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摘 要：以库拉索芦荟（Aloe barbadensis）为试验材料，采用平板划线分离法、平板对峙法，分离芦荟内生细菌并研究其对

病原菌葡萄座腔菌（Botryosphaeria dothidea）、串珠镰刀菌（Fusarium verticillioides）、禾谷镰刀菌（Fusarium graminearum）、枯
萎菌（Fusarium oxysporum）和黄萎菌（Verticillium dahliae）等的抑菌活性。结果表明，筛选出的芦荟内生菌株 LH-01对 5种
病原菌的抑菌率均超过 74%。结合生理生化特征、细胞形态特征、菌落形态特征、16S rDNA分子鉴定和系统发育分析，菌

株 LH-01鉴定为枯草芽孢杆菌类群（Bacillus subtilis subsp.）的 Bacillus tequilensis。
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Abstract：Strains of endophytic bacteria with antibacterial activity were isolated from Aloe barbadensis by the streak
plate method and dual-culture inhibition. Botryosphaeria dothidea, Fusarium verticillioides, Fusarium gra⁃
minearum, Fusarium oxysporum, Verticillium dahliae were selected for the antifungal experiment. Inhibition rates
for the of LH-01 strain to 5 fungi were all more than 74%. LH-01 strain was identified as Bacillus tequilensis
through the physiological and biochemical characteristics, cellular and strain morphology, 16S rDNA molecular
identification and phylogenetic analysis.
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植物内生菌是在特定阶段或全部生命阶段生

活于植物体内，能普遍存在植物体内，分布在各

器官、各组织的细胞和细胞间隙对植物生长无明

显损害，并与植物建立和谐关系的一类微生物 [1]。

植物内生菌既是重要的微生物资源，也是发现新

型天然活性物质的宝贵资源。因此，对植物内生

菌资源的开发与应用是微生物学、植物学、药用

植物学、生态学等众多研究领域的热点。

药用植物内生菌是一类存在于植物体内特定

环境，与宿主长期进化、共生，形成稳定的互利关
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系，并且能产生与宿主植物代谢相同或相似的活

性物质，与药用植物共同作用完成特定功效的一

类微生物 [2]。从药用植物体内分离到的拮抗内生

菌被多次报道，从人参中分离 221株内生细菌中

筛选出 3 株致人参根腐病的核盘菌（Sclerotinia
ginseng）的拮抗菌 Psn52、Psn61及 Psn214，抑菌率

分别达 80%、68%、76%[3]。从枸骨（Ilex cornuta）不
同组织中分离得到 4个属共 7种对烟草赤星病菌

（Alternaria alternata）、棉花枯萎病菌（Fusarium
oxysporum）和稻瘟病菌（Magnaporthe grisea）具有

明显抑制效果的内生细菌 [4]。因此，对药用植物

内生菌的研究、开发和利用，是进一步挖掘药用

资源、提升药用价值的重要手段。

芦荟（Aloe vera）为百合科芦荟属多年生草本

植物，作为生药具有 1 000多年的应用历史。芦荟

有护肤保健、消炎抗菌、愈合伤口、抗击癌症的功
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效 [5]。芦荟种类繁多，芦荟属中已发现的种有 500
余个 [6]。其中库拉索芦荟（Aloe barbadensis)，又称

