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湖北省大别山特色资源开发协同创新中心ꎬ 湖北 黄冈 ４３８０００ )

摘　 要: 为探究蕲艾(Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｒｇｙｉ ｖａｒ. ａｒｇｙｉ ‘Ｑｉａｉ’)不同组织内生菌组成及其次级代谢产物的抑菌活性ꎬ该
研究采用组织培养法对蕲艾根、茎和叶内生细菌进行分离ꎬ用滤纸片法检测内生菌发酵液挥发物对 ６ 种常见

病原菌的抑菌活性ꎬ并分别对其最低抑菌浓度(ＭＩＣｓ)和最低杀菌浓度(ＭＢＣｓ)进行测定ꎬ结合形态观察、生理

生化性质及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列测定对分离菌株进行鉴定ꎮ 结果表明:(１)菌株 ｌｚｙ￣２１、ｌｚｙ￣２０ 和 ｌｚｙ￣１ 分别具有较

强的分泌纤维素酶、蛋白酶和脂肪酶的能力ꎮ (２)菌株 ｌｚｙ￣２０ 和 ｗｎｎ４￣３ 发酵液挥发物对大肠杆菌、产气肠杆

菌和枯草芽孢杆菌的 ＭＩＣｓ 均为 １６ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ对三者的 ＭＢＣｓ 依次为 ３２、３２、１６ μｇ􀅰ｍＬ￣１和 １６、３２、３２ μｇ􀅰
ｍＬ￣１ꎮ (３)菌株 ｌｚｙ￣１２ 对金黄色葡萄球菌和小肠结肠炎耶尔森氏菌的 ＭＩＣｓ 均为 １６ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ对二者的 ＭＢＣｓ
分别为 ３２ μｇ􀅰ｍＬ￣１和 １６ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ (４)菌株 ｌｚｙ￣１７ 和 ｌｚｙ￣２１ 对小肠结肠炎耶尔森氏菌的 ＭＩＣｓ 均为 １６ μｇ􀅰
ｍＬ￣１ꎬＭＢＣｓ 分别为 １６ μｇ􀅰ｍＬ￣１和 ３２ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 其中ꎬ菌株 ｌｚｙ￣１ 为首次从植物中分离到的皮提不动杆菌

(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｐｉｔｔｉｉ)ꎬ菌株 ｌｚｙ￣２０、ｌｚｙ￣２１ 和 ｗｎｎ４￣３ 依次为高地芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ)、韩国芽孢杆菌

(Ｂ. ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ)和暹罗芽胞杆菌(Ｂ. ｓｉａｍｅｎｓｉｓ)ꎬ菌株 ｌｚｙ￣１２ 和 ｌｚｙ￣１７ 分别为松果黄体杆菌(Ｌｕｔｅｉｂａｃｔｅｒ ｐｉｎｉｓｏｌｉ)和
嗜烟节杆菌(Ｐａｅｎａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｎｉｃｏｔｉｎｏｖｏｒａｎｓ)ꎮ 该研究结果为充分利用内生菌资源生产工业用酶以及深入探究

蕲艾功能内生菌及其作用机制奠定了基础ꎮ
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ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ.Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ (１)ａｍｏｎｇ ｔｈｅ
ｔｈｉｒｔｅｅｎ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄꎬ ｓｔｒａｉｎｓ ｌｚｙ￣２１ꎬ ｌｚｙ￣２０ ａｎｄ ｌｚｙ￣１ ｈａｖｅ ｓｔｒｏｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｃｅｌｌｕｌａｓｅꎬ ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｎｄ ｌｉｐａｓｅ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. (２)Ｔｈｅ ＭＩＣｓ ｏｆ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｏｆ ｌｚｙ￣２０ ａｎｄ ｗｎｎ４￣３ ｔｏ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ １６ μｇ􀅰ｍＬ￣１ . Ｔｈｅ ＭＢＣｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｅｍ ｗｅｒｅ ３２ꎬ ３２ꎬ １６ μｇ􀅰ｍＬ￣１ ａｎｄ １６ꎬ ３２ꎬ ３２ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. (３)Ｔｈｅ ＭＩＣｓ ｏｆ ｌｚｙ￣１２ ａｇａｉｎｓｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ａｎｄ Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ ｗｅｒｅ １６ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
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ｐｒｏｄｕｃｅ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ｅｎｚｙｍｅｓꎬ ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｈｏｗ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｗｉｔｈ Ａｒｔｅｍｉｓｉａ
ａｒｇｙｉ ｖａｒ. ａｒｇｙｉ ‘Ｑｉａｉ’.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｒｇｙｉ ｖａｒ. ａｒｇｙｉ ‘ Ｑｉａｉ ’ꎬ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ｅｎｚｙｍｅ￣ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ
１６ｓ ｒＤＮＡ

　 　 植物内生菌是指生活史中某一阶段或整个阶

段定殖在植物各组织器官或细胞间隙内的一类对

植物自身不引起明显病害症状的微生物ꎬ包括内生

细菌、内生真菌和内生放线菌等(Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７ꎻ Ｕｚｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 对内生菌与宿主植物的

相互影响研究表明ꎬ它们对植物本身具有促进生

长、增强抗逆性、生物防治和生物修复等有益的生

物学功能 ( Ｇｉａｕｑｕｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｄｅ Ｌａｍｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０ꎻ Ｅｌ￣Ｓａｙｅｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｈｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 不仅

如此ꎬ药用植物内生菌还会获得与宿主相同的部分

代谢途径ꎬ从而合成与宿主相同或相似的、具有潜

在的抗菌、抗虫、抗癌、抗病毒、抗氧化、免疫制剂、
降糖等生物活性的次生代谢产物 ( Ｇｏｕｄａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６ꎻ 黄敬瑜等ꎬ ２０１７ꎻ Ｎｏｎｇｋｈｌａｗ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ
因此ꎬ充分发掘药用植物内生菌具有广阔的应用

