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染液染色发现：G2的沙福芽孢杆菌杆菌在G2真菌

—茄病镰刀菌菌丝表面有很明显的富集和依附效

果（a），同时在G2的厚垣孢子表面也出现沙福芽孢

杆菌富集现象（c）（图 8-A）。从G8的蜡状芽孢杆

菌（d）对比G8菌丝（e）对比观察，发现细菌体积相

对较大，不易进入菌丝（图8-B）。
2.2　共生组合解无机磷能力　三组自然共生菌中，

G8细菌和G17细菌有解磷能力，分别为39.07 mg·kg-1

和32.80 mg·kg-1，G2细菌有微弱解磷能力，但与CK
无明显差异（图9-A）。真菌与CK可溶磷浓度均无

显著性差异，说明三组组合中真菌不具有解磷能

力。G8细菌具有较强的解磷能力（图9-B）。

a：G2真菌菌丝 b：G2游离态细菌 c：真菌孢子 d：G8游
离态细菌 e：G8真菌菌丝

a： G2 fungal mycelium； b： G2 free bacteria； c： Fungal 
spores； d： G8 free bacteria e： G8 fungal mycelium

图8　G2和G8共生菌组的显微镜观察

Fig. 8　Microscopic observation of G2 and G8 symbiotic 
bacteria

A为细菌解磷能力，B为真菌解磷能力。

A shows the phosphorus solubilizing ability of bacteria， and B shows the phosphorus solubilizing ability of fungi.
图9　各内生菌株的解无机磷能力

Fig. 9　Ability to dissolve inorganic phosphorus

观察拮抗关系通过是否存在抑菌圈，其中G2和G17有很明显抑菌圈，G8无抑菌圈。

Observe whether there is bacteriostatic circle through the antagonistic relationship， in which G2 and G17 have obvious bacte­
riostatic circle， while G8 has no bacteriostatic circle.

图6　共生菌组菌根真菌与内生细菌之间拮抗关系

Fig. 6　Antagonistic relationship between mycorrhizal fungi and endophytic bacteria in symbiotic groups

a：菌落形态 b：分生孢子梗及小分生孢子 c：菌丝及厚

垣孢子

a： Colony morphology； b： Conidiophore and microspore； 
c： Hypha and chlamydospore

图7　茄病镰刀菌形态结构图

Fig. 7　Morphological structure of Fusarium solani
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2.3　共生组合固氮能力测定　

通过Ashby固体培养基筛选，真菌不能生长，细

菌能正常生长，进行硝态氮的测定，细菌硝态氮均

大于CK，G2细菌和G17细菌固氮能力显著强于G8
细菌，分别为1.69 µg·mL-1和1.68 µg·mL-1（图10）。

2.4　共生组合解钾能力的测定　具有解钾能力的

微生物均为硅酸盐细菌或钾细菌，真菌暂未发现

解钾能力，因此对共生菌组的细菌进行解钾能力

测定，G17 具有较弱的解钾能力，水溶钾含量为

0.1 ppm，G8具有较强的消耗能力，水溶钾含量为

-0.4 ppm（相较于CK），G2则是略小于CK（图11）。

2.5　共生组合解纤维能力的测定　将上述三组共

生菌分别活化接于纤维素刚果红培养基上，培养

3 d后细菌测量菌落直径和透明圈直径以及差值，

真菌则测透明圈直径。可知共生菌组真菌细菌均

有解纤维能力，其中真菌中，G2显著大于G8，G17
小于其他两组（图 12-A）。细菌则是解纤维能力

G17强于G2、G8但无明显差异（图12-B）。

2.6　共生组合产生长素能力的测定　对共生菌组

进行生长素能力的测定，真菌和细菌均无生长素

产生，不具有产生长素能力（图13）。

2.7　菌根真菌细菌功能与共生状态下生长速度相

关性分析　结合共培养下真菌和细菌生长速度与

其组合中的单真菌与单细菌的功能进行功能相关

性分析，真菌在共培养状态下生长速度与真菌解

纤维素能力显著负相关（-0.96），与解磷能力正相

关（0.53），细菌在共培养状态下，与解纤维素能力

（-0.70）、解钾能力（-0.87）和固氮能力（-0.81）显著

负相关，与解磷能力存在微弱正相关关系（0.33）。
即在共培养状态下，具有较强解纤维素、解钾能力

和固氮能力的细菌在共培养中生长速度受到抑

制，具有较强的解纤维素能力的真菌在共培养中

图10　细菌固氮能力

Fig. 10　Nitrogen fixation ability of bacteria

图11　细菌解钾能力

Fig. 11　Potassium solubilizing ability of bacteria

A为真菌解纤维能力，B为细菌解纤维能力

A shows the cellulolytic ability of fungi， B shows the cellulolytic ability of bacteria.
图12　共生组解纤维素能力

