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摘  要：植物内生菌是指生活史的全部或部分阶段栖息于植物组织内的微生物类群。内生菌与植

物协同进化，并在宿主的生长发育和环境适应中产生诸多效应。近 30 年来，针对内生菌的起源、

传递、功能及其与宿主植物相互作用规律和机制方面已有大量的研究成果。然而，目前的技术手

段局限性使得绝大多数的植物内生菌仍不能被纯培养，这严重制约了这些植物内生菌资源的研究

和有效利用。本文综述了目前对内生菌特别是那些难培养内生菌分离培养方法的现状，着重关注

植物内生菌分离培养方面的技术创新和进展，为植物内生菌的深入研究和资源的有效开发利用提

供借鉴。 
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Abstract: Plant endophytes are microorganisms that reside inside plant tissue for all or part of 
their life cycle. These endophytes have co-evolved with plants, contributing significantly to host 
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growth, development, and environmental adaptation. Over the past 30 years, extensive research 
has been conducted on the origins, transmission, and functions of plant endophytes and the 
interaction mechanisms between endophytes and their host plants. However, current 
technological limitations hinder the pure culture of the majority of endophytes, restricting the 
study and utilization of these valuable microbial resources. This paper provides an overview of 
current methods for isolating and culturing plant endophytes, with a particular focus on 
cultivation-recalcitrant endophytes (CREs), highlighting recent technological innovations and 
advances in this field to offer insights for in-depth research and effective exploitation of 
endophyte resources. 
Keywords: endophytes; culture method; technological innovation; cultivation-recalcitrant 
endophytes; resource utilization 
 

1866 年，德国科学家 De Bary 率先提出了

内生菌(endophyte)这一概念，是指存在于植物

组织内部的微生物类群[1]。1997 年，Hallmann
等[2]提出了一个被广泛接受的定义：内生菌是

指一段时间或整个生命周期生活在健康植物组

织中而不会对宿主植物造成明显的感染症状的

细菌或真菌。但是，该内生菌定义在实际应用

中存在需要进行致病性鉴定的问题，有学者建

议将植物内生菌定义为生活史的全部或部分栖

息于植物组织中的微生物，而不考虑其功能[3]。

自从 Stierle 等[4]分离并鉴定了能够在短叶红豆

杉 (Taxus brevifolia)中产生紫杉醇的内生真菌

后，引起了许多研究人员对内生菌的关注，并

引发了对分离和培养能够产生与宿主植物次生

代谢物相同或相似的功能性内生菌株的兴趣。 
植物内生菌按内生微生物的种类可归类为

内生真菌、内生细菌和内生放线菌；依据分离

培 养 的 难 度 分 为 可 培 养 内 生 菌 (culturable 
endophytes, CE) 和 难 培 养 内 生 菌 (cultivation 
recalcitrant endophytes, CRE)；按内生菌的来源

可分为水平传递内生菌(horizontally transmitted 
endophytes, HT)和垂直传递内生菌 (vertically 
transmitted endophytes, VTE)；按内生菌与宿主

间的相互关系又可分为兼性内生菌(facultative 
endophytes, FE) 和 专 性 内 生 菌 (obligate 
endophytes, OE)，专性内生菌由于对宿主的高度

依赖又称为宿主依赖性内生菌 (host-dependent 

endophytes, HDE) (图 1)。 
目前，针对植物内生菌的起源、传递及其

对宿主植物生长调控、环境适应、代谢及生化

品质调控等层面上的研究已取得大量且深入的

成果 [5-8]。许多内生菌资源作为植物生长促进

剂、生防菌剂、品质调控剂等被广泛应用于农

业生产中 [9-10]。由于内生菌对宿主功能的多样

性、效应的长期性及其环境友好性等优势，对

植物相关微生物包括内生菌的合理管控和应用

有望促进第二次绿色革命到来[11]。而针对内生

菌的分离培养是研究和利用植物内生菌的基

础。目前，绝大多数的内生菌仍然不能进行纯

培养，但随着对微生物生长发育规律和营养需

求的深入了解，许多创新性的技术被用于植物

内生菌的分离培养，使可培养内生菌的种类不

断得以扩大。 

1  可培养与难培养内生菌 
内生菌与宿主植物在进化中的相互选择形

成了一种独特的空间和功能关系。内生菌需要

宿主提供营养和庇护场所完成其生命周期，同

时，多数内生菌会通过释放效应物对宿主植物

的生命活动产生积极影响。因此，植物-内生菌

互作已成为植物学、微生物学、农学、生态学

等最活跃的研究领域之一。早期关注的植物内

生菌都是那些可以纯培养的类群，即 CE。然而，

随着基因组测序技术的飞速发展，高通量测序及 
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图 1  植物内生菌的分类 
Figure 1  Categories of plant endophytes. 
 
