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珠芽蓼内生菌
!"#

抑菌能力

测定及其鉴定

李振东&

!

!

!陈秀蓉&

!杨成德&

#

&6

甘肃农业大学草业学院 草业生态系统教育部重点实验室 中
%

美草地畜牧业可持续发展研究中心"

甘肃 兰州
78""7"

$

!6

甘肃省社会科学院农村发展研究所"甘肃 兰州
78""7"

%

摘要!以高寒草地优势植物珠芽蓼"

!"#

$%

"&'()*)*

+

,-'(

#的一内生细菌菌株
.&7

为研究对象!采用平板对峙法

测定其对
7

种植物病原真菌的抑菌能力!利用形态学和分子生物学
!

种方法确定其分类地位$该菌对玉米小斑

病菌"

/*

+

"#,-*,(,

$

0*1

#%立枯丝核病菌"

23*4"56"&*,1"#,&*

#%菌核病菌"

75#8-"6*&*,15#8-"6*"-'(

#%西瓜尖镰孢

"

9'1,-*'(":

$

1

+

"-'(96;*)8'(

#%番茄早疫病菌"

<#68-&,-*,1"#,&*

#%番茄灰霉病菌"

/"6-

$

6*15*&8-8,

#和小麦离

蠕孢菌"

/*

+

"#,-*11"-"=*&*,&,

#等均有抑制作用!抑菌谱较广$菌体杆状!菌体大小为"

&6:

!

86$

#

"

;<

"

"6:

!

"6$

#

"

;

!革兰氏阳性!中生芽孢!与芽孢杆菌的形态一致&

&$.=>1)

基因序列与莫海威芽孢杆菌"

/,5*##'1(">

?

,)8&1*1

#的模式菌株
?+(+&7@8&

相似度达
##67#A

!在系统发育树上
B&7

与菌株
?+(+&7@8&

的遗传距离小于

"6"""@

!故鉴定为莫海威芽孢杆菌$该菌可能具有开发生物农药的潜力$

关键词!高寒草地&内生拮抗菌&莫海威芽孢杆菌&鉴定

中图分类号!

.2&$

$
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!!!

文献标识码!

)

!!!

文章编号!
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!

植物内生细菌是指那些在其生活史的一定阶段

或全部阶段生活于健康植物组织和器官内的细菌"

宿主植物#至少是暂时%不表现出外在病症"可以从

经过严格表面消毒的植物组织中分离"或者通过组

织学方法"或者直接从植物组织内扩增出细菌
>1)

的方法来证明其内生&

&

'

(目前"研究者从甘草

#

@#

$

5

$

--3*4,

%

#,A-,

%)蛇足石杉#

B'

+

8-4*,18--,>

6,

%)兰麻黄#

C

+

380-,

%

#,'5,

%等药用植物和水稻

#

D-

$

4,1,6*),

%)棉花#

@"11

$+

*'(3*-1'6'(

%)马铃

薯#

7"#,&'(6'A8-"1'(

%等作物以及苦豆子#

7"

+

3">

-,,#"

+

85'-"*081

%)桑树#

E"-'1,#A,

%)樟树#

F*&&,>

("('(5,(

+

3"-,

%等植物体内已分离到对植物病

原菌具有良好抑制或防治效果的内生细菌&

!D:

'

$

+EFG

等&

@

'从棉花中分离的
!@

株内生菌能诱导黄瓜

#

F'5'(*11,6*)'1

%产生对炭疽病的抗性"李进荣

等&

$

'从大豆#

@#

$

5*&8(,:

%根瘤中筛选出了
:

株对

大豆胞囊线虫胞囊孵化具有强烈抑制作用的菌株(

胡萝卜#

G,'5'15,-"6,

%内生细菌有
28A

能促进胡

萝卜生长的作用"有
88A

的胡萝卜内生细菌还能促

进马铃薯生长&

7

'

(

珠芽蓼#

!"#

$%

"&'()*)*

+

,-'(

%为多年生草本

植物"在我国主要分布于陕西)甘肃)西藏)青海等

地"主要生长在海拔
!!""

