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摘  要：【背景】毛白杨(Populus tomentosa)属杨柳科杨属的落叶大乔木，在我国的种植面积非常广，

具有生长速度快、繁殖率高、环境适应性强等优点。探索其内生细菌的特性和功能对农业生产具有重

要的实际指导意义。【目的】探究毛白杨内生细菌功能的多样性，为农业高效生产提供优良的菌种资

源。【方法】以速生植物毛白杨为研究材料，采用葡萄糖-硝酸盐(dextrose-nitrate, DN)、LB、生物工艺

细胞培养基(Czapekʼs continuous medium, CCM)和营养琼脂(nutrient agar, NA)培养基分离纯化各组织

内生细菌。测定菌株 16S rRNA 基因序列并进行系统发育树分析；挖掘菌株固氮、溶磷、解钾、产铁

载体、产生长素等潜在促生长特性；测定菌株生理生化特性，筛选促生功能较强的菌株进行水稻种子

萌发及水稻盆栽促生长试验。【结果】共分离到 16 株代表菌株，其中 6 株具有溶磷能力，6 株具有解

钾能力，7 株具有固氮能力，6 株具有分泌生长素能力，11 株具有分泌铁载体能力，表明毛白杨内生

细菌具有丰富的功能多样性。水稻种子的萌发及促生长试验结果显示：4 株菌及 2 个组合菌液对水稻

萌发和生长均具有促进作用，其中，土壤肠杆菌(Enterobacter soli) BYG3205 与乌尔斯氏植物内生菌

(Phytobacter ursingii) BYG3102 和土壤不动杆菌(Acinetobacter soli) BYJ201 的组合处理比单菌处理的

效果好。【结论】从毛白杨材料分离得到 16 株内生细菌，并通过 16S rRNA 基因测序分析、固氮酶活

性确定、内生细菌溶磷、解钾、产生长素等促生特性等环节，筛选出促生长特性菌株且对水稻盆栽试

验表现出促进作用，丰富了微生物资源库，为绿色、可持续农业提供了可行途径。 
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Abstract: [Background] Populus tomentosa, belonging to the family Salicaceae, is a deciduous 
large tree. It has a wide planting area in China and is characterized by fast growth, high 
reproductive rate, and strong environmental adaptability. Exploring the characteristics and functions 
of endophytic bacteria from P. tomentosa holds significant guidance for agricultural production. 
[Objective] To explore the functional diversity of endophytic bacteria in P. tomentosa and provide 
excellent bacterial resources for efficient agricultural production. [Methods] We used DN, LB, 
CCM, and NA media to isolate endophytic bacteria from various tissues of the fast-growing plant  
P. tomentosa. The 16S rRNA gene sequences of the bacterial strains were determined and used to 
build a phylogenetic tree. Potential plant growth-promoting characteristics such as nitrogen fixation, 
phosphorus solubilization, potassium release, siderophore production, and indole-3-acetic acid 
(IAA) production of the strains were explored. The biochemical characteristics of the strains were 
determined. The strains with strong growth-promoting effects were selected for rice seed 
germination and rice pot experiments. [Results] A total of 16 representative bacterial strains were 
isolated, among which 6, 6, 7, 6, and 11 strain had the abilities of solubilizing phosphorus, releasing 
potassium, fixing nitrogen, producing IAA, producing siderophores, respectively. This result 
indicated the rich functional diversity of endophytic bacteria in P. tomentosa. The results from rice 
seed germination and growth promotion experiments showed that 4 single strains and 2 strain 
combinations promoted rice germination and growth. The combination of Enterobacter soli 
BYG3205 with Phytobacter ursingii BYG3102 or Acinetobacter soli BYJ201 showed better effect 
than single strain treatments. [Conclusion] A total of 16 strains of endophytic bacteria were isolated 
from P. tomentosa, and their characteristics were analyzed through 16S rRNA gene sequencing, 
nitrogenase activity determination, phosphate solubilization, potassium solubilization, and auxin 
production. Selected bacterial strains with growth-promoting effects exhibited positive effects in 
rice pot experiments. These endophytic bacteria enriched the microbial resources and provided a 
feasible approach for green and sustainable agriculture. 
Keywords: Populus tomentosa; endophytic bacteria; nitrogen fixation; heavy metal tolerance; 
biocontrol function; growth-promoting effect 
 
 

毛白杨 (Populus tomentosa)属杨柳科杨属

的落叶大乔木，在我国的种植面积非常广，具

有生长速度快、繁殖率高、环境适应性强等优

点[1]。杨木的用途广泛，不仅可用作于木材，

还在生态防护和农林防护林中得到广泛应用。

杨树也是道路绿化和园林绿化的优良树种[2]，
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由于其高大雄伟、成林迅速、防风防沙、吸收

