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摘   要：【背景】黑沙蒿是我国北方沙漠地区分布广泛、抗旱性能优良的固沙灌木，对稳定沙漠

地区生态系统有至关重要的作用。【目的】内生菌在植物生命过程中扮演着重要角色，认识植物生

长发育阶段幼嫩和成熟组织内生菌群的结构变化，对于理解菌群间的相互作用及保护宿主植物抵

御生物和非生物胁迫具有积极意义。【方法】以宁夏拉巴湖林场黑沙蒿为研究对象，对其嫩枝和成

熟枝木质化相关指标进行测定并对其内生菌群落进行高通量测序分析。【结果】黑沙蒿茎枝不同发

育阶段木质素和纤维素差异显著，嫩枝内生细菌、真菌的多样性高于成熟枝，具有更多的 OTU；

成熟枝则通过木质素、纤维素的积累，表现出较高的环境适应能力；随着黑沙蒿茎枝的不断发育，

内生真菌群落变化较为明显，优势门出现未识别真菌菌门替代子囊菌门的趋势。【结论】黑沙蒿茎

枝不同发育阶段对植物微生物组的组装有深刻的影响，内生细菌和真菌微生物组在植物发育的不

同阶段起着不同的生态作用。本研究揭示了黑沙蒿茎枝发育过程中内生细菌、真菌群落结构的差

异，为荒漠地区生态恢复提供理论参考。 
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Abstract: [Background] The drought-resistant sand-fixing shrub Artemisia ordosica, which is widely 

distributed in the desert area in northern China, plays an important role in stabilizing the ecosystem in 

desert area. [Objective] Endophyte plays an essential part in plant life. It is of great significance for 

understanding the interaction among microbial communities and protecting host plants against biotic and 

abiotic stresses to clarify the structure variation of endophytic communities in young and mature tissues 

of plants during growth and development. [Methods] In this study, we measured the lignification indices 

of young and mature branches of A. ordosica from Labahu Forest Farm in Ningxia and performed 

high-throughput sequencing of the endophyte communities. [Results] Content of lignin and cellulose 

was significantly different between A. ordosica branches at different development stages. The diversity 

of endophytic bacteria and fungi in young branches was higher than that in mature branches, and more 

OTUs were found in the former than in the later. Mature branches accumulated lignin and cellulose, thus 

boasting stronger adaptability. With the development of branches, endophytic fungal community 

changed more significantly, as the unidentified phylum gradually took the position of Ascomycota as the 

dominant phylum. [Conclusion] Development stage of A. ordosica branches has profound impact on the 

assembly of plant microbiome. Endophytic bacteria and fungi play different ecological roles at different 

development stages of plants. We revealed the difference in the community structure of endophytic 

bacteria and fungi between young and mature branches of A. ordosica, hoping to provide a reference for 

ecological restoration in desert area. 

Keywords: lignification; endophytic bacteria; endophytic fungi; Artemisia ordosica 

植物整个生命周期中易受各种生物和非生

物胁迫的影响，包括感染性生物引起的细菌、

病毒和真菌侵染，以及干旱、水淹、盐碱、重

金属污染和营养缺乏等[1]。然而，高等植物在

漫长进化过程中通过一系列形态、生理和生化

特征的改变，能有效避免和/或忍受逆境因子并

存活 [2]。许多研究指出，植物生长和应对胁迫

的能力同样取决于内部微生物群落的复杂作

用[3-5]。尤其在中国西北干旱荒漠区，旱生灌木

对于该区的生态恢复具有积极意义，现今的研

究热点也逐渐聚焦于旱生植物-微生物相互作

用方面[6-8]。 

植物内生菌指定殖在植物内部组织的细菌

和真菌的集合[9-10]。植物内生菌菌群结构受各种

生物因素的影响，如植物物种或品种、发育阶

段或与其他微生物的相互作用[11-14]，以及非生
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物因素，包括温度、辐射、季节或土壤的物理

