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暋暋天然产物具有种类繁多暍作用独特暍环境友好

的特点棳一直是新颖先导化合物的源泉椲棻椵暎从微生

物代谢产物中寻找可供开发的先导化合物已成为新

农药创制的一个重要方向棳许多新农药都是微生物

代谢产物中的先导化合物经过结构修饰暍优化获

得椲棽椵暎迄今为止已有多种天然产物及其衍生物被成

功开发为农药产品椲棾棴椀椵暎棽棸世纪椄棸年代发现了杀

虫 抗 生 素 棬斸斻斿旘旐斿斻旚旈旑棭 和 除 草 抗 生 素

棬旔旇旚旇旓旞斸旡旓旍旍旈旑棭棳椆棸 年 代 发 现 了 杀 虫 抗 生 素

棬旙旔旈旑旓斻斸斾棭 和 杀 菌 抗 生 素 棬旙旚旘旓斺旈旍旛旘旈旑棭棳其 中

斸斻斿旘旐斿斻旚旈旑被美国默克等公司开发成目前世界上最

好的适用杀虫剂之一棳旔旇旚旇旓旞斸旡旓旍旍旈旑被作为先导化

合 物 合 成 目 前 最 好 的 除 草 剂 品 种 草 甘 膦 系 列棳
旙旔旈旑旓斻斸斾和旙旚旘旓斺旈旍旛旘旈旑被开发为优良的生物杀虫剂

和杀菌剂椲椂椵暎棽棸世纪椂棸年代我国开发出了一大批

新的农用杀菌剂品种棳主要有放线菌酮暍春雷霉

素暍多抗霉素等椲椃椵棳椃棸年代成功开发出井冈霉素暍
庆大霉素暍多抗霉素等棳尤其井冈霉素目前仍是防
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治水稻纹枯病的主要杀菌剂椲椄椵暎近年来棳以植物主

