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19 9 2 年，K l o e p p e r首 次 提 出了“ 植 物 内 生 细 菌 ”

（Endophytic bacteria）的概念，即指能够定殖在健康植物细

胞间隙或细胞内，并与寄主植物建立和谐联合关系的一类细

菌 [1]. 根据内生细菌与植物的关系可以将其分为兼性内生细

菌和专性内生细菌. 根据宿主专一性的不同，又可以将内生

细菌分为专一宿主内生细菌和多宿主内生细菌 [2]. 内生菌具

有固氮、促生长、抗胁迫、抗摄食、抗病原真菌和细菌危害以

及他感等作用[2-3]. 植物内生菌已成为国内外竞相研究的热点. 
我国植物种质资源丰富，按照每种植物至少有1种特有

的内生菌估算，我国的内生菌资源是极其丰富多样的. 我国

植物内生菌研究主要集中在一些药用植物、农作物和蔬菜

上，对珍稀濒危植物的内生菌目前报道的有红豆杉、珙桐、

银杏和香樟等 [4-7]. 桫椤（Alsophila spinulosa）又名树蕨、刺桫

椤，属真蕨纲桫椤科桫椤属桫椤亚属，是一种高大的树形蕨

类植物[8]. 两亿年前，在地球中生代侏罗纪、白垩纪时期曾盛

极一时，与大型爬行动物恐龙同生共荣 . 第四纪冰川期后，

桫椤濒临灭绝，仅少数在适宜环境中生息繁衍，成为当今一
种十分珍贵的冰川前期古生孓遗植物，被誉为“蕨类植物之
王”、“古生物活化石”. 我国曾将其列为Ⅰ级保护植物，现为

Ⅱ级保护植物. 桫椤作为地球历史的见证，对研究古生物、古

植物、古地质、古气候、古环境的演变，对探索生物进化的奥
秘，都具有重要的研究价值. 目前对桫椤的研究报道主要集
中在桫椤种群分布、生理生态、组织化学以及引种栽培等方
面[9-11]，但有关桫椤内生菌的研究尚未见公开报道. 对桫椤内
生菌进行了分离鉴定，研究其生物多样性、生物学特征，阐
明其与宿主植物的相互关系以及探索其实际应用的可能性
等，可以为更好地保护和利用好桫椤这一珍稀野生植物资源
提供科学依据. 

1  材料与方法
1.1  材 料
1.1.1  分离材料   实验所用桫椤叶和叶柄，于2010年9月11日

从贵州省赤水桫椤国家级自然保护区采集，带回实验室后，

立即进行表面冲洗、消毒等处理及内生菌分离. 
1.1.2   主要试剂和仪器     Tr i s、EDTA、Tr i s平 衡 酚（北

京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司）；S D S（S i g m a）；琼 脂 糖 [ 基

因 科 技（上 海）有 限 公 司 分 装 ]；P C R 扩 增 试 剂 盒（北
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京 全 市 金 生 物 技 术 有 限 公 司）；16 S  r D N A  P C R 扩 增

引物为 27f:  5′- GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′，1525r : 
5′-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3′（由上海捷瑞生物工程

有限公司合成）. PCR扩增仪为S1000TM Thermal Cycler（Bio-
Rad）；WD-9413A 凝胶成像分析仪、DYY-10C型电泳仪（北京

市六一仪器厂）. 
1.2  方 法
1.2.1  内生细菌分离    （1）表面消毒：参考文献[5]和[12]介
绍的方法并作必要改动：将采集的新鲜桫椤的叶和柄分别用

流水冲洗，风干表面水分，剪成小块或小段，用无菌水漂洗2
次，75%酒精浸泡1 min，再用2% NaClO溶液浸泡3 min，转入
75%酒精中浸泡30 s，接着用无菌水漂洗3次，将剪成的叶块

和柄段平放于NA平板上，28 ℃培养2-3 d. 取最后一次漂洗液

涂布于NA平板作为对照. （2）内生细菌的分离和纯化：将NA
平板上组织块下和周缘长出的菌落或菌苔用平板划线稀释

分离法转接于NA空平板，待长出单菌落后，再划线稀释分离
1-2次，最终获得纯培养物，转NA斜面保存. 
1.2.2  形态特征观察    参考文献[13]和[14]介绍的方法对35
株纯培养物进行菌落形态、细胞形态（革兰氏染色和芽孢染

