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两种不同生境中国沙棘种子内生细菌的多样性

张爱梅１，∗，郭保民１，韩雪英２，李曦冉１

１ 西北师范大学生命科学学院， 兰州　 ７３００７０

２ 玉门市第一中学， 玉门　 ７３５２００

摘要：植物内生菌广泛分布于植物的各种组织及器官中，对植物的生长表现出各种作用，而植物种子中的内生菌对植物的作用

也越来越受到人们的关注。 以榆中县和秦安县两种不同生境的中国沙棘种子为材料，分析中国沙棘种子内生细菌多样性，以期

探究生境对种子内生菌多样性的影响，并为进一步研究种子内生菌与沙棘的相互作用提供依据。 研究利用纯培养方法和高通

量测序方法分别进行中国沙棘种子内生细菌多样性分析。 对纯培养分离得到的内生细菌，利用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析法结合

形态学特征进行内生细菌的鉴定；对高通量测序得到的数据进行基于 ＯＴＵｓ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ，可操作分类单元）的物

种注释分析。 通过纯培养方法从榆中县中国沙棘种子中分离得到 ４ 株内生细菌，分属于芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、葡萄球菌属

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）和假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）；秦安县中国沙棘种子中分离得到 ５ 株内生细菌，分属于芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、葡
萄球菌属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）和不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）。 采用高通量测序方法检测到榆中县中国沙棘种子内生细菌分属于 ７ 个

门、６８ 个属，秦安县中国沙棘种子内生细菌分属于 ５ 个门、３０ 个属。 在门分类水平，榆中县中国沙棘种子内生细菌的主要优势

门类是蓝藻门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），相对丰度分别为 ９５．６２％和 ２．０３％；秦安县中国沙棘种子的主要优势

门类是变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和蓝藻门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），相对丰度分别为 ９１．６８％和 ８．０６％。 在属分类水平，榆中县中国沙棘

种子内生细菌的优势菌属为蓝藻细菌属（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），相对丰度为 ９５．０９％；秦安县中国沙棘种子内生细菌的优势菌属为寡养

单胞菌属（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ），相对丰度为 ８５．６０％。 榆中县和秦安县两种不同生境中国沙棘种子内生细菌有着丰富的多样性，
且内生细菌的多样性和丰富度存在明显差异，表现为榆中县中国沙棘种子内生细菌的多样性和丰富度均高于秦安县中国沙棘

种子内生细菌。
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Ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｓｅｅｄｓ ｉｎ Ｙｕｚｈｏｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ ａｎｄ Ｑｉｎ′ ａｎ Ｃｏｕｎｔｙ ｗｅｒｅ ｒｉｃｈ ｉｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ． Ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ． Ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｓｅｅｄｓ ｏｆ Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ．
Ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ Ｙｕｚｈｏｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｑｉｎ′ａｎ Ｃｏｕｎｔｙ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ； ｐｌａｔｅ ｃｕｌｔｕｒｅ； ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ； ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ； Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ．
ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｓｅｅｄｓ

植物内生菌是指生活在健康植物的不同器官和组织内，并与宿主植物能够建立和谐共生关系的一类微生

物［１］。 植物内生菌广泛存在于植物的根、茎、叶、花、果实和种子中，具有丰富的多样性［２］。 作为植物的繁殖

器官，种子在植物性状和品质传承中发挥着重要作用。 种子可作为多种有益细菌和病原菌的载体，已有研究

证实植物种子内部携带有丰富的微生物种群［３］。 在植物种子萌发和发育过程中，种子内生菌还能产生吲哚

乙酸（Ｉｎｄｏｌｅ⁃３⁃ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ），直接促进种子的生长，此外，种子内生菌具有溶磷和固氮作用，能促进种子对磷和

氮元素的吸收利用，有效提高种子萌发率、幼苗存活率和生物量积累等［４⁃５］。
中国沙棘（Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ． ｓｉｎｅｎｓｉｓ ）是胡颓子科沙棘属的灌木或小乔木，广泛分布于干旱、半

干旱地区，根系发达。 其根部由于弗兰克氏菌的侵染，能形成明显的根瘤［６⁃７］。 现有研究也表明，中国沙棘内

生菌有着丰富的组织多样性，沙棘内生菌不仅存在于其根瘤中［８］，还存在于其根、茎和叶等组织中［９］，且在这

些组织中的内生菌还具有丰富的种类多样性。 但是，关于中国沙棘种子内生菌的研究还鲜有报道，为了深入

了解中国沙棘种子内生细菌的多样性，明确沙棘种子内生细菌的群落结构组成及特点，本研究以分布在甘肃

榆中县和秦安县的野生中国沙棘为材料，收集其种子，采用纯培养技术和高通量测序技术，研究中国沙棘种子

内生细菌的多样性，获得具有潜在应用价值的种子内生细菌资源。 以期探究两种不同生境的中国沙棘种子内

生细菌多样性差异，为沙棘种子内生细菌多样性的研究与应用提供参考，并为更进一步开展种子内生细菌相

关研究提供有价值的菌株材料。

１　 材料与方法

１．１　 实验材料

１．１．１　 采样地概况

　 　 于 ２０１７ 年 ９ 月，在甘肃省榆中县马衔山（样品编号为 Ａ）和秦安县王铺乡（样品编号为 Ｂ）两个典型的野
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生中国沙棘灌丛居群中，以五点取样法分别选取树龄基本相同的野生中国沙棘，采集树上成熟的果实，剥去果

肉后，选择颗粒圆润、饱满的种子作为实验材料，样地信息详见表 １。
榆中县马衔山样地地处北纬 ３５°４６′、东经 １０３°５７′，海拔为 ２７９１ ｍ，样地为石质山地林区；秦安县王铺乡

