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玉米拮抗内生细菌资源的筛选及鉴定
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摘要：【目的】 开发和利用玉米内生细菌资源。【方法】 从玉米穗、叶片、茎部和鞘部分离内生细菌，

采用对峙培养法筛选优良拮抗内生细菌，测定优良拮抗内生细菌的抑菌谱、产 IAA、溶磷、固氮和产铁

载体等生物功能，并根据形态特征和分子生物学方法进行鉴定。【结果】 从玉米中共分离得到 128 株内

生细菌，其中从鞘部分离得到的内生细菌 ZY-Q-26 对拟轮枝镰孢菌（Fusarium sporotrichioides）、变

红镰孢菌（F. incarnatum）、尖刀镰孢菌（F. oxvsporum）和层出镰孢菌（F. proliferatum）具有抑制作用，

其抑菌率分别为 68. 66%、68. 74%、63. 89% 和 65. 84%，且其具有产 IAA 和固氮能力。ZY-Q-26 为

革兰氏阳性菌（G+），菌体杆状，大小为 0. 321~0. 652 μm×0. 053 ~0. 086 μm。通过形态学观察和 16S 
rDNA 及 gyrA 基因序列同源性分析，将其鉴定为枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）。【结论】 从玉米鞘部

分离出的优良拮抗细菌 ZY-Q-26 鉴定为枯草芽孢杆菌。该研究结果为玉米内生细菌资源的开发和

利用奠定基础，也为玉米病害的生物防治提供菌种资源。
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玉米是我国主要的粮食作物，具有粮、经、果、饲、

能等很多用途。张掖是中国最大的玉米制种基地，其

生产的玉米种子质量高于国家标准，供种量占全国近

60%。随着玉米秸秆还田技术的推广，种植面积的不

断增加以及常年连作，使得多种病害不断发生。而由

镰 刀 菌 属（Fusarium）真 菌 所 引 起 的 玉 米 病 害 日 益 加

重 ，其 可 侵 染 玉 米 的 穗 部 、茎 部 、鞘 部 和 根 部 ，导 致 玉

米发生穗腐、茎腐、鞘腐和根腐［1-2］。目前主要通过化

学方法进行防治，但杀菌剂的长期使用会导致植物产

生 抗 药 性 和 环 境 污 染 。 由 于 生 物 防 控 具 有 对 环 境 友

好 和 不 易 产 生 抗 药 性 的 特 点 ，因 此 ，生 防 微 生 物 的 研

究是针对病害防控的一种十分可行的手段。

植 物 内 生 菌 是 指 生 活 在 植 物 活 体 组 织 内 而 不 引

起 宿 主 植 物 明 显 病 变 的 一 类 微 生 物 ，主 要 包 括 细 菌 、

真 菌 和 放 线 菌 等［3］，其 广 泛 分 布 于 植 物 的 根 、茎 、叶 、

花、果实、种子等器官中［4-5］。有研究表明植物内生细

菌具有促进植物生长和抑制原菌的作用［6］，用其制成

的生物菌剂或菌肥可以替代或部分替代传统化肥，降

低化肥与化学农药的施用量，减少对环境和农产品的

污 染 ，对 农 业 的 可 持 续 发 展 具 有 重 要 意 义 和 实 际

价值［7］。

芽 孢 杆 菌（Bacillus spp.）作 为 植 物 内 生 细 菌 ，具

有在复杂环境中生存和定殖的能力，并能产生多种抗

真菌胞外酶和抗菌次级代谢产物［8］。其中枯草芽孢杆

菌（B. subtilis）是 一 种 嗜 温 性 的 好 氧 性 革 兰 氏 阳 性 细

菌 ，具 有 丰 富 多 样 的 生 理 特 征 ，广 泛 分 布 于 植 物 中 并

容易分离培养，对人畜无毒，且不污染环境，是目前较

为理想的生防细菌［9］。近年来，国内外学者对枯草芽

孢杆菌防病促生作用机制进行了大量研究，认为其作

用方式多样，如刘雪等［10］发现枯草芽孢杆菌对丝状真
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菌 主 要 通 过 营 养 和 空 间 位 点 的 竞 争 强 烈 抑 制 病 原 菌

