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摘要：从乌拉尔甘草健康植株的根茎叶中共分离到内生细菌 $#株，经初步鉴定芽孢杆菌属（!"#$%%&’ %&’）为优势种
群，约占 (")；从不同生长年份甘草的根、茎、叶组织中分离内生细菌种群密度从 *+" , !"- ./012 3 4+$ , !"5 ./012鲜
重不等。采用平板对峙方法筛选出 6株对植物病原菌有明显体外拮抗活性的菌株，通过菌落、菌体形态观察、生理
生化反应及 !67 89:;序列分析，同时结合 <=>?>2细菌自动鉴定系统验证，鉴定这 6 株拮抗菌分属萎缩芽孢杆菌
（!"#$%%&’ "()*+,"-&’）、多粘类芽孢杆菌（."-/$0"#$%%&’ +*%1213"）、枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’&0($%$’）、."-/$0"#$%%&’ -,$2-/’$’。
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甘草（=%1#1)),$>" &)"%-/’$’ P=%.R’ M’ M?EU8E F’）
属于豆科甘草属灌木状多年生草本植物，在中药上

起着重要作用，享有“美草”、“众药之王”、“十方九

草”的美誉，在食品化工和水土保持方面也功不可

没。甘草是我国乃至世界上重要的中药材，国内外

需求量大。随着野生资源的日渐匮乏，其市场供不

应求，在这种供求矛盾的情况下，对甘草资源的保

护性利用及人工栽培甘草势在必行，而随着人工甘

草种植面积逐年加大，甘草病害成为影响甘草产量

和质量的主要限制因素，感染甘草的病害主要有根

腐病、锈病、褐斑病、猝倒病、白粉病等［!］。而从植

物体内筛选的内生细菌在对病害预防方面具有一

定的作用，同时对提高品质也有非常好的效果。

植物内生细菌指定殖在健康植物体内并与植

物建立和谐关系的一类微生物。内生细菌可以促

进植物对恶劣环境的适应，加强系统的生态平衡，

保证寄主植物健康生长。已有许多关于内生细菌

作为生防因子的研究，并开发了一些植物生防菌

剂。ZRIJ 等从棉花中分离筛选出抗棉花枯萎病的
内生细菌菌株，用此内生细菌回接棉花，可以减轻

人工接种感染的棉花枯萎症［4］。

本文以乌拉尔甘草（=%1#1)),$>" &)"%-/’$’ P=%.R’）
为研究目标，对甘草内生细菌的多样性及分布规律

进行了研究，并就分离内生细菌对病原菌的拮抗特
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性进行研究，以期筛选出优良的内生菌株，为甘草

内生细菌的应用提供理论基础。

! 材料与方法

!"! 供试植物
内蒙古包头市固阳县栽培的一年生、两年生、

三年生乌拉尔甘草。

!"# 分离内生细菌所用培养基
营养琼脂（!"）：牛肉膏 #$，蛋白胨 %&$，!’()

*$，琼脂 %+$，蒸馏水 %&&&,-，./01+ 2 31&。
马铃薯葡萄糖琼脂培养基（45"）：马铃薯 6&&$，

葡萄糖 6&$，琼脂 %+$，蒸馏水 %&&&,-。
!"$ 内生细菌的分离和计数
内生细菌的分离和计数方法见参考文献［#］并

略有修改：称取甘草根、茎、叶各 %$，自来水冲洗干
净，3*7乙醇浸泡 *,89，67 !’(): 溶液浸泡 %&,89
（其中根浸泡 6&,89），无菌水冲洗 ;次，置于灭菌研
钵中研磨，将磨碎的组织加到含 &1+*7灭菌生理盐
水和灭菌玻璃珠的锥形瓶中，旋涡震荡 %,89，将上
清倒入灭菌离心管中沉淀，上清梯度稀释并各取

&1%,-涂 !"和 45"平板，每处理 #个重复。同时，
将最后一次冲洗的无菌水也取 &1%,-涂平板，作为
对照。所有平板 6+<黑暗培养。将平板上的单菌
落计数并在相应平板上划线分离，直至得到纯的单

菌落，保存在斜面上备用。

当对照平板无菌生长时，表明表面消毒干净。

!"% 供试病原菌
本研究使用的病原菌均来自中国农业科学院

植物保护研究所，编号见表 %。由于难于获得从甘
草植株中直接分离的病原菌作为实验材料，因此选

表 ! 本研究使用的供试病原菌株编号

编号 病原菌菌株

=>% 西瓜枯萎病菌 !"#$%&"’ ()*#+(%&"’ ? @ A. @ ,&-."’

=>6
烟草赤星病菌 /01.’$%&$ 0(,22&+.#（300&#.1 3-.%4$%1）5&#6$0. .1
7$68&,#

=># 小麦根腐病菌 9&+(0$%&# #(%(8&,&$,$（:$;; @）:4(.’

