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　 　 内生细菌是指可以在植物内部组织中定殖的ꎬ不会造

成任何直接的、明显的负面影响的细菌[１￣２] ꎮ 内生细菌广泛

分布于植物的各个组织中ꎬ如根、茎、叶、种子等的细胞或细

胞间隙[３] ꎬ甚至在植物的根瘤中也存在[４] ꎮ
内生菌参与调控水稻众多生理活动[５] ꎮ 利用内生菌促

进植物生长、增强作物抗病能力、减轻污染胁迫是实现水稻

优质高产的有效方法[６] ꎮ Ｆｅｎｇ 等[７] 发现施用含促生与有机

污染物降解功能的内生菌可显著提高水稻生物量ꎬ同时减少

水稻对有机污染物的富集ꎮ 研究结果表明ꎬ植物内生菌可通

过分泌次生代谢物诱导水稻自身抗性的形成[８] 或直接应对

病原体[９] ꎮ Ｈａｒｕｎａ 等[１０] 发现 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｍｅｌｏｎｉｓ 通过产

生邻氨基苯甲酸干扰水稻种子病原菌 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｐｌａｎｔａｒｉｉ
的 σ 因子 ＲｐｏＳꎬ从而抑制毒力因子合成ꎮ 此外ꎬ一些有益内

生菌还可以通过水稻种子跨代传播[１１] ꎬ它们在促进植物种

子萌发、根毛形成、诱导水稻幼苗抗病性等方面发挥重要作

用[１２] ꎮ
水稻内生细菌群落分布与组成受环境因子[１３] 、水稻品

种与生长期[１４]等因素影响ꎮ 研究结果表明ꎬ分蘖期的水稻

内生菌多样性丰富ꎬ分布均匀[１４] ꎮ 因此ꎬ研究不同地区不同

品种水稻分蘖期的内生菌分布ꎬ有助于了解水稻与内生菌互

作关系ꎬ有利于更好地将内生菌应用于农业ꎬ实现减少化肥

施用、减少农药施用、修复土壤环境等目标[１５] ꎬ推动农业的

绿色可持续发展ꎮ 目前ꎬ有关江苏省主要水稻品种中内生菌

群落分布的研究尚无报道ꎬ对不同品种水稻内生菌菌种库的

构建也鲜有报道ꎮ 本研究对江苏 ３３ 个水稻品种分蘖期的根

和茎叶中的内生菌进行分离、鉴定和分析ꎬ初步构建了不同

品种水稻内生菌菌种资源库ꎬ为挖掘水稻微生物资源ꎬ促进

水稻育种发展提供了资源和依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试剂与仪器

试验药品:胰蛋白胨大豆肉汤培养基(ＴＳＢ)与琼脂(青
岛海博生物技术有限公司产品)ꎬ次氯酸钠(ＡＲꎬ天茂化工有

限公司产品)ꎻ９５％乙醇(南京寿德生物有限公司产品)ꎮ
仪器:上海知楚 ＺＱＺＹ￣９０Ｆ 振荡培养箱ꎬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ Ｃｅｎ￣

ｔｒｉｆｕｇｅ ５８０４Ｒ 高速离心机ꎬ苏净 ＳＷ￣ＣＪ￣１Ｄ 超净工作台ꎮ
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１.２　 试验材料

分蘖期水稻植株采自江苏省农业科学院粮食作物研究

所试验田ꎬ所采集样品来自同一片区域ꎬ样品取回后储存于

４ ℃冰箱中ꎬ于 ２ ｄ 内完成样品处理ꎮ
水稻品种:丰粳 ３２２７、沪软 １２１２、华粳 ５、华粳 ８ 号、淮粳

５ 号、金粳 ８１８、金香玉 ２ 号、连粳 １１、连粳 １５、南粳 ４５、南粳

４６、南粳 ４７、南粳 ４９、南粳 ５０５５、南粳 ９１０８、宁粳 ８ 号、日本

晴、苏沪香粳、苏香粳 １００、苏香粳 ２ 号、苏秀 ８６７、皖垦粳

１１０３６、武育粳 ３ 号、武育粳 ８０ 号、武运粳 ２７ 号、武运粳 ２９
号、徐稻 ３、盐粳 １６、扬粳 ３０１２、扬粳 ３４９１、扬粳 ４２２７、扬育粳

２ 号、镇稻 １８ 号、镇稻 ９９ꎮ
１.３　 样品收集与表面消毒

将采集的水稻植株用蒸馏水洗净ꎬ每个品种随机取３~ ５
株ꎮ 用剪刀将水稻分为根与茎叶两部分并立即进行表面消

毒ꎬ方法参照文献[５]:采用 ７５％酒精浸没样品 ２ ｍｉｎꎬ采用

３％次氯酸钠浸没 ２ ｍｉｎꎬ每次弃去溶液后用无菌水润洗 ３
次ꎮ 最后 １ 次灭菌水涂布于 ＬＢ 固体平板ꎬ验证灭菌效果ꎮ
向装有经过消毒的水稻组织样品的离心管中加入 ２ 颗灭菌

