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摘  要：【背景】从植物中分离得到的内生细菌能产生多种多样的活性物质，能够促进宿主植物的

生长发育，而目前对于珍稀野生药用植物蛇足石杉内生细菌分离及其促生功能的研究鲜见报道。

【目的】从蛇足石杉中分离内生细菌并进行鉴定，从中筛选出具有多种促生功能的菌株，为蛇足

石杉内生菌资源的开发利用提供参考。【方法】通过使用不同培养基对蛇足石杉不同组织部位的内

生细菌进行分离，再根据菌落形态特征及 16S rRNA 基因序列测序比对进行菌种鉴定及系统发育分

析，最后对菌株的固氮、溶磷、产铁载体、产吲哚乙酸(indole-3-acetic acid, IAA)这 4 种促生功能

进行检测。【结果】从蛇足石杉根、茎、叶 3 种组织中共分离得到 168 株内生细菌，在分类学上归

属于 3 门 4 纲 5 目 6 科 16 属，其中芽孢杆菌属(Bacillus)占 55.95%，类芽孢杆菌属(Paenibacillus)
占 19.05%，为优势菌属；不同组织分离出的内生细菌数量与种类均有明显差异，表现为根部>茎部>
叶部；从分离的内生细菌中筛选出 95 株具有固氮能力，76 株具有溶磷能力，23 株具有产铁载体能

力，81 株具有产 IAA 能力。【结论】从蛇足石杉分离的内生细菌具有丰富的物种多样性和促生功

能，分布具有明显的组织特异性，并获得多株具有良好促生功能的菌株，为进一步开发菌肥资源

提供了新的菌株材料，同时为进一步开发利用蛇足石杉内生菌资源奠定了基础。 
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Abstract: [Background] Endophytic bacteria isolated from plants can produce a variety of 
active substances, which can promote the growth and development of host plants. However, 
there are few reports on the isolation and plant growth-promoting effects of endophytic bacteria 
from the rare wild medicinal plant Huperzia serrata. [Objective] To isolate and identify the 
endophytic bacteria from H. serrata, and screen out the strains with a variety of plant 
growth-promoting effects, thus providing a reference for the development and utilization of the 
endophytic bacterial resources of this plant. [Methods] The endophytic bacteria from different 
tissue samples of H. serrata were isolated by different media, and then the strain identification 
and phylogenetic analysis were carried out according to the colony morphological 
characteristics and 16S rRNA sequence alignment. Finally, the plant growth-promoting effects 
of the strains, including nitrogen fixation, phosphorus solubilization, siderophore production, 
and indole-3-acetic acid (IAA) production, were measured. [Results] A total of 168 strains of 
endophytic bacteria were isolated from the roots, stems, and leaves of H. serrata, belonging to 
16 genera, 6 families, 5 orders, 4 classes of 3 phyla. Bacillus (strains accounting for 55.95%) 
and Paenibacillus (19.05%) were the dominant genera. The number and species of endophytic 
bacteria isolated from different tissue samples were significantly different, following the trend 
of root>stem>leaf. Among the 168 strains, 95, 76, 23, and 81 strains were capable of fixing 
nitrogen, solubilizing phosphorus, producing siderophores, and producing IAA, respectively. 
[Conclusion] The endophytic bacteria isolated from H. serrata have high diversity and can 
promote plant growth, and their distribution presents obvious tissue specificity. A number of 
strains with excellent plant growth-promoting effects have been obtained, providing new strain 
materials for the development of microbial fertilizers and laying a foundation for the 
development and utilization of endophytic bacterial resources of H. serrata. 
Keywords: Huperzia serrata; endophytic bacteria; isolation and identification; plant 
growth-promoting effect 
 
 

蛇足石杉 (Huperzia serrata)，又名千层

塔、金不换，为石松目 (Lycopodiales)石杉科

(Huperiaceae)石杉属 (Huperzia)多年生蕨类植

物[1]，在我国主要分布于中亚热带和南亚热带

所在的地理区域[2]。作为传统中草药，蛇足石

杉全株皆可入药，我国民间将其用于治疗跌打

损伤、瘀血肿痛、毒虫叮咬、毒蛇咬伤和精神

分裂等疾病[3]。20 世纪 70 年代，有研究发现其

活性成分石杉碱甲(huperzine A, HupA)对乙酰

胆碱酯酶有着强效抑制作用，临床试验已证实
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石杉碱甲对治疗重症肌无力和阿尔茨海默病具

有很好的疗效 [4]。近年来，因其巨大利用价

值，人们加强了对蛇足石杉的开发与利用，然

而，由于需求量不断增长，采集与生产的规模

日益扩大，其自然资源正逐渐减少；此外还存

在植株生长缓慢、繁殖不易及生存环境恶化等

不利因素，也导致其资源愈发匮乏[5]。 
植物内生菌(endophyte)是指那些在其部分

或全部生活史中存活于健康植物组织内部，而

不使宿主植物表现出明显外在病症的细菌或真

菌[6]。有研究表明，从植物中分离得到的内生

细菌能产生多种多样的活性物质，并且能够促

进宿主植物的生长发育，在医药业与农业生产

中表现出巨大利用价值[7]。在药用植物内生菌

中 ， 芽 孢 杆 菌 属 (Bacillus) 、 假 单 胞 菌 属

(Pseudomonas)、纤维单胞菌属(Cellulomonas)、
棒 形 杆 菌 属 (Clavibacter) 、 短 小 杆 菌 属

(Curtobacterium)和微小杆菌属 (Microbacterium)
都是常见的有定殖能力的内生细菌[8]，这些内

生细菌可通过生物固氮、生成铁载体、溶解

磷、合成特异酶或分泌植物生长素、细胞分裂

素及赤霉素等能促进植物生长的物质，从而直

接促进植物的生长发育[9]。张晓等[10]从东乡野

生稻种子中分离出一株内生细菌唐菖蒲伯克霍

尔德氏菌(Burkholderia gladioli) Fse32，其对多种

植物病原菌均有抑制作用，并且具有多种促生活

性，能够显著促进水稻种子萌发及植株生长。何

勇 [11]从药用植物白术(Atractylodes macrocephala 
Koidz.)中分离获得 4 株内生细菌，测定了其优

良的促生效能，并验证了其发酵液对白术、烟

草和玉米都具有显著的促生作用。黄淑芬等[12]

