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摘   要：【背景】菊科(Asteraceae)外来入侵植物欧洲千里光(Senecio vulgaris L.)来源于欧洲，广泛

分布于我国西南和东北地区，在湖北高海拔山区也有分布。在入侵过程中，内生细菌可能在其获

取氮磷营养方面起到了一些关键性作用。【目的】探究欧洲千里光内生固氮菌和溶磷菌的多样性和

功能，为理解其入侵机制及防治提供参考。【方法】选择来自 6 个不同种群的种子，萌发后转移到

花盆生长 6−8 周，并从每个种群中各挑选 9 株生长情况良好的植株，对其叶片和根组织表面进行

消毒处理。使用基于 nifH 基因(固氮功能基因)的高通量测序方法对植物的固氮微生物群落结构和

多样性进行研究。通过涂布平板法和平板划线法，在固体无氮培养基(Ashby)和无机磷培养基

(inorganic phosphate, NBRIP)上对植物内生菌进行分离、纯化，对纯化的固氮菌株和溶磷菌株进行

16S rRNA 基因测序。采用钼锑抗比色法分析纯化溶磷菌株的溶磷能力。【结果】基于 nifH 基因的

内生菌高通量测序结果表明，欧洲千里光叶样本中固氮菌多样性显著高于根样本；固氮菌群落中

丰度最高的属是慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium，30.9%−34.0%)，其次是伯克氏菌属(Burkholderia, 

27.2%−27.4%)、Methyloversatilis (2.1%−7.1%)和固氮螺菌属(Azospirillum, 2.9%−3.9%)；共 6 个门，

其中变形菌门(Proteobacteria)在所有样本内相对丰度均达 90%以上。用 Ashby 培养基筛选得到 238 株纯

菌，分布在 4 门 7 纲 10 目 16 科 19 属，其中丰度前 5 的优势菌属包括微杆菌属(Microbacterium, 

31.0%)、芽孢杆菌属 (Bacillus, 24.8%)、假单胞菌属 (Pseudomonas, 22.1%)、寡养单胞菌属

(Stenotrophomonas, 6.2%)和类芽孢杆菌属(Paenibacillus, 2.8%)。用 NBRIP 培养基筛选共得到 318 株

菌株，鉴定这些内生菌覆盖到 3 门 5 纲 7 目 15 科 16 属，其中丰度前 5 的优势菌属包括芽孢杆菌属

(48.4%)、假单胞菌属(19.2%)、微杆菌属(15.2%)、类芽孢杆菌属(3.6%)、不动杆菌属(Acinetobacter, 

3.6%)。挑选了 24 株代表性菌株对溶磷能力进行了定性及定量检测，结果表明有 17 株具备显著的溶

磷能力，而且细菌培养过程中培养基 pH 值下降。【结论】欧洲千里光内生固氮菌和内生溶磷菌具有

丰富的多样性，并且溶磷菌具有一定的溶磷能力，在欧洲千里光的入侵过程中可能起着促进作用。 
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Abstract: [Background] Native to Europe, Senecio vulgaris L. (Asteraceae) is widely 
distributed in southwest and northeast China as well as the high-altitude mountain areas of 
Hubei Province. In the invasion process, the endophytic bacteria may play a key role in nitrogen 
and phosphorus. [Objective] To investigate the diversity and functions of endophytic 
nitrogen-fixing and phosphate-solubilizing bacteria in S. vulgaris and thus to serve as a 
reference for elucidating the invasion mechanism of this species and controlling its invasion. 
[Methods] Seeds from six different populations were selected and after germination, seedlings 
were transferred to pots for growth for 6–8 weeks. Nine healthy plants from each population 
were picked and the leaf surface and root surface were disinfected. High-throughput 
sequencing of nifH gene (nitrogen fixation-related gene) was performed to investigate the 
structure and diversity of nitrogen-fixing bacteria in S. vulgaris. Endophytes were isolated and 
cultured on Ashby (nitrogen-free) medium and NBRIP (inorganic phosphate) medium, and 
16S rRNA gene of the purified nitrogen-fixing and phosphate-solubilizing strains was 
sequenced. The phosphate-solubilizing ability of the isolated phosphorus-solubilizing strains 
was determined with the molybdenum-antimony anti-colorimetry method. [Results] The 
diversity of nitrogen-fixing bacteria in S. vulgaris leaf sample was significantly higher than 
that in root sample. Among the nitrogen-fixing bacteria, Bradyrhizobium (30.9%−34.0%) was 
most abundant, followed by Burkholderia (27.2%−27.4%), Methyloversatilis (2.1%−7.1%), 
and Azospirillum (2.9%−3.9%). A total of 6 nitrogen-fixing phyla were identified and the 
relative abundance of Proteobacteria was >90% in all samples. A total of 238 isolates (19 genera, 
16 families, 10 orders, 7 classes, 4 phyla) were screened out via the Ashby medium. The top 
genera were Microbacterium (31.0%), Bacillus (24.8%), Pseudomonas (22.1%), Stenotrophomonas 
(6.2%), and Paenibacillus (2.8%). A total of 318 isolates (16 genera, 15 families, 7 orders,   
5 classes, 3 phyla) were cultured on the NBRIP medium, and the top genera were Bacillus 
(48.4%), Pseudomonas (19.2%), Microbacterium (15.2%), Paenibacillus (3.6%), and 
Acinetobacter (3.6%). We performed quantitative and qualitative analysis of the 
phosphate-solubilizing ability of 24 representative strains. The result showed that 17 strains 
had remarkable phosphate-solubilizing ability and the phosphate-solubilizing process of these 
bacteria decreased the pH value of the culture medium. [Conclusion] S. vulgaris boasts 
abundant and diverse endophytic nitrogen-fixing and phosphate-solubilizing bacteria, and the 
phosphate-solubilizing bacteria may facilitate the invasion of this species. 
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生物入侵指某生物由原栖息生境侵入到全

