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摘要：种子是微生物从母本植物到子代植物的传播介质，将有益微生物代代相传。种子传播的微生物存在于植物不

同部位，为寄主植物提供了一系列的益处。以往种子微生物研究主要集中于农作物，鲜有关于草地植物的研究。本

研究利用 Illumina-Miseq DNA 测序技术，对青藏高原高山草甸 8 种优势植物的种子微生物群进行多样性分析。结果表

明：8 种草地植物的种子中有多种细菌和真菌 (115 个细菌属和 135 个真菌属)，且细菌和真菌群落均存在显著差异 (P <
0.05)。8 种草地植物的优势种细菌门和真菌门分别为 Proteobacteria 和 Ascomycota。在 8 种草地植物的种子中均发现了

细菌属 Pseudomonas、Pantoea 和 Ochrobactrum 及真菌属 Botrytis、Bullera 和 Didymella。另外，在 8 种草地植物的种子

中有其独特的细菌和真菌属。本研究表明，植物的个体特征是塑造种子微生物群落的重要因素，同时还发现了一些

有利于寄主植物生长且可用于未来种子微生物组调控的微生物。
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Diversity of seed endophytic bacterial and fungal communities of
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Abstract: Plant  seeds are involved in the transmission of microorganisms from one plant  generation to the next,  acting as
initial inoculums for the plant microbiomes of a wide range of species. It has been well established that seed-borne microbes
can  establish  themselves  in  various  plant  parts  and  provide  a  range  of  benefits  to  their  host  plants.  Previous  studies  have
characterized  the  seed  microbiomes  of  several  agricultural  crops,  but  the  seed  microbiomes  of  grassland  species  are  still
poorly defined. The aim of this study was to characterize the seed microbiomes of eight grassland species that are dominant
among  the  alpine  meadow grasslands  of  the  Qinghai  Tibetan  Plateau  (QTP)  using  Illumina  MiSeq  DNA sequencing.  The
results showed a diverse consortia of bacteria and fungi (115 bacterial genera and 135 fungal genera) that thrive inside the
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seeds of eight grassland species.  The bacterial  and fungal communities inside the seeds were significantly different among
the eight grassland species. The dominant seed bacterial and fungal phyla of the eight grassland species were Proteobacteria
and  Ascomycota,  respectively.  The  bacterial  genera  Pseudomonas,  Pantoea,  and  Ochrobactrum,  and  the  fungal  genera
Botrytis, Bullera, and Didymella were found in the seeds of all eight grassland species. There were also bacterial and fungal
genera unique to each of the seeds of the eight grassland species. This study showed that plant identity is an important factor
shaping  the  seed  microbiome.  Some  of  the  microbes  identified  in  this  study  have  been  previously  identified  as  being
beneficial to their host plants, hence the results of this study can be used for future studies on seed microbiome manipulations
to ensure healthy and productive grasslands.

Keywords:  grasslands;  seed  endophytes;  Qinghai  Tibetan  Plateau;  diversity;  unique  microbiome;  shared  microbiome;
function
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青藏高原  (Qinghai-Tibet Plateau) 是世界海拔最

高的高原，被称为“世界屋脊”。高寒草甸作为青藏

高原的典型草地类型之一，是发展畜牧业的基本

条件
[1]
。青藏高原由于气候变化和过度放牧，可持

续草地生产力受到严重威胁
[2]
。因此，需要新技术

来改善青藏高原高寒草甸可持续生产力，这些新

技术可以使用类似调控植物微生物组的生物技术
[3]
。

最近的研究表明，种子是微生物从母本植物到下

一代植物的传播介质，将有益微生物代代相传
[4-6]

。

若想要利用植物微生物组来提高青藏高原高寒草

甸的生产力，就必须深入了解草地植物种子微生

物组的基础知识。

种子微生物组包含多种细菌
[7]
和真菌

[8]
，有研

究表明，种子内生菌因植物种类
[9]
、基因型

[3]
、种

子成熟过程
[10]

和环境条件
[11]

而有所不同。种子携

带的微生物存在于种子的表皮和内部组织中，分

为附生菌和内生菌，可以影响种子对环境的适应

性。种子内生菌来源于植物相关内生菌，可以影响

植物微生物群落结构和功能
[12]

。最常见的种子内生

细菌门有 Proteobacteria、Actinobacteria、Firmicutes
和 Bacteroidetes[7,13]， 最 常 见 的 种 子 细 菌 属 是

Bacillus、Pseudomonas、Paenibacillus、Micrococcus、
Staphylococcus、Pantoea 和 Acinetobacter[7]。大多数

种子内生真菌门是 Ascomycota和 Basidiomycota，
最常见的真菌属为 Alternaria[14]

。

植物内生菌通常由种子传播并为其宿主植物提

供有益作用
[15]

。研究表明，种子内生菌可以促进植

物生长，例如种子内生菌产生的植物激素能促进

幼苗的萌发和建立
[16]

，通过产生生长素
[17]

和 ACC

脱氨酶
[6]
促进植物生长；其中，一些种子内生细菌

还可进行固氮作用
[18]

和磷增溶作用
[19]

来支持植物

生长。此外，水稻种子中的泛菌属  (Pantoea)、微

杆 菌 属  (Bacilli)、 假 单 胞 菌 属 和 苍 白 杆 菌 属

(Ochrobactrum)不仅可以促进植物生长，还可以提

高植物抗逆境的能力
[4,7]

