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摘   要：伴随全功能体(holobiont)和全基因组(hologenome)概念的出现，植物微生物群落被看作

植物全功能体的重要组成部分，其结构和功能逐渐得到研究和解析。内生细菌是植物微生物群落

的成员之一，由于其定殖在组织内部而与宿主的接触更为紧密，因而其与植物的相互作用也更加

直接、高效且不容易受到环境条件变化的影响。本文介绍了植物内生细菌的基本特点，并重点综

述了植物内生细菌测定方法的国内外进展。了解内生细菌的基本特点并掌握其测定方法，将促进

对内生细菌与植物互作机制的探索及对全功能体中内生细菌与宿主共生机理的解析，为植物的营

养和抗病育种提供内生细菌角度的新策略。 

关键词：植物内生细菌；内生细菌群落；表面消毒；16S rRNA 基因；荧光原位杂交；16S rRNA
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Abstract: Plant host, together with all associated microorganisms living on or in it, constitute a plant 
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holobiont, and the hologenome is comprised of the genomes of host and microbiota. In recent years, the 

structure and function of plant microbiota have gradually been elucidated. As a part of plant microbiota, 

endophytic bacteria colonize inside plant tissues. Therefore, endophytic bacteria have closer and more 

direct interaction with plants and are less affected by environmental changes than epiphytic or 

environmental bacteria. This review introduced endophytic bacteria and summarizes the research 

progress in the development of specific detection methods for endophytic bacteria. Improved and 

standard analytical methods will greatly facilitate the elucidation of the interaction and symbiosis 

mechanisms between plants and their endophytic bacteria, leading to new strategies for improving plant 

nutrition and disease resistance from the perspective of endophytic bacteria. 

Keywords: endophytic bacteria; endophytic bacterial community; surface sterilization; 16S rRNA gene; 
fluorescence in situ hybridization; next-generation sequencing of 16S rRNA gene amplicons 

 
 
 

内生菌是指定殖在植物体内且不致病的微

生物 [1-3]。自然状态下，每一个动植物个体并

不是孤立地存在，而是与生活在其体表及体内

的多种微生物(包括细菌、古菌、真菌、病毒

等)共同存在，动植物与其微生物群落之间互

相影响，共同构成一个生命整体，称为全功能

体 (holobiont)[4]。从全功能体角度来看，内生

菌是植物全功能体不可或缺的一部分，对宿主

的营养、健康、发育等具有重要作用，内生菌

的研究对于认识植物全功能体中宿主与微生物

之间的互作具有重要意义。细菌是植物微生物

组的优势组分 [5]，也是内生菌的重要组成部

分 ， 本 综 述 的 关 注 焦 点 为 植 物 内 生 细 菌

(endophytic bacteria)。 

Chen 等在植物内生细菌组的测定方法上，

建立了能排除植物细胞器 DNA 污染的内生细

菌 16S rRNA 基因(16S rDNA)特异性扩增方

法，该方法与二代高通量测序技术相结合，实

现了对植物内生细菌的无污染非培养法测序解

析，并可用于植物内生细菌的非培养法定量分

析[6]。该测序方法应用于水稻揭示了水稻叶和

根的内生细菌群落结构，应用于茶树鉴定了选

择性富集于茶树叶部的内生细菌 [7]。本文根据

国内外研究现状及课题组研究进展，综述植物

内生细菌的基本特点，包括分布、组成、来

源、传播及内生细菌与植物的互作；重点介绍

植物内生细菌的测定方法，包括植物内生细菌

个体和群体水平的定性、定位及定量测定方

法；提出了本领域待解决的科学问题和内生细

菌作为载体工程菌应用于农业生产的展望。 

1  植物内生细菌的基本特点 

1.1  内生细菌的分布及组成 
在植物的生命周期中，内生细菌在种子、

幼苗、地下根系、地上的茎叶等多种组织器官

内均有分布(图 1A)，部分内生细菌能通过种子

传递到下一代 [8-10]。内生细菌通常定殖在植物

组织细胞间(图 1B、1C)，少数(如根瘤菌)可生

活在植物细胞内[11]。 

植物内生细菌在组成上具有复杂的物种

多样性。门水平上，优势组分是变形菌门

(Proteobacteria) ， 还 有 少 量 的 厚 壁 菌 门

(Firmicutes)、放线菌门(Actinobacteria)、拟杆

菌门 (Bacteroidetes)等 [12-13]。植物内生细菌在

群落水平上的组成具有以下特点：细胞密度

和物种多样性较低 [13-14]，菌群的组成结构随

宿主植物的生理状态、发育阶段和基因型的变

化而不同[15-17] (图 1D)。 
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图 1  内生细菌的定殖及与植物的互作   A：植物的根、茎、叶、花等多种器官组织内部均有内生细

