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摇 摇 摘要:摇 应用 Illumina MiSeq 高通量测序技术测定核桃内生细菌的 16S rDNA鄄V4 变异区序列,使用 Uparse 等软

件整理和统计样品序列数目和操作分类单元(OTUs)数量,分析内生细菌的丰度和 琢鄄多样性。 获得了用于分析的

有效序列63 183条,OTU 数为 103。 稀释曲线表明测序深度充分,OTU 数量接近于饱和。 核桃样品的 Chao1 指数为

105郾 143,Shannon 多样性指数为 1郾 823。 核桃内生细菌主要分布于鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas,27郾 27% )、盐单

胞菌属(Halomonas,27郾 27% )、土壤杆菌属(Agrobacterium,45郾 45% ),这 3 个属是核桃内生细菌优势菌属。
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Diversity of endophytic bacteria in walnut analyzed by Illumina MiSeq
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摇 摇 Abstract:摇 In this study, the species abundance and alpha diversity of walnut endophytic bacteria were analyzed by
Illumina MiSeq high鄄throughput sequencing of the 16S rDNA鄄V4 region. Softwares such as Uparse, Flash, and Qiime were
employed to sort and calculate the number of sequences and operational taxonomic units (OTUs). The numbers of effective

sequences and OTUs for each sample were 63183 and
103, respectively. The rarefaction curves showed that
adequate sampling was achieved, and the number of OTUs
was close to saturation. Majority of the endophytic bacteria
belonged to Sphingomonas ( 27郾 27% ), Halomonas
(27郾 27% ) and Agrobacterium ( 45郾 45% ) which were
therefore the dominant bacterial families in walnut. Illumi鄄
na MiSeq high鄄throughput sequencing technology provided
more accurate and scientific data resources for the study of
endophytic bacteria.
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摇 摇 关于植物内生细菌,现已从多种健康植物的根、
茎、叶、果实、种子中分离出包括革兰氏阳性菌和革

兰氏阴性菌共计 129 种(隶属于 54 个属) [1]。 植物

内生细菌的优势种主要分布于假单胞属(Pseudom鄄
monas)、芽孢杆菌属 ( Bacillus)、肠杆菌属 ( Enter鄄
obacter)、土壤杆菌属(Agrobacterium)4 个属[2],研究

较系统的植物有棉花、小麦和花生[3]。 迄今还未发

现不存在内生细菌的植物种类或器官。
核桃,又称胡桃、羌桃,为胡桃科植物,与扁桃、

腰果、榛子并称为世界著名的“四大干果冶,被誉为

“万岁子冶、“长寿果冶 [4鄄7]。 核桃中 86% 的脂肪是不

饱和脂肪酸,富含铜、镁、钾、维生素 B6、叶酸和维生

素 B1,也含有纤维、磷、烟酸、铁、维生素 B2 和泛酸,
能破血祛瘀、润燥滑肠,并能防癌抗癌、补脑[8]。 中

国核桃的分布很广,主要产区在云南、陕西、山西、四
川、河北、甘肃、新疆、安徽等省(区)。

已有研究结果表明植物内生细菌的种类组成随

植物的品种、生长期、器官的不同而异[9]。 目前关

于核桃内生菌多样性的研究均采用传统培养方法,
研究的部位集中于核桃植株的根、茎、叶[10鄄11],而对

于可供食用的部分———核桃仁这一器官的内生细菌

研究未见报道。 本研究拟采用 Illumina MiSeq 第二

代测序技术对核桃仁内生细菌种类组成进行分析,
该方法相较于传统的纯培养及以 16S rDNA 为基础

的非培养方法,能够产生覆盖深度更大的数据量,检
测到纯培养和非培养技术未能发现的低丰度植物内

生细菌种类,为丰富植物微生态学理论及基因工程

菌的研究奠定基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 样品来源

供试材料为云南省林业科学院经济林研究所提

供的核桃品种(无性系)———细香核桃。
1. 2摇 样品消毒

将新鲜核桃仁用自来水冲洗干净后用 75% 的

乙醇浸泡 1 min,无菌水冲洗 3 次,用无菌滤纸吸干

表面水分。 消毒效果检验参照文献[12]。
1. 3摇 核桃仁总 DNA 提取

按参考文献[13]的方法提取核桃仁总 DNA,并
用 0. 8%的琼脂糖凝胶电泳检查 DNA 的纯度和浓

度。 取适量的样品于离心管中,使用无菌水稀释样

品至 1 ng / 滋l。

1. 4摇 16S rDNA鄄V4 区的 PCR 扩增

以稀释后的基因组 DNA 为模板,使用带 Bar鄄
code 的 16S rDNA鄄V4 区特异引物 515F(5忆鄄GTTTCG鄄
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA鄄3忆) 和 806R ( 5忆鄄GAT鄄
CAGGGACTACHVGGGTWTCTAAT鄄3忆),并用高效和

