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摘  要：【背景】兰科植物根部内生微生物在促进幼苗生长、提高植株环境适应性等方面发挥重要

作用。【目的】通过对卵叶贝母兰 (Coelogyne occultata)、竹叶兰 (Arundina graminifolia)和手参

(Gymnadenia conopsea)这 3 种药用兰科植物根部内生微生物进行多样性分析与菌株分离培养，解

析不同兰科植物内生微生物群落结构，筛选功能性菌株。【方法】采用 Illumina MiSeq 高通量测序

技术分析 3 种药用兰科植物根部内生微生物群落结构，采用微生物分离培养方法分离根部内生细

菌和内生真菌，并进行功能菌株筛选。【结果】在属水平，卵叶贝母兰和竹叶兰的内生微生物群落

聚为一支。卵叶贝母兰、竹叶兰和手参内生细菌优势属分别为分枝杆菌属(Mycobacterium, 70.65%)，
伯克霍尔德氏菌属-卡瓦列罗菌属-副伯克霍尔德氏菌属(Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia, 
26.35%)和戈登氏菌属(Gordonia, 6.65%)；内生真菌优势属分别为镰刀菌属(Fusarium, 21.07%)，未分

类柔膜菌目(unclassified Helotiales, 46.74%)和羊肚菌属(Morchella, 91.21%)。Pseudomonas nunensis 
Coeb11、Rahnella sikkimica Coeb32 和森林鲁氏菌(Rouxiella silvae) Coeb22 同时具有溶磷、固氮和

分泌吲哚乙酸(indole-3-acetic acid, IAA)的功能；真菌 Cladophialophora chaetospira Aruf26 可作为

深色有格内生真菌定殖在铁皮石斛根细胞内部。【结论】本研究揭示了 3 种药用兰科植物根部内生

微生物群落组成，筛选出功能菌株，为药用兰科植物资源保护、林下仿生栽培和功能微生物的开

发与利用提供依据。 
关键词：卵叶贝母兰；竹叶兰；手参；深色有格内生真菌 
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Abstract: [Background] Endophytic microorganisms in the roots can promote the seedling 
growth and improve the environmental adaptability of orchids. [Objective] To reveal the 
structures of endophytic microbial communities in three medicinal orchids (Coelogyne 
occultata, Arundina graminifolia, and Gymnadenia conopsea) and screen out functional strains. 
[Methods] Illumina MiSeq high-throughput sequencing was employed to analyze the structures 
of endophytic microbial communities in the roots of the three orchids. Conventional methods 
were adopted to isolate the endophytic bacteria and fungi from the roots, and the functional 
microorganisms were screened. [Results] The endophytic microbial communities of C. occultata 
and A. graminifolia clustered into one group at the genus level. In C. occultata, A. graminifolia, 
and G. conopsea, the dominant endophytic bacterial genera were Mycobacterium (Coe: 
70.65%), Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia (Aru: 26.35%), and Gordonia (Gym: 
6.65%), respectively; the dominant endophytic fungal genera were Fusarium (Coe: 21.07%), 
unclassified Helotiales (Aru: 46.74%), and Morchella (Gym: 91.21%), respectively. Bacterial 
isolates Pseudomonas nunensis Coeb11, Rahnella sikkimica Coeb32, and Rouxiella silvae 
Coeb22 had the functions of dissolving phosphorus, fixing nitrogen, and secreting 
indole-3-acetic acid. The hyphae of the fungal isolate Cladophilophora chaetospira Aruf26 
could colonize the cells of Dendrobium officinale as the dark septate endophyte. [Conclusion] 
This study revealed the structures of endophytic microbial communities in the roots of three 
medicinal orchids and screened the functional microorganisms. The findings provide a scientific 
basis for the protection of medicinal orchids, biomimetic cultivation under forests, and 
development and utilization of functional microorganisms. 
Keywords: Coelogyne occultata; Arundina graminifolia; Gymnadenia conopsea; dark septate 
endophyte 
 
 

