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马衔山中国沙棘根瘤内共生细菌多样性研究

张爱梅∗，韩雪英，王　 嘉，孔维宝，牛世全，朱学泰
西北师范大学 生命科学学院，兰州 ７３００７０

摘要：采集甘肃省兰州市马衔山中国沙棘（Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｏｅｓ）根瘤样品，采用高通量测序和纯培养方法，分析中国沙棘根瘤

内定殖的内共生细菌的组成、相对丰度和物种多样性，并比较两种方法研究结果的差异。 在不同的微生物分类单元，高通量测

序检测到中国沙棘根瘤内共生细菌 ２４ 门 ５０ 纲 ９０ 目 １６７ 科 ２１５ 属；而纯培养方法仅检测到 ３ 门 ５ 纲 ７ 目 ８ 科 ８ 属。 进一步分

析沙棘根瘤内共生细菌主要类群的相对丰度，发现高通量测序与纯培养方法的结果有明显差异，在科和属的分类单元上差异尤

其显著。 两种方法都表明中国沙棘根瘤内共生细菌具有丰富的多样性，但高通量测序能够较为全面的反映中国沙棘根瘤内共

生细菌的群落组成，而纯培养方法仅能够分离到部分可培养的中国沙棘根瘤内共生细菌，在很大程度上极可能低估中国沙棘根

瘤内共生细菌的物种组成并高估其丰度。
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植物内生菌是在一定阶段或全部阶段生活于健康植物的组织和器官内部的一大类微生物［１］。 内生菌具

有丰富的生物多样性，对于一种植物而言，从中可分离到的内生真菌或细菌通常为几种至几十种，有的甚至可

达几百种［２］。 内生菌数量庞大，种类众多，包括内生真菌、内生细菌和内生放线菌等［３］。 在同一种植物的根、
茎、叶、花、果实和种子中均有内生菌被发现，且植物内生菌具有一定的植物和组织专一性［４］。

内生菌多样性的研究主要应用传统的微生物培养技术，通过分离、培养等过程从特定的样品中获得微生

物纯培养物，再进行菌株的分类鉴定。 由于实验室条件下提供的培养基及培养环境与微生物所处的自然环境

之间存在很大差异，大量微生物无法通过纯培养获得目标菌株。 高通量测序技术的快速发展，为内生菌多样

性的研究提供了更有效的途径，可灵敏地探测待测样品中包括稀少种群在内的绝大多数微生物，能更全面客

观地揭示目标环境中微生物群落结构，同时获得定性及相对定量的信息［５］。
中国沙棘（Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ）可在贫瘠干旱及高寒环境生存，根系发达，且能形成明显的根瘤，是一种

