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摘  要  菜心（Brassica parachinensis）是华南地区的一种特色蔬菜. 为探究无土栽培和土壤栽培菜心内生细菌的差

异，以这两种栽培方式的菜心为材料，分离内生细菌. 根据插入序列指纹图谱（IS-PCR）结果进行聚类，对代表性菌

株的16S rRNA基因序列进行系统发育分析，并将菌株加入无土栽培营养液中，收获后测定菜心的的相对叶绿素含量

（SPAD）和可溶性糖含量. 结果显示，从两种菜心中共分离到31株内生细菌，IS-PCR结果将其聚为9个类群，16S rRNA
基因鉴定其分别属于Bacillus sp.（芽孢杆菌属）、Rhizobium sp.（根瘤菌属）、Microbacterium sp.（微杆菌属）、Leifsonia 
sp.（雷夫松氏菌属）、Sphingomonas sp.（鞘氨醇单胞菌属）、Alcaligenes sp.（产碱菌属）和Agrobacterium sp.（农杆菌

属）. 土壤栽培菜心中可培养细菌数目多于无土栽培菜心，且土壤栽培菜心中内生细菌的碳代谢更多样化. 生理生化

实验显示，部分菌株能分泌生长素和铁载体. 加入土壤栽培菜心中分离得到的菌株SCG14和SCG0802后，无土栽培菜

心的相对叶绿素含量和可溶性糖含量比对照显著提高. 本研究表明无土栽培和土壤栽培的菜心中的内生细菌在种

类、数目、分布部位和碳源利用能力上有差异；此外，分离得到的菌株能提高无土栽培菜心的相对叶绿素以及可溶性

糖含量，有开发为微生物制剂的潜力. （图4 表6 参35）
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Abstract   Chinese flowering cabbage (Brassica parachinensis) is a type of special vegetable in southern China. In the present 
study, several endophytic bacterial strains were respectively isolated from soil and soilless cultivated Chinese f lowering 
cabbage to identify the difference between the two materials. The isolated strains were divided into several groups according 
to their IS-PCR DNA fingerprinting patterns. Thereafter, 16S rRNA gene sequences of representative strains were aligned 
for phylogenetic analysis. The bacterial fluid of the representative strains was added into the soilless culture nutrient solution 
during planting. The relative chlorophyll content (SPAD) and soluble sugar content of each group were muesured after harvest. 
As a result, 31 isolates were respectively acquired from the two materials and were divided into 9 groups by the IS-PCR 
fingerprinting method. Through a subsequent analysis of the 16S rRNA gene sequences of the representative strains, they were 
implied to belong to Bacillus sp., Rhizobium sp., Microbacterium sp., Leifsonia sp., Sphingomonas sp., Alcaligenes sp., and 
Agrobacterium sp. By using the plate counting method, we confirmed the presence of more culturable endophytic bacteria 
inside the soil cultured than the soilless cultured Chinese flowering cabbage. Furthermore, the Bio-BIQA board test result 
indicated that carbon metabolism of microbes from the soil cultured Chinese flowering cabbage had more diversity than those 
from the soilless cultured cabbage. The physiological and biochemical tests revealed that some strains could secrete indole 
acetic acid and produce siderophore. After adding the bacterial fluid of the strains, SCG14 and SCG0802, into the soilless 
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菜心（Chinese flowering cabbage，CFC）是广东省的特产

蔬菜，柔嫩可口. 而且华南地区热量条件优越，菜心可以在一

年中多季种植 [1]. 

无土栽培以人工的基质和营养液代替传统土壤栽培，优

化了植物根系环境，充分发挥生长潜力，提高品质，这种作用

在蔬菜上尤为明显 [2]. 通过无土栽培技术，农产品的供需矛

盾可以被大大缓解. 这一点，对人口占世界五分之一的中国来

说尤其有吸引力. 

