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研究报告 

青藏高原冰川棘豆(Oxytropis glacialis)内生菌核心微生物组

的界定及其互作网络分析 
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摘  要：【背景】植物内生菌(endophyte)对寄主植物的益生作用有利于植物的生存与扩散，而菌群互

作网络为内生菌生态功能的实现提供了基础保障。【目的】了解影响西藏畜牧业发展的主要疯草冰川

棘豆(Oxytropis glacialis)内生菌核心微生物组及其菌群互作网络，为青藏高原疯草类有毒植物的科学

治理和利用提供基础参考依据。【方法】利用高通量测序技术分析冰川棘豆中内生菌核心微生物组，

构建内生菌相关性网络，并以与苦马豆素代谢相关内生菌为例分析冰川棘豆内生菌的互作模式。【结

果】内生细菌测序共得到 175 791 条有效序列，注释到 428 个细菌 OTU，分属于 19 个门和 267 个

属；内生真菌测序共得到 757 113 条有效序列，注释到 391 个真菌 OTU，分属于 7 个门和 149 个属。

Venn 图分析表明，根、叶组织的核心内生细菌菌属数目(54、62)大于核心内生真菌(22、13)，根组

织中的核心内生菌种类与叶组织相当(76、75)。系统发育树分析表明，冰川棘豆中存在产生苦马豆

素内生真菌链格孢属(Alternaria)和降解苦马豆素的内生细菌短波单胞杆菌属(Brevundimonas)。相关

性网络分析表明，内生菌菌群间以正向反馈的互作网络关系为主，核心菌群可能主要通过间接性的

互作方式将影响传递到微生物群落，其中链格孢属与短波单胞杆菌属作为核心菌属通过间接性的显

著相关关系(||>0.6，P<0.01)参与菌群间互作网络。【结论】冰川棘豆核心菌群以间接的方式参与内

生菌菌群间的互作网络，高度的菌属连接性为内生菌生态功能的实现提供可能。 
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Abstract: [Background] Endophyte is beneficial to host plants for survival and diffusion, and the 
interaction network of flora provides a basic guarantee for the realization of ecological functions of 
endophyte. [Objective] To understand the main endophytic microbiota and their interaction network of 
Oxytropis glacialis that affects the development of animal husbandry in Tibet, so as to provide a reference 
for the scientific management and utilization of the poisonous plants of locoweed on the Qinghai-Tibet 
Plateau. [Methods] High-throughput sequencing was used to analyze the endophytic microbiota in the 
ecotone, to construct the endophytic microbiota correlation network, and to analyze the interaction model 
of ecotone with the endophytic microbiota related to the metabolism of swainsonine. [Results] A total of 
175 791 valid sequences of endophytic bacteria were obtained by sequencing, which annotated to     
428 bacterial OTU, belonging to 19 phyla and 267 genera. A total of 757 113 valid sequences of 
endophytic fungi were obtained, which annotated to 391 fungal OTU, belonging to 7 phylum and 149 
genera, Venn diagram analysis showed that the number of endophytic bacteria genus in the core of root and 
leaf tissues (54, 62) was greater than that of the core endophytic fungi (22, 13), and the core endophytic 
bacteria species in root tissues were similar to that in leaf tissues (76, 75). Phylogenetic tree analysis 
showed that Alternaria and Brevundimonas, presenting in Oxytropis glacialis were endophyte that 
produced and degraded swainsonine. Network analysis showed that the correlation between endogenous 
bacteria flora was given priority to positive feedback interaction network relationship, the core flora may 
mainly through indirect interaction modes to affect the microbial community, including Alternaria and 
Brevundimonas as core species with indirect significant correlation (||>0.6, P<0.01) in bacteria 
interactions within networks. [Conclusion] Oxytropis glacialis core microbiota indirectly participates in 
the interaction network among endophytes, and the high degree of bacterial connectivity makes it possible 
to realize the function of endophytes. 

