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武夷山地衣表生和内生芽孢杆菌种群的多样性
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摘要:【目的】分析武夷山地衣表生和内生芽孢杆菌种群的多样性。【方法】从武夷山自然保护区采集扁枝
衣属(Evernia)、珊瑚枝属(Stereocaulon)、孔叶衣属(Menegazzia)等分属于 7 科 9 属的地衣样品 9 份，分离地
衣表面附生(表生)和内生芽孢杆菌，并根据 16S rＲNA 基因序列同源性对分离得到的芽孢杆菌进行种的鉴
定。【结果】未从扁枝衣属、树花属(Ｒamalina)和茶渍属(Lecanora)的 3 个样品中分离出表生或内生芽孢杆
菌，从另外 6 个样品中分离出芽孢杆菌 34 株，分别鉴定为芽孢杆菌属 ( Bacillus )、类芽孢杆菌属
(Paenibacillus )、短芽孢杆菌属 ( Brevibacillus )、赖氨酸芽孢杆菌属 ( Lysinibacillus ) 和绿芽孢杆菌属
(Viridiibacillus)的 24 个种。类芽孢杆菌属、芽孢杆菌属是这些地衣表生、内生芽孢杆菌的优势种群，分别占
分离得到菌株的 41. 2% (14 株)和 35. 3% (12 株);短芽孢杆菌属、赖氨酸芽孢杆菌属和绿芽孢杆菌属为首
次报道从地衣中分离获得。从不同的地衣样品分离的表生和内生芽孢杆菌的种类、数量存在差异。蜈蚣衣
属(Physcia)表生的芽孢杆菌数量最多、可达 3. 85 × 106 cfu / g，而珊瑚枝属表面附生和内生芽孢杆菌的种类
最多、共有 12 个种。分离到的芽孢杆菌大部分来自单独的一种地衣;台中类芽孢杆菌 ( Paenibacillus
taichungensis)、土壤短芽孢杆菌(Brevibacillus agri)等 4 个种存在于 2 － 3 种地衣中;蕈状芽孢杆菌(Bacillus
mycoides)分布最广，在蜈蚣衣属、珊瑚枝属等 4 种地衣中都有存在。【结论】武夷山地衣表生和内生芽孢杆
菌存在种类和数量的多样性。
关键词:地衣，内生，芽孢杆菌，多样性，武夷山
中图分类号:Q939 文章编号:0001-6209(2015)05-0551-13

地衣是由真菌与藻类或蓝细菌经过漫长的生物
演化形成的一类具有高度遗传稳定性的共生联合复
合有机体［1］;但在本质上，地衣是一大类专化型真
菌有控制地寄生于光合微生物———藻类或蓝细菌，
因此地衣亦称为地衣型真菌［2］。地衣在自然界广
泛分布，目前，全世界已描述的地衣有 500 余属、

26000 余种，中国有 232 属 1766 种［3］。地衣由于其
共生的特殊性，能产生多种初生代谢产物(多糖类)
和次生代谢产物(酚酸类)，构成了天然有机化合物
的独特类群宝库［4］。地衣还可以作为草药［5］、食
品［6］和饲料［7］等直接利用;地衣能够促使岩石分化
和土壤形成，为其他植物开辟了生长的土地，故也称
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作是自然界的先锋植物［8］;地衣对环境质量尤其空
气质量要求较高、对大气污染物敏感，可利用其作为
指示生物监测、评定大气质量［9］。正是由于地衣存
在诸多特殊性，因此对地衣的形态学、生理学、生态
学、系统分类学等方面的研究已经、并将持续引起各
国学者的重视。

关于地衣表生和内生细菌的研究，有过许多的报
道。Selbmann 等［10］分析了采自南极洲的 16 份地衣
样品中可培养细菌的群落状况，结果从 5 份样品的表
面和内部分别分离出 20、10 个菌株，其中大部分属于
放线菌纲，少部分菌株分别属于类芽孢杆菌属、芽孢
杆菌属、假单胞菌属和奇异球菌属。Massimiliano
等［11］ 从 奥 地 利、法 国 的 Cladonia、Hypogymnia、
Pseudevernia 和 Ｒoccella 属 11 种地衣中分离出 34 株
细菌，其中类芽孢杆菌属和芽孢杆菌属的菌株分别有
9 株、4 株，其余的菌株分别归于 8 个属。Grube 等［12］

采用荧光原位杂交、共聚焦激光显微扫描等方法分析
了 Cladonia arbuscula、Lecanora polytropa、Umbilicaria
cylindrica 中细菌群落的多样性，结果表明可培养细菌
主要是不动杆菌属(Acinetobacter)、伯克氏菌属、甲基
杆菌属(Methylobacterium)、芽孢杆菌属、类芽孢杆菌
属等，优势菌群为 α-变形菌纲(Alphaproteobacteria)。
Grube 等［13］和 Aschenbrenner 等［14］分析了不同肺衣
伴生细菌(associated bacteria)群落的状况，结果表明
这些细菌的大部分属于变形杆菌门，同时还有鞘脂
杆菌门(Sphingobacteria)、酸杆菌门(Acidobacteria)、
放线菌门 ( Actinobacteria)等。Lee 等［15］从采自南
极、北极的地衣中分离出 68 个菌株，经 16S rＲNA 序
列鉴定为 26 个种，其中变形杆菌门有 44 株，放线菌

