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摘   要：【背景】禾谷镰刀菌 (Fusarium graminearum)是一种危害小麦生产的重要病原真菌。

【目的】筛选对禾谷镰刀菌具有拮抗活性的链霉菌菌株，为该病原的生物防治提供理论基础。

【方法】采用稀释涂布法分离链霉菌，利用平板对峙法筛选高活性拮抗菌株；通过形态学、生

理生化特征和 16S rRNA 基因序列分析确定其分类地位；采用生长速率法分析其发酵条件及无菌

发酵液的稳定性；并测定该菌株的防病效果和抑菌谱。【结果】筛选到一株对禾谷镰刀菌具有较

强抑制作用的链霉菌菌株 21-6，抑菌率为 75.2%±2.1%。根据形态学、生理生化特征及 16S rRNA
基因序列分析，将其鉴定为 Streptomyces stelliscabiei。菌株 21-6 在 pH 为中性条件下的 PDB 培

养基中培养 5 d 能够产生更好的抑菌效果。无菌发酵液能够抑制禾谷镰刀菌的菌丝生长和孢子萌发

过程。无菌发酵液不受高温、胃蛋白酶、胰蛋白酶及蛋白酶 K 的影响，耐酸但对碱性条件敏感。

发酵液对禾谷镰刀菌侵染小麦胚芽鞘具有抑制效果。菌株 21-6 具有聚酮合酶 pks-Ⅰ和 pks-Ⅱ基因。

此外，该菌株对 5 种植物病原真菌均具有抑制效果。【结论】链霉菌菌株 21-6 对禾谷镰刀菌具有

较好的生防潜力。 

关键词：禾谷镰刀菌；链霉菌；发酵条件；稳定性；抑菌活性  
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Abstract: [Background] Fusarium graminearum is one of the main fungal pathogens in wheat 
production. [Objective] To isolate and screen Streptomyces strains against F. graminearum and lay a 
theoretical foundation for the biological control. [Methods] Streptomyces strains were isolated with the 
dilution-plating method, and a plate confrontation experiment was conducted to screen out the strains 
with antagonistic effects on F. graminearum. The strain was identified based on morphological, 
physiological and biochemical characteristics, and sequence analysis of 16S rRNA gene. The mycelial 
growth rate method was used to analyze the fermentation conditions and the stability of the cell-free 
fermentation broth. The biocontrol effect and antifungal spectrum of the strain 21-6 were also evaluated. 
[Results] Strain 21-6, which was finally identified as Streptomyces stelliscabiei, showed inhibitory 
effect on F. graminearum, with the inhibition rate of 75.2%±2.1%. The optimized fermentation 
conditions for the antifungal activity were PDB medium, fermentation time of 5 days, and initial pH 7.0. 
The cell-free fermentation suppressed both the mycelial growth and conidial germination of         
F. graminearum. The antifungal activity of cell-free fermentation broth was free from high temperature, 
pepsin, trypsin, and proteinase K. However, the fermentation broth was resistant to acidic but sensitive 
to alkali environment. Moreover, the broth inhibited the infection of wheat coleoptiles by           
F. graminearum. Strain 21-6 harbors polyketide synthase pks-Ⅰ and pks-Ⅱ genes. It showed biological 
activities against five plant pathogenic fungi. [Conclusion] Strain 21-6 has a promising prospect in the 
biological control of F. graminearum. 

Keywords: Fusarium graminearum; Streptomyces sp.; fermentation condition; stability; antifungal activity 

由禾谷镰刀菌 (Fusarium graminearum)为
主要病原菌侵染引起的小麦赤霉病严重威胁小

麦的安全生产[1]，受多种因素的影响，小麦赤

霉病在我国的流行频率明显增加[2-3]。此外，禾

谷镰刀菌还能够导致小麦茎基腐病的发生并造

成严重损失[4]。在造成产量损失之外，禾谷镰

刀菌还可以产生多种真菌毒素，给人畜健康带

来安全隐患[5]。目前生产上主要依赖化学药剂

进行防控，但随着化学药剂的长期使用，不仅

导致禾谷镰刀菌抗药性菌株大量出现，而且增

加了其毒素污染问题[2]。 
与化学防治相比，生物防治的应用对于有

效防控禾谷镰刀菌并保障食品安全具有重要意

义[6-7]。链霉菌作为生防菌的一个重要类群，对

很多病原菌都具有明显的拮抗效果[8]。如公牛

链霉菌(Streptomyces tauricus) JPD-1 发酵滤液能

够抑制苹果树腐烂病菌的生长和病斑扩展[9]。杀

结节链霉菌(S. tubercidicus) ST7-2 可以有效

降低水稻稻瘟病的发生 [10]。链霉菌可以利用

多种代谢产物实现生防作用，如产二素链霉菌
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(S. ambofaciens) IMS002 可以产生 borrelidin 等

