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研究报告 

地锦草内生细菌多样性、拮抗及促生特性测定 

高沙尔·卡依尔哈力  热子亚·麦麦吐逊  祖丽皮亚·玉努斯* 
新疆大学生命科学与技术学院  新疆 乌鲁木齐  830046 

摘  要：【背景】植物内生细菌既能抑制病原菌对植物的侵染，也具有促生作用。分离具有拮抗和促

生活性的内生细菌可为开发微生物菌肥提供理论依据。【目的】筛选内生细菌中的优势拮抗、促生菌

种资源。【方法】以地锦草为材料，采用 4 种分离培养基分离该植物内生细菌，通过形态特征以及 16S 

rRNA 基因序列分析，鉴定内生细菌的分类归属。采用平板对峙法，测定内生细菌对棉花立枯丝核菌

(Rhizoctonia solani)、小麦赤霉病菌(Fusarium graminearum)、玉米小斑病菌(Bipolaris maydis)的拮抗活

性。通过固氮、解磷、产吲哚乙酸(Indole Acetic Acid，IAA)、产铁载体能力等指标初步检测地锦草内

生细菌的促生活性。【结果】共分离到 133 株内生细菌，分属于 4 门 5 纲 8 目 13 科 25 属，其中变形

菌门(Proteobacteria)为优势门(52.63%)，优势属为芽孢杆菌属(Bacillus)，占 15.79%。发现有 8 株菌相

似性小于 98.65%，可能为潜在新物种。拮抗活性结果表明，22 株菌有不同程度的抑菌作用，其中

菌株 DHL56、DHN17、DHP3、DHP8 对这 3 种病原菌都有抑制作用，均为芽孢杆菌属。菌株 DHP8

抑制作用最强，对棉花立枯丝核菌、小麦赤霉病菌抑制率分别为 73.80%、71.25%，对玉米小斑病菌

抑制率为 61.70%。促生潜力结果表明，76 株菌具有固氮能力；19 株菌具有解磷能力；37 株菌能产

吲哚乙酸，菌株 DHL55 产吲哚乙酸的量达到 105.67 mg/L；7 株菌能合成铁载体。其中有 9 株菌同

时有固氮、解磷、产吲哚乙酸能力；菌株 DHP8 具有固氮、解磷、合成铁载体能力。DHP8 不仅具

有一定促生潜力，还对棉花立枯丝核菌、小麦赤霉病菌、玉米小斑病菌有明显的拮抗作用，需进一

步研究。【结论】地锦草内生细菌种类丰富，获得多株具有优良拮抗和促生活性的菌株，为进一步

开发微生物农药及菌肥资源提供新的菌株材料。 
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Endophytic bacteria from Euphorbia humifusa: diversity, 
antagonism and growth-promoting activities 
Gaoshaer·Kayierhali  Raziye·Memettursun  Zulfiya·Yunus* 
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Abstract: [Background] Plant endophytic bacteria not only inhibit the infection of pathogens on plants, 
but also promote plant growth. Screening the antagonistic and growth-promoting endophytic bacteria can 
provide a theoretical basis for the development of microbial fertilizers. [Objective] Screen superior 
antagonistic and growth-promoting bacteria resource from plant endophytic bacteria. [Methods] Four 
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kinds of isolation media were used to isolate endophytic bacteria from Euphorbia humifusa, colony 
morphological characteristics were combined with 16S rRNA gene sequence analysis to identify the 
classification of endophytic bacteria. The antagonistic activity of endophytic bacteria on three pathogenic 
fungi, Rhizoctonia solani, Fusarium graminearum, Bipolaris maydis, was tested by plate confrontation 
method. Through nitrogen fixation, phosphate solubilization, production of indole acetic acid (IAA) and 
synthesize siderophore capacity to evaluate the growth-promoting potential of endophytic bacteria in 
Euphorbia humifusa. [Results] A total of 133 endophytic bacteria were isolated, which belonged to      
4 phyla, 5 classes, 8 orders, 13 families, and 25 genera. Proteobacteria was dominant phylum (52.63%), 
Bacillus was dominant genus (15.79%). Eight strains are found to be similar less than 98.65%, may be 
potential new species. The result of antagonistic activity showed that 22 endophytic bacteria had different 
antagonistic activity. Among them, strains DHL56, DHN17, DHP3 and DHP8 against to both of these 
three kinds of pathogenic fungi, they are different species of Bacillus genus. Strain DHP8 had the strongest 
antagonistic activity, with the inhibitory rates of F. graminearum, R. solani being 73.80% and 71.25% 
respectively, and the inhibitory rates of B. maydis being 61.70%. The results of growth-promoting 
experiments showed that 76 strains shave the ability of nitrogen-fixing; Nineteen strains showed phosphate 
solubilization ability; Thirty-seven strains showed IAA-producing activity, and strain DHL55 produced 
105.67 mg/L of IAA; Seven strains had the ability to synthesize siderophore. Nine strains showed the 
ability of fix nitrogen, phosphorus, and produce IAA. Strain DHP8 has the ability to fix nitrogen, 
phosphorus, and synthesize iron. In addition, the strain DHP8 not only displays significant role in plant 
growth, but also has a remarkable antagonistic activity against pathogenic fungi we used. So that, need 
further study. [Conclusion] The species of endophytic bacteria are abundant, and many strains have 
excellent antagonistic and growth-promoting activities, which provides some new sources for the further 
studies. 

