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苹果树腐烂病菌拮抗放线菌JPD-1的筛选及鉴定
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摘要：为筛选对苹果树腐烂病菌Valsa mali具有拮抗作用的放线菌，从苹果树根际土壤中分离获得

放线菌，利用平板对峙法和生长速率法筛选拮抗活性较高的菌株，通过菌株培养特征、形态特征、生

理生化特性及16S rDNA序列分析确定其分类地位，并采用离体枝条烫伤接种法测定所筛选获得

的拮抗菌株对苹果树腐烂病的防效。结果表明，从苹果树根际土壤中共分离获得28株放线菌，其

中菌株 JPD-1对苹果树腐烂病菌的拮抗作用最强，抑制率为72.50%，该菌在高氏合成1号培养基上

生长最好，培养7 d时菌落生长旺盛，气生菌丝白色，基生菌丝深粉红色，无可溶性色素产生；经形态

特征观察、生理生化试验及16S rDNA序列分析，将菌株 JPD-1鉴定为公牛链霉菌Streptomyces tau‐

ricus。菌株 JPD-1发酵滤液对苹果树腐烂病菌的抑制率及对离体枝条上苹果树腐烂病的防效均随

稀释倍数的增大而减弱，发酵滤液原液使苹果树腐烂病菌菌丝膨大、末端畸形，抑制率为78.14%，

对离体枝条上苹果树腐烂病的防效为76.37%。表明分离到的放线菌菌株 JPD-1可以用作苹果树腐

烂病的生防材料，具有很好的开发及应用前景。

关键词：苹果树腐烂病菌；放线菌；鉴定；离体枝条；防效

Screening and identification of antagonistic actinomycetes JPD-1

against the pathogen Valsa mali

XUE Yingyu1* LI Fakang1 LI Pei1 ZHAO Na2 XU Bingliang1

（1. Biocontrol Engineering Laboratory of Crop Diseases and Pests of Gansu Province, College of Plant Protection,

Gansu Agricultural University, Lanzhou 730070, Gansu Province, China; 2. Linxia Forest Disease and Pest

Control and Quarantine Station of Gansu Province, Linxia 731100, Gansu Province, China）

Abstract: In order to screen and obtain the antagonistic rhizosphere actinomycetes with significant anti‐

fungal activity against the pathogen Valsa mali, the antagonistic rhizosphere actinomycetes were isolat‐

ed from the rhizosphere soil of apple tree, and the highest antifungal activity of strain was screened by

using the methods of dual culture and colony growth. Moreover, the species with the highest antifungal

activity was identified according to the cultural characterization, colony morphology, physiological

characterization and 16S rDNA sequence. The results showed that the strain JPD-1 presented the signifi‐

cant antifungal activity against V. mali in comparison to a total of 28 strains of actinomycetes isolated

from the apple tree rhizosphere, with an inhibitory rate of 72.50%. Meanwhile, the strain JPD-1 could

grow better on Gause’s synthetic agar medium: the colony grew well, and the color of aerial hyphae

was white, whereas the substrate hyphae were pink at the 7th day after incubation, which did not gener‐

ate the soluble pigment in the cultural medium. The strain JPD-1 was identified as Streptomyces tauric‐

us according to the cultural characterization, colony morphology, physiological characterization and
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中国是苹果生产大国，截止2015年种植面积已