Fig. 12　Ability to cellulose decomposition

图13　共生组产生长素能力的测定

Fig. 13　Determination of auxin producing ability
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生长速度受到抑制。从功能角度上，G17和G2两
组拮抗关系形成原因与两者解纤维素、解钾能力

和固氮能力相关；G8不拮抗与两者功能较弱相关

（图14）。

3　讨 论

在石斛菌根真菌和内生细菌分离鉴定中共分

离出 18组真菌和细菌高度结合的、难以分离的真

菌细菌组合，多次分离筛选后，本研究获得 5组人

工可培育的，疑似自然共生的组合。对这5组组合

进行人工共培养发现：G10和G18两组的尖孢镰刀

菌和间座壳菌均被同组的枯草芽孢杆菌强烈抑制

并致死。这是因为枯草芽孢杆菌作为一种常见的

生防菌，其代谢成分脂肽、聚酮类等物质会破坏病

原真菌细胞壁［30−31］，并且随着枯草芽孢杆菌浓度增

高，抑制病原菌的效果越显著［32］。

本研究中三组能够正常共生的分别是茄病镰

刀菌和沙福芽孢杆菌、蜡状芽孢杆菌共生以及间

座壳菌和高地芽孢杆菌，G2在共培养试验中，真菌

干质量和细菌浓度均有显著提升，且在后续验证

中，细菌在新生菌丝液体培养基培养后划线，重新

划出细菌，与醋酸钙不动杆菌与新蚜虫疠霉菌共

生结果一致［20，33］，因此G2共生组是细菌内共生结

构，G8外圈出现细菌菌斑，说明细菌通过G8的菌

丝或者孢子结构移动到外圈，但在新生菌丝液体

培养基共培养后划线，并未划出菌丝，说明新生菌

丝中并无细菌定居。G17的外圈和划线均未发现

细菌，说明细菌并没有跟随真菌菌丝移动或者寄

生在菌丝和孢子结构（图4）。
镰刀菌属和芽孢杆菌属是很常见的能形成共

生体的真菌和细菌。茄病镰刀菌被报道与慢生根

瘤菌（Bradyrhizobium sp.）共生，并共同解硫［34］；

Walley FL等［35］发现球囊霉菌（Glomus clarum）孢子

壁上依附的芽孢杆菌属细菌能够起防护作用，保

护真菌孢子；之后Xavier LJC等［36］也发现球囊霉菌

孢子依赖芽孢杆菌属细菌进行扩散繁殖；Pakvaz S
等［37］在地中海的柏树内生真菌中也发现芽孢杆菌

属细菌的存在。对G2和G8组合进行显微镜观察，

发现G2细菌在G2的菌丝和孢子表面出现富集，

说明G2细菌依附G2真菌共生的关系。同时沙福

芽孢杆菌属于偏小的芽孢杆菌种（0.4 ~ 0.5 µm × 
1.2 ~ 2.1 µm），属于能进入菌丝或者孢子的细菌。

G8的蜡样芽孢杆菌则是偏大的芽孢杆菌种（1.0 ~ 
1.2 µm × 3.0 ~ 5.0 µm），在共生组合中以游离态存

在（图8）。
对这三组共生菌组的菌根真菌和内生细菌进

行功能测定试验发现：共生菌组的菌根真菌和内生

细菌在共有的功能方面呈现出互补趋势，例如G8
细菌有较强的解磷能力，解磷能力 39.07 mg·kg-1，

同时G8真菌消耗磷能力强，G8组真菌比CK组低

了 1.21 mg·kg-1；G17的真菌解纤维能力弱，真菌透

明圈直径仅为21.52 mm，但是G17细菌的解纤维能

SZ：单细菌（真菌）生长速度；JL：解磷能力；GD：固氮能力；JZ：解钾能力；JQ：解纤维素能力

SZ： Growth rate of single bacteria （fungi）； JL： Phosphorus dissolving ability； GD： Nitrogen fixation capacity； JZ： Potassium 
dissolving ability； JQ： Cellulolytic ability

