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Abstract 
Senecio vulgaris L. (Asteraceae) is an alien invasive plant species common in the northeast and 
southwest China. In order to explore the diversity of endophytic bacteria in S. vulgaris plants, nine 
healthy plants grown in greenhouse were used in the study. Isolates of endophytic bacteria were 
obtained from sterilized leaves of each individual plant. The phylogenetics analysis based on the 
16s rDNA genes of the 68 endophytic bacteria isolates showed that the endophytic bacteria in the 
leaves of S. vulgaris plants could be classified as 7 genera belonging to Firmicutes, Actinobacteria 
and Proteobacteria. Naming They are: Bacillus, Staphylococcus (Firmicutes), Micrococcus, Arthro-
bacte, Microbacterium (Actinobacteria), Pseudomonas and Enhydrobacte (Proteobacteria). Among 
them, the Bacillus was the most dominant genera (66.7%), followed by Arthrobacter (10.6%) and 
Pseudomonas (7.6%). These results reveal that the leaves of S. vulgaris plants might harbor rather 
high diversity of endophytic bacteria and some of the endophytic bacteria were potential probio-
tics facilitating plant invasion. 

 
Keywords 
Senecio vulgaris, Cultivable Endophytic Bacteria, 16s rDNA Gene, Diversity 

 
 

欧洲千里光叶片可培养内生细菌多样性分析 

赵  菁*，杨嘉麒*，程丹丹# 

中国地质大学(武汉)环境学院，湖北 武汉 
  

 
收稿日期：2018年5月23日；录用日期：2018年6月6日；发布日期：2018年6月13日 

 

 

 

*共同第一作者。 
#通讯作者。 

文章引用: 赵菁, 杨嘉麒, 程丹丹. 欧洲千里光叶片可培养内生细菌多样性分析[J]. 微生物前沿, 2018, 7(2): 58-64.  
DOI: 10.12677/amb.2018.72007 

http://www.hanspub.org/journal/amb
https://doi.org/10.12677/amb.2018.72007
https://doi.org/10.12677/amb.2018.72007
http://www.hanspub.org


赵菁 等 
 

 
 

摘  要 

菊科植物欧洲千里光在我国东北和西南地区是一种常见的外来入侵植物。为探究欧洲千里光可培养内生

细菌的多样性，我们选择9株温室种植的健康的欧洲千里光植株为研究对象。通过叶片组织表面消毒处

理，将内生菌通过涂布平板法和划线分离法，在牛肉膏蛋白胨培养基上进行分离、纯化，对纯化的菌株

进行16s rDNA测序。我们一共得到了68株内生菌，并且鉴定出这些菌株属于3门3纲6科8属。其中，厚

壁菌门的有芽孢杆菌属(Bacillus)、葡萄球菌属(Staphylococcus)；放线菌门的有微球菌属(Micrococcus)、
节杆菌属(Arthrobacter)、细杆菌属(Microbacterium)；变形菌门的有假单胞菌属(Pseudomonas)、栖

水菌属(Enhydrobacter)。从分离出的菌株数量来看，芽孢杆菌属(Bacillus)所占比例较大，高达63.2%；

其次为节杆菌属(Arthrobacter)和假单胞菌属(Pseudomonas)，二者数量均占10.3%。本研究结果表明，

欧洲千里光可培养内生细菌的多样性较为丰富，潜在的有益菌可能为欧洲千里光的入侵提供一定的帮助。 
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1. 引言 

