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研究报告 

黄瓜枯萎病拮抗放线菌的筛选、鉴定及发酵条件优化 
王彦  牛世全*  郑豆豆  周璇  朱学泰  孔维宝  韩建山  张爱梅 
西北师范大学生命科学学院  甘肃 兰州  730070 

摘  要：【背景】黄瓜枯萎病是由尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum)黄瓜专化型引

起的土传真菌性病害，严重制约着黄瓜产业的发展。【目的】从河西走廊敦煌地区盐碱土壤中分离筛

选出一株对黄瓜枯萎病病菌有良好拮抗效果的放线菌菌株，探究其分类地位及其最优发酵条件。【方

法】采用稀释平板涂布法分离放线菌，平板对峙法、抑制菌丝生长速率法筛选拮抗菌株，通过培养

特征、生理生化试验及 16S rRNA 基因序列分析确定其分类地位，利用单因素试验和正交试验方法

确定其最优发酵配方及培养条件。【结果】菌株 16-3-10 鉴定为链霉菌属(Streptomyces sp.)菌株，最优

发酵配方(g/L)：小米 10.0，乳糖 20.0，蛋白胨 1.0，NaCl 5.0，CaCO3 6.0，最优发酵条件：培养温度

28 °C，装瓶量 50/250 mL，培养 3 d，起始 pH 10.0，抑菌率达 82.50%，比优化前增加 153.43%。【结

论】菌株 16-3-10 对黄瓜枯萎病病菌具有显著的拮抗效果，有较好的应用前景。 
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Screening, identification and optimization of fermentation 
conditions of an antagonistic actinomycetes to cucumber 
Fusarium wilt 
WANG Yan  NIU Shi-Quan*  ZHENG Dou-Dou  ZHOU Xuan  ZHU Xue-Tai   
KONG Wei-Bao  HAN Jian-Shan  ZHANG Ai-Mei 
College of Life Sciences, Northwest Normal University, Lanzhou, Gansu 730070, China 

Abstract: [Background] Cucumber Fusarium wilt is a soil-borne fungal disease caused by Fusarium 
oxysporum f. sp. cucumerinum, which seriously restricts the development of cucumber industry. 
[Objective] Screening and identification antagonistic actinomycete strains with strongly inhibitory activity 
against Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum was isolated from saline-alkali soil in Hexi corridor. We 
identified the antagonistic actinomycete strain and optimized the fermentation conditions. [Methods] The 
method of dilution plate coating was applied to isolate actinomycetes; The methods of growth 
plate-confrontation and speed rate were applied to screen antagonistic actinomycetes; The morphological 
characteristics, physiological and biochemical characteristics, and 16S rRNA gene sequence of strain 
16-3-10 were analyzed the taxonomic status. The conditions of fermentation and medium composition 
were optimized through single factor and orthogonal experiment. [Results] The result of identification 
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revealed that strain 16-3-10 can be classified as Streptomyces sp., the optimum culture conditions of strain 
16-3-10 were with a medium was as follows: millet 10.0 g/L, lactose 20.0 g/L, peptone 1.0 g/L, NaCl   
5.0 g/L, CaCO3 6.0 g/L at 28 °C, liquid volume 50 mL in 250 mL flask, initial pH of 10.0 for 3 d, and 
inhibition rate of strain 16-3-10 to pathogen reached to 82.50% under this condition. [Conclusion] The 
result indicates that 16-3-10, strongly inhibitory activity against Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum, 
might act as a potential candidate for the application. 

Keywords: Cucumber Fusarium wilt, Actinomycetes, Screening, Identification, Optimization 

