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摘要：为了认识重金属累积对植物内生菌的影响，采用变性梯度凝胶电泳（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＤＧＧＥ）技术及序列分析对四川

汉源铅锌矿区蜈蚣草内生放线菌的多样性进行了研究，并分析了内生放线菌多样性与 Ｐｂ、Ｚｎ、Ｃｕ 和 Ｃｄ 等主要重金属之间的相互关系．结果表

明，蜈蚣草不同部分内生放线菌的群落结构和多样性存在一定的差异，多样性指数在 ２．７９～３．２９ 之间，与其他非重金属污染环境植物内生放线

菌的多样性指数相似，说明在重金属污染地区仍然存在较为多样的内生放线菌类群．相关分析表明，蜈蚣草内生放线菌多样性指数与 Ｃｕ、Ｃｄ 和
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金属的累积影响了内生放线菌的分布．
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１１ 期 郑有坤等：铅锌矿区蜈蚣草内生放线菌的多样性及群落结构

１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

植物内生菌是指那些在其生活史的一定或全

部阶段生活于健康植物组织内部，而不使宿主植物

表现出明显感染症状的微生物菌群（邹文欣和谭仁

祥， ２００１）．其广泛分布于植物的根、茎、叶、花、果
实、种子中，在促进植物生长、增强宿主抗逆性、强
化植物重金属富集能力等方面起着重要作用（Ｌｕｏ
ｅｔ ａｌ．， ２０１１； Ｍａ ｅｔ ａｌ．， ２０１１； Ｓｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１３；
Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１４）．因此，利用植物内生菌来进行重

金属污染土壤的修复，不仅可以克服微生物单独修

复时生物量小、难以存活、收集困难的缺点，而且还

能有效改善植物修复效果，具有较大的应用潜力

（姜敏等， ２００７）．
近年来，有关植物内生菌与宿主植物联合修复

重金属污染土壤的研究也取得了一些进展，但主要

都集中在利用纯培养手段分析内生菌促进宿主生

长和重金属累积上，鲜有利用分子生物学技术从遗

传种群结构上探讨宿主植物重金属累积对内生菌

的影响（张新成， ２０１２； Ｓｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１３； 刘莉华

等， ２０１３； Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１４）．而对某一环境中微生

物的群落结构的认识是研究该环境微生物生态功

能的基础（肖炜等， ２０１３）．放线菌作为一类重要的

微生物类群，在重金属污染环境中亦广泛分布，且
对不同重金属具有吸附作用（Ｐｏｌｔｉ ｅｔ ａｌ．， ２００７； Ｓｕｎ
ｅｔ ａｌ．， ２０１０）．有研究表明，链霉菌可通过分泌具有

生物活性的代谢产物使水中的胶体悬浮物相互沉

淀，从而降低重金属的毒性 （ Ｎｉｅｓ， １９９９）． Ｌｕｏ 等

（２０１１）从镉超富集植物龙葵（Ｓｏｌａｎｕｍ ｎｉｇｒｕｍ）中分

离得到 ３０ 株镉耐受性细菌，所有细菌都能促进宿主

植物生长和重金属富集，其中以放线菌门为主，占

所有菌株的 ４３％，揭示了放线菌在重金属污染修复

应用中具有极大的应用潜力．
铅锌矿区土壤重金属含量高，结构不良，养分

贫瘠，植物难以生长，极大的限制了矿区的修复工

作（张汉波等， ２００４）．蜈蚣草（Ｐｔｅｒｉｓ ｖｉｔｔａｔａ）作为一

种砷超富集植物，不仅具有较强的砷富集能力，而
且对铅锌等重金属也具有一定的富集能力，在铅锌

矿区广泛分布，在重金属污染土壤的生物修复中具

有很好的应用价值和潜力（Ｍａ ｅｔ ａｌ．， ２００１； 刘月莉

等， ２００９； 谢景千等， ２０１０）．本文以采集自四川汉

源铅锌矿区的蜈蚣草为研究对象，利用变性梯度凝

胶 电 泳 （ Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ Ｇｒａｄｉｅｎｔ Ｇｅｌ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＤＧＧＥ）从免培养角度分析了蜈蚣草内生放线菌的

