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摘  要：【背景】禾本科植物中存在着丰富的内生固氮菌资源，可为植物的生长、营养利用、

增强抗逆性等起到重要的促进作用。【目的】揭示巨菌草不同生长时期根、茎、叶内生固氮细

菌的组成及其变化。【方法】采用高通量测序技术对不同生长时期的巨菌草根、茎、叶内生固

氮菌群进行群落分析。【结果】不同生长时期巨菌草根、茎、叶的 15 个样本分别得到 4−6 万条

有效序列，主要分布在 360 bp 左右。根部巨菌草内生固氮菌群在成熟期最高，茎部和叶部均为

拔节期最高，同一生长时期则为根>叶>茎，变化趋势与巨菌草植物样本的固氮酶活性变化趋势

一致，其主要的菌群门类为变形菌门(Proteobacteria)和蓝藻菌门(Cyanobacteria)，主要核心属为

克雷伯氏菌属(Klebsiella)、草螺菌属(Herbaspirillum)和慢生根瘤菌(Bradyrhizobium)。整体上看，

根、叶部来源的各自微生物菌群组成较为接近，茎部来源的菌群与根部、叶部有交叉，成熟期

根部的联合固氮菌群种类和丰度最高。典范对应分析表明各来源样本固氮菌群的组成主要受环

境温度影响，其次为湿度和 pH。【结论】不同生长时期巨菌草根、茎、叶固氮菌群的组成及丰

度存在着较大的差异，本研究可为巨菌草内生固氮菌群资源的开发和利用以及种质资源库的建

立提供基础依据。 
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Abstract: [Background] Many endophytic diazotrophs can be found in gramineous plants and 
play important roles in promoting plant growth, nutrient utilization and stress resistances. 
[Objective] This research aims to reveal the composition and variation of endophytic 
diazotrophs in roots, stems and leaves of Pennisetum sp. at different developmental stages. 
[Methods] High-throughput sequencing technology was used to analyze the endophytic 
diazotrophs flora in roots, stems and leaves at different growth stages of Pennisetum sp. 
[Results] About 40 000 to 60 000 useful sequences were obtained from 15 samples in the roots, 
stems and leaves of Pennisetum sp. at different growth stages, and were mainly distributed 
within about 360 bp. At maturity period, the abundance of endophytic diazotrophs from the root 
of Pennisetum sp. was the highest whereas at jointing period, the stem and leaf samples showed 
the highest abundance. In the same growth period, the trend in abundances was observed thus: 
root > leaf > stem. This trend of variation was consistent with the trend of nitrogenase activity in 
plant samples of Pennisetum sp. The major bacterial communities identified belong to the 
Proteobacteria, Cyanobacteria and Klebsiella, Herbaspirillum, Bradyrhizobium. As a whole, the 
composition of the microbial community present in root and leaf samples was similar, whereas 
that from the stems had a cross with the roots and leaves. At maturity period, the abundance of 
associated nitrogen-fixing bacteria was highest in the roots. CCA analysis showed that the 
endophytic diazotrophs from different samples were mainly affected by environmental 
temperature, followed by moisture and pH. [Conclusion] There were great differences in 
composition and abundance of endophytic diazotrophs from roots, stems and leaves at different 
growth stages of Pennisetum sp. Our findings provide important information for development 
and utilization of endophytic diazotrophs resources from Pennisetum sp. 

