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宁夏枸杞内生细菌的多样性及其抑菌活性研究 
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摘  要：【目的】对宁夏枸杞各药用部位内生细菌的分布特征、遗传多样性和抑菌活性进行分析。

【方法】采用菌落计数和 16S rRNA 基因序列分析法研究枸杞内生细菌的分布特征、遗传多样性，

采用琼脂扩散法测定其抑菌活性。【结果】从各药用组织器官中分离出内生细菌 34 株，隶属于 7
科 11 属，内生细菌的数量和群落组成存在明显的组织特异性，其数量表现为根皮>叶>花>果实，

而多样性则表现为花>根皮>叶>果实。芽孢杆菌属为枸杞优势内生菌群，分布于所有组织中；抑

菌实验结果表明有 76.5%的内生菌对一种或多种病原菌的生长有抑制作用，芽孢杆菌属菌株 R2、
R7、L3 和短波单胞菌属的 R3 拮抗番茄炭疽杆菌和玉米大斑病菌的能力较强，而多数菌株对大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制能力较弱。【结论】枸杞可培养内生细菌遗传多样性丰富，对植

物病原菌有较强的抑制活性。 
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Diversity and antimicrobial activity of endophytic bacteria 
isolated from Lycium barbarum of Ningxia 
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Abstract: [Objective] The purpose of this study was to investigate the distribution, diversity and 
antimicrobial activity of endophytic bacteria of Lycium barbarum L. of Ningxia. [Methods] The 16S 
rRNA gene sequencing and agar diffusion were employed to explore the diversity and antimicrobial 
activity of endophytic bacteria isolated from different organs and tissues of Lycium barbarum L.. 
[Results] Total of thirty-four isolates were obtained. The result of diversity analysis showed that these 
isolates could be phylogenetically classified into 11 genera and 7 families, based on their 16S rRNA 
gene sequencing. The quantity and clonal composition of bacterial communities were distinct from 
various tissues. The quantity of endophytic bacteria in the different tissues was in order of roots > 
leaves > flowers > fruits; the diversity of bacteria was flowers > roots > leaves > fruits. Additionally, 
Bacillus spp. was a predominant species and was isolated in all tested tissues. Analysis of antimicrobial 
activity demonstrated that 76.5% of isolates had an antimicrobial activity against at least one of the five 
tested pathogenic bacteria, among which Bacillus R2, R7, L3 and Brevundimonas R3 displayed 
significant antimicrobial activity against the plant pathogens Colletotrichum nigrum and Exserohilum 
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turcica. Of note, the majority of isolates showed weak inhibition effect against Escherichia coli and 
Staphylococcus aureus. [Conclusion] Endophytic bacteria of Lycium barbarum L. are genetically 
diverse and most of them have a strong inhibitory activity against plant pathogenic fungi. 

Keywords: Lycium barbarum, Endophytic bacteria, Genetic diversity, Antimicrobial activity, 
16S rRNA 