化学性质等[15-20]。内生菌在宿主植物中的作用

可分为促生菌、病原菌和共生内生菌，其中促

生菌利于植物生长、抵御逆境；病原菌在生物

或非生物胁迫条件下会降低植物的抗逆性并

引发病害[21]。最近的研究表明，微生物群落结

构和宿主健康在很大程度上受到宿主、微生物

和环境之间复杂和动态的相互作用影响，但控

制植物-微生物-环境相互作用的生态过程仍然

知之甚少[22-24]。 

植 物 内 生 细 菌 通 常 由 变 形 菌 门

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

壁 菌 门 (Firmicutes) 和 拟 杆 菌 门 (Bacteroidetes)

等组成 [10]；内生真菌则大部分属于子囊菌门

(Ascomycota)和担子菌门(Basidiomycete)[8,25]。鉴

于植物内生菌菌群结构的变化往往受多种因素

的影响，这使得了解植物内部微生物群落对环

境的动态反馈较为困难[1]。最近的研究表明，

植物通过调节细菌的内生菌群落结构来响应不

同发育阶段的不同生理状态，尤其是植物组织

类型、生长阶段和营养物质摄取均影响宿主内

生菌群落的组成[26-28]。 

黑沙蒿 (Artemisia ordosica)广泛分布于我

国北方荒漠地区，是一种优良的固沙灌木，能

在干旱等恶劣生境下繁育，内生微生物能够增

强宿主对生物胁迫和非生物胁迫的抗性。然而，

黑沙蒿嫩枝和成熟枝内生微生物组的结构差异

尚不清楚。通过分析黑沙蒿的内生细菌和真菌，

对认识黑沙蒿茎枝不同发育阶段的生态作用具

有指导意义，对于稳定与改良当地生态系统至

关重要[29-30]。因此，本研究以黑沙蒿为研究对

象，通过高通量测序技术，揭示黑沙蒿嫩枝和

成熟枝组织中内生细菌、真菌群落结构的差异，

为荒漠地区的生态恢复提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
研 究 样 地 位 于 宁 夏 拉 巴 湖 林 场

(E106°52′45′′−106°54′25′′；N38°44′45′′−38°47′1′′)，

于 2020 年 8 月进行取样研究。选择长势相对一

致的黑沙蒿，用无菌剪分别剪取植株同枝条嫩

枝(young branch，YB)和成熟枝(mature branch，

MB)组织，每 9 株黑沙蒿作为一个重复，取样

品置于无菌离心管中用车载冰箱带回实验室。

先将已分类的黑沙蒿茎枝用无菌水清洗 4−5 次，

之后用 70%的乙醇浸泡 5 min，再用 5%的次氯

酸钠溶液浸泡 5 min，在无菌条件下用无菌水淋

洗后晾干。将处理后的样品置于−80 °C 保藏。 

多功能酶标仪、高速冷冻离心机，赛默飞

世尔科技有限公司；电子天平，梅特勒托利多

仪器上海有限公司；纯水仪，四川优普超纯科

技有限公司；水浴锅，上海力辰仪器科技有限

公司。 

1.2  黑沙蒿茎枝木质化指标测定 

根据苏州科铭生物有限公司木质素(lignin)、

纤维素(cellulose)、半纤维素(hemicellulose)和原

果胶 (protopectin)含量测试盒方法对上述指标

进行测定，采用 SPSS 25.0 软件对数据进行单

因素方差分析(ANOVA)，邓肯多范围检验在显

著性水平(P<0.05)上确定平均值之间的显著差

异，所有数据均以均数±标准误(n=6)表示。 

1.3  黑沙蒿茎枝 DNA 提取和 PCR 扩增 
采用十二烷基磺酸钠法(SDS)提取黑沙蒿

茎枝的内生细菌和真菌总 DNA。使用引物 799F 

(5′-GCGAGTAAAACMGGATTAGATACCCKG-3′)
和 1193R (5′-ACGTCATCCCCACCTTCC-3′)扩

增细菌 16S rRNA 基因的 V5−V7 区域，使用引

物 ITS1-1F-F (5′-CGTACGCTTGGTCATTTAGA 

GGAAGTAA-3′)和 ITS1-1F-R (5′-GCTGCGTTC 
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TTCATCGATGC-3′)扩增真菌 ITS1−ITS2 区域。

