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一株韭菜内生高效氯氰菊酯降解生防细菌的分离与鉴定
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摘　要：从新鲜韭菜的根中分离到一株对多种蔬菜病原真菌有抑制作用的优势内生细菌 Ｗ７，对其拮抗机制

的初步研究结果表明，胞外代谢物对病原真菌无抑制作用，而菌体经超声波破碎及有机溶剂沉淀得到的多糖

粗提液可明显抑制病原菌菌丝生长。该菌还能以１００ｍｇ／Ｌ高效氯氰菊酯为唯一碳源生长，７ｄ的降解率为

５１．３％，表明该菌是一株兼具农药降解特性的生防内生细菌。通过对其形态特征、生理生化及１６ＳｒＤＮＡ同

源性序列分析，初步鉴定该菌为类芽孢杆菌（犘犪犲狀犻犫犪犮犻犾犾狌狊ｓｐｐ．）。
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犮犻犾犾狌狊ｓｐｐ．

　　植物内生菌是指定殖在健康植物体内并与植

物建立和谐关系的一类微生物，在长期进化的过

程中，由于内生菌能够在植物体内大量繁殖和扩

散，克服了其它生防菌定殖能力较差、易受环境影

响且防效不稳定的缺陷，因而成为目前生防研究

领域的一大热点。

然而，对于植物内生菌的研究以往大多集中

在其生防和促进作物生长方面，对于兼具农药降

解特性生防内生菌的研究则鲜见报道［１］。众所周

知，在韭菜生产中，由于韭蛆的肆虐造成了化学杀

虫剂的超量使用，致使韭菜中农药残留超标异常

严重，百姓呼声甚高。针对这种情况，本研究以农

药污染严重的韭菜植株内生细菌为筛选目标，通

过考查菌株的生防及农药降解特性，获得了对拟
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除虫菊酯类杀虫剂高效氯氰菊酯有降解作用、且

