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牡丹根部内生细菌的分离鉴定及脂肽类物质的拮抗活性
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摘  要：【目的】从牡丹(Paeonia suffruticosa Andr.)根部组织中分离鉴定内生细菌，测定拮抗菌株

脂肽类活性物质的体外抑菌活性。【方法】采用平板对峙法筛选对牡丹灰霉病菌(Botrytis paeoniae 

Oadem)、牡丹炭疽病菌(Gloeosporium sp.)、牡丹黑斑病菌(Altenaria sp.)、牡丹黄斑病菌(Phyllosticta 

commonsii)有拮抗作用的内生细菌。基于形态特征、生理生化特性和 16S rRNA 基因序列同源性

鉴定拮抗菌株。根据脂肽类抗菌物质合成相关基因序列对拮抗菌株进行基因扩增检测，采用酸沉

淀法提取拮抗菌株的脂肽类物质，平板对峙法测定脂肽类物质的体外抑菌活性。【结果】从牡丹

根部组织中共分离获得 62 株内生细菌，其中菌株 Md31 和 Md33 对 4 种病原菌均有较明显的抑

制作用。Md31 和 Md33 被鉴定为解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)。通过对菌株 Md31

和 Md33 进行 5 个脂肽类合成功能基因 bmyB、fenD、ituC、srfAA 和 srfAB 的检测，序列同源性

分析，表明两个菌株具有合成脂肽类物质的能力。菌株 Md31 和 Md33 的脂肽类粗提物对所测试

的牡丹病原真菌均具有不同程度的抑制作用。【结论】获得了 2 株对牡丹病原菌有良好抑制效果

的解淀粉芽孢杆菌 Md31 和 Md33，2 个菌株的脂肽类粗提物也具有较强的体外抑菌活性，该研

究为牡丹内生细菌的进一步开发应用奠定了基础。 
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Isolation, indentification and inhibitory activity of lipopeptides 
of endophytic bacteria from the root of Paeonia suffruticosa 

YANG Rui-Xian*  JI Jun-Hua  WANG Zu-Hua  LIU Ping  XUE Dong   
WANG Zan-Yang 
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Abstract: [Objective] To isolate and identify endophytic bacteria from the roots of Paeonia 
suffruticosa and evaluate antifungal activity of secondary metabolites of antagonistic strains in vitro. 
[Methods] The endophytic bacteria were screened against Botrytis paeoniae, Gloeosporium sp., 
Altenaria sp., Phyllosticta commonsii through the method of dual culture. The strains were indentified 
based on characteristics in morphology, physiology, biochemistry and phylogenetic analysis of 16S 
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rRNA gene sequences. The lipopeptide biosynthetic genes fragments of antagonistic strains were 
amplified by polymerase chain reaction. The crude lipopeptides of strains were obtained through acid 
precipitate method. The inhibition ability of lipopeptides produced by antagonistic strains against 
pathogenic fungi was evaluated in vitro. [Results] The 62 endophytic bacterial isolates were isolated 
from the roots of Paeonia suffruticosa. The isolates Md31 and Md33 showed inhibitory activity against 
four pathogens. Md31 and Md33 were identified as Bacillus amyloliquefaciens. The genes fragments of 
bmyB, fenD, ituC, srfAA and srfAB were obtained in genomic DNA of the two strains. The crude 
lipopeptides prouduced by Md31 and Md33 were isolated from culture supernatants and exhibited 
inhibitory activity on mycelium growth of peony pathogens. [Conclusion] Two antagonistic B. 
amyloliquefaciens strains Md31 and Md33 were obtained, and their crude lipopeptides showed 
inhibitory activity against four peony pathogens in vitro, which will been provided a basis for the 
further development and application of peony endophytes. 

