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摘　要：采用稀释分离法从辽宁沈阳市土壤中分离到１株放线菌 Ｓｎｅａ４９。对 Ｓｎｅａ４９进行了形态学特征、培养特征、

生理生化特征及 １６ＳｒＤＮＡ分析，初步鉴定为环状链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｎｕｌａｔｕｓ）。利用离体测试法，研究了 Ｓｎｅａ４９

菌株代谢物不同倍数稀释液对大豆胞囊线虫的抑制作用。结果表明：１０倍稀释液浓度下，该菌株对胞囊孵化的相

对抑制率达 ８２．６０％，与无菌水对照差异显著。处理 ２４ｈ后，在 １倍稀释液浓度下，该菌株对 ２龄幼虫的校正死亡

率是 ８９．６６％，各稀释浓度均与无菌水对照差异显著，该菌株有较高的杀线活性。
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　　大豆胞囊线虫病 ＨｅｔｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓＩｃｈｉｎｏｈｅ是
世界性分布的大豆主要病害之一，对中国和世界大

豆都造成较大损失，尤其我国东北的大豆主产区已

成为该病害的重灾区
［１２］
。利用抗病品种和轮作是

控制该病害的有效措施，近年来，人们越来越重视

有害生物的综合治理，包括有效的生物防治措施。

放线菌是人类发现新型抗生素的重要资源，目前广

泛应用的抗生素约 ７０％是由各种放线菌所产生。
某些种类的放线菌还能产生各种酶制剂（蛋白酶、

淀粉酶、和纤维素酶等）、维生素和有机酸等。相关

研究表明放线菌的代谢产物如阿维菌素（Ａｖｅｒｍｅｃ
ｔｉｎ）、南昌霉素（Ｎａｎｃｈａｎｇｍｙｃｉｎ）都具有较高的杀线
虫活性

［３４］
。现以放线菌 Ｓｎｅａ４９为材料，测定其对

大豆胞囊线虫的生物活性，以期获得具有开发价值

的微生物资源。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　线虫与供试菌株　大豆胞囊线虫采自沈阳
农业大学北方线虫学研究所试验地，由该室繁殖保

存；Ｓｎｅａ４９分离自辽宁省沈阳市的土壤中。
１．１．２　培养基　高氏合成一号培养基（ＧＡ），酵母
精麦芽糖琼脂培养基（ＩＳＰ２）、燕麦粉琼脂培养基
（ＩＳＰ３）、无机盐淀粉琼脂培养基（ＩＳＰ４）、甘油天门
冬素培养基（ＩＳＰ５）、淀粉琼脂培养基、明胶培养基
等。

１．２　试验方法
１．２．１　菌株形态特征观察　采用埋片法观察菌株
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形态特征。在鉴定培养基平板上 ２８℃培养。观察
记录菌落形态特征、基内菌丝体、气生菌丝体和孢

子丝的形态、颜色，是否有断裂或者横隔等特征，以

及是否产生可溶性色素等。

１．２．２　菌株的生理生化特征　参照徐丽华等［５］
的

放线菌系统学进行生理生化特征的鉴定，包括淀粉

水解、Ｈ２Ｓ产生、碳源利用、纤维素分解等。

１．２．３　１６ＳｒＤＮＡ序列分析　采用酶解法［５］
提取菌

株总 ＤＮＡ和 ＰＣＲ扩增１６ＳｒＤＮＡ基因，引物为通用
保守引物２７ｆ和 １４９２ｒ。测序由上海生工生物工程
有限公司完成。

反应条件：９４℃变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 １ｍｉｎ，
５６℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０次循环；７２℃延
伸５ｍｉｎ，４℃保存。

ＰＣＲ产物采用 １．２％的琼脂糖凝胶电泳检测。
扩增后的 ＰＣＲ产物经上海生工生物工程有限公司纯
化并测序。利用 ＢＬＡＳＴ搜索软件将菌株的 １６ＳｒＤ
ＮＡ序列结果与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中相关放线菌菌株
的１６ＳｒＤＮＡ序列进行比对，明确菌株的分类地位。
１．２．４　放线菌发酵液的制备　将平板上生长良好
的菌落加入适量的 ０．０５％的 Ｔｗｅｅｎ８０于 ２ｍＬ离
心管内，用血球计数板配制成 １０９ｃｆｕ·ｍＬ－１的菌悬
液。取制备好的菌悬液２ｍＬ接种于 ５０ｍＬ马铃薯
培养液于 １００ｍＬ三角瓶中，１８０ｒ·ｍｉｎ－１，２８℃条
件下振荡培养 ７ｄ，５０００ｒ· ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ，上
清液用高压灭菌的细菌过滤器过滤，用无菌水将发

