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摘 要：从分离出的知母内生细菌中筛选对人参 6种常见病原菌和细辛 3种常见病原菌有拮抗作用的菌株，为生物防治

中药材病害提供基础。釆用组织切片法和组织研磨法及菌丝生长速率法分离、筛选拮抗内生细菌。根据 16S rDNA序列

和系统发育树分析，对抑菌活性达到显著水平（P<0.05）的菌株进行菌种鉴定，并利用菌丝生长速率法检测活性菌株发酵

液的抑菌率。通过正交试验优化该菌株的发酵条件。知母中分离出 359株内生细菌，筛选出 3株内生细菌 BR10、BR11、
BR26对这 9种病原菌均有拮抗作用且抑菌活性较强，最高抑菌率达 92.41%。16S rDNA序列系统发育分析结果显示BR11
与多株水拉恩氏菌的亲缘关系最近，且处于系统发育树的同一分支，故将 BR11菌株鉴定为水拉恩氏菌 Rahnella aquatilis。
确定了 BR11菌株最佳培养基配方与培养条件：牛肉膏 1.5%、葡萄糖 1.5%、酵母膏 0.5%、MgSO4 0.15%，初始 pH值 7.5，温度

29 ℃，发酵时间 72 h。知母内生细菌BR11是防治人参、细辛病害的优良候选菌株。
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Abstract：To screen antagonistic endophytic bacteria isolated from the plant of Anemarrhena asphodeloides, of
which could inhibit six common diseases of Panax ginseng and three ones of Asarum sclerotium, to provide a base
for biological control of some Chinese medicinal materials. The antagonistic endophytic bacteria were isolated and
screened by tissue slicing, tissue grinding and hyphal growth rate. The strains with significant bacteriostatic activity
(P<0.05) were identified according to 16S rDNA sequence and phylogenetic tree analysis, and the bacteriostatic rate
of fermentation broth of active strains was detected by hyphal growth rate method. The fermentation conditions of the
strain were optimized by orthogonal test. From the 359 endophytic bacteria isolated from the plant of A. asphodeloi⁃
des three endophytic bacteria were screened, they are strains of BR10, BR11and BR26, and all of them have had an⁃
tagonistic effect and strong bacteriostatic activities to the nine pathogens, there was a highest bacteriostatic rate
92.41% of them. The results of phylogenetic analysis of 16S rDNA sequence showed that the BR11 had the closest
relationship with many strains of Rahnella aquatilis, and was in the same branch of the phylogenetic tree, so the
BR11 strain was identified as R. aquatilis. The optimum medium formula and culture conditions of BR11 strains
were determined: beef paste 1.5%, glucose 1.5%, yeast extract 0.5%, MgSO4 0.15%, initial pH value 7.5, tempera⁃
ture 29 ℃, fermentation time 72 h. The endophytic bacteria BR11 from A. asphodeloides is an excellent candidate
for the control of ginseng and Asarum diseases.
Key words：Anemarrhena asphodeloides Bunge; Endophytic bacteria; Pathogenic bacteria; Antagonistic bacteria;
Optimization of fermentation conditions
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知母（Anemarrhenaas phodloides Bunge）为百合