典型的放线菌结瘤植物，能与弗兰克氏菌（Ｆｒａｎｋｉａ）共生结瘤固氮。 研究发现，除弗兰克氏菌外，沙棘根瘤中

还存在大量的非弗兰克氏内共生菌［６⁃７］。 用纯培养方法研究沙棘内共生菌时还发现，沙棘内共生菌具有系统

内生性和组织专化性［８］。
为了全面了解沙棘根瘤内共生细菌的多样性，明确根瘤内共生细菌群落结构特点及组成，以分布在甘肃

马衔山高寒地区的中国沙棘根瘤为研究材料，将高通量测序技术和纯培养技术联合使用，以期能更系统地揭

示中国沙棘根瘤内共生细菌的多样性，并获得具有潜在应用价值的内共生细菌资源。 同时，比较两种方法研

究结果的差异，为沙棘根瘤内共生细菌多样性的研究与应用提供参考，并为更进一步开展内生共细菌相关研

究提供方向及有价值的菌株材料。

１　 材料与方法

１．１　 样品采集

采样地为马衔山自然保护区，地理位置位于甘肃省兰州市榆中县马坡乡（海拔 ２７９２ ｍ，年平均气温

３．２℃，经纬度： １０３°５８′４２″Ｅ， ３５°４７′２１″Ｎ）。 ２０１６ 年 ９ 月在沙棘根瘤生长期，在人为干扰相对较少的河滩地生

长的中国沙棘灌丛典型生境，选取 ６ 株中国沙棘植株采集沙棘根瘤，带回实验室于 ４℃冰箱保存，并尽快进行

根瘤内共生细菌的分离培养和根瘤总 ＤＮＡ 的提取［９］。
１．２　 沙棘根瘤表面消毒

选取新鲜幼嫩的沙棘根瘤样品，除去沙棘根瘤表面的泥沙等杂质，依次用自来水、蒸馏水和无菌水分别冲

洗。 然后用 ７５％乙醇和 １％ ＮａＣｌＯ 溶液分别进行表面消毒，再用无菌水反复冲洗，收集最后一次冲洗的无菌

水进行无菌检测［１０］。
１．３　 沙棘根瘤内共生细菌的纯培养

１．３．１　 内共生细菌的分离

沙棘根瘤内共生细菌的分离采用根瘤切片法［１１］。 采用牛肉膏蛋白胨培养基和加入沙棘根浸出物的牛肉

膏蛋白胨培养基分离细菌；采用高氏 Ｉ 号培养基和加入沙棘根浸出物的高氏 Ｉ 号培养基分离放线菌；采用

Ｑｍｏｄ 和加入沙棘根浸出物的 Ｑｍｏｄ 培养基分离弗兰克氏菌。 用无菌刀片将沙棘根瘤尖端含菌组织切成约 １
ｍｍ 的薄片，分别置于上述培养基的平板中，２８℃培养。 挑取平板上不同菌落形态特征的内共生细菌，划线纯

化后保存于试管斜面备用。
１．３．２　 内共生细菌的初步鉴定

沙棘根瘤内共生细菌的传统鉴定采用形态观察和生理生化实验相结合的方法。 形态观察与生理生化特

征主要参考 《常见细菌系统鉴定手册》、《放线菌快速鉴定与系统分类》 以及 《土壤与环境微生物研究

法》 ［１２⁃１４］。
１．３．３　 内共生细菌的分子鉴定

沙棘根瘤内共生细菌 ＤＮＡ 的提取采用碱解法［１５］，放线菌 ＤＮＡ 提取采用微波法［１６］。 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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采用通用引物：２７Ｆ（５′⁃ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃ ３′）和 １４９２Ｒ（５′⁃ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃ ３′）。 ＰＣＲ
反应体总系为 ２５ μＬ：引物各 １ μＬ，模板 ４ μＬ，Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｄｙｅ）１５ μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２５ μＬ。 ＰＣＲ 扩增反应

条件为 ９５℃预变性 ５ ｍｉｎ，９５℃变性 １ ｍｉｎ，５６℃退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ２ ｍｉｎ，３０ 个循环，最后 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎ。
ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测后，送去北京奥科鼎盛生物科技有限公司进行测序。

将所得到的序列用 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 进行比对，用 ＭＥＧＡ７．０ 软件采用邻接法构建系统发育树进行系统进

化分析；将 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列相似性在 ９７％以上划分为同一个操作分类单元（ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，
ＯＴＵ），进一步根据公式计算 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数。

Ｈｓｈａｎｎｏｎ ＝ １ － ∑
ｓ

ｉ ＝ １
（ｐｉ ｌｏｇ２ｐｉ） 　 　 Ｄｓｉｍｐｓｏｎ ＝ － ∑ｐ２

ｉ

式中，Ｓ 代表所有 ＯＴＵｓ 的总数，ｐｉ代表划分到同一个属的 ＯＴＵｓ 数占总 ＯＴＵｓ 的百分比［１７］。
１．４　 沙棘根瘤内共生细菌的高通量测序分析

１．４．１　 内共生细菌总 ＤＮＡ 提取与 １６Ｓ ｒＤＮＡ⁃Ｖ４ 区 ＰＣＲ 扩增

根瘤内共生细菌总 ＤＮＡ 的提取参照彭源东与李志真等采用的 ＣＴＡＢ 法［１８⁃１９］。 用 １％琼脂糖凝胶电泳检

测所提取 ＤＮＡ 的效果。
细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ⁃Ｖ４ 区的 ＰＣＲ 扩增采用带 Ｂａｒｃｏｄｅ 的特异性引物 ５１５Ｆ（５′⁃ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ⁃ ３′）和