种群结构和多样性，以期为挖掘重金属污染地区植

物内生放线菌资源，为深入认识重金属污染环境下

内生菌与植物之间的互作机制提供科学依据．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 样品采集

蜈蚣草及土壤样品采自四川省汉源县万顺铅

锌矿区．该矿区位于四川省流沙河下游左岸，地理位

置为 Ｎ ２９°２３′１７″ ～ ２９°２３′５８″，Ｅ １０２°３８′０２″ ～ １０２°
３８′１４″，海拔在 ８００～１２００ ｍ 之间，四季分明，年平均

气温 １７．９ ℃，年均降雨量 ７８０ ｍｍ，无霜期 ３００ ｄ．野
外调查发现，蜈蚣草在该矿区广泛分布．根据矿区污

染情况，距离尾矿堆积区不同距离采样．４ 个采样区

分别位于尾矿堆积区、选矿区、弃渣场、进山口，编
号依次为 Ｈ１ ～ Ｈ４．随机多株采集生长良好的蜈蚣

草，装入无菌密封塑料袋中，贴上标签，立即带回实

验室，置于 ４ ℃冰箱保存．采样区土壤理化性质及部

分重金属含量如表 １ 所示．

表 １　 采样区土壤基本理化性质及部分重金属含量（李小林等， ２０１１）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ

土样编号 采样点 ｐＨ 含水率
全氮 ／

（ｇ·ｋｇ－１）
有机碳 ／
（ｇ·ｋｇ－１）

有效态 Ｃｕ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

有效态 Ｃｄ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

有效态 Ｚｎ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

有效态 Ｐｂ ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

Ｈ１ 尾矿区 ７．７１ ３．８８％ ０．１０ ４．７３ ３．４０ ８ ７９０ ８８３

Ｈ２ 选矿区 ７．６３ ６．７３％ ０．１１ ５．１０ ０．５３ １ ８１ ６０

Ｈ３ 弃渣场 ７．７８ ７．１５％ ０．０９ ３．８５ ０．７２ ２ １３３ ７８

Ｈ４ 进山口 ７．７８ ３．３２％ ０．１２ ５．６７ ０．８８ ５ ２００ ３２４

２．２　 蜈蚣草重金属含量的测定

将蜈蚣草按根、叶柄和羽叶分开，先用蒸馏水

洗净，再用去离子水冲洗数遍，自然风干后置于烘

箱 １０５ ℃ 杀青 ３０ ｍｉｎ，８０ ℃ 烘干至恒重，研磨，过

筛，经 ＨＮＯ３⁃ＨＣｌＯ４（体积比 ４∶１）消化后，采用 ＩＣＰ⁃
ＡＥＳ（ ＩＲＩＳ Ｉｎｔｒｅｐｉｄ）光谱分析仪测定 Ｐｂ、Ｚｎ、Ｃｕ 和

Ｃｄ 的全量．
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２．３　 蜈蚣草内生放线菌群落结构分析

２．３．１　 蜈蚣草总 ＤＮＡ 的提取　 蜈蚣草总 ＤＮＡ 的提

取参照 Ｔｉａｎ 等（２００７）的方法进行．经 １．５％的琼脂

糖凝胶电泳检测后置于－２０ ℃保存备用．
２．３． ２ 　 内生放线菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增 　 应用

Ｓ１０００ＴＭ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ （ＢＩＯ⁃ＲＡＤ， ＵＳＡ） 进行 ＰＣＲ
扩增． 以提取的总 ＤＮＡ 为模板， Ｆ２４３ （ ＧＧＡＴＧＡ
ＧＣＣＣＧＣＧＧＣＣＴＡ） （５ ®３， 下同） 和 Ｒ１３７８ （ＣＧＧＴ
ＧＴＧＴＡＣＡＡＧＧＣＣＣＧＧＧＡＡＣＧ）（Ｈｅｕｅｒ ｅｔ ａｌ．， １９９７）
为引物进行巢氏 ＰＣＲ 第一轮扩增． ＰＣＲ 体系 （５０
μＬ）： ２× Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５ μＬ （ＴＩＡＮＧＥＮ），
引物 １ （１０ μｍｏｌ·Ｌ－１） 和引物 ２ （１０ μｍｏｌ·Ｌ－１） 各