科知母属植物，以干燥根茎入药。常用于治疗外

感热病、高热烦渴、肺热燥咳等症。知母的有效

成分主要为芒果苷、知母皂苷 BⅡ等皂苷类成

分 [1]，具有抗肿瘤、抗凝血等多种药理活性 [2]。知

母主要分布于我国北方地区，生于山地、干燥丘

陵或草原地带；栽培范围较广，主产于河北、河

南、山东、山西等省，是常见的大宗药材 [3]。

目前中药材种植中，化学农药防治仍是普遍

采用的防治手段。为降低药材农残，提高药材质

量安全、实现药材绿色生产，利用拮抗微生物对

药用植物病害进行防治是最有效的手段之一 [4]。

由于生物防治具有靶标性强、环保且无毒无残留

等优点，越来越受到重视，也逐渐成为化学农药

重要的替代品 [5]。知母适种范围广，已经发现其

提取物对马铃薯疫病有拮抗作用 [6]。目前，对于

知母内生菌的研究尚未见报道。因此，筛选具有

拮抗作用的知母内生菌优势菌株并优化其培养条

件，用于防治东北道地药材常见病害，对发展绿

色中药种植具有重要意义和广阔的应用前景 [7]。

1 材料和方法

1.1 供试材料及培养基

知母样品的来源见表 1。
表 1 植物样品来源

采集日期

2018年6月
2018年6月
2019年6月
2019年6月
2019年6月
2019年6月

地点

吉林长春

吉林昌邑

辽宁抚顺

甘肃兰州

安徽合肥

河北保定

经度

东经：125°17′18.42″
东经：126°34′27.70″
东经：123°56′25.90″
东经：103°43′7.61″
东经：115°46′44.90″
东经：115°27′31.50″

纬度

北纬：43°49′59.77″
北纬：43°52′54.73″
北纬：41°53′20.29″
北纬：36°06′14.26″
北纬：33°52′35.08″
北纬：38°52′39.25″

人参 6种常见病害致病菌：根腐病（Fusarium
solani）、灰霉病（Botryis cinerea）、锈腐病（Cylindro⁃
carpon destructans）、黑斑病（Alternaria panax）、疫病

（Phytophthora cactorum）、立枯病（Rhizoctonia so⁃
lani），3种细辛常见病害致病菌：菌核病（Sclero⁃
tinia asari）、锈病（puccinia asarina）、叶枯病（Myco⁃
centrospora acerina），分别由吉林农业大学植物保

护学院和中药材学院提供。

使用 NA（牛肉膏、蛋白胨、琼脂粉）、NB（牛肉

膏、蛋白胨）培养基。

1.2 内生菌的分离纯化

供试样品的根、根茎和叶片用蒸馏水冲洗干

净表面泥沙，用无菌滤纸吸干表面附水。切成 2
cm见方的小块（段、片），先用 75%乙醇进行表面

消毒 30 s，根用 0.2% HgCl2 消毒 9 min；根茎用

0.2% HgCl2消毒 7 min；叶用 2% NaClO消毒 3 min。
消毒后用无菌水冲洗 3~5次后接入牛肉膏蛋白胨

培养基，并将最后一次冲洗的无菌水涂布在平板

上作为对照，15 d后无菌体生长即为消毒成功。

内生菌分离方法采用组织切片法和组织研磨

法 [8]，将处理好的组织碎块接入 NA培养基培养，

在 (28±1) ℃下培养，每隔 2 d观察一次。获得的内

生菌采用划线法纯化后 4 ℃保存备用。

1.3 拮抗菌株的筛选

采用菌丝生长速率法[9]，以未加发酵菌液的平

板为对照组，每组 3次重复，测量菌落直径、计算抑

菌率。SPSS 18.0软件分析。抑菌率计算公式如下。

抑菌率 = 对照组菌落直径 - 测试组菌落直径
对照组菌落直径

× 100%

1.4 拮抗菌分子鉴定

根据分离出的内生菌形态学进行初步鉴定。后

将样品内生细菌接入到 PDB培养基中（26±1）℃
160 r/min震荡培养。使用北京百泰克生物技术有

限公司生产的 Bio Tekecat#DP2001 细菌基因组

DNA提取试剂盒 (离心柱型)提取样品 DNA。以提

取的细菌 DNA样品为模板，用表 2中列出的通用

引物进行 16S PCR扩增 [10]。

表 2 引物序列

引物名称

27f
1492r

引物序列（5′-3′）
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
GGTTACCTTGTTACGACTT

PCR反应总体积 50 μL，其中含 2×PCR MIX
25 μL，ddH2O 15 μL，引物各 2.5 μL，基因组 DNA
5 μL。PCR反应条件为 94 ℃，预变性 5 min，以 35
个循环 94 ℃变性 40 s，53 ℃退火 60 s，72 ℃延伸

