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摘要：【目的】为了解烟草种子内生细菌的群落结构和多样性。【方法】分别对 3 个品种(K326、云烟 85、

云烟 87)烟草种子内生细菌的 16S rRNA 基因 V3–V4 区进行扩增，采用 Illumina MiSeq 测序技术对扩增

片段进行高通量测序，并对 3 个品种烟草种子内生细菌群落结构和多样性进行分析。【结果】3 个品种

种子共获得的 V3–V4 区高质量序列片段 128558 条，Shannon 指数计算为 2.03–3.73，K326 和云烟 85 内

生菌多样性指数高于云烟 87。3 品种烟草种子内生细菌的优势门均为变形菌门 Proteobacteria、放线菌

门 Actinobacteria、厚壁菌门 Firmicute 和拟杆菌门 Bacteroidete。3 个品种烟草种子内生细菌共有菌属共

有 27 个，K326 和云烟 85 的最优势菌属为假单胞菌属(Pseudomonas)，云烟 87 的最优势菌属为大肠杆

菌志贺菌属(Escherichia-shigella)。16S 功能预测显示各种子中产生了丰度较高的蛋白质、核苷酸、糖类、

辅酶及代谢产物合成的有益功能信息。【结论】烟草种子内生细菌多样性丰富，不同品种种子细菌群落

组成基本相似，其丰度存在一定差异性。种子中存在的潜在有益细菌包括假单胞菌、类芽孢杆菌、根瘤

菌、马赛菌、藤黄单胞菌、萨勒河菌、Lelliottia 菌等，具有大量代谢相关的有益功能。研究结果为今后

烟草种子内生菌的功能研究和利用以及种子病害生物防控提供参考信息。 

关键词：烟草种子，内生细菌多样性，Illumina 高通量测序，群落结构 

 

植物种子内生菌是指能够在植物种子细胞内

以及细胞间隙与种子长期共存，并与种子建立了

和谐共生关系的微生物[1]。种子是植物的重要器

官，对植物繁殖后代和农业生产具有重要意义[2]，

与此同时，种子内生菌也会通过垂直传播传给下

一代[3]。种子内生菌依赖种子提供营养和生存环
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境，又通过信号传导或者自身的代谢产物影响植

