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究．生态学报，２０２１，４１（１２）：４９９３⁃５００３．
Ｘｕ Ｇ Ｑ， Ｌｉｕ Ｙ Ｘ， Ｃａｏ Ｐ Ｘ， Ｊｉ Ｙ Ｌ， Ｌｉ Ｊ Ｋ， Ｌｉ Ｘ Ｙ， Ｌｉｕ Ｘ．Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｏｘｙｔｒｏｐｉｓ ｇｌａｃｉａｌｉｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ，２０２１，４１（１２）：４９９３⁃５００３．

基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序技术对冰川棘豆 （Ｏｘｙｔｒｏｐｉｓ
ｇｌａｃｉａｌｉｓ）不同组织内生菌多样性的研究
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摘要：植物内生菌（Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ）在宿主植物组织中的分布规律是内生菌对外界适应的重要机制。 基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序技术，
对适应青藏高原极端环境的主要疯草植物—冰川棘豆叶和根组织中的内生菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ、ＩＴＳ ｒＤＮＡ 进行高通量测序和生物信息

学分析，通过明晰内生菌在冰川棘豆组织中的菌群结构、功能以及环境之间的关系，探讨了组织间内生菌的分布特征对冰川棘

豆适应极端环境的可能影响。 分析结果表明，冰川棘豆组织间共有菌属丰度占菌属总丰度 ９０％以上，不同组织间形成了保守性

内生细菌和特异性内生真菌共存的群落结构特点，植物组织结构和环境的影响可能为推动内生菌选择合适的组织生态位定植

提供动力，其中土壤含水量显著影响内生细菌（Ｒ２ ＝ ０．２４１，Ｐ ＝ ０．０２４）和内生真菌（Ｒ２ ＝ ０．２２３，Ｐ ＝ ０．０３１）的组间 Ｂｅｔａ 多样性，土
壤 ｐＨ 值显著影响内生真菌（Ｒ２ ＝ ０．５７１，Ｐ＜０．００１）Ａｌｐｈａ 多样性丰富度指数，而环境因素对组织间存在显著差异的内生菌功能和

营养型解释并不显著。 综合认为，保守性与差异性的内生菌菌群结构和功能为植物不同组织适应极端环境提供帮助，这有利于

冰川棘豆的生存与扩散。
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植物内生菌（Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ）广泛存在于植物体内，且大部分植物内生菌对植物有益，具有促生作用、降解有

毒物质、抗逆境、抗动物摄食以及其他化感作用等［１⁃２］。 在与宿主植物长期共存的过程中，内生菌与植物互为

条件、相互选择，在宿主植物不同组织器官中形成相对稳定的微生态系统，发挥其相应的生态功能。 植物内生

菌在相关学科领域中影响不断扩大，特别是在医药方向和农业方向中植物内生菌资源调查与开发方面受到广

泛关注［３⁃４］。 而极端环境下植物内生菌经过植物和环境的双重选择，特殊的内生菌资源得以富集，并在植物

组织中形成了其独特的生态位和对极端环境的适应能力，具有极高的研究价值［５⁃６］。 青藏高原极端且多样的

生态环境孕育了丰富的植物资源，也为植物内生菌的研究提供了宝贵的天然资源储备库［７⁃８］。 目前，基于青

藏高原高海拔、强辐射、寒冷气候等极端环境下对植物内生菌的相关研究已相继开展，如矮火绒草［９］、青
稞［１］、紫花针茅［１０］、西藏沙棘［１１］等，但对于青藏高原草地有毒植物的内生菌多样性及其对极端环境的适应性

研究却鲜有报道。
草地有毒植物的发生作为全球变暖与干旱大背景下生态演变的基本规律，但牲畜超载加速了这种演替的

过程［１２］。 作为我国 ４ 大牧区之一，西藏畜牧业成为支柱产业的同时，也成为受有毒植物⁃疯草危害较严重的

省区之一［１３］。 对冰川棘豆等疯草类植物的毒性来源分析表明，植物体内的致毒物质是由其植物内生真菌所

产生的一种吲哚里西啶类生物碱苦马豆素（Ｓｗａｉｎｓｏｎｉｎｅ，ＳＷ），动物误食毒草后，作为一种高效的甘露糖苷酶

竞争性抑制剂，致使相关组织器官的功能紊乱甚至丧失，表现出以慢性神经机能障碍为特征的中毒或死亡，严
重威胁西藏畜牧业可持续发展［１４］。 但另一方面冰川棘豆在荒漠化草原、沙漠地区广泛分布，具有防风固沙的

