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　 　 摘要:　 为探明杉木不同器官中内生细菌的群落组成和特点ꎬ挖掘杉木丰富的微生物资源ꎬ并为筛选杉木中特

色微生物资源提供理论依据ꎬ本研究采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 平台的高通量测序技术ꎬ对多年生杉木根、茎、叶中的内生

细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ Ｖ３~Ｖ４ 高变区序列进行检测ꎬ分析杉木不同器官中内生细菌的多样性及其群落组成差异ꎮ 扩增子

序列变体(ＡＳＶ)分析结果表明ꎬ杉木根、茎、叶中的 ＡＳＶ 数量分别为７ １０８个、２ ０１７个和１ ９１１个ꎮ 对杉木根、茎、叶
中内生细菌进行分析ꎬ发现变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)和酸杆菌门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ)为主要

优势菌门ꎬ相对丰度分别为 ６７􀆰 ９３０％、１３􀆰 ８００％和 ６􀆰 ２５０％ꎻα￣变形菌纲(Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、γ￣变形菌纲(Ｇａｍｍａ￣
ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)和放线菌纲(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)为主要优势菌纲ꎬ相对丰度分别为 ４１􀆰 １８０％、１９􀆰 ７１０％和 １１􀆰 １８０％ꎻ１１７４￣
９０１￣１２、Ｐ３ＯＢ￣４２ 和甲基杆菌属(Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)为主要优势菌属ꎬ相对丰度分别为 １４􀆰 ４３０％、５􀆰 ８９０％和 ５􀆰 ３００％ꎮ
物种组成热图与主坐标分析(ＰＣｏＡ)结果表明ꎬ杉木根中的内生细菌菌群组成与茎、叶中的内生细菌菌群组成存在

明显差异ꎬ茎与叶中的内生细菌菌群组成相似ꎮ 功能预测结果表明ꎬ多年生杉木根、茎、叶中内生细菌的代谢途径

主要为生物合成ꎮ 多年生杉木根、茎、叶中存在丰富的内生细菌ꎬ根中的内生细菌多样性、丰富度高于茎和叶ꎮ 本

研究揭示了杉木内生细菌的群落组成ꎬ可以为今后筛选、利用杉木内生细菌资源提供理论依据ꎮ
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ｓｉｔｙꎻ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

