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黄龙病对柑橘叶际微生物组的影响

黄 峰 崔一平 宋晓兵* 彭埃天 凌金锋 陈 霞

（广东省农业科学院植物保护研究所，农业农村部华南果蔬绿色防控重点实验室，

广东省植物保护新技术重点实验室，广州 510640）

摘要：为明确柑橘叶际微生物组对黄龙病发生的响应规律，采用荧光定量PCR技术检测采集柑橘

叶片感染黄龙病菌的情况，通过扩增子测序分析法对PCR检测结果为阴性和阳性叶片的微生物群

落进行比较，并通过相关性分析和网络分析对黄龙病菌和叶际微生物的相关性进行解析。结果显

示，夏季采集的柑橘叶片中黄龙病菌的检出率为7.5%，而到秋季黄龙病菌的检出率上升到32.3%。

黄龙病的发生显著改变了柑橘叶际细菌群落的组成和结构，对于细菌类群的丰度也有一定影响；而

对叶际真菌群落的组成和结构无显著影响。黄龙病菌与叶际细菌存在普遍的负相关关系，正相关

关系相对较少但相关性更强。黄龙病菌可能通过与厌氧棍状菌Anaerotruncus sp.、梭菌Clostridiales

sp.、假单胞菌Pseudomonas sp.、鞘脂单胞菌Sphingomonas sp.、毛螺菌Lachnospiraceae sp.和链球菌

Streptococcus sp. 的负向互作对柑橘叶际整个细菌群落产生负影响。表明黄龙病发生对柑橘叶际

真菌和细菌群落的影响规律不同，同时黄龙病菌可能通过与几种主要细菌的负向互作来实现对叶

际微生物组的影响。
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The influences of citrus huanglongbing on phyllosphere microbiome
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Abstract: To determine the influences of citrus huanglongbing to leaf microbiome, citrus leaves were

broadly collected and detected without/with the causal agent of huanglongbing with quantitative PCR

method. In combination with fungal and bacterial amplicon sequencing, the phyllosphere microbiome

of the selected huanglongbing-negative and -positive leaves were compared, and the association be‐

tween the causal agent of huanglongbing and different microbial groups were analyzed based on the cor‐

relation and network analysis. The results showed an obvious increase of the average huanglongbing in‐

cidence from 7.5% in summer to 32.3% in autumn in sampled orchards. The occurrence of citrus huan‐

glongbing significantly altered the composition and structure of the phyllosphere bacterial communities,

and had a relative strong influence on the relative abundances of bacterial taxa. In comparison, huan‐

glongbing had a minor effect on the phyllosphere fungal communities. Besides, the causal agent of

huanglongbing showed general negative correlation to the phyllosphere bacteria, while the positive cor‐

relation was less but more significant. The causal agent of huanglongbing might convey its negative in‐
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黄龙病是柑橘生产中最具毁灭性的病害之一。