门有 17 株，类芽孢杆菌属有 2 株。Liba 等［16］从巴
西的 5 个地衣样品中分离出能固氮的菌株 16 株，经
16S rＲNA 序列鉴定，均属于变形杆菌门。张群林
等［17］也从地衣分离到 6 个苏云金芽孢杆菌菌株。
而关于地衣中细菌对地衣生长的作用，也主要认为
是固 氮、解 磷、分 泌 生 长 激 素、产 生 抗 菌 物 质
等［10 － 14，16］。这表明，截至目前，对地衣中芽孢杆菌
研究的较少，其种类分布、种群结构、生理功能、与地
衣的相互作用等有待于更多的研究，对地衣表生及
内生芽胞杆菌种类的调查是研究地衣与芽孢杆菌相
互作用的基础。

武夷山自然保护区是世界上同纬度带现存面积
最大、保存最完整的中亚热带森林生态系统，以“生
物模式标本”名扬海内外。武夷山自然保护区的地
衣资源丰富，分布着多种稀有的地衣类群［18］。本研
究对采自武夷山自然保护区的地衣进行表面附生和
内生芽孢杆菌的分离，以期了解该保护区地衣表面
附生和内生芽孢杆菌的分布状况，丰富芽孢杆菌的
菌株资源，并为研究地衣与芽孢杆菌间的相互关系
提供基础。

1 材料和方法

1. 1 地衣的采集
地衣样品采自武夷山自然保护区内的黄岗山、

桐木关、大竹岚等地;采集时，用采集刀小心地将地
衣从其附着的岩石、土壤或其它基质表面剥离，放入
无菌袋内，带回实验室进行芽孢杆菌的分离。采集
的地衣的相关信息见表 1。

表 1 采集的地衣的基本信息
Table 1． Information of the lichen sampled from Wuyi mountain

Lichen genus Location Habitat type Date
Evernia peak of the Huanggang mountain(黄岗山顶部) rock 2012. 6. 19
Lecanora peak of the Huanggang mountain(黄岗山顶部) rock 2012. 6. 19
Hypogymnia foot of the Huanggang mountain(黄岗山底部) tree trunk 2012. 6. 19
Menegazzia foot of the Huanggang mountain(黄岗山底部) tree trunk 2012. 6. 19
Umbilicaria peak of the Huanggang mountain(黄岗山顶部) rock 2012. 6. 19
Stereocaulon Tongmu guan(桐木关) small stone 2012. 6. 19
Cladonia Dazhu lan(大竹岚) rock 2012. 6. 20
Ｒamalina foot of the Huanggang mountain(黄岗山底部) small stone 2012. 6. 19
Physcia foot of the Huanggang mountain(黄岗山底部) tree trunk 2012. 6. 19

1. 2 主要仪器和试剂
LB 培养基:胰蛋白胨 10 g，酵母提取物 5 g，

NaCl 10 g，琼脂 17. 5 g，水 1000 mL，pH7. 0。NA 培
养基:牛肉浸膏 3 g，酵母浸膏 1 g，蛋白胨 5 g，葡萄
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糖 10 g，琼脂 17. 5 g，水 1000 mL，pH 7. 0。DNA 提
取试 剂: 0. 1 mol /L NaCl，0. 01 mol /L Tris /HCl，
0. 001 mol /L EDTA，Tris-saturated phenol。PCＲ 反应
试剂:10 × Buffer，dNTP(0. 01 mol /L / each)，Taq 酶
(2. 5 U /μL)(上海博尚生物技术有限公司)，100 bp
Marker(上海英骏生物技术有限公司)。仪器:VP
GelDoc-It TS Imaging System 凝胶成像仪、Tpersonal
Biometra 梯度 PCＲ 仪、PowerPac Basic BIO-ＲAD 电
泳仪、Eppendorf Centrifuge 5418Ｒ 离心机。
1. 3 地衣表面附生(表生)及内生芽孢杆菌的分离

将采集的地衣放置在干净的培养皿上，小心地
用手术刀切下地衣的叶状体(或子实体)，称重，然
后将叶状体用 20 mL 的无菌水浸泡、振荡 30 min;取
少量浸泡地衣后的无菌水、80℃ 水浴 10 min 后涂
LB 培养基平板，30℃培养箱内培养，分离地衣表面
附生(简称表生)的芽孢杆菌。

将浸泡后的叶状体用 75%酒精浸泡处理 30 s，
用 10%次氯酸钠溶液浸泡消毒 5 min，再用无菌水
漂洗 3 遍(取少量最后一遍的无菌水漂洗液涂 LB
培养基平板，以检查地衣表面是否消毒干净)，放置
于无菌研钵中，加入 2 mL 无菌水，充分研磨至匀浆
状，转移入无菌试管，80℃水浴 10 min 后进行 10 倍
系列稀释至 10 － 3，分别取 10 － 1、10 － 2和 10 － 3稀释液
各 0. 2 mL 涂 LB 培养基平板(每个浓度重复 3 次)，
放置在 30℃培养箱内培养。