内生微生物在促进植物生长发育、提高植

株环境适应性等方面发挥重要作用[1-2]。了解植

物内生微生物群落结构、挖掘功能微生物，对维

持生态平衡、开发微生物资源具有重要意义[3]。

由于兰科植物种子萌发依赖真菌、种群扩散能

力弱、栖息地特化程度高等原因，目前面临种

群濒危[4-5]。进行兰科植物内生微生物群落结构

分析和功能微生物筛选，对恢复兰科植物种群、

提高栽培适应性、促进次生代谢产物合成等均

很重要。 
为进行兰科植物资源保护与开发，近年来

开展了兰科植物内生微生物群落组成与功能研
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究，发现除常见的兰科植物菌根真菌 (orchid 
mycorrhizal fungi, OMF)之外，兰科植物根部

还定殖了其他类型真菌，如外生菌根真菌

(ectomycorrhizal fungi, ECMF)[6]、深色有格内生

真菌(dark septate endophyte, DSE)等[7-8]；以及具

有固氮、溶磷、分泌吲哚乙酸(indole-3-acetic 
acid, IAA)等功能的内生细菌[9]。 

针对兼具药用价值和观赏价值的兰科植

物，如手参 (Gymnadenia conopsea)、贝母兰

(Coelogyne sp.)和竹叶兰(Arundina graminifolia)
等，现有研究集中于野生资源分布[10-12]、药用

成分分析[13-15]、无菌播种与快繁[16-18]等。在微

生物群落结构方面，主要关注不同地理分布[19]

和生态位[20]真菌群落结构特征，关于贝母兰和

竹叶兰的报道多为分布于广西、云南和福建的

居群[20-23]，对分布于西藏的居群鲜有报道。在

功能微生物方面，筛选出促进种子萌发的角担菌

属(Ceratobasidium)菌株[24]，提高幼苗抗旱性的胶

膜菌科(Tulasnellaceae)[21]和外瓶霉属(Exophiala)
菌株 [22]，以及可拮抗植物病原菌的平革菌属

(Phanerochaete)真菌[23]；目前，关于这 3 种药

用兰科植物内生细菌的系统性报道较少。 
本研究对分布于西藏地区的卵叶贝母兰

(Coelogyne occultata)、竹叶兰和分布于北京百

花山的手参，进行了根部内生微生物群落结构

分析和功能菌株筛选，以期为构建稳定有效的

合成微生物群落、增强药用兰科植物环境适应

性、促进次生代谢产物合成提供科学依据。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

卵叶贝母兰和竹叶兰根部样品于 2023 年

９月采自西藏自治区(图 1A−1D)，手参根部样品

于 2023 年９月采自北京百花山(图 1E、1F)。每种

兰科植物选择 5 棵植株，每棵植株采集 2−3 条健

康饱满的根段，随即填土或覆盖苔藓复原。将

收集到的样品置于无菌袋内，于冰上保存运输

至实验室进行后续处理。 
选择铁皮石斛(Dendrobium officinale)幼苗

作为真菌回接材料，用于接种真菌的铁皮石斛

幼苗为在 Murashige & Skoog (MS)培养基上非

共生萌发的实生苗，苗高约 1 cm。为确定分离

获得的真菌菌株与兰科植物菌根真菌之间的关

系，进而构建合成真菌群落以促进兰科植物种

子萌发和植株生长，选择胶膜菌属(Tulasnella)
菌株 JL2 进行真菌平板对峙试验，菌株 JL2 分

离自建兰根部，可有效促进铁皮石斛种子共生

萌发[25]，具有菌剂开发潜力。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 
R2A 培养基(g/L)：酵母浸出粉 0.5，蛋白胨

0.5，酪蛋白水解物 0.5，葡萄糖 0.5，可溶性淀粉

0.5，K2HPO4 0.3，MgSO4 0.024，丙酮酸 0.3，
琼脂 15.0；马铃薯葡萄糖琼脂(potato dextrose 
agar, PDA)培养基参考文献 [22]配制；燕麦

(oatmeal agar, OMA)培养基参考文献[25]配制。 
E.Z.N.A.® High Performance 植物基因组

DNA 提取试剂盒及 E.Z.N.A.®真菌基因组 DNA
提取试剂盒，Omega Bio-Tek 公司；细菌基因组

DNA 提取试剂盒，天根生化科技(北京)有限公

司；PCR 扩增引物，生工生物工程(上海)股份有

限公司；2×EasyTaq® PCR SuperMix，北京全式

金生物技术有限公司。PCR 仪，Bio-Rad 公司；

超净工作台，苏州安泰空气技术有限公司；

Illumina MiSeq PE300 测序及分析平台，上海美

吉生物医药科技有限公司。 

1.3  植物材料表面消毒 
除去植物根表面附着的泥土和苔藓，流水

冲洗根部 15 min，无菌滤纸吸干表面水分。将

植物材料转移至超净工作台内，在无菌容器内

进行表面消毒(75%乙醇浸泡 30 s，无菌水冲洗 
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图 1  三种药用兰科植物   A、B：卵叶贝母兰；C、D：竹叶兰；E、F：手参。 
Figure 1  The three medicinal orchids. A, B: Coelogyne occultata; C, D: Arundina graminifolia; E, F: 
Gymnadenia conopsea. 
 