废气等特性而备受青睐[3]。毛白杨叶主要含有

酚苷类成分，其水提取物具有较强的抗菌和抗病

毒作用。据报道，毛白杨的制剂已在进行抗肿瘤

动物实验，在杀伤或者抑制癌细胞方面具有一定

的作用。同时，毛白杨提取物还具有解热、镇痛、

抗炎和祛痰的功效，具备药用价值[4-5]。刘晓光

等[6]从杨树组织中分离筛选出一株广谱拮抗菌，

该菌株能够对抗多种病原微生物，具有丰富的抗

病菌应用价值。近年来农业领域对毛白杨的研究

有限，多集中在林业方面，对毛白杨内生细菌

的研究鲜有报道。毛白杨作为速生植物，相较

于其他树种在无人照管的情况下短时间内迅速

长成参天大树，其内部究竟有何种微生物在发

挥着作用值得深思。探索其内生细菌的特性和

功能对农业生产具有重要的实际指导意义[7-8]。 
自然界中植物内生细菌种类多、数量大，

具有促进植物生长和提高植物抗逆性等特点，

因而备受关注[9]。植物内生细菌在各个方面都

有着广泛的应用价值，如在植物活性物质生产

中，利用内生细菌可生产得到高活性物质[10]。

在经济作物种植中内生细菌与寄主植物由于长

期共生，二者达成互相对彼此有利的共生模式。

主要体现在 2 个方面，一是宿主植物通过光合

作用供给内生细菌所需的营养物质；二是内生细

菌可以产生如植物生长素、赤霉素等代谢物[11]。

这些物质在一定范围内能够对植物生长发育起

到促进作用，增加植物抗逆能力，进而增强植

物对外界不良环境的抵御能力[12]。另外，内生

细菌具有提高植物的抗旱、抗盐碱等能力，进

一步增加经济作物的产量[13]。在环境保护方面，

虽然土壤具有自净能力，但重金属却无法被降

解[14-15]，长期积聚且超过正常范围后直接危害人

体健康，并且会对环境造成极大的危害[16]，具有

积累重金属能力的内生细菌的存在，以及植物

与内生细菌共生体的存在都为修复重金属污染

的土壤提供了可能性[17]。因此，植物内生细菌

具有广阔的发展前景。 
目前，国内外关于毛白杨内生细菌的研究

较为有限，而毛白杨作为一种速生树种，生长迅

猛且耐旱性强。因此，探寻其中的内生细菌对

农业生产具有重要意义[18]。本文采用多种不同

功能的培养基对毛白杨根、茎和叶组织进行内

生细菌的分离纯化。通过 16S rRNA 基因序列测

定确定菌株的分类地位，同时测定菌株的固氮酶

活性并扩增 nifH 固氮酶基因，挖掘内生细菌溶

磷、解钾、产生长素等促生特性，最终筛选出具

有良好促生特性的内生细菌对水稻进行促生长

试验，以验证内生细菌能否发挥促进作物生长的

作用。本研究旨在挖掘优良菌株，丰富微生物资

源库，为绿色、可持续农业发展提供可行的途径。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

毛白杨采于河南省信阳市潢川县(114.01°E, 
31.46°N)健康植株的根、茎、叶。供试水稻，

健康饱满的粤优丝苗水稻品种。土壤取自华南

农业大学农场。 

1.2  培养基 
LB 培养基[19] (g/L)：酵母提取物 6.0，蛋白

胨 9.0，NaCl 10.0，pH 7.0。LB 培养基是一种

富含营养成分的培养基，主要用于培养大肠杆

菌(Escherichia coli)和其他革兰氏阴性菌。 
葡萄糖 -硝酸盐 (dextrose-nitrate, DN)培养

基[19] (g/L)：蔗糖 10.000，MgSO4 0.200，NaCl 
0.100，K2HPO4 0.200，KH2PO4 0.400，CaCl2 
0.020，FeCl3 0.010，Na2MoO4 0.002，苹果酸

5.000，pH 7.0。DN 培养基由于自身低氮含量，

所以主要用于培养固氮菌。 
生物工艺细胞培养基(Czapekʼs continuous 

medium, CCM)[19] (g/L)：蔗糖 5.000，NaCl 0.100，
酵母提取物 0.100，malic acid Na2MoO4 0.025，
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CaCl2 0.060，MgSO4 0.200，甘露醇 5.000，
KH2PO4 0.200，K2HPO4 0.800，0.66% Fe(3)-EDTA 
4.0 mL，pH 7.0。CCM 培养基富含营养物质，

主要用于培养革兰氏阳性菌。 
营养琼脂(nutrient agar, NA)培养基[19] (g/L)：

甘露醇 10.0，CaCO3 5.0，KH2PO4 0.2，NaCl 0.2，
MgSO4·7H2O 0.2，CaSO4·2H₂O 0.2，pH 7.0。
NA 培养基因其营养丰富和无氮含量，主要用于

培养对营养要求较高的固氮菌。 
蒙金娜无机磷(Pikovskaya, PKO)培养基[20] 

(g/L)：葡萄糖 10.000，(NH4)2SO4 0.500，酵母提

取物 0.500，NaCl 0.200，KCl 0.300，MgSO4·7H2O 
0.100，FeSO4 0.003，MnSO4 0.03，Ca3(PO4)2 5.000，
pH 6.8–7.0，琼脂 20.000。 

钾长石培养基[21] (g/L)：MgSO4·7H2O 0.3，
Na2HPO4 0.5，NaCl 0.3，CaCO3 4.0，NaSO4 0.2，
葡萄糖 13.0，钾长石 3.0，琼脂 20.0，pH 7.0。 

King 液体培养基(g/L)：酵母提取物 0.5，蛋

白胨 20，NaCl 10，pH 7.0。 
甘露醇盐琼脂(mannitol salt agar, MSA)培

养基[22] (g/L)：蛋白胨 5.0，葡萄糖 4.0，KCl 0.5，
MgSO4·7H2O 0.5， pH 7.0。铬天蓝 S 染料

(chromeazurol S dye, CAS)染液(100 mL)：十六

烷基三甲基溴化铵 0.15 g，FeCl3 0.003 g，铬天

青 0.065 3 g，加 ddH2O 定容至 100 mL。磷酸

缓冲溶液(0.1 mol/L)：NaH2PO3 0.5 g，Na2HPO3 
2.0 g，NH4Cl 0.25 g，KH2PO4 0.075 g，NaCl 0.2 g，
无菌水 100 mL。3 个组分分开灭菌，先加入