超过 200万 hm2，产量达 4 450万 t，占世界总产量的

58.39%（张彪，2018）。但病害的普遍发生已成为阻

碍苹果产业可持续健康发展的主要因素之一。目

前，我国苹果树病害包括腐烂病、轮纹病、斑点落叶

病和褐斑病等 50 多种，其中，由黑腐皮壳菌 Valsa

mali侵染引起的腐烂病是当前发生普遍、危害严重

的苹果树病害，被称为果树“癌症”（王树桐等，

2018）。曹克强等（2009）调查发现，来源于我国10个

苹果主产省市的147个果园的苹果树腐烂病发病率

为 52.7%，且发病率与果树树龄呈正相关，树龄越

大，发病率越高；薛应钰等（2015）对甘肃省 12个县

区的 74个苹果园的调查发现苹果树腐烂病发生严

重，发病率达41.09%，且秦冠品种的抗病性最差；焦

浩等（2014）调查结果显示，陕西省宝鸡市 5个县的

红富士苹果树腐烂病平均发病率为 48.4%，果树致

死率为 4.0%。由于目前还未发现对苹果树腐烂病

具有良好抗性的栽培品种，防治仍以化学药剂和农

业措施为主，前者虽然效果较好，但长期大量使用化

学药剂给生态平衡和食品安全带来巨大威胁；后者

速效性一般。因此，开发和应用高效、安全的生物农

药越来越受到青睐。

放线菌作为一类重要的微生物资源，被广泛应

用于农业、工业、食品和医药等领域（李文均等，2013）。

据统计，已发现的生物活性物质中超过13 700余种

来自放线菌，约占已发现天然活性物质的50%左右

（Bérdy，2012），目前已投入使用的 150 种抗生素中

有2/3来自放线菌（Bérdy，2005），利用放线菌防治植

物病害已成为研究热点。如颜霞等（2017）从黄瓜根

部分离的植物内生放线菌菌株Hhs.015能够在苹果

树皮内定殖，并影响苹果枝条皮层细菌区域；张清明

等（2013）从健康苹果枝条分离筛选出1株卡伍尔链

霉菌 Streptomyces cavourensis菌株A-2，对苹果树腐

烂病菌 Valsa mali 的抑制率达 90%以上；薛应钰等

（2016）从苹果树地下土壤中分离筛选出1株娄彻氏

链霉菌 S. rochei菌株ZZ-9，对苹果树腐烂病的防效

达 75%以上；李阳等（2017）研究结果表明，链霉菌

菌株 CH10 对苹果树腐烂病菌具有很好的拮抗作

用。目前，用于防治苹果树腐烂病的放线菌菌剂相

对较少，主要原因是生防菌的种类及数量较少，限制

了放线菌菌剂的开发和应用，也有可能是外来菌株

无法适应苹果园生态环境，不能有效定殖。

本研究从甘肃省静宁县苹果高新技术示范园采

集苹果树根际土壤，从中分离并筛选获得高效拮抗

菌株，通过培养特征、形态特征、生理生化特性和

16S rDNA序列分析对其进行分类地位的鉴定，并进

行抑菌活性测定和离体枝条上病害防效评价，筛选

出对苹果树腐烂病有较高防效的生防菌，以期为苹

果树腐烂病的生物防治提供备选生防材料。

1 材料与方法

1.1 材料

供试土壤：从甘肃省静宁县苹果高新技术示范

园苹果树根际采集土壤样品，随机选取健康果树，首

先清除地面表层浮土，在周围45 cm处钻取地下10~

20 cm处土壤，共取 3份土样，捣碎倒入自封袋后放

入冰盒内，带回实验室保存于 4℃冰箱中备用。供

试苹果树腐烂病菌由甘肃农业大学植物保护学院植

物病害生物防治实验室提供。供试健康苹果枝条采

自上述示范园中的4龄红富士果树。

培养基：高氏合成 1号（Gause’s synthetic agar）

培养基：可溶性淀粉20 g、K2HPO4 0.5 g、NaCl 0.5 g、

MgSO4·7H2O 0.5 g、KNO3 1 g、FeSO4·7H2O 0.01 g、琼

脂15 g、蒸馏水1 L；以不加琼脂为高氏合成1号液体

培养基；马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose agar，

PDA）培养基：去皮马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、琼脂

15 g、蒸馏水 1 L；克氏合成 1 号（Krasilnikoy’s syn‐

thetic agar）培 养 基 ：葡 萄 糖 20 g、MgCO3 0.3 g、

KNO31 g、K2HPO41 g、NaCl 0.2 g、FeSO4·7H2O 0.01 g、

CaCO3 0.5 g、琼脂 15 g、蒸馏水 1 L；察氏合成 1 号

（Czapek’s synthetic agar）培养基：蔗糖 30 g、KCl

0.5 g、MgSO4·7H2O 0.5 g、K2HPO4 1 g、NaNO3 2 g、

16S rDNA sequence. The inhibitory activity of the strain JPD-1 fermentation against V. mali in vitro and

apple tree branches was decreased with increasing dilution. The hyphae of V. mali were swelled and de‐

formed at the undiluted fermentation, and the biocontrol effects of strain JPD-1 were 78.14% and

76.37% in vitro and apple tree branches, respectively. The results indicated that the strain JPD-1 could

be used for controlling the apple tree Valsa canker in vitro and in vivo, and show a wonderful prospect

for development and application in the future.