物的生长，例如种子内生菌可以通过合成生长激

素、分泌铁载体以及溶磷作用直接促进植物的生

长，也可以通过固氮作用、抗逆作用以及分泌抗

生素、蛋白质溶解酶以及与病原微生物竞争营养

物质对植物病原菌的拮抗作用间接促进植物的生

长[1]。还有研究表明种子内生菌可以提高种子的萌

发率，并且在种子萌发过程中，种子内生菌群影

响着子代植株内生菌群定殖的动态平衡[4–5]。 

烟草(Nicotiana tabacum L.)是我国重要的经

济作物，也是西南地区烟农脱贫致富的主要收入

来源[6]。挖掘烟草种子内生菌资源，有利于烟草病

害生防菌的发现、提高烟草抗重金属、抗环境条

件胁迫能力、促进植物良好生长[7]。烟草种子内生

细菌已有初步研究报道，如颜瑾在品种 K326 烟草

种子中分离鉴定出假单胞菌属(Pseudomonas)、泛菌

属(Pantoea)、寡养单胞菌属(Stenotrophomonas)、芽

孢杆菌属(Bacillus)、贪铜菌属(Cupriavidus)细菌[8]；

马冠华等在品种云烟 85、RG11、K326、K346、G28、

NC89 和红花大金元烟草种子中均分离鉴定出芽

孢杆菌属和土壤杆菌属(Agrobacterium)细菌[9]；孙

敏从品种 K326、云烟 87、NC82 和湘烟 3 号烟草

种子中分离出内生细菌 60 株，并筛选鉴定出 3 株

金属抗性高、产铁载体能力高及促生效应高的假

单胞杆菌属(Pseudomonas)细菌[10]。以上研究均采

用分离培养的方法获得烟草种子内生细菌，该方

法仅能分离可培养型细菌，对不可培养型细菌缺

乏了解。已有研究表明纯培养获得的微生物种类

只占环境微生物总数的 0.1%–10%[11]。16S rDNA 

PCR 扩增子测序是研究原核生物多样性最常见的方

法，可以真实反映微生物群落的结构和多样性[12]。

目前，随着测序技术不断成熟，Illumina 高通量测

序技术被广泛用土壤[13–14]、空气[15–16]、水体[17–18]、

肠道[19–20]、种子[21–22]等微生物领域的研究，但基

于 Illumina 高通量测序对烟草种子内生细菌的研

究还未见报道。本研究以烟草主栽品种 K326、云

烟 85 和云烟 87 的自收烟草种子为材料，采用

Illumina 高通量测序技术研究烟草种子内生细菌

的群落结构和多样性，旨在进一步了解烟草种子

内生细菌的群落结构与多样性，为今后烟草种子

内生菌的功能研究和利用以及种子病害生物防控

提供参考信息。 

1  材料和方法 

1.1  烟草种子 

K326 和云烟 85 裸种，由贵州省烟草科学研

究院 2016 年采自田间烟株，未经洗涤；云烟 87

裸种为 2016 年田间采集种，经水洗后晾干，所有

种子均于–80 °C 低温保藏。将种子置于流动的自

来水下冲洗，去除表面的泥土和附属物，取每品

种种子 10 g，用 75%的酒精消毒 30 s，用 2%次氯

酸钠溶液消毒 2 min，最后用无菌水漂洗 3 次，用

最后一次的洗涤液涂布 NA 琼脂培养基，检测是

否消毒完全，消毒完全的种子作为下一步实验样

品，每个品种 3 次生物学重复。品种 K326 种子样

品编号为 K326-1、K326-2 和 K326-3；云烟 85 种

子样品编号为 Y85-1、Y85-2 和 Y85-3；云烟 87 种

子样本编号为 Y87-1、Y87-2 和 Y87-3；共计 9 个

样品。 

1.2  烟草种子总 DNA 的提取 

取消毒完全的种子 5 g，转移至无菌研钵中研

磨，采用 E.Z.N.A.® Soil DNA Kit 试剂盒(购于美国

OMEGA 公司)提取总 DNA，利用 NanoDrop2000

超微分光光度计(购于美国 Thermo Fisher Scientific

公司)检测抽提 DNA 浓度和纯度，A260/A280 值要求
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在 1.8–2.0 之间。 

1.3  烟草种子 16S rDNA 文库构建及高通量测序 

以上述 DNA 为模板，利用引物 779F (5′-AAC 

MGGATTAGATACCCKG-3′)和 1193R (5′-ACGTC 

ATCCCCACCTTCC-3′) 对 各 样 品 基 因 组 DNA 

V3–V4 区域进行 PCR 扩增，PCR 反应体系(20 μL)：

5×FastPfu Buffer 4 μL，2.5 mmol/L dNTPs 2 μL，

5 μmol/L 上、下游引物各 0.8 μL，FastPfu Polymerase 

0.4 μL，BSA 0.2 μL 和 DNA 模板 10 ng，ddH2O

补足至 20 μL。将反应体系置于 ABI Gene Amp® 

9700 型 PCR 仪进行扩增，PCR 反应条件：95 °C 

3 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 45 s，30 个

循环；72 °C 10 min。PCR 产物参照电泳初步定量

结果，将 PCR 产物用 QuantiFluor™-ST 蓝色荧光

定量系统(购于 Promega 公司)进行检测定量。利用

TruSeqTM DNA Sample Prep Kit 回收纯化 PCR 产

物，Tris-HCl 洗脱，2%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR

产物，将扩增产物送至上海美吉生物医药科技有

限公司，采用 Illumina MiSeq 测序平台进行测序，

构建 16S rRNA 文库。 

1.4  测序数据处理与统计分析 

测序得到的原始数据使用 Trimmomatic 软件

质控，使用 FLASH 软件进行拼接，设置 50 bp 的

窗口，去除平均质量低于 20 bp 的序列后端的序

列，再去除质控后长度低于 50 bp 的序列；根据重

叠碱基将两端序列进行拼接，过滤掉 Overlap 长度

小于 10 bp 或错配比大于 0.2 的序列，根据序列首

尾两端的 Barcode 和引物区分样品并调整序列方

向，Barcode 允许的错配数为 0，最大引物错配数

为 2，去除存在模糊碱基的序列，得到优化序列。 

使用 UPARSE 软件(version 7.1 http://drive5. 

