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摘  要：【目的】探索宁夏干旱荒漠区苦豆子内生放线菌的多样性及区系组成，为苦豆子内生放

线菌的合理开发和利用提供理论依据。【方法】从宁夏白芨滩自然保护区不同植被和土壤类型的

6 个样区采集健康苦豆子样品 30 份，采用组织匀浆法从苦豆子植株的根部、茎部、叶部和种子

中分离内生放线菌，根据培养性状、菌落、孢子等的形态特征和 16S rRNA 基因序列分析对分离

菌株进行鉴定；根据苦豆子内生放线菌的相对频率、物种多样性指数、丰富度指数和相似性系数

分析其区系组成特点。【结果】从 30 份苦豆子样品中，共分离得到内生放线菌 111 株，这些菌株

分属于链霉菌属 (Streptomyces)、拟诺卡氏菌属 (Nocardiopsis)、普劳斯氏菌属 (Prauserella)、

Actinophytocola、微杆菌属 (Microbacterium)、束丝放线菌属 (Actinosynnema)、嗜热油菌属

(Thermoleophilum)、糖霉菌属(Glycomyces)和糖丝菌属(Saccharothrix) 9 个属，其中链霉菌属

(Streptomyces)和拟诺卡氏菌属(Nocardiopsis)为优势属。苦豆子内生放线菌的分布具有一定的组织

特异性，根和种子中的内生放线菌数量高于茎和叶。植被类型中，沙生植被草原(样区 )Ⅳ 分离的

苦豆子内生放线菌物种多样性指数最高，而荒漠草原(样区 )Ⅴ 最低。荒漠草原(样区 )Ⅴ 和林地(样

区 )Ⅵ 内生放线菌群落有密切的相似性。【结论】苦豆子体内含有丰富的内生放线菌资源，其内生

放线菌具有很高的宿主特异性，而且其分布受生境影响。 

关键词：苦豆子，内生放线菌，多样性，16S rRNA 基因序列分析 
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Abstract: [Objective] The diversity and microflora composition of endophytic actinomycetes from 
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Sophora alopecuroides L. in arid and desolate areas of Ningxia were analyzed, which could also provide 
research methods and theory on rational development and use of endophytic actinomycetes from 
Sophora alopecuroides L.. [Methods] The endophytic actinomycetes were separated and cultivated from 
30 samples of healthy roots, stems, leaves and seeds of Sophora alopecuroides L. by tissue homogenate 
in six sample plots, where were sampled from different vegetations and soil types in Baijitan Nature 
Reserve of Ningxia. Endophytic actionmycetes were classified according to their morphological 
characteristics of culture, bacterial colonies and spores and 16S rRNA gene sequences analysis. Relative 
frequency (Rf), Shannon-wiener index (F), Margalef index (D) and Sorenson’s similarity coefficient (Cs) 
were calculated to analyze their characteristics of microflora composition. [Results] 111 endophytic 
actinomycetes were isolated from 30 samples, and they belong to Streptomyces, Nocardiopsis, 
Prauserella, Actinophytocola, Microbacterium, Actinosynnema, Thermoleophilum, Glycomyces and 
Saccharothrix respectively, Streptomyces and Nocardiopsis were dominant genera. The distribution of 
endophytic actinomycetes from Sophora alopecuroides L. has some degree of tissue preference. 
Quantities of endophytic actinomycetes from roots and seeds of Sophora alopecuroides L. were more 
than ones of stems and leaves for the same plant. In different vegetations types, Shannon-wiener index 
(H′) of endophytic actionmycetes from Sophora alopecuroides L. were most significantly in the sandy 
weeds (sample Ⅳ) and least in desert steppes (sample Ⅴ). The community of endophytic actinomycetes 

from Sophora alopecuroides L. of desert steppe (sample Ⅴ) and woodland (sample Ⅵ) has closely 
similarity. [Conclusion] From the experiment we can see that Sophora alopecuroides L. have abundant 
resources of endophytic actinomycetes, the species diversity of endophytic actinomycetes communities 
is affected both by its host preference and by its different habitats. 

