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[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK5]摘 要：土壤真核生物是生态系统健康的关键指示生物，其多样性和群落结构的变化可有效反映土壤质量演变。在基于高通量测序的真核生物多样性研究中，扩增引物的选择直接影响检测类群的序列数，从而决定生物多样性评估的准确性。本研究以宁波市7种典型城市土地利用类型的土壤为研究对象，针对两对广泛使用的18S-rRNA基因V4区引物（NF1F_18Sr2bR、TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R）进行扩增，并分析扩增子序列变体（ASVs）、操作分类单元（OTUs）两种生物信息学方法的差异，系统比较不同引物对土壤真核生物群落组成和多样性评估的影响。结果表明，在进行土壤真核生物多样性研究时，NF1F_18Sr2bR 引物扩增的真核生物比例显著高于TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R。引物对土壤真核生物类群具有偏好性，在ASVs水平上，NF1F_18Sr2bR引物偏好原生生物、线虫、节肢动物以及环节动物。在OTUs水平上，TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R引物偏好原生生物和节肢动物；NF1F_18Sr2bR引物则偏好真菌、线虫和环节动物。其中，NF1F_18Sr2bR引物更适合用于稀有种的检测，其偏向扩增的真菌、线虫、环节动物的稀有种分别占各自总序列数的12.09%、38.31%、58.33%。TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R更适合用于共有种的检测，其测得不同用地之间的共有OTUs达到了804条，高于另一条引物。引物和分析方法共同决定了α多样性评估的差异，但其不能决定β多样性的变化以及环境因子对群落结构的影响。在α多样性方面，两条引物在ASVs水平上计算的α多样性在不同用地之间的差异均多于OTUs；在β多样性方面，OTUs水平上对群落多样性的解释度高于ASVs水平。本研究揭示了引物选择对土壤真核生物多样性评估的关键影响，未来需根据目标类群和研究目的合理选择引物及分析方法，以确保群落结构和多样性评估的准确性。
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Comparison of the Influence of 18S-rRNA Gene Primer Selection on the Assessment of Eukaryotic Biodiversity in Urban Soil: A Case Study of Ningbo City
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Abstract: 【Objective】Soil eukaryotes are key indicator organisms for soil health in ecosystems, and changes in their diversity and community structure can effectively reflect the evolution of soil quality. In high-throughput sequencing-based studies on eukaryotic diversity, the selection of amplification primers directly affects the number of sequences of detected taxa, thereby determining the accuracy of biodiversity assessment. However, the impact of primer selection on the assessment of soil eukaryotic diversity remains timidly explored.【Method】 This study focused on soils from seven typical urban land use types in Ningbo City. Amplification was only conducted for two pairs of widely used 18S-rRNA gene V4 region primers (NF1F_18Sr2bR, TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R). The study systematically compared the effects of different primers on the assessment of soil eukaryotic community composition and diversity, and analyzed the differences between two bioinformatic methods: Amplicon sequence variants (ASVs) and operational taxonomic units (OTUs). 【Result】That the proportion of amplification in eukaryotes for the NF1F_18Sr2bR primer was significantly higher than that of TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R. Different primers exhibited a preference for specific soil eukaryotic taxonomic groups. Specifically, at the ASVs level, the NF1F_18Sr2bR primer preferred fungi, protozoa, nematoda, arthropoda, and annelida; at the OTUs level, the TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R primer preferred protozoa and arthropoda, while the NF1F_18Sr2bR primer preferred nematoda, and annelida. Among the primers, NF1F_18Sr2bR was more appropriate for detecting rare species. The rare species of fungi, nematoda, and annelida amplified by this primer accounted for 12.09%, 38.31%, and 58.33% of their total sequences, respectively. In contrast, TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R