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摘要
!

绝大多数病原菌可分泌铁载体$利用螯合性铁载体及病原菌对
07

#o的竞争可实现病害的有效防控&从植物

病原菌中筛选高产铁载体的优势菌株$并基于
,P(+

对铁离子的强螯合性$可为病害防控提供新的方法&本研究

采用
U+D

检测法和光吸收法对
!I

株供试植物病原菌株进行定性%定量筛选及铁载体类型的初步鉴定$依据菌株形

态电镜观察和分子生物学技术对优势菌株进行分类鉴定$并基于微量稀释法测定
,P(+

对优势菌株的最低抑菌浓

度&经定性%定量筛选$确定
T

株供试细菌为高产铁载体优势菌株$分泌铁载体类型为儿茶酚型和异羟肟酸型'根据

形态特征观察和分子生物学鉴定$菌株
(/(QJ$T

和
(/(QJ$H

与恶臭假单胞菌
;&"-3%+%/(&

#

-$*3(

的一致性最高$

(/(QJ$G

%

(/(QJ"#

和
(/(QJ"!

与肺炎克雷伯氏菌
O."=&*"..(

#

/"-+%/*("

的一致性最高$

(/(QJ"I

%

(/(QJT#

分别

与鲁氏不动杆菌
<,*/"$%=(,$").D%

77

**

%迪克氏菌
E*,C"

6

(A"("

的一致性最高&根据微量稀释法抑菌活性测定结果

可知$

,P(+

对菌株
(/(QJ$H

%

(/(QJT#

的抑菌效果较好$抑菌率分别为
H$1F"g

%

HJ1JHg

$表明强螯合剂
,P(+

能

有效干预病原细菌对铁元素的摄取过程$进而影响其生长繁殖&
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铁在地壳和土壤中的含量十分丰富$同时铁作

为地球上几乎所有生物体必需的营养元素之一$在

各项机能代谢活动和酶促反应中发挥着重要作用-

但在自然界中性或碱性有氧条件下$铁主要以难溶

的
07

#o化合物形式存在$可溶性
07

Io含量较匮乏$

生物可利用率极低"

F#

#

.农业生产中植株缺铁现象

较为普遍$给农林作物生物量的生产和植株系统抗

性造成极大的影响.为适应高氧低铁的胁迫环境$

许多微生物自身诱导合成分泌一类与
07

#o具高亲

和性且能与其特异性螯合的小分子次级代谢产物*

铁载体$用以螯合宿主体内或周围环境中大量难溶

性的铁$并通过氧化还原反应将其转化为可溶性的

铁$为生物体提供充足的铁元素$同时也能有效减少

环境中病原菌可利用铁的含量而降低其致病力$增

强植株抗性"

!$

#

.

关于铁载体的研究早在
FG$J

年前后就有报道$

根据铁载体官能团和中心结构的多样性$可分为儿

茶酚型%
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&/异羟肟酸型%
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R

<35Y;=;@78

&

和羧酸盐型%
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&

"

"T
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.相较于其他微生物

次级代谢产物$关于植物病原菌分泌铁载体的研究

还较少"

HG

#

.目前$有关植物根际促生菌%

9

:;6@

C

35X@AQ

9

35=5@26

C

3A2̀54;>@732;
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)K)'

&/植物内生

菌%

76<5

9

A

R

@7

&等微生物分泌铁载体的研究较多$且

主要为铁载体产生菌初步分离筛选的研究"

FJFI

#

.而

有关植物病原菌分泌铁载体的研究$目前国内外的

报道还较少.乙二胺四乙酸%

7@A

R

:767<2;=267@7@Q

3;;>7@2>;>2<
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,P(+

&是一种重要的强螯合剂$能与

环境中的碱金属/稀土元素和过渡金属等形成稳定

且水溶性较好的螯合物.微生物纯培养环境中$

,P(+

的外源添加能介导微生物对必需金属元素的

吸收利用$进而影响其生长繁殖.因此对铁载体产

生菌进行相关研究$充分利用具分泌铁载体功能的

植物病原菌菌种资源$并测定抑菌药物对其的最低

抑菌浓度%

-.U

&$探索分泌型铁载体在植物病害防

治中的作用机制具有重要的研究前景和补充意义.

