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链霉菌 4301 菌株的抑菌活性与液体发酵的优化
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摘要:从土样中分离筛选链霉菌 4301 菌株的代谢产物，固体培养 4301 菌株.结果表明，4301 菌株对荔枝霜疫霉菌

Peronophytlwra litchii 和荔校炭瘟病菌 Glomerella cin伊lata 的抑菌圈透明，对荔枝霜疫霉菌的抑菌圈直径达到 25.5

皿·以荔枝霜疫霉菌为指示菌，对菌株 4301 发酵培养基和发酵条件进行优化研究，得到的最佳培养基组成(w)

为:葡萄糖 2% 、可溶性淀粉 2% 、黄豆饼粉浸液 3% 、蛋白陈 0.3% 、 FeS04 O. ∞1% 、 NaCl 0.2% 、 CaC03 0.25% 、

民HP04 0.02% j 优化后的培养条件:发酵时间为 96 h、发酵温度为 28 't:、接种量( w) 为 8% 、装液量为 75 mL，优化

后 4301 菌株对荔枝霜疫霉菌的抑菌圈直径达到 28.8 mm. 
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Abstract : Strepωmyces strain 4301 was isolated from the soil. Metabolites produced by this strain showed 

fungicidal activity. The diameter of inhibitory cycles of Perorwphythora litchii affected by Strepωmyces 

strain 4301 was 25.5 mm in solid culture. Optimal fennentation conditions and medium of liquid culture 

for Streptomyces strain 4301 were investigated. The results indicated 出at the optimal fennentation medium 

and conditions were as follows: glucose 2% , soluble starch 2% , beancake powder eXtract 3 %, protose 

peptone O. 3% , FeS04 O. ∞1 %, NaCI 0.2% , CaC03 0.259毛， K2 HP04 0.02%; inoculation volume 

8% for 75 mL fennentation medium in 500 mL flask , culture temperature 28 "C and period 96 h. The di­

ameter of inhibitory cycles of P. litchii affected by Strepωmyces strain 4301 was 28. 8 mm in the optimum 

medium and optimum fennentation conditions. 
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我国在世界上最具竟争优势的热带亚热带水果之

一，以广东、广西、福建、海南等省区为主产区区.荔枝

霜疫霉菌 Pe旷'erorwph')严τh归oraα lit优εhii 不但是引致荔枝产前
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生产上的一个主要病害的病原，也是荔枝采后贮藏

保鲜中主要的致腐菌[1] ，是引起荔枝长期产量低、不

稳产的主要原因之一[2]. 目前，生产中普遍采用化

学农药来防治荔枝霜疫霉病.然而，化学农药的长期
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使用，使病菌产生了耐药性，造成药效减弱，且在环 添加量按培养基中所含氮元素 0.3 g/L 为标准)、黄

境中不易分解，残留药剂严重污染环境.利用拮抗微 豆饼粉+玉米粉(w 均为 3%) 和黄豆饼粉+蛋白陈

生物代谢产物开发农用抗生素是发展环境友好型农 (ω 分别为 3% 和 0.3% )作为氮源.各自分装 100

药的重要途径之一.在众多拮抗菌中，放线菌为研究 mL 于 5∞ mL 的三角瓶中，接人 ψ=10% 的种子菌，

最多的一类微生物，近 10 年来从微生物中发现的新 在 30 "c、 180 r/min 的条件下振荡培养5 d，然后用灭

活性物质中放线菌产生的活性物质占 70% 以上，而 过菌的 8 层纱布过滤，上清液用于抗菌活性的研究，

其中的 759毛是来自于链霉菌 Streptomycω[N]. 因此， 以荔枝霜疫霉菌为供试病原菌筛选最佳氮源.
寻找荔枝霜疫霉的拮抗菌，并从中研制开发低毒、高 1. 2. 5 液体发酵培养破源的筛选 在氮源筛选基

效和环境友好型的农用抗菌素，是防治荔枝霜疫霉 础上，确定用作碳源筛选的基础培养基(w) 为黄豆饼

病等果蔬病害的一条可行途径.本文研究了链霉菌 粉浸液 3% +蛋白陈 0.3% +氯化铀 0.2% +碳酸钙

4301 菌株对植物病原菌的抑菌活'性，并以荔枝霜疫 0.25% ，用蒸锢水定容至 1 000 mL ,pH 7. 2 -7.4. 