的生长，其产生的次生代谢产物可消解病原菌的菌丝

体 ，使 病 原 菌 菌 丝 出 现 断 裂 、畸 形 等 现 象 。 柴 凤 兰

等［11］还发现枯草芽孢杆菌在抑制立枯丝核菌（Rhizoc⁃

tonia solani）病原菌丝生长的同时还能抑制其病原孢

子 的 萌 发 ，同 时 也 能 够 在 柑 橘（Citrus reticulata）叶 片

上 定 殖 和 增 殖 ，改 善 叶 际 细 菌 群 落 结 构 ，提 升 有 益 菌

的 比 例 ，降 低 病 情 指 数 ，有 效 防 治 柑 橘 砂 皮 病 严 重 发

生 。 生 物 防 治 由 于 其 对 环 境 友 好 ，对 农 产 品 安 全 ，已

为成为很多学者关注的焦点。因此，本研究对采集自

张掖市的玉米植株进行内生细菌的分离，以玉米髓腐

病菌拟轮枝镰孢菌等为指示菌评价拮抗能力，测定优

良拮抗细菌的生物功能，并通过形态学和分子生物学

方法对其进行鉴定，以期为玉米内生细菌资源的开发

利用奠定基础，也为药肥兼效的微生物制剂的开发提

供菌种资源。

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　供试材料　采集自张掖的玉米穗、茎秆、叶片

和 鞘 部 。 供 试 病 原 真 菌 分 别 为 拟 轮 枝 镰 孢 菌（Fu⁃

sarium sporotrichioides）、变红镰孢菌（F. incarnatum）、

尖 刀 镰 孢 菌（F. oxvsporum）和 层 出 镰 孢 菌（F. pro⁃

liferatum），均分离自玉米茎部的致病菌。以上所有菌

株 均 保 存 于 甘 肃 农 业 大 学 植 物 病 原 细 菌 及 细 菌 多 样

性实验室。

1. 1. 2　培养基　 牛 肉 膏 蛋 白 胨 培 养 基（NA）、LB 培

养基、马铃薯琼脂培养基（PDA）、阿须贝氏培养基、蒙

金娜培养基、PKO 培养基、金氏培养基（KING）和铬天

青培养基（CAS）参考相关文献［12-15］配置。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　内生细菌的分离　

