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摘      要：【目的】  从老枞根际土壤分离可培养放线菌，获取潜在新物种，并筛选可可毛色二孢菌拮抗菌株。

【方法】 采用土壤稀释涂布法和三区划线法进行分离和纯化，获得放线菌菌株；通过比对 16S rRNA基因序列和构

建系统发育树，对菌株进行初步分类和鉴定；采用平板对峙法进行抑菌活性筛选。【结果】 （1）共获得 81株不同

放线菌菌株，分别隶属于链霉菌 Streptomyces（54.32%）、节杆菌 Arthrobacter（27.16%）、微杆菌 Microbacterium

（11.11%）、北里孢菌 Kitasatospor（4.94%）和短小杆菌 Curtobacterium（2.47%）5个属；（2）与已知模式菌株相

比，相似度小于 98.65%的潜在新种共有 20 株；（3）经可可毛色二孢平板对峙试验筛选后，获得 7株高抑菌活性链

霉菌，其中链霉菌 ON316885的抑菌率最高，达到 63.92%。【结论】 武夷山老枞根际土壤中蕴含着丰富的放线菌资

源，具有深度挖掘研究的价值， 其中一些链霉菌具有较高的生防应用价值。
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Abstract: 【Objective】  Actinomycetes  collected  from  the  rhizosphere  soils  of  old  tea  plants  were  isolated  to  screen  for
species unknown previously and their potential pathogenic inhibitory effect. 【Method】 Soil specimens were gathered from
the target lots at Shuixian, Fujian to isolate actinomycetes by plate culture. Phylogenetic trees based on 16S rRNA gene for the
isolates  were  constructed  and  diversity  index  calculated  in  the  tea  plant  rhizosphere  soils.  【 Result】    (1)  Eighty-one
actinomycete  strains  were  obtained  that  belonged  to  Streptomyces (54.32%),  Arthrobacter (27.16%),  Microbacterium
(11.11%), Kitasatospora (4.94%), and Curtobacterium (2.47%). (2) In comparing with the reference strain, 20 of the 81 taxa
showed less than 98.65% similarity. (3) Seven strains of the Streptomyces significantly inhibited the growth of Lasiodiplodia
theobromae, of which, the one code-named WYS-24 reached the highest rate at 63.92%. 【Conclusion】  Abundantly diverse
actinomycetes resided in the rhizosphere of old tea plants in Wuyishan region. They were a rich resource for in-depth studies
and development for biological inhibitors against plant pathogens.
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 0    引言

