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小麦纹枯病菌拮抗链霉菌 SCY505的筛选与鉴定
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摘要:从河南省许昌地区的小麦田土样中分离到 1株对小麦纹枯病菌有稳定拮抗作用的链霉菌菌

株 SCY505。在形态特征 、生理生化特性和细胞壁化学组分分析的基础上 , 结合 16S rDNA 及

16S -23S rDN A intergenic spacer region(ISR)序列分析 ,对菌株 SCY505进行了分类鉴定 ,同时测

定了该菌株的拮抗谱 。结果表明 ,SCY505的基内菌丝无横隔 ,不断裂;气生菌丝多分枝 ,孢子丝直

生或呈螺旋状 ,孢子椭圆形或圆柱形 ,表面光滑;细胞壁化学组分 Ⅰ型;16S rDN A 序列长度

1521 bp(GU045548),与淡紫灰链霉菌的 16S rDNA 序列同源性达 99 .7 %, IS R序列长度 372 bp

(GU358067), 与淡紫灰链霉菌亚种(U93347)的 IS R序列同源性为 82.9%,初步认为 SCY505是

淡紫灰链霉菌的一个亚种 , 暂命名为淡紫灰链霉菌许昌亚种(Streptomyces lavend ulae subsp.

xuchangensis)。该菌株对供试的 10种植物病原真菌均有较好的抑制效果 。
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Screening and Identification of S treptomyces S train

SCY505 against Rhizoctonia cerealis

CHEN Jian-guang 1 ,YANG Li-rong 2 ,XUE Bao-guo 2 ,WEN Cai-y i1＊

(1.Co lleg e of P lant P ro tection ,H enan Agricultural Univer sity , Zheng zhou 450002 , China;

2.I nstitute of Plant P ro tec tion ,H enan Academy o f Ag ricultural Sciences , Zhengzhou 450002 , China)

Abstract:A S trep tomyces strain SCY505 ,which st rong inhibi ted the g row th o f Rhizoctonia cerea-
lis , was iso lated f rom the wheat cultural soil samples collected f rom Xuchang area in Henan

province.Identification of the st rain SCY505 w as conducted by analy sis of 16S rDNA and 16S -
23S rDNA inte rg enic spacer region sequences based on determination of morpho logical , physical

and biochemical characterist ics .The re sults w ere as follow s:subst rate mycelium of st rain

SCY505 had no branch , while it s aerial hypha w as much-branched.Spo re chains we re st raight o r

spi ral and spo res w ere oval o r cy lindrica1 wi th smooth surface.The composition of cell w al l be-
lo nged to type Ⅰ.The 1 521bp 16S rDNA sequence f rom strain SCY505 (GU045548)show ed

99.7 %identi ty to S treptomyces lavend ulae (DG645958)and the 372 bp 16S-23S rDNA ISR se-
quence from strain SCY505 (GU358067)show ed 82 .9 % identi ty to Streptomyces lavendulae

subsp(U93347).Therefo re , the strain SCY505 w as identified as Streptomyces lavendulae subsp.
xuchangensis.Antifungal spect rum of strain SCY505 w as investig ated and found that it had

st rong antifungal activi ty against Rhizoctonia cereal is as w ell as the othe r nine plant pathogens .
Key words:S treptomyces;Taxonomy ;16S rDN A ;16S -23S rDNA intergenic spacer reg ion;
Rhizoctonia cerealis
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　　小麦纹枯病是由禾谷丝核菌(Rhizoctonia ce-

