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药用植物内生放线菌的分离和生物学特性*
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摘要:【目的】探索药用植物内生环境可培养放线菌的分离、培养方法，总结药用植物内生放线菌的生物学特
性，探讨其物种多样性，挖掘新的微生物资源。【方法】采用 10 种分离培养基对 37 个新鲜的药用植物样品
进行内生放线菌的分离;通过比较，选择适合植物内生放线菌生长的培养条件;根据菌落形态和细胞特征观
察结果，选择其中 174 株菌测定 16S rRNA 基因序列，分析药用植物内生放线菌的多样性;应用 Biolog GEN
III 微孔培养、API 50CH 以及 API ZYM 试剂条测试 27 株代表菌株的生理生化特性。【结果】分离得到 940
株植物内生菌，分属于 47 个属，30 个科，其中放线菌 600 余株，分属于 34 个属，共发现潜在的新分类单元有
7 个;本研究中药用植物内生放线菌的培养条件是:PYG 培养基、pH7. 2、28℃ － 32℃ ;菌株间的生物学特性的
差异与菌株系统进化关系呈正相关关系;不同环境植物的内生菌菌株的生物学特性差异较大，相同环境的不
同植物内生菌的生物学特性差异较小。【结论】药用植物内生放线菌物种丰富多样;药用植物内生放线菌在
唯一碳源利用、发酵碳源产酸及酶学活性等生理生化特性方面没有表现出和宿主植物的直接相关性，而是呈
现出和宿主植物的地理分布有一定的相关性。
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药用植物有着独特的药理活性，特别是在治疗
一些疑难病症上有着不可替代的作用。如茵陈主治
黄疸型肝炎、肝硬化、肝腹水等肝病;狼毒主治结核、
气喘等，还具有抗肿瘤的作用。药用植物的有效成
分的提取和研究一直是国内的热门课题。1993 年，
美国蒙大拿州立大学的 Stierle 研究小组首次从短叶
紫杉(Taxus breviforlia)中分离得到一株能合成抗癌
物质紫杉醇的内生真菌新种安德氏紫杉霉菌
(Taxomyces andreanae)［1］，并证明内生菌具有合成
与宿主植物相同或相似的活性成分的功能。由此掀
起了对药用植物内生菌研究的热潮。《微生物学通

报》编辑部的郝荣乔于 2009 年初对 2008 年的年度
点评中报道“植物内生菌成为我国当前微生物研究
领域的热点”［2］。的确，药用植物内生菌的研究和
有效开发对药用植物资源、特别是濒危植物资源的
保护具有重要的意义。

本研究选取采集自北京、贵州、云南和西藏等地
的药用植物样品 37 份，经过表面消毒处理后，应用
放线菌分离培养技术从中分离放线菌菌株;根据菌
株的 16S rRNA 基因序列信息以及系统进化关系，
探讨药用植物内生放线菌的物种多样性;通过生理
生化实验测定，揭示药用植物内生放线菌的生物学
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特性。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 植物样品:玉竹、黄精、知母、蒙古黄芪、肥皂
草、藿香、薄荷、金银花、仙鹤草、樱桃、大叶玉竹、白
芷、紫苏、喷瓜、金银木(橘色果实)、红色果实金银
木、虎杖、薯蓣和穿龙薯蓣等 19 份植物样品采集自
北京(编号 P1 － P19)，大狼毒、狼毒大戟、瑞香狼毒、
橙黄瑞香、藏茵陈和云南重楼等 6 份采自云南(P22
－ P27)，贵州重楼和三七采自贵州( P28，P29)，绵
头雪莲(P20)、包叶雪莲 ( P21)以及其余 8 份 ( P30
－ P37)等共 10 份采自西藏。共计 37 份药用植物样
品。
1. 1. 2 培养基:(1)内生菌分离培养基: 使用了 10
种分离培养基(M1 － M10)，其中 M1 － M8 培养基是
本实验室在红树植物内生放线菌研究中使用的 8 种
内生放线菌分离培养基［3］，M9 和 M10 的组成如下:

M9 ( g /L): 柠檬酸 0. 12，柠檬酸铁铵 0. 12，硝
酸钠 1. 5，磷酸氢二钾 0. 4，硫酸镁 0. 1g，碳酸钙
0. 05，碳酸钠 0. 2，琼脂 12，pH 7. 2。

M10 ( g /L): 甘露聚糖 2. 0，酪素水解物 0. 3，硝
酸钾 0. 1，海洋微量盐 微量，复合维生素 微量，琼
脂 12，pH 7. 2。

(2)菌种纯化和继代培养培养基( g /L): 蛋白
胨 3，酵母浸膏粉 5，甘油 10，甜菜碱 1. 25，丙酮酸
钠 1. 25，复合维生素 微量，琼脂 12，pH 7. 2。
1. 1. 3 抑制剂:抑制真菌和革兰氏阴性细菌的抑制
剂的种类和剂量参见文献［3］。
1. 1. 4 菌 株: 参 比 菌 株 人 参 地 类 诺 卡 氏 菌
(Nocardioides ginsengisegetis) KCTC 19469T，韩国类
诺卡氏菌(Nocardioides koreensis)KCTC 19272T和 耐
碱类诺卡氏菌 ( Nocardioides alkalitolerans ) KCTC
19037T来源于韩国典型培养物保藏中心 (KCTC);
其它实验菌均为本研究的分离菌株。
1. 1. 5 主要试剂:硫代硫酸钠、次氯酸钠、碳酸钠、
萘啶酮酸、制霉菌素、重铬酸钾等化学试剂均为国产
分析纯试剂;PCR 扩增相关试剂和引物测序均来源
于生工生物工程(北京)，Biolog GEN III 微孔板和基
础培养液购于美国 BIOLOG 中国代理，API 50CH 和
ZYM 试剂条及相关试剂购于生物梅里埃公司。

1. 2 菌种分离和保藏
具体方法参见文献［3］。

1. 3 菌种初步鉴定和多样性分析
菌种初步鉴定参照徐丽华等主编的《放线菌系

统学》［4］相关方法操作。根据菌落和菌丝形态初步
观察排除重复菌株，选择代表性菌株测定其 16S
rRNA 基 因 序 列，并 将 结 果 提 交 EzTaxon 网 站
(http: / /www． eztaxon． org)［5］与相关属种中有效描
述菌株的 16S rRNA 基因序列相比对，初步判定菌
株的所属类群。根据 EzTaxon 中序列比对结果，从
GenBank 数据库中调集相关序列，运用 CLUSTAL X
软件进行序列比对并计算供试菌株与参比菌株之间
的序列相似性［6］，运用 MEGA version 4. 0 软件采用
邻接法(Neighbour-Joining)构建实验菌株与参比菌
之间的系统进化树［7 － 10］，分析内生菌的系统发育地
位及基因多样性特点。
1. 4 菌株的生物学特性实验和结果分析

菌株的培养条件测试按照陈华红［11］文中描述
方法进行。

使用 Biolog GEN III 微孔板测定菌株对唯一碳
源的利用情况。BIOLOGGEN III 微孔板是通过检测
微生物细胞利用不同碳源进行新陈代谢过程中产生
的酶与四唑类物质(如 TTC、TV)发生颜色反应和浊
度差异为基础来实现微生物的快速鉴定。BIOLOG
GEN III 微孔板中的 71 种碳源可简单分成单糖、二
糖和多糖、氨基酸及其衍生物、脂类等 4 大类。

