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研究报告 

红树植物老鼠簕内生细菌数量的时空动态变化 
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摘  要：【目的】了解红树植物老鼠簕内生细菌数量的时空动态变化。【方法】分别用荧光显微

计数法和平板计数法对老鼠簕内生细菌总量和可培养内生细菌总量进行周年动态测定。【结果】

老鼠簕根、茎、叶部内生细菌总量年平均分别为 12.25×107、7.59×107 和 5.72×107 ind./g(FW)；

而可培养内生细菌总量年平均分别为 3.98×103、3.70×103 和 2.18×103 CFU/g(FW)。【结论】老鼠

簕植株体内含有大量的内生细菌，根部含量最高，茎部次之，叶部最少。但分离的可培养内生

细菌占比极少(仅为 0.000 2%−0.146 8%)。老鼠簕内生细菌总量及可培养内生细菌总量均随采样

季节不同而呈现波动性变化，内生细菌总量最大值出现在夏季(7月)，可培养内生细菌总量最大值出

现在春季(3月)。 
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Spatiotemporal dynamic of endophytic bacteria numbers in  
Acanthus illicifolius 
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(1. Agricultural College, Guangdong Ocean University, Zhanjiang, Guangdong 524088, China) 
(2. Guangdong Agricultural Research and Development Center for Horticulture Technology,  
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Abstract: [Objective] To study the spatiotemporal dynamic of endophytic bacteria numbers in 
Acanthus illicifolius. [Methods] Annual dynamic of total endophytic bacteria and culturable 
endophytic bacteria in different organs of A. illicifolius were studied using fluorescence microscopy 
and plate counting method, respectively. [Results] The number of total endophytic bacteria in roots, 
stems and leaves was 12.25×107, 7.59×107 and 5.72×107 ind./g(FW) successively. And the number of 
culturable endophytic bacteria corresponds to 3.98×103, 3.70×103 and 2.18×103 CFU/g(FW). 
[Conclusion] There were numerous endophytic bacteria in A. illicifolius. The highest concentration 
of endophytic bacteria was in roots, followed by stems and leaves. Culturable endophytic bacteria 
accounted for only 0.000 2%−0.146 8% of total endophytic bacteria in A. illicifolius. The fluctuation 
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of the number of total endophytic bacteria and culturable endophytic bacteria in A. illicifolius varied 
greatly with the change of seasons. The number of total endophytic bacteria in A. illicifolius was 
highest in summer (July). While the number of culturable endophytic bacteria in A. illicifolius was 
highest in spring (March). 

