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基于传统分离和高通量测序的健康和患锈腐病
西洋参根际土壤微生物群落分析
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摘要:探究健康和患锈腐病西洋参根际土壤微生物的群落多样性和可培养菌株分离ꎬ以期为西洋参锈腐病发生机制及防

控提供参考ꎮ 利用传统分离技术和高通量测序技术分析健康和患锈腐病西洋参的根际土壤ꎬ探究其微生物的群落组成

及多样性变化ꎮ 经由传统分离技术合计得到 ２４ 株细菌和 ２５ 株真菌ꎬ优势菌属包括假单胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)、芽孢杆菌

属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ) 和 青 霉 菌 属 ( Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ)ꎮ 高 通 量 测 序 结 果 显 示ꎬ 健 康 和 锈 腐 病 土 壤 中 细 菌 群 落 均 以 蓝 细 菌 门

(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ) 和 变 形 门 ( Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ) 为 主ꎻ 患 锈 腐 病 组 有 所 降 低 的 为 蓝 细 菌 门 ( Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、 软 壁 菌 门

(Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ)和变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)ꎬ大幅上调的为拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)、酸杆菌门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ)、放线菌门

(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)与厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)ꎮ 健康和锈腐病土壤内所含的真菌群落以子囊菌门(Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ)为主ꎬ被锈腐

病感染后有所上调的为担子菌亚门(Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ)、子囊菌门(Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ)与被孢霉门(Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ)ꎮ 感染锈腐病

根际土壤细菌多样性明显减少ꎮ 研究表明健康和锈腐病土壤微生物群落组成与数量明显不同ꎬ为西洋参锈腐病的发病

机制及防控技术提供了理论依据ꎮ
关键词:西洋参ꎻ根际土壤ꎻ细菌和真菌ꎻ锈腐病ꎻ高通量测序ꎻ传统分离方法
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　 　 西洋参 Ｐａｎａｘ ｑｕｉｎｑｕｅｆｏｌｉｕｓ Ｌ.又称五叶人参、美国参、花旗参ꎬ属于五加科、人参属ꎬ其药用价值部位为

根ꎬ极具滋补作用[１]ꎮ 西洋参原产于北美洲ꎬ２０ 世纪 ７０ 年代开始引种到我国ꎬ广泛应用于药品和食品领域ꎮ
西洋参含有多糖、皂苷、多肽、脂肪酸等多种营养成分ꎬ其中人参皂苷是主要活性成分[２]ꎮ «中国药典(２０２０
年版)»描述西洋参的功效为清热生津、补气养阴[３]ꎮ 现代药理研究表明ꎬ西洋参具有增强免疫、抗肿瘤及减

轻更年期综合症等多种作用[４]ꎮ

然而ꎬ随着西洋参种植面积的扩大ꎬ连作障碍问题日益突出ꎬ其中锈腐病是导致西洋参减产和质量下降

的主要原因之一ꎮ 锈腐病发病初期根部表面会出现铁锈色的斑点ꎬ土壤潮湿时会伴有寄生菌的侵染ꎬ造成根

部部分或完全腐烂ꎮ 除了土壤理化性质劣化、化感自毒、病虫害等原因外ꎬ土壤微生物菌群失调是西洋参根

部发生锈腐病的重要因素[５]ꎮ 前期对西洋参锈腐病的研究主要集中在单一致病菌ꎬ而土壤微生物丰度及含

量变化可以打破根际微生物之间的生态平衡ꎬ其群落丰度和多样性对维持土壤质量和揭示西洋参病害机制

及防治至关重要ꎮ
Ｄｏｎｇ 等[６]采用高通量测序的方法研究了连作过程中西洋参土壤微生物多样性的变化ꎬ结果显示ꎬ随着

年限的增加ꎬ细菌多样性减少ꎬ真菌多样性增加ꎮ 此外ꎬ郭瑞齐等[７] 通过比较未种植西洋参和种植西洋参

１~４ 年的西洋参根际土壤的细菌群落ꎬ发现随着种植年限的增加根际土壤细菌的种类及多样性呈下降趋势ꎮ
其中ꎬ柱孢属真菌(Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎ)是引起西洋参锈腐病的重要病原菌ꎻ此外ꎬ在患锈腐病的西洋参中也分离

到镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)、假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)、根瘤菌(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)、Ｒｈｅｘｏｃｅｒｃｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ 等菌株[８￣１０]ꎮ 这些

