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摘   要：【背景】由野油菜黄单胞菌(Xanthomonas campestris)和成团泛菌(Pantoea agglomerans)侵染

引起的核桃黑斑病是一种严重的细菌性病害，给核桃产业带来了极大损失。【目的】从根际土壤中筛

选出对核桃黑斑病病原菌野油菜黄单胞菌和成团泛菌均具有拮抗效果的放线菌菌株，可作为创制生

防菌剂的出发菌株。【方法】采用稀释涂布法、平板对峙法和改良牛津杯法筛选拮抗菌株，通过形态

学特征、生理生化特性和 16S rRNA 基因序列分析进行鉴定，测定无菌发酵液抗菌谱，离体叶片试

验验证其对核桃黑斑病的防治效果。【结果】筛选到一株对 2 种病原菌均有较强拮抗作用的放线菌菌

株 YNF36。经形态学特征观察、生理生化特性试验及 16S rRNA 基因序列分析，将菌株 YNF36 鉴定

为沙场链霉菌(Streptomyces arenae)。该菌株在 SYP 培养基上产量最高，抑菌活性最强，其无菌发酵

液对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、黑曲霉、白色念珠菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、蜡样芽孢

杆菌这 7 种指示菌，以及链格孢菌、黑腐皮壳菌、胶孢炭疽菌、灰葡萄孢菌、黄褐孢霉菌、辣椒刺

盘孢菌、腐皮镰孢菌这 7 种植物病原菌均有抑制作用，抗菌谱广。发酵液原液对离体叶片上的由野

油菜黄单胞菌和成团泛菌造成的核桃黑斑病防效分别为75.69%和62.39%。【结论】沙场链霉菌YNF36

补充了一种防治核桃黑斑病的生防材料，具有良好的开发价值和应用前景。 

关键词：核桃黑斑病；拮抗放线菌；筛选；鉴定；防效 
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Abstract: [Background] Walnut blight, caused by Xanthomonas campestris and Pantoea 

agglomerans, is a bacterial disease resulting in severe damage to walnut tree and substantial economic 

loss. [Objective] To isolate and screen out the actinomycete strains with inhibitory activity on these two 

pathogens from the rhizosphere soil of walnut tree for the development of biocontrol agents. [Methods] 

The actinomycetes were isolated by spread plate method and further screened by plate confrontation 

method and improved Oxford-cup test. The target strain was identified based morphological, 

physiological, and biochemical properties, as well as 16S rRNA gene sequence. The antibacterial 

spectrum and biocontrol effect in vitro of the cell-free fermentation broth were evaluated. [Results] An 

actinomycete strain YNF36 with strong antagonistic effect on both pathogens was screened out and 

identified as Streptomyces arenae. The strain YNF36 showed antimicrobial activity to seven indicator 

bacterial species: Staphlococcus aureus, Escherichia coli, Aspergillus niger, Monilia albicans, Bacillus 

subtilis, Pseudomonas aeruginosa, and Bacillus cereus. Furthermore, it had inhibitory activity against 

seven plant pathogens: Alternaria alternata, Valsa mali, Colletotrichum gloeosporioides, Botrytis 

cinerea, Fulvia fulva, Colletotrichum capsica, and Fusarium solani. The strain YNF36 had the largest 

yield and the strongest antimicrobial activity on SYP medium. In addition, the biocontrol experiment in 

vitro showed that the cell-free fermentation broth of the strain YNF36 had the biocontrol effects of 

75.69% and 62.39% against X. campestris and P. agglomerans, respectively. [Conclusion] The strain 

YNF36 could be considered as the actinomycete resource with biocontrol potential against walnut blight 

and demonstrates a wonderful prospect for development and application. 

Keywords: walnut blight; antagonistic actinomycetes; screening; identification; control effect 

核桃黑斑病(walnut blight)是一种世界性的

核桃细菌性病害，危害核桃叶片、嫩梢、枝条、

花序和果实等。叶片、嫩梢、枝条受害后可在

叶脉、枝梢处见长圆或不规则黑、褐色斑点、

严重时导致病斑以上部分腐烂、枯死[1]。该病

以果实受害最为普遍，发病时果皮处可见水渍

状黑色斑点，发病处果皮发黑、变软、塌陷，

严重时引起果实早落，导致核桃的产量和品质

下降[1]。核桃种植是陕西特色经济发展的重点

扶持产业，全省目前核桃栽培面积和产量均居

全国第二位[2]。近年来，核桃黑斑病在陕西核

桃各产区连续危害且逐年加重，普遍发生率为

50%−80%，严重影响了陕西核桃产业的健康发

展[2]。早期，国内外学者认为树生黄单胞菌核桃

致病变种(Xanthomonas arboricola pv. juglandis)

