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西洋参内生菌群落结构与多样性
刘学周，赵智灵，李绍宾，张连学 * ，田义新 * ，孙福仁
吉林农业大学中药材学院，吉林 长春 130118

摘要:【目的】分析了不同产地西洋参内生菌的组成、结构及其定殖部位差异，明确了吉林省西洋参内生菌的
资源状况。【方法】利用组织块法进行内生菌的分离，通过 16S rDNA 和 ITS 序列分析，结合培养形态对内生
菌鉴定，并对分离得到的内生菌进行生态指数分析。【结果】从西洋参根部分离到内生菌 13 属 26 种，茎部
分离到 10 属 18 种，叶部分离到 9 属 16 种。芽孢杆菌属(Bacillus)和假单孢菌属(Pseudomonas)为西洋参内
生菌中的优势属，分别占内生菌总种数的 17. 6%和 14. 7%。多样性指数显示，珲春 ＞靖宇 ＞抚松 ＞集安 ＞
长白;均匀度指数显示，珲春 ＞集安 ＞靖宇 ＞抚松 ＞ 长白;优势度指数显示，靖宇 ＞ 珲春 ＞ 抚松 ＞ 集安 ＞ 长
白。【结论】西洋参内生菌具有较丰富的遗传多样性，不同海拔高度产地西洋参内生菌种群数量、均匀度、奇
异度存在差异，高海拔地区西洋参内生菌优势菌群集中，优势属突出，奇异度较高，而低海拔地区西洋参内生
菌奇异度较低，但种群种类较丰富，且分布均匀。
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植物内生菌是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微生物类
群，包括真菌、细菌和放线菌［1 － 2］。在自然界的长期
进化过程中，宿主与内生菌相互选择，互为条件，形
成一种共生或互生的关系。其相互作用还受到环境
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［3］。许多植物内生菌具有重要的生物
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，在农业生产中具有重要的应用潜力，这些
功能都与植物内生菌复杂的群落结构有关［4 － 5］。植
物内生菌可产生与宿主植物相同或相似的具生物活
性的代谢产物，包括萜类、生物碱、皂苷类、芳香类、

多肽类等化合物，这些物质具有多种生物学活性，如
抗肿瘤，抑菌，抗氧化以及胰岛素受体激活等活性，
在医学上有重要的应用价值［6］。内生菌多样性的
研究对于探索内生菌与宿主植物间的互动机制、反
应宿主植物的生长状态和生存环境、开发具有超常
生态和医学功能的生物资源等方面具有重要意义。

西洋参(Panaxqul quingquefolium L． )是一种名
贵中药材，具有增强机体免疫功能，抗疲劳，抗缺氧
和心肌保护等作用，主要成分是人参皂苷。不同产
地西洋参药材的品质有差异，据报道，外部环境因子
如产地气候土壤等可能是造成产地差异性的因
素［7］。西洋参内生菌作为构成植物内环境的重要
组分，对西洋参植物生长、其次生代谢产物积累及药
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材品质等均具有较大的影响，由于同一种植物生长
在不同的环境，其内生菌的多样性有所不同［8 － 10］。
调查和开发西洋参内生菌资源，对西洋参种植业
(如开发生物农药和菌肥)，参地土壤改良，西洋参
内生菌次生代谢产物产品的开发都有重大实践价
值。

本研究通过分离吉林省不同产地的西洋参内生
菌来揭示内生菌群落结构的多态性，以期掌握西洋
参内生菌资源状况和了解内生菌群落结构与西洋参
生长环境、定殖部位的关系，为深入探讨内生菌与西

洋参间的互相作用机制和西洋参内生菌生物产品的
开发奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 供试植物材料:2013 年 7 － 8 月，在吉林珲
春、长白、抚松、靖宇、集安采集 5 年生健康西洋参植
株为试验材料(表 1)。均由吉林农业大学中药材学
院田义新教授鉴定。

表 1． 采样地点
Table 1． Sampling site

Site Sample growth years / years Longitude Latitude Altitude /m
Hunchun(珲春) 5 East 130°30'05 ″ North latitude 42°51'41 ″ 138
Changbai(长白) 5 East 126°25'29 ″ North latitude 41°43'22 ″ 1086
Fusong(抚松) 5 East 127°33'20 ″ North latitude 42°03'09 ″ 848
Jingyu(靖宇) 5 East 126°08'11 ″ North latitude 42°38'16 ″ 384
Jian(集安) 5 East 126°17'24 ″ North latitude 41°15'31 ″ 328

