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植物病害是严重危害农业生产的病害之一，植

物病害的发生与作用机制，一直是研究的热点和难

点。病原体可以通过多种途径感染植物，当植物不

能与病原体抗衡时，植物将会被病原体侵蚀。研究

发现病害的发生主要与植物根际微生物和病毒的多

样性以及植物自身的免疫力相关。随着研究的深入，

越来越多植物病害的发生及作用机制被揭示。

传统微生物组研究为获得植物中的病原物，常

采用酶标记抗体检测［1］、特异性单克隆抗体鉴定［2］

或采用酶联免疫吸附法和 PCR 技术相结合的方法，

用于植物病原菌和病毒的检测［3］。但环境中的微生

物具有多样性，约 99.8% 的微生物不能通过常规方

宏基因组学在植物病害研究中的应用

汪盼盼  杨野  刘迪秋  崔秀明  刘源
（昆明理工大学生命科学与技术学院  云南省三七资源可持续发展利用重点实验室  国家中医药管理局三七资源可持续发展利用重点研究室  

昆明市道地药材可持续发展利用重点实验室，昆明  650500）

摘 要 ： 随着测序技术的不断发展，宏基因组学已成为当前研究热点，是研究植物病害的重要手段之一。植物病害影响了

植物的正常生长和发育，甚至导致植物死亡。大部分植物病害是由致病微生物或病毒引起。与传统微生物组研究方法相比，宏基

因组可通过高通量测序和后续的生物信息学分析，探明样品中的物种组成和功能基因，研究物种多样性。总结并比较了当前宏基

因组学的分析策略以及在植物根际微生物和植物病毒研究中的应用，并对今后的发展趋势进行了展望，以期为宏基因组学在植物

病害的相关研究中提供方法上的参考。
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Abstract: With the continuous development of sequencing technology，metagenomics has become a current research hotspot and 

is one of the important approaches of studying plant diseases. Plant disease affects plant normal growth and development，even leads to 

the death of a plant. Most plant diseases result from pathogenic microorganisms or viruses. In contrast to traditional research methods on 

microbes，metagenomics can be used to investigate species composition and functional genes in samples by high-throughput sequencing and 

subsequent bioinformatics analysis，i.e. studying the species diversity. This paper summarizes and compares the analytical strategies of current 

metagenomics，and its applications in the study of plant rhizosphere microorganisms and plant viruses，and also provides an outlook on future 

trends，aiming at providing methodological reference in the study of plant diseases.

Key words: metagenomics ；high-throughput sequencing ；bioinformatics ；plant diseases



2020,36(12) 147汪盼盼等 ：宏基因组学在植物病害研究中的应用

法被鉴定［4］。宏基因组学与传统微生物组研究方法

不同，可直接提取和鉴别环境中微生物的总 DNA 或

RNA，理论上可获取所有环境微生物或病毒的基因

信息，为植物病害的研究提供了便利［5］。目前，宏

基因组学已被用于不同宏环境中微生物和病毒的研

究，如来自土壤中的细菌、古细菌、真菌和病毒，

以及海水中微生物的研究［6］。本文重点介绍宏基因

组学的分析策略，以及在植物病害研究中的应用。

1 宏基因组学

1.1 宏基因组学概述

宏基因组学最早由威斯康辛大学植物病理学部

门的 Handelsman 等在 1998 年提出，宏基因组学是

应用现代基因组学技术直接研究自然状态下微生物

的有机群落，而不需要在实验室中分离单一菌株的

科学［7］，即以多物种基因组为研究对象，利用分子

生物学研究手段，对环境中微生物进行研究的科学。

主要通过对特定环境中全部微生物的核酸进行提取，

构建测序文库，上机测序然后对获得的数据进行质

控、组装、比对和注释，获得特定环境中的所有微

生物，或根据 rDNA 数据库设计引物，最后借助生

物信息学，获得其生物多样性和基因功能等信息。

宏基因组的分析流程见图 1。

1.2 宏基因组的分析策略

自然界的微生物种类繁多，且种内和种间存在

着差异，为获得更全面的基因信息，研究者采用高

通量测序技术对特定环境样本进行深度测序，并开

图 1 宏基因组的分析流程示意图
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发相应的生物信息学分析策略和软件，发现微生物

