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抗农作物病原真菌的 Streptomyces sp. IIR21
菌株分离及其克拉维烷基因簇分析
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摘要　从神农架烟草种植地土壤中分离出１株对７株农作物病原真菌具有抗性活性菌株,命名为IIR２１菌

株.采用琼脂块法测定,该菌株对稻瘟病菌、立枯丝核病菌、腐霉病菌、禾谷镰刀病菌和黄色镰刀病菌具有较强

的抑菌活性.对该菌株的生理生化特性和１６SrRNA基因序列同源性比对,初步鉴定IIR２１菌株属于链霉菌属.

经过有机溶剂萃取、硅胶柱层析、薄层层析和制备型高效液相色谱对IIR２１菌株发酵液进行分离纯化,获得了

１个纯度为９０．３４％的具有抗稻瘟病菌１６８菌株活性的化合物单体.采用高通量测序技术对IIR２１菌株进行全

基因组测序,通过全基因组序列分析,IIR２１菌株基因组中包含克拉维烷的合成基因簇,并推测出克拉维烷的合

成代谢途径.

关键词　链霉菌IIR２１菌株;抗真菌活性;克拉维烷生物合成基因簇;代谢途径

中图分类号　Q９３３　　文献标识码　A　　文章编号　１０００Ｇ２４２１(２０１７)０３Ｇ００３８Ｇ０６

　　植物病原真菌导致农作物减产,目前多采用化

学农药对农作物病原真菌进行防治,但化学农药的

使用导致环境污染,对人畜有毒副作用[１].近年来,
利用可合成具有抗农作物病原菌活性次级代谢产

物的放线菌研发的生物农药,如聚酮类抗生素,莫
能星和阿维菌素等已广泛应用在农作物病害防治

中[２].放线菌还可合成具有抗细菌、抗真菌、抗肿

瘤及抑制βＧ内酰胺酶等作用的克拉维烷类抗生

素[３].
天然产生的克拉维烷(clavam)化合物,是青霉

烷的硫原子被氧置换的杂环体系,又称氧青霉烷或

棒烷,包括βＧ内酰胺酶抑制剂克拉维酸(clavulanic
acid)以及５SＧ克拉维烷(５SＧclavams)[３Ｇ５]等.克拉维

酸不仅具有微弱抗菌作用[６],而且在临床多用来作

为βＧ内酰胺酶抑制剂[５].与青霉素联合使用,可恢

复青霉素类抗生素对耐药菌的抑菌活性[４].５SＧ克

拉维烷是克拉维酸侧链结构的变体[５],缺乏βＧ内酰

胺酶抑制活性,但具有抗细菌、抗真菌或抗癌的活

性[７],包 括 S．antibioticus 合 成 的 valclavam,

S．clavuligerus合成的２Ｇhydroxymethylclavam、２Ｇ

formyloxymethylclavam、clavamＧ２Ｇcarboxylicacid
和alanylclavam 等[８].后期研究报道,S．viridis,

S．flavogrieus也可合成clavam 化合物[９Ｇ１０].这些

微生物合成克拉维酸的途径研究得比较清楚,而合

成５SＧclavams途径有些尚不清楚[８].本研究从土

壤中分离并鉴定１株对７株农作物病原真菌具有抗

真菌活性的菌株,采用琼脂块法测定该菌株对７株

农作物病原真菌的抗真菌活性,采用高通量测序技

术对菌株进行全基因组测序,并分析全基因组序列,
推测抗真菌相关基因及其代谢途径.

1　材料与方法

1.1　材　料

样品从神农架烟草种植地的土壤采集,装入无

菌的密封塑料袋中,立即带回实验室并对微生物进

行分离.
立枯丝核病菌(Rhizoctoniasolani)、稻瘟病菌

NOＧ１菌株(Magnaporthegrisea NOＧ１菌株)、稻
瘟病菌１６８菌株(Magnaporthegrisea１６８菌株)、
棉花黄萎病菌(Verticilliumdahliaekleb)、腐霉病
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菌(Botrytiscinerea)、黄 色 镰 刀 病 菌 (Fusarium
culmorum)、禾 谷 镰 刀 病 菌 (Fusarium amineaＧ
rum).以上７株指示菌均由中南民族大学生命科

学学院分子微生物实验室保存.