　 　 杉木作为亚热带森林中最具优势的经济树种ꎬ
栽植面积广ꎬ具有生长快、品质好、产量高等特

点[１]ꎮ 植物内生细菌定殖于植物体内ꎬ参与植物生

长发育的整个过程ꎬ与宿主植物构建长期的共生互

利关系ꎬ是一种重要的微生物资源[２]ꎮ 植物内生细

菌可以促进植物的生长ꎬ增强宿主植物对生物胁迫

和非生物胁迫的抵抗力ꎬ对病原菌有一定的抑制作

用ꎬ还具有解磷和固氮等作用ꎬ在医药、农业和林业

等领域也具备十分广泛的应用前景[３]ꎮ 因此ꎬ分析

杉木不同器官中内生细菌的群落组成差异以及多样

性ꎬ对筛选和利用促生菌具有重要意义ꎮ
植物内生细菌对植物无害ꎬ通常寄生在健康植物

细胞间隙ꎬ但也有一些可以进入细胞[４￣５]ꎮ 已经发现

有大量的内生细菌可以与植物组织形成一系列的互

利共生关系[６]ꎮ 内生细菌的分布与植物的基因型、器
官、生长阶段等因素均有关ꎬ内生细菌的数量和类型

因这些因素而异[７]ꎮ 目前研究植物微生物的方法主

要有两类ꎬ一类是依靠培养基或者在合适的培养条件

下对植物微生物进行培养开发ꎬ另一类是不依赖培养

的方法ꎬ直接对微生物进行 ＤＮＡ 测序[８]ꎮ 传统培养

微生物的方法有很多限制ꎬ如不可培养、需要选择性

隔离以及培养的微生物数量较少等[９]ꎮ 有研究结果

表明ꎬ大约 ９９％的微生物是不可以进行培养的[１０]ꎮ
Ｃｈｅｎ 等[１１]使用传统培养基方法从杉木根、茎、叶中只

提取出 １４ 种溶磷内生细菌ꎮ 通过高通量测序的方法

分析从植物内生细菌中提取出来的 ＤＮＡꎬ这种方法

可以快速确定复杂微生物群落的组成和多样性ꎬ克服

了大多数内生细菌不可培养的问题[１２]ꎮ 陈美琪

等[１３]基于高通量测序发现虎耳草内生细菌有很高的

丰富度ꎬ根部内生细菌多样性明显高于茎部和叶部ꎮ

吕佩等[１４]基于高通量测序技术发现刺山柑不同部位

的内生细菌多样性不同ꎮ 近年来ꎬ利用高通量测序技

术进行细菌分类学和系统发育研究已成为研究微生

物群落多样性的主要方法之一[１５]ꎮ
杉木作为中国南方重要的经济树种ꎬ关于杉木

内生细菌群落结构及多样性的研究较少ꎬ对于杉木

不同器官中内生细菌群落组成及丰富度也所知甚

少ꎬ大多数研究使用纯培养的方式对微生物进行分

析ꎬ对杉木内生细菌的多样性和完整群落组成研究

的帮助较少ꎬ而且无法准确挑选出具有较好促生作

用的内生细菌ꎮ 本研究拟以采自福建省龙岩市白砂

国有林场的多年生大径材杉木根、茎、叶为研究对

象ꎬ采用扩增子测序技术对杉木根、茎、叶中的内生

细菌群落的多样性和结构进行分析ꎬ解析多年生杉

木不同器官中内生细菌的多样性及潜在功能ꎬ以期

获得更加全面的杉木内生细菌多样性信息ꎬ为今后

的杉木内生细菌开发奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 研究区域概况

福建省龙岩市白砂国有林场位于东经 １１６°３６′
４７.１３″ꎬ北纬 ２５°８′５８.６７″ꎬ此地气候为亚热带海洋性

季风气候ꎬ平均气温１８.５~２０􀆰 ５ ℃ꎬ年平均降雨量为

１ ０２９~１ ３７２ ｍｍꎬ年平均日照时数为１ ８０９~ ２ ０６４
ｈꎮ 全年气候温和ꎬ雨量丰富ꎬ全年无霜期 ３００ ｄ 以

上ꎬ冬无严寒ꎬ夏无酷暑ꎮ
１.２　 样品采集

于 ２０２２ 年 ７ 月选取福建省龙岩市白砂国有林

场多年生大径材杉木根、茎和叶作为试验样品ꎬ研究

杉木不同器官中内生细菌的多样性ꎮ 选取 １０ 株杉
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木ꎬ使用三点取样法对每株杉木的根、茎和叶进行取

样ꎬ共 ３０ 个样品ꎮ 将采集的样品收集在无菌采样袋

中ꎬ放入装有冰袋的泡沫箱中ꎮ 杉木的根、茎和叶分

别用 ＧＡ、ＪＢ 和 ＹＣ 表示ꎮ
１.３　 样品的表面消毒

采集新鲜的样品ꎬ用无菌水清洗ꎬ将其表面泥土

等冲洗干净并晾干ꎬ置于 ７５.０％的乙醇溶液中 ３０ ｓꎬ
并用蒸馏水冲洗３~５ 次ꎻ然后置于 ５.２％的次氯酸钠

溶液中分别浸泡 １ ｍｉｎ、２ ｍｉｎ、３ ｍｉｎ、４ ｍｉｎ、５ ｍｉｎꎬ使
用无菌水冲洗３~５ 次ꎮ 将最后一次冲洗的无菌水取

１００ μＬ 涂布在营养琼脂(ＮＡ)平板上作为对照组

(３７ ℃、７２ ｈ)ꎬ观察培养皿是否有菌落生长ꎬ若无ꎬ
说明样品表面消毒已经彻底ꎬ若有ꎬ则说明消毒不完

全ꎮ 使用此方法检测灭菌是否完全ꎬ以选择最佳的

灭菌时间组合ꎮ
１.４　 样品 ＤＮＡ 提取与 ＰＣＲ 扩增

使用细菌 ＤＮＡ 试剂盒(Ｏｍｅｇａ 公司产品)提取样

品细菌的总 ＤＮＡꎬ并扩增细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因的 Ｖ３~
Ｖ４ 高变区ꎮ 根据 Ｄｏｎｇ 等[１６]描述的方法进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ引 物 为: ３３８Ｆ ( ５′￣ｂａｒｃｏｄｅ ＋ ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧ￣
ＧＣＡＧＣＡ￣３′)、 ８０６Ｒ ( ５′￣ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡ￣
ＡＴ￣３′)ꎬ其中 ｂａｒｃｏｄｅ 是用来区分同一文库中的不同