植物内生细菌是生活在植物组织内部的细菌，它们不会

对植物产生有害的影响 [3]. 大多数植物体内均有植物内生细

菌存在. 一些具有生防作用的有益内生细菌不仅能够起到与

化学农药相似的作用，还能避免使用农药对环境和人类健

康的危害，在植物保护方面有很大的应用价值 [4].  植物内生

细菌不只是定殖在植物体内，并且在植物生长发育、抵抗生

物与非生物胁迫等方面起重要作用[5-7]，同时也能作为联合固

氮菌制剂等，因此，植物内生细菌的研究现已成为国内外研

究的一大热点. 

但目前对菜心中内生细菌的研究还较少，李静等从菜心

中分离出一株能防治菜心炭疽病和霜霉病的多粘类芽孢杆

菌（Paenibacillus polymyxa）[1]；黄献培对积累了环丙沙星的

菜心的根际和体内微生物群落结构进行过研究 [8].  此外，在

无土栽培和土壤栽培的比较方面，近年来有学者对土壤栽培

和无土栽培蔬菜的采后品质 [9]、经济效益 [10]、硫代葡萄糖苷

含量 [11]进行了研究. 但至今没有在内生细菌的层面上对无土

栽培和土壤栽培的菜心比较研究的报道. 

因此，探究有土和无土栽培的菜心中内生细菌的差异，

以及它们对无土栽培菜心品质的影响，一方面填补了这个研

究方向的空白；另一方面，为进一步探究菜心中内生细菌的

特性并加以利用，开发微生物制剂，从而改进菜心无土栽培

使用的营养液配方做了基础性研究，为提高无土栽培菜心的

品质做贡献. 

1  材料与方法

1.1  菜心的种植
2017年9月30日，用椰棕和珍珠岩混合成的育苗基质育

苗，地点为华南农业大学试验基地23号棚. 菜心幼苗有四片

真叶展开时进行定植. 在刚定植时，每箱加入11 L营养液，以

根尖刚接触到营养液液面为宜. 同时，将菜心幼苗定植在装

有菜园土的花盆中，和无土栽培菜心的设备放置在一起，控

制光照和温度一致. 无土栽培和土壤栽培的菜心数量相同，

各24株. 

每天用与无土栽培相同的营养液浇灌土壤栽培的菜心，

至浇透为止. 2017年11月3日，收获无土栽培和土壤栽培的菜

心，进行下一步的试验. 

营养液配方参考刘士哲方法 [12]：

A液（500 mL）：硝酸钙47.2 g，硝酸钾26.7 g，硝酸铵5.3 g. 

B液（500 mL）：磷酸二氢钾10 g，硫酸钾11.6 g，硫酸镁

26.4 g. 

C液（500 mL）：硫酸铁13.90 g，EDTA二钠18.6 g，硼酸

1.43 g，硫酸锰0.77 g，硫酸锌0.11 g，硫酸铜0.04 g，钼酸铵0.01 
g. 

其中A液、B液为200倍液，C液为1 000倍液，稀释前不可

混合. 

1.2  内生细菌的分离
用自来水洗去菜心表面的灰尘，分别取适量叶片、茎、

根和花. 将这些组织先用75%的酒精洗涤2 min，去除蜡质

层，随即浸入0.1%氯化汞溶液2 min，随后用无菌超纯水洗7
遍，每次30 min，800 r/min摇动. 取最后一次清洗液100 μL用

平板涂布法检验表面消毒是否彻底. 

在超净工作台上，将消毒好的根、茎、叶、花4种组织分

别在研钵中磨碎，将组织匀浆分别于LB与PCA平板上进行涂

布，37 ℃培养数日，每天观察平板上的菌落的颜色、形态和

直径，挑取代表性菌落在对应培养基平板上划线纯化，待出

现的单菌落颜色、形态一致时再用显微镜检测纯度. 将确认

纯化的菌株保存于灭过菌的15%丙三醇中，混合均匀，于-20 
℃冷藏. 

