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摘要：植物内生菌具有帮助植物吸收营养元素，增强植物免疫力，抵御外界生物和非生物胁迫等功能。 植物的根内和叶内存在

大量的内生菌，影响着植物的健康生长。 但不同植物地下（根内）和地上（叶内）内生原核微生物，以及与土壤微生物在组成和

群落结构上的差异和联系还有待探索。 以青藏高原高寒草甸三种优势植物青藏苔草（Ｃａｒｅｘ ｍｏｏｒｃｒｏｆｔｉｉ）、火绒草（Ｌｅｏｎｔｏｐｏｄｉｕｍ
ｊａｃｏｔｉａｎｕｍ）和高山嵩草（Ｃａｒｅｘ ｐａｒｖｕｌａ）为对象，研究了高寒草甸优势植物叶内、根内、土壤原核微生物组的组成及其与样品类型

和植物类型之间的关系。 结果表明：１）在门分类水平上，有 １３ 个门在土壤、叶内和根内之间有显著差异，只有 ５ 个门在不同植

物之间有显著性差异，分别是变形菌门、厚壁菌门、酸杆菌门、疣微菌门以及 ＦＢＰ；２）在 α 多样性上，同种植物土壤、叶内、根内之

间差异显著，而不同植物在土壤和根内差异显著，但在叶内无显著性差异；３）样品类型（叶内、根内以及土壤）是决定植物微生

物组差异的最主要因子，对微生物群落变异的贡献度为 ２０．１３％；不同植物类型之间微生物群落也有显著性差异，植物类型对总

变异的贡献率为 １４．４１％，并且植物类型和植物相关部位（叶内，根内）以及土壤之间有强烈的交互作用（１７．４０％）。 以上结果表

明，每种植物叶内、根内以及周边土壤都具有独特的生态位，体现了原核微生物在样品类型和不同植物间上生态位的差异，同时

也表明了原核微生物群落对这些生态位的适应性。 最后，我们确定了与土壤相比有显著性差异的叶内和根内特有的微生物菌

群并对高丰度菌群进行功能预测，以假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 为代表的菌群在叶内和根内显著富集，这些微生物包含参与多种代

谢过程的功能基因，在促进营养元素吸收、提高植物在寒冷中的生态适应性方面有着重要的潜在功能。 本研究的结果对深入探

索高寒环境下植物－内生微生物互作机制提供了科学数据。
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ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇ ２０． １３％ ｔｏ ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｍｏｎｇ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ ａｌｓｏ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ， ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｔｙｐｅｓ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄ １４．４１％ ｔｏ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｌａｎｔ ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｏｂｓｅｒｖｅｄ （ １７． ４０％）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｌｅａｆ
ｅｎｄｏｓｐｈｅｒｅ， ｒｏｏｔ ｅｎｄｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｂｕｌｋ ｓｏｉｌ ｃｒｅａｔｅｄ ｕｎｉｑｕｅ ｎｉｃｈｅｓ ｆｏｒ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｎｉｃｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｓａｍｐｌｅ ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｆｌｅｃｔｉｎｇ ｃｅｒｔａｉｎ ａｄａｐｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｔｏ ｔｈｅｓｅ
ｎｉｃｈｅｓ． Ｆｉｎａｌｌｙ， ｗｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ｉｎ ｌｅａｆ ｅｎｄｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｅｎｄｏｓｐｈｅｒｅ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｆｒｏｍ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｓｏｉｌｓ． Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ， ａｓ ａ ｔｙｐｉｃａｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ， ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｌｅａｆ ｅｎｄｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｒｏｏｔ
ｅｎｄｏｓｐｈｅｒｅ． Ｔｈｅｓｅ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ａｎｄ ｈａｄ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｕｐｔａｋｅ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｐｌａｎｔ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ａｄａｐｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｃｏｌｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ
ｋｅｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｄｒｉｖｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｄｏｍｉｎａｎｔ ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗ ｐｌａｎｔｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ⁃
ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗ ｐｌａｎｔｓ； ｐｌａｎｔ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓ； ｐｌａｎｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ； ｒｏｏｔ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ； ｌｅａｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ

在植物的内部 （内生菌） 和表面 （附生菌） 都存在着大量的微生物， 构成植物微生物组 （ ｐｌａｎｔ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ） ［１］。 植物内生微生物长期与植物共同进化，与宿主植物建立了共生关系［２］。 植物内生菌参与了

植物的众多生命过程，如通过分泌生长激素（例如吲哚乙酸 ＩＡＡ）来促进植物生长［３］，促进植物对营养元素

氮、磷的获取［４⁃５］，调节植物免疫系统，增强对病原菌的抵抗力［６］ 等。 内生微生物通常受宿主植物类型、植物

不同部位、植物生长环境和土壤类型等多种因素的影响［７⁃８］，但关键因子随环境条件的变化而变化，目前还没

有统一的定论。
通常来说，不同植物相同部位微生物群落存在一定的差异，对杨树 Ｐｏｐｕｌｕｓ，槲皮树 Ｑｕｅｒｃｕｓ 和松树 Ｐｉｎｕｓ

三种植物根内微生物进行 ４５４ 扩增子测序，结果表明植物类型是影响木本植物根内细菌群落差异的主要因

子［９］；进一步，利用 １６ Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序技术对 １８ 种草根内和根际微生物的研究中同样发现植物类

型是影响草根部微生物群落分化的主要因子［１０］；然而利用焦磷酸测序技术分析发现同一生长环境下的拟南

芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ）与其近缘种碎米荠（Ｃａｒｄａｍｉｎｅ ｈｉｒｓｕｔａ）根内微生物群落没有显著差异［１１］；类似的，对