新的环境中，并对该地生物多样性及人类生产

生活造成损失和危害的过程，是当今世界面临

的一个重要生态问题 [1]。生物入侵机制，特别

是植物的入侵机制是当前入侵生态学的研究热

点之一。Dai 等[2]将有关植物入侵机制的理论分

为两大类：一类与栖息地可入侵性有关，另一

类强调入侵植物的入侵能力，并将这些互相关

联的理论按照入侵过程的时间进度进行归纳整

理。Latombe 等[3]综述了 33 个具有代表性的植

物入侵假说，并将这些假说归纳成 6 类，对应

植物入侵的 6 个过程：扩散、漂移、非生物的

互作、营养级内互作、跨营养级的互作和遗传

变化。一些针对入侵植物与土著种及环境相互

作用机制的重要理论，包括“天敌逃逸假说”[4] 

“新武器假说”[5]和“干扰假说”[6-7]等，聚焦于入

侵植物与入侵地动物及植物的相互作用。目前

已有研究表明与入侵植物相关的微生物可能在

植物入侵机制中起到了某些重要作用[8-9]，但尚

未形成系统的理论，因此，加强这方面的研究

将有助于推进对入侵植物的预防与治理工作。 

植物生长环境中附着在植物表面或存在植

物内部、受植物影响的微生物群及其基因组和

遗传信息统称为植物微生物组[10]。其中，生活

史中的全部或部分时间在植物的组织、器官中

存在的微生物称作内生微生物[11]。植物内生菌

种类多、数量广，影响植物的生理代谢，对植

物的生长起重要作用。氮和磷元素作为植物生

长发育的重要物质基础，在很多自然生态系统

中是植物生长的主要限制因子[12]。为满足植物

对氮的需求，内生固氮菌在增加土壤氮输入方

面发挥作用[13]，促进宿主吸收与利用氮素，从

而作用于宿主生长。例如，水稻[14-15]和蚕豆[16]

