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玉米大斑病生防放线菌的筛选鉴定及发酵条件优化
赵淑莉，任飞娥，刘金亮，秦建春，潘洪玉 *

吉林大学植物科学学院，吉林省资源微生物功能研究工程中心，长春 130062

摘要:【目的】从土壤中筛选对玉米大斑病菌具有较强拮抗作用的放线菌菌株。【方法】采用稀释涂布法分
离;采用平板对峙法、牛津杯法、抑制菌丝生长速率法、抑制孢子萌发法进行拮抗菌的筛选;根据菌株 BZ45
的形态与培养特征、生理生化特性、16SrDNA 序列分析对其进行鉴定。通过单因素试验和正交设计试验优化
培养基组分及发酵条件。【结果】通过分离筛选得到一株具有强抑制作用的放线菌菌株 BZ45，它对常见的 8
种病原真菌均有拮抗作用，菌株 BZ45 的发酵滤液对玉米大斑病菌(Setosphaeria turcica)CC9 的菌丝生长和孢
子萌发均有较强的抑制作用。菌株 BZ45 与链霉菌中的壮观链霉菌( Streptomyces spectabilis)的亲缘关系较
近，且形态与培养特征、生理生化特性与壮观链霉菌的基本相符。研究表明其最佳发酵配方和培养条件为:
果糖 1. 5%、蛋白胨 3. 0%、KH2PO40. 1%、NaCl 0. 04%、CaCO3 0. 1%，起始 pH 为 7. 2，装瓶量 50 mL /250mL，
28℃，200 r /min，种子液接种量为 10%，摇瓶培养 4 d。【结论】菌株 BZ45 鉴定为壮观链霉菌( Streptomyces
spectabilis)，菌株 BZ45 对玉米大斑病菌(Setosphaeria turcica)CC9 显示出较强的拮抗作用。
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放线菌(Actinomycetes)广泛分布于自然界中，种
类繁多，目前从微生物中发现的 8000 多种生物活性
物质中，近 2 /3 是由放线菌产生的［1］，放线菌所产生
的生物活性代谢产物中，抗生素最引人注目，其中有
70%和 65% 的抗生素分别应用于医药和农业［2］。
放线菌中又以常见类群-链霉菌产生的最多［3］，占总
数的 50%，链霉菌产生的抗生素在我国农药杀菌剂
中应用广泛，如井冈霉素( validamycin)等，对细菌和
真菌性病害均具有较好的防治效果。利用放线菌的
次生代谢产物制备的新农药，由于其具有无污染、不
易使有害生物产生抗药性等特点已成为未来农药的

发展方向［1］。
玉米大斑病(Northern corn leaf blight)是由大斑

刚毛座腔菌［Setosphaeria turcica ( Luttrell) Leonard
and Suggs］侵染引起的一种严重的叶枯性病害［4］。
近几年来，由于种质资源的缺乏和大斑病生理小种
的变异［5］，玉米大斑病在东北春玉米区呈明显加重
趋势。目前，对于玉米大斑病的防治主要采用抗病
品种、栽培管理和化学防治等方法。然而，由于玉米
大斑病菌生理小种变异快、化学防治对环境污染严
重等问题，开展玉米大斑病的生物防治研究具有一
定现实意义。
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近年来，国内已有少量关于玉米大斑病生物防
治方面的研究。方羽生等［6］筛选到 4 株对玉米大斑
病菌有较强拮抗作用的放线菌;田小卫等［7］筛选到
1 株对玉米大斑病菌有较强拮抗作用的链霉菌
(Streptomyces) No． 24;鹿秀云等［8］筛选到一株对玉
米大斑病具有较好拮抗作用的枯草芽孢杆菌
(Bacillus substilis) ST-87-14;相对于其他植物病害，
玉米大斑病的生物防治研究起步较晚、报道也较少。
从自然界丰富的微生物资源中筛选与利用对玉米大
斑病菌高效的生防微生物已成为研究的重点［9］。

本研究从吉林洮南的土壤中分离、纯化、筛选拮
抗放线菌，并对拮抗效果较好的菌株进行了发酵条
件的优化，以期为利用该菌株进行生物防治奠定基
础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 样品来源:2009 年 6 月从吉林省洮南永茂
林场、黑水乡、洮南安定万宝山、洮南光荣院西大棚
共采集土样 6 份。采集土样时，先用小铲除掉表土，
取 10 － 30 cm 深处的土壤约 30 g，3 个穴的土样混
为一份样品［10］，分装入无菌塑料袋中，贴上标签后
带回实验室，放入冰箱内 4℃保存，并尽快进行放线
菌的分离。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:溶菌酶、dNTPs、Taq 酶等
购自上海生工生物工程技术服务有限公司，Marker
购自宝生物工程(大连)有限公司，其余试剂均为国
产分析纯试剂。电泳仪、PCR 仪购自 Bio-RAD 公
司，显微镜购自尼康公司。
1. 1. 3 培养基:高氏一号合成培养基，PDA 培养
基，活性检测液体发酵培养基 YMG(每升中含麦芽
浸膏 10. 0 g，酵母粉 4. 0 g，葡萄糖 4. 0 g，KH2 PO4