样地地处北纬 ３５°０５′、东经 １０５°２３′，海拔为 １９６０ ｍ，样地为黄土梁地形；两样地均为黄土高原高寒阴湿区，采
样地分布有大量的野生中国沙棘。 榆中县马衔山和秦安县王铺乡两样地海拔、年降水量和年均气温存在较大

差异，土壤类型和 ｐＨ 等环境因子差异均较小。

表 １　 中国沙棘样地信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｅ ｐｌｏｔｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ． Ｓｉｎｅｎｓｉｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

海拔
Ａｌｔｉｔｕｄｅ ／ ｍ

生境
Ｈａｂｉｔａｔ

土壤 ｐＨ
Ｓｏｉｌ ｐＨ

土壤类型
Ａｇｒｏｔｙｐｅ

经纬度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

土壤含水量
Ｓｏｉｌ

Ｍｏｉｓｔｕｒｅ ／ ％

年降水量
Ａｎｎｕａｌ

ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ／
ｍｍ

年均气温
Ａｎｎｕａｌ
ａｖｅｒａｇｅ

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

Ａ ２７９１ 沙棘灌丛 ７．３０ 灰褐土
Ｅ１０３°５７′
Ｎ３５°４６′ ２６．９ ６５０ １０

Ｂ １９６０ ７．５０ Ｅ１０５°２３′
Ｎ３５°０１′ ２７．５ ５５０ ７

　 　 Ａ：榆中县中国沙棘种子；Ｂ：秦安县中国沙棘种子

１．１．２　 主要设备与试剂

高压蒸汽灭菌锅（ＤＳＸ⁃２８０Ｂ），上海博迅实业有限公司；超净工作台（５Ｗ⁃ＣＪ⁃ ２ＦＤ），苏州安泰空气技术有

限公司；凝胶成像仪（ＪＳ７８０），Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；ＰＣＲ 仪（ＥＰＣ⁃ ８１０），东胜创新生物科技有限公司；电泳仪（ＤＹＹ⁃
１２），北京六一生物科技有限公司；恒温震荡摇床（Ｈ２Ｑ⁃Ｆ１６０Ａ），上海一恒科学仪器有限公司；高速台式离心

机（ＴＧ２０⁃ＷＳ），湖南湘立科学仪器有限公司；电热恒温培养箱（ＤＨＰ⁃９０８０Ｂ），上海琅玕实验设备有限公司。
ＰＣＲ 扩增引物，北京奥科鼎盛生物科技有限公司；２×ＥＳ Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ，康为世纪生物科技有限公司；牛肉

膏、蛋白胨、氯化钠和琼脂等（北京奥博星生物技术有限责任公司）。
１．２　 实验方法

１．２．１　 沙棘种子内生细菌的纯培养

（１）沙棘种子可培养内生细菌的分离与纯化

称取 １ ｇ 沙棘种子样品于 １０ ｍＬ 离心管中，加 ５ ｍＬ ７５％酒精浸泡 １ ｍｉｎ，再加 ５ ｍＬ ５％次氯酸钠浸泡 ５
ｍｉｎ，最后用无菌水冲洗 ３ 次，置于无菌滤纸上，吸干残水备用［１０］。 将已消毒的种子研磨后加 ５ ｍＬ 无菌水稀

释，吸取 １５０ μＬ 涂布于牛肉膏蛋白胨固体培养基，同时吸取 １５０ μＬ 洗涤水（消毒后第 ３ 次冲洗种子后的无菌

水）为对照组检验表面消毒效果，涂布后置于 ３７℃条件下培养 ７２ ｈ，每处理 ３ 组平行。 待平板中长出菌落后，
根据颜色、大小、形状等的不同挑取单菌落平板划线纯化，将纯化后得到的菌株编号，并斜面保存于 ４℃冰箱。

（２）沙棘种子内生细菌的形态鉴定

对分离纯化得到的内生细菌菌株进行菌落形态和显微形态观察，形态特征观察主要参考《常见细菌系统

鉴定手册》 ［１１］。
（３）沙棘种子内生细菌的分子鉴定

沙棘种 子 内 生 细 菌 ＤＮＡ 的 提 取 采 用 碱 裂 法［１２］。 ＰＣＲ 扩 增 采 用 细 菌 通 用 引 物 ２７Ｆ （ ５′⁃
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＡ⁃３′）和 １４９２Ｒ （５′⁃ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃ ３′）。 反应体系为 ２５ μＬ ∶ １ μＬ
２７Ｆ，１ μＬ １４９２Ｒ，１５ μＬ Ｔａｑ 聚合酶，４ μＬ ｄｄＨ２Ｏ，４ μＬ 模板。 反应条件：９４℃ ２ ｍｉｎ，９４℃ １ ｍｉｎ，５６℃ ３０ ｓ，

７２℃ １ ｍｉｎ；３０ 个循环，７２℃ ２ ｍｉｎ［１３］。 ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测合格后，送北京奥科鼎盛生物科

技有限公司测序。 所得序列信息提交 ＮＣＢＩ 数据库进行 ＢＬＡＳＴ 同源性比对，选取相似性最大的序列，用
ＭＥＧＡ７．０ 软件进行同源性分析，然后以邻接法［１４］构建系统发育树。
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１．２．２　 沙棘种子内生细菌的高通量测序

