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茵宿内生菌中高效 AHL 降解菌的筛选和鉴定

汪玲玲，龚伟伦，刘需莎
(华南农业大学生命科学学院，广东广州 510642)

摘要:从中国新疆、内蒙古和墨西哥等地分离茵稽内生菌 133 株，平板筛选到 8 株细菌具有 N-lílt基高丝氨酸内醋

( N -Acyl-L-homoserinelactone , AHL) 降解活性，其中活性较强的菌株有 r-12 、 r-9 和 R1. 5. 对 8 株 AHL 降解菌做 AHL

H住一碳源试验，结果发现菌株 S35 和 N46 在液体 AHL 唯一碳源培养基中生长情况较好 ， D酬""'分别为 0.415 和

0.386 ，菌株 r-9 的生长情况最差 ，D酬""'为 0.015. 菌株 R1. 5 还具有耐高温、耐盐碱、能分解无机磷、在无氮培养基上

生长等优点.经细菌形态学观察、生理生化试验以及 16S rDNA 序列分析，初步确定菌株 R1. 5 为 1 株地衣芽抱杆菌.
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Screening and Identification of AHL-Degrading 

Bacteria from Alfalfa Entophytes 

WANG Ling-ling , GONGWei-lun , LIU Ai-sha 

( College of Life Science , South China Agricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: One hundred and thirty-three alfalfa entophytes were isolated from the roots and stems of alfalfa 

grown in Xinjiang Province , Inner Mongolia Autonomous Region in China , and Mexico. Eight isolates 

showed N-Acyl-L-homoserinelactone (AHL) degrading activity , especially strain r-12 , r-9 , R l. 5 showed 

stronger activity than others by the plate screening. When AHL used as unique carbon and energy , strain 

S35 (D600 nm = O. 386) and N46 (D6∞ nm = 0.415) grew well , but D600 nm of strain r-9 was 0.015. Strain 

R1. 5 grew well under high temperature , high salt concentration and high pH. Strain R1. 5 also grew on 

the medium without additive nitrogen , and dissolved phosphor. Based on phenotype test , physi-biochemical 

results and 16S rDNA sequence analysis , strain R l. 5 was identified as Bacillus licheniformis. 

Key words: alfalfa entophytes j AHL-degrading bacteria j screen j identify 

N-酷基高丝氨酸内醋( N -Acyl-L-homoserinelac­

tone ， AHL)是革兰氏阴性细菌群体感应系统的主要

信号分子，当 AHL 分子达到一定的浓度阔值时，能

启动菌体中相关基因的表达[门.在许多植物病原菌

中， AHL 浓度是引发其致病性的关键因子.降解 AHL

能扰乱和阻断群体感应系统，阻止病原菌发病，提高

植物的抗病性[2].

茵宿为豆科盲稽属多年生草本植物，既有极高

的饲用价值，又有良好的生态效益，被誉为"牧草之

王"[3]. 近几年来，随着我国百宿种植面积进一步扩

大，病害问题日益严重.目前防治盲宿病害的方法主

要是喷洒化学杀菌剂，此法费时费力且有药物残

留 [4) 采用安全高效的生物防治方法，是缓解茵宿病

害，发展绿色农业的必由之路.植物内生菌可产生丰

富多样的代谢产物，具有促生长、抗逆境、抗病害等

多种生物活性[5]. 本研究拟从茵宿植株的根部和茎

部分离内生菌，用于高效 AHL 降解菌的筛选，为开

发新型盲宿生防菌提供宝贵的种质资源.
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1 材料与方法

1. 1 茵宿内生菌的分离与纯化

从新疆、内蒙和墨西哥等地采集盲宿植株，将根

部和茎部分开，0. 1 %升示表面消毒后，研磨并稀释

涂布在 TY 平板上(蛋白陈 5 g ，酵母粉 3 g ，蒸饵水定

容至 1 L) ,28 "c培养 48 h ，根据菌落形态不同，挑选

代表菌落，纯化 3 次以上.对分离物做 SDS-PAGE 全

细胞蛋白电泳[6] ，去掉图谱完全相同的菌株.共得到

133 株茵宿内生菌，4 "c保存备用.

