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不同地点手掌参内生细菌群落多样性分析
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摘　 要　 以西藏自治区林芝市色季拉山 ４ 个采样点手掌参（Ｇｙｍｎａｄｅｎｉａ ｃｏｎｏｐｓｅａ）为材料，利用高通量测序技

术对其 １６Ｓ ｒＲＮＡ 进行测序，以探索不同环境因子对手掌参内生细菌群落多样性的影响。 结果表明，从所有手

掌参样品中共获得 ７１５ ９２０ 条有效序列，聚类为 ２ ３６５ 个 ＯＴＵｓ，隶属于 ５ 门 ３８ 科 ６２ 属。 优势菌门为变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），优势菌属为假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、甲基杆菌属 （Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） 和鞘脂单胞菌属

（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）。 多样性分析表明所有样品中林海观景台（ＬＨ）采样点手掌参茎样品（ＬＨＳ）内生细菌群落丰

富度最高，雷达站（ＬＤ）采样点手掌参果荚样品（ＬＤＦ）内生细菌群落丰富度最低；废弃木材厂（ＦＭ）采样点手

掌参茎样品（ＦＭＳ）内生细菌群落多样性最丰富，该采样点手掌参的茎、叶和果荚细菌群落多样性指数均高于

其他 ３ 个采样点。 四种组织样品中，茎、叶和根中内生细菌群落丰富度均高于果荚，果荚中内生细菌群落多样

性和丰富度均随海拔升高而降低，雷达站（ＬＤ）采样点手掌参果荚样品（ＬＤＦ）中内生细菌群落丰富度和多样

性均最低。 不同生境下相同组织内生细菌群落多样性具有显著差异性，相同生境下不同组织内生细菌群落多

样性也存在一定差异。 主坐标分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ Ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ）表明内生细菌的群落组成受到环境

因素和组织类型的影响，同时冗余分析（ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＲＤＡ）和相关性热图均表明全磷（ＴＰ）、全钾（ＴＫ）、
ｐＨ 和海拔为主要影响因子，与内生细菌群落组成存在显著相关性。 ＰＩＣＲＳｔ 功能预测分析表明手掌参内生细

菌主要富集在新陈代谢（Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、环境信息处理（Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）、遗传信息处理（Ｇｅ⁃
ｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）三个一级代谢通路，大多代谢通路随着海拔高度升高呈下降趋势。 本研究采用高

通量测序技术分析环境因子和组织差异对手掌参内生细菌的多样性和群落结构的影响，旨在丰富和完善野生

手掌参内生细菌资源，为今后有益内生细菌的资源开发及手掌参野生资源保护提供参考。
关键词　 手掌参；内生细菌；多样性；细菌群落结构；环境因子
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ｔｈａｔ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ， ｔｏｔａｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ， ｐＨ， ａｎｄ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ＰＩＣＲＳｔ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｇ． ｃｏｎｏｐｓｅａ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ， ｎａｍｅｌｙ， ｍｅｔａｂｏ⁃
ｌｉｓｍ， ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ， ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉ⁃
ｆｉｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｓｈｏｗ ａ ｄｅｃｌｉｎｉｎｇ ｔｒｅｎｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ａｌｔｉｔｕｄｅ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｈｉｇｈ⁃
ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｔｙｐｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｇ． ｃｏｎｏｐｓｅａ． Ｉｔ ａｉｍｓ ｔｏ ｅｎｒｉｃｈ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｗｉｌｄ Ｇ． ｃｏｎｏｐｓｅａ， ｌａｙｉｎｇ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ
ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｗｉｌｄ Ｇ． ｃｏｎｏｐｓｅａ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　 Ｇｙｍｎａｄｅｎｉａ ｃｏｎｏｐｓｅａ； ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ； ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ； ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ； ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

　 　 手掌参（Ｇｙｍｎａｄｅｎｉａ ｃｏｎｏｐｓｅａ （Ｌ．） Ｒ．Ｂｒ．）为
兰科（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）手参属（Ｇｙｍｎａｄｅｎｉａ）多年陆

生草本植物［１］ ，主要分布在海拔 ２６５～４ ７００ ｍ 的

草地、山 坡 林 下、 灌 木 丛 和 山 坡 砾 石 滩 草 丛

中［２⁃３］ 。 手掌参在西藏地区分布范围狭窄，且种

群规模小，主要集中在西藏南部和东南部以及雅

鲁藏布江下游流域［４］ 。 手掌参肉质块茎，下部呈

掌状分裂［５］ ，具有益肾健脾、止咳平喘、补气养

血、活血止痛、抗氧化、抗肿瘤及抗疲劳等功

效［６⁃８］ 。 手掌参可药食两用，在西藏地区常用于

泡酒、煲汤和烹煮［１］ 。 手掌参自然繁殖能力低，
人为过度开采和生境遭受破坏等因素导致其野

生资源急剧下降，已被列为濒危物种［９］ 。 因此，
手掌参野生资源保护及可持续开发利用已迫在

眉睫。 海拔变化会引起气候因子和环境因子的

改变，同时也会影响土壤理化性质的变化［１０⁃１２］ 。

土壤因子（碳、氮、磷和 ｐＨ）随海拔高度的变化会

造成土壤微生物的多样性和群落结构的差

异［１３⁃１５］ 。 曹丽花等［１６］研究发现色季拉山３ ６１３ ～
４ ３６７ ｍ 海拔区域的土壤活性有机碳和总有机碳

的占比随海拔的升高而升高，土壤微生物群落产

生了空间尺度的变异。 植物内生细菌通常是由

土壤、空气中微生物入侵植物宿主，与宿主协同

进化而来［１７］ ，内生细菌能促进种子萌发和植物

生长［１８］ ，增强宿主的抗逆性［１９］ 。 庞煜等［２０］ 发现

植物内生细菌来源于植物根际细菌，可在植物体

内进行转移。 张爱梅等［２１］ 认为不同生长环境下

同种植物组织中内生细菌种类和数目均具有差

异性，相同环境下相同植物的不同组织中内生细

菌的种类和数量也不相同。 宋庭宁等［２２］ 认为生

长环境与植物不同组织部位对植物内生细菌的群

落分布可产生一定的影响。 Ｌｉｎ 等［２３］ 研究了不同
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地理位置（黑龙江大兴安岭和西藏色季拉山）手

