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摘要:【目的】探讨水稻种子内生细菌的多样性并测定其分泌 IAA 能力。【方法】采用传统的可培养方法分离
水稻种子内生细菌，并通过 16S rRNA 基因序列分析初步确定分离菌株的系统发育地位，利用比色法进一步
对不同种类菌株产植物生长素( IAA)能力进行定性、定量检测。【结果】共分离纯化获得 66 株内生细菌菌
株，分属于 5 个类群的 15 个属 26 个种。以 26 株细菌为代表对其进行分泌生长素( IAA)能力的定性及定量
测定，共发现 19 株细菌可分泌生长素或其类似物，其中 Z10、Z17、Z14 和 Z20 4 株内生细菌具较强的分泌植
物生长素能力。【讨论】分离得到的内生细菌表现了水稻种子内生细菌的多样性，其中某些细菌对植物有一
定的促生功能。
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植物内生细菌 ( Endophytic bacteria)是指能够
定殖于植物各种组织和器官的细胞间隙或细胞内，
并与植物建立了和谐联合关系的一类微生物，其中
许多细菌对宿主植物有许多有益作用，如促生作用、
降解有毒物质、抗逆境、抗动物(昆虫、线虫、食草哺
乳动物等)摄食、抗病原真菌和细菌以及他感作用
等，因此备受学者关注。目前，国内外主要集中于水
稻根际或茎叶内生微生物群落结构的研究，而对水
稻种子内生微生物的研究较少［1］。

植物内生细菌中许多细菌能够促进植物生
长［7］，被称作植物促生细菌 ( plant growth-promoting
bacteria，PGPB)。植物促生细菌可通过固氮作用、

分泌植物生长素 ( IAA)、合成铁载体及抑制疾病的
发生等方式促进植物生长，在农业生产中具有很大
的应用潜力［1，3 － 6］。本研究采用传统的分离方法从
水稻种子中分离内生细菌，并对其分泌生长素即吲
哚乙酸( IAA)进行定性、定量测定，以期发现更多有
益的微生物菌种资源，以及能够为农业水稻增产提
供更多有效的“绿色”方法。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 供试植物:水稻种子取材于湖南祁阳官山
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坪中国农业科学院红壤实验站，所处位置 111 °52 '
32″E，26°45 '42″N，海拔 150 － 170 m，年平均温度
为 17. 8℃，年 降 雨 量 1290 mm，年 日 照 时 间
1613 h，年平均总辐射为 4549 MJ /m2，无霜期 293
d，灾害性天气主要是 4 － 6 月的暴雨和 8 － 10 月
的季节性干旱。
1. 1. 2 培养基:TSA 合成培养基(Difico);1 /4 R2 A

合成培养基(Difico)［14］;阿须贝无氮培养基;大米汤
培养基:大米 200 g，1000 ml 水煮沸 1 h，用双层纱布
过滤，加水补足蒸发而减少的水分。加琼脂 20 g［9］;
分泌 IAA 菌株测定培养基为含有 L-色氨酸的液体
R2A 培养基:0. 5 g 酵母浸粉，0. 5 g 胰蛋白胨，0. 5 g
酪蛋白氨基酸，0. 5 g 葡萄糖，0. 5 g 可溶性淀粉，0.
3 g 丙酮酸钠，0. 3 g K2HPO4，0. 05 g MgSO4·7H2O，
0. 5 g L-色氨酸，蒸馏水定容至 1000 mL，pH 为
7. 2 ± 0. 2。
1. 1. 3 PCR 扩增所用试剂: PCR 反应体系购自
Fermentas 公司，引物 27f、1492r 由英潍捷基(上海)
贸易有限公司合成。
1. 2 细菌的分离与纯化

