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摘 要S以 "Y-5Z.%分析方法为基础3获得来自不同土壤环境的细菌克隆群落@&10J;JHP0[[9J;ILR3并分析了这些土壤

细菌群落结构特征X在不同土壤环境中3细菌种类非常丰富3但其多样性将受到植被\土壤水分或土壤层次等因子的影

响X表层土壤环境中细菌种类最丰富3多样性最高3且基因型中无明显的优势类群X不同土壤环境间细菌群落的相似性较

低3表明群落结构以及空间隔离的复杂性X
关键词S土壤环境D细菌群落D克隆群落D克隆多样性
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以分子生物学为基础的土壤微生物群落研究为微生物生态学研究提供了一种新的方法X过去由于研

究手段的局限3对微生物群落及其生态学的研究没有大的进展3因此对土壤微生物群落的结构\生态功能

和环境功能的了解具有一定的局限性X分子生物学方法的发展及其在微生物生态学领域的应用3给微生物

生态学研究的发展提供一个新的契机?"W6@X
传统的微生物学研究方法从环境中获得的微生物种类非常少3因为环境样品中的绝大多数微生物种

类 不 能 在 人 工 培 养 基 上 培 养 生 长X几 乎 没 有 人 工 培 养 基 可 以 培 养 环 境 微 生 物 群 落 中 "$A的 微 生 物 种

类?!3#@3因此利用传统的微生物学研究方法研究环境中微生物群落的多样性时3必将失去大部分的物种信

息3从而使得研究结论不够全面X分子生物学方法直接从环境样品中获取生命信息物质UZ.%3克服了传统

微生物学利用人工培养基培养微生物细胞的研究方法的缺陷3所获得的微生物群落中的物种数量不受培

养基的限制3可得到更为全面的生物信息X
本文以从环境样品中获得的 Z.%为基础3以 "Y-5Z.%分析技术为基本方法3
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得到不同环境样品的
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细菌克隆群落!"#$%&’(#$)*+(+,$*--.+(%/01并在克隆群落的基础上研究和分析土壤细菌群落结构及其生

