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摘要：对采自新疆的健康野生胀果甘草不同组织中的内生菌进行分离，确立了分离的条件为 &’ ()*+,- 浸 &./0，分

离纯化得到 %-$株细菌和 1种真菌。通过形态学观察和革兰氏染色，细菌中芽孢杆菌为 $"株，杆状菌 &2株，使用
法国梅里埃细菌自动鉴定仪对其进行鉴定，得到鉴定结果的细菌属于 %"个属，真菌显微形态鉴定属于 !"#$%$&&$’(
青霉菌属和 )’*+,$’(镰刀菌属。
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内生菌广泛分布于植物体根、茎、叶、花、果实

和种子等器官组织的细胞或细胞间隙中，其种类、

数量、分布定植都因植物种类不同而异。在植物体

内，不同的内生菌占据不同的生态位并相互作用，

建立一种生态平衡。内生菌与寄主植物协同进化，

在演化过程中二者形成了互惠关系，一方面植物为

内生菌提供光合作用产物和矿物质，另一方面内生

菌的代谢物能刺激宿主植物的生长发育，提高宿主

植物对生物胁迫和非生物胁迫的抵抗能力。内生

菌不仅能够参与植物次生成分的合成或对植物次

生代谢产物进行转化，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［%，1］。几乎

所有的植物中都有生活的内生菌，目前学者们仅仅

对极少数植物内生菌进行了完全的研究，因此从植

物内生菌中寻找到新物质几率是很大的，并且植物

内生菌本身作为新的微生物资源也具有广泛的研

究价值［"］。

胀果甘草（<&+4%4,,=$>+ $#0&+. T)@ U）为豆科多年
生草本植物，在新疆主要分布于天山南坡的哈密盆

地、吐鲁番盆地和塔里木盆地的河流两岸，其根茎

的甘草酸含量较高，是甘草酸的主要原料。由于野

生胀果甘草生长在南疆干旱、炎热、温差大、土壤盐

碱重的暖温带荒漠区，它具有适应恶劣自然条件的

许多特性和优良的经济性状［-］。目前对甘草的研究

主要集中在甘草酸和甘草黄酮的提取工艺、人工栽

培、组织培养等方面，而未见对野生分布的胀果甘

草内生菌的研究。本研究对分布在新疆的胀果甘

草不同组织的内生菌进行分离和鉴定，对其内生菌
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在寄主中的种类和分布做初步的研究报道。

! 材料和方法

!"! 材料
胀果甘草（!"#$%$&&’()# (*+"#, !"# $）采自新疆焉

耆甘草自然保护区，采集时间为 %&&’年 (&月，由新
疆石河子大学生物学院阎平教授鉴定。

!"# 试剂和仪器
)*+,-’型医用净化工作台（苏州净化设备公

司），灭菌锅和 .&,%+!型电热恒温培养箱（上海福玛
实验设备有限公司），培养皿（./0 1 ./0）、试管
（(’00 1 (’&00）、解剖刀、革兰氏染色试剂盒、显微
镜、23456+789 仪（法国梅里埃细菌自动鉴定仪），
!7:（芽孢杆菌鉴定卡）、;<3（革兰氏阴性菌鉴定卡）、
;=3（革兰氏阳性菌鉴定卡）均购自法国梅里埃公司。
!"$ 培养基
（(）马铃薯葡萄糖培养基（=>7）：马铃薯 %&&?，
葡萄糖 %&?，琼脂粉 (@?，水 (&&&0A
（%）肉汁冻培养基（<7）：牛肉浸膏 B ?，蛋白胨

,?，琼脂粉 (@?，水 (&&&0A
（B）高氏一号培养基：可溶性淀粉 %&?，可溶性
淀粉 %?，6%C=DE &F&’?，8?9DE·-C%D &F&’?，6<DB

&F(?，<":G &F&’?，HI9DE &F&&(?，琼脂 %?，水 (&&0A，

JC -F% K -FE
!"% 内生菌的分离和纯化
!"%"! 分离条件的确立：（(）-&L酒精浸 ’M，&F(L
C?:G% 浸 ’0NO，再用无菌水冲洗 ’遍。（%）-&L酒精

