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芽胞杆菌浸种对水稻内生细菌群落结构的影响

沙月霞∗， 沈瑞清
宁夏农林科学院植物保护研究所， 银川　 ７５００１１

摘要：水稻内生细菌群落是反应植株内环境是否健康稳定的重要生物学指标，芽胞杆菌是防治水稻病害的重要生防微生物。 为

揭示芽胞杆菌浸种处理对水稻内生细菌群落结构的影响，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序的方法对水稻内生细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因进

行测序，剖析了芽胞杆菌浸种处理对不同水稻组织内生细菌的微生态调控作用。 结果表明，３ 种芽胞杆菌浸种处理可以提高水

稻根和茎部内生细菌群落的丰富度和均匀度，降低叶部内生细菌群落的丰富度和均匀度，显著增加根部内生细菌群落多样性。
变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）是水稻根部和茎部共有优势菌门，厚壁菌门和芽胞

杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）是叶部共有优势菌门和属。 芽胞杆菌浸种处理显著提高了叶部内生厚壁菌门和芽胞杆菌属的相对丰度，增加

了根系和茎部组织内生细菌的分类单元 ＯＴＵ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ）数量，对叶部组织影响不明显；降低了茎部和叶部中

参与各种代谢通路的内生细菌丰度，显著增加了根部参与代谢通路的内生细菌丰度。 因此，３ 种芽胞杆菌浸种处理可以显著改

变水稻根部、茎部和叶部内生细菌群落结构，改善水稻生长的微生态环境。
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芽胞杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）属于细菌界的厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）。 稻瘟病是水稻生产中危害最严重的病害，由
子囊菌Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ（Ｔ．Ｔ． Ｈｅｂｅｒｔ）Ｙａｅｇａｓｈｉ ＆ Ｕｄａｇａｗａ（无性态：Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａ ｏｒｙｚａｅ）引起［１］，一般情况先每

年造成 ２０％—３０％的产量损失，严重的田块颗粒无收［２］。 化学农药是防治稻瘟病最常用的药剂，但是大量重

复使用容易污染生态环境，对人类健康也带来极大的威胁。 因此，选用对生态环境无污染、杀菌效果明显的生

防菌剂防治稻瘟病越来越受到关注。 多项研究表明，芽胞杆菌产生抗逆性极强的芽胞，防病促生效果显著，对
人畜无害，不易使病原菌产生抗药性，对生态环境安全，是防治稻瘟病的重要生防种质资源。 已有研究表明贝

莱斯芽胞杆菌（Ｂ． ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）Ｅ６９、解淀粉芽胞杆菌（Ｂ． ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）Ｓ１７０ 和短小芽胞杆菌（Ｂ． ｐｕｍｉｌｕｓ）Ｓ９
对稻瘟病的防效明显［３］，可以用于水稻可持续发展中稻瘟病的生物防治。

植物内生菌具有重要的生态功能，是植物微生态系统的重要组成部分［４⁃５］，植物内生菌群落结构受地理

环境［６⁃７］、栽培条件、品种基因型［８⁃９］、组织部位［１０］、喷施药剂的影响。 植物内生菌的群落结构与植物品种抗

性密切相关［１１⁃１２］，植物内生细菌是非常重要的内生菌资源，内生细菌的群落结构是否稳定也会影响植物品种

的抗性。 冯杭等［１３］研究证实了番茄抗病品种的内生细菌总数量显著高于感病品种。 Ｗｅｓｔ 等［１４］ 研究表明葡

萄抗病品种的内生细菌的菌群结构和多样性与感病品种差异显著。
水稻内生细菌的群落多样性是衡量水稻植株是否健康的指标之一。 已有的研究证实水稻内生细菌的生

态功能包括增强水稻抗病虫害的能力［１５］、促进植株生长或者增加产量［１６⁃１７］、提高抗逆境的能力［１８］、加强寄主

对氮等营养物质的吸收与代谢［１９⁃２０］、降解重金属污染和农药残留、与寄主互作等［２１］。 农药的施用对水稻内生

细菌的群落多样性的影响较明显。 崔凯等［２２］发现吡虫啉、噻虫嗪和苯醚甲环唑喷施后显著降低水稻根系内

生细菌群落丰富度。 运用生物农药防治水稻病害已成为研究热点，但是对水稻内生细菌群落多样性的影响研

究报道较少。
因此，本研究利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序技术研究芽胞杆菌浸种处理对水稻组织内生细菌群落多样性的影