多种化合物，从而对尖孢镰刀菌起到抑制作用[11]。

除了能够防治植物病害，链霉菌在促进植物生长

方面也有一定的作用，如栗褐链霉菌(S. badius)
具有固氮和解有机磷作用，并且还能产生 1-氨
基环丙烷-1-羧酸(1-aminocyclopropane-1-carboxylic 
acid，ACC) 脱氨酶和吲哚乙酸(indoleacetic acid，
IAA)[12]。  

目前，利用链霉菌对禾谷镰刀菌进行生

物 防治也有相关研究。例如微白黄链霉菌    
(S. albidoflavus)[13]、八丈岛链霉菌(S. hachijoensis)[14]、

纺 锤 链 霉 菌 (S. netropsis)[15] 、 草 地 链 霉 菌       
(S. pratensis)[16]和彻氏链霉菌(S. rochei)[17]等都

能够对禾谷镰刀菌起到较好的生防效果。本研

究从蔬菜大棚土壤中分离筛选到一株对禾谷镰

刀菌具有明显拮抗作用的链霉菌 21-6，通过形

态学和生理生化特征及 16S rRNA 基因序列分

析进行鉴定，并对其无菌发酵液的抑菌活性、

稳定性等方面进行研究，以期为抑菌机理研究

和菌剂开发提供理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

禾谷镰刀菌(Fusarium graminearum)、瓜类

炭疽病菌(Colletorichum lagenerium)、大斑凸脐

蠕 孢 (Exserohilum turcicum) 、 尖 孢 镰 刀 菌     
(F. oxysporum)、层出镰刀菌(F. proliferatum)和
假禾谷镰刀菌(F. pseudograminearum)均为作者

分离获得，并保存于河南科技学院资源与环境学

院植物病理学实验室。链霉菌(Streptomycetaceae 
stelliscabiei) 21-6 由作者分离于河南省新乡市

牧野区蔬菜大棚土壤。 
1.1.2  培养基 

马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)培养基(g/L)[14]：

马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，琼脂 15.0 (不加琼脂

为 PDB 培养基)。高氏一号培养基(g/L)[14]：可溶

性淀粉 20.0，K2HPO4 0.5，NaCl 0.5，MgSO4·7H2O 
0.5，KNO3 1.0，FeSO4·7H2O 0.01，琼脂 15.0 (不加

琼脂为高氏一号液体培养基)。YG 培养基(g/L)[14]：

葡萄糖 10.0，酵母提取物 10.0，琼脂 15.0，pH 
7.0。KMB 培养基(g/L)[14]：蛋白胨 20.0，甘油

10.0，K2HPO4 1.5，MgSO4·7H2O 1.5，pH 7.2。
发酵培养基(g/L)[18]：葡萄糖 25.0，蛋白胨 25.0，
酵母提取物 5.0，MgSO4·7H2O 2.0，K2HPO4·3H2O 
2.0，KH2PO4 2.0，CaCO3 5.0，pH 7.2。羧甲基