Keywords: Endophyte, Locoweed, Swainsonine, High-throughput sequencing (HTS), Microbial 
interaction 

核心微生物组(core microbiome)是微生物组中

的关键组成部分，在进化过程中通过自然选择得

以保留、富集和遗传，在不同环境样品中发挥重

要的生态作用[1]。随着生物信息学和分子生态学的

快速发展，核心微生物组研究在土壤[2]、植物[3]、

水体[4]等环境样本中得到广泛应用。作为植物微生

态系统中的重要部分，植物内生菌广泛存在于各

种植物中并发挥重要的生态功能，而植物核心微

生物组的研究认为，核心微生物在提高寄主生产

力及维持其健康等生态功能中发挥了关键作用[5]。

植物核心微生物组的研究有助于深入认识内生菌

与寄主间的相互关系，深刻理解内生菌对寄主的

影响及其在自然生态系统中的功能[6]。在自然界

中，微生物并非以分离的个体形式存在，而是通

过直接或间接的相互作用形成复杂多样的共发生

网络，在互养、共生、竞争等种间关系的作用

下，彼此之间产生正向、负向或中性的影响。目

前，在人类肠道 [7]、皮肤 [8]、植物的叶际 [9]、根  

际[10]等多种环境材料中已广泛开展了微生物互作

的研究，通过构建微生物相关性网络，在阈值的
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控制下揭示微生物组中复杂的菌群关系及其可能

的生态作用。 

青藏高原作为地球“第三极”，多样的生态环境

和丰富的生物多样性为植物内生菌的研究提供了

丰富的资源储备[11]，但目前青藏高原已有的植物

内生菌研究多集中在基于可培养手段对植物内生

菌进行分离、鉴定[12-13]，以及不同环境中内生菌

多样性的免培养测序分析[14-15]，从核心菌群及其

相关性网络的角度对青藏高原特有植物内生菌的

研究未见报道。 

冰川棘豆(Oxytropis glacialis)是青藏高原特有

的豆科棘豆属多年生草本植物[16]，作为影响西藏

畜牧业发展的主要疯草之一，动物采食这种毒草

后可引起以慢性神经机能障碍为特征的中毒反

应，甚至死亡，这制约了西藏农牧民经济收入的发

展，严重威胁青藏高原畜牧业的可持续发展[17-19]。

目前，已有研究表明疯草的毒性来自植物内生真

菌所产生的吲哚里西啶类生物碱苦马豆素 [20]。

2002 年谭远友等分析发现西藏冰川棘豆的毒性成

分为生物碱[21]。2009 年余永涛等首次证实冰川棘

豆中存在产苦马豆素内生真菌[20]。然而疯草内生

真菌发现至今，分类地位先后发生了多次变化，

2014 年 Woudenberg 等将其重新界定为链格孢属，

并为此类真菌建立了 Undifilum 组[22]。近年来国内

的研究综合表明，我国的疯草植物无论黄芪还是

棘豆的内生真菌均为棘豆链格孢属[23-27]。此外，

基于微生物间的制约关系对利用疯草毒素的微生

物研究也开始受到关注，赵兴华、王建华等从疯

草生长的土壤中分离到嗜麦芽寡养单胞菌 YLZZ-2

能够有效降解苦马豆素[28-29]，胡延春等在甘肃棘

豆的研究中发现存在降解苦马豆素的短波单胞杆

菌属内生细菌 Brevundimonas diminuta Ab[30]。 

本研究通过高通量测序分析西藏冰川棘豆不

同组织内生细菌与内生真菌的多样性，揭示冰川

棘豆内生菌的核心菌群结构，并从菌群相关性网

络的角度对冰川棘豆苦马豆素毒性相关的内生菌

互作模式进行探究，为青藏高原疯草类有毒植物

的研究和治理提供参考依据。 

1  研究方法 

1.1  区域概况及样品采集 

西藏位于青藏高原西南部，地处 N26°50′− 

36°53′，E78°25′−99°06′之间，平均海拔在 4 000 m

以上，素有世界屋脊、地球“第三极”之称。根据西

藏自治区 2017 年度土地利用变化情况分析报告显

示，西藏土地总面积约为 12 021 万 hm2，其中草地

面 积 为 达 8 431 万 hm2 ， 占 全 区 总 面 积 的

70.132%，而且 75%以上为海拔 4 500 m 的高寒草

地，自然环境恶劣，水资源分布极不均匀，特别

是位于昆仑山、唐古拉山和冈底斯山、念青唐古

拉山之间的藏北高原干旱缺水面积大，作为西藏

主要的牧业区，其草地生态十分脆弱[31]。同时，

由于全球变暖及不合理放牧等因素的多重影响，

草地有毒植物呈逐年扩散趋势，并成为继鼠害、

虫害后制约西藏草地畜牧业可持续发展的又一生

物灾害[32]。 

本研究于 2018 年 8 月对高寒草原地带尼玛

(NM)、双湖(SH)、扎布耶(ZBY)和普若(PR)等地生

长旺盛期的冰川棘豆根(10)、叶(11)组织进行采

样，共 21 个样品。将根、叶分别放入无菌管中，

−20 °C 车载压缩机冰箱中带回实验室，对组织进

行表面无菌化处理[33]：无菌水洗涤 30 s，70%无菌

乙醇洗涤 2 min，2.5% NaClO (含 0.1% Tween-80)