翠叶芦荟或美国芦荟，原产于中美洲西印度群岛

的巴巴多斯岛，其组织中富含芦荟大黄素、芦荟

酊、芦荟素 A等抗菌化合物，具有较高的药用价

值[6-8]。为进一步提升芦荟的药用价值、发掘其内生

菌资源，本试验从河南库拉索芦荟中筛选分离具较

强抑菌活性的内生细菌并进行鉴定和抑菌机理的初

步探索，旨在为植物内生细菌资源的开发和利用以

及植物病原菌的生物防治提供新的途径。

1 材料与方法

1.1 供试植物与菌株

河南省商丘师范学院温室大棚种植的健康库

拉索芦荟。

葡萄座腔菌（Botryosphaeria dothidea）由河南

省植物与微生物互作重点实验室提供，串珠镰刀

菌（Fusarium verticillioides）和 禾 谷 镰 刀 菌（Fu⁃
sarium graminearum）由河南农业大学提供，枯萎病

原菌（Fusarium oxysporum）和黄萎病原菌（Verticil⁃
lium dahliae）由中国农业科学院棉花研究所提供，

以菌核的形式保藏在冰箱中。

1.2 内生菌的分离、纯化

将新鲜的芦荟叶片用自来水冲洗干净，滤纸吸

干水分，切成小块转入超净工作台。无菌水冲洗 4~
5次，75%酒精处理 30 s，无菌水冲洗 3次，2%次氯

酸钠漂洗 60 s，无菌水冲洗 4~5次[5]。将表面消毒后

的叶片用灭菌研钵研碎，采用无菌水稀释涂布和平

板划线分离法进行内生细菌的分离。将纯化分离的

细菌于25%的甘油管-20 ℃保存备用。

1.3 内生菌的抑菌试验

采用平板对峙法进行抑菌试验，选取葡萄座

腔菌、串珠镰刀菌、禾谷镰刀菌、枯萎病原菌和黄

萎病原菌为指示菌株。

初筛试验方法：无菌条件下，将活化后长满平

板的病原真菌用直径为 5 mm的打孔器切取，接种

于 PDA（马铃薯葡萄糖培养基）平板上。在距离

中心 2.5 cm处接种纯化后的内生细菌，每皿 3个
重复，接种点成等边三角形。

复筛试验方法：将初筛试验中抑菌效果明显

的细菌菌株进行摇瓶培养，用滤膜过滤得到无菌

发酵液，涂布在 PDA平板上，打孔接种指示真菌，

以不涂布发酵液直接接种真菌的菌落为对照组。

接种后每隔 24 h观察，直到长满平板。测量方

法：量取试验组与对照组病原真菌最大直径，计

算当日抑菌率。结果取抑菌率中的最大值 [4,9]。

抑菌率=[（对照菌落直径—处理菌落直径）/
对照菌落直径]×100%
1.4 内生细菌的形态及生理生化特性鉴定

参照《伯杰氏细菌鉴定手册（第八版）》[9-10]和

《常见细菌系统鉴定手册》[11]，进行显微形态和菌

落形态的观察和记录。采用 KOH裂解法 [12]和甲

基红、接触酶、吲哚试验 [13]，进行革兰氏细菌分类

鉴定和多种生理指标验证。

1.5 16SrDNA基因PCR扩增和系统发育分析

采用 CTAB 法提取内生细菌全基因组 DNA
组。PCR选用细菌 16S rDNA通用引物，正向引物

为 27F：5'−AGAGTTTGATCCTGGCTCAG−3'；反向

引物为 1492R：5'−GGTTACGTTACGACTT−3'。扩

增体系为 50 µL，包括 2×PCR Mix 25 µL，ddH2O
15 µL，DNA模板 5 µL，27F 2.5 µL，1492R 2.5 µL。
PCR扩增程序首先为 94 ℃变性 5 min，然后 94 ℃
变性 40 s，53 ℃复性 60 s，72 ℃延伸 90 s，重复 35
个循环，72 ℃延伸 10 min[14]。PCR产物经 1%琼脂

糖凝胶电泳检测，并将其产物送南京金斯瑞生物

科技有限公司进行测序。测序结果上传 GenBank
进行 BLAST比对，用 Clustal-X1.81进行序列相似

性 分 析 ，MEGA6.0 构 建 系 统 发 育 树 ，采 用

Neighbor-joining法构建和 Bootstrap（重复 1 000次）

进行检验。

2 结果与分析

2.1 内生菌的抑菌试验

将表面消毒研碎的新鲜芦荟稀释涂布 LB平
板，随机挑选形态不同的单菌落进行划线分离与

纯化，获得 37株内生细菌。采用指示菌株进行抑

菌试验，抑菌试验初筛效果明显的菌株编号为

LH-01~LH-10。进一步进行复筛试验，统计复筛

抑菌率，LH-01菌株抑菌活性最为明显。复筛抑

菌率见表 1。
表 1 菌株 LH-01抑菌试验复筛数据表

编号

1
2
3
4
5

病原菌名称

葡萄座腔菌

串珠镰刀菌

禾谷镰刀菌

枯萎病原菌

黄萎病原菌

复筛抑菌率(%)
76.0
75.0
75.3
74.6
75.0

2.2 菌株菌落形态观察及生理生化试验

LH-01菌落形态见图 1，生理生化结果见表
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2。LH-01菌株在 LB固体培养基上菌落形态为淡

