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摘  要：【背景】噬菌体鸡尾酒可作为一种杀灭猕猴桃溃疡病病原菌(Pseudomonas syringae pv. 
actinidiae, Psa)的生物制剂，但关于噬菌体鸡尾酒在田间的防治效果和对猕猴桃植株叶际内生细菌

群落结构影响的研究依然较少。【目的】探究噬菌体鸡尾酒在田间防控猕猴桃溃疡病的效果，以及

噬菌体鸡尾酒对猕猴桃茎内叶际细菌微生态的影响。【方法】使用猕猴桃溃疡病病原菌感染健康植

株，对比施用噬菌体鸡尾酒和传统铜制剂后溃疡病的发病情况，利用高通量测序技术分析猕猴桃

叶际内生细菌群落结构的变化。【结果】与铜制剂相比，噬菌体鸡尾酒可更有效地控制猕猴桃溃疡

病，改变叶际细菌群落的丰富度与多样性，增强群落结构的稳定性，改善群落物种功能基因丰度

情况，一定程度使叶际细菌群落恢复至健康状态。【结论】噬菌体鸡尾酒在杀灭病原菌的同时具有

良好的微生态调节功能，在猕猴桃溃疡病的生物防治中具有巨大的应用潜力。  
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Phage cocktail inhibits bacterial canker of kiwifruit in the 
field and affects the phyllospheric bacterial community 
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Abstract: [Background] Phage cocktails have been reported as biocontrol agent against the 
kiwifruit canker pathogen Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa). However, little is known 
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about the control effect of phage cocktail in the field and the effect of phage cocktail on the 
phyllospheric bacterial community of kiwifruit plants. [Objective] To explore the biocontrol 
effect of phage cocktail against kiwifruit canker in the field, and reveal the effect of the cocktail 
on the microecology of endophytic bacteria in the stem phyllosphere of kiwifruit. [Methods] 
The healthy kiwifruit plants were infected with Psa, and the incidence of bacterial canker after 
application of phage cocktail or copper preparation was recorded. The changes in the 
community structure of bacteria in kiwifruit phyllosphere were analyzed by high-throughput 
sequencing. [Results] Compared with the copper preparation, the phage cocktail significantly 
reduced the incidence of bacterial canker, changed the richness and diversity of bacteria in the 
phyllosphere, enhanced the stability of bacterial community, and improved the abundance of 
functional genes, thus restoring the bacterial community to the healthy state. [Conclusion] 
Phage cocktails exert the role of microecological regulation while killing pathogenic bacteria, 
demonstrating great application potential in the biocontrol of kiwifruit canker caused by Psa. 
Keywords: phage cocktail; kiwifruit bacterial canker; biocontrol; community structure 

猕猴桃细菌性溃疡病由病原菌丁香假单胞

菌猕猴桃致病变种 (Pseudomonas syringae pv. 
actinidiae, Psa)引起[1]，具有发病迅猛、致病性强、

难以根除等特点，在全球范围内严重威胁猕猴桃

种植产业；Psa 主要危害植株的枝干及叶片等，

导致果实畸形、果味酸涩甚至使植株死亡；目

前国外防治该疫病主要使用铜制剂农药及抗生

素[2]，但是铜制剂在杀灭病原菌的过程中也直接

作用于植株的根际与叶际微生物，对生物群落的

结构造成影响[3]。铜制剂和抗生素的过度使用会

导致病菌产生耐药性[4]，残留的铜制剂也会影响

产品品质并威胁人类健康[5]。 
噬菌体是一类细菌病毒的总称，可特异性裂

解宿主菌，但对非靶向的细菌和动植物无毒[6]，

不会破坏微生物的多样性，可以满足绿色无公害

农业要求。利用这一特性筛选出专性侵染病原菌

的烈性噬菌体制成生物制剂可以控制相应的细

菌疾病[7]。大多数噬菌体的宿主谱较为狭窄，只

能感染一个或者几个菌株，所以单一噬菌体制剂

的使用会限制防治效果，且容易导致抗性菌的产

生，而使用多种不同的噬菌体混合配制成噬菌体

鸡尾酒可以有效解决细菌的抗性突变及噬菌体

宿主谱范围窄的问题[8]。 
研究表明，合适的噬菌体鸡尾酒相较于单独

噬菌体，可以更好地减少细菌性植物病的发生，

并且可以减少病原菌对植物根际微生物群落的

破坏，使微生物群落基本恢复到病原菌侵染前的

水平[9]。目前已有一些使用噬菌体防治 Psa 的报

道，如短尾病毒科的 4 株噬菌体在温室条件下均

对 Psa 表现出良好的抑制效果[10]；肌病毒科的噬

菌体 PPPL-1 也可以有效控制猕猴桃细菌溃疡病

的发展[11]。植物体内体外试验表明 phi6 噬菌体

可以有效抑制猕猴桃溃疡病的发生[12]。噬菌体

对病原菌的作用可以间接改变根际微环境中菌

群的组成和多样性，丰富对病原菌具有高度拮抗

作用的细菌类群，从而抑制病原菌的生长[9]。然

而关于噬菌体对叶际微生物群影响的研究相对

较少。 
为探究噬菌体鸡尾酒对猕猴桃溃疡病的田

间防治效果和对植株叶际微生物群落结构的影

响，本研究以两种专性侵染 Psa 的烈性噬菌体

组成噬菌体鸡尾酒，比较其与传统铜制剂对猕
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猴桃溃疡病的田间防治效果，结合高通量测序