菌分布；B：内生细菌定殖在叶肉薄壁组织细胞间；C：内生细菌定殖在根部的木质部维管束内和皮

层组织细胞间；D：内生细菌与植物的互作，内生细菌对植物的益生作用表现为调控植物生长发育、

帮助植物抵御胁迫、促进植物营养吸收 3 个方面，植物的基因型、生理状态和发育阶段会影响内生细

菌的组成 

Figure 1  The localization of endophytic bacteria and the interaction between endophytic bacteria and plants. 
A: Endophytic bacteria colonize in many plant organs, including root, stem, leaf and flower. B, C: 
Endophytic bacteria colonize among the mesophyll parenchyma cells (B), root cortex cells and inside the 
xylem vascular system of the root (C). D: The interaction between endophytic bacteria and plants. The 
probiotic function of endophytic bacteria on plants is manifested in regulating plant growth and development, 
helping plants resist stress, and promoting plant nutrient absorption. The composition of endophytic bacteria 
is affected by plant genotype, physiological condations and development stage. 
 

1.2  内生细菌的来源及传播 
植物内生细菌的来源是丰富多样的。2010年，

Marquez-Santacruz 等研究发现，墨西哥皮番茄

(Physalis ixocarpa)内生细菌的主要组分也是

其根际菌群的常见组分，由此提出了内生细

菌来源于根际菌群的假说 [18] 。 2015 年，

Edwards 等通过对水稻根系微生物组的微生态

测序分析发现，水稻根部内生细菌来源于水

稻生长的土壤环境[13]。土壤是植物内生细菌的

主要来源[19-20]，除土壤之外，植物生长的空气环

境[21-22]、植食性昆虫[23]、种子 [10]也都是植物内

生细菌的来源。 

内生细菌侵入植物内部的方式多种多

样，土壤中的细菌通过根毛、根部的伤口和

裂缝侵入根内；空气中的细菌通过气孔、水

孔、皮孔、伤口、顶端分生组织等侵入地上组

织的内部；植食性昆虫通过刺吸或咀嚼传播

细菌；内生细菌还可以借助种子进入到下一代

植物组织内[24]。 

植物内生细菌的传播途径有 2 条，分别是

水平传播和垂直传播，不同的传播途径对应内

生细菌不同的来源。水平传播是指植物逐代从

环境获得内生细菌，这是内生细菌主要的传播

方式[5]，水平获得内生细菌的途径主要有 3 条：
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植物的根从根际土壤中获得，地上部分从周围

