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摘要　苦荞犉犪犵狅狆狔狉狌犿狋犪狋犪狉犻犮狌犿是四川省凉山彝族自治州主要的粮食作物之一，作为近年来新兴的保健食品，其

种子携带的细菌种群鲜有报道。本研究从凉山州７个县的苦荞主产区共采集了４６份苦荞种子样品，通过分离培养

法及基于１６ＳｒＲＮＡ基因的扩增子测序法，对苦荞种子携带的主要细菌类群进行了研究。结果显示：分离培养法从

４６份样品中共获得６１８株细菌分离物，隶属于１０个属，其中泛菌属犘犪狀狋狅犲犪和短小杆菌属犆狌狉狋狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿 分离频

率最高，分别为５２．５％和２０．７％，是种子携带的优势菌群。扩增子测序法从１３份样品中共获得２７９个属的细菌，

其中泛菌属为优势菌群。通过样本层级聚类分析，发现来自冕宁县的苦荞种子样品ＭＮＣＱ４携带的细菌丰富度与

多样性最大，而来自昭觉县的样品ＺＪ５最小。研究结果表明，同一个地区的不同样品，菌群多样性也存在差异。本

研究丰富了荞麦种带细菌的研究，为种子处理、病害防治提供了依据。
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丰富的蛋白质、纤维素、碳水化合物、微量元素等［１２］，

还可以提高人体免疫力［３４］、抗衰老［５］等，享有“五谷

之王”的美誉。四川省凉山地区是我国荞麦起源中心

之一，拥有全国乃至全世界最丰富的苦荞资源，也是

种类最多样、种植最广泛、分布最集中的地区［６８］。作

为当地的主要粮食之一，凉山州的１７个县均有苦荞

种植，其中越西、昭觉、喜德、冕宁、美姑等县是苦荞的

主产区［９１０］。凉山地区特殊的地理环境与独特的气

候有利于荞麦的产量与品质，全州常年种植面积上百

万亩，约占全国总种植面积的一半以上［６，１１］。

真菌、细菌、病毒、线虫等病原物均可引起荞麦

病害［１２］，其中真菌病害报道较多，而细菌性病害报

道却很少，仅见丁香假单胞菌犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狊狔狉犻狀

犵犪犲和铜绿假单胞菌犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪
［１３１４］引起的细菌

性叶斑病，而关于荞麦种子携带细菌的报道更少。

种子上携带的病原菌是田间病害发生的重要初侵染

来源，种子携带的有益微生物也会对作物生长起到

促进作用。加强对种子携带微生物的检测，有利于

明确种子健康状况，挖掘有益微生物群体。种子带

菌检测的技术主要有直接检测、洗涤检测、琼脂培养

检测、免疫学检测、分子生物学检测等，近年来高通

量测序技术也陆续应用在种子带菌检测中，但在荞

麦种子健康检测中还未见报道。

本研究运用传统的分离培养和基于１６ＳｒＲＮＡ

基因的扩增子测序方法，对凉山主要产区的苦荞种

子携带的细菌进行了检测，旨在明确凉山州苦荞种

子携带细菌的多样性，并为种子健康检测提供新的

技术手段和方向。

１　材料与方法

１．１　材料

荞麦种子样品：采自四川省凉山州越西县、昭觉

县、喜德县、冕宁县、普格县、美姑县和盐源县不同乡

村的４６份苦荞种子（表１）用于种子携带细菌的检

测，其中选取不同地点的１３份种子用于１６ＳｒＲＮＡ

基因扩增子测序。

表１　来自四川省凉山苦荞种子样品信息１
）

犜犪犫犾犲１　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狋犪狉狋犪狉狔犫狌犮犽狑犺犲犪狋狊犲犲犱狊犳狉狅犿犔犻犪狀犵狊犺犪狀，犛犻犮犺狌犪狀狆狉狅狏犻狀犮犲

