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摘  要：【背景】植物内生菌是研究微生物多样性和适应性进化的宝库。肉苁蓉(Cistanche deserticola)
是列当科的药用植物之一，有“沙漠人参”的美誉，具有极高的药用价值。然而有关肉苁蓉内生菌的

相关研究较为有限。【目的】解析不同种类肉苁蓉内生细菌群落多样性差异，并挖掘相关内生细菌资

源。【方法】利用高通量测序技术，对管花肉苁蓉(GH)和荒漠肉苁蓉(HM)群落组成差异及多样性进

行分析；采用传统微生物分离方法开展相关内生细菌分离培养，利用 16S rRNA 基因序列比对初步

明确菌株的分类定位，进一步测定菌株的抗逆、促生及抑菌特性。【结果】高通量测序结果表明，

GH 和 HM 共获得内生菌 OTU 1 086 个，其中共有 OTU 为 46 个，仅占总数的 4.24%；所获得的内

生细菌 OTU 共涉及 19 个门 104 个目 226 个属及一些未分类的细菌，变形菌门(Proteobacteria)为共

同的优势菌门，占 69.46%，但两种肉苁蓉样品之间内生细菌群落结构存在明显差异。实验分离获得

65 株肉苁蓉内生细菌，归属于芽孢杆菌门 (Bacillota)、变形菌门 (Proteobacteria)和放线菌门

(Actinomycetota)等 3 个门 20 个属 34 个种，其中芽孢杆菌门(Bacillota)占比最高，并分离筛选多株抗

逆、促生及抑菌菌株。【结论】管花肉苁蓉(GH)和荒漠肉苁蓉(HM)微生物群落组成存在明显差异，实

验获得一批肉苁蓉内生细菌菌株，为进一步开发利用肉苁蓉内生菌提供了前期基础。 

关键词：肉苁蓉；内生细菌；高通量测序；抗逆；促生作用；抑菌活性 
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Abstract: [Background] Plant endophytes represent the treasure for investigating microbial 
diversity and adaptive evolution. Cistanche is a genus of medicinal plants belonging to 
Orobanchaceae and honored as “ginseng of the deserts”. However, few studies have been 
carried out on the endophytes of Cistanche. [Objective] To investigate the diversity of endophytic 
bacteria in different Cistanche species and explore the endophytic bacterial resources. 
[Methods] The plants of Cistanche tubulosa (Schrenk) R. Wight (GH) and C. deserticola Y.C. 
Ma (HM) were sampled and subjected to high-throughput sequencing. The conventional 
microbial isolation method was used to isolate endophytic bacteria, and the isolates were 
identified by 16S rRNA gene sequence alignments. Subsequently, the stress tolerance, plant 
growth-promoting effects, and antimicrobial activities of the strains were evaluated. [Results] 
The high-throughput sequencing revealed a total of 1 086 OTUs of endophytic bacteria in GH 
and HM samples, among which 46 (4.24%) common OTUs were shared by the two species. The 
OTUs belonged to 226 genera, 104 orders of 19 phyla and some uncategorized bacteria. 
Proteobacteria was the dominant phylum in both samples, accounting for 69.46%. Significant 
differences were observed in the community structure of endophytic bacteria between the two 
species. In addition, 65 strains of endophytic bacteria were isolated from the plants, belonging 
to 34 species, 20 genera of 3 phyla (Bacillota, Proteobacteria, and Actinomycetota), and 
Bacillota had the highest relative abundance. Furthermore, the stress tolerance, plant 
growth-promoting effects, and antimicrobial activities of the isolates were evaluated. 
[Conclusion] The community structure of endophytic bacteria presented significant differences 
between Cistanche species. This study isolated several endophytic bacterial strains, which 
provided a basis for subsequent applications. 
Keywords: Cistanche deserticola; endophytic bacteria; high-throughput sequencing; stress 
tolerance; growth-promoting effect; antimicrobial activity 
 

植物内生菌是一种在整个生命周期或部分

时间寄生在植物组织内部且暂时对寄主组织

并不引起明显病症的微生物，内生菌种类多

样、分布广泛，是重要的微生物资源库 [1]。内

生菌作为宿主植物的重要组成部分，对调节宿

主体内的微生态平衡及促进宿主植物的健康生

长均发挥重要作用[2]。目前，关于内生菌多样

性的研究方法主要基于传统培养方法 [3]。然

而，仅靠传统培养方法不能全面地反映植物内

生菌资源。高通量测序技术因其免培养、信息
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量大等优点，已广泛应用于环境微生物[4]、肠

