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白皮锦鸡儿种子内生细菌的分布与分离鉴定 
时晓寒  程聪  李玉倩  安登第* 

(新疆师范大学生命科学学院  新疆 乌鲁木齐  830054) 

 
 

摘  要：【目的】了解对荒漠环境有良好适应性的白皮锦鸡儿种子可培养内生细菌的多样性。【方

法】采用种子表面灭菌、种皮与种仁分离、可培养细菌分离纯化、对 pH 及盐的耐受性、16S rRNA
基因序列扩增和系统发育分析进行系统研究。【结果】从白皮锦鸡儿成熟种子种皮和种仁分别分

离纯化到 6 株和 26 株内生细菌，其中分离自种皮的菌株最适 pH 均在 9.0 以上，且有 3 株最高可

耐受 pH 14.0，有 5 株可耐受 10%的 NaCl；分离自种仁的菌株 pH 耐受范围明显低于种皮，但有

12 株对 NaCl 的耐受性可达 10%。16S rRNA 基因序列分析显示，30 株与芽孢杆菌属(Bacillus sp.)
接近，相似率 95%−99%，其中 13 株与枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)的相似率为 96%−99%，

11 株与地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis)相似率为 95%−99%；1 株与单孢菌属 (Sphingomonas 
sp.)相似性为 99%，1 株与大肠杆菌属(Escherichia sp.)相似性为 98%。【结论】白皮锦鸡儿种仁

内生菌数量和种类均高于种皮，体现出其可培养内生菌在空间分布的分异性及种类的多样性，且

推测其种皮内生菌对盐碱的高度耐受性应与其环境适应性相关。 
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Isolation and characterization of endophytic colonizing bacteria from 
the seed of Caragana leucophloea Pojark 

SHI Xiao-Han  CHENG Cong  LI Yu-Qian  AN Deng-Di* 
(College of Life Sciences, Xinjiang Normal University, Urumqi, Xinjiang 830054, China) 

Abstract: [Objective] This paper aimed to estimate the diversity and characterization of endophytic 
bacteria isolated from seed of Caragana leucophloea Pojark which good adaptability to desert. 
[Methods] The methods used in this study include seeds surface sterilization, seed coat and kernel 
separation, endophytic bacteria isolation, tolerance to pH and NaCl estimating, 16S rRNA gene 
sequencing and phylogenetic analyzing. [Results] With the thirty-two isolates, six and twenty-six 
strains were obtained from seed coat and kernel, respectively. The optimal pH for all strains that from 
seed coat was above pH 9.0 and the maximum was up to 14.0 for three of them, and the tolerance to 
salt was up to 10% NaCl for five isolates. The tolerance to pH of the strains isolated from kernel was 
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significantly lower than that from seed coat, but there’s twelve strains could tolerant to salt up to 10% 
NaCl also. According to 16S rRNA gene sequences analysis, thirty strains belong to Bacillus sp. with 
the similarity between 95%−99%. Among them, thirteen isolates was closed to Bacillus subtilis with 
similarity 96%−99% and eleven was closed to Bacillus licheniformis with similarity 95%−99%. One 
strain belong to genus Sphingomonas sp. with the homology of 99%, and one belong to genus 
Escherichia sp. with the homology of 98%. [Conclusion] The results has showed that the diversity of 
endophytic bacteria of C. leucophloea’s kernel was higher than that of the coat, indicating their space 
distribution and species diversity. And we could speculate that the higher tolerance on pH and salt of 
the bacteria of the seed coat must have some relationship with the host environment adaptability. 

Keywords: Endophytic bacteria, Space distribution, Biological charcteristics, Molecular identification, 
Caragana leucophloea Pojark 