是引起核桃黑斑病的唯一病原菌 [3-7]。然而，

随着研究的不断深入，国外学者发现野油菜黄

单胞菌 (Xanthomonas campestris)是引起核桃

黑斑病发生的关键致病菌 [8]，国内学者也从北

京市 [9]、甘肃省 [10]等地发生黑斑病的核桃园内
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分离检出该致病菌。另外，国内学者还发现成

团泛菌 (Pantoea agglomerans)也是引起核桃

黑斑病的主要致病菌 [11]。该病害在山东省 [12]、

四川省 [13]、陕西省 [14]等地通常由 2 种致病菌

共同引起，给田间防治工作带来极大难度。目

前，我国核桃黑斑病的田间防治仍以喷施化学

药剂为主，常用药剂包括硫酸链霉素和铜素杀

菌剂等，辅以物理、农业等防治手段[14-15]，长

期使用不仅防效不佳，还将带来环境污染、食

品安全等问题，严重制约着我国核桃产业的无

公害发展。 

微生物农药具有广谱高效、兼容配套、环

境友好、不易产生抗性等优点，越来越受到关

注。植物细菌性病害具有种类多、分布广、危

害普遍、间歇性频发等特点 [16]。然而，目前

国内可用于防治细菌性病害的药剂占比仅

2.6%，针对致病细菌的靶向拮抗菌株种类、

数量较少，限制了生防菌剂的开发利用 [17]。

放线菌作为一类重要的微生物资源，较其他微

生物可产生如抗生素、酶制剂、抗肿瘤制剂等

活性代谢产物，已广泛运用在农业、食品、医

药等领域，开发利用生防菌资源对于植物病害

防治的绿色发展十分必要 [18]。近年来，拮抗

放线菌在玉米褐腐病 [19]、番茄叶斑病 [20]、猕

猴桃溃疡病 [21]和茄子青枯病 [22]等细菌性病害

治理中已有应用，但有关核桃黑斑病拮抗菌资

源开发和生物防治等相关的研究报道较少。本

研究从陕西省周至县、岐山县等地的野生核桃

树及核桃园根际土壤中分离筛选出对核桃黑

斑病 2 种病原菌均具有拮抗作用的放线菌，随

后根据形态学、生理生化特性和 16S rRNA 基

因序列分析确定该菌株种类，筛选最佳培养

基、并测定其抑菌活性、评价离体叶片病害防

效，以期为核桃黑斑病绿色防控提供菌株资源

和理论依据。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品 

从西安市周至县、宝鸡市太白县和岐山县

等地的野生核桃树及核桃园中健康植株根系下

深度 10−20 cm 处采集土壤样品，共计 11 份，

每个采集地随机设置 5 个样点。各样点采集土

壤后混合均匀、自然风干 7 d 后于无菌袋中密

封，4 °C 保存备用。防效测定供试核桃品种为

香玲。 

1.1.2  供试菌株 

核桃黑斑病病原菌 2 种，分别为野油菜黄

单胞菌 (Xanthomonas campestris)和成团泛菌

(Pantoea agglomerans)；指示菌 7 种，分别为金

黄色葡萄球菌(Staphlococcus aureus)、大肠杆菌

(Escherichia coli)、黑曲霉(Aspergillus niger)、

白色念珠菌 (Monilia albican)、枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)、铜绿假单胞菌(Pseudomonas 

aeruginosa)和蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)。致

病真菌 7 种，包括烟草赤星病菌链格孢菌

(Alternaria alternata)、苹果腐烂病菌黑腐皮壳

菌 (Valsa mali)、苹果炭疽病菌胶孢炭疽菌

(Colletotrichum gloeosporioides)、番茄灰霉病菌

灰葡萄孢菌(Botrytis cinerea)、番茄叶霉病黄褐

孢霉菌(Fulvia fulva)、辣椒炭疽病菌辣椒刺盘孢

菌(Colletotrichum capsici)和马铃薯干腐病菌腐

皮镰孢菌(Fusarium solani)。以上菌株均由陕西

省微生物研究所提供。 

1.1.3  培养基 

LB 培养基参照《分子克隆实验指南》方法

配制[23]，高氏一号合成培养基(Gause’s synthetic)，

参照瞿佳等[24]的方法配制。酵母膏麦芽膏葡萄

糖琼脂培养基(ISP2)、燕麦琼脂培养基(ISP3)、

甘油天门冬素培养基(ISP4)、葡萄糖天门冬素琼

脂培养基(ISP5)参照 Shirling 等[25]的方法配制；
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察氏培养基(Czapek’s)参照瞿佳等[24]的方法配制；

