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摘要:【目的】分析感柑橘黄龙病长春花植株与健康长春花植株不同部位内生细菌菌群结构变化，为柑橘黄

龙病菌与长春花内生细菌的相关性研究提供理论基础。【方法】本研究利用兼性厌氧可培养技术、16S rDNA
限制性片段长度多态性分析(Restriction fragment length polymorphism，RFLP) 以及 16S rDNA 序列分析相结

合的方法。【结果】分别从感病和健康长春花叶、茎、根的组织中分离获得 67 株内生细菌，与 GenBank 中 29
种细菌的相似性达到 97% － 100%。其中短小杆菌属(Curtobacterium sp． )、欧文氏菌属(Erwinia sp． )、蜡样

芽胞杆菌(Bacillus cereus) 为感病长春花内生细菌的优势菌群，鞘胺醇单胞菌属(Brevundimonas sp． )、芽胞杆

菌属(Bacillus sp． ) 为健康长春花内生细菌的优势菌群;马胃葡萄球菌(Staphylococcus equorum) 为两者的共同

优势菌群。通过 RFLP 方 法 分 析，感 病 株 得 到 16 个、健 株 得 到 23 个 操 作 分 类 单 元 (Operational Taxonomic
Units，OTUs) ，感 病 植 株 中 除 柑 橘 黄 龙 病 菌 Candidatus Liberibacter asiaticus 外，还 有 丰 富 的 Candidatus
Liberibacter sp． 存在。【结论】感病与健康长春花植株中均含有丰富的内生细菌，黄龙病菌的存在改变了长

春花原有内生细菌的菌群结构，且菌群多样性下降。可见长春花内生细菌在一定程度上受到柑橘黄龙病菌

的抑制。
关键词: 长春花，柑 橘 黄 龙 病 菌，16S rDNA，可 培 养，限 制 性 片 段 长 度 多 态 性 分 析 ( Restriction fragment
length polymorphism，RFLP) ，相关性

中图分类号: Q938 文献标识码:A 文章编号:0001-6209 (2012) 04-0489-09

中国是世界柑橘的原产地之一，栽培历史悠久，

品种资源丰富。同世界各地柑橘产区一样，我国柑

橘 生 产 也 受 到 柑 橘 黄 龙 病 ( Citrus Huanglongbing，

HLB) 的严重威胁
［1］。柑橘黄龙病是由寄生于韧皮

部筛管细胞内的革兰氏阴性细菌引起，目前认为该

病菌属于 α-变形菌 纲 (Alphaproteobacteria) 的 候 选

韧皮杆 菌 属 ( Candidatus Liberibacter)［2］，是 一 种 难

培养原核微生物。柑橘黄龙病在我国广东、广西、福

建、江西、浙江、湖南、海南、台湾、云南、四川和贵州

等 11 个柑橘产区均有不同程度发生，并有北上的趋

势。
柑橘黄龙病菌的自然感染寄主为芸香科植物，

其传播途径主要为柑橘木虱吸食嫩芽汁液

而在田间扩散，病穗嫁接也是该病传播的重要

途径。研究发现，在人工接种情况下，柑橘黄龙病菌

可以侵染非芸香科植物，早在 1983 年，Bove' 等成功
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的用感病柑橘上的菟丝子将柑橘黄龙病病原接种到