前景ꎮ
艾草(Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｒｇｙｉ)隶属于菊科(Ｃｏｍｐｏｓｉｔａｅ)

艾属(Ａｒｔｅｍｉｓｉａ)ꎬ是一种功能性药用植物( Ｓｏｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 蕲艾为湖北省蕲春县特产ꎬ中国国家

地理标志产品ꎬ湖北省道地药材ꎬ具有护肝、抗肿

瘤、抗菌、镇痛、抗炎等多种药理作用 (洪宗国ꎬ
２０１５ꎻ Ｄｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 明代医圣李时珍在«本

草纲目»中就有对蕲艾的推崇:“(艾叶)自成化以

来ꎬ则以蕲州者为胜ꎬ用充方物ꎬ天下重之”ꎬ谓之

“蕲艾” ( Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｒｇｙｉ ｖａｒ. ａｒｇｙｉ ‘Ｑｉａｉ’)ꎮ 肖宇

硕等(２０１８)对蕲艾及不同产地艾叶挥发油进行了

一系列的比较研究ꎬ结果发现不同产地艾叶挥发

性成分有一定差异ꎬ其中蕲艾品质最好ꎮ 此外ꎬ
Ｘｉａｎｇ 等(２０１８)的研究还发现蕲艾挥发油具有较

好的抑菌和杀菌活性ꎮ
近年来ꎬ关于蕲艾的种植、提取液、化学组分、

药理作用及艾灸和艾贴等产品开发研究得较多ꎬ对
蕲艾内生菌的研究报道较少ꎮ Ｓｈｉ 等(２０１７)从蕲艾

艾叶中分离得到内生真菌 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｋｏｎｉｎｇｉｏｐｓｉｓ
ＱＡ￣３ꎬ并从其发酵液中成功分离鉴定出具有抗菌活

性的 ５ 种新型真菌多酮类化合物和 ２ 种已知的酮类

类似物ꎮ 目前还尚未见对蕲艾内生细菌的相关报

道ꎮ 本研究分别从蕲艾的根、茎和叶中分离内生细

菌ꎬ从微生物的分离、形态、生理生化特征、分子生

物学鉴定和发酵液抑菌活性入手ꎬ探讨蕲艾内生细

菌对常见的人类病原菌的抗菌作用及其产酶特性ꎬ
旨为探寻有效拮抗微生物资源以及蕲艾的进一步

开发利用提供理论依据ꎬ为充分利用内生菌资源生

产工业用酶提供参考ꎮ
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１　 材料与方法

１.１ 材料

供 试 样 品 蕲 艾 ( Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｒｇｙｉ ｖａｒ. ａｒｇｙｉ
‘Ｑｉａｉ’):采自湖北省黄冈市蕲春县赤东镇三渡村

五组大田种植ꎬ样品采集后用自封袋密封后马上

回实验室进行内生细菌的分离ꎮ
供试菌株:大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)、金黄色

葡萄 球 菌 ( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)、 产 气 肠 杆 菌

(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ)、枯草芽孢杆菌 ( Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ)、变形杆菌(Ｐｒｏｔｅｕｓｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ) 和小肠

结肠炎耶尔森氏菌( Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ)均保存

于黄冈师范学院经济林种质资源改良与综合利用

湖北省重点实验室ꎮ
培养基:ＬＢ 固体及液体培养基(１ Ｌ) (蛋白胨

１０ ｇꎬ酵母提取物 ５ ｇꎬＮａＣｌ １０ ｇꎬｐＨ ７.０ꎬ固体加琼脂

粉 １８ ｇ)用于蕲艾不同组织内生细菌的分离扩繁ꎮ
淀粉培养基(１ Ｌ)(牛肉膏 ５ ｇꎬ蛋白胨 １０ ｇꎬＮａＣｌ ５
ｇꎬ可溶性淀粉 ２ ｇꎬｐＨ ７.０ ~ ７.２ꎬ琼脂 １８ ｇ)、牛奶培

养基 ( ＬＢ 固体培养基中加入 １１％灭菌的脱脂奶

粉)、刚果红培养基(１ Ｌ)(羧甲基纤维素钠 １５ ｇꎬ蛋
白胨 ５ ｇꎬＫＨ２ＰＯ４ ２.０ ｇꎬＭｇＳＯ４ ０.２ ｇꎬＮａＣｌ ５ ｇꎬ琼脂

１８ ｇꎬ刚果红 ０.２ ｇꎬｐＨ ７.０)和油脂培养基(ＬＢ 固体

培养基加入 １％吐温 ８０)分别用来筛选产淀粉酶、蛋
白酶、纤维素酶和脂肪酶的内生细菌ꎮ 蛋白胨水培

养基(１ Ｌ)(蛋白胨 １０ ｇꎬＮａＣｌ １５ ｇꎬｐＨ ７.３~７.５)、蔗
糖 /葡萄糖发酵培养液[蛋白胨水培养基 １ Ｌꎬ１.６％
溴甲酚紫乙醇溶液 １.５ ｍＬꎬ２０％蔗糖溶液(蔗糖发