将 5 g 水稻种子用无菌水冲洗干净［1］，洗去表
面灰尘等，依次在 70%乙醇中浸泡 3 min，5%次氯
酸钠中浸泡 5 min，70%乙醇清洗 30 s，最后用无菌
水冲洗 5 － 7 次，同时取灭菌后的水稻种子于 TSA
平板上轻压涂抹 1 次，28℃培养 72 h，以检查表面灭
菌效果。将表面灭菌后的种子于无菌研钵中研磨至
粉末［3］，然后将粉末转移至盛有玻璃珠的 45 mL 无
菌水中，28℃震荡 30 min 后，按 1 ∶ 9比例稀释，分别
从 10 － 3、10 － 4及 10 － 5稀释液中取 0. 1 mL 涂布于平
板上，每浓度重复 3 次，28℃培养 3 － 5 d 后，计数，
挑取不同形态的菌落平板划线纯化。
1. 3 16 S rRNA 菌落 PCR 扩增

利 用 细 菌 通 用 引 物 27F ( 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' )［10］和 1492R ( 5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3')［11 － 12］扩增分离得到
的水稻种子内生细菌的 16S rRNA 片段，扩增片段
约 1400 bp。PCR 反应体系(25 μL):Mix 12. 5 μL，
27F 0. 1 μL，1492R 0. 1 μL，菌 体 的 粗 裂 解 液
3. 0 μL，ddH2O 至 25 μL。PCR 反应条件:94℃预变
性5 min;94℃45 s，52℃ 1 min，72℃ 1 min，30 个循
环;72℃延伸 8 min。反应结束后，取 3 μL PCR 产物
1%琼脂糖凝胶电泳检测［13］。

1. 4 测序
将凝胶检测合格后的细菌 PCR 产物送至北京

宝瑞通公司进行测序。序列用 Eztaxon 比对寻找具
有较高同源性的 16S rRNA 序列，初步确定其分类
发育地位，并通过 Clustal X1. 83 程序多重比对，用
Mega 4. 0 软件采用邻接法(Neighbor-joining)进行聚
类分析，并构建系统进化树［8］。
1. 5 分泌植物生长素性能测定

将种子内分离的不同种属菌株接种于 50 mL
液体 R2A 培养基的三角瓶中，每一菌株 3 个重复。
将三角瓶置于 28℃摇床，转速为 180 r /min，培养4 d
后，取其菌悬液 50 μL 滴置于白色陶瓷板上，同时
加 50 μL 比色液［15］( Salkowski 比色液:50 mL 35%
HClO4 + 1 mL 0. 5 mol /L FeCl3)，只在比色液中加入
50 μL 50 mg /L 的植物生长激素 ( IAA) 作为对照。
将白色陶瓷板置室温下避光放置 30 min 后观察其
颜色变化。颜色变粉红者为阳性，表示能够分泌
IAA，颜色越深表示分泌的强度越大，不变色为阴
性，表示不能分泌 IAA。
1. 6 分泌生长素定量测定

对初筛获得都能够分泌 IAA 的内生细菌进行
定量测定，培养条件同上。首先用分光光度法测定
菌悬液的 OD600值，然后将菌悬液 10000 × g 离心
10 min，取上清液加入等体积 Salkowski 比色液，避
光静置 30 min，采用分光光度法测定其 OD530值。计
算菌浓度 OD600值为 1 时，单位体积菌悬液中细菌分
泌 IAA 的量。标准曲线的绘制采用分析纯的 IAA
梯度稀释制备。

2 结果和分析

2. 1 可培养细菌 16 S rRNA PCR 扩增与测序
通过平板培养方法共分离纯化到不同形态内生

细菌 66 株，以 27f -1492r 为引物进行 16 S rRNA 片
段扩增，得到长度约 1400 bp 的扩增片段。将 PCR
产物进行测序，将得到的序列与 Eztaxon 中的序列
进行比对，利用邻接法对所分离的水稻内生细菌
16S rRNA 基因进行系统发育分析(图 1)，序列信息
查询号为:JX311350 至 JX311415。结果发现，试验
菌株分布于细菌域 5 个纲、15 个属 26 个种。其中
γ-变形菌门(γ-Proteobacteria)最多，占 50%，为最优
势类群，共有 19 株细菌与泛菌属(Pantoea)的相似
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性高达 99% － 100%，为分离到的优势菌属;其次有
10 株细菌与假单胞菌属 ( Pseudomonas)相似性为
99%，为次优势菌属;其余 4 株细菌与黄单胞菌属
(Xanthomonas)的相似性为 99% － 100%。厚壁菌
门(Firmicutes)占 22. 24%，为次优势类群，其中 9 株
细菌与其中的类芽胞杆菌属(Paenibacillus)相似度