Keywords: High-throughput sequencing, Pennisetum sp., Endophytic diazotrophs, Microflora 

巨菌草(Pennisetum sp.)为多年生禾本科直立丛

生型植物，隶属于狼尾草属，多年生，直立，丛生，

根系发达，抗逆性强，产草量高。巨菌草是

2005−2007 年间由福建农林大学菌草研究所在南非

引进的品种，因其在当地生长时植株特别高大，因

此将其暂命名为巨菌草，后经鉴定其与国内其他狼

尾草略有差别，现正在申报新品种认定[1]。巨菌草

目前已经在福建农林大学改良培育而成，为典型的

四碳植物，宜在热带、亚热带、温带生长[2]。巨菌

草营养丰富，糖分、蛋白质含量高，适口性好，用

途广泛，既可作为食(药)用菌的生产原料，又可加

工成牛、羊、鹿等动物饲料，还具有较强防风固沙

的生态治理功能，是一种具有良好应用潜力的能源

草和生态草[3-4]。 

巨菌草能在中国的西藏、内蒙古、青海、宁

夏等土地贫瘠的沙漠、流动沙丘等地种植生长，

其种植后沙地有机质、酶活性及微生物数量有明

显增加，固沙效果明显[5]。经测定，种植后菌草

的总氮含量超过了其从土壤和肥料中摄取的总氮

量，这其中很可能是巨菌草内生固氮菌起了很大
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的作用[6]。内生固氮菌可以在根际或植物体内进

行联合固氮，为植物生长提供氮素或促生长物质，

可为植物(如甘蔗)生长提供高达 60%的氮素，同

时内生固氮菌还可通过分泌植物生长激素等多种

生理活性物质与病原菌竞争营养和空间，从多方

面促进植物生长，在农业生产实践中具有广阔的

应用前景[7]。多年来，许多研究者对甘蔗、玉米、

水稻等禾本科植物中发现的多种具有固氮功能内

生细菌进行了广泛的研究，已成为联合固氮研究

领域的热点[8-10]。因此，巨菌草植物内生固氮菌

资源的发掘与利用，可在增强植物的抗逆性、建

立高效的固氮体系、促进植物生长、提高植物对

土壤中营养物质的利用率、改善荒漠生态环境等

方面提供科学基础和技术支持，为将来大力推广

荒坡地发展巨菌草、提高菌草生物质产量、开拓

内生菌生物肥料应用的新思路、新途径提供科学

依据[11]。 

植物内生菌的传统研究均是通过纯培养分离

的方法，但受培养条件的限制，未可培养菌通常占

很大的比例，因而传统的纯培养分析结果往往不能

完全反映样本中微生物种类组成的真实情况。近年

来，随着科学技术的进步，Illumina、Roche、Ion 

torrent等高通量测序技术得到了迅猛发展，可一次

性对几十万甚至上百万条DNA分子序列进行测定，

不仅突破了微生物学基于传统纯培养的限制，而且

还可以同时对样本中的优势菌群和微量菌群进行

测定，可以更加全面、准确地反映样本中的微生物

群落结构关系[12-13]。目前，高通量测序技术在禾本

科植物内生菌的研究中应用较少。因此，本研究通

过采用 Illumina MiSeq第二代测序技术对不同生长

时期巨菌草根、茎、叶内生固氮菌的种类分布及其

变化规律进行研究，寻找巨菌草可能蕴藏的内生固

氮菌，丰富、完善其内生固氮菌的菌种资源库，以

期为将来巨菌草内生固氮菌的资源开发及其菌肥

研制提供理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  样本的采集及处理 

在福建农林大学旗山校区菌草研究所试验基

地从 2017 年 2−6 月同一试验地采集了 5 个不同生

长时间的巨菌草根、茎、叶，样本采集后立即清洗

干净，每个生长时期各样本采用不同分布多位点采

集，混合均匀后装入无菌封口塑料袋，带回实验室

处理，共 15个样本。在整个试验期间，共取样 3批

次，试验重复了 3次。各样本采样时的环境因素(空

气相对湿度、温度和土壤 pH)如表 1所示。 

1.2  主要试剂和仪器及培养基 

样本 DNA 提取试剂盒，Omega 公司；Q5® 

High-Fidelity DNA polymerase，New England Biolabs

公司。PCR扩增仪，美国应用生物系统公司；电泳

仪，北京六一生物科技有限公司；生物分析仪，安

捷伦科技有限公司。 

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提取物

5.0，NaCl 10.0，琼脂 2.0。 

 
表 1  各样本采样时的环境指标 
Table 1  The environmental indicators of each sample at sampling time 