优势菌的差异性可能与气候、土壤性质、土壤中微生物的种类与丰度以及西洋参的品种等多种因素有关ꎮ 山

东威海是我国重要的西洋参主产区ꎬ所以研究该地区的侵染性病原微生物的分离及防治具有重要的研究

价值ꎮ
传统分离方法是微生物研究的常用方法ꎬ虽不能全面反映微生物生态系统的真实情况ꎬ却可以得到菌株

实体ꎮ 高通量测序法是一种新型的分子生物技术ꎬ能对整个样品的微生物种类、丰度及功能进行分析ꎬ可完
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整地体现微生物群落的特征ꎬ为解决西洋参锈腐病提供了方法[１１]ꎮ 结合两者优势ꎬ可通过高通量测序技术

指导传统培养方法分离西洋参根际微生物ꎮ
本研究基于高通量测序技术和传统分离方法对威海市文登区的西洋参根际土壤进行初步研究ꎬ分析了

健康和锈腐病西洋参根际土微生物结构组成及丰度变化ꎬ为深入探讨西洋参锈腐病的发生机制提供了参考ꎬ
对改良西洋参根际土的土壤环境提供了理论依据ꎮ

１　 仪器与材料

１.１　 实验仪器

ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００(美国赛默飞世尔公司)ꎬ３７３０ ＸＬ 测序仪、２７２０ ＰＣＲ 仪(美国 ＡＢＩ 公司)ꎬＭｉｎｉ Ｐｒｏ ３００Ｖ
Ｐｏｗｅｒ Ｓｕｐｐｌｙ 电泳仪(美国 Ｍａｊｏｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ 公司)ꎬＮｏｖａＳｅｑ６０００ 测序仪(美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司)ꎬＺＤ￣８５ 气浴恒温

振荡器(国旺仪器制造公司(常州))ꎬＺＸＪＤ￣Ａ１２７０ 霉菌培养箱(智城公司(上海))ꎮ
１.２　 实验材料

样品采于山东省威海市文登区ꎬ为 ４ 年生西洋参根际土壤ꎮ 随机选取 ２０ 株健康和 ２０ 株锈腐病的西洋

参ꎬ将西洋参根部拔起ꎬ装入自封袋ꎬ编号ꎬ密封并带回实验室ꎮ 样品经山东省科学院王晓研究员鉴定为五加

科植物西洋参 Ｐａｎａｘ ｑｕｉｎｑｕｅｆｏｌｉｕｍ Ｌ.的根ꎮ 将西洋参分为(６＋６＋８)三组ꎬ分别收集距离根部 １ ~ ２ ｃｍ 的土

壤ꎬ混合均匀ꎬ过 ４０ 目筛去除固形物ꎬ三个生物学重复的健康根际土样品分别标记为 ｈ.１ꎬｈ.２ꎬｈ.３(健康组)ꎬ
锈腐病组根际土样品分别标记为 ｒ.１ꎬｒ.２ꎬｒ.３(锈腐病组)ꎬ用于后续微生物分离和测序ꎮ

２　 方法与结果

２.１　 传统分离法

２.１.１　 根际土微生物的分离纯化

准确称取 １０.０±０.１ ｇ 土壤ꎬ加入 ９０ ｍＬ 无菌水中ꎬ混匀ꎬ１８０ ｒ / ｍｉｎ 下振荡 ３０ ｍｉｎꎬ获得 １ ｇ / ｍＬ 的土壤悬

浊液ꎬ用无菌水依次将上清液稀释到 １０－２ ~ １０－７ｇ / ｍＬꎮ 西洋参根际土微生物的分离分别采用营养琼脂、ＬＢ
琼脂和 ＰＤＡ 培养基ꎮ 吸取合适浓度的样品稀释液 １００ μＬ 滴在培养基上ꎬ均匀涂布至吸收ꎬ３０ ℃培养 １~７ ｄꎬ挑
取单菌落纯培养ꎬ筛选出培养特征不同的菌落ꎬ划线法接种ꎬ保存ꎮ
２.１.２　 根际土细菌总 ＤＮＡ 提取、１６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增和鉴定

将分离的单菌落进行摇床培养ꎬ用 ２ ｍＬ 离心管收集 １.０×１０９(ＯＤ６００(１ ~ １.５) ×１.０ ｍＬ)的细菌培养物ꎬ

１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｓꎬ得到菌体沉淀ꎬ然后利用试剂盒提取细菌的总 ＤＮＡꎮ 模板采用提取的 ＤＮＡꎬ扩增所

用引物为 ２７Ｆ(５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′)、１４９２Ｒ(５′￣ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ￣３′)ꎮ ＰＣＲ 扩增

