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　　摘要：为了探索植物内生菌分离时表面消毒条件的一般规律，分别用不同消毒剂对水花生的茎处理不同时间，并
以最佳组合对植物材料进行消毒处理，放置于分离培养基平板中，在适温下培养不同时间，观察各个处理对植物内生

菌数量的影响。结果表明，用５％ＮａＣｌＯ浸泡４ｍｉｎ、０．１％ ＨｇＣｌ２浸泡０．５ｍｉｎ或先用７５％乙醇浸泡０．５ｍｉｎ再用

０１％ ＨｇＣｌ２浸泡０．５ｍｉｎ，分离内生菌的效果均较好；０．１％ ＨｇＣｌ２浸泡０．５ｍｉｎ后置于分离培养基平板上培养２ｄ，内

生菌数量极显著增加。
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　　由于植物内生菌具有促生、抗虫、抗菌、抗重金属污染等
作用，在调节植物生长、促进植物抗病虫害、抗干旱、固氮等方

面有较广泛的应用，并可作为生物工程菌为植物病虫害的防

治提供新的途径［１－３］。植物内生菌在人类多种疾病的防治、环

境污染降解等方面也有较为广泛的应用［１－４］。目前，这些应用

均以得到植物内生菌的纯培养物为前提，因此植物内生菌的分

离纯化是应用研究最关键的一个环节。研究人员对近几年植

物内生菌的分离方案进行归纳，发现几乎没有一个消毒程序是

相同的［５］。为此，本试验以茎分节且中空、输导组织极发达的

水花生为材料，探索植物内生菌分离时表面消毒过程的一般规

律，以期为其他植物内生菌的分离提供参考。

１　材料与方法

１．１　样品采集与预处理
植物样品水花生全部采自湖北咸宁职业技术学院校园

内，样地土壤为熟化的红色黏土，主要植被为栀子花、红花
!

木等。采样时按随机性原则，采集健康无病虫害的植株带回

实验室，切取无受伤、无虫蛀、无斑点的茎，两端留节，每份约

１．５ｇ，流水冲洗１ｈ备用。
１．２　分离培养基

分离培养基为牛肉膏蛋白胨琼脂培养基。

１．３　表面消毒方案
１．３．１　最适消毒方案的探索　将植物材料按以下方案分别
处理：７５％乙醇分别浸泡２、４、６、８、１０ｍｉｎ（处理１至处理５）；
７５％乙醇先浸泡２ｍｉｎ，无菌水洗３次，再用５％ ＮａＣｌＯ分别浸
泡２、４、６、８、１０ｍｉｎ（处理６至处理１０）；５％ ＮａＣｌＯ分别浸泡２、
４、６、８、１０ｍｉｎ（处理 １１至处理 １５）；０．１％ＨｇＣｌ２分别浸泡
０２５、０．５０、１．００、１．５０、２．００ｍｉｎ（处理１６至处理２０）；７５％乙
醇先浸泡０．５ｍｉｎ，再用０．１％ ＨｇＣｌ２分别浸泡０２５、０．５０、
１００、１．５０ｍｉｎ（处理２１至处理２４）（表１）。消毒后的植物材

料用无菌水洗３次，放在分离培养基平板表面至少１ｍｉｎ，用
无菌剪刀将其剪细，加入石英砂研磨后稀释 １０～１００倍，取
１００μＬ涂布。每处理重复３次，３７℃培养４８ｈ后计数［５］。