1. 1. 2 培养基:PDA(马铃薯葡萄糖培养基)培养
基，NA(牛肉膏蛋白胨培养基)培养基，高氏Ⅰ号培
养基。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:基因组提取试剂盒(北京
百泰克生物技术有限公司 ); 2 × Power Tap PCＲ
Master Mix(北京百泰克);通用引物(金唯智生物科
技(北京)有限公司)。TC-XP 型 PCＲ 扩增仪(杭州
博日科技有限公司);BIS910 凝胶成像系统(北京东
胜创新生物科技有限公司);超微量紫外可见分光
光度计(北京百泰克生物技术有限公司);超净工作
台(上海博迅实业有限公司)。
1. 2 组织表面消毒

将采集到的西洋参样本先在流水下冲洗，去除
表面的泥土和灰尘。室温晾干，用灭过菌的滤纸吸
干植物表面剩余的水分。选择没有破损且完整的叶
片、茎和根，切成 2 cm 见方的小片(段、块)，在 50%
乙醇中浸泡 1 min 后置于 75%乙醇中 1 min，再对根
使用 0. 10% HgCl2 处理 11min，参茎使用 0. 10%
HgCl2 处理 7min，叶使用 2%的 NaClO 处理 5min 进
行表面消毒，然后用无菌水冲洗 3 － 5 次。

把处理后的组织接入牛肉膏蛋白胨培养基，观察
两周无污染后，切去表皮，切成 0. 5 cm 见方的小块
(段、片)接入牛肉膏蛋白胨培养基，观察记录，每个处
理设置重复，每个重复接入 9 块组织。组织块边缘有

菌丝生长，证明消毒方法可用，再进行择优选取。
1. 3 内生菌的鉴定
1. 3. 1 内生细菌 16SrDNA 基因组提取与测序:内
生细菌基因组的提取利用 Bio Teke cat#DP2001 细
菌基因组 DNA 提取试剂盒 (离心柱型)进行，用通
用引物 27f ( 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 和
1492r(5'-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3')扩增细
菌 16S ＲNA。扩增体系为 50 μL: 2 × PCＲ MIX
25 μL，ddH2O 15 μL，DNA Template 5 μL，27f 2. 5
μL，1492r 2. 5 μL。PCＲ 扩增程序:94℃ 5 min;94℃
40 s，53℃ 60 s，72℃ 90 s，35 个循环;72℃ 10 min。
PCＲ 产物经 2%琼脂糖凝胶电泳检测，并将 PCＲ 产
物送上海生工进行测序。
1. 3. 2 内生真菌 ITS 基因组提取与测序:内生真菌
基因组提取利用 Bio Teke cat#DP2031 真菌基因组
DNA 提取试剂盒 (离心柱型)进行。用通用引物
ITS1 ( 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') 和 ITS4
(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') 扩增内生真菌
ITS 序列。扩增体系为 50 μL:2 × PCＲ MIX 25 μL，
ddH2O 15 μL，DNA Template 5 μL，ITS1 2. 5 μL，
ITS4 2. 5 μL。 PCＲ 扩增程序: 95℃ 5 min; 94℃
45 s，52℃ 45 s，72℃ 90 s，35 个循环;72℃ 10 min。
PCＲ 产物经 2% 琼脂糖凝胶电泳检测，并将其产物
送上海生工进行测序。
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1. 3. 3 序列分析构建系统发育树:扩增产物用 2%
琼脂糖 凝 胶电 泳检测，扩增产物测 序 结 果 在
GenBank 中进行 BLAST 分析，然后用 DNAMAN6. 0

进行序列相似性分析，以 Neighbor-joining 方法构建
系统发育树，用 Bootstrap( 1000 次重复) 进行检验。
1. 4 西洋参内生菌群落结构多样性分析

