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玉米内生细菌Y19的荧光标记及其在
玉米体内的定殖应用效果
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摘 要：Y19是从玉米种子分离的具有促生、防病效果的解淀粉芽孢杆菌。为探究其在玉米体内及根围土壤

中的定殖情况，通过自然转化方式将含有绿色荧光蛋白基因gfpmut3a的质粒pHAPII导入Y19，获得具有良好荧光

表型的标记菌株Y19-GFPmut3a。室内平板对峙、玉米盆栽促生定殖实验的结果表明，质粒的引入对Y19的拮抗病

原及促生效果并无明显的影响，接种后的第40天，仍能在玉米的根围土壤、根、茎及叶组织中检测到标记菌株；激光

共聚焦显微镜观察结果显示，接菌后的第9天，即可观察到其在玉米根、茎及叶部组织的定殖，表明Y19在玉米体内

具有良好的运输传导性能。
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Abstract: Bacillus amyloliquefaciens strain Y19 isolated from maize seed has the capacity to promote plant
growth and control disease. To investigate its colonization into maize tissues and rhizosphere, a tagged strain Y19-
GFPmut3a with good fluorescence was obtained through transformation of pHAPII into Y19 by natural competence.
The introduction of exogenous plasmid has no significant effect on the antagonism and plant growth-promotion of
Y19, according to the plate antagonistic bioassay and maize pot experiment in the greenhouse. In 40 days after inoc⁃
ulation (DAI), the gfp-tagged strain still could be detected in rhizospheric soil, roots, stems and leaves tissues of
maize, meanwhile its colonization into roots, stems and leaves was observed at 9 DAI by confocal laser scanning mi⁃
croscope. These indicated that Y19 owns a good transduction in host plant.
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植物内生细菌的发现可追溯至 19世纪 70年

代 [1]，它是一类生活于植物组织内对寄主的生长发

育无持续性伤害的细菌[2]。内生细菌除了在植物营

养、污染物降解、胁迫防御反应等方面发挥着重要的

作用外 [3～5]，还能促进植物生长、防控病害 [6,7]。越来

越多的内生芽孢杆菌(Bacillus)被从不同植物组织中

分离出来 [8～10]，其在植物寄主体内的生存运行规律

与促生、防病等功能关系也得到了重视。在众多研



究技术中，绿色荧光蛋白(Green fluorescent protein，
GFP)标记因具有无须外源反应底物、操作简单、荧

光稳定、检测方便、对靶标生物或细胞的活性无不良

影响以及可原位实时动态观察等特点，作为一种良

好标记而被广泛采用[11～13]。

解淀粉芽孢杆菌Y19(简称Y19)是本实验室从

玉米种子上分离出的具有抑制多种植物病原真菌菌

株，对玉米等不同作物具有良好的促生效果[14]。为

进一步探究Y19在玉米体内的定殖情况和为后续的

产品制剂开发，将绿色荧光质粒pHAPII导入Y19的
自然感受细胞中，获得GFP标记的工程菌株并研究

其在玉米上的定殖规律。

1 材料与方法

1.1 实验材料

菌株和质粒：内生解淀粉芽孢杆菌Y19、玉米茎

腐镰刀菌 (Fusarium graminearum，F. verticillium)、大
肠杆菌(E. coli)TG1为本实验室保存；携带氨苄青霉

素抗性和卡那霉素抗性标记质粒pHAPⅡ由南京农

业大学沈其荣教授提供[15]。

培养基：LB固体或液体培养基，解淀粉芽孢杆

菌自然转化培养基GCHE、GC以及转化缓冲液 [16]，

PDA固体培养基。

抗生素：卡那霉素(Kan)的使用浓度25 μg/mL。
玉米品种：广玉 88，由云南广大种业有限公司

提供。

1.2 实验方法

1.2.1 GFP质粒pHAPII的提取

从大肠杆菌中提取质粒pHAPII参考《分子克隆

实验指南》[17]。

1.2.2 Y19的自然转化

Y19自然感受态细胞的制备参考 Idris提出的方

法，略作修改。挑取LB平板上过夜活化的Y19单菌

落于液体 LB中，37℃、170 r/min振荡培养过夜；次

日，吸取一定体积的Y19过夜培养物于新鲜无菌的

GCHE培养液中，并使其溶液OD600在0.3左右；37℃、

220 r/min剧烈振荡培养至OD600约 1.4左右；加入等

体积的GC培养液稀释，相同条件继续振荡1～1.5 h；
将此时的细菌培养物均匀分成两管，在 5 000 r/min
下于室温离心 5 min；留下 1/20培养基与沉淀，重悬

