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摘   要：【目的】女贞是我国分布广泛的园林绿化树种、药用植物和资源昆虫白蜡虫的优良寄主

植物，解析女贞叶、茎、根、根际土壤 4 种生态位的细菌群落结构、物种组成和多样性特征，为

研究女贞及其相关微生物组的互作及开发利用女贞内生和根际细菌资源奠定基础。【方法】以女

贞叶、茎、根、根际土壤为研究材料，基于细菌 16S rRNA 基因 V5–V7 区，通过 Illumina MiSeq
扩增子高通量测序和生物信息学分析，比较女贞不同生态位细菌群落结构、物种组成、功能的差

异性和相似性。【结果】女贞 4 种样本共获得 168 229 条有效序列，聚类后共计 977 个 OTU，归

属于 23 门，54 纲，138 目，227 科和 399 属。不同生态位细菌群落多样性从根际土壤到根、茎、

叶自下而上逐渐降低，Shannon 指数分别为 4.514、3.856、2.704 和 1.908。β-多样性分析表明，女

贞 4 种生态位细菌群落结构存在显著差异(R=0.842 6，P<0.05)，而叶与茎(R=0.481 5，P>0.05)、
根与根际土壤(R=0.888 9，P>0.05)的细菌群落结构相对较为相似。在物种组成上，根、茎和叶内

生细菌群落中相对丰度较高的为变形菌门和放线菌门，根际土壤中相对丰度较高的为绿弯菌门；

在属水平上，女贞核心菌群主要包括红球菌属、马赛菌属、鞘氨醇单胞菌属、伯克氏菌属、慢生

根瘤菌属和热酸菌属，其中伯克氏菌属、慢生根瘤菌属等为植物益生菌资源。功能预测结果显示，

不同生态位细菌群落的功能以化能异养为主，地上部分(叶、茎)菌群主要在碳、氢循环中发挥作
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用，而地下部分(根和根际土壤)菌群主要行使与氮循环相关的功能。【结论】女贞不同生态位的细菌

群落多样性自下而上呈现过滤选择机制，不同样本细菌群落结构生态位分化特征明显，在物种组成

上存在植物区室特异性。女贞相关微生物群中存在多种植物益生菌，值得进一步研究和开发利用。 

关键词：女贞；植物内生细菌；根际细菌；群落结构；多样性；生态位分化；功能预测  
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Abstract: [Objective] Ligustrum lucidum Ait., a plant with landscaping and medical values as well as 

an excellent host plant for the resource insect Ericerus pela, is widely distributed in China. This study 

aims to investigate the community structure, species composition, and diversity of bacteria in four 

niches (leaf, stem, root, and rhizosphere soil) of L. lucidum, and to lay a foundation for the interaction 

between L. lucidum and its associated microbiota, so as to provide a scientific basis for exploiting and 

utilizing endophytic and rhizospheric bacterial resources. [Methods] The leaf, stem, root, and 

rhizosphere soil samples of L. lucidum were collected, and the V5–V7 region of bacterial 16S rRNA 

gene was sequenced with the Illumina MiSeq platform. The bacterial community structure, species 

composition, and function in different niches were compared with bioinformatics tools. [Results] The 

high-throughput sequencing generated 168 229 valid sequences for the four samples of L. lucidum. A 

total of 977 OTUs were annotated, belonging to 23 phyla, 54 classes, 138 orders, 227 families, and  

399 genera. The bacterial community diversity decreased gradually in the order of rhizosphere soil, 

root, stem, and leaf, with the Shannon indexes of 4.514, 3.856, 2.704, and 1.908, respectively. The 

β-diversity analysis indicated that there were significant differences in bacterial community structure 

among four niches (R=0.842 6, P<0.05). The bacterial community structure was similar between leaf 

and stem (R=0.481 5, P>0.05) as well as between root and rhizosphere soil (R=0.888 9, P>0.05). At the 

level of phylum, Proteobacteria and Actinobacteriota were dominant in leaf, stem, and root, while 

Chloroflexi had the highest relative abundance in rhizosphere soil. The dominant genera mainly 

included Rhodococcus, Massilia, Sphingomonas, Burkholderia, Bradyrhizobium, and Acidothermus, 

some of which, like Bradyrhizobium and Burkholderia, were plant probiotics. Chemoheterotrophy was 

the predominant function in each niche. The bacterial community in the aboveground part (leaf and 

stem) mainly played a role in carbon and hydrogen cycle, while that in the underground part (root and 
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rhizosphere soil) mainly played a role in nitrogen cycle. [Conclusion] The bacterial community 

diversity in different niches of L. lucidum showed a selective filtration mechanism from bottom to top. 

The niche differentiation of bacterial community structure was obvious in different samples, and plant 

compartment specificity existed in species composition. There were a variety of plant probiotics in   

L. lucidum-associated microbiota, which were worthy of further study and utilization. 

Keywords: Ligustrum lucidum Ait.; endophytic bacteria; rhizospheric bacteria; community structure; 
diversity; niche differentiation; function prediction 

