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摘  要：【目的】翅碱蓬(Suaeda heteroptera)是一种典型的盐碱指示物，对重金属和石油污染的盐

碱土壤有一定的修复作用，但是关于翅碱蓬根系与根系内生微生物之间的关系、微生物的多样性

以及根系微生物在生物修复中所起作用的研究较少。本文以盘锦“红海滩”的翅碱蓬为例，研究翅

碱蓬根系及根系内生细菌菌群种类和结构。【方法】通过传统的培养方法和非培养的高通量测序

方法对翅碱蓬根系土壤样品、根系附着物样品以及根系匀浆样品中微生物群落多样性进行分析。

【结果】传统方法共分离得到 67 株细菌，选择代表菌 28 株，根据其形态特征和生理生化特征，

结合 16S rRNA 基因序列比对进行鉴定，它们分别属于盐单胞菌属(Halomonas)、海细菌属

(Marinobacterium)、芽孢杆菌属(Bacillus)、副球菌属(Paracoccus)、假单胞菌属(Pseudomonas)、

游动球菌属(Planococlus)、沙雷氏菌属(Serratia)、刘志恒菌属(Zhihengliuella)等。利用高通量测序

技术对样品进行多样性分析，其中根系附着物样品的菌群丰度和多样性最高，依次分别为根系土

壤样品和根系匀浆样品。3 个样品中有效序列群落结构可分为 12 个门，包括酸杆菌门

(Acidobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、绿菌门(Chlorobi)、绿弯菌

门(Chloroflexi)、蓝菌门(Cyanobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes) 、芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)、

浮霉菌门 (Planctomycetes)、变形菌门 (Proteobacteria)、螺旋体门 (Spirochaetes)和疣微菌门

(Verrucomicrobia)。根系匀浆样品中蓝菌门为优势门类，占整个菌群的 42%，变形菌门为次优势

类群，占 33%。变形菌门在根系附着物样品中为优势门类，占 46%，拟杆菌门为次优势门类，

占 16%。根系土壤样品中拟杆菌门为优势门类，占整个菌群的 37%，次优势类群为变形菌门，

占 20%。【结论】翅碱蓬根系和内生菌具有丰富的多样性，其根系微生物可能会在重金属和石油

污染土壤的生物修复中起一定的修复作用。 
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Diversity of endophytic and rhizospheric bacteria of Suaeda 
heteroptera Kitag from Panjin Delta in Liaoning Province 

TIAN Rui  YU Zi-Chao  LI Zuo-Yang  WANG Xu-Lei  WANG Bin* 

(Key Laboratory of Marine Bio-resourses Sustainable Utilization in Liaoning Province, Dalian Ocean University, 
Dalian, Liaoning 116023, China) 

Abstract: [Objective] Suaeda heteroptera Kitag which is a typical saline indicator plant has the 
function of restoring the saline-alkali soil polluted by heavy metals and oil. But little was known about 
the relationship between its root and endophytic microorganisms, microbial diversity and the function 
of rhizospheric microorganisms in bioremediation. In this study, we determined the diversity and 
structure of the endophytic and rhizospheric bacteria of Suaeda heteroptera Kitag from delta area in 
Panjin Liaoning Province. [Methods] The bacterial diversity in rhizosphere soil, root homogenate and 
root attachments of Suaeda heteroptera Kitag was analyzed by traditional culture methods and 
high-throughput sequencing. The selected strains were identified by morphological observation and 
analysis of 16S rRNA gene sequences and physio-biochemical characteristics. [Results] Sixty-seven 
strains were isolated from these three samples with traditonal methods, and twenty-eight strains among 
them were selected as the representative strains. The results showed that the strains were mainly 
affiliated with the genus Halomonas, Marinobacterium, Bacillus, Paracoccus, Pseudomonas, 
Planococlus, Serratia and Zhihengliuella. High-throughput sequencing analysis showed that these three 
samples with highest bacterial diversity were, in order, root attachments, rhizosphere soil and root 
homogenate. In total, twelve phyla were identified from these samples, which were Acidobacteria, 
Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlorobi, Chloroflexi, Cyanobacteria, Firmicutes, Gemmatimonadetes, 
Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes and Verrucomicrobia. Bacteria assemblage was 
dominated by Cyanobacteria (42%) and Proteobacteria (33%) in root homogenate. Proteobacteria 
(46%) and Bacteroidetes (16%) were the predominant phyla in root attachments. Bacteroidetes (37%) 
and Proteobacteria (20%) were the predominant phyla in rhizosphere soil. [Conclusion] The diversity 
of endophytic and rhizospheric bacteria of Suaeda Heteroptera Kitag is high, which suggests that the 
bateria in this environment may play a role in the bioremediation of saline-alkali soil polluted by heavy 
metals and oil. 