响。 一方面明确芽胞杆菌浸种处理对水稻根部、茎部和叶部内生细菌的菌群组成、群落结构以及多样性的影

响；另一方面剖析水稻组织内生细菌群落与水稻品种抗性之间的关系，从而揭示芽胞杆菌浸种处理对水稻品

种抗性的影响。 本文旨在为芽胞杆菌杀菌剂在水稻可持续发展中的应用提供科学依据。

１　 研究材料和方法

１．１　 试验地概况

试验于 ２０１８ 年 ８ 月—９ 月在宁夏农林科学院植物保护研究所日光温室进行（３８°４７′Ｎ，１０６°２７′Ｅ，海拔高

度 １０８０ ｍ）。 种植土壤为营养土，有机质含量≥１２．０％，腐殖酸含量≥１２８％，水分≤２０．０％，ｐＨ 值 ４．０—８．０。
１．２　 试验设计

试验设置 １２ 组样本处理，每组样本 ３ 个重复，分别是叶部样本 Ｌ（Ｌｅａｆ）：无菌水对照（ＣＫＬ）、短小芽胞杆

菌 Ｓ９（Ｓ９Ｌ）、解淀粉芽胞杆菌 Ｓ１７０（Ｓ１７０Ｌ）和贝莱斯芽胞杆菌 Ｅ６９（Ｅ６９Ｌ）；茎部样本 Ｓ（Ｓｔｅｍ）：无菌水对照

（ＣＫＳ）、短小芽胞杆菌 Ｓ９（Ｓ９Ｓ）、解淀粉芽胞杆菌 Ｓ１７０（Ｓ１７０Ｓ）和贝莱斯芽胞杆菌 Ｅ６９（Ｅ６９Ｓ）；根部样本 Ｒ
（Ｒｏｏｔ）：无菌水对照（ＣＫＲ）、短小芽胞杆菌 Ｓ９（Ｓ９Ｒ）、解淀粉芽胞杆菌 Ｓ１７０（Ｓ１７０Ｒ）和贝莱斯芽胞杆菌 Ｅ６９
（Ｅ６９Ｒ）。

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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１．３　 水稻种植与样本采集

试验水稻品种为 Ｇ１９ 号，健康种子在 ７０％酒精中浸泡 ２０ ｍｉｎ，采用无菌水重复冲洗，冲洗后的种子分别

在 １００ ｍＬ 不同芽胞杆菌发酵液（１×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ）中浸泡 ３０ ｍｉｎ，对照在无菌水中浸泡 ３０ ｍｉｎ，所有浸种后的

水稻种子放置在 ２８ ℃人工气候箱中，２ ｄ 后播种于塑料杯中（底部直径 ５．３ ｃｍ×上部直径 ９．５ ｃｍ×高 １１．５
ｃｍ）。 每个塑料杯里播种 ５ 粒种子，每个塑料托盘里放 ６ 个塑料杯，每个处理种植 ２４ 个塑料杯。

水稻种植 ２０ ｄ 后采集样本，分别采集完整根系、茎基部 ２ ｃｍ 的茎部组织和叶片中部大约 １０ ｃｍ 的叶段。
１．４　 抽提水稻内生细菌的基因组 ＤＮＡ

先用蒸馏水冲洗根系表面，直至肉眼所见异物完全洗掉。 所有样本在 １％次氯酸钠溶液中浸泡 １０ ｍｉｎ，然
后在 ７０％酒精中浸泡 １ ｍｉｎ，最后用无菌水反复清洗，最后一次冲洗液在 ＮＡ 固体培养基上涂平板，３０ ℃培养

４８ ｈ 后，ＮＡ 平板上未长出菌落视为样本表面无菌。 提取所有表面无菌样本的基因组总 ＤＮＡ，进行 １％琼脂糖

凝胶电泳检测。
１．５　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序

对水稻内生细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｖ５⁃Ｖ７ 高变区进行 ＰＣＲ 扩增，扩增引物是 ７９９Ｆ： ５′⁃ｂａｒｃｏｄｅ⁃
ＡＡＣＭＧＧＡＴＴＡＧＴＡＧＡＴＡＣＣＣＫＧ⁃ ３′， １１９３Ｒ： ５′⁃ＡＣＧＴＣＡＴＣＣＣＣＡＣＣＴＴＣＣ ⁃ ３′［２２］， 特 异 性 引 物 需 要 包 含

ｂａｒｃｏｄｅ，由上海美吉生物医药科技有限公司合成。 ＰＣＲ 反应体系（２０ μＬ）包括 ２ μＬ 的 １０×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ，２ μＬ
的 ２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ，０．８ μＬ 的 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 正向引物，０．８ μＬ 的 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 反向引物，０．２ μＬ 的 ｒＴａｑ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，
０．２ μＬ 的 ＢＳＡ，１０ ｎｇ 的 Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ，补 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０ μＬ。 反应条件包括 ９５ ℃ ３ ｍｉｎ；循环数×（９５ ℃ ３０ ｓ，

５５ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ４５ ｓ）；７２ ℃ １０ ｍｉｎ，１０ ℃直到反应结束。 第二轮 ＰＣＲ 扩增产物采用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ⁃ＳＴ 蓝色

荧光定量系统（Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）对 ＰＣＲ 产物进行检测定量、按照一定比例混合，最后利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｍｉｓｅｑ
２×３００ 平台测序。
１．６　 数据处理与分析

选用 Ｃｈａｏ 作为评价群落丰富度的指标、Ｓｈａｎｎｏｎｅｖｅｎ 作为评估群落均匀度的指标、Ｓｈａｎｎｏｎ 作为衡量群落

多样性的指标、Ｃｏｖｅｒａｇｅ 作为反映覆盖度的指标。 Ｓｈａｎｎｏｎ 的数值越高，表明微生物的群落多样性越高；
Ｓｈａｎｎｏｎｅｖｅｎ 数值越高，表明微生物的群落均匀度越高；Ｃｏｖｅｒａｇｅ 的数值越高，表明样本序列检测出的概率越

高，能够真实反映样本序列的检出情况。 微生物群落 Ａｌｐｈａ 多样性数据采用 ｍｏｔｈｕｒ （ｖｅｒｓｉｏｎ ｖ．１．３０．１ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｍｏｔｈｕｒ．ｏｒｇ ／ ｗｉｋｉ ／ Ｓｃｈｌｏｓｓ＿ＳＯＰ＃Ａｌｐｈａ＿ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）进行统计分析。