。除以上功能外，种子内

生菌的另一个主要功能是保护寄主植物抵抗各种

病原体
[15, 20-22]

。

目前种子内生菌功能和多样性的研究大部分集中

于农作物，如玉米 (Zea mays)[23]、水稻 (Oryza sativa)[24]、
大豆  (Glycine max)[25] 和小麦  (Triticum aestivum)[26]，
草地内生真菌的研究主要集中于内生真菌 Epicolë
属与草的共生关系，鲜有关于高寒草地植物种子

内生菌多样性的研究。已有研究表明，植物因个

体差异而具有不同的植物内生菌
[27]

，据此假设青藏

高原高寒草甸 8种植物种子内生菌群也存在差异。

本研究利用 Illumina Miseq DNA测序技术，对青藏

高原高寒草甸 8种草地植物的种子微生物组进行多

样性分析，旨为今后调控种子微生物，提高草地

生产力，维持草地健康提供科学依据。

1    材料与方法

1.1    样地和材料

本研究所用到的植物种子采自于兰州大学青藏

高原玛曲县阿孜站 (101°44′ E，33°36′ N)，该地区

平均海拔 3 700 m，年平均降水量 603 mm，年平均

气温 2.0 ℃。于 2017年 10月收集当地自然条件下

8种优势植物植株上的种子，并参照孙义
[28]

对植物

功能特性，等级划分 (表 1)。野外将收集的植物种
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子放置种子袋，每种植物 3个重复。用冰盒带回实

验室，进行去除外稃等预处理以备后续试验所需。

1.2    种子表面灭菌

将野外取回的 8种植物种子共 24个样本参照

Shearin等 [8]
的方法进行表面灭菌。首先用 70%酒

精浸泡 5 min，2%次氯酸钠溶液浸泡 3 min，最后

用无菌水冲洗 5～7次。取 1 μL最终漂洗过种子的

无菌水，并将其涂布在牛肉膏蛋白胨培养基上培

养，检测灭菌效果。1周后，若培养基表面无菌落

生成，则表明种子表面完全灭菌。将完全灭菌的

种子用于 DNA提取。

1.3    种子内生菌 DNA 的提取及 Illumina MiSeq
测序

用无菌剪剪开种皮，取内部组织移入无菌研

钵，加入液氮充分研磨后转移到 DNeasy Power Soil
Kit (QIAGEN, Inc., Netherlands) 的 Power Beads试管

中。然后提取微生物基因组 DNA总样本。通过

NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) 测定 DNA浓度和纯度，同时利用 0.8%
琼脂糖凝胶电泳分析 DNA的完整性，在 PCR扩增

前保存在–20 ℃ 下。

使用引物 515F  (5 ′-GTGCCAGCMGCCGCGG
TAA-3′)  和 907R (5'-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-
3′)对细菌 16S rRNA基因 V4–V5区域进行 PCR扩

增，并将 7 bp样品特异性接头序列连接至 515F引

物的 5′末端。使用 25 μL的 PCR反应体系，体系包

含：5 μL Q5反应缓冲液 (5 ×)，5 μL Q5高保真GC 缓
冲液 (5 ×)，0.25 μL Q5 DNA高保真聚合酶 (5 U·μL–1)，
dNTPs为 2 μL (2.5 mmol·L–1)，每个正向和反向引

物1 μL (10 μmol·L–1)，DNA模板2 μL，ddH2O 8.75 μL。

反应条件：98 ℃，2 min；(98 ℃，15 s；55 ℃，30 s；
72 ℃，30 s)，25个循环；72 ℃，5 min。用Agencourt
AM  Pure  Beads  (Beckman  Coulter,  Indianapolis,  IN,
USA) 纯化 PCR扩增产物，之后保存在–20 ℃ 冰箱

待送样测序。

PCR扩增选用真菌 ITS1区引物， ITS5F  (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') 和 ITS1R  (5'-
GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3')。反应体系同上

文一样，扩增条件：95 ℃，30 s；(94 ℃，30 s；50 ℃，

30 s；72 ℃ 延长 45 s)，25～27个循环；72 ℃，5 min。
扩增结果进行 2%琼脂糖凝胶电泳，切取目的片段

然后用 Axygen凝胶回收试剂盒回收目的片段。

PCR产物保存在 –20 ℃ 冰箱待送样测序。利用

Quant-ITPico Green dsDNA Assay Kit 对  PCR 产物在

Microplate reader (BioTek, FLx800) 上进行定量，然

后按照每个样品所需的数据量进行混样。之后根

据定量结果，按照每个样本的测序量需求，对各

样本按相应比例进行混合。在 MiSeq机器上利用

MiSeq Reagent Kit v. 3进行对端 2 × 300 bp测序  (上
海派森诺生物有限公司)。

1.4    数据处理

测序结果使用 QIIME软件分析处理，按照

97%的相似度分为 1个 OTU单元。使用 QIIME软

件分别对每个样本计算 Chao1指数和 ACE指数，

以及 Shannon指数和 Simpson指数；使用 QIIME软

件，获取各样本在属水平上的组成和丰度分布

表，并通过柱状图呈现分析结果；采用 SPSS 20.0
进行数据分析，通过单因素方差分析种子内生细

菌和真菌在植物物种间的差异性，平均值多重比

较采用 LSD法在 0.05水平下分析；使用 R软件中

 
表 1   用于种子内生菌群表征的 8 种植物的概况

Table 1   Descriptions of eight grassland plant species used for the seed microbiome characterization