 

宏基因组技术的检测结果发现，植物内生菌中

的绝大部分类群(估计>90%)在目前的技术条件

下都属于 CRE[12]。多数 CRE 依赖于宿主植物提

供的特定生态位和营养条件，又称为 HDE。传

统的培养基和培养条件往往无法完全模拟这些

CRE 的微环境，从而导致内生菌的不可培养状

态。这些内生菌常常以 “可活但不可培养 ” 
(viable but non-culturable, VBNC)的形式存在，需

要特定的激活条件才能转变为可培养状态[13]。显

然，找到合适的 CRE 分离培养策略方法，对拓

展植物内生菌资源的研究和利用意义重大。 

2  植物内生菌分离培养的常规

方法 
目前，针对不同类群的内生菌，其分离培

养的方法略有差异，表 1 分别总结了内生真菌、

内生细菌和内生放线菌常用的分离培养方法。 
2.1  内生真菌的分离培养 

分离内生真菌通常是先进行植物材料的表

面消毒和预处理，然后在无菌操作下将植物组

织切成小的组织块或研磨成匀浆接种于马铃薯

葡萄糖琼脂(potato dextrose agar, PDA)或加入

抗生素(如氯霉素或链霉素)的培养基中培养。然

后将组织块或匀浆组织中长出的真菌进行纯化

培养，获得特定植物组织中的可培养内生真菌。

目前的绝大多数内生真菌都是通过这种方法进

行分离培养的。例如：王占斌等 [14 ]将连钱草

(Glechoma ongituba)、小白酒草(Conyza canadensis)
等多种植物的叶片与茎段放置于 PDA 上培养，

分离得到 16 种内生真菌。Khadka 等[15]从蒜香

草(Pativeria alliacea)的叶、茎和根中分离和培

养内生真菌时，依次将样品用 70%乙醇浸泡 30 s，
置于 2.5% NaClO 溶液浸泡 5 min，再用无菌水连

续冲洗 3 次，最后用无菌滤纸吸干材料的表面水

分后在无菌条件下将样品切成小块放置在添加

氯霉素(200 μg/mL)和硫酸链霉素(100 μg/mL)的
PDA 上。此外，丛枝菌根(arbuscular mycorrhizas, 
AM)真菌的培养是与完整植物体共生培养。其

经典的培养方法有植物土壤盆栽法、营养液膜

法、气雾栽培法及培养基培养法[16]。黄玉丹等[17]

将根内根孢囊霉(Rhizophagus intraradice)接种

在由高粱(Sorghum bicolor)、玉米(Zea mays)、
红三叶草(Trifolium repens) 3 种寄主植物与沸

石、河沙、草炭、珍珠岩和蛭石这 5 种培养基 
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表 1  不同类群内生菌的常规分离培养方法 
Table 1  Standard isolation and culture methods for different groups of endophytes 
Taxonomy of endophytes Surface disinfectants Medium 
Fungal endophytes 70%–95% C2H5OH; 0.1% HgCl2; 

2%–10% NaClO; 3% H2O2;  
2% KMnO4; 0.03% C2H4O3;  
36% CH2O 

Potato dextrose agar (PDA); Potato dextrose broth (PDB); 
Potato sucrose agar (PSA); Czapek agar (Czapek);  
Corn meal agar (CMA), Martin’s medium; Low-nutrient 
medium, PDA+streptomycin sulfate/nalidixic acid 

Bacterial endophytes 70%–95% C2H5OH; 2%–10% 
NaClO; 0.1% HgCl2; 3% H2O2;  

1% Tween-20, 0.01% Tween-20; 
Silwet L-77 phosphate-buffered 
solution 

LB; Nutrient agar (NA); Tryptic soy agar (TSA) 

