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不同底质条件下苦草根部细菌群落的组装模式

张文龙1,2,王新梓1,2,潘沈阳1,2,周鹏程1,2,李摇 轶1,2

(1. 河海大学浅水湖泊综合治理与资源开发教育部重点实验室,江苏 南京摇 210098;
2. 河海大学环境学院,江苏 南京摇 210098)

摘要:通过室内试验模拟不同底质条件,研究了苦草根部细菌群落的组装模式和功能变化。 结果表

明:底质条件的改变对苦草根际细菌群落产生了显著影响(p=0. 003),特别是在添加有机质和植物

根际促生菌的底质条件下;尽管根际细菌群落与根内生菌群落存在较强联系,但根内生菌群落组装

过程拥有更高的确定性,而根际细菌群落组装过程更易受到植物宿主以外叠加的环境因素影响;功
能预测结果表明在添加有机质和植物根际促生菌的条件下,苦草根部细菌群落拥有更高的代谢活

性,更有利于有益细菌群落在苦草根部的富集。
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Assembly patterns of bacterial community in roots of Vallisneria natans under different substrate conditions / /
ZHANG Wenlong1,2, WANG Xinzi1,2, PAN Shenyang1,2, ZHOU Pengcheng1,2, LI Yi1,2(1. Key Laboratory for Integrated
Regulation and Resource Development on Shallow Lakes of Ministry of Education, Hohai University, Nanjing 210098,
China; 2. College of Environment, Hohai University, Nanjing 210098, China)
Abstract: Through laboratory test, different substrate conditions were simulated and the assembly patterns and functional
changes of the bacterial community in the roots of Vallisneria natans were studied. The results show that changes in
substrate conditions have a significant impact on the rhizosphere bacterial community of Vallisneria natans ( p = 0. 003),
especially under substrate conditions with the addition of organic matter and plant rhizosphere growth promoting bacteria.
Although there is a strong correlation between the rhizosphere bacterial community and the endophytic bacterial community,
the assembly process of the endophytic bacterial community has higher certainty, and the assembly process of the
rhizosphere bacterial community is more susceptible to environmental factors superimposed outside the plant host. The
functional prediction results indicate that under the conditions of adding organic matter and plant rhizosphere growth
promoting bacteria, the bacterial community in the roots of Vallisneria natans has higher metabolic activity, which is more
conducive to the enrichment of beneficial bacterial communities in the roots of Vallisneria natans.
Key words: substrate conditions; Vallisneria natans; rhizosphere bacterial community; endophytic bacterial community;
assembly pattern

摇 摇 作为河湖生态系统中的初级生产者,沉水植物

既是水生态系统中的重要组成部分,也是维持水生

态系统稳定性的关键一环[1]。 苦草 ( Vallisneria
natans)作为水生态修复中沉水植物群落重构的先

锋物种[2],在提升水体溶解氧[3]、吸附水体重金

属[4鄄5]及悬浮颗粒物[6]、抑制藻类生长[7] 等方面发

挥着重要作用。 加强对苦草植物性状的研究,有助

于更好地开展沉水植物恢复工程,进而提升水生态

系统的质量与稳定性。 苦草性状受光照[8]、溶解

氧[9]、水深[3]、底质类型[8] 等因素影响,河湖等不同

水体的底质类型是影响苦草性状的关键因素,也是

苦草生长发育与植物群落建群恢复的基本条件[10]。
水体底质不仅具有固持作用,而且能影响苦草的定

植过程,同时也是苦草获取营养的主要来源之一。
不同底质类型的理化性质以及微生物群落组成和结

构的差异会对苦草根系分布、繁殖与生长产生不同

的影响[11]。
不同底质的水体中污染物的去除不仅受到沉水

植物性状的影响[12],还受到其根部细菌群落的作

用[13]。 一方面,根部细菌群落通过影响植物性状间

接参与水体污染物的去除[14];另一方面,根部细菌

群落也可直接参与底质或者泥 水界面污染物的去
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除,是河湖水质提升的重要因素[15]。 相比沉水植物