1 次，有效氯浓度 1%的次氯酸钠溶液处理 5 min，
无菌水冲洗 5 次，无菌滤纸吸干表面水分)。切

去表面消毒时曾暴露在次氯酸钠溶液中的根部

两端，将剩余的根切成 2−3 mm 长的根段。吸

取 200 μL 最后一次冲洗的无菌水，涂布于 R2A
培养基和 PDA 培养基上，28 ℃培养 7 d，检测

表面消毒效果。 
将来自不同植株的同种兰科植物样品进行

等质量混合后分装至无菌冻存管内，每管保存

0.5 g 样品。用于高通量测序的样品于−80 ℃保

存；用于微生物分离培养的样品于 4 ℃保存，4 h
内使用。 

1.4  根部内生微生物群落高通量测序

与数据分析 
采用 E.Z.N.A.® High Performance 植物基因

组 DNA 提取试剂盒，从 0.5 g 表面消毒后的

根部样品中提取基因组 DNA。用引物 799F 
(5′-AACMGGATTAGATACCCKG-3′)和 1193R 
(5′-ACGTCATCCCCACCTTCC-3′)扩增细菌 16S 
rRNA 基因 V5−V7 区[26]。用引物 ITS1F (5′-CTT 
GGTCATTTAGAGGAAGTAA-3′)和 ITS2R (5′-GC 
TGCGTTCTTCATCGATGC-3′)扩增真菌 ITS1
区[27]。委托上海美吉生物医药科技有限公司进

行 PCR 扩增、产物纯化和高通量测序，测序

结 果 上 传 至 NCBI 数 据 库 (PRJNA1118021, 
PRJNA1118027)。 

利用 QIIME 2 平台对序列进行合并、去噪、

过滤嵌合体。每个扩增子序列变异 (amplicon 
sequence variant, ASV)定义为序列相似性为

100%的序列。基于 SLIVA 数据库和 UNITE 数
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据库分别对细菌和真菌 ASV 进行物种注释；使

用Mothur v1.30.2进行 α多样性分析；使用QIIME 
v1.9.1 进行 β 多样性分析；使用 FAPROTAX 对

内生细菌群落进行功能预测，使用 FUNGuild
对内生真菌群落进行功能预测。 

1.5  根部内生微生物的分离鉴定 
内生细菌的分离鉴定：将 1.0 g 表面消毒后

的根段在无菌研钵内研磨均匀，采用稀释涂布

平板法分离内生细菌，取 10–2 稀释度的根组织

悬液 100 μL 涂布于 R2A 固体培养基，28 ℃倒

置培养 3−5 d。挑取形态存在差异的单菌落，在

R2A 固体培养基上纯化 2−3 次。提取纯化后菌

株的基因组 DNA，以 27F (5′-AGAGTTTGAT 
CCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACGGCTACC 
TTGTTACGACTT-3′)为扩增引物，进行 16S 
rRNA 基因 PCR 扩增[28]。扩增产物送至生工生

物工程(上海)股份有限公司测序，测序结果与

EzBioCloud 数据库进行比对，确定菌株的分类

地位，并提交菌株 16S rRNA 基因序列至

GenBank 数据库。 
内生真菌的分离鉴定：采用组织切片法分

离根部内生真菌，将表面消毒后的根段切成约   
1 mm 的根片，置于 PDA、1/2PDA、1/4PDA 培

养基上，28 ℃暗培养直至长出真菌。挑真菌

菌丝在 PDA 培养基上连续纯化 3 代后，提取

基因组 DNA，以 ITS1 和 ITS4 为引物[29]对 ITS
序列进行扩增测序，结果提交至 GenBank 数

据库。 

1.6  功能菌株的筛选 
功能细菌筛选：使用 Ashby 培养基[30]筛选

固氮细菌；使用 Pikovskaya (PKO)培养基 [31]

