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依据，可为政府决策部门制定相关政策提供可靠的参考。
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烟草不同部位内生细菌的多样性
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　　摘要：为了揭示烟草不同器官中内生细菌的分布规律，应用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序平台的 ＭｉＳｅｑ高通量测序仪对烟草根、
茎、叶中内生细菌的１６ＳｒＤＮＡ－Ｖ４区扩增子进行测序，对测得数据进行生物信息学分析，评价物种 α多样性和 β多
样性。经ＦＬＡＳＨ软件对序列进行拼接，茎、叶、根样品分别获得３６１２９、６０３１２、５２５７３条原始序列，经 Ｑｉｉｍｅ软件过
滤，再剔除宿主的叶绿体和线粒体序列，最终分别得到３５１９０、５８９３８、５１２６８条有效序列，在９７％的序列相似性水平
上，这些有效序列被Ｕｐａｒｓｅ软件划分为１４４７、１１４１、１２２０个操作分类单元（ＯＴＵｓ）。序列比对结果表明，在根、茎、叶
中芽球菌属（Ｂｌａｓｔｏｃｏｃｃｕｓ）、鞘氨醇单胞菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）为优势菌。类诺卡氏菌属（Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ）、链霉菌属
（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄａｃｅａｅ属、Ｇａｉｅｌｌａ属、壤红杆菌属（Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）细菌表现出
组织专一性，主成分分析表明，根和叶中内生细菌群落结构最为相似。烟草植株内蕴含丰富的细菌资源，受组织结构

及成分因素影响表现出器官差异性，即茎＞根＞叶。通过对烟草不同部位内生细菌多样性进行研究，可为烟草植物生
物活性内生菌株的发掘利用提供理论依据。
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　　植物内生细菌（ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｂａｅｔｅｒｉａ）泛指那些在其生活中
的一定阶段或全部阶段生活于健康植物体内对植物器官未引

起明显病害症状的微生物［１］。近年来，已知在地球上接近３０
种的高等植物中每个物种都与多种内生细菌共生［２］。对烟

草植物中内生细菌的报道早就出现了，但大多采用一代测序

进行研究分析，运用二代测序进行研究分析的报道少之又少。

因此，本研究采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序平台的 ＭｉＳｅｑ测序仪
对烟草不同部位内生细菌的 １６ＳｒＤＮＡ扩增子进行二代测
序，相较于传统的组织培养法以及基于一代测序的非培养方

法，测序费用低，测序深度更大，检测灵敏度更高，从而能更好

地实现对烟草不同部位内生细菌种类的准确调查，从而加深

对烟草内生细菌种群结构的了解。

内生细菌是一个多样性丰富的微生物类群，生活于健康

植物的各个组织和细胞间隙内，具有稳定的生存空间，不易受
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环境条件的影响，可以在植物体内独立地分裂繁殖和传递，并

与宿主植物协同进化［３］。内生细菌长期生活在植物组织内，

与宿主形成共生关系，生态适应性强，产生活性物质，并参与

信息转导作用直接作用于宿主本身，植物内生细菌能够促进

宿主植物的生长、提高宿主植物的抗病虫害能力、增强宿主植

物抗逆性［４］，提高宿主植物对环境的适应性，加强系统的生

态平衡。研究表明，高等植物中普遍存在内生细菌，据不完全

文献统计，截至２０１０年，在各种农作物及经济作物中发现的
内生细菌已超过１２９种，分属于５４个属，主要为假单胞菌属
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、肠 杆 菌 属 （Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、芽 孢 杆 菌 属
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、泛菌属（Ｐａｎｔｏｅａ）、甲基杆菌属（Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）
等［５］。陈泽斌等采用研磨组织稀释分离法分离烟草植株中

的内生细菌，对不同组织器官、不同生长期的烟草内生细菌菌

群密度进行研究。结果表明，烟株的根、茎、叶中均存在大量

的内生细菌，烟草内生细菌的分布存在品种差异、生长期差

异、组织部位差异。在整个生育期中，以成熟期内生细菌的数

量最多［６］。他们还采用稀释平板法从健康烟草的根、茎、叶

组织中分离到２６７株内生细菌，并利用细菌菌落表征性状和
１６ＳｒＲＮＡ序列对这些分离物进行多样性分析。经克隆测序
分析表明，这２６７株分离物分别与 ＧｅｎＢａｎｋ中６类细菌中的
２１个已知种相似性达到９８％ ～９９％［７］。王茂胜等为揭示烟