90 s，最后以 72 ℃延伸 10 min。扩增产物在 1%琼

脂糖凝胶上分离，80 W恒定功率下电泳 [11]。

1.5 序列测定与比较

将有明显条带的 PCR产物进行测序（生工生

物工程（上海）股份有限公司完成），序列测定结

果比较分析采用 BLAST（https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.）进行，MEGA7.0（分子进化遗传分析软

件）建立系统发育树。

1.6 拮抗菌株培养条件优化

1.6.1 正交试验

正交试验设计参照宋芳旭等方法 [12]，分析牛
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肉膏（A）、葡萄糖（B）、酵母膏（C）、MgSO4（D）4因
素 3水平的影响作用，结果见表 3。

表 3 L9（34）正交试验因素水平

水平

1
2
3

因素

A
0.5
1.0
1.5

B
0.5
1.0
1.5

C
0.5
1.0
1.5

D
0.05
0.15
0.10

1.6.2 培养条件优化

以优化后的发酵培养基为基础，检测目标拮

抗菌株在不同培养条件下发酵液的抑菌效果。设

置起始pH 5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0共8个处

理，其他条件一致，接种后于 28 ℃、180 r/min培养 4
d，检测抑菌效果，确定最适起始 pH值。设置温

度 20、23、26、29、32、35 ℃共 6个处理，培养 4 d，
检测抑菌效果，确定最适培养温度。设置发酵时

间 12、24、36、48、72、96、120 h共 7个处理，培养

后检测抑菌效果，确定最适发酵时间。

2 结果与分析

2.1 知母内生菌分离结果

从 6个产地知母样品叶中得到 31株内生菌，

其中 28株细菌、3株真菌；根茎中得到 131株内生

菌，其中 97株细菌、33株真菌、1株放线菌；根中

得到 309株内生菌，其中 219株细菌、88株真菌、2
株放线菌。合计 507株内生菌，其中 359株细菌、

145株真菌、3株放线菌；在这些内生菌中，长春产

地样品分离得到 99株细菌、21株真菌、1株放线

菌；吉林昌邑产地分离得到 62株细菌、37株真菌；

辽宁抚顺产地分离得到 47株细菌、15株真菌、1
株放线菌；甘肃兰州产地分离得到 72株细菌、11
株真菌；安徽合肥产地分离得到 40株细菌、8株真

菌、1株放线菌；河北保定产地分离得到 39株细

菌、53株真菌。

2.2 拮抗菌株的筛选

以 6种人参常见病害和 3种细辛常见病害作

为指示菌，筛选获得 9株均具有抑菌活性的内生

拮抗细菌，其中 3株内生菌抑菌活性较强，分别为

BR10、BR11、BR26（图 1A）。
2.2.1 对人参 6 种病原菌拮抗能力的影响

3种拮抗内生细菌对 6种人参病原菌的抑菌

率情况见表 4。

知母内生菌对 6种人参常见致病菌有较好效

果（图 1B）。菌株 BR11表现最好，对 Rhizoctonia
solani的抑菌率可达 70.48%，显示显著拮抗作用

（P<0.05），对 Cylindrocarpon destructans 的抑菌率

表 4 BR10、BR11、BR26对 6种人参病原菌的抑菌率

病原菌名称

Fusarium solani

Botryis cinerea

Cylindrocarpon destructans

Alternaria panax

Phytophthora cactorum

Rhizoctonia solani

BR10抑菌

率（%）
(x±s，n=3)
22.17±0.02
21.56±0.02
14.25±0.03
26.26±0.04
35.86±0.02
12.43±0.04

BR11抑菌

率（%）
(x±s，n=3)
32.19±0.01
43.26±0.02
65.13±0.04
43.38±0.04
57.44±0.13
70.48±0.05a

BR26抑菌

率（%）
(x±s，n=3)
16.98±0.01
33.08±0.03
54.23±0.05
23.87±0.04
33.76±0.07
45.91±0.11
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图 1 拮抗能力较强的内生菌株及菌株 BR11 的拮抗效果 