Actinomycetic  
endophytes 

70%–95% C2H5OH;  
2%–10% NaClO;  
10% NaHCO3;  
2.5% Na2S2O3 

International streptomyces project medium No. 5 (ISP5);  
Tap water yeast extract (TWYE); Yeast extract-casein 
hydrolysate (YECD); TWYE+nystatin+nalidixic acid+ 
potassium dichromate; Gaoshi No. 1+potassium dichromate+ 
penicillin; TWYE+actidione+nystatin;  
YECD+actidione+nystatin 

 
质构建的 4 种繁殖体系中进行培养，发现在以

玉米+红三叶草为寄主植物，以河沙+蛭石+草
炭(1:4:1)混合作为栽培基质的条件下，根内根

孢囊霉的扩繁效果最显著，其孢子数目达到

每克基质 1 912 个。 
2.2  内生细菌的分离培养 

与分离培养内生真菌不同的是，内生细菌

所采用的培养基主要是营养琼脂(nutrient agar, 
NA)培养基、胰蛋白胨大豆肉汤 (tryptone soy 
broth, TSB)培养基、胰蛋白胨大豆琼脂(tryptone 
soy agar, TSA)培养基、LB 培养基等(表 1)。例如：

黄博闻等[18]将经过表面消毒的水稻植株进行研

磨，制成匀浆，并稀释涂布于 TSB 固体培养基

上进行培养，经测序鉴定后，发现根中分离出

的内生细菌 77 株，茎叶中分离出的内生细菌

39 株，3 株未定义，共涉及 19 个属；代亚锋等[19]

改进茶树叶表面消毒方法，采用 3.0%过氧化氢浸

泡 3 min，无菌水冲洗 3 次，研磨后稀释涂布于

NA 培养基上，37 ℃培养，分离纯化得到 7 株茶

树内生细菌，并筛选到 4 株拮抗菌。 
2.3  内生放线菌的分离培养 

在分离内生放线菌的过程中，Ali 等[20]采用

酵母提取物-酪蛋白水解物(yeast extract-casein 

hydrolysate, YECD)琼脂、PDA、自来水酵母提

取物(tap water yeast extract, TWYE)和腐殖酸-维
生素(humic acid vitamin, HV) 4 种不同的培养

基来分离药西瓜(Citrullus colocynthis)根、叶及

果实中的放线菌，共分离出 6 种放线菌。陈萌

等[21]采用 7 种选择性分离培养基分离川楝根、

茎、叶、树皮和果实中的内生放线菌，研究共

获得 403 株内生放线菌，主要归属于链霉菌属

(Streptomyces)、北里氏孢菌属(Kitasatospora)、节

杆菌属(Arthrobacter)、克里布所菌属(Kribbella)。 

3  影响植物内生菌分离培养的

因素 
植物内生菌的成功分离培养受到多方面因

素的影响。这些因素包括样品的处理方法、培

养基的选择、培养条件以及内生菌的生物学特

性等。 
3.1  植物材料的采集和预处理 

对于取样时的个体数量或每个个体的样本

数量目前还没有统一的标准，但错误的采样或

采样数量太少会影响内生菌的多样性的结果。

另外，样品采集后的处理也是影响植物内生菌

分离成功率和准确性的关键环节[22-23]。因此，需
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要注意的方面包括[24]：(1) 在采集后的 48 h 内