=>; 棉花立枯病菌 <4&=(;1(,&$ #(0$,& 8>4,

=>*
棉花 枯 萎 病 菌 !"#$%&"’ ()*+(%&"’ ? @ A. @ -$#&,?.;1",
（/18&,#(,）:,*6.% .1 @$,#.,

=>3 黄瓜枯萎病菌 !"#$%&"’ ()*#+(%&"’ ? @ ;";"’.%&,"’ AB.,

=>+ 玉米大斑病菌 @.0’&,14(#+(%&"’ 1"%;&"’

=>B 小麦纹枯病菌 C.00&;"0$%&$ 2%$’&,."’ D8$1$ .1 E$1#"’"%$

择了这 +株应用较广泛的病原菌作为指示菌，以筛
选具有拮抗性能的内生细菌。

!"& 内生细菌体外抑菌作用测定
采用异步培养法于 45" 平板中央接种直径

*,,的病原菌菌饼，63<培养 6; C 后在距离菌饼
6D,处接种分离的内生细菌，63<恒温箱中培养，同
时以不接菌为对照。当对照长至培养皿边缘时，测

量抑菌圈大小。

!"’ 内生拮抗细菌的鉴定
!"’"! 常规鉴定：内生细菌的菌落、菌体形态观察
及生理生化测定见东秀珠著《常见细菌系统鉴定手

册》。

!"’"# =8E)E$自动分析仪鉴定：内生拮抗细菌用美
国 =8E)E$公司的 F8DGEAH’H8E9 IJAHK, 微生物自动鉴定
系统（;1&版）进行鉴定。
!"’"$ %0I G5!" 测序 ：提取内生细菌的基因组
5!"，进行 %0I G5!"L4(M序列扩增，扩增产物交由
上海生物工程技术服务有限公司进行测序。然后

将 %0I G5!"序列在 NNN@ 9DO8 @ 9),@ 9)C @ $EP 网站中
进行 =)’AH比对分析。

# 结果与分析

#"! 甘草各组织中内生细菌的种群密度
对一年生、两年生和三年生内蒙乌拉尔甘草健

康植株根、茎、叶等组织中的内生细菌进行了分离

和数量测定（见表 6）。从表 6 可以看出，甘草根、
茎、叶等组织内存在大量内生细菌，不同组织中内

生细菌的分布密度不同。根中的内生细菌数量为

%1& Q %&* D?RS$ 2 #1* Q %&* D?RS$ 鲜重；茎中为 *1& Q
%&; D?RS$ 2 61B Q %&3 D?RS$鲜重；叶中为 61; Q %&* D?RS$
2 %1+ Q %&0 D?RS$鲜重。根和叶中的内生细菌分布密
度差异不大，而在茎中的分布密度差异较大。

表 # 甘草不同年份不同组织内生菌的数量（()*+,鲜重）

叶 )K’? 茎 AHK, 根 GEEH

!F!! %1+ Q %&0 *1& Q %&; %13 Q %&*

!F" ;16 Q %&* +1& Q %&; #1* Q %&*

!F# 61; Q %&* 61B Q %&3 %1& Q %&*

!!F!内蒙一年生甘草，!F" 内蒙两年生甘草，!F# 内蒙三年

生甘草。

从不同年份甘草的不同组织中分离、纯化得到

内生细菌 B+株。对部分分离率较高的菌株的菌体
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形态特征、培养性状、生理生化反应等进行了测定。

根据测定结果，芽孢杆菌属是本实验中所分离的优

势菌，约占 !"#，实验中也分离到黄单孢菌属、短小
杆菌属等（数据未列），从不同年份甘草的根、茎、叶

中分离的内生细菌的主要类群差异不大。

!"! 甘草内生拮抗细菌的筛选
用异步培养法在 $%&平板上测定了 ’(株内生

细菌菌株对西瓜枯萎病和烟草赤星病菌等 ( 种病
原菌的体外拮抗活性。有 )!株内生细菌表现出对

一种或几种病原菌具有拮抗活性，抑菌半径从 * ++
到 *! ++不等，其中的 ,株内生细菌对试验的 (种
病原菌表现出较好的抑菌活性（图 *），对 ( 种病原
菌的抑菌半径都达到了 - ++以上，特别是 ./0对黄
瓜枯萎病菌、棉花枯萎病菌的抑菌半径都达到了

*!1" ++，抑菌率达到 ,0#，对病原菌的扩展具有明
显的抑制作用，!2(对烟草赤星病菌、黄瓜枯萎病
菌的抑制半径也分别达到了 *"1! ++和 ’1, ++。

图 * 内生细菌对病原菌的抑制作用
&：!3*0对黄瓜枯萎病菌 !"#$%&"’ ()*#+(%&"’ 4 5 ,","’-%&."’ /0-. 的抑制作用；6：./0 对棉花枯萎病菌 !"#$%&"’ ()*+(%&"’ 4 5 78 5 1$#&.2-,3".

