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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3 
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摘  要：目的  探析并比较野生甘松 Nardostachys jatamansi 与仿野生栽培甘松的根际细菌与内生细菌的种群组成、丰富

度、多样性及差异性。方法  以野生甘松和仿野生栽培甘松的根际土壤、根及根茎为研究样本，基于 Illumina MiSeq 第二

代高通量测序技术对根际土壤细菌、根及根茎内生细菌的 16S rDNA V4-V5区进行序列测定，并进行相关生物信息学分析。

结果  各组样本基因组经 16S 测序，细菌群落的所有序列分别进行 97%的相似水平下的物种分类单元（operational taxonomic 

units，OUT）分类，根际细菌共涉及 22 门、38 纲、69 目、119 科、254 属、268 种，内生细菌共涉及 16 门、29 纲、60 目、

107 科、199 属、145 种。根际、内生细菌群落中共有的序列分别为 498 个、177 个，主成分分析的最主要 2 类主成分（PC1

和 PC2）类群的比例综合分别接近 70%、60%，其中丰度排在前 4 位的依次为变形菌门、放线菌门、酸杆菌门和拟杆菌门，

其他类群的类别及相对丰度存在一定差异。优势细菌差异分析中，各组细菌群落组成及相对丰度差异很大。结论  野生甘

松和仿野生栽培甘松的优势促生菌群可能主要集中于变形菌门、放线菌门、酸杆菌门和拟杆菌门，可从中筛选出核心功能

微生物混合菌群，对改良仿野生培育甘松土壤的微生物环境具有理论指导意义。 
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Abstract: Objective  To analyze and compare the population composition, richness, diversity and difference in rhizosphere and 

endophytic bacteria of the wild and wild imitating cultivated Nardostachys jatamansi. Methods  The 16S rDNA V4-V5 region 

of rhizosphere bacteria in soil and endophytic bacteria in roots and rhizomes of the wild and wild imitating cultivated N. 

jatamansi was sequenced by using the Illumina Miseq second-generation high-throughput sequencing technology, and the related 

biological information was also analyzed. Results  The genome of each sample was sequenced by 16S, and all sequences of bacterial 
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community were OUT classified at 97% similar level, respectively. A total of 22 phyla, 38 classes, 69 orders, 119 families, 254 genera, 

and 268 species were detected in the rhizosphere bacteria of N. jatamansi. And there were 16 phyla, 29 classes, 60 orders, 107 families, 

199 genera, and 145 species in rhizosphere bacteria of N. jatamansi. The common sequences of rhizosphere and endophytic bacterial 

communities were 498 and 177, respectively. The comprehensive proportions of PC1 and PC2 groups in principal component analysis 

were close to 70% and 60%, respectively. Among them, Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria and Bacteroidetes ranked the top 

four in the order of abundance, while there were some differences in the categories and relative abundance of other groups. Conclusion  

The main growthpromoting phylums of wild and wild imitating cultivated N. jatamansi. may be mainly concentrated in Proteobacteria, 

Actinobacteria, Acidobacteria and Bacteroidetes, from which the core functional microorganism mixed flora can be screened out. These 

results can play a theoretical guiding significance for improving the soil microbial community of wild imitating cultivated N. jatamansi. 

Key words: Nardostachys jatamansi DC.; rhizosphere bacteria; endophytic bacteria; community structure; diversity 

甘松为败酱科植物甘松 Nardostachys jatamansi 

DC.的干燥根及根茎，为中藏药材，亦为古印度阿

育吠陀（Ayurveda）和尤纳尼医（Unani）学体系的

常用药物[1-2]。甘松广泛应用于药品、日化及香料等

领域，具有较高的药用价值和经济价值。近年，甘

松的野生资源逐年枯竭，匙叶甘松 N. grandiflora DC.