was more suitable for detecting shared species, as it detected 804 shared species OTUs across different land use types, which was higher than that detected by the other primer. Both primer selection and analytical methods collectively determine the differences in α-diversity assessment, but they do not determine the variations in β-diversity or the effects of environmental factors on community structure. In terms of α-diversity, for both primer pairs, the differences in α-diversity among different land uses were greater at the ASV level than at the OTU level. With respect to β-diversity, the explanatory power of the OTUs level for community diversity was higher than that of the ASVs level. 【Conclusion】This study revealed the critical impact of primer selection on the assessment of soil eukaryotic diversity. In future studies, primers and analytical methods should be selected appropriately based on target taxa and research objectives to ensure the accuracy of community structure and diversity assessment.
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[bookmark: OLE_LINK1]土壤是地球上最为复杂且高度动态的生态系统之一[1]，为数百万种生物提供栖息地，其中蕴藏着极其丰富的真核生物群落。这些真核生物在土壤物质循环与能量流动中发挥着关键作用[2-3]。分子技术的快速发展为土壤生物多样性研究提供了革命性工具，这些技术实现了对土壤中复杂生物群落的精细解析，而环境 DNA（eDNA）技术的应用则极大拓展了该领域的研究深度和广度，尽管土壤生物多样性研究技术日趋成熟，但长期以来，研究焦点主要集中于微生物领域[4]。近年来，研究视野逐渐拓展至土壤真核生物，然而，相关研究大多局限于特定的生物类群，如线虫[5]、环节动物[6]或原生生物[7]，对于整体真核生物多样性的研究尚不足。值得注意的是，不仅不同类群的研究采用不同的引物策略，即便是针对同一类群，不同研究也常使用相异的引物组合。更关键的是，即使是那些旨在评估整体真核生物多样性的研究，也因缺乏标准化的引物选择而面临结果可比性差的问题。例如，Köninger等[8]应用Euk575F_Euk895R探究了欧洲大陆不同土地利用下的真核群落，Aslani等[9]则在全球尺度研究中仅使用了1389f_1510r引物，刘卫东等[10]发现V4 (F/R) 对海洋微型和微微型藻类多样性检测更为高效，这种普遍存在的引物选择的差异严重阻碍了不同研究结果的整合与比较。因此，系统性地筛选高效且具有广泛覆盖能力的引物，对于实现土壤真核生物多样性评估至关重要。
目前，大多数研究土壤真核生物群落多样性的方法是基于18S-rRNA基因的扩增子测序分析[11-12]。该方法因其靶标基因在真核生物中广泛存在且具有高度保守性，成为研究土壤真核生物的理想选择。然而，在这些研究中，研究方法的选择对结果准确性至关重要，其中引物设计直接影响扩增效果，而数据分析方法扩增子序列变体（ASVs）/操作分类单元（OTUs）则决定分辨率水平。常用的18S-rRNA基因特定区域的引物包括EF4-EF3[13]、TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R[14]、NF1F_18Sr2bR[15]、1380f/1510r[16]、rbcL-F/rbcL-R[17]等。研究表明，不同引物对真核生物类群的扩增偏好性存在一定差异。例如，Smit等[18]发现EF4-EF3引物对担子菌门（Basidiomycota）具有偏好性，而TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R和E572F_E1009R引物更倾向于扩增原生生物；Ficetola等[19]的研究表明，NF1F_18Sr2bR引物对线虫（Nematoda）具有较高的物种覆盖率；Sun等[20]研究发现，3NDf/C_1132rmod引物较NF1F_18Sr2bR引物更适合扩增线虫；Yu等[21]发现ITS3_ITS4引物较其他引物更加适合扩增森林中的真菌多样性。因此，对于土壤真核生物多样性研究中的引物选择，仍无统一定论。在数据分析过程中，目前通常采用两种主要的代表性序列获取方法：OTUs和ASVs。OTUs是基于序列97%的相似度阈值进行聚类得到的序列簇。该方法通过将相似序列归并为同一单元，降低数据复杂度，减少计算需求，但可能掩盖细微的遗传变异。相比之下，ASVs方法不依赖聚类，而是将测序数据中的每个独特序列视为独立的变体，从而提高了分辨率和分析灵敏度，但是这样可能导致群落α多样性被高估。目前已经有研究比较了ASVs与OTUs对细菌群落的差异，例如，Nearing等[22]发现OTUs方法相较于ASVs可能高估细菌群落的丰富度。然而，ASVs与OTUs在土壤真核生物群落分析中的适用性差异仍不明确，值得进一步探究。
针对上述研究背景，本研究以宁波市为例，选取土壤真核生物 18S-rRNA 区域的 2种常用引物（NF1F_18Sr2bR、TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R）对 7 种用地类型（森林、农田、公园、居民区、工业区、绿化带、医院）的土壤样本开展扩增子测序。通过系统比较ASVs和OTUs两种分析方法，本研究探讨以下科学问题：（1）在土壤真核生物多样性检测中，不同引物在扩增序列数目方面是否存在显著差异？（2）ASVs和OTUs在评估真核生物群落组成时是否具有显著的差异？（3）在评估真核生物群落组成及不同用地类型中土壤真核生物多样性格局时，不同引物是否会导致评估结果出现显著差异？本研究的结果将为现有的真核生物多样性分析方法提供理论基础，为理解土壤真核生物多样性、评估其在土壤退化与污染修复过程中的生态系统功能以及生物多样性保护策略的制定提供科学依据。
1 材料与方法
1.1样本采集