中的内生固氮菌具有促进植物生长的功能。植

物内生溶磷菌能够将无机磷转化为可溶性磷，

以促进宿主植物对磷的吸收和利用，满足植物

生长对磷元素的需要[17]。在已有的植物内生固

氮菌和溶磷菌研究中，主要关注农作物和模式

植物，仅有少数对入侵植物开展植物内生菌的

研究。李慧颖等研究发现禾本科外来入侵植物

互花米草(Spartina alterniflora)根和叶内可培养

内生菌具有丰富的多样性且多具有生防活性和

促生功能，包括溶磷和固氮等促生活性[18]。保

朱寿能研究发现菊科外来入侵植物紫茎泽兰

(Ageratina adenophora)根部内生固氮菌具有较

好的促生能力，对宿主的促生作用明显[19]，因

此，深入研究植物内生菌对入侵植物的作用具

有着重要意义。 

欧洲千里光(Senecio vulgaris L.)是一年生

或二年生的菊科千里光属草本植物，原产于欧

洲，在北美、澳大利亚、新西兰等地分布广    

泛[20]。19 世纪末传入我国东北和西南地区，并

扩散到西北地区，在湖北主要分布于神农架[21]。

欧洲千里光生长发育迅速，传播能力和繁殖能

力极强[22]，其部分基因型对除草剂具有抗性，

因此在北美某些地区较难防治。此外，欧洲千

里光还能产生对家畜和人类都存在一定危害的

生物碱[23]。从目前的研究情况来看，欧洲千里

光是一种弱入侵性物种，通过入侵调查发现该

物种常分布于公路沿线等营养条件较差的环

境 [24-25]，意味着欧洲千里光可能有着其他渠

道，例如微生物转化的氮磷养分来获取生长所

必需的养分以完成入侵过程，存在成为强入侵

种的风险。研究欧洲千里光微生物组，对了解

欧洲千里光的入侵机制和进行防治都具有重大

意义。 
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1  材料与方法 

1.1  植物材料 
欧洲千里光种子分别来源于湖北神农架的

6 个不同种群，种子于 2017 年 10 月萌发，之后

转移至花盆中，植株生长时间为 6−8 周，至开花

前收获用作实验材料。6 个种群各挑选 9 株健康

长势良好的植株，收集叶子和根作为实验样品。

每个种群按照每 3 株随机混合记作 3 个平行重

复样。 

1.2  培养基 
牛肉膏蛋白胨培养基(NA)参考文献[26]配

制，无氮培养基(Ashby)参考文献[27]配制，无

机磷培养基(inorganic phosphate, NBRIP)参考

文献[28]配制。 

1.3  主要试剂和仪器 
研究所用的钼酸铵显色液配制步骤：将

10 g 钼酸铵溶解于 60 °C 150 mL 水中标记为溶

液 1，配制 5 g/L 酒石酸锑钾溶液标记为溶液 2，

取 90.3 mL 的浓硫酸稀释至 200 mL 水中标记为

溶液 3；将溶液 3 缓慢地不断搅拌后加入溶液 1，

取 50 mL 溶液 2 加入混合液并定容至 500 mL，

摇匀后在棕色瓶中储藏；钼酸铵显色液即每

200 mL 的贮存液内溶解 3 g 左旋抗坏血酸(现

配现用)；100 mg/L 磷酸标准液配制：KH2PO4 

0.439 4 g，浓 H2SO4 5.0 mL，定容至 1 L。 

Lysis Buffer for Microorganism to Direct 
PCR 裂解液，TaKaRa 公司。pH 仪，Denver 公司。 

1.4  植物材料的消毒 
参考文献[29]报道的方法对欧洲千里光叶

和根样品进行表面消毒。将样本用超纯水冲洗

干净杂质，剔除腐败组织后，使用 70%酒精浸

泡振荡 1 min，再使用有效氯含量为 1%的次氯酸

钠浸泡振荡 2 min，并使用大量无菌水冲洗 4 次。

取冲洗最后一次的无菌水涂于 NA 平板 [27]，

28 °C 培养 2−3 d，若无菌生长则表面消毒完全。 

1.5  内生固氮菌的 nifH 基因序列扩增及鉴定 
固氮基因(nif)的高通量测序技术是目前对

植物内生固氮菌进行研究的常用方法[30]。将取

自同一个种群植物的 DNA 样本混合，进行后续

固氮微生物测序及分析。用 nifH 基因特异引物

poly-F (5′-TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3′)和

poly-R (5′-ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3′)[31-32]

进行 PCR 扩增。PCR 反应体系(25 µL)：5×Reaction 

Buffer 5 μL，5×GC Buffer 5 μL，dNTPs (2.5 mol/L) 

2 μL，正、反向引物(10 μmol/L)各 1 μL，DNA

模板 2 μL，Q5®高保真 DNA 聚合酶(0.02 U/μL) 

0.25 μL，双蒸水 8.75 μL。PCR 反应条件：98 °C 

5 min；98 °C 30 s，59.5 °C 30 s，72 °C 45 s，

30 个循环；72 °C 5 min。 

对原始序列进行拼接和质控，运用 QIIME 

V1.7.0[33]得到可用高质量数据(clean tags)。通过

比对数据库(gold database)，用 UCHIME 算法进

行检测、嵌合体序列的去除[34]，最终得到有效

数据(effective tags)。 

使用 UPARSE V7.0.1001[35]序列比对工具

对高质量的数据序列按 97%的相似度进行聚

类、划分可操作分类单元(operational taxonomic 

units, OTU)。选择每个 OTU 中出现频数最高的

序列作为代表序列，使用软件 QIIME 调用

BLAST 的命令对各 OTU 代表序列在 Zehr 数据

库 (https://www.jzehrlab.com/nifh)[36] 中 进 行 比

对，随后进行物种注释分析，获得分类学信息，

统计各样本各分类水平的群落组成，获得每个

代表序列的分类学信息，绘制 OTU 表，计算各

样本的各分类水平上的物种组成比例。 

1.6  可培养内生细菌的筛选和纯化 
用无菌剪刀将消毒后的叶、根剪碎，在无

菌条件下研磨成匀浆，吸取 100 µL 研磨液涂布

Ashby 无氮培养基[27]和 NBRIP 无机磷培养基[28]

平板，每个处理做 3 个重复样，于 28 °C 培养
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2−3 d，观察菌落情况。若能在 Ashby 培养基上生

长，则初步说明菌株具有好氧自生固氮能力[37]。

若能在 NBRIP 筛选培养基上生长，则初步说明

在该菌株的作用下，难溶性 Ca3(PO4)2 可以转化

为可溶性的有效磷[38]。 

观察、拍照、记录菌落的各类性状如颜色、

形状、是否透明等。一个培养皿中各类性状一

致的菌落，只选一个菌落为代表进行划线分离

培养，每隔 2 d 分离培养一次，直至分离出生

长、形态稳定不变的单个菌落，移入试管斜面

保存于 4 °C，为后续实验提供菌株材料。 

1.7  可培养内生细菌的 16S rRNA 基因序

列扩增及鉴定 
将保存在试管斜面的纯菌接种于 NA 平板

上[27]，20 °C 活化 2−3 d，使用 Lysis Buffer for 

Microorganism to Direct PCR 裂解液提取纯化

的细菌基因组 DNA 作为 PCR 模板。PCR 反应

体系(50 µL)：Premix Taq 25 µL，引物 27F (5′-C 

CTACGGGAGGCACGAG-3′)和 1492R (5′-GTA 

TTACCGCGGCTGCTGG-3′)[39] (10 ng/µL)各1 µL，

模板 DNA 3 µL，双蒸水 20 µL。PCR 反应条件：

94 °C 3 min；94 °C 30 s，56 °C 30 s，72 °C 45 s，     

36 个循环；72 °C 8 min。PCR 产物经凝胶电泳

检测后进行测序。使用 BioEdit[40]软件拼接正、反

向序列。使用 Mothur[41]软件对拼接成功的菌株

序列按照 97%相似性进行 OTU 聚类，每个 OTU

选取一株代表菌株进行后续分析。序列比对通

过 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/)

