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植物内生细菌及其开发与应用
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安徽农业大学生命科学学院
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安徽 合肥

摘 要 植物内生细菌系统地分布于植物体内
,

与植物在长期系统发育共进化过程中建立 了一种和谙联合的

关系
,

是植物徽生态系统中的重要组成部分
。

植物内生细菌有丰富的种群多样性
,

对宿主植物具有内生固氮
、

生物防治以及促进生长等多种生物学作用
,

可应用于防治植物病害
、

植价 内生细菌联合的生物修复以及作
为外源基因的载体等

,

具有广泛的开发和应用价值
,

已成为国内外研究的热 叙
。
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化肥和农药在农业生产中广泛应用
,

大大提高了农作 些细菌
,

后来许多学者证实了健康植物的根
、

茎
、

叶中存在

物的产量
,

防止了病虫害的发生
,

但从生态
、

环保和健康的 内生细菌这一事实
。

年 和 。分离了马铃薯
、

角度看存在很大的弊端
,

人们一直在寻找一种安全
、

有效
、

胡萝 卜
、

萝 卜
、

红甜菜
、

甘薯
、

番茄和甘蓝贮藏器官的内生细

无污染的替代品
,

而存在于土壤中或植物体内的微生物则 菌
,

并首次用热处理和纯培养的方法证明植物体内生细菌

可能成为一个有效选择
。

植物体是一个复杂的微生态系统
,

是一个棍杂的细菌群
,

并进行了两个细菌群的初步鉴定
。

植物内生细菌 和根际细菌
一

在 年将其阐述为生活在地上部分
、

活的植物组
。 是植物微生态系统中的重要组成部分

,

其中许多 织内不引起明显症状的微生物
。

年 即 等 认为

细菌能够促进植物生长
,

被称作植物促生细菌 植物内生菌是指能够定殖在植物细胞间隙或细胞内
,

并与

脚讯
一 , ,

它们通过固氮作用
、

分 寄主植物建立和谐联合关系的一类微生物
,

并首次提出
“

植物

泌植物生长调节物质
、

合成铁载体及抑制疾病的发生等方 内生细菌
”

的概念
,

他认为能在植物体内定殖的致病菌和菌

式促进植物生长 ’。 植物内生细菌存在于植物体内
,

与植 根菌不属于内生菌
。

年
、

年 则认为那

物在长期系统发育共进化过程中建立了一种和谐联合的关 些在生活史中某一阶段能营表生生活的表生菌
、

对寄主暂

系
,

生存环境稳定
,

不易受到外界环境的影响
,

其重要的生 时没有伤害的潜伏性病原菌和菌根菌等均属于内生菌的范

态和生理作用及作为潜在生防资源和外源基因载体
,

在农 畴
。

年 对植物内生细菌的概念进行补充
,

认为

业和医药领域中有着巨大的应用潜力
,

植物内生细菌的研 植物内生细菌是从表面消毒的植物组织中分离得到或从植

究已经成为当前植物微生物学科基础及应用基础研究的挑 物内部汁液获得的
,

并对植物表观上无危害及无明显症状

战性领域
。

的
,

但它们的存在并未使植物的表型特征和功能有任何改

植物内生细菌的概念及分类 变的细菌
。

对植物 内生菌和内生细菌的认识历程 植物 内生细菌的种类

多年前人们就发现健康植物组织的内部也有微生 对于现在已分离到的植物内生细菌
,

依据其与植物体

物存在
,

世纪上半世纪以来
,

已从 多种健康植物体内 存在的关系分为专性内生细菌 叩

分离获得了多种内生菌
。

年 为将生活在植物 和兼性内生细菌 〔 叩 。 。 前者指只

组织内的微生 物与那些 生 长在植物表面 的表生菌 能在植物体内分离得到的细菌
,

后者指能在植物根际与土

相区别
,

首先提出了内生菌 叩 的概念 壤中分离得到
,

也能在植物体内分离得到的细菌
,

多数内生
, ’,认为凡是在植物体内的微生物均为内生菌

。 “

叩
”

