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摘   要：【背景】暗蓝色链霉菌 WMF106 对核桃黑斑病病原菌野油菜黄单胞菌(Xanthomonas 

campestris pv. campestris)有较好的抑制作用，优化其发酵培养基与发酵条件将为核桃黑斑病生防菌

剂的制备与应用提供参考。【目的】优化核桃黑斑病生防菌株 WMF106 的发酵条件，测定其抑

菌物质稳定性，并通过田间防效测定验证防治效果，为后期规模化发酵以及菌剂的开发奠定基

础。【方法】采用单因素和正交试验优化菌株 WMF106 的发酵培养基和发酵条件，观察 pH、

温度、光照、储藏温度对抑菌物质稳定性的影响，了解抑菌物质的极性，测定发酵液的田间

防效。【结果】优化的最佳培养基为酵母浸粉 2.0 g/L、燕麦 20.0 g/L、NaCl 0.5 g/L、K2HPO4 0.5 g/L、

MgSO4·7H2O 0.5 g/L。发酵条件为起始 pH 6.0、接种量 8%、装液量 150 mL/500 mL、发酵时间 9 d、

发酵温度 28 °C、转速 180 r/min 时，抑菌物质活性最强。抑菌物质耐碱但对酸性环境敏感，具有

较好的热、光及储藏温度稳定性，经乙酸乙酯萃取可获得最多的抑菌物质。施药后对叶片和果实

的防效分别超过 65.33%和 61.21%。【结论】确定了菌株 WMF106 的最佳发酵培养基和发酵条件，

抑菌物质有较好的稳定性及田间防治效果，应用开发前景广阔。 

关键词：核桃黑斑病；拮抗放线菌；发酵优化；抑菌物质  
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Abstract: [Background] As an important biocontrol actinomyces, Streptomyces caeruleatus WMF106 

exhibits good antagonistic effect on the pathogen of walnut blight, Xanthomonas campestris pv. 

campestris. To promote the preparation and application of antimicrobial agent in the control of the 

disease, it is necessary to improve the biomass, antimicrobial activity and stability of antimicrobial 

active substance for strain WMF106. [Objective] The present study aimed to explore an optimal 

fermentation condition and evaluate the stability and field control effect of antimicrobial active 

substance for Streptomyces strain WMF106. This study will be benefit for formulating large-scale 

fermentation procedure and development of bioagent. [Methods] Single factor experiment and 

orthogonal tests were used to optimize the fermentation medium and conditions. The effects of pH, 

temperature, light, ultraviolet, storage temperature on the stability of active substances and the polarity 

nature was determined by the single factor method respectively. To evaluate the results of optimization, 

the methods of field trials on leaves and fruits were used. [Results] The optimum composition of the 

fermentation medium was yeast extract 2.0 g/L, octmeal 20.0 g/L, NaCl 0.5 g/L, K2HPO4 0.5 g/L 

MgSO4·7H2O 0.5 g/L. The optimized fermentation condition was initial pH 6.0, inoculation amount 8%, 

medium volume 150 mL/500 mL, fermentation time 9 d, fermentation temperature 28 °C and rotate 

speed 180 r/min. The results of the fermentation broth stability showed that the fermentation broth was 

alkali resistant but sensitive to acidic environments and had good heat, light and temperature tolerance. 

The active substances that obtained by using ethyl acetate has the highest antibacterial activity. The 

control effects of the fermentation broth against the disease that infected leaves and fruits were more 

than 65.33% and 61.21%, respectively. [Conclusion] The optimal fermentation medium and conditions 

were obtained. Moreover, it is also concluded that the fermentation broth of strain WMF106 not only 

possess the great stability, but also have better field control efficacy. Therefore, the strain WMF106 may 

be considered as potential biocontrol agent against walnut blight. 