和 EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/)进

行鉴定。 

1.8  可培养内生溶磷菌的溶磷定性及定量

检测 
将筛选出的可培养溶磷菌株重新接种于加

入溴酚蓝的 NBRIP 培养基平板中[42]，同时以不

接种菌株的空白平板为对照。于 30 °C 培养 7 d，

观察菌株的生长情况。将菌株接种至 150 mL 

NBRIP 液体培养基中，同时准备不接种菌株的

空白对照，30 °C、150 r/min 培养 7 d。先测定

其 pH 值，随后 5 000 r/min 离心 3 min，取上清

液 2.0−2.5 mL，采用钼锑抗比色法[43]测定其中

水溶性磷含量。 

1.9  统计分析 
利用 nifH 基因扩增子分析得到的 OTU 丰

度矩阵，计算每个样本的群落 α 多样性，如使

用 QIIME 软件绘制稀释曲线(rarefaction curve)

观测样本的测序结果。α 多样性是对单个样品

中物种多样性的分析，其中 Shannon 多样性指

数可以反映群落的丰富度。应用 Mothur 计算样

本 Shannon 多样性指数，用方差分析欧洲千里

光固氮微生物的 α 多样性。 

2  结果与分析 

2.1  欧洲千里光内生固氮菌群落组成和多

样性 
细菌 nifH 基因高通量测序结果表明，从

12 个样本内得到 570 772 条高质量序列，剔除

鉴定为非细菌和稀有的序列后剩余 479 440 条

可用序列，平均序列长度约为 320 nt，共聚类至

4 655 个 OTU。欧洲千里光固氮菌群落的 α 多样

性分析表明，叶样本中 Shannon 多样性指数较高

(均值为 7.13)，根较低(均值为 5.45)，并且差异

显著(ANOVA test: df=1, 10; F=7.39; P=0.022)。 

叶、根固氮菌群落共准确鉴定到 6 个门，

包 括 变 形 菌 门 (Proteobacteria) 、 厚 壁 菌 门

(Firmicutes)、放线菌门(Actinomycetes)、疣微菌

门(Verrucomicrobia)、蓝细菌门(Cyanobacteria)

和螺旋体门(Spirochaetes)。其中，变形菌门在

所有样本内均达 90%以上，平均相对丰度高达

91.5%。各样本中共有 4.9%的 OTU 未准确鉴定

至门水平(图 1A)。 
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图 1  欧洲千里光内生固氮菌的前 10 门(A)和前 10 科(B)的相对丰度 
Figure 1  Relative abundance of top ten phyla (A) and top ten families (B) of nitrogen-fixing bacteria in 
Senecio vulgaris plants. 

 

根和叶样本中固氮菌群落组成前 10 科基本

一致，而且除瘤胃菌科(Ruminococcaceae)和丛毛

单胞菌科(Comamonadaceae)外，其余各科均属于

变形菌门。慢生根瘤菌科(Bradyrhizobiaceae)在

根样本(30.9%)和叶样本 (34.1%)中的丰度均最

高；其次是伯克氏菌科(Burkholderiaceae)，在根

样本和叶样本中的丰度都高达 27.8%；甲基孢囊

菌科 (Methylocystaceae)在根样本 (4.8%)中丰度

略高于叶样本(2.7%)。在叶样本中丰度第 3 高

(3.4%)的红螺菌科(Rhodospirillaceae)，在根样本

中也有较高的丰度(3.9%)。瘤胃菌科在根样本中

丰度较高(1.7%)，叶样本中却相对较低(0.3%)；

丛毛单胞菌科则呈现相反趋势，在叶样本中丰度

(2.8%)高于根样本中丰度(1.4%) (图 1B)。 

根和叶样本中丰度最高的属均为慢生根瘤

菌属(Bradyrhizobium, 30.9%−34.0%)，还鉴定出丰

度较高的伯克氏菌属(Burkholderia, 27.2%−27.4%)、

Methyloversatilis (2.1%−7.1%) 和 固 氮 螺 菌 属

(Azospirillum, 2.9%−3.9%)。根中丰度较高的有

红长命菌属(Rubrivivax, 3.9%)、Pleomorphomonas 

(3.1%)；叶中 Pseudacidovorax (2.4%)和艾德昂

菌属(Ideonella，2.3%)丰度也较高。 

2.2  可培养内生固氮菌的分离和鉴定结果 
使用 Ashby 无氮培养基，从欧洲千里光的

根和叶样本中共分离得到 238 株纯菌，覆盖到   

4门 7纲 10目 16科 19属。其中变形菌门(33.79%)

丰度最高，其次是放线菌门(33.10%)和厚壁菌门

(30.34%)，丰度最低的是拟杆菌门(Bacteroides, 

2.76%)。丰度前 5 的优势菌属包括微杆菌属

(Microbacterium, 31.0%)、芽孢杆菌属(Bacillus, 

24.8%)、假单胞菌属(Pseudomonas, 22.1%)、寡

养单胞菌属(Stenotrophomonas, 6.2%)和类芽孢

杆菌属(Paenibacillus, 2.8%)，这 5 个属的细菌

丰度之和占全部鉴定菌株的 86.9%。芽孢杆菌

属、微杆菌属、假单胞菌属在根、叶两部分样

本都有分布，其中，假单胞菌属在根样本中鉴

定出来的菌株数高于叶中，芽孢杆菌属情况则

与之相反，微杆菌属在根、叶中分离出的菌株

数量差别不明显(表 1，图 2)。 

2.3  可培养内生溶磷菌的分离与鉴定结果 
使用 NBRIP 培养基，从欧洲千里光的根和

叶样本中共分离得到 318 株纯菌，覆盖到 3 门   
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5 纲 7 目 15 科 16 属。其中厚壁菌门(54.40%)丰