【 研 究 意 义 】 武 夷 水 仙 （Camellia  sinensis，
“Fujian Shuixian”）是武夷岩茶主要品种，通常把树

龄大于 50年的植株称为老枞 [1]。经过漫长生长，老

枞植株从树干到树茎都布满绿色青苔，形成了具有

青苔味、粽叶味和木质味等独特 “枞味”茶叶而闻名

于世[2−3]。放线菌是最具经济和生物技术应用价值的

微生物[4]，产生的次级代谢产物是新医药和农药研制

的重要源头[5−6]。根际土壤是植物-微生物相互作用中

有益微生物群落的关键生态位，所含的放线菌物种

多样性丰富，其中一些放线菌产生独特的活性代谢物，

不仅具有抑制病原微生物作用，同时也会促进植物

生长，在农业和生物医药领域具有巨大应用潜力 [7−8]。

尽管当前微生物组学技术已成为探究微生物物种多

样性的重要手段，但只有成功分离培养的菌株才能

更好地开发和利用[9−10]。可可毛色二孢（Lasiodiplodia
theobromae）是一种多寄主世界性的土传病原菌，能

在茶树 [11]、橡树 [12]、百香果 [13] 及菠萝等 [14]500余种

热带和亚热带地区的植物上广泛寄生和分布，会引

发叶斑、溃疡、枯死和根腐等病害，造成了严重的

经济损失，但当前缺乏有效的应对手段。因此分离

并筛选出具有可可毛色二孢拮抗潜力的放线菌菌

株，对今后采取生物防治手段应对可可毛色二孢具

有重要意义。【前人研究进展】经过数十年的筛选

挖掘，已经很难从普通土壤生境中获得新颖的放线

菌菌株。目前，海洋环境、高温热泉、高盐环境、

高寒地区、植物内部及植物根际等特殊生境正成为

寻找新型放线菌资源的重要来源 [15−20]。此前，研究

者从丹参[21] 和枸骨[22] 等植物根际分离到了新型放线

菌，并证明它们具有一定生防或促生功能。目前已

有许多关于生物防治菌株运用于植物病害防治和果

蔬保鲜的报道，如枯草芽孢杆菌已经应用于防治

梨、番茄和草莓等水果的病害[23]；Zhou等[24] 将链霉

菌（Streptomyces. sp. HSL-9B）运用于芒果的采后保

鲜，其发酵液提取物能有效防治芒果采后炭疽病的

侵染，防治率高达 79.70%。目前有关可可毛色二孢

拮抗菌的报道较少，刘双龙等 [25] 分离到一株粪产碱

菌（Alcaligenes faecalis）对可可毛色二孢具有良好的

抑制作用。【本研究切入点】微生物、植物和土壤

之间存在着复杂的相互作用，根际是微生物与植物

相互作用的特殊区域，直接受到根系分泌物的影

响 [26]。老枞植株长期生长过程中向根际土壤释放生

物活性物质的大量积累，形成独特微生态环境，富

集了适应该环境条件的特异微生物群落 [27]，其中可

能含有新的放线菌物种；而且老枞根际独特的微生

态环境中蕴藏的放线菌可能产生独特活性代谢物，

具有抑制病原微生物的作用，但对老枞植株长期生

长所形成的根际土壤微生境中的放线菌资源的挖掘

研究还有待深入进行。【拟解决的关键问题】以典

型武夷山老枞茶树植株的根际土壤为研究对象，分

离和纯化根际土壤中的可培养放线菌菌株，应用分

子生物学方法进行鉴定和分类，以期分离得到老枞

根际土壤特殊环境下具应用潜力的新型放线菌资

源；同时以可可毛色二孢为指示菌，对放线菌进行

抗病原真菌效果的初步筛选，为老枞根际放线菌资

源的挖掘与利用提供试验基础和科学依据。

 1    材料与方法

 1.1    土壤样品采集和制备

采集武夷山国家公园内 11个具代表性和典型的

武夷水仙老枞茶园的植株根际土壤，每个采样点采

集 10份，共 110份土样。WYS1～WYS11分别表示

程墩、吴三地、马坜、樟树、古井、慧苑坑、流香

涧、九龙窠、悟源涧、九龙窠和马头岩，老枞茶园

采样点位置如图 1所示，老枞生长年限均大于 50
年。参照 Berhongaray等[28] 的方法，轻轻刨开距土壤

表层 5～20 cm深处寻找细根，用无菌剪刀剪断后，

装入无菌保鲜袋中，保存于 4 ℃ 低温采样箱中，迅

速运回实验室。

附着在根部约 1 mm厚的土壤被定义为根际土

壤 [29]。在超净工作台内将粘附有根际土壤的根系转

移并浸没于无菌 10 mmol·L−1 PBS溶液中，于摇床室

温下、120 r·min−1 振荡 20 min，挑除根系后的土壤悬

浮液后，9 000 r·min−1 离心 20 min，收集获得沉淀的

根际土壤[30]。

 1.2    放线菌分离、纯化、鉴定和系统发育树构建

使用高氏 1号和 ISP2固体培养基进行根际土壤

放线菌菌株的分离和培养：称取根际土壤样品 2 g，
置于装有 18 mL 无菌生理盐水离心管中，180 r·min−1

振荡 30 min后，制备成土壤悬液，稀释 103 倍后，

均匀涂布于培养基平板上，28 ℃ 下培养 3～5 d。将

培养得到的不同形态的菌落进行分离培养，采用三

区划线法进行 3次纯化。纯化获得的单菌落接入液

体培养基，于 28 ℃、180 r·min−1 培养 24～72 h后获

得菌体，用 DNA提取试剂盒（上海赛百盛基因技术

有限公司）提取 DNA。用细菌 16S rRNA基因通用引

物 27F（5 ′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ′ ）和

1492R（5′-GGTTA CCTTGTTACGACTT-3′）进行扩

增 [31]。PCR反应程序：94 ℃ 预变性 5 min；94 ℃ 变
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性 45 s，55 ℃ 退火 45 s，72 ℃ 延伸 1 min （30个循