磁珠ꎬ然后使用往复式震荡机在 ７５０ ｒ / ｍｉｎ频率下研磨 ２０
ｍｉｎ 获得组织匀浆液ꎮ
１.４　 菌种分离纯化与保存

取 ０.５ ｍｌ 匀浆液用无菌水进行 ４ 倍稀释ꎬ并移取 １００ μｌ
稀释液涂布于 ＴＳＢ 固体平板ꎬ每个品种 ３ 次重复ꎬ并置于 ３０
℃恒温培养箱ꎮ 挑选平板中的单菌落进行平板划线直至获

得纯化菌种ꎮ
２０％甘油菌液制备:吸取 ０.５ ｍｌ 纯化菌种菌液与 ４０％甘

油冻存于－８０ ℃冰箱ꎮ
１.５　 菌种鉴定与数据处理

正向引物 ２５Ｆ:５′￣ＡＡＣＴＧＡＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣ￣３′ꎻ
反向引物 １４９２Ｒ:５′￣ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴ￣３′ꎮ ＰＣＲ
反应条件参照文献[１６]ꎮ 扩增产物送南京通用生物公司测

序ꎬ所得序列拼接后在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中进行比对ꎬ将菌株

序列相似度>９８％的归为同一种ꎮ
采用 Ｏｒｉｇｉｎ ｐｒｏ 绘图ꎬ采用 Ｅｘｃｅｌ 统计数据ꎻ不同品种水

稻的抗病能力及亲本信息参考 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｒｉｃｅｄａｔａ.ｃｎ / ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 可培养内生细菌

经测序鉴定后ꎬ从 ３３ 个水稻品种中共获得 １１９ 株可培养

内生细菌ꎬ其中根中分离出的内生细菌 ７７ 株ꎬ茎叶中分离出

的内生细菌 ３９ 株ꎬ３ 株未定义ꎬ共涉及 １９ 个属ꎬ从分类水平

看ꎬ根部分离出的内生菌数量明显高于茎叶部(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２.２　 不同品种水稻优势内生菌

为探究不同品种中优势内生菌ꎬ对分离出的 １１９ 株内生

菌进行属水平分类ꎬ共可分为 １８ 个菌属:不动杆菌属(Ａｃｉｎｅｔｏ￣
ｂａｃｔｅｒ)、气单胞菌属(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ)、农杆菌属(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、

节杆菌属(Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ)、芽孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)、贪铜菌属

(Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓ)、纤维菌属(Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ)、肠杆菌属(Ｅｎ￣
ｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ)、微小杆菌属 (Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、假芽孢杆菌属

(Ｆｉｃｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ)、沙雷氏菌属(Ｓｅｒｒａｔｉａ)、黄杆菌属(Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉ￣
ｕｍ)、乳球菌属(Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ)、赖氨酸芽孢杆菌属(Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌ￣
ｌｕｓ)、微杆菌属(Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、类芽孢杆菌属(Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌ￣
ｌｕｓ)、根瘤菌属(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)、地杆菌属(Ｔｅｒｒａｂａｃｔｅｒ)ꎮ 其中ꎬ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ａｅｒｏｍｏｎａｓ 和 Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 在水稻组织中出现频次

最高ꎬ分别占 ２６％、１９％和 １６％ꎮ 属水平统计结果显示ꎬ芽孢

杆菌属在水稻内生菌属中占比最高ꎮ 对该属中 ３２ 株细菌进

行菌种分析发现ꎬ巨大芽孢杆菌、蜡状芽孢杆菌、枯草芽孢杆

菌是主要菌种ꎬ分别占总芽孢杆菌菌群的 １９％、１３％和 ６％ꎮ
２.３　 水稻不同器官优势内生菌属

对各品种水稻组织中分离出的菌属进行统计ꎬ从水稻根

部分离得到 １６ 种菌属ꎬ其中优势菌属(占比>１０％)依次为

Ｂａｃｉｌｌｕｓ(３１％)、Ａｅｒｏｍｏｎａｓ(１７％)和 Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ(１５％)ꎻ
从水稻茎叶部分离得到 １０ 种菌属ꎬ优势菌属依次为 Ａｅｒｏ￣
ｍｏｎａｓ(２８％)、Ｂａｃｉｌｌｕｓ(２０％)、Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ(１８％)和 Ｍｉ￣
ｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ(１３％)ꎮ 其中ꎬ根与茎叶中共有菌属 ６ 种ꎬ分别

