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摘   要：植物内生菌是一类能够在植物体内度过部分生命周期而不会引起宿主病害的微生物，是

种类和功能十分丰富的微生物资源。随着测序技术的进步，在微生物领域中关于植物内生菌的研

究愈发深入。Sanger 测序的定向验证性以及较低的测序成本使得该测序技术沿用至今，但其测序

的通量较低，不适用于更深层次的内生菌基因组研究。本文简要概述了植物内生菌的研究历程，并

综述了以高通量为技术特点的下一代测序(next-generation sequencing, NGS)和以单分子实时测序技

术(single-molecule real-time, SMRT)为代表的第三代测序技术在植物内生菌研究领域的应用，总结

了不同测序技术在实际研究中的优势和局限性，并探讨了如何根据研究需求选择合适的测序技术，

希望为研究者进一步发掘植物内生菌的潜在价值提供参考。 
关键词：植物内生菌；Sanger 测序；高通量测序；单分子实时测序技术 

Application of high-throughput sequencing in research on 
plant endophytes 

PANG Yu1, MA Da2, WANG Bo2, CAI Yanxue2, WANG Jihui2, XIAO Shan1,2* 

1 School of Biological Engineering, Dalian Polytechnic University, Dalian 116034, Liaoning, China  
2 School of Life and Health Technology, Dongguan University of Technology, Dongguan 523808, Guangdong, China 
 
Abstract: Plant endophytes spend at least part of their life cycle in plants without causing 
diseases in the hosts, being the microbial resources with rich species and diverse functions. With 
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the advancement in sequencing technology, the microbiological study of endophytes has become 
increasingly intensive. Being praised for the targeted validation and low cost, Sanger 
sequencing has been preferred by researchers. However, Sanger sequencing is no longer suitable 
for deeper genomic study of endophytes due to the low throughput. In this paper, we briefly 
summarize the research history of endophytes, review the applications of next-generation 
sequencing characterized by high throughput and third-generation sequencing (single-molecule 
real-time sequencing) in the research on endophytes, and summarize the research results of 
different sequencing technologies. Furthermore, we summarize the advantages and limitations 
of different sequencing technologies and discuss how to choose the appropriate sequencing 
technology according to the research needs. This review provides a reference for researchers to 
further explore the potential value of plant endophytes. 
Keywords: plant endophytes; Sanger sequencing; high-throughput sequencing; single-molecule 
real-time sequencing 

 
 