道微生物 [5]、植物内生菌 [6]等微生物多样性及

群落分析研究中。 
肉苁蓉(Cistanche deserticola)是中国传统

药用植物之一，为列当科植物。荒漠肉苁蓉或

管花肉苁蓉的干燥带鳞叶的肉质茎[7]，具有抗

衰老 [8]、抗氧化 [9]、润肠通便 [10]等功能。现有

研究表明，肉苁蓉存在丰富的内生真菌多样

性，并发现不同种植地区、采用季节及植物部

位其内生真菌组成存在一定的差异性 [11]。然

而，有关肉苁蓉内生细菌多样性及相关资源筛

选等研究鲜有报道。 
本研究对新疆维吾尔自治区吐鲁番市高昌

区管花肉苁蓉(GH)和荒漠肉苁蓉(HM)进行采

样，利用高通量测序技术开展多样性及群落组

成分析，并开展了肉苁蓉内生细菌的分离筛

选，相关菌株通过抗逆、促生、抑菌特性测

定，为进一步挖掘、利用肉苁蓉内生细菌提供

研究基础和科学依据。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

供试样品管花肉苁蓉(GH)和荒漠肉苁蓉(HM)
于2022年12月采自新疆维吾尔自治区吐鲁番市高

昌区 (E88°29′28″−89°54′33″, N42°15′10″−43°35′)。
样品采集采用随机采样法，选用两年生的健康

良好、无明显病虫害，且大小相仿的完整根

茎，装入无菌的牛皮纸袋内，12 h 内运回实验

室，并在 48 h 内开展表面消毒、研磨，以及内

生菌基因组提取和菌株分离筛选等。 
枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、白色念珠

菌 (Canidia albicans) 、 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus aureus)、大肠杆菌(Escherichia 
coli)和棉花枯萎病菌(Fusarium oxysporum f. sp. 
vasinfectum)、西瓜枯萎病菌(Fusarium oxysporum 

f. sp. niveum)、核桃腐烂病菌(Cytcospora sp.)均
由新疆微生物资源保藏管理中心(Microbiological 
Culture Collection Center of Xinjiang, MCCCX)
提供。 

1.2  培养基 
MRS 培养基、马铃薯葡萄糖琼脂(potato 

dextrose agar, PDA)培养基、营养琼脂(nutritional 
agar, NA)培养基、营养肉汤(nutritional broth, 
NB)培养基、高氏培养基、固氮菌用阿须贝氏

培养基、解磷细菌培养基、CAS 检测培养基、

R2A 琼脂培养基、R2A 肉汤培养基、胰蛋白胨

大豆琼脂(tryptone soy agar, TSA)培养基、金氏 B
培养基、无机磷培养基及解钾培养基，青岛高

科技工业园海博生物技术有限公司。 
羟 甲 基 纤 维 素 钠 (carboxymethylcellulose 

sodium, CMC)培养基 (g/L)：羟甲基纤维素钠

10.0，碳酸钠 2.0，硫酸镁 0.5，磷酸氢二钾 1.0，
硫酸亚铁 0.01，氯化钾 0.5，琼脂 20.0，pH 7.2–7.4。 

YMA 基础培养基(g/L)：甘露醇 10.0，酵母

粉 1.0，磷酸氢二钾 0.42，硫酸镁 0.41，氯化钠

0.1，pH 7.2–7.4。 

1.3  主要试剂和仪器 
引物和 Taq 酶等试剂，生工生物工程(上海)

股份有限公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒，

天根生化科技有限公司。 
超净工作台，苏州安泰空气技术有限公司；

高速冷冻离心机，Sigma 公司；生化培养箱，

上海福玛实验设备有限公司；酶标仪，伯腾仪

器有限公司；自动高压灭菌锅，HIRAYAMA 公

司；振荡培养箱，上海博讯实业有限公司医疗

设备厂；电子天平，上海衡平仪器仪表厂；PCR
扩增仪，杭州博日科技有限公司。 

1.4  样品的表面消毒 
肉苁蓉表面消毒具体参考于晶等[12]的方法。

将新鲜健康的肉苁蓉样品用自来水冲洗表面的泥
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土和其他杂质，并持续用自来水冲洗 10 min，无