Keywords: Sophora alopecuroides L., Endophytic actinomycetes, Diversity, 16S rRNA gene 
sequences analysis 

放线菌是一类具有重要应用价值的微生物资

源，目前报道的抗生素约有 80%是由放线菌产生 

的[1]。然而植物内生放线菌是一类相对未开发的新

微生物资源，研究表明内生放线菌除了从宿主获得

自身生长所需的营养物质外，一些有益的内生放线

菌还能提高宿主植物的抗逆性，促进植物生长[2]。

植物内生放线菌广泛的分布于植物体根、茎、叶、

花、果实和种子等器官、组织的细胞或细胞间隙  

中[3]，其多样性受多种因素的影响，如不同的区域

或位点、气候条件、植被等均可影响植物内生放线

菌类群的多样性。有研究表明湿润、低洼的雨林环

境更适合植物内生放线菌在其宿主中定殖[4]，植被

丰富的热带或亚热带的常青植物中内生放线菌的

数目和种类比生长在较干燥、寒冷环境下的植物内

生放线菌更为丰富[5-6]。 

苦豆子(Sophora alopecuroides L.)为我国北方

荒漠、半荒漠地区重要的沙生药用植物，其功效主

要有清热解毒、驱风燥湿、抗菌杀虫[7]、抗肿瘤[8]、

增强免疫[9]等，具有独特的民族药用历史，是研究

沙生药用植物内生放线菌及其活性代谢产物的绝

好材料[10]。目前国内外对苦豆子的研究主要集中在

对其活性成分的分析以及相关功能性产品的研发

上面[11-13]，对其内生放线菌的研究报道还较少。 

2009 年，顾沛雯[14]从采自宁夏毛乌苏荒漠的野

生苦豆子中分离得到 26 株内生放线菌，经初步鉴

定发现苦豆子内生放线菌以链霉菌属(Strepomyces)

和诺卡氏菌属(Nocardia)菌株最多。2013 年，胡美

娟等[15]对 126 株苦豆子内生放线菌进行了产酶活性

分析，并对 8 株高产酶活性内生放线菌菌株进行了

16S rRNA 基因序列片段同源性分析，发现 7 株活

性菌株属于链霉菌属(Strepomyces)，1 株属于拟诺卡

氏菌属(Nocardiopsis)。为了深入了解内生放线菌在

其宿主苦豆子体内的生态功能和作用机制，更好地

挖掘和利用苦豆子内生放线菌资源，本研究在宁夏

白芨滩自然保护区分别选择了生长在植被和土壤

类型不同的 6 种生境中的苦豆子作为研究对象，分
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析了它们的内生放线菌区系、种类组成及其分布特

点，以期为苦豆子内生放线菌的合理开发和利用提

供理论依据。 

宁夏灵武白芨滩自然保护区地处毛乌素沙漠

西南边缘，是一个以防风固沙造林，保护生态环境

为主的荒漠类型生态系统自然保护区。位于北纬

37°49′05″−38°20′53″，东经 106°20′22″−106°37′19″，

属于我国西部鄂尔多斯台地西南缘的一部分，区内

南部以沙地丘陵为主，北部以山地荒漠为主，平均

海拔 1 250 m。区域内沟壑纵横、沙峁发育，加上

黄土堆积物垂直节理发育、疏松多孔、富水性差。

保护区深居西北内陆高原，属中温带干旱气候区，

四季分明，最显著的气候特点是干燥、风大、沙多，

年平均气温在 8−9 °C 之间。保护区全年的降雨量少

而集中，蒸发量大、冬寒长、夏热短、温差大、日

照长、光能丰富，土壤类型以灰钙土和风沙土为主。

植被类型以沙生植物为主，包括沙生禾草类，如白

草(Pennisetum centrasiaticum)、蒙古冰草(Agropyron 

desertorum)、芨芨草(Achnatherum splendens)、短花

针 茅 (Stipa breviflora) 、 沙 地 芦 苇 (Phragmites 

australis)等；豆科、藜科、萝藦科、鸢尾科等旱生

杂草类，如甘草(Glycyrrhiza uralensis)、苦豆子(S. 

alopecuroide L.)、沙蓬(Agriophyllum squarrosum)、

骆 驼 蓬 (Peganum nigellastrum) 、 沙 蒿 (Artemisia 

desertorum)、老瓜头(Cynanchum komarovii)、打苞

鸢尾(Iris bungei)等；旱生强旱生灌木和半灌木类，

如 猫 头 刺 (Oxytropis aciphylla) 、 柠 条 锦 鸡 儿

(Caragana korshinskii) 、 川 青 锦 鸡 儿 (Caragana 

tibetica)、沙冬青(Ammopiptanthus mongolicus)等；

沙地盐生植物类，如盐爪爪(Kalidium cuspidatum)、

红砂(Reaumuria soongorica)等。 

1  材料与方法 

1.1  材料来源 

于 2010 年 6 月和 10 月，从宁夏白芨滩自然保

护区的回民巷、冯记沟、羊肠湾、宁东、宝塔和小

口子等地，根据海拔、土壤类型、有机质含量及植

被类型的不同，分别选取Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ和Ⅵ 

6 个样区(表 1)。在各样区内用 5 点“Z”型(每样点面

积 1 m2)方法，于每样点采集苦豆子豆荚 30 个和 
 
 

