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一株香茅草内生细菌PantoeaananatisCcShＧ１
的分离、鉴定及产香条件优化研究∗

刘选明,张鑫,徐婷,李燕,廖红东,柳倩,马江山,施小伟,袁珊珊,朱咏华†

(湖南大学 生物学院,湖南 长沙４１００８２)

　　摘　要:从成熟香茅草的鞘部,分离筛选出一株具有明显清新愉悦香味的内生细菌

CcShＧ１．通过形态学、生理生化和１６SrRNA 序列分析,鉴定该菌株为菠萝泛菌(Pantoea
ananatis)．采用顶空气相色谱质谱联用仪技术,检测出 CcShＧ１的挥发性组分包含以柠檬醛

为主要成分的萜类化合物,与香茅草的产香成分相似．综合考察 CcShＧ１在液体培养条件下

的产香效果和生长状况,初步确定CcShＧ１的最适宜培养条件:以牛肉膏为碳源,蛋白胨为氮

源,温度３０℃,pH７．０．同时,培养基中加入１％(w/v)香茅草粉末,能够促进 CcShＧ１产香,
体现了内生菌与其宿主间存在相互作用．
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IsolationandIdentificationofanEndophyticBacteriumfrom
CymbopogonCitrates(DC．)StapfandItsOptimal

FlavorＧproducingConditions
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MAJiangshan,SHIXiaowei,YUANShanshan,ZHUYonghua†

(CollegeofBiology,HunanUniversity,Changsha４１００８２,China)

　　Abstract:AnendophyticbacteriastrainCcShＧ１thatproducedobviousfragrancewassuccessfullyisolaＧ
tedfromthesheathofCymbopogoncitrates(DC．)Stapf．CcShＧ１strainwasidentifiedasPantoeaananatis
bythemorphologicalobservation,physiologicalandbiochemicalcharacterizationand１６SrRNAsequence
analysis．HeadspacegaschromatographyＧmassspectrometrydetectionshowedthatthevolatileorganic
componentsofCcShＧ１ wereterpenoidand mainlycontainedcitral,which weresimilartothoseofC．
citratesandtheiressentialoil．Thefactorsinvolvedintheflavorproductivityandthegrowthstatusof
CcShＧ１werealsoinvestigated,andtheoptimalliquidcultureconditionsforCsShＧ１wereconfirmedbytakＧ
ingbeefextractascarbonsource,andthepeptoneasnitrogensource,underthetemperatureof３０℃ and
pH７．０．Inaddition,itwasdiscoveredthattheadditionof１％ (w/v)abrasiveofhostplantassubstratecan
promotetheflavorproductionofCcShＧ１,whichindicatedtheinteractionbetweenendophyteanditshost．
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　　香茅草[Cymbopogoncitrates(DC．)Stapf],又
名柠檬草,为禾本科香茅属多年生草本植物,是一