也高达 99%，5 株细菌与芽胞杆菌属(Bacillus)的相
似性为 99%以上，1 株细菌与 Staphylococcus warneri
序列的相似性为 100%。放线菌门(Actinobacteria)
α-变形菌门(α-Proteobacteria) 菌株分别占总菌数的
15. 16%和 9. 09%，而 β-变形菌门(β-Proteobacteria)
仅为 4. 55%。

图 1 邻接法构建的水稻种子内生细菌 16 S rRNA 序列系统发育树
Fig． 1 Phylogenetic tree based on 16 S rRNA sequences of endophylic bacteria from rice seed． Numbers in the parentheses

indicate the GenBank accession numbers; Numbers at branch points are percentage bootstrap ( values based on 1 000

replicates) ;Bar 0. 05 corresponds to 5% levels of the sequence divergence．

2. 2 分泌 IAA 定性测定
根据分离纯化结果，以 26 株不同种属水稻种子

内生细菌为代表进行分泌 IAA 性能测定，测定结果
表明，26 株内生细菌中共 19 株具有分泌 IAA 的能

力，但存在差异。结果如表 1 所示，4 株为深粉色，4
株为粉色，11 株为浅粉色，颜色越深，表明分泌 IAA
能力越强。

172



Xiaoyu Jiang et al． / Acta Microbiologica Sinica(2013)53(3)

表 1 水稻种子不同种属内生细菌分泌 IAA 性能情况
Table 1 The ability of the different endophytic

bacteria for secreting IAA

Strain Ability to secrete IAA Strain Ability to secrete IAA
Z01 + Z14 + + +
Z02 + + Z15 + +
Z03 + Z16 +
Z04 — Z17 + + +
Z05 + + Z18 —
Z06 + Z19 —
Z07 + Z20 + + +
Z08 — Z21 —
Z09 + Z22 —
Z10 + + + Z23 +
Z11 + Z24 +
Z12 + Z25 —
Z13 + + Z26 +

Note : — : discolouring， + : light pink， + + : pink， + + + :

deeppink

2. 3 分泌 IAA 定量分析
将初筛测定具有分泌 IAA 能力的菌株进行定

量测定，如图 2 所示，根据标准曲线计算分泌 IAA
量，计算结果如图 3 所示。结果显示，分离出水稻种
子中的 5 个纲内生细菌均有可分泌 IAA 的能力，但
分泌能力有差异。其中显色为深粉色的四株细菌为
厚壁菌门中的 Z10 ( Staphylococcus warneri) 分泌
IAA 能力最强，为 269. 83 mg /L，其次是 α-变形菌门
的 Z17 ( Rhizobium larrymoorei)，分泌量为 219. 62
mg /L，放 线 菌 门 类 群 中 的 Z14 ( Microbacterium
trichothecenoly) 位居第三，为 136. 24 mg /L，第四株
菌 是 α-变 形 菌 门 的 Z20 ( Methylobacterium
radiotolerans)，分泌 IAA 量是 114. 27 mg /L。

图 2 IAA 标准曲线
Fig． 2 Standard curve of IAA．

图 3 内生细菌分泌 IAA 定量测定结果
Fig． 3 Quantitative detection of the ability to secrete IAA of

endophytic bacteria．

3 讨论

植物促生细菌( PGPR) 的种类繁多，主要集中
于细菌的 20 多个属。本研究通过传统纯化培养方
法分离出 66 株内生细菌，分属于 15 个属 26 个种，

已有研究表明，泛菌属 ( Pantoea )、假单胞菌属
(Pseudomonas)、类芽胞杆菌属(Paenibacillus)、黄单
胞菌属(Xanthomonas)、微杆菌属 (Microbacterium)、

根 瘤 菌 属 ( Rhizobium )、 短 小 杆 菌 属
(Curtobacterium)、葡萄球菌属( Staphylococcus)及醇
单胞菌属 ( Sphingomonas)为已报道过的促生细菌
(PGPR)或已研究证明可通过固氮、溶磷、产铁载
体、分泌 IAA 及抗病原菌等途径对植物产生促生作
用［17］。其余 6 个属的内生细菌鲜有其促生功能方
面的报道，应对其进行检测与研究，以探索其与农业
生产的关系，为微生物资源提供更多有益菌种。