纤维素钠(CMC)培养基(g/L)[19]：羟甲基纤维素

钠 15.0，酵母提取物 1.0，MgSO4·7H2O 0.5，
NH4NO3 1.0，KH2PO4 1.0。酵母浸出粉胨葡萄

糖(YEPD)培养基(g/L)[19]：酵母提取物 3.0，葡

萄糖 20.0，蛋白胨 10.0。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

葡萄糖、酵母提取物、蛋白胨和琼脂等，

北京奥博星生物技术有限公司；PCR 引物，生

工生物工程(上海)股份有限公司；细菌基因组

DNA 提取试剂盒、Taq PCR Mix 和 DNA Marker，
天根生化科技(北京)有限公司。恒温培养箱，郑

州生元仪器有限公司；恒温振荡培养箱，常州

华普有限公司；PCR 仪，杭州朗基科学仪器有

限公司；电泳仪，北京君意东方电泳设备有限

公司。 

1.2  方法 
1.2.1  拮抗链霉菌的分离与筛选 

2021 年 1 月在河南省新乡市牧野区蔬菜大

棚采集土壤，于河南科技学院资源与环境学院

植物病理学实验室进行菌株分离及后续试验。

在 1 g 土壤样品中加入 9 mL 无菌水，28 °C、

180 r/min 振荡培养 30 min，静置 10 min 后，分

别稀释成 10–2、10–3和 10–4的悬浮液，吸取 100 μL
不同浓度稀释液涂布于高氏一号平板，平板中
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含有 50 mg/mL 重铬酸钾以抑制非放线菌类的