50 mL CAS 染液到 1.0 L MSA 培养基中，再加入

0.1 mol/L 磷酸缓冲溶液 50 mL 后混合均匀，即

成 MSA-CAS 培养基。 
所需固体培养基加入 20.0 g 琼脂粉，半固体

培养基加入 2.0 g 琼脂粉，121 ℃灭菌 20 min。LB、

DN、CCM、NA 等培养基所含碳、氮源不同，

适合不同种类的内生细菌生长[23]，以期筛选出

更多内生细菌资源。 

1.3  主要试剂和仪器 
2×Taq PCR Mix 和 DNA Marker，生工生物

工 程 ( 上 海 ) 股 份 有 限 公 司 ； 吲 哚 -3- 乙 酸

(indole-3-acetic acid, IAA)，合肥博美生物公司。

凝胶成像系统和 PCR 仪，Bio-Rad 公司；气相

色谱仪，北京北分天普仪器技术有限公司；可

见分光光度计，上海美普达仪器有限公司。 

1.4  毛白杨内生细菌的分离和鉴定 
在河南省信阳市潢川县的毛白杨种植园地

中，选取正常生长的毛白杨植株，根、茎及叶

部用无菌水冲洗干净表面污泥，用剪刀剪成大

约 3 cm 小段；然后，在超净工作台进行材料的

消毒，75%乙醇试剂浸泡 30 s，10%次氯酸钠浸

泡茎 2 min、根和叶 1 min，无菌水冲洗 7−8 次；

将最后 1 次的洗涤液涂布于 LB 固体培养基上，

观察无细菌生长判定材料消毒完全。已消毒的

材料无菌研钵研磨至匀浆，加入无菌水梯度稀

释至 10−1、10−2、10−3、10−4、10−5、10−6，吸取

各梯度 100.0 μL 涂布于 LB 等平板，37 ℃恒温

培养箱倒置培养 3 d。待平板上出现菌落后，挑

选大小和形状有差异的单菌落，参照 Redburn
等[24]的方法，选用引物 27F (5′-AGAGTTTGATC 
CTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGT 
TACGACTT-3′)扩增 16S rRNA 基因片段，PCR
反应体系：用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取

模板 DNA (20 ng/μL) 1.5 μL，27F (25 μmol/L) 
1.0 μL，1492R (25 μmol/L) 1.0 μL，2×Taq PCR Mix 
20.0 μL，ddH2O 16.5 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 
2 min；94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，
30 个循环；72 ℃ 10 min。将 PCR 产物委托天

一辉远生物有限公司进行测序，将所得序列通

过 NCBI 数据库进行 BLAST 同源性分析，并采

用 MEGA 5.0 软件构建系统发育树。 

1.5  各类群代表菌株的生理生化指标

测定 
对代表菌株进行生理生化检测，包括革兰
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氏染色、过氧化氢酶测定、甲基红染色试验、

V.P 试验、硝酸还原试验、明胶液化试验、产氨

试验、脲酶试验和内生细菌耐盐性测定，所用

方法均参照《微生物学实验教程》[25]进行。 

1.6  毛白杨内生细菌固氮特性的测定 
菌株固氮酶活性用乙炔还原法测定。使用

无菌水制备菌悬液(OD600=1)，吸取 10.0 µL 菌

悬液放到含 3.0 mL DN 半固体培养基的 8.0 mL
试管中，用无菌水作为对照，用灭菌乳塞密封

后 37 ℃培养 2 d，用电石制备乙炔气体，加到

试管中使其终浓度为 1%。37 ℃培养 1 d，抽取

试管内 0.5 mL 液体注入气相色谱仪，测定是否

有乙烯的产生进而来判定菌株是否具有体外固

氮能力，并按照公式计算出菌株的固氮酶活性，

每个菌株重复 3 次，取平均值。计算公式如下： 
EA=(58.0×103×Se×T×Pe)/(Sb×Te×P×t×V) 

式中：Sb 为乙炔峰面积，Te 为实验条件下的温度

(℃)，P 为绝对大气压强(Pa)，t 为培养时间(h)，V
为容器体积(mL)，Se 为乙烯峰面积，T 为凯氏绝对

温度(T=273.13 K)，Pe为实验条件下的大气压强(Pa)。 

1.7  固氮酶功能基因 nifH 的序列扩增与

分析 
用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取检测

到固氮酶活的菌株基因组 DNA，以菌株 DNA
为模板扩增固氮酶 nifH 基因，设计引物 Zehr-F 
(5′-TGYGAYCCNAARGCNGA-3′)和 Zehr-R 
(5′-NDGCCATCATYTCNCC-3′)进行 PCR 反应扩