黄瓜是一种世界性的蔬菜，仅我国每年黄瓜的

种植面积就达 125.3 万 hm2[1]。近年来，由于黄瓜的

大面积种植加之管理不当等因素，致使枯萎病大肆

蔓延，严重限制了黄瓜的产量，造成巨大的经济损

失，成为黄瓜种植业持续发展的主要制约因素。因

此，探寻一种有效防治黄瓜枯萎病的方法对农业生

产具有重要的意义。 
黄瓜枯萎病是由黄瓜专化型尖孢镰刀菌(Fusarium 

oxysporum f. sp. cucumerinum)引起的土传真菌性病

害[2]，可存在于黄瓜生长的整个周期中，对世界各

地的黄瓜生产造成严重的威胁[3]。目前，该病主要

是化学防治，再配合轮作、倒茬等简单的农业防

治。长期使用化学农药不仅使病原菌产生抗性，

而且对环境造成污染，降低黄瓜品质，影响人体健

康[4]。生物防治具有无污染，不致病原菌产生抗药

性的特点，同时还可保证黄瓜的品质等诸多优点，

已逐渐成为植物病害防治的研究热点[5]。放线菌广

泛分布于自然界中，具有丰富的代谢产物，其产生

的活性物质对细菌和真菌性病害具有较好的防治

效果，被广泛的应用于医药、农业等各个领域[6]。 
河西走廊位于甘肃省西北部，降水量少，气温

变化大，水分蒸发量大，土壤盐渍化程度比较严重，

属于典型的盐碱环境。本课题组已对河西走廊盐碱

土壤中的放线菌资源进行了大量研究，该研究在前

期研究的基础上，以敦煌地区土壤为试样材料，分

离筛选得到一株对黄瓜枯萎病菌有较好拮抗效果

的放线菌菌株，测定菌株促生特性，探究分类地位，

优化发酵配方和条件，以期为黄瓜枯萎病的防治提

供一条新途径。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试土样 

采自河西走廊敦煌地区盐碱土壤，利用五点采

样法，去除地表土壤，取深度约为 5 cm−20 cm 的

土壤装入无菌自封袋，带回实验室于 4 °C 冷藏备

用。土样基本信息见表 1。 
1.1.2  培养基 

高氏 I 号培养基(加 0.05 g/L 的重铬酸钾抑制

细菌和真菌的生长[7])，PDA 培养基，小米浸液培

养基[8]，酵母膏麦芽膏琼脂培养基[9]，察氏琼脂培

养基[9]，葡萄糖天门冬素琼脂培养基[9]，燕麦粉琼

脂培养基[9]，伊莫松琼脂培养基[9]，克氏 I 号琼脂培

养基[9]，CAS 检测平板[10]，SA 培养基[10]，King 培

养基[11]，孟金娜无机解磷培养基[12]。 
 

表 1  土壤基本信息 
Table 1  The information of soil samples 

土壤类型 
Soil type 

编号 
Plot No. 

采样点 
Site 

海拔 
Altitude (m) 

经度 
Longitude (°) 

纬度 
Latitude (°) 

pH 

Oasis 17 Mengjiaqiao village 1 115 40 94 9.1 
Gobi 4 Westlake Wetland 1 316 40 94 9.1 
Gobi 16 Qili town 1 154 40 94 9.3 
Transition zone 5 Yangguan town 1 297 39 94 9.1 
Desert 9 Danghe reservoir 1 439 39 94 9.7 
Desert 18 Mengjiaqiao village 1 110 40 94 9.8 
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1.1.3  主要试剂和仪器 
Taq 酶，TaKaRa 公司；A19 和 S20，华大基因；

色氨酸，天津光复精细化工研究所；铬天青，Solarbio
公司；L-抗坏血酸，天津致远化学试剂有限公司；

其他试剂均为分析纯试剂。 
电热恒温培养箱，上海博迅实业有限公司医疗

设备厂；离心机，驭锘实业(上海)有限公司；大容

量恒温振荡器，江苏太仓市实验设备厂；可见分光

光度计，上海元析仪器有限公司。 
1.1.4  供试菌株 

黄 瓜 枯 萎 病 菌 (Fusarium oxysporum f. sp. 
cucumerinum)，由甘肃省农业科学院提供；油菜立

枯丝核菌(Rhizoctonia solani)、马铃薯茄链格孢菌

(Alternaria solani)、茄腐镰刀菌(Fusarium solani)、
尖 孢 镰 刀 菌 (Fusarium oxysporum) 和黑腐 皮 壳 菌

