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摘要：【目的】探究不同生境巨菌草内生固氮菌群落组成多样性及其分异规律。【方法】采用高通量测序

固氮酶 nifH 标靶基因方法，研究了我国 6 个典型地区的巨菌草内生固氮菌群，包括福建闽侯县、新疆

墨玉县、内蒙古阿拉善左旗、青海贵德县、甘肃安定区、海南那大镇，结合地理气候因子统计，分析了

固氮菌多样性的环境驱动机制。【结果】共获得 64122 条 nifH 基因的有效序列，640 个 OTUs，归属于 6

个门、10 个纲、17 个目、24 个科、33 个属和 39 个种。不同地区巨菌草中优势内生固氮菌群的种类和

丰度存在较大的差异。在门水平上，福州闽侯县、甘肃安定区、新疆墨玉县、内蒙古阿拉善左旗和青海

贵德县 5 个地区的优势菌门均为变形菌门，海南那大镇的优势菌门为变形菌门和蓝藻菌门；属水平上，

不同地区巨菌草最优势内生固氮菌类群分别为：福州闽侯县(变形菌门中未定属，80.56%)；新疆墨玉县

(变形菌门中未定属，33.14%)；内蒙古阿拉善左旗(变形菌门中未定属，76.23%)；甘肃安定区(α-变形菌

纲中的未定属，53.78%)；海南那大镇(变形菌门中未定属，38.37%)；青海贵德县(变形菌门中未定属，

46.12%)。Alpha 多样性和 Beta 多样性分析表明，不同地区巨菌草内生固氮菌群落的多样性存在较大的

差异，海南那大镇样本中巨菌草各类内生固氮菌群的多样性及丰富度最高，福建闽侯县样本中巨菌草各

类内生固氮菌群的多样性及丰富度最低。典范对应分析(CCA)结果表明，年均降雨量和年均气温是影响

巨菌草内生固氮菌群变化的主要因素，其次是土壤有机质、土壤全氮和土壤 pH。【结论】不同地区巨菌

草内生固氮菌群落的组成及丰度存在着较大的差异，海南那大镇巨菌草内生固氮菌群的种类及相对丰度

较高，本研究可为巨菌草内生固氮菌群的资源开发及其固氮微生物肥料的菌种选育和生产应用提供理论

支持。 
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巨菌草(Pennisetum sp.)隶属于被子植物门，单