尽可能快地将样品进行处理；样品在运输或储

存前，应先将其晾干，以去除表面的水分；运

输过程中，样品应置于低温干燥的环境中；对

于样品的包装，应使用棉、Tyvek 或纸袋(或纸

信封)，尽量避免使用塑料袋。(2) 样品采集过

程中若有伤口，应及时对伤口表面进行消毒，

以防止外来微生物侵入组织；如果有较大伤口

或内部组织暴露，表面消毒时可以适当延长消

毒剂的处理时间，但要避免过度消毒导致内生

菌的活性和数量降低。 
3.2  表面消毒 

植物材料的表面消毒通常采用一种强氧化

剂或常规的消毒剂进行短时间处理，再用无菌

水冲洗以去除残留的消毒剂。但表面消毒不彻

底或选择的消毒方案不当都可能导致附生在植

物表面的内生菌群无法消除或影响分离结果[25]，

所以需要注意的是：(1) 消毒剂的选择、浓度和

处理时间的控制。不同消毒剂对样品和内生菌

的影响不同，某些内生真菌和放线菌对 NaClO
和 H2O2 的耐受性较低，使用不当可能导致这些

菌种被消灭，无法在培养基中存活[24,26]。家庭

用的 NaClO 漂白剂加水稀释至 2%−10%的浓度，

便是广泛使用的表面消毒剂[27]。消毒剂的浓度

和处理时间也应严格控制，过高的浓度或过长

的时间可能会杀死内部的内生菌，从而降低分

离结果的准确性[28]。特别是耐受性较差的内生

菌(如内生固氮菌、放线菌)的活性及生长会受到

影响[29]。另外，消毒后须用无菌水充分冲洗样

品表面 3−5 次，以确保残留的消毒剂已冲洗干

净。(2) 消毒后的样品应立即进行切割和内生菌

分离操作，避免样品长时间暴露在空气中，防

止外源微生物二次污染[30]。 
3.3  培养基的成分与培养条件 

培养基成分中碳源、氮源、微量元素、pH
值等会影响内生菌是否能在该培养基中正常生

长。内生放线菌和内生真菌通常在 pH 5.5−6.5
的酸性环境中生长良好，而内生细菌[如芽孢杆

菌(Bacillus sp.)]在 pH 7.0−7.5 的中性环境中更

适宜[31]；高糖分的 PDA 培养基会促进镰刀菌

(Fusarium sp.)、曲霉菌(Aspergillus sp.)等真菌类

内生菌的快速生长，从而抑制其他细菌类内生

菌的分离[26]；培养的温度、湿度、氧气浓度等

也会影响内生菌的生长[32]。植物内生菌的最适

宜培养温度通常在 25−30 ℃之间；培养基中的

氧气浓度通常在 21%左右，适合大多数好氧性

内生菌的生长；干燥的培养环境可能导致内生

菌脱水失活，而过于潮湿的环境则可能引起杂

菌污染[32]。其注意事项有：(1) 使用正确的培

养基，根据实验目的使用选择性培养基(如添加

抗生素、调节 pH 值等)以抑制非目标内生菌的

生长，从而提高目标菌种的分离效率。(2) 避免

过度营养：培养基营养成分过于丰富(如过量的

糖分和蛋白质)可能导致快速生长的内生菌(如
芽孢杆菌)过度繁殖，影响其他慢生菌(如放线

菌、固氮菌)的分离效果。(3) 设置适宜的培养

条件：根据目标菌种设置适宜的温度、湿度和

氧气浓度，避免不适宜的培养条件导致目标菌

种无法生长或被其他微生物竞争性抑制。 
3.4  宿主植物的影响 

宿主植物的种类和健康状况也会显著影响

内生菌的可培养性和多样性。例如，不同的植

物具有不同的组织结构和化学成分，或者在病

害或胁迫状态下的植物会释放不同的化学信

号，这些不同的情况会导致不同种类的内生菌

共生[33]。在分离内生菌时需要注意的关键点有：

(1) 宿主植物的选择。如果研究目标是某特定植

物的内生菌，应集中采集该物种的植物样本，以

减少不同物种之间的内生菌群落差异带来的混

杂效应。如：禾本科植物常见的内生菌包括固氮

螺菌(Azospirillum spp.)、草螺菌(Herbaspirillum 
spp.)、荧光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens)
和链霉菌(Streptomyces spp.)，豆科植物(如大豆、

苜蓿)的根系固氮功能相关的内生菌主要是根瘤

菌，如慢生根瘤菌(Bradyrhizobium spp.)[28,30]。

(2) 植物组织类型的选择。在分离内生菌时，应
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根据目标菌种选择合适的植物组织。植物的根、

茎、叶、花和种子中内生菌的分布和种类各不

相同。通常情况下，根部内生菌多样性最高，

包括大量的细菌和放线菌；叶片更多地包含一

些特定的可培养内生真菌；而花和种子的内生

菌种类较单一[34]。(3) 根据研究目标选择合适

的生长阶段的样本采样。在采样过程中优先选

择生长初期或成熟期的样本，通常幼苗期和成

熟期的内生菌群落较为稳定，而在开花期和果

实成熟期则可能波动较大[35]。 

4  植物内生菌可培养策略的创新 
为了克服植物内生菌分离培养的限制因

素，研究者们开发了许多创新的植物内生菌分

离培养的新型方法，尤其是在表面消毒、样品

处理、培养基优化和其他一些技术的革新方面，

使得能够分离培养到的内生菌群大幅度地扩展

(表 2)，极大促进了内生菌资源的开发和利用。 
 
表 2  培养技术的优化使用及其分离的内生菌类群 
Table 2  Cultivation optimization and the isolated plant endophytic taxa 
Optimization method Medium Isolated taxa of endophytes Host plant and reference 
Using new type medium 
and medium compositional 
optimization 

