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基于高通量测序分析西藏沙棘根瘤内生菌的多样性
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摘要：根瘤是微生物侵染植物根部并与之形成的共生结构，这些微生物都可被称为植物内生菌。 豆科植物根瘤中的内生菌常常

又被称为根瘤菌，而侵染非豆科植物形成根瘤的主要是放线菌弗兰克氏菌，这些非豆科植物又被称为放线菌结瘤植物。 西藏沙

棘是一种典型的放线菌结瘤植物，由于其分布生境的特殊性，对其根瘤内生菌的研究具有重要的生态意义。 对于西藏沙棘根瘤

内生菌的研究，培养方法因难以模拟自然条件而不易获得纯培养，高通量测序技术对其多样性的研究提供了便利。 因此，本研

究以生长在甘肃省天祝县金强河河滩地的西藏沙棘根瘤为材料，采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增子高通量测序方法，结合 ＯＴＵ 分析，
对西藏沙棘根瘤内生菌的多样性进行探讨。 实验结果表明，西藏沙棘根瘤内生菌具有丰富的多样性，根瘤内的优势属为共生固

氮的弗兰克氏菌属（Ｆｒａｎｋｉａ），其相对丰度为 ４７．６３％，共检测到 ７ 个弗兰克氏菌属的 ＯＴＵｓ；根瘤内除弗兰克氏菌外，还存在大量

的非弗兰克氏菌，共检测到 １５２３ 个 ＯＴＵｓ，隶属于 ２２ 个门、３３ 个纲、６９ 个目、１１３ 个科和 ２０２ 个属，相对丰度排名前 ９ 的属中有

２５ 个非弗兰克氏菌属的 ＯＴＵｓ。 该研究也表明，西藏沙棘根瘤内生菌具有丰富的多样性，西藏沙棘根瘤中不仅存在着可共生固

氮的弗兰克氏菌，并且还分布着非弗兰克氏菌；在同一根瘤样品中，弗兰克氏菌属还具有不同的物种。 本研究不仅拓展了西藏

沙棘根瘤内生菌多样性的研究方法，还为同一寄主植物中弗兰克氏菌多样性的研究提供了分析思路。
关键词：高通量测序；西藏沙棘根瘤；弗兰克氏菌；非弗兰克氏菌；多样性
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非豆科植物西藏沙棘（Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｔｉｂｅｔａｎａ）是一种典型的放线菌结瘤植物［１］，其根部也能形成根瘤，西藏

沙棘的根瘤在形态结构和发育特点方面均与豆科植物和根瘤菌形成的根瘤不同［２⁃３］，西藏沙棘根瘤内的共生

微生物主要是能够固氮的放线菌弗兰克氏菌（Ｆｒａｎｋｉａ ｓｐｐ．）。 对于沙棘属植物根瘤内弗兰克氏菌的研究，早
在 １９８２ 年 Ｂｕｒｇｇｒａａｆ 等［４］就从沙棘根瘤中分离到弗兰克氏菌的纯培养物，之后研究者也对沙棘根瘤内生弗兰

克氏菌进行了分离培养［５⁃６］、生理生化特征分析［７］、分子特性［８］ 以及不同生境及不同寄主植物来源多样性［７⁃８］

等方面的研究。 对沙棘属植物不同种类来说，国内外也有学者开展了对柳叶沙棘［９］、蒙古沙棘［１０］、中国沙

棘［８， １１］、大果沙棘［１２］等的弗兰克氏菌的相关研究工作，研究内容涉及沙棘弗兰克氏菌形态观察、结瘤机理、分
离回接等［１， １３］。 所有这些研究大都是基于要从沙棘属植物中分离得到弗兰克氏菌的纯培养而开展的相关工

作，在这些研究中，对弗兰克氏菌多样性研究，是研究者关注的一个热点，但由于弗兰克氏菌离体培养的难度

较大，实验室条件下提供的培养基及培养环境与弗兰克氏菌所处的自然环境之间存在很大差异，大量弗兰克

氏菌无法通过纯培养获得目标菌株［１４⁃１５］；加之其分离培养周期长、成功率低，大部分寄主植物的弗兰克氏菌

仍未分离得到纯培养，分离到的菌株数量也极有限，使得弗兰克氏菌的多样性及其他应用研究进展缓慢［１６］。
随着高通量测序技术的发展，对弗兰克氏菌多样性的研究提供了更多便利。 高通量测序等免培养分子生