com/uparse/)，根据 97%的相似度对序列进行 OTU

聚类，在聚类的过程中去除单序列和嵌合体，生

成 OTU 表格。利用 RDP classifier (http://rdp.cme. 

msu.edu/)对每条序列进行物种分类注释，比对

Silva 数据库(SSU123)，设置比对阈值为 70%。  

以优化序列数据计算 α 多样性指数：Shannon

指数、Simpson 指数、Sobs 指数、Ace 指数、Chao

指数等，进行 α 多样性分析；使用 FastTree (version 

2.1.3 http://www.microbesonline.org/fasttree/) 根 据

最大似然法构建进化树，然后利用 FastUniFrac 

(http://UniFrac.colorado.edu/)分析得到样本间距离

矩阵绘制热图，进行 β 多样性分析；利用 R 语言

PCA 统计、作图，进行主成分分析比较样品间的

差异，以此深入了解烟草种子内生细菌群结构与

多样性。以上分析均在上海美吉生物医药科技有

限 公 司 I-Sanger 生 信 云 网 站 平 台 (http://www.i- 

sanger.com/project/index.html)完成。 

2  结果和分析 

2.1  烟草种子 16S rRNA 序列测序深度分析 

本文共测序 3 组 9 个样品，随着测序数量的

增加，样本稀释曲线均趋于平缓。当 reads 数在

1000 时，测序数据达到饱和(图 1)。表明本次测序

数据合理，能够覆盖烟草种子内生细菌群落中的

绝大多数物种，继续增加测序的深度对样品信息

贡献量很小。 

2.2  内生细菌数据质控 

经过优化处理，本次测序 9 个样本共得到

128558 条高质量序列片段，50788993 个碱基，单

一样品序列数在 10575–19651 条之间，序列平均

长度为 395 bp。其中 K326 的 3 个样品共得到 39033

条高质量序列片段，15421155 个碱基，单一样品

序 列 数 在 10575–16618 条 之 间 ， 序 列 长 度 在
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277–402 bp 之间；云烟 85 的 3 个样品共得到 45464

条高质量序列片段，17957228 个碱基，单一样品

序 列 数 在 11406–19651 条 之 间 ， 序 列 长 度 在

285–411 bp 之间；云烟 87 的 3 个样品共得到 44061

条高质量序列片段，17410610 个碱基，单一样品

序 列 数 在 11944–17347 条 之 间 ， 序 列 长 度 在

281–422 bp 之间。 

 

 
 

图 1.  稀释曲线(OTU 水平 Shannon 指数) 
Figure 1.  Rarefaction curve (Shannon index of OTU 
level). K326, Y85 and Y87 were the tobacco seed of 
cultivar K326, Yunyan85 and Yunyan87, respectively. 

 

2.3  内生细菌 OTU 聚类分析 

在 97%相似度水平对样品序列进行 OTU 聚

类，3 个品种烟草种子内生细菌共鉴定得出 7 个

门、13 个纲、29 个目、61 个科、107 个属、140

个种、172 个 OTU。其中，K326 的 3 个样品共鉴

定得出 5 个门、9 个纲、20 个目、34 个科、59 个

属、79 个种、99 个 OTU；云烟 85 的 3 个样品共

鉴定得出 7 个门、13 个纲、26 个目、50 个科、90

个属、122 个种、149 个 OTU；云烟 87 的 3 个样

品共鉴定得出 7 个门、13 个纲、27 个目、56 个科、

89 个属、111 个种、133 个 OUT (表 1)。 

Venn 图分析结果表明(图 2)，在属和 OTU 水

平，云烟 85 和云烟 87 种子内生细菌的属和 OTU

的数量相近，远高于品种 K326。为此，品种云烟

85 和云烟 87 种子样品内生细菌种类比 K326 的

多。K326 种子中的内生细菌种类几乎在云烟 85

中都存在，仅有 1 个独有的 OTU。3 品种烟草种

子内生细菌群落中，共有的属和 OTU 均远高于单

一品种样品。 

2.4  内生细菌多样性指数分析   

Alpha 多样性是对单个样本的多样性的分析，

包括一系列统计学分析指数，Shannon、Simpson

指数反映群落多样性(Community diversity)；Sobs、

Chao 、 Ace 指 数 反 映 群 落 丰 富 度 (Community 

richness)；Simpsoneven、Shannoneven、Smithwilson

指 数 反 映 群 落 均 匀 度 (Community evenness) ；

Coverage 指 数 反 映 群 落 覆 盖 度 (Community 

coverage)。 
 

表 1.  3 品种烟草种子内生细菌不同分类水平数量 
Table 1.  The total amount of endophytic bacterial communities of three varieties tobacco seeds at different 
taxonomic levels 