样品ꎮ ＰＣＲ 反应体系包括:０􀆰 ２５ μＬ Ｑ５ 高保真度

ＤＮＡ 聚合酶(２ Ｕ / μＬ)、５􀆰 ００ μＬ 反应缓冲液(×５)、
５􀆰 ００ μＬ ＧＣ 缓冲液(×５)、２􀆰 ００ μＬ 脱氧核糖核苷三

磷酸(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)、２􀆰 ００ μＬ ＤＮＡ 模板、８.７５ μＬ 双蒸

水( ｄｄＨ２ Ｏ) 以及正向和反向引物各 １􀆰 ００ μＬ (１０
μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ ＰＣＲ 热循环程序是在 ９８ ℃下初始变性 ５
ｍｉｎꎬ然后是 ２８ 个循环ꎬ包括在 ９８ ℃下变性 ３０ ｓꎬ在
５５ ℃下退火 ３０ ｓꎬ在 ７２ ℃下延伸 ３０ ｓꎬ最后在 ７２ ℃
下延伸 ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经凝胶电泳分离ꎬ使用试剂

盒对目标片段进行回收ꎬ送至上海派森诺生物科技股

份有限公司进行序列测定和分析[１７]ꎮ
１.５　 数据处理与分析

用 Ｄｅｍｕｘ 对原始序列数据进行解复用ꎬ然后使

用 Ｃｕｔａｄａｐｔ 插件切割引物ꎬ用 ＤＡＤＡ ２ 对序列进行

质量过滤、降噪、合并和嵌合体去除[１８]ꎮ 使用 ＱＩ￣
ＩＭＥ ２ 和 Ｒ 包( ｖ４.２. １)进行序列数据分析ꎮ 利用

ＱＩＩＭＥ ２ 中的扩增子序列变体(ＡＳＶ)表计算 α 多样

性估计值(Ｃｈａｏ １ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指

数、Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 指数和 Ｇｏｏｄｓ ｃｏｖｅｒａｇｅ 指数)ꎬ
并以箱形图显示ꎮ 测序分析中生成的 ＡＳＶ 文件导

入 ＰＩＣＲＵＳＴ ２ 中ꎬ以预测与杉木内生细菌群落相关

的生物学功能[１９]ꎮ 基于 ＭｅｔａＣｙｃ( ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｔａｃｙｃ.
ｏｒｇ / )数据库鉴定 １６Ｓ ｒＲＮＡ 功能基因ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＡＳＶ 数量分析

图 １ 显示ꎬ多年生杉木根中特有的细菌 ＡＳＶ 数

量为７ １０８个ꎬ茎中特有的细菌 ＡＳＶ 数量为２ ０１７个ꎬ
叶中特有的细菌 ＡＳＶ 数量为１ ９１１个ꎬ其中根和茎共

有的细菌 ＡＳＶ 数量为 ５０３ 个ꎬ根和叶共有的细菌

ＡＳＶ 数量为 ８０４ 个ꎬ叶和茎共有的细菌 ＡＳＶ 数量为

１ １７５个ꎬ根、茎、叶共有的细菌 ＡＳＶ 的数量为 ３０５ 个ꎮ
根中含有的细菌 ＡＳＶ 数量最多ꎬ叶和茎中较少ꎮ
２.２　 杉木不同器官中内生细菌的 α多样性分析

计算杉木不同器官中内生细菌的 α 多样性ꎬ分
析多年生杉木内生细菌的丰富度和多样性ꎬ采用

Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ 检验和 Ｄｕｎｎ 事后检验对杉木根、茎、
叶中内生细菌的多样性进行统计分析ꎬ结果(图 ２)
表明ꎬ杉木不同器官中的内生细菌多样性指数存在

一定 的 差 异ꎮ Ｇｏｏｄｓ ｃｏｖｅｒａｇｅ 指 数 的 最 小 值 为

０.９９７ ８ꎬ表明几乎所有的内生细菌都能在杉木不同

器官中被检测到ꎮ 通过观察 Ｃｈａｏ１ 指数、Ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｓｐｅｃｉｅｓ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数ꎬ可以发