环）；最后 72 ℃ 延伸 10 min。取部分 PCR产物经

1%琼脂糖凝胶电泳在自动凝胶成像仪上进行观察检

测后，将约在 1 500 bp处具有明亮 DNA条带的 PCR

产物送至厦门铂瑞生物科技有限公司，使用 ABI3730I

测序仪进行双向测序。

使用 Seqman软件对测序所得的 16S rRNA基因

序列末端杂峰进行裁剪拼接后，上传至 EzBioCloud

（https://www.Ezbiocloud.net/identify）进行比对，确定

与之亲缘关系最近的物种；当与最相似模式菌株的

16S rRNA基因序列相似度＜98.65%时，判断为潜在

新物种[32]。应用MEGA 10软件，以邻接法（Neighbor-

Joining，NJ）构建菌株系统发育树，重复计算次数为

1 000次[33]，并用 iTOL（https://itol.embl.de）进一步完

善和美化进化树。

 1.3    可可毛色二孢拮抗放线菌筛选

以可可毛色二孢为指示病原菌，在 PDA培养基

上，采用平板对峙法筛选对其具有抑制效果的放线

菌：在距离平板中心 2 mm四周划线接种放线菌，

30 °C 培养  1 d，待放线菌略长出菌丝后，在培养基

中央放置一块可可毛色二孢菌饼（Φ=7 mm），每处

理设重复 3次，并加设只接种病原菌不接种放线菌

为对照（CK），于 30 °C培养 5 d后，用 Shineso全

自动菌落计数联用仪（杭州迅数科技有限公司）拍

照和测量可可毛色二孢菌落直径大小，并按照下列

公式计算抑菌率[34]。

抑制率/%=[(对照病原菌菌落直径－处理病原菌

菌落直径)/(对照病原菌菌落直径−菌饼直径)]×100

 2    结果与分析

 2.1    老枞根际土壤可培养放线菌物种组成

分离和纯化培养后获得的老枞根际土壤放线菌

菌株，经 16S rRNA基因序列分析和比对后，共获得

81株相互之间相似度小于 99%的放线菌菌株，隶属

于 5个属，分别为：链霉菌（Streptomyces）、节杆

菌（Arthrobacter）、北里孢菌（Kitasatospora）、微

杆菌（Microbacterium）和短小杆菌（Curtobacterium）。

其中，链霉菌属共分离到 44株，占 54.32%，为老枞

根际土壤可培养放线菌的最优势物种；其次是节杆

菌属 22株，占 27.16%（图 2）。这些菌株的 16S rRNA

基 因 序 列 已 上 传 至 GenBank数 据 库 ， 登 录 号 为

ON165519～ON165538，ON316876～ON316894，ON

533543～ON533566。

 2.2    老枞根际土壤可培养放线菌潜在的新物种

如表 1和图 3所示，本研究获得与已知模式菌株

相似度小于 98.65%的潜在新物种 20株，包括链霉菌

属 12 株、节杆菌属 4 株、微杆菌属 3株和北里孢菌

属 1株，占所获得可培养菌株总数的 24.69%。其

中，相似度小于 97.0%菌株 1 株（ON165533），介于

97.00%～ 98.00%潜 在 新 物 种 10  株 （ON165521、
ON165522、 ON165523、 ON165524、 ON165527、
ON165528、 ON165530、 ON165531、 ON165537和
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图 1    武夷山老枞茶园根际土壤采样点分布

Fig. 1    Sites for sampling actinomycetes in old tea plant rhizosphere soils at plantations in Wuyishan
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ON165538）， 98.00%～ 98.65%的 潜 在 新 物 种 9株

（ON165519、 ON165520、 ON165525、 ON165526、
ON165529、 ON165532、 ON165534、 ON165535和

ON165536）。

  
表 1    老枞根际土壤可培养放线菌代表菌株与最相似模式菌株比较

Table 1    Comparison between actinomycetes isolated from old tea plant rhizosphere and that closest to reference strain