生物入侵是指非土著种通过有意或无意引进、自然扩散进入到一个以前未曾分布的区域并且能够存

活、生长、繁殖及演化成新的种群并对当地生态系统造成一定危害的现象[1]，是仅次于土地利用变化而

造成全球生物多样性丧失的第二大因素[2]。全球已经查明的外来入侵物种已有上万种，虽然人们已经开

始采取措施来防治生物入侵，但其依旧是当今全球面临的重大生态环境问题之一[3]。入侵植物是生物入

侵中的重要组成，它具备入侵范围广，生命力强且难以根除的特点，容易形成广泛的生物污染，威胁本

土生物的生物多样性及农业的发展，对生态环境造成了严重影响。作为当今的研究热点，不少学者致力

于研究生物入侵的机制，提出不少假说，企图成功预测生物入侵的形成并针对其特性提出有效的控制和

防御措施。目前提出的假说有：“内禀优势假说”、“天敌逃逸假说”、“增强竞争力进化假说”、“新

武器假说”等[4] [5]。 
随着研究的发展，也有不少学者认为与植物相关的微生物群落，对植物的生长发育起到了很重要的

作用，可能在帮助入侵植物进行生物入侵起到了一定的作用。其中内生菌是植物微生物的重要组成部分，

在其生活史的一定阶段或全部阶段，生活于健康植物的各种组织和器官的细胞间隙或细胞内并且宿主植

物不表现出感染病状的一类微生物[6] [7]，它们种类多，数量广，能影响植物的生理代谢，产生多种生物

活性物质或分泌拮抗物质，增强植物对病虫害的抵抗能力，对植物的生长起着不可或缺的重要作用[8]。
具有固氮作用的内生菌能促进宿主植物对氮素的吸收与利用，产生各种能影响氮代谢的植物激素，从而

直接或间接作用于宿主植物的生长。内生菌还能增强宿主抗逆性，主要是增强宿主植物对环境条件的耐

受性，如祁娟[9]已经从苜蓿种子中筛选出了抗高低温、抗盐的内生根瘤菌，对改善盐碱化土壤有重要作

用。部分内生菌分泌的化学物质一方面能抑制其它植物的生长，另一方面能够促进宿主植物的生长，从
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而增强该内生菌的宿主植物在生态系统中的生存竞争能力。 
通过对植物内生菌的不断研究，发现植物内生菌是一种有巨大利用潜力的新资源，不仅对植物自身

的代谢反应以及对外界环境的适应十分重要，植物地上部分的内生菌还能通过种子传递给下一代[10]，与

植物建立长期共生关系，从而在一定程度上增强其与土著种的竞争能力，利于其入侵。最近几年，在入

侵生态学方面，已有部分科学家关注入侵植物内生菌对入侵植物的影响，将内生菌与植物入侵机制相联

系，以探寻内生菌对植物入侵起着的重要作用[11]。 
欧洲千里光(Senecio vulgaris)是菊科一年生草本植物，以种子繁殖，种子极易扩散，且繁殖能力强[12]。

作为一种入侵植物于 19 世纪侵入我国东北[13]，随后在河北、湖北、贵州、云南、新疆等地分布[14]。
欧洲千里光具有吡咯里西啶类生物碱，这种生物碱对食草动物和致病真菌有化学防御作用[15]。部分欧洲

千里光抗除草剂[16]，主要对果园、草坪、作物产生危害。目前有较多关于欧洲千里光生物碱的研究，但

是针对其内生细菌资源尚未见系统地进行分离和用现代细菌分类学方法进行研究的报道。因此，对欧洲

千里光内生细菌进行分离鉴定、系统发育分析，可以了解欧洲千里光内生细菌的群落结构，为将来对欧

洲千里光潜在有益内生细菌的功能研究以及对欧洲千里光成功入侵的作用机理上提供菌种资源和数据。

同时，日后可尝试将有益内生菌的目的基因导入一些生长状况不好的、濒危的植物体内，观察是否能改

善这些植物的生长情况，增强其抗性，从而提高该物种在生态系统中的竞争力，并一定程度减缓生物入

侵的危害速度，达到变害为宝的目的。 

2. 材料与方法 

2.1. 样品采集和处理 

欧洲千里光种子于 2016 年 4 月采自神农架大九湖、刘家屋场、松柏镇，采集的样本由程丹丹博士鉴

定。2016 年 10 月将种子萌发后，将植物栽培于温室中，2016 年 12 月随机选择 9 株健康欧洲千里光植株

(记做 1~9 号植物)，并采集叶子为实验材料。采样时选择无病害症状的健康叶片。样品从植株分离后立

即放入无菌样品袋中，低温保鲜，在 24 h 之内进行内生细菌的分离。 

2.2. 内生细菌的分离培养 

将欧洲千里光的叶用无菌水冲洗干净杂质，随机称取 1 g。于浓度为 70%酒精中振荡浸泡 1 min，再

用有效氯含量 1%的次氯酸钠溶液振荡浸泡 1 min，无菌水冲洗 4 次。将最后一次冲洗的无菌水涂布 NA
平板，用未经使用的无菌水涂平板作为对照，28℃培养 48 h 后观察是否有菌落产生，以检测组织表面消