植物内生菌是能够定殖在植物细胞间隙或细

胞内，并与寄主植物建立和谐关系的一类微生物[1]。

内生菌不仅能够参与植物次生代谢产物的转化与

合成，而且还能够独立产生丰富的次生代谢产物，

是天然产物的重要来源[2]。自 1993 年 Stierle 从短叶

红豆杉(Taxus breviflia)中分离得到一株能合成抗癌

物质紫杉醇的内生真菌 Taxomyces andreanae 后，

引起国内外学者对药用植物内生菌的广泛关注 。目

前，我国学者对药用植物内生菌的研究较多，已有

学者从黄花蒿、冬麦、黄连、甘草、大花金挖耳等

传统药用植物中分离到对植物病原菌具有较强拮

抗作用的内生菌并对其多样性进行了初步的探  

究[3-6]；药用植物内生菌次生代谢产物含有与宿主植

物相同或相似的药用活性成分，包括抗菌、抗炎症、

降糖、抗氧化活性类物质等天然化合物[7]。研究显

示，51%从植物内生菌分离的生物活性物质是以前

没有发现的化合物，其中多种化合物具有广谱抗菌

活性，这对抗菌活性物质的开发具有重大的意义[8]。

目前药用植物内生菌已成为人们寻找新型药物的

重要来源。 

枸杞 Lycium barbarum L.为茄科多年生落叶小

灌木，是我国传统的药用植物，也是重要的经济来

源。其花、果、叶、根皮均可入药，药用成分主要

有多糖、糖脂、类黄酮、生物碱等，具有降血糖、

降血压、抗肿瘤、抗衰老、抗疲劳、激发生长和促

进造血功能等药用保健价值。宁夏被指定为中国枸

杞的唯一特产地，所产枸杞被《中华人民共和国药

典》收录为道地性中药材。宁夏枸杞因具备生态、

社会、经济三位一体的效益，成为我国北方干旱半

干旱荒漠地区的营林先锋树种。枸杞产业对促进西

部地区农业经济的发展具有重要的推动作用。目

前，对宁夏枸杞的研究多集中在育种、栽培技术及

枸杞多糖(LBP)的生物活性等方面，而对宁夏枸杞

内生菌多样性及其物活性的研究极少，仅见刘建

利[9]对 4 株内生真菌的抗氧化活性的研究报道。 

因此，本研究拟对宁夏枸杞不同发育阶段各药

用组织器官中内生细菌的遗传多样性和分布特征

进行分析，以 5 种病原菌为指示菌对分离菌株的抑

菌活性进行测定，旨在了解枸杞内生菌的生物学特

性及其未知的药理学作用、为揭示内生菌与道地药

材之间的相关性研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料  
1.1.1  植物材料：以宁夏枸杞的主要栽培品种宁杞

1 号为供试材料，2013 年 5 月−2014 年 7 月期间在

宁夏育新枸杞开发有限公司的各种植区内选择树

龄 8 年的健康植株，采用 5 点取样法，于枸杞的不

同发育期定期采集健康的花、果、叶、根皮用于菌

株分离。 

1.1.2  供试指示菌：大肠杆菌(Escherichia coli)、金

黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、玉米大斑病

菌(Exserohilum turcica)、小麦赤霉病菌(Fusarium 
graminearum) 、 番 茄 炭 疽 病 菌 (Colletotrichum 

nigrum)，供试指示菌由宁夏大学生命科学学院和农

学院提供。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株的分离纯化：将新鲜枸杞根皮、花、叶、

果上杂物冲洗干净后，称取各组织材料 5 g 在超净

台中分别用无菌水清洗 3 遍，经 75%的乙醇和含有

效氯为 5%的 NaClO4 溶液进行表面消毒处理，无菌

水漂洗多次后置于研钵中加入无菌生理盐水研磨

至匀浆，取上清液梯度稀释后接种于营养琼脂
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(Nutrient agar，NA)平板，置 28 °C 培养 2−3 d 进行

菌落计数和菌株分离；取最后一次漂洗液涂布于平

板以检测表面消毒是否彻底。根据菌落形态挑选单

菌落进行划线纯化，经革兰氏染色并镜检细胞形态

和纯度后，纯菌落转接于试管斜面保存。 
1.2.2  菌株的 16S rRNA 基因序列分析：将纯化的

菌株接入 NA 液体培养基中，28 °C、150 r/min 振荡

培养 2 d，4 °C、8 000 r/min 离心收集菌体，采用细

菌基因组 DNA 提取试剂盒(北京天根)进行菌株总

DNA 提 取 。 采 用 通 用 引 物 对 27F (5′-AGAG 

TTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和 1492R (5′-TACGG 
YTACCTTGTTACGACTT-3′) 扩 增 菌 株 的 16S 