2. 0 g，酸水解酪蛋白 1. 0 g，pH 7. 2 － 7. 4)，发酵条
件优化基础培养基(每升中含大豆饼粉 20. 0 g，玉米
粉 15. 0 g，葡萄糖 10. 0 g，酵母粉 4. 0 g，NaCl 1. 0 g，
K2HPO4 1. 0 g，CaCO3 3. 0 g，pH 7. 2 － 7. 4，用250 mL
三角瓶分装，每瓶 50 mL，121℃灭菌 30 min)。
1. 2 放线菌发酵培养及其无菌发酵滤液的制备

种子液:在发酵基础培养基中接种 10 μL 放线
菌菌悬液，250 mL 摇瓶装液 50 mL，28℃，200 r /min
振荡培养 1 d 制成种子液。

发酵:在发酵基础培养基中，以 10% 的接种量
接入种子液，28℃，200 r /min 振荡培养 5d 后，
12000 r /min离心 15 min，经 0. 22 μm 的滤膜过滤，
得发酵滤液。
1. 3 放线菌的分离与纯化

土样预处理:取 5 g 土壤，置于无菌培养皿中，
28℃，自然干燥 7 d，80℃干热处理 1 h［11］。取 1 g 土
样放入 9 mL 的无菌水中，150 r /min 振荡 30 min 后
稀释成 10 － 3、10 － 4、10 － 5土悬液涂布平板。

分离培养基:高氏一号合成培养基，加制霉菌素
100 mg /L，萘啶酮酸 25 mg /L［10］作为真菌和革兰氏
阴性细菌的抑制剂。

采用稀释涂布法涂布后，在 28℃下培养 10 －
35 d，挑取菌落形态各不相同的菌株转接到高氏一
号平板培养基上培养，再经过反复挑取单菌落纯化
之后，转接到高氏一号斜面培养基上培养 5 － 30 d，
编号保存。
1. 4 拮抗放线菌的初筛