Taxon Domain Kingdom Phylum Class Order Family Genus Species OTU 
K326 1 1 5 9 20 34 59 79 99 
Y85 1 1 7 13 26 50 90 122 149 
Y87 1 1 7 13 27 56 89 111 133 
Total 1 1 7 13 29 61 107 140 172 

K326, Y85 and Y87 were the tobacco seed of cultivar K326, Yunyan85 and Yunyan87, respectively.  
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图 2.  3 品种烟草种子内生细菌群落 Venn 图 
Figure 2.  Venn diagram of endophytic bacterial communities of three varieties tobacco seeds. A: Venn maps about 
endophytic bacterial communities of three varieties tobacco seeds at the level of genus; B: Venn maps about 
endophytic bacterial communities of three varieties tobacco seeds at the level of OTU. K326, Y85 and Y87 were 
the tobacco seed of cultivar K326, Yunyan85 and Yunyan87, respectively. 
 

Alpha 多样性指数显示，3 个品种种子的覆盖

度指数(Coverage index)均在 0.99 以上，表明测序

数据足够反映内生细菌群落的多样性。多样性指

数(Diversity index)显示，品种 K326 和云烟 85 种

子内生细菌群落多样性均高于云烟 87。丰富度指

数(Richness index)显示，云烟 85 种子内生细菌群

落丰富度最高，K326 种子样品内生细菌群落丰富

度最低。均匀度指数(Evenness index)显示，K326

和云烟 85 种子样品内生细菌群落均匀度均高于云

烟 87 种子(表 2)。OTU 水平 Shannon 指数表明，

3 个品种烟草种子内生细菌群落多样性依次为云

烟 85>K326>云烟 87(图 3)。 

2.5  内生细菌群落基本结构分析 

在门水平，3 品种烟草种子的内生细菌群落结构

极为相似，所有种子内生细菌群落中的优势门均为变

形菌门(Proteobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)、

厚壁菌门(Firmicute)及拟杆菌门(Bacteroidete)。变

形菌门在品种 K326、云烟 85 和云烟 87 种子 
 

表 2  3 种烟草种子内生细菌 Alpha 多样性指数(OTU level) 
Table 2.  Alpha diversity index of endophytic bacteria of three varieties tobacco seeds (OTU level) 

Variety 
Richness index Evenness index Diversity index 

Coverage/% 
Sobs Ace Chao Shannoneven Simpsoneven Smithwilson Shannon Simpson 

K326 87.33±1.15 95.92±4.03 95.84±4.51 0.719±0.007 0.156±0.008 0.519±0.003 3.213±0.038 0.074±0.004 0.999±0.0005

Y85 125.67±11.59 130.92±9.38 128.90±9.21 0.756±0.005 0.197±0.005 0.512±0.002 3.651 ±0.0067 0.041±0.003 0.999±0.0004

Y87 99.33±11.85 108.75±10.30 106.51±9.89 0.460±0.027 0.032±0.006 0.512±0.002 2.114±0.095 0.317±0.031 0.999±0.0002
K326, Y85 and Y87 were the tobacco seed of cultivar K326, Yunyan85 and Yunyan87, respectively. 
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图 3.  Alpha 多样性指数(OTU 水平 Shannon 指数) 
Figure 3.  Alpha diversity index (Shannon index of 
OTU level). K326, Y85 and Y87 were the tobacco seed 
of cultivar K326, Yunyan85 and Yunyan87, 
respectively. 
 
