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摘要@采用 R%ST分子遗传标记技术研究了农用化学品不同使用环境下的 >种土壤微生物群落 T.%序列多样性的变

化C结果表明3>种土壤微生物群落 T.%序列在其丰富度U多样性指数U均匀度等方面均存在差异=农用化学品的使用会

对土壤微生物群落在 T.%分子水平上的多样性产生影响=而不同的农用化学品对土壤微生物群落 T.%序列多样性影

响各不相同@化肥污染会引起某些土壤微生物的富集和一些微生物物种的丧失=农药污染会引起土壤微生物 T.%序列

本身发生变化C
关键词@分子遗传标记=R%ST=农用化学品=土壤微生物=微生物群落=T.%序列多样性
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农用化学品是一类具有重要用途的有毒化学品3主要包括农药和化肥C使用农用化学品可以减少病虫

对作物的危害3提高作物产量=但对其使用不当会对环境造成严重污染CBn;mIF等提出一种化学污染物对

某一生态系统中微生物的影响3可以间接反映出该种化学品对此生态系统的影响C$DC因此3研究农用化学

品对微生物群落的影响具有重要意义C农用化学品进入土壤后3首先会影响土壤微生物的生理生化活性进

而影响土壤微生物群落的多样性C长期以来3农用化学品对土壤微生物群落影响的研究主要集中在土壤微

生物生理生化方面3如土壤呼吸C!D=土壤酶活性C<D=土壤氮循环C>D=以及土壤微生物量CB3#D等C而土壤微生物

群落多样性方面的研究鲜见报道3甚至被忽略
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!"##"$%&等’()发展起来的随机扩增的多态性 *+,-.,/*0.$123%,%4#"5"62/3#7%3849":*+,;分

