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ACC脱氨酶菌株的分离筛选及对丹参毛状根的影响
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　　摘　要:为研究１Ｇ氨基环丙烷Ｇ１Ｇ羧酸(１ＧAminocylopropaneＧ１Ｇcarboxylicacid,ACC)脱氨酶菌株对丹参次生代谢

物合成的影响,使用筛选获得的 ACC脱氨酶活性最强的丹参根际菌株对丹参毛状根进行诱导,并分析诱导前后毛

状根生物量以及药用活性物质含量的差异.结果表明:获得了 ACC脱氨酶活性最高的菌株为 DS３T３,其酶活力达

到０．３８９９U/mg,经鉴定该菌株为假单胞菌属细菌(Pseudomonassp．);丹参毛状根经该菌株诱导处理后,其干重与

对照组相比增加１６．２２％,主要酚酸物质总量增加１６．０７％;对 DS３T３进行进一步的测定结果表明,该菌株还具有固

氮、产铁载体及产吲哚Ｇ３Ｇ乙酸和水杨酸等植物激素的能力.因此,该菌株可作为提高丹参产量以及品质的候选菌株.
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０　引　言

丹参(SalviamiltiorrhizaBunge)是唇形科鼠尾

草属多年生草本植物,它作为重要的药用植物,广泛

用于心脑血管疾病的治疗[１].丹参药用有效成分主

要分水溶性的丹酚酸类物质(丹参素、丹酚酸B和迷

迭香酸等)和脂溶性的丹参酮类物质(丹参酮I、丹参酮

IIA、二氢丹参酮和隐丹参酮等),均有着非常明确的药

理活性[２].目前,医药化工等行业对丹参需求量增加,
然而丹参的野生资源锐减,种植丹参量虽多,但其生长

周期长,药用有效成分含量低,产地存在环境污染,这
些因素严重影响种植丹参的品质和产量[３].因此,需
要使用现代生物学技术来提高丹参的品质和产量.

近几年,丹参毛状根是研究丹参药效成分代谢调

控用于提高丹参品质的重要体系[４].诱导是增加毛

状根的生物量及次生代谢物含量常见的有效策略[５].
丹参作为药用植物,其次生代谢物的合成通常在受到

环境胁迫的情况下发生,特别是在植物防御病原微生

物入侵时.因此,微生物通常作为诱导子用于促进植

物次生代谢.植物根际促生微生物为常见的微生物

诱导子之一,它依附于植物根表,直接或间接地影响

植物 的 生 长 和 发 育[４].１Ｇ氨 基 环 丙 烷Ｇ１Ｇ羧 酸(１Ｇ
aminocylopropaneＧ１Ｇcarboxylicacid,ACC)脱氨酶是许

多植物根际促生细菌共有的特征性酶[６].Xu等[７]发

现含有 ACC脱氨酶活性的枯草芽孢杆菌(Bacillus
subtilis)能够显著提高番茄幼苗生长.Shaharoona等[８]

发现含有ACC脱氨酶活性的假单胞菌(Pseudomonas)
属菌株在氮源丰富情况下能够促进玉米生长和产

量.Holguin等[９]将含有 ACC脱氨酶基因acdS的

质粒转化巴西固氮螺菌(Azospirillumbrasilense),
结果提升该菌株的促生作用.因此,通过检测 ACC
脱氨酶来筛选植物促生长菌的方法被广泛使用[１０].

目前,国内外关于具 ACC脱氨酶活性菌株对

丹参生物量以及丹酚酸含量积累影响的研究尚未见

报道.本文以 ACC为唯一氮源筛选丹参根际 ACC
脱氨酶菌株并测定 ACC脱氨酶活性,以获得的酶

活性最强菌株为材料,测定该菌对丹参毛状根生长

和次生代谢的影响,并进一步测定该菌株的固氮、产



铁载体和产植物激素能力.

１　材料与方法

１．１　材料

a)丹参样品:野生丹参样品采集于丹参主要产

地陕西省商洛市.

b)培养基:富集培养基 PAF、筛选培养基 DF
和加富培养基 ADF培养基配制参考文献[１１].

１．２　ACC脱氨酶菌株的分离筛选及酶活力测定

１．２．１　ACC脱氨酶菌株的分离和初步筛选

将野生丹参根部紧密结合的土壤刷下作为根际

土壤样品,将同地区３个根际土壤样品等量混合后,

加入１００mL无菌水,振荡,获得土壤悬浮液.将土壤

悬浮液接入５０mLPAF培养基中,２８℃,２２０r/min
振荡培养２d;取１mLPAF培养液,接种于５０mL
DF培养基中培养１d后,取１mLDF培养液接种

于 ADF培养基中培养１d.稀释 ADF培养液,并
将其涂布于 ADF固体平板上,２８ ℃培养至出现单

菌落并纯化,保存于－８０℃冰箱中.