PS; GG Acidobacteriota-unclassified; 
Verrucomicrobiota-unclassified 

Dendrobium  
(Dendrobium nobile L.)[36] 

 TWYE+nystatin; 
YECD+nalidixic acid 

Streptomycetaceae-unclassified; 
Nocardiopsidaceae-unclassified 

Bitter apple  
(Citrullus colocynthis)[20] 

Using plant extracts as 
medium supplements 

LGI medium+ 
sugarcane juice 

Gluconacetobacter diazotrophicus Sugarcane  
(Saccharum officinarum L.)[37] 

 extract of alfalfa leaf and 
stem+agar 

Novosphingobium sp.;  
Lysobacter sp.; Pedobacter sp. 

Alfalfa  
(Medicago sativa L.)[38] 

 Oligotrophic medium+ 
potato root extract 

Verrucomicrobia subdivision 1 Potato  
(Solanum tuberosum L.)[39] 

 Extract of clover 
(Trifolium alexandrinum 
L.)+agar 

BRC1 (candidate bacterial phylum 
BRC1); Gracilibacteria (GN02); 
Omnitrophica (OP3);  
Atribacteria (OP9); Marinimicrobia 
(SAR406); Dependentiae (TM6); 
Latescibacteria (WS3) 

Maize (Zea maize L.)[40] 

Co-cultivation technique DTS medium+reed  
root homogenate 

Armatimonadetes (OP10) Reed (Phragmites australis), 
Loosestrife (Lythrum anceps)[41] 

 Soil+MM medium Rhizophagus intraradices; 
Rhizophagus aggregatus 

Carrot (Daucus carota)[42] 

 MS medium Kosakonia Tomato  
(Solanum lycopersicum L.)[13] 

Enrichment culture MS medium Methylobacterium sp. Potato  
(Solanum tuberosum L.)[43] 

 PDA; BPA Bacillus sp. Grape callus  
(Vitis vinifera L.×V. labrusca L. 
cv.: Rose honey)[44] 

PS 培养基：将稀释的 R2A 和 DTS 培养基中的磷酸盐和琼脂分开灭菌后的改良培养基；GG 培养基：将稀释的 R2A 和

DTS 培养基中的琼脂均替换为结冷胶，并补充 0.003 mol/L 的 CaCl2 的改良培养基。 
PS medium refers to a modified medium in which the phosphate and agar from diluted R2A medium and DTS medium are 
sterilized separately. GG medium refers to a modified medium in which the agar from diluted R2A medium and DTS medium 
was replaced by gellan gum, and add 0.003 mol/L of CaCl2 as supplement. 
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4.1  表面消毒技术创新 
近年来，植物表面消毒的方法取得了诸多

