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摘　 要： 该研究采用稀释涂布法结合形态观察、１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析，对广西北海川蔓藻（Ｒｕｐｐｉａ ｍａｒｉｔｉ⁃

ｍａ）内生及根际细菌的物种多样性进行了研究，并采用琼脂扩散法和光度计法分析了其粗提物抑制马尔尼

菲青霉菌活性。 结果表明：从川蔓藻中分离到可培养内生细菌 ２６ 株，根际可培养细菌 ３１ 株。 分别将内生

细菌归属为 １０ 科 １２ 属 １３ 种，根际分离出细菌归属为 ９ 科 １４ 属 １９ 种，其中 ５ 株根际细菌可能为潜在新种。

获得 ８ 株细菌对马尔尼菲青霉菌有抑制活性，总阳性率为 ２５．０％。 其中，菌株 ＢＧＭＲＣ ２０１５、ＢＧＭＲＣ ２０５９、
ＢＧＭＲＣ ２０４３ 的粗提物表现出较强的抑制马尔尼菲青霉菌效果，其 ＭＩＣ 分别为（１．８００± ０．０４５）、（１．８８１±

０．０６１）、（１．６０４±０．０２１）ｍｇ·ｍＬ⁃１。 川蔓藻中可培养细菌具有较高的物种多样性，蕴藏着丰富的新物种资

源，且富含抑菌活性良好的菌株。
关键词： 川蔓藻， 细菌， 物种多样性， 马尔尼菲青霉菌， 抑菌活性

中图分类号： Ｑ９３９．１　 　 文献标识码： Ａ　 　 文章编号： １０００⁃３１４２（２０１８）０７⁃０９２４⁃１０

Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ
ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｒｕｐｐｉａ ｍａｒｉｔｉｍａ

ＬＩ Ｆｅｉ１， ＧＡＯ Ｃｈｅｎｇｈａｉ１，２， ＹＵ Ｌｉａｎ３， ＬＩ Ｊｉａｙｉ１，３， ＹＩ Ｘｉａｎｇｘｉ２∗

（ １． Ｇｕａｎｇｘｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｍａｒｉｎｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ Ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ Ｂｉｏｓｙｎｅｔｈｅｓｉｓ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， Ｇｕａｎｇｘｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，

Ｎａｎｎｉｎｇ ５３０００７， Ｃｈｉｎａ； ２． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｐｒｏｄｕｃｔ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｍａｒｉｎｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｉｎ Ｂｅｉｂｕ Ｇｕｌｆ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ， Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｎｉｎｇ ５３０２００， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｃｏｌｌｅｇｅ

ｏｆ Ｌｉｇｈｔ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｎｉｎｇ ５３０００４， Ｃｈｉｎａ ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｒｕｐｐｉａ
ｍａｒｉｔｉｍａ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｂｅｉｈａｉ Ｃｉｔｙ ａｎｄ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｏｓｉｓ ｍａｒｎｅｆｆｅｉ． Ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ ｒｈｉｚｏ⁃

收稿日期： ２０１７－１０－１０
基金项目： 国家自然科学基金（８１２６０４８０，２１６６２００６）； 广西自然科学基金（２０１５ＧＸＮＳＦＢＡ１３９１９５）； 广西高校科学技术研究项目
（ＫＹ２０１５ＹＢ１４６）； 广西科技计划项目（ＡＤ１７１２９０１９） ［ Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （ ８１２６０４８０，
２１６６２００６）； Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ （２０１５ＧＸＮＳＦＢＡ１３９１９５）； Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｃｏｌ⁃
ｌｅｇｅｓ ａｎｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ （ＫＹ２０１５ＹＢ１４６）； Ｋｅｙ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ（ＡＤ１７１２９０１９）］。
作者简介： 李菲（１９８８－），女，广西南宁市人，硕士，助理研究员，主要从事海洋微生物资源研究，（Ｅ⁃ｍａｉｌ） ｆｉｎｙｌｅｅ＠ ｙｅａｈ．ｎｅｔ。

∗通信作者： 易湘茜，博士，副教授，主要从事海洋天然药物化学研究，（Ｅ⁃ｍａｉｌ）４２６７２９６０＠ ｑｑ．ｃｏｍ。



ｓｐｈｅｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｒｕｐｐｉａ ｍａｒｉｔｉｍａ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｂｕｔｔｅｒｏｎ ｏｎ ｐｌａｔｅ． １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｒｕｄｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｆｒｏｍ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｇａｉｎｓｔ Ｐｅｎｉ⁃
ｃｉｌｌｉｏｓｉｓ ｍａｒｎｅｆｆｅｉ ｗｉｔｈ ａｇａｒ ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｏｔａｌ ｏｆ ２６ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ
ａｎｄ ３１ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｒｕｐｐｉａ ｍａｒｉｔｉｎａ． Ｔｈｉｒｔｅｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｎｄ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｅｌｖｅ ｇｅｎｅｒａ ａｎｄ ｔｅｎ ｆａｍｉｌｉｅｓ． Ｎｉｎｅｔｅｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ
ａｎｄ ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ ｔｏ ｆｏｕｒｔｅｅｎ ｇｅｎｅｒａｓ ａｎｄ ｎｉｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ． Ａｎｄ ｆｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｅｗ
ｇｅｎｅｒａ． Ｃｒｕｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｏｓｉｓ ｍａｒｎｅｆｆｅｉ， ｔｈｒｅｅ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｈａｄ ｓｔｒｏｎｇ
ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ＭＩＣ５０ ｗｅｒｅ （１．８００ ± ０．０４５）， （１．８８１ ± ０．０６１） ａｎｄ （１．６０４ ± ０．０２１） ｍｇ·ｍＬ⁃１ ． Ｅｎ⁃
ｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｒｕｐｐｉａ ｍａｒｉｔｉｍａ ａｒｅ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｄｉｖｅｒｓｅ ａｎｄ ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅｍ ｓｈｏｗｅｄ ｓｔｒｏｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｅｆｆｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｏｓｉｓ ｍａｒｎｅｆｆｅｉ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｒｕｐｐｉａ ｍａｒｉｔｉｍａ， ｂａｃｔｅｒｉａ， ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｏｓｉｓ ｍａｒｎｅｆｆｅｉ， ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