要的病原真菌为靶标菌筛选拮抗放线菌并研究其活

性代谢产物是研究热点之一椲椆棴棻棸椵暎香蕉枯萎病和

芦 笋 茎 枯 病 分 别 由 香 蕉 枯 萎 病 菌

和芦笋茎枯病菌

引起棳均为农业生产中难以防治的土传病害棳从土

壤中筛选对这棽种病原菌有优良拮抗效果的放线菌

将为这棽种病害的生物防治奠定基础暎
棻暋材料和方法

棻灡棻暋材料

棻灡棻灡棻暋供试土样暋于棽棸棻棸年椃月棳棽棸棻棻年椄月

自江西省井冈山地区采集棻棸暙棻椀斻旐土层土壤样品

棻椃份暎
棻灡棻灡棽暋 供 试 病 原 菌 暋 香 蕉 枯 萎 病 菌

暍芦笋茎枯病菌 暍
稻瘟 病 菌 暍番 茄 灰 霉 病 菌

暍大 豆 炭 疽 病 菌

暍水稻纹枯病菌 暍柑

橘炭疽病菌 暍香蕉

黑星病菌 暍番茄早疫

病 菌 暍 黄 瓜 炭 疽 病 菌

暍 玉 米 大 斑 病 菌

均由福建省农业科学院植物

保护研究所病理室保存暎
棻灡棻灡棾暋培养基暋放线菌筛选培养基为改良 斎斨斄
培养基椈植物病原真菌培养基为 斝斈斄 培养基椈放

线菌鉴定培养基椇高氏一号培养基棳蔗糖察氏琼脂

培养基棳葡萄糖天门冬素琼脂培养基棳淀粉琼脂培

养基棳马铃薯块培养基棳明胶液化培养基棳牛奶凝

固与胨化培养基棳淀粉水解琼脂培养基棳碳源利用

基础培养基椲棻棻棴棻棽椵暎
棻灡棽暋方法

棻灡棽灡棻暋放线菌分离暋将采集到的土壤样品自然风

干过筛后棳采用平板稀释法分离椇称取土壤样品

棻旂棳加到盛有椆旐斕无菌水的离心管中棳振荡棾棸
旐旈旑棳然后配制成棻棸棴棾暍棻棸棴棿暍棻棸棴椀的悬浮液暎吸

取不同浓度的悬浮液各棸灡棻旐斕于改良 斎斨斄 培养

基平板中棳均匀涂布棳每一浓度培养棾皿棳置于

棽椄曟的恒温箱中倒置培养暎待放线菌菌落出现后棳
挑取单个菌落棳并在高氏一号培养基上反复纯化暎
棻灡棽灡棽暋拮抗放线菌筛选 暋参考原犇犇等椲棻棾椵的方

法棳分别采用平板对峙培养法和放线菌培养过滤液

抑制率法初筛和复筛对香蕉枯萎病菌和芦笋茎枯病

菌有拮抗活性的放线菌棳将分离获得的放线菌接种

于高氏一号培养基平板内棳棽椄曟培养椃斾后取直径

棸灡椀斻旐的菌碟放置于斝斈斄平板边缘棳中间分别接

种香蕉枯萎病菌和芦笋茎枯病菌棳棽椄曟培养椀斾棳
观察抑菌带的有无棳筛选抑菌带较宽的菌株暎将平

板对峙筛选中抑菌带宽度在棻棸旐旐 以上的放线菌

菌种接种于发酵培养基中暎发酵用椀棸棸旐斕 三角

瓶棳每瓶装液量为棽棸棸旐斕棳于棽椄曟棻椄棸旘暏旐旈旑棴棻

培养椃斾暎发酵液经棻棸棸棸棸旂离心棻棸旐旈旑后棳取上

清液用棸灡棽棽毺旐微孔滤膜过滤棳取滤液棸灡椀旐斕加

入到直径椆斻旐 的培养皿中棳与冷至椀棸曟 的椆灡椀
旐斕斝斈斄 培养基混匀制成带毒平板棳用椀旐旐无菌

打孔器打取供试病原菌菌饼棳置于带毒平板的中

央棳以无菌水与 斝斈斄 制成的平板为对照棳重复棿
次暎棽椀曟培养椃斾后棳用十字交叉法测量菌落直

径棳计算生长抑制率棳按以下公式计算生长抑制

率椇生长抑制率椊 棬对照平板菌落直径棴带毒平板

菌落直径棭棷棬对照平板菌落直径 棴 菌饼直径棭暳
棻棸棸棩暎
棻灡棽灡棾暋拮抗放线菌抗菌谱测定暋采用牛津杯法测

定筛选出的放线菌的抗菌谱棳用接种针将靶标菌菌

丝和孢子刮下制成菌悬液棻旐斕与斝斈斄 培养基棻棸
旐斕混合后倒入椆斻旐 的培养皿中制成平板棳将灭

菌牛津杯置于混好靶标菌的斝斈斄 平板中央棳杯中

加入棽棸棸毺斕无菌发酵滤液棳分别置棽椄曟培养棾斾
后测定抑菌圈直径 棬香蕉黑星病菌的带菌平板椃斾
后测量菌落直径棭棳试验设置棿次重复椲棻棿椵暎
棻灡棽灡棿暋拮抗放线菌鉴定

棬棻棭形态学观察

采用插片法棳将菌株斢棻椀划线高氏一号培养基

上棳同时将灭菌的盖玻片 棬棻斻旐暳棻斻旐棭斜插入培

养基内棳棽椄曟培养椃斾后棳取出盖玻片在光学显微

镜上观察菌丝形态椲棻椀椵暎
棬棽棭培养特征和生理生化特征

参照 暥链霉菌鉴定手册暦中的方法进行椲棻椂椵暎
棬棾棭拮抗放线菌棻椂斢旘斈斘斄测定

参照姜成林等椲棻椃棴棻椄椵的方法提取放线菌斢棻椀总

斈斘斄暎 用 棻椂斢 旘斈斘斄 通 用 引 物 棬棽椃斊椇椀曚灢
斄斍斄斍斣斣斣斍斄斣斆斆斣斍斍斆斣斆斄 斍灢棾曚椈棻椀棿棻斠椇椀曚灢
斄斄斍斍斄斍斍斣斍斄斣斆斆斄斍斆斆斍斆斄灢棾曚棭进行斝斆斠扩

