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1 引言

蝴蝶兰属于名贵花卉，具有较高的观赏性，通过组织培养

技术可以在短期内获取大量的植株[1]。植物内生菌主要是指生

活在植物组织间隙的微生物，包括细菌和真菌等，蝴蝶兰是单

茎性附生兰，茎短，叶大，花茎一至数枚，拱形，花大，因花形似

蝶得名[2]。其花姿优美，颜色华丽，为热带兰中的珍品，有“兰中

皇后”之美誉。其出产最多的地方当属台湾。但是对于蝴蝶兰内

生菌的抗菌作用以及内生菌分离的研究较少[3]，本次研究从生

物学角度出发，探究蝴蝶兰组培苗内生菌分离及其抑菌效果。

2 材料与方法

2.1 材料

本次研究采用的蝴蝶兰组培苗，由韶关学院岭南特色中

药材和花卉产学研孵化基地提供。检测菌种主要包括：金黄色

葡萄球菌、变形杆菌、酵母菌、黑曲霉和青霉。由韶关学院英东

生命科学学院微生物学实验室提供。培养基为纯化 PDA培养

基，同时采用营养琼脂培养基对其检测菌的生长进行测试。药

敏试验方面，选择链霉素、庆大霉素以及苯甲酸。

2.2 内生菌的分离

采用点植法筛选消毒方法，取蝴蝶兰组培苗的叶、根和

茎，用 75%的酒精漂洗 120s，之后采用无菌水冲洗 5次，之后

用 0.1%的氯化汞进行漂洗，时间分别为 30s、60s、90s和 120s，

之后用无菌水冲洗 4次，在 28益的情况下静置 7d，选择最佳

的消毒方案。

根据消毒结果的选择，将蝴蝶兰的叶、根或者茎采用自来

水冲洗，之后用 75%的酒精 [4]浸洗，经过无菌水的冲洗之后置

入 0.1%的氯化汞，之后用无菌水冲洗，将消毒后的部位切成

0.5cm 的方块，重复 3次，在 28益的情况下静置 7d，根据菌落

的形态以及颜色差异来挑选培养基，记录形态，对其进行编号

处理。

2.3 抑菌活性筛选

在纯化用的内生菌培养基上，采用 0.4cm的打孔器在平
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板上获取菌块 10块，接种在培养基上静置 24h，在 28益以及

160r/min的情况下恒温培育 7d，将其称为发酵产物，之后在

3500r/min 的情况下离心 10min，取上清液保存在 4益的环境

中。

在抑菌效果的检测中，需要配置 106CFU/ml的检测菌悬

液，取 100滋l，涂布在 LB平板上，将具有发酵液的无菌滤纸置

于培养基中，重复发酵 3次，采用无菌水进行对照，在 37益的

情况下培养 8h，测定抑菌直径。判定标准 [5]为：抑菌圈直径跃

15mm 为高度敏感；10耀15mm 为中度敏感；7耀9mm 为低度敏

感，无抑菌作用时不敏感。

在抑菌作用分析中，取 100滋l检测菌悬液，将其涂布在

LB平板，静置 0.5h，取滤纸片发酵液中浸泡 2.5h，之后置于到

指示菌平板上，将其静置 10min后，采用链霉素、庆大霉素以

及苯甲酸进行药敏对比试验，在 37益的环境下培养 24h，观察

平板上检测菌的生长情况以及抑菌圈的大小。

3 结果与分析

3.1 消毒方法的选择

在本次研究中，选择 75%的乙醇和 0.1%的氯化汞作为消

毒剂，对蝴蝶兰组培苗组织表面进行消毒，通过不同消毒时间

来选择消毒方法，通过实验发现，茎和根采用 75%乙醇浸泡

2min，之后采用氯化汞浸泡 1min，叶片采用 75%的乙醇浸泡

2min，之后采用 0.1%的氯化汞浸泡 0.5min，其属于最佳的消毒

方法。具体数据见表 1。

表 1 不同消毒时间的杀菌效果表（120s）

0.1%氯化汞浸泡时间/s
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注：+表示有菌长出；-表示没有菌长出

3.2 内生菌的分离结果分析

在本次研究中，对蝴蝶兰组培苗的内生菌进行分离，经过

7d的测试发现，其清洗水涂布的培养基中经培养未发现有菌

生长，证明通过培养基的分离，可以确定微生物为蝴蝶兰的内

生菌。通过对不同部位的分离效果发现，叶中分离的内生菌数

量较多，占据 51%左右，其次为茎部，占据 33%，最后为根部，

占据比例为 16%。具体数据见表 2。

表 2 蝴蝶兰内生菌分离结果表

组织 分离菌株数 分离率（%）

根

茎

叶

总数

3

6

9

25

16

33

51

3.3 抑菌效果分析

在本次研究中，对蝴蝶兰的抑菌效果进行分析，通过对 18

株内生菌的测试中发现，其至少对 1种检测菌具有抑菌作用，

另外，在研究中发现，Y-8具有强活性，具体数据如表 3所示。

表 3 蝴蝶兰抑菌效果分析表

菌株号码 金黄色葡萄球菌 变形杆菌 酵母菌 黑曲霉 青霉素
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注：+++表示高活性；++表示中度活性；+表示低活性；-表示无抑菌效