Keywords: Paeonia suffruticosa, Endophytic bacteria, Inhibitory activity, Identification, Antimicrobial 
lipopetide metabolites 

植物内生细菌(Endophyte)是指一类在其部分

或全部生活史中存活于健康植物组织内部，而不使

宿主植物表现出明显感染症状的微生物[1]。近年来

研究发现，内生细菌在与寄主共同进化的过程中，

能够产生与寄主植物相同或相近的活性物质[2]。药

用植物内生菌代谢产物是一类尚未被完全开发的

天然化合物资源，因此从药用植物内生菌中寻找生

物活性成分已成为研究热点。芽孢杆菌是常见的植

物内生细菌种类，也是一类重要的生物防治资源[3]。

芽孢杆菌产生的拮抗物质在生物防治中起着关键

作用，脂肽类物质是其主要的抗菌物质之一，主要

包括枯草菌素(Subtilin)、伊枯草菌素(Iturins)、杆菌

肽 (Bacitracin)、丰原素 (Fengycins)和表面活性素

(Surfactin)等[4]，这些物质在植物内生菌防治植物病

害的过程中发挥着重要的作用。 

牡丹(Paeonia suffruticosa Andr.)为芍药科芍药

属的多年生落叶灌木，是我国特有的传统花卉，具

有极高的观赏价值和药用价值[5]。牡丹的根可入药，

中药名称为“丹皮”，丹皮在抗菌、消炎、降血糖、

降血脂、抗癌等方面具有较好疗效，其药理作用广

泛，具有广阔的应用前景[6-8]。目前国内仅有何建清

等[9]对来自西藏地区大黄花牡丹的内生真菌和放线

菌进行了分离；苗翠苹、吴少华和胡娟等对云南省

嵩明县滇牡丹内生真菌进行了分离，并对其中的 3

株内生真菌交链孢霉属真菌(Alternaria sp.) PR-14、

长梗木霉(Trichoderma longibrachiatum) PR35 和高

大毛壳(Chaetomium elatum) PR20 的次生代谢产物

进行了分析和研究[10-14]，国内几乎没有关于牡丹内

生细菌的研究报道。 

本研究以传统药用植物牡丹根部组织为材料，

进行内生细菌的分离，以期获得丰富的内生细菌资

源库，同时以抗真菌活性为依据进行内生细菌的筛

选工作，并对其产生的脂肽类粗提物进行初步分离

和体外抑菌活性的评价，从而为牡丹内生菌的进一

步开发应用提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试植物：牡丹根部组织分别采自洛阳市中

国国花园、隋唐遗址植物园和洛阳理工学院校园牡

丹种植区，采集时间为 2014 年 3−4 月份。 

1.1.2  指示植物病原菌：牡丹灰霉病菌(Botrytis 

paeoniae Oadem)、牡丹炭疽病菌(Gloeosporium sp.)、

牡 丹 黑 斑 病 菌 (Alternaria sp.) 、 牡 丹 黄 斑 病 菌

(Phyllosticta commonsii)均为本实验室分离保存。 

1.1.3  培养基：牡丹根皮内生细菌的分离培养基为

TSA 培养基[15]，菌株液体培养用 NB 培养基(28 °C，

180 r/min，48 h)；病原真菌培养用 PDA 培养基[15]；

菌株对病原真菌拮抗作用的测定用改良 PDA 培养

基(其中加有蛋白胨 5 g/L)；拮抗菌株脂肽类粗提物
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的分离用 Landy 培养基[16]。 