之间的差异，同时这些分析策略和软件促进了交叉

学科的发展。

经 过 建 库 测 序 得 到 的 碱 基 序 列 用 FastQC 和

KneadData 等软件进行数据质控，包括去除测序接头、

去除宿主、去除低质量碱基等。得到的高质量序列

用 Kraken2 或 MEGAHIT 等软件进行有参或无参分

析。有参分析是针对有参考基因组的情况，首先将

所有测序片段通过序列比对定位到参考基因组上，

挑选出匹配好的片段用于后续分析［8］；无参分析由

于无参考基因组，其组装结果一般为 contigs，目前

广泛应用于从头解析未知物种的基因组序列、基因

组成和进化特征等。再用 Prokka［9］进行基因注释和

物种分类，对注释好的基因组，可构建非冗余基因

集来描述环境中基因的整体信息。通过注释和物种

分类可发现一些新的植物病原微生物以及微生物之

间的功能差异基因。

目前，宏基因组学已经成为生物学最前沿的研

究领域之一。测序技术已从依赖 DNA 聚合酶的生化

反应转变为物理学中纳米技术的新领域［10］。如第三

代测序技术可通过零模波导孔，在单一 DNA 片段上

边合成边测序，同时不再进行 DNA 扩增［10］，可使

有效数据量更高，测序片段更长，再结合相应的生

物信息学方法，提高了对宏环境样本中微生物群落

结构和功能的分析能力，增加了发现新病原微生物

的可能。

2 宏基因组学与植物病害

2.1 植物根际中微生物的多样性

根际是植物根系所包围和影响的狭长地带，是

众多生物活动的热点区域，根际生态系统中包含无

数的根际微生物，是最复杂的生态系统之一［11］。根

际微生物会直接或间接的影响自然植物群落的组成

和生物量［12-13］。地下微生物物种丰富程度被认为是

地上植物多样性和生物量的预测因子［14］。根际微生

物由于其丰度的差异对植物有益有弊［15］。迄今为止，

对植物与根际微生物之间的相互作用已有许多研究，

包括各种病原菌、共生根瘤菌和菌根真菌［16-17］。

本课题组通过对氯化苦熏蒸处理后土壤中的

微生物菌群分析发现，氯化苦熏蒸土壤能显著防

治三七的连作障碍，但细菌、真菌和放线菌数量

分别降低了 50%、19% 和 38%［18］。通过 16S rDNA 
测序技术，发现氯化苦消毒处理后，主要三七致

病菌假单胞菌属（Pseudomonas）和鞘脂单胞菌属

（Sphingomonas）占比均出现显著下降［19］。

根际微生物可促进根对营养物质的吸收和防御

病原物的入侵，但是关于微生物对植物生长、健康

和疾病带来的影响知之甚少，亦有研究发现人类致

病菌在植物组织上扩散［20-23］。阐明根际微生物群落

的形成和变化过程，不仅是植物保护的需要，也是

人类健康的保障。

2.2 植物病原菌导致作物经济损失

多数植物病害由低等动物、微生物和病毒等的

复合作用引起，这些病原体攻克了根际为植物提供

的防御层，引起植物病害，导致农作物减产，造成

重大经济损失。

研究表明真菌是真核生物中最具多样性的类群

之一，也是土壤微生物群落的重要组成部分［24］。真

菌和卵菌引起的典型症状包括根腐、溃疡、萎蔫、

叶和芽的损伤。马铃薯枯萎病的致病菌 Phytophora 
infestans 被证明是 1845 年 -1852 年间爱尔兰大饥荒

的罪魁祸首［25］。西洋参的连作障碍严重影响西洋

参的产率，造成极大的经济损失，而土壤微生物群

落的变化是引起西洋参连作障碍的主要原因。Punja

等［26］ 采用 NGS 测序和依赖培养技术相结合，利

用分子和形态学的特征，分析西洋参根际真菌多样

性，筛选出多种病原菌，包括链格孢菌（Alternaria 
panax）、柱状芽孢杆菌（Cylindrocarpon destructans）、

尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporum）等真菌。豌豆产

量主要受豌豆根腐病的影响，豌豆的根腐病由多种

病原菌引起，其中真隐孢子虫是全球豌豆根腐病重

要的卵菌病原［27］，研究者利用宏基因组学，确定了

加拿大草原豌豆根腐病相关卵菌的类型和丰度［28］。

也有研究者利用宏基因组学手段获得了导致柑橘

黄龙病的植物病原菌“亚洲假丝酵母（Candidatus 
Liberibacter asiaticus）” 的 完 整 序 列［29］。 由 病 原 菌

引起的马铃薯枯萎病、人参属物种的连作障碍、豌

豆根腐病以及柑橘黄龙病等植物病害给植物的生产

和利用造成了极大的损失，现利用宏基因组学可直
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接从环境样品中定位真菌的种类，加快植物病害的

