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$$摘$要$$利用定量 /-j和 =!= 焦磷酸测序法!研究了湖南湘阴县一典型红壤剖面微生物相关基因的

多度及微生物"古菌&细菌&真菌#群落结构' 结果显示!随剖面深度增加!土壤黏粒含量增多!有机质和全氮

含量&碳氮比则下降' 每克干土微生物基因拷贝数也趋于下降!其值为$#"
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" '0@V基因#' 焦磷酸测序得到

了 I=!; 条古菌 #I6 Tj),基因序列!平均长度为 =;I fY(*?I*I 条细菌 #I6 Tj),基因序列!平均长度为 ==?

fY(=I?+ 条真菌 #?6 Tj),基因序列!平均长度为 !+= fY' 2.k";<a相似度#分析表明!微生物群落
&

A多样性

与所测土壤理化性质均无显著相关' 78JJ8T] 差异度分析表明同一剖面各土壤层次间微生物群落结构更为相

似!而不同位点的三个表层土之间的差异较大(P89US'检验发现!与微生物群落变化相关的主要土壤因子是黏

粒含量' 在所有土样中!古菌以泉古菌门中的热变形菌纲"?;a#为主!其分布与土壤黏粒含量相关' 细菌的

主要类群为酸杆菌门"++a#&变形菌门"#<a#&绿弯菌门"#*a#&门未定"##a#&厚壁菌门"#"a#和放线菌

门"<a#' 其中!酸杆菌门和变形菌门的相对多度在表层土中高于非表层土(而绿弯菌门和厚壁菌门的相对

多度则在非表层土中更高!与土壤深度呈显著正相关' 所有真菌序列分属于三个门!即子囊菌门"?<a#&担

子菌门";a#和球囊菌门"=a#!在纲一级的分类水平上!各样品间群落结构无明显差异'

关键词$$红壤(焦磷酸测序(微生物多样性(古菌(细菌(真菌

中图分类号$$p;+?(# e+$$$$文献标识码$$,

$$红壤是我国铁铝土纲中分布最广的土类!总面

积达 !I;" 万 KB

*

!约占全国土壤面积的 I(!a

)#*

!其

分布区是我国热带亚热带地区经济和粮食作物的

重要产区' 由于自然和人为因素的影响!多数地区

红壤面临严重的土壤肥力退化&酸化和水土流失等

问题
)*A+*

' 微生物是土壤生态系统的重要组成部

分!广泛参与土壤有机和无机物质的循环转化!其

多样性及活性可以作为衡量土壤肥力的一个重要

指标' 红壤中微生物多样性及其在农田生态系统

中的作用因此也受到广泛的关注'

近年来!国内学者通过变性梯度凝胶电泳

"1440#&末端限制性片段长度多态性".Ajc3/#和

克隆测序等免培养的分子生物学技术以及 >52324

等方法对红壤微生物多样性开展了研究!积累了丰

富的信息
)=A<*

' 例如!曾翠平等
)=*

利用 /-jA1440

分析了红壤中半导体矿物光催化作用对微生物群

落结构的影响(ZS等
)I*

通过定量 /-j和克隆测序

研究发现红壤中存在较高数量的氨氧化古菌!且其

群落组成对长期不同施肥处理及其导致的土壤理

化性质变化变化响应灵敏(秦红灵等
)?*

&袁红朝

等
);*

也通过 .Ajc3/技术研究发现红壤不同坡地利

用方式或不同水稻施肥管理措施对土壤细菌群落

结构产生显著影响' 但这些研究所使用的方法存

在信息量小&耗时长&操作繁琐等不足之处!使研究

多限于关注某一类微生物!难以对包括细菌&古菌

和真菌在内的土壤微生物群落有全面的了解' 新

一代高通量测序的出现则为我们提供了更为有力

的研究手段' 例如 j&JKS=!= 平台先通过微磁珠和

SB/-j"SBG'FC&9 /-j#制备样品!然后用焦磷酸法

测序!相比传统的 689MST测序法!大大提高了测序

速度并降低了单位成本' 该技术因其高通量&快捷

和读长长等优点满足了对环境样品大规模测序的



#=*$$ $土$$壤$$学$$报 !" 卷

需求! 越 来越多地被应用于微生物生 态 学 研

究中
)#"*

'

本研究运用焦磷酸测序对湖南湘阴县一典型

红壤表层和剖面上细菌&古菌&真菌核糖体小亚基

Tj),"66kTj),#基因进行了深度测序!旨在探讨

=!= 焦磷酸测序技术在揭示土壤微生物多样性方面

的可行性和优势!为该技术的推广应用和数据分析

提供方法参考和经验借鉴' 此外!本研究还利用定

量 /-j技术考察了以上三个基因以及五个氮循环

相关功能基因 "细菌和古菌氨单加氧酶 " 690%#基

因!亚硝酸盐还原酶 " '(-$&'(-I#基因!一氧化二氮

还原酶" '0@V#基因#的多度变化' 在此基础上!探

讨了微生物多样性及相关基因多度与土壤因子之

间的关系!以期为认识红壤地区微生物的多样性分

布特征及其影响因素&为评价这些微生物在农田生

态系统养分循环中的作用提供基础信息和参考'

