
收稿日期：２０１２－０５－２８
基金项目：贵州省自然科学基金项目（黔科合Ｊ字［２００８］２０８０号）
作者简介：龙克启（１９８９－），男，贵州黎平人，在读本科生，研究方向：植物保护。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｏｎｇｊｏｕｒｎｅｙ１００＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
＊通讯作者：彭丽娟（１９７３－），女，贵州毕节人，副教授，主要从事植物病原真菌学及真菌病害的教学与科研工作。

Ｅ－ｍａｉｌ：ａｇｒ．ｌｊｐｅｎｇ＠ｇｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ
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摘要：为获得拮抗辣椒青枯菌的生防放线菌，从烟草青枯病和辣椒青枯病重病地块健康植株的根
围土壤中分离筛选放线菌。结果表明，采用平板对峙培养法筛选得到一株编号为 Ｍ３－３①的拮抗
菌，其拮抗作用表现为：对峙培养２４、４８、７２ｈ后，平均抑菌圈直径分别为４２．７３、３８．８０、３２．６０ｍｍ。
经１６ＳｒＤＮＡ序列分析和形态学特征（菌落整体形态、菌丝、孢子和孢子链等特征）观察，将该菌鉴
定为淡紫灰（薰衣草）链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｌａｖｅｎｄｕｌａｅ）。
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　　辣椒青枯病由青枯雷尔氏菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ　ｓｏ－
ｌａｎａｃｅａｒｕｍ）侵染引起，是一种毁灭性的土传病害，
具有危害大、损失重等特点，素有“癌症”之称。目前
尚无有效的化学药剂或其他防治方法来防治辣椒青

枯病，因此，该病害一直威胁着我国的辣椒生产［１－２］。
我国辣椒青枯病主要分布在华东、华中、华南、中南
和西南部分地区。辣椒是贵州省重要的经济作物
之一，据统计，２００６年全省辣椒种植面积达１４．８
万ｈｍ２，产量１５　３７０万ｋｇ，总产值２２．８亿元［３］。近

年来，辣椒青枯病的发生呈上升趋势，通常造成

２０％～３０％的辣椒死亡，严重时高达５０％以上，甚
至绝收［４］。目前，针对土传细菌性病害常用化学防
治方法控制，且以农用链霉素为主。利用龙克菌、克
菌康和绿亨六号分别与农用链霉素复配，虽然３种
复配剂的高浓度和中浓度处理较单独使用农用硫酸

链霉素处理有一定增效作用且能推迟发病［５－６］，但这
都不能从根本上解决问题，且污染环境，破坏生态。
为了解决化学防治带来的诸多问题，从贵州省麻江
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县烟草种植地和贵阳花溪区吉麟村辣椒种植地采集

青枯病发生较重田块的健康植株根围土壤，分离其
中的放线菌并筛选对辣椒青枯菌具有拮抗作用的菌

株，以期为辣椒青枯病的生物防治提供理想的菌源。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　供试病原菌　从贵阳市花溪区吉麟村辣椒地
采集青枯病发生较严重的辣椒植株，带回实验室进行
病原菌的分离、纯化，保存备用。

１．１．２　土壤样品　从贵州省麻江县烟草种植地和贵
阳市花溪区吉麟村辣椒种植地，随机采取青枯病发生
较重田块的健康植株根围土壤，取约１５ｃｍ深处土样

５０ｇ左右装入自封袋，并做好标记带回实验室，共采
集６份土样。

１．１．３　供试培养基　肉汁冻培养基（ＮＡ）用于辣椒
青枯菌的分离和培养；高氏合成１号培养基用于土壤
放线菌的分离和链霉菌鉴定；燕麦粉琼脂培养基用于
土壤放线菌的纯化、培养和鉴定；马铃薯葡萄糖琼脂
培养基（ＰＤＡ）用于平板对峙试验和鉴定［７］。
国际链霉菌计划（ＩＳＰ）［８］所指定的７种培养基：
甘油天冬素琼脂培养基（ＩＳＰ－２）：Ｌ－天门冬素１ｇ，

甘油１０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，迹量盐溶液１ｍＬ，琼脂２０ｇ，
蒸馏水１　０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．４；
无机盐淀粉琼脂培养基（ＩＳＰ－３）：可溶性淀粉