细菌和真菌，28 °C 培养 7 d，挑取不同单菌落

划线纯化。 
采用皿内对峙法，挑取待测链霉菌菌体接

种在 PDA 平板四点(距平板中心 25 mm 处)，
25 °C 培养 2 d，于平板中央接入 5 mm 大小的

禾谷镰刀菌菌饼，继续培养 3 d 后计算抑菌率。

抑菌率=(对照菌落直径−处理菌落直径)/(对照

菌落直径−5)×100%。 
1.2.2  菌株 21-6 的鉴定 

(1) 形态特征观察 
将菌株 21-6 划线接种于高氏一号培养基，

28 °C 培养 7−14 d，对菌落形态进行观察。采用

插片法观察该菌株在高氏一号培养基上的菌丝

及孢子丝等特征。 
(2) 生理生化特征分析 
参照《放线菌快速鉴定与系统分类》[20]测

定菌株 21-6 对多种碳源的利用能力，并进行淀

粉水解等试验。 
(3) 分子生物学鉴定 

使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒对菌株

21-6 的基因组 DNA 进行提取，以基因组 DNA

为模板，利用通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATC 

CTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGT 

TACGACTT-3′)对 16S rRNA 基因进行 PCR 扩 

增[12]。PCR 反应体系：2×Taq PCR Mix 12.5 μL，

27F (10 μmol/L) 1.0 μL，1492R (10 μmol/L) 1.0 μL，

DNA 模板 1.0 μL，ddH2O 9.5 μL。PCR 反应条

件：95 °C 3 min；94 °C 30 s，57 °C 30 s，72 °C 

1 min，30 个循环；72 °C 5 min。PCR 扩增产物

送生工生物工程(上海)股份有限公司进行纯化

测序。根据测序结果，在 GenBank 数据库下载

相关菌株的 16S rRNA 基因序列，利用 MEGA 

7.0 软件采用邻接法构建系统发育树。 

1.2.3  菌株 21-6 发酵条件优化 
(1) 初始培养基筛选 
挑取 2 个 1 cm 大小的 21-6 菌饼，分别置

于 50 mL 的 PDB、YG、高氏一号、KMB 及发

酵培养基中，28 °C、180 r/min 条件下培养 5 d。
将发酵液于 12 000 r/min 离心 20 min，上清液

用无菌 0.22 μm 微孔滤膜过滤，获得无菌发酵

液。将不同来源无菌发酵液与融化并冷却至

60 °C 左右的 PDA 培养基混合，体积分数为

10%，凝固后于平板中心接入 5 mm 大小禾谷镰

刀菌菌饼，以不加无菌发酵液的 PDA 培养基为

对照。每个处理重复 3 次。25 °C 培养 3 d 后计

算抑菌率。抑菌率=(对照菌落直径−处理菌落直

径)/(对照菌落直径−5)×100%。 
(2) 发酵时间筛选 
将菌株 21-6 置于 PDB 培养基中培养，分别

在 2、3、4、5、6 和 7 d 收集发酵液，12 000 r/min
离心 20 min 后进行过滤，获得不同时间段的无

菌发酵液，参考初始培养基筛选中的方法分析

不同无菌发酵液对禾谷镰刀菌的抑制作用。 
(3) 初始 pH 筛选 
分别用 1 mol/L HCl 和 1 mol/L NaOH 将

PDB 培养基的 pH 值调整为 3.0、5.0、7.0、9.0
和 11.0，将菌株 21-6 置于不同 pH 的 PDB 培养

基中培养 5 d，获得无菌发酵液后，参考初始培

养基筛选中的方法分析不同无菌发酵液对禾谷

镰刀菌的抑制作用。 
1.2.4  菌株 21-6无菌发酵液对禾谷镰刀菌菌丝

生长和孢子萌发的影响 
(1) 菌丝生长 
挑取适量新鲜禾谷镰刀菌菌丝体，接种于

含有体积分数为 10%的菌株 21-6 无菌发酵液的

YEPD 培养基，以不加无菌发酵液为对照。

25 °C、150 r/min 条件下培养 48 h，利用光学显

微镜对菌丝形态进行观察。 
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(2) 孢子萌发 
挑取禾谷镰刀菌菌丝体于 CMC 培养基中，

25 °C、150 r/min 条件下培养 5 d。培养液用    
2 层滤布进行过滤，3 500 r/min 离心 10 min 收

集孢子，用 YEPD 培养基重悬，并调整孢子浓

度为 1×106 个/mL。在孢子悬浮液中，分别按照

10%、20%和 50%的体积分数加入菌株 21-6 的

无菌发酵液，以不加无菌发酵液为对照。25 °C、

150 r/min 条件下培养 12 h，利用光学显微镜对孢

子的萌发情况进行观察与统计。萌发率=孢子萌

发数/孢子总数×100%；抑制率=(对照萌发率−处
理萌发率)/对照萌发率×100%。 
1.2.5  菌株 21-6 无菌发酵液的稳定性研究 

(1) 热稳定性 
将菌株 21-6 无菌发酵液分别在 40、60、80

和 100 °C 处理 30 min，冷却至室温后，按照 10% 
(体积分数)与 PDA 培养基混合倒板，皿内接入

5 mm 大小禾谷镰刀菌菌饼。以未用温度处理的

无菌发酵液为对照，以不加无菌发酵液的 PDA
培养基为空白对照。每个处理重复 3 次。25 °C
培养 3 d 后，测定不同温度处理下的菌株 21-6
无菌发酵液的相对抑菌率。相对抑菌率=(空白

对照菌落直径−处理菌落直径)/(空白对照菌落直

径−未处理菌落直径)×100%。 
(2) 酸碱稳定性 
将菌株 21-6 无菌发酵液用 1 mol/L HCl 和 

1 mol/L NaOH 分别调整 pH 值为 3.0、5.0、7.0、
9.0 和 11.0，室温静置 2 h 后，调 pH 值为 7.0。
以未用酸碱处理的无菌发酵液为对照，以不加

无菌发酵液的 PDA 培养基为空白对照。按照热

稳定性方法计算相对抑菌率。 
(3) 蛋白酶稳定性 
在菌株 21-6 无菌发酵液中分别加入 5 μg/mL

终浓度的胃蛋白酶、胰蛋白酶及蛋白酶 K，37 °C
处理 2 h。以未处理的无菌发酵液为对照，以不

加无菌发酵液的 PDA 培养基为空白对照。按照

热稳定性方法计算相对抑菌率。 
1.2.6  菌株 21-6 防病效果分析 

在培养皿中放入两层滤纸并用无菌水湿

润，将 10 粒无菌水清洗并浸泡 2 h 后的小麦种

子均匀置于滤纸上，25 °C 光照培养箱中保湿培

养 2 d。用脱脂棉分别蘸取菌株 21-6 发酵液原

液、发酵液 10 倍稀释液和发酵液 50 倍稀释液

覆盖于小麦种子上，继续保湿培养 1 d 后将小

麦胚芽鞘尖端切除，用脱脂棉蘸取禾谷镰刀菌

孢子悬浮液(1×106 个/mL)覆盖在芽鞘切口处。

每个处理重复 3 次，以只接种禾谷镰刀菌的小

麦胚芽鞘为对照。25 °C 光暗交替(12 h:12 h)条件

下保湿培养 7 d 后，对胚芽鞘的发病情况进行

观察。 
1.2.7  菌株 21-6 聚酮合酶 pks 及非核糖体多肽

合成酶 nrps 基因的 PCR 检测 
以菌株 21-6 基因组 DNA 为模板，分别利

用引物 A3F (5′-GCSTACSYSATSTACACSTCS 
GG-3′)和 A7R (5′-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3′)
对 nrps基因进行扩增[21]，利用K1 (5′-TSAAGTC 
SAACATCGGBCA-3′)和 M6R (5′-CGCAGGTTS 
CSGTACCAGTA-3′)对 pks-Ⅰ基因进行扩增[21]，

