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摘  要：【背景】植物内生菌长期与宿主共生，对宿主生长发育产生影响。葛根作为重要的药食

两用作物，葛根内生菌的研究具有重要实践意义。【目的】对广西葛根根部内生细菌进行分离、

鉴定及促植物生长特性分析，旨在了解该药食同源植物内生细菌种群结构及其促生特性，为分析

内生菌群体在药食同源植物产量和品质形成的作用及其内生细菌资源的开发利用提供参考。【方

法】采用 6 种不同的培养基从广西葛根的根瘤、根系和根愈伤组织分离内生细菌，16S rRNA 基因

测序和系统发育分析内生细菌的分布特征和遗传多样性，采用生理生化方法测定分离菌株的固氮

活性、溶磷特性、产生嗜铁素、分泌吲哚乙酸(indole-3-acetic acid, IAA)等促生特性。【结果】从

葛根根瘤、根系和根部愈伤组织中共分离得到 223 个菌株，16S rRNA 基因测序鉴定这些菌株隶属

于 2 门 4 纲 10 科 19 属，其中芽孢杆菌属、假单胞菌属、土壤杆菌属、肠杆菌属为葛根优势菌群；

内生细菌数量和群落组成存在明显的组织特异性，其数量表现为根瘤>根系>根愈伤组织，但其种

群多样性表现为根愈伤组织>根系>根瘤。不同培养基分离出的细菌种群丰富度有差异。从供试菌

株中筛选出 6 株具有 nifH 基因的内生菌，15 株兼具固氮、溶磷、产生嗜铁素、分泌 IAA 4 种促生

特性的内生菌，17 株兼具 3 种促生特性的内生菌。【结论】广西葛根内生细菌资源非常丰富，内

生菌在葛根体内分布具有明显的组织特异性，兼具多种促生特性。 
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Abstract: [Background] Endophytic bacteria coexist with the host for a long time, posing an 
impact on the growth and development of the host. Pueraria montana is an important plant with 
both medicinal and edible values. The research on the endophytic bacteria of this plant is of 
practical significance. [Objective] To isolate and identify the endophytic bacteria from the roots 
of Pueraria. montana var. lobata growing in Guangxi and analyze their growth-promoting 
effect, so as to learn the community structure and growth-promoting effects of endophytic 
bacteria from the medicinal and edible plants, and provide references for revealing the role of 
endophytic bacteria in the production and quality formation of medicinal and edible plants and 
the development and utilization of endophytic bacterial resources. [Methods] Six different 
media were used to isolate the endophytic bacterial strains from the root nodules, root system, 
and root callus of Pueraria montana var. lobata. The 16S rRNA gene sequencing was employed 
to explore the distribution characteristics and genetic diversity of the endophytic bacteria. The 
physiological and biochemical tests were carried out to determine the nitrogen-fixing activity, 
phosphorous-solubilizing properties, siderophore production, and indole acetic acid (IAA) 
secretion of the isolated strains. [Results] A total of 223 strains were isolated from the root 
nodules, root system, and root callus of Pueraria montana var. lobata. These isolates were 
phylogenetically classified into 19 genera, 10 families, 4 classes of 2 phyla based on their 16S 
rRNA gene sequences. Bacillus, Pseudomonas, Agrobacterium, Enterobacter were the 
predominant taxa. The number and community structure of the endophytic bacteria varied 
between tissues. Specifically, the number of the endophytic bacteria was in the order of root 
nodules>root system>root callus and the diversity in the order of root callus>root system>root 
nodules. Furthermore, the bacterial communities were also distinct from various culture media 
showed different richness. There were 6 strains with nifH gene, 15 strains with four 
growth-promoting properties including nitrogen fixation, phosphorous solubilizing, siderophore 
production, and IAA secretion, and 17 strains with three growth-promoting properties were 
selected from the tested strains. [Conclusion] The endophytic bacteria in the roots of Pueraria 
montana var. lobata from Guangxi are genetically diverse, with the distribution varying 
between tissues and multiple growth-promoting properties. 
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植物内生菌与宿主共生，参与宿主体内各种