物学技术不仅能够检测到植物组织中相对丰度较低、难培养的内生微生物，且能为植物内生菌群落多样性、相
对丰度和稀有微生物信息提供更可靠且更全面的信息［１７⁃１８］。 本课题组前期通过高通量测序发现，中国沙棘

根瘤中除了弗兰克氏菌外，还存在着内生非弗兰克氏菌，且这些内生菌在同一寄主植物中还具有丰富的多样

性［１９⁃２０］。 并且，高通量测序中，对沙棘属植物弗兰克氏菌的物种多样性分子数据库也缺乏足够的不同来源寄

主的数据，分析过程中没有明确的划分种水平操作分类单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ， ＯＴＵ）的参考值。 因

此，本研究通过采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增子高通量测序技术，从门水平、属水平和 ＯＴＵ 水平剖析西藏沙棘根瘤

内生弗兰克氏菌和非弗兰克氏菌的多样性，以期为同一寄主植物中弗兰克氏菌多样性的研究提供思路。

１　 研究方法

１．１　 样地信息及样品采集

采样地位于甘肃省天祝县抓喜秀龙乡金强河地区，经纬度为 ３７°２８′Ｎ，１０４°０９′Ｅ，全区海拔在 ２９００—４３００
ｍ 之间，地处北祁连山东段。 气候寒冷潮湿，年均气温－２ ℃，年降水量 ５６０ ｍｍ，年蒸发量 １５９２ ｍｍ，无绝对无

霜期，仅分冷暖两季，属寒冷、干旱、半干旱高原性气候［２１］。 于 ２０１８ 年 ９ 月 ２１ 日在位于天祝县金强河河滩地

的西藏沙棘灌丛典型生境中，选取 ６ 株西藏沙棘植株，挖取其根瘤部分，并装入无菌袋中进行保存。 西藏沙棘

的根瘤形态如图 １ 所示，西藏沙棘根瘤所处土壤环境的 ｐＨ 为 ７．３３±０．１２，含水量为（２６．４７±０．３４）％。
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图 １　 西藏沙棘的根瘤形态

Ｆｉｇ．１　 Ｎｏｄｕｌｅｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｔｉｂｅｔａｎａ

１．２　 西藏沙棘根瘤总 ＤＮＡ 的提取、ＰＣＲ 扩增及高通量测序

根瘤内生菌总 ＤＮＡ 的提取采用 ＣＴＡＢ 法并稍作修

改［２２⁃２３］，并用 １％琼脂糖凝胶电泳检测所提取 ＤＮＡ 的

质量。 使用带 Ｂａｒｃｏｄｅ 的特异引物对总 ＤＮＡ 的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ⁃Ｖ４ 区进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 扩增采用 ５０ μＬ ＰＣＲ
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。 ＰＣＲ 产物于 ２％琼脂凝胶电泳检测，
剩余样品 ４ ℃ 保存备用［２４⁃２５］。 使用 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ 公司

的 Ｉｏｎ Ｐｌｕｓ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｋｉｔ ４８ ｒｘｎｓ 建库试剂盒进行

文库的构建，构建好的文库经过 Ｑｕｂｉｔ 定量和文库检测

合格后，使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 最长测序平台进行上机测序。 高通量测序过程由北京诺禾致源生物信息科技有

限公司完成。
１．３　 高通量测序数据处理与分析

使用 Ｃｕｔａｄａｐｔ（Ｖ１．９．１， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｕｔａｄａｐｔ．ｒｅａｄｔｈｅｄｏｃｓ．ｉｏ ／ ｅｎ ／ ｓｔａｂｌｅ ／ ） ［２６］先对 Ｒｅａｄｓ 进行低质量部分剪切，再
根据 Ｂａｒｃｏｄｅ 从得到的 Ｒｅａｄｓ 中拆分出各样品数据，截去 Ｂａｒｃｏｄｅ 和引物序列初步质控得到原始数据经过以

上处理后得到的 Ｒｅａｄｓ 需要进行去除嵌合体序列的处理，Ｒｅａｄｓ 序列通过 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ ／ ｔｏｒｏｇｎｅｓ ／
ｖｓｅａｒｃｈ ／ ） ［２７］与物种注释数据库进行比对检测嵌合体序列，并最终去除其中的嵌合体序列，得到最终的有效数