掌参根部内生细菌的群落组成，但两地距离相距

较远，不能有效排除地域差异对内生细菌的影响，
也未与土壤理化性质相结合进行深入研究。 同

时，有研究表明手掌参对生境依赖性很强，其物种

分布主要受气候因子和海拔高度的影响，其次是

土壤肥力［２４］。 综上所述，本研究旨在通过分析环

境因子和组织差异对手掌参内生细菌多样性和群

落结构的影响，以期为今后手掌参内生细菌的分

离和内生细菌资源挖掘利用提供依据，为西藏地

区野生手掌参的驯化栽培提供参考。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 样地概况　 样地位于西藏自治区林芝市色

季拉山（２９°５′～２９°５７′ Ｎ，９４°２５′～９４°４５′ Ｅ），主峰

海拔 ５ ２００ ｍ，处于藏东南，为半湿润与湿润气候

区的过渡地带，年平均降水量 １ １３４ ｍｍ，年平均

气温－０．７３ ℃ ［２５］。
１．１．２　 样品采集　 ①植株样品采集：２０１９ 年 ８ 月

于西藏自治区林芝市色季拉山选取 ４ 个采样点，
分别为废弃木材厂（ＦＭ）、林芝观景台（ＬＺ）、林海

观景台（ＬＨ）和雷达站（ＬＤ），采样点的地理位置

信息见表 １。 每个采样点随机选取 ３ 块长 ２ ｍ、宽
２ ｍ 的样方，每个样方内随机选择生长健康、大小

一致的手掌参植株，分别将 ４ 个采样点的手掌参

果荚（Ｆ）、根（Ｒ）、茎（Ｓ）和叶（Ｌ）按照组织类别随

机混匀，收集于无菌样品袋中标记，－８０ ℃保存。
所有植物组织样品均用无菌水洗涤 ３ ～ ４ 次，吸去

多余水分，切成 １ ｃｍ 长的小段，在超净工作台上

用 ７５％乙醇和 １０％次氯酸钠分别对样品进行表面

消毒 ４０ ｓ 和 ５ ｍｉｎ。 无菌水反复洗涤 ３ ～ ５ 次，用
无菌吸水纸吸去多余水分。 为了测试消毒效果，
吸取最后 １ 次冲洗液涂布于马铃薯葡萄糖培养

基，３７ ℃培养 ３～５ ｄ，观察有无菌落产生，确保手

掌参组织表面消毒完全。 ②土壤样品采集：取每

个样方中所采集手掌参植株根系 ０～２０ ｃｍ 范围内

的土壤，置于无菌袋中，立即带回实验室。 用孔径

为 ２ ｍｍ 的筛子除去杂草根系，随机混样，标记，－
８０ ℃保存，用于测定土壤理化性质。

表 １　 采样点的地理位置信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

采样点 样品（编号） 纬度 经度 海拔 ／ ｍ 植被类型

废弃木材厂（鲁朗镇）（ＦＭ） 果荚（ＦＭＦ） ２９°４６′０４．１６′′Ｎ ９４°４３′５３．１３′′Ｅ ３ ２４４ 林地

叶（ＦＭＬ） ２９°４６′０４．１６′′Ｎ ９４°４３′５３．１３′′Ｅ ３ ２４４ 林地

茎（ＦＭＳ） ２９°４６′０４．１６′′Ｎ ９４°４３′５３．１３′′Ｅ ３ ２４４ 林地

根（ＦＭＲ） ２９°４６′０４．１６′′Ｎ ９４°４３′５３．１３′′Ｅ ３ ２４４ 林地

林芝观景台（色季拉山）（ＬＺ） 果荚（ＬＺＦ） ２９°３３′３０．７０′′Ｎ ９４°３３′３６．７０′′Ｅ ３ ５２５ 林地

叶（ＬＺＬ） ２９°３３′３０．７０′′Ｎ ９４°３３′３６．７０′′Ｅ ３ ５２５ 林地

茎（ＬＺＳ） ２９°３３′３０．７０′′Ｎ ９４°３３′３６．７０′′Ｅ ３ ５２５ 林地

根（ＬＺＲ） ２９°３３′３０．７０′′Ｎ ９４°３３′３６．７０′′Ｅ ３ ５２５ 林地

林海观景台（色季拉山）（ＬＨ） 果荚（ＬＨＦ） ２９°３７′ ００．８５′′Ｎ ９４°４１′５１．９０′′Ｅ ４ ２９５ 林地

叶（ＬＨＬ） ２９°３７′ ００．８５′′Ｎ ９４°４１′５１．９０′′Ｅ ４ ２９５ 林地

茎（ＬＨＳ） ２９°３７′ ００．８５′′Ｎ ９４°４１′５１．９０′′Ｅ ４ ２９５ 林地

根（ＬＨＲ） ２９°３７′ ００．８５′′Ｎ ９４°４１′５１．９０′′Ｅ ４ ２９５ 林地

雷达站（色季拉山）（ＬＤ） 果荚（ＬＤＦ） ２９°３７′０５．９５′′Ｎ ９４°４０′５７．２１′′Ｅ ４ ５１３ 灌木丛

叶（ＬＤＬ） ２９°３７′０５．９５′′Ｎ ９４°４０′５７．２１′′Ｅ ４ ５１３ 灌木丛

茎（ＬＤＳ） ２９°３７′０５．９５′′Ｎ ９４°４０′５７．２１′′Ｅ ４ ５１３ 灌木丛

根（ＬＤＲ） ２９°３７′０５．９５′′Ｎ ９４°４０′５７．２１′′Ｅ ４ ５１３ 灌木丛

１．１．３　 培养基　 马铃薯葡萄糖培养基（ＰＤＡ）。
１．１．４　 主要试剂与仪器设备 　 植物基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒（ＤＰ３４２，北京天根生化科技有限公

司）；ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕ 脱氧核糖核酸聚合酶（２．５

Ｕ ／ μＬ，北京全式金生物技术股份有限公司）。 微

量分光光度计 （ ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００，美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司）；琼脂糖水平电泳仪（ＤＹ⁃ＣＰ⁃３２Ｃ，北京六一仪