Keywords: walnut blight; antagonistic actinomycetes; fermentation optimization; antibacterial substances 

放线菌是自然界中广泛存在的微生物资

源，部分菌株分泌的次级代谢产物对多种植物

病原细菌、真菌、线虫具有良好的防治效果，

在农业绿色防治技术开发领域具有较大的应用

潜力 [1]。据统计，目前已知的由放线菌产生的

天然抗生素中 70%以上来源于链霉菌属，由

该属放线菌产生的次生代谢产物在植物病害

防治中应用广泛 [2]，已有研究报道其产生的如

四环素类抗生素、环六肽类似物和挥发萜类

等代谢产物对野油菜黄单胞菌大豆致病变种
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(Xanthomonas campestris pv. glycine)[3]、串珠镰

刀 菌 (Fusarium moniliforme)[4] 、 尖 孢 镰 刀 菌

(Fusarium oxysporum)[5]、灰葡萄孢菌 (Botrytis 

cinerea)[6]等多种植物病原菌均具有较好的抑菌

活性。近年来，随着生活水平的提高及环保意

识的增强，人们对各类农产品的质量提出了更

高的要求，农作物品质及食品安全已经成为

影响农业可持续发展的重要因素 [7]。微生物农

药由于具有广谱高效、兼容配套、环境友

好、不易产生抗性等优点，利用有益微生物

进行植物病害的生物防治满足当今社会发展的

需要[8]。 

核桃黑斑病(walnut blight)作为核桃生产中

的主要病害之一，可危害核桃叶片、枝条和果

实，严重影响核桃的产量和品质 [9]。目前，国

内外防治核桃黑斑病的主要措施仍以化学防治

手段为主，配合物理、农业防治方法，然而长

期使用化学农药将会带来诸如抗性产生、环境

污染、产品品质下降和食品安全等不良影响，

亟待开发靶向高效的微生物菌剂[10-11]。微生物

的生长、产孢、产酶及其他代谢产物生成会受

到发酵条件如培养基配方、pH、温度、发酵时

间等的影响，通过对发酵参数进行优化，获得

最适菌株生长的发酵条件，不仅可以缩短发酵

周期、提高发酵效率，还能获得更高性能的发

酵产物[12]。本实验室前期从核桃根际土壤中筛

选到一株对核桃黑斑病病原菌野油菜黄单胞菌

(Xanthomonas campestris pv. campestris)具有较

强拮抗作用的生防菌株 WMF106，鉴定为暗蓝

色链霉菌(Streptomyces caeruleatus)[13]，但有关

该菌株高产量、低成本发酵条件与发酵液抑菌

物质特性还不清楚。基于此，本研究重点围绕

菌株 WMF106 的发酵条件优化、抑菌活性物质

性质和田间防效开展研究，以明确影响该菌株

抗菌活性物质合成的关键因素及其应用潜力，

为后期规模化发酵及菌剂开发奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试菌株 

拮抗放线菌菌株 WMF016 由本实验室从陕

西安康核桃园健康植株根际土壤中分离筛选获

得，并将其鉴定为暗蓝色链霉菌 S. caeruleatus，

抑菌活性指示菌为核桃黑斑病病原菌野油菜黄

单胞菌(X. campestris pv. campestris)，供试菌株

保藏于陕西省微生物研究所菌种资源中心。 

1.1.2  培养基 

活性检测培养基用 LB 培养基(g/L)：NaCl 

10.0，蛋白胨 10.0，酵母浸粉 5.0，pH 7.0，用

于供试病原菌的培养及拮抗放线菌活性筛选。

种子液培养基用高氏一号 (Gause’s Synthetic 

Agar)培养基(g/L)：可溶性淀粉 20.00，K2HPO4 

0.50， NaCl 0.50， MgSO4·7H2O 0.50， KNO3 

1.00，FeSO4·7H2O 0.01，pH 7.2。如需配制固

体培养基，加入 18.0 g/L 琼脂粉即可。所有培

养基均在 1×105 Pa 灭菌 30 min。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

葡萄糖、可溶性淀粉、酵母浸粉、牛肉膏

等试剂，北京奥博星生物技术有限责任公司；

30%琥胶肥酸铜可湿性粉剂，齐齐哈尔四友化

工有限公司；2%春雷霉素水剂，日本北兴化学

工业株式会社。恒温培养箱，北京科伟永兴仪

器有限公司；恒温振荡培养箱，上海天呈实验

仪器制造有限公司；高速冷冻离心机，赛默飞

世尔科技(中国)有限公司；真空旋转蒸发仪，

BIBBY 公司；全自动菌落分析仪，杭州迅数科

技有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  目标菌株 WMF106 发酵液制备 

种子液制备：将菌株 WMF106 在高氏一号
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合成培养基平板上划线接种，28 °C 倒置培养 5 d。

