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摘 要：以发根土壤杆菌 C5!为供试菌株，对其进行紫外诱变，采用定向竞争选择技术，筛选出高产细菌素的目的
菌株 DEC5!7"，并对根癌农杆菌的抑菌作用及其抑菌机理进行了研究。通过琼脂扩散法和液体培养法测试表明，
DEC5!7"菌株和其产生的 F7#$$"细菌素均对 G85病原菌有明显的抑制作用。蛋白电泳谱带分析示出，细菌素对
G85病原菌的作用是抑制蛋白合成，使其蛋白总量表达水平呈下降趋势，尤其是大分子量蛋白含量下降显著，有的
蛋白谱带（H"、H!）缺失，且随细菌素浓度的增加，抑制作用更加强烈。扫描电镜观察，细菌素作用后的菌体不同部
位出现缢痕，直至缢缩成颗粒状残体而死亡。透射电镜观察进一步证明，G85菌细胞膜被裂解，细胞结构被破坏而
致死。樱桃接瘤实验表明，DEC5!7"菌株和其产生细菌素均可抑制根瘤发生，抑瘤率达到 51A!I左右。
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植物冠瘿病（G-&?> =/’’ L<M+/M+）是由土壤根癌土
壤杆菌（!+’()$"#.’&/0 #/0.1$"&.-2）所致，病菌从根部
伤口侵入植物细胞后，在植物的根、茎部均能产生肿

瘤［"］。根癌病是一种世界性植物细菌病害，寄主相

当广泛，而且由于其致病机制特殊，即病菌将带有致

瘤基因的 47N)K片段整合进入植物细胞核基因组，
致使被侵染的植物细胞分裂失调，细胞无控制地增

殖形成肿瘤［#］，目前还没有很好的化学治疗药物。

其造成损失很大，甚至果树毁园。

鉴于化学农药对环境的污染和生态平衡的破

坏，因此植物根癌病的生物防治更得到重视。最早

的成功例子是用非致病的发根土壤杆菌（!+’()$"#.3
’&/0 ’4&5(+.-.2）C5! 菌株防治致病的根癌土壤杆
菌［1，!］。C5! 菌能分泌细菌素（K=-&B<>），具有抑制
G85根癌病菌的作用。细菌素是细菌代谢过程中合
成，并分泌到环境中的一类对同种的或亲缘关系较

近的种有抑（杀）菌作用的蛋白或多肽类物质［8］。但

现有的 C5! 菌合成细菌素水平低，杀菌作用较弱，
其抑菌机理也尚未完全阐明。为此，本实验旨在通

过定向竞争选择诱变技术，获得高产细菌素的 C5!
突变菌，提高其杀菌效力，并研制新的生物农药。

’ 材料和方法

’(’ 材料
’(’(’ 供试菌种：拮抗菌株（生防菌）：!+’()$"#.’&/0
’4&5(+.-.2 C5!，购自中国农业大学；指示菌株：土壤
根癌农杆菌 G85（ !+’()$"#.’&/0 #/0.1$"&.-2），购自中
国科学院微生物研究所菌种贮藏中心。

’(’() 培养基和抗生素：产素培养基［6］；其它培养
基［9］有 OFP培养基、QO培养基、P:O培养基。筛选
抗生素、氨噻胍头孢霉素（G+R&S/T<;+，G+R）购置于
U<=;/公司。
’() 紫外诱变和筛选方法
’()(’ 诱变处理：发酵培养 "5 V #!W的 C5!菌，调
整菌个数为 "$6个X;Q，放入灭菌的培养皿中，将平
皿置于磁力振荡器上，放在紫外灯下（1$?，照射距
离 #$B;）进行照射诱变。照射时间分别为 ";<>、
1;<>、8;<>、9;<> ，分别取样液 " ;Q待用。为观察不



同菌体生长时期对突变的影响，根据正常菌体 !"#
的生长曲线中各生长时期所对应时间，分别于 $%、
"%、&’%、&"%即菌体生长的延迟期、对数期、稳定期、
衰亡期取样，进行辐射诱变，照射时间相同，观察菌

体突变率的变化。

!"#"# 抗生素（()*）抗性标记筛选 ：将紫外诱变处
理得到的 !"# 菌液，各取 &’’!+，涂布于含不同 ()*
浓度（&’’ ,-.+、/’’ ,-.+、$’’ ,-.+、#’’ ,-.+、&’’’
,-.+）的 012培养基上，于 /"3暗培养，将得到的有
抗性的单菌落再进行初筛。

