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白术内生细菌 AM14 的分离鉴定及其对宿主根腐病的防效研究2 
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摘  要：目的  筛选得到能够防治白术 Atractylodes macrocephala 根腐病的内生细菌。方法  采用传统分离法从白术健康组

织中分离内生细菌，以白术根腐病菌尖孢镰刀菌 Fusarium oxysporum，茄病镰刀菌 F. solani 和半裸镰刀菌 F. incarnatum 为

指示菌，采用平板划线法和滤纸片法筛选拮抗细菌；制备拮抗菌菌悬液，采用灌根法进行盆栽白术根腐病防效试验；通过

细菌形态特征、生理生化检测及 16S rRNA 技术对拮抗细菌进行菌种鉴定。结果  从白术组织中共分离得到 246 株内生细

菌，平板对峙筛选得到抗根腐内生细菌 18 株，其中 AM14 对 3 种病原菌生长均具有显著抑制作用（P＜0.05），平均抑菌率

达 80.68%；盆栽试验进一步表明 AM14 对白术根腐病具有较好的防治效果，防治效果达 70.49%；经鉴定 AM14 为芽孢杆

菌属细菌 Bacillus sp.。结论  内生细菌 AM14 具有良好的白术根腐病生防潜力。 
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Isolation and identification of Atractylodes macrocephala endophytic bacteria 

AM14 and its biological control for host plant root-rot disease 
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Abstract: Objective  To screen candidate antagonistic bacteria for the control of Atractylodes macrocephala root-rot disease. 

Methods  The traditional dilution plate method was used to isolate endophytic bacteria from A. macrocephala. Root-rot pathogenic 

fungi, including Fusarium oxysporum, F. solani and F. incarnatum, were used as indicator fungi, and the antagonistic bacteria were 

screened by the plate and filter paper confrontation method. The antagonistic bacterium suspension was prepared and its biological 

control for A. macrocephala root-rot disease was observed by root filling method. The antagonistic bacterium was identified via the 

bacterial morphological characteristics, physiological and biochemical detection, and 16S rRNA sequence analysis. Results  A total 

of 246 endophytic bacteria were isolated from A. macrocephala and 18 antagonistic strains against root-rot pathogen were obtained. 

Moreover, endophytic bacteria AM14 strains had superior inhibition effects on the growth of three pathogenic fungi (P < 0.05), with 

an average inhibitory rate of 80.68%. Pot experiment suggested that AM14 had a better control effect on A. macrocephala root-rot 

disease with 70.49% of the control efficiency. Further, AM14 was identified as Bacillus sp. Conclusion  Endophytic bacterium 

AM14 (Bacillus sp.) can be used as the candidate strains for biological control for A. macrocephala root-rot disease. 
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Fusarium incarnatum 

                                                        
收稿日期：2020-08-16 

基金项目：国家自然科学基金项目（82003896） 

作者简介：吴  威（1995—），男，硕士研究生，研究方向为植物内生细菌。E-mail: wean3111@163.com 

*通信作者：秦路平，博士，教授，博士生导师，研究方向为中药资源及品质评价。E-mail: lpqin@zcmu.edu.cn 

朱  波，博士，助理研究员，研究方向为植物内生菌。E-mail: zhubo@zcmu.edu.cn 

 

白术系菊科苍术属植物白术 Atractylodes 

macrocephala Koidz.的干燥根茎，是著名药材“浙

八味”之一，具有健脾益气、燥湿利水、止汗、安

胎等功效[1]。白术为常用补益类中药，俗有“北参

南术”“十方九术”之说，《黄帝内经》将其列为上

品。白术在我国安徽、浙江、河南、湖南、四川等

大部分地区都有栽培，其质量以浙江於潜白术为最

佳，又称“於术”[2]。现代化学与药理学研究表
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明，白术富含多糖、倍半萜、甾醇、有机酸等活性

成分，具有抗炎、抗肿瘤、降血糖、调节免疫等药

理作用[3]。 

根腐病是白术常见病害，发生率在 30%左右，

严重时达 60%～70%，甚至绝收，是白术生产发展

的主要障碍之一[4]。白术根腐病是由多种病原菌复合

侵染所致，主要致病菌包括尖孢镰刀菌 Fusarium 

oxysporum、茄病镰刀菌 F. solani、半裸镰刀菌 F. 