作 为 观 赏 和 药 用 植 物 的 长 春 花 ( Catharanthus
roseus)［3］

上，首次证明该病原可在长春 花 筛 管 细 胞

内大量繁 殖
［4］。柯 冲 用 电 镜 观 察 感 柑 橘 黄 龙 病 菌

的长春花叶脉，发现在其筛管细胞中存在柑橘黄龙

病病原，且数量远比柑橘病苗上的多
［5］。利用竞争

性定量多聚酶链式反应技术分别检测柑橘黄龙病菌

在不同寄主中的浓度，结果表明虫媒柑橘木虱中病

原菌含量最高、长春花次之、柑橘中带菌量最少
［6］。

以上研究表明长春花是柑橘黄龙病菌大量增殖的适

宜草本寄主。
柑橘黄龙病菌为难培养菌。虽有柑橘黄龙病菌

纯培养成功 并 完 成 Koch 氏 证 病 的 报 道
［7］，但 至 今

为止尚未得到重复验证。Sagaram 等人的研究表明

柑橘黄龙病菌、昆虫媒介及寄主植物体内的微生物

群落可能存在相互作用的关系
［8］。Wang N． 也提出

柑橘黄龙病菌不仅导致柑橘寄主罹病，而且可能改

变柑橘体 内 内 生 细 菌 的 菌 群 结 构
［9］。目 前 该 病 菌

在长春花体内容易大量增殖的原因尚不清楚，且感

染黄龙病后的长春花植株中内生细菌的菌群差异及

数量变化的研究尚未见相关报道，本研究利用兼性

厌氧的可 培 养 技 术 及 16S rDNA-RFLP 分 子 生 物 学

方法，对长春花病、健植株的内生细菌菌群结构进行

多样性分析，以揭示黄龙病菌侵染长春花后体内内

生细菌菌群结构的变化，希望为寻找柑橘黄龙病菌

能在长春花体内大量增殖的内在原因及其侵染机理

和利用功能 性 内 生 细 菌 病 害 防 治 研 究 提 供 理 论 基

础。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 样品来源:显症的 3 年生长春花植株由福建

省农业科学院植保所刘利华研究员惠赠;健康长春

花植株样品为来自重庆、河南、福建、广西等不同采

集地或本实验室栽培。所有采集样品在 4℃ 保存并

在一周内分离培养。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:细菌生理生化鉴定管 ( 杭

州天和微生 物 试 剂 有 限 公 司，中 国 ) ;细 菌 DNA 提

取试 剂 盒、DNA 纯 化 试 剂 盒 ( Axygen，USA ) ; Taq
Plus 酶( 上 海 生 工 生 物 技 术 公 司，中 国 ) ;Taq DNA
聚合酶，pMD19-T，HaeⅢ、MspⅠ、RsaI 限制性内切酶

(TaKaRa，Japan) ; E． coli TransMAX Competent Cell
(TransGen，北 京) ;PCR 仪 (Bio-Rad，USA) ;高 速 冷

冻离 心 机 ( Beckman，Germany) ; 核 酸 蛋 白 检 测 仪

(Beckman，Germany)。
1. 1. 3 引物:表 1 是本研究中使用的引物，引物合

成由华大基因合成( 中国)。

表 1 PCR 扩增所需引物

Table 1 The Primers used for the PCR amplified
Primer name Primer sequence(5'→3')
A2 / J5 5'-TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT-3' /5'-ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA-3'
27F /1492r 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' /5'-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3'
799F /1492r 5'-AACMGGATTAGATACCCKG-3' / 5'-GGCTACCTTGTTACGACTT-3'

1. 2 样品的采集与预处理

取样品的根、茎、叶，分别用流水冲洗干净，去除

表面灰尘和杂物，用滤纸吸干样品表面的水分。采

用联合消毒法对植株各个部位进行表面消毒，具体

步骤:75% 无水乙醇浸泡 45 － 60 s，随即浸入 2% 次

氯酸钠分别处理 12 min、5 min、45 s，最后分别用无

菌水冲洗 5 － 6 次。收 集 最 后 一 次 冲 洗 液 涂 布 在

1% LB 培养基上，28℃ 培养过夜，检查表面消毒是否

完全。
1. 3 长春花内生细菌的分离纯化与培养

无菌操作条件下，叶片取中脉，枝条与根部去除

表皮后取韧皮部，切成 0. 2 cm 长左右的条段;各材

料( g) 与水(mL) 比例为 1∶ 2，分别加入无菌水浸泡 2
－ 3 h;以浸泡液为原液，按 10 倍梯度稀释至 10 － 3 ，

吸取 每 个 梯 度 的 菌 悬 液 100 μL，分 别 涂 布 在 1%
TSA 和 1% LB 半固体培养基上，于 28℃ 细菌培养箱

中培养 2 － 6 d，每个梯度均设 3 个重复。
根据培养所得菌落的颜色及形态，取具不同表

形特征的菌落进行多次划线纯化，得到该菌株的单

菌落，编号后 4℃ 冰 箱 保 存 并 同 时 以 甘 油 菌 形 式 于

－ 80℃ 超低温冰箱中保存备份。
1. 4 长春花内生细菌生理生化鉴定

根据《伯 杰 氏 细 菌 鉴 定 手 册》第 九 版
［10］

和《常

见细菌系统鉴定手册》［11］，对分离到的内 生 细 菌 进
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行形态及生理生化测定。依据可数性原则，对培养

基中长出的微生物菌落进行计数，统计出长春花不

同植株部位菌落数量的相对丰度:

内生菌菌落丰富度( cfu / g 鲜重) = 平板菌落数

× 稀释倍数 × 102。
1. 5 长春花内生细菌检测及种属鉴定

1. 5. 1 长春花组织总 DNA 及细菌基因组 DNA 提

取:植株组织总 DNA 提取:分别取经表面消毒过的

病、健长春花植株叶片中脉、根及茎的韧皮部，用无

菌研钵 加 入 液 氮 研 磨 成 粉，然 后 提 取 各 组 织 的 总

DNA，于 － 20℃ 保存备用。细菌基因组 DNA 提 取:

挑取已纯化菌株的单菌落，接入液体 LB 培养基中，

28℃ ，250 r /min，过夜 培 养 与 28℃ 恒 温 培 养 箱 静 置

培养，吸 取 2mL 菌 液 提 取 细 菌 基 因 组 DNA，于 －
20℃ 保存备用。
1. 5. 2 长 春 花 中 柑 橘 黄 龙 病 菌 的 检 测: 选 用 引 物

A2 / J5［12］
检测样品中是否带有柑橘黄龙病菌。扩增

片段为 703 bp，PCR 反 应 体 系 为 25 μL，反 应 条 件

为:94℃ 3 min;94℃ 30 s，58℃ 1 min，72℃ 1 min，共

35 个循环;72℃ 10 min。取 PCR 产物 3 μL 用经 EB
染色的 1. 5% (W /V) 琼脂糖凝胶电泳检测。
1. 5. 3 细 菌 16S rDNA PCR 扩 增、克 隆 及 序 列 测

定:以细菌总 DNA 为模板，利用细菌通用引物 27F /
1492r［13］

进 行 扩 增，扩 增 片 段 长 度 为 1. 5 kb 左 右。
PCR 反应 体 系 为 50 μL，反 应 条 件 为:95℃ 5 min;

95℃ 30 s，56℃ 30 s，72℃ 100 s，共 30 个循环;72℃
7 min。取 PCR 产物 3 μL 用经 EB 染色的 1% (W /
V) 琼脂糖凝胶电泳检测。将扩增出的 PCR 产物用

凝胶纯化 试 剂 盒 纯 化 回 收，连 接 到 PMD19-T 载 体

上，转化至大肠杆菌 JM109 感受态细胞中。筛选阳

性转化子并送深圳华大基因测序。
1. 6 长春花内生细菌 PCR-RFLP 分析

1. 6. 1 长春花内生细菌 16S rDNA 文库构建:为避

免植物叶绿 体 16S rDNA 的 影 响，本 研 究 选 用 细 菌

通用 引 物 799F /1492r［8］
扩 增 16S rDNA 的 V5、V6、

V7、V8 及 V9 5 个 高 变 区 域。 PCR 反 应 体 系 为

50 μL，长春花植株组织总 DNA 为模板( 步骤 1. 6. 1
中保存)。反应条件为:94℃ 4 min;94℃ 30 s，56℃
30 s，72℃ 1 min，共 30 个 循 环;72℃ 10 min。取

PCR 产物 3 μL 于 1. 5% (W /V) 琼脂糖凝胶电泳检

测，得到分子量约为 730 bp 与 840 bp 的两条片段，

其 730 bp 的条带为目的条带。目的片段用凝 胶 纯

化试剂 盒 纯 化 后 与 载 体 PMD19-T 连 接，转 化 至 E．
coli TransMAX 高效感受态细胞中;随机挑取克隆子

构建 16S rDNA 克隆文库。
1. 6. 2 16S rDNA 克隆文库的 RFLP 分析:选用 Hae
Ⅲ、MspⅠ、RsaⅠ3 种 限 制 性 内 切 酶 进 行 单 酶 切 分

析。37℃ 恒温培养箱中酶切 4 h，然后用 2. 0% (W /
V) 琼脂糖凝胶，130 V 电压下电泳 40 min，分析酶切

结果，记录酶切图谱类型。
1. 7 数据分析

1. 7. 1 16S rDNA 克 隆 文 库 的 充 分 性 分 析: 利 用

Analytic Rarefaction 1. 3 软 件 进 行 Rarefaction Curve
分析，检测 16S rDNA 克 隆 文 库 的 完 整 性。同 时 用

Coverage C 验证 16S rDNA 克隆文库中所 包 含 的 微

生物 种 类 (Operational Taxonomic Units，OTUs) 占 样

品中全部微生物种类的比例
［14，15］，评价文库质量。

其计算公式如下:

C = (1 － n1 /N) × 100%
N 表示克隆文库中克隆子的数目;n1 表示在克

隆文库中该克隆子 所 代 表 的 OUT 仅 出 现 过 一 次 的

数量。
1. 7. 2 序列分析与登录:利用 NCBI-blastn( http: / /
blast． ncbi． nlm． nih． gov /Blast． cgi) 进行序列比对;并