　 　 马尔尼菲青霉菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｏｓｉｓ ｍａｒｎｅｆｆｅｉ）是一

种独特的具有传染性的二相性真菌，在东南亚地

区的艾滋病患者中最为常见，通常能感染 ＡＩＤＳ 患

者及使用类固醇皮质激素的病人，可作为诊断

ＡＩＤＳ 的一个辅助指标（Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ， ２０１３）。 马尔

尼菲青霉菌是一种条件致病菌，容易感染免疫功

能低的人群，并引发播散性的马尔尼菲青霉病。
近年来，激素和免疫抑制剂以及广谱抗生素使用

广泛，加上介入治疗和器官移植的开展，艾滋病病

人增加迅速，原发性和继发性免疫功能低的人群

逐渐扩大，因此马尔尼菲青霉病不断增多。 若不

能及时获得确诊和有效的抗真菌治疗，其死亡率

极高（Ｗｏｎｇ ｅｔ ａｌ，２００１）。 目前，治疗马尔尼菲青

霉菌病的药物有氟康唑、伊曲康唑、两性霉素 Ｂ
等，往往都是两种及两种以上药物结合使用。 氟

康唑作为首选药物，其副反应小，但治疗青霉菌疗

效差，复发率高。 因此，寻找到低剂量、高活性及

副反应小的马尔尼菲青霉菌抑制剂显得尤为重要。
川蔓藻是一种分布广泛的底栖水生维管束植

物，是全球温带、亚热带海域及盐湖地区中发生自

然恢复的先锋植物，具有强的耐盐性和去除氮磷能

力。 据报道，川蔓藻中的化学成分具有很好的生物

活性，Ｄｅｌｌａｇｒｅｃａ ｅｔ ａｌ（２０００）从川蔓藻中分离到 ７ 种

具有抑制小球藻和羊角月牙藻活性的半日花烷型

二萜类化合物。 目前，川蔓藻的研究工作大部分集

中在培育、防护、生态作用及其内在成分影响因素

上，而关于川蔓藻相关微生物研究未见报道，且马

尔尼菲青霉菌体外活性筛选的研究也鲜有报道。

对广西北海滩涂川蔓藻（Ｒｕｐｐｉａ ｍａｒｉｔｉｍａ）中可培养

内生和根际细菌进行多样性分析，并展开细菌发酵

粗提物对马尔尼菲青霉菌的抑制活性研究，以期为

广西北海滩涂川蔓藻开发利用以及临床耐药性马

尔尼菲青霉菌抑制剂的研发提供前期基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料

１．１．１ 样本　 ２０１５ 年 ４ 月 ２７ 日直接在广西北海滩

涂（１０８°５０′４２″ Ｅ，２１°５５′２５″ Ｎ）采集川蔓藻。 用

密封袋装好，并将根部周边土壤一起装在密封袋

内，带回处理。
１．１．２ 试剂和仪器 　 试剂：培养基原料、ＴＡＥ 缓冲

液、２×ＥａｓｙＴａｑ ＳｕｐｅｒＭｉｘ、引物（２７ｆ 和 １４９２ｒ）、ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ、ＧｏｌｄＶｉｅｗ 核酸染料等购自北京康为世纪生

物科技有限公司；Ｃｈｅｌｅｘ⁃１００ 树脂购自美国 ＢｉｏＲａｄ
公司；其他有机试剂均为国产的分析纯试剂。 仪

器：ＳＷ⁃ＣＪ⁃２Ｆ 型超净工作台（杭州佳滤设备有限

公司），ＨＨ．Ｂ１１⁃ＢＳ⁃ＩＩ 型恒温培养箱（东莞市恒宇

仪器有限公司），恒温振荡器（美国 ＣＲＹＳＴＡＬ），
ＶＢ⁃５５ 型高压灭菌锅（德国 ＳＹＳＴＥＣ），ＭＩＮＩＢ⁃１００
型金属浴（杭州米欧仪器有限公司），ＭＩＮＩ⁃６ｋ 型迷

你离心机（常州市国旺仪器制造有限公司），Ｔｇｒａ⁃
ｄｉｅｎｔ 型 ＰＣＲ 扩增仪（德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ），电泳仪（美

国 ＢｉｏＲａｄ），Ｎ１０００ 型旋转蒸发仪（日本 ＥＹＥＬＡ），
凝胶成像仪（Ｃａｒｅｓｔｒｅａｍ），ＶＣＸ７５０ 细胞破碎仪（美
国 Ｓｏｎｉｃｓ）。

５２９７ 期 李菲等： 川蔓藻内生及根际细菌多样性与抑菌活性研究



表 １　 分离培养基
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ

培养基
Ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ

主要成分
Ｍａｉｎ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ

　 　 　 　 　 其他成分
　 　 　 　 　 Ｏｔｈｅｒ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ

ＡＧＧ 可溶性淀粉 １０．０ ｇ， 葡萄糖 １．０ ｇ， 甘油 ５ ｍＬ
Ｓｔａｒｃｈ ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｔａｒｃｈ １０．０ ｇ， ｇｌｕｃｏｓｅ １．０ ｇ， ｇｌｙｃｅｒｏｌ ５ ｍＬ