注：每条之后数字为 GenBank序列号；节点处数字为 Bootstrap 值 

图 2  BR11 菌株系统发育树 
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图1 拮抗能力较强的内生菌株（A）及菌株BR11的拮抗效果（B、C）
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65.13%，对 Phytophthora cactorum 的 抑 菌 率

57.44%，对 Alternaria panax 的抑菌率 43.38%，对
Botryis cinerea的抑菌率 43.26%，对 Fusarium solani
的抑菌率 32.19%（表 4）。
2.2.2 对细辛 3 种病原菌拮抗能力的影响

3种拮抗内生细菌对 3种细辛病原菌的抑菌

率情况见表 5。
表 5 BR10、BR11、BR26对 3种细辛病原菌的抑菌率

病原菌名称

Sclerotinia asari

Puccinia asarina

Mycocentrospora acerina

BR10抑菌率

（%）
(x±s，n=3)
34.24±0.03
24.54±0.01
37.47±0.02

BR11抑菌

率（%）
(x±s，n=3)
92.41±0.02a
22.07±0.05
34.98±0.01

BR26抑菌

率（%）
(x±s，n=3)
39.46±0.04
28.74±0.03
36.47±0.01

菌株 BR11同样表现最好，对 Mycocentrospora
acerina的抑菌率为 34.98%，对 Puccinia asarina的
抑菌率为 22.07%，对菌核病菌 Sclerotinia asari的

抑菌率高达 92.41%，且有显著拮抗作用（P<0.05）
（图 1C）。

因此，本研究对内生拮抗细菌 BR11视为有进

一步研究价值的生防菌株并进行分子鉴定和培养

条件优化。

2.3 拮抗菌株分子鉴定结果及系统发育树分析

BR11菌株 16S rDNA序列测定及系统发育分

析，是将 BR11菌株 16S rDNA 扩增产物送生工生

物工程 (上海)股份有限公司测序，得到长度为

1450 bp 的片段，提交该序列相关信息至 Gen⁃
Bank，获得登录号 CP032296，将该序列与 GenBank
中序列进行在线比对，结果显示其与多株水拉恩

氏菌 Rahnella aquatilis菌株 16S rDNA 序列的同

源性高达 99%。基于 16S rDNA 系统发育分析结

果 显 示 ，BR11 菌 株 与 登 录 号 为 DQ115791、
MK764976及MK601690等水拉恩氏菌的亲缘关系

最近，处于系统发育树的同一分支（图 2）。因此，

确定 BR11为水拉恩氏菌。 
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图 1 拮抗能力较强的内生菌株及菌株 BR11 的拮抗效果 
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图 2  BR11 菌株系统发育树 
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注：每条之后数字为GenBank序列号；节点处数字为Bootstrap值
图2 BR11菌株系统发育树

2.4 培养条件及优化结果

2.4.1 培养基的优化

菌株BR11培养基优化的正交试验结果见表6。
按正交试验并通过测定菌株对细辛菌核病菌的

抑菌率来确定最优培养基方案。极差分析表明 4个
因素对细辛菌核病菌的抑菌率的影响为A>B>D>C，
从表 6可知最佳培养基配比为 A3B3C1D2，即牛肉膏

1.5%、葡萄糖 1.5%、酵母膏 0.5%、MgSO4 0.15%。
2.4.2 培养条件的优化

采用最优培养基，对菌株 BR11的发酵条件进

行优化，结果表明，不同培养条件对该菌株发酵

液的抑菌活性影响较大，如图 3所示。初始 pH值
为 7.5时抑菌活性最强（图 3A）；培养温度在 29 ℃

时，抑菌活性最强，抑菌率可达 97.31%（图 3B）；发
酵时间与发酵液抑菌活性呈正相关，培养 72 h时
拮抗菌株 BR11的抑菌活性最强，可达 98.09%，随
后随着培养时间增长，抑菌活性逐渐下降(图 3C)。
综上可知，拮抗菌株 BR11发酵培养条件 pH为 7.5
是最适初始值，29 ℃是最适培养温度，72 h是最