将内生菌的种类作为数量测度，引入生态学多
样性测度 Shannon-Wiener ( H1 )［11］、Pielou 均匀度
( J)［11］、Simpson 优势度指数(D)［12］等方法，分析内
生菌的群落结构特性。
1. 4. 1 Shannon-Wiener 多样性指数(H'): H' = －

∑
i = 1

n
Pi LnPi，式中，Pi = Ni /N，Ni 为处理 i 的内生菌个

数，N 为该试验中总内生菌个数。

1. 4. 2 Pielou 均匀度指数( J): J = －∑
i = 1

n

Pi LnPi

LnS
，

式中 S 为群落中的内生菌的总种类数。

1. 4. 3 Simpson优势度指数(D): D = 1 －∑
i = 1

n
Pi

2，式

中，Pi 种内生菌占该试验中总的内生菌的个数比例。

2 结果和分析

2. 1 内生菌分离鉴定结果
对得到株菌进行 16S rＲNA 或 ITS 基因测序。

将所得序列在 GenBank 基因库中进行同源性搜索，
然后用 DNAMAN6. 0 进行序列相似性分析，以
Neighbor － joining 方法使用 p-distance 构建系统发
育树，再根据培养特征进行鉴定。结果表明(表 1，
图 1)分离得到的西洋参内生菌分为 17 个属 34 种，
包括 10 个属 24 种内生细菌，7 个属 10 种内生真
菌。其中芽孢杆菌(Bacillus)最多有 6 个种，其次是
假单 孢 菌 ( Pseudomonas ) 有 5 个 种，土 壤 杆 菌
(Agrobacterium )、肠 杆 菌 ( Enterobacter )、青 霉 菌
(Penicillium)各有 3 个种，沙雷式菌属( Serratia)、炭
疽菌(Colletotrichum)各有 2 个种，其余 10 个属均包
含 1 个种。
2. 2 西洋参内生菌进化分析

对分离所得株菌的基因序列用 DNAMAN6. 0
进行序列相似性分析，以 Neighbor-joining 方法使用
Kimura 2-parameter model 构 建 系 统 进 化 树，用
Bootstrap (1000 次重复) 进行检验。

从内生细菌 16S r DNA 系统进化树(图 2) 可以
看出，西洋参植株内生细菌分为两大类，第Ⅰ大类为
革兰氏阴性菌，第Ⅱ大类为革兰氏阳性菌。第Ⅰ大
类也可分为两个亚类，第Ⅰ亚类包括 Enterobacter、
Serratia sp．、Pseudomonas、Luteibacter、Lysobacter 其特
点是均属于 γ-变形菌纲细菌; 第 Ⅱ 亚类包括
Agrobacterium 其特点是均属于 α-变形菌纲细菌;第
Ⅱ大 类 也 可 分 为 两 个 亚 类，第 Ⅰ 亚 类 包 括
Microbacterium 和 Streptomyces，其共同特点是都不产
芽孢，不 抗 酸，第 Ⅱ 亚 类 包 括 Sporosarcina 和
Bacillus，其共同特点是都产芽孢。从内生真菌 ITS
系统进化树(图 3)可以看出，西洋参内生真菌的亲
缘关系较远，各层次进化距离不同，分支复杂。
2. 3 西洋参内生菌在各定殖部位的分布

西洋参内生菌在各定殖部位的分布情况统计结
果见表 3，西洋参的根部、茎部和叶部分离到的内生
菌分别为 13 属 26 种、10 属 18 种和 9 属 16 种。

以分离到的 34 菌株为样本，以各菌株在各部位
出现与否为指标，用 IBM SPSS Statistics 19 以 word 法
对数据进行系统聚类分析，结果见表 3、图 4。当
Euclidean 为 14. 5 时，可将 34 株内生菌分为 8 个类
群。

类群 Ⅰ 包括 4 个菌种，分别是 Streptomyces
laceyi、 Acremonium alternatum、 Agrobacterium
tumefaciens 和 Bacillus pumilus，它们的共同特征是均
分离自抚松西洋参样本的叶片。

类群 Ⅱ 包 括 6 个 菌 种，分 别 是 Luteibacter
rhizovicinus、 Pseudomonas geniculata、 Serratia
liquefaciens、 Agrobacterium radiobacter、 Bacillus
amyloliquefaciens 和 Penicillium citreonigrum，仅存在
于长白西洋参样本的根部。

