


!"# $% 牛肉膏蛋白胨液体培养基冲洗含菌愈伤组织，

洗液保存备用。平板对峙培养筛选拮抗菌：将约 &!’ ()*+$%
（(,-,./ ),0$1.2 *.13，()*）的软腐菌 456& 菌悬液 !"7 $% 加入无

菌培养皿中，倒入已冷却至 8!9左右的牛肉膏蛋白胨培养

基，充分摇匀，冷却，按 &! 倍梯度稀释洗液至 &!: 7，涂布平

板。7;9培养 7< 后选择菌落分布均匀的稀释度观察是否有

抑菌圈，保存形成抑菌圈的菌株。

!"# 拮抗菌的内生定殖测定

培养 &= > 的菌液，取 7!!% 注射入无菌培养的魔芋试管

苗茎基部，同时以 ! ? "#$% @A#"作为阴性对照，每个菌种设 B
个重复。试管中培养 8!<，取魔芋试管苗根部表面灭菌（方

法同 &"7 所述），碾碎，按 &! 倍梯度稀释至 &!: =，涂布平板，

每个稀释度 B 个重复。7;9培养 78>，选择菌落数量适当的

稀释度，计算试管苗根内的含菌量。

!"$ 拮抗菌的菌种鉴定

拮抗菌蕃红简单染色后，置普通光学显微镜下观察。抽

提拮抗菌总 @CD，利用 &=4 0@CD 细菌通用引物 5EB8==F 和

5EB8==; 进行 G5H 扩增。扩增产物回收，送至公司测序。测

序结果输入 C5IJ 中用 I-KL3. 程序交送 6M.IK.N 库进行比较

分析。

!"% 拮抗菌的抑病活性检测

马铃薯洗净表面，用 F#O（P+P）乙醇进行表面消毒。在

无菌操作台上，用无菌刀片将马铃薯切成厚度约为 &($ 的片

状。拮抗菌 I4.# 约 &!’ ()*+$% 的培养菌液，7;9浸泡马铃薯

切片 B!$1. 后，接种软腐菌 456& 约 &!= ()*+$% 的菌液 #!%，同

时以不接种软腐菌 456& 和接种软腐菌 456& 的未浸泡拮抗

菌的马铃薯切片作为对照。7;9培养 78>，观察马铃薯是否

出现软腐病斑及感病的程度。

!"& 拮抗菌胞外蛋白的提取与纯化

拮抗菌 I4.# 的 %I 培养液 &7!!!0+$1. 离心 &!$1.，各取

&!!$%上清，分别缓慢加入（CA8 ）7 4Q8 达 B!O、#!O和 ;!O
硫酸铵饱和度，&7!!!0+$1. 89离心 &!$1.，去离子水溶解沉

淀。粗提液移至透析袋（截留分子量 ; R &!N@K）于去离子水

中 89透析 8;>，定容至原培养液的 &+7! 体积。紫外吸收法

定量，各取 &!!!2 蛋白加在 456& 的混菌平板上，观察是否产

生抑菌圈，4@4SGD6T 凝胶电泳检测蛋白组成。

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离 B!O硫酸铵饱和度的

蛋白液 7!!!%，取一侧凝胶少许染色，根据显色蛋白带的位

置切下剩余凝胶上的该蛋白。切下的凝胶加 7$% 去离子

水，碾钵碾碎，离心，取上清，得到不含凝胶碎片的纯化蛋白，

另切下相同大小的空白凝胶重复以上步骤，提取液作为阴性

对照。取阴性对照和 #!!2 纯化蛋白加在同一个 456& 的混

菌平板上，观察是否产生抑菌圈并记录抑菌圈的直径。

以上操作重复 B 次。

!"’ 抑菌蛋白的性质分析

各取 &!!!2 的 B!O硫酸铵饱和度蛋白液分别用 #!9、

;!9、&!!9和 &7!9处理 B! $1.，蛋白酶 U、胰蛋白酶 BF9下

处理 =!$1.（酶反应浓度均为 7!$2+%），同时以未作处理的蛋

白液为阳性对照，添加等量蛋白酶的去离子水为阴性对照，

分别加在 456& 的混菌平板上，检测其对软腐菌 456& 的抑

菌活性，观察是否产生抑菌圈并记录抑菌圈的直径。以上操

