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番茄溃疡病菌拮抗菌株 !"#"$$的鉴定及其活性物质

张艳，张维宏，王松红，李亚宁，赵志泉，刘大群!，杨文香!

（河北农业大学植物保护学院，河北省农作物病虫害生物防治工程技术研究中心，保定 ,#0,,0）

摘要：【目的】鉴定一株对番茄溃疡病病原菌—密执安棒形杆菌密执安亚种（ .*$/&)$"#0’ 1&"2&+$-0-3&3 =(L=7 >
1&"2&+$-0-3&3，.11）具有强拮抗作用的放线菌菌株 PCQC++，并分析其代谢产物，为开发新的生物活性物质奠
定基础。【方法】根据菌株 PCQC++ 的形态特征、培养特征、生理生化特征、细胞壁组分和 01. :B/R序列对菌株
PCQC++ 的进行了鉴定。通过薄层层析、纸层析和特征性鉴别试验对活性物质进行分离、回收和鉴定。并利用
抗生素合成基因保守区域设计的引物用对基因组 B/R 进行 S2T 扩增。【结果】菌株 PCQC++ 属于链霉菌属，
各特征与西唐链霉菌（ ,#’04#(15"03 30#(-&&）相似。获得了 + 个主要活性成分，均为放线菌素类抗生素。利用放
线菌素类抗生素合成酶保守引物在该菌基因组中扩增到 ##, L7 的相关基因片段。【结论】活性菌株 PCQC++
鉴定为西唐链霉菌，命名为西唐链霉菌 PCQC++。该菌产生的抗生活性物质为放线菌素类抗生素，本研究为开
发该菌株奠定基础。
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番茄溃疡病（U<A6E:?<) A<;VE: 9W 69@<69）是番茄生
产中最为严重的病害之一，自从 0"," 年首次在美国
密执安州的温室番茄上发现以来［0］，发生频繁，现已

广泛分布于世界各番茄产区。近年来在我国的发生

呈上升趋势［+］。国内外尚无防治该病的有效方法。

已报道的一些措施仅局限在一定程度上控制病害的

发生和蔓延。

生物防治是利用生物群防治生物群的方法来调

节有害生物种群密度，可能为防治番茄溃疡病提供

新的途径。目前报道的对于番茄溃疡病生物防治的

研究较少。放线菌（RA6?;9@*AE6E=）是一类具有很大
应用潜力的微生物资源。已报道的 $,,, 种抗生素
中约有 $,X是由放线菌产生的［G］，其中的抗生素产
生菌又主要集中在链霉菌属。该属也是放线菌目中

最大的一个属，是重要的微生物农药来源。我们从

生物防治的角度出发，在河北保定地区采集番茄根

际土样，通过双层平板法并结合液体发酵试验筛选

到一株对番茄溃疡病菌有强烈抑制作用的放线菌菌

株 PCQC++，温室药效表明用该菌株孢子或代谢产物
处理番茄种子对番茄溃疡病有较好的防治效果（未

发文）。本文对该菌株进行了鉴定，并对其抑菌活性

物质开展研究，以期开发新的微生物资源。

% 材料和方法

% &% 材料
% &% &% 菌种：菌株 PCQC++，由本实验室从保定近郊
番茄根际土样分离，在高氏一号培养基上扩繁保存；

番茄溃疡病菌—密执安棒形杆菌密执安亚种，由中

国农业大学种子病理实验室惠赠，在 YB2 培养基上
扩繁保存。用于生物活性测定的指示细菌和真菌见



! "#，均由本实验室保存。
! "! "# 培养基：发酵培养基每升培养基中含黄豆饼
粉 #$ "$ %，葡萄糖 #$ "$ %，蛋白胨 & "$ %，’()* ! "+ %，
)(),&! "$ %，-. / "! 0 / "1。菌株培养特征以及生理

生化特性测定所用培养基参照文献［1］配制。
! "! "$ 主要试剂和仪器：!"# 2’3聚合酶、4) 567789

!和 :’;<购自大连宝生物公司；<)= 引物由上海
生工生物工程技术服务有限公司合成；<)= 扩增使
用 >--8?:@97 公司的 ;A%9(:B8?C <)= CD89E@FGF*89；薄层
层析板 4H!+1 购自青岛海洋化工厂；纸层析滤纸为
新华三号滤纸；IJIJAA!K$$ 型扫描电子显微镜进行
电镜观察。

