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摘 要：为分析新疆恰玛古内生细菌多样性，挖掘潜在的微生物资源及功能，利用高通量测序法对新疆恰玛古内生

细菌结构组成进行分析，同时对传统培养法分离筛选得到的内生细菌进行 16S rRNA 基因序列分子鉴定，进而对菌

株的益生特性进行研究。高通量测序结果显示，新疆恰玛古内生细菌共包括 181个有效操作分类单元，涉及细菌域

的 5个门、33个属。通过分离筛选共获得 15 株菌，分别归属于放线菌门（Actinobacteria）、变形杆菌门（Proteobacte⁃
ria）和厚壁菌门（Firmicutes）的 9个属。同时，获得 7个未在高通量测序中检出的属类群。
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Abstract：In order to analyze the diversity of the endophytic bacteria in Xinjiang Brassica rapa L. and explore
the potential microbial resources and functions，high⁃throughput sequencing was used to analyze the structural
composition of the endophytic bacteria in Xinjiang Brassica rapa L.. The endophytic bacteria isolated and
screened by traditional culture method were processed with molecular identification of 16S rRNA gene se⁃
quences，and the probiotic properties of strains were studied. The high⁃throughput sequencing results showed
that the endophytic bacteria in Xinjiang Brassica rapa L. included 181 valid operational taxonomic units，in⁃
volving five phyla and 33 genera in the bacterial domain. 15 strains were obtained after isolation and screening，
respectively belonging to nine genera of Actinobacteria，Proteobacteria，and Firmicutes phyla. At the same time，
seven genera that were not detected in the high⁃throughput sequencing were obtained.
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植物内生菌泛指那些生活在植物组织内，暂时不

引起宿主出现明显病害症状、产生各种次生代谢物[1]，
以发挥自身作用的微生物，其中一些具有巨大的生物

活性[2]。植物作为药用化合物的来源，在维持人类健

康方面一直发挥着重要作用，并可以作为非生物胁迫

的修复剂[3]。迄今为止，大量研究集中于内生微生物
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与宿主植物的相互作用，如根际中存在的植物根际促

生菌[4]。现有研究表明，所有植物中均存在丰富的内

生菌，但目前仅研究了其中一小部分，绝大多数处于未

知状态[5]。因此，大力开展植物内生菌相关研究不仅

对进一步探究微生物的群落演替和潜在微生物资源的

挖掘有重要价值，也对在天然药源和食品工业等方面

具有较大应用潜力的微生物菌株筛选有重要意义。

恰玛古（Brassica rapa L.）又名芜菁，十字花科。维

吾尔语为“恰玛古”，主要产自新疆天山南部、塔里木盆

地西北和新疆阿克苏的红色沙漠长寿区，是新疆人民

自古以来普遍食用的主要蔬菜之一[6⁃8]，是被维吾尔族

人们誉为“小人参”的食药两用植物。研究发现，恰玛

古是高碱性植物，可对酸性体质的人群起到平衡作用；

富含皂苷、多糖、类黄酮、硫代葡萄糖苷、脂肪酸及人体

所需的铁、钙、磷、维生素类等营养成分，具有安神、抗

疲劳、抗氧化[9]、抗肿瘤[10]、降血糖、治疗肺咳等功

效[11⁃14]。一般来说，内生菌与宿主协同进化，具有与宿

主类似的功能与活性物质[15]。目前有关恰玛古内生菌

的研究主要集中在内生真菌[16]。赵燃等[17]通过传统微

生物培养方法对我国新疆恰玛古内生细菌进行分离及

筛选，并进行了初步聚类，共得到 48株内生细菌，分为

7个 可 操 作 分 类 单 元（operational taxonomic units，
OTUs）。仅依靠传统方法对内生细菌进行多样性及群

落分布结构特征分析，并不全面、客观[17]。
本研究利用高通量测序技术结合传统培养方法，

对新疆恰玛古内生细菌群落结构组成进行分析，并对

其耐温、耐盐、功能酶活、抗氧化、抑菌等功能特性进行

研究，旨在初步阐明新疆恰玛古中内生细菌群落的多

样性，同时，从微生物角度解析恰玛古与内生细菌间的

潜在联系及其药食作用，为进一步挖掘新疆恰玛古中

相关活性物质、益生菌群及开发利用相关资源等研究

提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

恰玛古（Brassica rapa L.）于 2020年 5月采自乌鲁

木齐，选择果实自然成熟、无病变、无机械伤痕且表皮

光泽、大小、硬度等表观正常的恰玛古，12 h内带回实

验室，于 4 ℃贮藏，并在 48 h 内尽快开展表面消毒和

内生细菌分离筛选等工作。

枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、白色念珠菌

（Canidia albicans）、金黄色葡萄球菌（Staphylococcus au‐
reus）、大肠杆菌（Escherichia coli）、青霉菌（Penicillium）：