1.3  可培养内生细菌数量的计算
取无土栽培和土壤栽培菜心的根、茎、叶、花4种组织，

分别与0.01的天平上称重，消毒方法同内生细菌的分离. 加10 
mL灭菌的超纯水研磨，摇匀后用移液枪各取100 μL组织匀浆

在LB平板上涂布，每种样品3个重复，对菌落进行计数，然后

计算整棵菜心中总的可培养内生细菌数量. 用SPSS对数据进

行差异分析. 

试验方法及培养基参考赵斌和何绍江的方法 [13]. 

1.4  唯一碳源利用能力分析
将土壤栽培和对照组的无土栽培菜心的组织匀浆接种

于Bio-BIQA碳源利用板 [14]，28 ℃培养过夜. 24 h后拍照并判

断Bio-BIQA碳源利用板孔中菌株的生长状况. 观察各孔的颜

色变化，变成蓝紫色或紫黑色为能利用该碳源，否则不能利

用该碳源，以无碳源加超纯水的孔为对照，两组菜心各3个

culture nutrient solution, the relative chlorophyll content and soluble sugar content of Chinese flowering cabbage caused a 
significant promotion relative to that recognized in the control group. These findings demonstrate that the endophytic bacteria 
in soilless cultured Chinese flowering cabbage and those in soil cultured Chinese flowering cabbage differ in type, number, 
distribution, and carbon metabolism. In addition, the isolated strains could enhance the relative chlorophyll content (SPAD) 
and soluble sugar content of soilless cultured Chinese flowering cabbage, which have a prospect in the development of new 
microbial preparations.

Keywords  soilless culture; soil culture; Brassica parachinensis; endophytic bacteria; relative chlorophyll content (SPAD); 
soluble sugar content
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重复. 用SPSS对数据进行差异分析. 

1.5  内生细菌总DNA的提取
提取方法为文献[15]中的小量提取法. 

1.6  IS-PCR指纹图谱扩增及分析
以单引物J3（5’-GCT CAG GTC AGG TGG CCT GG-3’）扩

增指纹图谱 [16]. 反应总体积为25 μL. 
PCR程序为：（1）95 ℃预变性 3 min；（2）95 ℃变性 60 

s；（3）56 ℃退火 50 s；（4）72 ℃延伸 60 s（第2、3、4步35个循

环）；（5）72 ℃再延伸 5 min. 
PCR反应体系（25 μL）：ddH2O 10.5 μL，2*TSINGKE 

Master Mix 12.5 μL，J3引物1 μL，DNA模板（20 ng/μL）1 μL. 
PCR产物用6%非变性丙烯酰胺凝胶电泳分离，染色后用

Tanon凝胶成像系统将IS-PCR指纹图谱的结果转换为矩阵，

再使用TREECONW对各菌株进行聚类，算法为非加权算术

平均数配对法（Unweighted pair-group method with arithmetic 
averages，UPGMA）. 

1.7  16S rRNA基因序列鉴定
根据IS-PCR指纹图谱结果，从每个类群中选一株细菌作

为代表性菌株进行16S rRNA基因序列分析. PCR扩增引物分

别为：上游引物25f（5′-AAC TKA AGA GTT TGA TCC TGG 
CTC-3′）；下游引物1 492r（5′-TAC GGC TAC CTT GTT ACG 
ACT-3′）；反应程序同IS-PCR.  PCR反应体系（25.0 μL）：
ddH2O 10.5 μL，2*TSINGKE Master Mix 12.5 μL，25f 0.5 μL，
1 492r 0.5 μL，DNA模板（20 ng/μL）1 μL.  16S rRNA基因扩

增产 物 送 交 天一辉远 测序.  借助NCBI数 据库 对所得序列
BLAST，然后用MEGA 7.0对代表菌株序列和模式菌株序列构

建系统发育树，方法为Neighbor-joining method，计算次数为
1 000次. 

1.8  代表菌株生理生化鉴定
具体试验方法及培养基配方参见文献[13]，包括柠檬酸

盐试验、明胶液化试验、硝酸盐还原试验、乙酰甲基甲醇试验

（V.P.）、甲基红试验（M.R.）、精氨酸双水解试验、生长素定

性试验、铁载体检测试验. 