表 1  宁夏灵武白芨滩自然保护区苦豆子各采样区概况 
Table 1  Basic condition of each sample plot of Sophora alopecuroides L. from Baijitan Nature Reserve of Ningxia 

样区号

Sample code 

植被类型 

Vegetation 
type 

植被特征 

Vegetation characteristics 

海拔 

Altitude (m)

土壤 Soils 

类型 

Type 
pH 

有机质 

Organic matter (%)

Ⅰ 荒漠草原 白草、甘草、苦豆子、蒙古冰草、短

花针茅、川青锦鸡儿、刺蓬等为优势

种群，群落覆盖度 50%左右 

1 350−1 370 淡灰钙土 8.5 1.0−1.2 

Ⅱ 沙生植被草原 短花针茅、猫头刺、芨芨草 等为优势

种群，群落覆盖度 40%左右 

1 350−1 370 淡灰钙土 8.9 0.7−0.9 

Ⅲ 荒漠草原 猫头刺、打苞鸢尾、苦豆子、甘草、

刺蓬等为优势种群，群落覆盖度 40%

左右 

1 410−1 425 风沙土 8.9 1.0−1.2 

Ⅳ 沙生植被草原 苦豆子、甘草、蒙古冰草、刺蓬等为

优势种群，群落覆盖率为 50%左右 

1 390−1 400 淡灰钙土 8.5 0.7−0.9 

Ⅴ 荒漠草原 骆驼蒿、红砂、猫头刺、老瓜头等为

优势种群，群落覆盖度 35%左右 

1 360−1 380 盐 碱 风 沙

土 

9.3 0.4−0.6 

Ⅵ 林地 银白杨及一年生沙生杂草，植被覆盖

率为 50%左右 

1 420−1 430 淡灰钙土 9.0 1.5−2.0 
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健康植株 10 株，作为 1 份，共采 30 份。种子脱粒

后选择光滑圆润无病虫害的籽粒进行内生放线菌

的分离。健康植株用保鲜袋带回后，于 4 °C 保存，

分别于采集后 3−4 d 内按根、茎、叶 3 个部位分离

内生放线菌。 

1.2  培养基组成 

高氏Ⅰ号培养基(GA)、燕麦琼脂培养基(OA)

和植物汁液培养基(ZYP，GA 添加 1%苦豆子茎叶

汁液)的成分及配制参照文献[16]。 

1.3  苦豆子内生放线菌的分离和纯化 

称取苦豆子种子约 1−2 g，用 50% (质量体积比) 

H2SO4 浸泡 4−5 h 软化种皮，用清水冲洗数次，催

芽 3−5 d 后，在超净台中用无菌水清洗 3 次，用 75% 

(体积比)酒精浸泡 30 s，再用 3% (质量体积比)的次

氯酸钠浸泡 5 min，立即用无菌水洗涤 5 次，最后

一遍无菌水洗涤液涂板检测有无杂菌污染。加入  

5 mL 无菌水，采用组织匀浆法分离种子的内生放线

菌。健康苦豆子植株用清水洗去污泥，按根部、茎

部和叶部 3 个部位采用组织匀浆法分离内生放线

菌，其消毒时间为 3 min，杂菌检测方法同种子。 

将表面消毒充分的种子或植物组织直接置于

GA、OA 和 ZYP 培养基平板上(培养基中加入 3%

的重铬酸钾溶液，以抑制真菌和细菌的生长)，28 °C

培养 7 d 后，从分离得到的内生放线菌菌落边缘处，

切取菌丝尖端到新的 GA 培养基上进行纯化，纯化

菌落分别采用埋片法和插片法[17]。 

1.4  苦豆子内生放线菌的分类鉴定 

1.4.1  苦豆子内生放线菌的形态鉴定：根据分离菌

株基内菌丝、气生菌丝和孢子丝的发育等形态特征

进行分类鉴定[18]。 

1.4.2  苦豆子内生放线菌 16S rRNA 基因序列分

析：放线菌 DNA 的提取参考姜淑梅等[19]的改良酶

法和 Lee 等[20]的简单提取细菌 DNA 法。16S rRNA

基因扩增反应体系(25 μL)：2×PCR mix 12.5 μL；引

物 F8 (10 μmol/L) 1.0 μL，引物 R1492 (10 μmol/L)    