PCR 反应条件：98 °C 1 min；98 °C 10 s，50 °C 

30 s，72 °C 30 s，30 次循环；72 °C 5 min。扩

增产物纯化后进行文库构建，文库检测合格后

使用 NovaSeq 6000 进行测序。DNA 提取、PCR

扩增和测序均委托北京诺禾致源科技股份有限

公司完成。 

1.4  黑沙蒿茎枝内生细菌、真菌多样性分析 
测序结果使用 FLASH V1.2.7 进行拼接，得

到的拼接序列用 QIIME V1.9.1 进行质控得到有

效数据，利用 UPARSE 算法(V7.0.1001)对所有

序列进行 OTU 聚类(97%相似度)，并进行物种

注释。获得的数据上传至 NCBI SRA 数据库(序

列号为 PRJNA719712 和 PRJNA719714)。 

使 用 QIIME 软 件 计 算 OTU 、 Chao1 、

Shannon、Simpson 和 ACE 指数，使用 R 软件

(V4.1.0)进行 α 多样性指数组间差异分析；使用

R 软 件 “Vegan” 包 进 行 非 度 量 多 维 尺 度

(non-metric multidimensional scaling，NMDS)分

析。使用 LEfSe 软件(LDA score>3.3)进行 LDA

分析；基于 GreenGene 数据库中 OTU 的 tree，

进行细菌 PICRUSt 和真菌 FUNGuild 功能预测。 

2  结果与分析 

2.1  黑沙蒿嫩枝、成熟枝木质化程度差异 
通过木质素、纤维素、半纤维素和果胶含量

在黑沙蒿嫩枝及成熟枝中的差异分析可见，黑沙

蒿成熟枝木质素含量高出嫩枝 16.1%，差异显著

(P<0.01) (图 1A)；黑沙蒿成熟枝纤维素含量高出

嫩枝 41.6% (P<0.001) (图 1B)，但半纤维素和果胶

含量在嫩枝和成熟枝中无明显差异(图 1C、1D)。 

2.2  黑沙蒿嫩枝、成熟枝内生菌群落多样性 

基于 Illumina Nova 测序平台测序，质控后

平均获得 58 954 个细菌和 99 041 个真菌高质量

序列，在 97%的序列相似性水平上聚集到 202 个

细菌和 1 007 个真菌 OTU。根据物种注释情况，

进一步计算 α 多样性与 β 多样性，结果表明，

黑沙蒿嫩枝内生细菌的 OTU 数量和 Shannon 指

数高于成熟枝(图 2A、2B)、Simpson 指数低于

成熟枝(图 2C)、ACE 指数和 Chao1 指数均高于

成熟枝(图 2D、2E)；嫩枝内生真菌的 OTU 数

量高于成熟枝(图 2F)、Shannon 指数和 Simpson

指数无显著差异(图 2G、2H)、ACE 指数和 Chao1

指数高于成熟枝(图 2I、2J)。 

 

 
 
图 1  黑沙蒿茎枝木质化指标差异分析   A：木质素含量；B：纤维素含量；C：半纤维素含量；D：

果胶含量。**：P<0.01；***：P<0.001 

Figure 1  Analysis on the lignification index of Artemisia ordosica. A: Lignin content; B: Cellulose content; 
C: Hemicellulose content; D: Propectin content. **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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图 2  黑沙蒿茎枝内生细菌和真菌 α 多样性及 Venn 图分析   A−E：内生细菌 OTU 数量、Shannon 指

数、Simpson 指数、ACE 指数和 Chao1 指数；F−J：内生真菌 OTU 数量、Shannon 指数、Simpson 指数、

ACE 指数和 Chao1 指数；K：内生细菌共有和特有 OTU 数量；L：内生真菌共有和特有 OTU 数量 

Figure 2  Analysis on the alpha diversity and Venn diagram of endophytic bacteria and fungi in Artemisia 
ordosicas. A−E: OTU numbers, Shannon index, Simpson index, ACE index and Chao1 index of endophytic 
bacteria; F–J: OTU numbers, Shannon index, Simpson index, ACE index and Chao1 index of endophytic 
fungi; K: Common and unique OTU numbers of endophytic bacteria; L: Common and unique OTU numbers 
of endophytic fungi. 