Keywords: Suaeda heteroptera Kitag, Rhizosphere microbia, Diversity 

植物根系具有丰富的微生物多样性。Yu 等[1]

对桑树的根系微生物、Kukla 等[2]对黑麦草内生菌、

张萌萌等[3]对紫花苜蓿根际土壤微生物进行了研

究，均发现植物根系和根系内生菌具有丰富的微生

物多样性。根系微生物有助于植物对养分的吸收，

也刺激植物根际分泌更多分泌物，为根系微生物提

供充足的营养，不仅促进植物生长，同时增加了根

系微生物的活性和数量[3]。根系微生物在土壤重金

属及石油烃污染的修复中也起着一定的作用[4]。翅

碱蓬(Suaeda heteroptera)属于黎科碱蓬属，一年生

草本植物，一般生于海滨、湖边、荒漠等处的盐碱

荒地上，是一种典型的盐碱指示植物[5]。翅碱蓬长

期生活在高盐、高 pH 等特殊环境，其生境微生物

在翅碱蓬根系土壤以及根系中形成了各种代谢水

平和分子水平的适应机制，同时也存在与其他物种

间的协同或拮抗等相互作用机制[6]。翅碱蓬生存环

境的极端性、特殊性和多样性可能促使其根系微生

物群落经过长期适应形成了丰富的物种多样性。目

前关于翅碱蓬以及根部环境微生物的研究较少，何

洁等[7]和朱鸣鹤等[8]分别报道过重金属对翅碱蓬生

长及抗氧化酶活性的影响以及对环境重金属的耐

受性。高乃媛等[9]报道了石油烃对翅碱蓬生理特性

的影响以及添加石油烃降解菌后对其根际环境石

油污染物的降解情况，王新新等[10]对大庆油田盐碱



1464 微生物学通报 Microbiol. China 2016, Vol.43, No.7 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