菌滤纸吸干水分后移入无菌超净工作台；利用无

菌水整体冲洗 5−6次，75%的乙醇漂洗 3−5 min，
无菌水冲洗 4次，再用 75%乙醇漂洗 1 min，无

菌水冲洗 4 次，吸干水分，备用。收集最后一遍

无菌水洗涤液，进行表面消毒效果验证。 

1.5  基因组 DNA 的提取及扩增测序 
取表面消毒后的管花肉苁蓉(GH)和荒漠肉

苁蓉(HM)样品浸泡于液氮罐中，待充分冷冻

后进行破碎和充分研磨，取适量的样品按照细

菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书提取 DNA，

并使用 1%琼脂糖凝胶电泳检测所提取 DNA 的

浓度和纯度。采用通用引物 799F (5′-AACMGG 
ATTAGATACCCKG-3′)和 1193R (5′-ACGTCATCC 
CCACCTTCC-3′)进行 16S rRNA 基因 V3−V4 区

PCR 扩增，PCR 反应条件和反应体系参考顾美

英等[13]和刘晓静等[14]的方法，PCR扩增产物经

检验合格后送至北京诺禾生物信息科技有限公

司进行高通量测序。 

1.6  高通量测序及数据处理 
先根据 barcode 进行拆分获得每个样品的

原始数据，并去除 barcode 和引物，随后通过

flash 软件对 R1 和 R2 序列数据进行拼接。对拼

接的 tags 进行质控，得到 clean tags，再进行嵌

合体过滤，排除宿主叶绿体序列数据的干扰，

得到可用于后续分析的有效数据 (effective 
tags)。以序列 97%的一致性作为一个 OTU，各

样品数据经均一化处理后进行数据分析。所有

高通量测序数据已上传至国家微生物科学数据

中心(National Microbiology Data Center, NMDC, 
http://nmdc.cn/)，登录号为 NMDC10018872。 

1.7  肉苁蓉内生细菌的分离与鉴定 
1.7.1  梯度稀释法 

按 1.4 所述将样品消毒后取 20.0 g 加 200 mL
无菌水于无菌研钵中碾碎成匀浆，分别稀释至

10−3、10−4、10−5 这 3 个浓度梯度。分别移取稀

释液 100 μL 涂布于 MRS 琼脂、R2A 琼脂、

1/3TSA、阿须贝氏、NA 营养琼脂、高氏培养

基、无机磷培养基、CMC 固体培养基表面，

每个梯度进行 3 个重复，于 30 ℃培养 24−96 h，
每间隔 24 h 观察菌落，挑取单菌落接种至相应

的固体培养基上进行分离纯化并编号记录[15]。 
1.7.2  组织切块法 

使用灭菌刀片将消毒后的肉苁蓉样品在无

菌条件下切成 1 cm×1 cm 的小块，从中随机选

择不同部位的组织块，用无菌镊子放置于各

类培养基上进行培养，培养纯化条件如 1.7.1
所示[16]。 

1.8  内生菌的分子生物学鉴定 
从新鲜纯化后的平板挑取适量菌苔，采用

菌落 PCR 方法，利用细菌 16S rRNA 基因通用

引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)
和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)进
行扩增。PCR 反应体系：Master Mix 15 μL，

27F、1492R 引物(10 μmol/L)各 1 μL，DNA 模

板(10 ng/μL) 1 μL，ddH2O 补足 30 μL。PCR 反

应条件：95 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，54 ℃ 30 s，
72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃ 10 min[17]。PCR
产物经检验合格后送至生工生物工程(上海)股
份有限公司进行测序。所得序列经人工校正和

拼接后上传至 NCBI 数据库进行同源性比对，并

调取相关模式菌株用 MEGA 11.0 软件 NJ 法构建

系统发育树，确定分离菌株分类地位。 

1.9  分离菌株抗逆特性的测定 
将分离纯化的菌株分别转接到含 0%、

10%、15%、20% NaCl 的 NA 培养基上划线，

30 ℃倒置培养 3 d，每个处理 3 个重复，观察

生长情况，以确定菌株的耐盐能力[18]。 
耐旱特性采用韩梅[19]的方法进行，将菌株

接种到含 10%、15%、20% PEG6000 的 YMA
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液体培养基，28 ℃、160 r/min 培养 72 h，测定