酵)ꎬ２０％葡萄糖溶液(葡萄糖发酵)]、葡萄糖蛋白

胨水培养液(１ Ｌ) (葡萄糖 ５ ｇꎬ蛋白胨 ５ ｇꎬＫ２ＨＰＯ４

２ ｇꎬｐＨ ７.２~７.４)、明胶液化培养基(１ Ｌ) (蛋白胨 ５
ｇꎬ明胶 １００~１５０ ｇꎬｐＨ ７.２ ~７.４)和柠檬酸盐培养基

(１ Ｌ) [柠檬酸钠 ２ ｇꎬＫ２ＨＰＯ４ １ ｇꎬＮＨ４Ｈ２ＰＯ４ １ ｇꎬ
ＮａＣｌ ５ ｇꎬＭｇＳＯ４ ０.２ ｇꎬ琼脂 １８ ｇꎬ１％溴麝香草酚蓝

(酒精溶液) １０ ｍＬꎬｐＨ ６.８]分别用来进行吲哚试

验、蔗糖 /葡萄糖发酵试验、乙酰甲基甲醇试验(ＶＰ
试验) /甲基红试验(ＭＲ 试验)、明胶水解试验和柠

檬酸盐试验ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 内生菌的分离纯化 　 参照专利“一种艾草内

生菌的分离方法”分离蕲艾根、茎和叶的内生细菌

(徐碧林等ꎬ ２０１９)ꎮ 取健康、无病害的艾叶、茎和

根各约 ５ ｇꎬ用自来水冲洗干净后ꎬ用滤纸吸干表

面水分ꎬ剪成小片(叶片) /段(茎和根)放入灭菌

平皿中ꎬ用无菌水洗涤 ３ 次并吸干ꎮ 用 ７５％乙醇

浸泡叶片 ３０ ｓꎬ茎段和根 ６０ ｓꎮ 无菌水浸泡冲洗 ５
次并吸干ꎬ用 ２.５％次氯酸钠溶液浸泡叶片 ２ ｍｉｎꎬ
５％次氯酸钠溶液浸泡茎段和根 ３ ｍｉｎꎬ无菌水浸泡

２ ｍｉｎꎬ循环 ３ 次ꎬ用无菌滤纸吸干残留的水分ꎮ 吸

取最后一次漂洗的无菌水 ２００ μＬ 涂布于 ＬＢ 培养

基平板ꎬ验证消毒效果ꎮ
将消毒好的组织样品放入无菌研钵中ꎬ向其

内加入 ９ ｍＬ 无菌生理盐水和无菌石英砂ꎬ研磨至

成匀浆状ꎬ１００ 倍梯度稀释ꎬ取 ２００ μＬ 的适当梯度

稀释液至 ＬＢ 固体培养平板上ꎬ均匀涂布ꎬ分别置

于 ２８ ℃和 ３７ ℃培养ꎮ 挑选菌落形态不同的单菌

落纯化ꎬ并将形态大部分相似的菌落划归为同一

类ꎬ保存菌株备用ꎮ
１.２.２ 生理生化特征测定 　 参照«微生物学实验教

程»(周德庆和徐德强ꎬ ２０１３)ꎬ采用平板划线法分

离得到内生细菌单菌落ꎬ记录菌落的颜色、形态、
透明度等ꎬ并在显微镜下观察其形态特征及革兰

氏染色反应ꎮ 参考«常见细菌系统鉴定手册» (东
秀珠和蔡妙英ꎬ ２００１)测定筛选菌株的生理生化

反应ꎮ 此外ꎬ挑取活化后的内生细菌ꎬ分别在含淀

粉培养基平板、牛奶培养基平板、刚果红培养基平

板和油脂培养基平板上划线ꎬ３７ ℃培养 １ ~ ２ ｄ 后ꎬ
在淀粉培养基平板上平铺一层卢戈氏碘液ꎬ其余

平板不做处理ꎬ分别观察淀粉平板、牛奶平板和刚

果红平板上菌落周围的透明水解圈ꎬ以及吐温 ８０
平板上的白色晕圈ꎬ测量并计算透明水解圈和白

色晕圈与菌落直径的比值ꎮ
１.２.３ １６Ｓ ｒＤＮＡ 分子生物学鉴定 　 提取筛选菌株

的染色体总 ＤＮＡꎬ以菌株的总 ＤＮＡ 为模板ꎬ利用通

用引物对 ２７Ｆ:５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′和
１４９２Ｒ: ５′￣ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′ 扩 增 菌 株 １６ｓ
ｒＤＮＡ 基因ꎮ ２５ μＬ 的反应体系:模板 １ μＬꎬ上、下游

引物各 １ μＬꎬ ｄｄＨ２ Ｏ ９. ５ μＬꎬ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶

Ｍｉｘ１２.５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ９４
℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ共 ３０
个循环ꎬ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 取 ＰＣＲ 产物于 １％的琼

脂糖凝胶上电泳ꎬ根据试剂盒操作说明回收 ＤＮＡ 片

段ꎬ回收后的片段委托上海生工生物工程有限公司

测序ꎮ 根据测序结果ꎬ将序列在 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ(ｈｔｔｐｓ:/ /
ｗｗｗ.ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ.ｎｅｔ / ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ / １６ｓ＿ｄｏｗｎｌｏａｄ)数据库中

０７ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



进行同源性比对(Ｙｏｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ采用 ＭＥＧＡ
７.０ 中的 ＣＬＵＳＴＡＬ＿Ｗ 模块将菌株的 １６ｓ ｒＤＮＡ 序列

与其同源关系相近的序列比对分析后ꎬ把两头的序

列剪 切 整 齐ꎬ 转 换 格 式 后ꎬ 用 ＭＥＧＡ ７. ０ 中 的

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 模块构建系统进化树ꎬ１ ０００ 次随机

抽样ꎬ计算自引导值(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)以评估系统进化树

的置信度(Ｋｕｍａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ
１.２.４ 筛选菌株发酵液挥发物抑菌试验 　 初筛:将
筛选菌株活化并进行平板划线ꎬ挑单菌落于 ３７ ℃
液体培养 １２ ｈꎬ按 １％的接种量接种至 １００ ｍＬＬＢ
液体培养基中ꎬ３７ ℃ꎬ１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１ꎬ发酵 ５ ｄꎮ 超