代谢反应，对宿主生长发育，尤其是植物次生代

谢产物形成产生影响[1-2]。部分内生细菌具有较

高的利用价值，内生细菌不仅可以促进宿主的

种子发芽、开花和生物量积累等生长过程[3]，

还可自发或间接产生抗肿瘤、抑菌和杀虫等生

物活性物质[4]。药用植物内生菌可产生与宿主植

物相同或相似的药用活性成分，是抗癌、抗菌、

抗肿瘤、抗炎、降糖、抗氧化等新型活性物质来

源[5]。异黄酮是豆科植物体内形成的一类次生代

谢产物，主要参与植物组织和病原微生物的互作

及防御反应 [6]。药用植物内生菌中芽孢杆菌属

(Bacillus)、假单胞菌属(Pseudomonas)、纤维单

胞 菌 属 (Cellulomonas) 、 棒 形 杆 菌 属

(Clavibacter)、短小杆菌属(Curtobacterium)和微

小杆菌属(Microbacterium)都是常见的有定殖潜力

的内生细菌[7]。研究表明，这些内生菌与药用植物

的生长[8-9]、次生代谢产物积累[10-11]密切相关。 
葛(Pueraria lobata)是目前发现的含异黄酮

最高的植物，也是我国重要的药食同源植物。葛

根异黄酮是葛根主要的药用有效成分，对冠心

病、心绞痛、心律失常、高血压、糖尿病及其并

发症等具有良好的治疗效果，市场潜力巨大[12]。

葛根具有能在贫瘠的土壤快速生长的特性，且含

有丰富淀粉和异黄酮，但葛根生长发育、异黄酮

积累与其内生菌资源的关系仍不清楚，制约了葛

根内生菌资源的开发应用。 
本研究以广西栽培的药食兼用型葛的根瘤、

根系和根愈伤组织为材料，分离、鉴定葛根内生

细菌，探究其种群结构和遗传多样性，筛选具有

高效固氮能力和促生特性强的菌株，以期为后续

研究内生菌与葛根互作调控产量和品质形成关

系及葛根内生菌资源开发应用打下基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

LB 固体培养基、LB 肉汤培养基，广东环凯

微生物科技有限公司；固氮根瘤菌固体培养基，

青岛高科技工业园海博生物技术有限公司；

YMA 固体培养基、TY 固体培养基、DF 固体培

养基、DF-ACC 固体培养基、NFB 固体培养基

配方、L-色氨酸生长培养基、磷酸钙培养基和

CAS 培养基等参考文献[13]配制。采用本课题组

选育的桂葛 8 号葛根 (Pueraria montana var. 
lobata)品种，4 月初种植于广西大学网室，6 月

下旬取葛根 20 株，分别取根瘤、根系和根愈伤

组织作为试验材料。Taq DNA 聚合酶、10×PCR
缓冲液、MgCl2、dNTPs 和 DNA 凝胶回收试剂

盒，天根生化科技(北京)有限公司；细菌基因组

DNA 提取试剂盒，康为世纪生物科技有限公司；

pMDTM 18-T Vector Cloning Kit，宝生物工程(大
连)有限公司。 

电子天平，华杰电子仪器有限公司；生化培

养箱、恒温摇床，上海智城分析仪器制造有限公

司；立式压力蒸汽灭菌锅、洁净工作台，苏州安

泰空气技术有限公司；台式低速离心机、上海卢

湘仪离心机仪器有限公司；PCR 仪，南宁市百

谷生物科技有限公司；气相色谱仪，Perkin 公司；

酶标仪、Tecan 公司；电泳仪，北京六一生物科

技有限公司。 

1.2  内生细菌的分离与纯化 
将样品参考文献[14]进行表面消毒，在无菌

条件下将材料与无菌磷酸缓冲液于无菌研钵中

研磨成匀浆状。分别接种于 6 种不同培养基
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(YMA、TY、DF、DF-ACC、NFB、固氮根瘤菌

