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细菌除草剂黄单胞菌反枝苋致病菌的筛选

李明智 李永泉" 徐 凌 庄晓峰 孙自玲
（浙江大学生命科学学院 杭州 -6##".）

摘 要：从杂草反枝苋根际土壤中分离到大量的根际细菌，利用谷氨酰胺合成酶抑制剂模型和蛋白核小球藻筛选

模型进行快速、高效的初筛，并结合温室盆栽复筛，筛选出一株具有较强除草活性的细菌4野油菜黄单胞菌反枝苋

致病变种。温室盆栽试验表明，该黄单胞菌对反枝苋、荠菜等双子叶杂草具有较强的抑制作用。
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杂草的防除一直是困扰人类的一大难题，化学

除草剂能控制许多杂草，但也引发了环境问题。依

环境意识的提高和农业可持续发展的需要，高效和

对环境友好的微生物除草剂的研制越来越显示其重

要的社会意义和经济价值。因真菌孢子型制剂对环

境条件要求严格，在批量生产、配方、储藏等技术问

题上要求过高，因而未被广泛接受，没有产生显著的

社会和经济效益［6，"］。"# 世纪 /# 年代，从杂草根系

土壤 的 微 生 物 菌 群 中 筛 选 出 具 有 除 草 活 性 的 细

菌［-］，成为除草剂开发研究的热点。

目前我国新农药创制对除草剂活性的初筛普遍

采用培养皿法，该方法用药量大且对大部分光合抑

制型除草剂难以检出，容易漏筛［!］。本实验室和国

家南方农药创制中心浙江基地合作经大量试验后构

建了蛋白核小球藻筛选模型，该模型不仅快速、简

便、微量化，而且对光合作用型除草剂特别敏感，弥

补了培养皿法的不足，适合大量化合物的高通量筛

选［5］。谷氨酰胺合成酶是生物体内参与谷氨酰胺代

谢的关键酶，以谷氨酰胺合成酶为靶标建立的酶抑

制剂模型是离体筛选植物病原微生物的有效手段。

本文报道将谷氨酰胺合成酶抑制剂模型和蛋白核小

球藻（!"#$%&##’ ()%&*$+,$-’）筛选模型相结合作为初

筛主要方法，再结合温室盆栽复筛，快速、高效地筛

选出一株具有除草活性的细菌野油菜黄单胞菌反枝

苋致病变种（.’*/"$0$*’- 1’0(&-/%+- )G’ %&/%$2#&34-），

并确定了它的目标杂草。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! " ! 土壤样本：从杭州郊外初春、初冬自然死亡

的和出现病株症状的反枝苋杂草根系中采集土壤样

本，连草根带土存放于无菌塑料袋中，不同样品分开

包装，!H的冰箱保存。

!"!"# 培养基：平板分离培养基（改进的 ,IJ 培养

基）：KJ& #’ "E，,L!L"IM! 6’ #E，NEOM!·.L"M #’ !E，葡

萄糖 "’#E，青霉素 P.5 单位，新生霉素 !5!E，放线菌酮

.5!E，琼脂 "#E，补蒸馏水到 6###;Q，)L3’5；基础培养

基：（,L! ）" OM! 6E，K"LIM! .E，KL"IM! -E，柠 檬 酸 钠

#R5E，NEOM!·.L"M #R6E，葡 萄 糖 5E，补 蒸 馏 水 到

6###;Q，)L.’#；普通细菌培养基：牛肉膏 5E，蛋白胨

6#E，,8J& 5E，琼脂 "#E，补蒸馏水到 6###;Q，)L.’#；蛋

白核小球藻培养基：参照水生 ! 号培养基［3］。有关抗

生素购自美国 O+E;8 J?1;+B8& J%;)8C<。
! "! "$ 模式植物种子：小麦（ 5%+/+140 ’&-/+640 7 ’），

高梁（ 8$%9)40 64#9’%& 7 ’），黄 瓜（ !4140+- -’/+64-
7 ’），萝卜（:’("’*4- -’/+64-），由国家南方农药创制

中心浙江基地提供。

! "! "% 杂草种子：无芒稗（;1"+*$1"#$’ 1%4-49’##+ 6’% ’
0+/+-），马唐（ <+9+/’%+’ -’*94+*’#+-），狗 尾 草（ 8&/’%+’
2’=&%++），苍耳（ .’*/"+40 -/%40’%+40），荠 菜（ !’(-&##’
=4%-’4(’-/$%+-），马 齿 笕（ >$%/4#’1’ $#&%’1&’），反 枝 苋

