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金钗石斛内生细菌的组成及多样性分析
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摘要： 采用 ９ 种培养基对贵州省的赤水市旺隆镇（Ｐ１）、贵阳市贵州师范大学生命科学学院大棚（Ｐ２）和金沙县台金

生态农业观光园（Ｐ３）内栽培的金钗石斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ．）根、茎和叶中的内生细菌进行了分离，并采用扩

增核糖体 ＤＮＡ 限制性分析（ＡＲＤＲＡ）法对分离的内生细菌进行了多样性分析。 结果表明：从 ３ 个样地金钗石斛的

根、茎和叶中共分离出 １ ０８１ 株内生细菌，隶属 ２ 门 ５ 科 １２ 属 ４０ 种 １ 亚种，可分成 ４１ 个 ＯＴＵｓ；其中，芽孢杆菌属

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）和短芽孢杆菌属（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ）为优势属，Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｕｂｓｐ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ 和 Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｉｎｖｏｃａｔｕｓ 为优势种

（亚种）。 金钗石斛的内生细菌在不同器官中的分布存在差异，根中内生细菌的菌株数量最多（６９５），且根中内生

细菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数（２ ２０）和 Ｍａｒｇａｌｅｆ 丰富度指数（５ ８１）均高于茎和叶中内生细菌，而叶中内生细

菌的 Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数却最高（０ ６９）；并且，茎和叶间内生细菌的 Ｓøｒｅｎｓｏｎ 相似性系数最高（０ ８２），显著高于根和

茎间以及根和叶间内生细菌的 Ｓøｒｅｎｓｏｎ 相似性系数。 ３ 个样地金钗石斛内生细菌的共有 ＯＴＵｓ 有 １４ 个，分离菌株

数占金钗石斛内生细菌分离菌株总数的 ９６ ５％；并且，３ 个样地金钗石斛内生细菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数

和 Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数差异较小，仅 Ｐ１ 样地金钗石斛内生细菌的 Ｍａｒｇａｌｅｆ 丰富度指数明显高于 Ｐ２ 和 Ｐ３ 样地。 ＮＡ、
ＴＳＡ、ＬＢ、ＫＢ、Ｒ２Ａ 和 ＴＢ 培养基从金钗石斛中分离出的内生细菌菌落数和 ＯＴＵ 数量均高于 ＹＰＤ、ＹＴ 和 ＹＧ 培养

基。 研究结果显示：金钗石斛体内含有丰富的内生细菌资源，并且，其内生细菌的组成和多样性与分离器官、种植

地和培养基密切相关。
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Ｗａｎｇｌｏｎｇ Ｔｏｗｎ ｏｆ Ｃｈｉｓｈｕｉ Ｃｉｔｙ （ Ｐ１）， ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ ｏｆ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｎｏｒｍａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｇｕｉｙａｎｇ Ｃｉｔｙ （Ｐ２）， ａｎｄ Ｔａｉｊｉｎ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｉｇｈｔｓｅｅｉｎｇ Ｇａｒｄｅｎ ｏｆ Ｊｉｎｓｈａ Ｃｏｕｎｔｙ
（Ｐ３） ｉｎ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｎｉｎｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｍｅｄｉａ， ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ
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ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ １ ０８１ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒｏｏｔ， ｓｔｅｍ， ａｎｄ ｌｅａｆ ｏｆ Ｄ． ｎｏｂｉｌｅ ｉｎ ｔｈｒｅｅ
ｐｌｏｔｓ， ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ ｔｏ ４０ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ １ ｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ １２ ｇｅｎｅｒａ ｏｆ ５ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｉｎ ２ ｐｈｙｌａ， ａｎｄ ｃａｎ
ｂｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４１ ＯＴＵｓ； ｉｎ ｗｈｉｃｈ， Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｎｄ Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ａｒｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｅｒａ， ａｎｄ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ
ｓｕｂｓｐ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ａｎｄ Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｉｎｖｏｃａｔｕｓ ａｒｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ （ ｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓ）． Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｄ． ｎｏｂｉｌｅ． Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ
ｒｏｏｔ ｉｓ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ （６９５）， ａｎｄ Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ （２ ２０） ａｎｄ Ｍａｒｇａｌｅｆ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ
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（５ ８１） ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｏｏｔ ａｒｅ ｂｏｔｈ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｆ，
ｗｈｉｌｅ Ｐｉｅｌｏｕ ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｌｅａｆ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ （０ ６９）． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， Ｓøｒｅｎｓｏｎ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｆ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ （０ ８２）， ａｎｄ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｌｅａｆ． Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ １４ ｃｏｍｍｏｎ ＯＴＵｓ ｉｎ
ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｄ． ｎｏｂｉｌｅ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｐｌｏｔｓ， ｉｔｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ ａｃｃｏｕｎｔｓ ｆｏｒ ９６ ５％ ｏｆ ｔｏｔａｌ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｆｒｏｍ Ｄ． ｎｏｂｉｌｅ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ
ｓｍａｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ Ｐｉｅｌｏｕ ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ
Ｄ． ｎｏｂｉｌｅ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｐｌｏｔｓ， ａｎｄ ｏｎｌｙ Ｍａｒｇａｌｅｆ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｄ． ｎｏｂｉｌｅ ｉｎ Ｐ１ ｐｌｏｔ ｉｓ
ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ Ｐ２ ａｎｄ Ｐ３ ｐｌｏｔｓ． Ｃｏｌｏｎｙ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｄ． ｎｏｂｉｌｅ ｉｎ ＮＡ， ＴＳＡ， ＬＢ， ＫＢ， Ｒ２Ａ， ａｎｄ ＴＢ ｍｅｄｉａ ａｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＹＰＤ， ＹＴ，
ａｎｄ ＹＧ ｍｅｄｉａ． Ｉｔ ｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ａｂｕｎｄａｎｔ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｉｎ Ｄ． ｎｏｂｉｌｅ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｉｔｓ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｏｒｇａｎｓ， ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ
ｆｉｅｌｄｓ， ａｎｄ ｍｅｄｉａ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ．； ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ； ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＤＮＡ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
（ＡＲＤＲＡ）； ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 金钗石斛 （Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ．） 隶属兰科

（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）石斛属（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ Ｓｗ．），为多年生草

本植物［１］，多附生在阴凉通风的悬崖石壁上或树上，
主要分布在中国西南、华南和台湾等地。 金钗石斛在

贵州省有 ５０ 余年的栽培历史，贵州省赤水市的金钗

石斛在 ２００６ 年由国家质量监督检验检疫总局批准实

施国家地理标志产品保护。 金钗石斛为中国传统名

贵中药材和保健品原料，主要化学成分包括生物碱、
多糖、倍半萜类、菲类、联苄类等，具有抗肿瘤、抗衰

老、改善记忆、提高免疫力、提高胃肠道功能及抗白内

障等功效［２］，经济价值很高。 然而，金钗石斛种子自

然萌发困难，随着人们对金钗石斛的不断开发利用，
导致其野生资源日渐枯竭，因此，应建立完善的金钗

石斛人工组培繁殖和保育体系，以加快金钗石斛的规

范化和规模化种植。
植物内生细菌栖居于健康的植物组织和器官的

细胞间隙或细胞内，不会对寄主植物造成实质性危

害，并可与寄主植物建立和谐共生关系［３］。 相关研

究结果表明：兰科植物具有依赖菌根成活和生长的特

性［４－５］，其内生细菌的数量和种类因生境而异，并与

兰科植物的种类、根龄、生长季节及菌根真菌的定植

程度等密切相关［６－８］。 迄今为止，研究者们已经从 ９０
多种兰科植物中分离出大量的内生细菌，并以根部内

生细菌为主［９］，其中，已经分离出内生细菌的石斛属

植物有美花石斛（Ｄ． ｌｏｄｄｉｇｅｓｉｉ Ｒｏｌｆｅ） ［１０］、细茎石斛

〔 Ｄ． ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ （ Ｌｉｎｎ．） Ｓｗ．〕 ［１１］、 铁 皮 石 斛 （ Ｄ．
ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ Ｋｉｍｕｒａ ｅｔ Ｍｉｇｏ ） ［１２］ 和 杓 唇 石 斛 〔 Ｄ．
ｍｏｓｃｈａｔｕｍ （Ｂｕｃｈ．⁃Ｈａｍ．） Ｓｗ．〕 ［１３］等。

在兰科植物的整个微生态系统中，植物与其内生

微生物相互作用，并且，内生细菌间、内生细菌与植物

菌根真菌间的相互作用可直接或间接促进植物生长

发育。 植物内生细菌不仅可以通过生物固氮和分泌

ＩＡＡ 等植物激素直接促进植物生长［５－８］，还可以通过

诱导植物体产生植物激素、增强植物体抗逆性及防御

病原体入侵等途径间接促进植物生长发育［１４－１５］，因
此，内生细菌对植物的生长和繁殖具有重要作用。 相

关研究结果表明：接种内生细菌可提高兰科植物种子

的萌发率［５－７］和组培苗炼苗移栽的成活率［１３，１６］，促进

组培苗生长，并提高组培苗的生物产量及多糖等活性

成分的含量。 不同生长阶段的兰科植物对促生微生

物的种类需求不同［９］，并且，内生细菌与菌根真菌混

合接种的促生效果明显优于单独接种菌根真菌［１７］。
综上所述，兰科植物内生细菌对维持兰科植物的物种

多样性及其规模化园艺栽培和药用生产等具有重要

意义。
传统分离培养是微生物研究的重要基础，对丰富

兰科植物内生细菌资源，研究内生细菌的生物学特性

及其与植物种子萌发和幼苗生长等的相互作用具有

不可替代的作用。 为此，作者从贵州省 ３ 个地区人工

种植的金钗石斛根、茎和叶等器官中分离出内生细

菌，并采用扩增核糖体 ＤＮＡ 限制性分析（ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＤＮＡ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＡＲＤＲＡ）法对分离

