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摘要：为了调查花生仁内生细菌种类多样性，应用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ高通量测序技术测定花生仁内生细菌的
１６ＳｒＤＮＡＶ４变异区序列，并采用Ｍｏｔｈｕｒ软件整理及统计样品序列数目和操作分类单元 （ＯＴＵｓ）数量，分
析物种的丰度、分布和α多样性．研究获得用于分析的有效序列和ＯＴＵ数分别为６９２８４和２５；稀疏曲线表
明测序深度充分，ＯＴＵ的数量接近于饱和．花生仁内生细菌主要分布于食酸菌属 （Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ）和希瓦氏菌属
（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ），丰度分别为８３３３％和１６６７％．且内生细菌的Ｃｈａｏ１指数为２５００，Ｓｈａｎｎｏｎ指数为１２９．
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　　目前已从各种健康植物的根、茎、叶、果实和
种子中分离出１２９种 （５４个属）的植物内生细菌，
包括革兰氏阳性和革兰氏阴性细菌［１］．与此相关的
植物主要有小麦、棉花等［２］．优势种主要为芽孢杆
菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｍｏｎａｓ）、土壤杆

菌 （Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、肠杆菌 （Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）４个
属［３］，同时还发现所有研究植物中都含有内生细菌．

花生 （ＡｒａｃｈｉｓｈｙｐｏｇａｅａＬ．）含有丰富的蛋白
质，其质量分数为２５％～３０％．花生蛋白质中含有
８种人体必需的氨基酸，精氨酸质量分数高于其他



坚果，生物效能高于大豆［４］．花生仁或其他花生制
品，可以为人体提供大量的蛋白质、脂肪和能量，

且可以减少饮食中的饱和脂肪，促进人体对维生素

Ｅ、植物蛋白、纤维素、钙、钾、镁、锌等有益于健
康的营养素吸收［５－６］．

研究［７］发现，品种、生长期和环境条件是影响

植物内生细菌组成的主要影响因素．以往的研
究［８－９］中，花生内生细菌主要是通过传统方法培养，

且研究点多集中在花生植株的根、茎和叶．而目前
尚未见到关于花生的种子—花生仁内生细菌的报道．
因此，有必要研究花生仁内生细菌的物种组成．本
研究采用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ第２代测序技术，对花生仁
内生细菌的组成进行全面分析，与传统培养方法和

基于１６ＳｒＤＮＡ的非培养方法相比较，本文采用的方
法可以生成具有更大覆盖率的数据量，且可以检测

到一些含量较低的内生细菌，而通过传统方法培养

的都无法检测出，因而本文所采用的方法在植物微

生态学和遗传领域具有重要的应用价值．

１　材料与方法

１１　样品来源
“滇引花生３号”新鲜花生仁由云南省农科院

油料所提供．
１２　表面消毒

准备一定量的新鲜花生仁，清水冲洗１ｈ后，
用体积分数为７５％的乙醇振荡浸泡１ｍｉｎ，再用无
菌水冲洗３次，然后将其表面水分用无菌滤纸吸
干，表面消毒检验参照文献［１０］的方法进行．
１３　总ＤＮＡ提取

下面提取处理后的花生仁的总 ＤＮＡ，提取方
法主要依据文献 ［１１］的相关方法进行．采用
０８％琼脂糖凝胶电泳检测处理后的花生仁ＤＮＡ的
纯度和质量浓度．将适量的样品置于离心管中离心
处理之后，加入一定的无菌水进行稀释，一直到其

质量浓度为１ｎｇ／μＬ．
１４　１６ＳｒＤＮＡＶ４区的ＰＣＲ扩增

以提取的总ＤＮＡ为模板，引物为１６ＳｒＤＮＡＶ４
区特异性引物 （５′ＧＴＴＴＣＧＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ
ＴＡＡ３′）和 ８０６Ｒ （５′ＧＴＴＡＧＧＣＧＧＧＧＡＣＨＶＧＧＧＴ
ＷＴＡＡＴ３′），接着通过 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ高保真聚合酶
（ＥＰ０５０２）进行扩增，以此来提高检测效率．
１５　ＰＣＲ产物的混样和纯化

对所得产物电泳处理，选择的电泳液为２％的

琼脂糖凝胶，对所得产物利用凝胶回收试剂盒回收

处理，且保证其纯度满足要求．随后委托北京诺禾
致源生物信息科技有限公司进行ＭｉＳｅｑ测序［１２－１５］．
１６　生物信息学分析

为了使信息分析结果的准确性满足要求，对所

得原始数据做了拼接和过滤处理，将其中的嵌合体

序列去掉［１６］，同时排除宿主叶绿体序列数据，对

其余的有效数据进行 ＯＴＵ聚类处理，选择的相似
性水平为９７％，然后利用相应的 Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅ数据库
注释物种［１７］．对所得结果进行丰度、α多样性等
方面的分析处理，以此来确定出微生物群落结构特

征信息［１８］．
１７　数据分析

在聚类分析时，选择了Ｕｐａｒｓｅ（版本７１）软
件，同时利用了 ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ贝叶斯算法对所得
ＯＴＵ代表序列分类处理，并对样本中各分类水平
上的菌群进行统计．对菌落进行 α多样性分析时，
主要依据Ｃｈａｏ１指数和Ｓｈａｎｎｏｎ指数．分析稀释曲
线时选择 Ｍｏｔｈｕｒ软件，分别利用 Ｆａｓｔｔｒｅｅ和 ＳＶＧ
软件绘制热图和对应的分类树图［１９］．