利用 A (5′-TSGCSTGCTTGGAYGCSATC-3′)和
B (5′-TGGAANCCGCCGAABCCGCT-3′)对 pks-Ⅱ

基因进行扩增[22]。PCR 反应体系：2×Taq PCR 
Mix 12.5 μL，A3F/K1/A (10 μmol/L) 1.0 μL，

A7R/M6R/B (10 μmol/L) 1.0 μL，DNA模板1.0 μL，
ddH2O 9.5 μL。PCR 反应条件：95 °C 3 min；
94 °C 30 s，57 °C 30 s，72 °C 2 min，30 个循环；

72 °C 5 min。PCR 扩增产物用 1%的琼脂糖凝胶

电泳进行检测。 
1.2.8  菌株 21-6 抑菌谱测定 

采用皿内对峙的方式，挑取少量菌株 21-6
菌体接种在 PDA 平板四点(距平板中心 25 mm
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处)，25 °C 培养 2 d，于平板中央分别接入 5 mm
大小的瓜类炭疽病菌、大斑凸脐蠕孢、尖孢镰

刀菌、层出镰刀菌和假禾谷镰刀菌菌饼，25 °C
培养 5 d，沿链霉菌菌落与平板中心方向测量链

霉菌菌落边缘至真菌菌落边缘的距离，即抑菌

带宽度。 

2  结果与分析 
2.1  菌株 21-6 对禾谷镰刀菌的抑制作用 

从土壤样品中共分离筛选获得 5 株对禾谷

镰刀菌具有拮抗效果的链霉菌，其中菌株 21-6
的拮抗能力最强，能够明显抑制禾谷镰刀菌菌

落的生长，并且导致菌落中的色素积累增多。

经计算，菌株 21-6 对禾谷镰刀菌的抑菌率达

75.2%±2.1%，表现出较强的抑制能力(图 1)。 

2.2  菌株 21-6 的鉴定结果 
2.2.1  菌株 21-6 的形态及生理生化特征 

菌株 21-6 在高氏一号培养基上生长良好，

气生菌丝为白色，基内菌丝黄褐色，不产生可

溶性色素。菌丝无隔膜，分枝状，孢子丝螺旋

排列(图 2)。生理生化结果表明，菌株 21-6 能够

利用葡萄糖、果糖、麦芽糖、蔗糖、甘露醇和 
 

 
 
图 1  菌株 21-6 对禾谷镰刀菌的拮抗作用   A：

禾谷镰刀菌对照；B：菌株 21-6 与禾谷镰刀菌的

平板对峙 
Figure 1  Strain 21-6 against Fusarium graminearum 
on PDA plate. A: The control of F. graminearum; B: 
Inhibition of strain 21-6 against F. graminearum.   

 
 

图 2  菌株 21-6 的形态特征   A：菌落形态；B：

菌丝及孢子丝 
Figure 2  Morphological characteristics of strain 
21-6. A: Colony; B: Mycelium and spore-producing 
chains. 
 
