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GFP 标记短小芽孢杆菌 LYMCＧ3
在马尾松体内的定殖

李亮亮　谈家金　陈凤毛

南京林业大学林学院/南方现代林业协同创新中心,南京２１００３７

摘要　为研究松材线虫拮抗细菌短小芽孢杆菌 LYMCＧ３的内生性及其在马尾松体内的定殖规律,采用扫

描电子显微镜(SEM)观察菌株在马尾松组培苗体内的定殖,并采用高渗透法将质粒pGFP７８转入菌株 LYMCＧ
３,对其进行绿色荧光蛋白(GFP)标记,同时测定标记菌株的遗传稳定性.在此基础上,以 GFP标记和抗性标记

作为示踪手段,将标记菌株接种到２年生马尾松盆栽实生苗的根部,借助激光扫描共聚焦显微镜(LSCM)和稀

释涂板的方法,对马尾松根部、茎部的标记菌株进行定期回收检测.结果显示,通过 SEM 成功观察到菌株

LYMCＧ３在马尾松体内的定殖,并成功获得 LYMCＧ３菌株荧光表达强烈且遗传稳定的转化子,经过连续８次的

稀释培养,其遗传稳定性为９６．８％.GFP标记菌株在接种马尾松根部后的第４天,根部、茎部都能回收到大量标

记菌株的存在,随后呈持续下降的趋势,且根部的下降速度快于茎部.接种４０d后,根部回收标记菌株数量为

０．３×１０２cfu/g,茎部回收标记菌株数量为０．８×１０２cfu/g.以上结果表明短小芽孢杆菌 LYMCＧ３具有内生性,能
在马尾松体内良好地定殖和传导.

关键词　短小芽孢杆菌;马尾松;绿色荧光蛋白;遗传稳定性;定殖

中图分类号　S７６３　　文献标识码　A　　文章编号　１０００Ｇ２４２１(２０１６)０６Ｇ００６８Ｇ０６

　　植物内生细菌的概念由克洛珀于１９９２年首次

提出,是指能够定殖在健康植物组织器官内、并可与

植物建立和谐统一关系的一类微生物[１],是林业有

益微生物中的重要生防菌资源之一[２].松材线虫病

(Bursaphelenchusxylophilus)又称松树萎蔫病,是
世界上极具危害的林业病害之一,国内外尚无有效

的防治方法.该病主要分布在美国、加拿大、墨西

哥、日本、韩国、中国和葡萄牙等国家[３].我国自

１９８２年在南京紫金山发现以来,已迅速蔓延至安

徽、浙江、山东、广东、湖北、台湾和香港等地,对我国

的林业经济、森林生态和自然景观造成了巨大损失

和严重破坏[４Ｇ５].目前,国内外针对松材线虫病的生

防研究主要集中在从不同地域或植物体内线虫拮抗

微生物的分离筛选方面,对拮抗微生物在寄主体内

的定殖动态研究相对较少[６].
短 小 芽 孢 杆 菌 (Bacillus pumilus)菌 株

LYMCＧ３分离自洛阳隋唐植物园马尾松的茎部,前
期研究表明,该菌株对松材线虫具有较高的拮抗活

性.生防细菌能否有效发挥促生抗病作用,在很大

程度上要取决于其在植物体上的稳定定殖能力[７Ｇ８],
可以说定殖是生防成功的关键.基于此,本研究采

用扫描电子显微镜观察、绿色荧光蛋白(GFP)基因

标记及激光扫描共聚焦显微镜观察相结合的方法研

究短小芽孢杆菌菌株 LYMCＧ３在马尾松体内的定

殖部位和时间动态,为该菌未来的实际应用提供理

论依据.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)菌株与质粒:菌株LYMCＧ３为笔者从洛阳隋

唐植物园马尾松的茎部分离,对松材线虫具有较高

的拮抗活性,鉴定为短小芽孢杆菌(BacilluspumiＧ
lus).质粒:pGFP７８质粒由中国农业大学亓雪晨[９]

构建,带有组成型表达的gfp 基因以及氨苄青霉素

(ampicillin,１００ mg/mL)和四环素(tetracycline,１０
mg/mL)抗性.
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２)植物材料:将马尾松种子在７０％的乙醇中浸

泡３０s,之后浸入３０％的过氧化氢溶液中３０min,
无菌水冲洗６次,然后将消毒过的种子置于含有２０
mL的 １/２MS培养基的瓶中,放在组织培养室中

(２５℃)培养,培养４个月作为细菌内生定殖接种材

料;马尾松２年生盆栽实生苗.

