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魔芋内生拮抗菌的筛选及鉴定
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摘要：为了从魔芋组织中筛选得到有效抑制魔芋软腐病菌的内生拮抗菌，采用组织块法从魔芋块
茎中分离到１５株内生细菌，通过菌株发酵上清液抑菌试验筛选拮抗菌株，发现其中５株对魔芋软
腐病具有拮抗作用，占所筛内生菌的３３％，ＢＳ－４、５、８的抑菌圈较大，直径在１４～１６ｍｍ。魔芋块
茎感病试验发现，抑菌活性较高的ＢＳ－８菌株发酵上清液能在一定程度上抑制魔芋块茎感病，经生
理生化和１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析鉴定，证实ＢＳ－８菌株为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）。ＢＳ－８
菌株对魔芋软腐病菌具有很好的拮抗性，可作为一种新的植物生防制剂或工程菌进行更深一步的
研究。
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　　 魔芋作为一种经济作物，具有广阔的市场和很
高的药用、食用价值，且具有降血压、降血脂功能和
低脂肪、高纤维特性。魔芋软腐病的发生和蔓延在
一定程度上阻碍了魔芋产业的发展，严重时造成大
面积绝收。国内外大多采用综合防治措施防治魔芋
软腐病，其能在一定程度上减轻病害的发生，但效果

不是很理想，不能有效阻止软腐病的蔓延及从根本
上解决病源。另外，长期使用化学合成农药，不仅会
引发病菌产生耐药性，还会污染环境，危及食品安全
和人类健康。
随着人们对生态农业认识的加深，生物防治已

成为国内外学者的研究热点［１］。生物防治有利于人
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畜安全及环境保护，不仅成本低廉，且兼防兼治、增
产增收，是一种无公害植保新技术，备受人们青
睐［２］。植物内生菌是指在植物生长的一定或全部阶
段生活在植物体内，但不表现出外在性状的一类微
生物，通常存在于细胞间隙［３－４］。植物内生菌作为生
防因子的优势主要表现在它能定殖于植物体内，相
对于其他环境微生物而言，避免了多种外界压力的
干扰，更有利于发挥生防效果。目前，关于魔芋内生
菌定殖体内的生防效果研究很少。因此，筛选和鉴
定具有拮抗魔芋软腐病的内生细菌，以期为通过生
防途径治理软腐病提供依据。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　菌株、质粒、酶及魔芋块茎　大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＤＨ５α和健康魔芋块茎由三峡大
学生物技术研究中心保存和提供；ｐＭＤ１９－Ｔ载体和

Ｔａｑ酶为ＴａＫａＲａ公司产品；Ｔ４连接酶为Ｆｅｒｍｅｎ－
ｔａｓ公司产品。

１．１．２　仪器和试剂　主要仪器：ＰＣＲ仪（ＰＴＣ－２２０）
购自 美 国 ＭＪ　ＲＥＳＥＡＲＣＨ 公 司；水 平 电 泳 仪
（ＤＹＹ－６Ｃ）购自北京六一公司；凝胶自动成像系统
购自美国ＢＩＯ－ＲＡＤ公司；５８１０低温高速离心机购
自德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；普通冰箱和ＢＣＤ－２５８Ｋ超
低温冰箱购自中国 Ｈａｉｅｒ公司；高压灭菌锅（ＳＳ－
３２５）购自日本ＴＯＭＹ公司；ＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ　Ｐｌｕｓ核
酸蛋白测定仪购自德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；电子天平
购自 ＭＥＴＴＬＥＲ　ＴＯＬＥＤＯ公司。
主要试剂：０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＣａＣｌ２ 溶液、ＣＴＡＢ提取

缓冲液、ＮａＣｌ、３％Ｈ２Ｏ２、马尿酸盐、硫化氢、葡萄
糖、柠檬酸盐、叠氮化钠等。

１．１．３　培养基　 （１）牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏

３ｇ，ＮａＣｌ　５ｇ，蛋白胨１０ｇ，Ｈ２Ｏ　１　０００ｍＬ，ｐＨ 值

７．０～７．２，琼脂粉１５～２０ｇ。（２）ＬＢ培养基：蛋白
胨１０ｇ，酵母提取物５ｇ，ＮａＣｌ　１０ｇ，Ｈ２Ｏ　１　０００ｍＬ，

ｐＨ值７．０～７．２，琼脂粉１５～２０ｇ。

１．２　方法

１．２．１　魔芋内生菌的分离　取多年生健康魔芋块
茎，清洗表面的泥沙，削皮，流水冲洗２０ｍｉｎ，在无
菌操作台上依次用７５％乙醇浸泡１ｍｉｎ，无菌水冲
洗４～５次，０．１％升汞浸泡处理１０ｍｉｎ，无菌水冲
洗３次，取最后一次冲洗液１００μＬ涂布于牛肉膏蛋
白胨培养基上，３７ ℃下培养２ｄ，检验表面灭菌
情况。
取表面灭菌材料，切成１．０ｃｍ×０．５ｃｍ块状，