为挖掘更多的微生物资源$本研究采用
U+D

检

测法和光吸收法$从不同宿主植物病原细菌中筛选

高产铁载体的优势菌株$并基于微量稀释法测定

,P(+

对其最低抑菌浓度%

-.U

&$以期为具分泌铁

载体能力的植物病原菌菌种资源的研究/开发和应

用提供一定的理论依据和数据支撑.

$

!
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#

ULLO;

溶液$定容至
FJJJ=\

$盖紧瓶塞振

荡混匀.

供试菌株菌悬液的制备!无菌条件下$在供试菌

株斜面内加入
I=\

无菌去离子水并刮取菌苔$转

入无菌
,)

管中保存备用-吸取一定量的菌液于无

菌试管内$加入无菌去离子水稀释$采用麦氏比浊法

测定待测液的
LP

"I$

$使稀释后的待测液
LP

"I$

介于

J1JGHJ

!

J1IIJG

之间.

无铁查氏液体培养基!葡萄糖
#J1J

C

+

\

/硝酸钠

I1J

C

+

\

/三水合磷酸钾
F1J

C

+

\

/氯化钾
J1$

C

+

\

/七

水合硫酸镁
J1$

C

+

\

/

HQ

羟基喹啉
J1T$

C

+

\

/去离子

水
F1J\

.

\%

去铁液体培养基!酵母提取物
$1J

C

+

\

/氯化

钠
FJ1J

C

+

\

/蛋白胨
FJ1J

C

+

\

/

HQ

羟基喹啉
JnT$

C

+

\

/

去离子水
F1J\

$

9

V

自然%固体斜面培养基添加琼

脂$

F$

!

IJ

C

+

\

&.

((UQ\%

液体培养基!

!J=\

常规无菌
\%

液体

培养基中加入
I1J=\J1F

C

+

=\((U

溶液$混匀后

密封保存备用.

$%'

!

分泌型铁载体产生菌定性初筛和定量复筛

从
\%

固体斜面培养基上活化的细菌中挑取单

菌落接种至
\%

去铁液体培养基内$每株菌株
#

个

重复$置于
IHf

微生物培养箱内培养
I

!

#<

$当液

体培养基表面出现浑浊时$吸取
$J

&

\

发酵培养液

于
G"

孔板内$加入等体积
U+D

检测液充分混匀$以

饱和的
,P(+

溶液%与
U+D

检测液反应呈红色&为

阳性对照$未接种的培养液与
U+D

检测液等体积混

合作为阴性对照$观察并记录颜色变为红色/橙红色

的培养液$并将相应菌株作为复筛菌株.

初筛入选的菌株用无铁查氏液体培养基于

IHfF$J3

+

=26

的恒温摇床%型号!

VDQIJJ%

&上培养

!HA

$培养结束后吸取
I

!

$=\

培养液用
J1II

&

=

无

菌滤膜过滤后加入等体积的
U+D

检测液$静置
FA

后

用全波长酶标仪%型号!

-B:@28E;KL

&测定其
LP

"#J

%记作'

+8

(&$用相同方法测定未接菌的液体培养基

的
LP

"#J

作为参比值%记作'

+3

(&.铁载体的浓度用

铁载体活性单位%

82<735

9

A537B62@

$

D&

&表示$

D&l

"%

+3_+8

&+

+3

#

kFJJg

$测定重复
#

次$取平均值

,

TH

,



IJIJ

进行比较分析.

$%>

!

复筛菌株铁载体的化学结构初步鉴定

$1>1$

!

异羟肟酸型铁载体

采用氯化铁检测法%

07U:

#

@78@

&鉴定!

F=\

培

养滤液中加入
F=\Ig07U:

#

溶液$出现红色或紫

色表明测试样品中含有铁载体物质.用紫外分光光

度计检测$在
!IJ

!

!$J6=

之间出现吸收峰则说明

螯合物为异羟肟酸型铁载体.

$1>1&

!

儿茶酚型铁载体

采用氯化铁检测法鉴定!

F=\

培养滤液中加入

F=\Ig07U:

#

溶液$用紫外分光光度计检测$如果

在
!G$6=

附近出现吸收峰则说明螯合物为儿茶酚

型铁载体.

$1>1'

!

羧酸型铁载体

采用分光光度法鉴定!

F=\

培养滤液中加入
F=\

J1I$

&

=5:

+

\UBDL

!