为 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ、 Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、 Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、 Ａｒ￣
ｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ 和 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒꎮ
２.４　 亲本水稻品种内生菌与后代水稻品种内生菌的关系

３３ 个品种中有 ８ 个品种存在亲缘关系ꎬ分析发现ꎬ亲本

水稻品种(镇稻 ９９、徐稻 ３ 号、南粳 ４６、武育粳 ３ 号)与各自

的杂交后代水稻品种(扬粳 ３４９１、扬育粳 ２ 号、沪软 １２１２、淮
粳 ５ 号)至少存在 １ 种或 ２ 种共有内生菌ꎮ 其中ꎬ在母本镇

稻 ９９ 与后代品种扬粳 ３４９１ 之间发现共有内生菌 Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅ￣
ｒｉｕｍ ｌａｅｖａｎｉｆｏｒｍａｎｓ ｓｔｒａｉｎꎻ在父本徐稻 ３ 号与后代品种扬育

粳 ２ 号间发现共有内生菌 Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｌａｅｖａｎｉｆｏｒｍａｎｓ
ｓｔｒａｉｎꎬ在父本南粳 ４６ 与后代品种沪软 １２１２ 间发现共有内生

菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ｓｔｒａｉｎꎬ在母本武育粳 ３ 号与后代品种淮粳 ５
号间发现共有内生菌 Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.ꎮ
２.５　 不同品种水稻中抗病菌属分布

水稻中已被广泛报道的具有抗病能力的内生细菌属主

要为 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ 和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓꎮ 苏沪香粳中分离

出了最多数量的 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 内生菌ꎬ这可能在一定程度上与其

优良的抗叶枯病和抗稻瘟病的特性相关ꎮ 其他 １７ 个品种中

都分离出 １~２ 种可能与抗病相关的菌属ꎬ Ｂａｃｉｌｌｕｓ 在 １８ 个

品种中分布相比其他抗病菌属更广ꎮ

３　 讨 论

３.１　 ３３ 个水稻品种中内生菌组成的多样性

研究结果显示ꎬ３３ 个水稻品种中的内生菌共涉及 ４ 个

菌门:变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、放线

菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)和拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)ꎮ 其中ꎬ２ 种

核心菌门(厚壁菌门与变形菌门)在各品种中共存ꎮ 这与相
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关研究结果[１７￣１８]一致ꎬ符合水稻组织中常见菌群组成规律ꎮ
本研究中ꎬ多个品种中厚壁菌门占比高于变形菌门ꎮ 厚壁菌

门被认为具有降解大分子有机物(如蛋白质、脂质、纤维素

等)的功能[１９] ꎬ这与水稻样品收集区域大规模施用有机肥有

密切关系ꎬ厚壁菌门的升高有助于土壤中有机质的分解利

用[２０] ꎮ 变形菌门主要参与固氮ꎬ较高的丰度有助于水稻土

壤肥力的保持[２１] ꎮ
从属水平看ꎬ本研究发现同一区域内不同品种中优势内

生细菌具有相似性ꎮ 在长期的自然选择中ꎬ具有优异功能的

内生菌更容易被不同品种选择[２２] ꎬ这些内生菌通过增加植

物的养分摄入量及影响植物激素的释放[２３] ꎬ在与植物的互

作中占据有利生态位ꎬ从而避免在根际土与叶际等外部环境

与其他微生物竞争[２４] ꎮ 其中ꎬＢａｃｉｌｌｕｓ、Ａｅｒｏｍｏｎａｓ 和 Ｅｘｉｇ￣
ｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 作为常见优势菌群在南京 ３３ 个水稻品种中广泛