Keywords: Euphorbia humifusa, endophytic bacteria, antagonistic activity, growth-promoting activity 
 

内生细菌广泛分布于各种植物组织或细胞间

隙内，与宿主互惠共生[1]。该类微生物具有多种

生物学作用，包括植物促生[2]、提高植物抗逆能

力 [3]、增加宿主植物的他感作用 [4]等。植物病原

菌侵染是农业发展中的关键问题，而内生细菌存

在抑菌方式多样、种类和数量众多、容易培养等

特点，因此，筛选和研究内生生防细菌具有重要

的现实意义[5]。 

当前应用较多的内生生防细菌有气单胞菌属

(Aeromonas)、微杆菌属(Microbacterium)、芽孢杆

菌属等细菌，其中应用 为普遍的是芽孢杆菌属

细菌 [6]。陈虹娇等将枯草芽孢杆菌菌株(Bacillus 

subtilis S37)接种到棉苗上，测定其对棉苗立枯病

(Cotton Rhizoctoniosis)的防治效果，结果表明该

菌株具有一定的拮抗作用[7]。此外，内生细菌还

具有促生作用，促生特性包括产生吲哚乙酸、固

氮、溶解磷、铁载体生物合成等[8]。 

地锦草(Euphorbia humifusa)为大戟科大戟属

的一年生草本植物，有地瓣草、乳汁草等多种别

名[9]，是一种常用的中药材，一般夏、秋季节采

收 全 株 。 种 子 细 小 、 卵 形 ， 茎 纤 细 ， 长 约     

20 cm，表面略带红色，采收季节带紫红色，长圆

形叶片，叶绿色或带紫红色。该植物资源丰富、

分布广泛，含有萜类[10]、甾醇类、鞣质及酚酸[11]

等主要化学成分，该植物作为中药材多用于抗炎

以 及 抑 菌 等 方 面 ， 显 示 出 重 要 的 生 物 学 潜      

力[12-14]。有研究表明，地锦草对多种植物致病菌

及动物致病菌有一定抑制作用，抗菌能力强且抗

菌谱较广[15-17]。除药理作用外，地锦草也具有重

要的经济价值。例如，可以利用地锦草的抗菌作

用来提高真丝织物的抗菌活性[18]。在韩国，该植

物用于生产许多功能性饮品如清热消炎的草药

茶，以及护肤、防止脱发的产品，还利用其提取

物生产缓解宿醉的饮料[19]。 
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目前，地锦草的研究主要集中在成分分析、

化合物的含量测定及生物学活性研究等方面，而

对地锦草内生细菌的研究还未见报道。因此，本

研究对地锦草内生细菌进行分离鉴定，以 3 种常

见的植物病原菌为指示菌筛选拮抗菌株，并验证

内生细菌产吲哚乙酸(Indole Acetic Acid，IAA)、

固氮、溶磷、铁载体合成能力，挖掘优异的拮

抗、促生内生菌资源，以期有益于内生细菌的综

合利用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试植物：2016 年 7 月在新疆和田地区吉亚

乡地锦草培养点采集地锦草健康品种。采样点

位 置 为 ： 80°0′10.44′′E， 37°9′42.12′′N。 采 样 时

将整株植物拔出，4 °C 下保存带至实验室后立即

进行处理。供试病原菌：小麦赤霉病菌(Fusarium 

graminearum FG-389) 、 棉 花 立 枯 丝 核 菌

(Rhizoctonia solani AG-4)和玉米小斑病菌(Bipolaris 

maydis JC2530)均来自新疆农业大学农学院。 

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提取物

5.0，氯化钠 10.0，琼脂粉 20.0，pH 7.2；NA 培养

基(g/L)：蛋白胨 10.0，牛肉膏 3.0，氯化钠 5.0，

琼脂粉 20.0，pH 7.4；PDA 培养基(g/L)：去皮马

铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，琼脂粉 20.0，pH 7.0；

高氏一号培养基(g/L)：可溶性淀粉 20.0，硝酸钾

1.0，磷酸氢钾 0.5，氯化钠 0.5，七水合硫酸镁

0.5，七水合硫酸亚铁 0.01，琼脂粉 15.0，pH 

7.4；NBRIP 培养基(g/L)：葡萄糖 10.0，磷酸三钙

5.0，氯化镁 5.0，七水合硫酸镁 0.25，氯化钾

0.2，硫酸铵 0.1，琼脂粉 15.0，pH 7.0；Ashby 无

氮培养基(g/L)：甘露醇 10.0，磷酸二氢钾 0.2，七

水合硫酸镁 0.2，氯化钠 0.2，二水合硫酸钙 0.1，

碳酸钙 5.0，琼脂粉 15.0，pH 7.0。 

主要试剂和仪器：铬天青(Chromeazurol S，

CAS)、革兰氏染色试剂盒，青岛海博生物技术有

限公司；细菌 16S rRNA 基因通用引物 27F (5′-AG 

AGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGT 

TACCTTGTTACGACTT-3′)，生工生物工程(上海)

股份有限公司。超声波清洗机，宿迁华诺超声科

技有限公司；PCR 仪，Biometra Gmbh 公司；紫

外分光光度计，Eppendorf 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  内生细菌的分离鉴定 