生态位被定义为影响栖息地内某一物种的

生物和环境因素的总和，包括一个物种如何利

用这个环境 [1]。在一个植物器官上的群落环境

中，某一特定微生物成员种群的建立被视为生态

位定殖(niche colonization)[2]。植物并不是一个孤

立的有机体，在其组织内部和表面，栖息着各种

各样的微生物，包括细菌、古菌、真菌、原生

生物、病毒等，将植物及其相关微生物群的整

体称为植物共生功能体(plant holobiont)[3]。通常

将植物内生细菌(endophytic bacteria)定义为部

分或全部生命周期定殖于植物组织内部的细 

菌[4]，这些细菌对植物存在有利、中性或有害

的影响。根据内生菌与宿主植物相互作用的关

系可以将其分为互利共生(mutualism)、偏利共

生(commensalism)和寄生(parasitism)内生菌[4]。

研究表明，植物内生菌与植物生长发育、适应

性和抗逆性等密切相关，并且发现内生菌的功

能受宿主类型和环境因子的影响 [2]。此外，植

物内生菌的次生代谢产物是抗癌、抗氧化、抗

病毒、抑菌、杀虫等药物的重要来源[5–6]。 

根际 (rhizosphere)通常指包围根且受根系

影响的薄层土壤[7]，根际土壤中富含根际沉积

物(rhizodeposits)，包括根系释放的营养物、分

泌物、边缘细胞、黏液等，这些物质可吸引土

壤中的细菌、真菌、卵菌、病毒、古菌、原生

生物等土壤微生物在根际栖息繁殖[2,7]。根际微

生物被视为植物的第二基因组，在促进植物生

长、健康、营养获取、胁迫耐受和生物地球化

学循环中发挥着关键作用[7–8]。近年来，随着合

成群落(SynComs)这一合成生物学技术的推广

应用，植物相关微生物群作为一种绿色资源，

减少了农林业生产活动中对农药化肥的依赖，

同时在作物育种、植物修复、促进环境友好型

可持续发展中扮演着重要角色[9–11]。 

女 贞 (Ligustrum lucidum Ait.) 是 木 犀 科

(Oleaceae)一种常绿乔木或灌木，又名大叶女

贞、蜡树等，果(女贞子)可入药，具有耐旱、耐

寒、抗污染、降低空气 PM (particulate matter)

等优良特性[12–13]，在我国主要分布于长江流域

及南方各省，常作行道树、孤植树等种植。此

外，女贞还具有较强的重金属离子积累和转运

能力，在污染土壤的生物修复和指示空气污染

物的应用中具有巨大潜力[13]。长期以来，女贞

还作为我国重要资源昆虫白蜡虫(Ericerus pela)

的优良寄主，在虫白蜡的生产中发挥着关键基

础性作用[14]。 

近年来，不依赖培养的下一代测序技术(包

括 16S rRNA 基因扩增子测序、宏基因组测序

等)极大拓展了人们对存在于植物体内、表面

及周围环境中微生物类群的认识 [15]。然而，

目前从整个植株水平上研究植物不同生态位

细菌群落结构组成、多样性的植物数量有限，

多集中于拟南芥(Arabidopsis)、甘蔗(Saccharum 

officinarum)、美洲黑杨(Populus deltoides)、构

树(Broussonetia papyrifera)、黑果枸杞(Lycium 

ruthenicum)等物种[16–20]。本研究以女贞为研究
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对象，基于 16S rRNA 基因扩增子测序，系统

分析女贞不同生态位(叶、茎、根、根际土壤)

的细菌群落结构、多样性、物种组成的相似性

和差异性，旨在为林木微生物组研究提供参考，

同时为研究女贞-细菌相互作用和开发利用女

贞内生和根际细菌资源提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  研究区域概况 
5 年生女贞取自云南省昆明市平顶山白蜡

虫种质资源基地女贞人工纯林 (25°04′ N，

102°48′ E)，平均海拔 2 190 m，位于昆明市东

北郊的金殿国家森林公园，属亚热带高原山地

季风气候，土壤类型为山地红壤，年平均气温

15 °C 左右，年平均降水量约 1 030 mm，蒸发

量约为 1 870 mm[21]。 

1.2  样品采集和表面无菌化处理 
2020 年 7 月，在上述研究区内相距 30 m，

选择 3 株健康且株型一致的女贞植株(平均株高

2.14 m，平均地径 8.65 cm)，分别收获叶、茎(一

年生)、根和根际土壤(经检测，取样土壤平均

pH 为 4.76，平均温度为 20.3 °C，平均湿度为

25.6%)，采集根际土壤时，用无菌刷刷取根面

附着的薄层土壤，并过 2 mm 无菌筛网后置于

无菌 EP 管中，立即保存于干冰中，用于后续

DNA 的抽提。采集的叶、茎、根先置于 4 °C

保温冰盒内，并在 12 h 内带回实验室，进行表

面无菌化处理：流水洗净表面泥土，无菌吸水

纸擦干，无菌水振荡漂洗数次至洗涤液无色后，

置于 75%乙醇中浸泡 2 min，2.5% NaClO (含

0.1% Tween80)溶液浸泡 5 min 后转移至 75%乙

醇中浸泡 30 s，最后用无菌水冲洗 3 次，液氮

速冻，最后一次无菌水洗涤液经涂板检测无菌

后，于无菌条件下进行 DNA 的提取[16,20]。每

种样品 3 个重复，叶内圈(leaf endosphere)、茎

内圈(stem endosphere)、根内圈(root endosphere)

