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　 　 摘要:　 为揭示噻虫嗪对水稻内生细菌群落的影响ꎬ采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 高通量测序技术对室内盆栽的水稻

根、茎、叶内生细菌进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ测序ꎮ 获得用于分析的６８６ ８８９条优质序列和 ２６５个操作分类单元(ＯＴＵ)ꎮ 通过

α多样性分析发现ꎬ土壤噻虫嗪处理对根中内生细菌群落多样性影响显著ꎬ对茎、叶影响不明显ꎮ 在属水平上对代

表性 ＯＴＵ进行注释ꎬ发现水稻各器官中内生细菌组成受噻虫嗪的影响明显ꎬ表明噻虫嗪对水稻内生细菌组成结构

影响显著ꎮ 水稻各器官中内生细菌群落组成与噻虫嗪残留浓度有一定相关性ꎬ在水稻茎、叶中ꎬ相比于低施用量噻

虫嗪处理ꎬ内生菌群落在高施用量噻虫嗪处理下改变更明显ꎮ
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　 　 内生细菌指可以在植物内部组织中定殖的ꎬ不
会造成任何直接的、明显的负面影响的细菌[１]ꎮ 内

生细菌具有修复污染、促生抗病[２]等功效ꎬ对内生

细菌合理使用能够实现农业中减肥、减药、修复土壤

环境的目的ꎮ 内生细菌存在于植物的各个部分ꎬ目
前已发现其存在于植物的根、茎、叶、胚、种子等器官
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组织的细胞或细胞间隙中ꎬ在植物的根瘤中也存在

内生细菌[３]ꎮ 内生细菌群落分布与组成易受环境、
温度、土壤类型等因素影响而产生差异[４]ꎮ Ｈａｍｅｅｄ
等[５]发现外源污染物在水稻体内累积后会影响其

器官中内生菌群落组成ꎮ Ｇｅ等[６]研究发现ꎬ土壤中

塑化剂在青菜体内富集后显著改变了其原有内生菌

群落组成ꎮ Ｅｅｖｅｒｓ 等[７]发现 ２ꎬ２￣双(４￣氯苯基)￣１ꎬ
１￣二氯乙烯(ＤＤＥ)污染增加了西葫芦内生菌的数量

和多样性ꎬ其中寡养单胞菌( Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ.)
和鞘氨醇单胞菌(Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｓｐ.)在 ＤＤＥ 污染情