将 玉 米 穗 、叶 片 、茎 秆 和 鞘 部 用 无 菌 水 冲 洗 干 净

后 ，称 取 １g 组 织 于 无 菌 条 件 下 用 0. 1% 升 汞 消 毒

30 s，无菌水冲洗 3~4 次。取最后１次无菌水冲洗液

0. 2 mL 涂布于 NA 培养基平板（作为 CK），培养 3~5 d
观 察 是 否 有 菌 落 生 长 以 检 验 表 面 灭 菌 效 果 。 将 消 毒

后 的 玉 米 组 织 置 于 无 菌 研 钵（盛 有 少 量 石 英 砂）中 磨

碎 ，并 加 入 5 mL 生 理 盐 水 ，沉 淀 10 min 后 ，取 上 清 液

进行梯度稀释至 10-1 g/mL、10-2 g/mL 和 10-3 g/mL，

分别取 0. 2 mL 稀释后的液体涂布于 NA 平板，重复３

次 ，置 于 28 ℃恒 温 培 养 3~5 d，根 据 菌 落 形 态 分 类 划

线纯化，将纯化后的分离物４℃保存于 NA 斜面上［16］。

1. 2. 2　内生细菌的抑菌能力测定　

以 拟 轮 枝 镰 孢 菌 、变 红 镰 孢 菌 、尖 刀 镰 孢 菌 和 层

出 镰 孢 菌 为 指 示 菌 ，采 用 平 板 对 峙 法 评 价 拮 抗 能 力 。

将供试指示病菌接种于 PDA 培养基上，28 ℃培养 5 d
后于菌落边缘打取 5 mm 直径菌饼，接种于 PDA 培养

基平板中央，在距菌饼四周 30 mm 处分别点接内生细

菌，以只接种病原菌为对照，3 次重复，置于 25 ℃条件

下 培 养 5~7 d 后 ，待 对 照 直 径 80 mm 左 右 时 ，采 用 十

字 交 叉 法 测 量 病 原 菌 菌 落 的 抑 菌 直 径 并 计 算 抑 菌

率［17］，于 显 微 镜 下 观 察 内 生 细 菌 对 病 原 真 菌 菌 丝 的

影响。

抑菌率 (% )= 对照菌落直径 - 受抑制菌落直径

对照菌落直径 - 0.  5
×100
1. 2. 3　优良拮抗菌株鉴定　

1.2.3.1　形态学鉴定　 将 优 良 拮 抗 内 生 细 菌 接 种 于

NA 培养基上，28 ℃条件下培养 16~18 h，进行革兰氏

染色，显微观察其菌体特征，并测量大小；培养 72 h 后

进行菌落形态特征观察。

1.2.3.2　 分 子 生 物 学 鉴 定　 基 因 组 DNA 采 用

TIANGEN 公 司 的 细 菌 基 因 组 DNA 提 取 试 剂 盒

（4991106）提取。采用通用引物 27f/1492r 扩增内生细

菌 的 16S rDNA 基 因 片 段 。 PCR 反 应 体 系 为 easytap⁃
Mix 12. 5 μL，27F 1 μL，1 492r 1 μL，模 板 DNA1 μL，

补 ddH2O 至 25 μL。 扩 增 条 件 为 ：94 ℃ 5 min；94 ℃ 
30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，循环 34 次；72 ℃ 5 min。

采用特异性引物  gyrA-bs1/gyrA-bs2 扩增内生

细菌的 gyrA 基因片段。PCR 反应体系为 easy tapMix 
12. 5 μL，gyrA-bs1 1 μL，gyrA-bs2 1 μL，模 板

DNA1 μL，补 ddH2O 至 25 μL。 扩 增 条 件 为 ：94 ℃ 
5 min；94 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，循 环 33 次 ；

72 ℃ 5 min。

将 0. 1% 凝 胶 电 泳 检 测 的 PCR 产 物 送 至 上 海 生

工 生 物 工 程 有 限 公 司 进 行 测 序 。 将 所 得 序 列 于 Gen⁃
Bank 数据库中进行 BLAST 相似性比对分析，选取若

干 相 似 性 较 高 的 序 列 ，于 MEGA7. 0 中 采 用

Neighbor-Joining 法 构 建 系 统 发 育 树 ，确 定 该 菌 株 的
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系统发育学地位。