该病害可以侵染几乎所有的栽培柑橘品种，且在我

国各大柑橘产区广泛分布（Zhou，2020；Pandey et

al.，2022）。柑橘黄龙病被认为是由寄生于植物韧皮

部的候选韧皮部杆菌属细菌 Candidatus Liberib‐

acter spp. 引起（Jagoueix et al.，1994；Garnier et al.，

2000；Teixeira et al.，2005），其中柑橘黄龙病菌亚洲

种Candidatus Liberibacter asiaticus是我国分布和发

生的主要种类（Lou et al.，2018；Bao et al.，2020）。

柑橘黄龙病菌可通过定量 PCR 等方法进行活

体检测，但至今仍无法在实验室条件下进行分离和

培养（Zhou，2020），这极大地阻碍了柑橘黄龙病菌

生物学特性和柑橘黄龙病防控技术的相关研究。近

年来，随着扩增子测序技术的不断完善和广泛应用，

实现了利用通用引物来扩增非培养条件下植物组织

中微生物群落的分类基因高变区或特定功能基因部

分序列，并通过高通量测序来检测微生物群落的物

种类群、丰度、多样性、组成、结构和分布规律等信息

（Caporaso et al.，2010；Liu et al.，2021）。扩增子测

序技术在植物病理学上的应用加深了对植物共生菌

和腐生菌参与病原菌致病过程（病原组）和植物防卫

反应（防卫组）的理解，同时证明在未来的研究中可

以通过人工合成植物防卫组微生物群落来提高植物

对病原菌的抗、耐性（Bass et al.，2019；Liu et al.，

2020）。如黄龙病的发生影响了柑橘根际和叶际的

植物-微生物和微生物-微生物之间的互作，从而造

成微生物群落内真菌和细菌类群丰度的改变，其中

部分植物益生菌可能作为柑橘的防卫组参与了柑橘

对黄龙病的耐性（Zhang et al.，2017；Ginnan et al.，

2020）。然而，目前关于柑橘微生物组参与黄龙病发

生的研究相对较少，而且研究对象比较集中于柑橘

根际微生物（Zhang et al.，2021）。因此，扩大采样和

研究范围有助于加深对柑橘微生物组参与黄龙病发

生的理解，为开发微生物防卫组资源提供理论依据。

贡柑是我国南方优良的柑橘品种，也是广东省

主要的栽培柑橘品种之一（吉前华和郭雁君，2010）。

然而近年来柑橘黄龙病的发生已逐渐成为阻碍广东

省贡柑产业发展的最主要因素之一。如在广东省仁

化县管理良好的柑橘园，柑橘黄龙病的发生率达到

17%，而在管理不善的柑橘园，柑橘黄龙病的发生率

甚至能够达到 50%以上（陈霞等，2021）。基于此，

本研究在仁化县9个乡镇（街道）贡柑果园中采样并

检测黄龙病的发生情况，同时基于黄龙病菌的检测

结果，挑选结果为阴性和阳性的叶片微生物DNA样

品进行真菌和细菌群落的扩增子测序，分析柑橘叶

际微生物组的丰度、多样性、组成和结构以及微生物

间的互作对黄龙病菌发生的响应模式，以期为柑橘

黄龙病的致病机理研究和防控提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

供试样品：2020年夏季（7月30日）和秋季（10月

21—23日）在广东省韶关市仁化县 9个乡镇（街道）

的15个贡柑园各采集1次贡柑的叶片样品，每个乡

镇（街道）选取1~2个贡柑园；在每个贡柑园中，随机

选取10株贡柑树，并从每株树上随机剪取1根约带

有10片叶片的枝条作为1份样品，每个贡柑园采集

10份样品，总计采集 170份。采集的样品放入保鲜

袋中，置于冰上保存，运回实验室后进行黄龙病菌检

测和叶际微生物组测定。本研究分析的叶际微生物

组包括生活在柑橘叶片表面和内部的真菌和细菌群

落，因此未采用表面消毒方式清除叶片上的附生菌。

试剂和仪器：SteadyPure植物基因组DNA提取

试剂盒，湖南艾科瑞生物工程有限公司；Ex Taq预混

液（Probe qPCR），大连宝日医生物技术有限公司；

Phusion 高保真 PCR 聚合酶预混液，美国 New Eng‐

land Biolabs有限公司；AxyPrep DNA凝胶回收试剂

盒，杭州爱思进生物技术有限公司；TruSeq®免扩增

DNA建库试剂盒，美国 Illumina公司；其余试剂均为

国产分析纯。Tissuelyser-24L 研磨仪，上海净信实

业发展有限公司；ABI 7500实时荧光定量 PCR仪，

美国Applied Biosystems公司；PowerPacTM通用电泳

fluences to the whole bacterial community through its negative interactions with multiple bacterial spe‐

cies (Anaerotruncus sp., Clostridiales sp., Pseudomonas sp., Sphingomonas sp., Lachnospiraceae sp.

and Streptococcus sp.). This study indicated the different influences of huanglongbing to the phyllo‐

sphere fungal and bacterial communities, and the influences of huanglongbing might be achieved by the

negative interactions between its causal agent and multiple phyllosphere bacteria.