1.0 μL；模板 DNA (30 μg/L) 1.0 μL；双蒸水补足至

25 μL，做 3 个重复。PCR 反应条件为：94 °C 4 min；

95 °C 1 min，55 °C 1 min，72 °C 2 min，30 个循环；

72 °C 10 min。用 0.9%的琼脂糖凝胶电泳检测产物，

PCR 扩增产物由上海 Invitrogen 生物公司进行测序。 

使用 ContigExpress 软件拼接 DNA 序列后，测

得 序 列 提 交 到 GenBank ， 并 在 http://www.ncbi. 

nlm.nih.gov 网站上进行序列分析，获得相似序列后

用 DNAMAN 6.0.3.48 软件进行多序列比对构建系

统 发 育 树 ， 系 统 发 育 树 的 构 建 采 用 邻 接 法

(Neighbour-Joining)。 

1.5  统计学分析 

相对频率(Relative frequency，Rf)=样区(部位)

内生放线菌各属的分离数/样区(部位)内生菌分离总

数×100% (Rf>10%的属定义为某样区的优势属， 

5%≤Rf≤10%定义为常见属，Rf<5%定义为稀有属)。 

物种多样性指数采用 Shannon-Wiener index (H′)

来表示，其计算公式为：
k

i i
i 1

lnH P P


     

式中：k 是某样区(部位)分离到的内生放线菌物

种数量，Pi 是指该样区(部位)各属内生放线菌种数

占样区(部位)分离内生菌总数的百分比。 

丰富度指数(D)采用 Margalef 指数来表示，其

计算公式为：D=(S−1)/lnN 

其中：S 为物种数，N 为种群中所有物种个体  

总数。 

物 种 相 似 性 系 数 采 用 Sorenson’s similarity 

coefficient (Cs)来表示，其计算公式为：Cs=2j/(a+b) 

式中：j 是两样区(部位)共同分离到的内生放线

菌属数，a 为一样区(部位)内分离的内生放线菌属

数，b 为另一样区(部位)内分离的内生放线菌属数。 

2  结果与分析 

2.1  苦豆子内生放线菌的组成 

对宁夏白芨滩自然保护区 6 个样区共 30 份苦

豆子样品进行了内生放线菌的分离。从苦豆子组织

中共分离得到内生放线菌 111 株，通过菌落特征、

显微观察和 16S rRNA 基因序列分析可知，这 111

株内生放线菌分别属于链霉菌属(Streptomyces)、拟
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诺 卡 氏 菌 属 (Nocardiopsis) 、 普 劳 斯 氏 菌 属

(Prauserella) 、 Actinophytocola 、 微 杆 菌 属

(Microbacterium)、糖丝菌属(Saccharothrix)、束丝放

线菌属(Actinosynnema)、糖霉菌属(Glycomyces)和嗜

热油菌属(Thermoleophilum) 9 个属(图 1)。其中链霉

菌属(Streptomyces)和拟诺卡氏菌属(Nocardiopsis)为

优势属，分别占分离菌数的 74.30%和 15.30%，其

他各属都为稀有属，所占分离菌数的比例不足 5%。

链霉菌属(Streptomyces)可进一步被归于白色类群

(Albosporus) 、 烬 灰 类 群 (Cinereus) 、 蓝 色 类 群

(Gyaneus) 、 灰 褐 类 群 (Griseofuscus) 、 黄 色 类 群

(Flavus)、青色类群(Glaucus)和金色类群(Aureus)   

7 个类群，其中白色类群(Albosporus)和烬灰类群

(Cinereus) 最 多 ， 分 别 占 分 离 菌 数 的 32.40% 和

15.30%，青色类群(Glaucus)和金色类群(Aureus)最

少，分别占分离菌数的 3.60%和 0.90%。 

2.2  苦豆子内生放线菌分布的差异性 

2.2.1  苦豆子内生放线菌在不同器官的分布：苦豆

子植株各器官都有内生放线菌分布，所得到的 111

株菌株中，根部分布最多，分离到的 53 株内生放

线菌分属于 4 个属；其次是种子，分离到 32 株分

属于 7 个属；茎部分离到 20 株分属于 3 个属，叶

部内生放线菌的分布最少，分离到 6 株都属于 1 个

属(表 2)。链霉菌属(Streptomyces)在苦豆子植株的各

器官都有分布，并且是根部、茎部和种子的优势属，

其相对频率依次为 31.5%、15.3%和 22.5%。链霉菌

属(Streptomyces)中白色类群和烬灰类群分布最多，

且白色类群在苦豆子植株的各器官都有分布，金色

类群只在茎部有分布。其他各属则表现出一定的组

织特异性和偏好性，如普劳斯氏菌属(Prauserella)