空气获得，以及植物不同部位在被植食性昆虫

取食过程中获得[21]。垂直传播是指细菌通过种

子在植物不同代际之间传播。部分内生细菌能

通过垂直传播稳定定殖于植物的生命循环中，

这些细菌通过种子传递到下一代植株，通过植

物地上部分的顶端分生组织进入生殖器官再进

入下一代种子[21]。 

1.3  内生细菌-植物互作 
内生细菌在植物组织内成功定殖需要克服

宿主植物的防御体系，包括物理性屏障和免疫

防御反应。内生细菌与病原菌有 2 个共有特征：

产生植物多聚物降解酶和活性氧自由基(reactive 

oxygen species，ROS)解毒活性，能帮助内生细

菌侵入植物组织并对抗植物免疫反应[25]。内生

细菌在植物内部成功定殖后，其生长繁殖依赖

于组织内部的微环境，因此内生细菌在代谢上

表现出一些适应性特征[26-27]。 

内生细菌与植物共生，对植物的影响表现

为中性或益生。内生细菌对植物的益生作用表

现在多个方面(图 1D)，主要包括：(1) 促进植物

的营养吸收，如氮、磷、离子等；(2) 通过调

节植物激素(生长素、细胞分裂素、乙烯等)来

调控植物的生长发育； (3) 帮助植物抵御胁

迫，包括生物胁迫和非生物胁迫 (图 1B)。其

中，促进植物的营养吸收和调控植物的生长发

育是内生细菌对植物的直接益生作用，而抵御

病原菌则是内生细菌通过一系列生化途径间接

实现的，这些生化途径包括：分泌抗生素和细

胞壁降解酶；降低植物的乙烯水平；诱导植物

产生系统性抗性；降低病原菌所需离子的浓

度；合成抑制病原菌的挥发性有机物等[24]。 

内生细菌有很多使其成功定殖并发挥益生

功能的重要基因。例如，gumD 基因参与胞外

多糖的合成，是细菌生物膜形成及在植物中定

殖所必需的[28]；固氮内生细菌重氮营养葡糖醋

杆菌(Gluconacetobacter diazotrophicus)的 gr 基

因和 sod 基因分别编码谷胱甘肽还原酶和超氧

化物歧化酶，这 2 个酶对于 G. diazotrophicus

在水稻中的定殖至关重要[29]；根瘤菌的 nif 固

氮基因簇能够将周围环境中的 N2 转化为有机

氮，从而为植物提供氮素营养[30-31]；内生细菌

acds 基因的表达产物能够降解植物根部的 1-氨

基环丙烷-1-羧化酶，从而减少乙烯的合成，进

而促进植物在胁迫条件下的营养生长[32-34]。 

2  植物内生细菌的测定方法 

植物内生细菌的测定方法包括可培养测

定法与免培养测定法两大类，利用这些方法

能够对内生细菌进行定性测定、定殖分析及

定量检测。 

2.1  植物内生细菌测定前的预处理 
分离或测定内生细菌之前需要对植物组织

进行表面消毒，植物组织表面消毒的方法国内

外还没有形成统一的标准，目前采用的方法种

类繁多，不同的植物组织也有所不同。叶片表

面消毒通常采用乙醇或次氯酸钠处理，Horton

等测定拟南芥叶片内生细菌的表面除菌方法

为：先用 0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液(pH 8.0)清洗，

再用 70%乙醇清洗，最后用无菌水洗 3 遍[35]。

Chen 等测定拟南芥叶片内生细菌的表面除菌

方法为：将拟南芥叶片用 5%次氯酸钠清洗   

1 min 再用无菌水清洗 2 遍[14]。植物根部生活

在土壤环境中，根表附着大量细菌，因此，根

组织的表面消毒过程略为复杂，一般使用磷酸

盐等盐离子缓冲液涡旋振荡清洗，通常结合表

面活性剂处理，再辅以超声振荡处理以去除根

表面紧密附着的细菌。Bulgarelli等和 Lundberg

等检测拟南芥根部内生细菌的表面除菌方法大

致相同：首先去除根表附着的土壤颗粒，然后
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用含有表面活性剂 Silwet L-77 的磷酸盐缓冲液