细菌属于兼性内生细菌 ‘旬
。

根据内生细菌对宿主植物生长

最早主要是指内生植物
,

后来被用来特指禾本科牧草中那 的形响可以分成三类 中性内生细菌
,

即存在与否对宿主

些属于麦角菌科 的不引起症状
、

系统发生
、

植物的生长发育等均无明显影响的内生细菌 有益内生细

种子携带的内生真菌
,

以同严格附生的病原真菌种类相区 菌
,

即对宿主植物生长发育具有促进作用或能抵御病虫害

别
。

目前
,

它泛指一切生活在植物体内的腐生
、

寄生和共生 及提高宿主植物增强对不良环境条件等适应能力的内生细

真菌及细菌等微生物
。

年 等在许多健康植物的 菌 有害内生细菌
,

如一些致病或潜在致病细菌
,

在特别条

根组织内发现了细菌
,

并用
“

,’菌根 描述了这 件下接种到原宿主植物或其它的宿主植物会诱发植物病
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害
。

多数内生细菌为中性内生细菌
,

只有少量 约

为有益内生细菌
,

约 一 为有害内生细菌 ,
。

植物与内生细菌的徽生态系统

植物内生细菌的多样性和种群密度

植物与微生物之间存在着复杂的微生态关系
,

在这个

系统中植物内生细菌发挥重要作用
,

不同的内生细菌占据

不同的生态位并且建立一种动态的平衡体系
,

其中一些是

分离频率高
、

数量大的优势种群
,

而另一些属于稀有种‘ ,。

生物多样性是构成生态系统的基本条件
,

众多的稀有种和

几个优势种是构成微生态系统的生物因素
。

目前研究的关

于微生态系统的植物已达上百种
,

主要集中在小麦
、

高粱
、

水稻
、

棉花
、

马铃薯
、

番茄
、

黄瓜
、

甜菜等植物
。

人们不仅从不

同植物上分离到了内生细菌
,

而且在同一种植物上的分离

部位也趋于多样化
,

分离涉及到的内生细菌有革兰氏阴性

杆菌和革兰氏阳性杆菌约 个属
,

主要有芽抱杆菌属
、

黄单抱菌属
、

假单抱菌属

即
、

欧文氏菌属 丽 及短小杆菌属

等
,

其中属于芽抱杆菌属的菌株在多种

植物中均占优势
。

这不仅拓宽了细菌的分类范围
,

并且发现

了内生细菌新的分类单位
,

如金杆菌属 。
的一个种

。

植物内生细菌系统地分布于植物体根
、

茎
、

叶
、

花
、

果实

和种子等器官
、

组织的细胞或细胞间隙
,

其优势种及种群密

度因植物的种类
、

基因型
、

器官
、

生育期
、

生长地域和环境以

及品种而异
。

马冠华
、

肖崇刚 ’认为
,

内生细菌在同种植物

不同部位的分布可能会受具体生长环境中的多种因素影

响
,

例如一些地区常下酸雨
,

叶片中的内生细菌数量将可能

随之发生变化
。

生长迅速的植物个体及生长迅速的植物组

织中内生细菌的数量较多
。

植物内生细菌的俊染与定殖

内生细菌侵染植物并建立微生态系统不是被动的偶然

的过程
,

而是个主动的过程
。

植物内生细菌源于根际土壤
,

当其在植物根表附着后就开始侵染宿主并定殖
。

内生细菌

首先进人根皮层
,

利用某些酶类或物理作用通过皮层间隙

向纵深进人
,

在内皮层细胞壁未加厚的位置侵人中柱
,

之后

进人木质部导管
,

细菌随着植物的生长借助蒸腾作用运送

到植物上部营养器官或繁殖器官中「
’ 。

有些内生细菌定殖

在植物种子内称为
“

种生内生细菌
” ,

成为下一代植物内生

细菌的重要来源
。

有些内生细菌可以再回到空气中
,

通过空

气运动重新分布到植物茎叶等处
,

再通过气孔
、

皮孔等回到

植物体内
。

内生细菌可在植物发育的早期定殖
,

也能定殖在不同

的成熟植物组织中且在不同组织之间具有一定的流动性
。

大部分内生细菌的定殖起源于种子发芽期
,

在幼苗期植物

能产生许多能为各种微生物识别的信号分子如凝集素
、

类

黄酮类物质等
,

这些化学物质能诱导细菌发生特定的行为
,

而对植物产生信息反馈作用
,

植物接受反馈信息后会再次

产生新的信号
,

从而使植物与微生物之间的信号交流构成

一个复杂的网络 川
,

只有与宿主
“

亲合性
”

最强的细菌能占

据根际生态位并定殖
。

伪 等
’