!"材料与方法

!#!"土壤样品

土壤样品于 *"#" 年 < 月采自湖南省湘阴县一

典型丘陵坡地!土壤类型为红壤 "简育湿润富铁

土#!包括三个样点$ih#,")*?V+?W+*�!0##*V!!W#"�(

海拔 +< B#&ih*,")*?V+?W++�!0##*V!!W##�(海拔

=+ B# 和 ih+,")*?V+?W++�! 0##*V!!W##�(海拔

=* B#' 三个样点分别位于下坡&上坡和中坡!土地

利用类型分别为$花生地&牧草地和开垦未耕农用

地' 每个样点在约 !" B

*

的范围内打五个土钻 "直

径 ! JB!深度 *" JB#混匀作为一个表层土样品' 并

对 ih+,样点中的一个位点进行剖面取样!非表层

土样分别标记为 ih+>"*" R+! JB#!ih+-"+! R

!! JB#和 ih+1"!! R<" JB#' 共计 I 个样品' 土

壤采集后用 =X冰盒运至实验室!过 * BB筛后分

装!保存于 =X和 O?"X冰箱!分别用于理化指标测

定和 1),提取'

!#$"土壤理化性质测定

土壤有机碳测定采用低温外加热重铬酸钾氧

化A比色法!全氮含量利用元素分析仪"%8TC&03!0'A

SBS9U8T!4STB89D#测定!土壤碳氮比以土壤有机碳

含量和全氮含量的比值表示' 土壤 )Z

e

=

A)和

)2

O

+

A)以 # B&'3

O#

l-'浸提后!用连续流动分析仪

"6,)ee!6_8'8T!Z&'89]#测定' 土壤粒径分析参

考 lSUU'ST等
)##*

的方法'

!#*"土壤 ;59提取

称取 "(! M土壤用 c8FU1),

.

6/5)试剂盒

"pfC&MS9S59J(!k6,#提取总 1),!操作按说明书进

行!略有改动!即在 c8FU/TSY

.细胞破碎仪"pfC&MS9S

59J(!k6,#上进行细胞破碎处理时强度设为 =("!时

间设为 +" F!并室温静置 #! BC9 后再进行后续步

骤' 所得 1),均稀释 #" 倍后再进行下游实验'

!#+"定量 P/2

细菌 #I6 T1),">,-#定量 /-j采用 .8gP89

探针法!探针 /T&fS.P#+?;c的 !�端用 c,P标记!

+�端用 .,Pj,标记
)#**

' 古菌 #I6 T1),",j-#!真

菌 #?6 T1),"ck)45#以及五个氮循环相关基因"细

菌 690%基因",2>#!古菌 690%基因",2,#!'(-$&

'(-I&'0@V基因#的定量 /-j分析采用 6h>j4TSS9

染色法' 细菌 #I6 T1),定量 /-j反应体系为$*!

"

'体系含 /TSBC̀ 0̀ .8g

.P

".8l8j8# #*(!

"

'!引物

"#"

"

B&'3

O#

#各 "(*!

"

'!.8gB89 探针".8l8j8!+

"

B&'3

O#

#"(!

"

'!模板 #

"

'' 其余基因的反应体系

均按 6h>j

.

/TSBC̀ 0̀ .8g

.P

".8l8j8#说明书操

作!其中模板加入量为 *

"

'' 各基因定量 /-j所用

的引物&反应程序和参考文献如表 # 所示' 反应在

C-DJ'STCp!">C&Aj8]!k6,#定量 /-j仪上进行' 各

基因定量 /-j标准曲线参考沈菊培等
)#+*

的方法

准备'

!#,"+,+ 焦磷酸测序及数据分析

用于焦磷酸测序的古菌 #I6 T1),&细菌 #I6

T1),以及真菌 #?6 T1),的 /-j扩增引物和反应

条件见表 #' 其中 /TCBST,AlSD"!�A-4.,.-4--.-A

--.-4-4--,.-,4A+�#& /TCBST>AlSD" !�A-.,.A

4-4--..4--,4---4-.-,4A+�#为 j&JKS公司提

供的加在 P51和特异引物"用于扩增目标片段#之

前的接头
)#=*

' P51为一段十碱基的寡核苷酸序列!

各样品含不同的 P51以用于区分' 古菌 #I6 T1),

和真菌 #?6 T1),/-j反应体系为$!"

"

'体系含

/TSBC̀0̀ .8g

.P

".8l8j8#*!

"

'!引物"#"

"

B&'3

O#

#

各 #

"

'!牛血清蛋白">6,(*! BMB3

O#

#"(!

"

'!模板

+

"

'' 细菌 #I6 T1),/-j反应体系为$!"

"

'体系

含 #" xfG^̂ST"含 PM

* e

(.8l8j8# !

"

'! ])./"各

*(! BB&'3

O#

( .8l8j8# =

"

'! 0̀ .8g

.P

" .8l8j8#

"(!

