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摘  要：【目的】从银杏中分离、筛选得到具有抑菌作用的内生放线菌，为放线菌在生物防治

上的应用提供新的菌种资源。【方法】采用组织贴片培养法进行分离，生长对峙法进行筛选。【结

果】从银杏的根、茎、叶中分离得到 98 株、50 株、8 株内生放线菌(共计 156 株)，47 株放线

菌具有拮抗植物病原真菌活性。菌株 KLBMP 5501 抗菌活性最好且具有广谱性，基于形态特征、

培养特征、生理生化特征和 16S rRNA 基因序列的相似性分析等多项分类特征表明，菌株

KLBMP 5501 是一株浅紫链霉菌(Streptomyces violascens)。【结论】筛选得到了具有应用潜力的

高活性菌株，并进行了菌种鉴定。 
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Isolation, screening and preliminary identification of endophytic 
actinobacteria from Ginkgo biloba 
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Abstract: [Objective] To isolate and screen actinomycetes with antimicrobial activity from Ginkgo 
biloba, and provide new resources for the application of actinomycetes in biological control. 
[Methods] The cultural method of plant tissue paste on medium were used to isolate actinomycetes. 
[Results] In total, we have isolated 156 endophytic actinomycetes from Ginkgo biloba. The 
fermentation broth of 47 strains could inhibit growth of the tested phant pathogenic fungi, and the 
strain KLBMP 5501 exhibited extensive antagonism on most of tested pathogens. Based on the 
morphological characteristics, cultural characteristics, physiological characteristics and 16S rRNA 
gene sequence similarity analysis, strain KLBMP 5501 was identified as Streptomyces violascens, a 
known species of Streptomyces. [Conclusion] Actinomycetes strains with high antimicrobial activity 
were obtained and showed potential for biological control of plant diseases. One of these strains, 
KLBMP 5501, was identified. 
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植物内生放线菌是指生活史的一定阶段或全

部阶段生活于健康植物组织内部或细胞间隙，不引

起植物产生明显症状的放线菌[1]。研究发现，部分

植物内生放线菌能够促进宿主植物生长，增加植物

抗病性，增强植物抗逆性、抗虫性，而且已成为新

型生物资源利用到实际生活中[2-3]。黄以超等[4]从牛

蒡 中 分 离 得 到 一 株 孢 杆 链 霉 菌 (Streptomyces 

porovirgulis)对猕猴桃溃疡病菌有较好拮抗作用；罗

建军等[5]从沙糖橘果实表面分离得到的小白链霉菌

(S. albulus)，对供试 16 种果蔬病原真菌均具有拮抗

作用；张丽等[6]从印楝叶片中分离筛选获得一株对

稻瘟病菌具有优异拮抗效果的内生放线菌娄彻氏

链霉菌(S. rochei)，植物内生放线菌具有拮抗植物病

原菌的能力受到了广泛的关注。 

银杏(Ginkgo biloba L.)是我国特有树种，又名

白果、公孙树、鸭脚树、平仲树，是新生代第四纪

冰川之后地球上幸存下来的孑遗植物，银杏属现存

的唯一生存种[7]。大部分植物在生长过程中会受到

多种病原菌的侵袭，但是银杏在生长过程中很少发

生病害[8]。银杏具有很好的抑菌能力，银杏根、茎、

叶、果肉(外种皮)及果仁的提取物对水稻纹枯病菌、

黄瓜炭疽病菌和番茄青枯病菌等有明显的抑制生

长作用[9-11]；人们已经从银杏中筛选出具有抑菌作

用的内生真菌[8]、放线菌[12]、细菌[13]。本研究实验

材料采集于银杏资源丰富的江苏省邳州市，并针对

于 13 种植物病原真菌进行了拮抗筛选。 

邳州市银杏成片园面积 180 km2，定植银杏总

株数 1 410 万株，在圃各类银杏苗木 2.5 亿株，邳

州叶用银杏栽培面积位居全国第一，已发展成为全

国最丰富的银杏种苗繁育基地，经济效益、社会

效益、生态效益均十分显著，银杏资源总量列全

国第一[14]。 

同一种植物生长在不同环境下，其内生菌种类

不会完全相同，目前邳州银杏内生放线菌还未见报

道。本研究从邳州银杏中分离得到了内生放线菌，

检测了对茄链格孢、灰葡萄孢、辣椒枝孢等植物病

原菌的抑菌作用，筛选出了具有较好抗菌活性的菌

株，并进行了菌种鉴定，为银杏放线菌的进一步开

发利用打下了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  植物样本：实验所用的银杏于 2013 年 10 月