白皮锦鸡儿(Caragana leucophloea Pojark)为豆

科 (Leguminosae)蝶形花亚科(Faboideae)山羊豆族

(Galegeae)锦鸡儿属(Caragana Fabr)植物[1]，主要分

布于准格尔盆地西部山地、新疆东天山及内蒙、甘

肃等地的荒漠草原[2]，具有耐干旱、贫瘠环境等特

点，根系发达，可作固沙植物。锦鸡儿属植物作为

干旱、半干旱区重要的水土保持物种，对荒漠生态

系统有重要价值，同时也是优良牧草，还是良好的

蜜源植物，部分还具有药用价值[3]。 

植物内生菌(Endophyte)是指那些在其生活史

的一定阶段或者全部阶段生活于健康植物各种组

织和器官内部的真菌或者细菌，被感染的宿主植物

(至少是暂时)不表现出外在症状[4]。内生菌具有增

强植物耐受盐胁迫的能力[5-7]，并且高等物种的部分

功能完全由共生微生物提供，一些植物离开共生菌

就无法在逆境中生存[6]，如在美国黄石国家公园，

禾本科二型花属植物 Dichanthelium lanuginosum 与

其内生菌 Curvularia protuberata 共生可耐 65 °C 高

温，但若二者分开则任何一种都会在 38 °C 死亡[8]，

而 C. protuberata 耐热性需要真菌 RNA 病毒的存

在 ， 只 有 这 样 的 “ 三 位 一 体 共 生 (Three-way 

symbiosis)”才可耐受高温[9]。当前我国科技工作者

也对植物内生菌研究给予了相当的重视，对多种草

本、木本和藤本植物的内生微生物进行了比较和分

析，也对植物内生菌在生态学、生物学、微生物的

进化和物种形成、内生菌/宿主的联合代谢等领域的

意义和价值进行了探讨[10]。 

广泛分布于荒漠环境的白皮锦鸡儿对逆境的

适应是长期进化形成的，目前对其相关研究主要集

中在系统分类及抗旱生理响应和种子萌发诱导

等[11-15]。研究已证实大多数植物的抗逆特性是与其

内生菌密切相关的，但对具有典型耐受干旱的白皮

锦鸡儿内生菌的类群和特性等尚未有报道。本实验

以白皮锦鸡儿成熟种子为材料，采用常规方法分离

其内生细菌并对其进行生理生化和分子进化检测，

以了解白皮锦鸡儿种子内生细菌的组成及分布特

点，尝试从内生细菌特性方面对白皮锦鸡儿抗旱、

耐盐碱特性进行探索。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  白皮锦鸡儿种子：白皮锦鸡儿成熟种子采自

乌鲁木齐市达坂城区(N43°33′35″，E87°51′45″，海

拔 1 107 m)。 

1.1.2  培养基：牛肉膏蛋白胨培养基(g/L)：牛肉膏

3、蛋白胨 10、NaCl 5，固体培养基另加琼脂 15，

1×105 Pa 灭菌 30 min。 

1.2  内生细菌的分离、纯化 
取白皮锦鸡儿成熟种子 35 粒，浓硫酸浸泡

5 min，180 mL 无菌水振荡洗涤 10 min；70%酒精

浸泡 10 min，无菌水振荡冲洗一次；0.1% HgCl2 浸

泡 2 min，无菌水振荡冲洗 6 次。以最后一次漂洗

液涂布牛肉膏蛋白胨培养基平板做灭菌效果检测。

预处理种子置灭菌培养皿中，用灭菌镊子将种皮、
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种仁分离，种皮以 2 mL、种仁 8 mL 无菌水分别研

磨至浆状，分别稀释至 10−3、10−4、10−5 三个稀释

度各取 200 μL 涂布牛肉膏蛋白胨平板，每个梯度

5 个重复[16]。37 °C 培养至长出单菌落，反复划线至

纯培养菌株。 

1.3  形态及生理生化鉴定 
纯化菌株采用常规法进行革兰氏染色、过氧化

氢酶、耐盐、pH 耐受、淀粉水解、纤维素水解、

糖醇发酵、酯酶、酪蛋白水解等试验[17]。 

1.4  分子鉴定 
采用 CTAB 法[18]提取分离株基因组 DNA，以

通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG- 
3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)(北