子叶植物纲，禾本科，狼尾草属，是典型的 C4 植

物，适宜在热带、亚热带、温带生长[1]。巨菌草是

2005–2007 年由福建农林大学菌草研究所从非洲

引进的品种，根系发达，抗逆性强，产草量高，

目前已经在我国福建、浙江、宁夏、新疆、广西、

海南等省，以及巴布亚新几内亚、卢旺达、莱索

托等国家种植[2]。巨菌草营养价值高，适口性好，

用途广泛，既可代替木屑栽培食药用菌，解决菌

林矛盾，又可作为动物饲料，在生态治理方面也

具有广泛的应用[3–4]。 

植物内生固氮菌是指定殖于植物体内与宿

主植物进行联合固氮的一类微生物，在固氮、生

物防治和促进植物生长等方面具有非常重要的

作用[5]。多年来，许多研究者已从甘蔗、水稻、小

麦、玉米等禾本科植物中分离到内生固氮菌[6–9]。

联合固氮菌除了能为宿主提供氮素以外，还同时

具有分泌生长素、溶磷、增强植株抗病性、抗逆

境等多方面的促进植物生长的作用[10–13]。植物内

生固氮菌的发现和研究揭示了一个新的固氮系

统，内生固氮菌的生境特殊性决定了其既有理论

研究的广度和深度，又是一个潜能巨大、尚待开

发的固氮微生物资源[14–15]。植物内生固氮菌占据

着植物组织内有利于营养供应和微环境适宜的生

态位[16]，能够有效地拮抗病原微生物的生长[17]，

较根外环境更有利于形成高效固氮体系[18]，进而

促进作物的生长及产量的提高[19]。所以，固氮资

源的发掘和利用在农业生产应用上具有非常重要

的意义。目前关于禾本科植物及作物的内生固氮

菌国内外已有较多报道，但是关于巨菌草植物内

生固氮菌的研究却鲜有报道。 

nifH 基因是编码固氮酶铁蛋白的基因，是所

有 固 氮 微 生 物 含 有 的 最 保 守 的 功 能 基 因 [20] ，

Young[21]等研究表明，nifH 基因系统发育与 16S 

rRNA 具有显著的一致性，因此，nifH 基因是研究

固氮微生物的理想遗传标记[22]。目前，许多研究通

过 nifH 基因的遗传多样性来探究不同植物和生境

固氮微生物的群落结构和多样性，并发现在不同植

物和自然条件下存在多样性的 nifH 基因[23–28]。 

本团队前期试验研究结果表明，不同生长时

期巨菌草根、茎、叶内生固氮菌群组成及丰度存

在着较大的差异，其中成熟期根部其联合固氮菌

群种类和丰度最高[29]。因此，成熟期根部将是巨

菌草最主要的固氮菌群种质资源来源。分子生态

学研究表明，传统的分离培养方法鉴定的微生物

只占环境生物总数的 0.1%–10%，因此通过传统培

养方法得到的结果不能真实地反映出植物内生菌

的多样性[30–31]。高通量测序技术具有速度快、成

本低、覆盖度深、数据量大等特点[32]。因此，本

研究通过采用 Illumina Miseq 第二代测序技术对 6

个不同生长地区成熟期巨菌草根部内生固氮菌的

种类分布及其变化规律进行研究，研究不同生境

下巨菌草可能蕴藏的内生固氮菌，以期为巨菌草

内生固氮菌群的资源开发及其固氮微生物肥料的

菌种选育和生产应用提供理论支持。 

1  材料和方法  

1.1  样本的采集及处理 

2018 年 9 月从福州闽侯县(FJ)、新疆墨玉县

(XJ)、内蒙古阿拉善左旗(NM)、甘肃安定区(GS)、

海南那大镇(HN)和青海贵德县(QH)6 个菌草研究

所试验基地采集成熟期巨菌草根样，每个地区分 3

个样点，每个样点随机选取 3 株，共采取 54 个巨

菌草根样带回实验室处理。各样本采样地的地理

位置和气候信息见表 1 所示。 
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表 1.  各样本采样点地理位置和气候信息 

Table 1.  Locations and climatic information of sampling points of each sample 
Samples ID LL AL/m RF/mm T/°C Max T/°C Min T/°C ST/h pH OM/(g/kg) TN/(g/kg) 

FJ 25°50ʹ30ʺN 
118°56ʹ45ʺE 

700 1674 19.5 40.6 –4 1840 7.3±0.06 12.57±0.86 0.62±0.08 

XJ 37°15ʹ27ʺN 
79°36ʹ40ʺE 

1325 35.6 11.6 42.7 –23.7 2654.6 7.1±0.15 15.68±1.64 0.85±0.04 

NM 39°46ʹ47ʺN 
106°42ʹ53ʺE 

1054 130.54 8.3 41.7 –36.4 3200 7.5±0.22 18.59±1.82 1.76±0.15 

GS 35°24ʹ26ʺN 
104°56ʹ32ʺE 

1996 390 6.3 34.3 –27.1 2500.1 7.2±0.13 25.06±2.35 1.32±0.11 

HN 19°31ʹ25ʺN 
109°34ʹ42ʺE 

168.7 1815.6 23.2 33 3.2 2250 7.2±0.08 28.62±1.23 1.92±0.16 

QH 35°36ʹ45ʺN 
101°45ʹ50ʺE 

2720 265 4.7 34.5 –13.6 2798 6.7±0.16 30.14±2.55 2.27±0.05 

LL: Latitude and longitude; AL: altitude; T: Average annual temperature; RF: Average annual rainfall; Max T: Annual maximum 
temperature; Min T: Annual minimum temperature; ST: Average Annual sunshine time; pH: Soil pH; OM: Organic matter; TN: Total 
nitrogen. 
 