植物名 Plant                  所属科 Family                  寿命 Life span                 适口性 Palatability                 

垂穗披碱草 Elymus nutans 禾本科 Gramineae 多年生 Perennial 高 High

瑞苓草 Saussurea nigrescens 菊科 Compositae 多年生 Perennial 低 Low

花锚 Halenia corniculata 龙胆科 Gentianaceae 一年生 Annual 低 Low

黄帚橐吾 Ligularia virgaurea 菊科 Compositae 多年生 Perennial 不可食 Un-palatable

播娘蒿 Descurainia sophia 十字花科 Cruciferae 一年生 Annual 高 High

小花草玉梅 Anemone rivularis 毛茛科 Ranunculaceae 多年生 Perennial 不可食 Un-palatable

长毛风毛菊 Saussurea hieracioides 菊科 Compositae 多年生 Perennial 不可食 Un-palatable

菥蓂 Thlaspi arvense 十字花科 Cruciferae 一年生 Annual 高 High
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的主成分分析  (principal component analysis, PCA) 和

相似性分析  (analysis of similarity, ANOSIM) 对属水

平的内生菌群进行聚类和差异性比较。

本研究中获得的 16S rRNA 和 ITS 基因序列已经

提交给 NCBI GenBank，登录号分别是 SRP211984

和 SRP211983。

2    结果

2.1    种子内生细菌和真菌群落组成

结果表明，在细菌的门水平上 (表 2)，8种植物

中占比最高的都是 Proteobacteria，瑞苓草 (Saussurea

nigrescens)、垂穗披碱草 (Elymus nutans)和黄帚橐

吾 (Ligularia  virgaurea) 3种植物的 Proteobacteria的
相对丰度都显著高于花锚 (Halenia corniculata) (P <
0.05)；而花锚中 Actinobacteria相对丰度显著高于

垂 穗 披 碱 草 和 黄 帚 橐 吾 (P  <  0.05)。 播 娘 蒿

(Descurainia sophia)的 Firmicutes相对丰度在 8种植

物中最高，并显著高于垂穗披碱草、瑞苓草、黄

帚橐吾和长毛风毛菊 (S. hieracioides) (P < 0.05)；长

毛风毛菊的 Bacteroidetes相对丰度显著高于其他

7种植物 (P < 0.05)。花锚中还检测到 Chloroflexi的
存在，其相对丰度为 3.17%，在其他 7种植物中未

检测到 Chloroflexi的存在。同内生细菌一样，种子

内生真菌在 8种植物种之间存在显著差异 (表 3)，
垂穗披碱草、黄帚橐吾、长毛风毛菊的 Ascomycota

 
表 2   草地植物种类对前 5 种内生细菌门的相对丰度的影响

Table 2   Effects of grassland plant species on the relative abundance of the top five seed endophytic bacterial phyla

%

植物 Plant
内生细菌门 Endophytic bacterial phyla

Proteobacteria Actinobacteria Firmicutes Bacteroidetes Chloroflexi

E. nutans 99.570 ± 0.001a     0.270 ± 0.000b   0.100 ± 0.001b   0.070 ± 0.001b 0.000 ± 0.000b  

S. nigrescens 96.400 ± 0.016a     2.930 ± 0.018ab 0.670 ± 0.004b   0.000 ± 0.000b 0.000 ± 0.000b  

H. corniculata 75.430 ± 0.096b   17.070 ± 0.087a   2.800 ± 0.012ab 1.170 ± 0.007b 3.170 ± 0.018a  

L. virgaurea 99.100 ± 0.007a     0.230 ± 0.001b   0.500 ± 0.004b   0.100 ± 0.001b 0.000 ± 0.000b  

D. sophia 86.500 ± 0.029ab   8.570 ± 0.021ab 4.570 ± 0.010a   0.330 ± 0.000b 0.000 ± 0.000b  

A. rivularis 91.730 ± 0.002ab   6.430 ± 0.009ab 1.800 ± 0.007ab 0.000 ± 0.000b 0.000 ± 0.000b  

S. hieracioides 90.100 ± 0.022ab   6.270 ± 0.013ab 0.770 ± 0.003b   2.900 ± 0.013a 0.000 ± 0.000b  

T. arvense 87.070 ± 0.020ab   8.830 ± 0.012ab 3.300 ± 0.012ab 0.670 ± 0.005b 0.000 ± 0.000b  

P 0.01 0.04 0.01 0.02 0.03
　同列不同小写字母表示不同植物种间差异显著 (P < 0.05)；下表同。

　Different lowercase letters indicate significant difference between different plant species at the 0.05 level; this is applicable for the following tables as well.

 
表 3   草地植物种类对前 5 种内生真菌门的相对丰度的影响

Table 3   Effects of grassland plant species on the relative abundance of the top five seed endophytic fungal phyla

%

植物 Plant
内生真菌门 Endophytic fungal phyla

Ascomycota Basidiomycota Rozellomycota Glomeromycota Zygomycota

E. nutans 84.300 ± 0.028a   12.530 ± 0.034b 0.570 ± 0.003 1.130 ± 0.003a   0.400 ± 0.002

S. nigrescens 81.270 ± 0.035ab 18.730 ± 0.035b 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000b   0.000 ± 0.000

H. corniculata 78.800 ± 0.102ab 19.970 ± 0.097b 0.200 ± 0.001 0.000 ± 0.000b   0.300 ± 0.001

L. virgaurea 85.700 ± 0.046a   12.200 ± 0.027b 0.270 ± 0.003 0.000 ± 0.000b   0.470 ± 0.005

D. sophia 49.370 ± 0.132b   49.870 ± 0.131a 0.130 ± 0.001 0.000 ± 0.000b   0.130 ± 0.000

A. rivularis 76.830 ± 0.102ab 21.200 ± 0.100b 0.470 ± 0.002 0.600 ± 0.006ab 0.070 ± 0.001

S. hieracioides 98.570 ± 0.003a     1.430 ± 0.003b 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000b   0.000 ± 0.000

