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内生细菌对香茅草产柠檬醛的影响
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摘要!内生菌对于植物的健康和新陈代谢具有非常重要的作

用#目前内生菌对芳香植物香茅草挥发性有机化合物

!

'ZB;

"代谢的影响尚不清楚$试验分离了不同生长季节的

香茅草内生细菌#得到
%

株具有清新自然香味的优势内生菌

B0/V5#

#鉴定为芽孢杆菌属$通过顶空气相色谱质谱联用仪

对香茅草
'ZB;

进行检测#发现不同季节其主要挥发性物质

柠檬醛含量的变化与
B0/V5#

的分离率分布规律一致$进一

步将
B0/V5#

接种到香茅草无菌苗中#发现
B0/V5#

可以成功

定殖到香茅草中#并明显增强其所产柠檬醛的比例$实时定

量
=BQ

!

X

QW5=BQ

"分析表明#

B0/V5#

的存在可诱导香茅草

中柠檬醛生物合成途径相关基因的表达量显著上升!

=

#

$*$"

"$说明内生菌可以作为诱导子来提高宿主植物中一些

重要的
'ZB;

的产量$

关键词!内生细菌&香茅草&代谢调节&柠檬醛含量&基因表达
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内生菌是一类与植物紧密联系的特殊微生物!在其生命

周期的某一阶段或者整个阶段定殖于植物组织或器官内!但

不引起植物出现明显病害症状0

%

1

&植物内生菌几乎存在于

所有植物中0

#

1

!对植物的生长发育0

!YA

1

!适应性0

"

1以及多样

性具有非常重要的作用0

D

1

&由于特殊的生存环境!内生菌在

长期的协同进化过程中!具有调节其宿主植物次级代谢产物

合成的能力0

&Y>

1

&挥发性有机化合物*

'ZB;

+是植物次级代

谢产物中的重要成分!具有极重要的生物功能!如抗非生物

胁迫或生物胁迫,在实际生产中的应用范围也很广!从香料

的生产到新药的来源0

I

1

!因而受到越来越多关注&有报

道0

%$

1显示!芳香植物的内生菌对宿主萜类挥发性有机物的

产量和质量具有重要的影响!如内生真菌
=E=5@1]

会影响

薄荷中萜类化合物的化学合成&相对来说!关于内生细菌对

宿主次级代谢!特别是
'ZB;

影响的报道还非常少&

香茅草!又被称为柠檬草!是一种重要的香料植物!主要

生长在热带地区0

%%

1

&其
'ZB;

的主要成分是柠檬醛&天然

状态下!柠檬醛主要以橙花醛和香叶醛两种几何异构体的形

式存在0

%#

1

&柠檬醛具有拮抗细菌0

%!

1

'真菌0

%A

1以及抗虫性

能0

%"

1

!并被广泛用于生产香料!合成紫罗兰酮'

'

P

和
'

K

等0

%D

1

&然而!芳香植物所产生的柠檬醛还远不能满足高速

>



发展的香料行业的需求!所以!探究影响香茅草产柠檬醛的

因素极其重要&目前!已有研究显示生长季节0

%&

1和植物年

龄0

%>

1能影响香茅草精油成分!而内生菌对香茅草
'ZB;

的

影响未见诸于报道&

本研究拟对不同生长季节的香茅草内生细菌进行分离!

并鉴定了具有产香能力的优势内生细菌&通过对不同季节内

生细菌的分布规律以及香茅草挥发性成分进行分析比较!揭

示内生细菌与宿主次级代谢产物合成之间的关系&进一步通

过植物组织培养技术获得香茅草无菌苗!并用优势内生菌对

无菌苗进行处理!通过顶空气相色谱质谱联用仪*

@1YEBY

,1

+对用菌处理与未处理的香茅草无菌苗的
'ZB;

进行检测

分析&同时!通过实时定量
=BQ

*

X

QW5=BQ

+对香茅草中柠檬

醛合成途径中相关基因的
<Q+P

水平的表达情况进行检测!

以发掘内生菌影响香茅草生产柠檬醛的作用机制&

%

!

材料与方法
%*%

!

材料与仪器

香茅草0

A

?

C>(

7

(

-

(,E/;=0;9G

*

OB*

+

14-

?

V

1)由福建农林

大学提供!种植于湖南省长沙市岳麓区湖南大学*

#>*%$h

A&*IIIAi+

!

%%#*"&h$jjK

+,

细菌
O+P

提取试剂盒)上海捷瑞生物工程有限公司,

植物总
Q+P

快速抽提试剂盒)生工生物工程有限公司,

=78<F1078

?