声破细胞ꎬ按发酵液:乙酸乙酯 １ ∶ １(Ｖ / Ｖ)的比例

沿着器皿内壁缓慢加入(防止乳化)乙酸乙酯ꎬ超
声萃取 ３ 次ꎬ合并 ３ 次得到的萃取液ꎬ用旋转蒸发

仪在 ３５ ℃ 减压条件下浓缩乙酸乙酯相ꎬ定容至

５００ μＬꎬ４ ℃保存备用ꎮ 活化靶标菌后ꎬ挑单菌落ꎬ
在 ＬＢ 培养基平板上纵横交叉密集划线ꎮ 在密集

划线的平板上等距贴直径为 ６ ｍｍ 的灭菌双层滤

纸片ꎬ每一个滤纸片上滴加 ８ μＬ 内生细菌挥发

油ꎬ每一种内生细菌挥发油做 ３ 组平行试验ꎬ并以

等体积 ０. ３ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ 的卡那霉素作为阳性对照

( ＋)ꎬ等体积乙酸乙酯作为阴性对照( －)ꎮ 将处理

好的平板置于 ４ ℃扩散 １ ｄꎬ３７ ℃培养 １ ｄ 后ꎬ测
量并计算平均抑菌圈直径 Φꎮ

复筛:采用 Ｓｉｌｖａ 描述的方法对筛选菌株发酵液

挥发物的最低抑菌浓度 (ＭＩＣｓ) 和最低杀菌浓度

(ＭＢＣｓ)进行了测定(Ｓｉｌｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 用 ＬＢ 培

养基对具有显著抑菌效果的菌株发酵液挥发物进

行 ２ 倍梯度稀释(１.０、２.０、４.０、８.０、１６.０、３２.０、６４.０、
１２８.０、２５６.０、５１２.０ μｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎬ用于测定它们最低

抑菌浓度ꎮ 在稀释后的培养液中分别加入 ５０ μＬ 约

１０７ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１的对应菌液ꎬ将 ３ 组接种后的菌液置

于 ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１培养箱培养 ３６ ｈꎮ 培养后完

全抑制菌株生长的挥发物的最低浓度即为 ＭＩＣｓꎮ
ＭＩＣｓ 实验结束后ꎬ从每一个浓度梯度的试管中取

２００ μＬ 培养物分别涂在 ＬＢ 平板上ꎬ无微生物生长

的平板上相应浓度被确定为 ＭＢＣｓꎮ

２　 结果与分析

２.１ 蕲艾内生细菌的分离结果

最后一次清洗试验材料的无菌水涂布 ＬＢ 平

板ꎬ置于 ３７ ℃培养 １ 周没有微生物生长ꎬ说明试验

材料表面消毒彻底ꎬ分离到的细菌均为蕲艾内部所

有ꎬ而非外界环境污染所致ꎮ 本试验一共从蕲艾的

根、茎和叶中分别分离到 ６、７、７ 株内生细菌ꎮ
２.２ 筛选菌株总 ＤＮＡ的提取和 １６ｓ ｒＤＮＡ扩增结果

筛选菌株基因组 ＤＮＡ 提取结果见图 １:Ａꎬ基
因组 ＤＮＡ 在电泳图上的 ２３ １３０ ｂｐ 附近一条明显

的条带ꎬ可以用于 ＰＣＲ 扩增ꎮ 以基因组 ＤＮＡ 为模

板ꎬ以及通用引物对 ２７Ｆ / １４９２Ｒꎬ扩增得到了特异

性长度约为 １ ５００ ｂｐ 的目的条带(图 １:Ｂ)ꎮ
２.３ 筛选菌株系统进化分析结果

对 ２０ 株内生细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列进行比对

发现ꎬ来源于叶和茎的内生细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列

同源性为 １００％ꎬ表明它们共有相同的内生细菌ꎮ
将来源于茎和根的 １３ 株内生细菌的基因序列提

交 到 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ 数 据 库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ. ｎｅｔ / ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ / １６ｓ ＿ ｄｏｗｎｌｏａｄ) 中进行同

源性比对ꎬ查找与其同源性大于 ９９％的菌株ꎬ最终

确定蕲艾不同组织中的内生细菌归属ꎮ 如表 １ 和

图 ２ 所示ꎬ来源于蕲艾茎和叶中共有内生细菌含

有 ６ 属 ７ 种ꎬ分别为芽孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)２ 株、不
动 杆 菌 属 ( Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ) １ 株、 假 单 胞 菌 属

(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)１ 株、短小杆菌属(Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)１
株、黄体杆菌属 ( Ｌｕｔｅｉｂａｃｔｅｒ) １ 株和类节杆菌属

(Ｐａｅｎａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ)１ 株ꎻ来源于蕲艾根的内生细菌

含有 ３ 属 ６ 种ꎬ分别为芽孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)４ 株、
肠 杆 菌 属 ( Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ) １ 株 和 干 燥 杆 菌 属

(Ｓｉｃｃｉｂａｃｔｅｒ)１ 株ꎮ 蕲艾的内生细菌在茎和叶中的

组成几乎相同ꎬ叶和茎与根中的内生细菌种类只

共有 １ 个属ꎬ其余都不共有ꎮ
２.４ 筛选菌株的生理生化特征

对分离获得的 １３ 株内生细菌进行了葡萄糖发

酵、蔗糖发酵、ＶＰ 试验和产酶等生理生化特征检

测(表 ２)ꎬ部分菌株产酶结果见图 ３ꎬ从图 ３:Ａ－Ｃ
中可以看出ꎬｌｚｙ￣１７、ｌｚｙ￣２０ 和 ｌｚｙ￣２１ 均能在刚果红

培养基平板上产生不同大小的水解圈ꎬ表明它们

均能分泌纤维素酶ꎬ其中 ｌｚｙ￣２１ 产纤维素酶能力最

强ꎬ水解圈与菌落直径比约为 ６.０ꎻ从图 ３:Ｄ￣Ｇ 中

可以看出ꎬｌｚｙ￣１、ｌｚｙ￣９、ｌｚｙ￣１２ 和 ｌｚｙ￣２０ 均能在牛奶

平板上产生不同大小的透明水解圈ꎬ表明它们均

能分泌蛋白酶ꎬ其中 ｌｚｙ￣１ 和 ｌｚｙ￣２０ 产蛋白酶能力

最强ꎬ水解圈与菌落直径比约为 ４.０ꎻ从图 ３:Ｈ 中

可以看出ꎬｌｚｙ￣１ 能在含吐温 ８０ 平板上产生与菌落

直径比约为 ３.５ 的白色晕圈ꎬ 表明其能分泌脂肪
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Ａ. 基因组 ＤＮＡ 琼脂糖凝胶电泳ꎻ Ｂ. １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增结果琼脂糖凝胶电泳图ꎮ
Ａ. Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡꎻ Ｂ. Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ.