 
维恩图分析可见，在内生细菌中，黑沙蒿

嫩枝特有 118 个 OTU，成熟枝特有 25 个 OTU，

嫩枝和成熟枝共有 59 个 OTU (图 2K)；内生真

菌中，嫩枝特有 326 个 OTU，成熟枝特有 308 个

OTU，嫩枝和成熟枝共有 373 个 OTU (图 2L)；

可见，嫩枝中均较成熟枝具有更多特有 OTU。

进 一 步 将 黑 沙 蒿 茎 枝 内 生 细 菌 、 真 菌 进 行

NMDS 分析，结果表明嫩枝和成熟枝内生细菌

间表现出差异性(图 3)。 

2.3  黑沙蒿嫩枝、成熟枝内生菌群落结构变化 
物种注释后，黑沙蒿茎枝内生细菌门水平

占据主导地位的有蓝细菌门(Cyanobacteria)和

变形菌门(Proteobacteria)；内生真菌门水平占

据主导地位的有子囊菌门(Ascomycota)和担子 
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图 3  黑沙蒿茎枝内生细菌(A)和内生真菌(B)非度量多维尺度分析    
Figure 3  NMDS analysis on the endophytic bacteria (A) and endophytic fungi (B) of Artemisia ordosica.  

 
菌门(Basidiomycota)。黑沙蒿嫩枝和成熟枝内生

细菌菌门无显著差异(图 4A)；黑沙蒿嫩枝和成

熟枝内生细菌属水平上并无太大变化，未识别

细菌菌属的占比逐渐增大(图 4B)。内生真菌中，

黑沙蒿嫩枝具有更高的子囊菌门占比，而成熟

枝中未识别的菌门具有较大占比(图 4C)。值得

注意的是，随着黑沙蒿茎枝的不断发育，优势

门出现未识别真菌菌门替代 Ascomycota 的趋

势。相较于内生细菌菌属，内生真菌菌属的变

化较为明显，除了未识别真菌菌属的占比出现

与菌门相同的变化趋势外，链格孢属(Alternaria)

的占比呈现上升趋势，而圆盘菌属(Orbilia)、

Phaeococcomyces 和 Entodesmium 占比下降趋势

明显(图 4D)。 

进一步对黑沙蒿茎枝内生细菌、真菌进行

LDA 分析(LDA>3.3)发现，黑沙蒿成熟枝并未出

现显著差异的细菌菌属，嫩枝具有更多的显著差

异菌属，如 γ-变形杆菌属(Gammaproteobacteria)、

拟杆菌属(Bacteroides)、罗尔斯顿菌属(Ralstonia)

等 (图 5A)。内生真菌中，黑沙蒿成熟枝的差

异 菌 属 多 于 嫩 枝 ， 主 要是 Ascomycota (p)、

Orbiliaceae (f)和 Pneumocystidaceae (f)等，嫩枝

中则主要是 Aureobasidiaceae (f)、Dothideales (o)

和 Aureobasidium (g)等(图 5B)。 

2.4  黑沙蒿茎枝内生细菌、真菌功能预测 

通过 PICRUSt (level 3)和 FUNGuild 对黑沙

蒿茎枝内生菌群落进行功能预测分析。结果显

示，黑沙蒿嫩枝和成熟枝内生细菌功能无显著

差异，大部分集中于蛋白转运(transporters、ABC 

transporters)，光合作用(photosynthesis proteins、

photosynthesis 、 porphyrin and chlorophyll 

metabolism)，代谢(purine metabolism、arginine 

and proline metabolism、pyrimidine metabolism、

amino sugar and nucleotide sugar metabolism)等

方面(图 6A)。 

2.5  黑沙蒿茎枝木质化程度与菌属相关性 

图 7 可见，黑沙蒿成熟枝与嫩枝相比，同

纤维素、半纤维素、果胶相关的细菌菌数更多； 
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图 4  黑沙蒿茎枝内生细菌和真菌群落组成   A：内生细菌门水平上的群落组成；B：内生细菌属水

