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摘　 要　 为探究宁夏枸杞叶内生细菌群落随生长变化动态及其影响因素，利用高通量测序
技术分析宁夏枸杞幼叶、成熟叶和老叶 ３ 个典型生长时期叶内生细菌群落，并通过典范对
应分析和方差分解分析探究气候因子代表的宿主植物生活环境、叶光合参数代表的宿主器
官生理状态、叶内微生物生长可利用营养物质代表的植物体内内生菌生存微环境等三类环
境因子对叶内生菌群落动态变化的影响。 结果表明：３ 个宁夏枸杞叶生长时期内生细菌共
２８ 个门、５２ 个纲、１１８ 个目、２４９ 个科、５０３ 个属、７３８ 个种、９７８ 个 ＯＴＵｓ，α 多样性及丰富度
以幼叶中最多，随着叶片生长而减少，至叶片成熟老化，保持在较低的水平；变形菌门 γ⁃变
形菌纲是 ３ 个生长时期枸杞叶片中的优势类群，但幼叶内生细菌中优势科属为黄单胞菌科
食单胞菌属，成熟叶内生细菌优势科属为假单胞菌科假单胞菌属，老叶内生细菌优势科属
为肠杆菌科泛菌属；成熟叶和老叶内生细菌 ＯＴＵ 以继承前一个生长时期内生细菌 ＯＴＵ 为
主；叶内生细菌功能随叶片生长时期改变发生细微变化；不同生长时期影响叶内生细菌群
落组成的环境因子不同，以叶内微生物生长可利用营养物质对宁夏枸杞叶内生细菌群落组
成影响最大；宁夏枸杞叶内生细菌从各群落特征对不同叶生长时期内外环境变化做出响
应，植物体内内生菌生存微环境是影响宁夏枸杞内生菌群落动态变化主要因素。
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　 　 植物内生细菌是指在其生活史的一定阶段或全

部阶段，生活于健康植物的各种组织和器官的细胞

间隙或细胞内的细菌 （王志伟等，２０１５）。 植物内生

细菌作为植物微生物家族的重要成员，与宿主植物

关系密切，部分植物内生细菌可以促进宿主植物生

长（Ｌａｔｉｆ ｅｔ ａｌ．，２０１６；Ｓａｎｔｏｙｏ ｅｔ ａｌ．，２０１９）、防控植物

病虫害 （ Ｐｉｅｔｅｒｓｅ ｅｔ ａｌ．， ２０１４； Ｃｏｎｒａｔｈ ｅｔ ａｌ．， ２０１５；
Ｃａｒｒｉｏｎ ｅｔ ａｌ．，２０１９）、提高植物抗逆性（Ｕｌｌａｈ ｅｔ ａｌ．，
２０１９）、甚至可以作为植物生长的氮源（Ｂｅｌｔｒａｎｇａｒｃｉａ
ｅｔ ａｌ．，２０１４）。 由于根是植物吸收水分、无机离子和

营养物质的重要器官，目前内生菌的研究主要集中

于根部。 叶片作为光合作用的重要器官，其内生菌

与叶表附生菌一起组成叶际微生物，响应植物叶片

光合作用、蒸腾作用、叶部病虫害入侵等，而叶内生

菌研究非常少（Ｈｏｎｇｗｅｉ ｅｔ ａｌ．，２０１７；Ｗｈｉｔｅ ｅｔ ａｌ．，
２０１９）。

宁夏枸杞（Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ）为茄科多年生木本

植物，其果实（枸杞子）富含枸杞多糖、黄酮、甜菜碱

等有效物质，具有良好药用价值，与林木模式生物杨

树（Ｐｏｐｕｌｕｓ）类似，采用扦插繁殖，理论上更便于内

生菌水平传播，在道地产区长达 ６００ 多年种植历史

中，理论上内生菌与宁夏枸杞应已形成高度专性的

共生机制，但目前对于宁夏枸杞内生菌的研究仅仅

停留在分离培养和功能菌株筛选方面（刘建利等，
２０１１；徐海燕等，２０１３；杜晓宁等，２０１５ａ；杜晓宁等，
２０１５ｂ；祁鹤兴等，２０１５；代金霞等，２０１７；徐全智等，
２０１７；胡丽杰等，２０１９；胡丽杰等，２０２０）。 本研究对