新疆微生物资源保藏管理中心；TSA培养基、NA培养

基、NB培养基、R2A基础琼脂培养基、LB液体培养基、

PDA 琼脂培养基（含氯霉素）、PDA 液体培养基、察氏

培养基：青岛高科技工业园海博生物技术有限公司。

细菌基因组 DNA提取试剂盒：天根生化科技有限

公司；1，1⁃二苯基⁃2⁃三硝基苯肼（1，1⁃diphenyl⁃2⁃picryl⁃
hydrazyl，DPPH）、引物、Taq酶（2×）：生工生物工程（上

海）有限公司；可溶性淀粉、Tween 80：天津市北联精细

化学品开发有限公司；脱脂奶粉：美国 BD 公司；羧甲

基纤维素钠：天津永晟精细化工有限公司；无水乙醇：

上海实验器材股份有限公司；硫酸亚铁、过氧化氢、水

杨酸：天津市科密欧化学试剂有限公司。所用试剂均

为分析纯。

1.2 培养基配制

淀粉酶筛选培养基：R2A基础琼脂培养基中加入

1%可溶性淀粉，调整 pH值至 7.0，加热溶解后灭菌。

蛋白酶筛选培养基：R2A 基础琼脂培养基与 1%
脱脂奶粉分开灭菌，灭菌后待 60 ℃时将 1%脱脂奶粉

以 15%的量加入 R2A培养基，混匀后倒平板。

果胶酶筛选培养基：果胶 5 g，葡萄糖 0.5 g，氯化

钠 0.5 g，硝酸钾 1 g，无水磷酸二氢钾 0.5 g，溴酚蓝

0.1 g（与培养基分开灭菌，60 ℃与培养基混匀后倒板），

微量盐溶液（硫酸铁 2 g，硫酸铜 1 g，硫酸锌 1 g，硫酸

锰 1 g，蒸馏水 100 mL，pH7.0）1 mL，琼脂 16 g，蒸馏水

1 000 mL，pH7.0左右。

纤维素筛选培养基：R2A基础琼脂培养基中加入

1%羧甲基纤维素钠（加热溶解后加入到培养基中）。

酯化酶筛选培养基：R2A基础琼脂培养基中加入

1%Tween 80（与培养基分开灭菌，60 ℃与培养基混匀

后倒板）。

以上培养基的灭菌条件均为 121 ℃、15 min。
1.3 仪器与设备

净化工作台（SW⁃CJ⁃2F）：苏州安泰空气技术有限

公司；恒温培养箱（SPX⁃250BF）：上海福玛实验设备有

限公司；冷藏柜（SC⁃316）：海尔集团公司；自动高压蒸

汽杀菌锅（HVE⁃50）：日本 HIRAYAMA公司；分光光度

计（UVZ2550）：日本岛津公司；TS 恒温振荡器（TS ⁃
2102C）：德国耶拿分析仪器股份公司；全自动菌落计

数仪（ZX⁃300）：泽析生物科技有限公司；聚合酶链式反

应（polymerase chain reaction，PCR）仪（ABI2720）：美国

赛默飞世尔科技有限公司；光学显微镜（Ci⁃L）：日本尼

康公司；高速冷冻离心机（PLCD）：德国 Sigma 实验室

离心机股份有限公司；电热恒温培养箱（DHP⁃9082）：

上海一恒科学仪器有限公司。

1.4 方法

1.4.1 样品表面消毒

将恰玛古用自来水冲洗多次后，用 75%酒精浸泡

30~60 s，然后用无菌水冲洗 3~4次，再用 2.5%次氯酸

钠浸泡 3 min，然后用无菌水冲洗 3~5次，放在无菌滤

纸片上，待水吸干后备用。

以表面消毒结果为对照，取 0.1 mL最后 1次冲洗
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试样后的无菌水涂布于 NA 培养基上，置于相同条件

