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摘要: 惠兰(Cymbidium faberi)是中国兰属代表种之一, 具有很高的观赏价值和经济价值, 对其内生细菌进行研究

不仅可以丰富植物内生细菌资源, 还可以为探讨兰花与微生物之间的相互作用关系提供基础数据。本研究采用分

离培养方法及16S rRNA基因序列测定对天目山野生蕙兰、在温室培养1年后的蕙兰根内生细菌遗传多样性进行了

研究。结果表明: 从野生蕙兰根内分离得到的97株细菌分属于变形菌门的α-变形菌纲、β-变形菌纲、γ-变形菌纲及

厚壁菌门的13个属, 其最优势类群为γ-变形菌纲(86.60%), Lelliottia (26.80%)为最优势菌属。从温室盆栽蕙兰根内

分离得到的52株细菌分属于变形菌门的α-变形菌纲、β-变形菌纲、γ-变形菌纲及放线菌门的9个属, 优势类群为β-

变形菌纲(48.08%), 优势菌属为草螺菌属(Herbaspirillum) (34.62%), 其中菌株ehR17为潜在的新种。这些结果表明

天目山野生蕙兰可培养根内生细菌多样性较其在温室培养1年后更为丰富, 同时也说明植物内生细菌的群落结构

与生长环境密切相关。 
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Genetic diversity of culturable endophytic bacteria in the roots of wild 
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Abstract: Cymbidium faberi is a representative species of Cymbidium with high ornamental and economic 
value. Investigating the diversity of C. faberi’s endophytic bacteria not only enriches endophytic bacterial 
resources, but also provides basic data on orchid-microbe interactions. We investigated the genetic diversity 
of culturable endophytic bacteria in the roots of wild C. faberi from Tianmu Mountain, Zhejiang Province 
and C. faberi grown in a greenhouse for one year. Culture-dependent methods were used to isolate 
endophytic bacteria from the roots of C. faberi. The diversity of these bacteria was investigated using 16S 
rRNA gene partial sequence analysis. A total of 97 strains were isolated from the interior of wild C. faberi 
roots. Based on 16S rRNA gene sequences, the 97 isolates were affiliated with 13 genera of 
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, and Firmicutes. The dominant group was 
Gammaproteobacteria (86.60%), and the dominant genus was Lelliottia (26.80%). A total of 52 endophytic 
strains were isolated from the roots of C. faberi grown in the greenhouse. Based on 16S rRNA gene sequenc-
es, the 52 isolates were grouped into 9 genera of Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, 
Gammaproteobacteria and Actinobacteria. The dominant group was Betaproteobacteria (48.08%), and the 
dominant genus was Herbaspirillum (34.62%). The strain ehR17 was identified as a potential novel species. 
For C. faberi, the diversity of culturable endophytic bacteria was higher from the wild Tianmu Mountain 
population than from plants grown in the greenhouse for one year. Community structure of endophytic bacte-
ria was closely related to plant growth environment.  
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早在19世纪70年代人们就已发现植物组织内