高保真酶(New England Biolabs 公司的 Phusion 襅
High鄄Fidelity PCR Master Mix with GC Buffer) 进行

PCR,确保扩增效率和准确性。
1. 5摇 PCR 产物的混样和纯化

PCR 产物用 2%的琼脂糖凝胶进行电泳检测,目
的条带用 Qiagen 公司提供的胶回收试剂盒回收产物。
1. 6摇 文库构建和测序

用 TruSeq 襅 DNA PCR鄄Free Sample Preparation
Kit 建库试剂盒进行文库构建,构建好的文库经过

Qubit 和 QPCR 定量,合格后使用 Miseq 测序[14鄄17]。
测序委托北京诺禾致源生物信息科技有限公司完成。
1. 7摇 生物信息学分析

测序得到的原始数据存在一定比例的干扰数据,
为了使信息分析的结果更加准确、可靠,首先对原始

数据用 FLASH 软件拼接、Qiime 软件过滤、UCHIME
Algorithm 软件去除嵌合体后,得到有效数据(Effec鄄
tive tags) [18],剔除宿主叶绿体和线粒体序列,然后用

Uparse 软件对有效数据在 97%水平上进行操作分类

单元(Operational taxonomic unit, OTU)聚类,并利用

Greengene 数据库进行物种注释[19],利用 Mothur 软件

做稀释曲线分析,通过对 OTUs 进行丰度和 琢鄄多样性

分析,得到微生物群落结构组成[20鄄22]。

2摇 结果与分析

2. 1摇 序列长度分布

在核桃仁样品总 DNA 的 16S rDNA V4 区中测

得的 63 190 条序列, 双末端读长 ( PE, Paired鄄end
reads)分布在 189 ~ 359 bp 范围内,长度为 249 bp
的序列最多,有62 621条(表 1)。 从序列长度的分

布来看,与 16S rDNA鄄V4 区序列长度大致吻合。
2. 2摇 OTUs 数目统计及物种注释分析

核桃仁样品总 DNA 的 16S rDNA V4 区中共测

得63 183条标记(Tags,过滤后得到的拼接序列数),
分为 103 个 OTUs(97%的序列相似性),包括61 980
条获得分类信息的标记,1 203条低频标记(图 1),
被注释到 11 个属(表 2)。 从 OTUs 丰度聚类图(图
2)来看,相对丰度为土壤杆菌属(Agrobacterium)>鞘
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氨醇 单 胞 菌 属 ( Sphingomonas ) = 盐 单 胞 菌 属

(Halomonas)。

表 1摇 核桃仁内生细菌 16S rDNA V4 区序列长度的数量分布

Table 1摇 Distribution of sequence length of 16S rDNA V4 region of
endophytic bacteria in walnut kernel

长度(bp) 数量

189 5

199 10

209 5

219 15

229 28

239 105

249 62 621

259 9

269 1

279 0

289 234

299 59

309 20

319 58

329 4

339 14

349 2

359 0

共计 63 190

图 1摇 样品中内生细菌序列的标记和 OTUs的数目

Fig. 1摇 The quantities of tags and OTUs of endophytic bacteria
in the sample

表 2摇 核桃仁内生细菌 16S rDNA 序列各分类水平上的序列数目

Table 2摇 Sequence number at each classification level of 16S rDNA
of endophytic bacteria in walnut kernel

样品名 界 门 纲 目 科

核桃仁内生细菌 61 980 61 972 61 964 61 959 16 180

图 2摇 核桃仁内生细菌 16S rDNA 序列 OTUs丰度聚类图

Fig. 2 摇 Abundance clustering of OTUs of 16S rDNA of endo鄄
phytic bacteria in walnut kernel

2. 3摇 样品中内生细菌物种分类树

从门的分类水平看,核桃仁内生细菌主要分布

在变形菌门(Proteobacteria);从纲的分类水平看,核
桃内生细菌在 酌鄄变形菌纲 ( Gammaproteobacteria,
27郾 27% )、 琢鄄变 形 菌 纲 ( Alphaproteobacteria,
72郾 73% )中均有分布;从目的分类水平看,核桃内

生细菌在鞘脂杆菌目(Sphingobacteriales,27郾 27% )、
根 瘤 菌 目 ( Rhizobiales, 45郾 45% )、 海 洋 螺 菌 目

