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【结论】药用植物地黄根块中存在棉花枯萎病菌拮抗性菌株资源，其中菠萝泛菌 DH92 从地黄根块中分

离未曾见报道。优良地黄内生细菌具有促进植物生长特性和一定耐盐碱性，为防治棉花枯萎病和研发生

物防治菌剂提供了基础。 

关键词：地黄内生细菌，棉花枯萎病菌，IAA，ACC 脱氨酶，溶磷活性，抗逆性，16S rDNA 序列 

 

尖孢镰刀菌萎蔫专化型(Fusarium oxysporum 

f. sp. vasinfectum)的一种病原真菌，是专化性较

强、寄主范围较窄的病菌，引起的棉花枯萎病是

生产中最严重的病害之一[1]。发病轻微棉株虽能存

活，但植株生育受阻，导致过早落叶，蕾铃脱落；

在幼苗期发病，严重时造成大量死苗、缺苗，导

致棉花产量降低，品质变劣。目前，对于棉花枯

萎病防治主要采用抗病品种种植[2]和喷施化学农

药，较为理想的途径是采用生物防治法，从生态

系统中筛选有针对性的微生物资源[3]，利用微生物

与植物之间的协同作用[4]，抑制病原真菌的发生和

发展，既有利于保护生态环境，又利于促进农作

物的生长并提高其抗性。有研究已证实可利用内

生细菌抑制棉花枯萎病的发生和蔓延[3–4]，这为利

用植物内生细菌资源拓展绿色环保生物防治措施

提供了新思路。 

植物内生菌指在一定阶段或全部阶段生活于

健康植物的组织和器官内部的真菌或细菌类群[5]。

植物丰富的内生菌资源是天然微生物资源库[2]，具

有生物固氮、促进植物生长、协助植物修复环境[5]

和增强宿主植物抗逆性[6]等多种生物功能，是进行

生物防治很有潜力的资源。目前，科研工作者已

对许多植物内生菌进行研究，发现香蕉内生细菌促

植物生长[7]，人参内生菌促进人参皂基的积累[8]，

野生开心果内生菌具有促植物生长活性[9]，杜仲内

生菌抑制玉米叶枯病[10]，辣椒内生菌减少辣椒种

子脱落[11]，油菜[2]、金银花[12]和大豆根瘤[13]等内

生细菌具有抑制植物病原菌等相关功能的报道。

因此，植物相关微生物研究已经成为植物科学研

究的前沿和焦点[14]，从中发掘优良菌株资源用于

生物防治也成为当前微生物学、生态学和植物保

护学等领域的研究热点。 

地黄(Rehmannia glutinosa Libosch)属于玄参

科(Scrpophulariaceae)地黄属(Rehmannia)多年生草

本植物，其根部为传统中药材之一，具有清热凉

血、补益、抗肿瘤等功能。地黄具有耐贫瘠、耐

寒、耐干旱等特性，分布较为广泛，产区主要集

中在河南、山西两地，其他产区包括河北、陕西、

山东、安徽及甘肃等地。目前，对地黄内生菌的

研究主要集中在抗细菌、抗真菌[15]、抗肿瘤活性

菌株的筛选[16]，产梓醇内生菌分离鉴定[17]和遗传

稳定性[18]，以及地黄膨大根茎内生真菌研究[19]，

但对地黄内生细菌拮抗植物病原菌的研究还鲜为

少见。基于此，本研究拟以地黄组织块状根部为

研究材料，以其分离的内生细菌为研究对象，通

过对棉花枯萎病菌拮抗性内生菌的筛选，研究优

良菌株促植物生长特性、抗逆性和系统发育地位

等，初步探索其抑制病原菌的机理，以资生物防

治研究及药用植物内生菌活性成分的研究。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料和培养基 

1.1.1  样品来源：地黄样品来源于 3 个地点：山

东菏泽市曹县田间(N34°51’，E115°20’，海拔 52.1 m)、

河南省商丘市虞城县田间(N34°19’，E115°43’，海
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拔 43 m)、河南省商丘市应天公园 (N34°22’，