在根部、茎部和种子中有分布，拟诺卡氏菌属

(Nocardiopsis) 只 在 根 部 和 种 子 中 有 分 布 ， 而

Actinophytocola、糖丝菌属(Saccharothrix)、束丝放

线菌属(Actinosynnema)和糖霉菌属(Glycomyces)只

在种子中有分布。 

根部、茎部、叶部和种子各部位的内生放线菌

物种多样性指数分别为 2.82、2.31、1.79 和 2.78。

不同植株部位间内生放线菌的相似性系数如表 3 所

示，由此可见苦豆子根部内生放线菌最为丰富，并

且根部与茎部的相似性系数最大，为 0.57，叶部与

种子的相似性系数最小，为 0.25。 

2.2.2  苦豆子内生放线菌在不同生境的分布：链霉

菌属(Streptomyces)在生境不同的 6 个样区中都有分

布，是各个样区的共有属和优势属，相对频率依次

为 76.9%、86.4%、100%、57.4%、85.7%和 88.9% (表

4)，并且白色类群和烬灰类群分布最多，表明链霉

菌属(Streptomyces)对不同的生境有很好的适应性。

在不同植被类型中，链霉菌属(Streptomyces)在荒漠 

 
 

 
 

图 1  宁夏白芨滩自然保护区苦豆子内生放线菌的组成分布 
Figure 1  Composition distribution of endophytic actinomycetes from Sophora alopecuroides L. of Baijitan Nature 

Reserve in Ningxia 
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表 2  苦豆子植株不同器官内生放线菌的相对频率 
Table 2  The distribution of endophytic actinomycetes of different separated positions from Sophora alopecuroides L. of 

Baijitan Nature Reserve in Ningxia (%) 

属 

Genus 

植株分离部位 Separated parts of plants 

根 Roots 茎 Stems 叶 Leaves 种子 Seeds 

链霉菌属 

Streptomyces 
白色类群 Albosporus 11.7 6.3 3.6 10.8 

烬灰类群 Cinereus 9.9 0.9 0 4.5 

灰褐类群 Griseofuscus 3.6 2.7 0 2.7 

蓝色类群 Gyaneus 2.7 2.7 1.8 0.9 

青色类群 Glaucus 2.7 0 0 2.7 

黄色类群 Flavus 0.9 1.8 0 0.9 

金色类群 Aureus 0 0.9 0 0 

总数 Total 31.5 15.3 5.4 22.5 

普劳斯氏菌属 Prauserella 0.9 1.8 0 1.8 

拟诺卡氏菌属 Nocardiopsis 14.4 0 0 0.9 

嗜热油菌属 Thermoleophilum 0.9 0 0 0 

微杆菌属 Microbacterium 0 0.9 0 0 

Actinophytocola 0 0 0 0.9 

糖丝菌属 Saccharothrix 0 0 0 0.9 

束丝放线菌属 Actinosynnema 0 0 0 0.9 

糖霉菌属 Glycomyces 0 0 0 0.9 

Shannon-Wiener index (H′) 2.82 2.31 1.79 2.78 

 
 

表 3  不同器官内生放线菌的相似性系数 
Table 3  The similarity coefficients of endophytic 

actinomycetes of different parts 

器官 Part 茎 Stems 叶 Leaves 种子 Seeds

根 Roots 0.57 0.40 0.55 

茎 Stems  0.50 0.40 

叶 Leaves   0.25 

 

草原(样区Ⅲ)和林地(样区Ⅵ)分布最多，相对频率分

别为 100%和 88.9%。不同生境的苦豆子内生放线菌

在某些属上存在特异性，普劳斯氏菌属(Prauserella)

在荒漠草原(样区Ⅰ和样区Ⅴ)、沙生植被草原(样区

Ⅱ ) 和 林 地 ( 样 区 Ⅵ ) 有 分 布 ； 拟 诺 卡 氏 菌 属

(Nocardiopsis)只在荒漠草原(样区Ⅰ)和沙生植被草

原(样区Ⅳ)有分布；嗜热油菌属(Thermoleophilum)