度最高，其次为变形菌门(29.60%)，丰度最低

的是拟杆菌门(1.60%)。丰度前 5 的优势菌属包

括芽孢杆菌属(48.4%)、假单胞菌属(19.2%)、微

杆菌属(15.2%)、类芽孢杆菌属(3.6%)和不动杆

菌属(Acinetobacter, 3.6%)，该 5 个属的菌株数

目总和占全部鉴定菌株的 88.4%。芽孢杆菌属、

微杆菌属、假单胞菌属在根、叶样本中都有分

布，其中，假单胞菌属在根样本中鉴定出来的

菌株数量高于叶样本，微杆菌属情况则与之相

反，芽孢杆菌属在根、叶样本中分离出的菌株

数量差别不大(图 3，表 2)。 

 
表 1  欧洲千里光可培养内生固氮菌鉴定结果 
Table 1  Identification results of culturable endophytic nitrogen fixing bacteria in Senecio vulgaris plants 
属 

Genus 

种 

Species 

OTU 归并至该 OTU 菌株数目 

Number of isolations  

identified as this OTU 

相似性* 

Similarity* (%)

芽孢杆菌 Bacillus / OTU01 45 99.64 

Bacillus cereus OTU03 25 100.00 

Bacillus aryabhattai OTU05 4 99.27 

Bacillus safensis OTU07 9 99.85 

Bacillus acidiceler OTU10 1 99.25 

Bacillus brevibacterium OTU12 1 99.93 

Bacillus / OTU18 3 99.78 

假单胞菌 Pseudomonas / OTU02 6 100.00 

Pseudomonas / OTU04 15 99.93 

Pseudomonas / OTU21 2 98.60 

寡养单胞菌 Stenotrophomonas rhizophila OTU06 4 99.04 

不动杆菌 Acinetobacter / OTU08 4 99.93 

嗜冷杆菌 Psychrobacter / OTU09 1 100.00 

甲基杆菌 Methylorubrum aminovorans OTU11 1 99.93 

微杆菌 Microbacterium / OTU13 3 99.85 

类芽孢杆菌 Paenibacillus / OTU14 3 99.64 

Paenibacillus lautus OTU26 1 99.93 

节杆菌 Arthrobacter humicola OTU15 1 100.00 

鞘氨醇杆菌 Sphingobacterium / OTU16 3 97.67 

葡萄球菌 Staphylococcus / OTU17 3 99.93 

普罗维登斯菌 Providencia burhodogranariea OTU19 1 98.45 

根瘤菌 Rhizobium / OTU20 1 99.62 

红球菌 Rhodococcus corynebacterioides OTU22 1 99.55 

Rhodococcus erythropolis OTU28 1 100.00 

香味菌 Myroides odoratus OTU23 1 98.21 

摩根氏菌 Morganella psychrotolerans OTU24 1 99.49 

闪板硫菌 Lampropedia / OTU25 1 100.00 

申氏菌 Shinella kummerowiae OTU27 1 99.92 

动性球菌 Planococcus / OTU29 1 100.00 

/：不能确定具体菌种或鉴定到多个种；*：指使用 EzBioCloud 鉴定结果相似性 

/: A specific strain could not be identified or that multiple species were identified; *: Similarity of identification results from 

EzBioCloud.  
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图 2  欧洲千里光叶(A)和根(B)可培养内生固氮菌前 10 属相对丰度 
Figure 2  Relative abundance of the top ten genera of culturable endophytic nitrogen-fixing bacteria in leaf 
(A) and root (B) in Senecio vulgaris plants. 

 

 
 

图 3  欧洲千里光叶(A)和根(B)可培养内生溶磷菌前 10 属相对丰度 
Figure 3  Relative abundance of the top ten genera of culturable endophytic phosphorus-solubilizing 
bacteria in leaf (A) and root (B) in Senecio vulgaris plants. 
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表 2  欧洲千里光可培养内生溶磷菌鉴定结果 
Table 2  Identification results of culturable endophytic phosphorus-solubilizing bacteria in Senecio vulgaris 
plants 
属 

Genus 

种 

Species 

OTU 归并至该 OTU 菌株数目 

Number of isolations identified as this OTU 

相似性* 

Similarity* (%)

微杆菌 Microbacterium / OTU01 38 99.64 

芽孢杆菌 Bacillus / OTU02 60 100.00 

Bacillus cereus OTU04 27 99.93 

Bacillus aryabhattai OTU06 17 99.04 

Bacillus safensis OTU08 10 99.93 

Bacillus acidiceler OTU11 4 99.93 

Bacillus brevibacterium OTU13 1 99.85 

Bacillus circulans OTU24 2 99.63 

假单胞菌 Pseudomonas / OTU03 23 100.00 

Pseudomonas / OTU05 25 99.27 

寡养单胞菌 Stenotrophomonas rhizophila OTU07 5 99.85 

不动杆菌 Acinetobacter / OTU09 9 100.00 

嗜冷杆菌 Psychrobacter / OTU10 4 99.25 

甲基杆菌 Methylorubrum aminovorans OTU12 3 99.93 

赖氨酸芽孢杆菌 Lysinibacillus / OTU14 4 99.86 

类芽孢杆菌 Paenibacillus / OTU15 1 99.64 

Paenibacillus chibensis OTU17 3 99.93 

Paenibacillus tundrae OTU19 3 100.00 

Paenibacillus / OTU22 2 100.00 

节杆菌 Arthrobacter humicola OTU16 2 100.00 

普罗维登斯菌 Providencia burhodogranariea OTU18 2 98.45 

根瘤菌 Rhizobium / OTU20 1 99.62 

苍白杆菌 Ochrobactrum / OTU21 2 99.46 

微小杆菌 Exiguobacterium acetylicum OTU23 2 99.85 

/：不能确定具体菌种或鉴定到多个种；*：指使用 EzBioCloud 鉴定结果相似性 

/: A specific strain could not be identified or that multiple species were identified; *: Similarity of identification results from 

EzBioCloud. The same below. 

