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2 株内生细菌在油菜体内的定殖、
促生长及抗虫性检测
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摘要 以水稻和油菜为试验材料,对内生菌YY-23和SJ-10进行定殖范围的测定、促生长及抗虫试验,结果

表明:2株内生菌YY-23和SJ-10均能在水稻、油菜、小麦、玉米、红菜薹、萝卜等植物体内定殖;菌液浸种24h后

播种,20d后经YY-23和SJ-10浸种后的油菜鲜质量分别比对照增加了113.5%、52.5%;SJ-10在饲喂第6天

时存活率比对照明显降低,差异显著(P<0.05),而YY-23无抗虫活性。
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  植物内生细菌是指某些在其生活史的某个阶段

或全部阶段生活于健康植物的各种组织和器官内部

的真菌或细菌,被感染的宿主植物不表现出外在病

症,可通过组织学方法或从严格表面消毒的植物组

织中分离或从植物组织内直接扩增出微生物DNA
的方法来证明其内生性[1]。已发现的内生细菌对宿

主植物的有益作用有固氮作用、促进植物生长、抗逆

境、抗动物摄食、抗病原真菌和细菌等[2]。Germida
等[3]最早分离到油菜内生细菌,其中芽胞杆菌属分

离几率最高,为35.8%。
油菜是我国重要的经济作物,对国民经济起着

举足轻重的作用,近些年育种家选育出很多品质优、
产量高、抗性强的品种,然而受气候、栽培等条件影

响,油菜病虫害的危害仍相当严重。已有许多关于

促生、防病内生细菌的报道,试验表明巨大芽胞杆菌

(Bacillusmegaterium)在油菜盆栽试验中有一定

的促生作用[4]。蚜虫以刺吸口器在油菜的叶、茎和

花梗上吸取植物汁液,为害严重时使植株萎缩、生长

停滞以至枯死[5]。蚜虫还是油菜病毒病的主要传播

媒介,在病毒病重发年份油菜感病率高达70%以

上,病株平均减产65%[6]。有关内生细菌既促生又

抗蚜虫的研究鲜见报道。本文以水稻和油菜为试验

材料,从油菜和水稻中分离具有促生和抗虫活性的

内生细菌,考察分离出的内生细菌在油菜体内的定

殖、促生长及抗蚜虫情况。

1 材料与方法

1.1 供试材料

小麦 Triticumaestivum,鄂 麦 18;玉 米 Zea
maysL.,玉农赣花糯一号;油菜Brassicacampes-
trisL.,华油杂四号;萝卜RaphanussativusL.,精
选短叶十三萝卜;红菜薹 Brassicaparachinensis
L.,十月红。
1.2 内生细菌的分离

采集水稻(湖北省公安县农田)和油菜(华中农

业大学菜地)健康植株,用自来水充分冲洗表面泥

土;剪成2cm×2cm 或2cm×4cm 小块,先用

75%乙醇漂洗5min;加入0.2%HgCl2表面消毒

5min,最后用无菌水冲洗5次。取最后1次的无菌

水作对照涂LB平板。在无菌条件下,将组织充分

研磨,然后2000r/min离心5min,取上清涂LB平

板,37℃培养3d后挑取细菌单菌落。经纯化后的

内生细菌用含25%甘油的LB液体培养基-70℃
保存备用[7],用于革兰氏染色和菌体形态的观察。
从油菜中筛选出1株芽胞杆菌YY-23及从水稻中

筛选出1株G-菌SJ-10,分别作为G+和G-菌做进

一步的抗虫试验。
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1.3 内生细菌在油菜中的定殖回收

1)抗生素标记。参照何红等[7]方法,将YY-23
逐步诱导至300μg/mL利福平(Rif)的抗性菌株,
以此方法再用第2种抗生素硫酸链霉素(Str)对

YY-23进一步诱导抗性标记,最后将菌液在含相应

浓度的2种抗生素的LB固体平板上划线,纯化后

将菌株在4℃保存1周后,接种于不含抗生素的培

养基平板上培养,连续培养几代后,再在含2种抗生

素的LB平板上筛选双抗标记菌株,以验证其抗药

性的稳定性。SJ-10具有抗氨苄青霉素(Amp)150

μg/mL的抗性。

2)回接油菜。YY-23接于30mL含300μg/mL
利福平(Rif)和150μg/mL硫酸链霉素(Str)的LB中

震荡培养24h后,8000r/min离心5min,弃上清液,
用无菌水悬浮菌体,配制菌体浓度为8×106cfu/mL
的菌液。制备油菜无菌苗:油菜种子用无菌水常温