固体培养基)上。在 28 ℃光照培养箱培养 1−7 d。
观察记录细菌的外观形态及大小，挑选单个菌落

接种于 LB 固体培养基，进行纯化培养，将纯化

后的菌落接种于 LB 液体培养基上至对数期，部

分穿刺于固体培养基中常温保存，部分用 30%
甘油保存于−80 ℃冰箱，剩余菌液暂时 4 ℃保

存，备提 DNA 用。 

1.3  内生细菌的种属鉴定 
采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取各菌

株 DNA。根据原核生物 16S rRNA 基因的保守

序列设计通用引物 F8 (5′-AGAGTTTGATCCTG 

GCTCAG-3′)和 R1541 (5′-AAGGAGGTGATCCA 

GCCGCA-3′)。PCR 反应体系(50 μL)：2×Taq PCR 

Master Mix 25 μL，F8 和 R1541 引物(10 μmol/L)

各 1 μL、模板 DNA 2 μL，ddH2O 21 μL。PCR

反应条件：95 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，

72 ℃ 1.5 min，循环 20 次；72 ℃ 10 min。通过

1%的琼脂糖凝胶，电泳检测各基因 PCR 产物片

段长度和纯度，片段大小正确、条带明亮且清晰

的样品送生工生物工程(上海)股份有限公司进

行测序。将测得菌株的 16S rRNA 基因序列提交

GenBank 数据库进行 BLAST 比对，与数据库中

的已知序列进行同源性分析，运用 MEGA 7 软

件构建系统发育树。 

1.4  细菌固氮酶铁蛋白基因(nifH)的检测 
以各菌株 DNA 为模板，参照文献[13]设计

简并引物 PolyF (5′-TGCGAYCCSAARGCBGAC 

TC-3′)和 PolyR (5′-ATSGCCATCATYTCRCCGG 

A-3′)进行 nifH 基因的 PCR 扩增(简并碱基：

R=A/G，S=G/C，Y=C/T，B=C/G/T)，并以固氮

菌 Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 为阳

性对照，E. coli DH5α 为阴性对照[15]。PCR 反应

体系(50 μL)：2×Taq PCR Master Mix 25 μL，

PolyF 和 PolyR 引物(10 μmol/L)各 1 μL，模板

DNA 2 μL，ddH2O 21 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 

3 min；94 ℃ 1 min，55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，

循环 30 次；72 ℃ 10 min。nifH 基因片段大小预

计在 360 bp 左右。所有 PCR 产物经试剂盒回收

与纯化后，采用 pMD™ 18-T Vector Cloning Kit

将 PCR 回收产物与 T 载体进行连接，转化到大

肠杆菌 DH5α 感受态细胞，经过 Amp 和蓝白斑

的筛选，各挑选 8 个白色菌落分别接种至 LB

液体培养基于 28 ℃、220 r/min 培养过夜。用菌

悬液作为模板，用 PolyF/PolyR 引物进行 nifH

基因的 PCR 扩增，并对其进行质粒提取和 PCR

检验。选取含有重组质粒的阳性菌株送生工生

物工程(上海)股份有限公司测序。将测得序列提

交 GenBank 数据库进行 BLAST 比对，与数据

库中的已知序列进行同源性分析。 

1.5  促生特性分析 
根据分离出的菌株菌落形态及其 16S rRNA

与 nifH 基因测序结果对菌株进行分类，并选取

具有代表性的菌株进行后续促生特性分析。参照

文献 [16]采用乙炔还原法 (acetylene reduction 

assay, ARA)方法测定内生菌的固氮酶活性。参照

文献[15]采用 Salkowski 方法测定分泌 IAA 含

量。参照文献[13]采用(chrome azroul S, CAS)平

板法定性判断细菌是否能够分泌嗜铁素。参照文

献[13]采用平板法根据透明度和透明圈直径判

断细菌解磷能力强弱。 

1.6  数据处理 
利用 Excel2007、SPSS11.5 和 GraphPad Prism 

8 软件对数据进行分析和处理。 

2  结果与分析 

2.1  葛根内生细菌的分离鉴定 
从桂葛 8 号根瘤、根系、根愈伤组织共分离 
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得到 223 株葛根内生细菌，在分类学上属于  

2 门 4 纲 10 科 19 属。其中，芽孢杆菌属(Bacillus)

占 32.29% ， 假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas) 占

28.25%，土壤杆菌属(Agrobacterium)占 19.28%，

肠杆菌属(Enterobacter)占 4.48%，这些为优势菌

属；此外，不动杆菌属(Acinetobacter) 8 株，根瘤

菌属(Rhizobium) 4 株，泛菌属(Pantoea) 3 株，寡

养单胞菌属(Stenotrophomonas) 3 株，无色杆菌

属 (Achromobacter) 2 株 ， 克 雷 伯 氏 杆 菌 属

(Klebsiella) 2 株，类芽孢杆菌属(Paenibacillus)  