毒是否完全。将叶片用无菌剪刀剪碎后，放入无菌研钵中研磨至匀浆，吸取 100 μl 于牛肉膏蛋白胨平板，

每个处理重复三次，倒置于 28℃培养 2~3 天，观察菌落情况。 
观察记录并记录培养皿中菌落的颜色、形态、干湿、质地、边缘形状、是否透明、表面是否光滑均

一等性状。针对同一培养皿中性状一致的菌落，只选取一株作为代表菌株进行划线分离，通常需分离 2~3
次，直至平板上出现单个菌落，将其移入试管斜面保存，为后续实验提供材料。 

2.3. 内生细菌的 16S rDNA 序列扩增和测序 

用试剂 Lysis Buffer for Microorganism to Direct PCR 提取纯化的细菌基因组 DNA 作为 PCR 模板，方法参

见试剂说明书。PCR 反应体系(50μL)组成：Premix Taq 25 μL，引物 F27(CCTACGGGAGGCACGAG)/R1492 
(GTATTACCGCGGCTGCTGG) [17]各1 μL，模板DNA3 μL，双蒸水20 μL。PCR扩增流程为94℃预变性3 min、
94℃变性 30 s、56℃退火 30 s、72℃延伸 45 s、72℃延伸 8 min，循环重复 36 次。产物经凝胶电泳检测后，

送由昆泰锐(武汉)生物技术有限公司测序。使用 BIOEDIT 软件拼接正向、反向序列。通过 BLAST 在 NCBI
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上比对序列，寻找与目的序列匹配度最高的已知分类地位菌种的 16S rDNA 序列进行比较鉴定，确定菌株的

系统发育地位，并通过 MEGA 5.0 构建系统发育树分析进化关系。针对鉴定到种的细菌，每个种根据序列比

对结果，选取一株或多株代表菌株进行系统发育树的构建，系统发育树的绘制选用邻接法(Neighbor-joining) 
[18]模型进行分析生成系统发育树，发育树用 Bootstrap 法(1000 次重复)检验。 

3. 结果与分析 

在不同株的植物中，分离到的内生菌数量基本一致(6~10 株)，而且都以芽孢杆菌属(Bacillus)为优势

菌群，占所分离菌株总数的 42.9%~81.8%。但是分离培养的内生菌的多样性上有差别：从植株 2-1 中分

离到的内生多样性最低，只分离出 2 个不同属的内生菌；而从植株 2-5 中分离出的多样性最高，共分离

出 5 个不同属的菌株。芽孢杆菌属在 9 株植物中均分离得到，其次是假单胞菌属和节杆菌属，分别在 6
株和 5 株植物中分离出来(表 1)。 

分离得到的 68 株内生菌，共覆盖 3 门 3 纲 6 科 8 属(表 2)。欧洲千里光叶片内生细菌种类比较丰富

且主要来自于厚壁菌门(Firmicutes)，所占比例较高，为 64.7%。其次为放线菌门(Actinobacteria)所占比例

达 22.1%，变形菌门(Proteobacteria)最少，占 11.8%。在属的水平上，发现芽孢杆菌属(Bacillus)细菌是欧

洲千里光可培养内生细菌的优势内生菌种群，占总菌株数目的 64.7%，其次为节杆菌属(Arthrobacter)和
假单胞菌属(Pseudomonas)均占 10.3%。 

68 株内生细菌所有比对序列在 GenBank 数据库中覆盖度和一致性均大于 99% (表 2)，可确定其分类

单元。通过系统发育树可确定菌株的系统发育地位，并分析进化关系。系统发育树显示，代表内生细菌

菌株与其在 NCBI 上 blast 鉴定至种的细菌序列均位于同一分支，且聚类支持强度均高于 50%，且甚至达

到 100%。同时，对于部分未准确鉴定到种的内生细菌通过系统发育树的构建，也能对其的进化关系有准

确的把握(图 1)。 

4. 讨论 

在开花植物中应用非培养法分析叶和根微生物群落结构的研究中，以放线菌门、拟杆菌门、厚壁菌门

和变形菌门为四个主要门类[19]，如 Ruizpérez 等[20]针对菊科高寒带标志性植物Espeletia hartwegiana 叶、 
 
Table 1. The isolates of bacteria from leaf endosphere of different individual Senecio vulgaris plants 
表 1. 从欧洲千里光植株中分离培养得到内生菌的统计 