种重要的热带香料作物和药用植物[１]．香茅草具有

清新柠檬味,其挥发性产物以萜烯类为主,其中柠

檬醛含量较为丰富．柠檬醛在自然状态下以橙花醛

及香叶醛混合物的形式存在,因其浓郁的果香味,
被广泛运用于食品加工以及香料加工行业．但是,作
为香料生产的主要原料之一,目前农业种植香茅草

远不能满足快速发展的香料行业需求．
植物内生菌是指其生活史的全部阶段或者部

分阶段处于健康植物组织细胞间隙或者细胞内的

微生物[２]．植物内生菌与宿主植株有着复杂的互作

关系,主要表现在促进植物生长、增强植物抗病以

及促进植物代谢产物合成等方面[３]．植物次生代谢

产物对宿主与内生菌的互作具有积极作用,内生菌

能够引起宿主植物的生理反应,同时宿主植物能够

影响内生菌的次生代谢[４]．香料植物具有丰富的天

然代谢产物,对其内生菌的研究正逐渐成为热点．但
目前的报道多专注于真菌[５－７],对香茅草而言,仅发

现１株产香内生真菌[８],而针对其内生细菌的研究

仍处于空白．
本文从香茅草中分离筛选出一株具有明显清

新愉悦香味的细菌,命名为 CcShＧ１,并鉴定为菠萝

泛菌(Pantoeaananatis)．为了确定菌株适宜的产香

条件,本文初步探讨了碳源、氮源、温度、pH 值等因

素对CcShＧ１菌株产香及生长的影响．同时,也检测

了加入香茅草作为 CcShＧ１培养基成分对其产香效

果的影响,旨在为今后香料植物及其内生细菌的相

互作用研究提供基础．

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　试验菌株与宿主植株

由本实验室从成熟香茅草鞘部,分离筛选所得

菌株 PantoeaananatisCcShＧ１,已于２０１４年１月

２６日由中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生

物中心(CGMCC)生物保藏,保藏号为CGMCCNo．
８７１５,登记命名为泛菌Pantoeasp．CcShＧ１．香茅草

[Cymbopogoncitrates(DC．)Stapf],由福建农林大

学提供,种植于湖南省长沙市岳麓区湖南大学(东
经１１２．９５°,北纬２８．１８°)．
１．１．２　培养基

分离培养基:水琼脂培养基(WA):琼脂粉１８

g/L,pH７．２±０．２,１×１０５Pa灭菌２５min;酵母提

取物琼脂培养基(TWYE):酵母提取物０．２５g/L,

K２HPO４０．５g/L,琼脂粉１８g/L,pH７．２±０．２,１×
１０５Pa灭菌２５min;甘露醇大豆琼脂培养基(MS):
甘露醇 ２０g/L,大豆粉 ２０g/L,琼脂粉 ２０g/L,

pH７．２±０．２,１×１０５ Pa灭菌２５min;大豆酪蛋白

琼脂培养基(TSA):胰蛋白胨１５g/L,植物蛋白胨５
g/L,NaCl５g/L,琼脂粉１５g/L,pH７．３±０．２,１×
１０５Pa灭菌２５min．

营养培养基(NA):牛肉膏３g/L,蛋白胨１０g/

L,NaCl５g/L,pH ７．３ ± ０．２,１×１０５ Pa灭 菌

２５min．
香茅草培养基:以 NA培养基为基础,加入１％

(w/v)过４０目筛香茅草粉末．
１．２　方法

１．２．１　细菌的分离与纯化

将成熟香茅草样品超声洗涤,按根、茎、叶尖、
叶鞘分开,于室温干燥后表面消毒:１２４ mM Na２

HP０４,超声洗涤１min;９０％乙醇,浸泡１min;４％
NaCl,浸泡６min;９０％乙醇冲洗３０s,无菌水冲洗２
次;５％ Na２S２O３,浸泡５min;无菌水冲洗２次,并
晾干[９]．将组织样品,剪成１cm 小段,接至分离培养

基,分别于２７℃和３７℃培养箱培养．为验证表面消

毒实验是否成功,收集香茅草表面消毒过程中最后

一步所剩的无菌水,取２００μL均匀涂抹于NA培养

基,２７℃培养２４h,检测 NA 培养基是否有微生物

生长．分离获得的菌株转接至营养琼脂培养基培养,
以期获得菌株纯培养物．采用感官评价,对产香内生

细菌进行闻香筛选．
１．２．２　菌种鉴定

生理生化鉴定:取筛选所得菌株纯培养物,进
行菌落形态学观察;革兰氏反应试验:制作涂片,结
晶紫初染 １ min,无菌水冲洗,吸干,碘液媒染 １
min,无菌水冲洗,吸干,９５％乙醇脱色３０s,无菌水

冲洗;番红复染２min,无菌水冲洗,吸干,显微镜下

观察;甲基红试验:取培养４８h菌体发酵液２mL,
加入甲基红指示剂１~２滴,观察颜色变化;淀粉水

解试验:将菌株接置于淀粉水解培养基(添加２g/L
淀粉的营养琼脂培养基),３０℃培养４８h,碘液染色

后,观察培养基颜色变化;吲哚试验:取培养４８h菌

体发酵液２mL加入 Kovacs氏试剂２~３滴,轻摇,
观察颜色变化;柠檬酸盐试验:将菌株接种至柠檬

醛盐利用培养基,３０℃培养４８h,观察颜色变化;VＧ
P试验:将菌株接种到 VＧP试验培养基,３０ ℃培养
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４８h,取２．５mL发酵液,先加入αＧ萘酚的９９％乙醇