    本研究选取浙江省宁波市（28°51′—30°33′N，120°55′—122°16′E）为研究区。该地区属于亚热带季风气候，四季分明，年平均降水量约为1 440 mm[23]。宁波市地形地貌多样，土壤类型存在显著的空间异质性。本研究选取七种主要用地类型进行土壤采样，包括森林（Forest）、农田（Farmland）、公园（Park）、居民区（Residential area）、工业区（Industrial area）、绿化带（Greenbelt）及医院（Hospital）。本次采样总共设置46个采样点，其中涵盖城郊（森林8个、农田4个）与城市地区（公园8个、居民区8个、工业区6个、绿化带8个、医院4个）。采样方案设计如下：在每个采样点随机选取20 m × 20 m的样方，在每个样方中，使用土钻（直径5.5 cm，深度10 cm）收集9个土芯后，充分混匀形成复合样品。复合样品分为两部分：一部分样品运输至实验室，随后保存在-20 ℃，用于土壤真核生物DNA的提取；另一部分样品放置在实验室中自然风干，用于土壤理化指标测定。
1.2土壤DNA提取和PCR测序
[bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK8]称取0.5 g土壤，使用土壤DNA试剂盒（MP Biomedicals, Solon, OH, 美国）提取DNA，利用NanoDrop ND-2000分光光度计（Thermo Fisher Scientific, Wilmington, 美国）测量已提取DNA的纯度及浓度，并将其稀释至1 ngµL-1。利用高通量二代测序技术对真核生物18S-rRNA的V4区进行分析，扩增的引物组分别为NF1F_18Sr2bR[11]和TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R[14]。反应体系：0.5×TransStart FastPfu缓冲液4 μL，2.5 mmolL-1 dNTPs 2 μL，上游引物（5 μmolL-1）0.8 μL，下游引物（5 μmolL-1）0.8 μL，TransStart FastPfu DNA聚合酶0.4 μL，模板DNA 10 ng，反应体系补足20 μL。扩增程序如下：在95 ℃环境下预变性3 min，55 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，进行27个循环，最后在72 ℃进行稳定延伸10 min，扩增结束后将反应管转至4 ℃保存。PCR的产物从2%的琼脂糖凝胶中提取，随后使用AxyPrep DNA凝胶提取试剂盒（AxyPrep Biosciences, Calif, 美国）纯化，使用 TruSeg®DNA PCR-Free 样品制备试剂盒(Illumina, San Diego, 美国)制备测序文库，根据制造商的说明使用Quantus™荧光计（Promega, 美国）进行文库质控，使用Qubit荧光计或Nanodrop等设备进行文库浓度和纯度的测量，质量合格后将该文库放在Illumina MiSeq PE300平台上进行测序。
1.3生物信息学分析
使用FLASH 1.2.10[24]合并末端配对的原始测序读段（reads），使用微生物生态学定量洞察2（QIIME 2）软件包处理测序数据。扩增子序列变体（ASVs）的获取是利用分裂扩增子去噪算法2（DADA2）流程对原始序列进行高质量的过滤、去噪和嵌合体检测，最终生成ASV特征表及对应的 ASV代表序列，而操作分类单元OTUs则是在97%的相似性阈值下使用UPARSE 7.0.1090进行聚类，最终生成OTU特征表及对应的OTU代表序列，二者均选用了相同的数据库与注释方法(PR2数据库，classify-sklearn分类器)，移除了在所有样本中总出现频率小于10的ASV/OTU，以所有样本的最低测序深度进行抽平，消除不同样本测序深度差异的干扰，以确保两种分析方法的结果具备横向可比性。去除了在界水平上未分类的真核生物的序列，将剩余的序列作为总体真核生物。
1.4统计分析
[bookmark: OLE_LINK17]后续分析均在抽平后的ASV/OTU丰度表上进行，并使用R.4.4.1进行数据分析，所有图片均使用“ggplot2”包进行绘制。采用R中的“vegan”包对测序数据进行稀疏曲线分析，以评估测序深度对样本物种丰度（abundance）估计的充分性。为解析不同用地类型样本间土壤真核生物类群的共有种，采用 UpSetR 包构建UpSet 图，以多维集合可视化方式展示不同引物扩增下的土壤真核生物 OTU/ASV 水平的交集分布特征。运用Richness指数代表α多样性指数[25]，采用Shapiro-Wilk检验法验证正态性分布结果，发现并非所有类群的数据均遵循正态分布。因此，对比不同用地之间的α多样性差异采用非参数的Kruskal-Wallis检验[26]，若差异显著，则使用Dunn's Kruskal-Wallis进行多重比较，采用 Bonferroni 法对多重比较的P值进行矫正[27]。稀有种定义为仅出现在低于10%的样本中的物种，比例为各物种稀有种数目占各物种总序列数目的百分比。主坐标分析（PCoA）是基于布雷-柯蒂斯距离（Bray-Curtis distances）去评估不同绿地之间真核生物的群落结构差异，进一步使用函数“adnois2”进行置换多元方差分析（PERMANOVA）分析[28]，随后利用冗余分析（RDA）和典范对应分析（CCA）研究不同引物扩增的真核生物类群分的布格局，并且识别主要的理化因子。
2 结 果
2.1两对引物扩增的ASVs和OTUs数量及分布
TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R引物得到的平均ASVs和OTUs数量（567和1120）多于NF1F_18Sr2bR（427和741）（表1）。两对引物扩增的ASVs与OTUs均达到了满足统计分析需求的测序深度（图1）。在ASVs水平上，NF1F_18Sr2bR引物扩增的原生生物（43.8%）、线虫（5.8%）、节肢动物（3.2%）以及环节动物（0.9%）比例均高于TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R引物所扩增的真核生物类群；在OTUs水平上，TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R引物扩增的原生生物（67.4%）比例高于NF1F_18Sr2bR引物，而NF1F_18Sr2bR引物扩增的其他类群比例高于TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R引物（表1）。
表1不同引物扩增的真菌、原生生物、线虫、节肢动物、环节动物的平均扩增子序列变体（ASVs）数目和平均操作分类单元（OTUs）数目以及它们占总体真核生物的比例
Table 1 The average number of amplicon sequence variants (ASVs), average number of operational taxonomic units (OTUs), and their respective proportions of the total eukaryotic community for fungi, protozoa nematoda, arthropoda and annelida amplified by different primer sets
	[bookmark: _Hlk193321404]
	NF1F_18Sr2bR
(MAs)
	TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R(MAs)
	NF1F_18Sr2bR
(MOs）
	TAReuk454FWD1F_TAReukRER(MOs)