复合盐母液 １０ ｍＬ
Ｌｏｎｉｃ ｓａｌｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ
１０ ｍＬ

琼脂 １３． ０ ｇ， 去离子水１ ０００
ｍＬ， ｐＨ ７．２～ ７．４
Ａｇａｒ １３．０ ｇ， ｐｕｒｅ ｗａｔｅｒ １ ０００
ｍＬ， ｐＨ ７．２－７．４

Ｍ７ 酵母粉 ５．０ ｇ， Ｌ⁃天门冬酰胺 １．０ ｇ，甘油 １０ ｍＬ
Ｙｅａｓｔ ｐｏｗｄｅｒ ５．０ ｇ， Ｌ⁃ａｓｐａｒａｇｉｎｅ １．０ ｇ， ｇｌｙｃｅｒｏｌ １０ ｍＬ

复合盐母液 １０ ｍＬ
Ｌｏｎｉｃ ｓａｌｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ
１０ ｍＬ

琼脂 １３． ０ ｇ， 去离子水１ ０００
ｍＬ， ｐＨ ７．２～ ７．４
Ａｇａｒ １３．０ ｇ， ｐｕｒｅ ｗａｔｅｒ １ ０００
ｍＬ， ｐＨ ７．２－７．４

Ｍ９ 精氨酸 １．０ ｇ， 甘油 ６ ｍＬ
Ａｒｇｉｎｉｎｅ １．０ ｇ， ｇｌｙｃｅｒｏｌ ６ ｍＬ

复合盐母液 １０ ｍＬ
Ｌｏｎｉｃ ｓａｌｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ
１０ ｍＬ

琼脂 １３． ０ ｇ， 去离子水１ ０００
ｍＬ， ｐＨ ７．２～ ７．４
Ａｇａｒ １３．０ ｇ， ｐｕｒｅ ｗａｔｅｒ １ ０００
ｍＬ， ｐＨ ７．２－７．４

Ｍ１０ 葡萄糖 １０．０ ｇ， 酸水解酪蛋白 ０．５ ｇ
Ｇｌｕｃｏｓｅ １０．０ ｇ， ｃａｓｅｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ ０．５ ｇ

复合盐母液 １０ ｍＬ
Ｌｏｎｉｃ ｓａｌｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ
１０ ｍＬ

琼脂 １３． ０ ｇ， 去离子水１ ０００
ｍＬ， ｐＨ ７．２～ ７．４
Ａｇａｒ １３．０ ｇ， ｐｕｒｅ ｗａｔｅｒ １ ０００
ｍＬ， ｐＨ ７．２－７．４

２２１６Ｅ 蛋白胨 ５．０ ｇ， 酵母膏 １．０ ｇ， 磷酸高铁 ０．１ ｇ
Ｐｅｐｔｏｎｅ ５．０ ｇ， ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ １．０ ｇ， ｆｅｒｒｉｃ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ０．１ ｇ

— 琼脂 １３． ０ ｇ， 海水１ ０００ ｍＬ，
ｐＨ ７．６～ ７．８
Ａｇａｒ １３． ０ ｇ， ｓｅａ ｗａｔｅｒ １ ０００
ｍＬ， ｐＨ ７．６－７．８

　 注： 复合盐母液包含 ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．５ ｇ， ＫＮＯ３ ０．５ ｇ， ＮａＣｌ ０．５ ｇ， Ｋ２ＨＰＯ４ ０．５ ｇ， ＮＨ４ＮＯ３ ０．１ ｇ， ＦｅＳＯ４ ０．０１ ｇ， ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．００１ ｇ， 去离子水 １０ ｍＬ。
　 Ｎｏｔｅ： Ｌｏｎｉｃ ｓａｌｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ ｉｎｃｌｕｄｅｓ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．５ ｇ， ＫＮＯ３ ０．５ ｇ， ＮａＣｌ ０．５ ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４ ０．５ ｇ， ＮＨ４ＮＯ３ ０．１ ｇ， ＦｅＳＯ４ ０．０１ ｇ，
ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．００１ ｇ， Ｐｕｒｅ ｗａｔｅｒ １０ ｍＬ．

１．１．３ 培养基 　 （ １）分离培养基：２２１６Ｅ，Ｍ１０，Ｍ７，
Ｍ９ 和 ＡＧＧ，详情见表 １。 （２）纯化培养基为改良

的 ＩＳＰ２ 固体培养基。 其中，酵母提取物为 ２．０ ｇ，
麦芽提取物为 ２．０ ｇ，葡萄糖为 ２．０ ｇ，琼脂为 １４．０
ｇ，海水为１ ０００ ｍＬ。 （ ３） 发酵培养基为改良的