器厂）；紫外可见分光光度计（ＴＧＬ⁃１６Ｍ，上海尤
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尼柯仪器有限公司）；高速冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
５４２４Ｒ，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；聚合酶链式反应仪

（Ｂｉｏ⁃ＲａｄＴ１００，美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；ｐＨ 计（８６０１
型，上海康仪仪器有限公司）；电导率仪 （ ＤＤＳ⁃
１１Ａ，上海雷磁仪器有限公司）；全自动凯氏定氮

仪（Ｋ９８４０，山东海能仪器有限公司）；火焰光度计

（６４００Ａ，上海精科仪器有限公司）；Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｑ
测序平台（美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司）。
１．２　 方法

１．２．１　 土壤理化性质测定　 使用 ｐＨ 计测定土壤

ｐＨ 值，使用电导率仪测定土壤电导率（ＥＣ），采
用重铬酸钾容量法测定土壤有机质（ＳＯＭ），采用

半微量凯氏定氮法测定土壤全氮（ＴＮ），采用氢

氧化钠熔融⁃钼锑抗比色法测定土壤全磷（ＴＰ），
采用氢氧化钠熔融⁃火焰光度法测定全钾（ＴＫ），采
用碱解扩散法和碳酸氢钠浸提⁃紫外分光光度计

法［２６⁃２７］分别检测土壤速效氮 （ ＡＮ） 和有效磷

（ＡＰ）。
１．２．２　 手掌参内生细菌的 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增

和测序　 参照细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒操作

说明提取所有样品中 ＤＮＡ，１％琼脂糖凝胶电泳

检测抽提 ＤＮＡ。 采用引物 ７９９Ｆ（５′⁃ＡＡＣＭＧＧＡＴＴ
ＡＧＡＴＡＣＣＣＫＧ⁃３′）和１１９３Ｒ（５′⁃ＡＣＧＴＣＡＴＣＣＣＣＡ⁃
ＣＣＴＴＣＣ⁃３′）ＰＣＲ 扩增 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 Ｖ５～Ｖ７ 片段。
ＰＣＲ 反应体系和反应程序参考顾美英等［２８］ 方法。
ＰＣＲ 产物混合后用 ２％琼脂糖凝胶电泳检测，切胶

回收 ＰＣＲ 产物，送至上海美吉生物医药科技有限

公司进行高通量测序。
１．２．３　 手掌参内生细菌群落多样性分析　 测序后

获得原始数据采用 ＦＬＡＳＨ １．２．１１ 拼接和 ＦＡＳＴＰ ０．
１９．６ 软件质控过滤。 ＵＰＡＲＳＥ ７．０．１０９０ 对有效序

列进行相似度大于 ９７％的操作分类单元（ｏｐｅｒａ⁃
ｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ， ＯＴＵ） 聚 类。 采 用 ＲＤＰ
ＣＬＡＳＳＩＦＩＥＲ ２．１１ 与 ＳＩＬＶＡ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ａｒｂ⁃ｓｉｌｖａ．ｄｅ ／ ）进行比对及物种注释。 通过 ＭＯＴＨ⁃
ＵＲ １．３０．２ 分析 Ａｌｐｈａ 多样性指数，包括 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数、Ｃｈａｏ 指数和 Ｓｏｂｓ 指数，用 Ｒ
语言和 Ｍｏｔｈｕｒ 计算绘制稀释曲线。 采用 Ｒ 语言

（ｖｅｒｓｉｏｎ ３．３．１）进行群落组成、Ｖｅｎｎ 图和主坐标

分析（ Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ Ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣｏＡ）。 采

