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基于高通量技术分析粉防己不同组织

内生细菌多样性及功能预测

杨立军，徐　源，高　涵，贾艳娇，陈　琼，叶　润，段鸿斌
（信阳农林学院制药工程学院，河南信阳４６４０００）

　　摘要：为了探究粉防己内生细菌的多样性，挖掘粉防己内生细菌资源，采用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ测序技术对粉防己根、
茎、叶内生细菌的１６Ｓ区进行测定，并分析群落组成、多样性、差异化及功能等生物学信息。结果表明，从粉防己不同
组织中共获得２１２９２８个有效序列，１１３０个操作分类单元（ＯＴＵ），隶属于２３门、３８纲、７８目、１４８科、３０４属、２９０种。
α多样性分析结果表明，根部内生细菌的群落丰富度最高，叶部内生细菌的多样性最高，茎部内生细菌的丰富度、多样
性最低。在门水平上，变形菌门在不同组织中的丰度均最高，为最优势菌门。在纲水平上，根部内生细菌的优势菌纲

为放线菌纲；茎部、叶部内生细菌的优势菌纲均为γ－变形菌纲。在属水平上，根部内生细菌的优势菌属为拟无枝酸
菌属（Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ）；茎部内生细菌的优势菌属为泛菌属（Ｐａｎｔｏｅａ）；叶部内生细菌的优势菌属有泛菌属、金黄杆菌属。
热图结果表明，同类型组织样本群落结构相似，不同组织样本间的群落组成差异显著。ＬＥｆＳｅ分析结果表明，引起不
同组织差异显著的菌门主要为变形菌门、放线菌门、ＴＭ７菌门，菌属主要为假诺卡氏菌属、酸杆菌属、慢生根瘤菌。
ＰＩＣＲＵＳｔ２功能预测发现，粉防己内生细菌功能基因丰富，其中与新陈代谢、环境信息处理、遗传信息处理相关的基因
数量相对最多。综上，粉防己内生细菌具有丰富的群落多样性及功能多样性，可为进一步开发利用粉防己内生细菌资

源奠定基础。
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　　粉防己（ＳｔｅｐｈａｎｉａｔｅｔｒａｎｄｒａＳ．Ｍｏｏｒｅ）是防己科
千金藤属植物，以根茎入药，主要药用成分为生物

碱，其中粉防己碱（Ｃ３８Ｈ４２Ｎ２Ｏ６）、防己诺林碱
（Ｃ３７Ｈ４０Ｎ２Ｏ６）作为《中华人民共和国药典》２０２０年
版规定的粉防己的质量标志物，具有抗肿瘤、抗炎、

