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植物内生细菌的早期研究主要是论证健康植

物体内是否存在微生物 , 随着越来越多的微生物

(特别是细菌 )从植物的根、茎、叶等组织中分离出

来 , 人们才意识到从这些植物中分离的微生物可能

与植物存在某种相互关系 [1]。因此 , 有关内生细菌

的分类、生理、生态学等研究也逐步开展起来 [2]。

内生细菌作为植物微生态系统的组成成员 , 由

于其定殖于植物组织内部与表生细菌相比具有更

加良好的生态环境 , 植物内部组织为其提供一个更

加安全稳定的生存环境 , 避开不利的环境如温度、

渗透势、紫外线等 [ 3] ; 另外 , 内生细菌不仅仅将植物

体作为其栖息场所 , 而且对寄主植物有促生、防病、

内生固氮等多方面的有益生物学作用 [ 4~7] , 研究还

发现 , 植物内生细菌是良好的外源基因载体 [ 7~8] , 已

有利用内生细菌为载体成功向植物体内转入外源

杀虫和防病基因的报道。总之 , 植物内生细菌与植

物体之间渐渐形成了一种和谐联合的互利共栖关

系 [ 8]。

对于植物内生细菌与植物和谐联合作用的研

究 , 其核心的问题在于揭示内生细菌对植物侵染、

定殖的机制。尤其是对可用作生防菌的内生细菌而

言 , 明确其侵染定殖规律对于相关菌剂的开发与应

用是至关重要的。

1 植物内生细菌的来源
植物内生细菌的来源可能有多种途径 , 不同植

物、不同内生细菌 , 其来源可能不同。有的细菌来自

于植物体表或根际土壤 , 暂时栖息于植物体内 ; 有

的细菌可随种子或无性繁殖材料在植物各世代之

间传播 , 成为后代植物内生细菌的主要来源 [ 9]。植

物内生细菌也可能是植物体内固有的 , 内生细菌的
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某些选择机制使它们有能力优先定殖于植物体内。

