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!

要!从铁皮石斛组织中分离获得内生细菌
B$

株!其中根部分离得到
A$

株!茎部分离得到
%"

株%编号为

_TSN&C

(

_TSN&%B6%

(

_T&N&!

(

_T&N&B

的
A

株菌株在
?Q

培养基上生长较快(菌落较大且菌落数较多!为优势种

群%对优势菌株进行鉴定及酶活性检测!结果表明!

A

株菌株分别鉴定为芽孢杆菌属未知种(苏云金芽孢杆菌(木糖

氧化无色杆菌和解淀粉芽孢杆菌!这些菌具有不同程度的蛋白酶(淀粉酶(卵磷脂酶和固氮酶活性%

关键词!铁皮石斛'内生细菌'分离'鉴定'酶活性

中图分类号!

fF!#

!!!

文献标志码!

Q

(

!

引
!

言

铁皮石斛"

R()SE$J4%I$

''

4Q4)/C(

$是中国传

统名贵中药#具有滋阴清热+益胃生津+润肺明目+补

肾积精+及提高人体免疫力+防癌+抗衰老等诸多神

奇的治疗与保健功能)

%

*

&然而#铁皮石斛自然资源

濒临灭绝#人工种植已成为铁皮石斛植物原料的主

要来源&因此#促进人工种植铁皮石斛的生长以及

保持其药效成分成为铁皮石斛产业的重要课题&

铁皮石斛内生菌"包括内生真菌和内生细菌$在

其生长和发育过程中扮演重要角色&大量研究显

示#内生真菌具有促进铁皮石斛种子萌发)

$

*

#促进

L

+

?

+

Z

等营养物质的吸收)

!

*

#分泌植物生长激素)

A

*

等作用%内生细菌对宿主植物也有积极作用#主要包

括固氮作用)

B6#

*

+促进矿质元素吸收)

C

*

+产生植物激

素)

D

*

+分泌抗生素类物质抵御植物病原菌的侵害)

F

*

及促进植物次级代谢)

%"

*等&然而#关于内生细菌在

中药铁皮石斛中的报道却较为少见#铁皮石斛内生

细菌对宿主的促生作用研究有待进一步开展&因

此#本论文研究铁皮石斛内生细菌#旨在丰富铁皮石

斛的内生细菌资源#同时对其优势种群进行鉴定和

酶活性检测#以获得具有潜在的促进铁皮石斛生长

作用的内生细菌菌株#进一步为铁皮石斛的促生研

究奠定基础#从而推动铁皮石斛产业的发展&

!

!

实验材料与方法

%>%

!

实验材料

供试铁皮石斛样品采自浙江奉化种植基地&

分离培养基!牛肉膏蛋白胨培养基"

?Q

$"蛋白

胨
%"

3

#牛肉膏
!

3

#

?+L,B

3

#琼脂
%B

3

#

T

$

K%"""

IU

#

a

TC>A

"

C>#

$&蛋白酶活性检测培养基采用

脱脂牛奶培养基"脱脂奶粉
%B

3

#琼脂
%B

3

#

T

$

K

%"""IU

#

a

TC>"

"

C>$

$%淀粉酶活性检测采用可

溶性淀粉培养基"可溶性淀粉
%"

3

#"

?T

A

$

$

4K

A

$>B

3

#

`

$

TZK

A

!

3

#

c

3

4K

A

-

CT

$

K">$

3

#

_04K

A

-

CT

$

K">"$BB

3

#蛋白胨
B

3

#

L+L,

$

">%!

3

#

a

T

BhB

$%磷脂降解酶活性检测用卵磷脂培养基"胰蛋白

胨
%"

3

#酵母膏
!

3

#

?+L,B

3

#琼脂粉
$"

3

#

T

$

K

%"""IU

#灭菌后冷却至
B"[

左右#每
%""IU

培养

基加入
B"P

无菌卵黄盐水悬液
%"

"

%BIU

并摇

匀$%固氮酶活性检测用无氮
Q,0d:+*X)'9

培养基

"蔗糖
B>"

3

#

c

3

4K

A

-

CT

$

K">B

3

#

%P_0L,

!

">""B

3

#

?+

$

TZK

A

-

%$T

$

K$>"

3

#土壤矿物
%>"

3

#琼脂

粉
$"

3

#

T

$

K%"""IU

#

a

TC>"

"

C>$

$&
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!

实验方法

%>$>%

!

内生细菌的分离与培养

植物样品先用流水充分冲洗#去掉表面土壤颗

粒等杂质后转移至超净台内#用无菌水清洗
$

次#每

次约
%I2*

%接着用
C"P

酒精消毒
$":

%

!P

次氯酸

钠溶液消毒
AI2*

#最后用无菌水洗涤
!

次&将预

处理后的根+茎分别放入无菌碾钵中#加入
$IU

无

菌水#充分碾磨#静置
%BI2*

后#取其悬浮液用无菌

水进行系列梯度稀释&将
%""

#

U

系列稀释液涂布

于
?Q

培养基上#

$D[

培养
$

"

!X

&根据培养过程

中菌落在培养基上的生长快慢+菌落大小和菌落数

多少#挑选出内生细菌优势种群&

%>$>$

!