自身性状在不同底质条件下的变化,根部细菌群落

对底质变化的响应更为显著[16],因此,本文针对不

同底质条件下苦草性状及其根部细菌群落对水质改

善的影响,通过开展室内模拟试验,设置不同的底质

类型,解析不同底质条件下苦草性状变化并识别不

同的根部细菌群落组装模式并探究潜在代谢功能,
以期为水生态修复过程中沉水植物群落的恢复提供

理论支撑。

1摇 试验材料与方法

1. 1摇 试验材料

为设置不同的底质条件,避免因底质不均匀导

致的微生物群落差异,首先以无菌土作为基础底质,
分别加入植物根际促生菌( plant growth promoting
rhizobacteria,PGPR)、腐殖质、有机质及其不同组合

构建相应底质。 其中,PGPR 通过分泌有机酸、产生

螯合物以及酶促反应等途径提高植物的营养代谢效

率,并分泌植物激素、酚类等化学物质协助植物应对

各种生物和非生物胁迫[17],因此在底质中添加

PGPR 来模拟富集有益菌群的沉积物。 土壤中有机

质的含量、储量以及动态是土壤圈生物地球化学过

程的主要决定因素,影响着土壤生物区系的活性和

植物营养吸收能力[18]。 土壤腐殖质有助于植物根

系吸收水分和营养物质,其在促进植物生长方面有

着积极作用[19]。 本文以秸秆粉末及稻壳粉末的均

匀混合物作为有机质[20鄄21],以细筛腐熟橡树叶作为

腐殖质[22]。 将有机质和腐殖质加入到底质中,建立

5 个不同处理组:控制(CK)组,添加 2 kg 无菌土;菌
剂(A1)组,添加 2 kg 无菌土+PGPR;腐殖质(A2)
组,添加 1. 8 kg 无菌土+0. 2 kg 腐殖质+PGPR;有机

质(A3)组,添加 1. 8 kg 无菌土 +0. 2 kg 有机质 +
PGPR;腐殖质+有机质(A4)组,添加 1. 8 kg 无菌土+
0. 1 kg 腐殖质+0. 1 kg 有机质+PGPR。 本试验中采

用的 PGPR 为枯草芽孢杆菌,用量均为 105 g(以菌

落形成单位计)。 试验采用的苦草均采自南京莫愁

湖,进行 7 d 的预培养后,筛选体型均衡且健康状况

良好的植株作为建群种。 所选苦草的单株鲜重为

3. 7 g 左右,高度约为 15 cm,分蘖数为 3 ~ 4 个。
1. 2摇 试验方法

试验装置采用的是透明亚克力圆筒(高 60 cm、
半径 10 cm、壁厚 5 mm)。 设置试验底质的高度为

10 cm,合理填充沉积物以保持一定的松弛度,避免

压实。 每个圆筒中采用扦插式均匀种植 6 株苦草。
试验用水取自南京莫愁湖,初始水温为 26 益,COD、
TN、TP、 NO-

3 鄄N、 SS 的原始质量浓度分别为 8. 2、

0. 56、0. 02、0. 20、0. 18 mg / L,原始浊度为6. 17 NTU。
在预培养与正式试验期间,每天以磷酸二氢钾

(KH2PO4)和硝酸钾(KNO3)的形式向试验装置中

加入 5 滋g / L 的磷和 50 滋g / L 的氮作为营养物质。 试

验开始时间为 2022 年 8 月,正式试验周期共计

40 d,分别在试验开始后的第 20 天和试验结束时的

第 40 天进行苦草植株以及根际细菌与根内生菌群

落采集。
1. 3摇 高通量测序

对采集的植物根际与根内样本进行 DNA 抽提,
从提取出的 DNA 样品中分离 3 滋L 进行 1% 琼脂糖

凝胶电泳检测。 若质量达到检测标准,则将抽提样

本送至上海凌恩生物科技有限公司进行16S rRNA
高 通 量 测 序。 然 后, 利 用 引 物 799F ( 5忆鄄
AACMGGATTAGATACCCKG鄄3忆) 和 1392R ( 5忆鄄
ACGGGCGGTGTGTRC鄄3) 对 16S rRNA 基因的 V5鄄
V7 区进行扩增[23],并在 Illumina MiSeq 平台进行高

通量测序。 基于测序结果使用 MOTHUR 对序列进

行处理,使用 QIIME( v. 1. 9. 0,Quantitative Insights
IntoMicrobial Ecology) 软件进行序列分析[24]。 以