霉为指示菌，对该菌株的液体发酵培养基和发酵条 在碳源选择基础培养基的基础上，分别加人w=

件进行了优化，为进一步研制荔技霜疫霉病生防制 2% 的葡萄糖、煎糖、淀粉、麦芽糖、醋酸臻、葡萄糖+煎

剂和杀菌剂奠定基础. 糖、葡萄糖+淀粉等 7 种不同碳源.发酵及生测方法

1 材料与方法

1. 1 供试材料

1. 1. 1 菌林从湖南省安乡县安丰乡稻田土样中

分离出的 1 株 4301 放线菌，经鉴定该菌株属链霉菌

属 Streptomyces.

1. 1. 2 供试植物病原菌 香蕉炭瘟病菌 Colletotn­

chum m旧旧、荔枝炭瘟病菌 Glomerella ci昭ulatα、荔校

霜疫霉菌 Peronophythora litchii 和小麦赤霉病菌 Fu­

mriurrzgmmimαrum ，均由华南农业大学植物病理学

系周而勋教授提供.

1. 1. 3 培养基高氏一号培养基， PDA 培养基.发

酵种子培养基(ω) :黄豆饼粉浸液 3% 、葡萄糖 1% 、

氯化铀 0.25% 、蛋白豚 0.3% 、碳酸钙 0.2% ，用蒸锚

水定容至 1 ∞o mL ,pH 7. 2 -7.4. 

1. 2 方法
1. 2. 1 液体种子培养 接一环生长良好的斜面培

养物至装有 1∞ mL 种子培养基的 500 mL 三角瓶

中，30 "c、 180 r/min 振荡培养 2 d. 

1. 2. 2 4301 菌林初始发酵条件及发酵产物处理

取液体种子培养液 10 mL 接种于装有 100 mL 发酵

液的 500 mL 三角瓶中，在 30 "c、 180 r/min 的恒温摇

床中振荡培养 5 d 后，用布氏漏斗减压抽滤得发酵液

和菌丝，发酵液用于抗菌活性鉴定.

1. 2. 3 抑菌活性测定 在固体培养条件下采用琼

脂移块法测定供试菌的抗菌活性[5]. 在液体培养条

件下，采用管蝶法测定抗菌活性[6].

1. 2. 4 液体发酵培养氮源的筛选 在氮源选择基

础培养基(葡萄糖+氯化饷+碳酸钙，ω 分别为 2% 、

0.2% 和 0.25% ，水定容至 1 000 mL , pH 7. 2 -7.4) 

的基础上，分别用 ω=3% 黄豆饼粉浸液、ω=3% 玉

米粉浸液、ω=0.3%蛋白胀、KN03 、 NH4 Cl( 无机氮的

同1. 2. 4. 

1. 2. 6 液体发酵培养无机盐的筛选 在氮源和碳

源筛选的基础上，确定用作该菌株液体发酵培养无

机盐筛选的基础培养基(ω) 为黄豆饼粉浸液 3% + 

蛋白陈 0.3% +葡萄糖 2% +淀粉 2% ，用蒸锢水定

容至 1 ∞O mL;调节 pH7.2-7.4.