溶液和
I=\

9

V!1J

的醋酸盐缓

冲液$用紫外分光光度计检测$在
FGJ

!

IHJ6=

之间

出现吸收峰则说明螯合物为羧酸型铁载体.

$%J

!

菌株
$KH4!MR

扩增测序$序列分析及菌落形

态电镜观察

!!

分泌型铁载体产生菌菌株的
F"D3PO+

扩增测

序参照王丽丽等"

F#

#的方法.测序结果经
%\+D(

搜

索%

A@@

9

8

!

$

4:;8@16>4216:=162A1

C

5S

+

%:;8@1>

C

2

&后

与
K76%;6E

数据库中相关种属的基因序列进行比

较分析$选用同源性较高的模式菌株序列作为参比

对象$用
U:B8@;:MF1H

软件进行多序列比对$计算

供试菌株与参比菌株序列的相似性.系统发育分析

时排除碱基缺失位点$采用邻接法%

672

C

A453Q

b

52626

C

;6;:

R

828

&用
-,K+T

构建供试菌株与参比菌株之

间的系统发育树.其中$

%55@8@3;

9

值设定为
FJJJ

$

其余均为默认值.分泌型铁载体产生菌菌落形态扫

描电镜观察参照侯旭等"

F!

#的方法.

$%K

!

+!?R

对分泌型铁载体产生菌生长的影响

$1K1$

!

定性检测

采用微量稀释法进行定性检测$每菌株各
#

个

重复.分别在
G"

孔板内添加
FJJ

&

\

无菌
((UQ\%

液体培养基-

+F

!

+FI

设置为阴性对照$只添加

FJJ

&

\

无菌
((UQ\%

液体培养基$不添加菌悬液$

%F

!

%FI

设置为生长对照$添加
FJJ

&

\

无菌
((UQ

\%

液体培养基和
FJJ

&

\

菌悬液-在
UF

/

PF

/

,F

孔

内加入
FJJ

&

\IJ=

C

+

=\

的无菌
,P(+

药液$并采

用倍半稀释的方法对
,P(+

药液进行稀释$直至最

后一孔$此时该三列孔内
,P(+

的浓度从左往右依

次为!

FJ

/

$

/

I1$

22

J1F$"I$=

C

+

=\

$而后每孔再

加入
FJJ

&

\

稀释好的菌悬液$此时每孔的药液浓度

从左到右依次为!

$

/

I1$

/

F1I$

22

J1JTHF=

C

+

=\

-

将
G"

孔板放入
#Jf

恒温培养箱培养
F"A

$定期观

察并记录孔板的颜色变化.

$1K1&

!

定量测定

采用微量稀释法进行定量测定$每菌株各
#

重

复.分别在
G"

孔板内添加
FJJ

&

\

无菌
\%

液体培

养基-

+F

!

+FI

设置为阴性对照$只添加
FJJ

&

\

无

菌
\%

液体培养基$不添加菌悬液$

%F

!

%FI

设置为

生长对照$添加
FJJ

&

\

无菌
\%

液体培养基和

FJJ

&

\

菌悬液-在
UF

/

PF

/

,F

孔内加入
FJJ

&

\

IJ=

C

+

=\

的无菌
,P(+

药液$并对
,P(+

药物进

行倍半稀释直至最后一孔$此时该三列孔内浓度从左

往右依次为!

FJ

/

$

/

I1$

22

J1F$"I$=

C

+

=\

$而后再

加入
FJJ

&

\

稀释好的菌悬液$此时每孔的药液浓度

从左到右依次为!

$

/

I1$

/

F1I$

22

J1JTHF=

C

+

=\

-将

G"

孔板放入
#Jf

恒温培养箱培养
F"A

$测定每块板

的
LP

"#J

$并根据公式计算
,P(+

对供试菌株的抑

菌率.测定过程中$药品组吸光度值与生长对照组

区别不大的孔样可忽略不计$仅明显低于对照组的

样品的吸光度值才进行抑制率计算.计算公式

如下!

抑制率
l

%生长对照组吸光度*药品组吸光

度&+生长对照组吸光度
kFJJg

.

&

!

结果与分析

&%$

!