２　结果与分析

２１　原始序列的长度和分布
所得结果表明，花生仁样品 （ＨＳ）的６９２８７

条原始序列分布在 １９８～３４８ｂｐ范围内，长度为
２４８ｂｐ的序列最多，达６８８８５条 （表１）．测得的
序列长度与１６ＳｒＤＮＡＶ４区的序列长度一致．

表１　原始序列的长度及分布

长度／ｂｐ 数量／条 长度／ｂｐ 数量／条

１９８ １ ２７８ １

２０８ ２ ２８８ ３２

２１８ ６ ２９８ ２８

２２８ ９１ ３０８ １１

２３８ ２００ ３１８ ３

２４８ ６８８８５ ３２８ ０

２５８ ２６ ３３８ １

２６８ ０ ３４８ ０

２２　有效序列数及ＯＵＴ丰度聚类
原始序列经过拼接、过滤及去除嵌合体序列，

共得到了６９２８４条有效序列，可分为２５个 ＯＴＵ，
其中６７９８４条为获得分类信息的序列，１３００条为
低频序列 （图１）．稀释曲线表明 （图２），测序深
度充分，ＯＴＵ的数量接近于饱和．ＯＴＵｓ丰度聚类
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图表明 （图３），花生内生细菌主要分布在以下２个
属：食酸菌属 （Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ）和希瓦氏菌属 （Ｓｈｅ
ｗａｎｅｌｌａ），且食酸菌属丰度 （Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ） ＞希瓦氏
菌属丰度 （Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ）．α多样性分析表明，花生
内生细菌Ｃｈａｏ１指数为２５００，Ｓｈａｎｎｏｎ指数为１２９．

２３　菌群在不同分类水平上的丰度
分析所得结果可知 （表２），花生仁内生细菌

全部分布在变形菌门，在 γ变形菌纲中分布的比
例为 １６６７％，在 β变形菌纲中分布的比例为
８３３３％；而依据目的分类水平结果可知，此种细
菌在伯克氏菌目 （Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ，８３３３％）、交
替单胞菌目 （Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｄａｌｅｓ，１６６７％）中均有
分布；从科的分类水平来看，花生内生细菌在丛毛

单胞菌科 （Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ，８３３３％）、希瓦氏
菌科 （Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｃｅａｅ，１６６７％）中均有分布；而
依据属分类结果可知，其在食酸菌属 （Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ，
８３３３％）、希瓦氏菌属 （Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ，１６６７％）
中均有分布，由此可见，这２个属为花生内生细菌
的优势属．

表２　菌群在不同分类水平上的丰度

界 门 纲 目 科 属

Ｂａｃｔｅｒｉａ

（１００％）

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

（１００％）

Ｂｅｔａｐｒｏｂａｃｔｅｒｉａ

（８３３３％）

Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ

（８３３３％）

Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ

（８３３３％）

Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ

（８３３３％）

Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

（１６６７％）

Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｄａｌｅｓ

（１６６７％）

Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｃｅａｅ

（１６６７％）

Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ

（１６６７％）

　　注：括号内数字为菌群在该分类水平上的丰度，即所占比例．

３　结论与讨论

１６ＳｒＲＮＡ基因长期以来被用于鉴定微生物菌
株，直到２００６年，１６ＳｒＲＮＡ基因才首次被高通量
测序，此后，Ｓｏｇｉｎ等［２０］研究者将高通量测序技术

应用于深海微生物群落分析，随之该技术则被广泛

应用于肠道微生物研究［２１］．本文主要是利用此种
方法进行了植物内生细菌研究，对比发现其可以有

效地避免传统分子生物学方法的缺陷，可以对细菌

进行基因组水平的研究，且对厌氧内生微生物也有

较高的适用性［２２－２３］，与传统纯培养和１６ＳｒＤＮＡ非

培养方法相比较，第２代测序技术可以检测到过去
没有发现的，同样发挥重要作用的低丰度内生菌

群，该技术可以对全部内生微生物群落进行高效检

测，在反映植物内生微生群落中的细菌比例方面着

较高的应用价值．
大量实验数据说明，叶绿体与细菌的同源性很

高［２４］．在研究中发现，部分序列属于宿主叶绿体
和线粒体，为更精确地进行细菌多样性的分析，本

研究将其中的叶绿体序列数据排除．为了改进高通
量测序技术在植物内生微生物中的应用，下一步应

该在不同的高通量测序平台上对１６ＳｒＤＮＡ进行各
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种可变区选择处理，以此来确定出样品的复杂性，

避免叶绿体干扰，获得更准确的测序结果．
本文所得结果只对属水平上的内生细菌进行了

分类，这是因为ＭｉＳｅｑ高通量测序技术一般每个样
品测定４～６万条序列，由于测序数量大，充分展
示了物种的多样性，但是由于高通量测序读取长度

短，不能对１６ＳｒＲＮＡ的全部９个可变区进行测序，
因此，通常选择１～３个长度为２５０～５００ｂｐ的可
变区进行测序，测序片段越短，越难鉴定到属以下

的分类水平．
本研究认为，花生内生细菌主要分布于以下

２个属：食酸菌属 （Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ，８３３３％）和希瓦
氏菌属 （Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ，１６６７％），目前有关其功能
的研究尚未见到相关报道，仍需要借助传统分离培

养方法，获取菌株实体，通过试验进一步验证．
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