
!! 卷 " 期

#$$! 年 %$ 月
微 生 物 学 报

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

0’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$!

基金项目：国家自然科学基金（1$12$$1$）；广东省自然科学基金（$%%%#!）

"通讯作者。3.(：456#$64!%%$#14；789：456#$64!$15#%"；:6;8<(：(==>=(? >=@) .A@) +B
作者简介：田新莉（%C2! D ），女，新疆人，博士研究生，研究方向为微生物生化与分子遗传学。:6;8<(：,69(?%51) +’;

其他作者：陈 明%，肖汉翔#

收稿日期：#$$16%#6%C，修回日期：#$$!6$!6#C
#E’’;-= F 3) G+<.B+.0’H！3I. B8,<’B8( =+<.B+. J’/@;，#$$#，#$ ,’ ## K@L@=, )（HHH) 8-+) B., ) 8@M=+<.B+.MB.H=）)

水稻内生放线菌类群及其对宿主病原菌的抗性研究
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摘 要：采用常规方法对广东省番禺和五山两地种植的水稻内生放线菌进行分离、鉴定和分析，结果表明水稻内生

放线菌多属于链霉菌属（!"#$%"&’()$*），其中灰褐类群链霉菌（ ! ) +#,*$&-.*).*）的分离频率最高为 15N%O P 5CO，是水

稻植株中的优势内生放线菌类群。研究了内生放线菌在水稻植株各器官中的分布，结果表明根中内生放线菌的多

样性高于茎叶。番禺地区种植的水稻中分离出的内生放线菌种类较多。从感病品种及生长不良水稻植株中分离

出的内生放线菌种类比较丰富。通过回接分离试验及利用扫描电镜观察内生菌在植物体内分布发现，水稻优势内

生放线菌回接无菌组培苗后，不仅能够定殖在水稻植株的根表和根内部，而且存在于茎杆和叶片中。通过平板颉

抗及代谢物的活性测定试验，发现所分离的内生放线菌 "$O对水稻某些病原菌有颉抗活性，其中灰褐类群链霉菌

的比例达到 ""N!O，成为所分离的水稻内生放线菌类群中具有颉抗活性的最大群体。
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不同的植物体内都存在大量的内生菌，迄今的