利用能使细菌产生

蓝色色素的 。基因标记了一种具有固氮能力的植物内生

细菌粘质沙雷氏菌
,

研究了该

菌对水稻的定殖情况
,

发现接种三天以后
,

能在根部观察到

标记的细菌定殖
,

在新根与根尖部分定殖的量比较高
,

六天

以后
,

在新生的茎和叶中出现了标记的内生细菌
。

刘忠梅等
’

进行了蜡状芽抱杆菌 对小麦的定殖研究
,

叶部接种 能在接种叶内定殖
,

并能向茎基部
、

其他叶

和根内转移 用 菌悬液浸种处理
,

该菌能向茎基部和

叶内转移
。

内生细菌对宿主的选择存在一定的专一性
。

皿比

等‘
’ ,对内生细菌在野生型水稻与种程角勺水稻中的定殖情况

进行了研究
,

结果表明
,

经咖 基因标记的一种具有固氮能

力的内生细菌 专性定殖于野生型

水稻
,

并有明显的固氮能力
。

巴西固氮螺菌的不同菌株

和 对小麦的定殖能力也有明显差异
,

址 等

发现只有 菌株可定殖于小麦根内
,

而 则不能在

小麦根内定殖
,

表明应用的内生细菌的有效性可能具有菌

株特异性
。

最近 等‘
’ ’的研究结果表明

,

不同品种马铃

薯的内生细菌可能在
“

属
”

和
“

系统发育组
”

的水平上相似
,

但在
“

种
”

和
“

株
”