	真菌Fungi
	184±7(43%)b
	296±11(52%)a
	289±7(39%)a
	189±6(17%)b

	原生生物 Protozoa
	187±10(44%)a
	162±13(28.6%)b
	334±10(45%)b
	755±18(67%)a

	线虫  Nematoda
	25±1(6%)a
	15±1.32(2.6%)b
	31±1(4%)b
	41±1(4%)a

	节肢动物 Arthropoda
	14±1(3%)b
	18±2(3%)a
	20±1(3%)b
	29±2(3%)a

	环节动物 Annelida
	4±0.3(1%)a
	1±0.2(0.2%)b
	3±0.3(0.4%)b
	7±0.5(1%)a

	总体真核生物Total eukaryotes
	427±14b
	567±20a
	742±15b
	1 120±23a


注：数据为平均值±标准误差（n= 64）；括号内数据为单类真核生物平均ASVs数目和平均OTUs数目占总体真核生物的比例；同行不同小写字母表示不同引物相同分析方法的显著性差异。MAs：平均ASVs，MOs：平均OTUs。下同。Note：Data are presented as mean ± standard error (n = 64); values in parentheses represent the proportions of the mean number of ASVs and mean number of OTUs of individual eukaryotic taxa relative to the total eukaryotes. Different lowercase letters within the same row indicate significant differences among different primers under the same analytical method. MAs: Mean ASVs, MOs: Mean OTUs. The same below.
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图1 不同引物扩增的ASVs与OTUs稀疏曲线，不同颜色线条代表不同样本丰富度
Fig. 1 Rarefaction curves of asvs and otus amplified by different primers, lines of different colors represent the richness of different samples