态学特征2

3 材料与方法

343 土壤样品

样 品取自美国密西根州立大学的生物实验站的长期生态观测点和美国能源部!5670的实验基地1如

弗吉尼亚州的 89*%%:;<(%;2表层及表层以下土壤是采用经蒸汽清洁过的 =&>#+直线取样器及音速钻孔技

术1以获得深层的土壤样品2
土柱取出后1取一定量的土壤作为一个样品1立即放入冷藏盒内1带回实验室1置于?@AB下1以 避 免

其中的细菌群落发生大的变化2土壤样品在?@AB储存至处理分析的时间不超过 @星期2

34C 5D8提取及克隆

采用液氮研磨和加 E5E的方法从环境土壤样品中直接提取细菌类 5D81通过采用低熔点琼脂糖凝胶

电泳回收 5D81并进一步用微型过滤柱纯化FG1HI2
获得纯度较高的 5D8提取物后1采用 <JK技术1并选用较适宜的引物对其进行扩增2通过 L8克隆

技术将扩增的 MHE’5D8转移 至 NOPQRSTPQTUPVWT中1将 MHE’5D8分 开1对 携 带 目 标 基 因 MHE片 段 的 NX

PVWT克隆细胞进行群落分析FH1YI2

34Z K[=<分析

K[=<分析即 为 限 制 性 内 切 酶 消 化 5D8片 段 的 长 度 多 态 性 图 像 分 析 方 法!K&;%’($%(*+\’#,-&+%

)&+,%] *̂)/-*’̂](;-02通过克隆过程所获得的携带 MHE’5D8的克隆细胞就是这一分析过程的基本对象2

34Z43 <JK扩增 直接将克隆细胞作为 <JK扩增的模板1将所获得的所有克隆细胞中的 MHE’5D8扩

增到足够的数量2

34Z4C 消化 根据土壤细菌群落结构的特点1选用 _O‘a1bOUa和 cQUa1cURd两组限制性内切酶1对

被扩增的每一个克隆细胞的 <JK产物进行消化2消化温度为 eYB1时间为 GfM@]2当用第 M组酶!_O‘a1

bOUa0消化后所得的基因图像相同时1继续用第 @组酶!cQUa1cURd0进行消化2

34Z4Z 电 泳 制 备 e4Agfe4eg的 h&%#̂]*’琼 脂 糖 胶1在 iB下 用 硼 酸 缓 冲 液 进 行 电 泳1将 消 化 了 的

MHE’5D8的不同大小片段进行分离1通过照像机和电脑获得电泳胶的基因片段多态图像文件2

34Z4j 图像分析 电泳分离后所获得的基因图像用电泳图像分析软件kkl&)J*- #̂’进行分析2首先对

每一个克隆产生的电泳胶图像进行标准化1使得所有克隆之间的基因图像具有可比性1消除因电泳而产生

的5D8片段运动距离的偏差2其次是确认并标记每一个克隆的基因图像中的所有不同大小的5D8片段1
最后以基因片段多态图像为基础进行聚类1根据不同图像间的相似性将所有的图像聚合成一个聚类树2通

过聚类分析而被聚合到一起的具有相同的基因图像的克隆需要用第 @组限制性内切酶进行消化与电泳分

离2当第二次所获得的基因图像仍然相同时1则认为它们是相同的基因型2每一个基因型称为一个操作分

类单位!6Lm16̂ &’#%(*+#)L#>*+*-($m+(%0或称为唯一基因型2

C 结果分析

C43 土壤环境中细菌种类丰富

微生物种类在环境中的丰富程度是一个具有重要意义的生物学和生态学指标2过去由于传统的微生

物学研究方法的局限1对环境中微生物种类的多少1一般只是想象为非常丰富1但并没有具体的数量概念2
本项研究自 MnnG年起1至 Mnnn年已经对多个来自不同环境的土壤样品进行了分析和研究1获得了丰盛度

极高的土壤细菌的克隆群落2部分克隆群落的丰盛度如表 M所示2
从表 M中的数字可知1土壤环境中的细菌种类!菌株0十分丰富1用分子生物学方法所获得的每一个样

品的克隆群落中数以百计的基因型就是直接的证据2
表 M中的 6Lm值与克隆数几乎在同一数量级上1除了样品 8"oi和 5Moi以外2这里的 唯 一 基 因 型

!6mL0虽然不是确定的种类1但其丰盛度是可以肯定的2表 M中的数值并不是细菌种类的极限值1因为工

作量和时间的局限1从每个土壤样品中获得的 5D8并没有全部被用于克隆1且获得的克隆细胞也没有全
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部进行 !"#$分析%据此可以想象&土壤中细菌种类的数量远远在表 ’所列数值以上%
表 ( 部分土壤样品的克隆群落及其 )*+数量