 
将 24 株欧洲千里光可培养内生溶磷菌 OTU

代表菌株活化，一共活化成功 23 株，接种至

NBRIP 固体培养基时可观察到部分样品点涂平

板产生溶磷圈现象。其中有 4 个菌株的 3 个平

行样中均可观察到产溶磷圈现象；1 个菌株的  

2 个平行样可以观察到产溶磷圈现象；3 个菌株

只有一个平行样中观察到产溶磷圈现象，其余

菌株均能在 NBRIP 固体平板上生长，但无溶磷

圈产生(表 3)。 

2.4  可培养内生溶磷菌的溶磷能力 
在接种了溶磷菌的培养液中，可溶性磷的

含量在 0.094−6.249 mg/L 之间，不同菌株之间

差别较大。有 6 个菌株在培养 7 d 后，其培养

液中 Pi 含量低于空白对照，其中 2 个菌株其培

养液中计算出的 Pi 含量为负数，这些菌株不具

备溶磷能力。在 17 株具有溶磷能力的细菌中， 
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表 3  欧洲千里光内生溶磷菌代表菌株溶磷功能测试结果 
Table 3  Results of phosphorus solubilizing function test of representative strains of endophytic 
phosphorus-solubilizing bacteria in Senecio vulgaris plants 
菌株编号 

Strain No. 

鉴定结果 

Identification results 

产生溶磷圈直径 

Diameter of phosphorus  

soluble circle (mm) 

可溶磷(Pi)含量 

Contents of Pi (mg/L) 

培养基 pH 值 

pH value of mediums

No.1 微杆菌 Microbacterium − 1.570 6.240±0.02 

No.2 芽孢杆菌 Bacillus 5 0.966 7.781±0.06 

No.4 Bacillus − 4.759 5.646±0.04 

No.6 Bacillus 18 1.225 6.157±0.04 

No.8 Bacillus 7 3.195 7.596±0.03 

No.11 Bacillus − 4.409 5.840±0.02 

No.13 Bacillus − 0.159 7.508±0.03 

No.24 Bacillus − 5.575 5.746±0.01 

No.3 假单胞菌 Pseudomonas − 1.928 6.190±0.03 

No.5 Pseudomonas 17 5.834 5.514±0.03 

No.7 寡养单胞菌 Stenotrophomonas − 2.815 6.948±0.10 

No.9 不动杆菌 Acinetobacter − 5.481 5.569±0.04 

No.10 嗜冷杆菌 Psychrobacter − 5.281 5.794±0.03 

No.14 赖氨酸芽孢杆菌 Lysinibacillus − 4.905 5.658±0.04 

No.15 类芽孢杆菌 Paenibacillus 16 0.629 6.189±0.01 

No.17 Paenibacillus − 1.349 6.976±0.04 

No.19 Paenibacillus − 5.600 5.419±0.03 

No.22 Paenibacillus − 0.094 7.647±0.04 

No.16 节杆菌 Arthrobacter 15 / 7.548±0.02 

No.18 普罗维登斯菌 Providencia − / 7.944±0.01 

No.20 根瘤菌 Rhizobium − 0.193 7.267±0.02 

No.21 苍白杆菌 Ochrobactrum 15 3.296 7.161±0.02 

No.23 微小杆菌 Exiguobacterium − 6.250 5.967±0.03 

Blank   0.959 7.750 

−：不能产生溶磷圈；/：Pi 含量为负值 

−: A phosphorus soluble circle cannot be produced; /: Negative value for the calculated Pi content. 
 

芽孢杆菌属所占比例最大，共有 6 个菌株，溶

磷能力为 0.966−5.574 mg/L。其次为假单胞菌

属和类芽孢杆菌属，均有 2 个菌株具有溶磷能

力 ， 溶磷性能范围为 1.928−5.843 mg/L 和

1.349−5.600 mg/L。溶磷活性最高的菌株是微小杆

菌(Exiguobacterium)，摇床培养 7 d 后可溶磷含量

可达 6.250 mg/L (表 3)。测定培养基的 pH 值后可

知，与开始培养时的接近中性(pH 6.8−7.0)的条

件相比，培养过程中 pH 值显著下降，而且通

过相关性分析表明培养液中可溶磷的含量与

pH 值呈负相关(图 4)。 

 
 

图4  液体培养基中正磷酸根含量(Pi)与pH值相关性 
Figure 4  Correlation between orthophosphate 
content (Pi) and pH value in liquid medium. 
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3  讨论与结论 