京鼎国)进行 PCR 扩增，50 μL 反应体系为：ddH2O 

35 μL，10×Buffer (2.0 mmol/L MgCl2) 5 μL，dNTPs 

(10 mmol/L) 5 μL，27F (10 mmol/L) 1 μL，1492R 

(10 mmol/L) 1 μL，Taq 酶  (5 U/μL) 1 μL，模

板 2 μL。PCR 扩增条件为：94 °C 5 min；95 °C 

1 min，55 °C 1 min，72 °C 1.5 min，30 个循环；

72 °C 10 min。PCR 产物经纯化回收，连接到 pTA2

载体(Toyoba，Osaka，Japan)，转化大肠杆菌 DH5α

感受态细胞，经蓝白斑筛选后测序。序列经 BLAST

进行最大相似性比对，用 Clustal X 1.83[19]进行同源

分析，MEGA 2 的 Neighbor-Joining (NJ)法[20]构建系

统进化树。 

2  结果与分析 

2.1  内生菌的分离及纯化 
种子表面灭菌处理经涂布检测灭菌彻底。由表

面灭菌的白皮锦鸡儿种子种皮分离到 6 株、种仁

26 株共 32 株内生细菌。经革兰氏染色、显微镜观

察，均为 G−菌(表 1)。 

2.2  分离株生理生化鉴定 
对分离株的主要生理生化特性测定，白皮锦鸡

儿种子内生菌适应 pH 范围在 4.0−14.0 之间，其中

14 株最适 pH 为 9.0，2 株最适 pH 达到 10.0，而分

离自种皮的 6 株最适 pH 均在 9.0 以上且有 5 株可

耐受 10% NaCl；25 株淀粉酶、27 株蛋白酶检测阳

性，特别是全部菌株均可耐受 5%的 NaCl，其中 17 株

对 NaCl 的耐受度达 10% (表 1)。 

2.3  分离株16S rRNA基因序列分析及系统发育

树构建 
16S rRNA 基因序列分析表明(表 2)，32 个分离

株中 30 株与芽孢杆菌属(Bacillus sp.)接近，相似性

在 95%−99%之间；1 株与单孢菌属(Sphingomonas 

sp.)接近，相似性为 99%；1 株与大肠杆菌(Escherichia 

sp.)接近，相似性为 98%。 

分离株序列以 BLAST 与 GenBank 比对，选取

相似性最高的已发表菌株为参考序列，共同用

ClustalX 1.83[19]进行相似性分析，用 MEGA 2 以最

大相邻法[20]构建系统进化树(图 1)。 

由图 1 可见，32 个分离株可分为 3 大类群。第

1 类群是芽孢杆菌属，占 93.9%。这一类群又由

5 个次级族群组成，第 1 族群是包含 11 个分离株的

枯草芽孢杆菌类，其最接近参考菌株 Bacillus sp. 

strain JS[21]是分离自芒草(Miscanthus)根际土壤的芽

孢杆菌，证实其对宿主具有促生作用并已从基因组

层面获得相应证据；第 2 族群由 7 个分离株组成，

其参考菌株为分离自施用豆饼肥料的土壤并可产

生热稳定性良好的 β-甘露聚糖酶 [22]，特殊的是

这 7 株菌 pH 耐受均在 11.0 以上，最高为分离自种

皮的 ANP111 可耐受 pH 14.0，而对 NaCl 的耐受性

有 3 株为 5%、4 株为 10%，显示来源于白皮锦鸡儿

的内生菌具有较强的盐碱耐受性；其余 3 个次级族

群为地衣芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌和巨大芽孢杆

菌。第 2 大类群由 1 株与大肠杆菌属接近的分离株

组成。第 3 大类群是属于单孢菌属的 1 个分离株

AGR1113，其对盐的耐受性为 5%，而 Chen 等[23]

报道分离自林地土壤的Sphingomonas hunanensis的

NaCl 耐受仅为 1%，显示来源于不同环境的相近菌

株对盐的耐受性有较大差异。由此分析可见，白皮

锦鸡儿内生细菌以芽孢杆菌为优势属，枯草芽孢杆

菌为优势种。 
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表1  分离菌株生理生化特征 
Table 1  Characteristics of the isolation from seed of Caragana leucophloea 

pH 产酶 
Enzyme production 

糖利用 
Glucose utilization菌株 

Strains 

革兰氏染色 
Gram 

staining 

表型 
Phynotype 范围 

Extent 
最适 

Optimum 

盐耐受 
Salt 

tolerance 
(NaCl, %) Es Am Pr Ca Ce Cel Cy Rh Tr Ra

Seed coat            
BNP111 − R 7.0−10.0 9.0 10 − + + + + + + − + +
ANP111 − R 7.0−14.0 9.0 10 + + + + + + + − + +
ANP131 − R 7.0−13.0 10.0 10 + + + + − + + − + +
ANP211 − R 7.0−14.0 9.0 10 + + + + + + + − + +
BNP211 − R 6.0−11.0 9.0 10 − + + + + + + − + +
ANP221 − R 4.0−14.0 9.0 5 + + + − + + − − + −