色）观察，并根据其形态学特征对分离菌株进行初步分类. 
1.2.3  生化特征观察    参考文献[13]、[14]和[15]介绍的方法

进行以下生化反应：糖发酵实验、甲基红试验、V-P试验、硝

酸盐还原、柠檬酸盐利用、大分子物质水解、接触酶试验、

尿素酶试验. 
1.2.4  内生细菌基因组DNA提取    基因组DNA的提取参照

文献 [16]介绍的方 法并根据实际情况 适当调整：（1）取1.5 
mL菌悬液放入2 mL的无菌EP管中，12 000 r/min离心1 min，

弃上清液 . （2）沉淀加530 μL TE缓冲液，反复吹打使之重

悬，再加40 μL 20% SDS，混匀，65 ℃水浴1 h. （3）加入100 
μL 5 mol/L NaCl混匀，再加80 μL CTAB/NaCl混匀，65 ℃水

浴10 min. （4）加入750 μL氯仿/异戊醇（24:1），混匀，离心4-5 
min，取上清液. （5）加入等体积酚/氯仿/异戊醇（25:24:1）混

匀，离心5 min，取上清液. （6）加入0.6倍体积的异丙醇沉淀
DNA，离心，弃上清液. （7）50 μL 70%乙醇洗涤DNA，弃上清

液，干燥. 加50 μL TE缓冲液，保存. 

1.2.5  16S rRNA基因的PCR扩增    PCR反应体系（50 μL）：

引物27f 1 μL，引物1525r 2 μL，PCR Mix 9.5 μL，模板1 μL，dd 
H2O 37.5 μL. 反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 50 s，59 ℃ 2 min，
72 ℃ 2 min，30个循环；72 ℃，10 min. 
1.2.6  测 序    选取4株内生细菌的16S rDNA PCR扩增产物

交由上海生工生物工程有限公司测序. 
1.2.7  同源性比对及系统发育分析    登陆NCBI（http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/）利用BLAST将测序结果与GenBank中的已

知序列进行比对，查找相似性最高的菌株，并根据16S rDNA
序列相似性进行分子鉴定. 以4株内生细菌、2株同源性菌株

和3株不同属的参比菌株的16S rDNA序列为基础，用MEG 5.1
软件构建出系统发育树. 

2  结果与分析
2.1 桫椤内生细菌的分离及初步鉴定

通过植物内生菌一般分离培养方法和平板划线稀释纯

化方法从桫椤叶和柄中共分得内生细菌35株，其中20株来

自柄，15株来自叶. 革兰氏染色和芽孢染色显微镜观察发现
35株内生细菌革兰氏染色阳性，多数杆状，少数呈球状；均

产芽孢，芽孢多为近端生、卵圆形，极少数为端生、圆形. 从
中挑选出4株进行了生化反应（表1）. 从表1可以看出：桫椤

内生细菌ASP17和ASL21除在半乳糖发酵、甲基红试验、硝

酸盐还原和脂肪水解上存在差异外，其余各项表现均一致；

而ASL23和ASL24除在半乳糖和木糖发酵上存在差异外，在
V-P试验、甲基红试验、硝酸盐还原和脂肪水解上亦存在差

异. 这说明ASP17和ASL21 之间在形态学和生理生化特征上

更为接近，而ASL23和ASL24之间相距较远. 
2.2  部分菌株16S rDNA的PCR扩增

根 据菌株间形态学上的差 异，挑 选 20株内生细菌，以

其基因组DNA为模板，用16S rDNA PCR扩增通用引物27f和
1525r，进行PCR扩增，通过1.6%琼脂糖凝胶电泳检测发现，

除19（ASL11菌株）和20（ASL35菌株）扩增失败外，其余18株

桫椤内生细菌16S rDNA扩增全部获得成功，扩增出约1 400 
bp大小的DNA条带（图1）. 19（ASL11菌株）和20（ASL35菌

株）扩增失败是由于PCR扩增前加样失误造成的，后来重新

表1 桫椤内生细菌的形态学鉴定和生理生化反应
Table 1  Morphological and biochemical characteristics of endophytic bacteria from Alsophila spinulosa