的水平上有差异
。

相同宿主的不同内生细

菌
,

其定殖能力之间也有区别
,

等「
’
研究了一种泛菌

与一种苍白杆菌 叩 对水稻定殖的差异性
,

他们使用脚 基因对两种细菌进行标记
,

利用激光共聚焦

扫描显微镜进行观察
,

发现当两种细菌分别接种于水稻上

时
,

都能在植物细胞间进行定殖
,

然而当同时接种时
,

苍白

杆菌的定殖受到泛菌的抑制
。

植物内生细菌对宿主植物的作用

内生固氮作用

氮作为农作物生长发育的大量元素
,

与农作物的产量

密切相关
。

内生固氮细菌生活在植物体内的独特微生态环

境中能免受氧气等不利因素的影响
,

使得非豆科植物中的
,

内生细菌能进行生物固氮作用
,

直接为植物提供所需要的

氮营养
。

年 、 和 从甘蔗根中分离到

固氮内生细菌
,

非豆科植物的内生固氮细菌越来越引起人

们的关注
。

随后研究发现在甘蔗的根
、

茎
、

叶内也存在大量

的新型内生固氮菌
,

在水稻
、

玉米
、

高粱和小麦等禾谷类植

物以及甘薯
、

棕搁树和块根植物等非豆科植物中也相继分

离到具有固氮作用的内生细菌
。

目前内生固氮细菌主要有

固氮螺菌
、

草螺菌
、

食酸杆菌

和 固氮弧菌
、

巴西 固氮螺菌

山皿
、

生脂固氮螺菌 卯
、

无乳

固氮螺菌
、

伊拉克固氮螺菌 诫
、

织

片草螺菌 访
、

重氮营养醋杆菌

柳
、

固氮弧菌 和伯克霍

尔德氏菌 等
。

有人认为可能所有植物中均含

有内生固氮细菌
。

从甘蔗中分离得到的固氮内生细菌重氮

营养花糖酸醋杆菌 砂 具有较

强的生物固氮能力
,

其固氮酶活性能达到一种典型根瘤菌

山 的 ” 〕。 对这些内生固氮菌

的固氮基因及其表达与调控的研究表明
,

固氮基因 在根

瘤菌与这些内生固氮菌中是保守的
,

该基因对氧气与钱离

子浓度的敏感性在根瘤菌与内生固氮菌中是类似的
,

然而
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不同内生固氮细菌采取不同的调控方式控制固氮酶的

活性 ”
“ 。 另外

,

同一种内生固氮细菌在不同基因型的甘蔗

体内
,

固氮活性明显不同
,

表明植物的遗传因子对内生细菌

的生物固氮过程的效率有影响
。

研究证明
,

植物内生固氮菌

与土壤固氮菌对植物的作用不同
,

内生固氮菌所固定的氮

可直接为寄主植物所利用
,

而土壤固氮菌固定的氮首先是

满足其自身生命活动的需要
,

只有当菌体死亡后
,

其死亡菌

体对增加土壤的含氮量才有一定的效果
。

生物防治作用

利用内生细菌防治植物病害就是利用内生细菌对病原

菌的抑制作用
。

现已从棉花
、

油菜
、

橡树
、

马铃薯
、

水稻
、

玉

米
、

蔬菜等多种作物体内分离筛选到对棉花黄萎病
、

棉花枯

萎病
、

油菜黄萎病
、

马铃薯软腐病
、

水稻白叶枯病
、

蔬菜立枯

病等真菌和细菌病害具有良好抑制效果的内生细菌‘” , 。 崔

林等 , 从马铃薯块茎中分离到 株内生细菌
,

其中 株

能在平板培养中拮抗环腐病菌
。

等研究发现棉

花内生细菌与线虫相互作用过程中
,

一种内生细菌在线虫

侵染部位的种群数量明显增加
,

线虫的侵入可能增加了内

生细菌的进人位点
。

内生细菌防治植物病害的机制主要有

拮抗作用 昭
、

溶菌作用
、

诱导系统抗性
,

等
。

拮抗作用 是指一种微生物的活动抑制或

杀死另一种微生物的现象
,

拮抗作用又分为抗生作用
、

竞 争 作 用 和 重 寄生 作用

三种不同的类型
。

内生细菌能够定殖在皮

层组织并能在代谢活动中通过分泌抗菌物质直接对病原物

产生抑制
,

代谢物主要有 脂肤
、

双乙酞藤黄酚
、

吩嗓梭酸
、

藤黄绿脓菌素 可
、

毗咯菌

素
、

几 质酶 以及葡聚糖酶

等
。

目前研究最多的是关于荧光假单胞杆菌产生

的 抗生素基因及基因调控
,

功能和序列分析表明编码

参与这些抗生素合成的酶的基因可能是成簇存在
,

这些基

因的表达可能由相连的调控元件所控制
,

突变分析得出与

抗生素合成相关的基因位点是很少的‘川
。

内生细菌可与病

原菌进行生态位与营养的竞争
,

分离的玉米内生枯草

芽抱杆菌
,
与玉米病原真菌串珠镰抱

面 有相同的生态位
,

该菌能在

玉米体内迅速定殖和繁殖
,

可有效降低该病原菌及其毒素

的积累 ’。 另外内生细菌也可产生嗜铁素类物质
,

与病原

菌竞争铁离子
,

抑制病原菌对铁的吸收
,

从而抑制病菌的生

长
。

植物内生细菌可诱导寄主植物产生诱导系统抗性
,

这

种抗性与系统获得抗性 四 不

同
,

它只有植物在受到病菌侵袭时才能诱导表达
,

且表达后

对寄主细胞不产生任何不良影响
。

内生细菌介导 的机

制包括诱导寄主细胞物理结构变化和生理生化反应变化两

方面
。

其中物理结构变化主要包括诱导寄主植物在病菌人

侵的细胞前沿形成结构致密的保护层
,

或诱导寄主细胞壁

的结构发生改变
,

如细胞壁增厚形成乳突
、

细胞壁中木质素

含量增加
、

细胞壁机械强度的增强等
,