况下丰度显著高于对照ꎬ而假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｐ.)则相反ꎮ

近年来ꎬ新烟碱类杀虫剂已经成为世界第一大

杀虫剂ꎬ其中噻虫嗪和吡虫啉作为第二代新烟碱类

杀虫剂的代表在农业生产中被广泛使用ꎮ 新烟碱类

杀虫剂具有内吸性ꎬ更容易被植物吸收富集[８]ꎮ 谭

颖等[９]从北京市场购买的 ４９ 种蔬菜样品中检出 ７
种新烟碱类农药ꎬ其中吡虫啉、啶虫脒和噻虫嗪检出

率 １００％ꎬ新烟碱类农药在果蔬中的残留存在一定

食品安全隐患ꎮ 新烟碱类农药在植物中的富集还对

植物的内生菌群落造成影响ꎬ崔凯等[１０]发现水稻内

生真菌群落多样性受噻虫嗪刺激而明显升高ꎮ 关于

噻虫嗪对水稻内生细菌群落的影响尚无报道ꎬ本试

验采用室内盆栽试验ꎬ研究噻虫嗪对水稻内生细菌

群落组成和多样性的影响ꎬ以期为新烟碱类农药微

生态风险评估提供相关数据支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试剂与药品

试验药品:噻虫嗪原药ꎬ含量 ９７􀆰 ９％ꎬ济南绿霸

化工有限公司生产ꎻ氯化钠(ＡＲ)ꎬ西陇化工有限公

司生产ꎻ色谱乙腈ꎬ德国默克公司生产ꎻ石墨化碳黑

(ＧＣＢ)ꎬ青岛天泽生物有限公司生产ꎻ次氯酸钠

(ＡＲ)ꎬ天茂化工有限公司生产ꎻ９５％乙醇ꎬ南京寿德

生物有限公司生产ꎮ
１.２　 供试材料

土壤采自江苏省农业科学院试验田ꎬ晾干后锤

碎ꎬ过 ２０目筛并去除杂质备用ꎮ 组成(归一化):有
机质 ０􀆰 ０３ꎻ淤泥 ０􀆰 ５０ꎻ黏土 ０􀆰 ２１ꎻ含沙 ０􀆰 ２６ꎮ

土壤处理:玻璃盆中加入 １ ｋｇ 过筛细土ꎬ玻璃

烧杯中加入 １００ ｍｌ丙酮溶解噻虫嗪原药ꎬ倒入土中

用玻璃棒搅拌均匀ꎬ置于通风橱待丙酮挥发 １２ ｈꎮ

施用量设为:田间推荐用量(ＦＲꎬ１ ｍｇ / ｋｇ)ꎻ１０ 倍推

荐量(１０×ＦＲꎬ１０ ｍｇ / ｋｇ)ꎻ空白( ＣＫ)加 １００ ｍｌ 丙
酮ꎮ 平行处理 ３次ꎮ

水稻品种为南粳 ９１０８(由江苏省农业科学院粮

食作物研究所提供)ꎮ ３０ ℃水稻浸种 １ ｈꎬ３０ ℃培

养箱暗光催芽 ３ ｄꎮ 待种子出芽后将其转至噻虫嗪

污染土中ꎮ 每盆种植 ２０ 株ꎬ置于人工温室ꎬ定期补

充水分和肥料ꎮ
１.３　 样品收集与表面消毒

自种植日起至收获共 ６０ ｄꎮ 每个处理随机取样

３~５株水稻ꎮ 用剪刀将水稻分为根、茎、叶 ３ 部分并

立即进行表面消毒ꎬ方法参照文献[５]ꎬ即 ７５％酒精

浸没样品 ６０ ｓꎬ１％次氯酸钠浸没样品 １２０ ｓꎬ每次弃去

溶液后无菌水润洗 ３次ꎮ 最后一次灭菌水涂布平板ꎬ
验证灭菌效果ꎮ 样品经液氮冷冻存于－８０ ℃冰箱ꎮ
１.４　 ＤＮＡ 提取与扩增

Ｐｌａｎｔ Ｇｅｎｏｍ￣ｉｃ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒提取样品总

ＤＮＡꎬ１％琼脂糖电泳检测纯度ꎬＱｕｂｉｔ２.０ Ｆｌｕｒｏｍｅｔｅｒ
荧光定量仪检测 ＤＮＡ 样品浓度ꎮ 取 １０ ｎｇ ＤＮＡ 模

板ꎬ采用 Ｖ３￣４区通用引物对目的区域进行扩增ꎬ对
扩增出的目的片段进行富集ꎬ并加入特异 ｉｎｄｅｘ 序

列ꎮ
１.５　 文库构建、测序及生物信息学分析

用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＴｒｕＳｅｑＴＭ ＤＮＡ Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ试剂盒构建文库ꎬ采用 Ｑｕｂｉｔ２.０初步定量文库浓

度ꎬ文库符合预期后进行实时荧光定量核酸扩增检

测(ｑＰＣＲ)ꎬ对文库的有效浓度准确定量ꎬ检测合格

的文库采用 ＨｉＳｅｑ在北京安诺优达科技有限公司测

序ꎮ 过滤后高质量序列进行 ＰＥＡＲ[１１]算法拼接、ＱＩ￣
ＩＭＥ分析[１２￣１３]ꎬ包括分类操作单元(ＯＴＵｓ)提取、聚
类分析、Ａｌｐｈａ多样性分析[１４￣１５]ꎮ 使用 ＳＰＳＳ ２５统计