部有非共生的细菌存在, 但植物内生细菌的概念是

经历了长期的发展才逐渐形成的。目前, 人们所普

遍接受的植物内生细菌(endophytic bacteria)的概念

是Kado在1991年提出的, 他认为植物内生细菌是指

生活在植物组织内部, 没有给植物造成实质性损害, 

或者除了定居还从中获益的细菌(Kado, 1991)。植物

内生细菌具有丰富的生物多样性、宿主植物种类多

样性及功能多样性。地球上大约生存着300,000种植

物, 每一株植物都可作为一种或多种内生菌的宿主

(Stępniewska & Kuźniar, 2013)。植物内生细菌具有

促进植物生长(Compant et al., 2010)、生物防治

(Ardanov et al., 2011)、增强宿主植物的抗逆性

(Wilkinson et al., 2000)、产生活性物质(Catalán et al., 

2007)、生物修复(Germaine et al., 2006)及潜在的促

进植物修复(Ryan et al., 2008)等多种有益的生物学

功能。 

兰花是我国十大名花之一, 具有很高的观赏价

值和重要的经济地位。目前, 对兰花微生态系统中

微生物的研究主要集中在与兰花根共生的菌根真

菌, 而对内生细菌的研究报道还较少。尤其是对中

国兰属植物内生细菌仅见刘琳等(2010)、孙磊等

(2011)对温室盆栽春兰(Cymbidium goeringii)内生功

能菌株进行了研究, 武永秀等(2014)对野生春兰内

生细菌进行了分离, 杨娜和杨波(2011)、褚晓玲等

(2010)对湖北大洪山野生蕙兰(Cymbidium faberi)根

内生细菌进行了研究。这些工作都只是对生境相同

的单一材料进行了研究。本论文采用分离方法对浙

江天目山野生蕙兰及其在温室培养1年后的蕙兰根

内生细菌多样性进行了比较研究, 可加深对蕙兰内

生细菌多样性的认识, 丰富植物内生细菌资源, 为

内生细菌的合理利用起到积极推动作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

分别于2012年5月和2013年4月进行样品采集。

2012年5月于浙江天目山(119°36'2'' E, 30°109'19'' N)

采集蕙兰植株, 空运回实验室后立即进行根内生细

菌的分离。分离后的蕙兰植株栽培于中国林业科学

研究院温室。2013年4月再次采集在温室中培养1年

之后的蕙兰根进行内生细菌的分离。 

1.2  内生细菌的分离与纯化 

取健康的蕙兰根, 用软毛刷清洗干净后, 滤纸

吸干表面水分。称取1.0 g根置于无菌的烧杯中, 依

次用75%乙醇浸泡3 min, 3%次氯酸钠溶液浸泡2 

min, 75%乙醇处理30 s, 最后用无菌水清洗5次, 用

无菌滤纸吸干根表面水分。吸取200 μL最后一次清

洗水涂布于TSA平板, 并将灭菌后的根于TSA平板

上轻轻涂抹, 均设置3个平行, 28℃培养6 d, 以检查

表面灭菌效果。将表面灭菌的根置于无菌研钵中, 

加入9 mL无菌生理盐水及少量的无菌石英砂研磨, 

研磨液按1:9比例稀释, 分别从10–2、10–3、10–4稀释

液中吸取200 μL涂布于R2A培养基(Difico)、TSA培

养基(Difico)、Döberener无氮培养基(Von Bulow & 

Döbereiner, 1975)平板上, 每个浓度重复3次, 28℃

培养6 d。选取合适梯度的分离平板, 挑取平板上所

有的菌落并进行纯化。 
1.3  内生细菌的16S rRNA基因的PCR扩增 

菌落裂解法制备PCR模板。采用细菌16S rRNA

基因通用引物27f(5-AGAGTTTGATCCTGGCTC- 

AG-3)(Edwards et al., 1989)和1492r(5-GGTTAC- 

CTTGTTACGACTT-3)(Lane, 1991)进行扩增。   

PCR反应条件: 94℃预变性5 min; 94℃变性1 

min, 54℃退火45 s, 72℃延伸45 s, 30个循环; 72℃延

伸10 min。反应结束后取3 μL PCR产物在1.0%琼脂

糖凝胶电泳上检测。 

1.4  内生细菌的16S rRNA基因的系统发育分析 

PCR产物送到北京宝锐通生物科技公司进行

16S rRNA基因序列测定。测序结果利用EZTaxon数

据库(http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/)中的序列进行

比对, 用Clustal W按照最大同源性的原则进行排序, 

利用MEGA5软件 , 采用邻接法 (neighbor-joining 

method)构建系统发育树(Tamura et al., 2011)。代表

菌 株 的 序 列 提 交 GenBank, 序 列 登 录 号 为 : 