据。 利用 Ｕｐａｒｓｅ 软件（Ｕｐａｒｓｅ ｖ７．０．１００１，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ ／ ｕｐａｒｓｅ ／ ） ［２８］对所有样品的全部有效数据进行

聚类，默认以 ９７％的一致性将序列聚类成为不同的可操作分类单元，同时会选取 ＯＴＵｓ 中出现频数最高的序

列作为 ＯＴＵｓ 的代表序列。 对 ＯＴＵｓ 序列进行物种注释，用 Ｍｏｔｈｕｒ 方法与 ＳＩＬＶＡ１３２（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ａｒｂ⁃ｓｉｌｖａ．
ｄｅ ／ ） ［２９］的 ＳＳＵｒＲＮＡ 数据库［３０］进行物种注释分析，获得分类学信息并分别在各样本的各个分类水平统计群

落组成。

２　 结果与分析

２．１　 根瘤内生菌的群落组成

高通量测序共得到根瘤内生菌原始序列 ７１８５８ 条，有效序列 ６８２６５ 条，优质序列 ４３２１９ 条，样品测序覆盖

度为 ９９．２％，测序深度达到分析要求且数据质量可靠。 基于 ９７％相似度的分类水平，共注释到 ８２６ 个细菌

ＯＴＵ，分属于 ２２ 个门、３３ 个纲、６９ 个目、１１３ 个科和 ２０３ 个属。 相对丰度排名前 １０ 的门和属如表 １ 所示，结果

表明，在门分类单元，西藏沙棘根瘤内生菌主要分布在放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、
拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）等，其中优势门为放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）。 从属水平来看，西藏沙棘根瘤内生菌主

要分布在弗兰克氏菌属（Ｆｒａｎｋｉａ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、寡养单胞菌属（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）等，优势属为

弗兰克氏菌属（Ｆｒａｎｋｉａ）。
对丰度排名前 １０ 的属进行物种分类树绘制，结果如图 ２ 所示。 以上结果均表明，在沙棘根瘤内生菌中，

不仅存在着大量的弗兰克氏菌，还存在着非弗兰克氏菌。
２．２　 土壤 ｐＨ 及含水量对西藏沙棘根瘤内生菌群落组成的影响

将西藏沙棘根瘤内生菌群落中优势属与土壤 ｐＨ 及含水量（Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ， ＷＣ）进行 ＲＤＡ 分析，并使用

Ｃａｎｏｃｏ ５ 进行结果可视化，结果如图 ３ 所示。
ＲＤＡ 分析结果表明，排序轴 ＲＤＡ１ 和 ＲＤＡ２ 方差变量解释分别为 ９７．９３％和 ２．０７％；其中，弗兰克氏菌属

和未鉴定⁃生氧光细菌的相对丰度与土壤 ｐＨ 及含水量的变化呈正相关，其余优势属的相对丰度则与土壤 ｐＨ
及含水量的变化呈负相关。
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表 １　 西藏沙棘根瘤内生菌相对丰度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ． ｔｉｂｅｔａｎａ ｒｏｏｔ ｎｏｄｕｌｅｓ

门水平
Ｐｈｙｌｕｍ

相对丰度 ／ ％
Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ａｂｕｎｄａｎｃｅ

属水平
Ｇｅｎｕｓ

相对丰度 ／ ％
Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ａｂｕｎｄａｎｃｅ

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 放线菌门 ５９．５２ Ｆｒａｎｋｉａ 弗兰克氏菌属 ４７．６３
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 变形菌门 ３５．３８ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 假单胞菌属 ４．４５
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 拟杆菌门 ２．０９ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ 寡养单胞菌属 ０．７８
Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 酸杆菌门 ０．７７ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ 鞘氨醇单胞菌属 ０．４７
Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ 浮霉菌门 ０．５１ Ｍａｓｓｉｌｉａ 马赛菌属 ０．２４
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 厚壁菌门 ０．３２ Ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｏｘｙｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉａ 未鉴定⁃生氧光细菌 ０．１４
Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ 芽单胞菌门 ０．２６ Ｆｒｏｎｄｉｈａｂｉｔａｎｓ 叶居菌属 ０．０７
Ｏｘｙｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉａ 生氧光细菌门 ０．１４ Ｆｒｉｅｄｍａｎｎｉｅｌｌａ 弗莱德门氏菌属 ０．０３
Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ 硝化螺旋菌门 ０．０９ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 甲基杆菌属 ０．０２
Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ⁃Ｔｈｅｒｍｕｓ 异常球菌⁃栖热菌门 ０．０１ Ｋｉｎｅｏｃｏｃｃｕｓ 动球菌属 ０．０２