植物内生菌(entophyte)是指在植物体内度

过部分或全部生命周期且不会对宿主产生病害

的一类微生物，主要包括细菌、真菌和古细菌。

植物内生菌研究初期(19 世纪初)，研究者们无

法准确鉴定植物内微生物种类，只能依靠形态学

方法对微生物进行分类，这限制了研究者进一步

对内生菌生理功能及其和宿主之间共生关系的

探索，使得针对植物内生菌的研究停留于表面。 
1977 年，第一代 DNA 测序技术 Sanger 测

序和化学测序技术的问世标志着人类掌握了解

析内生菌基因组信息的工具，并在近 40 年的时

间里为植物内生菌相关的研究积累了可靠的植

物内生菌序列信息，同时为植物内生菌资源和

物种信息数据库增添了资料。随着研究的不断

深入，Sanger 测序的低通量不再能够支持解析

大规模的基因组数据 [1]。近年来高通量测序技

术不断取得突破，下一代测序(next-generation 
sequencing, NGS)技术以及第三代测序技术使

得研究者能够更加深入全面地探索植物内生菌

领域，新的植物内生菌种类、菌群功能和全基

因组信息得到了扩充，更进一步揭示了植物与

其内生微生物的相互关系。 
植物内生菌广泛存在于各种植物中，开发

植物内生菌资源将是未来微生物领域研究的热

门方向。本文简要回顾了植物内生菌的研究历

程，综述了近年来高通量测序技术在内生菌研

究中的具体应用，对目前研究中存在的问题和

难点进行了分析总结并进行了展望，旨在为相

关内生菌研究者提供参考，进一步推动植物内

生菌领域的发展。 

1  植物内生菌的主要研究进程 
植物内部存在着不同的微生物群落，包括

细菌、真菌和古细菌。内生菌最早的概念来

自于 de Bary，他在 1866 年将栖息于植物内部

的致病微生物称为内生菌 [2]。直到 1887 年，

Compant 等[3]提出了蔬菜植物内部存在真菌和

细菌的理论，并认为这些微生物来源于土壤且

对植物本身有益。1888 年，Beijerinck 发现从豆

科植物根瘤中分离出的细菌可以固定大气中

的氮，首次揭示了内生菌对宿主植物的有益反

馈[4]。但受限于当时的微生物鉴定平台，并不

能确定此种微生物的种类，直到 1977 年 Sanger[5]

测序的发明，才确定了在豆科植物根瘤中起固

氮 作 用 的 微 生 物 为 豌 豆 根 瘤 菌 (Rhizobium 
leguminosarum)。 
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近代对植物内生菌的系统研究始于 20 世纪

60 年代至 70 年代。Bacon 和 Strobel 对寄生在

植物内部组织中的真菌开展研究 [6]；1993 年

Stierle 等[6]从短叶红豆杉(Taxusbrevifolia Nutt.)
中分离出能产生抗癌活性成分紫杉醇的内生

菌，这为发掘植物内生菌在药物医疗领域的潜

在价值奠定了基础。 
20 世纪 90 年代之后，由于认识到了植物

内生菌在农业和医药领域的潜在价值，研究人

员针对具有生理活性的内生菌开展了大量筛选

工作，如产抗生素[7]和抗癌活性成分[8]的植物内

生菌，自此迎来了植物内生菌的研究热潮。 
到 21 世纪初，得益于 DNA 测序技术和分

子生物信息学的发展，植物内生菌研究领域的

重点转移到了基因组学和分子研究，研究人员

能够更深入地了解内生菌的多样性和功能性。

表 1 对植物内生菌的历史主要研究历程进行了

总结。 

2  高通量测序技术在植物内生菌

领域的应用 
Sanger 测序技术自发明以来得到了广泛应

用，但随着植物内生菌研究领域的不断扩大，其

测序通量和效率低下的缺点被暴露出来。过去

20 年里，在对高通量测序和高效率测序的强烈

需求下，高通量测序技术迅速发展并日渐成熟，

包括下一代测序技术以及第三代测序技术，其

测序的高通量以及超强的解读基因组信息能力

使其成为在植物内生菌研究领域应用最广泛的

测序技术。 

2.1  基于 NGS 的植物内生菌群落时空多样性

研究 
NGS 技术揭示了关于寄生在植物组织中的

各种微生物的丰富信息，现已广泛地应用于植

物内生菌时空多样性研究。植物在不同的生长

阶段具有不同的内生菌多样性，一项关于茶树

内生菌群落随时间动态变化的研究发现老叶比

新叶具有更丰富的内生真菌多样性，推测可能

与植物自身生产发育周期所需的营养物质和抗

病抗虫能力有关 [10]。另一项针对白花前胡

(Peucedanum praeruptorum Dunn)抽薹前、抽薹

后及开花期内生菌的多样性与差异性研究发

现，开花期的内生细菌多样性指数显著高于抽

薹前，而内生真菌的多样性指数无显著差异；

在属水平上，假单胞菌属(Pseudomonas)和伯克

霍尔德菌(Burkholderia)为主要优势细菌属，表

明了抽薹可能是影响白花前胡内生菌多样性与

差异性的因素[11]。 
 
表 1  植物内生菌研究进程 
Table 1  Processes of research on plant endophytes 
Crucial moment Research priorities Research 

representatives 
Research methods Reference 

1809−1887 Discovery of plant endophytes Link, Galippe Microbial in vitro culture [3] 
19 centuries Plant growth-promoting effects of 

endophytes 
Beijerinck Microbial in vivo and in vitro 

culture 
[4] 