和根际土壤(rhizosphere soil)分别记为 LE、SE、

RE 和 RS。 

1.3  总 DNA 提取和 PCR 扩增测序 

样本 DNA 的提取与扩增测序均由美吉生

物(上海)微生态事业部完成。根据 FastDNA® 

SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals)说明书进行

微生物群落总 DNA 抽提，使用 1%的琼脂糖凝胶

电泳检测 DNA 的提取质量，使用 NanoDrop2000

测定 DNA 浓度和纯度；质检合格后，使用    

第一轮扩增引物 799F (5′-AACMGGATTAGATA 

CCCKG-3′)和 1392R (5′-ACGGGCGGTGTGTR 

C-3′)和第二轮扩增引物 799F (5′-AACMGGATT 

AGATACCCKG-3′)和 1193R (5′-ACGTCATCCC 

CACCTTCC-3′)[20]对 16S rRNA 基因 V5–V7 可

变区进行 PCR 扩增， PCR 试验使用 ABI 

GeneAmp® 9700 型 PCR 仪，采用 TransGen 

AP221-02：TransStart Fastpfu DNA Polymerase，

20 μL 反应体系，每样本 3 次重复。扩增程序如

下：95 °C 预变性 3 min，第一轮引物 27 个循环，

第二轮引物 13 个循环(95 °C 变性 30 s，55 °C

退火 30 s，72 °C 延伸 45 s)，然后 72 °C 稳定延

伸 10 min，最后 4 °C 保存。PCR 产物经回收、

纯化、定量检测合格后，使用 NEXTFLEX Rapid 

DNA-Seq Kit (Bioo Scientific，USA)进行建库，

利用 Illumina MiSeq PE300 平台进行测序。原

始数据上传至 NCBI SRA 数据库 (序列号：

PRJNA732293)。 

1.4  测序数据处理及生物信息学分析 

分别使用 fastp (0.19.6)[22]和 FLASH (1.2.11)[23]

软件对原始测序序列进行质控和拼接，获得优

化后的有效序列。然后使用 UPARSE[24]软件，

将相似度大于 97%的有效序列聚类为一个细菌

OTU (operational taxonomic unit) (未培养)，并

剔除嵌合体。采用 RDP classifier[25]贝叶斯算法
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对 OTU 代表序列进行物种分类注释，通过比

对 Silva 16S rRNA 数据库(v138)，设置比对分

类置信度阈值为 0.7，生成 OTU 分类统计表。

按 最 小 样 本 序 列 数 抽 平 后 ， 使 用 Mothur 

(v1.30.1)[26]软件计算各样本的 α 多样性指数并

进行 Student’s t 检验，根据 Shannon 指数绘制

稀释曲线；采用 R 语言统计和绘图，分析不同

样品门、纲、属水平上的物种组成情况；利用

QIIME 软件计算 β 多样性 Bray-Curtis 距离矩

阵，使用非加权组平均法(UPGMA)构建样本等

级聚类树，并进行相似性分析(ANOSIM)，比较

不同样品细菌群落结构的相似性和差异程度；

利用 LefSe 软件，寻找不同样品中的差异物种，

并结合 LDA 线性判别分析评估这些差异物种

对组间差异影响的大小 [27]。采用韦恩图和

GGTERN 软件绘制的三元相图比较不同植株间

的物种分布差异，最后基于 FAPROTAX 数据库

预测不同样本菌群的生态功能，并对结果进行

Kruskal-Wallis 秩和检验多组比较分析。以上分

析在美吉生物云平台(https://cloud.majorbio.com)

上完成。 

2  结果与分析 

2.1  测序数据统计及 α 多样性 
女贞叶、茎、根和根际土壤 4 种样品测序

后共获得 232 887 条原始序列，序列平均长度

为 375 bp，质控优化后共获得 168 229 条有效

序列，LE、SE、RE、RS 各样品有效序列数分

别为 53 444、50 756、30 551 和 33 478，各样

品 3 个样本的平均有效序列数为 17 815、     

16 919、10 184 和 11 159 (表 1)。此外，基于

OTU 水平的覆盖度Coverage指数(表 1)来评估本

研究的测序深度，可以看出，4 种样品的覆盖度

指数均大于 98%，并且稀释曲线分析表明(数据

未列出)，12 个样本随着测序数据量的增加，即

在测序 reads 数达到 4 000 以后，稀释曲线趋于

平缓，说明本次测序深度足够，测序数据能反

映样品中的实际物种组成情况，继续增加测序

数据量对发现新物种的贡献较小。 

4 种样品的有效序列经 OTU 聚类和物种分

类注释后，共获得 977 个 OTU，归属于 23 门，

54 纲，138 目，227 科和 399 属。LE、SE、RE、

RS 4 种样品细菌群落中的 OTU 数分别为 312、

255、537 和 560，分别占 OTU 总数的 31.93%、

26.10%、54.96%和 57.32% (表 1)。将各样本细

菌的 reads 数标准化为 8 710 后，基于 OTU 水

平计算 4 种样品的物种丰富度指数(Chao1 index)

和群落多样性指数(Shannon index)，以此作为

评估女贞 4 种生态位中细菌群落多样性的依

据。由表 1 可见，RS 的 Chao1 指数最大，为

541.96，且显著高于 RE (360.81)、LE (166.52)   

和 SE (165.80)；Shannon 指数的大小排序为 

 
表 1  不同样品测序信息和细菌群落多样性分析 
Table 1  Sequencing information and diversity index of bacterial communities in different samples 

Samples Raw sequences Valid sequences Number of OTUs Chao1 index Shannon index Coverage/% 

LE 55 166 53 444 312 166.52±50.18 c 1.908±0.46 c 99.71 

SE 57 105 50 756 255 165.80±26.89 c 2.704±0.46 b 99.64 

RE 56 444 30 551 537 360.81±32.31 b 3.856±0.35 a 99.23 

RS 64 172 33 478 560 541.96±58.51 a 4.514±0.30 a 98.76 

Total 232 887 168 229 977 — — — 

The diversity index data in the table were means±SD (standard deviation). Different letters in the same column indicated 
significant difference among samples at P<0.05 level. LE: leaf endosphere; SE: stem endosphere; RE: root endosphere; RS: 
rhizosphere soil. The same below. 
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RS>RE>SE>LE，表明女贞根际土壤和根内生细