（435&.#(.）6.*7-% -3 8$.#-. 的抑制作用；9：!2( 对黄瓜枯萎病菌 !"#$%&"’ ()*#+(%&"’ 4 5 ,","’-%&."’ /0-. 的抑制作用；%：.2**（原编号为

22**）对小麦根腐病菌 9&+(:$%&# #(%(5&.&$.$（6$,, 5）6;(-’的抑制作用

!"# 拮抗菌的鉴定
!"#"$ 拮抗菌株的形态及生理生化反应
对筛选的 , 株菌进行常规的形态及生理生化

试验，结果见表 !。
根据菌落、菌体形态观察及生理生化反应，初

步确 定 .2*"、.2** 属 于 多 粘 类 芽 孢 杆 菌
（<$-.&=$,&::"# +(:*’*)$），./0属于 < 5 -;&’-.#&#。
另外 !株拮抗菌!3(、!3*0和!2(根据其在

:;<（ =>?8=@AB CDEF@7B ?BG7= BH=>GF=）和 ;;（ CD?FB>@D
CDE=G+G=B）固体培养基上生长是否产生色素进行鉴
定，这是因为萎缩芽孢杆菌在 :;<和 ;;中都产生
褐色色素，而枯草芽孢杆菌在这两种培养基上则无

色素产生［I］，据此初步鉴定!3(、!3*0属于萎缩芽

孢杆菌（9$,&::"# $3%(+;$-"#），! >( 属于枯草芽孢杆
菌（9 5 #"=3&:&#）。
!"#"! 6J@D@C鉴定和 *,/ >%K& 测序：由于!3( 与

!3*0及 .2*"与 .2**在菌落、菌体形态方面一致，
并且各项生理生化反应完全一样，因此分别选择了

!3*0、.2** 和另外的两株菌 ./0、!2( 进行了 *,/
>%K&序列分析。同时，采用 6J@D@C细菌自动鉴定仪
进行了验证（结果见表 I）。
从表 I中可以看出，采用常规方法鉴定的结果

与 *,/ >%K&序列分析结果完全一致，而对!2( 和
.2**两株菌 6J@D@C细菌自动鉴定仪也给出了同样的
结果。对于另外两株菌，由于所使用的 6J@D@C细菌
自动鉴定仪（I1" 版本）数据库中没有 9$,&::"#
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!"#$%&!’()、*!’+,-!.,//() ’&,0’+),) 这两种菌，因此无
法对!!"#、$%# 的鉴定结果进行验证，但从另一方
面可以得出，采用常规方法并结合 "&% ’()*序列分
析对细菌进行鉴定是可行的。综合 + 种细菌鉴定
方法，将 &株拮抗菌分别鉴定为：!!"#、!!, 菌株

属于萎缩芽孢杆菌（1!.,//() !"#$%&!’()）、$%# 菌株属
于 *!’+,-!.,//() ’&,0’+),)、!-,菌株属于枯草芽孢杆
菌（1!.,//() )(-",/,)）、$-""、$-". 属于多粘类芽孢杆
菌（*!’+,-!.,//() %$/2023!）。

表 ! 拮抗菌株的特征!

!!"# !!, $%# !-, $-". $-""

芽孢形状 椭圆 椭圆 椭圆 椭圆 椭圆 椭圆

孢囊膨大 / / 0 / 0 0

大小（"1） .23 4 .2, 5 6 4 + .23 4 .2, 5 6 4 + .27 4 .2& 5 " 4 7 .23 4 .2, 5 6 4 + .2& 4 .2, 5 6 4 # .2& 4 .2, 5 6 4 #

革兰氏染色 0 0 0 0 0 0

厌氧生长 / / / / 0 0

接触酶 0 0 0 0 0 0

氧化酶 / / 0 / / /

硝酸盐还原 0 0 0 0 0 0

产生：吲哚 / / 0 / / /

8/9测定 0 0 / 0 0 0

水解：酪朊 0 0 0 0 0 0

淀粉 0 0 0 0 0 0

脲素 ): ): / 0 / /

卵黄卵磷脂 / / / / / /

利用：柠檬酸盐 0 0 / 0 / /

丙酸盐 / / / / / /

苯丙氨酸 / / / / / /

生长：;<#23 0 0 0 0 0 0

6=)>?@ 0 0 0 0 0 0

#=)>?@ 0 0 / 0 / /

3=)>?@ 0 0 / 0 / /

".=)>?@ 0 0 / 0 / /

7#A 0 0 0 0 / /

#.A 0 0 / 0 / /

##A / / / / / /

发酵：蔗糖 0 0 0 0 0 0

!/阿拉伯糖 0 0 0 0 0 0

(/果糖 0 0 0 0 0 0

(/葡萄糖 0 0 0 ): 0 0

(/木糖 0 0 0 0 0 0

甘露醇 0 0 0 0 0 0

乳糖 / / / / 0 0

! 0 菌株反应阳性，/ 菌株反应阴性，):（BCD DEFDEG）未测定
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表 ! 三种方法对菌株鉴定结果