(Oceanospirillales,27郾 27% )中均有分布;从科的分

类水平看,核桃内生细菌在根瘤菌科(Rhizobiaceae,
45郾 45% )、 鞘 脂 单 胞 菌 科 ( Sphingomonadaceae,
27郾 27% )、盐单胞菌科(Halomonadaceae,33郾 33% )
中均有分布;从属的分类水平看,核桃内生细菌在鞘

氨醇单胞菌属( Sphingomonas,27郾 27% )、盐单胞菌

属(Halomonas,27郾 27% )、土壤杆菌属(Agrobacteri鄄
um,45郾 45% )中均有分布。 由此可见,鞘氨醇单胞

菌属、盐单胞菌属、土壤杆菌属是核桃内生细菌的优

势种群(图 3)。
2. 4摇 琢鄄多样性分析

随着测序数量的增加,稀释曲线(图 4)、Chao1
指数曲线(图 5)、Shannon 指数曲线(图 6)的斜率在

0 ~ 10 000的测序数量范围内逐渐上升,后趋向平坦

并进入平台期,说明再增加测序数量也不会产生新

的 OTU,也表明本研究测序数据量足以反映样品中

绝大多数的微生物信息。
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数字表示该分类所占比例。
图 3摇 核桃仁中内生细菌的分类

Fig. 3摇 Classification of endophytic bacterial species in sample
walnut kernel

图 4摇 稀释曲线

Fig. 4摇 Rarefaction curve

图 5摇 Chao1 指数曲线

Fig. 5摇 Chao1 index curve

图 6摇 Shannon 指数曲线

Fig. 6摇 Shannon index curve

3摇 讨 论

16S rDNA 很早就应用在微生物菌种鉴定上,但
利用高通量测序进行 16S rDNA 分析最早出现在

2006 年,Sogin 等[22]应用该技术对深海微生物群落

进行了分析,随后该技术在肠道微生物领域得到了

广泛应用[23]。 目前该技术应用于植物内生微生物

的研究尚未见报道。 本研究首次将近几年迅速发展

并成为主流的 Illumina MiSeq 第二代测序技术应用

于植物内生细菌研究,克服了传统分子生物学方法

通量低的缺陷,从基因组水平上解析微生物群落结

构,突破了很多厌氧内生微生物尚不能被分离培养

的技术瓶颈[24鄄25],检测到以往没有检测到的同样扮

演着重要角色的低丰度植物内生细菌种类,丰富了

植物内生细菌资源,更准确地反映了植物内生微生

物中不同丰度菌群的组成和比例。
就植物组织而言,叶绿体和线粒体与细菌在系统

发育上具有高度的同源性[26]。 在对核桃内生细菌的

16S rDNA鄄V4 变异区序列进行 Illumina MiSeq 高通量

测序后,发现部分序列归属于宿主叶绿体和线粒体,
存在一定比例的宿主污染现象,为了使细菌多样性的

分析结果更加准确、可靠,本研究剔除了宿主叶绿体

和线粒体序列。 但本研究只选择了 16S rDNA鄄V4 区

作为测序区域,未来研究应在不同高通量测序平台上

评估样品的复杂程度以及宿主的污染情况,选择合理

的测序区域或设计特异性更高的引物,制定更好的测

序策略,以避免线粒体和叶绿体的干扰。
第一代 Sanger 测序由于其读长长、准确率高,

能根据测得的全长 16S rDNA 序列注释到种,但第

一代 Sanger 测序通量较低,大规模测序成本高。
Illumina MiSeq 高通量测序技术,一般每个样品可以
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保证测定40 000 ~ 60 000个序列数,覆盖深度非常

大,对物种多样性的分析十分有利,但是高通量测序

读长短,不可能将 16S rDNA 的 9 个可变区全部测

序,所以往往只选择 1 ~ 3 个可变区作为测序区域,
单端测序长度为 250 bp,双端测序长度为 500 bp,测
序片段越短,后续对序列进行物种注释时的分辨度

越低,只能将内生细菌注释到属的分类水平。
本研究发现核桃内生细菌主要分布于鞘氨醇单胞

菌属、盐单胞菌属、土壤杆菌属,这 3 个属是核桃内生

细菌优势菌属。 已有研究结果表明,鞘氨醇单胞菌属

细菌的底物广泛,从多环芳烃类化合物、聚乙烯醇等高

聚物到简单无机物氮都能利用,某些种属还能产生有

价值的生物高分子(如 茁鄄胡萝卜素、结冷胶)[27]。 说明

核桃内生细菌可为复杂有机物的降解提供良好的微生

物来源。 目前关于盐单胞菌属细菌功能、代谢的研究

尚未见报道,其作为内生细菌的主要类群尚属首次报

道,未来应进一步加强对其功能和代谢的研究。
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