后即为Y19的自然感受态细胞。

Y19的自然转化及标记菌株的筛选：向感受态

细胞悬液中加入2 mL混有1 μg pHAPII质粒的转化

缓冲液；混匀，于 37℃、75 r/min摇床缓慢振荡 20～
30 min；向其中加入含 500 μL卡那霉素的液体 LB，

剧烈振摇培养90 min；10 000 r/min，室温离心4 min，
留下1/5培养基与沉淀，将重悬细胞均匀涂布于含有

卡那霉素的LB平板上；37℃过夜培养，次日观察平板

上有无抗性菌落的形成，并在光电折射仪(蓝盾®621)
下观察有无绿色荧光菌落的出现。挑取发绿色荧光

的单菌落(定名为Y19-GFPmut3a)于含有卡那霉素

的液体LB中，37℃，160 r/min振荡培养6～8 h，提取

质粒并转化大肠杆菌感受态细胞予以验证。

1.2.3 标记菌株的遗传稳定性测定

过夜活化标记菌株Y19-GFPmut3a，以0.1%(v/v)
比例转接于无抗生素 LB 液体培养基中，37℃，

160 r/min振荡培养5 h；再以相同的接种比例转接于

无抗生素的LB液体培养基，相同条件下培养，如此

重复培养 10次。每次转接前，取样、10倍梯度稀释

并均匀涂布于不含抗生素的LB平板上，37℃过夜培

养，统计菌落总数和发绿色荧光的菌落数，计算标记

菌在非选择压力下的稳定性。

1.2.4 野生菌株和标记菌株的生长曲线测定

过夜活化 Y19与 Y19-GFPmut3a，离心收集菌

体，用无菌的液体LB洗涤，加入适量的液体LB将其

密度调整至OD600为1.0左右，以1% (v/v)接种比例分

别接种至无菌的 LB液体培养基中，37℃，160 r/min
振荡培养。在接种后的第 3、4、5、6、8、10 小时以及

随后每隔 10 h测定细胞培养物的OD600直到 60 h为

止，绘制出野生型和标记菌的生长曲线。

1.2.5 标记菌株对玉米茎腐病原菌以及轮枝镰刀菌

拮抗活性观察

分别截取一小块玉米茎腐病原菌和轮枝镰刀菌

的菌丝块接种于PDA平板中央，28℃下化培养2～3
d；用5 mm打孔器在菌落的边缘打取菌饼，并用接种

针将其转移至新制备的PDA平板中央，无菌牙签蘸

取Y19-GFPmut3a和Y19，点接于距菌饼 3.0 cm处。

28℃下培养5～7 d，观察抑菌圈大小。

1.2.6 野生菌株和标记菌株对玉米的促生效果比较

菌液的制备：挑取Y19-GFPmut3a和Y19的单

菌落分别接种于含或不含卡那霉素LB液体培养基，

37℃、160 r/min振荡培养 3～4 d，使其营养耗尽至

90%以上细胞形成芽孢，10倍梯度稀释并涂布培养

以检测菌量。

接菌与培养：取大田土与漂浮育苗基质按 4∶1
比例混合，180℃，干热灭菌5 h，自然冷却后过夜，再

灭菌1次，用于玉米的栽培种植；拌入适量的细菌悬

液至菌体密度达106CFU/g土，均匀分装于盆钵中并

播入玉米种子(4粒/盆)。实验设置无菌水、液体LB、
野生型及荧光标记菌共 4个处理，每个处理 3个重
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复，每个重复4盆。出苗后，根据土壤墒情补入适量