８０６Ｒ（５′⁃ＧＣＣＡＡＴＧＧＡＣＴＡＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃ ３′）。 ＰＣＲ 扩增采用 ５０ μＬＰＣＲ 扩增体系，扩增反应条件为

９８℃预变性 ５ ｍｉｎ，９８℃变性 ３０ ｓ，５０℃退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ３０ ｓ，２５ 个循环，最后 ７２℃延伸 ５ ｍｉｎ。 部分 ＰＣＲ
产物于 ２％琼脂糖凝胶电泳检测，其余样品－２０℃保存备用。
１．４．２　 文库构建和上机测序

根据 ＰＣＲ 产物浓度进行等量混样，充分混匀后使用 ２％琼脂糖凝胶检测 ＰＣＲ 产物，对目的条带使用

Ｑｉａｇｅｎ 公司的胶回收试剂盒回收产物。 使用 ＴｒｕＳｅｑ􀳏 ＤＮＡ ＰＣＲ⁃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 Ｑ－ＰＣＲ 定量，文库合格后，使用 Ｈｉｓｅｑ ２５００ ＰＥ２５０ 进行上机测序。 本

研究测序工作由北京诺禾致源生物信息科技有限公司完成。
１．４．３　 高通量测序数据处理

将测序得到的原始数据截去 Ｂａｒｃｏｄｅ 和引物序列后进行拼接，拼接得到的序列经过严格的过滤，并去除

其中的嵌合体序列得到最终的有效数据。 利用 Ｕｐａｒｓｅ 软件对样品的全部有效序列在 ９７％水平上进行 ＯＴＵ
聚类，并筛选出 ＯＴＵ 中出现频率最高的序列作为 ＯＴＵｓ 代表序列，用 Ｍｏｔｈｕｒ 方法与 ＳＩＬＶＡ 的 ＳＳＵｒＲＮＡ 数据

库进行物种注释分析，并在各个水平上统计样品的群落组成。 高通量测序数据处理与分析由北京诺禾致源生

物信息科技有限公司完成。

２　 结果与分析

２．１　 纯培养方法分析中国沙棘根瘤内共生细菌群落结构

利用不同培养基从采集的中国沙棘根瘤中分离纯化得到 １７ 株内共生细菌，所有菌株均可传代培养。 所

有菌株培养后，提取其 ＤＮＡ，再将菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因进行 ＰＣＲ 扩增并测序，测序得到的基因序列通过

ＢＬＡＳＴ 程序与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中已报道的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列进行相似性对比，并构建系统发育树（图 １）。
同时进行 １７ 株菌株的形态学观察和生理生化实验，将二者结果与系统进化树结果结合进行分析，分离到

的 １７ 株沙棘根瘤内共生细菌分属于放线菌门 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） 和变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）３ 个门。 在属分类单元，１７ 株菌株分属于 ８ 个属，其中：链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）４ 株、韩国生工

菌属（Ｋｒｉｂｂｅｌｌａ） １ 株、拟诺卡氏菌属 （Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ） １ 株、类芽孢杆菌属 （Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ） １ 株、芽孢杆菌属

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）７ 株、芽生杆菌属（Ｂｏｓｅａ）１ 株、马赛菌属（Ｍａｓｓｉｌｉａ）１ 株和沙雷氏菌属（Ｓｅｒｒａｔｉａ）１ 株；优势属为芽孢