增基因片段(PCR 反应体系和条件同 1.4)。PCR 结

束后用 1%琼脂糖凝胶进行电泳，检测 PCR 产物。 

1.8  毛白杨内生细菌促生特性探究 
溶磷试验：将菌株活化后用灭过菌的牙签

点种到 PKO 培养基上，置于 37 ℃恒温培养箱

中培养 2–5 d，通过观察菌落周围是否形成透明

圈来判断菌株是否具有溶磷能力，有透明圈则

说明菌株具有溶磷能力。采用钼锑抗比色法对

各菌株溶磷能力进行测定[26]。 
解钾试验：将菌株活化后用灭过菌的牙签

点种到钾长石培养基上，置于 37 ℃恒温培养箱

中培养 2–5 d，通过观察菌落周围是否有透明

圈，判断菌株是否具有解钾能力，有透明圈则

说明菌株具有解钾能力。参考文献[27]的方法对

各菌株解钾能力进行测定。 
分泌生长素试验：定性分析：将菌株活化后

接种至 King 液体培养试管中，每个菌株设 3 个

重复，28 ℃、120 r/min 培养 2 d。吸取 50 μL 菌

悬液于陶瓷比色板上，加入等量比色液，设阴性

对照和阳性对照，阴性对照加入 50 μL 未接菌的

King 液体培养基，阳性对照中加入 50 μL 浓度为

10 mg/L 的植物生长激素，之后在黑暗条件下静

置 0.5 h，观察颜色变化，能产生生长素的菌株其

混合液在静置后会变为粉红色或红色。定量分析：

使用纯的 IAA 制作标准曲线，采用 Salkowski 比
色法[23]对代表菌株分泌生长素的能力进行测定。 

产铁载体试验：将菌株接种于 MSA-CAS
液体培养基中，37 ℃、120 r/min 培养 3–5 d，
观察培养基变色情况，未变色则菌株不具有产

铁载体能力，如果培养基颜色变为粉红色则菌

株具有分泌铁载体的能力[22]。 

1.9  毛白杨内生细菌促进水稻种子萌发 
菌株处理：用灭菌接种环将菌株接种至 LB

液体培养基中，30 ℃、130 r/min 培养 24 h，制

成 OD600=1 的菌悬液待用。 
水稻种子处理：(1) 水中浸泡 24 h 打破种子

休眠，有利于种子萌发；(2) 种子表面消毒：用

0.1% HgCl2 消毒 3 min，无菌水重复清洗种子  
6 遍，每次 3 min。 

使用制备好的菌悬液浸种 24 h，将 30 粒种

子转至铺有灭菌滤纸的无菌培养皿中，以无菌

水作为对照。放置在 28 ℃的暗培养箱中培养，

5 d 后转至组培瓶中培养，向每个组培瓶中加入

25.0 mL 无菌水和 1.0 mL 的菌悬液，对照组只

加入无菌水，10 d 后观察生长情况，随机选取

3 株实验样品测量其根长、苗长数据。 
数据分析和作图：使用 GraphPad Prism8.01
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软件进行数据分析和作图。 

1.10  毛白杨内生细菌促进水稻种子生

长试验 
根据菌株性能互补特性，设置 2 个组合进

行水稻促生长试验，分别为组合 1 (BYG3205+ 
BYG3102)和组合 2 (BYG3205+BYJ201)。将无

菌土加到塑料盆 3/4 处，加入 500.0 mL 的无菌水

使土壤湿润，随后加入 200.0 mL 的各个菌株及组

合菌悬液，以等体积 LB 培养液为对照。待土壤

干燥后再加入 200.0 mL 的各个单菌菌悬液及组

合菌悬液，重复 3 次，充分确保菌株定殖到土壤

中。10 d 后取生长状态一致的水稻苗和其土壤转

移至另一新的塑料盆中，每盆 3 株秧苗，每个处

理 3 次重复。每天进行观察并做好实验记录，依

据盆栽土情况施加无菌水，每隔 5 d 加 200.0 mL
的菌悬液，对照组加经稀释过的 LB 培养液。在

水稻生长到 28 d 的时候，测量其根长、株高。 

2  结果与分析 
2.1  毛白杨内生细菌的分离及鉴定结果 

采用 LB、DN、CCM、NA 培养基对毛白

杨组织进行内生细菌的分离与纯化，通过平板

划线法和稀释涂布平板法，共分离得到 51 株内

生细菌，对菌株进行 16S rRNA 基因测序并进行

相似性分析，构建菌株亲缘关系发育树，聚类得

到 16 种菌株，分别属于肠杆菌属(Enterobacter)、
克 雷 伯 氏 菌 属 (Klebsiella) 、 不 动 杆 菌 属

(Acinetobacter)、小浴氏菌属(Kosakonia)、多源

杆 菌 属 (Pluralibacter) 、 寡 养 单 胞 菌 属

(Stenotrophomonas)、假单胞菌属(Pseudomonas)、
新鞘氨醇菌属(Novosphingobium)、植物内生菌属

(Phytobacter) (表 1 和图 1)。 

2.2  毛白杨内生细菌生理生化指标测

定结果 
如表 2 所示，菌株 BYG302、BYG3205、

BYG3001、BYJ403、BYG2901、BYG3102 革兰

氏染色为阳性反应，表明这些菌株为革兰氏阳

性菌，其余菌株皆为革兰氏阴性菌；过氧化氢

酶试验表明，只有菌株 BYG1504、BYG2001、
BYG2004、BYG3102 为阴性反应，其余菌株均

为阳性反应，这说明，分离到的内生细菌大部分

都含有过氧化氢酶，能将过氧化氢分解为水和氧 
 
表 1  菌株 16S rRNA 基因序列相似性 
Table 1  Similarity of 16S rRNA gene sequences of strain 
菌株编号 
No. of strain 

登录号 
Accession number 

相似性最高模式菌株 
The model strain with the highest similarity 

相似性 
Similarity (%) 