浸泡 5 min 后转移至 70%无菌乙醇浸泡 30 s，最后

使用无菌水洗涤植物组织 3 次，保存在无菌管中并

置于超低温冰箱−80 °C 冷冻保存，用于内生菌总

DNA 提取。 

1.2  主要试剂和仪器 

微生物总 DNA 提取试剂盒，Omega 公司；

FastPfu DNA Polymerase，北京全式金生物技术有

限公司；rTaq DNA Polymerase，TaKaRa 公司；引

物 799F/1193R、ITS1F/ITS2R 由上海美吉生物医药

科技有限公司合成。PCR 基因扩增仪，Applied 

Biosystems 公司。 
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1.3  微生物 DNA 提取和 PCR 扩增和测序 

用提取冰川棘豆内生菌总 DNA 作为模板。以

799F (5′-AACMGGATTAGATACCCKG-3′)和 1193R 

(5′-ACGTCATCCCCACCTTCC-3′)为引物，对细菌

16S rRNA 基因 V5−V7 可变区进行特异性扩增[33]。

PCR 反应体系(20 μL)：5×FastPfu Buffer 4 µL，

dNTPs (2.5 mmol/L) 2 µL，正、反向引物(5 µmol/L)

各 0.8 µL，FastPfu Polymerase (2.5 U/µL) 0.4 µL，

BSA 0.2 µL，模板 10 ng，加 ddH2O 补足至 20 μL。

PCR 反应条件：95 °C 3 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，

72 °C 45 s，27 个循环；72 °C 10 min；第二轮 PCR

反应扩展 13 个循环，其余条件均不变，10 °C 保

温 。 以 ITS1F (5′-CTTGGTCATTTAGAGGAAGT 

AA-3′)和 ITS2R (5′-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3′)