酵液依次稀释１、５、１０、１５、２０×等 ５个浓度梯度，放
入４℃冰箱中备用。
１．２．５　大豆胞囊线虫胞囊和 ２龄幼虫的获得　采
用改良淘洗过筛法从采取的土样中分离胞囊，在体
视镜下用自制的玻璃挑针挑出新鲜饱满成熟的胞

囊。胞囊在０．５％ＮａＯＣｌ溶液中消毒３ｍｉｎ，无菌水
反复冲洗３次后，在２５℃、０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＺｎＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ溶液中孵化２龄幼虫。每天及时更换处理液
并收集新孵化出的２龄线虫。

１．２．６　代谢物对大豆胞囊线虫胞囊孵化和 ２龄幼

虫活力的影响　取新鲜饱满的胞囊，无菌水浸泡过

夜，０．５％ＮａＯＣｌ表面消毒 ５ｍｉｎ，无菌水冲洗 ３次，

放入自制的孵化池。将 １０个胞囊放入自制的孵化

池内。将孵化池置于灭菌的 ２４孔细胞培养板中，

向其加入无菌水作为对照，３次重复，２５℃下孵化。

９ｄ后观察计数孵化出的２龄幼虫的数量。

在经灭菌的贝氏小皿中加入菌株发酵液 ２００

μＬ，以加无菌水作为对照，然后向贝式小皿中加入

新孵化的大豆胞囊线虫 ２龄幼虫。处理和对照各 ３

次重复。放入２５℃培养箱中，２４ｈ后记录线虫死亡

率，计算校正死亡率，线虫死活判断采用 ＮａＯＨ刺激

法。

２　结果与分析

２．１　菌株形态和生理生化特征

Ｓｎｅａ４９菌株基丝细长，不断裂，气丝发达，形成

同心环。基丝为各种色调，并以黄色为主，气丝为

白色，少为灰色和暗灰色，无可溶性色素；能利用半

乳糖、Ｄ果糖、麦芽糖 、肌醇、Ｄ木糖、山梨醇，不能

利用甘露糖、蔗糖。革兰氏阳性，明胶液化，淀粉水

解，纤维素上不生长，不产生硫化氢。菌株初步鉴

定为链霉菌属白孢类群。

２．２　１６ＳｒＤＮＡ序列分析

菌株的１６ＳｒＤＮＡ基因的扩增 ＰＣＲ产物经上海

生工公司进行测序，结果拼接后得到菌株 Ｓｎｅａ４９的

１６ＳｒＤＮＡ碱基序列，片段全长为１４４２ｂｐ。与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ数据库中相关放线菌菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列相

比，菌株与已知放线菌的环状链霉菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ａｎｕｌａｔｕｓ１６ＳｒＤＮＡ同源性最高，达到９９．６４％。

综合菌株 Ｓｎｅａ４９的形态特征、生理生化特性以

及１６ＳｒＤＮＡ的基因序列结果表明，菌株的分类地

位属于环状链霉菌。

表 １　放线菌 Ｓｎｅａ４９代谢物对大豆胞囊线虫胞囊孵化和 ２龄幼虫活性的影响

Ｔａｂｌｅ１　ＢｉｏａｃｔｉｖｉｔｙｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｆｉｌｔｒａｔｅｓｏｆＳｎｅａ４９ｔｏＨｅｔｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓ

稀释倍数

Ｄｉｌｕｔｉｏｎｔｉｍｅｓ

孵化出的线虫数

ＨａｔｃｈｅｄＪ２／Ｎｏ．

相对抑制率

Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅ／％

死亡率

ＭｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅｏｆＪ２／％

校正死亡率

Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅ／％

１ ８．００ｄ ９５．９５ ９０．００ａ ８９．６６
５ １０．３３ｄ ９４．７７ ７１．６７ｂ ７０．６７
１０ ３４．３３ｃ ８２．６０ ４３．６７ｃ ４１．７３
１５ ４８．００ｃ ７５．６８ ３１．３３ｃｄ ２８．９７
２０ ７５．３３ｂ ６１．８２ ２４．００ｄ ２１．３８
ＣＫ １９７．３３ａ  ３．３３ｅ 