1970s Medicinal value of metabolites of 
plant endophytes 

Strobel  First-generation sequencing 
technology 

[6] 

1990s Bioexploitation of plant endophytes Strobel  High-throughput sequencing 
technology 

[7-8] 

Early 21st 
century 

Genomics and molecular studies of 
plant endophytes 

Sessitsch  Third-generation sequencing 
technology 

[9] 
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此外，植物内生菌可以帮助宿主植物在环

境条件变化时作出适应性反应。植物组织的表

面消毒是植物内生菌研究中十分重要的一个环

节，不彻底的表面消毒无法排除植物样本表面

微生物的干扰，Yu 等[12]聚焦于植物内生菌筛选

的样品前处理过程，探讨了次氯酸钠(NaClO)
表面消毒处理对茶树叶片和茎内生细菌和真菌

多样性变化的影响，研究发现，NaClO 浓度和

预处理时间对细菌内生菌的多样性变化有显著

影响，对内生真菌的多样性变化影响不大，并给

出了一种针对菌种的样品表面消毒的最佳方案。

除了外界的人为因素，植物与动物之间的自然

生态关系也会对内生菌的多样性产生影响，近

期针对两种苔原草(Anthoxanthum nipponicum 和

Calamagrostis phragmitoides)与食草动物的相

互作用的研究揭示了放牧对苔原草中真菌内生

菌多样性的影响，发现当苔原草暴露于食草动

物时具有更高的内生真菌多样性，即适当地放

牧可以提高苔原草内生真菌多样性[13]。 
NGS 可以在不同时间和空间尺度上产生大

量内生菌序列数据。这使得研究人员可以深入

解析内生菌组成随宿主发育时期和组织类型的

变化规律，揭示微生物组成与宿主生长发育和

适应性的内在联系，为功能微生物的筛选提供

理论指导。此外，NGS 为深入解析植物内生菌

的时空动态变化规律和环境响应奠定了基础，

使功能型和宿主适应性内生菌的发现与应用成

为可能。 

2.2  基于 NGS 的植物内生菌群落功能特性

研究 
使用下一代测序技术可以全面分析植物内

生菌基因功能，探索内生菌对宿主植物的正向

反馈作用，主要表现在促进宿主植物生长方

面。如 Nivedita 等[14]采用高通量 RNA-Seq 方法

研 究 了 一 种 植 物 根 系 内 生 菌 印 度 梨 形 孢

(Piriformospora indica)对高盐胁迫的转录反应，

在对照样本和处理样本之间共检索到 661 个差

异表达基因(differentially expressed genes, DEGs)、
基因本体(gene ontology, GO)和真核直系同源

群 (eukaryotic orthologous homologous group, 
KOG)；富集分析结果表明，DEGs 特异性参与

了对盐胁迫的反应，此外，参与细胞壁完整性、

甾醇生物合成和氧化应激的单基因如 Rho 型

GTP 酶、羟甲基戊二酰辅酶 A 合酶和硫氧还蛋

白过氧化物酶在盐胁迫下的籼稻中上调。此研

究通过盐响应 DEG 表明该内生菌可能在高盐

胁迫的环境下对植物生长发育进行调节。 
近年来使用 NGS 测序技术研究植物内生

菌群落功能特性的方法已在多种农作物上应

用，如水稻(Oryza sativa L.)和苹果等常见农作

物。研究发现在水稻种子内生菌垂直传播的过

程中，从亲本和后代种子中分离出的泛菌属

(Pantoea)和 Xanthomanas 属内生菌基因组序列

显示出高度的平均核苷酸和核心蛋白同一性，

其基因组内含有长度短、代谢复杂度低的流线

型基因组，这些基因组具有多种促进植物生长

的功能[15]。此外，有研究人员在对不同品种苹

果树内生细菌群落多样性及功能性研究中发

现，新疆维吾尔自治区本地品种微生物群落的

功能信息多于吉尔吉斯斯坦品种，主要体现在

化能异养、需氧化能异养、尿素分解、砷酸盐

解毒和异化砷还原等功能方面[16]。程欢等[17]则

对用于嫁接苹果的砧木 T337 中不同组织内生菌

群落结构进行了分析并进行功能预测，经过 16S 
rRNA 和内部转录间隔区(internally transcribed 
spacer, ITS)测序以及通过重建未观测状态对群

