
摘 要：为探究功能植物内生细菌对植物体内多环芳烃（PAHs）污染的去除以及机理，选择芘为多环芳烃代表、黑麦草为修复植物，

采用水培体系检测内生细菌 Serratia sp. PW7定殖对黑麦草体内可培养内生细菌群落和芘污染去除的影响。结果表明：菌株 PW7
能够高效定殖在黑麦草根（5.87~7.63 lg CFU·g-1）和茎叶（3.49~4.97 lg CFU·g-1）中，促进植物生长和芘的去除，改变黑麦草体内内生

菌群结构，提高黑麦草体内可培养细菌总数和多样性。内生细菌定殖对植株生长与芘去除的促进作用与菌株定殖效率正相关。

比较浸根和浸种两种定殖方式，浸根具有较高的定殖效率与降芘效益，还可促进植物生长。浸根定殖后，黑麦草生长量提高了

18.5%~28.0%，植株体内芘浓度降低 35.7%~44.2%；同时，浸根处理的黑麦草在高浓度芘污染下，根中内生细菌多样性及均匀度达

到试验中的最高值（H=2.22, J=0.865）。芘污染条件下，功能菌定殖可改变植株体内优势种，定殖后黑麦草根中 Serratia属成为绝对

优势属，Pantoea属、Erwinia属（高浓度）和Micrococcus属次之；茎叶中优势属Microbacterium属不变，另一优势属由Chryseobacterium

属变为Pantoea属（低浓度）、Pseudomona属和 Sphingobacterium属。体外芘降解实验证明，有 7株优势内生细菌 15 d 芘降解率超过

55%。实验结果表明，功能菌株PW7可通过定殖提高植株体内内生细菌多样性及改变其优势种群来降低植物体内芘污染。
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Determining the effects of Serratia sp. PW7 on pyrene removal and the endophytic bacterial community in rye⁃
grass（Lolium multiflorum L.）via different inoculation methods
LI Shuang1, ZUO Shang-wu1, WANG Wan-qing2, WANG Jin-song1, QUAN Cheng-wei1, ZHU Xue-zhu1*

（1.College of Resources and Environmental Sciences, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China; 2.Tianjin College, Universi⁃
ty of Science & Technology Beijing, Tianjin 301830, China）
Abstract：To understand the mechanism by which PAHs（polycyclic aromatic hydrocarbons）are removed from plants by functional endo⁃
phytic bacteria, pyrene residues and cultivable endophytic bacterial communities in a ryegrass plant inoculated with Serratia sp. strain PW7
were investigated. The results showed that the PW7 strain of Serratia sp. could efficiently colonize in the roots（5.87~7.63 lg CFU·g-1）and
shoots（3.49~4.97 lg CFU·g-1）of the inoculated seedlings. Colonization by PW7 strain significantly increased pyrene removal, plant growth,
and the cell counts and diversities of cultivable endophytic bacteria. Remarkably, pyrene removal efficiency and plant growth were both posi⁃
tively correlated with the establishment efficiency of PW7 strain. Compared to the seedlings inoculated by soaking the seeds, more cells of
the PW7 strain successfully colonized in the seedlings inoculated by dipping the roots, leading to less pyrene residues. Inoculated by dip⁃
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菌株Serratia sp. PW7不同定殖方式对黑麦草中
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ping the roots enhanced the growth of inoculated seedlings by 18.5%~28.0% and decreased the pyrene concentation by 35.7%~44.2%.
Meanwhile, the maximal indices of diversity and evenness（H=2.22, J=0.865）were found in the roots of the seedlings from group LR grown
in Hoagland solution with 0.5 mg·L-1 pyrene. The endophytic bacterial population could be shifted by PW7 strain as the seedlings were ex⁃
posed to pyrene. For the seedlings grown in the Hoagland solution with pyrene, the most dominant bacteria was Serratia, and the other domi⁃
nant bacteria were Pantoea, Erwinia, and Micrococcus in the roots of inoculated seedlings. Whereas, in the shoots of inoculated seedlings
grown in the Hoagland solution with pyrene, the most dominant bacteria remained Microbacterium, and other dominant bacteria shifted from
Chryseobacterium to Pantoea, Pseudomonas, and Sphingobacterium. Moreover, seven strains of these dominant bacteria could degrade more
than 55% of the pyrene in the media within 15 d. Our results clarified that functional endophytic PW7 strain could effectively increase the
pyrene removal efficiency by increasing endophytic bacterial diversities and shifting the dominant endophytic bacteria.
Keywords：pyrene; functional endophytic bacteria; inoculation; endophytic bacterial community