放置于牛肉膏蛋白胨培养皿中，３７℃培养１～２ｄ，
待魔芋块周围长出菌落后，根据菌落形态、颜色、干
湿度等挑取菌落进行划线分离纯化，将纯化的菌种
进行保藏。

１．２．２　魔芋内生拮抗菌的筛选　采用菌株发酵上
清液抑菌试验筛选对魔芋软腐病菌有拮抗作用的内

生菌。取７５μＬ软腐病菌悬液涂布于牛肉膏蛋白胨
培养基平板上，待菌液完全被吸收后用孔径为

１０ｍｍ的打孔器在平板上均匀打孔，将内生菌株发
酵液以８　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，每个孔内加入

１５０μＬ内生菌发酵上清液，３０℃培养过夜，次日观
察有无抑菌圈产生。
将上述平板上显示有抑菌圈的菌株发酵液进行

魔芋块茎感病试验。将魔芋表面洗净，用７５％乙醇
进行表面消毒，在无菌条件下切成大小一致的小块，
放入垫有滤纸的培养皿中，加１ｍＬ无菌水在滤纸
上，保持平板湿度，在魔芋块中央按一定的比例接入
病原菌悬浮液和拮抗菌发酵上清液（１∶１、１∶２、

１∶３），同时设置阴性对照（单接无菌水）、阳性对照
（单接病原菌悬浮液）和单接拮抗菌发酵上清液３个
处理，将平板置于３０℃培养箱中，定期观察魔芋块
发病情况。

１．２．３　魔芋内生拮抗菌的鉴定

１．２．３．１　菌落和菌体形态观察　将菌株接种于牛
肉膏蛋白胨固体培养基上，３０ ℃恒温培养１８～
２４ｈ，观察菌落的形态、颜色、光泽度、边缘特征、表
面特征等。同时挑取少许菌进行革兰氏染色，在光
学显微镜下观察菌体的形态、有无芽孢及其芽孢位
置等［５－６］。

１．２．３．２　菌株的生理生化鉴定　具体方法参照文
献［７］。

１．２．３．３　菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因鉴定　细菌ＤＮＡ
的提取采用ＣＴＡＢ法［８］。根据芽孢杆菌保守区域
序列设计引物［９］，由上海生工生物工程有限公司合
成。内生细菌１６ＳｒＲＮＡ 基因的 ＰＣＲ 扩增体系
（２５μＬ）：ＤＮＡ 模板 ０．５μＬ（３０ｎｇ），１０×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰ　２．０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ
的Ｐｒｉｍｅｒ　１和Ｐｒｉｍｅｒ　２各０．５μＬ，Ｔａｑ酶（２．５Ｕ／μＬ）

０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　１８．５μＬ。反应条件：９４℃５ｍｉｎ；

９４℃４５ｓ，５３℃４５ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃
１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳，采用上
海生工生物工程有限公司的 ＵＮＩＱ－１０柱式 ＤＮＡ
胶回收试剂盒回收目的基因片段。回收产物与载体

ｐＭＤ１９－Ｔ在１６℃连接过夜，将连接产物转化大肠
杆菌ＤＨ５α，稍加离心浓缩，涂布于含有氨苄青霉素
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（Ａｍｐ）的ＬＢ固体培养基上，倒置于３７℃培养箱中
培养过夜。挑取平板上的单菌落进行ＰＣＲ扩增，根
据扩增的结果选择阳性转化子，接种于含有相应抗
生素的ＬＢ液体培养基中，３７℃振荡培养过夜，将菌
液送至上海生工生物工程有限公司进行测序。
将内生菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列输入ＮＣＢＩ

网站进行ＢＬＡＳＴ比对，选取同属和不同属的模式
菌株序列，对菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列构建系统发
育树，结果由 ＭＥＧＡ软件显示。

２　结果与分析

２．１　内生拮抗菌的初筛结果及形态观察
根据菌落形态、颜色、干湿度等初步分析，从魔

芋组织块边缘分离纯化出１５株不同的内生细菌。
以魔芋软腐病菌为指示菌，进行内生菌发酵液抑菌
试验，根据抑菌圈的大小判断，５株内生菌对魔芋软
腐病菌具有拮抗作用（图１），占所筛菌株的３３％。
其中ＢＳ－４、５、８菌株发酵液抑菌圈相对较大，直径分
别为１４ｍｍ、１５ｍｍ、１４ｍｍ。对ＢＳ－５和ＢＳ－８菌株
连续６ｄ取样测定抑菌活性，其均有抑菌圈产生，直
径在１４～１６ｍｍ。３株内生菌的菌落形态观察结果
见表１；经番红简单染色后，置光学显微镜下观察，
菌体均为杆状、产芽孢。

