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研究报告 

茄子青枯病拮抗放线菌 XL-6 的筛选、鉴定及发酵 

条件优化 

李威  肖熙鸥  李可  高晓敏  吕玲玲* 
(中国热带农业科学院南亚热带作物研究所 湛江市热带作物遗传改良重点实验室  广东 湛江  524091) 

 
 

摘  要：【背景】茄子青枯病是一种毁灭性的土传病害，生产上化学农药无法对其有效防治。

拮抗放线菌具有环保、无残留的优点，并已在植物多种病害上成功应用，这为茄子青枯病的生

物防治提供了思路。【目的】从健康茄子根际分离获得对茄子青枯菌有显著拮抗作用的放线菌

菌株。【方法】采用稀释涂布法分离放线菌；采用双层琼脂法、琼脂扩散法和平板对峙法筛选

拮抗菌株；对目标菌株 XL-6 的形态、培养特征、生理生化特征及 16S rRNA 基因序列进行综

合分析；通过单因素试验和正交设计试验优化目标菌株培养基组分及发酵条件。【结果】筛选得

到一株对青枯菌有强抑制作用的放线菌菌株 XL-6，它对其他 3 种病原菌均具有一定的抑制作用。

菌株 XL-6 的形态和培养特征、生理生化特征与娄彻氏链霉菌相符，而且 16S rRNA 基因序列分

析表明该菌株与娄彻氏链霉菌亲缘关系较近。该菌株最优发酵配方和培养条件分别为：玉米粉

30.0 g/L、酵母粉 5.0 g/L、K2HPO4 2.0 g/L、MgCl2 2.0 g/L 和 NaCl 1.0 g/L；初始 pH 7.0、培养基

装瓶量 70 mL/250 mL、摇床转速 180 r/min、接种量 6%，在 28 °C 条件下培养 6 d。【结论】菌株

XL-6 经鉴定为娄彻氏链霉菌，优化其发酵条件后对青枯菌具有更强的拮抗效果。 
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Screening, identification and fermentation optimization of an 
antagonistic actinomycete strain XL-6 against  

Ralstonia solanacearum 
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(South Subtropical Crops Research Institute, Chinese Academy of Tropical Agricultural Science, Zhanjiang City Key 
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Abstract: [Background] Bacterial wilt was a destructive soil borne disease without effective 
chemical pesticides to prevent. While antagonistic actinomycetes had many successful application on 
a variety of plant disease with environmental protection and no residual, which provided a new way 
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for the biological control of bacterial wilt in eggplant. [Objective] We isolate and screen antagonistic 
actinomycetes strains with inhibitory activity on Ralstonia solanacearum from the rhizosphere soil of 
healthy eggplants. [Methods] Actinomycete was isolated by Pour Plate method. Antagonistic 
actinomycete was screened by double agar layer plaque technique, agar diffusion assay and 
confrontation culture in vitro. Strain XL-6 was identified by morphological, culture, physiological 
and biochemical characteristics and 16S rRNA gene sequence analysis. The fermentation condition 
was optimized by single factor and orthogonal experiment. [Results] Strain XL-6 showed 
antagonistic to Ralstonia solanacearum and three other pathogens. Strain XL-6 belonged to 
Streptomyces rochei. The optimum culture conditions of strain XL-6 was with a medium of 30.0 g 
cornmeal, 5.0 g yeast powder, 2.0 g K2HPO4, 2.0 g MgCl2, 1.0 g NaCl in 1 000 mL filtrate water at 
initial pH of 7.0, liquid volume 70 mL in 250 mL flask, 180 r/min at 28 °C, inoculation size of 6% 
for 6 d. [Conclusion] Strain XL-6 was identified as Streptomyces rochei and showed stronger 
antagonistic action to Ralstonia solanacearum under optimized fermentation conditions. 