内生细菌群落中的占比分别为 66.17%、53.82%、

81.97%；放线菌门的占比分别为 16.91%、32.41%、

9.56%；厚壁菌门的占比分别为 9.33%、6.75%、

9.56%；拟杆菌门的占比分别为 7.57%、6.98%、

0.83% (图 4)。 

图 5 显示，在属水平，品种 K326 和云烟 85

的种子样品的内生细菌群落结构较为相似，均与

云烟 87 种子样品内生细菌群落结构存在差异。3

个 品 种 种 子 检 测 出 的 共 有 菌 属 ： 假 单 胞 菌 属

(Pseudomonas)、Lelliottia、细杆菌属(Microbacterium)、

鞘脂杆菌属(Sphingobacterium)、糖芽胞杆菌属

(Saccharibacillus)、白色杆菌属(Leucobacter)、寡

养单胞菌属(Stenotrophomonas)、苍白杆菌属

(Ochrobactrum)、大肠杆菌志贺菌属(Escherichia- 

shigella)、类芽孢杆菌属(Paenibacillus)、根瘤菌属

(Rhizobium)、马赛菌属(Massilia)、短状杆菌属

(Brachybacterium)、血杆菌属(Sanguibacter)、代尔夫

特菌属(Delftia)、金黄杆菌属(Chryseobacterium)、无

色菌属(Achromobacter)，肠球菌属(Enterococcus)、

Verticia、甲基杆菌属(Methylobacterium)、黄杆菌

属(Flavobacterium)、萨拉纳菌属(Salana)、藤黄单胞 

 

 
 

图 4.  3 品种烟草种子内生细菌在门水平上的相对丰度 
Figure 4.  The relative abundance about endophytic bacterial of three varieties tobacco seeds at phylum level. 
K326, Y85 and Y87 were the tobacco seed of cultivar K326, Yunyan85 and Yunyan87, respectively. 
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图 5.  3 品种烟草种子内生细菌在属水平上的相对丰度 
Figure 5.  The relative abundance about endophytic bacterial of three varieties tobacco seeds at Genus level. K326, 
Y85 and Y87 were the tobacco seed of cultivar K326, Yunyan85 and Yunyan87, respectively. 
 
菌属(Luteimonas)、短小杆菌属(Curtobacterium)、果

胶杆菌属(Pectobacterium)、芽孢杆菌属(Bacillus)、

葡萄菌属(Staphylococcus)。另外，3 个品种种子

还 鉴 定 出 未 分 类 的 肠 杆 菌 科 (Unclassfied_f_ 

Enterobacteriaceae) 、 未 分 类 的 草 酸 杆 菌 科

(Unclassfied_f_Oxalobacteraceae)、未分类的丛毛

单胞菌科(Unclassfied_f_Comamonadaceae)、未分

类的微杆菌科(Unclassfied_f_Microbacteriaceae)、

未分类的变形菌门(Unclassfied_p_Proteobacteria)

细菌。其中，葡萄球菌只存在于云烟 85 (1.63%)

和云烟 87 (0.1%)种子中。大肠杆菌志贺菌属在云

烟 87 种子样品内生细菌中的占比为 54.84%，而

在 K326 和云烟 85 种子中的分别为 3.22%和

2.20%。3 个品种种子内生细菌群落菌属种类基本

相似，云烟 87 与其他 2 个品种内生细菌在丰度上

存在较大差异。 

选取不同烟草种子样本丰度高的 30 个细菌属

绘制丰度热图，通过颜色直观反映了各样品的丰

度前 30 属的含量情况。图 6 上方的样本层级聚类

树显示，每个品种的 3 个样品均单独聚为一个分

支，表明每个品种的 3 个样品的群落结构与组成

最为相似。品种 K326 和云烟 85 种子样品内生细

菌群落结构与组成较为相似，聚为一个大分支，

云烟 87 与其他品种种子内生细菌群落结构与组成

存在较大差异，单独聚为一个分支。丰度热图左

侧物种层级聚类树显示，丰度相近的菌属聚集在

一起。云烟 87 各菌属丰度与其他 2 个品种存在差异

性，丰度差异最显著的菌属是大肠杆菌志贺菌属。 
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图 6.  属水平下 3 品种烟草种子内生细菌的相对丰度热图 
Figure 6.  Heatmap of the relative abundance of genera identified about endophytic bacterial of three varieties 
tobacco seeds. K326, Y85 and Y87 were the tobacco seed of cultivar K326, Yunyan85 and Yunyan87, 
respectively. 
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2.6  烟草种子样本比较分析 