１．０ μＬ，１０ 倍稀释的 ＤＮＡ 模板 １ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补足至

５０ μＬ．扩增程序： ９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ 变性 １
ｍｉｎ，６３ ℃—５３ ℃退火 ５０ ｓ （每个循环温度降低 ０．５
℃），７２ ℃延伸 １．５ ｍｉｎ，２０ 个循环；然后 ９４ ℃变性 １
ｍｉｎ，５３ ℃退火 ５０ ｓ，７２ ℃延伸 １．５ ｍｉｎ，１５ 个循环，
７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ．第二轮 ＰＣＲ 扩增以第一轮 ＰＣＲ
产物稀释 １００ 倍为模板，所用引物为 Ｒ１３７８ 和

Ｆ９８４ＧＣ （ｇｃ⁃ＡＡＣＧＣＧＡＡＧＡＡＣＣＴＴＡＣ） （Ｈｅｕｅｒ ｅｔ ａｌ．，
１９９７），ｇｃ 夹子序列为（５′⁃ ＣＧＣＣＣＧＧＧＧＣＧＣＧＣＣＣ
ＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧ⁃ＧＧＧ⁃３′） （ Ｈｅｕｅｒ
ｅｔ ａｌ．， １９９７）．ＰＣＲ 体系和条件与第一轮相同．产物

于 １． ５％ 琼脂糖凝胶电泳检测后用上海生工的

ＳａｎＰｒｅｐ 柱式 ＰＣＲ 产物纯化试剂盒对 ＰＣＲ 产物进

行纯化．
２．３．３　 变性梯度凝胶电泳　 将纯化后的 ＰＣＲ 产物

用 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司的凝胶电泳仪进行变性梯度凝胶

电泳（ＤＧＧＥ）．聚丙烯酰胺凝胶（丙烯酰胺：双丙烯

酰胺 ＝ ３７． ５ ∶ １） 浓度为 ８％，变性剂浓度范围为

３０％～６０％ （１００％的变性剂为 ７ ｍｏｌ·Ｌ－１尿素，４０％
甲酰胺），电泳缓冲液为 １×ＴＡＥ，１５０ Ｖ 电压下，６０
℃恒温电泳 ６ ｈ，银染．染色后用照相机拍照．
２．３．４　 ＤＧＧＥ 条带的回收测序及系统发育分析　 将

特征条带进行产物回收，以此为模版，用不带 ｇｃ 夹

子的引物 Ｆ９８４ ／ Ｒ１３７８ 进行 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 体系及

条件按 １．３．２ 节所述方法进行．用 ＳａｎＰｒｅｐ 柱式 ＰＣＲ
产物纯化试剂盒（上海生工）对 ＰＣＲ 产物进行纯化．
将纯化后的 ＰＣＲ 产物用 ｐＭＤ１９⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ（ＴａＫａＲａ）
进行连接，转化大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α，挑选阳

性克隆子，进行菌株 ＰＣＲ 检测．测序由上海生工生

物技术服务有限公司完成．所有测序结果去除载体

序列，在 ＧｅｎＢａｎｋ 中进行 ＢＬＡＳＴ 分析（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ），将获得的同源序列和测定序列

用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 进行分析，采用 ＭＥＧＡ ５．０ 软件包中的

Ｋｉｍｕｒａ２⁃Ｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｄｉｓｔａｎｃｅ 模型进行序列匹配，用
邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发育树，自展值

（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）为 １０００（Ｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ．， ２０１１）．共获得 ９
个有效序列，在 ＮＣＢＩ 数据库中的序列登录号：
ＫＦ２８５４３２⁃ＫＦ２８５４４０．
２．４　 数据处理与分析

ＤＧＧＥ 图谱采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件（ＢＩＯ⁃ＲＡＤ）
分析．以多样性指数（Ｈ）、丰富度指数（Ｓ）和均匀度