研究表明，植物内生菌与宿主发生联系时，对宿主有

以下影响：可增强宿主的抗病性［%，#］、提高植物的生

产力［1，!］、抗逆抗虫［"，5］、具有除草剂活性［2］等。发挥

这些作用是由于内生菌在植物体内繁殖和生长，并

在体内产生有生物活性的次生代谢产物。因此，内

生菌可能成为生物防治中有潜力的生物因子，在生

态农业和生物农药研制方面具有重要的用途［4］。内

生放线菌最早主要集中于非豆科植物内生弗兰克氏

菌（/#012,0）固氮作用的研究上，后来 G8/A< 等［C］从多

种植 物 根 内 部 分 离 到 放 线 菌，大 多 数 为 链 霉 菌，

3/.R’6:=,/8A8, 等［%$］研究发现内生放线菌可在植物组

织中 产 生 抗 生 素、溶 解 酶 或 铁 载 体 等 拮 抗 物 质。

0<=I<;@/8 等［%%］从月桂树上分离到一株具有抗菌活

性的链霉菌，能够颉抗五种病原真菌，GI<;<>@ 等［!］

在杜鹃花中分离到链霉菌，用其接种杜鹃花的组培

苗后，可增强对多种病害的抗病性。最近澳大利亚

E’’;-= 研究小组从小麦根部分离的 5$ 多株放线菌

中筛选到防治小麦全蚀病的菌株，在温室试验中可

使小麦全蚀病的危害降低 2$O#，但其它农作物内

生菌用来防治宿主病害的研究目前少见报道。

水稻是世界上最重要的农作物之一，包括大多

数发展中国家在内约占 !$O的人口，其主要营养来

源于 水 稻。但 在 水 稻 生 产 中，由 于 受 稻 瘟 病 菌

（30+10%4&#"40 &#(50$）、纹枯病菌（64,5&)"&1,0 *&701,）、

白叶枯病菌（801"4&’&10* &#(50$ ST) &#(50$）、水稻恶

苗病菌（/.*0#,.’ ’&1,7,-&#’$）等病害的危害影响，严

重影响了水稻的高产、稳产，从而直接威胁到人类的

生产发展。当前，生产上这些病害的控制仍然是使

用化学农药。大量使用化学农药会破坏生态平衡，

造成农产品农药污染，不但损害了人和动物的健康，

而且引起土壤微生物的种群数量减少，土壤肥力降

低；另一方面引发病原菌产生耐药性，令防治效果难

度加大。因此，我们迫切需要使用对自然生态无危

害的生物防治方法来减少化学农药使用量。由于定

植于植物内部，所以水稻内生菌是理想的候选生物

防治菌。国内外对水稻内生菌的研究多集中在内生

固氮细菌方面［%# P %!］，对内生放线菌的研究目前尚未

见报导。本文对水稻内生放线菌的类群分布及其在

植物体内定植情况进行了研究，并对所分离到的内

生放线菌对几种水稻病原菌的颉抗活性进行了检测

研究。



! 材料和方法

!"! 采样地点和水稻品种

!""!年 # 月 $" 日在广东省的番禺、五山稻田采

样。每个品种随机采样 $" 株，每株分别随机选取整株

中 $"个根和茎叶片段，进行内生放线菌的分离。采样

水稻品种包括金风占、华粳籼、华杂 %&、齐粒思苗。

!"# 病原菌菌株和培养基

水稻稻瘟病菌、纹枯病菌从感病稻株上分离得

到，水稻白叶枯病菌由广东省农业科学院提供，水稻

恶苗病菌由广东省微生物所提供。实验采用了 ’ 培

养基［$&］、高氏合成 $ 号琼脂［$#］、()*) 培养基［$+］、稻

杆煮汁培养基。

!"$ 内生放线菌的分离

样品表面消毒方法参照文献［$&］，分离内生放

线菌的方法参照文献［$,］。表面消毒效果检查参照

文献［$-］的方法进行。另外采用了 ’./012［!"］的存活

试验方法观察表面消毒效果。

!"% 内生放线菌菌株鉴定

采用高氏合成一号琼脂培养基埋片培养法，按

文献［$&，$#］的方法鉴定。

!"& 内生放线菌在植物体内定殖

采用回接分离试验和扫描电镜观察，将分离到

的内生放线菌接种于 ()*) 液体培养基中，!+3振

荡培养 %4，用此菌液接种水稻无菌组培苗的根部，

培养一周，表面消毒后从接种的幼苗根、茎叶中分离

内生放线菌，以验证其内生特征。以戊二醛固定水

稻幼苗的根、茎杆和叶片，利用扫描电镜观察被接种

