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摘要：【目的】为了解油樟产芽孢内生细菌的多样性。【方法】采用改良的牛肉膏琼脂培养基分离、去除冗余

及芽孢染色，测定所得产芽孢内生细菌的 /0- :P.Q 基因，进行系统发育分析。【结果】!+ 株产芽孢内生细菌

数量占分离得到的内生细菌总数的 %FR/S，其中根、茎、叶中分别分离得到 *! 株、$ 株和 " 株。/0- :P.Q 基

因序列系统发育分析结果表明，%# 株菌可能分属于 .$"&**/0、120&-&)$"&**/0、3$4-&)$"&**/0 属的 /0 个种，还有 #
株菌的序列与数据库中典型菌株序列相似性低于 "$S，代表着潜在新类群的存在。【结论】从油樟 % 个部位

分离出的产芽孢内生细菌存在明显的系统发育多样性，而且 % 个部位分离出的产芽孢内生细菌区系既呈现

出一定程度的细菌区系相似性，又表现出器官细菌区系的特异性。
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油 樟［ 5&--$6(6/6 *(-+47$-&"/*$#/6（T(@U<H）

.> 14(8）］是我国特有的天然芳香油生产树种，油樟

叶可经水蒸气蒸馏得到由几十种不同沸点的化学物

质组成的油樟油（粗樟油）。油樟油的精加工产品为

国防、轻工、医药等方面重要的稀有原料；在香精香

料工业中，也占有重要的地位［/］。来自宜宾市科技

局和林业局的信息表明，全国 0#S的油樟分布在宜

宾，宜宾樟油产量占全国总产量的 $#S左右。而且

文献资料表明，宜宾油樟几乎不发生植物病害，从未

有大面积植物病害爆发的记载。已有许多研究结果

表明，植物中的内生细菌对宿主具有抗病促生的能

力［*］，而且从植物中分离的内生细菌中，产芽孢菌占

有相当的比例［%］。

同时，产芽孢的细菌是一类重要的微生物类群，

在国民经济诸多方面均有重要的应用价值。特别是

由于其对环境有很强适应能力，作为生物菌剂在生

物防治方面和促进植物生长方面有着重要的应用价

值，目前已有许多关于芽孢杆菌作为生物菌剂的研

究［! & $］。虽然国内研究者做了大量芽孢杆菌的分离

与鉴定工作，但主要侧重于土壤来源芽孢杆菌，专门

针对植物源的芽孢杆菌研究开展较少。到目前为

止，虽然国内外对各种植物内生细菌的研究中基本

都涉及产芽孢内生细菌，但专门针对一种植物的产

芽孢内生细菌的系统研究开展极少，仅见陈兰等对

几种药用植物内生芽孢杆菌的系统分类报道［F］。

通过对油樟这种我国特有的产油植物的内生产

芽孢细菌的研究，不仅可以获得一些有用的微生物

资源，还可以为更好地开发利用油樟这种我国特有

的经济树种奠定一定的基础。

! 材料和方法

!"! 材料



!"!"! 样品采集：油樟采自四川宜宾县隆兴乡油樟

母树繁育基地，采样时间为 !""# 年 $ 月下旬，采样

点为该县最大的油樟母树繁育基地（宜宾县油樟数

量占全国油樟总数的 %$&左右）。在油樟母树林中

$" ’! 范围内，选取无明显植物病害而且树龄（胸径

!" (’ ) *" (’）接近的油樟树 !" 棵分别采集根、茎、

叶。采集后马上回实验室进行分离。

!"!"# 植物组织无菌水浸液的制备：取每种植物健

康植株的根（直径约 + ’’ ) $ ’’）、茎（+ 至 ! 年生的

枝条，直径约 $ ’’ ) +" ’’）、叶（随机选取）分别打

碎后等重量混合，称取 ," - 加入 !"" ’. 水，++$/灭

菌 !" ’01 后无菌纱布过滤。

!"!"$ 分离培养基：+""" ’. 牛肉膏蛋白胨培养基

中加入 !" ’. 无菌油樟根茎叶水浸液和 $ 万单位制

霉菌素。

!"!"% 主要试剂和仪器：234 仪为 5067489 公司产

品；菌株 :;< 提取、+%= >:;< 片段扩增所用的各种