创新，旨在更有效地去除外源微生物，同时最

大限度地保留样本中内生菌的活性。有学者提

出采用天然消毒剂消毒的方法，茶树油具有广

谱的抗菌活性，对许多细菌和真菌的耐药株有

极好的杀灭或抑制作用，对植物组织的损伤较

小，无毒无害，将其开发成消毒剂具有广泛的

前景[45]。利用姜黄和安息香熏蒸产生的烟雾中

的纳米碳颗粒碳对植物进行表面消毒，能够实

现 50%甚至 100%的无污染的植物组织培养[46]。

将表面消毒和除湿结合的消毒方法很适合疏水

或表面长满短毛的叶子[47]。消毒过程中，植物

表面残留的 NaClO 可能会杀死内生菌或抑制其

生长，为改善这一状况，用 NaClO 处理后加入

硫代硫酸钠溶液进行中和处理，有助于提高分

离时的培养效果[2]。如在分离内生放线菌时，对

植物材料表面消毒后，可将其浸渍在 10% 
NaHCO3 中以抑制快速生长的内生真菌对放线菌

的覆盖[48]。 

4.2  样品预处理技术创新 
样品预处理方法的创新主要集中在利用物

理或化学手段来改善样本表面结构，减少机械

损伤，提高内生菌分离率。常用的样品处理方

法有高温处理、冷冻处理、液氮研磨、抑制剂

浸泡等多种方法[49]。样品预处理技术的创新可

以参考超声波与酶联合处理法，在样品处理过

程中加入浓度为 1.5%的酶混合物，随后超声处

理 90 min，发现石莼(Ulva lactuca)多糖的提取

率可以提高到 30.14%[50]。虽然是针对植物化合

物提取的方法，但该方法的原理也可以应用于

分离植物内生菌中对样品材料的预处理。不同的

处理方法对内生菌会有多方面的影响，包括生

长活性、存活率和群落多样性。因此，应根据

样品类型和内生菌特性选择合适的处理方法，

并在必要时优化组合使用，以减少负面影响，

保证分离的有效性和准确性。 

4.3  培养基的优化 
培养基优化的原理在于通过调整营养成

分、添加特定生长因子以及控制环境条件、模

拟内生菌的自然生境等，以满足不同菌群的代

谢需求，从而提高其分离和培养的成功率。在

分离培养内生细菌的过程中，Nishioka 等[36]使用

磷酸盐和琼脂(phosphate and agar, PS)分开灭菌

的培养基和结冷胶(gellan gum, GG)作为凝结剂

的培养基能分离到的内生菌 OTU 增加了 50%；

进一步分析发现，使用 PS 或 GG 培养基时，能

分离出酸杆菌门 (Acidobacteriota)和疣微菌门

(Verrucomicrobiota)中一些很少被培养出来的

内生菌[36]。还有报道显示，利用添加碳源的培

养基、补充葡萄糖或者淀粉的培养基分离培养

银杏(Ginkgo biloba)根系中的内生菌，能培养出超

过高通量结果中核心菌群 OTU 数的 90.0%[51]。

分离培养放线菌时，Ali 等[20]在 TWYE 和 YECD
培养基的基础上添加制霉菌素和萘啶酸，分离

出药西瓜(Citrullus colocynthis)中 6 种新的内生

放线菌，归属于链霉菌科(Streptomycetaceae)和
拟诺卡氏菌科(Nocardiopsaceae)。在关于真菌的

分离培养研究中，王晓光等[52]将松口蘑菌丝体接

种于添加有赤松根提取液和蛋白胨的 modified 
melin-norkrans (MMN)培养基上，菌丝生长速度

比在未经改良的培养基上的菌丝更快。 
目前，使用各种植物材料作为培养基补充

剂已有较多研究。如利用草坪草、仙人掌和三

叶草的植物提取液作为可持续的植物培养基用

于培养植物内生菌，能大量分离出大麦(Hordeum 
murinum L.)的根际细菌，并且分离出的大麦内

生菌总量大于 qPCR 中内生菌数量的 16%[53]。

Sarhan 等[40]将不同植物组织作为原材料制备成

固体和液体培养基对玉米根部微生物群落在门

类水平的丰度进行了分析，研究表明，基于植

物提取液的混合培养基能够显著富集候选门类

Candidatus phylum (BRC1) 、 Omnitrophica 
(OP3)、暗黑菌(Atribacteria, OP9)、Dependentiae 
(TM6)、迟杆菌门(Latescibacteria, WS3)以及海
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微菌门(Marinimicrobia, SAR406)；此外，还富集

了一些丰度较低或 CRE 的细菌门，如酸杆菌门

(Acidobacteria)、芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)
和软壁菌门(Tenericutes)。基于采用植物培养基