和蒙金娜培养基 [32]筛选降解无机磷和有机磷

的菌株；使用 Salkowski 比色法[33]对菌株分泌

IAA 能力进行定性筛选。 

功能真菌筛选：将分离获得的真菌菌株与

铁皮石斛幼苗在 OMA 培养基上进行共培养，

观察真菌与铁皮石斛的互作关系及真菌定殖情

况；将真菌菌株与胶膜菌属菌株 JL2 进行平板

对峙试验，确定菌株与胶膜菌属真菌之间的互

作关系。 

2  结果与分析 
2.1  内生微生物测序数据统计与 α 多样

性分析 
经过序列去噪、过滤嵌合体，从 3 种药用

兰科植物根部共检测到 524 687 条高质量细菌

序列；其中，从卵叶贝母兰(Coe3)中检测到的

序列数最少(47 071 条)，从手参(Gym1)中检测

到的序列数最多(94 145 条)。稀释曲线表明，测

序深度可反映样品中大部分细菌的群落特征

(图 2A)；按照样本最小序列数抽平后，共检测

到 6 826 个细菌 ASV，属于 37 门 391 科 836 属；

卵叶贝母兰根部内生细菌群落的物种丰富度和

多样性均低于竹叶兰和手参(图 2B、2C)。 
从 3种药用兰科植物根部共检测到749 110条

高质量真菌序列；稀释曲线达到平台期(图 2D)；
按照样本最小序列数(Gym2：58 698 条)进行抽

平后，共检测到 465 个真菌 ASV，属于 6 门 92 科

156 属；其中，手参根部内生真菌群落的物种

丰富度显著低于竹叶兰(图 2E)，物种多样性显著

低于卵叶贝母兰和竹叶兰(图 2F)。 

2.2  内生微生物群落 β 多样性及物种组

成分析 
β 多样性距离矩阵进行样本层级聚类分析

结果表明，在属水平卵叶贝母兰和竹叶兰根部

内生微生物群落聚为一小支(图 3A、3B)，二者

群落结构更为接近，而与手参根部内生微生物

群落结构存在较大差异。 
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图 2  根内微生物群落稀释曲线与 α 多样性   A：细菌 ASV 水平稀释曲线；B：细菌 ASV 水平 Sobs
指数；C：细菌 ASV 水平 Shannon 指数；D：真菌 ASV 水平稀释曲线；E：真菌 ASV 水平 Sobs 指数；

F：真菌 ASV 水平 Shannon 指数。Coe：卵叶贝母兰；Aru：竹叶兰；Gym：手参。 
Figure 2  The rarefaction curve and the α diversity of microorganisms in root of the three orchids. A: The 
rarefaction curves of bacteria on ASV level; B: Sobs index of bacteria on ASV level; C: Shannon index of 
bacteria on ASV level; D: The rarefaction curves of fungi on ASV level; E: Sobs index of fungi on ASV level; 
F: Shannon index of fungi on ASV level. Coe: Coelogyne occultata; Aru: Arundina graminifolia; Gym: 
Gymnadenia conopsea. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
 

在细菌物种组成方面(图 3A)，卵叶贝母兰

和 竹 叶 兰 的 优 势 属 均 为 分 枝 杆 菌 属

(Mycobacterium) (Coe: 70.65%; Aru: 5.74%)，伯克

霍尔德氏菌属-卡瓦列罗菌属-副伯克霍尔德氏菌

属 (Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia) 
(Coe: 14.15%; Aru: 26.35%)和戴氏菌属(Dyella) 
(Coe: 3.62%; Aru: 18.35%)；手参的优势属为戈登氏

菌属(Gordonia, 6.65%)，假单胞菌属(Pseudomonas, 

6.32%)和代尔夫特菌属(Delftia, 5.99%)。 
三种药用兰科植物根部内生真菌物种组成

差异较大(图 3B)，卵叶贝母兰的优势属为篮状菌

属(Talaromyces, 17.06%)，镰刀菌属(Fusarium, 
21.07%)和软盘菌属(Mollisia, 19.14%)；竹叶兰优

势属为未分类柔膜菌目(unclassified Helotiales, 
46.74%)，Arcopilus (14.99%)和木霉属(Trichoderma, 
10.93%)；手参优势属为羊肚菌属(Morchella,  
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图 3  三种药用兰科植物根部内生微生物群落属水平样本层级聚类及物种组成分析   A：内生细菌；B：