!"#"$ 抗土壤根癌农杆菌 (4"定向竞争筛选 ："
用平板打孔法初筛抗 (4" 的突变菌。# 对 (4" 强
抑菌作用突变菌的筛选：将初选的抗性菌株与指示

菌 (4"在液体培养基中进行不同体积比的混合培
养，使二者竞争生长，之后再用含有 ()*抗生素的培
养基进行抗性筛选。获得在竞争中具有对 (4"强抑
制作用，并带有抗 ()*的突变菌。$ 高产细菌素菌
株的筛选：从#得到的菌落，用同体积的产素培养基
发酵培养相同时间，再次用平板打孔法检测其上清

液中抑菌物质的抑菌效果，最后选定一株抑菌活性

较高的作为细菌素高产菌株，定名为 56!"#7&。%
用 8987:;<1比较突变菌 56!"#7&与原始菌 !"#胞
内表达蛋白的差异，以验证 56!"#7& 确实是源自
!"#的突变菌株。
!"$ 细菌素的粗提和理化性质检测
将在产素培养基中，/"3培养 $’% 的 56!"#7&

的发酵液进行离心（#’’’=.,>?，$’,>?），得上清，放
入 @43水浴锅中进行浓缩，待浓缩到原有体积的
&./’左右，进行透析，再经无菌滤膜过滤，最后经冷
冻干燥，得细菌素粗品，定名为 :7/’’&。通过
9/’,,的透析袋透析、12 染色、对蛋白酶、温度及
酸碱度的敏感性试验以及有机溶剂的处理，初步分

析 :7/’’&的理化性质。
!"% &’#((!抑菌活性检测
!"%"! :7/’’&对 (4" 根癌农杆菌的平板抑菌敏感
性检测：采用两倍稀释法［"］，将 :7/’’& 配成不同浓
度：’A4-.,+、’A/4-.,+、’A&/4-.,+、’A’@/4-.,+，加到
含指示菌 (4"（&’$ B &’4 C*D.,+）的检测平板的孔中，
/"3过夜培养，以肉眼能观察到抑菌圈的 :7/’’&浓
度，即为 :7/’’&的最低抑菌浓度（EF(）。
!"%"# :7/’’&和 56!"#7&菌的接瘤试验：将过夜
培养的 (4"，按 & G 4’ 的比例，接种于 2:0液体培养

基中，放入 /"3培养箱中（&@’=.,>?），待 !"4’’大约

’A$左右将菌取出，进行樱桃试管苗茎段接瘤实验。
将培养好的 (4"菌株分为 $份：一份作为对照组；一
份等体积加入 $种浓度：’A4-.,+、’A/4-.,+、’A&/4-.
,+的 :7/’’&；一份加入等体积的 56!"#7&菌。将预
培养一天且带有伤口的试管苗樱桃茎段，分别在上

述 $种不同的菌液中侵染 $’H，之后平放于无激素的
E8培养基中，共培养 $I 后，转移到含 4’’,-.+ ()*
抗生素的无激素 E8 培养基中继续培养。同时以
(4"单独接种、56!"#7& 单独接种作对照，/ 周后观
察，统计抑瘤率。

!") &’#((!抑菌机理分析
!")"! 指示菌 (4"生长曲线绘制及 :7/’’&抑菌时
期测试：将 (4" 培养到对数生长期，分成加药组和
对照组。此时加药组加入 :7/’’&，根据 EF(确定指
示菌加药组的 :7/’’&的加入剂量为 ’A/4 -.,+。之
后与对照组同步继续培养，用分光光度计检测

:7/’’&作用后指示菌 (4"生长曲线的变化。
!")"# 菌 体 蛋 白 8987:;<1： 8987:;<1 采 用
+)J,,K> 系统［"］：&’L分离胶，#L浓缩胶。将处于对
数生长期的菌株分为对照组和加药组。根据菌体的

生长曲线，分别于相同时间 &%、/%、#%、"%、/#% 取
4,+样液，取 #%和 /#%两组作为对照组。将对照组
和加药组的菌株稀释成 !"4’’值相同，离心收集菌

体，悬于 4’!+无菌水中，按体积比 & G # 加入 /’’!+
样品缓冲液，于沸水浴中煮沸 #,>?，离心收集上清
菌体胞内可溶性蛋白，进行电泳。采用凝胶成像系

统的 <)K7:=M ;?JKNO)=（P)=H>M? $A&）蛋白分析软件，
定量分析指示菌胞内可溶性蛋白含量的变化。

!")"$ 扫描及透射电镜观察：菌体制备同 &A4A/，
设定药物作用时间分别为 #%、/#%，每次各取 &A4,+
样液，按扫描电镜及透射电镜生物样品制备法［Q］制