的水分。在播种后的第30天测量玉米型高(茎基到

最长叶尖间的距离)、根长、鲜重、干重等性状指标。

1.2.7 标记菌株的回收及其在玉米体内定殖部位的

观察

按1.2.6中方法种植玉米，在玉米种子播种后的

第 3、6、9、12、20、30及 40 d分别取样调查根际、根

围、根表土壤以及根、茎和叶片组织中的Y19-GF⁃
Pmut3a存活数量 [18]。10倍梯度稀释根际、根围、根

表土，制备土壤悬浮液，吸取200 μL的土壤稀释液，

均匀涂布于含有卡那霉素的LB平板上，37℃过夜培

养，在光电折射仪下统计绿色荧光菌落数。

分别取玉米苗植株的根、茎及叶各 0.5 g，1%次

氯酸钠表面消毒5 min，75 %酒精消毒3 min，无菌水

漂洗3～4次，吸取最后1次漂洗水涂布于含卡那霉

素的LB平板上，以确认表面消毒彻底；加入2 mL无

菌水研磨成匀浆状，静置30 min，10倍梯度稀释，吸

取一定体积的稀释液，均匀涂布于含有卡那霉素的

LB平板上，37℃过夜培养，在光电折射仪下统计绿

色荧光菌落数。

在播种后的第 3、6、9天，观察玉米叶、茎、初生

根、次生根不同部位上的发绿色荧光菌。从土壤拔

出玉米苗，用无菌水洗净黏附在根表的泥土，以无菌

吸水纸吸干玉米根表水分。随后用干净的手术刀将

根切成长1 cm左右的小段，将其置于载玻片上滴加

一滴10%的无菌甘油，盖上盖玻片，在莱卡激发共聚

焦荧光显微镜下观察，观察时使用的激发波长为

480 nm，收集波长为 510～560 nm。叶、茎等组织部

位的荧光观察，除了无需用无菌水洗涤外，其他操作

细节与根系类似。

2 结果与分析

2.1 解淀粉芽孢杆菌Y19的GFP标记

将大肠杆菌—芽孢杆菌穿梭GFP质粒 pHAPII
导入Y19的自然感受态细胞，结果发现，在卡那霉素

LB平板上长出抗性菌落。抗性菌落在光电折射仪

上的形态呈现出明亮的绿色；在荧光显微镜下也可

以观察到单个菌体细胞发出强烈的绿色荧光，菌体

的形状清晰，呈典型的杆状，表明GFP在Y19的细胞

内被成功地表达(图1)。

注：A为Y19-GFPmut3a菌落；B为Y19-GFPmut3a菌体细胞。

Note: A, Y19-GFPmut3a colonies; B, Y19-GFPmut3a cells.
图1 光电折射仪及荧光显微镜下的Y19-GFPmut3a

Fig.1 GFP-tagged strain Y19-GFPmut3a under optical refractometer and fluorescence microscope

2.2 标记菌株Y19-GFPmut3a中质粒的遗传稳定性

连续稀释培养的试验结果表明，随着培养时间

的加长，质粒 pHAPII在菌体Y19细胞中不断地丢

失；继代培养10次(50 h)后，兼有卡那霉素抗性且发

荧光的菌株占菌落总数的比例为 46%，明显低于其

他人的实验结果 [19]。表明质粒 pHAPII在Y19中不

太稳定。芽孢杆菌在实验室营养丰富的条件下大约

20～30 min分裂 1次，在自然条件下繁殖一代所需

的时间为50～100 h[20]。据此推算，初步认为标记菌

株适合于较短时期的定殖研究。

2.3 野生菌株和标记菌株的生长曲线比较

菌株 Y19与 Y19-GFPmut3a在 LB液体培养基

中的生长曲线如图3所示，在培养的前10 h，标记菌

株的生长速度比野生菌株略慢，但差异不明显，之后

两株菌生长曲线的变化趋势基本相同。说明外源多

拷贝质粒的引入和外源蛋白的表达对宿主菌的生长

量并未产生明显的不利影响。

2.4 野生菌株和标记菌株对玉米茎腐病菌拮抗能

力比较

从图 4可以看出，标记菌株与野生型菌株对玉

米茎腐病菌(禾谷镰刀菌和轮枝镰刀菌)的拮抗能力

基本相同，外源质粒的引入对Y19的病原真菌拮抗

活性并无太大的影响。
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图4 野生型Y19与Y19-GFPmut3a对茎腐病菌的拮抗