淀粉酵母膏蛋白胨培养基 (starch yeast extract 

peptone，SYP) (g/L)改良自黄锴珊[26]的方法：

可溶性淀粉 10.0，酵母浸粉 4.0，蛋白胨 10.0，

微量元素溶液 1 mL，pH 7.2。 

参照《常见细菌系统鉴定手册》[27]和《伯

杰细菌鉴定手册》[28]配制硝酸盐培养基(nitrate 

culture medium)、尿素试验培养基(urea medium)、

硫化氢试验培养基(hydrogen sulfide medium)、

明胶培养基(nutrient gelatin medium)和脱脂牛

奶培养基(milk culture medium)，用于生理生化

特性试验。 

1.1.4  主要试剂和仪器 

PCR 扩增引物由生工生物工程(上海)股份

有限公司合成；细菌基因组 DNA 小量纯化试剂

盒、DNA Marker、2×Ex Taq Premix，TaKaRa

公司。恒温振荡培养箱，上海智城分析仪器制

造公司；超纯水系统，MilliPore 公司；恒温培

养箱，北京科伟永兴仪器有限公司；高速冷冻

离心机，赛默飞世尔科技有限公司；全自动菌

落分析仪，杭州讯数科技有限公司；基因扩增

仪，耶拿分析仪器股份公司；电泳仪，北京六

一生物科技有限公司；真空旋转蒸发仪，上海

亚荣生化仪器厂。 

1.2  方法 
1.2.1  拮抗放线菌的分离 

采用梯度稀释涂布法，称取 10 g 土壤样品

置于三角瓶中，加入 90 mL 浓度为 0.9%的无菌

生理盐水和少许玻璃珠，28 °C、150 r/min 振荡

20 min，待原液均匀分散后取 1 mL 通过无菌生

理盐水依次逐级稀释成浓度为 10−3、10−4 和 10−5

的土壤悬浮液。吸取 100 μL 各浓度土壤悬浮液，

均匀涂布于含 20 μg/mL K2Cr2O7 的高氏一号合

成培养基上，28 °C、50%相对湿度 (relative 

humidity，RH)条件下倒置培养 7 d，挑取不同

单菌落在高氏一号合成培养基上划线纯化，

28 °C 培养备用。 

1.2.2  拮抗放线菌的初筛 

采用对峙培养法对分离到的放线菌进行初

筛。28 °C、150 r/min 活化培养病原菌 1 d 后配

制 108 CFU/mL 菌悬液。吸取活化后菌液 2 mL

加入冷却至 45 °C 的 100 mL LB 固体培养基中，

混合均匀。用无菌打孔器打取直径为 8 mm 的

纯化放线菌琼脂块，倒放于含病原菌培养基平

板上 28 °C 培养 3 d，各处理重复 3 次。通过全

自动菌落分析仪拍照，测定抑菌圈直径[29-30]。 

1.2.3  拮抗放线菌的复筛 

采用改良牛津杯法对 2 种病原菌均具拮抗

效果的拮抗放线菌进行复筛。将初筛菌株以 5%

的接种量接种于 50 mL 高氏一号合成液体培养

基中，28 °C、150 r/min 培养 7 d。取 1 mL 发酵

液至无菌 EP 管，8 000 r/min 离心 10 min，

0.22 μm 无菌滤器过滤发酵液上清。用无菌打孔

器在含病原菌的培养基平板中央取直径为

8 mm 的孔，加入 50 μL 无菌发酵液，28 °C 培

养 3 d，每个处理设置 3 组重复。按 1.2.2 所述

方法测定抑菌圈直径，并以 50 μL 浓度为

5 mg/mL 的硫酸链霉素作为阳性对照，获得拮

抗活性最强的菌株。 

1.2.4  拮抗放线菌的鉴定 

将目标菌株划线于高氏一号合成培养基、

ISP2、ISP3、ISP4、ISP5 培养基、SYP 培养基

和察氏培养基上，28 °C 倒置培养 7 d，用于观

察菌株的菌落培养特征。采用插片法于高氏一

号合成培养基上培养目标菌株，并在显微镜

下观察目标菌株的基生菌丝、气生菌丝等形

态特征。  

测定目标菌株对果糖、乳糖、葡萄糖等碳

源的利用能力，以及牛奶胨化、明胶液化、产

H2S、硝酸盐还原、产淀粉酶、脂肪酶等生理生

化特性[31-32]。 

采用细菌基因组 DNA 小量纯化试剂盒提
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取目标菌株基因组 DNA，参考朱林等[33]的方法

采用通用引物 27F 和 1525R 进行 PCR 扩增。

PCR 反应体系(25 μL)：模板 DNA (200 ng/μL) 