使用 ＤＰＳ１５．０ 软件完成统计分析，显著性分析采用单因素方差分析中的最小极差法（Ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｒａｎｇｅｓ，ＬＳＤ）（Ｐ＜０．０５），数据为平均值±标准误。

２　 结果分析

２．１　 芽胞杆菌浸种后水稻样本内生细菌序列统计和多样性

采用 Ｆｌａｓｈ 软件，原始序列数据通过拼接、质控过滤和聚类分析去除嵌合体，从而获得优化序列用于进一

步分析。 １２ 组处理 ３６ 个样本共获得 ７８６２９８ 个有效序列，每个样本平均 ２１８４２ 个序列。 所有样本的序列通过

聚类分析，序列相似的划分为一个小组，称之为分类单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ，ＯＴＵ）。 一般情况下，对
相似水平在 ９７％的 ＯＴＵ 数量和多样性指数进行生物信息学统计分析，３６ 个样本共获得 １５７６ 个 ＯＴＵ。 根部

组织的 ＯＴＵ 范围是 ６４—１２３，茎部组织的 ＯＴＵ 范围是 ６７—９３，叶部组织的 ＯＴＵ 范围是 ８—１２。 芽胞杆菌浸种

后对水稻根部和茎部内生细菌的 ＯＴＵ 影响显著（Ｐ＜０．０５），对叶部内生细菌的 ＯＴＵ 没有显著影响（Ｐ＞０．０５）。
Ａｌｐｈａ 多样性可以评估微生物群落的物种丰富度、多样性、均匀度和覆盖度等指标。 本研究通过 Ａｌｐｈａ 多

样性数据剖析芽胞杆菌浸种处理对水稻不同组织内生细菌群落多样性、丰富度、均匀度的影响，结果见表 １。
水稻根系、茎部和叶片内生细菌群落的丰富度指数 Ｃｈａｏ 指数呈现一致的变化趋势：Ｒ＞Ｓ＞Ｌ，其中 Ｓ９Ｒ＞Ｅ６９Ｒ＞
Ｓ１７０Ｒ＞ＣＫＲ，Ｓ９Ｓ＞Ｓ１７０Ｓ＞ＣＫＳ＞Ｅ６９Ｓ，Ｅ６９Ｌ＞Ｓ９Ｌ＞Ｓ１７０Ｌ＞ＣＫＬ，芽胞杆菌浸种处理增加了水稻根系和茎部组织

３　 ２２ 期 　 　 　 沙月霞　 等：芽胞杆菌浸种对水稻内生细菌群落结构的影响 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

内生细菌群落的丰富度（Ｐ＜０．０５），对叶部组织内生细菌群落的丰富度没有显著影响（Ｐ＞０．０５）。 水稻组织内

生细菌的多样性指标（Ｓｈａｎｎｏｎ）变化特征差异较小：Ｒ≌Ｓ＞Ｌ，芽胞杆菌浸种对水稻根部、茎部和叶部组织内生

细菌群落的多样性有显著影响（Ｐ＜０．０５）。 均匀度指标（Ｓｈａｎｎｏｎｅｖｅｎ）：Ｓ＞Ｒ＞Ｌ，芽胞杆菌浸种可以增加水稻根

部和茎部组织内生细菌群落的均匀度（Ｐ＜０．０５），降低叶部内生细菌群落的均匀度（Ｐ＜０．０５）。

表 １　 芽胞杆菌浸种对水稻组织内生细菌群落多样性的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｅｄ ｂｙ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｏｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｒｉｃｅ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

多样性指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

丰富度指数
Ｃｈａｏ ｉｎｄｅｘ

覆盖度
Ｃｏｖｅｒａｇｅ

均匀度指数
Ｓｈａｎｎｏｎｅｖｅｎ ｉｎｄｅｘ

序列数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＯＴＵ 数量
ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ

ＣＫＬ ０．２８±０．２７ｅ ９．１１±２．９８ｆ １００ ０．１３±０．１２ｃ ２１１４４±１５７７．６９ａ ７±１．２０ａ

Ｓ１７０Ｌ ０．０１±０．０１ｆ ６．５０±１．２６ｆ １００ ０．０１±０．０１ｃ ２０６９５±５５２７．０１ａ ５±０．５８ａ

Ｓ９Ｌ ０．０４±０．０２ｅｆ ８．００±１．５３ｆ １００ ０．０２±０．０１ｃ １９１６４±５５８３．２８ａ ６±０．３３ａ

Ｅ６９Ｌ ０．０１±０．０１ｆ ９．００±１．５３ｆ １００ ０．０１±０．１ｃ １８１５９±１９０９．９３ａ ５±１．２０ａ

ＣＫＳ ２．１９±０．０７ｃ ６７．６７±５．７３ｄｅ １００ ０．５７±０．０１ａ ２４６８５±１１３．１３ａ ５５±１．８６ｂｃ

Ｓ１７０Ｓ ２．５４±０．０７ａ ６８．８２±０．４４ｃｄｅ １００ ０．６１±０．０１ａ ２０５０２±１７９１．５７ａ ６３±１．１５ａｂ

Ｓ９Ｓ ２．５２±０．０３ａｂ ８１．１３±１０．２４ｂｃ １００ ０．５９±０．０１ａ ２４３４７±４２１．４０ａ ６９±４．８１ａ

Ｅ６９Ｓ ２．１６±０．０７ｃ ５７．４２±１．４１ｅ １００ ０．５４±０．０２ａｂ ２１１８１±７４０．１８ａ ５４±０．６７ｃ

ＣＫＲ １．７６±０．２９ｄ ７６．２４±３．５９ｃｄ １００ ０．４４±０．０７ｂ ２２７１３±１４６７ａ ５６±８．４５ｃ

Ｓ１７０Ｒ ２．２６±０．０２ｂｃ ７６．８３±３．５６ｃｄ １００ ０．５４±０．０１ａｂ ２２８３８±９０９．１０ａ ６７±３．８４ｂｃ

Ｓ９Ｒ ２．３５±０．２１ａｂｃ １０６．０５±２．０３ａ １００ ０．５２±０．０５ａｂ ２３７３２±２２４．２５ａ ９２±０．３３ａ

Ｅ６９Ｒ ２．２９±０．１０ａｂｃ ９０．１８±６．７９ｂ １００ ０．５２±０．０２ａｂ ２２９４０±８６５．１５ａ ８０±５．１３ａｂ
　 　 ＣＫＬ：无菌水对照处理组的叶部样本；Ｓ９Ｌ：短小芽胞杆菌 Ｓ９ 处理组的叶部样本；Ｓ１７０Ｌ：解淀粉芽胞杆菌 Ｓ１７０ 处理组的叶部样本；Ｅ６９Ｌ：贝

莱斯芽胞杆菌 Ｅ６９ 处理组的叶部样本；ＣＫＳ：无菌水对照处理组的茎部样本；Ｓ９Ｓ：短小芽胞杆菌 Ｓ９ 处理组的茎部样本；Ｓ１７０Ｓ：解淀粉芽胞杆菌

Ｓ１７０ 处理组的茎部样本；Ｅ６９Ｓ：贝莱斯芽胞杆菌 Ｅ６９ 处理组的茎部样本；ＣＫＲ：无菌水对照处理组的根部样本；Ｓ９Ｒ：短小芽胞杆菌 Ｓ９ 处理组的

根部样本；Ｓ１７０Ｒ：解淀粉芽胞杆菌 Ｓ１７０ 处理组的根部样本；Ｅ６９Ｒ：贝莱斯芽胞杆菌 Ｅ６９ 处理组的根部样本；不同字母代表显著性分析（最小极

差法 ＬＳＤ，Ｐ≤０．０５）

Ｂｅｔａ 多样性主要用于比较微生物群落间的差异，主坐标分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ Ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ Ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ 分析）
是最常见的评估方法。 通过 ＰＣｏＡ 分析，发现不同处理之间多样性差异较明显（图 １）。 ＰＣｏＡ 的前 ２ 个主成

分轴解释了 ６７．７９％的群落差异，其中轴Ⅰ和轴Ⅱ分别是 ５６．８９％和 １０．９０％，贝莱斯芽胞杆菌 Ｅ６９、解淀粉芽胞

杆菌 Ｓ１７０ 和短小芽胞杆菌 Ｓ９ 浸种处理后叶部的细菌群落非常相似。 ＣＫ、Ｓ１７０ 和 Ｓ９ 处理的根部内生细菌群

落聚合在一个象限内，其他处理内生细菌群落明显分开。 Ｂｅｔａ 分析结果说明芽胞杆菌浸种处理对水稻根内生

细菌群落影响较大，对水稻茎部内生细菌群落影响较小，对叶部内生细菌的影响不明显。
２．２　 芽胞杆菌浸种对水稻组织内生细菌群落结构的影响

２．２．１　 芽胞杆菌浸种对内生细菌 ＯＴＵ 的影响

芽胞杆菌浸种处理对水稻 Ｇ１９ 根部组织内生细菌群落的影响趋势一致，显著增加了 ＯＴＵ（序列数≥５）的
数量（Ｐ＜０．０５），Ｓ９Ｒ（９２±０．３３）＞Ｅ６９Ｒ（８０±１．５３）＞Ｓ１７０Ｒ（６７±３．８４＞ＣＫＲ（５６±８．４５）。 根部内生细菌群落至少

属于 ５ 个门，９—１１ 个纲，１３—１８ 个目，２２—３４ 个科，３６—５７ 个属，６５—１２３ 个 ＯＴＵ。 芽胞杆菌浸种处理对水

稻 Ｇ１９ 茎部组织内生细菌群落的影响趋势一致，显著降低了 ＯＴＵ（序列数≥５）的数量（Ｐ＜０．０５），Ｓ９Ｓ（６９±４．
８１）＞ Ｓ１７０Ｓ（６３±１．１５）＞Ｅ６９Ｓ（５５±０．６７）＞ＣＫＳ（５４±１．８６）；增加了细菌目和科的数量。 茎部内生细菌群落至少

属于 ４—５ 个门，９—１１ 个纲，１５—１８ 个目，２５—２８ 个科，３６—４９ 个属，６７—９３ 个 ＯＴＵ。 芽胞杆菌浸种处理对

水稻 Ｇ１９ 叶部组织内生细菌群落的影响趋势不一致，对 ＯＴＵ（序列数≥５）的数量没有显著影响（Ｐ＞０．０５）：
Ｓ９Ｌ（７±１．２１）＞Ｓ９Ｌ（６±０．３３）＞Ｓ１７０Ｌ（５±０．５８）＝ Ｅ６９Ｌ（５±１．２１）；Ｓ１７０ 浸种处理降低了叶部内生细菌门、纲、属
的数量；Ｅ６９ 浸种处理增加门、目、科和属的数量；Ｓ９ 浸种处理降低了纲、目和科的数量，增加了细菌属的数