分析噬菌体鸡尾酒对猕猴桃叶际微生态的影

响，以期有助于推动基于噬菌体鸡尾酒的猕猴

桃溃疡病生物防治技术研发，为噬菌体疗法在

植物细菌性病害中的应用提供重要理论基础与

技术支撑。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

所用病原菌为本试验室前期分离到的丁香

假单胞菌猕猴桃致病变种 PsaBJ530[13]，噬菌体

为实验室分离到的专性侵染 Psa 的烈性噬菌体

PHB09 (图 1A)[13]和 PHR 10a (图 1B)[14]。PHB09
为 Caudoviricetes 的 dsDNA 噬菌体，PHR 10a
是 Siphoviridae 的 phi6 噬菌体。两株噬菌体均在

前期试验中表现出良好的 Psa 抑制效果。供试猕

猴桃品种为美味猕猴桃，均为近 2 年内未发病的

5 年以上成年植株。所用铜制剂为氢铜王铜悬浮

剂(氢氧化铜含量 16.5%，王铜含量 17.5%)。 
TSB 培养基参考文献[13]配制；琼脂糖，

Biowest 公司；50×TAE，福州飞净生物科技有限

公司；植物多糖多酚基因组 DNA 抽提试剂盒，

天根生化科技(北京)有限公司；其余试剂均为国

产分析纯。0.22 μm 滤器，Thermo Fisher Scientific
公司；全温振荡培养箱，苏州培英实验设备有限

公司；电泳仪，北京六一生物科技有限公司；

Illumina MiSeq 测序平台，北京诺禾致源科技股

份有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  菌悬液与噬菌体鸡尾酒的制备 

将菌株 PsaBJ530 接种于胰蛋白胨大豆肉汤

液体培养基中，25 ℃、180 r/min 培养过夜至

OD600 约为 0.4，用平板菌落计数法计数并调整菌

悬液浓度为 107 CFU/mL。将噬菌体 PHB09、PHR 

 
 
图 1  噬菌体电镜照片及猕猴桃溃疡病生物防治田间试验   A：Psa 噬菌体 PHB09 的电镜照片. B：Psa
噬菌体 PHR 10a 的电镜照片. C：喷洒噬菌体鸡尾酒防治猕猴桃溃疡病. D：感染 Psa 后猕猴桃枝条发生溃烂 
Figure 1  Morphology characteristics of bacteriophages and biocontrol experiment against kiwi canker disease 
in field. A: The morphology characteristics of phages PHB09. B: The morphology characteristics of phages 
PHR 10a. C: Spray phage cocktail to prevent Psa-induced bacterial canker of kiwifruit. D: Cankers with 
exudates on Psa-infected kiwifruit branches. 



 
胡冉等: 噬菌体鸡尾酒对猕猴桃溃疡病的田间防治效果及叶际细菌群落结构的影响 3869 

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

 