培养 3 d 后，观察各平板上的菌落生长状况，描
述不同菌落的形态、颜色、大小等特征，并进行编号、
计数，计算各地衣样品同类菌落的数量及芽孢杆菌
总含量。挑取形态不同的单菌落进行划线培养，直
至获得纯培养，并用 － 80℃甘油冷冻法保藏。
1. 4 芽孢杆菌 DNA 的提取和 16S rＲNA 基因序列
的扩增与测定

采用苯酚-氯仿法提取 DNA;采用细菌 16S
rＲNA 基 因 序 列 的 通 用 引 物［19］ 9F 5'-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' ( 9-27 ) 和 1542Ｒ 5'-
AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3'(1542 － 1525)进行
16S rＲNA 基因序列扩增。PCＲ 反应体系(25 μL):
2. 5 μL 10 × Buffer、0. 5 μL 0. 01 mol /L dNTP、引物
各 1 μL、0. 3 μL(5 U /μL)的 Taq 酶和 1 μL DNA 模
板。PCＲ 反应程序:94℃ 预变性 5 min;94℃ 变性
30 s，55℃退火 45 s，72℃延伸 1 min 30 s，35 个循
环;最后 72℃延伸 10 min。PCＲ 产物的检测:取 2

μL PCＲ 产物，点样于 1. 5% 的琼脂糖凝胶中，电压
100 V 电泳 40 min，EB 染色，用凝胶成像系统观察
结果。PCＲ 产物由上海博尚生物技术有限公司进
行测 序，并 将 测 得 的 序 列 在 网 站 EzTaxon［20］

(http: / / eztaxon-e． ezbiocloud． net /)进行比对。
1. 5 芽孢杆菌的系统发育分析

根据对分离得到的芽孢杆菌 16S rＲNA 基因序
列鉴定的结果，分析、统计各个地衣分离出的芽孢杆
菌的种类和数量状况;选择相关参考菌株的 16S
rＲNA 基因序列，再经 ClustalX［21］对齐后，用软件
Mega 4. 0［22 － 23］对芽孢杆菌的 16S rＲNA 基因序列进
行聚类分析 (方法为 Neighbour-Joining)，构建聚类
树。
1. 6 地衣表生、内生芽孢杆菌种群多样性分析

引入 群 落 生 态 学 多 样 性 指 数 香 农-威 纳
(Shannon-Wiener)指数(H)，对不同属地衣表生、内
生芽孢杆菌的种类和数量的多样性指数进行分析;
Shannon-Wiener 多样性指数(H)按照公式(1)计算

H = －∑P i lnP i 公式(1)
式中 Pi = Ni /N，Ni 为 i 种芽孢杆菌的数量，N

为某个属的表生(或内生)芽孢杆菌的总量。
为区分不同地衣属芽孢杆菌的种群数量，以芽

孢杆菌的数量为指标、以芽孢杆菌种类为样本，用欧
氏距离法对芽孢杆菌的种群数量进行系统聚类，分
析各类群的特点。

2 结果和分析

2. 1 地衣表生与内生芽孢杆菌的分离与鉴定
在供试的 9 个地衣样品中，未从扁枝衣属

(Evernia)、树花属 ( Ｒamalina)和茶渍属 ( Lecanora)
等 3 个样品中分离出表生或内生芽孢杆菌，从袋衣
属(Hypogymnia)、脐衣属 (Umbilicaria)和蜈蚣衣属
(Physcia)3 个样品中只分离出表生菌，从珊瑚枝属
(Stereocaulon)、孔叶衣属 ( Menegazzia ) 和石蕊属
(Cladonia)的 3 个样品中分离得到表生和内生芽孢
杆菌;分离出的表生及内生芽孢杆菌共 34 株 (表
2)。经 16S rＲNA 基因序列测定、比对，可初步将这
34 株芽孢杆菌鉴定为 24 个种。

从珊瑚枝属地衣中分离出的芽孢杆菌种类最
多，有 8 种表生菌和 4 种内生菌;表生芽孢杆菌包括
菌株 FJAT-17065、FJAT-17066、FJAT-17067 等，内生

355



Cibin Ge et al． / Acta Microbiologica Sinica(2015)55(5)

芽孢杆菌分别为菌株 FJAT-17069、FJAT-17070、
FJAT-17071 和 FJAT-17178;表生芽孢杆菌的数量也
比内生芽孢杆菌的数量大。从孔叶衣属地衣中分离
出的芽孢杆菌种类数其次，有 6 种表生菌和 4 种内
生菌;表生芽孢杆菌包括菌株 FJAT-17087、FJAT-
17277、FJAT-17284 等，内生芽孢杆菌分别为 FJAT-
17091、FJAT-17092、FJAT-17274 和 FJAT-17275;其
中 FJAT-17284、FJAT-17274 均为解木糖赖氨酸芽孢