表１　不同处理方案对消毒结果的影响

处理

消毒时间（ｍｉｎ）

７５％
乙醇

５％
ＮａＣｌＯ

０．１％
ＨｇＣｌ２

印迹对照
内生菌含量

（×１０２ＣＦＵ／ｇ）

处理１ ２ ＋
处理２ ４ ＋
处理３ ６ ＋
处理４ ８ ＋
处理５ １０ ＋
处理６ ２ ２ ＋
处理７ ２ ４ ＋
处理８ ２ ６ ＋
处理９ ２ ８ ＋
处理１０ ２ １０ ０ １５．０±５．６
处理１１ ２ ＋
处理１２ ４ ０ ２４１．０±９．６Ａ
处理１３ ６ ０ ６９．３±６．５Ｂ
处理１４ ８ ０ ２３．７±３．２Ｃ
处理１５ １０ ０ ８．０±２．０Ｃ
处理１６ ０．２５ ＋
处理１７ ０．５ ０ １７２．７±８．６Ａ
处理１８ １．０ ０ １４５．７±６．０Ｂ
处理１９ １．５ ０ ９４．７±８．５Ｂ
处理２０ ２．０ ０ ６１．０±１３．４Ｃ
处理２１ ０．５ ０．２５ ＋
处理２２ ０．５ ０．５ ０ １７３．０±１０．３Ａ
处理２３ ０．５ １．０ ０ ３８．７±６．５Ｂ
处理２４ ０．５ １．５ ０ ２１．０±２．３Ｂ

　　注：印迹对照中“＋”表示染菌，“０”表示未染菌；内生菌含量后
标有不同大写字母表示处理１２至处理１５之间、处理１７至处理２０之
间、处理２２至处理２４之间差异极显著（Ｐ＜０．０１）。下同。

１．３．２　富集培养对待分离内生菌数量的影响　将植物材料
分别用５％ ＮａＣｌＯ浸泡５ｍｉｎ、０．１％ ＨｇＣｌ２浸泡 ０．５ｍｉｎ或
先用７５％乙醇浸泡０．５ｍｉｎ再用０．１％ ＨｇＣｌ２浸泡 ０．５ｍｉｎ
消毒，用无菌水洗３次，分别置于盛有分离培养基的平板中，
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３７℃培养０、１、２、３ｄ再研磨涂布。每处理重复３次。
１．４　数据统计与分析

用ＳＰＳＳ１６．０软件对数据进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　最适消毒方案
由表１可见，７５％乙醇单独处理时（处理１至处理５），印

迹对照均为阳性，这说明浸泡时间１０ｍｉｎ内，乙醇不适合单
独用于水花生茎的消毒；采用７５％乙醇处理２ｍｉｎ，再用５％
ＮａＣｌＯ消毒到１０ｍｉｎ时，可以分离少量内生菌，这可能是由
于乙醇具有脱水、促使蛋白质凝固且具有一定脂溶性的作用，

而水花生的茎分节且中空，其输导组织非常发达，适宜浓度的

乙醇在杀死植物表面微生物的同时，可以脱水至用无菌水清洗

时茎仍能吸入水分，从而保证内生菌少量存活；单独用５％
ＮａＣｌＯ消毒４ｍｉｎ时，内生菌分离含量较大，随消毒时间的延
长，分离得到的内生菌含量在一定范围内极显著递减；单独用

０１％ ＨｇＣｌ２消毒０．５ｍｉｎ或先用７５％乙醇处理 ０．５ｍｉｎ后再
用０．１％ ＨｇＣｌ２消毒０．５ｍｉｎ时，分离得到的内生菌含量较高，
并随消毒时间的延长，分离得到的内生菌含量在一定范围内极