化土壤生长翅碱蓬的根围细菌多样性进行过研究，

同时从中分离到耐盐石油烃降解菌株。植物根围是

土壤-植物-微生物相互作用的一个特殊区域，根际

微生物在有机污染物的植物修复过程中起着重要

作用[11-12]。目前，有关翅碱蓬根系与根系内生微生

物之间的关系、不同地域翅碱蓬根系微生物的多样

性以及根系微生物在生物修复中所起的作用仍有

很多需要深入研究的地方。本文通过传统分离纯化

和非培养的高通量测序对盘锦“红海滩”的翅碱蓬根

系及根系内生细菌菌群种类和结构进行研究，该研

究将为探讨翅碱蓬根系与其根系微生物之间的关

系、进一步揭示微生物在翅碱蓬生物修复中的作用

提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品采集及处理：翅碱蓬样品采自辽宁省盘

锦市三角洲“红海滩”，将翅碱蓬及其根系土壤用不

锈钢小铲一同拔起放入聚乙烯袋子中，24 h 内带回

实验室对样品进行处理。将翅碱蓬根系附着土壤抖

落收集为样品 T，即为根系土壤样品；用无菌海水

冲洗已抖落附着土壤的翅碱蓬根系 3 遍，收集冲洗

水为样品 S，即为根系附着物样品；将经无菌海水

冲洗的翅碱蓬根系用 70%乙醇浸泡 5 min 除去表面

残留微生物，取出后用无菌海水冲洗 3 次，取 1 mL

最后一次冲洗的无菌海水涂布在 2216E平板上培养

过夜，观察无菌落生长后，将翅碱蓬根系 1 g 剪碎

放入无菌研钵中，加入 10 mL 无菌水，充分研磨取

上清液设为样品 G，即为根系匀浆样品。每个样品

分为两部分，一部分用于传统平板培养分离和纯

化，另一部分提取总 DNA 进行高通量测序。 

1.1.2  培养基：2216E培养基(g/L)：蛋白胨5，酵母

膏1，磷酸高铁0.01，加陈海水煮沸后，调pH 7.6−7.8，

1×105 Pa高压蒸汽灭菌20 min；固体培养基添加琼

脂粉20 g/L。 

1.1.3  主要试剂和仪器：70%乙醇，天津市科密欧

化学试剂有限公司；TIANamp Bacteria DNA Kit，

北京天根生化科技有限公司；API ZYM、API 20NE，

上海甘和生物科技有限公司。恒温培养箱，上海市

跃进医疗器械一厂；SW-CJ-2FD 型洁净工作台，恒

自仪器厂；恒温水浴锅，常州澳华仪器有限公司；

显微镜，日本奥林帕斯公司；LDZM-60KCS 立式压

力蒸汽灭菌器，上海申安医疗器械厂；电子精密天

平，梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司；可调万用

电陶炉，广东顺德忠臣电器有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  微生物的分离纯化：分别将 3 个样品用无菌

海水进行梯度稀释，各取 0.1 mL 涂布于 2216E 平

板上，25 °C 培养 24 h。根据菌落和菌体形态挑取

不同形态单菌落于 2216E 平板进行纯化，每株菌分

别纯化 3 代后转接 2216E 斜面备用。 

1.2.2  生理生化测试及系统发育分析：将纯化后的

菌株分别在 2216E 平板进行划线，放置于 25 °C 培

养 24 h 后，观察菌落形态并挑取单菌落进行革兰氏

染色油镜检查。并利用 API ZYM 和 API 20NE 试剂

条对其进行生理生化特性鉴定。最后将纯化的菌株

送至上海生工生物工程有限公司进行 16S rRNA 基

因测序，将测序结果输入 EzBioCloud 数据库中，

进行在线同源性比对。采用 MEGA 5.0 软件中的

Neighbor-Joining 方法构建系统进化树，自展值

(Bootstrap value)取 1 000。 

1.2.3  环境样品 DNA 的提取、PCR 扩增及测序：

将 3 个样品分别用 TIANamp Bacteria DNA Kit 进行

总 DNA 提取。采用 16S rRNA 基因 V4+V5 区通用

引物 907R (5′-GTGCCAGCMGCCGCGG-3′)和 515F 

(5′-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3′)进行 PCR 扩

增。扩增体系：正反向引物(10 µmol/L)各 2 µL，

10×PCR buffer 5 µL，2.5 mmol/L dNTP mix 4 µL，

5 U/µL Taq DNA Polymerase 1 µL，模板 DNA 2 µL，

Sterilized ddH2O补足至 50 µL。PCR条件如下：95 °C 

3 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 45 s，27 个循

环；72 °C 10 min。PCR 扩增产物样品送上海美吉

生物医药科技有限公司进行高通量测序，首先对
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PCR 产物进行纯化与定量，DNA 双末端修复并富

集同时构建文库并测序，对所测得序列进行数据优

化和统计，最后进行生物信息学分析。 

2  结果与分析 

2.1  翅碱蓬根系及内生可培养细菌的多样性 

分别将 3 个样品涂布在 2216E 固体培养基上进

行可培养细菌的分离和纯化，共分离纯化得到

67 株细菌。其中根系土壤样品中分离到 22 株；根

系匀浆样品在样品处理过程中，其表面无菌生长，

所分离的菌株可认为是根系内生菌，分离到 16 株；

根系附着物样品分离 29 株。归纳其中形态特征重

叠菌株后，再与土壤分离菌株比较，仅获得 1 株形

态特征不同的 S1 菌株，根据所有分离菌株菌落形

态和显微镜下形态归纳选出代表菌 28 株进行鉴定。

根据菌株的形态特征和生理生化特征，结合 16S 

rRNA 基因序列比对对纯化的菌株进行鉴定，结果

表明：这 28 株细菌分别属于盐单胞菌属(Halomonas) 

