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摘 要: 为探究羊栖菜(Sargassum
 

fusiforme)藻体附生菌在雌、雄器官中差异特征,本研究通过16S
 

rRNA高通量测序

技术对羊栖菜雌、雄生殖托及气囊附生菌进行了群落多样性与代谢功能差异分析。结果表明,羊栖菜藻体附生菌在雌、雄
生殖器官间存在显著差异。在群落多样性方面,雌性生殖托附生菌α多样性指数高于雄性,β多样性分析显示性别是驱动

生殖托附生菌结构分异的主要因子。在群落组成上,变形菌门(Proteobacteria)和浮霉菌门(Planctomycetota)是羊栖菜生

殖器官主要细菌门类,雌性生殖托附生菌和气囊附生菌中浮霉菌门相对丰度较高,雄性生殖托附生菌和气囊附生菌中变形

菌门占优势。在属水平上,雌性生殖托附生菌优势菌属为海杆菌属(Hellea)、弧菌属(Vibrio)和芽殖小梨形菌属(Blas-
topirellula),雄性生殖托及气囊附生菌则以颗粒球菌属(Granulosicoccus)和海单胞菌属(Litorimonas)为主。代谢通路差

异分析表明,雌性生殖托附生菌糖胺聚糖降解和类固醇激素生物合成通路显著上调,雄性生殖托附生菌类胡萝卜素生物合

成和氧化磷酸化通路富集;雌性气囊附生菌相对雄性气囊附生菌显著上调β内酰胺抗药性、糖胺聚糖降解和鞘脂类代谢等

通路。
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  大型藻类表面和周围环境中蕴藏着丰富的微生物

群落,两者之间的互利共生关系构成了水生生态系统

能量流动与物质循环的核心驱动机制之一。大型藻类

可以通过光合作用向水体中释放氧气并分泌有机碳

源,为附生菌提供生存基质与能量基础[1-2];而附生菌

则通过固氮、溶磷和合成生长因子等代谢活动,反哺宿

主藻类的营养需求,并协同增强其抗逆能力[3-5]。这种

双向物质交换与信号互作不仅显著提升了大型藻类的

初级生产力,还通过共代谢途径参与碳、氮、硫等元素

的生物地球化学循环,对维持水体生态平衡和碳汇功

能具有重要作用。

对于具有雌雄异株的大型藻类而言,其雌、雄生殖

托在萌发、生长和发育过程中形态特征差异显著。这

种性别差异可能影响藻体表面的物理环境和化学特

性,进而影响附生菌的组成和代谢产物的种类和含量。
具体而言,雌、雄生殖托的形态差异(如体积、厚度和表

面结构等)可能为附生菌提供不同的附着位点和生长

条件[6]。例如,马尾藻(Sargassum)的雌性生殖托通常

具有较厚的黏液层,主要由褐藻酸和多糖构成,形成的

亲水性基质可为固氮菌和褐藻酸降解菌(Paenibacillus
 

agaridevorans)提供稳定的附着位点。而雄性生殖托

表面密布分泌孔道和微绒毛,形成高氧扩散率的粗糙
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表面,适宜好氧菌和硫氧化菌的定殖[7]。此外,不同性

别的生殖托在生长速率和代谢活动上存在差异,可能

导致其分泌的营养物质和化学信号不同,从而进一步

影响附生菌组成和代谢产物的种类与含量[7-8]。例如,
成熟期鼠尾藻(Sargassum

 

thunbergii)雌、雄藻株的生

殖组织在体积、形态、表面光滑度及内部细胞构造上均

存在显著分化,这不仅导致二者生殖功能各异,还可能

使得其表面附生的细菌群落也呈现出特异性差异[8-9]。
因此,大型海藻种类、生长部位及生活史的不同均会影

响附生菌群落结构及代谢功能,探究大型藻类附生菌

群落多样性及功能调控对深入了解大型藻类的生态作

用具有重要意义。
羊栖菜(Sargassum

 

fusiforme)作为一种暖温带性

的大型经济海藻,隶属马尾藻科(Sargassaceae)马尾藻

属(Sargassum),在中国沿海地区分布广泛[10]。羊栖

菜属于雌雄异株植物,繁殖时雌、雄藻体皆由藻体的叶

腋处生出生殖托,性成熟时由生殖托上形成的生殖窝

孔中排出卵囊或精囊,黏附于生殖托周围进行受精,然
后脱离生殖托附着在附着基上形成新的孢子体[11-12]。
近年来,随着对海藻资源开发利用的深入,有关羊栖菜

的研究受到越来越多的关注,尤其是羊栖菜通过与附

生菌的互利共生,在参与碳氮硫循环、提供栖息地、维
持潮间带生态平衡、改善水质及增强海洋生态系统稳

定性等生态修复方面发挥着重要作用。为进一步探究

雌性异株的大型藻类在藻际微生物群落方面的性别差

异特征,本研究通过16S
 

rRNA测序技术对羊栖菜藻

体生殖器官附生菌进行了群落结构及功能分析,旨在

为深入理解大型藻类的生态功能提供理论依据。

1 材料与方法

1.1
 

样品采集与处理

本研究于2024年7月,在崂山湾小管岛东侧海域

岩质潮间带采集羊栖菜雌、雄藻体各6株,采集雌性生

殖托样品(编号:SZ1、SZ2、SZ3)、雄性生殖托样品(编
号:M_SZ1、M_SZ2、M_SZ3)、雌性气囊样品(编号:
QN1、QN2、QN3)、雄性气囊样品(编号 M_QN1、M_
QN2、M_QN3)各3个。采集野生样品后,立即运送至