现在杉木根、茎、叶中存在丰富的内生细菌ꎬ丰富度

和多样性总体表现为根>茎>叶ꎬ但茎和叶中内生细

菌的相对丰度相差不大ꎮ
２.３　 物种丰度及群落结构组成

门水平的分类结果(图 ３)表明ꎬ杉木根、茎、叶
中的内生细菌主要由变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、放
线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、酸杆菌门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ)、
厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、软壁菌门(Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ)、衣原

体门(Ｃｈｌａｍｙｄｉａｅ)、蓝菌门(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、拟杆菌

门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)、装甲菌门(Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ)、绿
弯菌门(Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ)内生细菌组成ꎬ平均相对丰度分

别为 ６７􀆰 ９３０％、１３􀆰 ８００％、６􀆰 ２５０％、４􀆰 ６７０％、４􀆰 ３７０％、
０􀆰 ８４０％、０􀆰 ６３０％、０􀆰 ４５０％、０􀆰 ４５０％和 ０􀆰 ２７０％ꎮ 在杉

木叶中发现大量厚壁菌门内生细菌ꎬ相对丰度为

１１􀆰 ０５０％ꎬ但根和茎中厚壁菌门内生细菌较少ꎬ相对

丰度分别为 ０􀆰 ４６０％和 ２􀆰 ５００％ꎻ在杉木根中软壁菌

门内生细菌的相对丰度为 １３􀆰 ０９０％ꎬ在茎和叶中软

壁菌门内生细菌的相对丰度分别为 ０􀆰 ００５％ 和

０􀆰 ００７％ꎮ
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ＧＡ、ＪＢ 和 ＹＣ 分别表示杉木的根、茎和叶中的内生细菌样本ꎮ
图 １　 杉木不同器官中内生细菌的韦恩图

Ｆｉｇ.１　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ
ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ

　 　 纲水平的分类结果(图 ４)表明ꎬ杉木不同器官

中内生细菌主要由 α￣变形菌纲(Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅ￣
ｒｉａ)、γ￣变形菌纲(Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、放线菌纲

(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、δ￣变形菌纲(Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、
酸杆菌纲(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ)、柔膜菌纲(Ｍｏｌｌｉｃｕｔｅｓ)和

芽孢杆菌纲(Ｂａｃｉｌｌｉ)内生细菌组成ꎬ平均相对丰度

分 别 为 ４１􀆰 １８０％、 １９􀆰 ７１０％、 １１􀆰 １８０％、 ７􀆰 ０００％、
６􀆰 ２２０％、４􀆰 ３７０％和 ４􀆰 ２４０％ꎮ 放线菌纲内生细菌在

杉木根和茎中占比较高ꎬ相对丰度分别为 １６􀆰 １５０％
和 １１􀆰 ４７０％ꎬ但在叶中相对丰度仅为 ５􀆰 ９２０％ꎻ柔膜

菌纲内生细菌在杉木根部的相对丰度为 １３􀆰 ０９０％ꎬ
但在茎和叶中的相对丰度极低ꎬ都仅为 ０􀆰 ０１０％ꎻ芽
孢杆菌纲内生细菌在杉木叶中的相对丰度为

９􀆰 ９６０％ꎬ在根部和茎部的相对丰度仅为 ０􀆰 ４１０％和

２􀆰 ３５０％ꎮ

ＧＡ、ＪＢ 和 ＹＣ 分别表示杉木的根、茎和叶中的内生细菌样本ꎮ
图 ２　 杉木不同器官中内生细菌的 α多样性

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ

　 　 属水平的分类结果(图 ５)表明ꎬ１１７４￣９０１￣１２、 Ｐ３ＯＢ￣４２、甲基杆菌属(Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、植原体暂
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ＧＡ、ＪＢ 和 ＹＣ 分别表示杉木的根、茎和叶中的内生细菌样本ꎮ
图 ３　 杉木不同器官中内生细菌在门水平的相对丰度

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

ＧＡ、ＪＢ 和 ＹＣ 分别表示杉木根、茎和叶中的内生细菌样本ꎮ
图 ４　 杉木不同器官中内生细菌在纲水平的相对丰度

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ａｔ ｔｈｅ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ

定属(Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ) [２０￣２１]、甲基细胞菌属

(Ｍｅｔｈｙｌｏｃｅｌｌａ)、热酸菌属(Ａｃｉｄｏｔｈｅｒｍｕｓ)、假单胞菌

属(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)内生细菌在杉木根、茎、叶中的平

均相对丰度分别为 １４􀆰 ４３０％、 ５􀆰 ８９０％、 ５􀆰 ３００％、
４􀆰 ３７０％、４􀆰 ２２０％、４􀆰 １４０％和 ３􀆰 ０６０％ꎮ １１７４￣９０１￣１２

为杉木内生细菌的核心菌属ꎬ平均相对丰度最高ꎮ
１１７４￣９０１￣１２、Ｐ３ＯＢ￣４２、甲基杆菌属、甲基细胞菌属

内生细菌在杉木叶和茎中的相对丰度较高ꎬ但在根

中的相对丰度较低ꎻ此外ꎬ杉木根中植原体暂定属和

热酸菌属内生细菌的相对丰度较高ꎬ但在叶和茎中

相对丰度较低ꎮ

ＧＡ、ＪＢ 和 ＹＣ 分别表示杉木根、茎和叶中的内生细菌样本ꎮ
图 ５　 杉木不同器官中内生细菌在属水平的相对丰度

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

　 　 为了更好地解析多年生杉木不同器官中微生物

之间的相互作用ꎬ采用线性判别分析(ＬＥｆＳｅ)对杉木

不同器官的生物标志物进行定量分析ꎮ 图 ６ 显示ꎬ杉
木不同器官中内生细菌的生物标志物相对丰度存在

显著差异ꎮ 在根中ꎬ软壁菌门和热酸菌属内生细菌的

相对丰度较高ꎻ在茎中ꎬ变形菌门、鞘脂单胞菌属和甲

基杆菌属内生细菌的相对丰度较高ꎻ在叶中ꎬ蓝菌门

和 １１７４￣９０１￣１２ 内生细菌的相对丰度较高ꎮ 根据

ＬＥｆＳｅ 分析的分类学分支图(线性判别分析阈值＝
３􀆰 ７４)ꎬ可以看出这些细菌在不同器官中的分布差异ꎮ
２.４　 组间相似性分析

通过物种组成热图比较样本间的物种组成差

异ꎮ 图 ７ 显示ꎬ多年生杉木根中的内生细菌属级分

布与茎、叶存在明显差异ꎬ其中植原体暂定属、热酸

菌属、醋酸杆菌属 ( Ａｃｉｄｉｂａｃｔｅｒ) 和慢生根瘤菌属

(Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)内生细菌在多年生杉木根中的相
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ＧＡ、ＪＢ 和 ＹＣ 分别表示杉木根、茎和叶中的内生细菌样本ꎮ ｐ＿:门ꎻｃ＿:纲ꎻｏ＿:目ꎻｆ＿:科ꎻｇ＿:属ꎮ 图中的节点从内到外分别代表了不同分类

层级ꎬ包括门、纲、目、科和属ꎬ节点的大小则表示各分类单元的平均相对丰度高低ꎮ 空心节点表示组间差异不显著ꎬ而有颜色填充的节点则

表示组间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ６　 基于分类等级树的组间差异分类单元展示图

Ｆｉｇ.６　 Ｃｌａｄｏｇｒａｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｎｋ ｔｒｅｅ
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ＧＡ、ＪＢ 和 ＹＣ 分别表示杉木的根、茎和叶中的内生细菌样本ꎮ
图 ７　 杉木不同器官中内生细菌物种组成热图

Ｆｉｇ.７　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ

对丰度较高ꎻ茎和叶中的细菌属级分布差异不明显ꎬ
但相对丰度有差别ꎬ其中鞘脂单胞菌属 ( Ｓｐｈｉｎ￣
ｇｏｍｏｎｎａｓ)、Ｊａｔｒｏｐｈｉｈａｂｉｔａｎｓ、胺杆菌属(Ａｍｎｉｂａｃｔｅｒｉ￣
ｕｍ)和嗜酸菌属(Ａｃｉｄｉｐｈｉｌｉｕｍ)内生细菌在多年生杉