rRNA 基因序列[10]。扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳

检测合格后，用限制性内切酶 Hinf I 和 Msp I 进行

ARDRA 分型，根据分型结果选择代表菌株委托上

海生工生物工程技术服务有限公司进行测序。测序

结果在 GenBank 中进行 BLAST 同源性搜索，获得

同源性相近的菌种序列，经 ClustalX 多重比对后，

运用 MEGA 5.0 软件，采用 Neighbor-Joining 法构

建系统树，Boostrap 1 000 次检测各分支的置信值，

对各菌株的系统发育地位进行分析[11]。 
1.2.3  抑菌活性检测：将分离纯化的菌株接种于

20 mL 的 NA 液体培养基中，于 28 °C、180 r/min

培养 72 h 后，将发酵液以 8 000 r/min 离心 5 min 取

上清液。采用琼脂扩散法对菌株的抑菌活性进行检

测[6]。取 200 μL 指示病原菌加入冷却至 45 °C 的固

体培养基中(NA 用于培养指示细菌，PDA 用于培养

指示真菌)混匀倒平板，冷凝后用打孔器在平板上打

出直径为 5 mm 的孔。取发酵上清液 80 μL，于

28−30 °C 培养 18−72 h 观察并测量抑菌圈的直径，

以灭菌 NA 无菌培养液为空白对照组，每实验设置

3 次重复，实验数据采用 IBM SPSS Statistics 19 软

件进行数据分析。 

2  结果 

2.1  内生细菌的分离纯化及其多样性 
枸杞各组织表面消毒后最后一次漂洗液涂布

NA 平板，28 °C 培养 72 h 后未见菌落生长，说明

组织表面消毒彻底。菌落计数结果表明，不同组织

中定殖的内生细菌数量有明显差异。根部细菌密度

大，数量多，叶中细菌数量次于根部，果实中细菌

数量最少。通过对菌株的培养特征和镜检结果进行

归类，本研究从枸杞根皮、花、叶、果中共分离内

生细菌 34 株。菌株编号见表 1。 
结合菌落形态特征和 ARDRA 分型结果，选择

27 株代表菌株进行测序，序列拼接后获得长度为

1 300−1 400 bp 左右的序列。将 27 株枸杞内生细菌

16S rRNA 基因序列提交至 GenBank，获得序列号

KJ605123−KJ605132 、 KJ751509 、 KJ605134− 

KJ605143、KM355774−KM355779。序列分析结果

表明，枸杞内生细菌分属于 7 科 11 属，多样性丰

富，其中芽孢杆菌属 Bacillus 为优势类群，也是各

药用组织中的共有属。内生细菌的群落组成和多样

性存在明显的组织特异性。花中分离出的内生细菌

种类最多，分布于 7 个属，黄单胞菌属 Xanthomonas、

Terribacillus 为花的特有属；根皮内生菌分布于

5 个属，短波单胞菌 Brevundimona 为特有属；叶部

内生细菌分布于 4 个属，葡萄球菌属 Staphylococcus

为特有属；果实中的内生菌分属于 3 个属，其中泛

菌属 Pantoea 是特有属。副球菌属 Paracoccus、

Oceanobacillus 是根皮和花的共有属，寡养单胞菌

属 Stenotrophomona 为叶和花共有属，不动杆菌属

Acinetobacter 为根皮和叶的共有属。芽孢杆菌在根

皮和花中占绝对优势。以各菌株 16S rRNA 基因序

列构建的系统发育树如图 1 所示。 

2.2  枸杞内生细菌的抑菌活性 
采用改进的牛津杯法对 34 株内生细菌的抑菌

活性进行测定，结果见表 2。 

表 2 表明，在测定的 34 株内生细菌中，至少

有 26 株菌表现出不同程度的抑菌活性，占测定菌

株的 76.5%。其中属于芽孢杆菌属的菌株 R2、R7

和属于短波单胞菌属的菌株 R3 对玉米大斑和番茄

炭疽的抑菌效果比较明显；属于寡养单胞菌属的 L5 
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表 1  枸杞内生细菌的多样性 
Table 1  Diversity of endophytic bacterial in Lycium barbarum 

内生细菌菌株编号 
Endophytic bacteria No. 