草内生细菌多样性，选择Ｋ３２６、云８５和红花大金元３个烤烟
品种进行内生细菌的分离和１６ＳｒＤＮＡ序列分析鉴定，获得
不同品种烟草内生细菌的多样性特征。结果显示，３个品种
的香农指数以 Ｋ３２６最高，为２．０２；其次是云烟８５，为１．４８；
红花大金元最低，为１．３０［８］。这些研究进展所采用的都是一
代测序技术，然而早期一代测序技术普遍存在诸如文库构建

过程复杂、测序成本较高、通量低、难以做大量的平行测序等

缺点。为了克服上述缺点，笔者利用近年来发展的新二代测

序技术，不仅在文库构建等方面取得了重要突破，进一步简化

了测序操作，降低了测序成本，缩短了测序时间；而且二代测

序技术的出现使ＤＮＡ测序的通量有所提高，原来只有在大型
测序中心才能完成的测序任务现在已经可以在更多的实验室

展开。本研究采用近年来兴起的 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ二代测序技
术对烟草根、茎、叶内生细菌种类组成进行分析，相较于传统

的纯培养方法及以１６ＳｒＤＮＡ为基础的非培养方法，能够产
生测序覆盖深度更大的数据量，从而对烟草内生细菌的种类

进行全面而准确的调查，为丰富植物微生态学理论及基因工

程菌的研究和应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
２０１６年７月２７日于云南省宣威市落水镇试验田随机选

取１０株成熟期健康无明显病害烟草，烟草品种为云烟８７，采
集其根、茎、叶放入无菌样品袋中，均匀混合，低温保鲜，２４ｈ
内进行表面消毒处理。

１．２　表面消毒
将烤烟根、茎、叶用灭菌水冲洗干净，先用１％次氯酸钠

浸泡５ｍｉｎ，再用７５％乙醇浸泡２ｍｉｎ，无菌水冲洗３次，用无
菌滤纸吸干表面水分，表面消毒效果接近１００％［９］。

１．３　总ＤＮＡ提取

按参考文献［１０］所采用的 ＣＴＡＢ方法提取根、茎、叶的
总ＤＮＡ，并用０．８％琼脂糖凝胶电泳检查ＤＮＡ的完整度和浓
度，并将剩余的样品存于２ｍＬ离心管中，使用无菌水稀释样
品ＤＮＡ至１ｎｇ／μＬ。
１．４　１６ＳｒＤＮＡ－Ｖ４区的ＰＣＲ扩增

以稀释后提取的总 ＤＮＡ为模板，使用带条形码的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ－Ｖ４区特异引物５１５Ｆ（５′－ＧＴＴＴＣＧＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣ
ＧＣＧＧＴＡＡ－３′）和 ８０６Ｒ（５′－ＡＧＴＴＣＣＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷ
ＴＣＴＡＡＴ－３′）［１１］，使用美国纽英伦生物技术（北京）有限公司
的 Ｐｈｕｓｉｏｎ Ｈｉｇｈ－ＦｉｄｅｌｉｔｙＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘｗｉｔｈＧＣＢｕｆｆｅｒ进
行ＰＣＲ扩增，扩增体系 ５０μＬ，ＰＣＲ扩增条件：９４℃ ３０ｓ；
９４℃ ２０ｓ，４５℃２０ｓ，６５℃ ６０ｓ，５个循环；９４℃ ２０ｓ，６０℃
２０ｓ，７２℃２０ｓ，２０个循环；７２℃５ｍｉｎ［１２－１３］。ＰＣＲ产物使用
２％琼脂糖凝胶进行电泳检测，采用凯杰企业管理（上海）有
限公司提供的胶回收试剂盒回收ＤＮＡ，委托北京诺禾致源生
物信息科技有限公司完成高通量测序。

１．５　数据分析
测序得到的原始数据存在一定比例的干扰数据，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。然后基于有效数据进行操作分类单元

（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ）聚类和物种分类分析。根
据ＯＴＵｓ聚类结果，选取每个样品或分组在各分类水平［门
（ｐｈｙｌｕｍ）、纲（ｃｌａｓｓ）、目（ｏｒｄｅｒ）、科（ｆａｍｉｌｙ）、属（ｇｅｎｕｓ）］上
最大丰度排名前１０的物种，生成物种相对丰度柱形累加图，
以便直观查看各样品在不同分类水平相对丰度较高的物种及