用直径8 mm的无菌打孔器打取3个菌饼接种于高

氏一号液体培养基中，装液量为100 mL/250 mL，

28 °C、150 r/min 振荡培养 7 d。 

发酵：以 10%接种量(体积分数)在发酵培

养基中接入种子液，装液量为 100 mL/500 mL，

28 °C、150 r/min 振荡培养 7 d。发酵液于    

12 000 r/min 离心 15 min，吸取上清后经    

0.22 μm 微孔滤膜过滤，获得无菌发酵液用于抑

菌活性测定。 

1.2.2  抑菌物质活性测定 

将保存于−80 °C的野油菜黄单胞菌在LB固

体培养基上划线活化，28 °C 培养 2 d，挑取单

菌落于液体 LB 培养基中 28 °C、150 r/min 培养

24 h，配制成 108 CFU/mL 菌悬液，以 2% (体积

分数)接种量加入冷却至 50 °C的 LB固体培养基

后混合均匀，制成含病原菌平板。待平板凝固

后用无菌打孔器打取直径为 8 mm的孔，每孔加

入 50 μL 无菌发酵液，每处理重复 3 次，28 °C 培

养 3 d，通过全自动菌落分析仪拍照并测量抑菌

圈直径，以此判断菌株发酵液的抑菌活性[14-15]。 

1.2.3  培养基与发酵条件优化 

培养基碳源、氮源条件优化：采用单因素

实验法，在高氏一号液体培养基基础上，分别

选用葡萄糖(glucose)、麦芽糖 (maltose)、乳糖

(lactose)、甘油(glycerol)、燕麦(octmeal)作为碳

源；分别选用牛肉膏(beef extract)、麦芽提取物

(malt extract)、酵母浸粉(yeast extract)、蛋白胨

(peptone)、(NH4)2SO4作为氮源，参照 1.2.2方法

测定抑菌活性。发酵培养后，将发酵液用定量

滤纸过滤并烘干至恒重，称量菌体干重并计算

1 L发酵液所含菌体干重(g/L)。以上测定均重复

3 次，确定最佳碳源、氮源。 

培养基营养条件正交试验筛选：根据高氏

一号培养基中 3 种无机盐成分以及筛选出的最

佳碳源、氮源，设计 5 因素 4 水平的正交试验

(表 1)，每组试验重复 3 次，以抑菌活性为标准

确定最佳培养基配方，并测定菌体干重[16]。 

发酵条件优化：在确定的最佳培养基配方

基础上，参照 1.2.2和 1.2.3的方法测定不同发酵

条件下菌株 WMF106 对野油菜黄单胞菌的抑菌

活性和菌株 WMF106 的菌体干重，逐步确定最

佳发酵参数。(1) 起始 pH 值：调节培养基起始

pH 值为 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0，28 °C、

150 r/min 培养 7 d，确定最适 pH；(2) 接种量：

将种子液按 1%、2%、5%、8%、10% (体积分

数)接种量接入培养基中，28 °C、150 r/min 培

养7 d，确定最适接种量；(3) 装液量：在500 mL

三角瓶中分别装入 50、100、150、200 mL 的优

化培养基，28 °C、150 r/min 培养 7 d，确定最

适装液量；(4) 发酵时间：分别培养 5、6、7、

8、9、10 d，28 °C、150 r/min 培养，确定最佳

发酵时间；(5) 发酵温度：设置 20、24、28、

32、36 °C，150 r/min 培养，确定最佳发酵温

度；(6) 转速：设置摇床转速为140、160、180、

200、220 r/min，确定最佳培养转速。以上每组

处理重复 3 次。 

1.2.4  抑菌物质的稳定性测定 

(1) 酸碱稳定性：取发酵滤液 10 mL，分别

调节 pH 值为 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、

9.0、10.0，4 °C 放置过夜后回调 pH 至 7.0，参

照 1.2.2 的方法测定各组抑菌活性；(2) 热稳定 

 
表 1  正交实验因素和水平设计 
Table 1  The orthogonal test on factors and levels 

因素 Factors 水平 Levels 

1 2 3 4 

A 酵母浸粉 Yeast extract (g/L) 1.0 2.0 5.0 10.0 

B 燕麦 Octmeal (g/L) 5.0 10.0 15.0 20.0 

C NaCl (g/L) 0.5 1.0 1.5 2.0 

D K2HPO4 (g/L) 0.5 1.0 1.5 2.0 

E MgSO4·7H2O (g/L) 0.5 1.0 1.5 2.0 
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性：取发酵滤液 10 mL，分别于 4、30、50、