多环芳烃（PAHs）是一类环境中广泛存在的持久

性有机污染物，具有致癌性、致畸性和致突变性，因其

具有强疏水性和较高的辛醇-水分配系数，易于被植

物吸收积累并通过食物链富集，严重威胁生态系统和

人体健康[1-3]。2014年《全国土壤污染状况调查公报》

显示，我国耕地土壤中多环芳烃污染点位超标率高

达 1.4%，重度污染占到了 0.2%[4]。在南京工业污染

场地表层土壤中的 PAHs平均浓度达到了 17.64 mg·
kg-1[5]。PAHs污染形势严峻，因此如何利用有效手段

规避环境和污染区作物 PAHs污染风险应是目前的

研究重点。

植物-微生物联合修复汲取了植物和微生物修复

的优势，近来受到广泛关注[6-8]。植物中存在数量庞

大、种类丰富多样的内生细菌，植物与内生细菌、内生

细菌之间的互利共生关系保证了内生细菌能够长期

稳定的定殖在植物体内[9]。植物为内生菌提供场所、

营养和防护[8]，内生菌相比根际细菌具有更强抵御生

物和非生物胁迫的能力[10]。Siciliano 等[11]研究表明，

在污染地区的具有难降解物降解能力的细菌中内生

细菌占比高于根际细菌，暗示在这些难降解物的代谢

中内生细菌发挥主要作用。另外，一些内生细菌可以

通过自身分泌乙烯和 1-氨基环丙烷-1-羧酸盐

（ACC）脱氨酶等物质促进植物生长[12]，代谢有机污染

物，增强植物抗逆性，提高产量[13]。研究表明一些植

物内生细菌具有降解植物体内有机污染物的能力，常

见降解菌有 Pantoea属[14]、Pseudomona属[15]、Sphingo⁃

bacterium属[16]等。黑麦草、紫花苜蓿等牧草常作为修

复植物，其吸收积累的 PAHs会随食物链进入牲畜和

野生动物体内，危害食品和生态安全，因此如何在高

效修复的同时降低植物体内 PAHs污染是亟待解决

的问题。将功能菌定殖到植物体内，有助于降低植物

污染风险，提高修复效果。Sun等[17]将从看麦娘中分

离筛选出的芘降解内生细菌 Staphylococcus sp.BJO6
定殖到黑麦草体内能够促进植株生长并有效降低植

株芘积累量。由此可见，利用功能内生菌定殖植物是

规避植物 PAHs等有机物污染的有效途径。内生菌

群在植物代谢体内 PAHs等有机污染物的过程中起

重要作用。菌群组成和结构影响其对有机污染物的

降解能力。Vila等[18]研究海洋重油降解菌群的菌群结

构时发现，在能够高效降解 3~5环 PAHs的海洋细菌

群落中，Alphaproteobacteria细菌与低环 PAHs的降解

相关，而 Gammaproteobacteria 细菌则与高环 PAHs的
降解相关。彭安萍等[19]提出可以利用植物中功能内

生细菌调控 PAHs的吸收和代谢，这对于保障污染区

作物安全和修复污染区土壤具有重要意义。研究功

能菌定殖对 PAHs污染植物体内可培养细菌种群的

影响，有助于了解功能菌与内生细菌和植物的作用关

系，筛选出更多具有高效降解能力的功能内生细菌。

芘为四环多环芳烃的典型代表，常用作 PAHs污
染测定的指示物和生物降解研究的模型分子[20]。黑

麦草是一种常见的牧草，具有生长迅速、根系发达的

特点，能耐受高浓度的 PAHs污染，常用于有机污染

的植物修复[21]。本研究以芘作污染物，黑麦草为供试

植物，采用水培体系研究了芘降解功能内生细菌 Ser⁃

ratia sp. PW7定殖（浸根和浸种）对黑麦草体内芘污

染去除以及可培养内生细菌的影响，并进一步探究功

能内生细菌定殖对有机污染物代谢的影响机制，为功

能内生菌-植物体系修复PAHs污染提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 功能菌株、宿主植物及芘

供试菌株为本实验室分离的一株植物功能内生

细菌 PW7（Serratia sp.），16S rRNA基因在GenBank登
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录号为MG922497，具有高效芘降解能力，对链霉素、