溶液０．６mL,随后加入４０％ KOH０．２mL,观察颜

色变化．
１６SrRNA序列分析:采用细菌基因组DNA提

取试剂盒(上海捷瑞生物工程有限公司),抽提菌株

基因组 DNA,以该 DNA 为模板,采用 细 菌 １６S
rRNA通用引物(２７F,１４９２R)扩增菌株１６SrRNA
核酸片段．经上海生物工程有限公司测序完成后,与

NCBI核酸数据库进行同源性比对(www．ncbi．nlm．
nih．gov/Blast),利用软件 MEGA６．０,使用邻近结合

法(neighborＧjoiningmethod)进行１０００次步长计

算,制作CcShＧ１的系统发育树．
１．２．３　挥发性产物分析鉴定

采用气相色谱Ｇ质谱联用仪(ThermoＧFinnigan
TraceGC,PolarisQ,TriplusRSH 三合一自动进

样器及 NIST０８谱库)对内生菌和香茅草挥发性成

分进行分析．
样品制备:将接种于营养琼脂培养基的菌株纯

培养分散于无菌水中,置于螺纹色谱瓶中,待自动

顶空进样器收集．参照Barbosa等的研究方法[１],对
香茅草新鲜样品进行阴干处理,最大程度减小叶片

挥发性成分的损失,同时降低叶片的含水量,加入

SiO２研磨,将汁液转入色谱瓶,待自动顶空进样器

收集．
顶空进样条件:顶空加热温度４０℃,平衡时间

５min,顶空进样针温度６０℃,进样量１mL,用高纯

氦气推动和清洗顶空进样针,清洗时间为５min,顶
空用氦气压力为０．８bar．

色谱条件:DBＧ５石英毛细管柱,３０ m×０．２５
mm×０．２５μm,采用程序性升温,初始温度为６０
℃,保持２min,然后以５℃/min升至１３０℃,保持

２min,再以５ ℃/min升至１８０℃后,以２０ ℃/min
的升温速率升至２２０℃,并保持５min;进样口温度

２２０℃．载气为高纯氦(纯度大于９９．９９９％),流速:１．
０mL/min,分流进样,分流比为１０∶１．

质谱条件:电子轰击电离源,电子束能量 ７０
eV;连接线温度:２３０ ℃;溶剂延迟３ min,３~２５
min采用全扫描工作方式,扫描范围２５~２５０amu,

２５~３０min,Fil/Delay．
１．２．４　CcShＧ１的产香条件优化

碳源优化:选择常见的６种碳源,分别是蔗糖、
葡萄糖、乳糖、麦芽糖、果糖、牛肉膏(３g/L),其余成

分为蛋白胨１０g/L,NaCl５g/L,pH:７．３±０．２,温
度为３０℃,CcShＧ１初始菌体浓度 OD６００为０．０２,经

过１０h培养,绘制其生长曲线,感官评价产香情况

以比较选择最优碳源(以下检测方法相同)．
氮源优化:选择常见的６种氮源,分别是酵母浸

膏、尿素、胰蛋白胨、硝酸钠、硫酸铵、蛋白胨(１０g/

L),其余成分为最优碳源(３g/L),NaCl５g/L,pH:

７．３±０．２,温度为３０℃．
初始pH 值选择:选择最佳碳源、氮源,温度为

３０℃,pH 分别设置为６,７,８．
温度选择:选择最佳碳源、氮源以及最适 pH

值,温度分别设置为２５℃,３０℃,３５℃．
１．２．５　香茅草诱导CcShＧ１产香

采集香茅草的叶与鞘,洗净阴干,利用秸秆破

碎机破碎,过４０目筛收集粉末．以１％(w/v)比例称

取,混入 NA 培养基,于３０℃条件下培养 CcShＧ１,

２４h后,刮取香茅草诱导培养基上生长的菌体,混
于螺口色谱瓶的无菌水中,利用顶空气相色谱质谱

联用仪检测挥发性成分．

２　结果与分析

２．１　产香内生细菌的筛选与分离

对成熟香茅草组织片段在４种分离培养基中

２４h培养观察,共分离出３６株产香内生细菌,其中

通过 WA培养基分离出１０株细菌,培养温度均为

２７℃;通过 TWYE培养基分离出１４株细菌,从２７
℃和３７℃分别获得９株和５株菌;通过 MS培养基

分离出９株细菌,从２７℃和３７℃分别获得８株和

１株菌;通过 TSA 培养基分离出３株细菌,培养温

度均为２７℃．通过感官评定,从３６株产香细菌中筛

选出一 株 具 有 明 显 清 新、愉 悦 香 味 的 内 生 细 菌

CcShＧ１,该菌来源于成熟香茅草的鞘部,分离自２７
℃,WA培养基．
２．２　菌种鉴定

CcShＧ１菌株呈杆状,属于革兰氏阴性菌,甲基

红阴性,VＧP阳性,吲哚阳性,可以利用蔗糖、乳糖,
无法利用淀粉,能水解明胶,能利用柠檬酸盐等(表

１),根据«伯杰氏细菌鉴定手册»对泛菌属生理特征

的描 述,说 明 其 与 Pantoeaananatis 菌 株 相 似．
CcShＧ１的１６SrRNA 基因序列与 NCBI核酸数据

库进 行 同 源 性 比 对,见 图 １．系 统 发 育 树 通 过

ClustalX (Version１．８３)和 MEGA６构建,矩阵树

由临接法计算而得．进化树分枝代表了CcShＧ１与其

它菌种之间的进化差异．图１表明其与数据库中已

知细菌PantoeaananatisLMG２０１０３的１６SrRNA
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基因序列的相似性达到９９．９％,综合上述,将其鉴

定为PantoeaananatisCcShＧ１．菠萝泛菌作为内生

菌能够侵染单子叶植物和双子叶植物,对西红柿、
辣椒以及咖啡的生长具有明显促进作用,同时,菠
萝泛菌作为病原菌对宿主植株产生病害也被广泛

关注[１０]．但迄今为止,尚未发现关于菠萝泛菌产香

的相关报道．
表１　CcShＧ１与泛菌属细菌的生理生化特征比较

Tab．１　Thecomparisonofphysiologicalandbiochemical
characterizationofCcShＧ１withbacteriafromgenusPantoea