菌群落的物种丰富度和群落多样性显著高于茎

和叶(P<0.05)。 

2.2  不同生态位共有和特有物种组成分析 
对女贞叶、茎、根、根际土壤 4 种生态位

细菌群落的 OTU 进行 Venn 图分析(图 1A)，    

4 种生态位共有 59 个 OTU，占 OTU 总数的

6.04%；LE 与 SE，LE 与 RE，LE 与 RS，SE

与 RE，SE 与 RS，RE 与 RS 共有的 OTU 数分

别为 152、137、112、123、96 和 354，由此可

见，根与根际土壤(354)、叶与茎(152)共有的 OTU

数量相对较多，说明二者细菌群落间的物种相

似度相对较高。此外，LE、SE、RE、RS 4 种

样品特有的 OTU 数分别为 102、64、121 和 171，

分别占 OTU 总数的 10.44%、6.55%、12.38%和

17.50%，根际土壤中特有物种的数量最多。 

基于女贞叶、茎、根、根际土壤 4 种生态位

中细菌群落共有和特有 OTU 在属水平上的物种

注释结果，由图 1B 可以看出，4 种生态位共有属

主要有 12 个，包括：红球菌属(Rhodococcus)、

马 赛 菌 属 (Massilia) 、 鞘 氨 醇 单 胞 菌 属

(Sphingomonas)、伯克氏菌属(Burkholderia)、慢

生 根 瘤 菌 属 (Bradyrhizobium) 、 热 酸 菌 属

(Acidothermus)、埃希氏-志贺氏菌属(Escherichia- 

Shigella)、伴肠杆菌属(Conexibacter)、戴氏菌

属(Dyella)、分枝杆菌属(Mycobacterium)、甲基

杆 菌 属 (Methylobacterium) 和 芽 孢 杆 菌 属

(Bacillus)，其中红球菌属在 4 种生态位共有物

种中所占比例最高(31.84%)。此外，LE 中特有

的物种主要包括：韧皮部杆菌属 (Candidatus 

Liberibacter)、利姆诺杆菌属(Limnobacter)、地

芽孢杆菌属(Geobacillus)、Abditibacterium、紫

单胞菌属(Parabacteroides)；SE 中特有的物种

主要包括：萨勒河菌属 (Salana)、NS5 marine 

group、弹性蛋白菌(Proteiniclasticum)、Tyzzerella、

Eubacterium hallii group；RE 中特有的物种主要

包括：巴斯德氏菌属(Pasteuria)、大洋芽孢杆菌

属(Oceanobacillus)、温双岐菌属(Thermobifida)、

Candidatus Soleaferrea、Agathobacter；RS 中特

有的物种则主要包括：Bauldia、Methylorosula、

HSB OF53-F07 (表 2)。值得注意的是，女贞叶、

茎、根、根际土壤样 

 

 
 
图 1  叶、茎、根和根际土壤中细菌群落的共有物种组成分析 
Figure 1  Common species composition analysis of bacterial communities of leaf, stem, root and 
rhizosphere soil. A: Venn diagram of bacterial communities of four samples at the OTU level; B: common 
genera of bacterial communities of four samples. Different colors in the pie chart represented different 
species, and pie area represented the percentage of a given species in the total number of common species. 
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表 2  女贞叶、茎、根、根际土壤特有细菌属 
Table 2  Genera of endemic bacteria in leaf, stem, root and rhizosphere soil of L. lucidum 

Samples Genus Taxonomic affiliation Percentage/%

LE Candidatus Liberibacter P: Proteobacteria; C: Alphaproteobacteria; F: Rhizobiaceae 17.33 

Limnobacter P: Proteobacteria; C: Gammaproteobacteria; F: Burkholderiaceae 13.00 

Geobacillus P: Firmicutes; C: Bacilli; F: Bacillaceae 8.66 

Abditibacterium P: Abditibacteriota; C: Abditibacteria; F: Abditibacteriaceae 5.78 

Parabacteroides P: Bacteroidota; C: Bacteroidia; F: Tannerellaceae 4.69 

SE Salana P: Actinobacteriota; C: Actinobacteria; F: Beutenbergiaceae 32.99 

NS5 marine group P: Bacteroidota; C: Bacteroidia; F: Flavobacteriaceae 8.25 

Proteiniclasticum P: Firmicutes; C: Clostridia; F: Clostridiaceae 7.22 

Tyzzerella P: Firmicutes; C: Clostridia; F: Lachnospiraceae 7.22 

Eubacterium hallii group P: Firmicutes; C: Clostridia; F: Lachnospirace 5.15 

RE Pasteuria P: Firmicutes; C: Bacilli; F: Thermoactinomycetaceae 14.23 

Oceanobacillus P: Firmicutes; C: Bacilli; F: Bacillaceae 8.94 

Thermobifida P: Actinobacteriota; C: Actinobacteria; F: Nocardiopsaceae 7.32 

Candidatus Soleaferrea P: Firmicutes; C: Clostridia; F: Ruminococcaceae 6.91 

Agathobacter P: Firmicutes; C: Clostridia; F: Lachnospiraceae 4.88 

RS Bauldia P: Proteobacteria; C: Alphaproteobacteria; F: Rhizobiales Incertae 13.74 

Norank Acidimicrobiaceae P: Actinobacteriota; C: Acidimicrobiia; F: Acidimicrobiaceae 10.54 

Methylorosula P: Proteobacteria; C: Alphaproteobacteria; F: Beijerinckiaceae 3.19 

HSB OF53-F07 P: Chloroflexi; C: Ktedonobacteria; F: Ktedonobacteraceae 2.56 

Norank Sutterellaceae P: Proteobacteria; C: Gammaproteobacteria; F: Sutterellaceae 2.24 

The percentage indicated the proportion of a given species in the total number of endemic species. P: phylum; C: class; F: 
family. 