水稻植株中内生菌的定植及分布情况［!$，!!］。

!"’ 内生放线菌及其代谢物的活性检测

平板颉抗试验：将 5 种水稻病原菌（纹枯病菌、

稻瘟病菌、白叶枯病菌、恶苗病菌）接种于平板中央，

内生放线菌接种于平板边缘，!+3培养，观察病原菌

菌落周围的变化。

代谢物活性检测：（$）发酵液粗提物的制备。将

所有内生放线菌用高氏液体培养基 !+3振荡培养

$"4，收获后将发酵物连同菌体一起冷冻干燥，之后

移入试管，每支试管加入甲醇 &67 浸泡。（!）滤纸

片法进行活性检测：将病原菌接种于平板中央，在其

周围放置用粗提物浸过的滤纸片。培养 % 8 &4 后观

察病原菌菌落生长情况。

# 结果和分析

#"! 表面消毒效果

将表面消毒后的样品冲洗液涂布 ’ 平板，!&3

培养 ! 周后无菌落长出。同时取 $" 株已分离的代

表性放线菌菌株，分别经表面消毒过程处理后接种

到 ’ 平板上，!&3培养 ! 周后，没有观察到生长。表

明经过表面消毒过程，样品表面附生菌的影响已经

消除，分离的菌株来自于样品内部。

#"# 内生放线菌的类群鉴定和分析

#"#"! 类群鉴定：从五山种植的 5 个水稻品种中共

分离出内生放线菌 !+5 株，大多数属于链霉菌属

（!"#$%"&’()$* 9:;），进一步鉴定为以下 # 个类群：灰

褐类群（ +#,*$&-.*).*）、吸水类群（ /(+#&*)&%,).*）、灰红

紫类群（ +#,*$&#.0#&1,&23)$.*）、烬灰类群（ ),4$#$.*）、白

孢类群（320&*%&#.*）、金色类群（3.#$.*）。从番禺采集

的一个水稻品种中共分离到内生放线菌 $-$ 株，（根

内分离到 $$" 株，茎叶中 ,$ 株），种类较为丰富，经

鉴定多数属于链霉菌属（ !"#$%"&’()$*），对链霉菌属

的放线菌进一步鉴定，归为以下 - 个类群：吸水类群

（/(+#&*)&%,).*）、灰 褐 类 群（ +#,*$&-.*).*）、金 色 类 群

（3.#$.*）、球孢类群（+2&0,*%&#.*）、灰红紫类群（ +#,*$5
&#.0#&1,&23)$.*）、白孢类群（ 320&*%&#.*）、粉红孢类群

（ #&*$&*%&#.*）、烬灰类群（ ),4$#$.*）、青色类群（ +23.5
).*）（表 $）。

灰褐类群的链霉菌（<=>0: >? ! ; +#,*$&-.*).*）在

五山和番禺、及不同水稻品种中均被分离到，分离频

率为 %,@!A 8 +"@$A不等，是水稻植株中分离频率

最高的放线菌类群，因而是水稻中的优势放线菌类

群，其在水稻生长发育过程中的作用值得重视和进

一步研究。吸水类群链霉菌（<=>0: >? ! ; /(+#&*)&%,5
).*）分离频率也较高，但在金凤占品种中未分离到。

#"#"# 品种间差异：在五山种植的不同水稻品种

中，齐粒思苗与华粳粘是相对比较抗病的品种，华杂

%& 是感病品种，金凤占是广西品种，在广东生长不

适宜，生长性状较差。从齐粒思苗与华粳粘两个抗

性较好的品种中分离出内生放线菌的种类较少（仅

% 个类群），从感病品种华杂 %& 和生长性状较差的

金凤占品种上分离出的内生放线菌种类较多（# 个

类群以上）（表 $）。

#"#"$ 同品种不同种植区差异：在两地种植的同一

水稻品种（齐粒思苗）植株体内分离到内生放线菌的

种类不同，来自番禺的植株分离出 $" 种类群，来自

五山的植株只分离出 % 种类群，表明不同土壤环境

对水稻内生放线菌类群影响较大（表 $）。
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表 ! 番禺、五山水稻中内生放线菌的类群及其分离频率（"）!

!"#$% & ’%()%*+",%（-）./ %*0.123+4) ")+4*.53)%+% ,%*%(" 46.$"+%0 /(.5 (4)% 1$"*+6 4* ’"*37 "*0 4* 8762"*