2 株，普罗维登斯菌属(Providencia) 2 株，假黄

单胞菌属(Pseudoxanthomonas) 2 株，沙雷氏菌属

(Serratia) 2 株，剑菌属(Ensifer) 1 株，贪食菌属

(Variovorax) 1 株，葡萄球菌属(Staphylococcus)  

1 株，勒克氏菌属(Leclercia) 1 株，碱性卤芽孢

杆菌属(Alkalihalobacillus) 1 株，这些为少数菌群。 

2.2  内生细菌数量和群落组成结构分析 
从不同部位分析，来源于根瘤的内生细菌

102 株，隶属于 7 属，其中芽孢杆菌属(占 48.0%)、

假单胞菌属(29.4%)、土壤杆菌属(占 10.7%)为优

势菌属；来源于根系的内生细菌 80 株，隶属于

10 属，其中假单胞菌属(占 35.0%)、土壤杆菌属

(占 27.5%)、芽孢杆菌属(占 16.2%)为优势菌属；

来源于愈伤组织的内生细菌 41 株，隶属于 14 属，

其中土壤杆菌属 (占 24.3%)、芽孢杆菌属 (占

24.3%)、假单胞菌属(占 12.1%)为优势菌属。如

图 1A 和图 1B 所示，不同部位分离到的菌株数

量存在组织特异性，表现为根瘤>根系>愈伤组

织(图 1A)；此外，内生细菌种群结构也存在明

显差异，属的数量表现为愈伤组织>根系>根瘤

(图 1B)。 

2.3  不同培养基分离葛根内生细菌效果 
从固氮根瘤菌培养基中分离到 45 株内生细

菌，隶属于 8 属，其中土壤杆菌属(占 42.2%)、
芽孢杆菌属(占 20.0%)、假单胞菌属(占 20.0%)
为优势菌属；从 YMA 固体培养基中分离到   
53 株内生细菌，隶属于 7 属，其中芽孢杆菌属 
(占 43.3%)、假单胞菌属(占 35.8%)为优势菌属；

从 NFB 培养基中分离到 38 株内生细菌，隶属于

7 属，其中芽孢杆菌属(占 39.4%)、假单胞菌属 
(占 36.8%)为优势菌属；从 DF 培养基中分离到  
30 株内生细菌，隶属于 10 属，其中土壤杆菌属

(占 23.3%)、假单胞菌属(占 23.3%)、芽孢杆菌属

(占 16.6%)为优势菌属；从 TY 固体培养基中分

离到 36 株内生细菌，隶属于 10 属，其中芽孢杆

菌属(占 41.6%)、假单胞菌属(占 27.7%)为优势菌

属；从 DF-ACC 固体培养基中分离到 21 株内生

细菌，隶属于 5 属，其中土壤杆菌属(占 38.0%)、
芽孢杆菌属(占 23.8%)、假单胞菌属(占 19.0%)、
肠杆菌属(占 14.2%)为优势菌属。 

如图 2A、2B 所示，6 种培养基中分离获得

的菌株数量表现为：YMA 培养基>固氮根瘤菌

培养基>NFB 培养基>TY 培养基>DF 培养

基>DF-ACC 培养基(图 2A)；但其内生细菌属的

数量表现为：TY 培养基=DF 培养基>固氮根瘤

菌培养基>NFB 培养基=YMA 培养基>DF-ACC
培养基(图 2B)。 

2.4  葛根内生细菌系统发育树分析 
分离得到的 223 株葛根内生菌 16S rRNA 基

因测序结果与 GenBank 数据库中已有序列进行

BLAST 对比，综合系统发育树结果，确定菌株

归属。已将 16S rRNA 基因的测序结果提交到

NCBI 的核苷酸数据库(nucleotide database)。如

图 3 所示，运用 MEGA 7 软件对所得菌株及其

同源菌株进行系统发育树分析。总体上，根据

16S rRNA 基因序列能够将菌株在属的水平上分

出 3 大分支，芽孢杆菌属的菌株聚为一大支，菌
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株类群相似度为 94%；假单胞菌属菌株聚为一

大支，菌株类群相似度为 96%；根瘤菌属与土

壤杆菌属亲缘关系较近，聚为一大支，菌株类群

相似度为 94%。  

 
 

 
 
 

图 1  不同部位分离出内生细菌菌株数量(A)及归属种类情况(B) 
Figure 1  The number (A) and genus (B) of the endophytic bacteria from different tissues. 