3.1  欧洲千里光内生固氮菌的多样性 
在内生菌的分离过程中，灭菌的方法、时

间以及筛选内生菌的培养基选择都会对实验结

果产生一定的影响。在对植物组织进行表面消

毒的时候，我们发现经过一次消毒很难消除所

有杂菌。在一项针对植物内生菌分离和组织消

毒的研究中提出，乙醇在杀死植物表面微生物

的同时会使植物根茎吸入部分水分，从而导致

内生菌少量存活。然而 HgCl2 浓度稳定、消毒

效果好且所需时间少，分离得到的内生菌数量

较稳定[44]，因此在之后的研究中可以从植物样

本的消毒方法上进行改进。 

我们发现欧洲千里光叶样本中内生固氮菌群

落的 α 多样性高于根样本。在巨菌草(Pennisetum 

sp.)的内生固氮菌研究中，同样采用了基于固

氮基因 nifH 的高通量测序方法，结果表明，内

生固氮菌多样性受植物生长时期不同影响，根

部菌群组成在成熟期最高，而叶部则在拔节期

较高[45]。本文中作为实验材料的所有欧洲千里

光植株都统一经过了 6−8 周的栽培，处于同样

的发育期，因此在后续实验中可以对欧洲千里

光的不同发育期设置梯度，以探究在该植物的

不同发育期固氮内生菌的多样性是否会发生

变化，探寻其中规律将有助于进一步了解固氮

菌群在欧洲千里光内部起促生作用的方式和

趋势。 

欧洲千里光 nifH 基因高通量测序结果表

明，其内生固氮微生物组中共有 91.5%的变形

菌，其余几个门总相对丰度不足 3%，该结果与

巨菌草的内生固氮菌群落研究[46]一致，在巨菌

草的不同生长时期，变形菌门在固氮菌中都占

据了最大的比例[45]。变形菌门在与植物相关的

固氮菌群落中具有较高的丰度占比，这可能是

由于具有固氮能力的细菌大部分属于蓝藻和变

形菌[34]；而且能与植物共生并固氮的结瘤细菌

都归属于变形菌门[47]。 

科水平上，慢生根瘤菌科和伯克氏菌科丰

度很高，而且在根(30.9%和 27.8%)与叶(34.1%

和 27.8%)样本中差距不大。甲基孢囊菌科在根

样本(4.8%)中丰度略高于叶样本(2.7%)，该科细

菌能从甲烷中获取碳和能量[48]，并和其他根瘤

菌目的细菌一样具有固氮功能。在叶样本中丰度

第三高(3.4%)，而且在根样本中也有较高丰度

(3.9%)的红螺菌科具有固氮能力，在甘蔗根部
[49]和巨菌草根部[50]都作为固氮菌被鉴定到。 

属水平与科水平对应有两个属丰度很高，分

别是慢生根瘤菌属(30.9%−34.0%)和伯克氏菌属

(27.2%−27.4%)。此外，Methyloversatilis 在根和叶

内也作为丰度较高(2.1%−7.1%)的固氮菌存在。

慢生根瘤菌属具有较强的固氮能力，是良好

的固氮资源，能帮助宿主抗盐碱，将其回接

至植物台湾相思 (Acacia confuse)中，能明显

提升宿主植株的抗旱能力 [51]。慢生根瘤菌属

能够提升植物对盐的耐受 [52]，还具有产吲哚

乙酸(indoleacetic acid, IAA)的能力，对水稻有

良好的促生作用 [53]。伯克氏菌属作用非常广

泛，不仅具有高效的固氮能力，还能促进难溶

性磷酸盐和钾盐的溶解，分泌植物 IAA 生长

素，被认为是植物常用的促生菌种之一 [54]。

Methyloversatilis 属于亚硝化单胞菌目，目前未

明确划分至科水平，该属在小麦和水稻中也是

优势内生固氮菌之一[55]。 

根据可培养内生固氮菌的鉴定结果，丰度

前 5 的优势菌属包括微杆菌属(31.0%，放线菌

门)、芽孢杆菌属(24.8%，厚壁菌门)、假单胞菌

属(22.1%，变形菌门)、寡养单胞菌属(6.2%，变

形菌门)和类芽孢杆菌属(2.8%，厚壁菌门)。高

通量测序结果表明，内生固氮菌群落中丰度很
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高的慢生根瘤菌和伯克氏菌并不包括在内，丰