用不同培养基从药食两用植物九层塔(Ocimum 
basilicum L.)中分离得到多株具有不同促生功

能的内生细菌，其中 2 株促生功能优良的菌株

发酵液能够显著促进水稻种子萌发和水稻生

长。因此，从药用植物中分离具有促生活性的

内生细菌是一条可行之路，在农业与医药领域

均具有较大的开发潜力。 

目前，对于蛇足石杉内生菌的研究大多都

集中于内生真菌及其次级代谢产物方面[13]，而

关于内生细菌仅见几篇研究略有涉及[14-18]，这

几篇研究侧重于蛇足石杉内生细菌的多样性及

其对病原真菌的抑制活性，并未探究这些内生

细菌对植物的促生作用。因此，目前对蛇足石

杉内生细菌的促生活性方面研究较少。本研究

从药用植物蛇足石杉中分离内生细菌并进行鉴

定，以初步探究其可培养细菌群落分布结构，并

检测内生细菌的 4 种促生能力，从而筛选出具有

促生潜力的菌株，以期发现特色微生物资源，为

进一步开发利用蛇足石杉内生菌资源奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

蛇足石杉植株样本于 2023 年 7 月下旬采集

自湖南省怀化市麻阳苗族自治县，连土采集健

康植株后立刻放入保鲜袋中，低温保存，带回

实验室后立即进行表面消毒与内生细菌分离。 
1.2  培养基、主要试剂和仪器 

LB 培养基、脑心浸液肉汤培养基(brain-heart 
infusion broth medium, BHI)、酵母浸出粉胨葡萄

糖培养基(yeast extract peptone dextrose medium, 
YPD)、高氏一号培养基及 Ashby 无氮培养基，

青岛海博生物技术有限公司；蒙金娜无机磷培

养基和蒙金娜有机磷培养基，广东中山百微生

物技术有限公司；CAS 检测培养基参考文献[19]
配制；Modified King B 无铁培养基(MKB, g/L)：
酪蛋白 5.0，K2HPO4·7H2O 2.5，MgSO4·7H2O 
2.5，甘油 15.0 mL，pH 7.2；Salkowski 显色液

参考文献[20]配制。L-色氨酸，上海阿拉丁生化

科技股份有限公司；吲哚乙酸 (indole-3-acetic 
acid, IAA)标准品，细菌基因组 DNA 提取试剂

盒，北京索莱宝科技有限公司；2×Taq PCR 
Master Mix 和通用引物 27F、1492R，生工生物

工程(上海)股份有限公司。 
电子天平，SHIMADZU 公司；自动灭菌

锅，HIRAYAMA 公司；洁净工作台，苏州安
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泰空气技术有限公司；恒温振荡器，太仓市强乐

实验设备有限公司；电热恒温培养箱，天津市泰

斯特仪器有限公司；台式高速离心机，生工生物

工程(上海)股份有限公司；PCR 仪和凝胶成像

仪，Bio-Rad公司；电泳仪，Life Technologies公
司；酶标仪，美谷分子仪器(上海)有限公司。 
1.3  植物组织表面消毒 

首先对蛇足石杉植物样本进行表面灭菌处

理：先用自来水反复冲洗，以去掉植物表面的

尘土，再用 75%乙醇处理 3 min，无菌水清洗

后用 1%汞溶液处理 5 min，最后用无菌蒸馏水

冲洗 4−5 遍以除去残留。取适量最后一次冲洗

水涂布在 LB、BHI、YPD 和高氏一号 4 种不同

空白固体培养基上进行培养，通过观察是否有

菌长出验证表面消毒是否彻底。 
1.4  内生细菌的分离纯化 

立刻处理经表面消毒后的植物组织，将根

和茎用无菌刀片切成 0.5 cm 长，将叶片切成

0.5 cm2 大小的方块切片，分别接种于 4 种不同

固体培养基 (LB、BHI、YPD 和高氏一号 )，
37 ℃培养，每天观测并记录植物组织周围的内

生细菌菌落生长情况。待菌落生长到一定规模

后，挑取不同形态特征的单菌落进行纯化培

养。重复挑取菌落进行培养，直至获得纯培养

物。然后按照不同分离部位及分离顺序对纯化

后菌株进行编号。分离得到的不同内生细菌菌株

接种至 LB 固体斜面试管中 4 ℃短期保存，或

制成 25%的甘油悬浮液于−80 ℃长期保存。 
1.5  菌种鉴定与系统发育分析 

采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取各

菌株 DNA，使用原核生物 16S rRNA 基因的保

守序列通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTG 
GCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTAC 
GACTT-3′)进行PCR扩增。PCR反应体系(50 μL)：
2×Taq PCR Master Mix 25 μL，上、下游引物   
(10 μmol/L)各 1 μL、DNA 模板 1 μL，ddH2O  
22 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，
55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，35 次循环；72 ℃  

