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　　摘要：分离古旱莲（ＭａｇｎｏｌｉａｄｅｎｕｄａｔｅＤｅｓｔｖａｒ．ｐｕｒｐｕｒａｓｃｅｎｓＲｅｈｄｅｔＷｉｌｓ）内生细菌，研究其多样性及产酶活性；纯
培养分离古旱莲内生细菌，纯化后对分离菌株进行分泌胞外淀粉酶、蛋白酶、纤维素酶、脂肪酶活性研究，使用１６Ｓ
ｒＲＮＡ系统发育分析对菌落进行鉴定；共分离出内生细菌 ５２株，根据测序结果不同，将菌株归为 １９个分类单元
（ＯＴＵｓ）。系统发育分析表明，这些菌株分属４个门，分别为拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，占总数７．７％），厚壁菌门（Ｐｈｙｌｕｍ
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，占总数１５．４％），变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，占总数１９．２％），放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ，占总数４０．４％）及占
总数为１７．３％的未培养细菌；产酶结果表明，２２株产蛋白酶、３株产淀粉酶、７株产纤维素酶、４株产脂肪酶，还有１６株
未发现产酶活性。本研究分离到古旱莲内生细菌５２株分为４门１９个分类单元，细菌多样性及产酶活性丰富。
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　　木兰科木兰属植物古旱莲（ＭａｇｎｏｌｉａｄｅｎｕｄａｔｅＤｅｓｔｖａｒ．
ｐｕｒｐｕｒａｓｃｅｎｓＲｅｈｄｅｔＷｉｌｓ）产于中国，是国家Ⅱ级重点保护野
生植物［１］。木兰科植物木兰（ＭａｇｎｏｌｉａｌｉｌｉｆｌｏｒａＤｅｓｔ．）、玉兰
（ＭａｇｎｏｌｉａｄｅｎｕｄａｔａＤｅｓｒ．）、厚朴（ＭａｇｎｏｌｉａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＲｅｈｄ．
ｅｔＷｉｌｓ．）、木 莲 （Ｍａｎｇｌｉｅｔｉａ ｆｏｒｄｉａｎａ Ｏｌｉｖ．）、鹅 掌 楸
（Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎｃｈｉｎｅｎｓｅ（Ｈｅｍｓｌ．）Ｓａｒｇ．）［２］中许多种类是我国
的传统药材。紫玉兰（Ｍａｇｎｏｌｉａｌｉｌｉｉｆｌｏｒａ）、玉兰（Ｍａｇｎｏｌｉａ
ｌｉｌｉｉｆｌｏｒａ）、望春玉兰 （Ｍａｇｎｏｌｉａｂｉｏｎｄｉｉ）、武当木兰（Ｍａｇｎｏｌｉａ
ｓｐｒｅｎｇｅｒｉ）在中药中统称辛夷，其干燥花蕾有通鼻消炎、治疗
妇科病及抑制真菌等作用［３］。厚朴、凹叶厚朴（Ｍａｇｎｏｌｉａ
ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓｓｐ．Ｂｉｌｏｂａ）、长喙厚朴（Ｍａｇｎｏｌｉａｒｏｓｔｒａｔａ）在中药中
统称厚朴，是木兰科植物厚朴或凹叶厚朴的干燥干皮、枝皮或

根皮，是我国重要的传统中药。木兰科植物的鹅掌楸属、五味

子属和木兰属的厚朴、凹叶厚朴都属于国家保护植物，已被列

为濒危药用植物，其资源已经非常有限。近年来，随着老药新

用的提出，厚朴具有的抗病毒、抗肿瘤、抗菌、防龋、抗溃疡、镇

痛抗炎等作用及其他新的药理药效不断被发现［４－５］。目前已

经从木兰科中的鹅掌楸属、五味子属和木兰属的玉兰、厚朴、

凹叶厚朴中分离出大量内生真菌，但并未发现其代谢产物对

多种病原菌具有很强的抑制作用［６－１０］。木兰科植物内生细

菌多样性及功能鲜见研究报道。

植物内生细菌是指能够从表面消毒后的植物组织内分离

到或者从植物内提取到，并且对植物不造成可见危害的细

菌［５］。陕西省汉中市勉县武侯祠的资料显示，１９７９年文物普

查时，发现一棵木兰科植物古旱莲，北京林业学院专家用 １４Ｃ
测定其树龄为４００多年，非常具有研究价值。古旱莲由于其
稀有性，在内生细菌分离及产酶活性等方面还未见报到。本