（? ’ %&/%$2#&34- 7），由国家南方农药创制中心浙江基

地提供。

! "# 菌种筛选

! "# " ! 普筛：轻摇除去杂草根部多余土壤，用无菌

水漂洗两次，然后置于 # ’ #6S 吐温 D !# 溶液中，

5##*T;+C 震荡 6#;+C，最后用 # ’ 5;%&TQ 磷酸缓冲液

（)L.’"）稀释涂布在平板分离培养基上，挑选有色

菌落点种于涂布有大肠杆菌（;-1"&%+1"+’ 1$#+）的普通

细菌培养基上，以抑菌斑直径大小作为普筛标准。



! "# " ! 初筛：蛋白核小球藻筛选模型试验：普筛得

到的 待 筛 菌 株 在 普 通 细 菌 培 养 基 中 于 !"#$%&’(、

!)*摇瓶培养 +,-，离心 得 上 清 液 ./0（.1(2$’34567
31$&1(262’8( 94:1$(626(29），将其稀释一倍后分别进行

蛋白核小球藻生长抑制试验，具体方法参照文献

［;］，根据公式：抑制率 <（!"对照 = !"处理 ）%!"对照 >
"##?计算抑制率大小，进一步筛选出具有高效除草

活性的菌株。

谷氨酰胺合成酶抑制剂模型初筛：以枯草芽孢

杆菌（#$%&’’() )(*+&’&)）为指示菌，将普筛得到的待筛

菌株的 ./0 与枯草芽孢杆菌菌悬液按一定比例混

合，分别涂布在 @ 培养基（基础培养基）和 A 培养基

（基础培养基 B #C#+?DE谷氨酰胺）上，!)*培养 "F，

观察枯草芽孢杆菌生长抑制情况。对照用普通细菌

培养基。为进一步证明细菌毒素对谷氨酰胺合成酶

的抑制作用，将待筛菌株的 ./0 与枯草芽孢杆菌菌

悬液按一定比例（" G "）混合在基础培养基中 !)*、

!"#$%&’( 液体摇瓶培养，并加入梯度浓度的 DE谷氨

酰胺（终浓度为 # C!!5 %&D 到 # CH!5%&D），每 H- 取样

测发酵液 !"+H#值，重复 I 次摇瓶试验。

! "$ 菌种鉴定

通过对细菌生长的个体形态特征和生理生化试

验，按伯杰细菌手册进行细菌鉴定［)］。

! "% 除草活性评估

! "% "! 模式植物生长抑制试验：挑选颗粒饱满无损

伤的模式植物种子，表面消毒，无菌水漂洗，置于无

菌平皿中，取 ) J "#&D 的 ./0（" G "）倒入平皿中，

!+*光照培养 "H-，!"*暗培养 )-，;F 后观察并记录

茎和根长度，计算抑制率。

! "% "# 温室盆栽杂草生长抑制试验：挑选颗粒饱

满、无损伤的杂草种子种于花盆内，每盆 "+ 株，置于

温度为 !# J I#*，湿度在 ,#? J )#?的温室培养，

待单子叶杂草长至 ! 叶期，双子叶至 " 真叶期，喷施

./0，浓度为 "：" 和 "：I#，设清水对照，观察并记录

实验结果，",F 后测植株根、茎长度，计算抑制率。

# 结果和分析

# "! 平板分离和抑菌试验普筛

经过改进的 KL. 培养基的平板分离，从杂草根

际土壤中分离得到近 +## 株根细菌。挑取有色的根

细菌与 , C %-’& !)*混合培养 I#-，结果平板上有 M+
株根细菌出现抑菌圈，说明这些细菌产生的胞外代

谢产物对 , C %-’& 的生长有抑制作用。抑菌圈越大

说明毒素的活性越强，反之，则越弱。其中抑菌圈直

径 )&& 以上的有 "# 株菌株，, 号、M 号、"# 号和 "I
号的菌株抑菌斑的直径比较大，其中 , 号菌株的抑

菌斑直径最大，说明 , 号的抑菌作用最强。

# "# 蛋白核小球藻生长抑制模型初筛

以蛋白核小球藻为靶标，对普筛中有较强抑菌

活性的 "# 株菌作进一步的活性筛选，实验数据经统

计分析（表 "），与对照比较，发现菌株 ,、M、"# 和 "I
号对蛋白核小球藻的生长有显著的抑制作用（L N
#O#+），其中 , 号菌株的抑制作用最强，达到了 ), C
H?，这与普筛时 , 号菌株的抑菌斑最大的结果相