杆菌( Lysinibacillus xylanilyticus)，该菌在孔叶衣属
地衣的表面和内部都有存在，而且内生的数量比表
生的多。从石蕊属地衣中分离出 3 种表生菌，即菌
株 FJAT-17164、FJAT-17165、FJAT-17166 和 2 种内
生菌，即菌株 FJAT-17167、FJAT-17168;其中 FJAT-
17166、FJAT-17167 均为蕈状芽孢杆 菌 ( Bacillus
mycoides)，该菌在石蕊属地衣的表面和内部都有存
在，而且也是内生的 B． mycoides 含量比表生的大。

表 2．从不同地衣样品中分离出的表生、内生芽孢杆菌的种类与数量
Table 2． Strains and quantification isolated from different samples of lichen

Lichen
External /

internal
No． of strain Closest species GenBank accession No． Identity /%

Quantificati-

on / cfu / g

Stereocaulon

external

internal

FJAT-17065 Paenibacillus terrigena KM111192 97. 91 0. 77 × 102

FJAT-17066 Bacillus aryabhattai KM111193 100. 00 3. 83 × 102

FJAT-17067 Paenibacillus panacisoli KM203371 99. 84 3. 83 × 102

FJAT-17174 Bacillus tequilensis KM203390 99. 85 1. 64 × 103

FJAT-17175 Brevibacillus agri KM203391 99. 34 1. 69 × 104

FJAT-17266 Bacillus mycoides KM203393 99. 84 0. 30 × 102

FJAT-17267 Paenibacillus odorifer KM203394 98. 58 0. 61 × 102

FJAT-17270 Bacillus endoradicis KM203395 99. 04 0. 30 × 102

FJAT-17069 Paenibacillus amylolyticus KM203372 99. 69 7. 66 × 102

FJAT-17070 Paenibacillus uliginis KM203373 98. 51 7. 66 × 102

FJAT-17071 Brevibacillus invocatus KM203374 98. 96 7. 66 × 102

FJAT-17178 Paenibacillus taichungensis KM203392 100. 00 1. 48 × 104

Menegazzia

external

internal

FJAT-17087 Paenibacillus chondroitinus KM203378 98. 03 3. 18 × 102

FJAT-17277 Bacillus acidiceler KM203398 99. 33 0. 52 × 102

FJAT-17279 Lysinibacillus fusiformis KM203399 100. 00 6. 88 × 102

FJAT-17280 Bacillus luciferensis KM203400 98. 84 8. 47 × 103

FJAT-17283 Bacillus mycoides KM203401 99. 85 1. 16 × 103

FJAT-17284 Lysinibacillus xylanilyticus KM203402 99. 85 1. 72 × 102

FJAT-17091 Paenibacillus odorifer KM203379 99. 57 1. 02 × 104

FJAT-17092 Paenibacillus taichungensis KM203380 100. 00 6. 35 × 102

FJAT-17274 Lysinibacillus xylanilyticus KM203396 100. 00 6. 07 × 102

FJAT-17275 Viridibacillus arenosi KM203397 100. 00 0. 34 × 102

Cladonia
external

internal

FJAT-17164 Bacillus aerophilus KM203385 99. 86 1. 31 × 102

FJAT-17165 Lysinibacillus xylanilyticus KM203386 100. 00 1. 31 × 102

FJAT-17166 Bacillus mycoides KM203387 100. 00 2. 62 × 102

FJAT-17167 Bacillus mycoides KM203388 100. 00 6. 57 × 102

FJAT-17168 Paenibacillus chitinolyticus KM203389 99. 71 0. 36 × 102

Physcia
external

internal

FJAT-17096 Paenibacillus castaneae KM203381 98. 93 6. 43 × 105

FJAT-17100 Bacillus mycoides KM203382 100. 00 4. 87 × 105

FJAT-17102 Paenibacillus taichungensis KM203383 100. 00 2. 68 × 106

FJAT-17106 Paenibacillus durus KM203384 96. 34 4. 38 × 104

－ － － －

Hypogymnia
external

internal

FJAT-17080 Brevibacillus agri KM203375 99. 36 3. 47 × 102

FJAT-17082 Bacillus nealsonii KM203376 99. 03 3. 47 × 102

－ － － －

Umbilicaria
external FJAT-17083 Paenibacillus humicus KM203377 97. 61 2. 63 × 103

internal － － － －
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在只分离出表生芽孢杆菌的 3 个地衣属样品
中，从蜈蚣衣属中分离出芽孢杆菌种类最多、有 4
种，分 别 为 菌 株 FJAT-17096、FJAT-17100、FJAT-
17102 和 FJAT-17106;蜈蚣衣属表生芽孢杆菌的数
量也最大，特别是 FJAT-17102，含量达 2. 68 × 106

cfu / g。从袋衣属地衣中分离出 2 种表生芽孢杆菌，
即菌株 FJAT-17080 和 FJAT-17082;从脐衣属地衣中
只分离出 1 种表生芽孢杆菌，即菌株 FJAT-17102。