落进行系统发育研究(phylogenetic investigation 
of communities by reconstruction of unobserved 
states, PICRUSt)功能预测，从内生细菌和真菌中

分别预测到 417 个和 73 个代谢通路，内生菌群
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的预测功能分别属于生物合成，降解、利用、

同化，前体代谢产物和能量产生，聚糖途径以

及其他代谢共 5 个方面。 
NGS 使得鉴定内生菌响应环境胁迫的关键

基因和代谢途径成为可能，如抵抗高盐胁迫相

关基因的差异表达，这有助于阐明内生菌减轻

植物受高盐胁迫的分子机制。此外，NGS 揭示

了一些内生菌具有流线型基因组，即具有较低

G+C 含量、低非编码 DNA 百分比以及编码细

胞质膜蛋白、周质蛋白、相关转录蛋白和信号

转导通路基因的基因组[18]，拥有较小基因组的

生物体能够缩小细胞的体积，从而增加表面积

与体积比，并增加养分的吸收[19]。拥有更小基

因组的优点还包括细胞分裂时基因组复制速度

更快和更容易共调控多个相关基因，且具有流线

型基因组的内生菌一般具有更高的适应性[20]。

NGS 还可以通过比较不同植物内生菌群落的功

能预测，解析微生物组成与宿主适应性的关系。

NGS 为深入挖掘和利用植物内生菌的功能提供

了高效途径。充分运用 NGS 技术有望加速功能

型内生菌的发现，实现其在改善植物生长环境

和提高农作物产量等方面的应用。 

2.3  基于 NGS 的植物内生菌生物活性物质

研究 
许多植物内生菌在其生长过程中往往能产

生具有各种生物活性的物质，这是内生菌成为研

究热点的重要原因。NGS 拓宽了研究人员发现由

植物内生菌产生的新型生物活性化合物的途径。

2012 年一项关于印楝(Azadirachta indica A. Juss.)
内生真菌分离和表征的研究表明，通过 ITS 分析

鉴定出的内生真菌正青霉属(Eupenicillium)，在
其培养过程中可以产生天然杀虫剂印楝素及

其结构类似物[21]。孙碧琪等[22]通过高通量测序

技术筛选了 4 种诺丽果(Morinda citrifolia L.)的
内生菌并探讨了其生物活性物质，通过抑菌实

验和抗氧化实验发现具有抑菌性的诺丽果内

生细菌均表现出抗氧化性，其发酵液的总抗氧

化值在 3.07−20.78 U/mL 之间，并且内生细菌

的抗氧化性和抑菌活性呈正相关性，表明内生

菌可以产生具有抑菌性和抗氧化性的活性物

质，且二者之间相互关联。在促植物生长活性

成分研究领域，黄小茜等 [23]采用生理生化方

法测定发现了所分离菌株的固氮活性、溶磷特

性、产生嗜铁素(siderophore)、分泌吲哚乙酸

(indole-3-aceticacid, IAA)等促生特性，该菌株可

作为植物促生长剂使用。此外，2021 年的一项

研究首次利用宏基因组测序对乌拉尔甘草

(Glycyrrhiza uralensis Fisch.)内生菌群落结构与

功能基因组成进行了测定，通过 COG 数据库、

KEGG 数据库和 CAZy 数据库对其功能基因进行

注释，发现在甘草内生菌中含有 123 个细胞色素

P450 (cytochrome P450)及 520 个 UDP-糖基转

移酶(UDP-glycosyltransferase, UGT)编码基因，

为后续对甘草内生菌的生物学功能和挖掘其药

用价值，以及它们如何转变为甘草酸生物合成

资源奠定了理论基础[24]。 
新一代测序技术的应用极大地促进了植物

内生菌生物活性物质的探索研究。与传统方法

相比，新一代测序能够在更短的时间内产生更

丰富的基因组数据，从而提高对内生菌种类及

其代谢潜能的检测效率。此外，丰富的基因组

信息不仅有助于预测编码次生代谢相关酶类的

基因，为新化合物的筛选和结构解析提供参考，

还可以揭示代谢途径和调控机制，为后续的代

谢工程奠定基础。因此，新一代测序技术的应

用极大地拓宽了植物内生菌次生代谢产物挖掘

的广度与深度，是发现高价值内生菌的有力工

具。充分利用新一代测序的优势，开展植物内

生菌基因组测序与生物活性关联研究，可以推

动微生物资源的深入开发利用。 
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3  新一代高通量测序技术 
NGS 技术相较于一代测序技术在通量、成