在无机盐选择基础培养基的基础上，分别用

w( K2HP04) =0.02% 、ω(阻2P04) = 0.02% 、ω( FeS04 

. 7H20) =0. ∞1% 、w( CaC03 ) = 0.25% 、ω(NaCl) = 

0.25% 5 种不同的物质作为唯一无机盐矿质元素，以

NaCl + CaC03 、FeS04 + NaCl + CaC03 、FeS04 + NaCl + 

CaC03 + KH2P04 、 FeS04 + NaCl + CaC03 + KH2P04 + 

K2HP04 作为复合无机盐.发酵及生测方法同 1. 2. 4. 

1. 2. 7 液体发酵培养基的优化 在以上筛选的最

佳培养基基础上，优化 4301 菌株的液体发酵条件，

包括发酵时间、发酵温度、接种量和装液量等.以荔

枝霜疫霉菌为测试病原菌优化液体发酵条件.

2 结果与分析

2.1 链霉菌 4301 菌株固体培养条件下的抑

在固体培养条件下，测定链霉菌 4301 菌株对香

蕉炭瘟病菌、荔枝炭瘟病菌、荔枝霜疫霉菌和小麦赤

霉病菌的抗菌活性.结果表明，该菌株对香蕉炭瘟病

菌没有拮抗作用，而对其他 3 种植物病原菌都有不同

程度的抑菌活性.该菌株对小麦赤霉病菌和荔枝炭瘟

病菌的抑菌圈直径分别为 12.4 和 17.3 mm，对荔枝霜

疫霉病菌的抑制作用最强，其抑菌圈直径达到了 25.5

mm. 因此，4301 菌株液体发酵培养基和培养条件的优

化均以荔枝霜疫霉菌作为测试病原菌.

2.2 氨源、碳源和无机盐对菌株抗菌活性的影晌

2.2.1 氮源 在液体培养条件下，选择 7 种不同的

氮源培养 4301 菌株，并测定各自发酵液对荔枝霜疫
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霉菌的抑菌活性.结果(图 1 )显示，使用无机氮源硝

酸挥和氯化钱，发酵液对荔枝霜疫霉抑菌能力差.其

他 5 种有机氮源培养基发酵液对荔枝霜疫霉都有较

好的抑菌效果，黄豆饼粉作为主要氮源成分可满足

4301 菌株发酵的氮源营养及合成抗生物质

需要，蛋白陈和玉米粉的加入使 4301 菌株的活性提

高，且黄豆饼粉+蛋白陈培养基抑菌圈透明.因此，

黄豆饼粉+蛋白陈为 4301 菌株液体培养的最佳氮

源培养基配方，所以在后续的碳源及无机盐的筛选

中选黄豆饼粉+蛋白陈为基础培养基的氮源.

A 黄豆饼粉，
B 玉米粉，
C 蛋白陈，
D:KNO,; 

E:NH.Cl 
F:黄豆饼粉+
玉米粉，

G 黄豆饼粉+
蛋臼陈

E
E
\
E臻
、

A B C 0 E F G 

培养基氮源

柱上小写英文字母不同者示 0.05 水平差异显著(Duncan' s 法)

图 1 不同氮源液体培养条件下 4301 菌株的抑菌活性

Fig. 1 Fungicidal activity of strain 4301 against Perorwphythora 

litchii in liquid cu1ture with different nitrogen sources 

2.2.2 破源 以黄豆饼粉+蛋白陈为氮源，选择 7

种不同的碳源培养4301 菌株，结果(图 2) 表明，最适

合 4301 菌株液体发酵培养产生抑制荔枝霜疫霉菌

活性物质的碳源为葡萄糖+淀粉、葡萄糖+蔚糖 2

种双碳源组合，其次是葡萄糖、淀粉 2 种单一碳源.

虽然以葡萄糖+煎糖为双碳源时其对荔技霜疫霉抑

菌圈透明且抑菌圈直径平均也达到 25. 7 mm，但考

虑到震糖的价格比淀粉高，并且葡萄糖+淀粉作为

碳源时抑菌圈直径达到 27.2 mm，故在后续试验中

以葡萄糖+淀粉为碳源作进一步研究.