４、５、６、７、８为筛选的内生菌

图１　内生菌发酵上清液抑菌试验结果

表１　内生菌菌落形态观察结果

内生菌 菌落表面 边缘 颜色 湿度

ＢＳ－４ 突脐状，有褶皱 伞状 土黄 湿

ＢＳ－５ 扩展状 波状 白 干

ＢＳ－８ 缺刻状，有褶皱 波状 土黄 湿

２．２　内生拮抗菌魔芋块茎感病试验结果
将内生拮抗菌ＢＳ－４、ＢＳ－５、ＢＳ－８发酵上清液和

魔芋软腐病菌悬浮液按一定比例加入魔芋块中央，３

～５ｄ后观察魔芋块的发病情况，其中加入ＢＳ－８发

酵上清液的魔芋块发病较轻且重复性好。单接无菌
水的魔芋块（Ａ）未出现变黑变软的迹象；单接软腐
病菌悬浮液的魔芋块（Ｂ）则严重变黑变软，同时散
发出一股浓烈的臭味；单接ＢＳ－８发酵上清液的魔芋
块（Ｆ）由白色变成淡黄色，魔芋块未变软；当软腐病
菌与发酵上清液比例为１∶１（Ｃ）和１∶３（Ｅ）时，魔
芋块轻微变黑和变软，当两者比例为１∶２时（Ｄ），
魔芋块只是变黄而未变黑和变软（图２）。结果表明：

ＢＳ－８菌株发酵上清液能在一定程度上抑制魔芋块
茎感病。

Ａ代表阴性对照（单接无菌水）；Ｂ代表阳性对照（单接软腐病原菌）；
Ｃ、Ｄ、Ｅ代表软腐病菌和发酵上清液的比例分别为
１∶１、１∶２、１∶３；Ｆ代表单接发酵上清液

图２　拮抗菌ＢＳ－８的魔芋块茎感病试验结果

２．３　内生拮抗菌ＢＳ－８的生理生化鉴定结果
由表２可以看出，菌株ＢＳ－８的生理生化试验结

果与枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌有很大的相似

性，但ＢＳ－８菌株的Ｖ－Ｐ试验呈现阳性，地衣芽孢杆
菌则呈现阴性；ＢＳ－８菌株对苯丙氨酸和柠檬酸的利

用呈现阴性，而枯草芽孢杆菌则呈现阳性。因此，初
步认为ＢＳ－８菌株为芽孢杆菌属细菌。

表２　菌株ＢＳ－８与其他芽孢杆菌的生理生化
试验结果比较

生理生化试验 ＢＳ－８菌株
枯草
芽孢杆菌

地衣
芽孢杆菌

革兰氏反应 阳性 阳性 阳性

细胞形态 杆状／有芽
孢／中生

杆状／有
芽孢／中生

杆状／有
芽孢／中生

伴胞晶体 无 无 无

鞭毛 少量 少量 少量

厌氧生长 ＋ ＋ ＋

耐酸碱度（ｐＨ值５．７） ＋ ＋ ＋

耐ＮａＣｌ（７％以上） ＋ ＋ ＋

接触酶试验 ＋

Ｖ－Ｐ试验 ＋ ＋ －

淀粉水解试验 ＋ ＋ ＋

纤维素水解试验 －

硝酸盐还原试验 ＋ ＋ ＋

吲哚产生试验 ＋

苯丙氨酸脱氨酶试验 － ＋ －
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续表２　菌株ＢＳ－８与其他芽孢杆菌的生理生化
试验结果比较

生理生化试验 ＢＳ－８菌株
枯草
芽孢杆菌

地衣
芽孢杆菌

石蕊牛奶试验 ＋（胨化）

马尿酸盐水解 －

明胶液化 ＋

Ｈ２Ｓ试验 ＋

葡萄糖产酸试验 ＋ ＋ ＋

柠檬酸盐利用试验 － ＋ ＋

对叠氮化钠利用试验 － － －

　注：“＋”表示阳性，“－”表示阴性。

２．４　内生拮抗菌ＢＳ－８的１６ＳｒＲＮＡ基因鉴定结果
根据芽孢杆菌１６ＳｒＲＮＡ基因保守序列设计引

物，以ＢＳ－８菌株ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增相应目的
条带，如图３所示，在１　５００ｂｐ左右产生明显的条
带，条带清晰且单一，与预期目标大小一致。

Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ　１５０００；１．ＢＳ－８菌株；２．阴性对照

图３　ＢＳ－８菌株１６ＳｒＲＮＡ基因扩增产物电泳图谱

由图４可知，内生芽孢杆菌ＢＳ－８与 ＧｅｎＢａｎｋ
上枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＢＳ１１（登录号：