增棳扩增条件为椆棿曟预变性棿 旐旈旑棳椆棿曟变性棻
旐旈旑棳椀椃曟退火椀椀旙棳椃棽曟延长棽旐旈旑棳变性到延

长棾棸个循环棳椃棽曟延长棻棸旐旈旑棳棿曟保存暎扩增

产物胶纯化后送上海生工生物工程有限公司进行测

序棳将获得的序列校对后棳采用 斅斕斄斢斣 方法从

斍斿旑斅斸旑旊 数 据 库 中 调 取 相 关 序 列棳 采 用
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斆斕斦斢斣斄斕 斬棻灡椄 软 件 进 行 同 源 性 分 析棳 采 用

斖斿旂斸棾灡棻软件中 斘斿旈旂旇旚旇旓旘灢斒旓旈旑旈旑旂方法构建系统

进化树暎
棽暋结果与分析

棽灡棻暋香蕉枯萎病菌和芦笋茎枯病菌拮抗放线菌的

分离和筛选

从棻椃份土壤样品中共分离出椃椂株放线菌棳经

过平板对峙培养法筛选出棻棽株对香蕉枯萎病菌和

芦笋茎枯病菌拮抗效果均较好的放线菌菌株暎采用

放线菌培养滤液分别测定棻棽株菌株对香蕉枯萎病

菌和芦笋茎枯病菌的抑制率棳结果表明 棬表棻棭棳
初筛的棻棽株放线菌过滤液稀释棽棸倍后对香蕉枯萎

病菌均有一定的抑制作用棳其中编号为 斢椀暍斢棻棽
和斢棻椀的菌株过滤液抑制作用较强棳抑制率均大于

椃棸棩棳编号为斢棻椀的菌株抑制作用最强棳抑制率为

椆椄灡椂棾棩暎初筛的棻棽株放线菌过滤液稀释棽棸倍后

对芦笋茎枯病菌均有较强的抑制作用棳其中编号为

斢椀暍斢棻棽暍斢棻椀暍斢棾椆和斢椀椀的菌株过滤液抑制作用

较强棳抑制率均大于椃棸棩棳编号为斢棻椀的菌株抑

制作用最强棳抑制率为棻棸棸棩暎

表棻暋棻棽株放线菌发酵液对香蕉枯萎病菌和芦笋茎枯病菌的抑菌活性测定结果

斣斸斺旍斿棻暋斏旑旇旈斺旈旚旈旓旑斿旀旀斿斻旚旓旀旀斿旘旐斿旑旚斸旚旈旓旑旀旈旍旚旘斸旚斿旙旓旀棻棽斸斻旚旈旑旓旐旟斻斿旚斿旙旓旑旐旟斻斿旍旈斸旂旘旓旝旚旇旓旀 棶 斸旑斾 棶

菌株代号
香蕉枯萎病菌菌落直径

棷旐旐
对香蕉枯萎病菌生长抑制率

棷棩
芦笋茎枯病菌菌落直径

棷旐旐
对芦笋茎枯病菌生长抑制率

棷棩
斢椀 棽棿灡椀 椃棸灡棾斻斆 棻椀 椄棻灡椄棽斅斺
斢椆 椀棾 棾椀灡椃椂旇斎 棾棾灡棻棾 椀椆灡椄棿斿旀斈斉
斢棻棽 棽棸灡椂棾 椃棿灡椆椆斺斅 棽棽灡椃椀 椃棽灡棿棽斾斆
斢棻椀 棻灡棻棾 椆椄灡椂棾斸斄 棸 棻棸棸斸斄
斢棻椂 椀棻灡椄椄 棾椃灡棻棽旇斎 棾椆灡椃椀 椀棻灡椄棽旇斊斍
斢棽棿 棾棸 椂棾灡椂棿斾斈 棾棻灡椂棾 椂棻灡椂椂斿斈
斢棾椄 椂棾 棽棾灡椂棿旈斏 棿椆灡椂棾 棾椆灡椄棿旈斎
斢棾椆 棾棿灡棽椀 椀椄灡棿椄斿斉 棽棻灡椄椄 椃棾灡棿椄斻斾斆
斢棿棸 棽椂 椂椄灡棿椄斻斆 棾椂灡椀 椀椀灡椃椂旂斉斊
斢棿椂 棿棿灡棽椀 棿椂灡棾椂旂斍 棿棻灡椃椀 棿椆灡棾椆旇斍
斢椀椀 棾棻灡椀 椂棻灡椄棽斾斈 棻椆灡椂棾 椃椂灡棽棻斻斆
斢椃棾 棿棸灡椀 椀棸灡椆棻旀斊 棾椀灡棽椀 椀椃灡棽椃旀旂斈斉