10a 接种于对数期 (OD600 约为 0.4)的指示菌

PsaBJ530 菌液中，25 ℃、200 r/min 振荡培养   
12 h 后于 10 000 r/min 离心 1 min，取上清经过

0.22 μm 的滤器过滤除菌后即得噬菌体原液，使

用无菌 TSB 对噬菌体原液进行 10 倍倍比梯度稀

释后采用双层平板法纯化并测定噬菌体效价。两

种噬菌体稀释至 109 PFU/mL，以 1:1 (体积比)
混合均匀制成噬菌体鸡尾酒。 
1.2.2  田间试验设计  

猕猴桃果园内设置 4 个试验分组：健康组、

Psa 感染对照组(以下简称 Psa 组)、噬菌体鸡尾

酒治疗组(以下简称噬菌体组)、铜制剂治疗组

(以下简称铜制剂组)。每组 20 株猕猴桃，各组

间隔 100 m 以上。除健康组外，其他组在 11 月

初进行人工感染，于猕猴桃主干使用毛刷涂抹

Psa (107 CFU/mL)，每株约涂抹 50 mL。人工感

染 3 d 后按组喷洒一次噬菌体鸡尾酒(蒸馏水稀

释至 108 PFU/mL，每株约 500 mL) (图 1C)或铜

制剂农药(0.5 mL/株，稀释后喷洒 500 mL/株)，
Psa 组和健康组喷施相同体积蒸馏水；12 月下

旬剪枝后再重复喷药一次。于次年 4 月统计出

现发病溃烂植株(图 1D)数量，计算发病率与有

效率。植株发病率 (%)=(发病株数 /试验总株

数)×100；有效率(%)=(对照组发病数–处理组发

病)/对照组发病数×100。 
1.2.3  猕猴桃叶际内生菌 DNA 提取  

每组选取 5 株猕猴桃取样提取茎内叶际细

菌 DNA，Psa 组选择发病溃烂植株剪枝，另外   

3 组均选择未发现溃疡症状的植株剪枝。采集到

的枝条使用无菌塑封袋封装运输到实验室，于

–80 ℃保存，等待后续处理。枝条样品经 75%酒

精对表面消毒后使用无菌水冲洗 2–3 次。刮去枝

条表皮后切成小段放入研钵中，添加液氮研磨破

碎并用植物多糖多酚基因组 DNA 抽提试剂盒提

取茎内叶际细菌总基因组 DNA。使用 1%的琼脂

糖凝胶进行电泳检验 DNA 质量。 
1.2.4  16S rRNA 基因序列扩增及测序  

提取的基因组通过 Illumina MiSeq平台扩增

16S rRNA 基因 V3–V4 区，扩增引物为 338F 
(5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′) 和 806R 
(5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)。PCR 反

应体系(25 μL)：DNA 样品(15 ng/μL) 2 μL，

Forward primer (5 μmol/L) 1 μL，Reverse primer  
5 (μmol/L) 1 μL，BSA (2 ng/μL) 3 μL，2×Taq Plus 
Master Mix 12.5 μL，ddH2O 补足 25 μL。PCR 反

应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，50 ℃ 30 s，
72 ℃ 60 s，30 次循环；72 ℃ 7 min；4 ℃保存。

使用 LimA 软件依据 barcode 序列区分数据并使

用 cutadapt 识别去除引物及嵌合体，得到 Clean 
Data。利用 UPARSE 将得到的序列以 97%的一

致性标准聚类成 OTU，并和相应的细菌物种注

释结合，得到每个样品中细菌 OTU 和物种注释

等数据用作后续分析。 
1.2.5  数据分析 

所有的数据处理与分析都在 R 语言或

QIIME 中运行。α 多样性从 QIIME 计算得出。

使用 R 语言“Vegan”包进行基于样本间距离指数

的主坐标分析 (principal coordinates analysis, 
PCoA)计算 β 多样性。使用 R 语言的“ggplot2”
包绘制科水平下不同物种的分类水平可视化图。

LEfSe 分析可识别不同分组的生物标记物种

(biomarker)。使用 R 语言“picante”包计算各组的

Spearman 相关系数，并在 Gephi0.9.7 上进行共

现网络可视化[15]，同时计算相关网络特征值。

将网络图中紧密中心性的值(closeness centrality)
和度(degree)都较高的节点(closeness centrality> 
0.55, degree>32)视为中心节点微生物[16]。基于

16S rRNA 基因序列于联川生物云平台(https:// 
www.omicstudio.cn/tool)预测样品内生菌群的代

谢功能并使用“ggplot2”包于 R 语言中可视化。 
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2  结果与分析 
2.1  噬菌体鸡尾酒防控猕猴桃溃疡病的田