分布ꎬ这与菌属自身具有的有益功能密不可分ꎮ Ｂａｃｉｌｌｕｓ 被
广泛报导具有抗逆、促生以及良好的生防功能[２５￣２６] ꎮ 从分

布看ꎬ芽孢杆菌在水稻根内分布更广ꎬ这与相关报导[２７] 一

致ꎮ 本研究结果表明ꎬ分离出的芽孢杆菌菌种主要包括枯草

芽孢杆菌、蜡状芽孢杆菌和巨大芽孢杆菌ꎮ 枯草芽孢杆菌具

有生防特性[２６] ꎬ能够降解塑化剂等有机污染物[２８] ꎻ蜡状芽

孢杆菌兼具解钾促生功能[２９] ꎬ可促进水稻营养代谢ꎻ巨大芽

孢杆同时具备溶磷功能[３０] ꎬ后两者可能是水稻根部营养吸

收的重要菌群ꎬ而前者为水稻抗病提供了保障ꎮ Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅ￣
ｒｉｕｍ 被认为具有耐受寒冷与盐碱[３１] 等极端环境的特性ꎬ拥
有还原铬、砷等具有毒性的重金属离子的能力[３２] ꎬ具有降解

农药、苯及其同系物等有机化合物的活性ꎮ Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
的协同作用会使 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 反硝化能力显著提高ꎮ Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
是常见的耐盐菌属[３３] ꎬ具有反硝化和除磷功能[３４] ꎬ从分布

看ꎬＡｅｒｏｍｏｎａｓ 倾向于定殖于水稻叶内ꎬ在多种水稻品种中占

比达 ２８％ꎮ 总之ꎬ３ 种菌属对水稻生长发挥了巨大作用ꎬ且
菌属之间存在协同效应ꎬ是水稻生产中最有应用潜力的菌

属ꎮ
３.２　 亲本水稻品种内生菌与杂交后代水稻品种内生菌的关

联

植物利用种子作为载体ꎬ通过垂直传播保留部分具有重

要生态学功能的内生菌ꎬ使后代继承由内生菌赋予的优

势[３５] ꎮ 本研究发现ꎬ后代水稻品种中分离出的内生菌可以

追溯到 １ 个亲本中的 １ 种或 ２ 种ꎬ这与相关研究结果[３６] 一

致ꎮ Ｌｉｕ 等[３７]研究了分蘖期超级杂交稻与其亲本间内生菌

群落组成发现ꎬ３ 种水稻内生菌群落组成与结构虽然存在差

异ꎬ但后代水稻品种中优势菌属与亲本保持一致ꎮ Ｈａｒｄｏｉｍ
等[３８]研究发现ꎬ在第二代种子中发现了来自第一代水稻种

子中 ４５％的细菌群落ꎮ 垂直传播的种子内生菌对作物抗性

组成、环境适应性与生长具有重大影响[３９] ꎮ 本研究中 Ｍｉ￣
ｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｌａｅｖａｎｉｆｏｒｍａｎｓ ｓｔｒａｉｎ 的垂直传播在水稻品种中

多次被发现ꎬ它具有耐金属、耐硝酸盐和适应低 ｐＨ 值的特

性ꎬ有助于后代水稻品种更快地适应当地环境ꎮ Ｌｉｕ 等[４０] 发

现ꎬ来自种子中的内生菌可随水稻生长定殖于植物根部并通

过分泌次生代谢物提高水稻对镉污染的抗性ꎮ 禾本科的一

些垂直传播真菌内生菌可以赋予宿主特殊生物碱阻止食草

动物的采食或增加营养成分[４１￣４２] ꎮ 已有研究结果表明ꎬ内
生菌通过垂直传播的方式从亲本植物传递到后代会使后代

具有比水平传播模式更高的环境适应潜力ꎬ因为在水平传播

模式下ꎬ植物需要从环境中重新招募相关微生物[３９] ꎮ 后代

水稻品种可从种子中获得来自亲本的优势菌属ꎬ也可从土壤

中再次选择性招募相似菌属[１１] ꎮ 相关研究结果表明ꎬ即使

在不同地点重新培养后ꎬ许多相似的内生菌群仍然存在于后

代水稻品种中[３６] ꎮ 这表明ꎬ在长期的协同进化中ꎬ来自亲本

的生物信息或资源可能有助于内生菌在其后代中的形

成[３９] ꎬ促使后代水稻品种从土壤中招募相似的有益内生菌ꎮ
尽管水稻内生细菌组成受到基因型、发育阶段等诸多因

素影响ꎬ但是同一区域内不同品种水稻中仍然存在一些核心

内生菌ꎬ 本试验 ３３ 个水稻品种中常见核心内生菌群为 Ａｅｒｏ￣
ｍｏｎａｓ、Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ 和 Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎮ 至于这些

内生菌如何与水稻互作发挥功能仍有待进一步研究ꎮ 本研

究结果丰富了水稻内生菌菌种库ꎮ
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