重要生态功能［１４］。 此外，由于冰川棘豆作为一种高营养价值［１５］的潜在可利用的豆科牧草资源及其植物体内

苦马豆素药用价值［１６⁃１７］的发现，冰川棘豆的综合防治与利用得到了广泛的关注。 目前，围绕冰川棘豆植物微

生物组的研究已从不同生态环境下内生细菌多样性［７］、内生菌互作网络［１８］、根系微生物多样性［１９］ 等角度开

展，但以植物不同组织内生菌多样性为视角的相关研究尚未见报道。
本研究基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序技术对冰川棘豆不同组织中的内生菌进行研究，分析不同组织间内生菌

菌群结构差异，探究内生菌菌群结构、功能差异及其与环境因子间的关系，从植物不同组织内生菌角度完善冰

川棘豆微生物组研究，也为进一步挖掘冰川棘豆内生菌协同宿主植物适应极端环境的机制研究提供参考。

１　 研究方法

１．１　 区域概况及样品采集

本研究于 ２０１８ 年 ８ 月份对青藏高原高寒草原植被区［２０］冰川棘豆生长旺盛期进行采样，共采集冰川棘豆

根（１０）、叶（１１）组织 ２１ 个样品。 采样时将根部脱落土壤收集用于测定土壤理化性质，将根、叶组织分段置于
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无菌管中，暂存在－２０ ℃车载冰箱（美固 Ｍｏｂｉｃｏｏｌ，ＣＦ⁃５０）。 在超净工作台（苏净安泰，ＳＷ⁃ＣＪ⁃１Ｆ）中将植物组

织取出，按无菌水（３０ ｓ）， ７０％无菌乙醇（２ ｍｉｎ），２．５％ ＮａＣｌＯ（含 ０．１％ Ｔｗｅｅｎ８０）（５ ｍｉｎ）， ７０％无菌乙醇（３０
ｓ）进行表面无菌化处理，最后使用无菌水洗涤 ３ 次［２１］。 并将材料保存在新的无菌管中置于－８０ ℃超低温冰

箱（江苏盛蓝，ＤＷ８６Ｌ⁃１５８）用于内生菌总 ＤＮＡ 提取。
１．２　 植物内生菌 ＤＮＡ 提取与 ＰＣＲ 扩增、测序

植物内生菌总 ＤＮＡ 使用 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ． Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒（Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ， Ｉｎｃ．）提取，使用 ＡＢＩ ＧｅｎｅＡｍｐ
９７００ 型 ＰＣＲ 仪 进 行 ＤＮＡ 扩 增 实 验。 对 细 菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ５⁃Ｖ７ 区 进 行 扩 增［２１］， 引 物 为 ７９９Ｆ （ ５′⁃
ＡＡＣＭＧＧＡＴＴＡＧＡＴＡＣＣＣＫＧ⁃３′）、１１９３Ｒ （５′⁃ＡＣＧＴＣＡＴＣＣＣＣＡＣＣＴＴＣＣ⁃３′）。 ２０ μＬ 体系： ５×ＦａｓｔＰｆｕ Ｂｕｆｆｅｒ ４
μＬ，２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ ２ μＬ，５ μｍｏｌ ／ Ｌ 正反引物各 ０．８ μＬ，２．５ Ｕ ／ μＬ ＦａｓｔＰｆｕ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０．４ μＬ，ＢＳＡ ０．２ μＬ，
模板 １０ ｎｇ， ｄｄＨ２Ｏ 补至 ２０ μＬ。 ＰＣＲ 程序：９５ ℃ ３ ｍｉｎ； 第一轮扩增：９５ ℃ ３０ ｓ，５５ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ４５ ｓ，２７ 次

循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ；第二轮扩增 １３ 次循环，扩增条件不变，１０ ℃保温。 对真菌 ＩＴＳ１ 区进行扩增［２２］，引物为

ＩＴＳ１Ｆ（５′⁃ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ⁃３′）、ＩＴＳ２Ｒ（５′⁃ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ⁃３′）。 ２０ μＬ 体系：１０ ×
Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ，２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ ２ μＬ，５ μｍｏｌ ／ Ｌ 正反引物各 ０．８ μＬ，５ Ｕ ／ μＬ ｒＴａｑ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０．２ μＬ，ＢＳＡ ０．２
μＬ，模板 １０ ｎｇ，ｄｄＨ２Ｏ 补至 ２０ μＬ。 ＰＣＲ 程序：９５ ℃ ３ ｍｉｎ；９５ ℃ ３０ ｓ，５５ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ４５ ｓ， ３７ 次循环； ７２
℃ １０ ｍｉｎ，１０ ℃保温。 对 ＰＣＲ 产物纯度和浓度以及 ＤＮＡ 完整性进行检测， ＰＣＲ 扩增及 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序