山东省海洋科学研究院近海藻类种质实验室进行后续

处理。首先用无菌海水对采集样品进行简单冲洗,然
后从羊栖菜藻体中摘出约25

 

g生殖托和气囊转移至

250
 

mL锥形瓶中,加入70
 

mL
 

0.01
 

mol·L-1磷酸盐缓

冲液(pH=7.4),使用透气膜封住瓶口后,在200
 

r·min-1

的摇床上于室温振荡0.5
 

h。将振荡后获得的由藻体

表面分离出的附生菌悬液经过500目筛绢过滤,去掉

悬液中混合的泥沙杂质。在无菌环境中使用真空抽滤

装置过滤细菌,并用孔径0.22
 

μm的滤膜收集细菌,随

后立即将滤膜储存在-80
 

℃超低温冰箱中,用于后续

DNA提取。
1.2

 

DNA提取及高通量测序
 

对于预处理完成的样品,采用OMEGA
 

Soil
 

DNA
 

Kit(Omega
 

Bio-Tek,
 

Norcross,
 

GA,
 

USA)试剂盒进

行DNA抽提。抽提后的DNA通过0.8%琼脂糖凝胶

电泳判断其分子质量,利用Nanodrop(Thermo
 

Scien-
tific)对DNA进行定量。选择细菌16S

 

rRNA基因高

度可变的V5—V7区进行测序,PCR扩增引物为799F
(5’-AACMGGATTAGATACCCKG-3’)和1193R(5’-
ACGTCATCCCCACCTTCC-3’)[13]。PCR反应体系

(25
 

μL)包括:2×Taq
 

PCR
 

MasterMix
 

12.5
 

μL,上、下
游引物(10

 

μmol·L-1)各1
 

μL,模板DNA
 

10
 

ng,用于

补齐至25
 

μL的ddH2O。扩增条件如下:98
 

℃预变性

5
 

min;98
 

℃变性30
 

s,53
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸45
 

s,
共25循环;72

 

℃终延伸5
 

min。取扩增产物进行2%
琼脂糖凝胶电泳,切取目的片段使用Axygen凝胶回收

试剂盒进行回收。将纯化产物按等摩尔浓度混合,构
建PE300文库,采用Illumina

 

NovaSeq
 

6000平台进行

双端测序(供应商:上海派森诺生物科技股份有限公

司)。
1.3

 

数据处理及分析

原始序列数据使用demux插件进行解码处理,
cutadapt插件进行引物切除,然后使用

 

DADA2软件对

序列进行质量过滤、去噪、拼接和嵌合体去除等数据处

理。对上述获得的序列按100%的序列相似度进行归

并,生成特征性序列扩增子序列变体(Amplicon
 

se-
quence

 

variant,ASV)以及丰度数据表格[14]。通过采

用
 

Greengenes数据库,将ASV特征序列与数据库中

的参考序列相比对,获取每个ASV所对应的分类学信

息。将丰度值低于全体样本测序总量0.001%的ASV
去除,并将去除了稀有ASV(每个样本内相对丰度<
1%的ASV)的丰度矩阵用于后续分析[15]。

为比较不同样本的多样性,以全部样本中序列量

最低样本序列量的95%对ASV丰度矩阵进行随机抽

平,以校正测序深度引起的样本间多样性差异。将样

本分为雌性生殖托组(SZ)、雄性生殖托组(M_SZ)、雌
性气囊组(QN)和雄性气囊组(M_QN)。从每组中随

机抽取一定数量的序列,预测各组在一系列给定的测

序深度下可能包含的物种总数及每个物种的相对丰

度,绘制稀疏曲线,探究样本α多样性随抽平深度的变

化趋势[15]。为比较雌、雄藻体生殖托和气囊附生菌微

生物群落的α多样性,使用QIME2软件计算每组的α
多样性指数,以Chao1指数表征丰富度[16]、以Good’s

 

coverage指数表征覆盖度并以Shannon和Simpson指

数表征多样性[17-19]。将雌、雄生殖托附生菌和雌、雄气

62
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囊附生菌的ASV按其丰度从大到小沿横坐标依次排

列,并将经log2转化后的相对丰度值作为纵坐标,在R
软件中编写脚本绘制各分组的丰度等级曲线,以此直

观地反映群落中高丰度和稀有 ASV的数量。采用

ASV在所有样本中的丰度数据,以每个分组作为一个

集合,按样品的分组情况统计每个集合中的ASV,并计

算各个集合之间的关系,绘制Venn图。
通过R软件中的vegan包,基于Bray-Curtis距离

进行β多样性分析,以探究样本间的微生物群落结构变

化,并通过限制性主坐标分析(Constrained
 

principal
 

coordinates
 

analysis,CPCoA)的方法进行可视化,表征

羊栖菜生殖器官性别差异对附生菌的影响[20]。进一步

利用Kruskal-Wallis
 

秩和检验检测所有的特征物种,
通过检测不同分组间的物种丰度差异获得显著性差异

物种,再利用 Wilcoxon秩和检验,以验证上述显著性

差异物种包含的各种亚种是否在同一分类级别上表现

出一致的变化趋势,最后使用线性判别分析(Linear
 

discriminant
 

analysis,LDA)得到最终的组间差异物

种[21-22]。
微生物群落的代谢功能由PICRUSt2软件在京都

基因与基因组百科全书(Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes,
 

KEGG)数据库上进行预测。基于预测

结果,对功能单元进行功能层面上的主坐标分析(Prin-
cipal

 

