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黄瓜青枯病内生拮抗菌株的分离及 !"#"!分析
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摘 要：在黄瓜生长的不同阶段从根系分离内生细菌共 !"&株。通过青枯菌平板拮抗试验，从中筛选到具明显拮
抗作用的菌株 9&株。将内生拮抗菌纯培养物扩增近全长的 %"B /*0C并用限制性内切酶 !"#!对 DEF产物进行
CF*FC（;-G7<H<+I /*0C /+JK/<,K<A> ;>;7LJ<J）多态性分析，共得到 9种不同的操作分类单元（1G+/;K<A>;7 6;MA>A-<, N><K，
16N）。其中属于 16N%共有 4&株分离物，占内生拮抗菌总数的 ""O，为优势种群。进一步通过 :FPE8DEF指纹图的
方法在菌株水平上分析 16N%类群。结果表明，16N%可分为 %#种不同的菌株，其中菌株 Q:8%和 Q:8#在黄瓜生长
的 9个不同阶段均可分离到。通过标记天然不具有利福平抗性的 Q:8%和 Q:8#菌株，获得抗利福平突变体菌株，
回收检测结果表明，在栽培的不同时期，黄瓜植株根内均有 Q:8%和 Q:8#菌株的定殖。经防病效果的盆栽试验，发
现 Q:8%和 Q:8#的浸种处理能有效降低黄瓜青枯病的病发率，与对照比较差异显著。因此确定 Q:8%和 Q:8#为黄
瓜青枯病生物防治的优良菌株。
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细菌性青枯病是由 $%"&’()*% &("%)%+,%-#. 引起
的一种毁灭性土传病害，发生普遍，危害严重。目

前，防治这类植物病害主要是依靠选育植物抗病品

种，而生物防治因具有对环境、生态和人类健康安全

等优点，仍不失为重要的辅助手段，并发挥着越来越

重要的作用［%］。以往用于黄瓜青枯病防治的生防菌

株大都是根际微生物［#］，易受环境的影响而防效不

稳定。因此，对黄瓜植株内生菌进行分离，从中筛选

出对黄瓜青枯病有显著拮抗作用的内生细菌，对探

索新的防治黄瓜青枯病的途径具有重要意义。

*;7-;JK/<等［4］曾用纯培养的方法从玉米根部分
离了大量菌株，然后用 CF*FC 的方法从中鉴定出
’4株菌株属于 /#-01("2,-*% +,3%+*%，进一步用 FCD*
指纹图分析技术来分析这些菌株的遗传多样性，发

现 / @ +,3%+*% 属于种内变异相当大的一个种。这种
基于 DEF的技术已成功地应用于对各种不同环境
中分离的细菌种群进行基因型的分析研究上［!，9］。

本文通过对不同生长阶段黄瓜根部内生拮抗菌的分

离，结合 CF*FC 和 :FPE8DEF 的分析手段，从中确
定可用于黄瓜青枯病生物防治的优良菌株。

$ 材料和方法
$%$ 材料
$%$%$ 菌株：青枯菌（ $%"&’()*% &("%)%+,%-#.）购自

EE6EE菌种保藏中心。
$%$%& 培养基与试剂：RS 培养基：胰化蛋白胨
%$TUR，酵母提取物 9TUR，氯化钠 9TUR，琼脂 #$TUR，
GQ)V$ ( )V9。0C培养基：牛肉膏 4T，酵母膏 %T，蛋
白胨 9T，葡萄糖 %$T，琼脂 #$T，水 %$$$-R，GQ)V$。
DEF试剂、限制性内切酶等购自 D/A-+T;公司。
$%& 内生菌的分离和纯化
分别在黄瓜栽培的 %!I、#’I、!)I、)#I、&$I将植

株整个从土壤中取出，抖去土壤用水洗净，取根

%$T，用 $V%O的升汞浸泡 "$J进行表面杀菌处理，然
后立即用无菌水冲洗 4次。将表面杀菌后的根置于
无菌的研钵内充分研磨，然后移入装有 &$-R $V%O
焦磷酸钠溶液的三角烧瓶内，充分振荡。取上述处