1 μL，引物 27F 和 1525R (10 μmol/L)各 1 μL，

2×Ex Taq Premix 12.5 μL，ddH2O 9.5 μL。PCR

反应条件：95 °C 5 min；95 °C 15 s，55 °C 45 s，

72 °C 2 min，35 个循环；72 °C 10 min。PCR

产物纯化回收后送生工生物工程(上海)股份有

限公司测序分析。对测序获得的基因序列进行

BLAST 相似性比对并提交至 GenBank 数据库，

利用 Clustal X 和 MEGA 5.1 软件通过 neighbor- 

joining 法构建系统发育树[34]。 

1.2.5  目标菌株的培养基筛选 

将 2 mL 目标菌株菌液分别接种于 100 mL 

SYP 培养基、高氏一号合成培养基、ISP2 培

养基、ISP3 培养基和 ISP5 培养基中，28 °C、

150 r/min 培养 7 d 后，加入等体积的乙酸乙酯，

充分振荡 10 min 后于室温静置 24 h 萃取，重复

3 次，收集有机相。经真空旋转蒸发仪 45 °C 减

压浓缩蒸干收集到的有机相称重，将所得发酵

粗提物用甲醇溶解配制为 20 mg/mL 的粗提物

溶液。用无菌打孔器在含病原菌的培养基平板

上打直径为 8 mm 的孔，每孔加入 50 μL，28 °C

培养 3 d 后测量抑菌圈直径，方法同上，各处

理重复 3 次。 

1.2.6  目标菌株发酵液抗菌活性测定 

采用改良牛津杯法测定目标菌株对指示菌

金黄色葡萄球菌(S. aureus)、大肠杆菌(E. coli)、

黑曲霉(A. niger)、白色念珠菌(M. albican)、枯

草芽孢杆菌 (B. subtilis)、铜绿假单胞菌 (P. 

aeruginosa)和蜡样芽孢杆菌(B. cereus)的抑制

作用。通过十字交叉法测定目标菌株对供试植

物病原菌链格孢菌(A. alternata)、黑腐皮壳菌(V. 

mali)、胶孢炭疽菌(C. gloeosporioides)、灰葡萄

孢菌(B. cinerea)、黄褐孢霉菌(F. fulva)、辣椒刺

盘孢菌(C. capsici)、腐皮镰孢菌(F. solani)的抑

菌效果并计算抑菌率。抑菌率=(对照组菌落直

径−处理组菌落直径)/对照组菌落直径×100%。

每孔加入 50 μL 经高氏一号合成培养基培养后

的无菌发酵液，以无菌水作为对照，各处理重

复 3 次，28 °C 培养 3 d 后测定结果。 

1.2.7  目标菌株发酵液对核桃黑斑病的防效 

参照瞿佳等[24]的方法评价防效。每处理选

取 5 片新鲜核桃叶片在同一位置划伤，将上述

无菌发酵液按原液、2、5、10、100 倍数稀释，

喷施至叶片表面直至液体自由滴落，将浓度为

0.12 mg/mL 的农用硫酸链霉素作为阳性对照，

待叶片自然风干后使用无菌棉签将病原菌菌液

涂抹至伤口处，以无菌水作为阴性对照。于黑

暗条件下 25 °C 保湿培养叶片 3−5 d 后，测量病

斑直径并计算病斑抑制率，各处理重复 3 次。 

1.2.8  数据整理与分析 

所记录原始数据经 Excel 2010 整理，各处

理间差异通过 SPSS 22.0 软件分析，采用

Duncan’s 新复极差法比较差异显著性(P<0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗放线菌的分离筛选 
从陕西省各地野生核桃树根系及核桃园

的 11 份土壤样品中分离纯化得到 73 株放线

菌，通过平板对峙法筛选得到 6 株对核桃黑斑

病的野油菜黄单胞菌(X. campestris)和成团泛

菌(P. agglomerans)均有明显拮抗效果的菌株，

占分离菌株的 8.21%。菌株 YNF36 的拮抗活性

最强，抑菌圈直径分别为 19.03 mm 和 17.51 mm 

(表 1、图 1)。 

进一步对 6 株菌株进行复筛发现，6 株菌

株对核桃黑斑病 2 种病原菌的拮抗效果不同，

其中，菌株 YNF36 无菌发酵液的拮抗作用最明

显，对病原菌野油菜黄单胞菌(X. campestris)和

成团泛菌(P. agglomerans)的抑菌圈直径分别为

18.35 mm 和 16.82 mm (图 1)。 
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表 1  拮抗放线菌对核桃黑斑病病原菌的拮抗效果 
Table 1  Inhibitory activity against walnut blight pathogens of the secondary screened antagonistic actinomycetes 

菌株编号 

Strain No. 