的内生细菌进行多样性分析，以期丰富兰科植物内生

细菌的种质资源，为进一步利用内生细菌共生技术开

展药用植物栽培和活性天然产物分离等研究提供基

础数据和参考依据。

０８
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１　 研究地概况和研究方法

１ １　 研究地概况

供试金钗石斛分别来自贵州省赤水市旺隆镇

（Ｐ１）、贵州省贵阳市贵州师范大学生命科学学院大

棚（Ｐ２）和贵州省金沙县台金生态农业观光园大棚

（Ｐ３）３ 个样地，均于 ２０１５ 年 ９ 月采集。 其中，Ｐ１ 样

地位于北纬 ２８°３２′０１″、东经 １０５°５１′５２″，海拔 ３７７ ｍ，
属中亚热带湿润季风气候，年均温 １８ １ ℃，年均空气

相对湿度 ８２％，供试植株以压石法仿野生种植［１８］，栽
培基质以苔藓、腐熟牛肥和锯木屑为主；Ｐ２ 样地位于

北纬２６°３５′３１″、东经 １０６°４３′１０″，海拔 １ ０９６ ｍ，供试

植株种植在大棚内，棚内温度 ２５ ℃ ～３０ ℃，年均空气

相对湿度 ７５％～８５％，栽培基质以营养土和锯木屑为

主，基质含水量为 ５０％ ～ ６０％； Ｐ３ 样地位于北纬

２７°２９′５３″、东经 １０６°１０′０９″，海拔 ９４８ ｍ，供试植株种

植在大棚内，棚内温度 ２５ ℃ ～３０ ℃，年均空气相对湿

度 ７０％～８０％，栽培基质以泥炭和珍珠岩为主，基质

含水量为４０％～６０％。
１ ２　 研究方法

１ ２ １　 样株的采集方法　 采用五点取样法在样地内

选择正常生长且无病虫害的 ２ 年生金钗石斛植株，每
个采样点采集 １ 株样株，同一样地的 ５ 株样株放入

１ 个无菌袋中，置于冰盒中带回实验室，尽快用于内

生细菌分离。 经鉴定，样株种植于贵州师范大学生命

科学学院微生物实验室进行活体保存。
１ ２ ２　 内生细菌的分离和纯化　 用蒸馏水冲洗样株

表面，用滤纸吸干表面水分，每个样地分别称取根、茎
和叶各 ２ ０ ｇ；先用体积分数 ７５％乙醇进行消毒，根、
茎和叶的消毒时间分别为 ３ ｍｉｎ、２ ｍｉｎ 和 ３０ ｓ；接着

用质量体积分数 ０ １％ ＨｇＣｌ２ 溶液进行消毒，根、茎和

叶的消毒时间分别为 １ ｍｉｎ、１ ｍｉｎ 和 ４０ ｓ；再用质量

体积分数 ４％ ＮａＣｌＯ 溶液进行消毒，根、茎和叶的消

毒时间均为 ３ ｍｉｎ；最后用无菌水漂洗 ３ 次。 用无菌

滤纸吸干根、茎和叶的表面水分，置于盛有 １８ ｍＬ 无

菌水的无菌研钵中研磨至匀浆，采用 １０ 倍梯度稀释

法用无菌水稀释匀浆液，量取稀释 １０、１００ 和 １ ０００
倍的匀浆液各 １００ μＬ，分别均匀涂布在 ＬＢ、ＮＡ、ＴＢ、
ＹＴ、ＹＰＤ、ＴＳＡ、ＹＧ、Ｒ２Ａ 和 ＫＢ 培养基平板上，置于

３７ ℃ 条件下倒置培养 １ ～ ２ ｄ，以菌落形成单位

（ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔ，ＣＦＵ）为准统计菌落总数。 每个

样地金钗石斛根、茎和叶不同稀释倍数的匀浆液均设

置 ３ 个平行实验。 挑取单菌落进行纯化培养，使用相

应的斜面培养基置于 ４ ℃条件下保存，或使用体积分

数 ３０％甘油置于－８０ ℃条件下保存。
１ ２ ３　 细菌基因组 ＤＮＡ 的提取 　 使用相应的培养

基将各菌株进行活化，并接种至 ５ ｍＬ 相应的液体培

养基中，于 ３７ ℃条件下 １６０ ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养过夜；
菌液在 １２ ０００ ｒ·ｍｉｎ－１条件下离心 ２ ｍｉｎ，收集沉淀，
参照董乙乂等［１９］的方法提取细菌基因组 ＤＮＡ。
１ ２ ４　 ＡＲＤＲＡ 分析　 使用通用引物 ２７Ｆ（引物序列

为 ５′ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ － ３′） 和 １４９２Ｒ
（引物序列为 ５′－ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ－３′）
扩增细菌基因组 ＤＮＡ 中 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的近全长片段；使
用限制性内切酶 ＨｈａⅠ和 ＨａｅⅢ对扩增产物进行酶

切分析，根据 ＡＲＤＲＡ 的酶切产物带型划分不同的操

作分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ）。
选取每个 ＯＴＵ 的代表性菌株，将扩增出的

１６Ｓ ｒＤＮＡ片段送生工生物工程（上海）股份有限公司

进行测序；使用 ＢＬＡＳＴｎ 程序（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｂｌａｓｔ ／ Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）将测序获得的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中已知的序列进行在线比对；下载与分离菌株

１６Ｓ ｒＤＮＡ 序列最相似的菌株序列，使用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 软

件进行多重比对；使用 ＭＥＧＡ ７ ０ 软件，采用邻接法

（ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ） 构建系统发育树，重复抽样检测

１ ０００ 次；将每个 ＯＴＵ 代表性菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列

提交至 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库，获得 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号。
１ ３　 数据分析

使用 Ｓｈａｎｎｏｎ －Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数（Ｈ′）、Ｐｉｅｌｏｕ
均匀度指数（Ｅ）和 Ｍａｒｇａｌｅｆ 丰富度指数（Ｒ）分析金钗

石斛内生细菌的多样性，使用 Ｓøｒｅｎｓｏｎ 相似性系数比

较金钗石斛不同部位内生细菌组成的相似程度［２０］。
采用 ＳＰＳＳ ２０ ０ 统计分析软件对相关数据进行处理，
采用 ＬＳＤ 法进行差异显著性分析。

２　 结果和分析

２ １　 金钗石斛内生细菌的总体组成分析

统计结果表明：在贵州省的赤水市旺隆镇、贵阳

市贵州师范大学生命科学学院大棚和金沙县台金生

态农业观光园 ３ 个样地金钗石斛的根、茎和叶中共分

离出 １ ０８１ 株内生细菌菌株；根据 ＡＲＤＲＡ 分析结果，
这些菌株可分成 ４１ 个 ＯＴＵｓ。 每个 ＯＴＵ 代表菌株与

１８
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ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中近缘菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列的相似度

及各 ＯＴＵ 的分离菌株情况见表 １；基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序

列构建的各 ＯＴＵ 代表菌株与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中近缘

菌株的系统发育树见图 １。

表 １　 金钗石斛内生细菌 ４１ 个 ＯＴＵｓ代表菌株与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中近缘菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列的相似度及各 ＯＴＵ 的分离菌株情况分析
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ４１ ＯＴＵｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ． ａｎｄ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ ｄａｔａｂａｓｅ， ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｅａｃｈ ＯＴＵ

　 ＯＴＵ 编号
　 Ｎｏ． ｏｆ
　 ＯＴＵ

代表菌株　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎ 近缘菌株　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎ

编号
Ｎｏ．

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

种类
Ｓｐｅｃｉｅｓ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

相似度 ／ ％
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

分离菌株　 Ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

比例 ／ ％
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
　 ＯＴＵ３３ ＳＪＮＡ６６ ＫＸ１３１１１６ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｆｅｒｒａｒｉａｅ ＮＲ０４３８９０ １ ９８ ３ ０ ３
　 ＯＴＵ１０ ＳＪＮＡ１ ＫＸ１３１１０７ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｔｒｏｐｉｃａ ＮＲ０２８９６５ １ ９８ ３６ ３ ３
　 ＯＴＵ４ ＳＪＹＧ６ ＫＸ１３１１０６ Ｐａｒａｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｐｈｙｔｏｆｉｒｍａｎｓ ＮＲ１０２８４５ １ ９９ ３２ ３ ０
　 ＯＴＵ２３ ＰＧＫＢ３６ ＫＸ１３１１３１ Ｐａｎｔｏｅａ ａｇｇｌｏｍｅｒａｎｓ ＮＲ１１１９９８ １ ９８ １ ０ １
　 ＯＴＵ２９ ＳＧＹＰＤ２４６ ＫＸ１３１１１０ Ｄｙｅｌｌａ ｔｈｉｏｏｘｙｄａｎｓ ＮＲ１１６００６ １ ９９ ２８ ２ ６
　 ＯＴＵ２０ ＳＧＲ２Ａ１９６ ＫＸ１３１１１７ Ｌｕｔｅｉｂａｃｔｅｒ ｒｈｉｚｏｖｉｃｉｎｕｓ ＮＲ０４２１９７ １ ９９ １ ０ １

厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ
　 ＯＴＵ１４ ＰＧＮＡ１１ ＫＸ１３１１００ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｉｎｅｒｉｓ ＮＲ０４２１８９ １ ９９ ６０ ５ ６
　 ＯＴＵ３９ ＷＧＲ２Ａ５ ＫＸ１３１１２４ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｅｏｒｉａｅ ＮＲ０４２０９２ １ ９９ １ ０ １
　 ＯＴＵ１８ ＳＧＹＧ１４ ＫＸ１３１１０９ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｕｌｎｅｒｉｓ ＮＲ１１７６１８ １ ９９ ６ ０ ６
　 ＯＴＵ２ ＳＧＬＢ１３１ ＫＸ１３１１０８ Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｉｎｖｏｃａｔｕｓ ＮＲ０４１８３６ １ ９９ ２１９ ２０ ３
　 ＯＴＵ３４ ＳＧＴＳＡ１１８ ＫＸ１３１１１４ Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｎａｃｉｈｕｍｉ ＮＲ０４４４８５ １ １００ １ ０ １
　 ＯＴＵ１３ ＳＧＬＢ２６３ ＫＸ１３１１１１ Ｃｏｈｎｅｌｌａ ｆｏｒｍｏｓｅｎｓｉｓ ＮＲ１０９５１５ １ ９８ ２３ ２ １
　 ＯＴＵ２７ ＷＧＬＢ８ ＫＸ１３１１２７ Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ ｓｏｌｉ ＮＲ０４３５２７ １ １００ ２ ０ ２
　 ＯＴＵ１５ ＬＹＲ２Ａ１ ＫＸ１３１０９４ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｅｒｉｕｓ ＮＲ１１８４３９ １ ９９ ４４ ４ １
　 ＯＴＵ１ ＬＧＴＳＡ３ ＫＸ１３１０９２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｎｔｈｒａｃｉｓ ＮＲ０７４４５３ １ ９９ ５ ０ ５
　 ＯＴＵ２１ ＬＧＴＳＡ８ ＫＸ１３１０９５ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｒｙａｂｈａｔｔａｉ ＮＲ１１５９５３ １ １００ ５５ ５ １
　 ＯＴＵ３０ ＷＧＬＢ３ ＫＸ１３１１２６ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｈｕｉｚｈｏｕｅｎｓｉｓ ＮＲ１３３９７４ １ ９９ １ ０ １
　 ＯＴＵ１６ ＷＧＬＢ７ ＫＸ１３１１２０ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｃｅｍｂｅｎｓｉｓ ＮＲ０４２６４８ １ ９９ １ ０ １
　 ＯＴＵ７ ＬＧＴＢ５ ＫＸ１３１０９６ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ＮＲ０７４５４０ １ １００ ６０ ５ ６
　 ＯＴＵ２６ ＷＧＬＢ１１ ＫＸ１３１１２５ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｉｒｃｕｌａｎｓ ＮＲ１１２６３２ １ １００ ２ ０ ２
　 ＯＴＵ８ ＷＧＹＴ２０ ＫＸ１３１１２９ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｏｃｈｅｏｎｅｎｓｉｓ ＮＲ０４１３７７ １ １００ ２ ０ ２
　 ＯＴＵ４０ ＰＧＬＢ１５ ＫＸ１３１１０２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｈｉｚｏｓｐｈａｅｒａｅ ＮＲ１０８３１１ １ ９９ １ ０ １
　 ＯＴＵ１７ ＦＧＴＳＡ２９ ＫＸ１３１０８９ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｌｅｘｕｓ ＮＲ１１３８００ １ １００ ２ ０ ２
　 ＯＴＵ２８ ＷＧＫＢ２４ ＫＸ１３１１２２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｈｕｍｉ ＮＲ０２５６２６ １ ９９ ２ ０ ２
　 ＯＴＵ３８ ＷＧＫＢ１９ ＫＸ１３１１２３ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｋｏｃｈｉｉ ＮＲ１１７０５０ １ ９９ １ ０ １
　 ＯＴＵ１１ ＷＧＫＢ１３ ＫＸ１３１１１９ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｏｎｏｒｅｎｓｉｓ ＮＲ０２５１３０ １ ９９ ４ ０ ４
　 ＯＴＵ９ ＷＧＴＢ３１ ＫＸ１３１１２１ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ ＮＲ１１２６３６ １ １００ ２ ０ ２
　 ＯＴＵ２４ ＦＧＴＢ１ ＫＸ１３１０８８ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ＮＲ０７５００５ ２ ９９ １ ０ １
　 ＯＴＵ３１ ＰＪＮＡ３ ＫＸ１３１１０１ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｏｊａｖｅｎｓｉｓ ＮＲ１１８２９０ １ ９９ １ ０ １
　 ＯＴＵ２５ ＷＧＮＡ９ ＫＸ１３１１２８ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｎｉａｂｅｎｓｉｓ ＮＲ０４３３３４ １ ９９ １ ０ １
　 ＯＴＵ２２ ＷＧＬＢ１３ ＫＸ１３１１１８ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｏｃｅａｎｉｓｅｄｉｍｉｎｉｓ ＮＲ１１７２８５ １ ９９ １ ０ １
　 ＯＴＵ３２ ＰＧＬＢ７ ＫＸ１３１０９９ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｏｌｅｒｏｎｉｕｓ ＮＲ０４３３２５ １ ９９ ２ ０ ２
　 ＯＴＵ１９ ＰＧＫＢ２４ ＫＸ１３１１０４ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｔｒａｔｏｓｐｈｅｒｉｃｕｓ ＮＲ１１８４４１ １ １００ １ ０ １
　 ＯＴＵ１２ ＦＧＹＧ１ ＫＸ１３１０９０ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＮＲ１１２６２９ １ １００ ２ ０ ２
　 ＯＴＵ３ ＬＪＴＳＡ１０ ＫＸ１３１０９３ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｕｂｓｐ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＮＲ１０２７８３ １ ９９ ４５９ ４２ ５
　 ＯＴＵ３６ ＷＧＴＢ２４ ＫＸ１３１１３２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ＮＲ１１４５８１ １ ９９ １ ０ １
　 ＯＴＵ５ ＬＧＬＢ９ ＫＸ１３１０９７ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｏｙｏｎｅｎｓｉｓ ＮＲ１２１７６１ １ １００ １２ １ １
　 ＯＴＵ３５ ＦＧＬＢ２９ ＫＸ１３１０９１ Ｆｉｃｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｖｏｒａｎｓ ＮＲ１１８４５５ １ ９９ ２ ０ ２
　 ＯＴＵ４１ ＬＪＹＴ２５ ＫＸ１３１１３３ Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ ＮＲ０４２０７２ １ ９９ １ ０ １
　 ＯＴＵ３７ ＳＧＹＰＤ１０３ ＫＸ１３１１１２ Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｍａｃｒｏｉｄｅｓ ＮＲ１１４９２０ １ ９９ １ ０ １
　 ＯＴＵ６ ＳＧＫＢ１５８ ＫＸ１３１１１５ Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｘｙｌａｎｉｌｙｔｉｃｕｓ ＮＲ１１６６９８ １ ９９ １ ０ １

总计 Ｔｏｔａｌ １ ０８１ １００ ０
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分支上的数值为 １ ０００ 次重复抽样检测的自展支持率 Ｄａｔｕｍｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ １ ０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ． 括号内的编号为近缘菌
株在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的登录号 Ｎｏｓ． ｉｎ ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ ｄａｔａｂａｓｅ． 大写字母和数字组合为各 ＯＴＵ 代
表菌株的编号 Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃａｐｉｔａｌｓ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｒｅ Ｎｏｓ． ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｅａｃｈ ＯＴＵ．

图 １　 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列构建的金钗石斛内生细菌各 ＯＴＵ 代表菌株与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中近缘菌株的系统发育树
Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｅａｃｈ ＯＴＵ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ． ａｎｄ

ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ ｄａｔａｂａｓｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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　 　 结果表明：分离的菌株属于厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）
和变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）２ 门，包括 ５ 科 １２ 属 ４０ 种

１ 亚种，且各 ＯＴＵ 代表菌株与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中近缘

菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列的相似度为 ９８％～１００％。
属于厚壁菌门的 ＯＴＵｓ 有 ３５ 个，分离菌株数占

金钗石斛内生细菌分离菌株总数的 ９０ ７％，包括

芽 孢 杆 菌 科 （ Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ ） 和 类 芽 孢 杆 菌 科

（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）２ 科共 ７ 属，其中，芽孢杆菌科包括

芽 孢 杆 菌 属 （ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ）、 赖 氨 酸 芽 孢 杆 菌 属

（ Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ） 和虚构芽孢杆菌属 （ Ｆｉｃｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ）
３ 属， 类 芽 孢 杆 菌 科 包 括 短 芽 孢 杆 菌 属

（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ）、类芽孢杆菌属（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）、芽孢八

叠球菌属 （ Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ） 和柯恩氏菌属 （ Ｃｏｈｎｅｌｌａ）
４ 属。 进一步分析结果表明：属于芽孢杆菌属的

ＯＴＵｓ 有 ２４ 个，分离菌株数占金钗石斛内生细菌分离

菌株总数的 ６１ ３％；属于类芽孢杆菌属和赖氨酸芽

孢杆菌属的 ＯＴＵｓ 各有 ３ 个，分离菌株数分别占金钗

石斛内生细菌分离菌株总数的 ６ ２％和 ０ ３％；属于

短芽孢杆菌属的 ＯＴＵｓ 有 ２ 个，分离菌株数占金钗石

斛内生细菌分离菌株总数的 ２０ ４％；属于柯恩氏菌

属、芽孢八叠球菌属和虚构芽孢杆菌属的 ＯＴＵｓ 各只

有１ 个，分离菌株数分别占金钗石斛内生细菌分离菌

株总数的 ２ １％、０ ２％和 ０ ２％。
属于变形菌门的ＯＴＵｓ 有 ６ 个，分离菌株数占金钗

石斛内生细菌分离菌株总数的 ９ ３％，包括伯克氏菌科

（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅａｅ）、肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）和黄

单胞菌科（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）３ 科共 ５ 属，其中，伯克

氏菌科包括伯克氏菌属（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ）和副伯克氏菌

属（Ｐａｒａｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ）２ 属，黄单胞菌科包括藤黄杆菌

属（Ｌｕｔｅｉｂａｃｔｅｒ）和戴氏菌属（Ｄｙｅｌｌａ）２ 属，肠杆菌科仅

泛菌属（Ｐａｎｔｏｅａ） １ 属。 进一步分析结果表明：属于

伯克氏菌属的 ＯＴＵｓ 有 ２ 个，属于副伯克氏菌属、戴
氏菌属、泛菌属和藤黄杆菌属的 ＯＴＵｓ 各只有１ 个，分
离菌株数分别占金钗石斛内生细菌分离菌株总数的

３ ６％、３ ０％、２ ６％、０ １％和 ０ １％。
从分离菌株数的比例来看，芽孢杆菌属和短芽孢

杆菌属为金钗石斛内生细菌的优势属； Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｕｂｓｐ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 和 Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｉｎｖｏｃａｔｕｓ 为优势

