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摘要:分别利用肉汁胨琼脂 、营养琼脂 、胰酶大豆琼脂 、马铃薯葡萄糖琼脂 、脑心浸液琼脂 、金氏培

养基 B 、LB营养琼脂和酵母膏蛋白胨琼脂 8种常用的细菌分离培养基来分离小麦内生细菌 ,以选

择适宜的分离培养基 ,结果显示 ,胰酶大豆琼脂和金氏培养基 B的分离效果显著优于其他培养基 ,

马铃薯葡萄糖琼脂和脑心浸液琼脂的分离效果较差。利用选择出的金氏培养基 B 和胰酶大豆琼

脂分别对豫东麦区的 7个小麦品种的内生细菌进行分离 ,进一步确认了胰酶大豆琼脂和金氏培养

基 B为分离小麦内生细菌的适宜培养基 。
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Abstract:Seven iso lating media , including Beef ext ract Peptone Agar (BPA), Nutrient Agar

(NA), Trypt ic Soy Agar(TSA),Po tato Dex trose Agar(PDA), Brain Heart Infusion(BHI), King's

medium B(KMB), Luria-Bertani medium(LB)and Yeast ex tract Peptone Agar(YPA), were ut i-

lized to isolate endophy tic bacteria f rom wheat , aiming at screening the optimal media.The re-

sults show ed that the isolation ef fect of TSA and KMB was bet ter than that of other media , while

the PDA and BHI media had the low est iso lation effect.The tw o media TSA and KMB we re fur-

ther confirmed to be the optimal media by using eight wheat varieties f rom easte rn part of Henan

province to isolate endophy tic bacteria.

Key words:Endophy tic bacteria;Wheat(Trit icum aestivum);Medium;Isolat ion

　　植物内生细菌是指能定殖健康植物组织内 ,并

与植物建立了和谐关系的一类微生物
[ 1]
。在农业生

产过程中 ,由于农药和化肥的大量使用以及农田耕

作的单一化 ,使植物和土壤中微生物的多样性大为

减少 。在人们日益重视人与自然和谐相处的今天 ,

研究和利用植物内生细菌对于替代或减少农药和化

肥的使用 ,改善农业生态系统 ,保持植物微生态系统

的生物多样性以及开发新的微生物资源都具有重要

意义 。目前 ,国内外研究者已经从包括小麦在内的

多种作物中分离到多种内生细菌 。植物内生细菌对

植物的作用主要表现为促进植物生长 、抑制植物病

原 、增加植物的抗逆性和他感作用等几个方面
[ 2]
。

利用不同的培养基 ,尽管已经分离出多种小麦内生

细菌 ,但是由于培养基营养物质成分 、离子浓度 、氧

化还原电位以及酸碱度等条件的不同 ,导致不同的

培养基对于微生物具有不同的选择性 。为研究小麦

内生细菌的多样性和品种特异性 ,需要高效 、系统地

分离小麦内生细菌 ,有必要选择出高效的分离培养
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基和培养基组合。因此 ,本研究利用国内外已经报