4QW

试剂盒)宝生物工程有限公司,

气相色谱
Y

质谱联用仪)

WSF7<(5]8998

2

-9W7-0FEBd

=()-78;`

型!美国赛默飞世尔科技公司,

X

QW5=BQ

仪)

,:!$$$= =̀BQ1

.

;4F<

型!美国安捷伦

科技有限公司&

%*#

!

试验方法

%*#*%

!

香茅草内生细菌的分离
!

清洗干净的香茅草样品!室

温晾干后!参照文献0

"

1进行表面消毒和内生细菌的分离&

待内生细菌析出后统计其分离率0分离率为
A

种分离培养

基)大豆酪蛋白培养基*

W1P

+'甘露醇大豆培养基*

,1

+'酵

母提取物培养基*

W[JK

+

0

%I

1和水琼脂培养基*

[P

+

0

#$

1分离

到内生菌的平均值1!并将其挑出到
+P

培养基上0

#%

1进行划

线培养得到纯培养物&

%*#*#

!

细菌菌种鉴定
!

用细菌
O+P

提取试剂盒提取细菌

基因 组
O+P

&以 此 为 模 板!以 通 用 引 物
#&]

*

"j5

PEPEWWWEPWBBWEEBWBPE5!j

+ 和
%AI#Q

*

"j5EEW5

WPBBWWEWWPBEPBWW5!j

+对其
%D17Q+P

进行扩增!测

序后的序列在
+BGR

酸数据库*

S44

?

)//

6)-;4*9068*9)<*98S*

2

(U

/

G)-;4*0

2

8

+中进行比对分析!用
EK+KOZB

软件和

,KEP"*%

软件构建系统发育树&

%*#*!

!

@1YEBY,1

分析
!

将新鲜的香茅草用
18Z

#

研磨!

所得汁液转移到
#$</

色谱瓶&检测条件参照文献0

##

1!所

得总离子流图与
+R1W$>

标准质谱数据库进行对比!对香茅

草挥发性成分进行分析鉴定0

#!

1

&

内生细菌在
+P

培养基上培养
#AS

后!刮取菌体混合于

装有无菌水的
#$</

色谱瓶中!用于
@1YEBY,1

分析!

检测条件同香茅草检测条件&

%*#*A

!

香茅草组织培养
!

新鲜的香茅草样品剥去
%

"

#

层叶

鞘!选取幼嫩根状茎作为外植体进行表面消毒)

&$N

乙醇浸

泡
#<89

!无菌水冲洗!

#N +-B)Z

浸泡
%$

"

%"<89

!无菌水

冲洗
!

"

%$

次!于超净工作台晾干&将香茅草样品切成
%0<

左右转移到
+G

培养基0

#A

1

0

#*$

2

/

/#

!

A5

二氯苯氧基乙酸*

#

!

A5O

+1诱导愈伤组织&

#

周后!将愈伤组织转移到
,1

培养

基0

#"

1

0

!*$

2

/

/

激动素*

HW

+!

$*$"<

2

/

/

!

5

萘乙酸*

+PP

+1进

行分化&培养温度为
#> \

!

%AS

光照/
%$S

黑暗!光强为

>$

#

<()

/*

<

#

2

;

+&

%*#*"

!

优势内生菌处理香茅草无菌苗
!

将内生细菌的发酵

液稀释至
%b%$

"

B]a

/

</

!待组培瓶中生根培养基0

%

/

#

,1

0

#"

1

!

$*$"<

2

/

/+PP

1冷却至
!"\

左右时!加入发酵液

#</

!在培养基中加入
#</

无菌水作为对照&待培养基冷

却至室温后!将
I$M

苗龄的香茅草幼苗转移到培养基上进

行培养&

%*#*D

!

植物总
Q+P

提取和
X

QW5=BQ

!

使用植物总
Q+P

快速抽提试剂盒对香茅草总
Q+P

进行提取!使用
=78<F

1078

?

4QW

试剂盒合成
0O+P

&

X

QW5=BQ

引物参照文献

0

#D

1&

X

QW5=BQ

反应体系及扩增程序参照文献0

#&

1&每个

反应重复
!

次!使用
#

Y

$$

B4方法计算基因表达相对值0

#>

1

&无

菌水处理的香茅草基因表达水平设为
%

&

#

!

结果与讨论
#*%

!