Keywords: Acanthus illicifolius, Endophytic bacteria, Spatiotemporal dynamic 
 

植物内生菌作为植物微生态系统中的重要成

员，几乎所有健康植物各组织器官中都能检测出内

生菌的存在。内生菌与其宿主植物存在共生、互惠

或互养关系，在宿主植物健康生长发育及繁殖中具

有十分重要的生理生化作用[1]。 

红树林是一种特殊植物群落的统称，由于红树

林受到周期性海水浸淹，生境特殊，导致其内生及

根际土壤微生物具有独特性质。现已从红树体内及

根际土壤中分离获得大量的微生物菌株，这些菌株

很多具有特殊的代谢方式，能合成多种具有抗菌、

抗病毒、抗肿瘤等重要用途的代谢产物，在生物制

药及农业植物病害生物防治中显示出广阔的应用

前景，成为国内外研究热点之一[2-3]。 

老鼠簕(Acanthus illicifolius L.)为生长在热带海

岸地带的爵床科(Acanthaceae)灌木型红树植物，高

约 0.5 m−1.5 m，在我国主要生于南部海岸(广东、

广西、福建等)，为红树林重要组成之一。它是一种

药用植物，富含生物碱类、黄酮类、三萜类等活性

成分，具有抗氧化、止痛和抗炎等作用，在民间常

用于治疗急慢性肝炎、哮喘、咳嗽、蛇伤等[4-8]。目

前有关老鼠簕根际土壤微生物及其内生真菌、内生

放线菌的分离与活性研究等已有报道[9]，但有关老

鼠簕内生细菌数量的测定及其周年动态变化的研

究目前尚未见报道。本研究采用荧光显微计数法和

平板分离法，对来源于广东省湛江市红树林自然保

护区的老鼠簕植株内生细菌总量和可培养内生细

菌总量进行调查，以明确其内生细菌分布规律，为

进一步开发利用老鼠簕内生细菌资源奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试植物 

分别于 2010 年 1、3、5、7、9、11 月在广东

省湛江市麻章区库竹大桥红树林自然保护区一块

0.5 km2 的面积内随机采集老鼠簕(A. ilicifolius)全

株植株，对应编号放入无菌保鲜袋，并立即带回

实验室，24 h 内完成内生细菌的分离。 

1.2  供试培养基 

内生细菌平板计数测定采用海水 NA 培养基[10]，

分装后 1×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.3  主要试剂和仪器 

牛肉浸膏、蛋白胨、琼脂，北京奥博星生物技

术有限责任公司；甲醛、吖啶橙染色液(1 g/L)、香

柏油，北京诺博莱德科技有限公司；黑色微孔滤膜

(0.2 μm)，北京中西远大科技有限公司。 

旋片真空泵(2X2-4 型)，浙江黄岩宁溪医疗器

械；生化培养箱(LRH-250A)，上海博迅实业有限公

司；荧光显微镜(Olympus BH22)，Olympus 公司；

取液器(1 000 μL)，Eppendorf 公司。 

1.4  样品的消毒和制备 

参考文献[10]分离红树植物内生细菌的方法对

老鼠簕植株进行表面消毒。首先用自来水冲洗样品表

面，洗净晾干后，分别称取其根、茎、叶各 5 g，在

超净工作台用 75%酒精进行表面消毒(30 s)，再用

0.1%升汞进行消毒(根和茎浸泡 1 min，叶 30 s)，最

后用无菌海水冲洗 3 次，去除表面残留药剂。消毒完

毕后用无菌剪刀充分剪碎样品，然后加入 20 mL 无

菌海水，于灭菌研钵中轻微研磨，浸泡 15 min，备用。 

吸取最后一次冲洗过植物组织块的无菌海水

100 μL，将其涂布于海水 NA 培养基上，并置于 25 °C

黑暗培养箱中培养 2−5 d，以检查表面消毒效果。 

1.5  可培养内生细菌总量的测定 

吸取上述研磨后的样品浸泡液 100 μL，将其涂

布于海水 NA 培养基上。放置于 25 °C 黑暗培养箱

中培养 2−5 d，观察细菌菌落并计数。每处理 3 个

重复，挑取单菌落纯化后保存。 
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1.6  内生细菌总量的测定 

参考赵海萍等[11]测定海洋细菌的方法并略加改

进：吸取上述研磨后的样品浸泡液 1 mL，加入 40%

甲醛溶液固定 3 min，吸取 100 μL 该固定液，转移至

抽滤装置管中(带有黑色微孔滤膜)，并滴加 1−2 滴

0.01%吖啶橙染色剂，染色 3 min 后真空抽滤。将滤

膜取出放置于载玻片上，滴加香柏油，Olympus BH22

荧光显微镜下 100 倍观察计数，观察 30 个不同视野，

每个样品重复 3 次并求其平均值。依据下列公式计算

内生细菌总量：E=( X ×S1×V0)/(m×S2×V1)。其中，E：

样品中的细菌含量(个/g)；X ：计数视野细菌数量的

平均值(个)；S1：滤膜面积(mm2)；S2：显微镜的视

野面积(mm2)；V0：浸泡样液体积，即 20 mL；V1：

过滤样液体积，即 0.1 mL；m：植物样品质量(g)。 

1.7  数据处理 

所测数据采用 SPSS 17.0 软件进行数据统计分

析，Excel 2003 软件绘图。 

2  结果与分析 

2.1  老鼠簕内生细菌总量及其动态变化 

老鼠簕内生细菌总量及时空动态变化测定结

果表明(图 1)，老鼠簕体内含有大量的内生细菌，老

鼠簕根、茎、叶部内生细菌年平均总量分别为

12.25×107、7.59×107 和 5.72×107 ind./g(FW)。根部

含量最高，茎部次之，叶部最少。 

 

 
 

图 1  老鼠簕内生细菌总量的时空变化 
Figure 1  Spatiotemporal changes of the total number of 
endophytic bacteria in Acanthus illicifolius 