指数（ＥＨ）等指标来评估蜈蚣草各器官中内生放线

菌的物种多样性（Ｈｉｌｌ ｅｔ ａｌ．， ２００３）．

Ｈ ＝－ ∑Ｐ ｉ·ｌｎＰ ｉ
（１）

ＥＨ ＝ Ｈ ／ Ｈｍａｘ ＝Ｈ ／ ｌｎＳ （２）
式中，Ｐ ｉ是蜈蚣草某个器官中单一条带的强度在该

器官中所有条带强度的比率，Ｓ 是蜈蚣草某个器官

中所有条带数目的总和．
采用 ＳＰＳＳ １７．０（ＳＰＳＳ Ｉｎｃ．， Ｃｈｉｃａｇｏ）软件对数

据进行相关分析以及方差分析和显著性检验．

３　 结果与分析（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ）

３．１　 蜈蚣草中重金属含量分析

对采自汉源铅锌矿区的蜈蚣草体内的 ４ 种重金

属含量分析结果表明（表２），蜈蚣草对土壤重金属

表 ２　 蜈蚣草不同器官重金属含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｐ． ｖｉｔｔａｔａ

样点编号 分析部位
Ｃｕ ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
Ｃｄ ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
Ｚｎ ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
Ｐｂ ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

Ｈ１ 根 ６５±７ａ ３６±３ａ ９８１±２５ｃ ５８７±５９ａ

叶柄 ５８±２ａｂ ３３±９ａ １２６６±２２１ｂ ５２８±１９ｂ

羽叶 １２±７ｅ １５±２ｃ １２６１±１６ｂ １３７±５ ｆ

Ｈ２ 根 ５６±５ｂ ３２±１ａ １０２１±８８ｃ ４４９±２８ｃ

叶柄 ５０±３ｂ ２６±３ｂ １２４０±２０ｂ ４６６±７ｃ

羽叶 ３６±２ｃ ２４±２ｂ １０２０±６ｃ ２９１±３ｅ

Ｈ３ 根 ４１±９ｃ ２６±２ｂ ９９６±３ｃ ３６４±３８ｄ

叶柄 ２３±４ｄ １４±３ｃ １２２３±２ｂ ２８１±２ｅ

羽叶 １１±３ｅ １１±２ｃ １７２０±９６ａ １０４±８ｇ

Ｈ４ 根 ３３±２ｃ ２０±３ｂｃ ９８１±７ｃ ３６２±２０ｄ

叶柄 １４±２ｅ ９±２ｄ １２１２±１０ｂ １６４±６ ｆ

羽叶 ２４±６ｄ ２１±１ｂ １２９０±５５ｂ ３２０±１０ｅ

　 　 注：表中的数据为均值±３ 个重复的标准差；数据间的差异程度采用 ＬＳＤ
法检验，同列数值后标注的不同字母代表差异显著（ｐ <０．０５），下表同．

Ｎｏｔｅ： Ｄａｔａ ｉｎ ｔａｂｌｅ ａｒｅ ａｖｅｒａｇｅ ± ＳＤ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅａｎｓ ｗｉｔｈｉｎ ａ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ５％ ｌｅｖｅｌ
ｕｓｉｎｇ ＬＳＤ ｔｅｓｔ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｈｅｒｅ ｉｎ ａｆｔｅｒ．
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的吸收差异比较显著．与土壤中 ４ 种重金属元素相

比，蜈蚣草各部分的重金属含量均相对较高，表明

蜈蚣草对 ４ 种重金属元素均有一定的富集能力．与
一般植物的平均含量相比（ Ｐｂ ５ ｍｇ·ｋｇ－１；Ｚｎ １００
ｍｇ·ｋｇ－１；Ｃｄ ０ ｍｇ·ｋｇ－１；Ｃｕ １０ ｍｇ·ｋｇ－１）（何兰兰等，
２００９），蜈蚣草 Ｐｂ 含量是一般植物的 ２１～１１７ 倍，Ｚｎ
为 １０～１７ 倍，Ｃｕ 是 １ ～ ６ 倍，Ｃｄ 含量也较高．但所有

重金属含量均未达到超富集植物的标准（何兰兰

等， ２００９）．Ｐｂ、Ｃｄ、Ｃｕ ３ 种重金属元素均呈地下部

分高于地上部分的趋势，而 Ｚｎ 的含量则相反，即蜈

蚣草对 Ｐｂ、Ｃｄ、Ｃｕ ３ 种重金属元素的转移能力较

低，而对 Ｚｎ 元素的转移能力较高．
３．２　 蜈蚣草内生放线菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＤＧＧＥ 图