图 １　 内生细菌基因组 ＤＮＡ 和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增结果琼脂糖凝胶电泳图
Ｆｉｇ. １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ａｎｄ １６Ｓ ｒＤＮＡ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

表 １　 蕲艾不同组织内生细菌比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｒｇｙｉ

茎和叶中含有的内生细菌
Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｆ

根中含有的内生细菌
Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｏｏｔ

皮提不动杆菌 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｐｉｔｔｉｉ 罗根坎普氏肠杆菌 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｒｏｇｇｅｎｋａｍｐｉｉ

耐冷假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｓｙｃｈｒｏｔｏｌｅｒａｎｓ 苏黎世干燥杆菌 Ｓｉｃｃｉｂａｃｔｅｒ ｔｕｒｉｃｅｎｓｉｓ

藤黄短小杆菌 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｌｕｔｅｕｍ 阿氏芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｒｙａｂｈａｔｔａｉ

松尼索利松果黄体杆菌 Ｌｕｔｅｉｂａｃｔｅｒ ｐｉｎｉｓｏｌｉ 暹罗芽孢杆菌 Ｂ. ｓｉａｍｅｎｓｉｓ

噬尼古丁类节杆菌 Ｐａｅｎａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｎｉｃｏｔｉｎｏｖｏｒａｎｓ 蜡样芽胞杆菌 Ｂ. ｃｅｒｅｕｓ

高地芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ 特基拉芽孢杆菌 Ｂ. ｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉｓ

韩国芽孢杆菌 Ｂ. ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ

酶ꎮ 从图 ３:Ｉ 中可以看出ꎬｌｚｙ￣１２ 能在含淀粉平板

上产生与菌落直径比约为 ２.５ 的透明水解圈ꎬ表明

其能分泌淀粉酶ꎮ
２.５ 筛选菌株发酵液挥发物的抑菌效果

以常见的 ６ 种病原菌作为靶标菌ꎬ采用滤纸片

扩散法对筛选菌株发酵液挥发物抑菌活性进行初

筛ꎬ结果见表 ３ꎬ除了 ｌｚｙ￣９ꎬ其余 １２ 株细菌挥发物

具有不同程度的抑菌活性ꎬ占分离菌株的 ９２.３％ꎮ
对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、产气肠杆菌、枯草

芽孢杆菌、变形杆菌、小肠结肠炎耶尔森氏菌具有

抑菌作用的菌株分别有 ８、５、８、７、５、３ 株ꎬ其中ꎬ
ｌｚｙ￣２０ 对大肠杆菌、产气肠杆菌和枯草芽孢杆菌都

具有相对较好的抑菌活性ꎬｗｎｎ４￣３ 对大肠杆菌、枯
草芽孢杆菌和变形杆菌均具有相对较好抑菌活

性ꎬｌｚｙ￣１２ 对金黄色葡萄球菌和小肠结肠炎耶尔森

氏菌均具有较好的抑菌活性ꎬｌｚｙ￣１７ 和 ｌｚｙ￣２１ 都对

小肠结肠炎耶尔森氏菌均具有较好的抑菌活性ꎮ

对具有抑菌效果的菌株发酵液挥发物的最低

抑菌浓度和最低杀菌浓度进行测定ꎬ结果如表 ４
所示ꎬ其中 ｌｚｙ￣２０ 对大肠杆菌、产气肠杆菌和枯草

芽孢杆菌的 ＭＩＣｓ 均为 １６ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ对三者的

ＭＢＣｓ 依次为 ３２、 ３２ μｇ􀅰ｍＬ￣１ 和 １６ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ
ｗｎｎ４￣３ 对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和变形杆菌均

的 ＭＩＣｓ 均为 １６ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ对三者的 ＭＢＣｓ 依次为

１６、３２ μｇ􀅰ｍＬ￣１和 ３２ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ ｌｚｙ￣１２ 对金黄色

葡萄球菌和小肠结肠炎耶尔森氏菌的 ＭＩＣｓ 均为

１６ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ对二者的 ＭＢＣｓ 分别为 ３２ μｇ􀅰ｍＬ￣１

和 １６ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ ｌｚｙ￣１７ 和 ｌｚｙ￣２１ 都对小肠结肠炎

耶尔森氏菌的 ＭＩＣｓ 均为 １６ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ二者对其

ＭＢＣｓ 分别为 １６ μｇ􀅰ｍＬ￣１和 ３２ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ

３　 讨论与结论

本试验从蕲艾茎、叶和根中分别分离得到 ７、７
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分支点上的数值为 １ ０００ 次自展值分析所得值ꎬ标尺 ０.０２０ 为进化距离ꎮ
Ｎｕｍｂｅｒｓ ａｔ ｔｈｅ ｎｏｄｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ １ ０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ｂａｒ ｉｓ ２０ ｎｔ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｐｅｒ １ ０００ ｎｔ.

图 ２　 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列的蕲艾内生细菌系统发育分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｒｇｙｉ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