工作由上海美吉公司完成，原始数据已上传至 ＧｅｎＢａｎｋ，项目登录号为 ＰＲＪＮＡ６１３３５４。
１．３　 环境因子测定

使用 ＧＰＳ＋北斗双星接收机（ＧＡＲＭＩＮ，ｅＴｒｅｘ ２０９Ｘ）测定采样点经纬度和海拔地理位置信息，对土壤理化

性质和大气环境中的 １３ 个环境因子进行测定， ６ 个环境因子对菌群结构或功能具有显著影响，用电位计法测

定（ＨＡＮＮＡ，ＨＩ９８１０３） 土壤 ｐＨ 值，用恒温干燥箱（上海精宏，ＤＫ⁃４２０Ｓ）烘干测定土壤含水量（Ｓｏｉｌ ｍｏｉｓｔｕｒｅ，
ＳＭ），使用托普云农 ＴＰＪ⁃２６⁃Ｉ⁃Ｇ 测定采样点的空气相对湿度 ＲＨ （Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｈｕｍｉｄｉｔｙ）和露点 ＤＰＴ （Ｄｅｗ⁃ｐｏｉｎｔ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）以及大气温度 ＡＴ （Ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ），土壤速效磷 ＡＰ （Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ）用便携型土壤成分测

定仪（北京优普通用，ＵＰＡ⁃Ｂ５０６）测定。 样品采集点信息见表 １。

表 １　 样品采集点信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

采样点
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

经度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ（Ｅ）

纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ（Ｎ）

海拔
Ａｌｔｉｔｕｄｅ ／ ｍ 土壤 ｐＨ 值

土壤含水量
Ｓｏｉｌ

ｍｏｉｓｔｕｒｅ ／ ％

空气相对湿度
Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｈｕｍｉｄｉｔｙ ／ ％

大气温度
Ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

露点
Ｄｅｗ⁃ｐｏｉｎｔ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

速效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

尼玛县　 ８７°１２′５１．１３″ ３１°４９′１５．５０″ ４４９３ ７．５７ ０．０８７ ３５．３ ２２．８ ７．４ ７．０９４

普若岗日 ８９°５３′５５．７″ ３１°２８′１８．３３″ ５２６２ ８．１８ ０．１１９ ６４．９ １２．０ ５．３ ２．４４３

双湖县　 ８８°５５′３４．６１″ ３３°３３′３３．６１″ ４８１５ ８．１２ ０．１２０ ６６．４ １２．８ ６．６ ６．２０３

扎布耶错 ８４°０１′２７．９５″ ３１°２３′５１．８１″ ４４０１ ９．２３ ０．０９１ ７８．７ １０．９ ６．５ ６．２１３

１．４　 数据分析

基于上海美吉生物 Ｉ⁃Ｓａｎｇｅｒ 云平台（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｉ－ｓａｎｇｅｒ．ｃｏｍ ／ ）进行生物信息学分析。 利用 Ｆｌａｓｈ 软件

（ｖｅｒｓｉｏｎ １．２．７）对原始测序数据进行拼接， Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ 软件（ ｖｅｒｓｉｏｎ ０．３３）对拼接数据进行过滤，基于 Ｓｉｌｖａ
（Ｒｅｌｅａｓｅ１２８，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ａｒｂ＿ｓｉｌｖａ．ｄｅ） 和 Ｕｎｉｔｅ （Ｒｅｌｅａｓｅ ７．２，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｕｎｉｔｅ．ｕｔ．ｅｅ ／ ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ） 数据库比对注释

后，经 Ｕｓｅａｒｃｈ 软件 （ｖｅｒｓｉｏｎ ７．０）以 ９７％的序列相似度水平划分分类单元（ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ，ＯＴＵ）。
Ｍｏｔｈｕｒ 软件 （ｖｅｒｓｉｏｎ １．３０．１）计算 Ａｌｐｈａ 多样性指数，Ｒ 软件 （ｖｅｒｓｉｏｎ ３．５．１）进行 Ａｌｐｈａ 多样性指数组间 Ｔ 检

验差异分析。 基于 Ｑｉｉｍｅ 软件 （ｖｅｒｓｉｏｎ １．１７）计算 Ｂｅｔａ 多样性距离矩阵，综合 ＡＮＯＳＩＭ 组间差异检验结果，对
样本进行 ＮＭＤＳ 非度量多维尺度分析。