清洗，最后超声振荡处理 5–10 min[36-37] 。

Carrión等分离培养甜菜根部内生细菌之前对甜

菜根组织表面除菌的方法为：去除根表附着的

土壤颗粒后，用不同浓度的硫酸盐缓冲液结合

次氯酸钠和表面活性剂 Tween-20 多次清洗[38]。

种子表面消毒通常采用乙醇结合次氯酸钠处理

的方法。Díaz Herrera 等分离培养小麦种子内

生细菌时的表面除菌方法为：先用 70%乙醇漂

洗 30 s，然后用活性 Cl2 处理 2.5 min，再用

70%乙醇漂洗 30 s，最后用无菌水洗 3 遍[39]。

Khalaf 等分离培养葫芦科植物种子内生细菌的

表面除菌方法为：先用 2.5%−3.5%的次氯酸钠

清洗，然后用 95%乙醇清洗，最后用无菌水洗

3 遍[40]。通常，研究人员将植物组织表面消毒

处理过程中的最后一遍漂洗液涂布于微生物通

用培养基上，如 LB、TSA、R2A、PDA 等培

养基，以培养一段时间(2−7 d 左右)后培养基上

无菌落生长作为表面消毒成功的标准[38-40]。 

2.2  植物内生细菌的可培养测定方法 
可培养测定法首先根据细菌的生长需求选

择合适的培养基获得内生细菌的纯培养物，然

后，扩增其 16S rRNA 基因并测序，进行初步

的分类学鉴定，并结合菌株的理化性质测定、

形态观察及全基因组测序等手段进行准确鉴

定。Khalaf 等对分离培养到的葫芦科植物种子

内生细菌进行 16S rRNA 基因扩增测序，获得

每一株内生细菌的 16S rRNA 基因序列和分类

学初步鉴定结果，并以此构建了多株内生细菌

的系统发育树[40]。 

通过对分离培养到的内生细菌进行遗传

改造使其表达荧光蛋白，能够追踪内生细菌

在植物中的定殖。Verma 等将从表面除菌的水

稻种子中分离到的 2 株细菌 Pantoea sp.和

Ochrobactrum sp.通过遗传改造使其携带绿色

荧光蛋白标记，然后通过共聚焦显微镜观察发

现，这 2 株内生细菌都定位在水稻根部的皮层

组织细胞间[41]。Klebsiella pneumoniae 是一株

分离自玉米的内生细菌，将其标记绿色荧光

蛋白再接种到玉米植株后发现该内生细菌定

位于玉米茎的皮层组织和根部的成熟区，并

且 K. pneumoniae 的代谢产物二氧化氮还原酶

能够通过特异性抗体进行免疫荧光标记，从而

能够同时观察该内生细菌在植物组织内部的分

布和代谢产物的表达情况[42]。 

2.3  植物内生细菌的免培养测定方法 

研究者发现受到培养方法和技术的限制，

在实验室能够培养并进行研究的微生物仅占自

然界全部微生物的很小一部分，未培养微生物

占自然界微生物的绝大多数[43-45]。免培养法技

术的发展极大地促进了研究者对植物内生细

菌的认识，植物内生细菌的免培养测定法包

括核酸测定、免疫组化检测、显微镜观察

等，具体包括：(1) 使用特异性引物对内生细

菌在核酸水平上进行 PCR 检测和 qPCR 定量分

析；(2) 使用特异性核酸探针，利用荧光原位

杂交(fluorescence in situ hybridization，FISH)

技术检测内生细菌；(3) 通过内生细菌表达产

物的特异性抗体进行免疫荧光检测，明确内生

细菌在植物组织中的定殖；(4) 使用化学染色

法或者透射电子显微镜观察植物组织内部具有

明确形态特征的内生细菌[46]。 

植物内生细菌在利用荧光原位杂交方法观

察其定殖时，内生细菌探针上标记的生物素可

以选择 Cy5 或者 Cy5.5，这 2 种生物素在观察

时使用远红光波段，可以避免植物自发荧光的

干扰[47]。Bulgari 等开发了一种荧光原位杂交实

验方法，能够实现在新鲜植物组织切片中观察

植原体和内生细菌的共定位，核心原理是将植

原体探针 R16(V)F1 和细菌通用探针 pB-00542 
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(5′-GACGGGCGGTGTGTACA-3′) 一起加到杂