70、100 °C 处理 10、30 min，以未做处理的发

酵液作为对照，测定各组抑菌活性；(3) 光照

稳定性：取发酵滤液 10 mL，紫外和日光条件

下距 10 cm 照射 1、3、6、9、12 h，以未处理

的发酵液作为对照，测定各组抑菌活性；    

(4) 储藏温度稳定性：取发酵滤液 10 mL，分别

于−20、4、20 °C 条件下储藏 5、15、30 d，测

定各组抑菌活性；(5) 亲水性和疏水性：发酵

液于 5 000 r/min 下离心 5 min，上清液用 4 倍体

积的 95%乙醇洗脱，随后分别加入等体积的石

油醚 (petrol ether)、正丁醇 (n-butanol)、氯仿

(chloroform)和乙酸乙酯(ethyl acetate)，振荡后

静置 24 h 萃取。有机相用真空旋转蒸发仪 45 °C

减压浓缩蒸干，并用甲醇配制成 10 mg/mL 的浓

度，在无菌滤纸片上滴加 10 μL，置于酒精灯旁

直至溶剂挥发后，采用滤纸片扩散法测定抑菌

活性[17]。以上每组处理重复 3 次。 

1.2.5  WMF106 发酵液的田间防效测定 

试验于 2020 年 4 月至 8 月进行，地点位于

陕西省宝鸡市岐山县张家村。选择条件相对一

致、集中连片、近年来核桃黑斑病发病较为严

重的核桃园内进行。园地为沙壤土，肥力中

等，果园管理良好，基本无杂草。供试核桃品

种为“香玲”，树龄 5−6 年生，栽植行株距为  

4.5 m×4.0 m，树高 4−5 m，郁闭度 0.8−0.9，在

该园病叶、病果种均检出病原菌 X. campestris 

pv. campestris。将获得的供试菌株 WMF106 发

酵液制备为菌剂(活菌数≥5×108 CFU/mL)，稀释

为 800 倍液作为供试药剂。对照药剂喷施 30%

琥胶肥酸铜可湿性粉剂 850 倍液、2%春雷霉素

水剂 1 000 倍液，同时设置空白对照。 

田间小区随机分布排列，每个处理组10株，

重复 3 次。将药剂均匀喷施在病叶、病果表

面，确保叶片正反面及果实均匀着药，稍有药

液下滴。喷药结束后，悬挂标识牌并记录。每

次喷药间隔 15 d，期间不进行其他农事处理。

田间调查时间为施药后 10 d，每个处理组随机抽

样调查 3 株。调查时每株选取 8 个样点，分别位

于植株东、南、西、北方向的中层枝和下层

枝，各样点随机调查 5 片树叶或果实[11]。依据

黑斑面积设定病级[18] (表 2)，统计数据、计算病

情指数及药剂防治效果，公式如下： 

病情指数=
 ( )

100
( ) 5





 级 叶 数

；
调 总叶 数

各 病 果 量 代表值

查 果
 

防治效果(%)=
( )

100



对 数 处 数

。
对 数

照病情指 理病情指
照病情指

 

1.2.6  数据处理 

使用 Excel 2010 记录原始数据，通过 SPSS 

22 分析抑菌物质活性测定、培养基与发酵条件

优化单因素实验、抑菌物质稳定性及田间防效

测定的实验结果，通过 Minitab 18 (Pennsylvania 

State University)设计正交试验并分析结果；利

用 Sigmaplot 12.5 (SysTat software)绘图。 

 
表 2  核桃黑斑病病害分级标准 
Table 2  Scale for level disease severity of walnut blight  

代表值 Value 分级标准 Grading standard  

0 无病斑 No lesions on surface of leaves and fruits 

1 病斑面积占叶片或果实面积的 5%以下 Lesions less than 5% of surface area 

2 病斑面积占叶片或果实面积的 6%−15% Lesions less than 15%, more than 6% of surface area 

3 病斑面积占叶片或果实面积的 16%−25% Lesions less than 25%, more than 16% of surface area 

4 病斑面积占叶片或果实面积的 26−50% Lesions less than 50%, more than 26% of surface area 

5 病斑面积占叶片或果实面积的 50%以上 Lesions more than 50% of surface area 
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2  结果与分析 