’(.1.(+4.* ./ %*0.123+4) ")+4*.53)%+%
’"*37

94$46454".
8762"*

94$46454". :7";4*,<4"* :7"=">? @4*,/%*,=2"*
!"#$%"&’()$*

+#,*$&-.*).* >ABC D>BE ?EBE ?CBF GHB&
/(+#&*)&%,).* >>B? CDBA >>BH ABG H

+#,*$&#.0#&1,&23)$.* DBA FBA H &HBG EBD
)#,4$#$.* >BG H &CBD &HBD GB>
320&*%&#.* &BD H H &GB& >B>
3.#$.* GB> H H H &EBG

+2&0,*%&#.* DB> H H H H
#&*$&*%&#.* &BD H H H H
+23.).* &BH H H H H

! !%* 1$"*+6 ./ .*% )7$+4I"(，/.( %")2 1$"*+，&H $%"I% /(",5%*+6 "*0 &H (..+ /(",5%*+6 J%(% "*"$36%0K

#$#$% 同植株不同器官内的差异：实验发现番禺水

稻中分离出的内生放线菌的种类较为丰富，因而对

其在不同器官内的分布进行分析。内生放线菌大多

属于 ! K +#,*$&-.*).*（根中 >HBH-，茎叶中 EFBE-）和

! K /(+#&*)&%,).*（根中 >&BA-，茎叶中 >?BA-），其余

类群所占比例较低。其中，金色类群（ 3.#$.*）、球孢

类群（ +2&0,*%&#.*）、白孢类群（ 320&*%&#.*）、粉红孢类

群（ #&*$&*%&#.*）、青色类群（ +23.).*）的放线菌仅在根

部分离到，茎叶中尚未见到这些类群，表明某些内生

放线菌的分布呈现出器官特异性（表 C）。在茎叶中

分离到的 ? 种放线菌类群，在根中全部都分离到，进

一步分析发现，在根中大约有 C> 种放线菌，叶中仅

有 &H 种，说明水稻根中含有的内生放线菌种类较

多。

表 # 水稻植株根、叶中内生放线菌的类群分布!

!"#$% C 97"*+4+4%6（9）"*0 1%()%*+",%（-）./ %*0.123+4) ")+4*.53)%+% /(.5 (4)% $%"I%6 "*0 (..+6

’(.1.(+4.* ./
L*0.123+4) ")+4*.53)%+%6

M..+6
N75#%( ./ 61%)4%6 9 -

O%"I%6
N75#%( ./ 61%)4%6 9 -

!"#$%"&’()$*
+#,*$&-.*).* D >> >HBH ? EH EFBE
/(+#&*)&%,).* ? >? >&BA > CF >?BA

3.#$.* E &E &CBG H H H
+2&0,*%&#.* C &C &HBF H H H

+#,*$&#.0#&1,&23)$.* & ? EB? & A FBF
320&*%&#.* & > CBG H H H
#&*$&*%&#.* & > CBG H H H
),4$#$.* C > CBG & E EBF
+23.).* & C &BA H H H
!.+"$ C> &&H &HH &H A& &HH

! !%* 1$"*+6，/.( %")2 1$"*+，&H $%"I% /(",5%*+6 "*0 &H (..+ /(",5%*+6 J%(% "*"$36%0K

#$& 内生放线菌在植物体内的分布和定殖

使用 所 分 离 到 的 优 势 内 生 放 线 菌 类 群（ ! K
+#,*$&-.*).*）菌株 @P?>，从水稻无菌组培幼苗根部接

种，取幼苗经过表面消毒后，在根内、茎基部、叶鞘中

都分离到的该种内生菌（图 &）。利用扫描电镜观察

接种后植株上内生放线菌的定殖与分布情况，发现

优势内生放线菌不仅能够大量聚集于植株根表面

（图 C），而且能够在植物体内繁殖扩展，定殖于根、

茎杆的内部及叶片上。从上述两方面证明这些放线

菌确实属于水稻植株上的内生菌，能够很快适应植

物组织内的生活。

图 ! 内生放线菌的回接分离结果

Q4,K& M%P46.$"+4.* ./ %*0.123+4) ")+4*.53)%+% /(.5 4*.)7$"+%0 (4)% 6%%04*,

R：L*0.123+4) ")+4*.53)%+% @P?> Q(.5 (..+6 ./ 6%%04*,6；S：Q(.5 6+%56

"*0 $%"I%6 ./ 6%%04*,6K

>ED? 期 田新莉等：水稻内生放线菌类群及其对宿主病原菌的抗性研究



图 ! 扫描电镜下观察到内生放线菌在水稻植株体内的定殖

!"#$% &’( )*+*,"-./"*, *0 /’( (,1*2’3/") .)/",*43)(/( 5,1(6 7).,,",# (+()/6*,") 4")6*7)*2(