1.2  样品的表面消毒 

将巨菌草根样用无菌水洗涤样本 30 s，接着

在 70%的乙醇中浸泡 2 min，再用 2.5% NaClO (含

0.1% Tween80)浸泡 5 min 后转移至 70%无菌乙醇

浸泡 30 s，最后使用无菌水洗涤植物组织 3 次。

取最后一次洗涤液涂布于 LB 培养基上作为对照，

以此检验表面是否彻底消毒。 

1.3  基因组 DNA 的提取、固氮功能基因 nifH 可

变区扩增和高通量测序 

使用 Magnetic Soil And Stool DNA Kit (天根，

中国)试剂盒进行植物基因组总 DNA 的提取，完

成基因组 DNA 抽提后，利用 1%琼脂糖凝胶电泳

检测抽提的基因组 DNA。以提取的植物基因组

DNA 为模板，PCR 扩增选择长度为 450 bp 作为固

氮功能基因 nifH 的扩增片段，进行后续高通量测

序。引物序列为：nifHF (5ʹ-AAAGGYGGWATCGGY 

AARTCCACCAC-3ʹ)和 nifHR (5ʹ-TTGTTSGCSGC 

RTACAT-SGCCATCAT-3ʹ)[33]。PCR 反应体系(20 μL)：

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

Forward primer (5 μmol/L) 0.8 μL，Reverse primer 

(5 μmol/L) 0.8 μL，FastPfu Polymerase 0.4 μL，S-A 

0.2 μL，DNA Template 2 μL，dd H2O 9.8 μL。PCR

反应条件为：95 °C 3 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，

72 °C 45 s，37 个循环；72 °C 10 min。扩增结果

进行 2%琼脂糖凝胶电泳，切取目的片段然后用

AxyPrep DNA 凝胶回收试剂盒切胶回收 PCR 产

物，PCR 产物用 Quanti-Fluor™-ST 蓝色荧光定量

系统进行检测定量，随后交由上海美吉生物医药

科技有限公司使用 Illumina Miseq 测序平台进行

序列测定。 

1.4  生物信息学分析 

由 Illumina Miseq 测序得到的双端序列数据，

首先根据 PE reads 之间的 overlap 关系，将成对的

reads 拼接成一条序列，同时对 reads 的质量和拼

接的效果进行质控过滤，根据序列首尾两端的

barcode 和引物序列区分样品得到有效序列，并校

正序列方向，即为优化数据[34]。然后对样本中的

有效数据在 97%水平上进行 OTU 聚类分析，基于

OTU 聚类分析结果，可以对 OTU 进行多种多样

性指数分析，以及测序深度的检测；基于分类学 
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信息，可以在各个分类水平上进行群落结构的统

计分析。在上述分析的基础上可以对多样本的群

落组成和系统发育信息进行多元分析和差异显著

性检验等一系列深入的统计学和可视化分析。高

通量测序数据处理与分析由上海美吉生物医药科

技有限公司完成。 

2  结果和分析 

2.1  测序结果的质量分析 

本研究通过对 6 个不同地区巨菌草根样进行

Illumina Miseq 高通量测序，共获得 118965 条序

列，对原始序列进行质控过滤，优化后共获得

64122 条有效序列，基于相似性大于 97%的原则，

将获得的有效序列进行聚类，共获得 640 个 OTUs，

归属于 6 个门、10 个纲、17 个目、24 个科、33

个属和 39 个种。Alpha 多样性分析可以反映样品

中微生物群落的丰富度和多样性，由表 2 中的结

果可以看出，各样本内生固氮菌群种类的 ACE 和

Chao 指数为 HN>XJ>GS>NM>QH>FJ，各样本内

生固氮菌群种类的 Shannon 指数为 HN>XJ>QH= 

GS>NM>FJ，结果表明，HN 样本中内生固氮菌

群的多样性和丰富度最高，FJ 样本中内生固氮菌

群的多样性和丰富度最低；各样本 nifH 基因测序

深度指数范围为 99.78%–99.87%，表明各样本文

库的覆盖率很高，各样本中序列被测出的概率很

高，本次测序结果可以反映各样本中微生物的真

实情况。 

由图 1-A 中构建的稀释性曲线图可知，6 组样

本的稀释性曲线图均趋向平坦，随着数据量的增

加，新的 OTU 也不会大量出现，说明测序结果合

理，能够比较真实地反映 6 组样本中的微生物多

样性。由图 1-B 中的 NMDS 群落多样性分析结果

可知，FJ 和 NM、XJ 和 QH 这两组样本点之间的

距离较近，而其他各组样本点之间的距离较远。

表明 FJ 和 NM、XJ 和 QH 这两组样本间内生固氮

菌群落组成较为相似。而其他各组样本之间内生

固氮菌群组成差异较大。 

2.2  门水平和属水平上的固氮菌群落结构分析 

从图 2-A 中门水平上来看，6 个不同样本巨菌

草的内生固氮菌中有大量的不可分类的门类，其

相对丰度为 0.66%–10.68%，这表明巨菌草中含有

大量发挥固氮活性的固氮菌在目前采用的数据库

中未能找到与之相匹配的分类信息；在可定义的

门类中，6 组样本中所共有的且丰度最高的为变形菌

门(Proteobacteria)，其相对丰度为 87.56%–99.34%；

在 XJ、NM、HN 三个样本中，菌群分布较多、丰 

 