研究以勉县武侯祠古旱莲为研究材料，旨在探究勉县武侯祠

古旱莲内生细菌的物种多样性，发掘产酶活性菌株。本研究

对进一步深入研究和阐明古旱莲内生细菌的群落分布、物种

多样性及其开发利用等方面具有理论意义。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　２０１５年１１月中旬，在陕西省汉中市勉县
武侯祠的工作人员修剪 ４００年生古旱莲时，采集直径约为
２ｃｍ的茎组织，放入无菌袋带回实验室于４℃下保存，材料在
２周内处理完毕，用于内生细菌的分离。
１．１．２　试剂　蛋白胨（纯度≥９９．５％，天津市盛奥化学试剂
有限公司）、酵母粉、ＮａＣｌ、琼脂粉（纯度≥９９．５％，北京奥博
星生物技术有限责任公司），２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＰＣＲ引
物等均购自生工生物工程（上海）股份有限公司。

１．１．３　仪器　凝胶扫描成像系统（ＧｅｌＤｏｃ，美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公
司）、ＰＣＲ扩增仪（Ｍｙｃｙｃｌｅｒ，美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）、移液器系
列（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。
１．１．４　分离培养基　ＬＢ培养基：蛋白胨 １０．０ｇ、牛肉粉
５．０ｇ、ＮａＣｌ５．０ｇ、琼脂粉１２．０ｇ、水１Ｌ，ｐＨ值自然；液体ＬＢ
培养基：蛋白胨１０．０ｇ、牛肉粉５．０ｇ、ＮａＣｌ１０．０ｇ、水１Ｌ，ｐＨ
值自然。

１．１．５　酶活性筛选培养基
１．１．５．１　蛋白酶筛选培养基　牛肉粉５．０ｇ、蛋白胨１０．０ｇ、
脱脂高蛋白奶粉２０．０ｇ、ＮａＣｌ５．０ｇ、琼脂２０．０ｇ、水１Ｌ［１１］。
１．１．５．２　淀粉酶筛选培养基　酵母粉５．０ｇ、蛋白胨５．０ｇ、
可溶性淀粉２０．０ｇ、ＮａＣｌ５．０ｇ、琼脂 ２０．０ｇ、水 １Ｌ。卢氏
碘液［１２］。

１．１．５．３　纤维素酶筛选培养基　蛋白胨 １０．０ｇ、酵母粉
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１０．０ｇ、羧甲基纤维素钠１０．０ｇ、ＫＨ２ＰＯ４１．０ｇ、ＮａＣｌ５．０ｇ、琼
脂２０．０ｇ、水１Ｌ［１３］。刚果红染液（１０００ｍｇ／Ｌ），ＮａＣｌ水溶液
（５８５００ｍｇ／Ｌ）。
１．１．５．４　脂肪酶筛选培养基　蛋白胨１０．０ｇ、（ＮＨ４）２ＳＯ４
２．０ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ、ＫＨ２ＰＯ４３．０ｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．０ｇ、
ＮａＣｌ５．０ｇ、琼脂２０．０ｇ、水１Ｌ，溴甲酚紫０．０４ｇ［１４］，ＰＶＡ－橄
榄油乳化液１２０ｍＬ。
１．２　方法
１．２．１　内生真菌的分离与纯化　参照文献［１５］的方法，取
新鲜古旱莲茎组织，用自来水冲洗２ｈ左右。在超净工作台
中，用７５％乙醇浸泡３０ｓ后，无菌水冲洗５次；然后用０．１％
氯化汞浸泡３ｍｉｎ，无菌水冲洗５次。取最后１次无菌水洗涤
上清液１００μＬ，涂布于ＬＢ平板，作３个空白对照，３７℃培养
１～３ｄ，检测材料表面消毒是否彻底。用无菌剪刀将韧皮部
切割成０．５ｃｍ２左右的小块，接种于 ＬＢ培养基上，每个平皿
内接种４个组织块。封口膜封口，３７℃倒置培养１～３ｄ，待
材料周围内生细菌长出后，选择菌落边缘部分挑取划线纯化，