OD600，以不加 PEG6000 作为对照，每个处理   
3 个重复。 

1.10  分离菌株促生特性的测定 
将纯化后的菌株接种于无机磷、阿须贝氏

培养基和 CAS 检测培养基中，于 30 ℃恒温培养

3−7 d，观察菌落周围是否出现透明圈，以判断该

菌株有无相关特性[20]。产 IAA 采用比色法[21-22]：

将 200 μL 菌悬液接种于装有 5 mL 200 mg/L 含

L-色氨酸的金氏 B 培养基和不含 L-色氨酸的金

氏 B 培养基中，30 ℃培养 3 d 后 8 000 r/min、
4 ℃离心 15 min 收集上清液，分别将等量的上

清液和 Salkowski 比色液在白色陶瓷板上 1:1 混

合，室温避光静置 30 min 后观察，以未接种菌

株为空白对照，观察反应后颜色变红程度进行

判断，颜色越深说明菌株产 IAA 能力越强。 

1.11  分离菌株抑菌特性的测定 
采用对峙平板法检测菌株的抑菌活性[23]。将

大肠杆菌(E. coli)、金黄色葡萄球菌(S. aureus)
和枯草芽孢杆菌 (B. subtilis)等病原细菌培养 
10 h 后稀释至 10−6 (OD600=0.2)，取 100 μL 均

匀涂布到 NA 培养基上。将待测菌株发酵液于

4 ℃、8 000 r/min 离心 15 min，用打孔器(直径  
5 mm)分别在培养皿距离中心 2 cm 处打孔，每

个平板打 4个孔。取上清液过0.22 µm无菌滤膜，

取 70 µL 测试样品加入培养皿中的孔中，以无

菌水作为对照。 
将核桃腐烂病菌(Cytcospora sp.)、棉花枯

萎病菌(F. oxysporum f. sp. vasinfectum)、西瓜

枯萎病菌(F. oxysporum f. sp. niveum)和白色念

珠菌(C. albicans)等 4 种病原真菌接种于 PDA 培

养基上培养 3−5 d。用无菌打孔器取相关病菌

菌饼置于 PDA 培养基中心位置，距中心 2 cm
处点接种待测菌株，30 ℃培养，检测菌株抑

制病原真菌生长的能力[24]。 

2  结果与分析 
2.1  高通量测序结果 
2.1.1  细菌多样性 

从管花肉苁蓉(GH)和荒漠肉苁蓉 (HM)样
品共测得原始序列 301 260 条，过滤掉低质量

序列并去除植物体内的线粒体、叶绿体相关序

列后获得高质量有效序列 300 063 条(表 1)。α 多

样性结果显示，不同肉苁蓉样品测序覆盖度为

99.99%，可以较好反映样品中内生细菌的真实

组成情况。Simpson 指数和 Shannon 指数在 2 种

肉苁蓉样品之间差异性不显著，而 Chao1 指数

存在差异，并且 HM 样品高于 GH 样品，说明

GH 样品的群落丰度低于 HM 样品的群落丰度。 
2.1.2  OTU 分析 

分别对管花肉苁蓉(GH)和荒漠肉苁蓉(HM)
所测序列以序列 97%的一致性作为一个 OTU，

并绘制两者的韦恩图 (图 1)，实验总计获得    
1 086 个 OTU，其中，GH 和 HM 样品分别检测

到特有 OTU 数为 582 和 458 个，而共有 OTU
仅有 46 个，占 OTU 总数的 4.24%，表明 2 种

肉苁蓉内生细菌组成存在明显差异。 
2.1.3  细菌群落物种分析 

群落多样性结果显示，管花肉苁蓉(GH)
和荒漠肉苁蓉(HM)内生细菌共包括 19 个门 
104 个目 226 个属及一些未分类的细菌。在门水 
 
表 1  不同样品内生细菌群落的 α 多样性分析 
Table 1  Alpha diversity analysis of endophytic 
bacterial communities in different samples 
Item GH HM 

Effective sequence 137 890 162 173 
Chao1 index 163.67±15.60b 259.00±30.20a 
Simpson index 0.23±0.27a 0.24±0.19a 
Shannon index 2.04±0.46a 2.52±0.57a 
Coverage (%) 99.99 99.99 

不同小写字母表示差异显著 
Different lowercase letters indicate significant differences. 
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图 1  不同样品内生细菌群落 OTU 分布韦恩图 
Figure 1  Venn diagram of OTUs distribution of 
endophytic bacterial communities in different 
samples. 
 