浸 ’M，’L <":GDE 浸 ’0NO，再用无菌水冲洗 ’遍。

取新鲜洗净的胀果甘草的根用刀横切成 &F’/0
长的小块，按上述两种条件进行表面消毒，然后将

表面消毒过的小块用灭菌的解剖刀切去表面一层，

再切成 &F’/0 1 &F’/0小块，用灭过菌的镊子移放
在 =>7 、<7和高氏一号培养基上，每皿均匀放置 @
K ,块，每种培养基设 B个重复，%,P暗培养。同时
将最后一遍冲洗的无菌水用移液枪取 &F’0A 移入
培养基上，用灭菌的刮铲均匀涂布于 B 种培养基
上，每种培养基设 B个重复，%,P暗培养，作为表面
消毒的对照，%EQ后观察是否有菌长出，未长菌说明
表面消毒彻底，有菌生长说明表面消毒不够彻底。

两种表面消毒条件比较，确定条件（%）为理想的表
面消毒条件［’，@，-］。

!"%"# 内生菌的分离和纯化：分别取新鲜洗净的胀
果甘草的根、茎、果荚用解剖刀切割成 &F’/0 1
&F’/0的小块，再按上述的条件（%）进行表面消毒，
再用灭菌的解剖刀将其剖开，用灭菌的镊子将靠内

侧的面贴放在 =>7、<7和高氏一号培养基上，每皿
均匀摆放 @ K ,块，再将培养皿放入恒温培养箱中，
%,P暗培养。每隔 (%Q 进行观察，E,Q 后将长出的
菌体转接在与之相同的培养基上，%,P暗培养 E,Q
后进行纯化，采用划线和梯度稀释两种方法反复纯

化得到纯培养的菌株。

!"& 内生菌的形态学观察和归类鉴定
!"&"! 内生细菌的鉴定：细菌纯化后按照梅里埃细
菌自动鉴定仪的鉴定要求归类为革兰氏阴性菌、革

兰氏阳性菌和芽孢杆菌。将纯化的菌株培养 %EQ，
涂片用结晶紫染色 %0NO，在显微镜下观察形态和有
无芽孢的产生，初步归类，再将未产生芽孢的菌株

进行革兰氏染色。

将已纯化的细菌在 %,P恒温培养 (@Q，预处理
菌悬液，分别对应使用 ;=3卡、;<3卡和 !7:卡，放
入 23456+789仪，%EQ后获得生理生化反应结果和
部分鉴定结果。

!7:测试卡：蔗糖、四氮唑红、半乳糖、阿拉伯
糖、木糖、甘露醇、果胶、-L氯化钠、七叶苷等 B(项
生理生化反应。

;<3测试卡：氧化酶、葡萄糖氧化、葡萄糖发酵、
阿拉伯糖、七叶树苷、甘露醇、麦芽糖、蔗糖等 B&项
生理生化反应。

!"&"# 内生真菌的鉴定：(）!菌：菌落黄绿色，分生
孢子梗直立，顶端一至多次分枝，形成扫帚状，分枝

顶端产生瓶状小梗，小梗顶端产生成串的分生孢

子。其菌落形态和显微结构的描述与参考书中青

霉属 -.*(%(""(/0 特征表述一致［.，(&］，因此将其归入
-.*(%(""(/0。

%）"菌：菌落白色，圆形，在 =>7平板上产红色
水溶性色素。显微观察分生孢子梗无色单生，细

长，有分枝，产生瓶形小梗。分生孢子无色，孢子多

数单细胞，卵形或长圆形，单生，其菌落形态和显微

结构的描述与参考书镰孢霉属 1/2#&(/0 表述一
致［.，(&］，因此将其归入 1/2#&(/0。

# 结果与分析

分离纯化得到可培养的 (E. 株细菌和 % 种真
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菌，从茎中分离得到 !"株细菌，果荚中得到 !"株细
菌和 "种青霉菌，根中 "#$ 株细菌和 ! 种真菌。通
过菌丝形态和显微镜观察孢子形态和着生方式，确