分析ꎬｏｒｉｇｉｎ２０１９ｂ、ＣＡＤ２００８制作图表ꎮ
１.６　 样品前处理

按照文献[１６]的方法ꎬ取 １􀆰 ０ ｇ 冻干样品ꎬ加 ４
ｍｌ乙腈ꎬ机械匀浆 ２０ ｍｉｎ 后加 １􀆰 ０ ｇ 氯化钠ꎬ涡旋

３０ ｓꎬ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎮ 取 ２ ｍｌ 上清液ꎬ加 ５０
ｍｇ ＧＣＢ涡旋 ２ ｍｉｎꎬ取 １ ｍｌ上清液过 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜

待测ꎮ
１.７　 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ １２００液相色谱ꎬ色谱柱 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ
ＳＢ￣Ｃ１８ (４.６ ｍｍ×２５０􀆰 ０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ流动相乙腈 ∶
水＝ ３０ ∶ ７０(体积比)ꎬ流速 ０􀆰 ６ ｍｌ / ｍｉｎꎬ柱温 ２５ ℃ꎬ
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进样量 １０ μｌꎬ检测波长 ２５５ ｎｍꎮ

２　 结果与分析

２.１　 水稻根、茎、叶器官中内生细菌测序结果

样品测序共获得有效序列７６２ ６３８条ꎬ纯化后共

６８６ ８８９条ꎬ成功拼接序列３４２ １１７条ꎮ 对相似度>
９７％序列分类后得到根、茎、叶 ＯＴＵ 数量分别为

２５３、２２、３３(表 １)ꎮ 从分类水平可知ꎬ相同处理水稻

根部 ＯＴＵ数量明显高于叶和茎ꎻ相同部位ꎬ随着噻

虫嗪施用量增加ꎬＯＴＵ数量开始递减ꎮ

表 １　 水稻根、茎、叶器官中内生细菌测序结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｉｃｅ ｒｏｏｔｓꎬ ｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ

器官 处理
有效序列
(条)

优质序列
(条)

覆盖率
(％)

成功拼接序列
(条) ＯＴＵ 序列平均长度

(ｂｑ)

根 ＣＫ ８４ ２６９ ７６ ２５２ ９０.４９ ３８ ０５１ ９５ ４３９.８０

ＦＲ ８３ ９９９ ７６ ０４１ ９０.５２ ３８ ０１８ ６２ ４４２.９６

１０×ＦＲ ８４ ８９２ ７６ ５４９ ９０.１７ ３８ ２７１ ５３ ４４３.０８

茎 ＣＫ ８４ ２５０ ７４ ８９９ ８８.９１ ３６ ２４６ １１ ４４０.１５

ＦＲ ８４ ５８３ ７６ ５３７ ９０.４８ ３８ ２６７ ７ ４４１.８８

１０×ＦＲ ８５ ０１７ ７６ ９９７ ９０.５６ ３８ ４９６ ４ ４４１.９１

叶 ＣＫ ８６ ０３９ ７６ １２５ ８８.４８ ３８ ０２６ １５ ４４１.０７

ＦＲ ８５ １８９ ７６ ８７３ ９０.２４ ３８ ４３６ １２ ４４１.８９

１０×ＦＲ ８４ ４００ ７６ ６１４ ９０.７８ ３８ ３０６ ６ ４４１.８７
ＣＫ:空白ꎻＦＲ:噻虫嗪施用量 １ ｍｇ / ｋｇꎻ１０×ＦＲ:噻虫嗪施用量 １０ ｍｇ / ｋｇꎮ