种（亚种），分离菌株数分别占金钗石斛内生细菌分

离菌株总数的 ４２ ５％和 ２０ ３％。
２ ２　 金钗石斛不同器官内生细菌的组成及多样性

分析

２ ２ １　 组成分析　 研究结果（表 ２）表明：从金钗石

斛根中分离出 ６９５ 株内生细菌菌株，占金钗石斛内生

细菌分离菌株总数的 ６４ ３％，包括 １２ 属 ３８ 种 １ 亚

种；从茎和叶中各分离出 ２３２ 和 １５４ 株内生细菌菌

株，分别占金钗石斛内生细菌分离菌株总数的

２１ ５％和 １４ ２％，分别包括 ７ 属 １３ 种 １ 亚种和 ６ 属

１１ 种 １ 亚种。 进一步分析结果表明： ＯＴＵ３１ 和

ＯＴＵ４１ 仅在金钗石斛茎中分离获得，其余 ３９ 个 ＯＴＵｓ
均可在金钗石斛根中分离获得，其中的 ２４ 个 ＯＴＵｓ
仅能在根中分离获得，但分离菌株数较少；金钗石斛

根、茎和叶中内生细菌的共有 ＯＴＵｓ 有 ９ 个。
结合表 １，从分离菌株数的比例来看，芽孢杆菌

属和短芽孢杆菌属为金钗石斛根、茎和叶内生细菌的

优势属，Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｕｂｓｐ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 和 Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｉｎｖｏｃａｔｕｓ 为优势种（亚种）；并且，Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｔｒｏｐｉｃａ、
Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｉｎｅｒｉｓ、 Ｐａｒａｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｐｈｙｔｏｆｉｒｍａｎｓ、
Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｉｎｖｏｃａｔｕｓ、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｅｒｉｕｓ、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｒｙａｂｈａｔｔａｉ、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｕｂｓｐ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ 和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｏｙｏｎｅｎｓｉｓ ８ 种 １ 亚种细菌在金钗石

斛的根、茎和叶中均有分布。

表 ２　 不同器官、样地和培养基中金钗石斛内生细菌 ４１ 个 ＯＴＵｓ的分离菌株数量分析１）

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ４１ ＯＴＵｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ． ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ， ｐｌｏｔｓ，
ａｎｄ ｍｅｄｉａ１）

　 ＯＴＵ 编号
　 Ｎｏ． ｏｆ ＯＴＵ

器官２） 　 Ｏｒｇａｎ２） 样地３） 　 Ｐｌｏｔ３） 培养基　 Ｍｅｄｉｕｍ

Ｒ Ｓ Ｌ Ｐ１ Ｐ２ Ｐ３ ＴＳＡ ＮＡ ＬＢ Ｒ２Ａ ＫＢ ＹＧ ＴＢ ＹＰＤ ＹＴ

变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
　 ＯＴＵ３３ １ ２ — — ３ — — １ １ １ — — — — —
　 ＯＴＵ１０ ２２ １０ ４ １１ １１ １４ ６ ２ ５ ３ ６ ５ ４ ２ ２
　 ＯＴＵ４ ２９ １ ２ １７ ９ ６ １ １ ４ ６ — １ ２ ８ ９
　 ＯＴＵ２３ １ — — １ — — — — — — １ — — — —
　 ＯＴＵ２９ ２５ — ３ １１ ９ ８ ５ ２ １ ４ ２ １ ４ ８ １
　 ＯＴＵ２０ １ — — — １ — — — — １ — — — — —
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续表２　 Ｔａｂｌｅ ２ （Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

　 ＯＴＵ 编号
　 Ｎｏ． ｏｆ ＯＴＵ

器官２） 　 Ｏｒｇａｎ２） 样地３） 　 Ｐｌｏｔ３） 培养基　 Ｍｅｄｉｕｍ

Ｒ Ｓ Ｌ Ｐ１ Ｐ２ Ｐ３ ＴＳＡ ＮＡ ＬＢ Ｒ２Ａ ＫＢ ＹＧ ＴＢ ＹＰＤ ＹＴ

厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ
　 ＯＴＵ１４ ３８ １４ ８ ２９ １７ １４ １０ ８ １７ ６ ５ ４ ３ ５ ２
　 ＯＴＵ３９ １ — — １ — — — — — １ — — — — —
　 ＯＴＵ１８ ５ — １ ３ １ ２ １ １ １ １ — １ １ — —
　 ＯＴＵ２ １０８ ６４ ４７ ８８ ６１ ７０ ３０ ４１ ３２ ４１ １５ １３ １１ １８ １８
　 ＯＴＵ３４ １ — — — １ — １ — — — — — — — —
　 ＯＴＵ１３ ２１ ２ — １１ ８ ４ ２ ２ ２ ７ ２ ４ １ ２ １
　 ＯＴＵ２７ ２ — — １ — １ — １ — — — — — — １
　 ＯＴＵ１５ ３１ ７ ６ ２５ ９ １０ ５ ８ ７ ８ ４ ６ ２ ４ １
　 ＯＴＵ１ ５ — — ３ １ １ １ １ １ １ — — — １ —
　 ＯＴＵ２１ ４７ ４ ４ ２８ １２ １５ １２ ７ １１ １２ ４ ７ — — ２
　 ＯＴＵ３０ １ — — １ — — — — １ — — — — — —
　 ＯＴＵ１６ １ — — １ — — — — １ — — — — — —
　 ＯＴＵ７ ４０ １３ ７ ３４ １３ １３ １０ １２ １３ ９ ３ ５ — ３ ５
　 ＯＴＵ２６ ２ — — ２ — — — — １ — — — — — １
　 ＯＴＵ８ ２ — — ２ — — — — １ — — — — — １
　 ＯＴＵ４０ １ — — — — １ — — １ — — — — — —
　 ＯＴＵ１７ １ １ — １ １ — １ １ — — — — — — —
　 ＯＴＵ２８ ２ — — ２ — — — — １ — １ — — — —
　 ＯＴＵ３８ １ — — — — １ — — — — １ — — — —
　 ＯＴＵ１１ ４ — — ２ １ １ １ — — １ １ — — １ —
　 ＯＴＵ９ ２ — — １ — １ １ — — — — — １ — —
　 ＯＴＵ２４ １ — — — １ — — — — — — — １ — —
　 ＯＴＵ３１ — １ — — — １ — １ — — — — — — —
　 ＯＴＵ２５ １ — — １ — — — １ — — — — — — —
　 ＯＴＵ２２ １ — — １ — — — — １ — — — — — —
　 ＯＴＵ３２ ２ — — １ — １ — — １ — — １ — — —
　 ＯＴＵ１９ １ — — — — １ — — — — １ — — — —
　 ＯＴＵ１２ １ — １ — １ １ — １ — — — １ — — —
　 ＯＴＵ３ ２７９ １１０ ７０ ２０７ １２７ １２５ ６８ ８８ １０２ ９８ １６ １１ ３５ ２２ １９
　 ＯＴＵ３６ １ — — １ — — — — — — — — １ — —
　 ＯＴＵ５ ９ ２ １ ６ ４ ２ １ １ ２ １ — ３ １ ２ １
　 ＯＴＵ３５ ２ — — １ — １ — — １ — １ — — — —
　 ＯＴＵ４１ — １ — — — １ — — — — — — — — １
　 ＯＴＵ３７ １ — — — １ — — — — — — — — １ —
　 ＯＴＵ６ １ — — — １ — — — — — １ — — — —

总计 Ｔｏｔａｌ ６９５ ２３２ １５４ ４９３ ２９３ ２９５ １５６ １８０ ２０８ ２０１ ６４ ６３ ６７ ７７ ６５

　 １）—： 未分离出内生细菌 Ｎｏ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｓｏｌａｔｅｄ．
　 ２）Ｒ： 根 Ｒｏｏｔ； Ｓ： 茎 Ｓｔｅｍ； Ｌ： 叶 Ｌｅａｆ．
　 ３） Ｐ１： 贵州省赤水市旺隆镇 Ｗａｎｇｌｏｎｇ Ｔｏｗｎ ｉｎ Ｃｈｉｓｈｕｉ Ｃｉｔｙ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ； Ｐ２： 贵州省贵阳市贵州师范大学生命科学学院大棚 Ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ ｏｆ

Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ Ｇｕｉｙａｎｇ Ｃｉｔｙ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ； Ｐ３： 贵州省金沙县台金生态农业观光园 Ｔａｉｊｉｎ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｉｇｈｔｓｅｅｉｎｇ Ｇａｒｄｅｎ ｉｎ Ｊｉｎｓｈａ Ｃｏｕｎｔｙ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ．

２ ２ ２　 多样性分析　 从分离自金钗石斛根、茎和叶

的内生细菌多样性分析结果（表 ３）来看，根中内生细

菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数（Ｈ′）和 Ｍａｒｇａｌｅｆ 丰
富度指数（Ｒ）最高，分别为 ２ ２０ 和 ５ ８１；茎中内生细

菌的 Ｈ′和 Ｒ 值分别为 １ ５７ 和 ２ ３９，叶中内生细菌的

Ｈ′和 Ｒ 值分别为 １ ７１ 和 ２ １８。 从 Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指

数（Ｅ）来看，叶中内生细菌的 Ｅ 值最高，为 ０ ６９；根

和茎中内生细菌的 Ｅ 值相近，分别为 ０ ６０ 和 ０ ５９。
Ｓøｒｅｎｓｏｎ 相似性系数分析结果表明：金钗石斛叶

和茎间、根和叶间以及根和茎间内生细菌的 Ｓøｒｅｎｓｏｎ
相似性系数分别为 ０ ８２、０ ５５ 和 ０ ５７，并且，叶和茎

间内生细菌的 Ｓøｒｅｎｓｏｎ 相似性系数显著高于根和叶

间以及根和茎间内生细菌的 Ｓøｒｅｎｓｏｎ 相似性系数

（Ｐ＜０ ０５）。
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表 ３　 金钗石斛不同器官内生细菌的多样性分析
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ．