３)培养基:菌株 LYMCＧ３的培养及gfp 基因

转化用LB培养基;马尾松无菌苗的培养用１/２MS
培养基.

４)主要试剂:DNA marker购自 TaKaRa公司;
四环素(tetracycline)购自南京金庆祥公司,工作浓

度为１０mg/mL;所需引物由金斯瑞公司合成,引物

序列为:
GFPＧF:５′ＧCCGTCTAGAATGAGTAAAGGAGAAGＧ３′

GFPＧR:５′ＧCGCAAGCTTTTATTTGTATAGTTCATＧ３′.

1.2 　 菌株 LYMCＧ3 在马尾松体内的扫描电镜

(SEM)观察

　　将菌株LYMCＧ３在LB液体培养基中于２８℃、

２００r/min摇培２４h,４℃条件下１００００r/min离心

１０min后,用 PBS缓冲液将菌体浓度调整为１０５

cfu/mL,作为接种剂备用.缓慢将５mLLYMCＧ３
接种剂接种到马尾松组培苗根部,置于组织培养室

继续培养.培养７d后,取出组培苗,７０％的乙醇冲

洗３min,无菌水冲洗６次,用无菌刀片将组培苗的

根、茎分别切成０．５~１．５cm,置于Christ/Alpha１Ｇ２
冷冻干燥机中进行干燥.接着将干燥的样品从内部

剖开,粘托后喷金,用 NeoScopeJCMＧ５０００台式扫

描电镜进行观察.
1.3　 gfp 基因标记法检测 LYMCＧ3 在马尾松体内的

定殖情况

　　１)菌株LYMCＧ３的gfp 基因标记.芽孢杆菌

的生物学特性比较特殊,比其他细菌的转化效率低

得多.普通制备细菌电转化感受态细胞的方法不适

用于芽孢杆菌.试验采用了 Xue等[１０]建立的利用

高渗透法提高芽孢杆菌转化效率的方法(有改进)进
行菌株的gfp 标记.

①LYMCＧ３感受态细胞的制备.

a)接种 LYMCＧ３于５mLLB培养基中,过夜

培养.

b)取 ２．５ mL 培 养 菌 液 接 入 ４０ mL 含 ０．５
mol/L山梨醇的LB培养基 中,于２８℃、２００r/min
条件下培养至 OD６００为０．９左右.

c)将以上摇培菌液冰水浴１０min,然后１００００

r/min、４℃离心５min,收集菌体.

d)用５０mL预冷的电转培养基(０．５mol/L山

梨醇,０．５mol/L 甘露醇,１０％葡萄糖)重悬菌体,

１００００r/min、４℃离心５min,去上清,如此反复漂

洗３次.

e)将漂洗后的菌体重悬于１mL的电转培养基

中,每管６０μL分装于EP管.

②带有gfp 基因的质粒向受体菌的转化.

a)将５０ng质粒 DNA(１~８μL)加入到６０μL
感受态细胞中,冰上孵育２min,加入预冷的电转杯

(１mm)中,BTXECM６３０电穿孔仪电击.电转化

参数设置:２．０kV、１mm、电击１次.

b)电击完成后,立即向电转杯中加入１mL 复

苏培养基(LB ＋ ０．５mol/L山梨醇＋０．３８mol/L
甘露醇),于２８℃、２００r/min条件下振荡复苏培养

３h,取１００μL涂布含１０ mg/mL四环素的 LB平

板.平板置于２８℃温箱培养过夜.