!

:!"";

的高山草原湿

润地区&

2

'

(珠芽蓼的果实含丰富的蛋白质)总糖和

多种对人体有益的矿物质元素"氨基酸种类齐全&

#

'

"

具有较高的食用价值"可作为优良的饲料$还可提栲

胶$其全草粉剂或溶液可防治农作物害虫&

#D&"

'

(珠

芽蓼为传统藏药"别名*高原拳参+"具有退烧)调经)

收敛止血)止泻的功效&

&&

'

(最新研究发现"珠芽蓼

根茎有抗超氧自由基&

&!

'

)清除羟自由基&

&8

'和抗肿瘤

等的作用&

#

'

(因此"以东祁连山高寒草地优势植物

珠芽蓼内生细菌
B&7

为研究对象"测定其抑制植物

病原真菌的能力"并利用形态特征和
&$.=>1)

序

列分析对其进行鉴定"以期为开发经济环保的生物

农药提供菌种资源"为高寒草地植物内生拮抗菌的

开发和利用提供依据(

"

!

材料与方法

"6"

供试菌株
!

供试珠芽蓼内生细菌菌株
B&7

分

离自
!""7

年
7

月在甘肃省天祝县金强河采集的优

势植物珠芽蓼&

&:

'

(枯草芽孢杆#

/,5*##'11'A6*#*1

%

"

收稿日期,

!"&&D"@D"8

!!

接受日期,

!"&&D"7D&&

基金项目,国家自然基金项目#

8":7&!8!

%$甘肃农业大学草业

学院草业科学国家级重点学科学术骨干科研项目

暨草业生态系统教育部省部共建重点实验室#

+HD

IID!""$D"&

%

作者简介,李振东#

&#72D

%"男"甘肃临夏人"副研究员"博士"

0D;JK5

,
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购自中国普通微生物菌种保藏管理中心(

植物病原菌共
2

种"其中立枯丝核菌为
!

个菌

株"均由甘肃农业大学植物病理实验室提供"分别

是,

&

%辣椒立枯病菌#

23*4"56"&*,1"#,&*

%和棉花立

枯病菌&

23*4"56"&*,1"#,&*

#

O4SS4GRS=JKG

%'$

!

%茄

子菌核病菌&

75#8-"6*&*,15#8-"6*"-'(

#

F

NNT

5JGS

RS=JKG

%'$

8

%玉米大斑病菌#

C:18-"3*#'(6'-5*5'(

%$

:

%

玉米小斑病菌#

/*

+

"#,-*,(,

$

0*1

%$

@

%小麦根腐病菌

#

/*

+

"#,-*11"-"=*&*,&,

%$

$

%西瓜尖镰孢#

9'1,-*'(":>

$

1

+

"-'(96;*)8'(

%$

7

%番茄灰霉病菌#

/"6-

$

6*15*&8>

-8,

%$

2

%番茄早疫病菌#

<#68-&,-*,1"#,&*

%(

"6$

试剂和培养基
!

*J

U

>1)

聚合酶)

M1*'

)

蛋白酶
V

和溶菌酶购自生工生物工程#上海%有限

公司"

>1) WJ=XF=

购自宝生物工程#大连%有限公

司#

*JVJ(J

%(其他化学试剂购自天津市光复精细

化工研究所"均为分析纯(用于细菌基因组
>1)

提取的试剂制备方法参考文献&

&@

'(细菌的活化与

保存用牛肉膏蛋白胨培养基&

&$

'

"植物病原真菌的培

养和对峙试验用马铃薯葡萄糖培养基#

'>)

%(

"6%

主要仪器
!

)-&":

型电子天平)

YY&6@'5QR

型超净工作台)

WZ[

智能霉菌培养箱)高速冷冻离

心机)电热恒温水浴锅)凝胶电泳仪)凝胶成像系统)

'+(

热循环仪"各种剂量移液器#均为
?K4;FS=J

公

司生产%(

"6&

方法

"6&6"B&7

对病原菌抑菌能力测定
!