抗痛风、抗细胞纤维化等药理活性［１］。粉防己作为

一种宝贵的中药材，近年来逐渐发展为经济作物，

在农业种植上占有优势地位［２］。植物内生细菌在

促进植物体生长繁殖、有效物质合成、抵御病虫害

等方面发挥着重要作用［３－４］。植物中不同组织由于

生存环境及自身结构的差异，造成菌落物种多样

性、丰富度差异显著［５］。不同组织中菌群的丰度变

化可为挖掘粉防己中具有特定应用价值的微生物

种质资源指明方向。因此，掌握粉防己内生细菌资

源分布规律及功能，对粉防己的农业可持续发展及

内生细菌资源的充分利用具有重要意义。

近年来，植物内生菌作为国内外迅速受到关注

的微生物类群，逐渐受到研究者的喜爱。大量研究

发现，植物内生菌广泛分布于植物根、茎、叶、花、果

实、种子中［４］。由于植物体受到环境因素、自身生

长状态及物种基因型的影响［６－８］，其分布在不同组

织中的菌落组成结构和功能有所差异。尹秀等研

究发现，手掌茎部、叶部、果荚组织中的内生真菌组

成具有相似性，而根中的内生菌与其他组织的内生

菌之间存在差异［９］。李佳琪等研究发现，由于知母

叶部生长旺盛，与环境接触较密切，其多样性最高。

该研究还发现，较高菌株比例的发酵产物对浅表感

染真菌表现出良好的拮抗活性［１０］。Ｐｕｒｕｓｈｏｔｈａｍ等
研究发现，霍罗皮托组织类型对内生细菌多样性的

影响显著，并且多数可培养内生细菌对植物病原菌

高度拮抗［３］。刘蓬蓬等研究发现，黄芪内生细菌群

落多样性较低，参与有效成分生物合成和代谢的基

因较多［１１］。众多研究结果表明，内生菌的基因型在
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揭示宿主植物生理特性方面具有重要意义。顾美

英等发现，黑果枸杞内生细菌中与新陈代谢相关的

功能基因相对丰度较高，验证了黑果枸杞本身含有

丰富的氨基酸、脂肪、维生素、花青素、多糖和总黄

酮等活性成分［１２］。杨多等发现，胡杨内生细菌群落

中细胞壁、细胞膜、外排泵、氧化应激、相容性溶质、

能量代谢等相关通路表达丰度较高，与多盐碱胁迫

环境下胡杨表现出较强的抗逆性相契合［１３］。

目前，对于植物内生菌的分离多集中于体外培

养，但由于大多数内生菌受外界因素的影响，仅有

少部分内生菌能够被分离获得［１４］。因此，传统的组

织分离方法对研究微生物多样性具有极大的局限

性。高通量技术因具备测序基数大、测序深度广等

特点，已广泛应用于微生物多样性研究［１５］。本研究

采用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ第二代测序技术全面系统地分
析粉防己根、茎、叶内生细菌群落分布规律，并对不

同组织中内生细菌群落功能进行预测，以期从整体

上把握粉防己内生细菌多样性及功能群结构，为粉

防己内生细菌资源的开发利用提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　样品
新鲜粉防己于２０２２年１１月采集自中国河南省

信阳市信阳农林学院中药材种植示范基地［全球定

位系统（ＧＰＳ）坐标：１１４°０１′～１１４°０６′Ｅ，３１°４６′～
３１°５２′Ｎ］，由信阳农林学院陈琼教授鉴定。在试验
中设置３组样品进行处理，每组样品设３个生物学
重复，即根样品（ＦＧ）：ＦＧ１、ＦＧ２、ＦＧ３；叶样本（ＦＹ）：
ＦＹ１、ＦＹ２、ＦＹ３；茎样本（ＦＪ）：ＦＪ１、ＦＪ２、ＦＪ３。
１．２　样品预处理

将新鲜植物根、茎、叶上的杂物冲洗干净，每种

组织材料取５．０ｇ，用无菌水冲洗３次，并用无菌滤
纸吸收表面水分。依次用７５％乙醇浸泡３ｍｉｎ、３％
次氯酸钠溶液浸泡２ｍｉｎ、７５％乙醇处理３０ｓ，最后
用无菌水清洗５次，并用无菌滤纸吸收植物组织表
面的水分。取最后１次漂洗液涂布于营养琼脂平板
上，于２８℃培养２～３ｄ，以检测各组织表面是否消
毒彻底。将消毒后的样品置于 －８０℃超低温冰箱
中，待进行下一步的ＤＮＡ提取。
１．３　ＤＮＡ提取

分别取３．０ｇ前期处理的根、茎、叶样本进行
ＤＮＡ处理，用蛋白酶Ｋ裂解结合苯酚三氯甲烷的方
法抽提ＤＮＡ片段，抽提的 ＤＮＡ用１．２％琼脂糖凝

胶电泳检测。

１．４　ＰＣＲ扩增与测序
选取１６Ｓ区序列进行高通量测序分析。采用两

步ＰＣＲ扩增方法，以纯化的ＤＮＡ为模板，利用１６Ｓ区
通用引物（７９９Ｆ５′－ＡＡＣＭＧＧＡＴＴＡＧＡＴＡＣＣＣＫＧ－
３′；１１９３Ｒ５′－ＡＣＧＴＣＡＴＣＣＣＣＡＣＣＴＴＣＣ－３′）将含
有特异性ｂａｒｃｏｄｅ和部分测序引物的融合引物进行
ＰＣＲ扩增，取３μＬＰＣＲ产物进行１．２％琼脂糖凝胶
电泳检测，观察条带是否单一、片段长度是否与预