道的内生细菌常用分离培养基 ,比较不同培养基在

分离小麦内生细菌能力方面的差异 ,选择出适宜的

培养基或者培养基组合 。在此基础上 ,利用筛选出

的培养基实现对豫东麦区 7个小麦品种内生细菌的

高效分离 。

1　材料和方法

1.1　供试培养基

肉汁胨培养基(BPA)
[ 3]
:牛肉浸膏 3.0g ,蛋白

胨 5.0g , 酵母提取物 1.0 g , 琼脂 20g , 蒸馏水

1000mL ,pH 7.0 。

营养琼脂(NA)[ 4] :牛肉浸膏 3.0g , 蛋白胨

5.0 g , NaCl 5.0 g , 琼脂 20 g;蒸馏水 1 000mL ,

pH 7.0。

胰酶大豆琼脂(TSA)[ 5] ,Difco 公司产品 。

马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)
[ 6]
:马铃薯 200 g ,葡

萄糖 20 g ,琼脂 20g ;蒸馏水 1 000mL ,pH 7.0。

金氏培养基 B(KMB)[ 7] :蛋白胨 20 g , 甘油

10.0 g , K 2HPO 4 1.5 g , MgSO4 · 7H 2O 1.5 g ,琼脂

15 g 蒸馏水 1000mL ,pH 7.2 。

LB营养琼脂(LB)[ 8] :蛋白胨 10.0 g ,酵母提取

物 5.0 g ,N aCl 10.0 g ,琼脂 20 g ,蒸馏水 1 000mL ,

pH 7.0。

酵母膏蛋白胨琼脂(YPM)
[ 9]
:酵母提取物

5.0 g ,蛋白胨 10.0 g , NaCl 5.0 g ,琼脂 20 g ,蒸馏水

1000mL ,pH 7.0 。

脑心浸液琼脂(BHI)
[ 10]
, Difco 公司产品。

1.2　利用不同培养基分离小麦内生细菌

从开封市郊区北郊乡麦田中整株采集拔节期健

康小麦(品种分别为豫麦 17号和豫麦 18号),用自

来水轻轻冲掉泥土 ,晾干后剪去茎叶部 ,分别称量 2

个品种的根重 ,之后分别浸入 0.5%(w/v)的升汞中

表面消毒 5min ,无菌水冲洗 5次 ,无菌剪刀剪碎 ,置

于无菌研砵中 ,加入 10mL 无菌生理盐水 ,研磨后

静置 5min ,取上清液经梯度稀释后分别涂布 8种分

离培养基平板 ,于 28℃培养 ,同时 ,分别取 5 ～ 6 条

完整的小麦根 ,经表面消毒后在不同的培养基平板

上滚动后培养作为对照 ,检测表面除菌是否彻底 。

培养 48 h后 ,分别计数不同平板上出现的菌落 ,计

算 2个品种单位根重在不同培养基平板上的菌落形

成单位(cfu/g 根重),同时 ,根据不同培养基平板上

长出菌落的形态 、颜色 、大小等挑取不同的单菌落 ,

分别置于相同的培养基上进行比较 ,以确定分离出

的菌株的不同 。3 次重复 ,每次每个小麦品种根系

研磨液的每个稀释浓度涂布 5个平板 。

1.3　豫东麦区 7个小麦品种小麦内生细菌的分离

和初步鉴定

分别从豫东 5个县(市)采集 7个品种的拔节期

健康小麦植株 ,根据上述小麦内生细菌的分离方法 ,

经冲洗 、称重 、表面消毒和研磨等步骤 ,将研磨液分

别涂布最佳的培养基平板和最差的培养基平板 ,计

数不同小麦品种内生细菌在不同培养基上的菌落形

成单位 ,同时根据培养基平板上长出菌落的形态 、颜

色 、大小等挑取不同的单菌落 ,分别置于相同的培养

基上进行比较 ,以确定分离出的菌株的不同 ,不同的

菌株经反复画线后置于斜面保存。分别利用形态

学 、生理生化等方法对分离出的小麦内生细菌进行

初步鉴定
[ 11]
。

1.4　数据分析

将上述不同培养基平板分离统计得到的菌落数

以及经对数转化的单位根重菌落形成单位数量数 ,

利用统计软件 SPSS 10.0进行统计分析 ,比较不同

培养基分离效果的差异

2　结果与分析

2.1　不同培养基分离小麦内生细菌的效果比较

利用不同培养基分离小麦内生细菌 ,结果显示 ,

无论在数量还是种类上不同平板上长出的内生细菌

差异巨大 ,其中胰酶大豆琼脂和金氏培养基 B的分

离效果最佳 ,而马铃薯葡萄糖琼脂和脑心浸液琼脂

2种培养基的分离效果最差(表 1)。同时发现 ,上述

8种培养基对 2种小麦内生细菌分离的菌落数量和

菌落种类存在一定的差别 ,暗示不同小麦内部内生

细菌的种类和数量可能存在一定的差别。

表 1　不同培养基对小麦内生细菌的分离效果

培养基

豫麦 17号

菌落形成单位

(Log10cfu/ g)
菌落种类数

(个)

