
基于高通量测序分析盐角草根部内生细菌多样性及动态规律

赵帅，周娜，赵振勇，张科，田长彦*

中国科学院新疆生态与地理研究所，荒漠与绿洲生态国家重点实验室，新疆 乌鲁木齐    830011

摘要：【目的】探讨盐角草根部内生细菌群落多样性特征，揭示内生细菌群落结构在宿主关键发育期动

态变化规律。【方法】通过罗氏454高通量测序获得内生细菌16S rRNA片段，然后进行生物信息分析。

【结果】共获得20363条16S rRNA基因序列。各样品中可操作分类单元 (operational taxonomic units,

OTUs)在552–941之间。根部内生细菌群落主要包括4个门，其中Proteobacteri门占主导地位，其余依次是

Firmicutes，Actinobacteria，Bacteroidetes。在Proteobacteria门中，Gammaproteobacteria是第一大纲，其后

是Betaproteobacteria纲。宿主5个发育时期共同拥有7个细菌属，包括Azomonas，Serratia，Pantoea，

Serpens，Pseudomonas，Halomonas，Kushneria。整体上看，Gammaproteobacteria纲在宿主5个发育时期

呈现增长趋势。优势菌属在5个发育期存在差异，分别为Delftia，Kushneria，Serratia，Pantoea，

Erwinia。所有文库总共含2108个特异OTUs, 共同拥有5个相同OTUs。花期OTUs数量最多，结种期内生

细菌多样性降低。在宿主的5个发育时期中，土壤pH、月均温和土壤盐含量这3个环境因子组成的集合对

其内生细菌群落变化具有显著影响。【结论】盐角草内生细菌群落多样性丰富，宿主发育期决定了内生

细菌群落结构。
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植物内生细菌生活于植物组织中，常定殖在

宿主细胞间隙和木质部导管[1]。内生细菌通过与

植物相互作用，可对宿主发育产生众多益处，例

如促进植物生长或生物防治植物病害 [2 ]。因此，

了解内生细菌多样性有助于阐明它们的功能和潜

在作用，进而优化植物生长状态。近年来，植物

内生细菌的研究主要集中于“甜土植物”或农作

物，现已发现多种植物包括单子叶和双子叶植

物，从木本到草本植物，体内均存在多样的内生

细菌[3]。然而，人们对生长在极端条件下的植物

内生细菌群落多样性却知之甚少。

盐角草(Salicornia europaea L.)，隶属于藜科
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(Chenopodiaceae)，是一种强抗盐的盐生植物。在