(2/28)、海细菌属(Marinobacterium) (3/28)、芽孢杆

菌属(Bacillus) (5/28)、副球菌属(Paracoccus) (2/28)、

假单胞菌属 (Pseudomonas) (2/28)、游动球菌属

(Planococlus) (1/28)、沙雷氏菌属(Serratia) (1/28)、

刘志恒菌属(Zhihengliuella) (4/28)等，详见表 1。结

果表明翅碱蓬根系及内生的可培养细菌具有丰富

的多样性。16S rRNA 基因序列系统(图 1)发育分析

结果表明，实验所分离的菌株可分为 4 大类群，在

类群 1 中，T2 和 T8 属于盐单胞菌属，G7 属于

Salinicola，G6 和 G6-1 属于 Kushneria，T12、T21

和 T16 属于海细菌属，G8 属于产微球茎菌属

(Microbulbifer)，G13 和 G1 属于假单胞菌属，S1 属

于沙雷氏菌属(Serratia)。类群 2 中包括 G10 和 T20，

属于副球菌属。在类群 3 中，T15-1、T19、T19-1

和 T18 属于芽孢杆菌属，T17 和 G5 属于游动球菌

属。在类群 4 中，T6、T9 和 T3 属于链霉菌属

(Streptomyces)，G9 属于节杆菌属(Arthrobacter)，

G4、G11-1、G12 和 T14 属于刘志恒菌属。在类群

1 中，T12 和 T21 与 Marinobacterium nitratireducens 

CN44 (T)最为相似，但是二者单独成簇，是否为新

的分类单元有待进一步研究；在类群 3 中，T15-1、

T19、T19-1、T18 属于芽孢杆菌属(Bacillus)，它们 

虽然同属于一个属，但 T15-1、T19 和 T19-1 在系

统发育树中以较高的自展值形成了新的分支，暗示

了该属中也可能有新的分类单元的存在。最特殊的

是 G1 菌株，它在系统发育树中单独成簇，它的 16S 

rRNA 基因序列与 Pseudomonas chlororaphis subsp. 

piscium JF3835 的相似性最高，仅为 90.70%。该菌

株的分类地位有待进一步确定，可能为新物种。 

2.2  利用高通量测序方法对样品微生物多样性

的分析 

2.2.1  翅碱蓬根系及内生细菌群落 OTU 及多样性

分析：利用 PCR 方法扩增细菌 16S rRNA 基因

V4+V5 区基因并对其进行高通量测序，由稀释性曲

线图(图 2)可知，3 个样品稀释性曲线趋向平坦、指

数达到饱和，说明本研究中 3 个样品测序数据量合

理，测序量足以覆盖 3 个样品的菌群组成，测序结

果分别代表了 3 个样品中微生物的真实情况。为了

解样品测序结果中的菌种、菌属等数目信息，需要

对序列进行归类操作，通过归类操作，将序列按照

彼此的相似性分归为多个分类单元，1 个分类单元

就是 1 个 OTU，按照 97%相似性归并为 1 个 OTU。

翅碱蓬根系匀浆样品(G)共获得 11 123条有效序列，

测序覆盖率为 99.8%，得到 139 个 OTUs；翅碱蓬

根系附着物样品(S)共获得 17 090 条有效序列，测

序覆盖率为 99.7%，可归为 402 个 OTUs (表 2)；根

系土壤样品(T)共得到 10 307 条有效序列，序列覆

盖率为 99.6%，归并后得到 369 个 OTUs。3 个样品

中具有相同的 OTUs 个数为 80 (图 3)，根系匀浆样

品和根系附着物样品共有的 OTUs 个数为 109，根

系匀浆样品和根系土壤样品共有的 OTUs 个数为

86，根系附着物样品和根系土壤样品共有 339 相同

的 OTUs，根系匀浆样品、根系附着物样品、根系

土壤样品特有 OTUs 个数分别为 24、34 和 24。以

上结果表明，翅碱蓬根系土壤及根系附着物中的微

生物种类较其根系内生的微生物种类丰富。 
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表 1  分离代表菌株的形态特征 
Table 1  Morphological characteristics of the isolated strains 

菌株 

Strains 

菌落特征 

Colony characteristics (48 h) 

细胞形态 

Cell shape 

革兰氏染色
Gram stain

最相近菌种 

Closest strain 

模式菌登录号
Accession No. 

相似度
Similarity (%)

T2 Smooth margin, non-transparent, 
oyster white convex, about 1.5 mm 
diameter  

Short 
rhabditiform 

_ Halomonas EF613112 97.98 

T3 Irregular margin, grey white fluff, red 
back side, about 2 mm diameter 

Mycelioid + Streptomyces AB184300 100  

T6 Smooth margin, oyster white, drying 
surface, flat, about 3 mm diameter 

Mycelioid + Streptomyces AJ781362 99.21 

T8 Smooth margin, sub-transparent, faint 
yellow, about 2 mm diameter 

Short 
rhabditiform 

_ Halomonas X92417 97.06 

T9 Irregular margin, non-transparent, 
yellow, about 2 mm diameter 

Mycelioid _ Streptomyces AJ781362 99.57 

T12 Smooth margin, non-transparent, 
oyster white, slightly convex, about 
2 mm diameter 