表 2.  典型生境巨菌草根内生固氮菌群落 nifH 基因多样性 

Table 2.  NifH gene diversity of endophytic nitrogen-fixing bacteria community in Pennisetum sp. roots in typical 
habitats 

Sample ID Shannon ACE Chao Coverage/% 

FJ 1.52±0.22 101.31±8.72 100.50±7.62 99.86±0.15 

XJ 3.12±0.54 226.27±15.34 222.03±14.36 99.78±0.35 

NM 2.70±0.17 150.13±10.72 149.56±11.19 99.86±0.26 

QH 2.80±0.28 104.60±12.56 103.27±10.53 99.87±0.59 

GS 2.80±0.35 160.44±14.68 171.11±12.46 99.78±0.23 

HN 3.76±0.26 249.01±10.32 247.5±10.34 99.80±0.46 
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图 1.  典型生境巨菌草根内生固氮菌群落 nifH 基因多样性 

Figure 1.  NifH gene diversity of endophytic nitrogen-fixing bacteria community in Pennisetum sp. roots in typical 
habitats. A: Rarefaction curves; B: NMDS community diversity; FJ: Fujian Minhou County; GS: Gansu Anding 
District; HN: Hainan Nada Town; NM: Inner Mongolia Alashan Zuoqi; QH: Qinghai Guide County; XJ: Xinjiang 
Moyu County. 
 

富较高的种类还包括蓝藻菌门(Cyanobacteria)，其

在该 3 个样品中的相对丰度为 0.05%–1.67%；其

中，FJ、GS、XJ、NM 和 QH 这 5 个样本中的优

势菌门为变形菌门(Proteobacteria)，HN 样本中的

优势菌门为变形菌门(Proteobacteria)和蓝藻菌门

(Cyanobacteria)。不同地区巨菌草样本优势内生固

氮菌门组成及其丰度存在差异。 

从图 2-B 中属水平来看，不同生境巨菌草内

生固氮菌群群落组成及相对丰度存在较大的差

异。属水平上，FJ 样本中共获得 9 个属，优势内

生固氮菌类群为变形菌门(Proteobacteria)中未定

属(80.56%)、α-变形菌纲(Alphaproteobacteria)中

的未定属(10.19%)、根瘤菌目(Rhizobiales)中的未

定 属 (5.17%) 和 慢 生 根 瘤 菌 属

(Bradyrhizobium)(3.17%)。XJ 样本中共获得 20 个

属 ， 优 势 内 生 固 氮 菌 类 群 为 变 形 菌 门

(Proteobacteria)中未定属(33.14%)、伯克氏菌目

(Burkholderiales)中的未定属(31.89%)、α-变形菌

纲(Alphaproteobacteria)中的未定属(14.34%)、根

瘤菌目(Rhizobiales)中的未定属(5.67%)、β-变形

菌 纲 (Betaproteobacteria) 中 的 未 定 属 (1.79%) 和

Azohydromonas(2.52%)。NM 样本中共获得 11 个

属 ， 优 势 内 生 固 氮 菌 类 群 为 变 形 菌 门

(Proteobacteria)中未定属(76.23%)、克雷伯氏菌

属 (Klebsiella)(10.77%) 和 α- 变 形 菌 纲

(Alphaproteobacteria)中的未定属(5.044%)。GS 样

本中共获得 10 个属，优势内生固氮菌类群为 α-

变 形 菌 纲 (Alphaproteobacteria) 中 的 未 定 属

(53.78%)、变形菌门(Proteobacteria)中的未定属

(32.24%)和拉乌尔菌属 (Raoultella)(6.01%)。HN

样本中共获得 19 个属，优势内生固氮菌类群为

变形菌门(Proteobacteria)中未定属(38.37%)、根

瘤菌目(Rhizobiales)中的未定属(23.99%)、α-变形

菌纲(Alphaproteobacteria)中的未定属(9.71%)、克
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雷 伯 氏 菌 属 (Klebsiella)(6.52%)、 慢 生 根 瘤 菌 属