体系为 １.０ μＬ ＤＮＡꎬ５.０ μＬ １０×Ｂｕｆｆｅｒ(含 ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｍｇ２＋)ꎬ１.０ μＬ Ｔａｑ 聚合酶ꎬ１.０ μＬ ｄＮＴꎬ１.５ μＬ ２７Ｆ 引

物ꎬ１.５ μＬ １ ４９２ Ｒ 引物和 ３９.０ μＬ 去离子水ꎻ扩增步骤如下:９５ ℃ ５ ｍｉｎ→９５ ℃ ０.５ ｍｉｎ→５８ ℃ ０.５ ｍｉｎ→７２ ℃
１.５ ｍｉｎ→７２ ℃ ７ ｍｉｎꎬ实施 ３５ 次扩增循环ꎮ 待反应结束ꎬ使用 １％琼脂糖(ＡＧ)凝胶电泳测定ꎮ 借助凝胶回

收试剂盒完成 ＰＣＲ 产物的回收ꎬ对于已纯化菌株的 ＰＣＲ 产物ꎬ借助测序仪实施 ＤＮＡ 测序ꎮ 借助 ＢＬＡＳＴ 程

序和核酸数据库 ＮＣＢＩ 对已拼接序列文件展开搜索ꎬ获得最为接近于待测物种序列的物种信息ꎬ具体结果详

见表 １ꎮ
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表 １　 基于纯培养鉴定方法的西洋参根际土的细菌组成

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｑｕｉｎｑｕｅｆｏｌｉｕｍ Ｌ. ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｕｓｉｎｇ ｐｕｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

类别 菌属 菌种 菌种中文名称 数量 序号

健康土壤组

锈腐病土壤组

短杆菌属

芽孢杆菌属

类芽孢杆菌属

赖氨酸芽孢杆菌属

节杆菌属

寡养单胞菌属

根瘤菌属

假单胞菌属

芽孢杆菌属

Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｒｉｇｏｒｉｔｏｌｅｒａｎｓ 耐寒短杆菌 ２ １ꎬ ２

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｃｉｆｉｃｕｓ 太平洋芽孢杆菌 ３ ３ꎬ １２ꎬ １３

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｄｅｐｒｅｓｓｕｓ 凹陷芽孢杆菌 １ ４

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｉｃｅｌｅｒ 酸快生芽孢杆菌 ２ ６ꎬ １１

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｓｏｎａｅ 凉粉草芽孢杆菌 １ １０

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ 蜡状芽孢杆菌 １ １４

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｏｙｏｎｅｎｓｉｓ 东京芽孢杆菌 １ １６

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍａｒｉｓｆｌａｖｉ 黄海芽孢杆菌 １ １７

Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｌａｃｔｉｓ 乳酸类芽孢杆菌 １ ５

Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔａｉｃｈｕｎｇｅｎｓｉｓ 台中类芽孢杆菌 １ ７

Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｋｉｓｔａｎｅｎｓｉｓ 无 １ ８

Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ 纺锤形赖氨酸芽孢杆菌 １ ９

Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｉｌｖｉｔｅｒｒａｅ 无 １ １５

Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｒｈｉｚｏｐｈｉｌａ 嗜根寡养单胞菌 １ １８

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｎｅｐｏｔｕｍ 无 １ １９

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｂｒｅｎｎｅｒｉ 布氏假单胞菌 １ ２０

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ 韩国假单胞菌 １ ２１

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｇｒｉｍｏｎｔｉｉ 无 ２ ２２ꎬ ２３

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ 蜡状芽孢杆菌 １ ２４

其中ꎬ共分离获得 ２４ 株细菌ꎬ包括从健康西洋参根际土壤中分离到 １７ 株细菌(ＳＵＢ１６３９１２７３１４１９)和土

锈病西洋参根际土壤中分离到 ７ 株细菌(ＳＵＢ１６３９１８７７２６６７)ꎮ 从健康土壤组中鉴定出芽孢杆菌属、短杆菌、
类芽孢杆菌、赖氨酸芽孢杆菌和节杆菌属ꎻ在锈腐病组鉴定出了寡养单胞菌属、根瘤菌属、假单胞菌属和芽孢

杆菌ꎮ 结果显示ꎬ芽孢杆菌和假单胞菌分别为健康和锈腐病西洋参根际土壤中的优势菌属ꎮ
２.１.３　 根际土真菌总 ＤＮＡ 提取、ＩＴＳ 扩增和鉴定

借助真菌提取试剂盒ꎬ完成真菌 ＤＮＡ 的提取ꎮ 对于真菌ꎬ在模板为所得 ＤＮＡ 下实施 ＩＴＳ 扩增ꎬ引物分

别是 ＩＴＳ１ (５′￣ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ￣３′)、ＩＴＳ４(５′￣ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ￣３′)ꎻ扩增反应体系除了