本以及测序速率方面都取得了较大的突破，但

由于 NGS 在测序过程中需要 PCR 扩增，导致

该测序技术在对一些复杂基因进行测序时的

准确率和读长都不及第一代测序技术。高通量

测序技术依然在不断发展，如今已步入新一代

高通量测序技术的时代，即第三代测序时代。

三代测序技术解决了 NGS 读长短的问题。目

前，比较成熟的第三代测序技术是 PacBio 公司的

单分子实时测序技术(single-molecule real-time, 
SMRT)。 

3.1  基于 SMRT 测序的植物内生菌基因组

研究 
SMRT 测序技术在解析植物内生菌基因组

的复杂性方面起到了关键作用，它为研究人员

提供了深入理解这些微生物的结构、功能、进

化历程、定位以及基因编辑的可能性。许多研

究都使用了 SMRT 测序对植物内生菌的基因

组信息进行建库或扩充，主要集中于促生植物

内生菌的全基因组结构组成研究，这些促生作

用表现在固氮作用与抵抗外界胁迫上。近期，

利 用 PacBio 技 术 对 寡 干 腐 霉 菌 (Pythium 
oligandrum)进行长序列基因组测序的研究，构

建了新的寡干腐霉菌基因组数据库[25]，可以用

于对植物有益或致病、寄生于真菌和卵菌的腐

霉菌进行基因组比较，从而确定其不同生活方

式的关键遗传决定因素。同样使用 PacBio 技术，

Li 等[26]获得了一株麻风树(Jatropha curcas L.)
茎组织的内生菌 L9-754T 的基因组信息，发现

了一个与抗氧化酶相关的基因簇 GQR91_18 
700-GQR91_18 715，揭示了该菌株在生物防治

应用的潜在功能。此外，还有研究使用 SMRT
测序完整地测得了从广西壮族自治区种植的甘

蔗(Saccharum officinarum L.)中分离出的一种内

生固氮细菌变异克雷伯氏菌(Klebsiella variicola) 
DX120E 的基因组信息[27]。在抵抗外界胁迫功

能方面，Zhang 等 [28]从健康的白杨 (Populus 
davidiana×P. alba var. pyramidalis, PdPap)木茎

中分离出了可以抑制白杨木中病原菌生长的

芽孢杆菌(Bacillus velezensis) BY6，SMRT 技术

对菌株 BY6 进行的全基因组测序结果表明其中 
9 个次生代谢物的基因簇具有抗真菌活性和促

生功能，主要参与合成表面活性剂、细菌素、

积累铁离子和相关抗生素。还有研究者使用

SMRT 测序技术阐明了 LK11 鞘氨醇单胞菌

(Sphingomonas sp.)基因组的结构和组成[29]。表 2
对 SMRT 测序在植物内生菌基因组研究中的应

用进行了总结。 

3.2  基于 SMRT 测序的 DNA 甲基化分析 
DNA 甲基化是广泛存在于微生物中重要

的基因表观修饰方式之一。在细菌中，可以调

控基因表达及改变细胞循环周期，同时还可以

增强基因的抗突变能力，并有助于维持基因组

的稳定性。SMRT 测序技术可以很好地识别内

生菌中的 DNA甲基化，其基本原理是依据 DNA
聚合酶不同的作用时间而产生不同的脉冲间隔

来判断甲基化位点。如 Bianco 等[34]在探究非洲

光叶水稻(Oryza glaberrima L.)的内生菌能否在

亚洲水稻(Oryza sativa L.)中有效定殖并促进宿

主生长的研究中，对菌株 BDA62-3、BDA134-6
和 BDA59-3 进行了 SMRT 测序，得出了完整的

基因组序列，并检测到 BDA62-3 和 BDA59-3
的甲基化 DNA 基序主要为 m6A 修饰(6-甲基腺

嘌呤)，涉及经典的 GATC 基序，与固氮作用相

关，得出了光叶水稻的内生菌能够相当有效地定

殖驯化亚洲水稻的结论。此外 DNA 甲基化分析

还可以帮助研究人员了解一些内生菌的致病性，

如对从感染枯萎病的核桃(Juglans regia L.)枝中 