豫麦 18号

菌落形成单位

(Log10 cfu/ g)
菌落种类数

(个)

BPA 4.75c 9.21c 3.78c 7.82c

NA 3.23b 7.56b 3.12b 7.60c

TSA 5.87d 13.41d 4.91d 14.02e

PDA 3.11b 4.35a 3.02b 5.33b

KMB 5.64d 14.12d 4.78d 12.95d

LB 4.13c 7.76b 3.45b 8.07c

YPM 4.24c 8.45bc 3.62bc 8.11c

BHI 1.97a 3.70a 1.29a 2.41a

　注:不同字母表示 0.05水平差异显著。下同
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2.2　豫东麦区 7个小麦品种小麦内生细菌的分离

和初步鉴定

分别利用分离小麦内生细菌较好的 TSA ,

KBM 和分离效果较差的 BHI 和 PDA 分别分离来

自豫东部分麦区的 7 个小麦品种根系内生细菌 ,同

时利用形态学和生理生化方法对不同的菌株属进行

初步的鉴定 ,结果见表 2 、表 3。由表 2 、表 3可以看

出 ,培养基 TSA 和 KMB分离出的小麦内生细菌无

论从数量上还是种类上都显著优于 BHI和 PDA 培

养基的分离效果 ,利用 BHI和 PDA 分离的菌株 ,通

过 TSA和 KMB培养基都能够分离到 ,表明培养基

TSA 和 KMB为分离小麦内生细菌的适宜培养基。

同时发现 ,不同小麦品种中内生细菌的数量和种类

存在差异。

表 2　不同培养基对不同来源小麦品种内生细菌分离数量的影响

培养基
菌落形成单位(Log10 cfu/ g)

周麦 18 郑麦 9023 济麦 20 开麦 18 豫麦 18号 新麦 13 豫麦 49号

TSA 5.85 c 4.67c 5.16c 5.43b 4.22c 4.98c 5.45d

KM B 5.56 c 4.84c 5.01c 5.38b 4.09c 4.79c 4.56c

BH I 2.41a 2.11a 2.28a 2.74a 2.20a 1.81a 2.01a

PDA 3.55 c 3.37b 2.90b 3.06a 3.15b 3.54b 3.45b

表 3　不同小麦品种内生细菌的种类及不同培养基的分离效果

品种及来源
内生细菌的种类(属)

TSA KMB BH I PDA

周麦 18

(兰考)
芽孢杆菌 ,假单孢菌 ,克雷伯氏菌 ,土
壤杆菌 ,固氮螺菌 ,伯克霍尔德菌 ,醋
酸杆菌 ,泛菌 ,欧氏杆菌 , 黄杆菌 ,节
杆菌 ,微球菌

芽孢杆菌 ,假单孢菌, 克雷伯氏菌 , 土
壤杆菌 ,固氮螺菌 , 伯克霍尔德菌 , 醋
酸杆菌 ,泛菌 ,黄杆菌 ,微球菌

芽孢杆菌 , 假单孢菌 ,
克雷伯氏菌

芽孢杆菌 , 假单孢
菌 ,泛菌 , 欧氏杆菌 ,
黄杆菌

　