平上，主要涉及变形菌门(Proteobacteria)、芽孢

杆菌门(Bacillota)、放线菌门(Actinomycetota)，
酸杆菌门(Acidobacteriota)、绿弯菌门(Chloroflexi)
等 5 个菌门，累计占各样品的 98.00%以上。其

中，变形菌门(Proteobacteria)为 2 种肉苁蓉的

绝对优势菌门，分别占 79.74%和 67.68%，但

其他菌门相对丰度上存在明显差异(图 2)。 
在 目 水 平 上 ( 图 3) ， 假 单 胞 菌 目

(Pseudomonadales) 、 无 胆 甾 原 体 目

(Acholeplasmatales)、伯克氏菌目(Burkholderiales)、
链 霉 菌 目 (Streptomycetales) 、 根 瘤 菌 目

(Rhizobiales)等 5 个菌目占各样品的 86.62%。

其中假单胞菌目(Pseudomonadales)作为两种肉

苁蓉中共同的优势菌目，分别占 41.61%和

64.16%。但其他菌目的相对丰度存在明显差

异，伯克氏菌目(Burkholderiales)和无胆甾原体

目(Acholeplasmatales)分别占 GH 的 32.67%和

2.50%；HM 样品中伯克氏菌目(Burkholderiales)
和 无 胆 甾 原 体 目 (Acholeplasmatales) 分 别 占

1.86%和 29.53%。 
物种的相关性热图可以直观地观察出群落

菌群之间的丰度差异性、相似性和物种聚类关

系，颜色越红代表的是菌群之间丰度差异越

大，颜色越蓝代表群落丰度越小。选取 2 种肉 

 
 
图 2  不同样品内生细菌门水平的相对丰度   
GH：管花肉苁蓉. HM：荒漠肉苁蓉. 下同 
Figure 2  Relative abundance of endophytic bacteria at 
the phylum level in different samples. GH: Cistanche 
tubulosa (Schrenk) R. Wight. HM: C. deserticola Y.C. 
Ma. The same below. 
 

 
 
图 3  不同样品内生细菌目水平的相对丰度 
Figure 3  Relative abundance of endophytic bacteria 
at the order level in different samples. 
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苁蓉属水平前 20 的内生细菌群落进行差异分

析，并绘制相关性热图(图 4)。结果表明 2 种肉

苁蓉样品在属水平上群落丰度存在明显差异。

假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas) 、 Candidatus 
Phytoplasma 、罗尔斯通氏菌属 (Ralstonia)、
Methyloversatilis、链霉菌属(Streptomyces)等占各

样品的 85.21%。其中假单胞菌属(Pseudomonas)
占比最大分别为 54.90%、50.31%。但其他菌

属 相 对 丰 度 存 在 差 异 ， 罗 尔 斯 通 氏 菌 属

(Ralstonia)和 Candidatus Phytoplasma 是 GH 样品

的优势菌属，分别占 37.77%和 4.31%；HM 样品

中 Candidatus Phytoplasma 和 Methyloversatilis 是

优势菌属，分别占 23.16%和 0.80%。 
2.1.4  主成分分析 

主成分分析(principal component analysis，
PCA)结果表明(图 5)，主成分分析 1 (PC1)和主

成分分析 2 (PC2)对样品群落的贡献率分别为

31.47% 和 22.56% ， 二 者 累 计 贡 献 率 达 到

54.03%。在主成分分析图中，HM 样品都分布

在第三象限且样品间较为集中，表明群落结构

差异较小，而 GH 样品分布较散且样品间距离

较远，说明同种样品之间存在群落差异。同

时，HM 和 GH 样品间各点分布存在明显差

异，表明不同肉苁蓉群落组成存在明显差异。 
 

 
 
图 4  不同样品内生细菌优势属的相关性热图 
Figure 4  Heat map of dominant genus correlation of endophytic bacteria in different samples. 
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图 5  不同样品内生细菌群落的主成分分析图 
Figure 5  Principal component analysis plots of 
endophytic bacterial communities from different 
samples. 
 