取植物全草进行表面消毒，具体步骤如下：

(1) 冲洗表面泥土，超声波清洗机清洗 15−20 min；

(2) 0.1%的吐温-20 浸泡 1 min；(3) 有效氯含量为

5%的次氯酸钠溶液处理 5 min，无菌水清洗 3 次；

(4) 灭菌的 2.5%硫代硫酸钠溶液处理 10 min，无

菌水冲洗 3 次；(5) 70%乙醇处理 3 min， 后用无

菌水将全草样品冲洗 5 次，置于无菌环境中自然

干燥[20]。 

取 100 μL 终冲洗地锦草的水在 NA 培养基

上进行涂布，28 °C 培养 5 d，根据有无菌落的生

长确认表面消毒是否充分。 

上述处理后的全草样品用提前灭好菌的研钵

进行研磨，称 1 g 于 49 mL 的生理盐水中，

28 °C、180 r/min 摇床培养 2 h，培养后的菌液进

行 6 个梯度的 10 倍比稀释[21]。不同浓度的菌悬液

各取 150 μL 于分离培养基上，28 °C 培养 2−7 d，

重复 3 次。平板上有菌长出后，观察菌落及细胞形

态，选取单菌落在各培养基上反复进行纯化，得

到的菌株视为纯分离株，在各分离培养基的斜面

上临时保藏。菌株用无菌生理盐水制成细菌悬

液，无菌条件下取等体积的菌悬液和 50%的甘油

溶液，倒入离心管中，于−20 °C 进行长期保藏[22]。 

对已保存好的菌株进行形态、革兰氏染色，

以及分子系统学特征鉴定。 

首先提取细菌总 DNA，选用煮沸法。参照文

献[5]进行细菌 16S rRNA 基因 PCR 扩增。PCR 反

应体系(50 μL)：2×TSINGKE Master Mix 25 μL，

模板 DNA 1 μL，27F 和 1492R 引物(100 μmol/L)

各 0.7 μL，ddH2O 22.6 μL。PCR 反应条件：94 °C 

3 min；94 °C 30 s，56 °C 30 s，72 °C 1 min，  
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34 个循环；72 °C 8 min。 

PCR 扩增后所得产物用 1%的琼脂糖凝胶进行

检测，将条带清晰的 PCR 扩增产物送至生工生物

工程(上海)股份有限公司进行测序。得到的序列

结果进行序列比对，按序列相似度大于 97%的标

准选择参考菌株。采用邻接(Neighbor-Joining，NJ)

法构建系统发育树，进行系统发育学分析[23]。 

1.2.2  内生拮抗菌株的筛选 

采用平板对峙法[24]，首先活化内生细菌和植

物病原菌，小麦赤霉病菌用 NA 培养基，其余 2 个

病原菌用 PDA 培养基；然后在培养基中间接入直

径为 6 mm 的供试菌菌饼，同时在菌饼两旁 2 cm

处对称接种内生细菌，每组重复 3 次，28 °C 培养

5−7 d，对照组只接病原菌，根据公式计算抑菌率。

抑菌率(%)=(对照菌落半径−处理菌落半径)/对照

菌落半径×100。对不同菌株抑菌率进行单因素方

差分析，并用 Duncan 法对数据进行多重比较。 

1.2.3  内生细菌促生潜力研究 

(1) 内生固氮细菌的筛选 

将已活化好的菌株接种于 NA 液体培养基

中，28 °C、180 r/min 培养 1 d，菌悬液以 1:50 的

比例加到 Ashby 液体培养基中，培养 5−7 d；如

果实验组变浑浊则为阳性，具有固氮活性；将具

有固氮活性的菌株在固体 Ashby 培养基上连续继

代 3 次，第 3 次仍有活性即可视为具有稳定固氮

活性。 

(2) 内生溶磷细菌的筛选 

用 NBRIP 固体培养基测试细菌溶解磷酸盐的

能力[25]，首先进行菌株活化，随后接种于上述培

养基上，在 28 °C 培养 5−7 d，测定溶磷圈直径(D)

和菌落直径(d)，根据能否产生溶磷圈与 D/d 值的

大小初步判断菌株的溶磷能力。 

(3) 产吲哚乙酸内生细菌的筛选 

产吲哚乙酸细菌的筛选：将试验菌株用 NA

液体培养基暗培养 4 d，该培养基含有 L-色氨酸

(200 μg/mL)；将菌悬液和 Sallcowski 比色液同体

积滴到白色陶瓷板上，立即避光静置 30 min，以

50 μL 浓度为 50 mg/L 的吲哚乙酸标准品液作对

照。如果菌株产吲哚乙酸，颜色会变红。 

吲哚乙酸的定量测定：将已筛选出的能产

IAA 的菌按照上述方法暗培养 4 d，发酵液浓度调

为一致，OD600 值都调为 1.0。取适当的发酵液， 

8 000 r/min 离心 10 min 后取上清液转入 EP 管中，

Sallcowski 比色液取同样体积于 EP 管中，立即置

于避光条件下，30 min 之后测定其 OD530 值，重

复 3 次，测定功能菌株产生的吲哚乙酸含量[26]。 

(4) 合成铁载体内生细菌的筛选 

用 CAS 检测固体平板测定菌株能否产生铁载

体。将已活化菌株点接于已配好的 CAS 检测固体

平板上，28 °C 培养 3 d，观察菌落周围是否形成

橙黄色晕圈，如有则为能产铁载体。 

2  结果与分析 

2.1  内生细菌的多样性分析 

课题组于 7 月份采集地锦草样品，正值该植物

结果。共采集 40 多株地锦草健康植株。分离内生

菌时选择地锦草全草，包括根、茎、叶和未成熟

果实，植株高度分布在 12−20 cm。由于该植物

根、茎纤细，叶片细小，果实很小，采用全草研

磨法分离内生菌。 

消毒处理后的全草进行研磨，称 1 g 于 49 mL

生理盐水中，28 °C、180 r/min 摇床培养 2 h，随

后进行 10 倍比稀释菌悬液，6 个梯度的菌悬液各

取 150 μL 于分离培养基上，培养 2−7 d。根据形

态差异，从 4 种不同的培养基中获得 133 株细菌，

其中革兰氏阳性菌株有 59 株、阴性菌株 74 株，各

占总菌株的 44.36%和 54.14%。根据培养基的不同

对菌株命名 DHL、DHP、DHN、DHG，分别为

LB、 PDA、 NA、 高 氏 一 号 培 养 基 上 筛 选 的 菌

株。初步判定：133 株菌分属于 4 门 5 纲 8 目 13 科

25 属。优势门和优势属分别为变形菌门(52.63%)