器官
Ｏｒｇａｎ

分离菌株数
Ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ

ＯＴＵ 数量
ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ

Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

Ｍａｒｇａｌｅｆ 丰富度指数
Ｍａｒｇａｌｅｆ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ

Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数
Ｐｉｅｌｏｕ ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ

根 Ｒｏｏｔ ６９５ ３９ ２ ２０ ５ ８１ ０ ６０
茎 Ｓｔｅｍ ２３２ １４ １ ５７ ２ ３９ ０ ５９
叶 Ｌｅａｆ １５４ １２ １ ７１ ２ １８ ０ ６９

２ ３　 不同样地金钗石斛内生细菌的组成及多样性

分析

２ ３ １　 组成分析　 研究结果（表 ２）表明：从贵州省

赤水市旺隆镇（Ｐ１）的金钗石斛中分离出 ４９３ 株内生

细菌菌株，占金钗石斛内生细菌分离菌株总数的

４５ ６％，包括 １０ 属 ２８ 种 １ 亚种；从贵州省贵阳市贵

州师范大学生命科学学院大棚（Ｐ２）的金钗石斛中分

离出 ２９３ 株内生细菌菌株，占金钗石斛内生细菌分离

菌株总数的 ２７ １％，包括 ９ 属 ２１ 种 １ 亚种；从贵州省

金沙县台金生态农业观光园（Ｐ３）的金钗石斛中分离

出 ２９５ 株内生细菌菌株，占金钗石斛内生细菌分离菌

株总数的 ２７ ３％，包括 １０ 属 ２３ 种 １ 亚种。 进一步分

析结果表明：Ｐ１、Ｐ２ 和 Ｐ３ 样地金钗石斛内生细菌的

特有 ＯＴＵｓ 分别有 １０、６ 和 ５ 个；３ 个样地金钗石斛内

生细菌的共有 ＯＴＵｓ 有 １４ 个，分离菌株数占金钗石

斛内生细菌分离菌株总数的 ９６ ５％。

结合表 １，从分离菌株数的比例来看，芽孢杆菌属

和短芽孢杆菌属为 ３ 个样地金钗石斛内生细菌的优势

属， Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｕｂｓｐ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ 和 Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｉｎｖｏｃａｔｕｓ 为优势种（亚种）；并且，不同样地金钗石斛的

内生细菌存在一定差异，例如：泛菌属仅分离自 Ｐ１ 样

地的金钗石斛，藤黄杆菌属仅分离自 Ｐ２ 样地的金钗石

斛，而芽孢八叠球菌属未分离自 Ｐ２ 样地的金钗石斛，
赖氨酸芽孢杆菌属未分离自 Ｐ１ 样地的金钗石斛。
２ ３ ２　 多样性分析　 从分离自 ３ 个样地金钗石斛的

内生细菌多样性分析结果（表 ４）来看：Ｐ１ 样地金钗

石斛内生细菌的 Ｍａｒｇａｌｅｆ 丰富度指数（Ｒ）明显高于

Ｐ２ 和 Ｐ３ 样地；而 ３ 个样地金钗石斛内生细菌的

Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数（Ｈ′）和 Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指

数（Ｅ）差异较小，其中，Ｐ１ 样地金钗石斛内生细菌的

Ｈ′值略高于 Ｐ２ 和 Ｐ３ 样地，而 Ｐ２ 样地金钗石斛内生

细菌的 Ｅ 值则略高于 Ｐ１ 和 Ｐ３ 样地。

表 ４　 不同样地金钗石斛内生细菌的多样性分析
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ． ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌｏｔｓ

样地１）

Ｐｌｏｔ１）
分离菌株数

Ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ
ＯＴＵ 数量

ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ
Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

Ｍａｒｇａｌｅｆ 丰富度指数
Ｍａｒｇａｌｅｆ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ

Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数
Ｐｉｅｌｏｕ ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ

Ｐ１ ４９３ ２９ ２ ０６ ４ ５２ ０ ６１
Ｐ２ ２９３ ２２ １ ９７ ３ ５２ ０ ６５
Ｐ３ ２９５ ２４ １ ９３ ３ ８７ ０ ６２

　 １） Ｐ１： 贵州省赤水市旺隆镇 Ｗａｎｇｌｏｎｇ Ｔｏｗｎ ｉｎ Ｃｈｉｓｈｕｉ Ｃｉｔｙ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ； Ｐ２： 贵州省贵阳市贵州师范大学生命科学学院大棚 Ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ ｏｆ
Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ Ｇｕｉｙａｎｇ Ｃｉｔｙ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ； Ｐ３： 贵州省金沙县台金生态农业观光园 Ｔａｉｊｉｎ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｉｇｈｔｓｅｅｉｎｇ Ｇａｒｄｅｎ ｉｎ Ｊｉｎｓｈａ Ｃｏｕｎｔｙ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ．

２ ４　 不同培养基分离出的金钗石斛内生细菌的组成

及数量分析

２ ４ １　 组成分析 　 研究结果（表 ２）表明：ＴＳＡ 培养

基从金钗石斛中分离出 １５６ 株内生细菌菌株，占金钗

石斛内生细菌分离菌株总数的 １４ ４％，包括 ７ 属 １６
种 １ 亚种；ＮＡ 培养基从金钗石斛中分离出 １８０ 株内

生细菌菌株，占金钗石斛内生细菌分离菌株总数的

１６ ７％，包括 ８ 属 １８ 种 １ 亚种；ＬＢ 培养基从金钗石

斛中分离出 ２０８ 株内生细菌菌株，占金钗石斛内生细

菌分离菌株总数的 １９ ２％，包括 ８ 属 ２２ 种 １ 亚种；

Ｒ２Ａ 培养基从金钗石斛中分离出 ２０１ 株内生细菌菌

株，占金钗石斛内生细菌分离菌株总数的 １８ ６％，包
括 ８ 属 １６ 种 １ 亚种；ＫＢ 培养基从金钗石斛中分离出

６４ 株内生细菌菌株，占金钗石斛内生细菌分离菌株

总数的 ５ ９％，包括 ９ 属 １５ 种 １ 亚种；ＹＧ 培养基从金

钗石斛中分离出 ６３ 株内生细菌菌株，占金钗石斛内

生细菌分离菌株总数的 ５ ８％，包括 ７ 属 １３ 种 １ 亚

种；ＴＢ 培养基从金钗石斛中分离出 ６７ 株内生细菌菌

株，占金钗石斛内生细菌分离菌株总数的 ６ ２％，包
括 ７ 属 １２ 种 １ 亚种；ＹＰＤ 培养基从金钗石斛中分离

６８
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出 ７７ 株内生细菌菌株，占金钗石斛内生细菌分离菌

株总数的 ７ １％，包括 ８ 属 １２ 种 １ 亚种；ＹＴ 培养基从

金钗石斛中分离出 ６５ 株内生细菌菌株，占金钗石斛

内生细菌分离菌株总数的 ６ ０％，包括 ９ 属 １４ 种 １ 亚

种。 进一步分析结果表明：ＴＳＡ、ＹＰＤ 和 ＹＴ 培养基分

离出的金钗石斛内生细菌均有 １ 个特有 ＯＴＵ，ＮＡ、
Ｒ２Ａ 和 ＴＢ 培养基分离出的金钗石斛内生细菌均有

２ 个特有 ＯＴＵｓ，ＬＢ 和 ＫＢ 培养基分离出的金钗石斛

内生细菌分别有 ３ 和 ４ 个特有 ＯＴＵｓ，而 ＹＧ 培养基

分离出的金钗石斛内生细菌无特有 ＯＴＵ；９ 种培养基

分离出的金钗石斛内生细菌共有 ＯＴＵｓ 有 ７ 个。
结合表 １，从分离菌株数的比例来看，芽孢杆菌

属和短芽孢杆菌属为 ９ 种培养基分离出的金钗石斛

内生细菌的优势属，Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｕｂｓｐ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 和

Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｉｎｖｏｃａｔｕｓ 为优势种（亚种）。
２ ４ ２　 数量分析　 统计结果（表 ５）表明：ＮＡ 培养基

从金钗石斛根中分离出的内生细菌菌落数最多，为
１０ ６７×１０５ ＣＦＵ·ｇ－１；Ｒ２Ａ 培养基从金钗石斛根中

分离出 的 内 生 细 菌 菌 落 数 次 之， 为 １０ ２０ × １０５

ＣＦＵ·ｇ－１；ＫＢ 培养基从金钗石斛根中分离出的内生

细菌菌落数最少，仅为 １ ７６ × １０５ ＣＦＵ·ｇ－１。 供试

９ 种培养基从金钗石斛根中分离出的内生细菌菌落

数存在极显著差异（Ｐ＜０ ０１），并且，ＴＳＡ、ＮＡ、ＬＢ 和

Ｒ２Ａ 培养基从金钗石斛根中分离出的内生细菌菌落

数显著高于 ＫＢ、ＹＧ、ＴＢ、ＹＰＤ 和 ＹＴ 培养基。 另外，
ＴＳＡ、ＮＡ、ＬＢ、Ｒ２Ａ 和 ＫＢ 培养基从金钗石斛根中分离

出的内生细菌 ＯＴＵ 数量均较多（１５～２０ 个 ＯＴＵｓ），而
ＹＧ、ＴＢ、ＹＰＤ 和 ＹＴ 培养基从金钗石斛根中分离出的

内生细菌 ＯＴＵ 数量却较少（９～１０ 个 ＯＴＵｓ）。
由表 ５ 可见：ＬＢ 培养基从金钗石斛茎中分离出

的内生细菌菌落数最多，为 １０ ４７×１０４ ＣＦＵ·ｇ－１；ＫＢ
培养基从金钗石斛茎中分离出的内生细菌菌落数次

之，为 ９ ２３×１０４ ＣＦＵ·ｇ－１；ＮＡ 培养基从金钗石斛茎

中分离出的内生细菌菌落数最少，仅为 ３ ７０ × １０４

ＣＦＵ·ｇ－１。 供试 ９ 种培养基从金钗石斛茎中分离出

的内生细菌菌落数无显著差异。 另外，９ 种培养基从

金钗石斛茎中分离出的内生细菌 ＯＴＵ 数量差异较小

（７～１１ 个 ＯＴＵｓ）。

表 ５　 不同培养基分离的金钗石斛各器官内生细菌菌落数和 ＯＴＵ 数量的比较（Ｘ±ＳＥ） １）

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｃｏｌｏｎｙ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｏｒｇａｎ ｏｆ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ． ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ （Ｘ±ＳＥ） １）