和微杆菌属(Microbacterium)只在沙生植被草原(样

区 Ⅱ ) 有 分 布 ， Actinophytocola 、 糖 丝 菌 属

(Saccharothrix)、束丝放线菌属(Actinosynnema)和糖

霉菌属(Glycomyces)只在样区Ⅳ有分布。 

各样区土壤有机质含量和土壤类型对苦豆子

内生放线菌的分布有一定影响。样区Ⅰ和样区Ⅳ土

壤有机质含量较高，分别为 1.0−1.2 和 0.7−0.9，植

被类型丰富且覆盖度高，都为 50%左右，内生放线

菌数量分布多，种类丰富多样；而样区Ⅴ土壤有机

质含量低，为 0.4−0.6，植被覆盖度低，为 35%左右，

内生放线菌数量分布最少。总体来说，苦豆子内生

放线菌的数量和种类分布与土壤类型的关系为：淡

灰钙土＞风沙土＞盐碱风沙土。 

6 个样区苦豆子内生放线菌物种多样性指数范

围为 1.74−2.53 之间，丰富度指数范围为 2.57−5.45 

之间。样区Ⅳ的内生放线菌物种多样性指数和丰富 
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表 4  6 样区苦豆子内生放线菌的相对频率 
Table 4  Relative frequence of endophytic actinomycetes from Sophora alopecuroides L. in 6 sample areas of Baijitan 

Nature Reserve of Ningxia (%) 

属 

Genus 

样区 Sample area 

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ 

链霉菌属 

Streptomyces 

白色类群 Albosporus 38.5 45.5 38.5 29.8 0 22.2 

烬灰类群 Cinereus 15.4 0 38.5 10.6 28.6 33.3 

灰褐类群 Griseofuscus 0 0 15.4 10.6 14.3 11.1 

蓝色类群 Gyaneus 7.7 27.3 0 0 28.6 11.1 

青色类群 Glaucus 7.7 0 0 4.3 0 11.1 

黄色类群 Flavus 0 13.6 1 2.1 14.3 0 

金色类群 Aureus 7.7 0 0 0 0 0 

总数 Total 76.9 86.4 100 57.4 85.7 88.9 

普劳斯氏菌属 Prauserella 15.4 4.5 0 0 14.3 11.1 

拟诺卡氏菌属 Nocardiopsis 7.7 0 0 34.1 0 0 

嗜热油菌属 Thermoleophilum 0 4.5 0 0 0 0 

微杆菌属 Microbacterium 0 4.5 0 0 0 0 

Actinophytocola 0 0 0 2.1 0 0 

糖丝菌属 Saccharothrix 0 0 0 2.1 0 0 

束丝放线菌属 Actinosynnema 0 0 0 2.1 0 0 

糖霉菌属 Glycomyces 0 0 0 2.1 0 0 

Shannon-Wiener index (H′) 2.35 2.04 2.14 2.53 1.74 1.88

Margalef index (D) 3.89 2.90 3.10 5.45 2.57 2.73

 

度指数最大，分别为 2.53 和 5.45，而样区Ⅴ的多样

性指数和丰富度指数最小，分别为 1.74 和 2.57。物

种多样性指数和丰富度指数恰好反映了样区内苦

豆子内生放线菌数量和种类的丰富程度。 

保护区内生境不同的 6 个样区苦豆子内生放线

菌群落的相似性系数在 0.20−1.00 之间(表 5)，相似

性最高的样区是样区Ⅴ和样区Ⅵ，这两个样区只有

链 霉 菌 属 (Streptomyces) 和 普 劳 斯 氏 菌 属

(Prauserella)被鉴定。样区Ⅳ与其他几个样区之间的

相似性系数都很小，在 0.20−0.44 之间。这是因为

样区Ⅳ内生放线菌群落最丰富，而其他几个样区相

对于样区Ⅳ群落比较单一。宁夏灵武白芨滩自然保

护区为典型的荒漠类型生态系统自然保护区，多年

来由于过度放牧，管理粗放，造成大量天然草场退

化为荒漠，现存的苦豆子资源主要是荒漠退化过程

中自然残存的植被[21]。样区Ⅴ和样区Ⅵ的高度相似

性恰好反映了过去这两个样区气候、土壤和植被等

的相似性。 
 
 

表 5  白芨滩自然保护区 6 样区内生放线菌相似性 
系数 

Table 5  The similarity coefficients of endophytic 
actinomycetes from Sophora alopecuroides L. in 6 

sample areas of Baijitan Nature Reserve in Ningxia  

样区 

Sample area
Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ 

Ⅰ 0.57 0.50 0.44 0.80 0.80 

Ⅱ  0.40 0.20 0.67 0.67 

Ⅲ   0.29 0.67 0.67 

Ⅳ    0.25 0.25 

Ⅴ     1.00 
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2.3  苦豆子内生放线菌系统发育分析 