BYG302 MZ410575 Enterobacter kobei DSM13645T 100.00 
BYG3205 MZ410565 Enterobacter soli ATCC BAA-2102T 99.68 
BYG1802 MZ410566 Enterobacter cloacae subsp. dissolvens LMG2683T 100.00 
BYJ101 OM757970 Klebsiella granulomatis KH22T 99.49 
BYG502 OM757971 Klebsiella spallanzanii SPARK-775-C1T 98.25 
BYG3001 MZ410567 Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae 01A030T 99.65 
BYG1504 OM757975 Klebsiella varicola subsp. tropica SB5531T 99.23 
BYJ201 MZ410568 Acinetobacter soli CIP110264T 100.00 
BYG2001 OM757966 Acinetobacter baumanni ATCC19606T 100.00 
BYG3801 OM757974 Kosakonia pseudosacchari JM-387T 99.74 
BYG7 MZ410569 Kosakonia oryzae Ola51T 99.89 
BYG1801 MZ410570 Pluralibacter gergoviae JCM1234T 99.54 
BYJ403 MZ410571 Stenotrophomonas pavanii DSM 25135T 99.48 
BYG2901 MZ510575 Pseudomonas alloputida Kh7T 100.00 
BYG2004 MZ410573 Novosphingobium pokkalii L3E4T 99.90 
BYG3102 MZ410574 Phytobacter ursingii ATCC 27989T 99.78 
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图 1  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株系统发育树   分支处数值表示 bootstrap 值；括号内数值为

GenBank 登录号；标尺 0.05 代表序列的进化差异。 
Figure 1  Phylogenetic tree of strains based on 16S rRNA gene sequence. Numbers at branch nodes present 
bootstrap value; Numbers in parentheses are GenBank accession numbers; The scale bar 0.05 represents 
sequence variance.  
 
气；菌株 BYG1802、BYJ101、BYG3001、
BYG2001、BYJ403、BYG3102 甲基红试验为阴

性反应，其余为阳性反应，表明这些菌株具有

将葡萄糖分解成丙酮酸、醋酸等有机酸的能力，

具有较强的糖代谢能力；除菌株 BYG502 产氨

试验为阴性外，其余菌株均为阳性反应，表明

这些菌株可以分解含氮有机化合物；脲酶试验

可以用来检测菌株是否具有脲酶，试验表明菌

株 BYG302、BYG3205、BYG3801、BYG7、

BYG2004 为阴性反应不能产脲酶，其余菌株均

为阳性反应，具备产生脲酶的能力；在硝酸还

原试验中，菌株 BYG502、BYJ201、BYG2901、
BYG3102 为阴性反应，其余为阳性反应，阳性

反应的菌株具有硝酸盐还原能力，在实际应用

生产上，可以将一些硝酸盐还原成植物可以

吸收利用的含氮化合物；明胶液化试验只有

一株菌 BYJ403 是阳性反应，表明菌株 BYJ403
具有产明胶酶的能力。V.P 试验可以看到菌株 
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表 2  毛白杨内生细菌生理生化指标 
Table 2  Physiological and biochemical indices of endophytic bacteria of Populus tomentosa 
菌株编号 
Strain 
number  

菌株名称 
Strain name 

Gram’s 
stain 

过氧化

氢酶 
Catalase 

甲基红

试验 
Methyl 
red test 

硝酸还原 
Nitrate 
reductase 

明胶液化 
Gelatin 
liquefaction 

V.P 
试验 
V.P test 

产氨 
Ammonia 
production 

脲酶 
 
Urease 

BYG302 Enterobacter kobei + + + + – + + – 
BYG3205 Enterobacter soli + + + + – – + – 
BYG1802 Enterobacter cloacae subsp. 

dissolvens 
– + – + – + + + 

BYJ101 Klebsiella granulomatis – + – + – – + + 
BYG502 Klebsiella spallanzanii – + + – – + – + 
BYG3001 Klebsiella quasipneumoniae 

subsp. quasipneumoniae 
+ + – + – + + + 

BYG1504 Klebsiella varicola subsp. tropica – – + + – + + + 
BYJ201 Acinetobacter soli – + + – – + + + 
BYG2001 Acinetobacter baumanni – – – + – – + + 
BYG3801 Kosakonia pseudosacchari – + + + – + + – 
BYG7 Kosakonia oryzae – + + + – + + – 
BYG1801 Pluralibacter gergoviae – + + + – + + + 
BYJ403 Stenotrophomonas pavanii + + – + + + + + 
BYG2901 Pseudomonas alloputida + + + – – – + + 
BYG2004 Novosphingobium pokkalii – – + + – – + – 
BYG3102 Phytobacter ursingii + – – – – + + + 
+：阳性反应；–：阴性反应。 
+: Positive reaction; –: Negative reaction. 
 