培养基
Ｍｅｄｉｕｍ

根　 Ｒｏｏｔ 茎　 Ｓｔｅｍ 叶　 Ｌｅａｆ

菌落数 ／ ＣＦＵ·ｇ－１

Ｃｏｌｏｎｙ ｎｕｍｂｅｒ
ＯＴＵ 数量

ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ
菌落数 ／ ＣＦＵ·ｇ－１

Ｃｏｌｏｎｙ ｎｕｍｂｅｒ
ＯＴＵ 数量

ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ
菌落数 ／ ＣＦＵ·ｇ－１

Ｃｏｌｏｎｙ ｎｕｍｂｅｒ
ＯＴＵ 数量

ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ

ＴＳＡ （９ ９６±１ ０２）×１０５ａ １５ （５ ４３±１ ８８）×１０４ａ ８ （９ ５３±１ ５６）×１０３ａｂ ８
ＮＡ （１０ ６７±１ １６）×１０５ａ １６ （３ ７０±０ ３８）×１０４ａ ９ （４ ３０±１ ６８）×１０３ａｂ ５
ＬＢ （９ ４０±２ ０３）×１０５ａ ２０ （１０ ４７±１ ２７）×１０４ａ １１ （１０ １３±１ ５１）×１０３ａ ９
Ｒ２Ａ （１０ ２０±０ ９６）×１０５ａ １５ （８ ５０±１ ３６）×１０４ａ １０ （７ １０±０ ９６）×１０３ａｂ ７
ＫＢ （１ ７６±０ ３２）×１０５ｂ １６ （９ ２３±０ ９９）×１０４ａ １０ （５ ２５±１ ７８）×１０３ａｂ ５
ＹＧ （５ ５２±２ ０９）×１０５ｂ １０ （６ ４７±０ ９８）×１０４ａ ９ （２ ９３±１ ５４）×１０３ｂ ４
ＴＢ （２ ８０±１ ４１）×１０５ｂ １０ （７ １７±０ ９５）×１０４ａ ８ （９ ０３±０ ４１）×１０３ａｂ ８
ＹＰＤ （３ ６８±１ １７）×１０５ｂ ９ （４ ７０±２ ２１）×１０４ａ ７ （５ ９０±１ ６６）×１０３ａｂ ６
ＹＴ （４ ２７±０ ８５）×１０５ｂ １０ （５ ５０±２ １０）×１０４ａ ７ （５ ４０±１ ３３）×１０３ａｂ ６

　 １）同列中的不同小写字母表示不同培养基从同一器官中分离的内生细菌菌落数差异显著（Ｐ＜ ０ ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｃｏｌｏｎｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｏｒｇａｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ （Ｐ＜０ ０５） ．

　 　 由表 ５ 还可见：ＬＢ 培养基从金钗石斛叶中分离

出的内生细菌菌落数最多，为 １０ １３×１０３ ＣＦＵ·ｇ－１；
ＴＳＡ 培养基从金钗石斛叶中分离出的内生细菌菌落

数次之，为 ９ ５３×１０３ ＣＦＵ·ｇ－１；ＹＧ 培养基从金钗石

斛叶中分离出的内生细菌菌落数最少，仅为 ２ ９３×
１０３ ＣＦＵ·ｇ－１。 供试 ９ 种培养基从金钗石斛叶中分

离出的内生细菌菌落数存在显著差异（Ｐ＜０ ０５），并

且，ＬＢ 培养基从金钗石斛叶中分离出的内生细菌菌

落数显著高于 ＹＧ 培养基，而二者与其余 ７ 种培养基

从金钗石斛叶中分离出的内生细菌菌落数差异不显

著。 另外，供试 ９ 种培养基从金钗石斛叶中分离出的

内生细菌 ＯＴＵ 数量较少（４～９ 个 ＯＴＵｓ）。
比较分析结果表明：供试 ９ 种培养基从金钗石斛

根中分离出的内生细菌菌落数和 ＯＴＵ 数量均最多，

７８
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从金钗石斛茎中分离出的内生细菌菌落数和 ＯＴＵ 数

量居中，而从金钗石斛叶中分离出的内生细菌菌落数

和 ＯＴＵ 数量均最少。

３　 讨论和结论

兰科植物的内生细菌对宿主植物的生长、抗病和

抗逆性等具有重要作用，因此，分离纯化金钗石斛的

内生细菌并研究其组成有助于阐明内生细菌在与金

钗石斛共生过程中的功能和作用。 本研究从金钗石

斛中共分离出 １ ０８１ 株内生细菌菌株，隶属 ２ 门 ５ 科

１２ 属，可划分为 ４１ 个 ＯＴＵｓ，并且，金钗石斛的内生

细菌具有较高的遗传多样性。 据不完全统计，从兰科

植物中分离出的内生细菌不少于 ６０ 种，并且，兰科植

物内生细菌的组成差异与其生境不同有关［８－９］；
Ｔｓａｖｋｅｌｏｖａ 等［８］和 Ｗｉｌｋｉｎｓｏｎ 等［２１］ 的研究结果表明：
芽孢杆菌属和假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）为兰科植物

内生细菌的优势属，常见内生细菌还包括类芽孢杆菌

属、伯克氏菌属、肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）和赖氨酸芽

孢杆菌属等［１０－１３］；本研究中，芽孢杆菌属和短芽孢杆

菌属为金钗石斛内生细菌的优势属，并且未从金钗石

斛体内分离出假单胞菌属内生细菌。 作者还采用相

同培养基对金钗石斛根际土壤进行了细菌分离实验，
同样得出芽孢杆菌属和假单胞菌属为优势属的结论

（另文发表）。 另外，芽孢八叠球菌属、柯恩氏菌属和

虚构芽孢杆菌属在兰科植物内生细菌研究中鲜见报

道。 推测兰科植物内生细菌组成差异除了与生境有

关外，还可能与寄主植物种类密切相关。
兰科植物的许多内生细菌对植物的种子萌发和

植株生长具有促生作用，被称为植物促生细菌（ｐｌａｎｔ
ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ，ＰＧＰＢ）。 在金钗石斛分离

的内 生 细 菌 中， ＯＴＵ４０ 的 代 表 菌 株 ＰＧＬＢ１５ 与

ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中近缘菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｈｉｚｏｓｐｈａｅｒａｅ（登
录号 ＮＲ１０８３１１ １）１６Ｓ ｒＤＮＡ 序列的相似度为 ９９％，
ＯＴＵ１０ 的代表菌株 ＳＪＮＡ１ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中近缘

菌株 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｔｒｏｐｉｃａ （ 登 录 号 ＮＲ０２８９６５ １ ）
１６Ｓ ｒＤＮＡ序列的相似度为 ９８％，ＯＴＵ９ 的代表菌株

ＷＧＴＢ３１ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中近缘菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ（登录号 ＮＲ１１２６３６ １）１６Ｓ ｒＤＮＡ 序列的相

似度为 １００％，并且，这些近缘菌株均具有固氮作

用［２２－２３］，据此推测这些代表菌株可能为金钗石斛生

长提供氮素营养。 另外，在金钗石斛分离的内生细菌

中，ＯＴＵ２４ 的代表菌株 ＦＧＴＢ１ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中

近缘菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ （登录号 ＮＲ０７５００５ ２）
１６Ｓ ｒＤＮＡ序 列 的 相 似 度 为 ９９％， ＯＴＵ４ 的 代 表

菌 株 ＳＪＹＧ６ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 数 据 库 中 近 缘 菌 株

Ｐａｒａｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｐｈｙｔｏｆｉｒｍａｎｓ （ 登 录 号 ＮＲ１０２８４５ ）
１６Ｓ ｒＤＮＡ序列的相似度为 ９９％，并且，这 ２ 种近缘菌

株对植物均具有一定的促生作用［２４－２５］，据此推测这

２ 种代表菌株对金钗石斛也有促生作用。 研究表明：
细茎石斛的许多内生菌具有解磷、解钾、产生长素及

产嗜 铁 素 的 能 力［１１］； 杓 唇 石 斛 的 鞘 氨 醇 菌 属

（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）和分枝菌属（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）内生细

菌［８］ 及铁皮石斛根中 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｓ ｐａｕｃｉｍｍｏｂｉｌｉｓ 和

Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓｕｓ 等内生细菌［１６］对宿主植物

均具有促生作用。 已有研究表明：金钗石斛的多株内

生细菌具有产 ＩＡＡ 和解钾等活性，并对玉米 （Ｚｅａ
ｍａｙｓ Ｌｉｎｎ ）种子萌发和幼苗生长具有促生作用［２６］。
然而，关于内生细菌促进兰科植物生长的机制尚未明