OTU 水平的样品距离热图通过距离和颜色反

映了样品间内生细菌群落结构与多样性的差异。

图 7 显示，在 OTU 水平，每个品种的 3 个样品内

生细菌群落之间不存在差异性，品种 K326 和云烟

85 之间存在的差异性较小，而云烟 87 与 K326、

云烟 85 之间均存在较大差异。 

通过基于 Bray-Curtis 距离的 PCoA 分析研究

3 个品种烟草种子内生细菌群落组成，图 8 显示，

在属水平，第 1 主成分 PC1 和第 2 主成分 PC2 对

样品的贡献率分别为 74.62%、14.37%，是影响烟

草种子内生细菌群落结构的主要因素，且 PC1 的

贡献率显著大于 PC2。两个主成分将 9 个种子样

品聚为三类，每个品种各为一类。其中，K326 与

云烟 85 样品间的距离相对较小，而分别与云烟 87

样品之间均存在较大差异。在 PC1 的作用下，品

种云烟 87 种子样品与 K326、云烟 85 的距离被拉

开，PC1 是造成云烟 87 种子内生细菌群落组成与

其他品种形成差异性的主要因素；在 PC2 的作用

下，品种 K326 种子样品和云烟 85 种子样品之间

也存在一定距离，PC2 是造成 K326 和云烟 85 种

子内生细菌群落差异的主要因素。 

2.7  16S 功能预测 

利用 KEGG Orthology (KO)数据库和 COG 数

据库比对 3 个品种烟草种子样品内生细菌 OTU

对应的基因，进行 PICRUSt 基因预测。结果表明，

3 品种种子内生细菌 KEEG 代谢通路丰度基本相

似，大部分为代谢相关信息(44.44%–48.11%)，其 

 

 
 

图 7.  OTU 水平烟草种子内生细菌距离热图 
Figure 7.  Endophytic bacterial of three varieties tobacco seeds distances heatmap at OTU level. K326, Y85 and 
Y87 were the tobacco seed of cultivar K326, Yunyan85 and Yunyan87, respectively. 
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图 8.  属水平烟草种子内生细菌主坐标分析 
Figure 8.  Principal coordinate analysis of endophytic 
bacteria of three varieties tobacco seeds at phylum 
level. K326, Y85 and Y87 were the tobacco seed of 
cultivar K326, Yunyan85 and Yunyan87, respectively. 

次为环境信息加工(17.71%–19.68%)、遗产信息加

工(15.08–15.88%)以及细胞转化(2.91%–3.47%)相

关信息，各种子中也产生了人类疾病功能信息，

在各种子中丰度达到了 0.98%–1.07%，除此之外，

还存在低丰度的有机系统相关信息(0.49%–0.75%) 

(图 9)。 

COG 功能分类显示，烟草种子内生细菌 COG

功能主要包括物质及能量的转运和分解代谢、细

胞生物行为发生及调控(图 10)。各种子样品中功

能丰度≥1%且由高到低依次顺序为氨基酸转运

与代谢作用(9.27%–9.46%)，糖类转运与代谢作用

(8.40%–9.66%)，转录作用(7.84%–8.05%)，无机离

子转运与代谢作用(7.10%–7.26%)，能量生产和转 

 

 
 

图 9.  OTU 水平烟草种子内生细菌 KEEG 代谢通路相对丰度 
Figure 9.  Relative abundance about KEEG metabolic pathway of endophytic bacteria in three varieties tobacco 
seeds at OTU level. 
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图 10.  OTU 水平烟草种子内生细菌 COG 功能分类 
Figure 10.  COG function classification of endophytic bacteria in three varieties tobacco seeds at OTU level. 