１．２．２　ACC脱氨酶活力测定

将保藏菌株活化后,参照Bradford法测定细菌

细胞提取液中总蛋白质含量[１２].以牛血清白蛋白

为标准物,制作标准曲线.参照Saleh等[１３]的方法

测定 ACC脱氨酶活力,比活力的计算公式为:

酶比活力/(U􀅰mg－１)＝
生成αＧ丁酮酸物质的量/μmol

总蛋白质含量/mg
测总蛋白质时所取量/μL

×测酶活时所用量/μL×反应时间/min
．

测定结果为重复三次的平均值.

１．３　ACC脱氨酶菌株对丹参毛状根生物量以及次

生代谢的影响

１．３．１　毛状根制样

毛状根由本实验室保存.无菌条件下,在５０mL
的６,７ＧV培养基中加入０．２g生长旺盛的丹参毛状

根,２５℃,１１０r/min避光振荡培养１８d.

１．３．２　ACC脱氨酶菌株诱导子的制备及诱导

将保存在－８０℃冰箱的菌株活化后,接入５０mL
营养肉汤培养基中;２８℃,２２０r/min振荡培养３d;

４℃,１２０００r/min,离心１０min,收集上清液.使用

０．２２μm 无菌过滤器过滤除菌,滤液作为后续实验

的诱导子,放入４℃冰箱备用.
在培养１８d后的毛状根中加入制备好的诱导

子１．５mL,对照组中加入相同体积的培养基,设３
个重复,相同条件下继续培养６d.

１．３．３　丹参毛状根生物量以及次生代谢物含量的测定

收集诱导后的毛状根,吸水纸吸干,４５℃干燥至

恒重,称量.用研钵磨碎烘干的毛状根,过０．４５mm
筛网,称取０．０５g,加入５mL７０％的甲醇提取液,超
声４５min(间或颠倒混合),８０００r/min离心１０min,
取上清过０．４５μm滤膜备用.

丹酚酸类成分含量的测定采用高效液相法,所测

定的物质为丹参素、咖啡酸、阿魏酸、迷迭香酸、丹酚

酸B和肉桂酸.所使用的高效液相色谱仪为 Waters
１５２５,检 测 器 为 Waters２９９６,色 谱 柱 为 ZORBAX
ExtendＧC１８柱(４．６mm×２５０mm,５μm).色谱条件

为:流速１mL/min,柱温３０℃,上样体积２０μL,检

测波长为２８８nm;以乙腈和０．０２６％磷酸水溶液为流

动相,梯度洗脱,梯度设定参照张顺仓等的方法[１４].

１．４　固氮、产铁载体和产植物激素能力测试

１．４．１　固氮能力测定

在无氮培养基中接入待测菌株,２８℃,２２０r/min,
振荡培养一周,再转接到新的培养基中,重复５次,
观察菌株的生长状况.

１．４．２　产铁载体能力测定

在CAS产铁载体能力检测平板上接入待测菌

株,２８℃,２２０r/min,培养一周,观察培养基上有无

橙色晕圈出现.

１．４．３　产植物激素能力测定

菌株接入５０mL的营养肉汤培养基中培养３d
后,稀释至 OD６００ 为１．０;４ ℃,１２０００r/min,离心

５min,取上清过０．２２μm 膜,供液相色谱串联质谱

分析.液相色谱串联质谱测定植物生长素、脱落酸、
茉莉酸、水杨酸、细胞分裂素和赤霉素在内的４３种

植物 激 素,具 体 种 类 和 测 定 方 法 参 照 Cao 等 方

法[１５].测定结果为三次生物重复值.

１．５　形态特征测定和１６SrRNA基因序列测定及

系统发育分析

１．５．１　形态观察以及生理生化测定

参照«常见细菌系统鉴定手册»中的方法[１６],对
具有ACC脱氨酶的菌株进行形态以及生理生化测定.

１．５．２　１６SrRNA基因序列测定及系统发育分析

以十六烷基三甲基溴化铵法提取细菌总 DNA
为模板,进行１６SrRNA基因PCR扩增;所用引物、
反应体系,反应条件参见文献[１７].目的基因PCR
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产物送往苏州金维智生物科技有限公司测序,测序

结果采用EzTaxon和美国国立生物技术信息中心

(nationalcenterfor biotechnologyinformation,

NCBI)数据库进行同源性比对分析,并采用 Mega
５．０软件建立系统发育树.