1. 2. 4　优良拮抗菌株的生物功能测定　

1. 2. 4. 1　分泌 IAA 能力测定　采用沙尔科夫斯基反

应（Salkowski’s reaction）进行定性测定。观察其颜色

变化，3 次重复。溶液变红为阳性，表示该菌具有分泌

IAA 能力。

采用分光光度法对其产 IAA 能力进行定量分析。

根 据 相 应 的 标 准 曲 线 ，确 定 待 测 菌 株 分 泌 IAA
的量［12］。

1. 2. 4. 2　溶磷能力测定　采用溶磷圈法测定溶磷能

力。将 NA 平板上活化１d 的菌株点接于 PKO 培养基

和蒙金娜培养基平板上，7 d 后观察并测量菌株在培养

基平板上形成的溶磷圈大小。根据溶磷圈直径/菌落

直径（D/d 值）确定其溶磷能力［13］。D/d 值越大，表示

溶磷能力越强。

1. 2. 4. 3　固氮能力测定　将活化后的菌悬液 200 μL
分别接种于阿须贝无氮平板和液体培养基内，有菌落

和试管内培养基变浑浊者为阳性［14］。

1. 2. 4. 4　 产 生 铁 载 体 能 力 测 定　 采 用 平 板 法 ，在 铬

天青培养基上接种，28 ℃倒置培养 24-72 h 后观察是

否 有 橙 黄 色 变 色 圈 ，根 据 Mp 值 判 断 其 产 铁 载 体

能力［15］。

2　结果与分析

2. 1　内生细菌的分离

根 据 菌 落 形 态 、颜 色 等 特 征 ，从 采 自 张 掖 市 的 玉

米穗、茎秆、叶片和鞘部中分离纯化得到 128 株内生细

菌 ，将 穗 部 37 株 内 生 细 菌 命 名 为 ZY-S-1~ZY-
S-37，茎 秆 39 株 内 生 细 菌 命 名 为 ZY-J-1~ZY-
S-39，叶片 17 株命名为 ZY-Y-1～ZY-Y-17，鞘

部 35 株内生细菌命名为 ZY-Q-1～ZY-Q-35。

2. 2　优良拮抗菌株的筛选

采用平板对峙培养法对分离得到的 128 株内生细

菌 进 行 拮 抗 能 力 测 定 ，发 现 只 有 从 鞘 部 分 离 得 到 的

ZY-Q-26 同 时 对 拟 轮 枝 镰 孢 菌、变 红 镰 孢 菌、尖 刀

镰孢菌和层出镰孢菌具有较好的抑制作用，抑菌率分

别为 68. 66%、68. 74%、63. 89% 和 65. 84%（图 1）。

2. 3　优良拮抗菌株 ZY-Q-26的鉴定

2. 3. 1　形态学鉴定　将内生细菌 ZY-Q-26 接种于

NA 平板上，28 ℃ 恒温培养 3 d 后，其菌落平均大小为

3. 2 mm，近圆形，边缘不整齐，菌落不平展，有白色褶

皱，不透明，无光泽（图 2⁃A）。革兰氏染色呈阳性，菌

体 呈 杆 状（ 图 2 ⁃ B），大 小 为 0. 321~0. 652 μm×
0. 053~0. 086 μm。

2. 3. 2　分子生物学方法鉴定　 使 用 通 用 引 物 27f 和

1492r 进行 16s rDNA 基因扩增，得到 1421 bp 的片段，

将其基因序列导入 GenBank 数据库经 BLAST 相似性

分 析 ，结 果 表 明 ZY-Q-26 与 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌（B.

amyloliquefaciens，登 录 号 ：MT613661. 1），贝 莱 斯 芽

孢杆菌（B. velezensis，登录号：MT611652. 1）和枯草芽

孢杆菌（B. subtilis，登录号：KX791428. 1）等多株芽孢

杆 菌 属 细 菌 相 似 性 达 100%。 使 用 特 异 性 引 物 gyrA
进行特异性基因扩增，得到 1 040 bp 的片段，将其序列

导 入 GenBank 数 据 库 经 BLAST 相 似 性 分 析 ，结 果 表

明 与 枯 草 芽 孢 杆 菌 Hlj-3（B. subtilis，登 录 号 ：

图 1　ZY-Q-26对 4种镰刀菌的抑菌能力测定

Fig. 1　Determination of antibacterial ability of ZY-Q-26 against four different Fusarium species
注：A：拟轮枝镰孢菌 Fusarium sporotrichioides B：变红镰孢菌 F.incarnatum；C：尖刀镰孢菌 F.oxvsporum；D：层出镰孢菌 F.pro⁃

liferatum

图 2　ZY-Q-26的单菌落形态（A）与革兰氏染色（B）
Fig. 2　Single colony （A） and Gram staining （B） of 

ZY-Q-26
注 ：A：ZY-Q-26 单 菌 落 形 态 ，B：ZY-Q-26 革 兰 氏

染色。
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OQ803359）相似性达 100％，从系统发育树可以看出，