用 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离算法绘制热图。 冗余分析方法

（ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＲＤＡ）和相关性热图分析环

境因子和细菌群落结构的相互 关 系。 使 用

ＰＩＣＲＵＳｔ １．１．０ 进行 ＫＥＧＧ 功能预测。
１．２．４　 数据分析　 土壤理化性质和 Ａｌｐｈａ 多样性

指数利用 ＳＰＳＳ ２２．０ 进行方差分析。 采用 Ｄｕｎｃａｎ
新复极差法进行差异显著性检验。

２　 结果与分析

２．１　 手掌参内生细菌 ＯＴＵ 分析

所有手掌参样品中共获得 ７１５ ９２０ 条有效

序列，平均长度为 ３７６ ｂｐ。 样品测序的覆盖度

均达到 ９８．６９％以上，稀释曲线趋于平缓，表明测

序数据达到饱和状态，能够全面覆盖所有内生

细菌类群。 操作分类单元（ＯＴＵ）聚类获得２ ３６５
个 ＯＴＵｓ。 为分析 ４ 个采样点手掌参内生细菌

ＯＴＵ 数量差异绘制韦恩图，由图 １Ａ 可知，４ 个

采样点的样品中共有 ＯＴＵ 数 ７４４ 个， ＯＴＵ 数量

最多的为 ＬＨ 采样点手掌参样品，最少的为 ＬＤ
采样点手掌参样品。 ＬＨ 采样点根部 ＯＴＵ 数量

最多，为 １ ００６ 个，而海拔较高的 ＬＤ 采样点手掌

参根部和海拔较低的 ＦＭ 采样点手掌参根部

ＯＴＵ 数量较少，分别为 ６８４ 个和 ６４０ 个，即随海

拔升高 ＯＴＵ 数量呈先增加再减少的趋势，ＬＨ 采

样点的茎中 ＯＴＵ 数量最多，为 １ ０９２ 个。 ＦＭ 采

样点叶中 ＯＴＵ 数量最多，为 ９９８ 个。 果荚中

ＯＴＵ 数量随海拔的升高呈减少趋势。 四种组织

中，共有 ＯＴＵ 数量为 ４１４ 个，根部 ＯＴＵ 数量最

多，其次为茎，果荚中最少。
２．２　 手掌参内生细菌群落多样性分析

４ 个采样点手掌参内生细菌群落多样性指数

如表 ２ 所示，所有样品中 ＬＨ 采样点手掌参 ＬＨＳ
中细菌 Ｓｏｂｓ 指数和 Ｃｈａｏ 指数均最高，而 ＬＤ 采样

点手掌参 ＬＤＦ 最低。 ＦＭ 采样点手掌参 ＦＭＳ 中

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数最高，其次为 ＬＨＳ 样品。 海拔较低

的 ＦＭ 采样点手掌参的茎、叶和果荚多样性指数

均高于其他采样点。 四种组织中，茎、叶和根中内

生细菌群落 Ｓｏｂｓ 指数、Ｃｈａｏ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数

均高于果荚。 果荚中内生细菌群落多样性和丰富

度均随海拔升高而降低，且 ＬＤ 采样点 ＬＤＦ 中内

生细菌丰富度和多样性均最低。 不同生境下相同

组织内生细菌群落多样性具有显著差异性，相同

生境下不同组织内生细菌群落多样性也存在一定

差异。
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图 １　 手掌参内生细菌 ＯＴＵ 的韦恩图

Ｆｉｇ．１　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＯＴＵ ｆｒｏｍ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｇｙｍｎａｄｅｎｉａ ｃｏｎｏｐｓｅａ
Ａ～Ｆ 分别表示 ４ 个采样点、四种组织根、茎、叶和果荚样品的 ＯＴＵ 数量

Ａ⁃Ｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＯＴＵｓ ｆｏｒ ｆｏｕｒ ｓａｍｐｌｅ ｐｏｉｎｔｓ， ｆｏｕｒ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅｓ， ｒｏｏｔｓ， ｓｔｅｍｓ， ｌｅａｖｅｓ， ａｎｄ ｆｒｕｉｔ ｐｏｄｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

表 ２　 手掌参内生细菌 Ａｌｐｈａ 多样性分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｓｉｓｌｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ Ｇｙｍｎａｄｅｎｉａ ｃｏｎｏｐｓｅａ

样品 Ｓｏｂｓ 指数 Ｃｈａｏ 指数 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 均匀度指数 有效序列 ／ 条 覆盖度 ／ ％

ＦＭＦ ２３７．００±１７．０８ｃｄ ３０９．８３±５４．５８ｃ ３．２３±０．０５ｂｃ ０．０８±０．００ｂ ０．５９±０．００ｂ ４２ ０１８ ９９．５６

ＦＭＬ ６３１．６７±１１９．６８ａｂ ８２３．２６±８３．７１ａｂ ４．４３±０．１７ａｂ ０．０３±０．００ｂ ０．６９±０．０１ａｂ ４１ ８７３ ９８．６９

ＦＭＳ ６９０．３３±５６．１５ａ ８４１．６１±１５１．６９ａ ４．８７±０．１７ａ ０．０２±０．００ｂ ０．７４±０．０２ａ ３１ ３４８ ９８．８６

ＦＭＲ ３２９．３３±４７．４３ｃ ３５０．０１±４５．１３ｃ ４．１９±０．４６ａｂ ０．０６±０．０５ｂ ０．７２±０．０８ａｂ ３５ ２４５ ９９．８３

ＬＺＦ １６９．００±２４．９６ｃｄ ２２９．７３±５９．２９ｃ ２．５５±０．４４ｃ ０．１６±０．０９ｂ ０．５０±０．０８ｂｃ ４４ ０２０ ９９．６５

ＬＺＬ ４５３．６７±２４．０１ｂｃ ６０５．０２±３７．６８ｂ ３．９６±０．０７ａｂ ０．０６±０．００ｂ ０．６５±０．０１ａｂ ４１ ５０５ ９９．０２

ＬＺＳ ４０２．３３±１４５．２９ｂｃ ５３２．３７±１３８．３７ｂｃ ２．８３±１．２２ｂｃ ０．２８±０．２７ａｂ ０．４７±０．１８ｂｃ ３３ １９６ ９９．１６

ＬＺＲ ４３５．３３±１７１．９６ｂｃ ５０８．５０±１４５．１４ｂｃ ３．５７±１．０５ｂ ０．０９±０．０８ｂ ０．５９±０．１４ｂ ４２ ９５９ ９９．３６

ＬＨＦ １３３．００±４２．５３ｄ １９５．７６±３４．００ｃ １．９８±０．４１ｃｄ ０．２６±０．０７ａｂ ０．４０±０．０６ｃ ３５ ９７５ ９９．６５

ＬＨＬ ５００．６７±２５．５４ｂ ６６６．２４±５７．５２ａｂ ３．３９±０．４７ｂｃ ０．１４±０．０８ｂ ０．５５±０．０７ｂ ３２ ６３８ ９８．８８

ＬＨＳ ７０５．００±１５５．７１ａ ８５５．８７±１３９．７７ａ ４．７７±０．４２ａ ０．０３±０．０２ｂ ０．７３±０．０４ａｂ ４３ ２５１ ９８．８９

ＬＨＲ ５５７．３３±１３４．５２ａｂ ６２１．４５±１５１．６０ｂ ４．２１±０．１６ａｂ ０．０７±０．０３ｂ ０．６７±０．０１ａｂ ３９ ９３６ ９９．３３

ＬＤＦ ６７．３３±３８．０７ｄ １５３．０３±１１．３７ｃ １．４９±０．１７ｄ ０．３４±０．０７ａ ０．３７±０．０２ｃ ３８ ２２４ ９９．７７

ＬＤＬ ５４９．００±１１８．４４ａｂ ７１４．１２±１７９．５６ａｂ ３．９２±０．５０ａｂ ０．０６±０．０３ｂ ０．６２±０．０７ａｂ ３５ ２１０ ９８．８３

ＬＤＳ ３４２．６７±９２．４６ｂｃ ４９３．０８±８２．０２ｂｃ ２．９８±０．９９ｂｃ ０．１６±０．１４ｂ ０．５１±０．１５ｂｃ ２６ ５７４ ９９．１７

ＬＤＲ ３４９．００±１３３．４１ｂｃ ４３４．１４±１０６．５４ｂｃ ３．７２±０．５６ｂ ０．０８±０．０７ｂ ０．６５±０．１２ａｂ ３８ ０４１ ９９．４５