发现和诊断过程，为植物病害的防治提供了有效的

手段。

2.3 植物益生菌可提高植物对病害的防御能力

研究显示固氮菌、根瘤菌、根际促生菌和生防

微生物等植物益生菌为植物抵御病原菌的入侵提供

了帮助［30］，且微生物不同成员可在感染前和感染期

间，以及在根组织中的传播期间对抗植物病原菌。

生活在植物体内的有益微生物可以促进植物的

健康生长，但有益微生物的基因组和功能基因在很

大程度上仍然未知。Rudrappa 等［31］利用宏基因组

学发现，Pst DC3000 可以诱导拟南芥根系分泌苹果

酸（MA），MA 以剂量依赖的方式选择性地发出信号

并招募有益的枯草芽孢杆菌（FB17），促进 FB17 与

拟南芥根系结合和生物膜的形成，从而抵御病原菌

的侵害。Carrión 等［32］采用宏基因组学发现先前未

确认的黄杆菌 NRPS-PKS 基因簇对内生菌群的疾病

抑制至关重要。Manoj 等［33］通过高通量和鸟枪法基

因组测序比较有症状和无症状香蕉植株的内生菌群。

结果表明，香蕉根际内生菌群主要是蛋白菌和类杆

菌，其次是放线菌。香蕉根际内生菌有望成为防治

香蕉枯萎病和其它植物病原菌的生物防治剂。也有

研究发现植物根际可以分泌挥发性有机物（Volatile 
organic compounds，VOCs），VOCs 能够通过土壤中

的孔隙扩散［34］，抑制真菌病原体的菌丝生长，保护

植物免受真菌病原体的侵害［35］。目前，利用宏基因

组学已发现许多植物益生菌，未来可将植物益生菌

运用到植物病害的生物防治方法中。

2.4 植物病毒的多样性

19 世纪 90 年代人们发现了烟草花叶病毒，开

创了植物病毒学领域［36］。然而植物病毒学的大部分

研究都集中在农作物和观赏植物中的致病病毒，但

宏基因组研究表明，野生植物中的病毒也非常丰富，

而且被病毒感染的植物通常无症状［36］，另外互惠型

植物病毒的例子很少。

2.4.1 驯化植物中的病毒 在植物病毒的研究中，

对驯化植物的病毒研究最多。多项研究表明，病毒

性病原体可引起葡萄产量和葡萄酒产品质量以及葡

萄园的生产寿命下降［37］。Xiao 等［37］ 利用宏基因

组分析揭示了复杂的葡萄病毒组，包括葡萄卷叶病

毒 3 号（Grapevine leafroll associated virus 3）的两个

新变种，加深了对复杂藤蔓植物病毒基因多样性的

认识，有助于探索葡萄卷叶病的作用机制，促进葡

萄产业的发展。桃作为世界上温带和亚热带地区重

要的水果，桃树很容易感染致病病毒，对桃的产量

以及质量有很大影响。桃树病毒的检测和鉴定是桃

树病毒学研究的关键。Zhou 等［38］利用宏基因组学

技术检测出新型的 ssRNA 病毒，命名为 peach virus 
1，为战胜桃树致病病毒提供了有利的条件。仙人

掌（Opuntia sp.）是墨西哥栽培的重要美食作物，但

是一直被 Potexviruses opuntia virus X、Schlum-bergera 
virus 等病毒困扰，Héctor 等［39］利用宏基因组学在