ＬＥｆＳｅ 多级物种差异判别分析评价对样本差异产生显著性影响的菌群， ＬＤＡ 线性判别分析筛选出对组间

５９９４　 １２ 期 　 　 　 许国琪　 等：基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序技术对冰川棘豆（Ｏｘｙｔｒｏｐｉｓ ｇｌａｃｉａｌｉｓ）不同组织内生菌多样性的研究 　
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差异有重要影响的菌群（ＬＤＡ 分值＞２） ［２３］。 ＶＩＦ 方差膨胀因子分析筛选出相互作用较小的因子（ＶＩＦ 值＜１０）
进行 ＣＣＡ 典型分析得到对菌群结构有显著影响的环境因子，并与多样性指数进行线性回归分析进一步筛选

出显著影响多样性指数的环境因子，计算其与菌属之间的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数。
ＥｇｇＮＯＧ 数据库对内生细菌进行功能预测分析，比对获得内生细菌 ＯＴＵ 对应的 ＣＯＧ 家族信息。

ＦＵＮＧｕｉｌｄ［２４］预测工具将内生真菌群落划分为病理营养型（ｐａｔｈｏｔｒｏｐｈ，ＰＡ）、共生营养型（ｓｙｍｂｉｏｔｒｏｐｈ，ＳＹ）、腐
生营养型（ｓａｐｒｏｔｒｏｐｈ，ＳＡ）及其组合和未知类型（ｕｎｋｎｏｗｎ，ＵＮ）共 ８ 种功能营养类型。 Ｗｉｌｃｏｘ 秩和检验的组间

显著性差异检验确定存在显著差异的菌群功能， Ｐｅｒｍａｎｏｖａ 置换多元方差分析评价环境因子对组织间内生菌

差异功能的解释度，计算其与功能之间的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数。

２　 结果与分析

２．１　 冰川棘豆植物内生菌多样性分析

本次测序得到 １７５７９１ 条内生细菌有效序列，注释到 ４２８ 个 ＯＴＵｓ； ７５７１１３ 条内生真菌有效序列注释到

３９１ 个 ＯＴＵｓ；平均测序覆盖率分别达到 ９９．８８％和 ９９．９９％。

表 ２　 基于 Ｔ 检验（Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ ｔ ｔｅｓｔ）的冰川棘豆内生菌菌群 Ａｌｐｈａ 多样性指数分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｉｎ Ｏｘｙｔｒｏｐｉｓ ｇｌａｃｉａｌｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ Ｔ ｔｅｓｔ

内生菌种类
Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｔｙｐｅ

指数类型
Ｉｎｄｅｘ ｔｙｐｅ

叶组织
Ｌｅａｆ（ｎ＝ １１）

根组织
Ｒｏｏｔ（ｎ＝ １０） Ｐ

内生细菌 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 ２．１５６±１．０９８ １．４５１±０．９０５ ０．１２７

Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ Ｂａｃｔｅｒｉａ Ｃｈａｏ 指数 ６６．２８４±２２．７４２ ６８．８９９±２４．６２４ ０．８０３

内生真菌 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 ０．７２６±０．６１７ １．６０２±０．８７７ ０．０１５∗

Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ Ｆｕｎｇｉ Ｃｈａｏ 指数 ２２．６３６±１１．９９８ ２７．９７５±１０．９８１ ０．３０３

　 　 表中数值表示平均值±标准偏差；∗表示样本间具有显著差异（０．０１＜Ｐ≤０．０５）

Ａｌｐｈａ 多样性分析中（表 ２），不同内生菌种类群落丰富度 Ｃｈａｏ 指数（Ｐ ＝ ０．８０３、Ｐ ＝ ０．３０３）在分组间均无

显著差异；而群落多样性 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数在内生细菌中根小于叶但无显著差异（Ｐ ＝ ０．１２７），内生真菌中根大于

叶且存在显著差异（Ｐ＝ ０．０１５）。 Ｂｅｔａ 多样性分析中基于 ＡＮＯＳＩＭ 组间差异检验下的 ＮＭＤＳ 分析表明（图 １），
组织间内生细菌菌群结构（Ｒ＝ ０．１６４，Ｐ＝ ０．０４３）和内生真菌菌群结构（Ｒ ＝ ０．２９４，Ｐ ＝ ０．００４）均存在显著性差

异，分组对内生细菌、真菌菌群结构的差异均具有一定的解释意义（ｓｔｒｅｓｓ＝ ０．１４０、ｓｔｒｅｓｓ＝ ０．１５３）。

图 １　 冰川棘豆内生菌菌群 Ｂｅｔａ 多样性分析

Ｆｉｇ．１　 Ｂｅｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｉｎ Ｏｘｙｔｒｏｐｉｓ ｇｌａｃｉａｌｉｓ