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表 2  SMRT 测序在促生内生菌基因组研究中的应用 
Table 2  SMRT sequencing in the genome of endophyte-promoting bacteria 
Host plant Strain name Genetic structure composition 

(genome size; GC content) 
Functional activity GenBank login 

ID 
Reference 

Jatropha curcas L. Sphingomonas 
carotinifaciens 
L9-754T 

Chromosome: 4 094 655 bp; 
66.90% 

Enhanced antioxidant 
activity; anti-fungal 
diseases 

WSUT00000000 [26] 

Saccharum 
officinarum L. 

Klebsiella 
variicola 
DX120E 

Chromosome: 5 501 013 bp; 
57.30% 
Plasmids 1: 162 706 bp; 50.70% 
Plasmids 2: 54 715 bp; 53.10% 

Nitrogen fixation CP009274; 
CP009275; 
CP009276 

[27] 

Populus 
davidiana×P. alba 
var. pyramidalis, 
PdPap 

Bacillus 
velezensis BY6 

Chromosome: 3 898 273 bp; 
47.33% 
Plasmids: 7 256 bp; 37.53% 

Anti-fungal activity; 
promotes iron ion 
absorption; nitrogen 
fixation 

CP051011; 
CP051012 

[28] 

Alhagi sparsifolia Klebsiella sp. 
LTGPAF-6F 

Chromosome: 6 174 401 bp; 
56.00% 
Plasmids 1: 526 446 bp; 49.00% 
Plasmids 2: 89 552 bp; 51.00% 

Drought resistance CP017450; 
CP017451; 
CP017452 

[30] 

Zygophyllum 
simplex 

Paenibacillus 
sp. JZ16 

Chromosome: 7 421 843 bp; 
49.25% 

Promotes the synthesis  
of phospholipids;  
plant degrader 

CP017659 [31] 

Triticum aestivum 
L. 

Bacillus sp. 
WR11 

Chromosome: 4 202 080 bp; 
43.53% 

Resistance to high salt 
stress; resistance to low 
phosphorus stress; 
promotion of plant 
colonization 

CP033064 [32] 

Solanum 
lycopersicum L. 

Rhodanobacter 
glycinis 
T01E-68 

Chromosome: 4 172 240 bp; 
64.57% 

Resistance to high salt 
stress; enhanced 
antioxidant activity;  
resistance to bacterial wilt 

CP042807 [33] 