适培养时间。使用优化后的培养基配方和发酵条

件培养 BR11菌株进行验证。结果表明，优化后

BR11菌株等量发酵液的抑菌率为 98.79%，显著（P<
0.05）大于 PDB培养基发酵液的抑菌率 92.41%，同
时，对其余6种人参常见病害和2种细辛常见病害的

抑菌率均有一定提高。表明优化后的发酵培养基组

成与发酵条件有利于抑菌活性物质的生成。
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3 讨 论

本研究从知母根、根茎、叶中经分离、纯化、筛

选获得拮抗内生细菌水拉恩氏菌 BR11，菌株优化

后发酵液对细辛菌核病抑制率高达 98.79%。同

时，对人参 6种常见病害和细辛另外 2种常见病

害均有较好的拮抗效果，并从 6个产地分离得到

该菌株。水拉恩氏菌 BR11是 1株容易获得且值

得进一步研究及开发的优势生防菌株。研究表

明，水拉恩氏菌在生物防治上有出色的表现。水

拉恩氏菌对防治葡萄根癌病和杨树溃疡病均有显

著效果。水拉恩氏菌能产生嗜铁素、纤维素酶和

磷酸酯酶等物质 [10-12]。多数细菌和真菌都能产生

嗜铁素、磷酸酯酶等物质。这些物质对破坏病原

菌细胞膜透性、可溶性糖含量和MDA含量有很大

影响 [12-13]。还可以在植物生长过程中通过争夺铁

营养影响宿主植物的病原微生物的正常生长繁

殖。嗜铁素能由拮抗细菌产生，并能螯合铁元素

供给植物铁营养，促进植物健康生长 [14]。同时，磷

酸化蛋白质、磷酸单酯类等物质可以由磷酸酯酶

水解，这些物质可以参与磷代谢，在宿主植物生

长发育和代谢调节中起到主要作用 [15-17]。由此看

来，水拉恩氏菌作为内生细菌与宿主植物共生的

同时所产生的次生代谢产物，不仅干扰病原菌的

正常生长、起到营养竞争作用，还可以参与代谢

提高植物长势，最终起到拮抗作用。因此，可以

推测菌株 BR11也可能具有这样的拮抗机制，有待

进一步探究。

综上，菌株 BR11是知母内生细菌中作为生防

拮抗菌株易分离获得且有显著优势的菌株。知母

种植范围广，适应性强，无常见病害 [17]。取材便

利，其内生菌 BR11有广谱拮抗效果，可进一步深

入探究该菌株抑制作用机理，并评估其田间防治

效果，为生产成型的抑菌剂奠定坚实基础。
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表 6 菌株 BR11L9(34)培养基正交设计及试验结果

编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
X1
X2
X3
K1
K2
K3
R

A
1
1
1
2
2
2
3
3
3

119.09
170.51
266.88
39.70
56.84
88.96
49.26

B
1
2
3
1
2
3
1
2
3

141.59
161.23
253.57
47.19
53.74
84.52
37.33

C
1
2
3
2
3
1
3
1
2

207.92
155.54
193.02
69.31
51.85
64.34
17.46

D
1
2
3
3
1
2
2
3
1

154.57
216.20
185.71
51.52
72.07
61.91
20.55

细辛菌核病菌

抑菌率（%）
22.23
31.89
64.97
32.29
40.98
97.24
87.07
88.45
91.36
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图3 不同培养条件对菌株BR11发酵液抑菌率的影响
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差，应与分子标记等方法结合进行遗传多样性研

究。其中对荚型、光泽、质地、荚面切面等这些质

量性状的遗传规律分析，将对菜豆种质资源进一

步创新利用中选配亲本、预测杂交后代分离等具

有战略意义，这与华劲松等 [21]的研究一致。

生物学特性调查是种质资源研究的最基础研

究 [22]。菜豆特别是油豆角以嫩荚作为菜用，含多

种营养成分，受到人们的喜爱 [23]。鉴于以上基础，

下一步将开展菜豆营养成分及生物和非生物胁迫

方面的研究，为建立和完善东北菜豆种质资源提

供依据。
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