作重复 B 次。

( 结果

("! 内生拮抗细菌的筛选、鉴定及内生定殖测定

愈伤组织洗液中的的内生菌的数量不多，未稀释洗液涂

布平板后可以形成单独的菌落，其中约 &+&! 菌落形成了抑

菌圈。这些内生拮抗细菌的菌落形态相似，都表现为菌落突

起，表面有褶皱，形成的抑菌圈直径都约为 #$$。

随机挑取 7# 个单菌落，复红简单染色后，置普通光学显

微镜下观察，均为产芽胞的杆状菌。取其中一个菌落，抽提

总 @CD，扩 增 其 &=4 0@CD，产 物 大 小 约 为 &"#NV，连 接 到

W6TXSY MKL/ 载体，转化 ! ? "#$% @A#"，阳性克隆从 5EB8==;
引物端测序，测得的 =;&VW 的片段可在 6M.IK.N 库中的各枯

草芽 胞 杆 菌 &=4 0HCD 基 因 找 到 同 源 序 列，且 相 似 性

（1<M.3131ML）达到 ’’"!O，确定该菌属于芽胞杆菌科芽胞杆菌

属（&’"%$$()），命名为 I4.#。

接种了菌株 I4.# 的魔芋试管苗根部的含菌量分别为

B"F Z &!# ()*、B"B Z &!# ()*、8"F Z &!# ()*。接种 ! ? "#$% @A#"的

魔芋苗根部没有检测到 ! ? "#$% @A#"。说明菌株 I4.# 为魔

芋的内生菌，能够在魔芋根部大量定殖。

("( 芽胞杆菌 )*+% 的抑病活性检测

从图 & 的结果可以看出：仅接种软腐菌 456&，不接种内

生菌 I4.# 的马铃薯上出现明显的软腐病斑，而接种内生菌

I4.# 的的马铃薯上，软腐菌 456& 产生的软腐病斑较小。说

明菌株 I4.# 能够较好的降低软腐菌的致病力。

图 ! 芽胞杆菌 )*+% 对胡萝卜软腐欧文氏杆菌 *,-! 的

的抑病活性试验

[12?& @M3M(31,. ,) 1.>1V13,0/ K(31\13/ ,) &’"%$$() I4.# K2K1.L3 WK3>,2M.

!*+%,%’ "’*#-#.#*’ 456&" &" G,3K3, ]13> ]K3M0；7" G,3K3, ]13> I4.# K.<

456&；B" G,3K3, ]13> 456&"

("# 芽胞杆菌 )*+% 胞外蛋白的提取与纯化

等量的 B!O、#!O和 ;!O硫酸铵饱和度蛋白提取液中，

B!O硫酸铵饱和度蛋白提取液较纯，仅有一个可见的蛋白条

带，根据迁移率计算该蛋白条带大小为 B&"=N@K（图 7）。形

成的抑菌圈大小见表 &，表明 ;!O硫酸铵饱和度蛋白提取液

中的抗菌蛋白的含量最低，其它非抗菌蛋白含量较高；B!O
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硫酸铵饱和度蛋白提取液中抗菌蛋白的含量最高。非变性

凝胶电泳纯化 !"#硫酸铵饱和度蛋白提取液，获得的 $"!%
蛋白形成的抑菌圈的直径的平均值为 &"’’，而阴性对照没

有形成抑菌圈。表明 !"#硫酸铵饱和度蛋白提取液中的

!&()*+, 蛋白即为该菌的抗菌活性物质。

图 ! 芽胞杆菌 "#$% 的不同饱和度硫酸铵蛋白提取液的

#&#’()*+ 结果

-.%/ 0 1+123456 7898:9.;< ;= 7.==8>8<9 ?,9@>,987 ,’’;<.@’ ?@A=,98

B>8:.B.9,9.;<? ;= !"#$%%&’ ?9>,.< C1<$( D,>*8>； &( !"# ?,9@>,987

,’’;<.@’ ?@A=,98 B>8:.B.9,9.;< ;= C1<$；0($"# ?,9@>,987 ,’’;<.@’