２．２　 冰川棘豆植物内生菌组成分析和差异分析

４２８ 个内生细菌 ＯＴＵｓ 比对到 １９ 个门和 ２６７ 个属。 在门分类水平上（图 ２），变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）在
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根和叶样本中占主要优势 （ ５８． ８７％、７６． ６５％），放线菌门 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） （ ６． ９５％、８． ４２％） 和拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ） （３．６８％、１１．５０％）以及其他菌门（０．１４％、０．４２％）的相对丰度占比在叶样本中均高于根样本，
根样本中仅有厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） （３０．３６％、３．０２％）相对丰度占比要高于叶样本。 在属分类水平上，根样

本中有 １９４ 个菌属，Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ５（２０． ８４％）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ，１８． ９９％）和泛菌属（Ｐａｎｔｏｅａ，
９．０４％）等 ８ 个菌属相对丰度占比大于 ３％，其他菌属占比为 １７．８３％；叶样本中有 １９９ 个菌属，假单胞菌属

（３０．６６％）、代尔夫特菌属（Ｄｅｌｆｔｉａ，１２．５９％）、丛毛单胞菌（Ｃｏｍａｍｏｎａｓ，７．６１％）等 １０ 个菌属相对丰度占比大于

３％，其他菌属占比为 ２１．５３％。 根和叶样本中 １２６ 个共有菌属，占内生细菌所有种类的 ４７．１９％，占菌群总丰度

的 ９７．５４％。

图 ２　 基于门和属水平的内生菌群落结构分析

Ｆｉｇ．２　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｇｅｎｕｓ ａｎｄ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

３９１ 个内生真菌 ＯＴＵｓ 比对到 ７ 个门和 １４９ 个属。 在门水平上（图 ２），子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）在根和叶组

织中均占主要优势 （９０． ３６％、９８． ８３％） 且相对占比在叶样本中高于根样本，而其他菌门包括担子菌门

（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ） （４．２９％、１．１１％）、接合菌门（Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ） （１．１２％、０．０１％）和未知真菌（４．１５％、０．０５％）的相

对占比在根样本中均高于叶样本。 从属分类水平来看，根样本中有 １１７ 个菌属，格孢腔菌科未知属

（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｃｅａｅ，３２．９５％）、Ｃｈａｅｔｏｓｐｈａｅｒｏｎｅｍａ（１７．５７％）以及赤霉菌属（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ，７．１３％）等 ５ 个菌

属相对丰度占比大于 ３％，其他菌属占比为 ３２．８３％；叶样本中有 ７６ 个菌属，格孢腔菌科未知属（３２．４４％）、格
孢腔菌目未分类属Ⅰ（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ Ⅰ，２８． ５８％） 、格孢腔菌目未分类属Ⅱ（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｎｏｒａｎｋ
Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ Ⅱ，１１．５９％）等 ５ 个菌属相对丰度占比大于 ３％，其他菌属占比为 ８．３１％。 根和叶样本中 ４４ 个共

有菌属，占内生真菌全部种类的 ２９．５３％，占菌群总丰度的 ９１．５４％。
ＬＥｆＳｅ 多级物种层级分析显示（图 ３），内生细菌中拟杆菌门在叶样本中具有相对优势，内生真菌中子囊菌

门在叶样本中占相对优势，担子菌门、接合菌门、未知菌门在根样本中占相对优势。 从属水平来看，内生细菌
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图 ３　 冰川棘豆内生菌菌群差异分析

Ｆｉｇ．３　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｉｎ Ｏｘｙｔｒｏｐｉｓ ｇｌａｃｉａｌｉｓ

ＬＥｆＳｅ 多级物种层级树图由内至外的圈层表示菌群从门至属的分类级别，节点圆圈直径大小与相对丰度大小呈正比，黄色节点表示样本间

无显著差异的菌群，红色与蓝色节点表示样本间存在显著差异的菌群，其中红色节点表示菌群在根组织中具有相对优势，蓝色节点表示菌

群在叶组织中具有相对优势

在根样本中具有相对优势的有 ２ 个菌属，而叶样本则有 １４ 个菌属占相对优势；内生真菌中 ９ 个菌属在根中占

相对优势，５ 个菌属在叶中具有相对优势。 ＬＤＡ 线性判别分析表明（图 ３），内生细菌中鞘脂单胞菌目未分类

属（ｎｏｒａｎｋ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）、生丝微菌属（Ｈｙｐｈｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ） 、芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）等 １５ 个菌属对不同组织