③转化子的筛选及鉴定.
挑取 转 化 子 筛 选 平 板 上 的 单 菌 落 在 含 １０

mg/mL的四环素的 LB液体培养基中于２８℃、２００
r/min转速摇培２４h.取摇培菌液涂片固定,在

ZeissAxioImagerM２荧光显微镜下观察转化子的

荧光特性,选择有较高亮度的转化子做进一步鉴定.
提取有较高亮度的转化子的质粒,利用gfp 基因特

异引物进行 PCR扩增,所得 PCR产物用２％琼脂

糖凝胶电泳进行分离检测.

④转化菌株质粒遗传稳定性测定.
挑取一环 LYMCＧ３转化菌株接种在不含抗生

素的 LB液体培养基中,２８℃,２００r/min振荡培养

１６~１８h作为母液.取５０μL母液接入５０mL不

含抗生素的 LB 液体培养基于同样条件下培养

１２h,接着取以上培养液５０μL接种到５０mL不含

抗生素的 LB液体培养基里培养１２h,如此连续接

种培养８次,取培养菌液涂布不含抗生素的 LB平

板,然后从中随机选取 ２００ 个单菌 落 转 入 含 １０
mg/mL四环素的 LB平板,以抗性菌株所占百分比

计算标记菌株的遗传稳定性.

２)gfp 基因标记菌株在马尾松体内的激光扫

描共 聚 焦 显 微 镜 (LSCM)观 察. 将 标 记 菌 株

LYMCＧ３在LB液体培养基中于２８℃、２００r/min
摇培２４h,４℃条件下１００００r/min离心１０min
后,用PBS缓冲液将菌体浓度调整为１０５cfu/mL,
作为接种剂备用.取５mL接种液接种到马尾松组

９６
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培苗根部,置于组织培养室培养３０d取出松苗,用
大量无菌水对其进行冲洗;对植株的根、茎进行徒手

切片,然后在载玻片上滴１滴无菌水将切片铺展其

中,盖上盖玻片,用 ZeissLSM７１０激光扫描共聚焦

显微镜观察,激发波长为４８１nm.

３)gfp 基因标记菌株在马尾松体内的种群消

长动态.将荧光标记LYMCＧ３菌株在LB液体培养

基中于 ２８ ℃、２００r/min 摇培 ２４h,４ ℃ 条件下

１００００r/min离心１０min后,用PBS缓冲液将菌体

浓度调整为１０５cfu/mL,作为接种剂备用.取２０
mL接种剂缓慢接种到马尾松２年生的盆栽实生苗

根表面.并分别于接种后第４、６、９、１２、１５、２０、２５、

３０、４０天取根、茎进行内生细菌的分离.称取上述

各处理植株样品０．２g,经７０％乙醇和０．１％升汞表

面消毒后,大量无菌水冲洗３次,样品置于无菌环境

下晾干后加１mL无菌水进行充分研磨.静置片

刻,吸取一定量上清液做１０－１、１０－２、１０－３ 的梯度

稀释.然后取１００μL 各浓度稀释液涂布于含１０

μg/mL四环素的 LB平板,各稀释浓度重复３次,

２８℃培养４８h,计算菌落数,统计其定殖情况.