许多内生细菌属于兼性内生 , 它们不仅存在于植物

内部 , 也常见于土壤 , 许多研究者认为 , 根际土壤是

植物内生细菌的主要来源 , 目前这一观点得到了大

多数人的支持 [ 9, 10]。

2 植物内生细菌的侵染定殖过程研究
内生细菌进入宿主植物体内包括三个阶段 , 即

其对植物的吸附、侵入和定殖 [ 11]。

2.1 吸附

内生细菌对宿主植物的表面吸附是一个主动

过程 , 是内生细菌侵入宿主植物的第一步。尽管被

认为吸附力最强的菌株不一定有着最强的侵入和

定殖能力 , 但由于植物组织对菌体的吸附是具有选

择性的 , 同时也就体现出内生菌与宿主植物相互作

用的专一性和特异性 [ 11]。内生细菌与宿主植物组织

表面的亲和机制如何 , 可能会影响到内生细菌侵染

植物的效率 [ 11] , 可能是影响内生细菌共生特异性的

因素。冯永君等认为用吸附等温线和吸附速率曲线

可以确立菌体在植物根表面的吸附系数和单层吸

满吸附量 , 吸附系数和单层吸满吸附量可作为内生

细菌侵染和定殖的能力指数判断内生细菌与宿主

植物的亲和性 [ 17]。

2.2 侵入

一般认为 , 植物内生细菌侵入植物体的方式和

途径是多种多样的。许多学者认为内生细菌是通过

自然孔口和伤口等进入植物体 : 自然孔口通常包括

植物叶上气孔、水孔以及茎上的皮孔、蜜腺、胚根和

次生根发生处等 ;伤口则包括根在土壤中伸展时造

成的持续不断的擦伤口 , 以及雨水或冰雹和收割多

年生植物等造成的机械损伤等 [ 12]。内生细菌也可以

从根部侵入植物体内 , 到达根皮层后 , 利用某些酶

类或物理作用通过皮层间隙向纵深进入 , 在内皮层

细胞壁未加厚的位置侵入中柱 , 随后进入导管 , 借

着蒸腾作用向植物的其它部位扩展 [ 13]。内生细菌还

可以通过分泌细胞壁降解酶类如纤维素酶、果胶酶

降解细胞组织主动进入植物 , 内生细菌进入植物体

定殖后不再产生细胞壁降解酶类 , 但对于内生菌如

何产生和调节细胞壁降解酶尚未清楚。有些内生细

菌进到植物体后 , 可以通过维管束系统进入种子 ,

或通过禾谷类花粉通道、成熟种子的种脐、种皮的

裂缝开口、种皮背部索状细胞和种脊进入种子 [ 14]。

有些内生细菌进到植物体后可以通过次生根进入

分生组织 , 通过叶表吐水孔的水液进入叶内。另外 ,

植物内生细菌还可以由根际真菌的携带达到侵染

和重新分布的目的。

综上所述 , 内生细菌侵入植物体的方式及途径

会因植物组织不同、内生细菌的种类不同而存在差

异 , 侵入及分布机制可能与其它细菌相互作用有

关 , 或与定位点的内部环境有关。

2.3 定殖

内生细菌一旦进入植物体内就寻找适于自己

生存的植物组织定殖下来 , 而不是在整个植物体内

的各组织间到处扩散 [ 15]。研究表明植物内生细菌可

以定殖于植物的根毛、叶片、维管组织、木质部的表

皮细胞、薄壁细胞、液胞等的间隙、细胞壁、细胞质

中等 [ 15~17]。

植物体本身可以看作是一个复杂的微生态系

统。在这个系统中 , 多种微生物能与植物形成营养

和竞争的生态环境 , 在这个生态环境中 , 各种不同

的微生物之间能建立一种动态的平衡体系。该体系

包括准备侵染的植物体外的外围微生物 , 也包括正

在溶透植物组织和已经定殖的内生菌。不同的内生

细菌占据不同的生态位 , 为满足自己的营养需要 ,

他们相互之间存在着种间竞争 , 同时也有可能形成

营养代谢链 [ 18] ;有些内生细菌定殖于植物体的活体

细胞内 , 与宿主之间即有营养交流 , 同时也引起的

植物体的生理反应 [ 2]。因此 , 内生菌在定殖的全过

程中 , 内生细菌之间 , 内生菌与宿主植物之间形成

充满和谐与竞争的微生态系统 , 并且在长期系统发

育过程中共进化 [ 2, 3, 19]。

大多数植物内生细菌具有一定的运动性 , 运动

性对一些细菌的定殖是十分重要的 , 特别是定殖作

用发生在一些特定部位时更是如此。另外 , 运动性

的另一个作用是使植物内生细菌可以及时躲开来

自于外环境的生存压力如紫外线和干旱等 [ 20]。内生

细菌的运动可分为两种 : 定向运动和自由运动 , 前

者有利于植物内生细菌吸收营养物质 , 后者则有利

于内生细菌开辟更为广阔的生存空间。

3 植物内生细菌定殖影响因子研究

3.1 内生细菌的性状
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内生细菌本身的生理学性状在一定程度上会