使用 API50CH 试剂条和 API ZYM 试剂条分别
测试菌株利用碳源产酸和菌株的酶学特性。API 50
CH 和 API ZYM 为 BioMérieux 公司的微生物快速鉴
定系统的系列产品。API 50 CH 试剂条中包含了 49
种碳源底物。用不含碳源的基础培养基(如 API 50
CHB)将待测微生物配制成适宜浓度的菌悬液，菌悬
液接种到 API 50 CH 试条中，在合适条件下培养，菌
体产生的酶水解目标底物使微环境 pH 值变化从而
产生颜色差异，根据 BioMérieux 公司的颜色标准，红
色为阴性，黄色为阳性。API ZYM 是一个半定量的
微量方法系统，该试剂条中共含有 19 种酶的底物
(表 5)，通过微生物接种、培养，可快速检测微生物
的 19 种酶的活性。

将 BIOLOG GEN III、API 50 CH 以及 API ZYM
的实验结果的 139 项指标串联，用聚类分析软件
NTSYSpc (Numerical taxonomy system for cluster and

61



杜慧竟等: 药用植物内生放线菌的分离和生物学特性 ． /微生物学报(2013)53(1)

ordination analysis，NTSYSpc v． 2. 02)进行分析，构
建表型数值分类聚类图，分析实验菌株的生物学特
性。

2 结果

2. 1 菌种分离结果
从 37 份药用植物中共分离、纯化得到 940 株纯

培养物(表 1)。从云南、贵州和西藏来源的植物样
品中分离得到的放线菌的比例稍高于北京的植物样
品;来源于植物根、茎、叶的菌株数量基本相当，没有
明显差异;和其它 9 种分离培养基相比较，丙酸钠分
离培养基(M7)分离得到的放线菌数量占显著优势。

表 1 药用植物内生菌分离结果统计

Table 1 The strains isolated from the medicinal plants

Plant
number

Number
of

isolates

Plant
number

Number
of

isolates

Plant
number

Number
of

isolates

Plant
number

Number
of

isolates

P1 34 P11 6 P20 10 P29 64
P2 40 P12 18 P21 15 P30 2
P3 46 P13 10 P22 4 P31 8
P4 43 P14 1 P23 3 P32 44
P5 17 P15 8 P24 77 P33 45
P6 44 P16 15 P25 12 P34 31
P7 8 P17 14 P26 73 P35 34
P8 4 P18 1 P27 98 P36 12
P9 6 P19 12 P28 59 P37 3
P10 19

通过菌落形态以及菌株细胞显微形态的初步观
察结果以及菌株来源，选择 174 株代表菌株进行
16S rRNA 基因序列测定和比对，结果显示，174 株
分离菌株隶属于 30 个科、47 个属，其中的放线菌
139 株，分属于 34 个属(图 1)。以菌株的 16S rRNA

基因序列与 NCBI 数据库中有效描述菌种相似性 ＜
98. 2% 作为操作分类单元 ( taxanomic operational
units，OTU)的划分界限［12 － 13］，其中有 22 株菌代表
了 7 个新的操作分类单元。
2. 2 药用植物内生菌的生物学特性

为了比较研究药用植物内生放线菌的生物学特
性，选择了 27 株分离菌株进行了生长温度、pH 值、

唯一碳源利用、利用碳源产酸以及酶学特性测试，其
中包含了 2 株药用植物内生细菌。来源于韩国菌种
保藏中心的 3 个典型培养物 KCTC 19272T、KCTC

19469T和 KCTC 19037T(分离自不同土壤环境)同时

做了平行对照实验(表 2)。
起初，分离菌株在对应的原始分离培养基和继

代培养基 PYG 上生长良好，但是随着传代次数的增
加，部分内生菌生长变弱，甚至无法继续传代，而 3
株来源于土壤样品的对照菌的生长状态则几乎不受
传代次数的影响。内生菌菌株的温度生长范围是
10℃ － 37℃，在 28℃ － 32℃生长较好;多数菌株在
pH 6. 0 － 10 范围内都能生长，在 pH 中性至弱碱性
条件下生长最佳。

