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封面图说: 草丛中的朱鹮———朱鹮有着鸟中“东方宝石冶之称。 洁白的羽毛,艳红的头冠和黑色的长嘴,加上细长的双脚,朱鹮
历来被日本皇室视为圣鸟。 20 世纪前朱鹮在中国东部、日本、俄罗斯、朝鲜等地曾有较广泛地分布,由于环境恶化等
因素导致种群数量急剧下降,至 20 世纪 70 年代野外已认为无踪影。 1981 年 5 月,中国鸟类学家经多年考察,在陕
西省洋县重新发现朱鹮种群,一共只有 7 只,也是世界上仅存的种群。 此后对朱鹮的保护和科学研究做了大量工
作,并于 1989 年在世界首次人工孵化成功。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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宁夏荒漠草原小叶锦鸡儿可培养内生细菌
多样性及其分布特征

代金霞,王玉炯*

(宁夏大学生命科学学院, 银川摇 750021)

摘要:对宁夏荒漠草原小叶锦鸡儿各部分组织中可培养内生细菌的遗传多样性和分布特征进行了分析,并对菌株的耐盐性、耐
酸碱性和生长温度范围进行了测定。 结果表明:各部分组织中内生细菌的数量和群落组成存在明显差异,根部细菌种群密度最

大,分离数量最多,叶部次之,茎部和种子数量最少。 78 株分离菌株经 16S rDNA 鄄RFLP 分析共产生 9 种遗传图谱类型,16S
rDNA 序列分析表明供试菌株分别归属于芽孢杆菌属、类芽孢杆菌属、假单胞菌属、贪铜菌属、罗尔斯顿菌属和中华根瘤菌属,与
其它植物相比多样性较为单一;芽孢杆菌属是小叶锦鸡儿的优势内生菌群(占 87. 2% ),分布于所有组织中。 菌株的抗逆能力

较强,多数菌株可耐受 6%的 NaCl,能在 pH 值 5. 0—10. 0 及 45 益的条件下生长,3 株芽孢杆菌属细菌具有较强的耐盐、耐酸

碱、耐高温性能。
关键词:极端环境;小叶锦鸡儿;内生细菌;遗传多样性;抗逆性

Diversity and distribution of endophytic bacteria isolated from Caragana
microphylla grown in desert grassland in Ningxia
DAI Jinxia, WANG Yujiong*

School of Life Science, Ningxia University, Yinchuan 750021, China

Abstract: Endophytic bacteria can be defined as those bacteria that can colonize the internal tissue of a plant without
causing negative effects on their host. Many endophytes can be used as agents for stimulating plant growth, and for
producing bioactive natural compounds as a potential source of novel products for use in medicine, agriculture, and
industry. Therefore, the study of plant endophytic bacteria is important for understanding ecological interactions and for the
development of biotechnological applications. We studied the diversity, distribution, and stress resistance of endophytic
bacteria isolated from Caragana microphylla, a perennial leguminous shrub that is highly tolerant to drought, salt, and
extreme cold environment, from desert grassland in Ningxia, China. A total of 78 bacterial strains were isolated, and the
quantity and community composition of endophytic bacteria in various tissues of C. microphylla were found to be markedly
different. The bacteria colonizing in the roots was greater than that of other tissues (40 strains), followed by leaves (20
strains) . The genetic diversity and phylogenetic position of the isolates were analyzed using restriction fragment length
polymorphisms (RFLP) and sequence homology comparisons of the 16S rDNA gene. The isolates were classified into 11
types on the basis of PCR鄄RFLP results, and strains were determined to belong to six genera from five families based on 16S
rDNA sequence analysis. The endophytic bacterial population of C. microphylla was found to be less diverse than that of
other plants, and colonized predominantly by Bacillus species (87. 2% ), which were distributed in all tissues of the plant.
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The bacterial populations in the roots consisted of Bacillus (89. 6% ) and Paenibacillus, which included isolates belonging
to rDNA types 1—6. The bacterial populations found in leaf tissue consisted of Bacillus and Ralstonia species, while
bacteria found in the stems were mainly Bacillus, Pseudomonas, and Sinorhizobium species. Bacillus, Pseudomonas, and
Cupriavidus species were isolated from seeds. Tests for stress resistance revealed that most of the isolates could tolerate NaCl
stress at 6% concentration, and could grow at an initial pH of 5. 0—11. 0 and at a temperature of 10—45益 . A small
number of isolates could tolerate NaCl stress at 10% concentration, and could grow at pH 12. 0 at a temperature of 55益 .
None of the isolates could grow below pH 4. 0 and at a temperature of 4益 . The stress resistance of endophytic bacteria was
different in various tissues, and root bacteria showed greater levels of resistance than strains isolated from other tissues.
However in general, the endophytic bacteria of C. microphylla had a strong resistance capacity, among which, three strains
of Bacillus were most resistant. The results of this study not only offer new information about the C. microphylla endophytes
under extreme environmental conditions, but also add to our knowledge regarding the protection and utilization of microbial
resources in arid areas during the management of desertification.