已被列为《濒危野生动植物物种国际贸易公约》

（2007、2013 年版）的附录 II 中。由于甘松对生态环

境（海拔 3400～5000 m）要求较为苛刻，人工种植处

于尚未起步的状态。 

本课题组 2015～2020 年，在西南民族大学青藏基

地对甘松进行了仿野生移栽驯化工作，研究发现与野

生甘松相比较，仿野生栽培甘松的总根表面积、须根

根尖数量均明显增加，主根变细，气味明显变弱；严

重影响仿野生栽培甘松药材的品质。近年来研究发现

土壤微生态，特别是细菌微生物结构和数量可能是影

响根类、根及根茎类药材品质的重要因素[3-10]。其中，

根际细菌中的促生菌在抑制根际病原菌、促进植物生

长发育及代谢等方面起到重要作用[6-10]；内生细菌不仅

参与植物从土壤中吸收养分、植物次生代谢产物的合

成与转化，还可独立产生次生代谢产物，在药材品

质、道地性、协助植物抗逆与应对海拔、季节、气候

特殊环境等方面均有重要的影响[4, 7-12]。 

目前，关于甘松的根际微生物与内生菌方面的

研究尚未见报道。高通量测序技术因其较传统方法

具有更快速、准确、科学、全面地探析样本的微生

物群落结构[13-14]，本实验利用基于 Illumina MiSeq

平台的第二代高通量测序技术，拟对甘松根际及药

用部位痕量细菌的宏基因组进行扩增测序，分析甘

松根际细菌和根及根茎内生细菌群落分布和多样

性；并比较仿野生栽培和野生甘松在根际细菌和内

生细菌群落的异同，为进一步探究与筛选出核心功

能微生物混合菌群，对改良仿野生培育甘松的土

壤、调节微生物环境、帮助仿野生繁育品抵抗青藏

高原的特殊恶劣环境提供科学数据。 

1  仪器与试药 

精密电子天平（上海卓精电子科技有限公司），

振荡器 vortex-5（海门市其林贝尔仪器制造有限公

司），HHS-2S 型电子恒温不锈钢水浴锅（上海予卓

仪器有限公司），Eppendorf 离心机（Eppendorf，德

国），电泳仪和凝胶成像仪[Bio Rad 公司，伯乐生命

医学产品（上海）有限公司]，ABI9700 PCR 仪

（ABI，Applied Biosystems 美国应用生物系统公

司），Axygen 凝胶回收试剂盒（Axygen 公司，美

国），FTC-3000TM real-time PCR（上海枫岭生物技

术有限公司），Miseq 测序仪（Illumina 公司，美国）。 

Phusion 超 保 真 PCR Master Mix （ 货 号

M0531L，NEB 公司，英国），DNA Marker（货号

3427A，DL9000 欣百诺公司，DL2000 Takara），

TB Green Premix Ex Taq（货号 RR420，ATakara 公

司，日本）， MiSeq Reagent Kits v3 （货号

MS-102-3003，Illumina 公司，美国），MIO-BIO 

PowerSoil DNA Isolation Kit（货号 12888-100，Mo 

Bio Laboratories 公司，美国）。 

野生甘松和仿野生栽培甘松样品及其根际土壤

均于2019年7月采自四川省阿坝藏族羌族自治州红

原县，其中仿野生栽培品采自西南民族大学青藏基

地（2015 年从野外移栽至基地后，仿野生人工栽培

4 年）。经西南民族大学刘圆教授鉴定为败酱科植

物甘松 N. jatamansi DC.，采集信息详见表 1。 

2  方法 

2.1  样品前处理 

采集新鲜、健康的带土甘松，抖去多余泥土

后，将一部分带浮土的根、根茎用剪刀（经 70%乙

醇消毒）剪段，装至无菌 PE 管保存于液氮罐中，

作为检测根际细菌样品；另一部分立即用蒸馏水将 
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表 1  甘松样品及根际土壤采集信息 