本实验中 27 株植物内生菌对碳源的利用呈现
以下趋势:菌株对二糖和多糖类的利用率最高，接下
来依次是单糖，脂类，氨基酸及衍生物。27 株植物
内生菌中，50%以上的菌株都能利用以下底物作为
唯一碳源和能量来源:亚碲酸钾，丁酸钠，甘露醇，纤
维二糖，葡萄糖，麦芽糖，松二糖，甘油，果糖，海藻
糖，蔗糖，水杨苷，甘露糖和醋酸。在菌株 I10A-
01402 的分类学研究时，用来源于土壤环境的近源
菌 N． koreensis 19272T，N． ginsengisegetis KCTC
19469T，N． alkalitolerans KCTC 19037T作为参比进行
了 Biolog GenⅢ唯一碳源，API 50CH 产酸和 API
ZYM 酶学特性测定和比较分析。植物内生菌 I10A-
01402 以及其它 26 株内生菌都能够利用 Biolog 微
孔板中葡聚糖和 D-麦芽糖，但是，来源于土壤环境
的 N． koreensis 19272T，N． ginsengisegetis KCTC
19469T和 N． alkalitolerans KCTC 19037T等 3 株类诺
卡氏菌属的菌株都不能利用这两种糖; I10A-01402
不能利用 N-乙酰类化合物，其它 26 株内生菌也都
不能或很少利用此类化合物，而这 3 株土壤来源的
菌株则全部能利用 N-乙酰类化合物作为唯一碳源
和能量来源。27 株药用植物内生菌和 3 株土壤来
源的参比菌株同化 API 50 CH 中的碳源并产酸的情
况以及酶学特性上也表现出较大的差异。本实验中
2 株药用植物内生细菌和 28 株放线菌相比较，细菌
能够更多地利用 Biolog GenⅢ中列举的唯一碳源，
并且同化 API 50 CH 中单个碳源并产酸实验的阳性
率也高一些，但在 API ZYM 酶学特性测试结果中没
有明显差异。

16S rRNA 基因序列相似性越高的菌株的部分
生理生化特性也趋于相近。例如，草药菌属菌株
( Herbiconiux sp． ) I10A-01569、草 药 菌 属 菌 株
( Herbiconiux sp． ) I10A-02268、草 药 菌 属 菌 株
(Herbiconiux sp． ) I10A-02292、寒冷杆菌属菌株
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图 1 基于 16S rRNA 基因分析的部分分离菌株和近源菌株的系统发育聚类图
Fig． 1 Phylogenetic dendrogram based on 16S rRNA gene sequences analysis of partial isolates and related

strains． Bar indicates 0. 02 substitutions per nucleotide position． The strains marked in red indicate they may stand

for the potential novel taxa．
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表 2 生理生化实验菌相关信息
Table 2 Information of the bacteria for physiological characteristics tests

Strain number
Accession
number

Source
(Plant
number
or soil)

16S rRNA
genesimilarity
with the most
related strain (% )

Genus Family Suborder Phylum /Order

I10A-01403 JX273676 P10 97. 2 Ornithinimicrobium
I10A-01275 JX273658 P10 99. 7 Kocuria Micrococcaceae
I10A-01254 JX273677 P13 99. 8 Micrococcus
I10A-02180 JX273660 P24 99. 1 Promicromonospora Promicromonosporaceae
I10A-02251 JX273668 P24 97. 2 Oerskovia Cellulomonadaceae
I10A-01569 JX273670 P25 97. 8 Herbiconiux
I10A-02268 JX273672 P35 97. 8 Herbiconiux
I10A-02292 JX273671 P35 97. 5 Herbiconiux Micrococcineae
I10A-01966 JX273667 P26 99. 2 Frigoribacterium Microbacteriaceae
I10A-01942 JX273673 P1 98. 9 Microbacterium
I10A-02256 JX273659 P30 99. 5 Okibacterium
I10A-02267 JX273669 P35 99. 5 Labedella
I10A-01402 JN869461 P13 95. 9 Nocardioides
KCTC 19272T EF466115 Soil 100 Nocardioides