10 min。通过 1%的琼脂糖凝胶电泳检测 PCR
产物的片段长度和纯度，将片段大小正确、条

带明亮且清晰的样品送生工生物工程(上海)股
份有限公司进行测序。将所得测序结果用

NCBI 中的 BLAST 程序与 GenBank 数据库中的

已知序列进行同源性分析，运用 MEGA 11 软

件以 neighbour-joining 法构建系统发育树，并

利用在线工具 tvBOT 对其加以美化[21]，以确定

内生细菌的分类地位。 
1.6  菌株促生特性检测 
1.6.1  固氮能力的检测 

参考文献[22]的方法对分离出的内生细菌

进行固氮检测。将活化好的菌株接种到 LB 液

体培养基，37 ℃、180 r/min 培养 1 d 后按照

2%接种量把菌悬液接种到液体 Ashby无氮培养

基中再培养 3−4 d。经培养后培养基变浑浊即

为阳性，表明该菌株具备固氮能力。将具有固

氮能力的菌株接种在固体 Ashby 无氮培养基上

连续进行 3 次继代培养，若在第 3 次继代培养

时仍然能够生长即可认为该菌株具有稳定的固

氮能力。 
1.6.2  溶磷能力的检测 

参考张晓等[10]和韦双等[23]的方法进行内生

细菌的溶磷能力检测：采用点接法将内生细菌

菌株接种于蒙金娜无机磷和蒙金娜有机磷固体

培养基，37 ℃倒置培养 5 d 观察是否有透明溶

磷圈的出现来判断菌株是否具有溶解无机磷和

有机磷的能力；测量溶磷圈直径(D)与菌落直

径(d)，根据 D/d 的比值大小初步判断菌株的溶

磷效果。 
1.6.3  产铁载体能力的检测 

定性检测[19]：将分离得到的内生细菌菌株

点接种于LB固体培养基上，于37 ℃条件下培养

2 d。待灭菌后的CAS检测培养基冷却至 40 ℃左

右时，将其按照每个平板 10 mL 倒入 LB 固体培

养基中，放置 1 h 后观察每个平板中菌落周围是

否出现黄色或橙红色晕圈，若出现，则可初步判

断该菌株具有产铁载体的能力。 
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定量检测[24]：将菌株接种于 LB 固体培养

基上，37 ℃培养 1−2 d 后转接于 MKB 液体培养

基中，37 ℃、180 r/min 培养 2 d 后 8 000 r/min
离心 5 min 得到上清液。将待测上清液和 CAS
检测培养基 1:1 进行混合，混匀静置 1 h 后检测

其 630 nm 处吸光度 A。另取未接种的 MKB 液

体培养基作为空白对照，采用同样的方法测定

其吸光度作为参比值 A0。菌株铁载体合成率的

计算公式为：Su=(A–A0)/A0×100%。 
1.6.4  产 IAA 能力的检测 

参照周益帆等[25]的方法进行产 IAA 菌株的

定性检测：将活化后的内生细菌接种于 LB 液

体培养基 (添加 200 mg/L 的 L-色氨酸 )中，

37 ℃、180 r/min 振荡培养 2 d，最后 8 000 r/min
离心 5 min 得到上清液。以 50 mg/L IAA 标准

液作为阳性对照，以未接菌的 LB 液体培养基

(添加 200 mg/L 的 L-色氨酸)为阴性对照，取发

酵后的上清液吸入白色陶瓷板孔中，并同时加

入等量的 Salkowski 显色液进行显色反应。把白

色陶瓷板放置在室温且避光的条件下30 min，若

颜色变为红色，则表明该菌株能够产生 IAA。 
定量检测：配制浓度依次为 0、10、20、

30、40、50、60、70、80、90 和 100 μg/mL 的

标准溶液，并按体积比 1:1 与 Salkowski 显色液

混合，室温避光放置 30 min，以蒸馏水为空白

对照，测其 530 nm处吸光值，建立标准曲线。

取上述菌株发酵上清液按照同样的方法进行显

色，以未接菌的 LB 液体培养基(添加 200 mg/L
的 L-色氨酸)为空白对照，测量其 530 nm 处吸

光值，根据标准曲线计算相应菌株 IAA 产量。 
1.7  数据处理与分析 

利用 Excel 2019、SPSS 20 软件对数据进行

分析和处理。图表中数据均为平均值±标准差。 

2  结果与分析 
2.1  蛇足石杉内生细菌的分离鉴定结果 

从蛇足石杉根、茎、叶 3 种组织中共分离

得到 168 株内生细菌，将从蛇足石杉根部组织

分离出的菌株编号为 HsRF01−HsRF78，从蛇

足 石 杉 茎 部 组 织 分 离 出 的 菌 株 编 号 为

HsSF01−HsSF47，从蛇足石杉叶部组织分离出

的菌株编号为 HsLF01−HsLF43。通过形态学观

察和分子生物学鉴定确定其种属，结果显示，

蛇足石杉内生细菌在分类学上归属于 3 门 4 纲

5 目 6 科 16 属。其中芽孢杆菌属(Bacillus) 94 株

占 55.95%，类芽孢杆菌属(Paenibacillus) 32 株占

19.05%，为优势菌属；此外，其余菌属的种类

和数量分布为：近芽孢杆菌属(Peribacillus) 7 株，

新颖芽孢杆菌属 (Neobacillus) 6 株，泛菌属

(Pantoea) 5 株，秀彻氏杆菌属(Shouchella)和赖

氨酸芽孢杆菌属(Lysinibacillus)各 4 株，泡状芽孢

杆菌属(Cytobacillus)和克雷伯氏菌属(Klebsiella)  
3 株，短芽孢杆菌属(Brevibacillus)、普里斯特氏

菌属(Priestia)及嗜冷芽孢杆菌属(Psychrobacillus)
各 2 株，无色杆菌属(Achromobacter)、伯克霍

尔 德 氏 菌 属 (Burkholderia) 、 伪 芽 孢 杆 菌 属

(Fictibacillus)及小单孢菌属 (Micromonospora)
各 1 株，为不占优势的菌属。 
2.2  内生细菌系统发育分析 

将分离得到的 168 株蛇足石杉内生细菌

16S rRNA 基因测序结果与 GenBank 数据库中

已有序列进行 BLAST 比对，寻找其最相似菌

株；并将 16S rRNA 基因的测序结果提交到国家

微生物科学数据中心(NMDC)的核酸序列数据库

中，以获得序列登录号。最后运用 MEGA 11 软

件对所得菌株及其相似菌株进行系统发育分析

(图1)。依据系统发育树的结果来判定菌株归属。 
2.3  不同组织内生细菌数量与种类分析 

如图 2 所示，从蛇足石杉不同组织内分离得

到的内生细菌数量及种类存在差异：从根部组

织中分离的内生细菌有 78株(HsRF01−HsRF78)，
隶属于 12 个菌属，其中芽孢杆菌属 41 株(占
52.56%)和类芽孢杆菌属 18 株(占 23.08%)为优