不同生长时期宁夏枸杞叶片为材料，采用高通量测

序技术分析叶内生细菌群落动态变化对不同叶生长

时期的响应，并探讨了气候因子代表的宿主植物生

活环境、叶光合参数代表的宿主器官生理状态、叶内

微生物生长可利用营养物质代表的植物体内内生菌

生存微环境等三类环境因子对叶内生菌群落影响，
阐明影响宁夏枸杞叶片内生细菌群落构建的因素，
为将内生菌应用于宁夏枸杞栽培提供支持。

１　 材料与方法

１ １　 试验材料

宁夏枸杞品种“宁杞一号”，５ 年树龄，取自银川

产区（宁夏枸杞道地产区之一）地矿局枸杞种植园

（３８°２９′４７″Ｎ、１０６°０６′３１″Ｗ），胸径相差不超过 ２ ｃｍ，
冠幅相差不超过 １０ ｃｍ；每株取幼叶（２０１８ 年 ６ 月 ５
号采样，叶面积 ２ ～ ３ ｃｍ２，叶片颜色浅绿）、成熟叶

（２０１８ 年 ８ 月份 １０ 号采样，叶面积 ５～６ ｃｍ２，叶片颜

色深绿）、老叶（２０１８ 年 １０ 月 ２０ 号采样，叶面积 ５～
６ ｃｍ２，叶片颜色发黄）无病虫害的叶片 １０ ｇ，均匀混

合；每 ３ 棵树样品混样后四分法作为一个重复，一部

分表面消毒处理后－８０ ℃超低温保存用于测序，一
部分表面冲洗处理自然干燥后测定营养物质含量，
共 ３ 个生物学重复。
１ ２　 研究方法

１ ２ １　 气候因子的记录　 从中国气象网上收集获

得采样地每天的天气因子包括温度、湿度。
１ ２ ２　 光合参数测定 　 选晴天从 １０：００ 到 １６：００
采集样品，取植株顶端长势一致无遮挡叶片，采样同

时用便携式光合作用测量仪 （美国 ＬＩ⁃ＣＯＲ， ＬＩ⁃
６４００Ｐ）测定不同采样时的净光合速率、蒸腾速率，
每株树测量 １０ 个叶片，取平均值。
１ ２ ３　 叶片中微生物可利营养物质含量的测定　
采用茚三酮比色法进行叶片铵态氮的测定，采用水

杨酸比色法（吕伟仙等，２００４；马寰菲等，２０２０）进行

叶片硝态氮的测定，采用蒽酮硫酸法（李超，２０１８）
进行可溶性糖含量的测定。
１ ２ ４　 叶内生细菌的高通量测序　 在超净台中将
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样品混匀，先用蒸馏水洗去表面灰尘等物质，然后分

别放入试管中，加入 ７０％酒精 １０ ｍＬ，浸泡 ３ ｍｉｎ，取
出用无菌蒸馏水清洗样品 ３ 遍。 再用 ５％次氯酸钠

浸泡 ５ ｍｉｎ，取出用无菌蒸馏水清洗样品 ３ 遍，无菌

滤纸吸干，铝箔纸包裹，－８０ ℃超低温冰箱保存用于

高通量测序。
测序第一轮引物为 ７９９ｆ ／ １３９２ｒ，第二轮引物为

７９９ｆ ／ １１９３ （ Ｂｕｌｇａｒｅｌｌｉ ｅｔ ａｌ．，２０１２；Ｌｕｎｄｂｅｒｇ ｅｔ ａｌ．，
２０１２；Ｂｕｌｇａｒｅｌｌｉ ｅｔ ａｌ．，２０１５），由上海美吉生物医药