"

'!引物"#"

"

B&'3

O#

#各 #

"

'!模板 =

"

''

所得 /-j产物经切胶纯化后用 )89&1T&Y *"""

".KSTB&cCFKST6JCS9UĈCJ59J(k6,#测定浓度!等摩

尔混合后送到韩国 P8JT&MS9 公司用罗氏 =!= 测序

仪测序' 所得序列用 B&UKGT

)#!*

"N(#(*#(##处理'
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大致流程如下$##序列处理$使用 B&UKGT提供的 FC'A

N8参考序列
)#I*

"KUUY$rrLLL(B&UKGT(&TMrLC_Cr6C'N8|

TŜSTS9JS| Ĉ'SF#进行序列比对 "8'CM9(FSgF#后!去除

短片段"小于 #!" fY#及嵌合体"质量控制#!并通过

预聚 类 " YTSJ'GFUSTC9M# 降 低 序 列 中 的 噪 音
)#<*

"YTS(J'GFUST命令#!然后将所得到的高质量序列进

行分类 "J'8FFĈD(FSgF命令(古菌&细菌使用 B&UKGT

提供的 j1/参考序列和分类系统
)#?*

!真菌使用

B&UKGT提供的 FC'N8参考序列
)#I*

和对应的 )->5分

类 系 统 " KUUY$rrLLL(B&UKGT(&TMrLC_Cr.8̀&9&BD|

&GU'C9S#' *#序列分析$采用基于序列相似度的方法

将序列分为不同的可操作分类单元 "2.k#(利用

B&UKGT的 ]CFU(FSgF和 J'GFUST命令!本研究在 ;<a的

相似度水平上进行了 2.k分析' +#生态学分析$利

用 B&UKGT中的命令!生成了各样品的稀释曲线"T8TA

Ŝ8JUC&9(FC9M'S#!在重取样"FGf(F8BY'S#以保证各样

品序列数相同的基础上!分析了 2.k的多样性

"FGBB8TD(FC9M'S#&群落间差异 " UTSS(FK8TS]& BSUA

8FU8UF#及其与环境因子的关系等' 此外还根据分类

结果描述了各微生物类群在不同样品中的分布'

!#K"统计分析

相关分析"除特殊说明外!均为 /S8TF&9 相关#&

UA检验等通过 6/66 #; "5>P!k6,#实现' P89US'检

验用 B&UKGT中的 B89US'命令计算' .b"("! 为

显著'

$"结果与讨论

$#!"土壤理化性质

土壤理化性质如表 * 所示!土壤为酸性土!YZ

在 =(=* 和 !(<+ 之间' 有机质和全氮含量随着土壤

深度增加而降低!表现出显著的负相关关系' 土壤

黏粒含量则沿剖面深度增加!二者呈显著正相关'

土壤碳氮比也随剖面深度增加而下降!表明土壤有

机质减少的速度比全氮更快' 此外!在 ih+ 样点的

剖面上!土壤硝态氮含量随土壤深度增加而增加!

表明 )2

O

+

经长期淋溶后在深层土壤中有累积的趋

势' 铵态氮含量在剖面上则无明显变化规律'

表 $"土壤理化性质##

%&'()$"6&C'YT&YSTUCSF

##

土样编号

6&C'51

YZ

有机质含量

2TM89CJB8UUST

"M_M

O#

#

全氮

.&U8')

"M_M

O#

#

碳氮比

-\)

黏粒含量

-'8DJ&9US9U

"M_M

O#

#

硝态氮含量

)2

O

+

A)J&9US9U

"BM_M

O#

]TDF&C'#

铵态氮含量

)Z

e

=

A)J&9US9U

"BM_M

O#

]TDF&C'#

ih#, !(## #I(=; #(*# <(;< #I!(" #"("! ?(!"

ih*, !(<+ #<(=+ #("; ;(#; **"(; *(+< ?(?<

ih+, =(;+ #+(;I "(;< ?(#" *!<(" =(#! ?(+#

ih+> =(I= I(<; "(I! I(!I +"I(I *(?# <(*I

ih+- =(I< =(!? "(!! =(=+ +!<(" ##(=# #"(??

ih+1 =(=* +(I! "(!* =(*+ +!;(* *;(!# ?(*"

$$注$## 除黏粒含量为 * 个测量重复的平均值外!其余数值均为 + 个测量重复的平均数' )&US$## %8'GSF8TSBS89F&̂UKSBS8FGTSBS9UF&̂

UKTSSTSY'CJ8USFS̀JSYUUK8UUKSN8'GSF̂&TJ'8DJ&9US9U8TSBS89F&̂&9'D* TSY'CJ8USF(

$#$"定量 P/2

古菌&细菌和真菌 66kTj),基因",j-&>,-&

ck)45#以及五个功能基因 ",2,&,2>&'(-$&'(-I&

'0@V#的拷贝数如图 # 所示' 土壤中 66kTj),基

因多度由大到小依次为$>,-"#"

?(#"

R#"

;(<"

# d,j-

"#"

<(";

R#"

;(+

# dck)45"#"

I(!=

R#"

<(;!

#!成对样品

的 UA检验表明它们差异显著' 细菌和古菌的数量与

一些在红壤
)I*

或其他土壤类型
)#+*

上取得的研究结

果一致!-8&等
)*;*

运用同样的定量分析方法也发现

我国北方褐土&碱性潮土和酸性红壤中细菌 #I6 T1A

),的每克干土拷贝数为 #"

?(I?

R#"

;(<"

!古菌为

#"

I(<"

R#"

?(##

' 目前未见有关红壤中真菌 #?6 T1),

拷贝数的报道!但 /TuN&FUA>&GTu等
)+"*

对 *= 个欧洲

土壤进行的调查显示每克干土中真菌 #?6 T1),拷

贝数的约为 #"

I(?=

R#"

;(+*

!4T89UC98等
)+#*

对不同土

地利用类型下真菌的定量研究也表明耕地土壤中

真菌 5.6 拷贝数在 #"

I(+!