和 芽 孢 杆 菌 属 (15.79%) 。 此 外 ， 相 似 性 小 于

98.65%的潜在新种菌株有 8 个，是否新种需进一

步研究(表 1)。 
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表 1  地锦草分离菌株所属的类群 
Table 1  Taxonomy position of strains isolated form Euphorbia humifusa 

门 

Phylum 

纲 

Class 

属 

Genus 

相似菌株及 GenBank 登录号 

Similar strain and GenBank accession No.  

菌株数 

Number 
of strains

放线菌门

Actinobacteria 

放线菌纲 

Actinobacteria 

微杆菌属 Microbacterium Microbacterium oleivorans NBRC103075 (BCRG01000019) 5 

Microbacterium maritypicum DSM 12512 (AJ853910) 1 

Microbacterium sorbitolivorans SZDIS-1-1 (KX250270) 2 

微球菌属 Micrococcus Micrococcus endophyticus YIM 56238 (EU005372) 1 

Micrococcus yunnanensis YIM 65004 (FJ214355) 1 

白杆菌属 Leucobacter Leucobacter aridicollis CIP108388 (AJ781047) 3 

考克氏菌属 Kocuria Kocuria rosea DSM 20447 (X87756) 1 

谷氨酸杆菌 Glutamicibacter Glutamicibacter protophormiae DSM20168 (X80745) 1 

短小杆菌属 Curtobacterium Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 (AJ312209) 4 

棒杆菌属 Corynebacterium Corynebacterium stationis DSM 20302 (CP009251) 1 

短杆菌属 Brevibacterium Brevibacterium sediminis FXJ8.269 (KX356313) 1 

拟杆菌门

Bacteroidetes 

黄杆菌纲 

Flavobacteria 

香味菌属 Myroides Myroides odoratus 90A (C2M) (KF254739) 2 

Myroides xuanwuensis TH-19 (NR133793) 3 

厚壁菌门 

Firmicutes 

芽孢杆菌纲 

Bacilli 

芽孢杆菌属 Bacillus Bacillus stratosphericus SN4-2 (MT071703) 2 

Bacillus cereus EVRAPSUBAC-1 (KY293394) 1 

Bacillus halotolerans KSI1507 (MN519259) 2 

Bacillus paramycoides NH24A2 (KJ812444) 1 

Bacillus subtilis ZGL14 (MH362700) 4 

Bacillus terrae RA9 (KY072724) 2 

Bacillus velezensis EH9 (MN750764) 3 

Bacillus zhangzhouensis SEA-1 (MF442426) 6 

金黄杆菌属 Chryseomicrobium Chryseomicrobium amylolyticum JC16 (FM209428) 6 

肠球菌属 Enterococcus Enterococcus avium ATCC 14025 (KE136366) 1 

梭形杆菌属 Lysinibacillus Lysinibacillus alkalisoli Y2A20 (KX258757) 7 

葡萄球菌属 Staphylococcus Staphylococcus sciuri DSM 20345 (AJ421446) 2 

变形菌门

Proteobacteria 

β-变形菌纲 

Beta- 
proteobacteria 

产碱杆属 Alcaligenes Alcaligenes faecalis subsp. faecalis AE1.16 (GQ284565)  6 

Kerstersia Kerstersia gyiorum LMG5906 (AY131213) 4 

Paenalcaligenes Paenalcaligenes suwonensis ABC02-12 (JX217748) 1 

γ-变形菌纲 

Gamma- 
proteobacteria 

不动杆菌属 Acinetobacter Acinetobacter schindleri CIP 107287 (APPQ01000011) 5 

肠杆菌属 Enterobacter Enterobacter hormaechei subsp. xiangfangensis OSUVMCKPC4-2
(CP029246) 

4 

Kosakonia Kosakonia cowanii JCM 10956 (BBEU01000098) 11 

泛菌属 Pantoea Flavobacterium acidificum LMG 8364 (JX986959) 3 

Pantoea dispersa LMG 2603 (DQ504305) 16 

变形杆菌属 Proteus Proteus penneri NCTC 12737 (DQ885258) 2 

Proteus vulgaris ATCC29905 (DQ885257) 4 

普罗维登菌属 Providencia Providencia rettgeri DSM 4542 (AM040492) 3 

Providencia vermicola OP1 (AM040495) 1 

假单胞菌属 Pseudomonas Pseudomonas psychrotolerans S6-247 (JQ660202)  2 

Siccibacter Siccibacter colletis WTB73 (MK241859) 8 
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2.2  内生拮抗细菌的筛选 