T. arvense 67.630 ± 0.045ab 24.500 ± 0.035b 0.200 ± 0.002 0.000 ± 0.000b   0.100 ± 0.001

P 0.01 0.01 0.37 0.03 0.47
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相对丰度显著高于播娘蒿 (P <  0.05)；播娘蒿的

Basidiomycota相对丰度相对高于其他植物；在垂穗

披碱草和小花草玉梅 (Anemone rivularis)中检测到

Glomeromycota的存在，其余 6种植物中未检测到。

在属水平上各种菌属的相对丰度 (图 1) 和差异

性分析 (表 4) 结果表明，占比较高的细菌属主要是

Pseudomonas (59.2%)、Pantoea (11.3%)、Escherichia-
Shigella  (3.8%)和 Stenotrophomonas  (2.2%)； 占 比

较高的真菌属为 Botyrtis (20.7%)、Didymella (11.0%)、
Bullera  (5.4%)和  Epicolë  (4.5%)。Pseudomonas 是最

主要的内生细菌，其在种子样本中占比由高到低

依 次 是 ： 垂 穗 披 碱 草 90.700%， 小 花 草 玉 梅

71.067%，黄帚橐吾 70.233%，花锚 65.400%，菥蓂

58.900%，播娘蒿 56.433%，瑞苓草种子 42.833%，

长毛风毛菊 18.267%。在垂穗披碱草中的相对丰度

显著  (P < 0.05) 高于在瑞苓草和长毛风毛菊中的

(表 5)。Pantoea 在瑞苓草中的相对丰度为 35.337%，

显著高于其他植物  (P < 0.05)。Escherichia-Shigella
在黄帚橐吾中的相对丰度为 12.6%，显著高于垂穗披

碱草、花锚和小花草玉梅。菥蓂中 Stenotrophomonas
相对丰度为 16.333%，显著高于其他植物  (P  <
0.05)。 Sanguibacter 在播娘蒿种子中相对丰度为

6.367%，除长毛风毛菊和菥蓂外显著高于其他植物

(P < 0.05)。另外，Botyrtis 是最主要的内生真菌，

其在种子样本中占比由高到低依次为：瑞苓草

80.100%，长毛风毛菊 30.333%，花锚 21.033%，黄

帚 橐 吾 28.567%， 垂 穗 披 碱 草 4.067%， 菥 蓂

0.800%，小花草玉梅 0.733%，播娘蒿 0.033%，瑞

苓草显著高于其他植物  (P < 0.05)。长毛风毛菊中

Didymella 的相对丰度为 62.600%，显著高于其他植

物。在瑞苓草中，Bullera 的相对丰度为 18.400%，

除花锚外显著高于其他植物  (P < 0.05)。Epicolë 仅
存在于垂穗披碱草中，相对丰度最高为 36.100%。

Leptosphaeria 在花锚中的相对丰度为 29.367%，显

著高于其他植物的 (P < 0.05)；Phoma 相对丰度在

菥蓂中为 11.167%，高于其他植物，Cryptococcus
在小花草玉梅种子中相对丰度为 12.667%，显著高

于其他植物 (P < 0.05)。

2.2    植物种子内生真菌和细菌的多样性分析

Chao 1指数和 ACE指数估算每个样本的种子

内生微生物组的丰富度，Shannon 指数和  Simpson

指数体现群落均匀度。Chao 1和 ACE多样性指数

表明，8种植物种子细菌群落丰富度无显著差异 (P >

0.05) (表 6)；Simpson指数和 Shannon 指数显示的群

落均匀度存在显着差异 (P < 0.05)，播娘蒿种子的

细菌群落多样性显著高于小花草玉梅。种子内生

真菌的 α多样性指数中 ACE多样性指数表明，植

物种子样品的真菌群落丰富度无显著差异  (P >
0.05) (表 6)，而 Chao 1 指数表明垂穗披碱草植物种

子样品的真菌群落丰富度与瑞苓草、长毛风毛菊

的差异显著。Simpson 指数和  Shannon 指数表明，
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图 1   种子内生细菌和真菌在 8 种植物种子中的相对丰度

Figure 1    The relative abundance of seed endophyte bacterial genera and fungal genera in eight grassland plant species
 A，垂穗披碱草；E，瑞苓草；F，花锚；G，黄帚橐吾；H，播娘蒿；I，小花草玉梅；J，长毛风毛菊；K，菥蓂；图 2同。

 A, Elymus nutans; E, Saussurea nigrescens; F, Halenia corniculata; G, Ligularia virgaurea; H, Descurainia sophia; I, Anemone rivularis; J, Saussurea
hieracioides; K, Thlaspi arvense; this is applicable for Figure 2 as well.
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真菌群落多样性存在显著差异 (P < 0.05)，其中来