Key words: Valsa mali; actinomycete; identification; isolated branch; control effect
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FeSO4·7H2O 0.01 g、琼脂15 g、蒸馏水1 L；酪氨酸琼

脂（tyrosine agar，TA）培养基：L-酪氨酸 1 g、酵母膏

1 g、NaCl 8.5 g、琼脂12 g、蒸馏水1 L；葡萄糖天门冬

素琼脂（glucose asparagine agar，GAA）培养基：葡萄

糖10 g、牛肉膏2 g、天门冬素0.5 g、K2HPO4 0.5 g、琼

脂 15 g、蒸馏水 1 L；燕麦粉琼脂（oatmeal agar，OA）

培养基：燕麦粉 20 g、MnCl2·4H2O 0.001 g、FeSO4·

7H2O 0.001 g、ZnSO4 0.001 g、琼脂 15 g、蒸馏水 1 L；

伊莫松琼脂（Emenson agar，EA）培养基：葡萄糖10 g、

蛋白胨4 g、酵母膏10 g、NaCl 2.5 g、牛肉膏4 g、琼脂

15 g、蒸馏水1 L；血琼脂（blood agar，BA）培养基：蛋

白胨10 g、牛肉粉3 g、NaCl 5 g、脱脂纤维羊血50 mL、

琼脂 15 g、蒸馏水 1 L；无机磷培养基（National Bo‐

tanical Research Institute’s phosphate growth medium，

NBRIP）：葡萄糖 10.0 g、NH4SO4 0.5 g、NaCl 0.3 g、

KCl 0.3 g、FeSO4·7H2O 0.03 g、MnSO4·4H2O 0.03 g、

MgSO4·7H2O 0.3 g、磷酸三钙 5 g、琼脂 15 g、蒸馏水

1 L；小米浸汁培养液：小米200 g、葡萄糖20 g、蒸馏

水1 L。

试剂与仪器：细菌基因组DNA提取试剂盒，西

安擎科泽西生物科技有限公司；其它试剂均为国产

分析纯。H1850R 离心机，湖南湘仪实验仪器开发

有限公司；HH.S21-4S数显式恒温电热水浴锅，上海

跃进医疗器械有限公司；MiniAmp PCR，仪赛默飞

世尔科技（中国）有限公司；DYY-6D型电泳仪，北京

六一生物科技有限公司；RQX-250智能型人工气候

箱，上海跃进医疗器械有限公司。

1.2 方法

1.2.1 土壤放线菌的分离与初筛

采用平板稀释法从供试土样中分离放线菌。用

研钵将土样磨碎，准确称取 10 g倒入装有 90 mL无

菌水的 150 mL三角瓶中，于 28℃、180 r/min条件下

振荡30 min后静置5 min，得到原液。取原液1 mL并逐

级以10倍梯度稀释，分别配制成10-2、10-3、10-4、10-5、

10-6 的悬浮液，各吸取 200 μL 加入到含 50 mg/mL

K2GrO7的高氏合成1号平板上，均匀涂布后于28℃、

相对湿度50%条件下倒置黑暗培养7 d，挑取不同的

单菌落于高氏合成1号培养基上划线纯化（薛冬等，