生理生化特征 CcShＧ１ 成团泛菌 菠萝泛菌

形状 杆状 杆状 杆状

革兰氏染色 阴性 阴性 阴性

果糖发酵 ＋ ＋ ＋
蔗糖发酵 ＋ ＋ ＋

精氨酸水解 － － －
VＧP试验 ＋ ＋ ＋

柠檬酸盐利用 ＋ ＋ ＋
吲哚试验 ＋ － ＋

　　＋:阳性;－:阴性．＋:positive;－:negative

图１　 CcShＧ１的１６SrRNA的系统发育树．
Fig．１　PhylogenetictreeofPantoeasp．CcShＧ１．

２．３　内生菌CcShＧ１及宿主香茅草挥发性成分分析

利用顶空气相色谱质谱联用仪分别对香茅草

及其内生菌CcShＧ１进行挥发性成分分析．香茅草共

检测出７种成分:αＧ蒎烯,１sＧαＧ蒎烯,３Ｇ蒈烯,艾蒿

醚,２,２Ｇ二甲基Ｇ３,４Ｇ辛二烯,橙花醛和香叶醛(图

２A,表２)．可见香茅草的挥发性成分以萜烯类为主,
其中蒎烯与柠檬醛为主要成分,这与 Barbosa[１],

Carbajal[１１]等关于香茅草主要成分的研究结果一

致．已有文献报道关于香茅草精油的挥发性成分达

２０至３０种[１,１１－１２],但本研究只检测出７种成分,可
能的原因是我们的样品采集来自于自动顶空进样

器,香茅草所包含的高沸点化合物难以通过自然发

散进入自动顶空进样器中,含量很少的挥发性成分

也因为顶空进样器的提取效率所限,导致挥发性产

物没有完全被收集到,无法与通过各种提取工艺获

得的香茅草精油相比,只能获得其较主要的挥发性

成分．
通过顶 空 气 相 色 谱 质 谱 联 用 技 术,检 测 出

CcShＧ１共有６种挥发性成分(图２B),主要成分是

萜烯类,与杨黎华[８]、刘丽芬[１３]等关于香茅草内生

真菌挥发性成分的研究结果相似．CcShＧ１与宿主植

株香茅草共有的挥发性香味物成分为:αＧ蒎烯、橙花

醛和香叶醛(表２),其中,橙花醛和香叶醛作为柠檬

醛的两种同分异构体,含量较高．这两种组分通过采

用标准品为对照进一步得到了验证(图２C)．
香茅草植株以及CcShＧ１的挥发性成分中,柠檬

醛的含量都相对较高．在植物中,萜烯类化合物主要

以类异戊二烯为前体,在萜烯合酶以及萜烯异构酶

的作用下进行合成,其合成过程主要由甲羟戊酸途

径(MVA)、甲基赤藓醇途径(MEP)和脱氧木酮糖Ｇ
５Ｇ磷酸途径(DXP)组成[１４]．其中,MVA 途径最早发

现于细菌体内,而且细菌同样含有合成萜类的前体

化合物焦磷酸异戊烯酯(IPP)以及二甲烯丙基焦磷

酸(DMAPP),因此内生细菌与宿主植物有可能产

生相似的代谢产物．利用微生物快速生长、易操作的

优势,优化产香微生物的产香条件,提高其主要成

分的产量,有利于弥补香料植物在香料生产上的

短缺．
表２　香茅草和CcShＧ１挥发性成分表

Tab．２　Volatileorganicchemicalsobtainedfrom
Cymbopogoncitrates(DC．)StapfandCcShＧ１

物质峰
保留时间

/min
物质名 分子式 香茅草 CcShＧ１

１ ６．３３ 莰烯 C１０H１６ － ＋

２ ７．３１ αＧ蒎烯 C１０H１６ ＋ ＋

３ ８．０３ 檀香三烯 C１０H１６ － ＋

４ ８．５９ １sＧαＧ蒎烯 C１０H１６ ＋ －

５ １０．４６ ３Ｇ蒈烯 C１０H１６ ＋ －

６ １０．６７ 艾蒿醚 C１０H１６O ＋ －

７ １１．９０
２,２Ｇ二甲基Ｇ３,

４Ｇ辛二烯
C１０H１６O ＋ －

８ １４．３８ 橙花醛 C１０H１６O ＋ ＋

９ １５．２１ 香叶醛 C１０H１６O ＋ ＋

１０ １８．５１ 白檀油烯醇 C１５H２４O － ＋

　　＋:已检测出;－:未检测出．＋:detected;－:undetected．

２．４　CcShＧ１产香条件优化

Phelan[１５]等的研究指出,工程菌萜烯化合物的

产量与工程菌的生长有着密切关系．因此优化微生

物的生长条件可有利于微生物的产香效果．微生物

在６种不同碳源的培养条件下的生长曲线结果显示

见图３．CcShＧ１初始菌体浓度 OD６００为０．０２,培养时

间为１０h．图３A 的条件为:碳源分别为蔗糖,葡萄

糖,乳糖,麦芽糖,果糖以及牛肉膏,氮源为蛋白胨,
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图２　香茅草(A),CcShＧ１(B)挥发性成分及柠檬醛标样(C)经自动顶空进样器收集,通过气相色谱质谱联用

仪检测所得总离子流图．１．莰烯;２．αＧ蒎烯;３．檀香三烯;４．１sＧαＧ蒎烯;５．３Ｇ蒈烯;６．艾蒿醚;７．２,２Ｇ二甲基Ｇ３,４Ｇ
辛二烯;８．橙花醛;９．香叶醛;１０．白檀油烯醇．
Fig．２　TotalionchromatogramforvolatileorganicchemicalsofCymbopogoncitrates (DC．)Stapf(A)and
CcShＧ１(B)andcitral(C)byautomaticheadspacesamplerandgaschromatographmassspectrometer．１．camＧ

phene;２．αＧpinene;３．santolinatriene;４．１sＧαＧpinene;５．３Ｇcarene;６．artemiseole;７．２,２ＧdimethyloctaＧ３,４Ｇ
dienal;８．neral;９．geranial;１０．αＧsantalol．