Key words: citrus huanglongbing; phyllosphere microbiome; bacteria; fungi; community composition;

abundance
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仪，美国Bio-Rad公司；HiSeq 2500测序仪，美国 Illu‐

mina公司。

1.2 方法

1.2.1 采集样品中黄龙病菌的PCR检测

从采集的每份样品中随机选择 6片叶片，使用

直径为1 cm的打孔器从每片叶片上随机打取1个叶

碟备用。将取得的叶碟样品混合后，用研磨仪进行

研磨，利用SteadyPure植物基因组DNA提取试剂盒

提取叶际微生物组的 DNA，并于-80 ℃保存备用。

采用实时荧光定量 PCR方法检测样品中黄龙病菌

的含量，黄龙病菌的扩增引物为 HLBas（5′-TCGA-

GCGCGTATGCAATACG-3′）/HLBr（5′-GCGTTATC-

CCGTAGAAAAAGGTAG-3′）（Li et al.，2006），PCR

反应探针为 HLBp（5′-FAM-AGACGGGTGAGTA‐

ACGCG-BHQ-1-3′），FAM是 6-羧基荧光素，BHQ-1

是荧光标记多肽，本研究所有引物和探针均由生工

生物工程（上海）股份有限公司合成。25 µL PCR反

应体系：Premix Ex Taq（Probe qPCR）12 µL、HLBas/

HLBr各0.5 µL、HLBp探针1 µL、50 ng/µL DNA 1 µL、

ddH2O 10 µL。PCR反应程序：95 ℃预热30 s，95 ℃

变性5 s，60 ℃延伸30 s，共40个循环。程序运行结

束后，读取 Ct 值（x），按照崔一平等（2020）建立的公

式y=-0.286x+11.924计算病原菌的拷贝数（y）。

1.2.2 挑选叶片样品中微生物群落的扩增子测序

根据1.2.1检测结果，选择Ct>34和Ct<30的样品

DNA分别作为未检出（阴性）和检出（阳性）黄龙病

菌样品进行叶际微生物组的扩增子测序。使用引物

对 ITS1F（5′-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3′）/

ITS2-Fungal-ad（5′-TGCGTTCTTCATCGATGC-3′）和

335F（5′-CADACTCCTACGGGAGGC-3′）/769R（5′-A-

TCCTGTTTGMTMCCCVCRC-3′）分别扩增真菌的

核糖体转录间隔区（internal transcribed spacer，ITS）

和细菌的16S rRNA基因位点部分序列（White et al.，

1990；Caporaso et al.，2011）进行 PCR 扩增。10 µL

PCR反应体系：KOD FX Neo Buffer 5 µL、KOD FX

Neo 0.2 µL、dNTP 2 µL、上下游引物各 0.3 µL、

50 ng/µL DNA 1 µL、ddH2O 1.2 µL；反应程序：94 ℃

预变性 5 min；94 ℃变性 45 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃

延伸 30 s，共 35个循环；最后 72 ℃延伸 10 min。对

每个样品均扩增 3管，扩增结束后混匀，并经 2%琼

脂糖凝胶电泳，依据条带大小进行区分。割胶回收

的条带使用TruSeq®免扩增DNA建库试剂盒参照说

明书进行建库，然后利用HiSeq 2500测序仪完成样

品的测序。

1.2.3 叶际微生物测序序列分析及多样性指数计算

将 1.2.2 所得测序序列数据先用 Trimmomatic

0.39 软件（Bolger et al.，2014）过滤低质量的序列，

然后使用 Cutadapt 1.9.1 软件（Martin，2011）识别和

清除引物序列，得到的序列通过USEARCH 10软件

（http://www.drive5.com/usearch/）进行拼接，再使用

UCHIME 8.1软件（Edgar et al.，2011）去除嵌合体序

列，将最终得到的高质量序列再导入QIIME2 软件

（Bolyen et al.，2019），并使用其中嵌合的dada2程序

（Callahan et al.，2016）进行去噪，默认以测序所有序

列数的 0.005%作为阈值过滤获得扩增子序列变异

体及其特征表。真菌的扩增子序列变异体通过比对