1.1.4  生化试剂：rTaq DNA 聚合酶、dNTP、DNA 

marker 和 pM18-T 载体等购自宝生物工程(大连)有

限公司；琼脂糖购自 Spanish 公司；细菌基因组 DNA

提取试剂盒(TIANGEN Bacterial DNA Kit)和琼脂糖

凝胶回收试剂盒(TIANGEN Gel Extraction Kit)购自

北京天根生化科技公司；其他均为常规试剂。PCR

扩增引物由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。 

1.2  方法 

1.2.1  丹皮内生细菌的分离纯化：将采集的新鲜牡

丹根部组织在自来水下冲洗干净晾干，剥下外层根

皮，随机称取根皮 5 g，表面消毒(70%酒精 1 min，

5%次氯酸钠 5 min)后，无菌水冲洗 5 次晾干。每个

样品加 3 mL 无菌水研碎，静置 15 min 后，取 0.1 mL

匀浆液涂布于 TSA 平板。样品以最后一次无菌水洗

液为对照，以检测表面消毒是否彻底。定期观察分

离平板，挑取菌落颜色、大小、突起特征、边缘特

征、表面光滑与否和透明度等肉眼可辨的特征不同

的单菌落在 NA 平板上纯化和保存。 

1.2.2  拮抗细菌菌株的筛选：采用平板对峙培养

法，在直径 9 cm 的改良 PDA 平板中央接直径为   

5 mm 的牡丹病原菌菌丝块，在距培养皿边缘 9 mm

处对称点接内生细菌菌株，对照只接病原菌菌丝

块，28 °C 培养 7 d 后测量抑菌带的宽度，计算抑菌

率，每个处理重复 3 次。 

抑菌率=(对照菌落直径−处理组菌落直径)/(对

照组菌落直径−菌饼直径)×100%。 

1.2.3  拮抗菌株的鉴定：(1) 菌株 Md31 和 Md33

的常规鉴定。菌体形态观察、菌株培养特征观察、

需氧性和运动性测定、生长温度测定、耐盐试验、

柠檬酸盐和丙二酸盐利用试验、接触酶和氧化酶

试验、苯丙氨酸酶试验、甲基红和 V-P 试验、糖

醇类发酵试验、硝酸盐还原试验、亚硝酸盐还原

试验、淀粉水解、果胶水解、蛋白酶水解、纤维

素水解、明胶液化和吲哚试验，测定方法均参照

文献[17]。 

(2) 菌株 Md31 和 Md33 的 16S rRNA 基因扩增

检测及序列鉴定。内生细菌菌株 Md31 和 Md33 基

因组 DNA 的提取及通用引物扩增 16S rRNA 基因的

方法参考文献[18]。纯化扩增产物、克隆测序，对

测序获得的 16S rRNA 基因序列利用 GenBank 中的

BLAST 软件进行同源性分析，ClustalX 对排后，

BioEdit 软件剪切后，MEGA 4.1 软件构建系统进化

树，使用 Neighbor-Joining 法进行 1 000 次步长计算，

距离模型为 Maximum Composite Likelihood Model。 

1.2.4  拮抗菌株与脂肽类物质合成相关的功能基

因分析：采用扩增枯草芽孢杆菌功能基因 bmyB、

fenD、ituC、srfAA 和 srfAB 的 5 对特异引物对拮抗

菌株 Md31 和 Md33 的脂肽类物质合成功能基因进

行分析，引物序列及扩增条件均参考文献[19]。扩

增产物的回收、克隆和测序与菌株 16S rRNA 基因

序列的操作方法相同。 

1.2.5  菌株脂肽类粗提物的制备：将菌株在 NB 中

活化培养，取 3 mL 接种 Landy 培养基中(250 mL

三角瓶中装 80 mL Landy 培养基)，30 °C、160 r/min

条件下振荡培养 36 h，培养结束后，将培养物     

10 000 r/min 离心 20 min 去除菌体细胞，上清液用

6 mol/L HCl 调 pH 至 2.0，4 °C 过夜，12 000 r/min

离心 10 min 收集沉淀。在沉淀物中加入甲醇抽提 2

次，将两次抽提液合并，用 2 mol/L NaOH 调 pH 至

7.0，真空冷冻干燥机冷冻干燥抽提物，加入甲醇溶

解再次冷冻干燥，获得脂肽类物质粗提物，用磷酸

盐缓冲液溶解备用[20-21]。 

1.2.6  脂肽类物质牡丹病原真菌的抑制作用：采用

牛津杯对峙培养法，取培养好的 PDA 平板上直径

为 5 mm 的牡丹灰霉病菌和炭疽病菌，接种在 PDA

平板中央，在距培养皿边缘 1.5 cm 处对称插入牛津

杯，在牛津杯中加入 200 μL 脂肽类物质粗提物，对

照只接病原真菌菌丝块，28 °C 培养，待各对照长

满整个平板后测量抑菌带的宽度，抑菌带宽度为菌

饼与牛津杯之间的宽度，每个处理重复 3 次。 
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2  结果与分析 