谱分析

微生物群落的多样性可以通过 ＤＧＧＥ 条带的

多少在一定程度上得以反映（Ｇｕ ｅｔ ａｌ．， ２００９）．蜈蚣

草内生放线菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＤＧＧＥ 图谱如图 １
所示．从 ＤＧＧＥ 图谱可以看出，每个泳道能检测到数

目不等的条带，且各泳道条带的迁移率和亮度也不

相同，表明铅锌矿区不同重金属污染程度土壤上生

长的蜈蚣草各部位内生放线菌存在一定的差异．条
带 １Ｒ２、３Ｓ１ 和 ３Ｓ２ 为所有泳道中共有的条带，表明

这些条带所代表的内生放线菌类群为该矿区蜈蚣

草优势内生放线菌类群．

图 １　 蜈蚣草内生放线菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＤＧＧＥ 图谱（注：１Ｒ
～４Ｒ， １Ｓ～４Ｓ， １Ｌ ～ ４Ｌ 分别代表蜈蚣草样品 Ｈ１ ～ Ｈ４ 的

根，叶柄和羽叶）
Ｆｉｇ．１　 ＤＧＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ Ｐ． ｖｉｔｔａｔａ （ Ｎｏｔｅ： １Ｒ ～ ４Ｒ， １Ｓ ～ ４Ｓ， １Ｌ ～ ４Ｌ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｒｏｏｔ， ｐｅｔｉｏｌｅ ａｎｄ ｌｅａｔｈｅｒｌｅａｆ ｏｆ ｔｈｅ Ｐ． ｖｉｔｔａｔａ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ Ｈ１ ｔｏ Ｈ４， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

３．３　 ＤＧＧＥ 条带的多样性指数（Ｈ）、丰富度指数

（Ｓ）和均匀度指数（ＥＨ）
根据 ＤＧＧＥ 图谱对蜈蚣草内生放线菌多样性

指数（Ｈ）、丰富度指数（Ｓ）和均匀度指数（ＥＨ）进行

计算，结果见表 ３．从表 ３ 可以看出，４ 份蜈蚣草样品

不同部位内生放线菌多样性指数、丰富度指数以及

均匀度指数在一定程度上都存在差异，多样性指数

在 ２．７９～３．２９ 之间，丰富度指数在 ６ ～ １４ 之间，均匀

度指数在 ０．９９ ～ １．４７ 之间．其中多样性指数和丰富

度指数均为地上部分大于地下部分，部分差异显著

（ｐ＜０．０５），而 ４ 份样品的均匀度指数之间没有显著

的差异．

表 ３　 蜈蚣草内生放线菌的多样性指数、丰富度指数和均匀度指数

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ （ Ｈ ）， Ｅｖｅｎｎｅｓｓ （ ＥＨ ） ａｎｄ

Ｒｉｃｈｎｅｓｓ（Ｓ）ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ｉｎ Ｐ． ｖｉｔｔａｔａ

样点编号 部位
多样性指数

（Ｈ）
丰富度指数

（Ｓ）
均匀度指数

（ＥＨ）

Ｈ１ 根 ２．７９±０．０３ｆ ９±０．３３ｄ ０．９９±０．０１ａ

叶柄 ２．８５±０．０２ｆ ９±０．５８ｄ １．２４±０．０４ａ

羽叶 ３．１２±０．０４ｂｃ １４±１．０ａｂ ０．９９±０．０１ａ

Ｈ２ 根 ２．８２±０．０３ｆ ６±０．５８ｅ ０．９９±０．０１ａ

叶柄 ２．８９±０．０１ｅｆ １３±０．５８ｂ １．０４±０．０４ａ

羽叶 ２．８８±０．０３ｅｆ １０±１．０ｃｄ １．４３±０．０２ａ

Ｈ３ 根 ２．８８±０．０３ｅｆ １０±０．６７ｃｄ １．２４±０．０５ａ

叶柄 ３．０６±０．０６ｃ １２±０．５８ｂｃ １．４７±０．０４ａ

羽叶 ３．２９±０．０３ａ １２±０．５８ｂｃ １．４４±０．０３ａ

Ｈ４ 根 ２．９１±０．０２ｄｅｆ ８±０．５８ｄ １．４０±０．０１ａ

叶柄 ３．１６±０．０６ｂ １１±０．５８ｃ １．４０±０．１０ａ

羽叶 ２．９６±０．０８ｄ １５±０．５８ａ ０．９９±０．０１ａ

３．４　 系统发育分析

将不同条带切胶回收并测序，共得到 ９ 条有效

序列（序列编号对应条带见图 １）．将所得序列进行

系统发育分析，构建系统发育树（图 ２）．
系统发育分析显示，蜈蚣草内生放线菌主要与链

霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、假诺卡氏菌（Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉａ）、拟诺