real is)侵染小麦引起的一种世界性土传病害 ,该病

在我国各冬麦区普遍发生[ 1] 。20 世纪 90年代中期

以来 ,小麦纹枯病已逐渐成为制约河南省小麦高产 、

优质的主要因素[ 2] 。目前 ,小麦纹枯病普遍使用化

学农药进行防治 ,由于长期使用化学防治容易造成

环境污染 、农药残留和病菌产生抗药性等问题 ,因

此 ,筛选高效 、环境兼容性良好的生物农药是小麦纹

枯病生物防治的重要途径 。

放线菌是一类可以产生多种抗生素 、酶及其他

生物活性物质的重要微生物资源。链霉菌是放线菌

中种类和数量最大的类群 ,也是产生抗生素种类最

多的微生物类群 ,约 70%以上的抗生素是由链霉菌

产生的[ 3] 。目前 , 将链霉菌及其所产生的抗生素作

为生防因子应用于植物病害生物防治并取得理想效

果的报道很多 ,涉及井冈霉素 、中生菌素 、多效霉素 、

宁南霉素等多种农用抗生素和水稻纹枯病 、烟草野

火病 、番茄灰霉病等多种植物病害 ,显现出良好的研

究和开发前景[ 4] 。笔者从河南省许昌地区的小麦田

土壤样品中筛选出 1株对小麦纹枯病菌具有稳定拮

抗能力的链霉菌菌株 SCY505 ,并根据其形态特征 、

生理生化特性 、细胞壁组分分析以及 16S rDN A 和

16S -23S rDNA intoergenic spacer region(IS R)序

列分析 ,对该菌株进行了分类鉴定 ,旨在为该菌株的

进一步研究和开发提供理论依据。

1　材料和方法

1.1　供试菌株

菌株 SCY505 分离自许昌地区小麦田土壤 。

植物病原真菌:小麦纹枯病菌(Rhizoctonia cerea-

li s)、小麦赤霉病菌(Fusarium gram inearum)、棉花

枯萎病菌(Fusarium oxysporium)、玉米小斑病菌

(Bipolaris maydis)、高粱炭疽病菌(Colletotrichum

graminicola)、黄瓜炭疽病菌(Glomerel la cingula-

ta)、辣椒疫霉菌(Phy tophthora capsici)、玉米青枯

病菌(Py thium aphanidermatum)、烟草赤星病菌

(Alternaria alternate)、黄瓜灰霉病菌(Botrytis cine-

rea),均由河南农业大学植物病理学教研室分离 、保存。

1.2　主要培养基

高氏一号培养基 、马铃薯葡萄糖琼脂培养基 、察

氏琼脂培养基 、瓦氏琼脂培养基 、葡萄糖酵母膏琼脂

培养基 、淀粉琼脂培养基 、伊莫松琼脂培养基 、牛奶

凝固胨化培养基 、明胶液化培养基 、纤维素生长培养

基 、淀粉水解琼脂培养基 ,以上各种培养基参照文献

[ 5]进行配制 。

1.3　土壤样品的采集与分离

从河南省许昌小麦纹枯病发生严重的地块随机

采集土样 34 份。采集土样时 ,先去除小麦根际表

土 ,取 5 ～ 10 cm 深处的土壤约 100g ,分装标记后带

回实验室。将土样晾干 ,采用平板稀释分离法
[ 6]
分

离土壤放线菌。

1.4　拮抗链霉菌 SCY505 活性检测

采用平板对峙法[ 6] 测定 SCY505菌株对病原真

菌的抑制效果。在 PDA 平板上距中央 20mm 处接

种直径 5mm 的 SCY505 菌饼 ,每皿接种 2块 , 28℃

培养 2d后 ,在平板中央接种直径 5mm 的待测病原

真菌菌饼 ,使 3个菌饼成一条直线 ,于 28℃条件下

培养至对照长满整个培养皿时 ,用十字交叉法测量

抑菌圈直径 。以只接种靶标菌的平板为对照 ,每处

理重复 3次 。

1.5　菌株 SCY505的鉴定

1.5.1　形态特征观察　分别采用插片法和扫描电

镜观察基内菌丝和气生菌丝及孢子形态特征[ 7 , 8] 。

1.5.2 　培养特征观察　在 28℃,以国际链霉菌计

划(LSP)推荐的 7种培养基培养 7 ～ 28 d ,观察菌株

基内菌丝 、气生菌丝在各种培养基上的表观特征 。

1.5.3　细胞壁类型分析　参考王平[ 9] 的快速薄层

层析法(T LC)进行细胞壁类型分析。

1.5.4　生理生化特性分析　参照文献[ 10]的方法 ,

测定内容包括淀粉水解 、硝酸盐还原 、H2 S 产生 、黑

色素产生 、碳源利用 、纤维素分解 、牛奶凝固与胨化

等生理生化特征。

1.5.5　16S rDNA 和 16S -23S rDNA ISR序列分

析　参考文献[ 11] 提取菌体基因组 DNA ,以此为

模板在 25μL 体系中进行 PCR扩增。

16S rDNA 扩增采用通用引物
[ 12]

, Primer 1A :

5′- AGAG T TTGATCCTGGCTCAG-3′; Primer

1B :5′-AAGGAGGTGA TCCAGCCGCA-3′。反应

条件:94℃预变性 4min ;94℃变性 1min , 56℃退火

1min ,72℃延伸 2min , 共 30 个循环;循环结束后

72 ℃延伸 7min , 4℃保存 。

16S -23S rDNA ISR的 PCR扩增引物为通用

引物
[ 13]