其比例。一方面，对每个 ＯＴＵ的代表序列作物种注释［４］，得

到对应的物种信息和基于物种的丰度分布情况。利用Ｍｏｔｈｕｒ
软件作稀释曲线分析，通过对 ＯＴＵｓ进行丰度和采用 Ｃｈａｏ１
指数及Ｓｈａｎｎｏｎ指数（香农指数）评估根、茎、叶内生细菌的多
样性。采用Ｒ语言分析绘制样品 ＯＴＵｓ的维恩图，通过主成
分分析（ＰＣＡ）挖掘根、茎、叶内生细菌群落结构的差
异［５，１４－１５］。另一方面，利用 Ｕｐａｒｓｅ软件平台进行 ＯＴＵ聚类，
采用ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ贝叶斯算法对９７％相似水平的 ＯＴＵ代表
序列进行分类学分析，并在各个水平上统计每个样品的群落

组成；利用 Ｓｈａｎｎｏｎ指数、Ｃｈａｏ１指数和物种丰富度指数
（ＡＣＥ）公式计算细菌生态多样性指数；利用诺禾致源自主开
发的ＳＶＧ软件制作特定物种分类树图。

２　结果与分析

２．１　测序数据的质控及分析
根、茎、叶样品分别测得５２５７３、３６１２９、６０３１２条原始序

列，经过滤后得到的序列拼接总数分别为 ５１２６８、３５１９０、
５８９３８条，去除出现频度为１、无法被聚类到 ＯＴＵｓ的低频序
列，最终分别得到５０９３３、３４７６２、５８６５９条有效序列，在９７％
的序列相似性水平上，这些有效序列分别可划分为 １２２０、
１４４７、１１４１个 ＯＴＵｓ，相对应的文库覆盖率分别为９９．０％、
９８９％、９８．７％（表１）。图１显示，３个样品稀释曲线上升平
缓，结合覆盖率可知，设计的测序深度已足够，可以代表样品

中真实存在的大多数细菌种类，但仍有少数细菌种类未能检

测到。

从细菌丰度稀释曲线（图１）来看，随着序列数量的增加，
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表１　ＯＴＵ丰度和α多样性指数

样品名 标签序列 原始序列数 质控序列数 有效序列数
ＯＴＵ数量
（９７％）

α多样性
香农指数（９７％） ＡＣＥ Ｃｈａｏ１指数（９７％） 覆盖率（％）

根 ＣＧＡＴＧＴ ５２５７３ ５１２６８ ５０９３３ １２２０ ４．１０３ １５８８．３７９ １５６４．３９２ ９９．０
茎 ＡＣＡＧＴＧ ３６１２９ ３５１９０ ３４７６２ １４４７ ６．７１６ １７３０．３６９ ２１５３．９８５ ９８．９
叶 ＡＧＴＣＡＡ ６０３１２ ５８９３８ ５８６５９ １１４１ ３．１８５ １５１９．２６９ １４８７．４８２ ９８．７

细菌的稀释曲线斜率逐渐趋向平坦但未进入平台期，说明即

使再增加测序数量也只会产生少量新的ＯＴＵｓ；测序数据量足
够大，可以反映样品中细菌的物种量信息，总体来看，随着序

列数量的增加，物种数量呈现出“茎＞根＞叶”的趋势。

２．２　不同部位内生细菌ＯＴＵｓ分布
根、茎、叶细菌文库共含 ＯＴＵｓ３８０８个，特有的 ＯＴＵｓ分

别为１２２０、１４４７、１１４１个，由此可看出茎部内生细菌多样性
最高，其次为根部，最低为叶，这与 Ｃｈａｏ１指数、ＡＣＥ、香农指
数得出的结果一致（表１）。有８８７个 ＯＴＵｓ在根、茎、叶中均
有分布，占文库ＯＴＵｓ总数的２３．２９％，说明不同部位内生细
菌的种类组成差异小；根和叶文库共含 ＯＴＵｓ２３６１个，其中
９３６个ＯＴＵｓ在根和叶中均有分布，占相应 ＯＴＵｓ总数的
３９６６％；叶和茎文库共含ＯＴＵｓ２５８８个，其中１０３８个ＯＴＵｓ
在叶和茎中均有分布，占相应 ＯＴＵｓ总数的４０．１１％；根和茎
文库共含 ＯＴＵｓ２６６７个，其中１１１１个 ＯＴＵｓ在根和茎中均
有分布，占相应ＯＴＵｓ总数的４１．６６％，由此可看出根茎叶中
内生细菌的种类组成差异不大（图２）。