量。 水稻品种 Ｇ１９ 叶部组织的内生细菌群落隶属于 ２—４ 个门，４—６ 个纲，６—８ 个目，６—９ 个科，８—１１ 个属，
８—１２ 个 ＯＴＵ。
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　 图 １ 　 芽胞杆菌浸种后水稻组织内生细菌群落的主坐标分析

（ＯＴＵ 水平）

Ｆｉｇ．１　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ－ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣｏＡ） ｏｆ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｅｄ ｂｙ

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｏｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ ｒｉｃｅ ｔｉｓｓｕｅ （ ＯＴＵ

ｌｅｖｅｌ）

表头“ＰＣｏＡ ｏｎ ＯＴＵ ｌｅｖｅｌ”：在 ＯＴＵ 水平上的主坐标分析；ＰＣ１ 代

表第一主成分；ＰＣ２ 代表第二主成分；ＣＫＬ：无菌水对照处理组的

叶部样本；Ｓ９Ｌ：短小芽胞杆菌 Ｓ９ 处理组的叶部样本；Ｓ１７０Ｌ：解淀

粉芽胞杆菌 Ｓ１７０ 处理组的叶部样本；Ｅ６９Ｌ：贝莱斯芽胞杆菌 Ｅ６９

处理组的叶部样本；ＣＫＳ：无菌水对照处理组的茎部样本；Ｓ９Ｓ：短

小芽胞杆菌 Ｓ９ 处理组的茎部样本；Ｓ１７０Ｓ：解淀粉芽胞杆菌 Ｓ１７０

处理组的茎部样本；Ｅ６９Ｓ：贝莱斯芽胞杆菌 Ｅ６９ 处理组的茎部样

本；ＣＫＲ：无菌水对照处理组的根部样本；Ｓ９Ｒ：短小芽胞杆菌 Ｓ９

处理组的根部样本；Ｓ１７０Ｒ：解淀粉芽胞杆菌 Ｓ１７０ 处理组的根部

样本；Ｅ６９Ｒ 代表贝莱斯芽胞杆菌 Ｅ６９ 处理组的根部样本。 不同

字母代表显著性分析（最小极差法 ＬＳＤ，Ｐ≤０．０５±标准误）

２．２．２　 芽胞杆菌浸种对水稻内生细菌门水平丰度的影响

根部内生细菌中相对丰度≥１％的门有 ３ 个，主要

包括变形菌门（ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚壁菌门（ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）
和拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ），其余 ２ 个门所占比例均低

于 １％（图 ２）。 芽胞杆菌浸种处理对水稻根部内生细菌

的变形菌门丰度影响不显著（Ｐ＞０．０５），Ｅ６９Ｒ（７５．１３％±
３．３１％）＞ＣＫＲ（７１．６５％±９．２３％）＞Ｓ９Ｒ（６９．６５％±１．２６％）
＞Ｓ１７０Ｒ （ ６４． ２１％ ± ３． ２０％）；增加拟杆菌门的丰度，
Ｓ１７０Ｒ（２７．１９％±０．５２％）＞Ｓ９Ｒ（２４．８２％±３．７７％） ＞Ｅ６９Ｒ
（１８．０８％±３．３２％）＞ＣＫＲ（１１．９１％±９．６８％）；降低厚壁菌

门的丰度，ＣＫＲ（１６． １６％ ± ９． ３４％） ＞Ｓ１７０Ｒ（８． ０５％ ± ３．
０１％）＞Ｅ６９Ｒ（６．４６％±０．７１％）＞Ｓ９Ｒ（５．２５％±２．５７％）。

茎部的优势内生细菌菌群主要是变形菌门、厚壁菌

门和拟杆菌门，芽胞杆菌浸种处理对细菌门丰度影响显

著（Ｐ＜０．０５），拟杆菌门的丰度增加，厚壁菌门的丰度下

降（图 ２）。 变形菌门的丰度变化趋势是：Ｅ６９Ｓ（８５％±３．
６９％）＞Ｓ９Ｓ（７６．３２％±０．４８％） ＞ＣＫＳ（７５．５１％±４．３２％） ＞
Ｓ１７０Ｓ（６９．４５％±６．３１％）；厚壁菌门的丰度变化趋势是：
ＣＫＳ（２０．３４％±３．６６％）＞Ｓ９Ｓ（７．２２％±４．５５％）＞Ｓ１７０Ｓ（７．
６４％±１．０７％）＞Ｅ６９Ｓ（６．８４％±５．１１％）；拟杆菌门的丰度

趋势是：Ｓ１７０Ｓ（２２．４３％±１．２９％）＞Ｓ９Ｓ（１６．１３％±１．５６％）
＞Ｅ６９Ｓ（７．８６％±１．９６％）＞ＣＫＳ（１．８％±０．６９％）。

图 ２ 显示芽胞杆菌浸种后显著影响了叶部内生细

菌群落的优势菌群（Ｐ＜０．０５）：增加了厚壁菌门的相对

丰度，Ｅ６９Ｌ（９９．９７％±０．０１％） ＞Ｓ１７０Ｌ（９９．９６％±０．０１％）
＞Ｓ９Ｌ（９９．６１％±０．１１％）＞ＣＫＬ（７４．２０％±０．５８％）；降低了