1. 2 AHL 降解菌的筛选

1. 2.1 AHL 检测用菌 根癌农杆菌 Agrobacteriun

tumφciens NTL4 ( PTi )为 AHL 产生菌，含有 traI 基

因，能产生 AHL 分子.根癌农杆菌 NTL4 ( PELR4 )为

AHL 指示菌，含有 Ptral-lacZ 融合基因和 traR 基因，

自身不产生 AHL 分子，但能检测外源 AHL 活性并显

示蓝色.蜡状芽抱杆菌 Bacillus cereus ACCC10263 为

AHL 降解酶的阳性菌.以上菌种均由华南农业大学

生命科学学院生命微生物实验室保存.

1. 2. 2 AHL提取将 NTL4( PTi) 接种 YEB 液体培

养基(酵母粉 5 g ，蛋白脏、 10 g , NaCl 5 g ，藤糖 5 g , 

MgS04 -7H2 0 o. 5 g ，蒸悟水定容至 1 L) , 28 "c、 180

r-mII1l 培养 72 h. 菌液离心后取上清.用等体积乙

酸乙醋抽提，抽干洛剂后用 1 mL 无水甲醇溶解.过

滤除菌即为 AHL 粗提液，4 "c保存备用.

1. 2. 3 AHL 的平板检测 AHL 的平板检测方法参

考文献[7] .将添加有 X-gal 的 M9-G 平板切成 1 cm 

宽，间隔 0.3 cm 的细条，一端挖点样孔.将 NTL4

(PELR4 )培养物从距点样孔中心 1 cm 开始，每隔

0.5 cm 点 o. 8μL 菌液，在点样孔内加入 20μL 样

品， 28 "c培养 16 -20 h ，观察并记录结果.点样孔内

AHL 含量越低，显色距离越短.

1. 2. 4 AHL 降解菌的筛选 以 133 株茵宿内生菌

作为供试菌株，分别接种于 TY 液体培养基， 28 "c、

150 r • min -1 培养 24 h. 向待测菌液加人 10μL AHL 

粗提液，以蜡状芽抱杆菌 ACCC10263 为阳性对照，

28 "c、 150 r . min- I 培养 24 h. 上述菌液离心取上清

基制备:将 AHLs 粗提液(见1. 2. 2) 置于灭菌的器皿

中，在超净工作台内将洛剂吹干.加入无碳游、无机培

养基重新溶解 AHL，使 AHLs 粗提物的终体积比为

30μl/mL.无碳源无机培养基 :20 x M9 母液 5 mL , 

MgS04 -7H2 0 O. 05g , KN03 O. 19，双蒸水定容至 100

mL , 121 "c灭菌 20 min 后加入 10 mL 无菌 0.01

mol/L CaC12 试验重复 3 次-
1. 4 AHL 降解菌的抗逆性试验

1. 4. 1 耐盐性测定 将供试菌株分别接种到 NaCl

质量浓度为 40 、60 、80 、 100 、 120 、 130 g • L -1 的 TY 液

体培养基中，28 "c、 150 r . min- I培养 2 - 3 d. 

1. 4. 2 耐高低温测定 将供试菌株接种于 TY 培养

基上，分别在4 、 10 、40 和 60 "c (20 min) 温度下培养-

60 "c (20 min) 是指 60 "c恒温处理 20 min 后，再置

于 28 "c培养.除 4 和1O"C培养 3 d 后观察外，其余

处理培养 2 -3 d. 

1.4.3 耐酸碱测定将供试菌株分别接种于 pH 为

4.0 ，8.0 、9.0 、 10.0 、 1 1. 0 和 12.0 的 TY 液体培养基

中，28 "c摇床上培养 2 - 3 d. 在有机磷、无机磷和无

氮培养基上的生长试验参考文献[8 ]. 