种子样品

Ｓｅｅｄｓａｍｐｌｅ

种植地点

Ｓｏｕｒｃｅ

海拔／ｍ

Ａｌｔｉｔｕｄｅ

测序的样品

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｄｓａｍｐｌｅ

ＹＸ１ 四川凉山州越西县尔赛乡依达村 ２３９４．１ －

ＹＸ２ 四川凉山州越西县尔赛乡依达村 ２４５８．４ －

ＹＸ３ 四川凉山州越西县尔赛乡依达村 ２５２１．３ －

ＹＸ４ 四川凉山州越西县尔赛乡洪洛村 ２５２０．６ －

ＹＸ５ 四川凉山州越西县尔赛乡洪洛村 ２６０３．９ －

ＹＸ６ 四川凉山州越西县尔赛乡洪洛村 ２６２０．４ －

ＹＸ７ 四川凉山州越西县尔赛乡洪洛村 ２５１５．２ ＋

ＹＸ８ 四川凉山州越西县尔赛乡花古村 ２４８９．２ －

ＹＸ９ 四川凉山州越西县尔赛乡花古村 ２４１３．６ －

ＹＸ１０ 四川凉山州越西县尔赛乡花古村 ２２３４．７ －

ＺＪ１ 四川凉山州昭觉县谷曲乡新凉村 ２１０７．９ ＋

ＺＪ２ 四川凉山州昭觉县谷曲乡新凉村 ２１１０．６ －

ＺＪ３ 四川凉山州昭觉县洒拉地坡村 ２４７６．６ －

ＺＪ４ 四川凉山州昭觉县洒拉地坡村 ２５８９．１ －

ＺＪ５ 四川凉山州昭觉县洒拉地坡村 ２６５０．４ ＋

ＺＪ６ 四川凉山州昭觉县洒拉地坡村 ２７８７．５ －

ＺＪ７ 四川凉山州昭觉县解放沟镇 ２７４３．２ －

ＺＪ８ 四川凉山州昭觉县解放沟镇 ２８４５．６ －

ＺＪ９ 四川凉山州昭觉县解放沟镇 ２９１２．３ －

ＺＪ１０ 四川凉山州昭觉县解放沟镇 ３１２４．７ ＋

ＸＤ１ 四川凉山州喜德县博洛拉达乡博洛村 ２７９５．６ －

ＸＤ２ 四川凉山州喜德县博洛拉达乡博洛村 ２６４５．２ －

ＸＤ３ 四川凉山州喜德县博洛拉达乡博洛村 ２５３５．３ －

ＸＤ４ 四川凉山州喜德县博洛拉达乡火普村 ２５８３．７ －

ＸＤ５ 四川凉山州喜德县博洛拉达乡火普村 ２４５４．４ －

ＸＤ６ 四川凉山州喜德县博洛拉达乡火普村 ２４５８．１ －

ＸＤ７ 四川凉山州喜德县博洛拉达乡博洛村 ２４４８．５ －
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续表１　犜犪犫犾犲１（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

