
收稿日期: 2019 － 06 － 25
基金项目: 石河子大学高层次人才科研启动项目 ( ＲCSX201722 ) ; 大学生创新创业训练计划项目

( 201710759002)
作者简介: 邵胜楠( 1997 － ) ，女，石河子大学农学院 2015 级本科生． E-mail: shaosn@ qq． com
通信作者: 张国强( 1986 － ) ，男，博士，硕导． 研究方向:微生物农药的研究与开发．

E-mail: gqzhang@ shzu． edu． cn

第 10 卷 第 3 期 热 带 生 物 学 报 Vol． 10 No． 3
2019 年 9 月 JOUＲNAL OF TＲOPICAL BIOLOGY Sep. 2019

文章编号: 1674 － 7054( 2019) 03 － 0258 － 06

放线菌 KN37 菌株代谢物对番茄灰霉病的防治

邵胜楠，张安琪，巴尔那·库马尔，张国强
( 石河子大学 农学院 / 新疆绿洲农业病虫害治理与植保资源利用重点实验室，新疆 石河子 832003)

摘 要: 采用离体和活体试验，研究 KN37 菌株代谢物对番茄灰霉病的防治效果，并利用分子手段对 KN37
菌株进行了初步鉴定。结果表明，放线菌 KN37 菌株代谢物可强烈抑制番茄灰霉病菌的菌丝生长和孢子萌
发，对细菌性斑点病菌、番茄早疫病菌和油菜菌核病菌的抑制率达到 90%以上，且对葡萄灰霉病具有较好的
防治效果。由此可见，放线菌 KN37 菌株代谢物具有较好的开发潜力。
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番茄灰霉病是由灰葡萄孢菌( Botrytis cinerea) 引起的一种重要的世界性番茄病害，该病害主要危害果
实，造成果实腐烂，也可危害叶、茎和花，造成严重减产，产量损失高达 20% ～50%［1］。番茄灰霉病可通过
气流、雨水、昆虫等方式进行多次侵染，而且发病后传播速度很快，对保护地番茄生产威胁极大。该病害
已在全国各地普遍发生，且呈上升趋势，已成为番茄设施栽培的主要危害因素［2］。目前，防治番茄灰霉病
以化学农药为主，如代森锰锌、嘧霉胺、异菌脲、腐霉利等。这些药剂长时间、大剂量地使用，对环境和食
品安全产生了大量负面影响，同时还产生了严重的抗药性［3 － 4］。微生物的代谢产物是一个巨大的天然产
物资源库，从中筛选新农用活性物质是一条相对便捷的道路［5］。而且微生物源农药相对于化学农药具有
低成本、高活性、低毒、环保等特点，因此以微生物天然产物为基础，开发新型微生物源农药，可有效解决
番茄灰霉病的危害。因此，本课题组深入挖掘了新疆高寒地区的放线菌资源，从中发现了具有较好抑菌
活性的放线菌 KN37。本研究主要对放线菌 KN37 菌株代谢物的抑菌谱进行了广泛测定，同时利用离体法
和活体法系统研究了菌株代谢物对番茄灰霉病的防治效果，旨在为 KN37 菌株的进一步研究与开发奠定
基础。

1 材料与方法

1． 1 供试放线菌 放线菌 KN37，分离自新疆喀纳斯地区，保存于石河子大学农学院植保系农药实验室。
1． 2 供试病原菌 番茄灰霉病菌( Botrytis cinerea) 、番茄细菌性斑点病菌( Pseudomonas syringae) 、油菜菌
核病菌( Sclerotinia sclerotiorum) 、黄瓜黄萎病菌( Verticillium dahliae) 、稻瘟病菌( Phyricularia grisea) 、小麦
赤霉病菌( Fusarium graminearum) 、立枯病菌( Alteraria alternata) 、番茄早疫病菌( Alternaria solani) 、白菜黑
斑病菌( Alternaria solani) 、玉米小斑病菌( Helminthosporium maydis) 、棉花枯萎病菌( Fusarium oxysporum) 、
葡萄白腐病菌( Coniothyrium diplodiella) 均由石河子大学农学院植保系病理实验室提供。
1． 3 供试培养基 高氏 1 号培养基: KNO3 1 g，K2HPO4 0． 5 g，NaCl 0． 5 g，MgSO4·7H2O 0． 5 g，FeSO4·
7H2O 0． 01 g，可溶性淀粉 20 g，琼脂 20 g，蒸溜水 1 000 mL，pH 7． 2 ～ 7． 4。PDA 培养基:去皮马铃薯 200