以限制病菌的进一步

侵人扩展 内生细菌诱导寄主植物生理生化活性变化主要

包括诱导寄主植物体内病程相关蛋白的积累
、

植保素以及

其他次生代谢物质的合成
、

水解酶和氧化酶 如几丁质酶
、

葡聚糖酶
、

过氧化物酶等 的产生等
。

促进植物生长

植物内生细菌可以促进植物的生长
,

在增加植物的株

高
、

秆重以及增强植株的生长势等方面均有促进作用
。

内生

细菌产生植物生长素
、

赤霉素以及细胞分裂素
,

或诱导寄主

植物产生植物激素以及增加植物对矿质元素的吸收
,

改变

寄主植物对霜冻等有害环境条件及有害病原生物的敏感性

而促进植物的生长
。

何红等‘
, 证明对辣椒和白菜具有促生

作用的辣椒内生细菌 一 菌株在进入植株体内后
,

其生

长素
、

玉米素和赤霉素等激素含量提高
,

脱落酸含量减少
。

张集慧等从兰科药用植物中分离出 种内生真菌
,

并从这

些真菌发酵液和菌丝体中分别提取出五种植物激素
,

如赤

霉素
、

叫噪乙酸
、

脱落酸
、

玉米素
、

玉米核昔等
,

它们对兰花

的生长发育有较好的促进作用
。

有的内生细菌在单独接种时对植物没有促进作用
,

但

是两种或几种细菌同时接种时
,

对寄主植物有促生作用
。

。 等发现
,

豌豆根瘤菌三叶草生物变种

与其他细菌混合接种时
,

比单独接

种的促生效果更好
,

而且与芽抱杆菌 或与发根

土壤杆菌 等细菌共同接种时
,

对

根瘤的形成有促进作用
,

单独接种豌豆根瘤菌三叶草生物

变种对根瘤的形成却没有促进作用
。

所以植物内生细菌对

寄主植物促进生长作用
,

受到植物体内环境以及体外的多

种生物种群和各种因素的影响
。

植物内生细菌的应用研究

对植物内生细菌研究和应用的目的是改良作物中内生

细菌的种群
,

使它们在最佳水平上保持相对稳定
,

以发挥内

生细菌的有益生物学作用
,

提高作物生产力
。

植物 一 内生细菌联合的生物修复

植物 一 内生细菌的联合能促进土城污染物质的降解
。

化学农药和肥料
、

重金属由于难分解
,

其残留期较长
,

污染

环境和农产品
。

从植物体内分离筛选对农药和化肥具有降

解作用的内生细菌
,

利用其能在植物体内定殖的特点
,

对降

解农产品残留农药和化肥更具有优势
。 。等 ‘

’“ 对硝

基芳香族和杂酚类等有机生物异源污染物的研究表明
,

植

物对携带污染物降解基因的内生细菌具有选择能力
,

这种

能力取决于植物本身和污染物双方的特性
,

植物内生细菌

可以在植物维管束中降解有毒的有机化合物
,

从而促进植

物对土壤污染物的代谢
。

虽然植物以较高的速率吸收污染

物质
,

但植物体汁液中有毒化合物的浓度却可以保持在一

个较低的水平
,

从而减轻了污染物对植物的毒性
。

利用植物在污染土壤或废水中吸收重金属用于治理重

金属污染的土壤和水质
。

对一些细菌抗镍
、

铬
、

锌等重金属

污染物的基因已经进行了较为深人的研究
,

因此内生细菌

的抗性基 因有可用于提高植物对重金属 的耐受性
。

记 侧了 等
, , , 将 的 一

耐镶系统导人 后
,

发现接种
一 的 生长在富含

镶的基质上时
,

其根部的镍浓度较对照提高了 既
,

表明植物

一 一



内生细菌工程菌株具有可以提高重金属污染的植物修复作

用
。

内生细菌作为外源基因的载体

将具有优良性状的遗传组分转移到植物内生细菌构建

植物内生防病或杀虫工程菌
,

再利用工程菌的内生作用
,

将

外源杀虫防病基因带人植物体内
,

使植物起到与转基因防

病杀虫植物相同或相似的作用
。

等在禾本科杂草狗

牙根中分离到一株细菌 —木质棍状杆菌犬齿亚种
”

,

人工接种时
,

该细菌能

定殖于玉米
、

小麦等禾本科植物的维管束中
,

且不引起作物

病害症状
。

他们借助一个含苏云金芽抱杆菌 一 的

内毒素基因的嵌合质粒邺
,

将杀虫基因整合到该细菌

的染色体上
,

建成了工程杀虫细菌
,

年以来
,

已在美国

个州
、

个杂交玉米品种上进行大田试验
,

玉米螟为害率

可降低 一 ,

连续多年田间试验尚未发现该工程菌

中的苏云金芽抱杆菌毒素基因在环境中扩散
,

开创了内生

细菌作为杀虫基因载体的先例
。

总之
,

植物内生细菌是在长期与植物共进化的过程中

建立了和谐联合关系
,

所以研究重点是他们微生态学行为
,

例如通过种质筛选获得具有相互适应性的植物一 内生细菌

体系
,

进行优化组合试验
,

确定最佳组合方式
,

构建内生细

菌种质资源库
,

以充分发挥内生细菌对植物栽培种的特异

性和宿主植物对内生细菌的接受能力
,

提高作物的产量和

抗病性
。

通过非培养的分子生物学方法和生物信息学技术

相结合
,

揭示植物内生细菌种群多样性特征信息
、

优势种

群
、

动态分布及其与宿主的和谐联合关系
。

结合传统培养方

法分离筛选具有有益功能的内生细菌优势菌株
,

为合理利

用植物内生细菌资源提出科学依据
。
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