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具有拮抗作用的水稻内生固氮菌的分离与鉴定
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摘要 从采自云南禄丰县水稻品种楚粳27的根、茎、叶中分离内生固氮菌,并测定其抑菌作用。用 YMA
无氮培养基分离获得125株具有潜在固氮作用的内生细菌,对125株内生细菌进行固氮酶基因nifHPCR检测,

共有15株内生细菌扩增出固氮酶基因nifH 片段,确定其为内生固氮菌。水稻各部位的内生细菌菌群密度不

同,依次为:根>叶>茎。通过对水稻白叶枯病、条斑病、稻瘟病、纹枯病和恶苗病等5种主要病害的抑菌试验,

筛选出对5种病原菌都有抑制作用的内生细菌11株;其中同时具有固氮和抑菌作用的有3个菌株,分别为

NR-18、NR-64和NR-79。经16SrDNA序列测定表明,NR-18和NR-79为多粘类芽孢杆菌(Paenibacilluspoly-
myxa),NR-64为枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis),均来自水稻根部。
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  水稻作为世界主要粮食作物之一,其产量及病

害的防治越来越受到人们的重视。伴随化肥、农药

的大量使用,在满足作物高产防病的同时,带来的土

壤恶化和环境污染等问题已不容忽视。由于生物防

治具有对人畜安全、不污染环境等优点而越来越受

到人们的重视。
研究表明,科研工作者对于生物防治策略研究

很多,而利用细菌防治病害是关注的焦点,如利用植

物外部环境 中 的 拮 抗 细 菌 防 治 植 物 病 害,Knox
等[1]利用枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis)防治由立