仙人掌中检测出烟草病毒属的一个新种，命名为“仙

人掌病毒 2 号”，为仙人掌病害的防治提供了参考。

2.4.2 野生植物中的病毒 野生植物中可能藏有无

数未知的病毒，以前受实验检测技术的限制，很多

野生植物中的病毒都未被发现。最近基于高通量测

序技术，特别是针对 microRNA 的测序方法，能够

从野生宿主中发现病毒，研究这些潜在的病原，有

助于预测疾病的出现［40］。Susi 等［40］ 从奥兰采集

的柳叶车前草中鉴定出一种新的柳叶车前草潜伏病

毒 Plantago lanceolata latent virus（PlLV）， 并 通 过

深度测序确定病毒的多样性和流行率。结果表明奥

兰群岛的柳叶车前草种群中的 5 种病毒（Plantago 
lanceolata latent virus、Caulimovirus、Betapartitivirus、
Enamovirus 和 Closterovirus）的流行率各不相同。最 
后成功地开发出用树液和蚜虫接种 PlLV、Caulimo-
virus 和 Enamovirus 的防治策略［41］。Power 等［42］研

究了黄体病毒 - 黄矮病毒 / 谷类黄矮病毒（Cereal 
yellow dwarf virus，BYDV/CYDV） 复 合 物 在 北 美 草

原上的流行特征，发现病毒的流行是由植物群落内

部以及植物、昆虫、食草动物和非生物因素之间的

相互作用决定。Moore 等［43］研究表明野生草原植

物群落的组成对 BYDV/CYDV 复合物的传播具有重

要影响。Malmstrom 等［44-45］对加利福尼亚草原的研

究表明，入侵物种可通过吸引更多蚜虫到该区域，

然后将病毒传播到易受感染的本地草原，从而促进

BYDV/CYDV 的传播，并增强外来物种的入侵。对

野生植物中病毒的多样性进行研究，可能会对野生
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植物自然种群的生态进化过程产生新的认识。研究