子遗传标记技术以检测多态 *+,为目的0因其快速<简便在物种分类和亲缘关系鉴定’=)<抗病基因定

位’>)<基因组分析’?@0??)等方面得到广泛应用A本文对处于农用化学品不同影响环境中的 B种土壤微生物群

落进行 .,/*分析0以期在 *+,分子水平上研究农用化学品对土壤微生物群落多样性的影响A

C 材料与方法

CDC 土壤样品

B种表层土壤样品 ?>>=年 ?月采集于南京市高淳县不同农用化学品使用条件下的农田A采集地点及

有关环境特性见表 ?A每种土样采集约 BEF0混合并筛选-G%%;装入聚乙烯袋保存于H?=I下A土壤元素

分析由南京大学现代分析中心测定0其中土壤有机碳<氢元素使用 /68E"1JK#%68GB@L仪器-/68E"1JK#%680

+38M$#E0LN;分析0全氮测定使用 O3&&P68$6Q&LP+JRJ.$4"2仪器分析S其余元素测定采用电感耦合等

离子发射光谱法-TL/;A
表 C U种土壤样品采集地点及其环境特性

VWXYZC [\YYZ]̂_‘ab_̂Zb\cc\deb\_YbWfgYZb

W‘h îZ_eZ‘j_e\‘fZ‘̂ ge\gZê_Zb

土壤样品

k3"#&$%4#6

采集地点

L3##6:l"1F&"l6

环境特性

K1m"831%61l483468l7

k? 南京市高淳县无污染土 无农用化学品使用

kG 南京市高淳县一般农田 农用化学品使用一般

kn
南京市高淳县化肥厂边农

田
农药污染严重

kB
南京市高淳县南京农药厂

边农田
化肥污染严重

CDo 土壤微生物群落 *+,的提取和纯化

土壤微生物群落 *+,的提取采用 k*kpLN,q
法’?G)S*+,纯化采用低熔点琼脂糖法’?n)A

CDr .,/*分子遗传标记分析

/L.扩增反应在 G@s#体积中进行0包括 ?@1F
土壤 *+,样品<G@4%随机引物-引物序列特征见表

G;<#QN$t酶-/83%6F$T1:u0v$2"&310!T;<GD@%v

vFL#G和 @DG%v 2+N/-w"x:3x8#T1:u;0反应缓冲

液系用 /83%6F$配套产品A/L.扩增反应在 /68E"1J

K#%68>y@@/L.扩增仪-/68E"1JK#%680+38M$#E0

LN;上进行S/L.扩增反应进程如下z>BI ?%"1使

土壤 *+,变性S再进行 B@个循环反应0每个循环包

括 >BI ?%"10nyI ?%"10(GI G%"1S循环结束后 (GI延伸 {%"1A扩增产物在 ?D=|琼脂糖凝胶-含溴化乙

锭;上电泳0紫外灯下观察并照相A

CDU .,/*分子遗传标记的指纹分析

通过计算机图像分析系统可分析电泳照相底片上 .,/*指纹信息0进而得出引物对 B种土壤微生物

群落总 *+,的扩增情况A将底片信息扫描进计算机0通过分析统计 B种土壤微生物群落 *+,的 .,/*
条带数S分析各 .,/*条带的灰度-范围 @}G{{0@z灰度最小0G{{z灰度最大;0由于底片上 .,/*条带的

灰度与其含量呈比例关系0用条带灰度大小来代替每个 .,/*条带的扩增量-~!;用于后述的计算A

CD" 土壤微生物群落 *+,序列多样性研究方法

本实验是采用随机引物对 B种土壤微生物群落总 *+,的进行扩增0实际上就是检测群落 *+,的一

些位点0所扩增的 .,/*条带可初步反映整个群落 *+,序列的有关信息A由于采用的是随机引物0每一

次扩增反应相当于对整个群落 *+,序列作一次随机取样0扩增的 .,/*条带的数量可代表群落 *+,序

列的丰富度-#;0群落 *+,序列多样性指数可采用 k9$1131J!6$m68指数及其均匀度’?B)来表示Ak9$1131J

!6$m68指数及其均匀度由下式计算z

$%&’H(
%

!’?
)!#1)!’H(

%

!’?
-~!p~;#1-~!p~;

*%&’ $%&p#1#
式中0$%&为 k9$1131J!6$m68指数0*%&为均匀度0)!为第 !个 .,/*条带出现概率0~!为第 !个 .,/*

条带的扩增量0~为土壤微生物群落 *+,的 .,/*条带的扩增总量-~’(~!;0#为群落 *+,序列丰

富度A$%&最小值为 @0最大值为 #1#A

CD+ 土壤微生物群落 *+,序列相似系数
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土壤微生物群落 !"#序列的相似系数的计算由下式求得$

%&’( )&’*+)&, )’-
式中.%&’为土壤 &和土壤 ’之间的 !"#序列相似系数.)&’为土壤 &和土壤 ’共有扩增条带数.)&

为土壤 &的扩增条带数.)’为土壤 ’的扩增条带数/
表 0 1234引物序列

567890 1234:6;<=>?:@>9:A9BC9;D9A

编号

EFGH

序列

IHJKHLMH

NE含量+O-

EFLPHLPFQNE

RIST ENUE#E#N#N VS

RISW N#NNEEENUU XS

RISY E#NNEUEU#N VS

RISZ NUUNUNEEUN VS

RIS[ N#NNUUE##E [S

RISV\ NEUU#ENNE# VS

RISX EN#ENEEEUN ]S

RIS] EUE#E#UNEE VS

RIŜ NENUEN#NNN ]S

RITS\ EUEEUNUNEN XS

RITT EENUEUEUUU [S

RITW U#NNENNENN ]S

RITY EEENEENUUN ]S

RITZ UNNUEEUNNE XS

\表示该引物未有 _#R!条带扩增 U‘abcdaeHdGaGLFP

fecgaQh_#R!QaLiHdcdaLPjfLGbk

表 l 土壤理化特性\

56789l 3mnA@=Dm9>@D68?:=?9:o@9A=pA=@8A\

项目

qPHe

土壤样品 IFagbfecgH

IT IW IY IZ

土壤种类+PHrPKdH- 壤土 壤土 壤土 壤土

有机碳+e*eO-+FdikE-Wŝ^ Ts]] TsWZ XsSS

全氮+e*eO-+UFPfg"-SsYT SsT̂ SsTZ Ss[V

有机碳$全氮+E*"dfPaF- ŝV ŝ̂ ]s] TWs[

R+e*eO- SkT̂ SkTZ SkSZ SkZY

t+e*eO- TkT] SkVY Sk[Z SkX[

u+e*eO- Tk[] TkWV TkW] TkY]