E115°40’，海拔 55 m)。在植株分布较多区域，采

集株高在 10 cm 以上地黄植株，植株间距在 20 m

以上，将整株挖出，抖掉根系土壤，置于无菌采

样袋并标记，置入 4 °C 车载冰柜。 

1.1.2  植 物 病 原 菌 ： 棉 花 枯 萎病 菌  (Fusarium 

oxysporum f. sp. vasinfectum)，由西北农林科技大

学生命科学学院提供，采用马铃薯葡萄糖琼脂培

养基(PDA)，以菌核形式保藏在试管斜面培养基。 

1.1.3  棉花种子：“百朵大桃懒汉王”采购于河南

省商丘市棉办农业技术服务部。 

1.1.4  改良 YM 培养基制备(g/L)：甘露醇 5，

K2HPO4 0.25，NaCl 0.05，酵母膏 1.5，色氨酸 0.05， 

pH 7.0。 

1.1.5  牛肉膏蛋白胨培养基(g/L)：牛肉膏 3，蛋

白胨 10，NaCl 5，琼脂 20，pH 7.2–7.4。 

1.1.6  无 氮 培 养 基 (g/L) ： MnSO4·7H2O 0.2 ，

CaCO31.0，蔗糖 10，K2HPO4·3H2O 0.05，NaCl 0.12， 

pH 7.2。 

1.1.7  DF 盐培养基：MnSO4·7H2O 0.2 g，K2HPO4 

4.0 g，Na2HPO4 6.0 g，柠檬酸 2.0 g，葡萄糖 2.0 g，

葡萄糖酸钠 2.0 g。组分一与组分二溶液各取 0.1 mL。

组分一：100 mL 蒸馏水，CuSO4·5H2O 78.22 mg，

MoO3 10 mg，H3BO3 10 mg，ZnSO4·7H2O 124 mg，

MnSO4·H2O 11.9 mg。组分二：FeSO4·7H2O 100 mg

溶于已经灭过菌的蒸馏水中。组分一与组分二均

置于–4 °C 的冰箱里保存使用。 

1.1.8  ADF 培养基：把 ACC 溶于超纯水中，用

细菌过滤器过滤灭菌，加入到不含有(NH4)2SO4 且

预先灭过菌的 DF 盐溶液中，此培养基的 pH 为

7.2，ACC 添加最终浓度为 3.0 mmol/L。 

1.1.9  比色液配方：0.5 mol/L FeCl3 1.5 mL，H2SO4 

30 mL 蒸馏水 50 mL。 

1.1.10  蒙金娜培养基(g/L)：葡萄糖 10，(NH4)2SO4 

0.5 ， NaCl 3 ， KCl 0.3 ， FeSO4·7H2O 0.03 ，

MnSO4·4H2O 0.03，CaCO3 5，酵母膏 0.4，卵磷脂

0.2，琼脂 20，pH 7.0–7.2。 

1.1.11  PKO 培养基(g/L)：葡萄糖 10，Ca3(PO4)2 5.0，

(NH4)2SO4 0.5，NaCl 0.2，KCl 0.2，FeSO4 0.03，

MgSO4·7H2O 0.03，MnSO4 0.03，酵母膏 20，琼脂

20，pH 6.8–7.0。 

1.2  内生菌的分离、纯化和筛选 

对地黄根块状组织表面消毒[12]，内生菌分离

和纯化采用平板涂布法[4]，对平板上长出的单菌落

进行染色、镜检，保藏于试管斜面中备用。 

1.3  内生菌对棉花枯萎病菌的拮抗性初筛       

采用对峙平板培养法[20]。用无菌打孔器和镊

子将活化的棉花枯萎病菌饼置于 PDA 平板中央，

30 °C 恒温培养 2 d，观察棉花枯萎病菌生长。在

距平板边缘 2.5 cm 处，接种 5 个筛选菌株，以不

接种内生菌的病原菌菌落为对照组(CK)，置于

30 °C 恒温培养箱倒置培养，观察并测量培养 48、

96、144 h 时受抑制棉花枯萎病菌落直径和对照菌

落直径，计算抑菌率。抑菌率(%)=(对照菌落直径

–处理菌落直径)×100%/(对照菌落直径)。 

1.4  内生菌对棉花枯萎病菌拮抗性复筛 

复筛方法基本如初筛方法，将初筛抑菌率较

高菌株制成菌悬液[1]，用移液器在培养皿病原菌落

周围接种同一内生菌株 3 次。培养 48 h、96 h、144 h

时观察和拍照和记录数据。将其与对照组病菌对

比，计算出 3 株内生菌的平均抑菌率[20]。抑菌率

(%)=(对照菌落直径–处理菌落直径)/(对照菌落直

径)×100%。 
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1.5  分泌生长素 IAA 菌株筛选和含量测定 

采用分光光度计法[21]。将制备改良 YM 培养

基注入试管进行灭菌。在无菌条件下把每一个试

管中接上待测菌株。置于 28 °C 摇床在 135 r/min

条件下培养 96 h。离心保留上清液，与比色液混

合，在室温下培养 30 min，有粉红色出现，说明

有 IAA 产生。在波长为 530 nm 处测量 OD 值，代

入 IAA 标准曲线(IAA 标准曲线的制作：配置浓度

梯度为 5、20、40、60、80、100、120 mg/L 的溶

液，用分光光度计测量 OD 值，制作标准曲线)，

计算内生菌产 IAA 的含量。 

1.6  具 ACC 脱氨酶活性内生菌的筛选及酶活力

测定 

采用分光光度计法[13]。具体步骤：将所筛选

的内生菌接入 5 mL 的无氮培养基中，在 30 °C 下

振荡培养 24 h；吸取培养菌液 2 mL 接种到 60 mL

的无氮培养基中，30 °C、130 r/min 培养 24-48 h，

12000 r/min 离 心 10 min 收 集 菌 体 ； 用 不 含

(NH4)2SO4 的 DF 液体培养基洗涤 2 次；将菌体悬

于 ADF 培养基中 30 °C 振荡培养 24 h，每管加入

1 mL ADF 培养基，然后收集菌体并称重；用 pH 7.6

的 0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲液，在 12000 r/min 条件

下离心 5 min，洗涤 2 次(–20 °C 下储存)；将菌体

重悬于 1 mL pH 8.5 的 0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲液

中，加入 30 μL 甲苯迅速振荡 30 s 以破碎细胞，

取 200 μL 粗酶液用于测定 α-丁酮酸的含量和酶活

力，其余粗酶液用–4 °C 储存用于测定蛋白浓度。

以吸光度值(OD540)为纵坐标，以 α-丁酮酸的浓度

(mmol/L)为横坐标绘制标准曲线。以反应体系中

每毫克菌体蛋白酶每小时催化 ACC 脱氨生成 α-

丁酮酸的量表示 ACC 脱氨酶活力，其酶活力单位

为 α-丁酮酸 µmol/(mg·h)，酶活性测定设置空白对

照。测定结果为 3 次重复值。 

1.7  溶磷性内生菌的筛选 

溶解有机磷能力测定[22]采用蒙金娜培养基。

用 75%酒精加热溶解，单独灭菌，温度降至 70 °C

后与培养基混合用注射器从新鸡蛋中抽取蛋黄，

按照等量加入生理盐水，然后加入灭菌后保温在

50 °C 的培养基中，用力摇匀后置于培养皿中，冷

凝备用；把所筛选的地黄内生菌接种该培养基中，

每个皿中 4 个重复，28 °C 培养，观察有无透明圈

的产生以及透明圈直径大小，使用溶磷圈直径/菌

落直径(D/d)表示溶磷能力大小。 

溶解无机磷能力测定[23]，采用 PKO 培养基，

其中 Ca3(PO4)2 过筛并单独灭菌后与培养基混合，

冷凝使用；并且将所筛选的地黄内生菌接在 PKO

培养基中，每个培养皿中做 4 个重复，28 °C 培养，

观察有无透明圈的产生以及透明圈直径大小，使

用溶磷圈直径/菌落直径(D/d)表示溶磷能力大小。 

1.8  内生菌产生挥发性物质对病原真菌抑制性检测 

采用分隔培养法[24]。将配置好灭菌 PDA 培养

基和牛肉膏培养基分别倒入无菌分隔培养皿隔板

两侧皿中，待培养基凝固后，进行放置菌饼与涂

布操作。将接种菌株的培养皿放入培养箱中培养，

在 48、96、144 h 时分别进行记录、拍照。 

1.9  内生菌抑制棉花枯萎病菌菌丝的显微观察 

用复筛内生菌抑制棉花枯萎病菌，在 PDA 培

养基上培养观察，待其生长到一定时间，将其放

置在荧光显微镜与倒置显微镜下进行观察，记录

地黄内生菌对棉花枯萎病菌的抑制情况[20]。 

1. 10  筛选内生菌抗盐碱性测试 

采用比浊法测定[13]内生菌在盐碱环境下生长

规律。配置 YM 培养基，将配置好的培养基分装
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2 个锥形瓶，每瓶 125 mL 培养基，进行灭菌处