酶活性检测

将内生细菌优势菌株分别接种于脱脂牛奶培养

基+卵磷脂培养基上#于
$D[

培养
B

"

CX

#如菌落周围

出现透明圈#表明菌株具有蛋白酶和卵磷脂酶活性%

接种于可溶性淀粉培养基上#于
$D[

培养
B

"

%"X

#将

碘液滴在培养基上#若菌落周围出现透明圈#表明菌

株具有淀粉酶活性%接种于无氮培养基上#于
$D[

培

养
B

"

CX

#如菌株能生长#表明其具有固氮酶活性&

%>$>!

!

菌株鉴定

%>$>!>%

!

形态观察

采用涂布法或划线法将内生细菌接种于
?Q

培

养基上#

!"[

培养
$A/

后#观察菌落形态&同时收

集菌体#进行革兰氏染色#在光学显微镜下观察其革

兰氏染色特征和菌体形态#并进行描述&

%>$>!>$

!

分子鉴定

细菌的
M?Q

提取参考
M(2*090,X

等)

%%

*的
M?Q

提取方法&以提取的基因组
M?Q

为模板#采用细菌

%#4)M?Q

通用引物
-M%

"

Bm6QSQS777SQ7LL7S6

SL7LQS6!m

$和
)Z

"

Bm67QLSSE7QLL77S77QL

SQL776!m

$进行
ZLG

扩增&扩增体系为!

%"]ZLG

O(--0)B

#

U

#

%"IcX?7Zc2W;()0%

#

U

#

%"

#

I',

,

U

上+下游引物各
$

#

U

#

M?Q

模板
%

#

U

#

B8

,

#

U7+

e

酶

">A

#

U

#

XXT

$

K

补足至
B"

#

U

&扩增条件为!

FA[

预变

性
BI2*

%

FA[

变性
%I2*

#

B#[

复性
%I2*

#

C$[

延伸
$

I2*

#

!$

个循环%最后
C$[

延伸
%"I2*

&反应结束后#

取
B

#

UZLG

产物#

%>"P

琼脂糖电泳检测&将
ZLG

产

物回收#并进行克隆+测序&测序获得序列在
?LOV

上进行
OUQ47

比对#确定菌株的分类地位&

'

!

实验结果

$>%

!

内生细菌的分离

从铁皮石斛组织样品中分离得到内生细菌共计

B$

株#其中从根部分离得
A$

株#从茎部分离得
%"

株&其中#编号为
_TSN&C

+

_TSN&%B6%

的根部内

生细菌和编号为
_T&N&!

+

_T&N&B

的茎部内生细菌

在培养基上的生长速度较快+菌落较大且菌落数较

多#确定为优势种群&

$>$

!

优势种群鉴定

内生细菌
_TSN&C

在
?Q

培养基上
!"[

培养

AD/

后的菌落形态如图
%

#菌落呈奶黄色#表面和边

缘较光滑#菌落扁平#湿润#菌体为长杆状#呈革兰氏

阳性&

%#4)G?Q

序列比对分析结果表明#

_T6

SN&C

与芽孢杆菌属的
B/Q4CC%UU

X

G

"

QO#D"%F%>%

$

同源性最高#其序列相似性为
FFP

#可以鉴定其为

芽孢杆菌属菌株&

图
%

!

_TSN&C

的菌落形态和菌体形态

内生细菌
_TSN&%B6%

在
?Q

培养基上
!"[

培

养
AD/

后的菌落形态和菌体形态见图
$

#菌落呈肉

色#表面平整+较光滑#边缘不规则#菌体为长杆状#

呈革兰氏阳性&

%#4)G?Q

序列比对分析结果表

明#

_TSN&%B6%

与 苏 云 金 芽 孢 杆 菌
B/Q4CC%U

W.%E4)

*

4()U4U

"

QOC!DCF%>%

$同源性最高#其序列相

似性为
%""P

#可以鉴定其为苏云金芽孢杆菌&

图
$

!

_TSN&%B6%

的菌落形态和菌体形态

内生细菌
_T&N&!

在
?Q

培养基上
!"[

培养
AD

/

后#菌落形态如图
!

#菌落呈淡肉色#边缘光滑平整#

表面光滑#菌落较小#稍凸起#较湿润#菌体为短杆状#

呈革兰氏阳性&

%#4)G?Q

序列比对分析结果表明#

_T&N&!

与木糖氧化无色杆菌
9Q.E$I$J/QW(E<

8

&

C$U$<4S/)U

"

QO#D"CC!>%

$同源性最高#其序列相似性

为
%""P

#可以鉴定其为木糖氧化无色杆菌&
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图
!

!

_T&N&!