黄色透明、干燥或湿润，综合分析菌落形态和生

理生化指标符合枯草杆菌属细菌特征。

表 2 菌株生理生化试验结果及细胞特征

生化试验

菌落形态

芽孢

菌体形态

革兰氏试验

甲基红试验

接触酶试验

吲哚试验

荧光试验

标准菌株

（枯草芽孢杆菌）

淡黄色、湿润、透明

+
杆状

阳性

红色

有气泡

红色

+

LH-01
淡黄色、湿润、透明

+
杆状

阳性

红色

有气泡

红色

+
2.3 内生菌 LH-01分子鉴定

对菌株 LH-01 菌株的 16S rDNA 进行提取、

PCR扩增，获得单一的条带，凝胶电泳图谱见图

2。LH-01菌株的 16S rDNA测序结果长度为 1 415
bp。将序列上传 NCBI与 GenBank数据库序列比

对 ，与 枯 草 芽 孢 杆 菌（Bacillus tequilensis）
（AYTO01000043）的相似度为 99.93%。通过 Gen‐
bank数据比对，进行系统发育分析（见图 3），分离

菌株 LH-01与枯草芽孢杆菌聚在一支。因此，

LH-01菌株鉴定为枯草芽孢杆菌类群。

3 讨 论

芦荟种质资源丰富，具有良好的抑菌功能，是

护肤品、化妆品重要的植物原料。对其内生细菌

的分离研究在开发抑菌生物制剂方面具有重要价

值。本试验从库拉索芦荟组织中分离得到 1株具

有极强广谱抗性的菌株 LH-01，对葡萄座腔菌、串

珠镰刀菌、禾谷镰刀菌、枯萎病原菌和黄萎病原

菌 5种指示真菌均具有 70%以上的抑菌率。经过

形态生理生化以及分子鉴定，最终确定该菌株属

于枯草芽孢杆菌类群。芽孢杆菌作为生防菌株防

治植物病害方面的研究和应用，国内外学者进行

大量报道 [15-16]。芽孢杆菌生防机制多种多样，普

遍认为有营养和空间位点竞争作用、拮抗作用、

溶菌作用、分泌抗菌物质、诱导植物抗病性等方

式，通过以上多种方式共同作用表现出较强的防

治效果 [17-18]。

利用芽孢杆菌防治植物病害具有广阔的应用

前景，国内外均已实现其作为生防制剂在农业上

的应用。例如，美国已将 3株枯草芽孢杆菌（Ba⁃
cillus subtilis）和 1株解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amy⁃
loliquefaciens）列为环保局（EPA）商品化生产应用

许可范围内，用于防治蔬菜和水果的霜霉病、灰

霉病、白粉病、疫病等病害。云南农业大学和中

国农业大学共同研制的枯草芽孢杆菌可湿性粉剂

“百抗”（10亿孢子/g），用于防治水稻纹枯病、烟草

 
图 1 菌株 LH-01初筛抑菌试验

 
图 2 LH-01菌株 16S rDNA PCR产物电泳图谱
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 LH01 

 Bacillus tequilensis strain KCTC 13622 (AYTO01000043) 
 Bacillus subtilis subsp. spizizenii strain NRRL B-23049 (CP002905) 

 Bacillus nakamurai strain NRRL B-41091 (LSAZ01000028) 
 Bacillus vallismortis strain DV1-F-3 (JH600273) 

 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain NCIB 3610 (ABQL01000001) 
 Bacillus velezensis strain CR-502 (AY603658) 

 Bacillus siamensis strain KCTC 13613 (AJVF01000043) 
 Bacillus amyloliquefaciens strain DSM 7 (FN597644) 

 Bacillus atrophaeus strain JCM 9070 (AB021181) 
 Bacillus glycinifermentans strain GO-13 (LECW01000063) 
 Bacillus paralicheniformis strain KJ-16 (KY694465) 

 Bacillus swezeyi strain NRRL B-41294 (MRBK01000096) 
 Bacillus haynesii strain NRRL B-41327 (MRBL01000076) 

 Bacillus sonorensis strain NBRC 101234 (AYTN01000016) 
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图 3 筛选菌株 LH-01的 16S rDNA序列的系统发育树
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黑胫病和三七根腐病，已获作为微生物农药在农

业农村部登记注册，累计推广面积超过 4 667
hm2[19-20]。实践证明，芽孢杆菌生防制剂在农业生

产实现大范围应用虽然仍存在一些问题，如定植

的稳定性、抗菌物质的复杂性及外界环境的多样

性影响等 [18]。但芽孢杆菌生防制剂具备无毒、无

残留、对人畜安全、环境相容性好等传统农药无

法实现的优点 [21]，随着对食品和生态安全要求的

日益严格，芽孢杆菌生防制剂必将会有广阔的应

用前景。

本研究从药用植物库拉索芦荟中分离得到一

株具有显著抑菌效果的枯草芽孢杆菌，将为生防

制剂的开发和应用提供宝贵的微生物资源，后期

将进一步展开该枯草芽孢杆菌抗菌物质的分离及

抗菌的分子机理研究。
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