势菌属，此外，赖氨酸芽孢杆菌属(Lysinibacillus) 
4 株、短芽孢杆菌属(Brevibacillus) 2 株、伪芽

孢杆菌属 1 株及小单孢菌属 1 株，为根部组织 
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图 1  蛇足石杉内生细菌基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号内序号为序列登录号；分

支点上的数字表示 1 000 次重复后得到的自展值。 
Figure 1  The phylogenetic tree constructed by endophytic bacteria of H. serrata based on 16S rRNA gene 
sequences. The sequence number in parentheses is the serial accession number; The number on the branch 
point indicates bootstrap values obtained after 1 000 replicates. 
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图 2  蛇足石杉不同组织部位分离内生细菌数量及菌属分布 
Figure 2  The number and genus distribution of endophytic bacteria isolated from different tissue parts of H. 
serrata. 
 
分离的特有菌属；从茎部组织中分离的内生细

菌有 47 株(HsSF01−HsSF47)，隶属于 10 个菌

属，其中芽孢杆菌属 27 株(占 57.45%)和类芽孢

杆菌属 6 株(占 12.77%)为优势菌属，此外，克

雷伯氏菌属 3 株、无色杆菌属 1 株及伯克霍尔

德氏菌属 1 株，为茎部组织分离的特有菌属；

从 叶 部 组 织 中 分 离 的 内 生 细 菌 有 43 株

(HsLF01−HsLF43)，隶属于 9 个菌属，其中芽

孢杆菌属 26 株(占 60.47%)和类芽孢杆菌 8 株

(占 18.60%)为优势菌属，没有叶部组织分离特

有菌属。蛇足石杉不同组织分离的内生细菌菌

株数量与种类都存在明显差异，均表现为根

部>茎部>叶部。 
2.4  内生细菌的促生特性分析 
2.4.1  固氮能力分析 

对 168 株内生细菌菌株进行活化后，将其

接种于Ashby无氮培养基中予以培养。培养结果

表明，有 95 株能够在 Ashby 固体培养基上生

长，表明它们具有固氮能力(表 1)，占所有菌株

的 56.55%。这 95株菌分属于 14个菌属，其中芽

孢杆菌属(Bacillus)和类芽孢杆菌属(Paenibacillus)

占据优势地位，分别有 43 株(占比 45.26%)和 24 株

(占比 25.26%)。在固氮能力方面表现较强的菌株

有 4 株，分别是 HsRF12、HsRF70、HsRF71 及

HsSF13，它们均能够在 Ashby 固体培养基上生

长出极为明显的菌落。 
2.4.2  溶磷能力分析 

通过蒙金娜无机磷和有机磷固体培养基进

行菌株溶磷能力的初步检测，结果显示：168 株

蛇足石杉内生细菌中，有 33 株菌(19.64%)能够

溶解无机磷，有 60 株菌(35.71%)能够溶解有机

磷，其中 17 株菌(10.12%)既能够溶解无机磷，

又能够溶解有机磷。部分菌株在检测平板上出

现溶磷圈如图 3A 所示。通过测量溶磷圈直径

D 与菌落直径 d，再计算比值 D/d 初步判断菌

株溶磷能力的强弱，结果见表 2。在这些菌株

中，溶无机磷能力最强的菌株为 HsLF10，其

D/d 比值为 1.673，其次还有 2 株溶无机磷能力

较强的菌株 HsSF02 和 HsSF03，其 D/d 比值分

别为 1.659 和 1.662；溶有机磷能力最强的菌株

为 HsSF36，其 D/d 比值为 2.118，其次是菌株

HsLF39，其 D/d 比值为 1.959。在 76 株具有溶 
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表 1  内生细菌菌株固氮作用 
Table 1  Nitrogen fixation of endophytic bacterial strains 
Strain Genus  

 
Nitrogen 
fixation 

Strain Genus  
 

Nitrogen 
fixation 

Strain Genus  
 

Nitrogen 
fixation 

HsRF01 Bacillus ++ HsRF58 Bacillus + HsSF36 Pantoea + 
HsRF02 Bacillus + HsRF59 Lysinibacillus + HsSF38 Pantoea + 
HsRF06 Bacillus + HsRF62 Paenibacillus ++ HsSF39 Paenibacillus + 
HsRF08 Bacillus + HsRF63 Shouchella + HsSF40 Achromobacter + 
HsRF12 Neobacillus +++ HsRF65 Bacillus ++ HsSF42 Burkholderia + 
HsRF14 Bacillus + HsRF66 Priestia + HsSF43 Bacillus + 
HsRF16 Bacillus + HsRF67 Bacillus + HsSF44 Bacillus + 
HsRF18 Paenibacillus ++ HsRF70 Paenibacillus +++ HsSF46 Klebsiella ++ 
HsRF19 Fictibacillus + HsRF71 Brevibacillus +++ HsLF03 Bacillus ++ 
HsRF21 Bacillus ++ HsRF72 Pantoea ++ HsLF04 Paenibacillus + 
HsRF22 Bacillus + HsRF73 Paenibacillus ++ HsLF05 Bacillus ++ 
HsRF27 Bacillus + HsRF76 Paenibacillus + HsLF07 Bacillus + 
HsRF29 Paenibacillus ++ HsRF77 Paenibacillus ++ HsLF08 Bacillus + 
HsRF30 Bacillus ++ HsSF01 Bacillus + HsLF09 Shouchella + 
HsRF34 Bacillus + HsSF06 Bacillus + HsLF10 Peribacillus + 
HsRF35 Bacillus + HsSF09 Bacillus ++ HsLF15 Paenibacillus ++ 
HsRF36 Bacillus + HsSF10 Shouchella + HsLF23 Bacillus ++ 
HsRF37 Bacillus ++ HsSF12 Peribacillus + HsLF25 Bacillus + 
HsRF38 Bacillus ++ HsSF13 Neobacillus +++ HsLF28 Paenibacillus + 
HsRF40 Paenibacillus ++ HsSF14 Priestia + HsLF29 Paenibacillus ++ 
HsRF43 Bacillus ++ HsSF18 Bacillus ++ HsLF30 Pantoea ++ 
HsRF44 Bacillus + HsSF19 Paenibacillus ++ HsLF31 Pantoea + 
HsRF45 Peribacillus + HsSF20 Paenibacillus ++ HsLF32 Bacillus + 
HsRF46 Psychrobacillus ++ HsSF21 Paenibacillus ++ HsLF33 Bacillus + 
HsRF48 Brevibacillus ++ HsSF24 Bacillus ++ HsLF34 Bacillus ++ 
HsRF49 Paenibacillus + HsSF28 Bacillus + HsLF35 Bacillus ++ 
HsRF50 Cytobacillus ++ HsSF29 Bacillus + HsLF36 Paenibacillus + 
HsRF52 Paenibacillus ++ HsSF30 Bacillus ++ HsLF40 Psychrobacillus ++ 
HsRF53 Paenibacillus ++ HsSF31 Priestia + HsLF41 Neobacillus ++ 
HsRF54 Paenibacillus ++ HsSF32 Paenibacillus + HsLF42 Bacillus + 
HsRF55 Paenibacillus ++ HsSF33 Bacillus ++ HsLF43 Paenibacillus + 
HsRF57 Lysinibacillus ++ HsSF35 Bacillus ++    