Keywords: Ralstonia solanacearum, Antagonistic actinomycetes, Screening, Identification, Fermentation 
condition, Optimization 

青枯病是一种由青枯菌(Ralstonia solanacearum)

引起的主要作用于茄科作物的细菌性土传病害，能

侵染 450多种单子叶和双子叶植物[1]，严重影响热

带、亚热带和温带地区的农业生产。青枯病病原菌

变异大、寄主范围广，至今尚无有效的防治办法[2]，

而化学农药仍是防治青枯病的主要措施。利用化学

农药防治，不但用药量大、药效低、破坏土壤的微

生态平衡、农药残留在土壤中造成污染，而且易使

病原菌产生抗药性。同时，随着人们的生态意识和

绿色健康环保理念的加强，使用环保、无残留的生

物防治已成为共识和研究热点。 

放线菌是一类潜力巨大的微生物种群，在适宜

的条件下，放线菌分泌的代谢产物不但能抑制病原

菌，而且能促进植物生长。目前从微生物中发现的

8 000多种生物活性物质中，近 2/3是由放线菌产生

的[3]。抗生素作为放线菌代谢的重要活性物质已被

广泛应用于医药和农业，在放线菌众多的种群中，

以链霉菌产生的抗生素种类最多，占总数的 50%[4]。

利用放线菌次生代谢产物制备的生物农药，因其具

有无毒、无污染、不易产生抗药性等特点，已成为

未来农药的发展方向。在农业病害防治方面，研究

人员已从土壤和植物体内筛选出不同的放线菌菌

株用于对草坪草根腐病[5]、稻瘟病[6]、水稻叶枯病[7]

和番茄灰霉病[8]的生物防治并获得较好的效果。

同时，对拮抗放线菌代谢产物中具有抑菌作用的

活性物质进行了初步的分离，兰鑫等从拮抗放线菌

Hhs.015发酵液中分离并鉴定出对苹果树腐烂病菌

有抑制作用的活性物质为苯乙酸[9]；Roy等从链霉

菌发酵液分离出对 G+、G−细菌及单细胞和丝状真

菌都有较强抑制作用的 DBP[10]。这些研究结果为

茄子青枯病的生物防治提供了新的思路和途径。 

本研究从茄子发病严重地块的健康植株根系

中筛选出一株对青枯菌有较强拮抗作用的放线菌

菌株，对其种属关系和发酵条件进行研究，为抗生

物质的分离鉴定提供实验依据，也为后期生产应用

提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品来源 

2015 年 11 月从广东省湛江市徐闻县西连镇英

邱村茄子青枯病发病严重地块中对健康植株的根

际土壤进行取样，共采集土样 23 份。采集土样

时，取健康植株根部 10−30 cm 处的根际土壤并装

入无菌塑料袋中，4 °C保存。 

1.1.2  培养基 

发酵基础培养基(g/L)：葡萄糖 10.0，可溶性淀

粉 10.0，酵母粉 8.0，NaCl 0.5，K2HPO4 1.0，

MgCl2 2.0，蒸馏水 1 000 mL，调节 pH 7.2−7.4。 
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1.1.3  主要试剂和仪器 

蛋白胨、桑塔氏培养基、溶菌酶及 RNA 提取

试剂盒等均购自 TaKaRa 公司。光学显微镜，江南

光学仪器厂；PCR扩增仪，TaKaRa公司。 

1.2  方法 

1.2.1  放线菌发酵培养基及其无菌发酵液的制备 

种子液：将 10 µL放线菌菌悬液接种于 50 mL

的发酵基础培养基中，28 °C、180 r/min 振荡培

养 36 h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 °C、180 r/min振荡培养 6 d后，

10 000 r/min离心 10 min，经 0.22 µm的滤膜过滤，

得发酵滤液。 

1.2.2  放线菌的分离与纯化 

取 10 g土样放入 90 mL无菌水中，150 r/min

振荡 30 min后依次稀释成浓度为 10−3、10−4、10−5

的土悬液并涂布于高氏一号培养基。28 °C 培养

21 d，挑取菌落形态各不相同的菌株转接到新的高氏

一号培养基上培养，经过多次单菌落纯化之后，转

接到高氏一号斜面培养基上培养 21 d，编号保存。 

1.2.3  拮抗放线菌的筛选 

(1) 拮抗放线菌的初筛。采用双层琼脂法[11]对

分离到的放线菌进行抗菌活性初筛。将供试放线

菌培养 5 d后，用打孔器(Φ=8 mm)将其切成菌块，

移至高氏一号培养基中央，28 °C培养 2 d。将供试

茄子青枯病菌(Ralstonia solanacearum)用无菌水配

制成菌悬液(6×108 CFU/mL)，用喷雾器均匀地喷洒

在培养了 2 d的放线菌平板上，然后倒入约 15 mL

温度为40 °C左右的NA培养基制成含菌平板，每个

处理重复 3次，以不接种放线菌的平板作为对照，

28 °C培养 24 h测量抑菌圈直径。 

(2) 拮抗放线菌的复筛。选择在初筛中拮抗性好

的放线菌并获得其无菌发酵液，采用琼脂扩散法[12]