决定其在环境中的种群活动和变化趋势。其营养

型 , 繁殖速率及其一些细胞表面性质 , 如与植物凝

集素的结合能力 , 纤毛、鞭毛、胞外多糖的有无等均

能影响其在宿主体内的定殖 [ 21]。

3.2 寄主植物品种及类型

植物体围、体表及体内微生物的生存主要依靠

植物的渗出物或分泌物、及体内物质 [ 3]。这些物质

的产生除受环境影响外 , 更大程度上决定于植物的

基因型。因此 , 植物的种类、品种和生长期对生防菌

的定殖极具影响。Bell 等 ( 1995) [ 22]发现两个对根癌

肿病具不同抗性的葡萄品种对内生细菌不表现选

择性。Pillay 等 [ 23]报道 , 寄主植物基因型等影响到

PaenbacillusPsJN菌株在番茄苗中的定殖量。

3.3 相关微生物

由于植物内部定殖的其它微生物的存在 , 内生

细菌与其处于同一生存环境 , 它们之间必然存在竞

争、拮抗或互利等关系 , 从而影响到内生细菌的定

殖。有研究发现 , 一株系统定殖菌 Enterobater

asburiaeJM22 和一株根际定殖菌 Arthrobacter agilis

共同应用时 , 二者的种群密度比单独应用时下降 ,

这是两株菌对植物组织内有限的资源和物理空间

相互竞争的结果 [ 24]。

3.4 植物寄生线虫

植物寄生线虫的存在会使内生细菌的数量提

高 [ 25] , 主要是因为线虫造成的伤口成为细菌侵入的

通道 , 伤口渗漏出的物质成了细菌的营养 , 从而促

进了内生细菌的定殖。

除以上因素之外 , 土壤环境、土壤结构、含水

量、土壤温度和土壤 pH 值等非生物因子均能影响

内生菌的体内定殖 [ 26]。由于诸多因素的影响 , 在实

验室表现良好的菌株在转入植物体内后往往表现

不稳定。因此 , 准确回收检测内生菌是保证其发挥

预期作用的首要关键。

4 植物内生细菌定殖检测方法研究
目前 , 由于宿主植物生活环境多样性以及内生

细菌与宿主植物关系的复杂性 , 有关内生细菌在植

物体内生命活动研究仍处于探索阶段 , 对内生细菌

与宿主之间的营养代谢关系尚无定论。解决以上问

题的关键在于对目标内生细菌进行定殖检测 , 对内

生细菌在植物体内的生存状态进行系统研究 , 揭示

内生细菌在植物体内的定殖规律 , 阐明内生现象和

内生机制。

目前 , 己有多种方法可对目标内生细菌进行定

殖检测 , 且各有优缺点。

4.1 抗生素标记法

这是一种最常规的检测方法 , 即通过目标细菌

的自发突变或人工诱变 , 筛选出抗高浓度抗生素的

突变体 ,以此作为标记菌株进行回收检测。常用的抗

生素有利福平 ( Rifampicin)、链霉素 ( Streptomycin)、

四环素 ( acheomycin)、氨苄青霉素、卡那霉素等 [ 27]。

在抗生素标记中又以抗利福平标记为主 , 不易丧失

其生防性状。该法优点为简便、快速、消耗低且结果

可进行统计分析 ; 不足之处在于精确性低、回收下

限较高。曾有人质疑该法的可靠性 , 认为标记菌株

施入环境后可能丢失抗生素抗性。Glandorf 等

( 1992) [ 28] 通过免疫检测验证了在大田条件下一定

时期内利福平抗性可以作为菌株 WCS358 的稳定

标记性状。吴蔼民等 [ 29]用抗利福平标记法 , 对来自

棉花的内生菌 73a 在不同抗性棉花品种体内的定

殖消长动态进行了研究。实践证明该法为简便实用

的检测方法 , 被许多研究者所采用。

4.2 免疫学方法

即利用抗原与相应抗体发生特异性反应 , 用抗

体去检测相应的抗原 , 以此同其它微生物相区别。

方法有酶联免疫吸附法 ( ELISA) , 通过吸光度的测

定进行定量检测 , ELISA 法的灵敏度依赖于使用的

抗体和选用的酶和底物 [ 16] ; 或荧光抗体技术、

Western 印迹法 , 将细菌细胞转移到硝酸纤维素滤膜

上 , 再进行免疫荧光细胞染色 ( Immune Fluorescent

Colony Staining, IFCS) 后用荧光显微镜或共聚焦激

光扫描显微镜直接观察目标菌存在的部位 [ 30] ; 还可

结合电镜技术 , 用免疫胶体金对目标菌标记 , 再用

电镜观测免疫金染色的超薄切片 [ 30, 31] , 或用光镜观

察免疫金染色的半薄切片和石蜡切片 [ 32]。另外 , 当

同一生境中存在和目的菌株同种属的细菌时 , 可用

菌株特异的抗体监测目的菌的分布。此法精确 , 可

进行定量统计 , 应用范围广 , 对死细胞或活细胞、可

培养或不可培养的细胞均能检测到 , 定位准确。

4.3 基因标记法
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将外源基因即标记/报告基因引入到目标菌的

染色体中 , 并在菌体中稳定遗传 , 通过检测基因表

达产物来监测细菌的分布并区别于其它微生物。对

比抗生素标记和免疫探针技术 , 利用报告基因标记

技术跟踪检测内生菌对宿主植物的表面吸附、内部

定殖以及由此而引起的植物体的生理反应更为直

观 , 是研究植物组织和微生物相互作用的最为重要

的手段 [ 33]。该技术所用的标记基因多是编码酶的基

因 : lacZ (编码大肠杆菌 E.coli 的 β-半乳糖苷酶 )、

celB(编码激烈热球菌 Pyrococcus furiosus 的 β-葡萄

糖苷酶 )、gusA (编码大肠杆菌的 β-葡糖醛酸糖苷

酶 )和 luxAB(编码细菌荧光素酶 )等 [ 34, 35]。标记基

因一般表达为 : 菌体形成有色菌落 ( 如 lacYZ,

GusA) , 产生荧光物质 (如 luxAB) , 产生黑色素 , 对

重金属的抗性 , 对除草剂的抗性等 [ 36]。

用标记基因检测宿主中微生物的一个突出问

题是标记菌进入植物体内后 , 若标记基因转移 , 有

可能产生不良后果。为此应将标记基因插入到目的

菌的染色体上 , 然后再筛选出细菌代谢受插入此外

源基因干扰最小的菌株供研究用。选择标记 /报告

基因时需考虑的主要因素有 : 被检测样品有无因内

源基因产物引起的背景干扰 ; 检测灵敏度是否高 ;