2.1  培养基与发酵条件优化 
2.1.1  培养基碳源、氮源的优化 

通过 5 种碳源培养菌株 WMF106 获得的发

酵 液 对 野 油 菜 黄 单 胞 菌 (X. campestris pv. 

campestris)均有抑制作用(表 3)。其中，将燕麦

作为碳源时菌株发酵液抑菌圈直径最大，为

18.78 mm；而将麦芽糖作为碳源时抑菌圈直径

最小，为 9.49 mm。葡萄糖和燕麦培养的菌体干

重无显著差异，其余处理组间差异显著。以燕

麦培养获得的菌体干重最高，为 3.97 g/L；以麦

芽糖培养获得的菌体干重最低，为 1.39 g/L。因

此，可选择燕麦作为最佳碳源。 

通过 5 种氮源培养菌株 WMF106 获得的

发酵液对野油菜黄单胞菌(X.  campestris pv. 

campestris)均具有抑制作用(表 4)。以酵母浸粉

作为氮源时菌株发酵液抑菌圈直径最大，为

17.78 mm；(NH4)2SO4 作为氮源时抑菌圈直径最

小，为 12.89 mm。以酵母浸粉培养获得的菌体

干重最高，为 4.35 g/L；(NH4)2SO4 培养获得的 

 
表 3  不同碳源对菌株 WMF106 抑菌活性和菌体

干重的影响 
Table 3  Effect of different carbon sources on 
inhibition activity and mycelium accumulation of 
strain WMF106 

碳源 

Carbon source 

抑菌圈直径 

Inhibition zone 

diameters (mm) 

菌体干重 

Dry weight (g/L) 

葡萄糖 Glucose 16.62±0.12b 3.60±0.15a 

麦芽糖 Maltose 9.49±0.13e 1.39±0.15d 

乳糖 Lactose 13.83±0.12c 2.82±0.22b 

甘油 Glycerol 12.06±0.12d 2.06±0.11c 

燕麦 Octmeal 18.78±0.15a 3.97±0.12a 

注：表中数据为平均值±标准误。同列数据后不同字母表

示经 Duncan’s 新复极差法检验，在 P<0.05 水平差异显著 

Note: Values are means ± standard errors. Different letters in 
the same column indicate significant difference at P<0.05 by 
using Duncan’s test analysis. 

表 4  不同氮源对菌株 WMF106 抑菌活性和菌体

干重的影响 
Table 4  Effect of different nitrogen sources on 
inhibition activity and mycelium accumulation of 
strain WMF106 

氮源 

Nitrogen source 

抑菌圈直径 

Inhibition zone 

diameters (mm) 

菌体干重 

Dry weight 

(g/L) 

牛肉膏 Beef extract 14.87±0.14c 3.54±0.19bc 

麦芽提取物 Malt extract 13.61±0.17d 3.17±0.14c 

酵母浸粉 Yeast extract 17.78±0.16a 4.35±0.16a 

蛋白胨 Peptone 15.66±0.15b 3.71±0.16b 

(NH4)2SO4 12.89±0.24e 2.53±0.10d 

注：表中数据为平均值±标准误。同列数据后不同字母表

示经 Duncan’s 新复极差法检验，在 P<0.05 水平差异显著 

Note: Values are means ± standard errors. Different letters in 
the same column indicate significant difference at P<0.05 by 
using Duncan’s test analysis. 