coordinates
 

analysis,PCoA),同时根据校正后的

P 值(Adjusted
 

P
 

value)和差异表达倍数(log2 (Fold
 

change))分别筛选雌、雄生殖托和雌、雄气囊附生菌的

差异代谢通路
 [23]。

2 结果

2.1
 

高通量测序结果

利用16S
 

rRNA测序技术,对12个样本进行测序,
共获得原始序列839

 

520条,通过DADA2软件对得到

的原始序列进行质控、去噪、拼接、去嵌合体后,获得高

质量序列(非嵌合序列)437
 

848条,最后去除singleton
(序列总数仅为1的ASV)后,获得序列436

 

805条(见
表1)。不同性别器官附生菌序列量也存在一定差异。
雌性生殖托附生菌的原始序列量为64

 

849~70
 

141
条,而雄性生殖托附生菌序列量(66

 

462~81
 

545条)显
著高于雌性,其中样本M_SZ1序列量最高。在有效序

列量和高质量序列量方面,雄性器官附生菌整体高于

雌性器官附生菌,如雄性气囊附生菌的高质量序列量

平均为38
 

060条,而雌性气囊附生菌为34
 

714条。此

外,拼接后的序列量及去除singleton后的保留率大于

99%,表明数据质量可靠。

表1 样本序列量统计表

Table
 

1 Statistical
 

table
 

of
 

sample
 

sequence
 

quantity

样本

Sample

原始序列数量

Original
 

sequence
 

quantity

有效序列数量

Denoised
 

sequence
 

quantity

拼接后的序列数量

Merged
 

sequence
 

quantity

非嵌合序列数量

Non-chimeric
 

sequence
  

quantity

去除单位序列
后的序列数量

Non-singleton
 

sequence
 

quantity

QN1 72
 

820 67
 

044 56
 

983 36
 

907 36
 

794

QN2 61
 

190 56
 

713 52
 

838 35
 

639 35
 

608

QN3 63
 

729 58
 

652 52
 

523 32
 

397 32
 

311

M_QN1 67
 

097 62
 

564 57
 

916 38
 

791 38
 

731

M_QN2 70
 

008 64
 

525 58
 

263 38
 

898 38
 

815

M_QN3 76
 

209 70
 

423 62
 

252 36
 

491 36
 

382

SZ1 64
 

849 60
 

257 55
 

288 36
 

002 35
 

970

SZ2 63
 

997 58
 

471 50
 

628 30
 

671 30
 

531

SZ3 70
 

141 64
 

055 55
 

889 33
 

171 33
 

039

M_SZ1 81
 

545 75
 

424 68
 

791 42
 

217 42
 

133

M_SZ2 66
 

462 61
 

567 55
 

901 36
 

337 36
 

264

M_SZ3 81
 

473 75
 

383 68
 

151 40
 

327 40
 

227

合计
 

Total 839
 

520 775
 

078 695
 

423 437
 

848 436
 

805

72
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  基于Chao1指数构建的稀释曲线显示(见图1),当
测序量达到30

 

000条时,各分组的物种累积曲线均进

入平台期,表明本研究的测序深度已充分捕获样本附

生菌多样性。图2
 

为雌、雄生殖托附生菌和雌、雄气囊

附生菌四个组间的丰度等级曲线,折线的平缓程度反

映了群落组成的均匀度。可以看出,雌性生殖托附生

菌和雌性气囊附生菌相较雄性组更为平缓,这表明雌

性生殖托附生菌和雌性气囊附生菌中各ASV间的丰

度差异较小,群落组成的均匀度更高。

(箱体上下端线为上下四分位数,箱内中位线表示中位数,上下边缘分别

代表最大值与最小值;曲线平缓程度反映测序深度对样本多样性观测结

果的影响,曲线越平缓,说明测序数据足以表征样本的物种多样性,进一

步提升测序深度也难以检出大量新的
 

ASVs。The
 

upper
 

and
 

lower
 

boundaries
 

of
 

the
 

box
 

represent
 

the
 

upper
 

and
 

lower
 

quartiles,
 

the
 

line
 

within
 

the
 

box
 

denotes
 

the
 

median,
 

and
 

the
 

upper
 

and
 

lower
 

whiskers
 

in-
dicate

 

the
 

maximum
 

and
 

minimum
 

values,
 

respectively.
 

The
 

flatness
 

of
 

the
 

curves
 

reflects
 

the
 

effect
 

of
 

sequencing
 

depth
 

on
 

the
 

observed
 

sample
 

diversity.
 

A
 

flatter
 

curve
 

indicates
 

that
 

the
 

sequencing
 

data
 

are
 

sufficient
 

to
 

characterize
 

the
 

species
 

diversity
 

of
 

the
 

samples,
 

and
 

that
 

further
 

in-
creasing

 

sequencing
 

depth
 

can
 

hardly
 

detect
 

a
 

large
 

number
 

of
 

novel
 

AS-
Vs.)