! "# 菌株的发酵和抑菌谱的测定
从新鲜培养的斜面菌种制备孢子悬浮液，以

#L的接种量接种于发酵培养基中，!KM振荡培养
（#+$ 9NEB?）+ : 后，!#!1 O % 离心 !$ EB?，上清液用
$ "!!"E 孔径的细菌过滤器过滤除菌，即得无菌发
酵液。采用纸碟法进行抑菌谱测定。滴加 +$"P 无
菌发酵液于直径为 #+ EE 的滤纸片上，然后将滤纸
片置于涂布有指示菌的平板上，每个处理重复 & 次。
真菌于 !+M培养 & :，细菌于 !KM培养 # :，观察抑
菌情况。

! "$ 菌株鉴定
! "$ "! 形态特征：采用高氏一号培养基 !KM培养 / :
进行光学显微镜和电子显微镜观察。电镜样品用

#L锇酸固定，在干燥器中干燥脱水 ! 0 & :；IJIJ
QR)A#!离子溅射镀膜机喷金 + 次，每次 S$ T；扫描电
镜观察。

! "$ "# 培养特征和生理生化特征：参照文献［1］中
推荐的部分培养基（表 !）和方法进行，!KM培养 / 0
#$ : 后观察记录特征。
! "$ "$ 细胞壁类型分析：采用 .(T8%(U(［+，S］薄板层
析法（;DB? *(G89 FD9@E(C@%9(-DG，;)P）对菌株进行全
细胞水解液的氨基酸和糖型分析。

! "$ "% #SQ 92’3序列分析：用溶菌酶法［/］提取基因
组 2’3，采用通用引物［K］进行 #SQ 92’3扩增。扩增
产物回收后与 -V2#WA; 连接，克隆入大肠杆菌
（$%&’()*&’*" &+,*，> X F@*B）YV#$W 感受态细胞，选取阳
性克隆委托上海生工测序。将所测得的序列与

48?R(?Z 数据库中的 #SQ 9=’3基因序列进行相似性
比较分析，以确定该菌株分类地位。

! "% 活性物质的提取分离和类别鉴定
! "% "! 活性物质的提取和薄板层析分离：发酵液
!#!1 O % 离心 !$ EB?，上清液用等体积乙酸乙酯萃

取，把有机相旋转蒸发，溶解于上清液体积 #N#$ 的
甲醇中。取 #$"P 浓缩物滴加在滤纸片上，待有机
溶剂完全后挥发后用纸碟法测定对番茄溃疡病菌的

抑制效果，同时将 #$"P 甲醇滴加在滤纸片上，待有
机溶剂挥发完后测定对番茄溃疡病菌的抑制效果作

为空白对照。将粗提物用毛细管点到层析板距底部

# "+ FE处，展层剂用苯 [乙酸乙酯 [甲醇 \ #W [ #W [ 1。
层析板置于密闭的层析缸中，采用上行层析。在紫

外分析仪下用 !+1 ?E波长观察粗体物的分离情况。
把含有活性组分的硅胶从层析板上刮下，用甲醇浸

提，浸提液浓缩后进行抑菌活性测定。

! "% "# 2@TZ@FDB*@](八溶剂系统纸层析：从层析板上
分离的主要活性成分进行 2@TZ@FDB*@]( 纸层析［W］以
确定抗生素类别。层析实验在有密闭玻璃塞的展层

缸中进行，采用上行层析。层析后采用平板生物显

影法，将滤纸条贴在涂布有菌层的平板上，!SM培养
1K D 观察对 -.. 的抑制情况，以确定 =7 值。
! "% "$ 放线菌素鉴别试验：样品分别加入等体积的
氢氧化钠乙醇溶液和浓盐酸，观察颜色变化［#$］。