接入液体ＬＢ培养基中，在３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ条件下培养８ｈ，
转入离心管中，于４℃下保存。
１．２．２　分离菌株的系统发育分析　以细菌通用引物２７Ｆ／
１４９２Ｒ进行菌落 ＰＣＲ，预期扩增长度为 １５００ｂｐ，反应体系
（３０μＬ）：２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ１５μＬ，上下游引物各１μＬ，模板
ＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１２μＬ。反应条件：９４℃变性５ｍｉｎ；９４℃
变性１ｍｉｎ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共３３个循环；
７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用１．０％琼脂糖凝胶检测后，由生工
生物工程（上海）股份有限公司进行测序。所得序列提交到

ＮＣＢＩ数据库中，进行 Ｂｌａｓｔ检索，整理序列，发往 ＮＣＢＩ，获得
菌株登录号。最后将序列提交到ＢａｓｉｃＬｏｃａｌＡｌｉｇｎｍｅｎｔＳｅａｒｃｈ
Ｔｏｏｌ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进行 Ｂｌａｓｔ检
索，下载相似性较高的序列数据，生成 Ｆａｓｔａ格式文件。用
Ｃｌｕｓｔａｌ－Ｘ［１６］软件对所得序列进行人工校正及比对分析。利
用ＭＥＧＡ５．１［１７］，按照 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法聚类，选择 １０００
个重复做Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值分析，构建系统发育树［１８］。

１．２．３　多样性指数　多样性指数（Ｈ′）可以反映每种植物内
生真菌的物种多样性程度，按Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｅｉｎｅｒ指数计算［１９］。

Ｈ′＝－∑
ｋ

ｉ＝１
ＰｉｌｎＰｉ。

式中：Ｐｉ指某种内生真菌的菌株数占全部内生真菌菌株数的
百分数；ｋ表示内生真菌菌株数量。
１．３　胞外酶产生菌的筛选
１．３．１　蛋白酶筛选方法　在无菌条件下，将膜过滤的脱脂高
蛋白牛奶加入灭菌后的肉汤培养基中倒平板。穿刺接种后

３７℃培养，待菌落生长到１ｃｍ时测量降解圈直径。
１．３．２　淀粉酶筛选方法　使用淀粉酶筛选培养基平板，无菌
条件下穿刺接种后３７℃培养，待菌落生长１ｃｍ时缓慢地将
卢戈式碘液覆盖培养基，染色１ｍｉｎ后测量降解圈直径。
１．３．３　纤维素酶筛选方法　使用纤维素酶筛选培养基平板，
无菌条件下穿刺接种后３７℃培养，待菌落生长１ｃｍ时缓慢
加入刚果红染液（１０００ｍｇ／Ｌ）覆盖培养基染色３ｍｉｎ，再用
ＮａＣｌ水溶液（５８５００ｍｇ／Ｌ）侵泡脱色 ３ｍｉｎ后测量降解圈
直径。

１．３．４　脂肪酶筛选方法　按脂肪酶筛选培养基配制培养基，
灭菌后加入ＰＶＡ－橄榄油乳化液１２０ｍＬ摇匀倒平板，无菌条
件下穿刺接种后３７℃培养，待菌落生长１ｃｍ时，测量黄色降
解圈直径。

２　结果与分析

２．１　内生细菌的分离
最后一次冲洗用灭菌去离子水涂布 ＬＢ平板，３７℃培养

１～３ｄ，平板上无菌落则表明经表面消毒后，样品表面附生菌
影响已消除。共分离纯化细菌５２株，菌种在４℃下保藏。在
陕西省汉中市勉县武侯祠采集古旱莲材料，在１２ｈ内将样品
带回实验室并在１周内处理，进行内生细菌的分离工作，在一
定程度上避免了因为人为因素对试验结果造成的影响，保证