２．３　细菌中各样品中微生物群落分布特征分析
选取在属分类水平上相对丰度排名前１０的属，生成物种

相对丰度分布柱形图，结果见图３、图４、图５，由于此试验采
用ＣＴＡＢ法提取了烤烟根、茎、叶基因组 ＤＮＡ，植物叶绿体

１６ＳｒＤＮＡ和线粒体１８ＳｒＤＮＡ与细菌１６ＳｒＤＮＡ序列具有高
度同源性，因此出现了蓝藻细菌门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ，７０．０９％）
中无法辨别的叶绿体和变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，２４．８４％）中
无法辨别的线粒体污染宿主的现象。３个样品以变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，２４．８４％）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ，４．４５％）
为主要的优势菌门，其次是芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ，
０．６２％）。在变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，２４．８４％）中，鞘脂单胞
菌目（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）中的鞘氨醇单胞菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）
占２．２６％，γ－变形菌纲（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）中的假单胞菌
属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）占 ０５３％。在放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ，
４４５％）中Ｇａｉｅｌｌａ属占０．７９％，壤红杆菌属（Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ）占
０．９５％，芽球菌属（Ｂｌａｓｔｏｃｏｃｃｕｓ）占 １．０６％，类诺卡氏菌属
（Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ）占０５２％，链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）占 １．１３％。
在芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ，０．６２％）中，芽单胞菌属
（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄａｃｅａｅ）占０．６２％（图６）。
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２．４　ＰＣＡ聚类分析
ＰＣＡ主成分分析（图７）表明，主成分１（ＰＣ１）和主成分２

（ＰＣ２）对样品差异性的解释度分别为６８．２６％和３１．７４％，合
计为１００％，是差异的主要来源。样品叶和根分别位于主成
分ＰＣ２轴的正负两侧，但同时都位于主成分 ＰＣ１轴的正值区
域；样品根和茎不仅分别位于主成分 ＰＣ２轴的正负两侧，而
且也位于主成分 ＰＣ１轴的正负两侧，且间隔较大的距离，说
明根与茎间的主成分变异程度比根与叶显著。总体看来，内

生细菌群落的分布随部位的不同有显著变化。

３　讨论与结论

研究植物内生菌最关键的是表面灭菌是否彻底，表面消

毒效果检验参照文献［９］。本试验将烟草材料先置于１％次
氯酸钠中浸泡５ｍｉｎ，再在７５％乙醇中浸泡２ｍｉｎ，无菌水冲
洗３次，最后一次冲洗的水没有培养出微生物。通过上述处

理后，烟草植株表面消毒达到９８％ ～１００％［１６］。本试验采用

近年来兴起的 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ二代测序技术对烟草根、茎、叶
内生细菌种类组成进行研究，利用ＭｉＳｅｑ平台对１６ＳｒＤＮＡ的
１个或多个高变区进行测序，具有测序覆盖深度高、利于鉴定
低丰度群落物种以及费用低的特点，已成为研究微生物群落

多样性的首选之策。本研究首次采用二代高通量测序技术对

烟草内生细菌１６ＳｒＤＮＡ－Ｖ４区进行测序，根、茎、叶样品分
别平均测得４９６５９条序列，经序列比对后发现在根、茎、叶中
常见的优势细菌主要属于变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）。此外，
还检测到一些几乎没有报道过的低丰度细菌类群（所占比例
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小于１．００％），如Ｇａｉｅｌｌａ属、壤红杆菌属（Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ）、类
诺卡氏菌属（Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ），显示
出了新一代测序技术的优势。在以往通过传统组织分离方法

对烤烟内生细菌进行分离鉴定的报道中均发现优势菌变形菌

门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）细菌［１７－１８］，这与本

研究的结果不一致，这可能与芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）细菌在植
物体内多是以孢子形式存在有关，而提取植物组织ＤＮＡ目前
多采用 ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法，无法使其裂解，导致未能获取到该
类群细菌的基因组ＤＮＡ。
　　根、茎、叶细菌文库共含 ＯＴＵｓ３８０８个，只有 ８８７个
ＯＴＵｓ为根、茎、叶共有，只占文库ＯＴＵｓ总数的２３．２９％，此外
ＡＣＥ、Ｃｈａｏ１指数得出的结果为茎 ＞根 ＞叶，体现出内生细菌
的分布随组织器官的不同而各有特点，具有明显的器官差异

性，这可能是由不同器官的组织结构不同、含有的化学成分不

同造成的。本研究发现，在根、茎、叶中变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）
为优势菌门，因此推测这个属细菌的侵入能力强，且在植株体

内具有较强的竞争力。

在将１６ＳｒＤＮＡ－Ｖ４区测得序列与数据库进行比对的过
程中发现，大部分序列归属于宿主植物的叶绿体和线粒体，因

此为了防止在测序中依然出现此类现象，可通过改良现有的

ＤＮＡ提取方法，使之尽可能少地提取出细胞器 ＤＮＡ或者研
发一种阻断技术，阻止或降低真核宿主基因序列的扩增以避

开线粒体和叶绿体的干扰［１９］。
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