变形菌门的丰度，ＣＫＬ 变形菌门（２５． ７９％ ±０． １７％），芽胞杆菌浸种处理后变形菌门的相对丰度范围是 ０．
０２％—０．３９％。
２．２．３　 芽胞杆菌浸种对水稻内生细菌纲水平丰度的影响

芽胞杆菌浸种处理后水稻组织内生细菌隶属于 １１ 个纲（图 ３），有 ６ 个纲的相对丰度≥１％。 芽胞杆菌浸

种处理对水稻根部组织内生细菌纲的影响趋势一致，增加了根部组织中 γ⁃变形菌纲（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、
黄杆菌纲（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｉａ）、梭菌纲（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ）和 α⁃变形菌纲（Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的相对丰度，Ｅ６９Ｒ＞Ｓ１７０Ｒ＞
Ｓ９Ｒ＞ＣＫＲ；降低了 β⁃变形菌纲（Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和芽胞杆菌纲（Ｂａｃｉｌｌｉ）的相对丰度，ＣＫＲ＞Ｓ１７０Ｒ＞Ｅ６９Ｒ＞
Ｓ９Ｒ。 其中 γ⁃变形菌纲（３９．３１％—６９．１７％）、α⁃变形菌纲（０．６２％—６．２９％）和 β⁃变形菌纲（３．４２％—３１．６９％）隶
属于变形菌门，芽胞杆菌纲（２．２１％—１５．９１％）和梭菌纲（０．２５％—３．４３％）属于厚壁菌门，黄杆菌纲（１１．６３％—
２４．５０％）属于拟杆菌门。

芽胞杆菌浸种处理对水稻茎部组织内生细菌纲的影响趋势不一致，增加了黄杆菌纲、β⁃变形菌纲、α⁃变形

菌纲的相对丰度，Ｓ１７０ 和 Ｓ９ 增加了 γ⁃变形菌纲和芽胞杆菌的相对丰度，Ｅ６９ 降低了 γ⁃变形菌纲和芽胞杆菌

的相对丰度；３ 株芽胞杆菌浸种处理降低了水稻茎部梭菌纲的相对丰度。
水稻叶部内生细菌纲主要包括 γ⁃变形菌纲和芽胞杆菌纲，芽胞杆菌浸种处理对细菌纲的影响趋势一致，

降低了 γ⁃变形菌纲的相对丰度，增加了芽胞杆菌纲的相对丰度。 清水对照 ＣＫ 叶部的 γ⁃变形菌纲和芽胞杆菌
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图 ２　 芽胞杆菌浸种对水稻组织内生细菌菌群组成的影响（门水平）

Ｆｉｇ．２　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｅｄ ｂｙ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｏｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒｉｃｅ ｔｉｓｓｕｅ （ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ）

纲丰度分别是 ２５．７８％±０．８３％和 ７４．２１％±０．５８％，芽胞杆菌浸种后叶部的芽胞杆菌纲丰度达到 ９９．６４％以上，
Ｓ１７０ 和 Ｅ６９ 处理组分别达到 ９９．９７％±０．０５％和 ９９．９３％±０．０１％。

图 ３　 芽胞杆菌浸种对水稻组织内生细菌菌群组成的影响（纲水平）

Ｆｉｇ．３　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｅｄ ｂｙ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｏｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒｉｃｅ ｔｉｓｓｕｅ （Ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ）

２．２．４　 芽胞杆菌浸种对水稻内生细菌属水平丰度的影响

相对丰度≥５％为水稻组织的优势菌属，芽胞杆菌浸种处理对水稻组织优势菌属影响趋势一致（图 ４）。
清水对照根部内生细菌优势菌属是肠杆菌属 （Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、单胞菌属 （ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）、成团泛菌属

（Ｐａｎｔｏｅａ）、马赛菌属（Ｍａｓｓｉｌｉａ）、伯克霍尔德菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ⁃Ｐａｒａｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ）、黄杆菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）和
鲁梅尔芽胞杆菌属（Ｒｕｍｍｅｌｉｉｂａｃｉｌｌｕｓ）；芽胞杆菌浸种处理组的优势菌属是柠檬酸杆菌属（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ）、金黄杆

菌属（Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、肠杆菌属、单胞菌属和克雷伯菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）。 成团泛菌属（１０．９３％±５．５１％）、马赛

菌属（２３．０５％±７．５４％）、伯克霍尔德菌（８．２１％±５．３４％）、黄杆菌属（７．０７％±６．４１％）和鲁梅尔芽胞杆菌属（８．
７９％±６．４９％）是清水对照独有的优势菌属，柠檬酸杆菌属（２．０５％—３１．４４％）、金黄杆菌属（１７．２５％—２６．１８％）
和克雷伯菌属（５．６６％—２１．０６％）是芽胞杆菌处理组独有的优势菌属。 试验结果表明芽胞杆菌浸种处理显著

增加柠檬酸杆菌属、金黄杆菌属、克雷伯菌属的丰度，显著降低肠杆菌属、成团泛菌属、马赛菌属、伯克霍尔德
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菌、黄杆菌属、鲁梅尔芽胞杆菌属的相对丰度。
清水对照茎部内生细菌优势菌属是假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、柠檬酸杆菌属、肠杆菌属、克雷伯菌属、毛

螺菌属（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）。 芽胞杆菌浸种处理优势菌属是假单胞菌属、金黄杆菌属、肠杆菌属、单胞菌属和丛