Fig.4 Antagonism of Y19 and Y19-GFPmut3a against Fusarium

2.5 野生菌株和标记菌株的促生长效果比较

测量玉米播种第 30天玉米的型高、根长、鲜重

及干重(表 1)。与无菌水及液体 LB处理比较，拌施

Y19和Y19-GFPmut3a的处理组玉米的平均型高、干

重及鲜重都显著增加，以Y19-GFPmut3a处理组促

生效果最为明显。与空白对照相比，Y19-GFPmut3a
处理的根长差异不显著，但玉米型高、鲜重以及干重

分别增加26.63%、73.54%和155.21%，略高于野生型

处理，说明质粒的引入没有影响Y19促进玉米生长

的活性。

2.6 标记菌株在玉米根围土壤及不同组织中的定殖

标记菌株在玉米的根围土壤及玉米组织部位中

的定殖总体上呈现出“先上升后下降”的趋势(图5)。
接菌的初期阶段，标记菌在根表土中的数量持续增

加，接种后的第12天达到最高峰，后期开始下降，至

第40天与最初的接种量基本持平；根围土中标记菌

数量在前期(3～12 d)略高于根际土，初期稳定(3～
9 d)，中期缓慢增长(9～30 d)，随后略有下降，仍保持

在一种高数量水平，表明内生细菌Y19与宿主玉米

存有良好的互作关系。
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2.7 标记菌株在玉米体内的定殖显微观察

表1 野生菌株和标记菌株的促生长效果

Table 1 Growth-promotion effect of Y19 wild type and tagged strain Y19-GFPmut3a
处 理

Treatment
H2O
LB
Y19
Y19-GFPmut3a

型高(cm)
Type height

33.46±0.30 c
34.20±0.48 bc
39.50±0.56 bc
42.37±0.89 a

增加(%)
Increase

2.21
18.05
26.63

根长(cm)
Root length
27.04±0.65 a
27.92±0.83 a
26.73±0.58 a
26.73±0.59 a

增加(%)
Increase

3.25
-1.15
-1.15

鲜重(g)
Fresh weight
45.12±1.89 b
42.89±0.59 b
66.12±0.57 a
73.54±0.51 a

增加(%)
Increase

-4.94
46.54
73.54

干重(g)
Dry weight
3.17±0.57 b
4.52±0.25 b
7.10±0.40 a
8.09±0.68 a

增加(%)
Increase

42.59
123.97
155.21
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图5 荧光标记菌Y19-GFPmut3a在玉米根围土壤及不同组织内的定殖动态

Fig.5 Colonizing dynamic of Y19-GFPmut3a in maize rhizospheric soils and tissues

注：A为根对照；B为茎对照；C为叶对照；D为根毛；E为主根；F为次生根；G为茎薄壁组织(第6天)；H为叶组织(第9天)；I为根冠组织。

箭头表示Y19-GFPmut3a 菌株所在位置。

Note: A-C, Negative controls, Root(A), Stem(B), Leaf(C); D, Root hairs; E, Main root; F, Secondary root; G, Stem parenchyma(6 DAI); H, Leaf(9
DAI); I, Root cap. The arrow showing colonization sites of Y19-GFPmut3a.