2.1  抑制牡丹病原真菌的内生细菌的筛选 

经过组织表面消毒法，从牡丹根部组织中共分

离获得 62 株内生细菌菌株，平板对峙培养筛选出 6

株对牡丹病原真菌均有不同程度抑制作用的拮抗

菌株(表 1)。与对照牡丹病原菌相比，接种内生细菌

的病原菌菌丝的生长均受到明显的抑制，其中菌株

Md31 和 Md33 的拮抗活性较高，抑菌效果较好，

对牡丹 4 种病原菌的抑菌带宽度均在 4 mm 以上，

抑制率均在 50%以上。菌株 Md10、Md15、Md44

和 Md53 抗菌谱也较广，但对 4 种牡丹病原真菌的

抑制作用较弱。 

2.2  内生细菌菌株的鉴定结果 

2.2.1  常规鉴定：菌株 Md31 在 NA 培养基上的表

现为前期菌落平铺、干燥、白色，后期菌落中央形

成褶皱(图 1A)；菌株 Md33 在 NA 培养基上的表现

为前期呈水滴状、无色、边缘整齐、粘稠，后期呈

不规则状，表面凹陷、有褶皱(图 1B)。经革兰氏染

色后，均为阳性，菌体为杆状(图 1C)。生理生化测

定结果表明，两个菌株均为兼性厌氧菌，生长温度

范围广，在 20−55 °C 均可生长，最适生长温度

28−37 °C，最适 pH 为 6.8，能在 10% NaCl 中生长，

甲基红试验测定为阴性，V-P 反应为阳性，氧化酶测

定结果为阳性，接触酶测定为阳性，可利用多种单

糖，不能产生吲哚，能水解淀粉，但不能液化明胶，

苯丙氨酸脱氨酶反应呈阴性，纤维素酶反应呈阳性，

β-1,3-1,4 葡聚糖酶反应呈阳性。根据形态特征和生

理生化特征，初步将这 2 个菌株归于芽孢杆菌属。 

2.2.2  16S rRNA 基因序列分析：16S rRNA 基因的

PCR 扩增结果表明，菌株 Md31 和 Md33 的扩增产

物分别为 1 515 bp 和 1 513 bp，委托上海生工生物

工程公司测序，获得菌株 Md31 和 Md33 的 16S 

rRNA 基因全序列，序列登录号分别为 KP059105

和 KP059106。利用 GenBank 中的 BLAST 软件对 2

个菌株的 16S rRNA 基因序列进行分析，菌株 Md31

和 Md33 的 16S rRNA 基因序列与解淀粉芽孢杆菌

Bacillus amyloliquefaciens 具有较高的同源性，其相

似性都高达 99%。从结果中选取与其序列同源性较

高的菌株，ClustalX 对排后，BioEdit 软件剪切，利

用 MEGA 4.1 软件构建系统发育树(图 2)。结合形态

特征、生理生化特征和 16S rRNA 基因序列分析，

将 2 个 菌 株 鉴 定 为 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 (B. 

amyloliquefaciens)。 
 

表 1  内生细菌菌株对牡丹病原真菌的抑制作用 
Table 1  Inhibitory activity against pathogenic fungi of peony by endophytic isolates  

病原真菌 

Pathogenic fungi 

抑菌带宽度 Inhibition zone (mm) 

Md10 Md15 Md31 Md33 Md44 Md53 

牡丹灰霉病菌 B. paeoniae 6.5 8.0 12.0 15.0 7.5 5.5 

牡丹炭疽病菌 Gloeosporium sp. 1.5 1.0 4.5 5.0 1.0 0.5 

牡丹黑斑病菌 Alternaria sp. 4.0 5.0 9.0 11.0 3.0 2.0 

牡丹黄斑病菌 P. commonsii 9.0 10.0 15.0 14.0 10.0 8.0 

 

 
 

图 1  内生菌株 Md31 (A)和 Md33 (B)菌落特征及革兰氏染色反应(C) 
Figure 1  Colony characters of Md31 (A) and Md33 (B) and Gram staining (C) 
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2.3  拮抗菌株Md31和Md33脂肽类物质合成基