以上试验均设 3 个平行试验.

1. 5 菌株 Rl.5 的细菌学鉴定

1. 5. 1 细菌形态学观察及生理生化性状分析 对

菌株 R1. 5 做细菌形态和生理生化特征测定.生理生

化试验包括甲基红、乙酷甲基甲醇、过氧化氢酶、产

硫化氢、硝酸盐还原、日51喋产生和明胶液化试验，并

测定了其对部分碳源利用情况.具体方法见文

献[ 8 ] . 

1. 5.2 细菌 16S rDNA 序列分析 PCR 扩增的正向

引物: 5 I - AGAGTITGATCCTGGCTCAG - 3 I ，反向引

物 5 I - GGTT ACCTTGTT ACGACTT - 3 I , PCR 反应条

件为 :94 ℃预变性 5 min ;94 "c 1 min 、45 "c 1 min 、72

"c 1 min , 30 个循环; 72 "c延伸 10 min. 将经胶回收

柱纯化的 PCR 产物直接送广州英骏生物公司测序.

将测序结果提交 GenBank 用Blast 程序进行序列相

似性比较分析.

结果与分析液即为样品，取 20μL 加人如 1. 2. 3 所述点样孔内， 2 
观察 AHL 降解情况.试验重复 3 次. 2.1 AHL 降解菌的筛选

1. 3 AHL 唯一碳源试验

将筛选到的 8 株 AHL 降解菌分别接人液体

从中国新疆、内蒙古和墨西哥等地分离 133 株

盲宿内生菌，其中 78 株分离自根部， 65 株分离自茎

AHL 唯一碳源培养基中. 28 "c、 150 r . min- I 培养 9 部.平板筛选试验结果如图 l 和表 1 所示，具 AHL 降

d. 观察供试菌生长情况，测定 D删 nm. AHL 碳源培养 解活性的菌株共 8 株，约占供试菌株总数的 6% ，其



8 株 AHL 降解菌以 AHL 为唯一碳源和能源的生长试验

Growing test of eight AHL-degrading bacteria on AHL 

unique carbon medium 

高效 AHL 降解菌抗逆特性研究

对 AHL 降解活性最高的 3 株细菌 r-9 、 r-12 和

Rl. 5 做了不同盐浓度、酸碱条件及温度等条件下的

生长情况分析，结果如表 2 所示.菌株 Rl. 5 和 r-12

能耐高温，40 和 60 "c (20 min) 条件下仍能生长良

好.菌株 r-9 的抗酸碱能力最强， pH 4. 0 和 1 1. 0 的酸

碱条件下都可以生长，菌株 RJ. 5 可以在 pH 11. 0 碱

性条件下生长，但不耐 pH 4.0 的酸性条件.耐盐性

最强的是菌株 Rl. 5 ，能够在 NaCl120 g' L- 1 的条件

下生长良好.此外，菌株 R1. 5 能够在无机磷培养基

上形成透明圈，能够在元氮培养基上生长良好.综合

以上可见，菌株 R1. 5 抗逆性最强，且可能有助于宿

主植物对磷和氮的吸收，有望进一步研究并开发为

茵宿生防菌.

菌株 r-12 、 r-9 和 R1. 5 抗逆特性分析1 ) 

Stress resistance analysis of strain r-12 , r-9 and 

菌株 Rl.5 的细菌学鉴定

经显微镜观察，菌株 R1. 5 为革兰氏阳性、产芽

抱杆菌 16S rDNA 测序结果与 GenBank 中已发表的

16S rDNA 序列进行相似性比对，结果显示菌株 R1. 5 

与地衣芽抱杆菌 Bacillus licheniformis 16S rDNA 的序

列片段有 999毛的相似性.参照文献[ 10-12] ，对照表

R1.5 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

第 31 卷

r-9 

+ 

+ 

S50 S54 

r-12 

+ 

生长条件

40g.L- 1 NaCl 

60 g . L - I N aCl 

80g.L- 1 NaCl 

l∞ g . L -1 NaCl 

120g.L- 1 NaCl 

130 g . L -1 NaCl 

降解无机磷

降解有机磷

无氮培养基

S35 

1)"+"表示生长;" "表示不生长.