8：&’( 43)(+". *0 (,1*2’3/") .)/",*43)(/( 9, 6**/ 7560.)(（%:;; < ）；=：9, /’( 6**/ )6*77>7()/"*,（?;;; < ）；

@：9, /’( 7/(4 )6*77 7()/"*,（7(( ",7"1( /’( 06.4(）（A;; < ）$

!"# 内生菌平板对峙试验和代谢物活性测定试验

经过平板颉抗试验、滤纸片法进行的内生菌代

谢物活性检测，发现所分离的水稻内生菌中存在很

多对水稻稻瘟病菌、纹枯病菌、白叶枯病菌、恶苗病

菌有良好抑菌活性的菌株（图 A>8）。:;B的内生放

线菌表现出颉抗至少一种水稻病原菌的能力，其中

灰褐类群链霉菌（! $ "#$%&’()%*)%）的比例为 ::C?B，

构成了有活性内生放线菌最大的群体（ + D ;C;E）

（表 A）。所分离的吸水类群链霉菌（ ! $ ,-"#’%*’.$/
*)%）中约 F;B的菌株对水稻纹枯病菌有抗性，但也

只是对纹枯病菌有抗性内生菌链霉菌群体总数的

%?C:B。一些内生放线菌的代谢物有较强的抑菌活

性（图 A>=），是寻找新型杀菌剂的微生物资源。

表 $ 对水稻病原菌具有抗性的内生放线菌比例（%）

&.G+( A H*25+./"*, *0 .,/.#*,"7/") (,1*2’3/") .,/",*43)(/(7 .#.",7/ 1"00(6(,/ 6")( 2./’*#(,7

I")( 2./’*#(,7
H*25+./"*, *0 .,/.#*,"7/") (,1*2’3/") !0#&.0’1-*&%

"#$%&’()%*)% ,-"#’%*’.$*)% "2’3$%.’#)% 4)#&)% 423’%.’#)%
54"64.,’#0,4 ’#-74& :?C: %ECJ KCA LCE KCA
8,$7’*0’6$4 %’246$ :ACE %?C: JC% JC% FCE

9460,’1’64% ’#-74& 2M$ ’#-74& FFCK AACA ; ; ;
:)%4#$)1 1’6$2$(’#1& :;C; %:C; E;C; KC: KC:
8G*M( 0*56 2./’*#(,7 ::C? %EC? KCE JCL KCE

图 $ 内生放线菌与植物病原菌颉抗试验

!"#$A N5.+ )5+/56( G(/O((, (,1*2’3/(7 .,1 2./’*#(,7

8：H./’*#(,7（ 54"64.’#0,& "#$%&4，8,$7’*0’6$4 %’246$）.,1 (,1*2’3/")

