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摘 要：以抗利福平为标记，用浸种、涂叶和灌根方法接种，测定菌株在植物体内的定殖。结果表明，来自辣椒体内

的 IJ9#和 IJ9"菌株不仅可在辣椒体内定殖，也可在番茄、茄子、黄瓜、甜瓜、西瓜、丝瓜、小白菜等植物体内定殖，
IJ9#菌株还可在水稻、小麦及豇豆等植物体内定殖，IJ9#菌株的内生定殖宿主范围比 IJ9"菌株的广；另外 IJ9#菌
株可在辣椒和白菜体内较长期定殖。用常规方法、I=&’&G及 "2J -K)4序列比较，两菌株鉴定为枯草芽杆菌内生亚
种（.$"&**/0 0/)#&*&0 L.,LM( 1-2(345#&"/0）。
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植物病害是影响农作物高产、稳产和优质的主

要因素之一。目前植物病害防治主要采用化学方

法，但由于化学药剂长期使用不仅会杀伤天敌、引起

病菌抗性增强、污染环境，甚至会造成危及人体健康

等一系列问题。因此，人们一直在寻找安全、有效、

无污染的植物病害防治方法，生物防治就是其中重

要的一种。由于内生细菌存在植物体内，受到植物

体的保护，不易受外界环境的影响，其中不仅含有大

量对寄主植物具有防病、促生及生物固氮等广泛生

物学作用的菌株，而且它们能在植物体内定殖传导，

可长期发挥作用［"］。为此可以认为，植物内生细菌

是植物病虫害生物防治的天然资源菌，具有十分广

泛的理论研究和开发应用价值，自 #$ 世纪 1$ 年代
以来，已成为植物学、微生物学、生态学、植物保护学

及植物育种学等多学科的热门研究课题［#，3］。

作者从辣椒体内分离到两株细菌，研究表明它

们对多种植物病原真菌具有强烈的拮抗作用，对辣

椒、白菜、香蕉等多种炭疽病具有良好的防治效果，

并对多种作物具有显著的促生作用［! O 2］。本文对这

两株细菌在植物体内的定殖及其鉴定进行了研究。

$ 材料和方法

$&$ 供试菌株和作物
内生菌 IJ9#和 IJ9"菌株分别从辣椒叶片和茎

内分离获得。内生定殖测试作物及品种为：（"）辣椒
（保椒 #号）；（#）白菜（翠叶小白菜）；（3）番茄（大红
番茄）；（!）茄子（玫茄 " 号）；（5）黄瓜（星原 ! 号）；
（2）甜瓜（星原）；（6）西瓜（世纪巨星）；（1）苦瓜（南屿
苦瓜）；（7）丝瓜（特早丝瓜）；（"$）豇豆（赣丰小叶 #1P
#豇豆）；（""）水稻（常规水稻）；（"#）小麦（市售）。
$&% 菌株内生定殖测定
$&%&$ 抗利福平（K=?）突变菌株的筛选：将供试菌
株转入含 $Q5!GP<R K=?的 )4平板培养基［6］中培养，
挑取生长的突变体菌株，再接入同一 K=?浓度的 )4
培养基，继代 " 次后转入含 "Q$!GP<R K=? 浓度的培
养基中，直至筛选出在含有 3$$!GP<R K=?的 )4培养
基上能稳定生长、菌落形态及对病原菌的拮抗作用

等保持不变的 IJ9#和 IJ9"突变体菌株。
$&%&% 菌株内生定殖宿主范围测定接种方法："）浸
种接种：用上述 IJ9#和 IJ9"突变菌株在含3$$!GP<R
K=?的 )I培养基［6］中振荡培养（#1S，"1$-P<=D）#!F
的培养液（含菌量约为 5 T "$2 C?.P<R）和无菌水分别
浸泡各供试植物种子 #!F后，再播种于室内装有无
菌土的盆钵和室外大田中。按常规方法育苗管理，

待子叶完全展开后取其茎叶进行内生细菌分离。#）
叶片涂抹接种：待播种于室内无菌土中和室外大田

中的各供试植物苗的真叶展开后，用无菌药棉醮取

菌株培养液（培养方法同上）和无菌水分别涂抹叶片



（室内测定接种后保湿，室外测定接种后不保湿），于

接种后 !"分别取全株进行内生细菌分离。#）土壤
浇灌接种：待播种于室内无菌土和室外大田中的各

供试植物苗的真叶展开后，取上述菌株培养液（培养

方法同上）和无菌水分别浇灌于各植株根部土壤，于

接种后 !"分别取其茎叶进行内生细菌分离。
!"#"$ $%&’ 菌株在辣椒和白菜体内定殖时间测
定：用 ()’)’接种方法，测定了 $%&’菌株在辣椒（室
内盆栽）和白菜（室外种植）体内的定殖时间，各处理

