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摘 要：植物内生细菌定殖在植物组织内部但不引起明显的病害症状。从健康油菜植株的不同器官中分离到大量

内生细菌，这些细菌菌落形态存在明显的差异，表明油菜组织中存在大量内生细菌，且类群丰富。分离到的 1##株
内生细菌根据菌落形态可以划分为 0"类；利用细菌通用引物对 15H核糖体 I/*进行扩增，获得约 1G" JA片段，分
别用内切酶 !"#!和 $%&"对扩增产物进行限制性酶切，产生不同的酶切图谱，根据酶切图谱聚类分析结果，所有
供试菌株被归为 07类，这一结果从遗传上显示油菜内生细菌类群的多样性。两种方法归类结果比较发现菌落特
征所反映的信息量有限，只能作为初步的参考指标，核糖体 I/*的限制性片段长度多态性分析快速、准确，可以作
为油菜内生细菌多样性分析的一种有效方法。
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植物内生细菌（;>L’@MF.=B A9B.4E=9）定殖在植物组织内部
但不引起明显的病害症状［1］。内生细菌对其宿主具有许多

生物学作用，例如促进植物生长、抵抗病虫害侵袭等，因而植

物内生细菌概念提出的时间虽然较短，已引起了微生物学

家、植物病理学家和微生态学家以及作物学家们的广泛关

注。油菜内生细菌的系统研究目前开展的较少。N4E<=L9
等［#］最早开始油菜内生细菌的分离工作，从油菜根中分离到

了 ##$个分离物，鉴定了其中的 102株，隶属于 %个属。/4O9L
等［0］筛选出一些内生菌株，这些分离物可提高油菜种子萌发

速度，促进幼苗生长，并能显著降低油菜上一些微管束病害

的发生。NE9>4E等［!］从分离的内生细菌中筛选到一些有益的
生防菌株。整体看来，以前油菜内生细菌的研究主要集中在

生防菌筛选方面。

传统的细菌鉴定方法费时费力，不适合于大量细菌的鉴

定和种类、种群多样性研究。近年来，随着生物化学和分子

生物学技术的发展，一些新的分子生物学技术，如 15H EI/*
PQR6R8SP（R4-.E=B.=’> 8E9,<4>. S4>,.M P’(F<’E@M=-<）技术、36
R8SP分析等分子分类方法为我们的工作提供了极大的方
便。细菌的 15H EI/*基因大小适中，既含有高度保守序列，
同时具有相当的变异，其 R8SP分析能够较好地反映出属、种
和亲缘关系较近的菌株间的差异，目前研究者已将 15H EI/*
PQR6R8SP分析用于细菌多样性研究［2 T 7］。
本研究对健康油菜植株的不同器官进行内生细菌分离，

根据菌落形态进行初步归类，并采用 15H EI/* PQR6R8SP技
术将分离的内生细菌进行系统归类，建立不同内生细菌的

15H EI/* PQR6R8SP图谱类型，试图为今后油菜内生细菌种群
多样性、种群动态、种群鉴定等提供一种简便、快捷的途径。

! 材料和方法

!+! 材料
!+!+! 组织材料：试验所用甘蓝型油菜（’("%%)*" +"&,%）组织
材料采自陕西杨凌农田。采样时选择为无病害症状、无虫孔

的材料。所有分离材料均在苗期采集。

!+!+, 试剂：-". I/*聚合酶、限制性内切酶为 PE’<4,9 产
品，引物由上海 H9>,’>公司合成，其它试剂均购自北京鼎国
生物工程技术服务有限公司。

!+, 内生细菌的分离和纯化
将采集的新鲜样品（根、茎、叶和叶柄）带回室内，取 1,

鲜组织用流水冲洗 0<=>，滤纸吸去水分，2"U乙醇浸 1<=>，转
入 #U次氯酸钠溶液中 0<=>，2"U乙醇 0$-，无菌水漂洗 0次，
剪碎放于无菌研钵中，加 7<S无菌水，充分研磨，汁液梯度稀
释两次，取 $G#<S 涂布到 /*［%］平板上，每个浓度涂 0 个平
板，#%V培养 # T 0L，根据菌落形态、颜色、大小分别挑取不
同类细菌，并在 /*平板上划线纯化，纯化后的内生细菌用
含 1$U甘油的 /W［1$］培养基于 C #$V保存、备用。