种子消毒处理同方法 １．２．１。 沙棘种子内生菌总 ＤＮＡ 的提取采用 ＣＴＡＢ 法［１５］，以 １％琼脂糖凝胶电泳检

测 ＤＮＡ 纯度和浓度［１６］。 采用带 Ｂａｒｃｏｄｅ 的特异引物扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡ⁃Ｖ５ 区。 扩增体系 ３０ μＬ：Ｐｈｕｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（２×）１５ μＬ，Ｐｒｉｍｅｒ（２ μｍｏｌ ／ Ｌ）３ μＬ，ｇＤＮＡ（１ ｎｇ ／ μＬ）１０ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ２ μＬ。 反应程序：９８℃ １ ｍｉｎ，９８℃
１０ ｓ，５０℃ ３０ ｓ，７２℃ ３０ ｓ，３０ 个循环；７２℃ ５ ｍｉｎ，ＰＣＲ 产物使用 ２％浓度的琼脂糖凝胶电泳进行检测［１７⁃１８］。
ＰＣＲ 扩增产物送北京诺禾致源科技股份有限公司，由 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 测序仪进行高通量测序，首先对 ＰＣＲ 产

物进行混样与纯化，然后进行文库构建和上机测序，测序得到的原始数据（Ｒａｗ Ｄａｔａ），存在一定比例的干扰数

据（Ｄｉｒｔｙ Ｄａｔａ），为了使信息分析的结果更加准确、可靠，首先对原始数据进行拼接、过滤，得到有效数据

（Ｃｌｅａｎ Ｄａｔａ）。 然后基于有效数据进行 ＯＴＵｓ 聚类和物种分类。 为研究各样本的物种组成，对所有样本的

Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ Ｔａｇｓ，以 ９７％的一致性（Ｉｄｅｎｔｉｔｙ）进行 ＯＴＵｓ 聚类，然后对 ＯＴＵｓ 的代表序列进行物种注释并进行生物

学分析。

２　 结果与分析

２．１　 榆中县中国沙棘种子内生细菌多样性

２．１．１　 榆中县中国沙棘种子内生细菌的纯培养

（１）内生细菌的形态特征

从榆中县中国沙棘种子中共分离得到 ４ 株内生细菌，编号分别为 ＹＺ１７０９Ｂ０１、ＹＺ１７０９Ｂ０２、ＹＺ１７０９Ｂ０３、
ＹＺ１７０９Ｂ０４。 ４ 株菌菌落表面均为湿润光滑状，菌落颜色呈乳白色，菌落形态为圆形或点状。 除菌株

ＹＺ１７０９Ｂ０４ 为革兰氏阴性菌外（图 １），其余 ３ 株菌均为革兰氏阳性菌，其中，菌株 ＹＺ１７０９Ｂ０１ 和 ＹＺ１７０９Ｂ０３
为杆状菌，菌株 ＹＺ１７０９Ｂ０２ 和 ＹＺ１７０９Ｂ０４ 为球状菌。

图 １　 菌株 ＹＺ１７０９Ｂ０４ 的形态特征

Ｆｉｇ．１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＹＺ１７０９Ｂ０４

（２）内生细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析

对纯培养分离得到的内生细菌，提取其 ＤＮＡ 后，
ＰＣＲ 扩增其 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列并进行测序分析，以邻

接法构建系统发育树（图 ２）。 经 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列和

系统发育分析结果表明：４ 株中国沙棘种子内生细菌

中，３ 株属于厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ），其中 ２ 株为芽孢杆

菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ），１ 株为葡萄球菌属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）。 另

外 １ 株属于变形菌门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 的假单胞菌属

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）。
２．１．２　 榆中县中国沙棘种子内生细菌的高通量测序

提取榆中县中国沙棘种子内生细菌总 ＤＮＡ，经检

测合格后，进行 ＰＣＲ 扩增，扩增产物用于文库构建和上机测序，然后基于有效数据对 ＯＴＵｓ 的代表序列进行物

种注释分析。
（１）样品复杂度分析及 ＯＴＵｓ 数目统计

测序共得到 ７１０８０ 条原始序列，经过滤后得到 ６４４５２ 条有效序列，可分为 １４７ 个 ＯＴＵｓ。 序列平均长度为

３６８ ｂｐ，有效率为 ９０．６８％。 从序列的分布长度来看，与 １６Ｓ ｒＤＮＡ⁃Ｖ５ 区序列长度大致吻合，表明测序数据量

合理，可以反映样品中绝大多数的微生物信息。
（２）内生细菌群落结构组成

经高通量测序后，选取相对丰度前 １０ 位的物种，在门和属水平进行统计分析。 从门水平看，沙棘种子内

生细菌主要分布在 ７ 个菌门。 由图 ３ 可看出，内生细菌的主要优势门是蓝藻门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），其相对丰度

为 ９５． ６２％。 变形菌门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ）、 拟 杆 菌 门 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ）、 放 线 菌 门
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图 ２　 基于 １６ＳｒＲＮＡ 基因构建系统发育树

　 Ｆｉｇ．２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓａｆｅｎｓｉｓ：沙福芽孢杆菌；Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｒｌｅｔｔａｅ：阿尔莱特葡

萄球菌；Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉｓ：特基拉芽孢杆菌；Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｏａｅ：草

假单胞菌；括号内为菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 中的

序列登录号；刻度 ０．０２０ 代表该长度下的进化距离

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、梭杆菌门（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）和异常球菌⁃
栖热菌门（Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ⁃Ｔｈｅｒｍｕｓ）在榆中县沙棘种子中