交液中，通过 2 种探针不同荧光颜色的交叠判

断二者的共定位[48]。 

以上这些方法应用于植物内生细菌个体水

平的检测相对简单，但应用于植物内生细菌群

落水平的检测时却遇到很多问题，植物内生细

菌群落水平的免培养测定也随之出现了一系列

不同于个体水平的检测方法。 

2.3.1  植物内生细菌群落的定性分析 

植物内生细菌群落水平的免培养定性分析

方 法 包 括 长 度 异 质 性 PCR 扩 增 (length 

heterogeneity PCR，LH-PCR)、基于 PCR 的变

性梯度凝胶电泳 (PCR-denaturing gradient gel 

electrophoresis，PCR-DGGE)技术、末端限制性

片段长度多态性 (terminal restriction fragment 

length polymorphism，T-RFLP)指纹图谱、16S 

rRNA 基因扩增子二代测序等。这些方法都基

于对细菌核糖体 RNA (通常是 16S rRNA，少数

采用 23S rRNA)基因的分析，并且都以 PCR 技

术为基础。 

LH-PCR、PCR-DGGE 和 T-RFLP 先用细菌

核糖体 RNA 基因的通用引物对植物内生细菌

进行 PCR 扩增，然后基于不同的原理对扩增子

文库中多种内生细菌的核糖体 RNA 基因进行

区分，从而获得植物内生细菌群落的物种多样

性信息。其中，LH-PCR 和 PCR-DGGE 这 2 种

方法与一代测序结合可以对内生细菌的核糖体

RNA 基因扩增子进行测序分类鉴定，进而了

解植物内生细菌群落的物种组成情况 [9,49-51]。

T-RFLP 的 PCR 扩增中一个引物标有荧光基

团，对菌群的多样性结果由计算机程序通过对

荧光的读取自动化实现，并且分辨率较高，该

方法主要检测植物内生细菌群落的物种多样

性，由于内生细菌的核糖体 RNA 基因扩增子

被限制性内切酶切断，无法进行扩增子序列测

定，因此不能通过该方法了解植物内生细菌的

物种分类信息[52]。 

16S rRNA 基因存在于所有原核生物中，

突变率低，由 9 个序列可变区和 10 个序列保守

区间隔排列组成，能够很好地反映原核生物的

系统发育。在该基因的保守区设计引物，通过

PCR 将群落中所有细菌按比例扩增出来，然后根

据可变区序列将细菌定性到不同的分类单元。

16S rRNA 基因扩增子二代测序已经广泛应用于

多种植物(拟南芥、玉米、水稻、番茄、甜菜、香

蕉、大豆、茶树等)不同器官(根、叶、种子等)的内

生细菌群落鉴定分析(表 1)。相比于 LH-PCR、

PCR-DGGE 和 T-RFLP 等技术，16S rRNA 基因

扩增子二代测序由于具有操作简便、数据通量

高和对菌群解析全面等优点，逐渐取代其他方

法，成为目前植物内生细菌群落测定领域应用

最为广泛的免培养测定方法。 

LH-PCR、PCR-DGGE、T-RFLP 及 16S rRNA

基因扩增子二代测序等植物内生细菌免培养法

测定的技术方法都基于对细菌 16S rRNA 基因

的分析和 PCR 技术，这些方法存在一些共同的

缺点：(1) 由于很多细菌的 16S rRNA基因为多

拷贝，并且不同细菌的 16S rRNA 基因拷贝数不

同[58]，因此，这些方法对植物内生细菌群落组

成的测定存在一定的偏差；(2) 16S rRNA 基因

的引物具有偏好性，不能 100%覆盖所有种

类的细菌 [59]，由此导致对菌群的测定结果中

某些类群的细菌无法被展示，比如，植物内

生细菌常用的检测引物 799F 不能扩增蓝细菌

(Cyanobacteria)[60]；(3) 植物细胞器 DNA (线粒

体 18S rRNA 基因和叶绿体 16S rRNA 基因)与细

菌 16S rRNA 基因保守区的序列高度相似[59,61]，导

致 PCR 扩增产物中存在大量宿主 DNA 污染。 
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表 1  16S rRNA 基因扩增子二代测序在植物内生细菌群落测定的应用 
Table 1  The application of 16S rRNA gene amplicon next-generation sequencing in characterizing plant 
endophytic bacterial community 

引物名称 

Primer name 

引物序列 

Primer sequence (5′→3′) 

16S rRNA 基因

可变区 

Variable region of 

16S rRNA gene 

植物物种 

Plant species

植物器官或组织 

Plant organ or 

tissue 

参考文献 

References

799F AACMGGATTAGATACCCKG V5−V7 拟南芥 

Arabidopsis 

叶、根 

Leaf and root 

[35] 

1193R ACGTCATCCCCACCTTCC 茶树 Tea 叶 Leaf [7] 

515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA V4 水稻 Rice 根 Root [13] 

806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT

1114F GCAACGAGCGCAACCC V7−V8 拟南芥 

Arabidopsis 

根 Root [37] 

1392R ACGGGCGGTGTGTRC 

L-V3 CCTACGGGAGGCAGCAG V3 甜菜 

Sugarbeet 

整株 

The whole plant 

[53] 

R-V3 TTACCGCGGCTGCTGGC 

27F AGRGTTTGATCMTGGCTCAG V1−V3 番茄 Tomato 种子 Seed [54] 

519R GTNTTACNGCGGCKGCTG 

341F CCTACGGGNGGCWGCAG V3−V4 

 

玉米 Maize 秸秆 Stalk [55] 

805R GACTACHVGGGTATCTAATCC

S17 CCTACGGGNGGCWGCAG V3−V4 

 

香蕉 Banana 叶、根 

Leaf and root 

[34] 

A21 GACTACHVGGGTATCTAATCC

S-D-Bact-0341-b-S-17 CCTACGGGNGGCWGCAG V3−V4 大豆 Soybean 根瘤 Root nodule [56] 

[57] S-D-Bact-0785-a-A-21 GACTACHVGGGTATCTAATCC 水稻 Rice 根、茎、芽 

Root, stem and shoot

注：引物序列中的 M、K、H、V、W、R、N 为简并碱基，M=A/C，K=G/T，H=A/C/T，V=A/G/C，W=A/T，

R=A/G，N=A/G/C/T。341F/805R、S17/A21、S-D-Bact-0341-b-S-17/S-D-Bact-0785-a-A-21 这 3 对引物的序列完全相

同，在不同研究中引物名称不同 

Note: M, K, H, V, W, R and N in primer sequence are degenerate bases, M=A/C, K=G/T, H=A/C/T, V=A/G/C, W=A/T, R=A/G, 
N=A/G/C/T. The three primer pairs, 341F/805R, S17/A21 and S-D-Bact-0341-b-S-17/S-D-Bact-0785-a-A-21 are identical in 
primer sequence, but different in primer name in different studies. 