２.２　 噻虫嗪对水稻不同器官内生细菌多样性的影响

Ｃｈａｏ１、Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 指数越大ꎬ菌群丰度越

高ꎮ Ｓｈａｎｎｏｎ 指数越大ꎬＳｉｍｐｓｏｎ 指数越低ꎬ群落多

样性越高ꎮ 表 ２ 显示ꎬ水稻根部噻虫嗪处理组菌群

丰度指数均明显小于 ＣＫꎬ茎部菌群多样性较 ＣＫ 无

明显差异ꎬ叶中仅 ＦＲ 处理 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数显著低于

ＣＫꎮ 可见ꎬ土壤噻虫嗪处理对水稻根部内生细菌群

落多样性影响明显ꎬ难以对水稻地上部产生影响ꎮ

表 ２　 水稻根、茎、叶中 α多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｒｉｃｅ ｒｏｏｔｓꎬ ｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ

器官 处理 Ｃｈａｏ１指数 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ指数 Ｓｈａｎｎｏｎ指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数

根 ＣＫ ７５.４４±１９.８２ａ ４１.８７±９.４５ａ １.２３±０.１０ａ ０.５２±０.０１ａ

ＦＲ ３９.８３±３.８４ｂ ２５.８０±２.１８ｂ １.２３±０.０６ａ ０.５２±０.０１ａ

１０×ＦＲ ４４.２２±３.２７ｂ ２２.１０±２.９１ｂ １.１６±０.０５ａ ０.５１±０.０１ａｂ

茎 ＣＫ ３.３３±１.３５ｃ ２.９０±０.８５ｃ １.００±０ｂ ０.５０±０ｂｃ

ＦＲ ４.１６±３.７４ｃ ３.１０±１.９１ｃ ０.９９±０.０３ｂ ０.４９±０.０２ｃｄ

１０×ＦＲ ２.００±０ｃ ２.００±０ｃ ０.９９±０ｂ ０.５０±０ｂｃ

叶 ＣＫ ５.２２±４.２７ｃ ３.５０±１.４７ｃ ０.９９±０ｂ ０.４９±０ｃｄ

ＦＲ ３.９５±１.７７ｃ ３.５７±１.５０ｃ ０.９６±０.０１ｂ ０.４７±０.０１ｅ

１０×ＦＲ ２.１７±０.１５ｃ ２.１７±０.１５ｃ ０.９７±０.０１ｂ ０.４８±０.０１ｄｅ
ＣＫ、ＦＲ、１０×ＦＲ见表 １注ꎮ 同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

２.３　 噻虫嗪对水稻不同器官内生细菌组成的影响

由图 １ 可知ꎬ在水稻根部ꎬ对照的优势菌属为

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ(３８􀆰 ０７％)、Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ (２９􀆰 ６３％)ꎬ其次为

Ｄｅｖｏｓｉａ(７􀆰 ６８％)、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ( ５􀆰 ５７％)ꎮ ＦＲ 处理

的水稻根部优势菌属为 Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ(４８􀆰 ５１％)、Ｒｈｉｚｏ￣

ｂｉｕｍ(２３􀆰 ５９％)ꎬ其次为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ(４􀆰 ８６％)、Ｄｅ￣
ｖｏｓｉａ(３􀆰 ８５％)ꎮ １０×ＦＲ处理的水稻根部优势菌属为

Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ(３７􀆰 ２８％)、Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ( １７􀆰 ２８％)、Ｐｓｅｕｄｏ￣
ｍｏｎａｓ(１０􀆰 ３５％)ꎬ其次为 Ｉｄｅｏｎｅｌｌａ(６􀆰 ９２％)、Ｄｅｖｏｓｉａ
(５􀆰 ５２％)、Ｍａｓｓｉｌｉａ(３􀆰 ４３％)ꎮ 随着土壤中噻虫嗪施
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用量的升高ꎬ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、Ｈａｌｉａｎｇｉｕｍ 的相对丰度逐