进行培养，这些候选门类群和不同的 OTU 在培

养基上能显著富集，说明培养基中所含的营养

物不仅有可能符合菌群的营养需求，而且还能

复现它们在自然界中的栖息条件，为它们作为

共生生物提供适宜的环境[54]。 
4.4  共培养技术 

共培养技术是一种通过将 2 种或多种微生

物与细胞或植株在同一培养体系中培养的技

术。研究发现，某些内生菌在与活体植物共培

养时可以触发内生菌之间的信号传递，激活原

本沉默的基因，从而实现内生菌的培养，而单

独接种到培养基上时则无法培养出来[55-58]。通

常利用 1 种或几种内生菌与宿主植物共培养，以

激活 CRE 或之前未被培养出的内生菌。将罗尔斯

通氏菌属(Ralstonia)、鞘氨醇菌属(Sphingobium)
和考克氏菌(Kocuria spp.) 3 种不同的内生菌接

种于“Arka Vikas”番茄无菌幼苗上，激活了小浴氏

菌属(Kosakonia)的培养状态，相较于未接种内生

菌的对照组，对照组未分离出该种内生菌[13]。在

丛枝菌根共生体中，AM 真菌依赖于植物根系

提供的营养和能量来生长，将植物根系独立于

植物体，建立离体的根系与植物 AM 真菌进行

纯培养是目前研究的热点。特别是 Ri T-DNA 转

化的胡萝卜(Daucus carota L.)培养系统允许在

无菌条件下建立 AM 共生关系和不同 AM 真菌菌

种的繁殖体系[59]。Silvani 等[42]采用土壤与培养

基相结合的方法培养内生根瘤菌根内根孢囊霉

(Rhizophagus intraradices)和聚合根瘤菌聚丛根

孢囊霉(Rhizophagus aggregatus)，结果显示内生

根瘤菌的孢子值达到了每克基质(506±49)个，聚

合根瘤菌孢子值达到了每克基质(415±29)个。在

Podolich 等 [43] 研究中，利用荧光假单胞菌

(Pseudomonas fluorescens) IMGB163 激活马铃

薯组织中的甲基杆菌属(Methylobacterium)的生

长状态，使其恢复到可培养状态，并且在接种

的根部和茎部中分别检测到甲基杆菌属的菌落

数为 1.2×104 CFU/g 和 0.4×102 CFU/g。 
4.5  富集培养方法 

富集培养方法是一种通过为特定微生物群

体提供优选的培养条件、促进其在样本中增殖

的技术，从而在混合菌群中提高目标微生物的

相对丰度，便于后续的分离和鉴定。Wang 等[44]

通过对茎尖愈伤组织和果肉愈伤组织的正常和

褐化组织内内生菌群的多样性及丰度分析，发

现芽孢杆菌在茎尖愈伤组织和果肉愈伤组织的

褐化部分中都被检测到，其丰度分别高达

1.13×107 CFU/g 和 2.78×107 CFU/g，但正常愈伤

组织中未分离培养出任何内生菌。通过这种方法

可以发现改变宿主植物的生理状态，激活了芽

孢杆菌的可培养状态，使其相对丰度达到一定

程度后被分离出来。还有，当植物组织在褐化

或者老化时，培养基中会出现细菌污染，这也

可能是由于植物组织内某些物质的分解、培养基

pH值的变化及其他因素激活了 VBNC转变为可

培养状态的开关，使某些特定菌株的丰度升高，

以便被分离出[12,60-61]。 

5  总结与展望 
5.1  植物内生菌的分离培养技术的局

限性 
尽管植物内生菌的分离培养技术取得了一

定进展，但其仍遇到诸多挑战与局限。(1) 培养

基和培养条件的局限性。内生菌群落的多样性

极高，不同的内生菌在植物体内具有不同的作

用，如固氮、解磷、促生长、病害防治等[62-63]。

而传统的分离培养方法无法满足内生菌对营养

成分和生长条件的要求，导致一些特定的内生

菌无法在实验室条件下培养出来。像酸杆菌门

(Acidobacteriota)、绿弯菌门(Chloroflexota)、疣

微 菌 门 (Verrucomicrobiota) 、 浮 霉 状 菌 门

(Planctomycetota)及热袍菌门(Thermotogae 的一

些内生菌是无法通过常规培养方法进行分离培
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养的[64-66]，特别是那些诸如甲基杆菌等对特定