２　结果分析

２．１　ACC脱氨酶活性菌株的筛选以及酶活性检测

从 ACC为唯一氮源的 ADF培养基上分离到

２５株丹参根际微生物,ACC脱氨酶活性测定结果

表明,酶 活 力 较 高 的 菌 株 编 号 分 别 为 DS１G１、

DS３G１和DS３T３.这３株菌株的酶活力见表１,其
中酶活力最高的为 DS３T３(０．３８９９U/mg),最低的

为DS３G１(０．１４２４U/mg).
表１　ACC脱氨酶菌株的酶活力

菌株编号 来源 ACC脱氨酶活力/(U􀅰mg－１)
DS１G１ 丹参根部 ０．２２０±０．０１２
DS３G１ 丹参根部 ０．１４２±０．００１
DS３T３ 丹参根际土壤 ０．３９０±０．００５

２．２　菌株对丹参毛状根生物量以及丹酚酸类物质

积累的影响

　　选取酶活力最高的菌株DS３T３用于分析其对丹

参毛状根生物量以及丹酚酸类物质积累的影响,结果

如表２所示.菌株DS３T３处理后,丹参毛状根的干重

比对照组增加１６．２２％;丹参素、丹酚酸B以及肉桂酸

含量增加,增加量分别为８．１５％、２７．９４％和６２．７７％,
而咖啡酸和阿魏酸的含量降低;综合分析该菌株对六

种酚酸总含量的影响,结果显示含量增加１６．０７％.
表２　菌株DS３T３对丹参毛状根生物以及

丹酚酸类物质积累的影响

物质 CK DS３T３ 变化率/％
干重/g ０．１４８±０．００９ ０．１７２±０．００７ ＋１６．２２

丹参素/(mg􀅰g－１) １．０４３±０．０７４ １．１２８±０．１３１ ＋８．１５
咖啡酸/(mg􀅰g－１) ０．８１９±０．０６７ ０．４８９±０．０４７ －４０．２９
阿魏酸/(mg􀅰g－１) １．３９０±０．２１４ ０．９９４±０．１２８ －２８．４９

迷迭香酸/(mg􀅰g－１)４０．４０９±２．１３９ ３９．４７２±４．１９０ －２．３２
丹酚酸B/(mg􀅰g－１)７１．５５７±４．９７４ ９１．５４７±１２．５５４ ＋２７．９４
肉桂酸/(mg􀅰g－１) ０．２３１±０．０２４ ０．３７６±０．０７４ ＋６２．７７

六种酚酸总量
/(mg􀅰g－１) １１５．４４７±５．７４８１３４．００５±１６．７１９ ＋１６．０７

２．３　菌株的固氮、产铁载体和产植物激素能力

为了研究菌株 DS３T３对丹参毛状根的促生长

以及促丹酚酸物质合成的机理,进一步测定菌株的

固氮、产铁载体和植物激素能力.菌株DS３T３固氮

能力检测结果如图１所示,菌株DS３T３能够在无氮

培养基上生长,说明该菌具有固氮能力.DS３T３产

铁载体能力检测结果如图２所示,从图中可见,在

CAS检测平板上,菌株DS３T３周围出现橙色晕圈,表
明该菌株有产铁载体能力.菌株DS３T３产生的植物

激素种类和含量如表３所示.由表３可知,菌株

DS３T３发酵液含有多种不同的植物激素,主要为吲

哚Ｇ３Ｇ乙酸(indoleＧ３Ｇaceticacid,IAA)及其衍生物,IAA
的含量最高,为５５９．１８２ng/mL,其次为水杨酸、反式Ｇ
玉米素ＧαＧ葡萄糖苷和反式Ｇ玉米素Ｇ７Ｇ葡萄糖苷,含量

分别为１１２．４４１、３５．５５１ng/mL和１４．８３０ng/mL.