渐下降ꎬ其中 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 降幅最明显ꎬ由 ＣＫ 的

３８􀆰 ０７％降至 １０× ＦＲ 处理的 １７􀆰 ２８％ꎻ而 Ｐｓｅｕｄｏ￣
ｍｏｎａｓ、Ｉｄｅｏｎｅｌｌａ、Ｍａｓｓｉｌｉａ 的相对丰度在１０×ＦＲ 处理

中显著提升ꎮ Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ 作为 ３ 种处理共有优势菌

属ꎬ其相对丰度在施加噻虫嗪后呈现先升高后降低

的趋势ꎬ可见该菌属受噻虫嗪影响较大ꎮ

ＣＫ、ＦＲ、１０×ＦＲ见表 １注ꎮ
图 １　 噻虫嗪处理下水稻根部内生细菌属水平分类

Ｆｉｇ.１　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｉｃｅ ｒｏｏｔｓ ｕｎｄｅｒ
ｔｈｉａｍｅｔｈｏｘａｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

　 　 由图 ２ 可知ꎬ在水稻茎中ꎬ对照的优势菌属为

Ｄｅｎｄｒｏｃｅｒｏｓ ｇｒａｎｕｌａｔｕｓ ( ２４􀆰 ９２％)、 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ
(１１􀆰 ９１％)ꎮ ＦＲ处理的水稻茎中优势菌属为 Ｐｓｅｕｄ￣
ｏｍｏｎａｓ ( ８８􀆰 ８９％)ꎬ 其 次 为 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ( １１􀆰 １１％)ꎮ
１０×ＦＲ处理的水稻茎中优势内生菌属已与 ＣＫ无相

关性ꎬ可能是受高施用量噻虫嗪影响ꎮ 不同处理水

稻茎中菌属展现了明显偏好性ꎮ Ｄｅｎｄｒｏｃｅｒｏｓ ｇｒａｎｕ￣
ｌａｔｕｓ 和 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ 仅在 ＣＫ 中检出ꎬ可见这 ２ 种

菌属对土壤中噻虫嗪敏感ꎮ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 和 Ｒｈｉｚｏｂｉ￣
ｕｍ 仅在 ＦＲ 处理中检出ꎬ特别是 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 相对

丰度高达 ８８􀆰 ８９％ꎬ为各部位中最高ꎬ可能是低施用

量噻虫嗪能够促进其生长ꎬ且茎为其最适生长区域ꎮ

ＣＫ、ＦＲ、１０×ＦＲ见表 １注ꎮ
图 ２　 噻虫嗪处理下水稻茎中内生细菌属水平分类

Ｆｉｇ.２　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｉｃｅ ｓｔｅｍｓ ｕｎｄｅｒ
ｔｈｉａｍｅｔｈｏｘａｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

　 　 由图 ３ 可知ꎬ在水稻叶部ꎬ对照的优势菌属是

Ｄｅｎｄｒｏｃｅｒｏｓ ｇｒａｎｕｌａｔｕｓ ( １３􀆰 ２９％)ꎬ其 次 是 Ｐｓｅｕｄｏ￣
ｍｏｎａｓ(６􀆰 ６９％)、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ(６􀆰 ６９％)、Ｂｒｙ￣
ｏｂａｃｔｅｒ(６􀆰 ６０％)ꎮ ＦＲ 处理的水稻叶中优势菌属为

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ( ８７􀆰 ９４％)、Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ( １０􀆰 ３４％)ꎮ １０×
ＦＲ处理的水稻叶中内生细菌属已与 ＣＫ 无相关性ꎮ
叶中菌属分布呈现多样性ꎮ Ｄｅｎｄｒｏｃｅｒｏｓ ｇｒａｎｕｌａｔｕｓ
仅在 ＣＫ 的水稻根、茎、叶中检出ꎮ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 相

对丰度由 ＣＫ中 ６􀆰 ６９％升至 ＦＲ 处理中 ８７􀆰 ９４％ꎬ在
１０×ＦＲ处理中未检出ꎬ这与在茎中结果一致ꎬ表明

低施用量噻虫嗪能够促进该菌属生长ꎬ而高施用量

噻虫嗪对其生长有抑制ꎮ Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ、Ｂｒｙ￣
ｏｂａｃｔｅｒ 仅在 ＣＫ的叶中分布ꎬ这表明该 ２ 个菌属可