Rhabditiform _ Marinobacterium EU573965 97.58 

T14 Regular smooth margin, 
non-transparent, oyster white, about  
2 mm diameter 

Rhabditiform _ Zhihengliuella DQ372937 99.86 

T15-1 Smooth margin, non-transparent, pink, 
about 1 mm diameter 

Rhabditiform + Bacillus AF483625 98.57 

T16 Smooth margin, slightly convex, 
non-transparent, oyster white, about  
2 mm diameter 

Rhabditiform _ Marinobacterium EU573965 98.68 

T17 Regular margin, sub-transparent, light 
yellow, about 2 mm diameter 

Rhabditiform + Bacillus AF541966 99.19 

T18 Smooth margin, sub-transparent, faint 
pink, about 3 mm diameter 

Rhabditiform + Bacillus AF483625 98.84 

T19 Smooth margin, non-transparent, pink, 
about 2 mm diameter 

Rhabditiform + Bacillus AF483625 98.98 

T19-1 Smooth margin, sub-transparent, pink, 
about 1 mm diameter 

Rhabditiform + Bacillus AF483625 99.01 

T20 Regular margin, slightly convex, 
non-transparent, faint pint, about  
1 mm diameter 

Globular _ Paracoccus EU660389 96.88 

T21 Smooth margin, convex, 
sub-stransparent, oyster white, about 
1 mm diameter 

Rhabditiform _ Marinobacterium EU573965 97.85 

G1 Regular margin, non-transparent, 
white, tip size 

Rhabditiform _ Pseudomonas FJ168539 90.70 

G4 Regular margin, non-transparent, 
white, about 1.5 mm diameter 

Rhabditiform _ Zhihengliuella DQ372937 99.58 

G5 Smooth margin, slightly convex, faint 
orange, about 2 mm diameter 

Globular + Planococlus AJ493659 99.52 

G6 Smooth margin, non-transparent, pink, 
about 1 mm diameter 

Rhabditiform + Kushneria AF251143 98.01 

G6-1 Smooth margin, non-transparent, 
white, about 0.5 mm diameter 

Rhabditiform + Kushneria AF251143 98.33 

      (待续)
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      (续表)

G7 Smooth margin, sub-transparent, faint 
yellow, about 1 mm diameter 

Rhabditiform _ Salinicola EU056581 99.79 

G8 Smooth margin, non-transparent, faint 
yellow, about 2 mm diameter 

Globular _ Microbulbifer FR822983 97.98 

G9 Smooth margin, non-transparent, 
oyster white, about 2 mm diameter 

Short 
rhabditiform 

_ Arthrobacter AJ609630 99.10 

G10 Smooth margin, sub-transparent, faint 
yellow, about 2 mm diameter 

Globular _ Paracoccus DQ923133 99.80 

G11-1 Irregular margin, flat surface, slightly 
dry, non-transparent, oyster white, 
about 2 mm diameter 

Rhabditiform _ Zhihengliuella DQ372937 99.45 

G12 Smooth margin, sub-transparent, faint 
yellow, slightly convex, about 1.5 mm 
diameter 

Rhabditiform _ Zhihengliuella DQ372937 99.52 

G13 Smooth margin, sub-transparent, 
white, tip size 

Rhabditiform _ Pseudomonas AB176954 99.22 

S1 Smooth margin, convex, 
sub-transparent, red, about 1 mm 
diameter 

Globular _ Serratia DZ0503SBS1(T) 99.37 

注：G：根系匀浆样品；S：根系附着物样品；T：根系土壤样品. 

Note: G: Root homogenate sample; S: Root attachments sample; T: Rhizosphere soil sample. 
 