! "% "% 放线菌素合成基因扩增：根据放线菌素合成
酶的保守结构设计引物进行 <)= 扩增［##］。引物序
列 3&：3)Q;)Q44)^)4)3))44))_4))Q334；3K：
34);)Q3JQ)4Q;34))Q)4Q3J);;Q3));4。以菌株
‘APA!! 基因组 2’3 为模板进行 <)= 扩增（W+M
+ EB?，# 个循环；W+M # EB?，S+M # EB?，(?: /!M
# EB?，&$ 个循环；/!M / EB?，# 个循环）。

# 结果

# "! 菌株 &’(’## 的抗菌谱测定
对菌株 ‘APA!! 的发酵液进行抗菌谱测定，发现

该菌株对供试的革兰氏阳性细菌包括番茄溃疡病

菌、菜 豆 细 菌 性 萎 蔫 病 菌（ -/)0+1"&0()*/.
2,"&&/.2"&*(3%）、金 黄 色 葡 萄 球 菌（ 40"5’6,+&+&&/%
"/)(/%）、藤黄八叠球菌（ 4")&*3" ,/0("）、枯草芽孢杆菌
（ 7"&*,,/% %/10*,*%）、马铃薯疮痂病菌（ 40)(50+.6&(%
%&"1*(%）、藤黄微球菌（8*&)+&+&&/% ,/0(/%）、粪肠球菌
（$30()+&+&//% 2"(&",*%）表现强烈拮抗活性（见表 #）；
对供试的革兰氏阴性细菌包括大肠杆菌、白菜软腐

病菌（ $)9*3*" &")+0+:+)" ）、丁 香 假 单 胞 杆 菌
（ ;%(/<+.+3"% %6)*3="(）、嗜水气单胞菌（ >()+.+3"%
’6<)+5’*,"）、水稻白叶枯病菌（ ?"30’+.+3"% +)6@"( 5: X
+)6@"(）和真菌包括番茄灰霉病菌（ 7+0)60*% &*3()(）、番
茄早 疫 病 菌（ >,0()3")*" %+,"3）、棉 花 黄 萎 病 菌
（ A()0*&*,,*/. <"’,*"(）、棉 花 枯 萎 病 菌（ B/%")*/.

$WK J(? ‘D(?% 8C (* X N >&0" 8*&)+1*+,+=*&" 4*3*&"（!$$W）1W（/）



!"#$%!&’(）、白菜黑斑病菌（)*+,&-.&/. !"#$$%&#’）、棉立
枯病菌（ ()%*+&,+-%# $+.#-% /0)-）、黄瓜炭疽病菌
（1+..’,"%&)23 +"!%&2.#"’）无活性。

表 ! 菌株 "#$#%% 发酵滤液对 & 种革兰氏

阳性细菌的抑菌效果

0.1*, 2 3-4/1/+/!- !5 5,&(,-+.+/!- 5/*+&.+, !5 $+&./-

678799 !- : ;&.(7%!$/+/<, 1.=+,&/.

>.=+,&/.
3-4/1/+/!-
?/.(,+,&
@((

>.=+,&/.
3-4/1/+/!-
?/.(,+,&
@((

1.#4%!#&,’"
3%&)%5#-’-$%$

ABC9D
12",+!#&,’"%23
6.#&&236#&%’-$

A2CDB

7,#8)9.+&+&&2$ #2"’2$ A9C9E 7#"&%-# .2,’# A2C9F
:#&%..2$ $2!,%.%$ A9CEE 7,"’8,+39&’$ $&#!%’$ 99CD:
;%&"+&+&&2$ .2,’2$ DGC:H <-,’"+&+&22$ 6#’&#.%$ AECB:

% ’% 菌种鉴定
% ’% ’! 形态特征：菌株 678799 在高氏培养基上菌株
的基内菌丝发育良好，无横隔、不断裂；气生菌丝生

长良好，多分支，孢子丝直或柔曲，孢子球型至卵圆

型，表面光滑无刺（图 2）。

图 ! "#$#%% 的孢子链形态（()() *）
I/; J 2 K!&%4!*!;# !5 678799 $%!&, =4./-$（HEHE L）

% ’% ’% 培养特征：在供试培养基上的培养特征见表
9。该菌株在所选用的 B 种培养基上生长良好，在甘
油天门冬素和燕麦培养基上生长最好，其气生菌丝、

基内菌丝以及可溶性色素的颜色在不同培养基上略

有不同。

表 % 菌株 "#$#%% 的培养特征
0.1*, 9 04, =’*+’&, =4.&.=+,&/$+/=$ !5 678799

K,?/’( ),&/.* (#=,*/’( M,;,+.+/<, (#=,*/’( N!*’1*, %/;(,-+
O.’$,$ P!C2 (,?/’( .;.& Q.*, ;&.#7#,**!R S,**!R7!&.-;, Q.*, !&.-;,
N+.&=4 .((!-/’( .;.& O&.#7#,**!R S,**!R7!&.-;, T&.-;,
O*’=!$, .$%.&.;/-, .;.& O&.#7#,**!R S,**!R7!&.-;, Q.*, !&.-;,
O*#=,&!* .$%.&.;/-, .;.& O&.#7#,**!R O&.#7#,**!R Q.*, !&.-;,
T.+ .;.& O&.#7#,**!R S,**!R7!&.-;, T&.-;,

% ’% ’+ 生理生化特征：菌株 678799 水解淀粉、液化
明胶，产生硫化氢，可分解纤维素，可还原硝酸盐，但

不胨化和凝固牛奶，不产生黑色素和 U9 N；可利用木

糖、葡萄糖、半乳糖、蔗糖、果糖、甘露醇、鼠李糖、阿

拉伯糖、乙酸盐、丁二酸盐、柠檬酸盐、肌醇作为碳源

生长，不利用山梨糖、丙二酸盐。

% ’% ’, 细胞壁类型分析：菌株 678799 格兰氏染色阳
性，全细胞水解液含有 8，87V)Q（8，87二氨基庚二
酸，V/.(/-!%/(,*/= .=/?），且含有甘氨酸。无特征性
糖；细胞壁属于!型，糖型 W。
% ’% ’- 2HN &VP) 序列分析：菌株 678799 的 2HN
&VP)序列（基因登陆号：IXFHF:DF）与 O,->.-Y 中相
关序列 >*.$+ 比较的结果表明，该菌株属于链霉菌
属；与西唐链霉菌及深陷疮痂链霉菌（ 7,"’8,+39&’$
&#4%$&#!%’$）的序列相似性很高，为 GG CGZ。
% ’+ 活性物质的类别鉴定
% ’+ ’! 活性物质的抑菌效果：从发酵液中用乙酸乙
酯萃取得到橙红色液体，浓缩后颜色加深。对粗品

进行活性测定（图 9），萃取物有很好的抑菌效果，对

133 的抑菌圈直径达到 A9 CD: =(。
% ’+ ’% 活性物质的薄层层析分离：粗提物经展开剂
苯、乙酸乙酯、甲醇（比例为 2G [ 2G [ A）分离后在
9BA -(的紫外光下观察（图 D），分离效果较好，可见
: 个组分（!，"，#，$，%，&，’，(），对各组分回
收进行抑菌实验，发现 \5 值为 E CBH 和 E CHA 的两个
组分抑菌活性最强（表 D），这两个组分在可见光下
都为橙红色斑点。其他组分没有或表现很弱的抑菌

活性。

表 + 薄层层析回收各组分对 133 的抑制效果
0.1*, D 3-4/1/+/!- !5 $’1$+.-=,$ $,%.&.+,? 1# 0W8 +! 133

W!(%!-,-+ \5 <.*’, V/.(,+,& !5 /-4/1/+/!- ]!-,（((）

! E CGH E
" E C:B E
# E CF9 E
$ E CHA 9D CDE
% E CBH 9F CEE
& E CBE : C99
’ E C9H E
( E CEG E

P!+,：\!(.- -’(,&.*$ /- +.1*, D /-?/=.+, +4, =!(%!-,-+$ $,%.&.+,? 1# 08W .$
$4!R- /- I/; J D J
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图 ! 发酵液萃取物对 !"" 的抑制效果
!"# $ % &’(")"*"+’ +, -.)-*/’01- 12*3/0*14 ,3+5 ,1351’*/*"+’ )3+*( *+