３４９４　 １４ 期 　 　 　 李聪聪　 等：高寒草甸优势植物叶内、根内与土壤原核微生物群落的分异 　
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仙人掌科两种植物Ｍｙｒｔｉｌｌｏｃａｃｔｕｓ ｇｅｏｍｅｔｒｉｚａｎｓ 和 Ｏｐｕｎｔｉａ ｒｏｂｕｓｔａ 采用 １６ Ｓ ｒＲＮＡ Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序技术对其根内、根
际微生物分析表明，植物类型对两种植物之间根部微生物群落的分化的影响很小［１２］，说明不同宿主对其微生

物组的选择作用不一样。 同种植物不同部位微生物组存在一定差异，Ｇｏｔｔｅｌ 等［１３］ 利用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ４５４ 测

序方法比较了成年杨树根内和根际细菌群落的组成，发现二者在组成和群落结构上存在显著差异。 同时，植
物的各部位又存在紧密的联系，Ｂａｉ 等［１４］通过分离培养技术和无菌植物微生物定殖实验，发现拟南芥根际和

叶际微生物群落结构明显不同，但微生物群落组成部分相同，而且拥有共同的功能。 土壤是植物内生菌的

“种子库” ［１５］，影响着植物内生菌的组成，土壤中微生物多样性显著高于植物内生微生物群落。 在微生物组

成上，土壤与植物内生菌存在一定差异，从门水平上看植物内变形菌门相对丰度较高，而土壤中放线菌门更

高［１６］；从更低级的分类水平上看，例如属、种水平，则因宿主和外界环境而异，例如有研究发现，干旱条件下多

种草的根内链霉菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ 显著增加，与土壤存在显著差异［１０］。 尽管对不同植物地上地下不同部位微

生物研究的很多，但对自然状态下生长的植物，尤其是严苛环境下的高寒草甸优势植物研究较少。 不同优势

植物根内、叶内原核微生物群落的构成、关键控制因子及其与非根际土壤微生物群落在组成和结构上的差异

和联系还有待进一步探索。
青藏高原高寒草甸是一类重要的生态系统和高山植物基因库， 也是我国主要的天然牧场，而草甸植物尤

其是优势植物对草地畜牧业发展和高寒生态系统功能的维持具有重要意义。 有研究发现植物内存在宿主特

异性内生菌，这些内生菌在寒冷条件仍然具有溶解矿物磷，分解蛋白酶等功能，在寒冷条件下表现出冷适应

性［２， １７］，可能通过协助植物营养吸收等作用来帮助植物在寒冷条件下健康生长。 青藏高原特殊的高寒缺氧

环境，属于全球变化的敏感区和生态系统的脆弱地区，阐明高寒草甸优势植物与微生物的相互作用，对系统认

知高寒生态系统的结构、功能和保护有着重要意义。 青藏苔草（Ｃａｒｅｘ ｍｏｏｒｃｒｏｆｔｉｉ）、火绒草（ Ｌｅｏｎｔｏｐｏｄｉｕｍ
ｊａｃｏｔｉａｎｕｍ）、高山嵩草（Ｃａｒｅｘ ｐａｒｖｕｌａ）是青藏高寒草原、高寒草甸的优势植物。 我们以这三种植物为对象，研
究了植物叶内、根内和非根际土壤的原核微生物群落的组成和多样性，旨在揭示以下三个科学问题：１）叶内、
根内和非根际土壤的原核微生物群落的结构和多样性的差异；２）原核微生物群落与样品来源类型（植物叶

内、根内以及土壤）、不同植物类型之间的关系；３）植物叶内、根内特有的内生菌及其潜在的功能。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

本研究采样点在中国科学院青藏高原研究所那曲生态环境综合观测研究站（Ｅ ９１°１２′，Ｎ ３０°３１′）。 该实

验站位于藏北高原的腹地那曲县境内，海拔均在 ４４５０ ｍ 以上，属于高原亚寒带季风半湿润气候区，年均降水

量为 ４０６．２ｍｍ，多集中在 ６—９ 月间，相对湿度只有 ５１％［１８］。 青藏高原上分布着各类草地面积约 １．４ 亿 ｈｍ２

亩，其中高寒草甸约占 ５０％，是那曲草原畜牧业的主要草地利用类型，植被群落以高寒小嵩草草甸、藏嵩草草

甸群落为主，也是我国第五大放牧区。 考虑到植物类型对植物微生物的影响，本研究在那曲实验站的高寒草

甸上选取了两种单子叶植物青藏苔草（Ｃａｒｅｘ ｍｏｏｒｃｒｏｆｔｉｉ）、高山嵩草（Ｃａｒｅｘ ｐａｒｖｕｌａ）和一种双子叶植物火绒草

（Ｌｅｏｎｔｏｐｏｄｉｕｍ ｊａｃｏｔｉａｎｕｍ）为研究对象。 青藏苔草和高山嵩草属于苔属植物，火绒草属于火绒属植物，这三种

植物是高寒草甸三种典型的草本植物，分布广泛［１９］。
１．２　 采集方法

于 ２０１８ 年 ７ 月份生长季采集植物。 将整株植物挖出，用无菌剪刀分别剪部分植物嫩叶和嫩根，分别装在

５０ ｍＬ 无菌离心管里，取每一个植物样品时对应地取植物周边 ０—１０ ｃｍ 深的非根际土壤装入 ５０ ｍＬ 无菌离

心管中。 每种植物及其对应的土壤均采集 ６ 个重复样品。 采集的样品放在冰块上运回实验室－２０℃冰箱保

存，进行后续分子实验。
１．３　 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增及高通量测序

将土壤直接称量到带有无菌玻璃珠的离心管中，用 Ｍｉｎｉ⁃ｂｅａｄ ｂｅａｔｅｒ（Ｂｉｏｓｐｅｃ ＭｉｎｉＢｅａｄｂｅａｔｅｒ⁃ １６，ＵＳＡ）破

４４９４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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碎；根和叶分别用灭菌后的 ＰＢＳ 缓冲液（ＰＢＳ：１３０ ｍＭ ＮａＣｌ， ７ ｍＭ Ｎａ２ＨＰＯ４， ３ ｍＭ ＮａＨ２ＰＯ４， ｐＨ ７．４）清洗 ６
次，充分洗掉表面附着物，液氮磨碎后放入带有无菌玻璃珠的离心管中。 土壤、叶内、根内总 ＤＮＡ 根据 ＭＯ
ＢＩＯ 的 ＤＮＡ 提取试剂盒（Ｐｏｗｅｒ Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｋｉｔ）的流程提取，对提取的 ＤＮＡ 利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 分光光