阿拉伯糖；能够水解淀粉和利用纤维素；不能使

明胶液化、牛奶凝固；不产生黑色素和硫化氢。 
2.2.2  菌株 21-6 的 16S rRNA 基因序列分析 

以菌株 21-6 基因组 DNA 为模板，利用通

用引物对其 16S rRNA 基因序列进行扩增和测

序，获得长度为 1 399 bp 的序列，并提交至

GenBank 数据库，登录号为 OM349124。在 NCBI
数据库中经 BLAST 比对后，发现菌株 21-6 的

16S rRNA 基因序列与 S. stelliscabiei 和波卓链

霉菌(S. bottropensis)等多个菌株的 16S rRNA 基

因序列相似度在 99%以上。进一步选择部分链

霉菌菌株的 16S rRNA基因序列，利用 MEGA 7.0
软件中的邻接法构建系统发育树。结果表明，菌

株 21-6 与 S. stelliscabiei QMA26 及 B-5S-2 聚类

在一起，处于一个分支(图 3)。结合形态和生理

生化特征，将菌株 21-6 鉴定为 S. stelliscabiei。 

2.3  菌株 21-6 发酵条件优化结果 
2.3.1  菌株 21-6 发酵初始培养基筛选 

利用 PDB 等 5 种不同培养基对菌株 21-6
分别进行培养并获得无菌发酵液。结果显示，

PDB 培养基获得的无菌发酵液抑制作用最

强，抑菌率可以达到 80%以上；其次为 YG 培

养基，无菌发酵液的抑菌率为 40%左右；而高氏 
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图 3  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 21-6 及相关菌株的系统发育树   分支处数值表示 bootstrap 
值；括号内数值为 GenBank 登录号；标尺代表进化距离    
Figure 3  Phylogenetic tree of strain 21-6 and related strains based on 16S rRNA gene sequences. Numbers 
at branch nodes present bootstrap value; Numbers in parentheses are GenBank accession numbers; Bar 
represents sequence divergence. 
 
一号、KMB 及发酵培养基所获无菌发酵液抑菌

活性很低，分别为 3.0%±1.5%、3.5%±0.9%和

11.6%±0.9% (图 4)。由此说明，菌株 21-6 抑菌物

质的产生受到培养基类型的影响，其中 PDB 培

养基可以更好地诱导该菌株产生抑菌物质。 
2.3.2  菌株 21-6 发酵时间及初始 pH 筛选 

菌株 21-6 在 PDB 培养基中培养 2 d 时，无

菌发酵液抑菌率最低，只有 3%左右。随着培养

时间延长，抑菌率快速上升，5 d 时可以达到

80%以上；之后抑菌率又有所下降，到 7 d 时下

降为 60%左右(图 5A)。在不同初始 pH 的条件

下培养，菌株 21-6 无菌发酵液的抑菌活性受酸

碱度影响明显，只有在 pH 值为 7.0 条件下，抑

菌率才能保持在 80%左右，而酸性和碱性条件

下抑菌率不超过 2% (图 5B)。由此说明，菌株

21-6 适合的发酵时间为 5 d，pH 条件为中性。 

2.4  菌株 21-6 无菌发酵液对禾谷镰刀菌菌

丝生长及孢子萌发的影响  
在 10%体积分数的菌株 21-6 无菌发酵液存

在的条件下，禾谷镰刀菌菌丝生长受到抑制的

同时，部分菌丝原生质外渗、菌丝变空(图 6)。
此外，不同体积分数的菌株 21-6 无菌发酵液都

可以影响禾谷镰刀菌的孢子萌发过程，体积分

数为 10%时，孢子的萌发率降低到 20%，抑制

率近 80%；当体积分数提高到 50%时，孢子的

萌发率下降到 1%左右(表 1)。 

2.5  菌株 21-6 无菌发酵液的稳定性 
菌株21-6无菌发酵液经40−80 °C处理30 min

后，相对抑菌率都在 90%以上；100 °C 处理后

相对抑菌率仍然保持在 88%左右(图 7A)，说明

无菌发酵液中的抑菌活性物质具有较好的热稳

定性。如图 7B 所示，当 pH 值为 7.0 时无菌发 
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图 4  不同培养基获得的菌株 21-6 无菌发酵液对禾谷镰刀菌的影响   A：对照；B：PDB 培养基；C：

YG 培养基；D：高氏一号液体培养基；E：KMB 培养基；F：发酵培养基 
Figure 4  Effects of strain 21-6 cell-free fermentation broth in different medium against F. graminearum. A: 
CK; B: PDB medium; C: YG medium; D: Gao’s No. 1 medium; E: KMB medium; F: Fermentation medium.  

 

 
 
图 5  不同发酵条件下菌株 21-6 无菌发酵液的抑菌率   A：发酵时间；B：酸碱度。柱上不同小写字

母表示差异显著  
Figure 5  Inhibition rate of strain 21-6 cell-free fermentation broth under different conditions. A: 
Fermentation time; B: Acidity and alkakinity. Different lowercase letters on the bars indicate significant 
difference. 
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图 6  菌株 21-6 无菌发酵液对禾谷镰刀菌菌丝生

长的影响   A：对照；B：菌株 21-6 处理 
Figure 6  Effects of strain 21-6 cell-free fermentation 
broth on mycelial growth of F. graminearum. A: 
CK; B: Treated by strain 21-6.   
 