平上的群落组成；C：内生真菌门水平上的群落组成；D：内生真菌属水平上的群落组成 

Figure 4  Community composition of endophytic bacteria and fungi of A. ordosica. A: Community 
composition at the phylum level of endophytic bacteria; B: Genus level of endophytic bacteria; C: 
Community composition at the phylum level of endophytic fungi; D: Genus level of endophytic fungi. 
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图 5  黑沙蒿茎枝内生细菌(A)和真菌(B) LDA 分析 
Figure 5  LDA analysis on the endophytic bacteria (A) and fungi (B) of A. ordosica.  

 
同时，茎枝内生细菌菌属与纤维素、果胶大多

呈现负相关，其中嫩枝中的 Klebsiella 及成熟枝

中的 Ralstonia、Staphylococcus、Nocardioides

和 Pedomicrobium 呈现显著负相关。内生真菌

中，纤维素与嫩枝和成熟枝均为负相关关系，

例如嫩枝中的 Entodesmium 和 Coniothyrium 

等 菌 属 及 成 熟 枝 中 的 Filobasidium 和

Cladosporium 等菌属。 

3  讨论与结论 

高等植物在遭受干旱胁迫时会通过生理变

化以适应逆境[31-32]。例如，干旱胁迫会导致植

物细胞壁厚度下降，降低碳分配效率影响细胞

壁的形成，并阻碍水分和营养物质的输送[33]。

在我们的研究中，黑沙蒿作为抗逆性极强的灌

木，通过积累木质素、加速茎枝木质化进程以 
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图 6  黑沙蒿茎枝内生细菌(A)和真菌(B)功能预测 
Figure 6  Functional prediction analysis on the endophytic bacteria (A) and fungi (B) of A. ordosica.  
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图 7  黑沙蒿茎枝内生细菌和真菌与木质化指标相关性分析   A：嫩枝内生细菌与木质化指标相关性

分析；B：成熟枝内生细菌与木质化指标相关性分析；C：嫩枝内生真菌与木质化指标相关性分析；D：

成熟枝内生真菌与木质化指标相关性分析 

Figure 7  Correlation analysis on the endophytic bacteria and fungi with lignification index of A. ordosica. 
A: Correlation analysis on the endophytic bacteria with lignification index of young branches; B: Endophytic 
bacteria with lignification index of mature branches; C: Endophytic fungi with lignification index of young 
branches; D: Endophytic bacteria with lignification index of mature branches. 
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适应逆境。Bray[33]指出水分亏缺会影响植物纤