g，葡萄糖 20 g，琼脂 20 g，蒸馈水 1 000 mL。
1． 4 发酵液的制备 用打孔器取直径 4 mm的菌饼 6 个，置于配好的高氏一号液体培养基中掁荡培养。
摇床培养温度为 28 ℃，转速为 120 r·min －1，培养 7 ～ 10 d。发酵液经 6 000 r·min －1离心 30 min后，取上
清待用。
1． 5 发酵液提取物的制备 喷雾干燥器对菌株发酵液进行浓缩，对干粉进行复溶和过滤后用大孔吸附
树脂 AB －8 进行分离，用 25%乙醇 /水进行洗脱，将洗脱液浓缩后用乙酸乙酯进行液液萃取，然后将乙酸
乙酯相浓缩后得到菌株发酵液的提取物。
1． 6 抑菌活性测定方法 ( 1) 菌丝生长速率法:将 PDA培养基与发酵液或提取物按 9∶ 1 混合均匀，制成
培养基平板，分别从供试病原菌的菌落边缘，用打孔器切成直径为 4 mm的菌饼，分别放置于培养基中央，
使菌饼带菌丝的一面贴在培养基表面，空白对照不加放线菌 KN37 发酵液，每个处理重复 3 次。置于 28
℃恒温箱中培养 72 ～ 96 h 后，用“十”字交叉法测量供试病原真菌菌落生长直径，计算菌丝生长抑制
率［6］。菌丝生长抑制率 = ( 对照菌落生长直径 －处理菌落生长直径) / ( 对照菌落生长直径 －菌柄直径)
× 100%。( 2) 孢子萌发法:取供试病原菌孢子配成 106 CFU·mL －1悬浮液，在低倍镜下的每个视野里有
30 ～ 40 个孢子，将发酵液或提取物与供试菌株的孢子悬浮液 1∶ 1 混合，每处理重复 3 次，在 28 ℃下培养
12 h后观察计算孢子萌发率以及抑制率［7］。孢子萌发率 /% =萌发孢子数 /孢子总数 × 100% ; 孢子萌发
抑制率 /% = ( 对照孢子萌发率 －处理孢子萌发率) /对照孢子萌发率 × 100%。( 3) 活体组织法:采摘大小
均一、健康新鲜的番茄果实。表面用 0． 1% NaClO溶液消毒晾干后，接种番茄灰霉病菌菌饼;保护作用测
定方法为将发酵液提取物( 400 mg·L －1 ) 喷施于番茄果实表面，22 ℃保湿培养 24 h后接种番茄灰霉病菌
菌饼;治疗作用测定方法:在保湿条件下接种番茄灰霉病菌菌饼，24 h 后再喷施供试药液。药剂对照为腐
霉利 400 mg·L －1，2 个菌丝块 /果实试验重复 3 次，5 d 后调查病斑大小，计算药效［8］。药效 /% = ( 对照
病斑直径 －处理病斑直径) /对照病斑直径 × 100%。( 4) 田间试验:于石河子大学试验站温室大棚种植番
茄，试验共设 3 个处理，处理 1:空白对照;处理 2:施用腐霉利( 400 mg·L －1 ) ;处理 3:施用发酵液提取物
( 400 mg·L －1。每个处理 3 次重复，随机区组排列，小区面积 20 m2，株数 36 株每小区第一次施药前调查
病情基数，每隔 7 d施药 1 次，共施药 3 次，施药后 7 d调查发病情况，5 点取样，每点调查 3 株番茄全株叶
片，统计发病情况并计算病情指数和防治效果［9］。病情分级标准如下:

0 级———无病斑;
1 级———病斑占整个叶面积 5%以下;
3 级———病斑占整个叶面积 5% ～15% ;
5 级———病斑占整个叶面积 16% ～25% ;
7 级———病斑占整个叶面积 26% ～50% ;
9 级———病斑占整个叶面积 51%以上。
根据调查结果计算病情指数和防效。病情指数 =∑( 各级病叶数 ×相对应极值) /调查总叶数 × 9;防

治效果 = ( 1 －空白对照区施药前病情指数 ×药剂处理区施药后病情指数 /空白对照区施药后病情指数 ×
药剂处理区施药前病情指数) × 100%。
1． 7 放线菌 KN37 菌株的初步鉴定 ( 1) 菌丝形态观察: 采用插片法接种菌株，用移液抢吸取 50 μL 孢
子悬浮液于高氏一号培养基上，用涂布器将其涂布均匀，将盖玻片斜插入培养基中，28 ℃条件下 5 d 后，
待菌丝覆盖于盖玻片与培养基交叉处时，取下插片，置于光学显微镜下观察其观察菌株的基内菌丝、气生
菌丝颜色和孢子及孢子丝形态。参考阮继生等人的方法对待测菌株进行形态观察和显微结构鉴定［10］。
( 2) 菌落形态观察:将少量的抱子丝接种于高氏一号培养基上，使其形成单菌落，28 ℃条件下 5 d 后，观察
菌落的形状、颜色、质地，以及平板正、反面的特征等一系列的形态特点。( 3 ) 分子鉴定: 利用 EasyPure
Bacteria Genomic DNA Kit( 全式金，中国) 进行放线菌基因组 DNA提取，参考王秀爽等人的方法使用通用
引物 8F( 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 和 1492Ｒ ( 5'-TACG GCTACCTTGTTACGACTT-3') 对 16S rD-
NA进行扩增［11］，PCＲ产物测序后进行 Blast，选择同源性较高的菌株用 MEGA7． 0 软件进行多序列比对，
构建系统发育树。
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2 结果与分析

2． 1 放线菌 KN37 代谢物的抑菌谱 放线菌 KN37 发酵液对多种植物病原菌具有较强的抑制作用( 表
1) ，尤其是对番茄灰霉病菌、细菌性斑点病菌、番茄早疫病菌和油菜菌核病菌的抑制效果最好，抑制率分
别为 94． 26%，93． 66%，92． 07%和 95． 67%。

表 1 放线菌 KN37 发酵液对 12 种病原菌的菌落生长抑制作用
Tab． 1 Inhibition effect of actinomycete strain KN37 broth on 12 species of pathogens

病原菌
Pathogens

抑制率 /%
Growth inhibiting rate

病原菌
Pathogens

抑制率 /%
Growth inhibiting rate

番茄灰霉病菌
Botrytis cinerea 94． 26 ± 0． 36 立枯病菌

Alteraria alternata 89． 76 ± 9． 39

番茄细菌性斑点病菌
Pseudomonas syringae

93． 66 ± 0． 55 番茄早疫病菌
Alternaria solani

92． 07 ± 6． 09

油菜菌核病菌
Sclerotinia sclerotiorum 95． 67 ± 3． 01 白菜黑斑病菌

Alternaria solani 80． 89 ± 0． 52

黄瓜黄萎病菌
Verticillium dahliae 45． 98 ± 2． 96 玉米小斑病菌

Helminthosporium maydis 65． 06 ± 2． 20

稻瘟病菌
Phyricularia grisea

74． 02 ± 0． 73 棉花枯萎病菌
Fusarium oxysporum

47． 85 ± 4． 80

小麦赤霉病菌
Fusarium graminearum 50． 62 ± 2． 23 葡萄白腐病菌

Coniothyrium diplodiella 58． 91 ± 2． 15

注:抑制率为平均值 ±标准差( n = 4)
Note: Inhibition rate is mean values ± SE( n = 4)