Table 1  Collection information of N. jatamansi and 

rhizosphere soil 

样本编号 样品来源与部位 产地 海拔/m 

A1-1 栽培甘松-土根 西南民族大学青藏基地 3670 

A1-2 栽培甘松-净根 西南民族大学青藏基地 3670 

A1-3 栽培甘松-土根茎 西南民族大学青藏基地 3670 

A1-4 栽培甘松-净根茎 西南民族大学青藏基地 3670 

A2-1 栽培甘松-土根 西南民族大学青藏基地 3670 

A2-2 栽培甘松-土根茎 西南民族大学青藏基地 3670 

A2-3 栽培甘松-净根 西南民族大学青藏基地 3670 

B1-1 野生甘松-土根 安曲镇下哈拉玛村 3561 

B1-2 野生甘松-净根 安曲镇下哈拉玛村 3561 

B1-3 野生甘松-土根茎 安曲镇下哈拉玛村 3561 

B1-4 野生甘松-净根茎 安曲镇下哈拉玛村 3561 

B2-1 野生甘松-土根 阿木乡峨扎村 3560 

B2-2 野生甘松-净根 阿木乡峨扎村 3560 

B2-3 野生甘松-土根茎 阿木乡峨扎村 3560 

B2-4 野生甘松-净根茎 阿木乡峨扎村 3560 

根和根茎淋洗干净，用 70%乙醇擦拭表面至无菌

后，切段装至无菌 PE 管并保存于液氮罐中，作为

检测内生细菌样品。 

2.2  DNA 提取 

2.2.1  根际细菌  于超净台内，将甘松根及根茎附

着的根际土壤洗脱到 95%乙醇中，于−80 ℃超低

温冰箱冷冻保存，按照 MIO-BIO PowerSoil DNA 

Isolation Kit 试剂盒的说明书对根际土壤细菌总

DNA 进行提取。 

2.2.2  内生细菌  于超净台内取出样品后，在 75%乙

醇中浸泡 2.5 min，用无菌水清洗 3 次，切取中间段的

植物组织，保证其无菌。再用 PBS 溶液反复冲洗，将

冲洗液离心 5 min，转速 8000 r/min，合并沉淀置于

−80 ℃冻存。临用前放于干冰浴中，于洁净操作台上

取出，立即用液氮进行研磨、破壁。按蛋白酶 K 裂解

法和酚氯仿抽提常规方法提取细菌总DNA。 

2.3  16 S rDNA V4～V5 区的 PCR 扩增 

根据 illumina Miseq 高通量测序要求，进行双

向测序，设计目标区域和带有“5’ Miseq 接头- 

barcode-测序引物-特异引物-3’”的融合引物。并采

用2步PCR扩增的方法，确保扩增效率和准确性。 

PCR 所用的引物已经融合了 Miseq 测序平台的

V4-V5 通用引物，外生菌采用引物 515F ：

5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’ 和 926R ：

5’-CCGTCAATTCMTTTGAGTTT-3’。内生菌引物

为 799F ： 5’-AACMGGATTAGATACCCKG-3’ 和

1193R：5’-ACGTCATCCCCACCTTCC-3’。 

采用两步 PCR 扩增的方法，首先采用特异引

物扩增目的片段，将目的片段进行胶回收，而后将

回收产物作为模板进行 2 次 PCR 扩增，目的是将

Illumina 平台测序所需的接头测序引物 Barcode 添

加到目的片段的两端。 

采用 AXYGEN 公司的 AxyPrepDNA 凝胶回收

试剂盒回收。回收产物进行 qRT-PCR 定量。 

2.4  RT-PCR 定量 

全部 PCR 产物已采用 AxyPrepDNA 凝胶回收试

剂盒进行回收，FTC-3000TM RT-PCR 仪对回收的

DNA 以精确定量，按照等比例进行混合后测序。 

2.5  上机测序 

样品检测合格后，DNA 委托微基生物科技（上

海）有限公司完成测序，测序平台为美国 Illumina

公司 Illumina Miseq PE250 高通量测序仪。 

2.6  数据处理与分析 

Miseq测序得到的PEreads，根据barcode对样本进

行区分，对序列质量进行质控及过滤；再根据 overlap

关系进行拼接，拼接后的序列再次进行质控和滤过，

最后得到的优化序列。利用软件 USEARCH 在 97%的

相似水平上进行操作分类单元（operational taxonomic 

units，OUT）聚类分析和物种分类学分析，基于 OTU

聚类分析结果，用于对OTU进行样本内的alpha多样性

分析，并对测序深度进行检测。同时，基于分类学信息

在各个分类水平上进行群落结构的统计分析，并对样本

之间进行 beta 多样性分析。基于上述分析，再进行群落

结构和系统发育等深入的统计学和可视化分析。 

3  结果与分析 

3.1  甘松根际细菌的分析结果 

所有样品扩增区域均为 16S rDNA V4～V5，

测序条数均超过 4.5 万条，所有样品的测序深度超

过 99%，均扩增成功。 

3.1.1  序列长度分布  甘松根际土壤样品所测得

的 8 个样本，有效序列数在 30 301～39 040，优化

序列平均长度为 412 bp，见图 1。 

 

图 1  甘松根际细菌的序列长度分布 

Fig. 1  Sequence length distribution of rhizosphere bacteria 

of N. jatamansi 
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3.1.2  各样本 OTU 分布及物种信息（测序样品的