显著递减。因此，对水花生的茎而言，比较适合采用的消毒方

案为处理１２、处理１７和处理２２。
２．２　不同处理消毒后培养不同时间对植物内生菌数量的
影响

由表２可见，水花生的茎用７５％乙醇先浸泡 ０．５ｍｉｎ再
用０．１％ ＨｇＣｌ２浸泡０．５ｍｉｎ后，放置于分离培养基平板中
３７℃ 培养不同时间，对植物内生菌数量的影响极显著；用
０１％ ＨｇＣｌ２浸泡０．５ｍｉｎ或用５％ ＮａＣｌＯ处理５ｍｉｎ，在当天
研磨处理时印迹对照为０，培养过夜后印迹对照均为阳性。
这说明消毒水花生的茎如要放置过夜，宜用 ７５％乙醇与
０１％ ＨｇＣｌ２配合使用，其原因可能是因为乙醇在促使蛋白质
变性的同时还有脱水、脱脂的作用，先用７５％乙醇消毒后再
用０．１％ ＨｇＣｌ２处理可能会促进ＨｇＣｌ２进入水花生茎的两端，
ＨｇＣｌ２在杀死微生物的同时沉积在切口中延迟了茎中内生菌
的外溢，而单独用乙醇或ＨｇＣｌ２溶液消毒则无此效应。另外，
水花生的茎经乙醇与ＨｇＣｌ２配合处理并放置在分离培养基平
板中过夜后，内生菌数量极显著增加，这可能是因为植物材料

经表面消毒后，其内生菌处于一个温度、湿度相对稳定的环

境，基本不受外来干扰，导致内生菌数量稳定增长。

表２　不同消毒处理后培养不同时间对植物内生菌数量的影响

消毒处理
培养不同时间内生菌含量（×１０２ＣＦＵ／ｇ样品） 培养不同时间的印迹对照

０ｄ １ｄ ２ｄ ３ｄ ０ｄ １ｄ ２ｄ ３ｄ
７５％乙醇０．５ｍｉｎ＋０．１％ ＨｇＣｌ２０．５ｍｉｎ １７３．３±１０．３Ｃ ３９８．７±１３．１Ｂ ７６４．７±１９．４Ａ ０ ０ ０ ＋
０．１％ ＨｇＣｌ２０．５ｍｉｎ １７２．７±８．６ ０ ＋ ＋ ＋
５％ ＮａＣｌＯ５ｍｉｎ １９１±１０．５ ０ ＋ ＋ ＋

３　结论

植物内生菌分离过程中常用的消毒剂主要有乙醇、

ＮａＣｌＯ和ＨｇＣｌ２。本研究表明，乙醇不适合单独用于茎分节
且中空植物的表面消毒。由于 ＮａＣｌＯ溶液易挥发且不易久
存（保存期约１年），因此在用于植物内生菌分离时要尽量使
用新鲜的ＮａＣｌＯ溶液。ＨｇＣｌ２尽管对人体及环境有一定副作
用，但因其浓度稳定、消毒效果好且所需时间少，分离得到的

内生菌数量较稳定，因此比较适合用于植物内生菌，尤其是茎

分节且中空植物内生菌的分离。

由于植物种类、部位、生境、生长时期等存在差异，研究人

员在进行植物内生菌分离时采用的消毒方案往往各不相同，其

原则是尽可能杀死植物表面微生物的同时，应获得最大量的内

生菌。由于植物体内与体外的环境差别较大，分离得到的大多

数植物内生菌在分离培养基中生长较慢，而也会有一些内生菌

在分离培养基上生长较快，因此在培养１ｄ后需要观察１次，
２ｄ后再计数，３ｄ后再复核１次。另外，植物内生菌在分离过
程中通常设漂洗对照、印迹对照、环境对照［５］，而本研究只设置

了印迹对照，是因为水花生的茎经消毒后再用无菌水清洗３
次，放入培养皿时材料本身黏附了约１００μＬ左右的漂洗液，因
此无需再设漂洗对照。

为了获得在自然界中数量少或难培养的微生物，通常要进

行富集培养，就是用一定的选择性培养基，使样品中所含的特

殊微生物数量从混杂的微生物类群中经培养后得到提高，便于

分离［６］。微生物的富集培养和分离技术在土壤、水、空气或生

活垃圾微生物的分离纯化中有广泛的应用，但在植物内生菌的

分离中却鲜见报道。本研究将水花生的茎经乙醇与ＨｇＣｌ２配
合消毒后，再置于分离培养基平板中在适宜温度下培养过夜，

其实质是为植物内生菌创造了良好的温、湿度条件，促使这些

内生菌数量增加，有利于其分离与纯化，可认为是对植物内生

菌的一种富集作用，这与Ｔｈｏｍａｓ等的研究结果［７－８］一致。
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