1.9  内生细菌对无土栽培菜心品质的影响
种植时间为2018年12月4日至2019年1月5日，地点为华南

农业大学试验基地23号棚. 菜心品种和营养液配方与前期一

致. 共6个处理，每个处理种3箱，每箱6株，在种植初期加入

11 L营养液，保证菜心苗根尖刚好接触到营养液液面. 

在定植菜心苗的同时，将前期试验中从菜心中分离出的

菌株在LB液体培养基中进行扩大培养，条件为37 ℃摇床培

养72 h，之后把菌液按照不同处理加入各组 无土 栽培营养

液中. 

1.10  菜心品质的定量测定
测定指标为6种不同处理的菜心样品的相对叶绿素含量

（SPAD）和可溶性糖含量. 用Konka Minolta SPAD-502叶绿素

仪测定相对叶绿素含量；将各组菜心于恒温鼓风干燥箱中75 
℃烘干24 h后，用蒽酮比色法 [17]测定1.0 g干样中可溶糖含量. 

利用SPSS比较6种不同处理间菜心的指标是 否有显著

差异，统计方法为Duncan’s新复极差法（DMRT），柱状图用

Excel 绘制. 

2  结果与分析

2.1  菜心内生细菌分离结果
如表1所示，本试验总共从无土栽培和土壤栽培的菜心

中分离出31株内生细菌，其中从无土栽培菜心中分离出17株

内生细菌，土壤栽培的菜心中分离出14株内生细菌. 两种栽

培方式的菜心中，从根部分离出的细菌共有22株，其中无土

栽培的菜心根部9株，土壤栽培的菜心根部13株；叶部4株，

其中无土栽培的菜心叶中3株，土壤栽培的菜心叶中1株；花

中4株，均来源于无土栽培的菜心；茎部1株，来源于无土栽

培菜心. 细菌数量为根＞叶和花＞茎. 

2.2  不同栽培基质菜心中可培养内生细菌数量
如表2所示，通过平板涂布计数法得知，土壤 栽培菜心

的各组织中菌落数都多于无土栽培菜心菌落数量. 说明土壤

栽培菜心中可培养内生细菌数量高于无土栽培菜心. 

2.3  菜心内生菌唯一碳源利用多样性分析
如表3所示，土壤栽培的菜心中内生菌（包括内生细菌）

的碳源利用率较高，达到88.1% ± 1.3%；无土栽培的菜心中的

内生菌（包括内生细菌）的碳源利用率较低，为75.8% ± 3.4%. 

2.4  IS-PCR指纹图谱分析
根据IS-PCR指纹图谱的结果，使用TREECONW将31株

表1  不同栽培基质菜心内生细菌
Table 1  The endophytic bacteria from Chinese flowering cabbage of different culture mediums