下培养，设置 3个重复。若无任何杂菌长出，表明表面

消毒彻底，分离到的即为内生菌。

1.4.2 高通量测序及数据处理

取适量经过表面消毒后的恰玛古样品浸于液氮冷

冻后研磨至粉状，按照十六烷基三甲基溴化铵（etytri⁃
methylammonium ⁃ ammoniumbromide，CTAB）基 因 组

DNA 提取试剂盒说明书提供的试验操作步骤对其基

因组 DNA进行提取，设置 3个重复，经凝胶电泳检测，

合格浓度的 DNA作为 PCR扩增模板使用。模板添加

引物为 799 F（AACMGGATTAGATACCCKG）和 1 193
R（ACGTCATCCCCACCTTCC），扩增 16S rRNA 基因序

列的 V5~V7 可变区，PCR 条件：94 ℃、5 min，94 ℃、

30 s，60 ℃、30 s，72 ℃、30 s，30个 循 环 ；72 ℃延 伸

10 min。扩增 PCR 产物经电泳检测切胶回收，并检测

浓度调至一致后，将样品送至北京诺禾致源生物信息

科技有限公司进行高通量测序。

所得的测序数据经去除冗余和无效序列后，对有

效序列 Tags 聚类，以同源性大于 97% 聚为一个

OTUs，作为一个假定的分类单元。选取代表性序列，

通过 RDP classifier 软件进行物种分类，确定 OTUs 之
间的分类地位。

1.4.3 菌株的分离、纯化

样品表面消毒后，无菌条件下去皮并称取 200 g
进行匀浆。将组织悬液按浓度梯度稀释法稀释至

10-5，分别取 0.1 mL涂布在各类培养基上，每个梯度设

置 3个重复，于 30 ℃条件下进行培养。每 24 h 观察

一次培养皿的变化情况。

待培养基长出菌落后，挑取颜色、大小、形态不同

的单菌落依次转接至新的固体培养基，每株菌纯化 2~
3次后编号并转接至试管斜面上，各保存 3支，培养 3~
7 d，于 4 ℃冰箱保藏。

1.4.4 菌株的分子鉴定

采用菌落克隆方法，利用细菌 16S rRNA基因通用

引物 27 F 和 1 492 R 在 PCR 扩增仪中进行 PCR 扩

增。条件为 94 ℃、5 min，94 ℃、30 s，72 ℃、1.5 min，
72 ℃、10 min，35个循环；72 ℃延伸 10 min。PCR产物

经切胶纯化回收后，送至北京鼎国生物技术有限公司

进行测序。

所测得的序列与 EzTaxon 数据库（http：//www.ez⁃
biocloud.net/eztaxon/identify）进行比对，并调取相似性

最高模式菌株序列，使用 MEGA 7.0 进行 ClustalX 多

重比对，使用 Neighbor⁃Joining 法构建系统发育树，自

举值（Bootstrap）为 1 000，初步确定菌株的生物学分类

地位。

1.4.5 菌株的生长特性测定

生长温度试验：挑取分离纯化后的菌株于 NA 培

养基上划线，分别置于 10、20、30、37 ℃和 45 ℃的恒温

培养箱中培养 48 h，观察菌株的生长情况，并记录

结果。

耐盐试验：挑取分离纯化后的菌株分别于含有

2%、5%、7% 和 10% NaCl 的 NA 培养基上划线，于

30 ℃恒温培养箱中培养 48 h，观察菌株的生长情况，

并记录结果。

1.4.6 产功能酶菌株的检测

淀粉酶：菌株接种到淀粉酶筛选培养基上，30 ℃
培养 48 h后，0.1%的碘液浸染 5 min，菌落周围出现透

明圈即为产淀粉酶阳性菌；反之为阴性。

酯化酶和蛋白酶：菌株分别接种到蛋白酶和酯化

酶筛选培养基上，30 ℃培养 48 h 后，菌落周围出现白

色晕圈即为产蛋白酶阳性菌；反之为阴性。

纤维素酶：菌株接种到纤维素酶筛选培养基上，

30 ℃培养 48 h后，0.1%的刚果红水溶液浸染 30 min，
菌落周围出现透明圈即为产纤维素酶阳性菌；反之为

阴性。

果胶酶：菌株接种到果胶酶筛选培养基上，30 ℃
培养 48 h后，菌落周边出现淡蓝紫色或黄绿色透明圈

即为产果胶酶阳性；反之为阴性。

1.4.7 内生菌发酵液的制备

分别挑取菌株单菌落于 5 mL LB 液体培养基中，