参照 El-Tarabily 等［12］的方法，采用平板对峙法
对分离到的放线菌进行抗菌活性的初筛。以玉米纹
枯病菌 ( Rhizoctonia solani ) NA1、玉米大斑病菌
(Setosphaeria turcica)CC9、玉米灰斑病菌(Cercospora
zeaemaydis ) CC4、稻 瘟 病 菌 ( Pyricularia oryzae )
HS14、大豆核盘菌 ( Sclerotinia sclerotiorum) GN2、尖
孢镰刀菌(Fusarium oxysporum) TN5、人参锈腐病菌
(Cylindrocarpon destructans ) FS7、柑 橘 炭 疽 病 菌
(Colletotrichum gloeosporioides) GD15，共 8 株病原真
菌作为供试菌(均由本实验室分离获得)，以不接种
放线菌的平板作对照，28℃下培养 5 － 7 d，测量抑菌
圈直径。
1. 5 拮抗放线菌的复筛
1. 5. 1 牛津杯法:在培养皿的四周放病原菌菌饼，
中间放牛津杯，向杯中注入 200 μL 的发酵滤液，以
只接种病原真菌的平板为对照，每个处理 3 次重复，
28℃下培养 3 － 5d 后，用十字交叉法测定抑菌圈直
径的大小［13］。
1. 5. 2 抑制菌丝生长速率法:将 BZ45 菌株发酵滤
液 2 mL 与融化的 PDA 培养基 18 mL 混匀，倒入无
菌培养皿中制成带毒培养基平板，培养基凝固后，在
每个平板中接入 1 个供试菌菌饼(直径为 7 mm)，
使菌饼带菌丝的一面贴在培养基表面，以水与 PDA
培养基混合的平板为对照，每个处理 3 次重复，28℃
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下培养 4 － 7 d 后，用十字交叉法测定供试菌生长直
径，计算抑制率［14］，抑制率 = ［(对照菌直径 － 处理
菌直径) /(对照菌直径 －菌饼直径)］× 100%。
1. 5. 3 孢子萌发法:参照文献［15］，略有改动，取供
试病原菌孢子配成 1. 0 × 105 /mL 悬浮液，将 BZ45
菌株发酵液与孢子悬浮液以 1 ∶ 10，1 ∶ 2，1 ∶ 1，1. 5 ∶ 1，
2∶ 1，2. 5∶ 1，3∶ 1的体积比混合，滴加在灭菌的凹玻片
上，使液滴倒悬在保湿的小环境中，以水与孢子悬液
的混合为对照，每处理 3 个重复，在 25℃下培养 4 h
后，随机选取 300 个孢子，检查对照孢子的萌发，当
对照孢子萌发率达到 95%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，计算孢子萌发率，孢子萌发率 = ［(对照萌发率
－处理萌发率) /对照萌发率］× 100%。
1. 6 菌株的鉴定
1. 6. 1 形态学特征:①采用插片法，先将灭菌的盖
玻片斜插入高氏一号培养基内，然后将菌株划线接
种于盖玻片的内侧，在 28℃下培养 10 － 30 d 后，取
出盖玻片，在 10 × 40 倍的光学显微镜下观察基内菌
丝及气生菌丝的形状、孢子链的有无及形状。②将
放线菌按上述插片法生长 30 d 后，按文献［16］的方
法进行扫描电镜样品的制备与观察。
1. 6. 2 培养特征及生理生化特征:参照文献［17］中
推荐的部分培养基和方法进行，在 28℃下培养 10 －
25 d 后观察记录基内菌丝的颜色、气生菌丝的颜
色、可溶性色素的有无等。
1. 6. 3 系统发育学特征:样品 DNA 的提取采用文
献［18］中的方法进行，用细菌 16SrDNA 基因的通用
引 物 ( 27f: 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3';
1492r: 5'-GGCTACCTTGTTACGACTT-3')进行扩增，
测定其序列。通过 Blast 程序，从 GenBank、EMBL
等公共数据库中进行相似性搜索，选取相似性最高
且是有效发表的典型菌株的序列，用 clustalX 进行
序列比对，用 MEGA4. 0 的 Neighbor-Joining 法构建
系统进化树，确定放线菌的分类地位［9］。
1. 7 发酵条件的优化
1. 7. 1 不同碳、氮源对 BZ45 发酵液抑菌活性的影
响:在培养条件不变的情况下，以 1% (w / v)的比例，
分别用甘油、蔗糖、可溶性淀粉、葡萄糖、果糖、半乳
糖、麦芽糖、甘露醇替换基础培养基中的葡萄糖和玉
米粉;以 2% (w / v)的比例，分别用蛋白胨、黄豆粉、
牛肉膏、酵母粉、硫酸铵、玉米粉、麦芽浸膏、KNO3、

酪蛋白、尿素替换基础培养基中的黄豆饼粉和酵母
浸粉，按照 1. 5. 2 的方法测定，重复 3 次，确定最佳
碳源和氮源。
1. 7. 2 营养条件的正交试验:选择最佳碳源(果
糖) 和氮源(蛋白胨)以及 3 种无机盐 NaCl、KH2

PO4、CaCO3共 5 个因素，设置 5 个水平，选用 L25

(56)正交表进行正交试验(表 1)，发酵试验重复 3
次，抑菌活性按照 1. 5. 2 的方法测定，将 3 次的平均
值作为试验结果，分析后得到发酵配方。

表 1 发酵条件正交试验的因素和水平的设计
Table 1 The factors and levels orthogonal test of the

culture conditions
Factors Levels
Fructose，A( g /L) 10 15 20 25 30
Peptone，Bg /L) 10 15 20 25 30
KH2 PO4，C( g /L) 0. 2 0. 4 0. 6 0. 8 1. 0
NaCl，D( g /L) 0. 2 0. 4 0. 6 0. 8 1. 0
CaCO3，E( g /L) 1. 0 1. 5 2. 0 2. 5 3. 0

1. 7. 3 培养条件的优化:在优化的发酵培养基成分
的基础上，测定不同培养条件下发酵滤液对玉米大
斑病菌的抑菌活性。①起始 pH 值对发酵液抑菌活
性的影响:在其它培养条件一致的条件下，用酸度计
将培养基的起始 pH 值分别调至 5. 5、6. 0、6. 5、7. 0、
7. 2、7. 5、8. 0、9. 0，摇床培养后用抑制菌丝生长速率
法测定发酵滤液的抑菌活性。②装瓶量对发酵液抑
菌活性的影响:在其它培养条件一致的条件下，装液
量分别为 250 mL 摇瓶装液 25 mL、50 mL、75 mL、
100 mL，摇床培养后用抑制菌丝生长速率法测定发
酵滤液的抑菌活性。③培养温度对发酵滤液抑菌活
性的影响:在其它培养条件一致的条件下，将培养基
在 25℃、28℃、30℃、32℃恒温摇床培养后用抑制菌
丝生长速率法测定发酵滤液的抑菌活性。④转速对
发酵液抑菌活性的影响:在其它培养条件一致的条
件下，将培养基在 140 r /min、160 r /min、180 r /min、
200 r /min、220 r /min 摇床培养后用抑制菌丝生长速
率法测定发酵滤液的抑菌活性。⑤接种量对发酵液
抑菌活性的影响:在其它培养条件一致的条件下，将
种子液以 2%、4%、6%、8%、10%、12%的接种量加
入到基础发酵培养基中，摇床培养后用抑制菌丝生
长速率法测定发酵滤液的抑菌活性。⑥培养时间对
发酵液抑菌活性的影响:在其它培养条件一致的条
件下，摇床培养 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 d 后用抑制
菌丝生长速率法测定发酵液的抑菌活性。
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1. 8 数据处理
利用 DPS 7. 05 统计软件对实验结果进行统计