自垂穗披碱草种子内生真菌群落多样性显著高于

瑞苓草、长毛风毛菊的。

种子内生细菌和内生真菌的属水平丰度进行主

成分分析 (PCA) 和相似性分析 (ANOSIM)，结果表

明种子细菌群落  (ANOSIM: R = 0.725 5, P < 0.001)
和真菌群落 (ANOSIM: R = 0.691 8, P < 0.001) 在 8种
植物之间都存在显着差异 (图 2)。细菌 PCA中主成

分 1 (PC1) 和主成分 2 (PC2) 的方差贡献率分别为

76.57% 和  9.96%，真菌 PCA 中  PC1 和  PC2 的方差

贡献率分别为 36.73%和 16.19%。PCA 图聚类分析

表明，垂穗披碱草、黄帚橐吾和小花草玉梅种子

内生细菌菌群多样性较为相似；瑞苓草、长毛风

毛菊种子内生细菌菌群多样性与其他植物差异较

大。种子内生真菌相比于内生细菌有所不同，垂

穗披碱草、花锚、黄帚橐吾、播娘蒿、小花草玉

梅和菥蓂菌群多样性较为相似；瑞苓草和长毛风

毛菊种子内生真菌菌群多样性与其他植物差异较大。

2.3    种子内生核心微生物组

根据测序结果进一步将 8种植物种子细菌和

真菌的分析结果进行整理，研究各植物种子中

特有内生菌与共有内生菌 (表 7)。关于细菌的内生

菌与共有内生菌结果表明 Pseudomona、Pantoea 和

 
表 6   8 种植物的种子内生细菌和内生真菌 α 多样性指数分析

Table 6   Analysis of alpha diversity indices of the endophytic bacteria and fungi in the seeds of eight plant species

植物

Plant

内生细菌 Endophytic bacteria 内生真菌 Endophytic fungi

Simpson Shannon Chao1 ACE Simpson Shannon Chao1 ACE

E. nutans 0.95 ± 0.01abc 5.42 ± 0.17ab 124.16 ± 3.86 135.05 ± 4.31 0.83 ± 0.01a 4.01 ± 0.14a 94.33 ± 6.98a 135.70 ± 22.75

S. nigrescens 0.95 ± 0.01ab 5.49 ± 0.21ab 120.42 ± 12.30 127.66 ± 12.58 0.41 ± 0.04c 1.33 ± 0.12c 24.33 ± 0.67b 51.53 ± 6.91

H. corniculata 0.91 ± 0.04bc 5.22 ± 0.54ab 129.87 ± 22.91 141.70 ± 28.75 0.81 ± 0.07a 3.97 ± 0.94ab 85.00 ± 28.15ab 109.39 ± 24.75

L. virgaurea 0.94 ± 0.02abc 5.29 ± 0.33ab 117.28 ± 13.22 124.78 ± 14.00 0.80 ± 0.05ab 3.32 ± 0.63ab 59.00 ± 25.17ab 93.51 ± 48.29

D. sophia 0.97 ± 0.00a 6.12 ± 0.10a 128.41 ± 13.11 131.37 ± 15.71 0.65 ± 0.05a 2.59 ± 0.15bc 57.67 ± 3.84ab 80.97 ± 5.37

A. rivularis 0.89 ± 0.02b 4.66 ± 0.19b 87.00 ± 6.35 94.47 ± 7.30 0.71 ± 0.05a 2.97 ± 0.22ab 60.67 ± 7.97ab 105.63 ± 17.68

S. hieracioides 0.96 ± 0.01ab 5.81 ± 0.15ab 140.54 ± 2.51 148.79 ± 1.31 0.53 ± 0.02bc 1.56 ± 0.06c 22.33 ± 1.76b 45.58 ± 6.71

T. arvense 0.96 ± 0.01ab 5.68 ± 0.17ab 140.57 ± 16.73 151.30 ± 18.32 0.77 ± 0.03a 2.96 ± 0.16ab 42.33 ± 4.48ab 58.55 ± 7.43

P 0.047 0.049 0.180 0.275 <0.000 1 0.002 0.021 0.113
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图 2   8 种植物的种子内生细菌和真菌群落的 PCA 分析

Figure 2    Principal component analysis (PCA) of the seed bacterial and fungal communities of eight plant species
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Ochrobactrum 是 8种植物种子共有内生细菌；花锚

作为唯一龙胆科植物，其特有的内生细菌相较于

其他植物最多，表明花锚种子可以从外界获取更

多的特异性细菌。垂穗披碱草只有一种特有内生

细菌为 Alistipes。瑞苓草、小花草玉梅和播娘蒿都

只有两种特有内生菌。瑞苓草特有内生细菌有

Rathayibacter 和 Curtobacterium； Frondihabitans 和
Xanthomonas 是 小 花 草 玉 梅 的 特 有 内 生 细 菌 ；

Exiguobacterium 和 Parasutterella 是播娘蒿的特有

内生细菌； Lachnospiraceae、 Ruminiclostridium 和

Ruminococcus 是黄帚橐吾的特有内生细菌。长毛风毛

菊的特有内生细菌有 Serratia、Sphingobacterium 等；

Chryseobacterium、 Saccharibacillus、Epilithonimonas
等是菥蓂的特有菌。

真菌的特有内生菌与共有内生菌的研究结果表

明：Botrytis、 Bullera 和 Didymella 是 8种植物种子共

有的内生真菌。瑞苓草和长毛风毛菊无特有内生

真菌，表明这两种植物能主动选择的真菌有限。小

花草玉梅只有 1种特有内生真菌，为 Inocutis。菥蓂

的特有内生真菌有 2种，是 Ganoderma 和 Lignincola。
Epichloë、Hysterangium 和 Arthrographis 等是垂穗披