　 注：数据为平均数±标准差，不同小写字母表示差异性显著（Ｐ＜０．０５），表 ３ 同
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２．３　 内生细菌群落组成分析

４ 个采样点手掌参内生细菌隶属于 ５ 个菌门

（图 ２），包括变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、酸杆

菌门 （Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ） 和厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）。
其中优势菌门为变形菌门，在海拔较低的 ＦＭ 采

样点手掌参样品中，其相对丰度为 ７６．６６％，海拔

较高的 ＬＤ 采样点手掌参样品中，其相对丰度为

９０．２７％，该菌门在不同海拔下相对丰度存在一

定差异，且随着海拔升高相对丰度呈上升趋势。

次优势菌门为放线菌门，相对丰度为 ６．０２％ ～ １６．
８９％，在海拔较低的 ＦＭ 和 ＬＺ 采样点手掌参样品

中，其相对丰度均高于海拔较高的 ＬＤ 采样点样

品中的相对丰度。 海拔较低的 ＦＭ 采样点手掌参

样品中拟杆菌门的相对丰度为 ２．９９％，略高于其

他 ３ 个采样点。 所有样品物种组成（图 ２Ｂ）表明，
变形菌门在海拔较高采样点手掌参叶和果荚中相

对丰度高于海拔较低的采样点，放线菌门则与之

相反。 变形菌门在果荚和根中相对丰度较高，放
线菌门在茎和叶中相对丰度高于果荚和根。

图 ２　 门水平上手掌参内生细菌的群落组成

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ Ｇｙｍｎａｄｅｎｉａ ｃｏｎｏｐｓｅａ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ
Ａ：４ 个采样点内生细菌的群落组成； Ｂ：所有样品内生细菌的群落组成

Ａ：Ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｆｏｕｒ ｐｏｉｎｔｓ； Ｂ：Ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ

　 　 所有样品中内生细菌在属水平上隶属于 ６２
个属，选取相对丰度前 ３０ 个属的物种绘制热图

（图 ３），不同颜色代表各样品中内生细菌的相对

丰度，样品聚类显示茎、叶和果荚聚类为一簇，表
明内生细菌的群落结构和组成较为相似；海拔较

高的 ＬＨ 和 ＬＤ 采样点果荚单独为一分支，与海拔

较低的 ＦＭ 和 ＬＺ 采样点的果荚存在一定的差异

性；而根部独聚为一簇，与其他组织内生细菌群落

结构差异显著。 内生细菌优势菌属主要包括假单

胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、甲基杆菌属（Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅ⁃
ｒｉｕｍ）和鞘脂单胞菌属（ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）。 所有样

品中，假单胞菌属在海拔较高的样品中相对丰度

高于海拔较低采样点，其中果荚中该菌属相对丰

度高于其他组织，而 ＬＨＦ 样品中相对丰度最高。
甲基杆菌属在叶片组织中的相对丰度最高，其次

是果荚和茎，其中在 ＬＨＬ 样品中最高。 鞘脂单胞

菌属在海拔较低果荚中相对丰度最高，根中最低。
贪噬菌属（Ｖａｒｉｏｖｏｒａｘ）在茎、叶和果荚中的相对丰

度高于根。 根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒ）在根中的相对

丰度较高，而在海拔较高的 ＬＨ 和 ＬＤ 采样点的根

中最高。 四种组织中，茎和叶中微生物物种较丰

富，根次之，而果荚中最低，存在组织差异性。 生

长在不同海拔条件下的同种组织的内生细菌群落

结构差异也较为显著。
２．４　 手掌参内生细菌群落结构的主坐标分析

利用 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离算法对所有样品进行

主坐标分析 （ ＰＣｏＡ），如图 ４ 所示， 主成分 １
（ＰＣｏ１）的解释度为 ２４．５１％，主成分 ２（ＰＣｏ２）的
解释度为 １９．４５％，累积为 ４３．９６％。 图 ４Ａ 显示

海拔较低的 ＦＭ 采样点 ＦＭＦ 和 ＬＺ 采样点 ＬＺＦ
两个样品距离较近，而与海拔较高的 ＬＨ 采样点

ＬＨＦ 样品和 ＬＤ 采样点 ＬＤＦ 样品距离相对距离

较远，表明低海拔果荚中内生细菌群落组成较

为相似，而与高海拔果荚内生细菌存在差异性。
ＦＭＬ、ＬＺＬ 和 ＬＨＬ 距离较近，均与 ＬＤＬ 距离较

远，即与 ＬＤＬ 内生细菌物种组成存在一定差异。
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４ 个采样点根样品的距离较近，根部内生细菌物

种组成受环境的影响较小。 图 ４Ｂ 显示叶、茎和

果荚样品的距离较近，均与根样品的距离较远，
且根较为集中，表明叶、茎和果荚样品中内生细

菌群落组成较为相似，而与根的差异较大，不同

组织内生细菌群落组成存在差异性，表明内生

细菌的群落组成受到环境因素和组织类型的影

响。

图 ３　 属水平手掌参内生细菌群落的热图分析（总丰度前 ３０ 物种）
Ｆｉｇ．３　 Ｈｅａｔｍａｐ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｆｒｏｍ Ｇｙｍｎａｄｅｎｉａ ｃｏｎｏｐｓｅａ

ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌｓ （ ｔｈｅ ｔｏｐ ３０ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ）

图 ４　 手掌参内生细菌群落组成的主坐标分析（ＯＴＵ 水平）
Ｆｉｇ．４　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＰＣｏＡ） ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｆｒｏｍ Ｇｙｍｎａｄｅｎｉａ ｃｏｎｏｐｓｅａ （ ａｔ ｔｈｅ ＯＴＵ ｌｅｖｅｌ）
Ａ：所有样品内生细菌群落组成的主坐标分析；Ｂ：四种组织内生细菌群落组成的主坐标分析

Ａ：Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ； Ｂ：Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

２．５　 环境因子对手掌参内生细菌群落结构的影响

２．５．１　 土壤理化性质　 ４ 个采样点土壤理化性质

检测结果如表 ３ 所示，土壤 ｐＨ 值 ５．６ ～ ６．２，偏酸

性，海拔较低的 ＦＭ 采样点 ｐＨ 值最小为５．６。海拔
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较高的 ＬＤ 采样点有效磷（ＡＰ）显著高于其他采