内生细菌较为完全的分离。

２．２　分离菌株的系统发育分析
２．２．１　旱莲内生细菌１６ＳｒＲＮＡ序列特异性扩增　分离纯化
旱莲内生细菌，应用细菌１６ＳｒＲＮＡ序列通用引物进行特异
性扩增，得到约１５００ｂｐ的目标片段，见图１。切胶回收目标
条带可消除非特异性片段的影响。

２．２．２　内生细菌的分子生物学鉴定　获得分离内生细菌的
登录号为ＫＲ１４９３７３～ＫＲ１４９４２４。本研究较系统地阐述了古
旱莲内生细菌的多样性，采用传统培养方法共分离得到古旱

莲内生细菌５２株，分子生物学归类为１８个属。根据测序结
果不同，将菌株归为１９个分类单元（ＯＴＵｓ），这些菌株分属４
个门，拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）下属 １个单元，占总数的
７．７％，鞘胺醇杆菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）４株；厚壁菌门
（ＰｈｙｌｕｍＦｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）下属５个单元，占总数的１５．４％，分别是
游 动 球 菌 属 （Ｐｌａｎｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）１ 株，葡 萄 球 菌 属
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）２株，芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）３株，类芽
孢杆菌属（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）１株，德库菌属（Ｄｅｓｅｍｚｉａｓｐ．）１
株；变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）下属 ５个单元，占总数的
１９．２％，分别是不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｓｐ．）３株，假单胞菌
属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）１株，埃希氏菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｓｐ．）４株，
克雷伯氏菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．）１株，克罗诺斯菌属（Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ
ｓｐ．）１株；放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）下属７个单元，占总数的
４０．４％，分别是库克菌属（Ｋｏｃｕｒｉａｓｐ．）６株，微球菌属
（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）５株，微杆菌属（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）３株，短
杆菌属（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）４株，海迪茨氏菌属（Ｄｉｅｔｚｉａｓｐ．）１
株，放 线 菌 属 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ．）１株，微 球 菌 科
（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）１株；未培养细菌 ９株，占总数的 １７．３％。
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在门的分类上，优势菌群为放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），在属的
分类上，优势菌群为库克菌属（Ｋｏｃｕｒｉａｓｐ．）。古旱莲内生细

菌１６ＳｒＲＮＡ序列同 ＮＣＢＩ数据库中相关序列相似性为
８２％～１００％，具体见表１。

表１　古旱莲内生细菌１６ＳｒＲＮＡ基因序列多样性对比

类群 克隆数量 代表克隆 最相似菌株［登录号］ 相似（％）
拟杆菌门７．７％ ４

４ ＨＬ－Ｂ３ 鞘胺醇杆菌属［ＫＪ５６３２３８］ １００
厚壁菌门１５．４％ ８

１ ＨＬ－Ｂ８ 游动球菌属［ＡＹ５３８６９５］，动性球菌 ９９
２ ＨＬ－Ｂ２８ 葡萄球菌属［ＦＪ６１３５６５］，表皮葡萄球菌 １００
３ ＨＬ－Ｂ２９ 芽孢杆菌属［ＫＭ２０３８２０］，芽孢杆菌 ９９
１ ＨＬ－Ｂ４４ 类芽孢杆菌属［ＫＪ７８１９０１］，类芽孢杆菌 ９７
１ ＨＬ－Ｂ５４ 德库菌属［ＫＰ７４５５９０］ ９８

变形菌门１９．２％ １０
３ ＨＬ－Ｂ１１ 不动杆菌属［ＤＱ４０９０７８］，不动杆菌属 ９９
１ ＨＬ－Ｂ１６ 假单胞菌属［ＫＭ１８７１２０］，假单胞菌 ９９
４ ＨＬ－Ｂ３０ 埃希氏菌属［ＧＵ２９２６２４］，埃希氏菌 ９９
１ ＨＬ－Ｂ７５ 克罗诺斯菌属［ＪＦ６９０８８０］，阪崎肠杆菌 ９９
１ ＨＬ－Ｂ６５ 克苗伯氏菌属［ＫＦ９９１４９８］，克雷伯氏菌 ９９