到UNITE数据库（https://unite.ut.ee/）进行物种注释，

细菌的扩增子序列变异体通过比对到SILVA138数

据库（http://www.arb-silva.de/）进行物种注释。基于

特征表和物种注释信息，使用QIIME2 软件计算每

个样本中真菌和细菌群落的 α多样性指数，包括物

种数、Shannon指数和谱系多样性指数，以及在不同

分类单元科、属、种水平上的相对丰度，并绘制稀释

曲线和物种累积箱形图。不同组别样品的叶际微生

物组成差异采用Bray-Curtis距离进行计算，果园位

置和黄龙病菌携带情况对微生物组的组成和结构的

影响选择置换多元方差分析法进行分析，结果通过

主坐标分析（principal co-ordinate analysis，PCoA）方

法产生的前2个主成分PCoA1和PCoA2进行展示。

真菌类群在不同比较组别之间并不存在显著差异，

因此只对细菌类群进行功能注释，采用BugBase软

件（Ward et al.，2017）完成。

1.2.4 黄龙病菌与柑橘叶际细菌的相关性和网络分析

鉴于1.2.3分析结果，仅选择柑橘叶际细菌类群

与黄龙病菌含量进行相关性分析，使用Hmisc软件

（https://hbiostat.org/R/Hmisc/）完成，并对分析结果

使用 pheatmap软件作热图进行展示（Kolde，2019）。

从黄龙病菌检测结果为阴性和阳性样品中选择总序

列数大于1 000条的细菌扩增子序列变异体分别构

建一个共发生的网络图，使用 SPIEC-EASI（SParse

InversE covariance estimation for ecological associa‐

tion inference）方法完成网络分析（Kurtz et al.，2015），

分析参数按照软件的默认参数进行设置，网络描

述性参数的计算、网络图的构建和注释分别使用

igraph 1.3.2软件（https://igraph.org/）和Gephi 0.10软

件（https://gephi.org/）完成。

1.3 数据分析

在 R 4.0.0 平台（http://www.r-project.org/）进行
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数据分析。针对测序获得的微生物群落多样性指数

数据和不同微生物类群的相对丰度数据，先进行方

差齐性（bartlett. test）和正态性（shapiro. test）检验。

对于黄龙病菌 PCR检测结果为阴性和阳性样品两

组数据间的比较，使用 t检验法或者Wilcoxon非参

数检验法进行差异显著性检验，对于多个数据间的

比较，使用Benjamini-Hochberg法对P值进行校正。

2 结果与分析

2.1 仁化县贡柑样品中黄龙病菌的检测情况

夏季采集的40份样品来自3个乡镇（街道）的4个

贡柑园，来自大桥镇长坝果园和黄坑镇下营果园的

样品中未检出黄龙病菌，来自丹霞街道康溪果园和

黄坑镇高塘果园的样品中检出了黄龙病菌，检出率

分别为10.0%和20.0%，4个贡柑园的黄龙病菌平均

检出率为7.5%。秋季采集的130份样品来自9个乡

镇（街道）的14个贡柑园，所有贡柑园采集的样品中

均检出了黄龙病菌，检出率在10.0%~60.0%之间，平

均检出率为32.3%，较夏季样品明显升高（表1）。

2.2 贡柑叶际微生物测序结果及对柑橘黄龙病的响应

根据柑橘黄龙病菌的检测情况，从秋季采集的

样品中选择检测结果为阴性（Ct>34）和阳性（Ct<30）

的DNA样品各27份进行真菌 ITS和细菌16S rRNA

的扩增子测序（表1），下机序列数据进行质控后，从

54 份样品中总计得到 8 069 963 条真菌 ITS 序列和

3 881 333条细菌16S rRNA序列。进一步对这些序

列进行聚类，并去除代表序列少的扩增子序列变异

体，最终分别得到3 837个真菌和21 338个细菌的扩

增子序列变异体。比较分析发现，黄龙病菌检测结

果为阴性和阳性的样品之间，贡柑叶际真菌和细菌

群落的物种数、Shannon 指数和谱系多样性指数均

无显著差异（图1）。

表1 广东省仁化县贡柑叶片样品采集信息和黄龙病菌检测情况

Table 1 Information of collected Gonggan leaf samples from Renhua County in Guangdong Province and their occurrence of