Ef+e*eO- SkVS SkZS SkYZ SkVZ

"f+e*eO- SkWY SkXW SkVV SkZS

vi+e*eO- SkZS SkYY SkYZ SkZT

EK+e*eO- ŴkS WYk̂ TWkS YWk̂

wH+e*eO- ZkWZ WkẐ WkV] Zk]̂

ct VkTT [kWX Vk[Z VkV[

含水量

xfPHdMFLPHLP
YWkŴO YTkT̂O W]kX̂O YXk]SO

\数据以干土重量计 yfbHGFLefbbHbFQFzHL{GdaHGbFag

0 结果与分析

0s| 土壤物质分析

对土壤有关物质含量分析可以间接反映土壤微生物群落的一些信息/由表 Y可见.在有机碳含量方

面.农用化学品一般使用条件下的土壤 IW的有机碳含量比无农用化学品使用的土壤 IT减少 YXsTO}农药

严重污染条件下的土壤 IY比土壤 IT减少 []sVO}化肥严重污染条件下的土壤 IZ则比土壤 IT提高

TYZO/对许多农田土壤而言.其微生物生物量占土壤有机质的比率是一个相对恒定的常数~T[!.土壤有机碳

和土壤有机质也存在比例关系.因此农药污染可能会引起土壤微生物生物量即土壤微生物数量的减少.而

化肥污染则可能造成土壤微生物数量大大增加/
土壤碳氮比值+E*"-高低反映有机质矿化过程中所释放的有效氮的多少.E*"比值越小.释放的有效

氮量越多/表 Y可知.土壤 IZ的 E*"比值高于土壤 IT"IW和 IY+分别高 YSO"WVO"ZWO-.这说明化肥污

染会造成土壤微生物对 "的矿化能力的下降/

0s0 土壤微生物群落 !"#序列多样性的分析

0s0s| 土壤微生物群落 !"#的总体扩增状况 本实验共检测了 TZ个随机引物+表 W-.除两个引物

+RISV和 RITW-外.其余 TW个引物的扩增产物在 Ts]O的琼脂糖凝胶中能分辨出清晰的 _#R!指纹带.共

计扩增出 T[[个 _#R!条带.其中非多态性条带 WT条占 TYs[O.多态性条带 TYZ条占 ]Vs[O+表 Z-.非多

态性条带指对 Z种土壤微生物群落 !"#均扩增出的条带.多态性条带指对 Z种土壤微生物群落 !"#并

YWSTV期 姚 健等$农用化学品污染对土壤微生物群落 !"#序列多样性影响研究
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非全能扩增的条带!

"#"#" 土壤微生物群落 $%&序列的丰富度 由于 ’&($采用的是随机引物)引物对 *种土壤微生物群

落的$%&并无特异的选择性!因而)扩增的总条带数可以间接反映 *种土壤微生物群落在$%&序列组成

上的差异)扩增的条带越多则 $%&序列种类相对就越丰富!把 ’&($扩增条带数作为土壤微生物群落

$%&序列丰富度+,-!结果表明)对于扩增的 ’&($指纹而言)即便是由同一种引物产生的)*种土壤微生

物群落的反应也不尽相同!其中土壤 ,.扩增的总 ’&($条带最多+/0条-)其 $%&丰富度最大1土壤 ,*
最少+23条-)其 $%&丰富度最小+表 0-!就其平均值而言)土壤 4.的 $%&序列丰富度为 5)则土壤 456

4364*为 7#//67#/*67#28!
表 9 :"种引物对 9种土壤微生物群落总 ;<=的扩增结果

>?@AB9 :"CDEFBDG?FAEHEBIJKLCKLGLJLJL?A;<=JHHJKD

GJEAGFEMDJ@E?AMJFFKNELEBG

引物O
扩增条

带数P

非多态性

条带数Q

多态性条

带数R

多态性条带

所占比例S

+T-

(475 57 5 / /7

(473 53 3 57 2.

(47. 5. 5 53 /3

(47* 58 . 5. 25

(470 5* 5 5. /.

(47U 5* . 55 U2

(472 5* . 55 U2

(47/ 58 5 50 /*

V457 53 3 57 2.