科 
Family 

属 
Genus 

比对结果 
BLAST results 

序列同源性

Identity (%)

R3 Caulobacteraceae Brevundimonas Brevundimonas vesicularis KF818658 100 

R4, L2 Moraxellaceae Acinetobacter Acinetobacter lwoffii KC816553 99 

R11, R12, R1, R2, R8, R7, 
F13, F2, F10, F12, F6, 
F18, L3, G1, G9 

Bacillaceae Bacillus Bacillus thuringiensis  KF935650 
Bacillus sp. KF863878 
Bacillus licheniformis KF952565 

 
 

100 
L1  Staphylococcus Staphylococcus saprophyticus JX428964 99 

R9, F15  Oceanobacillus Oceanobacillus manasiensis HG931336 100 

F11, F9  Terribacillus Terribacillus goriensis JX155764 100 

R6, F1 Rhodobacteraceae Paracoccus Paracoccus yeei GU083584 100 

F4, F8, G4, Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas sp. AB480754 99 

F3 Xanthomonadaceae Xanthomonas Xanthomonadaceae bacterium EU313793 99 

L5, F5  Stenotrophomons Stenotrophomonas sp. JQ917800 100 

G2, G12, G7 Enterobacteriacea Pantoea Pantoea agglomerans FJ357834 100 

注：L、R、F、G 分别代表分离于枸杞叶、根皮、花和果的内生细菌. 
Note: L, R, F, G respectively represent to endophytic bacteria isolated from leaves, root, flowers and fruits of Lycium barbarum. 
 
与 F5 对番茄炭疽的拮抗作用较明显；泛菌属的菌

株 G7 仅对小麦赤霉病菌表现出较强的抑制活性；

芽孢杆菌 L3 则对各指示菌均表现出相对较强抑制

活性。总体上看枸杞内生菌对植物病原真菌的拮抗

作用较强，芽孢杆菌的抑菌活性强于其他类群，但

几乎所有菌株对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的拮

抗作用相对比较弱，部分抑菌效果见图 2。 

3  讨论 

已有研究证实，内生菌的分布特征和群落结构

不仅受宿主植物基因型的影响，还受外界环境因子

的影响。即使是同一种植物，不同组织中内生细菌的

种类和数量也不尽相同，存在复杂的多样性[5,12-13]。

本研究运用 16S rRNA 基因序列分析法对宁夏枸杞

各部分组织内生细菌多样性进行了分析，结果表明

分离的 34 株内生细菌分属于 7 科 11 属，多样性较

丰富，不同组织中内生细菌的种类和数量均有差

异。Rosenblueth 认为内生菌在植株体内的分布通常 

下部组织多于上部组织，越往植株顶部，内生菌越

少[14]。目前对植物可培养内生细菌的分离结果表

明，内生细菌在林木组织中以根部最多，茎部次之，

叶部较少，而在一年生和多年生的经济作物中，根

部最多，叶茎中数量相近[15]。本研究表明宁夏枸杞

根部细菌密度大，数量多，叶次之，花和果实中细

菌数量最少，与已有的研究结果基本一致。而在种

群分布上，枸杞花中内生细菌的多样性较其他部位

更加丰富，分布于 7 个属，有 2 个特有属。内生菌

分布的组织特异性可能与其进入宿主植物的方式

和位点有关。目前普遍认为土壤是内生菌的主要来

源，土壤内微生物进入宿主后随着蒸腾作用沿着维

管束由地下部分逐渐向地上部位扩增，因而地下部

位内生菌的数量多于地上部位；而宿主植物的地上

部位接触环境的多样性又比地下部位丰富，进而影

响微生物群落的多样性；环境中的微生物一般会沿

着植物的气孔、水孔及伤口等破损处进入植物选择 
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Pseudomonas psychrotolerans (KF612320)

Brevundimonas sp. (HM196771)

R6 (KJ605138)

Stenotrophomonas maltophilia (KJ726626)