图1 羊栖菜雌、雄生殖托和气囊附生菌基于
 

Chao1
 

指数的稀释曲线

Fig.1 Rarefaction
 

curves
 

based
 

on
 

the
 

Chao1
 

index
 

for
 

epiphytic
 

bacteria
  

on
 

female
 

and
 

male
 

receptacles
 

and
 

air
 

vesicles
 

of
 

Sargassum
 

fusiforme

图2 羊栖菜雌、雄生殖托附生菌和雌、雄气囊附生菌丰度等级曲线

Fig.2 Rank-abundance
 

curves
 

of
 

epiphytic
 

bacteria
 

on
 

male
 

and
 

female
 

reproductive
 

receptacles
 

and
 

gas
 

vesicles
 

of
 

Sargassum
 

fusiforme

Venn图显示,雌性生殖托附生菌特有 ASV共

1
 

774个,占其全部ASV的75.33%;而雄性生殖托附

生菌 特 有 ASV 共 1
 

532 个,占 其 全 部 ASV 的

69.23%;雌性气囊附生菌和雄性气囊附生菌特有ASV
较为相近,分别为1

 

690和1
 

609个,占其全部ASV的

75.78%和70.94%。从两性共有ASV来看,雌性生殖

托附生菌和雄性生殖托附生菌有ASV共314个,分别

占雌性生殖托附生菌和雄性生殖托附生菌 ASV的

13.33%和14.19%;雌性气囊附生菌和雄性气囊附生

菌有ASV共271个,分别占雌性气囊附生菌和雄性气

囊附生菌ASV的12.15%和11.95%(见图3)。

图3 羊栖菜雌、雄生殖托附生菌和

雌、雄气囊附生菌Venn图

Fig.3 Venn
 

diagram
 

of
 

epiphytic
 

bacteria
 

on
 

male
 

and
 

female
 

reproductive
 

receptacles
 

and
 

gas
 

vesicles
 

of
 

Sargassum
 

fusiforme

2.2
 

附生菌群落多样性分析

根据附生菌群落多样性分析结果,羊栖菜生殖托

附生菌的群落结构和多样性呈现显著的性别差异特

征。α多样性分析显示,雌、雄生殖托附生菌的Good’s
 

Coverage指数均达0.97以上,这表明测序数据已足够

覆盖样本中的绝大多数微生物种类(见图4)。从

Simpson指数和Shannon指数来看,雌性生殖托附生

菌均高于雄性生殖托附生菌,尤其是雌性生殖托附生

菌与雄性生殖托附生菌在Simpson指数上呈现显著差

异(p=0.05),这表明雌性生殖托附生菌相较雄性生殖

托附生菌具有更高的丰富度和均匀度,群落多样性更

高。Chao1指数通常用来表征样品中微生物群落的丰

度信息,其值越大,代表物种总数越多,本研究中雌性

生殖托附生菌Chao1指数高于雄性生殖托附生菌,表
明雌性生殖托附生菌在一定程度上具有更高的物种丰

富度。在气囊组织中,雌性气囊附生菌各项α多样性

指数与雄性气囊附生菌之间虽未呈现显著的差异(p>
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0.05),但从α多样性数值来看,雌性气囊附生菌在丰 富度和多样性上高于雄性气囊附生菌。

((a)
 

生殖托Reproductive
 

receptacles;(b)
 

气囊Gas
 

vesicles.)

图4 羊栖菜雌、雄生殖托附生菌和雌、雄气囊附生菌α多样性指数的组间差异

Fig.4 Differences
 

in
 

α
 

diversity
  

indices
 

of
 

epiphytic
 

bacteria
 

between
 

groups
 

of
 

male
 

and
 

female
 

reproductive
 

receptacles
 

and
 

gas
 

vesicles
 

of
 

Sargassum
 

fusiforme

  基于Bray-Curtis指数的限制性主坐标分析(CP-
CoA)对羊栖菜不同性别与不同器官中的微生物群落进

行样本间的差异分析即β的多样性分析,结果如图5所

示,各分组内的样本聚类在一起,但不同组别之间的样

本存在分离,CPCoA1和CPCoA2分别解释了46.89%
和30.25%的微生物群落差异,最大可解析整体38.2%
的变异,并且组间至少存在一个两组间的显著差异

(p=0.001),这表明不同性别与不同器官中的微生物

群落结构差异显著,暗示着羊栖菜雌、雄生殖器官附生

菌群落多样性及群落构建机制存在显著分化,或与其

性别特异性代谢调控网络的差异密切相关。
2.3

 

附生菌群落组成

为深入探究羊栖菜藻体雌、雄生殖器官附生菌在

群落组成上的差异,本研究基于门水平和属水平对附

生菌展开进一步分析(见图6)。门水平分析结果显示,
所有分组中变形菌门(Proteobacteria)、浮霉菌门

(Planctomycetota)是主要构成菌门。此外,蛭弧菌门

(Bdellovibrionota)、厚壁菌门(Firmicutes)、脱硫杆菌

门(Desulfobacterota)、放线菌门(Actinobacteriota)、硝
化螺旋菌门(Nitrospirota)、黏球菌门(Myxococcota)、
达达菌门(Dadabacteria)和拟杆菌门(Bacteroidota)等
菌门在各分组中也有被检测到。不同组别之间各菌门