采用平板对峙

培养法测定抑菌能力&

&7

'

(将菌株
B&7

于牛肉膏蛋

白胨培养基上活化培养
8$E

"植物病原菌置
'>)

培养基上扩大培养"并打成直径为
7;;

的菌饼"把

植物病原菌菌饼接种到制作好的
'>)

培养基中

央"再将
B&7

点接在距植物病原菌菌饼
!6@O;

处"

每平板十字法接
:

点"

8

个重复$以十字法在距植物

病原菌菌饼
!6@O;

处点接无菌水为对照"置
!@\

培养箱中培养(待对照中植物病原真菌长满培养皿

后测量
B&7

的抑菌带宽度#即
B&7

菌落边缘到植物

病原真菌菌落边缘的距离%(茄子菌核病菌)棉花立

枯丝核病菌和辣椒立枯丝核病菌培养
7M

"小麦离蠕

孢)番茄早疫病菌和西瓜尖镰孢培养
&"M

"番茄灰霉

病菌和玉米小斑病菌培养
&:M

(

"6&6$

菌株
B&7

的鉴定
!

形态特征的观察参照-伯

杰细菌鉴定手册.

&

&2

'和-常见细菌系统鉴定手册.

&

&#

'

进行菌体形态观察(用枯草芽孢杆菌标准菌株作为

对照菌株(

细菌基因组
>1)

的提取参考文献&

&@

'"略加

改进&

!

'

(根据细菌
&$.=>1)

两端的保守序列"采

用一对细菌的通用引物
!79D&:#!=

"用于
'+(

扩增"

引物序列"

!79

,

@]D)I) I** *I) *+) *II

+*+)ID8]

"

&:#!=

,

@]DII**)++**I**)+I

)+**D8]

(引物由生工生物工程#上海%有限公司

合成(

'+(

反应体系为,

&"< Q̂99F=@

"

-

"

W

N

+5

!

#

!@;45

!

-

%

@

"

-

"

M1*'

#

@;;45

!

-

%

&

"

-

"

!79

#

&"

"

;45

!

-

%

&

"

-

"

&:#!=

#

&"

"

;45

!

-

%

&

"

-

"

*J

U

>1)

聚合酶 #

!6@,

!

"

-

%

"6@

"

-

"菌株
B&7

基因组
>1)

&

"

-

"#加超纯水
&

"

-

为阴性对照%补
MMY

!

_

至
@"

"

-

(扩增程序为,

#:\

预变性
@;KG

$

#:\

变性

:"R

"

:7\

退火
8"R

"

7!\

延长
&;KG

"

8@

个循环$

7!\

下延伸
2;KG

(扩增完成后"取
@

"

-

的扩增

产物在
&A

的琼脂糖凝胶上恒压
2"3

进行电泳检

测"将特异性条带#

&@""^

T

左右%亮度好)纯度高并

且无非特异性条带的
'+(

产物冷冻条件下送生工

生物工程#上海%有限公司测序(

将测得序列在
IFG?JGX

中进行
?5JRS

相似性分

析(然后"用
>1)

分析软件
+-,.*)-[&62

进行

多重序列比较"最后用
WF

N

J:6"

的邻接法#

1FK

N

ED

4̂=DZ4KGKG

N

%建立菌株
B&7

的
&$.=>1)

基因的系

统发育树"遗传距离用
*J;Q=JD1FK

公式计算"其中

的枝长代表了分歧程度"枝上的数字是
@""

次
4̂4SD

RS=J

T

重抽样分析的支持百分比(

$

!

结果与分析

$6"

抑菌作用测定
!

对峙试验结果表明"

B&7

对

所选的
#

株病原真菌中的玉米小斑病菌)小麦平脐

蠕孢菌)番茄灰霉病菌)西瓜尖镰孢)番茄早疫病菌)

茄子菌核病菌)棉花立枯病菌和辣椒立枯病菌
7

种

2

个菌株有不同的拮抗作用"玉米小斑病菌在培养

的第
&"

!