ＩＳＰ２ 液体培养基。 （４）指示菌培养基为 ＰＤＡ 固体

培养基和 ＲＰＭＩ １６４０ 液体培养基。
１．１．４ 指示菌　 马尔尼菲青霉菌，购买于北京百欧

博伟生物技术有限公司。
１．２ 菌株的分离纯化

１．２．１ 植物组织预处理 　 参照沟叶结缕草表面灭

菌方法（王栋等，２００８），先将川蔓藻用无菌水清

洗，再用 ７５％的酒精溶液浸泡 ２ ｍｉｎ，最后用无菌

水冲洗 ３ 遍以去除酒精。 收集川蔓藻的最后 １ 次

漂洗液（表面消毒后的），并涂布在 ＩＳＰ２ 平板上，
２８ ℃培养 ７２ ｈ 后若未见菌落生长，说明川蔓藻表

面消毒彻底。 取样品 ０．５ ｇ 进行研磨，先在研磨好

的样品中加入 １ ｍＬ 的无菌水，混合均匀后，制成

１０ ⁃１的植物悬液，然后依次制成 １０ ⁃２、１０ ⁃３稀释度的

样液，待用。
１．２．２ 根际预处理 　 用灭菌的竹签轻轻拨开川蔓

藻根部土壤，使其根系暴露出来，收集根须表面附

着的土壤（距离根须 ５ ｍｍ 以内），先称取 ２．０ ｇ 土

壤样品装于 ２０ ｍＬ 无菌水（内有玻璃珠）的锥形瓶

中，手动摇匀，使其充分均质即可，然后依次制成

１０ ⁃２、１０ ⁃３稀释度的样液，尽快涂布处理。
１．２．３ 接种　 分别取各梯度稀释后的样液 ０．２ ｍＬ，
接种于 ５ 种分离培养基中，每个浓度梯度平行接

种于 ２ 个平板，２８ ℃ 培养 ２１ ｄ 后观察形态变化，
并挑选不同的菌落进行纯化，同时记录菌落数和

形态特征。 将纯化后的菌株制成冻干牛奶管于 ４
℃中保存，同时制成 ２０％（ ｖ ／ ｖ）甘油管保存于－８０
℃中。
１．３ １６Ｓ ｒＲＮＡ 的系统发育分析

用 ｃｈｅｌｅｘ⁃１００ 树脂提取菌种的 ＤＮＡ（周双清

等，２０１０），ＰＣＲ 扩增参照 Ｗａｌｓｈ ｅｔ ａｌ（ １９９１）的方

６２９ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



法进行。 扩增和测序引物均为细菌通用引物，即
２７Ｆ （ ５′⁃ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡ⁃３′） 和 １４９２Ｒ
（５′⁃ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃３′）。 ＰＣＲ 反应条

件：９４ ℃预变性 ８ ｍｉｎ，９４ ℃变性 ５０ ｓ，５５ ℃退火

４５ ｓ，７２ ℃延伸 ９０ ｓ，共 ３０ 个循环，循环结束后，７２
℃延伸维持 １０ ｍｉｎ。 将扩增产物经 １％琼脂糖凝

胶电泳检测合格后，委托上海美吉生物医药技术

有限公司广州分公司进行测序。 将 ５ 株潜在新种

的 ＰＣＲ 扩增产物条带切胶回收，连接 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ１
克隆载体后，转化至 Ｔｒａｎｓ⁃Ｔ１ 感受态细胞中，通过

蓝白筛选，挑取阳性克隆子，采用 ＰＣＲ 法验证克隆

的片段大小并送上海美吉生物医药技术有限公司

广州分公司测序。 将测序结果利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件

进 行 整 理， 用 ＥｚＴａｘｏｎ 服 务 器 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｅｚｔａｘｏｎ．ｏｒｇ ／ ）进行在线比对；选取同源性最高的菌

株序列作为参比对象，用 ＭＥＧＡ５． ０ 软件，采用

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建系统树，用 Ｂｏｏｓｔｒａｐ １ ０００
次检测各分支的置信值，对各菌株的系统发育地

位进行分析（Ｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ， ２０１１）。
１．４ 细菌粗提物对马尔尼菲青霉菌的敏感性