 
菌体干重最低，为 2.53 g/L。因此，可选择酵母

浸粉作为最佳碳源。 

2.1.2  培养基营养条件正交试验 

根据 2.1 中筛选获得的碳源、氮源，选择酵

母浸粉(A)、燕麦(B)、NaCl (C)、K2HPO4 (D)和

MgSO4·7H2O (E)设计 5 因素 4 水平正交试验  

(表 1)，根据抑菌活性和菌体干重确定最终发酵

营养配方。正交试验结果表明(表 5)，5 个因素

影响菌株 WMF106 发酵液对野油菜黄单胞菌抑

菌效果的顺序为 B>A>C>E>D，最佳水平组合为

A2B4C2D3E2，即最佳培养基配方为：酵母浸粉

2.0 g/L，燕麦 20.0 g/L，NaCl 1.0 g/L，K2HPO4  

1.5 g/L，MgSO4·7H2O 1.0 g/L；5 个因素影响菌

株 WMF106 菌体干重的顺序为 B>A>C>E>D，

最佳水平组合为 A2B4C1D2E3，即最佳培养基配

方为：酵母浸粉 2.0 g/L，燕麦 20.0 g/L，NaCl   

0.5 g/L，K2HPO4 1.0 g/L，MgSO4·7H2O 1.5 g/L。

方差分析结果表明，C、D、E 因素各水平的抑

菌圈直径无显著差异。综合两者结果并出于成本

考虑，确定最佳组合为 A2B4C1D1E1，即 1 L 发 
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表 5  菌株 WMF106 发酵培养基营养条件正交试验 
Table 5  Results of the orthogonal test with different nutritional constituent on inhibition activity and 
mycelium accumulation of strain WMF106 

No. A B C D E 抑菌圈直径  

Inhibition zone diameters (mm) 

菌体干重  

Dry weight (g/L) 

1 1 1 1 1 1 15.39 2.87 

2 1 2 2 2 2 19.06 3.33 

3 1 3 3 3 3 8.31 1.88 

4 1 4 4 4 4 20.57 3.25 

5 2 1 2 3 4 20.46 4.29 

6 2 2 1 4 3 20.29 4.18 

7 2 3 4 1 2 10.85 2.06 

8 2 4 3 2 1 23.16 3.11 

9 3 1 3 4 2 17.96 2.23 

10 3 2 4 3 1 17.11 1.88 

11 3 3 1 2 4 11.52 3.06 

12 3 4 2 1 3 26.43 4.32 

13 4 1 4 2 3 10.12 2.33 

14 4 2 3 1 4 8.21 1.98 

15 4 3 2 4 1 8.46 1.28 

16 4 4 1 3 2 25.07 3.25 

K1 15.83 15.98 18.07 15.22 16.03   

K2 18.69 16.17 18.60 15.97 18.24   

K3 18.26 9.79 14.41 17.39 16.28   

K4 12.97 23.81 14.66 16.82 15.19   

R 5.73 14.02 4.19 2.52 3.05   

K1′ 2.83 2.93 3.34 2.81 2.29   

K2′ 3.41 2.84 3.31 2.96 2.72   

K3′ 2.87 2.07 2.30 2.83 3.18   

K4′ 2.21 3.48 2.38 2.74 3.15   

R′ 1.20 1.41 1.04 0.22 0.89   

 
酵培养基含酵母浸粉 2.0 g、燕麦 20.0 g、NaCl  

0.5 g、K2HPO4 0.5 g、MgSO4·7H2O 0.5 g。 

2.1.3  发酵条件优化 

在确定了最优发酵培养基的基础上，逐步设

置不同发酵参数，如图 1 所示，结果表明：起始

pH 6.0、接种量 8%、装液量 150 mL/500 mL、

发酵时间 9 d、发酵温度 28 °C、转速 180 r/min

时，发酵液抑菌活性最佳；起始 pH 7.0、接种量

8%、装液量 200 mL/500 mL、发酵时间 8 d、发

酵温度 24 °C、转速 200 r/min 时，菌体干重最大。 

除接种量外，不同发酵条件下的菌体干重差异不

显著，在优先考虑抑菌活性的前提下，设置菌株

WMF106 的最佳发酵条件为：起始 pH 6.0，接

种量 8%，装液量 150 mL/500 mL，发酵时间 9 d，

发酵温度 28 °C，转速 180 r/min。 

2.2  菌株 WMF106 抑菌物质的稳定性与极性 
对菌株 WMF106 发酵液中抑菌物质的酸

碱稳定性、热稳定性、光稳定性、储藏温度稳

定性、抑菌物质极性进行测定，结果表明：   

(1) pH<6.0 时，抑菌活性随 pH 值降低显著降低， 
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图 1  不同发酵条件对菌株 WMF106 发酵液抑菌活性和菌体干重的影响   A：起始 pH 值；B：接种量；

C：装液量；D：发酵时间；E：发酵温度；F：转速。不同字母表示不同处理间经 Duncan’s 新复极差法

检验，在 P<0.05 水平差异显著 

Figure 1  Effect of different culture conditions on inhibition activity and mycelium accumulation of strain 
WMF106. A: Initial pH value; B: Inoculation amount; C: Medium volume; D: Fermentation time; E: 
Fermentation temperature; F: Rotate speed. Different letters in the figure indicate significant difference (P<0.05 
by using Duncan’s test analysis) among treatments. 
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在 pH 6.0−12.0 范围内波动较小；(2) 4−50 °C 处理