利用 Clustal X 软件，将从各地衣样品中分离出
的 34 株芽孢杆菌及其对应参考菌株的 16S rＲNA 基
因序列进行比对，再用 MEGA 4 软件构建的系统进
化树如图 1 所示。从图中可以看出，这 34 株芽孢杆
菌主要聚为 3 大类:第一类包括 Bacillus 属的 8 个
种、Viridibacillus 的 1 个种和 Lysinibacillus 等属的 2
个;第二类为 Brevibacillus 属的 2 个种;第三类为
Paenibacillus 属的 11 个种。Paenibacillus 属、Bacillus
属为地衣表生及内生芽孢杆菌的优势属。
2. 2 地衣表生芽孢杆菌种类分布特征

对从各地衣样品中分离出的表生芽孢杆菌，按
不同的地衣属进行归类，结果见表 3。6 个不同属的
地衣共分离出表生芽孢杆菌 24 株、19 个种，其中石
蕊 属、孔 叶 衣 属 中 都 有 分 离 出 Lysinibacillus
xylanilyticus，袋衣属、珊瑚枝属中都有 Brevibacillus
agri，孔叶衣属、蜈蚣衣属、珊瑚枝属中都有 Bacillus
mycoides;上述种类之外的芽孢杆菌，则为各地衣属
特有的种类，如石蕊属的 Bacillus aerophilus，袋衣属
的 Bacillus nealsonii 等。不同属的地衣，分离出表生
芽孢杆菌种类数不同，珊瑚枝属的最多、有 8 种，孔
叶衣属和蜈蚣衣属分别有 6、4 种;石蕊属和袋衣属
都是 2 种;在表生芽孢杆菌中，不同芽孢杆菌属的比
例也不同，石蕊属、袋衣属、珊瑚枝属和孔叶衣属地
衣分离出的表生芽孢杆菌，Bacillus 属的种类均占
50% ;蜈蚣衣属的表生芽孢杆菌中，Paenibacillus 属
的占 75%。总的来看，表生芽孢杆菌中，Bacillus
属、Paenibacillus 属的种类各有 8 个，Lysinibacillus 属
的 2 个，Brevibacillus 属的种类 1 个。

为区分不同芽孢杆菌在地衣表面分布的种群数
量，以芽孢杆菌的数量为指标、以芽孢杆菌种类为样

本，用欧氏距离法对地衣表生芽孢杆菌的种群数量
进行系统聚类，结果见图 2。当 λ = 5. 8 时，可将这
些表生芽孢杆菌种群分为 3 类:第一类有 Bacillus
aryabhattai、 Paenibacillus panacisoli、 Paenibacillus
odorifer 等 15 种芽孢杆菌，其特征是种群数量较少;
第二类有 Paenibacillus castaneae 和 Bacillus mycoides
两种 芽 孢 杆 菌，种 群 数 量 较 多; 第 三 类 只 有
Paenibacillus taichungensis 一种，其特征是种群数量
大。

为区分不同地衣属的表生芽孢杆菌种群数量，
以芽孢杆菌的数量为指标、以地衣属为样本，用欧氏
距离法对不同表生芽孢杆菌种群数量的地衣属进行
系统聚类，结果见图 3。当 λ = 3. 0 时，可将不同的
地衣属分为 3 类:第一类有 Cladonia、Hypogymnia、
Umbilicaria 和 Stereocaulon 4 个属的地衣，其特征是
表生芽孢杆菌种群数量较少;第二类是 Menegazzia，
其特征是表生芽孢杆菌种群数量较大;第三类是
Physcia，其特征是表生芽孢杆菌种群数量大，达
3. 85 × 106 cfu / g。
2. 3 地衣内生芽孢杆菌种类分布特征

对从各地衣样品中分离出的内生芽孢杆菌，按
不同的地衣属进行归类，结果见表 4。3 个不同属的
地衣共分离出内生芽孢杆菌 10 株，归为 9 个种，其
中孔叶衣属、珊瑚枝属都分离出 4 种内生芽孢杆菌，
石蕊属分离出 2 种。孔叶衣属、珊瑚枝属都分离出
P． taichungensis，其它的芽孢杆菌，则为各属地衣特
有的种类，如石蕊属的 B． mycoides 和 Paenibacillus
chitinolyticus，孔叶衣属 P． odorifer、L． xylanilyticus、
Viridibacillus arenosi，珊 瑚 枝 属 的 Brevibacillus
invocatus、 Paenibacillus amylolyticus、 Paenibacillus
uliginis。在内生芽孢杆菌中，Paenibacillus 属的芽孢
杆菌有 5 种、占 55. 6%，为地衣内生芽孢杆菌中的
优势属;Bacillus 属、Brevibacillus 属、Lysinibacillus 属、
Viridibacillus 属的芽孢杆菌都只有 1 种。