 
品的特有物种在各自细菌群落中的相对丰度均

较小(<1%)。 

2.3  不同生态位优势类群组成分析 

在门水平上，4 种生态位细菌群落中丰度

相 对 较 高 的 细 菌 主 要 包 括 变 形 菌 门

(Proteobacteria)、放线菌门(Actinobacteriota)、绿

弯菌门(Chloroflexi)、酸杆菌门(Acidobacteriota)、

厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 和 异 常 球 菌 门

(Deinococcota)。不同细菌门在 4 种生态位中的

丰度存在差异，变形菌门在 LE、SE、RE 及 RS

中的相对丰度分别为 41.90%、51.36%、50.54%

和 20.60% ； 放 线 菌 门 的 相 对 丰 度 分 别 为

53.39%、43.56%、39.27%和 27.61%；绿弯菌门

(35.37%)和酸杆菌门 (13.18%)主要分布于 RS

中；厚壁菌门(6.31%)主要分布于 RE 中；异常

球菌门(2.14%)则在 SE 中的相对丰度较高。由

此可见，女贞叶、茎、根 3 种生态位内生细菌

群落中相对丰度较高的为变形菌门和放线菌

门，而绿弯菌门、酸杆菌门在根际土壤中的相

对占比较高(图 2A)。 

在纲水平(图 2B)，LE、SE、RE 中细菌

群落的放线菌纲 (Actinobacteria)、 γ-变形菌

纲 (Gammaproteobacteria) 和 α-变 形 菌 纲

(Alphaproteobacteria)相对丰度较高；RS 中相对

占比最高的为 AD3 (30.07%)，其次为 α-变形菌

纲 (14.19%)、放线菌纲 (14.15%)、酸杆菌纲

(Acidobacteriae) (13.16%) 和 嗜 热 油 菌 纲

(Thermoleophilia) (11.50%)。此外，芽孢杆菌纲

(Bacilli)主要分布于 RE (5.38%)中；纤线杆菌纲

(Ktedonobacteria)主要分布于 RE 和 RS 中；



 

 

 

李斌等 | 微生物学报, 2022, 62(2) 693 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

TK10、酸微菌纲 (Acidimicrobiia)主要分布在

RS 中；异常球菌(Deinococci)则主要分布于 SE

和 LE 中。由图 2 还可看出，放线菌纲

(14.15%–53.50%)和 γ-变形菌纲(6.41%–36.55%)

在女贞根际土壤、根、茎、叶中的相对丰度呈

现逐渐升高的变化趋势。 

由图 2C 可见，在属水平上，LE 和 SE 细

菌群落中的相对丰度较高的为红球菌属和青枯

雷尔氏菌属(Ralstonia)，二者合并后的占比分别

为 73.19%和 45.02%，LE 中相对丰度较高的细

菌还有埃希氏菌属(8.34%)，SE 中相对丰度较高

的细菌还有马赛菌属(14.02%)和鞘氨醇单胞菌

属(11.08%)。此外，RE 中慢生根瘤菌属(10.46%)

和伯克氏菌属(9.35%)的相对丰度较大，其他相

对丰度较高的细菌还有青枯雷尔氏菌(6.18%)、

Acidibacter (6.10%)、Kutzneria (6.05%)和戴氏菌

属(5.53%)。RS 中则以未归类的 AD3 纲(30.07%)

丰度最高，其次为热酸菌属(8.69%)、伴肠杆菌

属(6.69%)。由此可以看出，红球菌属、青枯雷

尔氏菌、贪噬菌属(Variovorax)主要以植物组织

内生菌的形式分布于女贞的叶、茎和根内；马赛

菌属、鞘氨醇单胞菌属、埃希氏菌属、甲基杆菌

属、Frigoribacterium、异常球菌属(Deinococcus)

和动球菌属(Kineococcus)主要分布于女贞的地 

 

 
 

图 2  叶、茎、根和根际土壤中细菌在门(A)、纲(B)和属(C)水平上的相对丰度 
Figure 2  The relative abundance of bacteria in leaf, stem, root and rhizosphere soil at phylum (A), class (B) 
and genus (C) level. In figure A and figure B, the “others” represented the sum of bacterial taxa with relative 
abundance of less than 1%. In figure C, the colors represented the logarithms of relative abundance of 
bacteria. 
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上部分(叶、茎)中；而伯克氏菌属、慢生根瘤

菌属、热酸菌属、伴肠杆菌属、Acidibacter、

分枝杆菌属则主要分布于女贞的地下部分(根、

根际土壤)中。 

2.4  β 多样性分析 
本研究基于 Bray-Curtis 距离，通过类平均

法(average)对距离矩阵进行等级聚类，结果如

图 3 所示，在 OTU 水平上，LE 与 SE 聚为一支，

RS 与 RE 聚为一支，表明女贞叶与茎的内生细

菌群落结构相似性相对较高，根际土壤与根内

生细菌群落结构较为相似。此外，相对于 RS

而言，RE 与 LE、SE 的距离较近，表明女贞不

同组织内生细菌群落结构具有一定的相似性。 

与样本等级聚类分析不同，相似性分析

(ANOSIM)是生态学中分析高维度数据组间  

(2 组或多组 )相似性的非参数检验统计方法，

可 用 于 评 估 多 组 实 验 数 据 的 整 体 相 似性   

(R 值越小，表明组间相似性越高，反之亦然；

P 值大小用来评估差异的显著水平)[19]。基于

Bray-Curtis 距离算法对女贞 4 种生态位细菌群

落组成进行 ANOSIM 分析，执行 999 次置换计

算 P 值，结果如表 3 所示，女贞 4 组样品间或 

 

 
 
图 3  基于 OTU 的样本等级聚类树 
Figure 3  Hierarchical cluster tree based on the 
OTU. 