均有分布，相对丰度依次为 ２． ０３％、０． ３１％、０． ２２％、
０．２０％、０．０１％和 ０．０１％；其他门类的相对丰度合计为

１．６１％。
从属水平看（图 ３），榆中县中国沙棘种子内生细菌

的主要优势菌属是蓝细菌属（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和贪噬菌

属（Ｖａｒｉｏｖｏｒａｘ），相对丰度分别为 ９５．０９％和 ０．６３％。 此

外，甲基杆菌属 （Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、鞘氨醇单胞菌属

（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、寡养单胞菌属

（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）、气单胞菌属（Ａｕｒｅｉｍｏｎａｓ）、红树杆

菌属（Ｍａｎｇｒｏｖｉｂａｃｔｅｒ）、欧文氏菌属（Ｅｒｗｉｎｉａ）和马赛菌

属（Ｍａｓｓｉｌｉａ）在沙棘种子中均有分布，相对丰度依次为

０．２７％、０．２６％、０．１９％、０．１２％、０．１１％、０．０９％、０．０８％和

０．０７％；其他菌属的相对丰度合计为 ３．０９％。

图 ３　 榆中县中国沙棘种子内生细菌在门和属水平上的物种组成和相对丰度

Ｆｉｇ．３　 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ． ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｓｅｅｄｓ ｉｎ Ｙｕｚｈｏｎｇ ａｔ

ｐｈｙｌｕｍ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

２．２　 秦安县中国沙棘种子内生细菌多样性

２．２．１　 秦安县中国沙棘种子内生细菌的纯培养

（１）内生细菌的形态特征

从秦安县中国沙棘种子中共分离得到 ５ 株内生细菌，编号分别为 ＱＡ１７０９Ｂ０１、ＱＡ１７０９Ｂ０２、ＱＡ１７０９Ｂ０３、
ＱＡ１７０９Ｂ０４ 和 ＱＡ１７０９Ｂ０５。 ５ 株菌菌落表面均为湿润光滑状，菌落颜色呈乳白色，菌落形态为圆形或点状。
除菌株 ＱＡ１７０９Ｂ０４ 为革兰氏阴性菌外，其余 ４ 株菌均为革兰氏阳性菌，且 ５ 株菌均为杆状菌（图 ４）。

（２）内生细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析

对纯培养分离得到的内生细菌，提取其 ＤＮＡ 后，ＰＣＲ 扩增其 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列并进行测序分析，以邻

接法构建系统发育树（图 ５）。 经 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列和系统发育分析结果表明：５ 株中国沙棘种子内生细菌

中，４ 株属于厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ），其中 ３ 株为芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ），１ 株为葡萄球菌属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）。 另
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图 ４　 菌株 ＱＡ１７０９Ｂ０１ 的形态特征

Ｆｉｇ．４　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＱＡ１７０９Ｂ０１

外 １ 株属于变形菌门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 的不动杆菌属

（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）。
２．２．２　 秦安县中国沙棘种子内生细菌的高通量测序

提取秦安县中国沙棘种子内生细菌总 ＤＮＡ，经检

测合格后，进行 ＰＣＲ 扩增，扩增产物用于文库构建和上

机测序，然后基于有效数据对 ＯＴＵｓ 的代表序列进行物

种注释分析。
（１）样品复杂度分析及 ＯＴＵｓ 数目统计

测序共得到 ８２２５４ 条原始序列，经过滤后得到

８００７３ 条有效序列，可分为 ７５ 个 ＯＴＵｓ，序列平均长度

为 ３７２ ｂｐ，有效率为 ９７．３５％。 从序列的分布长度来看，
与 １６Ｓ ｒＤＮＡ⁃Ｖ５ 区序列长度大致吻合，表明测序数据量合理，可以反映样品中绝大多数的微生物信息。

图 ５　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因构建系统发育树

Ｆｉｇ．５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓａｆｅｎｓｉｓ：沙福芽孢杆菌；Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｒｌｅｔｔａｅ：阿尔莱特葡萄球菌；Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｏｊａｖｅｎｓｉｓ：莫哈韦芽孢杆菌；Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｌｗｏｆｆｉｉ：鲁氏不动

杆菌；括号内为菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 中的序列登录号；刻度 ０．１０ 代表该长度下的进化距离

（２）内生细菌群落结构组成

经高通量测序后，选取相对丰度前 １０ 位的物种，在门和属水平进行统计分析。 从门水平看，沙棘种子内

生细菌主要分布在 ５ 个菌门。 由图 ６ 可看出，内生细菌的主要优势门类是变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），其相对

丰度为 ９１． ６８％。 蓝藻门 （ Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） 和拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）在秦安县沙棘种子中均有分布，相对丰度依次为 ８．０６％、０．０４％、０．０１％和 ０．０１％；其他门类的相

对丰度合计为 ０．２０％。
从属水平看（图 ６），秦安县中国沙棘种子内生细菌的主要优势菌属是寡养单胞菌属（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ），

相对丰度为 ８５．６０％，其次是蓝细菌属（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和叶杆菌属（Ｐｈｙｌｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ），相对丰度为 ７．８６％和

５．２８％。 此外，代尔夫特菌属（Ｄｅｌｆｔｉａ）、短波单胞菌属（Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ）、甲基杆菌属（Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、假单胞

菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、拜叶林克氏菌属（Ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉａ）、马赛菌属（Ｍａｓｓｉｌｉａ）、嗜酸菌属（Ａｃｉｄｉｐｈｉｌｉｕｍ）在秦安县中

国沙棘种子中均有分布，相对丰度依次为 ０．２４％、０．０５％、０．０３％、０．０２％、０．０１％、０．０１％和 ０．０１％；其他菌属的相

对丰度合计为 ０．８８％。
２．３　 榆中县和秦安县两种不同生境中国沙棘种子内生细菌多样性比较

２．３．１　 内生细菌纯培养的差异

纯培养研究结果表明，从榆中县和秦安县两种不同生境的中国沙棘种子中分离纯化得到的内生细菌种类

有一定的差异。 其中，从榆中县和秦安县中国沙棘种子中分别分离纯化得到 ４ 株和 ５ 株内生细菌（表 ２）。 在

２５２５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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图 ６　 秦安县中国沙棘种子内生细菌在门和属水平上的物种组成和相对丰度