133 株菌经传代后 93 株活化成功，选用 3 种

常见的植物病原菌进行拮抗实验。每种病原菌

单独为一批实验，培养时间为 5−7 d，期间观察

抑菌圈及对照组的生长状况，待抑菌圈稳定且

对照组长满平板时计算抑菌率。玉米小斑病菌

组和小麦赤霉病菌培养到第 5 天，棉花立枯丝核

菌组培养到第 7 天，22 株内生细菌对 3 种病原菌

有不同程度的抑制作用(表 2)。其中，19 株菌能

抑制棉花立枯丝核菌，DHL56 抑制作用 强，

抑制率为 74.60%；8 株菌能抑制小麦赤霉病菌，

DHP3 抑制作用 强，抑制率为 75.40%；11 株

菌能抑制玉米小斑病菌，DHP8 抑制作用 强，

抑 制 率 为 61.70% 。 菌 株 DHL56 、 DHP8 、

DHP3、DHN17 对 3 种病原菌都有抑制作用，其

中菌株 DHP8 对 3 种病原菌综合抑制作用 强，

对棉花立枯丝核菌和小麦赤霉病菌抑制率分别 

为 73.80%和 71.25%，对玉米小斑病菌抑制率  

为 61.70%。 

结合分子生物学鉴定，22 株拮抗菌株属于  

5 门 7 属，芽孢杆菌属占优势(图 1)。 

2.3  地锦草内生细菌促生潜力研究 

2.3.1  具有固氮作用内生细菌的筛选 

93 株内生细菌活化后接种于 Ashby 培养基，

结果显示 76 株菌能够使 Ashby 液体培养基变浑

浊，并能在 Ashby 固体培养基上生长，说明有固

氮能力(表 3)，占所用菌株的 81.72%。这 76 株分

别属于 25 个属，芽孢杆菌属占优势。 

2.3.2  具有溶磷能力内生细菌的筛选 

93 株内生细菌中 19 株菌能在 NBRIP 固体培

养基上形成透明圈(表 4)，说明对磷酸钙有溶解效

果，它们分属于 8 个属，芽孢杆菌属占优势。同

时，这 19 株菌都具有固氮能力，即 93 株菌中有

19 株菌同时具有溶磷和固氮能力。 

 
 
表 2  接种 5−7 d 的内生细菌对植物病原菌的抑制活性 
Table 2  Inhibition rate of endophytic bacteria on plant pathogens (incubated for 5−7 days) 

菌株号 

Strains 
No. 

抑菌率 

Inhibition rate (%) 

菌株号 

Strains No.

抑菌率 

Inhibition rate (%) 

棉花立枯丝核菌 

R. solani 

小麦赤霉病菌 

F. graminearum 

玉米小斑病菌

B. maydis  

棉花立枯丝核菌

R. solani 

小麦赤霉病菌 

F. graminearum 

玉米小斑病菌 

B. maydis  

DHL10 31.70fg − − DHN2 56.30c − 57.08ab 

DHL18 6.70i 10.40d − DHN17 62.90b 50.00b 50.80cd 

DHL19 6.70i 24.58c − DHN19 − − 40.00e 

DHL24 27.90g − − DHN25 − − − 

DHL26 18.75h − − DHN32 5.00i 21.25c − 

DHL27 28.75g − − DHG3 10.00i 20.80c − 

DHL28 − − 34.58f DHG28 27.10g − − 

DHL30 35.00f − 45.40d DHP3 72.50a 75.40a 57.90ab 

DHL31 41.70e − 50.40cd DHP6 45.80de − 58.75a 

DHL54 49.60d − 48.75cd DHP7 58.30bc − − 

DHL56 74.60a 74.60a 52.90bc DHP8 73.80a 71.25a 61.70a 

注：−：无拮抗作用；同一列不同字母表示在 0.05 水平差异显著。下同 

Note: −: No antagonistic activity; The different letters in the same row indicate significant difference at P<0.05 level. The same 
below 
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图 1  拮抗菌系统发育分析  
Figure 1  The phylogenetic analysis of antagonistic bacteria 
注：A、B、C、D 分别为香味菌属、微球菌属、芽孢杆菌属、变形菌门菌株的系统发育树；括号内数值为菌株在 GenBank 中的

登录号；分支点上数字为重复 1 000 次的自展值；标尺 0.020 为核苷酸替换率；选择的外群分别是：A：Sphingobacterium spiritivorum 

DSM2582；B：Staphylococcus pasteuri ATCC51129；C：Clostridium bowmanii DSM14206；D: Helicobacter pylori ATCC43504 

Note: A, B, C, D are phylogenetic trees of Myroides, Micrococcus, Bacillus and Proteobacteria respectively; Numbers in parentheses are 
GenBank accession numbers; Numbers at the nodes indicate the level of bootstrap values based on 1 000 replications; The scale bar 
indicates 0.020 substitutions per nucleotide position; The selected out-groups are A: Sphingobacterium spiritivorum DSM2582; B: 
Staphylococcus pasteuri ATCC51129; C: Clostridium bowmanii DSM14206; D: Helicobacter pylori ATCC43504 
 

 
2.3.3  产吲哚乙酸菌株的筛选 

Sallcowski 比色液加到菌悬液中立即避光静

置，观察变色来确定此菌是否产生吲哚乙酸。结果

显示 37 株菌产吲哚乙酸，占所用菌株的 39.78%，

菌株产吲哚乙酸的量如表 5 所示。它们分别属于  

4 门 19 属，假单胞菌属和泛菌属占优势。菌株

DHL55 产吲哚乙酸量 多，为 105.67 mg/L，其属

于变形杆菌属；产吲哚乙酸量大于 50 mg/L 的菌株

有 DHL25、DHG27、DHL36、DHL2、DHN29、

DHL12、DHG28；其他 29 株菌的吲哚乙酸产量

在 0.67−49.98 mg/L 之间。其中，有 9 株菌同时具

有 固 氮 和 溶 磷 能 力 (DHL2、 DHL14、 DHL24、

DHL25、DHL26、DHL53、DHG18、DHG27 和

DHG28)。 

2.3.4  合成铁载体细菌的筛选 

使用 CAS 蓝色检测平板，通过观察菌株周围

是否有橙黄色晕圈来判断是否能合成铁载体。结果

显示，DHL51、DHL56、DHP3、DHP8、DHP12、

DHP13 和 DHP14 这 7 株菌能合成铁载体，占所用

菌株的 7.52%，均为芽孢杆菌属。其中 DHL56 合

成铁载体的能力 强(图 2)，DHP8 同时还具有固

氮和解磷功能。 
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表 3  具有固氮作用的菌株 
Table 3  Strains with nitrogen fixation 

菌株号 

Strains 
No. 