Pseudomonas argentinensis (EU723817) 

G9 (KM355779)
Bacillus thuringiensis (KJ769223)
R8 (KJ605141)
G1 (KM355774)
Bacillus cereus (KF150501)
R12 (KJ605143)
Bacillus cereus (LK391649)
Bacillus sp. (JX849011)
Bacillus sp. (KC119111)

L1 (KJ605123)
Staphylococcus saprophyticus (JX428964)
F8 (KJ605127)
Staphylococcus succinus (HQ423378)

Bacillus licheniformis (KJ939488)
R2 (KJ605135)
Bacillus pumilus (HQ218989)
F12 (KJ605131)

Bacillus marisflavi (KC414706)
F10 (KJ605130)

R11(KJ605142)
Bacillus simplex (KC503978)
R1 (KJ605134)
F13 (KJ605132)
R7 (KJ605139)
Bacillus ginseng (EF371376)

Terribacillus goriensis (JX155764)
Terribacillus saccharophilus (JX155763)
F9 (KJ605129)

Bacillus firmus (JN411318)
F2 (KJ605125)

Oceanobacillus picturae (HF678858)
R9 (KJ605140)
Oceanobacillus picturae (HF678858)

R3 (KJ605136)
Brevundimonas vesicularis (KF818658)

Paracoccus yeei (HG917894)

Pantoea agglomerans (FJ357816)

G12 (KM355780) 
G2 (KM355775)
Pantoea agglomerans (FJ357834)
Pantoea sp. (FJ426593)
Pantoea sp. (FJ426593)

Stenotrophomonas sp. (JQ917800)

F5 (KJ605128)
Xanthomonas sp. (JX975438)
F3 (KJ605126)

Acinetobacter sp. (JF775417)
L2 (KJ605124)
Acinetobacter oleivorans (KF749341)

Acinetobacter lwoffii (KC816553)
R4 (KJ605137)
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图 1  枸杞内生细菌的 16S rRNA 基因系统发育树 

Figure 1  Phylogenetic analysis of endophytic bacteria 16S rRNA gene in Lycium barbarum 
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表 2  枸杞内生细菌抑菌活性 
Table 2  Antimicrobial activity of endophytic bacteria in Lycium barbarum 

内生细菌 
Endophytic bacteria 

金黄色葡萄球菌 
Staphylococcus 

aureus 

大肠杆菌

Escherichia coli

小麦赤霉 
Fusarium 

graminearum 

番茄炭疽杆菌 
Colletotrichum 

nigrum 

玉米大斑 
Exserohilum 

turcica 
Bacillus R12 + + + ++ +++ 
 R8 ++ + + + + 
 R2 + + + ++++ ++++ 
 R7 + ++ + ++++ +++++ 
 L3 + ++ +++ ++++ ++++ 
 R1 − + ++ ++ ++ 
 R11 + − − + + 
 G1 − − +++ − − 
 G9 − − − − ++ 
 F10 − − − − − 
 F12 − − − − − 
 F2 − − − − − 
 F13 − − − − − 
 F18 − − − − − 
 F6 − − − − − 
Brevundimonas R3 + + + ++++ ++++ 
Stenotrophomons L5 + + + +++ ++ 
 F5 + + + +++ ++ 
Terribacillus F9 + + − +++ + 
 F11 + + + + + 
Staphylococcus L1 + − − + ++ 
Paracoccus R6 + − − − + 
 F1 + − − − + 
Pseudomonas F4 + − − − − 
 F8 − + − − − 
 G4 − − − +++ +++ 
Acinetobacter L2 + − − − + 
 R4 − − − − − 
Oceanobacillus R9 − − − ++ − 
 F15 − − − − − 
Xanthomonas F3 − + − − − 
Pantoea G2 − − − + +++ 