度计进行质量检测，将高质量的 ＤＮＡ 模板统一稀释到 １０ ｎｇ ／ μｌ 用于后续的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＰＣＲ 反应。 本

实验中用到的扩增引物为：５１５Ｆ（５′⁃ＧＴＧＹＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡ⁃ ３′）， ９０９Ｒ （５′⁃ＣＣＣＣＧＹＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴ⁃
３′） ［２０］。 反应体系为 ２５ μｌ：包括 ２ ×Ｅｓ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （康为世纪，中国） １２．５ μｌ、引物各 １ μｌ（浓度为 １ μＭ）、
ＤＮＡ 模板 １０ ｎｇ、超纯水（ｄｄＨ２Ｏ） ９．５ μｌ。 ＰＣＲ 反应程序为： 预变性（９４℃，４ ｍｉｎ），变性（９４ ℃，３０ ｓ），退火

（５５ ℃，３０ ｓ），延伸（７２ ℃，４５ ｓ）共 ３０ 个循环，最后 ７２ ℃ 再延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增产物利用胶回收试剂盒

ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ（Ａｘｙｇｅｎ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｕｎｉｏｎ Ｃｉｔｙ， ＣＡ， ＵＳＡ）纯化后，利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 分光光度

计进行质量检测，合格的样品进行等摩尔质量混合，使用 ＴｒｕＳｅｑ􀳏 ＤＮＡ ＰＣＲ⁃Ｆｒｅｅ Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 建库

试剂盒建库并利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序仪进行 ＰＥ２５０ 测序。
１．４　 生物信息处理

双端测序下机数据用 Ｆｌａｓｈ⁃ １．２．８ 软件［２１］ 合并，不同样品根据 ｂａｒｃｏｄｅ 的唯一性借助 Ｆａｓｔｘ Ｔｏｏｌｋｉｔ 软件

（ｈａｎｎｏｎｌａｂ．ｃｓｈｌ．ｅｄｕ ／ ｆａｓｔｘ ｔｏｏｌｋｉｔ ／ ｉｎｄ３ｅｘ．ｈｔｍｌ）进行拆分。 序列的质控、过滤、嵌合体的去除利用 ＱＩＩＭＥ［２２］平台

上进行：低质量的序列（Ｑ＜３０）和长度不足 ３００ ｂｐ 的序列去掉，嵌合体采用 ＵＣＨＩＭＥ［２３］算法过滤，进而得到高

质量的测序数据。 利用 ＱＩＩＭＥ 平台的 ＣＤ⁃ＨＩＴ 算法将具有至少 ９７％相似性的序列聚类为一个操作分类单元

（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ， ＯＴＵ）。 采用 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ［２４］ 算法对 ９７％水平 ＯＴＵ 进行分类学划分， １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因比对数据库为 Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ（Ｖ１３．８），去除分类为叶绿体以及未分类的 ＯＴＵ。 为了计算 α 多样性以

及 β 多样性，将所有样品随机重抽样到 １０００ 条序列，最后总共得到 ３７６９ 个 ＯＴＵ。
１．５　 统计分析

用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 和 Ｄｕｎｎ′ｓ Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ Ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ［２５］检验门水平微生物类群的丰度在植物

不同部位和不同植物之间的差异。 不同部位相同 ＯＴＵｓ 比例的 ｖｅｎｎ 图由线上服务器工具构建（ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｂｉｏｉｎｆｏｇｃｎｂ．ｃｓｉｃ．ｅｓ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｖｅｎｎｙ ／ ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）。 α 多样性指数包括 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数、物种均匀度（Ｐｉｅｌｏｕ′ｓ
ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ）以及观察到的物种数（Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ）借助 Ｒ 中 ｖｅｇａｎ 包中的“ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ”函数，“ｓｐｅｃｎｕｍｂｅｒ”
函数，“ｅｓｔｉｍａｔｅ”函数完成计算。 利用 Ｒ 中的 ｖｅｇａｎ 包的“ｖｅｇｄｉｓｔ”函数计算 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 相异矩阵， 然后利用

ｖｅｇａｎ 包中“ｍｅｔａＭＤＳ”函数进行非度量多维尺度分析（ＮＭＤＳ）。 置换多元方差分析（ＰＥＲＭＡＮＯＶＡｓ） ［２６］ 用来

检验微生物群落结构组成在不同部位和不同植物类型间的差异。 利用 ＳＴＡＭＰ ［２７］（ ｖ２．１．３）软件的 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃
Ｗａｌｌｉｓ Ｈ⁃ｔｅｓｔ 和 Ｗｅｌｃｈ′ｓ 多重检验方法找出与土壤有显著性差异的内生菌 ＯＴＵ。 进一步，利用 ＰＩＣＲＵＳｔ，基于

ＫＥＧＧ 数据库来预测叶内和根内高丰度差异 ＯＴＵ（相对丰度＞１％）的潜在功能。

２　 结果

２．１　 三种植物不同部位微生物组成

青藏苔草、火绒草、高山嵩草叶内、根内以及非根际土壤原核微生物在门分类水平上的组成如图 １ 所示。
其中，变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）在
三种植物叶内和根内占据主导地位，平均相对丰度之和高达 ７０％ 以上；而土壤中则以变形菌门、放线菌门、拟
杆菌门和酸杆菌门作为优势门类，平均相对丰度之和高达 ６０％以上。 各门类在各部位和不同植物中的相对