30 ℃、120 r/min 振荡培养 24 h，分别移取 0.5 mL 菌液

于 50 mL LB液体培养基中，30 ℃、120 r/min振荡培养

3 d 后，5 000 r/min 离心 10 min，上清液用于抗氧化活

性的测定。

1.4.8 内生菌发酵液的活性测定

DPPH自由基清除能力测定：向 1 mL内生菌发酵

液样品中加入 0.2 mmol/L 的 DPPH 无水乙醇溶液

1 mL，充分混匀，室温避光反应 30 min，测定 517 nm处

吸光度（A1）。以无水乙醇代替 DPPH溶液为对照并测

定吸光度（A2），以 0.2 mmol/L 的 DPPH 无水乙醇溶液

为空白并测定吸光度（A0），以 1 mg/mL的 VC溶液为阳

性对照，以无菌水代替待测物为阴性对照，用无水乙醇

调零。DPPH自由基清除率（Z，%）计算公式如下。

Z = ( )1 - A1 - A2A0
× 100

羟基自由基清除能力测定：分别取 1 mL待测样、

1 mL硫酸亚铁（9 mmol/L）、1 mL过氧化氢（10 mmol/L），

混合均匀，37 ℃恒温水浴 10 min，加入 1 mL 水杨酸

（9 mmol/L），混匀，37 ℃静置 30 min，测定 510 nm处吸

光度（A1），以蒸馏水代替过氧化氢作样品对照测定

510 nm处吸光度（A2），以蒸馏水代替待测物作空白对

照测定 510 nm 处吸光度（A0），以 1 mg/mL 的 VC溶液

作阳性对照，用蒸馏水调零。羟基自由基清除率
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（M，%）计算公式如下。

M = ( )1 - A1 - A2A0
× 100

1.4.9 菌株的抑菌活性测定

挑取新鲜培养的标准指示菌株大肠埃希菌、枯草

芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、白色念珠菌各一环接种

于 LB 液体培养基中，30 ℃、120 r/min 振荡培养 16 h，
分别移取 100 µL 发酵菌液，涂布于 NA 固体培养基。

待菌液吸收后，将菌株分别点接于划定区域中心，

30 ℃恒温培养箱中培养 48 h，观察菌株产抑菌圈情

况；青霉菌用无菌生理盐水制成孢子悬液涂布于平板，

点接待测菌株，培养 48 h后观察菌株产抑菌圈情况并

记录结果[18]。
1.5 数据处理

运用 DPS v9.50、Excel 2010等软件进行统计学分

析，MEGA 7.0 构建菌株系统发育树，Origin 2021 进行

图表绘制。

2 结果与分析

2.1 高通量测序法分析内生细菌群落分布特征

通过对恰玛古样品进行高通量测序，测得内生细

菌 OTUs 491个，共获得原始序列条数 161 943 条，有

效过滤掉低质量的序列，去冗余处理后，质控序列数为

142 509条。采用 97%相似水平作为标准界定 OTUs，
利用 RDP classifie 对样品中 OTUs代表序列依次进行

门和属分类信息分析，进一步挖掘样品的群落组成。

结果表明，恰玛古内生细菌群落共涉及 5个门和 33个

属，具有较高的多样性。门水平上的恰玛古内生细菌

群落组成见图 1。

由图 1可知，恰玛古内生细菌群落的主要组成为

放线菌门（Actinobacteria）、变形菌门（Proteobacteria）和

拟 杆 菌 门（Bacteroidetes），分 别 占 总 体 的 42.1%、

28.7%、19.0%，约占总体的 89.8%；其次是厚壁菌门

（Firmicutes）、蓝细菌门（Cyanobacteria），分别占总体的

7.6%、2.2%。属水平上主要的恰玛古内生细菌群落组

成见表 1。

选取恰玛古的内生细菌群落属水平前 17位的主

要内生细菌群落进行分析。由表 1可知，主要菌属由

原小单孢菌属（Promicromonospora）、假单胞菌属（Pseu‐
domonas）、链霉菌属（Streptomyces）和拟杆菌属（Bacte‐
roides）组成，分别占总体的 20.85%、14.01%、9.25% 和