１．４．１ 琼脂扩散法筛选活性菌株 　 采用改良的琼

脂扩散法（韦高和李菊裳，２００５）测定马尔尼菲青

霉菌扩散区域大小。 挑取少量菌体，接种于 ＲＰＭＩ
１６４０ 液体培养基中，于 ２５ ℃、１８０ ｒ·ｍｉｎ⁃１下摇床

培养 ２４ ｈ，制备菌悬液。 将 １％菌悬液（ ｖ ／ ｖ）加入

灭菌后的 ＰＤＡ 固体培养基（冷却至 ５５ ℃左右）中
混匀，将 １５ ｍＬ 培养基倒入灭菌平皿中。 待培养

基凝固，然后将培养好的马尔尼菲青霉菌打成直

径为 ６ ｍｍ 的菌饼（初始菌饼）贴于平皿中，使有菌

丝面朝下贴于每个含待测菌的 ＰＤＡ 固体培养基

中，每个板 ４ 块菌饼，阴性对照为 ＰＤＡ 固体培养

基，２５ ℃恒温培养。 隔天观察一次结果，并用游标

卡尺测定马尔尼菲青霉菌扩散区域大小，每个实

验重复 ２ 次。
１．４．２ 光度计法确定 ＭＩＣ 值 　 根据真菌药物敏感

试验的标准化文件中的 Ｍ３８⁃Ａ２（丝状真菌稀释法

药物敏感试验的参考方法－第二版）说明，设计体

外抑制马尔尼菲青霉菌活性测定实验。
１．４．２．１ 阳性对照组浓度值的确定　 参照体外抗真

菌药敏实验微量稀释（Ｍｏｒａｃｅ ｅｔ ａｌ， ２００２）、酶标仪

测定抗菌物质抑菌活性（周子雄等，２０１４）和气丝

状真菌吸光度测定（ Ｋａｊｉｍｕｒａ ＆ Ｋａｎｅｄａ， １９９６）。
在无菌条件下，使用 ９６ 孔板进行实验。 以马尔尼

菲青霉菌作为目的菌株，将菌接种于 ＰＤＡ 培养基

上，２５ ℃培养 ３ ｄ，用 ＲＰＭＩ １６４０ 液体培养基配制

孢子悬浮液，使得培养液中孢子浓度为 ０．４ ～ ５×１０４

ｃｆｕ·ｍＬ⁃１。 将 １００ μＬ 孢子悬浮液加入 ９６ 孔板

中，用少量 ＤＭＳＯ 溶解两性霉素 Ｂ（ＡＭＢ）和酮康

唑（ＫＥＴ），分别加入 ９６ 孔板中，使其终浓度分别

为 ０．００１、０．０１、０．１、１ 及 １０ μｇ·ｍＬ⁃１。 平衡 ５ ｍｉｎ
后，测定 ５４０ ｎｍ 波长的 ＯＤ 值，记为 ＯＤ１ 值；将 ９６
孔板放置 ２５ ℃ 培养 ３ ｄ 后，测定 ５４０ ｎｍ 波长的

ＯＤ 值，记为 ＯＤ２ 值。 以 ＤＭＳＯ 作为空白对照。 实

验重复 ２ 次，确定两性霉素 ＡＭＢ 的 ＭＩＣ１００（完全抑

制真菌的最小抑制浓度的 ＭＩＣ，下同）和酮康唑

ＫＥＴ 的 ＭＩＣ８０ （抑制 ８０％ 真菌最小抑制浓度的

ＭＩＣ，下同），重复实验验证，最终确定两性霉素 Ｂ
（ＡＭＢ）和酮康唑（ＫＥＴ）对马尔尼菲青霉菌最低抑

制浓度 ＭＩＣ 值。
计算公式：

抑制率 ＝
△ＯＤ空白组－（ＯＤ１－ＯＤ２）

△ＯＤ空白组

×１００％。

１．４．２．２ 细菌粗提物的制备　 将活性好的细菌置于

ＩＳＰ２ 固体培养基上培养，取生长于对数期后的菌

株接种于装有 １００ ｍＬ 发酵培养液的 ５００ ｍＬ 锥形

瓶中，每株菌接种 ６ 瓶，１８０ ｒ·ｍｉｎ⁃１，２８ ℃ 培养 ７
ｄ。 发酵液用细胞破碎仪处理 ２０ ｍｉｎ，将处理后的

发酵液用 １ ∶ １（ｖ ／ ｖ）乙酸乙酯萃取 ３ 次，每次间隔

至少 ２０ ｍｉｎ。 浓缩干燥后，置于干燥器中保存，
备用。
１．４．２．３ 菌株发酵粗提物的最小抑制浓度 ＭＩＣ５０ 　
将马尔尼菲青霉菌接种于 ＰＤＡ 固体培养基上，２５
℃培养 ３ ｄ，用 ＲＰＭＩ １６４０ 液体培养基配制孢子悬

浮液，使得培养液中孢子浓度为 ０．４ ～ ５×１０４ ｃｆｕ·
ｍＬ⁃１。 用 ＤＭＳＯ 和 ＲＰＭＩ １６４０ 液体培养基将菌株

发酵粗提物配制一系列浓度药液。 取 １００ μＬ 菌

悬液和 １００ μＬ 药液加入 ９６ 孔板中，药液终浓度为

１．２５、２．５、５．０ ｍｇ·ｍＬ⁃１。 每浓度设置 ３ 个平行，以
４ μｇ·ｍＬ⁃１酮康唑为阳性对照组，ＤＭＳＯ 为空白对

照。 记录和计算数据，每组实验重复两次。
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表 ２　 川蔓藻内生及根际细菌的组成
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｒｕｐｐｉａ ｍａｒｉｔｉｍａ