理，将菌接入两个锥形瓶中，放入摇床在 30°C、

135 r/min 条件下培养 48 h。将菌悬液倒入 50 mL

离心管 4 °C 离心(10000 r/min)10 min，弃上清，用

蒸馏水冲洗 3–5 次，加入适量无菌水摇匀，倒入

锥形瓶中用于制备菌悬液。从锥形瓶中取 1 mL 菌

液到比色皿中，加入 2 mL 无菌水，在波长 600 nm

处测 OD 值，调整菌悬液 OD≈1.0，置于冰箱备用。 

配置 4 瓶 YM 培养基，每瓶 200 mL 共 800 mL。

用 pH 仪(定位 6.86，斜率 4.0)将 YM 培养基的 pH

调到 7、8、9、10、11 5 个梯度，共 2000 mL，每

个梯度两瓶，每瓶 200 mL，分成两组；配置盐浓

度为 0%、3%、5%、7%、9%，共 2000 mL，每个

梯度两瓶，每瓶 200 mL，分成两组。将配好的 4800 

mL 培养基分装后进行灭菌，每瓶接种 1 mL 菌悬

液。把接种的培养基放入摇床中，每隔 2 h 测一次

菌株生长 OD 值，未接种菌株的培养基为对照，

一天测 6 次，连测 3 d，并记录数据和现象。测得

OD600 值用于制作生长曲线[4]，分析筛选内生菌抗

盐碱情况。 

1.11  筛选菌株培养特征及生理生化测试 

对筛选菌株进行菌落培养特征观察和生理生

化特性测试[20]。 

1.12  内生菌 16S rDNA 序列测定及系统发育分析 

提取内生菌 DNA，PCR 扩增获得扩增产物进行

16S rDNA 序列测定，方法见文献[13,25]，将获得序

列提交到 GenBank，使用 ClustalX 1.81 软件进行序

列比对，在 DNAstar 和 Bioedit 4.8.4 上进行手工纠

正，采用 TRENCONW 软件以 Neighbor-Joining 方

法构建系统发育树，用 Bootstrap 重复 1000 次进行

可信度评估，使用 DNAMAN6.0 软件进行相似性

分析。 

1.13  接种菌株对棉花枯萎病的防治效果 

试验设置处理组(接种内生细菌+病原真菌)、

空白对照组 CK0(不接菌)和阴性对照组 CK1(只

接种病原真菌)。每个处理 6 盆，设置 3 次重复。

选择籽粒饱满、无破损、无霉变的棉花种子，表

面消毒后按每盆 5 粒播种于灭菌蛭石中，置于人

工气候箱中保持一定温湿度。待棉花苗长至 2–3

叶时(约 7–8 cm)，活化内生细菌并制成菌悬液(浓

度 6×108 CFU/mL)，每株 1 mL 浇灌幼苗根部。

每株菌重复 3 次，每重复处理 5 株幼苗，置于

22–32 °C 保湿培养。接种内生细菌 2 d 后，采用

切根灌注接种法[20]接种处理组，病原菌悬液孢子

浓度为 1×106 个/mL，置于 24–30 °C 保湿培养。

第一次接种 3 周后每 7 d 统计植株的发病率、发病

严重程度和病情指数。严重程度分级标准：0 级，

无病症，不致病，叶色油绿；1 级，1–2 片子叶边

缘发病，病斑微泛黄；2 级，子叶及一片真叶局部

发黄；3 级，两片真叶发病或脱落仅剩心叶，叶色

泛黄色枯萎症状明显；4 级，植株生长点或全株枯

萎，出现落叶。发病率(%)=∑病株数/调查总株数

×100；病情指数=∑(该级植株数×病害等级)/(调查

植株数×最严重等级)×100；防治效果(%)=[(对照病

情指数-处理病情指数)/对照病情指数]×100。 

1.14  数据统计与分析 

用 SPSS 21 软件对复筛结果、分光光度计测

得的 OD 值、地黄内生菌产 IAA 含量、ACC 脱氨

酶活性进行统计分析。采用单因素分析和显著差

异法分析，显著性水平设为 α=0.05。 

2  结果和分析 

2.1  内生菌对棉花枯萎病菌抑制效果初筛 

将采集的地黄植株样品(根块)进行涂布分离，
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共获得 94 株内生细菌。其中，分离自山东曹县 28

株，河南虞城县 30 株、河南省商丘市睢阳区应天

公园 36 株。对这 94 株内生细菌采用平板对峙培

养法进行初筛，初筛得到 10 株对棉花枯萎病菌有

明显抑制现象的内生菌，分别为 DH89、DH30、

DH83、DH93、DH71、DH84、DH92、DH56、

DH9、DH66。在培养 96 h 后发现其抑菌率均在 

20%以上，其中菌株 DH9 抑制效果最为明显。 

2.2  内生菌对棉花枯萎病菌抑制效果复筛 

把这 10 株筛选的内生细菌采用接种菌悬液和

培养皿对峙培养法进行复筛实验，内生菌生长 48 h，

抑菌率在 10%以上有 8 株，分别为 DH30、DH83、

DH93、DH84、DH92、DH56、DH9、DH66，其

中 DH9 抑制效果最为明显，DH92 次之；在内生

菌生长 96 h，抑菌率在 25%以上有 8 株，分别是

DH89、DH30、DH83、DH71、DH92、DH56、

DH9、DH66，其中 DH9 抑制效果最为明显，DH66

次之；在内生菌生长 144 h，抑菌率在 30%以上有

4 株，分别是 DH83、DH92、DH9、DH66，其中

DH9 抑制效果最为明显。 

在复筛过程中，对照组(图1-A)棉花枯萎病菌

在不受地黄内生菌影响下正常生长，随着时间延

长，病原菌菌丝遍布整个培养平皿。而处理组菌

株 DH83(图 1-B)、DH92(图 1-C)、DH9(图 1-D)、

DH66(图 1-E)、DH56(图 1-F)对于棉花枯萎病菌的

抑制情况可知，棉花枯萎病菌生长在接触内生菌时

菌丝生长受到阻碍，其中菌株 DH83(图 1-B)、DH9 

(图 1-C)随着生长时间延长，菌丝生长愈受内生菌的

抑制，可能是菌株在生长过程中产生代谢物质对棉

花枯萎病菌有抑制作用。菌株 DH56 (图 1-F)随时间

延长，内生菌生长并无明显变化，但其抑制情况却

十分明显，这可能与内生菌本身生理特性有关。 

由表 1 知，地黄内生细菌对棉花枯萎病菌抑菌

率(96 h)均达到 21.33%以上有 10 个菌株，其中对

棉花枯萎病菌抑制效果最明显菌株为 DH9，抑菌率

为 28.44%，DH66 次之，抑菌率为 27.11%。 

 

 
 