木茎中的相对丰度较高ꎬ １１７４￣９０１￣１２、布鲁菌属

(Ｂｒｙｏｃｅｌｌａ)、Ｐ３ＯＢ￣４２、假单胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)和
巨大球菌属(Ｍａｃｒｏｃｏｃｃｕｓ)内生细菌则在多年生杉木

叶中的相对丰度较高ꎮ 由图中的颜色变化可知ꎬ多
年生杉木根中的内生细菌相对丰度高于茎和叶中的

内生细菌相对丰度ꎬ表明多年生杉木根中内生细菌

的多样性和丰富度都很高ꎮ
　 　 图 ８ 显示ꎬ通过对杉木不同器官中内生细菌的

群落组成结构进行主坐标分析(ＰＣｏＡ)可知ꎬ主坐

标 １贡献率为 ２３􀆰 １％ꎬ主坐标 ２ 贡献率为 １８􀆰 １％ꎬ总
贡献率为 ４１􀆰 ２％ꎬ能够在一定程度上解释群落组成

差异ꎮ 根中内生细菌的遗传距离相对于茎和叶中内

生细菌较远ꎬ叶和茎中的内生细菌群落结构相似ꎬ这
与物种组成热图的分析结果一致ꎮ
２.５　 杉木内生细菌的功能预测分析

将 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的功能预测结果与 ＭｅｔａＣｙｃ 数据库

进行对比ꎬ图 ９ 显示ꎬ多年生杉木根、茎、叶中内生细

ＧＡ、ＪＢ 和 ＹＣ 分别表示杉木根、茎和叶中的内生细菌样本ꎮ
图 ８　 杉木不同器官内生细菌主坐标分析图

Ｆｉｇ.８ 　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ

菌的代谢途径主要为生物合成ꎬ主要涉及氨基酸生物

合成ꎬ丰度为３３ ７１１.１４ꎻ辅因子、辅基、电子载体和维

生素生物合成ꎬ丰度为３１ ６８１.０６ꎻ核苷和核苷酸生物

合成ꎬ丰度为２８ ７０１.７２ꎻ脂肪酸和脂质的生物合成ꎬ丰
度为 ２２ ２６２.４６ꎻ 碳 水 化 合 物 生 物 合 成ꎬ 丰 度 为

１１ ８９５.８１ꎮ 降解 /利用 /同化以及前体代谢物和能量

的产生途径中内生细菌丰度也相对较高ꎮ
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图 ９　 杉木不同器官中内生细菌的代谢通路

Ｆｉｇ.９　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ
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３　 讨 论