O 
N46 N54 R 1.5 r-12 r-9 

供i式菌株

R1.5 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

r-9 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

、

报

r-12 

+ 

+ 

60 "c (20 min) + 

pH 4. 0 

pH 8.0 

pH 9.0 

pH 10.0 

pH 11. 0 

pH 12.0 

+ 

+ 

+ 

R1. 5 

ê 0.3 
s 

CJ 0.2 

0.4 

0.5 

。 l

主主4

寸ζ一

表 2

生长条件

4 "C 

学

Tab.2 

图 2

Fig.2 

40 "c 

10 "c 

2.3 

2.4 

大~Ik. 

中菌株 r-9 、 r-12 和 R1. 5 降解活性最强.8 株 AHL 降

解菌中从根部分离的菌株有 5 株，茎部分离的有 3

株，降解活性最强的 3 株菌均分离自根部.这可能是

由于根表细菌种类和数量较多，根部内生菌有较多

机会接触 AHL 依赖型细菌，并与之展开生存环境的

竞争，从而利用已有机制或进化出某-代谢途径破

坏 AHL 分子结构，以获得生存优势.

8 株 AHL 降解菌的来源及降解活性

The source and activity of eight AHL-degrading 

菌株 来源
分离降解活

菌株 来源
分离降解活

部位性1 ) 部位 性 1 ) 

N46 墨西哥 根部 + R1.5墨西哥根部 ++ 

N54 墨西哥 根部 + 535 墨西哥茎部 + 

r-9 中国内蒙古根部 ++ 550 墨西哥茎部 + 

r-12 中国内蒙古根部 ++ 554 墨西哥茎部 + 

AHL 唯一碳源试验

对筛选到的 8 株 AHL 降解菌做 AHL 唯一碳源

试验，结果如图 2 所示.菌株 S35 与 N46 的生长量最

高，28 "c培养 9 d 时 D刷 11111分别为 0.415 和 O. 386. 平

板检测 AHL 降解活性较高的菌株吟 ， D刷m仅为

O. 015. 一般认为能以 AHL 为唯一碳源和能源的菌株

通常具有 AHL 降解活性，因此常采用 AHL 唯一碳源

试验作为 AHL 降解菌的初筛试验[9] ，而以平板检测

作为验证试验.本研究结果显示能够高效降解 AHL

的菌株并不一定能够以 AHL 为唯一碳源正常生长.

这些菌株可能只是利用酷胶酶或者内酣酶等破坏了

AHL 分子结构，但并不能对其进一步降解.可见采用

AHL 唯一碳源试验作为 AHL 降解菌的初筛试验可

能会带来假阴性结果.

1)"++"表示降解后的 AHL 体和、比为 0.01 - O. 05μνmL; 

" +"表示降解后的 AHL 体和、比为 0.05 -0.20μUmL 

CK- :AHL 体积比为 10μνmL;CK+ :AHL 体积比小于 0.01μνmL.