incarnatum 等[5]。目前，对于白术根腐病的防治主要

集中在栽培管理以及化学防治，但存在费时费力、

农药残留、污染环境及抗药性等缺点[6]。 

内生细菌是指生活在植物细胞内或细胞间隙并

且不会造成宿主植物明显病症的细菌，由于植物内

生细菌与病原菌生态位相似，而且使用内生细菌防

治植物病害不会造成环境污染，因此采用内生细菌

进行植物病害防治具有较好的应用前景[7]。如林星

辰等[8]发现内生细菌 B69 可以高效定殖在人参根部

组织，并且对人参根腐病有良好的防治效果，防治

效果达到 58.56%。荆卓琼等[9]发现解淀粉芽孢杆

菌 Bacillus amyloliquefaciens HZ-6-3 可以很好地防

控番茄灰霉病。本研究从健康白术根、茎、叶和根

茎中分离筛选得到能拮抗白术根腐病菌的内生细

菌，进一步用盆栽试验明确拮抗细菌的生防效果，

并进行菌种鉴定，为应用内生细菌防治白术根腐病

提供试验依据。 

1  材料 

2019 年 9 月～10 月，采集浙江磐安、浙江於

潜，河南温县，湖南平江新鲜白术健康植株，由浙

江中医药大学药学院张巧艳教授鉴定为菊科白术

A. macrocephala 。白术病原菌尖孢镰刀菌 F. 

oxysporum 和茄病镰刀菌 F. solani 由浙江农林大学

陈 杰 教 授 惠 赠 ， 半 裸 镰 刀 菌 F. incarnatum

（CGMCC：3.14008）购自中国普通微生物菌种保

藏管理中心。 

2  方法 

2.1  内生细菌的分离纯化 

取白术组织（根、茎、叶、根茎），自来水洗

净，无菌滤纸吸干水分后，用 3 步消毒法进行表面

灭菌[10]。将白术组织块放入无菌研钵中，加入石英

砂和 20 mL 磷酸盐缓冲液（PBS），充分研磨，取上

清液 100 μL 涂布于琼脂培养基（NA）培养基，置于

28 ℃霉菌培养箱中暗培养。取最后一次漂洗液 100 

μL 涂布于 NA 培养基作为对照组，于相同环境下暗

培养，检验表面消毒是否彻底，试验平行 3 次。采

用划线法对白术内生细菌进行纯化，直至分离得到

单一菌落。 

2.2  抗根腐内生细菌筛选 

用打孔器在病原菌菌落边缘打取直径为 0.6 cm

的菌饼，接种在马铃薯葡萄糖琼培养基中央，用接

种针挑取细菌在距离中心点 2.5 cm 处划线，以只接

种病原菌的平板为对照组，置于 28 ℃的霉菌培养箱中

暗环境培养 5～7 d，将有抑菌作用的细菌标记为

“＋”，无抑菌作用的标记为“－”，试验平行 3 次[11]。

挑取对 3 种病原菌均有抑菌作用的内生细菌到 NB

液体培养基中扩大培养，28 ℃，180 r/min，调整菌

液浓度至 1×107 cfu/mL。将病原菌菌饼放置于 PDA

培养基中心，将直径为 0.6 cm 的 3 张圆形无菌滤纸

放置于距 PDA 中心 2.5 cm 处。滴加菌液浓度为 1×

107 cfu/mL 拮抗细菌 5 μL 于滤纸中。以只接种病原

菌的平板为对照组，置于 28 ℃的霉菌培养箱中暗环

境培养 5～7 d，试验重复 3 次，计算抑菌率[12]。 

抑菌率＝(对照菌落半径－处理菌落半径)/(对照菌落半

径－菌饼半径) 