菌株
Strain

分离部位
Origin

来源
Source

培养基
Medium

菌株
Strain

分离部位
Origin

来源
Source

培养基
Medium

WCG01 根 Root 无土栽培 Soilless culture LB WCH05 花 Flower 无土栽培 Soilless culture LB
WCG05 根 Root 无土栽培 Soilless culture LB SCG06 根 Root 土壤栽培 Soil culture PCA
WCG0701 根 Root 无土栽培 Soilless culture LB SCG0801 根 Root 土壤栽培 Soil culture PCA
WCG0702 根 Root 无土栽培 Soilless culture LB SCG0802 根 Root 土壤栽培 Soil culture PCA
WCG0703 根 Root 无土栽培 Soilless culture LB SCG09 根 Root 土壤栽培 Soil culture PCA
WCG08 根 Root 无土栽培 Soilless culture LB SCG1001 根 Root 土壤栽培 Soil culture PCA
WCG0901 根 Root 无土栽培 Soilless culture PCA SCG1002 根 Root 土壤栽培 Soil culture PCA
WCG10 根 Root 无土栽培 Soilless culture PCA SCG11 根 Root 土壤栽培 Soil culture PCA
WCG11 根 Root 无土栽培 Soilless culture PCA SCG1201 根 Root 土壤栽培 Soil culture PCA
WCJ0202 茎 Stem 无土栽培 Soilless culture LB SCG1204 根 Root 土壤栽培 Soil culture PCA
WCY0203 叶 Leaf 无土栽培 Soilless culture PCA SCG14 根 Root 土壤栽培 Soil culture PCA
WCY0301 叶 Leaf 无土栽培 Soilless culture PCA SCG15 根 Root 土壤栽培 Soil culture PCA
WCY0302 叶 Leaf 无土栽培 Soilless culture PCA SCG17 根 Root 土壤栽培 Soil culture LB
WCH02 花 Flower 无土栽培 Soilless culture LB SCG18 根 Root 土壤栽培 Soil culture LB
WCH03 花 Flower 无土栽培 Soilless culture LB SCY0302 叶 Leaf 土壤栽培 Soil culture PCA
WCH04 花 Flower 无土栽培 Soilless culture LB
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细菌聚为9类（图1）. 不同类群的指纹图谱的条带数量和大

小之间存在明显区别，显示了各类群之间分子水平上的差异. 

结合内生细菌分离结果（表2）可得，同时存在于土壤栽
培和无土栽培的类群有4个，为类群Ⅰ、类群Ⅲ、类群Ⅵ和类
群Ⅷ. 只存在于无土栽培菜心中的类群有3个，为类群Ⅳ、类
群Ⅶ和类群Ⅸ. 只存在于土壤栽培菜心中的类群有2个，为类
群Ⅱ和类群Ⅴ. 

2.5  16S rRNA基因序列分析	
从每 个类群中选出一 个代表性菌株，使用25f和1 492r

这对引物其进行扩增，测序后，登录NCBI进行BLAST，获得
模式菌株序列比对结果（表4），进而采用邻接法（Neighbor-
joining）构建系统发育树（图2），计算次数为1 000次. 

2.6  代表性菌株生理生化及功能试验
如表5所示，类群Ⅲ、类群Ⅴ、类群Ⅶ和类群Ⅸ的代表菌

株均能将葡萄糖分解为丙酮酸，再进一步产生其他有机酸，
使培养液pH值小于4.2，从而使甲基红显红色；类群Ⅱ、Ⅲ、
Ⅳ、Ⅵ、Ⅷ、Ⅸ的代表菌株代谢葡萄糖的过程中，产生的乙酰
甲基甲醇经过一系列反应后，其产物同精氨酸反应显示红
色；类群Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅷ的代表菌株可以还原培养基中
的NO3

-，使之成为NO2
-，并进一步还原为NH3和N2，使格利斯

亚硝酸试剂变为红色，粉红色或是棕色；类群Ⅲ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅷ
的代表菌株可以分泌蛋白酶，将明胶降解为小分子物质，使

表2  不同栽培基质菜心（CFU）中可培养内生细菌数量（nCFU/g-1, FM）
Table 2  The number of culturable endophytic bacteria from CFC (Chinese 
flowering cabbage) of different culture medium (nCFU/g-1, FM)

样品
Sample

根
Root

茎
Stem

叶
Leaf

花
Flower

土壤栽培菜心 
Soil cultured CFC 264.3 ± 8.8** 67.3 ± 5.3** 82.5 ± 15.6* 153.8 ± 3.6*

无土栽培菜心 
Soilless cultured CFC 11.2 ± 0.3 0.8 ± 0.2 5.4 ± 0.7 126.7 ± 7.3

表中数据为3次重复的平均值 ± 标准误. 
The data in the table are the average ± standard errors of 3 repetitions. 
* P < 0.05; ** P < 0.01. 