２７Ｆ 和 １４９２Ｒ 引物换为 ＩＴＳ１ 和 ＩＴＳ４ 引物外ꎬＰＣＲ 扩增反应体系和扩增程序和鉴定与 ２.１.２ 一致ꎮ 真菌鉴定

结果见表 ２ꎮ
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表 ２　 基于纯培养鉴定方法的西洋参根际土的真菌组成

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｑｕｉｎｑｕｅｆｏｌｉｕｍ Ｌ. ｂｙ ｐｕｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

类别 菌属 菌种 菌种中文名称 数量 序号

健康土壤组

锈腐病土壤组

帚枝霉属

青霉属

不整孢菌属

枝顶孢属

毛霉菌属

曲霉属

链格孢属

锥毛壳属

镰刀菌属

链格孢属

伞状霉属

篮状菌属

毛壳菌属

青霉属

未培养属

Ｓａｒｏｃｌａｄｉｕｍ ｓｔｒｉｃｔｕｍ 紧密帚枝霉 １ ２５

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｒａｐｅｒｉ 无 ２ ２６ꎬ ３８

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｏｒｔｕｍ 无 １ ２７ꎬ ３２

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｏｘａｌｉｃｕｍ 无 １ ３０

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｃｒｅｍｅｏｇｒｉｓｅｕｍ 无 １ ３３

Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ ｎｉｅｍｅｉｊｅｒａｒｕｍ 无 ２ ２８

Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｅｇｙｐｔｉａｃｕｍ 无 １ ２９ꎬ ３７

Ｍｕｃｏｒ ｍｏｅｌｌｅｒｉ 无 １ ３１

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ 无 １ ３４

Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｓｔｒｏｅｍｅｒｉａｅ 无 １ ３５

Ｃｏｎｉｏｃｈａｅｔａ ｃａｎｉｎａ 无 １ ３６

Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｆａｌｃｉｆｏｒｍｅ 无 １ ３９

Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔｅ 无 ２ ４０ꎬ ４１

Ｕｍｂｅｌｏｐｓｉｓ ｖｉｎａｃｅａ 无 ２ ４２ꎬ ４６

Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ ｈｅｌｉｃｕｓ 无 １ ４３

Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ ｖｅｒｒｕｃｕｌｏｓｕｓ 无 １ ４４ꎬ ４９

Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ｌｅｎｔｕｍ 无 １ ４５

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｉｌｅｒｄａｎｕｍ 无 １ ４７

Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｕｎｇｕｓ 无 １ ４８

　 　 结果表明ꎬ从根际土壤中共分离获得 ２５ 株真菌ꎬ包括从健康西洋参根际土壤中分离到 １５ 株真菌

(ＳＵＢ１６３９２７２３８８８０３)和土锈病西洋参根际土壤中分离到 １０ 株真菌(ＳＵＢ１６３９２９９４３３６７６)ꎮ 对于真菌ꎬ传统

分离方法得到的真菌进化距离较大ꎬ具有较远的亲缘关系ꎮ 自健康组与锈腐病组皆分离得到青霉属和链格

孢属ꎮ 另外ꎬ自健康组内分离出帚枝霉属、不整孢菌属、枝顶孢属、毛霉菌属、曲霉属、锥毛壳属ꎻ自锈腐病组

内分离出伞状霉属、篮状菌属、毛壳菌属和镰刀菌属ꎮ
２.２　 高通量测序方法

２.２.１　 根际土基因组的 ＤＮＡ 提取和 ＰＣＲ 扩增及检测

借助 ＦａｓｔＤＮＡ􀳏 Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ 土壤 ＤＮＡ 提取试剂盒ꎬ完成土壤样品内基因组总 ＤＮＡ 的提取ꎬＡＧ 凝胶电泳测