将序列上传到 GenBank 数据库，获得登录号。

2 结果

2. 1 长春花中柑橘黄龙病菌的检测

来自不同地方的 22 份样品进行 PCR 检测。结

果显示:由刘利华教授提供的长春花植株带有大量

的 柑 橘 黄 龙 病 菌，作 为 本 研 究 的 感 病 植 株 材 料

(Diseased plant，DP) ;其余省市的长春花植 株 均 未

检测到 柑 橘 黄 龙 病 菌 的 存 在，作 为 健 康 植 株 材 料

(Healthy plant，HP)。
2. 2 长春花内生可培养细菌的多样性

在 1% LB 和 1% TSA 两 种 半 固 态 分 离 培 养 基

上，病、健长 春 花 植 株 中 内 生 细 菌 数 量 没 有 显 著 差

异，但不同部位中的内生细菌丰度明显不同( 表 2)。
经 88 次分离长春花植株的不同部位进行内生细菌，

得出不同 组 织 内 生 细 菌 菌 落 丰 富 度 依 次 为: 根 ＞
茎 ＞ 叶;其数量范围在 1. 76 × 104 cfu / g 鲜重 － 2. 6 ×
106 cfu / g 鲜重。

194



Jia Li et al． / Acta Microbiologica Sinica(2012)52(4)

表 2 感病及健康长春花植株内生细菌在的分布情况

Table 2 Endophytic bacterial population in diseased and healthy C． roseus

Host Plant
1% LB
(No． ，cfu / g fresh weight)

1% TSA
(No． ，cfu / g fresh weight)

No． of Species

DP HP DP HP DP HP
Root － 2. 56 × 106 a － 2. 4 × 106 a － 13
Stem 3. 12 × 105 b 2. 24 × 105 b 2. 96 × 105 b 2. 08 × 105 b 10 14
Leaf 7. 04 × 104 c 1. 92 × 104 c 6. 24 × 104 c 1. 76 × 104 c 11 19

a / b / c: A different letters indicate significant different among the different plant parts (P ≤0. 05)

对分 离 培 养 出 的 67 株 内 生 细 菌 ( DP:21 株;

HP:46 株) 进 行 16S rDNA 序 列 测 序 及 常 规 的 理 化

分析，共鉴定获得 29 种不同的内生细菌(DP:14 种;

HP:23 种) ，分属 19 个不同的属 ( 表 3)。其中短小

杆菌属 (Curtobacterium sp． )、欧 文 氏 菌 属 ( Erwinia
sp． )、蜡样芽 胞 杆 菌 (Bacillus cereus) 为 感 病 长 春 花

中的优势菌 属;芽 胞 杆 菌 属 (Bacillus sp． )、鞘 胺 醇

单孢菌属 (Sphingomonas yabuuchiae) 为健康长春花

中 的 优 势 菌 属。马 胃 葡 萄 球 菌 ( Staphylococcus
equoru) 为 病、健 长 春 花 内 生 细 菌 的 共 同 优 势 菌 属

( 图 1)。

表 3 感病、健康长春花内生细菌分离及鉴定

Table 3 Identification of endophytic bacteria isolated from diseased and healthy C． roseus

Strain code Accession NO． length / bp Close relative from GenBank(Accession NO． )
Isolate frequence /%
DP HP