相似物种 

Similar species 

固氮作用

Nitrogen 
fixation 

菌株号 

Strains 
No. 

相似物种 

Similar species 

固氮作用

Nitrogen 
fixation 

DHL1 Acinetobacter radioresistens ++ DHN1 Lysinibacillus alkalisoli ++ 

DHL2 Flavobacterium acidificum +++ DHN2 Bacillus altitudinis + 

DHL3 Microbacterium oleivorans + DHN8 Enterococcus avium + 

DHL4 Kerstersia gyiorum +++ DHN10 Microbacterium sorbitolivorans + 

DHL5 Proteus vulgaris + DHN11 Flavobacterium acidificum ++ 

DHL6 Glutamicibacter protophormiae ++ DHN13 Proteus vulgaris + 

DHL10 Siccibacter colletis ++ DHN15 Proteus vulgaris + 

DHL12 Kerstersia gyiorum +++ DHN16 Proteus penneri ++ 

DHL13 Myroides xuanwuensis + DHN17 Bacillus zhangzhouensis +++ 

DHL14 Kosakonia cowanii +++ DHN21 Acinetobacter schindleri ++ 

DHL16 Lysinibacillus alkalisoli ++ DHN23 Acinetobacter schindleri +++ 

DHL17 Providencia rettgeri + DHN25 Micrococcus endophyticus + 

DHL18 Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus +++ DHN26 Providencia vermicola + 

DHL19 Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus +++ DHN29 Proteus vulgaris +++ 

DHL20 Staphylococcus sciuri ++ DHN31 Paenalcaligenes suwonensis + 

DHL21 Leucobacter aridicollis + DHN32 Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus ++ 

DHL23 Staphylococcus sciuri +++ DHN33 Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus ++ 

DHL24 Enterobacter xiangfangensis +++ DHG3 Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus ++ 

DHL25 Enterobacter xiangfangensis +++ DHG4 Curtobacterium flaccumfaciens ++ 

DHL26 Enterobacter xiangfangensis +++ DHG9 Curtobacterium flaccumfaciens ++ 

DHL27 Bacillus tequilensis ++ DHG10 Pantoea dispersa +++ 

DHL28 Bacillus zhangzhouensis +++ DHG14 Microbacterium oleivorans +++ 

DHL30 Bacillus altitudinis +++ DHG15 Microbacterium oleivorans +++ 

DHL31 Bacillus zhangzhouensis +++ DHG18 Providencia rettgeri ++ 

DHL32 Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus +++ DHG19 Curtobacterium flaccumfaciens ++ 

DHL33 Microbacterium sorbitolivorans ++ DHG22 Siccibacter colletis +++ 

DHL34 Corynebacterium stationis +++ DHG26 Micrococcus yunnanensis + 

DHL36 Chryseomicrobium amylolyticum + DHG27 Pantoea dispersa ++ 

DHL43 Kocuria rosea ++ DHG28 Pseudomonas psychrotolerans +++ 

DHL47 Brevibacterium sediminis +++ DHG29 Microbacterium oleivorans +++ 

DHL48 Microbacterium maritypicum ++ DHP3 Bacillus halotolerans ++ 

DHL49 Leucobacter aridicollis ++ DHP6 Bacillus zhangzhouensis +++ 

DHL51 Bacillus zhangzhouensis + DHP7 Bacillus velezensis +++ 

DHL53 Bacillus velezensis +++ DHP8 Bacillus halotolerans +++ 

DHL54 Bacillus velezensis +++ DHP9 Bacillus tequilensis +++ 

DHL55 Proteus penneri +++ DHP12 Bacillus tequilensis +++ 

DHL56 Bacillus anthracis +++ DHP13 Bacillus paramycoides +++ 

DHL57 Microbacterium oleivorans ++ DHP14 Bacillus tequilensis +++ 

注：+++：液体培养基浑浊度及菌株在 Ashby 固体培养基上生长很明显；++：明显；+：较明显 

Note: +++: Turbidity of liquid medium and growth of strain on Ashby solid medium are very obvious; ++: Obvious; +: Relatively obvious 
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表 4  具有溶磷能力的菌株 
Table 4  Strains with phosphate solubilization 

菌株号 

Strains No. 