2.2.2  翅碱蓬根系及内生细菌群落丰度和多样性

分析：Chao 指数和 ACE 指数都是用来估计样品中

所含 OTU 数目的指数，是生态学中估计物种总数

的常用指数，但两者算法有所不同。样品的微生物

群落丰度和多样性分析见表 2。3 个样品中根系附

着物样品的ACE指数和Chao指数最高，分别为 424

和 430。根系匀浆样品和根系土壤样品的 ACE 指数

和 Chao 指数分别为 156、160 和 379、384。Shannon

指数和辛普森指数用来估算样品中微生物多样性

指数，其中 Shannon 值越大，说明群落多样性越高。

而辛普森指数恰好相反。根系土壤样品的 Shannon

指数最高为 4.66，根系匀浆样品和根系附着物样品

的 Shannon 指数分别为 2.19 和 4.39。辛普森指数最

小的为根系土壤样品，说明其群落多样性最高。根

系附着物样品次之，根系匀浆样品的群落多样性最

小。以上结果表明，翅碱蓬根系附着物样品和根系

土壤样品中的细菌群落物种数及多样性明显高于

其根系内生环境中的细菌群落。 

2.2.3  翅碱蓬根系及内生细菌群落的结构和组成：

所测 3个样品中占优势的细菌群落共分为 8个门(图

4A)，包括放线菌门 (Actinobacteria)、拟杆菌门

(Bacteroidetes)、绿弯菌门 (Chloroflexi)、蓝菌门

(Cyanobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)、浮霉菌门

(Planctomycetes)、变形菌门(Proteobacteria)和疣微菌

门(Verrucomicrobia)，8 个门类在 3 个样品中均有分

布，但 3 个样品中各个门类所占比例有所差异。由

图 4A 可以看出，根系土壤与根系附着物中的细菌

群落组成非常相似，而二者与根系内生环境中的细

菌群落组成差异明显。根系内生环境中细菌主要分

属 5 个门，其中占优势的是蓝菌门和变形菌门，分

别占整个菌群的 42.07%和 32.72%。变形菌门和拟

杆菌门在根系附着物样品中和根系土壤样品中所

占比例最高，在根系附着物样品中变形菌门占

29.89%，拟杆菌门占 16.33%，在根系土壤样品中变

形菌门和拟杆菌门分别占 20.49%和 37.47%。 

从属水平上可将此 3 个样品中的细菌归为 14 个

属。由图 4B 可见，在属的水平上，根系匀浆样品

的细菌群落组成比根系附着物样品和根系土壤样

品简单，而根系附着物样品与根系土壤样品的细菌

群落组成较为相似；3 种样品中都有大量未被鉴定 
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图 1  分离菌株 16S rRNA 基因的系统发育树 

Figure 1  Phylogenetic tree of 16S rRNA gene sequneces 
注：括号内为菌株的 16S rRNA 基因序列在 GenBank 中的序列登录号；刻度 0.02 代表该长度下的进化距离；分支点处仅显示大于

50%的节点值. 

Note: GenBank accession numbers are shown in parentheses; The scale bar indicates 0.02 substitutions per nucleotide position; Bootstrap 
values higher than 50% are shown at branching points. 
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图 2  稀释性曲线 
Figure 2  Rarefaction curve 
注：G：根系匀浆样品；S：根系附着物样品；T：根系土壤

样品. 

Note: G: Root homogenate sample; S: Root attachments sample; T: 
Rhizosphere soil sample. 
 