(Valsa mali)，均由本实验室保存。 

1.2  土壤放线菌的分离纯化 
土壤放线菌的分离纯化采用稀释涂布法[13]。无

菌操作，称取 5 g 土样置于 45 mL 的无菌水中振荡

20 min，利用十倍稀释法分别制成 10−2、10−3 和 10−4

梯度的悬液，然后取 200 μL 悬液涂布于无菌平板。

28 °C 培养 7 d 后，挑取单菌落并进行划线纯化培

养，数次纯化后得到的纯菌株保藏于斜面培养基

中，置于 4 °C 冷柜中备用。 

1.3  拮抗放线菌的筛选 
1.3.1  拮抗放线菌的初筛 

初筛采用平板对峙法[14]。无菌操作，在 PDA
平板的“十”字两端等距离(2.5 cm)处以及中心点处

作好标记，中心点处放置倒置的黄瓜枯萎病菌菌饼

(d=8 mm)，另外任意 3 处则放置倒置的放线菌菌饼

(d=8 mm)，其中以不放置放线菌菌饼作为对照试验

(每组试验 3 个重复)。28 °C 恒温培养箱中培养，

待对照组的黄瓜枯萎病病原菌的菌丝体铺满整个

平板时，测量试验组抑菌带，计算抑菌率。计算公

式为： 

抑菌率= 带

对 组 径 饼 径

抑菌
照 菌落半 - 菌 半

×100%。 

1.3.2  拮抗放线菌的复筛 
对初筛试验中效果较好(抑菌率>60%)的拮抗

菌进行复筛。将菌悬液 1 mL (1×105 CFU/mL)接种

于高氏 I 号液体培养基中制备种子液，28 °C、

160 r/min 振荡培养 24 h 后将种子液按 10%的接种

量接入小米浸液培养基，在上述条件下培养 4 d，

10 000 r/min 离心 10 min 用 0.22 μm 的微孔滤膜过

滤其上清液，得无菌发酵滤液。 
用抑制菌丝生长速率法[15]测定拮抗放线菌的

抑菌率。取 45 mL 冷却至 45 °C 左右的 PDA 培养

基与 5 mL 的无菌发酵滤液混匀制成带药平板，中

间接种病原菌菌饼(d=8 mm)，以不加发酵滤液的

PDA 平板为对照。28 °C 培养 6 d，用十字交叉法测

其生长直径，计算其抑菌率。计算公式为： 

抑菌率= 


对 组 径 处 组 径

对 组 径 饼 径

照 菌落直 理 菌落直
照 菌落直 菌 直

×100%。 

1.4  促生特性的测定 
1.4.1  菌株分泌铁载体能力的测定 

菌株分泌铁载体的定性测定 [10]，取其菌饼

(d=8 mm)接种于 CAS 检测平板中央，28 °C 培养

7−14 d，观察有无橙黄色晕圈。定量测定[10]，取

菌悬液 1 mL (1×105 CFU/mL)接种于 50/250 mL 
SA 液体培养基中，28 °C、160 r/min 振荡培养 5 d，

10 000 r/min 离心 10 min，取上清液 2 mL 与 2 mL
的 CAS 检测液混匀静置 1 h 后，测定 OD630 (As)。
取双蒸水进行对照调零，以未接种的 SA 液体培养

基的吸光值作为参比值(Ar)，计算铁载体活性单  
位=[(Ar−As)/Ar]×100。 
1.4.2  菌株分泌吲哚乙酸(Indole-3-acetic acid，
IAA)能力的测定 

菌株分泌 IAA 的定性测定[11]，将菌株接种于

King 培养基中，28 °C、160 r/min 振荡培养 5 d。

10 000 r/min 离心 10 min，取上清液 1 mL 与 2 mL
的 Salkowski 试剂混匀，黑暗培养 20 min 后呈现粉

红色即有 IAA 的产生。定量测定[11]，取 105 的菌悬

液 1 mL 接种于 50/250 mL King 培养基中，28 °C、

160 r/min 振荡培养 5 d，10 000 r/min 离心 10 min，
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取上清液 1 mL 与 2 mL 的 Salkowski 试剂混匀，黑

暗培养 20 min 后测定 OD530，计算 IAA 含量。 
1.4.3  菌株溶磷能力的测定 

菌 株 溶 磷 能 力 的 定 性 测 定 [12] ， 取 其 菌 饼

(d=8 mm)接种于孟金娜无机解磷培养基平板中央，

28 °C 培养 7−14 d，观察有无溶磷圈。定量测定[12]，

取菌悬液 1 mL (1×105 CFU/mL)接种于 50/250 mL
孟金娜无机解磷液体培养基中，28 °C、160 r/min
振荡培养 5 d，10 000 r/min 离心 10 min，取上清液

2 mL，采用钼锑抗比色法测定 OD700，计算溶磷量。 

1.5  拮抗放线菌的鉴定 
1.5.1  形态特征与培养特征 

高氏 I 号培养基上划线培养，观察其气生菌

丝、基内菌丝颜色及有无可溶性色素。插片法观

察其孢子的有无及菌丝的形态特征。采用 Shirling
等[16]的方法，选取 8 种不同的鉴别培养基，28 °C
培养 7−14 d 后观察气生菌丝、基内菌丝颜色、可溶

性色素的有无及生长状况。 
1.5.2  生理生化试验 

参照《链霉菌属鉴定手册》和《放线菌系统学》

等的方法[9,17]。 
1.5.3  分子生物学鉴定 

将拮抗放线菌接种于高氏 I 号液体培养基中振

荡培养 4 d 后收集菌丝体，利用微波法[18]进行放线

菌菌株基因组 DNA 提取。以 Stach 等[19]设计的放

线菌特异性引物 A19 和 S20 进行 PCR 扩增。PCR
反应体系为 25 μL：约 100 μg/L 模板 DNA 5 μL，

10 μmol/L 引物 A19 和 S20 各 1 μL，2.5 U/μL 的 Taq
聚合酶 15 μL，ddH2O 3 μL。PCR 反应条件：95 °C 
5 min；94 °C 1 min，56 °C 1 min，72 °C 2 min，