Candidatus Liberibacter asiaticus

采样季节
Sample
season

夏季

Summer

平均值Average

秋季
Autumn

平均值Average

镇/街道
Town/street

大桥镇 Daqiao Town

丹霞街道 Danxia Street

黄坑镇 Huangkeng Town

长江镇 Changjaing Town

城口镇 Chengkou Town

大桥镇 Daqiao Town

丹霞街道 Danxia Street

董塘镇 Dongtang Town

扶溪镇 Fuxi Town

黄坑镇 Huangkeng Town

石塘镇 Shitang Town

闻韶镇 Wenshao Town

果园
Orchard

长坝 Changba

康溪 Kangxi

高塘 Gaotang

下营 Xiaying

里周 Lizhou

水淞 Shuisong

恩村 Encun

厚坑 Houkeng

长坝 Changba

康溪 Kangxi

高良 Gaoliang

南湖 Nanhu

扶中 Fuzhong

下营 Xiaying

京群 Jingqun

下中坌 Xiazhongben

华塘 Huatang

石竹 Shizhu

果园面积
Orchard
area/hm2

73.3

20.0

6.7

8.7

27.2

3.3

0.7

40.0

6.7

16.7

20.0

6.7

6.7

6.7

8.7

13.3

13.3

13.3

6.7

11.6

采样数
No. of
samples

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

5

10

10

10

5

10

10

10

10

9.3

检出数（Ct≤34）
No. of detected
samples (Ct≤34)

0

1

2

0

0.75

5

2

3

4

6

1

5

4

2

3

2

1

1

3

3

检出率
Detected

incidence/%

0.0

10.0

20.0

0.0

7.5

50.0

20.0

30.0

40.0

60.0

20.0

50.0

40.0

20.0

60.0

20.0

10.0

10.0

30.0

32.3

测序样品数
No. of sequenced

samples

Ct>34

0

0

0

0

0

5

2

2

1

4

0

2

4

1

2

0

0

1

3

1.9

Ct<30

0

0

0

0

0

5

2

2

1

4

0

2

4

1

2

0

0

1

3

1.9

进一步分析果园地理位置和携带黄龙病菌情况

对贡柑叶际真菌、细菌群落组成和结构的影响，发现

果园地理位置显著影响样品真菌群落（R2=0.32，P<

0.001）和细菌群落（R2=0.14，P<0.001）的组成和结构

（图 2-A~B，表 2）。黄龙病菌检测结果为阴性和阳

性样品之间真菌群落的组成和结构差异不显著（R2=

0.01，P>0.05；图 2-C，表 2），而细菌群落的组成和结

构存在显著差异（R2=0.04，P<0.001；表2）。PCoA结

果显示，黄龙病菌检测结果为阴性和阳性的样品可

以通过PCoA 2（方差贡献率为6.1%）进行区分（图2-
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D）。上述结果表明柑橘黄龙病的发生对贡柑叶际 微生物群落具有显著影响。

图1 黄龙病菌检测结果为阴性和阳性的贡柑叶际微生物群落的α多样性指数比较

Fig. 1 Comparison of the microbial α diversity indices between Candidatus Liberibacter asiaticus-negative

and -positive Gonggan leaves

箱体外的圆点为处于95%置信区间外的数据。ns表示经Wilcoxon非参数检验法检验差异不显著（P>0.05）。The dots out‐

side the box are data outside the 95% confidence interval. ns indicates no significant difference by Wilcoxon nonparametric test.