间差异具有显著影响，内生真菌中 Ｃｈａｅｔｏｓｐｈａｅｒｏｎｅｍａ、子囊菌门未分类属、格孢腔菌目未分类属Ⅰ等 １４ 个菌

属对样本间差异具有显著影响。
２．３　 环境因子对植物内生菌菌群结构的影响

方差膨胀因子 ＶＩＦ 分析筛选相互作用较小的环境因子，结果表明仅有 ｐＨ（ＶＩＦ＝ １．００）、ＳＭ（ＶＩＦ＝ １．００）到
达分析要求（ＶＩＦ＜１０）。 ＣＣＡ 典型分析和线性回归分析表明（图 ４），组织间内生细菌菌群结构受 ｐＨ （Ｒ２ ＝
０．６６９，Ｐ＝ ０．００１）、ＳＭ（Ｒ２ ＝ ０．６８４，Ｐ＝ ０．００１）的显著影响，ｐＨ （Ｒ２ ＝ ０．０７４，Ｐ＝ ０．２３３）对组间 Ｂｅｔａ 多样性的影响

不显著，组间 Ｂｅｔａ 多样性主要受到 ＳＭ（Ｒ２ ＝ ０．２４１，Ｐ ＝ ０．０２４）影响。 内生真菌中 ｐＨ （Ｒ２ ＝ ０．７７１，Ｐ ＝ ０．００１）、
ＳＭ（Ｒ２ ＝ ０．７６２，Ｐ＝ ０．００１） 对不同组织间菌群结构的差异具有显著性影响，其中 ＳＭ （Ｒ２ ＝ ０．２２３，Ｐ ＝ ０．０３１）显
著影响组间 Ｂｅｔａ 多样性，ｐＨ （Ｒ２ ＝ ０．５７１，Ｐ＜０．００１）对于 Ｃｈａｏ 指数影响显著，但上述环境因子对组间内生真菌

中存在显著差异的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数解释并不显著（Ｐ＞０．０５）。
对上述具有显著性影响的环境因子与丰度前 ２０ 的菌属进行相关性分析表明（图 ４）， ５０％的优势菌属受

环境显著影响。 从内生细菌来看，ｐＨ 与假单胞菌属、新根瘤菌属（Ｎｅｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）呈显著负相关关系，而劳尔氏
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图 ４　 环境因子对冰川棘豆内生菌菌群结构的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｉｎ Ｏｘｙｔｒｏｐｉｓ ｇｌａｃｉａｌｉｓ

∗ ０．０１＜Ｐ≤０．０５、∗∗ ０．００１＜Ｐ≤０．０１、∗∗∗ Ｐ≤０．００１；ＳＭ：土壤含水量

菌属（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ）、盐单胞菌属（Ｈａｌｏｍｏｎａｓ）、根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）等 ８ 个菌属与 ＳＭ 呈显著的负相关关系。 从

内生真菌来看，ｐＨ 与白粉菌属 （Ｅｒｙｓｉｐｈｅ） 呈显著正相关关系，与子囊菌门未分类属、Ｐｈａｅｏｍｙｃｏｃｅｎｔｒｏｓｐｏｒａ、格
孢腔菌目未分类属Ⅱ等 ７ 个菌属呈显著负相关关系，ＳＭ 与菌刺孢属（Ｍｙｃｏｃｅｎｔｒｏｓｐｏｒａ）呈显著正相关关系，与
毛壳菌属（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ）呈显著负相关关系。
２．４　 冰川棘豆内生菌菌群功能组成和环境因子对功能结构的影响

通过比对 ＥｇｇＮＯＧ 数据库得到 ２４ 种 ＣＯＧ 功能，组织间 ＣＯＧ 功能组成分析显示（图 ５），根组织中排名前

１０ 的 ＣＯＧ 功能依次为未知功能（Ｓ）、氨基酸运输与代谢（Ｅ）、一般功能预测（Ｒ）、转录（Ｋ）、糖类运输与代谢

（Ｇ）、无机离子运输与代谢（Ｐ）、能量产生与转换（Ｃ）、细胞壁、膜、囊膜生物起源（Ｍ）、信号转导机制（Ｔ）以及

翻译、核糖体结构和生物起源（Ｊ），叶组织中 Ｓ＞Ｅ＞Ｒ＞Ｋ＞Ｐ＞Ｃ＞Ｍ＞Ｔ＞Ｇ＞Ｊ。 此外，在冰川棘豆根（２．１０％）和叶

（２．３９％）组织中次生代谢产物生物合成、分解代谢（Ｑ） 相关基因均有表达。 对全部 ＣＯＧ 功能进行组间显著

性差异检验结果表明 （图 ５），Ｇ、Ｍ、转录后修饰、蛋白转运、分子伴侣 （Ｏ） 在组织间存在显著性差异。
Ｐｅｒｍａｎｏｖａ 置换多元方差分析结果表明，无环境因子对组织间内生细菌差异功能具有显著的解释意义。 其中