 

化(6.31%–6.47%)，细胞壁、细胞膜及包膜生物发

生(5.95%–6.17%)，翻译、核糖体结构和生物发生

(4.83%–5.48%)，信号转导机制(4.29%–5.40%)，

复制、重组和修复(4.41%–4.82%)，脂类转运与代

谢 作 用 (2.98%–3.93%) ， 辅 酶 转 运 与 代 谢 作 用

(3.56%–3.77%)，翻译后修饰、蛋白质周转及伴侣

(3.59%–3.69%) ， 核 苷 酸 转 运 与 代 谢 作 用

(2.50%–2.80%)，次生代谢产物的合成、运输和分

解代谢(1.88%–2.09%)，细胞内运输、分泌和囊泡

运输(1.77%–2.58%)，防卫机制(1.32%–1.51%)，及

细胞运动(1.27%–2.07%)。比对 KO 数据库和 COG

数据库，基因功能预测结果均显示，烟草种子内

生细菌检测出的信息绝大多数为有益功能信息。 

3  讨论 

种子是植物的重要繁殖器官，密切影响着子

代植物的性状和健康状况[23]，而种子内生细菌的

种类和多样性也影响着环境健康[24]。近年来，人

们对种子微生物的重视不断提高。本研究利用

Illumina 高通量测序对 3 品种烟草种子的内生细菌

群落结构及多样性进行了分析，共得到 128558 条

高质量序列片段，50788993 个碱基，鉴定出附生

真菌 7 个门、13 个纲、29 个目、61 个科、107 个

属、140 个种、172 个 OTU。证实了利用 Illumina



612 Honglian Xie et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2020, 60(3) 

actamicro@im.ac.cn 

高通量测序技术研究烟草种子内生细菌的可行性。 

Alpha 多样性指数分析表明，3 个品种烟草种

子内生细菌多样性由高到低依次是：云烟 85、

K326、云烟 87。通过 OTU 聚类结果表明，品种

云烟 85 内生细菌所鉴定出的 OTU 最多，其次是

云烟 87，且两者鉴定出的 OTU 数远高于 K326。

不同生长环境、不同生长状态下的植株，其内生

菌的种类、群落特性会存在差异[25]。此外，从内

生菌群落丰富度来看，品种云烟 85 和云烟 87 远

高于 K326，这可能与种子质量差异有关。有研究

表明，不同品种的种子的营养成分、脂肪酸组成

以及吸水速率都存在显著性差异[26–27]，且种子的

形态结构、营养组成和水分含量均会影响种子内

生细菌群落组成[28]。为此，本文云烟 85、云烟 87

和 K326 品种内生细菌群落结构的差异可能也与

这些内在成分和结构有关，有待下一步研究证实。 

目前，据研究表明，各类种子内生细菌主要

存在于变形菌门、放线菌门和厚壁菌门[29–31]，在

本研究中，3 个品种烟草种子内生细菌群落的优势

菌门是变形菌门、放线菌门、厚壁菌门和拟杆菌

门，拟杆菌门在各品种烟草种子内生细菌群落中

占比均为最低(图 4)，表明烟草种子与其他植物种

子内生细菌群落在门水平的组成相似。烟草种子

内生细菌群落在属水平上的组成较为复杂，分布

于假单胞菌属、细杆菌属、糖芽孢杆菌属、白色

杆菌属、大肠杆菌志贺菌属、类芽孢杆菌属、根

瘤菌属、马赛菌属以及 Lelliottia 等菌属的细菌在

3 品种种子样品中均被检测出，且丰度较高，这些

菌属细菌可能是烟草种子中的核心细菌菌属，另

外在 1、2 品种烟草种子样品中还存在一些丰度较

高分布于鞘脂杆菌属、寡养单胞菌属、苍白杆菌

属、短状杆菌属、血杆菌属、黄杆菌属、藤黄色

单胞菌属、Verticia 以及 Salana 等菌属的细菌(图

5)。除前人已报道的菌属以外，本文还鉴定出了

更多种类的内生细菌种类；相比而言，其所鉴定

出的泛菌属、贪铜菌属和土壤菌属细菌在本研究

中并未检出，这可能与种子的来源差异有关。 

本研究中发现烟草种子中含有许多具有益功

能的细菌。其中，假单胞菌属中的荧光假单胞菌

被报道对烟草黑胫病具有生防作用，恶臭假单胞

菌存在耐金属作用[32–33]；类芽孢杆菌可产生具有

抗菌作用的蛋白质、肽类物质、胞外多糖、酶活

性等物质，可用于防治茄科植物青枯病、烟草赤

星病等植物病害[34]；根瘤菌属细菌可用于农业、

园艺、林业和环境的修复[35]；马赛菌属细菌不仅

能合成多种次生代谢产物和酶，还能促进植物生

长，溶磷降解菲，同时还具有耐重金属作用，在

土壤修复领域、化工和医药生产等领域具有巨大

的应用潜力[36]；肠杆菌属细菌均有 ACC 脱氨酶活

性，可以促进植物生长[37]；藤黄单胞菌有降解黄

曲霉素和赫曲霉素的作用[38]；Lelliottia 属细菌可

以减少土壤中的砷盐，用于砷转化和生物修复[39]；

萨勒河菌属细菌能够还原硒酸盐[40]。为此，推测

本文发现烟草种子的这些内生菌在烟草种子萌

发、子代烟株的生长、及帮助烟株对抗恶劣环境

条件等方面具有积极作用。 

16S 功能预测显示出大量关于蛋白质、核苷

酸、糖类、辅酶及代谢产物合成的基因信息，结

合种群中存在许多有益功能细菌，提示烟草种子

内生细菌可能参与代谢烟草种子内的各种营养物

质，为种子的萌发与植株生长发育提供必要的营

养、激素等作用。PICRUSt 基因预测出现了丰度

为 0.98%–1.07%的人类疾病相关的基因信息，在

烟草种子中存在的大肠杆菌志贺菌属、肠杆菌属

以及黄杆菌属细菌，肠杆菌会产生致病因子和毒

素，引起感染[41]；大肠杆菌志贺菌是一类具有高
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度传染性、危害严重的革兰氏阴性肠道致病菌，

会导致志贺菌性痢疾[42]；黄杆菌可引起散发性感