表3  菜心（CFU）内生菌碳源利用情况
Table 3  The utility of carbon source of endophytic microbes in CFC 
(Chinese flowering cabbage)

样品
Sample

可利用碳源数量
Number of useable carbon 

source

碳源利用率
The carbon utility rate 

(r/%)

土壤栽培菜心 
Soil cultured CFC 83.7 ± 1.2* 88.1 ± 1.3*

无土栽培菜心 
Soilless cultured CFC  72 ± 3.2 75.8 ± 3.4

表中数据为3次重复的平均值 ± 标准误.  
The data in the table are the average ± standard errors of 3 repetitions. 
* P < 0.05.

图1  两种栽培基质菜心内生细菌IS-PCR指纹图谱相似性聚类图（UMPGA）. 
Fig. 1  The similarity clustering diagram of IS-PCR fingerprint of endophytic bacteria from Chinese flowering cabbage of two different culture medium 
(UMPGA).

 

SCG17 

WCH03 

WCJ0202 

WCG0703 

WCG08 

SCG06 
SCG15 
SCG11 
WCG11 
WCG01 
WCG10 
SCG0801 
SCG0802 

WCY0301 
WCY0302 
WCH02 
SCG09 

SCG1001 
SCG1002 

SCG1201 
SCG1204 
SCG14 
SCG18 
WCH04 
WCH05 

WCG05 
WCG0901 
WCG0701 
WCG0702 

WCY0203 
SCY0302

90%80%70%60%

Group 

Group 

Group 

Group 

Group 

Group 

Group 

Group 

Group 



1424

应用与环境生物学报   Chin J Appl Environ Biol           http://www.cibj.com/

6期土壤栽培和无土栽培菜心中内生细菌比较及分离鉴定

其失去凝胶特性，在4 ℃低温下无法凝固；类群Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、
Ⅷ的代表菌株可通过两步水解，将精氨酸分解，使培养基pH
下降，酚红显黄色；类群Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ的代表菌株可以分解柠檬

酸盐作为碳源，产生的二氧化碳与培养基中的钠离子结合成

Na2CO3，使培养基中的溴麝香草酚蓝显蓝色. 

在 功 能 方 面 ，属 于 类 群Ⅰ的 W C G 0 7 01、属 于 类 群

ⅣWCG05、属于类群Ⅶ的WCG08有一定的分泌生长素能力. 

属于类群Ⅷ的SCG06能产生铁载体. 

表4  代表菌株16S rRNA基因序列同源性比对结果
Table 4  The similarity of 16S rRNA gene sequence of the representative strains compared with known species

类群
Type

菌株
Strain

GenBank登录号
GenBank accession number

 相似性最高的模式菌株
The most similar model strain

相似性
Similarity (r/%)

Ⅰ WCG0701 MK838446 Bacillus badius 110T 98.3
Ⅱ SCG0802 MK843271 Rhizobium tropici CIAT 899T 99.4
Ⅲ SCG1002 MK843272 Bacillus subtilis IAM 12118T 99.9
Ⅳ WCG05 MK843302 Microbacterium paraoxydans CF36T 99.5
Ⅴ SCG14 MK843250 Leifsonia soli TG-S248T 98.9
Ⅵ WCH02 MK843306 Sphingomonas panaciterrae DCY91T 99.6
Ⅶ WCG08 MK843304 Bacillus oleronius DSM 9356T 99.4
Ⅷ SCG06 MK843234 Alcaligenes faecalis sub sp. parafaecalis GT 99.6
Ⅸ WCG01 MK843300 Agrobacterium tumefaciens NCPPB 2437T 98.9

图2  代表菌株系统发育树. 标尺为核苷酸碱基差异，分支处的数字为1 000次的自展支持率（%），上标T为模式菌株标号，括号内为模式菌株的NCBI
登记号. 
Fig. 2  Phylogenic tree of representative strains based on 16S rRNA gene sequence. The scale shows the nucleotide base difference, the number at the branch is the self-
expanding support rate (%) of 1 000 times, the superscript T is the model strain label, and the NCBI registration numbers of the representative  strain are in parentheses.
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2.7  接种不同内生菌对无土栽培菜心品质的影响
根据IS-PCR和16S rRNA基因序列的测定结果，Ⅰ、Ⅲ、

Ⅵ、Ⅷ4个类群同时存在于无土栽培和土壤栽培菜心中，Ⅳ、

Ⅶ、Ⅸ3个类群只存在于无土栽培菜心中，Ⅳ、Ⅶ、Ⅸ3个类群

只存在于土壤栽培菜心中（图3），选择每个类群中的一株菌

作为代表性菌株进行栽培试验. 如表6所示，每个处理中，

分别加入 20 mL每种细菌的菌液，并设 置不加细菌的对照. 