酶、?8>@A>、9;B2C、5DEEA> 等试剂为上海生物工程技

术服务有限公司产品（=81-61）；其余试剂均为国产

分析纯。

!"# 内生芽孢杆菌的分离及保藏

油樟叶内生细菌的分离：随机挑选树叶 !" 片，

洗净风干，#$&乙醇浸泡 %" C，无菌水冲洗 % 次，无

菌滤纸吸干，"F+&升汞浸泡 G" C，无菌水冲洗 % 次，

加无菌石英砂研磨，梯度稀释至 +"H *，每一稀释梯

度涂布 +" 个分离平板。茎（$ -）和根（$ -）的乙醇和

升汞处理的时间分别为 ! ’01 和 * ’01，$" C 和+ ’01。

每个样品都取最后一次无菌水洗液涂于相应平板

上，以检测表面消毒是否彻底。定期观察分离平板，

挑取单菌落划线纯化于牛肉膏蛋白胨斜面上。

根据菌落的颜色、大小、突起特征、边缘特征、表

面光滑与否和透明度等肉眼可辩的特征对从同一分

离器官内分离到的菌株去除冗余菌株。按照文献

［I］的方法进行芽孢染色观察，选择出的产芽孢的培

养物分别转接到甘油管存于 H #"/及试管斜面存于

G/备用。

!"$ 培养物 &’( 提取和 !)* +&’( ,-. 扩增

根据文献［+"］提供的方法，并适当修改。提取

培养物基因组 :;< 后，234 扩增 +%= >:;<。细菌引

物［++］!#E：$J7<K<KBBBK<B3BKK3B3<K7*J和 +$G+ >：
$J7<<KK<KKBK<B3 3<K33K3<7*J，234 反应体系和

反应条件参照文献［I］的方法进行。

!"% !)* +&’( 部分序列分析

扩增的 234 产物送上海生物工程技术服务有

限公司（=81-61）纯化并测序，测定序列长度 +""" LM
) ++"" LM。测定的序列用 NOB8P61 CA>QA> !F"［+!］在线

进行相似性分析。用 3RDCS8RT 按照最大同源性的原

则进行排序，采用 U0’D>87!［+*］计算核苷酸差异值，并

用 506N90S $F"FI 进行检验，最后用 ;A0-VL6>7W60101-
法［+G］构建系统进化树，自展数（L66SCS>8M）为 +"""。

# 结果和分析

#"! 油樟内生芽孢杆菌的分离

从分离的过程来看，油樟各部位经过表面消毒

后，最后一次冲洗的无菌水接种在相同的分离平板

上均未见菌落长出，可以初步认定分离到的菌株为

油樟的内生细菌。采样点选择多年生油樟树林，采

集了多株植株的样品进行混合，在一定程度上避免

了植物个体差异和环境条件偶然变化对结果的影

响。同时，不同部位表面消毒的条件经过了优化，在

一定程度上避免了表面消毒条件过于剧烈或过于温

和对多样性研究的影响［+$］。而且本研究采用在分

离平板中添加了分离样品汁液，尽量模拟了内生细

菌在宿主中的生活环境，保证了内生细菌尽可能地

被分离出来［+%］。

由于芽孢一般是细菌在营养生长不良的情形下

形成，""!" 通常在生长后期因外源营养物质缺乏或

环境条件胁迫引起。目前已经有一些报道表明一些

产芽孢细菌在营养丰富的培养基上也要数天才能产

生芽孢［+#］。本研究经过连续数天的检测，基本上保

证了分离得到细菌中产芽孢的细菌被筛选出来。在

实验过程中，也有一些产芽孢细菌在连续检测到第

* 天时才检测到芽孢。

从根、茎、叶分离到的菌落经过肉眼可见的表观

特征去除冗余后，再进行芽孢染色，结果见表 +。从

表 + 可以看出，根部分离得到的细菌数量和产芽孢

细菌的数量均远高于茎和叶分离出的细菌数量和产

芽孢细菌数量。而且，分离得到的细菌中，产芽孢细

菌占有较高的比例，尤其是叶中分离出的产芽孢细

菌占到了其总细菌菌株的 G$&。

表 ! 油樟产芽孢内生细菌分离情况
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!"! 系统发育分析