的取样时间及取样部位为：!浸种接种：菌液浸种辣
椒，于播种出苗后的 *"（子叶出现）、(+"（子叶展
开）、(,"（真叶出现）、’+"（真叶展开）取地上部茎叶
分离；菌液浸种白菜，于播种出苗后的 (,"、(-"、’("、
#+"取叶片分离。"涂抹叶片接种：选 ! . *叶期辣
椒苗，用菌液涂抹基部真叶，于接种后的 ("、#"、,"、
*"、(+"、(,"、’+"取上部未接种叶片和茎杆分离；白
菜于出苗后 -"（真叶展开时）用菌液涂抹第一真叶，
接种后的 *"、(+"、(#"、’’"（分别与浸种处理后的
(,"、(-"、’("、#+" 同期）取上部未接种的新叶片分
离。#土壤浇灌接种：辣椒出苗后真叶展开时，用菌
液浇灌土壤，于接种后的 ("、#"、,"、*"、(+"、(,"、’+"
取地上部的叶片和茎杆分离；白菜出苗后 ,"（真叶
出现时），用菌液浇灌土壤，于接种后的 (+"、(#"、
(!"、’,"（分别与浸种处理后的 (,"、(-"、’("、#+"同
期）取叶片分离。各接种方法均以清水处理为对照。

!"#"% 定殖菌株的回收：定殖内生细菌分离方法：
称取上述各处理植株样品 +),/，表面用 *+0酒精擦
洗后，用 +)(0升汞浸泡处理 (), . ’)+123，再用无菌
水洗涤 # 次，晾干后剪碎并加入 (14无菌水磨碎，
再静置 (,123，然后分别取 ’++$4 溶液涂抹于含
#++$/514 627的 89培养基平板上，每处理至少 #次
重复，’*:黑暗培养 ’; . #!<，根据每皿出现菌落数，
折算为每克鲜重组织中的细菌数〔=7>5/（?@）〕。菌
株拮抗作用测定采用对峙生长法［;］，在 AB9［*］平板
上测定体内分离回收菌株和原始菌株（对照）对黄瓜

枯萎病菌的拮抗作用。

!"$ 菌株鉴定
!"$"! 常规鉴定：参见东秀珠等［-］的方法。
!"$"# $2CDC/鉴定：用 $2CDC/［-］细菌自动化鉴定仪
进行。

!"$"$ 分子生物学（(!% E689）鉴定：细菌 B89 制
备：将 $%&’和 $%&( 两菌株分别在 4$ 培养基平板
上，#+:培养 (+<，采用细菌单菌落直接 AF6扩增法
制备细菌 B89，即用接种环挑取单菌落少许至

’++$4双蒸水中，煮沸 -123，(’+++E5123离心 #123，取
上清，将原液分别稀释 (+、(++ 倍作为 AF6 扩增模
板。(!% E689的 AF6扩增：以上述细菌 B89为模
板，引 物 采 用 (!（ G ）：,H&I9I9IJJJI9JFFJ&
IIFJF9I&#H，(!（ K）：,H&FIIFJ9FFJJIJJ9FI9F&#H
（引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成）。两引物间的距离约 (,++LM。’+$4反应液中含
有 (+ N AF6缓冲液（含 ’,11CD54 O/FD’）(+0，"8JA
’),11CD54，引物各 ()’$/，!"# B89 酶 (P。AF6 扩
增条件：Q;: ;123；Q;: (123，,+: (123，*’: ’123，
循环 #+次；最后 *’:保温 (+123。反应结束后，取
-$4 AF6产物用 +)*0琼脂糖凝胶在 -+R电压下电
泳 (<，以 B4’+++ 为 OSETUE进行分析。用 VW9XY WW
IUD XZ[ES=[2C3 \2[回收目标 B89片段，操作过程按产
品说明书进行。B89 序列测定及分析：B89 序列
在宝生物工程（大连）有限公司进行测定。B89 序
列分析采用 B89 O98工具和 $49%J对 $%&’和$%&(
菌株的 (!% E689 序列进行比较分析。从 IU3$S3T
中索取已登录的部分芽孢杆菌 (!% E689序列及其
登录号分别为：$"%&’’() )(*+&’&) ]>L]M^ ,-./012+&%()：
9?#QQQ((， $ ^ )(*+&’&) ]>L]M^ )0&3&3,-&&：9?+*;Q*+，
$ ^ )(*+&’&) _SE ^ %1(-45//56"-4：9‘(#;-*+，$ ^ )(*+&7
’&)：9?’##,*Q、9?#(-Q++、9a’*!#,(，$"%&’’() ,-./012+&7
%()：9?’Q,#+’，$ ^ 0(8&’(8：9a;Q;*#’、9‘((’!!*，$ ^
’&%1,-&9/:8&)：9‘+(*#;*。