株和 ６ 株内生细菌ꎬ１６Ｓ ｒＤＮＡ 全序列的系统发育

分析及生理生化试验结果显示ꎬ来源于蕲艾茎和

叶中的共有内生细菌含有 ６ 属 ７ 种ꎬ来源于蕲艾根

的内生细菌与来源于茎和叶的内生细菌共有 １ 个

属ꎮ 上述结果表明ꎬ蕲艾内生细菌在地上和地下

组织中的组成不同ꎬ不同的内生细菌对蕲艾的组

织具有差异性和专一性ꎮ
我们分离得到的 １３ 种内生细菌中ꎬ皮提不动杆
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Ａ－Ｃ. ｌｚｙ￣１７、ｌｚｙ￣２０ 和 ｌｚｙ￣２１ 在纤维素刚果红培养基平板上产生透明水解圈情况ꎻ Ｄ－Ｇ. ｌｚｙ￣１、ｌｚｙ￣９、ｌｚｙ￣１２ 和 ｌｚｙ￣２０ 在牛奶平板
上产生透明水解圈情况ꎻ Ｈ. ｌｚｙ￣１ 在含 １％吐温 ８０ 的平板上产生白色晕圈情况ꎻ Ｉ. ｌｚｙ￣１２ 在淀粉培养基上产生透明水解圈情况ꎮ
Ａ－Ｃ. Ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃ ｃｉｒｃｌｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ Ｃｏｎｇｏ ｒｅｄ ｍｅｄｉｕｍ ｐｌａｔｅ ｂｙ ｌｚｙ￣１７ꎬ ｌｚｙ￣２０ ａｎｄ ｌｚｙ￣２１ꎻ Ｄ－Ｇ. Ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃ ｃｉｒｃｌｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｏｎ
ｔｈｅ ｍｉｌｋ ｐｌａｔｅ ｂｙ ｌｚｙ￣１ꎬ ｌｚｙ￣９ꎬ ｌｚｙ￣１２ ａｎｄ ｌｚｙ￣２０ꎻ Ｈ. Ｗｈｉｔｅ ｈａｌｏｃｉｒｃｌｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｌａｔｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １％ Ｔｗｅｅｎ ８０ ｂｙ ｌｚｙ￣１ꎻ Ｉ. Ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃ
ｃｉｒｃｌｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔａｒｃｈ ｍｅｄｉｕｍ ｐｌａｔｅ ｂｙ ｌｚｙ￣１２.

图 ３　 内生细菌产酶情况检测
Ｆｉｇ. ３　 Ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｂｙ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌和 与 其 亲 缘 关 系 较 近 的 鲍 氏 不 动 杆 菌

( Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎｎｉｉ )、 诊 所 不 动 杆 菌

(Ａ. ｎｏｓｏｃｏｍｉａｌｉｓ)组成的 Ａｃｂ 复合体是重要的院内

感染病原体ꎬ随着抗生素的广泛应用ꎬ越来越多的

皮提不动杆菌被鉴定为多重耐药菌株(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ

２０２０)ꎮ 根据巴斯德研究所 ＭＬＳＴ 数据库的最新数

据ꎬ皮提不动杆菌的来源有人类、兔子、白鹳、火鸡

和鱼类ꎬ其中人类是皮提不动杆菌及其许多变种的

主要宿主ꎬ鱼类可能是其新兴宿主(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ
Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎬ 目前还未见植物源的皮提不动
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表 ２　 内生细菌生理生化试验结果和细胞特征
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

理化特征
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

菌株编号 Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ

ｌｚｙ￣１ ｌｚｙ￣２ ｌｚｙ￣９ ｌｚｙ￣１２ ｌｚｙ￣１７ ｌｚｙ￣２０ ｌｚｙ￣２１ ｗｎｎ１￣１ ｗｎｎ１￣２ ｗｎｎ１￣３ ｗｎｎ２￣１５ ｗｎｎ２￣２２ ｗｎｎ４￣３

蔗糖发酵 Ｓｕｇａｒ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ － － ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ⊕ ⊕ ⊕ ⊕ ＋
葡萄糖发酵
Ｇｌｕｃｏｓｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ⊕ ⊕ ⊕ ⊕ ＋

ＶＰ 试验 Ｖｏｇｅｓ￣Ｐｒｏｋａｕｅｒ ｔｅｓｔ － － － － － ＋ － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋
ＭＲ 试验 Ｍｅｔｈｙｌ ｒｅｄ ｔｅｓｔ ＋ － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋
明胶水解试验
Ｇｅｌａｔｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｅｓｔ

＋ － ＋ ＋ － ＋ ＋ － ＋ － ＋ － －

柠檬酸盐试验 Ｃｉｔｒａｔｅ ｔｅｓｔ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋
吲哚试验 Ｉｎｄｏｌ ｔｅｓｔ － － － － － － － － － － ＋ － －
革兰氏染色 Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ － － ＋ － ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ － ＋
形态 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ 短杆

Ｓｈｏｒｔ ｒｏｄ
短杆

Ｓｈｏｒｔ ｒｏｄ
杆状
Ｒｏｄ

短杆
Ｓｈｏｒｔ ｒｏｄ

短杆
Ｓｈｏｒｔ ｒｏｄ

短杆
Ｓｈｏｒｔ ｒｏｄ

杆状
Ｒｏｄ

短杆
Ｓｈｏｒｔ ｒｏｄ

杆状
Ｒｏｄ

短杆
Ｓｈｏｒｔ ｒｏｄ

杆状
Ｒｏｄ

杆状
Ｒｏｄ

杆状
Ｒｏｄ

菌落颜色
Ｃｏｌｏｎｙ ｃｏｌｏｒ

白色
Ｗｈｉｔｅ

淡黄
Ｐａｌｅ
ｙｅｌｌｏｗ

亮黄色
Ｂｒｉｇｈｔ
ｙｅｌｌｏｗ

深棕黄
Ｄｅｅｐ
ｂｒｏｗｎ

黄色
Ｙｅｌｌｏｗ

白色
Ｗｈｉｔｅ

黄色
Ｙｅｌｌｏｗ

浅黄
Ｐａｌｅ
ｙｅｌｌｏｗ

浅黄
Ｐａｌｅ
ｙｅｌｌｏｗ

暗黄色
Ｄａｒｋ
ｙｅｌｌｏｗ

棕黄
Ｐａｌｅ
ｂｒｏｗｎ

棕黄
Ｐａｌｅ
ｂｒｏｗｎ

浅黄
Ｐａｌｅ
ｙｅｌｌｏｗ

蛋白酶 Ｐｒｏｔｅａｓｅ － － ＋＋ ＋＋ － ＋＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ －
脂肪酶 Ｌｉｐａｓｅ ＋＋ － － ＋ － ＋ － － － － － － －
纤维素酶 Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ － － － － ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ － ＋ － ＋ ＋ ＋
淀粉酶 Ａｍｙｌａｓｅ － － － ＋＋ － － － － － － － － －

　 注: ＋表示阳性ꎬ －表示阴性ꎬ ⊕表示产酸产气ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅꎬ － ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｅｇａｔｉｖｅꎬ ⊕ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅ ａｃｉｄ ａｎｄ ｇａｓ.