符。

表 ! !& 株菌株的发酵上清液对蛋白核

小球藻生长的抑制作用
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# "$ 谷氨酰胺合成酶抑制剂模型初筛

在以蛋白核小球藻作为活体筛选的同时，用谷

氨酰胺合成酶对上述 "# 株菌株作离体筛选，实验结

果（表 !）显示，@ 培养基由于缺乏 DE谷氨酰胺，, 个

菌株均抑制了枯草芽孢杆菌的正常生长，而在添加

了 DE谷氨酰胺的 A 培养基上，, 个菌株处理后的枯

草芽孢杆菌的生长有所不同，其中 , 号和 "I 号菌株

的生长较差，说明这 , 号和 "I 号菌株抑制谷氨酰胺

合成酶的能力比另外两个菌株强，即表明 , 号和 "I
号菌株的生物活性比较强，与蛋白核小球藻生长抑

制试验结果相一致。

表 # 谷氨酰胺合成酶抑制剂模型的筛选结果

P6Q71 ! P-1 $194729 83 9S$11(’(5 49’(5 2-1 57426&’(1

9V(2-12691 ’(-’Q’28$ &8F17 C

02$6’(9
[1F’6

@ A A6S21$’6

K8C, = B B B B
K8CM = B B B B B
K8C"# = B B B B B
K8C"I = B B B B

= C K8 5$8T；B C L88$ 5$8T；B B C K8$&67 5$8T；B B B C \$8T T177 C
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在摇瓶发酵实验（图 !）中，" 号菌株的 #$% 与枯

草芽孢杆菌菌悬液按 !：! 混合在基础培养基中培

养，并加入梯度浓度的 &’谷氨酰胺，当 &’谷氨酰胺

浓度超过 ( ) *!+,-& 时，草芽孢杆菌的生长抑制作

用基本解除。实验结果说明细菌毒素对谷氨酰胺合

成酶确有抑制作用，当体外补充 &’谷氨酰胺时可以

解除这种抑制作用。

图 ! 在不同浓度 "#谷氨酰胺的基础培养基中

生长的枯草芽孢杆菌的生长曲线

$.+) ! /01234 56078 19 .:1;<38: 56;3608= .> ?<:.5 -8=.<
2.34 !"#$%%&’ ’&()$%$’ <>= &’+;63<-.>8

<，@ <>= 5 2808 ( )A!+,-&，()"!+,-& <>= ()*!+,-&
&’+;63<-.>8，08:B853.78;C)