&:

天没有明显的生长"因此"图
&

中
:+V

没有长满#图
&

%"抑菌带宽分别为
&"

)

#

)

2

)

2

)

2

)

7

)

@

和
@;;

(

B&7

对玉米大斑病菌生长没有抑制能力(

表明菌株
B&7

对多种植物根部病原真菌和叶斑病

原真菌的生长均有良好的抑制作用"抑制的病原真

菌种类涉及
$

个属的
2

种植物病原真菌"说明
B&7

具有较广的抑菌谱(

$6$

菌株
B&7

的鉴定

$6$6"

形态特征
!

菌株
B&7

菌落近圆形"边缘不整

7#"!
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图
"

!

!"#

与
'

种病原真菌对峙

!

注,

&6

小麦离蠕孢"

!6

番茄早疫病菌"

86

番茄灰霉病菌"

:6

玉米小斑病菌"

@6

茄子菌核病菌"

$6

西瓜尖镰孢"

76

棉花立枯丝核

病菌"

26

辣椒立枯丝核病菌$

+V

均为相应的病原真菌点接无菌水对照(

!!

图
$

!

!"#

的菌落 图
%

!

!"#

革兰氏染色
!!!!!

图
&

!

!"#"()*+,-./0

电泳图

2#"!
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科
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学 #第
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卷
&!

期%

齐有缺刻"中央隆起)从中央向四周形成多个放射褶

皱"中心有光泽"浅土黄色"不透明#图
!

%"菌体杆

状"革兰氏阳性菌"中生芽孢"菌体大小为#

&6:

!

86$

%

"

;<

#

"6:

!

"6$

%

"

;

#图
8

%"根据培养性状及

形态特征确定为芽孢杆菌#

/,5*##'1R

T

6

%(

$6$6$&$.=>1)

序列系统发育学分析
!

经
"62A

琼脂糖凝胶电泳检测"提取的细菌基因组
>1)

条

带清楚"亮度高"且无非特异性条带"说明获得的基

因组
>1)

纯度高"可用作
&$.=>1)'+(

扩增的

模板(

&$.=>1)'+(

扩增产物经
&A

琼脂糖凝胶

电泳检测"在
&@""^

T

左右处有一条明亮的
'+(

目

的条带"浓度均为
$"

!

&""G

N

!

"

-

"且无其他非特异

性条带#图
:

%(表明
&$.=>1)'+(

扩增获得的目

的
>1)

片断产量
!

)纯度好(经测序获得菌株
B&7

的
&$.=>1)

基因有
&:$#

个碱基"其在
IFG?JGX

中的登录号为
0,!8$7:@

(

!!

经
?5JRS

相似性分析"菌株
B&7

与枯草芽孢杆

菌#

)H@@8"#:

%和莫海威芽孢杆菌#

/,5*##'1(">

?

,)8&1*1

%的模式菌株
?+(+&7@8&

#

>̀ ##8$72

%相似

度均达
##67#A

(从系统发育树来看#图
@

%"

B&7

与

莫海威芽孢杆菌的
8

株模式菌株&

!"

'

?+(+&7@8&

)

1((-?D&:$#2

和
1?(+&@7&

聚在一起"

B&7

与菌

株
?+(+&7@8&

的遗传距离小于
"6"""@

$枯草芽孢

杆菌的
@

株模式菌株&

!"

'

Z+W &:$@

)

/)W &!&&2

)

>.W&"

)

1(.7::

和
1((-?D!8":#

聚在另一枝"

没有与
B&7

聚到同一枝上(说明
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与莫海威芽

孢杆菌遗传距离更近(因此"初步鉴定
B&7
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威芽孢杆菌(
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讨论

目前广泛用于防治植物病害的芽孢杆菌种类有

枯草芽孢杆菌)蜡状芽孢杆菌#
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(有关莫海

威芽孢杆菌作为植物内生拮抗菌对植物病原真菌拮

抗作用的报道很少(徐雪莲和代鹏&
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%的健康叶片中分离到
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株对枯

萎病尖镰孢菌具有明显抑制作用的莫海威芽孢杆

菌(本研究中的珠芽蓼内生菌莫海威芽孢杆菌
B&7

对植物病原真菌具有抗菌谱广的特征"抑制的病原

菌种类涉及到蠕孢属#
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个属的植物病原真菌(目前国内有关珠芽蓼