PDA培养基用于病原真菌培养,IIR２１菌株固

体培养采用高氏I号培养基,IIR２１菌株发酵培养

采用菌丝体培养基[１１].
1.2　抗农作物病原真菌微生物的分离及抑菌活性

的测定

　　参照文献[１１]对抗农作物病原真菌微生物进行

分离;参照文献[１２]进行抑菌活性测定.
1.3　菌种鉴定

对菌种进行形态结构观察和生理生化鉴定[１３].
参照文献[１４]提取细菌总DNA,扩增１６SrRNA基

因序 列.１ 对 引 物 分 别 为:F１(５′ＧAGAGTTTＧ
GATCCTGGCTCAGＧ３′)和 F２(５′ＧAAGGAGGTＧ
GATCCAGCCＧ３′).PCR反应体系:模板 DNA１．０

μL,１对引物各１．０μL ,１０×PCR 缓冲液１．５μL,

dNTP１．０μL,Taq酶０．５μL,用超纯水定容至１５．０

μL.扩增条件:９４℃ 预变性５min,９４变性１min,

５５℃退火１min,７２℃延伸１．５min,循环３０次,最
后７２℃ 延伸１０ min.测序结果利用 BLAST 在

GenBank 基 因 库 中 进 行 同 源 性 比 对. 利 用

MEGA６．０进行１６SrRNA 基因序列的比对与系统

发育树的构建(采取 NＧJ法,Bootstrap值为１０００).
1.4　抗真菌活性物质的分离

１)抗菌粗提物的制备.IIR２１菌株活化后,种
子液以５％的接种量接种到５０mL/２５０mL三角瓶

中,１８０r/min、３０℃振荡培养７d.向发酵液中加入

等量石油醚、乙酸乙酯、正丁醇萃取后,用旋转蒸发

仪进行浓缩,获得粗提物进行抑菌活性测定.

２)硅胶柱层析纯化.乙酸乙酯粗提物用 GF硅

胶柱(青岛海洋化工厂生产)层析法纯化,采用干法

上样,样品与硅胶质量比为１∶１.流动相为石油

醚∶氯仿(１００∶０,７∶３,５∶５,２∶８,０∶１００),氯
仿∶甲醇(１００∶１,５０∶１,２５∶１,１０∶１,９∶１,８∶２,

５∶５,０∶１００),流速为１０mL/min,收集洗脱液,每
组分为５０mL.

３)抗菌物质薄层层析.硅胶柱层析纯化的各个

组分采用２０cm×１０cm 硅胶板(SilicaGel６０),以
不同比例的氯仿、甲醇为层析试剂,将样品点样于２
块硅胶板上.用碘粉显色法和紫外分析仪２５４nm
下显色.对各个组分进行薄层层析后合并相同组

分,进行抑菌活性测定.

４)抗菌物质 HPLC分析.硅胶柱得到的活性

样品经０．２２μm 的有机膜过滤后,在液相色谱仪

(Waters公 司)上 采 用 AgilentZORBAX３００SBＧ
C１８制备柱进行纯化,上样量为５mL,流动相为甲

醇和水,流速为１０mL/min,检测波长２５４nm.
1.5　基因组 DNA 的提取、测序及分析

基因 组 DNA 的 提 取 采 用 TaKaRa 基 因 组

DNA提取试剂盒.基因组的测序由上海人类基因

组 研 究 中 心 基 因 组 测 序 部 完 成,采 用

Velevt１．２．０３[１５]拼接软件进行序列组装,通过结合

软件 Glimmer３．０２[１６]进行基因预测.将基因与

NCBI的 SEED 数据库、KEGG 数据库以及 nr库

BLASTp进 行 比 对 和 基 因 功 能 注 释,利 用 anＧ
tiSMASH[１７Ｇ１８]软件对IIR２１菌株次级代谢产物生

物合成基因簇进行分析.