KCTC 19469T GQ339901
Ginseng
field soil

100 Nocardioides
Actinobacteria
(phylum)

KCTC 19037T AY633969
Alkaline
serpentinite
soil

100 Nocardioides Nocardioidaceae Propionibacterineae
Actinomycetales
(order)

I10A-01568 JX273680 P16 98. 9 Friedmanniella
I10A-01803 JX273665 P16 97. 0 Friedmanniella
I10B-01996 JX273666 P16 97. 1 Friedmanniella
I10A-01567 JX273661 P26 99. 0 Streptosporangium
I10A-01802 JX273675 P26 98. 7 Microbispora Streptosporangiaceae Streptosporangineae
I10A-01259 JQ309825 P16 93. 1 novel genus novel family
I10A-01801 JX273662 P24 98. 6 Actinophytocola Pseudonocardiaceae Pseudonocardineae
I10A-01893 JX273679 P24 97. 5 Mycobacterium Mycobacteriaceae Corynebacterineae
I10A-02001 JX273674 P17 93. 2 Sporichthya Sporichthyaceae
I10A-02501 JX273663 P17 96. 3 Nakamurella Frankineae
I10A-02502 JX273664 P17 97. 0 Nakamurella Nakamurellaceae

I10A-01877 JX273681 P24 99. 8 Asanoa Micromonosporaceae Micromonosporineae
I10B-02282 JX273678 P26 87. 9 Algoriphagus Cyclobacteriaceae Cytophagales Bacteroidetes
I10B-02067 JX273682 P11 99. 4 Flavobacterium Flavobacteriaceae Flavobacteriales (phylum)

(Frigoribacterium sp． ) I10A-01966、微杆菌属菌株
(Microbacterium sp． ) I10A-01942、奥卡河杆菌属菌
株(Okibacterium sp． ) I10A-02256 和纳比德氏菌属菌
株 ( Labedella sp． ) I10A-02267 都属于微 杆菌 科
(Microbacteriaceae)。在 API 50CH 实验中这 7 株菌
在利用单糖类和醇类碳源产酸方面比较一致，菌株
I10A-01569、I10A-02268、I10A-02292 三者所利用的
碳源更相似，特别是对二糖的利用，并且都只能利用
个别醇类产酸。而 I10A-02268 与 I10A-02292 更为
一致。与 I10A-01942 相比，I10A-02267，I10A-02256
和 I10A-01966 在利用糖苷类，二糖类以及葡萄糖酸

类等产酸方面更为相似，只有 I10A-01942 能利用赤
癣醇，但不能利用蔗糖，龙胆二糖，松二糖，以及苦杏
仁苷和熊果苷。在同属于草药菌属的菌株 I10A-
01569，I10A-02268 和 I10A-02292 中，后两株菌的相
似性更高一些。在 API ZYM 实验中，除了 3 个菌株
都表现出磷酸酶、酯酶、芳胺酶、β-糖醛酸甙酶和葡
萄糖甙酶活性以外，菌株 I10A-01569 还表现出 β-半
乳糖甙酶，N-乙酰-葡萄糖胺酶和岩藻糖甙酶活性。
再比如，鸟氨酸微菌属菌株(Ornithinimicrobium sp． )
I10A-01403 和考克氏菌属菌株 ( Kocuria sp． ) I10A-
01275 都分离自樱桃果，微球菌属菌株(Micrococcus
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sp． ) I10A-01254 来源于紫苏根，在图 2-B 上，I10A-
01275 与 I10A-01254 二者之间的进化距离比 I10A-
01275 与 I10A-01403 更近，从 API ZYM 的测试结果
也显示出前两者更相似，酯酶、酸性磷酸酶、碱性磷
酸酶、蛋白酶都呈阳性，岩藻糖苷酶和 N-乙酰-葡萄
糖胺酶呈阴性。虽然 I10A-01403 与 I10A-01275 都
分离在樱桃果实，但二者的酶学特性并没有表现出
明显的一致性;菌株 Labedella sp． I10A-02267 虽然
和 Herbiconiux sp． I10A-02268 及 Herbiconiux sp．
I10A-02292 来源于相同的宿主植物，但 I10A-02267
的酶活特性确与后两株菌有较大的差异性:比如，菌