能来源于水稻种子ꎬ并且对噻虫嗪胁迫较为敏感ꎮ
Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 在 ＣＫ 的水稻植株中未检出ꎬ在 ＦＲ 处理
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的水稻茎、叶中均有检出ꎬ而在１０×ＦＲ 处理的水稻

植株中未检出ꎬ推测 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 可能携带降解噻虫嗪

基因或者可以促进植物降解噻虫嗪ꎬ因此在施用一

定量噻虫嗪时可以在植物体内增殖ꎮ

ＣＫ、ＦＲ、１０×ＦＲ见表 １注ꎮ
图 ３　 噻虫嗪处理下水稻叶中内生细菌属水平分类

Ｆｉｇ.３　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｉｃｅ ｌｅａｖｅｓ ｕｎｄｅｒ
ｔｈｉａｍｅｔｈｏｘａｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

　 　 表 ３直观反映了不同处理中主要内生细菌属在

水稻不同部位分布情况ꎮ 通过对比水稻根、茎、叶中

内生菌属分布ꎬ能找到一些仅在特定部位存在且对

噻虫嗪施用量具有特异敏感性的菌属ꎮ 如 Ｆｌａｖｉｓｏｌｉ￣
ｂａｃｔｅｒ、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ 仅在噻虫嗪处理的水稻根部检出ꎬ
特别是 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ 仅在１０×ＦＲ 处理中检出ꎮ Ｓｔｅｒｏｉｄ￣
ｏｂａｃｔｅｒ、Ｐｉｒｅｌｌｕｌａ 仅在 ＣＫ 的根部检出ꎬＢｒｙｏｂａｃｔｅｒ 仅
在 ＣＫ的叶中检出ꎬ它们均对噻虫嗪极为敏感ꎬ一旦

受到噻虫嗪胁迫ꎬ便无法生存ꎮ 除此以外ꎬ从图 ４ 中

我们也能发现各部位存在一些共有菌属ꎬ其中部分

细菌能够在水稻各个部位存在且可在噻虫嗪影响下

生存ꎮ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 在水稻根、茎、叶中均

有分布ꎬ然而其在不同部位对噻虫嗪的响应存在显

著差异ꎬ特别是 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓꎬ其在茎、叶 ＦＲ 处理中

相对丰度均高于 ８０％ꎬ远高于 ＣＫꎬ特别是茎中达

８８􀆰 ８９％ꎬ而在根部截然相反ꎬ说明该菌属在茎与叶

中生长最适宜ꎬ这可能与噻虫嗪在水稻不同部位残

留浓度有关ꎬ或是茎部有利于该菌属通过分泌次级

代谢物或相关酶[１７]以适应在噻虫嗪低施用量下处

理植株中生长ꎬ甚至能够以噻虫嗪为碳源ꎮ

ＣＫ、ＦＲ、１０×ＦＲ见表 １注ꎮ
图 ４　 噻虫嗪处理下水稻中主要内生细菌属组成

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｊｏｒ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｉｃｅ ｕｎｄｅｒ
ｔｈｉａｍｅｔｈｏｘａｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３　 讨 论