图１　DS３T３固氮能力分析

图２　DS３T３产铁载体能力分析
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表３　菌株DS３T３产生的植物激素种类和含量

植物激素 含量/(ng􀅰mL－１)
吲哚Ｇ３Ｇ乙酸(IAA) ５５９．１８２±０．７８２

吲哚Ｇ３Ｇ乙酰基ＧLＧ丙氨酸(IAAＧAla) １．２６９±０．００９
吲哚Ｇ３Ｇ乙酰基ＧLＧ天冬氨酸(IAAＧAsp) １０．９１５±０．０２１
吲哚Ｇ３Ｇ乙酰基ＧLＧ亮氨酸(IAAＧLeu) １．０５１±０．０２８

吲哚Ｇ３Ｇ乙酰基ＧLＧ苯丙氨酸(IAAＧPhe) ０．１３３±０．０２４
N６Ｇ异戊烯基腺嘌呤(iP) ２．２０１±０．０１４

水杨酸(SA) １１２．４４１±０．６６５
反式Ｇ玉米素Ｇ７Ｇ葡萄糖苷(Z７G) １４．８３０±０．００８
反式Ｇ玉米素ＧαＧ葡萄糖苷(ZOG) ３５．５５１±０．０６８

注:表中未列出的植物激素为菌株 DS３T３中未检测出的.

２．４　形态特征与菌株鉴定

２．４．１　形态及生理生化特征

菌株DS３T３在营养肉汤固体培养基上培养３d
后,形成浅黄色、表面湿润有光泽、圆形凸起且边缘整

齐的菌落(图３).在显微镜下观察到其菌体为杆状,
有鞭毛,无芽孢,革兰氏阴性(图４和图５).DS３T３
生理生化特征如表４所示,菌株 DS３T３的生理生化

特征与假单胞杆菌属(Pseudomonas)相似,它能产生

过氧化氢酶和氧化酶,不能产生淀粉酶、酪蛋白酶和

纤维素酶,不能利用柠檬酸盐,不产生 H２S等.

图３　DS３T３菌落形态

　　

图４　DS３T３菌体形态

　　

图５　DS３T３革兰氏染色结果

表４　菌株DS３T３的生理生化特征

生理生化特征 结果 生理生化特征 结果

革兰染色 － V．P试验 ＋
运动能力 ＋ M．R试验 －
产芽孢 － 纤维素水解 －

过氧化氢酶反应 ＋ 柠檬酸盐利用 －
氧化酶反应 ＋ 明胶液化 －
固氮作用 ＋ 吐温２０ －
产铁载体 ＋ 吐温８０ －
产 H２S － 酪蛋白水解 －

淀粉水解 － 硝酸盐还原 ＋

２．４．２　１６SrRNA基因比对及菌株鉴定

１６SrRNA 基因比对结果显示菌株 DS３T３与

杰氏假单胞菌的模式菌株P．jesseniiCIP１０５２７４T

序列 相 似 性 最 高,为 ９９．９３％.图 ６ 显 示 菌 株

DS３T３与其相似度最高的菌株之间的系统进化关

系.系 统 进 化 树 分 析 表 明 菌 株 DS３T３ 与 P．
jesseniiCIP１０５２７４T 在同一分支上.根据菌株的

形态特征、生理生化特征、１６rRNA 基因比对结果

以及系统发育树等等结果表明:菌株DS３T３属于假

单胞菌属(Pseudomonassp．).

图６　菌株 DS３T３１６SrRNA基因序列系统发育树

注:系统发育树采用邻接法进行构建;分支上的数值表示经１０００次计算后的Bootstrap值;括号内为GenBank登录号;比例尺表示菌株间的遗传距离.
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３　讨　论

植物根际微生物是影响植物生长发育的主要菌

株类型之一.目前,许多研究已经发现这类菌株中

有许多具有 ACC脱氨酶活性的菌株,而 ACC脱氨

酶是促生长菌株的特征酶,本文从丹参根际中筛选

具有 ACC脱氨酶活性并且能够促进丹参活性成分

合成的菌株作为优良的微生物资源用于提高丹参的

产量和品质.
据文献报道,当 ACC脱氨酶活性高于２０nmolＧα

KA/(mg􀅰h)时,可促进植物生长[１８].从丹参根际中

分离DS１G１、DS３G１和DS３T３菌种的酶活力均高于这

个值,而菌株 DS３T３的 ACC 脱氨酶活性最高,达

０．３８９９U/mg.通过生理生化以及１６SrRNA 基因鉴

定,得出DS３T３属于假单胞菌属,其酶活力明显高于之

前报道的同菌属P．brassicacearumZyＧ２Ｇ１(酶活力为

０．０８８U/mg)[１９]和恶臭假单胞菌(P．putida)UW４
(０．０５６U/mg)[１９]以及荧光假单胞菌(P．fluorescens)