(455 53 5 55 /3

(45. 53 3 57 2.

(45* 57 5 / /7

总计 WXYZ[ 500 35 5.* 28

O(\]̂_\1P&̂ ‘[]a]_bcZdb1Q&%Xde‘X[f̂ X\‘g]hẐ ‘[]e

a]_bcZdb1R(X[f̂ X\‘g]hcZdb1S ’ZY]XXa‘X[f̂ X\‘g]h

cZdbiYXYXYZ[cZdbi

表 j 土壤微生物群落 ;<=序列的丰富度+,-

>?@ABj kEMlNBGGJHGJEAFEMDJ@E?AMJFFKNELm;<=GBe

nKBNMBG

引物

(\]̂_\

土壤微生物群落 $%&序列的丰富度

’]hgd_iiXaiX][̂ ]h\Xc]Z[

hX̂ ^od]Yf$%&i_po_dh_

45 43 4. 4*

(475 U U 0 0

(473 8 U 8 8

(47. U 8 U U

(47* U / 57 55

(470 2 U U 2

(47U 2 / 2 /

(472 55 U 57 2

(47/ 57 2 U /

(457 8 2 57 /

(455 U U / 0

(45. 2 * 2 3

(45* / 57 2 .

总计 WXYZ[ /* 2/ /0 23

平均值 &q_\Zr_ U#2 U#* U#/ 8#2

相对值 ’_[ZY]q_qZ[o_ 7#// 7#/. 5 7#28

"#"#s 群落 $%&序列的 4gZddXdet_Zq_\指数及其均匀度 $%&序列的丰富度简明表达了土壤微生物

群落 $%&序列多样性的一个侧面)但它未能反映群落 $%&序列相对多度的信息!4gZddXdet_Zq_\指数

是研究群落物种数及其个体数和分布均匀程度的综合指标!借用这个指数来研究土壤微生物群落 $%&序

列组成多样性!表 8给出 *种土壤微生物群落 $%&序列的 4gZddXdet_Zq_\指数及其均匀度!可以看出)
在不同的引物检测条件下)*种土壤微生物群落的 $%&序列 4gZddXdet_Zq_\指数表现有所不同)最大为

3#..3+土壤 4*)引物 (47*-)最小为 7#8**+土壤 4*)引物 (45.-!就其平均值而言)各群落 $%&序列的

4gZddXdet_Zq_\指数表达的结果与其丰富度相似)即最大为土壤4.+5#/77-)最小为土壤4*+5#8U7-!群落

$%&序列的均匀度最大为 7#//7U+土壤 43)引物 (47*-)最小为 7#U88*+土壤 43)引物 (455-!就其平均值

而言)*种土壤微生物群落$%&序列的均匀度的最大为土壤43+7#/*.U-)最小为土壤4*+7#/35/-)但差别

较小!

"#"#9 土壤微生物群落 $%&序列丰富度的修正统计 上述计算中土壤微生物群落 $%&所扩增的

’&($条带对群落序列丰富度的计算是等效的)但实际上是有差别的!*种土壤微生物群落均扩增的
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!"#$条带和只在其中 %个&’个或 (个群落扩增的条带对其丰富度的计算有所不同)对其作修正统计*+
种群落均扩增出的条带对丰富度贡献最小作 ,计*仅在 %个群落中扩增的条带贡献最大作 %计*而在 ’个