丰度以及差异性见表 １。 结果表明，放线菌门、拟杆菌门、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、泉古菌门（Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ）、浮
霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）、芽单胞菌（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、蓝细菌（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）在土壤中相对丰度较高，与根

内和叶内有显著性差异（Ｐ＜０．００１）；而叶内富含变形菌门和厚壁菌门，与根内和土壤相比具有显著差异（Ｐ ＜
０．００１）；根内大部分门类相对丰度介于土壤和叶内之间。 叶内，根内以及土壤之间的 ｖｅｎｎ 如图 ２，根内与土壤

有 ２７．７％的共有 ＯＴＵｓ，而叶内与土壤有 １４％的共有 ＯＴＵｓ，说明植物根系微生物组装受土壤微生物群落的影

５４９４　 １４ 期 　 　 　 李聪聪　 等：高寒草甸优势植物叶内、根内与土壤原核微生物群落的分异 　
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响更大，而叶微生物群落的组装则较少依赖于土壤微生物群落。 另外，土壤中存在大量特有的微生物，比例达

到 ４２．５％。

图 １　 三种植物根内、叶内以及土壤原核微生物在门水平上优势群组成

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｔｏｐ ｔｅｎ ｄｏｍｉｎａｎｔ （＞０．１％） ｐｈｙｌａ

　 图 ２　 植物叶内、根内以及土壤之间特有和共有的 ＯＴＵｓ

Ｆｉｇ．２　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｕｎｉｑｕｅ ａｎｄ ｓｈａｒｅｄ ＯＴＵｓ ａｍｏｎｇ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ

从不同植物来看，只有变形菌门、厚壁菌门、拟杆菌

门、疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）以及 ＦＢＰ 门在相同部位

不同植物之间有显著性差异（表 １）。 两种单子叶植物

青藏苔草与高山嵩草叶内在变形菌门、拟杆菌门相对丰

度上有显著性差异；根内在厚壁菌门、疣微菌门有显著

性差异。 双子叶植物火绒草与单子叶植物高山嵩草叶

内在厚壁菌门、拟杆菌门以及 ＦＢＰ 相对丰度上有显著

性差异；根内在厚壁菌门上也有显著性差异。 而双子叶

植物火绒草与另一种单子叶植物青藏苔草各优势微生

物门无显著性差异。 三种植物对应的土壤间在所有门

类上都无显著性差异，说明植物对内生菌有更强选择

性。 总体来看，大多数原核生物门类（１３ 个门）在叶内、
根内和土壤样品间具有显著性差异，而少数门类（５ 个

门）在不同植物相同部位或土壤之间具有显著性差异。

说明了样品来源类型，亦可说叶内、根内以及土壤的空间生态位分异是造成微生物组成差异的主要原因，而植

物种类对植物微生物的选择性相对较小。
２．２　 植物内生原核微生物群落的 α 多样性

我们计算了三种植物不同部位内生原核微生物群落的 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数、物种均匀度 （ Ｐｉｅｌｏｕ′ ｓ
ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ）以及观察到的物种数（Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ）（表 ２、图 ３）。 相同植物不同部位叶内、根内以及土壤

α 多样性均具有显著性差异（Ｐ＜０．００１），并且从叶内、根内再到土壤，α 多样性逐渐升高。 此外，土壤样品间

α 多样性差异较小，而叶内和根内样品间α 多样性差异较大。 从不同植物类型来看，三种植物在土壤和根内

α 多样性上均具显著性差异（Ｐ＜０．０５），但在叶内α 多样性上没有显著性差异。 另外，青藏苔草在叶内和根内

Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性、均匀度和观察到的物种数上都要高于高山嵩草和火绒草。 单子叶植物青藏苔草与火绒草

α 多样性在土壤和根内均没有显著性差异，而两种单子叶植物青藏苔草和高山嵩草α 多样性在土壤和根内有

６４９４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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显著性差异，这种结果说明植物类型对微生物的选择性较弱，与前面物种组成的分析结果是一致的。

表 １　 三种植物叶内和根内及土壤原核微生物优势门的相对丰度 ／ ％

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｄｏｍｉｎａｎｔ（０．１％）ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｐｈｙｌａ ｉｎ ｌｅａｆ ｅｎｄｏｓｐｈｅｒｅ， ｒｏｏｔ ｅｎｄｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｐｌａｎｔｓ

门 Ｐｈｙｌｕｍ
土壤 Ｓｏｉｌ 叶内 Ｌｅａｆ ｅｎｄｏｓｐｈｅｒｅ 根内 Ｒｏｏｔ ｅｎｄｏｓｐｈｅｒｅ

青藏苔草 高山嵩草 火绒草 青藏苔草 高山嵩草 火绒草 青藏苔草 高山嵩草 火绒草

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ２４．２８ｃｄ １５．５４ｄ １４．５１ｄ ８５．５３ａ ∗ ３０．２４ｂｃｄ∗ ７１．２１ａｂ∗ ５１．０８ａｂｃｄ ６２．５６ａｂｃ ６２．７１ａｂｃ

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ２７．５７ａ ２９．８６ａ ２９．８１ａ ５．３６ｂｃ ４．１０ｃ １５．４９ａｂｃ ２２．３１ａｂ ７．５９ｂｃ ２０．４０ａｂｃ

Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ０．７１ｃ ０．６０ｃ ０．４７ｃ ３．２２ａｂｃ∗ ６３．３２ａ ∗ １．６７ｂｃ∗ １．３７ｃ ∗ １９．０２ａｂ∗ １．１７ｃ ∗

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ １０．１６ａ ９．５０ａ ９．８９ａ ４．２０ａ ∗ ０．４５ｂ∗ ９．５８ａ ∗ ９．１５ａ ８．４９ａ １４．００ａ

Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ １６．９１ａ ６．９４ａｂ １０．３４ａ ０．３８ｂｃｄ ０．０７ｄ ０．２４ｃｄ ４．９４ａｂｃ ０．３２ｃｄ ０．３８ｂｃｄ

Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ６．７１ａｂｃ ６．８２ａｂ ７．９２ａ ０．２７ｄ ０．０７ｄ ０．３６ｄ ６．４３ａｂ∗ ０．６３ｃｄ∗ ０．７５ｂｃｄ∗

Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ １．２８ａｂ １３．９６ａ １２．９０ａ ０．１４ｂ ０．０２ｂ ０．０６ｂ ０．０５ｂ ０．０９ｂ ０．０５ｂ

Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ ４．８２ａ ３．９４ａｂ ５．９３ａ ０．２３ｃｄ ０．０７ｄ ０．１４ｃｄ ２．０６ａｂｃ ０．３２ｂｃｄ ０．２３ｃｄ

Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ ３．０７ａｂ ７．７１ａ ３．７５ａｂ ０．０３ｃ ０．０２ｃ ０．１７ｂｃ ０．２７ｂｃ ０．０３ｃ ０．０２ｃ

Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ０．６６ａｂ ２．９８ａ ２．１７ａ ０．０３ｂｃ ０．０４ｂｃ ０．２９ａｂ ０．０８ｂｃ ０．０３ｂｃ ０．００ｃ

Ｔｈｅｒｍｉ． ０．０２ ０．１８ ０．０５ ０．３５ １．５２ ０．０９ １．１０ ０．４７ ０．００
ＦＢＰ ０．２４ａｂｃ ０．５７ａｂ １．０４ａ ０．０８ｂｃ∗ ０．００ｃ∗ ０．５０ａｂ∗ ０．０９ｂｃ ０．００ｃ ０．０３ｃ

Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ ０．３５ａ ０．１４ａｂ ０．２０ａｂ ０．０２ｂ ０．０２ｂ ０．０９ａｂ ０．２６ａｂ ０．０２ｂ ０．０５ａｂ

Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ ０．７４ａ ０．１４ａｂ ０．１８ａ ０．００ｂ ０．００ｂ ０．００ｂ ０．０２ｂ ０．００ｂ ０．００ｂ

　 　 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 和 Ｄｕｎｎ′ｓ Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 多重比较检验三种植物不同部位组间差异，同一行不同小写字母标记的数值表示差异显著（Ｐ＜

０．０５），表中数据为平均相对丰度（ｎ＝ ６）；∗表示相同部位不同植物之间有差异的门

表 ２　 三种植物叶内、根内以及土壤原核微生物群落 α多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｒｅｅ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｐｌａｎｔｓ

样品类型
Ｓａｍｐｌｅ Ｔｙｐｅ

植物类型
Ｈｏｓｔ ｉｄｅｎｔｉｔｙ

香浓多样性
Ｓｈａｎｎｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

均匀度指数
Ｐｉｅｌｏｕ′ｓ ｅｖｅｎｎｅｓｓ

观察到的物种数
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ

土壤 Ｓｏｉｌ 青藏苔草 ５．７８±０．２１ａ ０．９３±０．０２ａ ４８３．８３±３９．５２ａ

高山嵩草 ５．４２±０．１５ｂ ０．９０±０．０２ｂ ４０８．００±２５．３５ｂ

火绒草 ５．７４±０．１２ａ ０．９３±０．０１ａ ４８２．００±２４．６２ａ

根内 Ｒｏｏｔ ｅｎｄｏｓｐｈｅｒｅ 青藏苔草 ４．７９±０．４３ｃ ０．８３±０．０５ｃ ３３２．１７±６０．４１ｃ

高山嵩草 ３．６ｄ±０．７１ｅ ０．７０±０．１０ｄ １７３．００±５１．２２ｄ

火绒草 ３．９７±０．３９ｄ ０．７３±０．０６ｄ ２３６．６７±２３．９５ｄ

叶内 Ｌｅａｆ ｅｎｄｏｓｐｈｅｒｅ 青藏苔草 ３．１ｄ±０．９５ｅ ０．６１±０．１４ｄ １６１．８３±５８．９４ｄ

高山嵩草 ２．２７±０．７６ｅ ０．５１±０．１３ｄ ８２．００±２９．８６ｄ

火绒草 ３．２８±１．０２ｄｅ ０．６２±０．１６ｄ １９９．５０±６１．６６ｄ

　 　 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 和 Ｄｕｎｎ′ｓ Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 多重比较检验三种植物不同部位组间差异，同一列不同小写字母标记的数值表示差异显著（Ｐ＜

０．０５），表中数据为平均值±标准差（ｎ＝ ６）

２．３　 影响植物微生物群落差异的因素

基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离的非度量多维尺度分析（ＮＭＤＳ）用来展示微生物群落间的差异（图 ４）。 在 ＮＭＤＳ
图中，首先可以看到所有样品按照不同部位在 ＮＭＤＳ１ 维度分开，说明植物部位对植物微生物群落结构的分化

有影响；其次，在 ＮＭＤＳ２ 维度，相同部位按照植物类型聚集形成不同的集团，表明不同植物类型对微生物群落

结构差异也有一定的影响。 另外，根内微生物群落处于叶内和土壤样品之间，而叶内和土壤微生物群落相隔

较远，说明了微生物在植物根内的定殖受土壤微生物群落影响更大，而植物对叶内微生物群落的选择受土壤

微生物群落影响较小。
基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离置换多元方差分析（ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ）检验微生物群落结构组成在不同因子间的差异

（表 ３）。 结果表明，样品类型（叶内、根内、土壤）、植物类型以及二者的交互作用都对微生物群落差异有显著

性影响，总共解释了微生物群落 ５１． ９４％的变异。 其中样品类型对微生物群落间差异贡献度最大（Ｒ２ ＝
２０．１３％，Ｐ ＜０．００１），其次是植物类型和样品类型的交互作用（Ｒ２ ＝ １７．４０％，Ｐ＜０．０５），而植物类型对微生物间