间效果 
为了探究噬菌体鸡尾酒防控猕猴桃溃疡病

的实际应用效果，本研究进行了田间试验，于次

年 4 月统计出现发病溃烂的株数。Psa 组 16 株

出现溃烂发病症状，噬菌体组为 4 株，铜制剂组

为 8 株。发病率结果表明，相较于 Psa 组(80%)，
噬菌体组(20%)和铜制剂组(40%)都有效降低了

疾病发病率，而噬菌体组的发病率相对铜制剂组

更低。计算 2 个试验组的有效率，发现噬菌体组

(75%)高于铜制剂组(50%) (表 1)。两组数据都说

明噬菌体鸡尾酒能显著降低猕猴桃溃疡病的发

病程度，并且效果优于铜制剂。 

2.2  噬菌体鸡尾酒对叶际细菌群落多样性

的影响 
为探究噬菌体鸡尾酒防控猕猴桃溃疡病的

微生态机制及对猕猴桃叶际细菌群落结构的影

响，本研究利用高通量测序技术分析比较了不同

分组处理对猕猴桃叶际细菌群落的影响。经过质

控并去除嵌合体序列后，共获得用于后续分析的

优质 16S rRNA 基因序列 834 857 条。样品文库

覆盖率均大于 98%，表明测序深度足够，能较

好地反映样本真实情况。各分组的 Shannon 指数

表明健康组的微生物多样性最高，噬菌体组次 

之，铜制剂组仅高于多样性最低的 Psa 组。ACE
指数的结果表明健康组与噬菌体组的物种总数

大于 Psa 组与铜制剂组。通过 Wilcoxon 秩和检

验发现健康组与噬菌体组的 Shannon 指数无明

显 差 异 (P>0.05) ， 而 健 康 组 与 铜 制 剂 组 的

Shannon 指数差异显著(P=0.001) (图 2A)。健康

组的 ACE 指数显著高于噬菌体组(P=0.029)与铜

制剂组(P=0.017) (图 2B)。通过 Shannon 指数与

ACE 指数分析可以确认，健康组的细菌群落丰

富度最高，噬菌体组次之，铜制剂组低于噬菌体

组，Psa 组群落丰富度最低。 

2.3  噬菌体鸡尾酒对叶际细菌群落组成和

结构的影响 
PCoA可以比较不同分组在物种组成之间的

差异。一般情况下，同组的样品聚集在一起，说

明这些样品相似性较高，细菌群落结构有一定的

相似性。结果表明，Psa 组与铜制剂组在 PCoA

图中相对聚集，群落组成更为相似；而噬菌体组

的分布远离铜制剂组和 Psa 组，更为接近健康

组，说明噬菌体组相比铜制剂组及 Psa 组群落组

成差距较大，猕猴桃叶际内生细菌群落结构受噬

菌体鸡尾酒治疗的影响显著。噬菌体鸡尾酒处理

可显著改变猕猴桃叶际细菌群落的 β 多样性，使

其相对于铜制剂组更为接近健康组的群落组成

(图 2C)。 

 
表 1  噬菌体鸡尾酒与铜制剂防控猕猴桃溃疡病的效果 
Table 1  Effects of the phages cocktail and copper compound on bacterial canker of kiwifruit 
分组 
Groups 

总株数 
Total number 

发病株数 
Diseased number 

发病率 
Disease incidence (%) 

有效率 
Effective rate (%) 

健康组 Healthy 20 0 0 – 

Psa 组 Psa 20 16 80 – 

噬菌体组 Phage cocktail 20 4 20 75 

铜制剂组 Copper compound 20 8 40 50 

–：无法计算有效率 
–: No effective rate can be calculated. 

 
 
 



 
胡冉等: 噬菌体鸡尾酒对猕猴桃溃疡病的田间防治效果及叶际细菌群落结构的影响 3871 

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

 

 
 

图 2  猕猴桃叶际内生菌群的微生物多样性与微生物群落结构   A：猕猴桃叶际内生细菌群落的Shannon
指数. B：猕猴桃叶际内生细菌群落的 ACE 指数. C：猕猴桃叶际内生细菌群落的 β 多样性. D：猕猴桃叶

际内生细菌群落在科水平的分布组成. 星号表示显著差异(*P<0.05；**P<0.01)，NS 表示无统计学意义 
Figure 2  Community structure and microbial diversity of kiwifruit phyllosphere endophytic microbiome. A: 
Shannon index of kiwifruit phyllosphere endophytic microbiome. B: ACE index of kiwifruit phyllosphere 
endophytic microbiome. C: Beta diversity of kiwifruit phyllosphere endophytic microbiome. D: Community 
composition of kiwifruit phyllosphere endophytic microbiome in the family level. Asterisks denote significant 
differences (*P<0.05; **P<0.01) and NS denotes no statistical significance. 

 
在 4 个分组的样品中共发现 15 个主要菌科

(图 2D)，健康组的优势菌科为小单胞菌科

(Promicromonosporaceae, 13.30%)、糖霉菌科

(Glycomycetaceae, 13.20%) 和 unidentified_ 
Chloroplast (12.09%)；噬菌体组的优势菌科为肠

杆菌科(Enterobacteriaceae, 22.33%)、unidentified_ 
Chloroplast (15.90%) 和 紫 单 胞 菌 科

(Dysgonomonadaceae, 8.52%)；铜制剂组的优势

菌 科 为 肠 杆 菌 科 (54.51%) 、 鞘 氨 醇 杆 菌 科

(Sphingobacteriaceae, 8.32%)和溶果胶杆菌科

(Pectobacteriaceae, 5.44%)；而 Psa 组的优势菌

科 依 然 有 肠 杆 菌 科 (41.44%) 、 紫 单 胞 菌 科

(19.88%) 和 假 单 胞 菌 科 (Pseudomonadaceae, 
8.41%)。肠杆菌科的相对丰度在不同分组中差别
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较为明显，健康组的肠杆菌科相对丰度较低，只