平板对峙抑菌圈直径 

Plate confrontation inhibition zone (mm) 

无菌发酵液抑菌圈直径 

Fermental supernatant inhibition zone (mm) 

野油菜黄单胞菌 

Xanthomonas campestris 

成团泛菌 

Pantoea agglomerans 

野油菜黄单胞菌 

Xanthomonas campestris 

成团泛菌 

Pantoea agglomerans 

YNF34 14.34±0.32cd 12.21±0.17c 11.15±0.2c 9.85±0.42d 

YNF36 19.03±0.26a 17.51±0.34a 18.35±0.32a 16.82±0.22a 

YNF42 17.03±0.27b 14.11±0.31b 13.15±0.28b 11.06±0.23c 

TBF13 15.18±0.37c 14.04±0.24b 14.06±0.4b 12.06±0.34b 

QSF11 13.32±0.27e 12.1±0.19c 11.12±0.3c 9.09±0.3d 

QSF16 14.07±0.28d 12.05±0.16c 11.15±0.23c 9.98±0.22d 

注：各列数值后不同小写字母代表不同处理间结果差异显著(P<0.05) 

Note: Different lowercase letters in same column represent significant difference at P<0.05 level among the treatments. 

 

 
 

图 1  菌株 YNF36 对野油菜黄单胞菌和成团泛菌的抑制效果   A：菌株 YNF36 琼脂块对野油菜黄单

胞菌(X. campestris)的抑制效果；B：菌株 YNF36发酵液对野油菜黄单胞菌(X. campestris)的抑制效果；

C：菌株 YNF36 琼脂块对成团泛菌(P. agglomerans)的抑制效果；D：菌株 YNF36 发酵液对成团泛菌(P. 

agglomerans)的抑制效果。菌株：YNF36、YNF42、YNF34；阳性对照：硫酸链霉素 

Figure 1  Inhibitory ability of strain YNF36 against X. campestris and P. agglomerans. A: Inhibitory ability of 
strain YNF36 against X. campestris; B: Inhibitory ability of the fermentation liquid of strain YNF36 against X. 
campestris; C: Inhibitory ability of strain YNF36 against P. agglomerans; D: Inhibitory ability of the 
fermentation liquid of strain YNF36 against P. agglomerans. Strain: YNF36, YNF42, YNF34; Positive control: 
Streptomycin sulfate. 
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2.2  拮抗放线菌 YNF36 的鉴定结果 
2.2.1  形态学特征 

菌株 YNF36 在不同培养基的培养特征见

表 2。在高氏一号合成培养基上，该菌株生长

状态良好，菌落表面干燥，褶皱，基生菌丝紫

色，气生菌丝由紫色逐渐转为白色、丰富、易

被挑起，孢子丝呈丝状，可产生紫色可溶性色

素(图 2)。 

2.2.2  生理生化特性 

生理生化测定结果如表 3 所示：菌株

YNF36 能够利用葡萄糖、乳糖、棉子糖等 8 种

糖类及精氨酸、组氨酸等 6 种氨基酸，能够在

25 °C、4% NaCl 及 pH 5.0 条件下生长，可使牛

奶胨化、明胶液化、产硫化氢，不能还原硝酸

盐，能够水解淀粉、尿素、酪蛋白和木聚糖，

不能水解脂肪和果胶。 

2.2.3  系统发育学分析 

测序结果表明，菌株 YNF36 的 16S rRNA

基因序列长度为 1 438 bp，获得 GenBank 登录

号为 MW012282，通过与数据库中相关菌株的

16S rRNA 基因序列构建系统发育树，菌株

YNF36 与沙场链霉菌(Streptomyces arenae)聚在

同一分支，相似性为 99.5% (图 3)。 

2.3  拮抗放线菌 YNF36 的培养基筛选 
将目标菌株接种于 5 种培养基上制备发酵

粗提物，结果表明：菌株 YNF36 在 SYP 培养基  

 
表 2  菌株 YNF36 的培养特征 
Table 2  Cultural characteristics of strain YNF36  

培养基 

Medium 

生长状况 

Growth 

气生菌丝体 

Aerial mycelium 

基生菌丝体 

Substrate mycelium 

可溶性色素 

Soluble pigment 

GAUZE’s synthetic agar +++ 白色 White 紫色 Purple 紫色 Purple 

ISP2 +++ 浅粉色 Light Pink 棕红色 Brownish red 棕红色 Brownish red 

ISP3 +++ 浅粉色 Light Pink 红色 Red 红色 Red 

ISP4 +++ 浅粉色 Light Pink 粉色 Pink 无 None 

ISP5 +++ 浅紫色 Light Purple 紫色 Purple 紫色 Purple 

SYP ++ 白色 White 粉色 Pink 紫色 Purple 

CZAPEK’s agar +++ 灰紫色 Grey purple 紫色 Purple 紫色 Purple 

注：+++：生长良好；++：生长适中；+：生长较差   

Note: +++: Good growth; ++: Moderate growth; +: Poor growth. 
 