种子样品

Ｓｅｅｄｓａｍｐｌｅ

种植地点

Ｓｏｕｒｃｅ

海拔／ｍ

Ａｌｔｉｔｕｄｅ

测序的样品

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｄｓａｍｐｌｅ

ＸＤ８ 四川凉山州喜德县博洛拉达乡博洛村 ２４５３．１ －

ＸＤ９ 四川凉山州喜德县博洛拉达乡博洛村 ２４３２．５ －

ＸＤ１０ 四川凉山州喜德县博洛拉达乡博洛村 ２４０８．７ ＋

ＭＮＣＱ１ 四川凉山州冕宁县回坪乡庙高山村 ２２８６．４ ＋

ＭＮＣＱ３ 四川凉山州冕宁县回坪乡庙高山村 ２２８６．４ －

ＭＮＣＱ４ 四川凉山州冕宁县回坪乡庙高山村 ２２８６．４ ＋

ＰＧＥＬ１ 四川凉山州普格县五道箐乡采洛洛博村 ２０１５．６ ＋

ＫＱ２００８ 四川凉山州冕宁县回坪乡庙高山村 ２２８６．４ －

ＭＮ１７０７８９３ 四川凉山州冕宁县回坪乡庙高山村 ２２８６．４ －

ＭＧＹＥ 四川省凉山州美姑县觉洛乡地莫村 ２４５０．６ －

ＭＧＱＫ６ 四川省凉山州美姑县觉洛乡地莫村 ２４５０．６ －

ＭＧＣＱ２ 四川省凉山州美姑县觉洛乡地莫村 ２４５０．６ ＋

ＭＧＸＱ２ 四川省凉山州美姑县觉洛乡地莫村 ２４５０．６ ＋

ＭＧＹＱ２ 四川省凉山州美姑县觉洛乡地莫村 ２４５０．６ ＋

ＹＹＥＬ１ 四川省凉山州盐源县干海乡滑泥村 ２６０８．２ －

ＹＹＹＱ２ 四川省凉山州盐源县干海乡滑泥村 ２６０８．２ －

ＹＹＣＱ３ 四川省凉山州盐源县干海乡滑泥村 ２６０８．２ ＋

ＹＹ１７０７８９３ 四川省凉山州盐源县干海乡滑泥村 ２６０８．２ －

ＹＹＱＫ６ 四川省凉山州盐源县干海乡滑泥村 ２６０８．２ ＋

　１）表中“＋”表示用于分离培养和扩增子测序的苦荞种子样品，“－”表示只进行分离培养的苦荞种子样品。

“＋”，ｔａｒｔａｒｙｂｕｃｋｗｈｅａｔｓｅｅｄｓａｍｐｌｅｓｆｏｒｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｕｌｔｕｒｅａｎｄ１６ＳｒＤＮＡａｍｐｌｉｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；“－”，ｔａｒｔａｒｙｂｕｃｋｗｈｅａｔｓｅｅｄｓａｍｐｌｅｓ

ｆｏｒｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｕｌｔｕｒｅａｌｏｎｅ．

１．２　试剂与仪器

ＬＢＡ培养基：５ｇ／Ｌ酵母浸粉、５ｇ／Ｌ氯化钠、

１０ｇ／Ｌ胰蛋白胨、１６ｇ／Ｌ琼脂。

供试试剂：１％ＮａＣｌＯ；ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收

试剂盒，ＡＸＹＧＥＮ；ＯｍｅｇａｓｏｉｌＤＮＡ Ｋｉｔ，Ｏｍｅｇａ

ＢｉｏＴｅｋ；ＴｒｕＳｅｑＴＭＤＮＡＳａｍｐｌｅＰｒｅｐＫｉｔ，Ｔｒａｎｓ

Ｇｅｎ。

供试仪器：Ｋ３０型金属浴，干式恒温器，Ａｌｐｈａ

ｍａｇｅｒＨＰ凝胶成像仪，Ｈ１６５０Ｒ离心机（ｃｅｎｃｅ湘

仪），ＡＢＳＯＮＭｉＦｌｙ６小型离心机（合肥艾本森科学

仪器有限公司），球磨仪（ＲｅｔｓｃｈＭＭ４００），ＭｙＣｙ

ｃｌｅｒ５８０ＢＲ型ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ），ＡＢＩＧｅｎｅＡｍｐ

９７００型ＰＣＲ仪（ＡＢＩ），ＤＹＹ１２型电泳仪与ＤＹＹ

６Ｃ电泳仪（北京市六一仪器厂），粉碎研磨仪ＴＬ

４８Ｒ（上海万柏生物科技有限公司），ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００

（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），微型荧光计ＴＢＳ３８０（Ｔｕｒｎｅｒ

ＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ），ＭＩＳＥＱ测序仪ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ（Ｉｌｌｕ

ｍｉｎａ）。

１．３　分离培养结合１６犛狉犚犖犃基因序列鉴定

分离培养：从每一份供试的苦荞种子中随机选取

１００粒，放入灭菌的５０ｍＬ锥形瓶中，加入１０ｍＬ无菌

水，置于摇床中振荡培养３０ｍｉｎ（１２０ｒ／ｍｉｎ），之后吸

取２ｍＬ培养液，用无菌水进行１０倍梯度稀释，稀释

液均匀涂布于ＬＢＡ培养基上，将培养皿置于２８℃

培养箱中黑暗培养，２ｄ后开始观察、记录、计算分离

频率（分离频率＝某分离物总数／分离物的总数×

１００％），并进行细菌的纯化分离培养。

形态学鉴定：观察菌落颜色、大小、形状、边缘特

征、有无分泌物等。

分子生物学鉴定：挑取１个单菌落置于１０μＬ

无菌水中，在金属浴１００°Ｃ加热１０ｍｉｎ破壁获得总

ＤＮＡ。利 用 细 菌 通 用 引 物 ２７Ｆ／１４９２Ｒ （５′

ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′／５′ＧＧＴＴＡＣ

ＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）
［１５］扩增１６ＳｒＲＮＡ基因序

列。ＰＣＲ体系（２５μＬ）为：１６．８９μＬｄｄＨ２Ｏ、２．５μＬ

１０×狉犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶缓冲液、２．４μＬｄＮＴＰｓ

（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、１μＬ上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）、１μＬ