的相对丰度存在一定差异,尤其是雌性生殖托附生菌

和雌性气囊附生菌中变形菌门(Proteobacteria)的相对

丰度均分别低于雄性生殖托附生菌和雄性气囊附生

菌,而浮霉菌门(Planctomycetota)的相对丰度变化趋
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势则与之相反。
从属水平来看,羊栖菜雌、雄生殖器官附生菌中相

对丰度均较高的菌属包括海杆菌属(Hellea)、赤杆菌

属(Erythrobacter)、颗粒球菌属(Granulosicoccus)、海
单胞菌属(Litorimonas)、弧菌属(Vibrio)、芽殖小梨形

菌属(Blastopirellula)、亚硫酸盐杆菌属(Sulfitobact-
er)、海科贝特菌属(Cobetia)、交替红杆菌属(Alter-
erythrobacter)和十八杆菌属(Octadecabacter)等多种

菌属。不同性别和器官来源样本间的优势菌属在分布

和相对丰度上均存在明显不同。雌性生殖托附生菌中

海杆菌属(Hellea)、弧菌属(Vibrio)、芽殖小梨形菌属

(Blastopirellula)、亚硫酸盐杆菌属(Sulfitobacter)等
菌属的相对丰度高于雄性生殖托附生菌,而雄性生殖

托附生菌中颗粒球菌属(Granulosicoccus)和海单胞菌

属(Litorimonas)的相对丰度则较高。雌、雄气囊附生

菌中群落组成性别差异与雌、雄生殖托附生菌基本相

似,但芽殖小梨形菌属(Blastopirellula)和海科贝特菌

属(Cobetia)的相对丰度在雌、雄气囊附生菌中显著高

于同性别的生殖托附生菌。

图5 羊栖菜雌、雄生殖托和雌、雄气囊

附生菌CPCoA分析

Fig.5 CPCoA
 

analysis
 

of
 

epiphytic
 

bacteria
 

on
 

male
 

and
 

female
 

reproductive
 

receptacles
 

and
 

gas
 

vesicles
 

of
 

Sargassum
 

fusiforme

((a)
 

门水平
 

Phylum
 

level;
 

(b)
 

属水平Genus
 

level.)

图6 羊栖菜雌、雄生殖托附生菌和雌、雄气囊附生菌的群落组成

Fig.6 Composition
 

of
 

epiphytic
 

bacterial
 

communities
 

on
 

male
 

and
 

female
 

reproductive
 

receptacles
 

and
 

gas
 

vesicles
 

of
 

Sargassum
 

fusiforme

2.4
 

组间差异物种分析

为进一步剖析羊栖菜藻体雌、雄生殖器官附生菌

的差异特征,本研究采用线性判别分析效应量(Linear
 

discriminant
 

analysis
 

effect
 

size,LEfSe)分析方法,设
定LDA阈值为2,Kruskal-Wallis检验p值小于0.05,
对不同分组进行各分类单元组间物种差异分析,具体

物种差异结果如图7所示。在雌、雄生殖托附生菌中,
检测出多个具有显著差异的物种,其中中γ变形菌纲

下的肠杆菌目(Enterobacterales)、弧菌科(Vibrionace-
ae)、砂胞菌目(Arenicellales)和杆状盐单胞 菌 科

(Halomonadaceae)等均显著富集于雌性生殖托附生

菌,而颗粒球菌纲(Granulosicoccales)、海单胞菌属

(Litorimonas)、Magnetospiraceae、Parvibaculaceae、
Thioalkalispiraceae、红螺菌目(Ectothiorhodospirales)
和硫碱螺旋菌属(Sulfurivermis)显著富集于雄性生殖

托附生菌。在气囊组织中,性别间差异物种的分布趋

势较弱,但雌性气囊附生菌中仍观察到海岸杆菌属

(Litoreibacter)、科迪单胞菌目(Kordiimonadales)和玫

瑰变色菌属
 

(Roseovarius)的富集,而雄性气囊附生菌

中海单胞菌属(Litorimonas)、Yoonia、Lentilitoribact-
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er、Nereida、Parvibaculaceae 和北极海草单胞菌属

(Algimonas)的相对丰度显著高于雌性气囊附生菌。
以上LEfSe分析结果表明,羊栖菜藻体生殖托附生菌

和气囊附生菌在不同性别间均存在差异显著的物种,
这些差异物种可能在羊栖菜的生长、发育以及与环境

的相互作用中发挥至关重要的作用,可为后续探究羊

栖菜藻体附生菌与宿主性别相关的代谢调控机制提供

关键线索。

((a)
 

生殖托Reproductive
 

receptacles;(b)
 

气囊Gas
 

vesicles.
 

LDA阈值

为2。The
 

threshold
 

of
 

LAD
 

is
 

2.)