７４９４　 １４ 期 　 　 　 李聪聪　 等：高寒草甸优势植物叶内、根内与土壤原核微生物群落的分异 　
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图 ３　 三种植物叶内、根内以及非根际土壤的香浓多样性

　 Ｆｉｇ． ３ 　 Ｓｈａｎｎｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｌｅａｆ ｅｎｄｏｓｐｈｅｒｅ， ｒｏｏｔ ｅｎｄｏｓｐｈｅｒｅ

ａｎｄ ｓｏｉｌ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｐｌａｎｔｓ

变异的贡献度为 １４．４１％（Ｐ＜０．００１）。
２．４　 植物内生特异性 ＯＴＵ 和核心 ＯＴＵ

部分微生物可以从土壤和根际转移到植物内部，但
不同部位如叶内和根内也存在特定的与土壤有显著性

差异的微生物类群。 在 ＯＴＵ 水平上，我们将不同植物

不同部位分别进行差异比较，将与土壤有显著性差异并

且相对丰度高于土壤的内生 ＯＴＵ 定义为植物富集

ＯＴＵｓ（ｅｎｒｉｃｈｅｄ ＯＴＵｓ）。 青藏苔草、火绒草和高山嵩草

叶内分别发现了 １６ 个、２７ 个和 ３ 个富集 ＯＴＵｓ，相对丰

度之和为 ３９．４１％、１５．０１％、４２．１０％，这些 ＯＴＵｓ 主要来

自变形菌门和厚壁菌门，且在土壤中相对丰度很低，大
部分内生富集 ＯＴＵｓ 在土壤中相对丰度小于 ０．０１％，在
青藏苔草、火绒草和高山嵩草周边土壤中对应的相对丰

　 图 ４　 三种植物根内、叶内以及土壤原核微生物群落基于 Ｂｒａｙ⁃

Ｃｕｒｔｉｓ距离的非度量多维尺度分析（ＮＭＤＳ）

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｎｏｎｍｅｔｒｉｃ ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｌｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＮＭＤＳ）

ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｒｅｅ ｐｌａｎｔｓ

度之和分别为为 ０．７２％、０．５１％、０．０３％，与在叶内的高

丰度形成显著差异。 部分叶内富集 ＯＴＵｓ 能分类到属

水平上，包括假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、不动杆菌属

（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）、微小杆菌属（Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、农杆菌

属（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、鞘氨醇单胞菌（ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ） 等。
根内富集 ＯＴＵｓ 在青藏苔草、火绒草和高山嵩草中分别

为 １６ 个、４８ 个和 １１ 个，这些 ＯＴＵｓ 主要来自变形菌和

放线菌门，相对丰度之和为 １７．９０％、３３．９７％、９．６２％，对
应在土壤中的相对丰度为 ３．７２％，０．７９％，０．０３％。 类似

的，部分根内富集 ＯＴＵｓ 能分类到属水平上，包括假单

胞菌属、不动杆菌属以及德沃斯氏菌属（Ｄｅｖｏｓｉａ）。 为

了进一步确认哪些属在叶内或根内属于优势属，我们从

属水平上进行差异分析发现，假单胞菌属，不动杆菌属，
鞘氨醇单胞菌属以及德沃斯氏菌在叶内或根内属于优

势属且与土壤有显著差异，四种属在三种植物不同样品

类型的相对丰度及差异分析如图 ５ 所示，假单胞菌在青

藏苔草叶内、高山嵩草根内以及火绒草的叶内和根内均

显著富集，在火绒草中相对丰度高达 ３０％，且与土壤有

显著性差异；不动杆菌属在三种植物叶内和根内丰度显著高于土壤；鞘氨醇单胞菌在三种植物叶内相对丰度

高于根内和土壤；德沃斯氏菌在三种植物根内相对丰度较高，特别是在高山嵩草中显著地富集。 这些差异体

现了不同部位和不同植物对不同属的选择性。

表 ３　 三种植物叶内、根内以及土壤原核微生物群落基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ距离的置换多元方差分析（ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ）

Ｔａｂｌｅ ３　 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｐｌａｎｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ ｄｉｓｔａｎｃｅ（Ｐ＜

０．０５）

影响因素 Ｆａｃｔｏｒｓ ＳＳ Ｆ Ｒ２ Ｐ

样品类型 Ｓａｍｐｌｅ Ｔｙｐｅ ４．２４４ ９．２１４ ２０．１３％ ０．００１

植物类型 Ｈｏｓｔ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ３．０３９ ６．５９８ １４．４１％ ０．００１

植物类型： 植物部位 Ｓａｍｐｌｅ Ｔｙｐｅ： Ｈｏｓｔ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ３．６６９ ３．９８２ １７．４０％ ０．００１
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图 ５　 四种优势属在三种植物根内、叶内以及非根际土壤的相对丰度

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｆｏｕｒ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｅｒａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｐｌａｎｔｓ

　 　 在这些富集 ＯＴＵ 当中有一部分 ＯＴＵ 出现在 ８０％以上的样品中（总共 １８ 个样品，出现频率大于或等于

１５），我们将这部分 ＯＴＵ 定义为核心 ＯＴＵ（表 ４）。 在叶内共有 ６ 个核心 ＯＴＵ，总的相对丰度为 ２５．６２％，其中，

表 ４　 根内和叶内核心 ＯＴＵ 及其分类

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ａｎｄ ａｆｆｉｌｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｒｅ ＯＴＵｓ ｄｅｆｉｎｅｄ ａｓ ｔｈｏｓｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ａｔ ｌｅａｓｔ ｉｎ ８０％ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