相似物种 

Similar species 

溶磷能力 

Phosphate solubilization

溶磷圈直径 D 

Soluble phosphorus circle (cm) 

菌落直径 d 

Colony diameter (cm)

D/d 

DHL2 Flavobacterium acidificum ++ 2.32cde 1.03ef 2.24cd 

DHL10 Siccibacter colletis ++ 2.61cd 1.43bcd 1.83ef 

DHL14 Kosakonia cowanii +++ 4.00a 1.47bc 2.73ab 

DHL24 Enterobacter xiangfangensis +++ 3.99a 1.31cde 3.05a 

DHL25 Enterobacter xiangfangensis ++ 3.42b 1.87a 1.83ef 

DHL26 Enterobacter xiangfangensis + 1.52ghi 1.16cdef 1.33gh

DHL30 Bacillus altitudinis + 1.12i 0.89f 1.28h 

DHL53 Bacillus velezensis + 1.33hi 0.92f 1.42gh

DHN2 Bacillus altitudinis ++ 2.13def 1.28cde 1.68efg

DHN17 Bacillus zhangzhouensis +++ 2.71c 1.07ef 2.53bc 

DHG9 Curtobacterium flaccumfaciens + 1.62fghi 1.32cde 1.23h 

DHG18 Providencia rettgeri + 1.62fghi 1.31cde 1.22h 

DHG22 Siccibacter colletis +++ 3.79ab 1.41bcd 2.71ab 

DHG27 Pantoea dispersa + 1.66fgh 1.32cde 1.25h 

DHG28 Pseudomonas psychrotolerans ++ 2.43cde 1.23cde 1.98de 

DHP3 Bacillus halotolerans ++ 2.59cd 1.16def 2.24cd 

DHP7 Bacillus velezensis ++ 1.98efg 1.24cde 1.61fgh

DHP8 Bacillus halotolerans ++ 2.73c 1.22cde 2.25cd 

DHP12 Bacillus tequilensis + 2.38cde 1.61b 1.47fgh

注：+++：D/d 在 2.5−3.5 之间；++：D/d 在 1.5−2.5 之间；+：D/d 在 1.0−1.5 之间 

Note: +++: D/d is between 2.5−3.5; ++: D/d is between 1.5−2.5; +: D/d is between 1.0−1.5 
 
表 5  内生细菌菌株在 NA 培养基内分泌吲哚乙酸的活性 
Table 5  The activity of IAA production of the endophytic bacteria in NA medium 

菌株号 

Strains No. 

相似物种 

Similar species 

吲哚乙酸 

IAA (mg/L)

菌株号 

Strains No.

相似物种 

Similar species 

吲哚乙酸 

IAA (mg/L) 

DHL2 Flavobacterium acidificum 64.10cd DHL55 Proteus penneri 105.67a 

DHL4 Kerstersia gyiorum 39.30fg DHL57 Microbacterium oleivorans 3.86mn 

DHL9 Siccibacter colletis 2.30mn DHN11 Flavobacterium acidificum 15.28jklm 

DHL11 Myroides odoratus 2.50mn DHN13 Proteus vulgaris 16.42jkl 

DHL12 Kerstersia gyiorum 86.30b DHN15 Proteus vulgaris 0.67n 

DHL14 Kosakonia cowanii 26.95ghij DHN16 Proteus penneri 49.98ef 

DHL17 Providencia rettgeri 23.05hijk DHN21 Acinetobacter schindleri 28.19ghij 

DHL21 Leucobacter aridicollis 34.80gh DHN22 Pantoea dispersa 13.24klmn 

DHL24 Enterobacter xiangfangensis 5.67lmn DHN25 Micrococcus endophyticus 16.48jkL 

DHL25 Enterobacter xiangfangensis 50.39ef DHN26 Providencia vermicola 12.44klmn 

DHL26 Enterobacter xiangfangensis 22.62hijk DHN28 Myroides xuanwuensis 6.65lmn 

DHL31 Bacillus zhangzhouensis 5.64lmn DHN29 Proteus vulgaris 71.33c 

DHL34 Corynebacterium stationis 24.14hijk DHN33 Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus 7.37mn 

DHL36 Chryseomicrobium amylolyticum 62.50cd DHG18 Providencia rettgeri 20.24ijk 

DHL43 Kocuria rosea 38.69fg DHG26 Micrococcus yunnanensis 32.64ghi 

DHL47 Brevibacterium sediminis 33.51gh DHG27 Pantoea dispersa 58.81de 

DHL49 Leucobacter aridicollis 4.82lmn DHG28 Pseudomonas psychrotolerans 86.75b 

DHL52 Myroides xuanwuensis 2.52mn DHG29 Microbacterium oleivorans 5.55lmn 

DHL53 Bacillus velezensis 22.02hijk CK 0 
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图 2  菌株 DHL56 合成铁载体能力 
Figure 2  Siderophore activity of strain DHL56 
 

3  讨论与结论 

植物内生菌在多数情况下与宿主植物是互惠

共生的[27]。在从宿主那里获得稳定生活环境的同

时，内生菌可从以下几个方面对宿主产生积极作

用：(1) 内生菌可以提高宿主抗性。主要是通过

产生抗生素等代谢产物或通过诱导宿主系统抗性

来帮助宿主应对生物胁迫，也可提高宿主抗性基

因表达，进而促进宿主体内与抗性相关代谢物的

积累，比如，有研究表明油菜内生菌 Heteroconium 

chaetospira 能诱导宿主对油菜疟原虫的抗性，进一

步研究发现，该内生菌通过上调宿主中与茉莉

酸、乙烯、生长素及 PR-2 蛋白生物合成相关的基

因来诱导宿主对疟原虫的抗性[28]；一些内生细菌通

过自身代谢产物，如脱落酸(Abscisic Acid，ABA)