有 5.37%，噬菌体组的肠杆菌科相对丰度为

22.33%，而 Psa 组和铜制剂组的肠杆菌科相对丰

度均较高(41.44%和 54.51%)。猕猴桃溃疡病的

病原菌所在的假单胞菌科在健康组、噬菌体组、

铜制剂组和 Psa 组中的相对丰度分别为 1.12%、

3.16%、4.58%和 8.41% (表 2)。与 Psa 组相比，

噬菌体鸡尾酒和铜制剂的施用显著降低了假单

胞菌科的相对丰度(P<0.05)。 
LEfSe 分析中发现 Psa 组分别与噬菌体组和

铜制剂组两两对比时，在 Kruskal-Wallis 秩和检

验的 P<0.05 条件下未发现有显著差异物种。而

Psa 组与健康组、铜制剂组与噬菌体组两两对比

时，发现有较多 LDA score (log10)>3 的显著差异

物种。结果显示(图 3)，噬菌体组和铜制剂组在

细菌科水平上有显著差异的菌共 36 种。其中噬

菌体组的显著差异物种为糖霉菌科、小单胞菌

科、 unidentified_Chloroplast 、假诺卡氏菌科

(Pseudonocardiaceae)、链霉菌科(Streptomycetaceae)
和根瘤菌科(Rhizobiaceae)等；铜制剂组的显著

差异物种为肠杆菌科、紫单胞菌科、毛螺菌科

(Lachnospiraceae)、溶果胶杆菌科、红杆菌科

(Rhodobacteraceae)、耶尔森氏菌科(Yersiniaceae)、
假单胞菌科和黄杆菌科(Xanthobacteraceae)。健

康组与 Psa 组在细菌科水平上有显著差异的菌

共 20 种。健康组的显著差异物种为小单胞菌科、

unidentified_Chloroplast、糖霉菌科、假诺卡氏菌

科、根瘤菌科等；Psa 组的显著差异物种为假单

胞菌科、肠杆菌科、毛螺菌科、黄杆菌科、拜叶

林克氏菌科 (Beijerinckiaceae)、类诺卡氏菌科

(Nocardioidaceae)等。 

2.4  共现网络分析 
由于施用的药剂不同，各分组处理的微生物

群落存在明显的非随机共存模式。使用共现网络

来探索猕猴桃枝条中共存的微生物之间直接或

间接的相互作用可以更好地表现微生物群落中

的分类学特征，有助于确定特定微生物所占据的

功能角色或环境生态位。对 4 个分组分别绘制

OTU 水平的共现网络图，计算网络特征值并进

行比较。健康分组的共现网络图中 71 个节点间 
 

表 2  猕猴桃叶际内生菌群科水平相对丰度(平均相对丰度>3%) 
Table 2  Relative abundance of kiwifruit phyllosphere endophytic microbiome at family level (mean relative 
abundance>3%) 
科 Family 健康组 

Healthy (%) 
Psa 组 
Psa (%) 

噬菌体组 
Phage cocktail (%) 

铜制剂组 
Copper compound (%) 

平均相对丰度 
Mean relative abundance (%) 

肠杆菌科 
Enterobacteriaceae 

5.37±0.91d 41.44±8.34b 22.33±5.45c 54.51±14.01a 30.91 

紫单胞菌科 
Dysgonomonadaceae 

0.67±0.05c 19.88±3.28a 8.52±2.52b 5.38±1.61bc 8.61 

鞘氨醇杆菌科 
Sphingobacteriaceae 

0.41±0.14c 5.89±1.16ab 3.47±0.24b 8.32±1.23a 4.52 

假单胞菌科 
Pseudomonadaceae 

1.12±0.28b 8.41±1.15a 3.16±0.28b 4.58±0.19ab 4.32 

糖霉菌科 
Glycomycetaceae 

13.20±4.16a 0.22±0.09b 2.08±0.37b 0.22±0.04b 3.93 

小单胞菌科 
Promicromonosporaceae 

13.30±4.04a 0.23±0.10b 1.26±0.08b 0.30±0.03b 3.77 

数据表示形式均为平均值±标准误差. 不同小写字母代表同一科在不同处理组间差异显著(P<0.05) 
The data representations are mean±standard deviation. Different lowercase letters represent significant difference in same family 
between 4 groups (P<0.05). 
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图 3  猕猴桃叶际内生细菌群落的 LEfSe 分析   A：噬菌体组与铜制剂组的 LEfSe 分析. B：健康组与

Psa 组的 LEfSe 分析. LEfSe 分析中只保留了 LDA score>3 的物种，LEfSe 分析柱状图按照分组着色 
Figure 3  LEfSe of kiwifruit phyllosphere endophytic microbiome. A: LEfSe between phage cocktail and 
copper compound. B: LEfSe between Healthy and Psa. Only bacterial groups with a liner discriminant analysis 
(LDA) score>3 were displayed. The bars are colored by group. 
 

有 609 条强相互作用连接(r>0.7, P<0.05)，Psa
组则有 70 个节点与 579 条强相互作用连接。噬

菌体组则由 562 条相互作用将 69 个节点连接起

来。铜制剂组的强相互作用有 534 条，节点有

68 个。Psa 组的平均路径长度(average path length, 
APL)最长，为 2.526，健康组则最短为 2.387；
平均聚类系数(clustering coefficient, CC)健康组

与噬菌体组较高，分别为 0.69 与 0.674，Psa 组与

铜制剂组的较低，分别为 0.657 与 0.621。模块化

值(modularity, MD)分别为健康组 0.478、噬菌体

组 0.442、铜制剂组 0.441、Psa 组 0.427，均大于

0.4，说明 4 组共现网络均有明显模块结构。健康

组网络图的平均度(average degree, AD)依然最

高，为 17.155，噬菌体组为 16.543，而铜制剂组

则最低，为 16.106 (表 3)。通过网络特征值结果

中的模块化值、平均聚类系数与平均度等网络特

征值可以了解相应群落的结构稳定性与复杂性

等[17]。结果表明，健康组猕猴桃的叶际内生细菌

群落的共现网络的结构稳定性最高，噬菌体组次

之。噬菌体组的平均聚类系数与平均度相比铜制

剂组更高，说明相较于铜制剂组，噬菌体组群落

间的联系更加紧密，网络结构相对更加复杂。 
将 4 个分组的节点进行模块化分析，网络节

点之间相互作用明显强于其他的则可归为相同

模块，所有节点可以分为 5 个模块(图 4)。模块Ⅰ
的节点主要包括微杆菌科、假诺卡氏菌科和小单 
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表 3  猕猴桃叶际内生细菌群落的共现网络的网络特征值 
Table 3  Topological properties of kiwifruit phyllosphere endophytic microbiome co-occurrence networks 
分组 
Groups 