图 1.  菌株 DH83、DH92、DH9、DH66、DH56 对棉花枯萎病菌的抑制作用 

Figure 1.  Inhibition of endophytic strains on F. oxysporum f. sp. vasinfectum by DH83, DH92, DH9, DH66 and 
DH56. 
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表 1.  地黄内生细菌对棉花枯萎病菌 FO101 的抑制作用复筛结果 

Table 1.  Antagonistic effects of endophytic bacteria associated with Rehmannia glutinosa against to F. oxysporum 
f. sp. vasinfectum 

Strains 
Colony diameter 
of pathogen1/cm 

Inhibition rate of 
endophytic bacteria/% 

Colony diameter 
of pathogen2/cm

Inhibition rate of 
endophytic bacteria/%

Colony diameter 
of pathogen3/cm 

Inhibition rate of 
endophytic bacteria/%

CK 4.50 – 7.5 – 8.8 – 
DH92 3.77±0.06 16.30±1.28ab 5.50±0.00 26.67±0.00a 5.97±0.21 32.20±2.78a 
DH9 3.73±0.23 17.04±5.13a 5.37±0.15 28.44±2.04a 6.00±0.10 31.82±1.33a 
DH66 3.97±0.15 11.85±3.39abcde 5.47±0.15 27.11±2.04a 6.03±0.06 31.44±0.77ab 
DH83 4.00±0.10 11.11±2.22bcde 5.53±0.15 26.22±2.04ab 6.13±0.06 30.30±0.77abc 
DH93 4.00±0.20 11.11±4.44bcde 5.87±0.06 21.78±0.77bc 6.23±0.12 29.17±1.54bcd 
DH56 3.90±0.10 13.33±2.22abcd 5.53±0.06 26.22±0.77ab 6.27±0.15 28.79±2.04cd 
DH71 4.13±0.12 8.15±2.57de 5.53±0.46 26.22±6.12ab 6.43±0.06 26.89±0.77d 
DH89 4.17±0.12 7.41±2.57e 5.53±0.06 26.22±0.78ab – – 
DH30 4.03±0.06 10.37±1.28cde 5.57±0.12 25.78±1.54ab – – 
DH84 3.83±0.06 14.81±1.28abc 5.90±0.10 21.33±1.33c – – 
CK: no inoculation group; 1 means 48 hours, 2 means 96 hours, 3 means 144 hours. Data are mean±SD in table, different letters behind 
data in the same column show significant difference at P<0.05 level. 
 

而培养 144 h 地黄内生菌株对棉花枯萎病菌抑菌

率均达到 26.89%以上有 7 个菌株，其中对棉花枯

萎病菌抑制作用最明显菌株为 DH92，抑菌率为

32.22%；DH9 次之，抑菌率为 31.82%。由此可见，

地黄内生菌株对棉花枯萎病菌的抑制作用，随培 

养时间延长抑菌效果发生变化。 

2.3  受抑制病原菌菌丝的显微分析 

由图 2 可知，对照组(图 2-A)棉花枯萎病菌菌

丝长势健壮、挺直、粗细均一。而处理组菌丝有

明显不同，菌株 DH83 菌丝扭曲呈束状分布(图

2-A)；菌株 DH92 菌丝发生分支，菌丝局部细胞 

壁溶解、断裂(图 2-B)；菌株 DH9 菌丝末端发生

膨大，呈球状(图 2-C)；菌株 DH66 的菌丝粗细不

一、畸形(图 2-D)，发生波形弯曲(图 2-F)，菌丝末

端膨大成球状(图 2-E)，菌株 DH56 菌丝发生分支

弯曲(图 2-G)，由于地黄内生菌产生代谢物质使菌

丝发生包埋现象(图 2-H)。以上结果表明：棉花枯

萎病菌菌丝在生长过程中，受地黄内生菌株的作

用，使病原菌菌丝发生断裂、弯曲、膨大、畸形、

包埋等现象，阻碍了病原菌菌丝的正常生长。 
 

 
 

图 2.  菌株 DH83、DH92、DH9、DH66、DH56 对棉花枯萎病菌抑制作用显微观察 

Figure 2.  Microscopic observation on the inhibitory effect of control, DH83, DH92, DH9, DH66 and DH56 
against F. oxysporum f. sp. vasinfectum. 
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2.4  产生 IAA 内生菌株的筛选和含量测定  

结果(表 2)表明，所筛菌株多数可产生 IAA，

但产生 IAA 的量有所不同。在供试菌株培养 96 h，

IAA 产量在 1.322 mg/L 以上有 7 个菌株，即 DH92、

DH56、DH30、DH71、DH83、DH93、DH9。因

其产生 IAA 的量不同颜色深浅不一(图 3)，菌株

DH92 产生 IAA 的量最高，为 34.696 mg/L，呈紫色；

菌株 DH56 产生 IAA 含量次之，为 6.812 mg/L，呈

粉红色；菌株DH9产生IAA的量最低，为1.322 mg/L，

液体颜色微显红色。可见，不同菌株产生 IAA 的

量有所不同，在反应颜色上存在差异，且差异显

著(P<0.05)。 

 
表 2.  地黄内生菌在改良 YM 培养基培养 96 h 生长素

IAA 的积累 

Table 2.  Content accumulation of auxin IAA 
produced by endophytes from R. glutinosa cultured for 
96 h. 

Strains OD530 value IAA production/(mg/L) 

DH92 0.575±0.031 34.696±1.845a 

DH56 0.108±0.010 6.812±0.569b 

DH30 0.067±0.006 4.345±0.329c 

DH71 0.065±0.045 4.246±2.693c 

DH83 0.058±0.007 3.808±0.397c 

DH93 0.057±0.003 3.769±0.158c 

DH9 0.016±0.007 1.322±0.430d 

Data are mean±SD in table, different letters behind data in the 
same column show significant difference at P<0.05 level. 

 

 
 

图 3.  内生菌 DH9、DH56 和 DH92 产生 IAA 量不同

在颜色上的差异 

Figure 3. Color difference on the amount of IAA 
produced by endophytic bacteria DH9, DH56 and 
DH92. 