水稻中内生细菌多样性与物种数量受噻虫嗪胁

迫发生改变ꎬ在水稻不同器官中存在差异ꎮ 土壤中

噻虫嗪的施加主要改变了水稻根部内生细菌群落多

样性ꎬ使根部菌群丰度明显下降ꎬ而对茎、叶中内生

细菌群落多样性影响有限ꎮ 从 ＯＴＵ 分布情况看ꎬ水
稻各器官内生细菌物种数量均随土壤中噻虫嗪施用

量升高而下降ꎮ
　 　 从属水平看ꎬ水稻中内生细菌在不同器官中的

分布存在明显差异ꎮ 产生差异的原因在于水稻对内

生菌属具有选择性ꎬ一些内生细菌属仅能存活于特

定器官ꎬ即便存在于不同部位ꎬ其相对丰度也存在显

著区别[１８￣１９]ꎮ 而根、茎、叶对内生菌的选择又与其

所具有功能密不可分ꎬ一些具有促生、耐胁迫功能的

内生菌属则可广泛存在于这些部位ꎮ 比如 Ｒｈｉｚｏｂｉ￣
ｕｍ 具有与植物共生固氮的功能ꎬ其在增加土壤营养
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元素循环的同时ꎬ还能改善植物对营养元素的吸收ꎬ
从而促进植物生长[２０]ꎮ 接种了 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｂｅｇｕｍｉｎｏ￣
ｓａｒｕｍ ｂｖ ｐｈａｓｅｏｌｉ 的水稻栽于温室中ꎬ其生物量和单

产都显著增加[２１]ꎮ 再如 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓꎬ已有大量文

献报导该菌属中一些内生菌具有促生作用[２２]ꎬ还能

够产生表面活性剂或者分泌胞外酶应对苯酚、毒死

蜱等污染物[２３]ꎬ同时该菌属也是常见的烃类污染物

降解菌[２４]ꎬ可以有效应对外来胁迫ꎮ 同样ꎬ我们发

现 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ 仅在根与叶中分布ꎬ该菌属

主要参与氮循环[２５]ꎬ具有固氮与有机质分解功

能[２６]ꎬ而根与叶又是水稻参与氮循环主要场所ꎬ分
别适宜该菌属参与硝化、反硝化和光合作用利用有

机质[２７]ꎮ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ 仅在根、茎中检出ꎬ该菌属

具有促进植株从根际吸收营养[２８]、降解莠去津[２９]

等功能ꎬ其在水稻中的分布从地下根部到地上茎部

呈逐渐升高的趋势ꎬ可有效促进营养物质向上传导ꎮ
Ｍａｓｓｉｌｉａ 能产生多种次级代谢产物和酶ꎬ且具有溶

磷、降解菲和耐受重金属等多种功能[３０]ꎮ Ｈａｌｉａｎｇｉ￣
ｕｍ 属于黏细菌ꎬ已有研究结果表明ꎬ黏细菌能抑制

稻瘟病病菌和枯萎病病菌等多种植物病原菌[３１￣３２]ꎮ
根据试验结果推断ꎬ噻虫嗪的使用可能会导致水稻

中对其敏感的有益菌减少ꎬ例如使一些具有疾病抗

性与降解特性的细菌丰度下降ꎮ

表 ３　 内生细菌属在水稻不同器官的相对丰度

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｒｉｃｅ

属水平

相对丰度(％)

根 茎 叶

ＣＫ ＦＲ １０×ＦＲ ＣＫ ＦＲ １０×ＦＲ ＣＫ ＦＲ １０×ＦＲ

Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ３.１２ ４.０２ ０.６８ ３７.９２ ０ ０ ５３.３５ １.７２ ０
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｇａｍｍａ ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉ￣
ｕｍ ０.６７ ０ １.３９ ０ ０ ０ １３.２９ ０ ０

Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０ ０ ２.０８ １３.０１ ０ ０ ０ ０ ０

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ３８.０７ ２３.５９ １７.２８ ０ １１.１１ ０ ０ １０.３４ ０

Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ ２９.６３ ４８.５１ ３７.２８ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｄｅｖｏｓｉａ ７.６８ ３.８５ ５.５２ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ５.５７ ４.８６ １０.３５ ０ ８８.８９ ０ ６.６９ ８７.９４ ０

Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ２.１７ ０.３３ １.３７ １１.９１ ０ ０ ０ ０ ０

Ｈａｌｉａｎｇｉｕｍ ２.１２ ０ ０.６９ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｖａｒｉｏｖｏｒａｘ １.４３ ０.６７ ０.６９ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｄｅｎｄｒｏｃｅｒｏｓ ｇｒａｎｕｌａｔｕｓ ０.９３ ０ ０ ２４.９２ ０ ０ １３.２９ ０ ０