2.2  肉苁蓉可培养内生细菌的分离与鉴定

结果 
从肉苁蓉组织中共分离得到65株细菌(图6)，

经 16S rRNA 基因序列 BLAST 比对，结果显示，

肉苁蓉内生细菌归属于 3 个门 20 个属 34 个种，

所获菌株与已知模式菌株 16S rRNA 基因序列

相似性在 99.04%−100%。其中，芽孢杆菌属

(Bacillus，9 种)种类最多，其次为假单胞菌属

(Pseudomonas ， 3 种 ) 、赖氨酸芽孢 杆菌属

(Lysinibacillus，3 种)、微杆菌属(Microbacterium，

2 种)、糖丝菌属(Saccharothrix，2 种)，其余菌

属各 1 种。菌株的分类鉴定统计表见表 2，采

用 MEGA 11.0 软件利用 NJ 法构建系统发育树

(图 7 和图 8)。 

2.3  菌株的抗逆及促生特性 
进一步对 65 株内生细菌相关抗逆及促生特

性进行分析(图 9)，大多数菌株具有较强的抗逆特

性。在耐盐特性方面，所有菌株均可在 3%的 NaCl
条件下生长，并且23.53%的菌株可在10%的NaCl
条件下生长。在耐旱特性方面，69.54%的菌株可

在浓度为 10% PEG6000 条件下生长，26.12%的

菌株可在浓度 20% PEG6000 时生长。结果表明

大部分肉苁蓉内生细菌具有较强的抗逆特性。发

现芽孢杆菌(5 种)、假单胞菌(1 种)、亮杆菌

(Leucobacter，1 种)及微球菌(Micrococcus，1 种)
在不同程度上抗逆特性能力较强。 

 

 
 
图 6  部分可培养内生细菌平板照片 
Figure 6  Colonies plate photograph of some culturable endophytic bacteria. A: CS-4. B: NGW-3. C: 
NGW-4. D: RGW-4. E: AGT-3. F: NGW-2. G: TGW-4. H: GG-13. 
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表 2  可培养内生细菌汇总表 
Table 2  culturable endophytic bacteria summary table 
No. Genus Number of 

species 
Number 
of strains 

Ratio (%) Strain code 

1 Bacillus 9 19 29.23 RGT-2, RGT-3, RGT-1, GGT-4, RGW-4, GGT-18, RGT-1, 
NGW-3, AGT-2, AGW-1, PT-26, GGT-23, GGT-22, MGT-4, 
MGT-1, MGT-2, MGT-3, GGT-13, RT-10 

2 Lysinibacillus 3 6 9.23 TGW-5, TGW-6, TGW-7, TGW-8, NGW-1, NGT-7 
3 Pseudomonas 3 6 9.23 NGT-5, NGT-6, PT-5, PT-1, PT-2, Z-TT-3 
4 Saccharothrix 2 4 6.15 AGT-3, AGT-6, AGT-7, CGW-2 
5 Priestia 1 4 6.15 AGT-5, MGW-6, MGT-7, MGW-8 
6 Paenibacillus 1 4 6.15 CGW-1, GGW-1, AGT-4, AGW-8 
7 Achromobacter 1 3 4.62 RGT-7, GGT-5, GGT-6 
8 Glutamicibacter 1 2 3.08 RGT-5, RGT-6 
9 Enterobacter 1 2 3.08 GGT-25, GGT-8 
10 Delftia 1 2 3.08 GGT-3, GGT-29 
11 Brachybacterium 1 2 3.08 RGT-9, RGT-8 
12 Stenotrophomonas 1 2 3.08 GGT-12, GGT-11 
13 Microbacterium 2 2 3.08 Z-TW-2, Z-TT-4 
14 Alcaligenes 1 1 1.54 RT-11 
15 Chelatococcus 1 1 1.54 NGT-8 
16 Arthrobacter 1 1 1.54 Z-TT-5 
17 Lactiplantibacillus 1 1 1.54 CS-4 
18 Serratia 1 1 1.54 TGW-4 
19 Micrococcus 1 1 1.54 NGW-4 
20 Leucobacter 1 1 1.54 NGW-2 

 
在促生特性方面，26.47%的菌株在解无机

磷培养基和固氮培养基呈现出不同程度的透明

圈，41.18%的菌株在 CAS 培养基有明显的橙

色晕圈产生，38.24%的菌株具有产 IAA 特性，

发现芽孢杆菌(7 种)、假单胞菌(1 种)和乳酸菌

(Lactiplantibacillus，1 种)在不同程度上促生特

性能力较强。 

2.4  菌株的抑菌特性 
2.4.1  抑制病原细菌的活性 

进一步对菌株进行拮抗病原细菌特性的测

定，结果统计如图 10 所示，29.41%的菌株均

具有不同程度抑制枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄

球菌和大肠杆菌的特性，其中芽孢杆菌(6 种)、
乳酸菌(1 种)、粪产碱杆菌(Alcaligenes，1 种)