2． 2 放线菌 KN37 代谢物对番茄灰霉病菌的抑制作用 为了进一步明确 KN37 菌株代谢物的抑菌效果，采用菌
丝生长速率法对 KN37 发酵液及其乙酸乙酯提取物的毒力进行测定，结果显示 KN37 发酵液的 EC50为
134． 035 9 mg·L －1，乙酸乙酯提取物对番茄灰霉病菌的 EC50 为 37． 864 3 mg·L －1，均高于对照药剂腐霉
利的 EC50值。

表 2 放线菌 KN37 发酵液及提取物对番茄灰霉病菌菌丝生长的毒力
Tab． 2 The virulences of actinomycete strain KN37 broth and its extracts on mycelial growth of Botryptis cinerea

药剂
Agents

毒力回归方程
Ｒegression equation

EC50 / ( mg·L －1 ) r x2 95%置信区间 / ( mg·L －1 )
95% confidence interval

发酵液 Broth y = 3． 373 6 + 0． 764 6 x 134． 035 9 0． 993 5 0． 22 22． 941 9 ～ 783． 093 8

乙酸乙酯提取物 Extracts y = 4． 099 7 + 0． 570 7 x 37． 859 6 0． 998 5 0． 03 3． 298 0 ～ 434． 612 9

腐霉利 Procymidone y = 3． 924 2 + 0． 953 6 x 13． 429 3 0． 989 3 1． 27 3． 408 9 ～ 52． 904 4

此外，放线菌 KN37 发酵液及其提取物也能显著抑制番茄灰霉病菌孢子的萌发，其中发酵液处理孢子
12 h后的 EC50为 40． 300 5 mg·L －1 ( y = 3． 233 3 + 1． 100 5 x，r = 0． 982 0 ) ，发酵液提取物的 EC50为
6． 713 4 mg·L －1 ( y = 3． 860 1 + 1． 378 4 x，r = 0． 991 7) 。KN37 代谢物对孢子萌发的毒力显著高于对
菌丝生长的毒力，说明番茄灰霉病菌的孢子对 KN37 代谢物更为敏感。
2． 3 放线菌 KN37 代谢物对番茄灰霉病的防治效果 组织法测定结果表明，KN37 发酵液提取物( 400
mg·L －1 ) 对番茄灰霉病具有较强的防治效果( 图 1A) ，其中保护作用( 96． 72% ) 与对照药剂腐霉利( 400
mg·L －1 ) 效果相当，而治疗作用( 77． 58% ) 显著优于对照药剂。从图 1B 可以看出，KN37 发酵液提取物
施于番茄果实表面后，病原菌无法深入侵染;即使病原菌已经侵染，KN37 发酵液提取物也能在一定程度
上限制其进一步扩展，从而防止果实大面积腐烂的情况发生。
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BA 提取物 腐霉利（400 mg·L-1）
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图 1 放线菌 KN37 代谢物对番茄灰霉病的保护与治疗作用
Fig． 1 The protective and therapeutic effect of actinomycete strain KN37 extracts on grey mould of tomato fruits caused by Botryptis cinerea

利用 KN37 发酵液提取物( 400 mg·L －1 ) 防治温室大棚内的番茄灰霉病，结果表明，在施用 3 次发酵
液后番茄灰霉病的发生率明显降低，对番茄灰霉病的防治效果可达 63． 12%，与对照药剂腐霉利效果( 400
mg·L －1 ) 相当( 图 2A) ，且番茄植株更加粗壮，叶片更绿( 图 2B) 。推测 KN37 代谢物中不仅含有抑菌物
质，还可能含有一些可以促进植物生长或诱导植物抗性的物质。
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图 2 放线菌 KN37 代谢物对温室大棚番茄灰霉病的防治效果
Fig． 2 The control effect of actinomycete strain KN37 extracts on tomato grey mould in greenhouse

2． 4 放线菌 KN37 初步鉴定 放线菌 KN37 在高氏 1 号固体培养基上生长状况良好，菌落呈乳白色，圆

图 3 放线菌 KN37 菌落( A) 及孢子丝形态( B)
Fig． 3 Colony ( A) and sporotrichial ( B) of actinomycete strain KN37