的细菌存在。根系匀浆样品中包括 11 个属，其中

优势菌属为乳球菌属(Lactococcus)，占比例最高为

18.71%，次优势菌属为肠球菌属(Enterococcus)，占

比例为 2.93%。根系附着物样品中包含 14 个属，其

中盐单胞菌属(Halomonas)占最大比例，为 8.13%；

海杆菌属(Marinobacter)次之，占 6.54%。样品 T 中

包含 13 个属，其中 Gillisia 占 9.29%，为最高比例；

海杆菌属(Marinobacter)为次优势菌属，所占比例为

4.01%。以上结果表明，翅碱蓬根系土壤和根系附 

着物中的细菌多样性较丰富且群落组成较为相似，

各种细菌所占比例有所不同；而翅碱蓬根系内生环

境中的细菌群落组成较前二者较为简单，细菌的物

种多样性较低。 

3  讨论 

微生物群落多样性的研究方法主要分为两种，

一种是先分离再纯化获得可培养的菌株，最后对其

进行鉴定的传统培养方法，传统-分离法虽然简便、

经济、容易普及，但局限性更大，无法准确描述环

境微生态系统中真实微生物的状况。因为大多数细

菌在实验室是不可培养的，于是便出现了第二种以

分子生物学为基础的非培养法。最近几年发展形成

的第二代测序技术即高通量测序技术为分析大规

模样品的菌群结构提供了可能性，为识别菌群结

构、研究群落间的差异和功能提供了良好契机[13]。

高通量在微生物学中的另一个应用就是宏基因组，

它是一种可以对样品中所有微生物进行研究的新

方向。目前被广泛应用于海洋[14]、土壤[15]、人类肠

道[16]等样品中微生物群落结构多样性的研究中。本

研究通过两种不同方法对翅碱蓬植物根部细菌群

落多样性进行分析，传统培养方法分离纯化得到代

表菌 28 株，其中，翅碱蓬根系土壤中分离到 15 株，

翅碱蓬根系匀浆分离的菌株为根系内生菌，得到

12 株，翅碱蓬根系附着物分离的大部分菌株与根系

土壤中重叠，仅 1 株有别于其它，因此认为根系附

着菌与根系土壤菌种类差异不大，仅有的这 1 株为

何在土壤和根系内均未分离到的原因目前尚不清 
 

表 2  样品 T、G、S 细菌群落指数 
Table 2  Community indices of T, G, S samples  

样品 

Sample 

序列 

Reads 

分类单元 

OTUs 

ACE 指数 

ACE index 

Chao 指数 

Chao index 

Shannon 指数 

Shannon index 

辛普森指数 

Simpson index 

覆盖率 

Coverage (%) 

G 11 123 139 156 160 2.19 0.249 5 99.8 

S 17 090 402 424 430 4.39 0.031 8 99.7 

T 10 307 369 379 384 4.66 0.022 6 99.6 

注：G：根系匀浆样品；S：根系附着物样品；T：根系土壤样品. 

Note: G: Root homogenate sample; S: Root attachments sample; T: Rhizosphere soil sample. 
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图 3  OTU 分布 Venn 图 
Figure 3  The Venn diagram of OTU distribution 
注：G：根系匀浆样品；S：根系附着物样品；T：根系土壤

样品. 

Note: G: Root homogenate sample; S: Root attachments sample; T: 
Rhizosphere soil sample. 
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图 4  不同样品在门、属水平的细菌相对丰度 
Figure 4  Bacterial relative abundance of different samples 
in phylum (A) and genus (B) level 
注：G：根系匀浆样品；S：根系附着物样品；T：根系土壤样品. 

Note: G: Root homogenate sample; S: Root attachments sample; T: 
Rhizosphere soil sample. 

楚。由于培养时所用培养基为海水培养基，因此所

筛选到的菌株均具有耐盐性。根据形态特征和生理

生化特征，结合 16S rRNA 基因序列对分离和纯化

的菌株进行鉴定，分别属于盐单胞菌属、海细菌属、

芽孢杆菌属、副球菌属、假单胞菌属、游动球菌属、

沙雷氏菌属、刘志恒菌属等。传统分离纯化培养方

法在翅碱蓬根部分离得到的菌株与钮旭光等[6]分离

的菌株有所不同，仅假单胞菌属在其研究中也有发

现，推测其原因可能与本文所研究翅碱蓬生境土壤

的理化性质以及分离使用培养基与其不同有关。本

文分离得到的刘志恒菌属(Zhihengliuella)是在翅碱

蓬根系内生菌中首次发现，刘志恒菌属[17]初次是在

盐碱土里分离，这也与本文采样环境盘锦三角洲土

壤相似。王新新等[10]的研究表明大庆油田盐碱土

壤 翅 碱 蓬 根 系 的 优 势 菌 为 海 杆 菌 属

(Marinobacter)、食烷菌属(Alcanivorax)和假单胞菌

属(Pseudomonas)，并且认为同时获得的戈登氏菌属

(Gordonia)、无色杆菌属(Acromobacter)、迪茨菌属

(Dietzia) 、芽孢杆菌属 (Bacillus) 和假单胞菌属

(Pseudomonas)与翅碱蓬对环境石油污染物的降解

密切相关，本研究所采集的样品与王新新等[10]的研

究地域不同，大部分可培养细菌也不尽相同，其中

也分离得到芽孢杆菌属和假单胞菌属，但是否具有

降油性能还需要进一步研究。Mayak 等[18]认为，与

长期受逆境胁迫的植物关系紧密的细菌，可能已经

适应了逆境并且使宿主植物受益。本研究从翅碱蓬

内生环境中分离的 12 株菌具有耐盐特性，是否对

翅碱蓬具有促生长作用还有待深入研究。而与根际

促生细菌相比，内生菌受土壤 pH、温度、湿度及

其他土壤生物等环境影响较小[19]，因此，从翅碱蓬

内生环境中分离的菌株与宿主的相互关系是今后

研究的主要内容。 

由于沿海滩涂的特殊生态环境，可能存在较多

未培养微生物，因此在常规分离培养的同时，本文

首次利用高通量测序技术系统分析了翅碱蓬根系

及内生环境细菌群落的多样性及组成，以期较全面

的了解翅碱蓬根系及其环境的细菌多样性。近期
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Sun 等[20]在其研究中指出原核生物 16S rRNA 基因