Key Words: extreme environment; Caragana microphylla; endophytic bacteria; genetic diversity; stress resistance

植物内生细菌指存活于健康植物组织内部,而又不引发宿主植物表现出明显感染症状的细菌类群[1]。
它们长期生活在植物体内的特殊环境中并与宿主协同进化。 一方面植物体为其提供生长必需的能量和营养,
另一方面,内生菌又可通过自身的代谢产物或借助于信号传导作用对植物体产生影响[2]。 许多植物内生细

菌具有重要的生物学和生态学功能,如通过固氮、分泌生长素、抗病虫害来促进植物生长,或作为潜在的生防

资源和外源基因载体,在农业和医药领域中具有巨大的应用潜力而使之逐渐成为国内外研究的热点[3]。 目

前对植物内生细菌的研究主要集中于粮食作物、经济作物和药用植物,而绝大多数植物特别是在特殊生境或

极端环境下的植物内生细菌及其作用尚待研究。 极端环境下的植物是否也蕴藏着丰富的内生细菌资源,这些

内生细菌的种群结构和分布特点与其它环境下的内生细菌有何异同,它们对于生存条件极其恶劣的宿主植物

有何作用或功能? 因此,对极端环境中的植物内生细菌多样性、生理特性研究以及从各个层次上深入探讨内

生菌与宿主植物之间的相互作用,将有助于了解内生细菌的生物学特性及其未知的生态学作用、发掘新的微

生物种质资源。
小叶锦鸡儿 Caragana microphylla 是豆科(Leguminosa)蝶形花亚科(Papilionoideae) 锦鸡儿属植物,是我

国北方大部分地区特别是黄土高原和干旱风沙区的优良豆科灌木,具有极强的生命力和抗逆性,它可以抗 50
益的高温,耐-40 益的严寒,在土壤 pH 值 6. 0—11. 0 的环境下都能正常生长。 此外还兼具薪碳、蜜源、药用、
饲用等经济价值,是我国西北、华北、东北西部水土保持和固沙造林的重要树种之一,具有重要的生态价

值[4]。 宁夏位于我国西北的东部,东邻毛乌素沙漠南缘,属于典型的荒漠化草原地带,是我国西部土地沙漠

化最严重的地区之一,自然生态恶化。 小叶锦鸡儿作为宁夏荒漠区长期发展的重要植物资源,在维护干旱荒

漠区的生态平衡、改善沙区环境、发展畜牧业生产、提高沙区的经济效能中发挥着十分重要的作用。 本文拟对

宁夏荒漠草原优势固沙植物小叶锦鸡儿各部分组织内生细菌多样性、分布特征、生理特性进行分析,为深入探

讨极端环境中内生细菌的生态功能、内生细菌与宿主植物的相互作用研究奠定基础,也将有助于发掘新的微

生物种质资源,为推动干旱地区微生物资源的保护、开发和利用提供依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 菌株的分离

植物材料采自宁夏白芨滩国家级自然保护区。 该保护区位于毛乌素沙漠的边缘(106毅20忆—106毅37忆 E,
37毅49忆—38毅20忆 N),保护区内集中分布有干旱沙地、荒漠草原和流动沙丘等荒漠类型生态系统,是我国典型