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

目
Ｏｒｄｅｒ

科
Ｆａｍｉｌｙ

属
Ｇｅｎｕｓ

菌株数量
Ｎｏ． ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

组织
Ｔｉｓｓｕｅ
根际

Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

交替单胞菌目
Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｄａｌｅｓ

交替单胞菌科
Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ

微泡菌属
Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ

２

盐场单胞菌属
Ｓａｌｉｎｉｍｏｎａｓ

１

组织
Ｔｉｓｓｕｅ

组织和根际
Ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

芽孢杆菌目
Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ

芽孢杆菌科
Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ

喜盐芽孢杆菌属
Ｈａｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ

１

芽孢杆菌属
Ｂａｃｉｌｌｕｓ

５

组织
Ｔｉｓｓｕｅ
组织
Ｔｉｓｓｕｅ
组织
Ｔｉｓｓｕｅ

黄杆菌目
Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ

黄杆菌科
Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

济州岛古名菌属
Ｔａｍｌａｎａ

１

Ａｅｓｔｕａｒｉｉｂａｃｕｌｕｍ １

Ｈｗａｎｇｄｏｎｉａ １

根际
Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

根际
Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

根际
Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

组织
Ｔｉｓｓｕｅ

微球菌目
Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｌｅｓ

纤维素单胞菌科
Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ

Ｄｅｒｍａｃｏｃｃａｃｅａｅ

Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

河氏菌科
Ｈａｈｅｌｌａｃｅａｅ

纤维单胞菌属
Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ

１

Ｆｌｅｘｉｖｉｒｇａ １

微杆菌属
Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

１

霍氏菌属
Ｈａｈｅｌｌａ

１

根际
Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

根际
Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

海洋螺菌目
Ｏｃｅａｎｏｓｐｉｒｉｌｌａｌｅｓ

Ｈａｌｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ 盐单胞菌属
Ｈａｌｏｍｏｎａｓ

１

栖盐田菌属
Ｓａｌｉｎｉｃｏｌａ

２

组织和根际
Ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

假单胞菌目
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ

假单胞菌科
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ

假单胞菌属
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

２

组织
Ｔｉｓｓｕｅ
根际

Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

根瘤菌目
Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ

根瘤菌科
Ｒｈｉｚｏｂｉａｃｅａｅ

根瘤菌属
Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ

１

生丝微菌科
Ｈｙｐｈｏｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ

德沃斯氏菌属
Ｄｅｖｏｓｉａ

１

组织
Ｔｉｓｓｕｅ
组织
Ｔｉｓｓｕｅ
组织
Ｔｉｓｓｕｅ
根际

Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ
根际

Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

红杆菌目
Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ

红杆菌科
Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ

Ａｌｂｉｄｏｖｕｌｕｍ １

斯塔普氏菌属
Ｓｔａｐｐｉａ

１

栖海洋菌属
Ｏｃｅａｎｉｃｏｌａ

１

副球菌属
Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ

１

小红卵菌属
Ｒｈｏｄｏｖｕｌｕｍ

１

组织
Ｔｉｓｓｕｅ
根际

Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

鞘脂单胞菌目
Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｌｅｓ

赤杆菌科
Ｅｒｙｔｈｒｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ

红色杆菌属
Ｅｒｙｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ

１

Ｓｔａｋｅｌａｍａ １

组织
Ｔｉｓｓｕｅ

链霉菌目
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ

链霉菌科
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ

链霉菌属
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

１

２　 结果与分析

２．１ 川蔓藻中内生及根际细菌多样性分析

采用 ５ 种分离培养基，从川蔓藻组织和根际中

分别分离到可培养内生细菌 ２６ 株和 ３１ 株，按照菌

落的大小、形态、颜色和出现时间等进行细菌排

重，选取 ４４ 株细菌进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列对比，
获得 １３ 种内生细菌及 １９ 种根际细菌，隶属于 １４
科 ２４ 属（表 ２）。
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图 １　 川蔓藻内生细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的菌株系统发育树
Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｉｎ Ｒｕｐｐｉａ ｍａｒｉｔｉｍａ

初步鉴定结果表明，川蔓藻内生细菌隶属于 ３
门 ８ 科 １２ 属。 根据 １３ 株内生细菌及其参比菌株

的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列构建的 Ｎ⁃Ｊ 系统进化树（图
１）。 初步鉴定结果表明，川蔓藻根际细菌隶属于 ４
门 ８ 科 １４ 属。 根据 １９ 株根际细菌及其参比菌株的

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列构建的 Ｎ⁃Ｊ 系统进化树（图 ２）。
从川蔓藻根际中分离到 ５ 株细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ

基因序列（约１ ５００ ｂｐ），它们与其最近缘的典型菌

株序列相似性低于 ９７％。 菌株 ＢＧＭＲＣ ２０１９ 与红

杆菌 科 的 有 效 发 表 菌 株 Ａｌｂｉｄｏｖｕｌｕｍ ｘｉａｍｅｎｅｎｓｅ
ＹＢＹ⁃７Ｔ（ＨＱ７０９０６１），ＢＧＭＲＣ ２０４６ 与 Ｓｔａｐｐｉａ＿ｆ 科
的 有 效 发 表 菌 株 Ｓｔａｐｐｉａ ｉｎｄｉｃａ Ｂ１０６Ｔ

（ＥＵ７２６２７１），ＢＧＭＲＣ ２０４８ 与黄杆菌科的有效发

表菌株 Ｈｗａｎｇｄｏｎｉａ ｓｅｏｈａｅｎｓｉｓ ＨＤ⁃３Ｔ（ ＪＸ５４６１４２），
ＢＧＭＲＣ ２０５０ 与 根 瘤 菌 科 的 有 效 发 表 菌 株

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐｈａｅｒｏｐｈｙｓａｅ ＣＣＮＷＧＳ０２３８Ｔ （ ＦＪ１５４０８８），
ＢＧＭＲＣ ２０５４ 与红杆菌科有效发表菌株 Ｏｃｅａｎｉｃｏｌａ
ｌｉｔｏｒｅｕｓ Ｍ⁃Ｍ２２Ｔ（ＪＸ２９１１０４）发育关系最密切，其相

似率分别为 ９３．４６％、９５．９６％、９５．２７％、９６．１０％和

９６．０３％。 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列，５ 株潜在新种

与其所在菌科中邻近菌株构建的 Ｎ⁃Ｊ 系统进化树，
均能与其相似菌株在进化树上聚为一簇，在采用

Ｍａｘｉｍｕｍ⁃Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ 法和 Ｍａｘｉｍｕｍ⁃Ｐａｒｓｉｍｏｎｙ 法构

建的系统进化树中 ５ 株菌种同样形成了一个独立

分 枝。 由 此 推 测， 菌 株 ＢＧＭＲＣ ２０１９、 ＢＧＭＲＣ
２０４６、ＢＧＭＲＣ ２０４８、ＢＧＭＲＣ ２０５０ 及 ＢＧＭＲＣ ２０５４
分别为红杆菌科、Ｓｔａｐｐｉａ＿ｆ 科、黄杆菌科、根瘤菌