１０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４１ｇ，ＮａＣｌ　１ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４
２ｇ，ＣａＣＯ３２ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．００１ｇ，ＭｎＣｌ２·

７Ｈ２Ｏ　０．００１ｇ，ＺｎＳＯ４０．００１ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水

１　０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．４；
酵母精麦芽糖精琼脂培养基（ＩＳＰ－４）：酵母膏

１０ｇ，麦芽膏１０ｇ，葡萄糖４ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水１　０００
ｍＬ，ｐＨ值７．３；

Ｃｚａｐｅｋ培养基：蔗糖３０ｇ，ＦｅＳＯ４０．０１ｇ，ＮａＮＯ３
２ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．５ｇ，ＫＣｌ　０．５ｇ，琼
脂１５ｇ，蒸馏水１　０００ｍＬ，ｐＨ值７．２～７．４。
此外，还有燕麦粉琼脂培养基（ＩＳＰ－５）、高氏合成

１号培养基、ＰＤＡ培养基。

１．２　方法

１．２．１　病原菌分离　将采回的发病植株，首先割取
发病部位一小块组织于显微镜下观察细菌性病害特

有的喷菌现象，而后参照《植病研究方法》［７］进行平板
划线分离病原菌，按照《植物病原菌鉴定实验指南》［９］

的方法对纯化出来的病原菌进行鉴定。经柯赫氏法
则［１０］证明病原菌具有致病力后，用辣椒组培苗做回
接试验，发病后再次进行病原菌的分离和纯化。

１．２．２　土壤放线菌分离　土壤放线菌采用稀释平板
法［７］进行分离，分离前先将采来的土样置于干燥、阴
凉、干净的地方晾５～７ｄ。
量取９０ｍＬ蒸馏水加入锥形瓶（２５０ｍＬ）中（瓶

里放几粒玻璃珠），９ｍＬ蒸馏水加入试管中，塞好棉
塞，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。每个土样需要用锥形瓶１个，
试管３支。
称取土样１０ｇ，放入上述锥形瓶中，做好标记，置

于摇床震荡（１２０ｒ／ｍｉｎ）１５ｍｉｎ，静置２０～３０ｓ，即得
到稀释度为１０－１的土壤悬液；用移液枪吸取１０－１土
壤稀释液１ｍＬ，移入装有９ｍＬ无菌水的试管中，混
匀，即稀释至原来的１０－２；依此稀释，得到不同稀释度
的土壤悬液。分离放线菌所需稀释度为１０－２、１０－３、

１０－４。
从各稀释液试管中吸取１００μＬ悬浮液于高氏合

成１号平板上，用无菌的Ｌ形玻棒涂匀，每种稀释液
做３个重复，做好标记，静置２０ｍｉｎ后，封口。于

２８℃的恒温培养箱中倒置培养，待菌落形成（约７ｄ）
后观察，将放线菌菌落（菌落表面干燥）形态各不相同
的菌株单独培养纯化，编号并保存。

１．２．３　平板对峙法筛选拮抗放线菌　取含量为３×
１０８　ｃｆｕ／ｍＬ的辣椒青枯菌悬液１００μＬ于ＰＤＡ培养
基上，涂抹均匀。静止约２０ｍｉｎ后，用灭菌的直径为

５ｍｍ的打孔器打取各待测放线菌（培养７ｄ后）菌碟
接种于ＰＤＡ平板中央，每种待测放线菌做３个重复，
于２８℃恒温培养箱中培养。以涂抹辣椒青枯菌悬液
而不接放线菌的ＰＤＡ平板作为对照。于２４、４８、７２ｈ
后观察并测量抑菌圈的直径［１１］。

１．２．４　拮抗放线菌的鉴定

１．２．４．１　１６ＳｒＤＮＡ序列分析　放线菌总ＤＮＡ的提
取参照施思等［１２］的ＣＴＡＢ法进行，以基因组ＤＮＡ为
模板，采用细菌通用引物２７Ｆ和１５２７Ｒ进行１６Ｓ
ｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ扩增条件［１３］：９４℃预变性