BYG302、BYG1802、BYG502、BYG3001、
BYG1504 、 BYJ201 、 BYG3801 、 BYG7 、

BYG1801、BYJ403、BYG3102 均为阳性反应。

从上述生理生化结果可以看出毛白杨内生细

菌具有功能多样性，丰富了农业领域的植物内

生细菌资源库。 
2.3  毛白杨内生细菌耐盐性测定结果 

如表 3 所示，毛白杨 16 株内生细菌均能够

在 2%、3%、4% NaCl 浓度下生长，在 NaCl 浓
度为 5%的情况下，菌株 BYG1802 不能生长，

其余 15 株菌均可以正常生长，在 NaCl 浓度为

6%的情况下，菌株 BYG1802、BYG502、BYJ201
不能生长，其余菌株均可以生长，当 NaCl 浓度

达到 7%的时候，除了 BYG3205、BYG7、

BYG2901、BYG2004、BYG3102 可以正常生长

外，其余菌株在此浓度下不生长。从上述结果可

以看到毛白杨内生细菌大部分的耐盐性很好。 

2.4  毛白杨内生细菌固氮酶活性测定及

nifH 基因扩增 
乙炔还原法具有简便、快速和灵敏等优点，

因而被广泛使用作为测定细菌固氮酶活力的方

法，通过此方法对毛白杨 16 株内生细菌固氮酶

活性进行测定，菌株 BYG3801、BYG502、
BYG1802 、 BYG3102 、 BYG3001 、 BYG7 、

BYG1801 具有固氮酶活性，固氮酶活性分布在

62.92–528.62 nmol/(mL·h) 之 间 ， 其 中 菌 株

BYG3102 具有最高的固氮酶活性(表 4)。 
微生物固氮主要是固氮酶在发挥作用，而

nifH 基因是编码固氮酶铁蛋白的基因，是固氮

微生物具有的最保守的功能基因，因而扩增

nifH 可以在分子水平上证明微生物具有固氮能

力[14]。对具有固氮酶活性的菌株进行 nifH 基因 
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表 3  毛白杨内生细菌耐盐性测定 
Table 3  Determination of salt tolerance of endophytic bacteria in Populus tomentosa 
菌株编号 Strain number 2% NaCl 3% NaCl 4% NaCl 5% NaCl 6% NaCl 7% NaCl 
BYG302 + + + + + – 
BYG3205 + + + + + + 
BYG1802 – + + – – – 
BYJ101 + + + + + – 
BYG502 + + + + – – 
BYG3001 + + + + + – 
BYG1504 + + + + + – 
BYJ201 + + + + – – 
BYG2001 + + + + + – 
BYG3801 + + + + + – 
BYG7 + + + + + + 
BYG1801 + + + + + – 
BYJ403 + + + + + – 
BYG2901 + + + + + + 
BYG2004 + + + + + + 
BYG3102 + + + + + + 
+：可以生长；–：不生长。 
+: Growing; –: Not growing. 
 
 

表 4  菌株固氮酶活性测定 
Table 4  Nitrogenase activity assay of bacterial strains 
菌株编号 
Strain number 

固氮酶活性 
Nitrogenase activity  
(nmol/(mL·h)) 

分离培养基 
Isolated medium 

CK 0.00 – 
BYG3801 279.10±3.50 NA 
BYG502 317.20±6.90 CCM 
BYG1802 262.80±4.30 DN 
BYG3102 528.62±13.40 DN 
BYG3001 62.92±1.70 DN 
BYG7 168.16±3.20 DN 
BYG1801 189.40±3.70 DN 
表中的数据为 3 次重复的平均值±标准差。 
The data in the table are the mean of the triplicate replicates 
and their standard deviations. 

 
扩增，PCR 结果进行琼脂糖凝胶电泳，电泳结

果显示这 7 株菌均可扩增得到一条 360 bp 的条

带，证明它们具有固氮酶 nifH 基因，这与乙炔

还原法测得的结果一致(图 2)。 

2.5  毛白杨内生细菌产促生活性物质 
通过 PKO 培养基对毛白杨内生细菌进行溶 

 
 
图 2  菌株固氮酶 nifH 基因 PCR 扩增产物电泳图 
Figure 2  Electropherogram of PCR amplification 
product of nitrogenase nifH gene of the strain. 
Marker: 100 bp DNA Ladder. 
 
磷初筛，16 株菌中有 6 株菌具有溶磷能力，分别

为菌株 BYJ101、BYJ201、BYG1801、BYG3001、
BYG3205、BYG2001，它们可以在 PKO 培养基

上形成透明圈，大小不同的圈表明细菌溶解磷

的能力有差异(图 3)。采用钼锑抗比色法进行

可溶性磷含量测定，6 株菌株发酵液中可溶性

磷质量分数为 10.65−75.94 mg/L；其中，菌株

BYG1801 表现出最强的溶磷能力，其发酵液中可

溶性磷高达 75.94 mg/L；其余 5 株菌株发酵液中
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可溶性磷含量从大到小依次为菌株 BYG3205、
BYJ101、BYG2001、BYJ201、BYG3001。 

使用钾长石培养基对毛白杨内生细菌解钾

能力进行定性测定，16 株菌中有 6 株菌具有解

钾能力，菌株在钾长石培养基上会产生透明圈，

透明圈的大小不同表明菌株溶解钾的能力也有

所不同(图 4)。进一步测定可溶性钾含量，6 株

菌 株 发 酵 液 中 可 溶 性 钾 的 质 量 分 数 为

21.51−109.50 mg/L；其中，菌株 BYG2004 表现

出最强的溶钾能力，其发酵液中可溶性钾高达

109.50 mg/L；其余 5 株菌株发酵液中可溶性钾

含量从小到大依次为菌株 BYG3001、BYJ201、
BYG1504、BYG2901、BYG3205。 

 

 
 

图 3  毛白杨内生细菌溶磷定性效果 
Figure 3  Qualitative effect of phosphorus lysis by 
endophytic bacteria in Populus tomentosa. 
 

 
 

图 4  毛白杨内生细菌解钾定性效果 
Figure 4  Qualitative effect of potassium delysis 
by endophytic bacteria of Populus tomentosa. 