分析。

2 结果

2. 1 放线菌的分离与纯化
采用稀释平板法，从采集到的 6 份土样中分离

到放线菌 82 株，根据菌落形态及在高氏一号合成琼
脂平板上的颜色去重复后，获得 45 株纯培养放线
菌，编号为 BZ1-BZ45。

这些菌株的气生菌丝有白、灰白、黄、橙黄、橙
红、紫红、浅绿、黄褐、蓝、黑等不同颜色，基内菌丝有
透明、白、灰白、紫黑、黄、橘黄、橙红、红、红褐、黄褐、
蓝黑、灰黑、黑等不同颜色，除少部分菌株产生黄、黄
褐、粉、浅紫粉、橙红等颜色的可溶性色素外，大部分
菌株不产生。
2. 2 拮抗放线菌的初筛

以表 2 中的指示菌，采用对峙培养法进行初步
筛选，共筛选到 2 株放线菌有抑制效果，约占放线菌
分离总数的 4. 4% ;其中抑菌效果最好的是 BZ45
(表 2)，其对供试的 8 种病原真菌(真菌界担子菌门
伞菌纲 1 株，子囊菌门锤舌菌纲 1 株，子囊菌门粪壳
菌纲 4 株，子囊菌门座囊菌纲 2 株)均有抑制作用，
抑菌直径为 31. 00 mm － 46. 60 mm，其对玉米大斑
病菌 CC9 的抑菌直径最小，为 31. 00 mm。

表 2 BZ45 对 8 种病原真菌的抑制作用
Table 2 Activities of strain BZ45 against 8 plant

pathogenic fungal strains

Plant pathogenicfungal strains Inhibition diameter /mm
Rhizoctonia solani NA1 44. 00 ± 1. 16ab
Setosphaeria turcica CC9 31. 00 ± 0. 94d
Cercospora zeaemaydis CC4 42. 34 ± 4. 10bcd
Pyriculariaoryzae HS14 38. 66 ± 1. 34abc
Sclerotinia sclerotiorum GN2 46. 60 ± 4. 06a
Fusarium oxysporum TN5 32. 00 ± 1. 16d
Cylindrocarpon destructans FS7 43. 66 ± 1. 20ab
Colletotrichumgloeosporioides GD15 36. 00 ± 2. 30cd

Means based on three replicates followed by the same letters within each

column were not significantly (P ＜ 0. 05) different according to Duncan's

multiple range test．

2. 3 拮抗放线菌的复筛
对初筛得到的菌株 BZ45 进行发酵滤液的抗菌

活性测定。

用牛津杯法筛选时，菌株 BZ45 的发酵滤液除
对玉米纹枯病菌 NA1 和玉米大斑病菌 CC9 有抑菌
活性外，对其他病原菌几乎没有抑制效果(表 3)，其
对玉米大斑病菌 CC9 的菌丝生长抑制作用较强，抑
菌圈直径为 23. 80 mm，其次是玉米纹枯病菌 NA1，
抑菌圈直径为 11. 00 mm。

表 3 BZ45 对 8 种病原真菌的抑制作用

Table 3 Inhibition effect of fermentation filtrates of

strain BZ45 agaist the plant pathogenic fungal strains

Plant pathogenicfungal strains Inhibition diameter /mm
Rhizoctonia solani NA1 11. 00 ± 0. 26b
Setosphaeria turcica CC9 23. 80 ± 0. 25a
Cercospora zeaemaydis CC4 0c
Pyriculariaoryzae HS14 0c
Sclerotinia sclerotiorum GN2 0c
Fusarium oxysporum TN5 0c
Cylindrocarpon destructans FS17 0c
Colletotrichumgloeosporioides GD15 0c