Ｆｉｇ．６　 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ． ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｓｅｅｄｓ ｉｎ Ｑｉｎ′ａｎ ａｔ

ｐｈｙｌｕｍ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

门分类水平，榆中县中国沙棘种子内生细菌中有 ３ 株属于厚壁菌门，１ 株属于变形菌门；而秦安县中国沙棘种

子内生细菌中有 ４ 株属于厚壁菌门，１ 株属于变形菌门。
在属分类水平，榆中县中国沙棘种子内生细菌中，厚壁菌门中 ２ 株属于芽孢杆菌属，１ 株属于葡萄球菌

属；变形菌门的 １ 株内生细菌为假单胞菌属。 而秦安县中国沙棘种子内生细菌中，厚壁菌门中 ３ 株属于芽孢

杆菌属，１ 株属于葡萄球菌属，变形菌门的 １ 株内生细菌为不动杆菌属。 可见，芽孢杆菌属和葡萄球菌属细菌

在两种不同生境的中国沙棘种子中均有分布，而假单胞菌属只分布于榆中县中国沙棘种子中，不动杆菌属只

分布于秦安县中国沙棘种子中。

表 ２　 榆中县和秦安县两种不同生境中国沙棘种子内生细菌纯培养的差异

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｕｓｉｎｇ ｐｌａｔｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｓｅｅｄｓ ｏｆ Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ． Ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｉｎ Ｙｕｚｈｏｎｇ ａｎｄ

Ｑｉｎ′ａｎ

门
Ｐｈｙｌｕｍ

属
Ｇｅｎｕｓ

样品 Ａ
Ｓａｍｐｌｅ Ａ

样品 Ｂ
Ｓａｍｐｌｅ Ｂ

厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ＹＺ１７０９Ｂ０１ ＱＡ１７０９Ｂ０１

ＹＺ１７０９Ｂ０３ ＱＡ１７０９Ｂ０３

ＱＡ１７０９Ｂ０５

葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ＹＺ１７０９Ｂ０２ ＱＡ１７０９Ｂ０２

变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ＹＺ１７０９Ｂ０４ —

不动杆菌属 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ — ＱＡ１７０９Ｂ０４

　 　 —： 未分离到此属

２．３．２　 内生细菌高通量测序的差异

（１）内生细菌 Ａｌｐｈａ 多样性指数分析

在 Ａｌｐｈａ 多样性指数中，Ｃｈａｏ１ 和 ＡＣＥ 指数表示细菌群落的丰富度，值越大，群落丰富度越高。 Ｓｈａｎｎｏｎ
和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数表示细菌群落的多样性程度，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数值越大，群落多样性越高，而 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数值越小，
群落多样性越高。 从表 ３ 可以看出，榆中县中国沙棘种子内生细菌的多样性和丰富度均高于秦安县。

（２）内生细菌 Ｖｅｎｎ 图分析

榆中县和秦安县两种不同生境中国沙棘种子内生细菌的 Ｖｅｎｎ 图结果如图 ７ 所示，从图 ７ 可见，榆中县中
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国沙棘种子内生细菌的 ＯＴＵｓ 总数为 １４７ 个，特有 ＯＴＵｓ 为 ９７ 个。 秦安县中国沙棘种子内生细菌的 ＯＴＵｓ 总

数为 ７５ 个，特有 ＯＴＵｓ 为 ２５ 个，两者共有的 ＯＴＵｓ 为 ５０ 个。 结果表明榆中县中国沙棘种子内生细菌的种类

明显高于秦安县中国沙棘种子内生细菌。

表 ３　 榆中县和秦安县两种不同生境中国沙棘种子内生细菌的 Ａｌｐｈａ 多样性指数差异

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｓｅｅｄｓ ｏｆ Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ． ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｉｎ Ｙｕｚｈｏｎｇ ａｎｄ Ｑｉｎ′ａｎ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

Ｃｈａｏ １ 指数
Ｃｈａｏ １ ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ 指数
ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ａ １４３８．０６ １６７２．７９ ３．３８ ０．４６

Ｂ １４９．００ １６０．８８ １．６５ ０．７０

图 ７　 榆中县和秦安县中国沙棘种子内生细菌维恩图

　 Ｆｉｇ．７　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ

ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ． Ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｉｎ Ｙｕｚｈｏｎｇ ａｎｄ Ｑｉｎ′ａｎ

（３）内生细菌群落结构组成分析

高通量测序方法检测到榆中县和秦安县两种不同

生境的中国沙棘种子内生细菌的多样性存在明显的差

异。 榆中县中国沙棘种子中内生细菌包含 ７ 门、１１ 纲、
３１ 目、４４ 科和 ６８ 属，秦安县中国沙棘种子内生细菌包

含 ５ 门、７ 纲、１７ 目、２２ 科、３０ 属（表 ４）。
从门分类水平看，榆中县中国沙棘种子内生细菌主

要分布在 ７ 个门（表 ５），秦安县中国沙棘种子内生细菌

主要分布在 ５ 个门。 其中蓝藻门为榆中县中国沙棘种

子内生细菌的主要优势门类，相对丰度为 ９５．６２％，变形

菌门为秦安县中国沙棘种子内生细菌的主要优势门类，相对丰度为 ９１．６８％。 蓝藻门、变形菌门、厚壁菌门、拟
杆菌门和放线菌门在榆中县和秦安县两种不同生境的中国沙棘种子中均有分布，但相对丰度存在差异。 而梭