2.2基于两对引物扩增ASVs和OTUs数据计算的稀有种占比及不同用地土壤真核生物群落交集特征
两对引物扩增的OTUs序列在计算稀有物种方面有显著的优势，绝大多数OTUs序列计算的土壤真核生物稀有率超过了10%，远高于ASVs（表2）。引物对不同真核生物稀有种有显著的偏向性，在ASVs水平上，NF1F_18Sr2bR引物扩增的真菌、原生生物、线虫、节肢动物、环节动物的稀有种占比分别为7.81%、3.62%、10.59%、10.66%、20%，显著高于TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R引物；在OTUs水平上，NF1F_18Sr2bR引物扩增的真菌、线虫和环节动物分别为12.09%、38.31%、58.33%，显著高于TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R引物，两条引物扩增的OTUs在不同用地之间检测出来的土壤真核生物共有种显著高于通过ASVs检测得到的土壤真核生物（图2）。TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R 引物扩增土壤真核生物序列，经 DADA2 去噪获得的扩增子序列变体（ASV） 在不同用地类型间的共有单元数为 158 个；经 UPARSE 7.0.1090 聚类（97% 相似性阈值）获得的操作分类单元（OTU） 共有单元数为 804 个，均高于NF1F_18Sr2bR引物。
表2 不同引物扩增的真菌、原生生物、线虫、节肢动物、环节动物以及总体稀有真核生物的稀有种数目及其占各自类群数目的比例
Table 2 Number of rare species of fungi, protozoa, nematoda, arthropoda, annelida, and total rare eukaryotes amplified by different primers, and their proportion relative to the number of their respective groups.
	
	NF1F_18Sr2bR
（ASVs）
	TAReuk454FWD1F_TAReukREV3（ASVs）
	NF1F_18Sr2bR
（OTUs）
	TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R（OTUs）

	真菌Fungi
	253 (8%)
	194 (4%)
	179 (12%)
	118 (9%)

	原生生物Protozoa
	108 (4%)
	58 (1%)
	120 (7%)
	309 (7%)

	线虫Nematoda
	50 (11%)
	29 (6%)
	95 (38%)
	70 (19%)

	节肢动物Arthropoda
	34 (11%)
	43 (8%)
	28 (14%)
	50 (16%)

	环节动物Annelida
	10 (20%)
	1 (3.85%)
	7 (58%)
	10 (38%)

	总体稀有真核生物Total rare eukaryotes
	512 (7%)
	462 (5%)
	437 (11 %)
	664 (10%)


[image: ]
注：柱状图上面的数字代表不同用地之间的共有数目，相同点颜色代表对应用地之间的交互作用。Note: The numbers above the bar charts indicate the shared counts between different land use types, and nodes of the same color represent the interactions between the corresponding land use types.
图2 不同引物扩增的ASVs与OTUs在不同用地之间的重叠
Fig. 2 Overlap of ASVs and OTUs amplified by different primers among different land use types

2.3基于两对引物扩增的ASVs和OTUs数据计算的α多样性指数
[bookmark: OLE_LINK10]研究结果显示，分析水平与不同引物共同影响了不同土地利用类型间真核生物α多样性格局的差异。基于两对引物扩增所得 ASVs 与 OTUs 数据计算得到的香农（Shannon）指数，可测得相同生物类群在不同用地之间的差异（图3b）；对于丰富度（Richness）、辛普森（Simpson）和均匀度（Pielou）指数（图3a~图3c），在ASVs水平上测得的物种在不同用地之间的差异大于在OTUs水平上所测得的差异。NF1F_18Sr2bR引物可测得更多的用地差异（图3）


   [image: d84dd43b9e0771f213030821c77c228c][image: 5c1157416fc3177b0f3f250f07a1ed8e]