2　结果与分析

2.1　具有抗农作物病原真菌活性菌株的分离

以棉花黄萎病菌、立枯 丝 核 病 菌、稻 瘟 病 菌

NOＧ１菌株、黄色镰刀病菌、稻瘟病菌１６８ 菌株、禾
谷镰刀病菌和腐霉病菌７株农作物病原真菌为指示

菌,采用琼脂块法分离出１株具有抗农作物病原真

菌活性菌株,命名为IIR２１菌株,如表１所示,IIR２１
菌株对７株农作物病原真菌均有不同程度的抑菌活

性,对立枯丝核病菌、稻瘟病菌 NOＧ１菌株、黄色镰

刀病菌、稻瘟病菌 １６８ 菌株、禾谷镰刀病菌和腐霉

病菌的抑菌圈直径大于３４mm,表明IIR２１菌株对

立枯丝核病菌、稻瘟病菌 NOＧ１菌株、黄色镰刀病

菌、稻瘟病菌 １６８ 菌株、禾谷镰刀病菌和腐霉病菌

有较强的抑菌活性.
表１　IIR２１菌株对７株抗农作物病原真菌抑菌活性的测定

Table１　AntifungalactivityofIIR２１strain

againstcroppathogenicfungi

农作物病原真菌

Croppathogenicfungi
抑菌圈直径/mm

Inhibitiondiameter
立枯丝核病菌 Rhizoctoniasolani ５５．０３±０．８１
稻瘟病菌１６８菌株

Magnaporthegrisea１６８strain
４０．９２±０．４７

稻瘟病菌 NOＧ１菌株

MagnaporthegriseaNOＧ１strain
４７．３９±０．４２

腐霉病菌 Botrytiscinerea ３４．２５±０．８４
禾谷镰刀病菌Fusariumaminearum ３６．７３±０．６０
黄色镰刀病菌Fusariumculmorum ４４．５５±０．９１
棉花黄萎病菌Verticilliumdahliaekleb １７．４５±１．０６

９３
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2.2　抗农作物病原真菌 IIR21 菌株的鉴定

在显微镜下观察IIR２１菌株的形态特征,基内

菌丝无横隔,多分枝并交织成网状;气生菌丝孢子丝

圈卷且分枝多;菌落特征为不产色素,表面光滑,有
凸起.生理生化实验表明,甲基红实验、硫化氢实

验、吲哚实验、明胶液化实验结果为阴性,淀粉水解

为阳性,革兰氏染色呈阳性.

PCR扩增得到IIR２１菌株的１６SrRNA基因序

列长度为１５１７bp,从 GenBank中选取与IIR２１菌

株的１６SrRNA基因序列同源性高且已定名的菌株

的序列,采用 MEGA６．０ 中的 NeighborＧJoining 法

构建系统发育树,Bootstrap值为１０００.如图１所

示,IIR２１菌株的序列与Streptomycestubercidicus
的序列相似性较高.结合生理生化特性,初步鉴定

　括号中为 GenBank收录号.分支点上的数值为自展值的百分比.底部的０．００２标尺为序列分歧度.TheGenBankaccessionnumＧ

bersaregiveninparentheses．Thenumberateachbranchpointsisthepercentagesupportedbybootstrap．Bar０．００２atthebottomisthe

sequencedivergence．

图１　IIR２１菌株的系统发育树

Fig．１　PhylogenetictreeofIIR２１strain

IIR２１菌株属于链霉菌属.
2.3　链霉菌 IIR21 菌株中抗真菌活性物质的分离

对链霉菌IIR２１菌株进行发酵培养,通过萃取、
硅胶柱层析、薄层层析及 HPLC对抗真菌活性成分

进行分离.抑菌活性测定结果表明抗真菌活性物质

主要存在于乙酸乙酯中.粗提物经硅胶柱层析,结

合薄 层 层 析 检 测,合 并 各 个 组 分.通 过 制 备 型

HPLC分析具有抗真菌活性成分的组分,如图２所

示,在检测波长为２５４nm 的条件下,得到一个保留

时间为３．０５min的洗脱峰,纯度为９０．３４％,抑菌活

性测定结果显示其对稻瘟病菌１６８菌株有较强的抑

制作用.