7.84%，约占总体的 51.95%，研究表明，小单胞菌属

（Micromonospora）所产的多种代谢产物具有抗菌、抗肿

瘤、抗艾滋病病毒、产脂肪酶[19]和降解纤维素酶的活性

等多种生物活性[20]；其次为乳杆菌属（Lactobacillus）、泛

菌属（Pantoea）、未分类蓝细菌属（unidentified Cyano‐
bacteria）和微杆菌属（Microbacterium），分别占总体的

2.71%、2.70%、2.22%和 2.01%。此外，研究发现，存在

4.1% 的菌属与已知模式菌株序列的相似性小于

98.5%，其中最低的仅为 85.2%，初步认定为潜在新属。

因此，恰玛古中存在大量的潜在微生物新物种资源，有

待进一步挖掘开发。

2.2 恰玛古内生细菌的分离

经不同分离培养基培养 3~7 d 后，根据菌落形态

观察，共挑取各类菌株 29株。通过共同接种至 NA培

养基中，观察菌落形态和显微形态去重后，获得试验菌

株 15株。菌株的来源统计情况见表 2。
2.3 内生细菌多样性分析

15 株试验菌株的 16S rRNA 基因序列经 PCR 扩

增和测序后，运用 EzTaxon 数据库（http：//www.ezbio⁃
cloud.netidentify）进行相似度比较，结果见图 2。
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图 1 门水平上的恰玛古内生细菌群落组成

Fig.1 Community composition of endophytic bacteria in Brassica
rapa L. at phylum level

表 1 属水平上主要的恰玛古内生细菌群落组成

Table 1 Community composition of major endophytic bacteria in
Brassica rapa L. at genus level

名称

原小单孢菌属

假单胞菌属

链霉菌属

拟杆菌属

未分类属

乳杆菌属

泛菌属

未分类蓝细菌属

微杆菌属

地杆菌属

短小杆菌属

副拟杆菌属

贪噬菌属

节杆菌属

类诺卡氏属

双歧杆菌属

链球菌属

序列数量

10 809
7 266
4 796
4 065
2 124
1 405
1 402
1 150
1 043
998
922
896
862
689
578
577
551

相对含量/%
20.85
14.01
9.25
7.84
4.10
2.71
2.70
2.22
2.01
1.92
1.78
1.73
1.66
1.33
1.11
1.11
1.06
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由图 2 可知，在门水平中，放线菌门（Actinobacte⁃
ria）为所得恰玛古内生细菌的主要菌门，约占总菌数的

53.33%；其次为变形杆菌门（Proteobacteria），约占总菌

数的 40%；而厚壁菌门（Fimicutes）仅占总菌数 6.67%。

与高通量测序结果相比，恰玛古共涉及 5个门，放线菌

门为恰玛古可培养细菌的主要菌门，约占总菌群的

42.08%，其次为变形菌门和拟杆菌门（Bacteroidetes），

分别约占总菌群的 28.72%、19.04%；而厚壁菌门、蓝细

菌门（Cyanobacteria）分别仅占 7.55%、2.22%。

分别调取各菌株相似性最高模式菌株序列构建系

统发育树，结果见图 3。
由图 3可知，恰玛古可培养细菌种类较为丰富，所

得 15 株菌分别属于 3个门、9个属。其中，放线菌门

所含种属最为丰富，共涉及 5个属，分别为分歧杆菌属

（Mycolicibacterium）、红球菌属（Rhodococcus）、戈登氏菌

属（Gordonia）、冷杆菌属（Frigoribacterium）和微杆菌属

（Microbacterium），丰富的内生放线菌资源能够在恰玛

古对营养的吸收和维持自身微生态平衡中起到关键作

培养基

PDA培养基

TSA培养基

LB培养基

NA培养基

R2A培养基

察氏培养基

菌株数量

1
5
2
3
2
2

涉及属数量

1
5
2
2
2
2

比例/%
6.67
33.33
13.33
20.00
13.33
13.33

表 2 主要菌属 OTUs 所占比例

Table 2 Ratio of OTUs in major genera
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图 2 门水平上的恰玛古内生细菌群落组成