菌株 ZY-Q-26 与枯草芽孢杆菌 Hlj-3 聚在同一枝，

且置信值为 97（图 3），结合形态学特征和分子生物学

鉴定将菌株 ZY-Q-26 鉴定为枯草芽孢杆菌。

2. 4　ZY-Q-26的生物功能测定

2. 4. 1　分泌 IAA 能力测定　分别在含有与不含色氨

酸 的 培 养 液 中 培 养 内 生 细 菌 ，1 比 1 加 pc 比 色 液 后 均

能变红，说明 ZY-Q-26 内生细菌可以分泌 IAA（图

4）。 标 准 曲 线 pc：y=14. 378x-1. 206 9（R² =0. 999 
1）。通过定量测定发现 ZY-Q-26 分泌 IAA 的量在

含有色氨酸条件下为 8. 82 mg/L，在不含色氨酸的条

件下为 5. 16 mg/L。

2. 4. 2　固氮能力测定　ZY-Q-26 在阿须贝无氮培

养基上形成明显的菌落且试管内培养液变浑浊，经过

连 续 3 代 培 养 后 仍 能 形 成 菌 落 并 使 培 养 液 变 浑

浊（图 5）。

2. 4. 3　溶磷能力测定　菌株 ZY-Q-26 在蒙金娜培

养基和 PKO 培养基上均无溶磷圈产生无溶磷能力。

2. 4. 4　产生铁载体能力测定　 在 铬 天 青 培 养 基 上 ，

ZY-Q-26 菌 落 周 围 无 橙 黄 色 圈 产 生 无 产 铁 载 体

能力。

3　讨论

玉 米 根 腐 病 的 发 生 不 仅 严 重 影 响 玉 米 产 量 和 品

质 ，其 致 病 镰 孢 菌 还 可 分 泌 多 种 毒 素 ，并 普 遍 存 在 于

玉米粒和秸秆青贮饲料中［18］，有效控制玉米病害发生

已成为玉米生产中急待解决的重要问题。因此，本研

究从玉米穗、茎秆、叶片和鞘部分离内生细菌，并以引

起玉米病害的 4 个致病镰刀菌为指示菌进行了拮抗能

力评价，筛选得到 1 株对拟轮枝镰孢菌、变红镰孢菌、

尖 刀 镰 孢 菌 和 层 出 镰 孢 菌 均 具 有 较 强 抑 菌 能 力 的 内

生细菌 ZY-Q-26，并通过形态学特征和分子生物学

技术鉴定，将菌株 ZY-Q-26 鉴定为枯草芽孢杆菌。

枯草芽孢杆菌作为重要的生防微生物，具有较强的竞

争 生 存 能 力 ，能 够 同 病 原 菌 竞 争 植 物 周 围 的 营 养 、生

存空间并分泌抗菌物质抑制病原菌生长，同时激发植

物 防 御 系 统 抵 抗 病 原 菌 入 侵 。 谢 丽 华 等［19］报 道 枯 草

芽孢杆菌 SB-24 菌株对尖孢镰刀菌菌丝具有抑制作

用，李晨楚等［20］报道枯草芽孢杆菌 B43 菌株对多种植

物 病 原 真 菌 具 有 较 强 抑 制 效 果 ，抑 菌 率 多 在 50%~
60%。本试验中，菌株 ZY-Q-26 对尖孢镰刀菌的抑

菌率达 63. 89%，且对轮枝镰孢菌、变红镰孢菌和层出

镰 孢 菌 也 具 有 良 好 的 抑 制 作 用 。 玉 米 穗 腐 、茎 腐 、根

腐和髓腐病主要由镰刀菌属真菌引起，本研究中所使

用的 4 种致病镰孢菌可分别侵染玉米的穗、茎和根［21］，

说明从张掖玉米鞘部分离的菌株 ZY-Q-26 具有广

谱抗菌作用，可作为一种优良的拮抗微生物用于防治

由镰刀菌属真菌侵染玉米引起的病害，具有良好的开

发和应用潜力。

高 芬 等［22］报 道 枯 草 芽 孢 杆 菌 G10 具 有 固 氮 能 力

和产 IAA 的促生长特性，沈冰冰［23］报道芽孢杆菌在抑

制 田 间 玉 米 茎 腐 病 发 生 的 同 时 还 具 有 固 氮 和 分 泌 吲

哚乙酸（IAA）的能力，增加玉米生物量。本试验中经

图 3　基于 gyrA基因序列构建的菌株 ZY-Q-26系统发育树

Fig. 3　The phylogenetic tree of ZY-Q-26 and related strains was constructed based on gyrA gene sequence
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过 测 定 ZY-Q-26 具 有 产 IAA 能 力 和 固 氮 能 力 ，说

明  ZY-Q-26 也 具 有 促 生 能 力 ，即 ZY-Q-26 具 有

防病促生作用。但是本试验仅为室内研究结果，田间

防病促生作用还需进一步研究。

4　结论

结合形态学特征和分子生物学分析，将从玉米鞘

部分离的优良拮抗内生细菌 ZY-Q-26 鉴定为枯草

芽孢杆菌，其对引起玉米病害的 4 种优势致病镰孢菌

的抑菌率在 63. 89% 以上，且具有产 IAA 和固氮能力。

该 研 究 结 果 为 玉 米 内 生 细 菌 资 源 的 开 发 利 用 奠 定 基

础，也为玉米病害生物防治提供菌种资源。
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图 4　ZY-Q-26产 IAA能力测定

Fig. 4　Determination of IAA production capacity of 
ZY-Q-26