在种群数量上，珊瑚枝属的内生芽孢杆菌数量
也最大、达 1. 71 × 104 cfu / g，孔叶衣属的内生芽孢杆
菌数量其次、为 1. 15 × 104 cfu / g，石蕊属的最少，只
有 6. 93 × 102 cfu / g。
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图 1． 基于 16S rＲNA 基因序列构建的地衣表生 /内生芽孢杆菌的系统发育树
Figure 1． Phylogenetic tree of strains isolated from lichens based on 16S rＲNA gene sequences by using neighbor-joining

method． Numbers at branching points refer to bootstrap values ( 1000 resamplings)，0. 01 was sequence divergence． The

sequences accession number in GenBank and the source lichens of the strains were showen in parentheses． Ext: strains isolated

from the surface of the lichen; Int: strains isolated from the internal thallus of the lichen．
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表 3．不同地衣的表生芽孢杆菌种类及数量
Table 3． Species and quantification of bacillus isolated from the surface of different lichen samples

Strain
Quantification of bacillus / × 102 cfu / g

Cladonia Hypogymnia Menegazzia Physcia Stereocaulon Umbilicaria

Bacillus acidiceler 0 0 0. 52 0 0 0

Bacillus aerophilus 1. 31 0 0 0 0 0

Bacillus aryabhattai 0 0 0 0 3. 83 0

Bacillus endoradicis 0 0 0 0 0. 30 0

Bacillus luciferensis 0 0 847 0 0 0

Bacillus mycoides 2. 62 0 11. 6 4870 0. 30 0

Bacillus nealsonii 0 3. 47 0 0 0 0

Bacillus tequilensis 0 0 0 0 16. 4 0

Brevibacillus agri 0 3. 47 0 0 169 0

Lysinibacillus fusiformis 0 0 6. 88 0 0 0

Lysinibacillus xylanilyticus 1. 31 0 1. 72 0 0 0

Paenibacillus castaneae 0 0 0 6430 0 0

Paenibacillus chondroitinus 0 0 3. 18 0 0 0

Paenibacillus durus 0 0 0 438 0 0

Paenibacillus humicus 0 0 0 0 0 26. 3

Paenibacillus odorifer 0 0 0 0 0. 61 0

Paenibacillus panacisoli 0 0 0 0 3. 83 0

Paenibacillus taichungensis 0 0 0 26800 0 0

Paenibacillus terrigena 0 0 0 0 0. 77 0

total 5. 24 6. 94 870. 9 38538 195. 04 26. 3

图 2． 基于地衣属的表生芽孢杆菌种群数量的聚类分析
Figure 2． Clustering analysis of the quantification of bacillus colonizing on the surface based on the lichen samples．
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图 3． 基于表生芽孢杆菌种群数量的地衣属聚类分析
Figure 3． Clustering analysis of the lichen samples based on the quantification of bacillus isolated from the surface．

表 4．不同属地衣的内生芽孢杆菌种类及数量
Table 4． Species and quantification of bacillus endophyte in different lichen samples

Strain
Quantification of bacillus endophyte in different lichen samples ( × 102 cfu / g)

Cladonia Menegazzia Stereocaulon
Bacillus mycoides 6. 57 0 0
Brevibacillus invocatus 0 0 7. 66
Lysinibacillus xylanilyticus 0 6. 07 0
Paenibacillus amylolyticus 0 0 7. 66
Paenibacillus chitinolyticus 0. 36 0 0
Paenibacillus odorifer 0 102 0
Paenibacillus taichungensis 0 6. 35 148
Paenibacillus uliginis 0 0 7. 66
Viridibacillus arenosi 0 0. 34 0
total 6. 93 114. 76 170. 98

为区分不同内生芽孢杆菌的种群数量，以芽孢
杆菌的数量为指标、以芽孢杆菌种类为样本，用欧氏
距离法对地衣内生芽孢杆菌的种群数量进行系统聚
类，结果见图 4。当 λ = 17. 9 时，可将这些内生芽孢
杆 菌 种 群 分 为 3 类: 第 一 类 有 P． uliginis、

Brevibacillus invocatus、P． amylolyticus 等 7 种芽孢杆
菌，其特征是种群数量较少;第二类有 P． odorifer 一
种芽孢杆菌，种群数量较多;第三类也只有 P．
taichungensis 一种，其特征是种群数量大。

图 4． 基于地衣属的内生芽孢杆菌种群聚类分析
Figure 4． Clustering analysis of endophyte quantification of bacillus based on the lichen samples．

2. 4 芽孢杆菌在不同地衣中分布的多样性
不同芽孢杆菌在地衣中的分布状况见表 5。B．

mycoides 是分布最广的芽孢杆菌种类，在蜈蚣衣属、
珊瑚枝属、石蕊属和孔叶衣属的表生菌及石蕊属内

生菌中都有存在，但由于其在不同地衣中的种群数
量差异大，所以其多样性指数最低、仅为 0. 04638;
L． xylanilyticus 在石蕊属表面以及孔叶衣属的内部、
表面都有分布，且多样性指数最大;P． taichungensis
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也是有 3 种存在状态，且种群数量最大，但多样性指
数却较低;B． agri 和 P． odorifer，都存在于 2 种地衣
中，分别为袋衣属、珊瑚枝属和珊瑚枝属、孔叶衣属，

但 B． agri 的多样性指数更大; B． acidiceler、P．
panacisoli 和 V． arenosi 等其他 19 种芽孢杆菌，都只
存在于一种地衣，多样性指数为 0。