图14　功能相关性分析

Fig. 14　Functional correlation analysis
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力强，透明圈与菌落直径差为9.8 mm；并发现解磷

菌G8细菌在固氮、解纤维、解钾方面均弱于G2和
G17的细菌。其他研究者在解磷、解钾菌筛选中发

现，解磷能力较强的细菌其解钾能力较弱，解钾能

力较强的细菌其解磷能力较弱，同时具有固氮能力

的根瘤菌解磷能力明显弱于芽孢杆菌属［38−39］，三组

共生菌组均未发现产生长素的菌株。

结合三组共生菌株的生长速率发现，微生物

解磷能力与细菌解钾能力、解纤维能力、固氮能力

与生长速率成负相关，说明组合中生长速率越快

的真菌和细菌，这些功能相对较弱，结合2.1.2的共

培养和拮抗试验结果，这是G2和G17真菌细菌拮

抗的原因之一，即当G2和G17共生时，生长速度较

慢的真菌和细菌分解和合成的营养物质，被同组

生长速度较快的真菌和细菌吸收和利用。

4　结 论

本试验筛选出三种共生的真菌细菌组合，通

过共培养和功能测定其进行初步的共生验证，并

发现：G2（茄病镰刀菌和沙福芽孢杆菌）为拮抗内

共生关系，拮抗关系与解纤维素能力、固氮能力、

解钾等功能相关。G8（茄病镰刀菌和蜡状芽孢杆

菌）为不拮抗外共生关系，共生关系与解磷能力相

关。G17（间座壳菌和高地芽孢杆菌）共生状态下

能极显著提高细菌生长量，而真菌生长量降低，是

偏向G17细菌的偏利共生关系。
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Investigation of the natural symbiotic relationship between 
mycorrhizal fungi and endophytic bacteria in Dendrobium nobile

LIU Huiyao#,  LUO Tianxiong,  WANG Ling,  YANG　Fusun.*
(School of Tropical Agriculture and Forestry, Hainan University, Haikou ,Hainan 570228, China)

Abstract: An attempt was made to investigate the naturally occurring, difficult-to-separate combinations of 
mycorrhizal fungi and endophytic bacteria found in the mycorrhizae of Dendrobium nobile Lindl. Three groups of 
artificially cultivable and separable natural combinations of mycorrhizal fungi and endophytic bacteria were isolated, 
screened, and identified. Through co-cultivation experiments and functional assessments, the symbiotic relationships 
and mechanisms among these combinations were analyzed. The results showed that G2 and G8 are symbiotic 
combinations of Bacillus and Fusarium solani, while G17 is a combination of Bacillus and Diaporthe phaseolorum. 
There is an antagonistic relationship between the G2 and G17 combinations, leading to an increased total growth, 
whereas the G8 combination exhibits no antagonistic relationship, with mutual promotion between the two. The fungi in 
the G2 and G17 combinations possess strong cellulolytic abilities, with clear zone diameters of 27.62 mm and 21.52 mm, 
respectively, while the bacteria exhibit nitrogen-fixing abilities of 1.69 µg·mL-1 and 1.68 µg·mL-1, respectively. The 
strong cellulolytic and nitrogen-fixing abilities contribute to the antagonistic relationship between the G2 and G17 
combinations. In the G8 combination, the fungal solution contains the lowest hydrolyzed phosphorus, while the bacteria 
have the highest phosphorus-solubilizing ability, reaching 39.07 mg·kg-1, indicating a complementary functional 
relationship. Therefore, natural symbiotic combinations exhibit various forms of symbiotic relationships, including 
complementarity, promotion, and inhibition, and there is a correlation between function and symbiotic relationship.
Keywords: Dendrobium nobile Lindl； mycorrhizal fungi； endophytic bacteria； symbionts
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