放线菌门４０．４％ ２１
６ ＨＬ－Ｂ６ 库克菌属［ＫＲ０８５９３９］ １００
５ ＨＬ－Ｂ７ 微球菌属［ＨＱ６６３９１０］，云南微球菌 ９９
３ ＨＬ－Ｂ１４ 微杆菌属［ＫＭ５０７６７９］，微杆菌 ９９
４ ＨＬ－Ｂ１８ 短杆菌属［ＫＦ２９５０５８］，短杆菌 ９９
１ ＨＬ－Ｂ６７ 海迪茨氏菌属［ＡＢ５７６１２８］，迪茨氏菌 ９９
１ ＨＬ－Ｂ７２ 放线菌属［ＫＣ８８７９３７］，放线细菌 ８２
１ ＨＬ－Ｂ８１ 微球菌科［ＫＭ８８５１６９］，细球菌科 ９９

未培养细菌１７．３％ ９
９ ＨＬ－Ｂ２３ 未培养细菌［ＪＱ１８６４５０］ ９９

２．２．３　细菌１６ＳｒＲＮＡ系统发育分析　使用细菌通用引物
２７Ｆ／１４９２Ｒ通过ＰＣＲ扩增所分离细菌的 １６ＳｒＲＮＡ序列片
段，下载相似序列构建系统发育树，系统发育将５２个种属归
为４个门，拟杆菌门包含鞘胺醇杆菌属１个类群，约占总数的
７．７％；厚壁菌门包含游动球菌属，葡萄球菌属，芽孢杆菌属，
类芽孢杆菌属，德库菌属５个类群，约占总数的１５．４％；变形
菌门包含不动杆菌属，假单胞菌属，埃希氏菌属，克雷伯氏菌

属，克罗诺斯菌属５个类群，约占总数的１１．５％；放线菌门包
含库克菌属，微球菌属，微杆菌属，短杆菌属，海迪茨氏菌属，

放线菌属，微球菌科７个类群，约占总数的４０．４％，是最优势
类群；未培养细菌９株，占总数的１７．３％。

根据细菌１６ＳｒＲＮＡ序列构建系统发育树，见图２。拟杆
菌门下属１个ＯＴＵ，鞘胺醇杆菌属的代表菌株 ＨＬ－Ｂ３与未
培养细菌的代表菌株ＨＬ－Ｂ２３聚在一处，代表菌株与已知序
列的相似度为９９％；厚壁菌门下属５个 ＯＴＵ，游动球菌属的
代表菌株ＨＬ－Ｂ８与葡萄球菌属的代表菌株 ＨＬ－Ｂ２８、芽孢
杆菌属的代表菌株ＨＬ－Ｂ２９、类芽孢杆菌属的代表菌株ＨＬ－
Ｂ４４、德库菌属的代表菌株ＨＬ－Ｂ５４在进化树上聚在一处，代
表菌株与已知序列的相似度在９７％以上；变形菌门下属５个
ＯＴＵｓ，不动杆菌属的代表菌株 ＨＬ－Ｂ１１与假单胞菌属的代
表菌株ＨＬ－Ｂ１６、埃希氏菌属的代表菌株 ＨＬ－Ｂ３０、克雷伯
氏菌属的代表菌株ＨＬ－Ｂ７５、克罗诺斯菌属的代表菌株ＨＬ－
Ｂ６５在进化树上聚在一处，代表菌株与已知序列的相似度为
９９％；放线菌门下属７个ＯＴＵｓ，库克菌属的代表菌株ＨＬ－Ｂ６
与微球菌属的代表菌株ＨＬ－Ｂ７、微杆菌属的代表菌株 ＨＬ－