平均路径长度 
Average path length 

平均聚类系数 
Clustering coefficient 

模块化值 
Modularity 

图密度 
Graph density 

直径 
Diameter 

平均度 
Average degree 

健康组 Healthy 2.387 0.690 0.478 0.245 6 17.155 
Psa 组 Psa 2.526 0.657 0.427 0.240 7 16.290 
噬菌体组 
Phage cocktail 

2.465 0.674 0.442 0.240 6 16.543 

铜制剂组 
Copper compound 

2.484 0.621 0.441 0.234 6 16.106 

 

 
 

图 4  猕猴桃枝条内生细菌群落的模块化共现网络   A：健康组. B：Psa 组. C：噬菌体组. D：铜制剂组. 
模块化共现网络的节点按照模块分类着色 
Figure 4  Co-occurrence network of kiwifruit phyllosphere endophytic microbiome. A: Healthy. B: Psa. C: 
Phage cocktail. D: Copper compound. The nodes of the co-occurrence network are colored by modularity class.  

 

胞菌科；模块Ⅱ的节点主要有丛毛单胞菌科

(Comamonadaceae)、微杆菌科和拜叶林克氏菌

科(Beijerinckiaceae)；模块Ⅲ的节点主要有固氮

螺 菌 科 (Azospirillaceae) 、 伯 克 霍 尔 德 菌 科

(Burkholderiaceae)和根瘤菌科(Rhizobiaceae)；模
块Ⅳ的节点为乳酸杆菌科 (Lactobacillaceae)和
葡萄球菌科(Staphylococcaceae)。模块 V 的节点主

要为肠杆菌科和鞘氨醇单胞菌科(Sphingomonas)。
根据共现网络中的紧密中心性的值 (closeness 
centrality)与节点的度(degree)对节点进行统计分

类，发现有 4 个 OTU 为 4 个分组中共同的中心节

点微生物(closeness centrality>0.55, degree>32)。 
四个分组中共同的中心节点微生物分别为

胺 杆 菌 属 (Amnibacterium) 、 假 诺 卡 氏 菌 属

(Pseudonocardia)、甲基杆菌属(Methylobacterium)
和小单胞菌属(Promicromonospora)。不同分组中

也有各自的特异中心节点微生物，如健康组中的

互养菌科为该分组特有的中心节点微生物。鞘氨

醇单胞菌属为噬菌体组的特有中心节点微生物，

铜制剂组和 Psa 组的特有中心节点微生物分别为 
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链霉菌属(Streptomyces)和肠杆菌科(表 4)。中心节

点微生物的生命活动与代谢产物会对其他微生

物产生较强的影响[18]，在维持网络结构与互作功

能中，这些微生物会发挥更加重要的作用[19]。 

2.5  Tax4Fun 细菌群落功能预测 
Tax4Fun 方法可以根据与某个功能过程相

关的基因丰度情况预测出不同层次的 KEGG 
Pathways 的基因富集结果[20]。对猕猴桃枝条样

本的菌群进行 KEGG 功能预测，结果发现，在

KEGG 数据库通路注释 level 1 水平上，主要功

能基因家族与代谢(metabolism)、遗传信息加工

处理(genetic information processing)、人类疾病

(human diseases)、有机系统(organismal systems)、
环 境 信 息 处 理 (environmental information 
processing)和细胞过程(cellular processes)这 6 个

方面有关(图 5)。在 level 2 水平上共得到 30 个预 
 

表 4  共现网络的共有和特异中心节点微生物 
Table 4  Lists of common and specific central species of co-occurrence network 
OTU_ID Phylum Class Order Family Genus Groups 
OTU_33 Actinobacteria Unidentified Micrococcales Microbacteriaceae Amnibacterium All 
OTU_35 Actinobacteria Unidentified Pseudonocardiales Pseudonocardiaceae Pseudonocardia All 
OTU_106 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Beijerinckiaceae Methylobacterium All 
OTU_12 Actinobacteria Unidentified Micrococcales Promicromonosporaceae Promicromonospora All 
OTU_372 Synergistota Synergistia Synergistales Synergistaceae  Healthy 
OTU_42 Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingomonas Phage 

cocktail 
OTU_102 Actinobacteria Unidentified Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces Copper 

compound 
OTU_604 Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae  Psa 

 

 
图 5  Level 2 水平的 Tax4Fun 基因功能预测 
Figure 5  The Tax4Fun gene function prediction (level 2). 
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测功能。各组样本中预测功能相对丰度排名前

10 的有膜转运(membrane transport)、氨基酸代谢

(amino acid metabolism)、复制和修复(replication 
and repair)、能量代谢(energy metabolism)、翻译