从图 1 可以看出，不同时期老鼠簕植株不同

部位其内生细菌总量表现出不同变化趋势。其中

根部和茎部变化趋势相似，均表现为 1−7 月逐渐

上升，7 月份达到最大值，7−11 月逐渐下降，其

中根部最大值达 62.62×107 ind./g(FW)，茎部最大

值为 19.12×107 ind./g(FW)；而叶部表现为 1−5 月缓

慢上升，5 月份达到最大值，为 15.63×107 ind./g(FW)，

5−9 月逐渐下降，9−11 月又略上升，综合老鼠簕全

株(根、茎、叶)来看，其内生细菌总量最大值出现

在夏季(7 月)。 

2.2  老鼠簕可培养内生细菌总量的时空变化 

老鼠簕可培养内生细菌总量及其时空动态变

化测定结果表明(图 2)，老鼠簕体内分离的可培养

内 生 细 菌 总 量 以 根 部 的 含 量 最 高 ， 年 平 均 达

3.98×103 CFU/g(FW) ； 其 次 为 茎 部 ， 年 平 均 达

3.70×103 CFU/g(FW) ； 叶 部 最 少 ， 年 平 均 为  

2.18×103 CFU/g(FW)。 

从图 2 可以看出，老鼠簕根、茎、叶三者可培

养内生细菌总量的变化趋势基本相似：1−3 月数量

逐渐增多，3 月份达到最大值，3−9 月逐渐下降；

9−11 月又略上升，可见老鼠簕植株可培养内生细菌

总量最大值出现在春季(3 月)。 

2.3  老鼠簕可培养内生细菌占其相应内生细菌

总量的比率分析 

从表 1 可看出，从老鼠簕植株根、茎、叶中

分离出可培养内生细菌，其数量分别占其相应部 

 
 
图 2  老鼠簕可培养内生细菌总量的时空变化 
Figure 2  Spatiotemporal changes of the number of 
culturable endophytic bacteria in Acanthus illicifolius 
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表 1  老鼠簕可培养内生细菌总量占其内生细菌总量的比率 
Table 1   Proportion of the culturable number in the total number of endophytic bacteria in Acanthus ilicifolius (%) 

部位 

Organs 

1 月 

January 

3 月 

March 

5 月 

May 

7 月 

July 

9 月 

September 

11 月 

November 

平均值 

Average 

Root 0.008 0 0.146 8 0.011 4 0.000 2 0.001 7 0.023 7 0.032 0 

Stem 0.018 6 0.019 9 0.008 7 0.000 7 0.000 7 0.003 7 0.008 7 

Leaf 0.014 9 0.040 7 0.002 6 0.001 4 0.005 0 0.005 1 0.011 6 

 