2.5  地黄内生菌产生 ACC 脱氨酶活性检测 

ACC 脱氨酶活力测定结果(表 3)表明，能够产

生 ACC 脱氨酶的菌株有 22 株，其中，菌株 DH92

产生 ACC 脱氨酶活性最高，为 118.612 μmol/(mg·h)，

菌 株 DH30 的 ACC 脱 氨 酶 活 性 次 之 ， 为     

103.795 μmol/(mg·h)，菌株 DH50 酶活性最小，为

29.304 μmol/(mg·h) 。 由 表 可 知 ， 酶 活 性 大 于      

50 μmol/(mg·h)有 14 株，酶活性在 100 μmol/(mg·h)

以上有 2 株(DH92 和 DH30)。由此可见，内生菌株

间所产生的 ACC 脱氨酶活性存在差异，这与菌株

本身的生物特性或分离宿主植物的生长环境有关。 

2.6  菌株产生溶磷性测定 

由表 4 发现，对无机磷溶磷性较明显的内生 

 

表 3.  地黄内生菌产生 ACC 脱氨酶活性检测 

Table 3.  Detection on ACC deaminase activity of 
endophytic bacteria isolated from R. glutinosa 

Strains ACC deaminase activity/(U/mg) 

DH92 118.612±0.004A 
DH30 103.795±0.006B 
DH5 85.563±0.004C 
DH48 78.064±0.003D 
DH38 75.535±0.002E 
DH1 74.787±0.001F 
DH83 74.246±0.001G 
DH4 69.400±0.100H 
DH71 65.041±0.003I 
DH36 64.466±0.002J 
DH6 55.633±0.003K 
DH3 54.386±0.002L 
DH64 52.763±0.002M 
DH9 50.568±0.002N 
DH51 49.149±0.003O 
DH93 48.609±0.003P 
DH12 47.108±0.003Q 
DH53 46.652±0.001R 
DH56 43.411±0.003S 
DH40 43.229±0.003T 
DH19 38.574±0.002U 
DH50 29.304±0.003V 

Data are mean±SD in table, different letters behind data in the 
same column show significant difference at P<0.01 level. 
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表 4.  地黄内生菌 DH92、DH36、DH30 溶解无机磷测定结果 

Table 4.  Detection results of inorganic phosphorus produced by endophytic bacteria DH92, DH36 and DH30 
isolated from R. glutinosa 

Strains Diameter of dissolved phosphorus halo(D)/cm Colony diameter(d)/cm Ratio(D/d) 

DH92 1.20±0.10 0.8±0.10 1.51±0.16a 
DH36 0.83±0.06 0.63±0.06 1.32±0.03b 
DH30 0.83±0.06 0.73±0.06 1.14±0.01b 

data are mean ±SD in table, different letters behind data in the same column show significant difference at P<0.05 level. 

 

菌有 3 个菌株，其中 DH92 和 DH36 产生溶磷 

圈，溶解无机磷能力较为明显。菌株 DH92 溶  

磷能力最强，D/d 为 1.51；DH36 次之，D/d 为

1.32。 

有机磷检测结果(图 4、表 5)表明，菌株 DH56、

DH71 和 DH30 溶磷圈明显，溶解有机磷能力较强。

由表 5 可知，菌株 DH71 产生溶磷圈直径最大，

溶磷能力最强的菌株为 DH71，D/d 为 4.50；DH56

次之，D/d 为 4.05。可见，不同菌株形成溶磷圈大

小不同，表明溶磷能力不同。 

2.7  内生菌产生挥发性气体对棉花枯萎病菌抑制

作用的检测 

对复筛中 5 株菌(DH83、DH92、DH9、DH66、

DH56)进行挥发性气体抑制病原菌检测。结果表

明，处理组棉花枯萎病菌在内生菌作用下，菌丝

生长情况与对照组相比，菌丝扩展面积明显缩小，

DH83 和 DH66 在培养 72 h 时抑菌率为 4.44 %，

DH9、DH56、DH92 抑菌率为 2.22%，抑菌效果

不明显(图 5)，表明地黄内生菌产生挥发性气体对

棉花枯萎病菌有抑制作用。 
 

 

 
图 4.  地黄内生菌溶解有机磷测试结果 

Figure 4.  Detection results of organophosphorus dissolution by endophytic bacteria from R. glutinosa. 

 
表 5  地黄内生菌株 DH71、DH56、DH30 溶解有机磷测试结果 

Table 5.  Detection results of organophosphorus dissolution by endophytic bacteria DH71, DH56 and DH30 from 
R. glutinosa 

Strains Diameter of dissolved phosphorus halo(D)/cm Colony diameter(d)/cm Ratio(D/d) 

DH71 2.67±0.15 0.60±0.10 4.50±0.50a 

DH56 2.80±0.10 0.73±0.06 4.05±0.08a 

DH30 1.70±0.10 0.87±0.06 1.96±0.06b 

Data are mean±SD in table, different letters behind data in the same column show significant difference at P<0.05 level. 
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图 5.  内生细菌产生挥发性气体对棉花枯萎病菌抑制作用检测 

Figure 5.  Inhibitory effect of volatile gas produced by endophytic bacteria on F. oxysporum f. sp. vasinfectum. 

 

2.8  筛选菌株的耐盐碱性 

根据复筛结果结合地黄内生细菌理化特性，

测定菌株 DH9、DH56 抗盐碱能力，绘制菌株生

长曲线。 

DH9 抗盐生长规律曲线(图 6)表明，随着盐

浓度升高，菌株生长潜伏期不断增长，在盐浓度

为 0 时延滞期最短(14 h)，盐浓度为 7%时延滞期

最长(36 h)；在起始盐浓度为 0%–5%，DH9 都可

正常生长；到达平稳期 OD 值随盐浓度升高逐渐

减小。菌株在 7%盐浓度下能生长，平稳期较短

很快进入衰亡期，具有一定抗性。在盐浓度 9%

时 OD 值接近 0，菌株不能生长。DH9 菌株在

3%–5% NaCl 盐浓度抗性最为明显。菌株 DH56

抗盐生长规律曲线(图 6)表明，随着盐浓度升高，

菌株生长潜伏期不断增长，在盐浓度为 0 时，延

滞期最短(14 h)，盐浓度为 3%时延滞期为 24 h；

在起始盐浓度为 0%–3%时，DH56 可生长，生长

速率随盐浓度升高逐渐减小；菌株在 5%–9%盐浓

度下不能生长。因此，DH56 在 3% NaCl 盐浓度

表现一定耐盐性。 

 

 
图 6.  地黄内生细菌 DH9 和 DH56 在不同盐浓度下生

长曲线 

Figure 6.  The growth curve of DH9 and DH56 from 
R. glutinosa under different NaCl concentration. 