置信分析）  基于 OUT-稀释曲线（图 2）结果显示，

随着测序数量的增加，稀释曲线斜率逐渐降低，但

未进入平台期，说明再增加测序量也只会产生少量

新的物种（OUTs），说明本次测序数据量合理。 

结合 Alpna 多样性分析结果，Simpson 指数呈

现出的差异稍明显，表明根茎（B1-3、B2-3、

A2-2）根际细菌的种群丰富度和多样性最高，而总

体来看仿野生人工栽培品根际细菌丰富度更高；

Shannon-Wiener指数、Chao指数、Ace指数结果均

表明测序数据量合理，可以反映样品中绝大多数的

微生物信息。同时，说明野生甘松与栽培甘松的根

际菌群丰富度与均匀度较为一致。 

3.1.3  甘松根际细菌群落分布特征  对测得的所有 

 
图 2  甘松根际细菌稀释性曲线图 

Fig. 2  Rarefaction curve of bacteria in rhizosphere of N. jatamansi  

序列进行 97%的相似水平下的 OUT 分类，并进行

生物信息统计分析（图 3）。 

在门的分类水平上，野生甘松和仿野生栽培甘松

的根际细菌中共检测出 22 个门，相对丰度较高且共有

的 8 个细菌门类依次为变形菌门（Proteobacteria，

46.55% ～ 68.67% ）、放线菌门（Actinobacteria ，

10.57%～27.44%）、酸杆菌门（Acidobacteria，2.62%～

16.74%）、拟杆菌门（Bacteroidetes，2.99%～8.07%）、

浮霉菌门（Planctomycetes，2.48%～5.08%）、绿弯菌

门（Chloroflexi，1.43%～5.41%）、芽单胞菌门

（Gemmatimonadetes，0.80%～2.57%）、厚壁菌门

（Firmicutes，0.80%～3.28%）等。 

在纲的分类水平上，共检测出 38 个纲，其中相

对占优势的有 α-变形杆菌纲（Alphaproteobacteria，

24.14% ～ 44.98% ） 、 γ- 变 形 菌 纲

（Gammaproteobacteria，5.32%～21.93%）、放线菌纲

（Actinobacteria，5.87%～20.13%）、嗜热油菌纲

（Thermoleophilia，3.46%～10.49%）、β-变形菌纲

（Betaproteobacteria，2.80%～7.84%）、鞘脂杆菌纲

（ Sphingobacteriia ， 2.28% ～ 5.87% ）、酸杆菌纲

（Acidobacteriia ， 0.11% ～ 7.65%）、 δ-变形菌纲

（Deltaproteobacteria，1.29%～6.17%）、浮霉菌纲

（Planctomycetacia，1.33%～3.00%）。 

在目的分类水平上，共检测出 69 个目，甘松

根际细菌主要分布在根瘤菌目（Rhizobiales，

2.38% ～ 25.22% ） 、 鞘 脂 杆 菌 目

（Sphingobacteriales，2.28%～5.87%）、黄色单胞菌

目（Xanthomonadales，2.86%～12.59%）、伯克霍

尔德氏菌目（Burkholderiales，1.66%～8.99%）、

鞘 脂 单 胞 菌 目 （ Sphingomonadales ， 2.38% ～

25.22%）、酸杆菌目（Acidobacteriales，2.86%～

12.59%）、红螺菌目（Rhodospirillales，2.52%～

5.16%）、Gaiellales（1.83%～5.65%）和弗兰克氏

菌目（Frankiales，2.42%～4.44%）等。 

在科的分类水平上，共检测出 119个科，其中在

鞘脂单胞菌科（ Sphingomonadaceae ， 2.33% ～

8.86%）、慢生根瘤菌科（Bradyrhizobiaceae，3.21%～

8.24% ）、黄色单胞菌科（Xanthomonadaceae，

1.33%～11.15%）、酸杆菌科（Acidobacteriaceae，

0.11%～7.65%）、丛毛单胞菌科（Comamonadaceae，

0.98%～4.34%）、根瘤菌科（Rhizobiaceae，0.97%～

5.65%）、肠杆菌科（Enterobacteriacese，0.01%～

17.73%）、Chitinophagaceae 科（0.97%～3.51%）、

黄色杆菌科（Xanthobacteraceae，0.88%～2.51%）等

多有分布。 

在属的分类水平上，共检测出 254 个属，其中

在慢生根瘤菌属 Bradyrhizobium（3.06%～8.06%）、

鞘氨醇单胞菌属 Sphingomonas（0.65%～8.29%）、

根瘤菌属 Rhizobium（0.85%～5.65%）、单胞

菌属 Pseudomonas（0.08%～6.69%）、鞘脂菌属
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图 3  甘松根际细菌的门 (A)、纲 (B)、目 (C)、科 (D)、属 (E) 水平物种分布柱状图 

Fig. 3  Distribution histogram of species of rhizosphere bacteria of N. jatamansi at levels of phylum (A), class (B), order (C), 

family (D) and genus (E) 

Sphingobium（0.15%～7.77%）、假黄色单胞菌属

Pseudoxanthomonas（0.003%～1.58%）和 Gaiella

属（0.63%～1.71%）等多有分布在种的分类水平

上，共检测出 268 个种，其中有 149 种细菌尚未被

人工条件下获得培养的微生物，有 1 种未分类的细

菌，这 2 部分细菌占有相对优势。从甘松根际细菌

的种水平样品聚类数与柱状图组合分析图（图 4）

来分析，来自 2 个产地的野生甘松根的根际细菌聚

成一类，根茎的根际细菌也聚成一类，但栽培甘松

的根与根茎的根际细菌没有这样的规律。 

3.1.4  甘松根际细菌群落主成分分析   基于相

似水平为 97%的 OTU 样品表进行分析，得 Venn

图（图 5），可比较直观地观察到野生甘松与仿

野生栽培甘松的根际细菌群落均有 1448 序列被

划分入相同的 OTU 中，各样品中共有的序列有

498 个。 

再根据每个样品 OTU 的丰度数据计算出每

个 OTU 在每个样品所占的百分比，利用这个百

分比信息进行 OTU 的主成分分析（ principal 

component analysis，PCA）。由图 6 可知，PC1

和 PC2 的比例综合接近 70%，基本可表明各样本

整体组成情况。其中，野生甘松根的根际细菌与

仿野生栽培甘松根际细菌组成的相似度较高，而

野生甘松的根际细菌组成离群较明显。结合门、
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图 4  甘松根际细菌的种水平样品聚类数与柱状图组合分析图 