注：采用邓肯（Dunn）检验用于多重比较：不同小写字母代表土地利用类型间的差异显著性（P<0.05）。 Fo：森林；Fa：农田；P：公园；R：居民区；I：工业区；G：绿化带；H：医院。Note: . The Dunn test was used for multiple comparisons: lowercase letters indicate significant differences among land use types. Fo: Forest; Fa: Farmland; P: Park; R: Residential_area; I: Industtrial_area; G: Greenbelt; H: Hospital.
图3 采用两种不同引物（NF1F_18Sr2bR和TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R）以及基于ASVs和OTUs方法分析真菌、原生生物、线虫、节肢动物、环节动物以及总体真核生物在不同土地利用类型之间的α多样性差异
Fig. 3 Differences α diversity in fungi、protozoa、nematoda、arthropoda、annelida and total eukaryotes among different land use types using two distinct primer pairs (NF1F_18Sr2bR and TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R) based on the ASVs and OTUs methods 
2.4基于两对引物扩增的ASVs和OTUs数据进行β多样性检验以及环境因子对β多样性的影响
不同引物对的选择以及不同分析方法对真核生物β多样性无显著影响，三种分析均为OTUs较ASVs具有更高的解释度（图4，图5）。在主成分分析中，几乎所有的分析均显示真核生物在不同土地利用类型之间具有显著差异，且主要表现为森林与农田的差异。在冗余分析与典范对应分析中，ASVs水平上以典范对应分析为主，OTUs水平上以冗余分析为主，并且引物与分析方法并不影响环境因子对真核生物多样性的影响。
[image: 4014b218c7dd340dcacbf74aa0cef1ca]
图4 采用两种不同引物（NF1F_18Sr2bR和TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R）以及基于ASVs和OTUs方法分析的不同用地类型土壤中真菌、原生生物、线虫、节肢动物、环节动物以及总体真核生物的主坐标分析（PCoA）
Fig. 4 Principal component analysis (PCoA) of fungi、protozoa、nematoda、arthropoda、annelida and total eukaryotes in soils under different land use types, using two distinct primer pairs (NF1F_18Sr2bR and TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R) and analyses based on the ASVs and OTUs methods
[image: a91019fec8f4c991fcafcdbda9f28592]
注：采用Kruskal-Wallis检验不同用地类型之间的差异（*P<0.05）；OTUs与ASVs和环境因子一同呈现。 Note: The Kruskal-Wallis test was used to determine differences among different land use types (*P<0.05); OTUs, ASVs, and environmental factors are presented together. ①Moisture , ② pH , ③ Total carbon, ④ Total nitrogen, ⑤ Total phosphorus, ⑥ Carbon nitrogen ratio ,⑦ Silt , ⑧ Clay, ⑨ Sand.
图5 采用两种不同引物（NF1F_18Sr2bR和TAReuk454FWD1F TAReukREV3R）以及基于ASVs和OTUs方法分析不同用地类型与环境因子对真菌、原生生物、线虫、节肢动物、环节动物以及总体真核生物群落的冗余分析（RDA）与典范对应分析（CCA）
Fig. 5  Redundancy analysis (RDA) and canonical correspondence analysis (CCA) of fungi、protozoa、nematoda、arthropoda、annelida and total eukaryotic communities in relation to different land use types and environmental factors, using two distinct primer pairs (NF1F_18Sr2bR and TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R) and analyses based on the ASVs and OTUs methods
