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　　摘要：以对叶红景天（Ｒｈｏｄｉｏｌａｓｕｂｏｐｐｏｓｉｔａ）为研究对象，对对叶红景天植株材料进行处理，从对叶红景天的根、茎、
叶中分离得到２４株对叶红景天内生菌，其中真菌５株、细菌１２株、放线菌７株。以蚕豆荚枯萎病病菌、菜豆黑斑病病
菌、茄镰刀菌Ⅰ、茄镰刀菌Ⅱ这４种植物病原菌为靶标菌，通过平板对峙法测定其抑菌活性。结果表明，对叶红景天中
有比较丰富的具有抗菌活性的内生菌，２４株菌中有１２株菌对蚕豆荚枯萎病病原菌、菜豆黑斑病病原菌、茄镰刀菌Ⅰ、
茄镰刀菌Ⅱ有不同程度的抑菌作用；并选取其中抑菌活性最高的放线菌Ｇ５菌株进行培养条件优化，得出最佳碳源为
乳糖、最佳氮源为大豆蛋白胨、最适磷酸盐为０．３０％Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ、最适金属离子为０．３０％ＮａＣｌ，与基础培养基相

比优化培养基的抑菌活性提高了３０．０６％。
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　　 对 叶 红 景 天 （Ｒｈｏｄｉｏｌａ ｓｕｂｏｐｐｏｓｉｔａ）为 景 天 科
（Ｃｒａｓｓｕｌａｃｅａｅ）红景天属（ＲｈｏｄｉｏｌａＬ．）植物，是多年生草本植
物，也是我国特有的植物，主要分布在青海省、东北地区、甘肃

省、新疆维吾尔族自治区、四川省、西藏自治区、云南省、贵州

省等地［１］，野生资源有限。研究发现，红景天不仅有抗缺氧、

抗寒冷、抗疲劳、抗微波辐射、抗菌等显著功能，还有延缓机体

衰老、防止老年疾病等功能［２］。内生菌为能定植在植物组织

间隙或细胞内部，并且能与宿主植物建立起共栖、互惠共生、

共养等一系列关系的微生物［３］。作为植物微生态系统的重

要组成部分，植物内生菌构筑了宿主植物的健康屏障。内生

菌生物防治植物病害的主要机制包括分泌抗菌物质、竞争生

态位及诱导植物抗性等［４］，还可以通过促进植物生长达到抗

病效果。因此，研究植物内生菌，寻找具有农药活性的次生代

谢产物，是研发新型无公害农药的重要途径，前景广阔。

１　材料与方法

１．１　样品采集
对叶红景天的根、茎、叶及根际土壤采自青海省西宁市大

通县大阪山，经青海大学生态环境工程学院张得钧教授鉴定

为景天科红景天属对叶红景天。

１．２　培养基
真菌培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基：马铃薯

２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、琼脂１５～２０ｇ、蒸馏水１Ｌ，ｐＨ值自然。
细菌培养基：胰蛋白胨大豆琼脂（ＴＳＡ）培养基：牛肉膏

３ｇ、蛋白胨１０ｇ、ＮａＣｌ５ｇ、琼脂１５～２０ｇ、蒸馏水 １Ｌ，ｐＨ值

自然。

放线菌培养基：高氏Ⅰ号培养基：可溶性淀粉 ２０．００ｇ、
ＫＮＯ３１．００ｇ、ＫＨ２ＰＯ４１．００ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５０ｇ、ＫＣｌ
０．５０ｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ、琼脂１８．００ｇ、蒸馏水１．００Ｌ，
ｐＨ值自然。

马铃薯葡萄糖液体（ＰＤＢ）培养基：马铃薯２００ｇ、葡萄糖
２０ｇ、蒸馏水１Ｌ，ｐＨ值自然。

基础培养基：蛋白胨２０．０ｇ、甘油１０．０ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
１．５ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４１．５ｇ、蒸馏水１．０Ｌ，ｐＨ值自然。

碳源发酵培养基：蛋白胨２０．０ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５ｇ、
Ｋ２ＨＰＯ４１．５ｇ、蒸馏水１．０Ｌ，ｐＨ值自然。

氮源发酵培养基：甘油 １０．０ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５ｇ、
Ｋ２ＨＰＯ４１．５ｇ、蒸馏水１．０Ｌ，ｐＨ值为７．３。
１．３　内生菌分离