检测简便性如何 ; 检测用的底物通用性如何 ; 检测

能否定量 ; 检测费用是否便宜 ; 外源基因的代谢产

物是否干扰细菌代谢 ;在自然生境中 (如田间 )的应

用性如何等 [ 34]。

总之 , 该法较精确 , 检测下限低 , 对不能在固体

培养基上生长的微生物也适用 ; 但引入标记基因会

增加细胞的代谢负荷 , 消弱内生菌的适应性和生物

学作用 , 同时该法检测不到死细胞 , 存在一定局限

性。

4.4 特异性寡核苷酸片段标记法

即用特异性的 DNA 或 RNA 序列作为核酸探

针或者通过 PCR 技术检测内生定殖微生物。该法

应用途径可以是菌落杂交法 , 即探针与生长在培养

基上的 DNA杂交 [ 37] ; 也可以是直接检测法 , 探针与

土壤中或植物样品中提取的 DNA杂交。例如利用各

菌株 rRNA含量的不同 , 通过荧光探针原位杂交所

显示荧光信号的强弱即可估计细菌的生理活性 [ 38]。

其中菌落杂交法只能检测活的细胞而直接检测法

既能检测在培养基上可以生长的细胞还能检测不

可以生长的细胞。该法灵敏度高 , 活细胞或死细胞 ,

能培养的与不能培养的细胞均能检测到。此外该法

还具有可定量分析、特异性好等优点。

此外 , 利用同位素示踪法、组织染色法等同样

可以进行检测 , 各种检测方法各有优缺点 , 可以相

互结合使用 , 以提高定殖检测的精确度和可靠性。

5 植物内生细菌定殖研究前景展望
内生细菌在侵染植物时 , 植物就开始在细胞、

组织和器官水平上表现出一系列复杂的生理反应。

对微生物的行为和植物的生理反应进行仔细地细

胞学观察 , 常常可以获得生理学和分子生物学研究

的重要信息 , 为综合解释植物与内生细菌的相互联

系提供依据。

基因标记技术方面 , GFP 作为一种新型报告基

因 , 性能稳定、其表达与受体细胞种属无关、检测方

便 , 在研究启动子的活性、细胞蛋白转运、基因转

移、蛋白质与蛋白质之间的相互作用以及细胞与细

胞之间的作用方面应用相当广泛。在环境微生物标

记方面 , Ramos 等 ( 2002) [ 39]运用 gfp 和 gusA 基因联

合标记的方法研究了 Azospirillum brasilense 在小麦

根部的定殖情况。C.Xi 等构建了含有 gfp 的一系列

微型 Tn5 转座子 , 该转座子对革兰氏阴性菌有很强

的接合作用 , 并用其标记了根瘤菌等 [ 40]。但目前在

植物与内生细菌的相互作用研究中 , GFP 标记技术

的应用尚不多。相信在以后的内生菌定殖研究中 ,

绿色荧光蛋白 ( GFP)标记技术将得到更多的应用 ,

为彻底弄清内生细菌的定殖机制、定殖规律提供强

有力的证据。

随着基因工程在植物内生细菌研究中的应用 ,

在研究内生细菌体内定殖的基础上 , 将内生细菌作

为外源基因载体转入抗病抗虫基因 , 利用内生菌的

定殖接入宿主中表达 , 抗病虫物质直接分泌在植物

体内运转 , 达到生防目的。Downing KJ( 2000)等 [41]在

苹果内生菌 Pseudomoneas fluorescens 中转入抗病

chiA基因 , 然后将携带有 chiA基因的内生菌接种到

豆苗中 , 可以防治豆苗病原真菌Rhizoctomiasolani。

这是一项新的重大的工程 , 内生细菌作为外源基因

载体有着天然优越性 , 必然为生物防治提供新的思

路。
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