Ｂ１４、短杆菌属的代表菌株ＨＬ－Ｂ１８、海迪茨氏菌属的代表菌
株ＨＬ－Ｂ６７、放线菌属的代表菌株 ＨＬ－Ｂ７２、微球菌科的代
表菌株ＨＬ－Ｂ８１在进化树上聚在一处，代表菌株与已知序列
的相似度在８２％以上。
２．２．４　古旱莲内生细菌的多样性指数　根据多样性指数公
式，计算古旱莲内生细菌的多样性指数为２．６６６６。多样性指
数越高说明物种的多样性越丰富。Ｋｌｏｐｐｅｒ等的研究采用４
种不同的培养基分离木兰科植物内生真菌，多样性指数在

１．３３～１．８１之间［２０］，与本研究相比，古旱莲内生细菌的多样

性是十分丰富的。

２．３　胞外酶产生菌的筛选
产蛋白酶菌株筛选：将纯培养后的单菌落菌液穿刺接种

至蛋白酶筛选培养基，３７℃培养１２ｈ，得到分解透明圈即是
产蛋白酶菌株，共２２株。

产淀粉酶菌株筛选：将纯培养后的单菌落菌液穿刺接种

至淀粉酶筛选培养基，３７℃培养１２ｈ，使用卢氏碘液染色，可
见白色透明圈即是产淀粉酶菌株，共３株。

产纤维素酶菌株筛选：将纯培养后的单菌落菌液穿刺接

种至纤维素酶筛选培养基，３７℃培养 １２ｈ，使用刚果红
（１０００ｍｇ／Ｌ）染液染色５ｍｉｎ，再用ＮａＣｌ（５８５００ｍｇ／Ｌ）脱色
５ｍｉｎ。得到的透明圈即是产纤维素酶菌株，共７株。

产脂肪酶菌株筛选：将纯培养后的单菌落菌液穿刺接种

至脂肪酶筛选培养基，３７℃培养１２ｈ，菌落产生的脂肪酶将
脂肪降解为脂肪酸使溴甲基紫变为黄色，即是产脂肪酶菌株，

共４株，结果见表２。
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３　结论与讨论

药用植物内生细菌的研究日渐增多，如红豆杉［２０］、苦豆

子［２１］、沙冬青［２２］等，但对木兰科植物内生细菌的研究依旧较

少。本研究发现，古旱莲分离内生细菌５２个株，可归为４个
门，拟杆菌门包含鞘胺醇杆菌属 １个类群，约占总数的
７．７％；厚壁菌门包含游动球菌属、葡萄球菌属、芽孢杆菌属、类
芽孢杆菌属、德库菌属５个类群，约占总数的１５．４％；变形菌门
包含不动杆菌属、假单胞菌属、埃希氏菌属、克雷伯氏菌属、克

罗诺斯菌属５个类群，约占总数的１１．５％；放线菌门包含库克
菌属、微球菌属、微杆菌属、短杆菌属、海迪茨氏菌属、放线菌

属、微球菌科７个类群，约占总数的４０．４％，是最优势类群；未
培养细菌９株，占总数的１７．３％。本研究分离到的细菌以放线
菌为最优势类群，这可能与试验材料，培养基等因素相关。本