抑制病原细菌能力较强。 
2.4.2  抑制病原真菌的活性 

进一步对菌株进行拮抗病原真菌特性的测

定，结果统计如图 11 所示，35.29%的菌株对西

瓜枯萎病菌和棉花枯萎病菌具有抑制特性，

38.24%对核桃腐烂病菌具有抑制特性，23.53%具

有抑制白色念珠菌特性，其中芽孢杆菌(8 种)、
假单胞菌(1 种)、产碱杆菌(1 种)抑制病原真菌

能力较强，图 12 为部分菌株的抑菌效果展示。 

3  讨论 
内生细菌存在于各种植物中，具有丰富的

群落多样性，但往往因植物品种、种植环境、

植物部位等的不同，导致内生菌组成结构和数 
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图 7  基于可培养内生细菌芽孢杆菌门菌株 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号中的序号为

菌株的 GenBank 登录号；标尺 0.02 代表序列偏差值；分支点上的数字代表计算 1 000 次聚类的概率 
Figure 7  Phylogenetic tree constructed based on 16S rRNA gene sequence of cultivable endophytic bacteria 
Bacillota. The serial number in brackets is the GenBank accession number of the strain, and the value of 0.02 
represents the sequence deviation value. The number at the node means the percentage of occurrence in 1 000 
boot-strapped trees. 
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图 8  基于可培养内生细菌变形菌门和放线菌门菌株 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号中

的序号为菌株的 GenBank 登录号；标尺 0.05 代表序列偏差值；分支点上的数字代表计算 1 000 次聚类的概率 
Figure 8  Phylogenetic tree constructed based on 16S rRNA gene sequence of cultivable endophytic bacteria 
Proteobacteria and Actinomycetota. The serial number in brackets is the GenBank accession number of the 
strain, and the value of 0.05 represents the sequence deviation value. The number at the node means the 
percentage of occurrence in 1 000 boot-strapped trees. 
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图 9  可培养内生细菌的抗逆及促生特性统计   PSMs：溶磷作用；NF：固氮作用；CAS：铁载体；IAA：

吲哚-3-乙酸 
Figure 9  Statistics of stress-resistant and growth-promoting properties of culturable endophytic bacteria. 
PSMs: Phosphorus-solubilizing effect; NF: Nitrogen fixation; CAS: siderophores; IAA: Indole-3-acetic acid. 
 

 
 
图 10  内生细菌抑制病原细菌特性统计 
Figure 10  Statistics of the characteristics of 
endophytic bacteria inhibiting pathogenic bacteria. 
 
量存在明显差异。目前，国内外学者已对多花

黄精、南瓜、黑果枸杞、人参等药用或药食同

源植物进行研究，均发现含有丰富的内生菌资

源。蔡媛等[25]采用高通量测序技术分析多花黄

精内生细菌的多样性分析，发现其内生菌共涉

及 19 个门 432 个属。黄子粤等[26]对相同条件下

5 种不同品种南瓜茎部内生细菌群落多样性分

析发现内生细菌存在丰富的多样性，但不同品 

 
 
图 11  内生细菌抑制病原真菌特性统计 
Figure 11  Statistics of characteristics of endophytic 
bacteria inhibiting pathogenic fungi. 
 
种南瓜茎中内生细菌基于不同分类水平上存在差

异。顾美英等[13]发现黑果枸杞不同组织部位内

生细菌群落多样性存在明显差异，其根部的内

生细菌多样性最高。郭伟强等[27]发现野生与栽

培人参内生细菌群落多样性存在差异，尽管变

形菌门占据主导地位，但在优势菌属方面不管

在群落组成还是种类数量方面均存在较大差

异。肉苁蓉素有“沙漠人参”之称，但有关肉苁 
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图 12  部分内生细菌的抑制细菌及真菌指示菌结果   A：白色念珠菌. B：枯草芽孢杆菌. C：核桃腐烂

病菌. D：棉花枯萎病菌 
Figure 12  Results of inhibitory bacterial and fungal indicators of some endophytic bacteria. A: C. albicans. 
B: B. subtilis. C: Cytcospora sp. D: Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum. 
 