毛单胞菌属（Ｃｏｍａｍｏｎａｓ）。 其中柠檬酸杆菌属（２３．９１％±２．８４％）、克雷伯菌属（７．８２％±０．８３％）和毛螺菌属

（１８．４４％±３．７９％）是清水对照茎部独有的优势菌属，金黄杆菌属（６．２６％—１５．４２％）、单胞菌属（５．４９％—９．
１０％）和丛毛单胞菌属（３．３０％—８．３１％）是芽胞杆菌浸种处理组独有的优势菌属。 试验结果证实芽胞杆菌浸

种处理增加了金黄杆菌属、单胞菌属、丛毛单胞菌属的相对丰度，显著降低丛毛单胞菌属、克雷伯菌属、成团泛

菌属、毛螺菌属的相对丰度。
芽胞杆菌浸种后对水稻叶部内生细菌的优势菌属影响显著（Ｐ＜０．０５），显著增加内生芽胞杆菌属的相对

丰度，Ｓ１７０Ｌ（９９．９６％±０．０１％）＞Ｅ６９Ｌ（９９．９３％±０．０４％）＞Ｓ９Ｌ（９９．６４％±０．２４％）＞ＣＫＬ（７４．２１％±１．１７％）；降低成

团泛菌属的相对丰度，ＣＫＬ 的丰度是 ２３．５８％±９．８４％，芽胞杆菌浸种后叶片内部未检测出成团泛菌属。 芽胞

杆菌浸种处理后叶部组织的内生芽胞杆菌属与接种芽胞杆菌的 １６Ｓ 序列的相似性需要通过传统培养法进一

步验证。

图 ４　 芽胞杆菌浸种对水稻组织内生细菌菌群组成的影响（属水平）

Ｆｉｇ．４　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｅｄ ｂｙ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｏｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒｉｃｅ ｔｉｓｓｕｅ （Ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ）

２．３　 芽胞杆菌浸种后水稻组织内生细菌的共有和独有物种

Ｖｅｎｎ 图可以用于比较样本中共有和独有的 ＯＴＵ 数量情况。 芽胞杆菌浸种处理后显著影响水稻根部、茎
部和叶部内生细菌群落中的 ＯＴＵ 数量（Ｐ＜０．０５），芽胞杆菌种类不同，对内生细菌 ＯＴＵ 影响也不相同，几个处

理之间既有共有 ＯＴＵ，又有独有 ＯＴＵ。
图 ５ 显示 ４ 个处理根部内生细菌的共有 ＯＴＵ 物种是 ６４ 个，不同处理之间也具有相同的 ＯＴＵ 物种。 ＣＫ

的独有 ＯＴＵ 数量是 ６ 个，Ｓ１７０、Ｅ６９ 和 Ｓ９ 独有的 ＯＴＵ 数量分别是 １ 个、１１ 个和 １３ 个。
图 ６ 显示 ４ 个处理的共有 ＯＴＵ 物种是 ５５ 个，ＣＫ 独有 ＯＴＵ 数量是 ３ 个，Ｓ１７０、Ｅ６９ 和 Ｓ９ 独有的 ＯＴＵ 数量

分别是 ４ 个、２ 个和 ９ 个。
图 ７ 显示 ４ 个处理之间共有的 ＯＴＵ 只有 ４ 个，ＣＫ 独有 ＯＴＵ 数量是 ４ 个，Ｓ１７０、Ｓ９ 和 Ｅ６９ 浸种后叶部独

有的 ＯＴＵ 数量分别是 ２ 个、４ 个和 ５ 个。

７　 ２２ 期 　 　 　 沙月霞　 等：芽胞杆菌浸种对水稻内生细菌群落结构的影响 　
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　 图 ５　 芽胞杆菌浸种对水稻根部组织内生细菌 ＯＴＵ 的影响

（Ｖｅｎｎ 分析）

Ｆｉｇ．５　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｅｄ ｂｙ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｏｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ＯＴＵ ｏｆ ｒｉｃｅ ｒｏｏｔ （Ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ） （Ｖｅｎｎ ａｎａｌｙｓｉｓ）

　 图 ６　 芽胞杆菌浸种对水稻茎部组织内生细菌 ＯＴＵ 的影响

（Ｖｅｎｎ 分析）

Ｆｉｇ．６　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｅｄ ｂｙ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｏｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ＯＴＵ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｔｅｍ （Ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ） （Ｖｅｎｎ ａｎａｌｙｓｉｓ）