样本序号及生长时期 

Sample number and growth period 

空气相对湿度 

Humidity (% RH) 

温度 

Temperature (°C) 

土壤 pH 

Soil pH 

苗期(序号 1−3) Seedling (serial number 1−3) 48 22.3 7.2 

分蘖期(序号 4−6) Tillering (serial number 4−6) 52 25.4 7.1 

拔节期(序号 7−9) Jointing (serial number 7−9) 58 26.3 7.2 

成熟期(序号 10−12) Mature (serial number 10−12) 54 26.7 7.3 

衰亡期(序号 13−15) Decay (serial number 13−15) 46 30.4 7.1 
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1.3  样本的表面消毒 

挑选各样本中无病变、品相良好的巨菌草根、

茎、叶部位 3−5 g，先用流水冲洗 1−2 h，再采用 75%

乙醇、2%次氯酸钠、无菌水依次洗涤。其中 75%

乙醇浸泡 60 s，2% NaClO 分别处理根、茎、叶

20 min、9 min、90 s进行表面灭菌，无菌水冲洗

4次。确认待分离材料是否消毒彻底可采用稀释涂

布法，将最后一次的无菌水洗涤液涂布于 LB培养

基中，30 °C培养 1−2 d，以在 LB培养基上无菌生

长为消毒合格。 

1.4  消毒样本细菌 DNA 提取、固氮功能基因

nifH 可变区扩增和高通量测序 

DNA的提取采用 Omega试剂盒，具体方法参

照试剂盒说明书。PCR 扩增选择长度约为 360 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：引物 F： 5′-TGCGAY 