壮观霉素及四环素具有良好抗性[22]。

供试植物为黑麦草（Lolium multiflorum L.），购自

明达种子公司。

本研究所用芘，分子式为C16H10，纯度大于98%，纯

水中溶解度为 0.12 mg·L-1，辛醇-水分配系数（lg Kow）

为5.18，购自德国Fluka公司。

1.1.2 培养基

植物水培体系采用Hoagland 营养液[23]，植物中总

可培养内生细菌的培养使用 LB培养基[23]，功能内生

细菌培养采用含芘及两种抗生素的基础盐培养基[24]。

1.2 实验方法

1.2.1 功能菌株定殖及水培实验

本实验设置浸根定殖（LR）、浸种定殖（LS）和未

接菌对照组（LK），各接种处理黑麦草分别暴露于含

0、0.1、0.5 mg·L-1芘的Hoagland培养液中。实验共设

置9组处理，每个处理设置3个重复。

接种菌株 PW7菌悬液制备：单菌落接种 LB液体

培养基中，30 ℃ 150 r·min-1摇床培养 24 h，8000 r·
min-1 离心 5 min 收集菌体，用液体基础盐培养基清洗

2遍后调整菌悬液OD600nm值至 1.0，4 ℃备用。黑麦草

接种方法如下：（1）浸根定殖：黑麦草种子经过表面消

毒，催苗育种 48 h后，在Hoagland培养液中培养至株

高约 10 cm左右，菌悬液浸泡黑麦草根部 6 h，无菌水

冲洗后备用。（2）浸种定殖：经过表面消毒的黑麦草种

子，催苗育种 48 h后，菌悬液浸泡 6 h，无菌水冲洗后，

在Hoagland培养液中培养至株高约 10 cm左右备用。

接种处理后的幼苗移苗至装有 250 mL 不同芘浓度

Hoagland培养液的棕色广口瓶中，每瓶 10株，置于昼

夜温度 25 ℃/20 ℃的人工气候培养箱中培养，培养 4 d
后采集植物样品进行芘含量和内生菌群测定。

1.2.2 植物体内定殖菌和内生细菌计数及分离纯化

采用菌落计数的方法表征功能菌在植物体内的

定殖效率：清洗后的新鲜植物茎叶和根部依次经过

75% 的乙醇浸泡 3 min、无菌水冲洗 3~4次、2% 的次

氯酸钠溶液漂洗 3 min，无菌水冲洗 5次后置于固体

LB平板上，30 ℃恒温培养 48 h，若无菌落产生，表明

表面灭菌成功。经表面灭菌处理的植物样品，研磨成

匀浆后进行梯度稀释，涂布于基础盐抗性平板（芘终

浓度 50 mg·L-1、链霉素终浓度 100 mg·L-1、壮观霉素

终浓度 100 mg·L-1），30 ℃恒温培养 72 h，设 3个重复，

结合菌落形态观察和 16S rRNA基因测序验证进行平

板计数，计算出每克鲜组织含菌量（lg CFU·g -1）

可培养内生细菌计数及分离纯化：植物样品经表

面灭菌处理后研磨成匀浆并进行梯度稀释，涂布于

LB固体平板，30 ℃恒温培养 72 h，每个处理设 3个重

复。长出菌落后，对各菌落进行菌落形态观察并计

数，找出优势菌落。然后采用划线分离方法，对不同

菌落进行进一步分离、纯化。最后将纯化的菌落划线

于LB固体平板上，培养后于4 ℃短期保存备用。

1.2.3 植物内生细菌鉴定及对芘的降解能力验证

利用菌落形态观察和 16S rRNA基因序列同源性

分析鉴定分离得到的植物内生细菌菌株，并确定其分

类地位。提取各内生细菌总DNA（细菌基因组DNA
提取试剂盒，TIANGEN）为模板进行 16S rRNA基因的

PCR扩增。采用引物为 27f（5′-AGAGTTTGATCATG⁃
GCTCAG - 3′ ）和 1492r（5′ - GGTTACCTTGTTAC⁃
GACTT-3′）。PCR扩增体系：正反向引物各 0.5 μL、
Premix Taq（TaKaRa）12.5 μL、模板DNA 1 μL，无菌水

定容至 25 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；94 ℃ 30
s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，32个循环；72 ℃ 10 min。将

PCR扩增产物送金斯瑞生物科技有限公司测序。在

NCBI（http：//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）中将测序

结果与数据库进行 16S rRNA基因序列同源性比对分

析，同时提交各内生细菌测序序列至GenBank并获得

登录号。各可培养内生菌按 5% 接种量测试其在以

芘为唯一碳源的基础盐培养基中 15 d对 20 mg·L-1芘

的降解能力。

1.2.4 植物内生细菌多样性分析

植物可培养内生细菌群落多样性分析采用 Shan⁃
non-Wiener 多样性指数（H）和均匀性指数（J），其计

算公式如下：

H=∑pi ln pi
J=H/ln S

式中：pi为某处理组中各内生细菌数量占比；S为某处

理组内生细菌群落所有种属数。

1.2.5 芘测定

植物样品芘提取方法参照文献[25]。具体操作：

植物根和茎叶冷冻干燥后，称量干质量（生物量）；经

研磨粉粹均匀后称取一定量植物样品于玻璃离心管

中，每次 10 mL加入二氯甲烷和正己烷等体积混合溶

液超声萃取 30 min，重复 3次；萃取液经无水硫酸钠

柱-硅胶柱净化，用 10 mL二氯甲烷和正己烷等体积

混合液洗脱后收集至圆底烧瓶；40 ℃恒温旋转蒸发

至干，甲醇定容至 5 mL，过 0.22 μm孔径滤膜后，采用

高效液相色谱（HPLC）定量分析。培养液中芘提取：
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表1 菌株PW7定殖对黑麦草生长以及芘残留的影响

Table 1 Effects of inoculation with strain PW7 on the plant growth，pyrene removal in the plant and Hoagland solutions

注：同列不同字母表示在0.05水平上差异显著。

Note：Different letters in same column means significant difference at 0.05 level.