SILVA 132 数据库作为对照,以 97% 相似性阈值进

行操作分类单元(operational taxonomic units, OTUs)
聚类,创建测序序列的 OTU 表用于后续数据分析。
1. 4摇 数据分析方法

利用 R4. 2. 3 ( https: / / www. r鄄project. org / )中

的 Vegan 包计算不同底质组成下的植物根际细菌及

根内生菌群落 琢 多样性指数,并基于 Kruskal鄄Wallis
检验对不同底质组成的 琢 多样性指数进行差异分

析。 将植物根际细菌及根内生菌群落相对丰度排名

前十的门及相对丰度排名前二十的属绘制成相对丰

度柱状图,比较细菌群落组成的变化。 利用基于

Bray鄄Curtis 距离的主坐标分析对不同底质组成的根

部细菌群落组成差异性进行分析。 利用 PICRUSt2
功能预测对每个样本中细菌群落的功能进行注释,
并使用 STAMP 统计分析工具对不同底质组成下苦

草根部细菌群落的功能差异进行分析[25]。

2摇 结果与分析

2. 1摇 不同底质条件下苦草根部细菌群落结构

2. 1. 1摇 苦草根际细菌和根内生菌群落结构分析

利用主坐标分析对试验中苦草根际细菌群落和

根内生菌群落的 茁 多样性进行差异分析,结果见

图 1。 由图 1 可见,对于根际细菌群落而言,不同试

验组在 PCoA1 轴的解释度为 37. 54%且整体具有显

著性差异(p=0. 003),表明不同底质条件下苦草根

际细菌群落出现显著性变化。 其中,A3 组和 A4 组
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与其他 3 组之间区分明显,即添加了有机质的底质

根际细菌群落结构变化显著,表明在底质中添加有

机质和 PGPR 对苦草根际细菌群落有较大影响。
CK 组与 A1 组大部分重合,说明 CK 组与 A1 组的根

际细菌群落组成差异并不明显,即单纯添加 PGPR 不

能显著改变苦草根际细菌群落,这可能是因为 PGPR
需要借助有机质等环境条件才能存活的原因[26]。 根

内生菌群落整体并无显著性差异,表明与不同底质相

比,沉水植物根内生菌更易受到宿主本身的影响[27]。

图 1摇 苦草根部细菌群落主坐标分析结果

Fig. 1摇 Principal coordinate analysis results of bacterial
communities in roots of Vallisneria natans

图 2摇 苦草根部细菌群落 琢多样性分析结果

Fig. 2摇 琢 diversity analysis results of bacterial community in roots of Vallisneria natans

图 3摇 苦草根部细菌群落相对丰度分布

Fig. 3摇 Relative abundance distribution of bacterial communities in roots of Vallisneria natans