内生真菌。 
Figure 3  Hierarchical clustering and species composition analysis at genus level of endophytic microbial 
communities in the root of three medicinal orchids. A: Endophytic bacteria; B: Endophytic fungi. 
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91.21%)，未分类盘菌科(unclassified Pezizaceae, 
3.25%)和 Apiotrichum (2.36%)。对于常见的兰科植

物菌根真菌类群，从卵叶贝母兰中检测到未分类

蜡壳耳目(unclassified Sebacinales, 9.74%)，从手参

中检测到低丰度的角担菌科(Ceratobasidiaceae, 
0.38%)，在 3 种药用兰科植物根内均未检测到

胶膜菌科真菌。 

2.3  三种药用兰科植物微生物群落功

能预测 
采用 FAPROTAX 预测 3 种药用兰科植物根

部内生细菌群落功能(图 4A)，共注释到 14 种

差异显著(P<0.05)的生物功能，其中需氧化能

异 养 (aerobic chemoheterotrophy) 、化能异养

(chemoheterotrophy)、固氮(nitrogen fixation)和
硝酸盐还原(nitrate reduction)等功能相对丰度较

高。竹叶兰内生细菌的固氮功能显著高于手参和

卵叶贝母兰(P<0.05)，手参内生细菌的硝酸盐还

原功能显著高于卵叶贝母兰和竹叶兰(P<0.05)。 
采用 FUNGuild 预测 3 种兰科植物根部内

生真菌群落功能(图 4B)，仅分析已知功能的真

菌 ASV，发现卵叶贝母兰和竹叶兰内生真菌以

未定义腐生菌(undefined saprotroph)为主，手

参内生真菌以外生菌根 -未定义腐生菌 -木质

腐 生 菌 (ectomycorrhizal-undefined saprotroph- 
wood saprotroph)混合类型为真菌功能的优势

类群。 

2.4  可培养菌株鉴定与功能筛选 
从 3 种药用兰科植物根部共分离获得 31 株

细菌，除去从同种植物内分离获得的序列相似

度为 100%的重复菌株后，共获得 13 株内生细菌 
 

 
 
图 4  三种药用兰科植物根部微生物群落功能预测   A：内生细菌；B：内生真菌。 
Figure 4  Functional prediction of the microbial communities in the root of three medicinal orchids. A: 
Endophytic bacteria; B: Endophytic fungi. *: P<0.05. 
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(表 1)，属于 8 属 12 种；与高通量测序结果比

较发现，6 株细菌具有相似度为 100%的 ASV，

其中与菌株 Coeb43 序列一致的 ASV3172 在群

落中相对丰度较高(5.37%)，该菌株具有溶磷和

固氮功能；尼氏假单胞菌(Pseudomonas nunensis) 
Coeb11、(Rahnella sikkimica) Coeb32 和森林鲁

氏菌(Rouxiella silvae) Coeb22 同时具有溶磷、

固氮和分泌 IAA 的功能。 
从 3 种药用兰科植物根部共分离获得 9 株

真菌，除去从同种植物内分离获得的序列相似

度为 100%的重复菌株后，共获得 5 株内生真菌

(表 1，图 5A–5E)，属于 5 个不同的分类单元；

与高通量测序结果比较发现，3 株真菌具有相似

度为100%的ASV，与Coef34序列一致的ASV293

在群落中相对丰度较高(19.14%)。在离体条件下，

真菌菌株与胶膜菌属菌株 JL2 (图 5F、5L)表现

出不同的互作关系(图 5G–5K)，同为柔膜菌目的

Goef34 和 Cymf42 与胶膜菌属真菌存在竞争关

系(图 5G、5K)，菌株 Aruf44 和 Aruf26 与胶膜

菌互不影响(图 5H、5I)。将铁皮石斛幼苗与真菌

共培养后(图 5M–5R)，与菌株 Aruf26 共培养的

铁皮石斛可正常生长(图 5N)，经鉴定该菌株为

Cladophialophora chaetospira；显微观察发现，菌

株 Aruf26 菌丝可定殖在铁皮石斛细胞内部，形成

类似菌丝团的结构(图 6)，菌丝可穿透细胞壁定殖

于邻近细胞内；与菌株 Gymf42 共培养的铁皮石

斛部分幼苗发生白化死亡；与菌株 Coef34 和

Coef24 共培养的石斛幼苗全部死亡(图 5M、5P)。 

 
表 1  分离培养的细菌和真菌菌株及其促生能力 
Table 1  Plant growth-promoting properties of the isolated strains 
Isolate NCBI accession 