注椇同列数据后不同大小写字母分别表示差异达极显著水平棬 椉棸灡棸棻棭和显著水平棬 椉棸灡棸椀棭暎

棽灡棽暋香蕉枯萎病菌和芦笋茎枯病菌拮抗放线菌的

抗菌谱测定

采用牛津杯法测定编号为斢棻椀的放线菌对香蕉

枯萎病菌暍芦笋茎枯病菌暍稻瘟病菌暍番茄灰霉病

菌暍大豆炭疽病菌暍水稻纹枯病菌暍柑橘炭疽病

菌暍香蕉黑星病菌暍番茄早疫病菌暍黄瓜炭疽病

菌暍玉米大斑病菌等棻棻种病原菌的抑菌效果暎试

验结果表明棳该菌株对多种病原真菌均有不同程度

的抑菌作用棳除对水稻纹枯病菌抑制效果稍差棳对

其余棻棸种植物病原真菌均有较强的抑制作用 棬表
棽暍图棻棭暎

表棽暋拮抗放线菌斢棻椀菌株发酵液对棻棻种病原菌的抑菌活性测定结果

斣斸斺旍斿棽暋斏旑旇旈斺旈旚旈旓旑斿旀旀斿斻旚旓旀旀斿旘旐斿旑旚斸旚旈旓旑旀旈旍旚旘斸旚斿旓旀斢棻椀旓旑棻棻旔旍斸旑旚旔斸旚旇旓旂斿旑旈斻旀旛旑旂旈

病原菌
香蕉枯
萎病菌

芦笋茎
枯病菌

稻瘟病菌
番茄灰
霉病菌

大豆炭
疽病菌

水稻纹
枯病菌

柑橘炭
疽病菌

香蕉黑
星病菌

番茄早
疫病菌

黄瓜炭
疽病菌

玉米大
斑病菌

抑菌圈直径
棷旐旐 棽棾灡棻棾 棽椄灡棻棾 棽棸灡棾椄 棻棿灡椂棾 棽棻灡棽椀 椂灡棻棾 棻椆灡棽椀 棾棾灡棽椀 棽棾灡棾椄 棽棻灡椀棸 棽椀灡棽椀

棽灡棾暋拮抗放线菌斢棻椀的形态学观察

拮抗放线菌 斢棻椀在淀粉琼脂培养基上气丝较

少棳灰色棳基丝蓝色椈在葡萄糖天门冬素琼脂培养

基上气丝灰色棳基丝黄色椈在蔗糖察氏培养基上气

椆棽棸棻第棻棸期 杜宜新等椇香蕉枯萎病菌和芦笋茎枯病菌的拮抗放线菌筛选与鉴定



图棻暋拮抗放线菌斢棻椀菌株发酵液对棻棻种病原菌的抑菌活性

斊旈旂灡棻暋斏旑旇旈斺旈旚旈旓旑斿旀旀斿斻旚旓旀旀斿旘旐斿旑旚斸旚旈旓旑旀旈旍旚旘斸旚斿旓旀斢棻椀旓旑棻棻旔旍斸旑旚旔斸旚旇旓旂斿旑旈斻旀旛旑旂旈
注椇斄灢香蕉枯萎病菌椈斅灢芦笋茎枯病菌椈斆灢稻瘟病菌椈斈灢番茄灰霉病菌椈斉灢大豆炭疽病菌椈斊灢水稻纹枯病菌椈斍灢柑橘炭疽病菌椈
斎灢香蕉黑星病菌椈斏灢番茄早疫病菌椈斒灢黄瓜炭疽病菌椈斔灢玉米大斑病菌暎