图2 果园地理位置和黄龙病菌携带情况对贡柑叶际真菌（A、C）和细菌（B、D）群落组成和结构的影响

Fig. 2 Effects of orchard location and the occurrence of Candidatus Liberibacter asiaticus on fungal (A, C) and

bacterial (B, D) composition and structure on Gonggan leaves

聚类圈外的圆点为处于95%置信区间外的数据。The dots outside cluster circle are data outside the 95% confidence interval.
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表2 置换多因素方差分析法分析贡柑叶际微生物群落组成和结构的影响因素

Table 2 Permutational multivariate analysis of variance of the factors affecting the microbial composition

and structure on Gonggan leaves

项目
Item

果园位置Orchard location

携带黄龙病菌情况With Candidatus Liberibacter asiaticus

果园位置×携带黄龙病菌情况
Orchard location×with C. Liberibacter asiaticus

残差 Residual

真菌群落 Fungal community

df

6

1

6

40

R2

0.32

0.01

0.09

0.58

F

3.72

0.78

1.07

P

0.001

0.750

0.330

细菌群落 Bacteria community

df

6

1

6

40

R2

0.14

0.04

0.11

0.71

F

1.34

2.20

0.99

P

0.000 1

0.000 1

0.520 0

2.3 柑橘黄龙病对贡柑叶际细菌类群丰度的影响

进一步比较黄龙病菌检测结果为阴性和阳性样

品之间细菌类群相对丰度的差异，结果表明，在科水

平上，2组样品中相对丰度排名前 10的科包括拜叶

林克氏菌科、鞘脂单胞菌科、毛螺菌科、根瘤菌科、伯

克氏菌科、链球菌科、肠杆菌科、红杆菌科、草酸杆菌

科和丛毛单胞菌科，累计的相对丰度分别达到 0.47

和 0.54（图 3-A）。其中，根瘤菌科细菌的相对丰度

从阴性样品中的0.01显著增加到阳性样品中的0.11

（P<0.001；图 3-B），主要归因于该科所辖的柑橘黄

龙病菌在 2组样品间的差异分布。与之相同，鞘脂

单胞菌科、伯克氏菌科和草酸杆菌科的相对丰度在

阳性样品中有一定的增加（图 3-C~E），但均末达到

显著水平；与之相反，拜叶林克氏菌科、毛螺菌科、链

球菌科和肠杆菌科的相对丰度在阳性样品中有一定

的降低（图3-F~I），但均未达到显著水平。

图3 黄龙病菌检测结果为阴性和阳性的贡柑叶际主要细菌类群的差异

Fig. 3 Differences of major bacterial families between Candidatus Liberibacter asiaticus-negative and -positive Gonggan leaves

箱体外的圆点为处于95%置信区间外的数据。**表示经Wilcoxon非参数检验法检验差异显著（P<0.01），ns则表示差异

不显著（P>0.05）。The dots outside the box are data outside the 95% confidence interval. ** indicates significant difference by Wil‐

coxon nonparametric test (P<0.01), ns indicates no significant difference (P>0.05).
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细菌群落功能注释结果表明，黄龙病菌对贡柑

叶际细菌群落的糖类、氨基酸等代谢途径相关基因

的影响不明显，同时也未显著改变群落内好氧细菌、

厌氧细菌、革兰氏阳性和阴性细菌的分布情况。但

黄龙病菌对贡柑叶际细菌生物膜的形成（图4-A~B）

和可移动基因元件的含量（图4-C~D）具有显著影响

（P<0.05）。韧皮部杆菌属对细菌类群生物膜形成的

贡献和对可移动基因元件含量的贡献（以相对丰度

表征）均从0增加到了12.6%（P<0.001；图4-B、D）。

图4 黄龙病菌检测结果为阴性和阳性的贡柑叶际细菌类群预测表型的差异

Fig. 4 Differences of predicted phenotype of major bacteria groups between Candidatus Liberibacter asiaticus-negative

and -positive Gonggan leaves

箱体外的圆点为处于95%置信区间外的数据。*表示经Wilcoxon非参数检验法检验差异显著（P<0.05），ns则表示差异不

显著（P>0.05）。The dots outside the box are data outside the 95% confidence interval. * indicates significant difference by Wil‐

coxon nonparametric test (P<0.05), ns indicates no significant difference (P>0.05).