图 ２　 西藏沙棘根瘤内生菌物种分类树状图

Ｆｉｇ．２　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｒｅｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ． ｔｉｂｅｔａｎａ ｒｏｏｔ ｎｏｄｕｌｅｓ

Ｍｏｎｅｒａ： 原核生物界； Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ： 放线菌门； Ｏｘｙｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉａ： 生氧光细菌门； Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ： 变形菌门； Ｆｒａｎｋｉａ： 弗兰克氏菌属；

Ｋｉｎｅｏｃｏｃｃｕｓ： 动球菌属； Ｆｒｏｎｄｉｈａｂｉｔａｎｓ： 叶居菌属； Ｆｒｉｅｄｍａｎｎｉｅｌｌａ： 弗莱德门氏菌属； Ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｏｘｙｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉａ： 未鉴定⁃生氧光细菌；

Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ： 甲基杆菌属； Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ： 鞘氨醇单胞菌属； Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ： 假单胞菌属； Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ： 寡养单胞菌属； Ｍａｓｓｉｌｉａ： 马

赛菌属

２．３　 根瘤内生弗兰克氏菌的多样性

在西藏沙棘的根瘤内生菌中，弗兰克氏菌为优势属。 通过高通量测序技术检测到西藏沙棘根瘤样本中共

含有 ７ 个弗兰克氏菌属的 ＯＴＵｓ，选择弗兰克氏菌属每个 ＯＴＵ 的代表序列，与 ＮＣＢＩ 中已发表的 ３９ 条弗兰克

氏菌属 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列进行比对，以与弗兰克氏菌属亲缘关系最近的 Ａｃｉｄｏｔｈｅｒｍｕｓ ｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃｕｓ 作为外类

群［３１］，构建系统发育树，结果如图 ４ 所示。
图 ４ 结果表明，高通量测序检测到的弗兰克氏菌 ＯＴＵ 与来自欧洲、美洲、非洲、亚洲和大洋洲的鼠李科、

胡颓子科、马桑科、蔷薇科、杨梅科、木麻黄科及桦木科等放线菌结瘤植物根瘤的弗兰克氏菌被分为 ４ 个明显

的类群，包括未获得纯培养的根瘤弗兰克氏菌（Ｃｌａｄｅ Ｉ， ｕｎｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ），赤杨⁃杨梅⁃木麻黄侵染组的弗兰克
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图 ３　 西藏沙棘根瘤内生菌优势属相对丰度与土壤 ｐＨ 及含水量的 ＲＤＡ 分析

Ｆｉｇ．３　 ＲＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｅｒａ ｉｎ Ｈ． ｔｉｂｅｔａｎａ ｒｏｏｔ ｎｏｄｕｌｅｓ ｗｉｔｈ ｓｏｉｌ ｐＨ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

ＲＤＡ： 冗余分析 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ Ａｎａｌｙｓｉｓ； ＷＣ： 含水量 Ｗａｔｅｒ Ｃｏｎｔｅｎｔ

氏菌 （ Ｃｌａｄｅ ＩＩ， Ａｌｎｕｓ⁃Ｍｙｒｉｃａ⁃Ｃａｓｕａｒｉｎａ ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ）， 胡 颓 子 科 侵 染 组 的 弗 兰 克 氏 菌 （ Ｃｌａｄｅ ＩＩＩ，
Ｅｌａｅａｇｎａｃｅａｅ ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ）及非典型菌株（Ｃｌａｄｅ ＩＶ， Ａｔｙｐｉｃａｌ ｓｔｒａｉｎｓ）。 ＯＴＵ３ 和 ＯＴＵ２４１ 属于胡颓子科侵染