 
 

 
 
 

图 2  不同培养基分离出内生细菌菌株数量(A)和归属种类情况(B) 
Figure 2  The number (A) and genus (B) of the genus from different isolation media.  
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图 3  葛根内生菌基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号内序号为序列的 GenBank 登录号；

利用 MEGA 7 邻接法构建系统发育树；分支点上的数字表示 1 000 次重复后得到的置信值 
Figure 3  The phylogenetic tree of endophytic bacteria from Pueraria lobata based on the 16S rRNA gene 
sequence. Numbers in parentheses are GenBank accession number; The evolutionary history was inferred using 
the neighbor-joining method; Numbers at the branch points indicates bootstrap values obtained after 1 000 
replicates. 
 
 

2.5  促生特性分析 
表 1 为所选的具有代表性的 40 株菌及其  

固氮能力与促生特性分析结果。从表 1 可看出，

40 株菌在固氮酶活性方面的差异性极显著，其中

有 38 株检测到有固氮酶活性，占总检测菌株的

95%，活性范围为 0.13–0.70 nmol/(mL·h)，其中

DFJ008 固氮酶活性最强，NL017、YG017 则未

检测出固氮酶活性。仅有 6 个菌株检测到具 
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表 1  内生细菌的促生特性 
Table 1  The growth-promoting characteristic of isolated strains 
菌株 
Strains 

固氮酶活性 
Nitrogenase 
activity 
(nmol/(h·mL)) 

IAA 含量 
Content of 
IAA 
(mg/L) 