CCSAARGCBGACTC-3′；引物 R：5′-ATSGCCA 

TCATYTCRCCGGA-3′[14]。PCR反应体系(25 μL)：

5×Reaction buffer 5 μL，5×GC buffer 5 μL，dNTPs 

(2.5 mmol/L) 2 μL，引物 F (10 μmol/L) 1 μL，引物 R 

(10 μmol/L) 1 μL，DNA模板 2 μL，ddH2O 8.75 μL，

Q5 DNA polymerase (2 U/μL) 0.25 μL。PCR反应条

件：98 °C 2 min；98 °C 15 s，55 °C 30 s，72 °C 30 s，

25−30个循环；72 °C 5 min。扩增产物进行 2%琼脂

糖凝胶电泳，切取目的片段用 Axygen 凝胶回收试

剂盒回收目的片段，随后交由上海派森诺生物科技

股份有限公司使用 Illumina MiSeq高通量测序平台

进行序列测定和分析。 

1.5  测序结果的生物信息学处理 

由 Illumina MiSeq测序所得 Raw reads，取得

MiSeq raw data 后对原始双端测序数据进行去杂

并拼接，然后对拼接后的 Paired end 数据进行精

准去杂，去除低质量的碱基序列及模糊碱基序列。

随后对去杂后的数据进行去嵌合体序列处理，最

终得到较优质的序列进行下游分析。操作分类单元

(Operational taxonomic unit，OTU)是在系统发生学

或者群体遗传学研究中，为了便于分析，人为给某

一分类单元(品系、属、种、分组等)设置的同一标

志。本研究中采用 CD-HIT分类方法。将所有序列

以 97%的相似度进行 OTU 分类，序列相似度大于

或等于 97%被归为一个 OTU单元，随后以 OTU分

类中丰度最大的序列为代表序列[15]。 

1.6  巨菌草植物样本的固氮酶活性测定 

各样本的全氮含量采用凯氏定氮法测定[16]。 

固氮酶活性采用植物固氮酶和细菌固氮酶

ELISA 试剂盒[17]、瑞士帝肯 Tecan Sunrise F50

酶标仪测定。试剂盒采用双抗体一步夹心法酶联

免疫吸附试验 (ELISA)。往预先包被固氮酶 

(Nitrogenase)抗体的包被微孔中依次加入标本、

标准品、HRP (Horseradish peroxidase)标记的检

测抗体，经过 37 °C 温育并彻底洗涤。用底物

TMB (3,3′,5,5′-Tetramethyl-benzidine)显色，TMB在

过氧化物酶的催化下转化成蓝色，并在酸的作用下

转化成最终的黄色。颜色深浅和样品中的固氮酶

(Nitrogenase)呈正相关。用酶标仪在 450 nm波长下

测定吸光度(OD450值)，计算样品浓度。 

2  结果与分析 

2.1  巨菌草植物样本的固氮酶活性测定 

不同生长时期巨菌草根、茎、叶的固氮酶活

性测定结果如图 1 所示：不同生长时期的固氮酶

活性均是先升高后降低，且在同一生长时期内均

为根>叶>茎，根的固氮酶活性在成熟期达到最高，

茎、叶的固氮酶活性在拔节期达到最高。 

2.2  DNA 提取与 nifH 扩增结果 

从各样本中提取的基因组 DNA 电泳结果见

图 2，提取样本细菌 nifH可变区扩增结果如图 3所

示，结果表明其 PCR产物目标条带大小正确，浓度

满足建库需要。 

2.3  测序结果的质量分析 

通过对测序所得序列进行预处理，去除低质量

序列和模糊序列，不同生长时期巨菌草根、茎、叶

15 个样本分别得到 4−6 万条 Index 完全匹配的有

效序列量(表 2)，在不同生长时期 OTU 数量均为 
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图 1  不同生长时期巨菌草的固氮酶活性 
Figure 1  The nitrogenase activity of Pennisetum sp. in 
different growth periods 

 

 
根>叶>茎，菌群微生物多样性指数 ACE、Chao1、

Shannon、Simpson均为根>叶>茎，且整体变化趋势

均是先升高再降低，表明巨菌草在不同生长时期的

内生固氮菌群丰度和多样性变化趋势均为先逐步

升高再降低，同一生长时期内均是根>叶>茎，其变

化趋势与植物样本的固氮酶活性变化趋势一致。 

 
 

图 2  各样本 DNA 的电泳结果 
Figure 2  The results of DNA electrophoresin each sample 
注：1−3：苗期根、茎、叶；4−6：分蘖期根、茎、叶；7−9：

拔节期根、茎、叶；10−12：成熟期根、茎、叶；13−15：衰亡

期根、茎、叶. M：DL15000 marker. 
Note: 1−3: Roots, stems, leaves in seedling stage; 4−6: Roots, stems, 
leaves in tillering stage; 7−9: Roots, stems, leaves in jointing stage; 
10−12: Roots, stems, leaves in mature stage; 13−15: Roots, stems, 
leaves in decay stage, same as below. M: DL15000 marker. 

 

 
 

图 3  各样本 nifH 可变区扩增结果图 
Figure 3  The amplification results of nifH variable range 
in each sample   
注：1−3：苗期根、茎、叶；4−6：分蘖期根、茎、叶；7−9：

拔节期根、茎、叶；10−12：成熟期根、茎、叶；13−15：衰亡

期根、茎、叶. M：DL2000 marker. 
Note: 1−3: Roots, stems, leaves in seedling stage; 4−6: Roots, 
stems, leaves in tillering stage; 7−9: Roots, stems, leaves in 
jointing stage; 10−12: Roots, stems, leaves in mature stage; 13−15: 
Roots, stems, leaves in decay stage. M: DL2000 marker.  