!+- 分离物的初步归类
将不同时间、不同批次分离获得的菌株，在相同的培养

条件下进行菌落形态的比较。主要根据菌落的颜色、大小、

突起特征、边缘特征、表面光滑与否和透明度等肉眼可辩的

特征对分离到的内生细菌进行初步归类［1$，11］。使用培养基：



!"培养基，培养条件：#$%。
!"# 细菌 $%&制备
取在 !&培养液中过夜培养的菌悬液 ’()*+，离心收集

菌体，用超纯水洗涤两次后，加入 ’,,!+超纯水，于沸水中煮
’,*-.，’,,,,/ 离心 0*-.，取上清液稀释 ’,, 倍后直接作为
123扩增模板［’#］。
!"’ !() *$%&的扩增
扩增 采 用 细 菌 ’45 67!" 的 通 用 引 物 &58 )9:

";";<<<;"<22<;;2<2";:09 和 &53 )9:"";;";;<;"<22
";22;2":09［’0］。123体系（#)!+）：细菌模板 7!" 0,./，’, =
123缓冲液（含 #)**>?@+ A/2?#）#!+，引物（’,!*>?@+）各 #!+，

B!<1（#()**>?@+）’()!+，!"# 7!"聚合酶（#C@!+）’!+，加水补
足 #)!+。123 反应条件：DE% )*-.；DE% 0,F，))% ’*-.，
G#% #*-.，0)个循环；G#% )*-.。反应结束后，取 #!+ 123
产物在 ’(,H 琼脂糖凝胶上电泳检测。
!"( 扩增片段的限制性酶切分析
分别用 $"%"和 &’(#两种限制性内切酶对 ’45 67!"

123扩增产物消化。酶切反应总体积为 #,!+，含 $!+ 123反
应产物，’C的内切酶和 #!+的 ’, = 反应缓冲液。0G%水浴
EI后，取 $!+酶切产物在 #H的琼脂糖凝胶上 $,J电压进行
电泳检测。

统计每个酶切图谱上酶切片段的大小，对应于每一个菌

株，在相同位置上有条带的编码为“’”，无条带的编码为“,”，
转化成计算机可以接受的数值，采用 5"5数据分析软件包
2?KFLM6聚类过程中的类间最短距离（5-./?M）方法进行分析，将
结果转化为树状图。

+ 结果和分析

+"! 内生细菌的分离结果
将采集的新鲜油菜样品的不同组织器官根、茎、叶和叶柄

表面消毒后进行组织内部内生细菌的分离。结果发现培养基

中长出大量菌落，菌落形态存在明显的差异，说明油菜组织中

不仅存在大量的内生细菌，而且内生细菌的类群丰富。

在分离过程中，对不同组织器官的同批次分离菌株肉眼

感觉不同的菌落分别编号，并进行纯化。共获得内生细菌

’##株，其中从根部分离到 #D株，叶部 #)株，叶柄 #E株，茎部
EE株。为了对这些菌株进行归类，将不同批次分离的所有菌
株在相同培养基相同培养条件下进行培养和比较。主要依

据菌落的形态进行归类，在单菌落的颜色、大小、是否突起，

突起特征、边缘特征、表面光滑与否和透明度等任意一个方

面存在有差异，就归为不同的类群。根据这一标准，将’##个
菌株归为 0)类（结果未显示）。
+"+ !() *$%&扩增和限制性酶切结果
以 &58和 &53为引物，特异性地对部分 ’45 67!"区段

进行扩增，所有供试菌株均可获得 123产物，扩增片段大小
约为 ’()NO左右。利用限制性内切酶 $"%"和 &’(#分别对
扩增片段进行酶切，经电泳产生了丰富的谱带类型，其中

$"%"酶切后产生了 ’G种类型（图 ’），不同类型包含的酶切
片段数目不同，多数为 0 P G 条带，最大的为 ’#,,OQ，所有菌
株均有一条 #,,OQ和一条约 ’),OQ的条带，其它条带大小不
同，为多态性片段；&’(#酶切后产生了 ’#种不同的图谱类
型，最大的酶切片段也为 ’#,,OQ，所有菌株均有一条大小约
为 ’,,OQ的条带，其它条带大小不同，为多态性片段（图 #）。

图 ! 部分菌株 !() *$%&的 !"#!限制性酶切图谱
8-/R’ 3MFL6-SL->. QTLLM6.F >U ’45 67!" >U LMFLMB FL6T-.F B-/MFLMB V-LI $"%"

AR7!" *T6NM6"；’(&5’)；#(;W’；0(&5’D；E( X4；)(&5#；4(+<)；G(&)；$(;’D；D( X#；’,(+<4；’’( X’’；’#( X’；

’0(&YA0；’E(&5’,；’)(&5)；’4(&5G；’G(&5E；’$(+<’’；’D(+<#’；#,(;$；#’(+<’#；##(;)；#0(&Y&’(

图 + 部分菌株 !() *$%&的 $%&"限制性酶切图谱
8-/R# 3MFL6-SL->. QTLLM6F >U ’45 67!" >U LMFLMB FLT-.F B-/MFLMB V-LI &’(#