进一步分析在科、属、种及扩增子序列变异体水

平上不同细菌类群与黄龙病菌含量之间的相关性，

结果显示，在科水平上，与黄龙病菌含量呈正相关关

系的有23个细菌类群，其中有5个达到显著相关水

平，而呈负相关关系的有77个细菌类群，其中有2个

达到显著相关水平；在属水平上，与黄龙病菌含量呈

正相关关系的有18个细菌类群，其中有4个达到显

著相关水平，而呈负相关关系的有 82个细菌类群，

其中有1个达到显著相关水平；在种水平上，与黄龙

病菌含量呈正相关关系的有32个细菌类群，其中有

6个达到显著相关水平，而呈负相关关系的有 68个

细菌类群；在扩增子序列变异体水平上，与黄龙病菌

含量呈正相关关系的有28个细菌类群，其中有8个

达到显著相关水平，而呈负相关关系的有72个细菌

类群（图 5）；表明黄龙病菌含量与贡柑叶际细菌类

群的负相关性关系更普遍，而正相关关系相对较少

但相关性更强。

2.4 柑橘黄龙病菌对贡柑叶际细菌共发生网络的影响

黄龙病菌检测结果为阴性和阳性样品的细菌扩

增子序列变异体共发生网络图中，以扩增子序列变

异体作为节点，节点数一致，均为 256个；以扩增子

序列变异体之间的相互作用关系作为边，边的数量

分别为 563条和 556条。2个网络均以细菌扩增子

序列变异体间的正向互作关系为主，边的数量分别

为 479 条和 476 条，占总边数的 85.1%和 85.6%；而

负向互作关系较少，边的数量分别为84条和80条，

占总边数的14.9%和14.4%。同时，2个网络在直径

（8和 9）、密度（均为 0.017）和中心性等特性上并没



有表现出较大的差异。然而，在黄龙病菌检测结果

为阳性样品的网络中，预测的网络模块数要比阴性

样品多1个，阴性样品中的网络模块分别被标记为 I

和 II（图6-A）；阳性样品的网络中依然保留模块 I，然

而原先的模块 II被分裂为 2个模块，分别被标记为

IIA和 IIB（图6-B）。柑橘黄龙病菌扩增子序列变异

体 ASV3077 处于模块 IIA 中，并与厌氧棍状菌 An‐

aerotruncus sp.、梭 菌 Clostridiales sp.、假 单 胞 菌

Pseudomonas sp.、鞘脂单胞菌 Sphingomonas sp.、毛

螺菌 Lachnospiraceae sp.和链球菌 Streptococcus sp.

的扩增子序列变异体存在直接互作。另外，柑橘黄

龙病菌与上述6个细菌的扩增子序列变异体皆表现

为负向互作，而这 6个扩增子序列变异体与网络中

其他细菌的扩增子序列变异体的互作以正向互作为

主，占所有互作数量的95.7%，因而推测柑橘黄龙病

菌对贡柑叶际细菌群落的共发生存在负向的影响。

图5 贡柑叶际细菌类群与黄龙病菌含量的相关性

Fig. 5 Correlation between the Gonggan leaf bacterial groups and detected content of Candidatus Liberibacter asiaticus

*表示相关性显著（P<0.05）。* indicates significant correlation (P<0.05).
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图6 黄龙病菌检测结果为阴性（A）和阳性（B）的贡柑叶际细菌类群的共发生网络图

Fig. 6 Co-occurrence bacterial networks of Candidatus Liberibacter asiaticus-negative (A) and -positive (B) Gonggan leaves