下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）、０．２５μＬ狉犜犪狇ＤＮＡ聚合酶

（２．５Ｕ／ｕＬ）、１μＬＤＮＡ模板。ＰＣＲ反应程序为：

９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，

７２℃延伸１ｍｉｎ３０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

最后将符合目标条带的样品进行测序（北京博迈德

科技发展有限公司），并将所得序列在ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ：

∥ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）数据库中进

行同源性比对。
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１．４　基于１６犛狉犚犖犃基因扩增子测序的多样性分析

样本预处理：在５０ｍＬ离心管里加入种子至

１０ｍＬ刻度线，再加入１０ｍＬ灭菌水，涡旋振荡

５ｍｉｎ，种子洗脱液转移至新管中备用。

ＤＮＡ提取、文库构建、数据分析：利用Ｏｍｅｇａ

ｓｏｉｌＤＮＡＫｉｔ对基因组ＤＮＡ进行抽提，利用扩增

１６ＳｒＲＮＡＶ３Ｖ４区域通用引物３８５Ｆ／８０６Ｒ（５′

ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ３′／５′ＧＧＡＣＴＡ

ＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ３′）进行ＰＣＲ扩增，以检测

是否满足后续扩增子测序要求。满足要求后，通过

文库构建，进行Ｍｉｓｅｑ测序，对数据进行质控过滤处

理以及去嵌合体后获得最终的有效数据（ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ

ｔａｇ），之后进行物种注释和分析，包括ＯＴＵ（ｏｐｅｒａ

ｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ）分析、Ａｌｐｈａ多样性分析、

Ｂｅｔａ多样性分析。

２　结果与分析

２．１　分离培养结合１６犛狉犚犖犃基因序列鉴定苦荞

种子携带细菌

　　对４６份苦荞种子携带的细菌进行分离培养，

共获得６１８株细菌分离物。经形态学和分子生物

学鉴定，获得的细菌分离物隶属于１０个属，分别为

赖氨酸芽胞杆菌属犔狔狊犻狀犻犫犪犮犻犾犾狌狊、节杆菌属犃狉

狋犺狉狅犫犪犮狋犲狉、芽 胞 杆 菌 属 犅犪犮犻犾犾狌狊、假 单 胞 菌 属

犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊、微杆菌属 犕犻犮狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿、泛菌属

犘犪狀狋狅犲犪、短小杆菌属犆狌狉狋狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿、鞘氨醇单胞

菌属犛狆犺犻狀犵狅犿狅狀犪狊、类芽胞杆菌属犘犪犲狀犻犫犪犮犻犾犾狌狊、

根瘤菌属犚犺犻狕狅犫犻狌犿，具体分离物的菌落形态如

图１所示，上述细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因序列与ＮＣ

ＢＩ上已知对应属的细菌序列的比对结果相似性均

在９７％以上。通过对苦荞种子细菌分离物的分离

频率计算与分析，泛菌属的分离频率最高，为

５２．５％，短小杆菌属、假单胞菌属、微杆菌属分别

为２０．７％、１６．５％、５．５％，其他菌群占比为４．８％

（图２）。

２．２　基于１６犛狉犚犖犃基因扩增子测序多样性分析

的苦荞种子携带细菌的检测

２．２．１　ＯＴＵ分析

对选取的１３份苦荞种子携带的细菌进行高通

量测序，基于１６ＳｒＲＮＡ基因扩增子测序获得的细

菌被划分为１９个门（ｐｈｙｌｕｍ）、４０个纲（ｃｌａｓｓ）、８１

个目（ｏｒｄｅｒ）、１５１个科（ｆａｍｉｌｙ）、２７９个属（ｇｅｎｕｓ）、

４３０个种（ｓｐｅｃｉｅｓ），共６２４个ＯＴＵｓ。

图１　来自于苦荞种子的细菌分离物在犔犅犃培养基上的菌落形态

犉犻犵．１　犆狅犾狅狀狔犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾犻狊狅犾犪狋犲狊犳狉狅犿狋犪狉狋犪狉狔犫狌犮犽狑犺犲犪狋狊犲犲犱狊狅狀犔犅犃犿犲犱犻狌犿
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图２　基于分离培养法对供试苦荞种子携带细菌的优势菌群分析结果

犉犻犵．２　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犱狅犿犻狀犪狀狋犿犻犮狉狅犳犾狅狉犪犳狉狅犿狋犪狉狋犪狉狔犫狌犮犽狑犺犲犪狋狊犲犲犱狊犫犪狊犲犱狅狀犪犵犪狉狆犾犪狋犻狀犵