图２　链霉菌IIR２１菌株抗真菌活性物质的HPLC分析(UV,２５４nm)

Fig．２　HPLCanalysisoftheantimicrobialsubstancefromStreptomycessp．IIR２１strain(UV,２５４nm)

０４
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2.4　链霉菌 IIR21 菌株中克拉维烷相关基因和生物

合成途径的分析

　　链霉菌IIR２１菌株全基因组测序结果表明,基
因组组装获得５８０个contigs,整个基因组大小约

８．９７ Mb,编 码 区 GC 含 量 为 ７１．１％,CDS 数 为

８０７６,平均CDS长度为８８８bp,tRNA数量为６１.
采用antiSMASH 软件对IIR２１菌株中次级代

谢产物合成基因簇进行分析,预测得到６０个基因

簇,其中 PKS/NRPS 类型基因簇有３４个,约占总

基因簇数量的１/２.与已知序列比对分析发现,链
霉菌IIR２１菌株包含βＧ内酰胺酶抑制剂克拉维酸和

抗真菌、抗肿瘤活性的 ５SＧclavams(clavamＧ２ＧcarＧ
boxylicacid、valclavam)的合成基因簇,相关基因位

于contig５１ 中,根 据 contig５１ 的 蛋 白 预 测 结 果

(表２)和已报道的克拉维烷(clavam)基因簇,推测

链霉菌IIR２１菌株中克拉维烷(clavam)合成相关基

因簇(图３),并预测该菌株的克拉维烷(clavam)合
成途径(图４).

表２　链霉菌IIR２１菌株中clavam生物合成相关基因预测

Table２　GenesinvolvedinclavambiosynthesisinStreptomycessp．IIR２１

基因

Gene

氨基酸长度

Deducedamino
acidlength

同源蛋白

Protein
homologue

同源蛋白登录号

Proteinhomologue
accessionNo．

相似度/％
Similarity

功能预测

Proposedfunction

cvm７ １０５９ cvm７ WP_００３９６１１１８．１ ８１ 转录调节子 Transcriptionalregulator

orfA ３９９ orfA WP_００３９５３０１３．１ ８８
丝氨酸羟甲基转移酶

Serinehydroxymethyltransferase
cvm１ ３３１ cvm１ WP_００３９６１１１５．１ ８７ 醛酮还原酶 Aldo/ketoreductase
ceaS ５７１ ceaS３ AFH７４２９７．１ ９３ CEA合成酶３Carboxyethylargininesynthase３
bls ５０８ bls３ AFH７４２９８．１ ８１ βＧ内酰胺合成酶３BetaＧlactamsynthetase３

pah ３１４ pah３ AFH７４２９９．１ ９５
胍基前克拉维胺酸脒基水解酶３
Proclavaminateamidinohydrolase３

cas ３２４ cas WP_０２６１６９８３１．１ ９８ 克拉维胺酸合成酶 Clavaminatesynthase
oat ３８０ oat３ AFH７４３０１．１ ８８ 鸟氨酸乙酰转移酶 Ornithineacetyltransferase３

cvm４ ３３４ cvm４ WP_００３９６１１１３．１ ８８ α/β水解酶 Alpha/betahydrolase

cvm５ ３９４ cvm５ WP_００３９６１１１２．１ ９６
CVM５还原酶

MethyleneＧtetrahydromethanopterinreductase
cvm６p ４５４ cvm６p WP_０２９１８３２６８．１ ８０ 天冬氨酸转氨酶 Aspartateaminotransferase
lig ４２２ lig AFH７４３０４．１ ８０ 连接酶 Ligase

trn ３９５ trn AFH７４３０３．１ ７８
MFS超家族 MFS_１蛋白

MajorfacilitatorsuperfamilyMFS_１protein

　编码合成clavam 早期步骤的基因为黑色,所有５SＧclavams合成所必需的基因为灰色.GenesencodingearlystepsofclavambiosynＧ

thesisareshadedblack．Genesessentialforsynthesisofall５SＧclavamsareshadeddarkgrey．

图３　链霉菌IIR２１菌株中clavam生物合成基因簇的预测和已报道的clavam生物合成基因簇的比较

Fig．３　Geneclusterofclavambiosynthesishavebeenreportedandproposedgenecluster
ofclavambiosynthesisinStreptomycessp．IIR２１
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　３Ｇ磷酸甘油醛 GlyceraldehydeＧ３ＧPO４;LＧ型精氨酸LＧarginine;N２Ｇ２Ｇ羧乙基Ｇ精氨酸 N２(Ｇ２Ｇcarboxyethyl)Ｇarginine;脱氧胍基前克拉