为引物，对真菌 ITS1 可变区进行特异性扩增[34]。

PCR 反应体系(20 μL)：10×Buffer 2 µL，dNTPs 

(2.5 mmol/L) 2 µL，正、反向引物(5 µmol/L)各

0.8µL，rTaq Polymerase (5 U/µL) 0.2 µL，BSA   

0.2 µL，模板 10 ng，加 ddH2O 补足至 20 μL。PCR

反应条件：95 °C 3 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，

72 °C 45 s，37 个循环；72 °C 10 min，10 °C 保

温。在超微量分光光度计上检测 PCR 产物纯度和

浓度，用 2%的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 完整性，

基于 Illumina MiSeq 进行测序，PCR 扩增及测序

工作由上海美吉生物医药科技有限公司完成。 

基于I-Sanger云平台(https://www.i-sanger.com/)、

R 软件(V3.5.1)等进行生物信息学及数据统计分

析。所有的测序原始数据已提交到 GenBank 获得

登录号 PRJNA613354 和 NCBI SRA (sequence read 

archive)登录号 SRP253268。 

1.4  核心微生物组的界定与互作网络分析 

使用 FLASH 软件(V1.2.7)对每个样本 Illumina 

MiSeq 测 序 得 到 的 双 端 序 列 进 行 拼 接 ， 用

Trimmomatic (V0.33)软件对拼接后的 Raw tags 质量

和效果进行质控过滤，得到高质量的 Tags 数据

(clean tags)。对测序得到各样本序列进行质量控制

后，利用 USEARCH (V7.0)软件，在细菌 SILVA 

(release132 ， http://www.arb-silva.de) 、 真 菌 Unite 

(release 7.2，http://unite.ut.ee/index.php)数据库中按

97% 的 相 似 度 分 类 水 平 划 分 操 作 分 类 单 元

(operational taxonomic units，OTU)，并按最小样本

序列数进行抽平。 

使 用 MEGA (V7.0.21) 软 件 中 的 邻 接 法

(neighbor-joining method，NJ)将测序获得产苦马豆

素内生真菌和降解苦马豆素内生细菌的扩增子序

列与国内外已报道的相关微生物序列构建系统发

育树，确认冰川棘豆中与苦马豆素相关的内生菌

分类学地位。 

核心微生物组的研究可以从共存、OTU 丰

度、系统发育和功能冗余、持久性和连通性等多

个角度进行考虑，从菌群功能相关性[35-36]、菌群

丰度大小[37]以及菌群共现频率[38-39]等方面进行界

定。但无论哪一种核心微生物的分析方法，设置

样本及 OTU 同一性阈值对分析核心微生物组至关

重要。本研究将至少在 3 个样地中共存的菌属定义

为冰川棘豆的核心菌属，绘制 Venn 图分析核心菌

属组成结构。Venn 图分析作为一种传统、典型的

核心微生物组分析方法，通过存在或不存在显示

出与样本间密切相关的分类单元，实现对核心微

生物组合理、简易的探索[40]。 

基于 R 语言的 PSYCH 包中 corr.test 函数，以

属水平下的内生细菌、内生真菌以及两者组合的

3 个丰度矩阵为基础，计算菌属间 Spearman 相关

系 数 矩 阵 及 其 显 著 性 水 平 ， 并 采 用  Benjamini 

and Hochberg false discovery rate (FDR)方法矫正

上述步骤中所得到的 P 值。进一步筛选出菌属间

Spearman 相 关 系 数 具 有 显 著 性 关 系 (||>0.6 ，

P<0.01)的内生菌属，利用 Gephi 软件(V0.9.2)[41]

计算网络的节点平均度(每个节点连接边的平均

数)、网络的直径(任意两个节点间最短距离之中

的最大值)、网络的平均路径(所有节点的平均网

络距离)、模块化指数(衡量网络图结构的模块化

程度，一般大于 0.44 就说明该网络图达到了一定

的模块化程度 )[42]、平均聚类系数 (节点间倾向 
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于 聚 集 在 一 起 的 程 度 )等 拓 扑 属 性 ， 并 绘 制 相  

关性网络图进行可视化，分析菌属间的互作关 

系 [38]。网络中的 每一个节点 (node)代表 一个菌

属，连接节点之间每条边(edge)代表各菌属之间

的相关性。 

2  结果与分析 

2.1  冰川棘豆内生菌 OTU 分析 

对高寒草原区 21 个样本进行测序共得到内生

细菌 175 791 条有效序列，内生真菌 757 113 条有 

效序列。基于97%相似度的分类水平，注释到428个

细菌 OTU，分属于 19 个门和 267 个属；391 个真

菌 OTU，分属于 7 个门和 149 个属，平均测序覆盖

率分别为 99.88%和 99.99%，表明测序深度达到分

析 要 求 且 数 据 质 量 可 靠 ， 具 体 的 测 序 信 息 如

Chao1、Shannon 指数等见表 1。 

2.2  冰川棘豆中降解苦马豆素内生细菌 

已报道的降解疯草苦玛豆素细菌嗜麦芽寡养

单胞菌 YLZZ-2 (GenBank 登录号 EU022689)及其同

源 Stenotrophomonas maltophilia 菌株(GenBank 登录

号 AB194708)与本实验鉴定到同属菌株 OTU175、

OTU190 和 BLAST 比对获取的部分相近 16S rRNA

基因序列共同构建的系统发育树(图 1A)表明，

OTU190 与 S. acidaminiphila 等菌株聚集，自展值

达 99；而 OTU175 与 S. panacihumi 归为一类，自

展值为 71，与嗜麦芽寡养单胞菌 YLZZ-2 及其同源

S. maltophilia 菌株聚集，但自展值仅为 36。结果表

明冰川棘豆中不存在降解苦马豆素相关的嗜麦芽

寡养单胞菌。 

 
表 1  冰川棘豆不同组织样本中内生菌测序信息和属水平下的 α多样性指数 
Table 1  Endophyte sequencing information and alpha diversity index at genus level in different tissue samples of Oxytropis 
glacialis 
Samples 16S rRNA gene  ITS rDNA 

Reads OTU Shannon Chao1 Coverage (%) Reads OTU Shannon Chao1 Coverage (%)