杆菌门和异常球菌⁃栖热菌门只分布于榆中县中国沙棘种子中，相对丰度均为 ０．０１％。

表 ４　 各分类单元内生细菌的群落组成

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｔ ｅａｃｈ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

样品 Ｓａｍｐｌｅ 门 Ｐｈｙｌｕｍ 纲 Ｃｌａｓｓ 目 Ｏｒｄｅｒ 科 Ｆａｍｉｌｙ 属 Ｇｅｎｕｓ

Ａ ７ １１ ３１ ４４ ６８

Ｂ ５ ７ １７ ２２ ３０

表 ５　 榆中县和秦安县两种不同生境中国沙棘种子内生细菌在门水平上的差异

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｓｅｅｄｓ ｏｆ Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ． Ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｉｎ Ｙｕｚｈｏｎｇ ａｎｄ Ｑｉｎ′ａｎ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

项目
Ｉｔｅｍ

门
Ｐｈｙｌｕｍ

样品 Ａ 中的相对丰度
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ Ａ ／ ％

样品 Ｂ 中的相对丰度
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ Ｂ ／ ％

共有门 Ｃｏｍｍｏｎ ｐｈｙｌｕｍ 蓝藻门 Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ９５．６２ ８．０６

变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ２．０３ ９１．６８

厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ０．３１ ０．０１

拟杆菌门 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ０．２２ ０．０１

放线菌门 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ０．２０ ０．０４

特有门 Ｕｎｉｑｕｅ ｐｈｙｌｕｍ 梭杆菌门 Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ ０．０１ —

异常球菌⁃栖热菌门
Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ⁃Ｔｈｅｒｍｕｓ ０．０１ —

　 　 —： 未检测到此门

在属分类水平，榆中县中国沙棘种子内生细菌分布于 ６８ 个属，秦安县中国沙棘种子内生细菌分布于 ３０
个属，其中榆中县中国沙棘种子特有的属有 ３７ 个。 榆中县中国沙棘种子内生细菌的主要优势属为蓝细菌属，

４５２５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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相对丰度为 ９５．０９％（表 ６），秦安县中国沙棘种子内生细菌的主要优势属为寡养单胞菌属，相对丰度为 ８５．
６０％。 其中，在相对丰度前 ２０ 的属中，榆中县和秦安县两种不同生境的中国沙棘种子共有的属有 １３ 个；榆中

县中国沙棘种子特有的属有 ７ 个，秦安县中国沙棘种子特有的属有 ７ 个。

表 ６　 榆中县和秦安县两种不同生境中国沙棘种子内生细菌在属水平上差异

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｓｅｅｄｓ ｏｆ Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ． ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｉｎ Ｙｕｚｈｏｎｇ ａｎｄ Ｑｉｎ′ａｎ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

项目
Ｉｔｅｍｓ

属
Ｇｅｎｕｓ

样品 Ａ 中的相对丰度 ／ ％
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ Ａ

样品 Ｂ 中的相对丰度 ／ ％
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ Ｂ

共有属 蓝细菌属 Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉ ９５．０９ ７．８６

Ｃｏｍｍｏｎ ｇｅｎｕｓ 贪噬菌属 Ｖａｒｉｏｖｏｒａｘ ０．６３ ０．０１

甲基杆菌 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０．２７ ０．０３

鞘氨醇单胞菌属 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ０．２６ ０．０１

寡养单胞菌 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ０．１２ ８５．６０

马赛菌属 Ｍａｓｉｌｉａ ０．０７ ０．０１

假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ０．０５ ０．０２

葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ０．０４ ０．０１

代尔夫特菌属 Ｄｅｌｆｔｉａ ０．０４ ０．２４

芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ０．０２ ０．０１

短波单胞菌属 Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ ０．０３ ０．０５

叶杆菌属 Ｐｈｙｌｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０．０１ ５．２８

嗜酸菌属 Ａｃｉｄｉｐｈｉｌｉｕｍ ０．０３ ０．０１

特有属 Ｕｎｉｑｕｅ ｇｅｎｕｓ 拟杆菌属 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ０．１９ —

气单菌属 Ａｕｒｅｉｍｏｎａｓ ０．１１ —

红树林杆菌属 Ｍａｎｇｒｏｖｉｂａｃｔｅｒ ０．０９ —

欧文氏菌属 Ｅｒｗｉｎｉａ ０．０８ —

无杆菌属 Ａｇａｔｈｏｂａｃｔｅｒ ０．０６ —

柔嫩梭菌属 Ｆａｅｃａｌｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０．０５ —

罕见小球菌属 Ｓｕｂｄｏｌｉｇｒａｎｕｌｕｍ ０．０３ —

拜叶林克氏菌属 Ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉａ — ０．０１

雷尔氏菌属 Ｒａｌｓｔｏｎｉａ — ０．０１

动球菌属 Ｋｉｎｅｏｃｏｃｃｕｓ — ０．０１

阿菲波菌属 Ａｆｉｐｉａ — ０．０１

成团泛菌属 Ｐａｎｔｏｅａ — ０．０１

棍状杆菌属 Ｃｌａｖｉｂａｃｔｅｒ — ０．０１

梭菌属 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ — ０．０１
　 　 —： 选取相对丰度前 ２０ 的属进行分析时未检测到此属

３　 讨论

本研究采用纯培养方法和高通量测序方法，分别对榆中县和秦安县两种不同生境的中国沙棘种子内生细

菌多样性进行了研究。 两种方法均表明，两种不同生境中国沙棘种子内生细菌多样性存在一定的差异。
通过纯培养方法，从榆中县中国沙棘种子中分离得到了 ４ 株内生细菌，从秦安县中国沙棘种子中分离得