取 10 mL Hoagland培养液于玻璃离心管中，加等体积

甲醇，超声萃取 30 min，过 0.22 μm孔径滤膜后，HPLC
定量分析。HPLC 分析参数：烷基 C18 反相色谱柱

（4.6 mm×150 mm），流动相甲醇∶水（V∶V）=90∶10，流
速1.000 mL·min-1，柱温40 ℃，进样量20 μL。
1.3 数据处理及分析

采用Excel 2007 软件进行数据统计及图表绘制，

SPSS 19.0软件进行单因素（ANOVA）方差分析和双因

素相关性分析。

2 结果与分析
2.1 植物生物量及样品中芘含量

菌株 PW7定殖促进了黑麦草幼苗的生长，提高

了植株生物量（表 1）。在高浓度污染情况下，定殖对

植株的促生作用更显著。定殖的促生作用在茎叶的

生长上更加明显，定殖后茎叶生物量增加 7.7%~
28.0%，根生物量增加 5.3%~27.6%。比较 2种定殖方

法，浸根定殖的促进作用大于浸种。与对照相比，浸

根处理后低浓度 0.1 mg·L-1和高浓度 0.5 mg·L-1芘污

染组植株根生物量显著提高了18.5%和27.6%。本研

究表明菌株 PW7定殖能够显著降低黑麦草体内和水

培液中的芘污染。在高浓度芘污染水平下，相比未接

菌对照组，浸根接种和浸种接种使植株根中芘浓度显

著降低了 44.2%和 19.9%，使植株茎叶中芘浓度显著

降低了42.3%和22.2%。浸根接种更高效地去除了植

物体内的芘。此外，相比未接菌对照，在低浓度芘污

染组，培养液中芘去除率经浸种和浸根定殖后分别显

著提高了 29个和 38个百分点，在高浓度芘污染组，浸

根定殖后培养液中芘去除率显著提高了 18 个百分

点。这些结果表明，功能菌株 PW7定殖能够有效去

除植物体内和环境中的芘污染，其中浸根与浸种定殖

虽效果不同，但均为有效的修复方法。

2.2 植物体内定殖的PW7数量

菌株 PW7在黑麦草体内的数量代表了其在黑麦

草体内的定殖效率。图 1表明，黑麦草茎叶和根中定

殖菌数量为 3.49~7.63 lg CFU·g-1，表明大量的菌株

PW7能够成功定殖在植株体内生存繁殖。相同处理

组，植株根中定殖菌数量均为茎叶中的 100倍以上，

表明菌株主要定殖在根中，但可以移动到茎叶部。同

一芘污染水平下，浸根组根和茎叶中的定殖菌数量均

比浸种组大一个数量级，表明与浸种定殖相比浸根定

殖菌株PW7在植株体内的定殖效率更高、效果更好。

此外，随着芘浓度的提高，植株根和茎叶中定殖菌数

量均有增加的趋势，其中浸种组植物茎叶中的定殖菌

处理
Treatments

0

0.1 mg·L-1

0.5 mg·L-1

LK
LS
LR
LK
LS
LR
LK
LS
LR

生物量Plant biomass/μg·pot-1

根Root
31.87±1.18b
33.97±1.29b
40.03±6.24a
33.27±1.78b
35.03±2.14ab
39.43±2.75a
31.10±2.55b
34.97±2.35ab
39.67±1.26a

茎叶Shoot
52.65±5.16bcd
63.17±4.50ab
66.00±3.72a
51.83±1.19cd

55.80±2.69abcd
63.07±1.93ab
47.73±5.80d

54.23±9.78bcd
61.10±5.48abc

芘浓度Pyrene concentration/mg·kg-1

根Root
—

—

—

84.99±13.15d
61.78±7.37e
51.37±2.33e
306.55±9.79a
245.45±7.69b
171.01±14.0c

茎叶Shoot
—

—

—

18.91±2.74d
15.71±2.28d
12.16±1.33d
82.15±5.85a
63.95±8.22b
47.37±5.25c

芘积累量Pyrene accumulation/μg·pot-1

根Root
—

—

—

2.81±0.32d
2.15±0.13e
1.94±0.08e
9.56±0.34a
8.58±0.49b
6.88±0.38c

茎叶Shoot
—

—

—

0.98±0.16d
0.93±0.10d
0.77±0.06d
3.90±0.22a
3.42±0.34b
2.74±0.21c

培养液中芘去除率
Removal rate of

pyrene in solution/%
—

—

—

33.50±15.79c
62.79±6.92b
71.48±3.82ab
60.32±4.27b
71.41±2.98ab
78.33±3.66a

图1 黑麦草根和茎叶中菌株PW7定殖数量

Figure 1 Cell counts of strain PW7 in the roots and shoots of
inoculated ryegrass