期片段一致，并将ＰＣＲ扩增产物用２％琼脂糖凝胶
电泳切胶回收，用ＡＸＹＧＥＮ公司的ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝
胶回收试剂盒回收ＰＣＲ产物，并对回收产物进行定
量分析，将样品按照等摩尔比混匀后进行二次 ＰＣＲ
扩增，添加测序所需的特异性接头，完成文库构建，

通 过 Ｎｏｖａｓｅｑ６０００ ＳＰ ５００ ＣｙｃｌｅＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ
（ＩｌｌｕｍｉｎａＵＳＡ）平台，在微基生物科技（上海）有限
公司完成测序。

１．５　数据统计与分析
将原始数据通过 ｂａｒｃｏｄｅ分配样品 ｒｅａｄｓ，得到

有效序列，并通过 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ（Ｖｅｒｓｉｏｎ０．３５）软件
去除末端的低质量序列，用 ｃｕｔａｄａｐｔ（ｖｅｒｓｉｏｎ１．１６）
软件进行测序接头和引物的处理，用 Ｆｌａｓｈ（ｖｅｒｓｉｏｎ
１．２．１１）软件对样品中的 ｒｅａｄｓ进行拼接，用 ｍｏｔｈｕｒ
（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．３３．３）软件对序列质量进行质控、过滤，
去除嵌合体，得到优化序列，按照９７％的序列相似
度，对所得序列采用 ｕＰａｒｓｅ软件进行操作分类单元
（ＯＴＵ）聚类，并统计分析门、纲、属分类水平上的群
落结构信息。用 Ｒ语言（Ｖｅｒｓｉｏｎ３．６．３）对数据进
行可视化分析，并绘制稀释曲线、Ｖｅｎｎ图、群落结构
柱形图、ｈｅａｔｍａｐ。用Ｒ语言 ｖｅｇａｎ分析每组的 α多
样性水平。用Ｒ语言中的ｐｈｅａｔｍａｐ（ｖｅｒｓｉｏｎ：１．０．１２）
进行群落差异性分析，用 ｐｙｔｈｏｎ（２．７．１３）进行
ＬＥｆＳｅ组间优势内生细菌差异分析。利用ＰＩＣＲＵＳｔ２
软件进行功能预测，参照 ＫＥＧＧ数据库进行功能
注释。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增结果
所有植物样品的对照平板培养１周后没有菌落

长出，表明样品表面已完全消毒。如图１所示，经电
泳检测，所有样品的ＰＣＲ扩增产物条带具有良好的
特异性和亮度，无副带或拖带，表明ＰＣＲ扩增条件合
适，各样品纯度较高，可用于后续高通量测序分析。
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２．２　测序样本数据统计
通过高通量测序，获得粉防己不同组织样品的

原始ＤＮＡ序列，对序列进行处理后，最终从９个测
试样本中共获得２１２９２８个有效序列、１３７６８０个优
化序列、５１８５５７５６个优化序列碱基（表１）。从优
化序列的平均长度得分来看，３组优化序列的长度
均分布在 ３００～４００ｂｐ，与 １６Ｓ区域的序列长度
吻合。