2018），获得纯化的放线菌菌株。

采用对峙培养法对分离到的放线菌进行初筛

（魏新燕等，2017）。首先将分离纯化好的放线菌菌

株和苹果树腐烂病菌分别接种在高氏合成 1 号和

PDA平板上，于 28℃、相对湿度 50%的条件下黑暗

培养 7 d，用打孔器在菌落边缘分别打取直径 5 mm

的菌饼，备用。将苹果树腐烂病菌菌饼接种于PDA

平板中央，以此为中心，按照十字形的布局将同种放

线菌菌饼接种在距病原菌菌饼 1.5 cm 的十字四点

处，以只接种苹果树腐烂病菌的PDA平板为对照，

每株放线菌菌株3次重复，于28℃、相对湿度50%条

件下黑暗培养7 d，观察苹果树腐烂病菌菌落是否形

成隔离区间，采用十字交叉法测量苹果树腐烂病菌

菌落直径并计算抑制率。抑制率=（对照菌落直径-
处理菌落直径）/（对照菌落直径-0.5 cm）×100%。

1.2.2 拮抗菌株的复筛

采用菌丝生长速率法对初筛具有拮抗作用的放

线菌进行复筛。每株放线菌菌株取 3个直径 5 mm

的菌饼接种于装有80 mL高氏合成1号液体培养基

的150 mL三角瓶中，28℃、180 r/min条件下振荡培养

3 d制成种子液，再按10%的接种量接入装有60 mL

小米浸汁培养液的150 mL三角瓶中，在上述条件下振

荡培养5 d，于4℃、10 000 r/min条件下离心20 min，

用 0.22 μm 微孔滤器过滤，所得上清液即为无菌发

酵滤液。分别取 2 mL待测放线菌的无菌发酵滤液

原液，加入装有44 mL冷却至45℃左右的PDA培养

基的三角瓶中，充分混合摇匀后倒入无菌培养皿内，

制成含药平板。在含药 PDA 平板中央接入 1 个直

径为 5 mm的苹果树腐烂病菌菌饼，以加无菌水的

PDA 平板作为对照，每株放线菌菌株 3 次重复，在

28℃、相对湿度50%条件下黑暗培养7 d后，采用十

字交叉法测量苹果树腐烂病菌的菌落直径，计算生

长抑制率，选取抑制率最高的放线菌作为苹果树腐

烂病的生防菌株进行后续试验（方中达，1998）。

1.2.3 拮抗菌株的培养特征与形态特征观察

培养特征观察：参照《放线菌的分类和鉴定》（阎

逊初，1992），取复筛到的拮抗菌株纯培养分别划线

接种在高氏合成1号、察氏合成1号、克氏合成1号、

OA、TA、GAA、EA 和 PDA 培养基上，于 28℃、相对

湿度50%的条件下黑暗培养，逐日观察并记录拮抗

菌株的气生菌丝、基生菌丝颜色，可溶性色素的有无

及生长状况等培养特征。

形态特征观察：采用插片法进行试验（张纪忠，

1990）。取复筛到的拮抗菌株纯培养划线接种于高

氏合成1号平板上，将灭菌的盖玻片斜插入平板内，

每皿插入4片，于28℃、相对湿度50%的条件下黑暗

培养7 d后，观察拮抗菌株的菌丝及孢子形态，每个

盖玻片共观察10个视野，每个视野观察30个孢子。

1.2.4 拮抗菌株的生理生化特性测定

参照《放线菌快速鉴定与系统分类》（阮继生和
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黄英，2016）以及《链霉菌鉴定手册》（中国科学院微