35 个循环；72 °C 10 min。PCR 产物经 0.1%的琼脂

糖凝胶电泳检测后送至华大基因有限公司测序。将

测序结果提交至 NCBI 中的 GenBank 数据库进行

BLAST 分析比对，利用MEGA 6.0 构建系统发育树。 
1.6  菌株 16-3-10 耐盐碱试验 

以高氏 I 号培养基为基础培养基，分别观察菌

株在不同 NaCl 浓度和 pH 条件下的生长情况。NaCl

浓度分别为 0.5、2.5、5.0、7.5、10.0、12.0、15.0、

18.0、20.0、25.0、30.0、35.0、40.0、45.0、50.0、

55.0、60.0、65.0 g/L；pH 分别为 7.0、8.0、9.0、10.0、

11.0、12.0、13.0。 

1.7  菌株 16-3-10 抗菌谱测定 
测定菌株 16-3-10 对 5 种病原菌的抑菌活性，

方法同 1.3.1。5 株供试菌株分别为油菜立枯丝核菌、

马铃薯茄链格孢菌、茄腐镰刀菌、尖孢镰刀菌和黑

腐皮壳菌。 

1.8  营养条件的优化 
1.8.1  不同碳氮源对菌株 16-3-10 发酵滤液抑菌活

性的影响 
以小米浸液培养基为基础培养基，分别以等量

的淀粉、蔗糖、果糖、乳糖、麦芽糖、甘油、玉米

粉替换葡萄糖；分别以等量的酵母膏、牛肉膏、硫

酸铵、硝酸钾、硝酸铵、尿素和黄豆粉替换蛋白胨。

以黄瓜枯萎病菌为指示菌，测定方法同 1.3.2，确定

最佳碳氮源。 
1.8.2  正交试验 

选择最佳碳氮源并参照发酵基础培养基配方，

利用正交设计助手设计 4 因素 5 水平的正交试验。 

1.9  发酵条件的优化 
在优化后培养基配方的基础上，用抑制菌丝生

长速率法测定不同发酵条件对菌株发酵滤液抑菌

活性的影响。发酵温度：将摇床培养温度分别调至

24、28、32 °C，其他条件保持不变。装瓶量：装瓶

量分别为 25/250、50/250、75/250、100/250、125/250、

150/250 mL，其他培养条件保持不变。发酵时间：

分别摇床培养 2、3、4、5、6、7 d，其他培养条件

保持不变。起始 pH：将培养基起始 pH 调至 5.0、6.0、

7.2、8.5、9.0、10.0 和 11.0，其他培养条件保持不变。

以黄瓜枯萎病菌为指示菌，测定方法同 1.3.2。 

1.10  数据处理 
采用 Excel 2010 进行数据基本处理，SPSS 17.0

进行显著性分析，正交设计助手设计正交试验，

MEGA 6.0 构建系统发育树。 
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2  结果与分析 

2.1  土壤放线菌的分离纯化 
利用稀释涂布平板法分离纯化得到 168 株放线

菌，保藏于 4 °C 冷柜中。 

2.2  拮抗放线菌的筛选 
2.2.1  拮抗放线菌的初筛 

利用平板对峙法对分离所得的 168 株放线菌进

行初筛，其中有 14 株菌株的抑制率超过 60% (表 2)，
占分离总数的 8.33%。 
2.2.2  拮抗放线菌的复筛 

对初筛试验结果中效果较好的 14 株菌株进行

复 筛 ， 结 果 显 示 ， 14 株 放 线 菌 菌 株 抑 菌 率 在

4.14%−53.77%之间(表 3)，其中菌株 16-3-10 对黄瓜

枯萎病病菌抑制效果最好，达到 53.77%，显著高于

其他菌株(P<0.01) (图 1)。结合初筛试验结果，将菌

株 16-3-10 作为后续研究的目标菌株。 
 

表 2  14 株放线菌菌株对黄瓜枯萎病病菌抑制作用的初

筛结果 
Table 2  First screening results of inhibition effect of 14 
actinomycetes strains against Fusarium oxysporum f. sp. 
cucumerinum 

菌株编号 
Strains 

抑菌带 
Inhibition diameter (mm) 

抑菌率 
Inhibition rate (%)

4-2-1 28.3±0.4bc 69.10±0.01c 

4-2-3 24.7±0.3a 60.17±0.01a 

4-2-5 29.5±0.8de 71.87±0.02cd 

4-3-5 28.8±0.8cd 70.49±0.02c 

4-3-6 28.7±0.9cd 70.00±0.02c 

4-3-8 30.9±0.2e 75.29±0.01d 

4-4-4 29.3±0.6de 71.38±0.01cd 

5-4-2 25.1±0.1a 61.14±0.00a 

5-4-8 24.7±0.6a 60.32±0.02a 

16-2-15 25.8±0.4ab 64.47±0.02ab 

16-3-10 27.3±0.3bc 69.92±0.01c 

17-2-5 28.1±0.5cd 68.54±0.01bc 

17-2-13 25.7±0.3ab 62.60±0.01a 

17-2-14 25.3±0.8a 61.79±0.02a 

注：同列数据后不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 
Note: Different lower case letters after the same column represent 
significant differences (P<0.05). 