每组3个重复，求各组数据的平均值和标准误，统计方法为
Duncan’s新复极差法（α = 0.05），统计结果见图4. 

 
CFC of soilless culture CFC of soil culture

Group IV

Group VII 

Group IX 

Group I 
Group III 
Group VI 

Group VIII 

Group II 

Group V 

图3  两种栽培方式菜心（CFC）中内生细菌分布情况.
Fig. 3  Distribution of endophytic bacteria from two different culture types 
of CFC (Chinese flowering cabbage). 

表6  不同处理无土栽培菜心中回接菌株列表
Table 6  The representative strains added to the soilless culture solution of 
CFC (Chinese flowering cabbage)

处理
Treatment 

加入菌株
The representative strains added to the soilless culture solution

1 WCG05 (Ⅳ), WCG08 (Ⅶ), WCG01 (Ⅸ), WCG0701 (Ⅰ), 
SCG1002 (Ⅲ), WCH02 (Ⅵ), SCG06 (Ⅷ)

2 SCG0802 (Ⅱ), SCG14 (Ⅴ), WCG0701 (Ⅰ), SCG1002 (Ⅲ), 
WCH02 (Ⅵ), SCG06 (Ⅷ)

3 SCG0802 (Ⅱ), SCG14 (Ⅴ)
4 WCG05 (Ⅳ), WCG08 (Ⅶ), WCG01 (Ⅸ)
5 WCG0701 (Ⅰ), SCG1002 (Ⅲ), WCH02 (Ⅵ), SCG06 (Ⅷ)

CK 无 Without

每个处理中，分别加入20 mL每种细菌的菌液. CK为对照组. 括号中为类
群编号. 
Add 20 mL of liquid medium of each strain to each dispose. CK means control 
group. The group numbers are in the brakcts.

在95%的置信度下，处理3的相对叶绿素含量值 显著高

于对照，与其他组无显著差异；处理3的可溶糖 含量显著高

于对照以及其他处理（图4）. 

3  讨论与结论

不同类 群内生菌的 插入 序列（IS）位 置和数 量存在 差

异，因此许多学者 [15-16, 18-19]运用IS-PCR技术对内生菌进行聚

类分析，本研究通过此技术将31株内生菌分为9个类群，与各

类群菌株的16S rRNA基因序列比对结果相互印证，进一步

体现了该结果的可靠性；聚类结果显示，在土壤和无土两种

不同栽培方式下种植的菜心，其内生菌的种类和数量存在差

异；平板计数结果表明，土壤栽培的菜心体内内生菌的数量

高于无土栽培菜心；Bio-BIQA碳源利用板的结果显示，土壤

栽培的菜心中内生菌的碳源利用率要高于无土栽培菜心；进

一步的功能测定试验中分离得到3株具有产生长素能力的菌

株；1株具有产铁载体功能的菌株；无土栽培菜心的回接实

验表明，菌株SCG0802和SCG14能显著提高菜心的相对叶绿

素和可溶性糖含量. 

土壤栽培的菜心体内内生菌的数量高于无土栽培菜心，

可能是由于土壤中有机质丰富，而营养液中的有机物数量有

限，所以在生长期间会有更多的内生菌从根部等 位置侵 入

菜心体内，与菜心共生，因此体内可培养内生菌的数量远多

于无土栽培菜心中的数量. 其中，两种栽培方式的菜心根和

花中内生菌数目较多，可能是根是内生细菌进入植物的首要

通道，同时根作为植物吸收无机养料的器官，有多种无机离

子；而相比于茎和叶，花中有较丰富的次生代谢物，因此这两

个器官中有更多的细菌生长繁殖. 