杆菌属和链霉菌属。
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图 １　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因构建系统进化树

Ｆｉｇ．１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２．２　 高通量测序分析中国沙棘根瘤内共生细菌群落结构

２．２．１　 样品复杂度分析

采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序平台进行测序，得到 ５１５６６ 条原始数据，拼接和质控后进行嵌合体过滤，得到可

用于后续分析的有效序列 ５０２３４ 条，其平均长度约 ４２２ｂｐ，与 １６Ｓ ｒＤＮＡ－Ｖ４ 区序列长度基本一致。 以 ９７％的

一致性将有效序列聚类为 １８０５ 个 ＯＴＵ。
结果表明样品覆盖度为 ９９．３％，ＡＣＥ 指数为 １３１８，Ｃｈａｏ１ 指数为 １２７１，且稀释曲线趋于平稳，表明测序数

据合理可靠。
２．２．２　 ＯＴＵ 物种注释

对 ＯＴＵ 代表序列进行物种注释，获得分类学信息并分别在各分类单元统计样本的群落组成，沙棘根瘤内

共生细菌可以注释到 ２４ 门、５０ 纲、９０ 目、１６７ 科、２１５ 属（表 １）。
２．２．３　 内共生细菌群落结构组成

在门和属分类单元进行物种分类树统计，各分类单元相对丰度前 １０ 的物种分别如图所示（图 ２）。 在门

分类单元，沙棘根瘤内共生细菌主要分布在蓝细菌门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、 拟杆菌门 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、 衣原体门 （ Ｃｈｌａｍｙｄｉａｅ ）、 酸杆菌门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）和柔膜菌门（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ）等；其中蓝细菌

门、变形菌门、放线菌门和厚壁菌门为优势门。
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表 １　 各分类单元的序列数目及群落组成

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｔ ｅａｃｈ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

项目
Ｉｔｅｍｓ

界
Ｋｉｎｇｄｏｍ

门
Ｐｈｕｌｕｍ

纲
Ｃｌａｓｓ

目
Ｏｒｄｅｒ

科
Ｆａｍｉｌｙ

属
Ｇｅｎｕｓ

序列数 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ １５９７３ ５５２２１ ５５１６９ ５４７９５ ５３９２５ ４９０１１

物种数 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎｕｍｂｅｒ １ ２４ ５０ ９０ １６７ ２１５

图 ２　 物种分类树

Ｆｉｇ．２　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｒｅｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ：蓝细菌门；Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ：放线菌门；Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ：拟杆菌门；Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ：变形菌门；Ｃｈｌａｍｙｄｉａｅ：衣原体门；Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ：酸杆

菌门； Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ： 绿 弯 菌 门； Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ： 柔 膜 菌 门； Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ： 厚 壁 菌 门； Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ： 疣 微 菌 门； Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ： 放 线 菌 纲；

Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ：α－变形菌纲；Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ：γ－变形菌纲； Ｂａｃｉｌｌｉ：芽孢杆菌纲；Ｆｒａｎｋｉａｌｅｓ：弗兰克氏菌目；Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ：根瘤菌目；

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ：假单胞菌目；Ａｅｒｏｍｏｎａｄａｌｅｓ：气单胞菌目；Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ：肠杆菌目；Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｌｅｓ：黄单胞杆菌目；Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｄａｌｅｓ：月牙

单胞菌目；Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｌｅｓ：乳杆菌目；Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ：芽孢杆菌目；Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ：链霉菌科；Ｆｒａｎｋｉａｃｅａｅ：弗兰克氏菌科；Ｒｈｉｚｏｂｉａｃｅ：根瘤菌科；

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ：假 单 胞 菌 科； Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ： 琥 珀 酸 弧 菌 科； Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ： 肠 杆 菌 科； Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ： 黄 单 胞 菌 科；

Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａｃｅａｅ：韦荣球菌科；Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ：乳杆菌科；Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ：类芽孢杆菌科；Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ：链霉菌属；Ｆｒａｎｋｉａ：弗兰克氏菌属；