摇 摇 对不同底质条件下苦草根际细菌群落和根内生

菌群落的 琢 多样性进行分析,结果见图 2。 就根际

细菌群落而言,无论是基于群落丰富度 Chao1 指数

还是群落多样性香农指数,不同底质条件下均表现

出显著性差异,且均以 A2 组的 琢 多样性指数最高,
即以腐殖质作为底质的条件下,有助于苦草根际细

菌群落的多样性表达。 而 A3 组的 琢 多样性指数在

所有试验组中是最低的,表明在底质中添加有机质

和 PGPR 会导致苦草根际细菌群落的减少。 就根内

生菌群落而言,不同底质组成下的苦草根内细菌群

落多样性没有显著差异,这与 茁 多样性结果一致,进
一步验证了沉水植物根内生菌群落强烈地受到宿主

本身的影响。 这种根内与根际细菌群落的差异也表

明了从植物根际部位到植物根内部位的过程中,植
物本身的富集筛选过程降低了细菌群落的多样性

差异[28]。
2. 1. 2摇 苦草根际细菌和根内生菌群落组成分析

分别对苦草根际细菌群落和根内生菌群落组成

进行分析,结果如图 3、图 4 所示。 在苦草根际细菌

群落中,共得到 18 841 个 OTU 分类单元,归属 59 个

门。 其 中, CK 组、 A1 组 和 A2 组 以 变 形 菌 门

(Proteobacteria)为主,A3 组和 A4 组则以变形菌门

和拟杆菌门(Bacteroidota)为主。 A3 与 A4 组的变

形菌门相对丰度较 CK 组、A1 组和 A2 组下降显著

(方差分析,p<0. 001),而拟杆菌门(方差分析,p<
0. 001)显著上升。 结果表明不同底质组成下植物

根际细菌群落的组成存在差异,在底质中添加有机

质可以显著改变苦草根际细菌群落的门水平组成。
苦草根际细菌群落归属 1 502 个属。 其中,A3 组和

A4 组的溶杆菌属(Lysobacter)、Ellin6067 属、鞘氨醇

单 胞 菌 属 ( Sphingomonas )、 沙 壤 土 杆 菌 属

(Ramlibacter)相比于 CK 组、A1 组和 A2 组有着显

著的下降趋势(方差分析,p<0. 01)。 相反,杆菌属

VadinHA17 未 命 名 菌 属 和 拟 醋 杆 菌 属
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图 4摇 苦草根部细菌群落属聚类结果分布

Fig. 4摇 Cluster analysis of bacterial communities in roots of Vallisneria natans

(Acetobacteroides)的相对丰度则是显著上升的(方差

分析,p<0. 001)。 杆菌属 VadinHA17 未命名菌属

和拟醋杆菌属均属于拟杆菌门,均具有水解酸化的

功能,对木质素的降解有一定的促进作用[29]。 添加

了有机质的底质中细菌群落结构会发生显著变化,
进而引起植物根系的代谢功能变化。 在苦草根内生

菌群落中,共得到 17 523 个 OTU 分类单元,归属

55 个门。 在所有的试验组中,苦草根内细菌群落均

是以变形菌门占主导,其平均相对丰度达 67. 6% 。
CK 组的放线菌门(Actinobacteriota)平均相对丰度

水平为 7. 2% ,远高于其他试验组。 A3 组的脱硫杆

状菌门(Desulfobacterota)平均相对丰度(5. 4% )和

螺旋体门(Spirochaetota)平均相对丰度(3. 2% )均

远高于其他试验组。 苦草根内生菌群落归属于

1 073 个属。 根瘤菌属(Rhizobium)在 A2 组中的相

对丰度是最高的(平均 41. 6% ),在 A3 组及 A4 组

中的相对丰度是最低的(分别为 12. 6% 、9. 2% ),表
明在底质中单独添加腐殖质会显著增加苦草根内根

瘤菌属的相对丰度,而在底质中添加有机质则会显

著降低根内根瘤菌属(Rhizobium)的相对丰度。 根

瘤菌属促进植物组胱壤氨基酸的合成,从而为植物

提供有益特性[30]。 此外,在底质中添加有机质和

PGPR 会显著提升固氮螺形菌属(Azospira)、脱氯单

胞菌属(Dechloromonas)等有益细菌的相对丰度,这
些细菌可能通过利用木质素为碳源、固氮及促进植

物根部生长等多种途径改变苦草功能性状。
2. 2摇 不同底质条件驱动苦草根部细菌群落构建过程

2. 2. 1摇 苦草根部细菌群落结构差异分析

为进一步阐明苦草根部微环境中的细菌群落的

结构组成,尤其是根际细菌群落与根内生菌群落之

间的生物学过程,通过非度量多维标度分析方法探

究根际细菌群落和根内生菌群落之间的相似性与差

异性,结果如图 5 所示。 由图 5 可见,根际细菌群落

与根内生菌群落在 NMDS1 轴有较好分区,Stress 值

小于 0. 2,具有较好的解释度。 而且,不同底质条件

下的根内生菌群落分布较根际细菌群落更为聚集,
验证了苦草的宿主特异性选择对根内细菌群落的驱

动作用。

图 5摇 苦草根部细菌群落的非度量多维标度分析结果

Fig. 5摇 Results of non鄄metric multidimensional scaling
analysis of bacterial community in roots of Vallisneria natans