枯丝核菌(Rhizoctoniasolani)、腐霉菌(Pythium
spp.)、镰刀菌(Fusariumspp.)等引起的病害,取得

较好的效果;陈志谊等[2]应用枯草芽孢杆菌(B.sub-
tilis)916菌株防治水稻纹枯病效果显著。但由于这

些生防菌易受外界环境条件的影响,防病效果不理

想。随着研究的进一步深入,人们发现植物体内存

在大量对植物病害具有较好防治作用的内生细菌,
许多研究者已从棉花、玉米、小麦、油菜、马铃薯、辣
椒、葡萄、胡麻、芭蕉等多种植物分离获得内生拮抗

细菌,这些内生拮抗细菌对许多植物病害具有较好

的防治效果[3-10];而且Andrews等[9]证明由于植物

内生细菌可以系统地分布于植物组织内,并且有足

够的碳源和氮源,还可以受到植物组织的保护,比暴

露于恶劣环境(强烈的日光,紫外线、暴风雨等)的附

生细菌具有更稳定的生存环境,也易于发挥作用,再
者许多内生细菌具有固氮、促生及抗旱等生物功能,
具有很好的开发利用前景。

20世纪80年代以来,内生固氮菌由于在禾本

科作物上具有固氮活性,又能促进植物生长,成为国

内外研究的热点[11]。固氮菌可有效地抑制不同的

病菌引起的植物病害,Braun等[12]研究发现成团肠

杆菌对丁香假单胞菌丁香致病变种(Pseudomonas
syringaepv.syringae)引起的小麦粒疫病防治效果

达45%~74%。因此,具有固氮作用的内生细菌能

成为良好的生防菌。
水稻主要病害有白叶枯病、条斑病、稻瘟病等,

但是对于具有拮抗作用的水稻内生固氮菌的研究则

较少,如杨海莲等[13]的研究发现具有固氮作用的水

稻内生阴沟肠杆菌对水稻稻瘟病、纹枯病和白叶枯

病均有一定的防治效果,本研究试图从水稻中获得

具有对水稻病害有拮抗作用的内生固氮菌,以期为

提高水稻产量及病害防治提供理论依据。
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1 材料与方法

1.1 水稻内生固氮菌的分离

本试验材料取自云南省禄丰县科甲村分蘖期水

稻,品种为楚粳27。
分别取健康水稻的根、茎和叶,用蒸馏水将材料

表面清洗干净。分别称取lg根、茎、叶置于已灭菌

的培养皿中,用70%的乙醇消毒10s,转入0.1%
HgCl25min,灭菌水冲洗3次,然后用灭菌后的滤

纸吸去多余水分。将最后一次洗涤液涂布于固体培

养基,以检测消毒是否彻底。将表面消毒完全的根、
茎、叶用无菌剪刀剪碎,置于无菌研钵中充分研磨,
按比例稀释各悬液,将不同稀释度取100μL涂布于

YMA培养基平板上,30℃恒温培养。3~4d后挑

取不同形态的菌落,在YMA平板上划线分离单菌

落并保存备用。
分离及抑菌试验用到的培养基有:

YMA 培 养 基:甘 露 醇 10g,酵 母 粉 1g,

MgSO4·7H2O0.20g,NaCl0.10g,K2HPO40.5g,

CaCl20.05g,琼脂17g,ddH2O1000mL,pH7.0;

NA培养基:蔗糖10g,蛋白胨5g,牛肉浸膏3g,
酵母浸膏1g,琼脂17g,ddH2O1000mL,pH7.0;

PDA培养基:马铃薯200g,蔗糖17g,琼脂

18g,ddH2O1000mL。
1.2 拮抗内生细菌的筛选

以水 稻 白 叶 枯 病 (Xanthomonascampestris
pv.oryzae)、条 斑 病 (Xanthomonasoryzae pv.
oryzicola)、稻瘟病(PyriculariaoryzaeCav.)、纹
枯病[Thanatephoruscucumeris(Frank)Donk]、恶
苗病(FusariummoniliformeSheld.)等5种主要病

害的病原菌作为供试病原菌,5种供试病原菌均为

笔者所在实验室提供。

1)采用抑菌圈法筛选病原细菌的拮抗内生细

菌。将培养稀释好的病原细菌在NA平板上涂布均

匀,把相同孔径灭菌单层滤纸片均匀摆放在NA平

板上。培养好的供试细菌菌液取5μL滴在滤纸片

上,3次重复,以浸润无菌水的滤纸片为对照。28℃
培养2~3d后,检查是否有抑菌带形成,记录结果。

2)采用平板对峙培养方法筛选病原真菌的拮抗

内生细菌。用打孔器在菌落边缘制取直径为5mm
的菌块,将菌丝面朝下接种于PDA 平板的中央,

28℃培养2d后,在距病原菌30mm处对称摆放相

同孔径灭菌单层滤纸片,将培养好的供试细菌菌液

吸取5μL到滤纸片上,每平板4株,3个重复,以浸

润无菌水的滤纸片为对照,继续培养7d,检查是否

有抑菌圈形成,记录结果。
将有拮抗作用的菌株进行1次重复试验,并在

观察记录结果时测量其抑菌带大小,抑菌效果好的

菌株备份保存。
1.3 固氮酶结构基因 nifH 的 PCR 扩增

1)模板的制备。参照 Ausubel[14]的方法提取

内生细菌DNA,待菌株培养至饱和状态时收集菌

体,溶菌酶破壁,蛋白酶K处理,用酚/氯仿/异戊醇

抽提,乙醇沉淀,最后溶解在20μLddH2O中,储存

于-20℃冰箱中备用。

2)固氮酶nifH 基因扩增。参照丁延芹[15]的方

法,采 用 1 对 兼 并 引 物 Primer1(5′-GGCT-
GCGATCCVAAGGCCGAYTCVACCCG-3′) 和

Primer2(5′-CTGVGCCTTGTTYTCGCGGATS-
GGCATGGC-3′)扩增nifH 基因片段。反应体系

为:20μL体系中含ExTaq酶(TaKaRa)1.0~1.5
U,10×buffer2μL,dNTPs(10mmol/L)0.8μL,
引物各10pmol,DNA模板10~50ng,用ddH2O
补足20μL。反应程序为:95℃预变性10min,