表１　不同组织内生细菌的高通量测序数据

样品

有效

序列数

（个）

优化

序列数

（个）

优化序列

碱基数

（个）

优化序列

平均长度

（ｂｐ）

优化序列

ＧＣ含量
（％）

ＦＧ ６８３４５ ５５２０２ ２０７８４３８４ ３７６ ５７

ＦＹ ７１１２３ ３２９５６ １２４０５８５５ ３７６ ５４
ＦＪ ７３４６０ ４９５２２ １８６６５５１７ ３７７ ５４

２．３　粉防己不同组织内生细菌的ＯＴＵ分布
由图２可知，经过聚类分析，粉防己的不同组织

中共有１１３０个 ＯＴＵ，根、茎、叶３个组织样品中分
别检测到７９６、３４６、７２３个ＯＴＵ。根、茎、叶中独立的
ＯＴＵ数分别是３３０、４４、２２８个，分别占内生细菌总
ＯＴＵ数的 ２９．２０％、３．８９％、２０．１８％。由此可见，
根、叶中内生细菌多样性较高，茎中最低。根、叶中

共有的 ＯＴＵ有４３３个，根、茎中共有的 ＯＵＴ有２４０
个，叶、茎共有的 ｏｕｔ有２６９个，仅有２０７个 ＯＴＵ同
时分布在根、茎、叶中，占 ＯＴＵ总数的１８．３２％。上
述结果说明，不同组织之间的物种组成差异较大，

表现出组织差异性。

２．４　α多样性分析
α多样性通常用于研究样本的群落多样性，通

过α多样性指数来评估样本菌群组成情况。Ｃｈａｏ
指数、Ａｃｅ指数反映了样品的群落丰富度，ＰＤ＿ｗｈｏｌｅ＿
ｔｒｅｅ指数、香农指数和辛普森指数反映了样品群落
的多样性，覆盖率能够表明样本排序的深度［１６］。由

表２可知，不同组织样本中的微生物覆盖率均大于
９９％，表明本检测能够反映样品中微生物的真实情

况。Ｃｈａｏ指数、Ａｃｅ指数均表现为在根、茎、叶３个
部位差异显著，且表现出根中内生细菌丰富度最

高、叶中次之、茎中最低。叶中的香农指数最高，辛

普森指数最低，表明叶中微生物群落多样性最高，

茎中的微生物群落多样性最低。

　　由图３－Ａ可以看出，在一定范围内，随着样本
量的增大，曲线急剧上升，表示群落中有大量物种

被发现，需要增加抽样量；若曲线趋于平缓，则表明

表２　α多样性指数分析结果

样品 Ｃｈａｏ指数 Ａｃｅ指数 香农指数 辛普森指数 ＰＤ＿ｗｈｏｌｅ＿ｔｒｅｅ指数 覆盖率

（％）

ＦＧ ６１４．０３±３４．１２ａ ６２２．８８±３６．７１ａ ３．２７±０．３８ｂ ０．１２±０．０１ｂ ４３．７９±２．３４ａ ９９．８４

ＦＹ ４１２．４７±１８．３２ｂ ４１２．６５±１８．１５ｂ ４．３４±０．６５ａ ０．０３±０．０１ｃ ３９．５０±１．６７ｂ ９９．９７

ＦＪ ２１７．１４±９．３３ｃ ２１４．６２±７．４９ｃ ０．７４±０．０３ｃ ０．８０±０．０２ａ ３６．２２±１．２９ｂ ９９．９２

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示不同组织之间差异显著（Ｐ＜０．０５）。
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抽样合理可行［１７］。从图３－Ａ还可以看出，该曲线
趋于平缓，表明此样本抽样充分。从图３－Ｂ可以
看出，该曲线是在样本中按ＯＴＵ丰度从大到小排序
而成的，用于解释物种丰度、物种均匀度。在水平