对多种蔬菜病原真菌具有明显拮抗作用的生防优

势内生细菌 Ｗ７，并进行了拮抗机制的初步研究

及菌种的鉴定，这对阐明韭菜内生细菌的作用机

制、防治韭菜病害、降低农药残留具有重要的理论

及实践意义。

１　材料与方法

１．１　菌株来源

菌株源自山东曲阜采集的完整新鲜韭菜植株。

１．２　供试病原菌

黄瓜枯萎病菌（犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．

犮狌犮狌犿犲狉犻狀狌犿）、西瓜枯萎病菌（犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊

狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．狀犻狏犲狌犿）由青岛农业大学植物保护

学院提供；萝卜枯萎病菌（犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐｐ．）由山东

农业大学植物保护学院提供；草莓灰霉病菌（犅狅狋

狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪）由山东师范大学微生物实验室分离

鉴定。

１．３　培养基

牛肉膏蛋白胨培养基（ＮＡ）；马铃薯蔗糖培

养基（ＰＤＡ）；对峙培养基（改良ＰＤＡ）：在ＰＤＡ培

养基中加入３ｇ／Ｌ牛肉浸膏；改良ＰＤＢ培养基：

在ＰＤＢ培养基中加入３ｇ／Ｌ牛肉浸膏；添加农药

的基础培养基：ＮＨ４Ｃｌ０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２

ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ２００μｇ，

ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ，ＣａＣｌ２０．０６ｇ，农药（毒死蜱或高效氯

氰菊酯）１００ｍｇ，ｐＨ７．２，蒸馏水１０００ｍＬ。

１．４　主要试剂

ＰＣＲ扩增的全套试剂购自上海生物工程技

术服务有限公司，１６ＳｒＤＮＡ序列扩增引物由上

海生物工程技术服务有限公司合成，毒死蜱、高效

氯氰菊酯原药由山东农业大学植物保护学院提

供，其余试剂均为国产分析纯。

１．５　韭菜内生细菌的分离

取健康韭菜的根部，冲洗干净后晾干，切成１

ｃｍ左右的小段，表面消毒后置灭菌研钵中，加无

菌水研磨至浆状后稀释涂平板［２］。根据菌落形

态、颜色、大小等挑取不同的单菌落，纯化并保存。

１．６　内生拮抗细菌的筛选

采用平板对峙法分别测定初筛菌株对各蔬菜

病原真菌的拮抗作用。取培养５ｄ的病原菌菌丝

块接种于改良ＰＤＡ平板中央，２８℃培养１ｄ后，

在菌落四周接初筛菌株。设无细菌处理为对照，

每处理重复３次
［３］。培养７ｄ后测量病原菌菌落

直径，计算抑制率。

病原菌生长抑制率＝（对照菌落直径－处理

菌落直径）／对照菌落直径×１００％。

１．７　菌株 犠７抑菌机制

菌体多糖的提取［４６］将菌株 Ｗ７接种于改良

ＰＤＢ培养基，３７℃摇瓶培养７２ｈ，离心取菌体，超

声波破碎后于９５℃水浴中提取３．５ｈ，重复抽提２

～３次，合并上清液。加入３倍体积的无水乙醇，

４℃静置过夜。６０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后，溶解沉

淀，４℃透析过夜过细菌滤器得菌体多糖粗提液。

菌体多糖粗提液对菌丝生长的抑制作用［７］：

对菌落延伸的抑制采用平板抑制法。将病原菌接

种于ＰＤＡ平板上，２８℃培养１ｄ后，在菌落周围

用直径９ｍｍ的打孔器打孔，加入菌体多糖粗提

液，对照以等量的无菌水代替，继续培养２～４ｄ，

观察抑菌情况。

１．８　农药降解特性研究

将制备好的菌悬液（犗犇６００＝１．０）以２％的接

种量接种到５０ｍＬ含１００ｍｇ／Ｌ农药（高效氯氰

菊酯或毒死蜱）的液体基础培养基中。分别于接

种培养后的第１、２、３、４、５、６、７ｄ取样，测菌体生

长量（犗犇６００），然后在发酵液中加入等体积的二氯

甲烷震荡，静置１ｈ取下相，测２７８ｎｍ处的光吸

收值［８９］。根据标准曲线得农药质量浓度，并计算

降解率：犚 ＝（犆ＣＫ－犆）／犆ＣＫ×１００％

其中，犚为降解率；犆为接菌处理中的残存

质量浓度（ｍｇ／Ｌ）；犆ＣＫ为对照中的农药质量浓

度（ｍｇ／Ｌ）。

１．９　菌种鉴定

生理生化试验 按照《常用细菌系统鉴定手

册》［１０］的方法进行常规的革兰氏染色、芽孢染色、

碳源利用试验、甲基红试验（Ｍ．Ｒ）、乙酞甲醇试验

（ＶＰ）、接触酶试验等对菌株Ｗ７进行初步鉴定。

１６ＳｒＤＮＡ序列扩增和序列分析 采用Ｂｉｏ

ｓｐｉｎＢａｃｔｅｒｉａＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ获得

基因组ＤＮＡ模板。根据原核生物１６ＳｒＤＮＡ保

守序列通用引物 Ｆ８（５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧ

ＧＣＴＣＡＧ３′）和 Ｒ１４９２（５′ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴ

ＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）
［１１］进行１６ＳｒＤＮＡ 的 ＰＣＲ扩

增。由上海生物工程技术服务有限公司完成测

序，将测定的序列在ＧｅｎＢａｎｋ中用ＢＬＡＳＴ软件

与已知的１６ＳｒＤＮＡ 进行同源性比较。采用

ＭＥＧＡ３．１软件进行多序列同源性分析，并构建

系统发育树。
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２　结果与分析

２．１　韭菜内生细菌的分离

采用稀释平板法，从韭菜根的研磨液中初筛

了５６株内生细菌。以平板划线法对分离出的菌

株进行纯化，结合细菌菌落形态和革兰氏染色后

单个菌形态的观察，最后确定为２５株内生细菌菌

株，命名为 Ｗ１～Ｗ２５。

２．２　菌株 犠７对病原真菌的抑菌作用

韭菜中的优势内生细菌 Ｗ７对各蔬菜病原菌

均有明显的抑制作用（图１）。菌株 Ｗ７对各病原

菌的抑菌率如表１所示。

２．３　菌株 犠７的抑菌机制

采用超声波破碎、有机溶剂沉淀等步骤得到菌

体多糖粗提液，通过平板抑制法研究其抑菌活性。

结果如图２所示，加菌体多糖粗提液的孔周围病原

菌菌丝明显比对照周围的菌丝稀薄，且菌体延伸受

抑制，但抑菌率较活菌的抑菌率低（表１）。

图１　菌株 犠７对不同蔬菜病原真菌的拮抗作用

犉犻犵．１　犃狀狋犪犵狅狀犻狊狋犻犮犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳狊狋犪犻狀犠７犪犵犪犻狀狊狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狏犲犵犲狋犪犫犾犲狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犳狌狀犵犻

图２　 犠７菌体多糖对病原真菌的抑制作用

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲狊狅犿犪狋犻犮狆狅犾狔狊犪犮犮犺犪狉狅狊犲狅犳狊狋狉犪犻狀犠７狅狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犳狌狀犵犻

表１　菌株 犠７及其菌体多糖对各蔬菜病原真菌的抑制率

犜犪犫犾犲１　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳狊狋狉犪犻狀犠７犪狀犱狊狅犿犪狋犻犮狆狅犾狔狊犪犮犮犺犪狉狅狊犲狋狅犱犻犳犳犲狉犲狀狋狏犲犵犲狋犪犫犾犲狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犳狌狀犵犻

病原真菌

Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ
ｆｕｎｇｉ

菌株 Ｗ７抑制率／％
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ
ｏｆｓｔｒａｉｎＷ７

菌体多糖抑制率／％
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｓｏｍａｔｉｃ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