碱草的特有内生真菌。花锚、黄帚橐吾和播娘蒿

较其他植物有更多的特有内生菌，可以选择性从

外界吸收更多的真菌。Bulleribasidium、Cadophora
和 Hygrocybe 等是花锚特有内生真菌；Beauveria、
Leptogium 和 Neobulgaria 等是黄帚橐吾特有内生真

菌；Camarosporium、Gymnopilus 和Paraphaeosphaeria
等是播娘蒿的特有内生真菌。

3    讨论

结果发现在 8种草地植物的种子中有多种细菌

和真菌  (115个细菌属和 135个真菌属)，更重要的

 
表 7   8 种植物中独特和共有的种子内生细菌和真菌

Table 7   Unique and shared seed endophytic bacteria and fungi in eight plant species

植物 Plant 细菌 Bacteria 真菌 Fungi

E. nutans Alistipes

Arthrographis, Capnobotryella, Codinaeopsis, Darksidea,
Epichloës, Falcocladium, Geastrum, Hysterangium,
Lecanicillium, Solenopsora, Lecythophora, Lentinus,
Mycofalcella, Periconia, Phialocephala, Phialosimplex,
Ramicandelaber, Redeckera, Savoryella, Scytalidium

S. nigrescens Rathayibacter, Curtobacterium –

H. corniculata

Mycobacterium, Actinoplanes,
Pseudonocardia, Ruminococcaceae,
Actinophytocola, Micromonospora,
Solirubrobacter, Luedemannella,
Cellulomonas, Nitrobacter, Nakamurella,
Hamadaea, Ralstonia, Oceanobacillus,
Variibacter, Nocardioides, Conexibacter,
Leifsonia, Roseiflexus, Blastococcus,
Citricoccus, Akkermansia, Angustibacter

Boletus, Bulleribasidium, Cadophora, Caloplaca,
Engyodontium, Exophiala, Helicosporium, Hygrocybe,
Hygrophorus, Hypotrachyna, Ilyonectria, Metarhizium,
Moniliella, Mycocentrospora, Trichoderma, Myrothecium,
Pyrenochaetopsis, Paecilomyces, Slopeiomyces

L. virgaurea
Lachnospiraceae, Ruminiclostridium,
Ruminococcus

Beauveria, Chaenothecopsis, Clavulinopsis, Corynespora,
Leptogium, Dendroclathra, Gongronella, Heterobasidion,
Neobulgaria, Oidiodendron, Preussia, Phallus, Saitoella,
Sarocladium, Scedosporium, Sphaerulina, Westerdykella

D. sophia Exiguobacterium, Parasutterella
Apodospora, Camarosporium, Gymnopilus, Lulwoana,
Neurospora, Paraphaeosphaeria, Phanerochaete,
Sarcosphaera, Schizangiella

A. rivularis Frondihabitans, Xanthomonas Inocutis

S. hieracioides

Serratia, Sphingobacterium, Yersinia,
Luteimonas; Vibrio, Staphylococcus,
Pectobacterium, Williamsia, Acidovorax,
Enterococcus, Shinella

–

T. arvense
Chryseobacterium, Saccharibacillus,
Epilithonimonas, Raoultella, Salana

Ganoderma, Lignincola

共有菌 Shared Pseudomonas, Pantoea, Ochrobactrum Botrytis, Bullera, Didymella
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是草地植物物种是决定种子微生物群的一个重要

因素。本研究发现，细菌和真菌以前存在于不同

作物的不同植物部位，为寄主植物提供了一系列

的益处。结合先前的研究将本研究观察到的前

10个细菌属和真菌属及其对寄主植物的生物学功

能进行总结 (表 8、  表 9)。预计这些微生物将成为

8种草地植物微生物群的一部分，可能具有促进植

物生长并提高植物抗逆境的能力。

草地物种中最主要的门是变形杆菌  (90.7%)。

许多研究报道了 Proteobacteria在水稻
[29]

和玉米种

子
[55-56]

中也是优势菌门。在本研究中，种子中物

种丰度最高的 Pseudomonas 属  (59.2%) 决定了变形

杆菌的优势，已有研究发现 Pseudomonas 作为内生

菌存在于水稻、芦苇  (Phragmites  australis) 等植

物种子中，具有磷增溶、蛋白酶生产、抗真菌

和促进植物生长等功能
[22]

；内生菌 Pantoea 和

 
表 8   本研究发现的前 10 种细菌属的起源和功能的先前报告

Table 8   Previous reports on the origin and function of the top 10 bacterial genera identified in this study

优势细菌菌群
Bacterial genera

细菌功能
Functions of bacteria

来源
Origin

参考文献
Reference

Pseudomonas
磷增溶作用，产生蛋白酶，促进植物生长
Phosphate solubilizing, protease production, plant growth promotion

芦苇种子
Seeds of Phragimates
australis

[22]

促进植物生长，缓解生物和非生物胁迫
Plant growth promotion, mitigating biotic and abiotic stress

水稻种子
Seeds of Oryza sativa [29]

减轻重金属毒性，促进植物生长
Mitigating metal toxicity, plant growth promotion

烟草种子
Seeds of Nicotiana
tabacum

[30]

Pantoea
促进植物生长，光合产物分配
Plant growth, photosynthates allocations

水稻种子
Seeds of O. sativa [31]

固氮作用
Nitrogen fixing

甘蔗植株
Plant of Sugarcane [32]