9.0
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图2 不同芘污染及定殖处理对黑麦草中总内生细菌数量的影响

Figure 2 Effects of pyrene contamination and strain PW7 inoculation on the cell counts of cultivable endophytic bacteria in ryegrass

同组织中不同字母表示在0.05水平上差异显著

Different letters in same tissue means significant difference at 0.05 level

图3 LB培养基上32株内生细菌照片

Figure 3 Photographs of colonies of the 32 endophytic bacterial strains on LB medium plate

数量变化显著，表明一定浓度芘污染有利于菌株PW7
的生存繁殖。

2.3 植物可培养内生细菌数量

芘污染和功能菌株定殖能够影响黑麦草根和茎

叶中可培养内生细菌的数量。由图 2可知，未接菌组

中，与无芘污染相比，芘污染使植株根中可培养内生

细菌数量显著下降，而茎叶中可培养内生细菌数量显

著提高，但高浓度芘处理植株茎叶中内生细菌数量相

比低浓度芘处理显著下降。在相同芘污染水平下，菌

株 PW7定殖改变了植株中可培养内生细菌数量。其

中无污染和低浓度芘污染水平下，功能菌定殖降低了

根中可培养内生细菌数量，提高了茎叶中可培养内生

细菌数量；高浓度芘污染水平下，定殖使植株根和茎

叶中可培养内生细菌数量均有所提高。与未接菌对

照组相比，浸根对黑麦草根和茎叶中可培养内生细菌

数量的影响更显著，这可能是菌株 PW7定殖提高植

物体内和环境中芘去除率的原因。

2.4 植物内生细菌分离、鉴定及分类分析

本研究从不同芘污染和定殖处理组的黑麦草植

株体内共分离出 32株可培养内生细菌，各内生细菌

菌落形态如图 3所示，表明植物内生细菌具有丰富的

多样性。从表 2可以看出，根据 16S rRNA 基因序列

同源性比对分析，黑麦草体内的 32株内生细菌分别

属于 Gammaproteobacteria、Alphaproteobacteria、Beta⁃
proteobacteria、Actinobacteria、Bacilli和 Flavobacteria 6
个纲，其中Gammaproteobacteria和Actinobacteria为根

中优势纲，而Actinobacteria和 Flavobacteria为茎叶中

优势纲。从属分类水平上看，这 32株可培养内生细

8.0
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5.5
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表2 不同处理组黑麦草中可培养内生细菌分类汇总

Table 2 Cultivable endophytic bacterial strains isolated from the ryegrass

菌分属 21个属，其中Microbacterium属的细菌种类最

多，Pseudomonas属、Paenibacillus属次之。32株内生

细菌中，6 株根部特有（PYRL9、PYRL10、PYRL12、
PYRL19、PYRL23、PYRL25）、3 株 茎 叶 部 特 有

（PYRL2、PYRL29、PYRL32）、4 株芘污染植株特有

（PYRL9、PYRL10、PYRL12、PYRL13）、4 株接菌植株

特有（PYRL9、PYRL22、PYRL23、PYRL25）。此外，在

芘污染条件下，菌株 PW7定殖黑麦草增加了黑麦草

体内的可培养内生细菌的种类，菌株 PW7浸根接种

的黑麦草根部内生细菌种数最多，低浓度和高浓度芘

污染水平下分别为17种和16种。

2.5 植物可培养内生细菌种群特性

采用香农-威尔指数（H）和均匀性指数（J）两个

生物多样性指数来表征黑麦草根和茎叶中可培养内

纲Class

Gamma-
proteobacteria

Alpha-
proteobacteria

Betaproteobacteria
Actinobacteria

Bacilli

Flavobacteria

菌株总数Sums of bacterial strains
属总数Sums of genera
纲总数Sums of classes

属Genus

Acinetobacter

Erwinia

Kluyvera

Pantoea

Pseudomonas

Salmonella

Serratia

Brevundimonas

Pedobacter

Rhizobium

Sphingobacterium

Sphingomonas

Delftia

Curtobacterium

Kocuria

Microbacterium

Micrococcus

Bacillus

Paenibacillus

Chryseobacterium

Flavobacterium

菌株Strains
（GenBank号）

PYRL1（MF458860）
PYRL2（MF458861）
PYRL3（MF458862）
PYRL4（MF458863）
PYRL5（MF458864）
PYRL6（MF458865）
PYRL7（MF458866）
PYRL8（MF458867）
PYRL9（MF458868）
PYRL10（MF458869）
PYRL11（MF458870）
PYRL12（MF458871）
PYRL13（MF458872）
PYRL14（MF458873）
PYRL15（MF458874）
PYRL16（MF458875）
PYRL17（MF458876）
PYRL18（MF458877）
PYRL19（MF458878）
PYRL20（MF458879）
PYRL21（MF458880）
PYRL22（MF458881）
PYRL23（MF458882）
PYRL24（MF458883）
PYRL25（MF458884）
PYRL26（MF458885）
PYRL27（MF458886）
PYRL28（MF458887）
PYRL29（MF458888）
PYRL30（MF458889）
PYRL31（MF458890）
PYRL32（MF458891）