显著影响菌群结构的土壤 ｐＨ 值和土壤含水量对不同组织中内生细菌功能结构均无显著性影响（图 ５）。
ＦＵＮＧｕｉｌｄ 分析显示（图 ５），内生真菌营养模式 ＵＮ （３３．７４％、４３．８６％）在冰川棘豆根和叶组织中均占比最

大， ＰＡ⁃ＳＡ（３３．２３％）、ＰＡ（１２．３５％）和 ＰＡ⁃ＳＡ⁃ＳＹ（１１．５８％）在根组织中占比较大，而叶组织中 ＰＡ⁃ＳＡ（３２．８０）、
ＰＡ（２０．４２％）占优势。 对全部营养型进行组间显著性差异检验结果表明（图 ５），ＰＡ⁃ＳＡ⁃ＳＹ、ＳＡ⁃ＳＹ 在不同组

织间具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。 Ｐｅｒｍａｎｏｖａ 置换多元方差分析表明，ＡＬ（Ｒ２ ＝ ０．１４０，Ｐ＝ ０．０４４）、ＲＨ（Ｒ２ ＝ ０．１５９，
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Ｐ＝ ０．０２１）、ＡＴ（Ｒ２ ＝ ０．１８０，Ｐ＝ ０．０１４）、ＡＰ（Ｒ２ ＝ ０．２０４，Ｐ ＝ ０．００３）、ＤＰＴ（Ｒ２ ＝ ０．２２９，Ｐ ＝ ０．００４）对营养模式结构

具有显著影响。 对上述显著影响功能结构的环境因子与各营养模式进行相关性分析表明（图 ５），ＰＡ 与 ＡＬ
（Ｒ＝ ０．６５９，Ｐ＝ ０．０２３）和 ＲＨ（Ｒ＝ －０．５８１，Ｐ＝ ０．０４６）呈显著正相关关系，ＰＡ－ＳＡ 与 ＡＴ（Ｒ ＝ －０．７００，Ｐ ＝ ０．０１７）、
ＡＰ（Ｒ＝ －０．６００，Ｐ ＝ ０．０４０）、ＤＰＴ（Ｒ ＝ －０．６００，Ｐ ＝ ０．０４０）呈显著负相关关系，但上述环境因子对组织间存在显

著差异的营养类型影响并不显著。

３　 讨论

植物体在自然界的实际生存状态被认为是微生物和植物相互依存的状态［２５］，植物内生菌在这一过程中

形成了自身独特的宿主保守性和地域特异性以及组织专一性等适应性特点，本研究主要从组织专一性角度对

冰川棘豆内生菌多样性进行探讨。 从组织间内生菌多样性来看，已有研究表明植物组织间内生菌多样性结构

随植物不同并不具有一致性［２６］。 本研究中，冰川棘豆根部内生细菌群落多样性小于叶但差异并不明显，而根

部的内生真菌群落多样性显著大于叶。 这与水稻和翅碱蓬的研究相似，水稻叶组织中内生细菌的群落多样性

最丰富［２７］，而翅碱蓬根中内生真菌群落多样性要远远超过茎和叶［２８］。 这可能与植物内生菌的来源密切相

关，目前普遍认为内生菌主要来源于土壤，土壤中微生物在进入根系后，随着蒸腾作用沿着维管束向叶部迁

移。 但由于组织间的生理特性不同，内生真菌对根部的侵染程度较地上部分要强［２９］，导致根部内生真菌群落

多样性显著高于其他组织，而叶中除来自根部的内生细菌传递外还存在空气等其他途径为微生物进入植物体

内提供可能［２７］，因此表现出较高的群落多样性。 从内生菌群落组成来看，与其他植物内生菌研究结果相一

致，冰川棘豆不同组织内生细菌的优势菌门为变形菌门［９］，内生真菌的优势菌门为子囊菌门［２５］，这与其他植

物内生菌在门水平上的研究结果相一致存在普遍共性。 属水平下，不同组织中共有菌属丰度占比达 ９０％以

上，可能提示共有菌属作为基础菌群发挥重要作用，如对假单胞菌属的研究中发现，该属的许多菌株可以分泌

吲哚乙酸或赤霉素以及多种不同的抗生素，能有效促进植物的生长和抑制多种病原菌活性以及显著提高植物

的抗病性［３０⁃３１］。 而差异性菌属可能表现出菌属相应功能的强弱或在组织间特异性生理活动中发挥作用，如
叶组织中占优势的内生真菌格孢腔菌目菌属作为深色有隔内生真菌（Ｄａｒｋ ｓｅｐｔａｔｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ，ＤＳＥ）的常见菌