2　结果与分析

2.1　菌株 LYMCＧ3 在马尾松体内的 SEM 观察

短小芽孢杆菌 LYMCＧ３接种到马尾松组培苗

７d后,对其根、茎进行扫描电镜观察.由图１可

知,在马尾松组培苗根表面接种 LYMCＧ３菌株７d
后,菌体细胞在松苗根和茎的内部均有分布,说明

该菌株具有内生性,能在马尾松体内良好地定殖

图１　菌株LYMCＧ３在马尾松组培苗体内的SEM观察结果

Fig．１　EndophyticbacteriainsidemassonpineplantletunderSEM

和传导.
2.2　 gfp 基因标记法检测菌株 LYMCＧ3 在马尾松体

内的定殖情况

　　１)菌株LYMCＧ３的gfp 基因标记.采用高渗

透法对菌株 LYMCＧ３进行gfp 基因标记,通过四

环素抗性平板筛选转化子,用蔡司荧光显微镜对转

化子的荧光特性进行检测,选择荧光最强的转化子

进行进一步研究.由图２可以看出,菌体经４８１nm
的蓝光激发后,产生的绿色荧光清晰可见.检测结

果表明,gfp 基因在菌株LYMCＧ３中得到了良好的

表达.提取荧光转化子的质粒作为模板,利用gfp
的特异性引物进行扩增.得到了１条约７５０bp的

清晰条带(图３),与预期的片段大小一致.以上结

果说明gfp 基因已转入菌株LYMCＧ３中.
将gfp 基因标记菌株 LYMCＧ３连续接种培

养,检测其遗传稳定性.试验结果表明:标记菌株经

过连续８次的稀释培养,其遗传稳定性为９６．８％

(图４).芽孢杆菌在适宜的培养条件下分裂１代大

约需要３０min,在自然环境下分裂１代则需要５０~
１００h[１１],因此,认为构建的工程菌可以用于在马尾

松体内的定殖规律研究.

图２　gfp基因在菌株LYMCＧ３体内的表达

Fig．２　ExpressionofthegfpgeneinstrainLYMCＧ３

０７
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　M:DNA梯加标记２０００bpDNAladderplusmarker;１:gfp 基

因的PCR产物 ThePCRproductionofgfpgene．

图３　gfp基因PCR扩增

Fig．３　PCRamplificationofthegfpgeneinstrainLYMCＧ３

图４　gfp基因标记菌株LYMCＧ３的质粒稳定性

Fig．４　StabilityofengineeringstrainLYMCＧ３Ｇgfp

２)gfp 基因标记菌株在树体内的激光扫描共

聚焦 显 微 镜 观 察.在 接 种 gfp 基 因 标 记 菌 株

LYMCＧ３后的第３０天分别取马尾松组培苗的根、茎
做徒手切片,无菌水冲洗干净后置于激光扫描共聚

焦显微镜下观察.由图５可以看出,gfp 标记菌株

在马尾松根和茎的内部均有分布.

图５　　gfp 基因标记菌株LYMCＧ３在马尾松体内的激光扫描共聚焦显微镜观察

Fig．５　ColonizationofstrainLYMCＧ３ＧgfpinmassonpineseedlingunderLSCM

　　３)gfp 基因标记菌株在马尾松实生苗内的种

群动态.通过根表面对马尾松盆栽实生苗进行接

种,回收试验结果表明,菌株 LYMCＧ３不仅可以有

效地在马尾松体内定殖,并能快速地在宿主体内传

导,接种后４d在马尾松的根部和茎部都能检测到

标记菌株的存在.
检测期间,菌株 LYMCＧ３在根、茎的数量总体

呈下降的趋势.接种后１５d内根部的细菌数量下

降趋势快于茎部,之后下降趋势变缓,最后趋于稳

定,定殖量达１个数量级.其原因可能是标记菌从

马尾松根表面进入根内部后,因其在树体内具有传

导性,大部分菌体通过运输系统自地下部分输送到

地上部分茎的原因.当标记菌在根、茎内部定殖后,
由于其要逐渐适应松苗内部的微环境,故前期菌体

大量死亡,数量迅速下降,经过一段时间的适应,菌
体数量不再下降,在树体内部开始生存和繁殖,逐渐

达 到一个稳定水平(图６).总体来看,马尾松茎部

图６　gfp 基因标记菌株LYMCＧ３在

马尾松体内的数量消长动态

Fig．６　PopulationfluctuationofstrainLYMCＧ３Ｇgfp
inmassonpineseedling
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的标记菌定殖量高于根部定殖量,可能是茎部环境

更适于标记菌的生存和繁殖,这与该菌分离自松树

茎部是相对应的.