根Roots
0

LK

+
+
+

+

+
+
+

+

+
+

+

+

+
+

14
12
5

LS
+

+
+
+
+

+

+

+

+

+
+

+

+

+

14
12
6

LR

+
+

+

+

+

+

+

+
+

+

10
9
4

0.1 mg·L-1

LK
+

+
+
+

+

+

+
+

+

+
+

+
+

13
10
5

LS

+
+

+
+

+

+

+

+

+

+

+

+

14
12
6

LR

+
+
+
+

+

+

+
+
+
+

+
+

+
+
+
+

+

17
13
6

0.5 mg·L-1

LK

+
+

+

+
+
+
+

+

+
+
+

+

+
+

+

15
13
6

LS
+

+
+
+

+

+
+

+

+
+
+

+

+

+

14
14
6

LR

+
+

+

+
+
+

+
+

+

+
+
+

+

+

+

16
13
6

茎叶 Shoots
0

LK
+

+

+

+

+

+
+

+

+
+
+
+
+
+

14
10
4

LS
+

+

+

+
+

+

+
+

+

+
+

+

+

13
11
5

LR

+

+
+

+

+

+
+

+
+

+
+
+
12
8
4

0.1 mg·L-1

LK

+
+

+

+

+

+

+
+

+
+

10
8
4

LS

+
+
+
+

+

+

+

+

+

+

+

11
10
4

LR

+

+
+
+
+

+

+

+

+
+

+

+
+
+
14
10
4

0.5 mg·L-1

LK
+

+

+

+
+

+

+
+

+

+

+
+
+
12
10
4

LS

+

+
+
+
+

+

+
+

+

+
+

+

+

13
10
5

LR

+
+

+

+

+

+
+
+
+
+

+
+

+

+
+

16
13
6
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表3 黑麦草根和茎叶中可培养内生细菌种群分析

Table 3 Populations of endophytic bacteria in ryegrass seedlings

生细菌的种群多样性。如表 3所示，未接菌组中，与

无污染相比，除低浓度芘处理组根中内生细菌种群的

香农-威尔指数和均匀性指数升高外，其他组均有所

降低，表明除低浓度芘污染能略微提高黑麦草内生细

菌种群多样性和均匀度外，芘污染会降低可培养内

生细菌种群的多样性和均匀度，污染水平越高，影响

越明显。在相同浓度芘污染条件下，菌株 PW7浸根

和浸种定殖均能够提高芘污染黑麦草根和茎中内生

细菌种群的香农-威尔指数，只是提高程度存在差

异，均匀性指数与香农-威尔指数存在类似规律。表

植物组织
Plant tissue
根Roots

茎叶Shoots

处理
Treatments

0

0.1 mg·L-1

0.5 mg·L-1

0

0.1 mg·L-1

0.5 mg·L-1

LK

LS

LR

LK

LS

LR

LK

LS

LR

LK

LS

LR

LK

LS

LR

LK

LS

LR

香农-威尔指数H

2.016

0.912

1.609

2.019

2.068

2.029

1.302

1.973

2.219

2.016

1.302

2.019

0.912

1.973

2.068

1.609

2.219

2.029

均匀度指数 J

0.764

0.396

0.648

0.813

0.784

0.732

0.507

0.823

0.865

0.764

0.507

0.813

0.396

0.823

0.784

0.648

0.865

0.732

优势菌Dominant
菌株Strains

PYRL24
PYRL14
PYRL11
PYRL19
PYRL11
PYRL24
PYRL5
PYRL4
PYRL11
PYRL6
PYRL11
PYRL24
PYRL5
PYRL17
PYRL11
PYRL3
PYRL3
PYRL11
PYRL18
PYRL30
PYRL21
PYRL18
PYRL30
PYRL32
PYRL21
PYRL30
PYRL21
PYRL6
PYRL21
PYRL6
PYRL21
PYRL30
PYRL21
PYRL7
PYRL15
PYRL21