对苦草根际细菌及根内生菌群落 琢 多样性进

行分析,结果如图 6 所示,可以发现 琢 多样性指数从

苦草根际到根内均呈现显著的下降趋势。 苦草通过

宿主特异性选择从根际细菌群落中富集和筛选有益

细菌群落至苦草根内,导致细菌群落的多样性降

低[31]。 总体来说,苦草根系细菌群落 琢 多样性变化

存在相似性,苦草根部可能也存在着根系细菌组装

模式。
对苦草根系细菌群落在门水平上的组成进行分

析,结果如图 7 所示。 根据苦草根系细菌群落组成

变化的趋势,苦草根内生菌群落对比于根际细菌群

落,不同底质组成的变形菌门均呈现上升的趋势,拟
杆菌门和脱硫杆状菌门则是呈现下降的趋势,表明
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图 6摇 苦草根部细菌群落 琢多样性箱型图

Fig. 6摇 琢 diversity analysis boxplots of bacterial community in roots of Vallisneria natans

图 8摇 苦草根部细菌群落 Upset 图
Fig. 8摇 Upset map of bacterial community in roots of

Vallisneria natans

图 7摇 苦草根部细菌群落门水平细菌群落组成

Fig. 7摇 Composition of phylum level of bacterial community
in roots of Vallisneria natans

在所有试验组中苦草根系细菌群落组成变化是具有

相似性的,这种相似性证实了苦草根系细菌群落组

装模式的存在。 虽然所有试验组苦草根系细菌群落

组成变化具有相似性,但不同底质组成下的细菌群

落变化程度是不一致的,表明不同的底质条件会一

定程度上影响到苦草根系细菌群落组装过程。 通过

Upset 图进一步分析苦草根际和根内生菌群落的数

量组成(图 8),Upset 图基于 50%共有样点,即每组

内 50%样本含有该元素,则认为该组含有该元素,
可以发现根际细菌群落拥有更多的 OTUs,这也符合

根际细菌群落拥有更高的多样性。 但根际与根内生

菌群落共有 OTUs 在各自群落中的占比均超过了

50% ,表明根际细菌与根内生菌群落存在较强联系,
苦草根部的细菌群落组装模式不仅受到苦草自身的

宿主特异性影响,细菌群落自身的交流与演替过程

也不可忽视[32]。

图 9摇 基于 Raup鄄Crick 相异指数的组内箱型图

Fig. 9摇 Within鄄group boxplots based on Raup鄄Crick
dissimilarity indices

2. 2. 2摇 苦草根部细菌群落组装模式

明确苦草根际细菌与根内生菌群落组装模式对

维持水生态系统的稳定性意义重大。 本文结合

Raup鄄Crick 相异指数 茁RC,进一步探讨苦草根际细菌

群落和根内生菌的群落构建过程,结果如图 9 所示。
茁RC范围为( -1, 1),表示两个群落之间的相似(或
相异)程度,当 茁RC值越接近于-1 时,表示群落相似

度越高,越接近于 1 表示群落相异度越高。 就群落

构建过程而言,0 值表示观察到的相似(或相异)程
度与零期望没有区别,1 表示群落之间的差异完全

大于偶然的预期,-1表示观察到群落之间的差异完

全小于偶然的预期。 由此可见,根内生菌群落的群

落组内相似度更高,根内生菌群落的 茁RC值基本分

布范围为-1 ~ -0. 5,意味着所处环境中存在较强的

生态过滤器,对该环境内的群落做了较严格的约束,
根内生菌群落更多地受到确定性过程影响。 相比之

下,根际细菌群落组内相似程度低于根内生菌群落,
更为分散,茁RC值基本分布范围为-1 ~ 0,这表明尽管

不同底质条件对根际微生物群落构建有一定影响,
但与根内生菌相比,确定性过程占比更少。 进一步

考虑,一方面是因为植物根际到根内的过程中受宿

主选择效应的影响[33];另一方面根际细菌群落更易
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受到植物宿主以外的环境因素影响,由于本试验时

间周期限制,环境选择的贡献相对有限,这些因素的

叠加会进一步影响根际细菌群落组装的确定性

过程[34]。

图 10摇 不同底质组成下苦草根际与根内细菌群落的共线网络

Fig. 10摇 Collinear network of rhizosphere and endophytic bacterial communities in Vallisneria natans under
different substrate compositions