形，质地致密，表面干燥，内源有凹陷
中间有突起皱褶，菌落周围呈辐射状
( 图 3A) 。气生菌丝颜色为乳白色，发
育良好，可生成多个长椭圆形孢子，孢
子丝呈螺旋状生长 ( 图 3B) 。基内菌
丝为白色，无色素分泌。通过利用
16S rDNA进行 BLAST序列比对，发现
KN37 菌株与 Streptomyces kanamycetic-
us( NＲ 043822) 的 16S rDNA序列相似
度达到 96%，最为近缘 ( 图 4) 。结合
形态观察结果和分子鉴定结果，可将放
线菌 KN37归属为白色链霉菌类群。
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图 4 基于 16S rDNA序列分析的放线菌 KN37 系统发育树
Fig． 4 Phylogenetic tree of strain KN37 based on the sequence analysis of 16S rDNA

3 讨 论

新疆喀纳斯地区生态环境特殊，具有丰富的微生物资源。从当地分离得到的放线菌数量较多，其中
不乏一些具有较好生物活性的菌株。韩立荣等人曾从喀纳斯地区土壤中分离得到 1 株新放线菌 Strepto-
myces kanasensis ZX01，该菌可产生一种抗植物病毒的糖蛋白 GP-1，同时，还可诱导植物产生抗病性，极具
开发价值［12 － 13］。本课题组针对新疆高寒地区放线菌资源进行深度挖掘，目前已对天池和喀纳斯地区放
线菌进行了研究，从中发现具有农用活性的放线菌数量占分离得到放线菌总数的 7． 32%，相比青藏高原
地区( 5． 73% ) 较高［14］。由此可见，新疆高寒地区放线菌资源极为丰富，有待进一步开发利用。

放线菌 KN37 发酵液的抑菌谱测定结果表明，其对多种植物病害均具有较好的抑制效果，如番茄灰霉
病、番茄早疫病、番茄细菌性斑点病等。此外，毒力测定表明，发酵液提取物对番茄灰霉病菌的毒力较强，
对菌丝生长的 EC50为 37． 859 6 mg·L －1，对孢子萌发的 EC50为 6． 713 4 mg·L －1。以上结果表明，KN37
菌株代谢物具有高效、广谱的杀菌特点，可进一步分离纯化得到抑菌化合物后开展农药制剂开发研究。
分子鉴定结果表明，S． kanamyceticus和 KN37 菌株的近缘菌( 16S rDNA 序列相似度为 96% ) ，该菌为卡那
霉素的产生菌。卡那霉素广泛应用于医疗、畜牧及分子生物学方面，主要抑制细菌的蛋白质生物合成［15］。
卡那霉素本身不可抑制真菌生长，但有研究发现卡那霉素经过结构改造后可抑制真菌生长［16］。通过文献
调研，未发现 S． kanamyceticus代谢物具有抗真菌活性．因此，结合 16S rDNA分析结果可推断 KN37 菌株与
S． kanamyceticus并非同一种菌，下一步可结合代谢物分析及多项分类法对 KN37 菌株进行鉴定。
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The Control Effect of Actinomycete Strain KN37
against Tomato Gray Mold

SHAO Shengnan，ZHANG Anqi，BAEＲNA Kumaer，ZHANG Guoqiang
( College of Agriculture / Key Laboratory of Oasis Agricultural Pest Management and Plant Protection Ｒesources Utilization，

Shihezi University，Shihezi，Xinjiang 832003，China)

Abstract: In order to clarify the control effect of the fermentation product of actinomycete strain KN37 on plant
diseases，we determined the antimicrobial spectrum of its broth in vitro and in vivo，and identified KN37 strain
at a molecular level． The results showed that KN37 strain had a high inhibitory effect on mycelial growth and
spore germination of Botrytis cinerea． This strain also showed high inhibition activities on Pseudomonas syringae，
Alternaria solani and Botrytis cinereal，with their inhibition rate being higher than 90% The strain KN37 had a
high control effect on tomato gray mold in vivo，and，therefore，has a potential of research and development in
the field of microbial pesticides．
Keywords: tomato gray mold; tomato disease; ，antimicrobial activity; microbial pesticides
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