黄瓜枯萎病菌犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犮狌犮狌犿犲狉犻狀狌犿 ３０．４±１．８ ２６．２±３．１

西瓜枯萎病菌犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．狀犻狏犲狌犿 ５２．２±３．４ ４６．０±１．６

萝卜枯萎病菌犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐｐ． ３９．２±２．９ ３８．４±３．２

草莓灰霉病菌犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪 ３８．２±２．０ ３６．５±２．６
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２．４　菌株 犠７对高效氯氰菊酯的降解作用

菌株 Ｗ７在以高效氯氰菊酯为唯一碳源的基

础培养基上能够生长，最初２４ｈ降解速率最快，

达２７．７％。随着菌株生长进入稳定期和衰亡期，

农药降解曲线也趋于平缓，第７天降解率达

５１．３％（图３）。而菌株 Ｗ７却不能在以毒死蜱为

唯一碳源的培养基上生长。

２．５　菌种鉴定

形态及生理生化特征：Ｗ７在改良ＰＤＡ培养

基上能形成光滑、透明、粘稠、富有弹性的菌落。

革兰氏阳性菌，接触酶、ＶＰ试验及葡萄糖氧化发

酵呈阳性，可利用乳糖、木糖、麦芽糖产酸，水解明

胶和淀粉，能利用柠檬酸盐及还原硝酸盐和亚硝

酸盐。根据《常用细菌系统鉴定手册》［１０］初步鉴

定菌株 Ｗ７属类芽孢杆菌属（犘犪犲狀犻犫犪犮犻犾犾狌狊）。

１６ＳｒＤＮＡ序列扩增和序列分析：ＰＣＲ扩增

后得到约１．５ｋｂ扩增产物。测序结果表明，菌株

Ｗ７的１６ＳｒＤＮＡ全序列由１４５６个碱基构成。

将其与 ＧｅｎＢａｎｋ中的序列进行比较，发现菌株

Ｗ７与类芽孢杆菌属各菌株相似度最高，同源性

达９９％，这与生理生化试验结果一致。系统发育

树如图４所示。

图３　菌株 犠７生长和对高效氯氰菊酯的降解

犉犻犵．３　犇犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狅犳犫犲狋犪犮狔狆犲狉犿犲狋犺狉犻狀

犱狌狉犻狀犵犵狉狅狑狋犺狅犳狊狋狉犪犻狀犠７

　　分支点的数字为分支自展支持率（％）；括号中的序号为ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的登录号　Ｎｕｍｂｅｒｓａｔｅａｃｈｂｒａｎｃｈｐｏｉｎｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅ

ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｂｏｏｔｓｔｒａｐ（％）；ｔｈｏｓｅｉｎｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓａｒｅｔｈｅＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

图４　菌株 犠７的系统发育树

犉犻犵．４　犜犺犲狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狊狋狉犪犻狀犠７

３　讨 论

在农业生产中，大田种植的韭菜不易发生病

害，但随着韭菜保护地面积的不断扩大，韭菜灰霉

病、疫病的发生日益严重，防治主要依赖化学农

药，而未见有生防菌剂的相关研究报道。本文从

韭菜中分离到的这株对几种蔬菜病原真菌具有明

显拮抗作用的内生细菌属类芽孢杆菌属。

据文献报道，类芽孢杆菌抗菌谱广，且在植物

体内具有很强的定殖能力，既可防病，又可促生，

其拮抗机制是通过营养与位点竞争及产生抗菌蛋

白等阻止或杀灭植物病原菌 ［１２１５］。而本研究将

在改良ＰＤＢ培养基中培养３ｄ得到的发酵液过

滤除菌浓缩之后，发现胞外代谢物并无抑菌活性，

且菌体表面大量的粘稠状物质使菌体的除去非常

困难，若将发酵液置于超低温冰箱冻死菌体后，发

酵液却依然有抑菌活性，但抑菌作用`较菌体存在

时的低（结果未列出），因此初步分析抑菌物质可

能主要位于菌体上，而根据文献报道的方法（稍作

改进）获得的菌体多糖对几种蔬菜病原真菌具有

抑菌活性，但其抑菌作用机制有待进一步研究。

高效氯氰菊酯是拟除虫菊酯类农药的一种，
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也是韭菜生产中常用杀虫剂。目前国内外关于拟

除虫菊酯类农药降解菌的报道主要集中在阴沟肠

杆菌（犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉犮犾狅犮犪犮犲）
［１６］、假单胞菌（犘狊犲狌犱

狅犿狅狀犪狊）
［１７］、地衣芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊犾犻犮犺犲狀犻犳狅狉

犿犻狊）
［１８］，未见有类芽孢杆菌的报道。本文发现

的这株韭菜内生类芽孢杆菌不仅具有拮抗病原真

菌的能力，而且对高效氯氰菊酯具有降解作用，这

对降解韭菜植株中的农药残留具有重要意义。其

实际生防和农药降解作用还需通过盆栽试验进一

步证实。
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