菌株登录号

Accession No. of strain
最相似菌株及登录号

The closest type strain and its accession
中文名称

Chinese name
相似度

Similarity/%

ON165519 Microbacterium proteolyticum (KM359785) 蛋白水解微杆菌 98.08

ON165520 Microbacterium testaceum (BJML01000022) 种皮微杆菌 98.53

ON165521 Streptomyces acidiscabies (D63865) 酸性疮链霉菌 97.91

ON165522 Streptomyces pseudovenezuelae (KQ948163) 金霉素链霉菌 97.56

ON165523 Streptomyces acidiscabies (D63865) 酸性疮链霉菌 97.94

ON165524 Arthrobacter livingstonensis (GQ406811) 利文斯顿岛节杆菌 97.97

ON165525 Arthrobacter bambusae (KF150696) 竹节杆菌 98.63

ON165526 Arthrobacter bambusae (KF150696) 竹节杆菌 98.42

ON165527 Streptomyces xiamenensis (EF012099) 厦门链霉菌 97.55

ON165528 Streptomyces alanosinicus (AB184442) 阿拉诺链霉菌 97.43

ON165529 Streptomyces graminifolii (HQ267984) 禾叶链霉菌 98.58

ON165530 Streptomyces acidiscabies (D63865) 酸性疮链霉菌 97.96

ON165531 Arthrobacter livingstonensis (GQ406811) 利文斯顿岛节杆菌 97.46

ON165532 Streptomyces acidiscabies (D63865) 酸性疮链霉菌 98.56

ON165533 Streptomyces philanthi (DQ375802) 嗜酸链霉菌 96.73

ON165534 Kitasatospora psammotica (MT760550) — 98.54

ON165535 Streptomyces intermedius (AB184277) 中间型链霉菌 98.61

ON165536 Microbacterium proteolyticum (KM359785) 蛋白水解微杆菌 98.22

ON165537 Streptomyces griseocarneus (MT760576) 灰色链霉菌 97.80

ON165538 Streptomyces aquilus (MH718844) 棕色链霉菌 97.78

ON316876 Streptomyces ardesiacus (DQ026631) 桔橙链霉菌 99.16

ON316877 Streptomyces pratensis (JQ806215) 草地链霉菌 99.56

ON316878 Streptomyces mexicanus (AF441168) 墨西哥链霉菌 98.92

ON316879 Streptomyces halstedii (AB184142) 郝氏链霉菌 99.86

ON316880 Streptomyces microflavus (AB184284) 细黄链霉菌 99.36

ON316881 Streptomyces badius (AY999783) 栗褐链霉菌 99.03

ON316882 Streptomyces zaomyceticus (AB184346) 沙阿霉素链霉菌 98.95

ON316883 Streptomyces niveus (DQ442532) 雪百链霉菌 100.00

ON316884 Streptomyces xylanilyticus (LC128341) — 99.92

 

A 2
9

4

22
44

B

7
56

5

6

C
1

2

19
15

短小杆菌属
Curtobacterium

链霉菌属
Streptomyces

细黄链霉菌
S. microflavus

节杆菌属
Arthrobacter

北里孢菌属
Kitasatospora
微杆菌属
Microbacterium

S. ardesiacus

绞股蓝节杆菌
A. gyeryongensis

草地链霉菌
S. pratensis

酸疮痂链霉菌
S. acidiscabies
郝氏链霉菌
S. halstedii

其他 Others

竹节杆菌
A. bambusae

利文斯顿岛节杆菌
A. livingstonensis

 
A. 放线菌属水平物种组成；B. 链霉菌组成；C. 节杆菌组成。

A: Genera of Actinomycetes; B: species of Streptomyces; C: species of Arthrobacter.