NM_L1 23 338 95 2.487 81 99.89  55 820 46 1.499 29 99.99 

NM_L2 24 807 108 2.966 82 99.93  46 246 54 1.918 48 99.98 

NM_L3 21 408 148 3.176 109 99.90  72 818 56 1.479 37 99.98 

RP_L4 19 928 104 3.175 75 99.95  42 218 32 0.688 27 100 

RP_L5 18 188 70 2.749 59 99.93  65 742 20 0.180 19 99.99 

SH_L6 13 824 22 0.061 26 99.90  44 592 27 0.495 23 99.99 

SH_L7 11 043 50 1.212 51 99.88  49 104 11 0.494 10 99.99 

SH_L8 22 865 44 0.369 38 99.88  74 178 21 0.124 18 99.99 

ZBY_L9 11 292 99 2.390 79 99.86  59 955 9 0.561 11 99.99 

ZBY_L10 11 397 79 2.571 64 99.90  63 741 20 0.187 20 99.98 

ZBY_L11 19 723 81 2.558 66 99.94  72 069 6 0.356 9 99.99 

NM_R1 23 905 67 1.855 73 99.82  38 144 50 3.154 36 100 

NM_R2 23 132 166 3.382 121 99.86  71 753 62 1.073 37 99.99 

NM_R3 14 504 118 2.409 97 99.80  64 702 66 1.419 40 99.99 

PR_R4 20 454 49 0.861 45 99.88  64 282 37 0.679 22 100 

PR_R5 24 653 75 1.739 77 99.84  48 246 31 2.179 16 100 

PR_R6 24 366 45 1.032 47 99.86  44 763 35 2.838 25 100 

SH_R7 22 477 63 0.399 55 99.87  43 445 40 0.448 32 99.99 

SH_R8 14 692 78 1.155 72 99.83  66 694 31 1.332 23 100 

SH_R9 16 065 56 0.871 49 99.89  56 878 70 1.328 41 99.99 

ZBY_R10 23 206 47 0.801 54 99.87  36 133 10 1.566 8 100 
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图 1  基于已知降解苦马豆素细菌序列和冰川棘豆中同属相近菌株的 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 1   Phylogenetic tree based on the known sequence of 16S rRNA gene of swainsonine-degrading bacteria in Oxytropis 
glacialis and similar strains  

注：A：Stenotrophomonas maltophilia YLZZ-2 相关菌株的系统发育树；B：Brevundimonas diminuta Ab 相关菌株的系统发育树. 节点

上的数字表示基于 1 000 次重复取样下临接法分析得到的自展值；比例尺表示序列间差异数值的单位长度. 
Note: A: Phylogenetic tree of Stenotrophomonas maltophilia YLZZ-2 related strains; B: Phylogenetic tree of Brevundimonas diminuta Ab 
related strains. The numbers at the nodes represents the bootstrap values based on neighbor-joining analyses of 1 000 resample data sets; The 
scale represents the unit length of the difference value between nucleotide sequences. 
 

在短波单胞杆菌属 Brevundimonas diminuta Ab 

(GenBank 登录号 HM625914)和同源性 B. diminuta

菌 株 (GenBank 登 录 号 FJ950569) 、 OTU266 、

OTU442 以及 BLAST 比对获取的部分相近 16S 

rRNA 基因序列共同构建的系统发育树中(图 1B)，

OTU442 与短波单胞杆菌属及其同源菌株归为一

类 ， 自 展 值 达 99 。 OTU266 与 同 属 菌 株 B. 

subvibrioides (GenBank 登 录 号 AB008393) 、 B. 

variabilis (GenBank 登录号 HM241945)聚集，自展

值为 98，提示冰川棘豆中 OTU442 菌株可能为降解

苦马豆素的内生细菌。 

2.3  冰川棘豆中产苦马豆素内生真菌 

与国内外已报道的疯草内生真菌菌种的 ITS 序

列共同构建系统发育树(图 2)表明，实验鉴定到的

链格孢属 OTU268、OTU321 和 OTU330 与已报道

的疯草内生真菌 Alternaria cinereum (GenBank 登录

号 HM588129)、A. bornmuelleri (GenBank 登录号

FJ357317) 、 A. fulvum (GenBank 登 录 号

HM588123) 、 A. oxytropis (GenBank 登 录 号

FJ357320、AY228650、HM588133)聚集，自展值

为 78，为潜在的链格孢属 Undifilum 组物种。然而

OTU160 和 OTU503 与 Allium sativum (GenBank 登

录号 AY278840)、Carex hoodia (GenBank 登录号

AY278839) 中 已 鉴 定 的 Alternaria sp. 物 种 归 为   

一类。 

2.4  冰川棘豆内生菌核心菌群分析 

2.4.1  冰川棘豆内生细菌核心菌群 

高寒草原区 21 个不同组织样本的内生细菌进

行属水平 Venn 图表明(图 3)，根组织中共鉴定到

194 个菌属，叶组织 199 个菌属，其中 NM 样本鉴

定到的菌属最多，ZBY 根组织样本中鉴定菌属最

少，SH 叶组织样本中鉴定的菌属最少。此外，根

组 织 中 至 少 在 3 个 样 地 中 共 存 的 核 心 菌 属 有     

54 个，占根部种类的 27.84%；叶组织中有 62 个核

心菌属，占叶部种类的 31.16%。核心内生细菌种

类以变形菌门(Proteobacteria，59.4%)、放线菌门 
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图 2  基于 ITS 的链格孢属的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of Alternaria based on ITS  

注：节点上的数字表示基于 1 000 次重复取样下邻接法分析得到的自展值；比例尺表示序列间差异数值的单位长度. 
Note: The numbers at the nodes represents the bootstrap values based on neighbor-joining analyses of 1 000 repeated sampling data sets; The 
scale represents the unit length of the difference value between nucleotides sequences. 
 