ＯＴＵ ＩＤ
相对丰度
Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ａｂｕｎｄａｎｃｅ ／ ％

样品类型
Ｓａｍｐｌｅ ｔｙｐｅ

门
Ｐｈｙｌｕｍ

纲
Ｃｌａｓｓ

目
Ｏｒｄｅｒ

科
Ｆａｍｉｌｙ

属
Ｇｅｎｕｓ

ＯＴＵ＿３２４ １０．６９３ 叶内 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ Ｂａｃｉｌｌｉ Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ

ＯＴＵ＿１３０ ８．３６７ 叶内 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ Ｍｏｒａｘｅｌｌａｃｅａｅ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ

ＯＴＵ＿９１３ ２．５１７ 叶内 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ Ｍｏｒａｘｅｌｌａｃｅａｅ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ

ＯＴＵ＿８１２ １．７００ 叶内 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

ＯＴＵ＿１９６ １．３０８ 叶内 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ Ｒｈｉｚｏｂｉａｃｅａｅ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ＯＴＵ＿６８２ １．０２９ 叶内 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ Ｍｏｒａｘｅｌｌａｃｅａｅ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ

ＯＴＵ＿１０６ ６．１７１ 根内 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

ＯＴＵ＿１１２ ４．３４８ 根内 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

ＯＴＵ＿２２９２ ３．２５９ 根内 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉａｃｅａｅ

ＯＴＵ＿８１０ ０．３５６ 根内 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ
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一个属于 Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ，三个 ＯＴＵ 属于 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ，另外两个 ＯＴＵ 分别属于 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ 和 Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ；
根内发现 ４ 个核心 ＯＴＵ，总的相对丰度为 １４． １３％，其中，两个属于 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ，另外两个分别属于

Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ 和 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ。 利用 ＫＥＧＧ 数据库对相对丰度高于 １％的富集 ＯＴＵｓ 进行功能预测，我们在

ｌｅｖｅｌ ２ 水平上共发现了 ３７ 个基因功能，包括多种代谢过程如氨基酸代谢、碳水化合物代谢、次生代谢产物生

物合成等，环境信息处理过程如信号分子相互作用、信号转导以及膜转运；细胞过程如细胞运动、细胞生长和

死亡以及细胞通讯，这些潜在的生物功能，为植物⁃微生物的相互作用奠定了基础。

３　 讨论

３．１　 空间生态位的差异是决定叶内，根内，土壤原核微生物群落的关键因子

通过对高寒草甸三种优势植物青藏苔草、火绒草、高山嵩草叶内生、根内生以及土壤原核微生物组的研

究，发现样品类型是影响植物原核微生物组差异的最主要因子，体现了叶内，根内，非根际土壤三者在空间上

生态位的差异，而植物类型对不同部位微生物的选择性相对较弱。 从门水平上看，植物内生原核微生物组都

是以变形菌门、放线菌门、酸杆菌门、拟杆菌门和厚壁菌门为优势菌群［１６， ２８］，但不同部位主要门的相对丰度有

显著性差异。 变形菌门的相对丰度从土壤到根内和叶内不断升高，在根内和叶内平均相对丰度占比都超过了

５０％；而放线菌门在土壤中相对丰度最高，在根内和叶内相对丰度降低。 在对杨树不同部位（土壤，根内，茎，
叶内）的研究中也发现相似的结论［２９］；水稻的根内微生物与土壤有显著性的差异，并且变形菌门的变化趋势

和本研究一致［３０］。 在 ＯＴＵ 组成上，根内与土壤共有 ２８％的共有 ＯＴＵｓ，而叶内与土壤共有 ＯＴＵｓ 为 １６．２％，说
明只有部分土壤微生物能够进入植物的根内和叶内，植物内生部位对微生物的选择作用更强［３１］。 相比于样

品类型，植物类型对微生物的选择性较弱。 本研究发现在门分水平上绝大部分原核微生物在叶内，根内，土壤

之间有显著性差异，而在不同类型植物之间没有显著性差异。 类似的，在 α 多样性上叶内，根内，土壤间都表

现出显著性差异，而三种植物叶内 α 多样性之间无显著差异。 并且无论是多样性、均匀度还是观察到的物种

数，土壤微生物 α 多样性远高于根内和叶内，其中，叶内的 α 多样性最低。 土壤养分相对含量较低，同时受到

植物分泌物、枯枝落叶的影响较大，原核微生物多样性高；而植物的地上部分特别是植物的叶，长期暴露在环

境严苛的空气当中［３２］，高温暴晒、紫外线的强烈照射、叶内的特殊化学环境等因素使得只有部分微生物能定

殖在叶表和叶内，α 多样性较低。 另外，我们发现土壤微生物群落的 α 多样性变异程度最小，说明土壤样本之

间的差异较小；而叶内和根内变化较大，特别是叶内微生物群落变异最大。 在对拟南芥及其近缘种的研究中

发现根内微生物群落在去掉小于 ２０ 条序列的 ＯＴＵ 后，样品之间的微生物群落趋于稳定［１１］，说明稀有物种是

造成样品之间植物内生菌差异的主要原因。 在群落结构上，本研究发现不同样品类型和不同植物间微生物群

落结构都表现出显著性差异，样品类型对微生物群落结构差异的贡献度为 ２０．１３％，而植物类型对微生物群落

结构差异的贡献度为 １４．４１％，植物部位和非根际土壤对微生物的强烈选择作用在其他植物中也得到证明。
研究发现同属三种龙舌兰叶内和根内原核微生物群落结构存在显著差异，其中植物部位对原核微生物群落结

构差异贡献度高达 ４７．９％，而植物类型的贡献度为 １０．８％［１６］。 另一个研究发现相对于植物基因型，杨树不同

样品类型包括根内、叶内、茎以及非根际土壤之间的差异更大［２９］。 而本研究以差异更大的三种植物（不同纲

不同属）作为研究对象，进一步证明了植物部位以及非根际土壤的对微生物的强烈选择性。 表明植物叶内，
根内，非根际土壤存在独特的生态位，是微生物群落构建主要的驱动因子。 叶内、根内以及非根际土壤对植物