　　表中数据为３次重复结果，数字后标记为 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ新复极差测验结果，字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
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２．３　发酵液对大豆胞囊线虫胞囊孵化的影响
不同浓度发酵液处理 ２４ｈ对胞囊线虫孵化的

影响不同。结果表明，Ｓｎｅａ４９代谢物对大豆胞囊线
虫胞囊孵化具有强烈的抑制作用，其 ２０倍液对胞
囊的孵化抑制作用达 ６１．８２％，５倍液对胞囊的孵
化抑制作用达９４．７７％以上，１倍液对胞囊的孵化抑
制作用高达 ９５％以上，各处理均与无菌水对照差异
显著（表１）。
２．４　发酵液对大豆胞囊线虫２龄幼虫活性的影响

Ｓｎｅａ４９代谢物对大豆胞囊线虫具有良好的杀
线虫活性，其 ５倍液处理 ２４ｈ后，线虫的死亡率达
７０．６７％。其１倍液处理 ２４ｈ后，线虫的死亡率高
达８９．６６％。随着稀释倍数的增加，该菌株代谢物
杀线虫效果也逐渐降低，稀释 ２０倍液时对线虫仍
具有活性，校正死亡率为 ２１．３８％，与对照比差异达
显著水平（表１）。

３　结论与讨论

通过对东北地区放线菌的筛选，获得几株对线

虫具有较高活性的放线菌，其中菌株 Ｓｎｅａ４９是从辽
宁省沈阳市土壤中分离获得的一株放线菌，其对大

豆胞囊线虫的活性仅次于 Ｓｎｅａ２５３。Ｓｎｅａ２５３对大
豆胞囊线虫具有较高毒力，发酵原液处理 ２４ｈ后对
胞囊线虫 Ｊ２校正死亡率为 ９２．１３％，经鉴定为委内
瑞拉链霉菌

［６］
。结果表明，Ｓｎｅａ４９代谢物对大豆

胞囊线虫胞囊孵化和 ２龄幼虫活性均表现了较强
的抑制作用。不同稀释倍数的发酵液对大豆胞囊

线虫２龄幼虫均具有较强的抑杀作用，其 １倍液对
２龄幼虫的校正死亡率高达８９．６６％；不同的稀释倍
数对胞囊线虫２龄幼虫的抑制作用不同，且呈梯级
差异。

大豆胞囊线虫繁殖率很高，每个胞囊有 ２００～
４００个卵，具有不同的虫态，土壤中自由活动的幼虫
和雄虫，根内固定寄生的雌虫，胞囊内的卵可以在

土壤中休眠越冬并存活数年，这些特征使大豆胞囊

线虫难以防治。选育抗病品种和轮作是防治大豆

胞囊线虫经济有效的措施，但是由于抗源单一，抗

病基因对胞囊线虫群体的选择作用，导致抗线品种

抗性极易丧失。此外，在我国大豆主产区，考虑到

经济效益，通过轮作来控制大豆胞囊线虫病难以实

施
［７］
。因此，研究工作的重点转向了生物防治，抗

生素作为传统杀虫剂已得到广泛的应用，杀线剂的

研制工作越来越受到人们的重视。

迄今，微生物产生的抗生素等生物活性物质主

要来自放线菌的链霉菌属
［８］
，早期应用于农作物病

害防治的链霉素均是链霉菌的代谢产物，长期以来

在放线菌及其代谢物对胞囊线虫的生物防治方面

开展了许多研究，试图从放线菌的代谢物中寻找到

新的生物活性物质，用来防治大豆胞囊线虫在生产

上的危害
［９１０］
。

该文首次报道了环状链霉菌具有杀线虫活力，

菌株 Ｓｎｅａ４９的获得与研究为其应用到大豆胞囊线
虫病害防治提供了新的线索，菌株代谢产物中活性

物质的分离纯化以及毒杀机理有待深入研究。
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