表 ３　 内生细菌发酵液挥发物抑菌效果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ

指示菌 Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ
内生细菌挥发物抑菌效果 Ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ

ｌｚｙ￣１ ｌｚｙ￣２ ｌｚｙ￣９ ｌｚｙ￣１２ ｌｚｙ￣１７ ｌｚｙ￣２０ ｌｚｙ￣２１ ｗｎｎ
１－１

ｗｎｎ
１－２

ｗｎｎ
１－３

ｗｎｎ
２－１５

ｗｎｎ
２－２２

ｗｎｎ
４－３

大肠杆菌
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

＋ ＋ － ＋ － ＋＋ － ＋ － ＋ ＋ － ＋＋

金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

＋＋ － － ＋＋ － － － ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋

产气肠杆菌
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ

＋ ＋ － － ＋ ＋＋ － ＋ ＋ － － ＋ ＋

枯草芽孢杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ

＋ ＋ － － ＋ ＋＋ － ＋ － － － ＋ ＋＋

变形杆菌
Ｐｒｏｔｅｕｓｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ

－ － － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋＋

小肠结肠炎耶尔森氏菌
Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ

－ － － ＋＋ ＋＋ － ＋＋ － － － － － －

　 注: ０<Φ(平均抑菌圈直径)<６ ｍｍꎬ记为“－”ꎻ ６ ｍｍ<Φ<９ ｍｍꎬ记为“＋ ”ꎻ Φ>９ ｍｍꎬ记为“＋ ＋”ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ０<Φ(Ｍｅａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ)<６ ｍｍꎬ ｄｅｎｏｔｅｄ ａｓ“－” . ６ ｍｍ<Φ<９ ｍｍꎬ ｄｅｎｏｔｅｄ ａｓ“＋ ” . Φ>９ ｍｍꎬ ｄｅｎｏｔｅｄ ａｓ“＋ ＋” .

杆菌报道ꎬ本研究分离得到皮提不动杆菌 ｌｚｙ￣１ 系

首次从植物中分离到皮提不动杆菌ꎮ 耐冷假单胞

菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｓｙｃｈｒｏｔｏｌｅｒａｎｓ) 的部分菌株在一

定条件下可以促进植物生长 ( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ
Ｋａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 藤黄短小杆菌(Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｌｕｔｅｕｍ)的菌株具有抗病原菌的作用( Ｓｕｈａｎｄｏｎｏ ｅｔ

ａｌ. ２０１６)ꎬ且与甲霜灵同时处理黑胡椒能大幅减

少线虫感染ꎬ还能促进黑胡椒的生长并提高其产

量(Ｂｈａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 该结果表明ꎬ本研究分离

得到的耐冷假单胞菌 ｌｚｙ￣２ 和藤黄短小杆菌 ｌｚｙ￣９
可能具有潜在的促生和生防价值ꎮ 自 ２０１０ 年以

来ꎬ 对松尼索利黄体杆菌属的报道较少ꎬ Ａｋｔｅｒ 和

５７１ 期 徐碧林等: 蕲艾内生细菌的分离鉴定及抑菌活性分析



表 ４　 内生细菌发酵液挥发物 ＭＩＣｓ 和 ＭＢＣｓ
Ｔａｂｌｅ ４　 ＭＩＣｓ ａｎｄ ＭＢＣｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ

指示菌
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

最低抑菌浓度 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ( ＭＩＣｓꎬ μｇ􀅰ｍＬ ￣１)
最低杀菌浓度 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (ＭＢＣｓꎬ μｇ􀅰ｍＬ ￣１)

ｌｚｙ￣１ ｌｚｙ￣２ ｌｚｙ￣１２ ｌｚｙ￣１７ ｌｚｙ￣２０ ｌｚｙ￣２１ ｗｎｎ
１￣１

ｗｎｎ
１￣２

ｗｎｎ
１￣３

ｗｎｎ
２￣１５

ｗｎｎ
２￣２２

ｗｎｎ
４￣３

大肠杆菌
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

３２ / ６４ ６４ / １２８ ３２ / ６４ － １６ / ３２ － ３２ / ６４ － ３２ / ６４ ３２ / ６４ － １６ / １６

金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

１６ / ３２ － １６ / ３２ － － － ３２ / ３２ － ３２ / ６４ ６４ / ６４ ３２ / ３２ ３２ / ３２

产气肠杆菌
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ

３２ / ３２ ３２ / ６４ － ３２ / ６４ １６ / ３２ － ３２ / ６４ ６４ / ６４ － － ３２ / ６４ ６４ / １２８

枯草芽孢杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ

３２ / ６４ ３２ / ６４ － ６４ / ６４ １６ / １６ － ６４ / １２８ － － － ６４ / １２８ １６ / ３２

变形杆菌
Ｐｒｏｔｅｕｓｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ

－ － － － － － － ３２ / ６４ ６４ / １２８ ３２ / ３２ ３２ / ３２ １６ / ３２

小肠结肠炎耶尔森氏菌
Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ

－ － １６ / １６ １６ / １６ － １６ / ３２ － － － － － －

　 注: －表示初筛时 ０<Φ(平均抑菌圈直径)<６ ｍｍꎮ
　 Ｎｏｔｅ: － ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ０<Φ(Ｍｅａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ)<６ ｍｍ ａｔ ｉｎｉｔａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ.