Ｉｄｅｏｎｅｌｌａ ０.９１ ０ ６.９２ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｏｐｉｔｕｔｕｓ ０.７９ ０.３３ １.３８ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ ０.６７ ０ ０ ０ ０ ０ ６.６９ ０ ０

Ｍａｓｓｉｌｉａ ０.５２ ０.１７ ３.４３ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｓｔｅｒｏｉｄｏｂａｃｔｅｒ ０.２５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｐｉｒｅｌｌｕｌａ ０.１４ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｆｌａｖｉｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ ０ ０.１７ ０.６９ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ０ ０ ２.０８ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｂｒｙｏｂａｃｔｅｒ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ６.６０ ０ ０
ＣＫ、ＦＲ、１０×ＦＲ见表 １注ꎮ

　 　 噻虫嗪处理改变了水稻器官中内生细菌属的分

布ꎮ 随着噻虫嗪施用量增加ꎬ一些菌属相对丰度开

始显著提升ꎬ如根部的 Ｉｄｅｏｎｅｌｌａꎬ该菌属能降解大分

子有机物聚己内酯[３３]及固氮[３４]ꎬ其在对照中丰度

仅有 ０􀆰 ９１％ꎬ而在１０×ＦＲ处理中达 ６.９２％ꎬ具有作为

潜在降解噻虫嗪内生菌的可能ꎻ而 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 相对丰
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度则呈现逐渐递减趋势ꎬ相关文献也显示其主要参

与固氮作用而少有分解有机污染物的功能ꎮ 值得注

意的是ꎬ一些菌属在对照中未检出ꎬ但出现在 ＦＲ、
１０×ＦＲ 处理中ꎬ其相对丰度逐渐升高ꎬ如 Ｆｌａｖｉｓｏｌｉ￣
ｂａｃｔｅｒꎬ该菌属主要存在于土壤ꎬ参与土壤氮循

环[３５]ꎬ其相对丰度的提高说明水稻为应对噻虫嗪胁

迫从土壤环境中招募内生菌ꎬ因此在水稻根部大量

富集ꎬ进一步说明该菌属对高浓度噻虫嗪存在抗性

且可能作为潜在的噻虫嗪降解菌ꎮ 也有菌属在低浓

度噻虫嗪影响下相对丰度升高ꎬ高浓度下降低ꎬ如
Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ 作为优势菌属在不同处理的根部存在ꎬ
茎、叶中未检出ꎬ其在 ＦＲ处理中相对丰度升高而在

１０×ＦＲ中下降ꎬ说明低浓度噻虫嗪可能刺激该菌属

生长ꎬ有报道提到该菌属具有降解杀草丹[３６]、多环

芳烃[３７]、萘[３８]等功能ꎮ
水稻器官中噻虫嗪残留能够改变其内生细菌群

组成ꎮ 噻虫嗪在水稻各器官的含量由高到低依次为

茎>根>叶ꎬ各部位残留与土壤中残留浓度呈正相关

关系ꎮ 在根部ꎬ１０×ＦＲ 处理与 ＦＲ 处理对内生细菌

属分布的影响不显著ꎬ说明在属水平上ꎬ水稻根部内

生菌群受噻虫嗪施用量变化影响不明显ꎻ而在茎、叶
中则相反ꎬ高施用量噻虫嗪处理的内生细菌属与低

施用量处理的内生细菌属完全不同ꎬ内生菌群落发

生了明显改变ꎮ
本研究采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 高通量 测 序 技

术[３９￣４０]首次分析了水稻不同器官中内生细菌群落

在噻虫嗪胁迫下的组成和多样性变化ꎮ 结果表明ꎬ
噻虫嗪对水稻不同器官中内生细菌群落都有影响ꎬ
且噻虫嗪施用量与水稻器官中内生细菌群落受到的

影响程度呈正相关关系ꎮ 该研究结果可以为具有噻

虫嗪耐受性与降解特性内生细菌的分离鉴定提供指

导ꎬ同时也可为噻虫嗪生态风险评估提供参考ꎮ
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