Fig. 4  Combination analysis diagram of cluster number and histogram of bacteria in rhizosphere of N. jatamansi at specie 

level

 

图 5  甘松根际细菌 Venn 图-分组 (左) 与花瓣图 (右)  

Fig. 5  Venn diagram-grouping (left) and petal diagram (right) 

纲、目、科、属和种水平上的分析结果，仿野生

栽培甘松的根际细菌群落与野生甘松根际细菌群

落更为相似。 

3.1.5  野生甘松和仿野生栽培甘松根际优势细菌差

异分析  以所有野生甘松和仿野生栽培甘松的根际

细菌类群为对象，使用 LDA Effect Size 组间群落差异

分析两者的根际细菌群落中主要差异物种（图 7）。分

析结果表明，仿野生栽培甘松中起到重要作用的根际
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图 6  OUT 水平上的甘松根际细菌主成分分析 

Fig. 6  Principal component analysis of rhizosphere 

bacteria of N. jatamansi at OUT level 

微生物物种包括假诺卡式菌目（Pseudonocardiales）、

Solirubrobacterales目、微单孢菌目（Micromonosporales）

等 3个目，假诺卡式菌科（Pseudonocardiaceae）、微单

孢 菌 科 （ Micromonosporaceae ） 、 丙 酸 杆 菌 科

（ Propionibacteriaceae ） 、 土 壤 红 杆 菌 科

（ Solirubrobacteraceae ） 、 分 支 杆 菌 科

（Mycobacteriaceae）和产碱杆菌科（Alcaligenaceae）

等 6 个科，假诺卡式菌属 Pseudonocardia、游动放线

菌属 Actinoplanes、土壤红杆菌属 Solirubrobacter、

Candidatus_Alysiosphaera、小月菌属 Microlunatus、

微 枝 形 杆 菌 属 Microvirga 、 红 游 动 菌 属

Rhodoplanes、土微菌属 Pedomicrobium、中慢生根瘤

菌属 Mesorhizobium、Vicinamibacter、分枝杆菌属

 

图 7  野生甘松和仿野生栽培甘松根际优势细菌 LEfSe 分析 

Fig. 7  LEfSe analysis of dominant bacteria in rhizosphere of wild and imitated wild cultivation of N. jatamansi 

Mycobacterium和溶杆菌属Lysobacter等12个属。野生

甘松中起到重要作用的根际微生物物种包括 β-变形杆

菌纲（Betaproteobacteria）、Solibacteres 纲、芽孢杆菌

纲（ Bacilli ）等 3 个纲，伯克霍尔德氏菌目

（Burkholderiales）、黏球菌目（Myxococcales）、立克

次 氏 体 目 （ Rickettsiales ） 、 Solibacterales 、

Nitrosomonadales 和 Bacillales 等 6 个 目 ，

Solibacteraceae、多囊粘菌科（Polyangiaceae）、亚硝化

单胞菌科（ Nitrosomonadaceae ）、伯克氏菌科

（Burkholderianceae）等5个科，艾德昂菌属 Ideonella、

Mucilaginibacter 、 未 知 嗜 酸 菌 属

Candidatus_Solibacter、食烃菌属 Hydrocarboniphaga 等

5个属。 

3.2  甘松根和根茎内生菌的分析结果 

所有样品扩增区域均为 16S rDNA V4-V5，除

A1-2 样品的测序条数为逾 2.2 万条外，测序条数均超

过 4 万条，所有样品的测序深度超过 97%，均扩增成

功。 

3.2.1  序列长度分布  甘松样品所测得的 7 个样

本，有效序列数在 30 301～39 040，优化序列平均

长度为 412 bp，见图 8。 

3.2.2  各样本 OTU 分布及物种信息（测序样品的

置信分析）  基于 OUT-稀释曲线（图 9）结果显示，

随着测序数量的增加，稀释曲线斜率逐渐降低，趋于

进入平台期，说明再增加测序量也只会产生少量新的

OUTs。结合 Alpna 多样性分析指数结果（图 10）， 
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图 8  甘松根及根茎的内生细菌的优化序列长度分布 

Fig. 8  Optimized sequence length distribution of 

endophytic bacteria in root and rhizome of N. jatamansi 

 

图 9  甘松内生细菌稀释性曲线图 

Fig. 9  Rarefaction curve of endophytic bacteria in N. 

jatamansi 

 

图 10  甘松内生细菌 Simpson、Shannon、Chao、Ace 指数图 

Fig. 10  Simpson, Shannon, Chao and Ace index diagram of endophytic bacteria in N. jatamansi 