定真菌为青霉菌和镰刀菌两种，具体种类和分布见

表 "和表 !。

表 ! 不同组织的胀果甘草内生细菌种类［"，#］

分离部位 内生细菌种类

根 !"##$%&$沙雷氏菌属 ! % ’()*+%,&-$ 普城沙雷菌

."#/&0&$ 耶尔森菌属 . % &0%"#*"1&$中间耶尔森菌

2$0%3"$泛菌属 2 % $44(3*"#$0/ 成团泛菌

50%"#36$-%"# 肠杆菌属 5 % -(3$-$"阴沟肠杆菌

5 % $/6+#&$"阿氏肠杆菌

5 % /$7$8$7&& 阪崎肠杆菌

2$/%"+#"(($巴斯德菌属 2 % ,$"*3()%&-$溶血巴斯德菌

2 % *+(%3-&1$多杀巴斯德菌

9,#)/"36$-%"#&+*金黄杆菌属 9 % &013(34"0"/ 产吲哚金黄杆菌

9 % *"0&043/"’%&-+* 嗜麦芽糖寡
养单胞菌

:-%&036$-&((+/ 放线杆菌属 : % +#"$"尿放线杆菌

:-&0"%36$-%"# 不动杆菌属 : & (;3<<&& ’ =+0&& 鲁氏不杆菌

!’,&043*30$/ 鞘氨醇单胞菌
属

! % ’$+-&*36&(&/少动鞘氨醇单胞
菌

>($?&*30$/ 黄色单胞菌属
> % 3#)8&,$6&%$0/ 栖稻黄色单胞
菌

@("6/&"(($ 克雷伯氏菌属 @ % 38$"0$"臭鼻克雷伯菌

A3#4$0"(($ 摩氏摩根氏菌属 A & *3#4$0&& 摩氏摩根氏菌

茎 B$-&((+/ 芽孢杆菌属 B % /+6%&(&/ 枯草芽孢杆菌

B % -"#"+/ 4#3+’蜡质芽孢杆菌

B % (&-,"0&<3#*&/ 地衣芽孢杆菌

B % ’+*&(+/ 短小芽孢杆菌

B % $*)(3(&C+"<$-&"0/ 淀粉液化
芽孢杆菌

2$"0&6$-&((+/（B$ ( -& ( (( ( +/）
%,&$ ( *&0 ( 3() ( %&-+/ 解硫氨
素芽孢杆菌

2$"0&6$-&((+/（ B$-&((+/）$(?"& 蜂
房芽孢杆菌

D&#4&6$-&((+/ （ B$-&((+/ ）
’$0%3%,"0%&-/ 枝芽孢杆菌

2$/%"+#"(($巴斯德菌属 2 % ,$"*3()%&-$溶血巴斯德菌

>($?&*30$/ 黄色单胞菌属
> % 3#)8&,$6&%$0/ 栖稻黄色单胞
菌

果荚B$-&((+/ 芽孢杆菌属 B % ’+*&(+/ 短小芽孢杆菌

B % (&-,"0&<3#*&/ 地衣芽孢杆菌

表 $ 不同组织的胀果甘草内生真菌种类

分离部位 内生真菌种类

根 2"0&-&((&+*青霉菌属 2 % )* &青霉菌

>+/$#&+*镰刀菌属 > % )* &镰刀菌

果荚 2"0&-&((&+*青霉菌属 2 % )* &青霉菌

% 讨论

可培养的内生菌中来自茎的有 !"株细菌，果荚
有 !"株细菌和 "种青霉菌，根有 "#$株细菌和 !株
真菌，分别占分离总数的 "+%,-、".%/-和 $"%$-，
表明根中内生菌的数量最多，其次为果荚和茎。

从表 " 中可以看出：根中内生菌分属于 ". 个
属，",个种；茎中内生菌分属于 + 个属，"# 个种；果
荚内生菌为 !个属，+个种。根中的菌株种类较多，
果荚菌株的种类较少，茎中的菌株主要为芽孢杆