2. 2. 3摇 苦草根部细菌群落共线网络

构建共线网络以探究不同底质条件下苦草根际

细菌与根内生菌群落之间的相互作用关系,结果如

图 10 所示,图中门水平按颜色分类,标签显示属水

平。 对于 CK 组,变形菌门主导了苦草根际与根内

之间的相互作用。 对于 A1 组,植物根际与根内部

位共有的细菌为慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium),其
具有促进植物根系生长、固氮等功能。 在 A2 组中,
植物不同部位共有的 OTUs 包含有固氮螺形菌属、

慢生根瘤菌属与食氢产水菌属(Hydrogenophaga)。
其中,固氮螺形菌属可以通过氨氧化还原氮污染物,
促进植物对氮素的吸收以及通过分泌生长激素促进

植物生长。 慢生根瘤菌属是一种可以与植物根部共

生的有益菌属,表明在植物根系细菌群落的组装过

程中,植物根部招募了有益菌群以促进植物的生长

发育。 对 于 A3 组, 在 网 络 中 厌 氧 贪 食 菌 属

(Anaerovorax)为根际和根内生共有菌属,表明该细

菌在网络中有着重要的作用。 A4 组的苦草根际细

菌与 根 内 生 菌 互 作 网 络 主 要 包 含 变 形 菌 门

(45. 95% )、拟杆菌门(18. 92% )等 6 种门水平的细

菌。 度是微生物网络分析中一个重要的量化指标,
用于衡量微生物群体中每个微生物个体与其他微生

·411·



物个体之间的连接程度,可以反映共生、竞争、共存

等微生物间的相互作用[35]。 本文基于 Spearman 分

析对不同底质组成下微生物网络节点的度进行了差

异分析,结果如图 11 所示。 由图 11 可见,A3 组的

网络节点度相较于控制组更高 ( Spearman, p =
0. 034),表示 A3 组中的根际细菌与根内生菌具有

更强的关联性。

图 11摇 基于苦草根部共线网络节点的度

Fig. 11摇 Degree based collinear network node graph of
Vallisneria natans roots

图 12摇 不同底质组成下苦草根部细菌群落功能差异

Fig. 12摇 Functions differences of Vallisneria natans rhizosphere bacterial communities under different substrate compositions

2. 3摇 不同底质条件下苦草根部细菌群落功能特性

采用 PICRUSt2 功能对不同底质条件下苦草根

际细菌及根内生菌进行功能注释,结果如图 12 所

示。 CK 组、A1 组和 A2 组的苦草根部细菌功能方

面较为相似,而 A3 组和 A4 组的功能较为相似。 其

中,A3 组和 A4 组相较于 CK 组、A1 组和 A2 组在核

苷酸代谢(nucleotide metabolism)、能量代谢(energy
metabolism)、 聚 糖 生 物 合 成 与 代 谢 ( glycan
biosynthesis and metabolism)和辅助因子和维生素代

谢(metabolism of cofactors and vitamins)功能表达上

更高。 能量代谢和聚糖生物合成代谢水平的提升有

助于植物进行营养元素的累积和营养代谢效率的提

高[36]。 核苷酸的代谢过程则参与了植物体内的物

质合成与消耗、能量传输等过程,从而调节植物的生

长和发育状态[37]。 辅助因子和维生素代谢水平的

升高代表着根部细菌群落分泌更多激素、维生素和

抗生素,分别在植物叶绿素合成、酶的催化以及应对

环境胁迫过程中起到了关键作用[38]。 这些功能的

表达上升表明添加了有机质和 PGPR 的底质条件有

利于有益细菌群落在苦草根部的富集,可能在植物

抵抗环境胁迫过程中起到了关键作用。
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3摇 结摇 论

a. 不同底质条件显著影响了苦草根际细菌群

落的结构,尤其是在添加有机质和 PGPR 的条件下,
根际细菌群落发生显著变化。

b. 根内生菌群落受宿主植物的影响更大,不同

底质条件下根内生菌群落的多样性没有显著差异,
但根际细菌与根内生菌群落之间存在明显的差异。

c. 根内生菌群落组装拥有更高的确定性过程,
而根际细菌群落组装的过程更易受到植物宿主以外

叠加的环境因素影响。
d. 功能预测结果表明,在添加有机质和 PGPR

的底质条件下,苦草根部细菌群落表现出更多的代

谢活性,有助于植物的生长和适应环境胁迫。
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