# 结果和分析

#"! &’(#和 &’(!菌株的内生定殖宿主范围测定
用抗 627标记的 $%&’ 和 $%&( 菌株培养液以各

种方法接种辣椒、白菜、黄瓜、豇豆等作物后，体内细

菌分离结果表明（表 (），不同接种方法接种的菌株
在植物体内的定殖结果有所不同，$%&’和 $%&(菌株
在植物体内的定殖也有所不同，各对照中均未分离

到细菌，说明用抗利福平为标记可以进行菌株在植

物体内的定殖测定。浸种处理，除在苦瓜苗体内未

回收分离到这两种细菌外，在其它测试的作物中，不

论是室内盆栽，还是室外栽培，全部可以回收分离到

该细菌，另外，$%&’菌株浸种处理后，在室内盆栽和
室外栽培的小麦体内及水稻体内（室内盆栽）也能回

收分离到该细菌；而在番茄、黄瓜、苦瓜和豇豆中未

回收分离到 $%&(细菌。叶片涂抹和土壤浇灌接种，
在测试的作物中均可回收分离到 $%&’细菌；而叶片
涂抹接种在茄子、黄瓜和豇豆中未回收到 $%&(细菌
（其中番茄、丝瓜和苦瓜未测定）；土壤浇灌接种在番

;( 微 生 物 学 报 ;;卷



茄、黄瓜、苦瓜和豇豆中未回收到 !"#$细菌（其中甜
瓜、西瓜和丝瓜未测定）。由此可见，!"#%和 !"#$菌
株除可以在辣椒（其自然寄主）体内定殖外，还可以

在其它多种植物体内定殖，但 !"#% 菌株与 !"#$ 菌
株的内生定殖宿主范围有所不同，!"#%菌株的内生
定殖宿主范围更广。

表 ! 各种方法接种 "#$%和 "#$!菌株在各植物体内的定殖结果
&’()* $ +*#,-.)’/,.0 .1 !"#% ’02 !"#$ 13.4 5)’0/- 6,/7 ,0.89)’/,.0-

:0.89)’/,.0
4*/7.2- &3*’/4*0/- ;’5-,894 ;’((’<* &.4’/. =<<5)’0/ ;9894(*3 >9-?#

4*).0
@’/*3#
4*).0

A..1’7
<.’32 >.4.32,8’ ;.65*’

"**2 2,55,0< !"#% <3**07.9-* B B B B B B B B C B
!"#% ,0 1,*)2 B B B B B B B B C B
!"#$ <3**07.9-* B B C B C B B B C C
@’/*3 ;D C C C C C C C C C C

A*’1 2’9(,0< !"#% <3**07.9-* B B B B B B B B B B
!"#% ,0 1,*)2 B B B B B B B B B B
!"#$ <3**07.9-* B B EF C C B B EF EF C
@’/*3 ;D C C C C C C C C C C

+../ 6’/*3,0< !"#% <3**07.9-* B B B B B B B B B B
!"#% ,0 1,*)2 B B B B B B B B B B
!"#$ <3**07.9- B B C B C EF EF EF C C
@’/*3 ;D C C C C C C C C C C

E./*：B GF*0./* /7* (’8/*3,’ 3*#,-.)’/*2 13.4 5)’0/-；C GF*0./* /7* (’8/*3,’ 0./ 3*#,-.)’/*2 13.4 5)’0/-；EFG F*0./* 90#/*-/*2G

图 ! 不同方法接种 "#$%菌株在辣椒和白菜体内的定殖时间（&：辣椒；" ’ (：白菜）
H,<G$ ;.).0,I’/,.0 2’J- .1 !"#% ,0 8’5-,894 ’02 8’((’<* 5)’0/- 6,/7 ,0.89)’/,.0-（K：;’5-,894；! L F：;’((’<*）