f共试菌株 AHL 降解酶活性检测

AHL-degrading activity assay of test strains 

农南

7
A
J
P
二
戴
白0
0
0

…
α

i
机
制
悔
?
乌
兰

小
毅
蜘
附
属
伊
吵
。
臼
O
O
U

步
命
运
军
?
且
屯
湾
击
中
…
r
J惑
…

中
咱
这
…
胁
性
i
f
y
j
i
J

g
L

吁
f

…Y

喀
沟
。
极
必
然
黯
然
黯
鑫
翠
塞
浦
坦

i
i
i

…
一
》
令
部
…

V
J
…

机
飞
'
带
…
各
每
岱

-
3争
如
呐

A
U
f
A
口

咬
旷
二

u
d梅
毒E
E
L
f川
嗨J勺
r

、
国
队
丁
斗
机

α

华

一
…
也
叫
…

J

strains 

图 l

表 1

Fig. 1 

Tab.l 

70 

2.2 



第 2 期 汪玲玲等:茵宿内生菌中高效 AHL 降解菌的筛选和鉴定 71 

3 中描述的生理生化性状及细菌形态特征，初步确定 抗逆试验结果表明:菌株 Rl. 5 耐高温，在 40 和

菌株 R1. 5 为 1 株地衣芽抱杆菌. 60 "c (20 min) 条件下仍能生长良好;耐盐碱，在

表 3 菌株 R1. 5 生理生化性状分析 pH1l. 0 的碱性条件以及 120 g . L -1 NaCl 的高盐条

Tab. 3 Pl阴iological and biochemical characteristic of 件下生长良好;能在元机磷培养基形成溶磷圈，在无
strain R1. 5 氮培养基上正常生长，具有潜在固氮榕磷功能.经细

性状 结果1 ) 性状 结果1 ) 性状 结果1 ) 

甲基红 甘露醇 + 棉籽糖

乙11甲基甲醇 D-llJ梨醇 + 七叶tr + 

过氧化氢酶 + 淀粉 + D-果糖 + 

产硫化氢 D-木糖 + L 天冬氨酸

硝酸盐还原 + D田葡糖酸纳 + 甘氨酸 + 

呵|味产生 蜜二糖 L-精氨酸 + 

明胶液化 + 纤维二糖 + L 脯氨酸 + 

乳糖 松二糖 L-甲硫氨酸 + 

庶糖 + D 核糖 L 苏氨酸

1)"+"表示生长;"-"表示不生长.

3 讨论与结论

AHL 信号分子在植物病原菌中调控着许多致病

基因的表达，AHL 降解菌能有效地抑制该类信号分

子的积累，从而阻断病原细菌的发病机制.目前人们

正试图通过寻找和利用 AHL 降解菌，控制各类植物

病害[l3-15]. 本研究从百宿内生菌中筛选到 8 株 AHL

降解菌，这不仅丰富了 AHL 降解菌的种质资源，而

且由于这些菌株分离自茵宿组织，与宿主有较高的

亲和性，从而更具实际应用价值.

本研究中菌株的 AHL 降解活性与以 AHL 为唯

一碳源生长情况之间存在不一致性.菌株 r-9 的 AHL

降解活性接近蜡状芽抱杆菌 ACCC10263 ，而该菌在

AHL 唯一碳源培养基上却几乎不能生长.菌株 S35

和 N46 在 AHL 唯一碳源培养基上生长情况最好，但

平板检测到的 AHL 降解活性不及 r-9 、 r-12 和 Rl.5.

推测不同类型的细菌降解 AHL 的目的不同.有些细

菌适应生存的需要，能在特定环境中利用 AHL 为能

源和碳源生长，这类菌产生的 AHL 降解酶系更为完

整，先通过酷胶酶或者内酶酶破坏 AHL 分子结构，

再进一步将其分解，得到较为简单的碳水化合物从

而被菌体利用，如菌株 S35 和 N46; 而另一些类型的

细菌降解 AHL 只是防御或者竞争的需要，只要破坏

AHL 分子继而破坏对方的群体感应系统就达到目

的，这类细菌往往含有较高的酷胶酶或者内醋酶，不

含或者含有少量的用于进一步降解 AHL 分子的其

他酶系，如菌株 r-9 等.

菌形态、生理生化鉴定和 ]6S rDNA 全序列分析，初

步确定菌株 R1. 5 为 1 株地衣芽抱杆菌.
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