方向，物种丰富度越高，曲线在横轴上的范围越大；

曲线越平缓，反映样本中物种分布越均匀［１８］。从图

３－Ｂ还可以看出，不同组织的丰富度表现为叶 ＞
根＞茎。随着 ＯＴＵ数的增多，根、叶表现出较高的
均匀度，而茎中有明显的优势菌群，均匀度最低。

２．５　粉防己不同组织中内生细菌的群落组成和群
落结构

种群归类结果显示，粉防己根、茎、叶样品中共

检测到２３门、３８纲、７８目、１４８科、３０４属、２９０种细
菌。在不同组织中，各类细菌的分类阶层总数存在

差异，其中从根部检测到 ２２门、３５纲、６９目、１１６
科、２０４属、１９３种细菌，从叶部检测到１９门、３１纲、
６７目、１３１科、２５７属、２３６种细菌，从茎部检测到１８
门、３１纲、５８目、９６科、１６９属、１４０种细菌。

由图４可以看出，在门水平上，粉防己不同组织
中可归类细菌群落（ＯＴＵ至少在 １个组织中的丰
度≥１％）共 分 布 ９门 细 菌，包 括 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚壁菌
门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、异常球
菌－栖热菌门（Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ－Ｔｈｅｒｍｕｓ）、ＴＭ７菌门
（Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、绿菌门
（Ｃｈｌｏｒｏｂｉ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）。其中，变形
菌门作为不同组织中共同的优势菌门，在根、茎、叶

中的丰度分别为４１９３％、９５．９７％、４９．２１％。不同
组织中的内生细菌群落组成及丰度有一定差异，根

中的优势菌门为变形菌门、放线菌门、ＴＭ７菌门，叶
中的优势菌门为变形菌门、放线菌门、厚壁菌门。

茎中变形菌门的丰度最高，其他菌门仅占５％左右。
除此之外，拟杆菌门、异常球菌 －栖热菌门在叶中
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的丰度较高，而在根、茎中的丰度低于１％。
　　由图５可以看出，在纲水平上，粉防己不同组织
中 共 有 的 优 势 菌 纲 包 括 γ －变 形 菌 纲
（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌纲（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、
α－变形菌纲（Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、β－变形菌纲
（Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、杆菌纲（Ｂａｃｉｌｌｉ）等。而其他菌
类的丰度较低，如酸微菌纲（Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｉａ）、鞘氨醇
杆菌纲（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｉａ）、绿菌纲（Ｃｈｌｏｒｏｂｉａ）、变形菌
纲（Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、不动杆菌纲（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｉａ）、

Ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒｅｓ纲、丹毒丝菌纲（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈｉａ）、迷踪
菌纲（Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉａ）。其中根、茎、叶中的优势菌纲
差异较大，放线菌纲作为根的优势菌纲，丰度为

４１５３％；γ－变形菌纲作为茎、叶中的优势菌纲，丰
度分别为９１．２７％、２５．５０％。由图 ５还可以看出，
根、叶中的内生细菌物种组成较为丰富，在纲水平

上的物种种类较多，茎中的内生细菌多样性较低，

呈现出组织特异性。

　　由图６可以看出，在属水平上，粉防己不同组织
中共有的优势菌属包括泛菌属（Ｐａｎｔｏｅａ）、酸杆菌属
（Ａｃｉｄｉｂａｃｔｅｒ）、拟无枝酸菌属（Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ）等。拟
无枝酸菌属、酸杆菌属作为根中的优势菌属，两者

在根中占比高达 ５０％以上，分别占 ３０．９７％、
２１５４％。泛菌属作为茎中的绝对优势菌属，占比高
达８９．７０％。从图６中还可以看出，叶中的内生细
菌菌落组成较均匀，说明叶中的内生细菌群落较稳

定。除未分类的细菌外，在叶中内生细菌丰度排名

前 ５的菌种主要分布在泛菌属、金黄杆菌属
（Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ（尚无统一的中
文名）、雷尔氏菌属 （Ｒａｌｓｔｏｎｉａ）、假单胞菌属
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）。
２．６　粉防己不同组织内生细菌的差异分析