Identity /%

C01 JN224955 1392 Bacillus sp． DYJL-H (HQ317199. 1) 4. 76 10. 87 100
C02 JN224956 1523 Staphylococcus equoru subsp． (AF527483. 1) 28. 57 21. 74 99
C03 JN224957 1348 Bacillus flexus strain Twd (FJ948078. 1) 4. 76 0 100
C04 JN224958 1367 Bacillus subtilis strain DYJL-B (HQ317175. 1) 4. 76 8. 70 100
C05 JN224959 1428 Bacillus megaterium strain P4(HQ423382. 1) 4. 76 4. 35 99
C06 JN224964 1405 Bacillus amyloliquefaciens strain AG1 (HM989844. 1) 0 2. 17 100
C07 JN224960 1412 Bacillus pumilus strain AU MB (HQ122449. 1) 0 4. 35 100
C08 JN224961 1521 Bacillus cereus strain G9667(AY138273. 1) 9. 52 4. 35 99
C09 JN224962 1401 Pantoea stewartii subsp． (AF373198. 1) 0 2. 17 99
C10 JN224963 1201 Brevundimonas sp． PrLB12 (HM352402. 1) 0 2. 17 100
C11 JN224969 1411 Kocuria sp． (AY745813. 1) 0 2. 17 97
C12 JN224970 1491 Brachybacterium sp． (AM697367. 1) 0 2. 17 99
C13 JN224971 1278 Pseudomonas oryzihabitans strain LKS06(HQ331135. 1) 0 2. 17 99
C14 JN224972 1375 Psychrobacter faecalis strain hyss34(FJ613304. 1) 0 4. 35 99
C15 JN224973 1285 Sphingomonas yabuuchiae strain A1-18 (NR_028634. 1) 0 6. 52 99
C16 JN224974 1351 Pantoea sp． M3S5(FJ560472. 1) 4. 76 0 99
C17 JN224975 1449 Erwinia sp． R8-2A (HQ154566. 1) 9. 52 0 99
C18 JN224976 1357 Curtobacterium sp． Fek20(EU741030. 1) 9. 52 0 100
C19 JN224977 1380 Morganella morganii strain Sam123-6(FJ418576. 1) 0 2. 17 99
C20 JN224978 1244 Pseudomonas sp． OK-5 (EF157292. 1) 4. 76 2. 17 97
C21 JN224979 1288 Planomicrobium sp． QD9 (FJ263010. 1) 4. 76 0 100
C22 JN224965 1327 Sphingobium sp． (AY689029. 1) 0 2. 17 100
C23 JN224966 1323 Microbacterium sp． (FJ959372. 1) 0 4. 35 100
C24 JN224967 1286 Kocuria palustris partial strain R-39201 (FR691399. 1) 4. 76 0 100
C25 JN224968 1370 Lysinibacillus sp． (FJ233851. 1) 0 2. 17 99
C26 JN224980 1367 Lysobacter sp． (AB552868. 1) 0 2. 17 99
C27 JN224981 1247 Rhizobium sp． (HQ589028. 1) 0 4. 35 100
C28 JN224982 1344 Paenibacillus sp． (EU072707. 1) 0 2. 17 100
C29 JN224983 1462 Staphylococcus sp． B2-46 (FJ386519. 1) 0 2. 17 99

Isolate frequence ( IF) = isolated number of strain / total isolated number of strains
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67 株内生细菌分别属于 4 个不同的类群。低 G
+ C 革兰氏阳性菌(Firmicutes) 为主要类群，分别占

感病株分离菌的 71. 41% (DP) 和健康株分离菌的

60. 87% (HP);γ-变 形 菌 门 (Gammaproteobacteria) 占

14. 28% ( DP ) 和 10. 87% ( HP ) ; 放 线 菌 门

(Actinobacteria) 占 14. 28% (DP) 和 8. 7% (HP) ;α-

变形菌门(Alphaproteobacteria) 只在健康长春花植株

上分离到，占 内 生 细 菌 的 19. 57% ( 图 1)。从 表 中

还可以看出，感病和健康长春花内生细菌在种类上

有较大的差异，即使共有类群，在病、健植株中所占

的比例也有明显差异。

图 1 感病、健康长春花植株中可培养内生细菌的类群

Fig． 1 Taxonomical group of endophytic bacteria from diseased and healthy C． roseus．

2. 3 长春花内生 细 菌 16S rDNA 克 隆 文 库 的 充 分

性分析

图 2 长 春 花 16SrDNA 克 隆 文 库 的

Rarefaction 分析曲线

Fig． 2 Rarefaction Curve of endophytic bacterial

16SrDNA clone library of C． roseus．

利 用 Analytic Rarefaction 1. 3 软 件 进 行

Rarefaction Curve 分 析 ( 图 2 ) ，当 克 隆 子 数 为 188
(DP)、182(HP) 个时，Rarefaction 曲线趋于平缓，表

明继续增加检测克隆子数目，对微生物种群数目增

加的影 响 已 不 显 著。Coverage C 计 算 得 出 该 16S
rDNA 克隆文库中所包含的微生物种类分别覆盖了

样 品 中 全 部 微 生 物 种 类 的 97. 87% ( DP ) 和

97. 25% (HP)。说明所构建的克隆文库是相对充分

的，可以反映样品中微生物的种类和组成。
2. 4 长春花内生菌多样性 PCR-RFLP 分析

将经 PCR 验 证 的 188 (DP)、182 (HP) 个 阳 性

克隆分别用 HaeIII、MspI、RsaI 3 种限制性内切酶分

别进行 RFLP 分析，根据电泳条带，3 种限制性内切

酶分别酶切得到 7 条、8 条、5 条(DP) 与 9 条、9 条、
11 条(HP) 不同的酶切图谱( 图略)。

将每一个克隆子的 3 种酶切图谱进行组合，具

有不同组合类型的克隆子即为一个不同的操作分类

单元(OTU)。对测序结果分析，分别从感病和健康

长春花植株中筛选得到 16 和 23 个正确的操作分类
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单 元 ( 表 4 ) ，其 中 仅 3 个 OTUs ( OTU01、OTU05、
OTU09) 为 病、健 植 株 共 有; 沙 雷 氏 菌 属 ( Serratia
sp． ) 为 健 康 长 春 花 中 可 培 养 内 生 细 菌 最 优 势 菌