KJ879954–KJ880029。 

1.5  蕙兰根内生细菌的多样性分析 

通过Shannon-Wiener多样性指数(H')和均匀度指

数(E) (Luo et al., 2004)分析蕙兰根内生细菌的多样性。 
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S表示菌种数, ni表示第i种的菌株数量, N表示菌株

数的总和, Pi表示第i种的多度比例。 

2  结果 

2.1  野生蕙兰根内生细菌的16S rRNA基因系统发

育分析 

从天目山野生蕙兰根内共分离纯化获得97株 

细菌, 对其进行16S rRNA基因序列测定, 所得序列

在EZTaxon数据库中进行比对分析, 结果见表1。根

据比对分析结果构建野生蕙兰根内生细菌的系统

发育树(图1A)。结果显示, 野生蕙兰根内生细菌隶

属于变形菌门的α-变形菌纲(2.06%)、β-变形菌纲

(4.12%)、γ-变形菌纲(86.60%)及厚壁菌门(7.22%)的

13个属, 优势类群为γ-变形菌纲。其中有26株细菌

与Lelliottia属的相似性高于99%, 为最优势菌属。其

次有21株细菌与克吕沃氏菌属(Kluyvera)的相似性

高于 9 9 % ,  为次优势菌属 ;  其余细菌分属于

Cedecea、克雷伯氏菌属(Klebsiella)、沙雷氏菌属 
 
 
表1  野生及温室盆栽蕙兰根内生细菌16S rRNA基因序列相似性分析 
Table 1  Similarity analysis of the 16S rRNA gene partial sequences of endophytic bacteria from the roots of wild Cymbidium faberi 
and C. faberi in the greenhouse 

类群 Group 菌株数 
Strain 

numbers 

所占比例 
% 

代表菌株 
Representative

strains 

最相近菌种(登录号) 
Nearest strain (accession no.) 

相似度
Similarity

(%) 

野生蕙兰 Wild C. faberi      

α-变形菌纲 
Alphaproteobacteria (2.06%) 

 2     

 1  1.03 6hN10 Agrobacterium tumefaciens (AJ389904) 100.00

 1  1.03 6hR78 Devosia riboflavin (AJ549086)  99.85

β-变形菌纲 
Betaproteobacteria (4.12%) 

 4     

 4  4.12 6hR5 Burkholderia stabilis (AF148554)  99.67

γ-变形菌纲 
Gammaproteobacteria (86.60%) 

84     

13 13.40 5hR3 Cedecea neteri (AB086230)  98.58

 1  1.03 6hR30 Enterobacter asburiae LF7a (CP003026)  99.09

 4  4.12 5hR6 Erwinia rhapontici (ERU80206)  98.51

 9  9.28 6hN2 Klebsiella michiganensis (JQ070300)  99.30

21 21.65 6hR10 Kluyvera cryocrescens (AF310218)  99.34

26 26.80 6hR36 Lelliottia amnigena (AB004749)  99.10

 2  2.06 6hR56 Pantoea septic (EU216734)  98.86

 8  8.25 6hN21 Serratia plymuthica (AJ233433)  98.49

厚壁菌门 
Firmicutes (7.22%) 

 7     

 1  1.03 6hR3 Bacillus luciferensis (AJ419629)  98.31

 6  6.19 6hR75 Paenibacillus kribbensis (AF391123)  97.62

温室盆栽蕙兰 C. faberi in the greenhouse   

α-变形菌纲 
Alphaproteobacteria (34.62%) 

18     

 2  3.85 ehN1 Novosphingobium rosa (D13945)  98.26

 6 11.54 ehN5 Rhizobium mayense (JX855172) 100.00

  9 17.31 ehR13 Rhizobium multihospitium (EF035074) 100.00

  1  1.92 ehR17 Sphingomonas polyaromaticivorans (EF467848)  96.52

β-变形菌纲 
Betaproteobacteria (48.08%) 