ＧＵ１６６７４６）处于同一分支，利用ＤＮＡＭＡＮ软件进
行序列比对，发现两者的相似性高达９９．６４％，说明
该内生拮抗菌属于枯草芽孢杆菌。

各分支结点处的数据表示两分支间同源可信度的百分数

图４　内生芽孢杆菌ＢＳ－８的１６ＳｒＲＮＡ基因系统发育树

３　结论与讨论

本试验采用组织块法从魔芋块茎中分离到１５株
内生细菌，其中５株对魔芋软腐病具有拮抗作用，占
所筛菌株的３３％。其中ＢＳ－４、５、８菌株发酵液抑菌圈
相对较大，直径为１４～１６ｍｍ，光学显微镜下观察其
菌体均为杆状、产芽孢。经魔芋块茎感病试验观察
到，ＢＳ－８菌株的发酵上清液能在一定程度上抑制魔
芋块茎感病，经生理生化试验和１６ＳｒＲＮＡ基因分析
鉴定，证实ＢＳ－８菌株为枯草芽孢杆菌。

植物内生菌的筛选方法有研磨法和组织块法。

在分离植物内生菌过程中，最佳的表面灭菌和分离
培养条件是筛选内生菌的关键，表面灭菌不彻底会

造成所分离的菌株不是内生菌，而过度的表面灭菌
会造成部分内生菌被杀死，最佳的培养条件能最大
限度获得较多的内生菌。在检测表面灭菌是否彻底
时，常采用组织印迹检测和最后一次洗涤液检测２
种方法，初步验证所筛菌株不是杂菌［１０］。本试验采
用组织块法分离魔芋内生菌，仅获得１５株，与从其
他一些植物如马铃薯［１１］、烟草［１２］、辣椒［１３］等中筛选
出１００多株相比，筛选的内生菌较少，可能与魔芋表
面消毒、魔芋本身较高的葡甘聚糖含量等有关。葡甘
聚糖具有较强的成膜性，所形成的膜屏障能阻碍Ｏ２
的流通，通常应用于果蔬保鲜，具有防腐作用［１４－１５］。

分析可能是葡甘聚糖的这种特性使得在分离魔芋内

生菌时存在一定的难度，导致不能 （下转第８８页）
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图６　不同硫酸铵盐析蛋白质溶液对小白菜苗高的影响

综上可知，桃褐腐病菌蛋白的硫酸铵盐析组分
中大多数对小白菜的根长和苗高具有较好的促进作

用，而对小白菜的发芽率没有明显的促进作用。其
中，硫酸铵饱和度为４０％、５０％、６０％３个处理对小
白菜根长和苗高的促进作用均比较明显，并且４０％
处理对小白菜的发芽率也有一定的促进作用。说明
在饱和度为４０％、５０％、６０％的硫酸铵盐析得到的
桃褐腐病菌蛋白组分中含有对小白菜生长具有促进

作用的激活蛋白。

３　结论与讨论

本试验采用硫酸铵盐析的方法对桃褐腐病菌的总

蛋白进行了粗分离，并分析了各盐析组分对小麦和小
白菜种子发芽和生长的影响，结果表明：硫酸铵饱和度
为６０％时，桃褐腐病菌蛋白质量浓度最高，可达

１　４０３．０μｇ／ｍＬ，饱和度为１００％的硫酸铵盐析得到的
桃褐腐病菌蛋白质量浓度最低，仅为１９７．６μｇ／ｍＬ。

在各种分离到的蛋白组分中，饱和度为４０％、

５０％、６０％的硫酸铵盐析得到的蛋白组分对小麦
和小白菜种子的发芽和生长具有促进作用，说明
这些组分中含有对小麦和小白菜生长具有促进作

用的激活蛋白。
前人的研究表明，激活蛋白大多为１５～６０ｋＤ

的蛋白质或糖蛋白，其通过植物信号转导，引起一系
列与植物生长和抗病相关的酶活变化，从而表现抗
病增产作用［７］。因此，为了更好地利用桃褐腐病菌
的激活蛋白，还需要对其纯化方法和诱导抗病促生
的机制做进一步研究。
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［１３］　何红，蔡学清，洪永聪，等．辣椒内生细菌的分离及拮抗
菌的筛选［Ｊ］．中国生物防治，２００２，１８（４）：１７１－１７５．

［１４］　张佳琪，黄灏，吕远平，等．改性魔芋葡甘露聚糖涂膜
在果蔬保鲜上的应用研究［Ｊ］．安徽农业科学，２０１１，
３９（２３）：１４３５０－１４３５１，１４３５６．

［１５］　张忠良，鲁周民，李文华．魔芋葡甘聚糖在板栗保鲜中
的应用［Ｊ］．中国农学通报，２００５，２１（２）：８３－８４．
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