R#"

<(!#

之间!与本研究中的

范围相当' 氮循环相关基因中!古菌 690%基因

"#"

<(*=

R#"

?(I#

# 多度显著多于细菌 690%基因

"#"

=(<I

R#"

I(*!

#!这与之前对酸性红壤的研究结



# 期 $$袁超磊等$ 一个红壤剖面微生物群落的焦磷酸测序法研究 #=!$$

果
)I! +**

一致!进一步为酸性土壤中氨氧化古菌可能

在氨氧化过程中起主要作用提供了支持' 反硝化

相关基因中!由少到多依次为$'(-I"#"

!(;=

R#"

<(??

#&

'(-$"#"

I(?#

R#"

;(*#

#&'0@V"#"

<("+

R#"

;(=I

#'

总体来说!以上各基因的拷贝数在表层土

"ih#,&ih*,& ih+,# 中高于非表层土 "ih+>&

ih+-&ih+1#!在土壤剖面上随深度的增加而降低

"图 ##!二者呈显著的负相关关系' 土壤理化性质

与基因拷贝数之间的相关分析表明!以上各基因的

多度均与有机质含量&全氮&碳氮比呈显著正相关!

而与土壤黏粒含量呈显著负相关' 沈菊培等
)#+*

对

几种农田土壤的调查也发现细菌和古菌多度沿土

壤剖面降低!且与土壤有机质含量呈显著正相关!

王会利等
)++*

对红壤中微生物量与理化性质关系的

考察也揭示出类似的规律' 这可能是由于随深度

的增加!土壤中营养物质减少(而黏粒的增加也改

变了土壤的孔隙结构!影响到水分和氧气状况!进

而影响微生物的生长' 各基因拷贝数之间呈显著

正相关!暗示环境因子对它们的影响一致' 另外!

细菌和真菌的多度与 YZ呈显著正相关!反映出这

两类微生物对酸性土壤低 YZ的胁迫敏感' 硝态

氮&铵态氮含量与各基因拷贝数相关均不显著'

图 #$定量 /-j结果"ih+1中 ,2>低于检测限#' ,2,!

古菌 690%基 因( ,2>! 细 菌 690%基 因( ,j-! 古 菌

#I6 Tj),基因(>,-!细菌 #I6 Tj),基因(ck)45!真菌

$$$$ #?6 Tj),基因'

cCM(#$jSFG'UF&̂g/-j",2>C9 ih+1L8F9&U]SUSJUS]#(,2,89]

,2>FU89] &̂T8TJK8S8'89] f8JUSTC8'690%MS9S! TSFYSJUCNS'D( ,j-!

>,-89] ck)45C9]CJ8US8TJK8S8'#I6 Tj),MS9S! f8JUSTC8'#I6 Tj),

$$$$ MS9S! 89] Ĝ9M8'#?6 Tj),MS9S! TSFYSJUCNS'D(

$#*"+,+ 测序

除了样品 ih+>未获得古菌 #I6 Tj),基因扩

增产物外!其余样品均获得了古菌&细菌和真菌的

66kT1),片段!即对 #< 个样品进行了焦磷酸测序'

共获得古菌 #I6 Tj),基因序列 I=!; 条!平均长度

=;I fY!细菌 #I6 Tj),基因序列 *?I*I 条!平均长

度 ==? fY!真菌 #?6 Tj),基因序列 =I?+ 条!平均长

度 !+= fY' 经过质量控制后!用于分析的序列数为

古菌 I=#I 条&细菌 *I!"! 条&真菌 ="!; 条'

$#*#!$

&

A多样性$$用 B&UKGT的 J8'JG'8U&TF计算

了 #< 个微生物群落的
&

A多样性"表 +#' 结果显示!

在 "("+ 的差异度水平下!各基因稀释曲线均未达到

明显的平台阶段 "数据未列出#!但 4&&]�FJ&NST8MS

大于 "(?" 的样品还是有七个' 由于 2.k数和

-K8&# 指数受到取样"序列数#的影响
)+=*

!为考察群

落
&

A多样性与环境因子之间的关系!本研究参照文

献)+!*进行了重取样!使各样品的序列数量一致'

即从每个样品中随机挑出了 ;" 条古菌 #I6 T1),序

列!#"** 条细菌 #I6 T1),序列!#=" 条真菌 #?6 T1A

),序列"ih*,序列太少!未进行计算#!用于计算

各样品的
&

A多样性' 从表 + 可以看出!虽然古菌的

序列条数最少!但其样本覆盖率最高!细菌的情况

则相反!真菌介于二者之间(表明该红壤中 2.k多

样性顺序为细菌 d真菌 d古菌' 相关分析表明!真

菌的 -K8&# 丰富度指数与细菌的 2.k数 "F&fF#&

-K8&#&9YFK899&9 指数均显著正相关!而古菌的多样

性指数与细菌或真菌的无显著相关' 即细菌和真

菌间
&

A多样性联系较为紧密' 除细菌的 C9NFCBYF&9

指数与铵态氮含量显著正相关以外!表 + 中各
&

A多

样性指标与土壤深度及 YZ&有机质&全氮和碳氮比

等理化指标均无显著相关' 虽然有研究显示随土

壤深度增加微生物多样性有所下降
)+=! +I*

!但目前未

见类似的对红壤的具体调查!这是否由所得序列的

覆盖度不同还是土壤样品的特异性造成这一差异

还需进一步研究'

$#*#$$群落间比较$$在重取样的基础上!本研究

对各样品微生物群落进行了比较' 2.k分析发现!