样点，达到 １２．６０ ｍｇ ／ ｋｇ。 ＬＺ 采样点土壤中总钾

（ＴＫ）和有机质（ＳＯＭ）均最高，分别为 ９．０３ ｇ ／ ｋｇ
和 ９０．０ ｇ ／ ｋｇ。 ＦＭ 采样点中总磷（ ＴＰ）最高，而
ＴＫ、ＳＯＭ、ＡＰ 和电导率（ＥＣ）均低于其他采样点。
４ 个采样点的土壤中总氮（ＴＮ）和速效氮（ＡＮ）的
含量均无显著性差异。
２．５．２　 环境因子与手掌参内生细菌群落组成的

相关 性 分 析 　 基 于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距 离 算 法 的

ｄｂ⁃ＲＤＡ分析（ ｄｉｓｔａｎｃｅ⁃ｂａｓｅｄ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ）
探索样品、环境因子和微生物（优势菌属的相对

丰度）三者之间的相互关系，分析影响样品微生

物菌属分布的重要环境驱动因子。 由图 ５ 可知，
ＴＰ（ ｒ２ ＝ ０． ２１６ ５，Ｐ ＝ ０． ００２）、 ＴＫ （ ｒ２ ＝ ０． ３４６ １，
Ｐ＝ ０．００１）、ｐＨ（ ｒ２ ＝ ０． ２１５ ９，Ｐ ＝ ０． ００３） 和海拔

（ｒ２ ＝ ０．２９３ ８，Ｐ＝ ０．００１）为主要影响环境因子，与
鞘脂单胞菌属、贪噬菌属、假单胞菌属、甲基杆菌

属和 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅａｅ 存在相关性。
鞘脂单胞菌属和甲基杆菌属与 ＴＰ 呈正相关，而
与 ＴＫ、ｐＨ 和海拔呈负相关。 贪噬菌属和假单胞

菌属均与 ＴＫ、ｐＨ 和海拔呈正相关，而与 ＴＰ 呈负

相关。
表 ３　 ４ 个采样点的土壤特性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

采样点
ＴＰ ／

（ｇ·ｋｇ－１）
ＴＫ ／

（ｇ·ｋｇ－１）
ＴＮ ／

（ｇ·ｋｇ－１）
ＡＮ ／

（ｇ·ｋｇ－１）
ｐＨ ＥＣ ／

（ｕｓ·ｃｍ－１）
ＡＰ ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
ＳＯＭ ／

（ｇ·ｋｇ－１）

ＬＤ ０．６２±０．０４ａｂ ８．３２±０．６１ａ ２．６９±０．９４ａ ０．２０±０．００ａ ６．２０±０．０３ａ ３２．６０±１．８０ｂ １２．６０±３．１４ａ ７４．３０±２．７９ｂ

ＬＨ ０．６８±０．０９ａｂ ６．８８±０．３５ｂ ２．６３±１．２７ａ ０．２１±０．０１ａ ６．２０±０．１８ａ ５２．００±１．６０ａ ９．８８±２．１７ｂ ７８．１０±２．７４ｂ

ＬＺ ０．５２±０．０１ｂ ９．０３±０．２１ａ ２．８３±０．０５ａ ０．２１±０．０１ａ ６．１０±０．０５ａ ４８．６０±２．２６ａ ９．５６±０．５４ｂ ９０．００±１．８３ａ

ＦＭ ０．７１±０．０１ａ ４．６８±０．１５ｃ ２．３１±０．０３ａ ０．２０±０．０１ａ ５．６０±０．０６ｂ ２４．００±１．１８ｃ ９．２６±０．９０ｂ ５８．４０±１．７９ｃ

图 ５　 内生细菌与环境因子的冗余分析（ＯＴＵ 水平）
Ｆｉｇ．５　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ （ ｔｈｅ ＯＴＵ ｌｅｖｅｌ）

Ａ：表示所有样品中内生细菌与环境因子的冗余分析；Ｂ：表示 ４ 个采样点的样品中内生细菌与环境因子的冗余分析

Ａ：Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ； Ｂ：Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｆｏｕｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

　 　 采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数在属水平进行相关

性热图分析，由图 ６ 可知，海拔高度、ＴＫ、ＴＰ 和 ｐＨ
对内生细菌群落结构具有显著影响。 优势菌属假

单胞菌属与 ＴＫ、ｐＨ 和海拔高度呈极显著正相关

（Ｐ＜ ０． ０１），而与 ＴＰ 呈显著负相关（Ｐ ＜ ０． ０５）。
Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ ｆ ＿Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ 和 Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｅｌｌａ
均与 ＴＫ 呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１），与海拔高度

呈显著正相关（Ｐ＜０．０５）。ｐＨ 和海拔高度与金黄

杆菌属（Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）呈极显著负相关（Ｐ＜０．
０１），与叶居菌属 （ Ｆｒｏｎｄｉｈａｂｉｔａｎｓ） 和红球菌属

（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ）均呈显著负相关（Ｐ＜０．０５）。 马赛

菌属（Ｍａｓｓｉｌｉａ）与 ＴＰ 呈显著正相关（Ｐ＜０．０５）。
诺卡氏菌属（Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ）与海拔高度呈显著负

相关（Ｐ＜０．０５）。
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图 ６　 手掌参内生细菌群落结构与环境因子的相关性热图（总丰度前 ３０ 物种 ）
Ｆｉｇ．６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｆｒｏｍ Ｇｙｍｎａｄｅｎｉａ ｃｏｎｏｐｓｅａ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

ｆａｃｔｏｒｓ （ ｔｈｅ ｔｏｐ ３０ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ）
∗ ０．０１＜Ｐ≤０．０５，∗∗ ０．００１＜Ｐ≤０．０１，∗∗∗Ｐ≤０．００１

２．６　 手掌参内生细菌功能预测

采用 ＫＥＧＧ 数据库比对，对不同海拔手掌参

内生细菌进行 ＰＩＣＲＵＳｔ 功能预测。 手掌参内生

细菌主要富集的一级代谢通路为新陈代谢（Ｍｅ⁃
ｔａｂｏｌｉｓｍ）、环境信息处理（Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｏｒｍａ⁃
ｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）、遗传信息处理（Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａ⁃
ｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）３ 个代谢通路，其中新陈代谢通路