$ %& 细菌鉴定

对 " 号菌的培养特征、菌落形态和生理生化特

征等进行了鉴定实验。实验结果表明 " 号菌的菌落

表面光滑，半透明圆形，短杆状、无芽孢、极生鞭毛，

革兰氏染色阴性；产黄色"’类胡萝卜素，呼吸代谢严

格好氧，不固定氮素，能利用一碳化合物，氧化酶反

应阴性、不能还原硝酸盐，能水解葡萄糖、明胶，不能

水解淀粉，属于黄单胞菌属；由于该菌株源自反枝苋

病株，按照黄单胞菌的命名习惯，经中国微生物菌种

保藏管理委员会推荐命名为野油菜黄单胞菌反枝苋

致病变种，保藏编号为：#/D## EF)(G(A。

$ %’ 模式植物的生长抑制实验

分别挑取两种双子叶植物（黄瓜、萝卜）和两种

单子叶植物（小麦、高粱）作为模式植物。试验结果

表明，野油菜黄单胞菌反枝苋致病变种对 " 种模式

植物均表现有抑制作用，但对双子叶植物的生长抑

制明 显，其 对 黄 瓜 茎 和 根 的 抑 制 率 为 *H ) ! 和

IIJKL，对萝卜茎和根的抑制率为 HI ) " 和 KK ) (L，

而对单子叶植物的生长抑制均在 "(L以下。这说

明野油菜黄单胞菌反枝苋致病变种具有潜在生物除

草活性，对双子叶植物的抑制效果更强于单子叶植

物，并且各植物间其抑制效果又有差异。

$ %( 温室盆栽杂草生长抑制试验

采用除草剂活性筛选最常规的温室盆栽杂草生

长抑制试验对野油菜黄单胞菌反枝苋致病变种进行

复筛，以验证其除草活性和除草范围。选取 K 种田

间常见的杂草种子，其中无芒稗、马唐和狗尾草属于

单子叶类，苍耳、荠菜、马齿苋和反枝苋属于双子叶

类。实验结果（表 M）表明发酵液上清液对水 !：! 稀

释时，对苍耳、荠菜、马齿苋和反枝苋的抑制效果显

著（N O () (H）；!：M( 稀释时，对苍耳的抑制作用不是

很显著，但对荠菜、马齿苋和反枝苋的抑制作用还是

很显著，特别对反枝苋的抑制作用最强；对单子叶类

杂草抑制效果不好。这说明该黄单胞菌发酵液上清

液可应用于田间防治双子叶杂草，效果较好。

表 ) & 号菌株毒素对杂草的抑制作用

P<@;8 M Q88= .>4.@.3.1> @C *"+),-.-+"’ &" 31R.>
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%38- ;8>+34 T113 ;8>+34
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) 讨论

对杂草具有抑制作用的根际细菌主要是假单胞

菌属、欧文氏菌属、黄单胞菌属［G］，均属于革兰氏阴

性菌，因此采用改进后的 EN# 培养基作为初筛的平

板分离培养基；该培养基添加了抗生素，有效地抑制

霉菌、放线菌和革兰氏阳性菌的生长，使筛选工作效

率更高，更具方向性。而且假单胞菌和黄单胞菌的

菌落颜色基本上都是黄色和奶白色，所以挑取那些

有颜色菌落与大肠杆菌混合培养进行普筛，这样可

提高筛选效率。

传统的皿测和盆栽方法进行除草剂筛选，工序

繁琐、耗时长、工作量大，不适用于对大量菌种的普

筛和初筛，采用单胞藻悬浮培养物直接作为靶标进

行筛选，不但加快了筛选速度，而且提高了筛选的灵

敏度，更不容易漏选。谷氨酰胺合成酶的抑制导致

谷氨酰胺耗尽和氮代谢毒物（主要是氨）累积，植物

细胞中过量的氨会引起叶绿体超结构的改变，引发

萎黄病，因此可采用谷氨酰胺合成酶抑制剂模型筛

选除草剂。但在具体筛选过程中采用枯草芽孢杆菌

作为试验靶标，而不是直接采用谷氨酰胺合成酶，

用菌代替酶作为试验靶标进行除草剂筛选已有成功

例子［!(］。将谷氨酰胺合成酶抑制剂模型和蛋白核

小球藻筛选模型相结合作为除草剂初筛模型，为筛
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选提供简便有效的判断依据，减少了漏筛的可能性。

筛选到的能产植物毒素的根系微生物其对杂草

的抑制作用，需要温室盆栽杂草生长抑制试验进一

步的验证。由于杂草的草种繁多，所以借鉴了植物

生长调节剂研究的一些方法，在进行温室盆栽试验

前先进行对毒素敏感的模式植物的生长抑制实验。

由于单子叶和双子叶植物有着明显不同的生物学特

征，分别选取了两类植物种子，其中小麦和高梁属于

单子叶植物，黄瓜和萝卜属于双子叶植物。野油菜

黄单胞菌反枝苋致病变种经模式植物的生长抑制实

验和温室盆栽杂草生长抑制试验后一致表明，对双

子叶植物有较强的抑制作用，对单子叶植物抑制作

用较小，这说明该黄单胞菌对高等植物具有生理选

择性；初步的安全性实验结果表明，该黄单胞菌对部

分草坪草和苗木安全性比较好，有望开发成为应用

于草坪草和苗木中防除双子叶杂草的生物除草剂。

黄单胞菌属（!"#$%&’&#"(）是一类重要的植物

病原菌，也是工业上应用较多的一类细菌。!" 年代

初，野油菜黄单胞菌早熟禾变种（! # )"’*+($,-( $%#
.&"##/"）已被用作防治草坪中的一年生早熟禾，防

效可达 !&’［((］。本研究通过平板分离和抑菌试验

的普筛，再经过蛋白核小球藻高通量筛选和谷氨酰

胺合成酶抑制剂模型的初筛，得到了具有较强除草

潜能的野油菜黄单胞菌反枝苋致病变种，温室盆栽

杂草生长抑制试验表明其对双子叶阔叶杂草有很强

的抑制作用，因此野油菜黄单胞菌反枝苋致病变种

作为生物除草剂具有很好的开发前景。
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