 
 

图 3  冰川棘豆不同组织中内生细菌属分类水平下的 Venn 图分析 
Figure 3  Venn diagram analysis of endophytic bacteria in different tissues of Oxytropis glacialis based on genus level 
 

(Actinobacteria，15.9%)、拟杆菌门(Bacteroidetes，

11.5%)和厚壁菌门(Firmicutes，10.1%)为主。此外，

本 研 究 中 包 含 潜 在 降 解 苦 玛 豆 素 内 生 细 菌 的

Brevundimonas 菌属在冰川棘豆根组织和叶组织中均

作为核心菌群存在，平均相对丰度占比分别为

2.174%和 5.695%。 

2.4.2  冰川棘豆内生真菌核心菌群 

对 21 个不同组织样本的内生真菌进行属分类

水平 Venn 图分析结果显示(图 4)，根组织中共鉴定

到 117 个菌属，叶组织共鉴定到 76 个菌属。同样 
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图 4  冰川棘豆不同组织中内生真菌属分类水平下的 Venn 图分析 
Figure 4  Venn diagram analysis of endophytic fungi in different tissues of Oxytropis glacialis based on genus level 
 

是 NM 样本鉴定到的菌属最多，而 ZBY 样本鉴定

菌属最少。此外，根组织中至少在 3 个样地中共存

的核心菌属有 22 个，占根部种类的 18.80%；叶组

织中有 13 个核心菌属，占叶部种类的 17.11%。核

心 内 生 真 菌 种 类 以 子 囊 菌 门 (Ascomycota ，

77.2%)、担子菌门(Basidiomycota，13.6%)、接合

菌门(Zygomycota，4.5%)、未分类菌门(unclassified 

fungi，4.5%)为主。冰川棘豆中潜在产苦马豆素的

内生真菌 Alternaria 菌属是根组织中的核心菌属之

一，在根、叶组织中平均相对丰度占比分别为

0.012%和 0.060%。 

2.5  冰川棘豆菌群相关性网络分析 

对不同类型内生菌在组织间的相关性网络互

作分析结果表明，内生细菌(图 5A)网络结构中存

在 267 个菌属或节点和 2 689 条边，平均度为

20.14，平均路径长度为 3.587，直径为 9，平均聚

类系数为 0.7，模块化指数为 0.699，网络具有模块

化结构，内生细菌核心菌群相对聚集；网络结构

中 菌 属 间 协 同 性 大 于 拮 抗 性 ， 正 相 关 关 系 占

99.93%。内生真菌的网络(图 5B)由 149 个节点和

611 条边组成，平均度为 8.20，平均路径长度为

4.635，直径为 11，平均聚类系数为 0.726，模块化

指数 0.768，核心菌群相对分散，内生真菌菌群间

以正相关关系为主导，占比达 99.02%。 

对冰川棘豆所有内生菌进行相关性网络互作

分析显示，互作网络由 416 个节点和 4 953 条边构

成，平均度为 23.81 条边，平均路径长度为 3.599 条

边，直径为 9 条边，平均聚类系数为 0.695，模块

化指数为 0.731，菌群间正相关协同关系大于负相

关拮抗关系，达 99.62%。就内生细菌与内生真菌

的相关性网络来看(图 6A)，内生细菌在网络中占

比 64.18%，内生真菌占比为 35.82%，两者之间的

显著性互作有 1 653 条边，占全部互作关系的

33.37%，高于内生真菌内部间的互作程度(611 条

边)，低于内生细菌内部间的互作(2 689 条边)。从

整个内生菌网络组成来看(图 6A)，内生细菌以

Proteobacteria (26.92%) 、 Firmicutes (14.42%) 、

Actinobacteria (13.94%)、Bacteroidetes (4.33%)和

Chlamydiae (0.96%)为主，内生真菌以 Ascomycota 

(26.92%)、Basidiomycota (6.97%)和 Glomeromycota  
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图 5  属分类水平下冰川棘豆内生菌的相关性网络分析 
Figure 5  Correlation network analysis of endophytes in Oxytropis glacialis based on genus level 

注：A：内生细菌的互作分析；B：内生真菌的互作分析. 红色连线表示正相关，绿色连线表示负相关，每个节点的大小与平均度成

正比. 
Note: A: Interaction analysis of endophytic bacteria; B: Interaction analysis of endophytic fungi. The red line indicates the positive 
correlation, and the green line indicates the negative correlation. The size of each node is proportional to the degree. 
 