科技有限公司在 Ｍｉｓｅｑ ＰＥ３００ 平台完成；数据分析

在在交互式微生物多样性云分析平台（ｗｗｗ．ｍａｊｏｒ⁃
ｂｉｏ．ｃｏｍ，上海美吉生物科技有限公司）完成。

２　 结果与分析

２ １　 宁夏枸杞叶不同生长时期内生细菌多样性

比较

宁夏枸杞叶生长的 ３ 个典型时期共获得

４５３０３９ 条内生细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ Ｖ５－Ｖ７区序列，每条序

列平均长度 ３７０．７２ ｂｐ。 α 多样性指数随叶片生长

时期发生变化（表 １），幼叶内生细菌的多样性指数

Ｓｈａｎｎｏｎ 及丰富度指数 Ｓｏｂｓ、Ｃｈａｏ、ＡＣＥ 显著高于成

熟叶内生细菌和老叶内生细菌，而成熟叶内生细菌

和老叶细菌这些指数无显著差异。 因此，宁夏枸杞

叶不同生长时期内生细菌以幼叶期的多样性及丰富

度最多，随着叶片生长，多样性及丰富度在减少，成
熟期以后内生细菌 ＯＴＵ 保持在较低而稳定的水平。
２ ２　 宁夏枸杞叶不同生长时期内生细菌群落的物

种组成比较

宁夏枸杞叶 ３ 个典型生长时期内生细菌共发现

２８ 个门，图 １ 表示丰度高于 ０．１％的门，变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）是宁夏枸杞叶 ３ 个典型生长时期内

生细菌的优势类群，但在不同生长时期叶中丰度不

同，在幼叶内生细菌中为 ６２．０９％、成熟叶内生细菌

中为 ８８．８２％、老叶内生细菌中为 ７６．７９％。 在幼叶

内生 细 菌 中， 还 有 拟 杆 菌 门 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ）
（１４．０７％）、蓝菌门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）（８．２４％）、厚壁菌

门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） （７．４２％）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）
（７．１２％）丰度高于 ３％；而成熟叶内生细菌中只有厚

壁菌门（６．３８％）和放线菌门（３．４３％）丰度高于 ３％；
老叶内生细菌中只有放线菌门（２２．８２％）丰度高于

３％。 从门物种组成可以看出，宁夏枸杞叶不同生长

时期中以幼叶内生细菌门最丰富，成熟期和老化期

内生细菌高丰度物种数目明显减少。 物种差异分

析表明丰度前１５的门中只有异常球菌⁃栖热菌门

表 １　 宁夏枸杞叶不同生长时期内生细菌多样性指数
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ
样品（Ｓａｍｐｌｅｓ） Ｓｏｂｓ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｃｈａｏ ＡＣＥ

幼叶（Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓ） ５０３．６７±１１．５９ ａ ３．９７±１．０３ ａ ０．１０±０．１０ ｂ ５６２．３１±３２．０１ ａ ５３５．０２±３０．３０ ａ
成熟叶（Ｍａｔｕｒｅ ｌｅａｖｅｓ） １２１．６７±１４．４７ ｂ ０．９８±０．４６ ｂ ０．６３±０．２５ ａ １８３．８６±２５．７９ ｂ ２０５．５７±３５．５５ ｂ
老叶（Ｏｌｄ ｌｅａｖｅｓ） １２６．６７±６．１１ ｂ １．６０±０．３４ ｂ ０．３９±０．１６ ａｂ １８６．８４±７．７０ ｂ ２１３．６±２２．２０ ｂ
注： 不同字母表示存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ＜０．０５） ．

图 １　 宁夏枸杞叶 ３ 个典型生长时期内生细菌门水平物种组成
Ｆｉｇ．１　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ
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（Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ⁃Ｔｈｅｒｍｕｓ）在 ３ 个叶生长时期样品中有

显著差异（Ｐ＝ ０．０４８）。
在纲水平，宁夏枸杞叶 ３ 个典型生长时期内生

细菌共发现 ５２ 个纲，γ⁃变形菌（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅ⁃
ｒｉａ）是每个宁夏枸杞叶典型生长时期内生细菌的优

势类群，但在不同叶生长时期内生细菌中丰度不同，
在成熟叶内生细菌中最高（８６．２６％），老叶内生细菌

中次之（７４．８２％），在幼叶内生细菌最低（３７．８８％）
（图 ２）。 在幼叶内生细菌中 α⁃变形菌（Ａｌｐｈａｐｒｏ⁃
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） （ １２． ４１％）、 β⁃变形菌 （ Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅ⁃
ｒｉａ）（１０．２１％）、拟杆菌纲（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ） （８．８９％）、放
线菌纲（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） （７．１３％）、蓝细菌（Ｃｙｎｏｂａｃ⁃
ｔｅｒｉａ）（６．２５％）、芽孢杆菌纲（Ｂａｃｉｌｌｉ） （４．４６％）丰度

也较高；而成熟叶内生细菌中芽孢杆菌纲（６．３５％）
和放线菌纲（３．４３％）变成丰度第 ２ 和第 ３ 高的纲，

与优势纲 γ⁃变形菌占成熟叶内生细菌的 ９６．０６％；老
叶中放线菌纲丰度更高，高达 ２２．８２％，和优势纲 γ⁃
变形菌一起占老叶内生细菌的 ９７．６４％。 与门水平