属; 亚 洲 柑 橘 韧 皮 杆 菌 ( Candidatus Liberibacter
asiaticus) 和一种 未 培 养 的 韧 皮 杆 菌 属 ( Uncultured

Candidatus Liberibacter sp． ) 为 感 病 长 春 花 中 未 培

养内生细菌最优 势 菌 属。这 一 结 果 从 另 一 角 度 证

明长春花 感 染 柑 橘 黄 龙 病 菌 后，其 内 生 细 菌 区 系

发生了明 显 改 变，亚 洲 韧 皮 杆 菌 成 为 植 株 中 的 优

势菌属。

表 4 16S rDNA-RFLP 分析鉴定结果

Table 4 Results of RFLP analyses for 16S r DNA in diseased and healthy C． roseus
Sample
source

RFLPOTUs
Accession
NO．

No． of
clones

Total
clones /%

closet NCBI match(Accession NO． ) Identity /%

OTU01 JN224919 68 37. 36 Serratia sp． JG05 (EU798943. 1) 99
OTU02 JN224920 3 1. 65 Uncultured Serratia sp． clone A1 ( JF833451. 1) 100
OTU03 JN224921 15 8. 24 Achromobacter xylosoxidans strain M66 (HQ676601. 1) 95
OTU04 JN224922 1 0. 55 Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene，isolate BF0002A074(AM696889. 1) 99
OTU05 JN224923 2 1. 1 Xanthomonas sp． TE9 (GQ381284. 2) 100
OTU06 JN224924 1 0. 55 Pseudomonas fluorescens strain LMG 5830 (GU198109. 1) 99
OTU07 JN224925 1 0. 55 Uncultured bacterium clone J166 (HM920056. 1) 99
OTU08 JN224926 19 10. 44 Uncultured proteobacterium clone MFC-B162-F07(FJ393121. 1) 96
OTU09 JN224927 8 4. 4 Uncultured bacterium clone WEC005 (EF397362. 1) 98
OTU10 JN224928 3 1. 65 Serratia marcescens strain DAP30 (EU302855. 1) 99
OTU11 JN224929 1 0. 55 Uncultured bacterium clone P5D18-494 (EF511611. 1) 99

Healthy OTU12 JN224930 2 1. 1 Uncultured bacterium clone WEC126 (EF397402. 1) 92
OTU13 JN224931 7 3. 85 Uncultured bacterium clone 1-2C (EU289424. 1) 98
OTU14 JN224932 4 2. 2 Curtobacterium sp． WJ13 (HM045837. 1) 99
OTU15 JN224933 3 1. 65 Sphingomonas sp． BH3 (FJ834325. 1) 99
OTU16 JN224934 5 2. 75 Stenotrophomonas sp． p22(2011) (HQ652605. 1) 100
OTU17 JN224935 1 0. 55 Dietzia sp． p9(2011) (HQ652544. 1) 99
OTU18 JN224936 11 6. 04 Uncultured bacterium clone 1-11B (EU289473. 1) 97
OTU19 JN224937 10 5. 5 Serratia marcescens strain 21-3 ( JF429937. 1) 99
OTU20 JN224938 6 3. 3 Uncultured beta proteobacterium clone D8W_3 (HM057713. 1) 99
OTU21 JN224939 2 1. 1 Uncultured Bacillus sp． clone Filt． 164 (EU289424. 1) 97
OTU22 JN224940 4 2. 2 Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene，cloneFB02G1 (FM873010. 1) 98
OTU23 JN224941 5 2. 75 Uncultured bacterium clone FCPT516 (EF515998. 1) 96

OTU24 JN224953 1 0. 53 Brevibacterium sp． BS01 (GQ274005. 1) 99
OTU25 JN224954 1 0. 53 Uncultured bacterium clone WEC088 (EF397392. 1) 99
OTU26 JN224942 61 32. 45 Candidatus Liberibacter asiaticus genes for 16S ribosomal RNA (AB480102. 1) 100
OTU27 JN224943 1 0. 53 Uncultured Candidatus Liberibacter sp． clone DS398 (FJ388771. 1) 99
OTU28 JN224944 65 34. 57 Uncultured Candidatus Liberibacter sp． clone DS489 (FJ388862. 1) 99
OTU29 JN224945 6 3. 19 Uncultured Candidatus Liberibacter sp． clone DS497 (FJ388870. 1) 99
OTU30 JN224946 4 2. 13 Uncultured Candidatus Liberibacter sp． clone GS229 (FJ388005. 1) 99