等来提高宿主植物在非生物胁迫下的抗逆性[29]。

(2) 内生菌能够促进宿主生长。一些内生细菌通

过调节生长相关激素、帮助宿主获得氮磷等限制

性植物营养来促进宿主生物量的增加，从而发挥

促生作用[30]。(3) 内生菌能产生与宿主相同或相

似的代谢产物，甚至有些天然代谢产物是内生菌

与宿主相结合而产生的物质。例如，我国珍稀中

药龙血竭是在内生菌侵染条件下激活龙血树免疫

系统产生的防御性产物。我国学者从龙血树产生

天 然 血 竭 部 位 分 离 出 优 势 内 生 菌 镰 孢 霉 菌

(Fusarium proliferatum)，在云南等地采用为植物

“输液”的办法将真菌孢子输入龙血树体内，在较

短的时间内产生高质量的血竭[31]。 

内生菌对宿主植物有广泛的生物学作用，宿

主植物的优良性状与内生菌功能息息相关。因

此，深入研究植物内生菌的种群结构以及生物学

功能具有重要意义[32]。 

本研究中共分离到 133 株地锦草内生细菌。

通过 16S rRNA 基因分子鉴定，所有菌株分属 4 门

5 纲 8 目 13 科 25 属，具有较丰富的多样性。研究

表明，植物中分离到的内生细菌大部分属于芽孢

杆菌属[33-34]。本研究中优势属为芽孢杆菌属，占

15.79%。这与其他研究者的结果一致，但本研究

中 分 离 到 的 Kerstersia 、 Paenalcaligenes 、

Kosakonia 等属很少见，增加了植物内生可培养细

菌范畴。 

随着农业的不断发展，某些植物病害的发生

呈逐渐上升趋势，需要一些无病害、资源丰富的

生防剂。内生菌凭借来源广泛、易于培养、与植

物互惠共生等优势，成为近年来生防菌剂研发的

热点。本研究测定内生细菌对 3 种常见植物病原菌

的拮抗活性，发现 22 株菌有不同程度的拮抗活

性。其中 19 株菌抑制棉花立枯丝核菌、8 株菌抑制

小麦赤霉病菌、11 株菌能抑制玉米小斑病菌。菌

株 DHL56、DHN17、DHP3、DHP8 对 3 种原病菌

都有抑制作用，是芽孢杆菌属的不同物种。这与

前人的研究结果吻合[35-37]。本研究虽然在实验室

水平上分离得到具有较强拮抗功能的菌株，但是

选用的病原菌数目较少。筛选生防内生菌时，用

作供试菌的病原菌种类应当较多，防止筛选的功

能菌株生防能力单一、应用范围窄，也可将多种菌

剂配合使用，提高内生细菌的综合应用效果[38]。 

采用 4 个指标进行促生潜力研究，初步筛选

分离到 76 株具有固氮能力的菌株，占所用菌株的

81.72%，多数为芽孢杆菌属。7 株菌能合成铁载

体，占 7.52%，均为芽孢杆菌属。芽孢杆菌属是目
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前生防菌中研究较多的一类细菌，枯草芽孢杆

菌、巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)等均为生

物防治中重要的菌种资源[39]。芽孢杆菌属不仅对

一些植物病害有较好的防治效果，并且对植物的

生长具有促生作用，这可能与芽孢杆菌属具有较

强的抗逆性有关。19 株菌具有解磷能力，占所有

菌株的 20.4%。国内外已经研究发现假单胞菌

属、泛菌属、伯克霍尔德氏菌属(Burkholderia)是

常见的解磷内生细菌[40]，本研究结果中也出现能

解磷的假单胞菌属、泛菌属，与该研究结果相

似。37 株菌具有产吲哚乙酸能力，占 39.78%，吲

哚 乙 酸 产 量 在 0.67−105.67 mg/L 之 间 ； 菌 株

DHL55 产吲哚乙酸量的达到 105.67 mg/L，能力

强，属于变形杆菌属。9 株菌同时有固氮、解

磷、产吲哚乙酸能力。DHP8 不仅对本研究中 3 种

植物病原菌有明显的抑制作用，也具有多种促生

特性，需进一步研究。 

本研究对内生细菌促生特性只进行了初步分

析，需进一步对固氮酶活性、溶磷量等进行测

定。本研究中通过无氮培养基初筛得到较高比例

的内生固氮菌，但只是对内生细菌有无固氮能力

作了初步判断，没有进一步测定固氮酶活性，因

此结果可靠性不强。固氮酶活性是衡量生物固氮

效率的重要指标之一。除了体外固氮能力的测

定，还应该将固氮菌回接到植物体内研究其促生

效应。此外， 新研究表明能否高产胞外多糖也

成为了固氮菌筛选的一种指标 [41]。因为固氮菌

所含的固氮酶对氧极其敏感，在一切氧条件下固

氮酶均会失活，从而丧失了固氮催化反应的能

力，而胞外多糖可以控制进入固氮菌菌体细胞的

氧浓度[42-43]。近年来，国内外研究者对各类植物

中的内生固氮菌及其固氮能力进行了研究，发现

许多植物中都存在较高比例的内生固氮菌。例

如，从尼瓦拉野生稻中共分离到 57 株内生细

菌 ， 其中 44 株为内生固氮菌，固氮酶活性在

5.79−899.72 nmol/(mL·h)之间 [44]；采用高通量测

序技术对巨菌草不同生长时期的内生固氮菌群组

成进行分析，结果表明该植物含有丰富的固氮菌

群种类和丰度[45]。溶磷圈法常用于溶磷菌株的筛

选，该方法常用于初步判断菌株是否有溶磷能

力，该方法容易出现假阴性结果，平板筛选时可

能会因菌落较多以及菌落间竞争，使一些原本具

有溶磷能力的菌株未出现溶磷圈；对菌株的溶磷

能力进行定量时常用液体培养法，而且液体培养

时溶磷细菌可以利用多种难溶性的无机磷，理论

上更严谨、合理 [46]。本研究中缺少盆栽试验环

节，此外，能否在植物体内定殖是生防细菌发挥

其生防作用的重要影响因素之一，可以在后期试

验中加入内生细菌定殖以及定殖的追踪与监测。 
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