分泌型铁载体产生菌的定性初筛和定量复筛

根据
U+D

检测液特有的显色反应$从
!I

株供

试细菌中初步筛选出
FH

株有颜色变化的细菌$其中

有
F#

株为红色或橙红色$

$

株为紫色%表
I

&$因而可

将这
FH

株细菌作为复筛目标菌株.根据
FH

株复筛

菌株培养液和
U+D

检测液混合后颜色变化的深浅

可知$菌株
(/(QJ$T

/

(/(QJ$H

/

(/(QJ$G

/

(/(Q

J"I

/

(/(QJ"#

/

(/(QJ"!

和
(/(QJT#

与
U+D

检测

液显色反应过程较迅速$反应后呈鲜红色$表明分泌

铁载体的活性最强.因而这
T

株复筛菌株作为后续

研究对象.

,

HH

,



!"

卷第
#

期 何翔等!具铁载体活性病原细菌的筛选及铁摄取干预对其生长影响

表
&

!

PK

孔板复筛结果$

#

?5@;-&

!

?8-4-C0.4--7)7

*

4-06;/01,0):-41

3

814-@

G

60)7

*

PKC9-;;

3

;5/-

G"

孔板

G"QX7::

9

:;@7

菌株编号

D@3;26>5<7

U+D

反应颜色

(A7>5:535?U+D37;>@256

G"

孔板

G"QX7::

9

:;@7

菌株编号

D@3;26>5<7

U+D

反应颜色

(A7>5:535?U+D37;>@256

,# (/(QJIF

紫色
0" (/(QJ"!

红色

,! (/(QJ$"

橘红色
0T (/(QJ"$

橘红色

,$ (/(QJ$T

红色
0H (/(QJ""

紫色

," (/(QJ$H

红色
K# (/(QJT#

红色

,T (/(QJ$G

红色
K! (/(QJGI

橘红色

,H (/(QJ"J

橘红色
K$ (/(QJGH

橘红色

0# (/(QJ"F

紫色
K" (/(QFJT

橘红色

0! (/(QJ"I

红色
KT (/(QFF#

紫色

0$ (/(QJ"#

红色
KH (/(QFIF

紫色

!

F

&

G"

孔板中$

,F

/

0F

/

KF

添加
,P(+oU+D

溶液%

U+D

显色反应为红色&-

,I

/

0I

/

KI

添加
U+D

空白溶液.

.6@A7G"QX7::

9

:;@7

$

@A78;=

9

:78,F

$

0F;6<KF;37;<<7<X2@A@A785:B@256,P(+oU+D

%

(A7U+D37;>@2562837<

&-

,I

$

0I;6<KI;37

;<<7<X2@AU+D>56@35:85:B@2561

!!

如表
#

所示$复筛选出的
T

株优势菌株其
+8

+

+3

均小于
J1$

$且铁载体活性单位%

D&

&均大于

$JnJg

$表明所选的
T

株优势菌株均为高产铁载体

菌株.

表
'

!

优势菌株分泌铁载体的定量检测$

#

?5@;-'

!

W

657/)/5/)N-/-0/1,0):-41

3

814-

3

41:6.-:@

G3

10)/)N-@5./-4)5;0/45)70

菌株编号

D@3;26

LP

"#J

+8

+

+3

铁载体活性+
g

D2<735

9

A537;>@2S2@

R

B62@

UZ

%

+3

&

F1F$G _ _

(/(QJ$T

%

+8

& %

J1!"IjJ1JI#

&

<

%

J1!JJjJ1JIJ

&

>

%

"J1F!Jj#1JJT

&

;4

(/(QJ$H

%

+8

& %

J1!!HjJ1JII

&

<

%

J1#GJjJ1JIJ

&

>

%

"F1#$Jj#1J"H

&

;

(/(QJ$G

%

+8

& %

J1$#FjJ1JIT

&

;4

%

J1!"JjJ1JI#

&

;4

%

$!1FGJjI1TFJ

&

><

(/(QJ"I

%

+8

& %

J1$T#jJ1JIG

&

;

%

J1!GJjJ1JI$

&

;

%

$J1$"JjI1$IH

&

<

(/(QJ"#

%

+8

& %

J1$FHjJ1JI"

&

4>

%

J1!$JjJ1JI#

&

;4

%

$$1#FJjI1T""

&

4><

(/(QJ"!