Diseased OTU31 JN224947 10 5. 32 Uncultured Candidatus Liberibacter sp． clone GS13 (FJ387791. 1) 99
OTU01 JN224919 2 1. 06 Serratia sp． JG05 (EU798943. 1) 99
OTU05 JN224923 4 2. 13 Xanthomonas sp． TE9 (GQ381284. 1) 97
OTU32 JN224948 2 1. 06 Uncultured Candidatus Liberibacter sp． clone DS216 (FJ388589. 1) 99
OTU33 JN224949 19 10. 12 Uncultured Candidatus Liberibacter sp． clone GS19 (FJ387797. 1) 99
OTU34 JN224950 2 1. 06 Pseudomonas sp． BZ55 (HQ588844. 1) 99
OTU35 JN224951 7 3. 72 Uncultured Candidatus Liberibacter sp． clone GS255 (FJ388031. 1) 99
OTU36 JN224952 2 1. 06 Uncultured Candidatus Liberibacter sp． clone GA74 (FJ387662. 1) 99
TOU09 JN224927 1 0. 53 Uncultured bacterium clone WEC005 (EF397362. 1) 98

所获得的 36 个分类操作单元分别属于 5 个不

同的类群，γ-变形菌门(Gammaproteobacteria) 占感病

株分 离 菌 的 4. 25% ( DP ) 和 健 康 株 分 离 菌 的

48. 91% (HP) ;放 线 菌 门 (Actinobacteria) 占 0. 53%
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( DP ) 和 2. 75% ( HP ) ; α-变 形 菌 门

(Alphaproteobacteria ) 占 32. 44% ( DP ) 和 1. 65%
(HP) ;β-变 形 菌 门 ( Betaproteobacteria) 占 11. 54%
(HP) ; 未 知 菌 ( Uncultured bacterium ) 占 62. 76%
(DP) 和 35. 73% (HP) ( 图 3)。

图 3 16S rDNA 克 隆 文 库 中 操 作 分 类 单 元

的分类

Fig． 3 Distribution of major bacterial taxa in the 16S

rRNA gene clone libraries at the phylum level． Alp:

Alphaproteobacteria; Bet: Betaproteobacteria; Gam:

Gammaproteobacteria; Act: Actinobacteria; Unb:

Uncultured bacterium．

3 讨论

植物内生细菌是一类定殖在植物内部而不引起

病害的细菌
［16］。作为植物微生态环境的一部分，其

种类组成及结构变化会受到外界环境或人为干扰的

影响。目前，有关外界病原菌入侵植物而造成内生

细菌群落结 构 改 变 及 两 者 作 用 关 系 的 研 究 报 道 较

少。本研究以感柑橘黄龙病的长春花及未感病的健

康长春花( 经 PCR 验证) 为研究对象，在兼性厌氧的

生长环境下分离培养不同组织中的内生细菌，共获

得 29 种不同的可培养内生细菌。植株不同部位中，

根部的 内 生 细 菌 丰 富 度 最 高，叶 片 中 最 低。这 与

Gagne［17］
等人提出的根际土壤是内生细菌的主要来

源，内生细菌是由根向茎部传播，因而植物根部内生

细菌含量最高，越往植株上部，其内生细菌的含量越

少的理论基本一致。
对病、健两类植株可培养菌的分离培养显示，两

类植株中可 培 养 内 生 细 菌 优 势 菌 属 的 类 型 基 本 一

致，如 Bacillus sp．、Staphylococcus equoru subsp． 为共

同的可 培 养 优 势 菌 属。在 健 康 植 株 中，Morganella
morganii 和 Lysobacter sp． 为 次 优 势 内 生 细 菌; 而

Paenibacillus sp．、Microbacterium sp．、Pseudomonas
putida 仅在健康 植 株 中 出 现，其 中 一 些 种 类 可 能 有

抑 菌 的 功 能，Lee［18］
就 曾 报 道 海 岸 沙 丘 植 物 中

Lysobacter sp． 具有 抗 植 物 病 原 菌 的 特 性，Trivedi［19］

在柑橘 中 发 现 Paenibacillus sp．、Microbacterium sp．
等具有 减 少 柑 橘 黄 龙 病 菌 增 殖 的 作 用。Bacillus
flexus、 Erwinia sp．、 Curtobacterium sp．、
Planomicrobium sp． 是仅出现在感病植株中的特有内