嗜铁素 
Siderophore 
production 

解磷酸钙 
Phosphorous- 
solubilizing 
properties 

nifH 基因 
nifH gene 

来源植物 
部位 
Source 

分离培养基 
Media 

分类归属 
Genus affiliation 

DFJ008 0.70±0.12a 18.36±1.90f + – – Root callus DF Serratia 
GG018 0.55±0.11b 15.66±0.22h – + – Root system Azorhizobium Agrobacterium 
YL010 0.54±0.05bc 2.09±0.18no – – – Root nodules YMA Bacillus 
YL024 0.54±0.07bc 1.30±0.10o – – – Root nodules YMA Bacillus 
GG001 0.53±0.10bc 14.61±0.26i – + – Root system Azorhizobium Rhizobium 
YJ003 0.48±0.050bc 1.68±0.13no + + – Root callus YMA Pseudomonas 
YL022 0.46±0.07bc 2.05±0.15no – – – Root nodules YMA Pseudomonas 
DFG015 0.46±0.06bc 7.22±0.13lm + + – Root system DF Agrobacterium 
ACCG003 0.43±0.06c 1.75±0.05no + + – Root system DF-ACC Bacillus 
DFJ011 0.40±0.06d 8.25±0.70l + + + Root callus DF Klebsiella 
DFJ007 0.39±0.14de 18.00±0.34fg – + – Root callus DF Serratia 
GJ004 0.38±0.06de 1.50±0.16no + – – Root callus Azorhizobium Bacillus 
DFG001 0.37±0.01de 17.25±1.40g + + + Root system DF Agrobacterium 
GL004 0.37±0.06de 2.88±0.62mn + + – Root nodules Azorhizobium Pseudomonas 
GL023 0.34±0.05e 43.53±0.74a + + + Root nodules Azorhizobium Pseudomonas 
ACCG002 0.32±0.02ef 10.55±2.53k + + – Root system DF-ACC Bacillus 
DFL002 0.31±0.04f 1.64±0.17no + + – Root nodules DF Achromobacter 
DFL006 0.31±0.04f 1.77±0.31no + + – Root nodules DF Pseudomonas 
ACCG018 0.30±0.05fg 12.50±2.40j + – – Root system DF-ACC Agrobacterium 
ACCG020 0.30±0.07fg 12.40±3.92jk + – + Root system DF-ACC Agrobacterium 
YJ006 0.29±0.04fg 2.31±0.30no + – – Root callus YMA Bacillus 
NG011 0.28±0.04g 2.32±0.22n + – – Root system NFB Agrobacterium 
GG013 0.28±0.03gh 16.65±0.74gh – – – Root system Azorhizobium Agrobacterium 
GG019 0.27±0.06gh 27.65±2.29d + + – Root system Azorhizobium Agrobacterium 
YJ005 0.27±0.02gh 1.30±0.15o + – – Root callus YMA Bacillus 
NL022 0.26±0.06h 2.17±0.14no + – – Root nodules NFB Pseudomonas 
DFG003 0.26±0.05hi 3.69±0.01mn + + – Root system DF Rhizobium 
YJ004 0.26±0.05hi 7.86±0.87lm + + – Root callus YMA Bacillus 
GG012 0.25±0.09i 13.72±0.52ij – + – Root system Azorhizobium Agrobacterium 
DFJ006 0.25±0.02ij 34.10±1.5c + – + Root callus DF Agrobacterium 
DFJ003 0.25±0.04ij 25.59±1.01e + + + Root callus DF Agrobacterium 
YG014 0.19±0.04j 41.22±2.78b + + – Root system YMA Pantoea 
YL005 0.19±0.04j 1.39±0.03o – – – Root nodules YMA Pseudomonas 
ACCG021 0.19±0.01jk 11.88±0.70jk + – – Root system DF-ACC Agrobacterium 
YL009 0.18±0.09k 1.73±0.09no – – – Root nodules YMA Bacillus 
GL005 0.16±0.03l 16.67±0.04gh – – – Root nodules Azorhizobium Agrobacterium 
YL021 0.13±0.06m 1.69±0.14no – + – Root nodules YMA Pseudomonas 
YL017 0.13±0.06m 3.35±0.09mn – + – Root nodules YMA Bacillus 
NL017 0n 4.70±0.31m + – – Root nodules NFB Pseudomonas 
YG017 0n 19.56±0.10ef + + – Root system YMA Enterobacter 
–：检测阴性；+：检测阳性. 不同小写字母表示组间数据差异显著(P<0.05) 
–: Negative; +: Positive. Data with different lowercase letters are significantly different (P<0.05) among different groups. 
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有 nifH 基因，其中 1 株(GL023)属于假单胞菌属，