3　讨　论

众所周知,在实验室筛选的具有良好抑制病害

的生防微生物,在野外的效果往往并不理想.这其

中很重要的一个原因就是生防菌在复杂的野外环境

中不能很好地定殖,从而不能发挥功能,这也是一些

微生物菌剂释放到田间生防效应年度间浮动大、重
复性差的主要原因.有益微生物定殖能力的强弱决

定着其应用效果的好坏.目前研究拮抗微生物在植

物体内定殖的方法有很多,如免疫学法、抗生素标记

法、特异性寡核苷酸片段标记法、基因标记法等.

GFP由于不影响目的基因的结构和功能以及细胞

的正常培养繁殖,已成为近些年来广泛应用于微生

物定殖研究的一种分子标记方法[１２].并且 GFP的

表达具有广谱性,目前为止gfp 基因已经在细菌、
真菌、植物、鱼类及哺乳动物中进行了表达和应

用[１３],还可对标记的活体细胞进行实时定位观察.
如任嘉红等[１４]利用 GFP标记技术成功观测了溶磷

草木樨中华根瘤菌 CHW１０B在南方红豆杉根际的

数量消长动态.安千里等[１５]使用激光扫描显微镜

完整观察到了 GFP标记菌株SA２从水稻根成熟区

表面向根内入侵的全过程.
笔者所在实验室前期分离到１株对松材线虫具

有高拮抗活性的短小芽孢杆菌菌株 LYMCＧ３,采用

卡那霉素标记的方法已经初步证明了其内生定殖

性.考虑到抗生素标记本身的缺陷[１６],而且为了更

为直观、更精确地揭示菌株LYMCＧ３的内生现象和

内生机制,本研究采用绿色荧光蛋白(GFP)基因标

记与激光扫描共聚焦显微镜观察相结合的方法验证

了 LYMCＧ３具有内生性,且可以在马尾松体内传

导.此外,试验也研究了菌株LYMCＧ３在马尾松体

内的数量动态,接种４０d后马尾松体内仍有一定量

的标记菌株存在.以上研究结果表明,菌株LYMCＧ
３可以有效地定殖于盆栽马尾松体内,但是菌株能

否长期在林间马尾松体内有效定殖还需进一步

研究.
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ColonizationofGFPＧtaggedBacilluspumilus
strainLYMCＧ３inmassonpine

LILiangliang　TANJiajin　CHENFengmao

CollegeofForestry,NanjingForestryUniversity,CollaborativeInnovationCenter
ofSustainableForestryinSouthern,Nanjing２１００３７,China

Abstract　SEM (scanningelectronicmicroscopy),LSCM (laserscanningconfocalmicroscope)and
GFP(greenfluorescentprotein)techniqueswereusedtostudytheendogeneityandcolonizationrulesof
BacilluspumilusstrainLYMCＧ３,whichhashighnematicidalactivity．TheshuttlevectorpGFP７８carryＧ
inggfpmut３agene,wastransformedintoB．pumilusstrainLYMCＧ３forfluorescenceＧtaggingbynature
transformationandexpressedsuccessfully．Theplasmidstabilitywasthendetermined．Afterinoculating
thebacteriainrootsurfaceofmassonpine,thecolonizationofLYMCＧ３taggedwithGFPwasstudiedby
combiningantibioticsplaterecoveryandLSCM．GFPＧtaggedLYMCＧ３withbrightgreenfluorescencewas
observedunder４８１nmwavelengthandthegeneticstabilitywas９６．８％after８continuousdilutionculＧ
ture．On４thdayafterinoculationinmassonpineroot,alargenumberoflabeledstrainswererecovered,

followedbyadownwardtrend,andthenumberdecreasedfasterintherootthaninthestem．On４０thday
afterinoculation,thenumberofthelabeledstrainwas０．３×１０２cfu/gintheroot,and０．８×１０２cfu/gin
thestem．Theseresultsdemonstratedthatthetaggedstraincouldsuccessfullycolonizeandtransmitin
massonpine,whichprovideascientificbasisfortheexploitationandutilizationofstrainLYMCＧ３．

Keywords　Bacilluspumilus;massonpine;greenfluorescentprotein;geneticstability;colonizaＧ
tion
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