的荒漠类型自然保护区,年均降水量 255. 2 mm,年均蒸发量为 2862. 2 mm,土壤类型以灰钙土为主。 区内分

布的以锦鸡儿为主的 1. 7 万 hm2 天然荒漠灌木群落是我国面积最大最集中的特有类型。 于 2011 年 5—9 月

1036摇 20 期 摇 摇 摇 代金霞摇 等:宁夏荒漠草原小叶锦鸡儿可培养内生细菌多样性及其分布特征 摇
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采集生长旺盛、树龄 10a 以上的小叶锦鸡儿根、茎、叶和种子。 采用 5 点取样法(每点间隔 100m)共采集各组

织材料 5 份,混匀。 称取根、叶、种子各 10 g 分别用无菌水清洗干净,经 75% 的乙醇浸泡 3 min,漂洗后再用

0郾 1%的 HgCl2 表面消毒 3—5 min,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 LB 琼脂培养基中;茎部经表面消毒后,用灭菌解剖刀去除两端切面,切割成 1 cm3 的小块,平
放于 LB 平板上,置 28 益下培养 2—3 d。 取最后 1 次无菌水清洗液涂布平板进行无菌检测。 根据菌落形态挑

选单菌落进行分离纯化。 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。 本实验从小

叶锦鸡儿各组织共分离内生细菌 78 株。 菌株编号见表 1。
1. 2摇 遗传多样性分析

1. 2. 1摇 菌株基因组 DNA 的提取

将纯化的菌株接入 LB 液体培养基中,28 益,150 r / min 振荡培养 2 d,4 益 8000 r / min 离心收集菌体,弃
去上清,用 TE 洗涤 3 次,用 CTAB鄄氛 /氯仿进行菌株总 DNA 提取[5]。
1. 2. 2摇 16S rDNA鄄 RFLP 分析

采用通用引物对 27F(5忆鄄AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG鄄3忆) / 1492R(5忆鄄TAC GGY TAC CTT GTT ACG
ACT T鄄3忆) 扩增菌株的 16S rDNA 序列,引物序列分别对应于大肠杆菌(Escherichia coli)16S rRNA 基因的 8—
27 位和 1492—1513 位[5]。 扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测合格后,选用 HaeIII、HinfI 、MspI 3 种限制性

内切酶 37 益消化 4 h (酶切体系含 PCR 产物 4 滋L,酶 5U, Buffer 1. 0 滋L, 去离子水补足至 10 滋L )。 消化产

物经 2%琼脂糖凝胶电泳检测,GelRed 染色,Bio鄄Rad 凝胶成像系统拍照。 根据不同酶切图谱类型,对每一待

测菌株的 3 种酶切结果进行归类组合,具有相同酶切图谱的菌株作为一个基因型(rDNA type)。
1. 2. 3摇 序列测定及系统发育分析

选取各酶切图谱类型的代表菌株,纯化其 16S rDNA 的 PCR 产物后委托上海生工生物工程技术服务有限

公司进行测序(测序引物与扩增相同)。 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,Clustal X 多重比对后,运用 MEGA5. 0 软件,采用 Neighbor鄄joining 法构建系统树,对各菌株的系统发

育地位进行分析,boostrap 1000 次检测各分支的置信值。
1. 3摇 抗逆性测定

配制含 NaCl 质量分数为 2% 、4% 、6% 、8% 、10%等 5 个梯度的 LB 平板用于菌株耐盐性测定;用 HCl 和
NaOH 调节灭菌的 LB 培养基使其 pH 值为 4. 0、5. 0、10. 0、11. 0、12. 0 等 5 个梯度后倒平板用于菌株耐酸碱能

力测定;在 LB 平板上接种供试菌株后置于 4、10、45、55 益下培养用于菌株生长温度范围测定。
将待测菌株活化后接种于 LB 液体培养基培养 36h, 用无菌水调至各菌株 OD260 的值一致,点接于待测

指标平板(每皿重复接 5 点),置恒温培养箱中培养 2—7 d,观察平板上菌的生长情况,各处理均 3 次重复[6]。
以含 0. 5%NaCl、pH 值 7. 0、28 益生长的 LB 平板作为阳性对照。
2摇 结果分析