微生物的选择归结到底是由于微生物在不同部位生活历史的差异，植物可以通过一系列手段来控制和选择微

生物，如，根际分泌物［１５］、养分有效性［３２］、地上部分与地下部分环境差异［１４］ 等都可成为不同器官对生活在其

中的微生物的选择；而对于非根际土壤，首先受到植物根际分泌物的影响，其次也会受到气候和理化性质等因

素较大的影响［９］，这些差异造成了叶内、根内以及土壤微生物选择的差异。 尽管植物类型对微生物的选择较

弱，但植物物种的选择作用在什么条件下比较强，对哪些微生物类群起决定性的选择作用，我们了解的还有

限，尤其是对自然生长的高寒草甸植物。 人们对丛枝菌根与植物之间的互利共生关系［３３］研究较多，但大部分
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其他微生物在植物中的作用和功能还有待探索。 综上所述，植物不同部位和非根际微生物既有统一性又有特

异性，并且样品类型对微生物的选择作用大于植物类型的选择作用。
３．２　 青藏高原优势植物叶内和根内高丰度 ＯＴＵ 的的富集及其潜在功能对植物的营养吸收及生态适应性有

重要意义

本研究在对植物内生菌和土壤原核微生物对比分析中发现，不同植物叶内和根内存在与土壤原核微生物

有显著差异的菌群（ＯＴＵ）。 对比拟南芥根内和对应土壤微生物组成发现 ７０ 个 ＯＴＵ 在拟南芥根部显著富集，
与土壤存在显著性差异，并且这些微生物类群对植物部位和植物类型之间微生物群落的差异有显著的贡

献［１１］。 这些 ＯＴＵ 尽管数量不多，但相对丰度较高，在群落中属于优势物种。 本研究还发现，无论是在叶内还

是在根内，假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 都显著富集，在根内总相对丰度为 １０．９３％，在叶内总相对丰度为 １３．４３％，并
且在根内作为核心微生物出现在绝大部分样品中（表 ４）。 以往的研究发现，在不同寒冷地带的不同植物内生

菌中都分离出了假单胞菌及其相关的类群。 Ｓｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ（２００１）报道，从天山山脉超过 ２０ 种高寒植物中分离出

４６％的内生菌与从其他寒冷地区分离出的内生菌相似，其中假单胞菌、鞘氨醇单胞菌 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ、红球菌属

Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ 分布最广泛［３４］，这些类群同样存在于本研究的样品中。 在高寒林区采集的番红花 Ｃｒｏｃｕｓ ａｌｂｉｆｌｏｒｕ
中分离出数种与假单胞菌相关的高丰度内生菌，如 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓ Ｅ３ ＡＹ７４５７４２，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓ Ｋ９４． ２３
ＡＹ４５６７０５，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｔｒｉｖｉａｌｉｓ ＡＪ４９２８３１［３５］。 另一个研究发现，从三种极地植物 Ｏｘｙｒｉａ ｄｉｇｙｎａ、Ｄｉａｐｅｎｓｉａ
ｌａｐｐｏｎｉｃａ、Ｊｕｎｃｕｓ ｔｒｉｆｉｄｕｓ 中分离纯培养的内生菌株绝大部分在低温实验控制下（４℃）生长良好并且具有活性，
包括丰度较高的假单胞菌假、根瘤菌 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、慢生根瘤菌 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、伯克氏菌属 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ、红球菌

属，另外还发现有 ５８％的菌株能够溶解磷矿物，降解几丁质、纤维素或蛋白，包括伯克霍尔德菌、叶居菌

Ｆｒｏｎｄｉｈａｂｉｔａｎｓ、假单胞菌、鞘氨醇单胞菌和贪噬菌属 Ｖａｒｉｏｖｏｒａｘ［１７］。 以上大部分微生物类群如假单胞菌，根瘤

菌，慢生根瘤菌，鞘氨醇单胞菌，红球菌属在本研究的植物内生菌（根内和叶内）中同样聚集。 同时我们也在

叶内和根内，特别是根内发现了多种具有潜在固氮功能的菌群，如根瘤菌［３６］、叶杆菌 Ｐｈｙｌｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ［３７］、氨基

杆菌属 Ａｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ、德沃斯氏菌 Ｄｅｖｏｓｉａ［３８］、慢生根瘤菌［３９］，这些菌群可能为非豆科植物提供氮营养。 这些微

生物的耐冷机制有待进一步探索，有研究发现假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＩＤ１ 通过产生胞外多糖作为低温防护

剂，使其在－２０℃到－８０℃之间仍具有活性［４０］，另外有些微生物能够分泌冷休克蛋白维持细胞膜的流动性［４１］，
这些耐冷机制有助于寒冷条件下内生菌的生存。 与此研究一致，在对本研究中植物内生高丰度富集 ＯＴＵｓ 进

行功能预测中，我们发现了包括氨基酸代谢，碳水化合物代谢，膜转运，信号转导等多种功能基因的存在。 微

生物可能通过这些潜在的功能参与植物的众多生命过程，帮助植物在逆境中生长。 以上结果表明，植物内生

菌中存在的特定菌群，可能在植物营养获取方面起着重要的作用。 另外，这些菌群具有多种潜在的功能，可能

参与协同植物在高寒环境中生存，并且这些内生菌跨越了不同植物和不同地域广泛存在，可能与植物共同进

化，对植物抗逆性、生态适应性都具有重要的意义。

４　 结论

对青藏高原高寒草甸三种优势植物的研究发现，不同植物部位存在着显著差异的原核微生物类群，并且

植物部位对微生物的选择性强于植物类型。 高寒草甸植物内部存在着与土壤有显著差异的内生菌，这些内生

菌可能对协助植物在条件严苛的寒冷环境中正常生长有重要作用。 但这些微生物与其宿主植物的互作机制

还有待进一步探索，可以通过实验室实验，如无菌苗定殖实验，探索这些微生物的具体作用。
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