测定拮抗放线菌的抑菌活性。将茄子青枯菌加入

NA 培养基中制成浓度为 4×108 CFU/mL 的含菌平

板，用打孔器(Φ=8 mm)在含菌平板中央打孔并取出

菌块。向每个孔中注入 100 µL的无菌发酵液，28 °C

培养 24 h。每个处理重复 3次，用十字交叉法测量

抑菌圈直径大小，以注入无菌水的平板作为对照。 

(3) 拮抗放线菌对其他作物土传病原菌抑制

作用的测定。采用平板对峙法[13]，将筛选出的拮

抗放线菌培养 5 d，用无菌打孔器(Φ=8 mm)打制

菌饼，菌面朝下放置于 PDA 平板中央，28 °C 培

养 2 d后，再于距放线菌菌块两侧 2 cm对称接种

用同样方法打制的病原菌菌饼，28 °C培养 7 d。

每处理重复 3次。测试的病原菌为：黄瓜枯萎病原

菌(Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum)、香蕉

枯萎病原菌(Fusarium oxysporum f. sp. cubense)和

茄子黄萎病原菌(Verticillium dahlia)。 

1.2.4  菌株的鉴定 

目标菌株 XL-6 的鉴定工作委托中国科学院微

生物研究所完成。 

(1) 形态学特征：接种放线菌到高氏一号培养基

中，采用插片法 28 °C培养 21 d后，在光学显微镜下

观察基内菌丝及气生菌丝的形状、孢子链的有无等。 

(2) 培养特征及生理生化特征：参照阮继生等[14]

和 Shirling等[15]的方法，目标放线菌在 28 °C培养

21 d，观察记录基内菌丝和气生菌丝的颜色、可溶

性色素的有无等。 

(3) 系统发育学特征：采用 16S rRNA基因的通

用引物[16]27F 和 1492R 进行 PCR 扩增，测定其序

列。通过 BLAST 进行比较，从 GenBank 数据库中

选取相似性最高且具有代表性的菌株，用 ClustalX

进行序列比对，用 MEGA 5.05的 Neighbor-Joining

法构建系统进化树，确定放线菌的分类地位[17]。 

1.2.5  发酵条件的优化 

(1) 不同碳源、氮源对拮抗放线菌 XL-6 发酵

液抑菌活性的影响：在培养条件不变的情况下，

分别以20 g/L的葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、果糖、甘

露醇、玉米粉和甘油替代发酵基础培养基中的可

溶性淀粉，分别以 2 g/L的牛肉膏、蛋白胨、黄豆

粉、酵母粉和尿素替代发酵基础培养基中的

KNO3，按照 1.2.3(3)的方法测定，重复 3次，确定

最佳碳源和氮源。 
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(2) 营养条件的正交试验：选择最佳碳源(玉米

粉)和氮源(酵母粉)以及 3种无机盐K2HPO4、NaCl、

MgCl2共 5 个因素，设置 4 个水平，选用 L16(4
5)