 

 
 

图 6  冰川棘豆内生菌相关性网络分析 
Figure 6  Correlation network analysis in endophytes of Oxytropis glacialis based on genus level 

注：A：内生细菌-内生真菌互作分析；B：核心菌群-普通菌群互作分析. 红色连线表示正相关，绿色连线表示负相关. 连线粗细不

代表相关性大小. 
Note: A: Endophytic bacteria-endophytic fungi interaction analysis; B: Core microbiota-common microbiota analysis. The red line indicates 
the positive correlation, and the green line indicates the negative correlation. The thickness of the line does not represent the size of the 
correlation coefficient. 
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(0.96%)为主，其他菌门占比为 4.58%。从核心菌

群与普通菌群的相关性网络来看(图 6B)，普通菌

属占比 78.12%，核心菌属占比 21.88%，与核心菌

属相关的互作网络有 641 条边，占全部网络的

1 2 . 9 4 % 。 分 析 发 现 与 苦 马 豆 素 相 关 的 内 生 菌

Alternaria 和 Brevundimonas 菌属之间无直接的显著

性互作关系，但存在间接性相关关系。与苦马豆

素 相关 的内生 菌最 短互作 距离为 Al t e rnar ia -  

Cloacibacterium-Paraphoma-Mycocentrospora-  
Brevundimonas，目标菌群间具有显著的拮抗性。 

同时，两者间也存在协同作用的互作路径，如

Alternaria-Neostagonospora-Pseudoclavibacter-norank 
Nitriliruptoraceae-unclassified Alcaligenaceae- 
Brevundimonas，其中各菌属间均存在显著正相关