位内生细菌总量的 0.032 0% (0.000 2%−0.146 8%)、

0.008 7% (0.000 7%−0.019 9%)和 0.011 6% (0.001 4%− 

0.040 7%)，老鼠簕植株中可培养内生细菌总量要远

小于内生细菌总量，说明所采用的海水 NA 培养基

只能分离培养出极少部分内生细菌，绝大多数内生

细菌在该培养基上不可培养或难培养。 

3  讨论 

由于荧光显微计数法具有简单方便、快速准确

的优点，目前该方法被广泛应用于测定各种水环境

的细菌总数，在海洋微生物资源调查中也有广泛应

用[12]，但将该方法应用于红树内生细菌的资源调查

则鲜见报道。近年来，卢乃会等[13-14]将该方法应用

于红树植物秋茄、桐花树内生细菌的资源调查，研

究结果证实相应植株根、茎、叶内均含有大量的内

生细菌。本研究从老鼠簕植株中同样可观察到上述

现象，说明该方法应用于红树内生细菌的含量测定

是稳定可靠的。但通过传统的平板分离法对其内生

细菌进行分离却发现，老鼠簕植株可培养内生细菌总

量占其内生细菌总量比率仅为 0.000 2%−0.146 8%，

证实老鼠簕植株中内生细菌总量要远大于可培养

内生细菌总量，说明本研究所采用的海水 NA 培养

基只能分离培养出极少部分内生细菌，绝大多数内

生细菌在该培养基上不可培养或难培养，这与卢乃

会等[13-14]从秋茄、桐花树中获得的相关研究结果相

似。有报道认为，平板分离法只能观察到适合在人

工培养基上生长的细菌类群，而大部分细菌类群不

能人工培养，因此该法只能反映自然环境中极其有

限的细菌数(<5%)[15]，本研究结果也证实了这一点。

但由于不同培养基对可培养细菌存在一定的选择

性，本研究仅采用一种培养基(海水 NA 培养基)进

行分离培养，难以反映老鼠簕可培养内生细菌的客

观数量，因此在分离老鼠簕内生细菌时选择多种具

有不同选择性的分离培养基也许可以获得较为丰

富的细菌种群。 

有研究认为，内生菌可能对寄主植物的种类乃

至相应定殖部位都有一定的选择倾向[16]。从本研究

结果来看，老鼠簕植株根、茎、叶内均含有大量的

内生细菌，但以根部的含量最高，茎部次之，叶部

最少；分离的可培养内生细菌也是根部含量最高，

茎部次之，叶部最少。分析其原因很可能是老鼠簕

大部分内生细菌来源于根际土壤，这些根际细菌最

先可能从其根部侵入从而进入其体内，再向上蔓

延，但由于受到植株体内天然组织屏障的影响，从

而导致体内各部分分布不均，越向末端分布越少。

因此根部含量最高，茎部次之，叶部最少。据报道，

红树林根部能分泌一些物质，这些渗出物可为细菌

的生长提供养分；而内生细菌在其根部定殖又促使

根部分泌更多渗出物，从而形成循环，使得根际内

生细菌数量大大增加[17]。这也许可以解释老鼠簕大

部分内生细菌来源于根际土壤的原因。 

唐依莉等[1]对不同红树林地区老鼠簕内生放线

菌进行分离，结果表明，老鼠簕体内内生放线菌的

数量动态变化与其分离部位及季节和环境的影响

相关。本研究对广东湛江地区老鼠簕内生细菌数量

测定结果表明，夏季(7 月)老鼠簕植株内生细菌总量

达到最大值；而可培养内生细菌总量根、茎、叶部

最大值均出现在春季(3 月)。说明老鼠簕内生细菌数

量随季节不同而显示出明显的波动，这可能是不同

季节的环境因素(降水、温度、湿度、日光等)的变
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化直接影响了内生细菌的侵染，同时植物组织的内

环境也随着外界环境的变化而变化，从而影响了内

生细菌在植株体内的定殖和分布。 

目前普遍认为红树内生菌及其活性物质是新

型医药研发的重要资源，已有研究者从红树植物中

筛选出多株能够产生丰富的抗菌、抗氧化和抗肿瘤

活性物质的内生真菌[18]，而老鼠簕作为稀有的药用

红树植物，其内生菌及其次生代谢产物的研究显得

尤为重要。红树内生菌及其代谢产物不仅是获得新

的天然产物及开发新药的潜在资源，同时在农业领

域也显示出良好的应用前景。有研究表明，红树林

体内含有大量对植物病原真菌和细菌具有较强拮

抗和防病作用的海洋细菌，显示出红树内生细菌

可能在植物病害生物防治中具有巨大的开发应用

潜力[10]。本课题组近年来已从红树植物中分离筛选

到多株对引起香蕉枯萎病、芒果炭疽病、辣椒青枯

病、辣椒疫病等植物病害病原菌具有较好拮抗作用

的内生细菌菌株，并证实相关菌株能在作物体内定

殖并具有促生作用[19-22]。由此可见，红树内生细菌

及其活性物质是不可多得的海洋微生物资源，是良

好生防菌株的来源，具有较好的理论研究与开发利

用价值。本文研究了红树植物老鼠簕体内内生细菌

的数量及其时空动态变化，研究结果证实老鼠簕

植株体内含有大量的内生细菌，其数量随采样季

节不同而呈现波动性变化，但采用海水 NA 培养

基分离的可培养内生细菌数量极其有限，因此拟

进一步采用多种具有不同选择性的培养基对老鼠

簕内生细菌进行分离，以期获得更多的内生细菌

菌株实体，为老鼠簕内生细菌资源的进一步开发

利用打下基础。 
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