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 1.2.3(3)的方法测定。 

(3) 培养条件的优化：在优化的发酵培养基基础

上，在其他培养条件一致的情况下，测定不同培养

条件下的发酵滤液对茄子青枯菌的抑菌效果。1) 起

始 pH值对发酵液抑菌活性的影响：分别调节培养基

的起始 pH值为 5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5，

28 °C、180 r/min振荡培养 6 d后，获得发酵滤液，

检测抑菌效果，确定最适 pH 值；2) 瓶装量对发酵

液抑菌活性的影响：在 250 mL的三角瓶中，分别装

入 50、60、70、80、90、100、110和 120 mL的培

养基，28 °C、180 r/min振荡培养 6 d后，获得发酵

滤液，检测抑菌效果，确定最适装瓶量；3) 发酵温

度对发酵液抑菌活性的影响：分别在 20、25、28、 

 
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 

因子 

Factors 

水平 Levels 

1 2 3 4 

A Cornmeal (g/L) 20.00 30.00 40.00 50.00

B Yeast powder (g/L)  2.00  3.00  4.00  5.00

C K2HPO4 (g/L)  0.25  0.50  1.00  2.00

D MgCl2 (g/L)  1.50  2.00  2.50  3.00

E NaCl (g/L)  1.00  1.50  2.00  2.50
 

30、32、37和 40 °C进行发酵培养，180 r/min振

荡培养 6 d 后，检测发酵液抑菌效果，确定最适培

养温度；4) 发酵时间对发酵液抑菌活性的影响：分

别培养 3、4、5、6、7、8和 9 d后，检测发酵液的

抑菌效果，确定最适发酵时间；5) 摇床转速对发酵

液抑菌活性的影响：在 120、140、160、180、200

和 220 r/min条件下，28 °C培养 6 d后检测抑菌效果，

确定最适转速；6) 接种量对发酵液抑菌活性的影响：

将种子液以 2%、4%、6%、8%、10%和 12%的接种

量加入到基础发酵培养基中，28 °C、180 r/min振荡

培养 6 d后，检测抑菌效果，确定最适接种量。 

1.2.6  数据处理 

利用 SPSS 11.5数据软件对相关数据进行统计

分析。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗放线菌的分离和纯化 

从采集到的 23 份土样中共分离到 59 株放线

菌，根据菌落形态及是否产色素，最终获得 25株

不同放线菌，编号为 XL-1–25。25 株放线菌中，

大部分菌株在高氏一号培养基中不产色素，少部分

菌株产浅褐和浅黄色素，1株产浅粉色素。 

2.2  拮抗放线菌的初筛 

如图 1所示，利用平板对峙法筛选出 1株对茄

子青枯病原菌菌、黄瓜枯萎病原菌、香蕉枯萎病原

菌和茄子黄萎病原菌均具有较强抑制作用的拮抗

放线菌，编号为 XL-6。 

 

 
 

图 1  菌株 XL-6 对部分病原菌的抑制效果 
Figure 1  Inhibition effect of strain XL-6 on some pathogen 
注：A：茄子青枯病菌；B：黄瓜枯萎病菌；C：香蕉枯萎病菌；D：茄子黄萎病菌. 

Note: A: Ralstonia solanacearum; B: Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum; C: Fusarium oxysporum f. sp. cubense; D: Verticillium dahlia. 
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2.3  拮抗放线菌的复筛 

采用琼脂扩散法测定不同浓度无菌发酵液对

茄子青枯菌的抑制效果，结果如图 2所示，目标菌

株 XL-6 的发酵液对青枯菌具有较好的抑制作用，

其抑菌效果随着发酵液浓度的降低而减弱。以生产

上防治青枯病的主要药物农用链霉素为对照(A)，发

现菌株发酵液原液(D)的抑制效果要优于农用链霉

素，说明菌株 XL-6具有较好的生防应用潜力。 

2.4  经典分类学特征 

利用插片法培养拮抗放线菌，通过光学显微

镜观察可知：在高氏一号培养基上，XL-6菌株的

孢子丝直、柔曲、松敞螺旋形；孢子柱形、椭圆

形(图 3)。菌株 XL-6 在 8 种供试培养基上均生长

良好，其气生菌丝主要以灰色和灰白色为主，其中

高氏一号培养基和甘油天冬素培养基上分别为粉 

 

 
 

图 2  不同浓度的菌株XL-6发酵液对青枯菌的抑制效果 
Figure 2  Inhibition effect of different concentrations 
fermentation filtrate of strain XL-6 on Ralstonia solanacearum 
注：A：农用链霉素；B：5倍发酵液；C：10倍发酵液；D：发

酵原液. 

Note: A: Streptomycin; B: Fermentation diluted 5 times; C: 
Fermentation diluted 10 times; D: Fermentation filtrate. 

 
 

图 3  菌株 XL-6 的孢子链及孢子形态(4 000) 
Figure 3  Morphologic characters of spore chain and spore 
of strain XL-6 (4 000) 