2. 1摇 菌株 16S rDNA 的扩增及 RFLP 分型与分布

本研究从小叶锦鸡各组织中共分离出内生细菌 78 株。 其中,根部分离 48 株(R01—R48),叶部 20 株

(L01—L20),茎部 6 株(S1—S6),种子 4 株(SD1—SD4)。 所有菌株用引物对 27F、1492R 特异性扩增后获得

1500 bp 左右的单一条带(图 1)。 PCR 产物经 3 种内切酶消化得到不同的酶切图谱类型(图 2—图 4),组合后

共获得 11 种基因型(表 1),其中根部 6 种,分布于基因型 1—6 中;叶部 4 种,分布于基因型 1—3 和 10 中;茎
部 4 种,分布于基因型 1、3、8 和 11 中;种子 3 种,分布于基因型 1、7、9 中。 从内生细菌在不同组织器官的的

分布特征上看,基因型 1 在所有组织中都有分布,基因型 3 分布在种子以外的其它组织中,这 2 种基因型的菌

株分离数量最多,分布最广,属于小叶锦鸡儿的优势类群;基因型 4—6 的菌株只从根部分离获得;基因型 8、
11 的菌株仅从茎部获得,而基因型 7、9 的菌株仅从种子分离获得,说明内生细菌的分布数量、种类在不同组

织中存在差异,具有明显的组织特异性。
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表 1摇 小叶锦鸡儿可培养内生细菌 16S rDNA 基因型及其系统发育地位

Table 1摇 16S rDNA types of the endophytic bacteria isolated from C. microphylla and their phylogenetic position

菌株
Strains

基因型
rDNA type

科
Family

NCBI 比对结果
NCBI closest match

序列相似性
Sequence identity / %

R43*, L01*, SD4*

R07, R11, R17, R35, R36, R41, L04,
L06, L08, L09, L12, L14, L16, S5, S6

1 Bacillaceae

Bacillus cereus
Bacillus thuringiensis
Bacillus anthracis
Bacillus subtilis

100
99
99
99

L07*, L19*,R18, R21, R32, R33, R34,
R37, R38, R40, R42

2 Bacillaceae Bacillus pumilus 100

R05*, R19*, R25*, R39*, R46*, L03*,
R12*, R01, R02, R03, R04, R06, R08,
R13, R15, R16, R20, R22, R23, R24,
R26, R27, R28, R29, R30, R31, L10,L11,
L17, S2

3 Bacillaceae Bacillus simplex 100

R10*,R09 4 Bacillaceae Bacillus idriensis 100

R48*,R44, R45 5 Paenibacillaceae Paenibacillus lautus 99

R14*,R47 6 Paenibacillaceae Paenibacillus ehimensis 99

SD3*,SD2 7 Pseudomonadaceae Psendomonas marginalis
Pseudomonas fluorescens 99

S1*,S4 8 Pseudomonadaceae Pseudomonas syringae 97

SD1* 9 Burkholderiaceae Cupriavidus basilensis 99

L02*,L05, L13, L15, L18, L20 10 Burkholderiaceae Ralstonia pickettii 100

S3* 11 Rhizobiaceae Sinorhizobium melioti 100

摇 摇 带有* 符号的为测序的代表菌株

图 1摇 菌株 16S rDNA 扩增电泳图

Fig. 1摇 Electrophoretic fingerprints of 16S rDNA
图 2摇 部分菌株 16S rDNA Hinf玉酶切图

Fig. 2摇 16S rDNA RFLP patterns disgested by Hinf玉

图 3摇 部分菌株 16S rDNA Msp玉酶切图

Fig. 3摇 16S rDNA RFLP patterns disgested by Msp玉
图 4摇 部分菌株 16S rDNA Hae芋酶切图

Fig. 4摇 16S rDNA RFLP patterns disgested by Hae芋

2. 2摇 内生细菌的遗传多样性与系统发育

选取各基因型的代表菌株进行 16S rDNA 全序列测定,获得的正反向序列经拼接比对后得到 1300—1500
bp 左右的长度。 测序结果提交至 Genbank 获得检索号(JN604320鄄JN604339)。 序列在 GenBank 中同源性搜
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索结果表明基因型 1—6 的菌株隶属于芽孢杆菌纲 ( Bacilli) 芽孢杆菌科 Bacillaceae 和类芽孢杆菌科