样，在电镜下观察菌体外观形态及超微结构。

# 结果和分析

#"! *+,-%’!突变菌株的诱变筛选
#"!"! 不同紫外照射时间及抗生素浓度对 !"# 的
诱变效应：取经紫外线不同照射时间处理的样液各

’A& ,+，涂布于含不同抗生素（()*）浓度的 012培养
基上，计存活菌落数（表 &）。结果显示，随照射时间
的延长、抗生素浓度的提高，突变菌落数呈下降的趋

势。当抗生素浓度达 &’’’ ,-.+，无突变菌落长出。
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表 ! 不同抗生素浓度和不同紫外线照射时间
对 "#$突变菌落数的影响

!"#$% & ’((%)*+ ,( -%( ".*/#/,*/) ),.)%.*0"*/,. ".1

23 0"1/"*/,. */4% ,. 45*".* "4,5.* ,( 678

9"1/"*/,. */4%
:4/.

-%(,*";/4%:（4<:=）

>?? @?? 8?? A?? &???

& &8 @ @ & ?

@ 7 @ B & ?

A A & ? > ?

C 8 > & > ?

%&!&% 不同菌体生长时期对诱变率的影响：分别
取不同生长时期菌体样液 ?D&4=，涂布于含A??4<:=
-%(的培养基上进行筛选。以未诱变处理的相同数
量级的菌株为对照。结果表明，菌体生长的对数期

的诱变率最高，为 &>E。其次是延迟期，稳定期突
变率较低，而衰亡期基本接近于零。

%&!&’ 抗 -%( 的突变菌株的获得：从 >D&D& 和
>D&D>所得单菌落中，随机挑取了 @7个菌株，进行平
板抑菌试验，检测发酵上清液中细菌素的抑菌活性

情况。其中正突变率达 A>DBE，细菌素平均提高率
>?E以上的菌株有 @&DBE，最大提高率达 &??E。
根据平板抑菌实验结果，选出 7株抑菌活性较高的
同时带有 -%(抗性的突变株，作为竞争共培养选择
的出发菌株。

%&!&$ 抗 -%(的高产细菌素菌株 FG678H&的获得：
在上述 7株不同突变菌基础上，采用竞争选择法，分
别按 FG678H& I -A7为 & I &、& I A、& I &? 的 @ 个等级比
例，与 -A7进行混合培养，而后再次在抗生素培养基
上筛选，将得到的菌落进行发酵培养，在同步培养条

件下，比较其上清液中抑菌物质的抑菌效果，最后选

定 @株抑菌活性较高的作为细菌素高产菌株，其中
&号抑菌活性最好，定名为 FG678H&，此突变菌细菌
素提高率达 &A?E 。从 JKJHLMN’ 图谱可见，突变
菌FG678H&与原始菌 678胞内蛋白在大分子量蛋白
条带上存在明显差异。

%&% ()"#$*!菌株细菌素粗提物 +*%,,!的理化性
质和-./
%&%&! 细菌素 LH>??& 理化性质初探：对细菌素
LH>??&的粗提物初步进行了理化性质分析，结果表
明，该物质进行透析后，抑菌活性物质主要存在于周

围透析液中，可见是一类分子量很小的小分子物质，

其具体的化学结构还有待于进一步研究；经 ’O染
色，在紫外灯下有荧光现象；&??P作用 @? 4/.仍然

保持抑菌活性，说明 LH>??& 对热稳定；该物质在酸
性条件下的稳定性高于碱性条件下，且醇溶性较好；

对胃蛋白酶敏感，随酶浓度的提高，抑菌活性降低，

@4<:4=酶浓度下仍有部分抑菌活性。
%&%&% 最低抑菌浓度（QR-）：以 -A7 为指示菌，将
&< :4=的 LH>??& ，用二倍稀释法［7］，进行抑菌活性
测定，重复操作 @次，确定 QR-为 ?D?B>A<:4=。
%&’ ()"#$*!菌和 +*%,,!对樱桃根瘤的防治作用
接瘤实验对照组表明，致病菌 -A7的致瘤率为

SCD@E，FG678H& 菌株无致瘤作用。当 -A7 菌液中
分别加入 FG678H& 菌株和 LH>??& 后接种的樱桃的
抑瘤率，统计结果如下：LH>??&的抑瘤效果最好，高
达 7@D8E，其次是突变菌株 FG678H& 为 C>D>E，突
变供试原始菌株 678为 A@DA E的抑瘤率。可见，突
变菌株 FG678H&的抑瘤作用经突变后有明显提高。
%&$ +*%,,!抑菌机理的分析结果
%&$&! LH>??& 对指示菌 -A7 生长曲线的影响：从
生长曲线（图 &）可知：对照组正常生长，出现菌体数
量明显增长的对数生长期，之后是正常生长的稳定