卡氏菌（Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ）、小单孢菌（Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ）、小
双孢菌（Ｍｉｃｒｏｂｉｓｐｏｒａ）、马杜拉放线菌（Ａｃｔｉｎｏｍａｄｕｒａ）、
弗兰克氏菌（Ｆｒａｎｋｉａ）、Ｘｉａｎｇｇｅｌｌａ 以及一些未培养放

线菌之间的相似性最近．在 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列分析中，
所有序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已知序列的相似性在 ９７％～
１００％之间．

条带 １Ｒ２、３Ｒ１、３Ｓ１ 和 ３Ｓ２ 是所有样品共有的

序列，分别与小单孢菌、Ｘｉａｎｇｅｌｌａ、假诺卡氏菌和链

霉菌相似性最高，代表了蜈蚣草内生放线菌共有的
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类 群． 条 带 １Ｒ２ 与 Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ ｓｐ． ４１７６６
（ＪＱ８８５６６６ ） 相似性最高， 为 ９９％， 条 带 ３Ｓ１ 与

Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉａ ｐｅｔｒｏｌｅｏｐｈｉｌａ （ ＪＮ１８０１７８） 的相似性

为 ９８％，条带 ３Ｒ１ 与 Ｘｉａｎｇｅｌｌａ ｐｈａｓｅｏｌｉ（ ＪＱ０７３７３２）
具有 ９９％的相似性，３Ｓ２ 与未培养放线菌 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ． Ｓｐ１１（ＡＹ７０７８４６）相似性达 １００％，
表明蜈蚣草中尚存在未培养的放线菌类群．值得注

意的 是， Ｘｉａｎｇｅｌｌａ 是 最 近 才 从 菜 豆 （ Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ
ｖｕｌｇａｒｉｓ） 根内分离到的一个新属 （ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２０１３），而该菌在蜈蚣草中广泛分布，表明该属放线

菌可能具有特殊的生态功能．条带 ４Ｌ１ 仅在 Ｈ４ 样品

的叶中检测到，序列分析结果表明其与未培养放线

菌 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｆｒａｎｋｉａ ｓｐ． （ ＪＦ５１６１５９）相似性最高，
为 ９９％．

图 ２　 蜈蚣草内生放线菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ ＤＧＧＥ 条带系统发育分析

Ｆｉｇ．２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ｉｎ Ｐ． ｖｉｔｔａｔａ ｆｒｏｍ ＤＧＧＥ ｂａｎｄｓ． Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ
ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ １０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｋｉｍｕｒａ ２⁃ｐａｒａｍｅｔｅｒ， ａｎｄ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ５０％ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ． Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ０．０５
ｃｈａｎｇｅｓ ｐｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ

３．５　 蜈蚣草重金属含量与内生放线菌多样性指数

的相关性分析

从表 ４ 可见，蜈蚣草内生放线菌多样性指数和

蜈蚣草中 Ｃｕ、Ｃｄ 和 Ｐｂ 的含量之间存在显著负相关

（ｐ＜０．０５），而与 Ｚｎ 的含量呈正相关，但未达到显著

水平．
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表 ４　 蜈蚣草重金属含量与内生放线菌多样性指数的相关性分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ａｍｏｕｎｔｓ ａｎｄ
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ （ Ｈ ） ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ
ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ｉｎ Ｐ． ｖｉｔｔａｔａ

Ｃｕ Ｃｄ Ｚｎ Ｐｂ

Ｈ －０．８１１∗ －０．８３９∗ ０．６１３ －０．８１９∗

　 　 注：∗表示在 ０．０５ 的水平上达到显著差异．
Ｎｏｔｅ： ∗ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｔ ０．０５ ｌｅｖｅｌｓ．