对古菌 #I6 T1),而言!+ 个表层土 ih#,&ih*,和

ih+,中共有的 2.k为 * 个!同一剖面上的 ih+,&

ih+-和 ih+1共有的 2.k为 #" 个(对细菌 #I6

T1),而言!表层土 "ih#,&ih*,&ih+,#和剖面

"ih+,&ih+>&ih+-&ih+1#样品中重叠的 2.k分

别为 #= 个和 <; 个(真菌的这一数值分别为 I

"ih#,&ih+,#和 #="ih+,&ih+>&ih+-&ih+1#'

表明本研究考察的 I 个土样中!同一位点不同剖面

深度土壤中古菌&细菌和真菌群落的相似性大于三
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表 *"微生物群落
#

7多样性指标

%&'()*"

&

A]CNSTFCUDC9]CJSF&̂BCJT&fC8'J&BBG9CUCSF

微生物群落

PCJT&fC8'

-&BBG9CUD

8

重取样前

>Ŝ&TSFGfF8BY'C9M

重取样后

,̂USTFGfF8BY'C9M

9FSgF

f

J&NST8MS F&fF 9FSgF J&NST8MS F&fF JK8& C9NFCBYF&9 9YFK899&9

ih#,%,j- =I; "(;# <+ ;" "(?* *< =< !("" *(<!

ih*,%,j- ;" "(?+ *; ;" "(?+ *; =< ##(+? +(##

ih+,%,j- #"; "(?I +" ;" "(;* *" *+ +(<" *(*;

ih+-%,j- !#I# "(;? #I+ ;" "(<? +# I; !(+* *(;I

ih+1%,j- !?< "(;I !? ;" "(?* +" I" ;(+? +(#"

ih#,%>,- *=#? "(I* ##<; #"** "(I; !"! ;=; #I=(** I(*"

ih*,%>,- #=;I "(I" <<! #"** "(<I =I* <*# #;;(*# I(#*

ih+,%>,- ##+; "(!; I## #"** "(?# ="I !<? #+=(#* !(??

ih+>%>,- #"** "(!< !I; #"** "(!< !I; *"!! #!"(+! I(+=

ih+-%>,- #;##" "(<I I#*= #"** "(!= I"* **#; *I<(=* I(!+

ih+1%>,- #+*" "(!? <#I #"** "(<? =#; I!! #!<(I* !(;#

ih#,%ck)45 *+= "(<I ?! #=" "(?# !" << **(<; +(<!

ih*,%ck)45 *? "(*; *=

),

J

), ), ), ), ),

ih+,%ck)45 *<I "(<* #"+ #=" "(?* =< <" #"(;* +(=I

ih+>%ck)45 #=" "(<" I= #=" "(<" I= #+I #<(!I =("I

ih+-%ck)45 *+=# "(?; +<= #=" "(<# != #?= <(?* +(!!

ih+1%ck)45 #"=" "(;* #=< #=" "(?+ =+ <? ##(*! +(+!

$$注$8$,j-!古菌(>,-!细菌(ck)45!真菌' f$9FSgF!序列数(J&NST8MS!指 4&&]�FJ&NST8MS(F&fF!观察到的 2.k数(JK8&!-K8&# 丰富度指数(

C9NFCBYF&9!6CBYF&9 多样性指数的倒数( 9YFK899&9!基于 2.k的 6K899&9 多样性指数的非参数估计' 各指数计算公式参见$ KUUY$rr

LLL(B&UKGT(&TMrLC_Cr-8'JG'8U&TF�-&BBG9CUD|TCJK9SFF' J$数据缺失!因样品 ih*,获得的真菌 #?6 T1),序列太少!未进行重取样' )&US$8$

,j-! ,TJK8S8( >,-! >8JUSTC8( ck)45! cG9MC(f$9FSgF! 9GBfST&̂FSgGS9JSF( J&NST8MS! 4&&]�FJ&NST8MS( F&fF! 9GBfST&̂&fFSTNS] 2.kF( JK8&!

-K8&# TCJK9SFFSFUCB8US( C9NFCBYF&9! C9NSTFS&̂UKS6CBYF&9 ]CNSTFCUDC9]S̀( 9YFK899&9! 9&9AY8T8BSUTCJSFUCB8US&̂UKS6K899&9 ]CNSTFCUDC9]S̀(c&T]SA

U8C'! FSSKUUY$rrLLL(B&UKGT(&TMrLC_Cr-8'JG'8U&TF�-&BBG9CUD|TCJK9SFF(J$),FU89]F̂&T9&U8N8C'8f'S" ]GSU&UK8UUKSFSgGS9JSF&̂ Ĝ9M8'#?6 Tj),