类群 III 包括 4 个菌种，分别是 Pseudomonas
oryzihabitans、Bacillus subtilis、Aphanoascus terreus 和
Colletotrichum panacicola，其共同特征是在珲春西洋
参样本的叶片中均有存在。

类群 Ⅳ 包括 5 个菌种，Pseudomonas veronii、
Pseudomonas fluorescens、 Alternaria brassicicola、
Penicillium daleae 和 Bacillus tequilensis，共同特征是
均存在于靖宇西洋参样本的茎部。

类群 Ⅴ 包 括 3 个 菌 种，其 中 有 Bacillus
methylotrophicus、Enterobacter cloacae 和 Sporosarcina
globispora syn．，在抚松西洋参样本的根部均存在。
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类群 Ⅵ 包括 2 个菌种，分别是 Enterobacter
hormaechei 和 Serratia plymuthica，均存在于珲春西洋
参样本根部、集安西洋参样本根部和茎部。

类群 Ⅶ 包 括 5 个 菌 种，分 别 是 Bacillus
vallismortis、 Enterobacter ludwigii、 Agrobacterium
rhizogenes、Cladosporium cladosporioides 和 Penicillium

dipodomyicola，在珲春西洋参样本的根部均存在。
类群Ⅷ包括 5 个菌种，分别是 Microbacterium

arborescens、 Lysobacter antibioticus、 Pseudomonas
hibiscicola、Llyonectria radicicola 和 Colletotrichum
coccodes，在靖宇西洋参样本的根部均存在。

图 1． 西洋参内生菌系统进化树
Figure 1． Phylogenetic tree of endophytes in American ginseng． Numbers in parentheses represent the sequences' accession number in

GenBank． The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap． the‘1，2…34’on the right of the figure are the

numbers of isolated microorganisms． Bar，10% sequence divergence．
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表 2． 西洋参内生菌分离鉴定结果
Table 2． Isolation and identification result of endophytes in American ginseng

Number Category Species Similarity / % Pattern of bacteria number

1 Bacillus

Bacillus amyloliquefaciens 99 JF460751
Bacillus vallismortis 99 KF818642
Bacillus methylotrophicus 99 JN700123
Bacillus subtilis 99 HQ711983
Bacillus tequilensis 99 KC851839
Bacillus pumilus 99 EF178456

2 Pseudomonas

Pseudomonas oryzihabitans 99 JX082200
Pseudomonas geniculata 99 HQ857772
Pseudomonas veronii 99 KF484676
Pseudomonas fluorescens 99 JQ782497
Pseudomonas hibiscicola 99 KC172017

3 Agrobacterium
Agrobacterium radiobacter 99 AM181758
Agrobacterium tumefaciens 99 FＲ828334
Agrobacterium rhizogenes 99 EU420078

4 Enterobacter
Enterobacter cloacae 99 JQ038222
Enterobacter ludwigii 99 HQ242714
Enterobacter hormaechei 99 KJ437476

5 Serratia
Serratia liquefaciens 99 CP006253
Serratia plymuthica 99 KF465827

6 Penicillium
Penicillium daleae 98 DQ132832
Penicillium dipodomyicola 98 GQ161752
Penicillium citreonigrum 98 EU497942

7 Cladosporium Cladosporium cladosporioides 98 HM148049
8 Luteibacter Luteibacter rhizovicinus 99 NＲ042197
9 Sporosarcina Sporosarcina globispora syn 99 AM237400
10 Microbacterium Microbacterium arborescens 99 JN644505
11 Streptomyces Streptomyces laceyi 99 AY094367
12 Lysobacter Lysobacter antibioticus 99 FJ930928

13 Colletotrichum
Colletotrichum coccodes 95 AJ301984
Colletotrichum panacicola 97 GU935869

14 Aphanoascus Aphanoascus terreus 97 AB861677
15 Ilyonectria Llyonectria radicicola 98 KF156312
16 Acremonium Acremonium alternatum 98 AAU57674
17 Alternaria Alternaria brassicicola 98 KF542551