 
鉴于 16S rRNA 基因扩增子二代测序相比

于其他方法的应用优势，对于该技术的宿主

DNA 污染问题有多种解决方案。 

(1) 在 PCR 扩增之前从植物组织中富集微

生物。在 DNA 提取过程中，通过结合使用

NaCl 和十二烷基硫酸钠实现从植物组织总

DNA 中富集细菌的 16S rRNA 基因[62]，也可以

通过植物原生质体制备结合差速离心等方法最

大限度地去除线粒体和叶绿体[63-64]。 

(2) 利用 PCR 夹钳封闭植物宿主 DNA 的

扩增。PCR 夹钳包括肽核酸 (peptide nucleic 

acid ， PNA) 和锁核酸 (locked nucleic acid ，

LNA)，其核心原理是：第一轮扩增使用 16S 

rRNA 基因通用引物对植物样本总 DNA 进行扩

增，然后在第二轮扩增时加入 PNA 或 LNA，

特异性结合植物源 DNA 从而阻断植物源 DNA

的扩增[61,65-66]。然而，Jackrel 等发现 PNA 也会

封闭部分细菌序列从而导致对菌群的扩增产生

偏好性[67] (图 2A)。 

(3) 利用 CRISPR/Cas9 系统消除植物源
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DNA。该方法先用 16S rRNA 基因通用引物对