number 
Taxonomy Similarity 

(%) 
Corresponding 
ASV 

IPS OPS IAA NF 

Arub11 PP851157 Bacillus altitudinis 99.79 − + + − + 
Arub34 PP851155 Bacillus hominis 99.93 ASV187 + − − + 
Arub23 PP851156 Bacillus toyonensis 99.93 ASV135 − − − + 
Coeb43 PP851149 Paraburkholderia bryophila 98.72 ASV3172 + + − + 
Coeb36 PP851150 Pseudomonas edaphica 99.36 − + + − + 
Coeb11 PP851153 Pseudomonas nunensis 99.79 − + + + + 
Coeb32 PP851151 Rahnella sikkimica 99.63 − + + + + 
Coeb22 PP851152 Rouxiella silvae 99.43 − + + + + 
Gymb11 PP851145 Bacillus mycoides 99.86 ASV187 − − − + 
Gymb45 PP851148 Bacillus toyonensis 99.93 ASV135 − − − − 
Gymb322 PP851154 Gottfriedia solisilvae 99.51 − − − + − 
Gymb52 PP851147 Peribacillus frigoritolerans 100.00 − + − − + 
Gymb10 PP851146 Staphylococcus warneri 100.00 ASV4277 + − − − 
Aruf44 PP854981 Phaeosphaeria spartinicola 97.96 − − − − − 
Aruf26 PP854982 Cladophialophora chaetospira 98.11 ASV22 − − − − 
Coef34 PP854979 Mollisia novobrunsvicensis 100.00 ASV293 − − − − 
Coef24 PP854980 Trichoderma viride 100.00 − − − − − 
Gymf42 PP854978 Uncultured Lachnum 99.45 ASV275 − − − − 

IPS：溶无机磷；OPS：溶有机磷；IAA：吲哚乙酸；NF：固氮；+：可见相关物质的产生，−：不产生相关物质。 
IPS: Inorganic phosphorus solubilizing; OPS: Organic phosphorus solubilizing; IAA: Indole-3-acetic acid; NF: Nitrogen 
fixation; +: A visible production of related substances, −: No production of related substances.  



 
姚娜 等 | 三种药用兰科植物内生微生物多样性与功能分析 1175 

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

 
 
图 5  分离获得的真菌菌株及其功能筛选   A：Mollisia novobrunsvicensis Coef34；B：Cladophialophora 
chaetospira Aruf26；C：Phaeosphaeria spartinicola Aruf44；D：绿色木霉 Coef24；E：未分类的粒毛盘

菌属 Gymf42；F：胶膜菌属菌株 JL2；G−K：菌株 Coef34、Aruf26、Aruf44、Coef24、Gymf42 与菌株

JL2 (L)对峙培养；M−R：菌株 Coef34、Aruf26、Aruf44、Coef24、Gymf42、JL2 与铁皮石斛幼苗共培养。 
Figure 5  The colony morphology of isolated fungi and the functional strain screening. A: Mollisia 
novobrunsvicensis Coef34; B: Cladophialophora chaetospira Aruf26; C: Phaeosphaeria spartinicola Aruf44; 
D: Trichoderma viride Coef24; E: Uncultured Lachnum Gymf42; F: Tulasnella sp. JL2; G−K: The interaction 
between JL2 (L) and Coef34, Aruf26, Aruf44, Coef24, and Gymf42; M−R: The interaction between 
Dendrobium officinale and Coef34, Aruf26, Aruf44, Coef24, Gymf42, and JL2. 
 