3 讨 论
3.1 不同引物的扩增特异性
[bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK13]不同引物会影响ASVs和OTUs的比例及其分布，这导致利用一种引物研究整体的真核生物具有偏差，因此，在进行序列研究时应当整合多种引物。NF1F_18Sr2bR 引物组合在真核生物序列的扩增比例上显著优于 TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R，且对真菌、线虫及环节动物的稀有种检测率显著高于后者（表2），这可能与NF1F_18Sr2bR引物本身靶标基因的分子特征密切相关。它们的18S-rRNA基因通常具有较高的拷贝数[29]，在PCR扩增中可通过模板量优势降低稀有种漏检风险；同时，该引物靶向可能含有真菌特异性鸟嘌呤-胞嘧啶碱基（G-C）富集模体和线虫的保守序列，其序列特异性结合能力可抑制非目标类群的竞争扩增，从而提升目标类群的检测灵敏度。对于原生生物而言，其18S-rRNA基因的高变异性可与TAReuk454FWD1F_TAReukREV3R引物的简并设计形成一定的互补，从而为复杂环境中原生生物多样性的精准评估提供了关键技术支撑。
3.2 不同生物学方法的物种分辨率
在不同分辨率水平上，ASVs的数量普遍高于OTUs（表1）。这与de Santiago等[30]的结果相反，他们发现OTUs聚类会夸大实际产生的OTUs数目，使其产生的量较ASVs高20倍。而ASVs数目大于OTUs可能是因为ASV具有较高的分辨率，可识别更多变异序列，而OTUs方法可能会合并相似的序列，导致特征序列数目减少。但是OTUs在稀有种检测率和共有种的检测中表现出显著优势（表1），这与Callahan等[31]的结果相反，他们认为在18S-rRNA测序中ASVs在检测稀有类群方面具有显著优势，而Joos等[32]发现真菌稀有率在OTUs水平上显著高于ASVs。这种现象可能是由数据集大小和不同算法类型共同决定的，相较于UPARSE聚类而言，DADA2算法通常序列质量控制标准更高，错误矫正流程更严谨，因此产生的假阳性更少[33]。而UPARSE聚类通过设定相似性阈值（如97%）整合低丰度序列，许多未经正常比对的序列被计入体系，这可能会导致假阳性更高，掩盖稀有种的真实变异，从而导致稀有率和共有种数目提高。除此之外，Siegwald等[34]曾指出，低复杂度数据集的分析通常颇具挑战性，这可能是因为此类数据集包含更多低丰度类群，而OTUs的核心算法对这类低丰度序列的捕获能力更强，更容易检测到这些低丰度类群的序列信息，最终导致 OTUs 方法测得的群落稀有率结果高于ASVs方法。
3.3不同引物选择对城市土壤真核生物多样性评估的影响
不同引物和不同分析方法的选择会显著影响土壤真核生物类群的α多样性格局（图3），这与Oliverio等[35]的观点相同，他们发现ASVs较OTUs能更好地解析真核生物地理分布格局，尽管如此，OTUs的分析结果仍然能一定程度上为ASVs提供有用的参考。NF1F_18Sr2bR引物可测得更多的用地差异（图1），这种偏差可能与其PCR循环次数设置不当、基因变异、引物自身产生二聚体等因素有关。例如，Schenk等[36]发现基因变异会导致基因拷贝数发生改变，进而导致物种在注释过程中出现不可避免的偏差，从而导致某些点物种的改变。除此之外，引物扩增区域的结合是否紧密也是重要原因，如果与某一类群的模板序列结合不紧密，就会造成PCR过程中该类群的OTUs/ASVs数量被严重低估。因此，在进行多样性格局分析时，有必要整合多个分析方法的结果，并用多个不同引物进行交叉结果验证。β多样性未被显著影响（图4），这可能是因为 Bray-Curtis 系数作为一种相似性度量方法，具有合理的前提条件（如联合缺失的独立性），且易于捕捉重要的群落关系[37]，因此，基于该系数计算的β多样性结果始终保持一致性。OTUs较ASVs解释度高（图4，图5）可能是由于ASVs会保留所有细微的变异，包括一些不代表真实物种分化的序列会因此而改变，而这些变化可能掩盖样本间群落结构的主要变化趋势，引物与生物学方法不会影响环境因子与群落多样性之间的相似性，在凋落物和真菌的研究中也得到了相同的结果[32, 38]，这说明可将两种引物结合起来作为交叉验证的工具，从而增强环境遗传研究中生态学结论的可靠性。
4 结 论
本研究选择了两对针对土壤真核生物的引物，通过扩增18S-rRNA基因的V4区域，对土壤真核生物（主要包括真菌、原生生物、线虫、节肢动物及环节动物）进行α与β多样性分析。结果表明，不同引物以及不同分类单元策略均会对真核生物α多样性检测产生显著影响。单一引物的特异性与覆盖范围存在固有局限，可能会遗漏某些真核生物的稀有种类，从而无法全面揭示土壤生态系统中的物种丰富度及群落变化。基于上述结论，未来在城市土壤生态研究与实践中，应针对特定目标类群设计高适配性的引物，构建科学规范的标准化检测技术体系，为生物多样性的精准保护提供坚实的技术支撑，进而有力保障城市土壤生态系统的健康稳定与可持续发展。
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