的相对丰度最高（图 ７Ａ）。 二级功能通路共有 ４１
个。 新陈代谢通路主要包括氨基酸代谢、碳水化

合物代谢、能量代谢、核苷酸代谢、聚糖生物合成

与代谢、生物降解与代谢、辅助因子和维生素代

谢、萜类和多酮类化合物代谢以及其他次生代谢

物的生物合成等，其相对丰度均随着海拔升高而

降低，但聚糖生物合成与代谢却呈先降低再升高

的趋势。 遗传信息处理通路主要包括复制与修

复、转录、翻译及遗传信息处理等。 环境信息处理

通路主要为膜运输、信号转导、信号分子及其相互

作用等。 遗传信息处理、细胞运动和循环系统相

对丰度均随着海拔升高呈先降低再升高的趋势，
而其他功能通路均随海拔升高而降低（图 ７Ｂ）。
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图 ７　 手掌参内生细菌 ＰＩＣＲＵＳｔ 功能预测

Ｆｉｇ．７　 ＰＩＣＲＵＳｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｇｙｍｎａｄｅｎｉａ ｃｏｎｏｐｓｅａ
Ａ 和 Ｂ 分别表示手掌参内生细菌的一级和二级 ＰＩＣＲＵＳｔ 功能预测

Ａ ａｎｄ Ｂ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ＰＩＣＲＵＳｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｇｙｍｎａｄｅｎｉａ ｃｏｎｏｐｓｅａ， ｒｅ⁃
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３　 讨　 论

植物内生细菌是由环境中微生物入侵宿主，
经过长期协同进化，广泛存在于植物组织和器官

中的一类微生物，其影响着植物的生长发育［２９］。
植物内生细菌所处的生长环境一旦发生变化，会
促使内生细菌群落演替更新，即内生细菌的群落

结构变化受到环境和气候的影响［３０⁃３３］。 本研究

采用高通量测序技术分析不同生境下手掌参内生

细菌的多样性。 根据多样性分析，海拔较低的

ＦＭ 采样点手掌参的根、茎和叶中内生细菌的多

样性指数均较高，果荚中内生细菌的多样性随海

拔高度升高而降低。 ＦＭ 采样点叶片中内生细菌

的丰度高于其他采样点，而 ＬＨ 采样点的茎和根

中内生细菌的丰度均较高。 不同生境下手掌参不

同组织的内生细菌多样性具有差异性，该现象也

表明了由于植物各种器官所处的环境不同而导致

植物内生细菌在不同器官中的分布存在一定的差

异性［３４］。
４ 个采样点手掌参的内生细菌共隶属于 ５ 门

３８ 科 ６２ 属。 优势菌门为变形菌门，其次为放线

菌门，该结果与王珊珊等［３５］ 的研究结果较为一

致。 变形菌门普遍存在于植物体内，不仅有助于

提高宿主（药用植物）有效物质的含量［３６］，还有利

于植物的生物固氮［３７］ 和病虫害防治［３８］。 变形菌

门的相对丰度随着海拔升高呈上升趋势，且在不

同组织中其相对丰度均有差异，果荚和根中相对

丰度较高。 放线菌门可产生大量天然抗生素和生

物活性化合物，有利于宿主植物的生长，能够提高

宿主植物抵御逆境和抗病虫的能力，是重要的生

防微生物［３９⁃４０］。 放线菌门在海拔较低的 ＬＺ 采样

点样品中相对丰度最高，而在海拔较高的 ＬＤ 采

样点样品中相对丰度最低。 据报道，兰科植物的

优势菌群为假单胞菌属［３５，４１］，与本研究结果一

致。 次优势菌群为甲基杆菌属、鞘脂单胞菌属和

贪噬菌属。 假单胞菌属不仅能分泌吲哚乙酸促进

植物生长，还能生成抗生素显著提高植物的抗病

性，且能产生对宿主兰科植物有益的相似代谢

物［３５］。 高阳［４２］研究表明金钗石斛中假单胞菌属

与石斛碱含量呈正相关，本研究中低海拔 ＦＭ 采

样点样品的内生细菌假单胞菌属相对丰度为

３．３８％，而在海拔较高 ＬＤ 采样点样品为３３．０８％。
此外，本研究中内生细菌与环境因子的冗余分析

表明假单胞菌属与 ＴＫ、ｐＨ 和海拔高度呈极显著
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正相关，而 ４ 个采样点中低海拔采样点（ＦＭ）样品

的土壤 ｐＨ 值和 ＴＫ 含量最低且海拔也最低，ＬＤ
采样点样品的土壤 ｐＨ 值和 ＴＫ 含量最高且海拔

也最高。 因此，假单胞菌属相对丰度在低海拔

ＦＭ 样品中最低，在海拔较高 ＬＤ 采样点样品中最

高。 甲基杆菌属为次优势菌群，能够参与代谢合

成、生物修复及促进植物生长等［４３］。 鞘脂单胞菌

属在低海拔手掌参中的相对丰度高于高海拔，其
在果荚样品中高于其他组织，该菌属不仅有利于

宿主药用植物有效物质含量的提高，还能促进种

子萌发、植物生长和病害防治［４３⁃４４］。 本研究还检

测到根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒ），据报道，根瘤菌属具

有固氮功能，有利于兰科植物种子共生萌发时获

得更多的营养［４１］。 大量研究表明，植物内生细菌

通过产生代谢产物不仅能促进宿主植物的生长发

育、抵御不良环境，而且可以影响药用活性成分的

形成和积累［４５⁃４７］。 因此，深入探索手掌参内生细

菌的群落组成对筛选有益菌群和内生细菌次生代

谢产物资源开发和利用具有重要作用。
植物生长的生态环境不同，内生细菌种群结

构和分布也会存在一定差异［４８］，导致这种差异性

的原因可能是由于不同海拔地区的气温及降水等

环境因素差异造成了土壤微生物种群结构的不

同，而植物内生细菌主要来源于土壤，内生细菌的

群落结构与土壤微生物和植物根际微生物的群落

结构有关［４９］。 有研究表明海拔和土壤理化性质

如 ｐＨ、ＴＮ、ＴＰ 和有机碳等对土壤细菌群落结构

有显著影响［５０］。 如海拔差异对西藏沙棘根瘤内

生细菌有显著影响［２１］。 茉莉花植物内生细菌群

落结构受土壤 ＴＫ、 ＴＰ、 ＴＮ 和 ＳＯＭ 含量的影

响［５１］。 本研究采用冗余分析和相关性热图均显

示海拔、ＴＫ、ＴＰ 和 ｐＨ 对不同海拔下手掌参内生

细菌的群落结构有显著影响，为主要影响环境因

子，与优势菌群假单胞菌属、鞘脂单胞菌属、甲基

杆菌属、贪噬菌属和 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅ⁃
ａｅ 存在显著相关性，这也可能是不同海拔下同种