分类 
Classification of the isolated strains 

各植株分离株数 
Number of isolates from different individual plants 总数 

Total 门 
Phylum 

属 
Genus 植株 1 植株 2 植株 3 植株 4 植株 5 植株 6 植株 7 植株 8 植株 9 

Proteobacteria 
Pseudomonas 0 1 0 2 1 0 1 1 1 7 

Enhydrobacter 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

Firmicutes 
Bacillus 9 5 4 4 4 5 3 5 5 44 

Staphylococcus 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 

Actinobacteria 

unidentified 0 0 1 2 0 0 0 1 0 4 

Arthrobacter 1 1 2 0 1 0 2 0 0 7 

Micrococcus 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 

Microbacterium 0 0 0 0 0 1 1 0 1 3 

总数 Total 10 7 9 8 6 6 7 8 7 68 
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Table 2. The species and identification of bacteria from leaf endosphere of Senecio vulgaris plants 
表 2. 欧洲千里光叶内生菌种类及鉴定 

种类 
Species 

序列相似性 
Sequence similarity 

菌株数目 
Number of isolates strains 门、纲 

Phylum and Class 
属、种 

Genus and Species 

Proteobacteria 
γ-proteobacteria 

Pseudomonas sp. 100% 5 

Pseudomonas putida 99.9% 1 

Pseudomonas poae 99.5% 1 

Enhydrobacte sp. 100% 1 

Firmicutes 
Bacilli 

Bacillus sp. 99.9%~100% 40 

Bacillus acidiceler 99.9% 1 

Bacillus thuringiensis 100% 1 

Bacillus flexus 100% 1 

Bacillus cereus 100% 1 

Staphylococcus sp. 100% 1 

Actinobacteria 
Actinobacteria 

Arthrobacter sp. 99.9%~100% 4 

Arthrobacter arilaitensis 99.8%~100% 4 

Arthrobacter nicotianae 99.9%~100% 3 

Micrococcus flavus 100% 1 

Microbacterium sp. 99.3%~99.7% 2 

Microbacterium esteraromaticum 100% 1 

 
根微生物群落结构和 Samad 等[21]针对葡萄树及其伴生植物的微生物群落结构的研究中，均以这四个门

类为主要门类，这个结论与本文实验结果一致。其中芽孢杆菌属中的绝大多数种群在其他多种植物中也

均有发现，芦云等从哈密瓜[22]、孔庆军等从棉花[23]、高增贵玉米[24]，陈泽斌[25]从烟草中以培养方法

分离的内生细菌也均以芽孢杆菌属为主。这可能因为芽孢杆菌属细菌具有很强的抗逆性[26]，同时芽孢杆

菌的体积比一般的病原菌体积大几倍，且繁殖能力强，在植物内和病原菌的空间竞争上占据较大优势[27]，
容易通过偶然途径进入各种植物内部并定殖成为内生细菌。还能够有效抵御病原菌以及一些毒素的积累，

从而有利于宿主植物的生长。 
其中假单胞菌属在本次实验中也占有比较大的比例。假单胞菌属有着简单的营养需求，且适应性强，

在自然界中普遍存在[28]。现已证实假单胞菌能产生有效铁载体、抗生素、胞外水解酶和 HCN 等抑菌代

谢产物和诱导植物组织产生抗生[28] [29]，有效地保护植物免受病原微生物侵害。 
一般认为通过传统的分离方法鉴定的微生物只占环境微生物总数的 0.1%~10% [30]，不能充分展示

微生物的多样性状况。而通过高通量培养方法，可以从植物根际和叶际丰度最高的前一百种 OTU 中分

离培养到 64%的细菌[19]。用非培养方法对欧洲千里光叶内生菌的研究表明欧洲千里光叶内生菌菌落的

核心组成超过 24 个属，覆盖 4 门 6 纲 19 科[31]。而我们从欧洲千里光叶片中分离到 3 门 3 纲 6 科 8 属，

共 68 株内生菌。另外我们也注意到，我们研究的结果表明不同植株内所含有的内生细菌种类和比例是

不同的，造成这种差异的原因可能有植株本身的差异，也有可能是我们的取样或者在分离培养过程的 
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Figure 1. Phylogenetic tree based on 16S rDNA gene sequences of the bacteria from leaf endosphere of Senecio vulgaris 
plants 
图 1. 欧洲千里光部分叶内生细菌 16S rDNA 序列构建的系统发育树 
 

偏差。可以认为，我们用传统方法来研究植物内生菌的种群结构及多样性受到了极大的限制，在后续实

验中应该改进植物内生菌分离和培养的方法，尝试多种分离、培养的技术，从而获得更多菌株的纯培养。 
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