菌。对照《伯杰细菌鉴定手册》，革兰氏阴性兼性厌

氧杆菌的肠杆菌科中有 .个属，弧菌科有 !个属，革
兰氏阴性球菌和杆菌中有不动杆菌属［,］。

本实验没有得到放线菌，主要原因可能是采用

的培养基和培养条件不合适。在菌株的纯化过程

中，由于人工培养条件的有限，导致有些菌株丢失。

得到的革兰氏阳性菌株的生理生化反应结果，为进

一步鉴定提供依据。我们在纯化和鉴定过程中发

现：B & /+6%&(&/ 枯草芽孢杆菌和 B & (&-,"0&<3#*&/ 地衣
芽胞杆菌、B & $*)(3(&C+"<$-&"0/ 淀粉液化芽孢杆菌混
生，B & ’+*&(+/ 短小芽孢杆菌和 B & $*)(3(&C+"<$-&"0/
淀 粉 液 化 芽 孢 杆 菌、2$"0&6$-&((+/（ B$-&((+/ ）
%,&$*&03()%&-+/ 解 硫 氨 素 芽 孢 杆 菌 混 生，
B & -"#"+/ 4#3+’ 蜡 质 芽 孢 杆 菌 和 2$"0&6$-&((+/
（ B$-&((+/） $(?"& 蜂 房 芽 孢 杆 菌、 D&#4&6$-&((+/
（B$-&((+/）’$0%3%,"0%&-/ 枝芽孢杆菌混生等现象。在
分离和纯化过程中，由于人工培养打破了这些菌株

自然分布的数量，使其中有些菌株成为人工培养条

件下数量占优势的群体。

结合得到的鉴定结果和相关查询，我们还发现

有些菌株是动物的致病病原菌，例如：@ & 38$"0$" 臭
鼻克雷伯菌［"!，"+］和 A & *3#4$0&& 摩氏摩根氏菌［".］

等，但这些菌株对胀果甘草却是安全的，并且从根

中分离和鉴定出的内生细菌大多与土壤中得到的

细菌种类相同，例如：! & ’()*+%,&-$、2 & $44(3*"#$0/，
这为内生菌起源于外部自然环境的论断提供了依
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据［!"，!#，!$］。

当前对内生菌的研究较多的是内生真菌，内生

菌的开发利用始于生物防治及其对寄主植物的促

生作用等，药用植物内生菌的研究主要集中在次生

代谢产物的研究［!%，!&］。对以上菌株的次生代谢产

物的研究将在后续的文章中详细报道。

致谢 本研究得到了石河子大学阎平教授的大力

帮助，在此表示衷心的感谢。
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编辑部公告

《微生物学通报》编辑部公告

《微生物学通报》编辑部已随同中科院微生物研究所从北京海淀中关村搬迁至朝阳区大屯路中科院奥

运村园区。

为加快稿件的审理过程，加强与审稿专家、作者及读者的互动和交流，我刊已从 ;<<$年 $月 "日起正式
启用新版远程投稿及编辑系统。该系统能实现远程投稿、远程查稿、在线审稿、在线编辑等功能。欢迎广大

作者、读者和审稿专家使用！今后，我刊所有来稿都将通过该系统进行管理，关于稿件的一切信息也都将通

过网络告知作者。

如果您在使用过程中发现任何问题，请随时与我刊编辑部联系。

另，为减少稿件积压，进一步缩短出版周期，我刊将从 ;<<%年起将刊期从双月刊变更为月刊，欢迎广大
作者踊跃投稿！

临时通讯地址：（!<<!<!）北京朝阳区大屯路中科院微生物所内《微生物学通报》编辑部
新的固定邮编地址确定后我们将及时公告。

编辑部电话：<!<X#?%<$"!!， OXI(42：./7J0(/Y 4I, (5, 57
网址：L..H：ZZ[/E)7(26 , 4I, (5 , 57Z\6\K.057
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