菌株 
Strain

革兰氏反应
Gram stain

形状
Shape

内生孢子
Endospore

发酵试验 Fermentation test
葡萄糖
Glucose

半乳糖 
Galactose

木糖 
Xylose

蔗糖 
Sucrose

麦芽糖 
Maltose

山梨醇 
Sorbitol

甘露醇 
Mannitol

甘油 
Glycerol

ASP17 + 杆状 Rod-shaped + + - + + - - + - + - - - - - - -
ASL21 + 杆状 Rod-shaped + + - + - - - + - + - - - - - - -
ASL23 + 杆状 Rod-shaped + + - - - - - - - - - - - - - - -
ASL24 + 杆状 Rod-shaped + + - + - - - - - + - - - - - - -

菌株 
Strain

V-P 试验
V-P test

甲基红试验 
Methyl red 

test

盐试验 
Citrate 

test

过氧化氢
酶试验 

Catalase test

硝酸盐还原试验
Nitrate reduction 

test

尿素酶分解
试验

Urase test

脂肪分解
试验

Lipolysis test

明胶液化试验 
Gelatin 

liquefaction test

淀粉水解
Amylohydrolysis 

test
ASP17 + + - + - + + + +
ASL21 + - - + + + - + +
ASL23 + - - + - + - - -
ASL24 - + - + + + + - -

“+”：阳性或能利用；“-”：阴性或不能利用. 糖发酵中“++”表示产酸产气，“+-”表示产酸不产气，“--”表示不产酸不产气
 “+” = positive or utilizable; “-” = negative or not utilizable; “++” = producing both acid and gas;“+-” = producing acid but no gas; “--” = producing no acid and 
gas in saccharides fermentation test
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对这两个菌株进行了16S rDNA PCR扩增，获得了满意的结果. 
这再次说明通用引物27f和1525r以及所采用的PCR反应体系

和扩增程序比较适合用于细菌16S rDNA PCR扩增. 
2.3  16S rDNA PCR扩增产物测序

选取ASP17、ASL21、ASL23、ASL24将其PCR扩增产物

送上海生工生物工程有限公司测序，4株细菌测序均得到测

序结果. 
2.4  同源性比对与分类鉴定

利用4株细菌的测序结果，登陆NCBI，利用BLAST软件

进行同源性比对，比对结果见表2. 根据相似性≥98%作为同种

的划分标准，相似性≥95%作为同属的划分标准，并结合形态

学和生化反应特征，根据文献[17]，可将ASP17和ASL21初步鉴

定为Bacillus thuringiensis，ASL24可初步鉴定为Lysinibacillus
属，而ASL23可能为与Lysinibacillus相近但不同的属. 
2.5  系统发育分析

对4株 内 生 细 菌 和 2 株 同 源 性 菌 株，另选 取 3株 参比

菌株 [Planococcus rif ietoensis strain M8（NR_025553），
Planomicrobium okeanokoites strain IFO 12536（NR_025864），
Marinibacillus campisalis strain SF-57（NR_025716）]，利用
MEGA 5.1建系统发育树（图2）：ASL23和ASL24及其同源

菌株Lysinibacillus fusiformis strain DSM 2898聚为一支，而
ASP17、ASL21及其同源菌株Bacillus thuringiensis strain IAM 
12077和3株参比细菌聚为另一支. 但ASL21比ASP17与Bacillus 
thuringiensis strain IAM 12077亲缘关系更近，ASL24比ASL23
与Lysinibacillus fusiformis strain DSM 2898亲缘关系更近；另

一方面桫椤内生细菌ASP17和ASL21之间比ASL23和ASL24之

间亲缘关系更近. 这与综合鉴定的结果一致. 

