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人参内生细菌 ＧＳ－１的分离鉴定及
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　　摘要：从人参根部分离出４株内生细菌，以灰葡萄孢菌为靶向病原菌，采用平板对峙法筛选出 １株拮抗细菌
ＧＳ－１，并结合形态学和分子生物学特征对其进行鉴定。结果表明，ＧＳ－１为多黏类芽孢杆菌，其活菌体能够抑制病原
菌菌丝的生长；发酵液对病原菌孢子萌发有抑制作用，抑制率达６２．４７％。由此判断菌株ＧＳ－１是一株具有生防潜力
的内生细菌，值得进一步开发利用。
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　　灰霉病由灰葡萄孢菌（ＢｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａＰｅｒｓ）引起，该病作
为一种常见的真菌病害对全球几百种作物造成严重损失［１］。

我国于１９８４年首次发现灰霉病原菌能够侵染药用植物人参，
侵染部位以根部为主。由于病原菌孢子通过空气传播，在适

宜的环境条件下，短时间内便可造成栽培人参大面积感染病

害。目前，我国人参灰霉病发生率依然偏高，已成为影响人参

质量、产量的主要病害之一。农业上主要采取化学药剂来控

制人参灰霉病，但化学防治不仅会对生态环境造成污染，增加

人参中农药残留量及病原菌的耐药性，还会威胁施药者的身

体健康［２－４］。因此，探索新的方法来控制和解决人参灰霉病

备受关注，其中微生物农药由于其低毒性和不受病原菌抗性

影响的特点，被研究并开发利用［５］。近年来，从植物内生菌

中寻找生防菌资源逐渐成为研究热点［６］。

植物内生菌生活在植物体内，它们数量众多，种类多样，

在整个或部分生长周期中不仅不会引起宿主植物的病害症

状，还会与宿主共同抵御外界病害的侵染，它们与病原菌竞争

生长位置、营养物质和微量元素，一些内生菌可以通过产生抗

生素等活性物质直接杀死病原菌或诱导植物产生激素间接提

高其抗病性［７－８］。综上所述，开发内生菌作为生防菌株发展

前景广阔，笔者从人参根部筛选拮抗内生细菌，以灰葡萄孢菌
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为靶向病原菌进行拮抗试验，并通过形态学鉴定明确筛选出

菌株的种属分类地位，以期为进一步开发利用筛选出的生防

菌株提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试病原菌：人参灰霉病菌（分离自人参灰霉病病株，由

中国农业科学院特产研究所药用植物研究室分离鉴定）；培

养基：马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基、水琼脂（ＷＡ）培养
基、ＮＡ培养基、营养肉汤培养基。
１．２　试验方法
１．２．１　人参内生细菌的分离　取４年生健康园参（来源于吉
林省白山市抚松县：１２７°４０′２８″Ｅ，４２°１３′１６″Ｎ），用清水洗净，
室温放置干燥后，进行表面消毒，验证表面消毒彻底后，切成

１ｃｍ左右的小段，置于ＷＡ培养基中，于２５℃恒温箱中培养
７ｄ后挑取菌落并不断划线培养得到单一菌落［９－１０］。

１．２．２　拮抗细菌的筛选　采用平板对峙法［１１－１２］筛选拮抗细

菌：在直径为８５ｍｍ的ＰＤＡ平板中央接种直径为５ｍｍ的病
原菌菌饼，在距菌饼２０ｍｍ处点接供试内生细菌，以只接种
病原菌的ＰＤＡ平板作为空白对照，于２５℃恒温箱中培养７ｄ
后观察供试组是否产生抑菌圈。

１．２．３　体外拮抗效果测定　（１）检测拮抗菌活菌体对病原
菌菌丝生长的影响：采集抑菌圈边缘病原菌菌丝及空白对照

组菌丝，置于显微镜下观察菌丝形态。（２）拮抗菌发酵液拮
抗性能测定：用无菌水配制病原菌孢子悬浮液，浓度为１×
１０５ＣＦＵ／ｍＬ。将拮抗内生细菌接种于营养肉汤培养基中（接
种量为０．５％），于３５℃、１７０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养４８ｈ，得发酵
液原液并对其进行稀释。将发酵液原液及５０．０％、２５．０％、
１２．５％发酵液稀释液与等体积的灰霉病菌孢子悬浮液混合，
用载玻片悬滴法［１３］于２５℃下培养，每个处理设３个重复，以
加入营养肉汤培养基的病原菌孢子悬浮液为对照。当对照组