Ｈｏｕ(２０１８)从红松根际土壤分离到一株能降解酪

蛋白 的 松 尼 索 利 黄 体 杆 菌 ＭＡＨ￣１４ꎬ Ｂａｌｔｒｕｓ 等

(２０１９)对该菌进行了全基因组测序ꎮ 本研究分离

得到的松尼索利黄体杆菌 ｌｚｙ￣１２ 也具有较强的产

蛋白酶能力ꎬ该类菌株可能参与宿主的代谢活动ꎮ
截至目前ꎬ对噬尼古丁类节杆菌的报道也比较少ꎬ
Ｍａｅｎｇ 等(２０１８)首次从韩国土壤中分离到耐辐射

的噬尼古丁类节杆菌ꎬ其可能能提高作物对辐射

的耐受性ꎮ 据此ꎬ我们推测来源于蕲艾的内生细

菌噬尼古丁类节杆菌 ｌｚｙ￣１７ 也能提高其宿主的耐

辐射能力ꎮ
芽孢杆菌属是内生细菌的优势菌群之一ꎬ高

地芽孢杆菌的菌株是新型马铃薯赤霉病的潜在生

物防治剂(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ可以减轻低磷和高盐

胁迫对小麦的损伤(Ｙｕｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ此外ꎬ它们

不仅 能 促 进 水 稻 生 长ꎬ 还 能 提 高 抗 旱 能 力

(Ｋｕｍａｒａｖｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 从狐尾藻中分离得到

耐受高浓度锰离子的蜡样芽胞杆菌 (Ｂ. ｃｅｒｅｕｓ)
ＷＳＥ０１ 不仅能促进狐尾藻的生长ꎬ还能增强其对

锰离子的耐受性(Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 特基拉芽孢

杆菌(Ｂ. ｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉｓ)的菌株不仅是防治番茄枯萎病

最有效且环保的化学杀菌剂替代品ꎬ还能抑制稻

瘟病菌及促进大白菜幼苗的生长(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ
Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｙａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｋａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 阿

氏芽孢杆菌(Ｂ. ａｒｙａｂｈａｔｔａｉ)的菌株可以提高番茄

对盐的耐受性、提高海蓬子属多枝柽柳种子的萌

发率、促进植物生长并降解人工污染土壤中的磷

胺(Ｆｉｇｕｅｉｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｙｏｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｄａｓｈ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 除了单独发挥作用ꎬ阿氏芽孢杆菌

Ｈ２６￣２ 和暹罗芽孢杆菌 Ｈ３０￣３ 同时接种不仅可以

促进大白菜生长ꎬ还能缓解高温和干旱胁迫( Ｊｅｏｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 来源于暹罗芽孢杆菌的菌株产生

的挥发物可以在不需要生长素或乙烯 /茉莉酸的

情况下促进根的发育ꎬ从紫锥肉苁蓉根中分离的

暹罗芽孢杆菌 ＣＶ５ 分泌的可辐射诱导的具有辐射

防护作用的胞外多糖 ＣＶ５ꎬ可以减少电离辐射产

生的自由基损伤 ( Ｓｉｈｅｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ Ｚｈｏｕ 等

(２０２１)的研究表明ꎬ韩国芽孢杆菌 １８１￣２２ 能促进

水稻生长ꎬ缓解镉胁迫ꎮ 上述结果表明ꎬ本研究分

离得到的高地芽孢杆菌 ｌｚｙ￣４、蜡样芽胞杆菌 ｗｎｎ１￣
２、特基拉芽孢杆菌 ｗｎｎ２￣１５、阿氏芽孢杆菌 ｗｎｎ２￣
２２、暹罗芽孢杆菌 ｗｎｎ４￣３ 和韩国芽孢杆菌 ｌｚｙ￣２１
可能是潜在的生防或促生菌ꎮ

在水果粉、配方奶粉、香料和草药中可检测到

苏黎世干燥杆菌( Ｓｉｃｃｉｂａｃｔｅｒ ｔｕｒｉｃｅｎｓｉｓ)ꎬ它们和与

食物相关的致病菌克洛诺斯杆菌属(Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ)
成员有较近的亲缘关系ꎬ２０１８ 年 Ｌｅｐｕｓｃｈｉｔｚ 等首次

从奥地利口角炎患者的唇角分离到苏黎世干燥杆

菌ꎬ表明其具有致病性( Ｓａｒａｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 本研

究分离得到的苏黎世干燥杆菌 ｗｎｎ１￣３ 的生理功能

还有待进一步研究ꎮ Ｓｕｔｔｏｎ 等(２０１８)利用计算机

对已经测序的肠杆菌序列进行分析发现ꎬ罗根坎

６７ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



普氏肠杆菌( Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｒｏｇｇｅｎｋａｍｐｉｉ) 是阿斯氏

肠杆菌(Ｅ. ａｓｂｕｒｉａｅ)的同义词ꎬ阿斯氏肠杆菌的菌

株可以通过抑制铁的吸收来降低玉米植株中镉的

毒性、具有杀线虫和促进植物生长的活性ꎬ阿斯氏

肠杆菌 Ｖｔ￣７ 挥发物对花生贮藏过程中产生的黄曲

霉和黄曲霉毒素具有抗性 ( Ｍｉｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ
Ｓｕｔｔｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ 该结果表明ꎬ本研究分离得到的罗根坎普

氏肠杆菌 ｗｎｎ１￣１ 可能具有生物防治功能ꎮ
本研究分离的菌株中ꎬ皮提不动杆菌 ｌｚｙ￣１ 系

首次从植物中分离到皮提不动杆菌ꎬ松尼索利黄

体杆菌报道较少ꎬ已报道的与我们分离得到的其

余 １１ 种内生菌同属的菌株分别拥有各自有益的

生物学功能ꎬ体现在促进生长、增强抗逆性、生物

防治、生物修复和具有良好的抗菌效果等方面ꎮ
因此ꎬ我们猜测ꎬ从蕲艾中分离得到的这些内生细

菌ꎬ与蕲艾本身易于种植、植株高大、全草入药及

其良好抑菌效果之间有一定的关联ꎬ可能是在长

期进化中ꎬ内生菌菌株促进蕲艾生长ꎬ增强其对环

境的耐受性ꎻ同时ꎬ它们也获得了蕲艾本身的部分

特性ꎬ从而实现与宿主植物共同进化ꎮ
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