 
灰色和豆汁黄；菌株的基内菌丝在不同培养基中呈

现较为丰富的颜色，其中，在葡萄糖天冬素培养基、

ISP-2培养基和桑塔氏培养基上呈软木黄色，在察

氏培养基上为水牛灰色，在燕麦粉培养基上为珠母

灰，在高氏一号培养基中呈现落英淡粉色；除在高

氏一号培养基上生长时产落英淡粉色素外，在其他

培养基上均不产色素(表 2)。 

放线菌 XL-6可使明胶液化、硝酸盐还原和牛

奶胨化凝固，同时可水解淀粉(产淀粉酶)和酪氨酸

(产酪氨基酸酶)；对碳源的利用结果表明，菌株

XL-6 可利用葡萄糖、甘露糖、甘露醇、乳糖、半

乳糖、麦芽糖、蔗糖、密二糖、鼠李糖、棉籽糖、

海藻糖、果糖、木糖、菊糖、糖原、肌醇、甘油、

苹果酸钠、琥珀酸钠及葡萄糖酸钠，不能利用山梨

醇、山梨糖、松三糖、核糖及柠檬酸钠。对氮源的

利用实验表明，该菌株可利用 L-丙氨酸，但不能

利用 L-精氨酸、L-甲硫氨酸和 L-赖氨酸(表 3)。 

 
表 2  菌株 XL-6 的培养特征 
Table 2  Cultural characteristics of strain XL-6 

培养基 

Media 

气生菌丝 

Aerial mycelium 

基内菌丝 

Substrate mycelium 

可溶性色素 

Soluble pigment 

Czapek’s medium Gray Buff gray None 

Glucose asparagine agar Offwhite Light yellow None 

Glycerol asparagine agar Bean yellow Light bean yellow None 

Mineral salt starch agar Lotus white Bean yellow None 

ISP-2 Offwhite Light yellow None 

Oat agar Gray Light gray None 

Gause’s synthetic medium Pink gray Light pink Light pink 

Santa’s agar Offwhite Light yellow None 
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表 3  菌株 XL-6 的生理生化特征 
Table 3  Physiological and biochemical characteristics of strain XL-6 

特征 

Characteristics 

结果 

Results 

特征 

Characteristics 

结果 

Results 

特征 

Characteristics 

结果 

Results 

Glucose + Trehalose + Sodium malate + 

Mannose + Fructose + Sodium citrate − 

Mannitol + Xylose + Sodium succinate + 

Lactose + Ribose − L-Alanine + 

Galactose + Inulin + L-Arginine − 

Sorbose − Glycogen + L-Methionine − 

Sorbitol − Galactitol − L-Lysine − 

Maltose + Salicin + Nitrate reduciton + 

Sucrose + Amygdalin + Gelatin liquefaction + 

Melibiose + Erythritol − Milk peptonization + 

Melezitose − Inositol + Tyrosinase + 

Rhamnose + Glycerol + Amylase + 

Raffinose + Sodium gluconate +   

Note: +: Positive reaction; −: Negative result. 

 

2.5  系统发育学特征 

对菌株 XL-6的 16S rRNA基因序列扩增产物

进行测序，得到 1 404 bp序列，GenBank登录号为

KY658459。选取一致性较高且已命名菌株的相关

序列信息进行系统发育分析，用MEGA 5.05构建系

统进化树(图 4)，可知菌株 XL-6 与 Streptomyces 

rochei (AB184237)聚于同一分支且序列相似性较

高，相似性为 99%。根据拮抗菌株 XL-6 的菌体形

态、培养特征及生理生化特征测定结果，并结合基

于 16S rRNA基因的系统发育分析，将该目标菌株

XL-6鉴定为娄彻氏链霉菌。 

2.6  拮抗菌株 XL-6 发酵条件的优化 

2.6.1  不同碳、氮源对菌株 XL-6 发酵液抑菌活性的

影响 

由表 4 可知，分别以 8 种不同物质作为碳源获

得的发酵液对茄子青枯菌都有一定的抑制效果，其

中以玉米粉作为碳源的抑菌效果最好，抑菌圈直径

达 13.35 mm，显著优于基础发酵培养基中以可溶性

淀粉为碳源的抑菌效果(10.55 mm)，而葡萄糖、果糖、

蔗糖、麦芽糖、甘油及甘露醇作为碳源的抑菌效果

较差，因此，优选玉米粉作为菌株 XL-6发酵培养的

碳源。对于氮源的筛选，除尿素外，其他 6 种氮源

物质的发酵液对青枯菌均有一定的抑制效果。其中

以酵母粉为氮源物质的抑菌效果最好，抑菌圈直径

为 13.25 mm，其次为蛋白胨和牛肉膏，三者的抑菌

效果均显著高于基础发酵培养基中以 KNO3 为氮源

的抑菌效果(8.36 mm)，而氯化铵和黄豆粉的效果较

差。因此，优选酵母粉作为发酵培养基的氮源物质。 

2.6.2  营养条件的正交试验 

以玉米粉(A)、酵母粉(B)、K2HPO4 (C)、MgCl2 (D)