图 2    放线菌物种组成

Fig. 2    Actinomycetes taxa
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续上表

菌株登录号

Accession No. of strain
最相似菌株及登录号

The closest type strain and its accession
中文名称

Chinese name
相似度

Similarity/%

ON316885 Streptomyces rochei (MUMD01000370) 罗氏链霉菌 98.88

ON316886 Streptomyces coelicoflavus (AB184650) 天蓝黄链霉菌 98.95

ON316887 Kitasatospora xanthocidica (AB184427) — 99.50

ON316888 Arthrobacter bambusae (KF150696) 竹节杆菌 99.50

ON316889 Arthrobacter gyeryongensis (JX141781) 绞股蓝节杆菌 99.06

ON316890 Microbacterium proteolyticum (KM359785) — 99.02

ON316891 Microbacterium azadirachtae (JYIT01000023) — 99.29

ON316892 Microbacterium paraoxydans (BCRH01000180) — 99.22

ON316893 Curtobacterium citreum (X77436) 柠檬色短小杆菌 99.36

ON316894 Curtobacterium albidum (AM042692) — 98.79

粗体表示与模式菌株的相似度小于98.65%。

Bold font indicates a less than 98.65% similarity with reference strain.
 
  

自展值
bootstrap

比例尺
Tree scale

0.50
0.63

0.01

0.75
0.88
1.00

 
粗体表示与模式菌株相似度小于 98.65%。

Bold font indicates less than 98.65% similarity with reference strain.

图 3    老枞根际土壤中可培养放线菌系统发育进化树

Fig. 3    Phylogenetic tree of culturable actinomycetes in old tea plant rhizosphere soil
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如 图 3所 示 ， 介 于 酸 性 疮 链 霉 菌 （S.
acidiscabies）与 禾 叶 链 霉 菌 （S.  graminifolii）
之间的分支上共有 10个菌株，这些菌株均为与培养