 G7 − − − ++ ++ 

 G12 − − ++++ − − 

注：抑菌圈直径(mm)表示抑菌活性，+：10；++：10−20；+++：20−30；++++：30−40；+++++：40−50. −：无抑菌作用. 
Note: The antimicrobial activities are expressed by the inhibition zone diameter (millimeter): +: 0<Inhibition zone diameter<10; ++: 10≤

Inhibition zone diameter<20; +++: 20≤Inhibition zone diameter<30; ++++: 30≤Inhibition zone diameter<40; +++++: 40≤Inhibition zone 
diameter<50. −: Isolates showed no antimicrobial activity. 
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图 2  枸杞内生细菌的抑菌效应 
Figure 2  The anti-bacteria effects of the Lycium barbarum 

注：图 A、B、E、F 和 C、D 分别是部分内生菌对玉米大斑与番茄炭疽病原菌的拮抗. 
Note: A part of isolates against Exserohilum turcica (A, B, E, F) and Colletotrichum nigrum (C, D). 
 
合适的营养和生态位定殖，造成地上部位内生菌的

种类多于地下部位[16]。 

序列分析表明枸杞内生细菌大多属于土壤土

著细菌，如芽孢杆菌属、假单胞菌属、泛菌属等，

其中芽孢杆菌属细菌是宁夏枸杞分离频率最高的

菌群，该属分布于枸杞所有组织中，属于优势类群，

这与目前一些学者对甘草、春兰根等中草药内生细

菌研究结果相一致[5,17]。已有研究表明多种芽孢杆

菌属的细菌通过竞争营养空间、产生脂肽类抗生

素、诱导植物系统抗性等作用对植物病原菌产生广

谱抗性[18]；枸杞内生细菌的抑菌试验表明，不同菌

株的抑菌活性存在很大差别，其中有 4 株芽孢杆菌

对植物病原菌有较强的拮抗活性，这与山苍子、茄

科作物及荔枝等植物内生菌的拮抗效果相一致[19-21]；

而几乎所有菌株对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌抑

菌效应都不明显，这与赵赟鑫等对中国红豆杉内生

菌的研究结果不同[22]，这表明不同宿源的内生菌其

代谢产物的抑菌效应存在显著差异，这可能与宿主

植物的种类及所处地域环境、气候等因素相关。 

宁夏枸杞因药材质量上乘而成为宁夏乃至全

国的道地性药材[23]，而药材品质对内生菌种群多样

性及其生态分布均有影响，种群结构差异产生功能

多样性。本实验通过 16S rRNA 序列分析，发现枸

杞内生细菌与许多具有重要生物学功能的细菌有

着很高的同源性。如芽孢杆菌属、假单胞菌属的许

多菌株可以分泌吲哚乙酸或赤霉素等，能有效促进

植物的生长、抑制多种病原菌活性、显著提高植物

的抗病性[24-25]；Oceanobacillus 对植物耐盐碱环境

的适应机制有一定的协同调节作用；寡养单胞菌属

的一些菌可降解有机农药等多种有机污染物，有些

还具有硝化反硝化、解磷聚磷等生物活性[26]；泛菌

属中的一些种具有较高的固氮、溶磷、植物激素生

产和铁载体合成等植物促生活性[27]。对内生菌而

言，药材基因型和同种异质是一种选择性压力，并

通过影响内生菌的种群结构和分布而产生功能的

多样性，不同功能的内生菌群再以各自不同的方式

影响着药材性状、生长以及有效成分的积累等，最

终导致道地药材与非道地药材品质的差异。同时，

特异性的植物内生菌可提高植物对生物或非生物

胁迫的抵抗力促进植物的生长发育和增强植物的

抗逆性。现代研究表明，内生菌在与植物协同进化

过程中，不但自身能够产生特殊的化学物质，还能

诱导宿主植物次生代谢产物的合成和积累，作为传

统的药食两用经济植物，道地药材宁夏枸杞所具有

的药用价值和耐盐抗旱的逆境品质是否与其体内

定殖的内生细菌有关，这些内生细菌是通过何种途
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径作用于宿主植物的，有待于进一步研究。 
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