Paenibacillaceae;基因型 7—8 的菌株属于 酌鄄变形杆菌纲(酌鄄proteobacteria)假单胞菌科 Pseudomonadaceae;基因

型 9—10 的菌株属于 茁鄄变形杆菌纲(茁鄄proteobacteria)伯克氏菌科 Burkholderiaceae;基因型 11 的菌株隶属于

琢鄄变形杆菌纲(琢鄄proteobacteria) 摇 的根瘤菌科 Rhizobiaceae。 以代表菌株的 16S rDNA 序列构建的系统发育树

如图 1。 系统树所反映的菌株的系统关系与 16S rDNA鄄RFLP 分型结果一致。
芽孢杆菌科:包括基因型 1—4 的菌株,占所有分离物的 78. 2% (61 株),属于小叶锦鸡儿的优势类群。

分布于各种组织中,根部种群密度最大,占根部分离物的 89. 6% (43 株),其次为叶部,70% 的叶部分离物属

于该科(14 株)。 16S rDNA 基因序列分析表明,这 4 种基因型的菌株全部与芽孢杆菌属(Bacillus)相关菌株序

列同源性最高。 其中基因型 1 的菌株与蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus 的 16S rDNA 序列相似性为 100% ,与枯

草芽孢杆菌 Bacillus subtilis、炭疽芽孢杆菌 Bacillus anthracis、苏云金芽孢杆菌 Bacillus thuringiensis 的 16S rDNA
序列相似性均达到 99% ;基因型 2、3 的菌株分别与短小芽孢杆菌 Bacillus pumilus、简单芽孢杆菌 Bacillus
simplex 序列相似性为 100% ;基因型 4 的菌株与病研所芽孢杆菌 Bacillus idriensis 的序列相似性为 100% 。

类芽孢杆菌科:包括基因型 5—6 的分离物,仅从根部分离获得。 分别与类芽孢杆菌属的灿烂类芽孢杆菌

Paenibacillus lautus、爱媛类芽孢杆菌 Paenibacillus ehimensis 的 16S rDNA 基因序列相似性为 99% 。
假单胞菌科:从茎部分离出 2 株(基因型 8),与丁香假单孢菌 Pseudomonas syringae 的 16S rDNA 序列相似

性为 97% ;种子分离出 2 株(基因型 7),与边缘假单胞菌 Psendomonas marginalis、荧光假单胞菌 Pseudomonas
fluorescens 的 16S rDNA 序列相似性均为 99% 。 根部、叶部无分布。

伯克氏菌科:包括基因型 9—10 的菌株。 叶部分离出 6 株,具有相同的基因型(基因型 10),与皮氏罗尔

斯顿菌 Ralstonia pickettii 的 16S rDNA 同源性为 100% 。 种子分离出 1 株 (基因型 9 ),与贪铜菌属的

Cupriavidus basilensis 的 16S rDNA 序列相似性为 99% 。 茎部和根部无分布。
根瘤菌科:仅从茎部分离 1 株(基因型 11),与草木樨中华根瘤菌 Sinorhizobium melioti 的 16S rDNA 序列

相似性为 100% 。
2. 3摇 菌株的抗逆性

经过检测,供试菌株对 NaCl 的耐受能力差异较大。 87%的菌株能够耐受 2% 的 NaCl,70. 5%的菌株能够

耐受 4%的 NaCl,64%的菌株能够耐受 6%的 NaCl,仅有 20%和 5%的菌株能在含 8%和 10%的 NaCl 平板上

生长。 其中根部分离物的耐盐性普遍较强,所有根部细菌在含 2% NaCl 的平板上生长良好,58. 3%的菌株可

耐受 6%的 NaCl;叶部菌株的耐盐性差异最大,35% (7 株)的菌株不能在含 2%NaCl 的平板上生长,而 40% (8
株)的菌株却能够耐受 8%的 NaCl,其中 L07 和 L19 在 10%NaCl 平板上仍然长势良好。 茎部的 6 株分离物耐