根据形态特征和 16S rRNA 基因序列分析，合

并形态和序列相同的菌株，从 111 株苦豆子内生放

线菌中选择 19 株菌株，作为代表菌株，其中链霉

菌属(Streptomyces)依据不同类群选择 11 株为代表

菌株。从 GenBank 下载与这些菌株序列相似性较高

的 16S rRNA 基因序列，用于系统发育分析，构建

系统发育树(图 2)。 

从系统发育树上可见，19 株内生放线菌代表菌

株大致可以分为 A、B、C 和 D 4 簇。按 16S rRNA

基因序列相似性大于 97%的菌株归于同一个种的

规则[22]，菌株 NDZKDS70、NDZKDS33、NDZKDS5、

NDZKDS51 和 NDZKDS4 分别与达氏拟诺卡菌

(Nocardiops i s  dassonv i l l e i )、哈尔滨糖霉菌 
 
 

 
 

图 2  19 株苦豆子内生放线菌代表菌株基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of 19 representative endophytic actinomycetes strains from 

Sophora alopecuroides L. 
注：分支上的数字是可信度；比例尺表示 100 个核苷酸里有 5 个替换；括号中的数字是序列登录号. 

Note: The numbers at the nodes indicate the levels of bootstrap support (%) based on 1 000 resampled data sets, only values above 50% are 
given. The scale bar corresponds to 0.05 substitutions per nucleotide position. The numbers in the brackets are accession numbers. 
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(Glycomyces harbinensis)、长孢糖丝菌(Saccharothrix 

longispora)、奇迹束丝放线菌(Actinosynnema mirum)