表 3  14 株放线菌菌株对黄瓜枯萎病病菌抑制作用的复

筛结果 
Table 3  Second screening results of inhibition effect of 14 
actinomycetes strains to Fusarium oxysporum f. sp. 
cucumerinum 

菌株编号

Strains 
平均菌落直径 

Mean colony diameter (mm) 
抑菌率 

Inhibition rate (%)
4-2-1 56.0±0.2DE 35.74±0.02C 
4-2-3 77.2±0.1H 7.49±0.01A 
4-2-5 51.2±0.2C 42.25±0.02D 
4-3-5 46.2±0.1B 48.94±0.01F 
4-3-6 59.6±0.1E 31.02±0.01CD 
4-3-8 58.1±0.1DE 26.22±0.01C 
4-4-4 55.1±0.3D 30.74±0.03CD 
5-4-2 71.2±0.2FG 7.79±0.01A 
5-4-8 73.7±0.1GH 4.14±0.01A 
16-2-15 71.8±0.0FG 6.81±0.00A 
16-3-10 39.7±0.1A 53.77±0.01F 
17-2-5 76.3±0.1H 8.70±0.01A 
17-2-13 68.3±0.1F 19.29±0.01B 
17-2-14 71.0±0.1FG 8.03±0.01A 

注：同列数据后不同大写字母表示差异显著(P<0.01). 
Note: Different capital letters after the same column represent 
significant differences (P<0.01). 

 

 
 

图 1  菌株 16-3-10 对黄瓜枯萎病病菌的抑制效果图 
Figure 1  Inhibitory effect of strain 16-3-10 against 
Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum  
Note: A: Control; B: Strain 16-3-10. 

 

2.3  菌株 16-3-10 促生特性测定 
试验结果表明，菌株 16-3-10 具有产铁载体，

分泌 IAA 和溶磷能力。定量测定铁载体(Ar−As)/Ar 的

比值为−1.510±0.026，IAA 含量为 4.85±0.38 mg/L，

磷含量为 27.04±2.17 mg/L。 

2.4  菌株 16-3-10 的鉴定 
2.4.1  形态特征与培养特征观察 

菌株 16-3-10 在高氏 I 号培养基气生菌丝较发
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达，呈白色，基内菌丝为麦秆黄色，有可溶性色素

产生，孢子呈椭圆形。在 8 种鉴别培养基的培养特

征见表 4，除在克氏 I 号培养基上不能生长外，其

他 7 种供试培养基均可生长。气生菌丝和基内菌丝

在 7 种不同的培养基上呈现不同的颜色。仅在高氏

I 号和 PDA 培养基上产生可溶性色素。 
2.4.2  生理生化特征 

菌株 16-3-10 生理生化试验结果，牛奶凝固

与胨化试验、硝酸盐还原试验、明胶液化试验和

淀粉水解试验均为阳性，硫化氢试验和纤维素水

解试验为阴性。菌株 16-3-10 均可利用 9 种碳源

(葡萄糖、甘油、乳糖、蔗糖、海藻糖、麦芽糖、

果糖、甘露醇和肌醇)，其中对葡萄糖、甘油、

乳糖、蔗糖和海藻糖利用能力最好，对麦芽糖和

甘露醇的利用能力较好，对果糖和肌醇的利用能

力最差。 
2.4.3  系统发育学分析 

利用放线菌特异性引物 A19 和 S20 对菌株

16-3-10 的 16S rRNA 基因序列进行扩增，测序得一

条长度为 619 bp 的 DNA 序列，将测序结果提交至

NCBI中的GenBank 数据库，获得登录号MH234000，

进行 BLAST 比对，选取高相似序列，利用 MEGA 6.0
邻接法构建基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树

(图 2)。结果显示，菌株 16-3-10 与 Streptomyces 
azureus 的亲缘关系最近，支持率达 99%。结合形

态特征及生理生化试验，菌株初步鉴定为链霉菌属

(Streptomyces sp.)放线菌，与 Streptomyces azureus
具有较近的亲缘关系。 

 
表 4  菌株 16-3-10 在 8 种不同鉴别培养基的培养特征 
Table 4  Culture characteristics of strain 16-3-10 in 8 different media 

培养基 
Meduim 

气生菌丝 
Aerial mycelium 

基内菌丝 
Vegetative mycelium 

可溶性色素 
Soluble pigment 

生长状况 
Growth status 

Gause No.1 agar White Wheat straw yellow Wheat straw yellow +++ 
Yeast extract-malt extract agar White Cinnamon brown None +++ 
Czapek dox agar White Wheat straw yellow None +++ 
Glucose asparagine agar Litchi white Litchi white None + 
Oatmeal agar White Cream None ++ 
Potato dextrose agar White Ya pear yellow Wheat straw yellow +++ 
Imosone agar White Antler brown None +++ 
Kline No.1 agar None None None None 

注：+++、++、+：长势的强弱. 
Note: +++, ++, +: Intensity of growth status. 