蓉内生细菌多样性和组成差异鲜有报道。本研

究首次利用高通量测序方法对管花肉苁蓉(GH)
和荒漠肉苁蓉(HM)样品进行群落结构多样性

分析，发现两者内生细菌共涉及细菌域 19 个门

226 个属及一些未分类的细菌，变形菌门是两

种肉苁蓉共同的优势菌门，其与郭伟强等报道

的人参内生细菌优势菌门相一致；然而，两种

肉苁蓉样品共有 OTU 数仅为 46 个，占总 OTU
的 4.24%，表明肉苁蓉根块样品内生菌组成存在

明显种间差异。 
目前，有关肉苁蓉内生菌资源挖掘相关报

道较为有限，仅周峰[11]从产于宁夏的荒漠肉苁

蓉中分离到 618 株内生真菌，并发现不同种植

地区、采收季节及植物部位其内生真菌组成存

在一定的差异性。本研究对吐鲁番市高昌区肉

苁蓉样品进行内生细菌分离鉴定，初步分离得

到 65 株细菌，归属于 3 个门 20 个属 34 个种，

其中芽孢杆菌属占比最大，为 29.34%，与前人

报道的其他药用植物如骆驼刺[28]、葛根[29]、乌

檀[30]等结果相似。同时，本研究也分离到多种

高通量测序检出的假单胞菌属(Pseudomonas)、
微杆菌属(Microbacterium)等菌属，而高通量测

序结果中的多种肉苁蓉优势内生菌，如罗尔斯

通氏菌属(Ralstonia)、Methyloversatilis、链霉菌

属(Streptomyces)等菌株在此次研究中未分离获

得，可能受研究中分离筛选的培养基种类、培

养条件等因素的影响[31]。同时，本研究分离获

得的植物乳杆菌属(Lactiplantibacillus)、赖氨酸芽

孢杆菌属(Lysinibacillus)、产碱杆菌属(Alcaligenes)
等 11 个属未在高通量结果中检出，表明通过可

培养方法和加强培养组学研究能进一步补充和

校正高通量测序结果误差[32]。 
植物内生菌往往具有促进植物生长[33]、提

高植物抗逆[34]、抗病[35]等特性。本研究对实验

所获得的菌株抗逆和促生研究表明，23.53%的

菌株可在 10%的 NaCl 条件下生长；69.54%的

菌株在 10%的 PEG6000 条件下均可生长，表现

出较强的耐盐、耐干旱特性。内生菌可以通过

如固氮、溶磷、产铁载体及产 IAA 等不同方式

促进植物的生长发育[36]。本研究发现 26.47%的

肉苁蓉内生细菌具有解无机磷和固氮作用，

41.18%的菌株可产生铁载体，38.24%的菌株可

产 IAA。同时，本研究也获得多株芽孢杆菌、

乳酸菌、假单胞菌等对不同病原细菌及病原真

菌具有拮抗作用的菌株。其中，芽孢杆菌是农

业微生物菌剂的重要菌株，并在植物体内多有



 
木尼热·木塔力甫 等 | 肉苁蓉内生细菌多样性及功能菌株的分离筛选 4071 

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

分布。王静怡等[37]从棉花内生菌中获得 4 株棉

花黄萎病拮抗菌，均为芽孢杆菌，并研发制备

棉花黄萎病生防菌剂，发现该菌能较好地在土

壤中定殖，其数量与防病效果呈显著正相关。

乳酸菌常应用于发酵食品加工[38]、临床治疗[39]

及作物防治[40]，具有调节机体免疫力[41]、维持肠

道内菌群平衡、抗菌[42]、降解重金属[43]和促进

机体生长等功能。本研究获得一株植物源植物

乳杆菌(Lactiplantibacillus plantarum) CS-4，除

具有较好的抑菌活性，还具有较强的抗逆促生

特性。 

4  结论 
本研究利用高通量技术解析了管花肉苁蓉

(GH)和荒漠肉苁蓉(HM)样品的内生细菌多样

性，2 个样品内生细菌共涉及 19 个门 104 个目

226 个属，变形菌门是两种肉苁蓉共同的优势菌

门，但两种肉苁蓉样品共有 OTU 数仅为 46 个，

发现肉苁蓉根块样品内生菌群落组成存在明

显种间差异。可培养分离获得肉苁蓉内生细菌

65 株，归属于 3 个门 20 个属 34 个种，其中多

数菌株具有较强的耐盐、耐干旱特性，并获得

多种促生、抑菌等功能菌株，为进一步研究植

物内生菌多样性及分布特征提供了科学依据，

并为加强肉苁蓉内生细菌资源的开发利用奠定

了前期基础。 
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