组的弗兰克氏菌（Ｃｌａｄｅ ＩＩＩ），其中 ＯＴＵ３ 与 Ｎｏｕｉｏｕｉ 等［３２］鉴定的 Ｆｒａｎｋｉａ ｅｌａｅａｇｎｉ 相似度较高，而 ＯＴＵ２４１ 未能

精确鉴定到种；ＯＴＵ８８、ＯＴＵ１０３０、ＯＴＵ１９５８、ＯＴＵ１５２４ 和 ＯＴＵ２６６９ 属于赤杨⁃杨梅⁃木麻黄侵染组的弗兰克氏菌

（Ｃｌａｄｅ ＩＩ），其中 ＯＴＵ８８ 与 Ｎｏｕｉｏｕｉ 等［３２］鉴定的 Ｆｒａｎｋｉａ ａｌｎｉ 相似度较高，而 ＯＴＵ１０３０、ＯＴＵ１９５８、ＯＴＵ１５２４ 和

ＯＴＵ２６６９ 未能精确鉴定到种。
统计弗兰克氏菌每个 ＯＴＵ 代表序列的比对结果、ＯＴＵ 的序列数及其相对丰度，结果如表 ２ 所示。 结果表

明，各个弗兰克氏菌的 ＯＴＵ 在西藏沙棘根瘤中的丰度不同。

表 ２　 西藏沙棘根瘤内生弗兰克氏菌 ＯＴＵｓ序列数及其代表序列分类鉴定

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｆｒａｎｋｉａ ＯＴＵｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ． ｔｉｂｅｔａｎａ ｒｏｏｔ ｎｏｄｕｌｅｓ

ＯＴＵ 序列数
Ｒｅａｄｓ

相对丰度 ／ ％
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

相似种
Ｓｉｍｉｌａｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

相似度 ／ ％
Ｐｅｒｃｅｎｔ ｉｄｅｎｔｉｔｙ

ＯＴＵ３ ２２１０３ ４５．０４ Ｆｒａｎｋｉａ ｅｌａｅａｇｎｉ ９９．２０

ＯＴＵ８８ ５０３ １．０７ Ｆｒａｎｋｉａ ａｌｎｉ ９９．４７

ＯＴＵ２４１ ６５６ １．４７ Ｆｒａｎｋｉａ ｅｌａｅａｇｎｉ ９７．９４

ＯＴＵ１０３０ ６ ０．０２ Ｆｒａｎｋｉａ ｅｌａｅａｇｎｉ ９１．５２

ＯＴＵ１５２４ １５ ０．０３ Ｆｒａｎｋｉａ ｅｌａｅａｇｎｉ ９４．５０

ＯＴＵ１９５８ ２ ０．０１ Ｆｒａｎｋｉａ ａｌｎｉ ９２．６５

ＯＴＵ２６６９ ５ ０．０１ Ｆｒａｎｋｉａ ｅｌａｅａｇｎｉ ９４．２６
　 　 以上分类鉴定结果均参考文献［３２］； ＯＴＵ： 可操作分类单元 Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔ

以上结果均表明，在西藏沙棘根瘤中，存在着大量未被鉴定的弗兰克氏菌，因此后续实验可对西藏沙棘根
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图 ４　 西藏沙棘根瘤内生弗兰克氏菌系统发育树

Ｆｉｇ．４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｆｒａｎｋｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ． ｔｉｂｅｔａｎａ ｒｏｏｔ ｎｏｄｕｌｅｓ

基于邻接法， 节点上的数值为步长值（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）， 低于 ５０％的数值（１０００ 次重复）没有显示，括号内为含有 ＮＣＢＩ 中已发表弗兰克氏菌 １６Ｓ

ｒＲＮＡ 基因的序列登录号

瘤中的弗兰克氏菌进行富集培养，并通过形态鉴定、生理生化和分子方法进行鉴定。
２．４　 根瘤内生非弗兰克氏菌的多样性

在西藏沙棘的根瘤中，除了共生固氮的弗兰克氏菌外，还存在着丰富的非弗兰克氏菌。 通过高通量测序

发现，在非弗兰克氏菌群中，优势属为假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ），相对丰度为 ４．４５％。 除弗兰克氏菌外，选择
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相对丰度排名前 ９ 的西藏沙棘根瘤内生非弗兰克氏菌的 ＯＴＵ 的代表序列，构建系统发育树，结果如图 ５ 所