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ：根瘤菌属；Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ：假单胞菌属；Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏ：琥珀酸弧菌属；Ｙｅｒｓｉｎｉａ：耶尔森氏鼠疫杆菌属；Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ：寡养单胞菌属；

Ａｎａｅｒｏｖｉｂｒｉｏ：厌氧弧菌属；Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ：乳酸杆菌属；Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ：短芽孢杆菌属

在属分类单元，沙棘根瘤内共生细菌主要包括弗兰克氏菌属（Ｆｒａｎｋｉａ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、乳酸

杆菌属 （ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、 耶尔森氏鼠疫杆菌属 （ Ｙｅｒｓｉｎｉａ）、 厌氧弧菌属 （ Ａｎａｅｒｏｖｉｂｒｉｏ ）、 短芽孢杆菌属

（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ）、琥珀酸弧菌属（Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏ）、链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）和寡养单胞菌属

（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）；优势属为弗兰克氏菌属和假单胞菌属，相对丰度分别达到 １７．７％和 ７．５％，为沙棘根瘤内

的绝对优势类群。
２．３　 纯培养和高通量测序分析中国沙棘根瘤内共生细菌的差异

２．３．１　 内共生细菌群落结构的差异

在门、纲、目、科和属分类单元，纯培养方法只检测到 ３ 门、５ 纲、７ 目、８ 科和 ８ 属，而高通量测序共检测到

２４ 门、５０ 纲、９０ 目、１６７ 科和 ２１５ 属（表 ２）。 后者的检测灵敏度分别是前者的 ８、１０、１２．９、２０．９ 和 ２６．９ 倍。 这

一结果表明，纯培养方法严重低估了沙棘根瘤内共生细菌的物种组成；分类单元越低，高通量测序方法检测到

的微生物物种数越多，与纯培养方法相比具有越明显的优势。
２．３．２　 内共生细菌相对丰度的差异

在门分类单元，比较纯培养和高通量测序方法检测到的根瘤内共生细菌的相对丰度，结果发现，纯培养方
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法检测到的放线菌门和厚壁菌门的内生细菌相对丰度明显高于高通量测序方法，而变形菌门的相对丰度却低

于高通量测序方法（表 ３）。 蓝细菌门、变形菌门、放线菌门和厚壁菌门均为高通量测序的优势菌门，蓝细菌门

在纯培养时却没有分离得到。

表 ２　 纯培养与高通量测序检测到的各分类单元的内共生细菌群落组成

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｂｙ ｐｌａｔｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｔ ｅａｃｈ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

项目
Ｉｔｅｍｓ

界
Ｋｉｎｇｄｏｍ

门
Ｐｈｙｌｕｍ

纲
Ｃｌａｓｓ

目
Ｏｒｄｅｒ

科
Ｆａｍｉｌｙ

属
Ｇｅｎｕｓ

纯培养方法 Ｐｌａｔｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ １ ３ ５ ７ ８ ８

高通量测序 Ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ １ ２４ ５０ ９０ １６７ ２１５

检测灵敏度（高通量测序 ／ 纯培养）
Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐｌａｔｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ １．０ ８．０ １０．０ １２．９ ２０．９ ２６．９

表 ３　 根瘤内共生细菌在门分类单元的相对丰度差异（％）

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖａ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｎｏｄｕｌｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

方法 Ｍｅｔｈｏｄ 放线菌门 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

纯培养方法 Ｐｌａｔｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ ３５．３ ４７．１ １７．６

高通量测序 Ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ２１．３ １４．０ ２７．２

在属分类单元，比较纯培养和高通量测序方法检测到的根瘤内共生细菌的相对丰度，发现纯培养方法检

测到的内共生细菌的相对丰度普遍高于其在高通量测序方法中的丰度（表 ４）。 纯培养方法分离得到的芽孢

杆菌属的相对丰度为 ４１．２％，而在高通量测序分析中只占 ０．７０％；纯培养分离得到的链霉菌属的相对丰度为

２３．５％，但在高通量测序中只占 ０．９２％；纯培养分离得到的拟诺卡氏菌属和沙雷氏菌属，高通量测序却没有检

测到。 相反地，高通量测序检测到的优势属弗兰克氏菌属（１７．７％）和假单胞菌属（７．５％），纯培养方法却没有

分离得到。

表 ４　 根瘤内共生细菌在属分类单元的相对丰度差异（％）

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｎｏｄｕｌｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