研究分离到９株未培养菌，分类地位目前不明确，有待于进一
步的研究。利用传统方法研究植物内生菌分离得到的内生菌

数量及种类是有限的，须要结合免培养方法才能更为有效地了

解植物内生菌的群落结构。目前国内外对植物内生菌资源的

研究取得了一定的进展，但相对于我国丰富的药用植物资源来

说，对其内生菌资源的开发和利用还是远远不够的［２３］。

据统计我国药用植物有１１１４６种，药用植物作为一类特
殊的植物其内生环境具有一定的特殊性［２４］。全面系统地对药

用植物内生菌资源及其活性代谢产物进行研究是非常有必要

的。研究植物内生细菌的目的在于应用，自黄瓜、棉花等植物

体内的细菌和宿主植物的抗病能力关系［２２］被发表以来，很多

研究人员开始致力于植物体内的细菌研究，至今在植物保护方

面积累了大量的植物内生细菌研究信息［２３－２５］。本研究分离到

的内生细菌与植物之间的关系还需要进一步深入探讨。

植物内生细菌研究的另一个热点则在生理活性物质研究

领域［２６］。分离自古旱莲中的内生细菌有一部分能够分泌胞外

淀粉酶、蛋白酶、纤维素酶和脂肪酶，而且有些菌株还具有同时

分泌其中２种水解酶的能力，这种产酶特性可能与其适应独特
的生活环境有关。目前已经从木兰科植物五味子中分离出内

生拮抗细菌［２７－２８］。本研究鉴定的３株高产酶活性菌株中，１株
产淀粉酶为类芽孢杆菌，２株产蛋白酶为微杆菌，说明古旱莲
内生类芽孢杆菌和微杆菌可能具有重要的工业酶开发价值。
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表２　古旱莲内生细菌产酶活性筛选

菌株编号 淀粉酶 蛋白质酶 纤维素酶 脂肪酶

ＨＬ－Ｂ３ － － ＋ －
ＨＬ－Ｂ６ － － － －
ＨＬ－Ｂ７ ＋＋ － － －
ＨＬ－Ｂ８ － － － ＋＋
ＨＬ－Ｂ９ － － － －
ＨＬ－Ｂ１０ － － ＋ －
ＨＬ－Ｂ１１ － － ＋ ＋
ＨＬ－Ｂ１４ － － － －
ＨＬ－Ｂ１５ － ＋＋＋ － －
ＨＬ－Ｂ１６ － － － －
ＨＬ－Ｂ１８ － － － －
ＨＬ－Ｂ１９ － － － －
ＨＬ－Ｂ２２ － － － －
ＨＬ－Ｂ２３ － ＋＋ ＋ －
ＨＬ－Ｂ２５ － ＋＋ － －
ＨＬ－Ｂ２７ － － － －
ＨＬ－Ｂ２８ － ＋ － －
ＨＬ－Ｂ２９ － － － －
ＨＬ－Ｂ３０ － ＋ － －
ＨＬ－Ｂ３２ － ＋＋＋ － －
ＨＬ－Ｂ３３ － － ＋ －
ＨＬ－Ｂ３４ － ＋ － －
ＨＬ－Ｂ４１ － － － －
ＨＬ－Ｂ４４ ＋＋＋ － － －
ＨＬ－Ｂ４５ － － － －
ＨＬ－Ｂ４７ － － － －
ＨＬ－Ｂ４８ － ＋ － －
ＨＬ－Ｂ４９ － ＋ － －
ＨＬ－Ｂ５０ － ＋ － －
ＨＬ－Ｂ５４ － － － －
ＨＬ－Ｂ５９ － － － －
ＨＬ－Ｂ６３ － － － －
ＨＬ－Ｂ６４ － － － －
ＨＬ－Ｂ６５ － ＋＋ ＋ －
ＨＬ－Ｂ６７ － ＋ － －
ＨＬ－Ｂ６８ － － － －
ＨＬ－Ｂ６９ － － － －
ＨＬ－Ｂ７１ － ＋＋ － ＋
ＨＬ－Ｂ７２ － ＋ － －
ＨＬ－Ｂ７３ － － － －
ＨＬ－Ｂ７４ － ＋ － －
ＨＬ－Ｂ７５ － ＋ － －
ＨＬ－Ｂ７６ － ＋＋ － －
ＨＬ－Ｂ７７ － ＋＋ － ＋
ＨＬ－Ｂ７８ － ＋ － －
ＨＬ－Ｂ７９ － － － －
ＨＬ－Ｂ８０ － － － －
ＨＬ－Ｂ８１ － ＋ － －
ＨＬ－Ｂ８２ ＋ － ＋＋ －
ＨＬ－Ｂ８３ － ＋＋ － －
ＨＬ－Ｂ８４ － － － －
ＨＬ－Ｂ８５ － ＋ － －

　　注：＋表示０～２ｃｍ；＋＋表示２～５ｃｍ；＋＋＋表示 ＞５ｃｍ；－表
示无结果。
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