植物的优势菌群与宿主植物长期协同进化中逐渐

形成的适应性特征［５２］。
ＰＩＣＲＵＳｔ 功能预测分析发现不同海拔下手掌

参内生细菌功能通路的相对丰度存在差异。 新陈

代谢通路中氨基酸代谢和碳水化合物代谢的相对

丰度较高，该代谢通路能为植物提供营养物质，有

利于植物的生长［５３］，氨基酸代谢也能提高植物的

抗逆性［５４］。 此外，还发现生物降解与代谢、萜类、
多酮类化合物的代谢和其他次生代谢物的生物合

成等代谢通路，表明手掌参内生细菌可能参与了

活性成分的合成，李莹等［５４］也发现内生细菌具有

参与植物次生代谢产物合成的能力。
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２０２３，３４（１１）：３０３０⁃３０３８．

［３８］ 熊悯梓，钞亚鹏，赵盼，等．不同生境马铃薯根际土壤细菌多

样性分析［Ｊ］ ．微生物学报，２０２０，６０（１１）：２４３４⁃２４４９．
［３９］ Ｓｈａｒｍａ Ｍ， Ｄａｎｇｉ Ｐ， Ｃｈｏｕｄｈａｒｙ Ｍ． Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ： Ｓｏｕｒｃｅ，

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１４， ３ （ ２）：
８０１⁃８３２．

［４０］ Ｂａｒｋａ ＥＡ，Ｖａｔｓａ Ｐ，Ｓａｎｃｈｅｚ Ｌ，ｅｔ ａｌ． Ｔａｘｏｎｏｍｙ， ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，
ａｎｄ ｎａｔｕｒａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］ ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｏ⁃
ｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｖｉｅｗｓ，２０１６，８０（１）：１⁃４３．

［４１］ 张镇梁，王美娜，李健，等．管叶槽舌兰新鲜及硅胶干燥根样

内生菌多样性研究［Ｊ］ ．广西植物，２０２３，４３（６）：９９１⁃１００５．
［４２］ 高阳．金钗石斛内生菌多样性与石斛碱含量的相关性研究

［Ｄ］．贵阳：贵州师范大学，２０１７．
［４３］ 李巧玲，任明波，曹然，等．基于高通量测序的 ３ 种淫羊藿叶

片内生细菌群落结构研究 ［ Ｊ］ ．微生物学杂志，２０２２，４２
（１）：４３⁃５３．

［４４］ Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ Ｈ，Ｆａｎ ＸＹ，Ｗａｎｇ Ｙ，ｅｔ ａｌ．Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｅｅｄ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ
ｓｈａｐｅｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｒｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ Ｐｌａｎｔｓ， ２０２１， ７
（１）：６０⁃７２．

［４５］ 张礼，童文君，薛庆云，等．细茎石斛内生和根围细菌多样性

及促生能力分析［ Ｊ］ ．植物资源与环境学报，２０１５，２４（３）：
３２⁃４０．

［４６］ Ｔｓａｖｋｅｌｏｖａ ＥＡ，Ｅｇｏｒｏｖａ ＭＡ，Ｌｅｏｎｔｉｅｖａ ＭＲ，ｅｔ ａｌ．Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ
ｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｄｌ． ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｖｅｒｓｅ ａｓｓｏｃｉ⁃
ａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］ ．Ｐｌａｎｔ Ｇｒｏｗｔｈ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ，２０１６，８０（１）：１⁃１３．

［４７］ 郭顺星．药用植物内生真菌研究现状和发展趋势［ Ｊ］ ．菌物

学报，２０１８，３７（１）：１⁃１３．
［４８］ 江曙，钱大玮，段金廒，等．植物内生菌与道地药材的相关性

研究［Ｊ］ ．中草药，２００８，３９（８）：１２６８⁃１２７２．
［４９］ 刘学周，赵智灵，李绍宾，等．西洋参内生菌群落结构与多样

性［Ｊ］ ．微生物学报，２０１５，５５（３）：３３０⁃３４０．
［５０］ 李伊凡，王俊伟，陈永豪，等．西藏岗巴拉山土壤细菌多样性

海拔分布格局及其驱动因子［ Ｊ］ ．生态学报，２０２４，４４（２）：
７１２⁃７２２．

［５１］ 陈梅春，朱育菁，刘波，等．基于宏基因组的茉莉花内生细菌

多样性分析［ Ｊ］ ．热带亚热带植物学报，２０１８，２６（６）：６３３⁃
６４３．

［５２］ 许国琪，刘怡萱，曹鹏熙，等．青藏高原不同生态环境下冰川

棘豆（Ｏｘｙｔｒｏｐｉｓ ｇｌａｃｉａｌｉｓ）内生细菌多样性研究［ Ｊ］ ．高原科

学研究，２０２０，４（１）：２０⁃２９．
［５３］ 卜宣尹，杨卫丽．黎药胆木内生细菌群落结构多样性研究及其

基因功能预测分析［Ｊ］．热带农业科学，２０２３，４３（９）：５８⁃６５．
［５４］ 李莹，钟海蓉，李奕松，等．基于高通量测序研究甘松根际细

菌及药用部位内生细菌群落结构及多样性［ Ｊ］ ．中草药，
２０２２，５３（３）：８３５⁃８４７．
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