表 3  不同样品间细菌群落的相似性分析 
Table 3  Analysis of similarities (ANOSIM) of 
bacterial communities between the samples 

Samples R P 

LE vs SE vs RE vs RS 0.842 6 0.002* 

LE vs SE vs RE 0.629 6 0.001* 

LE vs SE vs RS 0.860 1 0.007* 

SE vs RE vs RS 0.942 4 0.001* 

LE vs SE 0.481 5 0.098 

LE vs RE 0.777 8 0.098 

LE vs RS 1 0.098 

SE vs RE 0.851 9 0.098 

SE vs RS 1 0.098 

RE vs RS 0.888 9 0.098 
The values with asterisk indicated significant differences at 
P<0.05. 

 

任意 3 组样品间的组间差异均显著大于组内差

异(P<0.05)，其中 LE vs SE vs RE 的 R 值相对较

小(0.629 6)，表明女贞叶、茎、根内生细菌群落

结构的差异相对较小。然而，在两两比较分析

中，虽然 R 值均大于 0，但 P 值均大于 0.05，

表明任意两组间的组间差异均大于组内差异，

但不显著；其中 LE vs SE 的 R 值最小(0.481 5)，

表明女贞叶与茎内生细菌群落结构的差异相对

较小。 

2.5  女贞不同生态位物种差异分析 
通过以上 β-多样性分析可以看出，女贞不

同生态位细菌群落结构存在差异。本研究对

LDA 阈值大于 4，采用 All-against-all 多组比较

策略，分析门到属水平上存在显著差异的物种，

结果如图 4 所示。在门、纲、目水平上(图 4A)，

放线菌门、放线菌纲、Corynebacteriale 特异富

集于叶中；Kineosporiales、伯克霍尔德氏菌目

(Burkholderiales) 特 异 富 集 于 茎 中 ；

Paenibacillales、Pseudonocardiale、黄单胞菌目

(Xanthomonadales)、根瘤菌目(Rhizobiales)特异

富集于根内；而绿弯菌门、酸杆菌门、酸杆菌

纲、嗜热油菌纲、纤线杆菌纲、TK10、AD3、 
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图 4  不同生态位细菌群落的 LEfSe 分析 
Figure 4  LEfSe analysis of bacterial communities in different niches. A: the cladogram of bacterial 
communities in different niches. The red, blue, green and purple nodes in the figure represented bacterial taxa 
that were significantly enriched in LE, SE, RE and RS, respectively, and significantly influenced the 
differences between groups at the same time. The yellow nodes represented bacterial taxa that have no 
significant differences among different groups, or that had no significant effect on the differences between 
groups. B: the LDA analysis of bacterial communities in different niches. The LDA score indicated the effect 
of species abundance on the difference between groups, and the higher score represented greater influence. 
The P, C, O, F and G represented phylum, class, order, family and genus, respectively. 
 
酸 杆 菌 目 (Acidobacteriales) 、 Frankiales 、

Solirubrobacterales、纤线杆菌目(Ktedonobacterales)

特异富集于根际土壤中。 

在属水平(图 4B)，LE 中的生物标记物为红

球菌属、青枯雷尔氏菌属；SE 中的生物标记物

为马赛菌属、Frigoribacterium、甲基杆菌属、

动球菌属；RE 中的生物标记物为慢生根瘤菌、

Kutzneria、Acidibacter、分枝杆菌属、类芽孢杆

菌属(Paenibacillus)，RS 中的生物标记物为热酸

菌属、Conexibacter。相比较而言，这些物种的

存在对女贞不同生态位中细菌群落结构及物种

组成差异的影响较大。 
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2.6  女贞不同植株叶、茎、根、根际土壤

物种组成比较分析 

对不同女贞植株叶、茎、根、根际土壤物种

组成比较分析发现，3 个植株叶、茎、根、根际

土壤共有的 OTU 数分别为 44、67、121 和   

330 个，分别占不同样品 OTU 总数的 14.10%、

26.27%、22.53%和 58.93%(图 5)。此外，基于 OTU

水平的三元相图分析显示，根际土壤菌群中的

OTU 多分布于三元相图的中部，叶和茎中相对丰

度较高的 OTU (注释为红球菌属和青枯雷尔氏菌

属)主要分布于三元相图的中部，而根内菌群的

OTU 在三元相图中的位置则比较分散(图 5)。由

此表明，女贞根际土壤菌群的物种在不同植株间

分布较均匀，根际土壤物种组成的株间差异相对

较小；叶和茎内优势物种在不同植株内的分布比

较平均，但也存在部分物种在单一植株内的特异

性富集；不同植株间根内菌群结构差异相对较

大，这与样本等级聚类分析的结果类似。 

 

 
 