图6 Y19-GFPmut3a在玉米根、茎及叶组织中的定殖

Fig.6 The colonization of Y19-GFPmut3a in maize root, stem and leaf tissues



激光共聚焦显微镜观察，Y19-GFPmut3a在玉

米植株体内的定殖结果如图 6所示。接种后的第 3
天就可以观察到标记菌在玉米根系定殖，优先定殖

于玉米的根毛、分生区以及伸长区，同时还伴随有致

密的生物膜形成；第6天，在茎组织的切片中发现标

记菌的踪迹，这与在茎组织中回收到标记菌的结果

相吻合；第 9天，在叶片组织有标记菌株的存在，说

明标记菌株能向地上运输。在根冠部分很少有标记

菌的定殖，这可能与根冠部分的细胞未分化完全或

生长过快、菌体数量少难以见到有关。

3 结论与讨论

在芽孢杆菌中表达异源蛋白存在的一个难题就

是质粒不稳定。质粒不稳定可以划分为分离不稳定

和结构不稳定，其中结构不稳定与质粒的复制方式

有关。目前，质粒复制方式主要有滚环和θ复制。以

芽孢杆菌质粒为例，滚环复制类型常见于一些小分

子量、高拷贝的载体中，如 pC194、pE19ts及 pUB110
等，此类型的质粒在复制时会形成大量的由单链

DNA(ssDNAs)和高分子量多聚物(HMWMs)组成的中

间体，这些物质较为活跃，积极参与质粒内部序列的

重排事件，从而导致质粒结构上的不稳定[21]。同时

也有报道[22]认为，外源插入片段会与pUB110质粒内

部的同源序列发生交换，从而导致片段的丢失。荧

光质粒 pHAPII是以 pUB110为骨架构建起来的，在

无选择压条件下，比较容易从芽孢杆菌中丢失，本研

究的结果也证实了这一点。与他人的结果相比，

pHAPII在Y19中的稳定性更差，但其中原因需要进

一步探讨。

标记菌株在玉米根内的定殖数量呈现持续增长

的趋势，可能与玉米生长过程中根部可侵入并定殖

的位点逐渐增多有关。接菌第3天就在玉米的茎叶

组织中检测到标记菌，这显示内生菌在宿主植物体

内有良好的传导性能。标记菌在茎、叶中的定殖趋

势表现出前期不断上升，分别于第9天、第12天达到

最大值，后开始下降，但叶片组织中的菌含量高于茎

组织，这可能是由于蒸腾拉力或其他因素(如细菌鞭

毛运动、水流等)的作用菌株可以在维管束内由地下

部向茎甚至叶等地上部迁移或扩散，而叶片是光合

作用的场所，富含有更多新合成碳水化合物。此外，

茎是运输水分、矿物质、养分的通道，如果茎组织中

含菌量过多反而会堵塞运输通道不利于作物的生

长，作物不能很好生长，对于具有良好协同关系的内

生细菌来说，也是不利的。

有研究指出，pHAPII在芽孢杆菌中容易丢失，

只适合于短期(15～20 d)研究[23]。本研究中，接种40 d
后，仍然能够从玉米的根围土壤、根、茎及叶组织中

分别检测到106、104、104、103CFU/g的荧光标记菌，表

明高拷贝不稳定质粒的引入虽然给宿主菌带来了沉

重的能量负荷，但在玉米体内仍然高剂量的存在，这

一方面证明Y19来自玉米适于在玉米体内生存；另

一方面说明种子中分离出来的，它与玉米一定存在

良好互作关系，在玉米生长、增产、防病中可能存在

重大意义。

Y19-GFPmut3a在寄主植物上的定殖行为与前

人对其他内生菌的报道相似，优先定殖于根毛、次生

根与主根交界处等细胞间隙较大的区域。一般认

为，生防细菌在植物根系的定殖与根系分泌物、自身

的趋化性及生物膜的形成密切相关。恶臭假单胞杆

菌(Pseudomonas putida) KT2440接种 48 h后就可在

玉米根上形成致密生物膜并实现最大化的定殖[24]。

本研究中观察到，在接种的第 3天，Y19-GFPmut3a
也能在玉米根部形成生物膜，生物膜的形成有助于

生防细菌长时间的定殖，减少或避免寄主植物遭受

病原微生物的侵染，从而保护寄主植物。荧光定殖

观察结果表明，解淀粉芽孢杆菌Y19的确能够进入

玉米的内部，这有助于Y19更稳定地发挥其促生、防

病功能。

Y19-GFPmut3a在生长速度、抑菌效果及促生

长效果上与野生型菌株Y19相似，在组织切片及菌

量检测证明它能很好地在玉米根围、根表土及植株

体内定殖，由于Y19本身是从玉米种子中分离到的

内生菌，从而间接地表明Y19可以用于玉米促生长、

防病等肥料及药剂的开发。
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