理后的样品适当稀释，取 $V%-R 涂布平板，#’W培
养。组织杀菌处理后第 4次冲洗后的无菌水涂布平
板进行培养，以有无菌落生长判断材料表面杀菌是

否彻底。

选择菌落数在 4$ ( %$$ 范围的平板，将所有单
菌落分别转接划线在相同培养基平板上，分离纯化。

最后挑取单菌落，编号后于 !W冰箱中保存。
$%’ 拮抗菌株的平皿筛选
青枯菌接种至 0C液体培养基中，49W、%’$/U-<>

恒温摇床培养 %# ( #!=。



在已冷却至 !"#左右的 $%培养基中加入青枯
病菌悬液（每 &""’(培养基加菌液 )’(）充分摇匀，
倒入灭菌培养皿制成平板，冷却后点上待测菌，用无

菌水做对照，放在 &*#温箱中培养，观察抑菌圈的
有无，记录实验结果。

!"# $%&扩增
!"#"! +,-反应模板的简易制备：用牙签从平板上
挑取单菌落少许，将菌悬于 &"!(无菌水中，封口膜
封口，./#水浴 )"’01，立即置于冰上，)"""" 2 3瞬时
高速离心，直接取 &!(上清液作为 +,-反应模板。
!"#"’ )45 67$% 扩增：真细菌通用引物 +"（/89
:%:%:;;;:%;,,;::,;,%:）和 +4（ /89,;%,::,
;%,,;;:;;%,:%）用于分离物的 )45 67$%扩增［4］。
&/!( +,-反应体系。反应过程及条件为：./# ."<，
./# ="<，4"# ="< 和 >&# !’01，/ 次循环；./#
="<，//# ="<，>&# !’01，/ 次循环；./# ="<，/"#
="<，>&# !’01，&/ 次循环；>&# )"’01，4"# )"’01。
)?&@琼脂糖凝胶电泳检测 +,-产物。
!"( )&*&)分析
取 /!(（约 )?/!3）的 )45 67$%的 +,-产物，分

别加入 )!( !"# A"、&!(相应的 BCAAD6和 )&!(去离
子水，使反应体系为 &"!(。=>#恒温 = E !F。酶切
产物用 &?"@琼脂糖凝胶电泳检测。
!"+ ,&-%.$%&
用 G-H,9+,- 对分离物进行基因组指纹图分

析，具体方法参见文献［>］。
!"/ 防病效果盆栽试验
种子处理：分离纯化后的菌株接种到 (B 液体

培养基中，=/#、)*"6I’01恒温摇床培养 >&F，离心收
集菌体，用无菌水洗 = 次，悬浮菌体，浓度调整为
)")" JACI’(。黄瓜种子经表面消毒后，在上述菌液中
浸泡 )&F，对照为无菌水处理。
菜园土经 &次高温灭菌后用来制备病原土［*］，

使其中青枯菌浓度约为 )"4 JACI3土。将以上处理后
的种子播于其中，每组 !"粒，分 )"盆栽种。温室光
照设置为 ="#、)!F光照和 &"#、)"F黑暗。培养观
察出苗率。

!"0 菌株利福平抗性突变体筛选及内生性初测
利福平抗性突变体筛选：将菌株进行天然抗药

性的检测［.］。无利福平天然抗药性的菌株再进行利

福平抗性突变体的系统诱导［.］。

内生性初测：将利福平抗性标记菌株接种在 (B
液体培养基中培养，菌液浓度调整为 )")" JACI’(。黄
瓜种子经表面消毒后，在上述菌液中浸泡 )&F，取出

种子种入土中。分别在栽培的 )!K、&*K、!>K将植株
整个从土壤中取出，按上述内生菌分离纯化的方法

取样品涂布于利福平 $%培养基平板上，回收检测
菌落。设置不接菌对照。

’ 结果
’"! 内生菌的分离纯化及平板拮抗试验
在黄瓜苗长出真叶后的第 )!K、&*K、!>K、>&K、

."K，分别取黄瓜根系 )"3，洗净后用 "?)@升汞进行
表面消毒，经研磨制成适当稀释液涂布平板，&*#培
养。选择菌落数大约在 =" E )"" 范围的稀释度平
板，将同一平板上所有单菌落分别转接划线进行分