关系。 

3  讨论与结论 

冰川棘豆除传统的去毒或解毒饲喂利用外，

目前多集中在植物中苦马豆素的药用开发。随着

研究的不断深入，有学者从其他疯草植物中发现

植物体内存在降解苦马豆素的内生细菌[30]，这为

疯草类植物的生物防治提供了一种新的思路。本

研究对冰川棘豆内生细菌的 16S rRNA 基因和内生

真菌的 ITS rDNA 进行测序，鉴定到冰川棘豆中存

在产苦马豆素的内生真菌 Alternaria 和降解苦马豆

素的内生细菌 Brevundimonas。 

核心微生物组的定义应具有显著的稳定性，

而稳定性阈值的确定一定程度上取决于所研究的

生态学问题[6]。Segata 等对按蚊生殖组织的研究

中，以 97%同一性水平确定了 12 个共享的核心

OTU，但当放宽标准至 90%时，核心 OTU 增加到

54 个[43]。Hu 等在一定丰度基础上将至少出现在一

个样品以上的属定义为白酒窖泥中的核心微生物

属[37]。Rui 等将至少在 90%的家用沼气池中分布的

OTU 定义为核心 OTU[39]。本研究将至少在 3 个样

地中出现的菌属确定为冰川棘豆组织间内生菌的

核心菌属，从种类上来看，冰川棘豆核心内生菌

以 Proteobacteria、Ascomycota 菌门为主，两者作

为目前大多数植物内生菌的广布菌门及优势菌

门，在冰川棘豆核心微生物组中也占据主导地

位。从内生菌类型和分布规律来看，冰川棘豆内

生细菌中的核心菌群种类要多于内生真菌，根组

织中的核心内生菌种类与叶组织相当，这可能在

一定程度上反映出内生细菌相对内生真菌而言，

在植物中参与寄主生理活动调控的紧密程度更

高，但核心菌群在不同组织间的参与程度无明显

差异。从生态功能来看，已有的研究表明植物的

核心菌群往往与寄主植物健康密切相关。Hamonts

等对甘蔗核心微生物组进行研究揭示了受黄冠综

合症病影响的核心微生物组成员[5]；Busby 等通过

对毛果杨叶际真菌分析发现 4 个核心真菌属与植物

叶锈病存在显著相关性[44]。本研究中，Alternaria、

Brevundimonas 菌属作为核心菌属为寄主植物中苦

马豆素的代谢调控发挥重要的生态作用。 

微生物群落之间复杂的多边相互作用影响植

物微生物组组成的多样性和复杂性[45]。Agler 等在

对拟南芥叶际微生物群落的研究认为，非生物因

素和寄主基因型特征直接作用于核心微生物，通

过微生物间的互作将影响传递到整个微生物群

落。如白锈菌属(Albugo)的存在降低了群落 α 多样

性，而酵母真菌 Dioszegia 以拮抗作用影响植物中

的其他微生物[9]。Durán 等在拟南芥根际微生物群

落的研究中发现，根际细菌和真菌成员之间存在

负相关关系，利用无菌拟南芥进行微生物的重组

实验后发现，根际微生物在没有细菌的情况下，

真菌群落对植物健康和生存产生不利影响，因此

认为细菌在塑造真菌群落结构时有助于植物抵抗

真菌，两者间的互作有利于拟南芥生存，健康的

植物生长需要跨界的微生物群落平衡[10]。拟南芥

叶际和根际微生物的研究表明，微生物互作对植

物生长和防止微生物病原体的侵害等具有重要意

义，但对于植物中内生微生物间的相互作用对寄

主植物存活和维持寄主中微生物菌群平衡的研究

很少受到关注。本研究基于冰川棘豆内生细菌和

内生真菌核心菌群共同构建的相关性网络，发现
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冰川棘豆内生菌均具有较强的凝聚性和模块化特

征，在内生真菌中表现得更为明显，而内生细菌

网络平均度相对更高，具有更为复杂的互作关

系，其核心菌群相对集中且互作关系更为紧密。

就整体而言，与拟南芥根际细菌与真菌之间存在

的显著性负相关关系不同，冰川棘豆内生细菌与

内生真菌的互作以协同作用为主，这可能是物种

和组织材料的差异所致，但不排除是因为植物在

青藏高原恶劣的环境下其内生微生物间可能选择

更趋向于互利共生的协作模式。此外，冰川棘豆

中内生细菌与内生真菌菌属间的互作程度要高于

内生真菌内部间的互作，但低于内生细菌内部的

互作，而核心菌属相关的互作关系在全部的互作

网络中占比不足 15%，可能与拟南芥根际中细菌

有助于真菌群落结构塑造来抵抗植物病原真菌的

结论[10]相似，提示冰川棘豆内生细菌在互作网络

中作用更为广泛，而核心菌群则主要通过间接性

的互作方式将影响传递到微生物群落。 

冰川棘豆中与苦马豆素代谢相关的 Alternaria、

Brevundimonas 核心内生菌属在互作网络中存在间

接的显著性相关关系，协同与拮抗作用在两者的

互作网络中同时存在，一方面可能在苦马豆素处

于低浓度时，冰川棘豆在接收到宿主植物的某些

调控信号时诱导产苦马豆素内生真菌 Alternaria 丰

度上调，并启动协同互作路径，促使内生细菌

Brevundimonas 丰度升高降解苦马豆素；而另一方

面可能是苦马豆素浓度累计达到一定阈值时，

Alternaria 受信号调控丰度继续增加，但负相关互

作路径被激活，并促使中间菌属发挥间接抑制作

用使 Brevundimonas 丰度降低。此外，本课题组的

研究发现，Brevundimonas 丰度与空气 CO2 浓度具

有显著性负相关关系[46]。同时结合瓦里关全球大

气本底站检测数据发现，青藏高原 CO2浓度一般在

7、8 月份最低，9 月份开始有所升高，冬季受人类

采暖影响达到一年中最高值[47]。综合来看，冰川

棘豆中苦马豆素含量在 6−9 月份的花果期达到最 

高[48]的原因可能是冰川棘豆成熟期苦马豆素受到

寄主和环境的双重影响。6−8 月份冰川棘豆苦马豆

素的调控受到寄主内部相关基因(如开花等基因)的

调控，目标菌属间的协同和拮抗共同作用使苦马

豆素含量增加。9 月份随着寄主植物进入果期，相

关调控信号减弱 Brevundimonas 的调控受到大气

CO2 浓度升高的环境影响，最终实现苦马豆素的累

积。但上述可能性的假设仍有待进一步对不同时

期的冰川棘豆内生菌菌群结构进行分析验证。 

综上所述，冰川棘豆中内生菌菌群间以协同作

用为主，核心内生细菌连接的紧密性和内生真菌相

对较高的模块化菌群特征，为冰川棘豆生命活动和

内生菌功能的实现和调控提供了可能，并通过间接

性的互作方式将其重要的生态功能传递到整个微

生物群落中。 
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