*,-./( 012-/3456.47/8,79)*+845842/8,2:./8

样品代号

;<=><?@ABCD>@
EFGH’ EFGHI EFGHJ EFGHK LFH’ LFHK M’H’ M’HK MFN

克隆数

OPBQ>R<?SD<T>@
UVU WVX I’V JIK UWY IXI JZW I’W ZIV

N[\@ XX’ UYK ’Z’ J’’ UUX YK JUI YX YYU

]̂] 群落多样性高

从研究结果可知&土壤环境中不仅细菌种类丰富&而且群落结构是稳定型的高多样性结构%表 ’所列

数 据表明&大部分情况下N[\与克隆总数的比值都在 V̂Z以上_其中样品LFHK和M’HK是深层土壤样品&
其群落结构受其他生态因素的影响&而不同于表层的群落%

获 得 N[\最多的 J个样品为 MFN‘EFGHI和 LFH’%根据多样性指数a香农指数b的 计 算&除 了 样 品

LFHK和 M’HK以外&其余各样品的多样性指数均在 ÎV以上%很显然&多样性指数比一般情况的其他生物

群落要高很多%
土壤环境中细菌群落结构的稳定对维持土壤环境的稳定具有积极的意义%土壤细菌群落的生态功能

将与具体的群落和土壤环境有关_一般而言&对土壤中各类有机物质的分解&特别是对有机污染物质的降

解具有重要意义&在环境科学中受到重视%

]̂c 植被对群落结构的影响

在有植被影响的土壤环境中&某些生态因子将有利于土壤微生物种群的活动&如经植物根系活动而改

造的土壤粒子的结构&植物根系活动时的代谢产物&以及植物根系对水分的涵养等%研究表明&有植被覆盖

的土壤环境中&细菌种类的丰盛度比无植被土壤中的要高得多%表 ’中的 EFGH’和 EFGHI是属于有丰富

草本植物活动的表层土壤环境&而 EFGHJ和 EFGHK的土壤环境中缺少草本植物%前者比后者有多得多的

细菌种类aN[\b%
在同一个取样点上&表层和表层以下土壤所受植被活动的影响的差别很大%表层土壤的受植被&特别

是草本植物的影响很大&而表层以下土壤所受的影响要小得多%表 ’中样品LFH’和LFHK的细菌群落的差

异可以认为是因为土壤层次不同而引起的%LFH’为表层土壤环境&而 LFHK为土壤深度在 KB左右的土壤

环境%两个土壤环境的微生态条件差别很大&所得的两个细菌群落的结构也是不同的%M’H’和 M’HK也是

与上述两个样品类似的不同土壤层次的样品&两者的细菌群落的差异也与样品 LFH’和 LFHK间的差异类

似%

]̂d 土壤层次与优势种群

经 过对不同土壤层次a深度b样品的分析与研究&发现在不同层次的土壤环境中细菌群落的结构发生

明显的变化%当土壤层次达到水分饱和或者地下水位线以下时&细菌群落中就出现有明显优势的种群&本

项研究中表现为优势 N[\的优势度逐渐增加%表 I中的几个参数可以说明这个变化%
随着土壤深度的加深&土壤环境越稳定&水分越充分%而表层的土壤环境所受到的自然的和人为的干

扰 非 常 剧 烈&如 下 雨‘霜 冻‘蒸 发‘机 械 翻 耕‘种 植 作 物‘施 用 农 药 和 化 肥 等 都 会 对 表 层 环 境 产 生 直 接 的 作

用%土壤结构‘土壤水分和营养等也同时剧烈地波动%在这种剧烈波动的环境中&很难出现一个稳定发展的

优势种群&而适应不同环境的细菌种类就可能建立种群&但却只能维持在一个较低的种群发展水平%
从 表中优势 N[\a视为一般概念上的种群b的克隆个数的变化来看&表层土壤没有明显的优势种群_

在表层以下环境中&随着土壤层次深度的增加&优势 N[\种群的数量显著增加&优势种群中的克隆数占群

落克隆总量的比例越来越大&如样品 LFHX和 M’HY中一个优势aN[\b的个体数量占整个群落个体总数的

IVe以上%
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表 ! 不同土壤层次细菌群落优势种群参数比较

"#$%&! ’()*#+,-.(/0()&$#12&+,#1())3-,2450*#+#)&2&+0,-6,//&+&-26&*27(/0(,%

样品代号

89:;9<=>?@A;= BCDEF BCDEG HCEF HCEG HCEI HCEJ HCEK LCM LFEF LFEJ LFEN

土壤深度OP?Q
L;@RS9<=9TA K FK K FKU IGK JVJ UKV KV KV JFV UKV

总克隆数OWQ
O个Q

X9R>APA9Y;=
ZVZ UVJ ZNU KJ UJ GKV GVJ [GV I[U GFU GFN

MX\数O]Q
O个Q

_̂?‘;a9<MX\=
KKF ZNK ZZK II IZ NK UJ NNZ IZG NK KZ

优势 M\X
克隆个数O个QObQ
8A9Y;=9<RS;
:9?TY>YRMX\

U G I K FV IZ JF U J GJ JZ

]cW Vd[F Vd[U Ve[U VeZF VeJ[ VeIJ VeIZ Ve[Z Ve[F VeI[ VeGZ

bcW VeVFG VeVVI VeVVJ VeV[ VeFJ VeFJ VeGV VeVVN VeVF VeFF VeGF

!df 重叠 MX\
另 一 个 能 间 接 说 明 土 壤 环 境 中 细 菌 群 落 种 类 丰 富 的 参 数 是 各 群 落 之 间 出 现 的 基 因 型 图 象 相 同 的