新疆盐碱地区，盐角草被大量种植以应对土壤盐

渍化的威胁，是修复盐碱地的有效工具[4]。对其

内生细菌多样性的研究将有助于认知盐生植物内

生细菌微生态和探索内生细菌与宿主植物抗盐性

的关系。到目前为止，仅有少数关于盐角草根际

细菌的研究[5]，而对盐角草内生细菌的研究鲜见

报道。因此，本研究以盐角草为研究对象，采用

罗氏454高通量测序技术深入分析其内生细菌群落

多样性和动态分布规律。

1    材料和方法

1.1    样品采集

2014年5月至10月，于新疆克拉玛依地区盐碱

地(N 45°24′E84°56′，海拔273 m)，选择盐角草苗

期，生长期，成熟期，开花期，结种期这5个时期

采样，每个时期分3个样点，每个样点随机选取

5株，共采取75株带回实验室。每个采样时期土壤

pH, 土壤盐含量，月平均温度和月降雨量数据如

表1所示。

1.2    表面消毒

植株根部冲洗后放入含蒸馏水的螺口瓶，超

声波低频清洗3次，以去除表面土壤微粒和大部分

附着微生物[6]。将材料浸渍在75%乙醇3.0 min, 之

后在活性氯为3.5%的次氯酸钠中浸泡3.5 min, 最

后在无菌水中洗涤5次。为确认消毒过程是否合

格，使用印记法和将最终的洗涤液涂布在R2A琼

脂平板培养7 d，检测是否有细菌生长。此外，将

最终的洗涤液提取总DNA, 以没有检测到扩增的

16S rRNA基因为合格标准[7]。

1.3    基因组DNA扩增

表面消毒后的样品加液氮研磨，取(1±0.1)
g粉末提取总DNA, 其中包括细菌基因组DNA[8]。

PCR所用的引物为799F-1394R (对应细菌V5-V9区)
(融合F引物：5ʹ-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCAT
CAGNNNNNNNAACAGGATTAGATACCCTG-
3ʹ，融合R引物：5ʹ-CTATGCGCCTTGCCAGCCC
GCTCAGGGTTACCTTGTTACGACTT-3ʹ。斜体

并带下划线的为adapter序列，Ns为7个碱基的

barcode序列)。50 μL反应体系：10×PCR buffer
5 μL, dNTPs (10 mmol/L) 0.5 μL, Genomic DNA
10 ng, Bar-PCR primer F (50 μmol/L) 1 μL, Primer R
(50 μmol/L) 1 μL, Plantium Taq (5 U/μL) 0.5 μL。

PCR扩增：94 °C 30 s, 94 °C 20 s, 45 °C 20 s, 65 °C
60 s, 5个循环；94 °C 20 s, 60 °C 20 s, 72 °C 20 s,
20个循环；72 °C 5 min。

PCR结束后，对PCR产物进行琼脂糖电泳，

采用琼脂糖回收试剂盒(cat:SK8131)回收，进行

5个循环的延伸扩增，条件：94 °C 2 min, 94 °C

20 s, 60 °C 20 s, 72 °C 30 s。回收产物用Qubit2.0定
量，上海生工公司罗氏454平台测序。

1.4    数据分析

通过各样品barcode使数据回归样品，质控筛

表1.  样地信息

Table 1.  Information on sampling areas

ID Stage Salt concentration / (g/kg) Soil pH Average monthly temperature/°C Monthly rainfall/mm

K1 seeding 13.8 8.49 18.5 9.6

K2 elongating 14.1 8.61 23.8 23.9

K3 mature 14.5 8.60 25.5 3.7

K4 flowering 14.9 8.64 23.8 22.8

K5 fruiting 15.6 8.65 17.9 8.1
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选出长度>200 bp, 平均质量分值>25，无模糊碱

基，并在核糖体数据库(http://pyro.cme.msu.edu/)