定目标 ＤＮＡ 片段的完整性与大小ꎬ对其浓度与纯度展开进一步准确测定ꎮ 把提取所得基因组 ＤＮＡ 当做模

板ꎬ对于 １６Ｓ Ｖ４ 区引物(５１５Ｆ 与 ８０６Ｒ)以及 ＩＴＳ １ 区引物(ＩＴＳ５￣１７３７Ｆ 与 ＩＴＳ２￣２０４３Ｒ)ꎬ经由真菌特异引物实

施 ＰＣＲ 扩增ꎮ 利用 ＱＩＡｑｕｉｃｋ 琼脂糖凝胶试剂盒回收目标 ＤＮＡ 片段后ꎬ进行文库构建和上机测序ꎮ
２.２.２　 序列结果质量分析

自下机数据内对各样本数据进行有效拆分ꎬ将引物序列截去ꎬ借助 ＦＬＡＳＨ 有效拼接各样本的序列ꎬ获得

原始序列数据ꎮ 在质控过滤以及嵌合体序列去除结束ꎬ获得对后续分析有应用价值的有效数据ꎮ 拼接的原

始数据上传至国家微生物科学数据中心(ＳＵＢ１６４７５１４０３５７０６)ꎮ
从西洋参根际土的细菌和真菌分别获得 ７５ ９７５ 条、７１ ０７５ 条高质量的基因序列ꎬ７４ ３２９ 条、６８ ９０７ 条分

类注释序列ꎬ用于后续构建分类单元(ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔꎬＯＴＵｓ)和获得注释信息ꎮ 有效细菌和真菌序

列分别获得 １ １３８ 和 １１６ 个 ＯＴＵｓ(表 ３)ꎮ
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表 ３　 西洋参根际土的细菌和真菌注释情况

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｎｏｔｅｓ ｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｑｕｉｎｑｕｅｆｏｌｉｕｍ Ｌ.

类群 总序列数 / 条 分类注释序列 / 条 未分类序列 / 条 未聚类序列 / 条 ＯＴＵｓ 数 / 个

细菌 ７５ ９７５ ７４ ３２９ ５ １ ６４１ １ １３８

真菌 ７１ ０７５ ６８ ９０７ ４４ ２ １２４ １１６

　 　 以抽取的测序数据量(Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｎｕｍｂｅｒ)与对应的物种数(ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒｓ)来构建稀释曲线ꎬ用于判断当

前测序深度下测序数据量是否能够反映检测到的物种数ꎮ 从图 １(ａ)和(ｂ)可以看出ꎬ两组样本随着测序深

度增加ꎬ曲线均已经趋于平缓ꎬ说明在当前测序深度下测序数据合理ꎬ可反映样本中绝大多数细菌和真菌的

物种信息ꎮ 此外ꎬ根据稀释曲线可以看出ꎬ细菌群落的物种数高于真菌群落的物种数ꎬ健康组物种数高于锈

腐病组ꎮ

注:ｈ.１ꎬ ｈ.２ 和 ｈ.３ 为健康西洋参土壤样品ꎻｒ.１ꎬ ｒ.２ 和 ｒ.３ 为锈腐病西洋参土壤样品ꎮ

图 １　 根际土中细菌和真菌稀释曲线

Ｆｉｇ.１　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

２.２.４　 ＯＴＵ 聚类、物种注释和物种丰度分析

在 ９７％相似水平下ꎬ使用 Ｕｐａｒｓｅ 对 ２ 组样本的非重复序列进行 ＯＴＵ 聚类ꎮ 利用 Ｍｏｔｈｕｒ 方法计算 Ａｌｐｈａ
多样性ꎬＳＳＵ ｒＲＮＡ 数据库和 ＭＵＳＣＬＥ 软件进行物种注释和多序列比对分析ꎮ 根据分类学分析结果ꎬ使用 Ｒ
语言对数据进行计算ꎬ可获得样本在门、纲、目、科、属各个分类水平上的分类情况ꎬ进而了解微生物的种类及

丰度ꎬ观察一定条件下的物种的相对丰度ꎮ
２ 组根际土壤样本细菌 ＯＴＵｓ 归类到 ３２ 门 ４８ 纲 １１０ 目 ２１３ 科 ４３２ 属ꎻ真菌 ＯＴＵｓ 归类到 ６ 门 １１ 纲 １７ 目

２６ 科 ２６ 属ꎮ 在门和属水平上对锈腐病组和健康组 ２ 组样品的物种组成进行分析ꎮ 图 ２(ａ)是门水平下健康

和锈腐病西洋参根际细菌的相对丰度累加图ꎬ反映的是最大丰度排名前 １０ 的物种ꎮ 其中ꎬ健康组和锈腐病

组相对丰度占比 ０.４％以上的细菌名称见表 ４ꎮ
图 ２(ｂ)为属水平下健康和锈腐病西洋参根际细菌的相对丰度累加图ꎮ 由图可得ꎬ未明确的蓝细菌属

(ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ) 是优势属ꎮ 其中ꎬ 锈腐病组的拟杆菌属 ( Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ)、 鞘氨醇单胞菌属

(Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ)、土生单胞菌属(Ｔｅｒｒｉｍｏｎａｓ)、黄杆菌属(Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、未明确的肠杆菌属( ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ)、鞘氨醇杆菌属(Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)等根际细菌菌群明显高于健康组ꎬ上述菌群在锈腐病组

的占比依次为 １.５１％、１.０８％、０.８０％、０.７６％、０.５２％、０.４５％ꎮ
两组西洋参土壤中测得的真菌菌群较少ꎬ仅有 ６ 个门和 １０ 个属ꎬ且占比不足 １５％ꎬ结果见图 ２(ｃ)和(ｄ)ꎮ
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根际土真菌合计鉴定出 ６ 个门类ꎬ分别为子囊菌门(Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ)、捕虫霉门(Ｚｏｏｐａｇｏｍｙｃｏｔａ)、被孢菌门

(Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ)、球囊菌门(Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ)、毛霉门(Ｍｕｃｏｒｏｍｙｃｏｔａ)、担子菌亚门(Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ)ꎬ其中子

囊菌门(Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ)在鉴定出的土壤菌群中有较高的丰度(健康组 ７.７６％ꎻ锈腐病组 １０.３１％)ꎮ 从属水平

看ꎬ鉴定出的真菌相对丰度较少ꎮ 其中ꎬ从健康组中鉴定出异茎点霉属(Ｐａｒａｐｈｏｍａ)、链格孢属(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ)、
不整孢菌属 (Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ)、被孢霉属 (Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ)、枝孢霉属 (Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ)、镰刀菌属 (Ｆｕｓａｒｉｕｍ)、
Ｃａｄｏｐｈｏｒａ、Ｏｐｈｉｏｓｉｍｕｌａｎｓ、Ｖｏｌｕｔｅｌｌａ 以及头束霉属(Ｃｅｐｈａｌｏｔｒｉｃｈｕｍ)这 １０ 个菌属ꎬ以链格孢菌(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ)最

多ꎬ占总真菌的 ０.４６％ꎮ 锈腐病真菌中以异茎点霉属(Ｐａｒａｐｈｏｍａ)和不整孢菌属(Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ)最多ꎬ分别

占总真菌的 ２.５４％和 ０.１０％ꎮ
表 ４　 门水平下的西洋参根际土细菌的物种相对丰度

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ａ ｐｈｙｌｕｍ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

健康组

细菌名称 相对丰度 / ％

锈腐病组

细菌名称 相对丰度 / ％

蓝细菌门(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ) ６９.４０ 蓝细菌门(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ) ５５.６１

变形门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ) ９.３２ 拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ) １１.９５

厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ) ０.８４ 变形门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ) ５.７１

放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ) ０.８２ 放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ) １.１７

软壁菌门(Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ) ０.６６ 厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ) １.１４

酸杆菌门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ) ０.４６ 衣原体门(Ｃｈｌａｍｙｄｉａｅ) ０.８７

拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ) ０.４３ 酸杆菌门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ) ０.７９

疣微菌门(Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ) ０.７９

未明确细菌门(ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｂａｃｔｅｒｉａ) ０.４３

注:ｈ.１ꎬ ｈ.２和 ｈ.３为健康西洋参土壤样品ꎻｒ.１ꎬ ｒ.２和 ｒ.３为锈腐病西洋参土壤样品ꎻ其他为图中除 １０个门和属之外的所有门和属的相对丰度之和ꎮ

图 ２　 不同分类水平下的根际微生物类群相对丰度分布

Ｆｉｇ.２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｒｈｉｚｏｐｈｅｒｅ ｍｉｃｒｏｏｇａｎｉｓｍ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
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２.２.６　 物种多样性分析

Ａｌｐｈａ 多样性可用于反映群落的物种丰富度和多样性ꎮ 在相似度 ９７％的水平下ꎬ利用 Ｃｏｖｅｒａｇｅ、Ｃｈａｏ１、
ＡＣＥ、Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 等指数揭示西洋参根际土壤微生物群落的物种丰富度和多样性(表 ５)ꎮ