 
表 2  各样本的 nifH 测序数据及 OTU、多样性指数统计 
Table 2  nifH sequencing data, OTUs and diversity index statistics in each sample 

对象 

Targets 

样本编号 

Samples 

测序量 

Numbers of valid sequences 
OTUs

多样性指数 Diversity indexes 

ACE Chao1 Shannon Simpson 

苗期 

Seedling 

根 1 (Root sample 1)  48 321 1 242 598.65 598.72 6.90 0.95 

茎 2 (Root sample 2) 57 960 308 222.76 207.50 1.37 0.90 

叶 3 (Root sample 3) 54 653 466 372.66 367.82 5.61 0.91 

分蘖期 

Tillering 

根 4 (Root sample 4) 40 693 1 286 686.29 693.52 6.85 0.96 

茎 5 (Root sample 5) 48 389 424 294.03 283.52 4.00 0.92 

叶 6 (Root sample 6) 58 398 495 393.56 388.51 5.18 0.94 

拔节期 

Jointing 

根 7 (Root sample 7) 41 431 1 339 732.00 732.00 6.85 0.98 

茎 8 (Root sample 8) 64 079 535 364.33 357.90 4.82 0.95 

叶 9 (Root sample 9) 66 024 540 480.78 477.82 4.98 0.98 

成熟期 

Mature 

根 10 (Root sample 10) 46 865 1 397 739.99 759.88 7.73 0.99 

茎 11 (Root sample 11) 66 203 447 359.11 358.64 6.64 0.94 

叶 12 (Root sample 12) 58 159 483 439.82 432.97 5.48 0.96 

衰亡期 

Decay 

根 13 (Root sample 13) 52 098 1 071 628.98 625.24 6.45 0.97 

茎 14 (Root sample 14) 62 424 436 278.57 273.95 5.53 0.93 

叶 15 (Root sample 15) 62 592 469 403.08 401.65 5.16 0.95 
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从细菌的有效序列长度图(图 4)可以看出，细菌

序列主要分布在 360 bp左右。利用Mothur软件做

稀释性曲线分析，从各样本中细菌的 Rarefaction曲

线(图 5)可以看出，15 条曲线均趋向平坦，不同生

长时期的根、茎、叶曲线均较为集中地聚类在一起，

表明所测序数据量合理，大多数细菌类群包括在各

样本文库中，能够比较真实地反映样本的微生物群

落多样性[18]。 

 

 
 

图 4  各样本序列长度分布图 
Figure 4  Length distribution in each sample 

 
 

图 5  15 个样本的稀释度曲线 
Figure 5  Rarefaction curves of 15 samples 

 

2.4  各样本物种丰度及群落结构分析 

从门的分类水平来看(图 6)，不同生长时期巨

菌草根、茎、叶的内生细菌中有大量不可分类的

门类，丰度为 5.9%−92.3%；在可定义的门类中，

各样本均以变形菌门(Proteobacteria)和蓝藻菌门

(Cyanobacteria)为主，始终存在于各个生长时期，

其丰度分别为 0.9%−42.8%和 0.1%−6.8%。在各 

 

 
 

图 6  各样本在门分类水平上的主要细菌类群比较 
Figure 6  Comparison of the major bacterial class in each sample on phylum level 



林标声等: 巨菌草不同生长时期的内生固氮菌群组成分析 1485 

 

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

 

生长时期，各样本中菌群分布较多、丰度较高

的种类还包括放线菌门 (Actinobacteria)和厚壁

菌门 (Firmicutes)，丰度分别为 0.045%−1.2%和

0.021%−0.3%；还有少量的螺旋体门(Spirochaetes)