 
分离出来的内生真菌 Diaporthe capsici 进行了

基因组资源的整合，并使用 SMRT 测序技术平

台对 Diaporthe capsici 的基因组组装结果进行甲

基化位点检测，检测到的 m4C、m6A 和未知类

型的修饰碱基分别为 9 057 646 个和 233 045 个

修饰位点，Diaporthe capsici 的致病性在基因组

层面得到了解释[35]。 
SMRT 测序技术可以进行 DNA 甲基化分

析，为深入解析植物内生菌的表观遗传学调控

和宿主适应性进化机制提供了有力工具，通过

识别植物内生菌甲基化位点为解析其表观遗传

学调控机制奠定了基础，这有助于深入挖掘其

宿主适应性形成机制和功能分化过程，为筛选

适应性强的功能型植物内生菌提供新策略。表 3
对不同测序技术在植物内生菌领域的应用范围

和测序特点进行了总结。 

4  总结与展望 
Sanger 测序作为第一代测序技术为早期内

生菌研究奠定了基础，但由于测序技术不断进

步，其使用范围逐渐缩小。NGS 通过提供大规

模基因组数据，显著扩展了研究人员对植物内 
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表 3  植物内生菌领域不同测序技术平台的应用 
Table 3  Comparison of applicability of different sequencing technology platforms 
 Technical 

name/platform 
Year of 
birth 

Field of application Advantages and limitations 

First-generation 
sequencing 
technology 

Sanger sequencing,  
chemical sequencing 

1997 
 

Species identification,  
characterization of new 
isolates of  
plant endophytes 

High accuracy in small-scale sequencing 
with easy-to-understand data; short 
sequencing read lengths, low data 
throughput, and high sequencing costs; 

Second-generation 
sequencing 
technology 
(high-throughput 
sequencing) 

454 pyrophosphate 
sequencing platform,  
Solexa sequencing 
platform, HiSeq 
sequencing instrument, 
SOLid technology 
platform, Ion PGM 
sequencer 

2005 Diversity and structural 
analysis of plant  
endophytes, genomic  
study of endophytes,  
study of biologically 
produced active  
substances of endophytes 

High-throughput sequencing, also known 
as high-throughput sequencing, is fast 
and widely used; higher error rates in 
homopolymer regions, more difficult to 
analyze data, high cost of large-scale 
sequencing 

Third-generation 
sequencing 
technology 
(high-throughput 
sequencing) 

SMRT sequencing 
technology 

2009 Plant endophyte gene 
assembly and 
characterization, 
growth-promoting 
mechanism studies, DNA 
methylation analysis 

Longer sequencing reads, lower error 
rates relative to second-generation 
sequencing, and the ability to perform 
DNA methylation analysis; high cost of 
sequencing and increased difficulty in 
data processing 

 
生菌与宿主植物相互作用的理解。SMRT 测序

技术在解决复杂基因组和研究内生菌中的表观

遗传修饰方面产生了深远的影响。NGS 和

SMRT 测序技术通过全面分析植物基因组、转

录组和微生物群，极大地推动了该领域的革新。 
在植物内生菌研究领域，测序方式的选择

是对具体的研究目标、研究预算和可用资源的

综合考量。Sanger 测序可能适用于有针对性的

研究，NGS 在各种应用和大型项目中具有多样

性，而 SMRT 测序可以有利于解决复杂的基因

组区域和表观遗传学见解。针对鉴定特定基因

或分析少量样本，Sanger 测序可以提供准确的

结果，比如用于内生细菌鉴定的 16S rRNA 测

序，本课题组对从菠萝(Ananas comosus L.)中筛

选出的细菌进行了测序，鉴定为乳酸菌和酵母

菌，并成功地将其作为一种复配发酵剂用于菠

萝副产物的加工[36]，在植物内生菌的应用方面

提出了新的见解。此外 Sanger 测序还比较适合

当研究预算有限且需要对少量样本进行特定基

因标记的筛选。当研究涉及组装内生菌的完整

基因组或转录组和内生菌群多样性分析时，

NGS 是理想的选择，因此本课题组在涉及药用植

物土沉香[Aquilaria sinensis (Lour.) Spreng.]中内

生乳酸菌基因组学功能性研究中使用了 NGS
测序技术，试图寻找其与宿主植物相关联的基

因组信息。NGS 非常适合宏基因组学和微生物

标记物的引物测序，其测序的高通量和多样的

应用使其成为大型项目的首选。SMRT 测序适

用于研究复杂基因组区域和表观遗传学研究以

及基因甲基化分析，在处理复杂的基因组区域

时，例如重复序列或结构变异，SMRT 测序的

长读长可以提供有价值的见解，包括宏基因组

学和微生物组分析，特别适用于一些具有大型

和复杂基因组的植物。此外，NGS 和 SMRT 测
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序都会产生大量数据，需要生物信息学专业知