(Bradyrhizobium)(5.02%) 、 黄 色 杆 菌 属

(Xanthobacter) (1.45%) 和 肠 杆 菌 属

(Enterobacter)(1.41%)。QH 样本中共获得 15 个

属 ， 优 势 内 生 固 氮 菌 类 群 为 变 形 菌 门

(Proteobacteria)中未定属 (46.12%)、α-变形菌纲

(Alphaproteobacteria)中的未定属(26.87%)、伯克氏

菌目(Burkholderiales)中的未定属(17.10%)、根瘤

菌目(Rhizobiales)中的未定属(4.01%)和 β-变形菌

纲(Betaproteobacteria)中的未定属(2.43%)。综上可

知，不同地区巨菌草优势内生固氮菌群的种类和

丰度存在着较大差异。 
 

 
 

图 2.  典型生境巨菌草根内生固氮菌群落组成 

Figure 2.  Composition of endophytic nitrogen-fixing bacteria in Pennisetum sp. roots in typical habitats. A: At the 
phylum level; B: At the genus level. FJ: Fujian Minhou County; GS: Gansu Anding District; HN: Hainan Nada 
Town; NM: Inner Mongolia Alashan Zuoqi; QH: Qinghai Guide County; XJ: Xinjiang Moyu County. 
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2.3  各样本组间的相似性分析 

使用 R 软件，对相对丰度前 30 位的属进行聚

类分析到 Heatmap。从图 3-A 中可以看出，FJ 和

NM、QH 和 XJ 这两组样本可以较好地聚类在一

起，而其他各组样本之间不能很好地聚类在一起。

结果表明不同生境下巨菌草内生固氮菌群结构有

一定的差异，在这 6 个样本中，福州闽侯县和内

蒙古阿拉善左旗、青海贵德县和新疆墨玉县之间

的巨菌草内生固氮菌群的相似性较高，而其他各

组样本之间的相似性较低。从 Heatmap 图上颜色

变化可以看出，6 个样本中相对丰度较高的为变形

菌 门 Proteobacteria 中 的 未 定 属 、α-变 形 菌 纲

Alphaproteobacteria 中 的 未 定 属 、 根 瘤 菌 目

Rhizobiales 中的未定属。几种主要的内生固氮菌

群在 H5 样本中的丰度及表达量要明显高于 XJ、

GS、QH、NM 和 FJ 这 5 个样本。 

2.4  环境因子对各样本内生固氮菌群组成的影响

分析 

对环境因子和固氮菌群落进行 CCA 相关性分

析。从图 3-B 结果可以看出，CCA1 和 CCA2 对

各样本内生固氮菌属的变化分别解释了 24.20%和

23.58%，即所有的环境因素对固氮菌属变化共有

47.78%的解释度。年均降雨量和年均气温与固氮

菌群落的相关性最大，其次是土壤有机质和土壤 

 
 

图 3.  典型生境巨菌草根内生固氮菌群落组成分析 

Figure 3.  Analysis of the composition of endophytic nitrogen-fixing bacteria in Pennisetum sp. roots in typical 
habitats. A: Heatmap analysis at the genus level; B: Correlation analysis of CCA environmental factors; FJ: Fujian 
Minhou County; GS: Gansu Anding District; HN: Hainan Nada Town; NM: Inner Mongolia Alashan Zuoqi; QH: 
Qinghai Guide County; XJ: Xinjiang Moyu County; T: Average annual temperature; RF: Average annual rainfall; 
pH: Soil pH; OM: Organic matter; TN: Total nitrogen. 
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全氮，土壤 pH 与固氮菌群落的相关性最小。年均