Ｃｏｖｅｒａｇｅ 用于表示样品测序的覆盖度ꎬ６ 个样本在文库中的覆盖率高于 ９９.９％ꎬ能够代表西洋参根际土

微生物的真实信息ꎮ Ｃｈａｏ１ 和 ＡＣＥ 指数可用来评估物种的丰富度ꎮ 健康与锈腐病细菌组的 Ｃｈａｏ１ 指数分别

平均为 １ ４１７.６１０ 和 ８３９.３６３ꎬＡＣＥ 指数分别平均为 １ ４４１.０２０ 和 ９１１.９２５ꎬ说明健康组细菌物种数量高于锈腐

病组ꎮ 真菌的 Ｃｈａｏ１ 指数分别平均为 １１５.６８６ 和 １０４.７８１ꎬＡＣＥ 指数分别平均为 １３０.０４２ 和 １０４.４４９ꎬ说明健

康组真菌物种数量略高于锈腐病组ꎮ Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数可用于衡量西洋参根际土壤微生物的多样性ꎬ
其中 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数大小与物种多样性成正比ꎬＳｉｍｐｓｏｎ 指数成反比ꎮ 健康与锈腐病组细菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数分

别平均为 ４.０３３ 和 ２.２５６ꎬＳｉｍｐｓｏｎ 指数分别平均为 ０.５７３ 和 ０.７３２ꎬ说明健康组的细菌多样性高于锈腐病组ꎻ真
菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数分别平均为 １.４１１ 和 １.３４９ꎬＳｉｍｐｓｏｎ 指数分别平均为 ０.３６３ 和 ０.３７０ꎬ说明两组的真菌多样性

无明显差异ꎬ健康组略高于锈腐病组ꎮ Ａｌｐｈａ 多样性分析结果与根际土中细菌与真菌稀释曲线分析一致ꎮ
表 ５　 根际土细菌和真菌 Ａｌｐｈａ 多样性指数

Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

样品
细菌群落

Ｃｈａｏ１ ＡＣＥ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ

真菌群落

Ｃｈａｏ１ ＡＣＥ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ

ｈ.１ ６４２.２４０ ７２１.４５１ １.８８９ ０.５３１ １１８.０００ １２３.６６５ １.８２３ ０.４８０

ｈ.２ １ ３１５.９９１ １ ４０９.７４４ ３.０９２ ０.６５４ １３８.２７３ １２９.３４３ １.３０６ ０.３６０

ｈ.３ ５５９.８５７ ６０４.５８１ １.７８８ ０.５３３ ５８.０７１ ６０.３３８ ０.９１７ ０.２４８

ｒ.１ １ ６０７.２６７ １ ６３８.１７８ ３.８７０ ０.７００ １５１.５５９ １８２.７８９ １.８１８ ０.４６５

ｒ.２ １ ２６８.５５０ １ ２９５.６３５ ３.５３７ ０.６９８ １３４.５００ １４４.０１４ １.３４２ ０.３６１

ｒ.３ １ ３７７.０１３ １ ３８９.２４６ ４.６９１ ０.７９８ ６１.０００ ６３.３２２ １.０７３ ０.２８５

　 　 注:ｈ.１ꎬ ｈ.２ 和 ｈ.３ 为健康西洋参土壤样品ꎻｒ.１ꎬ ｒ.２ 和 ｒ.３ 为锈腐病西洋参土壤样品ꎮ

３　 讨论与结论

３.１　 传统培养方法分离根际土壤微生物

近年来ꎬ研究发现芽孢杆菌属是健康西洋参内生菌和根际土壤中的优势菌ꎬ可以产生酶类、细菌素、多肽

抗生素等多种次生代谢产物ꎬ是西洋参生长的有益菌[１２]ꎮ 在分离的 ２４ 株细菌中ꎬ其中 １１ 株为芽孢杆菌ꎬ说
明芽孢杆菌是西洋参根际土壤中的优势菌[１３]ꎮ 在分离的 ２５ 株真菌中ꎬ健康组西洋参土壤中青霉属占比最

多ꎮ 芽孢杆菌属和青霉菌属是医用抗生素的主要来源ꎬ且西洋参微生物次级代谢产物资源并未得到充分开

发ꎬ这将在下一步工作中进行ꎮ
传统方法在锈腐病组分离获得假单胞菌(布氏假单胞菌、韩国假单胞菌和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｇｒｉｍｏｎｔｉｉ)和根瘤

菌ꎬ这与先前 Ｃｈｏｉ 等[１０]在西洋参锈腐病参种分离获得 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｍａｒｇｉｎａｌｉｓ、Ｐ. ｖｅｒｏｎｉｉ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ.、
Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｌｅｇｕｍｎｉｎｏｓａｒｕｍ 和 Ｒ. ｔｒｏｐｉｃａ 等在属水平结果一致ꎬ但在菌种水平上存在差异ꎮ 此外ꎬＰｕｎｊａ 等[９]的