MX\g比较来自不同环境的 MX\群落中相同的 MX\数量h当两个群落间相同的 MX\多时h说明群落之

间重叠较大h具有较多的相同的种群h群落间相似性高g反之h群落之间的相似性就小O见表 IQg
表 i 来自不同环境的样品的 j"k重叠

"#$%&i jl&+%#*j"k0$&2m&&-6,//&+&-20#)*%&0

样品代号

89:;9<=>?@A;=
HCEF HCEG HCEI HCEJ HCEK LFEF LFEJ LFEN nF nG MF MG

MX\数量

_̂?‘;a9<MX\=
ZZK II IZ NK UJ IZG NK KZ GKK [Z FJV GFV

重叠 MX\数

Mo;aA>@MX\=
V V U FF I FJ K J

从表 I的数据可知h表层土壤环境中与表层以下土壤环境中的细菌群落间重叠的 MX\少h而表层以

下 土壤环境中 细 菌 群 落 之 间 则 重 叠 的 MX\较 多h群 落 之 间 具 有 较 高 的 相 似 性g如 HCEK样 品 有 FKp的

MX\与 HCEJ中的 MX\相同hLFEN样品则有 GVp的 MX\与 LFEJ中的 MX\相同O重叠Qg
除了表 I中部分样品属于同一取样点的不同土壤层次之间的比较外h还曾对不同取样点之间的样品

的 MX\进行过比较g如样品nF和MF之间h仅有 K个重叠的MX\hnG和MG之间同样是 K个重叠的MX\g

J个样品间的优势 MX\是重叠的g

i 讨论

从以上的结果分析可知土壤环境中细菌种类极其丰富h且群落的多样性很高g在数以千计的 MX\中

估计将有很多是人们没有认识的细菌种类h有待进一步研究发现g

idq 无竞争多样性

从上面分析的结果可以看出h表层土壤细菌群落的 MX\数量比表层以下土壤细菌群落的 MX\要多

很多h且从各 MX\的克隆数量来看没有具显著数量优势的 MX\h是一个均匀度很高的特殊群落g在这个

群落中没有任何一个种群的数量占绝对的优势g也就是说h所有种群O以 MX\而言Q在群落中的生态地位

是相似的g在这个群落中种群与种群之间的竞争作用较弱g每个种群对群落多样性的贡献基本相同g根据

多样性指数的计算公式h这样可使群落的多样性指数达到极大值g
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表层土壤环境除了上面分析的由于植被活动!水分等生态因子的变化以外"表层土壤环境空间结构的

异质性也是一个很重要的直接作用于细菌群落的生态因子#表层土壤环境结构复杂"土壤颗粒性质差异较

大#表层土壤中既有土壤母质"又有非母质的成分"如有机质!腐殖质和生物残骸等#不同的颗粒物的粒径!
电荷!空隙度!吸附力等都有很大的差异#

表层土壤环境将随着大的空间环境而出现较剧烈的水分含量的变化"从而引起空间隔离#当水分很少

时土壤颗粒表层丧失水膜"微生物在颗粒间的交流将被大大减弱#因此在表层土壤环境中的细菌种群必须

采取保存种群的最佳策略"使种群在低水平上维持平衡#

$%& 群落结构与取样空间

从本文中的结论来看"群落结构还将与取样的空间有关"各样品之间的 ’()种群重叠很少"特别是表

层土壤这一特殊环境中的细菌群落"不同样品之间出现很少的重叠"说明定义土壤细菌群落的空间还有待

进一步研究#本文研究的样品均为 *+土壤"*+土壤的母样本一般为 ,--+左右的土壤样品#
有待研究更大样品.取样范围更大!样品土壤量更多/和更小样品的土壤细菌群落结构#首先是考虑从

更大的样品所获得的克隆是否更多"或者具有更丰富的细菌种类"从而更小的样品中所获得的克隆与大样

品有什么样的关系#用于一般的研究的样品应该从多大的空间上获得"样品应该有多大"才能获得一个能

更加准确表达土壤细菌群落的概念#当然"取大样品进行研究将要付出更大的努力"例如处理更多的克隆"
同时分子生物学方法所能处理的实验样品也只能是大样品的一小部分#

$%$ 克隆群落与实际群落

本文所获得的结论都是以克隆群落为基础#克隆群落是通过分子生物学方法所获得一个带有不同基

因的 012345群体#这个群体以相等的概率携带有来自自然土壤环境的各种基因"即通过分子生物学方法

所 获得的 ,6789:;#从克隆群落到真实群落还需要对每一个 ’()种群的 ,6789:;进行序列分析#由

于所获得的 ’()数量很大"这部分工作正在努力之中#另外"由于 ’()数量大"现有的基因库不能满足

要求"工作还将遇到困难#
一般而言"若旨在进行一般生态学规律研究"克隆群落可以满足基本要求#但是"若要深入研究某一个

具体种群在群落中的生态功能时"克隆群落就难以满足要求#不管怎么样"克隆群落对于开展微生物生态

学的研究是一个有效的方法"摆脱了过去因研究方法而对研究工作的束缚#
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