和 NaCl (E)为因素，按 L16(4
5)设计 5因素 4水平的

正交试验，测定菌株 XL-6的发酵液对青枯菌的抑

菌活性，从而确定该菌株的发酵培养基配方。 

正交试验的极差分析表明，5个因素对青枯菌

的抑制作用为 A>D>B>E>C，最佳水平组合为

A2B4C4D2E1。方差分析结果表明，因素 A 对青枯

菌的影响显著(表 5)。因此，确定培养基配方(g/L)：

玉米粉 30.0、酵母粉 5.0、K2HPO4 2.0、MgCl2 2.0

和 NaCl 1.0。利用最佳水平组合 A2B4C4D2E1的发

酵培养基发酵，获得的无菌发酵液对青枯菌的抑菌

圈直径达 19.33 cm，比实际优化后的抑菌效果(抑菌

圈直径 17.18 cm)提高了 12.51%。 
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图 4  菌株 XL-6 基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 4  Phylogenetic tree of strain XL-6 based on 16S rRNA gene sequences 
注：分支上的数字表示构建系统树时 1 000次计算时形成该节点的百分比；括号内数值为 GenBank登录号；标尺 0.001代表 0.2%的

16S rRNA基因序列的进化差异. 

Note: The bootstrap values (%) presented at the branches were calculated from 1 000 replications; Numbers in parentheses are GenBank 
accession numbers; The scale bar 0.001 represents 2 nucleotide substitutions per 1 000 nucleotides. 
 
 

表 4  不同碳、氮源对菌株 XL-6 发酵液抑菌活性的影响 
Table 4  Effect of different carbon sources and nitrogen on inhibition activity of submerged cultured XL-6 

碳源 

Carbon source 

抑菌圈直径 

Inhibition zone diameter (mm)

氮源 

Nitrogen source 

抑菌圈直径 

Inhibition zone diameter (mm) 

Glucose 6.85e Beef extract 9.50c 

Fructose 7.46d Peptone 11.00b 

Sucrose 4.25f Yeast powder 13.25a 

Maltose 8.59c Urea 0 

Cornmeal 13.35a Soybean meal 5.38f 

Mannose 6.83e NH4Cl 7.05e 

Glycerol 7.45d KNO3 8.36d 

Soluble starch 10.55b   

注：同列数据后不同小字母表示经 Duncan氏新复极差法检验，在 P<0.05水平差异显著.  

Note: Different lowercase letters in the same column show the significantly different at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test, 
respectively. 
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表 5  菌株 XL-6 发酵培养基中各营养成分正交试验结果 
Table 5  Results of the orthogonal test with different nutritional facts on the antifungal activity of submerged cultured XL-6 

序号 

Number 
A B C D E 

抑菌圈直径 

Inhibition zone diameter (mm) 

1 1 1 1 1 1  9.21 

2 1 2 2 2 2 10.63 

3 1 3 3 3 3  8.23 

4 1 4 4 4 4  8.93 

5 2 1 2 3 4 11.94 

6 2 2 1 4 3 13.13 

7 2 3 4 1 2 15.05 

8 2 4 3 2 1 17.18 

9 3 1 3 4 2  7.91 

10 3 2 4 3 1 12.04 

11 3 3 1 2 4 13.76 

12 3 4 2 1 3 12.29 

13 4 1 4 2 3 10.19 

14 4 2 3 1 4  8.10 

15 4 3 2 4 1  8.44 

16 4 4 1 3 2  8.14 

X1  9.25  9.81 11.06 11.16 1.72  

X2 14.33 10.98 10.83 12.94 0.43  

X3 11.50 11.37 10.36 10.09 0.96  

X4  8.72 11.64 11.55  9.60 0.68  

R  5.61  1.82  1.20  3.34 1.28  
 
 