浸泡30h,以稀释1000倍的多菌灵稀释液于37℃
浸泡7h后,75%乙醇消毒1min,最后用0.1%
HgCl2处理3min并用无菌水清洗,播种于含马铃

薯、蔗糖培养基(PSA)的平皿中,25℃培养,无菌苗

用于接种试验[8]。①浸种接种。用无菌水配制的

YY-23菌悬液和无菌水分别浸泡油菜种子2h后,
播种于室内装有无菌土的盆中。按常规方法育苗管

理,待真叶长出后每隔1周取其茎叶进行内生细菌

的分离。设3个重 复,以 无 菌 水 浸 种 为 对 照[7]。

②灌根接种。待PSA平板上的无菌苗长出2片真

叶后,移栽到装有无菌土的盆中,取上述菌液和无菌

水分别浇灌于各植株根部周围的土壤中,每棵苗浇

灌1mL菌液,每隔7d取其茎叶分离内生细菌,分
离方法同上“①浸种接种”。③无菌苗接种。待无菌

苗长出真叶后,接100μL的YY-23菌液于无菌油

菜苗根部。待真叶完全展开后每隔3d取其茎叶,
分离细菌,方法同上“①浸种接种”。SJ-10回接油

菜时菌液的制备与灌根接种按本文“1.32)”方法

进行。

3)定殖分离。称取上述各处理植株样品0.5g,
表面用75%乙醇漂洗后,用0.1% HgCl2浸泡处理

1min,再用无菌水洗涤3次,晾干后加入1mL无

菌水磨碎,静置15min,然后分别取100μL溶液涂

于含相应抗生素的LB平板上,每处理3次重复,

37℃暗培养24~36h,根据每平皿生长的菌落数,
计算每克鲜质量组织中的细菌数(cfu/g)[9]。

1.4 定殖范围测定

按照本文“1.32)”中“②灌根接种”方法灌根接

种,将 YY-23与SJ-10菌液浇灌于多种供试作物

中,并在接种3d和60d后进行定殖分离。
1.5 促生长试验

参考本文“1.3”方法配制YY-23和SJ-10菌液

和无菌水,分别浸种24h后,播种于室内装有无菌

土的盆中,重复3次,每组10棵苗,20d后测定苗的

鲜质量、苗高和根长,于80℃烘干3h后称干质

量[10]。
1.6 抗蚜虫分析

采用人工全纯营养液及饲养技术饲喂蚜虫,鉴
定YY-23和SJ-10对蚜虫的抗性[10]。具体方法为:
采用两端开口,直径为3cm、长度为4cm的玻璃管

为蚜虫饲喂器。将Parafilm膜截成1.5cm2大小,
并拉伸使其面积为原来4倍,然后覆盖在玻璃管一

端,置于紫外灯下照射15min,之后在Parafilm膜

表面加上150μL浓度为8×106cfu/mL菌体(培养

好的菌液离心后,去上清,用无菌水重新溶解,再用

超声波破碎40min)的人工营养液,再在其上另覆

盖一层Parafilm膜。将蚜虫放入管内,另一端用细

纱网罩住,防止蚜虫逃逸。在光照培养箱中饲养,温
度(24±1)℃,相对湿度为85%~90%,光周期

16h/8h(L/D)。虫源采自大田作物,选用3龄蚜

虫为供试群体,饥饿10h后,接入玻璃管内,每管内

接蚜虫10头。每天更换营养液1次,同时观察、统
计蚜虫数量,并计算存活率。每组处理设置3个重

复,并设不添加菌体的纯营养液饲喂蚜虫作为对照,
人工饲料的配方参照文献[12-13]。
1.7 内生细菌形态观察及鉴定

1)电子扫描电镜样品的制备。在室温下以戊二

醛固定内生细菌,挑取内生细菌典型菌落放入戊二

醛固定液中,固定12h,ddH2O洗2次,低速离心收

集菌体,分别用30%、50%、70%乙 醇 脱 水 各15
min,然后置70%乙醇中,1d后打开瓶盖,冷冻干

燥,密封放入干燥器中备用。最后,将样品其送至华

中农业大学电镜(电镜型号为JSM-6390LV)平台中

心进行观察并拍照。

2)16SrRNA序列及生理生化测定。对SJ-10、

YY-23进行菌体PCR检测,取1mL培养过夜的细

菌菌液,离心去上清后收集菌体,加入50μL去离子

水煮沸10min,离心取上清做模板,PCR引物为

16S(+):AGAGTTTGATCCTGGCTCAG;反向引
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物16S(-):ACGGCTACCTTGTTACGACT,2引

物在16SrRNA上的间距为1500bp。PCR反应体

系:10×BufferMg2+5.0μL,正、反向引物各2.0

μL,dNTPs2.0μL,菌体2.0μL,Taq酶0.5μL,去
离子水补至50μL。反应循环:94℃预变性3min;