环境依赖较强的物种，传统的培养条件无法满

足其生长需求[67]。另外，内生菌与宿主植物长

期共生，对宿主、环境有特定的要求，实验室

培养很难模拟这种多样化的环境。(2) 表面消毒

及样品处理的局限性。在内生菌分离过程中，

过高浓度的消毒剂及消毒时间会使内生菌渗透

至植物组织内而死亡，而消毒不彻底又可能引入

外生菌的污染，这些都会影响分离的准确性[28]。

此外，样品处理过程中的操作步骤(如切割、灭

菌等)以及材料保存方式的不当也可能引入外

部污染[68]。(3) 微生物自身的不可培养性。主要

归因于 2 点：(1) 有些微生物基因组较小、合成

代谢能力受限，具有营养缺陷性[69]。假设某菌

株仅缺少 1 个基因或基因簇用于合成某种有机

化合物，则可以通过在培养基中加入该化合物

来满足其生长需求。然而，微生物基因缺失的

数量(即其营养缺陷的程度)决定了是否能够通

过补充特定营养物质来实现其体外培养。(2) 微
生物的寡营养性。具有较大基因组和复杂代谢

途径的微生物，能够合成其大多数的营养需求，

但其复制机制受到限制。这些微生物通常有 1 个

或 2 个核糖体 RNA 操作子，这限制了它们的复

制能力[70-71]。 
5.2  未来研究的可能性 

针对目前研究方法的状况，我们认为可以

从以下几个方面优化分离培养技术：(1) 调整培

养的动态环境，即通过在实验中模拟植物在不

同环境条件下的生长状态，分别在不同温度、

不同时间点进行取样培养，可发现不同的培养

条件下分离出种类和数量不一样的内生菌[72]。

(2) 增加采样数量和样本多样性。有研究表明，

不同种类的植物和同一种植物的不同组织内的

内生菌种类和分布情况可能大不相同，甚至内

生菌的分布还受地理位置、气候条件、植物生

长阶段等影响[73-74]。(3) 利用高通量测序指导传

统内生菌分离培养，利用高通量测序技术全面

分析样本中内生菌的结构和多样性组成，确定

优势目标菌株，再根据目标菌株的特性设计或

查询适合的培养基[75]。(4) 开发有益复合菌群

的培养技术，比如采用共生培养法或者设计多

样化培养基以满足不同内生菌的营养需求和生

长条件；利用微流控技术实现高通量的菌株筛

选和功能分析，有助于快速识别和培养具有特

定功能的复合菌群[76]；利用生物反应器进行连

续培养，提供稳定的环境和营养供应，促进复

合菌群的持续生长和代谢活动[77]。(5) 与其他

分子生物学技术相结合，取长补短。通过

CRISPR-Cas9 等基因编辑技术精确地修改内生

菌的基因组，去除或调整那些可能导致难培养

的基因。例如，去除抑制生长的基因或插入增

强生长的基因，从而提高这些菌种在实验室条

件下的生长速度和生存率[78]。(6) 结合多组学

技术推动新培养策略的开发。多组学技术(基因

组学、转录组学、蛋白质组学、代谢组学等)的
整合分析能够在基因、蛋白质和代谢物水平上

全面揭示内生菌的代谢途径、生态功能及与寄

主的互作机制等，有助于开发更加特异化的培

养基，如通过代谢组学研究某些植物内生菌所

依赖的特定代谢产物，研究人员可以在培养基

中添加这些化合物，改善微生物的培养条件，

从而促进难培养菌株的生长和分离[79-80]。 
5.3  内生菌资源开发潜力的展望 

(1) 作为生物肥料和生物农药的开发。内生

菌能够通过固氮、解磷、解钾等机制提高植物

对养分的吸收率，或分泌植物激素促进植物生

长[81-82]。因此，将这些菌株开发为生物肥料，

可以减少传统化肥的使用，降低农业生产对环

境的负面影响。另一些内生菌能够分泌抗生素、

抗真菌化合物或挥发性有机物，从而抑制病原

微生物的生长[83]，这使得它们在生物农药开发

中具有巨大的潜力。(2) 作为生物修复剂在环境

保护中的应用。内生菌能够在植物体内和土壤

中降解有机污染物或重金属。例如：一些内生

真菌可以分泌木质素酶和纤维素酶，从而分解

土壤中复杂的有机污染物[84]。此外，某些内生
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菌还能够通过螯合或转化重金属，使其毒性降

低或稳定化，从而应用于受污染土壤和水体的

生物修复[85]。(3) 医药领域的新型抗生素与次

生代谢产物。植物内生菌由于其与寄主植物长

期共生进化，往往能够产生具有独特结构和新

型生物活性的次生代谢产物。这些代谢产物包

括抗菌、抗病毒、抗肿瘤及抗氧化等生物活性

分子[86-88]，未来可以将这些物质开发为新型药

物，为医药产业提供新型的天然活性分子库。 
新型的分离培养技术、分子生物学技术以

及多组学整合分析等为基础的特定培养策略是

发现植物内生菌新成员以及揭示其与宿主植物

互作机制的关键。这些培养策略将有助于恢复

具有重要生态功能的新分类群，从而为合理利

用植物内生菌提供新的手段，进一步改善植物

的适应性和产量。 
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