25 t. A 葡萄糖，
B: ltf.糖，
C 麦芽糖，
D 淀粉，
E 醋酸钱
F 葡萄糖+

ltf.糖
G 葡萄糖+
淀粉

<UP37"
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培养基碳源

柱上小写英文字母不同者示 0.05 水平差异显著(Duncan' s 法)

图 2 不同碳源液体培养条件下 4301 菌株的抑菌活性

Fig. 1 Fungicidal activity of strain 4301 against Perorwphythora 

litchii in liquid cu1ture with different carbonic sources 

2.2.3 元机盐 以葡萄糖+淀粉为碳源、黄豆饼粉

+蛋白陈为氮源，比较 FeS04 、NaCl 、CaC03 、民HP04 、
KH2P04 等不同无机盐 4301 菌株液体发酵液对荔枝

霜疫霉菌的抑菌活性.结果(图 3) 显示，单一的 5 种

无机盐之间抑菌活性差别不大，而抑菌活性最好的

是 4 种无机盐的组合，其抑菌圈直径平均达到

28 mm，且抑菌圈透明.

25 
目
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培养基无机盐

A: FeS04 ; B: NaCl; C: CaC03 ; D: K2 HP04; E: KH2 P04 ; F: NaCl + Ca­
C03 ;G: FeS04 + NaCl + CaC03 ;H: FeS04 + NaCl + CaC03 + KH2 P04; 
1: FeS04 + NaCl +CaC03 +KH2 P04 +K2 HP04 
柱上小写英文字母不同者示 0.05 水平差异显著(Duncan' s 法)

图 3 不同元机盐液体培养条件下 4301 菌株的抑菌活性

Fig. 3 F ungicidal activity of strain 4301 against Peronophythora 

litchii in liquid cu1ture with different inorganic salts 

根据以主的试验得出优化培养基组成(w) 为葡萄

糖2% +淀粉2% +黄豆饼粉3% +蛋白胀U3% +FeS04 
a ∞1 % + NaCl O. 2% + CaC03 O. 25% + KzHP04 O. 但%.

2.3 链霉菌 4301 菌株液体发酵条件的优化

2. 3. 1 发酵时间 在以上优化培养基的基础上，进

行 4301 菌株发酵培养条件的优化.将一级种子

种到优化后的发酵培养基，在 28 "c、 180 r/min 条件

下振荡培养.不同时间取样，测定发酵上清液对荔枝

霜疫霉菌的抑制活性.结果(图 4) 表明，4301 菌株

发酵上清液对荔技霜疫霉菌的抑制活性在 0-96 h 
内随发酵时间的增加，其抑菌圈直径增大，在 96 h 抑

菌圈直径达最大值;发酵时间继续延长，其抑菌圈直

径不再增大，故最适的发酵周期为 96 h 左右.

E 20 

",," 1 0 

。 24 48 72 96 120 144 
I发"斤1

图 4 发酵时间对 4301 菌株抑菌活性的影响

Fig.4 Effects of fermented period on fungicidal activity of strain 

4301 against Peronophythora litchii 

2.3.2 发酵温度分别在24 、28 、32 和 36 "c振荡培

养 4301 菌株 96 h，离心取上清液，测定上清液对荔

枝霜疫霉菌的抑制活性.结果(表1)表明，培养温度

对该菌株抑菌活性影响较大，28 "c培养 4301 菌株的

发酵液抑菌活性最大.
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表 1 发酵温度、接种量和装液量对链霉菌 4301 菌株抑制荔

枝霜疲霉菌活性的影响1)