2.3  内生细菌对盆栽白术根腐病的防治效果 

将活化好的尖孢镰刀菌、茄病镰刀菌和半裸

镰刀菌用 0.6 mm 的打孔器制成菌饼，挑取 15 个

病原菌菌饼加到含有 250 mL 的 PDB 液体培养基

中，28 ℃，180 r/min，暗环境培养 3 d，调整菌

液浓度至 1×107 cfu/mL，取等量 3 种病原菌液混

合过滤得到病原菌混合液。挑取适量拮抗细菌，

接种到 NB 液体培养基，28 ℃，180 r/min，暗

环 境 培 养 过 夜 ， 调 整 菌 液 浓 度 至 1 × 107 

cfu/mL，即得拮抗菌液。 

挑选 8～10 cm 的白术幼苗，采用灌根法对白

术幼苗进行处理，设置 3 组，分别为对照组（无菌

水 10 mL）、白术根腐病模型组（病原菌混合液 5 

mL＋无菌水 5 mL）和拮抗细菌处理组（病原菌混

合液 5 mL＋拮抗菌液 5 mL）。设置每区组 15 株，

每个处理 3 个区组。在接种第 21 天观察白术幼苗

的发病情况，计算病情指数和防治效果 [13]。白术

根腐病病情分级标准：0 级，无病；1 级，仅有少

许根系受伤，枯死面积小于 10%；3 级，根系受伤

明显，枯死面积为 10%～30%；5 级，根系受伤明

显，枯死面积为 30%～50%；7 级，地上部开始萎

蔫，根系严重受伤，枯死面积为 50%～70%；9

级，地上部严重萎蔫，根系严重受伤，枯死面积



 中草药 2021 年 5 月 第 52 卷 第 10 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2021 May Vol. 52 No. 10 ·3077· 

   