气温、年均降雨量和土壤 pH 这 3 个环境因子矢量

箭头之间的夹角较小，可能它们之间对固氮菌属

的变化具有协同效应。 

3  讨论 

本文首次采用高通量测序技术对 6 个不同地

区巨菌草内生固氮菌群落及其多样性进行研究，

共获得 64122 条有效序列，经分析归属于 6 个门、

10 个纲、17 个目、24 个科、33 个属和 39 个种，

以变形菌门和蓝藻菌门为优势内生固氮类群。这 6

个地区巨菌草中所共有的且相对丰度最高的内生

固氮菌群为变形菌门(Proteobacteria)，其相对丰度

为 87.56%–99.34%，在巨菌草中占据绝对优势。

说明变形菌门不受生境限制，是巨菌草的优势内

生固氮菌群。本文的研究结果和林标声等[29]研究

结果一致。已有研究报道，变形菌门属于革兰氏阴

性菌，为富营养菌，与养分含量呈正相关性[35–36]。

变形菌门之所以能够在地理环境迥异的区域生

长，可能是因为变形菌门在巨菌草内分布广泛，

数量大，环境适应性较强，且不同地区土壤中的

养分含量较为充足，适宜变形菌门中固氮菌群的

生长。 

属水平上，除了福州闽侯县和内蒙古阿拉善

左旗、青海贵德县和新疆墨玉县之外，其他各组

样本之间内生固氮菌群落组成差异较大，且海南

那大镇地区巨菌草内生固氮菌群的多样性及丰富

度要明显高于其他 5 个地区。其中，慢生根瘤菌

属(Bradyrhizobium)为福建闽侯县和海南那大镇地

区 共 有 的 优 势 内 生 固 氮 菌 属 ， 克 雷 伯 氏 菌 属

(Klebsiella)为内蒙古阿拉善左旗和海南那大镇地

区共有的优势内生固氮菌属，Azohydromonas 为新 

疆墨玉县地区特有的优势内生固氮菌属，拉乌尔

菌属(Raoultella)为甘肃安定区特有的优势内生固

氮菌属，黄色杆菌属 (Xanthobacter)和肠杆菌属

(Enterobacter)为海南那大镇地区特有的优势内生

固氮菌属。不同地区巨菌草内生固氮菌群的种类

及丰度之所以存在较大差异，推测一方面可能与

内 生 固 氮 菌 群 的 侵 染 方 式 和 传 播 途 径 有 关 。

Kluepfel[37]认为内生菌是通过植物的自然开口和

伤口进入植物体的，自然开口包括侧根发生裂隙、

气孔、水孔和茎皮孔等，而伤口则是由土壤对根

的磨损、动物摄食及收割多年生植物所致。这些

途径在近年来关于内生固氮菌如何进入植物的研

究中均有发现。已有研究发现，根瘤菌是通过伤

口、根毛和完整的表皮进入植物的[38]。固氮醋酸

杆菌是从根尖和侧根发生的周围侵染植物的，它

还能侵入甘蔗根毛形成侵染线样结构, 只是频率

很低[39]。因而，我们推测可能由于不同地区巨菌

草宿主本身和不同生境下固氮菌群种类差异的原

因，致使不同地区不同种类的固氮菌群侵染进入

植物体中的难易程度不同，从而导致不同地区巨

菌草中内生固氮类群的组成存在差异。另一方面

可能与不同地区的环境因素有关。已有研究表明，

在不同自然环境中的 nifH 基因呈现出多样性和差

异性，固氮微生物的群落结构也表现出明显的差

异[40]。不同种类的固氮菌都有其适宜生长的环境

条件，不同地区地理气候和土壤等环境因素的差

异会刺激不同种类固氮菌群的生长，从而导致不

同地区巨菌草中的内生固氮菌群组成存在差异。

本实验 CCA 分析结果表明，年均降雨量和年均气

温是影响巨菌草内生固氮菌群变化的主要因素，

其 次 是 土 壤 有 机 质 、 土 壤 全 氮 和 土 壤 pH 。

Butterwick 等[41]研究发现，温度会影响固氮微生物 
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群落结构和多样性。Juraeva 等[42]研究发现，土壤

全氮含量能够影响固氮菌群的分布。蔡树美等[43]