类似，纲水平物种组成依然表明幼叶内生细菌最丰

富，叶片成熟期和老化期高丰度物种数目依次减少。
物种差异分析表明丰度前 １５ 的纲中 β⁃变形菌（Ｂｅ⁃
ｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）（Ｐ＝ ０．０２３）、鞘脂杆菌纲（Ｓｐｈｉｎｇｏｂ⁃
ａｃｔｅｒｉｉａ）（Ｐ＝ ０．０４５）、Ｐｈｙｃｉｓｐｈａｅｒａｅ 纲（Ｐ ＝ ０．０２３）在
３ 个叶生长时期样品中有显著差异。

在科水平，宁夏枸杞叶 ３ 个典型生长时期内生

细菌共 ２４９ 个科，３ 个宁夏枸杞叶典型生长时期内

生细菌优势类群不同 （图 ３），黄单胞菌科 （ Ｘａｎ⁃
ｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ） 为 幼 叶 内 生 细 菌 中 优 势 类 群

（３２．７７％），其余的科丰度均低于 １０％；成熟叶内生

细菌优势类群为假单胞菌科（ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ） ，

图 ２　 宁夏枸杞叶 ３ 个典型生长时期内生细菌纲水平物种组成
Ｆｉｇ．２　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ

图 ３　 宁夏枸杞叶 ３ 个典型生长时期内生细菌科水平物种组成
Ｆｉｇ．３　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｆａｍｉｌｙ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ
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丰度高达 ８４．３５％，其余的科丰度也均低于 １０％；老
叶 内 生 细 菌 中 肠 杆 菌 科 （ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ）
（５９．３０％）为优势类群， 微杆菌科（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅ⁃
ａｅ）次之，丰度高达 ２１％，而成熟叶内生细菌的优势

类群———假单胞菌科（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）在老叶内

生细菌中丰度下降到 ８．４６％。 物种差异分析表明，
丰度前 １５ 的科中假单胞菌科（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）
（Ｐ＝ ０．００１）、丛毛单胞菌科（Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ）（Ｐ ＝
０． ００５ ）、 分 枝 杆 菌 科 （ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ） （ Ｐ ＝
０．０２２）、草酸杆菌科（Ｏｘａｌｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ） （Ｐ ＝ ０．０２６）
在 ３ 个叶生长时期样品中有显著差异。

在属水平，宁夏枸杞叶 ３ 个典型生长时期内生

细菌共 ５０３ 个属，不同叶生长时期内生细菌优势属

不同（图 ４），食单胞菌属（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ） 为幼叶

内生细菌中优势属（２５．３９％），藤黄色杆菌属（Ｌｕｔｅｉ⁃
ｂａｃｔｅｒ）、蓝细菌（ｎｏｒａｎｋ＿ｃ＿＿Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、普雷沃

菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）紧随其后，丰度在 ５％ ～ １０％；而假

单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ） 为成熟叶内生细菌优势属

（８４．３５％），泛菌属（Ｐａｎｔｏｅａ）则是老叶内生细菌优

势属（５８．０４％），假单胞菌属位于泛菌属和短小杆菌

属（Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）（１７．９２％）之后，成为老叶内生细

菌中丰度第三的属（８．４６％）。 物种差异分析表明，
丰度前 ２０ 的属中假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ） （Ｐ ＝
０．００１）、 冰 冻 小 杆 菌 属 （ Ｆｒｉｇｏｒｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ） （ Ｐ ＝
０．００２）、分枝杆菌属（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） （Ｐ ＝ ０．０２２）、
马赛菌属（Ｍａｓｓｉｌｉａ）（Ｐ ＝ ０．０２６）在 ３ 个叶生长时期