株 I10A-02267 具有较强的半乳糖苷酶、N-乙酰-葡
萄糖胺酶和 α-甘露糖甙酶活性。

基于菌株生理生化实验的 139 项指标结果而
构建的数值分类聚类图(图 2-A)和基于 16S rRNA
基因分析的系统进化树 (图 2-B)总体相符。也就
是说，系统进化地位相近的菌株在生理学特征上
也有着共同特征;图 2 中的两个子图(A 和 B)在细
小分支和少数菌株的聚类位置上存在着差异:在
数值分类聚类图 2-A 上，来源于相同地域的菌株
(相同的文字颜色标注 )倾向于聚集在相同的分
支上。

图 2 基于菌株生理生化实验结果(A)和基于菌株 16S rRNA 基因分析(B)而构建的分类聚类图
Fig． 2 Dendrograms of the tested strains based on the physiological characteristics (A) and16S rRNA gene sequences analysis (B) ． The

strains marked in different colour stand for which from different source or area． Black，from soil; blue，from the medicinal plants collected

in Beijing; red，from the medicinal plants collected in Yunnan province; purple，from the medicinal plants collected in Tibet．

3 讨论

微生物资源的研究归根结底还要以纯培养物为

基础。一直以来，放线菌因其丰富的物种多样性、纷
繁的形态学特征、多种多样的代谢功能以及各具特
色的次生代谢产物，激励着人们的研究热情。

本研究中我们沿用了放线菌研究的基本方法，
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设计使用了 10 种添加了抑制真菌和革兰氏阴性细
菌的抑制剂、比较适合放线菌生长的分离培养基，从
药用植物组织中分离、纯化得到了分属于 47 个属的
940 株纯培养物，其中的放线菌菌株 600 余株，分别
隶属于 34 个属，从中发现了 7 个新分类单元。此
外，分离菌株的 16S rRNA 基因序列比对结果显示:
(1)本研究中分离得到了浅野氏菌属 ( Asanoa)、植
物内生放线菌属 ( Actinophytocola )、纤维单胞菌
(Cellulomonas)、弗莱德门氏菌属 ( Friedmanniella)、
寒 冷 杆 菌 属 ( Frigoribacterium )、草 药 菌 属
(Herbiconiux)、纳比德氏菌属( Labedella)、苍黄球菌
属(Luteococcus)、中村氏菌属(Nakamurella)和血杆
菌属(Sanguibacter)等比较罕见的稀有放线菌。(2)
分离得到的 Actinophytocola 和 Herbiconiux 属的菌株，
在以往的研究中也仅从植物组织或其它比较特殊的
环境中发现过［14 － 15］，那么，是否提示说这类菌株就
仅仅存在于植物内部或者其它特境中呢? 我们希望
在后续研究中能找到答案。( 3 ) Luteococcus 和
Nakamurella 属的菌株也是自报道以来的第二例纯
培养物［16］，时隔 15 年之久，没有相关研究报道。
(4)Sanguibacter 和 Friedmanniella 属的放线菌以前
仅从极端环境中分离得到过。(5)从云南、云贵、西
藏等地植物的内生细菌包含有更多的稀有种属，然
而这些稀有种属并没有完全表现出宿主特异性。
Cho 等人的研究发现，不同产地的人参中分离得到
的优势菌群都不相同［17］。因此，我们推测，地理阻
隔对微生物分布的影响要远大于微环境 (宿主植
物)的影响。(6)和其它的药用植物相比较，本实验
从藏药植物瑞香狼毒这一种植物中分离到了 12 个
属的菌株，包括 5 株与近源菌的 16S rRNA 基因相似
性 ＜ 98. 2%，可视为新的操作分类单元，它们分别
属于 分 枝 杆 菌 属 ( Mycobacterium )、厄 氏 菌 属
(Oerskovia)、小单孢菌属 (Micromonospora)、植物内
生放线菌 属 ( Actinophytocola ) 和 红 假 单 孢 菌 属
(Rhodopseudomonas)。瑞香狼毒全株有毒，是我国
天然牧场的主要毒草，也是引起优良牧场和草场退
化的有害物种。本研究从这种毒草中分离得到了多
样性丰富的放线菌这一结果再次提示:植物内生放
线菌的研究也是将植物变废为宝的一种途径。