研究发现，固氮菌群落结构与土壤有机质、NH4
+-N

和有效磷有关。本研究与前人研究结果一致，结

果显示固氮菌群结构可由多个环境因素共同影响

和控制。本研究中土壤 pH 与固氮菌群落的相关性

较小，这与何冬华等[44]研究发现土壤 pH 对固氮菌

群落也会产生显著影响的结果不一致，造成这种

差异的原因可能是由于本研究中不同地区土壤

pH 较为接近所导致。此外，赵龙飞等[45]研究表明，

豆科植物与根瘤菌共生结瘤及根瘤特征，除了与

寄主植物的遗传特性、发育时期有关外，还与其

所处的生态环境(水分、温度、光照、土壤结构、

土壤 pH 等)有密切的关系。所以，关于其他因素

对内生固氮菌群落的影响有待进一步研究验证。 

综上所述，不同生长地区巨菌草内生固氮菌

群落组成及丰度存在着较大的差异，其中海南那

大镇样本中巨菌草内生固氮菌群的种类及相对丰

度较高，将是巨菌草内生固氮菌群的主要挖掘资

源。本研究的结果对于巨菌草内生固氮菌群资源

的开发及其固氮微生物肥料的菌种选育和生产应

用提供重要的理论支持。 
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Diversity of endophytic nitrogen-fixing bacteria community in 
the roots of Pennisetum sp. of typical habitats 

Yulei Jia1,2, Biaosheng Lin1,2,3, Zhen Liao1,2, Lifang Wang1,2, Zaixing Huang1,2, 
Zhaozhao Song1,2, Lan Mei1,2, Zhanxi Lin 1,2* 
1 College of Life Sciences, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, Fujian Province, China 
2 National Engineering Research Center of Juncao, Fuzhou 350002, Fujian Province, China 
3 College of Life Sciences, Longyan University, Longyan 364012, Fujian Province, China 

Abstract: [Objective] To explore the diversity and differentiation of endophytic nitrogen-fixing bacteria community 
in Pennisetum sp. in different habitats. [Methods] High-throughput sequencing of nitrogen-fixing enzyme nifH target 
gene method was used to study the endophytic nitrogen-fixing bacteria in Pennisetum sp. in 6 typical areas of China, 
including Fujian Minhou County, Xinjiang Moyu County, Inner Mongolia Alashan Zuoqi, Qinghai Guide County, 
Gansu Anding District, and Hainan Nada Town. The environmental driving mechanism of nitrogen-fixing bacteria 
diversity was analyzed by combining geographical and climatic factor statistics. [Results] A total of 64122 valid 
sequences of nifH genes were obtained, 640 OTUs belonging to 6 phyla, 10 classes, 17 orders, 24 families, 33 genera 
and 39 species. The species and abundance of predominant endophytic nitrogen-fixing bacteria in Pennisetum sp. 
from different regions were quite different. At the phylum level, Proteobacteria were the dominant bacteria in the five 
areas of Fuzhou Minhou County, Gansu Anding District, Xinjiang Moyu County, Inner Mongolia Alashan Zuoqi and 
Qinghai Guide County, whereas Proteobacteria and Cyanobacteria were the dominant phylum in Hainan Nada town. 
At the genus level, the most dominant endogphytic nitrogen-fixing bacteria groups in Pennisetum sp. in different 
regions as below: Minhou County of Fuzhou province (undetermined genus of Proteobacteria, 80.56%), Moyu 
County of Xinjiang province (undetermined genus of Proteobacteria, 33.14%), Alashan Zuoqi of Inner Mongolia 
(undetermined genus of Proteobacteria, 76.23%), Anding District of Gansu Province (undetermined genus of 
Alphaproteobacteria, 53.78%), Nada Town of Hainan (undetermined genus of Proteobacteria, 38.79%), Guide 
County of Qinghai (undetermined genus of Proteobacteria, 46.12%). The analysis of alpha-diversity and 
beta-diversity showed that the diversity of endophytic nitrogen-fixing bacteria communities in Pennisetum sp. in 
different regions was different. The diversity and richness of endophytic nitrogen-fixing bacteria in Pennisetum sp. in 
Nada Town of Hainan Province were the highest, while those in Minhou County of Fujian province were the lowest. 
The canonical correspondence analysis (CCA) showed that annual average rainfall and annual average temperature 
were the main factors affecting the change of endophytic nitrogen-fixing bacteria in Pennisetum sp., followed by soil 
organic matter, soil total nitrogen and soil pH. [Conclusion] The composition and abundance of endophytic 
nitrogen-fixing bacteria community in Pennisetum sp. in different areas were quite different. The species and relative 
abundance of endophytic nitrogen-fixing bacteria in Pennisetum sp. in Nada town of Hainan province were relatively 
high. This research can provide theoretical supports for the development of endophytic nitrogen-fixing bacteria in 
Pennisetum sp. and the breeding and production of nitrogen-fixing microbial fertilizers. 

Keywords: Pennisetum sp., high-throughput sequencing, endophytic diazotrophs, microflora, diversity 
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