样品中有显著差异。

在 ＯＴＵ 水平，宁夏枸杞叶 ３ 个典型生长时期内

生细菌共 ９７８ 个 ＯＴＵｓ（图 ５）。 共有 ＯＴＵ 分别占 ３
个宁夏枸杞叶典型生长时期内生细菌 ＯＴＵ 总数的

１０．２２％、４４．５５％和 ４７．２４％；在成熟叶内生细菌和老

叶内生细菌中，共有 ＯＴＵ 占绝大部分，特有 ＯＴＵ 分

别只占 １０． ００％和 ５． ５３％；ＯＴＵ 总数、特有 ＯＴＵ 数

目、特有 ＯＴＵ 占总百分比，都以幼叶内生细菌最高。
１７．７４％幼叶内生细菌 ＯＴＵ 继续出现在成熟叶内生

细菌 ＯＴＵ 中，占成熟叶内生细菌 ＯＴＵ 的 ７７．２５％，
５７．３５％成熟叶内生细菌 ＯＴＵ 出现在老叶内生细菌

ＯＴＵ 中，占老叶内生细菌总 ＯＴＵ 的 ６０．８０％，且有

８０．９０％老叶内生细菌 ＯＴＵ 与幼叶内生细菌 ＯＴＵ 相

同。 因此，宁夏枸杞叶内生细菌群落组成处于一个

动态变化中，成熟叶内生细菌和老叶内生细菌 ＯＴＵ
一部分继承自前一个生长时期内生细菌 ＯＴＵ，一部

分从外部环境中侵入，本实验结果显示以继承前一

个生长时期内生细菌 ＯＴＵ 为主，外部来源所占比例

较低，而这两部分的绝对比值，取决于叶本身的生理

状态和其他环境因子影响。
物种共现性网络表面，ＯＴＵ２４、ＯＴＵ５７、ＯＴＵ６４、

ＯＴＵ９７７ 是网络中最重要的节点（图 ６），与 ３ 个生长

时期样品密切相关，ＯＴＵ２４ 是短小杆菌属（Ｃｕｒｔｏｂａｃ⁃
ｔｅｒｉｕｍ）， ＯＴＵ５７ 和 ＯＴＵ９７７ 是假单胞菌 （ Ｐｓｅｕｄｏ⁃
ｍｏｎａｓ）、ＯＴＵ６４ 是冰冻小杆菌属（Ｆｒｉｇｏｒｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ），
它们构成宁夏枸杞叶内生细菌的核心微生物组。
２ ３　 宁夏枸杞叶不同生长时期内生细菌样本聚类

将所有样本根据内生细菌采用 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离

图 ４　 宁夏枸杞叶 ３ 个典型生长时期内生细菌属水平物种组成
Ｆｉｇ．４　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ
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图 ５　 宁夏枸杞叶 ３ 个典型生长时期内生细菌 ＯＴＵ 水平韦
恩图
Ｆｉｇ．５　 Ｖｅｎｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ＯＴＵ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｒｅｅ
ｔｙｐｉｃａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ

图 ６　 宁夏枸杞叶内生细菌 ＯＴＵ 和样品共现性网络
Ｆｉｇ． ６ 　 Ｃｏ⁃ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ
ＯＴＵ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ

聚类，结果如图 ７，３ 个叶生长时期内生细菌样品明

显区分，同一时期的样品聚为一个分支，但成熟叶内

生细菌和老叶内生细菌之间的关系要近于成熟叶内

生细菌和幼叶内生细菌之间的关系。ＡＮＯＳＩＭ分析

图 ７　 基于 ＯＴＵ Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离的样本聚类图

Ｆｉｇ． ７ 　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ
ＯＴＵ ｌｅｖｅｌ

表明，组间差异较显著（Ｐ ＝ ０． ００１）；ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ
也显示组间差异较显著（Ｒ２ ＝ ０．７６，Ｐ＝ ０．００３）。
２ ４　 环境因子对宁夏枸杞叶内生细菌群落动态变

化的影响

用 ＣＣＡ ／ ＲＤＡ 分析环境因子、样本、菌群（丰度

前 ５ 的属）三者间的关系或者两两之间的关系（图
８）。 幼叶内生细菌群落组成及其优势属———嗜单

胞菌属（ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）和丰度第二属———藤黄

色杆菌属（Ｌｕｔｅｉｂａｃｔｅｒ）与平均湿度、叶片中可溶性糖

含量显著负相关，老叶内生细菌及其优势属———泛

菌属（Ｐａｎｔｏｅａ）和丰度第二属———短小杆菌属（Ｃｕｒ⁃
ｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）与铵态氮、硝态氮密切正相关，成熟叶