Simpson 指数呈现出的差异稍明显，表明，其中以

A2-3 和甘松根与根茎的内生细菌的种群丰富度较

高，差异也较大，B2-2 的丰富度最高、多样性最

高；Shannon-Wiener指数、Chao指数、Ace指数野

生甘松与仿野生栽培甘松的内生细菌菌群的丰富度

与均匀度较为一致。结果均表明测序数据量合理，

可以反映样品中绝大多数的微生物信息。 

3.2.3  甘松根和根茎内生菌群落分布特征  对甘松

根及根茎内生细菌测得的所有序列，进行 97%的相

似水平下的 OUT 分类，并进行生物信息统计分析

（图 11）。在门的分类水平上，野生甘松和仿野生

栽培甘松的根际内生细菌群落中共检测出 16 个门，主

要分布有变形菌门（ Proteobacteria ， 65.54% ～

88.09%）、放线菌门（Actinobacteria，5.937%～

26.61%）、酸杆菌门（Acidobacteria，0.38%～

5.69% ）、拟杆菌门（ Bacteroidetes ， 0.22% ～

3.62%）、厚壁菌门（Firmicutes，0.45%～2.84%）、

绿弯菌门（Chloroflexi，0.16%～1.37%）等。 
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图 11  甘松内生细菌的门 (A)、纲 (B)、目 (C)、科 (D)、属 (E) 水平物种分布柱状图 

Fig. 11  Distribution histogram of species of endophytic bacteria of N. jatamansi at levels of phylum (A), class (B), order (C), 

family (D) and genus (E)

在纲的分类水平上，共鉴别 29 个纲，甘松内

生细菌在 α-变形杆菌纲（Alphaproteobacteria，

26.48% ～ 42.47% ） 、 β- 变 形 菌 纲

（Betaproteobacteria，17.93%～33.78%）、放线菌纲

（Actinobacteria，4.49%～23.54%）、γ-变形菌纲

（Gammaproteobacteria，8.82%～19.13%）、酸杆菌

纲（Acidobacteriia，0.24%～4.22%）、δ-变形菌纲

（Deltaproteobacteria，0.70%～2.94%）、嗜热油菌

纲（Thermoleophilia，0.62%～2.12%）、芽孢杆菌

纲 （ Bacilli ， 0.44% ～ 1.91% ） 、 黄 杆 菌 纲

（Flavobacteriia，0.06%～2.73%）等中均有分布。 

在目的分类水平上，共鉴别 60 个目，甘松内

生细菌在伯克霍尔德氏菌目（Burkholderiales，

17.52%～ 32.36%）、根瘤菌目（ Rhizobiales ，

13.28% ～ 22.45% ） 、 鞘 脂 单 胞 菌 目

（Sphingomonadales，6.07%～15.82%）、黄色单胞

菌目（Xanthomonadales，3.51%～17.35%）、微球

菌目（Micrococcales，5.83%～15.82%）、弗兰克

氏菌目（Frankiales，1.85%～6.34%）、棒状杆菌

目（Corynebacteriales，0.89%～5.03%）、柄杆菌目

（Caulobacterales， 1.02%～ 5.90%）、单胞菌目

（Pseudomonadales，0.12%～8.93%）、酸杆菌目
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（Acidobacteriales，0.24%～4.22%）等均有分布。 

在科的分类水平上，甘松内生细菌鉴别

的 有 107 个 科 ， 多 分 布 在 丛 毛 单 胞 菌 科

（Comamonadaceae， 8.05%～25.91%）、鞘脂

单 胞 菌 科 （ Sphingomonadaceae ， 5.36% ～

15.80%）、黄色单胞菌科（Xanthomonadaceae，

2.14% ～ 6.76% ） 、 伯 克 氏 菌 科

（Burkholderiaceae，0.97%～15.63%）、根瘤菌

科（Rhizobiaceae，1.30%～8.40%）、微杆菌科

（Microbacteriaceae，0.91%～10.72%）、弗兰克

氏菌科（Frankiaceae，0.94%～5.48%）、分支

杆菌科（Mycobacteriaceae，0.84%～4.86%）等

科类。  

在属的分类水平上，甘松内生细菌共鉴别处出

199 个属，其中在根瘤杆菌属 Rhizobacter（0.23%～

14.04%）、鞘氨醇单胞菌属 Sphingomonas（3.13%～

9.76%）、根瘤菌属 Rhizobium（0.96%～8.27%）、慢

生根瘤菌属 Bradyrhizobium（0.86%～9.68%）、纤毛

菌属 Leptothrix（0.21%～6.63%）、分支杆菌属

Mycobacterium（0.84%～4.86%）、Luteibacter 属

（0.85%～5.65%）、Aquincola 属（0.59%～7.01%）中

多有分布。在种的水平上有 145 个种，其中 68 种细

菌尚未被人工条件下获得培养的微生物，1 种未分类

的细菌，这两部分细菌占有相对优势。从甘松内生

细菌的种水平差异性矩阵热图（图 12）可得知，

野生甘松和仿野生栽培甘松的内生细菌最先聚

成一类，根际细菌也聚成一类，再与内生细菌

聚为一类。 

 