水稻组织 DNA 样本进行扩增，然后利用

CRISPR/Cas9 系统中的 Cas9 核酸酶和特异性向

导 RNA (gRNA)靶向消除 16S rRNA基因扩增子

二代测序文库中的宿主序列，并保留完整的细

菌 16S rRNA 基因信息。该系统使得水稻根、

叶两类样本中的宿主污染率分别从 63.2%降到

2.9%、从 99.4%降到 11.6%，从而显著降低了

水稻内生细菌 16S rRNA 基因扩增子文库中的

宿主序列污染[68] (图 2B)。 

(4) 使用 16S rRNA基因通用引物构建扩增

子文库，测序后滤除宿主序列。Edwards 等使

用引物对 515F 和 806R 解析水稻根部内生细菌

时，通过测序鉴定后滤除分类为线粒体和叶绿

体数据的方法对水稻根部内生菌群进行后续分

析 [13]。多项研究都采用了这种方法 [37,53-54]。但

是，由于植物细胞器数量众多，该方法需要

加大测序数据量以保证滤除宿主序列后剩余

的数据能够进行有效的菌群分析，特别对一

些内生细菌丰度偏低的样本，尤其需要较高

的测序深度。 

(5) 通过特异性引物实现对植物内生细菌

的特异性扩增。引物 799F 能够有效避免对植

物叶绿体序列的扩增[60]，该引物与 1193R[36]组

成引物对的线粒体扩增子长度通常比细菌扩增

子长度长约 350 bp，因此可以通过琼脂糖凝胶电

泳分离细菌扩增子条带，然后测序分析[35-36]。

有些植物(如茶树)的细胞器 DNA 与细菌 16S 

rRNA 基因保守区同源性较低，该引物对可以

实现对这些植物内生细菌的无污染扩增[7]。然

而，Chen 等通过序列比对分析发现，水稻线

粒体序列的 799F/1193R 扩增子产物比细菌的

799F/1193R 扩增子产物仅长 50 bp 左右[6]。而

且，对于线粒体数量远高于内生细菌的植物样

品，799F/1193R 难以有效扩增其中的细菌 16S 

rRNA 基因[19]。 

Chen 等 [6]设计了能够在扩增过程中高效

规避植物源细胞器 DNA 序列的引物，包括规

避植物线粒体 18S rRNA 基因的 322F-Drs、

1107R 及规避植物叶绿体 16S rRNA 基因的

796R，结合引物 799F，设计出能够从植物组织

总 DNA 中特异性扩增细菌 16S rRNA 基因的引

物对——322F-Drs/796R和 799F/1107R (图 2C)。

这 2 对引物具有良好的细菌覆盖度，其扩增子

文库中植物源 DNA 的相对丰度低于 5%。此

外，这 2 对引物均可以应用于水稻、拟南芥、

番茄、柑橘等多种植物的内生细菌组无污染测

序解析。该方法相比于其他排除宿主污染的方

法具有高效排除宿主污染、操作简便(只需要

PCR 过程)、测序数据量需求低、避免数据浪

费等优点，将有力促进植物内生细菌非培养法

测序解析的发展。 

2.3.2  植物内生细菌群落的定殖及定量分析 

16S rRNA 基因由于其序列特征而作为细

菌系统发育分类鉴定的标志基因，基于该基因

的荧光原位杂交技术在植物表面细菌的定殖及

定量检测有很好的应用。Lundberg 等使用探针

EUB338 (5′-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3′) 和

CARD (catalysed reporter deposition)-FISH 技术

检测拟南芥根表菌群时发现，拟南芥根表常有

细菌分布[37]。Remus-Emsermann 等采用荧光原

位杂交技术检测拟南芥叶表的细菌分布并对叶

表细菌进行定量，结果表明，拟南芥叶表的细

菌密度为 5.4×106 个/cm2，1.5×108 个/g-鲜重[69]。 

EUB338 的序列位于细菌 16S rRNA 基因

的第 3 个保守区，对细菌的检测具有广谱覆盖

度[37]；通过对 EUB338 探针序列和多种细菌的

16S rRNA 基因序列进行比对分析发现，该探

针序列与拟南芥、水稻、小麦、玉米、番茄、

大麦、大豆等植物的线粒体 18S rRNA 基因相 
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图 2  PCR 过程去除植物源 DNA 污染的方法   A：利用肽核酸作为 PCR 夹钳封闭植物宿主 DNA 的

方法示意图[61]；B：Cas9-16S-Seq 消除植物宿主 DNA 的方法示意图[68]；C：细菌 16S rRNA 基因特异

性引物对避开植物宿主 DNA 的方法示意图[6] 

Figure 2  The methods to eliminate plant DNA contamination during PCR process. A: The diagram to block 
plant DNA using peptide nucleic acid as PCR clamping[61]. B: The diagram to eliminate plant DNA by 
Cas9-16S-Seq[68]. C: The diagram to avoid amplification of plant DNA by bacterial specific 16S rRNA gene 
primer sets[6]. 
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应序列有 2 个碱基不匹配，但与上述所有植物

的叶绿体 16S rRNA 基因相应序列完全匹配 

(图 3)。因此，EUB338 理论上可以应用于不含

叶绿体等质体的植物组织内生细菌的荧光原位

杂交检测，但是，对于茎、叶等含有叶绿体的

绿色组织来说，该探针会同时与叶绿体和内生

细菌的 16S rRNA 基因杂交结合，因而不能对

内生细菌的定殖位点及分布数量进行准确检

测。目前，对于植物内生细菌群落 (特别是

茎、叶等绿色组织)的定殖检测，尚无能够有

效区分内生细菌 16S rRNA 基因与植物细胞器

DNA 的探针。 

传统的 16S rRNA 基因扩增子二代测序只能

展示内生细菌在菌群中的相对丰度，而无法测

定植物内生细菌的总量。在不了解微生物总量

的情况下，所得出的相对丰度分析结果很可能

是错误的[70-71]。要真正搞清楚内生细菌与植物

之间的互作关系，必须对内生细菌进行绝对定

量而不仅仅是相对丰度的分析。Chen 等通过对

拟南芥叶片菌群进行定量检测和 16S rRNA 基

因扩增子测序综合分析发现，植物菌群失调

与植物的免疫状态存在直接联系 [14]。Guo 等

通过设计含有植物特异性基因、细菌和真菌条

形码基因引物的人工质粒作为内参，与荧光定

量 PCR 和扩增子二代测序技术相结合，实现了

对植物中细菌和真菌相对于植物总量的测定分

析，结果发现，在健康的水稻和小麦植株中，

细菌、真菌与植物基因组拷贝数之比分别约为

1.07−6.61、0.40−2.26[70]。Chen 等[6]开发的细

菌 16S rRNA 基因特异性引物对(322F-Drs/796R

和 799F/1107R)可以直接应用于荧光定量 PCR

以定量分析植物内生细菌含量。该研究发现，

水稻根部内生细菌与水稻基因组拷贝数之比约

为 10:1，而叶部内生细菌与水稻基因组拷贝数

之比不足根部的 1/1 000。利用该引物对制作植

物组织含菌量测定标准曲线并对水稻组织内

生细菌进行绝对定量分析发现，水稻叶部、

根部内生细菌的细胞密度分别约为 106/g-鲜重、 

 