Seed kernel            
ANR211 − R 7.0−14.0 10.0 10 − + + + + + + − + −
BNR143 − R 6.0−14.0 9.0 10 − + + + + + + − + +
BNR141 − R 6.0−11.0 9.0 10 − + + + − + + − + +
BNR121 − R 7.0−12.0 9.0 5 + + + + + + − − + −
BNR232 − R 4.0−11.0 8.0 10 + + + + − + + − + +
BNR231 − R 6.0−11.0 9.0 10 + + + + − − + − + +
BNR222 − R 5.0−11.0 9.0 10 + + + + − + + − + +
BNR111 − R 7.0−11.0 9.0 10 + + + + + + + − + +
BNR153 − R 6.0−11.0 8.0 10 − + + + + + + − + +
BNR152 − R 6.0−11.0 9.0 10 + + + + + + + − + −
BNR221 − R 5.0−11.0 9.0 10 + + + + + + + − + +
ANR111 − R 7.0−11.0 9.0 10 + + + + + + + − + +
BNR241 − R 4.0−11.0 7.0 10 + + + + − + − − + +
BGR152 − R 6.0−12.0 7.0 5 − − + + − + + + − +
BGR281 − R 6.0−11.0 7.0 5 + − + + − + + − + +
AGR112 − R 6.0−9.0 7.0 5 + + + + − + + − + +
BGR272 − R 7.0−11.0 7.0 5 + + − + + + + − + +
BGR273 − R 6.0−12.0 7.0 5 + + − + + + + − + +
BGR263 − R 6.0−12.0 7.0 5 + + − + − + + + + −
AGR111 − R 6.0−12.0 7.0 5 + + + + + − + − + −
BGR121 − R 6.0−12.0 7.0 5 − − + + − + + + − +
BGR141 − R 6.0−10.0 6.0 5 − − + + − + + − + −
BGR112 − R 6.0−11.0 6.0 5 + − + + − + + − + +
BGR261 − R 6.0−11.0 6.0 5 + + − + + + + + + −
BGR151 − R 6.0−10.0 6.0 5 + − + + − + + − + +
AGR1113 − R 6.0−9.0 6.0 5 + − − − + − − − − −

注：R：杆状；+：阳性;−：阴性；Es：酯酶；Am：淀粉水解酶；Pr：蛋白水解酶；Ca：过氧化氢酶；Ce：纤维素酶；Cel：纤维二

糖；Cy：环糊精；Rh：鼠李糖；Tr：海藻糖；Ra：棉子糖. 
Note: R: Rod; +: Positive; －: Negative; Es: Esterase; Am: Amylolysis; Pr: Proteolysis; Ca: Catalase; Ce: Cellulose; Cel: Cellobiose; Cy: 
Cyclodextrin; Rh: Rhamnose; Tr: Trehalose; Ra: Raffinose. 
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表2  分离菌株同最近菌株的系统发育关系 

Table 2  Phylogenetic relation to nearest neighbors of isolated strains 
相似菌 

Closest type strains 菌株 
Strains 

登录号 
Accession 

number 数据库相似菌株 
Strains in GenBank database (accession number) 

对比片段 
Length of fragment for 
alignment analysis (bp) 