Means based on three replicates followed by the same letters within each

column were not significantly (P ＜ 0. 05) different according to Duncan's

multiple range test．

用菌丝生长速率法筛选时，放线菌 BZ45 的发
酵滤液对供试的 8 种病原真菌的菌丝生长均有不同
程度的抑制作用 ( 表 4 )，抑菌率在 10. 48% －
75. 51%之间，其对玉米大斑病菌 CC9(图 1A 和 B)、
玉米纹枯病菌 NA1(图 1C 和 D)、人参锈腐病病菌
FS7 的抑制效果较显著，抑菌率分别为 75. 51%、
64. 65%、52. 88%，其对玉米大斑病菌 CC9 的抑菌
活性最强。

表 4 BZ45 对 8 种病原真菌菌丝生长的抑制作用

Table 4 Inhibition of fermentation products of strain BZ45 on

mycelium growth of plant pathogenic fungal strains

Plant pathogenicfungal strains Inhibition ratio /%
Rhizoctonia solani NA1 64. 65 ± 2. 20b
Setosphaeria turcica CC9 75. 51 ± 0. 79a
Cercospora zeaemaydis CC4 14. 74 ± 1. 87d
Pyriculariaoryzae HS14 32. 75 ± 2. 92ef
Sclerotinia sclerotiorum GN2 10. 48 ± 0. 24f
Fusarium oxysporum TN5 18. 16 ± 1. 90e
Cylindrocarpon destructans FS7 52. 88 ± 0. 74c
Colletotrichumgloeosporioides GD15 34. 51 ± 1. 77d

Means based on three replicates followed by the same letters within each

column were not significantly (P ＜ 0. 05) different according to Duncan's

multiple range test．

孢子萌发法测定发现，放线菌 BZ45 的发酵滤
液对玉米大斑病菌 CC9 的孢子萌发具有较强的抑
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图 1 菌株 BZ45 发酵滤液对部分植物病原真菌的抑

菌效果
Fig． 1 Inhibition effect of fermentation filtrate of strain BZ45

on pathogenic fungi． A and B: Setosphaeria turcica CC9; C and

D: Rhizoctonia solani NA1． A: control，B: BZ45; C: control，

D: BZ45．

制效果(表 5)，当发酵滤液与玉米大斑病菌 CC9 孢
子悬液的体积比为 1 ∶ 1时，玉米大斑病菌 CC9 的孢
子萌发率为 49. 89%，当其体积比为 3 ∶ 1时，萌发率
极低，仅为 7. 78%。

表 5 BZ45 对玉米大斑病孢子萌发的抑制作用

Table 5 Inhibition of fermentation products of strain BZ45

on spore germination of Setosphaeria turcica CC9

Filtrates / spore( v / v) Sporegermination /%
Control 95. 33 ± 0. 19a
1∶ 10 92. 00 ± 0. 19a
1∶ 2 80. 33 ± 0. 69b
1∶ 1 49. 89 ± 1. 06c
1. 5∶ 1 32. 67 ± 0. 88d
2∶ 1 20. 44 ± 0. 62e
2. 5∶ 1 11. 11 ± 1. 18f
3∶ 1 7. 78 ± 0. 68f

Means based on three replicates followed by the same letters within each

column were not significantly(P ＜ 0. 05) different according to Duncan's

multiple range test．

2. 4 经典分类学特征
通过光学显微镜观察发现:在高氏一号培养基

上，BZ45 菌株基内菌丝均细长、发达、不断裂，气生
菌丝较丰富、多分枝、相对粗壮;通过电子显微镜观
察发现(图 2):在 ISP2 培养基上，在菌株 BZ45 的气

生菌丝上，产生波曲状的孢子链，孢子圆柱形，表面
光滑。

图 2 菌株 BZ45 的孢子链及孢子形态 ( ×

13000)
Fig． 2 Morphologic characters of spore chain and spore of

strain BZ45( × 13000) ．

菌株 BZ45 在供试的 9 种培养基上生长良好，
气生菌丝呈白色 ( ISP3 )、暗黄色 ( ISP2 )、橙色
( ISP1)、橙黄色(高氏一号培养基)、红色 ( ISP5)或
者肉色( ISP6)，基内菌丝呈橙黄色( ISP7)、红色(高
氏一号培养基)、紫红色( ISP4)、肉黑色( PDA)或肉
红色( ISP6)，均无可溶性色素产生(表 6)。