　
２．２．２　Ａｌｐｈａ多样性分析

Ａｌｐｈａ多样性分析结果表明（表２），１３份苦荞

种子样品文库的覆盖率（ｃｏｖｅｒａｇｅ）均在９９％以上，

说明测序深度高，样本中序列均能被测出，能反映

种子真实的带菌情况。Ａｌｐｈａ多样性分析中，

ＡＣＥ、Ｃｈａｏ、Ｓｏｂｓ的数值越大，表明菌群中所含有

的ＯＴＵ 数目越多，菌群的丰富度（ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

ｒｉｃｈｎｅｓｓ）越大；另外，Ｓｈａｎｎｏｎ的值越大、Ｓｉｍｐｓｏｎ

的值越小，说明菌群的多样性（ｃｏｍｍｕｎｉｔｙｄｉｖｅｒｓｉ

ｔｙ）越高。表２的结果说明，来自冕宁县的样品

ＭＮＣＱ４的ＡＣＥ（４９７．８５）、Ｃｈａｏ（５０１．７０）、Ｓｏｂｓ

（４８３）、Ｓｈａｎｎｏｎ（４．３０４８）的数值最大，Ｓｉｍｐｓｏｎ

（０．０４３６）的值最小，说明 ＭＮＣＱ４菌群的丰富

度与多样性在１３份种子样品中最大。而来自昭

觉 县 的 样 品 ＺＪ５ 的 ＡＣＥ（１６２．２２）、Ｃｈａｏ

（１３０．４０）、Ｓｏｂｓ（１０７）的 数 值 最 小，Ｓｉｍｐｓｏｎ

（０．２７２７）的值最大，表明ＺＪ５的丰富度与多样

性最小。其余１１份样品的细菌菌群丰富度与多

样性介于 ＭＮＣＱ４和ＺＪ５之间。

对苦荞种子携带细菌的物种组成进行分析（图

３），结果表明，种带细菌主要有泛菌属、甲基杆菌属

犕犲狋犺狔犾狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿、鞘氨醇单胞菌、马赛菌属犕犪狊

狊犻犾犻犪、薄层菌属犎狔犿犲狀狅犫犪犮狋犲狉、假单胞菌属、蓝细菌

属犆狔犪狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪、短小杆菌属、伯克氏菌属 副伯克

氏菌属犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犘犪狉犪犫狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪、葡萄球菌

属犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊、肠杆菌属犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉、贪噬菌

属犞犪狉犻狅狏狅狉犪狓，其中泛菌属、甲基杆菌属、鞘氨醇单

胞菌属、马赛菌属、薄层菌属、假单胞菌属在１３份苦

荞种子样品中均能被大量检测到。泛菌属所占比率

最高，为最主要的优势菌群。

表２　基于１６犛狉犚犖犃基因扩增子测序对供试的１３份苦荞种子携带细菌的犃犾狆犺犪多样性的评估结果统计

犜犪犫犾犲２　犃犾狆犺犪犱犻狏犲狉狊犻狋狔犲狊狋犻犿犪狋狅狉狊狅犳１３狋犪狉狋犪狉狔犫狌犮犽狑犺犲犪狋狊犲犲犱狊犮犪狉狉狔犻狀犵犫犪犮狋犲狉犻犪犫狔１６犛狉犚犖犃犪犿狆犾犻犮狅狀狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵

种子样品

Ｓｅｅｄｓａｍｐｌｅ

覆盖率

Ｃｏｖｅｒａｇｅ
Ｓｏｂｓ ＡＣＥ Ｃｈａｏ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ

ＹＹＱＫ６ ０．９９８７ ２０２ ２５１．８５ ２４２．１８ ２．６８８６ ０．１１６８

ＭＧＣＱ２ ０．９９８８ ２２９ ２８８．４４ ２９９．３８ ２．７１７８ ０．１１６８

ＭＧＸＱ２ ０．９９８３ ２６６ ３２３．９７ ３２９．００ ３．２２８５ ０．０９４４

ＹＸ７ ０．９９９０ ２２５ ２７８．４０ ２８２．６５ ２．４４３３ ０．２０９５

ＺＪ１ ０．９９９５ １７８ １９２．２７ １８８．５０ ３．４９２４ ０．０５２８

ＭＮＣＱ１ ０．９９８３ ２４６ ３４２．７０ ３２５．５７ ３．３９８１ ０．０６０１

ＺＪ１０ ０．９９９３ １０９ ２１４．８３ １４７．１５ １．９４５４ ０．２６５５

ＹＹＣＱ３ ０．９９７８ ３３７ ４２９．６７ ４５２．１８ ３．３３６３ ０．０７５９

ＺＪ５ ０．９９９４ １０７ １６２．２２ １３０．４０ ２．１０４８ ０．２７２７

ＸＤ１０ ０．９９８９ ２０１ ２４８．５６ ２８５．００ ３．０８６６ ０．０８０１

ＭＮＣＱ４ ０．９９９０ ４８３ ４９７．８５ ５０１．７０ ４．３０４８ ０．０４３６

ＭＧＹＱ２ ０．９９９０ ２４３ ２６８．９２ ２６８．１６ ２．８４３１ ０．１４７５

ＰＧＥＬ１ ０．９９９０ ２４３ ２８０．６５ ２８４．４０ ３．４３８８ ０．０６２７
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４８卷第５期 白凯红等：四川凉山苦荞种子携带细菌多样性

图３　基于１６犛狉犚犖犃扩增子测序对供试的１３份苦荞种子携带细菌的物种组成分析结果

犉犻犵．３　犆狅犿犿狌狀犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳１３狋犪狉狋犪狉狔犫狌犮犽狑犺犲犪狋狊犲犲犱狊犮犪狉狉狔犻狀犵犫犪犮狋犲狉犻犪犫狔１６犛狉犚犖犃犪犿狆犾犻犮狅狀狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵

　

２．２．３　Ｂｅｔａ多样性分析

２．２．３．１　样本层级聚类分析

１３份苦荞种子携带的细菌聚类分析结果如图

４所示，来自同一个县的样品有的能聚在一支，有

的却相距很远。例如，来自昭觉县的样品ＺＪ１０与

ＺＪ５聚在一起，而另一个采自昭觉县的样品ＺＪ１

却与来自冕宁县样品 ＭＮＣＱ１聚在一支；来自美

姑县的样品 ＭＧＸＱ２与 ＭＧＹＱ２聚在一支，而采

自美姑县的样品 ＭＧＣＱ２却与来自盐源县的

ＹＹＱＫ６聚在一支。其中菌群多样性最相近的两

个样品为来自盐源县的ＹＹＣＱ３与来自普格县的

ＰＧＥＬ１，来自冕宁县的 ＭＮＣＱ４与其他样品的差

异性最大，且与同是冕宁县的 ＭＮＣＱ１差异性也

很大。

２．２．３．２　ＰＣＡ分析

对苦荞种子携带细菌进行ＰＣＡ分析，结果表明

（图５），来自同一个地区的种子样品菌群多样性的

差异性小，来自不同地区的种子样品差异性大，但其

中来自冕宁县（ＭＮ）的种子与来自喜德县（ＸＤ）的种

子携带细菌多样性相似，且冕宁县（ＭＮ）和喜德县

图４　基于１６犛狉犚犖犃扩增子测序对供试的１３份苦荞

种子携带细菌的样本层级聚类树分析结果

犉犻犵．４　犛犪犿狆犾犲犺犻犲狉犪狉犮犺狔犮犾狌狊狋犲狉犻狀犵狋狉犲犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳１３狋犪狉狋犪狉狔

犫狌犮犽狑犺犲犪狋狊犲犲犱狊犮犪狉狉狔犻狀犵犫犪犮狋犲狉犻犪犫狔１６犛狉犚犖犃

犪犿狆犾犻犮狅狀狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵

　

（ＸＤ）种子与普格县（ＰＧ）种子、盐源县（ＹＹ）种子相

似性大。在１３份种子样品中，来自越西县（ＹＸ）种

子样品与来自普格县（ＰＧ）种子样品的菌群多样性

的差异性最大。
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图５　基于１６犛狉犚犖犃扩增子测序对供试的１３份苦荞种子携带细菌的犘犆犃分析结果

犉犻犵．５　犘犆犃犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳１３狋犪狉狋犪狉狔犫狌犮犽狑犺犲犪狋狊犲犲犱狊犮犪狉狉狔犻狀犵犫犪犮狋犲狉犻犪犫狔１６犛狉犚犖犃犪犿狆犾犻犮狅狀狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵

　

３　结论与讨论

本研究通过分离培养法从４６份供试苦荞种子

中共鉴定到１０个属的细菌，其中泛菌属为苦荞种子

携带的优势细菌菌群。泛菌属部分种是重要的病原

细菌，其寄主范围广，广泛分布在土壤、植物、动物

上，其中成团泛菌犘犪狀狋狅犲犪犪犵犵犾狅犿犲狉犪狀狊能够引起

稻谷内颖褐变［１６］，是藜麦叶斑病［１７］和烟草细菌性叶

枯病的病原菌［１８］，并能影响紫花苜蓿种子的萌发及

幼苗生长［１９］等，因此本研究分离得到的泛菌属细菌

是否能引起苦荞病害，还需进一步鉴定到种，并进行

致病性试验后确认。

基于１６ＳｒＲＮＡ基因扩增子测序法仅从１３份

种子样品中就检测得到了２７９个属的细菌，表明其

检测效率远高于传统的分离培养方法，其中泛菌属

为优势菌群，与分离培养法的结果一致，说明泛菌属

在苦荞种子中的丰度最高，推测苦荞所在的环境有

利于泛菌属细菌生存。然而，两种方法都有彼此未

检测和鉴定到的菌群，如分离培养法未鉴定到高通

量测序中菌群丰度高的甲基杆菌属，１６ＳｒＲＮＡ基

因扩增子测序未鉴定到分离培养法中分离频率较高

的微杆菌属，可能由于专性厌氧的甲烷细菌属生长

极其缓慢，分离培养比较困难，而１６ＳｒＲＮＡ基因扩

增子测序法在扩增时丰度极高的泛菌属等其他优势

菌群可能掩盖了丰度极低的菌群（如微杆菌属）。因

此，想要准确了解种子携带细菌的多样性，还需要分

离培养法与高通量测序相结合。

在ＰＣＡ分析中，来自冕宁县（ＭＮ）的种子和来自

喜德县（ＸＤ）、盐源县（ＹＹ）的种子所携带细菌多样性

相近，推测是因为地理上冕宁县与喜德县、盐源县相

邻，苦荞品种有交叉使得菌群丰度相似。昭觉县虽然

与喜德县、普格县相邻，但菌群多样性却相差很大，可

能由于其独特的地形、环境温湿度、海拔或品种的原

因等引起，不同地点样品携带细菌的多样性结果还需

要通过对更多样本的检测进行深入分析。

本研究从苦荞种子中鉴定到大量菌群，虽然大

部分细菌目前还不确定是否是荞麦的致病菌，但仍

有侵染荞麦或其他作物的可能，因此在荞麦播种前，

要加强种子检疫和种子处理、选用抗病品种，以提高

荞麦的品质与产量。
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图２　异硫氰酸烯丙酯与内标物峰面积比与质量比线性关系

犉犻犵．２　犔犻狀犲犪狉狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀狆犲犪犽犪狉犲犪狉犪狋犻狅犪狀犱犿犪狊狊

狉犪狋犻狅狅犳犪犾犾狔犾犻狊狅狋犺犻狅犮狔犪狀犪狋犲犪狀犱犻狀狋犲狉狀犪犾狊狋犪狀犱犪狉犱

３　结论与讨论

试验结果表明，采用ＨＰ５毛细管柱时，得到了很

好的分离效果。在内标筛选方面，壬烷和癸烷均可用

为内标，但壬烷有效成分与内标保留时间相隔比较

近，选用癸烷与异硫氰酸烯丙酯分离效果较好。在进

行样品检测时，每做一个样节约１５ｍｉｎ，提高了效率。

由于异硫氰酸烯丙酯有很强的挥发性，在称取样品

时，由于样品瓶中量很少，有一定的损失，因此，在进

行室内检测时应控制检测室温度。在称取好样品后，

立即加入２ｍＬ溶剂，减少样品损失。利用所建立的

气相色谱分析方法对异硫氰酸烯丙酯可溶液剂和异

硫氰酸烯丙酯水乳剂进行定量分析，该方法的平均回

收率分别为９９．０１％、１００．８５％，具有较高的准确度

和精密度，线性关系良好，符合《农药产品质量分析

方法确认指南》［１１］的要求，并且操作简便、快速，是异

硫氰酸烯丙酯可溶液剂和异硫氰酸烯丙酯水乳剂产

品进行质量检测的理想方法。
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