AR7!" *T6NM6$；’( X#；#(&5G；0(+<#0；E(&5)；)(+<’G；4(&0；G(&5’,；$(&)；D( XEE；’,(+<G；’’( X0；’#( X#G；

’0(+<#E；’E(&5’$；’)(+<D；’4( X#；’G( X0$；’$(&5E；’D( X#D；#,(;’DR

G,4#,,)，J>?RE) !>RE 杨瑞先等：油菜内生细菌 ’45核糖体 7!"的 38+1分析



!"# 限制性酶切图谱的聚类分析结果
结合两种酶切的图谱结果，统计每个酶切图谱的酶切片

段，对应于每一个菌株，有条带处以“!”表示，无条带处以“"”

表示。小于 !""#$的片段在琼脂糖凝胶上难于辨别，均不统
计。采用 %&%数据分析软件中的聚类分析程序进行相似性
聚类分析，产生树状图（图 ’）。

图 # 油菜内生细菌 $%& ’()* +,-.-/0+图谱相似性聚类图
()*+’ ,-./01*023 #24-/ 1. 56- 4)3)720)58 19 :;<=<(>: $255-0.4 ?4).* @7?45-0).* 2.2784)4

从树状图中可以看出，!AA株内生细菌在 !""B的相似水
平上被聚类分为 ’C个类群。其中部分类群具有较高的相似
性，多数类群差异较大，在 D"B的相似水平上仍被聚类分为

AD个类群，表明油菜内生细菌存在丰富的多样性。
为了方便起见，树状图中每个类群的第一个菌株号作为

该类群的编号。在 ’C个类群中，类群 >EA和 >E!C都包括分
离自根、茎、叶和叶柄的菌株，表明这 A个类群的细菌能够系
统性存在于寄主体内；类群 FGH’、>EA!、>E!I、>EAA、>E!、

>E!’、>E!D、J!和 >EAK等都包括至少分离自 A种以上器官组
织的菌株，这些类群也具有在寄主内系统存在和扩展的能

力；其它类群的菌株都分别来自根、茎和叶中的一种器官，这

些菌株是否具有系统定殖能力有待于进一步的试验证据。

# 讨论

本研究从油菜不同器官组织中分离到大量内生细菌。

通过菌落形态和 !I% 0,L& :;<=<(>:分析发现油菜内生细菌
存在丰富的多样性。根据菌落形态我们将分离的菌株归为

’K类，根据两种限制性内切酶酶切图谱的统计分析 !AA株内
生细菌被归为 ’C 类，两种方法归出的类群数量大致相当。
将两种归类方法的结果相比较发现：部分归类结果相一致，

如 >ED和 >E!"其菌落形态相同，在树状图中，>ED和 >E!"也
聚为一类，M’、MI、M!K、MAI、MAD 和 MAN 菌落形态分类和

<(>:分析结果也是一致的；但是对于多数类群，归类结果差
异很大，说明根据菌落形态进行归类不可靠，只能作为初步

的参考指标。鉴于此，我们认为在内生细菌的分离、多样性

研究、种群动态分析中，要充分注意菌落特征反应遗传差异

的局限性。

!I% 0,L& :;<=<(>:技术被用于许多细菌（包括内生细

菌）的多样性研究和鉴定，在本研究中，利用两种限制性内切

酶的 <(>:分析能够反映出油菜内生细菌丰富的多样性，显

示 !I%核糖体 ,L&的 <(>:可以作为油菜内生细菌多样性分

析的一种有效方法。

利用 <(>:分析对快速、经济地评估自然生境中微生物

的多样性具有重要作用。本试验将油菜内生细菌的 !I%

0,L&归为 ’C个不同的 <(>:型（结合 !"#!和 $%&"两种酶

切图谱），对这些 <(>:类型内的代表菌株进行序列测定，可

获得油菜内生细菌种群多样性更加深入的信息，并且这些

<(>:型可以用于进一步比较不同环境、不同品种、不同生长

季节油菜内生细菌种群动态变化等方面的研究。

由于国内外目前对油菜内生细菌系统鉴定研究很少，本

研究室也缺少已知分类地位的标准菌株，所以对 <(>:分析

所归类的 ’C个类群代表的归属和分类等级，还不能确定，目

前我们正在进行这些细菌的系统鉴定研究。
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