郑麦 9023

(兰考)
芽孢杆菌 ,假单孢菌 ,克雷伯氏菌 ,土
壤杆菌 ,固氮螺菌 ,伯克霍尔德菌 ,醋
酸杆菌 ,泛菌 ,欧氏杆菌 ,黄杆菌

芽孢杆菌 ,假单孢菌, 克雷伯氏菌 , 土
壤杆菌 ,固氮螺菌 , 伯克霍尔德菌 , 醋
酸杆菌 ,泛菌 ,欧氏杆菌 ,黄杆菌

芽孢杆菌 , 假单孢菌 ,
克雷伯氏菌

芽孢杆菌 , 假单孢
菌 ,泛菌 ,欧氏杆菌
　

济麦 20

(夏邑)
芽孢杆菌 ,假单孢菌 ,克雷伯氏菌 ,土
壤杆菌 ,固氮螺菌 ,伯克霍尔德菌 ,醋
酸杆菌 ,泛菌 ,欧氏杆菌 , 黄杆菌 ,节
杆菌 ,微球菌 ,其他(2种)

芽孢杆菌 ,假单孢菌, 克雷伯氏菌 , 土
壤杆菌 ,固氮螺菌 , 伯克霍尔德菌 , 醋
酸杆菌 ,泛菌 ,黄杆菌 ,微球菌

芽孢杆菌 , 假单孢菌 ,
其他(1种)

芽孢杆菌 , 假单孢
菌 ,克雷伯氏菌 , 土
壤杆菌

　

开麦 18

(开封)
芽孢杆菌 ,假单孢菌 ,克雷伯氏菌 ,土
壤杆菌 ,固氮螺菌 ,伯克霍尔德菌 ,醋
酸杆菌 ,泛菌 ,欧氏杆菌 ,沙雷氏菌

芽孢杆菌 ,假单孢菌, 克雷伯氏菌 , 土
壤杆菌 ,固氮螺菌 , 伯克霍尔德菌 , 醋
酸杆菌 ,泛菌 ,欧氏杆菌

芽孢杆菌 ,假单孢菌 芽孢杆菌 , 假单孢
菌 ,克雷伯氏菌 , 沙
雷氏菌

豫麦 18号

(宁陵)
芽孢杆菌 ,假单孢菌 ,克雷伯氏菌 ,土
壤杆菌 ,欧氏杆菌 , 黄杆菌 ,节杆菌 ,
微球菌 ,其他 1种

芽孢杆菌 ,假单孢菌, 克雷伯氏菌 , 土
壤杆菌 ,固氮螺菌 , 伯克霍尔德菌 , 醋
酸杆菌 ,泛菌 ,黄杆菌 ,微球菌

芽孢杆菌 , 假单孢菌 ,
克雷伯氏菌

芽孢杆菌 , 假单孢
菌 ,克雷伯氏菌 , 土
壤杆菌

新麦 13

(开封)
芽孢杆菌 ,假单孢菌 ,克雷伯氏菌 ,土
壤杆菌 ,固氮螺菌 ,伯克霍尔德菌 ,醋
酸杆菌 ,泛菌 ,欧氏杆菌 , 黄杆菌 ,节
杆菌 ,微球菌 ,沙雷氏菌

芽孢杆菌 ,假单孢菌, 克雷伯氏菌 , 土
壤杆菌 ,固氮螺菌 , 伯克霍尔德菌 , 醋
酸杆菌 ,泛菌 ,沙雷氏菌

芽孢杆菌 , 假单孢菌 ,
克雷伯氏菌 , 微球菌 ,
沙雷氏菌

芽孢杆菌 , 假单孢
菌 ,克雷伯氏菌 , 沙
雷氏菌

　

豫麦 49号

(商丘)
芽孢杆菌 ,假单孢菌 ,克雷伯氏菌 ,土
壤杆菌 ,固氮螺菌 ,伯克霍尔德菌 ,醋
酸杆菌 ,泛菌 ,黄杆菌 , 节杆菌 , 微球
菌 ,沙雷氏菌 ,固氮菌