内生细菌及其优势属———假单胞菌属 （ Ｐｓｅｕｄｏ⁃
ｍｏｎａｓ）则与平均温度、平均湿度、叶片中可溶性糖

含量、光合速率、蒸腾速率等大多数环境因子正相

关。 表明不同生长时期影响叶内生细菌群落组成的

环境因子不同。
在门水平方差分解分析（ＶＰＡ）分析平均温度

和湿度代表的气候因子，净光合速率和蒸腾速率代

表的叶片光合参数，叶片内铵态氮含量、硝态氮含

量、可溶性糖含量代表的叶内微生物生长可利用营

养物质对宁夏枸杞叶内生细菌群落组成的影响大

小，总解释度为 ９３．３６％，其中叶片内微生物生长可

利用营养物质单独解释度最高（５４．７８％，图９） 。因

图 ８　 宁夏枸杞叶 ３ 个典型内生细菌与不同环境因子的相
关性
Ｆｉｇ． ８ 　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｒｅｅ
ｔｙｐｉｃａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎ⁃
ｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ
注： Ｔ．平均温度，ＳＤ．平均湿度，ＪＱ．光合速率，Ｚ．蒸腾速率，Ａ．铵态氮，
Ｘ．硝态氮，Ｋ．可溶性糖。
Ｎｏｔｅ： Ｔ． ａｖｅｒａｇｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ； ＳＤ． ａｖｅｒａｇｅ ｈｕｍｉｄｉｔｙ； ＪＱ． ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｒａｔｅ； Ｚ． ｔｒａｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ； Ａ． ａｍｍｏｎｉｕｍ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； Ｘ． ｎｉｔｒａｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；
Ｋ． ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ．
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图 ９　 不同环境因子对宁夏枸杞叶不同生长时期内生细菌
群落组成的解释度
Ｆｉｇ．９　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｅｏｒｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ ｆａｃｔｏｒｓ
注： ＱＨ．气候因子，ＰＳ．光合参数，ＮＣ．叶片内微生物可利用营养物质
含量。
Ｎｏｔｅ： ＱＨ， ｃｌｉｍａｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ； ＰＳ， ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ； ＮＣ， ｎｕｔｒｉ⁃
ｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｆｏｒ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ．

此，本实验所涉及的 ３ 种影响内生细菌组成的因素

（气候因子代表的体外环境、光合参数代表的宿主

生理状态及叶内微生物生长可利用营养物质代表的

植物体内内生菌生存的微环境）之中，以植物体内

内生菌生存的微环境对宁夏枸杞叶内生细菌群落组

成影响最大。

３　 讨　 论

相比传统的分离培养法，基于宏基因组 ＤＮＡ 的

高通量测序技术能更好地揭示样品中微生物多样

性，已被广泛应用于微生物生态学研究领域（耿显

胜等，２０１８；Ｆａｄｉｊｉ ｅｔ ａｌ．，２０２０）。 Ｄｉｎｇ 等（２０１６）利用

高通量测序技术，发现变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）是

多年生豚草（Ａｍｂｒｏｓｉａ ｐｓｉｌｏｓｔａｃｈａｙａ ＤＣ．）、马利藻华

（Ａｓｃｌｅｐｉａｓ ｖｉｒｉｄｉｓ）、柳枝稷（Ｐａｎｉｃｕｍ ｖｉｒｇａｔｕｍ Ｌ．）、蓝
刚草（Ｓｏｒｇｈａｓｔｒｕｍ ｎｕｔａｎｓ）和芸香（Ｒｕｅｌｌｉａ ｈｕｍｉｌｉｓ）等
５ 种植物叶中的优势门，拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和
放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）丰度也较高，α⁃变形菌纲

（Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为优势纲。 Ｒｅｎ 等（２０１５ｂ）发

现，变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅ⁃
ｒｉａｃｅａｅ）和黄单胞菌科（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）是水稻

叶中的优势科。 Ｙｕ 等（２０１５）发现，变形菌门（Ｐｒｏ⁃
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）是各个生长

阶段甜叶菊（Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ）叶中丰度较高的门。
本实验也利用高通量测序技术，发现变形菌门 γ⁃变