Tab. 1 Effects of feI meotatioo temperatures. in侃ulatioo

rate aod Iiquid voJlIme 00 fllngicidal activity of 

straio 4301 against Peronophythora litchü 

t/ d抑菌圈 接种量 d抑菌圃 装液量 d抑菌圃

℃ /mm (伊)/% /mm /mL Imm 

24 14.8 :t O.4a 4 18.1 :t 0. 3a 50 23.1 :t 0.4a 

28 28.1 :t 0. 4d 6 23.2 :t 0.4b 75 28.8 土 0.4d

32 19.8 :t 0.5c 8 28.0 :t 0 .4d 100 26 .4 :t 0. 6c 

36 17.8 :t O.4b 10 26.0 :t O.4c 125 24.8 土 0.5b

12 23.5 :t 0. 6b 

1)表中数据为平均值±标准误，同 7')数据后小写字母不同

者表示 0.05 水平差异显著(Duncan' s 法)

2.3.3 接种量分别以 ψ 为 4% 、6% 、8% 、 10% 、

12% 的接种量将种子液接种到装有 1∞ mL 优化发

酵培养基的 5∞ mL 三角瓶中，28 '(;振荡培养 96 h , 

离心取上清液，测定上清液对荔枝霜疫霉菌的抑制

活性.在接种量 ψ 为 8%时，发酵液对荔枝霜疫霉菌

的抑制活性最强(表 1 ) .因而选取 ψ 为 8% 的接种

量最佳.

2.3.4 装液量在5∞ mL三角瓶中分别装 50 、75 、

1∞和 125 mL 上述优化的发酵培养基，按 ψ 为 8%

接种量接种种子液，28 "c振荡培养 96 h，离心取上清

液，测定上清液对荔枝霜疫霉菌的抑制活性.由表 I

可以看出，5∞ mL三角瓶最佳装液量为 75 mL 培养

基.链霉菌是好氧菌，适当的装液量可以保证好的供

氧条件，使菌丝生长良好，抑菌活性增强.

3 结论

本研究表明，链霉菌 4301 菌株对一些植物病原

菌有拮抗作用，特别是对荔技霜疫霉菌有很好的抗

菌效果.链霉菌 4301 菌株产生最佳抑菌效果的液体

发酵培养基(w) : 以 2% 葡萄糖和 2% 可溶性淀粉为

双碳源，3%黄豆饼粉浸液和 0.3%蛋白陈为双氮源，

培养基中同时加人 4 种无机盐(w) : FeS04 o. ∞1% 、

NaCl o. 2% 、CaC03 o. 25% 、K2HP04 O. 02%. 最佳发酵

培养条件:发酵均可为 96 h、发酵温度为 28 "c、接种

量(ψ) 为 8% 、5∞ mL 容量瓶中装液量为 75 mL.在

优化培养基及最佳优化发酵条件下，4301 菌株对荔

枝霜疫霉菌的抑菌圈直径达到 28.8 mm. 

链霉菌产生次生代谢物质是一个复杂的过程，

培养方法和营养物质的不同，其所产生的物质种类

及含量也不同[叩].抗菌物质的产生除了受培养基的

碳氮比、微量元素影响之外，还受培养时间，培养温

度、通气量等因素的影响. 4301 菌株在发酵的前期，

主要是菌丝的生长阶段，营养物质被消耗;发酵中

期，生长逐步缓慢，抗生素迅速产生;到发酵后期，抗

生素增长缓慢，96 h 后就没有增长.原因可能是由于

菌体衰老，细胞开始自溶，发酵液中终产物的积累或

其他有害代谢物增加使产生菌处于一种对其进一步

合成产物不利的环境中，或者是由于抗生素合成所

需的前体和其他因子的不足造成的.从试验结果也

可以看出，较低的装液量，保持良好的供氧情况，对

抗菌活性物质产生有利.

本研究为进一步利用链霉菌 4301 菌株进行一

些植物病害尤其是荔枝霜疫病的生物控制，并利用

的次生代谢产物研制农用抗菌素奠定了基

础，也为该菌株的进一步发酵罐培养提供依据.该菌

株在田间的实际防效以及对病原菌控制的持续作用

还需进一步深人研究，对其活性物质的提取、分离和

结构鉴定正在研究之中.
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