者可利用宏基因组学技术去发现潜在的植物病毒，

为植物病害的防治提供方法。

2.4.3 植物与病毒的互利共生 通常认为植物病毒

是有害的，但是一些研究结果表明植物病毒可通过

多种方式对宿主产生积极影响。在某些情况下，病

毒增强了植物抵抗非生物胁迫的能力［46］（表 1）。

2.5 植物病害的防治方法

据估计，全球每年约有 10%-20% 的粮食因植

物病害而损失。目前，人们越来越抵制化学制剂的

滥用，因此迫切需要更好的方法来控制植物病原体，

以维持和提高作物产量，并确保未来的粮食安全。

表 1 互惠病毒案例

宿主 病毒 互惠关系 参考文献

真菌内生植物 Curvularia thermal tolerance virus 赋予共生植物热耐受性，耐受温度可达 65℃ ［47］

番茄 Tomato endogenous pararetroviral 保护番茄免受外源性 LycePRV 和其他相关病毒的感染 ［48］

植物 Cytomegalo 提高植物耐旱和耐寒的特性 ［49］

栗子 Cryphonectria parasitica 当真菌感染 Cryphonectria parasitica 后，植株的病理影响大大降低 ［50］

白三叶草植物 White clover mosaic virus 白三叶草植物感染 WCIMV 后对真菌性蚊虫的吸引力降低 ［51］

生物防治作为一种防治植物疾病，特别是土传疾病

的手段，由于其安全无毒，在植物病害的防治中越

来越重要。常见的生物防治方法是有目的地引入微

生物制剂和富集植物根际的有益微生物来抑制植物

病原体的活动［52］。宏基因组的研究有助于了解土壤

微生物的群落结构，发掘有益微生物以及了解微生

物的作用机理。

在生物防治方法中，引入具有多种作用机制或

具有多种生态需求的生物防治剂日趋成熟［53］。许多

有益微生物，特别是内生菌，被植物根系分泌的有

机酸所吸引，产生生物膜，诱导植物抗病。引入的

菌株必须在潜在的感染部位存活很长一段时间，而

且在缺乏植物的情况下，微生物制剂必须在资源有

限的土壤环境中保持休眠状态，该微生物制剂还必

须具有迅速改变其生理状态的能力，进入快速生长

阶段，与病原体进行营养元素竞争［54］。例如荧光假

单胞菌株在根际中富集，这些菌株具有与宿主内胚

层定殖相一致的代谢范围，这一特性可以提高菌株

的持久性，从而抑制疾病［55］。现通过宏基因组测序

已能够预测微生物制剂是否对目标病原体有作用，

亦可通过基因组学与数据挖掘相结合，筛选出用于

生物防治剂的候选菌株［56］，结合代谢组学，还可能

发现新的、具有抗菌活性的代谢产物［57］。目前的研

究表明许多具有不同特性的有益根际微生物制剂已

被引入土壤、种子和种植材料中，以提高植物对病

害的防御能力［58］。

但是，不合适的微生物制剂由于接种的根际环

境不适宜，或与本地微生物群争夺资源，以及干扰

本地微生物群，往往无效或有害［59］。利用植物病原

菌的特异性噬菌体进行生物防治，可以保护原根际

微生物群，进行更精准的生物防治［60］。噬菌体的主

要优点是其宿主特异性，在存在宿主细菌的情况下，

具备快速繁殖的能力，还可以在周围的微生物群不

受影响的情况下靶向杀死病原体。2019 年，Wang

等［61］利用噬菌体联合治疗番茄青枯病，在受番茄

青枯病菌污染的农田中发现增加噬菌体数量可以提

高噬菌体的生物防治效果，且不影响原有的根际微

生物群，表明噬菌体治疗是一种安全环保的植物病

原菌抑制方法。在未来，利用噬菌体进行生物防治

具有广阔的前景。

另 外 有 研 究 表 明 RNA 沉 默 具 有 抗 病 毒 的 作

用［62］，植物病毒可编码专门的运动蛋白，以修改胞

间连丝通道，从而允许病毒 RNA 复合物或病毒样颗

粒的细胞间运动［63］，利用 RNA 沉默调控机制，无

疑是提高植物病害防治的有效方法之一。

综上所述，生物防治是控制植物病害的有效方

法，利用宏基因组学不仅可以探明微生物的群落结

构，了解植物根际微生物特征，还可以为生物防治

提供有效的研究思路，开发出新的生物防治方法，

减少植物病害的发生。
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3 问题与展望

高通量测序技术对植物病害研究具有里程碑的

意义，引领了科学研究模式的革新和研究思维的转

变。宏基因组学借助高通量测序技术已对植物根际

微生物、植物病毒等诸多方面展开了深入的研究。

为进一步筛选出更多植物益生菌、探究植物与病毒

之间的多样性、促进植物病害的防治，有以下几点

需要注意。

（1）高通量测序技术解决了传统微生物组学的

技术难题，在宏基因组学研究中扮演着重要的角色，

但是物种的鉴定在很大程度上依赖于序列信息、参

考基因组、分析软件和数据库，然而由于数据库中

数据的不完善和不准确，这种基于序列的识别可能

是错误的，物种分类结果不一定准确。针对这些缺 
陷，需要借助额外的数据和实验验证步骤加以弥补。

（2）植物根际生态系统是最复杂的生态系统之

一，包含了多种多样的微生物，随着对植物根际微

生物的研究越来越多，发现它们之间的相互作用以

及各自的作用机制仍待阐明。在一些研究中发现宏

环境中可能存在致病的人类病原体，如根际环境调

查中发现导致皮肤、伤口和尿路感染的其他细菌种

类［64］，但对其毒性的了解相对较少。

（3）之前对植物病毒的理解大多都与植物病害

有关，现在通过研究发现一些病毒与植物具有互利

共生的关系。另外野生植物病毒的多样性及其作用

机制的研究还处于起步阶段，利用宏基因组学将提

供更加可靠的病毒检测和病害诊断依据，再科学的

利用有益的植物病毒，开发有效的生物防治策略，

对减少植物病害，降低经济损失有更高的推广价值。

（4）在植物病害防治中，微生物制剂，噬菌体

疗法以及 RNA 沉默等方法发挥了重要的作用。利用

宏基因组学技术，检测微生物制剂在植物根际对其

它病原生微生物群落的影响，可以更加明确微生物

制剂的作用效果及机理。另外明确生态系统中生防

因子 - 环境 - 病原菌之间的相互关系，更加全面地

了解微生物间的拮抗和促进机理，进而在实施生物

防治时，能动态的调节生物防治剂与病原菌之间的

平衡，达到防治病害过程中生物防治剂的供求平衡，

满足不破坏生态环境的要求。

随着测序技术的不断发展，宏基因组学将为植

物病害的生物防治提供更加广阔的研究方法和手段，

并将推动生物医学、农业、生物能源和生物技术等

各大领域的快速发展。
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青贮是饲草高质量保存的重要手段。青贮微生物结构及其功能是决定青贮发酵品质优劣的核心，其中，

青贮益生菌具有抑制有害微生物生长、减少营养物质损失、改善适口性和提高动物生产性能等功能。随着国
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