份采集于江苏省邳州市港上镇银杏园。 

1.1.2  指示植物病原真菌：茄链格孢 (Alternaria 

solani JSPA1201) 、 灰 葡 萄 孢 (Botrytis cinerea 

JSPB1202) 、 辣 椒 枝 孢 (Cladosporium capsici 

JSPC1203) 、 古 巴 假 霜 霉 菌 (Pseudoperonospora 

cubensis JSPP1205) 、 茄 腐 镰 孢 (Fusarium solani 

JSPF1206) 、 西 瓜 专 化 型 尖 孢 镰 刀 菌 (Fusarium 

oxysporum f. sp. JSPF1207)、西瓜壳二孢(Ascochyta 

citrullina JSPA1208) 、 串 珠 镰 孢 (Fusarium 

moniliforme JSPF1211)、灰梨孢(Pyricularia grisea 

JSPP1212) 、 稻 绿 核 菌 (Ustilaginoidea virens 

JSPU1213)、葱链格孢(Alternaria porri CFCC7900)、

甘薯长喙壳菌(Ceratocystis fimbriata CFCC8430)和

链格孢菌(Alternaria alternata KLBMP 01234)，以上

植物病原真菌由中国林业科学院、江苏省农业科学

院和江苏省江苏师范大学药用植物生物技术重点

实验室提供。 

1.1.3  培养基：(1) 内生放线菌分离培养基：水酵

母琼脂培养基、淀粉酪素培养基、克氏一号培养基、

高氏一号培养基、海藻糖脯氨酸培养基、YCED 培

养基、丙酸钠-精氨酸培养基和改良无机盐淀粉培养

基参照文献[15]。分别加入萘啶酮酸(Nalidixic acid)   

25 mg/L、制霉菌素(Nystatin) 50 mg/L、重铬酸钾

(K2Cr2O7) 25 mg/L 辅助分离[16]。(2) 内生放线菌纯

化、发酵培养基：ISP2 培养基。(3) 拮抗菌株形态

及培养特征观察培养基：M-1 察氏培养基、M-2 燕

麦粉培养基、M-3 葡萄糖天门冬素琼脂培养基、M-4

无机盐淀粉琼脂培养基、M-5 伊莫松培养基、M-6

葡萄糖酵母琼脂培养基、M-7 酪氨酸琼脂培养基、

M-8 高氏 1 号合成琼脂培养基和 M-9 马铃薯块培养

基[17]。(4) 植物病原真菌培养基：PDA 培养基[18]。 
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1.2  方法 