图7 羊栖菜雌、雄生殖托附生菌和雌、雄气囊

附生菌差异物种LEfSe分析

Fig.7 LEfSe
 

analysis
 

of
 

differential
 

epiphytic
 

bacterial
 

species
 

on
 

male
 

and
 

female
 

reproductive
 

receptacles
 

and
 

gas
 

vesicles
 

of
 

Sargassum
 

fusiforme
 

2.5
 

附生菌代谢功能差异

本研究进一步利用PICRUSt2软件将非冗余基因

集序列与KEGG数据库进行基因同源性对比,通过对

羊栖菜雌、雄生殖器官附生菌功能基因进行注释,分析

预测细菌群落的代谢功能并找出雌、雄器官附生菌中

具有显著差异的代谢通路。图8(a)和图8(b)中,横轴

log2(Fold
 

change)的正值分别表示雌性生殖托附生菌

相对雄性生殖托附生菌、雌性气囊附生菌相对雄性气

囊附生菌代谢通路的上调,负值则表示下调,同时以不

同颜色展示代谢通路差异显著性程度。结果显示雌性

生殖托附生菌的糖胺聚糖降解(ko00531)、其他聚糖降

解(ko00511)、类固醇激素生物合成(ko00140)、二甲苯

降解(ko00622)、类黄酮生物合成(ko00941)、硝基甲苯

降解(ko00633)和幽门螺杆菌感染中的上皮细胞信号

传导(ko05120)等代谢通路均被上调。相较而言,雄性

生殖托附生菌的 D型-精氨酸和 D型-鸟氨酸代谢

(ko00472)、类胡萝卜素生物合成(ko00906)、链霉素生

物合成(ko00521)、青霉素和头孢菌素的生物合成

(ko00311)和氧化磷酸化(ko00190)等代谢通路均被上

调。在气囊组织中,雌性气囊附生菌相较雄性气囊附

生菌显著上调的代谢通路包括β内酰胺抗药性

(ko01501)、糖胺聚糖降解(ko00531)、鞘脂类代谢

(ko00600)、类固醇激素生物合成(ko00140)、其他聚糖

降解(ko00511)。

((a)
 

雌性生殖托相对雄性生殖托上调的代谢通路 Metabolic
 

pathways
 

upregulated
 

in
 

female
 

reproductive
 

receptacles
 

compared
 

to
 

male
 

repro-
ductive

 

receptacles;(b)
 

雌性气囊相对雄性气囊上调的代谢通路 Meta-
bolic

 

pathways
 

upregulated
 

in
 

female
 

gas
 

vesicles
 

compared
 

to
 

male
 

gas
 

vesicles.)

图8 羊栖菜雌、雄生殖托附生菌和雌、雄气囊

附生菌的代谢通路差异

Fig.8 Difference
 

of
 

metabolic
 

pathways
 

for
 

epiphytic
 

bacteria
 

on
 

female
 

and
 

male
 

reproductive
 

receptacles
 

and
 

gas
 

vesicles
 

of
 

Sargassum
 

fusiforme
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3 讨论

3.1
 

羊栖菜生殖器官性别差异对附生菌群落结构及多

样性的影响

  羊栖菜作为雌雄异株的大型海藻,其性别差异对

附生菌群落组成具有显著影响。本研究发现,羊栖菜

雌、雄生殖托及气囊附生菌在门水平和属水平上均表

现出显著的差异,这种差异可能是由宿主生殖结构的

形态特征、表面微环境及代谢产物的差异共同作用导

致的。例如,雌性生殖托附生菌α多样性显著高于雄

性(见图4),这一现象可能与雌性生殖托独特的形态特

征和生理功能密切相关。雌性生殖托通常具有更发达

的黏液分泌层和表皮结构(如细胞壁多糖和酚类物质

的累积),这种微环境可能为附生菌提供了多样化的生

态位,从而支持了更高的物种丰富度[7]。尤其是雌性

生殖托附生菌中浮霉菌门(Planctomycetota)的显著富

集与其表面较厚的多糖黏液层密切相关(见图6(a)),
此类黏液为降解复杂碳源的菌群提供了丰富的底

物[24-25]。另一方面,雌性生殖托在卵细胞发育过程中

分泌大量含氮代谢物(如游离氨基酸、尿素),这为具备

氮同化能力的菌群(如浮霉菌门)创造了优势生态

位[26-27]。浮霉菌门中厌氧氨氧化菌的活性可能通过将

NH4·和NO-2 转化为N2,来缓解雌性生殖托因高代

谢活性导致的氨毒积累[28]。而雄性生殖托附生菌中变

形菌门(Proteobacteria)的显著优势与其表面分泌孔道

和高氧扩散率的微环境有关,这类环境更适于好氧或

耐渗透压菌的定殖[29-30]。从属水平上看,雌性生殖托

附生菌中海杆菌属(Marinobacter)和弧菌属(Vibrio)
的富集通常与藻类多糖代谢和宿主防御相关,这暗示

其可能参与雌性生殖托的碳源利用或病原体抑制过

程[31]。相比之下,雄性生殖托附生菌中优势菌属如颗

粒球菌属(Granulosicoccus)和海单胞菌属(Marino-
monas)则与硫代谢及氧化应激响应密切相关,这反映

了雄性个体在生殖期对活性氧(Reactive
 

oxygen
 

spe-
cies,ROS)清除有更高的需求[32]。值得注意的是,尽管

雌、雄气囊附生菌结构差异较弱,但在β多样性分析中

仍呈现微弱的性别聚类趋势(见图5)。这一结果与其

功能的相对保守有关:气囊主要承担浮力和气体交换

功能,如氧气浓度和光照暴露等表面微环境的变化可

能限制了性别特异性代谢产物的释放,从而削弱了菌

群的分异程度[33]。此外,羊栖菜生殖器官性别差异对

菌群的影响还可能与环境因子存在交互作用。例如,
雌性生殖器官在低温条件下对营养盐的吸收效率更

高,会通过分泌含氮代谢产物来改变附生菌群的功能

偏好,这一机制也解释了为何雌性生殖托附生菌中与

氮代谢相关菌属(如海杆菌属、弧菌属等)的丰度显著

高于雄性[34]。
3.2

 