科及红杆菌科中的一个潜在新分类单元。
２．２ 不同培养基对内生及根际细菌的分离效果

采用 ５ 种分离培养基，从川蔓藻组织及其根际
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图 ２　 川蔓藻根际细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的菌株系统发育树
Ｆｉｇ． ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｏｆ Ｒｕｐｐｉａ ｍａｒｉｔｉｍａ

中分离到细菌共 ５７ 株，其中将 ４４ 株细菌进行测序

比对，它们在不同培养基上的分离效果如图 ３ 所

示。 从 ５ 种分离培养基的分离效果来看，Ｍ１０ 培

养基（含有水解酪素）分离到的细菌种类最多，包
含 １２ 个菌属；Ｍ９ 培养基（含有精氨酸、寡营养）分
离到的细菌种类最少。 根据菌落数的统计结果，
ＡＧＧ、Ｍ１０、Ｍ７、Ｍ９ 和 ２２１６Ｅ 培养基上菌落数分别

为 １．２×１０５、１．８×１０５、４．０×１０４、６．０×１０４和 ５．０×１０４

ｃｆｕ·ｍＬ⁃１。 Ｍ１０ 分离培养基获得 １３ 株细菌，隶属

于 １２ 属，其获得的菌株数和多样性均较高；Ｍ９ 分

离培养基获得 ５ 株细菌，获得的细菌数较少，且多

样性较少。 就新颖性而言，１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列相

似性小于 ９７％的菌株共有 ５ 株，占分离细菌总数

的 ８．７７％。 其中 ２ 株潜在新菌（２０４８ 和 ２０５４）从

Ｍ１０ 培养基分离获得，４ 株（ ２０１９，２０４６，２０４８ 和

２０５０）潜在新菌从 ２２１６Ｅ 培养基分离获得。
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图 ３　 不同培养基分离细菌数量
Ｆｉｇ． ３　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ４４ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

图 ４　 川蔓藻组织及根际来源内生
细菌属级群类分布韦恩图

Ｆｉｇ． ４　 Ｖｅｎｎ ｏｆ ｇｅｎｅｒａ ｉｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｒｕｐｐｉａ ｍａｒｉｔｉｍａ

２．３ 内生及根际细菌的属级水平上的韦恩图分析

在属级水平上对川蔓藻组织及其根际来源细

菌进行 ｖｅｎｎ 分析（图 ４），从川蔓藻组织来源的 １３
株细菌，隶属于 １２ 属，而从根际来源的 １９ 株细

菌，隶属于 １４ 属。 韦恩图显示，从川蔓藻组织和

根际中获得细菌种类存在较大的差异，共同含有

两个属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．。

２．４ 细菌发酵粗提物对马尔尼菲青霉菌的抑制

活性

２．４．１ 活性菌株筛选结果 　 对分离纯化的 ３２ 株细

菌进行活性筛选，结果表明，有 ８ 株细菌具有抑制

效果，总阳性率为 ２５．０％。 其中，有 ３ 株细菌表现

出极强的抑制效果（图 ６）。 马尔尼菲青霉菌扩散

的区域越小，其生长受到抑制作用越大，反之则越

小。 空白对照板的马尔尼菲青霉菌扩散区域达到

１８ ～ ２５ ｍｍ，实验组的马尔尼菲青霉菌扩散区域小

于 １２ ｍｍ，含 ＢＧＭＲＣ ２０４３ 菌液板上未观察到马

尔尼菲青霉菌扩散区。
２．４．２ 光度计法确定 ＭＩＣ 值　 重复实验结果显示，
两性霉素 Ｂ （ ＡＭＢ） 的 ＭＩＣ１００ 为 （ ３． ５７３ ± ０． １２１）

μｇ· ｍＬ⁃１， 酮 康 唑 （ ＫＥＴ） 的 ＭＩＣ８０ 为 （ ３． ８２８ ±

０．０７４）μｇ·ｍＬ⁃１，ＤＭＳＯ 对马尔尼菲青霉菌无抑制

作用。
选取 ３ 株活性高的菌株进行抑菌活性效果测

定。 表 ３ 结果显示，在药液浓度为 １．２５ ｍｇ·ｍＬ⁃１

时，２０１５ 和 ２０５９ 菌对马尔尼菲青霉菌的抑菌率均

很相近，而 ２０４３ 菌株的抑菌率是 ２０１５ 和 ２０５９ 菌

的近两倍；在药液浓度为 ２．５ 和 ５．０ ｍｇ·ｍＬ⁃１时，
２０１５、２０５９ 和 ２０４３ 菌对马尔尼菲青霉菌的抑菌率

均很相近。 用 ＳＰＳＳ 软件计算 ３ 株细菌粗提物抑

制 ５０％马尔尼菲青霉菌的药物浓度，即 ＭＩＣ５０。
２０４３ 菌株粗提物的抑菌效果最佳，其 ＭＩＣ５０ 为

（１．６０４±０．０２１）ｍｇ·ｍＬ⁃１；２０１５ 和 ２０５９ 菌的抑菌

效果相近，其 ＭＩＣ５０ 值分别为 （ １． ８００ ± ０． ０４５）、

（１．８８１±０．０６１）ｍｇ·ｍＬ⁃１。 另外，阳性对照选用 ４
μｇ·ｍＬ⁃１酮康唑，其抑菌率为０．８５９ ２±０．０１２。

３　 讨论

存在于潮间带生态系统中的微生物类群具有

高生产力和多样性，它们不断将凋亡的潮间带生

物中的营养物质转化为植物可利用的 Ｃ、Ｐ 等，同
时潮间带植物茎、叶、根的渗出物又为微生物的生

长提供养分，使其周围的微生物多样性更加丰富

（杨隽娴，２００８）。 与南方沿海潮间带生长的红树

植物相比，近海潮间带盐生植物的研究相对较少。

１３９７ 期 李菲等： 川蔓藻内生及根际细菌多样性与抑菌活性研究



图 ５　 培养 １ 周后马尔尼菲青霉菌的抑制效果
Ｆｉｇ． ５　 Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｏｓｉｓ ｍａｒｎｅｆｆｅｉ ａｆｔｅｒ ｏｎｅ ｗｅｅｋ