基于各样品序列间的进化关系来比较微生物

群落的显著性差异。通过非加权 ＵｎｉＦｒａｃ分析可
知，基于进化关系，粉防己不同组织的内生细菌总

体可以分为２类，根和叶聚为一类，茎单独聚为一
类，表明根、叶部含有的内生细菌物种具有较高的

相似性；从热图的颜色可以看出，根、茎、叶的组间

差异明显（图７）。
　　为了进一步分析粉防己不同组织中内生细菌
的差异，对根、茎、叶样品进行ＬＥｆＳｅ分析。图８－Ａ
为差异物种的 ＬＤＡ分布结果，颜色代表不同的分
组，长度代表差异物种的贡献度大小，即 ＬＤＡ
ｓｃｏｒｅ［１９］。图８－Ｂ为差异物种进化分支树。设定
ＬＤＡｓｃｏｒｅ＞３有显著差异。根中有８２个差异显著
单元，茎中有５个差异显著单元，叶中共有９４个显
著单元。由图８－Ａ可知，β－变形菌纲在组间差异
显著，且在根中丰度最高；β－变形菌纲的ＬＤＡ值大
于其他分类单元，表明对组间差异影响最大。同

理，泛菌属在组间差异显著，在茎中丰度最高。放

线菌门在组间差异显著，在叶中丰度最高。在门水

平上，具有显著差异的门包括变形菌门、放线菌门、

ＴＭ７菌门、厚壁菌门、拟杆菌门。在属水平上，具有
显著差异的菌属共有１２个，包括假诺卡氏菌属、酸杆
菌属、慢生根瘤菌属、泛菌属、Ｕｒｕｂｕｒｕｅｌｌａ（尚无统
一的中文名）、假节杆菌属（Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、雷尔氏
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菌属、金黄杆菌属、弧菌属（Ｖｉｂｒｉｏ）、鞘氨醇杆菌属
（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、假单胞菌属、水杆菌属（Ａｑｕａｂａｃｔｅｒｉｕｍ）。
２．７　功能预测分析

为了探究粉防己不同组织内生细菌的功能，本

研究用ＰＩＣＲＵＳｔ２软件对内生细菌的功能进行预测。
基于ＫＥＧＧ数据库比对，发现粉防己内生细菌所有
基因序列注释的功能共分为六大类，分别为细胞过

程、环境信息处理、遗传信息处理、人类疾病、生物

体系统及新陈代谢。其中，新陈代谢、环境信息处

理、遗传信息处理相关的基因数量最多，相对丰度

分别为 ６０．５１％ ～６７．４４％、７．８５％ ～１３．６６％、
８２５％～９．９１％。在 ＫＥＧＧ二级分类的功能通路
中，共有４５个代谢通路，其中丰度占比排名前２５的
代谢通路如表３所示。在新陈代谢方面，碳水化合

物代谢的相对丰度最大，占总数的 １５．５６％ ～
１６０２％；在环境信息处理方面，膜运输、信号传导为
主要功能；在遗传信息处理方面，主要涉及复制和

修复、翻译、折叠、分类和降解等功能。此外，在人

类疾病相关的通路中，以耐药抗菌、细菌性传染病、

细胞异常生长为主。不同组织在各代谢通路中表

现出差异性。在细胞过程、环境信息处理和人类疾

病３个方面，其相对丰度均表现为茎部高于根部、叶
部。在生物体系统、新陈代谢方面，根部的相对丰

度最高。遗传信息处理方面，叶部的相对丰度最高。

３　讨论

本研究首次采用高通量技术对粉防己不同组

织的内生细菌多样性展开分析，结果表明，根、茎、

叶内生细菌丰富度及多样性呈显著差异。粉防己

根部内生细菌的丰富度显著高于茎部、叶部，表现

为根＞叶＞茎，而粉防己内生细菌的多样性则表现
为叶＞根 ＞茎。该结果与其他研究中报道的在苹
果砧木 Ｔ３３７［２０］、牛至［２１］、三倍体毛白杨［２２］中的研

究结果相似，均表现为根部内生细菌多样性最高。

土壤是根部内生细菌的重要来源，土壤中细菌通过

自然孔口或伤口进入根部，经过长时间的特定选择

机制使大量细菌移动并定殖于适宜的植物根部组

织，可能是根部内生细菌多样性较高的原因［２３－２４］。

粉防己叶部内生细菌的多样性最高，与喙核桃［１６］、

铁皮石斛［２５］的研究结果一致。由此说明，粉防己叶

部生长旺盛，与空气接触较紧密。内生菌经过与宿
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表３　不同部位内生细菌预测的ＫＥＧＧ二级功能通路的相对丰度