到了 ５ 株内生细菌。 本实验在进行种子内生菌分离时，只使用了细菌培养的牛肉膏蛋白胨培养基，培养基种

类相对单一，这可能是分离到的内生菌种类偏少的主要原因。 本研究组前期使用相同培养基，曾对中国沙棘

根瘤中的内生细菌进行过分离培养，共得到 １７ 株内生细菌［８］。 可见，同种植物的不同组织，采用相同的培养

方法，可能会分离得到不同种类的内生菌，由于种子是受植物高度保护的封闭性的器官，导致内生细菌种类比

其他植物器官要少。 而时晓寒等［１９］ 从白皮锦鸡儿种子中分离得到 ３２ 株内生细菌，与本实验结果有一定差

异，这可能是由于植物种类的不同，而导致所分离得到的可培养内生细菌的种类存在差异。 在分离内生细菌

５５２５　 １５ 期 　 　 　 张爱梅　 等：两种不同生境中国沙棘种子内生细菌的多样性 　
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时，培养条件对内生细菌的种类同样存在一定的影响，不同生境的植物可为微生物提供适宜生存的环境和营

养条件，且微生物群体与植物之间能行成复杂的共生关系，而实验室无法完全模拟这种微生物所生存的自然

生态环境，这也是所分离得到的内生细菌种类较少的原因之一［２０］。 因此，在分离沙棘种子内生细菌时，除优

化培养条件外，还应尽量模拟沙棘生存的自然生态环境，以获得更多内生细菌资源，最大程度反映沙棘种子内

生细菌的多样性。
本研究通过高通量测序结果表明，在门分类水平，蓝藻门、变形菌门、厚壁菌门、拟杆菌门、放线菌门在榆

中县和秦安县两种生境的中国沙棘种子中均有分布，但各门在两地种子中的相对丰度却存在明显差异。 有研

究表明，蓝藻门、变形菌门、厚壁菌门、拟杆菌门和放线菌门是植物内生细菌常见的优势门类［２１⁃２２］，这说明不

同生境的同一类植物，甚至是不同种类的植物，其内生细菌的物种组成在门水平上存在一定程度的相似性，但
其相对丰度由于植株种类或生境的不同而有所差异，这与张芳芳等［２３］ 的研究结果相一致。 本研究中梭杆菌

门和异常球菌⁃栖热菌门只分布于榆中县中国沙棘种子中，这主要由于榆中县马衔山年降水量与年均气温均

优于秦安县王铺乡，为内生细菌提供了适宜的生存环境。 在属分类水平上，贪噬菌属、甲基杆菌属、鞘氨醇单

胞菌属、拟杆菌属、寡养单胞菌属、叶杆菌属、欧文氏菌属和马赛菌属在榆中县和秦安县两种不同生境的中国

沙棘种子中均有分布，但相对丰度存在较大差异；可能是由于两地中国沙棘生长的土壤类型、ｐＨ 及含水量等

因素差异较小，从而导致两地中国沙棘种子内生细菌组成相似。 而气单菌属、红树林杆菌属、欧文氏菌属、无
杆菌属、柔嫩梭菌属和罕见小球菌属只分布于榆中县中国沙棘种子中；拜叶林克氏菌属、雷尔氏菌属、动球菌

属、阿菲波菌属、成团泛菌属、棍状杆菌属、梭菌属只分布于秦安县中国沙棘种子；可能是由于两地海拔、年均

降水量以及年均气温存在较大差异，从而导致内生细菌种类存在差异。
本文对榆中县和秦安县两种不同生境的中国沙棘种子内生细菌的多样性研究结果可知，榆中县和秦安县

两种不同生境的中国沙棘种子内生细菌均具有丰富的多样性，且二者的多样性存在一定差异，这可能是由于

两地海拔相差较大而造成的。 有研究表明，由于海拔的差异会导致地区气候特征及周围植被的不同，造成植

物种子内生菌的组成存在差异［２４］；海拔越高，阳光照射越充足，适应高海拔环境的植物生长状况越好，内生菌

多样性越丰富。 所以不同海拔的植物，其内分布着不同的优势内生菌，且海拔差异越大，内生菌的物种组成相

似度越低［２５］。

参考文献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）：

［ １ ］　 冯永君， 宋未． 植物内生细菌． 自然杂志， ２００１， ２３（５）： ２４９⁃２５２．

［ ２ ］ 　 曹焜， 王晓楠， 孙宇峰， 李振伟， 潘冬梅， 赵越． 植物根部内生细菌多样性及其生防作用研究进展． 农业与技术， ２０１７， ３７（１７）： １⁃ ３，

５⁃５．

［ ３ ］ 　 龙锡， 严希， 洪佳丽， 梁宗锁， 陈海敏． 植物种子内生菌的研究进展． 浙江农业科学， ２０１６， ５７（８）： １３１９⁃１３２４．

［ ４ ］ 　 Ｌｉｕ Ｙ， Ｚｕｏ Ｓ， Ｘｕ Ｌ Ｗ， Ｚｕｏ Ｙ Ｙ， Ｓｏｎｇ Ｗ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｓｅｅｄｓ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐａｒｅｎｔａｌ ｌｉｎｅｓ．

Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１２， １９４（１２）： １００１⁃１０１２．

［ ５ ］ 　 Ｃｏｍｐａｎｔ Ｓ， Ｍｉｔｔｅｒ Ｂ， Ｃｏｌｌｉ⁃Ｍｕｌｌ Ｊ Ｇ， Ｇａｎｇｌ Ｈ， Ｓｅｓｓｉｔｓｃｈ Ａ． Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｏｆ ｇｒａｐｅｖｉｎｅ ｆｌｏｗｅｒｓ， ｂｅｒｒｉｅｓ， ａｎｄ ｓｅｅｄｓ： ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｂｌｅ

ｂａｃｔｅｒｉａ， ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｐａｒｔｓ， ａｎｄ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｃｈｅｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｅｃｏｌｏｇｙ， ２０１１， ６２（１）： １８８⁃１９７．

［ ６ ］ 　 曾诚． 中国沙棘克隆生长调节的光合生理机制［Ｄ］． 昆明： 西南林业大学， ２０１６．

［ ７ ］ 　 张爱梅， 韩雪英， 张世虎， 孙坤， 吴菊艳， 于杰， 郭保民． 甘南高寒地区不同海拔西藏沙棘根瘤内生菌多样性． 生物资源， ２０１８， ４０（２）：

１１４⁃１１９．

［ ８ ］ 　 张爱梅， 韩雪英， 王嘉， 孔维宝， 牛世全， 朱学泰． 马衔山中国沙棘根瘤内共生细菌多样性研究． 生态学报， ２０１９， ３９（１）： ２９４⁃３０１．

［ ９ ］ 　 李琦， 孙广宇． 沙棘内生菌的分离与初步鉴定． 中国农学通报， ２００６， ２２（１０）： ３００⁃３０２．

［１０］ 　 史应武， 娄恺， 李春． 天山北坡甜菜内生菌分离鉴定及其动态变化． 生态学报， ２００９， ２９（５）： ２３７４⁃２３８２．

［１１］ 　 东秀珠， 蔡妙英． 常见细菌系统鉴定手册． 北京： 科学出版社， ２００１．

［１２］ 　 迟原龙， 唐垚， 金璐， 张凤， 姚开， 何强． 采用碱裂解法提取 ＤＮＡ 鉴定细菌和酵母菌． 食品研究与开发， ２０１８， ３９（２）： １７７⁃１８０．

［１３］ 　 Ｂｏｅｒｓ Ｓ Ａ， Ｈａｙｓ Ｊ Ｐ， Ｊａｎｓｅｎ Ｒ． Ｍｉｃｅｌｌｅ ＰＣＲ ｒｅｄｕｃｅｓ ｃｈｉｍｅｒａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＤＮＡ ｍｉｘｔｕｒｅｓ． Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

Ｒｅｐｏｒｔｓ， ２０１５， ５： １４１８１．

６５２５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

［１４］　 孙凯， 刘娟， 李欣， 凌婉婷． 两株具有芘降解功能的植物内生细菌的分离筛选及其特性． 生态学报， ２０１４， ３４（４）： ８５３⁃８６１．

［１５］ 　 司杰， 黄文娟， 焦培培． 用改良的 ＣＴＡＢ 法提取胡杨、灰叶胡杨总 ＤＮＡ（英文） ． 农业科学与技术（英文版）， ２０１６， １７（４）： ８２６⁃ ８２８，

８３２⁃８３２．

［１６］ 　 丁浩， 郑唐春， 梁德洋， 曲冠证． 一种简易高效提取多种植物纯净 ＤＮＡ 的方法． 植物研究， ２０１５， ３５（３）： ４５７⁃４６１．

［１７］ 　 黄萱， 高丽美， 张永彦， 徐子勤． 一种优化的植物总 ＤＮＡ 提取方法． 西北植物学报， ２００４， ２４（６）： １１０３⁃１１０６．

［１８］ 　 贺璐， 龙承星， 李丹丹， 张雪， 彭买姣， 谭周进． 四磨汤对脾虚便秘小鼠肠道细菌丰度及功能基因的影响． 中国微生态学杂志， ２０１７， ２９

（２）： １３３⁃１３８．

［１９］ 　 时晓寒， 程聪， 李玉倩， 安登第． 白皮锦鸡儿种子内生细菌的分布与分离鉴定． 微生物学通报， ２０１６， ４３（１）： １６４⁃１７１．

［２０］ 　 彭伶俐， 王琴， 辛明秀． 自然界中不可培养微生物的研究进展． 微生物学杂志， ２０１１， ３１（２）： ７５⁃７９．

［２１］ 　 邓平香， 郭荣荣， 余光伟， 种云霄， 龙新宪． 超积累和非超积累生态型东南景天茎、叶内生细菌多样性分析． 微生物学通报， ２０１７， ４４

（３）： ５３３⁃５４４．

［２２］ 　 陈梅春， 朱育菁， 刘波， 王阶平， 刘晓港， 杨文靖． 基于宏基因组的茉莉花内生细菌多样性分析． 热带亚热带植物学报， ２０１８， ２６（６）：

６３３⁃６４３．

［２３］ 　 张芳芳， 宋希强， 朱国鹏． 不同生境下五唇兰根部可培养内生细菌多样性研究． 植物科学学报， ２０１６， ３４（１）： １３５⁃１４２．

［２４］ 　 刘学周， 赵智灵， 李绍宾， 张连学， 田义新， 孙福仁． 西洋参内生菌群落结构与多样性． 微生物学报， ２０１５， ５５（３）： ３３０⁃３４０．

［２５］ 　 李小林， 江华明， 张波， 唐国庆， Ｐｅｎｔｔｉｎｅｎ Ｐ， 曾珍， 郑林用， 张小平． 应用 ＬＨ⁃ＰＣＲ 研究党参、麻黄和独一味内生细菌多样性． 应用生态

学报， ２０１３， ２４（９）： ２５１１⁃２５１７．

７５２５　 １５ 期 　 　 　 张爱梅　 等：两种不同生境中国沙棘种子内生细菌的多样性 　