离纯化，共得到 !4.株纯培养物（表 )）。
将分离的 !4. 个菌株进行平板拮抗试验，从中

筛选出具明显抑菌圈的内生拮抗菌株 /.株，占所分
离内生菌总数的 )=@。实验结果表明，在此次试验
的黄瓜植株 /个生长期中，均可分离到内生拮抗菌
株，其中在黄瓜栽培期的第 )!K，从根系分离的内生
细菌数量最少，内生拮抗菌的频率也最低，为

/?&@；而在第 >&K，所分离的内生拮抗菌的频率达
到最高，为 )*?&@。

表 ! 内生拮抗菌分离物及 )&*&)分析
;LMND ) G1KO3D1OC< L1PL3O10<P0J MLJPD60L L1K %-7-% L1LNQ<0<

7LQ
+6D<D1JD OA L1PL3O10<P0J 0<ONLPD< $OR OA L1PL3O10<P0J 0<ONLPD< 01：

S6LJP0O1L @ T;U) T;U& T;U= T;U! T;U/
)! =I/* /?& & ) " " "
&* *I*= .?4 / " & " )
!> )*I)&* )!?) )" / ) & "
>& &"I))" )*?& )4 = ) " "
." )"I>" )!?= 4 & & " "
;OPLN /.I!4. )=?" =. )) 4 & )
L $C’MD6 OA D1KO3D1OC< L1PL3O10<P0J MLJPD60L I POPLN 1C’MD6 OA D1KO3D1OC<
MLJPD60LR

’"’ )&*&)分析
将 /.株内生拮抗菌纯培养物分别制备 +,-简

易模板，扩增近全长的 )45 67$%，并用限制性内切
酶 $%&"对 +,- 产物进行 %-7-%（L’VN0A0DK 67$%
6D<P60JP0O1 L1LNQ<0<）多态性分析，结果共得到 /种不同
的操作分类单元（TVD6LP0O1LN ;LWO1O’0J U10P，T;U）
（图 )）。根据文献报道，%-7-% 的方法可在 )45
6-$%基因序列上区分细菌种（<VDJ0D<）的差异［4］；每
一特有的 %-7-% 类型代表了一个操作分类单位
（T;U）。用这种方法显示的 T;U<多样性可用以估
计分离物中存在的最低限度的细菌种（<VDJ0D<）的数
目［)"］。据此，在本研究中，所分离的 /.株内生拮抗
菌中至少应存在 /种不同的细菌种群。其中 T;U)
为优势类群，占内生拮抗菌总数的 44@，并且在此

/*.陈 敏等：黄瓜青枯病内生拮抗菌株的分离及 %-7-%分析 R I微生物学报（&""4）!4（4）



次试验的黄瓜植株 !个生长期中均存在 "#$%类群
（表 %所示）。

图 ! !"#!酶切 "#株内生拮抗菌株的 !$% &’() *+,产
物后的 ),’,)类型
&’()% *(+,-./ (/0 /0/12,-34-,/.’. -5 +630’5’/7 %89 ,:;*. 7’(/.2/7 <’24
!"#! 5,-6 != ’.-0+2/.) >：%??@3 :;* 0+77/,；A+B/% C !：*D:D*
3+22/,B. -5 .2,+’B.)

-./ 0,1+2*+,分析
据报道，利用 EDFG保守序列［%%］设计的引物对

细菌 :;*进行 HGD扩增，可以得到反映细菌基因组
结构特征的谱带，由此可在亚种和菌株水平鉴定细

菌，其精确性超过已报道的其他许多方法［I］。

据此，进一步通过 EDFGJHGD 指纹图的方法在
菌株（.2,+’B）水平上分析 "#$%。结果 "#$%的 K=株
分离物共显示了 %L 种不同的指纹图类型（图 L）。
这一结果表明，"#$%的 K=株分离物中存在 %L种不
同的菌株。