(translation)、辅助因子和维生素代谢(metabolism 
of cofactors and vitamins)、细胞过程和信号

(cellular processes and signaling) 、核酸代谢

(nucleotide metabolism)、细胞运动(cell motility)、
脂质代谢(lipid metabolism)。在健康组和噬菌体

组中，氨基酸代谢、能量代谢、脂质代谢、异源

生物降解和代谢等基因功能丰度显著高于 Psa
组和铜制剂组(P<0.05)。聚糖生物合成与代谢

(glycan biosynthesis and metabolism)、膜转运、

细胞过程和信号等基因丰度显著低于 Psa 组与

铜制剂组(P<0.05)。 

3  讨论 
3.1  噬菌体鸡尾酒于田间防控猕猴桃溃疡

病的效果 
由 Psa 引起的细菌性溃疡病对猕猴桃的生

产造成了严重的经济损失。本实验室在前期工作

中分离到了多株特异性裂解 Psa 的噬菌体，这些

噬菌体在体内外均表现出良好的 Psa 防治效果。

但关于噬菌体鸡尾酒在环境更加复杂的田间防

治 Psa 的研究相对欠缺。本研究使用了实验室前

期分离到的 2 株 Psa 噬菌体 PHB09 与 PHR 10a，
这 2 株噬菌体在体外与组培苗试验中对 Psa 的控

制效果较为优良[21]。使用这 2 株噬菌体制成噬

菌体鸡尾酒防治猕猴桃溃疡病，进一步比较了田

间条件下噬菌体鸡尾酒和传统铜制剂对猕猴桃

溃疡病的防控效果，及其对猕猴桃枝条内生细菌

微生态的影响。结果表明，噬菌体鸡尾酒制剂与

铜制剂都可以有效降低田间条件下猕猴桃溃疡

病的发病率，并且噬菌体鸡尾酒的防治效果优于

铜制剂。噬菌体鸡尾酒在田间防控猕猴桃溃疡病

的综合效果优于传统铜制剂，与已有报道结果吻

合[9,11]。噬菌体鸡尾酒具有优秀的应用潜力，满

足当代提倡的绿色可持续农业需求，丰富了防控

猕猴桃溃疡病的生防策略，有助于相关应用产品

的开发优化和产业升级。 

3.2  噬菌体鸡尾酒对叶际细菌群落组成和

结构的影响 
微生物多样性在维持环境生态系统的稳定

性和生态过程中起着至关重要的作用[9]。研究

发现感染猕猴桃溃疡病后，猕猴桃枝条内生细

菌的 α 多样性显著低于健康枝条。溃疡病菌的

侵入或者与其他细菌的相互作用可能会影响原

本健康的内生群落组成，降低微环境中的群落

多样性[22]。噬菌体组的 α 多样性指数高于铜制

剂组，并且 Shannon 指数与健康组无显著差异。

噬菌体组的 β 多样性分布远离 Psa 组和铜制剂

组，均说明噬菌体鸡尾酒处理可显著改变猕猴

桃叶际细菌群落的 α 与 β 多样性，一定程度上

增加了微环境群落丰富度，恢复群落多样性，

使微生物群落组成相较于铜制剂处理更为接近

未感病的健康状态。假单胞菌科在 Psa 组、铜

制剂组、噬菌体组和健康组中的相对丰度依次

递减，分别为 8.41%、4.58%、3.16%和 1.12%。

可以发现噬菌体与铜制剂均显著降低了假单胞

菌科的相对丰度，且噬菌体抑制假单胞菌科的

效果相较铜制剂更好。假单胞菌科包含许多植

物条件致病菌，如报道较多的丁香假单胞菌(P. 
syringae)及其多种致病变种可对多种寄主作物

造成危害。丁香假单胞菌番茄致病变种 (P. 
syringae pv. Tomato, Pst)作为番茄细菌性叶斑病

的病原菌，严重影响番茄植株的生长发育和果

实形成，导致番茄减产[23]。导致猕猴桃细菌性

溃疡病的 Psa 同样为假单胞菌科的细菌，Psa 主

要通过Ⅲ型分泌系统将多种效应蛋白转入植物

细胞，导致病菌侵染和致病[24]，引起猕猴桃减
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产甚至整株死亡。Psa 组和铜制剂组的肠杆菌科