25     

 6 11.54 ehR33 Burkholderia lata (CP000150)  99.71

18 34.62 ehK14 Herbaspirillum chlorophenolicum (AB094401)  99.18

  1  1.92 ehR14 Variovorax paradoxus (D88006)  99.56

γ-变形菌纲 
Gammaproteobacteria (15.38%) 

 8     

 7 13.46 ehR5 Dyella koreensis (AY884571)  99.43

 1  1.92 ehK21 Moraxella osloensis (X74897)  99.86

放线菌门 
Actinobacteria (1.92%) 

 1     

 1  1.92 ehT15 Microbacterium oxydans (Y17227) 100.00
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6hN2 (KJ880005)
Klebsiella michiganensis W14T (JQ070300) 

 6hR56 (KJ879996) 
Pantoea septica LMG 5345T (EU216734) 
 5hR6 (KJ880004)

Erwinia rhapontici ATCC 29283T (U80206) 
 6hR10 (KJ879995)

Enterobacter amnigenus JCM 1237T (AB004749) 
Kluyvera cryocrescens ATCC 33435T (AF310218) 

6hR36 (KJ879980)
6hR30 (KJ880007)
Enterobacter asburiae LF7aT (CP003026) 

5hR3 (KJ879978)
Cedecea eteri GTC1717T (AB086230) 

 6hN21 (KJ879993)
Serratia plymuthica DSM 4540T (AJ233433) 

6hR5 (KJ879994)
 Burkholderia stabilis LMG 14294T (AF148554) 

 6hN10 (KJ880006)
 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358T (AJ389904) 

 6hR78 (KJ879997)
Devosia riboflavin DSM7230T (AJ549086)

 6hR3 (KJ879979)
Bacillus luciferensis LMG 18422T (AJ419629) 

6hR75 (KJ879975)
Paenibacillus kribbensis AM49T (AF391123) 

Bacteroides acidifaciens JCM 10556T (BAIW01000188)
100

100

99 

100

100

100

99 

93 

94 

100

94

100

84

83
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 Variovorx paradoxus IAM 12373T (D88006)
 ehR14 (KJ880001)

 Burkholderia lata 383T (CP000150)  
 ehR33 (KJ880009)

 Herbaspirillum chlorophenolicum CPW301T (AB094401)
 ehK14 (KJ880008)

 Moraxella osloensis NCTC 10465T (X74897)
 ehK21 (KJ879974)

 Dyella koreensis BB4T (AY884571)
 ehR5 (KJ879999)

 Rhizobium multihospitium CCBAU 83401T (EF035074)
 ehR13 (KJ880000)
 ehN5 (KJ879998)
 Rhizobium mayens CCGE526T (JX855172)

 Sphingomonas polyaromaticivorans B2-7T (EF467848)
 ehR17 (KJ880002)

 Novosphingobium rosa IFO 15208T (D13945)

 ehN1 (KJ879976)
 Microbacterium oxydans DSM 20578T (Y17227)
 ehT15 (KJ880003) 

 Bacteroides acidifaciens JCM 10556T (BAIW01000188 )

100

100

100

100

100

100

98

77

99 

 

90

68

 

 

71

0.02

100

 
 

图1  蕙兰根内生细菌16S rRNA基因序列系统发育树。(A)野生蕙兰; (B)温室盆栽蕙兰。 
Fig. 1  A dendrogram based on the 16S rRNA gene partial sequences of endophytic bacteria. GenBank accession numbers are given 
in parentheses. Numbers at the nodes indicate the bootstrap values (>50%) based on 1,000 replicates. (A) A dendrogram of roots 
endophytic bacteria of wilid Cymbidium faberi. (B) A dendrogram of roots endophytic bacteria of C. faberi in the greenhouse. 
 