方法
Ｍｅｔｈｏｄ

芽孢杆菌属
Ｂａｃｉｌｌｕｓ

链霉菌属
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

韩国生
工菌属
Ｋｒｉｂｂｅｌｌａ

拟诺卡
氏菌属

Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ

类芽孢
杆菌属

Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ

沙雷氏菌属
Ｓｅｒｒａｔｉａ

马赛菌属
Ｍａｓｓｉｌｉａ

芽生杆菌属
Ｂｏｓｅａ

纯培养方法
Ｐｌａｔｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ ４１．２ ２３．５ ５．８８ ５．８８ ５．８８ ５．８８ ５．８８ ５．８８

高通量测序
Ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ０．７０ ０．９２ ０．１９ ０．００ ０．２０ ０．００ ０．１８ ０．１２

２．３．３　 内共生细菌多样性差异

将沙棘根瘤内共生细菌的微生物多样性指数进行统计，结果表明，基于纯培养的根瘤内共生细菌香农指

数为 ２．４６２，辛普森指数为 ０．７５４，而高通量测序得到的根瘤内共生细菌香农指数为 ４．９６７，辛普森指数为 ０．
８６９，说明高通量测序检测到的内共生细菌的群落多样性要高于纯培养方法，同时也说明，沙棘根瘤内共生细

菌群落结构更为复杂，群落更为稳定。

３　 讨论

本研究通过纯培养和高通量测序方法检测马衔山中国沙棘根瘤内共生细菌，两种方法都表明中国沙棘根

瘤内共生细菌具有丰富的多样性。 在采用纯培养方法检测时，由于培养条件的影响，只得到相对较少的纯培

养物，其根本原因可能是由于大量的微生物还未找到合适的培养条件［２０］。 沙棘根瘤内共生细菌的生长与一

些生物因素和非生物因素也有关系，为了使实验室培养的营养条件更接近自然环境，在沙棘根瘤内共生细菌

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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分离时，还应尝试模拟自然生态环境，以利于更多的内共生细菌被分离培养。
本研究中，采用纯培养方法检测到中国沙棘根瘤内共生细菌的优势属为芽孢杆菌属和链霉菌属。 刘志

强［２１］和徐瑞瑞［７］等均对沙棘根瘤中的微生物进行过研究，也发现沙棘根瘤内共生细菌多样性丰富，但分离得

到的根瘤内共生细菌的种类与本次研究得到的种类存在一定差异，说明植物内共生细菌多样性可能受植物种

类、地理位置、生长环境和气候条件等因素的影响［２２］。 本研究中马衔山中国沙棘生长在海拔 ２８００ ｍ 左右的

高寒区，其根瘤内共生细菌的多样性与其所处的特殊生境有关［２３］。
本研究采用高通量测序方法检测沙棘根瘤内共生细菌时，优势门为蓝细菌门、变形菌门、放线菌门和厚壁

菌门，并且变形菌门、放线菌门和厚壁菌门的微生物在纯培养时也被分离到，说明分类单元越高，纯培养和高

通量测序方法研究根瘤内共生细菌多样性的差异越小。 蓝细菌门细菌分布极广，在极端环境中也能生长，还
能与一些植物共生［２４］。 而蓝细菌门的微生物在本研究中利用纯培养方法分离时却未被分离到，因此，其在中