.)/",*43)(/(7（P>:A，P>EE）；=：8++ /’( 0(64(,/(1 G6*/’ *0 "7*+./(1 (,1*>

2’3/(7 O.7 06((-(>16"(1 .,1 (Q/6.)/(1 O"/’ *6#.,") 7*+M(,/7；/’( 2./’*#(,7

O(6( ",*)5+./(1 ", /’( )(,/6( *0 /’( 6")(>4(1"54 2+./(，. 7/(6"+"-(1 0"+/(6

2.2(6 O.7 1"22(1 ",/* /’( (Q/6.)/（0:;，0%K，0EF）.,1 /’(, 2+.)(1 .6*5,1

/’( 2./’*#(,7 *, /’( 6")(>4(1"54 2+./($ 80/(6 ",)5G./"*, ./ %KR，4(/.G>

*+"/( .)/"M"/"(7 O.7 *G7(6M(1$

$ 讨论

研究发现，水稻内生放线菌绝大多数是链霉菌

（!0#&.0’1-*&%），这与 S.61" 等［L］、曹理想等［EJ］对其它

种类植物中内生放线菌研究的报导相一致。对不同

采样点、不同品种水稻中内生放线菌的类群分布比

较发现：番禺的齐粒思苗品种分离出内生放线菌的

种类比较丰富（E; 个类群）；而五山的齐粒思苗植株

中种类相对较少（A 个类群）。这种菌群差异可能由

于不同的土壤环境所致，五山是典型的酸性红土；番

禺靠近海滩，土壤相对偏碱性，碱性条件适合于放线

菌的生存，因而番禺分离出放线菌的种类比较丰富。

水稻根直接与土壤接触，因而根中放线菌受土壤放

线菌影响，类群多样性高于茎叶。二个地区优势菌

群也有一些差异：五山水稻中分离到内生放线菌的

??F 微 生 物 学 报 ?? 卷



优势类群是灰褐类群链霉菌（ ! ! "#$%&’()%*)%）；番禺

除了灰褐类群之外，吸水类群链霉菌（! ! +,"#’%*’-$.
*)%）的比例比较高（""#$%），接近于灰褐类群的比例

（"&#’%）。与其它类群相比较，均达到显著性差异，

因而可与灰褐类群一起归为优势类群。其优势类群

差异的原因可能与不同的土壤环境有关系。在抗病

性强和生长良好的水稻植株中分离到内生菌类群较

少，而生长较差和抗病性差的品种中内生菌类群相

对较多。在感病的香蕉!和感病马铃薯［("］中也发现

了内生菌种类增加的现象。在相同环境中，感病品

种自身抵御病害的能力弱，易受病原菌的浸染，造成

伤口致使其它微生物进入植株体内的机会较多；另

外，内生菌更易浸染生长较差的植株，这与植株生长

不良时植物体内营养物质的运输有关，而较丰富的

内生菌类群可能也间接参与了该植株的病害防御系

统［("］。

!曹理想 ! 植物体内与海洋环境微生物的类群和功能多样性研究 !广州中山大学博士论文，())"，((*&( !

优势类群内生放线菌回接水稻组培苗后，用扫

描电镜观察，发现其能够成功定植于植株根、茎杆表

面及其内部，在叶片中也观察到该菌的存在，说明所

分离到的内生放线菌适应植物组织内生活，植物体

为有活性内生菌发挥生物学作用提供了场所。内生

菌进入植物体时可能与分泌的细胞壁降解酶有关。

目前尚未见到对水稻内生放线菌类群进行分析

的报导，本文首次对中国南方水稻内生放线菌主要

类群进行了研究，分离到一批对水稻病原菌有抗菌

活性的内生放线菌，试验发现一些菌株在平板对峙

试验中有较好的抗菌活性，但是其代谢产物却没有

表现出相应的活性。表明该菌株没有产生可扩散的

抗生素，可能是其它的抗菌机制在起作用［’)］。在水

稻的生长发育过程中，这些有活性内生菌与植物有

密切的关系，进一步对内生放线菌与宿主在分子与

细胞水平的联系深入研究，对于充分发挥它们在生

物防治中的作用有着重要的意义。
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放线菌现代生物学与生物技术
刘志恒，姜成林，主编；!@@] 年 " 月科学出版社出版；D7@A7@""EA:7:‘aEAE1"A；定价：]I1@@ 元

放线菌作为一类重要的微生物资源，在人们寻找和发现新的生物活性代谢产物中有着非常重要的作用。本书以新的学

术思想反映了近年来放线菌研究在分子和基因水平上的最新研究进展和成就，重点介绍了放线菌分子生物学基础理论及分

子生物技术。

本书适合于微生物学专业的高校师生、科研人员及微生物药物研究和药物生产领域中的相关人员参考。
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