往往同时存在多个拷贝，而且拷贝之间的基因序列

并不完全一致。因此在原核生物生态学研究中，基

于 16S rRNA 基因的菌群多样性分析会引起一定程

度的高估。同时认为对于经常用来进行焦磷酸测序

的区域中，V4−V5 区域显示了最低的高估程度(约

为 3.0%)，因此在原核生物分子生态学研究中，16S 

rRNA基因的V4−V5区域更适合作为焦磷酸测序的

目的片段。本研究正是采用 16S rRNA V4+V5 区基

因作为目标片段进行测序并比对，因此所进行的多

样性分析其高估的程度应该较低。另外，Sun 等[20]

在文中还提到对于嗜盐菌和一些极端微生物而言，

为适应环境的恶化其 16S rRNA 基因可出现变异的

情况。翅碱蓬属于盐生植物，同时对环境的污染具

有较强的耐受性，其根系不同生境的细菌是否也存

在这种变异？并且这种变异对植物本身起到怎样

的作用也是今后值得深入研究的问题。 

本研究从翅碱蓬根系土壤、根系附着物、翅碱

蓬根系匀浆中分别获得 10 307、17 090 和 11 123 条

有效序列，利用生物信息学对多样性指数和菌群丰

度进行比较分析，根系附着物中的菌群丰度和多样

性明显高于根系内生环境，但与根系土壤中的菌群

丰度和多样性指数比较接近。从细菌群落组成上

看，根系内生的细菌群落组成较为简单，推测这可

能是由于根系内生环境及营养成分较简单、不易受

外界环境影响造成的。根系土壤与根系附着物中的

细菌群落组成和结构较复杂，同时也比较相似。这

可能是因为土壤环境及营养成分异常复杂，导致了

二者细菌群落的多样性与复杂性。而根系附着物与

根系土壤紧密接触、密切联系，从而导致二者相似

性较高；而根系土壤和根系附着物中都有自己特有

的菌种，这可能是由于根系和根系分泌物的作用导

致两者微生物种类有所不同。Landi 等[21]和 Ziegler

等[22]通过添加葡萄糖和草酸模拟植物根系分泌物

探究其对土壤中微生物的影响，结果表明添加物对

土壤微生物有刺激作用，不仅会影响微生物的数

量，而且也会使微生物的种类有所增加。除了已知

的菌种外，在这 3 种样品中，未被分类的细菌都占

了相当大的比例，这说明在翅碱蓬根系及内生环境

中仍然存在着大量的菌种资源有待人们发现、培养

与深入研究。 

随着对植物与微生物之间相互关系研究的加

深，可以发现植物与其根系微生物之间存在共生或

互生的关系[23]。根系微生物与根系分泌物之间是相

互作用的关系，根系分泌物通过诱导的趋化来促进

或抑制微生物的生长，根系微生物通过改变植物代

谢过程中细胞的渗透压、酶的活性以及其他成分与

植物体相互作用。不同种类的微生物会专一性吸收

根系分泌物中某些成分，引起根系分泌物数量和质

量的变化[24]。宿主和内生菌在长期进化的过程中形

成了稳定的互利共生关系[25]。钮旭光等[6]发现翅碱

蓬体内高盐微环境中的微生物在与植物长期共同

进化的过程中可能形成某些机制来缓解逆境对植

物的胁迫，认为盐生植物翅碱蓬体内的内生菌可望

用于宿主耐盐性的提高及盐碱土壤的开发利用。刘

世亮等[26]研究植物菌根真菌对苯并芘污染的降解，

发现菌根真菌对其降解有明显效果。因此，对翅碱

蓬根系及内生细菌群落多样性的分析，将为探明根

系微生物与植物根系之间的关系找到新的路径，还

为揭示根系微生物在重金属和石油污染土壤的生

物修复中所起的作用提供新的思路。 
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