2. 4 西洋参内生菌在不同产地的分布
不同产地西洋参植株内生菌的种类见表 4。不

同产地的西洋参植株内生菌的种类有所差异。分离
得到的 17 属 34 种内生菌中，从珲春西洋参植株分
离到 9 属 17 种，从长白西洋参植株分离到 7 属 13
种，从抚松西洋参植株分离到 9 属 14 种，从靖宇西
洋参植株分离到 10 属 17 种，从集安西洋参植株分
离到 6 属 9 种。结果显示，芽孢杆菌属(Bacillus)和
假单孢菌属(Pseudomonas)在 5 个不同采样地西洋
参中均有发现，为西洋参内生菌中的优势属，其所包
括的种数分别占内生菌总种数的 17. 6%和 14. 7% ;
青霉属(Penicillium)是真菌中占内生菌总种数比例
最高的属，其所包括的种数所占比例为 8. 8% ;其余

Aphanoascus 仅存在于靖宇西洋参样本中，Alternaria
仅存在于长白西洋参样本中，Acremonium 仅存在于
抚 松 西 洋 参 样 本 中， Llyonectria、 Lysobacter、
Microbacterium 仅存在于靖宇西洋参样本中。

对不同产地分离出的内生菌种群进行分析可知
(表 4)，珲春、长白和抚松以芽孢杆菌属(Bacillus)
为优势属，其所包括的种数分别占该地内生菌总种
数的 23. 5%、38. 4% 和 28. 6%，靖宇以假单孢菌属
(Pseudomonas)为优势属，占该地内生菌总种数的
23. 5%，集安以芽孢杆菌属 (Bacillus)、假单孢菌属
(Pseudomonas)和沙雷氏菌属 ( Serratia) 为优势属，
均占该地内生菌总种数的 22. 2%。
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图 2． 西洋参内生细菌 16S rDNA 系统进化树
Figure 2． 16S rDNA phylogenetic tree of endophytic bacteria in American ginseng． Numbers in parentheses represent the sequences' accession number

in GenBank． The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap． The Arabic numerals ‘(1)，(2)，… ． ． (24)’in the brackets

are the numbers of bacterial strains，and others after those are the specific names Bar，2% sequence divergence．

图 3． 西洋参内生真菌 ITS 系统进化树
Figure 3． ITS phylogenetic tree of endophytic fungi in American ginseng． Numbers in parentheses represent the sequences' accession number in

GenBank． The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap． The Arabic numerals ‘(25)，(26)，… ． ． (34)’in the brackets

are the numbers of bacterial strains，and others after those are the specific names Bar，2% sequence divergence．

植物内生菌的分布与群落结构不仅与植物的种
类、基因型有关，还与植物的生长阶段、环境条件有
关，存在复杂的多样性。一般来说，生物多样性是衡
量生态系统稳定和健康的一个重要指标［13］，适宜的
生长环境，其多样性高，优势度低，均匀度高。对不
同产地西洋参内生菌的生态指数分析可知(表 4)，
多样性指数显示，珲春 ＞靖宇 ＞抚松 ＞集安 ＞长白;

均匀度指数显示，珲春 ＞集安 ＞靖宇 ＞抚松 ＞长白;
优势度指数显示，靖宇 ＞珲春 ＞抚松 ＞集安 ＞长白。
说明 5 个产地西洋参内生菌的优势种群数量存在差
异，长白产地的西洋参内生菌优势菌群集中，优势属
突出，奇异度较高; 珲春产地的西洋参内生菌种群
丰富度最高，而且分布较均匀，奇异度较低。

533



Xuezhou Liu et al． / Acta Microbiologica Sinica(2015)55(3)

表 3． 西洋参内生菌在各定殖部位的分布情况统计
Table 3． Distribution of endophytes in American ginseng at the colonization parts

Number Species

Hunchun

(珲春)

Changbai

(长白)

Fusong

(抚松)

Jingyu

(靖宇)

Jian

(集安)
Ｒoot Stem Leaf Ｒoot Stem Leaf Ｒoot Stem Leaf Ｒoot Stem Leaf Ｒoot Stem Leaf

1 Luteibacter rhizovicinus 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

2 Bacillus amyloliquefaciens 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 Bacillus vallismortis 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4 Pseudomonas oryzihabitans 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0