因分析   

利用 5 对合成脂肽类物质的特异引物，可以从

Md31 和 Md33 菌株中扩增到 bmyB、fenD、ituC、

srfAA 和 srfAB 基因簇片段，而对照菌株枯草芽孢杆

菌(B. subtilis) 168 不能扩增获得这些基因片段(图

3)，结果表明菌株 Md31 和 Md33 具有合成脂肽类

物质的基因片段。扩增获得的特异条带回收纯化，

克隆测序后分别获得 bmyB、fenD、ituC、srfAA 和

srfAB 基因片段序列。利用 BLASTx 将获得的各个

基因片段序列与 NCBI 数据库中非冗余蛋白质序列

进行比对，结果发现，两个菌株与解淀粉芽孢杆菌

和枯草芽孢杆菌的脂肽类物质合成基因的蛋白质

序列相似性在 92%以上，与芽孢杆菌属其他种类脂

肽类物质合成基因的蛋白质序列相似性在 70%以

上，说明利用特异引物所扩增到的基因片段为相应

的脂肽类物质合成基因序列，表明拮抗菌株 Md31

和 Md33 具有合成脂肽类物质的能力。 
 

 
 

图 2  基于 16S rRNA 基因序列构建的内生细菌系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of endophytic bacteria based on 16S rRNA gene sequences 

注：系统发育树采用邻接法构建；括号中的序号代表菌株的 GenBank 登录号；分支上的数值表示经 1 000 次计算后的置信度值；比

例尺表示遗传距离. 

Note: Phylogenetic tree was constructed using the Neighbor-Joining method. The sequence number in the bracket means the GenBank 
accession number of the strain. Numbers at branching points refer to bootstrap values after 1 000 times calculation. Scale indicates genetic 
distance.  

 

 
 

图 3  解淀粉芽孢杆菌 Md31 和 Md33 脂肽类物质合成基因扩增结果 
Figure 3  Amplication of lipopeptides biosynthetic genes from strains Md31 and Md33 with specific primers 

注：M：100 bp DNA ladder marker；1、4、7、10、13 分别代表菌株 B. subtilis 168 srfAB、srfAA、ituC、bmyB 和 fenD 基因的扩增结

果；2、5、8、11、14 分别代表菌株 Md31 srfAB、srfAA、ituC、bmyB 和 fenD 基因的扩增结果；3、6、9、12、15 分别代表菌株 Md31 

srfAB、srfAA、ituC、bmyB 和 fenD 基因的扩增结果. 

Note: M: 100 bp DNA ladder marker; 1, 4, 7, 10, 13 is corresponding to gene srfAB, srfAA, ituC, bmyB and fenD of the strain B. subtilis 168, 
respectively; 2, 5, 8, 11, 14 is corresponding to gene srfAB, srfAA, ituC, bmyB and fenD of the strain Md31, respectively; 3, 6, 9, 12, 15 is 
corresponding to gene srfAB, srfAA, ituC, bmyB and fenD of the strain Md31, respectively. 
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2.4  脂肽类粗提物对牡丹病原菌的平板抑制  

作用 

Md31 和 Md33 脂肽类粗提物对所测试的牡丹

病原真菌均具有不同程度的平板抑制作用(表 2)。菌

株 Md33 的脂肽类粗提物能够显著抑制牡丹灰霉病

菌和炭疽病菌菌丝的生长，其抑菌带的宽度分别达

到了 10.0 mm 和 9.7 mm，菌株 Md31 的脂肽类粗提

物对这两种病原菌菌丝生长的抑制作用也较为显

著，其抑菌带的宽度分别为 9.0 mm 和 10.5 mm (图

4)。2 个菌株的脂肽类粗提物对牡丹黑斑病菌和黄

斑病菌菌丝的生长也具有一定的抑制作用。 

 