的菌落形态和菌体形态

内生细菌
_T&N&B

在
?Q

培养基上
!"[

培养

AD/

后#菌落形态如图
A

#菌落呈浅肉色#表面和边

缘较光滑#菌落有凹陷#较湿润#菌体为短杆状#呈革

兰氏阳性&

%#4)G?Q

序列比对分析结果表明#

_T&N&B

与解淀粉芽孢杆菌
B/Q4CC%U/I

8

C$C4

V

%(&

'

/Q4()U

"

&?C""%"B>%

$同源性最高#其序列相似性为

%""P

#可以鉴定为解淀粉芽孢杆菌&

图
A

!

_T&N&B

的菌落形态和菌体形态

$>!

!

酶活性检测

对铁皮石斛的优势内生细菌菌株
_TSN&C

+

_TSN&%B6%

+

_T&N&!

+

_T&N&B

进行蛋白酶+淀粉

酶+卵磷脂酶和固氮酶的活性检测&其中#

_TSN&C

的酶活性检测结果显示其在脱脂牛奶培养基和淀粉

培养基上出现较小透明圈"图
BQ

和
O

$#在无氮培

养基上可以生长但菌落较小#在卵磷脂培养基上没

有出现透明圈#表明其没有卵磷脂酶活性#而具有一

定的蛋白酶+淀粉酶和固氮酶活性&

图
B

!

_TSN&C

的酶活性检测

_TSN&%B6%

的酶活性检测结果显示其在脱脂牛

奶培养基+淀粉培养基上出现透明圈"图
#Q

和
O

$#在

卵磷脂培养基上出现白色沉淀圈"图
#L

$#在无氮培养

基上可以生长但菌落较小且趋于透明"图
#M

$#表明其

具有蛋白酶+淀粉酶+卵磷脂酶和一定的固氮酶活性&

图
#

!

_TSN&%B6%

的酶活性检测

_T&N&!

的酶活性检测结果显示其在脱脂牛奶培

养基和淀粉培养基上没有出现透明圈#在卵磷脂培养基

上出现一圈白色沉淀"图
CQ

$#在无氮培养基上可以生长

但菌落较小且趋于透明"图
CO

$#表明其没有蛋白酶和淀

粉酶活性#而具有卵磷脂酶活性和一定的固氮酶活性&

图
C

!

_T&N&!

的酶活性检测

_T&N&B

的酶活性检测结果显示其在脱脂牛奶

培养基上没有出现透明圈#在淀粉培养基上出现较

大的透明圈"图
DQ

$#在卵磷脂培养基上出现较小透

明圈"图
DO

$#在无氮培养基上可以生长但菌落较

小#表明其没有蛋白酶活性#而具有较强的淀粉酶活

性和一定的卵磷脂酶和固氮酶活性&

图
D

!

_T&N&B

的酶活性检测

DFD
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$

!

讨
!

论

铁皮石斛内生细菌的分离结果表明#铁皮石斛

植株内存在丰富的内生细菌#这与
M0O'0)

)

%$

*

+

S+,6

X2+*'

)

%!

*等从兰科植物中分离内生细菌的结果相同&

其中#从根部分离的内生细菌数量"

A$

株$多于从茎

部分离的内生细菌数量"

%"

株$#由此推测根部定植

的内生细菌数量比茎部多&其原因可能是根部是植

物吸收营养物质的主要器官#新陈代谢非常旺盛#内

生细菌在此处定植有利于与植物进行营养物质的

交换&

根据所分离内生细菌在培养基上的生长速度+

菌落大小和菌落数多少#获得了铁皮石斛内生细菌

的优势种群&经鉴定#

A

株优势内生细菌中有
!

株

属于芽孢杆菌属#另外
%

株木糖氧化杆菌属于伯克

氏菌目#这与杨娜等)

%A

*从兰科植物蕙兰中分离到的

优势种群和次优势种群结果较为一致&其中#优势

菌株苏云金芽孢杆菌#已广泛应用于生物杀虫领域#

同时又对非目标生物安全无害&优势菌株解淀粉芽

孢杆菌能够分泌抗菌类物质而抑制多种细菌+真菌

的生长#因而在农业上具有生物农药的应用潜力&

可见#芽孢杆菌属等在兰科植物体内分布较广泛#且

其中一些菌株对宿主植物表现出一定的积极作用&

苏云金芽孢杆菌具有较强的蛋白酶+淀粉酶和

卵磷脂酶活性#解淀粉芽孢杆菌具有较强的淀粉酶

活性和一定的卵磷脂酶活性#

A

株优势内生细菌均

表现一定的固氮酶活性&内生细菌具有这些酶活

性#表明其具有分解蛋白质+淀粉+脂类等营养物质

和固氮能力#有利于促进宿主植物的生长&因此#具

有丰富酶活性的内生细菌菌株具有促进植物生长的

潜力#值得进一步研究&

总之#铁皮石斛植株内存在丰富的内生细菌#其

优势种群表现出一定的蛋白酶+淀粉酶+卵磷脂酶和

固氮酶活性#对宿主植物...铁皮石斛的优质规模

种植具有积极的意义&
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