生物研究所放线菌分类组，1975）中的方法测定拮抗

菌株对蔗糖、D-木糖、D-葡萄糖、鼠李糖、D-果糖、D-

棉子糖、L-阿拉伯糖和D-甘露醇 8种碳源的利用能

力，以及拮抗菌株的糖发酵、明胶液化、牛奶凝固与

胨化、淀粉水解、纤维素利用和硝酸盐还原特性，参

照《放线菌系统分类技术》（关统伟和张小平，2016）

测定拮抗菌株产氧化酶、过氧化氢酶、尿素酶和脂酶

特性，并对拮抗菌株进行性别判定。溶血试验和解

磷试验分别采用BA平板和NBRIP平板进行，将拮

抗菌株用打孔器打取直径 5 mm的菌饼，分别接种

于BA平板和NBRIP平板，每种培养基接3皿，每皿

接1个菌饼，于28℃、相对湿度50%的条件下黑暗培

养，每天观察菌饼周围是否有透明圈出现。

1.2.5 拮抗菌株的分子生物学鉴定

按照细菌基因组DNA提取试剂盒操作说明提

取拮抗菌株的基因组总DNA。以基因组总DNA为

模板，采用通用引物 27F（5′-AGAGTTTGATCCTG‐

GCTCAG-3′）和1492R（5′-GGTTACCTTGTTACGA-

CTT-3′）对拮抗菌株的16S rDNA基因序列进行PCR

扩增。50 μL反应体系：模板DNA 1 μL、引物27F和

1492R 各 2 μL、2×T5 25 μL、Enhancer Buffer 10 μL、

ddH2O 10 μL。反应条件：98℃预变性5 min；98℃变

性 10 s，58℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，35个循环；最

后 72℃延伸 10 min，PCR 扩增产物经 1%琼脂糖凝

胶电泳进行检测，切胶回收后送到西安擎科泽西生

物科技有限公司进行测序。将测序结果与NCBI数

据库中相关菌株的16S rDNA序列进行BLAST比对

分析，得到与其序列同源性较高的相关模式菌株的

16S rDNA序列，采用MEGA 7软件以邻接法构建系

统发育树，确定拮抗菌株的分类地位。

1.2.6 拮抗菌株对腐烂病菌的抑制活性及防效测定

参照菌丝生长速率法测定拮抗菌株对苹果树腐

烂病菌的抑制活性。将拮抗菌株发酵滤液原液用无

菌水分别稀释 10、20、50、100 和 200 倍，分别取

10 mL 发酵滤液原液和各稀释液，按体积比 10%加

入到冷却至45℃左右的PDA培养基中，混匀后分别

倒入无菌培养皿内制成含药PDA平板。将直径为

5 mm的苹果树腐烂病菌菌饼接入含药PDA平板中

央，以加入无菌水的PDA平板为对照，每个处理3次

重复。在 28℃、相对湿度 50%条件下黑暗培养 7 d

后测量苹果树腐烂病菌的菌落直径，计算抑制率。

采用烫伤接种法（郭晓峰等，2015）测定拮抗菌

株对离体枝条上苹果树腐烂病的防效。剪取粗细一

致、长度为25 cm的红富士 4龄健康枝条，用蒸馏水

洗去表面杂质，然后用75%酒精消毒20 s，再用无菌

水冲洗后，置于超净工作台晾干、两端口封蜡，用直

径为 5 mm的铁钉帽烫伤后，再用无菌水将烫伤处

清洗干净。分别在伤口处涂抹稀释10、20、50、100、

200倍的拮抗菌株发酵滤液稀释液及原液，晾干后

在伤口处接种 1个直径为 5 mm的苹果树腐烂病菌

菌饼，以涂抹无菌水处理为对照，每个处理重复5根

枝条。25℃黑暗保湿培养10 d后采用十字交叉法测

量病斑长度，计算病斑面积及防效。病斑面积=1/4×

π×病斑长径×病斑短径；防效=（对照病斑面积-处理

病斑面积）/对照病斑面积×100%。

1.3 数据分析

采用SPSS 21.0软件对试验数据进行统计分析，

应用Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 苹果树根际土壤中放线菌的分离筛选结果

从采集的3份土样中共分离得到放线菌28株，

根据菌落颜色与形态特征初步除去重复，获得纯培

养放线菌 16 株，分别编号为 JPD-1~JPD-16。平板

对峙培养结果表明，有 5株放线菌对苹果树腐烂病

菌有拮抗作用，占所分离放线菌的 31.25%，分别为

JPD-1、JPD-4、JPD-7、JPD-11和 JPD-12。其中，菌株

JPD-1对苹果树腐烂病菌的拮抗作用最明显，对峙

培养3 d时即表现出拮抗作用，培养至5 d时苹果树

腐烂病菌与 JPD-1 菌饼接触后绕开 JPD-1 生长，培

养至7 d时，对照的苹果腐烂病菌长满培养皿，而受

拮抗的苹果树腐烂病菌呈近十字形（图1）。

图1 对峙培养7 d时菌株JPD-1对苹果树腐烂病菌的

拮抗作用

Fig. 1 Antagonistic effect of strain JPD-1 on Valsa mali seven

days after confrontation culture

2.2 拮抗放线菌的复筛结果

将初筛得到拮抗效果较好的5株放线菌进行复

筛，发现这 5株放线菌的无菌滤液对苹果树腐烂病

菌均具有一定的抑制作用，其中，菌株 JPD-1的抑制
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率最高，达72.50%，显著高于其余4株放线菌对苹果