, Primer 2A:5′-GAAGTCGTAACAAGG-3′,

Primer 2B:5′-CAAGGCA TCCACCGT-3′。反应条

件:94℃预变性 5min;94℃变性 30 s ,46.8℃退火 30

s ,72℃延伸 30 s , 共 30个循环;72℃延伸 3min ,4℃

保存。

PCR产物采用 1%的琼脂糖凝胶电泳进行检
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测 ,并用上海莱枫生物科技有限公司的凝胶回收试

剂盒回收纯化后与 pMD18-T Vecto r 连接 ,转化到

E.coli DH5α中 ,取阳性克隆子提取质粒 ,通过质粒

PCR和酶切检测一致后 ,送宝生物工程(大连)有限

公司测序 。将测得的16S rDNA序列和 ITS 序列在

GenBank 数据库中进行 BLAST 分析 , 并利用

C lustal X(1.83)软件和 MEGA(3.1)软件构建系统

进化树。

2　结果与分析

2.1　链霉菌的分离与活性检测结果

对采集到的 34份土样进行微生物分离 ,分离到

链霉菌菌株 546 株。以小麦纹枯病菌为指示菌 ,采

用平板对峙法对 546株链霉菌进行抑菌活性测定 ,

具有拮抗作用的链霉菌菌株有 52 株 , 其中菌株

SCY505对小麦纹枯病菌表现出稳定的拮抗活性

(图 1)。除小麦纹枯病菌外 ,菌株 SCY505对另外 9

种供试病原真菌也有一定的拮抗活性(表 1)。

图 1　菌株 SCY505 对小麦纹枯病菌的拮抗活性

表 1　拮抗菌株 SCY505 对供试病原真菌的抑制作用

病原真菌 抑菌圈直径/mm

小麦纹枯病菌 38.0

小麦赤霉病菌 31.0

棉花枯萎病菌 30.5

玉米小斑病菌 20.0

高粱炭疽病菌 27.0

黄瓜炭疽病菌 19.5

辣椒疫霉病菌 26.0

烟草赤星病菌 23.0

黄瓜灰霉病菌 32.5

玉米青枯病菌 27.0

2.2　形态和培养特征观察结果

菌株 SCY505 的基内菌丝无横隔 、不断裂(图

2a)。气生菌丝多分枝 ,孢子丝直生或螺旋状 ,孢子

椭圆形或圆柱形 ,表面光滑(图 2b)。培养特征如表

2所示。

a.基内菌丝(1000×);b.孢子及孢子链(10000×)

图 2　SCY505的菌丝体形态

表 2　SCY505 在 7 种培养基上的培养特征

培养基 气生菌丝 基内菌丝 可溶色素

高氏一号琼脂 淡紫灰 浅黄 无

马铃薯葡萄糖琼脂 浅灰 浅黄 无

瓦氏琼脂 无 乳白 无

察氏琼脂 浅灰 浅灰 无

葡萄糖酵母膏琼脂 白色 浅褐色 无

淀粉琼脂 淡紫灰 浅灰 无

伊莫松琼脂 无 浅黄 无

2.3　细胞壁类型分析

通过 T LC对拮抗链霉菌 SCY505 细胞壁水解

成分进行研究。展层 、显色后 ,根据薄层图谱记录菌

株细胞中的氨基酸类型 ,菌株 SCY505 的细胞壁中

含有 L-DAP 和甘氨酸 ,细胞壁类型为 Ⅰ型 。全细胞

壁不含特征性糖。

2.4　生理生化特性

链霉菌 SCY505能使淀粉水解 、明胶液化 ,牛奶

凝固弱 ,胨化 ,产生 H 2S ,不能产生黑色素 ,不能还

原硝酸盐 ,不能分解纤维素;可利用 D-葡萄糖 、D-果

糖 、肌醇 、D-木糖 、蔗糖和 D-甘露糖作为碳源生长 ,

不能利用鼠李糖 、L-阿拉伯糖和棉子糖(表 3)。研

究结果显示 ,菌株 SCY505 与淡紫灰链霉菌海南变

种在硝酸盐还原反应和棉子糖 、木糖和肌醇的利用

等方面有一定的差异
[ 14]

。

表 3　菌株 SCY505 的生理生化特征

测试项目 结果 碳源利用 结果

黑色素产生 - D-木糖 +

H 2S 产生 + D-果糖 +

明胶液化 + 肌醇 +

淀粉水解 + 蔗糖 +

牛奶凝固 + D-甘露糖 +

牛奶胨化 + D-葡萄糖 +

硝酸盐还原 - L-阿拉伯糖 -

纤维素分解 - 棉子糖 -

鼠李糖 -

　注:+:阳性结果 , -:阴性结果
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2.5　16S rDNA 和 16S -23S rDNA ISR序列分析