!"" $ 6(1 71,* 8/813 4"-9 "’4"0/*1- "’(")"*"+’ +, -.)-*/’01- 12*3/0*14 ,3+5

,1351’*/*"+’ )3+*( *+ !"" :("71 *(1 3"#(* "’4"0/*1- 51*(/’+7 43"8* +’ *(1

8/813 4"-9 /- / 0+’*3+7 $

图 " 活性物质薄层层析结果
!"# $ ; 6<= /’/7>-"- +, )"+/0*"?1 0+58+.’4- $ @+5/’ ’.513/7-（!，"，

#，$，%，&，’，( ）:"*( /33+:(1/4- 8+"’*14 *+ *(1 ,"#.31 "’4"0/*1

*(1 0+58+’1’*- -18/3/*14 )> 6<= $

! #" #" A+-9+0("7+?/八溶剂系统纸层析：薄层层析后
对 % 个抑菌活性强的组分回收，用 A+-9+0("7+?/ 八溶
剂系统纸层析系统进行层析。测量各溶剂系统中的

@, 值发现，两组分的层析结果一致，在各溶剂中均
得到一个抑菌斑点，说明活性物质较单一。除在溶

剂%中不移动外，在其他溶剂中均移至溶剂前沿，@,
值在 B CD 以上（图 E），与标准谱图对比，这两组分均
属于放线菌素类（/0*+’+5>0"’，FG）抗生素。

! #" #$ 放线菌素鉴别试验：在薄层层析回收的两活
性组分中加入氢氧化钠乙醇溶液 % 组分均由橙红色
变为紫色，加入浓盐酸后均由橙红色变为暗红色，与

放线菌素颜色反应一致。

! #" #% 放线菌素合成基因扩增：以菌株 HI<I%% 基因

组 AJF为模板，用放线菌素合成酶保守引物进行
K=@ 扩增。扩增后得到特异条带，片段长度为
LLB )8（图 M），序列分析结果（基因登陆号为：
!NLOLP;P）显 示 与 金 羊 毛 链 霉 菌（ #$%&’$(")*&+
*,%)+("-../+）放 线 菌 素 # 合 成 酶（ /0*"’+5>0"’
->’*(1*/-1 #， -*"! ）基 因（ 基 因 登 录 号 为：
F!%BEEBQ CQ）有 P%R的相似性（图 O），扩增片段特征
与预期一致。表明该菌株中含有放线菌素合成酶相

关基因，进一步证实了该菌产生抗生素的类别，为在

基因水平上研究该菌的抗生素合成奠定了基础。

图 $ 活性物质在 &’()’*+,-’./溶剂系统中纸层析结果
!"# $E 6(1 31-.7* +, 8/813 0(3+5/*+#3/8(> +, )"+/0*"?1 0+58+’1’*- "’

A+-9+0("7+?/ -+7?1’* ->-*15 $ @+5/’ ’.513/7- "’ *(1 /)-0"--/ "’4"0/*1

4",,131’* -+7?1’*- .-14 "’ 8/813 0(3+5/*+#3/8(> $

图 % 放线菌素合成酶的保守引物扩增结果
!"# $ M F587","0/*"+’ 31-.7*- :"*( *(1 83"513- */3#1*14 *+ 0+’-13?14

4+5/"’ +, /0*"’+5>0"’ ->’*(1*/-1 $ </’1 G "’4"0/*1- AJF 5/3913 7/4413

A<%BBB :"*( *(1 71’#*( +, *(1 )/’4- -(+:’ "’ *(1 ,"#.31；</’1 Q "’4"0/*1-

*(1 /587","0/*"+’ 31-.7* )> K=@ $

" 讨论

微生物药物的开发和研究在整个微生物资源的

研究中占有及其重要的地位。本文以本实验室从土

壤中分离得到的对番茄溃疡病菌有强烈抑制作用的

放线菌菌株 HI<I%%［Q%］为出发菌株，进行了菌株的鉴
定和活性物质分析。

根据形态特征、细胞壁组分分析和 QOS 3AJF 序

%DP T/’ H(/’# 1* /7 $ U 0*$- 12*%(32(.(42*- #252*-（%BBD）ED（L）
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图 ! 菌株 "#$#%% 扩增序列与金羊毛链霉菌 !"#$ 基因比对结果
!"# $ % &’( )*+,- .(,/*- 01 +23*"1"(4 ,(5/(67( +64 !"#$ #(6( 01 %&’()&*#+"(, "-’+,*#!../, $