 
 

图 2  菌株 YNF36 的形态学特征   A：菌落特征；B：显微镜下菌丝 

Figure 2  Morphological characteristics of strain YNF36. A: The colony form of YNF36 on Gause’s synthetic 
agar medium; B: The aerial mycelium of YNF36 under microscope. 
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表 3  拮抗菌株 YNF36 的生理生化特性 
Table 3  Physiological and biochemical properties of strain YNF36 

鉴定试验 

Test 

结果 

Results 

鉴定试验 

Test 

结果 

Results 

鉴定试验 

Test 

结果 

Results 

果糖 Fructose + 天冬酰胺 Asparagine + 明胶液化 Gelatin liquefaction + 

乳糖 Lactose + 丝氨酸 Serine + 牛奶胨化 Milk peptonization + 

葡萄糖 Glucose + 甲硫氨酸 Methionine + 产硫化氢 H2S production + 

棉子糖 Raffinose + 缬氨酸 Valine + 硝酸盐还原 Nitrate reduction − 

鼠李糖 Rhamnose + 脯氨酸 Proline + 淀粉酶 Amylase + 

蔗糖 Sucrose + 25 °C + 脂肪酶 Lipase − 

半乳糖 Galactose + 45 °C − 果胶酶 Pectinase − 

木糖 Xylose + pH 5.0 + 尿素酶 Urease + 

甘露醇 Mannitol + pH 12.0 − 酪蛋白 Gasein + 

肌醇 Inositol + 4% NaCl + 酪氨酸 Tyrosine + 

组氨酸 Histidine +   木聚糖 Xylan + 

注：+：阳性；−：阴性 

Note: +: Positive; −: Negative. 
 

中发酵时产量最大且抑菌活性最佳，每 100 mL

可生产 110.82 mg粗提物，对野油菜黄单胞菌(X. 

campestris)和成团泛菌(P. agglomerans)的抑菌

圈直径分别为 22.63 mm 和 20.90 mm (表 4)。 

2.4  拮抗放线菌 YNF36 的抑菌活性 
抗菌活性实验结果表明：菌株 YNF36 发酵

液对 7 种指示菌均有抑制作用，抑制效果由高

到低依次为：黑曲霉(A. niger)、枯草芽孢杆菌

(B. subtilis)、金黄色葡萄球菌(S. aureus)、铜绿

假单胞菌 (P .  aeruginosa )、白色念珠菌 (M . 

albican)、蜡样芽孢杆菌(B. cereus)、大肠杆菌(E. 

coli) (表 5)。菌株 YNF36 发酵液对烟草赤星病 

 

 
 

图 3  菌株 YNF36 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   分支处数值表示经邻接法 1 000 次计

算后构建进化树的 bootstrap 数值；标尺代表进化距离 

Figure 3  Neighbour-joining phylogenetic tree of strain YNF36 based on 16S rRNA gene sequences. Numbers 
at branching points refer to bootstrap value based on neighbor-joining analysis of 1 000 resample data sets; The 
scale bar presents sequence divergence. 
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表 4  不同培养基上菌株 YNF36 发酵液粗提物的产量及拮抗效果 
Table 4  Yield and inhibitory activity of liquid extract from the strain YNF36 against walnut blight 

培养基 

Growth medium 

产量 Yield 

(mg/100 mL) 

抑菌圈直径 

Inhibition zone (mm) 

野油菜黄单胞菌 Xanthomonas campestris 成团泛菌 Pantoea agglomerans

Gause’s synthetic agar 27.0±1.42c 22.36±0.69a 20.54±0.4a 

SYP 110.82±4.86a 22.63±0.43a 20.90±0.36a 

ISP2 106.84±4.95a 19.14±0.49b 16.74±0.5b 

ISP3 31.85±3.4c 16.89±0.34c 14.63±0.4c 

ISP5 58.47±5.03b 21.29±0.42a 19.57±0.54a 

注：各列数值后不同小写字母代表不同处理间结果差异显著(P<0.05)。测定抑菌圈直径时所用粗提物溶液浓度为 20 mg/mL 

Note: Different lowercase letters in same column represent significant difference at P<0.05 level among the treatments. The 

concentration of extracts is 20 mg/mL for evaluating the inhibition zone. 