５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃复性４５ｓ，７２℃延伸

７５ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。用１．０％的琼脂
糖凝胶电泳检测ＰＣＲ扩增产物后，将其送于北京诺
赛基因组研究中心有限公司进行双向测序。将所得
序列与ＮＣＢＩ网站（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）数据库
中已知序列进行比对和同源性分析。

１．２．４．２　形态学观察　将筛选出来的放线菌接种于
国际链霉菌计划（ＩＳＰ）所指定的７种培养基上，在

２８℃下培养７ｄ后，观察并记录菌落的整体形态、气
生菌丝和基生菌丝的颜色、可溶性色素的有无及其颜
色。在高氏合成１号培养基上，采用插片法［１４］，２８℃
下培养５ｄ后，用显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ　ＢＸ５１）观察孢子
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链的形态及孢子的形状。
根据观察的放线菌特征，参照阎逊初［１５］编著的《放

线菌的分类和鉴定》中的描述，对放线菌进行鉴定。

２　结果与分析

２．１　拮抗放线菌筛选结果
从健康烟草和辣椒根围土壤中分离得到３５株

放线菌，经过平板对峙试验筛选出一株编号为

Ｍ３－３①（在麻江县烟草种植地分离得到）的放线菌
对辣椒青枯菌具有拮抗作用，其抑菌圈透明、边缘清
晰、界线明显，且在接青枯菌后的３ｄ内具有一定的
稳定性，２４、４８、７２ｈ后平均抑菌圈直径分别为

４２．７３、３８．８０、３２．６０ｍｍ（图１）。而其余的菌株均
未出现抑菌圈，偶有出现的，抑菌作用很弱。

图示对峙培养７２ｈ后的效果，其中 Ｍ９－５①为其他菌株代表

图１　菌株 Ｍ３　３①和 Ｍ９　５①与辣椒青枯菌平板对峙试验效果

２．２　拮抗放线菌鉴定结果

２．２．１　１６ＳｒＤＮＡ序列分析结果　通过ＰＣＲ扩增放
线菌Ｍ３－３①的１６ＳｒＤＮＡ，获得大小约１　５００ｂｐ的片
段，经测序分析，得到１６ＳｒＤＮＡ区段长度为１　４２３ｂｐ
（登录号ＪＮ８３１３８０）。将该序列与ＮＣＢＩ上登录序列
进行比对，结果表明，Ｍ３－３①的１６ＳｒＤＮＡ区域基因

序列与链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）淡紫灰（薰衣草）链霉
菌（Ｓ．ｌａｖｅｎｄｕｌａｅ）的同源性高达９９％。

２．２．２　形态学鉴定结果　参照《放线菌的分类和鉴
定》［１５］和《链霉菌鉴定手册》［１４］中对放线菌的描述，
将 Ｍ３－３①在不同培养基上生长的形状、产生的色素
及颜色、孢子链和孢子的形态等描述如表１所示。

表１　拮抗放线菌 Ｍ３　３①在各培养基上的生长特征（７ｄ）

项目 ＩＳＰ－２ ＳＰ－３ ＩＳＰ－４ ＩＳＰ－５ ＰＤＡ培养基 Ｃｚａｐｅｋ培养基 高氏１号培养基

基内菌丝 乳白色 黄褐色 乳白色 橘黄色 棕黄色 乳白色 淡黄色

气生菌丝 淡黄色 灰褐色 灰粉色 灰色 灰粉色 粉色 粉色

色素 淡黄色 无色素 无色素 无色素 无色素 无色素 无色素

　　甘油天冬素琼脂培养基（ＩＳＰ－２）上：基内菌丝乳白
色，气生菌丝淡黄色，菌落表面絮状，有微量淡黄色色素；
无机盐淀粉琼脂培养基（ＩＳＰ－３）上：基内菌丝黄褐色，气
生菌丝灰褐色，无色素；酵母精麦芽糖精琼脂培养基
（ＩＳＰ－４）上：基内菌丝乳白色，气生菌丝灰粉色，表面光滑；
燕麦粉琼脂培养基（ＩＳＰ－５）上：基内菌丝橘黄色，气生菌