树腐烂病菌的抑制率，其余 4株放线菌对苹果树腐

烂病菌的抑制率均低于 42.08%（表 1），因此将菌株

JPD-1作为苹果树腐烂病菌拮抗菌株进行后续试验。

表1 具有拮抗作用的放线菌菌株对苹果树腐烂病菌的抑制作用

Table 1 Inhibitory effects of antagonistic actinomycetes on Valsa mali

供试菌株
Test strain

JPD-1

JPD-4

JPD-7

JPD-11

JPD-12

对照CK

病原菌菌落直径/cm
Diameter of pathogen colony

2.70±0.10 f

6.27±0.06 c

5.13±0.21 e

5.77±0.06 d

6.50±0.20 b

8.50±0.00 a

抑制率/%
Inhibitory rate

72.50±1.25 a

27.92±0.72 d

42.08±2.60 b

34.17±0.72 c

25.00±2.50 d

-

表中数据为平均数±标准误。同列数据后不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data

are mean±SE. Different lowercase letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multi‐

ple range test.

2.3 拮抗菌株JPD-1的培养特征及形态特征

菌株 JPD-1 在测试的 8 种培养基上均可生长，

在EA培养基和GAA培养基上生长一般，在其余培

养基上均生长良好。在高氏合成1号培养基生长最

好，培养7 d时菌丝生长旺盛，气生菌丝为白色，基生

菌丝为深粉红色，无可溶性色素产生。在 TA 培养

基上有可溶性色素产生（表2）。插片培养结果显示，

菌株 JPD-1的基生菌丝生长旺盛，分枝繁多，气生菌

丝发育良好，大部分卷曲，部分勾状，产生长链孢子，

孢子丝直曲或具1~2个螺旋，孢子呈卵圆形，表面光

滑（图 2）。基于培养特征和形态特征初步将菌株

JPD-1鉴定为公牛链霉菌Streptomyces tauricus。

表2 菌株JPD-1在不同培养基上的培养特征

Table 2 Culture characteristics of strain JPD-1 growth on different media

培养基
Medium

高氏合成1号
Gause’s synthetic agar

克氏合成1号
Krasilnikoy’s synthetic agar

察氏合成1号
Czapek’s synthetic agar

酪氨酸琼脂（TA）
Tyrosine agar（TA）

葡萄糖天冬素琼脂（GAA）
Glucose asparagine agar（GAA）

燕麦粉琼脂（OA）
Oatmeal agar（OA）

马铃薯葡萄糖琼脂（PDA）
Potato dextrose agar（PDA）

伊莫松琼脂（EA）
Emenson agar（EA）

气生菌丝
Aerial mycelium

白色
White

白烟色
White smoke

白烟色
White smoke

白色
White

白色
White

白色
White

白色
White

灰白色
Gray

基内菌丝
Substrate mycelium

深粉红色
Dark pink

淡粉色
Pale pink

鲜红色
Bright red

灰黑色
Gray-black

浅黄色
Light yellow

橙黄色
Orange

鲜红色
Bright red

深粉黄色
Deep pink yellow

可溶性色素
Soluble pigment

无
No

无
No

无
No

有
Yes

无
No

无
No

无
No

无
No

生长状况
Growth

良好
Good

良好
Good

良好
Good

良好
Good

一般
General

良好
Good

良好
Good

一般
General

2.4 拮抗菌株JPD-1的生理生化特性

菌株 JPD-1的革兰氏染色呈阳性，无硝酸盐还

原作用、溶磷作用、溶血作用及糖发酵反应；不能使

牛奶凝固与胨化；淀粉水解、纤维素利用以及明胶液

化能力差；可以产生H2S与黑色素，具有较强的酪素

水解和纤维素水解能力；氧化酶、过氧化氢酶、尿素

酶和脂酶 4种酶试验均为阳性，其中氧化酶产生能

力较弱。菌株 JPD-1 对蔗糖和 D-木糖利用能力最

弱，可以较好地利用D-葡萄糖与鼠李糖，对D-果糖、

D-棉子糖、L-阿拉伯糖与D-甘露醇的利用次之。

2.5 拮抗菌株JPD-1的分子鉴定结果

菌株 JPD-1的 16S rDNA序列长度为 1 429 bp，

GenBank登录号为MH368528.1，与GenBank中相关

菌株 16S rDNA 序列构建的系统发育树显示，菌株
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JPD-1 与公牛链霉菌（KY649423.1）聚在同一个分

支，进化距离最近，反映出它们亲缘关系最近（图3）。

再结合培养特征、形态特征和生理生化特性，最终将

菌株 JPD-1鉴定为公牛链霉菌。

A：插片培养；B：孢子及基内菌丝；C：孢子丝及气生菌丝。

A：Coverslip culture；B：spore and substrate mycelium；C：spore-producing chains and aerial hyphae.