将采集的对叶红景天新鲜根、茎、叶用自来水冲洗多次，

然后在无菌条件下将根、茎切割成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的小块，
叶剪成１ｃｍ×１ｃｍ的小块，在７５％乙醇中润洗１ｍｉｎ后用无
菌水漂洗 ３次，再用 ０．１％次氯酸进行消毒。根、叶消毒
５ｍｉｎ，茎消毒８ｍｉｎ，再用无菌水冲洗３次，然后放在已灭菌
的滤纸片上，待水吸干后分别接种在加有链霉素的ＰＤＡ培养
基、ＴＳＡ培养基及高氏Ⅰ号培养基上，２８℃培养 ３～４ｄ，待切
口边缘长出菌丝后，取单菌落转到新的 ＰＤＡ培养基上，纯化
培养３次后编号并接种到试管斜面培养 ４～７ｄ，放入冰箱中
４℃保存［５－６］。试验中设立对照：吸取消毒后最后１次冲洗
材料的无菌水，涂布于各分离平板上培养。若无杂菌长出，表

明表面消毒彻底，分离到的是内生菌［７］。可以根据培养基平

板上长出菌落的形态、颜色、大小等挑取不同的单菌落纯化后

保存［８］。

１．４　抗病菌株筛选
采用平板对峙法：用平板划线法将内生菌和病原菌接种

于ＰＤＡ培养基平板上，在恒温培养箱中培养３～４ｄ，用灭过
菌的直径为６ｍｍ的打孔器在病原菌菌落边缘切取同样大小
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的菌饼置于ＰＤＡ培养基平板中央，在 ＰＤＡ培养基平板距中
心２５ｍｍ处用打孔器切去同样大小的菌饼，并将内生菌用无
菌水稀释后用移液枪接在孔内，每个处理重复３次。２７℃培
养３ｄ后测量抑菌带的宽度，抑菌带直径大于等于１０ｍｍ用
“＋＋＋”表示，抑菌带直径大于等于 ５ｍｍ，小于 １０ｍｍ用
“＋＋”表示，抑菌带直径小于５ｍｍ用“＋”表示，没有抑菌活
性用“－”表示［９］。

１．５　培养条件优化
１．５．１　种子液制备　选取抑菌活性最好的菌株 Ｇ５接种于
ＰＤＡ固体培养基上，在恒温培养箱内培养４８ｈ；用接种环挑
取单菌落，接入装有５０ｍＬＰＤＢ培养基的１５０ｍＬ三角瓶中，
于２５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养２４ｈ。
１．５．２　摇瓶培养　取２ｍＬ种子液接入１００ｍＬ基础培养基
的 ２５０ｍＬ三角瓶中，在 ３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养
３ｄ，将发酵液在１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集上清液。采
用抑菌圈法进行抑菌效果检测，培养 ３ｄ后，观察抑菌
效果［１０］。

１．５．３　最佳碳源的筛选　碳源发酵培养基其他成分不变，碳
源分别设为１．０％葡萄糖、１．０％乳糖、１．０％果糖、１．０％甘
油、１．０％可溶性淀粉、１．０％蔗糖［１０］，以碳源发酵培养基为对

照，接入１０％ Ｇ５菌株种子液，２５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养３ｄ；
将发酵液１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集上清液，在ＰＤＡ培养
基平板上涂布上清液，并用灭过菌的直径为６ｍｍ的打孔器
在病原菌菌落边缘切取同样大小的菌饼于 ＰＤＡ培养基平板
中央，测定发酵上清液的抑菌效果。

１．５．４　最佳氮源的筛选　氮源发酵培养基其他成分不变，氮
源分别设为２．０％蛋白胨、２．０％尿素、２．０％豆粕、２．０％硫酸
铵、２．０％大豆蛋白胨、２．０％牛肉膏、２．０％酵母膏［１０］；以氮源

发酵培养基为对照，其他条件相同，抑菌效果测定方法同

“１５３”节。
１．５．５　磷酸盐对 Ｇ５菌株产生抑菌活性物质的影响　采用
筛选出的最佳碳源和氮源，在基础培养基（无 Ｋ２ＨＰＯ４）中分
别加 入 ＫＨ２ＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４ · ３Ｈ２Ｏ、Ｎａ２ＨＰＯ４ · １２Ｈ２Ｏ、
ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ等磷酸盐，设置０．１％、０．２％、０．３％等３个
浓度梯度，以不加 Ｋ２ＨＰＯ４的基础培养基为对照