 
 
图 3  EUB338 与植物线粒体 18S rRNA 基因(Mt18S)和叶绿体 16S rRNA 基因(Ct16S)的序列比对结果    
Figure 3  The sequence alignment of EUB338 and plant mitochondrial 18S rRNA genes (Mt18S) and 
chloroplast 16S rRNA genes (Ct16S). 
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109/g-鲜重[6]。该定量方法与 16S rRNA 基因扩

增子测序的相对丰度分析相结合，能够准确分

析不同样本中各细菌类群的实际丰度，将有力

促进植物共生细菌组的相关研究。 

3  讨论与展望 

灵敏、高效和标准化的内生细菌测定方法

是研究内生细菌功能的基础。目前内生细菌的

测定方法依然存在一些难点，包括内生细菌的

分离培养、定殖过程解析和定量检测等。近年

来，针对这些难点，一系列研究取得了突破性

进展。 

获得纯培养菌株是对其进行全基因组测

序、理化性质测定、定殖特点分析及与植物互

作机制解析的前提，但内生细菌的分离培养目

前仍是限制其功能研究的一大障碍。一方面，

定殖在植物组织内部的细菌在与宿主植物长期

的共进化过程中可能会丢失许多代谢途径的相

关基因 [27]；另一方面，很多内生细菌兼性内

生，在植物体内的定殖具有不确定性[72]。这些

因素导致内生细菌难以被人工培养。多种基本

培养基与选择性培养基结合使用[73]及根系菌群

高通量分离培养技术[74]的应用极大地提高了内

生细菌的分离培养效率。 

内生细菌的定殖过程涉及多种检测技术。

可视化示踪是研究内生细菌定殖过程最直观的

手段。荧光蛋白标记示踪细菌的定殖过程[41]需

要对菌株进行遗传改造，对于非模式微生物难

度较大。化学染色法和组织切片显微观察能根

据形态特点对细菌定殖进行初步研究[46]。多组

学分析、分子生化检测及遗传学验证等手段的

联合使用促进了内生细菌定殖过程中与宿主互

作机制的解析。Carrión 等通过对甜菜根部内生

细菌群落的多组学分析，结合分子生物学实验，

揭示了甜菜根部内生黄杆菌通过NRPS-PKS基因

簇抑制枯萎病菌 Rhizoctonia solani 的侵染[38]，

该研究或为内生菌群与植物互作的研究提供方

法借鉴。 

内生细菌的定量方法近年来取得了技术突

破。对植物内生细菌进行定量分析时，大多数

研究都是针对可培养细菌、通过菌落计数进行

定量 [9,75-76]。受到微生物培养技术和内生细菌

生长条件的限制，很多内生细菌难以培养。

免培养定量技术将有力促进对内生细菌丰度

和定殖模式的解析。Guo 等建立了定量检测宿

主微生物组的技术(host-associated quantitative 

abundance profiling，HA-QAP)，首次实现对植

物相关细菌群落的定量分析 [70]。Chen 等设计

的细菌 16S rRNA 基因特异性引物能排除植物

DNA 的污染，可对内生细菌含量很低的植物

样本进行相对定量和绝对定量分析[6]。灵敏的

菌群定量检测技术还将促进无菌植物培养体系

和菌群移植体系的建立，为在无菌体系中研究

菌群功能及将特定共生菌或菌群定殖到植物内

部的方法提供基础。 

与植物表面、土壤和环境定殖的细菌相比，

内生细菌与植物的共生关系更为稳定。内生细

菌与宿主的共同进化可能意味着宿主植物更容

易从外部环境中选择这些内生细菌并富集于植

物内部。因此，使用内生细菌作为植物促生或

抗病的载体，是发展可持续农业中相对新颖但

很有潜力的新领域，内生细菌作为载体工程菌

为植物提供优良性状也是未来农业发展的一个

新趋势。将内生细菌通过遗传转化开发为载体

工程菌，以监测植物的胁迫和营养情况，或者

为植物引入目标性状，以期实现增加营养利用

率、提升作物抗病抗逆能力等目的。灵敏高效

的植物内生细菌高通量测序及定量技术，以及

细菌的高通量培养技术的进步，将促进内生细

菌领域的快速发展。 
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