对 !" 株产芽孢细菌的 #$% &’() 进行测序，共

得到 !" 条有效序列（*+,-.,/ 序列号见图 #）。经

#$% &’() 序列相似性分析和系统发育分析（表 0，图

#），发现 !" 株产芽孢内生细菌体现出较为丰富的系

统发育多样性。

根中分离得到的 0! 株产芽孢内生细菌可能分

属于 !"#$%%&’ 属（#1 株）的 2 个种、()’$*$+"#$%%&’ 属（$
株）的 1 个种和 ,"-*$+"#$%%&’ 属（# 株）的 # 个种。有

! 株菌（3*!、3*$、3*!1、3*14）的序列与数据库中近

缘类 群 典 型 菌 株（分 别 为 !"#$%%&’ "*./0"#$’ )566
#!7825、!"#$%%&’ 1-2".-0$&1 9): #1!#25、!"#$%%&’
".034/"-&’ (69:- #02445、,"-*$+"#$%%&’ ’3%$ ’63"15 ）

序列相似性低于 48;，可能代表着 ! 个潜在新分类

单位。

茎中分离得到的 8 株产芽孢内生细菌中，可能

分属于 !"#$%%&’ 属（! 株）的 1 个种和 ()’$*$+"#$%%&’ 属

（0 株）的 0 个种，有 # 株菌（3<2）的序列与数据库中

近缘类群典型菌株（ ,"-*$+"#$%%&’ ’3%$ ’63"15）序列

相似性只有 4$;，可能代表 # 个新分类类群。

叶中分离得到的 4 株菌可能属于 !"#$%%&’ 属（7
株）的 7 个种、,"-*$+"#$%%&’ 属（1 株）的 0 个种和与

()’$*$+"#$%%& 属（# 株）的 # 个种。由于 3*14 与 3<2
的 序 列 均 与 在 *+,-.,/ 中 同 一 株 典 型 菌 株

（,"-*$+"#$%%&’ ’3%$ ’63"15）的序列最为接近，且相似

度都一样，且利用 =>5.?@, A+&B+& 0C"［#0］软件对 0 者

进行 比 对，发 现 0 者 序 列 相 似 性 为 44C7;，所 以

3*14 和 3<2 中可能同属于 # 个新分类单位。

综合系统发育分析并结合表 0 和图 # 可以看

出，分离出的产芽孢内生细菌至少分属于 1 个属的

#$ 个种，其中还有 7 株菌代表 ! 个潜在的新分类

类群。

表 ! 产芽孢内生细菌的 #$% &’() 序列相似性分析

5.DE+ 0 %FGFE.&FHI .,.EIAFA @J K.&HF.E #$% &’() A+LM+,N+A @J +,O@KPIHFN +,O@AK@&+QJ@&GF,R D.NH+&F.
(+.&+AH
&+E.H+O R+,MA 6E@A+AH &+E.H+O HIK+ AH&.F, &@@HA %FGFE.&FHIS; AH+GA %FGFE.&FHIS; E+.B+A %FGFE.&FHI S;

!"#$%%&’ !"#$%%&’ .-5&$%-*’$’ #"D5 1 44Q#"" # 44 # 44
!"#$%%&’ ./&0$*2$-*’$’ 9): #0"885 1 44Q#""
!"#$%%&’ "*./0"#$’ )566 #!7825 ! 4$Q#"" # 44
!"#$%%&’ 1-2".-0$&1 9): #1!#25 0 4$Q42 0 42Q44 # 44
!"#$%%&’ "%.$.&6$*$’ !#TU0D5 0 44Q#"" # #""
!"#$%%&’ ".034/"-&’ (69:- #02445 # 4$
!"#$%%&’ %-/-*’$’ :V-Q05 # 44
!"#$%%&’ "1)%3%$5&-7"#$-*’ )566 0117"5 # 44
!"#$%%&’ 60-*.-*’$’ V:* 0#21#5 # 44

VIAF,F+"#$%%&’ ()’$*$+"#$%%&’ ’4/"-0$#&’ (6’W #8$85 1 42 # 42
()’$*$+"#$%%&’ +303*$.3%-0"*’ 5Q#".5 # 42 # 44
()’$*$+"#$%%&’ 7&’$7301$’ (-X6 #78#85 0 42Q44 # #""