盐性较弱,仅有 4 株能耐受 2%的 NaCl。 种子分离物中 SD4 可耐受 8% 的 NaCl,SD2 和 SD3 仅可耐受 2% 的

NaCl,SD1 不能在含 2%NaCl 的平板上生长。
分别有 70. 5% 、32%的菌株在 pH 值 10. 0 和 pH 值 11. 0 的条件下生长旺盛,12. 8% 的菌株能在 pH 值

12. 0 的培养基中生长,包括根部 5 株,叶部 5 株,其中 R11,R48 和 L08 长势良好。 53. 8%的菌株在 pH 值 5. 0
的条件下能较好的生长,但在 pH 值 4. 0 的条件下所有菌株都不能生长。 分离自种子的 4 株菌耐酸碱能力较

差,均不能在 pH 值 10. 0 和 pH 值 5. 0 的条件下生长。
以 28 益生长菌株为对照,所有供试菌株可在 10 益时生长,除菌株 R08、R15 外,所有菌株在 4 益时不能

生长;85%的菌株在 45 益时生长旺盛,6 株菌可在 55 益条件下生长,其中 L07、L19 和 R11 仍然长势良好,表
现出极强的耐高温性能。
3摇 讨论

内生细菌系统地存在于植物各种组织中,在植物体中的分布具有普遍性、多样性的特点,是植物微生态系

统的重要组成部分,在长期的协同进化过程中,与植物形成了互惠互利的关系[7]。 植物内生菌的生境特殊性

决定了其既有理论研究的广度和深度,又有广泛的应用潜力,是个潜力巨大、尚待开发的微生物新资源。
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图 5摇 小叶锦鸡儿内生细菌 16S rDNA 系统发育树状图

Fig. 5摇 Phylogenetic trees of endophytic bacteria from C. microphylla based on the 16S rDNA sequences

本研究运用 16S rDNA鄄 RFLP 及序列分析法对宁夏荒漠草原固沙植物小叶锦鸡儿各部分组织内生细菌多

样性进行了分析,结果表明分离的 78 株内生细菌分属芽孢杆菌纲(Bacilli)和变形杆菌纲(proteobacteria) 的 5
个科 6 个属,在科级和属级水平上多样性较为单一,不同组织中内生细菌的种类和数量均有差异。 根部细菌

密度大,分离数量多,89. 6%的菌株隶属于芽孢杆菌属,另外 10. 4%隶属于类芽孢杆菌属。 叶部细菌分离数

量次于根部,70%隶属于芽孢杆菌属,30%隶属于伯克氏菌科的罗尔斯顿菌属 Ralstonia。 茎部和种子虽然分

离出的菌株数目少,但其多样性相对较丰富,分布于芽孢杆菌属、假单胞菌属、中华根瘤菌属和贪铜菌属。 有

研究表明,烟草、甜玉米和棉花的根中内生细菌数量最多,茎次之,叶最少,而水稻、大豆根部内生细菌最多,叶
次之,茎和种子最少[8鄄10]。 史应武等对天山北坡甜菜内生细菌多样性的研究表明,甜菜根中内生菌的多样性

高于茎和叶[11]。 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
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菌越少[12]。 本研究从小叶锦鸡儿根部分离出的细菌数量最多,叶部次之,茎部和种子最少,与水稻、大豆内生

细菌的分布特征相似。 已有的研究证实,由于生活在活体植物组织中,内生菌的生长代谢受多方面因素的制

约,其分布特征和群落结构不仅受到宿主植物的影响,还受外界环境因子的影响,环境条件和宿主基因型决定

内生菌的遗传多样性,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[13鄄17]。 小叶锦鸡儿内生细菌的多样性与其它植物相比较为单一,其原因可能是宿主植物长期生长于干旱