识进行分析。技术进步影响着测序方法的能力

和成本，了解最新的测序技术发展，并在不确

定如何处理特定研究目标时尝试综合使用多种

方法十分重要。 
测序技术的进步推动着植物内生菌领域的

深入研究，近期迅速发展的第三代测序技术正

在掀起一场新的革命，特别是近期开始进入市

场的纳米孔测序技术(nanopore sequencing)。不

同于 SMRT 测序，纳米孔测序技术的测序读长

只受限于待测 DNA 分子长度，而非技术本身[37]，

超长的测序读长使内生菌领域的研究得到了

前所未有的进步，主要体现在宏基因组学研究

中的基因组装和表征方面。然而，由于植物内

生菌研究的重复性较差，高通量测序技术类型

较多，数据处理平台较为多样，且新兴的测序

技术如纳米孔测序技术并不像 SMRT 测序一

样对同一条链进行多次测序，导致测序错误率

仍相对较高，因此，高通量测序技术在植物内

生菌领域的未来研究方向可以集中在以下 5 个

方面。 
(1) 未培养植物内生菌基因组解析。培养后

鉴定是目前研究植物内生菌的主要方式，由于

许多内生菌无法进行体外培养，致使这种研究

方法具有较大的局限性。来自植物内部未培养

和未鉴定的微生物可能具有新的遗传属性和基

因组信息，利用高通量测序对其进行解析可用

于农业和生物技术领域。未来可通过进一步探

索宏基因组学在未知植物内生菌领域的应用或

与其他同位素探测技术共同使用来实现[38]。 
(2) 复杂的植物内生菌网络。植物内生菌所

生存的环境是一个微生物与周围环境构成的复

杂网络，包括微生物与微生物以及微生物与环

境因素相互影响的因素，而这些影响每时每刻

都在发生。内生菌研究的另一大难点在于很难

完美复现植物内生菌所处的环境，所以，在实

验室所获得的测序数据与实际的植物内生菌种

类和基因组信息仍存在着差距。 
(3) 非细菌 16S rRNA 的干扰。16S rRNA

通常被用于一个物种系统发育的研究，因为它

在不同种类的细菌和古细菌之间高度保守[39]。

水平基因转移和转座因子理论诞生后，人们意

识到基因信息并不能完全准确地定性一个物

种，且这一理论已被证实[40]。水平基因转移指

遗传物质在生物体之间发生移动的现象，而非

由亲本传向子代；转座因子是指基因组中可以

改变位置的核酸序列，水平基因转移现象会干

扰植物内生菌的鉴定。内生菌研究的困难之处

还在于如何排除非细菌 16S rRNA 的干扰，目

前针对该问题并没有较好的方法，是未来植物

内生菌领域的一个研究方向。 
(4) 较高的学习成本。高通量测序技术的一

大特点就是数据产出量大且数据处理难度较

高，需要学习一定的生物信息学知识，有时还

需有计算机领域的基础，且目前每个测序平台

都有各自的数据处理方法，不像一般的生物学

实验数据一般简单易懂，这使得高通量测序的

使用成本一直居高不下。建立统一的高通量数

据处理平台能大大降低使用成本，进而使得高

通量测序技术成为更普遍的生物分析工具。 
(5) 较高的测序错误率。目前，高通量测序

技术相比于一代测序技术在测序通量与测序读

长方面都取得了较大的突破，但由于测序数据

量较大，错误率也相对提升，这将导致在对某

些促生内生菌基因组信息进行解析时发生错

误，或在检测和鉴定其他有价值的基因组信息

上发生遗漏。针对测序错误率的问题可以从测

序机器的原理入手或开发一种新的数据处理方

法对测序数据进行修正，这需要较强的生物信

息学基础以及强大的计算机水平。 
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