确，关于金钗石斛内生细菌的促生作用也未可知，均
有待深入研究。

由于植株各营养器官所处的微环境不同，导致植

物内生细菌在器官中的分布存在差异，部分内生细菌

具有明显的组织偏向性。 本研究结果表明：金钗石斛

根中内生细菌的菌落数和多样性均高于茎和叶；在分

离出的 １２ 属 ４１ 个 ＯＴＵｓ 中，有 ２ 个 ＯＴＵｓ 仅能在茎

中分离获得，其余 ３９ 个 ＯＴＵｓ 均可在根中分离获得，
且其中的 ２４ 个 ＯＴＵｓ 仅能在根中分离获得。 推测造

成上述结果的原因可能是由于金钗石斛根际土壤中

的细菌含量丰富且多样性较高（另文发表），并且，金
钗石斛海绵状结构组织的气根为内生细菌提供了适

宜的栖居生境，更易被根际土壤中的细菌成功定

植［５，８］。 另 外， 金 钗 石 斛 叶 和 茎 间 内 生 细 菌 的

Ｓøｒｅｎｓｏｎ 相似性系数 （ ０ ８２） 显著高于叶和根间

（０ ５５）以及茎和根间（０ ５７）内生细菌的 Ｓøｒｅｎｓｏｎ 相

似性系数，这可能与金钗石斛叶和茎中含有较高含量

的石斛碱有关［２］，推测石斛碱的积累可能对金钗石

斛的内生细菌具有选择作用，因此，关于金钗石斛内

生细菌组成与石斛碱的关系有待进一步深入研究。
微生物可借助空气和雨水等，通过植物表面伤口

或气孔从叶表面进入体内，但根部裂纹仍是目前细菌

在植物体内定植的最主要“热点” ［２５］。 本研究中，金
钗石斛内生细菌菌株 ＰＧＬＢ１５、 ＦＧＴＢ１、 ＳＧＬＢ２６３、
ＳＧＫＢ１５８、ＳＧＹＰＤ２４６、ＳＧＲ２Ａ１９６、ＷＧＬＢ３、ＷＧＫＢ１３、
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ＷＧＫＢ２４、ＷＧＬＢ８ 和 ＷＧＹＴ２０ 等与已报道的土壤细

菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列具有较高的相似性［２２，２４，２７－３５］；并且，
金钗石斛内生细菌中 １６ 个 ＯＴＵｓ 的代表菌株与金钗

石斛根际土壤中分离的细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列具有较高

的相似性（９７％ ～ １００％）（另文发表），但内生细菌的

多样性低于根际土壤细菌，而内生细菌中 Ｃｏｈｎｅｌｌａ、
Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ、Ｄｙｅｌｌａ、Ｌｕｔｅｉｂａｃｔｅｒ 和 Ｐａｎｔｏｅａ 的种类并未

在金钗石斛根际土壤中分离获得，说明金钗石斛特别

是根部的内生细菌与其根际土壤细菌间既存在一定

的相似性，也存在一定的特异性。 值得注意的是，金
钗石斛代表菌株 ＳＧＬＢ２６３ 和 ＳＧＫＢ１５８ 的近缘菌株

均具有降解木聚糖的作用［２７－２８］，说明这 ２ 种内生细

菌可能通过分解表皮和细胞壁进入金钗石斛体内，并
以组织中的纤维素为碳源，顺利定植于体内。

研究表明：植物内生细菌间以及内生细菌与宿主

植物间存在和谐与竞争的关系［３６］。 贵州省赤水市旺

隆镇（Ｐ１）、贵州省贵阳市贵州师范大学生命科学学

院大棚（Ｐ２）和贵州省金沙县台金生态农业观光园

（Ｐ３）的金钗石斛内生细菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ 多样性

指数和 Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数差异较小，３ 个样地金钗石

斛内生细菌的共有 ＯＴＵｓ 有 １４ 个，分离菌株数占金

钗石斛内生细菌分离菌株总数的 ９６ ５％，且优势属

均为芽孢杆菌属和短芽孢杆菌属，优势种（亚种）均

为 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｕｂｓｐ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ 和 Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｉｎｖｏｃａｔｕｓ，据此推测这 ３ 个样地金钗石斛的来源相同，
且内生细菌的优势属和优势种（亚种）与金钗石斛的

生长发育有关。 Ｗｉｌｋｉｎｓｏｎ 等［３７］ 认为，兰科植物内生

细菌的优势属随地区和季节，尤其是基于菌根菌侵染

的组织形态不同而发生变化，且不同地区间存在差

异；童文君等［１０］也认为，不同产地美花石斛的内生细

菌存在地区特异性。 本研究中，供试 ３ 个样地金钗石

斛内生细菌的特有 ＯＴＵｓ 共 ２１ 个，但分离菌株数较

少，仅占金钗石斛内生细菌分离菌株总数的 ２ ４％，
推测这可能与不同样地的环境和栽培条件有关。

本研究中，不同培养基从金钗石斛中分离出的内

生细菌的菌株数量和种类存在差异；与营养成分含量

较高的 ＹＰＤ、ＹＴ 和 ＹＧ 培养基相比，ＮＡ、ＴＳＡ、ＬＢ、
ＫＢ、Ｒ２Ａ 和 ＴＢ 培养基分离出的金钗石斛内生细菌的

菌落数和 ＯＴＵ 数量更多。 郭斌等［３８］ 认为，多数微生

物更倾向于生长在与其自然环境相近的基质中。 当

在贫营养的植物体内生长的微生物突然被转移到富

营养的培养基中时，将导致其新陈代谢反应失衡，不

利于其生长［３６］。 Ｒ２Ａ 是一种贫营养型培养基，含有

的丙酮酸钠能够降解微生物培养过程中产生的毒性

氧［３９］，因而，该培养基从金钗石斛中分离出的内生细

菌的菌株数量和种类较丰富。
综上所述，金钗石斛内生细菌资源丰富，且其内

生细菌的组成和多样性与分离器官、种植地及培养基

密切相关；其中，芽孢杆菌属和短芽孢杆菌属为金钗

石斛内生细菌的优势属，Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｕｂｓｐ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ
和 Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｉｎｖｏｃａｔｕｓ 为优势种（亚种）。

参考文献：
［１］ 　 国家药典委员会． 中华人民共和国药典： ２０１０ 年版 （一部）

［Ｍ］． 北京： 中国医药科技出版社， ２０１０： ８５－８６．
［２］ 　 乙　 引， 陈　 玲， 张习敏． 金钗石斛研究［Ｍ］． 北京： 电子工业

出版社， ２００９： ６．
［３］ 　 ＪＡＭＥＳ Ｅ Ｋ， ＯＬＩＶＡＲＥＳ Ｆ Ｌ． Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｇａｒ

ｃａｎｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｇｒａｍｉｎａｃｅｏｕｓ ｐｌａｎｔｓ ｂｙ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｓ［ Ｊ］ ．
Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｒｅｖｉｅｗｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， １９９７， １７（１）： ７７－１１９．

［４］ 　 ＳＨＡＯ Ｓ Ｃ， ＢＵＲＧＥＳＳ Ｋ Ｓ， ＣＲＵＳＥ⁃ＳＡＮＤＥＲＳ Ｊ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｕｓｉｎｇ
ｉｎ ｓｉｔｕ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｔｏ ｒｅｓｔｏｒｅ ｏｖｅｒ⁃ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ
ｏｒｃｈｉｄｓ ｉｎ ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｃｈｉｎａ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１７，
８： ８８８．

［５］ 　 ＰＡＶＬＯＶＡ Ａ Ｓ， ＬＥＯＮＴＩＥＶＡ Ｍ Ｒ， ＳＭＩＲＮＯＶＡ Ｔ Ａ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ⁃ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ
ｏｆ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ ａｎｄ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｏｘｙｔｏｃａ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｅｄｓ，
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ａｎｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｏｒｃｈｉｄ， Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ．
［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１７， １２３（１）： ２１７－２３２．

［６］ 　 ＦＡＲＩＡ Ｄ Ｃ， ＤＩＡＳ Ａ Ｃ Ｆ， ＭＥＬＯ Ｉ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｏｒｃｈｉｄ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ［ Ｊ］ ．
Ｗｏｒｌｄ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１３， ２９（ ２）：
２１７－２２１．

［７］ 　 ＴＳＡＶＫＥＬＯＶＡ Ｅ Ａ， ＥＧＯＲＯＶＡ Ｍ Ａ， ＬＥＯＮＴＩＥＶＡ Ｍ Ｒ， ｅｔ ａｌ．
Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ． ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｓ ｗｉｔｈ
ｄｉｖｅｒｓｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｇｒｏｗｔｈ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ， ２０１６， ８０
（１）： １－１３．

［８］ 　 ＴＳＡＶＫＥＬＯＶＡ Ｅ Ａ， ＣＨＥＲＤＹＮＴＳＥＶＡ Ｔ Ａ， ＢＯＴＩＮＡ Ｓ Ｇ， ｅｔ ａｌ．
Ｂａｃｔｅｒｉａ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｒｃｈｉｄ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ａｕｘｉｎ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２００７， １６２（１）： ６９－７６．

［９］ 　 张　 萍， 宋希强． 兰科植物内生细菌物种多样性及其促生机理

研究进展［Ｊ］ ． 热带亚热带植物学报， ２０１２， ２０（１）： ９２－９８．
［１０］ 　 童文君， 张　 礼， 薛庆云， 等． 不同产地美花石斛内生细菌分

离及促生潜力比较［Ｊ］ ． 植物资源与环境学报， ２０１４， ２３（１）：
１６－２３．

［１１］ 　 张　 礼， 童文君， 薛庆云， 等． 细茎石斛内生和根围细菌多样

性及促生能力分析［Ｊ］ ． 植物资源与环境学报， ２０１５， ２４（３）：
３２－４０．

［１２］ 　 王明月， 陶　 茜， 李克艳， 等． 铁皮石斛内生细菌群落结构分

析［Ｊ］ ． 西部林业科学， ２０１４， ４３（５）： １０６－１１１．

９８



植 物 资 源 与 环 境 学 报 第 ２７ 卷　

［１３］　 ＴＳＡＶＫＥＬＯＶＡ Ｅ Ａ， ＣＨＥＲＤＹＮＴＳＥＶＡ Ｔ Ａ， ＮＥＴＲＵＳＯＶ Ａ Ｉ．
Ｂａｃｔｅｒｉａ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃｏｒｃｈｉｄｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００４， ７３（６）： ８２５－８３１．

［１４］ 　 ＡＨＥＭＡＤ Ｍ， ＫＩＢＲＥＴ Ｍ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ
ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ： ｃｕｒｒｅｎｔ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｋｉｎｇ Ｓａｕｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ－Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１４， ２６（１）： １－２０．

［１５］ 　 ＳＩＮＧＨ Ｓ Ｐ， ＧＡＵＲ Ｒ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎｏｌｙｔｉｃ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｐｌａｎｔｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｓｃｌｅｒｏｔｉｕｍ ｒｏｌｆｓｉｉ ｉｎ
ｃｈｉｃｋｐｅａ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１６， １２１ （ ２）：
５０６－５１８．