菌株编号
菌株在 !"#$%#&中

的登记号

’() *+,-序列在 !"#$%#&中的比对结果

最高相似度菌株名称 相似度

$./0/1

鉴定结果

生理生化

鉴定结果

!2’3 45673389 !"#$%%&’ "()*+,"-&’ ):;6<6= ’66> ? !"#$%%&’ "()*+,"-&’

@)3 45673383 ."-/$0"#$%%&’ -,$1-/’$’ A:B:98<= CC> ? ."-/$0"#$%%&’ -,$1-/’$’

!D= 4567338< !"#$%%&’ ’&0($%$’ -B::((99 CC> !"#$%%&’ ’&0($%$’ !"#$%%&’ ’&0($%$’

@D’’ 456=6=’( ."-/$0"#$%%&’ +*%2123" -E93C(97 CC> ."-/$0"#$%%&’ +*%2123" ."-/$0"#$%%&’ +*%2123"

" 讨论

本实验表明，甘草根、茎、叶组织中均存在大量

内生细菌，不同年份内生细菌数量不同，各组织内

生细菌的密度也不同，范围在 3F6 G ’6< HIJ?1 K 7FC G
’68 HIJ?1鲜重之间。在分离的内生细菌中芽孢杆菌
属（!"#$%%&’ LMN）的分离频率最高，为优势种群。罗
明等从棉花中分离到芽孢杆菌属（!"#$%%&’ LMN）、黄
单 孢 菌 属（ 4"/(,*1*/"’ LMN）、假 单 孢 菌 属
（.’-&5*1*/"’ LMN）、欧文氏菌属（6)7$/$" LMN）和短小
杆菌属（8&)(*0"#(-)$&1 LMN），其中芽孢杆菌属也为优
势种群［3］。

从分离的内生细菌中筛选出 ( 株对西瓜枯萎
病和烟草赤星病菌等 = 种植物病原菌有体外拮抗
活性的菌株，表明其抑菌范围较广。本实验采用 9
种方法对 (株拮抗菌进行鉴定，获得了较为一致的
结论。对于!2’3、@)3 菌株，采用常规的生理生化
试验与 ’() *+,-序列测定结果是相吻合的。而对

!D=、@D’’ 这两株菌采用 9 种不同的方法进行鉴
定，获得的结果是一致的。因此，在进行菌株鉴定

时要采用多种方法综合考虑以便得到更加准确的

结果。这 (株拮抗菌经鉴定分属以下 <个种，!2=、

!2’3 为萎缩芽孢杆菌（!"#$%%&’ "()*+,"-&’）、@)3 为
."-/$0"#$%%&’ -,$1-/’$’、! D= 为 枯 草 芽 孢 杆 菌
（!"#$%%&’ ’&0($%$’）、@D’6、@D’’ 为多粘类芽孢杆菌
（."-/$0"#$%%&’ +*%2123"）。本文中从乌拉尔甘草中分
离的 萎 缩 芽 孢 杆 菌（ !"#$%%&’ "()*+,"-&’）和
."-/$0"#$%%&’ -,$1-/’$’ 作为内生细菌还未见报道。

-#O*"PL认为植物内生细菌系统地分布于植物
的不同组织中，有充足的营养物质（碳源、氮源等），

同时受到植物组织的保护作用，不受外部恶劣环境

如强烈日光、紫外线、暴风雨等的影响而具有稳定

的生态环境，相对于腐生细菌更易于发挥生防作

用［(］。据报道，."-/$0"#$%%&’ 属的一些种能产生抵抗
细菌的物质，如多粘菌素、酚杆菌素等，有的还产生

抑制真菌的物质［8］。芽孢杆菌对豌豆尖镰孢菌

（9&’")$&1 *32+*)$&1 )HQ0 I N LM N +$’$）有很强的抑制作
用［=，C］。+%1R%* 也指出，枯草芽孢杆菌有着极为广
泛的用途，其中重要的一点就是作为生防菌［’6］。本

实验筛选的部分菌株表现出较强的抑菌活性，具有

作为生防菌的潜能，但其拮抗机制及产生的抗菌物

质种类有待进一步研究。
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