菌属Genus
Micrococcus

Rhizobium

Serratia

Kocuria

Serratia

Micrococcus

Pantoea

Kluyvera

Serratia

Pantoea

Serratia

Micrococcus

Pantoea

Delftia

Serratia

Erwinia

Erwinia

Serratia

Curtobacterium

Chryseobacterium

Microbacterium

Curtobacterium

Chryseobacterium

Flavobacterium

Microbacterium

Chryseobacterium

Microbacterium

Pantoea

Microbacterium

Pantoea

Microbacterium

Chryseobacterium

Microbacterium

Pseudomonas

Sphingobacterium

Microbacterium

菌数Number
lg CFU·g-1（pi）

7.31（33%）

7.26（31%）

6.89（33%）

6.80（27%）

6.95（29%）

6.95（29%）

7.13（34%）

6.68（12%）

6.92（28%）

6.90（28%）

7.03（52%）

6.44（13%）

7.08（37%）

6.54（12%）

6.97（23%）

6.93（20%）

7.39（46%）

7.19（26%）

5.28（28%）

5.20（22%）

6.02（65%）

5.46（17%）

5.99（34%）

5.77（21%）

6.23（75%）

5.43（12%）

5.88（28%）

5.79（23%）

6.18（33%）

5.90（17%）

5.82（50%）

5.45（21%）

5.58（25%）

5.51（21%）

5.96（35%）

5.69（17%）

芘降解效能Pyrene
degradation rate/%

58.54±6.46
66.42±3.11
68.99±2.72
56.86±5.31
68.99±2.72
58.54±6.46
47.35±8.18
38.64±4.87
68.99±2.72
33.48±2.81
68.99±2.72
58.54±6.46
47.35±8.18
50.81±6.41
68.99±2.72
58.01±4.34
58.01±4.34
68.99±2.72
59.76±3.09
34.51±0.54
33.52±4.77
59.76±3.09
34.51±0.54

ND
33.52±4.77
34.51±0.54
33.52±4.77
33.48±2.81
33.52±4.77
33.48±2.81
33.52±4.77
34.51±0.54
33.52±4.77
46.52±6.72
72.06±8.25
33.52±4.77

注：ND表示芘降解率可忽略。

Note：ND means the biodegradation could be ignored.
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明功能菌定殖能够提高黑麦草内生细菌种群多样性

和均匀度，降低芘污染对黑麦草内生细菌种群多样

性的影响。

芘污染和菌株 PW7定殖还会影响黑麦草根和茎

叶可培养内生细菌的优势种属，影响内生细菌的群落

结构。从表 3可知，未接菌组中，芘污染黑麦草根中

优势种属由 Micrococcus属和 Rhizobium属变为 Pan⁃

toea属，芘污染黑麦草茎叶中绝对优势种属由 Curto⁃

bacterium属变为Microbacterium属。相同芘污染水平

下，菌株PW7接种后，黑麦草根部Serratia属成为绝对

优势种属（LR0.5中为略优势种属），黑麦草茎叶部优

势 种 属 中 的 Chryseobacterium 属 变 为 Pantoea 属

（LS0.1、LR0.1）、Pseudomona属（LS0.5）和Sphingobacte⁃

rium属（LR0.5）。
对比表 3中不同处理组黑麦草根和茎叶部优势

菌株的芘降解效能发现，黑麦草内优势菌株均对芘具

有一定的降解能力，其中菌株 PYRL3（Erwinia）、

PYRL11（Serratia）、PYRL14（Rhizobium）、PYRL15（Sphin⁃
gobacterium）、PYRL18（Curtobacterium）、PYRL19（Kocu⁃
ria）、PYRL24（Micrococcus）对 20 mg·L-1芘的 15 d降解