,"-*$+"#$%%&’ ,"-*$+"#$%%&’ ’3%$ ’63"15 # 4$ # 4$
,"-*$+"#$%%&’ %"#.$’ :- #28#5 # 48
,"-*$+"#$%%&’ +"0#$*3*-*’$’ -Y015 0 42Q44
,"-*$+"#$%%&’ .-00$2-*" )175 # 44

!"* 油樟 * 个部位分离出的产芽孢内生细菌多样性

根、茎、叶 中 分 离 出 的 产 芽 孢 内 生 细 菌 的

%P.,,@, 指数（8）分别为 0C7#10、#C8!84、#C8!84（与

典型菌株相似性低于 48;的菌株按新分类类群计

算）。可见从 1 个部位分离得到的产芽孢内生细菌

的系统发育多样性来看，根最大，叶次之，而茎最小。

1 个部位分离出的产芽孢内生细 菌 中，属 于

!"#$%%&’ 的菌株均最多（根 #$ 株，占根中分离出的产

芽孢内生细菌的 $$C8;；茎 ! 株，占 78C#;；叶 7 株，

占 77C$;）。 !"#$%%&’ 属的细菌在棉花、黄瓜、柑橘

树、马尾松等许多植物中被分离到，而且大多属于优

势属［0，#4］。根、茎、叶中分别有 $ 株、0 株和 # 株产芽

孢内生细菌属于 ()’$*$+"#$%%&’ 属。目前该属菌株主

要从土壤和水体等环境样品中分离得到，目前尚未

见从植物中分离出该属菌株的报道。根、茎、叶中分

别分离出 0 株、# 株和 1 株属于 ,"-*$+"#$%%&’ 属的产

芽孢内生细菌，该属的细菌也在黑松［1］和高丽人参

根部被分离到［0"］。

!"+ 油 樟 * 个 部 位 产 芽 孢 内 生 细 菌 区 系

（,-.&/01/&2）的相似性与特异性

从根、茎、叶产芽孢内生细菌 #$% &’() 序列与

数据库中各典型菌株序列相似性来看，仅有与
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图 ! 油樟产芽孢内生细菌的 !"# $%&’ 系统发育树
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!"#$%%&’ ()*&$%)+’$’ 和 !"#$%%&’ ,)-"().$&, 典型菌株序

列最为接近的产芽孢内生细菌在 ! 个部位均有分

布，共有 "# 株（根 $、茎 !、叶 %），占总数的 %$&#’（占

根内 分 离 所 得 产 芽 孢 内 生 细 菌 的 %#&(’、茎 的

)%&*’、叶 的 %%&%’）。而 与 !"#$%%&’ (/&.$+-$)+’$’、
!"#$%%&’ "(.01/")&’、!"#$%%&’ %)/)+’$’、2")+$3"#$%%&’ %"#($’
典型菌株序列最为接近产芽孢内生细菌只在根部分

离得 到（共 + 株，占 根 分 离 产 芽 孢 内 生 细 菌 的

%$&#’）。而 且 与 !"#$%%&’ "(.01/")&’ 4567! "%(**,

序列最为相似的菌株（-.)）代表着新分类单位的可

能 性 极 大。 而 与 !"#$%%&’ 8.)+()+’$’、2")+$3"#$%%&’
3".#$+0+)+’$’、2")+$3"#$%%&’ ()..$-)+" 典型菌株序列最