%

+8

& %

J1$I"jJ1JI"

&

4>

%

J1!$JjJ1JI#

&

;4

%

$!1"IJjI1T#F

&

><

(/(QJT#

%

+8

& %

J1!HIjJ1JI!

&

><

%

J1!IJjJ1JIF

&

4>

%

$H1!FJjI1GIF

&

;4>

!

F

&表中数据为平均值
j

标准差.同一列中不同小写字母表示经
PB6>;6

氏新复极差法检验差异显著%

;

%

J1J$

&.

(A7<;@;;37=7;68jDP1(A7<2??7376@:5X73>;87:7@@73826@A78;=7>5:B=626<2>;@782

C

62?2>;6@<2??7376>74

R

B826

C

PB6>;6

)

867X=B:@2

9

:7

3;6

C

7@78@

%

;

%

J1J$

&

1

&%&

!

复筛菌株铁载体类型的鉴定

如表
!

所示$菌株
(/(QJ$G

/

(/(QJ"I

/

(/(Q

J"#

/

(/(QJ"!

能合成分泌儿茶酚型铁载体和异羟肟

酸型铁载体$菌株
(/(QJ$T

/

(/(QJ$H

和
(/(QJT#

只能合成分泌儿茶酚型铁载体.

&%'

!

分泌型铁载体产生菌的分子生物学鉴定

&1'1$

!

菌株
F"D3PO+

序列分析结果及系统发育

进化树的构建

!!

在初步形态鉴定的基础上$利用
F"D3PO+

序

列
)U'

扩增通用引物进一步对筛选到的
T

株高产

铁载体优势菌株进行目标序列的
)U'

扩增/测序.

测序结果在
K76%;6E

数据库中进行相似性搜索$并

与同源性较高的典型标准菌株序列进行同源对比$

明确菌株的生物学分类地位.

表
>

!

铁载体的化学结构鉴定$

#

?5@;->

!

S8-2).5;0/46./64-):-7/),).5/)171,0):-41

3

814-0

菌株

编号

D@3;26

>5<7

氯化铁检测法

07U:

#

@78@

儿茶酚型峰

值在
!G$6=

)7;E5?

>;@7>A5:;@7@

R9

7

;@!G$6=

异羟肟酸型峰

值在
!IJ

!

!$J6=

)7;E5?

A

R

<35Y;=;@7@

R9

7

;@!IJ_!$J6=

分光光度法

D

9

7>@35

9

A5@5=7@32>@78@

羧酸盐型峰值

在
FGJ

!

IHJ6=

)7;E5?>;345Y

R

:;@7

@

R9

7;@

FGJ_IHJ6=

(/(QJ$T o _ _

(/(QJ$H o _ _

(/(QJ$G o o _

(/(QJ"I o o _

(/(QJ"# o o _

(/(QJ"! o o _

(/(QJT# o _ _

!

F

&

o

!表明吸收峰-

_

!表明没有吸收峰.

o

!

.6<2>;@78;4853

9

@256

9

7;E

-

_

!

.6<2>;@7865;4853

9

@256

9

7;E1

,

GH

,



IJIJ

研究结果表明!菌株
(/(QJ$G

%登录号!

-VGIIH!"

&/

(/(QJ"#

%登录号!

-VG#J#GT

&和
(/(QJ"!

%登录

号!

-VG#J#GH

&的
F"D3PO+

基因片段分别为

F!#G

/

F!!F

/

F!!$4

9

.其中$菌株
(/(QJ$G

和肺炎

克雷伯氏菌
OJ

#

/"-+%/*("

%登录号!

-0T"T$TT

&的

相似性达
GGnT#g

$

(/(QJ"#

和肺炎克雷伯氏菌

OJ

#

/"-+%/*("

%登录号!

Z*HJ#GI"

&的相似性达

GGnH"g

$

(/(QJ"!

和肺炎克雷伯氏菌
OJ

#

/"-+%/4

*("

%登录号!

Z&G#T#TT

&的相似性达
GGnH$g

$菌株

间均具有极高同源性.

如图
F

所示$菌株
(/(QJ$T

%登录号!

-VGIIH!I

&/

(/(QJ$H

%登录号!

-VGIIH!$

&/

(/(QJ"I

%登录号!

-VG#J#G"

&和
(/(QJT#

%登录号!