95℃变性1min,58℃复性1min,72℃延伸1min,

30个循环。反应完成后,72℃ 延伸10min。扩增

完毕后用1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。
1.4 内生拮抗固氮菌的鉴定

1)生理生化试验。参照文献[16]对具有拮抗作

用的水稻内生固氮菌进行生理生化特征试验。

2)16SrDNA基因片段序列测定。参照 Weis-
burg等[17]的方法扩增细菌的16SrDNA片段。采

用细菌通用引物P0(5′-GAGAGTTYGATCCTG
GCTCAG-3′)和P6(5′-CTACGGCTACCTTGT
TACGA-3′),预期扩增片段大小为1513bp。PCR
反 应 体 系 包 括:模 板 DNA 20 ng,ExTaq 酶

(TaKaRa)1.5U,dNTPs0.25mmol/L,10×Buff-
er5μL,引物P0和P6各5mmol/L,无菌水补足至

50μL。PCR反应程序为:94℃4min,94℃40s,

60℃40s,72℃1.5min,30个循环,最后72℃下

延伸10min。PCR产物经0.8%琼脂糖凝胶电泳

后,回收纯化测序。

2 结果与分析

2.1 内生细菌的分离

将表面消毒后的水稻材料研磨,悬液涂布在
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YMA固氮培养基上,共分离得到125株内生细菌,
其中茎分离到10株,叶分离到14株,根分离到

101株。可见,水稻内生细菌的种群密度为根>叶>
茎,这种差异可能与它们所处环境和功能有关。
2.2 拮抗内生细菌的筛选结果

为确定分离得到的125株内生细菌的抑菌效

果,利用5种水稻病原菌———白叶枯病菌、条斑病

菌、稻瘟病菌、纹枯病菌、恶苗病菌进行抑菌测定,结
果表明,59株内生细菌对水稻白叶枯病有抑菌作

用,50株内生细菌对水稻条斑病菌有抑制作用,16
株对水稻稻瘟病菌有抑制作用,24株对水稻纹枯病

菌有抑制作用,29株对水稻恶苗病菌有抑制作用。
其中11株对5种病原菌均有抑制作用,分别为NR-
11、NR-18、NL-33、NL-38、NR-48、NR-64、NR-79、

NR-80、NR-90、NR-96、NR-100。抑 菌 效 果 表 明,

125株内生细菌中不同分离部位抑菌效果有差异,
根部内生菌的抑菌效果最好,其次为叶部的,最差的

为茎部的分离物,这也可能与器官所处环境有关,根

所处微生物环境较为复杂,因此具有拮抗作用的内

生细菌最多。
2.3 固氮酶结构基因 nifH PCR 扩增检测

为进一步筛选水稻内生固氮菌,对分离的125
株内生细菌进行固氮酶nifH 基因的PCR检测,结
果表明有15个菌株能扩增出约360bp的固氮酶

nifH 基因片段(图1)。而15株固氮菌除 NL-33、

NL-34来源于叶以外,其余13株均来源于根部,由
此可知,固氮内生细菌多存在于根部。
2.4 具有拮抗作用的内生固氮菌筛选

综合内生细菌抑菌试验和固氮酶nifH 基因检

测结果,共得到具有拮抗作用的内生固氮菌3株,分
别为:NR-18、NR-64、NR-79。将3个菌株进行白叶

枯病菌、条斑病菌、稻瘟病菌、纹枯病菌、恶苗病菌等

5种水稻病原菌的抑菌试验(表1),结果表明,NR-
18和NR-79对5种水稻病害的抑制效果最好(抑菌

带宽度≥4mm),均十分明显,NR-64效果次之(抑
菌带为2~5mm)。

图1 15株内生固氮菌的固氮酶nifH 基因片段PCR扩增产物电泳图(1.5%琼脂糖电泳)

Fig.1 PCRproductsofnifHgenefragmentsof15endophyticdiazotrophson1.5%agaroseelectrophoresis