维胺酸 Deoxyguanidinoproclavaminate;前克拉维胺酸 Proclavaminicacid;二氢前克拉维胺酸 Dihydroclavaminicacid;克拉维胺酸

Clavaminicacid;克拉维醛 Clavaldehyde;克拉维酸 Clavulanicacid;缬氨酸 Valine;CEA合成酶ceaS;βＧ内酰胺合成酶bls;克拉维胺

酸合成酶cas;胍基前克拉维胺酸脒基水解酶 pah;依赖 NADP克拉维醛还原酶car．

图４　链霉菌IIR２１菌株clavam生物合成途径的推测

Fig．４　ProposedbiosynthesispathwayofclavammetabolitesinStreptomycessp．IIR２１

3　讨　论

近年来,抗生素的大量使用,导致了大部分细菌

产生了耐药性,故对新型的抗生素的研究显得日益

迫切.据统计,自然界中６６％的抗生素来自放线菌,
而链霉菌属所产生的抗生素就占其中的８０％,这些

抗生素也已经在农业和医学领域得到了使用[１９].
本研究分离得到１株具有抗农作物病原真菌活

性链霉菌IIR２１菌株.利用萃取、硅胶柱层析、薄层

层析和 HPLC分离到１个纯度为９０．３４％的具有抗

真菌活性的化合物单体.对IIR２１菌株进行全基因

测序,并分析该菌株的抗真菌活性的相关基因,结果

表明该菌株具有clavam 代谢途径中重要酶类的编

码基因,如CEA 合成酶、βＧ内酰胺合成酶、克拉维胺

酸合成酶、克拉维胺酸合成酶同功酶、胍基前克拉维

胺酸脒基水解酶、NADP克拉维醛还原酶等,推测

IIR２１菌株可能合成克拉维酸、clavamＧ２Ｇcarboxylic
acid和valclavam.通过基因工程的方法[２０Ｇ２１]对该

菌株中clavam 关键基因进行敲除或强化操作,以筛

选出突变株[２２],制造新型具有合成新结构和功能的
抗生素的工程菌[２３].本研究的相关结果将为链霉

菌IIR２１菌株的功能基因组学研究及相关次级代谢

产物合成途径研究提供帮助.
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IsolationofStreptomycessp．IIR２１strainresistanttocroppathogenic
fungiandanalysisoftheclavambiosyntheticgeneclusters

MATingting　HUANGYue　PITing　YAOJiacheng　FENGZhe　LIXiaohua

KeyLaboratoryforBiotechnologyoftheStateEthnicAffairsCommission/CollegeofLifeScience,

SouthＧCentralUniversityforNationalities,Wuhan４３００７４,China

Abstract　Abacterialstrainwithantifungalactivityagainstsevencroppathogenicfungiwasisolated
fromsoilandnamedasIIR２１．TheIIR２１strainwasdetectedthroughagarblockmethodandtheresults
indicatedthattheIIR２１strainexhibitedmuchstrongerantifungalactivityagainstMagnaporthegrisea,

Rhizoctoniasolani,Botrytiscinerea,FusariumaminearumandFusariumculmorum．TheIIR２１strain
wasidentifiedasStreptomycesthroughphysiologicalandbiochemicalcharacteristicsandalignmentanalＧ
ysisofthe１６SrRNAgenesequence．ThefermentationbrothoftheIIR２１strainwasseparatedandpurifiＧ
catedbyextraction,silicagelcolumnchromatographyandpreparativehighperformanceliquidchromaＧ
tography,andacompoundwithapurityof９０．３４％ withactivityagainsttheMagnaporthegrisea１６８
strainwasobtained．TheStreptomycessp．IIR２１genomewassequencedusinghighthroughputsequenＧ
cingtechnology,andanalyzedbybioinformaticstools．TheresultsuggestedthattheIIR２１strainconＧ
tainedthegeneclusterofclavams,andthemetabolicpathwayforclavambiosynthesiswasproposed．

Keywords　Streptomycessp．IIR２１strain;antifungalactivity;clavambiosyntheticgeneclusters;

metabolicpathways
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