+++：生长很明显；++：生长明显；+：生长较明显。 
+++: Growth is very obvious; ++: Growth is obvious; +: Growth is relatively obvious. 
 
磷 能 力 的 菌 株 中 ， 归 属 于 类 芽 孢 杆 菌 属

(Paenibacillus)的菌株最多，有 26 株(34.21%)，其

次是芽孢杆菌属(Bacillus)有22株(28.95%)，表明

这 2 个菌属的菌株具有溶磷能力的潜力比较大。

另外，所分离得到的 5 株泛菌属(Pantoea)菌株全

都具有不同程度的固氮作用和溶磷能力，其中

菌株 HsSF36 的溶有机磷能力是所有菌株中最强

的，可初步表明该菌属具有优良的促生特性。 



 
2578 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 3  蛇足石杉内生细菌不同促生特性定性检测   A：溶磷；B：产铁载体；C：产 IAA。 
Figure 3  Qualitative detection of different growth-promoting effects of endophytic bacteria isolated from  
H. serrata. A: phosphorus solubilization; B: Siderophore production; C: IAA production. 
 
2.4.3  产铁载体能力分析 

通过 CAS 检测培养基初步检测结果显示，分

离得到的 168 株蛇足石杉内生细菌中有 23 株菌株

(13.69%)的菌落周围出现橘黄色晕圈(图 3B)，说

明这些菌株具有产生铁载体的能力。随后对这

些菌株进行产铁载体定量测定，结果(表 3)显
示，各菌株的铁载体合成率在 0.36%−77.01%之

间，存在显著性差异。菌株 HsSF02 的铁载体合

成率最高，为 77.01%，说明其产铁载体能力最

强；其次为菌株 HsRF14、HsRF20、HsRF27、
HsSF44、HsLF19 和 HsLF40 等，它们的铁载体

合成率均在 70%左右，说明具有较强的产铁载体

能力。在这些具有产铁载体能力的菌株中，有

12 株归属于芽孢杆菌属(Bacillus)，占 52.17%，

并且其铁载体合成率大多数都较高，可初步表

明这个菌属产铁载体促生特性的潜力较大。 
2.4.4  产 IAA 能力分析 

产 IAA 初步检测结果显示，分离到的 168 株

内生细菌中有81株菌(48.21%)发酵液与Salkowski
显色液混合后在白陶瓷板上呈现粉红色(图 3C)，
说明这些菌株具有产 IAA 的促生特性。之后根

据 IAA 标准溶液的浓度与对应的 OD530 计算出

IAA 标准曲线为：y=0.017 5x+0.063 4，其 R2 值

为 0.990 1。对初筛后的 81 株菌进一步开展产

IAA定量检测，结果见表 4，这 81 株菌都能检测

到产 IAA，其产量在 3.42−16.03 mg/L 之间。其

中产量最高的菌株为 HsRF57，其 IAA 产量为

16.03 mg/L。在这些能产 IAA 的菌株中，归属于

芽孢杆菌属(Bacillus)的菌株最多(39 株，占

48.15%)，其次为类芽孢杆菌属(Paenibacillus)有 
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表 3  内生细菌菌株产铁载体能力测定 
Table 3  Determination of siderophore production capacity of endophytic bacteria stains 
Strain Genus  Siderophore synthesis rate 

Su (%) 
Strain Genus  Siderophore synthesis rate 

Su (%) 
HsRF03 Bacillus 44.59±0.20g HsRF51 Bacillus 11.77±0.13k 
HsRF10 Paenibacillus 6.41±0.21l HsSF02 Bacillus 77.01±1.29a 
HsRF14 Bacillus 70.23±0.08d HsSF28 Bacillus 19.30±0.85j 
HsRF19 Fictibacillus 23.71±0.16i HsSF38 Pantoea 24.54±0.24i 
HsRF20 Bacillus 72.19±0.13c HsSF39 Paenibacillus 52.30±0.32f 
HsRF26 Bacillus 1.57±0.21mn HsSF42 Burkholderia 2.49±0.17m 
HsRF27 Bacillus 73.59±0.55bc HsSF44 Bacillus 74.49±0.22b 
HsRF28 Bacillus 69.46±0.24d HsSF46 Klebsiella 43.79±0.24g 
HsRF32 Bacillus 63.07±0.34e HsLF19 Bacillus 73.52±0.94bc 
HsRF42 Paenibacillus 0.36±0.02n HsLF39 Paenibacillus 39.24±0.47h 
HsRF46 Psychrobacillus 10.59±0.56k HsLF40 Psychrobacillus 70.42±0.25d 
HsRF48 Brevibacillus 2.64±0.23m    
 