具有至少80%匹配度的序列用于后续分析。校正

通过“Pre.cluster” (http://www.mothur.org/wiki/

Pre.cluster)完成，最大失配为1/150，该程序集成

于MOTHUR软件(http://www.mothur.org/)。基于

Silva序列数据库，使用MOTHUR中uchim程序去

除嵌合序列。采用RDP classifier将序列进行物种

分类，在97%的水平计算操作分类单元 (OTUs)的

数量(http://www.drive5.com/uclust/downloads1_1_

579.html)。所有序列已在GenBank SRA (Sequence

Read Archive)提交；接受号为SRX969945。

在97%的阈值确定稀释度，采用MOTHUR软

件计算A l p h a多样性指数，包括丰富度指数

(richness)、香农指数(Shannon Index)、ACE指

数、Chao1指数、文库覆盖率(Coverage)。样品

O T U s的V e n n图采用R语言分析绘制。使用

Canoco软件分析环境因子对细菌群落结构的影

响，其中细菌在“属”水平上的相对丰度作为物种

数据。采用R语言中的BioEnv程序筛选影响细菌

群落结构的最佳环境因子子集。使用Mante l -

Carlo检验环境因子及其组合是否对细菌群落结构

变化具有显著影响。

2    结果和分析

2.1    测序结果

总共产生32169条原始序列，质控后得到

20363条高质量目标片段。如表2所示，5个时期

OTUs数量分别为711、752、758、941和552，相

应文库覆盖率分别为89.3%、91.8%、90.7%、

88.6%和93.0%。稀释度曲线如图1所示，结合文

库覆盖率，说明本研究中各样品文库包含了大多

数细菌类群，基本能反应样品内生细菌群落结构

组成。

2.2    多样性分析

内生细菌类群如图2所示，所有细菌主要分为

4个门，优势类群为Proteobacteria (91.8%)，其次

是Firmicutes (4.1%)，Actinobacteria (3.3%)，

Bacteroidetes (0.3%)。在Proteobacteria门中，

Gammaproteobacteria是第一大纲，占该门的

90.4%，其后是Betaproteobacteria，占9.0%。

Gammaproteobacteria纲主要包括Enterobacteriaceae

科，Halomonadaceae科，Pseudomonadaceae科，

Moraxellaceae科，分别占该纲的60.6%，21.7%，

15.2%，0.7%。从“属”这一分类层次来看，共有

181个细菌属。Enterobacteriaceae科最为丰富，包

含4个大于1%的属，为Buttiauxella，Erwinia，

Pantoea，Serratia。Halomonadaceae科的序列主要

分布于 H a l o m o n a s 和 K u s h n e r i a 两个属。

P s e u d o m o n a d a c e a e 科的序列主要分布于

表2.  样品OTU丰度和α多样性指数

Table 2.  OTUs richness and diversity indices obtained from pyrosequencing analysis

ID Barcode Sequence OTUs
Alpha diversity

Shannon ACE Chao1 Coverage/%

K1 ATGTACG 3480 711 5.5 1800.5 1381.0 89.3

K2 TCTGCGA 4531 752 5.4 1784.6 1325.7 91.8

K3 AGTCGAT 4444 758 5.5 2436.7 1584.0 90.7

K4 AGCGTCT 4273 941 5.7 2131.3 1616.2 88.6

K5 TAGCTGT 3635 552 5.2 1177.7 961.9 93.0
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Azomonas，Pseudomonas和Serpens  3个属。

M o r a x e l l a c e a e 科 的 序 列 主 要 分 布 于

Acinetobacter属。在Betaproteobacteria纲中，所有

序列几乎全归于Delftia属。

非Proteobacteria门中，Firmicutes门占主要地

位，其次是Actinobacteria门。Firmicutes门主要包

括 F o n t i b a c i l l u s 属， P a e n i b a c i l l u s 属和

Staphylococcus属。Actinobacteria门主要包括

Brachybacterium属和Arthrobacter属。

2.3    核心属

有7个菌属始终存在于宿主的5个发育时期，

包括A z o m o n a s  ( 1 0 2条序列，占总序列数的

0.5%)，Serratia (1433条序列，占7.0%)，Pantoea

(5914条序列，占29.0%)，Serpens (455条序列，占

2.2%)，Pseudomonas (2005条序列，占9.8%)，

Halomonas (1278条序列，占6.3%)，Kushneria

(2223条序列，占10.9%)。

2.4    动态分布规律

在宿主不同发育时期，内生细菌群落结构差

异明显。整体上看，Betaproteobacteria纲主要存在

于苗期，Gammaproteobacteria纲在5个时期呈现增

长的趋势。细菌群落中的主要菌属随宿主发育期

发生变化，5个时期的首要菌属分别为Delf t ia
( 4 4 . 6 3 % )，K u s h n e r i a  ( 4 0 . 0 6 % )，S e r r a t i a
(34.83%)，Pantoea (71.94%)，Erwinia (55.68%)，

第2位菌属分别为P s e u d o m o n a s  ( 4 3 . 9 7 % )，

Halomonas  (22 .42%)，Pantoea  (31 .95%)，

Pseudomonas (6.7%)，Pantoea (16.89%)。

图 1.  丰度稀释度曲线

Figure 1.  Rarefaction curves for bacterial OTUs,
clustering at 97 % rDNA sequence similarity. K1:
seeding stage; K2: elongating stage; K3: mature stage;
K4: flowering stage; K5: fruiting stage.