度较高的 Methyloversatilis 在纯培养实验中丰

度仅为 1.3%；有一定丰度的疣微菌门、蓝细菌

门、螺旋体门，在可培养内生固氮菌中并未鉴

定到。考虑到培养条件的影响，可以参考已有

研究对培养基进行改进，以便分离、培养出更

多的固氮菌。例如改良优化 Ashby 培养基[56]，

或者使用酵母提取物-甘露醇-琼脂培养基。后者

常用于根瘤菌的纯化实验[57]，因此对根瘤菌的

培养具有更强的特性，更符合根瘤菌生长的营

养条件。 

以上结果表明，在入侵植物欧洲千里光的

根部和叶部，通过高通量和纯培养两种方法都

可以鉴定出一定数量的固氮菌。对于固氮菌固

氮能力的研究，主要是使用乙炔还原法[58]，本

文未进行固氮能力检测，但分离得到的内生固

氮菌已从其他入侵植物中被鉴定到，或已被证

明有促生能力，在一定程度上可以证明欧洲千

里光内生固氮菌对其入侵起到了促进作用。从

外来入侵植物紫茎泽兰根部分离出比较丰富的

慢生根瘤菌属、伯克氏菌属、假单胞菌属和根

瘤菌属(Rhizobium)菌株，接种这些内生优势固

氮菌对紫茎泽兰生长有明显的促进效应[19]。对

比紫茎泽兰的研究成果，我们发现欧洲千里光

内生固氮菌的组成与其具有相似性。在后续研

究中，我们将会改进筛选和培养的方法，将纯

培养得到的内生固氮菌回接植株以观察其对

欧洲千里光是否具有促生作用，进一步验证该

结论。 

3.2  欧洲千里光内生溶磷菌的多样性及溶

磷能力 
我们从欧洲千里光根和叶内共筛选出 17 株

具溶磷能力的细菌，优势属为芽孢杆菌属，其

次是假单胞菌属和类芽孢杆菌属，经过定量检

测溶磷能力最高的菌株为微杆菌属。芽孢杆菌

属繁殖力强、培养难度低，在培养基空间竞争

上优势较大[59]；而假单胞菌是土壤中的常见微

生物群体，能产生大量的次生代谢产物以适应

环境的变化[60]，这可能是此两类细菌在可培养

内生菌株中比例较高的原因。芽孢杆菌和假单

胞菌作为常见溶磷菌属[61]在很多植物的内生菌

分离和鉴定实验中都占有较高的丰度且往往具

有促生功能。例如，在甘蔗及其亲缘本地的分

离实验中，芽孢杆菌和假单胞菌都作为溶磷菌

被分离纯化[62]；同样的结果在甘薯[63]的内生菌

分离实验中也得到了验证，该实验中芽孢杆菌

和假单胞菌都表现出了溶磷能力，而且作为内

生溶磷菌被鉴定。 

从欧洲千里光样本中分离出的芽孢杆菌属和

假单胞菌属的溶磷能力都不突出，接种了芽孢杆

菌的培养基中可溶磷含量为 0.966−5.574 mg/L，

假单胞菌的溶磷性能范围为 1.928−5.843 mg/L，

远低于其他研究。例如，从樟树中分离得到的

内生芽孢杆菌溶磷量为 39.85 mg/L[64]，而从野

大豆中分离纯化出的内生假单胞菌溶磷量达到

了 46.12 mg/L[65]，推测原因可能与培养条件有

关，有研究指出培养基的初始 pH 值会影响菌

株的溶磷能力[66]。此外，由于溶磷机制和溶磷

过程的复杂性，如果想要进一步探究如何提高

菌种的溶磷能力，或是找出菌种溶磷能力低下

的原因，还需要借助高通量的方法，在后续的

实验中我们也会进行更多的尝试和探究。 

我们发现溶磷能力最强的菌株属于微杆菌

属，微杆菌属在水稻种子内生菌的分离培养实

验中是优势菌属，被认为可以直接或间接促进

种子生长，并且具有垂直传播的能力[67]。关于

入侵植物种子内生菌和垂直传播的研究，目前还

非常少，但已有实验证明入侵植物种子内生菌可

以保护植物不受病害影响并促进植株生长[68]，

这在未来也可以成为我们的一个研究方向。我
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们还筛选出了不动杆菌属，但在溶磷能力的检

测中该属菌株未表现出很好的溶磷水平。不动

杆菌属在红叶石楠的内生菌分离培养中被鉴定

为优势菌种，也被认为具有产 IAA 的能力，而

且有助于植物生长和对重金属的吸收[69]；它能

通过溶解碳酸钙而获得一定的溶磷能力，还能

够固化部分磷[70]，对植物的生长有着重要意义。

以上结果表明，在欧洲千里光的根部和叶部存

在丰富的溶磷菌资源，而且有半数以上的菌种

经验证具有溶磷能力；同时，部分溶磷菌在前

人研究中被证明有促生功能。但目前我们纯培

养出的欧洲千里光内生溶磷菌表现出的溶磷能

力远远低于其他同类研究，在排除培养条件后

应当考虑是否有其他因素影响其内生溶磷菌的

溶磷能力，例如植物生长环境和生长状态。在

培养过程中我们观察到，培养液中可溶磷的含

量与 pH 值呈负相关。这可能是因为溶磷菌在

生长过程中产生多种有机酸，导致环境中的 pH

值下降，也表明这些溶磷菌的溶磷机制可能是

酸解。溶磷菌在生长繁殖的过程中可以产生乙

酸、乳酸、苹果酸、草酸、琥珀酸、柠檬酸和

葡萄糖酸等有机酸，将固定态磷酸盐中的磷释

放到环境中[61]。 

基于 nifH 基因高通量测序结果，我们发现

欧洲千里光根和叶固氮内生菌群落以变形菌门

为主，其多样性在叶中高、根中较低。固氮菌

群落中的优势属包括慢生根瘤菌属、伯克氏菌

属、Methyloversatilis 和固氮螺菌属。基于菌株

纯培养结果，从欧洲千里光根和叶样本中分离

纯化出内生固氮菌 238 株和内生溶磷菌 318 株，

其中固氮菌优势菌属包括微杆菌属、芽孢杆菌

属和假单胞菌属等。溶磷菌数目最多的是芽孢

杆菌属，其次是假单胞菌属、微杆菌属等，而

溶磷能力最强的菌株来自微小杆菌属。综上所

述，欧洲千里光根部和叶部内生菌中固氮菌和

溶磷菌都十分丰富，丰度较高的菌属都有研究

证明为植物促生菌，而且可培养溶磷菌具有一

定的溶磷能力，推测可以帮助欧洲千里光更好

地适应环境，以完成入侵过程。在接下来的后

续研究中，我们会将筛选出的固氮菌和溶磷菌

回接植株，以进一步研究内生菌在植物入侵机

制中的作用。 
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