表 1  菌株 21-6 不同浓度无菌发酵液对禾谷镰刀

菌孢子萌发的影响 
Table 1  Effects of strain 21-6 cell-free fermentation 
broth on conidiospores germination of F. graminearum 
项目 Item 体积分数 Volume ratio (%) 

10 20 50 
萌发率 
Germination rate (%) 

20.0±2.0a 10.7±1.2b 1.3±1.2c 

抑制率 
Inhibition rate (%) 

79.6±2.5c 89.1±1.0b 98.6±1.2a 

注：表中不同小写字母表示在 P<0.05 水平差异显著 
Note: Different lowercase letters in the same column 
indicate significant difference at P<0.05. 

 
酵液的相对抑菌率最高，为 97%左右；在酸性

条件下，即 pH 值分别为 3.0 和 5.0 时相对抑菌

率仍保持在 90%以上；随着 pH 值的升高，相

对抑菌率显著降低，pH 值为 11.0 时相对抑菌率

仅为 15%左右，由此说明抑菌活性物质耐酸却

不耐碱。分别用胃蛋白酶、胰蛋白酶及蛋白酶

K 对无菌发酵液进行处理，相对抑菌率未出现

明显变化(图 7C)，表明抑菌活性物质对供试蛋

白酶不敏感。 

2.6  菌株 21-6 的防病效果 
致病力结果显示，只接种禾谷镰刀菌的对

照组小麦胚芽鞘出现褐色病斑，而用菌株 21-6 

 
 
图 7  不同条件下菌株 21-6 无菌发酵液的稳定性   
A：温度；B：酸碱度；C：蛋白酶. 柱上不同小

写字母表示在 P<0.05 水平差异显著  
Figure 7  Antifungal stability of strain 21-6 
cell-free fermentation broth under different 
conditions. A: Temperature; B: Acidity and 
alkakinity; C: Protease types. Different lowercase 
letters on the bars indicate significant difference at 
P<0.05 level. 
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不同浓度发酵液处理后再接种病原菌的小麦胚