期和衰亡期；而加药组只出现了一个短暂的不显著

生长的对数期，随后细菌数呈明显的下降趋势，很快

就进入衰亡期。随 LH>??&作用时间的延长，菌体的
生长一直处于较低的水平。该对比生长曲线表明，

LH>??&主要抑制了 -A7对数生长期细胞的分裂。

图 ! +*%,,%对 /0#菌生长曲线的影响
T/<U& ’((%)* ,( LH>??&,. *V% <0,W*V )50X% ,( -A7

%&$&% LH>??&作用后指示菌 -A7的 JKJHLMN’蛋白
谱带变化：比较正常 -A7菌和 LH>??&作用后 -A7菌
的菌体蛋白电泳谱带，结果表明：LH>??& 作用后的
-A7菌的大分子量的蛋白带与正常 -A7 菌相比，明
显变浅，差异显著。图 > 示出，大分子量蛋白 9& 、
98在 LH>??&作用 >8V后均缺失，而蛋白 9C、9S在
LH>??&作用 8V、7V后变浅，随 LH>??&作用时间的延
长，在作用 >8V后缺失。经 N%$HL0, M."$YZ%0蛋白分
析软件定量分析的结果表明（表 >），LH>??& 作用后

A>&期 王关林等：高产细菌素菌株 FG 678H&的诱变筛选及其对植物病原菌抑菌机理的研究



的 !"#菌体内总蛋白的表达量呈明显下降趋势。正
常 !"# 培养 $%& 后总蛋白的 !""’’值为 ()’*%+，而

,-$’’)作用 $%& 后 !"# 菌总蛋白的 !""’’ 降为

+.’*%’，下降了近 ) 倍。其中大分子量蛋白含量减
少尤为明显，许多大分子量蛋白的表达量达不到软

件检测的剂量。

图 ! "#!$$%不同作用时间 &’(菌体内蛋白的变化
/012$ 3&4 5066474894 :6 ;:<=><4 ?7:@408 :6 !"# @74A@45

>B ,-$’’) 6:7 50664748@ @0C4

)* $%&；$* #&；+* %&；%* $&；"* )&2

表 ! )*+#",- ./0+12*,软件定量分析 &’(菌体

包内蛋白含量 !"值表化

3A><4 $ !&A814; :6 @&4 9:8@48@ :6 @&4 ?7:@408 08 @&4 !"# 46649@45

>B ,-$’’) 6:7 50664748@ @0C4 A8A<B;45 >B D4<-,7: E8A<BF47

,7:@408
<A84;

!""’’ :6 50664748@ <A84; @&4A@45 >B 50664748@ @0C4

!G $%& #& %& $& )&

H) )"*%.. ——— ——— ——— ——— ———

H$ +$*$." )#*".$ $(*’## $#*’%" +%*$#( +.*)..

H+ $%*I(( ).*$"# )I*I." $’*+.% $)*.#% )"*.%$

H% (*$%.# ——— ——— ——— ——— ———
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!3435 细菌素 ,-$’’)作用后 !"#菌体形态及超微
结构的改变：在扫描电镜下观察 ,-$’’) 作用后的
!"#菌，其形态与对照组有明显的改变。对照组菌

体表面平滑、饱满、两端钝圆、规则的短杆状，折光性

好。而加药组，不同作用时间其形态变化不同。经

,-$’’)作用 %&后，菌体变形，个体变小，大部分菌体
表面出现缢痕，直至缢缩或断裂。不同菌体出现缢

痕的部位不同，有的出现在端部，有的在菌体的中间

部位。,-$’’)作用 #&后，大部分菌体缢缩或断裂成
颗粒状残体，菌体形态变得多样且不规则（图 +-E，
M）。

图 5 扫描和透射电镜下的 &’(菌的形态结构
/012+ N:7?&:<:1B A85 ;@7=9@=74 :6 !"# =8547 ;9A88081 4<49@7:8

C097:;9:?4 A85 @7A8;C0;;0:8 4<49@7:8 C097:;9:?4

E：O:7CA< !"#（)’’’’ P ）；M：J&A?4; :6 !"# A6@47 4Q?:;=74 @:

,-$’’) 6:7 $% &:=7;（)’’’’ P ）；!：J?:74; :6 !"# A6@47 4Q?:;=74 @:

,-$’’) 6:7 % &:=7;（$’’’’ P）；R：J?:74; :6 !"# A6@47 4Q?:;=74 @: ,-$’’)