病害的报道不多"仅报道有分别发生在新疆和甘肃

的珠芽蓼白霉病#
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"未见蠕孢

属)葡萄孢属)镰孢菌属)链格孢属)核盘菌属和丝核

菌等属的植物病原真菌为害珠芽蓼的报道(说明高

寒草地优势植物珠芽蓼对多种植物病原真菌有较强

的抑菌能力(因此"像珠芽蓼这样具有较强抗真菌

病菌感染的植物"应给予足够的重视"使其成为分

离)寻找拮抗菌的重要来源之一(植物内生细菌通

过产生抗生素)水解酶)生物碱及植物生长调节剂等

次生代谢产物或与病原菌竞争生态位和营养等方式
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来抑制植物病害发生和发展从而有利于植物"达到

间接促生作用&
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B&7

对珠芽蓼的生长可能具有

一定的促进作用(导致土壤种子库中种子死亡的一

个重要原因是病原真菌&

!7

'

"

B&7

对减少土壤种子库

中珠芽蓼种子的死亡可能具有一定的作用"对保持

珠芽蓼优势种的地位有积极的作用(因此"本研究

认为菌株
B&7

是一株具有开发潜力的生防菌"但其

抑菌机理及环境相容性等尚需进一步研究(

&
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结论

珠芽蓼内生细菌
B&7

菌体杆状"中生芽孢"菌

体大小为#
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"革兰氏

阳性"形态特征和
&$.=>1)

基因序列分析结果

B&7

为莫海威芽孢杆菌(

B&7

对所选的
#

株病原真

菌中的玉米小斑病菌)小麦离蠕孢菌)番茄灰霉病

菌)西瓜尖镰孢)番茄早疫病菌)茄子菌核病菌)棉花

立枯丝核病菌和辣椒立枯丝核病菌
2

株有不同的拮

抗作用"说明
B&7

具有较广的抑菌谱"是一株具有

开发成为经济环保性生物农药潜力的菌种(
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月国内市场主要畜产品与饲料价格分析

猪肉批发价西部分别高于东)中部
&!6&A

)

26&A

$牛肉批发价西部分别高于东)中部
86!A

)

76@A

$

羊肉批发价东部分别高于中)西部
767A

)

$68A

$鸡肉批发价中部分别高于西)东部
&!6$A

)

!6#A

$鸡蛋

批发价中西部均高于东部
!6$A

(本月国内主要畜产品批发价格除羊肉外均有所下降"猪肉)牛肉)鸡

肉)鸡蛋批发价格环比分别下降
@6#A

)

"6@A

)

&6&A

)

@67A

$羊肉批发价格环比上涨
!6:A

(

玉米批发价格西部分别高于东)中部
@67A

)

&"67A

$大豆批发价格西部分别高于东)中部
"62A

)

&6@A

$豆粕批发价格西部分别高于东)中部
76:A

)

&6!A

(与
&"

月相比"大豆批发价格变化不明显"环

比仅上涨
"6:A

$玉米)豆粕批发价格环比分别上涨
&&6#A

)

:6#A

(

!!

表
"

!

""

月国内市场主要畜产品批发价格
!!

元!
X

N

畜产品
东部

地区

中部

地区

西部

地区
平均

猪肉
!86&$ !:6"& !@6#$ !:682

牛肉
8@6!" 8862" 8$68! 8@6&&

羊肉
::6$8 :&678 :!6"" :!67#

鸡肉
&:6"" &@67$ &@68! &@6"8

鸡蛋
26:8 26$@ 26$@ 26@2

!!!!

表
$

!

""

月国内市场主要饲料价格
!!!

元!
S

饲料
东部

地区

中部

地区

西部

地区
平均

玉米
!8&: !!"2 !::@ !8!!

大豆
:"2$ :"$" :&!" :"2#

豆粕
8&@@ 88:2 8822 8!#7

棉粕
!@7@ !2"" !!$7 !@:7

#兰州大学草地农业科技学院
!
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