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　　摘要：生活在魔芋组织中的内生细菌具有拮抗魔芋软腐病病菌的潜力。通过组织分离法从魔芋块茎中分离得到
内生细菌，用牛津杯法皿内测试内生细菌对魔芋软腐病菌的拮抗作用，使用肠杆菌重复居间序列聚合酶链式反应

（ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｃｏｎｓｅｎｓｕｓｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＥＲＩＣ－ＰＣＲ）方法研究其遗传多样性。结果表
明，从魔芋块茎中分离得到３５株内生细菌，３５株内生细菌对魔芋软腐病菌均有不同程度的拮抗活性，ＥＲＩＣ－ＰＣＲ指
纹图谱显示３５株内生细菌在Ｗａｔｓｏｎ距离为０．６０时可分为４个ＥＲＩＣ群和４株独立成群菌株，表明３５株拮抗性内生
细菌的遗传多样性明显。
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　　魔芋（Ａｍｏｒｐｈａｐｈａｌｌｕｓｋｏｎｊａｃ）是天南星科魔芋属单子叶
多年生草本植物。魔芋块茎中葡甘聚糖（ＫＧＭ）含量非常丰
富，已被应用于食品、医药、化工行业和农业，因此魔芋在中国

有广泛的栽培。魔芋软腐病是魔芋的主要病害，已经严重影

响到魔芋的生产，是魔芋产业发展的重要障碍。该病是由胡

萝卜软腐欧文氏菌（Ｅｒｗｉｎｉａｃａｒｏｔｏｖｏｒａｓｕｂｓｐ．ｃａｒｏｔｏｖｏｒａ，简称
Ｅｃｃ）引起的细菌性病害［１］，除了魔芋，Ｅｃｃ还可能导致花椰
菜、番茄、辣椒、白菜、萝卜、豆科植物及其他植物的软腐病。

芽孢杆菌在自然界存在非常普遍，可以生产各种抗菌物

质，抑制植物病原菌［２］，有许多利用芽孢杆菌来生物防治魔

芋软腐病的例子［３－７］。笔者课题组近年来从四川省夹江县、

峨眉山和沐川县魔芋块茎中分离得到３５株内生细菌，对内生
细菌拮抗魔芋软腐病菌的能力进行了测定，使用总ＤＮＡ序列
肠杆菌重复居间序列聚合酶链式反应（ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｒｅｐｅｔｉ
ｔｉｖｅｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｃｏｎｓｅｎｓｕｓｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＥＲＩＣ－
ＰＣＲ）方法，研究了３５株魔芋拮抗性内生细菌的遗传多样性，
为魔芋软腐病的生物防治提供菌株资源。

１　材料与方法

１．１　魔芋内生细菌的分离
从四川省夹江县、峨眉山、沐川县的魔芋种植区中采集

１５０个魔芋的球茎，每个球茎表面用０．１％ ＨｇＣｌ２消毒，漂洗
后用灭菌蒸馏水清洗５次。表面消毒的球茎用无菌粉碎机粉
碎，取汁液划线于营养琼脂培养基（ＮＡ，包括牛肉膏５．０ｇ／Ｌ，
蛋白胨１０．０ｇ／Ｌ，氯化钠 ５．０ｇ／Ｌ，琼脂 １５．０ｇ／Ｌ）平板上，

２８℃ 恒温培养３ｄ后对单个菌落进一步纯化，多次重复上述
操作，得到的纯菌落接种到试管斜面中保存备用。最后１次
球茎表面消毒的水接种在ＮＡ培养基上，并在２８℃恒温培养
箱中培养７２ｄ来彻底检查表面消毒是否彻底。
１．２　抑制魔芋软腐病菌的拮抗菌筛选

在ＮＡ板涂布接种 ０．１ｍＬ软腐病菌培养液（１０９ ～
１０１０ＣＦＵ／ｍＬ）。取４个规格相同的灭菌牛津杯（内径６ｍｍ、
外径８ｍｍ）均匀插入 ＮＡ板之间并保证牛津杯不能接触到
ＮＡ平板的底部。分装１００μＬ测试供试内生菌菌液于３个牛
津杯中。最后１个牛津杯中装入１００μＬ的灭菌的菌液作为
对照组，每处理重复３次，２８℃下培养４８ｈ后测量抑菌圈的
大小。内生细菌对病原细菌的拮抗活性用菌落抑制大小

（ｃｏｌｏｎｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｓｉｚｅ，ＣＩＳ）表示，ＣＩＳ＝供试菌株抑菌圈 －牛
津杯外径。