和 拟 杆 菌 门 (Bacteroidetes) ， 丰 度 分 别 为

0.03%−0.5%和 0.02%−0.1%。此外，在成熟期，根

部还具有特有的微量的栖热链球菌门(Deinococcus- 

Thermus)、酸杆菌门 (Acidobacteria)和绿弯菌门

(Chloroflexi)，丰度均小于 0.01%；在拔节期，茎、

叶部具有特有的微量的浮霉菌门(Planctomycetes)，

丰度也均小于 0.01%。 

在属的水平上，取所有样本中平均相对丰度前

20位的菌群，剩余所有分类单元都归为“Other”后再

作图，观察巨菌草在不同生长时期的内生固氮菌群

分布变化情况(图 7)。结果表明，各样本菌群丰度和

种类的变化趋势也均是先升高后降低；在同一生长

时期，根中的微生物菌群种类和丰度均要明显多于

茎和叶，且根>叶>茎。在各个样本中，未知种类占

很大的比例，丰度在 3.9%−89.1%。在已知菌属中，

克雷伯氏菌属(Klebsiella)、草螺菌属(Herbaspirillum)

和慢生根瘤菌(Bradyrhizobium)为核心属，始终

存在于各个样本中，其丰度也最高，分别为

0.13%−10.2%、0.11%−24.8%和 0.09%−9.0%。在各

生长时期，各样本中菌群分布较多、丰度较高的种

类为红假单胞菌属(Rhodopseudomonas)、产腥藻属

(Anabaena)、丛毛单胞菌属(Comamonas)、鞘氨醇单

胞菌属(Sphingomonas)、根瘤菌属(Rhizobium)和阿

菲菌属(Afipia)，其丰度分别为 0.03%−3.1%、

0 .02%−05%、0 .02%−0.6%、0.02%−0.1%、

0.01%−0.3%和 0.02%−7.4%。其他相对丰度的菌群

还有食酸菌属(Acidovora)、Kosakonia、鞘氨醇菌属
(Sphingobium)、双歧杆菌属(Bifidobacteriu)、考克菌

属(Kocuria)、Rubinisphaera、中慢生根瘤菌属
(Mesorhizobium)、产氢细菌属(Ethanoligenens)、极

地单胞菌属 ( P o l a r o m o n a s )和分枝杆菌属

(Mycobacterium)，它们为变形菌门、放线菌门和拟

杆菌门的细菌，其丰度均小于 0.01%。此外，各个

样本中还存在着大量“Other”菌属，其丰度比例在 

 

 

 
图 7  各样本在属分类水平上主要细菌类群比较 
Figure 7  Comparison of the major bacterial class in each sample on genus level 
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0.5%−23.8%之间不等，衰亡期 (序号 13−15)中

“Others”菌属的丰度较其他时期略高，原因可能

是巨菌草生长时期延长，内生侵入菌群增多；另

外，可能因为植物生长末期抗性降低，大量外部

微生物菌群更易侵染植物，导致其内生菌群种类

增多 [19]，如禾本科植物的白叶枯黄致病菌黄单胞

菌属(Xanthomonas)在衰亡期根、茎、叶中出现，但

在其他时期未发现。 

基于 GraPhlAn 的样本总体分类绘制等级树

图，相对丰度前 20位的分类单元已在图 8中显示。

图 8 结果表明：门水平上丰度较高的是变形菌门

(Proteobacteria)和蓝藻菌门(Cyanobacteria)，而且

主要以变形菌门(Proteobacteria)为主；属水平上丰

度较高的是克雷伯氏菌属(Klebsiella)、草螺菌属

(Herbaspirillum)、慢生根瘤菌(Bradyrhizobium)和

阿菲菌属(Afipia)，所得结果与上述分类统计结果

一致。此外，克雷伯氏菌属(Klebsiella)是禾本科

植物主要的固氮菌属[20]，图 8中节点大小表明，

克雷伯氏菌属(Klebsiella)的丰度明显高于其他菌

属。从图 8 中还可看出拉乌尔菌属(Raoultella)和

固氮螺菌属(Azospirillum)丰度也较高，特别是固

氮螺菌属(Azospirillum)的发现拓宽了巨菌草中分

离特定固氮菌群的种类[21]。根据本实验所测定各

样本物种丰度及群落结构分析的数据，发现固氮

螺菌属(Azospirillum)在巨菌草中主要分布在各生

长时期的根部，丰度为 0.3%−1.8%，且在成熟期

丰度最高；另外，成熟期的茎部也有少量分布，

丰度为 0.14%。 

 