图 12  甘松内生细菌的种水平差异性矩阵热图 

Fig. 12  Heat map of difference matrix of endophytic 

bacteria of N. jatamansi at specie level 

3.2.4  甘松根和根茎内生菌群落主成分分析  基

于相似水平为 97%的 OTU 样品表进行分析，得

Venn 图（图 13），可比较直观地观察到野生甘松

与仿野生栽培甘松的内生细菌群落均有 562 序列

被划分入相同的 OTU 中，各样品中共有的序列有

177 个。 

再根据每个样品 OTU 的丰度数据计算出每个

OTU 在每个样品所占的百分比，利用这个百分比

信息进行 OTU 的 PCA 分析。由图 14 可知，PC1

和PC2的比例综合接近60%，基本可表明各样本整

体组成情况。其中，仿野生栽培甘松的样品

A1-2、A1-4 的内生细菌群落与野生甘松样品 B1-2、 

 

 

图 13  甘松内生细菌群落 Venn 图-分组 (左) 与花瓣图 (右) 

Fig. 13  Venn diagram-grouping (left) and petal diagram (right)

59        562       126 

A                  B 

B1_2 

177 

B1_4 

B2_2 

B2_4 

A1_2 

A1_4 

A2_3 

1 

5 
18 

2 
7 

12 
13 

1 
7 

8 
5 
5 

4 
3 

3 
3 

3 

3 
3 

4 
4 

7 
8 

2 
2 9 

6 6 

7 

2 

2 

2 

2 
2 

2 

2 

3 

1 

3 

1 

1 

19 7 
4 

4 

4 

35 

6 
9 

3 
6 3 

1 

6 
3 2 

2 

17 

1 

11 
9 

1 4 
4 

4 
4 

1 

18 16 
3 

3 1 
2 

11 

14 

8 

1 
4 

10 

2 3 
4 

2 

1 
1 

3 

3 
3 

10 

17 

6 

3 
3 

5 

3 

3 
1 1 

1 
1 

8 
18 1 

2 

7 

A
1 -2
 

B
1

-2
 

A
2

-3
 

B
2

-2
 

B
1

-4
 

A
1

-4
 

B
2

-4
 

group 

A1-2 

B1-2 

A2-3 

B2-2 

B1-4 

A1-4 

B2-4 

A 

B 

group 
0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

0 



 中草药 2022 年 2 月 第 53 卷 第 3 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2022 February Vol. 53 No. 3 ·845· 

   

 

图 14  OUT 水平上的甘松内生细菌主成分分析 

Fig. 14  Principal component analysis of endophytic 

bacteria of N. jatamansi at OUT level 

B1-4 和 B2-4 的内生细菌群落组成的相似度较高，

而野生甘松样品 B2-2 的内生细菌和仿野生栽培甘

松样品 A2-3 的内生细菌组成离群较远。结合门、

纲、目、科、属水平和种水平的分析结果，仿野生

栽培甘松的内生细菌群落与野生甘松根茎的内生细

菌群落更为相似。 

3.2.5  野生甘松和仿野生栽培甘松根及根茎的内

生优势细菌差异分析  以所有野生甘松和仿野生

栽 培 甘 松 的 内 生 细 菌 类 群 为 对 象 ， 使 用

LDAEffect Size 组间群落差异分析野生甘松与仿

野生栽培甘松的内生细菌群落中主要差异物种

（图 15）。 

分析结果表明，仿野生栽培甘松组别中起到重要作

用的内生微生物物种包括酸杆菌门（Acidobacteria）

和装甲菌门（Armatimonadetes）2 个门，梭状芽胞杆

菌纲（Clostridia）和 Armatimonadia 2 个纲，黄色单

胞菌目（Xanthomonadales）、梭状芽胞杆菌目

（Clostridiales）、细链孢菌目（Catenulisporales）和

Armatimonadales 4 个 目 ， 黄 色 单 胞 菌 科

（ Xanthomonadaceae ） 、 细 链 孢 菌 科

（ Catenulisporaceae ） 和 梭 状 芽 胞 杆 菌 科

（Clostridiaceae）等 3 个科，Edaphobacter、细链孢

菌 属 Catenulispora 、 Inquilinus 、 罗 河 杆 菌 属

Rhodanobacter 和 Uliginosibacterium 5 个属。野生

甘松组别中起到重要作用的内生微生物物种包括浮

霉菌门（Planctomycetes），Phycisphaerae 纲，根瘤

菌目（Rhizobiales）和 Phycisphaerales 目，拜叶林

克 氏 菌 科 （ Beijerinckiaceae ） 、 产 碱 杆 菌 科

（Alcaligenaceae）、Phycisphaeraceae 和生丝单胞菌

科（Hyphomonadaceae） 4 个科，弗兰克氏菌属

Frankia、Methylovirgula、Limnobacter 3 个属。 

4  讨论 

高通量测序技术已被广泛应用于环境 [4]、

食品 [15]、作物培植[9,12,16]以及药用植物[3,5-7,10-11]等

微生物群落的多样性研究中。本实验首次运用高通

量测序技术对甘松的仿野生栽培品和野生品的根际

及内生细菌菌群进行结构分析。 

 