Fig.2 Community composition of endophytic bacteria in Brassica
rapa L. at phylum level

NA L
Mycolicibacterium mucogenicum ATCC 49650T(AY457074)

Mycolicibacterium phocaicum CIP 108542T(AY859682)
NA C

CA
Rhodococcus fascians CF17 T(NR037021)
TSA J
Gordonia caeniMJ32T(JF806526)

LB G
Frigoribacterium faeni DSM 10309T(NR115033)
TSA C
Microbacterium murale 1-Gi-001T(HE585693)
PDA B
Microbacterium oxydansDSM 20578T(Y17227)
R2A B
Microbacterium hydrocarbonoxydans BNP48T(NR042263)

TSA I
Staphylococcus cohnii subsp. cohnii ATCC 29974T(D83361)
NA CC
Methylorubrum populi BJ001T(NR029082)
R2AA
Pseudomonas kilonensis BMNS02T(OR140863)

TSA A

Alcaligenes aquatilis LMG 22996T(JX986974)

DA

Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus AMR1BT(OM977116)
LB E
Alcaligenes faecalis subsp. faecalis NBRC 13111T(NR113606)
TSA B

100

100

100

95

87

100

100

98

100

100

100

50

100

100

100

100
77

0.020

100

100
100

100

图 3 基于内生细菌的 16S rRNA 基因序列构建的系统进化树

Fig.3 Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence of endophytic bacteria

用[21]。赖国栋等[22]从腐木与土壤中分离、筛选出 4 株

具有较高纤维素降解能力的链霉菌菌株。变形菌门分

别涉及假单胞菌属（Pseudomonas）、粪产碱杆菌属（Al‐
caligenes）和甲基杆菌属（Methylorubrum）3个属，其中，

粪产碱杆菌能将甲壳素转化为壳聚糖用于生物降

解[23]、缓解赭曲霉毒素 A 诱导的免疫损伤和炎症反

应[24]。厚壁菌门涉及种属最少，仅包含葡萄球菌属

（Staphylococcus）。
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此外，与高通量测序结果相比，通过可培养法所得