香茅草产香内生细菌的分离

通过对
#$%"

年
&

月
"

#$%D

年
D

月的香茅草内生细菌进

行分离!从
%A!&D

个香茅草组织样品中分离出
!"IA

株内生

细菌&在所分离的内生细菌中!发现一株细菌不管是在不同

的生长季节还是在不同的香茅草组织中!析出频率都比较

高!将其命名为
B0/V5#

&通过形态学观察结合
%D17Q+P

序

列分析!鉴定该菌为芽孢杆菌属*

L0E/88'G

+*图
%

+&据报

道0

#I

1

!一些内生真菌可以产生与其宿主植物相似的次级代

谢物!如紫杉醇&然而!关于内生细菌的类似研究却很少

见0

&

1

&通过感官评定!发现分离自香茅草的一些内生细菌可

以产生清新自然的香味!尤其是
B0/V5#

!香味很明显&芽孢

杆菌属的菌种具有抗菌'除臭等多种生理功能0

!$

1

!但是其具

有产香能力却是首次发现&通过
@1YEBY,1

检测
B0/V5#

的挥发性物质!表明
B0/V5#

的挥发性成分中含有桃醛'紫罗

兰酮等重要的香料物质*表
%

+&

表
%

!

L0E/88'G;

?

*B0/V5#

的挥发性成分分析

W-6)F%

!

WSFU()-48)F(7

2

-9800(<

?

(39M;(V

L0E/88'G;

?

*B0/V5#

物质 分子式

四氢香叶醇
B

%$

@

##

Z

十四烷
B

%A

@

!$

香叶基丙酮
B

%!

@

##

Z

异柿醌
B

##

@

%A

Z

D

领苯二甲酸
B

%D

@

##

Z

A

!

5

紫罗兰酮
B

%!

@

#$

Z

棕榈酸甲酯
B

%&

@

!A

Z

#

桃醛
B

%%

@

#$

Z

#

柠檬酸
B

D

@

>

Z

&

I

基础研究
!

#$%&

年第
"

期



分支点上的数字表示构建系统发育树时
%$$$

次计算时形成该节点

的百分比

图
%

!

B0/V5#

的
%D17Q+P

基因系统发育树

]8

2

37F%

!

=S

.

)(

2

F9F48047FF(VB0/V5#%D17Q+P

2

F9F;F

X

3F90F;

!!

值得注意的是!不同季节
B0/V5#

的分离率*图
#

+与香茅

草内生细菌的总分离率*图
!

+的变化趋势相反!即具有产香能

力的优势菌
B0/V5#

析出频率高的时候!并不对应着内生细菌

在宿主植物香茅草中分布最丰富的季节&而香茅草挥发性物

质的组成及比例随季节发生变化!因此怀疑这一变化是否与

产香内生细菌的特殊分布存在关联&为了验证这一猜测!通

过
@1YEBY,1

对不同季节香茅草
'ZB;

进行检测&

#*#

!

不同季节香茅草
'ZB;

分析

利用
@1YEBY,1

!鉴定出香茅草中
I

个挥发性成分

*表
#

+&主要包含柠檬醛*以橙花醛和香叶醛两种几何异构

体的形式存在+和
!

5

蒎烯!这两种物质均广泛应用于香料生

产中&有研究报道香茅草精油中含有
!$

多种挥发性物

图
#

!

不同季节优势内生细菌
L0E/88'G;

?

*B0/V5#

的分离率

]8

2

37F#

!

WSF8;()-48(97-4F(VM(<89-94F9M(

?

S

.

4806-04F78-

L0E/88'G;

?

*B0/V5#89M8VVF7F94;F-;(9;

图
!

!

香茅草内生细菌的总分离率

]8

2

37F!

!

EF9F7-)F9M(

?

S

.

4806-04F78-V7(<A:E/;=0;'G

89M8VVF7F94;F-;(9;

表
#

!

不同季节香茅草挥发性成分分析

W-6)F#

!

'()-48)F(7

2

-9800(<

?

(39M;(64-89FMV7(<

A:E/;=0;'G89M8VVF7F94;F-;(9;

物质 分子式
相对峰面积/

N

春季 夏季 秋季 冬季

!

5

蒎烯
B

%$

@

%D

D#*&% D>*AI >I*!! I!*"&

"

5

罗勒烯
B

%$

@

%D

%*!D $*!& %*!& $*DD

马鞭草烯醇
B

%$

@

%D

Z

$*>$ $*AI $*%I $*#&

#

!

#5

二甲基
5!

!

A5

辛二烯
B

%$

@

%D

Z

(

$*>" $*$I $*%"

橙花醛
B

%$

@

%D

Z

%!*I> %"*%D A*&$ !*>I

香叶醛
B

%$

@

%D

Z %I*># %%*%D !*D% $*"%

!