6:7 # &:=7;（%’’’’ P）2

经过透射电镜观察，对照组 !"#菌体体积较大，
细胞壁和细胞膜完整，胞壁和胞膜结合紧密，细胞质

均质化。,-$’’)作用 %&后的菌体，胞壁和胞膜间的
空隙增宽，出现质壁分离现象，细胞质固缩、凝集成

块，出现空腔（图 +-!，箭头）。,-$’’)作用 #&后，细
胞受损严重，可见胞壁和胞膜破裂，于破裂处有胞浆

内容物泄出，不规则散布在细胞周围。随药物作用

时间的延长，镜下破损细胞的比例逐渐增大。（图

+-R，箭头）

5 讨论

53% 定向竞争选择诱变筛选方法的分析
紫外线诱发碱基突变，遗传性能比较稳定［)’］。

#’年代以来，抗生素定向育种技术已经广泛应用于
高产突变菌株的筛选过程中，虽然存在一定的随机

性，但仍是目前常用的行之有效的育种手段［))］。本

研究在常规紫外诱变基础上，结合 !46抗生素筛选，
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使目的菌株带上抗性基因，形成标记。并模拟自然

选择规律，设计突变菌与指示菌 !"#混合培养，给二
者提供了一个生存竞争的环境。在筛选的过程中逐

渐增加 !"#菌浓度，提高竞争压，最后用抗生素选择
培养基，成功筛选出既抗 !$%，又强烈抑制 !"#根癌
农杆菌的突变菌株 &’(#)*+。此方法快速、目的性
强，筛选工作量小且要求设备低。提高了诱变筛选

的变异性、选择性、定向性和稳定性，从而提高了诱

变效率。

诱变处理的供试菌株最好是处于对数生长期，

此生长时期菌体细胞生长速率最大，酶系丰富，,-.
合成旺盛，与这些基本生理功能相关的基因表达活

跃，都处于转录或转译状态。此时进行紫外照射，对

其基因结构造成突变的机率大，突变率高。菌体生

长的延迟期虽然生长速率很低，但合成代谢活跃，且

对外界不良条件的反应敏感。对处于延迟期的菌株

进行诱变处理，也较易得到突变菌落。

!"# 突变菌株$%&’()*抑菌机理分析
从 &’(#)*+ 菌株发酵液中分离出了细菌素

/*011+，表现很强的对 !"#抑菌活性，并且随 /*011+
浓度的提高而增强。这说明&’(#)*+菌的抑菌作用
主要通过产生 /*011+ 而表现抑菌活性。.22$［+0］认
为细菌素杀菌机制有多种方式，即影响蛋白质的合

成、,-.的稳定性及细胞膜的完整性。
本研究的蛋白电泳结果表明，随 /*011+作用时

间的延长，指示菌 !"#的某些大分子量蛋白表达量
降低，甚至缺失。从 /*011+作用后指示菌 !"#生长
曲线的变化图可知：!"#菌经 /*011+处理后，没有出
现正常生长的对数生长期。而对数期是细胞分裂的

主要时期，也是 ,-.合成期。因此这些缺失或合成
减少的蛋白可能与 ,-.合成调控有关。结合电泳
结果和生长曲线的变化，分析 /*011+的抑菌作用机
理可能是影响了 !"# 调控 ,-.合成相关基因的表
达，从而阻碍了这些蛋白和酶的合成，使病原菌 !"#
的 ,-.合成受抑制，影响了菌体细胞分裂所必需的
某些蛋白质。+334 年吴健胜［+5］等人报道了土壤杆
菌素 #)（.6789:2#)）可特异结合在农杆菌壁膜间隙中
的蛋白质上，从而进入农杆菌体内，干扰细胞的主动

吸收，干扰 .;/酶的作用，抑制 ,-.的合成。,<=［+)］

等人的结论也是：.6789:2#)主要作用是抑制 ,-.的
合成。本研究的实验结果分析与上述等人的报道基

本一致，并进一步推断出是一些与 ,-.合成相关的

蛋白和酶的基因被抑制。与此同时，通过扫描电镜

观察经 /*011+ 作用后指示菌 !"# 的微观形态的变
化，利用透射电镜观察进一步分析 /*011+ 抑菌机
理，结果表明，/*011+作用后引起 !"#菌体细胞质凝
聚，固缩出现空腔，最后细胞膜和细胞壁破裂而死

亡。结合蛋白和酶的变化推测：/*011+渗透进入胞
内，除抑制菌体某些 ,-.合成外，还可能抑制了某
些与菌体的正常生长相关的蛋白和酶的基因表达，

最后使菌体解体，以至死亡。
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