生细菌，此 外，我 们 的 后 续 研 究 发 现 Curtobacterium
sp． 与柑橘黄龙病菌的增殖关系密切，这些差异菌株

为后续筛选利用促生性伴生菌株培养柑橘黄龙病菌

提供了选择依据，有关柑桔黄龙病菌和促生性伴生

细菌的动态互作关系正在深入研究之中。
在分离获得 的 共 生 菌 及 RFLP 文 库 中，我 们 发

现已 报 道 的 植 物 病 原 菌 Pantoea stewartii、Erwinia
sp．、Curtobacterium sp．、Xanthomonas spp． 及 Serratia
marcescens，但这些内生细菌在长春花体内是否是正

在的植物致病菌，尚需经过科赫氏证病律测试验证

和深入研 究。目 前，我 们 也 正 在 从 IAA 测 定、固 氮

能力、ACC 脱 氨 酶 合 成 能 力、铁 载 体 合 成 及 蛋 白 酶

合成能力等功能上分析这些潜在的植物病原菌。另

外，Serratia marcescens 作 为 植 物 组 织 上 的 机 会 致 病

菌，但具有抑制细菌病原菌作用的沙雷氏菌属目前

尚无报道
［20］。

RFLP 分 析 时 发 现，感 病 植 株 中，除 Candidatus
Liberibacter asiaticus 外， 另 一 种 Candidatus
Liberibacter sp． 也为优势内生细菌，而健康植株中没

有检测到 这 此 类 细 菌，推 断 Candidatus Liberibacter
sp． 也可能与黄龙病有关。感 病 植 株 与 健 康 植 株 仅

有 3 个共有的 OTUs，且感病植株中除柑橘黄龙病菌

外的可培养 α-proteobacteria 内生细菌较无病组织中

明显降低，说明柑橘黄龙病菌的侵染改变了原有内

生细菌的区系组成，并推断柑橘黄龙病菌不利于植

物体内原有 α-proteobacteria 内生细菌的繁殖。
可培养菌的 分 离 培 养 及 RFLP 的 多 样 性 分 析，

都显示长春花在感染柑橘黄龙病后，其内生细菌区

系发生了显著改变，且多样性下降。其原因可能是

由于柑橘黄龙病菌的入侵，占据了一些内生菌的位

置或其代谢产物抑制了其它内生菌的生长繁殖。
本研究中可培养方法得出的优势菌属与非培养

方法中得出的优势菌属不完全一致，这主要是由于

细菌的培养受到所选用的培养基及培养条件对培养
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物的选择性影响，因此，可培养细菌的种类及数量丰

富度不一定反映组织中细菌的真实状态，而非培养

方法更能反映客观实际。
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Endophytic bacterial community analysis of Catharanthus
roseus and its association with huanglongbing pathogen

Jia Li1，Zhongkang Wang1，Pan Xie1，Dong Wu2，Youping Yin1*

1 Bioengineering College of Chongqing University，Chongqing Engineering Research Center for Fungal Insecticide，

Chongqing Key Lab of Genetic Function and Regulation，Chongqing 400030，China
2 Lucky Team Biotech Development (Hepu) Ltd． ，Co． Hepu 536128，China

Abstract:［Objective］To analyze the microbial diversity in healthy and HLB-affected Catharanthus roseus under manual-
grafting conditions and to find the association between the endophytic bacteria and the HLB pathogen． ［Methods］ The
endophytic bacterial communities were delineated by using the traditional culturable approach and cultivation-independent
techniques based on 16S rRNA gene． The endophytic bacteria were isolated from surface-sterilized C． roseus midribs of
leaves and phloem of stems and roots by plating and restriction fragment length polymorphism ( RFLP) ． ［Results］ By
anaerobic culture，we obtained 67 strains that were identified 29 genus by GenBank． Curtobacterium sp． ，Erwinia sp． ，

Bacillus cereus and Brevundimonas sp． ，Bacillus sp． were the dominant bacterial population in diseased and healthy C．
roseus． However，Staphylococcus equorum was the common dominant isolate in both C． roseus． We picked 188 and 182
positive clones in 16S rDNA libraries of diseased and healthy C． roseus that were respectively restricted by the HaeIII，
MspI，RsaI restriction endonuclease． Based on the similarity of the RFLP banding profiles in diseased and healthy C．
roseus，we obtained 16，23 OTUs ( Operational Taxonomic Units，OTUs ) respectively． In addition to Candidatus
Liberibacter asiaticus，Candidatus Liberibacter sp． was the dominant bacterial population only in diseased C． roseus．
［Conclusions］With the infection of‘Ca． L． asiaticus'，the diversity in diseased C． roseus decreased． The endophytic
bacteria isolated from diseased and healthy C． roseus are abundant and have remarkable differences in the composition and
function，suggesting that its endophytic bacteria might be inhibited by the HLB pathogen．
Keywords: Catharanthus roseus，Huanglongbing，16S rDNA，restriction fragment length polymorphism (RFLP)
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