94℃,45s,30个循环;57℃,45s;72℃,45s;最后

在72℃延伸10min。验证正确产物送至金斯瑞生

物科技有限公司进行测序,菌株的16SrRNA序列

在NCBI上进行Blast比对分析。
菌株经平板活化后,参考文献[13]对SJ-10和

YY-23进行生理生化特征试验。

2 结果与分析

2.1 内生细菌分离结果

从油菜的根、茎、叶共分离到63株细菌,发现芽

胞杆菌占30%,杆菌与阳性菌占优势,90%为杆菌,

76%为阳性菌。只发现5株球菌和1株弧菌。
从水稻的根、茎、叶中共分离到66株细菌,其中

有芽胞的占41%;从菌体形态看,分离到的大多数

是杆菌,占97%,并且多数是革兰氏阳性菌,革兰氏

阳性菌占91%。
2.2 YY-23 和 SJ-10 在油菜体内的定殖回收

用Rif与Str标记的YY-23以浸种、灌根、接种

无菌苗3种方法(图1)接种油菜,均可以在油菜体

内分离到YY-23,YY-23通过3种不同的接种方法

均可成功地回接油菜并在油菜体内定殖(图2)。将

10μL菌悬液接种在2株无菌苗之间,均能够沿根

部扩展,推测根系是内生细菌入侵植物的主要部位。
由于无菌苗处理培养容器有限,仅对浸种和灌根2

 A:CK;B:浸种Seeddipping;C:灌根 Rootwatering;D:无菌

苗 Asepticseedling.

图1 YY-23菌株回接油菜

Fig.1 Re-inoculationrapeplantswithYY-23

种方法接种的油菜苗内生细菌的消长动态进行了研

究,用YY-23浸种处理后的油菜苗,在出芽6d后

可回收到7×102cfu/g的内生细菌,27d后仍能回

收到2×102cfu/g的内生细菌;待油菜长出子叶,灌
根接种内生细菌,3d后即可回收到1.3×104cfu/g
内生细菌,39d后仍能回收到1.6×104cfu/g内生

细菌,表明YY-23可迅速入侵油菜并在油菜体内长

期定殖,随着时间的延长,菌体浓度和数量无明显变

化,表明YY-23在油菜体内较稳定。
用SJ-10菌液灌根接种油菜,3d后在油菜体内

可回收到2×105cfu/g内生细菌,22d后仍能回收

到1.2×105cfu/g内生细菌。用SJ-10菌液浇灌水

稻根部,1d后即在水稻体内回收到8×107cfu/g的

内生细菌,22d后仍可回收到2.1×106cfu/g内生

细菌。由此可知,SJ-10可同时在油菜和水稻体内

定殖,并且菌体浓度和数量比较高,推测SJ-10能很

好地在植物体内生存和繁殖。
2.3 定殖范围

YY-23和SJ-10可以在玉米、小麦、油菜、红菜

薹、萝卜中定殖,接种60d后,从各供试作物中分

离内生细菌,仍能分离到YY-23和SJ-10。结果表

明,YY-23和 SJ-10能 够 在 各 供 试 作 物 中 长 期

定殖。
2.4 促生长作用

YY-23和SJ-10浸种24h再播种,30d后,分
别测定苗的鲜质量、干质量、根长和株高。结果表

明,苗的鲜质量比对照分别增加113.5%和52.5%;
干质量与鲜质量的百分比比对照分别增加24.14%
和28.03%;根长比对照分别增加了90.97%和

137%;株高比对照分别增加39.68%和22.62%。
由此可见,YY-23和SJ-10浸种处理后,对油菜有明

显的促生作用。
2.5 抗蚜虫效果

以含有YY-23或SJ-10菌体蛋白的人工营养

液饲喂蚜虫,测试其抗虫活性。由图4可知,在饲喂

的前5d,处理组与对照组中蚜虫的存活率相似,差
异不显著;在第6天时,SJ-10菌体蛋白饲喂的蚜虫

的存活率比 YY-23和 CK 显著降低,此时0.01<
P<0.05,差异显著,此时经过SJ-10菌体蛋白处理

的蚜虫的存活率为33.3%,经过YY-23处理的蚜虫

存活率为50.0%,对照组蚜虫存活率为56.7%。结果

表明,SJ-10菌体蛋白对蚜虫有一定的毒性和致死效

应,而YY-23菌体蛋白对蚜虫无毒性。
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 A:YY-23,CK;B:YY-23浸种 YY-23afterinoculationbyseeddipping;C:YY-23灌根 YY-23afterinoculationbyrootwatering;

D:YY-23无菌苗 YY-23afterinoculationbyasepticseedling;E:SJ-10接种前SJ-10beforeinoculation;F:SJ-10回收后SJ-10isolated

fromrapebyrootwatering.