时抑菌活性无明显变化，超过 70 °C 时随着处理时

间增加而降低；(3) 紫外和日光处理条件下，抑菌

活性无明显变化；(4) 在−20 °C、4 °C 条件下储藏

对抑菌活性影响不大，而 20 °C 条件下储藏 30 d

时抑菌活性有一定幅度降低；(5) 通过乙酸乙酯萃

取的有机相抑菌活性最高，氯仿次之，石油醚和

正丁醇较差，表明抑菌活性物质极性较小(图 2)。 

 

 
 

图 2  菌株 WMF106 的抑菌物质稳定性   A：酸碱稳定性；B：热稳定性；C：光稳定性；D：储藏温

度稳定性；E：抑菌物质极性。不同字母表示不同处理间经 Duncan’s 新复极差法检验，在 P<0.05 水平差

异显著 

Figure 2  Stability of antagonistic substances of strain WMF106 under different conditions. A: pH stability; B: 
Heat stability; C: Light stability; D: Storage temperature stability; E: Antagonistic activity of extracts. Different 
letters in the figure indicate significant difference (P<0.05 by using Duncan’s test analysis) among treatments. 
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2.3  菌株 WMF106 发酵液对核桃黑斑病的

田间防效 
喷施菌株 WMF106 发酵液对野油菜黄单

胞菌引起的核桃黑斑病具有很好的防治效

果，3 次施药后对叶片的防效分别为 65.33%、

71.33% 和 76.21% ， 对 果 实 的 防 效 分 别 为

61.21%、64.52%和 71.21%，与常用防治药剂琥

胶 肥 酸 铜 和 春 雷 霉 素 相 比 ， 其 防 效 提 高

6%−10% (表 6，表 7)。 

3  讨论与结论 

放线菌由于其活性产物数量和开发程度显

著高于细菌和真菌，被广泛应用于植物病害的

生物防治。发酵是微生物活性物质产业化的基

础，优化拮抗菌培养条件是提高其抑菌能力、

增加产量的重要途径。在生产应用过程中若缺

乏合理的发酵工艺将会造成菌株活性物质不稳

定等问题，导致活性物质抗菌稳定性和抗菌谱

存在差异[19-20]。开展发酵条件优化对降低微生

物次级代谢产物生产成本及充分发挥生产力具

有重要意义。 

研究表明，碳源和氮源是链霉菌发酵的关键

影响因子，不同微生物对碳源、氮源种类的选择

存在明显差异[21]。此外，温度、pH、接菌量等

因素也会影响发酵效果及发酵产物的活性[22]。

本研究结果发现，酵母浸粉(氮源)含量、燕麦(碳 

 
表 6  菌株 WMF106 对核桃细菌性黑斑病(叶片)的田间防效 
Table 6  Biocontrol effect of strain WMF106 against walnut blight on leaves 

药剂 

Bactericides 

第 1 次施药 10 d 后 

Ten days after 1st treatment 

第 2 次施药 10 d 后 

Ten days after 2nd treatment 

第 3 次施药 10 d 后 

Ten days after 3rd treatment 

病情指数 

Disease index 

防效 

Biocontrol effect 

(%) 

病情指数 

Disease index 

防效 

Biocontrol 

effect (%) 

病情指数 

Disease index 

防效 

Biocontrol 

effect (%) 

WMF106 7.16±0.33b 65.33±1.50a 10.17±0.33c 71.33±1.06a 13.33±0.72b 76.21±1.25a 

Cupric succinate 8.33±0.60b 59.64±3.14a 12.33±0.73b 65.19±2.48ab 15.16±1.16b 73.05±1.00ab 

Kasugamycin 8.33±0.44b 59.64±2.43a 13.17±0.83b 62.96±1.85b 17.33±1.01b 68.90±2.85b 

CK 20.67±0.17a  35.50±0.50a  56.17±2.62a  

注：表中数据为平均值±标准误。同列数据后不同字母表示经 Duncan’s 新复极差法检验，在 P<0.05 水平差异显著 

Note: Values are means ± standard errors. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 by using 
Duncan’s test analysis. 