和 Actinophytocola corallina 在同一发育分支 A 簇

上，亲缘关系最近，16S rRNA 基因序列相似性在

97.2%−99.0%之间。有 12 株菌株分属于以链霉菌属

(Streptomyces) 为 主 的 B 簇 ， 菌 株 YCZKDS1 、

BT2JKDS1、XK3JKDS13、NDZKDS72、FJYKDS7、

HM2JKDS9、NDZKDS32、XK4JKDS15、FJ5JKDS23、

NDZKDS16、YCZKDS4 和 NDZKDS8 分别与硝孢链

霉 菌 (Streptomyces nitrosporeus) 、 普 劳 斯 氏 菌

(Prauserella marina) 、 砖 红 链 霉 菌 (Streptomyces 

lateritius)、韦腊链霉菌(Streptomyces werraensis)、

抗铅链霉菌(Streptomyces plumbiresistens)、黄雀链

霉 菌 (Streptomyces canarius) 、 深 蓝 紫 链 霉 菌

(Streptomyces cyaneus)、疮痂链霉菌(Streptomyces 

scabiei)、略紫链霉菌(Streptomyces violarus)、桑氏

链 霉 菌 (Streptomyces sampsonii) 、 生 二 素 链 霉 菌

(Streptomyces ambofaciens) 和 灰 色 变 异 链 霉 菌

(Streptomyces yogyakartensis)在同一发育分支上，亲

缘 关 系 最 近 ， 16S rRNA 基 因 序 列 相 似 性 在

97.3%−99.5%之间。菌株 FJJKDS9 和 FJGKDS21 分

属 于 C 簇 和 D 簇 ， 分 别 与 氧 化 微 杆 菌

(Microbacterium oxydans) 和 微 小 嗜 热 油 菌

(Thermoleophilum minutum)在同一进化分支上，序

列相似性分别为 98.4%和 97.1%。 

3  讨论 

在植物内生放线菌的研究中，分离培养基的成

分会在很大程度上影响获得的内生放线菌群落组

成。由于植物体组织成分比较复杂，难以模拟，因

此常由于培养基不适合造成一些内生放线菌人工

分离培养的困难，为尽量保持内生放线菌的多样

性，本实验尝试采用在 GA 的基础上添加 1%苦豆

子茎叶汁液的培养基，补充其内生放线菌可能的特

殊营养需求，获得了较为丰富的内生放线菌类群。 

宁夏白芨滩自然保护区属于典型的荒漠类型

自然保护区，由于气候干旱少雨，蒸发量大，土壤

类型以灰钙土和风沙土为主，造成自然植被以沙生

植物为主，植被稀疏，单一。苦豆子(S. alopecuroides 

L.)作为一种真正的沙生植物，其干旱的天然生境使

得其体内的环境并不适于微生物生存。但我们的研

究结果表明，苦豆子体内含有丰富的内生放线菌类

群，而且其他植物中常见的链霉菌属(Streptomyces)、

拟诺卡氏菌属(Nocardiopsis)等内生放线菌种属在

苦豆子体内也有分布，表明一些放线菌在长期的进

化过程中已经适应了在植物体内的内生生活。研究

表明链霉菌属(Streptomyces)是土壤生态系统和植物

体内的优势放线菌[23-24]，而本研究中苦豆子内生放

线菌优势属也以链霉菌属(Streptomyces)为主。 

本研究选择保护区内植被特征、土壤类型和荒

漠化程度不同的 6 个样区进行调查研究。分离到的

111 株苦豆子内生放线菌中有 83 株属于链霉菌属

(Streptomyces) ， 17 株 属 于 拟 诺 卡 氏 菌 属

(Nocardiopsis)，它们都为宁夏白芨滩自然保护区苦

豆子内生放线菌的优势属。此外还分离到了很难从

土壤中分离到的糖霉菌属(Glycomyces)、束丝放线

菌 属 (Actinosynnema) 和 嗜 热 菌 嗜 热 油 菌 属

(Thermoleophilum)，表明宁夏白芨滩自然保护区苦

豆子内生放线菌具有丰富的遗传多样性。尽管关于

豆科槐属植物内生放线菌的研究还很少，但苦豆子

体内无疑存在着丰富的内生放线菌资源。 

苦豆子内生放线菌在各部位的分布表现出一

定的差异，这充分体现在多样性指数上。所分离到

的内生放线菌中，根部内生放线菌的多样性明显高

于茎部、叶部和种子，这与顾沛雯[14]对宁夏毛乌苏

荒漠的苦豆子内生放线菌的研究结果相吻合。而造

成这种差异性的原因可能是各器官组织结构和生

理代谢不同，也可能是环境因素对苦豆子各器官的

影响不同。比较植物不同器官可以发现，不同的内

生菌占据不同的生态位。研究中也发现了一些在不

同 器 官 中 共 有 的 广 布 菌 群 ， 如 链 霉 菌 属

(Streptomyces)在根部、茎部、叶部和种子中都有分

布，普劳斯氏菌属(Prauserella)在根部、茎部和种子
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中都有分布。从各部位内生放线菌的相似性系数来

看，根部与茎部的相似性系数最大，叶部与种子的

相似性系数最小，体现出一定的组织差异性和专 

一性。 

苦豆子内生放线菌的数量和组成分布与其植

被特征、土壤类型有密切关系。Roes 等[6]认为植被

丰富的地区内生放线菌的数量和种类比植被稀疏

的地区更为丰富。而我们的研究结果也表明植被丰

富度高，苦豆子及周围伴生植物多样的区域，内生

放线菌的数量多且多样性指数和丰富度指数比较

高，如沙生植被草原(样区Ⅳ)的植被覆盖度为 50%

左右，内生放线菌的数量多、物种多样性指数和丰

富度指数最高。荒漠草原(样区Ⅲ)和林地(样区Ⅵ)

分别代表植被退化和植被恢复 2 种不同类型的生

境，在这 2 个样区中苦豆子内生放线菌链霉菌属

(Streptomyces)的相对频率最大，且以抗生素产生较

多的白孢类群和烬灰类群占优势，这些类群可能在

苦豆子等沙生植物的抗逆性中发挥重要的作用。而

Redman 等[25]也认为，逆境环境生长的植物内生菌

能提高宿主的抗逆性，这种作用与植物所处的天然

生境密切相关。由此可见宿主受其生态环境的影

响，不同生态环境中的同种植株也表现出相应差 

异[26]。各样区土壤有机质含量和土壤类型对苦豆子

内生放线菌的分布有一定影响，淡灰钙土通气性和

保水性良好，有机质含量较高，适于苦豆子等沙生

植物生长，并且伴生植被较丰富，分离的内生放线

菌较多；而风沙土有机质含量低，土壤干旱，保水

性差，再加上部分土壤盐渍化，导致植被难以生长，

因此分离的内生放线菌数量较少。2012 年顾沛雯 

等[27]对苦豆子内生菌进行研究时也表明，有机质含

量较高，通气性较好的淡灰钙土更适合苦豆子内生

菌的生长。 

药用植物内生放线菌作为一类新的微生物资

源具有很好的开发潜力及潜在的商业价值[28]。研究

药用植物内生放线菌多样性，对于放线菌生物学功

能的研究具有很大的指导意义。而苦豆子作为一类

特殊的药用植物，其内生环境不同于一般的非药用

植物，内生放线菌在与其共同进化过程中，在外界

环境的胁迫下，可能产生新的基因和次生代谢产

物。在本次研究的基础上，在后续研究中将进一步

对苦豆子内生放线菌的次生代谢产物的生物活性

进行深入探索。 
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