2.6.3  菌株 XL-6 培养条件的优化 

在确定了发酵培养基的基础上，对目标菌株

的发酵条件进行了优化。由图 5可知，适宜目标菌

株产抑菌活性物质的发酵培养条件为：初始 pH 为

7.0，培养基装瓶量为 70 mL/250 mL，摇床转速为

180 r/min，接种量为 6%，在 28 °C条件下培养 6 d。 

3  讨论与结论 

放线菌作为生物防治中一类重要的微生物类

群，可分泌抗生素、生物碱、酶制剂等直接抑制病

原菌的生长，也可与其他病原菌之间形成营养和空

间的竞争关系而发挥拮抗抑菌作用，或通过分泌植

物促生物质以提高植物抗性，从而达到防治效果。

本研究从发病严重地块的健康茄子植株根际分离

出一株对茄子青枯菌有较强抑制作用的放线菌菌

株，命名为 XL-6。采用传统分类法和 16S rRNA基 

因序列相结合初步鉴定菌株 XL-6为娄彻氏链霉菌，

与数据库中已登录的菌株 ZZ-9 (Streptomyces rochei 

KT986228)[18]、Fro2 (Streptomyces rochei KC522302)[19]

和 D164 (Streptomyces rochei JQ901942)[20]等其他娄

彻氏链霉菌相比，在生理生化特征上有较小的差异。 

娄彻氏链霉菌广泛存在于自然界中，其用来

防治植物病害已有相关报道。相关研究已在黄瓜

枯萎病[21]、棉花黄萎病[22]、稻瘟病[23]、金黄色葡

萄球菌[24]上开展并取得了初步成效。此外，娄彻

氏链霉菌不仅能够产生多种具有抗菌活性的次级

代谢产物，而且其自身还具有很高的抗植物病原

菌、杀虫及除草活性，并在植物病毒和植物病原真

菌的生物防治中都有较高的潜在应用价值[25]。通

过对拮抗放线菌 XL-6广谱抗性的研究发现，该菌

株不但对青枯菌有较强的抑制作用，而且对黄瓜枯

萎病菌、香蕉枯萎病菌 1号生理小种、香蕉枯萎病
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菌 4号生理小种、茄子黄萎病菌等土传病原菌均有

较好的抑制作用，说明该菌株具有广谱的抗菌特

性，在以后的生产应用中具有较大的潜力。但目前

的研究表明田间环境和植物微生态环境是影响生

防菌在田间发挥抑病作用的重要影响因素[26]。因

此，为了更好地将生防菌株 XL-6用于实际生产，

后续研究需对发酵液中抑菌活性物质进行分离鉴

定，对抑菌机理和田间防效等进行深入的探索。 

 

 
 

图 5  不同培养条件对菌株 XL-6 发酵液抑菌活性的影响 
Figure 5  Effect of different condition on inhibition activity of submerged cultured XL-6 
注：A：不同 pH；B：不同装液量；C：不同温度；D：不同时间；E：不同转速；F：不同接种量. 不同小字母表示经 Duncan氏新

复极差法检验，在 P<0.05水平差异显著.  

Note: A: Different pH; B: Different bottle filling quantity; C: Different temperature; D: Different time; E: Different rotate speed; F: Different 
inoculation amount. Different lowercase letters show the significantly different at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test, respectively. 
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抗菌活性物质通常作为生防菌发挥生物防治

作用的物质基础，其产量的高低影响着生防菌株的

实际应用效果[27]。发酵是获得大量微生物活性代

谢产物的基础，微生物代谢产物的类型和产量与其

培养条件，如培养基中的碳源、氮源、pH 等密切

相关[28]，因此探索出适宜的培养条件尤为关键，

直接关系到目标生防菌株的实际应用价值。本研究

采用单因素和正交试验进行菌株XL-6发酵条件的

优化，初步获得了适宜目标菌株产抑菌活性物质的

发酵营养基配方和培养条件，优化后发酵液的抑菌

活性显著高于基础发酵培养基，但在本研究中未考

虑交互作用和发酵成本，所以应在此优化培养基的

基础上，兼顾成本和交互作用的影响，得到更好的

发酵条件，以便于推广应用。 

微生物发酵是个动态的生物学过程，培养基中

各养分含量、pH、容氧量和产物量不断变化，不

同因素的变化对发酵产物的种类和产量均有较大

的影响，而在本研究中仅考虑了发酵前的培养基状

态和培养条件，未对发酵过程各因素进行动态监

控。在后续的研究中，应采用生物化学、分子生物

学等方法对目标菌株的代谢动态过程进行深入研

究，探讨培养基的各养分含量与目标活性物质产量

及培养条件之间的关系，进而提高目标活性物质的

产率。 
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及 16S rRNA基因序列分析均由中国科学院微生物
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