5 Sporosarcina globispora syn． 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

6 Microbacterium arborescens 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

7 Enterobacter ludwigii 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

8 Streptomyces laceyi 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0

9 Agrobacterium radiobacter 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

10 Pseudomonas geniculata 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

11 Bacillus methylotrophicus 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0

12 Enterobacter hormaechei 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0

13 Bacillus subtilis 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

14 Agrobacterium tumefaciens 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0

15 Pseudomonas veronii 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0

16 Enterobacter cloacae 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

17 Serratia liquefaciens 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

18 Lysobacter antibioticus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

19 Pseudomonas fluorescens 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0

20 Pseudomonas hibiscicola 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0

21 Serratia plymuthica 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0

22 Bacillus tequilensis 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1

23 Bacillus pumilus 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0

24 Agrobacterium rhizogenes 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

25 Llyonectria radicicola 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

26 Cladosporium cladosporioides 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

27 Colletotrichum coccodes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0

28 Penicillium citreonigrum 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

29 Penicillium daleae 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0

30 Aphanoascus terreus 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

31 Acremonium alternatum 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0

32 Colletotrichum panacicola 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

33 Alternaria brassicicola 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

34 Penicillium dipodomyicola 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0

‘1’stands for existence，‘0’stands for non-existence．

不同产地西洋参植株内生菌的种类见表 4。不
同产地的西洋参植株内生菌的种类有所差异。分离
得到的 17 属 34 种内生菌中，从珲春西洋参植株分
离到 9 属 17 种，从长白西洋参植株分离到 7 属 13
种，从抚松西洋参植株分离到 9 属 14 种，从靖宇西
洋参植株分离到 10 属 17 种，从集安西洋参植株分
离到 6 属 9 种。结果显示，芽孢杆菌属(Bacillus)和
假单孢菌属(Pseudomonas)在 5 个不同采样地西洋

参中均有发现，为西洋参内生菌中的优势属，其所包
括的种数分别占内生菌总种数的 17. 6%和 14. 7% ;
青霉属(Penicillium)是真菌中占内生菌总种数比例
最高的属，其所包括的种数所占比例为 8. 8% ;其余
Aphanoascus 仅存在于靖宇西洋参样本中，Alternaria
仅存在于长白西洋参样本中，Acremonium 仅存在于
抚 松 西 洋 参 样 本 中， Llyonectria、 Lysobacter、
Microbacterium 仅存在于靖宇西洋参样本中。
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图 4． 西洋参不同产地、定殖部位内生菌聚类分析
Figure 4． Clustering analysis of endophytes in American ginseng

of different producing area and the colonization parts． The‘1，2…

34’ on the left of the figure are the numbers of bacterial and

fungal strains，while the‘I，II，…VIII’are the numbers of class

group．

对不同产地分离出的内生菌种群进行分析可知
(表 4)，珲春、长白和抚松以芽孢杆菌属(Bacillus)
为优势属，其所包括的种数分别占该地内生菌总种
数的 23. 5%、38. 4% 和 28. 6%，靖宇以假单孢菌属
(Pseudomonas)为优势属，占该地内生菌总种数的
23. 5%，集安以芽孢杆菌属 (Bacillus)、假单孢菌属
(Pseudomonas)和沙雷氏菌属 ( Serratia) 为优势属，
均占该地内生菌总种数的 22. 2%。

植物内生菌的分布与群落结构不仅与植物的种
类、基因型有关，还与植物的生长阶段、环境条件有
关，存在复杂的多样性。一般来说，生物多样性是衡
量生态系统稳定和健康的一个重要指标［13］，适宜的
生长环境，其多样性高，优势度低，均匀度高。对不
同产地西洋参内生菌的生态指数分析可知(表 4)，
多样性指数显示，珲春 ＞靖宇 ＞抚松 ＞集安 ＞长白;
均匀度指数显示，珲春 ＞集安 ＞靖宇 ＞抚松 ＞长白;
优势度指数显示，靖宇 ＞珲春 ＞抚松 ＞集安 ＞长白。
说明 5 个产地西洋参内生菌的优势种群数量存在差
异，长白产地的西洋参内生菌优势菌群集中，优势属
突出，奇异度较高; 珲春产地的西洋参内生菌种群
丰富度最高，而且分布较均匀，奇异度较低。