使用 Salkowski 比色法对各代表菌株进行

生长素类化合物的定性和定量检测，结果如表 5
所示。毛白杨 16 株内生细菌中共有 6 株菌具有

产生长素能力，分别为菌株 BYG302、BYG3001、
BYG3205、BYG1802、BYG2001、BYG3102。
但产生长素能力均较低，产生的生长素质量分

数为 1.16−18.24 mg/L；其中，菌株 BYG3102
产生长素能力最高，其次是菌株 BYG302 和

BYG2001，能力最弱的是菌株 BYG3001。 
采用 MSA-CAS 培养基对毛白杨 16 株内生

细菌进行产铁载体功能检测(图 5)，试验结果表

明 11 株菌具有分泌铁载体的能力，分别为菌株

BYG1802、BYG2901、BYJ403、BYG3102、

BYG3205、BYG3001、BYG1801、BYG302、
BYJ101、BYG7、BYG2004，其余 5 株菌不具

备分泌铁载体的功能，由图 5 可以看到培养基

的颜色较对照发生了变化，培养基颜色变为了

深紫色、深蓝色、粉红色、浅紫色，这表明这

些菌株分泌的铁载体类型不同。 

2.6  毛白杨内生细菌对水稻种子萌发

及促生作用 
2.6.1  菌株促进水稻种子萌发试验结果 

通过对毛白杨内生细菌溶磷、解钾、固氮、

产生长素、生理生化促生等特性的综合分析，选 
 
表 5  毛白杨内生细菌产生长素能力测定 
Table 5  Determination of the ability of endophytic 
bacteria to produce IAA in Populus tomentosa 
菌株编号 
Strain number 

IAA content 
(mg/L) 

分离培养基 
Separation medium 

BYG302 11.12±0.05b DN 
BYG3001 1.16±0.01f DN 
BYG3205 4.06±0.04e DN 
BYG1802 7.44±0.12d CCM 
BYG2001 9.14±0.02c DN 
BYG3102 18.24±0.65a DN 
CK 0.00±0.00 – 
不同小写字母表示差异显著(P<0.05，Duncan’s 法)。 
The different lowercase letters indicated significant difference 
(P<0.05, Duncan’s method). 
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取菌株 BYG3102、BYJ201、BYG3001、BYG3205
这 4 株菌进行对水稻种子萌发的探究试验，其

菌悬液对水稻种子的萌发效果如图 6 所示。培

养 10 d 左右测量其根长度、茎叶长度并进行记

录，用 GraphPad Prism 8.0.1 软件进行作图，由

图 7 可知，经过 4 株菌的处理，茎长明显优于

对照组，其中菌株 BYJ201 是 4 组处理中对水

稻种子萌发作用最明显的，其地下部分的根长与

对照组相比提高了约 39.50%，茎长提高了约

57.40%，结果表明，毛白杨 4 株内生细菌

BYG3102、BYJ201、BYG3001、BYG3205 均在

一定程度上对水稻种子萌发起促进作用。可以作

为潜在的促生工程菌株在农业上开发加以利用。 
2.6.2  菌株促进水稻生长试验结果 

对水稻促生长试验在 4 株单菌处理基础之上，

根据菌株之间性能的不同增加 2 个组合处理，组合 1 
(BYG3205+BYG3102)、组合 2 (BYG3205+BYJ201)，
以菌悬液处理水稻种苗，以无菌的 LB 培养液

作为空白对照组，在自然条件下生长 10–15 d
后，对水稻苗的根长、茎叶长进行测量并记录。

用 GraphPad Prism 8.0.1 软件进行作图，结果如

图 8、图 9 所示。 
试验结果表明，不论是单菌液处理还是组

合菌液处理，在根长和株高方面指标都明显增

加，这与水稻种子萌发试验的结果一致，而菌

株 BYG3205 与菌株 BYG3102 和 BYJ201 的组

合对水稻的处理效果都比单独使用 BYG3205
的处理效果好，在以后的生产实践中可以考虑

将 BYG3205 与其他 2 种菌进行混合使用，但菌

株 BYJ201、BYG3102 与 BYG3205 混合使用效 
 

 
 
图 5  毛白杨内生细菌产铁载体效果   不同颜色表明菌株分泌的铁载体类型不同。 
Figure 5  Effect of siderophore-producing effect of endophytic bacteria in Populus tomentosa. Different 
colors indicate that the bacterial strains secrete different type of iron carriers. 

 

 
 
图 6  毛白杨不同内生细菌处理下水稻种子萌发试验效果 
Figure 6  Effect of rice seed germination test under different endophytic bacteria treatments of Populus tomentosa. 
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图 7  毛白杨不同内生细菌处理下水稻种子萌发试

验数据分析柱状图   不同小写字母表示各处理

间差异显著性(P<0.05)。 
Figure 7  Histogram of data analysis of rice seed 
germination experiment under different endophytic 
bacteria treatment with different endophytic bacteria in 
Populus tomentosa. Different lowercase letters indicate 
significant differences between treatments (P<0.05). 