 

表 5  菌株 YNF36 无菌发酵液对指示菌的抑制

作用 
Table 5  Inhibitory activity of YNF36 fermentation 
liquid against seven indicator bacteria  

指示菌 

Indicator bacteria 

抑菌圈直径 

Inhibition zone (mm) 

金黄色葡萄球菌 

Staphlococcus aureus 

12.19±0.19b 

大肠杆菌 Escherichia coli 9.52±0.16e 

黑曲霉 Aspergillus niger 15.61±0.25a 

白色念珠菌 Monilia albican 10.59±0.2d 

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 12.44±0.21b 

铜绿假单胞菌 

Pseudomonas aeruginosa 

11.22±0.18c 

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus 10.45±0.19d 

注：不同小写字母代表不同处理间结果差异显著(P<0.05)。

每孔发酵液加入量为 50 μL 

Note: Different lowercase letters represent significant 

difference at P<0.05 level among the treatments. The dosage 

of fermentation supernatant is 50 μL. 

 
菌链格孢菌(A. alternata)、苹果腐烂病菌黑腐

皮壳菌(V. mali)、苹果炭疽病菌胶孢炭疽菌(C. 

gloeosporioides)、番茄灰霉病菌灰葡萄孢菌(B. 

cinerea)、番茄叶霉病黄褐孢霉菌(F. fulva)、辣

椒炭疽病菌辣椒刺盘孢菌(C. capsici)、马铃薯

干腐病菌腐皮镰孢菌 (F. solani)均有抑制作

用，抗菌性能广谱且高效，其中对胶孢炭疽菌

(C. gloeosporioides)抑制率最佳，可达 61.19% 

(表 6)。 

表6  菌株YNF36发酵液对植物病原菌的抑制作用 
Table 6  Inhibitory activity of YNF36 fermentation 
liquid against seven pathogenic fungi  

病原菌 

Pathogenic fungi 

抑制率 

Inhibitory rate (%)

烟草赤星病菌 Alternaria alternata 48.0±1.15c 

苹果腐烂病菌 Valsa mali 33.73±0.97e 

苹果炭疽病菌 

Colletotrichum gloeosporioides 

61.19±0.78a 

番茄灰霉病菌 Botrytis cinerea 35.45±0.65e 

番茄叶霉病菌 Fulvia fulva 42.82±1.11d 

辣椒炭疽病菌 Colletotrichum capsici 55.11±0.75b 

马铃薯干腐病菌 Fusarium solani 56.3±0.99b 

注：不同小写字母代表不同处理间结果差异显著(P<0.05)。

每孔发酵液加入量为 50 μL 

Note: Different lowercase letters represent significant 

difference at P<0.05 level among the treatments. The dosage 

of fermentation liquid is 50 μL. 
 

2.5  拮抗放线菌 YNF36 发酵液对核桃黑

斑病的防效 
离体叶片法测定防效结果如下：菌株

YNF36 发酵液能有效抑制由野油菜黄单胞杆菌

(X. campestris)和成团泛菌(P. agglomerans)引起

的离体叶片核桃黑斑病，且其抑制率随稀释倍

数的增大而降低。菌株 YNF36 发酵液原液对

2 种病原菌造成的离体叶片核桃黑斑病的抑制

率分别为 75.69%和 62.39%；发酵液稀释 100 倍

时，对这 2 种病原菌引起的核桃黑斑病抑制率

分别为 33.23%和 29.53% (表 7)。 
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表 7  菌株 YNF36 对核桃黑斑病的防效 
Table 7  Biocontrol efficiency of YNF36 fermentation liquid against walnut blight 

处理 

Treatments 

离体叶片防效 

Biocontrol effect (%) 

野油菜黄单胞菌 

Xanthomonas campestris 

成团泛菌 

Pantoea agglomerans 

原液 Fermentation liquid 75.69±0.34a 62.39±2.67a 

2 倍稀释液 2 times diluted fermentation liquid 67.21±1.09b 53.28±1.29b 

5 倍稀释液 5 times diluted fermentation liquid 55.07±1.28c 44.99±0.92c 

10 倍稀释液 10 times diluted fermentation liquid 42.35±1.96d 37.38±1.82d 

100 倍稀释液 100 times diluted fermentation liquid 33.23±0.97e 29.53±1.02e 

硫酸链霉素 Streptomycin sulfate 85.10±1.30f 71.26±1.89f 

注：各列数值后不同小写字母代表不同处理间结果差异显著(P<0.05)。农用硫酸链霉素浓度为 0.12 mg/mL 

Note: Different lowercase letters in same column represent significant difference at P<0.05 level among the treatments. The 

concentration of streptomycin sulfate is 0.12 mg/mL.  