70%以上或整株死亡。 

病情指数＝∑(各级病株数×相对病级数值)/调查总

株数×9×100 

防治效果＝(对照组病情指数－处理组病情指数)/对照

组病情指数 

2.4  内生细菌 AM14 的鉴定 

2.4.1  形态特征与理化特征  观察内生细菌菌落

颜色，透明度，边缘整齐度，光泽度和流动性，根

据《常见细菌系统鉴定手册》[14]对内生细菌进行

革兰染色、VP 试验、吲哚试验、硫化氢试验、淀

粉水解活性、尿素酶活性、葡萄糖试验、甘露醇试

验、木糖试验、阿拉伯糖试验、动力试验、丙二酸

盐利用、枸橼酸盐利用、氧化酶试验、明胶液化试

验、硝酸盐还原试验和尿素利用试验。 

2.4.2  分子鉴定  用细菌基因组 DNA 提取试剂盒

（TIANGEN DP-30）提取拮抗细菌 DNA。用细菌

通用引物 27F（5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-

3’）和 1492R（5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’）

扩增细菌 16S rRNA 基因片段，反应体系如下：

DNA 样本 2 μL，DNA 引物各 1 μL，2×Taq Mix 21 

μL，dd H2O 补足体系到 50 μL。用对其进行 DNA 扩

增，扩增条件如下：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性

30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，30 个循

环；最后在 72 ℃下延伸 5 min，终止反应。用 1%

琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 扩增产物特异性条带，送

至生工生物工程（上海）股份有限公司测序。 

测序所得结果用 NCBI 数据库中的 BLAST 工

具进行同源性对比，MEGA 软件选取同源性＞

97.0%的标准菌株和拮抗细菌进行多重比对，并选

取相似性较低的 Dokdonella fugitiva（NR 042397）

作为外群分析。选择邻位连接法（ neighbor 

joining ） 构 建 系 统 发 育 树 ， 采 用 重 抽 样 法

（bootstrap test）对系统进化树分支点的置信度进行

评估，重复抽样次数设置为 1000[15]。 

3  结果与分析 

3.1  内生细菌的分离纯化和拮抗细菌的筛选 

共分离得到白术内生细菌 246 株，其中抗根腐

内生细菌 18 株，AM14、AM65 与 AM201 对 3 种根

腐病菌均有拮抗作用（表 1）。拮抗细菌在不同产地

和组织部位中的分布存在差异，根中分离得到内生

细菌 58 株，其中拮抗细菌 10 株，占总菌株数的

4.07%。茎中分离得到内生细菌 53 株，拮抗细菌 16

株，占 6.50%。叶中共分离内生细菌 47 株，拮抗细

菌 12 株，占 4.88%。根茎共有内生细菌 88 株，拮抗

细菌 28 株，占 11.38%。根茎中分离得到的内生细菌

与拮抗细菌最多。产地方面，浙江於潜中分离内生细

菌最多，为 67 株，其中拮抗细菌 14 株，湖南平江内

生细菌 56 株，其中拮抗细菌数最多为 19 株（表 2）。 

表 1  白术根腐病内生拮抗细菌的初步筛选 

Table 1  Preliminary screening of endophytic antagonistic 

bacteria against root-rot pathogen of A. macrocephala 

菌株编号 
抑菌作用 

尖孢镰刀菌 茄病镰刀菌 半裸镰刀菌 

AM14 ＋ ＋ ＋ 

AM40  － ＋ 

AM52 － ＋ ＋ 

AM63 ＋ ＋ － 

AM65 ＋ ＋ ＋ 

AM86 － － ＋ 

AM111 ＋ － － 

AM112 － ＋ － 

AM116 － ＋ ＋ 

AM152 ＋ － － 

AM173 ＋ － － 

AM175 ＋ － － 

AM179 ＋ － － 

AM186 ＋ － － 

AM187 ＋  － 

AM201 ＋ ＋ ＋ 

AM211 － ＋ － 

AM233 ＋ － － 

“＋”-有抑菌效果  “－”-无抑菌效果 

“＋”-antagonistic effect  “－”-no antagonistic effect 

表 2  不同产地白术内生细菌与拮抗细菌的分布情况 

Table 2  Distribution of endophytic and antagonistic 

bacteria in A. macrocephala samples from four localities 

产地 组织部位 总株数 拮抗株数 

湖南平江 根 13  2 

茎 13  4 

叶  9  3 

根茎 21  9 

合计 56 19 

浙江於潜 根 12  3 

茎 16  4 

叶 15  2 

根茎 24  5 

合计 67 14 

河南温县 根 16  3 

茎  9  4 

叶 14  5 

根茎 20  4 

合计 59 16 

浙江磐安 根 17  2 

茎 15  4 

叶  9  2 

根茎 23  9 

合计 64 17 
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3.2  抑菌率与抑菌带测定 

内生细菌 AM14、AM65 与 AM201 对尖孢镰

刀菌，茄病镰刀菌和半裸镰刀菌均具有显著的抑菌

效果，其中 AM14 对 3 种病原菌的抑菌效果最

好，抑菌率分别为 77.44%、84.93%和 79.67%，抑

菌带分别为 0.26、0.49、0.48 cm；AM65 效果次

之，抑菌率分别为 74.87%、83.33%和 75.52%，抑

菌带分别为 0.19、0.41、0.35 cm（图 1 和表 3）。 

3.3  内生细菌对盆栽白术根腐病的防治效果 

接种 AM14、AM65 和 AM201 可显著降低盆

栽白术根腐病的病情指数。接种病原菌 21 d 后，

模型组白术病情指数达 90.37，但同时接种内生细

菌后，白术病情指数得到不同程度缓解，其中接种

AM14 处理防治效果较好，为 70.49%，与阳性对

照甲基托布津防治效果相当，AM65 与 AM201 的

防治效果次之，分别为 46.17%和 30.60%（表 4）。 

 

图 1  白术内生细菌 AM14、AM65 与 AM201 对 3 种镰刀

菌属病原菌的拮抗效应 

Fig. 1  Antagonistic effects of A. macrocephala endophytic 

bacteria AM14, AM65 and AM201 on hyphal growth of 

three root-rot pathogen Fusarium spp. 

表 3  白术内生细菌 AM14、AM65 与 AM201 对 3 种镰刀菌属病原菌的抑菌带与抑菌率 ( 9= n , sx ) 

Table 3  Determination of inhibitory zone and inhibitory rate of A. macrocephala endophytic bacteria AM14, AM65 and 

AM201 on hyphal growth of three root-rot pathogen Fusarium spp. ( 9= n , sx ) 

菌株编号 
抑菌带/cm 抑菌率/% 

尖孢镰刀菌 茄病镰刀菌 半裸镰刀菌 尖孢镰刀菌 茄病镰刀菌 半裸镰刀菌 

AM14  0.26±0.02a 0.49±0.03a 0.48±0.01a 77.44±0.01a 84.93±0.01a 79.67±0.01a 

AM65  0.19±0.02a 0.41±0.05a 0.35±0.03b 74.87±0.01a 83.33±0.01a 75.52±0.01a 

 AM201 0b 0b 0c 70.94±0.02b 74.47±0.03b 58.30±0.02b 

同列不同字母表示在 P＜0.05 水平存在显著差异，表 4 同 

The different letters in one column indicated significant difference at P＜0.05 level, same as table4

表 4  白术内生细菌 AM14、AM65 与 AM201 对宿主根腐

病的防效研究 (n＝3) 

Table 4  Biological control of A. macrocephala endophytic 

bacteria AM14, AM65 and AM201 on host plant root-rot 

disease (n＝3) 