-VHIJFF"

&的

F"D3PO+

基因片段分别为
F#GT

/

F#GH

/

F!JF4

9

和
F#$F4

9

.采用
%\+D(

搜索与
K76%;6E

数据库

中收录序列比对$选择有详细信息的
FH

株标准菌株

%

@

R9

7>B:@B378@3;26

&作为参比菌株$进行
U:B8@;:N

多重比对$并构建系统发育进化树.菌株
(/(QJ$T

/

(/(QJ$H

和
;J

#

-$*3(

%登录号!

O'FF!!TG

&间具有

极高同源性$初步鉴定为普罗特斯门$

#

普罗特斯

纲$假单胞菌目$假单胞菌科$假单胞菌属$恶臭假

单胞
;J

#

-$*3(

.菌株
(/(QJ"I

和
<J.D%

77

**

%登

录号!

O'JI"IJG

&的相似性达
GG1T"g

$菌株间具

有极高同源性$初步鉴定为变形菌门$

#

Q

变形菌纲$

假单胞菌目$莫拉氏菌科$不动杆菌属$鲁氏不动

杆菌
<J.D%

77

**

.菌株
(/(QJT#

和
EJA"("

%登录

号!

O'J!FGI#

&的相似性达
GG1HFg

$菌株间具有

极高同源性$初步鉴定为变形菌门$

#

Q

变形菌纲$肠

杆菌目$果胶杆菌科$欧文氏菌属$迪克氏菌
E*,C4

"

6

(A"("

.

图
$

!

菌株
?X?C=JL

$

?X?C=JO

$

?X?C=K&

和
?X?C=L'

基于
$KH4!MR

基因序列构建的系统发育树

()

*

%$

!

<8

G

;1

*

-7-/)./4--1,0/45)70?X?C=JL

%

?X?C=JO

%

?X?C=K&57:?X?C=L'@50-:17$KH4!MR0-

F

6-7.-0

!

&1'1&

!

分泌型铁载体产生菌菌落形态电镜观察

!

株产铁载体优势菌株经扫描电镜放大
IFJJJ

倍后其形态结果如图
I

所示.菌株
(/(QJ$T

为椭圆

状单球菌$直径
J1"#

!

J1T$

&

=

$菌株表面附着一层细

且短的菌毛$顶端着生粗且长的丝状单生鞭毛-菌株

(/(QJ$H

为长杆状菌$长
I1I"

&

=

$宽
J1TF

&

=

$菌株

表面附着少量细短的菌毛$顶端着生粗且长的丝状

单生鞭毛-菌株
(/(QJ"I

呈圆球状$为双球菌$直径

,

JG

,



!"

卷第
#

期 何翔等!具铁载体活性病原细菌的筛选及铁摄取干预对其生长影响

JnH"

!

J1HH

&

=

$菌株表面无菌毛$顶端着生略短的

单生鞭毛-菌株
(/(QJT#

为长杆状菌$长
I1F!

&

=

$

宽
J1H!

&

=

$菌株表面附着一层细短的菌毛$顶端着

生粗且长的丝状鞭毛.

图
&

!

>

株优势菌株电镜形态观察&放大倍数为
&$===

倍#

()

*

%&

!

Y14

3

81;1

*

).5;1@0-4N5/)171,,164:12)757/0/45)70

@

G

-;-./4172).410.1

3G

&

25

*

7),).5/)17)0&$===/)2-0

#

!

&%>

!

+!?R

对分泌型铁载体产生菌生长的影响

根据微量稀释法对
T

株优势菌株定性/定量抑菌

活性测定结果及判定标准可知$

,P(+

对菌株
(/(Q

J$H

%

+>>788256651-VGIIH!$

&/

(/(QJT#

%

+>>788256

651-VHIJFF"

&有较好的抑菌活性.菌株
(/(QJ$H

生

长对照组吸光度值为
J1$J$F

$药品组平均吸光度值为

J1JT!G

$根据计算公式$

,P(+

对菌株
(/(QJ$H

的抑菌

率为
H$1F"g

$对应的最低抑菌浓度为
J1JFG$=

C

+

=\

-

菌株
(/(QJT#

生长对照组吸光度值为
J1IG"!