3  结论与讨论
通过植物内生菌一般分离培养方法，从贵州赤水桫椤

国家级自然保护区桫椤的叶和柄中共分离到内生细菌35株 . 
革兰氏染色和芽孢染色镜检观察发现：革兰氏染色阳性，均

产芽孢 . 根据形态学和生化反应特征以及16S rDNA测序和
BLAST比对，ASP17和ASL21可初步鉴定为苏云金芽孢杆菌

（Bacillus thuringiensis），ASL24可初步鉴定为Lysinibacillus，
而ASL23可能为与Lysinibacillus相近但不同的属，其内生细菌

表现出一定的多样性. 系统发育分析发现：4株内生细菌中，
ASP17和ASL21关系较近，与Bacillus thuringiensis strain IAM 
12077聚为一支，而ASL23和ASL24关系较近，与Lysinibacillus 
fusiformis strain DSM 2898聚为一支，但ASP17和ASL21之间比
ASL23和ASL24之间具有亲缘关系更近. 

植物内生菌是一种潜在的重要的微生物资源，能促 进

宿主植物生长、增强植物 抗逆性以及增强其抗病虫害能力

等，有望开发成植物生长促进剂和生物农药. 如苏云金芽孢

杆菌由于能产生δ内毒素对昆虫幼虫起毒杀作用而成为当今

应用最广泛的细菌杀虫剂. 卢兰兰等从滇池蓝藻水华集聚区

分离到的一株溶藻细菌DC-L14，经16S rDNA序列分析鉴定

为Lysinibacillus fusiformis，能分泌非蛋白类溶藻物质 [18]. 何
敏艳从电镀废水中分离到一株高效铬还原菌Lysinibacillus 
fusiformis ZC1 [19]，据称L. fusiformis ZC1是至今为止已经报道

的铬（Ⅵ）还原效率最高的细菌，并且其还有多种重（类）金

属抗性. 桫椤生长环境海拔低、温度较高、湿度较大，适合藻

类生长，从桫椤叶中分离到的内生细菌ASL24是否也有溶藻

作用，以及其是否具有增加宿主植物桫椤抗重金属胁迫的功

能等值得深入研究. 
据报道，内生菌在宿主植物科、种以及组织水平上都存

在着一定的专一性，但由于 试 验所采用内生菌分离培养技

术是沿袭了传统的微 生物学分离培养方 法，能够 分离到的

微生物是极其有限的. 这次从桫椤分离到的内生细菌总数较

少，加之送去测序的仅有4株，所以是否存在其特有的内生菌

图1  20株内生细菌16S rDNA的PCR扩增结果

Fig. 1  Results of 16S rDNA amplified by PCR
M为200 bp DNA Ladder；图顶端数字1、4、8、17分别代表菌株ASL23、ASP17、ASL23、ASL24
M indicates 200 bp DNA Ladder. Numbers 1, 4, 8, 17 above the figure represent strains ASL23, ASP17, ASL23, ASL24, respectively

表2  16S rDNA扩增产物序列相似性比对
Table 2  Comparison of 16S rDNA of the four strains

菌株
Strain

来源
Origin

注册号
Accession No.

同源菌株
The nearest type strain

相似性
Identity

ASP17 Petiole NR043403 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 99%
ASL21 Leaf NR043403 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 99%
ASL23 Leaf NR042072 Lysinibacillus fusiformis strain DSM 2898 93%
ASL24 Leaf NR042072 Lysinibacillus fusiformis strain DSM 2898 97%
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群，还有待进一步研究. 2006年，中国科学院昆明植物研究

所曾英研究组构建了世界首例植物内（共）生菌宏基因组文

库 [20]，开创了植物内（共）生菌宏基因组研究的先河. 由于内

生菌可产生与宿主植物相同的活性物质或其前体 [20-21]，利用

能产活性物质或其前体的内生菌，通过微生物发酵生产新型

活性物质，创制高效、绿色环保的新药，或利用现代生物工

程技术，直接克隆有关基因或基因簇，构建基因工程菌，实

现活性物质的工业化生产，必将成为未来内生菌研究新的热

点和重点. 
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图2 基于16S rRNA序列的系统发育树
Fig. 2  Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences

标尺，1%的序列分歧  Bar, 1% sequence divergence