４　 讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

本文采用免培养手段 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 研究了四川

汉源铅锌矿区优势植物蜈蚣草内生放线菌类群，并
分析了蜈蚣草重金属累积对放线菌类群的影响．群
落结构分析表明，链霉菌、假诺卡氏菌、拟诺卡氏

菌、小单孢菌、小双孢菌、马杜拉放线菌等放线菌类

群在蜈蚣草中均有分布，这与之前对其他非矿区植

物内生放线菌的研究结果相似，表明这些放线菌群

具有广泛的生态适应性（Ｑｉｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１１）．相关分

析表明，汉源铅锌矿区蜈蚣草内生放线菌多样性与

Ｃｕ、Ｃｄ 和 Ｐｂ 的含量之间存在显著负相关 （ ｐ ＜
０􀆰 ０５），而与含量最高的 Ｚｎ 之间相关性却不显著，
推测这可能与放线菌对各重金属离子的耐受能力

不同有关．这也从另一方面说明在长期受到重金属

污染的自然环境中，不同重金属浓度对微生物多样

性的影响可能并非简单的线性关系 （谢学辉等，
２０１２）．

ＤＧＧＥ 分析结果表明，蜈蚣草内生放线菌地下

部分的多样性普遍低于地上部分（表 ３），这与之前

关于植物地下部分内生放线菌通常多于地上部分

的结果刚好相反（赵珂等， ２０１１）．结合蜈蚣草重金

属含量分析（表 ２）和内生放线菌多样性指数与重金

属含量之间的相关性分析（表 ４），可以初步推断出

现这种现象的原因可能是由于根中重金属的累积

影响了内生放线菌的定殖和分布．而这一结果与之

前对矿区植物内生真菌的研究结果也一致，说明重

金属的富集确实改变了植物内生菌的分布格局（郑
有坤等， ２０１３）．

物种多样性是指群落中物种种类的多少，是衡

量群落规模和重要性的基础．一般来说，种类越多，
分布越均匀，物种多样性指数越大（王慧等， ２００６）．
汉源铅锌矿区蜈蚣草内生放线菌的多样性指数在

２􀆰 ７９～３．２９ 之间（表 ３），与已报道的非矿区植物内

生放线菌多样性指数相比并不算低． 如张波等

（２０１３） 报 道 四 川 甘 孜 地 区 药 用 植 物 花 苜 蓿

（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｒｕｔｈｅｎｉｃａ）内生放线菌的多样性指数在

２􀆰 ３９～２．７４ 之间，Ｑｉｎ 等（２０１２）报道西双版纳热带

雨林植物滇南美登木（Ｍａｙｔｅｎｕｓ ａｕｓｔｒｏｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）
根茎叶内生放线菌的多样性指数在 ２．２４ ～ ３．４０ 之

间．可以看出，矿区植物内生放线菌多样性还是相当

高的．由此可以推测在重金属污染地区仍然存在多

种重金属耐受的内生放线菌类群，这些内生放线菌

的存在可能对矿区土壤的生态修复具有重要意义．
但是，在多种重金属富集植物中均分离到的具有较

强重金属耐受性放线菌如节杆菌（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）和微

杆菌（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）在本研究中却未检测到（ Ｓｕｎ
ｅｔ ａｌ．， ２０１０； Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ．， ２０１１； 张新成， ２０１２）．因
此，在今后的研究中可以结合纯培养手段和高通量

测序来全面认识铅锌矿区蜈蚣草的内生放线菌种

群资源，对这些内生放线菌资源的生理生化特性、
特殊代谢产物和特殊功能基因进行深入研究，以便

深入认识蜈蚣草内生放线菌资源在重金属胁迫环

境中的生态功能．

５　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

本文通过免培养手段分析了铅锌矿区蜈蚣草

内生放线菌的种群结构特征，结果发现蜈蚣草根、
叶柄和羽叶中内生放线菌的群落结构和多样性存

在一定的差异，其中根部的多样性指数最低，这与

重金属在根中的累积密切相关．内生放线菌多样性

指数与 Ｃｕ、Ｃｄ 和 Ｐｂ 的含量之间存在显著负相关

（ｐ＜０．０５）．链霉菌、假诺卡氏菌、拟诺卡氏菌、小单孢

菌、小双孢菌、马杜拉放线菌等放线菌在蜈蚣草中

均有分布，显示出蜈蚣草内生放线菌具有明显多样

性特征．
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