对 K=株菌株的分布情况进行了统计（图 L下方
数据）。值得注意的是，第 %泳道和第 L泳道指纹图
所代表的 L种菌株在黄瓜生长的五个不同阶段均可
分离到，且数量明显占优，分别为 KMN和 L8N，因此
将优先考虑作为进一步筛选生物防治用的优良菌株。

-.3 防病效果的盆栽测定
以上经 EDFGJHGD分析确定的 L个优势菌株分

别编号为 OEJ%和 OEJL，进行防病效果的盆栽测定。
盆栽的土壤接种青枯病菌制成病原土，细菌化处理

后的种子播于其上，每种处理设置 %? 盆共 P? 粒。
在 L? C K?Q的光照培养条件下，用无菌水处理的对
照，L?7后所存健苗数为 %?株，病发率为 I!N；而分
别用 OEJ%和 OEJL 菌株细菌化处理后的健苗数为
KL株和 LM株，病发率分别为 L?N和 K?N，与对照比
较病发率均有较大幅度的降低，差异达到显著水平。

-." 内生性初步测定
通过标记天然不具有利福平抗性的 OEJ% 和

OEJL菌株，获得抗利福平突变菌株。对此抗性突变
菌株的培养性状和拮抗性进行测定，结果表明，其培

养性状和拮抗性与原始菌株相同。分别将 OEJ%和

图 - 456!不同菌株 0,1+2*+,指纹分析凝胶图
&’() L E0/12,-34-,/2’1 3+22/,B. -@2+’B/7 @R EDFGJHGD +B+0R.’. -5 .2,+’B.
5,-6 "#$%) >：%??@3 :;* 0+77/,；A+B/% C %L：EDFGJHGD 3+22/,B. -5
.2,+’B.) #4/ BS6@/,. -5 ’.-0+2/. 5-, /+14 EDFGJHGD 3+22/,B +,/ ,/3-,2/7
@/0-< 24/ (/0 )

OEJL抗利福平突变菌株用浸种法接种黄瓜种子，回
收检测结果表明，在栽培的不同时期，植株根内均有

OEJ%和 OEJL菌株的定殖，初步说明了 OEJ%和 OEJ
L菌株确实为黄瓜植株根部的内生菌。

/ 讨论
利用内生细菌防治作物病害是一个新兴的领

域。植物内生菌作为植物微生态系统中的天然组成

部分，它们的存在对加强植物对环境的适应性具有

重要意义。一些内生细菌不但可以抑制病原菌，而

且可以促进宿主的生长，有关这方面的研究已成为

一个热点［%L C %P］。

本研究采用的技术路线是：（%）在 *D:D*分析
的基础上将分离的菌株首先归类（种水平上）；（L）将
每种 *D:D*类型的代表菌株的 %89 ,D;*进行测序
分析，便可鉴定为细菌的某个种（将由后续工作完

成）；（K）通过 EDFGJHGD 指纹图技术进一步分析同
属一个种的不同菌株；（P）在以上分析基础上，将黄
瓜生长的各个不同阶段均可分离到的优势菌株作为

优先考虑的生防菌株。以上方法最突出的优点是它

的简便和快速性，同时又不失其准确性。%89 ,D;*.
是一类公认非常有价值的研究微生物系统发育的分

子指针；对 %89 ,:;*的 HGD产物的 D&AH分析就称
为 *D:D*（+630’5’/7 ,:;* ,/.2,’12’-B +B+0R.’.）。这种
方法对所扩增的 %89 ,:;*片段不需要任何序列信
息即可进行类型划分，再结合 EDFGJHGD 的分子多
样性的鉴定便可取代传统的用表型和生理生化反应

的分析方法。初步进行的内生性测定和防病效果盆

8M= GOE; >’B $% &" ) T!’%& ()’*+,)+"+-)’& .)/)’&（L??8）P8（8）



栽试验的结果表明，用这种方法筛选得到的优势菌

株 !"#$和 !"#%能在不同生长时期的黄瓜植株根内
定殖，且其抗病性比较对照均有显著的提高，证明本

研究所采用的技术路线不仅简便快速，同时又切实

可行。有关 !"#$和 !"#%菌株的分类鉴定、内生定
殖和消长动态、回接测试以及生长特性、田间生防效

果等将由后续工作完成。
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