率超过 55%。在芘污染条件下，定殖黑麦草内优势菌

株芘降解能力普遍高于未接菌黑麦草内优势菌株，表

明菌株 PW7定殖能够通过改变黑麦草内群落组成提

高植物中芘去除能力。此外，各处理组根部优势菌株

芘降解能力普遍高于茎叶中优势菌，表明根是黑麦草

生物降解芘的主要部位。

3 讨论

功能内生细菌在植物体内的定殖效率是其发挥

生物防治作用的关键因素[26]。本研究中接菌处理后

定殖在黑麦草根和茎叶部的定殖菌株 PW7 数量达

103~107 CFU·g-1，表明菌株PW7能够成功定殖在黑麦

草组织中并能良好生存和繁殖。菌株 PW7的高效定

殖有利于降低植物芘污染和促进植物生长。相关性

分析表明：在芘污染条件下，黑麦草体内功能菌定殖

数量与植株生长增量显著正相关（根中 ρ=0.647，P=
0.031；茎叶中 ρ=0.661，P=0.038）；特别是芘污染下黑

麦草体内功能菌定殖数量与植株中芘污染去除也显

著正相关（根中 ρ=0.879，P=0.01；茎叶中 ρ=0.655，P=
0.029）。研究表明，内生细菌的定殖效率受很多因素

影响，除植物自身因素[27]、内生细菌基因组[28]等因素

外，定殖方式也会影响功能内生细菌的定殖效率。

Afzal 等[6]采用 4种定殖方式将内生细菌 Burkholderia

phytofirmans PsJN 接种到柴油污染地区的黑麦草体

内，结果表明，PsJN 菌株灌根接种的定殖效率最高，

表现出最佳的生防效果。本研究结果也证实相比浸

种接种，浸根接种黑麦草的菌株PW7定殖效率更高，

降低芘污染风险的效果更好。

随着芘污染浓度的增大，黑麦草根中可培养内生

细菌数量显著减少，茎叶中的数量在低浓度增加，在

高浓度减少，且变化显著。Liu等[29]的研究结果也表

明随着菲污染浓度的升高，小麦根中内生细菌总数减

少，茎叶中先增后减。说明低浓度 PAHs污染能促进

植物茎叶中内生细菌生长，高浓度表现出抑制作用。

本研究发现菌株 PW7定殖提高了高浓度芘污染下黑

麦草根和茎叶中可培养内生细菌数量，而且可培养内

生细菌数量与功能菌定殖效率有关，相关性分析表明

根中可培养内生细菌数量与功能菌定殖效率呈正相

关关系（ρ=0.681，P=0.015），且根中内生细菌数量增

加与植物体内芘污染去除显著正相关（ρ=0.668，P=
0.035）。这些结果说明，菌株PW7也可通过提高植物

体内总可培养内生细菌数量降低植物体内芘污染。

本研究分别从黑麦草体内分离出 21属共 32株可

培养内生细菌，分别属于Gammaproteobacteria、Alpha⁃
proteobacteria、Betaproteobacteria、Actinobacteria、Ba⁃
cilli和Flavobacteria 6个纲，表现出植物内生菌群丰富

的多样性。丰富多样的内生细菌有利于促进植物生

长、提高抗逆性。高浓度 PAHs污染能够降低微生物

多样性，Wang 等[30]研究表明在高浓度PAHs污染下沉

积物中细菌多样性显著下降，而Cravo-Laureau等[31]认

为菌群多样性降低会严重影响污染物的降解。通过

多样性指数分析发现，高浓度芘污染能够降低植物内

生细菌的多样性和均匀度，但菌株 PW7浸根和浸种

定殖均能有效提高黑麦草根和茎叶中内生细菌的多

样性和均匀度，缓解了芘污染对植物内生细菌多样性

的破坏作用。这结果与Afzal 等[6]的研究一致，表明利

用植物与内生细菌联合作用是修复有机物污染的有

效方法。

盛月慧等[23]将 5种浓度菲作用于黑麦草后发现，

根、茎叶中可培养内生细菌种群发生了不同程度的改

变，植物内生细菌能对有机物污染做出响应。而菌株

PW7定殖能使芘污染黑麦草根和茎叶中可培养内生

细菌群落组成产生明显变化，改变植物优势种属，增

强对有机污染物的代谢能力。芘降解菌株 PW7定殖

后其所属的 Serratia属成为黑麦草根中的绝对优势

属，其他优势属 Pantoea属、Micrococcus属和 Erwinia
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属也表现出较高的芘降解潜能。宋立超等[14]用菌株

Pantoea sp. TJB5胞内酶对 50 mg·L-1菲处理 12 h的降

解率达到 70.1%。Nida等[32]将Micrococcus属细菌制成

菌蜡球用于石油烃降解。定殖处理后芘污染黑麦草

茎叶中的优势属 Microbacterium 属[33]、Pantoea 属、

Pseudomona属[15]和 Sphingobacterium属[16]也均被报道

过具有芳香烃降解潜能。Phillips等[15]研究紫花苜蓿

内生细菌群落与芳香烃污染降解能力的关系时发现，

当Pseudomonas属存在时，植物烷烃代谢能力提高，而

当Pseudomonas属和Brevundimonas属共同存在时，植

物芳香烃的代谢能力提高。功能菌定殖后这些具有

芘降解潜能的属成为植物中的优势属，提高了植物代

谢芘的能力，降低了植物和环境中芘的污染风险。此

外，浸根和浸种处理黑麦草内生细菌群落组成的差异

可能是两种定殖方式的定殖效率不同造成的。

综上所述，明确功能内生细菌定殖对植物生长

量、体内芘含量及内生细菌群落的影响，有助于利用

内生细菌调控植物对 PAHs的吸收和代谢，筛选更多

具有高效降解潜能的内生细菌，完善有机污染物的植

物-微生物联合修复方法，进而有效规避有机物污染

区作物的污染风险。然而，功能内生细菌定殖对植物

内生细菌种群的影响机制和定殖方式的影响机制还

有待进一步研究。

4 结论

（1）芘降解内生细菌 PW7 能高效定殖在黑麦草

根和茎叶中，促进植物生长，提高芘污染黑麦草根和

茎叶中内生细菌数量和多样性，改变黑麦草内生细菌

群落组成，进一步提高了植物中芘的代谢能力，显著

降低了植物芘污染。

（2）浸根与浸种两种定殖方式均为有效可行的定

殖修复方式，相比浸种定殖，具有更高定殖效率的浸

根定殖表现出更显著的促生作用、菌群改变和减芘效

果。关于定殖方式对内生菌群及芘污染去除的影响

机制还有待进一步研究。

（3）功能菌浸根和浸种定殖是高效的有机物环境

污染植物-微生物联合修复方法，能有效规避污染区

作物污染风险，为更多功能菌株的发现和微生物菌种

在污染修复中的应用提供依据和参考。
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