图 5  不同植株间叶(A)、茎(B)、根(C)和根际土壤(D)菌群物种组成比较分析 
Figure 5  Comparative analysis of species composition of bacterial communities in leaf (A), stem (B), root 
(C) and rhizosphere soil (D) among different individual plants. The Venn diagrams, bar diagrams and ternary 
phase diagrams of bacterial communities in leaf, stem, root and rhizosphere soil among different individual 
plants at OTU level were demonstrated in the figure. In the ternary phase diagrams, different circles 
represented different OTUs, and the size of that represented the average relative abundance of OTU. The 
circles with different colors represented different phyla. OTUs with relative abundance of less than 1% were 
merged into “others”. 
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2.7  女贞不同生态位细菌群落功能预测分析 

女贞不同生态位细菌群落 FAPROTAX 功

能预测结果如图 6 所示，在丰度排名前 25 的功

能中，化能异养(chemoheterotrophy)的丰度最

高，且在 4 种生态位间存在显著差异(P<0.05)。

叶和茎的菌群功能在尿素水解(ureolysis)、芳香

族化合物降解(aromatic compound degradation)、

烃降解(hydrocarbon degradation)、脂肪族非甲

烷烃降解(aliphatic non methane hydrocarbon 

degradation)、芳香烃降解(aromatic hydrocarbon 

degradation)、木质素分解(ligninolysis)中显著高

于根和根际土壤。而根内菌群的好氧化能异养

(aerobic chemoheterotrophy)、硝酸盐还原(nitrate 

reduction)、固氮(nitrogen fixation)、氮呼吸

(ni trogen respirat ion)、硝酸盐呼吸 (ni trate 

respiration)、亚硝酸盐呼吸(nitrite respiration)、

一氧化二氮反硝化(nitrous oxide denitrification)、

反硝化作用(denitrification)、亚硝酸盐反硝化

(nitrite denitrification)、硝酸盐反硝化(nitrate 

denitrification)功能丰度相对较高。此外，根际 

 

 
 
图 6  不同生态位菌群功能热图 
Figure 6  Function heatmap of different niches. The color gradient represented the variation in abundance of 
different functions in different niches, and the “*” indicated that corresponding functions were significantly 
different among four niches at P<0.05. 
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土壤菌群的纤维素水解 (cellulolysis)功能显著

高于根、茎和叶。由此可以看出，女贞不同生

态位细菌群落的功能以化能异养为主，地上部

分(叶、茎)菌群主要在碳、氢循环中发挥作用，

而地下部分(根和根际土壤)菌群主要行使与氮

循环相关的功能。 

3  讨论 

根 系 微 生 物 群 分 化 的 两 步 选 择 模 型

(two-step selection model)[2]指出，从非根际土壤

到根际到根内，细菌多样性在土壤因子、根际

沉积物、细胞壁特征和宿主基因型的影响下逐

渐减小。首先，土壤因子决定了土壤中细菌群

落的初始结构；在分化的第一步，根际沉积物

和宿主细胞壁特征促进了有机营养细菌的生

长，根系分泌物和细菌的趋化性驱使土壤微生

物向根际转移；在第二步中，宿主基因型依赖

选择的细菌趋近并进入根内，对根表面和根内

生长的细菌群落结构进行微调[2]。进入植物体

内的微生物，被植物感知并激活促进微生物定

殖的共生反应或限制微生物定殖的免疫反应，

不同的适应性结果导致宿主对有益细菌的控制

装配和病原菌的选择性去除 [15]。本研究基于 

α-多样性指数的分析表明，女贞根际土壤细菌

群落的物种丰富度显著高于根、叶和茎，群落

多样性从根际土壤到叶呈现自下而上逐级降低

的变化趋势。在群落水平上，这种机制似乎是

普遍的，对于根区，水稻[28]和大豆[29]细菌群落

多样性由根际向根面和根内递减，认为细菌由

土壤向根内定殖的过程存在分层过滤机制

(hierarchical filtration mechanism)；后来，研究

者 将 美 洲 黑 杨 (Populus deltoides)[18] 和 构 树

(Broussonetia papyrifera)[19]的研究从根区扩展

到树冠，发现这种机制同样适用于木本植物。

此外，植物不同部位的养分水平、生物(宿主免

疫、微生物互作等)和非生物因子(温度、湿度、

紫外线辐射等)差异也是导致不同生态位细菌

群落多样性不同的原因之一[15,30]。针对特定的

细菌类群，美洲黑杨[18]和拟南芥[31]根内主要以

变形菌门、放线菌门为主，而在根际土壤中占

优势的酸杆菌门在根内群落中代表性不足。本

研究获得了类似的结果，酸杆菌门和绿弯菌门显

著富集于根际土壤中，而在女贞组织内部的相对

丰度较低。值得注意的是，基于相对丰度来评估

某一微生物在不同环境样品中的多寡和变化存

在一定的局限性，近年来，新技术(表型微阵列

技术、宿主相关定量分析法等)的出现使准确计

算群落中每个物种的绝对丰度成为可能[32]，使

植物-微生物、微生物-微生物互作的研究结果更

加可靠。 

样品类型或植物区室(plant compartments)