示。 结果表明，在相对丰度前 ９ 的西藏沙棘根瘤内生非弗兰克氏菌中，鞘氨醇单胞菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）共含

有 １０ 个不同的 ＯＴＵｓ，表明其具有较高的多样性；此外，甲基杆菌属（Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）含有 ４ 个不同的 ＯＴＵｓ，
马赛菌属（Ｍａｓｓｉｌｉａ）含有 ３ 个不同的 ＯＴＵｓ，假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、未鉴定的生氧光细菌（ ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
Ｏｘｙｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉａ）各含有 ２ 个不同的 ＯＴＵｓ，寡养单胞菌属（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）、动球菌属（Ｋｉｎｅｏｃｏｃｃｕｓ）和弗兰

德门氏菌属（Ｆｒｉｅｄｍａｎｎｉｅｌｌａ）在西藏沙棘的根瘤中仅被检测到 １ 个 ＯＴＵ。

图 ５　 西藏沙棘根瘤内生非弗兰克氏菌系统发育树

Ｆｉｇ．５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｎｏｎ⁃Ｆｒａｎｋｉａ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ． ｔｉｂｅｔａｎａ ｒｏｏｔ ｎｏｄｕｌｅｓ

ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｏｘｙｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉａ： 未鉴定⁃生氧光细菌； Ｋｉｎｅｏｃｏｃｃｕｓ： 动球菌属； Ｆｒｏｎｄｉｈａｂｉｔａｎｓ： 叶居菌属； Ｆｒｉｅｄｍａｎｎｉｅｌｌａ： 弗莱德门氏菌属；

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ： 假单胞菌属； Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ： 寡养单胞菌属； Ｍａｓｓｉｌｉａ： 马赛菌属； Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ： 甲基杆菌属； Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ： 鞘氨醇单

胞菌属

对每个 ＯＴＵ 的代表序列在 ＮＣＢＩ 里进行 ＢＬＡＳＴ 比对，对其进行分类鉴定，并统计其在西藏沙棘根瘤中的

序列数，结果如表 ３ 所示。 结果表明，不同的非弗兰克氏菌在西藏沙棘根瘤中的丰度不同；此外，属于未鉴定

的生氧光细菌中的 ＯＴＵ２ 和 ＯＴＵ１３ 代表序列经 ＮＣＢＩ 中的 ＢＬＡＳＴ 比对后，无法精确鉴定到种。 表 ３ 和图 ５ 的

结果均表明，西藏沙棘根瘤的内生非弗兰克氏菌存在着丰富的物种多样性。

３　 讨论

本研究采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增子高通量测序技术，对生长于天祝县抓喜秀龙乡金强河地区的西藏沙棘

根瘤内生菌多样性进行了研究。 研究结果表明，西藏沙棘根瘤内生菌具有丰富的多样性，不仅包含人们研究

较多的能够共生固氮的弗兰克氏菌，还包含其他非弗兰克氏菌。 高通量测序方法检测结果还表明，弗兰克氏

菌属是西藏沙棘根瘤内生菌中的绝对优势菌，其相对丰度高达 ４７．６３％。 樊梦颖［３３］采用高通量测序技术对沙

棘属植物中的中国沙棘根瘤内生细菌群落也进行过研究，发现中国沙棘根瘤细菌群落是极其丰富和多样的，
在根瘤中既有多种类型的放线菌也有多种类型的非放线菌，但均以弗兰克氏菌属细菌占绝对优势。 可见，不
同沙棘属植物根瘤内生菌中，弗兰克氏菌属均是优势属，其也是根瘤能够固氮的主要贡献者。

本研究在利用高通量测序对西藏沙棘根瘤内生菌多样性进行分子鉴定时，对测序所得的序列进行相关序

列分析，以 ＯＴＵ 作为参考，在不同分类水平上对每一条序列进行划分归类［３４］，可将相似度大于 ９７％的序列归
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属于相同物种，即分子种（ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ） ［３５］。 本研究通过高通量测序检测到西藏沙棘根瘤中共含有 ７ 个属于弗

兰克氏菌属的 ＯＴＵｓ，通过分析比对被归属于弗兰克氏菌属 ７ 个 ＯＴＵｓ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列，发现在西藏沙棘根