表 4  内生细菌菌株产吲哚乙酸能力 
Table 4  Indole-3-acetic acid (IAA) production capacity assay of endophytic bacterial strains 
Strain Genus  IAA yield 

(mg/L) 
Strain Genus  IAA yield 

(mg/L) 
Strain Genus  IAA yield 

(mg/L) 
HsRF01 Bacillus 5.25±0.12 HsRF59 Lysinibacillus 9.01±0.50 HsSF32 Paenibacillus 5.71±0.14 
HsRF05 Bacillus 4.85±0.09 HsRF61 Peribacillus 12.15±0.15 HsSF35 Bacillus 9.56±0.03 
HsRF09 Bacillus 8.76±0.14 HsRF63 Shouchella 11.37±0.53 HsSF36 Pantoea 9.84±0.54 
HsRF10 Paenibacillus 10.05±0.14 HsRF64 Bacillus 5.69±0.11 HsSF38 Pantoea 4.53±0.03 
HsRF14 Bacillus 7.69±0.06 HsRF65 Bacillus 7.01±0.65 HsSF39 Paenibacillus 5.29±0.35 
HsRF15 Bacillus 6.51±0.52 HsRF66 Peribacillus 7.04±0.14 HsSF40 Achromobacter 6.45±0.14 
HsRF16 Bacillus 8.76±0.34 HsRF67 Bacillus 4.21±0.11 HsSF44 Bacillus 8.15±0.15 
HsRF18 Paenibacillus 8.57±0.18 HsRF68 Lysinibacillus 8.91±0.27 HsSF45 Klebsiella 6.47±0.27 
HsRF19 Fictibacillus 8.53±0.07 HsRF69 Bacillus 11.44±0.78 HsLF06 Bacillus 7.60±0.24 
HsRF20 Bacillus 6.91±0.12 HsRF70 Paenibacillus 5.06±0.11 HsLF07 Bacillus 10.93±1.20 
HsRF24 Bacillus 9.27±0.17 HsRF71 Brevibacillus 9.48±0.26 HsLF10 Peribacillus 9.94±0.24 
HsRF25 Bacillus 5.50±0.12 HsRF72 Pantoea 9.67±0.61 HsLF11 Bacillus 10.22±1.20 
HsRF27 Bacillus 6.28±0.23 HsRF73 Paenibacillus 13.37±0.78 HsLF12 Bacillus 6.03±0.17 
HsRF29 Paenibacillus 7.62±0.20 HsRF76 Paenibacillus 9.94±0.49 HsLF13 Bacillus 9.63±0.50 
HsRF32 Bacillus 5.01±0.10 HsRF78 Paenibacillus 8.53±0.35 HsLF15 Paenibacillus 6.42±0.14 
HsRF35 Bacillus 5.62±0.42 HsSF05 Neobacillus 7.08±0.22 HsLF16 Bacillus 8.30±0.20 
HsRF36 Bacillus 4.05±0.09 HsSF06 Bacillus 3.42±0.14 HsLF17 Bacillus 7.02±0.48 
HsRF37 Bacillus 11.90±1.13 HsSF07 Bacillus 8.09±0.11 HsLF18 Bacillus 7.77±0.33 
HsRF40 Paenibacillus 11.14±0.12 HsSF09 Bacillus 8.02±0.26 HsLF22 Bacillus 7.08±0.84 
HsRF42 Paenibacillus 9.35±0.56 HsSF10 Shouchella 4.55±0.73 HsLF23 Bacillus 7.37±0.12 
HsRF43 Bacillus 8.61±0.45 HsSF13 Neobacillus 5.01±0.06 HsLF28 Paenibacillus 9.79±0.35 
HsRF44 Bacillus 5.20±0.22 HsSF16 Neobacillus 5.73±1.08 HsLF30 Pantoea 4.22±0.34 
HsRF45 Peribacillus 9.79±0.20 HsSF19 Paenibacillus 4.13±0.42 HsLF31 Pantoea 6.11±0.09 
HsRF49 Paenibacillus 7.31±0.13 HsSF21 Paenibacillus 12.05±0.48 HsLF33 Bacillus 5.58±0.15 
HsRF52 Paenibacillus 13.39±0.32 HsSF27 Bacillus 8.13±0.18 HsLF36 Paenibacillus 6.09±0.30 
HsRF57 Lysinibacillus 16.03±0.69 HsSF30 Bacillus 6.26±0.21 HsLF37 Neobacillus 5.92±0.15 
HsRF58 Bacillus 8.36±0.92 HsSF31 Priestia 3.50±0.38 HsLF43 Paenibacillus 8.21±0.15 
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19 株(占 23.46%)，另外，所分离得到的 5 株泛

菌属(Pantoea)菌株均检测出具有产 IAA 能力。 

3  讨论 
植物内生菌是存在于植物体内的一类极为

重要的微生物资源，其对植物的生长发育有着

重要的调控作用，在多数情形下与宿主植物处

于互惠共生的关系；内生细菌对宿主植物有着

广泛的生物学影响，宿主植物的优良性状与内

生细菌的功能密切相关[26]。因此，深入探究植

物内生细菌的种类丰富性及生物学功能具有重

要意义。 
3.1  关于蛇足石杉内生细菌分离与鉴

定研究 
许多药用植物内生细菌的分布特征已有较

广泛研究，然而，关于蛇足石杉内生细菌群落

的报道却很少[13]，对于可培养细菌方面，孙红

敏等[16]使用 10 种培养基从四川省和福建省采

集的蛇足石杉植株分离出 356 株内生细菌，隶

属 于 放 线 菌 门 (Actinomycetota) 、 厚 壁 菌 门

(Firmicutes)和变形菌门(Proteobacteria)的 26 科

41 属，还发现来源于蛇足石杉地上和地下部位

的菌株数目、多样性指数等无明显差异。另

外，樊仕鹏[17]使用 2 种培养基分离出 142 株内

生细菌，但并未对所有菌株进行鉴定，也就无

法对内生细菌种群分布进行分析。本研究通过

纯培养方法从蛇足石杉不同组织部位分离出

168 株内生细菌，分属于 3 门 6 科 14 属，表明

蛇足石杉内生细菌具有丰富的物种多样性。其

中 芽 孢 杆 菌 属 (Bacillus) 、 类 芽 孢 杆 菌 属

(Paenibacillus) 为优势菌属，与已报道的白

术、石斛、重楼等药用植物内生细菌优势菌群

结果相近 [7,27-28]。然而这个结果与孙红敏等 [16]