5

荜澄茄油烯
B

%"

@

#A

$*D# $*># $*!# $*!&

"

5

榄香烯
B

%"

@

#A

$*!> %*I# $*%" $*%D

石竹烯
B

%"

@

#A

$*!! $*&! $*#A $*A#

质0

!%

1

!本研究只分离鉴定到
I

种!其原因可能有以下两点)

%

不同于传统提炼精油的方法!本研究直接用石英砂来研

磨新鲜的香茅草样品!可能会导致一些含量很少的成分损

失,

&

本研究通过顶空自动进样器来收集样品!在此过程

中!一些高沸点的化合物难以自然扩散到进样器中&但本方

法快速便捷!能满足获得主要
'ZB;

的需要&由表
#

可知!不

同季节香茅草
'ZB;

的比例发生了明显的变化!其中橙花醛

和香叶醛的比例在春季和夏季明显高于秋冬季节!与之前提

到的优势内生细菌
B0/V5#

在不同季节的分布规律的变化趋势

一致*图
#

+&因此!寄生于香茅草内的产香内生细菌可能会对

其
'ZB;

!尤其是主要成分柠檬醛的含量有一定的影响&

#*!

!

内生菌
B0/V5#

对香茅草
'ZB;

的影响

为了进一步验证内生细菌对香茅草
'ZB;

的影响!首先

通过植物组织培养技术获得了香茅草无菌苗*图
A

+!以排除

其他微生物的干扰&将内生细菌
B0/V5#

接种到香茅草无菌

苗培养基中!

B0/V5#

可以通过香茅草的根部渗入香茅草&通

过重分离试验!从香茅草组培苗的叶片和鞘中分离出了
B0/V5#

*图
"

+!证明其的确可以成功定殖在香茅草中&通过
@1Y

EBY,1

检测接种了
B0/V5#

*

K d

+和未接种
B0/V5#

*

KY

+的

香茅草无菌苗以及野生香茅草幼苗*

[

+的
'ZB;

!发现接种

B0/V5#

后!香茅草
'ZB;

中橙花醛和香叶醛的比例明显增加

*表
!

+!说明内生细菌
B0/V5#

可以诱导香茅草主要挥发性物

质柠檬醛的产生&值得注意的是!生长同期!大小一致的野生

香茅草幼苗!其柠檬醛的含量明显高于
B0/V5#

处理后的香茅

草组培苗!表明内生菌诱导香茅草
'ZB;

中柠檬醛比例的增

加可能不只依赖单个菌种!而是依赖整个微生物菌群&

#*A

!

B0/V5#

对香茅草中萜类化合物生物合成基因表达的

调控

!!

为了进一步探讨内生细菌诱导宿主香茅草中柠檬醛合

成的分子机制!通过
X

QW5=BQ

分析香茅草中柠檬醛代谢途

径相关基因的转录表达水平&异戊烯二磷酸酯*

R==

+和二甲

基烯丙基二磷酸酯*

O,P==

+是萜类化合物生物合成的两种

前体物质0

!#

1

&植物体主要通过甲羟戊酸*

,'P

+途径和
#5A5

甲基
5&5

赤 藻 糖 醇
5A5

磷 酸 *

,K=

+途 径 来 合 成
R==

和

$%

第
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O,P==

0

!!Y!A

1

&本研究对
,'P

途径中的
!

个基因0甲基戊

二酰辅酶
P

还原酶*

")%N

+'甲羟戊酸激酶*

)S

+'甲羟戊

P*

香茅草外植体在
+G

培养基上培养
#

周后形成的愈伤组织
!

G*

香

茅草愈伤组织在
,1

分化培养基上培养
&M

形成的芽
!

B*,1

培养

基上培养
#

个月的香茅草无菌苗

图
A

!

香茅草组织培养

]8

2

37FA

!

WSF48;;3F03)437F(VA:E/;=0;'G

图
"

!

从未接种
B0/V5#

!

KY

"和接种
B0/V5#

!

Kd

"的

香茅草组培苗中重分离
B0/V5#

]8

2

37F"

!

WSF6-04F78-B0/V5#7F8;()-48(97F;3)4V7(<B0/V5

#5V7FF

!

KY

"

-9MB0/V5#589(03)-4FM

!

Kd

"

A:E/;6

=0;'G-;F

?

480;FFM)89

2

;

酸二磷酸脱羧酶*

)&A

+1和
,K=

途径中的
"

个基因0

%5

脱

氧
5&5

木酮糖
"5

磷酸合成酶*

&R4

+'

%5

脱氧
5&5

木酮糖
"5

磷酸

还原异构酶*

&RN

+'

"5

二磷酸
5#5A5

甲基
5&5

赤藓糖醇激酶

*

A)S

+'

#

!