图 2.  细菌类群丰度图

Figure 2.   Relative abundances of bacterial taxa
recovered from each sample analyzed with 454
sequencing. Taxa included are the ‘class’ with >0.1 %
of 16S rRNA sequences in the full 454 data set, ‘family’
with >0.5 % of sequences; and ‘genus’ with >1.0 % of
sequences. At each rank, all sequences that did not fit
into one of these categories were classified as ‘other’.
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利用Venn图分析各发育时期内生细菌群落

OTUs之间的关系，结果如图3所示，5个细菌文库

总共含特异OTUs数量为2108，特有的OTUs分别

为503，264，224，312，142，共同拥有5个相同

OTUs。内生细菌多样性在苗期到花期之间呈现上

升趋势，在花期到结种期之间下降。

2.5    环境因子对细菌群落结构的影响

根据CCA分析结果，所有环境变量对细菌菌

属变化总共具有64.2%的解释度 (图4)。20个主要

细菌属的变化与土壤pH相关性最高，其次是月均

温，土壤盐含量和月降雨量。环境因子矢量箭头

之间夹角较小，可能具有协同效应。其中

Arthrobacter，Brachybacterium，Serrat ia，

Sphingobacterium，Pantoea，Algoriphagus，

Rheinheimera，以及Buttiauxella的变化主要受月均

温的影响； S t a p h y l o c o c c u s ， E r w i n i a ，

Halomonas，Paenibacillus，Kushneria，以及

Fontibacillus的变化主要受到月降雨量的影响；

S e r p e n s ， B r e v i b a c t e r i u m ， A z o m o n a s ，

Pseudomonas，Acinetobacter，以及Delftia的变化

与土壤pH和土壤盐含量有关，盐角草的5个生育

期中土壤pH和土壤盐含量逐渐增高，说明这些菌

属的丰度随着土壤pH和土壤盐含量增高而降低。

通过BioEnv 程序评价了不同环境因子及其集

合对细菌菌属结构的影响，结果如表3所示，土壤

pH、月均温和土壤盐含量的集合对细菌菌属变化

影响最为明显，相关系数最高(0.8545)。Mantel-

Carlo检验同样表明只有这3个环境因子的集合对

细菌菌属变化的影响具有显著性(P<0.05)。

3    讨论

盐 角 草 的 优 势 内 生 细 菌 类 群 属 于

Proteobacteria门，这与多种植物内生细菌群落结

构类似，比如Arabidopsis thaliana [9]、Solanum

lycopersicum [ 7 ]、Oryza sativa [ 8 ]、Phragmites

australis[10]。目前发现的“甜土植物”内生细菌组成

主要与其生长的土壤或根际细菌相似，这导致了

同一种植物在不同环境内生细菌群落也存在变

化，虽然在细菌“门”的层面具有相似性，但在

“纲”的层面已经出现差异，而在“属”的层面则大

相径庭。此外，采用不同方法研究同一种植物内

生细菌多样性，其结果也存在差异，比如高通量

方法所发现的细菌“属”要多于DGGE法和传统培

养法[11]。然而，培养法分离到的细菌属也可能在

高通量中并无显示，这是由于某些细菌属的成员

(如Bacillus属) 多以孢子形式存在植物体内，而提

取总DNA过程中对其裂解不充分[12]。因此，目前

为止并无某种植物具有某些特有菌属的定论，从

“属”的层面对比总结盐角草和其它植物内生细菌

的差异可能不准确。我们对盐角草和一些其它植

物的内生细菌在菌“纲”的层面做了初步比对，发

现不同植物中虽以Proteobacteria门的菌群为主，

但是其包含的菌纲存在明显差异。比如对于盐角

草 ， 其 内 生 细 菌 P r o t e o b a c t e r i a 门 以

G a m m a p r o t e o b a c t e r i a 纲 为 主 ， 其 次 是

图 3.  OTUs分布Venn图
Figure 3.  Venn diagram showing the unique and shared
OTUs among the different samples.