丝灰色，表面粉状；ＰＤＡ培养基上：基内菌丝黄至棕色，
气生菌丝粉至灰色；Ｃｚａｐｅｋ培养基上：基内菌丝乳白色，
气生菌丝粉色；高氏合成１号培养基上：气生菌丝粉色，
菌落表面不光滑，基生菌丝初为淡黄色至土黄色，无可溶
性色素。插片培养后在显微镜下观察，其孢子链长，末端
弯曲为２～５圈螺旋状；孢子椭球形至柱形（图２）。

Ａ．菌落；Ｂ．孢子链；Ｃ．孢子链末端

图２　菌株 Ｍ３　３①在高氏１号培养基上插片培养５ｄ的生长情况（１０×１００）
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　　结合拮抗放线菌１６ＳｒＤＮＡ序列分析结果和其
在不同培养基上生长的形态学特征，将 Ｍ３－３①鉴定
为链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）淡紫灰（薰衣草）链霉菌
（Ｓ．ｌａｖｅｎｄｕｌａｅ）。

３　结论与讨论

从健康烟草和辣椒根围土壤中分离到３５株放线
菌，采用平板对峙法筛选辣椒青枯菌的拮抗菌，结果
表明，筛选出一株拮抗效果较好的生防菌，编号为

Ｍ３－３①。采用分子生物学方法，结合放线菌常用的培
养基培养特征、插片观察孢子链和孢子形态等形态学
鉴定方法，将该放线菌鉴定为淡紫灰（薰衣草）链霉菌
（Ｓ．ｌａｖｅｎｄｕｌａｅ）。
生物防治已成为当今各类植物病害绿色治理方

法研究中的重点，在常见的几类微生物中，拮抗放线
菌的筛选更是重中之重，因为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，且在土
壤中分布广泛。有关拮抗放线菌筛选的报道较多，
如：叶晶龙等［１６］从土壤中分离筛选魔芋软腐病拮抗
放线菌，结果发现，１１２个放线菌菌株中有１１个对
魔芋软腐病菌具有抑菌能力，其中ＳＪＫｌ８发酵液的
抑菌活性最强；李毅等［１７］筛选出２株拮抗放线菌，
其发酵液对棉花黄萎病菌、苹果轮纹病菌、黄瓜炭疽
病菌、棉花立枯病菌、番茄灰霉病菌、小麦赤霉病菌、
黄瓜枯萎病菌、西瓜枯萎病菌等８种病原真菌均具
有一定的抑制作用，经鉴定，这２株放线菌均属于链
霉菌属的自孢类群；李辉等［１８］从广东省各地区水果
园和蔬菜地土壤中分离到放线菌２１２株，筛选获得

９株对柑橘绿霉病菌具有拮抗活性的放线菌菌株，
其中菌株 ＭＹ－５拮抗活性最强，同时对其他１３种果
蔬采后病害也有较强的抑制作用，通过对菌株 ＭＹ－
５进行形态观察、培养特征观察、生理生化反应和

１６ＳｒＤＮＡ序列分析，结果将该菌株鉴定为链霉菌
属吸水类群（Ｓ．ｈｙｇｒｏｓｃｏｐｉｃｕｓ）。
本研究从土壤中分离到淡紫灰（薰衣草）链霉

菌，其与辣椒青枯菌对峙培养２４ｈ后的平均抑菌圈
直径达４２．７３ｍｍ，抑菌能力较强。在利用放线菌
防治青枯病的报道中，张薇［１９］筛选到菌株 Ｙ２３，其
发酵液对烟草青枯菌有很好的抑制效果，经分析，该
菌株１６ＳｒＤＮＡ序列与淡紫灰链霉菌的同源性高达

９９．３％。黄丽丽等［２０］利用淡紫灰链霉菌分泌的核
苷类抗生素对番茄叶霉病、黄瓜白粉病、辣椒疫病进
行防效试验，取得了重大成就，并申请了发明专利和
公开了淡紫灰链霉菌的分离与鉴定方法、抗菌活性
物质的制备方法及该物质的结构。可见，该生防菌

株的拮抗性广，效果好，可作为生物农药开发中比较
理想的资源菌株，有望利用该菌株解决辣椒青枯病
防治这一难题，但还需要通过田间防效试验做进一
步的验证。
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