土壤栽培的菜心中内生菌的碳源利用率高于无土栽培

菜心，可能的原因是土壤可利用的碳源种类更多，土壤栽培

菜心中可培养微生物的碳代谢比无土栽培菜心中的更为多

样化，能产生 更多的生化 反 应，使 菜心组织中的微 生物的

碳源利用情况更为多样化，这也可以解释从 土壤 栽培的菜

心中分离出的菌株SCG0802和SCG14能提升无土 栽培菜心

的品质的现象. 得到的3株具 有产生长素能力的菌株，其中
WCG05被鉴定为Microbacterium sp.，WCG0701和WCG08均被

鉴定为Bacillus sp.，相关研究报道也表明这两个属的菌株具

有产生长素功能 [20-22]；铁载体功能的定性试验中，得到属于
Alcaligenes sp.的SCG06菌株，Sayyed和Patel以及Khanolkar等
的研究结果 [23-24]也表明此属菌株具有产铁载体功能. 

菜心的回接实验结果表明处理3的菜心的相对叶绿素和

可溶性糖含量均高于对照，说明土壤栽培的菜心中分离得到

的菌株SCG0802和SCG14能提高无土栽培菜心的品质，这与

表5  代表菌株的生理生化及功能试验结果
Table 5  The physiological and biochemical properties of the representative strains

菌株 Strain WCG01 WCG05 SCG06 WCG0701 WCG08 SCG0802 SCG1002 SCG14 WCH02
柠檬酸钠 Citrate utilization - + - - - + + - -
明胶 Gelatin - - + - + - + + -
硝酸盐还原 Nitrate reduction - + + + + - + + -
乙酰甲基甲醇 Voges prokauer + + + - - + + - +
甲基红 Methyl red + - - - + - + + -
精氨酸双水解 Arginine dihydrolase - + + - - - + + -
生长素 Indoleacetic acid - + - + + - - - -
铁载体 Siderophore - - + - - - - - -

“+”为阳性反应，“-”为阴性反应. 
“+” is positive reaction, “-“ is negative reaction.
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前人对柳树[25]、花生 [26]的研究结果一致，可能原因是它们在

菜心体内的定殖能力较强，并具有对菜心的生理生化过程进

行调控的能力[27]，如提高菜心体内的酶活性 [28]，增加菜心体

内N、Mg含量，从而提高叶绿素含量，增强光合作用，促进

菜心生物量增加 [29]. 因此可推断菌株SCG0802和SCG14具有

开发成微生物制剂的潜力. 

本研究分离所得菌株均为可培养内生菌，有些内生菌在

培养基上可以存活，但无法繁殖形成菌落，即所谓VBNC状

态（Viable but nonculturable，存活但不可培养）[30]，因此传统

方法获得的微生物只占环境中微生物总数的1/10左右，仅靠

传统方法不能充分显示菜心中内生细菌的分布状况 [31]，因而

需要更先进的技术手段进行更深入的科学验证. 另外，内生

菌的组成也与植物生长环境、季节、发育阶段等多方面因素

相关 [32-35]，本研究由于条件和时间限制只使用了水培和菜园

土盆栽进行对比，因此还可以进一步设计不同季节、栽培基

质及营养液配方的栽培试验，以获得更加全面的试验结果. 
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图4  菜心（CFC）的品质（N = 3）. 图中柱代表3次重复的平均值，误差棒代表每组数据的标准误，不同字母代表0.05水平下的显著差异. 横轴数
字和字母代表不同处理. 可溶性糖的含量是菜心地上部干样中的含量. 
Fig. 4  The quality of Chinese flowering cabbage (CFC, N = 3). The column represents average of 3 repeats, the error bars represent the standard deviation of each 
group of data and different letters on the columns show the significance level of difference at 0.05 level. The number under the x-axis means different treatment. The 
soluble sugar content was the content in the dry sample of CFC’s shoot.
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