研究表明西洋参根部表面颜色的变化与酚类化合物在细胞中紊乱积累和细胞中镰刀菌属 (Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｆａｌｃｉｆｏｒｍｅ)的菌丝有关ꎮ 本研究中ꎬ在锈腐病西洋参根际土中分离得到一株镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｆａｌｃｉｆｏｒｍｅ)ꎬ说
明该菌株可能与西洋参出现锈腐病有关ꎬ需要进一步探究ꎮ
３.２　 染病和健康西洋参根际土壤微生物多样性

目前ꎬ关于锈腐病侵染对西洋参根际土壤微生物群落多样性造成的影响未见报道ꎬ本研究以健康和锈腐

病西洋参根际土为研究对象ꎬ采用高通量测序技术ꎬ分析了两者根际土微生物之间的群落结构及多样性差

异ꎮ 从 Ｃｈａｏ １、ＡＣＥ、Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ(表 ４)４ 个多样性指数变化可知ꎬ锈腐病原菌的入侵改变了西洋参

８４



第 ２ 期 李玲玉ꎬ等:基于传统分离和高通量测序的健康和患锈腐病西洋参根际土壤微生物群落分析

根际土壤微生物群落的多样性ꎮ 从整体上看ꎬ土壤细菌群落多样性高于真菌群落多样性ꎬ感染锈腐病后的根

际土壤中的细菌多样性减少ꎻ土壤真菌多样性略有减少ꎬ并无明显差异ꎮ 其中ꎬ土壤细菌的变化规律与沈宗

专等[１４]关于罹患青枯病的番茄土壤细菌相似ꎬ原因可能是细菌多样性与生态系统生产力之间存在正相关

性ꎮ 真菌的变化规律与伍晓丽等[１５]关于健康和根腐病根际土壤真菌组成的研究相似ꎬ此外ꎬ研究发现连作

障碍也可能与真菌多样性减少有关[１６]ꎮ
３.３　 染病和健康西洋参根际土壤细菌群落组成及差异性

此项研究分析了威海市的健康和感染锈腐病西洋参的根际土壤细菌群落结构ꎮ 被锈腐病感染后ꎬ蓝细

菌门(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)和软壁菌门(Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ)比例大幅降低ꎬ如此可见三者皆对

锈腐病原菌具备一定敏感性ꎮ 另外ꎬ一旦患锈腐病ꎬ拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)、放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、厚
壁菌门( Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ) 和酸杆菌门 (Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ) 大幅上调ꎻ同时疣微菌门 ( Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ) 和衣原体门

(Ｃｈｌａｍｙｄｉａｅ)产生ꎬ说明这些菌株可能有诱导或者防御西洋参锈腐病的作用ꎮ
３.４　 感病和健康西洋参根际土壤真菌群落组成及差异性

通过 ＩＴＳ 测序鉴定出的西洋参根际土壤真菌在门水平下组成相对简单ꎬ包括 ６ 个门类ꎬ其中子囊菌门

(Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ)最多ꎮ 感染锈腐病后子囊菌门 ( Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ)、被孢霉门 (Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ) 和担子菌亚门

(Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ)比例明显增加ꎬ说明这些真菌可能诱导或者防御西洋参锈腐病ꎮ 从属水平看ꎬ鉴定出的真菌

的相对丰度较少ꎬ锈腐病组鉴定出异茎点霉属(Ｐａｒａｐｈｏｍａ)和不整孢菌属(Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ)最多ꎻ健康组的

链格孢菌(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ)最多ꎮ 目前ꎬ已利用传统方法在健康组土壤中分离到了帚枝霉属、曲霉属、链格孢属和

不整孢属ꎻ在锈腐病土壤中分离到了毛壳菌属、镰刀菌属和链格孢属等ꎮ 当前进行传统培养菌株鉴定的较

少ꎬ在未来的研究中ꎬ笔者将依据高通量测序结果进一步分离和鉴定ꎮ
本研究结合传统分离及高通量测序非培养技术两种方法ꎬ获得了大量西洋参根际土壤真菌和细菌微生

物群落信息ꎬ初步明确了健康和锈腐病西洋参根际土所包含的微生物群落组成及多样性ꎬ探讨了微生物在健

康和锈腐病西洋参根际土之间的差异ꎮ 本研究充分挖掘西洋参根际土壤中的微生物资源ꎬ探讨健康和锈腐

病西洋参微生物之间的联系ꎬ为建立西洋参根际土壤微生物系统、病原学研究及生物防治提供参考ꎬ为西洋

参功能菌株筛选及活性成分的富集提供数据支撑ꎮ
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