 

菌株 DH9 抗碱生长规律曲线如图 7 所示，在

pH 7-9 下菌株延滞期最短(6 h)，在 pH8 时，菌株

在 58 h 时提前进入衰亡期。在 pH 10 时菌株延滞

期为 30 h，在 60 h 时进入平稳期；在 pH 7-10 范

围内，DH9 可正常生长，进入对数期时间不同；

在 pH 11 时 OD 值接近 0，菌株不能生长。可见，
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该菌株在一定碱性环境，内生菌可调节细胞自身

适应环境生长。因此，菌株 DH9 具有一定耐碱性，

尤其在 pH 8–10 表现最为显著。DH56 抗碱生长规

律曲线(图 7)表明，在 pH 7 时菌株延滞期最短(4 h)，

在 pH 9 时菌株延滞期为 14 h；在 pH 10 时菌株

延滞期最长，为 32 h。对数期，在起始 pH 7–10

范围内，DH56 可正常生长，且生长速率较快；在

pH 7–10 条件下，菌株呈缓慢增长，随 pH 值增大

延迟期变长，生长状态良好。可见，在一定碱性环境

中，内生菌可调节自身适应生长碱性环境。因此，菌

株 DH56 具有一定耐碱性，可耐受较宽的 pH 范围。 

2.9  复筛菌株的培养特征及生理生化特性  

在牛肉膏蛋白胨培养基上经过 72 h 培养，菌

株 DH9、DH30 和 DH92 菌落表面湿润、不透明状、

有光泽，菌落小而圆整，不凸起，DH9、DH92 颜

色为浅黄色，DH30 为乳白色，DH30 菌体大小为

(0.5–0.7)µm×(1.0–1.2)µm，DH9 菌体大小为

(0.7–0.8)µm×(2.0–3.0)µm，DH92 菌体大小为

(7.0–8.0)µm×(18–20)µm。革兰氏染色结果表明，3

株菌均为革兰氏阳性、有芽孢，其中 DH9 和 DH30

菌体呈短杆状，DH92 菌体呈长杆状。理化试验结

果(表 6)表明，3 株菌对接触酶、D-甘露醇、木糖、 

 

 

 
图 7.  地黄内生菌 DH9 和 DH56 在不同 pH 下生长

曲线 

Figure 7.  The growth curve of endophyte DH9 and 
DH56 from R. glutinosa under different pH. 

 

表 6.  筛选菌株的理化特性 

Table 6.  Physiological and biochemical characteristics of screened strains 
Physiological and biochemical characteristics DH30 DH9 DH92 

Catalase test + + + 
V-P test – + + 
D-glucose acid yield – + + 
L-Arab sugar acid yield + – + 
D-mannitol + + + 
Xylose + + + 
Broth (pH5.0) + + + 
Amylase – + – 
Phenylalanine deaminase – – – 
Lecithinase + – – 
Nitrate reductase + + – 
Casein decomposition + + + 
Citrate utilization + + + 
Tyrosine hydrolysate + + – 
Morphology Short rod Short rod Long rod 
Strain size(μm) (0.5-0.7)×(1.0-1.2) (0.7-0.8)×(2.0-3.0) (7.0-8.0)×(18-20)
Gram stain G+ G+ G+ 
Spore forming + + + 

+: positive; –: negative. 
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肉汤、酪素分解、柠檬酸盐利用反应都呈阳性，

对苯丙氨酸脱氢酶反应均为阴性；除 DH30 外 V-P

试验、D-葡萄糖产酸反应均为阳性；L-阿拉伯糖

产酸反应 DH9 为阴性；淀粉酶水解反应 DH9 为

阳性；卵黄磷脂酶反应 DH30 为阳性，硝酸还原

酶、酪氨酸水解反应 DH92 反应阴性。结合培养特

征和理化特性分析结果，查阅《常见细菌系统鉴定 

手册》发现：DH9 和 DH30 符合芽孢杆菌属(Bacillus)

的特征，DH92 符合泛菌属(Pantoea)的特征。 

2.10  内生菌 16S rDNA 序列测定及系统发育分析 

代表性菌株 DH30、DH9 和 DH92，经 16S 

rDNA 序列测定，序列片段大小均为 1.5 kb，序列

号分别为 MN365895、MN365896、MN365890。

由图 8-9 分析可知，这 3 株菌分别属于 2 属 3 种， 
 

 
 

图 8.  基于地黄内生菌代表菌株 DH9 和 DH30 的 16S rDNA 序列构建的系统发育树 

Figure 8.  Phylogenetic tree generated by the neighbor-joining method based on 16S rDNA sequences of 
selected representative strains DH9 and DH30 from R. glutinosa. Numbers in bracket represent the sequences 
accession number in GenBank. The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap. Bar, 0.1 
sequence divergence. 
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图 9.  基于地黄内生菌代表菌株 DH92 的 16S rDNA 序列构建的系统发育树 

Figure 9.  Phylogenetic tree generated by the neighbor-joining method based on 16S rDNA sequences of selected 
representative strain DH92 from R. glutinosa. Numbers in bracket represent the sequences accession number in 
GenBank. The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap. Bar, 0.02 sequence 
divergence. 

 

菌株 DH9、DH30 与参比菌株形成分支 I 芽孢杆菌

属(Bacillus)(图 8)，其中 DH30 最相似菌株为模式

菌株 B. safensis kp9T(MK483703)，相似率为 100%；

DH9 的最相似菌株为模式菌株 B. subtilis TT207T 

(MH819693)，相似率为 99.86%。菌株 DH92 与参

比菌株形成泛菌属(Pantoea)(图 9)，最相似菌株为

模式菌株 P. ananatis SAD2-6T (HQ236020)，相似

性为 99.59%。综合菌株培养特征、生理生化特性

和 16S rDNA 序列分析结果，DH9 最相似菌株为枯

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)，DH30 最相似菌株为沙

福芽孢杆菌(Bacillus safensis)，DH92 最相似菌株为菠

萝泛菌(Pantoea ananatis)。 

2.12  接种拮抗性内生细菌对棉花枯萎病的防病

效果 

盆栽试验结果(图 10)表明，接种 8 周时对照

组(CK1)出现明显病状，叶色大面积发灰绿、泛黄，

叶片边缘出现不规则干枯，沿叶脉向叶片内部延

伸，枯萎面积扩大，严重者叶片脱落，发病率为

85.36%。而内生细菌处理组，部分叶片个别部位

变黄，叶片大部分仍为绿色，发病程度相对 CK1

较轻，而 CK0 组叶片微黄，无感染症状。由表 7

可知，菌株 DH92 和 DH9 处理植株整体上发病率

和病情指数均降低，植株发病率均小于 32%，防

治效果均在 75%以上。另外，DH30 处理植株叶片

绿色，病斑面积不再扩大，生长趋于正常；DH66

处理植株部分叶片局部发黄，病斑处出现枯死。 

 

 
 

图 10.  接种拮抗性内生菌 8 周后处理组和对照组棉花

幼苗生长状况 

Figure 10.  Growth conditions of cotton seedlings in 
treatment group and control group after inoculation of 
antagonistic endophytes for 8 weeks. 
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表 7.  拮抗性内生细菌在苗期对棉花枯萎病防治效果 

Table 7.  The control efficiency of antagonistic 
endophyic bacteria against F. oxysporum f. sp. 
vasinfectum 
Strains Incidence/% Disease index Control efficacy/%

CK 85.36±0.01A 65.32±0.01A / 

DH92 26.75±0.01B 15.35±0.01B 77.29±0.01A 

DH9 31.52±0.01C 17.96±0.01C 75.52±0.01B 

DH30 36.61±0.01D 18.61±0.01D 66.28±0.01C 

DH66 38.73±0.01E 23.53±0.01E 63.87±0.01D 

The data are mean±SD. Different uppercase letters in the same 
column show significant difference at P<0.01 level. 