本研究以分离得到的 26 株不同种属细菌为代
表，对其进行分泌 IAA 的定性、定量测定，检测结果
显示，其中 19 株细菌可分泌 IAA，而 Z10、Z17、Z14

和 Z20 4 株细菌分泌量最高，分属于葡萄球菌属
(Staphylococcus)、根瘤菌属 ( Rhizobium)、微杆菌属
(Microbacterium)及甲基杆菌属 (Methylobacterium)。

其中葡萄球菌已研究发现可通过解有机磷对植物有
促生功能［16］，Z17、Z14 2 株菌所属的根瘤菌属
(Rhizobium)及微杆菌属 (Microbacterium)细菌已被
大量研究报道可通过解磷、产 IAA 等多种途径对植
物产生促生功能［17］，但是 Z20 菌株及其所在的甲基
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杆菌属(Methylobacterium)细菌在其与植物生长及农

业生产的关系方面几乎没有研究与报道，应对其进

行更深入的探讨。本研究采用常规的 Salkowski 比

色法是基于氧化反应显色和比色反应分别对菌体发

酵液中 IAA 进行定性、定量测定，但由于本研究菌

株类型跨 5 个纲，其代谢途径多样，因此存在 IAA

类似物的可能性，由于 Salkowski 方法的局限性，IAA

类似物也可能显示阳性，但目前尚未有相关研究的

深入报道。细菌对植物的促生作用不仅通过分泌

IAA，而是与解磷、产铁载体、固氮及拮抗等多种途

径的共同作用，因此进一步对分离获得的内生细菌

所产生的相关产物进行鉴定并对其进行多种功能测

定以确定其对植物生长的影响具有更好的科学价值

与意义。

假单 胞 菌 属 ( Pseudomonas ) 和 芽 胞 杆 菌 属

(Bacillus)等细菌为植物促生细菌的同时也为植物

常见 病 原 菌，黄 单 胞 菌 属 ( Xanthomonas ) 中 的

Xanthomonas campestris、Xanthomonas arboricola 等多

种细菌是核桃、番茄等农作物的致病菌［19］，以及泛

菌属(Pantoea)中的成团泛菌(Pantoea agglomerans)

除被报道可做生防制剂外，还曾多次被报道可引起

稻谷内颖褐变、洋葱腐烂病、棉花细菌性烂铃病、日

本鸡血藤和锥花霞草肿瘤病及香蕉叶鞘腐败病

等［20］，这些菌对农作物生长是促生还是抑制，取决

于不同物种或品种作物以及菌种代谢产物等因

素［18］，就此而言，对不同功能的 PGPR 菌株或具不

同促生能力的菌株的复合应用能否对作物产生促生

抗病的协同效应的研究，是亟待解决的问题。
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Diversity of endophytic bacteria in rice seeds and their
secretion of indole acetic acid

Xiaoyu Jiang1，Jusheng Gao3，Fenghua Xu1* ，Yanhua Cao1，Xue Tang2，
Xiaoxia Zhang2*
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Resources and Regional Planning，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100081，China
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Abstract:［Objective］ This study aimed to investigate the diversity of endophytic bacteria isolated from rice seeds，and
screen indole acetic acid secrecting srtains． ［Method］ Conventional culture-dependent methods were used to isolate the
endopytic bacteria from rice seeds． Phylogenetic analysis was done based on partial 16s rRNA gene sequences． The ability
to indole acetic acid secretion of tested strains was analyzed qualitatively and quantitatively by colorimetry． ［Result］ In
total 66 isolates were identified as belonging to 26 species of 15 genera of 5 phyla． Of them 26 strains were chosen to test
indole acetic acid secretion． Four isolates had more ability of indole acetic acid secretion; they belonged to the genera of
Staphylococcus，Rhizobium，Microbacterium and Methylobacterium． ［Conclusion］ The endophytic bacteria in rice seeds
are diverse． Some of them could produce indole acetic acid．
Keywords: rice seeds，endophytic bacteria，diversity，indole acetic acid secreting
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