１．３　拮抗性内生细菌ＥＲＩＣ－ＰＣＲ指纹图谱分析
拮抗性内生细菌总基因组 ＤＮＡ提取参考徐琳等的方

法［８］。特异性引物选择ＥＲＩＣ１Ｒ和ＥＲＩＣ２Ｌ［９］，由上海香农生
物工程技术服务有限公司合成。反应体系为２５μＬ，其成分
是１０×缓冲区（Ｂｉｏｒｕｌｅ）２．５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／μＬ）２．０μＬ、
ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ，ＥＲＩＣ１Ｒ（２０ｐｍｏｌ／μＬ）０．５μＬ，
ＥＲＩＣ２Ｌ（２０ｐｍｏｌ／μＬ）０．５μＬ，添加 １３μＬｄｄＨ２Ｏ，增加总
ＤＮＡ模板（４０～８０ｎｇ）４．０μＬ。ＥＲＩＣ－ＰＣＲ反应过程参考马
溪平等描述的方法［１０］。反应结束采用１％琼脂糖凝胶电泳
３．５ｈ，凝胶成像，图像扫描至计算机保存图谱，在有条带的位
置记为“１”，没有的记为“０”。采用 ＤＰＳ软件，根据组平均连
锁聚类法（ＵＰＧＭＡ）树形聚类图进行０－１的聚类分析［１１］。

２　结果与分析

２．１　魔芋内生细菌的分离
从健康魔芋球茎中分离得到３５株内生细菌，其中１０株

采自夹江县（菌株编号为 ＡＫＥＢ０１至 ＡＫＥＢ１０），１５株采自峨
眉山（菌株编号为 ＡＫＥＢ１１至 ＡＫＥＢ２５）及１０株采自沐川县
（菌株编号为ＡＫＥＢ２５至ＡＫＥＢ３５）。
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２．２　抑制魔芋软腐病菌的拮抗菌筛选
从魔芋中分离得到的３５株内生细菌对魔芋软腐病菌均

具有不同程度的拮抗活性（表１），不同菌株的拮抗活性有显
著差异，７株拮抗性内生细菌（ＡＫＥＢ０６、ＡＫＥＢ１６、ＡＫＥＢ２０、
ＡＫＥＢ２３、ＡＫＥＢ２８、ＡＫＥＢ３２、ＡＫＥＢ３５）的拮抗活性较强，平均
抗菌距离超过１５．０ｍｍ，其中ＡＫＥＢ０６拮抗活性最强，平均抗
菌距离１９．３ｍｍ。

表１　３５株魔芋拮抗性内生细菌对魔芋软腐病菌的拮抗活性

菌株
平均抗菌距离

（ｍｍ）
标准偏差

（ｍｍ）
ＡＫＥＢ０１ １１．３ｉＧ ０．４７
ＡＫＥＢ０２ ８．２ｋｌｍＩＪＫ ０．２０
ＡＫＥＢ０３ ６．４ｏＭ ０．３６
ＡＫＥＢ０４ ６．３ｏＭ ０．１５
ＡＫＥＢ０５ ８．２ｋｌｍＩＪＫ ０．３８
ＡＫＥＢ０６ １９．３ａＡ ０．１５
ＡＫＥＢ０７ ７．８ｌｍｎＩＪＫＬ ０．３６
ＡＫＥＢ０８ ７．３ｎＬ ０．２５
ＡＫＥＢ０９ ８．３ｋｌｍＩＪＫ ０．２５
ＡＫＥＢ１０ ９．８ｊＨ ０．４２
ＡＫＥＢ１１ １４．１ｅＤ ０．３２
ＡＫＥＢ１２ ８．３ｋｌｍＩＪＫ ０．３１
ＡＫＥＢ１３ １１．７ｉＦＧ ０．６４
ＡＫＥＢ１４ １１．３ｉＧ ０．１４
ＡＫＥＢ１５ ８．４ｋｌＩＪ ０．０６
ＡＫＥＢ１６ １７．７ｃＣ ０．４７
ＡＫＥＢ１７ ７．５ｎＫＬ ０．０６
ＡＫＥＢ１８ ８．５ｋＩ ０．２５
ＡＫＥＢ１９ １１．７ｈｉＦＧ ０．３２
ＡＫＥＢ２０ １８．８ａｂＡＢ ０．３５
ＡＫＥＢ２１ １２．８ｆＥ ０．３１
ＡＫＥＢ２２ ６．３ｏＭ ０．１５
ＡＫＥＢ２３ １７．１ｄＣ ０．２６
ＡＫＥＢ２４ ７．３ｎＬ ０．２０
ＡＫＥＢ２５ １１．４ｉＧ ０．２１
ＡＫＥＢ２６ １２．２ｇｈＥＦ ０．１４
ＡＫＥＢ２７ ８．２ｋｌｍＩＪＫ ０．１５
ＡＫＥＢ２８ １７．５ｃｄＣ ０．２５
ＡＫＥＢ２９ ７．８ｍｎＩＪＫＬ ０．３８
ＡＫＥＢ３０ ８．５ｋＩ ０．３２
ＡＫＥＢ３１ １１．５ｉＦＧ ０．３０
ＡＫＥＢ３２ １８．６ｂＢ ０．４２
ＡＫＥＢ３３ １２．５ｆｇＥ ０．１５
ＡＫＥＢ３４ ６．４ｏＭ ０．１７
ＡＫＥＢ３５ １７．４ｃｄＣ ０．３２