A5

环磷酸合酶*

)A4

+'*

<

+

5A5

羟基
5!5

甲基丁
5#5

烯

基
5

二磷酸合酶*

"&4

+1进行了检测&这些基因都是萜类物

质合成途径中的关键基因0

#D

1

&由图
D

可知!与未处理的香

表
!

!

内生细菌
B0/V5#

处理"

Kd

#和未处理的香茅草组培苗

"

KY

#以及香茅草野生幼苗"

[

#的挥发性成分分析

W-6)F!

!

'()-48)F(7

2

-9800(<

?

(39M;(64-89FMV7(<F9M(

?

5

S

.

4FB0/V5#589(03)-4FM

"

Kd

#$

B0/V5#5V7FF

"

KY

#

A:E/;=0;'G-;F

?

480;FFM)89

2

;-9MT8)MA:E/;=0;'G

;FFM)89

2

;

"

[

#

物质 分子式
相对峰面积/

N

KY Kd [

!

5

蒎烯
B

%$

@

%D

>I*I& >"*%D >$*&"

"

5

罗勒烯
B

%$

@

%D

( (

#*%$

马鞭草烯醇
B

%$

@

%D

Z

%*!& #*D! $*$D

橙花醛
B

%$

@

%D

Z

$*>! %*ID !*I>

香叶醛
B

%$

@

%D

Z

!*A$ D*%$ %%*$A

!

5

荜澄茄油烯
B

%"

@

#A

#*#! #*%> %*AI

"

5

榄香烯
B

%"

@

#A

$*>" $*&A $*AD

石竹烯
B

%"

@

#A

%*!A %*#! $*%>

KY

)香茅草无菌苗,

Kd

)

B0/V5#

处理
%$M

的香茅草组培苗,星号表示与香茅草无菌苗的显著差异!

$

=

#

$*$"

!

$$

=

#

$*$%

!

$$$

=

#

$*$$%

图
D

!

香茅草中与
,'P

和
,K=

合成途径相关的基因表达水平分析

]8

2

37FD

!

WSFF:

?

7F;;8(9)FUF);(V

2

F9F;7F;

?

(9;86)FV(7,'P

?

-4ST-

.

-9M,K=

?

-4ST-

.

!

,k!

"
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茅草无菌苗相比!用
B0/V5#

处理过的香茅草组培苗中除

)A4

以外!所有检测基因的表达量均显著性上调*

=

#

$*$%

+!特别是
,'P

途径中的基因&植物挥发性萜类化合物

的合成涉及到一系列复杂的生化反应过程!是多种基因相互

作用的结果&由于香茅草基因组信息有限!虽然只检测了部

分基因的
<Q+P

水平!但已有结果仍表明内生细菌
B0/V5#

在香茅草中的定殖可以通过调控与萜类物质合成相关的基

因的表达水平来提高柠檬醛的合成&

!

!

结论
本研究探究了内生细菌对香茅草

'ZB;

的影响&结果

表明!分离出的香茅草优势内生细菌
B0/V5#

可以成功定殖

在香茅草无菌苗中!通过调控其与萜类化合物合成途径相关

基因的表达水平可提高柠檬醛的合成,初步揭示了内生菌诱

导香茅草柠檬醛合成的分子机制!证明内生菌作为提高一些

高商业价值天然产物产量的诱导子!具有很大的开发潜力&

然而!内生菌诱导宿主香茅草产柠檬醛的详细分子机制还需

要进一步研究,如何通过控制内生菌的接种方法和接种量!

使香茅草柠檬醛的产量达到最大!从而应用于实践生产当中

仍需要进一步摸索&
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据澳大利亚农业与水利资源部消息!
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年
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月
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日澳大利亚农业与水利资源部发布
'() "&*+$

通报!要求

进口商做好过敏原标识工作"

按照澳新食品标准法典的要求!预包装食品要在标签

上注明过敏原信息!这包括花生#树生坚果#牛奶#蛋#芝麻

籽#鱼贝类#大豆#小麦#羽扇豆"

另外!对于无包装食品或不要求包装的食品$例如散

装容器%!过敏原信息需要附于货物!以便商家订购食品时

了解过敏原信息"

澳大利亚农业与水利资源部要求进口商确保进口的

食品符合规定" 进口商需与供应商取得联系!要求他们提

供食品中的过敏原信息!必要时给予一定的指导!确保不

发生食物过敏事件"

澳大利亚农业与水利资源部表示! 过敏原信息未标

注!会对过敏人群构成健康风险" 按照
+,,!

进口食品控制

法案的要求!如果进口商知晓或者没理由不了解进口食品

中的过敏原信息!而进口了有风险的食品!那么属于违法

行为!最高可判处
+"
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