1.2.1  银杏样本的采集及内生放线菌的分离、纯

化：选择生长势好、健康的银杏根、茎、叶进行采

集，用蜡封住断面，置于保鲜袋内，用标签纸做好

标记，带回实验室后即刻开始分菌。如果不能马上

进行分菌等处理工作，则将样品晾干水汽置于 4 °C

储藏，于一周之内处理。采用组织贴片培养分离法

进行内生放线菌的分离[18]：将植物样品用自来水冲

洗除去表面泥土和尘垢后，再将植物样品剪成    

2 cm×5 cm 左右的小块进行超声洗净，每次超声  

10 min，3−4 次直到清洗液比较清澈。将样品于超

净工作台中进行表面消毒处理：次氯酸钠浸泡   

3−5 min (根 4 min，茎叶 3 min)，2.5%硫代硫酸钠

处理 10 min；75%酒精灭菌 3−5 min (根 2 min，茎

叶 1.5 min)；用 5%碳酸氢钠溶液处理 10 min。消毒

后的植物样品经无菌滤纸充分吸干水分，在无菌条

件下粉碎后撒在分离平板上，于 28 °C 培养 3−6 周，

待 放 线 菌 长 出 。 纯 化 后 的 菌 株 置 于 20% 甘 油     

中−80 °C 保存。为确保内生放线菌的分离，同时采

用漂洗液检验法[19]和组织印迹法[20]进行表面灭菌

效果的检验。两种表面消毒效果检测的平板在 28 °C

放置 3 周以后均没有菌落长出，由此证明植物表面

消毒已经彻底，后续分离到的菌株是植物内生菌。 

1.2.2  拮抗菌株的筛选：(1) 拮抗菌株的初筛：采

用 对 峙 生 长 法 [21] 。 将 培 养 7 d 的 病 原 真 菌 菌      

饼(Φ= 6 mm)接种于 PDA 培养基平板中央，用灭菌

后的竹签挑取大小相同的放线菌单菌落放在距离

病菌菌饼四周 3 cm 处，在培养皿背面标记放线菌

的编号，以纯接种病菌菌饼的平板作对照，重复 3

次。在 28 °C 的培养箱中培养 5−7 d 后，观测抑菌

效果，确定有明显抑菌圈的菌株具有抑菌作用。(2) 

拮抗菌株的复筛及菌株 KLBMP 5501 的拮抗活性检

测：采用生长速率法[22]。将放线菌接种于装有 50 mL

发酵培养基的 300 mL 摇瓶中，28 °C、180 r/min 振

荡培养 7 d 后，于 5 000 r/min 离心，用 0.22 μm 滤

膜过滤除菌得到滤液。取 2 mL 滤液，按滤液:培养

基=1:9 的比例与 18 mL 的 PDA 培养基(灭菌后冷却

至 60 °C 左右)混合倒平板，将培养 7 d 的植物病原

真菌菌饼(Φ=6 mm)放置于平板上，每个处理 3 个平

行，28 °C 培养 5−7 d 后测量菌落直径(十字交叉测

量 2 次，取平均值)，以 3 次平行菌落直径的平均

值计算抑菌率。 

抑菌率=[(对照组的病原菌落半径−对峙培养中

病原菌落半径)/对照的病原菌落半径]×100%。 

1.2.3  拮抗放线菌株的鉴定：(1) 形态、培养特征：

显微形态特征取 28 °C 条件下 ISP 2 培养基培养 14 d

的 埋 片 进 行 观 察 ， 菌 丝 特 征 用 扫 描 电 镜 观 察

(JSM5600LV，JEOL)[23]。菌株 KLBMP 5501 的培养

特征参照国际链霉菌计划(ISP)中有关放线菌的培

养特征描述所采用的标准培养基进行观察、记   

录[17]。(2) 生理生化特征：参照《链霉菌鉴定手册》

推荐的标准培养基和常用生理生化方法培养、观察

和记录[17]。牛奶凝固胨化、明胶液化、淀粉水解、

纤维素分解、黑色素和 H2S 产生等及 pH、温度、

NaCl 浓度耐受性实验[23]。(3) 16S rRNA 基因的 PCR

扩增与系统发育分析：菌株 KLBMP 5501 总 DNA

经微波法[24]提取后，扩增 16S rRNA 基因。PCR 扩

增正向引物为 PA：5′-AGAGTTTGATCCTGGCT 

CAG-3′，反向引物 PB：5′-TTAAGGTGATCCAGCC 

GCA-3′。PCR 扩增条件为：95 °C 5 min；95 °C 1 min，

54 °C 1 min，72 °C 3 min，35 个循环；72 °C 10 min。

PCR 产物送上海生工生物工程技术服务有限公司

测序。16S rRNA 基因测序后，利用 EzTaxon 在线

比对服务(http://www.eztaxon.org/)进行相关有效种

的相似性搜索，确定菌株的属种，并调出相关放线

菌的 16S rRNA 基因序列，随后用 MEGA 6.0 软件

进行序列比对并用邻接法(Neighbour-Joining)构建

系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  内生放线菌的分离 

从银杏的根、茎、叶中共分离纯化获得内生

放线菌 156 株，其中有 98 株分离自根，50 株分离
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自茎，8 株分离自叶，分别占总分离数的 62.8%、