?@A=,98 B>8:.B.9,9.;< ;= C1<$； !( E"# ?,9@>,987 ,’’;<.@’ ?@A=,98

B>8:.B.9,9.;< ;= C1<$(

!,- 抑菌蛋白的性质分析

未加热处理的蛋白液和 $"F处理的蛋白液，均形成抑

菌圈（表 &）；E"F、&""F和 &0"F处理的蛋白液，未形成抑菌

圈，说明蛋白液中的抗菌物质对较高的温度敏感，仅能耐受

$"F。蛋白酶 G 处理的蛋白液不能形成抑菌圈，表明蛋白酶

G 能够破坏该蛋白的活性。胰蛋白酶处理的蛋白液形成了

抑菌圈（表 &），而胰蛋白酶阴性对照不形成抑菌圈，说明蛋

白粗提液中的抗菌物质经胰蛋白酶处理后仍然保持活性，对

胰蛋白酶不敏感。

表 . 不同处理的 "#$% 蛋白提取液形成的抑菌圈

H,IA8 & J<K.I.9;>L M;<8 ;= 7.==8>8<9 9>8,9’8<9? ;= 8N9>,:987 B>;98.< ;= C1<$

H>8,9’8<9? O@,<9.9L ;=
B>;98.<P!%

4Q8>,%8 7.,’898> ;=
.<K.I.9;>L M;<8P’’

1,9@>,987 ,’’;<.@’ !"# &"" &R
?@A=,98 $"# &"" &)

E"# &"" S
6N9>,:987 B>;98.<! $"F &"" &R

E"F &"" "
9>8,987 IL K8,9 &""F &"" "

&0"F &"" "
6N9>,:987 B>;98.<! 3>;98.<,?8 G &"" "
9>8,987 IL B>;98.<,?8? H>LB?.< &"" &R
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/ 讨论

本研究从魔芋内生菌中筛选到一株能够抑制细菌性病

病原菌胡萝卜软腐欧文氏菌的枯草芽胞杆菌，该菌能够明显

降低欧文氏菌的致病力，可用于软腐病生物杀菌剂的研制开

发，同时还可能成为构建魔芋内生防病工程菌的受体菌。

已知的枯草芽胞杆菌产生的抗菌物质多为低分子多肽，

例如表面活性素（1@>=,:9.<）；一般能够耐受高温，例如谢海平

等［&!］研 究 的 海 洋 枯 草 芽 孢 杆 菌 产 生 的 抗 菌 蛋 白 能 够 耐

&0&F高温，何红等［&T］研究的枯草芽胞杆菌产生的抗菌蛋白

也能够耐 &""F高温；对蛋白酶处理不敏感。而本研究中的

枯草芽胞杆菌产生的抗菌蛋白能够耐受 $"F处理，对 E"F
以及 E"F 以 上 的 温 度 敏 感，对 蛋 白 酶 G 敏 感，分 子 量 为

!&()*+,。显然前人研究的枯草芽胞杆菌抗菌蛋白与本研究

中的抗菌蛋白特性是不同的，因此该蛋白可能是一种新的抗

菌蛋白。与氨基糖苷类、大环类脂类等非蛋白类抗生素相

比，抗菌蛋白的合成途径比较简单，而且该蛋白分子量不大，

可以较容易的克隆相应的基因。通过原核体系中的大量表

达，可以进一步验证该蛋白的抗菌活性并研究其拮抗作用机

制，该研究正在进行中，此外克隆的基因也可作为植物遗传

改良的基因资源。

C1<$ 这种对胡萝卜软腐欧文氏菌有拮抗作用的细菌，

能够作为内生菌存在于魔芋中，其原因值得探究。胡萝卜软

腐欧文氏菌造成的魔芋软腐病是魔芋最重要的细菌性病害，

在魔芋栽培中广泛存在［&$］；内生菌作为生存于植物内部的

菌种资源，这种独特的生态位使得内生菌与植物之间存在着

紧密地联系，因此推测拮抗内生菌存在的原因是：在长期受

到病原菌胁迫的植物组织中，内生菌的种类和数量随着所寄

居的植物的内部的生态环境的变化而变化，当植物受到病原

菌的侵染时，组织间繁殖着大量的病原菌并发生相应的组织

病理反应，植物的内部的生态环境不利于大部分的内生菌的

定殖，但是可能存在少量内生菌株能够耐受这种不良环境，

这种内生菌株通过产生抗菌物质，抑制病原菌生长，从而提

高了宿主的存活几率。本研究中 C1<$ 的分离验证了这种推

测，并表明可按这条途径去寻找新的抗菌物质。
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