　 图 ７　 芽胞杆菌浸种对水稻叶部组织内生细菌物种的影响（Ｖｅｎｎ

分析）

Ｆｉｇ．７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｌｅａｆ ｓｅｗｅｄ

ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ （Ｖｅｎｎ ａｎａｌｙｓｉｓ）

３　 讨论

本研究通过高通量测序的方法检测芽胞杆菌浸种

后水稻不同组织内生细菌群落的多样性，研究结果表明

芽胞杆菌浸种后水稻根系和茎部内生细菌具有丰富的

多样性，叶部内生细菌多样性明显降低。 水稻内生细菌

群落包括可培养和不可培养内生菌，采用微生物纯培养

方法只能获得部分内生细菌群落结构信息，大部分不可

培养内生菌的信息无法在平板上获得。 近些年高通量

测序技术因其自身的优点广泛应用到微生物多样性研

究中［２３⁃２４］。
水稻组织内生细菌群落结构受品种基因型、栽培条

件、气候特点和土壤性质等多种因素的影响。 本研究

中，采用贝莱斯芽胞杆菌 Ｅ６９、解淀粉芽胞杆菌 Ｓ１７０ 和

短小芽胞杆菌 Ｓ９ 对水稻品种 Ｇ１９ 浸种处理，种植 ２０ ｄ

后水稻根系、茎部和叶部内生细菌群落的多样性显著变化。 崔凯等［２２］研究表明吡虫啉、噻虫嗪和苯醚甲环唑

对水稻根系和叶部内生细菌群落的多样性影响不显著，但毒死蜱在低浓度的条件下对水稻根系内生细菌群落

的多样性影响明显，在高浓度条件下抑制根系内生细菌群落多样性。 这与本研究结果差异较大，说明化学农

药与生防菌剂对水稻内生细菌群落的影响显著不同，也说明地理环境、栽培条件、品种特性、药剂喷施或者浸

种都会影响水稻内生细菌群落的多样性［２５⁃２６］。 分析原因，芽胞杆菌一方面可能促进了水稻组织中一些内生

细菌的生长，另一方面抑制了部分有害菌的生长。 因此，导致了根系、茎部和叶部内生细菌群落多样性发生

变化。
已有的研究报道中，变形菌门、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门和厚壁菌门是水稻根系和茎部主要的

细菌门。 芽胞杆菌浸种处理后水稻根系和茎部内生细菌的优势菌群是变形菌门、拟杆菌门和厚壁菌门，其中

变形菌门的丰度没有发生显著变化，但是拟杆菌门的丰度明显提高，厚壁菌门的丰度显著降低，叶部内生细菌

的优势菌门是厚壁菌门。 崔凯等［２２］研究发现吡虫啉、毒死蜱、噻虫嗪和苯醚甲环唑施用后，水稻根系和叶部
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内生细菌的优势菌群均是变形菌门。 本研究采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序技术检测出芽胞杆菌浸种后水稻根系的

优势菌属是柠檬酸杆菌属、金黄杆菌属、肠杆菌属、单胞菌属和克雷伯菌属。 与清水对照的优势菌属差异较

大，但是又有一些共有的优势菌属。 但是由于种植在土壤中，土壤中一些优势菌属进入水稻根系，对根系内生

细菌优势菌属影响较大，因此产生共有菌属。 芽胞杆菌浸种处理刺激了根系内一部分内生细菌的生长，产生

了独有的优势菌属。 芽胞杆菌浸种后水稻茎部的优势菌属是假单胞菌属、金黄杆菌属、肠杆菌属、单胞菌属和

丛毛单胞菌属，根系中的部分内生细菌扩展到茎部组织成为优势菌属。 芽胞杆菌浸种后水稻叶部的优势菌属

是只有芽胞杆菌属，丰度达到 ９９．６１％以上，其中短小芽胞杆菌 Ｓ９ 浸种后叶部还有 ０．３９％的假单胞菌属。 芽

胞杆菌能够在水稻组织中稳定定殖，而且吸收寄主营养，不断在水稻植株体内繁殖，最终叶片内接种芽胞杆菌

菌株数量远远超过其他菌属，成为了叶部的优势菌群，导致叶部内生细菌群落多样性较低。 另外，测序样本是

水稻种植后 ２０ ｄ，此时叶片内菌属的丰度普遍较低，接种芽胞杆菌也会抑制部分内生细菌的生长。 据推测，测
序样本如果是水稻孕穗期，有可能叶片内生细菌种类会比较丰富。 在实践证明，芽胞杆菌属的细菌广泛具有

防病促生效果［２７⁃２８］，本研究说明芽胞杆菌浸种处理可以提高水稻叶部的抗性。 本研究只检测了芽胞杆菌浸

种对水稻内生细菌群落多样性的影响，未检测对内生真菌和内生放线菌群落多样性的影响，需要将三项检测

结果结合起来进一步剖析芽胞杆菌浸种对水稻品种抗性的影响。
化学农药的残留不仅容易污染生态环境和威胁人类健康［２９］，对水稻内生细菌群落具有一定抑制作

用［２２，２６］。 本研究中的芽胞杆菌通过实验室研究和田间试验证实对水稻稻瘟病具有较明显的生防效果，而且

对生态环境没有污染。 本研究结果也说明贝莱斯芽胞杆菌 Ｅ６９、解淀粉芽胞杆菌 Ｓ１７０ 和短小芽胞杆菌 Ｓ９ 可

以在水稻可持续发展中推广应用。

４　 结论

芽胞杆菌浸种可以显著增加水稻根系和茎部内生细菌群落的丰富度和均匀度，降低叶部的丰富度和均匀

度；显著提高水稻根系内生细菌群落的多样性，对茎部和叶部的多样性没有显著影响。 芽胞杆菌浸种后，水稻

Ｇ１９ 根系和茎部的变形菌门丰度没有显著变化，拟杆菌门的丰度显著增加，厚壁菌门的丰度显著降低。 浸种

后根系独有的优势菌属是柠檬酸杆菌属、金黄杆菌属和克雷伯菌属，茎部独有的优势菌属是金黄杆菌属、单胞

菌属和丛毛单胞菌属，叶部内生细菌优势菌群是厚壁菌门（９９．６１％以上）和芽胞杆菌属（９９．６４％以上）。 试验

结果表明芽胞杆菌浸种可以显著增加水稻根、茎和叶中芽胞杆菌属的丰度。 因此，芽胞杆菌浸种处理可以在

水稻可持续发展中推广应用。
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