相似性 
Similarity 

(%) 
Seed coat    

BNP111 KT166426 Bacillus subtilis strain K21 (JN587510) 929/949 98 

ANP111 KT166427 Bacillus sp. B18(2008) (EU362164) 1 024/1 061 97 

ANP131 KT166428 Bacillus licheniformi strain P79s (FJ808719) 1 034/1 045 99 

ANP211 KT074451 Bacillus subtilis strain K21 (JN587510) 931/935 99 

BNP211 KT074450 Bacillus subtilis strain ZLY (JX402129) 929/949 96 

ANP221 KT074452 Bacillus cereus strain ATCC14579 (AF290547) 975/985 99 

Seed kernel     

ANR211 KT074470 Bacillus licheniformis strain P79 (FJ808719) 825/847 97 

BNR143 KT074465 Bacillus licheniformis strain UEB FC (HQ154527) 934/937 99 

BNR141 KT074462 Bacillus subtilis strain MUSc-1 (GU982919) 969/977 99 

BNR121 KT074456 Bacillus cereus strain: Acj 209 (AB480773) 786/805 98 

BNR232 KT166430 Bacillus subtilis strain K21 (JN587510) 1 036/1 057 98 

BNR231 KT074457 Bacillus sp. 6014 (JX566659) 682/691 99 

BNR222 KT166434 Bacillus subtilis strain CCM 1999 (DQ207730) 1 062/1 073 99 

BNR111 KT166431 Bacillus licheniformis strain: M1-1 (AB039328) 1 034/1 067 99 

BNR153 KT074472 Bacillus subtilis strain BCRC 10058 (DQ993674) 931/957 97 

BNR152 KT074454 Bacillus subtilis strain CCM 1999 (DQ207730) 510/512 99 

BNR221 KT166429 Bacillus subtilis strain K21 (JN587510) 1 015/1 056 96 

ANR111 KT074453 Bacillus licheniformis strain UEB FC (HQ154527) 744/753 99 

BNR241 KT166432 Bacillus subtilis strain AP254 (JX094283) 1 045/1 079 97 

BGR152 KT074471 Bacillus licheniformis strain: GH10 (AB301007) 817/862 95 

BGR281 KT074458 Bacillus licheniformis strain T10 (JQ412068) 1 017/1 020 99 

AGR112 KT074464 Bacillus sp. B18(2008) (EU362164) 856/891 96 

BGR272 KT074455 Bacillus subtilis strain JM4 (AY728013) 798/812 98 

BGR273 KT074467 Bacillus licheniformis strain P79 (FJ808719) 971/978 99 

BGR263 KT166433 Bacillus subtilis strain: Acj 115 (AB480760) 1 031/1 050 98 

AGR111 KT074459 Bacillus sp. B18(2008) (EU362164) 1 009/1 014 99 

BGR121 KT166435 Bacillus licheniformis strain P79 (FJ808719) 1 001/1 045 99 

BGR141 KT074469 Bacillus licheniformis strain P79 (FJ808719) 971/979 99 

BGR112 KT074463 Escherichia coli strain 22 (GU968172) 980/986 98 

BGR261 KT074466 Bacillus subtilis strain K21 (JN587510) 979/980 99 

BGR151 KT074461 Bacillus licheniformis strain HPG16 (JQ291596) 922/925 99 

AGR1 113 KT074460 Sphingomonas sp. V1 (AF324199) 980/989 99 
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图 1  基于 16S rRNA 基因序列构建的白皮锦鸡儿内生细菌系统发育树 
Figure 1  16S rRNA gene phylogenetic tree of endophytes from Caragana leucophloea 

Note: Numbers in parentheses represent the sequences accession number in GenBank. Numbers at the nodes indicate the bootstrap values on 
Neighbor-Joining analysis of 1 000 resampled data sets. Bar (0.025) represents sequence divergence. 
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3  讨论 

内生菌的分离鉴定是植物与微生物共生研究

的基础，是揭示微生物与植物互作、发现重要功能

微生物资源的前提，历来受到科技工作者的重

视[24]。本试验选取的白皮锦鸡儿是荒漠草原的建群

种，具有抗干旱、抗侵蚀、耐贫瘠的特性[2,11]，由

其种子分离的内生细菌也大多数属于抗逆性极强

的芽孢杆菌类[25]，其中超过 40%的菌株与枯草芽孢

杆菌相似，生理特性检测发现其具有较强的盐碱耐

受性，这一结果与大多数植物内生菌的优势种是枯

草芽孢杆菌一致[25-27]。枯草芽孢杆菌可产生多种抗

生素和一些相应酶类，因而具有抑制病原菌的功

能[28]，且内生枯草芽孢杆菌可通过生态占位[29]、产

生伊枯草菌素(Iturin)[30]等为宿主植物提供保护；占

总数 30%以上的分离株与地衣芽孢杆菌相似，其半

数可耐受 pH 9.0 或 10%的 NaCl，这类芽孢杆菌可

产生一些蛋白类抗菌物质[31]，如 Kim 等[32]在发酵

大豆中发现的地衣芽孢杆菌 B65-1 可产生苯乙酸类

抗菌物质，对大豆病原菌有良好的抑制作用。 

综上所述，白皮锦鸡儿种子内生菌中占绝对优

势的类群是芽孢杆菌类，其中种皮的内生菌最适 pH

和对盐的耐受性均较高，由此推测白皮锦鸡儿对环

境的耐受性，特别是其种子在萌发阶段对干旱和盐

碱的耐受应包含了这些内生菌的贡献，亦或是高盐

碱环境胁迫演化了内生菌的适应性，或是兼而有

之。因此，本试验分离获得的白皮锦鸡儿种子内生

菌在其环境适应中的生物学效应，以及潜在的共生

抗逆价值等都值得进一步研究。 
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