A 

B 
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(Serratia)、类芽孢杆菌属(Paenibacillus)、欧文氏菌

属(Erwinia)、伯克氏菌属(Burkholderia)、泛菌属

(Pantoea)、土壤杆菌属(Agrobacterium)、肠杆菌属

(Enterobacter)、Devosia及芽孢杆菌属(Bacillus)等11

个属。 

2.2  盆栽蕙兰内生细菌的16S rRNA基因系统发育

分析 

从在温室中生长1年的蕙兰根内共分离纯化得

到52株细菌, 并进行了16S rRNA基因序列测定, 所

得序列在EZTaxon数据库中进行比对分析, 结果见

表1。根据比对分析结果构建了系统发育树(图1B)。

结果显示温室盆栽1年的蕙兰根内生细菌分别隶属

于变形菌门的α-变形菌纲(34.62%)、β-变形菌纲

(48.08%)、γ-变形菌纲(15.38%)及放线菌门(1.92%)

的9个属。优势类群为β-变形菌纲; 优势菌属为草螺

菌属(Herbaspirillum), 包含18株细菌; 次优势菌属

为根瘤菌属(Rhizobium), 共有15株细菌。其余细菌

属于Dyella、伯克氏菌属(Burkholderia)、新鞘脂菌

属 (Novosphingobium) 、 鞘 氨 醇 单 胞 菌 属

(Sphingomonas)、贪噬菌属(Variovorax)、莫拉氏菌

属(Moraxella)、微杆菌属(Microbacterium)等7个属。

菌 株 ehR17 (KJ880002) 与 Sphingomonas 

polyaromaticivorans B2-7T (EF467848) 相 似 性 为

96.52%, 可能为潜在的新种。 

2.3  内生细菌群落结构比较 

根据序列比对结果, 对天目山野生蕙兰及在温

室种植1年后的蕙兰根内生细菌的群落结构进行分

析, 发现野生蕙兰和温室种植1年的蕙兰样品中均

分离到α-变形菌纲、β-变形菌纲、γ-变形菌纲的细

菌, 另外厚壁菌门的细菌只有在野生蕙兰分离到, 

而放线菌门的细菌只有在温室盆栽蕙兰分离到。在

属水平上, 两次样品分离结果存在较大差异, 从野

生蕙兰根内分离到13个属的细菌, 而温室种植1年

后的蕙兰样品中只分离到9个属的细菌, 只有伯克

氏菌属在两次样品中均分离到, 具体比较结果见 

表2。 

将16S rRNA基因序列同源性大于97%定义为

同一种, 计算样品内生细菌群落多样性指数和均匀

度指数。计算结果显示野生蕙兰及温室种植1年后

的蕙兰根内生细菌的Shannon-Wiener多样性指数分

别为2.084和1.868, 均匀度指数分别为0.812和0.811, 

野生蕙兰根内生细菌的多样性指数明显高于温室 

表2  野生蕙兰和温室盆栽蕙兰根内生细菌群落结构比较 
Table 2  Comparison of endophytic bacteria community struc- 
tures in the roots from wild Cymbidium faberi and C. faberi in 
the greenhouse 

类群 
Group 

属 Genera 

野生蕙兰 
Wild 

温室盆栽蕙兰 
In the greenhouse 

Alphaproteobacteria Agrobacterium Novosphingobium  

Devosia Rhizobium 

– Sphingomonas 

Betaproteobacteria Burkholderia Burkholderia  

– Herbaspirillum  

– Variovorax  

Gammaproteobacteria Cedecea Dyella 

Enterobacter Moraxella  

Erwinia – 

Klebsiella – 

Kluyvera – 

Lelliottia – 

Pantoea – 

Serratia – 

Firmicutes 
 

Bacillus – 

Paenibacillus  – 

Actinobacteria – Microbacterium 

 