表 5． 不同芽孢杆菌在地衣中的分布
Table 5． Quantification of different bacillus colonizing on the surface and endophyte in different lichen samples

Strain
Quantification of different bacillus ( × 102 cfu / g)

Cladonia Hypogymnia Menegazzia Physcia Stereocaulon Umbilicaria
Ext Int Ext Int Ext Int Ext Int Ext Int Ext Int

SHANN-

ON(H)

Bacillus acidiceler 0 0 0 0 0. 52 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus aerophilus 1. 31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus aryabhattai 0 0 0 0 0 0 0 0 3. 83 0 0 0 0
Bacillus endoradicis 0 0 0 0 0 0 0 0 0. 30 0 0 0 0
Bacillus luciferensis 0 0 0 0 847 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus mycoides 2. 62 6. 57 0 0 11. 6 0 4870 0 0. 30 0 0 0 0. 0463
Bacillus nealsonii 0 0 3. 47 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus tequilensis 0 0 0 0 0 0 0 0 16. 4 0 0 0 0
Brevibacillus agri 0 0 3. 47 0 0 0 0 0 169 0 0 0 0. 1 421
Brevibacillus invocatus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7. 66 0 0 0
Lysinibacillus fusiformis 0 0 0 0 6. 88 0 0 0 0 0 0 0 0
Lysinibacillus xylanilyticus 1. 31 0 0 0 1. 72 6. 07 0 0 0 0 0 0 1. 2464
Paenibacillus amylolyticus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7. 66 0 0 0
Paenibacillus castaneae 0 0 0 0 0 0 6430 0 0 0 0 0 0
Paenibacillus chitinolyticus 0 0. 36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Paenibacillus chondroitinus 0 0 0 0 3. 18 0 0 0 0 0 0 0 0
Paenibacillus durus 0 0 0 0 0 0 438 0 0 0 0 0 0
Paenibacillus humicus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 26. 3 0 0
Paenibacillus odorifer 0 0 0 0 0 102 0 0 0. 61 0 0 0 0. 0525
Paenibacillus panacisoli 0 0 0 0 0 0 0 0 3. 83 0 0 0 0
Paenibacillus taichungensis 0 0 0 0 0 6. 35 26800 0 0 148 0 0 0. 0523
Paenibacillus terrigena 0 0 0 0 0 0 0 0 0. 77 0 0 0 0
Paenibacillus uliginis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7. 66 0 0 0
Viridibacillus arenosi 0 0 0 0 0 0. 34 0 0 0 0 0 0 0
Total 2. 62 6. 93 6. 94 0 870. 9 114. 76 38538 0 195. 04 170. 98 26. 3 0

为区分不同芽孢杆菌在各种地衣表面、内部分
布的种群数量，以芽孢杆菌的数量为指标、以芽孢杆
菌种类为样本，用欧氏距离法对芽孢杆菌的种群数
量进行系统聚类，结果见图 5。当 λ = 5. 9 时，可将
这些从地衣分离出的表生、内生芽孢杆菌种群分为
3 类:第一类只有 P． taichungensis 1 种，其特征是种
群数量最大;第二类有 P． castaneae 和 B． mycoides 2
种芽 孢 杆 菌，种 群 数 量 较 大; 第 三 类 有 B．
aryabhattai、P． panacisoli、P． odorifer 等 21 种芽孢杆
菌，其特征是种群数量少。

3 讨论

尽管地衣是由共生菌(子囊菌或担子菌)与共

生藻(绿藻或蓝藻)组成的共生联合体，但这也不妨
碍另外的一些真菌、细菌参与到地衣共生体中。早
期的研究表明，地衣中存在着多种具有固氮作用的
细菌，如固氮菌属(Aztobacter)、梭菌属(Clostridium)

和假单胞菌属(Pseudomonas)等［11］;近年来，随着分

子 生 物 学 和 显 微 技 术 的 发 展，酸 杆 菌 门
(Acidobacteria)、放线菌门 (Actinobacteria)、厚壁菌
门(Firmicutes)、变形菌门( Proteobacteria)等的多个

属［10 － 16］细菌被确认存在于地衣中，其中变形菌纲是

主要的类群。本研究从石蕊属、袋衣属、孔叶衣属等
6 个不同的地衣样品中分离到表生及内生芽孢杆菌
34 株，分别属于 5 个属、24 个种(有 1 个种为疑似新
种)，其中类芽孢杆菌属和芽孢杆菌属菌株分别有
14、12 株，为优势菌株，短芽孢杆菌属、赖氨酸芽孢
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图 5． 不同芽孢杆菌的种群数量聚类分析
Figure 5． Clustering analysis on concentration of different bacillus colonizing on the surface and

endophyte in different lichen samples．

杆菌属和绿芽孢杆菌属为首次报道从地衣中分离出
来;有些种类的芽孢杆菌，如蕈状芽孢杆菌、台中类
芽孢杆菌，能从不同的地衣中分离得到;还有些芽孢
杆菌，如解木糖赖氨酸芽孢杆菌、蕈状芽孢杆菌，能
存在于同一种地衣的表面和内部。早期从地衣中分
离出的细菌，大部分都具有固氮作用，而且类芽孢杆
菌属的相当一部分菌株，也具有较强的固氮能
力［24］;至于本研究分离出的芽孢杆菌、尤其是占优
势地位的类芽孢杆菌属菌株是否具有固氮作用，有
待于进一步研究。