羊栖菜生殖器官附生菌功能潜力与宿主代谢调控

的性别关联

  羊栖菜生殖器官附生菌的代谢功能差异不仅反映

了菌群对宿主微环境的适应性响应,更揭示了宿主的

性别特异性代谢产物对菌群具有直接或间接调控功

能,因此,通过代谢功能预测,能进一步揭示附生菌群

与宿主间的代谢协同机制。本研究中雌性生殖托附生

菌的糖胺聚糖降解和类固醇激素生物合成通路相较雄

性生殖托附生菌显著上调(见图8(a)),这一现象可能

与雌性生殖托的卵子发育和细胞分化直接相关。已有

研究指出,糖胺聚糖是褐藻生殖细胞壁的重要组成成

分,因此雌性生殖托附生菌上调糖胺聚糖降解通路可

以将宿主复杂的大分子多糖高效分解为可直接利用的

单糖和寡糖,为卵子发育和合子附着提供即时的能量

来源和结构前体[35];而类固醇激素(如褐藻甾醇)在雌

性褐藻中具有调控生殖周期和性腺成熟的功能[36],附
生菌通过上调类固醇激素生物合成通路,可能模拟或

增强宿主内源激素信号,直接参与调控卵细胞的成熟、
排放以及受精后合子的分化,充当调控生殖周期的“外
部激素工厂”。相比之下,雄性生殖托附生菌类胡萝卜

素生物合成和氧化磷酸化通路的富集可能与其高能量

需求和抗逆特性相关。类胡萝卜素不仅是光合作用的

辅助色素,还可作为抗氧化剂减少ROS对生殖细胞的

损伤[37-38];雄性生殖托在产生和释放大量配子的过程

中,本身消耗大量能量并产生氧化应激,附生菌大量合

成类胡萝卜素以中和ROS,保护自身的细胞器免受氧

化损伤,从而维持菌体结构的完整和功能的正常。同

时,氧化磷酸化通路上调表明雄性生殖托附生菌处于

一个能量需求更高的状态,代谢活动非常活跃,需要大

量能量来维持生命活动[39]。在气囊组织中,雌性气囊

附生菌相较雄性气囊附生菌显著上调的代谢通路包括

β内酰胺抗药性、糖胺聚糖降解和鞘脂类代谢等(见图

8(b))。其中糖胺聚糖降解和其他聚糖降解代谢通路

在雌、雄生殖托和气囊附生菌中均呈现出性别差异特

征,这说明这部分代谢通路在羊栖菜不同性别个体的

生理过程中具有重要且保守的作用。气囊作为羊栖菜

重要的漂浮和气体交换器官,其附生菌代谢通路的差

异可能也影响着气囊组织的生理功能。如雌性气囊附

生菌β内酰胺抗药性相关代谢通路的上调表明,雌性气

囊的微环境可能具有更强的生物竞争压力,其附生菌

需要通过各种机制来争夺资源和空间,同时也可能暗

示该环境中存在更多能产生β-内酰胺类物质的微生

物。鞘脂类代谢通路的差异则与气囊细胞的膜结构和

功能调节有关[40-41]。由此可见,羊栖菜附生菌的功能

潜能与宿主性别特异性的代谢调控在一定程度上相互
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影响,宿主性别差异带来的微环境变化塑造了附生菌