［１０］，基础发

酵条件培养后，测定发酵上清液的抑菌效果。

１．５．６　金属离子对 Ｇ５菌株产生抑菌活性物质的影响　采
用筛选出的碳源、氮源、磷酸盐，在基础培养基（无 ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ）中分别加入 ＦｅＣｌ３、ＣｕＳＯ４、ＮａＣｌ、ＺｎＳＯ４、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ、ＭｎＳＯ４、ＣａＣＯ３、ＫＮＯ３ 等溶液，设置 ０．１％、０．２％、
０３％等３个浓度梯度，以不加 ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ的基础培养基
为对照［１０］，基础发酵条件培养后，测定发酵上清液的抑菌

效果。

１．５．７　优化验证　以筛选得到的最佳碳源、最佳氮源、最适
磷酸盐、最适金属离子作为优化培养基。以５％接种量分别
接种到优化培养基与基础培养基中，在２５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件
下振荡培养 ４ｄ，将发酵液在 １００００ｒ／ｍｉｎ条件下离心
１５ｍｉｎ，收集上清液，测定发酵上清液的抑菌效果。试验中以
基础培养基为对照，测定其抑菌性。

１．６　Ｇ５菌株的形态学鉴定
１．６．１　Ｇ５菌株菌落形态观察　菌落形态观察采用点接

法［１１］。蘸取少量孢子，在ＰＤＡ培养基平板中央接植１点，置
于恒温培养箱中培养３～４ｄ，观察Ｇ５菌落颜色、大小、质地、
边缘、生长速度等特性。

１．６．２　Ｇ５菌株显微镜观察　对Ｇ５菌株进行显微镜观察，首
先对Ｇ５菌株进行革兰氏染色，然后分别在低倍显微镜及高
倍显微镜下进行观察拍照。

２　结果与分析

２．１　内生菌株的分离
通过对对叶红景天新鲜根、茎、叶的菌种分离纯化，依据

菌落生长形态特征，从对叶红景天中初步筛选出２４株内生
菌，其中真菌５株，占２０．８％（Ｐ１～Ｐ５），细菌１２株，占５０．０％
（Ｔ１～Ｔ１２），放线菌７株，占２９．２％（Ｇ１～Ｇ７）。
２．２　对叶红景天抗病内生菌的筛选

如表１所示，通过平板对峙法得出，２４株菌株中有１２株
菌株对蚕豆荚枯萎病病原菌、菜豆黑斑病病原菌、茄镰刀菌

Ⅰ、茄镰刀菌Ⅱ均有不同程度的抑菌活性，其中放线菌Ｇ５、真
菌Ｐ１对茄镰刀菌Ⅰ有强抑菌活性；放线菌Ｇ１、真菌Ｐ２、细菌
Ｔ１１对菜豆黑斑病病原菌有强抑菌活性；细菌Ｔ３对茄镰刀菌
Ⅱ有强抑菌性，具体见图１。选用抑菌活性最好的放线菌 Ｇ５
菌株进行后续优化试验。

表１　对叶红景天内生菌抗病菌株筛选

菌株
蚕豆荚枯萎

病病原菌

菜豆黑斑

病病原菌
茄镰刀菌Ⅰ 茄镰刀菌Ⅱ

Ｇ１ － ＋＋ － －
Ｇ２ － － － －
Ｇ３ － － ＋ －
Ｇ４ － － ＋ －
Ｇ５ － － ＋＋＋ －
Ｇ６ － － ＋ －
Ｇ７ － － － －
Ｐ１ － － ＋＋ －
Ｐ２ － ＋＋ － －
Ｐ３ － － － －
Ｐ４ － － － －
Ｐ５ － － － －
Ｔ１ － － － －
Ｔ２ － － － －
Ｔ３ － － － ＋＋
Ｔ４ － － － －
Ｔ５ － － － －
Ｔ６ － － － －
Ｔ７ － － － －
Ｔ８ － － － －
Ｔ９ ＋ － － －
Ｔ１０ ＋ － － ＋
Ｔ１１ － ＋＋ － －
Ｔ１２ ＋＋ － － －

２．３　内生菌培养条件优化单因素试验
２．３．１　不同碳源对 Ｇ５菌株产生抑菌活性物质的影响　试
验检测了葡萄糖、甘油、可溶性淀粉、乳糖、果糖、蔗糖等６种
不同碳源对内生菌抑菌活性的影响。由图２可知，以乳糖为碳
源的发酵培养基抑菌效果最好，病原菌菌落直径为１２．２５ｍｍ，
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小于对照基础发酵培养基的病原菌直径（２１．７５ｍｍ），其次是
可溶性淀粉，而葡萄糖、蔗糖、果糖、甘油等作为碳源时内生菌