 
果差于单菌处理效果，该现象可能是由于菌株

混合使用过程中相互作用，降低了相关促生物

质的生成量。 

3  讨论 
植物内生细菌是植物微生态系统中重要的

组成部分，内生细菌与宿主植物相互作用，互

惠互利，其资源丰富多样，是一类非常重要的

资源宝库[28]。各种植物中均有内生细菌的分布，

近年来，研究者已经从番茄、辣椒、杜仲、石

斛、红豆杉[29-33]等植物组织内分离出了大量的

内生细菌。几乎植物的所有组织内都含有内生

细菌，例如根、茎、叶、花、果实、种子、根

瘤等[34]，不同生长情况的宿主植物含有内生细

菌的种类也不尽相同。内生细菌在快速生长的

植物个体和组织中非常丰富，生长时间较长的

植株比生长时间较短的植物含有更多的内生细

菌[35]。不同植物器官内植物内生细菌的分布差

异很大，一项研究表明，根组织内生细菌的数

量远远多于其他植物器官的内生细菌[36]，其特

点是寄主植物多样性和种属多样性，是生物因

素和非生物因素共同作用下的结果[37]。本文从

毛白杨各组织内共分离得到 51 株内生细菌，其

中根部 39 株，约占总菌株数的 76%，茎部 7 株

菌，叶部 5 株菌。对分离得到的内生细菌进行

16S rRNA 基因分子鉴定及生理生化指标鉴定，

51 株内生细菌分属 9 个不同的属，16 个不同的种。 
内生细菌在植物体内生存空间稳定，受外

界环境的干扰较小，可以产生多种次级代谢产

物(生物活性物质)[38]，对寄主植物具有防病、

促进寄主生长、固氮等生物学作用，在农业生

产中具有广泛的应用价值[39-40]。有些细菌可以 
 

 
图 8  毛白杨不同内生细菌处理下水稻生长试验效果 
Figure 8  Effect of rice growth experiment under different endophytic bacteria treatments of Populus tomentosa. 

 



 
1584 微生物学通报 Microbiol. China 

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

 
 
图 9  毛白杨不同内生细菌处理下水稻株高及根长

数据分析柱状图   不同小写字母表示各处理间差

异显著性(P<0.05)。 
Figure 9  Histogram of rice plant height and root 
length data analysis under different endophytic 
bacteria treatments in Populus tomentosa. Different 
lowercase letters indicate significant differences 
between treatments (P<0.05). Group 1: BYG3205+ 
BYG3102; Group 2: BYG3205+BYJ201. 

 
降解重金属，这为利用生物技术修复污染土壤

提供了优良的材料基础[41]。而内生细菌所具有

的这些作用与它们的功能密切相关，因此，植

物内生细菌功能多样性的研究越来越受到人们

的重视[42]。本实验从毛白杨各组织中分离得到

的内生细菌具有多种生物学功能，其中有 7 株

菌具有体外固氮特性，表明这些菌株可以将空

气中的氮固定为氨气，为植物提供所利用的氨

气，同时促进植物对氮素等营养元素的吸收；

6 株菌具有溶磷能力，6 株菌具有解钾能力，溶

磷解钾微生物可以提高植物对磷、钾等元素的

吸收利用，极大提高植物对肥料的吸收利用，

提高绿色可持续农业绿色发展；6 株菌具有分

泌生长素的能力，表明这些内生细菌可以分泌

植物激素来调节内部激素水平，促进植物生长

发育，生长素对植物细胞生长与伸长具有促进

作用。11 株菌具有分泌铁载体的能力，5 株菌

能够在 7% NaCl 浓度下生长。上述结果表明毛

白杨内生细菌具有丰富的功能多样性。其中菌

株 BYG3001 具有上述所有生物学功能，菌株

BYG1802、BYG3102、BYG1801 也具有 3 项生

物学功能，这些菌株可在之后的研究中作为重

点研究对象。 
此外，为了更加全面地阐述内生细菌在促

进作物生长方面的能力，丰富内生细菌的相关

资源库，并为我国农业生产和发展做出更大的

贡献，用毛白杨内生细菌对水稻种子进行萌发

试验，结果显示 4 株菌对水稻种子萌发均有一定

程度的促进作用。土壤不动杆菌(Acinetobacter 
soli)最初是从韩国白云山的森林土壤中分离出

来的[43]，在盐田中也被分离到，研究表明土壤不

动杆菌可以有效溶解土壤中 66%–68%的钾[44-45]。

本研究中施用 BYJ201 菌液的水稻种子与对照

相比根长增加了 39.5%，茎叶长增加了 57.4%；

在水稻促生长试验中，菌液处理过的水稻，株高

与对照相比显著增加了 42.8%–60.9%，水稻根长

显著提高了 35.7%–59.5%。这可能是因为菌株

降解或螯合了金属离子，以提高植物对矿物质

的吸收利用来促进植物生长。水稻种子的萌发

及促生长试验结果显示，4 株菌及 2 个组合菌

液对水稻萌发和生长均具有促进作用，其中菌

株 BYG3205 与 BYG3102 和 BYJ201 的组合处

理比其单菌处理的效果好，在之后的农业生产

中可以考虑将它与其他 2 株菌混合使用，增加

促进植物生长的效果。 

4  结论 
从毛白杨根、茎、叶中分离的可培养内生

固氮细菌具有丰富的多样性及促生长特性。菌

株 BYG3001 具有全部生物学功能且适应环境

的能力强，之后可重点研究；菌株 BYG1802、
BYG3102、BYG1801 也具有溶磷、解钾、产铁载

体等多种生物学功能；菌株 BYG3801、BYG502、
BYG3102 等 7 株菌具有固氮酶 nifH 基因，可进

行体外固氮。各类群菌株具备固氮、产铁载体、
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产生长素、溶磷、解钾等潜在促生长特性，可

以作为潜在的工程菌株进一步研究和利用，这

为生物肥料制备提供了菌种资源与理论基础。 
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