盆栽蕙兰的, 二者均匀度指数相当。 

3  讨论 

植物内生细菌作为植物微生态系统中的重要

组成部分, 已成为植物微生物学科具有挑战性的研

究领域。本研究分离到的野生蕙兰根内生细菌分属

为α-变形菌纲、β-变形菌纲、γ-变形菌纲及厚壁菌

门4大类群, 其最优势类群为γ-变形菌纲, 与徐爱芳

(2013①)采用非培养方法对同一样品进行研究的结

果保持一致。但不同研究方法显示的最优势菌属结

果不同, 可培养的内生细菌最优势菌属为Lelliottia, 

该属细菌也是首次从植物内部分离得到,而通过16S 

rRNA基因克隆文库构建分析得到的最优势菌属为

肠杆菌属。这表明培养方法和非培养方法研究细菌

群落结构具有统一性, 同时也存在一定的差异。克

雷伯氏菌属 (Tamura et al., 2011)、芽孢杆菌属

(Mehnaz et al., 2010)、欧文氏菌属(Wang et al., 

2012)、肠杆菌属(Huang et al., 2012)常作为植物促生

细菌被分离得到, 本实验分离得到的多种细菌, 可

以用于有益内生细菌资源的开发。 

                                                        
① 徐爱芳 (2013) 非培养方法对天目山春兰和蕙兰根内生和根际细菌

的研究, 河北大学硕士学位论文. 
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温室种植1年的蕙兰根内生细菌的优势菌属为

草螺菌属。草螺菌属中的一些菌株可以产生促进植

物生长的次级代谢产物, 也是多种禾本科经济作物

的内生固氮菌, 比如玉米、甘蔗、高粱、水稻、小

麦(Serrato et al., 2010)。根瘤菌属为次优势菌属, 根

瘤菌属中的细菌可固定空气中的氮, 供自身及植物

生 长 提 供 所 需 要 的 营 养 物 质 。 Rhizobium 

mayense(JX855172)2013年首次从根瘤中被分离到

(Rincón-Rosales et al., 2013), 本实验首次从兰科植

物中获得该菌。 

褚晓玲等(2010)、杨娜和杨波(2011)分别从湖北

大洪山健康的野生蕙兰根部分离到8个属和9个属

的内生细菌, 其优势菌属分别为伯克氏菌属和芽孢

杆菌属, 这两个菌属在浙江天目山的健康蕙兰根部

均有分离到。本实验从天目山野生蕙兰根部分离得

到13个属的内生细菌。对比上述数据表明, 浙江天

目山野生蕙兰可培养根内生细菌较湖北大洪山野

生蕙兰具有更为丰富的多样性。本研究还发现同一

样品野生的和将其在温室进行培养后, 根内生细菌

的群落结构存在较大差异。武永秀等(2014)曾对天

目山野生春兰可培养根内生细菌进行分析, 分离得

到的63株内生细菌隶属于6个属, 芽孢杆菌属为最

优势菌属, 与本研究结果存在较大差异。刘琳等

(2010)对温室盆栽春兰可培养内生细菌多样性进行

研究, 分离得到的57株内生细菌隶属于14个属, 类

芽孢杆菌属为最优势菌属。本研究得到的52株温室

盆栽蕙兰可培养根内生细菌隶属于9个属, 优势菌

属为草螺菌属。将本文研究结果与已发表的蕙兰植

物内生细菌(褚晓玲等, 2010; 杨娜和杨波, 2011)、春

兰植物内生细菌(刘琳等, 2010; 武永秀等, 2014)的

研究结果进行比较, 可初步说明植物内生细菌的群

落结构在植物基因型相同的情况下, 植物生长的环

境因素对其的影响更为显著; 而在同样生长环境

中, 植物的基因型对植物内生细菌的群落结构影响

比较重要。 

本研究结果说明蕙兰根内生细菌具有较为丰

富的多样性, 该研究丰富了植物内生细菌资源, 为

植物内生细菌的开发利用提供了基础。 
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