表1 NR-18、NR-64、NR-79对5种水稻病原菌的抑菌效果

Table1 ControleffectivenessofNR-18,

NR-64andNR-79onfivepathogensofrice

指示菌

Testmicroorganisms

抑菌带宽度/mm
Inhibitionzonewidth
NR-18 NR-79 NR-64

白叶枯病菌

Xanthomonascampestrispv.oryzae
12 10 5

条斑病菌

Xanthomonasoryzaepv.oryzicola
11 10 2

稻瘟病菌

PyriculariaoryzaeCav.
9 7 3

纹枯病菌

Thanatephoruscucumeris(Frank)Donk
7 8 2

恶苗病菌

FusariummoniliformeSheld.
4 4 3

2.5 内生拮抗固氮菌的鉴定结果

1)生理生化鉴定结果。对3株内生拮抗固氮菌

株进行生理生化测定,结果表明菌株NR-64的各项

指标均呈阳性,而菌株NR-18和NR-79的 H2S、明
胶液化、酪蛋白水解、氧化酶实验及耐盐性在5%以

上时呈阴性(表2)。

2)16SrDNA 基因片段序列测定结果。为进一

步确认所分离的水稻内生固氮菌的种属类型,对
NR-18、NR-64和 NR-79进行16SrDNA 序列测

定,测定结果在GenBank数据库中进行Blast比较,
并构建系统发育树(图2)。结果表明,菌株 NR-18
和NR-79的16SrDNA序列几乎一致,与多粘类芽

孢杆菌(Paenibacilluspolymyxa)(EF656457.1)有
98%的相似性,而菌株NR-64与枯草芽孢杆菌(Ba-
cillussubtilis)(GQ861470.1)有99%的相似性。结

合生理生化鉴定和16SrDNA结果可知,从根部分
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离的内生固氮细菌NR-18、NR-79属于多粘类芽孢

杆菌,NR-64属于枯草芽孢杆菌。
表2 生理生化鉴定结果

Table2 Theresultsofphysiologicalandbiochemicalidentification

测定指标

Identificationitems
NR-18 NR-79 NR-64

耐盐性 GrowthwithNaCl
 1% + + +
 2% + + +
 5% - - +
 7% - - +
 10% - - +
葡萄糖 Glucose + + +
D-果糖 D-Fructose + + +
乳糖Lactose + + +
蔗糖Sucrose + + +
甘露醇 Mannitol + + +
D-木糖 D-Xylose + + +
H2SH2Sproduction - - +
淀粉水解 Hydrolyzingstarch + + +
明胶液化Isinglassliquification - - +
酪蛋白水解 Hydrolyisiscasein - - +
接触酶Catalase + + +
氧化酶 Oxidase - - +
V-P反应 Voges-Proskauerreaction + + +
硝酸盐还原 Nitratereduction + + +