的抑菌活性较差。因此，选用乳糖为发酵培养基的最佳碳源。

２．３．２　不同氮源对 Ｇ５菌株产生抑菌活性物质的影响　试
验检测了牛肉膏、酵母膏、硫酸铵、豆粕、蛋白胨、大豆蛋白胨、

尿素等作为氮源时内生菌的抑菌活性。由图３可知，以蛋白胨
为氮源的发酵培养基抑菌效果最好，病原菌菌落直径为

１１．４０ｍｍ，小于对照基础发酵培养基的病原菌菌落直径
（４０００ｍｍ），其次是大豆蛋白胨、豆粕，而牛肉膏、硫酸铵等
作为氮源时内生菌的抑菌活性较差。因此，选用蛋白胨为发

酵培养基的最佳氮源。

２．３．３　不同磷酸盐对 Ｇ５菌株产生抑菌活性物质的影响　
不同磷酸盐的不同浓度对Ｇ５菌株产生抑菌活性物质的影响
如图 ４所示，ＫＨ２ＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ、Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ、
Ｎａ２ＨＰＯ４·２Ｈ２Ｏ等对抑菌活性物质的产生均有不同程度的

促进或抑制作用，而 Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ的３个不同浓度对抑
菌活性物质的产生均有较高的促进作用，且以浓度为 ０．３０％
时最为明显。因此，选择０．３０％Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ为发酵培
养基的最佳磷酸盐。

２．３．４　不同金属离子对 Ｇ５菌株产生抑菌活性物质的影响
　不同金属离子的不同浓度对Ｇ５菌株产生抑菌活性物质的
影响如图５所示，ＦｅＣｌ３、ＣｕＳＯ４、ＮａＣｌ、ＺｎＳＯ４、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、
ＭｎＳＯ４、ＣａＣＯ３、ＫＮＯ３等对抑菌活性物质的产生均有不同程
度的促进或抑制作用，而ＮａＣｌ的３个不同浓度对抑菌活性物
质的产生均有较高的促进作用，且以浓度为０．３０％时最为明
显。因此，选择０．３０％ＮａＣｌ为发酵培养基的金属离子溶液。
２．４　内生菌培养条件优化验证
　　试验测定了优化培养基与基础培养基培养下 Ｇ５菌株的
抑菌效果。由图６可知，优化培养条件下 Ｇ５菌株的抑菌效
果较好，培养至第７天时其抑菌活性提高了３０．０６％。
２．５　Ｇ５菌株形态学鉴定

在显微镜下的观察结果显示，Ｇ５菌株为短杆状，大小为
２．８１μｍ，呈革兰氏阴性（图７）。Ｇ５菌株菌落形态观察结果
见表３。

３　结论与讨论

植物内生菌的分离及其天然产物的研究已成为世界范围

内研究的热点领域。与不计其数的植物附生菌相比，内生菌

似乎吸引了更多的注意力。主要原因为植物内生菌能够产生

丰富多样的具有农药活性的次生代谢产物，其中不少物质都
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表３　Ｇ５菌落形态观察结果

测定内容 菌落形态

大小（培养３ｄ） ｄ＜１ｍｍ
形状 片形

隆起度 扁平状

边缘 边缘光滑

颜色 乳白色

质地 光滑、油脂状、半透明、具有黏性

具有抑菌活性，在自然界中具有重要的生态学作用，因而引起

了人们的广泛关注并取得了较大进展［１２－１４］。因此，利用我国

的植物内生菌资源来筛选抗菌和杀菌活性物质，促进新型生

物农药的开发和创新具有十分重要的意义［１５］。

对叶红景天是青海地区高海拔珍贵药用植物，具有抗菌

消炎的药理活性。本研究从青海高山地区对叶红景天中分离

出２４株内生菌，其中有１２株具有抑菌活性，进一步证明了内
生菌具有与宿主相似的药理活性。下一步可对抗病内生菌的

有效成分进行分离提取，试图找出使其具有抗病性的某种

物质。

目前，对对叶叶红景天具有抗病抑菌作用的报道较少，因

此对于对叶红景天的更多有效抑制成分有待进一步研究，为

对叶红景天应用于临床抗菌治疗提供充足的科学依据。
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