图2 YY-23和SJ-10用不同的方法在油菜内定殖回收

Fig.2 IsolationYY-23andSJ-10fromrapeplantsafterre-inoculationrapewithdifferentmethods

A:CK;B:YY-23浸种 Dippingseed;C:YY-23灌根 Rootwatering.

图3 YY-23浸种回接油菜促生长结果

Fig.3 PromotinggrowthofrapeafterinoculationYY-23
bydippingrapeseedwithbacteria

 CK:纯人工营养液 Rearingcottonaphidonanartificiallyholidic

diets;SJ-10:加入浓度为8×106cfu/mLSJ-10菌液的人工营养液

Rearingcottonaphidonanartificiallyholidicdietsinclude0.1%

SJ-10strain(8×106cfu/mL);YY-23:浓度为8×106cfu/mLYY-

23菌液的人工营养液Earingcottonaphidonanartificiallyholidic

dietsinclude0.1% YY-23strain(8×106cfu/mL).

图4 内生细菌YY-23和SJ-10抗棉蚜效果

Fig.4 TheeffectofAphisgossyppiiGlover

resistanceofYY-23andSJ-10

2.6 YY-23 菌体形态观察及鉴定

由图5可知,YY-23为芽胞杆菌,并含有菱形

伴胞晶体,结合生理生化特征和16SrRNA序列鉴

定为苏云金芽胞杆菌,NCBIBlast检测结果表明,

该菌16SrRNA与苏云金芽胞杆菌16SrRNA有

99%的相似性。生理生化特征鉴定SJ-10为肠杆菌

属;SJ-10的16SrRNA序列通过NCBIBlast比较,
结果表明,该菌16SrRNA与产气肠杆菌99%的相

似性。

图5 YY-23芽胞杆菌扫描电镜图片

Fig.5 SEMphotoofYY-23

3 讨 论

植物内生细菌在植物体内普遍存在,因内生细

菌具有在植物体内定殖、繁殖、转移的特点,内生细

菌是构建“工程菌”的理想载体,将某些抗病虫基因

导入到内生细菌中,能提高植物的抗病虫能力,而植

物本身的基因并未发生改变[14]。本试验从油菜分

离到得YY-23和从水稻分离到的SJ-10可能具有

较好的研究与应用价值。
水稻内生细菌SJ-10通过灌根在22d后可以在

水稻和油菜中分离到,油菜内生细菌 YY-23经过

Rif和Str标记通过浸种、灌根和无菌苗都可以在油

菜内定殖,在浸种油菜出芽后27d后仍可回收到,
并且通过灌根试验测定定殖范围,2种内生细菌均
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可以在玉米、小麦、红菜薹和萝卜中定殖,表明2株

内生细菌可在多种植物内长期稳定地定殖,并且菌

体数量不会随时间延长而迅速降低,这也为利用内

生细菌表达外源蛋白以提高植物抗逆性、改善植物

品质和产量奠定了一定的基础,该研究为将来在植

物体内长期表达目的蛋白、使目的蛋白长期存在于

植物体内而发挥作用提供了较好的菌株。促生长试

验结果表明,YY-23和SJ-10经过浸种24h,对油菜

有明显的促生作用。抗蚜虫试验结果表明,SJ-10
可以明显地降低蚜虫的存活率。但是,在田间复杂

的环境下2种内生细菌能否表现出促生及抗蚜虫效

果仍需要进一步的田间试验。2种内生细菌具有潜

在的应用价值,可分别作为革兰氏阳性内生细菌和

革兰氏阴性内生细菌表达外源基因的宿主菌,在植

物体内表达多种可改善植物抗逆性、提高其品质及

改良其性状的外源蛋白,具有较大的应用前景。
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Colonization,promotiongrowthandaphidbioassayof
endophyticbacteriumYY-23andSJ-10inrape

ZHANGXian-fang WENKai LUJin-zhong WANGSheng-ying QIGao-fu ZHAOXiu-yun
CollegeofLifeScienceandTechnology/StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Usingrapeandriceasexplants,thecolonizationrange,promotionofgrowthandaphidbi-
oassayoftheendophyticbacteriumYY-23andSJ-10weretestedinlaboratory.Theresultsshowedthat
thetwostrainswereabletocolonizeinrape,rice,wheat,maize,Chinesekale,navet,etc.Rapeseedswere
dippedfor24hwithYY-23andSJ-10,thensowed.20dayslater,thefreshweightofrapeplantstreated
byYY-23andSJ-10wasincreasedby113.5%and52.5%,respectively.ThesurvivalrateofaphidinSJ-
10groupwaslowerthanCKonthesixthday,thedifferencewassignificant(P<0.05).However,YY-23
expressednoresistancetoaphid.Therefore,thetwostrainscouldstablycolonizeandpromotegrowthof
plant.SJ-10hadinsecticidaleffectonaphid.

Keywords endophyticbacteria;colonization;promotinggrowth;aphidresistance
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