孢子萌发率达９０％以上时，检查各处理孢子萌发情况，每个
处理各重复随机观察３个视野，分别记录孢子总数和萌发数，
并计算孢子萌发率及孢子萌发相对抑制率。

萌发率＝孢子萌发数
孢子总数

×１００％；

孢子萌发相对抑制率 ＝对照孢子萌发数－处理孢子萌发数
对照孢子萌发数

×

１００％。　
１．２．４　拮抗菌株的鉴定　（１）形态特征观察：将待测内生细
菌划线接种于ＮＡ培养基上，于３５℃恒温培养４８ｈ后观察其
形态特征。（２）生理生化特征测定：采用氧化酶和接触酶试
验、厌氧生长试验、Ｖ－Ｐ试验、糖发酵试验、水解淀粉、尿素试
验及耐盐性等测定待测内生细菌的生理生化特征［１４－１５］。

（３）基因组ＤＮＡ按照生工生物工程（上海）股份有限公司的
细菌ＤＮＡ基因组提取试剂盒说明书提取。以提取的ＤＮＡ为
模板，分别以引物７Ｆ（５′－ＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ－３′）和
１５４０Ｒ（５′－ＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ－３′），引物２７Ｆ（５′－Ａ
ＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和１４９２Ｒ（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡ
ＣＧＡＣＴＴ－３′）来扩增１６ＳｒＤＮＡ基因。测序由生工生物工程
（上海）股份有限公司完成。将所得的１６ＳｒＤＮＡ基因序列与

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的已知序列进行Ｂｌａｓｔ比对分析。

２　结果与分析

２．１　内生细菌的分离与拮抗菌株筛选
从四年生园参根部的２２４个样品组织中分离出２７株内

生细菌，通过平板对峙试验筛选得到１株有较强拮抗作用的
内生细菌，命名为ＧＳ－１。
２．２　拮抗细菌体外拮抗效果

菌株ＧＳ－１与病原菌对峙培养７ｄ后，在生防菌周围形
成透明抑菌圈，抑菌圈大小不随时间的推移而改变（图１）。
挑取２组菌丝在同倍显微镜下观察可见，空白对照组病原菌
菌丝生长正常；处理组抑菌圈周围菌丝细弱、生长缓慢，部分

菌丝顶端膨大，并且细胞壁受到破坏，原生质体外泄，表现出

溶菌现象（图２）。拮抗菌发酵液拮抗性能测定结果（表１）表
明，菌株ＧＳ－１发酵液原液及５０．０％发酵液稀释液对病原菌
孢子萌发抑制作用较大，抑制率分别为 ６２．４７％、５６．１８％，
２５．０％与１２．５％发酵液稀释液抑制率未达到５０．００％，抑制
作用较小。

表１　ＧＳ－１菌株发酵液对人参灰霉病菌孢子萌发的抑制效果

试验各组
孢子萌发率

（％）
抑制率

（％）

对照组 ９４．０７
发酵液原液 ３７．５３±２．２４ａ ６２．４７±２．２４ｃ
５０．０％发酵液稀释液 ４３．８２±１．１３ａ ５６．１８±１．１３ｃ
２５．０％发酵液稀释液 ６３．８３±６．５９ｂ ３６．１７±６．５９ｂ
１２．５％发酵液稀释液 ７５．１９±１．９６ｃ ２４．８１±１．９６ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．３　菌株ＧＳ－１的鉴定
将菌株ＧＳ－１种子液稀释后（１０－７）涂布于平板上，置于

３５℃培养箱里培养４８ｈ获得单菌落，挑取少量菌落进行单细
胞形态观察与革兰氏染色。观察结果显示，其菌落形态较小，

呈不规则形边缘开裂，表面黏稠且有光泽，颜色为乳白色；革

兰氏染色结果为阳性。依据《常见细菌系统鉴定手册》［１６］中
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第２部分常见细菌的鉴定方法，对菌株 ＧＳ－１进行生理生化
特性检测。试验结果（表２）表明，该菌株可厌氧生长，其接触
酶反应为阳性；氧化酶反应为阴性；硝酸盐还原反应为阳性；

Ｖ－Ｐ反应阳性；不产生吲哚，能利用 Ｄ－葡萄糖、Ｌ－阿拉伯
糖、甘露醇和Ｄ－木糖发酵产酸产气；可水解淀粉，不水解尿
素；不降解几丁质但能降解果胶；温度 ５０℃时不生长；５％
ＮａＣｌ浓度下不生长。根据上述结果可初步鉴定菌株 ＧＳ－１
属于类芽孢杆菌属，其模式菌株为多黏类芽孢杆菌