整体上，拮抗性内生细菌处理组病情指数和防治

效果与对照相比达极显著(P<0.01)，因此，可作为

棉花枯萎病的生防菌株资源。 

3  讨论 

3.1  地黄内生菌对棉花枯萎病菌的抑制作用探讨 

植物与微生物关系紧密，通过构建根际微生

物区系，植物根部分泌的代谢物可趋使植物生长

和发生防御反应[26]，而细菌基因组特性决定其对

宿主的适应性[27]。近年来利用植物内生菌来抑制

植物病原微生物进行生物防治的研究在国内外已

展开[20,28–31]，这些研究为棉花枯萎病的生物防治

提供了新的思路和借鉴。本研究从地黄中分离出

94 株内生细菌，经初筛复筛测试，地黄内生菌

DH9、DH66、DH92 对棉花枯萎病菌具较强拮抗

作用，抑菌率均在 31%以上，其中 DH92 抑制率

为 32.20%，DH9 抑制率为 31.82%。盆栽防治效

果最佳菌株 DH92 达 77.29%，其余 3 株防治效果

均在 63%以上，这与徐亚军等[28]研究基本一致。

系统发育分析结果表明，DH92 最相近菌株为菠萝

泛菌(Pantoea ananatis)，有研究[32]表明，Pantoea 

ananatis CcSh-1 存生于宿主植物香茅草体内，可

产生萜烯类和柠檬醛挥发性物质，与宿主香茅草

的代谢有关，具有拮抗病原真菌活性和促进植物

生长的特性，有力支持了本实验结果。地黄内生

细菌对病原菌的抑菌特性可能与宿主植物地黄药

用部位块根的代谢有关，内生菌长期与宿主形成

的协同效应，能有效抑制病原菌菌丝的生长和发

育[33]。本研究从药用植物地黄根块中分离出菠萝

泛菌 Pantoea ananatis DH92 还未见报道。 

地黄内生菌接种处理棉花枯萎病菌，其菌丝

出现粗细不均一、扭曲、断裂、末端膨大、菌丝

溶解和被菌体包埋等现象。可能机制是内生菌与病

原菌对峙过程中产生化感物质及胞外代谢产物[34]，

如螯合型铁载体、杀菌性挥发物、解毒酶、水解

酶类和生物碱等。这些代谢产物不断释放出来，

抑菌机制大多为干扰细胞壁合成、损害细胞膜机

能、抑制核酸合成或干扰能量代谢等方式[35]，导

致病原真菌细胞壁变薄，因细胞壁受力不均出现

局部菌丝畸形，出现菌丝断裂[36]。易龙等[37]研究

支持了这个解释，烟草内生细菌 Itb162 对烟草赤

星病原菌丝生长有明显抑制作用，主要是拮抗菌

使病原菌丝形成膨胀泡，破裂、消解，致使菌丝

停止生长。内生菌 DH56 作用病原真菌，使菌丝

发生弯曲并被包埋，内生菌沿菌丝迅速生长，大

量利用培养基养分，导致病原菌因营养缺乏而生

长受阻，出现菌丝局部萎缩、弯曲现象[34]。Miller

等[35]研究结果从另外一个角度解释了这个现象，

内生菌可能产生抗生素类物质如寡霉素 A、卡那

霉素水解物、双效菌素 A 等对病原菌菌丝发生作

用，如菌丝新生细胞壁合成受到抑制，导致菌丝

出现局部萎缩等现象。徐亚军等[28]对野生艾蒿内

生菌的研究结果支持了本实验结果，内生菌产生

的挥发性气体[24]或者自身分泌的化学物质[34]对病
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原菌菌丝有明显抑制作用。本文仅对内生菌抑菌