［１６］ 　 俞　 婕， 赵凯鹏， 董　 飞， 等． 野生铁皮石斛内生菌的分离及

促生作用研究［Ｊ］ ． 现代农业科技， ２０１０（９）： ９６－９７．
［１７］ 　 ＤＡ ＳＩＬＶＡ Ｊ Ａ Ｔ， ＴＳＡＶＫＥＬＯＶＡ Ｅ Ａ， ＺＥＮＧ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ

ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｅｅｄ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ： ｆｕｎｇａｌ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｐａｒｔｎｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［ Ｊ］ ．
Ｐｌａｎｔａ， ２０１５， ２４２（１）： １－２２．

［１８］ 　 付芳婧， 刘　 政． 金钗石斛优良种源的适生条件及仿野生栽培

的关键技术［Ｊ］ ． 种子， ２０１２， ３１（７）： １３７－１３９．
［１９］ 　 董乙乂， 艾义郎， 黄　 煜， 等． 人类活动对织金洞洞穴水中可

培养细菌多样性的影响［ Ｊ］ ． 贵州师范大学学报（自然科学

版）， ２０１７， ３５（４）： ６４－７０， ７６．
［２０］ 　 ＷＨＩＴＴＡＫＥＲ Ｒ Ｈ． Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

［Ｊ］ ． Ｔａｘｏｎ， １９７２， ２１（２ ／ ３）： ２１３－２５１．
［２１］ 　 ＷＩＬＫＩＮＳＯＮ Ｋ Ｇ， ＳＩＶＡＳＩＴＨＡＭＰＡＲＡＭ Ｋ， ＤＩＸＯＮ Ｋ Ｗ， ｅｔ ａｌ．

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｗｅｓｔｅｒｎ Ａｕｓｔｒａｌｉａｎ ｏｒｃｈｉｄｓ［ Ｊ］ ． Ｓｏｉｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， １９９４，
２６（１）： １３７－１４２．

［２２］ 　 ＭＡＤＨＡＩＹＡＮ Ｍ， ＰＯＯＮＧＵＺＨＡＬＩ Ｓ， ＬＥＥ Ｊ⁃Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｒｈｉｚｏｓｐｈａｅｒａｅ ｓｐ． ｎｏｖ．， ａｎ ｎｏｖｅｌ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ［ Ｊ］ ． Ａｎｔｏｎｉｅ ｖａｎ Ｌｅｅｕｗｅｎｈｏｅｋ，
２０１１， １００（３）： ４３７－４４４．

［２３］ 　 ＲＥＩＳ Ｖ Ｍ， ＳＡＮＴＯＳ Ｐ Ｅ⁃Ｄ Ｉ， ＴＥＮＯＲＩＯ⁃ＳＡＬＧＡＤＯ Ｓ， ｅｔ ａｌ．
Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｔｒｏｐｉｃａ ｓｐ． ｎｏｖ．， ａ ｎｏｖｅｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ， ｐｌａｎｔ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００４， ５４（６）： ２１５５－２１６２．

［２４］ 　 ＣＨＥＮ Ｘ Ｈ， ＫＯＵＭＯＵＴＳＩ Ａ， ＳＣＨＯＬＺ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ⁃
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＦＺＢ４２［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２００７， ２５（９）： １００７－１０１４．

［２５］ 　 ＨＡＲＤＯＩＭ Ｐ Ｒ， ＶＡＮ ＯＶＥＲＢＥＥＫ Ｌ Ｓ， ＶＡＮ ＥＬＳＡＳ Ｊ Ｄ．
Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｌａｎｔ
ｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００８， １６（１０）： ４６３－４７１．

［２６］ 　 高　 阳， 朱双丽， 吴庆珊， 等． 金钗石斛 ＩＡＡ 内生细菌筛选及

对干旱胁迫下玉米种子萌发的影响［ Ｊ］ ． 种子， ２０１７， ３６（４）：
３６－４１．

［２７］ 　 ＨＡＭＥＥＤ Ａ， ＨＵＮＧ Ｍ⁃Ｈ， ＬＩＮ Ｓ⁃Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｈｎｅｌｌａ ｆｏｒｍｏｓｅｎｓｉｓ
ｓｐ． ｎｏｖ．， ａ ｘｙｌａｎｏｌｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｏｆ

Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ Ｌ． ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１３， ６３（８）： ２８０６－２８１２．

［２８］ 　 ＬＥＥ Ｃ Ｓ， ＪＵＮＧ Ｙ⁃Ｔ， ＳＯＯＹＥＯＮ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｘｙｌａｎｉｌｙｔｉｃｕｓ ｓｐ． ｎｏｖ．， ａ ｘｙｌａｎ⁃ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
ｆｏｒｅｓｔ ｈｕｍｕｓ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１０， ６０（２）： ２８１－２８６．

［２９］ 　 ＷＥＯＮ Ｈ⁃Ｙ， ＡＮＡＮＤＨＡＭ Ｒ， ＫＩＭ Ｂ⁃Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｙｅｌｌａ ｓｏｌｉ ｓｐ．
ｎｏｖ． ａｎｄ Ｄｙｅｌｌａ ｔｅｒｒａｅ ｓｐ． ｎｏｖ．， ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｓｏｉｌ［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００９， ５９
（７）： １６８５－１６９０．

［３０］ 　 ＪＯＨＡＮＳＥＮ Ｊ Ｅ， ＢＩＮＮＥＲＵＰ Ｓ Ｊ， ＫＲＯＥＲ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｌｕｔｅｉｂａｃｔｅｒ
ｒｈｉｚｏｖｉｃｉｎｕｓ ｇｅｎ． ｎｏｖ．， ｓｐ． ｎｏｖ．， ａ ｙｅｌｌｏｗ⁃ｐｉｇｍｅｎｔｅｄ
ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｏｆ ｂａｒｌｅｙ
（Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ．）［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００５， ５５（６）： ２２８５－２２９１．

［３１］ 　 ＬＩ Ｊ， ＹＡＮＧ Ｇ， ＷＵ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｈｕｉｚｈｏｕｅｎｓｉｓ ｓｐ． ｎｏｖ．，
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｐａｄｄｙ ｆｉｅｌｄ ｓｏｉｌ ［ Ｊ］ ． Ａｎｔｏｎｉｅ ｖａｎ Ｌｅｅｕｗｅｎｈｏｅｋ，
２０１４， １０６（２）： ３５７－３６３．

［３２］ 　 ＰＡＬＭＩＳＡＮＯ Ｍ Ｍ， ＮＡＫＡＭＵＲＡ Ｌ Ｋ， ＤＵＮＣＡＮ Ｋ Ｅ， ｅｔ ａｌ．
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｏｎｏｒｅｎｓｉｓ ｓｐ． ｎｏｖ．， ａ ｃｌｏｓｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ， ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｓｏｉｌ ｉｎ ｔｈｅ Ｓｏｎｏｒａｎ Ｄｅｓｅｒｔ， Ａｒｉｚｏｎａ［Ｊ］ ．
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，
２００１， ５１（５）： １６７１－１６７９．

［３３］ 　 ＨＥＹＲＭＡＮ Ｊ， ＲＯＤＲÍＧＵＥＺ⁃ＤÍＡＺ Ｍ， ＤＥＶＯＳ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｒｅｎｏｓｉ ｓｐ． ｎｏｖ．， Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｒｖｉ ｓｐ． ｎｏｖ． ａｎｄ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｈｕｍｉ ｓｐ． ｎｏｖ．，
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｓｏｉｌ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００５， ５５（１）： １１１－１１７．

［３４］ 　 ＫＷＯＮ Ｓ⁃Ｗ， ＫＩＭ Ｂ⁃Ｙ， ＳＯＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ｓｐ．
ｎｏｖ． ａｎｄ Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ ｓｏｌｉ ｓｐ． ｎｏｖ．， ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｓｏｉｌ ｉｎ Ｋｏｒｅａ［Ｊ］ ．
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，
２００７， ５７（８）： １６９４－１６９８．

［３５］ 　 ＴＥＮ Ｌ Ｎ， ＢＡＥＫ Ｓ⁃Ｈ， ＩＭ Ｗ⁃Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｏｃｈｅｏｎｅｎｓｉｓ ｓｐ．
ｎｏｖ．， ａ ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙ ｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｔ， ａｅｒｏｂｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
ｓｏｉｌ ｏｆ ａ ｇｉｎｓｅｎｇ ｆｉｅｌｄ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００７， ５７（１１）： ２５３２－２５３７．

［３６］ 　 冉国华， 张志元． 植物内生细菌研究及其应用［Ｊ］ ． 海南大学学

报（自然科学版）， ２００４， ２２（４）： ３６５－３７３．
［３７］ 　 ＷＩＬＫＩＮＳＯＮ Ｋ Ｇ，ＤＩＸＯＮ Ｋ Ｗ，ＳＩＶＡＳＩＴＨＡＭＰＡＲＡＭ Ｋ， ｅｔ ａｌ．

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＩＡＡ ｏｎ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ Ａｕｓｔｒａｌｉａｎ ｏｒｃｈｉｄ ａｎｄ
ｉｔｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｏｒｃｈｉｄ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ［ Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｓｏｉｌ，
１９９４， １５９（２）： ２９１－２９５．

［３８］ 　 郭　 斌， 吴晓磊， 钱　 易． 提高微生物可培养性的方法和措施

［Ｊ］ ． 微生物学报， ２００６， ４６（３）： ５０４－５０７．
［３９］ 　 ＢＬＯＯＭＦＩＥＬＤ Ｓ Ｆ， ＳＴＥＷＡＲＴ Ｇ Ｓ， ＤＯＤＤ Ｃ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ

ｖｉａｂｌｅ ｂｕｔ ｎｏｎ⁃ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ ｅｘｐｌａｉｎｅｄ？ ［ Ｊ ］ ．
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， １９９８， １４４（１）： １－３．

（责任编辑： 佟金凤）

０９