表 4． 不同产地西洋参内生菌种类及其生态指数
Table 4． Types and ecological index of endophyte in American ginseng of different producing area

Number Generic name Hunchun(珲春) Changbai(长白) Fusong(抚松) Jingyu(靖宇) Jian(集安)
1 Bacillus 4 5 4 3 2
2 Pseudomonas 2 3 1 4 2
3 Agrobacterium 2 1 1 0 1
4 Enterobacter 2 0 1 0 1
5 Serratia 1 1 0 2 2
6 Penicillium 3 1 3 2 0
7 Cladosporium 1 0 1 0 0
8 Luteibacter 0 1 0 1 0
9 Sporosarcina 0 0 1 0 0
10 Microbacterium 0 0 0 1 0
11 Streptomyces 0 0 1 0 0
12 Lysobacter 0 0 0 1 0
13 Colletotrichum 1 0 0 1 1
14 Aphanoascus 1 0 0 0 0
15 Llyonectria 0 0 0 1 0
16 Acremonium 0 0 1 0 0
17 Alternaria 0 1 0 1 0

Category 9 7 9 10 6
Species 17 13 14 17 9
Diversity index 2. 0685 1. 6924 1. 8191 1. 9834 1. 7351
Evenness index 0. 7838 0. 6598 0. 7320 0. 7324 0. 7536
Dominance index 0. 8581 0. 7692 0. 8367 0. 8651 0. 8148

733



Xuezhou Liu et al． / Acta Microbiologica Sinica(2015)55(3)

3 讨论和结论

本研究共得到 17 属 34 种内生菌。其中以假单
胞菌属(Pseudomons)、芽孢杆菌属(Bacillus)为世界
上普遍存在的内生菌类群，广泛存在于土壤及植物
组织中［14］，在茄子［15］、韭菜［16］中均有发现。有文献
报道，芽孢杆菌属 ( Bacillus) 中的枯草芽孢杆菌
(Bacillus subtilis)能够产生对植物病原菌有良好抗
性的脂肽类抗生素和硫醚(羊毛脂)类抗生素等［17］，
在病虫害的生物防治研究过程中受到很大关注。荧
光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens)产生的藤黄绿
脓菌素、2，4-二乙酰基藤黄酚、硝吡咯菌素、吩嗪-1-
羧酸等可抑制多种病原物［18］，在农作物土传病害的
生物防治研究中具有重要意义。从芽孢杆菌属
(Bacillus)分离得到的化合物主要有大环内酯类和
肽类，大多数次生代谢产物均表现出很强的抗菌、抗
病毒和抗肿瘤等生物活性［19］，而且芽孢杆菌属
(Bacillus )、青霉 菌属 ( Penicillium ) 和链 霉 菌 属
( streptomyces)是产生医用抗生素的 3 个主要来源，
在医学上有重要的作用。对于西洋参内生菌次生代
谢产物资源，目前远未得到充分开发，本研究对西洋
参内生菌次生代谢产物的分析和产品开发将在下一
步工作中开展。

西洋参内生细菌可以分为 2 个大类 4 个亚类，
而内生真菌亲缘关系较远，各层次进化距离不同，分
支复杂。说明西洋参内生菌菌群结构复杂多变，具
有较丰富的遗传多样性。根据产地、定殖部位不同，
可将 34 个菌种分为 8 个类群。从西洋参定殖部位
内生菌种类结构特性来看，西洋参各定殖部位内生
菌种类存在较大的差异，总体来说，根部分离到的内
生菌种类最多，其次是茎部，叶部分离到的种类最
少。这与前人的研究结论一致［20］。

对内生菌多样性、群落结构以及分布的影响因
素，有研究认为内生菌主要来源于土壤，由土壤微生
物入侵后和宿主协同进化而来，内生菌组成和数量
可能与产地土壤微生物及植物根际微生物的种群结
构与数量有关［13］。也有研究认为可能是因为地区
气候特征及周围植被的不同，造成大气中的微生物
组成、根 际土壤 微生物 种类分 布等 的 差 异 影
响［21 － 24］。植物生长的生态环境不同，内生菌种群结
构和分布必然会存在一定的差异［2］。本研究中，不
同海拔高度产地西洋参内生菌种群数量、均匀度、奇