 

 
 

图 2  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 16-3-10 系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of strain 16-3-10 based on 16S rRNA gene sequences 
注：Bootstrap 次数设置为 1 000，邻接法构建系统发育树；括号中的序号代表序列 GenBank 登录号；分支位置中的数字表示 Bootstrap
支持率；标尺表示每个核苷酸位点上的 0.005 替换值. 
Note: The number at branch nodes are the percentage bootstrap support based on Neighbor-Joining analysis of 1 000 resample data sets; 
Numbers in parentheses represent the sequences, accession number in GenBank; The numbers in each branch points denote the percentages 
supported by bootstrap; The scale bar corresponds to 0.005 substitutions per nucleotide position. 
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2.5  菌株 16-3-10 耐盐碱实验 
耐盐试验结果表明，当培养基 NaCl 浓度在

0.5−35.0 g/L 时，菌株生长状况良好且受 NaCl 浓度

影响较小；当培养基 NaCl 浓度在 35.0−60.0 g/L 时，

菌株生长状况随 NaCl 浓度的增加而急剧下降，

NaCl 浓度变化对菌株的生长影响显著；当培养基

NaCl 浓度大于 65.0 g/L 时，菌株完全不能生长。耐

碱试验结果表明，当培养基 pH 在 7.0−9.0 时，菌株

生长状况良好，受 pH 影响较小；当培养基 pH 在

10.0−11.0 时，菌株生长状况随 pH 增加而下降，pH
的变化对菌株影响显著；当培养基 pH 大于 12.0 时

菌株完全不能生长(表 5)。 
 

表5  菌株16-3-10在不同盐浓度和pH条件下的生长状况 
Table 5  The growth status of strain 16-3-10 under 
different salt concentration and pH conditions 

Item 
生长状况 

Growth status 
盐浓度 Salt concentration (g/L) 

 0.5 
 

+++ 
 2.5 +++ 
 5.0 +++ 
 7.5 +++ 
10.0 +++ 
12.0 +++ 
15.0 +++ 
18.0 +++ 
20.0 +++ 
25.0 +++ 
30.0 +++ 
35.0 ++ 
40.0 ++ 
45.0 + 
50.0 + 
55.0 + 
60.0 + 
65.0 – 

pH 
 7.0 

 
+++ 

 8.0 +++ 
 9.0 +++ 
10.0 ++ 
11.0 + 
12.0 – 

注：+++、++、+：长势的强弱；–：未生长. 
Note: +++, ++ and +: Intensity of growth status; –: No growth. 

2.6  菌株 16-3-10 抗菌谱测定 
试验结果表明，菌株 16-3-10 对 5 种病原菌均

表现出较好的抑制效果(图 3)，其中该菌株对茄链格

孢菌抑制效果最好，抑菌率高达 82.12%，对茄腐镰

刀菌抑制效果较差，抑菌率为 69.11%。 

2.7  菌株 16-3-10 发酵配方的优化 
2.7.1  不同碳、氮源对菌株 16-3-10 抑菌活性的

影响 
以 8 种不同碳源培养基所得发酵滤液对病原

菌均有一定的抑菌活性，其中以乳糖为碳源时发酵

滤液对黄瓜枯萎病菌的抑菌效果最好，抑菌率达到

67.89%；以玉米粉为碳源时发酵滤液抑菌效果最

差，抑菌率仅为 27.49% (图 4)。因此，确定乳糖为

该菌株抑菌发酵培养的最佳碳源。以 8 种不同氮源

培养基所得发酵滤液对病原菌均有一定抑菌活性。

以蛋白胨为氮源时发酵滤液抑菌效果最好，抑菌率

达到 58.22%；以硝酸钾为氮源时发酵滤液抑菌效

果最差，抑菌率仅为 15.54% (图 4)。因此，确定蛋

白胨为该菌株发酵培养的最佳氮源。 
2.7.2  正交试验 

以碳源(乳糖)、氮源(蛋白胨)、NaCl 和 CaCO3

为因素的正交试验表明，4 因素对菌株 16-3-10 抑菌 
 

 
 

图 3  菌株 16-3-10 抗菌谱测定结果 
Figure 3  Inhibition spectrum of strain 16-3-10 
注：L：油菜立枯丝核；A：马铃薯茄链格孢菌；Q：茄腐镰刀