MS9S&fU8C9S] C9 ih*,LSTSU&&ŜL &̂TFGfF8BY'C9M#(

个不同位点的表层土样' 图 * 中的树状图表示了各

群落之间的 78JJ8T] 差异度!同样可以看出同一剖面

土壤微生物群落间差异度较小!与 2.k分析结果一

致' 类似地!-8&等
)*;*

对取自不同区域的多个剖面

和表层土壤进行的分析也发现古菌的多样性组成

在表层土壤中差异较大!而在同一剖面不同深度的

样品之间差异较小' 通过 P89US'检验分析群落间

78JJ8T] 差异度矩阵和土壤因子欧几里德距离矩阵

之间的相关性!本研究考察了影响微生物群落组成

的环境因子' 结果显示!对古菌而言!相关显著的

因子有土壤黏粒含量 ".["("#< #&碳氮比 ".[

"("+I#!.值小于 "(# 的因子还有有机质 ".[

"("I?#' 对细菌而言!相关显著的因子有 YZ".[

"("=*#&有机质".["("+!#&全氮".["("=+#&土壤

黏粒含量".["("";#' 而对真菌而言!所有环境因

子距离矩阵与群落距离矩阵均无显著相关!最小的

.值属于土壤黏粒含量!为 "(#I*' 有机质&全氮对

$$$$$$

图 *$群落 78JJ8T] 差异度树状图 "8!古菌群

落(f!细菌群落(J!真菌群落' ih#,&ih*,&

$$$ih+,&ih+>&ih+-&ih+1为土样编号#

cCM(* $ 1S9]T&MT8B &̂T78JJ8T] ]CFFCBC'8TCUD8B&9M

J&BBG9CUCSF" 8! 8TJK8S8'J&BBG9CUCSF( f! f8JUSTC8'

J&BBG9CUCSF( J! Ĝ9M8'J&BBG9CUCSF(ih#,! ih*,!

$$$ih+,! ih+>! ih+-89] ih+18TSF&C'51F#



# 期 $$袁超磊等$ 一个红壤剖面微生物群落的焦磷酸测序法研究 #=<$$

古菌和细菌群落组成的影响在之前也有报道
)*;! +=*

'

另外!有研究表明 YZ是驱动土壤细菌分布最主要

的因素
)+<*

!但对真菌群落组成的影响较小
)+!*

!这在

本文中也有所体现'

$#*#*$微生物类群分布$$由抽样理论可知!达到

一定限度后!取样量并不影响物种相对多度' 在分

析主要微生物类群在各样品中的分布时!与其他报

道
)+=! +?*

类似!本研究对各样品得到的所有有效序列

进行分析!没有进行重取样'

## 古菌分布

对古菌数据而言!j1/分类结果显示全部 I=#I

条序列均属于古菌界' 能确定到门的序列有 I=#!

条!其中 ?;a属于泉古菌门"-TS98TJK8S&U8#中的热

变形菌纲 ".KSTB&YT&USC#!##a属于广古菌门 "0GTA

D8TJK8S&U8#"其中 =+a为甲烷微菌纲"PSUK89&BCJT&A

fC8#&+"a为热原体纲 ".KSTB&Y'8FB8U8#&*Ia为未

分类#' 可见泉古菌门为该土壤中的优势古菌!与

之前的研究
)+;*

一致' 除表层土 ih#,中甲烷微菌

纲的比例"!Ia#高于热变形菌纲"++a#外!其余土

样的优势古菌类群都为热变形菌纲 "占 I;aR

;!a#!而几乎不含甲烷微菌纲的序列' 另外!热变

形菌纲的相对多度与土壤黏粒含量呈显著正相关'

*# 细菌分布

细菌 j1/分类结果显示除一条序列外!其余

*I!"= 条序列均属于细菌!主要类群为酸杆菌门

",JC]&f8JUSTC8# &变形菌门"/T&US&f8JUSTC8# &绿弯菌

门"-K'&T&̂'S̀C# &门未定 ">8JUSTC8C9JSTU8SFS]CF# &

厚壁菌门 " cCTBCJGUSF# 和放线菌门 " ,JUC9&f8JUSA

TC8# !所 占比 例 分 别 为 ++a& #<a& #*a& ##a&

#"a和 <a!这些类群在所有样品中均有分布!其

比例如图 + 所示' 酸杆菌门是所有土样的优势细

菌类群 "占 *?aR!Ia# !与之前的研究结果一

致
)+=*

' 其相对多度在表层土中高于非表层土!并

与土壤深度和黏粒含量呈显著负相关!与有机质

含量&全氮含量以及碳氮比呈显著正相关!与 YZ

相关不显著 "-["(<"I!.["(##< # ' 在所有序列

中!共检测到了 *I 个酸杆菌亚类"FGfMT&GY#

)="*

中

的 #? 个!其中以亚类 #&*&+&<&I 为主!其占全部

序列的比例分别为 *#a&=a&+a&*a&#a' 与此

类似!7&9SF等
)=#*

发现土壤中优势的酸杆菌亚类为

亚类 #&*&+&= 和 I' 比较表层土和非表层土发现!