植物内生细菌在促进植物生长等方面发挥着重

要作用[２２]ꎬ然而关于杉木中内生细菌菌群的研究却

少之又少ꎮ 人工培养的方法不可能将所有的内生细

菌从植物体内提取出来并进行鉴定ꎬ高通量测序技

术使得在不培养细菌的情况下对细菌进行鉴定成为

了可能[２３]ꎮ 本研究通过扩增子测序技术ꎬ对多年生

杉木不同器官中内生细菌的多样性及其群落组成差

异进行分析ꎬ结果表明ꎬ杉木根、茎、叶中存在大量的

内生细菌ꎮ 李亮亮等[２４] 发现花生根中内生细菌的

多样性最高ꎬ其次是茎和叶ꎮ 本研究中的 α 多样性

分析结果表明ꎬ多年生杉木根、茎、叶中的内生细菌

具有丰富的多样性ꎬ但杉木根、茎、叶中的内生细菌

组成和丰富度都存在差异ꎬ其中杉木叶中的内生细

菌丰富度最低ꎬ根中含有的内生细菌丰富度和多样

性都要高于茎和叶ꎬ因为根系是内生细菌进入植物

体内的入口ꎬ根系中次生根较多ꎬ而且机械损伤和病

虫害造成的伤口也较多ꎬ因此内生菌聚集较多[２５]ꎮ
根系的内生细菌主要通过生物固氮、产植物激素、促
进植物营养吸收和促进菌根真菌生长的方式促进宿

主植物生长[２６￣２７]ꎮ 同时也发现了多年生杉木不同

器官中的一些主要门类和核心属类以及一些相对丰

度极低的种群ꎬ这也是高通量测序的优势之一ꎮ 对

多年生杉木不同器官中内生细菌进行分析发现ꎬ变
形菌门为优势菌门ꎬ平均相对丰度为 ６７􀆰 ９３０％ꎬ放
线菌门、酸杆菌门、厚壁菌门和软壁菌门的相对丰度

也较高ꎮ 变形菌门的内生细菌对植物的生长发育、
光合作用和抗胁迫能力均有一定影响[２８]ꎬ放线菌门

是农业抗生素菌群的重要来源[２９]ꎮ 在杉木叶中发

现大量厚壁菌门内生细菌ꎬ相对丰度为 １１􀆰 ０５０％ꎬ
但根和茎中厚壁菌门内生细菌较少ꎬ相对丰度分别

为 ０􀆰 ４６０％和 ２􀆰 ５００％ꎻ在杉木根中软壁菌门内生细

菌的相对丰度为 １３􀆰 ０９０％ꎬ在茎和叶中软壁菌门内

生细菌的相对丰度分别为 ０􀆰 ００５％和 ０􀆰 ００７％ꎮ 这

一结果表明ꎬ杉木不同器官中内生细菌存在一定的

特异性ꎮ 对多年生杉木不同器官中内生细菌进行分

析ꎬα￣变形菌纲为优势菌纲ꎬ平均相对丰度达到了

４１􀆰 １８０％ꎬγ￣变形菌纲、放线菌纲、δ￣变形菌纲相对丰

度也较高ꎬ其中 α￣变形菌纲、γ￣变形菌纲和 δ￣变形菌

纲都属于变形菌门ꎮ 多年生杉木不同器官中内生细

菌的优势菌属为 １１７４￣９０１￣１２、Ｐ３ＯＢ￣４２ 和甲基杆菌

属ꎬ平 均 相 对 丰 度 分 别 为 １４􀆰 ４３０％、 ５􀆰 ８９０％ 和

５􀆰 ３００％ꎬ植原体暂定属、甲基细胞菌属和热酸菌属

的平均相对丰度也较高ꎮ 甲基杆菌属和甲基细胞菌

属可以促进植物的氮代谢和硫代谢[３０]ꎮ １１７４￣９０１￣
１２、Ｐ３ＯＢ￣４２、甲基杆菌属、甲基细胞菌属内生细菌

在杉木茎和叶中相对丰度很高ꎬ但在根中相对丰度

较低ꎻ植原体暂定属和热酸菌属内生细菌在杉木根

中相对丰度较高ꎬ但在茎和叶中相对丰度较低ꎮ 这

一结果也表明杉木不同器官中内生细菌存在一定的

特异性ꎮ 物种组成热图分析结果表明ꎬ多年生杉木

根中的细菌群落组成相对于茎、叶中的细菌群落组

成存在较大差异ꎬ根中内生细菌的丰富度和多样性

都较高ꎬ茎、叶中的细菌群落组成差异较小ꎬ但相对

丰度存在明显差异ꎬＰＣｏＡ 结果与物种组成热图分

析结果一致ꎬ验证了这一结果的准确性ꎬ这也与 Ｈｕｏ
等[３１]研究濒危中草药北沙参内生细菌的结果相似ꎮ
功能预测结果显示ꎬ多年生杉木根、茎、叶中的内生

细菌的代谢通路主要有生物合成、降解 /利用 /同化

及前体代谢物和能量的产生等ꎬ但大部分非重复基

因序列都聚集在生物合成通路中ꎬ由此推断内生细

菌通过调控杉木的生物合成ꎬ促进杉木的生长发育ꎬ
为杉木与内生细菌互作奠定了基础ꎮ 在今后的研究

中ꎬ可以通过对杉木内生细菌中与氨基酸、辅因子、
辅基、电子载体、维生素、核苷、核苷酸和碳水化合物

的生物合成相关的基因进行分析ꎬ并结合传统的分

离培养方法筛选出功能菌ꎬ再将筛选出的内生细菌

与杉木幼苗互作ꎬ从而促进杉木的生长发育ꎮ

４　 结 论

杉木中蕴含的内生细菌具有很高的丰富度和多

样性ꎬ杉木不同器官中内生细菌的群落结构、优势菌

门、优势菌属和基因功能都存在差异性ꎬ提取目标菌

株时可以根据杉木不同器官中内生细菌的菌属差

异ꎬ以高通量测序的结果为对照ꎬ调配相对应的培养

基ꎬ选取杉木不同器官ꎬ更容易培养出需要的杉木内

生细菌ꎮ
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