1004 Shuai Zhao et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(6)

actamicro@im.ac.cn



B e t a p r o t e o b a c t e r i a 纲 ； 对 于 S o l a n u m

lycopersicum，其内生细菌Proteobacteria门也以

G a m m a p r o t e o b a c t e r i a纲为主，但第二位是

Alphapro teobac te r i a纲；而对于Phragmi tes

aus tra l i s，其内生细菌Proteobacter ia门则以

A l p h a p r o t e o b a c t e r i a 纲 为 主 ， 其 次 为

Gammaproteobacteria纲。

从宿主盐角草苗期至结种期，连续存在7个核

心属。其中Azomonas, Pseudomonas和Serpens均属

于Pseudomonadaceae科。Shi等采用Illumina高通量

测序发现甜菜(Beta vulgaris)体内同样存在大量

Pseudomonas属细菌，认为Pseudomonas属细菌主

要来自于植物根际[13]。Azomonas属与Azotobacters

属相似，其成员普遍可为植物提供氮源，并且还

可分泌植物激素[14]。Serpens属目前只包括1个发

表的细菌种(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon)，

即Serpens flexibilis。 Hespell认为S. flexibilis这类

可灵活运动的细菌在其生存环境中具有较强的竞

争力[15]。Serratia属和Pantoea属同归于Enterobac-

teriaceae科。植物中常发现Serratia属的细菌，目

前利用Serratia属的细菌生物防治植物病害备受关

注[16–17]。Pantoea属的细菌同样常定殖于植物体

内，其作为内生菌对植物生长可能具有益处[18]。

此外，K u s h n e r i a属和H a l o m o n a s属均归于

Halomonadaceae科，这2个属的大多数成员具有耐

盐性，常分离自海洋或高盐环境中(盐湖，死海，

盐渍土等)[19-20]。盐角草体内含有NaCl[26]，这2个细

图 4.  细菌群落与环境因子的典型对应分析

Figure 4.  CCA showing associations between environmental variables and bacterial genera. Genera are displayed as
points and variables as vectors. The arrows point to the direction of the most rapid change in the environmental
variable. Salt: salt concentration; pH: soil pH; AM: average monthly temperature; MR: monthly rainfall.

表3.  不同环境因子组合与细菌群落结构的相关关系

Table 3.  The relationship between different
combination of environmental variables and bacterial

community

Different combination of environmental factors Correlation
coefficient

Soil pH 0.8207

Soil pH + average monthly temperature 0.8303
Soil pH + average monthly temperature + salt
concentration

0.8545

Salt concentration + soil pH+ average monthly
temperature + monthly rainfall

0.8424
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菌属的存在说明盐生植物对内生细菌具有选择作