 

 
图 8  基于 GraPhlAn 的样本总体分类等级树图 
Figure 8  The classification hierarchy tree of entire samples based on the GraPhlAn 
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2.5  各样本组间的相似性分析 

使用 R 软件，对丰度前 50 位的属进行聚类分

析到 Heatmap (图 9)，结果表明：同一部位来源的

样本，如来自根部(序号 1、4、7、10、13)和叶部(序

号 3、6、9、12、15)的样本可以较好地聚类在一起，

相互之间没有交叉；但茎部样本(序号 2、5、8、11、

14)较为分散，其内部之间与根部、叶部样本之间交

叉聚类，表明根部和叶部的内生固氮菌群可能通过

特定的运输途径转移到茎部。图 9中颜色梯度的变

化结果表明，根部内生菌群样本的颜色要明显深于

茎、叶部样本，表明根部各类菌群的丰度及表达量

均明显高于茎、叶部。不同生长时期各样本的菌 

 

 
 

图 9  各样本中属水平微生物菌群 Heatmap 分析 
Figure 9  Heatmap analysis of microbial community under the genus level in each sample 
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群组成不同，变化较为复杂；其中序号 10 为根部

成熟期样本，其表达的颜色最深，表明其菌群种类

和丰富表达量最高。此外，克雷伯氏菌属(Klebsiella)

在各个样本中均有较高表达，在序号 7、10样本中

表达量最高；伯克氏菌属(Burkholderia)、固氮菌属

(Azotobacte)、阴沟肠杆菌属(Enterobacter)、固氮根

瘤菌属(Azorhizobium)、固氮螺菌属(Azospirillum)等

其他几种禾本科植物最主要的联合固氮菌属[22]均

在序号 10样本中表达量较高。 

通过 R软件，对属水平的群落组成结构进行主

成分分析(图 10)，其第 1主成分和第 2主成分的贡

献率分别为 88.21%和 8.31%，根部(序号 1、4、7、

10、13)和叶部(序号 3、6、9、12、15)样本可以较

好地聚类在一起，茎部样本(序号 2、5、8、11、14)

较为分散，所得结果基本与 Heatmap结果相吻合。 

2.6  环境因素对各样本微生物菌群组成的影响

分析 

采用 Canoco for Windows 4.5软件对属水平丰

度最高的前 20 个属进行典范对应分析(Canonical 

correspondence analysis，CCA)，研究土壤水分、温

度和 pH 等环境因素对样本微生物菌属的改变情况 

 

 
 

图 10  各样本中属水平微生物菌群主成分分析 
Figure 10  Principal component analysis (PCA) of 
microbial community under the genus level in each sample 

(图 11)。结果表明：Axis1 和 Axis2 排序轴对各样

本细菌属的变化分别解释了38.4%和29.8%的变异，

即所有的环境因素对总变异共有 68.2%的解释度。

图 11中，丰度前 20位的主要细菌属的变化与温度

有关，依次是湿度和 pH。湿度和 pH变量箭头之间

的夹角较小，可能它们之间对细菌属的变化具有协

同效应[23]。20个属中有 11个属与温度呈正相关，

其中包括克雷伯氏菌属(Klebsiella)，表明较高的温

度条件下巨菌草内生固氮菌群增多，联合固氮作用

增强，有利于植物的生长。 

3  讨论与结论 

本文首次采用了高通量测序技术研究了巨菌

草微生物内生固氮菌群的变化情况，结果表明不同

生长时期巨菌草根、茎、叶菌群组成及丰度存在着

较大的差异，其 15 个样本分别得到 4−6 万条有效

序列，主要分布在 360 bp左右。从门到属的水平上

看，根部巨菌草内生固氮菌群组成在成熟期最高，

茎部和叶部均为拔节期较高，在同一生长时期则为

根>叶>茎，其变化趋势与巨菌草植物样本的固氮酶

活性变化趋势一致；变形菌门(Proteobacteria) 