果

在对蝴蝶兰的内生菌抑菌效果分析中发现，其对金黄色葡

萄球菌的抑菌效果最为明显，而对其他菌种的抑菌效果相对较

弱，另外，其对青霉的抑菌效果最低。具体数据如表 4所示。

表 4 蝴蝶兰内生菌抑菌效果分析表

检测菌种 + ++ +++

金黄色葡萄球菌

变形杆菌

酵母菌

黑曲霉

青霉素

4

1

6

4

5

4

1

1

3

0

3

1

1

1

0
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3.4 Y-8 发酵液与抗生素的抑菌活性比较

在本次研究中，将 Y-8发酵液与常规抗生素的抑菌效果

进行对比，通过研究发现，Y-8发酵液具有较好的抑菌效果，

其对金黄色葡萄球菌的抑菌作用高于庆大霉素；其对变形杆

菌的抑菌作用高于链霉素和庆大霉素；其对酵母菌的抑菌作

用高于链霉素、庆大霉素和苯甲酸；其对青霉的抑菌效果较

低。具体数据如表 5所示。

表 5 Y-8 抑菌活性对比表（mm）

样品 金黄色葡萄球菌 变形杆菌 酵母菌 黑曲霉 青霉素

Y-8

链霉素

庆大霉素

苯甲酸

20.6

21.0

16.8

25.5

19.6

18.2

15.8

22.5

22.6

25.0

18.6

28.7

17.6

15.4

13.6

14.8

10.5

12.6

16.7

19.9

4 讨论

在本次研究中，选择 75%的乙醇和 0.1%的氯化汞作为消

毒剂，对蝴蝶兰组培苗的组织表面进行消毒，经过实验发现，

茎和根采用 75%乙醇浸泡 2min，之后采用氯化汞浸泡 1min，

叶片采用 75%的乙醇浸泡 2min，之后采用 0.1%的氯化汞浸泡

0.5min，其属于最佳的消毒方法。其主要是由于内生菌存活在

植物组织内部，不会使宿主出现明显的感染症状，需要将内生

菌进行分离 [6]，但是消毒效果与试剂的选择具有明显的关联，

而采用乙醇以及氯化汞对蝴蝶兰组培苗进行消毒，可以达到

最佳的消毒效果。

在本次研究中，对蝴蝶兰的内生菌进行分离，叶中分离的

内生菌数量较多，占据 51%左右，其次为茎部，占据 33%，最后

为根部，占据比例为 16%。其主要是由于内生菌与植物处于共

生的环境，二者通常会产生相似的代谢产物 [7]，因而内生菌具

有产生活性物质的功效，在此情况下，通过对内生菌的分离，

这样便于获取活性物质，在本次研究中，虽然证实叶片中分离

率相对较高，但是由于样本数量相对较少，因此实验结果有待

进一步验证。

在本次研究中，对蝴蝶兰的抑菌效果进行分析，通过对 18

株内生菌的测试中发现，其至少对 1种检测均具有抑菌作用，

另外，在研究中发现，Y-8具有强活性，在对蝴蝶兰的内生菌

抑菌效果分析中发现，其对金黄色葡萄球菌的抑菌效果最为

明显，而对其他菌种的抑菌效果相对较弱，另外，其对青霉的

抑菌效果最低，其主要是由于内生菌可以脱离寄主独立生长[8]，

在模拟环境下，通过该方式，可以获取大量的植物 [9]，研究发

现，蝴蝶兰组培苗大部分内生菌具有较高的抑菌作用，部分菌

株无法确定其抑菌活性，可能是由于其组织内部处于休眠状

态，会对其抑菌性产生直接的影响。

在本次研究中，将 Y-8发酵液与常规抗生素的抑菌效果

进行对比，通过研究发现，Y-8发酵液对于常见的菌种具有较

强的抑制活性，尤其对于金黄色葡萄球菌的抑制性。因此，在

对该菌株的进一步研究的过程中，可以加强对该菌株的开发

利用。

5 结语

内生菌种类相对较多，通过对蝴蝶兰的内生菌分离以及

抑菌研究，发现 Y-8菌种具有较强的抑菌活性，相对于常规抗

菌和抑菌药剂，其具有较高的应用价值，可以为植物防治微生

物污染提供借鉴价值。
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