对细菌群落结构和物种组成具有显著影响[19,33]。

女贞 4 种样品的 β 多样性分析表明，女贞叶、

茎、根、根际土壤的细菌群落结构存在显著差

异，这种植物细菌群落结构和物种组成的组织、

器官、区室特异性在植物中普遍存在[18–19,34]。

通常认为，植物不同部位的物理化学性质各异，

形成不同的生态位特征，基于生态位过程的生

境适应选择驱动了细菌在植物区室中的群落装

配，并导致细菌群落结构的生态位分化[35–36]。

然而，比较分析发现，女贞叶与茎、根与根际

土壤的细菌群落结构较为相似，共有 OTU 数相

对较多，表明叶与茎、根与根际土壤细菌群落

中的物种交换更加频繁，这可能与细菌通过木

质部导管的管腔在不同组织间转移[37]以及根际

细菌通过侧根萌发过程中根系表皮细胞分离的

孔隙进入根系内部有关[2]。 

对女贞不同生态位和不同植株间叶、茎、

根和根际土壤细菌群落结构的比较分析结果发

现，不同生态位的菌群结构差异显著大于株间
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差异，表明不同单株对不同生态位菌群结构的

影响小于生态位特征。土壤类型和植物基因型

可影响植物微生物群的物种组成[15]。本研究中，

相同土壤类型背景下不同女贞植株间根际土壤

菌群的物种组成差异较小，女贞组织内的细菌

除优势类群在不同植株间分布较均匀外，存在

部分微生物在某一植株上的随机定殖。Hardoim

等根据内生菌与宿主植物亲密度的不同将内生

菌分为专性(obligate)、兼性(facultative)和机会

(opportunistic)内生菌 [4]。通常认为，植物核心

微生物与宿主经过长期的相互适应与协同进

化，能克服植物免疫而稳定地在植物体内留存

和繁殖[15]。此外，研究发现拟南芥根发育过程

中，木质部和代谢活跃的根细胞会被不同的细

菌亚群所占据[31]，根系类型的取样差异可能是

女贞根内菌群株间差异相对较大的原因之一。 

植物核心微生物群(core microbiota)作为植

物微生物群的子集，由植物微生物群的部分成

员组成，这组微生物在特定植物宿主相关的所

有微生物群落中是持久和普遍存在的[3,15,38]，其

中包含一些关键的微生物类群，这些类群携带

的基因对宿主的适应性至关重要[39]，并成为合

成微生物群落生物技术开发新型植物益生菌剂

的目标菌种[40]。通常基于隶属度、组成、系统

发育、持久性和连通性等参数，通过韦恩图和

共现性网络分析可寻找核心微生物群[41–42]。本

研究基于韦恩图分析发现，女贞核心菌群主要

包括红球菌属、马赛菌属、鞘氨醇单胞菌属、

伯克氏菌属、慢生根瘤菌属、热酸菌属、埃希

氏菌属、伴肠杆菌属、戴氏菌属、分枝杆菌属、

甲基杆菌属和芽孢杆菌属。前期研究发现，红

球菌属和芽孢杆菌属细菌能参与植物激素脱落

酸(ABA)的代谢调控，提高植物对盐胁迫的耐

受性，促进植物生长[43–44]，类似地，芽孢杆菌

属、伯克氏菌属、甲基杆菌属、红球菌属、鞘

氨醇单胞菌属、慢生根瘤菌属、分枝杆菌属细

菌可改变植物的激素(如生长素、赤霉素、茉莉

酸等)水平，进而影响植物的生长发育[45]；还有

研究报道了慢生根瘤菌属[46]、伯克氏菌属[47]、

马赛菌属[48]细菌通过固氮、溶磷等作用提高植

物的营养获取能力，显著影响植物的生长和产

量。女贞根内和根际土壤菌群中慢生根瘤菌属、

伯克氏菌属的相对丰度较高，且菌群主要发挥

固氮作用、反硝化作用等与氮循环相关的功能，

由此可以推测，生长在降水充沛、酸性土壤上

的女贞植株，可通过根内和根际菌群的反硝化

作用、固氮作用，缓解硝态氮的淋溶，促进氮

素的吸收和利用。此外，红球菌属[49]、马赛菌

属[50]、鞘氨醇单胞菌属[51–52]、甲基杆菌属[53]细

菌还具有降解有机污染物，提高植物对重金属

离子的富集能力，在污染土壤生物修复中发挥

着关键作用[54]；女贞地上部分菌群具有高丰度

的烃类化合物降解功能，这可能是红球菌属、

马赛菌属等富集于叶和茎中所致，同时拓展了

女贞抗污染的优良特性。 

近年来，随着多组学技术的发展和对植物

微生物组研究的不断深入，植物相关微生物群

的功能和应用潜力正逐渐被发现和重视，张福

锁院士团队提出将“植物-根系-根际-菌丝际-土

体及其微生物”连接成一个以根际互作为核心，

“ 牵 一 发 而 动 全 身 ” 的 “ 根 际 生 命 共 同 体

(rhizobiont)”的新理论[55]，再次强调了植物-微生

物组多界面互作体系在协同“粮食安全、资源高

效、环境保护”中的巨大潜力，不仅为发展绿色

农业的研究指明了新方向，也为林木-土壤-根际

微生物互作、维持根际微生态平衡、促进林木

可持续经营的研究提供了新的思路。女贞不同

生态位存在诸如红球菌属、马赛菌属、鞘氨醇

单胞菌属、伯克氏菌属、慢生根瘤菌属、甲基

杆菌属和芽孢杆菌属等有益细菌资源，深入研
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究和揭示女贞-微生物组互作增效机制，拓展和

建立女贞优良性状(耐盐、耐旱、耐重金属胁迫、

抗污染等)的生物学调控途径，创制新型林木促

生、抗逆微生物肥料，将促进女贞在干旱、盐

碱、重金属污染等困难和污染立地造林，同时

结合虫白蜡生产，实现生态和经济效益双赢，

为白蜡产业发展和乡村振兴提供科技支撑。 
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