯‘
,。 ,

蔗蔗糖 木糖 十 ⋯鼠李糖
麦麦芽糖 肌醉 果糖

根据
,。

菌株以上的培养特征
、

形态特征以及生

理生化特性
,

经查阅链霉菌鉴定手册
,

该菌株的生理

生化特性与链霉菌属金色类群中的不吸水链霉菌基

本相同
,

但不吸水链霉菌不能利用纤维素
,

这与
。

菌株有所不同
。

因此
,

该菌株初步鉴定为不吸水链

霉菌 的一个变种
。

结论与讨论

本试验结果表明
, 。

菌株发酵液抗菌谱广
,

不仅

对多种作物病原真菌有较强的抑制作用
,

而且对部

分细菌也有很好的抑制作用 发酵液对小麦白粉病

菌有较好的保护和治疗作用
,

且保护效果优于治疗

效果 菌株具有很好的遗传稳定性
,

在连续传代

过程中产生活性物质的能力保持稳定
。

以上研究结

果为
。

菌株的进一步开发利用提供了有力的理论

和事实依据
。

但是
,

本试验过程中用的发酵液为多

种成分的复合体
,

因此对其代谢产物中的有效成分
、

含量及有效成分的分子结构还需要进一步研究
。

通过对
。

菌株形态特征
、

培养特征和生理生化

特性进行试验观察
,

初步鉴定该菌株为放线菌中不

吸水链霉菌 “ ,’ 的一个变种
。

但该

鉴定试验采用的是经典的传统分类学方法
,

此分类

方法只能初步的鉴定其种属地位
,

并不能准确说明

微生物的遗传进化地位和关系
。

因此
,

对该菌株还

需要进一步从细胞壁化学成分分析和分子生物学角

度进行更为准确的鉴定
。

【参考文献 〕
」 方金瑞 海洋微生物 开发海洋药物的重要资源 月 中国海

洋药物
, , 一

仁」 田 黎
,

陈 杰 何运转
,

等 农用抗生素的新资源一 海洋徽

生物 〕中国生物防治
, , 一

【 」 张 穗 杀菌剂生物测定技术 月 植物保护

」 慕立义 吴文君
,

王开运 植物化学保护研究方法 〕北京

中国农业出版社
,

引

」 黄昌华
,

郭崇明 件 菌株发醉滤液对植物病原真菌的作用

中国生物防治
, 一

〔」 刘晓妹
,

陈秀蓉
,

蒲金基
,

等 两株芽抱杆菌无菌液抗菌谱及稳

定性测定 〕中国生物防治
, 一

一

」 赵国方
,

赵步贵 草重军
,

等 农抗 产牛菌 「程菌株
一

的稳定性 〔〕中国抗生家杂志
, 一

」 阎逊初 放线菌的分类鉴定 〕北京 科学出版社

」 中国科学 院微 生物研究所放线 菌分类 组 链礴菌鉴定手

册 〕北京 科学出版社
,