为接近的产芽孢内生细菌只在叶中分离到（共 ) 株，

占叶中分离产芽孢内生细菌的 ))&)’）。同样，与

!"#$%%&’ ",9%0%$*&):"#$)+’ 典型菌株序列最为接近产

芽孢内生细菌在茎部分离且只有 " 株（占茎中分离

得到的产芽孢内生细菌的 ")&!’）。

仅从 "+/ 0123 系统发育分析来看，油樟 ! 个部

位分离出的产芽孢内生细菌区系呈现出相似性的同

时，又表现出器官特异性。那些根茎叶共有（本研究

条件下分类地位相同）的产芽孢内生细菌，在根和叶

中的比例较低，而在茎中的比例较高。根、茎、叶独

有的（本研究条件下分类地位不同）的产芽孢内生细

菌，在根和叶中的比例高于其共有的产芽孢内生细

菌所占比例，而且在叶中特别明显（分别为 %%&%’
和 ))&)’），而茎恰好相反。

! 讨论

在进行样品采集、内生细菌的分离、产芽孢内生

细菌的确认等环节，均采取了各种措施尽量避免操

作不当带来的偏差。本文分离得到的绝大多数产芽

孢内生细菌，可能归属的种群在其他多种植物中均

有发现［%" 4 %!］。 ;9’$+$3"#$%%&’ 属的细菌，在所检索的

数个数据库有关内生细菌的文献中，均没有发现从

植物中分离出该属菌株的报道。但本研究从油樟不

同部位分离出了 * 株属于该属的菌株，关于这 * 株

菌是否为油樟内生细菌，尚需开展进一步的试验加

以确认。

同样，本研究中发现有 $ 株菌与数据库中各典

型菌株序列相似性均低于 *5’，代表着潜在的新分

类单位，需要开展进一步的实验来确定其分类地位。

虽然 "+/ 0123 由于具有许多的优点，做为当今生物

系统发育的主要分子标尺，但其也存在偏保守和可

能存在多操纵子等问题。所以，仅用 "+/ 0123 序列

信息是无法将菌株进行准确的鉴定的。虽然，笔者

就 !$ 株菌（除 $ 株新分类地位的菌株）的形态指标

和部分生理生化指标与对应属的模式菌株的相应指

标进行了比较，其结果也支持 "+/ 0123 序列分析结

果。由于 "+/ 0123 序列分析本身固有的问题，加之

本研究只测定了 "+/ 0123 的 ""##67 长度，尚需开

展进一步的研究。对菌株的多种生理生化指标及

89: 4 ;<=、全序列杂交等遗传指标进行检测，已进

行准确鉴定。

目前有关植物内生细菌的来源有 % 种假说：一

种是认为内生细菌来源于植物的表面；另一种认为

内生 细 菌 来 源 于 根 际，并 由 此 进 入 植 物 组 织 内

部［)，+］。而且也有多项研究表明内生细菌能够在植

物体内不同部位转移的［%$ 4 %+］。但本文的研究结果

似乎表明，油樟中产芽孢内生细菌 % 种起源方式均

存在。一方面，根茎叶共有（本研究条件下分类地位

相同）的产芽孢内生细菌在根和叶中所占比例较低，

而在茎中的比例较高；另一方面，根茎叶独有（本研

究条件下分类地位不同）的产芽孢内生细菌种类比

共有的产芽孢内生细菌多，而茎恰好相反。

针对目前的 % 种假说和一些研究报道并结合本

研究的结果可以做如下推断：油樟产芽孢内生细菌

一部分来自土壤，从根部进入植株，然后转移到茎，

再转移至叶；一部分来自空气和雨水通过气孔和昆

虫等从叶进入植株，然后到茎，再转移至根。由于

根、茎、叶内部的环境有差异，无论从根还是从叶进

入植株的产芽孢菌都不能完全转移，不能转移的菌

株经过协同进化成为根或叶的特有菌株，能够转移

的菌株成为共有菌株。而茎由于细菌较难从环境中

进入，导致茎中特有的菌株很少，而共有的菌株较多

（自根或叶转移而来）。

研究分离出的非芽孢菌（占 $$’）除 * 株为球

菌之外，其余均为杆菌，多数能够降解纤维素，可抑

制多种植物病源真菌生长，少数菌还能促使油樟快

速形成愈伤组织（相关实验正在进行中），说明油樟

内生非芽孢菌对油樟植株也有重要影响，有待进一

步深入研究。

本文首次对我国特有的产油植物———油樟中产

芽孢内生细菌的 "+/ 0123 的系统发育开展了研究。

不仅发现油樟产芽孢内生细菌类群存在多样性（分

属于 ! 个属的 "+ 个种）和特异性（) 个潜在的新分

类单位和 ;9’$+$3"#$%%&’ 属菌株首次在植物组织中分

离到）。还发现油樟产芽孢内生细菌在植物不同部

位上分布有一定的规律性，从一定程度上支持目前
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关于内生细菌来源的假说。同时获得了一些微生物

资源，为进一步的应用研究提供了材料。
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