%)% "#$%菌株在辣椒和白菜体内的定殖时间测定
为了解菌株在植株体内的定殖时间，本研究对

!"#%菌株在辣椒和白菜体内的定殖进行了测定，结
果表明（图 $ C K L F），接种后在未接种的辣椒和白
菜茎叶组织体内均可分离回收到 !"#%细菌，而清水
对照处理中，均未分离到细菌。各种接种方法接种

辣椒 %M2后仍可从未接种处理的辣椒茎叶组织体内
分离回收到该细菌；白菜浸种接种后 NM2、土壤浇灌
接种后 %O2、涂抹叶片接种后 %%2，即分别为白菜播

种后的收获期，也可以在白菜叶片体内分离到该细

菌。这说明 !"#%菌株可以在辣椒体内长期定殖，并
可在白菜全生育期体内定殖，同时还可以在辣椒和

白菜植株体内传导。

%)* "#$%和 "#$!菌株和从辣椒、白菜体内回收菌
株的常规鉴定和 "+,-,.鉴定
比较原始菌株与从植物分离回收的菌株的拮抗

作用结果表明，上述各菌株的培养性状及对黄瓜枯

萎病菌（!"#$%&"’ ()*#+(%"’ 1 G -5 G ,","’-%&."’）等植

O$$期 何 红等：辣椒内生细菌 !"#$和 !"#%在植物体内的定殖及鉴定



物病原真菌的拮抗作用均与原始菌株基本相同（图

!），形态观察和常规染色表明，"#$! 和 "#$% 原始菌
株及从辣椒、白菜等体内回收菌株的菌体均为杆状；

菌落乳白色、圆形、有的中央隆起，革兰氏染色阳性，

周生鞭毛，产芽孢，芽孢卵圆形、在菌体中央或一端

形成，兼性厌氧，接触酶阳性。参照东秀珠等［&］的描

述，为芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’()）；经 "*+,+- 测定，上述
菌株均鉴定为枯草芽孢杆菌（! ) ’&()$%$’）。由此可
见，本研究从辣椒体内分离获得的 "#$! 和 "#$% 菌
株为枯草芽孢杆菌（! ) ’&()$%$’），进一步证明，以抗
利福平为标记，可以进行内生细菌在寄主植物体内

的定殖检测，其结果是可靠的。

图 ! "#$!及从植物体内回收菌株对
黄瓜枯萎病菌的拮抗作用

.*-)! /012-+0*’3 1+ * ) +,-’.+/&0 4 ) ’( ) #&#&01/$2&0 +4 5*,6

"#$! 206 178 *’+,218’ 98$*’+,2186 49+3 (,201’

/) :*,6 ’192*0；" ; .) <78 "#$! 98$*’+,2186 49+3 =2(’*=>3，=2??2-8，

1+321+，=>=>3?89，206 =+5(82 98’(8=1*@8,A)

!%& "#$!和 "#$’菌株分子生物学鉴定
以细菌通用引物和 "#$!和 "#$%两菌株单菌落

裂解后所获得的 BC/液直接为模板进行 DEF扩增，
!菌株均得到一条约 %GHH?(的 BC/片段（图 I），回
收该片段，并进行序列测定，"#$!菌株 %J# 9FC/基
因片段长度为 %KGL?(，"#$%菌株 %J# 9FC/基因片段
长度为 %KM%?(。在 N80"20O 中的登录号分别为
/P%M!G%I（"#$!）和 /P%M!G%K（"#$%）。

图 ( 菌株 ’)# *+,- ./+扩增结果
.*-)I %J# 9FC/ DEF 98’>,1’ +4 "#$% 206 "#$! ’192*0’