图 15  野生甘松和仿野生栽培甘松内生优势细菌 LEfSe 分析 

Fig. 15  LEfSe analysis of dominant bacteria in endophytic of wild and imitated wild cultivation of N. jatamansi
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甘松是青藏高原高寒草甸重要的特有种之一，

在保护青藏高原高寒生态系统方面具有重要的作

用。在甘松的根际细菌与内生细菌群落中，优势促

生菌的功能主要是促进根际土壤养分的转化，增强

植物的抗环境胁迫能力和对病原微生物的抵抗力。 

仿野生栽培甘松和野生甘松的优势促生菌主要

分布在根瘤菌目、鞘脂杆菌目、鞘脂单胞菌目、慢

生根瘤菌科、酸杆菌科等。其中，根瘤菌目中的部

分细菌具有固氮功能[8]，鞘脂杆菌目中的部分细菌

可参与铁代谢以及少量的钾和硫的代谢，影响植物

的生理代谢，增强植物抗病和抗虫能力[17-22]。鞘脂

杆菌目中的部分细菌因能产生热休克蛋白，可提高

植物的耐寒性、耐热性和耐旱性[23-25]。酸杆菌科功

能的研究比较少，但其在生态系统中具有重要作

用，有助于将腐殖质中的有机物转化为土壤中的养

分，主动与植物相互作用，起到促进植物生长的细

菌作用，以及产生胞外多糖，支持细菌粘附到根表

面等[26]。 

仿野生栽培甘松根际细菌的优势菌群有假诺卡

式菌目、Solirubrobacterales 和微单孢菌目等 3 个

目，假诺卡式菌科、微单孢菌科和丙酸杆菌科等 6

个科；内生细菌的优势菌群有黄色单胞菌目、梭状

芽胞杆菌目、细链孢菌目和 Armatimonadales 等 4

个目，黄色单胞菌科、细链孢菌科和梭状芽胞杆菌

科等 3 个科，相对丰度显著高于野生甘松。这些

差异菌群可能是影响仿野生甘松植物生长的主要

细菌群落，例如细链孢菌科菌群是影响重组植物

根际微生物共生网络的关键，为根部提供了更多

营养物质[27]；Streptomyces 属的放线菌可抑制植物

病原体在根际的生长、分解并利用土壤中的有机

质，促进植物生长调节剂的产生[28]。 

野生甘松根际细菌的优势菌群有 β-变形杆菌

纲、Solibacteres 纲、芽孢杆菌纲和丰祐菌纲等 4 个

纲，伯克霍尔德氏菌目、黏球菌目、立克次氏体

目、Solibacterales 目等 8 个目，Solibacteraceae、多

囊粘菌科、亚硝化单胞菌科等 8 个科；内生细菌的

优势菌群有根瘤菌目和 Phycisphaerales2 个目，拜

叶林克氏菌科、产碱杆菌科、Phycisphaeraceae 和

生丝单胞菌科等 4 个科，弗兰克氏菌属、

Methylovirgula、Limnobacter 等 3 个属，相对丰度

显著高于仿野生人工栽培甘松。这些差异菌群是

甘松植物适应青藏高原高寒的恶劣环境的重要菌

群。例如弗兰克氏菌属可显著提高在退化的土壤

中移栽后植株的生长、生物量、茎根氮含量和成

活率 [29]；Methylovirgula 属为很强的甲基营养性

菌，可促进植物的增殖、影响种子萌发和根系生

长，帮助植物抵抗水分胁迫及帮助保护植物免受

干燥和过度辐射等恶劣环境的影响[30]。 

这些差异菌群可能是影响仿野生人工栽培甘松

与野生甘松药材品质差异的主要细菌群落，而相同

的优势促生菌是保持其品质一致的主要细菌群落，

后续研究应重点关注。同时，课题组也在对移栽后

的仿野生甘松种子与野生甘松种子育苗、移栽、仿

野生繁育、药材品质进行系列对比研究。课题后续

将围绕药材品质一致性评价，筛选优化出甘松仿野

生栽培所需的核心功能微生物混合菌群，并通过分

离出的细菌菌群筛选对甘松植物生长的影响，有针

对性地改良仿野生培育甘松土壤、调节仿野生繁育

品的微生物环境，为开发出提高甘松药材品质的生

物菌肥提供重要的研究基础。 
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