 
 
图 6  菌株 Aruf26 在铁皮石斛根部的定殖   A：在铁皮石斛根部定殖；B：在铁皮石斛根部细胞内

定殖。 
Figure 6  Colonization of isolate Aruf26 in the root of Dendrobium officinale. A: In the root of D. officinale; 
B: In the root cell of D. officinale. 
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3  讨论 
本研究采用高通量测序和微生物分离培养

技术，对 3 种药用兰科植物根部内生微生物多

样性、群落结构及潜在功能进行分析。明确了

3 种药用兰科植物内生微生物群落组成；从卵叶

贝母兰中分离获得兼具溶磷、分泌 IAA 和固氮的

细菌菌株 Pseudomonas nunensis Coeb11、Rahnella 

sikkimica Coeb32 和 Rouxiella silvae Coeb22；从

竹叶兰中分离出可定殖在石斛细胞内的 DSE 菌

株 Cladophialophora chaetospira Aruf26；从手参中

分离获得粒毛盘菌属(Lachnum)真菌菌株，该属

为植物外生菌根菌[34]，可促进蓝莓生长[35]。 
在内生细菌群落组成方面，卵叶贝母兰和

竹叶兰的内生细菌优势属为分枝杆菌属和

Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia。
在前期报道中，分枝杆菌属细菌为石斛的优势

内 生 细 菌 [26] ； Burkholderia-Caballeronia- 
Paraburkholderia 细菌在水稻种子[36]、植物气生

根黏液[37]中高度富集，具有固氮功能[37]，本研究

从卵叶贝母兰中分离获得的嗜苔藓副伯克霍尔

德氏菌(Paraburkholderia bryophila) Coeb43 也具

有固氮功能。手参内生细菌优势属中的假单胞菌

属为常见的植物促生细菌(plant growth-promoting 
rhizobacteria, PGPR)[38]，具有降解无机磷[39]、分

泌 IAA 和固氮[40]等功能，本研究从卵叶贝母兰

中分离获得了同时具有溶磷、固氮和分泌 IAA
功能的假单胞菌属细菌菌株 Coeb11，但未能从

手参中分离获得假单胞属细菌。 
在内生真菌群落组成方面，从竹叶兰和手

参中均检测到了高丰度的外生菌根真菌类群，

如柔膜菌目和盘菌科真菌[41]，这与百花山手参

根部内生真菌优势类群一致[19]。本研究从卵叶

贝母兰和手参根部分离获得 2 株柔膜菌目真

菌，其中菌株 Coef34 (ASV293)在卵叶贝母兰中

为优势类群。本研究从竹叶兰中分离获得了真

菌菌株 Cladophialophora chaetospira Aruf26，
在前期关于竹叶兰根部内真菌群落的研究中也

报道了 Cladophialophora sp.的定殖[20]；此外，

Cladophialophora sp.作为内生菌在黄花白芨[42]

和水稻[43]中也被检测到，该属可作为生防菌抑

制草莓枯萎病，促进草莓生长[44]。在本研究中，

离体条件下菌株 Aruf26 与胶膜菌属真菌生长互

不干扰，通过与铁皮石斛共培养发现菌丝可定

殖石斛细胞内，与深色有格内生真菌 Exophiala 
equina 在禾叶贝母兰(Coelogyne viscosa)根内的

定殖结构接近[22]，菌株 Aruf26 是否可提高兰科

植物栽培适应性，还需通过与竹叶兰或其他兰

科植物的共培养进行验证。 
结合高通量扩增子测序和微生物分离培

养，可在解析微生物群落结构的同时获得潜在

功能菌株。然而，由于扩增引物的偏好性和微

生物分离培养方法的局限性等原因，目前存在

分离培养的微生物物种远远少于扩增子测序检

测到的物种，或者分离到的菌株在扩增子测序

中未检测出的对应物种等问题，为此可通过增

加扩增引物、采用原位培养、共培养和流式细

胞分选技术等新型培养方法[45-47]提高检测准确

性和分离培养效率。在本研究中，仅分离获得

5 株内生真菌，主要原因可能为分离环境和分离

培养基无法满足内生真菌的生理特点或营养需

求，今后可适当引入厌氧培养、选择植物浸提

液作为培养基等措施提高分离效率[48-49]；此外，

在平板对峙试验中也发现菌株 Coef34 和 Gymf42
在离体条件下表现出与胶膜菌的竞争关系，这

种竞争关系也可能限制了胶膜菌属真菌以及其

他真菌在分离培养基上的生长。 

4  结论 
兰科植物的保护与资源开发具有重要的生
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态价值和广阔的经济前景，面对兰科植物种子

萌发依赖真菌、栖息地特化程度高等问题，本

研究在解析微生物群落结构、分离获得有效功

能菌株的基础上，构建物种或种群特异性的合

成微生物组，有助于提高兰科植物环境适应性、

降低栽培成本，兼顾保护种群与发展林下经济。 
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