 

3  讨论与结论 
核桃黑斑病在我国发生普遍、危害较大，

严重影响核桃的产量和品质[35]。由于该病害为

细菌性病害，化学防治存在防效不佳、抗药性、

环境污染等问题，发展核桃黑斑病生物防治技

术应用前景广阔。土壤是放线菌栖居的重要场

所，从土壤中分离筛选靶向、高效广谱的拮抗微

生物是当下植物病害生物制剂开发的基础[18]。

本研究从核桃根际土壤中分离纯化获得 73 株

放线菌，其中 6 株放线菌对核桃黑斑病病原菌

野油菜黄单胞杆菌(X. campestris)和成团泛菌

(P. agglomerans)均具有拮抗活性，菌株 YNF36

拮抗活性最强。 

目前，有关核桃黑斑病生防菌株开发的研

究基础较为薄弱。王瀚等 [10]从甘肃省陇南市

核桃根系分离获得了 1 株莫海威芽孢杆菌

(Bacillus mojavensis)和 1 株节杆菌(Arthrobacter 

sp.)，这 2 株菌均对野油菜黄单胞杆菌 (X. 

campestris)具有拮抗效果，但并未评价其抑菌活

性。瞿佳等[24]从陕西省安康市核桃园中筛选到

1 株对核桃黑斑病 2 种病原菌均有抑制作用的

暗蓝色链霉菌 WMF106，评价了其菌株发酵液

对核桃黑斑病的抑制率。然而，核桃黑斑病通

常由 2 种病原菌共同引起，生产实践中防治难

度较大[12-14]，合理开发现有微生物资源，增添

生防材料种类对于核桃黑斑病绿色防控具有重

要意义。本研究筛选到一株对核桃黑斑病 2 种

病原菌均具有明显拮抗活性的放线菌 YNF36，

结合形态学、生理生化特性和 16S rRNA 基因

序列分析将其鉴定为沙场链霉菌(Streptomyces 

arenae)，但目前针对沙场链霉菌(S. arenae)的研

究报道较少。Gupte 等[36]曾报道了一株由土壤

中分离的沙场链霉菌 UK10，该菌株对多种植物

病原菌具有拮抗效果。本研究获得的菌株

YNF36 与 UK10 的 16S rRNA 基因相似性为

99.5%，但菌落培养和生理生化特征具有显著差

异。菌株 UK10 在 ISP2 培养基上生长情况适中、

ISP3−ISP5 培养基上良好，基生菌丝颜色分别为

浅蓝色、浅黄褐色、蓝色[36]，而菌株 YNF36 在

ISP2−ISP5 培养基上均生长良好，基生菌丝颜色

分别为棕红色、红色、粉色和紫色。与 UK10

相比，菌株 YNF36 能够利用的糖类和氨基酸种

类较多，但不具有产淀粉酶、果胶酶活性[36]。

因此，我们推测菌株 YNF36 与 UK10 可能为不

同亚种。另外，与菌株 UK10 相比，菌株 YNF36
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的抑菌谱较广，除链格孢属(Alternaria)、炭疽

菌属(Colletotrichum)病原菌外，菌株 YNF36 对

黄褐孢霉菌(F. fulva)、黑腐皮壳菌(V. mali)等也

具有抑制作用。 

放线菌(Actinomycete)广泛存在于自然界各

种环境中，种类繁多、代谢功能各异，可产抗

生素等生物活性物质，是十分重要的微生物资

源[18]。链霉菌是放线菌中数量最大，应用最广

的一类。迄今为止，世界上 50%的已知抗生素

和酶等生物活性物质由链霉菌产生，其在植物

病害生物防治方面应用价值巨大[37]。目前，国

内外报道的用于防治植物细菌性病害的拮抗菌

株大多为芽孢杆菌属细菌，如可用于防治番茄

细菌性叶斑病的解淀粉芽孢杆菌 264ZY7[20]、可

用 于 防 治 玉 米 细 菌 性 褐 腐 病 的 芽 孢 杆 菌

EZ15-07、EZ15-09[19]，可用于防治马铃薯疮痂

病的贝莱斯芽孢杆菌 BKS104[37]等，而有关细

菌性病害防治生防链霉菌的相关研究较少。田

雪莲等[21]报道了从猕猴桃根系土壤中分离的一

株对猕猴桃溃疡病具有显著拮抗效果的抗生链

霉菌 NA-TXL-1，杨良等[38]筛选出一株可抑制

甜瓜细菌性斑点病发生的娄彻氏链霉菌 P-13。

本研究获得的菌株 YNF36 的发酵液抑菌谱广

泛，可显著控制离体叶片上核桃黑斑病病斑的

扩散，具有较好的应用开发潜力，补充了一种

新的细菌性病害生防材料。然而，菌株 YNF36

次级代谢产物中的抑菌活性种类、抑菌机理、

菌株发酵条件优化等问题还有待后续进一步

研究。 
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