芽鞘仅在切口处变成褐色，病斑无明显扩展 
(图 8)。说明菌株 21-6 对禾谷镰刀菌侵染小麦

胚芽鞘具有一定的抑制作用。 

2.7  菌株 21-6 聚酮合酶 pks 及非核糖体多

肽合成酶 nrps 基因的 PCR 检测结果 
PCR 扩增结果显示，菌株 21-6 中能够检测

到 pks-Ⅰ和 pks-Ⅱ基因，说明该菌株具有以上    
2 种合成酶相关基因，并产生相关的抗菌物质

(图 9)。  

2.8  菌株 21-6 的抑菌谱 
为验证菌株 21-6 对禾谷镰刀菌以外的其他

植物病原真菌的抑制作用，皿内对峙结果表明，

菌株 21-6 对大斑凸脐蠕孢和瓜类炭疽病菌的抑

制作用最强，抑菌带宽在 11 mm 左右；其次为

层出镰刀菌和假禾谷镰刀菌，抑菌带宽为 8 mm
左右；而对尖孢镰刀菌的抑制能力最低，抑菌

带宽在 2 mm 以下(表 2)。 

3  讨论与结论 
链霉菌是一类重要的植物病害生物防治微

生物，筛选能够有效拮抗禾谷镰刀菌的链霉菌，

对禾谷镰刀菌所致病害的生物防治具有重要意

义。本研究分离筛选到一株对禾谷镰刀菌具有较

好抑制效果的链霉菌 21-6，经形态学、生理生化

特征及 16S rRNA 基因序列分析后，将该菌株鉴

定为 S. stelliscabiei。有研究指出，S. stelliscabiei
为马铃薯疮痂病病原之一[23]，而本研究发现菌

株 21-6 对禾谷镰刀菌具有一定的生防能力。与

此类似，波卓链霉菌 CH8-6 对禾谷镰刀菌等病

原真菌具有抑制能力[24]，而波卓链霉菌同样也

是马铃薯疮痂病的另一种病原[25]。 
生防菌发酵条件的优化对降低生产成本、

发挥生产力具有重要意义。瞿佳等[26]在确定暗

蓝色链霉菌(S. caeruleatus) WMF106 最佳发酵

培养基的基础上，又对起始 pH、接种量、装液

量、发酵时间、发酵温度和转速等因素进行了

分析，并获得了最佳发酵条件。另外，研究者

们[27-28]也分别对桑树链霉菌(S. samsunensi) 17-7
及海洋链霉菌 HS-B31 的物质组分及发酵条件

进行研究。本研究发现菌株 21-6 在 PDB 培养

基中培养后无菌发酵液的抑菌能力较好，并且 

 

 
 
图 8  菌株 21-6 对禾谷镰刀菌侵染小麦胚芽鞘的抑制效果   A：对照；B：发酵液原液；C：发酵液

10 倍稀释液；D：发酵液 50 倍稀释液 
Figure 8  Control effects of strain 21-6 against wheat coleoptiles of F. graminearum. A: CK; B: 
Fermentation broth; C: Fermentation broth 10-fold; D: Fermentation broth 50-fold.  
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图 9  菌株 21-6 的 pks-Ⅰ、pks-Ⅱ及 nrps 基因的

PCR 扩增    
Figure 9  PCR amplification results of pks-Ⅰ, 
pks-Ⅱ and nrps sequences of strain 21-6. 

 
表 2  菌株 21-6 对 5 种不同植物病原真菌的拮抗

作用 
Table 2  The inhibitory effects of strain 21-6 against 
five plant pathogens 
植物病原菌 
Plant pathogenes 

抑菌带宽度 
Inhibition zone (mm) 

瓜类炭疽病菌 
Colletorichum lagenerium 

10.8±1.5a 

大斑凸脐蠕孢 
Exserohilum turcicum 

11.3±1.3a 

尖孢镰刀菌 
Fusarium oxysporum 

1.5±0.6d 

层出镰刀菌 
F. proliferatum 

8.3±2.5b 

假禾谷镰刀菌 
F. pseudograminearum 

7.5±1.3c 

注：数据后不同小写字母表示在 P<0.05 水平差异显著 
Note: Different lowercase letters in the same column 
indicate significant difference at P<0.05. 

 
适合的培养时间为 5 d，pH 值为 7.0。因此，下

一步还将对菌株 21-6 发酵培养基组分及其他发

酵条件进行探索。 
生防菌能否应用于生产与其稳定性密切相

关，李晓春等[29]对淡紫褐链霉菌(S. enissocaesilis) 
SA37 稳定性研究发现，其发酵液在 70 °C 以上

的酸性和碱性条件下抑菌活性明显降低。吕昂

等[30]研究发现，链霉菌 3-10 发酵液对 80 °C 以

上高温的碱性条件敏感。然而本研究发现，菌

株 21-6无菌发酵液经 100 °C处理后相对抑菌率

可在 88%左右，在 pH 为中性和酸性条件下的

相对抑菌率都在 90%以上，并且对胃蛋白酶等

3 种酶的处理不敏感。由此说明，菌株 21-6 无

菌发酵液稳定性较好，具有应用于生产的潜力。 
抑菌机理研究表明，链霉菌能够干扰病原

真菌细胞膜麦角甾醇合成并增强细胞膜脂质过

氧化程度，从而改变病原真菌细胞膜通透性，

导致细胞内含物外渗并出现死亡[31-32]。本研究

中菌株 21-6 的无菌发酵液能够导致禾谷镰刀菌

部分菌丝原生质外渗、变空，并抑制孢子的萌

发过程。在活性物质研究方面，链霉菌主要通

过聚酮合酶和非核糖体多肽合成酶途径合成活

性物质[33]。如：白刺链霉菌(S. albospinus) NLG-3
具有 nrps 和 pks 关键基因[34]；刘洋等[35]从抗生

链霉菌(S. antibioticus) NRRL 8167 的发酵提取

物中分离到一个聚酮类化合物 naphthgeranine 
A。本研究在菌株 21-6 中也检测到 pks-Ⅰ和

pks-Ⅱ基因，推测其有合成相关活性物质的潜

力。因此，菌株 21-6 的抑菌机理及活性物质种

类还有待后续研究。 
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