在菌株的继代培养中，不少菌株随着传代次数
的增加生长状态呈下降趋势。经过不断探索、挽救，
依然有近百株菌在历经 2 － 3 次传代后就不能形成

可见菌落了。在测序的 174 株菌中，也有 3 株菌
( Luteococcus sp．， Kocuria sp． 和 小 短 杆 菌 属
(Brachybacterium sp． ))在没能得到有效保藏时就失
活了。Amann R． I．等人曾经报道，他们的研究发现
有 90% － 99% 的植物内生菌很不容易被成功培
养［18］。可能内生菌在体外培养过程中受到某些生
长因素与环境条件的限制，使这部分菌株进入非可
培养状态，以至于原来可在琼脂平板上形成菌落的
细胞退化成不能有效分裂形成菌落［19］。我们希望
在以后的研究中能通过系统研究植物内生菌的生理
生化特性来进一步改善培养条件，以提高这类微生
物的成活率。比如，适量添加 Rpf ( resuscitation
promoting factor)因子进行复苏培养;或者尝试采用
多细胞共培养的方式使得菌株适应了植物体外环境
之后再进行二次分离培养。

在后续的研究中，我们将采用传统的药物模型
筛选和基因筛查相结合的策略对药用植物内生放线
菌的代谢潜力进行评估，挖掘药用植物内生放线菌
资源的有用性、探索内生放线菌和宿主植物的代谢
相关性。
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Isolation and physiological characteristics of endophytic
actinobacteria from medicinal plants

Huijing Du，Jing Su，Liyan Yu，Yuqin Zhang*

Institute of Medicinal Biotechnology，Chinese Academy of Medical Sciences ＆ Peking Union Medical College，Beijing
100050，China

Abstract:［Objective］ To isolate，incubate and characterize cultivable endophytic antinobacteria from medicinal plants，
and analyze the diversity of the endophytic antinobacteria，then explore the novel microbial resources．［Methods］ Ten
media were used to isolate endophytic antinobacteria from 37 fresh medicinal plant tissue samples． The optimal cultivation
conditions for endophytic antinobacteria were determined by comparison． Based on the morphology of the colonies and cells
of the new isolates，we chose174 isolates to analyze their 16S rRNA gene sequences and the diversity of the medicinal
plant endophytic antinobacteria． The physiological characteristics of 27 representative strains were studied using Biolog
GEN III MicroPlates，API 50CH and API ZYM kits． ［Results］ In total 940 endophytics affiliated to 47 genera of 30
families were isolated，among which more than 600 actinobacteria belonged to 34 genera and 7 unknown taxa． Good growth
of the endophytic antinobacteria on PYG ( peptone-yeast-glycerol) medium with pH 7. 2 at 28 － 32℃ was observed．
Physiological characteristics differences of these isolates related to their phylogenetic relationships． Greater differences
were shown among the strains from the same host plants than those from different plants grown in the same area．
［Conclusion］ There are great diverse endophytic actinobacteria inside the medicinal plants． No direct relationship of the
endophytic actinobacteria from medicinal plants with the host plants in the sole carbon source utilization，fermentation of
carbon sources to produce acid and the enzyme activities was found，while it seemed that the physiological characteristics
of the isolates related to the geographical distribution of their host．
Keywords: medicinal plants，endophytic actinobacteria，physiological characteristics，diversity
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