异度存在显著差异，长白产地为高海拔地区，其产地
西洋参内生菌优势菌群集中，优势属突出，奇异度较
高，即长白产地的西洋参内生菌集中到芽孢杆菌等
一些优势属当中，菌属较单一，而且有如 Luteibacter
等在其他产区西洋参中并未发现的特异属的存在。
而珲春作为低海拔地区，其产地西洋参内生菌奇异
度较低，但种群种类较丰富，且分布均匀，即珲春产
地的西洋参内生菌种类较多，各个菌属分布比较均
匀，并且很少有其他产地所没有的菌属。这可能是
由于不同海拔地区同期气温及降水等环境因素造成
了土壤微生物种群结构的不同，造成高海拔地区
(如长白)西洋参内生菌种类向优势种群芽孢杆菌
属(Bacillus)集中，有群落单一化趋势。

植物内生菌影响活性成分产生和积累的途径主
要有 2 种:一是内生菌自身产生药用植物活性成分;
二是内生菌促进药用植物产生活性成分［25 － 26］。长
春花［Catharanthus roseus( L． ) G． Don］分离到的内
生菌可诱导长春花碱的合成和积累，产量提高了 2
－ 5 倍［27］。陈雪英［8］从西洋参根中分离到 3 株能
够产生人参皂苷类成分的内生细菌Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ，经初
步鉴定分属欧文氏菌属 ( Erwinia)、假单孢菌属
(Pseudomonas)和肠杆菌属 ( Enterobacter)。还有报
道表明，西洋参人参皂苷的含量与产地海拔呈现显
著正相关［7］，温度与人参皂苷含量呈显著负相
关［28］，本研究中，高海拔地区(如长白)西洋参内生
菌种类有向优势种群芽孢杆菌属(Bacillus)集中的
现象，内生菌是否与高海拔产地西洋参中人参皂苷
增加有关，将在今后进行进一步的研究探讨。

此外，有研究者从人参中分离到 1 株芽孢杆菌
属 内 生 细 菌 多 粘 类 芽 孢 杆 菌 ( Paenibacillus
polymyxa)，并发现该菌在与人参发酵后，可转化提
高人参皂苷尤其是 Ｒd 的量［29］，西洋参内生菌转化
提高人参皂苷的研究，也将是一个重要的研究方向。
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The community structure and diversity of the endophytes
in American ginseng

Xuezhou Liu，Zhiling Zhao，Shaobin Li，Lianxue Zhang* ，Yixin Tian* ，Furen Sun
Jilin Agricultural University，College of Traditional Chinese Herbs，Jilin University，Changchun 130118，Jilin Province，China

Abstract:［Objective］ To clarify the composition of endophytes community in American ginseng，to know the differences
of the endophytes community structure of different producing area and colonization part，and to grasp the resource situation
of endophytes in American ginseng of Jilin Province． ［Methods］ Endophytes were separated with tissue explant and
identified with 16S rDNA and ITS sequence analysis，by combining the cultivation forms． Moreover，ecological index
analysis was conducted for the endophytes separated． ［Ｒesults］ Endophytes in American ginseng root obtained included
13 genera and 26 species，endophytes of the stem obtained included 10 genera and 18 species，whereas endophytes of the
leaves obtained included 9 genera and 16 species． Bacillus and Pseudomonas were advantageous genera in the endophytes
in American ginseng，and the species contained occupied 17. 6% and 14. 7% of the total endophytes respectively．
According to the diversity index(H')，Hunchun ＞ Jingyu ＞ Fusong ＞ Ji’an ＞ Changbai; according to the evenness
index( J)，Hunchun ＞ Ji’an ＞ Jingyu ＞ Fusong ＞ Changbai; according to the dominance index ( D)，Jingyu ＞
Hunchun ＞ Fusong ＞ Ji’an ＞ Changbai． ［Conclusions］ Endophytes in American ginseng were characterized by
abundant genetic diversity． The structure of the endophytes community in American ginseng was complicated，there were
differences of the endophytes community structure of different producing area and colonization part， the community
diversity of producing area with high altitude was decreased．
Keywords: American ginseng，endophytes，isolation，identification，diversity，community structure
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