采用 BC/ Q/C 和555) 0=?* ) 0,3) 0,7 ) -+@ 网站
中 "R/#<工具，将 "#$!和 "#$%菌株的 %J# 9FC/序
列分别与从 N80"20O 中索取已登录的部分菌株的
%J# 9FC/序列相似性比较，结果发现，"#$! 与各菌
株之间的 %J# 9FC/序列相似性分别为：LLSKT〔! )
’&()$%$’ ’>?’() ’.$3$312$$（/.HMKLMH）〕、LLS%T〔! ) ’&(4
)$%$’ @29 ) #5&267++78"26（/.!IIGML）〕、LLSHT〔! ) ’&()$4
%$’（/.I%&LHH）〕、LLSJT〔! ) ’&()$%$’ ’>?’() 129+.5-)$#4
&’（/.ILLL%%）〕、LLS!T〔 ! ) ’&()$%$’（/U!MJIG%）〕、
LLSIT〔 ! ) ’&()$%$’（/P%IK&MH）〕、LISGT〔 ! ) 129+4
.5-)$#&’ （ /.!LGIH! ）〕、 LMS%T 〔 ! ) .&0$%&0
（/UKLKMI!）〕、LMSIT〔 ! ) .&0$%&0（/P%%!JJM）〕、
LMSJT〔! ) %$#512$:+/0$’（/PH%MIKM）〕；"#$%与上述各
菌株 %J# 9FC/序列相似性分别为：LLSJT、LLSKT、
LLS!T、LLS&T、LLSKT、LLSGT、LMS%T、LMS!T、
LMSJT。"#$!和 "#$% 菌株与各枯草芽孢杆菌 %J#
9FC/序列相似性均达 LLT以上。表明 "#$!和 "#$%
菌株均为枯草芽孢杆菌（! ) ’&()$%$’）。
系统发育学分析结果表明（图 K），"#$!和 "#$%

菌株与枯草芽孢杆菌内生亚种〔! ) ’&()$%$’ ’>?’()
129+.5-)$#&’（/.ILLL%%）〕的序列相似性和遗传距离
均最小，分别为 LLSJT、LLS&T和 HSHHK、HSHH!。由
此表明，"#$!和 "#$%两菌株可能属于枯草芽孢杆菌
内生亚种（! ) ’&()$%$’ ’>?’() 129+.5-)$#&’）。

图 & 芽孢杆菌系统发育树状图
.*-)K B8069+-923 +4 !"#$%%&’ (7A,+-80A
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! 讨论
研究结果表明，!"#$ 和 !"#% 菌株，尤其是!"#$

菌株，不仅可以在其自然宿主（辣椒）体内定殖，还可

以在茄科、葫芦科、十字花科、豆科和禾本科等植物

体内定殖，同时 !"#$菌株还可以在辣椒体内较长期
（$&’以上）和在白菜全生育期体内定殖并传导。!(#
)*)+鉴定两菌株为枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）；
%," -./0序列分析比较发现，它们与 123!435登录
的枯草芽孢杆菌内生亚种（登录号 067888%%）的相
似性最大、遗传距离最小，在系统发育树状图中也与

该菌位于同一小分支中。因此认为，从辣椒叶片和

茎杆体内分离的 !"#$和 !"#%菌株为枯草芽孢杆菌
内生亚种（! 9 ’&()$%$’ :;<:=9 *+,-./0)$#&’）。这是目
前世界第 $例、中国首次从植物体内分离到枯草芽
孢杆菌内生亚种的报道。

枯草芽孢杆菌是自然界广泛存在的、对人畜无

毒无害、不污染环境、对许多植物病原生物具有拮抗

作用的非病原微生物［8］，现已从土壤或植物根际土

壤中分离筛选到多株具有防病、促生等生物学作用

的枯草芽孢杆菌，有的已开发成商品。而植物体内

枯草芽孢杆菌至今仅发现从板栗［%&］、柑桔［%%］、大

豆［%$］等植物体内分离到该菌，但它们对植物的生物

学作用却未见研究报道。作者在相关研究中发现，

!"#$和 !"#%菌株对植物炭疽病等具有良好防病效
果、并对辣椒和白菜等植物具有显著促生作用［> ? ,］。

由此可见，该两菌株具有良好的理论研究价值和应

用前景，不仅可以作为研究内生细菌与宿主植物的

互作及其作用机制的良好试验材料，还可用于内生

生物肥料和生物杀菌剂的研制开发；同时还可能成

为构建内生防病促生等多功能工程菌的良好载体，

该研究正在进行中。

健康植物体内含有内生细菌的概念，现已被普

遍接受。但关于植物内生细菌的来源，存在植物体

内固有和来自体外两种不同的观点［%7，%>］。本研究结

果表明，!"#$和 !"#%菌株可通过浸种、灌根和涂叶
等接种方法进入多种非自然宿主植物体内定殖，外

源细菌可以通过植物体表进入植物体内定殖，植物

体表（根际和叶围）细菌可能是内生细菌的主要来

源。
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