（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｏｌｙｍｙｘａ）。测序结果显示，菌株 ＧＳ－１的１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列大小为１３７３ｂｐ，进入ＧｅｎＢａｎｋ进行相关序列Ｂｌａｓｔ
比对分析，结果显示，该菌株与多黏类芽孢杆菌亲缘性为

１００％。最终鉴定菌株ＧＳ－１（登录号：ＭＨ０４３１３０）为多黏类
芽孢杆菌。

表２　菌株ＧＳ－１生理生化试验结果

生理生化特征 ＧＳ－１ 模式种

（多黏类芽孢杆菌）

厌氧生长 ＋ ＋
接触酶反应 ＋ ＋
氧化酶反应 － －
硝酸盐还原反应 ＋ ＋
Ｖ－Ｐ反应 ＋ ＋
吲哚 － －
糖发酵 Ｄ－葡萄糖 ＋＋ ＋＋

Ｌ－阿拉伯糖 ＋＋ ＋＋
甘露醇 ＋＋ ＋＋
Ｄ－木糖 ＋＋ ＋＋

水解 淀粉 ＋ ＋
尿素 － －

降解 几丁质 － －
果胶 ＋ ＋

生长温度 ２５℃ ＋ ＋
３０～４０℃ ＋ ＋
５０℃ － －

耐盐性 １％ ＋ ＋
２％ ＋ ＋
５％ － －
１０％ － －

３　结论与讨论

目前研究已表明，某些人参内生菌对植物病原菌有抑制

作用，例如李勇等从４０株人参内生细菌中筛选出２株对人参
菌核病菌、锈腐病菌与黑斑病菌有较强抑制作用的菌株［１７］。

姜云等发现一株人参内生细菌（营养型芽孢杆菌 ＮＪ１３）对２３
种植物病原菌均具有抑制作用［１８］。离体拮抗试验在很大程

度上可以预示生物防治的效果，是田间试验的基础。在室内

利用平皿法及凹玻片法［１９－２０］筛选拮抗菌株是最常用且最简

便的方法，但拮抗菌株在实际应用中能否保持稳定高效还需

进一步的田间试验验证。

植物内生菌是生物防治植物病害的天然资源，具有广阔

的应用前景，本研究从人参根部分离出的多粘类芽孢杆菌

ＧＳ－１对人参灰霉病病原菌的菌丝生长及孢子萌发有较强抑
制作用，试验结果为灰霉病防治工作提供了新的思路，为生物

农药的研发提供了重要理论依据。

参考文献：

［１］ＢｒｉａｎＷ，ＢｅｔｔｉｎａＴ，ＰａｕｌＴ，ｅｔａｌ．ＢｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａＰｅｒｓ：ｔｈｅｃａｕｓｅｏｆｇｒｅｙ
ｍｏｕｌｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２００７，８（５）：５６１－５８０．

［２］白容霖，王子权．国内人参两种新病害［Ｊ］．植物保护，１９８９，１５
（４）：５９．

［３］徐怀友，马友德，张　辉，等．人参灰霉病安全高效防治药剂组合
筛选研究［Ｊ］．吉林农业大学学报，２００８，３０（专辑）：４４－４７．

［４］王春伟，白庆荣，高　洁，等．２２种杀菌剂及其不同配比对人参灰
霉病菌的毒力测定［Ｊ］．农药，２０１１，５０（１）：６１－６４．

［５］ＨｙａｋｕｍａｃｈｉＭ，ＴａｋａｈａｓｈｉＨ，ＭａｔｓｕｂａｒａＹ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｅｎｔｓｔｕｄｉｅｓｏｎ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌｏｆｐｌａｎｔｄｉｓｅａｓｅｓｉｎＪａｐａｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌ
ＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１４，８０（４）：２８７－３０２．

［６］陈泽斌，靳　松，张永福，等．植物内生菌生物防治研究进展及存
在的问题［Ｊ］．昆明学院学报，２０１４，３６（３）：４０－４２．

［７］ＨａｒｄｏｉｍＰＲ，ｖａｎＯｖｅｒｂｅｅｋＬＳ，ＢｅｒｇＧ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｈｉｄｄｅｎｗｏｒｌｄ
ｗｉｔｈｉｎｐｌａｎｔｓ：ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓｆｏｒｄｅｆｉｎｉｎｇ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒ
ＢｉｏｌｏｇｙＲｅｖｉｅｗｓ，２０１５，７９（３）：２９３－３２０．