菌株 SCY505 的 16S rDNA序列长度为 1521 bp

(GenBank登录号:GU045548),将其与 NCBI数据库

中相关序列进行 BLAST 分析 ,共有 102个匹配的同

源序列 ,其中同源性较高的链霉菌菌株序列有 82个 ,

且同源性均在 97%以上。基于 16S rDNA序列构建

的 SCY505 菌株系统发育树如图 3 所示 , 菌株

SCY505 与 Streptomyces lavendulae(DQ645958)和

Streptomyces erythrochromogenes(AB184746)同源性

均为 99.7%,三者聚类在同一分支。

图 3　基于 16S rDNA序列构建的 SCY505 菌株系统发育树

　　菌株 SCY505的 16S -23S rDNA ISR序列长

度为 372bp(GenBank 登录号为 GU358067), 将其

与 NCBI 数据库 BLAST 比对 , 结果显示 , 菌株

SCY505 的 ISR 序列与 Streptomyces lavend ulae

subsp.(U93347)同源性为 82.9%。基于 16S -23S

rDNA ISR序列构建的 SCY505菌株系统发育树如

图 4所示 ,菌株 SCY505与 S .lav endulae subsp.聚

类在同一分支。

由于菌株 SCY505 的 16S rDNA 序列与 Gen-

Bank中淡紫灰链霉菌的同源性均在 99%以上 ,其

形态 、生理生化特征与文献[ 5]中描述的淡紫灰链霉

菌一致 ,但在硝酸盐还原反应和棉子糖 、D-木糖 、肌

醇的利用上与已报道的淡紫灰链霉菌海南变种不

同 ,且与淡紫灰链霉菌亚种的 16S -23S rDNA ISR

序列同源性仅为 82 .9%, 因此认为 ,菌株 SCY505

为淡紫灰链霉菌的一个新亚种 ,暂定名为淡紫灰链

霉菌许昌亚种(S trep tomyces lavendulae subsp.

xuchangensis)

图 4　基于 16S-23S rDNA ISR 序列构建的 SCY505菌株系统发育树

3　讨论

淡紫灰链霉菌是一类重要的抗生素产生菌 ,其

产生的医用抗生素如链丝菌素 、薰衣草菌素和农用

抗生素如中生菌素等已有广泛的用途
[ 14]

。目前 ,国

内关于拮抗淡紫灰链霉菌分类鉴定的诸多研究中 ,

都是在形态学分类基础上 ,以 16S rDNA 序列比对

结果为依据进行鉴定 ,因此 ,除产生中生菌素的淡紫

灰链霉菌海南变种外 ,未见有其他淡紫灰链霉菌亚

种的报道。在细菌分子系统学方面 ,虽然 16S rDNA
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序列分析被称为细菌分类鉴定的 “Gold stand-

a rd”[ 15 , 16] , 但由于其保守性强和分化程度低 ,

16S rDNA序列分析仅限于属或属以上分类单位的

鉴定 ,近年来 ,16S -23S rDNA ISR 序列分析已逐

渐成为细菌在种或亚种水平上进行分类鉴定的有效

方法
[ 17 , 18]

。本研究中 ,基于 16S rDNA 序列在NCBI

数据库中的 BLAS T 结果显示 ,菌株 SCY505 与其

同源性较高的 82个链霉菌菌株序列同源性均在

97%以上 ,在系统进化树中与淡紫灰链霉菌(S trep-

tomyces lavendulae)、红色产色链霉菌(Streptomy-

ces ery throchromogenes)位于同一分支 ,同源性均为

99.7 %,因此 ,尚不足以明确 SCY505 的分类地位 。

然而 ,基于 16S -23S rDNA ISR序列在 NCBI 数据

库中的 BLAST 结果显示 ,菌株 SCY505与淡紫灰

链霉菌亚种(U93347)在系统进化树中聚类于同一

分支 ,同源性为 82.9%。由此可见 ,通过 16S rDNA

序列分析尚不能区分的链霉菌类群 ,运用 16S -23S

rDNA ISR序列分析时 ,其差异性十分明显 。

室内研究结果表明 ,菌株 SCY505 不仅对小麦

纹枯病菌具有稳定的抑制效果 ,而且对多种植物病

原真菌具有一定的拮抗活性 ,有关该菌株的生防潜

力及其代谢活性物质的性质和结构还有待于进一步

研究 。
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