功能分类 功能
相对丰度（％）

ＦＧ ＦＹ ＦＪ

细胞过程 细胞群落－原核生物 ３．４５ ３．８１ ５．４２

细胞运动 １．１７ １．５４ ２．２３

细胞生长和死亡 １．２０ １．１８ ０．８３

环境信息处理 膜运输 ４．２６ ５．１５ ８．９５

信号传导 ３．５９ ４．２７ ４．７１

遗传信息处理 复制和修复 ３．７９ ３．９７ ３．２６

翻译 ３．８３ ３．８８ ３．１４

折叠、分类和降解 ２．０３ ２．０６ １．８５

人类疾病 耐药抗菌 ０．９７ １．２２ １．８８

细菌性传染病 ０．９７ １．１１ １．２７

细胞异常生长 ０．８５ ０．９６ ０．９４

生物体系统 内分泌系统 １．１５ １．００ ０．８０

衰老 ０．６６ ０．７４ ０．６５

新陈代谢 碳水化合物代谢 １５．８４ １５．５６ １６．０２

氨基酸代谢 １４．０１ １３．４１ １１．６２

辅助因子和维生素代谢 ７．５９ ７．３４ ６．８０

能量代谢 ７．４５ ７．２０ ６．１０

脂质代谢 ４．２８ ４．００ ３．５３

核苷酸代谢 ３．７６ ３．８８ ４．０７

外源生物降解和代谢 ４．２８ ３．７０ ３．１４

其他氨基酸代谢 ３．０７ ２．８９ ３．０２

其他次级代谢产物的生物合成 ２．４７ ２．２６ ２．１０

甘氨酸生物合成和代谢 ２．２３ ２．１１ ２．３２

萜类化合物和聚酮代谢 ２．４６ １．８６ １．７９

主长期进化，不同组织之间丰富度和多样性也随之

呈现出差异性。

在门水平上，变形菌门为粉防己不同组织内生

细菌的最优势菌门，在根、茎、叶中占比分别为

４１９３％、９５．９７％、４９．２１％。由此可以看出，茎部内
生细菌主要为变形菌门，表现出茎部菌落分布不均

一。除此之外，根中的优势菌门还包括放线菌门、

ＴＭ７菌门。叶中的优势菌门还包括放线菌门、厚壁
菌门。有研究结果显示，变形菌门在植物体中广泛

分布，如甜樱桃［２６］、烟草［２７］、淫羊藿［１９］等。有研究

发现，变形菌门丰度越大，其中的有机质和 Ｃ、Ｎ养
分含量就越多［２８］。目前，变形菌门在氮肥利
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用［２９－３０］、生物防治［３１］、污染物降解［３２］等方面具有

相关应用。ＴＭ７菌门作为候选门级辐射类群中唯
一成功获得的可培养菌株，普遍存在于人类口腔及

消化道中，与口腔疾病与消化道疾病存在紧密联

系［３３－３４］。厚壁菌门细菌具有嗜热、耐盐的特性［３５］，

厚壁菌门作为叶部的优势菌门，能通过产生芽孢来

抵抗脱水和极端环境［３６－３７］，说明当叶部受到恶劣环

境的影响时，具备抵御胁迫能力的厚壁菌门细菌能

够生存下来。

在属水平上，不同组织中的优势菌属具有一定

差异。拟无枝酸菌属、酸杆菌属作为根中的优势菌

属，两者在根中占比达５０％以上。泛菌属作为茎中
的绝对优势菌属，占比高达８９．７０％。叶部各个菌
属的丰度较均匀，其中金黄杆菌属、Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
（尚无统一的中文名）、雷尔氏菌属、假单胞菌属的