病原菌丝进行初步探索，对内生菌产生抑菌物质

的具体机制还需进一步探索。 

3.2  内生菌促植物生长特性和溶磷作用 

植物生长素 IAA 在植物细胞生长发育中发挥

重要作用，内生菌产生 IAA 可促进植株生长[21]。

本实验筛选菌株大多数可产生 IAA，但分泌 IAA

的量存在差异。本实验菌株 DH92 最相似菌株为

菠萝泛菌 Pantoea ananatis，产生 IAA 量最高，达

34.696±1.845 mg/L。而沙棘根瘤内生细菌 SR308

产生植物生长激素 IAA 最高达 23.17±0.17 mg/L[36]，

春兰根中内生菌 9 株分泌 IAA 产量高于 50 mg/L[37]，

这些研究与本实验结果基本一致，表明宿主植物

内定殖大量产生 IAA 的内生菌资源[38]。Walitang

等[39]研究表明来自野生水稻的 6 株内生细菌可产

生 IAA，其中泛菌属菌株 Pantoea hericii LTE3 产

量最高，达 47.06± 1.99 mg/L，有力支持了本研究

结果。如果给宿主植物接种产生 IAA 菌株，可引

起根的形态建成，刺激根毛形成，增加侧根和主

根数量及长度，增加根分泌物和扩大表面积，促

进对矿物质的吸收[40]。盆栽试验结果表明，DH92

防治效果最好，达 77.29%。 

众多研究表明[27]，具有 ACC 脱氨酶活性的内

生细菌对宿主植物生长发育起着重要作用，主要

表现在提高植物抗旱涝、耐盐、耐高低温及抗重

金属等特性[13]，对宿主植物有促生长作用。具 ACC

脱 氨 酶 活 性 的 耐 盐 菌 可 拮 抗 玉 米 轮 斑 病 菌

(Gloeocercospora sorghi D.Bain.et Edgerton)和弯

孢叶斑病菌(Curvularia lunata)[41]及病原细菌[42]，

可用于拮抗病原菌[43]。本研究筛选棉花枯萎病菌

拮抗性内生细菌中，DH92 具 ACC 脱氨酶最高活

性，为 118.612 μmol/(mg·h)，其次 DH30 酶活力 

达到 103.795 μmol/(mg·h)，其余菌株酶活力均  

为 100 μmol/(mg·h)以下。盆栽结果表明，ACC

脱氨酶高产菌株 DH92 对植株病原菌防治效果

最好。而本课题组前期从大豆根瘤中分离的具

ACC 脱氨酶活性菌株 DD132，其酶活力最高为

15.71 μmol/(mg·h)，DD248最低为0.93 μmol/(mg·h)[13]。

可见，地黄内生菌产生 ACC 脱氨酶活力比大豆

根瘤内生菌高出 6.6 倍，明显高于国外报道的

5–10 μmol/(mg·h)[44]，远远高于分离自碱蓬的内生

细菌 LP11 产生的最高酶活力(0.576 μmol/mg·h)[45]，与

贺字典[43]等研究结果基本一致，而嗜麦芽寡养单胞菌

CRG-2 产生的 ACC 脱氨酶活性为 324.3 μmol/(mg·h)。

可见，不同宿主植物内生菌产生 ACC 脱氨酶活力

大小不同，而同一种宿主内生菌也存在差异。 

溶磷微生物是土壤磷循环中重要成员，能将

无效磷转化为有效磷，促进植物对磷的吸收。溶

磷菌的活动不仅能为植物提供足够有效磷，还能

分泌生长素等植物生长调节剂促进植物的生长，

提高植物抗逆性[46]。菌株 DH92 在无机磷培养基

上产生溶磷圈直径最大(1.2 cm)，D/d 为 1.51；菌

株 DH30 溶磷圈直径为 0.83 cm，D/d 为 1.14。这

与朱颖等[47]从红三叶根际分离的溶磷菌株溶解无

机磷能力基本一致，D/d 值为 1.13–1.62。而乔志

伟等[22]从石灰性土壤中分离 30 株溶解无机磷细

菌，D/d 值为 1.25–5.1，支持了本实验结果。有机

磷的矿化溶解主要依靠酶解作用，在有机磷培养

基上产生溶磷圈，溶磷圈直径为 2.67±0.15 cm，菌

株 DH71 溶磷效果最好，D/d 为 4.50±0.50；其次

为 DH30，溶磷圈直径为 1.70±0.10 cm，D/d 为

1.96±0.08。祁娟等[48]表明从紫花苜蓿种子中分离

的内生菌对有机磷溶解，溶磷性最强菌株 SL01，

D/d 为 2.567；朱颖等[47]从红三叶草根际分离溶解
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有机磷菌株，D/d 为 1.07–1.83。可见，这些菌株

对有机磷溶解性不如菌株 DH71 效果好，且菌株

DH30 对无机磷和有机磷都有溶解能力，这可能与

宿主植物种类有关。可见，溶磷菌对有机化肥和

土壤中有机磷农药残留具有降解潜能。但溶磷菌

的溶磷过程十分复杂，其潜在机制也因菌种不同

而各不相同，从筛选菌株中分离并克隆溶磷相关

基因，了解其表达调控机制正在研究中。 
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Abstract: [Objective] To screen antagonistic strain resources of Cotton Fusarium Wilt (Fusarium oxysporum f. sp. 

vasinfectum), endophytic bacteria were isolated from the root of Rehmannia glutinosa, a medical herb, and the 

excellent strains’ characteristics of plant growth promotion and salt and alkali tolerance were analyzed, so as to  
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explore the excellent strain resources and provide reference value for the research and development of biological 

control agents of F. oxysporum f. sp. vasinfectum. [Methods] The antagonistic test of F. oxysporum f. sp. 

vasinfectum was performed by plate confrontation method, and the changes in mycelia were studied through 

fluorescence microscopy. Such indexes as indoleacetic acid (IAA) production and 1-aminocyclopropane-1- 

carboxylic acid (ACC) deaminase activity were determined by spectrophotometry. Phosphate solubilization was 

assayed by plate culture method. Bacteriostasis of volatile substances was examined by separation culture method. 

Salt and alkali tolerance was measured by turbidimetric method. The physiological and biochemical characteristics 

of the strains were determined, 16S rRNA gene were sequenced and analyzed for phylogenetic status analysis, and 

disease-control effects were demonstrated by greenhouse inoculation test. [Results] The endophytic bacteria of R. 

glutinosa exerted antagonistic effects on F. oxysporum f. sp. vasinfectum, among which the strains DH9, DH66 and 

DH92 exhibited obvious antagonistic effects. Compared with the control group, the hyphae in the treatment group 

showed knotting, bending and breaking, the end branches of hyphae increased significantly, and most of the edges 

were coral branches, and were obviously embedded by the bacteria. The volatile substances produced by strains 

DH83, DH66, DH92, DH9 and DH56 exerted inhibitory effects on F. oxysporum f. sp. vasinfectum, but such effects 

were not salient. IAA contents of seven strains (DH92, DH30, DH71, DH83, DH93, DH9 and DH56) were higher 

than 1.32mg/L.DH92 had the highest yield, which amounted to 34.696 mg/L. The activities of ACC deaminase 

produced by DH92 and DH30 were 118.612 μmol/(mg·h) and 103.795μmol/(mg·h), respectively. DH92 had the 

highest ability to dissolve inorganic phosphorus, with diameter of dissolving circle/colony (D/d) being 1.51, DH71 

had the highest ability to dissolve organic phosphorus, and D/d was 4.50. The strains DH9 and DH56 could tolerate 

7% and 3% NaCl concentration respectively, and could grow at pH 8–10, with certain resistance. Combined with 

the culture characteristics, physiological and biochemical characteristics and 16S rDNA sequencing and 

phylogenetic analysis, results showed that DH30 exhibited the highest similarity with Bacillus safensis, DH9 

showed the highest similarity with Bacillus subtilis, and DH92 had the highest similarity with pantoa ananatis. 

Control effect of treatment group with DH92 was 77.29%, and those of others were above 63%. Therefore, these 

strains can be used as biocontrol resources against F. oxysporum f. sp. vasinfectum. [Conclusion] There are 

antagonistic strains of F. oxysporum f. sp. vasinfectum in the root of R. glutinosa, among them. The isolation of 

Pantoa ananatis DH92 from R. glutinosa root has not been reported before. The excellent endophytic bacteria of R. 

glutinosa have the characteristics of plant growth promotion and certain salt and alkali tolerance, which provide 

theoretical basis for the control of F. oxysporum f. sp. vasinfectum and the development of biological control agents. 

Keywords: endophytic bacteria associated with Rehmannia glutinosa Libosch, Fusarium oxysporum f. sp. 

vasinfectum, IAA, ACC deaminase, phosphate solubilization, stress resistance, 16S rDNA sequence 
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