菌；G：尖孢镰刀菌；P：黑腐皮壳菌. 
Note: L: Rhizoctonia solani; A: Alternaria dauci; Q: Fusarium 
solani; G: Fusarium oxysporum; P: Valsa mali. 
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图 4  不同碳氮源对菌株 16-3-10 发酵滤液抑菌活性的影响 
Figure 4  Effect of different carbon sources and nitrogen on inhibition activity of submerged cultured 16-3-10 
注：a：可溶性淀粉；b：蔗糖；c：果糖；d：乳糖；e：麦芽糖；f：甘油；g：玉米粉；h：葡萄糖；i：酵母膏；g：牛肉膏；k：硫

酸铵；l：硝酸钾；m：尿素；n：黄豆粉；o：蛋白胨. 
Note: a: Soluble starch; b: Sucrose; c: Fructose; d: Lactose; e: Maltose; f: Glycerol; g: Corn flour; h: Glucose; i: Yeast extract; g: Beef 
extract; k: (NH4)2SO4; l: KNO3; m: Urea; n: Soybean meal; o: Peptone. 

 
活性影响的主次顺序为乳糖>蛋白胨>CaCO3>NaCl 
(表 6)；确定该菌株抑菌发酵的最优培养基配方

为(g/L)：小米 10.0，乳糖 20.0，蛋白胨 1.0，NaCl 5.0，

CaCO3 6.0。 
在此培养基配方条件下，验证试验结果表明菌

株 16-3-10 发酵滤液对黄瓜枯萎病菌的抑菌率达到

78.47%。 

2.8  菌株 16-3-10 发酵条件的优化 
2.8.1  发酵温度 

菌株 16-3-10 在 24−32 °C 时发酵滤液均具有抑

菌活性，在 28 °C 时抑菌活性达到最高值 78.70%。 
2.8.2  装瓶量 

菌株 16-3-10装瓶量在 25/250−150/250 mL 之间

抑菌活性基本呈现出先上升后下降的趋势，装瓶量

为 50/250 mL 时菌株的抑菌活性最好，抑菌率达到

79.63%。 
2.8.3  发酵时间 

菌株在发酵培养 2−7 d 时抑菌活性基本呈现出

先上升后下降的趋势，发酵培养 3 d 时抑菌活性最

好，抑菌率为 79.95%。 
2.8.4  起始 pH 

起始 pH 在 5.0−11.0 时菌株均有抑菌效果，

抑菌活性随着 pH 的增长呈现出先上升后降低再

上升再降低的变化趋势，菌株在起始 pH 6.5 和

10.0 时菌株的抑菌活性最高，分别为 80.56%、

82.50% (图 5)。 
综合上述实验结果，基本可以确定菌株 16-3-10

的最优发酵条件：培养温度为 28 °C，装瓶量为

50/250 mL，培养时间为 3 d，起始 pH 为 10.0 时，

菌株 16-3-10 发酵滤液的抑菌活性最好抑菌率达到

82.50%。 

3  结论与讨论 
黄瓜枯萎病是一种严重制约黄瓜产业发展的

主要病害之一。近年来，由于种植区连作频繁，致

使黄瓜枯萎病大肆蔓延。放线菌因其丰富的代谢产

物而备受科研工作者的青睐[20]。有研究表明，约

45%的微生物活性物质是由放线菌产生[21]，其中

90%以上是由链霉菌属菌株所产生。 
极端环境中的微生物具有特殊基因类型，能

产生特殊的代谢产物，具有很高的研究价值[22]。

盐碱环境中存在大量特殊的微生物类群，蕴含丰

富的微生物资源。本研究从河西走廊敦煌盐碱土

壤中分离筛选出一株对黄瓜枯萎病病菌具有良好 
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表 6  L25(5 ̂4)正交实验结果 
Table 6  The result of L25(5̂4) orthogonal test 

序号  1 乳糖 2 蛋白胨 3 氯化钠 4 碳酸钙 抑菌率 

Number  Lactose (g/L) Peptone (g/L) NaCl (g/L) CaCO3 (g/L) Inhibition rate (%) 