丝少棳基丝微红色棳产生褐色色素椈在马铃薯块培

养基上无气丝棳基丝褐色椈在高氏一号培养基上孢

子丝螺旋形 棬图棽棭暎
棽灡棿暋拮抗放线菌斢棻椀的培养特征和生理生化特征

试验结果表明棳拮抗放线菌 斢棻椀可使明胶液

化棳牛奶不凝固不胨化棳可水解淀粉棳能利用麦芽

糖暍乳糖暍鼠李糖暍半乳糖暍纤维二糖暍果糖暍甘

露醇暍阿拉伯糖暍木糖暍山梨糖等碳源棳利用棉子

糖暍肌醇暍木糖暍山梨醇较差暎

图棽暋菌株斢棻椀孢子丝形态

斊旈旂灡棽暋斖旓旘旔旇旓旍旓旂旟旓旀斢棻椀旙旔旓旘斿旀旈旍斸旐斿旑旚旙

棽灡椀暋拮抗放线菌斢棻椀的系统发育分析

将菌株斢棻椀的棻椂斢旘斈斘斄扩增得到棻椀棸棸斺旔左

右的片段 棬图 棾棭棳经 测 序 所 得 的 斈斘斄 序 列 与

斘斆斅斏数据库 斅旍斸旙旚比对棳与其同源性较高的菌株

均属于链霉菌属棳选取其中棻棸株模式菌株进行系

统发育分析棳从用 斘斿旈旂旇旚旇旓旘灢斒旓旈旑旈旑旂的方法构建

的系统进化树可以看出棳菌株斢棻椀和

聚在同一分支上棳其同源性达到椆椆棩
以上 棬图棿棭暎

图棾暋菌株斢棻椀的棻椂斢旘斈斘斄扩增片段

斊旈旂灡棾暋棻椂斢旘斈斘斄旔斸旚旚斿旘旑旓旀斢棻椀

棸棾棸棻 福建农业学报 第棽椄卷



图棿暋菌株斢棻椀棻椂斢旘斈斘斄核苷酸序列系统进化树分析

斊旈旂灡棿暋斝旇旟旍旓旂斿旑斿旚旈斻旚旘斿斿旓旀斢棻椀斺斸旙斿斾旓旑棻椂斢旘斈斘斄旂斿旑斿
旙斿旕旛斿旑斻斿旙

棾暋讨论与结论

放线菌是自然界中很大的微生物资源库棳目前

已知或分离到的菌株只是很小一部分暎从土壤中分

离拮抗土传病原菌的放线菌棳进而研究其活性次生

代谢产物棳寻找可供开发的先导化合物已成为新的

生物农药研究的热点之一椲棻椆棴棽棸椵暎香蕉枯萎病和芦

笋茎枯病均已成为制约种植产业发展的重要病害棳
以香蕉枯萎病菌和芦笋茎枯病菌为靶标病原菌棳筛

选出的拮抗放线菌斢棻椀的形态特征暍培养特征暍生

理 生 化 特 征 与 波 卓 链 霉 菌

基本一致棳且该菌棻椂斢旘斈斘斄 与波卓

链霉菌的序列同源性超过椆椆棩棳被鉴定为波卓链

霉菌 暎目前国内外对香

蕉枯萎病的生物防治主要集中在拮抗菌株的筛选

上棳李载渊等椲棽棻椵分离到一株稀有放线菌对香蕉枯

萎病菌具有较强的拮抗作用棳卢娟等椲棽棽椵从海南温

泉中分离到棻株对香蕉枯萎病菌有较强拮抗作用的

放线菌 暎测定筛选的拮

抗放线菌的抗菌谱棳从其次生代谢产物中寻找可供

开发的先导化合物将是防治生物香蕉枯萎病的有效

途径暎拮抗放线菌斢棻椀对香蕉枯萎病菌暍芦笋茎枯

病菌暍稻瘟病菌暍番茄灰霉病菌暍大豆炭疽病菌暍
水稻纹枯病菌暍柑橘炭疽病菌暍香蕉黑星病菌暍番

茄早疫病菌暍黄瓜炭疽病菌暍玉米大斑病菌等棻棻
种重要的植物病原真菌均有较强的抑制作用棳其抗

菌谱较宽暎其生产发酵条件及次生代谢产物的分析

正在研究中暎
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