不同处理组 病情指数 防治指数/% 

AM14 处理 26.67 a 70.49a 

AM65 处理 48.64 b 46.17b 

AM201 处理 62.72 c 30.60c 

甲基托布津处理 26.17 a 71.03a 

白术根腐病模型组 90.37 d − 
 

3.4  内生细菌 AM14 的鉴定 

3.4.1  形态与理化特征  内生细菌 AM14 在 NA

平板上呈乳白色，有光泽，不产生色素，表面光

滑、湿润、不透明、边缘不平整有褶皱状凸起，显

微镜下菌体呈杆状。AM14 可以利用硝酸盐、淀粉

和明胶，具有运动能力，V-P 试验、尿素酶活性、

氧化酶活性和革兰氏染色结果呈阳性，不能利用尿

素、葡萄糖、阿拉伯糖、甘露醇、木糖、枸橼酸盐

和丙二酸盐，不产生吲哚和硫化氢（表 5）。 

3.4.2  分子鉴定  16S rRNA 测序得到内生细菌 

表 5  内生细菌 AM14 的理化特征 

Table 5  Physiological and morphological characteristics of 

endophytic bacteria AM14 

项目指标 结果 项目指标 结果 

革兰氏染色 + 吲哚形成 − 

硝酸盐还原 + 运动性 + 

淀粉水解 + 枸橼酸盐 − 

V-P 反应 + 明胶水解 + 

尿素分解 + 丙二酸盐 − 

葡萄糖利用 + 阿拉伯糖利用 − 

甘露醇利用 − 硫化氢 − 

木糖利用 − 氧化酶活性 + 

“+”-阳性  “−”-阴性 

“+”-positive  “−”-negative 

AM14      AM65       AM201      对照 
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AM14 的扩增序列长度为 1394 bp，在NCBI 数据库上

进行 BLAST 比对，发现 AM14 与贝莱斯芽孢杆菌

Bacillus velezensis（MK660024）、死谷芽孢杆菌

Bacillus vallismortis（MK149347）和解淀粉芽孢杆

菌 Bacillus amyloliquefaciens（MK103120）的同源

性均达到 100%。用 MEGA 软件构建系统发育树

和分析显示（图 2），AM14 与 5 株芽孢杆菌属参

考菌株聚为 1 支且与 MN149347 和 MK103120 亲

缘关系最近。综合以上信息将菌株 AM14 鉴定为

芽孢杆菌属细菌 Bacillus sp.。

 

图 2  基于 16S rDNA 序列构建的白术内生细菌 AM14 的菌株系统发育树 

Fig. 2  Phylogenetic analysis of AM14 strain of endophytic bacteria isolated from A. macrocephala

4  讨论 

本实验首先对不同产地白术的内生细菌进行分

离纯化，得到内生细菌 246 株，其中抗根腐内生细

菌 18 株，进一步通过抑菌率定量测定与盆栽防效

试验，筛选得到 1 株对白术根腐病具有较好防治效

果的内生细菌 AM14，并将其鉴定为芽孢杆菌属细

菌。AM14 对白术根腐病菌尖孢镰刀菌、茄病镰刀

菌和半裸镰刀菌的平板对峙抑菌带分别为 0.26、

0.49、0.54 cm，抑菌率分别为 77.44%、84.93%、

79.67%。盆栽防治试验显示 AM14 可以显著降低

白术幼苗根腐病病情指数，对白术根腐病防治效果

达到 70.49%。 

不同产地白术内生细菌与拮抗细菌的分布存在

差异性，拮抗细菌的菌株数量可能与不同产地白术

的抗病性相关，也可能是产地气候类型、经纬度、

海拔、土壤等差异所致[16]。不同组织部位对白术拮

抗细菌的分布也有影响，白术地下组织拮抗细菌较

地上组织更为丰富，这可能是白术根及根茎中部分

内生细菌来源于根际或土壤，同时白术地下部位需

要招募更多的拮抗细菌来抵御根腐病病菌的侵染。 

许多学者从药用植物中分离得到了能提高宿主

抗病性的内生细菌，其中以芽孢杆菌最为常见[17]。

芽孢杆菌是一种好氧型，能够产芽孢的革兰阳性

菌，呈杆状，其在自然界中分布广泛，易分离

培养 [18]。芽孢杆菌可以通过诱导植物系统抗性

（induced systemic resistance）、与病原菌进行生态

位竞争或分泌抗菌的代谢产物直接抑制病原菌生长

等方法提高植物抗病性[19]。苏博[20]发现杜仲内生

细菌枯草芽孢杆菌 DZSY21 能上调诱导性系统抗

性的水杨酸信号传导途径的关键基因类枯草菌素蛋

白酶，茉莉酸信号传导途径关键基因茶树脂肪氧合

酶的表达，从而增强玉米对小斑病的抗性。 

本实验分离得到的内生细菌 AM14 为芽孢杆

菌属细菌，对白术根腐病表现出较好的防治效果，

为白术根腐病的生物防治提供了候选菌种。本实验

只完成了 AM14 属水平的鉴定，下一步将对 AM14

进行多位点测序，将其鉴定到种水平，并将 AM14

制备成生物菌肥进行大田试验，进一步优化其对白

术根腐病的生物防治效果。 
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