或 (个群落扩增的条带则分别作 ’-(和 %-(计)由表 .可见*+种土壤微生物群落 $/"序列丰富度修正

值*就其平均值而言*土壤 0%的 $/"序列丰富度最大1(2.’3*土壤 0+仍最小1’24+3为土壤 0%的 ,2.%*土

壤 0’&0(为 0%的 ,2.5和 ,264*差别很显著)由于这种修正统计实际增加了特有 $/"序列对其丰富度的

贡献*因此可知无农用化学品污染的土壤 0%与其它存在污染的土壤相比有更多的特有序列)
表 7 土壤微生物群落 89:;;<;=>?:@?A指数及其均匀度

B:CD?7 8<EDFEGA<CE:DG<FFH;EIJ89:;;<;=>?:@?AE;K?L:;KEIM?@?;;?MM

引物

#NOPQN

群落 0RSTTUTVWQSXQN指数1YZ[3

\UPP]TÔ_0RSTTUTVWQSXQNOT‘Qa

群落均匀度1bZ[3

\UPP]TÔ_QXQTQcc

0% 0’ 0( 0+ 0% 0’ 0( 0+
#0,% %d4(6 %d4e4 %d+e’ %d54, ,d6+%6 ,d6.%+ ,de’., ,de4e5
#0,’ %d.%’ %d6’. %d5’, %d4%4 ,de555 ,de(66 ,d6+6’ ,de,%e
#0,( %d6+. %d5,, %d.6. %d.’( ,de+e’ ,d6(.( ,de%6( ,d665(
#0,+ %de’+ ’d%.. ’d’45 ’d((’ ,de664 ,dee,. ,de6(. ,de.’4
#0,5 ’d,’5 %d66+ %d66( %de++ ,de.+, ,de46, ,de4.5 ,de(+6
#0,. %de64 ’d,e4 ’d,%( ’d,e, ,de5+e ,de5+, ,de46, ,de5%%
#0,6 ’d(,% %de,, ’d%5, %d6++ ,de5e+ ,de.4+ ,de((4 ,d66.,
#0,e ’d’(+ %de5. ’d,.4 %d65+ ,de.,% ,de+%( ,de++e ,d6e’,
#0%, %d4e( %dee6 ’d%’4 ’d,44 ,de+5% ,de4,4 ,de’(4 ,de+,’
#0%% %d’(( %d6(% %d6,5 %d(55 ,d.44+ ,de+%’ ,d6’%+ ,d6+%.
#0%( %de4( %d(+e %d466 ,d4++ ,de++% ,de.(% ,d64.5 ,de56,
#0%+ ’d%,% ’d%(( ’d,,, %d,’% ,de544 ,de.%, ,de4%e ,de’e(

平均值 "XQNSfQ %d666 %d64’ %de,, %d4., ,de(66 ,de+(. ,de’’’ ,de’%e

表 g 土壤微生物群落 hij序列丰富度的修正值

B:CD?g k<AA?GI?KAEG9;?MM<lM<EDFEGA<CE:D

G<FFH;EIJhijM?mH?;G?M

引物

nNOPQN

丰富度修正值 \UNNQôQ‘NOoRTQcc

0% 0’ 0( 0+

#0,% +d,, ’d4. %d4. %d4.

#0,’ (d4. (d,, ’d,, ’d((

#0,( (d,, (d(( (d,, (d4.

#0,+ (d4. (d(( (d4. +d4.

#0,5 +d,, (d,, +d(( ’d((

#0,. ’d(( (d(( ’d4. +d((

#0,6 +d4. %d(( (d(( ’d,,

#0,e 5d4. +d,, ’d4. +d((

#0%, ’d,, ’d(( +d,, (d((

#0%% (d,, %d4. (d4. %d4.

#0%( +d,, %d4. +d4. ,d((

#0%+ +d4. (d4. (d,, %d,,

平均值 "XQNSfQ (d.’ ’d.6 (d’’ ’d4+

相对值 !QpŜOXQXSp]Q % ,d.5 ,d6. ,d.%

q2r 土壤微生物群落 $/"序列相似系数

通过计算群落 $/"序列的相似系数可得到

群落之间 $/"序列差异的信息)表 6表明*无农

用化学品使用的土壤 0%和有农用化学品使用的

土壤 0’&0(&0+的 $/"序列相似系数较小1分别

为 ,25(55&,255,’和 ,2+5+53s农药和化肥均使用

的土壤 0’和农药严重污染的土壤 0(及化肥严重

污染的土壤 0+的 $/"序列相似系数较高1分别

为 ,24(,+和 ,245+e3)这说明农用化学品会改变

土壤微生物群落 $/"序列组成*而土壤 0%和土

壤 0+的相似系数最小*更表明了化肥的严重污染

可能会对土壤微生物群落的 $/"序列组成造成

更大的影响)

r 讨论

长期以来*对物种多样性的研究主要集中在

植物&动物和昆虫上t%4*%.u)尽管微生物作为生态系

统中极为重要的一环并起着某些关键作用*但其

多样性的研究较少*甚至被忽视)微生物是地球上

最古老和最大的物种*通过其代谢多样性和遗传

适应性*微生物在许多小生境包括其他生命类型
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不适宜的极端环境中得以生存并发挥作用!可是"在特定环境中"几乎所有包括微生物直接或间接作用的