芽孢杆菌 ,假单孢菌, 克雷伯氏菌 , 土
壤杆菌 ,固氮螺菌 , 伯克霍尔德菌 , 醋
酸杆菌 ,泛菌 , 黄杆菌 ,节杆菌 , 微球
菌 ,固氮菌

芽孢杆菌 , 假单孢菌 ,
克雷伯氏菌 ,微球菌

芽孢杆菌 , 假单孢
菌 ,土壤杆菌 , 伯克
霍尔德菌 , 黄杆菌 ,
固氮菌

3　讨论

本研究利用已经报道的 7种用于分离植物内生

细菌的培养基分离小麦内生细菌 ,发现胰酶大豆琼

脂和金氏培养基 B 为分离小麦内生细菌的适宜培

养基 ,利用选择出的 2种培养基分离到多种小麦内

生细菌 ,通过研究小麦内生细菌 ,不仅对于阐明小麦

和内生细菌互作具有重要的理论价值 ,而且对于开

发新的微生物资源 ,服务于工农业生产也具有应用

价值
[ 12]
。同时发现 ,不同小麦品种存在的内生细菌

存在一定的差异 ,暗示小麦品种和内生细菌之间具

有相互选择的关系 ,需要对来自不同地域的相同小

麦品 种 的 内 生细 菌 的 种 类 进 行 进一 步 的

研究。 　　　 (下转第 70页)
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表 6　天敌与红花指管蚜的生态位重叠度和关联度的排序

项目 X 1 X2 X3 X4 X 5 X 6 X 7 X8 X9 X 10 X 11

时间生态位重叠度排序 6 11 2 9 4 1 3 8 5 10 7

空间生态位重叠度排序 4 11 3 10 5 2 1 8 7 6 9

时间×空间生态位重叠度排序 5 11 2 10 4 1 3 8 6 9 7

关联度 G(y , Xi)排序 3 11 1 9 6 4 5 7 2 8 10

时间生态位重叠度积分 6 1 10 3 8 11 9 4 7 2 5

空间生态位重叠度积分 8 1 9 2 7 10 11 4 5 6 3

时间×空间生态位重叠度积分 7 1 10 2 8 11 9 4 6 3 5

关联度 G(y , Xi)积分 9 1 11 9 6 8 7 5 10 4 2

总积分 30 4 40 16 29 40 36 17 28 15 15

总积分排序 4 11 1 7 5 1 3 10 6 8 8

3　结论

对徐州地区红花指管蚜及其天敌时空生态位研

究结果表明 ,红花指管蚜及其天敌的时间生态位宽

度较小而空间生态位宽度较大 ,说明这些昆虫种群

的发生有高峰期明显和全株分布的特点 。红花指管

蚜的时动空间生态位宽度与种群密度相关显著;天

敌中七星瓢虫和草间小黑蛛的时间×空间生态位宽

度较大 ,说明它们发生期较长 、活动范围较广;大草

蛉 、龟纹瓢虫 、蚜茧蜂 、食蚜蝇 、草间小黑蛛和七星瓢

虫与红花指管蚜时间生态位重叠度指数和相似性指

数均较大。蚜茧蜂 、大草蛉 、龟纹瓢虫 、食蚜蝇和七

星瓢虫空间生态位重叠度指数和相似性指数均较

大 ,与红花指管蚜的时间×空间生态位重叠度 ,大草

蛉 、龟纹瓢虫 、蚜茧蜂 、食蚜蝇 、七星瓢虫和草间小黑

蛛显著较大 。红花指管蚜数量与天敌数量的关联

度:龟纹瓢虫>草间小黑蛛>七星瓢虫>大草蛉>

蚜茧蜂>食蚜蝇>小花蝽>八斑球腹蛛>黑襟毛瓢

虫>三突花蛛>异色瓢虫。根据天敌与红花指管蚜

时间生态位重叠度 、空间生态位重叠度 、时间×空间

生态位重叠度 、关联度总积分排序结果可知:龟纹瓢

虫=大草蛉>蚜茧蜂>七星瓢虫>食蚜蝇>草间小

黑蛛>黑襟毛瓢虫>八斑球腹蛛=三突花蛛>小花

蝽>异色瓢虫。这些研究结果对深入探讨红花指管

蚜种间竞争关系及天敌的合理评价提供了参考依据。
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