STAD３８４(酶活力为０．１４３~０．２０８U/mg)[２０].通过

进一步的实验,发现该菌株还具有固氮、产铁载体和

高产植物激素等特征.生物固氮能力可以为植物提

供丰富的氮源,产铁载体能力能够帮助植物更好的摄

取环境中的铁源[２１],两种能力都能为植物提供生长

所需的原料,促进植物生长.另外,有研究表明,微生

物源的植物激素有着调控植物生长和发育的能力[２２],
而DS３T３所产生的生长素、戊烯腺嘌呤和玉米素等植

物激素已被证实有该能力.例如,绿针假单胞菌(P．
chlororaphis)和温哥华假单胞菌(P．vancouverensis)分
泌的IAA能够分别促进青椒和小麦的生长[２３Ｇ２４];戊
烯腺嘌呤和玉米素分别对覆盆子和越橘有一定的促

生长 作 用[２５Ｇ２６].在 本 文 中,丹 参 毛 状 根 经 菌 株

DS３T３诱导后,其干重与对照组相比增加１６．２２％,
说明该菌株的促生长能力显著.因此,该菌株有着

多种促生长特征,并且实际效果明显,在植物促生长

方面具有一定的应用价值.
菌株DS３T３除具促生长作用外,对丹酚酸类物

质合成也有显著的影响,但其影响因丹酚酸种类而

异.综合分析,六种丹酚酸的总含量与对照组相比

增加１６．０７％.其中,评估丹参品质的重要指标之一

丹酚酸B的含量增加了２７．９４％,增加量非常显著.
而迷迭香酸的含量有小幅降低,可能原因是该物质是

丹酚酸B重要的前体物质[２７],其在DS３T３的作用下

更高效率的转化为丹酚酸B.目前,许多生物诱导子

都能显著促进丹参酮类物质含量的积累,而生物诱导

子对丹酚酸类物质含量提高的研究尚未见报道,所以

菌株DS３T３在其中的作用机制值得关注.目前研究

表明,丹参毛状根在水杨酸作用下,其丹酚酸B和迷

迭香酸的含量明显增加[２８Ｇ２９].而在该菌株的发酵液

中测得丰富的植物激素,且水杨酸的含量较高,达到

１１２．４４１ng/mL.所以,推测水杨酸可能是其中起作

用的主要物质之一,但需要进一步的实验验证.

４　结　论

本文获得的 ACC脱氨酶活性最强的丹参根际

菌株 DS３T３(Pseudomonassp．),确定 DS３T３酶活

力达０．３８９９U/mg,并且有多种其它促生长特征,
包括固氮、产铁载体以及产植物激素的能力;该菌株

显著促进丹参毛状根的生物量;DS３T３还能够促进

丹参毛状根中丹酚酸类物质的合成.故该菌株可作

为提高丹参产量以及品质的候选菌株.
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IsolationandScreeningofBacteriaStrainwithACCDeaminase
ActivityandItsEffectonHairyRootofSalviaMiltiorrhiza

YOU Hong１a,PUQian１a,WENFang１a,RAOJunfeng２,LIOu１,HUXiufang１

(１a．CollegeofLifeScience;１b．ZhejiangProvinceKeyLaboratoryofPlant
SecondaryMetabolismandRegulation,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China;

２．LinjiangSchool,HangzhouVocationalandTechnicalCollege,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:Tostudytheeffectof１ＧaminocylopropaneＧ１Ｇcarboxylicacid(ACC)deaminasefrombacteria
strainonsynthesisofsecondary metaboliteofSalviamiltiorrhiza,rhizospherebacteriastrainofthe
highestactivityofACCdeaminaseobtainedviascreeningwasusedtoinducehairyrootsofS．miltiorrhiza,

andanalysiswasmadeonthedifferenceofhairyrootbiomassandmedicinalactivesubstancecontentbefore
andafterinduction．TheresultsindicatethatthebacteriastrainwithhighestACCdeaminaseactivityis
DS３T３(ofdeaminaseactivityupto０．３８９９U/mg),whichturnsouttobePseudomonassp．through
identification．Throughtreatmentwiththebacteriastrain (DS３T３),thedry weightofhairyrootof
S．miltiorrhizahasincreasedby１６．２２％comparingwiththecontrolgroup,andthetotalphenolicacids
by１６．０７％．FurthermeasurementofDS３T３showsthatthebacteriastrainalsohastheabilitiesofnitrogen
fixation,ironproductionandtheproductionofphytohormonessuchasindoleＧ３Ｇaceticacid,andsalicylic
acid．Therefore,thebacteriastrain(DS３T３)canbeusedtoimprovetheyieldandqualityofS．miltiorrhiza．

Keywords:ACC deaminase;biologicalnitrogenfixation;siderophore;phytohormone;growthＧ
promotingeffect;Salviamiltiorrhizahairyroot;salvianolicacid;Pseudomonas
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