3 讨论

本研究于夏季和秋季分别从仁化县进行贡柑叶

片样品采集，通过实时荧光定量PCR技术检测发现

采集样品中黄龙病菌的平均检出率从 7.5%上升到

32.3%。陈霞等（2021）研究同样发现，在黄坑镇黄

坑村果园，柑橘黄龙病菌的检出率从2019年4月的

18.2%上升到10月的87.5%。由于管理不善，导致柑

橘黄龙病菌的媒介昆虫柑橘木虱Diaphorina citri大

量发生，这可能是导致柑橘黄龙病从夏季到秋季暴

发的原因之一（刘丹等，2021；杜一民等，2023）。另

外，进入10月后感染柑橘黄龙病的贡柑树已经表现

出黄化不转绿的症状，因此可能干扰采样的选择，这

可能也是导致仁化县贡柑园黄龙病菌检出率偏高的

人为因素之一。整体来说，仁化县的贡柑园亟需加

强管理，尽早清除病残体，避免成为黄龙病的侵染源。

本研究结果显示，黄龙病的发生并没有显著改

变叶际真菌和细菌群落的 α多样性指标、真菌群落

的组成和结构，以及主要真菌和细菌类群的相对丰

度。这可能与黄龙病的发生严重程度有关。如Gin‐

nan et al.（2020）将黄龙病树分为5个等级，在柑橘树

发生严重衰退（等级4）和死亡（等级5）的情况下，叶

际真菌群落的多样性和一些主要微生物类群的丰度

才发生显著改变。再结合其他可参考的研究结果

（Blaustein et al.，2017；刘晓菲等，2020；Yan et al.，

2021），推测黄龙病的发生对柑橘叶际真菌和细菌群
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落的影响较小，可能因为黄龙病菌的生长被限制在

柑橘叶脉的韧皮部组织中，而大多数叶际微生物的生

长被隔离在不同的叶片空间里（Pandey et al.，2022）。

虽然黄龙病的发生对于叶际真菌和细菌群落的

影响较小，但该病害对叶际细菌群落的组成和结构

具有显著影响。由于黄龙病菌的存在，细菌群落内

根瘤菌科的相对丰度显著增加，其他主要的细菌类

群受影响较小，与其他研究结果（Blaustein et al.，

2017；刘晓菲等，2020；Yan et al.，2021）一致，仅表现

出在平均值水平上的变化。在相关性分析中，本研

究发现黄龙病菌与薄层菌属 Hymenobacter 和鞘脂

单胞菌属Sphingomonas存在显著正相关关系，而与

硝化螺旋菌属Nitrospira存在显著负相关关系。在不

同的研究中，均发现薄层菌属和鞘脂单胞菌属细菌

容易受到黄龙病发生的影响，然而具体是受到黄龙

病发生的促进或抑制作用并没有统一结论（Trivedi

et al.，2012；Blaustein et al.，2017；刘晓菲等，2020）。

基于此，参考Ginnan et al.（2020）的模型，推测黄龙

病发生早期能够促进柑橘上益生细菌的富集，特别

是具有抑制病原菌生长功能的鞘脂单胞菌属细菌

（Li et al.，2022）；而在柑橘树严重衰退和死亡期间，

益生细菌类群由于被常见的腐生菌所替代，表现出随

着病害发展而被抑制的现象（Ginnan et al.，2020）。

本研究结果表明，在共发生网络分析中，黄龙病

菌通过厌氧棍状菌、梭菌、假单胞菌、鞘脂单胞菌、毛

螺菌和链球菌多个细菌对柑橘叶际细菌群落产生负

面影响。这和 Blaustein et al.（2017）预测的结果相

似，该研究认为黄龙病菌可以通过对伯克氏菌科、微

单孢菌科和黄单胞菌科细菌的抑制作用来对整个细

菌群落产生负面影响。在这些细菌中，假单胞菌属

和鞘脂单胞菌属包含许多在不同植物叶际广泛存在

的共生菌，它们具有促进植物生长和提高植物抗病

性的功能（Srivastava et al.，2022）。在柑橘中来自这

2个属的细菌也可能参与了寄主植物的生长和抗病

过程（Li et al.，2022；Penyalver et al.，2022）。在共生

菌参与植物抗病的机制中，主要由于共生菌所组成

的群落与病原菌存在生长竞争关系，如对铁元素吸

收的竞争能够导致叶际和根际微生物组对病原菌产

生清除作用（Gu et al.，2020；Li et al.，2022）。因此，

推测假单胞菌和鞘脂单胞菌在黄龙病菌存在的微生

物群落中也行使相似的功能；其他4种细菌在目前的

相关研究中并不常见，可能是地区性发生的微生物

类群。鉴于黄龙病菌目前还不能在实验室条件下进

行培养，因此分离和研究与黄龙病菌相关的及共发生

的细菌类群与柑橘的互作模式和机理，也许能够为

柑橘黄龙病的致病机理研究和防控提供新思路。
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