$药品

组平均吸光度值为
JnJ$GF

$根据计算公式$

,P(+

对

菌株
(/(QJ$H

的抑菌率为
HJnJHg

$对应的最低抑菌

浓度为
J1#FI$=

C

+

=\

.结果表明$当培养环境中存

在强螯合剂
,P(+

时$其能更有效地干预病原细菌

对铁元素的摄取过程$影响自身的各项机能代谢活

动$抑制生长繁殖.

'

!

讨论

,P(+

能与铁离子特异性螯合$且可溶性的铁

离子又在微生物各项机能代谢过程中发挥着重要作

用.前期研究表明$当植物病原菌培养环境中存在

,P(+

溶液时$

,P(+

能利用其较强的螯合能力更

有效的竞争环境中的铁离子$使病原物处于缺铁胁

迫条件$延缓铁 蛋白复合物的形成$直接影响病原

物对铁离子的吸收利用机制$进而抑制其生长繁殖$

起到防控病害的作用.本研究首次以植物病原细菌

为筛选靶标$采用
U+D

检测法和光吸收法对
!I

株

不同宿主植物病原细菌进行产铁载体活性筛选$并

确定
T

株高产铁载体的优势菌株.经铁载体化学结

构的初步鉴定$所产铁载体类型为异羟肟酸型和儿

茶酚型.有研究指出$细菌主要合成分泌异羟肟酸

型和儿茶酚型铁载体"

F$

#

$本研究结果与之相吻合.

此外$比较分析本研究两种类型铁载体的铁螯合能

力$儿茶酚型
(

异羟肟酸型$与
N;6

C

等"

F"

#的研究

结果一致-此外$本研究筛选到的
T

株植物病原菌均

能分泌儿茶酚型铁载体$且
D&

均大于
$Jg

.本研

究还开展了抑菌药物
,P(+

对优势菌株的抑菌活

性研究$结果表明
,P(+

对
;J

#

-$*3(

和
EJA"("

均

具有较好的抑菌活性.

经分子生物学鉴定$本研究筛选到
T

株产铁载体

优势菌株均为革兰氏阴性菌$

OJ

#

/"-+%/*("#

株/

;J

#

-$*3(I

株/

<J.D%

77

**

和
EJA"("

各
F

株.目前

尚未有关于
<J.D%

77

**

和
EJA"("

分泌铁载体的研

究报道$因而本研究筛选出的这两株菌株可作为后

续铁载体相关研究工作的优选材料.目前$已有大

量关于克雷伯氏菌属/假单胞菌属/不动杆菌属和

欧文氏菌属微生物分泌铁载体的研究报道.肺炎

克雷伯氏菌为常见的高产铁载体微生物$目前国内

外学者对其研究较为全面"

FJFI

#

.假单孢菌属也是

常见的高产铁载体优势属$研究者们先后从不同寄

主植株或根际土壤中发现铜绿假单胞菌"

FT

#

/荧光

假单胞菌"

FH

#

/恶臭假单胞菌"

FGIF

#

/栖稻黄色假单胞

菌"

II

#

/沼泽红假单胞菌"

I#

#

/草假单胞菌"

I!

#

/摩氏假

单胞菌"

I$

#

/地中海假单胞菌"

I"

#等不同种的微生物

均能分泌铁载体$且主要为儿茶酚型铁载体.此

外$研究者们还从醋酸钙不动杆菌"

IT

#

/鲍曼不动杆

菌"

IH

#

/溶血不动杆菌"

IG

#

/约氏不动杆菌"

#J

#

/嗜油不

动杆菌"

#F

#和皮氏不动杆菌"

#I

#等不动杆菌属微生物

中筛选到分泌型铁载体产生菌$并对所产铁载体的

化学结构和形式作了详细的解析.目前$有关欧文

氏菌属分泌铁载体的研究还较少$仅发现胡萝卜软腐

,

FG

,



IJIJ

欧文氏菌"

##

#

/解淀粉欧文氏菌"

#!

#

/菊欧文氏菌"

#$

#和

草生欧文氏菌"

#"

#

!

个种的微生物能分泌合成铁

载体.

本研究从植物病原菌中筛选高产铁载体的优势

菌株$以期解析分泌型铁载体在植物体内或根际土

壤中的响应机制$以及分泌型铁载体介导的寄主与

病原互作机制$为植物病害防治提供新的作用靶点$

同时也在生防菌的开发应用等方面具有重要的实践

意义.
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