生物过程通常是被忽略的"更不用说进行广泛的研究调控和应用#$%&!研究微生物及其群落的多样性面临许

多困难"其中最主要在于微生物物种难以分离并作出有效鉴定"据估计地球上已鉴定的微生物尚未超过实

际数目的 $’(#$)&"这势必造成其多样性度量上的困难!此外"土壤微生物及其群落的多样性研究尚有其它

难处"如从土壤中分离和鉴定微生物方法缺少可比性*土壤单位样品所含微生物个体极为巨大"每克土壤

含有多于 $+)个微生物#,+",$&*土壤微生物的空间分布和微生物-土壤颗粒的互作限制土壤微生物定量化和

代表性的抽样#,,",’&等!因此很难用研究大生物群落多样性的方法来研究土壤微生物群落多样性!
表 . 土壤微生物群落 /01序列的相似系数

23456. 78699:;:6<=>89>8:5?:;@84:35;8??A<:=B

/01>6CA6<;6>:?:53@:=:6>

土壤样品

DEFGHIJKGL
D$ D, D’ DM

D$ +NO’OO +NOO+, +NMOMO

D, M) +NP’+M +NPOM)

D’ O, O% +NO%QP

DM M+ OP O,

R表中对角线上部为群落相似系统"下部为群落总共有扩增

片段数 NSTLUIVIIWEXLUFIYEZIGI[L\EL]]F\FLZVHE]\EJJ ẐF-

V_HFJFGI[FV_IZUVTEHLUE‘ZUFIYEZIGI[LẐJWL[E]\EJJEZ

IJKGF]FLUWIZUHa

由于微生物物种间的差异本质上体现在

bcd序列结构和功能的多样性上!因此"利用现

代bcd分子标记技术可从bcd水平上来研究微

生物群落的多样性及其变化"并可定量分析以克

服上述研究上的困难!edfb分子标记技术最早

应用于鉴定植物基因多态性#,M",O&"它作为一种快

速而灵敏的方法可用来检测相似或相同基因的极

小差异!本文用 edfb分子标记技术来研究处于

农用化学品不同影响环境下的土壤微生物群落

bcd序列的多样性"实验表明"农用化学品的使

用会改变土壤微生物群落 bcd的序列组成"并对

土壤微生物群落 bcd序列的多样性产生影响!不

同的农用化学品对土壤微生物群落 bcd序列多

样性的影响各不相同g在化肥污染情况下"与无污

染的土壤相比"土壤微生物数量大大增加"但土壤微生物群落的 bcd序列的丰富度和均匀度及多样性指

数都有所降低"bcd序列种类相似程度最小"反映到土壤微生物群落物种结构上"化肥污染很可能会引起

某些土壤微生物的富集和一些微生物物种的丧失*在农药污染情况下"与无污染的土壤相比"尽管土壤微

生物数量减少"群落 bcd序列的相似程度不高"均匀度也有所降低"但其 bcd序列丰富度和多样性指数

却有所增大"因此农药污染很可能会引起土壤微生物 bcd序列本身发生变化如 bcd变异h断袭等等!

edfb分子标记技术可以作为一种良好的方法应用于土壤微生物群落多样性的研究上"它能够快速

灵敏的鉴定群落组成在 bcd分子水平上的变化"得到土壤微生物群落 bcd序列多样性的有关信息并量

化表示!当然"应用 edfb技术研究土壤微生物群落多样性也存在不足"从本次实验来看所得的一些数据

差异并不十分显著"主要原因在于 edfb技术具有一定的灵敏度范围"若群落 bcd的差异低于群落总

bcd量的 $("该技术将无法完全检测#$,&!如若采用双随机引物的 edfb分子标记技术"可望大大提高其

灵敏度*通过采用聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染技术可更有效地检测群落 edfb指纹的微小差异等等"这些

均有待作进一步研究!
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