图2 菌株NR-18、NR-64、NR-79
的16SrDNA序列的系统发育树

Fig.2 ThePHYLIPtreebasedonstrainsNR-18,

NR-64,andNR-7916SrDNAsequence

3 讨 论

本研究表明,水稻中内生细菌密度分布为根>
叶>茎,并且分离的内生细菌中固氮菌有13株,其
中有3株能对水稻白叶枯菌等5种病原菌起到抑制

作用,2株是多粘类芽孢杆菌,1株为枯草芽孢杆菌。
由于土壤中具有丰富的微生物种类,因此也直接导

致从水稻分离的内生细菌以根部内生细菌为主。本

试验没有使用对仪器和耗费都高的乙炔还原法、15N
同位素稀释法等,而是直接使用PCR技术扩增细菌

中的固氮酶基因nifH,从而节省大量的时间,可以

快速地从分离的内生细菌中鉴定出固氮菌。而且

16SrDNA通用引物扩增测序获得菌种信息也免去

细菌生理生化鉴定的复杂操作,可以有效避免实验

中人为因素的影响并提高了菌种鉴定的可靠性。
在玉米、甘蔗、小麦等植物中分离到巴西固氮螺

菌、成团肠杆菌、多粘类芽孢杆菌、肺炎克雷伯氏菌、
固氮弧菌属等,具有固氮活性[18]。史应武等[19]在

甜菜块根中分离到对甜菜光合作用及产量、品质有

正效应的内生多粘类芽孢杆菌S-7。李峰等[20]在小

麦根系组织中分离到对小麦赤霉病有抑制作用的多

粘类芽孢杆菌;张淑梅等[21]在番茄叶中分离到1株

对水稻恶苗病有抑制作用的多粘类芽孢杆菌。由此

可见,多粘类芽孢杆菌是存在于不同作物、对多种病

害具有拮抗作用的固氮促生菌。
姚乌兰等[22]从水稻根际中分离到1株多粘类

芽孢杆菌 WY110,并克隆到抗真菌蛋白与已报道的

多粘类芽孢杆菌gluB 的核苷酸和氨基酸序列同源

性分别达到84%和88.7%,可见水稻中多粘类芽孢

杆菌具有类似的生防菌特征。本研究从分蘖期水稻

的根、茎、叶中分离到125株内生细菌,其中15株为

内生固氮菌,经抑菌试验获得3株同时具有拮抗作

用和内生固氮作用的菌株,分别为NR-18(多粘类芽

孢杆菌)、NR-79(多粘类芽孢杆菌)和 NR-64(枯草

芽孢杆菌)。本研究分离到的多粘类芽孢杆菌也来源

于水稻根内,属于内生固氮菌。同时抑菌试验表明

NR-18、NR-79还具有对至少5种水稻病原菌的拮抗

作用,因此NR-18、NR-79具有促生和生防作用。
从水稻中分离的枯草芽孢杆菌也是一种重要的

内生细菌,蔡学清等[23]从水稻中分离的枯草芽孢杆

菌对水稻有促生作用,文凯等[24]从水稻中分离的内

生枯草芽孢杆菌能抑制水稻纹枯病菌,但目前为止

还未见分离到具有固氮活性的枯草芽孢杆菌的报

道。本研究首次从水稻根中分离到同时具有拮抗和

内生固氮作用的枯草芽孢杆菌,具有很好的开发应

用前景,值得进一步研究。
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Isolationandidentificationofendophyticnitrogen-fixing
bacteriainricewithantipathogenicfunctions

GAOLing-ling CHENXiao-long JIANGTao JIANGWei-na HUANGQiong

CollegeofPlantProtection,YunnanAgriculturalUniversity,Kunming650201,China

Abstract Endophyticnitrogen-fixingbacteriawereisolatedfromroots,stemsandleavesofrice
Chujing27collectedinLufengCountyofYunnanProvinceanditsinhibitionwasidentified.125isolates
wereobtainedbynitrogen-freemediumand15strainswereidentifiedasnitrogen-fixerswithPCRampli-
ficationofnifHgenefragments.Endophyticbacteriaindifferentpartshaddifferentdensity,withpeak
valueinrootsandthelowestdensityinstems.Amongthe125isolates,11endogeneticstrainshadsup-
pressiveeffectonfivemainbacteriadiseases,Xanthomonasoryzaepv.oryzae,Xanthomonasoryzaepv.
oryzicola,PyriculariaoryzaeCav.,Thanatephoruscucumeris (Frank)Donk,Fusarium moniliforme
Sheld.ofrice.Threestrains(NR-18,NR-64andNR-79)isolatedfromrootshadbothfunctions.16S
rDNAsequenceanalysisshowedthatNR-18andNR-79wereidentifiedasPaenibacilluspolymyxaand
NR-64wasidentifiedasB.subtilis.Theexperimentaboveshowedthatthe3nitrogen-fixingbacteriaiso-
latedandidentifiedhadpotentialvalueonagriculture.ItwasthefirsttimethatPaenibacilluspolymyxa
isolatedasnitrogen-fixingbacteriahadantipathogenicfunctionsintherootofrice.

Keywords rice;endophyticnitrogen-fixingbacteria;antipathogenicfunctions;Paenibacillus
polymyxa;Bacillussubtilis
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