维素的生物合成，我们研究发现，黑沙蒿成熟

枝中纤维素含量显著高于嫩枝，一方面是成熟枝

木质化维持了细胞壁结构的完整性，维持细胞膨

压以此提高细胞在低水势条件下的发育[34-35]；另

一方面，在增强细胞壁厚度的同时，能有效保护

植株营养物质从源(根系)到库(嫩枝)的运输[36]。

果胶在调节植物细胞壁结构应对干旱胁迫中同

样发挥着重要作用[37-38]。以往研究指出，植物

在遭受水分胁迫时，果胶降解酶的活性会下调

表达，降低细胞壁中果胶的含量[34,39]。我们研

究中黑沙蒿成熟枝和嫩枝中果胶含量无明显差

异，可以推测成熟枝木质化的进程提高了植物

对逆境的适应能力。 

植物微生物组通过提高植物生物和非生物

胁迫的耐受性及影响植物功能性状来平衡植物

的生态系统[40-41]。Yu 等[14]指出，植物在生长发

育阶段内生菌群落 OTU 是共享的，但一些罕见

的和高度多样化的 OTU 表明植物不同生长阶

段的特异性，本研究发现黑沙蒿嫩枝的细菌和

真菌 OTU 均高于成熟枝，这表明植物茎枝在

发育阶段具有更高的内生菌群落多样性。此外，

Ambika Manirajan 等[42]研究证实，植物组织间

的内生菌多样性和共享菌群比例的差异可能与

内生菌的环境差异及不同生态位的定殖能力有

关，黑沙蒿嫩枝和成熟枝间内生菌群落结构的

差异说明微生物群落的显著变化与植物的生长

发育密切相关。 

植物内生菌菌群能有效促进植物的生长，

如直接促使植物生长素、细 胞 分 裂 素 和 赤霉

素等生长激素、调节激素的产生 [43-44]；或是间

接通过固氮、溶磷等生化过程提高植物对养

分的吸收 [44]。本研究中，黑沙蒿嫩枝具有较高

的 Gammaproteobacteria、Bacteroidota、Bacillus

和 Pseudomonadales 占比，这些菌群可以分泌

1-氨基环丙烷 -1-羧酸酯 (1-aminocyclopropane- 

1-carboxylate deaminase，ACC)脱氨酶，降低乙

烯(逆境激素)的水平，从而通过提高植物的抗逆

性来间接促进植物的生长[45]。此外，上述菌群

还可以通过产生抗生素、抑制病原体挥发性化

合物、诱导植物系统抗性等增强植物对病原菌

感染的抗性[46-48]。可见，黑沙蒿茎枝在生长发

育时，内生菌菌群的相互作用是其适应逆境的

关键因素。 

黑沙蒿嫩枝与成熟枝内生菌群落结构差异

还受茎枝组织在环境中暴露时间长短的影响，

成熟枝通常较嫩枝面临更多的环境压力，例如

光照、辐射、气温变化、草食性动物侵害等[48]。

本研究中，茎枝内生真菌的差异更能体现这一

特征，嫩枝中 Orbilia 菌属的占比高于成熟枝，

而 Orbilia 菌属与昆虫取食存在相互关系[49]，

这或许是因为木质化提高了成熟枝抵御昆虫侵

害的能力[50]。此外，Moreno-Rico 等研究指出，

Phaeococcomyces 属于病原菌，其在植物上的定

殖加速了植株叶片的枯萎和凋落[51]。我们研究

发现，黑沙蒿成熟枝中 Phaeococcomyces 菌属

的相对占比明显下降，这或许是在黑沙蒿发育

过程中 Phaeococcomyces 菌属不能适应成熟枝

的生理特性，从而导致了其菌属的相对占比下

降。已有学者指出，Alternaria 菌属的生物多样

性和生物活性可作为识别寄主和生物地理学的

特 征 菌 属 [52] ， 本 研 究 中 黑 沙 蒿 成 熟 枝 中

Alternaria 菌属的占比高于嫩枝，或可将该菌属

作为黑沙蒿或是植物发育阶段的特征菌属。值

得注意的是，Microdochiaceae 和 Kalmusia 属于

病原菌，黑沙蒿嫩枝中这 2 种菌属具有较高占

比，这或许是黑沙蒿嫩枝木质化程度较低、易

受病原菌的侵害所致[53-56]。内生真菌功能预测

中存在较大的变化，例如未识别的腐生生物在

嫩枝中具有较大占比，随着茎枝的发育，动植
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物病原体及木质腐生生物在成熟枝中呈现上升

趋势，表明在黑沙蒿茎枝发育中，内生真菌可

能发挥着更多的作用。 

在土壤-植物连续体中，微生物群落受气候、

土壤和营养物质输入等多种宿主和环境因素的

交互影响，微生物群落随植物发育阶段的聚集机

制仍然缺乏全面的认识[26]。尽管现在的研究更

多地关注植物不同组织间内生菌群落的差异，但

我们通过高通量测序对黑沙蒿嫩枝和成熟枝内

生菌群落差异分析发现，嫩枝具有更多的 OTU，

聚集了较多的细菌、真菌群落，成熟枝则具有较

高的环境适应能力。本研究为今后植物内生菌群

响应逆境胁迫、自然衰老、病原菌侵害等方面提

供一定的科学依据，在之后的工作中应结合植物

根际生境、植物组织内生菌群落变化进行全面分

析；同时，适当扩大研究范围，对空间尺度下植

物内生菌群落的环境响应作出细致解析。 
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