群落,而附生菌通过其代谢活动又反作用于宿主,参与

宿主的营养代谢、防御反应等生理过程。这种复杂的

相互作用机制仍有待进一步深入研究,以全面揭示大

型藻类附生菌群与宿主之间的共生关系及其性别差异

的内在机制。

4 结语

本研究通过16S
 

rRNA测序技术对羊栖菜藻体生

殖器官附生菌进行了分析,成功揭示了羊栖菜雌、雄生

殖托及气囊附生菌在群落结构上存在显著差异。在群

落多样性上,雌性生殖托附生菌群α多样性高于雄性,
表现出更高的丰富度和均匀度。β多样性分析表明,性
别是驱动生殖托附生菌群结构分异的主要因子。在微

生物群落组成方面,变形菌门(Proteobacteria)和浮霉

菌门(Planctomycetota)是主要的细菌门类,其中雌性

生殖托附生菌中浮霉菌门的相对丰度较高,而雄性生

殖托附生菌中变形菌门占优势。此外,雌、雄气囊附生

菌的结构呈现微弱的性别聚类趋势。在代谢功能预测

上,羊栖菜雌性生殖托附生菌中糖胺聚糖降解和类固

醇激素生物合成通路相对雄性显著上调,而雄性生殖

托附生菌出现类胡萝卜素生物合成和氧化磷酸化通路

的富集;雌性气囊附生菌相较雄性显著上调的代谢通

路包括β内酰胺抗药性、糖胺聚糖降解和鞘脂类代谢

等。推测这些代谢通路差异可能与雌、雄藻体表面理

化特性和形态结构的差异均有关,宿主直接或间接调

控附生菌群的选择性定殖与竞争,而附生菌又通过其

代谢活动反作用于宿主,参与宿主的营养代谢、防御反

应等生理过程。这一研究成果为深入理解羊栖菜与附

生菌之间的共生关系及其性别差异机制提供了重要依

据,但其中涉及的复杂相互作用机制仍有待进一步探

索与研究。
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Diversity
 

and
 

Metabolic
 

Regulation
 

of
 

Epiphytic
 

Bacteria
 

on
 

Male
 

and
 

Female
 

Reproductive
 

Organs
 

of
 

Sargassum
 

fusiforme

Zhang
 

Mingzheng1,2,3,4,
 

Liu
 

Xiaohui1,2,3,5,
 

Guo
 

Tianxin6,
 

Chi
 

Wendan1,2,3,4,
 

Lv
 

Mengchen1,2,3,4,
 

Liu
 

Qian1,2,3,5,
 

Wu
 

Haiyi1,2,3,5
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China)

Abstract: To
 

explore
 

the
 

differential
 

characteristics
 

of
 

epiphytic
 

bacteria
 

in
 

female
 

and
 

male
 

organs
 

of
 

Sargassum
 

fusiforme,
 

this
 

study
 

analyzed
 

community
 

diversity
 

and
 

metabolic
 

function
 

differences
 

of
 

the
 

epiphytic
 

bacteria
 

on
 

the
 

reproductive
 

receptacles
 

and
 

gas
 

vesicles
 

of
 

Sargassum
 

fusiforme
 

by
 

using
 

16S
 

rRNA
 

high-throughput
 

sequencing
 

technology.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

there
 

were
 

significant
 

differ-
ences

 

in
 

the
 

epiphytic
 

bacteria
 

between
 

male
 

and
 

female
 

reproductive
 

organs
 

of
 

Sargassum
 

fusiforme.
 

In
 

terms
 

of
 

community
 

diversity,
 

the
 

α
 

diversity
 

of
 

the
 

epiphytic
 

bacteria
 

on
 

the
 

female
 

reproductive
 

recep-
tacles

 

was
 

higher
 

than
 

that
 

on
 

the
 

male
 

ones.
 

β
 

diversity
 

analysis
 

indicated
 

that
 

gender
 

was
 

the
 

main
 

fac-
tor

 

driving
 

the
 

structural
 

differentiation
 

of
 

the
 

epiphytic
 

bacteria
 

on
 

the
 

reproductive
 

receptacles.
 

Re-
garding

 

community
 

composition,
 

Proteobacteria
 

and
 

Planctomycetota
 

were
 

the
 

dominant
 

bacterial
 

phyla
 

in
 

the
 

reproductive
 

organs
 

of
 

Sargassum
 

fusiforme.
 

The
 

relative
 

abundance
 

of
 

Planctomycetota
 

was
 

higher
 

in
 

the
 

epiphytic
 

bacteria
 

of
 

the
 

female
 

reproductive
 

receptacles
 

and
 

gas
 

vesicles,
 

while
 

Proteobac-
teria

 

dominated
 

in
 

the
 

epiphytic
 

bacteria
 

of
 

the
 

male
 

reproductive
 

receptacles
 

and
 

gas
 

vesicles.
 

At
 

the
 

ge-
nus

 

level,
 

the
 

dominant
 

epiphytic
 

bacterial
 

genera
 

on
 

the
 

female
 

reproductive
 

receptacles
 

were
 

Hellea,
 

Vibrio,
 

and
 

Blastopirellula,
 

while
 

male
 

reproductive
 

receptacles
 

and
 

gas
 

vesicles
 

were
 

primarily
 

domi-
nated

 

by
 

Granulosicoccus
 

and
 

Litorimonas.
  

Metabolic
 

pathway
 

analysis
 

revealed
 

that
 

epiphytic
 

bacteria
 

on
 

female
 

reproductive
 

receptacles
 

exhibited
 

significant
 

upregulation
 

in
 

pathways
 

such
 

as
 

glycosamin-
oglycan

 

degradation
 

and
 

steroid
 

hormone
 

biosynthesis.
 

In
 

contrast,
 

epiphytic
 

bacteria
 

on
 

male
 

recepta-
cles

 

showed
 

enrichment
 

in
 

carotenoid
 

biosynthesis
 

and
 

oxidative
 

phosphorylation
 

pathways.
 

Compared
 

to
 

male
 

gas
 

vesicles,
 

epiphytic
 

bacteria
 

of
 

the
 

female
 

gas
 

vesicles
 

significantly
 

upregulated
 

pathways
 

in-
cluding

 

β-lactam
 

resistance,
 

glycosaminoglycan
 

degradation,
 

and
 

sphingolipid
 

metabolism.
Key

 

words: Sargassum
 

fusiforme;
 

reproductive
 

organ;
 

epiphytic
 

bacteria;
 

16S
 

rRNA;
 

community
 

structure;
 

metabolic
 

pathway

责任编辑 高 蓓

53