4 株(DFG001、ACCG020、DFJ003、DFJ006)属
于土壤杆菌属，1 株(DFJ011)属于克雷伯氏杆菌

属，它们均具有固氮酶活性，其中 DFJ011、
DFG001、GL023 的固氮酶活性较高。 

40 株菌在分泌 IAA 方面的差异性极显著。

所有检测菌株都可分泌 IAA，含量范围为

1.30−43.53 mg/L，其中 GL023 菌株分泌 IAA 含

量最高，其次是 YG014、DFJ006、GG019 和

DFJ003 较高，YJ005 和 YL024 菌株最低。 
40 株菌中，有 27 株具有产嗜铁素特性，占

总检测菌株的 67.5%；22 株具有解磷酸钙特性，

占总检测菌株的 55%；有 15 株兼具 4 种促生特

性，占总检测菌株 37.5%；17 株兼具 3 种促生

特性，占总检测菌株 42.5%；1 株兼具 2 种促生

特性。 

3  讨论与结论 
3.1  关于葛根内生菌资源多样性研究 

植物内生菌资源多样性表现在内生菌自身

的多样性、宿主植物本身的多样性和植物分离器

官组织的多样性[5]。内生细菌的分离种类和数量

受分离所采用的培养基、培养条件、宿主生长阶

段及生存环境等因素的影响[17]。研究表明，药

用植物内生真菌的优势菌群会随季节变化而产

生差异，非优势菌群或生长缓慢的内生真菌有时

会因其生长空间受到限制而无法分离获得[18]。

不同地域葛根内生菌已有报道，陈强从四川省葛

藤 根 瘤 中 分 离 到 23 株 根 瘤 菌 ， 分 布 于

Bradyrhizobium 和 Mesorhixziobium 2 个属，均为

慢生型根瘤菌[19]。谢徽等从四川省攀枝花葛藤根

瘤中分离到 43 株菌，分属于 Bradyrhizobium、

Rhizobium、Agrobacterium 这 3 个属，大部分为

快生型，少数为慢生型[20]。熊党生从葛根中筛选

出的产黄酮内生菌具有较强的抗氧化活性[21]。本

研究以广西药食兼用型桂葛 8号根部的 3个不同

部位为材料，采用 6 种不同培养基分离到 2 门   
4 纲 10 科 19 属内生菌群，种群结构和遗传多样

性在不同培养基和不同部位中分离存在差异，该

结果与黄丽丽等[17]研究结果相吻合。此外，本

实验获得根瘤菌与土壤杆菌多为快生型，与谢徽

等[20]研究结果基本吻合，推测葛根根瘤菌科菌

株主要以快生型为主。这些根瘤菌虽未检测出固

氮酶 nifH 基因特异带，却检测到具有促植物生

长特性，如菌株 GL005 在固氮酶活性和分泌 IAA
方面有良好的促植物生长特性，是否是根瘤菌的

固氮特性受翻译水平调控还是不同发育时期表

达差异有待进一步证实。 
本实验中分离到的芽孢杆菌属、假单胞菌

属、土壤杆菌属、肠杆菌属是葛根优势菌群，与

前人报道的甘草、春兰根、石斛、重楼等中草药

内生菌优势菌群结果相近[8,22-23]。说明葛根促生

内生菌资源非常丰富，这些中草药内生细菌可能

具有共同的优势种群定殖[7]。这些内生菌是否与

葛根互作调控葛根生长发育、葛根异黄酮积累有

待进一步研究。 
就宿主本身而言，葛根种质资源资源丰富，

全世界葛属种类约 20 种，我国约有 9 种和 2 个

变种。不同种类、不同地域药用植物品质、产量

差异较大，其内生菌资源可能存在差异[24]，因

此葛根内生菌资源还需要从不同地域、不同品

种、不同发育时期进行分离鉴定，才能全面掌握

葛根内生菌资源分布及其与葛根互作促生效应。

本研究结果进一步丰富了葛根内生菌资源，为葛

根内生菌资源研究和开发利用提供理论指导。 

3.2  内生菌功能多样性与葛根生长的相关性 
研究表明，内生细菌促进植物生长发育的机

制主要有两种途径，一是内生细菌通过生物固

氮、产生铁载体、溶磷、合成特异酶或分泌产生

植物生长素、细胞分裂素以及赤霉素等物质，直
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接促进植物的生长发育；二是通过促进宿主植物

自身合成多种植物生长激素、改善植物对 N、P
等营养元素以及其他矿物质的利用率、诱导宿主

植物合成一些小分子物质或者酶，提高植物对生

物何非生物胁迫的敏感性，间接促进植物的生长

发育[5]。 
内生菌分布于植物各组织，通过占据有利生

态位，丰富的内生菌群落在利用植物的同时对植

物的生长提供帮助，与根际、叶际等外部环境相

比，作为内环境的微生物更容易发挥生物学功能

和提高竞争力[25]。大多数陆地植物通过根系与

微生物建立共生关系。张敏等研究表明，在甘草

中其根部内生细菌种类都比茎部丰富，且芽孢杆

菌属(Bacillus)在根部为绝对优势菌[8]。大量研究

表明，芽孢杆菌属(Bacillus)在促生内生菌中占据

重要位置，具有分泌促生物质，改善植物生长状

况的能力[26-27]。此外，芽孢杆菌属(Bacillus)、假

单 胞 菌 属 (Pseudomonas) 、 土 壤 杆 菌 属

(Agrobacterium)作为溶磷微生物也在促生内生

菌上得到广泛认可。本研究得到的结果与前人研

究结果相符。发现受检的 40 株内生菌有 80%兼

具有 3−4 种促生特性，95%具有固氮活性，100%
具有分泌 IAA 特性。推测葛根内生细菌可能通

过多重促生效应直接促进葛根快速生长，但是否

联合互作调控葛根产量和品质有待进一步研究。

本研究所筛选出的高效促生内生菌为后续葛根-
内生菌互作研究和开发利用提供了菌种和理论

指导。 
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