表 ３　 ３ 株细菌抑制马尔尼菲青霉菌的抑制率
Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｔｒａｉｎｓ ａｇａｉｎｓｔ

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｏｓｉｓ ｍａｒｎｅｆｆｅｉ

菌株编号
Ｃｏｄｅ ｏｆ

ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ

粗提物浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｕｄｅ ｅｘｔｒａｃｔ （ｍｇ·ｍＬ ⁃１）

１．２５ ２．５ ５．０

ＢＧＭＲＣ ２０１５ ０．１７５±０．００６ ０．５８７±０．０１７ ０．６５１±０．０１２

ＢＧＭＲＣ ２０５９ ０．１５１±０．０１７ ０．５８３±０．００３ ０．６３６±０．０１１

ＢＧＭＲＣ ２０４３ ０．３１６±０．００８ ０．６０２±０．００６ ０．７７７±０．０１３

川蔓藻作为一种盐生植物生存在潮汐带间，与陆

地人工培育的川蔓藻的生存环境极其不同，其代

谢途径会为了适应生存环境而发生相应改变。 为

了掌握广西北海滩涂上川蔓藻中可培养的内生与

根际细菌组成，本研究分别对川蔓藻的组织与根

际进行采样，利用 ５ 种培养基，从中分离获得了大

量细菌资源。 研究发现，川蔓藻内生及根系呈现

出较高的细菌生物多样性，从川蔓藻中分离到可

培养内生细菌 ２６ 株，归属为 １０ 科 １２ 属 １３ 种；根
际可培养细菌 ３１ 株，归属为 ９ 科 １４ 属 １９ 种，其中

５ 株根际细菌为潜在新物种。 其中，在植物内和根

际中均分离到优势菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ．，其能广泛分布在动植物内部及其生长的环境，
两者间即存在着相互竞争，又相互产生作用。 普

遍认为，根际土壤细菌是植物根部内生细菌主要

来源，它在植物根系的微生物环境中对物质和能

量的转化起重要作用（庞欣等，２０００）。 结果显示，

在植物内和根际中分离到两个共同属，即 Ｐｓｅｕｄｏ⁃
ｍｏｎａｓ ｓｐ．和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．，这一结果与部分研究报道

大相庭径。 陆松柳等（２０１１）研究发现，植物根际

微生物的数量、类群、优势种等存在很大差异，这
主要与植物根系分泌物的种类和数量有关系，分
泌物会随植物种类的不同而存在差异。 根系分泌

物是植物作用于湿地微环境的重要途径之一（夏

北成等，１９９８），植物通过根系分泌物的释放来改

变根际微生物群落结构。 土壤环境受到植物生长

的影响，使得土壤微生物群落的结构和多样性发

生改变，受植被影响的土壤环境中土壤微生物群

落多样性比其他未受植被影响土壤环境中的微生

物群落多样性要高很多。
对这 ３２ 株细菌进行抑菌活性研究，发现有 ８

株细菌对马尔尼菲青霉菌有抑制作用，总阳性率

为 ２５．０％；其中，有 ３ 株细菌表现出极强的抑菌活

性。 该 ３ 株细菌为 ＢＧＭＲＣ ２０１５、ＢＧＭＲＣ ２０５９ 和

ＢＧＭＲＣ ２０４３，分别与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｉｅｔｎａｍｅｎｓｉｓ １５⁃１Ｔ、
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｓｕｂｓｐ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＦＺＢ４２Ｔ

和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｍｏｓｓｅｌｉｉ ＣＩＰ １０５２５９Ｔ相似性最高。
其中，ＢＧＭＲＣ２０４３ 的 ＭＩＣ５０为（１．６０４±０．０２１）ｍｇ·
ｍＬ⁃１。 多种芽孢杆菌属的细菌通过竞争营养空间、
产生脂肽类抗生素、诱导植物系统抗性等，具有抗

菌、抗 肿 瘤 和 抗 炎 症 等 生 物 活 性 （唐 金 山 等，
２００８ ）。 对 于 菌 株 Ｐ． ｍｏｓｓｅｌｉｉ ＣＩＰ １０５２５９Ｔ，
Ｎｉｓｈａｎｔｈ ｅｔ ａｌ（２０１６）系统地进行了该菌代谢产物

的活性实验分析，其代谢产物中有活性小分子

Ｐｓｅｕｄｏｐｙｒｏｎｉｎｅ Ｂ，具有很好的抑制革兰氏阳性细

２３９ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



菌、抗植物病原真菌、抑制细胞增长及抗癌等活

性。 本研究发现，Ｐ． ｍｏｓｓｅｌｉｉ ＣＩＰ １０５２５９Ｔ对马尔尼

菲青霉菌也具有极强的抑制活性，本研究丰富对

Ｐ． ｍｏｓｓｅｌｉｉ ＣＩＰ １０５２５９Ｔ菌株抑菌活性的认识，也为

开发新的抗生素及活性药物等下游工作提供很好

的依据。
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