　　注：同列不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大
写字母表示处理间差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．３　拮抗性内生细菌的ＥＲＩＣ－ＰＣＲ指纹图谱分析
对从魔芋分离得到的３５株拮抗性内生细菌菌株进行了

ＥＲＩＣ－ＰＣＲ扩增，结果表明所有测定菌株的 ＥＲＩＣ－ＰＣＲ图
谱大多是５～１０条色带，其条带分布各异，大小介于 １００～
２５００ｂｐ之间。
　　３５株拮抗细菌的 ＥＲＩＣ－ＰＣＲ图谱（图１）显示，当 Ｗａｔ
ｓｏｎ距离为１．００时，所有的测试菌株聚集在一起。当 Ｗａｔｓｏｎ
距离为０．６０，参试菌株可分为４个 ＥＲＩＣ－ＰＣＲ群，另外有４
个菌株（ＡＫＥＢ１５、ＡＫＥＢ２５、ＡＫＥＢ２７、ＡＫＥＢ３０）独立为群。４

个ＥＲＩＣ群分别命名为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ，每个群中的菌株数依次
为５、３、２１、２，中心株分别为 ＡＫＥＢ０４、ＡＫＥＢ０６、ＡＫＥＢ２８、
ＡＫＥＢ３５。

３　结论

从健康魔芋球茎中分离得到３５株内生细菌菌株，这些内
生细菌对魔芋软腐病菌均有不同程度的拮抗活性，其中７株
抗菌距离超过１５．００ｍｍ。ＥＲＩＣ－ＰＣＲ分析表明，当 Ｗａｔｓｏｎ
距离０．６０时，３５株拮抗性内生细菌菌株可分为４个 ＥＲＩＣ群
和４个独立成群的菌株，当 Ｗａｔｓｏｎ距离为１．００时所有测试
菌株聚集在一起。研究结果表明拮抗性内生细菌存在遗传多

样性。

目前，拮抗细菌性病原的物质大多基于体外抗菌法从草

药及其提取物中筛选获得，从魔芋中分离得到的内生细菌菌

株表现出较好的拮抗活性，并且多样性明显，因此，从魔芋内

生细菌中筛选具有软腐病抗性的内生细菌菌株资源非常

丰富。
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ＭＤＡ是脂质过氧化的主要产物之一，其含量可以反映脂
质过氧化的程度［１９］，植物器官衰老或在逆境下遭受伤害，发

生膜脂过氧化作用。休眠期较高 ＭＤＡ含量，表明低温对根
系和枝条体造成了一定伤害，作为应对机制，根系和枝条作出

积极响应，如膜组分的变化以及清除过氧化氢、超氧阴离子自

由基等有毒物质，这些机制可能参与休眠的调控。试验结果

表明，休眠期（１１月８日至１２月２８日），Ｔ２０℃、ＣＫ处理下葡
萄根系和枝条随着外界低温的来临逐渐进入休眠，ＭＤＡ含量
迅速上升，并稳定在较高水平，枝条丙二醛含量低于根系。这

可能是未休眠的根系和枝条发生的一系列生理生化变化，为

进入休眠做准备，这种变化可从膜透性上反映出来。升温后

（１２月２８日后），根系和枝条丙二醛含量均呈下降趋势，Ｔ２０℃
处理下根系丙二醛含量急速下降，ＣＫ则缓慢下降，与李政红
等的研究结果［８］相似。

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）是一种植物体内抗氧化系统中
重要的酶，是典型的诱导酶［２０－２２］，它能催化超氧阴离子自由

基产生过氧化氢，防止氧自由基破坏细胞的组成和结构，保护

细胞免受氧化损伤。因此，ＳＯＤ具有保护生物体免受活性氧
伤害的能力。在本试验中，随着休眠进程的继续，根系和枝条

ＳＯＤ活性升高，产生大量或过量的 Ｈ２Ｏ２，进入萌芽期后 ＳＯＤ
活性有所降低。在萌芽期，Ｔ２０℃处理根系和枝条ＳＯＤ活性低
于ＣＫ处理。这可能是Ｔ２０℃处理减少了根系和枝条内活性氧
的形成，活性氧浓度降低，ＳＯＤ活性相应降低；而 ＣＫ处理土
壤温度较低，增加了根系和枝条内活性氧含量，ＳＯＤ是一种
诱导酶，为了消除芽体内合成的活性氧，低温诱导了 ＳＯＤ的
大量合成，从而提高了ＳＯＤ活性。植物生长发育过程中休眠
具有重大的意义，因此在休眠期间一定会发生一系列不同于

生长期间的生理生化变化，可能是由于不同生理生化变化导

致植株由休眠逐渐进入萌芽。
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