1 2.5 1 1.0 1 34.83 

2 2.5 3 2.0 2 32.89 

3 2.5 5 2.5 3 25.37 

4 2.5 10 5.0 6 31.10 

5 2.5 20 10.0 8 21.95 

6 5.0 1 2.0 3 49.59 

7 5.0 3 2.5 6 52.31 

8 5.0 5 5.0 8 37.04 

9 5.0 10 10.0 1 18.52 

10 5.0 20 1.0 2 18.76 

11 10.0 1 2.5 8 68.75 

12 10.0 3 5.0 1 49.58 

13 10.0 5 10.0 2 42.40 

14 10.0 10 1.0 3 25.00 

15 10.0 20 2.0 6 38.48 

16 20.0 1 5.0 2 76.23 

17 20.0 3 10.0 3 71.32 

18 20.0 5 1.0 6 62.67 

19 20.0 10 2.0 8 48.46 

20 20.0 20 2.5 1 30.77 

21 30.0 1 10.0 6 63.33 

22 30.0 3 1.0 8 64.36 

23 30.0 5 2.0 1 46.92 

24 30.0 10 2.5 2 41.03 

25 30.0 20 5.0 3 43.85 

K1 146.13% 292.73% 205.61% 180.62%  

K2 176.22% 270.47% 216.34% 211.30%  

K3 224.22% 214.39% 218.23% 215.13%  

K4 289.45% 164.10% 247.79% 247.89%  

K5 259.49% 153.81% 217.53% 240.56%  

R 143.32% 138.92% 42.18% 67.27%  

最优水平 
Optimal level 

4 1 4 4  

主次顺序 
The important order 

1>2>4>3 
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图 5  发酵温度(A)、装瓶量(B)、培养时间(C)、起始 pH (D)对菌株 16-3-10 发酵滤液抑菌活性的影响 
Figure 5  Effect of fermentation temperature (A), medium volume (B), fermentation time (C), initial pH (D) on inhibition 
activity of submerged cultured 16-3-10 

 
拮抗效果且具有产铁载体、分泌 IAA 和溶磷能力

的放线菌菌株 16-3-10。经形态特征、培养特征、

生理生化特性及 16S rRNA 基因序列分析其为链

霉菌属菌株，与 Streptomyces azureus 具有较近的

亲缘关系。 
与普通环境相比，盐碱环境的微生物适应盐浓

度和 pH 的范围更广。菌株 16-3-10 在盐浓度为 6.0%
或起始 pH 11.0 时均可生长，这与关统伟等[23]从盐

碱 环 境 分 离 的 放 线 菌 菌 株 最 适 生 长 盐 浓 度 在

6%−8%的研究结果一致。究其原因可能与菌株长期

生长在盐碱环境，为适应其高盐高碱的极端环境产

生特殊的生理途径和代谢产物有关。菌株 16-3-10
对 5 株供试病原菌的抑菌率均高于 69%，具有较广

的抗菌谱，且对盐碱环境有一定的耐受性，具有进

一步深入研究的潜力。 
研究表明，不同培养基配方对菌株抑菌活性有

较大影响[24]，程沁园等[25]的放线菌菌株 WB-F 以葡

萄糖为碳源，黄豆粉为氮源时，单体积发酵液抑菌

活性提高了 30%。朱宏建等[26]的放线菌菌株 ND045
分别在碳源为蔗糖、氮源为大豆粉时，菌株发酵滤

液对辣椒尖孢炭疽病菌(Colletotrichum acutata)的

抑菌率为 65.21%、40.58%。菌株 16-3-10 在不同培

养组分下抑菌活性存在显著差异，当碳源为乳糖时

菌株的抑菌活性达到 67.97%；当氮源为蛋白胨时菌

株的抑菌活性达到 53.05%。培养基中各组分量的不

同对菌株抑菌活性也有较大影响[27]，正交试验表
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明，与优化前相比，菌株 16-3-10 抑菌活性增加了

153.43%，各因素对菌株 16-3-10 抑菌活性影响主次

顺序为：乳糖>蛋白胨>CaCO3>NaCl，这与李威等[28]

对抗茄子青枯病菌(Ralstonia solanacearum)的放线

菌菌株 XL-6 各因素主次顺序(玉米粉>MgCl2>酵母

粉>NaCl>K2HPO4)的研究结果基本一致。不同发酵

条件对菌株发酵液抑菌活性有一定影响[29]，本研究

中菌株 16-3-10 的最优发酵条件为：温度 28 °C，装

瓶量 50/250 mL，发酵时间 3 d、起始 pH 10.0，与

杨晓楠等[30]从黄瓜根际土壤中分离的生防放线菌

菌株 T111 的最优发酵条件存在一定差异，这是不

同菌株对于发酵过程中各理化因素需求不同的表

现，也是生理代谢途径因菌种差异的体现。 
发酵是获得微生物活性物质的基本途径，探寻

生防菌株最佳发酵条件具有重要意义。本研究首次

从河西走廊盐碱土壤中分离筛选出具有促生效果

的抗黄瓜枯萎病菌生防菌株，通过发酵配方和条件

的优化，显著提高了其抑菌活性。但本研究结果是

在实验室条件下得到，能否将其应用于农业生产还

需进一步探究。目前研究室正在进行抑菌机制的研

究，以期为黄瓜枯萎病的防治提供理论依据。 
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