截然不同，虽然其也分离得到这 2 个菌属的内

生细菌，但并不是优势菌属，其分离出的内生

细菌大部分属于放线菌门，由于采样地及分离

使用的培养基并不相同，本研究的结果与其并

不冲突，反而可以互作补充，更好地阐明蛇足

石杉内生细菌的分布情况。芽孢杆菌是一类好

氧和兼性厌氧、产生抗逆性内生孢子的革兰氏

阳性杆状或球状细菌，其广泛应用于农业、工

业、医疗及科学研究等众多方面，可作为生物

肥料、生物农药、生物酶制剂等产品创造巨大

经济价值[29]。类似地，类芽孢杆菌也在植物病

害防治、环境治理及医药等领域具有巨大应用

价值[30]，本研究从蛇足石杉中分离出众多芽孢

杆菌属和类芽孢杆菌属菌株，这两类细菌在后

续促生功能检测中也表现出良好性状，说明这

些菌株中很可能具有潜在应用功能，值得进一步

开展研究。此外，本研究分离到的 Peribacillus、
Cytobacillus 和 Shouchella 是近几年新分类的菌

属，对其的研究报道较为少见，丰富了植物内

生可培养细菌范畴。 
另一方面，使用非培养法对蛇足石杉内生

细菌群落进行研究的报道也比较少，樊仕鹏[17]

利用高通量测序技术分析千层塔不同组织部位

的内生细菌组成及多样性，通过划分 OTU 将

其归属到 12 门 25 纲 83 目 141 科 289 属，多样

性指数表明叶组织中总内生细菌的多样性和丰

富度均高于茎，并且均明显高于根。类似地，

Pan 等[18]也运用高通量测序技术研究了 3 年人

工培养的石杉根、茎和叶中内生细菌的组成和

多样性，划分 OTU 属于 12 门和 289 属，发现

根中的细菌丰富度和多样性显著低于叶和茎。

本研究通过纯培养法分离得到的内生细菌种群

分布状况与上述研究完全不同，不管种类还是

数量都呈现出根>茎>叶的状况，符合大部分药

用植物组织内生细菌的分布规律，然而只分离

出 3 门 6 科 16 属的 168 株内生细菌，无论是菌

株数量还是种类都不如同类研究，这种情形或

许是因为在分离过程中所运用的培养基、消毒

手段、培养条件、宿主植物的生长阶段及生存

环境等因素不同，从而对内生细菌的分离种类

和数量造成了不同程度的影响[31]。 
3.2  蛇足石杉内生细菌的促生功能 

药用植物内生细菌具有丰富多样的生物学
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作用，包括抗肿瘤、抑菌、促生和病虫害防治