国沙棘根瘤中的存在状况以及与沙棘之间的关系还有待进一步研究。
本研究在采用高通量测序方法检测沙棘根瘤内共生细菌时，优势属为弗兰克氏菌属和假单胞菌属。 弗兰

克氏菌能与沙棘共生形成根瘤［２５］，是沙棘根瘤内的绝对优势菌，其丰度达到 １７．７％。 但采用纯培养方法分离

时却未分离到弗兰克氏菌，可能因为弗兰克氏菌在人工培养条件下生长缓慢，离体培养需要 ２—３ 周或更长时

间，且容易被杂菌污染［２６］。 本研究在中国沙棘根瘤内共生细菌分离过程中采用根瘤切片法，培养一段时间

后，根瘤切片周围很快铺满生长较快的细菌菌苔，这也可能是阻碍生长较慢的弗兰克氏菌的生长繁殖的重要

因素［２７］。 因此，探索合适的培养条件及合适的培养方法，缩短弗兰克氏菌生长周期，减少弗兰克氏菌离体培

养中的污染，是非常必要的［２８］。 假单胞菌属为本研究中高通量测序检测到的仅次于弗兰克氏菌的优势菌，其
丰度达到 ７．５％。 假单胞菌属细菌广泛存在于各种生境中，包括植物的根瘤内［２９］，但本研究中利用纯培养方

法分离时也未分离到此菌，可能与培养条件有关，假单胞菌属细菌与中国沙棘的互作关系也有待深入探究。
已有研究也发现，在其他植物中发现的内共生细菌以假单胞菌属和芽孢杆菌属等为最常见的属［３０］。 本研究

在沙棘根瘤中检测到的内共生细菌有一部分与上述其他植物内共生细菌相同，说明沙棘根瘤内共生细菌与其

他植物内共生细菌也具有相似性。 另外，本研究中纯培养分离得到的拟诺卡氏菌属和沙雷氏菌属，在高通量

测序并未检测到，可能与高通量测序技术存在漏检有关。
尽管高通量测序能够更全面的反映中国沙棘根瘤内共生细菌的多样性，提供更多的生物学信息，对沙棘

根瘤内共生细菌多样性研究具有指导意义。 但传统纯培养方法仍为获取目标菌株的基本途径，在获取具有潜

在应用价值的内共生细菌资源，并进行深入研究方面具有优势。 如纯培养方法能分离得到一些具抑菌和促生

活性的根瘤内共生细菌，这些内共生细菌产生的具有多种生理活性的代谢产物的开发具有广阔的应用

前景［３１］。
为了探明中国沙棘根瘤内共生细菌的多样性，需要展开进一步的资源调查，收集尽可能多的不同生境宿

主来源的菌株，积累丰富的形态、生理生化指标，并建立精确可靠的分子特征数据库，更科学地界定这些内共

生细菌的功能和分类地位。 将高通量测序和纯培养方法相结合，既可以最大限度的反映沙棘根瘤内共生细菌

的多样性，又能够有针对性的进行纯培养，收集到根瘤内共生细菌菌种资源，为后续研究提供材料。

４　 结论

高通量测序和纯培养方法都表明中国沙棘根瘤内共生细菌具有丰富的多样性，但高通量测序方法能够较

为全面的反映中国沙棘根瘤内共生细菌的群落组成，而纯培养方法仅能够分离到少数可培养的中国沙棘根瘤

内共生细菌。
高通量测序和纯培养方法检测中国沙棘根瘤内共生细菌多样性时，分类单元越低，高通量测序方法检测

到的微生物物种数越多，与纯培养方法相比具有越明显的优势。
高通量测序方法获得的中国沙棘根瘤内共生细菌多样性信息，为优化选择纯培养的适宜培养基及培养条

７　 １ 期 　 　 　 张爱梅　 等：马衔山中国沙棘根瘤内共生细菌多样性研究 　
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件，实现有目的地分离特定物种奠定了基础。
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