图 5　ZY-Q-26的固氮能力测定

Fig. 5　Determination of nitrogen fixation ability of ZY-Q-26

注：A：阿须贝无氮培养基上有菌落形成；B：阿须贝无氮培

养液有浑浊。
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Screening and biological function determination of 
excellent antagonistic endophytic bacteria in maize

Guo　Feng-qing1，Jin　Meng-jun1，Xu　Yong-feng2，He　Shu-wen2，Yang　Cheng-de1*

（1. College of Plant Protection，Gansu Agricultural University，Gansu Provincial Engineering Laboratory of Crop 

Diseases and Pests Biological Control，Lanzhou 730070，China；2. Plant Protection and Quarantine Station of 

Zhangye City，Zhangye 734000，China）

Abstract：【Objective】 In order to explore and utilize the endophytic bacteria resources in maize，endophytic bac⁃
teria were isolated from the leaf sheath of maize in this experiment.【Method】The antagonistic endophytic bacteria 
were screened using confrontation culture method，and the antibacterial spectrum，IAA production，phosphate solubili⁃
zation，nitrogen fixation and siderophore production of excellent antagonistic endophytic bacteria were further deter⁃
mined.【Result】 The results showed that 35 endophytic bacteria were isolated from the sheath of maize. Among 
them，the inhibitory rates of endophytic bacteria ZY-Q-26 against Fusarium sporotrichioides，F. incarnatum，F.

oxvsporum and F. proliferatum were 68. 66%，68. 74%，63. 89% and 65. 84%，respectively. The detection showed 
that medium could produce IAA and nitrogen fixation. ZY-Q-26 was a Gram⁃positive （G+） bacterium，with a rod⁃
shaped and a size of 0. 321~0. 652 μm× 0. 053~0. 086 μm. Combining with the morphological characteristics and 
16S rDNA and gyrA gene sequence homology analysis，this strain was identified as Bacillus subtilis.【Conclusion】 
The excellent antagonistic bacterium ZY-Q-26 isolated from the sheath of maize was identified as Bacillus subtilis.
The results of this study laid a foundation for the exploration and utilization of endophytic bacterial resources in maize，

and provided endophytic bacteria resources for the biological control of maize melasma.
Key words：maize；endophytic bacteria；isolation；biological function；determination；identification
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