等众多功能[7]。有研究表明，在促生方面，内

生细菌能促进植物的生长发育，其中一种机制

是内生细菌通过生物固氮、产生铁载体、溶

磷、合成特异酶或分泌产生植物生长素、细胞

分裂素及赤霉素等能促进植物生长的物质，直

接促进植物的生长发育[32]。但目前并无蛇足石

杉内生细菌促生功能相关方面的研究报道，因

而本研究对分离出的蛇足石杉内生细菌进行了

固氮、溶磷、产铁载体及产 IAA 这 4 个方面的

促生功能检测。 
植物内生固氮菌是一类能够与宿主植物联

合固氮并且定殖于植物体内的微生物，它们能

够进入宿主植物体内定殖，直接或者间接为

植物生长提供所需的氮源 [33]。研究人员针对

各类植物中的内生固氮菌及其固氮能力展开研

究后发现，许多植物中内生固氮菌的比例较

高。刘丽辉等[34]从景天科多肉药用植物落地生

根(Bryophyllum pinnatum)中筛选分离到 26 株内

生固氮菌，隶属于 4属的 5个菌种，具有丰富的

遗传多样性和促生特性。而董萌等[35]从不同生

长时期水稻根系中分离出 30 株内生固氮菌，

其中 2 株菌对水稻苗期有明显促生作用。本研

究初步筛选出 95 株蛇足石杉内生固氮菌，占

总内生细菌的 56.55%，其中 2 株 Neobacillus
菌株 HsRF12 和 HsSF13、1 株类芽孢杆菌属

(Paenibacillus)菌株 HsRF70 以及 1 株短芽孢杆

菌属(Brevibacillus)菌株 HsRF71 表现出较强的

固氮能力。虽然本研究通过无氮培养基初筛出

较高比例的内生固氮菌，但只能对内生细菌有

无固氮能力作初步判断，结果可靠性不强，后

续应通过乙炔还原法测定固氮酶活性及固氮酶

nifH 基因检测来进一步确认菌株的固氮能力。 
磷素是植物生长发育过程中必不可少的重

要营养物质，对植物的生长发育和品质提高有

重要意义；溶磷微生物可以将土壤中难溶性磷

转化成植物能够吸收利用的可溶性磷，因而众

多研究者致力于筛选出高效溶磷微生物，并将

其应用于农业生产中[36]。研究者从大戟属药用

植物地锦草(Euphorbia humifusa)中分离出 133 株

内生细菌，其中 19 株具有溶磷能力[22]。而本研

究初步筛选出 33 株溶无机磷菌和 60 株溶有机磷

菌，其中 5 株菌表现出较强的溶磷能力。但通

过溶磷圈法只能初步判断菌株是否具有溶磷能

力，很容易出现假阴性结果，应通过液体培养

法对菌株溶磷能力进一步进行检测和定量[37]，

以增加结果的可靠性。 
植物内生细菌具有丰富的嗜铁菌资源，其

通过分泌铁载体影响环境中的铁、锌等金属离

子转化迁移，从而促进寄主植物的铁吸收[38]。

李庆懋等[38]从 4 种野生稻中分离筛选出 128 株

具有产铁载体能力的内生细菌，其中 82 株为

高产菌株，并最终筛选出 5 株最优高效菌株能

够明显促进水稻铁吸收。本研究从蛇足石杉中

分离筛选出 23 株产铁载体菌，其中有 7 株菌的

铁载体合成率大于 70%，为高产菌株，值得进

一步探究其促进植物铁吸收的作用。此外，铁

载体根据化学性质的差异可分为氧肟酸盐、儿

茶酚盐和羧酸盐三类，不同菌株分泌的铁载体

存在差异，研究清楚其分泌铁载体所属类型以

及转运调控机制，有助于将其应用于石油或重

金属污染等环境修复领域[39]，本研究分离出的

高产菌株可作为研究材料，探究其在环境修复

领域的应用，发挥更大作用。 
IAA 作为一种植物生长激素，能够对植物

细胞分裂及相关基因表达进行调控，进而促进

植物生长，在农业生产中被广泛运用，具有重

要意义[40]。许多研究者从根际土壤或植物组织

中分离到多种多样的产 IAA 菌株。罗兴等[41]从

传统中草药乌头(Aconitum carmichaelii Debeaux)
中分离筛选出 24 株产 IAA 内生细菌，其分泌

IAA 的值为 21.39–84.43 mg/L，最终筛选出 3 株

对水稻种子萌发和幼苗生长有显著促生作用的

菌株，分别为假单胞菌、芽孢杆菌和克雷伯氏

菌。而本研究也从传统中草药蛇足石杉中分离

出 81 株产 IAA 内生细菌，但其 IAA 产量远低
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于同类研究，这可能与蛇足石杉自身生长缓慢，

无须太多生长激素促进有关。 
总的来看，本研究从蛇足石杉分离出的

168 株内生细菌中有 89 株菌同时具有 2 种或多

种促生作用，表现出不错的体外促生性状，说

明这些内生细菌可能通过固氮、溶磷、产铁载

体及产 IAA 等多种途径促进宿主植物蛇足石杉

的生长发育，具有良好的促生潜力。检测出具

有多种促生能力的菌株多数为芽孢杆菌属，其

次为类芽孢杆菌属，这 2 个菌属是许多植物内

生菌的优势菌属，并且已有许多研究报道从不

同植物分离出的芽孢杆菌属和类芽孢杆菌属菌

株具有优良的促生活性[42]。另外，研究发现泛

菌 属 (Pantoea) 、 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 属

(Burkholderia)是常见的解磷内生细菌[43]，本研

究中分离出的 5 株泛菌属和 1 株伯克霍尔德氏

菌属菌株表现出不同程度的固氮、溶磷、产铁

载体及产 IAA等促生活性，经鉴定后这 5株泛菌

属菌株均为成团泛菌(Pantoea agglomerans)，相

似的是，刘佳等[44]从水稻中分离出一株成团泛

菌 HAUM1 对其宿主植物具有明显促生作用。

从蛇足石杉内生细菌中初步筛选出的这些菌株

具有不错的促生潜力，后续可进行接种或盆栽

试验，进一步筛选出能够明显促进植物生长的

菌株，使其成为微生物菌肥或促生菌株等应用

于农业的微生物资源。 
3.3  蛇足石杉内生细菌的其他生物学

作用 
对于蛇足石杉内生细菌抑菌的生物学作用

也有研究报道，曾庆桂等[14]从蛇足石杉叶片中

分离得到 1 株对多种植物病原真菌有强拮抗作

用的伯克霍尔德氏菌(Burkholderia sp.) H-6；陈旭

玉等[15]从蛇足石杉植株中分离出 36 株内生细

菌，筛选出 2 株对香蕉炭疽病菌有抑制作用的菌

株并鉴定为 Burkholderia。这说明蛇足石杉中分

离出的 Burkholderia 内生细菌可能能够帮助宿

主抵御外源植物病原菌的侵染。本研究也从蛇足

石杉茎部分离出 1 株 Burkholderia 内生细菌

HsSF42，初步检测其具有固氮、溶有机磷和

产铁载体等促生能力，但并没有对其进行进一

步的生物功能研究，如抑制植物病原菌对峙检

测，可检测其是否也具有相似抑菌活性，以及

是否具有生防潜力。另外，因内生菌可产生与

宿主植物相同或相似的生物活性物质，药用植

物内生细菌所产生的活性成分深受研究者的重

视，众多研究已从药用植物内生细菌中发现了

诸多具有活性作用的新物质，这些物质在医药

业、农业等领域展现出了重要的经济价值。虽

然目前筛选出的能发酵产生石杉碱甲的蛇足石

杉内生菌都是内生真菌，但樊仕鹏[17]从千层塔

中分离出 142 株内生细菌，并从中筛选到 1 株能

产石杉碱甲前体物质石杉碱乙的内生细菌克吕

沃尔氏菌(Kluyvera sp.) S1026。那么，本研究

分离出的内生细菌是否也能产生与宿主植物蛇

足石杉相同或相似的活性物质，这有待于进一

步研究。总之，对于蛇足石杉分离内生细菌仍

有许多值得我们进一步挖掘研究的地方。 

4  结论 
本研究从蛇足石杉根、茎、叶 3 种组织中

共分离得到 168 株内生细菌，在分类学上归属

于 3 门 4 纲 5 目 6 科 16 属，其中芽孢杆菌属

(Bacillus)占 55.95%，类芽孢杆菌属(Paenibacillus)
占 19.05%，为优势菌属；不同组织分离出的内

生细菌数量与种类均有明显差异，表现为根

部>茎部>叶部；从分离得到的内生细菌中初步

筛选出具有固氮能力的菌株95株，具有溶磷能力

的菌株 76 株，具有产铁载体能力的菌株 23 株，

具有产 IAA 能力的菌株 81 株，同时具有 2 种或

多种促生能力的菌株 89 株。 
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