丰度较高。不同组织菌群的丰度变化可为挖掘粉

防己中具有特定应用价值的微生物种质资源指明

方向。拟无枝酸菌作为放线菌门下的菌群，在抗

菌、抗癌、抗氧化、抗高血糖和酶抑制活性方面表现

出较强的生物活性，具有挖掘新型抗生素的潜

力［３８］。有研究结果显示，酸杆菌属作为一种有益菌

属，因具备环境修复的活性，常被用于制作生物肥

料，在维护农业可持续性发展中起着重要作用［３９］。

酸杆菌属是根部的优势菌属，说明粉防己根部具有

改善土壤健康的作用。泛菌属作为茎和叶部的优

势菌属，广泛存在于植物中，具有固氮、溶解磷酸盐、

分泌植物激素、抵御植物病害等作用［４０］。此外，在不

同组织中还含有大量未分类菌群，值得进一步研究。

粉防己中不同组织间微生物群落差异较明显，

基于进化分析聚类结果可知，根和叶聚在一起，茎

单独为一列。该结果说明，根、叶部位内生细菌的

群落结果较为相似，而茎与根、叶部位的内生细菌

差异较显著。茎部内生细菌可能由于自身结构特

征，与外界微生物的交换能力较弱。由 ＬＥｆＳｅ分析
结果可以看出，叶部的放线菌门、茎部的泛菌属及

根部的β－变形菌纲对组间差异影响极大。该结果
揭示，不同组织由于生存环境的差异造成群落物种

多样性不同。

ＰＩＣＲＵＳｔ２功能预测结果表明，在粉防己根、茎、
叶内生细菌中，新陈代谢通路中的碳水化合物及氨

基酸代谢功能丰度较高。该结果与南瓜［４１］、三

七［４２］、毛竹［４３］中内生细菌的碳水化合物代谢功能

丰度最高相似。碳水化合物代谢作为内生细菌获

得营养物质的重要途径，在各个组织中含量均为最

高，说明其内生细菌生理代谢状态均比较活跃。碳

水化合物通路、内分泌通路在根中的相对丰度最

高，说明根部内生细菌次级代谢产物丰富，从而证实

粉防己以主根入药的优势。细胞活动性、膜运输、信

号传导均在茎部注释到的基因数量最多，印证了茎作

为植物的营养器官，起着运输营养物质的作用，也说

明植物内生细菌与植物组织相辅相成。复制和修复、

翻译、折叠、分类和降解均在叶部注释到的基因数量

最多，说明叶生长旺盛，叶部内生细菌生长繁殖能力

较强。通过对粉防己根、茎、叶中内生细菌的功能预

测，为挖掘植物中功能菌株提供了参考依据。

４　结论

粉防己根、茎、叶部位均含有丰富的内生细菌，

其中根部内生细菌物种丰富度最高，叶部内生细菌

物种多样性最高，茎部内生细菌物种丰富度及多样

性均最低。在群落组成上，变形菌门为３个组织共
同的最优势菌门。在属水平上，不同组织部位内生

细菌优势菌属存在差异。拟无枝酸菌属、酸杆菌属

为根部优势菌属；泛菌属为茎部优势菌属；泛菌属、

金黄杆菌属为叶部优势菌属。３个组织受到各种因
素的影响，使得根、茎、叶中菌落结构呈现出差异性。

ＬＥｆＳｅ分析结果显示，放线菌门、β－变形菌纲、泛菌
属是引起组间差异的显著单元。功能预测发现，植物

内生细菌与植物组织相辅相成，其功能呈现出组织差

异性。根、茎、叶内生细菌在新陈代谢、细胞活动、遗

传信息处理通路上被注释到的基因数量较多。
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