表 6 菌株 BZ45 的培养特征
Table 6 Cultural characteristics of strain BZ45

Medium
Aerial

mycelium

Vegetative

mycelium

Soluble

pigment

Gause No． 1 agar orange-yellow Red None

Trytone-yeast extract agar Orange Light orangish None

Yeastextract-malt extract agar Dark yellow Flesh-black None

Oatmeal agar White Red-white None

Inorganicsalts-starch agar Red-white Purple-red None

Glycerol-asparagine agar Red Red-white None

Peptone-yeast extract iron agar Flesh Flesh-red None

Tyrosine agar Orange-red Orange-yellow None

Patatoglucose-agar Flesh-red Flesh- black None

菌株 BZ45 能使明胶液化，硝酸盐还原，牛奶凝
固和胨化，产生脂肪酶和黑色素，但不能使淀粉水解
(不产生淀粉酶)和纤维素分解(不产生纤维素酶)，
不能产生 H2S;碳源利用实验表明，菌株 BZ45 可以
利用葡萄糖、麦芽糖、D-果糖、D-木糖、棉子糖、肌醇
和 D-甘露醇，但不能利用蔗糖、乳糖、L-阿拉伯糖和
L-鼠李糖(表 7)。
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表 7 菌株 BZ45 的生理生化特征
Table 7 Physiological and biochemical characteristics of

strain BZ45

Strain BZ45 Strain BZ45
gelatin liquefaction + sucrose －
hydrolysis of starch － Lactose －
Lipase + D-Maltose +
H2 S production － D-Fructose +
melanoid pigment + L-Arabinose －
Nitrate reduction + D-xylose +
Cellulose decomposition _ L-Rhamnose －
Coagulation of milk + Raffinose +
peptonization of milk + Inositol +
D-glucose + D-mannitol +

“ +”: Positive reaction; “ －”: Negative reaction．

2. 5 系统发育学特征
将菌株 BZ45 的 16SrDNA 进行 PCR 扩增，得到

了一条 1500 bp 左右大小的条带，将其测序，得到
1486 bp 的 16SrDNA 序列，将其序列相关信息提交
到 GenBank，获得登录号 JN831153，利用 Blast 程序
与 GenBank 中已登录的基因序列进行比对，选取与
其同源性较高且已定名的菌株的相关序列信息，进
行系统发育分析，用 MEGA4. 0 中的 Neighbor-Joining
法构建系统进化树(图 3)，可以看出，菌株 BZ45 的
序列与多个 Streptomyces spectabilis 的序列相似性较
高。

图 3 菌株 BZ45 与其在 GenBank 数据库中相关属种构建的以 16S rDNA 序列为基础的系统发育树
(标尺为 0. 002，表示相似性百分比;分支点数字为自聚值;括号中为菌株序列号)
Fig． 3 Phylogenetic tree of strains BZ45 and other related strains downloaded from GenBank． Numbers at nodes indicate

levels of bootstrap support (% ) based on 1000 resampled datasets，and only those branches with greater than 50% bootstrap

support are labeled． Bar: 0. 02% sequence divergence． Numbers in parentheses represent the sequences accession number in

GenBank．

2. 6 拮抗菌株 BZ45 发酵条件的优化
2. 6. 1 不同碳、氮源对 BZ45 发酵液抑菌活性的影
响:除甘露醇外，以其它 7 种为碳源的培养基得到的
BZ45 菌株发酵滤液对玉米大斑病菌 CC9 均有一定的
抑菌活性，其中果糖的抑菌效果最好，抑菌率为
82. 64%，大于基础发酵培养基的抑菌率(79. 30% )，
其次是葡萄糖，而甘油、可溶性淀粉、麦芽糖的抑菌活
性较差(图 4-A)。因此，选用果糖作为碳源。除尿素
外，以其它 10 种为氮源的培养基得到的 BZ45 菌株发
酵滤液对玉米大斑病菌 CC9 均有一定的抑菌活性，
其中蛋白胨的抑菌效果最好，抑菌率为 92. 63%，其次

是黄豆饼粉，而黄豆粉、硫酸铵的抑菌活性较差(图 4-
B)。因此，选用蛋白胨作为氮源。
2. 6. 2 营养条件的正交试验:以果糖、蛋白胨、
NaCl、KH2PO4、CaCO3为因素，按 L25(5

6)正交表设计
五因素五水平正交试验，测定 BZ45 菌株发酵液对
玉米大斑病菌 CC9 的抑菌活性，确定发酵配方。

正交试验极差分析表明，5 个因素对玉米大斑
病菌 CC9 的抑制率为 A ＞ E ＞ D ＞ B ＞ C，最佳水平
组合为 A2B5C5D2 E1;方差分析结果表明，因素 A 对
玉米大斑病菌 CC9 的影响显著(表 8)。因此，确定
培养基配方为:果糖(1. 5% )，蛋白胨(3. 0% )，KH2
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图 4 不同碳氮源对菌株 BZ45 发酵滤液抑菌活性的影响
Fig． 4 Effect of different carbon sources and nitrogen on inhibition

activity of submerged cultured BZ45． A: different carbon sources，Ⅰ:

glycerol，Ⅱ: sucrose，Ⅲ: soluble starch，Ⅳ: glucose，Ⅴ: fructose，

Ⅵ: galactose，Ⅶ: maltose，Ⅷ: mannitol． Means represent the values

of three replicates． Lines above the bars represent standard error ( SE)

of the mean within the treatments． B: different nitrogen sources，Ⅰ:

soybean meal，Ⅱ: peptone，Ⅲ: soy flour，Ⅳ: beef extract，Ⅴ: yeast

extract，Ⅵ: ammonium sulfate，Ⅶ: corn flour，Ⅷ: malt extract，Ⅸ:

KNO3，Ⅹ: casein，Ⅺ: urea． Means represent the values of three

replicates． Lines above the bars represent standard error ( SE) of the

mean within the treatments．

PO4(0. 1% )，NaCl(0. 04% )，CaCO3(0. 1% )。
2. 6. 3 培养条件的优化:在确定发酵培养基配方的
基础上，对发酵条件进行了优化，研究结果表明，将
培养基的起始 pH 调至 7. 2，装瓶量 50mL /250mL，
28℃，200r /min 种子液接种量为 10%，恒温振荡培
养 4d，其抑菌活性最好，所以选择此培养条件为发
酵培养条件。

3 讨论

玉米大斑病是世界玉米产区分布较广、危害较

重的主要病害之一。近年来，玉米大斑病逐年加重，
特别是在东北春玉米种植区非常严重，严重影响着
玉米的产量和品质［4］。生物防治由于其对环境无
污染及不容易产生抗药性等特点成为病害防治研究
的热点。放线菌是一类比其他微生物更为丰富的生
物活性物质资源，它可以产生抗生素、酶制剂、生物
碱、生长调节剂，能够与植物病原菌竞争营养物质，
诱导植物产生抗性，在植物的健康生长发育过程中
起重要作用，是一种重要的生物防治因子。本研究
从吉林省洮南土壤中分离，经过初筛和复筛，获得一
株对玉米大斑病菌 CC9 的菌丝生长和孢子萌发均
有较强抑制活性的放线菌菌株 BZ45，有关其生防效
果还有待于在大田条件下进一步确认。

表 8 BZ45 菌株发酵培养基中各营养成分正交试验结果
Table 8 Results of the orthogonal test with different nutritional

facts on the antifungal activity of submerged cultured BZ45

Number A B C D E Inhibition rate /%
1 1 1 1 1 1 20. 67 ± 0. 77cde
2 1 2 2 2 2 14. 00 ± 1. 15de
3 1 3 3 3 3 22. 22 ± 0. 80bcde
4 1 4 4 4 4 8. 10 ± 6. 45e
5 1 5 5 5 5 11. 33 ± 1. 76de
6 2 1 2 3 4 69. 56 ± 0. 44abcd
7 2 2 3 4 5 64. 44abcde
8 2 3 4 5 1 68. 78abcd
9 2 4 5 1 2 57. 11 ± 0. 99abcde
10 2 5 1 2 3 89. 33 ± 0. 38a
11 3 1 3 5 2 21. 78 ± 0. 59bcde
12 3 2 4 1 3 24. 89 ± 0. 80bcde
13 3 3 5 2 4 49. 33 ± 2. 34abcde
14 3 4 1 3 5 16. 00 ± 3. 06de
15 3 5 2 4 1 61. 56 ± 2. 32abcde
16 4 1 4 2 5 43. 78 ± 2. 22abcde
17 4 2 5 3 1 77. 33 ± 0. 38abc
18 4 3 1 4 2 17. 33 ± 1. 76de
19 4 4 2 5 3 24. 00 ± 1. 33bcde
20 4 5 3 1 4 17. 99 ± 1. 44de
21 5 1 5 4 3 22. 66 ± 2. 45bcde
22 5 2 1 5 4 23. 26 ± 3. 12bcde
23 5 3 2 1 5 80. 10 ± 0. 86ab
24 5 4 3 2 1 55. 04 ± 0. 95abcde
25 5 5 4 3 2 20. 67 ± 0. 77cde
K1 15. 26 35. 69 33. 13 28. 78 61. 69
K2 69. 84 40. 59 38. 47 55. 31 33. 05
K3 34. 71 36. 19 41. 31 48. 03 36. 62
K4 36. 09 37. 06 40. 12 34. 82 33. 46
K5 40. 67 47. 05 43. 55 29. 64 31. 76
R 54. 58 11. 36 10. 43 26. 53 29. 92