32.1%和 5.1%，根中的内生放线菌数量要多于茎

和叶。 

2.2  内生放线菌的抗菌活性 

针对 13 个病原真菌菌株的抗菌活性筛选结果

表明，156 株内生放线菌中有 47 株菌对至少一个病

原真菌菌株具有拮抗作用，活性菌株比例为 30.1%，

其中对 3 个以上病原真菌菌株有拮抗作用的有 24

株，占分离总菌数的 15.4%。且对 13 株指示菌有拮

抗作用的内生放线菌活性菌株数不同(表 1)。 

2.3  菌株 KLBMP 5501 的抗菌谱 

抗菌活性结果统计表明，菌株 KLBMP 5501 具

有较好的抗菌活性，且抗菌谱广，对 13 株指示菌

株均具有拮抗性，对其中 8 株菌的抑菌率高于 50% 

(表 2)。 

2.4  菌株 KLBMP 5501 的鉴定 

2.4.1  形态、培养特征：在高氏 1 号合成琼脂培养

基上，KLBMP 5501 气丝白色，在 28 °C 培养 7 d

后逐渐转变成紫色，有可溶性色素(图 1)。在扫描电

镜下(图 2)，菌株 KLBMP 5501 基内菌丝多分枝、

不断裂，气生菌丝丰富，气生菌丝上着生长孢子链，

孢子呈圆柱状，表面光滑，表现出典型的链霉菌属

的特征。菌株 KLBMP 5501 在大多数培养基上均生

长良好(表 3)。 

 

表 1  对各个指示菌菌株具有高抗菌活性的内生放线菌数 
Table 1  Number of endophytic actinomycetes with high antimicrobial activities against indicator strains 

指示菌菌株 
Indicator strains 

活性菌株数 
Number of active strains 

指示菌菌株 
Indicator strains 

活性菌株数 
Number of active strains 

JSPA1201 20 JSPF1211 9 

JSPB1202 15 JSPP1212 10 

JSPC1203 21 JSPU1213 12 

JSPP1205 14 CFCC7900 16 

JSPF1206 15 CFCC8430 19 

JSPF1207 9 KLBMP 01234 17 

JSPA1208 9   

 

表 2  菌株 KLBMP 5501 的抗菌活性 
Table 2  Antimicrobial activity of strain KLBMP 5501 

指示菌菌株 
Indicator strains 

实验组直径 
Diameter of the experimental group (mm) 

对照组直径 
Diameter of the control group (mm) 

抑菌率 
Inhibition rate (%) 

JSPA1201 1.57 5.45 71.2 

JSPB1202 3.17 7.63 57.3 

JSPC1203 3.08 7.05 56.3 

JSPP1205 4.72 8.95 47.3 

JSPF1206 5.25 7.50 30.0 

JSPF1207 6.13 8.80 30.3 

JSPA1208 4.57 8.00 42.9 

JSPF1211 3.58 7.35 51.3 

JSPP1212 1.85 5.00 63.0 

JSPU1213 3.28 8.40 61.0 

CFCC7900 3.33 7.63 56.4 

CFCC8430 2.63 7.20 63.5 

KLBMP 01234 1.90 7.55 74.8 



谭力等: 邳州银杏内生放线菌分离、筛选及活性菌株鉴定 1047 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

  
 

图 1  菌株 KLBMP 5501 在高氏 1 号培养基上的菌落 
Figure 1  Colony morphology of strain KLBMP 5501 on Gause’s synthetic No.1 agar 

注：A：平板正面；B：为平板背面. 

Note: A: The front of the plate; B: The back of the plate. 
 

 
 

图 2  扫描电镜下菌株 KLBMP 5501 的形态特征 

Figure 2  Morphological characteristics of strain KLBMP 5501 by scanning electronmicroscope 
注：A：KLBMP 5501 在扫描电镜下的微观形态(5 000×)；B：KLBMP 5501 在扫描电镜下的微观形态(7 000×). 

Note: A: The microcosmic modality of KLBMP 5501 in the scan electron microscope (5 000×); B: The microcosmic modality of KLBMP 
5501 in the scan electron microscope (7 000×). 