的粪产碱杆菌属（Alcaligenes）、甲基杆菌属（Methyloru‐
brum）、分 歧 杆 菌 属（Mycolicibacterium）、冷 杆 菌 属

（Frigoribacterium）、戈登氏菌属（Gordonia）、葡萄球菌

属（Staphylococcus）和红球菌属（Rhodococcus）在本次高

通量测序结果中却未检出。

2.4 菌株的生长温度及耐盐特性

菌株在不同温度和盐浓度条件下的生长情况见表 3。

由表 3 可知，菌株在 30 ℃条件下均能正常生长；

同时多数菌株能够耐受低温，在 10 ℃条件下仍可以生

长；而温度为 45 ℃时，所有菌株则均未生长。所有菌

株均能耐受 2% 的 NaCl；而随着 NaCl浓度的升高，菌

株的生长受到明显抑制。当 NaCl浓度为 7%时，仍有

半数菌株能够正常生长；而 NaCl浓度为 10%时，仅有

两株菌株能够生长。

2.5 恰玛古内生细菌产酶特性分析

内生细菌产功能性酶的能力见表 4。

由表 4可知，具有产纤维素酶活性的菌株数量占

绝大多数，其次为产淀粉酶、蛋白酶、脂肪酶类菌株，而

具有产果胶酶活性的菌株数量最少。其中，11株菌具

有较强的产纤维素酶活性；8株菌具有产淀粉酶活性，

50%的菌株活性较强；6株菌具有产蛋白酶活性；3株

菌具有产脂肪酶活性；而具有产果胶酶活性的菌株仅

为 1 株。同时研究发现，8 株菌具有 2种或 2种以上

的功能酶产生能力。以上结果说明，恰玛古中的内生

菌种类多样，且存在大量具有丰富功能酶产生菌。

2.6 内生细菌代谢产物的抗氧化活性

内生细菌代谢产物对 DPPH 自由基、羟基自由基

的清除能力见图 4。

菌株

TSA C
R2A A
R2A B
TSA B
PDA B
NA CC
NA C
LB G
TSA J
TSA A
LB E
TSA I
C A
D A
NA L

属名

微杆菌属

假单胞菌属

微杆菌属

粪产碱杆菌属

微杆菌属

甲基杆菌属

分歧杆菌属

冷杆菌属

戈登氏菌属

粪产碱杆菌属

粪产碱杆菌属

葡萄球菌属

红球菌属

粪产碱杆菌属

分歧杆菌属

蛋白酶

++
+
+
-
+
+
-
+
-
-
-
-
-
-
-

脂肪酶

-
+
-
-
-
-
+
-
-
-
-
++
-
-
-

纤维素酶

++
++
++
+
+
+
+
+
-
+
+
+
-
-
-

淀粉酶

++
+
++
-
+
+
+
++
-
-
-
++
-
-
-

果胶酶

-
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
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表 3 菌株在不同温度和不同盐浓度下的生长情况

Table 3 Growth of strains at different temperatures and salt
concentrations

注：+表示菌株正常生长；-表示菌株没有生长。

菌株

TSA C
R2A A
R2A B
TSA B
PDA B
NA CC
NA C
LB G
TSA J
TSA A
LB E
TSA I
C A
D A
NA L

温度/℃
10
+
+
+
+
+
-
-
+
+
+
+
+
+
+
+

20
+
+
+
+
+
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+

30
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

37
+
+
+
+
+
-
+
+
+
+
+
+
-
+
+

45
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

盐浓度/%
2
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

5
+
+
+
+
+
-
-
+
+
+
+
+
+
+
+

7
-
-
-
+
-
-
-
+
+
+
+
+
+
+
-

10
-
-
-
-
-
-
-
-
+
-
-
+
-
-
-

表 4 菌株功能酶活性

Table 4 Functional enzyme activity of strains

注：++表示透明圈直径/菌落直径>3；+表示透明圈直径/菌落直径>
1；-表示没有透明圈出现。

图 4 菌株代谢产物对 DPPH 自由基、羟基自由基的清除能力

Fig.4 DPPH and hydroxyl free radical scavenging activity of metabolites from strains
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由图 4可知，内生细菌代谢产物对不同的自由基

体现出不同的清除能力，其中对羟基自由基的清除效

果较好，清除率均在 50% 以上，且有 5 株菌株的清除

率大于 90%，与 1 mg/mL VC 的清除率相近；同时对

DPPH自由基的平均清除率达 54.55%，其中有 20%菌

株的清除能力超过 80%，抗氧化能力良好。

2.7 菌株的抑菌性能

内生细菌的抑菌能力见表 5。

由表 5可知，对大肠埃希菌（Escherichia coli）有抑

制作用的菌株有 8株，其中 4株有较强的抑制作用；对

枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）有抑制作用的菌株有

5株，其中 3 株的抑制作用较强；另外，对金黄色葡萄

球菌（Staphylococcus aureus）有抑制作用的 6株菌株大

多表现出较强的抑制性；而对青霉菌（Penicillium）、白

色念珠菌（Moniliaalbican）呈现出抑制性的菌株较少，

仅有 1株菌株对白色念珠菌（Moniliaalbican）表现出抑

制性。同时发现，有 5株菌株至少对 3种病原菌具有

抑制作用。

3 结论

本研究利用高通量测序技术结合传统培养方法，

对新疆恰玛古内生细菌群落结构组成进行分析。高通

量测序结果显示，恰玛古采后内生细菌群落共涉及

5个门、17个目和 33个属。原小单孢菌属 OTUs所占

比例最高（20.85%）。可培养筛选共获得 15株菌，归类

为 3个门、9个属，其中，粪产碱杆菌属占总菌群比例

最大（26.7%）。所得内生菌均表现出较好耐盐，低温生

长特性；53.33%菌株具有 2种或 2种以上的功能酶产

生能力，且表现出良好自由基清除能力；菌株对不同病

原菌大肠埃希菌有抑制作用，5 株菌株对枯草芽孢杆

菌有抑制作用，6 株菌株对金黄色葡萄球菌有较强的

抑制性，同时有 5株菌株至少对 3种病原菌具有抑制

作用。本研究为进一步挖掘和利用恰玛古内生菌的益

生菌资源提供了理论依据。
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