图2 菌株JPD-1在高氏合成1号培养基上插片培养7 d的形态特征

Fig. 2 Morphological characteristics of the strain JPD-1 on the Gause’s synthetic agar medium for seven days

图3 基于16S rDNA序列采用邻接法构建菌株JPD-1及其相关菌株的系统发育树

Fig. 3 Phylogenetic tree of strain JPD-1 and its related strains constructed by using the neighbor-joining method

based on 16S rDNA sequences

2.6 拮抗菌株对苹果树腐烂病菌的抑制活性及其防效

形态观察结果表明，对照组菌丝生长发达，菌丝

纤细，分枝明显（图 4-A），而经菌株 JPD-1发酵滤液

处理后的菌丝量较少，菌丝膨大，末端畸形（图 4-

B~C）。随着稀释倍数的增大，菌株 JPD-1发酵滤液

对苹果树腐烂病菌菌丝生长的抑制率逐渐减小，发

酵滤液原液对苹果树腐烂病菌的抑制率达78.14%，

显著高于其余处理，其中发酵滤液稀释100倍和200倍

时对苹果树腐烂病菌仍有一定的抑制效果，但抑制

率均低于37.37%（表3）。菌株 JPD-1发酵滤液对离

体枝条上苹果树腐烂病的防效随着稀释倍数的增大

而减弱（图 5），发酵滤液原液对离体枝条上苹果树

腐烂病的防效为76.37%，显著高于其余处理（表3）。

表明菌株 JPD-1发酵滤液对苹果树腐烂病有较好的

防效，对苹果树腐烂病菌的抑制作用显著，可有效阻

碍苹果树腐烂病病斑扩大。

A：对照；B~C：菌株 JPD-1处理。A：CK；B-C：treated by strain JPD-1.

图4 菌株JPD-1处理后7 d对苹果树腐烂病菌菌丝生长的影响

Fig. 4 Effects of strain JPD-1 on hyphal growth of Valsa mali seven days after treatment
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表3 菌株JPD-1发酵滤液对苹果树腐烂病菌的抑制作用

Table 3 Inhibitory effects of strain JPD-1 fermentation on Valsa mali

稀释倍数
Dilution time

原液 Raw liquid

10

20

50

100

200

对照 CK

菌落直径/cm
Colony diameter

2.23±0.06 g

2.60±0.10 f

3.07±0.06 e

4.53±0.15 d

5.47±0.06 c

5.80±0.17 b

8.43±0.06 a

抑制率/%
Inhibitory rate

78.14±0.73 a

73.52±1.26 b

67.63±0.73 c

49.14±1.92 d

37.37±0.73 e

33.17±2.19 f

-

病斑面积/cm2

Disease spot area

3.04±0.3 e

6.86±0.3 d

7.64±0.6 cd

8.22±0.4 c

8.44±0.2 c

9.80±0.4 b

13.03±0.5 a

防效/%
Control effect

76.37±2.6 a

46.63±2.2 b

40.58±4.8 bc

35.99±3.2 c

34.28±1.8 c

23.74±3.2 d

表中数据为平均数±标准误。同列数据后不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data

are mean±SE. Different lowercase letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multi‐

ple range test.