磷增溶作用
Phosphate solubilizing

木薯根
Root of Manihot esculenta [33]

Escherichia-
shigella

影响高尔基体功能
Affects golgi function – [34]

抗炎作用
Anti-inflammatory function – [35]

Stenotrophomonas
促进植物生长，缓解生物和非生物胁迫
Plant growth promotion, mitigating biotic and abiotic stress

水稻种子
Seeds of O. sativa [29]

减轻重金属毒性，促进植物生长
Mitigating metal toxicity, plant growth promotion

烟草种子
Seeds of N. tabacum [36]

Erwinia –
玉米种子
Seeds of Zea mays [37]

Enterobacter –
水稻种子
Seeds of O. sativa [20]

Sanguibacter
减轻重金属毒性，促进植物生长
Mitigating metal toxicity, plant growth promotion

烟草种子
Seeds of N. tabacum [36]

Serratia
抗真菌作用
Antifungal activity

南瓜
Cucurbita pepo [38]

Ochrobactrum
减轻重金属毒性，促进植物生长
Mitigating metal toxicity, plant growth promotion

耐盐植物
Halotolerant plants [39]

–
羽扇豆根瘤
Nodulation of Lupinus
albus

[40]

促进植物生长，缓解生物和非生物胁迫
Plant growth promotion, mitigating biotic and abiotic stress

水稻种子
Seeds of O. sativa [29]

Massilia
植物生长促进，植物激素和代谢产物的生产
Plant growth promotion, phytohormone and metabolite production

蚕豆种子
Seeds of Tylosema
esculentum

[19]
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Escherichia-Shigella 在 玉 米 种 子 中 也 有 发 现
[57]

；

Stenotrophomonas曾被报道作为内生菌存在于玉米

与棉花  (Gossypium  spp.) 中 [58]
。此外，Ascomycota

(77.8%) 和 Basidiomycota (20.1%) 是植物种子优势真

菌门。Clay和 Holah[59]的研究证明 Ascomycota是高

羊茅  (Festuca elata) 植物内丰富度最高的内生真

菌，Basidiomycota被证明是种子中的优势真菌，与

本研究结果不同，可能是由于内生菌特异性垂直

传播造成的差异。另外，在真菌属水平上，

Botyrtis 占了植物种子内生真菌微生物组的 20.7%，

Didymella 占了 11.0%，另外两个主要类别是 Bullera
(5.4%) 和 Epicolë  (4.5%)。Botrytis 在 8种植物中相

对丰度最高，是一种广泛的致病菌
[60]

；Didymella

的相对丰度仅次于 Botrytis，有报道该菌是从小麦

叶片上分离出来的一种致病菌
[61]

；Bullera 曾被报

道作为内生菌存在于矢车菊 (Centaurea cyanus) 中[41]
，

能够产生苦参碱，保护寄主植物免受各种病虫害

侵扰
[44]

；Epichloë仅存在于垂穗披碱草种子中，这

与先前的报道结果类似：Epichloë作为内生菌大部

分存在于禾本科植物中。内生真菌相比于内生细

菌更加具有特异性，它可以和寄主植物形成特定

的内生真菌共生体共同受益，并通过垂直传播使

后代受益
[62]

。

α多样性分析表明，8种草地植物种子内生菌

群丰富度无显著差异  (P > 0.05)，均匀度存在显着

差异 (P < 0.05)；真菌群落多样性存在显著差异 (P <

 
表 9   本研究发现的前 10 种真菌属的起源和功能的先前报告

Table 9   Previous reports on the origin and function of the top 10 fungal genera identified in this study

优势真菌菌群 
Fungal genera

真菌功能
Functions of fungi

来源
Origin

文献
Reference

Botrytis –
矢车菊植株
Plant of Centaurea nigra [41]

作为病原菌侵害植物
Plant pathogenic – [42]

Didymella
抗真菌作用
Antifungal activity – [43]

Bullera
苦参碱生产
Matrine producing

苦豆种子
Seed of Sophora
alopecuroides

[44]

Epichloë
诱导叶鞘中的水分保持
Induce greater water retention in the leaf sheath

禾草植物
Plant of Graminea [45]

提高植物对食草动物和逆境抵抗力
Improved resistance to herbivores and environmental stresses

高羊茅植株
Plant of Alta fescue [46]

提高寄主植物的生长和光合作用
Improved host plant growth and photosynthesis

鸭茅植株
Plant of Dactylis glomerata [47]

Leptosphaeria – 青蒿植株
Plant of Artemisia carvifolia [48]

Mycosphaerella
造成冬小麦减产
Resulting in reduced winter wheat production

小麦植株
Plant of Triticum aestivum [49]

–
柠檬叶子
Leaves of Citrus limon [50]

–
褐藻类植物
Plant of Phaeophyta [51]

Phoma
种子萌发与幼苗生长改良
Seed germination and seedling growth improvement

芦苇种子
Seeds of P. australis [6]

Cryptococcus
种子萌发与幼苗生长改良
Seed germination and seedling growth improvement

芦苇种子
Seeds of Phragmites [6]

–
水稻叶片
Leaves of O. sativa [52]

Plenodomus
干旱条件下促进沙棘生长的研究
Promoting the growth of Ammopiptanthus mongolicus

裸果木
Gymnocarpos przewalskii [53]

Simplicillium
控制线虫
Nematode control – [54]
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0.05)。PCA和 ANOSIM分析表明，植物个体特征