 

表 3  菌株 KLBMP 5501 的培养特征 
Table 3  Cultural characteristics of strain KLBMP 5501 

培养基 
Medium 

基质菌丝 
Substrate mycelium 

气生菌丝 

Aerial mycelium 
菌落生长状况 

Growth 
可溶性色素 

Soluble pigment 

M-1 乳白色带浅紫色 乳白色带浅紫色 粉状，中央凸起 无 

M-2 象牙黄 象牙黄 粉状，中央凸起 无 

M-3 象牙黄 象牙黄色带浅紫色 毛绒状，中央凸起 无 

M-4 乳白色带浅紫色 乳白色带浅紫色 粉状，中央凸起 无 

M-5 桂皮棕至芒果棕 乳黄 山峰状皱起凸起 无 

M-6 尘灰色 象牙黄 粉状，中央凸起 无 

M-7 桂皮棕 象牙黄 毛绒状，中央凸起 无 

M-8 乳白色带浅紫色 乳黄带浅紫色 粉状，中央凸起 有 

M-9 象牙黄 象牙黄 毛绒状，中央凸起 无 
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2.4.2  生理生化特征：菌株 KLBMP 5501 水解淀粉

能力弱，不能水解纤维素，能液化明胶，能够使牛

奶不凝固但胨化，不能产生黑色素及硫化氢，革兰

氏染色及结晶紫染色呈阳性，产生过氧化氢酶，不

能降解苯酚；能利用阿拉伯糖、半乳糖、甘露糖等

碳源，不能利用果糖、纤维二糖、山梨醇、肌醇；

能利用甘氨酸、精氨酸、谷氨酸等氮源(表 4)。菌株

KLBMP 5501 适宜在偏碱性的环境中生长(表 5)；其

最适宜的生长温度是 28 °C，在 4 °C 和 45 °C 时 20 d

内不生长，37 °C 和 40 °C 时生长缓慢(表 6)；适宜

其生长的盐浓度为 6%−10%，盐浓度过低或者过高

都不适宜此菌生长(表 7)。

 
 

表 4  菌株 KLBMP 5501 的生理生化特征 
Table 4  Physiological and biochemical characteristics of strain KLBMP 5501 

实验项目 Test items 结果 Results 实验项目 Test items 结果 Results 

果糖 D-Fructose − 甘氨酸 Glycine + 

阿拉伯糖 L-(+)Arabinose + 精氨酸 L-Arginine + 

纤维二糖 D-(+)Cellobiose − 谷氨酸 L-Glutamic + 

半乳糖 D-(+)Galactose + 脯氨酸 L-Proline + 

甘露糖 D-Mannose + L-组氨酸 L-Histidine + 

棉籽糖 D-Raffinose + 赖氨酸 L-Lysine + 

葡萄糖 Glucose + 缬氨酸 L-Valine + 

蔗糖 Sucrose + 酪氨酸 L-Tyrosine + 

木糖醇 Xylitol + 丝氨酸 L-Serine + 

山梨醇 D-Sorbitol − 半胱氨酸 L-Cysteine + 

肌醇 Inositol − 明胶液化 Gelatin liquefaction W 

甘露醇 D-Mannitol + 牛奶固化 Coagulation of milk − 

麦芽糖 Maltose + 牛奶胨化 Peptonize of milk + 

淀粉水解 Starch hydrolysis W 黑色素的产生 Melanin eneration − 

纤维素水解 Hydrocellulose − H2S 的产生 Production of H2S − 

革兰氏染色 Gram’s stain + 过氧化氢酶 Catalase + 

结晶紫 Crystal violet, 0.001% (W/V) + 苯酚 Phenol, 0.1% (W/V) − 

注：+：利用或该反应为阳性；−：不利用或该反应为阴性；W：弱利用. 

Note: +: Positive; −: Negative; W: Weakly positive. 
 

表 5  菌株 KLBMP 5501 的 pH 生长耐受性实验 
Table 5  Growth resistance experiment of strain 

KLBMP 5501 at different pH values 

pH 生长状况 Growth status 

4.0 + 

5.0 ++ 

6.0 +++ 

7.0 +++ 

8.0 +++ 

9.0 +++ 

10.0 +++ 

注：+：生长比较贫乏；++：生长良好；+++：生长旺盛. 

Note: +: Strain can weakly grow; ++: Strain can grow well; +++: 
Strain can grow vigorously. 