列分析结果可见，菌株 89:9;; 属于链霉菌属，并与
西唐链霉菌和深陷疮痂链霉菌亲缘关系最近，但该

菌株的培养特征和生理生化特征与西唐链霉菌很相

似，而与深陷疮痂链霉菌有明显差异。故综合表型

和基因型分析，将该菌株确定为西唐链霉菌。

菌株代谢产物的早期鉴别对于开发菌株有

重要的意义。本文对西唐链霉菌 89:9;; 的代谢产
物进行了初步的分离和分析。薄层层析分离得到的

两个活性较强的组份组分经 <0,=07’"*0>+ 八溶剂纸
层析系统分析和鉴别试验判断为放线菌素类抗生

素。抑菌谱试验中发现，西唐链霉菌 89:9;; 对供试

的革兰氏阳性细菌呈抑制作用，对革兰氏阴性细菌

和真菌无效，与放线菌素的抑菌范围相同。

放线菌素一类色肽的抗生素［?@］，能抑制 <AB
病毒，而不能抑制 CAB 病毒，并且对依赖于 <AB 的
CAB合成有特殊的抑制作用，在研究大分子生物合
成、病毒复制方面是一个重要的生化工具。另外对

许多肿瘤细胞有抑杀作用，是一类重要的抗生素资

源。已报道的放线菌素产生菌有金羊毛链霉菌

（ %&’()&*#+"(, "-’+,*#!../, ）［?@］、 小 单 胞 菌
（ 01"’*#*2*,)*’! 3.*’14"2,1, ）［?@］、浅 藤 黄 链 霉 菌
（ %&’()&*#+"(, ./&(*1/&(,"(2, ）［?D］、 微 小 链 霉 菌

@EF张艳等：番茄溃疡病菌拮抗菌株 89:9;; 的鉴定及其活性物质 $ G微生物学报（;HHE）DE（I）



（ !"#$%"&’()$* %+#,-.-* ）［!"］、 黑 色 素 链 霉 菌
（ !"#$%"&’()$* ’$.+/&)0#&’&1$/$*）［!#］、抗 生 链 霉 菌
（!"#$%"&’()$* $%&’(’)&’*+,）［!-］。西唐链霉菌作为放线
菌素产生菌为未见报道。在西唐链霉菌的研究中，

国内仅刘丽等［!.］报道了一株抗稻瘟病菌的海绵放

线菌 /0123!4 经鉴定属于西唐链霉菌。5$6,7% 等［!8］

报 道 西 唐 链 霉 菌 能 产 生 一 种 称 之 为 !#2
977:;<’%=$%)0;*’%的新型吡咯醚类抗生素。西唐链
霉菌由于表型和基因型的相似作为同义种合并入灰

色链霉菌（ !"#$%"&’()$* 1#2*$-*）［>?］。在灰色链霉菌
中，也未有产生放线菌素类抗生素的报道。本文的

研究为该菌株的开发奠定了基础。

抗生素生物合成相关基因研究对于阐明抗生素

生物合成的途径、基因表达的调控机制、优化生产菌

株甚至遗传改造创造新的抗生素有重要的意义。在

抗生素类别确定的基础上，对西唐链霉菌 @252>> 中
放线菌素合成相关基因进行了扩增。放线菌素类抗

生素中肽链的合成是非核糖体的，由非核糖体多肽

合成酶（%)%26’(),)0$< 171&’=7 ,;%&:7&$,7，ABC3）作用。
根据这种合成酶保守结构域设计引物，在菌株 @252
>> 基因组中扩增到放线菌素合成酶相关基因，为在
基因水平上研究该菌株奠定基础，也进一步证实了

对代谢产物类型的判断。

抗生素研究与开发，是一项综合利用各项科学

和高新技术的系统工程。本文对菌株 @252>> 菌株
鉴定和活性成分做了一些初步的研究，对于该菌株

的开发应用还需要进行大量系统的工作。结构鉴

定、田间防效、安全性评价等工作需要在今后研究中

深入进行。
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