瘤中，存在着和已发表序列相似度较高的序列，也存在着未能和已发表序列进行聚类的新种序列。 因此，对于

在西藏沙棘根瘤中检测到的弗兰克氏菌，后续还可结合纯培养技术对分离获得的菌株进行形态鉴定、生理生

化鉴定和分子鉴定，以确定其是否为新种。 张明明［３６］ 采用相同方法，对中国沙棘根瘤弗兰克氏菌属的 ＯＴＵｓ
进行过分析，检测到只有 ２ 个属于弗兰克氏菌属的 ＯＴＵｓ，可见，位于高寒地区的西藏沙棘根瘤内相对于其他

沙棘属植物根瘤可能含有更为丰富的弗兰克氏菌资源。

表 ３　 西藏沙棘根瘤内生非弗兰克氏菌 ＯＴＵｓ序列数及代表序列分类鉴定

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｏｎ⁃Ｆｒａｎｋｉａ ＯＴＵｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ． ｔｉｂｅｔａｎａ ｒｏｏｔ ｎｏｄｕｌｅｓ

属
Ｇｅｎｕｓ ＯＴＵ 序列数

Ｒｅａｄｓ
相似种
Ｓｉｍｉｌａｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

相似度 ／ ％
Ｐｅｒｃｅｎｔ ｉｄｅｎｔｉｔｙ

未鉴定的生氧光细菌 ＯＴＵ２ ４０ Ｔｒｉｃｈｏｃｏｌｅｕｓ ｄｅｓｅｒｔｏｒｕｍ ９０．５７

Ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｏｘｙｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉａ ＯＴＵ１３ ２２ Ｔｒｉｃｈｏｃｏｌｅｕｓ ｄｅｓｅｒｔｏｒｕｍ ９１．０３

动球菌属 Ｋｉｎｅｏｃｏｃｃｕｓ ＯＴＵ７ ９ Ｋｉｎｅｏｃｏｃｃｕｓ ｒａｄｉｏｔｏｌｅｒａｎｓ １００．００

叶居菌属 Ｆｒｏｎｄｉｈａｂｉｔａｎｓ ＯＴＵ４２ ２８ Ｆｒｏｎｄｉｈａｂｉｔａｎｓ ｓｕｃｉｃｏｌａ １００．００

弗莱德门氏菌属 Ｆｒｉｅｄｍａｎｎｉｅｌｌａ ＯＴＵ３３ ３ Ｆｒｉｅｄｍａｎｎｉｅｌｌａ ｌｕｔｅｏｌａ ９７．３５

假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ＯＴＵ６ １８０６ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｃｈｌｏｒｏｒａｐｈｉｓ
ｓｕｂｓｐ． ａｕｒａｎｔｉａｃａ １００．００

ＯＴＵ５５ １４ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ １００．００

寡养单胞菌属 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ＯＴＵ１ ２７４ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ １００．００

马赛菌属 Ｍａｓｓｉｌｉａ ＯＴＵ１１９ １ Ｍａｓｓｉｌｉａ ｖａｒｉａｎｓ ９８．２４

ＯＴＵ３４ ６ Ｍａｓｓｉｌｉａ ｏｃｕｌｉ ９７．６１

ＯＴＵ１２８０ ２ Ｍａｓｓｉｌｉａ ａｕｒｅａ ９６．６０

甲基杆菌属 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＯＴＵ９ ６ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｏｅｓｉｎｇｅｎｓｅ １００．００

ＯＴＵ２０８６ １ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｏｓｓｉｐｉｉｃｏｌａ ９７．３９

ＯＴＵ１６９ １５ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｕｌｌａｔｕｍ ９９．７１

ＯＴＵ５２０ １ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｕｊｉｓａｗａｅｎｓｅ ９９．１２

鞘氨醇单胞菌属 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ＯＴＵ７８８ ３ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｄａｅｃｈｕｎｇｅｎｓｉｓ ９７．６２

ＯＴＵ２７ ５９ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｌｕｔｅａ ９８．９４

ＯＴＵ９２４ １５ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｓｅｄｉｍｉｎｉｃｏｌａ ９８．１６

ＯＴＵ４９ ２ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｑｉｌｉａｎｅｎｓｉｓ ９７．８９

ＯＴＵ５１２ ４０ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｗｉｔｔｉｃｈｉｉ １００．００

ＯＴＵ９１２ １ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｊａｔｒｏｐｈａｅ ９６．８３

ＯＴＵ４ １４ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｆａｅｎｉ ９９．７４

ＯＴＵ１６０ ５ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ａｅｒｏｌａｔａ ９９．４７

ＯＴＵ１６ ５ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｌｅｉｄｙｉ ９９．７４

ＯＴＵ９０２ １ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｐａｕｃｉｍｏｂｉｌｉｓ ９９．７４
　 　 ＯＴＵ： 可操作分类单元 Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔ

对于沙棘属植物根瘤内弗兰克氏菌多样性的研究，已有学者采用不同的方法进行过相关研究，陈立红

等［１０］利用 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 分子标记方法，对不同样地分布的中国沙棘根瘤内的弗兰克氏菌的遗传多样性研究发

现，中国沙棘根瘤中的弗兰克氏菌在多数地点至少有 ２ 种不同基因型，且中国沙棘根瘤共生弗兰克氏菌具有

丰富的遗传多样性，在不同采样点沙棘根瘤内弗兰克氏菌遗传多样性的丰富度不一样。 徐瑞瑞［８］ 采用了从

根瘤内直接扩增 ＤＮＡ 的技术，通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 全长序列分析，研究了内蒙磴口和黑龙江孙吴沙棘根瘤弗兰克

氏菌的系统发育关系，发现在根瘤共生体中，除了共生的弗兰克氏菌外，还广泛存在着非弗兰克氏放线菌，且
鉴定沙棘根瘤中直接扩增的弗兰克氏菌，隶属于胡颓子侵染组。 本研究通过构建系统发育树也发现，西藏沙

棘根瘤中的部分弗兰克氏菌不仅可以侵染胡颓子科（Ｅｌａｅａｇｎａｃｅａｅ）沙棘属（Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ）的西藏沙棘，还能够侵

９１２８　 ２０ 期 　 　 　 张爱梅　 等：基于高通量测序分析西藏沙棘根瘤内生菌的多样性 　
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染桦木科 （ Ｂｅｔｕｌａｃｅａｅ） 桤木属 （ Ａｌｎｕｓ） 的赤杨 （ Ａｌｎｕｓ ｊａｐｏｎｉｃａ） 及木麻黄科 （ Ｃａｓｕａｒｉｎａｃｅａｅ ） 木麻黄属

（Ｃａｓｕａｒｉｎａ）的木麻黄（Ｃａｓｕａｒｉｎａ ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ）等非豆科植物，表明西藏沙棘根瘤中的某些弗兰克氏菌株具有

寄主植物的多样性。
本研究还发现，西藏沙棘根瘤中的非弗兰克氏内生菌主要有假单胞菌属和鞘氨醇单胞菌属等。 其中，假

单胞菌属为本研究中检测到的相对丰度仅次于弗兰克氏菌属的优势属，其相对丰度为 ４．４５％，包含 ２ 个

ＯＴＵｓ。 假单胞菌属细菌能够广泛分布于各种类型的生境中，包括在植物的根瘤内［３７］。 徐瑞瑞［８］采用根瘤匀

浆法和根瘤切片法，对沙棘根瘤内生菌进行了纯培养，得到 １８ 株非弗兰克氏放线菌，分别属于诺卡氏菌属和

小单孢菌属。 可见，采用的研究方法不同，沙棘属植物根瘤内的非弗兰克氏放线菌的优势属也存在一定的差

异；这主要与纯培养时采用的培养基与方法和内生菌生存的自然生态环境之间的差异有关。 有研究表明，假
单胞菌是宿主植物根内主要的促生菌群［１７，３８］。 但目前关于弗兰克氏菌和假单胞菌等非根瘤菌之间的相互作

用，以及假单胞菌与西藏沙棘的互作关系仍有待于深入的探究。 而在根瘤中的鞘氨醇单胞菌属，具有 １０ 个

ＯＴＵｓ，表明其在西藏沙棘根瘤内具有最为丰富的物种多样性。 因此，为了探明西藏沙棘根瘤内生菌的多样

性，仍需要开展进一步的研究，将高通量测序等免培养分子生物学技术与纯培养方法相结合，并对内生菌之间

的相互作用进行探究及验证，不仅能够丰富西藏沙棘根瘤内生菌菌种资源，还能够为西藏沙棘适应高寒特殊

生境的机制提供理论依据。
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