表 6  菌株 KLBMP 5501 的温度生长耐受性实验 
Table 6  Growth resistance experiment of strain 

KLBMP 5501 at different temperatures 

温度 Temperature (°C) 生长状况 Growth status 

4 − 

28 +++ 

37 ++ 

40 + 

45 − 

注：−：不生长；+：生长比较贫乏；++：生长良好；+++：生

长旺盛. 

Note: −: Strain can’t grow; +: Strain can weakly grow; ++: Strain 
can grow well; +++: Strain can grow vigorously. 
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表 7  菌株 KLBMP 5501 的 NaCl 生长耐受性实验 
Table 7  Growth resistance experiment of strain KLBMP 5501 at different concentrations of NaCl 

NaCl (%) 生长状况 Growth status NaCl (%) 生长状况 Growth status 

1 − 6 +++ 

2 − 7 +++ 

3 ++ 8 +++ 

4 ++ 9 +++ 

5 ++ 10 ++ 

注：−：不生长；+：生长比较贫乏；++：生长良好；+++：生长旺盛. 

Note: −: Strain can’t grow; +: Strain can weakly grow; ++: Strain can grow well; +++: Strain can grow vigorously. 
 

2.4.3  16S rRNA 基因序列相似性及系统发育分

析：菌株 KLBMP 5501 的 16S rRNA 基因序列的有

效片段长度为 1 436 bp，提交 GenBank 数据库序列

号为 KP636799。在 EzTaxon 数据库中进行有效种

的序列相似性搜索，发现菌株 KLBMP 5501 与链霉

菌属的菌株高度相关，说明此菌株是链霉菌属的成

员。与菌株 KLBMP 5501 相似性最高的链霉菌属的

有 效 种 为 浅 紫 链 霉 菌 (S. violascens ， 相 似 性 为

99.57%) ， 其 次 为 黄 白 链 霉 菌 (S. albidoflavus ，

99.30%)，氢化链霉菌(S. hydrogenans，99.23%)，索

马里链霉菌(S. somaliensis，99.23%)。基于 16S rRNA

基因序列的系统发育分析也显示菌株 KLBMP 5501

与链霉菌菌株 S. violascens 同在一个进化分支上(图

3)，该菌株属于紫链霉菌的一个菌株。 

3  讨论 

近年来，化学农药带来的食品安全问题和环境

污染问题倍受关注，一些危险性的农药已经被禁

用，利用有益微生物防治成为植物病害治理的研究

热点。微生物产生的 2 万多种生物活性物质 45%以

上是由放线菌产生的[25]。放线菌能产生抗菌素，对

许多细菌和真菌都具有较强的抑制作用，是一类有

很大应用潜力的微生物资源，在生物防治中显示出

了广阔的应用前景。 

关于银杏的研究主要集中在其产生的银杏内

酯、黄酮等化合物，而针对银杏内生放线菌拮抗植

物病原真菌研究的报道相对较少。本研究从银杏中

分离获得的 156 株内生放线菌中活性菌株有 47 株。 
 
 

 
 

图 3  基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree by Neighbour-Joining based on the 16S rRNA gene sequences of strain KLBMP 5501 and 

related streptomyces species 
Note: Numbers on branch nodes are bootstrap values (1 000 resamplings). Bar, 0.5% sequence divergence. 
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菌株 KLBMP 5501 具有广谱抗菌活性，对本实验

中 13 株指示菌株的其中 8 株的抑制率高于 50%，

具有很好的生物防治的潜力。通过形态和培养特征

表现出典型的链霉菌属的特征，结合生理生化特征

及 16S rRNA 基因序列分析，初步鉴定菌株 KLBMP 

5501 为一株浅紫链霉菌(S. violascens)。目前将从

银杏中分离得到的内生放线菌应用于防治植物病

害的研究尚未见报道，开展对银杏内生放线菌的研

究可以为其在生产实践中的应用奠定基础。然而菌

株 KLBMP 5501 对植物病害的防治实验、抗生素

的分离纯化及其抑菌机理均有待进一步研究，期望

在植物病害防治领域中开发具有应用前景的抗菌

产品。 
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