少雨、土壤贫瘠、植被单一的荒漠化草原,这种极端干旱的环境直接影响着植物的生长代谢,从而也会间接影

响到其体内内生细菌的多样性与生长代谢。 此外,由于受细菌生长条件和培养基选择性的限制,一些细菌由

于不适应人工提供的培养条件而不能被分离鉴定出来,这样得出的细菌多样性可能会偏离实际情况,不能真

正显示组织中细菌的多样性及种群结构,造成多样性的丢失。
植物可以看作是被许多不同的细菌开发的不同生境的复杂的微生态系统。 在植物微生态系统中,不同的

内生菌可以占据不同的生态位,他们相互作用,在植物体内维持着微生态的平衡[18]。 目前发现的植物内生细

菌大多为土壤微生物种类,其中假单胞菌属(Pseudomonas)、芽孢杆菌属(Bacillus),肠杆菌属(Enterobacter)以
及土壤杆菌属(Agrobacterium)为最常见的属。 本研究表明芽孢杆菌属细菌是小叶锦鸡儿分离频率最高的菌

群(87. 2%的分离菌株属于芽孢杆菌属),该属分布于小叶锦鸡儿所有组织中,属于优势类群,这与目前的一

些研究结果一致[11,19鄄20]。 据报道,芽孢杆菌属的一些种类对外界有害因子抵抗力强,菌体生长过程中产生的

枯草菌素、制霉菌素等多种活性物质对植物病原菌有明显的抑制作用[21];苏云金芽孢杆菌由于能产生 啄鄄内毒

素,对鳞翅目等昆虫的幼虫有毒杀作用而用于制造生物农药,是常用的生防资源菌[22]。 此外,通过 16S rDNA
序列分析,发现小叶锦鸡儿内生细菌与许多具有重要生态学功能的细菌有着很高的同源性。 如菌株 S3 与中

华根瘤菌属的菌株同源,该类细菌能与豆科植物共生固氮;芽孢杆菌属、假单胞菌属、类芽孢杆菌属的许多菌

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[23鄄24];有些菌株还能够降解环境中的多种污染物如苯酚、苯胺、甲胺磷等,对环境污染的治理和土壤修复具

有重要作用[25鄄26];罗尔斯顿菌属和贪铜菌属的部分菌株在重金属抗性方面具有非常显著的优势,有望成为待

开发的重金属生物修复优良菌剂[27鄄28]。 这一结果也预示着小叶锦鸡儿组织内部蕴藏着丰富的可开发利用的

微生物类群。
在抗逆性实验中,供试菌株表现出不同的耐盐、耐酸碱和抵抗高低温的能力。 总体上根部细菌的抗逆能

力普遍较强。 其中,经 16S rDNA 序列测定鉴定为芽孢杆菌属的 L07、L19 和 R11 这 3 株菌的抗逆性最为显

著,可以耐受 10%的 NaCl,在 pH 值 5. 0—12. 0 的酸碱范围内都能生长良好,而且表现出极强的耐高温能力,
在 55益时仍然生长旺盛。 高温干旱是动植物和微生物生长发育的限制因子,但这种生态条件同时亦会赋予

植物及其内生菌较强的抗逆性。 不论是宿主植物还是细菌,均经自然选择不断适应干旱环境,表现出耐盐、耐
酸碱、耐高温的特性。 本研究的供试菌株及其宿主植物分布于干旱半干旱的荒漠区,土壤盐碱化程度较高,它
们所具有的特殊性状可能是其在长期逆境胁迫下,经过双重选择,逐渐进化、适应生态环境的结果,是物种生

态系统功能正常发挥的有效保障。
作为防风固沙的先锋物种,小叶锦鸡儿的生态学意义远大于其经济学意义,而干旱贫瘠的土壤生态条件

必然会影响到其体内共生微生物在遗传特性、群落组成和分布上的差异。 本研究通过 16S rDNA 序列分析法

表明宁夏荒漠草原固沙植物小叶锦鸡儿各部分组织内生细菌的种群结构、抗逆能力存在较大差异,芽孢杆菌

属是其优势内生菌群,这些内生细菌是否具有促生作用、它们通过何种途径作用于宿主植物来实现抗性机能

的统一,有待深入研究。
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