本研究用于分离芽孢杆菌的 9 个地衣样品，归
于不同的属，且生长基物、生长型存在差异。不同的
地衣，分离出的表生芽孢杆菌和内生芽孢杆菌的种
类和数量存在差别，扁枝衣属、树花属和茶渍属等 3

个样品中没有分离出芽孢杆菌;珊瑚枝属表生和内
生芽孢杆菌的种类最多，而蜈蚣衣属表生的芽孢杆
菌数量最多;不同的地衣，也可以分离出相同种类的
表生或内生芽孢杆菌，即地衣表生或内生芽孢杆菌
存在种类、数量的多样性，这可能是因为地衣表面及
内部细菌群落的组成与结构，主要受地衣种类、地理
位置、地衣生长的基物和生境等因素的影响［25 － 26］。

本研究从蜈蚣衣属分离出的芽孢杆菌数量达 3. 85
× 106 cfu / g 以上，这验证了 Lenova 和 Blum［27］的说

法，即某些地衣的每克叶状体存在的细菌数量可达

百万个以上;Grube 等［12］、Cardinale 等［28］、Bjelland
等［29］的研究结果也表明了部分地衣中存在着数量
巨大(107 － 108，甚至达 1011)非蓝藻类细菌。

植物内生菌(Plant Endophyte)是指其生活史的
一定阶段或全部阶段生活于健康植物的组织和器官
内部的一类微生物，包括真菌、细菌和放线菌。内生
菌广泛存在于藻类、苔藓、蕨类、裸子和被子植物的
根、茎、叶、花、果实和种子等组织的细胞或细胞间隙
中，与宿主植物间形成了协同进化和互惠共生的关
系。迄今为止，人们已经先后从玉米、马铃薯、红树、
大蒜、水稻和烟草等许多植物中分离得到多种内生
细菌［30 － 35］，其中以假单胞菌、芽孢杆菌、肠杆菌以
及土壤杆菌为最常见的优势种群。地衣也可以被认
为是由低等植物中的藻类与菌类中的真菌共生而成
的一群特殊的植物，本研究从 3 个属的地衣样品中
分离出内生芽孢杆菌 10 株、分属于 5 个属，其中以
类芽孢杆菌属的菌株为最多。这表明，一些种类的
地衣也存在着种类、数量不一的内生芽孢杆菌。至
于地衣与其表生、内生芽孢杆菌之间的相互关系，也
有待于进一步的研究。
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Diversity of Bacillus species inhabiting on the surface and
endophyte of lichens collected from Wuyi Mountain

Cibin Ge1，Bo Liu1* ，Jianmei Che1，Meichun Chen1，Guohong Liu1，Jiangchun Wei2
1 Institute of Agrobiological Ｒesources，Fujian Academy of Agricultural Sciences，Fuzhou 350003，Fujian Province，China
2 State Key Laboratory of Mycology，Institute of Microbiology，Chinese Academy of Sciences，Beijing 100101，China

Abstract:［Objective］ The present work reported the isolation，identification and diversity of Bacillus species colonizing
on the surface and endophyte in lichens collected from Wuyi Mountain． ［Methods］ Nine lichen samples of Evernia，
Stereocaulon，Menegazzia and other 6 genera belonging to 7 families were collected from Wuyi mountain nature reserve．
The bacillus-like species colonizing on the surface and endophyte in these lichens were isolated and identified by 16S
rＲNA gene sequence analysis． ［Ｒesults］ There was no bacillus-like species isolated from Evernia，Ｒamalina and
Lecarona． A total of 34 bacillus-like bacteria were isolated from another 6 lichen samples． These bacteria were identified
as 24 species and were classified into Bacillus， Paenibacillus， Brevibacillus， Lysinibacillus and Viridiibacillus．
Paenibacillus and Bacillus are the dominant genera，and accounting for 41. 2% and 35. 3% of all isolated bacteria
respectively． Brevibacillus，Lysinibacillus and Viridiibacillu were first reported being isolated from lichens． There were
different species and quantity of bacillus colonizing on the surface and endophyte in different lichens． The quantity of
bacillus colonizing on the surface of Physcia was more than 3. 85 × 106 cfu / g and was the largest in the isolated bacteria，
while the species of bacillus colonizing on the surface and endophyte in Stereocaulon was the most abundant． Most of the
isolated bacteria were colonizing on ( in ) one lichen genera，but Paenibacillus taichungensis，Paenibacillus odorifer，
Brevibacillus agri，Lysinibacillus xylanilyticus was respectively colonizing on( in) 2-3 lichen genera and Bacillus mycoides
was colonizing on( in) Menegazzia，Cladonia Physcia，and Stereocaulon． ［Conclusion］ There are species and quantity
diversity of bacillus colonizing on( in) lichens．
Keywords: lichen，endophyte，bacillus，diversity，Wuyi Mountain
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