相对丰度均明显高于健康组与噬菌体组，肠杆

菌科的细菌作为植物条件致病菌已有较多报

道，例如：阴沟肠杆菌(Enterobacter cloacae)会
与青枯雷尔氏菌(Ralstonia solanacearum)共同

引发姜枯萎病[25]；产 ACC 脱氨酶的重氮营养型

肠杆菌株 EN-21 会显著降低甘蔗脯氨酸、丙二

醛和钠离子的积累，还会抑制乙烯的释放[26]等，

从而抑制宿主植物的某些代谢过程。这可能说

明某些肠杆菌科物种的富集与猕猴桃溃疡病的

病程发展有所联系。放线菌小单胞菌科作为健

康组的相对丰度优势菌科，次级代谢产物丰富，

小单胞菌MM18 可产生植物激素 IAA 和赤霉素促

进植物的萌发生长，增强植物对水分的吸收[27]，

部分小单孢菌科放线菌能够通过激活系统获得

性抗药性或茉莉酸或乙烯中的关键基因，作为生

物防治剂在植物体外和体内抑制多种病原体[28]，

因此，一些小单胞菌科放线菌既可产生植物激

素促进宿主生长，又能分泌活性次级代谢产物

抵御植物病原菌，可能在猕猴桃保持健康状态

的过程中发挥了作用。铜制剂组的相对丰度优

势菌科鞘氨醇杆菌科含有相对高浓度的鞘脂

类，对各种微生物来源的抗生素具有抗药性，

这是鞘氨醇杆菌适应极端环境的重要保障[29]，

某些鞘氨醇杆菌可在重金属离子浓度较高的环

境中存在，并吸附螯合土壤中的重金属，降低

重金属的生物有效性、移动性以阻止重金属进

入食物链从而达成微生物修复的作用[30]，而鞘

氨醇杆菌在铜制剂组中的富集可能为高浓度铜

离子筛选导致，鞘氨醇杆菌的微生物修复作用

也可能在铜制剂治疗猕猴桃溃疡病过程中产生

影响。LEfSe 分析中发现虽然 Psa 组与噬菌体

组、铜制剂组对比的差异物种不显著，但是噬

菌体组与铜制剂组对比分析发现显著差异物种

较多。结合田间防控结果与多样性分析，噬菌

体鸡尾酒在田间防控猕猴桃溃疡病的综合效果

优于铜制剂，还可以避免铜制剂中重金属离子

的污染，符合绿色无公害农业要求。噬菌体鸡

尾酒处理后微环境群落丰富度增加，群落多样

性恢复，微生物群落组成相较于铜制剂处理更

为接近未感染的健康状态。 

3.3  猕猴桃叶际细菌群落共现网络分析 
物种共现性网络主要反映物种在环境中的

共存关系，在探索一定环境中物种之间的互作关

系发挥重要作用[31]。对细菌群落网络的研究可

以确定环境内微生物的生态位及相互作用[32-33]。

4 个分组的共现网络主要分为 5 个模块，将模块

节点的度和紧密中心值都相对较高的节点作为

中心节点，中心节点微生物的丰度变化会影响微

生物群落的结构组成与多样性，丰度较低时可影

响群落的联络与传递功能[34]。鞘氨醇单胞菌科

作为噬菌体组的特有中心节点微生物，可以降解

常用农药中的氯乙酰苯胺类成分，减少农药残留

物的影响[35]。另外，该科微生物合成的鞘氨醇

脂是植物细胞膜中的重要成分之一[36]，噬菌体

组中该科微生物的富集可能参与了被病原菌破

坏的细胞组织修复，进而改善猕猴桃叶际群落微

生态，提高群落多样性与稳定性。噬菌体直接杀

死了病原体的同时筛选了具有抗性但生长缓慢

的病原菌，还丰富了对病原菌具有拮抗作用的细

菌类群。噬菌体对病原菌的作用间接改变了微环

境下细菌菌群的组成和多样性，从而增强植株抵

抗病原菌的能力[37]。 

3.4  Tax4Fun 细菌群落功能预测分析 
利用 Tax4fun 对物种进行功能基因预测，

在噬菌体组中，代谢通路下的氨基酸代谢、能

量代谢、脂质代谢、异源生物降解和代谢等基

因功能丰度显著高于 Psa 组与铜制剂组。铜制

剂对参与氮循环的基因丰度均有不同程度的短 
期抑制效果[38]，从而影响植物环境土壤的氮转
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化。氨氧化代谢相关的基因丰度变化也会影响

菌群的硝化过程，造成硝化与反硝化过程不平

衡[39]。噬菌体组的代谢基因丰度更接近健康组

的状态，说明噬菌体疗法具有良好的微生态调

节功能，对微生物群落及代谢相关基因丰度的

影响较小，从而达到“环境友好型”治疗的作用。

然而铜制剂组中关于膜转运、信号转导的基因

丰度显著高于健康组与噬菌体组，与 Psa 组的

基因丰度更为接近。铜制剂组中较为丰富的放

线菌纲和 γ-变形菌纲的某些微生物类群具有重

金属耐受能力，可通过胞内胞外隔离、孢子形

成、产生氧自由基来帮助自身和植物减轻重金

属胁迫作用[40]，某些假单胞菌属也可以通过合

成胞外多糖使其免受重金属铜的毒害[41]。这可

能是铜制剂影响猕猴桃叶际微生态的表现之

一。铜制剂组中膜转运、信号转导等基因丰度

的增加也可能与铜制剂影响猕猴桃叶际微生态

的过程密切相关。 

4  结论 
本试验在田间环境中比较了噬菌体鸡尾酒

与传统铜制剂对猕猴桃溃疡病的生物防治效果，

深入分析了噬菌体疗法对猕猴桃叶际微生态的

影响。结果表明，与铜制剂相比，噬菌体鸡尾酒

不仅可以进一步降低猕猴桃细菌性溃疡病的发

病率，还能够调整感病后的叶际内生细菌群落结

构，增加微环境细菌群落丰富度，增强群落结构

的稳定性，改善群落物种功能基因丰度情况，使

猕猴桃叶际微生态更接近于正常健康植株。综上

所述，噬菌体疗法在田间试验中表现出优秀的生

物防治潜力，不仅有效地减少猕猴桃溃疡病发

生，更具有良好的微生态调节功能。本研究成果

为噬菌体制剂应用于植物细菌病的生物防治提

供了重要基础数据。 
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