Means based on three replicates followed by the same letters within each

column were not significantly (P ＜ 0. 05) different according to Duncan's

multiple range test．

经过初筛发现，在供试的 8 株病原真菌中，菌株
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BZ45 对玉米纹枯病菌 NA1 和大豆核盘病菌 GN2 的
抑菌效果较好，对玉米大斑病菌的效果最差，但是通
过牛津杯法和菌丝生长速率法复筛发现，其发酵滤
液对玉米大斑病菌的抑菌效果最好，可能的原因是
活菌和发酵滤液的抑菌机理存在一定的差异，而放
线菌是以产生丰富的次生代谢产物而成为研究的热
点［19］，鉴于此，我们选择玉米大斑病菌作为我们的
研究对象。

本研究利用传统分类方法和 16SrDNA 序列测
定法对菌株 BZ45 进行了鉴定，发现菌株 BZ45 与壮
观链霉菌比较接近。但此菌株与已知的壮观链霉菌
也有不同的地方，菌株 BZ45 的培养特征与以上菌
种的比较见［20］。在 ISP5 培养基上，菌株 BZ45 的气
生菌丝、基内菌丝的颜色与其它 3 种不同;在生理生
化上，都能使明胶液化;Streptomyces spectabilis 1043
和 BZ45 都能使牛奶凝固，Streptomyces spectabilis
NRRL2494 和 Streptomyces spectabilis NRRL2792 不
能;除 Streptomyces spectabilis NRRL2494 外都能使牛
奶胨化;BZ45 不能使淀粉水解，其余三株均可以;都
能利用葡萄糖、果糖、木糖、棉子糖、肌醇、甘露醇，都
不能 利 用 蔗 糖、鼠 李 糖，BZ45 和 Streptomyces
spectabilis NRRL2494 都不能利用乳糖和阿拉伯糖，
其余两株可以［20］。所以还有待近一步鉴定，需要进
行指纹图谱方面的鉴定，根据同源性作进一步分析。

壮 观 链 霉 菌 产 生 的 抗 生 素 如 大 观 霉 素
(spectinomycin)、曲张链菌素( streptovaricin)、硝苯吡
喃酮(nitropheny lpyrone)、巴佛洛霉素 (bafilomycin)、
间环 丙 菌 素 ( metacycloprodigiosin )、壮 观 链 菌 素
(spectinabilin)等具有抗细菌、病毒的活性，多用于医
学研究，利用该菌对植物病害进行生物防治的报道很
少［21］。本研究发现壮观链霉菌对玉米大斑病菌具有
较强的抑制作用，为国内外首次报道。

发酵是抗生素产业化的基础，发酵是一个复杂
的过程，微生物的代谢产物和方式与其培养条件密
切相关。所以，培养条件的优化对微生物产生目标
代谢物必不可少。本实验采用单因素和正交试验设
计相结合对菌株 BZ45 的进行发酵条件的优化，得
到最佳配方和最适培养条件，但未考虑交互作用和
发酵成本，所以应在此优化基础上，兼顾成本和交互
作用的研究，得到更优和更廉价的发酵条件，以便推
广应用。目前有关壮观链霉菌的发酵优化多集中于
某种特定的代谢产物产量的提高［22］，而本研究尚未
对其发酵液中具体起作用的活性成分进行鉴定，下
一步将对其发酵液中的活性成分进行分离纯化及结

构鉴定，并对活性物质的抗菌机理进行探索。
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Screening，identification and optimization of fermentation
conditions of an antagonistic actinomycetes strain to
Setosphaeria turcica
Shuli Zhao，Fei-e Ren，Jinliang Liu，Jianchun Qin，Hongyu Pan*

College of Plant Sciences，Jilin University，Changchun 130062，China

Abstract:［Objective］ To isolate and screen antagonistic actinomyces strains with inhibitory activity on Setosphaeria

turcica from soil． ［Method］Actinomycetes were isolated by Pour Plate method． Antagonistic actinomycetes were screened

by confrontation culture，cylinder plate，suppression of mycelial growth and spore germination method in vitro． Strain

BZ45 were identified by morphological，cultural，physiological and biochemical characteristics and 16S rDNA sequence

analysis． The fermentation condition was optimized by single factor and orthogonal experiment． ［Result］ Strain BZ45

showed antagonistic to 8 plant pathogens． Its filtrate inhibited the mycelial growth and spore germination of Setosphaeria

turcica CC9． Strain BZ45 belonged to Streptomyces spectabilis． The optimum culture conditions of strain BZ45 were with a

medium of 1. 5% fructose，3. 0% peptone，0. 1% KH2 PO4，0. 04% NaCl，0. 1% CaCO3 at initial pH of 7. 2，liquid

volume 50 mL in 250 mL flask，200 rpm at 28℃，inoculation size of 10% for 4 d． ［Conclusion］ Strain BZ45 was

identified as Streptomyces spectabilis and antagonistic against Setosphaeria turcica CC9．

Keywords: Setosphaeria turcica，actinomycetes，screening，identification，fermentation condition
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