属，被认为能提高宿主抗病虫能力及在干旱、寒冷的高海拔胁迫环境中的抗逆性［３２］。 根组织中差异性的内生

细菌生丝微菌属，被报道能产生吡咯喹啉醌以提高其他细菌对毒性和辐射等极端条件的耐受性［３３］。
除植物组织生理特性差异的影响外，外部环境条件的改变成为驱动植物组织间内生菌群落结构差异的一

个关键因素［３４⁃３５］。 本研究中冰川棘豆不同组织的内生菌菌群结构受土壤 ｐＨ 和土壤含水量的显著影响，其中

土壤 ｐＨ 对组织间内生真菌的 Ａｌｐｈａ 多样性丰富度有显著影响，而土壤含水量对内生细菌和内生真菌的 Ｂｅｔａ
多样性影响显著。 与醉马草研究中发现土壤有机质显著影响组织间内生菌多样性的结论不同，土壤有机质等

对冰川棘豆内生菌无显著性影响，这可能与宿主植物的特性有关，冰川棘豆通过高效利用土壤有机质适应贫

瘠土壤，这为其植物体内的内生菌提供了一个稳定的生存环境，避免受土壤有机质的显著影响，实现对贫瘠土

壤环境的适应。 与差异性菌群作用相似，受环境影响的内生菌可能通过丰度的改变帮助冰川棘豆在变化或多

样的生态环境中适应和扩散。 如盐单胞菌属作为耐盐细菌和具有固氮功能的根瘤菌属与土壤含水量呈现显

著性的负相关关系，这可能有助于冰川棘豆在干旱胁迫下对盐碱环境的适应和固氮功能的实现。 但同时也存

在有使宿主致病，抑制宿主的生长的部分病菌，如白粉菌属［３６］和菌刺孢属［３７］ 作为植物病原菌被报道，可能提

示冰川棘豆在高土壤 ｐＨ 值和高土壤含水量的地区易发生相应的疾病。
植物内生菌因受植物保护而具有相对稳定的内环境，内生细菌通过与宿主植物之间发生基因横向转移，

参与植物各种生命活动［３８⁃３９］，而内生真菌在宿主内长期演化过程中，具备有在共生、寄生和腐生之间转换的

生存策略以应对宿主植物的不同的生理状态，并在这种表型可塑性的过程中发挥其重要的生态作用［２５，４０⁃４１］。
本研究中，氨基酸运输与代谢（Ｅ）等在组织间保守性的相关基因为不同组织提供了基础性的保障，糖类运输

与代谢（Ｇ）的相关基因在根组织中占比较为显著，这可能有助于冰川棘豆的根系不断扩展，而叶组织中与细

１００５　 １２ 期 　 　 　 许国琪　 等：基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序技术对冰川棘豆（Ｏｘｙｔｒｏｐｉｓ ｇｌａｃｉａｌｉｓ）不同组织内生菌多样性的研究 　
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胞过程相关的细胞壁、膜、囊膜生物起源（Ｍ）、转录后修饰、蛋白转运、分子伴侣（Ｏ）的占比较为显著，这可能

是由于青藏高原高海拔、强辐射的生态环境对叶组织易造成损害，进而促使参与细胞过程相关的内生菌基因

资源在叶组织中显著富集，帮助植抵御极端环境对叶组织的伤害。 此外，次生代谢产物因其多样的生物活性

被认为是内生菌发挥各种功能作用的物质基础［２５，４２］，冰川棘豆不同组织中均存在一定比例的次生代谢产物

生物合成、分解代谢（Ｑ） 相关基因，这为内生细菌参与宿主植物代谢提供可能。 就内生真菌而言，一方面可

能由于 ＦＵＮＧｕｉｌｄ 数据库解析不全面［２４］，不同组织内生真菌营养模式中未知营养型占比最大，但同时也反映

出冰川棘豆中存在大量未知的内生真菌资源有待发掘。 基于生物多样性的保险效应理论，内生真菌多样的功

能营养型可以为宿主植物在新的环境条件下承担更多功能的可能性就越高［４３］，冰川棘豆中不同的功能营养

型将有助于宿主对外界环境的适应。 而组织间差异的菌群功能为内生真菌在宿主植物不同组织中发挥特异

性功能提供可能。 综合环境因子分析来看，部分内生细菌的功能或内生真菌的营养型存在显著差异的原因可

能是受本研究测定外的环境因子影响或与组织生理结构等其他因素有关。
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