表 2  Md31 和 Md33 脂肽类粗提物对牡丹病原真菌

的抑制作用 
Table 2  Inhibition ability produced by lipopeptides 
compounds of Md31 and Md33 against pathogenic 

fungi of peony 

病原真菌 Pathogenic fungi 

抑菌带宽度 

Inhibition zone (mm) 

Md31 Md33 

牡丹灰霉病菌 B. paeoniae 9.0 10.0 

牡丹黑斑病菌 Altenaria sp. 0.5 1.5 

牡丹黄斑病菌 P. commonsii 4.3 6.0 

牡丹炭疽病菌 Gloeosporium sp. 10.5 9.7 

 
 

 
 

图 4  菌株Md31和Md33脂肽类粗提物对牡丹病原真菌

的平板拮抗作用 
Figure 4  Inhibition ability produced by lipopeptides 
compounds of Md31 and Md33 against pathogenic fungi of 
peony 
注：A：牡丹灰霉病菌；B：牡丹炭疽病菌. 

Note: A: Botrytis paeoniae; B: Gloeosporium sp.. 

3  讨论 

尽管国内研究者已经对一些药用植物进行了

内生菌的分离，并获得了一定的成果，但相对于我

国丰富的药用植物资源来说，所研究的植物类群仅

有数百种，相对于数量庞大的内生菌种类来说，仅

涉及了其中很小一部分，因此开展更多种类药用植

物内生菌的研究，丰富植物内生细菌资源库，从而

为内生细菌的开发应用提供更多的资源。目前有一

些 研 究 者 对 药 用 植 物 如 平 卧 菊 三 七 (Gynura 

procumbens)[22]、青蒿素(Artemisia annua)[23]、甘草

(Glycyrrhiza spp.)[24] 、 羽 芒 菊 (Tridax procumbens 

Linn)[25]、猪笼草(Nepenthes spp.)[26]、沉香(Aquilaria 

spp.)[27]等进行了内生细菌的分离工作，但几乎没有

关于牡丹内生细菌的研究。本研究以传统药用植物

牡丹为材料，从牡丹根部组织中共分离获得了 62

株内生细菌菌株，表明牡丹内生细菌具有丰富的种

群多样性，为牡丹内生细菌的后续开发利用奠定了

基础。 

本研究以抗菌活性为指标，从牡丹根部内生细

菌中筛选获得了具有广谱抗菌活性的菌株 Md31 和

Md33，经鉴定 2 个菌株均为解淀粉芽孢杆菌。内生

芽孢杆菌防治植物病害的机制之一，就是利用微生

物的代谢产物直接抑制植物病原菌的扩展或者生

长。内生细菌代谢产生的抑菌物质种类多样，成分

复杂，脂肽类物质是其主要抗菌物质之一，主要包

括枯草菌素(Subtilin)、伊枯草菌素(Iturins)、杆菌肽

(Bacitracin)、丰原素(Fengycins)等[28-29]。一般认为

伊枯草菌素和丰原素具有强烈的抗真菌作用，可以

作为农用杀菌剂应用于植物病害的生物防治。生物

表面活性素(Surfactin)是有效的生物表面活性剂之

一，由芽孢杆菌产生的生物表面活性素不具备直接

的抗真菌能力，但可以加强枯草菌素的抗真菌能

力，生物表面活性素主要在植物的根部形成一层生

物膜(Biofilm)，保护植物根部免受病原菌的入侵[30]。

本研究通过基因检测发现 2 个生防菌株 Md31 和

Md33 均具有合成脂肽类物质的基因簇片段，其中
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fenD 基因主要合成丰原素、srfAA 和 srfAB 基因主

要合成表面活性素、bmyB 基因主要合成细菌素、

ituC 基因主要合成伊草枯菌素。通过酸沉淀法获得

的脂肽类粗提物对牡丹病原真菌也具有较好的抑

制活性。菌株 Md31 和 Md33 对病原菌的抑菌活性

主要是依靠菌株多种脂肽类物质的共同作用，还是

一种脂肽类物质在起主要作用，需进一步通过薄层

层析和高效液相色谱等手段分析菌株脂肽类物质

的成分，并逐一验证各个脂肽类物质的抑菌作用。 
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