 

 
 

图 11  环境因素对各样本微生物菌群组成影响的典范对

应分析 
Figure 11  Canonical correspondence analysis (CCA) on 
the environmental factors influence of microbial 
community composition in each sample 
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和蓝藻菌门(Cyanobacteria)是巨菌草内生固氮菌群

的主要门类，其他丰度较高的种类还包括放线菌门

(Actinobacteria)和厚壁菌门(Firmicutes)；属水平上，

克雷伯氏菌属(Klebsiella)、草螺菌属(Herbaspirillum)

和慢生根瘤菌(Bradyrhizobium)为核心属，均始终存

在于巨菌草不同生长时期的根、茎、叶中，其他较高

丰度的属还包括红假单胞菌属(Rhodopseudomonas)、
产腥藻属(Anabaena)、丛毛单胞菌属(Comamonas)、
鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)、根瘤菌属(Rhizobium)

和阿菲菌属(Afipia)等。 

本研究中，巨菌草不同生长时期根、叶部来源

的各自微生物固氮菌群组成较为接近，但茎部来源

菌群与根、叶部有交叉，表明其菌群组成可能有部

分来源于根和叶部。巨菌草不同生长时期根、茎、

叶样本之间微生物菌群组成及丰度差异较大，呈现

出不同的变化情况，推测巨菌草从苗期到衰亡期内

生菌群的组成可能受到空气湿度、温度、土壤等环

境因素的影响。CCA分析表明，温度是影响巨菌草

内生固氮菌群变化的主要因素，其次是湿度和 pH，

且其中丰度最高的 20个属中有 11个属与温度影响

呈正相关，其中包括禾本科植物主要的固氮菌群克

雷伯氏菌属(Klebsiella)，表明较高的温度条件下巨

菌草内生固氮菌群增多，联合固氮作用增强，有利

于植物的生长。此外，热图分析表明，巨菌草成熟

期根部样本中含有较丰富的固氮菌群种类和丰度，

且 克 雷 伯 氏 菌 属 (Klebsiella) 、 伯 克 氏 菌 属

(Burkholderia)、固氮菌属(Azotobacte)、阴沟肠杆菌

属(Enterobacter)、固氮根瘤菌属(Azorhizobium)、固

氮螺菌属(Azospirillum)等几种禾本科植物最主要的

联合固氮菌属均表达量较高，表明此样本将是主要

挖掘巨菌草内生固氮菌群的资源。本文通过对各样

本固氮基因 nifH的扩增测序，已从相对丰度上表明
了巨菌草不同生长时期根、茎、叶中具有 nifH的功
能菌群间的组成关系，如需进一步探讨这些功能菌

群的 nifH在各样本中的绝对表达量，将来可采用转
录组测序技术再深入分析固氮基因 nifH 的 mRNA

在各样本中的差异表达情况。 

综上所述，巨菌草茎、叶部的固氮菌群种类和

丰度在拔节期最高，根部的在成熟期最高。较高温

度条件下，巨菌草各部位内生固氮菌群种类较多且

丰度较高，有利于对其进行固氮菌群种质资源的挖

掘与开发；其中成熟期根部将是最主要的资源，其

含有的禾本科植物最主要几种联合固氮菌群的种类

较多且丰度最高，而这些固氮菌群在生物进化理论

的探讨、微生物固氮菌肥的研制与生产和农业生物

基因工程的应用等方面均具有重要的应用价值[24]。

因此，本研究的结果可为进一步挖掘巨菌草可培

养、具有应用潜力的内生固氮菌群资源指明方向，

并为将来建立巨菌草固氮菌的种质资源库，开发和

利用固氮菌生产农用微生物菌剂提供基础依据[25]。 
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