pH７,温度３０℃．图３B的条件为:氮源分别为酵母

浸膏,尿素,胰蛋白胨,硝酸钠,硫酸铵,碳源为牛肉

膏,pH７,温度３０℃．图３C的条件为:pH 分别为６,

７,８,碳源为牛肉膏,氮源为蛋白胨,温度３０ ℃．图

３D的条件为:温度为２５℃,３０℃,３５℃,碳源为牛

肉膏,氮源为蛋白胨,pH７,温度３０℃．对于 CcShＧ１
的生长状况而言,牛肉膏＞蔗糖＞乳糖＞麦芽糖＞
果糖＞葡萄糖．感官评价表明,对于 CcShＧ１的产香

而言,牛肉膏＝乳糖＞蔗糖＝麦芽糖＞果糖＝葡萄

糖,并且牛肉膏和乳糖作为碳源,CcShＧ１的产香效

果明显优于其它碳源．综合考虑,选择牛肉膏作为最

优碳源．同样根据 CcShＧ１的生长状况(图３B)以及

产香效果,选择蛋白胨作为最优氮源．在３０℃,pH７．
０的条件下,CcShＧ１的生长状况最好(图３C,３D)．同
时发现,不同的pH 会影响 CcShＧ１的产香效果,其
中pH７．０和pH８．０时的产香效果相似,优于pH６．
０,但是温度对其产香效果影响不大．综上所述,初步

筛选出以牛肉膏为碳源,蛋白胨为氮源,pH７．０,温
度为３０℃的培养条件培养 CcShＧ１,其挥发性香味

最优,生长状况最好．
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第６期 刘选明等:一株香茅草内生细菌PantoeaananatisCcShＧ１的分离

图３　不同碳源(A),氮源(B),pH(C),温度(D)条件下 CcShＧ１生长曲线．
Fig．３　GrowthcurvesofCcShＧ１underdifferentgrowthconditions

２．５　香茅草对CcShＧ１产香的影响

CcShＧ１在其生活史的主要阶段都处于香茅草

组织内,由于内生菌与宿主植株特殊的互作关系,
香茅草生长过程中的部分代谢产物有可能诱导细

菌产香．为了验证上述猜想,将香茅草粉末以１％
(w/v)比例混入CcShＧ１的培养基中,以不加香茅草

粉末的培养基为对照,培养４８h,刮取培养基表面

细菌纯培养物(避免培养基的干扰),检测其产香能

力．图４A和４B显示,不管加香茅草与否,在相同条

件下检测,都产生了橙花醛和香叶醛,但同一保留

时间所对应的总离子流数有差异(图４C),加了香茅

草成分培养的CcShＧ１的总离子流数明显大于未加

的．该结果表明,以香茅草粉末为底物可以提升

CcShＧ１挥发性成分中的柠檬醛含量,并且暗示产香

内生菌与其宿主间存在一定的相互作用,其机理有

待进一步阐明．

图４　含(A)与未含(B)１％(w/v)香茅草培养基培养的 CcShＧ１挥发性成分,经自动顶空进样器收集,

通过气相色谱质谱联用仪检测的总离子流图以及柠檬醛含量比较(C)

Fig．４　TotalionchromatogramofCcShＧ１volatileorganicchemicalswith(A)andwithoutadding１％ (w/v)

C．citratesinculturemediumbyautomaticheadspacesamplerandgaschromatographmassspectrometer,

andtheircitralconcentrationcomparison(C)

１:橙花醛．２:香叶醛．１:neral．２:geranial．
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３　结　论

分 离 自 成 熟 香 茅 草 的 内 生 细 菌 Pantoea
ananatisCcShＧ１,能够产生稳定、清新、愉悦的香味,
且其挥发性成分以柠檬醛(橙花醛与香叶醛)的含

量较高,与宿主植株香茅草的挥发性产物相似．以牛

肉膏为碳源,蛋白胨为氮源,pH７０,温度为３０ ℃
的培养条件培养 CcShＧ１,其挥发性香味最优,生长

状况最好．同时,香茅草粉末作为底物加入培养基培

养CcShＧ１,能够提升 CcShＧ１所产柠檬醛含量．植物

内生菌资源的开发与利用正在成为当今研究的热

点之一．利用能够产生挥发性香味的植物内生菌,为
香料生产提供了新资源,不仅能够弥补香料植物生

产方面的不足,同时也为内生菌与宿主植物的互作

机理提供了研究基础．
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