图5 菌株JPD-1发酵滤液处理10 d后苹果离体枝条上病斑扩展情况

Fig. 5 Lesion area expansion on detached twigs after treated with fermentation of strain JPD-1 for ten days

3 讨论

放线菌是非常重要的有益微生物，在植物病害

生防和促生方面发挥着巨大作用。土壤是放线菌栖

居的重要场所，从土壤中筛选获得产生生物活性物

质的放线菌是新型农用抗生素研究与开发中必不可

少的，从土壤中分离筛选高效生防放线菌是当下植

物病害生物防治的发展趋势之一。甘肃省东部的静

宁县是我国苹果生产优势区域，其独特的地理条件

和暖温带半湿润半干旱气候孕育了丰富的微生物资

源，本研究从静宁县苹果高新技术示范园中苹果树

根际土壤中分离获得5株对苹果树腐烂病菌具有拮

抗活性的放线菌，其中拮抗活性最强的菌株为JPD-1，

经菌落培养特征与形态特征、生理生化特性以及

16S rDNA序列分析确定菌株 JPD-1为公牛链霉菌。

尚慧等（2009）研究发现公牛链霉菌菌株ECO 0008

产生的吡喃酮类新化合物 YNUCN-0021 可用于烟

草赤星病、番茄灰霉病、稻瘟病的保护性防治；周银

丽等（2016）报道公牛链霉菌菌株 JS2对南方根结线

虫Meloidogyne incognita具有较强的抑杀作用，并对

石榴枯萎病有着很好的抑制效果。但公牛链霉菌在

苹果树腐烂病生物防治中的应用和作用机制尚未见

报道，本研究筛选到的公牛链霉菌菌株 JPD-1对苹

果树腐烂病菌的抗病分子机制、对其它病原真菌的

广谱抑菌活性和是否对植物生长发育具有促进作用

等内容还需进一步研究。

放线菌能产生丰富的次级代谢产物，在放线菌

的生防利用中通过液体发酵产生拮抗活性物质是最

常见的利用方式。本试验将菌株 JPD-1在小米浸汁

培养液中进行发酵，发现其发酵滤液原液可使苹果

树腐烂病菌菌丝末端膨大、畸形，表明发酵滤液中有

抗生类物质产生。且发酵滤液在一定浓度范围内对

苹果腐烂病菌菌丝生长的抑制效果随浓度增大而减

弱，与已报道的多种放线菌类似，如焊灰直丝链霉菌

S. chungwhensis和紫色链霉菌S. spurpureus（范延辉

和王君，2017；李培谦等，2018），但有研究表明，毒三



素链霉菌 S. toxytricini、吸水链霉菌 S. hygroscopicus

发酵滤液抑菌活性与稀释倍数呈正相关，这与本研

究结果相反（徐大勇和李峰，2012；徐大勇等，2012），

可能是不同放线菌所产生的抑菌活性物质种类不

同。此外，由于不同碳源、氮源、无机盐、微量元素等

的作用，以及发酵条件如温度、pH、溶氧、接种量等

的影响，微生物所产生的代谢物质种类和量也不同

（张文芝和郭坚华，2013）。如张丽娜等（2012）研究

发现，以甘油为碳源对绛红褐链霉菌S. purpeofuscus

菌株YSSPG3进行发酵后，其发酵滤液对杂交竹梢

枯病菌Arthrinium phaeospermum的抑制活性最强；

林雁冰等（2010）对加利利链霉菌 Streptomyces gali‐

laeus 菌株 DHR11 的发酵条件进行优化后，显著提

升了其发酵滤液对苹果炭疽菌 Colletotrichum gloeo‐

sporioides和番茄早疫病菌Allternana solani的抑制

活性。本试验仅将放线菌通过小米浸汁培养液进行

发酵，后期需要通过单因素和正交试验对放线菌的

发酵条件进行优化，以期得到最优化的培养条件用

于后期推广应用。

本试验离体枝条上苹果树腐烂病的防效测定结

果表明，菌株 JPD-1发酵滤液可以有效抑制苹果树

腐烂病病斑扩散，对苹果树腐烂病具有较好的防效，

说明该菌株具有较好的应用开发潜力。但将生防菌

直接应用于田间，其生存会受到干燥、紫外、降水等

诸多因素的影响（Segarra et al.，2015），致使离体防

效与田间生防效果并不一致，需添加相关载体及助

剂制成生防制剂才能更好地应用于大田病害防治

（耿琦等，2018）。因此，菌株 JPD-1在苹果树腐烂病

生物防治中的应用潜力还需要通过研发生防制剂并

在果园中开展大田防效试验来加以验证。
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