［８］Ｒｅｉｎｈｏｌｄ－ＨｕｒｅｋＢ，Ｈｕｒｅｋ Ｔ． Ｌｉｖｉｎｇｉｎｓｉｄｅｐｌａｎｔｓ：ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＯｐｉｎｉｏｎｉｎＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２０１１，１４（４）：
４３５－４４３．　

［９］ＳｔｏｌｔｚｆｕｓＪＲ，ＳｏＲ，ＭａｌａｒｖｉｔｈｉＰＰ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ
ｂａｃｔｅｒｉａｆｒｏｍｒｉｃｅａｎｄａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｔｈｅｉｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｆｏｒｓｕｐｐｌｙｉｎｇｒｉｃｅ
ｗｉｔｈｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙｆｉｘｅｄＮｉｔｒｏｇｅｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａｎｄＳｏｉｌ，１９９７，１９４（１／２）：
２５－３６．

［１０］ＫａｅｗｋｌａＯ，ＦｒａｎｃｏＣＭＭ．Ｒａｔｉｏｎａｌａｐｐｒｏａｃｈｅｓｔｏｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｆｒｏｍＡｕｓｔｒａｌｉａｎｎａｔｉｖｅｔｒｅｅｓ
［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂｉａｌＥｃｏｌｏｇｙ，２０１３，６５（２）：３８４－３９３．

［１１］ＤａｖｉｄｅＳ，ＲｏｓｓａｎａＶ，ＳｅｒｅｎｅｌｌａＰ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆａｃｔｉｏｎａｎｄ
ｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｆｏｕｒｉｓｏｌａｔｅｓｏｆｔｈｅｙｅａｓｔＭｅｔｓｃｈｎｉｋｏｗｉａｐｕｌｃｈｅｒｒｉｍａａｃｔｉｖｅ
ａｇａｉｎｓｔｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔｐａｔｈｏｇｅｎｓｏｎａｐｐｌｅｓ［Ｊ］．ＰｏｓｔｈａｒｖｅｓｔＢｉｏｌｏｇｙａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００２，２４（２）：１２３－１３４．

［１２］ＢｒｕｎｎｅｒＫ，ＺｅｉｌｉｎｇｅｒＳ，ＣｉｌｉｅｎｔｏＲ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆｔｈｅｆｕｎｇａｌ
ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌａｇｅｎｔＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａａｔｒｏｖｉｒｉｄｅｔｏｅｎｈａｎｃｅｂｏｔｈａｎｔａｇｏｎｉｓｍ
ａｎｄｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐｌａｎｔｓｙｓｔｅｍｉｃｄｉｓｅａｓｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄａｎｄ
ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００５，７１（７）：３９５９－３９６２．

［１３］方中达．植病研究方法［Ｍ］．北京：中国农业出版社，１９９８：１５２．
［１４］ＳｈｉｒｌｉｎｇＥＢ，ＧｏｔｔｌｉｅｂＤ．ＭｅｔｈｏｄｓｆｏｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９６６，１６（３）：３１３－３４０．

［１５］ＷｉｌｌｉａｍｓＳ Ｔ，Ｇｏｏｄｆｅｌｌｏｗ Ｍ，Ａｌｄｅｒｓｏｎ Ｇ，ｅｔａｌ． Ｎｕｍｅｒｉｃａｌ
ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｒａ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＧｅｎｅｒａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９８３，１２９（６）：１７４３－１８１３．

［１６］东秀珠，蔡妙英．常见细菌系统鉴定手册［Ｍ］．北京：科学出版
社，２００１：３４９－３９９．

［１７］李　勇，赵东岳，丁万隆，等．人参内生细菌的分离及拮抗菌株
的筛选［Ｊ］．中国中药杂志，２０１２，３７（１１）：１５３２－１５３５．

［１８］姜　云，尹　望，陈长卿，等．人参内生拮抗细菌ＮＪ１３的鉴定及
发酵条件［Ｊ］．农药，２０１３，５２（２）：９７－１０１．

［１９］中华人民共和国农业部．农药室内生物测定试验准则　杀菌
剂　第２部分：抑制病原真菌菌丝生长试验　平皿法：ＮＹ／Ｔ
１１５６．２—２００６［Ｓ］．北京，２００６．

［２０］中华人民共和国农业部．农药室内生物测定试验准则　杀菌
剂　第１部分：抑制病原真菌孢子萌发试验　凹玻片法：ＮＹ／Ｔ
１１５６．１—２００６［Ｓ］．北京，２００６．

—０５１— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１５期