除亚类 * 外!其他主要亚类均是在表层土中相对

多度较高' 许多研究
)+!! +<! =#*

显示酸杆菌门或其某

些亚类的分布受 YZ影响!但在本研究中主要亚类

仅发现亚类 I 与 YZ有显著正相关!这可能与供试

土壤间 YZ差异不大有关' 不同亚类分布不同表

现出其在生态位上的分化'

另外!变形菌门也是该红壤中的优势菌群!且

以
&

A变形菌纲为主'

&

A变形菌纲同样在表层土壤

中表现出更高的相对多度!这与 Z89FS'等
)=**

报道

的
&

A变形菌纲在表层土壤出现的比例较深层土壤

高&在碳含量相对丰富的土壤中比低碳土壤高的结

果一致!表明这类变形菌的分布可能受有机质影

响' 与酸杆菌门和变形菌门相反!绿弯菌门和厚壁

菌门则在非表层土中更占优势!其比例与土壤深度

呈显著正相关' 其他研究也发现绿弯菌门和厚壁

菌门在剖面深层土壤中的相对多度明显高于表层

土壤
)=*A=+*

!与本研究结果一致' 许多绿弯菌门为兼

性厌氧菌!有些类群则为专性厌氧菌
)==*

!有研究发

现一些绿弯菌在低温缺氧的环境表现出很高的相

对多度和多样性
)=!*

!表明绿弯菌门的分布可能与氧

含量有关'

图 +$细菌类群分布

cCM(+$1CFUTCfGUC&9 &̂f8JUSTC8'YKD'8
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$$+# 真菌分布

采用 FC'N8参考序列和 )->5命名系统对得到的

真菌序列进行分类!结果显示除两条序列不属于真

菌外!其余 ="!< 条序列分别属于真菌的三个门$子

囊菌门",FJ&BDJ&U8# "?<a#&担子菌门 ">8FC]C&BDA

J&U8#";a#和球囊菌门"4'&BST&BDJ&U8# "=a#' 除

ih*,群落结构有所不同"这三个门的比例依次为

=Ia&!=a&"a#外!其余样品中真菌类群的比例与

总体类似' 而 >GuS等
)+?*

通过焦磷酸测序发现法国

森林土壤中最丰富的真菌类群为担子菌门!其次是

子囊菌门' 表明农业土壤和森林土壤中真菌的优

势类群明显不同!这可能与生境中凋落物的状况

有关'

在属于子囊菌门的序列中!盘菌亚门 "/SECE&A

BDJ&UC98#占 ;+a!其中又以粪壳菌纲"6&T]8TC&BDJSA

USF#为主' 在纲一级的分类水平上!各个样品之间

群落结构无显著差异 "图 = #' 但进一步的 PSUA

8FU8UF

)=I*

分析显示!有 *= 个属于盘菌亚门的 2.k在

表层土和非表层土中的分布差异显著' 尤其是

2.k#& 2.k#?& 2.k*"& 2.k**& 2.k*;& 2.k<!&

2.k#?; 和 2.k*"*!它们共包含 #+!; 条序列!占总

数的三分之一!虽然它们都是未分类的 4S&FBCUKC8

YGUUSTC''CCFS9FG /CUU!但除了 2.k#?!2.k** 外!其余

2.k的相对多度都是在表层土中显著低于非表层

土' 这表明在更细的分类水平上!底层土壤和表层

土壤中真菌的组成明显不同!但由于这些 2.k都属

于未分类的 4S&FBCUKC8YGUUSTC''CCFS9FG /CUU!有关这

些类群的生理生态特征还不明确'

图 =$盘菌亚门以下各纲的相对多度

cCM(=$jS'8UCNS8fG9]89JSF&̂J'8FFSFC9 /SECE&BDJ&UC98

*"结论与展望

本研究通过定量 /-j和焦磷酸测序对湖南湘

阴县一红壤中氮转化相关微生物的基因多度及古

菌&细菌和真菌的群落结构进行了调查!得到以下

主要结果$

定量 /-j揭示出该红壤中存在数量巨大的古

菌&细菌&真菌和氮循环相关功能微生物!土壤中

66kTj),基因拷贝数的多度顺序为细菌 d古菌 d

真菌' 各微生物类群的数量随土壤剖面深度增加

而降低!与有机质含量&全氮&碳氮比呈显著正相

关!而与土壤黏粒含量呈显著负相关'

焦磷酸测序结果表明该红壤中 2.k多样性顺

序为细菌 d真菌 d古菌!这 + 大类微生物的
&

A多样

性与土壤因子之间无显著相关性' 78JJ8T] 差异度

分析显示微生物群落结构在不同位点三个表层土

样间的差异大于同一位点不同剖面深度土壤中的

差异(驱动这种差异的土壤因子主要是黏粒&有机

质和全氮含量' 在所有土样中!古菌以泉古菌门中

的热变形菌纲为主!其分布主要与土壤黏粒含量相

关' 各土样中细菌的主要类群包括酸杆菌门&变形

菌门&绿弯菌门&门未定&厚壁菌门和放线菌门' 酸

杆菌门和变形菌门是所有土样的优势菌群!其相对

多度在表层土壤中高于非表层土!并与有机质含量

相关(而绿弯菌门和厚壁菌门的相对多度则在非表

层土中更高!且与土壤深度呈显著正相关关系' 真

菌的组成以子囊菌门为主!在纲一级的分类水平

上!各样品之间无明显差异(但在更细的分类水平

上!表层土壤和剖面土壤之间有显著不同'

研究方法上!样品和操作不一致可能导致提取

的土壤 1),以及 /-j产物有差异!加之焦磷酸测

序技术本身的缺陷"等量混合的样品不能产生等量

的序列#!本研究中群落取样不均匀!有些样品取样

也不够充分(但相对常规的分子生态学研究方法

"如克隆文库#!=!= 焦磷酸测序在分析通量和信息
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量上还是表现出明显的优势!如本研究中鉴定出的

土壤细菌 2.k数平均在 !"" 个以上!这是通过克隆

测序的方法难以达到的' 鉴于焦磷酸测序在数据

量上的优势!加之土样采集时已是多点混匀!与目

前国际上运用该技术的多数研究
)+=A+!! +<! =#! =<*

类似!