 
表 7  菌株 WMF106 对核桃细菌性黑斑病(果实)的田间防效 
Table 7  Biocontrol effect of strain WMF106 against walnut blight on fruits 

药剂 

Bactericides 

第 1 次施药 10 d 后 

Ten days after 1st treatment 

第 2 次施药 10 d 后 

Ten days after 2nd treatment 

第 3 次施药 10 d 后 

Ten days after 3rd treatment 

病情指数 

Disease index 

防效 

Biocontrol 

effect (%) 

病情指数 

Disease index 

防效 

Biocontrol 

effect (%) 

病情指数 

Disease index 

防效 

Biocontrol 

effect (%) 

WMF106 5.33±0.6b 61.21±1.72a 8.50±0.76c 64.52±4.13a 10.83±1.09c 71.21±1.74a 

Cupric succinate 7.17±0.16b 47.04±3.92b 11.50±0.50b 51.95±4.28b 13.83±0.44b 62.84±2.76b 

Kasugamycin 6.67±0.47b 51.22±0.62b 10.83±0.60b 54.71±4.42b 14.33±1.20b 61.53±4.13b 

CK 13.67±0.93a  24.16±1.43a  37.50±1.89a  

注：表中数据为平均值±标准误。同列数据后不同字母表示经 Duncan’s 新复极差法检验，在 P<0.05 水平差异显著 

Note: Values are means ± standard errors. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 by using 
Duncan’s test analysis. 
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源)含量和 pH 是影响菌株 WMF106 发酵产物抑

菌活性的主要条件，与链霉菌属其他拮抗菌株

相比，菌株 WMF106 发酵过程中发酵产物的抑

菌活性受氮源、碳源影响较大，发酵过程中不

需要添加其他氮源，与链霉菌 HD-010[23] (氮源

和碳源分别为玉米粉和葡萄糖 ) 、链霉菌

16-3-10[24] (氮源和碳源分别为小米和乳糖)、链

霉菌 A12-2-1[25] [氮源和碳源分别为(NH4)2SO4 和

蔗糖]等相同，而有的拮抗链霉菌发酵过程中则

需要额外补充氮源，如链霉菌 TD-1[26] (氮源为

黄豆粉+硝酸钾)。 

适宜的发酵条件能够促进菌体刺激代谢产

物高产[27]，但影响不同拮抗链霉菌产物抑菌活

性的关键发酵条件存在差异，如链霉菌 TD-1[26]

是发酵时间、链霉菌 SL01[28]是温度和起始

pH、链霉菌 LG-9[29]是起始 pH 和发酵温度。本

研究中 pH 和装液量对菌株 WMF106 的产物抑

菌活性和菌体产量具有较大影响，与其他拮抗

链霉菌相比，温度和装液量等其他发酵条件对

菌株 WMF106 抑菌活性的影响不大。由此可

见，同属不同菌株在碳源、氮源利用和发酵条

件方面存在一定差异，造成差异的原因可能与

菌种自身遗传、生理特征、分离来源及病原靶

标抑菌活性评价有关。从应用的角度看，应以

保障发酵产物抑菌活性为前提来优化培养基和

发酵条件，以节约生产成本。 

抑菌活性物质稳定性是菌剂制备和生产的

前提。张楠等[30]报道链霉菌 BS-112 产生的抗植

物病原菌活性物质对紫外光较为敏感，限制了

其在大田的应用；周丽娜等[31]报道 2 株链霉菌

HD-109、HD-103 的抗菌活性物质不耐高温，

不易保存。与其他拮抗链霉菌发酵产物相比，

菌株 WMF106 发酵液的抑菌物质具有耐热、耐

光、储藏稳定性好、极性较小等特点，但在酸

性条件下发酵液抑菌活性显著降低。 

目前，生产中对核桃黑斑病的田间防治效

果较好的药剂有硫酸链霉素、琥胶肥酸铜、春

雷霉素等[11,17]。本研究通过田间防效测定，菌

株 WMF106 发酵液对叶片、果实上发生的核桃

黑斑病均有较好的防治效果，对比药剂琥胶肥

酸铜和春雷霉素可提高防效 6%−10%，表明该菌

株可作为创制核桃黑斑病微生物杀菌剂的出发

菌株。 

本研究明确了菌株 WMF106 的较优发酵条

件和生防菌剂开发潜力，但其抗菌物质的种类与

作用机制、提取纯化工艺、制剂化应用等问题在

后续还有待进一步深入研究。 
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