对种子微生物群落有显著影响。然而，也有一些

植物的种子微生物群落结构相似。Truyens等 [5]
学

者的研究解释了这一现象：在植物生长的过程

中，由于宿主植物的不同，细菌选择性地从环境

中被吸收，组成内生菌群，从中再次选择下一代

种子内生菌。 Johnston-Monje和 Raizada[6] 也指出，

细菌内源群落的建立不仅基于土壤的被动进入，

而且基于选择性土壤吸收和利用种子进行的垂直

传播。对于内生真菌，先前有报道证明内生菌通

常与寄主植物形成特定内共生体，并通过种子垂

直传播
[41]

。Billingsley Tobias等 [63]
发现大量致病真

菌与植物物种间种子内生菌群变异结合在一起，

表明与种子相关的真菌因植物物种的不同而不

同，本研究结果与之相似。Shahzad等 [64]
的研究解

释了这一现象：内生真菌可以通过垂直传播，特

异性选择对植物有益的内生菌传递给种子后代，

因此造成了种子内生菌因宿主植物不同而出现的

差异。Sánchez-López 等 [65]
表示，核心微生物组变

化取决于环境的变化，与本研究结果不同，产生

不同的原因可能是试验选取的样地富含金属元

素，属于极端环境条件下的微生物多样性的变

化。Hameed等 [66]
研究表明 4种水稻品种内生细菌

存在差异，与本研究结果相似，同时其也证明土

壤是引起内生菌差异变化的因素，但本研究中由

于 8种草地植物均来自同一地区，因此我们推测除

土壤因素外，宿主植物的个体差异也可能是影响

种子内生菌多样性的原因之一。

尽管不同植物种子微生物组之间存在显著差

异，但种子相关的微生物组包含一些共有微生物

类群。本研究发现，青藏高原 8种植物种子共有的内

生细菌属是 Pseudomonas、Pantoea 和 Ochrobactrum，

共 有 的 真 菌 属 是 Didymella、 Botrytis 和 Bullera，
Pseudomonas 属的优势在共有细菌核心类群中尤为

明显。为了测试草地植物与其他作物的一致性，

将本研究结果与 Chen等 [13]
的研究进行比较。

Chen等[13]
的研究结果显示，Pseudomonas、Pantoea

和 Sphingomonas 是玉米、豆类、水稻和丹参 (Salvia
miltiorrhiza)的共有内生细菌；丹参、十字花科植

物与大豆的共有种子内生真菌是 Alternaria。由此

得出，作物与草地植物的种子核心细菌群存在一

定的相似性，而真菌则有所不同。近年来，许多

研究表明，Pseudomonas属真菌广泛分布于植物的根

际和植物内部，并能促进植物生长和根系发育
[67-68]

。

从水稻
[69]

、玉米
[70]

和小麦
[26]

分离得到的 Pantoea
菌株有较好的拮抗活性。Ochrobactrum 是水稻中的

优势属，具有促进植物生长，减轻生物和非生物

胁迫的作用
[29]

。关于共有的真菌核心类群，Didymella
是共有真菌核心类群中丰度最高的菌，是一种致

病菌，且对杀菌剂具有抗性
[71]

；Botrytis 可以导致

植物地上部分的软腐烂
[42]

；Bullera 可以产生低聚

半乳糖，为植物生长提供营养物质
[72]

。在共有真菌

核心类群中，物种丰度最高的两个属都是致病

菌，但是有研究发现大量的致病真菌与寄主植物

内生菌群特异性的结合在一起，为植物生长发育

提供有利条件
[63]

。

本研究对 8种草地种子微生物群的特征进行了

研究，为今后进一步探索更好的植物–微生物相互

作用提供了广阔的前景。植物的遗传变异性是培

育新品种的关键因素，植物育种工作者只考虑传

统的植物基因组学。然而，植物生物学的新进展

表明，植物相关微生物的可遗传性为植物的遗传

变异提供了新的基础
[73-74]

。种子内生菌是建立植物

内生菌群的基础
[63]

，可能为寄主植物的生长发育和

植物保护提供许多益处
[7, 75]

。在 8种草地植物中，

发现种子微生物特有菌群和共有菌群存在差异，

表明植物个体特征与种子微生物群落有着密切的

联系。识别和理解在各种植物中建立的这种密切

联系且使之在种子中积累，对于开发农业中有益

的植物微生物相互作用和新品种的培育是至关重

要的
[3]
。此外，Berg和 Raaijmacers[76] 认为，在过去

的几十年，传统植物育种仅考虑植物遗传变异和

种子处理，可能造成当地有益种子微生物的损

失。结合参考本研究结果，有助于将野生亲缘植

物中缺失的有益微生物恢复到子代品种的种子

中。本研究中青藏高原 8种草地物种的内生细菌和

真菌特征将有利于未来对潜在种子微生物群落调

控，维持草地生产力。

4    结论

本研究结果证实多种内生细菌和内生真菌

(115个细菌属和 135个真菌属) 存在于青藏高原高

寒草甸 8种植物种子中，且细菌和真菌群落均存在
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显著差异。细菌变形杆菌门 (Proteobacteria) 和真菌

子囊菌门  (Ascomycota) 在各植物种子中占优势。

在 8种草地植物的种子中有其独特的细菌和真菌

属，也有一些有利于植物生长的核心微生物组。

本研究表明，8种草地植物的个体特征是塑造种子

微生物群落的重要因素，将有助于今后探索潜在

的种子微生物功能，提高草地生产力，维持草地

健康。
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