本研究中未对同一样品设置重复(若实验条件允

许!后续研究可在此方面有所改进' 此外!本研究

的表层土样取自同一坡地的不同位置!意在探讨利

用高通量 =!= 测序技术进行较大尺度上土壤微生物

多样性调查时!以 + 个位点作为这一区域的 + 个取

样重复的样本变异性和代表性如何' 虽然各样点

的气候条件和土壤母质一致!但所处坡面位置及耕

作管理等导致的微环境不同!可能是造成不同位点

的表层土样中微生物群落差异大于同一位点的不

同剖面深度样品的主要原因!在进行大规模取样调

查土壤微生物多样性时!应充分考虑土壤样点的空

间异质性' 考察群落
&

A多样性和差异度时!本研究

通过重取样使各样品的序列数均一!以尽量减小样

本量的影响' 然而!这也并不是没有缺陷的!在计

算
&

A多样性和差异度时!依据的信息是群落的物种

数及每个物种包含的个体数(一定的序列条数可能

已经穷尽多样性小的群落!却不能涵盖多样性高的

群落中的全部物种!致使计算出现偏差' 理想的取

样应该考虑群落的多样性!但这在操作上是很难实

现的' 序列条数对优势种的影响相对较小!因为和

稀有种不同!优势种一般都能在样本中反映出来!

这也是本研究在分析主要微生物类群分布时!并没

有采用相同数量序列的原因' 另外!在对 =!= 序列

进行分类分析方面!本研究利用 j1/数据库对古菌

序列进行分析!显示古菌的优势类群为热变形菌

纲!但其中绝大多数未能进一步分类!表明 j1/数

据库在古菌分类方面存在局限性!后续研究可以考

虑尝试其他数据库 "如 4TSS9MS9SF

)=?*

# 或自建数

据库
)+?*

'

本文利用焦磷酸测序技术高通量的优势!结合

定量 /-j!深入地调查了湘阴一红壤剖面上细菌&

真菌和古菌的群落组成及氮循环相关功能微生物

的数量分布特征!探讨了影响微生物群落结构的环

境因子' 为利用高通量测序技术研究土壤微生物

多样性提供了重要的方法借鉴和经验!也为认识我

国典型红壤中的微生物多样性特征!并进一步阐释

微生物在土壤重要元素生物地球化学循环中的作

用提供了背景资料和参考信息'

致$谢$$感谢中国科学院亚热带研究所魏文学研究

员和朱亦君女士等在样品采集中给予的大力帮助!感谢上海

人类基因组研究中心郑华军研究员在焦磷酸测序技术和数

据处理方面给予的帮助"
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gGS9JC9M&̂ Ĝ9M8'TCf&F&B8'j),MS9SF̂&TYKD'&MS9SUCJFrr59A

9CFP,! 4S'̂89] 1Z! 69C9F_D77! SU8':S]F:/-jYT&U&J&'F$

, MGC]SU&BSUK&]F89] 8YY'CJ8UC&9F:689 1CSM&$ ,J8]SBCJ

/TSFF! #;;"$+#!%+**

)*#*$P8D3,! 6BC'SD>! 6JKBC]UP4:-&BY8T8UCNS]S98UGTC9MMT8A

]CS9UMS'S'SJUT&YK&TSFCF898'DFCF&̂ Ĝ9M8'J&BBG9CUCSF8FF&JC8US]
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FCUDC9 UKSLKS8UTKCE&FYKSTSfDFSgGS9JC9M&̂J'&9S] /-jA8BY'CA
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S9NCT&9BS9U:09NCT&9BS9U8'PCJT&fC&'&MD! *""I! ?"?# $# =<#%

# =?I

)=I*$QKCUS7j! )8M8T8o89 )! /&Y P:6U8UCFUCJ8'BSUK&]F̂&T]SUSJA
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MDC9 -&G9UD! ZG989 YT&NC9JS! L8FC9NSFUCM8US] LCUK UKSgG89UCU8UCNSTS8'AUCBS/-j"g/-j# 89] =!= YDT&FSgGS9JC9M8YA

YT&8JKSF(jSFG'UFFK&LS] UK8ULCUK C9JTS8FC9MF&C']SYUK! F&C'J'8DC9JTS8FS] C9 J&9US9U! LKC'S&TM89CJB8UUST! U&U8'9CUT&A

MS9! 89] J8Tf&9 U&9CUT&MS9 T8UC&]SJ'C9S](-&TTSFY&9]C9M'D! UKS9GBfSTF&̂MS9SJ&YCSFYSTMT8B&̂ ]TDF&C'8'F&]SA

JTS8FS] LCUKC9 UKST89MS&̂#"

<(";

R#"

;(+

&̂T8TJK8S8'#I6 T1),! #"

?(#"

R#"

;(<"

&̂Tf8JUSTC8'#I6 T1),! #"

I(!=

R#"

<(;!

&̂T
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