形菌是叶、成熟叶和老叶宁夏枸杞叶片中的优势门

纲，在门水平叶内生细菌优势物种与前人研究相似，
而纲水平依据不同宿主植物有所不同。

关于植物内生细菌的来源，许多学者认为，一种

途径是经过垂直传播，母本植物部分内生细菌可以

通过维管束系统进入种子，或通过禾谷类花粉通道、
成熟种子的种脐、种皮的裂缝开口、种皮背部索状细

胞和种脊进入种子，成为种生内生细菌，它们往往是

下一代植物新植株内生细菌的重要来源（冯永君

等，２００１；路国兵等，２００７）；另一种途径是土壤和空

气、植物表面的细菌通过叶上气孔、水孔以及茎上的

皮孔、蜜腺、胚根和次生根发生处等自然孔口，根在

土壤中伸展时造成的持续不断的擦伤口、以及雨水

或冰雹和收割多年生植物等造成的机械损伤等伤口

进入植物体内，利用某些酶类或物理作用通过皮层

间隙向纵深进入，侵入中柱，随后进入导管，借着蒸

腾作用向植物的其他部位扩展（路国兵等，２００７），
有些内生细菌可以再回到空气中，通过空气运动重

新分布到植物叶茎等处，再通过气孔、水孔、皮孔等

回到植物体内（冯永君等，２００１）。 本研究也发现，
有部分宁夏枸杞内生细菌来自外部环境，但在成熟

叶和老叶内生细菌中只占小部分，其大部分内生细

菌主要来自前一个生长时期。
研究发现，植物内生细菌群落变化动态受到宿

主体内外环境的影响（Ｅｄｗａｒｄｓ ｅｔ ａｌ．，２０１５），包括宿

主植物种类（Ｓｈｅｎ ｅｔ ａｌ．，２０１５；Ｄｉｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１６）、宿
主植物基因型（Ｍａｒｑｕｅｓ ｅｔ ａｌ．，２０１５；Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚｂｌａｎｃｏ
ｅｔ ａｌ．，２０１５）、宿主植物组织器官 （Ｈａｍｅｅｄ ｅｔ ａｌ．，
２０１５）、宿主植物生长发育阶段 （Ｃｏｓｔａ ｅｔ ａｌ．，２０１２；
Ｒｅｎ ｅｔ ａｌ．，２０１５ａ；Ｙｕ ｅｔ ａｌ．，２０１５）、生长季节（Ｓｈｅｎ ｅｔ
ａｌ．，２０１５；Ｄｉｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１６）、地理位置 （Ｅｄｗａｒｄｓ ｅｔ
ａｌ．，２０１５）、土壤类型（Ｅｄｗａｒｄｓ ｅｔ ａｌ．，２０１５）、宿主植

物营养状态（Ｈａｍｅｅｄ ｅｔ ａｌ．，２０１５）、分离培养方法

（Ｅｄｗａｒｄｓ ｅｔ ａｌ．，２０１５）、施肥措施 （Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚｂｌａｎｃｏ
ｅｔ ａｌ．，２０１５）等。 本研究通过 ＣＣＡ ／ ＲＤＡ 和 ＶＰＡ 分

析探究气候因子代表的体外环境、光合参数代表的

宿主器官组织生理状态、叶内微生物生长可利用营

养物质代表的植物体内内生菌生存微环境等三类内

外环境因子对叶内生菌群落动态变化影响大小，发
现不同生长时期影响叶内生细菌群落组成的环境因

子不同，以叶内微生物生长可利用营养物质对宁夏

枸杞叶内生细菌群落组成影响最大，这是其他研究

未涉及的。
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由于内生菌所处环境比较特殊，涉及的环境因

子应该主要是宿主植物细胞间或细胞内的微环境，
而这些微环境因子由于原位检测技术落后，目前这

方面的研究基本空白。 本实验从微生物可利用的营

养物质角度对植物体内内生菌生存的微环境与内生

菌群落构建之间的关系进行了研究，但植物细胞细

胞质被各种细胞器区室化，细胞膜和细胞壁的选择

性通透性也造成细胞内外差异化，因此，本实验破碎

叶片组织和细胞后测得的叶片微生物可利用的营养

物质并不能完全代替内生菌所处部位的营养物质。
由于内生菌与植物细胞物质、能量、信息的交换只会

在特定区域进行，相对与宿主状态和宿主体外环境，
内生菌在宿主植物体内微环境应该是研究内生菌群

落构建机制的重点方向，各种环境因子原位检测技

术的发展才能促进内生菌在宿主植物体内微环境的

研究。

４　 结　 论

宁夏枸杞叶内生细菌 ＯＴＵ 外部来源比例较低，
多样性及丰富度在随叶片成熟、老化减少，其群落动

态变化主要受植物体内内生菌生存微环境的影响。
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