染，导致医院内感染的流行[43]。本文发现烟草种

子中的这些细菌是否具有潜在致病性，还有待下

一步深入研究。 

本研究通过 Illumina 高通量测序分析明确了

烟草种子内生细菌群落结构及多样性，初步了解

了烟草种子中细菌种群的功能，为今后挖掘烟草

种子内生菌的功能研究和利用以及种子病害生物

防控提供了准确的微生物信息。此外，本研究仅

对 3 个品种烟草种子内生细菌群落结构及多样性

进行了分析，品种数量有限，同时缺少对烟草种

子内生真菌群落多样性分析，有待在今后的研究

中陆续开展。 
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Community structure and diversity of endophytic bacteria of 
tobacco seeds 
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Abstract: [Objective] In order to study the endophytic bacterial community structure and diversity of tobacco 
seeds. [Methods] The V3–V4 region of endophytic bacteria 16S rRNA gene of three varieties tobacco seeds was 
amplified, and the amplified fragments were sequenced using Illumina MiSeq high-throughput sequencing 
technology. The endophytic bacterial community structure and diversity of three varieties tobacco seeds were 
analyzed. [Results] We obtained a total of 128558 high-quality sequences in V3–V4 region from three varieties 
seeds, and the Shannon indexes varied in the range from 2.03 to 3.73. The endophytic bacterial community 
diversity indexes of K326 and Yunyan 85 were both higher than that of Yunyan 87. Proteobacteria, Actinobacteria, 
Firmicute and Bacteroidete were the dominant bacterial phylum of endophytic bacteria of three varieties tobacco 
seeds. The total number of endophytic bacteria genus in three varieties tobacco seeds was 27. Pseudomonas was the 
most dominant genera of endophytic bacteria of K326 and Yunyan 85, Escherichia-shigella was the most dominant 
genera of endophytic bacteria of Yunyan 87. 16S function prediction revealed that a large amount of beneficial 
function information about synthesis of proteins, nucleotides, sugars, coenzymes and metabolites showed higher 
abundance in tobacco seeds. [Conclusion] The diversity of endophytic bacteria of tobacco seeds was rich, the 
composition was basically similar, but their abundances showed some differences. Potential beneficial bacteria 
presented in seeds included Pseudomonas, Paenibacillus, Rhizobium, Massilia, Luteimonas, Salana and Lelliottia, 
which have a large number of beneficial metabolism-related functions. These research results could provide some 
reference information for the functional research and utilization of tobacco seed endophyte and biological control of 
seed diseases. 

Keywords: tobacco seed, endophytic bacterial diversity, Illumina high-throughput sequencing, community structure 
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