基 紧 密 结 合 的 白 色 干 燥 菌 落 。 竹 节 杆 菌 （A.
bambusae）右侧分支上14个菌株中，ON533552与之

相 似 度 最 高 （99.71%）， ON165526相 似 度 最 低

（98.42%）。ON165520所在的分支有 3个菌株，其

菌 落 均 呈 黄 色 湿 润 状 ， 其 中 ON316890和

ON165536与蛋白水解微杆菌（M. proteolyticumd）的

相似度分别为 99.02%和 98.22%，ON165520与种皮

微杆菌（M. testaceum）的相似度为 98.53%。与厦门

链 霉 菌 （S.  xiamenensis）相 似 度 为 97.55%的

ON165527与其他链霉菌不属于同一大支，其菌落基

内菌丝为白色，气生菌丝黑白相间，干燥致密。与

嗜 酸 链 霉 菌 （S.  philanthi）相 似 度 为 96.73%的

ON165533，是本次研究中已知模式菌相似度最低的

菌株，其菌落呈黄色，干燥，与培养基结合紧密。

上述结果表明，老枞根际土壤中蕴含着丰富的放线

菌潜在新物种资源。

 2.3    可可毛色二孢拮抗放线菌筛选结果

抑制效果如图 4和表 2所示，共筛选到 7株对

可可毛色二孢具有具明显抑制作用的放线菌，其 NCBI

登录号分别为 ON316884、ON165521、ON165523、

ON165532、ON316885、ON165522和 ON165537，均

为链霉菌属。当可可毛色二孢生长 5 d时，菌落平均

直径和平均抑菌率如表 2所示，其中 4株抑制率大

于 50%，抑制率最高的菌株为 ON165585，达 63.92%。

 3    讨论与结论

本研究首先从老枞根际独特的土壤微环境中分

离 、 培 养 放 线 菌 菌 株 ， 共 获 得 了 相 似 度 小 于

98.65%的不同菌株共 20株，可能为潜在新放线菌物

种。本次分离获得的所有放线菌菌株中，链霉菌占

比为 54.32%，为最优势菌，其次是节杆菌，占

27.16%，还分离到了北里孢菌、微杆菌和短小杆菌

3个属的菌株，这与以往从常规土壤和茶园根际土壤

中分离放线菌研究的结果均有所不同。一般土壤生

境中，可培养放线菌优势种群主要为链霉菌、诺卡

氏 菌 （Nocardia）和 小 单 孢 菌 （Micromonaspora）

属，且各优势种群数量占比与所在地区土壤类型和

理化性质等因素密切关系[7,35−36]。从老枞根际土壤中

分离到的节杆菌属物种数达 22株、占比高达 27.16%，

且有 19株与竹节杆菌相似度较高；竹节杆菌最初于

由 Park等[37] 从竹林土壤中分离获得并命名，它能分

解秦皮甲素（Aesculin）、尿素和吐温 20等多种物

质，这可能是老枞茶叶具有独特“枞味”的原因之

一。已有研究表明，老枞茶叶中所含的“枞味”随着

树龄的增长而愈发醇厚，其茶汤中的乙酸戊酯、戊

醛、芳樟醇、苯甲醛和苯乙酮等挥发性香气物质含

量显著高于普通水仙[3]，但其他茶园根际土壤中并未

分离到节杆菌或所占比例较低 [38−40]。因此，我们猜

测老枞具有的特殊风味可能是与茶树吸收了根际土

壤中富含节杆菌分泌的代谢物有关。链霉菌属被认

为是放线菌群中最具优势的突出物种之一，目前大

多数商业抗生素主要是由链霉菌属生产的，但链霉

 

A

CK ON316884 ON165521 ON165523

ON165532 ON316885 ON165522 ON165537

B

CK ON316884 ON165521 ON165523

ON165532 ON316885 ON165522 ON165537 
A. 平板正面；B. 平板背面。

A: Front of petri dish; B: back of petri dish.

图 4    强拮抗活性菌株对可可毛色二孢生长的抑制效果

Fig. 4    Inhibitory  effects  of  highly  active  actinomycetes  against
L. theobromae

 

 
表 2    强拮抗活性菌株对可可毛色二孢的抑制作用

Table 2    Inhibitory  effects  of  highly  active  actinomycetes
against L. theobromae

菌株登记号

Accessions of strain
病原菌直径

Diameter of pathogen/mm
抑制率

Inhibition rate/%

CK 90.000 —

ON316884 59.725±0.111 33.64±0.37

ON165521 54.923±0.086 38.97±0.25

ON165523 52.211±0.095 41.99±0.25

ON165532 34.106±0.108 62.10±0.19

ON316885 32.476±0.106 63.92±0.18

ON165522 35.657±0.097 60.38±0.18

ON165537 39.736±0.062 55.85±0.12
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菌作为生物防治的研究和应用在农业领域还非常有

限 [41]。本次研究中分离获得的链霉菌物种桔橙链霉

菌、草生链霉菌、酸性疮痂链霉菌、赫氏链霉菌和

细黄链霉菌在根际土壤样品中出现的频率较高，这

些链霉菌均已有开展功能性研究的报道。如：桔橙

链霉菌可产生使斑马鱼神经兴奋的多种信息素 [42]；

草生链霉菌具防治马铃薯疮痂病的功能，而 S.
acidiscabies 和 S.  halstedii 则导致马铃薯感染疮痂

病 [43−44]，赫氏链霉菌还可合成具抗真菌活性的大环

内酯及可用于生产磷脂酰丝氨酸 [45−46]；细黄链霉菌

具生物防治的应用潜力 [47]，且能促进植物生长 [48]。

因此，在老枞根际土壤中获得的这些链霉菌菌株可

能也存在相似的应用价值和开发前景。将分离培养

获得的所有放线菌菌株对常见植物病原真菌可可毛

色二孢进行拮抗作用的初步试验和比较筛选，获得

了 4株抑制率大于 50%的菌株，其中，ON165522、

ON165532和 ON165537均为潜在新种，具有深入挖

掘其的价值；菌株 ON316885与罗氏链霉菌的相似度

为 98.88%，已有研究发现罗氏链霉菌产生的挥发性

化合物可通过改变高粱籽粒致病菌串珠镰刀菌

（Fusarium  moniliforme）和玉米弯孢菌（Curvularia
lunata）的菌丝结构来抑制菌丝体生长和产生孢子，

菌丝生长抑制率可达 60%以上[49]，这说明 ON316885

可能具有类似功能，有待于进一步鉴定和研究。

综上所述，本研究通过对武夷山老枞茶树根际

土壤独特生境中所富集生长的放线菌资源的挖掘，

获得了一批可能具有较大开发和应用潜力菌株和潜

在新物种，有望作为宝贵的微生物资源进行深入研

究和开发利用。
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