用，内生细菌也适应盐生植物体内含盐的环境。

多数研究表明植物内生细菌群落结构会随着

宿主生长阶段发生改变[13,21]。我们也发现盐角草

内生细菌结构从苗期到结种期存在明显差异，推

测这可能是由于盐角草体内和体外的环境因素所

致。在植物生长过程中，植物体外的土壤因

素[22]和环境温度[23]会对植物内生细菌的群落结构

产生影响。本研究中，盐角草不同发育时期所处

的土壤盐含量、土壤pH和月均温度三者的组合对

内生细菌群落变化具有显著影响，说明其体外环

境因素的改变可能是关键原因之一。然而，盐角

草生境中环境因子众多，比如新疆的盐渍土被称

为“世界盐渍土博物馆”，其成因非常复杂，单是

土壤盐份组成就达数十种，因此还需进一步扩充

和细化。另一方面，植物体内存在大量无机离子

和有机化合物，这些物质如铁和锌、缩酚酸和酮

类物质可能会影响植物内生细菌群落结构[24–25]。

盐角草体内不仅含有大量钠离子，而且含有多种

次级代谢物质，比如生物碱，三萜皂苷，黄酮类

化合物如芦丁和槲皮素-3-β-D-葡萄糖甙等，此

外，还有一些未知物质具有抑菌活性[26]。能够利

用这些物质作为能源的某些内生细菌可能会成为

优势种群，而对其中抑菌物质敏感的某些细菌可

能会成为微小的群体。因此，我们推测在盐角草

的发育过程中，其体内化合物种类和各种物质比

例的波动可能在选择特定类型的细菌种群中发挥

积极作用。对于盐角草发育期环境因素与内生细

菌群落的响应关系还需进一步研究验证。

本研究首次利用高通量测序技术，针对盐生

植物中最抗盐的盐角草，初步调查了其不同生育

期内生细菌群落变化规律。在研究过程中遇到一

些特殊问题，现将这些问题做如下探讨，希望能

为学者们开展盐生植物内生细菌研究提供参考。

本研究中我们使用引物799F和1492R对提取的盐

角草总DNA扩增，在PCR产物电泳检测中出现2个

条带。1个条带(900–1000 bp) 为盐生植物线粒体

DNA；另外1个条带(700–800 bp) 是含有内生细菌

16S rRNA基因片段的目标带。这与普通作物内生

细菌扩增结果不同，比如在对玉米内生细菌的高

通量测序研究中，玉米的线粒体DNA对应条带在

1000–1500 bp之间[21]。该结果表明盐角草的线粒

体基因可能有别于普通作物。本研究提取的是盐

角草总DNA, 其中内生细菌DNA含量很少，加之

盐角草线粒体基因序列不清楚，这为使用qPCR量

化所选择细菌集群水平带来困难，所设计的细菌

属的引物具有非常高的非特异性，而目前对于植

物样品中细菌属qPCR所用引物还鲜见报道。如果

在知道盐角草线粒体基因的基础上，或许可以结

合锁核酸技术(locked nucleic acid, LNA)，通过“
基因封条作用”抑制线粒体或叶绿体基因的表达，

从而量化盐角草内生细菌属。

总之，盐角草体内存在多样的内生细菌，本

研究只对其根部进行了调查，而内生细菌在盐角

草不同组织器官的分布差异还需进一步研究。此

外，在盐角草的生长过程中，内生细菌和植物有

着密切的关系，其中一些菌属可能与植物健康有

关。对盐角草体内具有促生作用细菌的分离鉴

定，以及评估它们对宿主在盐胁迫下生长的影

响，也是我们下一步要开展的工作。
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Endophytic bacterial diversity and dynamics in root of
Salicornia europaea estimated via high throughput sequencing

Shuai Zhao, Na Zhou, Zhenyong Zhao, Ke Zhang, Changyan Tian*

State Key Laboratory of Desert and Oasis Ecology, Xinjiang Institute of Ecology and Geography, Chinese Academy of Sciences,
Urumqi 830011, Xinjiang Uygur Autonomous Region, China

Abstract: [Objective] This study aimed to describe the composition of the endophytic bacterial communities in
Salicornia europaea root, and to examine how endophytic bacteria vary across host growth periods. [Methods] PCR-
based Roche FLX 454 pyrosequencing was applied to reveal the diversity and succession of endophytic bacteria.
[Results] A total of 20363 partial 16S rRNA gene sequences were obtained. These sequences revealed huge amount
of operational taxonomic units (OTUs), that is, 552–941 OTUs in a root sample. Endophytes in roots mainly
comprised four phyla, among which Proteobacteria was the most represented, followed by Firmicutes, Actinobacteria,
and Bacteroidetes. Gammaproteobacteria was the most abundant class of Proteobacteria, followed by
Betaproteobacteria of this phylum. Genus Azomonas, Serratia, Pantoea, Serpens, Pseudomonas, Halomonas, and
Kushneria were shared by all growth stages. Gammaproteobacteria increased during the five stages. The dominant
bacterial genera during five periods were related to Delftia, Kushneria, Serratia, Pantoea, Erwinia, respectively. Five
libraries contained 2108 unique OTUs with 5 OTUs in common. The greatest number of OTUs was detected during
flowering stage. Endophytic bacteria diversity was reduced during fruiting stage. A combination of soil pH, average
monthly temperature and soil salt concentration has significant effects on the endophytic bacterial community
structure during the five stages. [Conclusion] As a whole, the diversity of endophytic bacteria was high inroot of
Salicornia europaea. The distribution of endophytic bacteria showed obvious dynamic changes, and the host growth
stages determined the endophytic bacterial community.
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