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摘要：应用寡聚核苷酸基因芯片，分析了米亚罗林区冷杉原始林（̂ 8T）和 !$ 世纪 7$ 年代云杉人工林（̂ 87$）土壤微生物的功

能基因多样性。该功能基因芯片含有与有机碳降解、碳固定、氮、磷、硫循环和金属抗性相关的 5675 个基因探针。在 ^8T和 ^8

7$ 样地中分别检测到 96 和 7! 个具有较强杂交信号（-.\"!）的功能基因，其基因多样性水平指数分别为 92 :6 和 #2 $#，杂交信

号强度总值分别为 #Y$!Y$ 和 79$:7$。^8T 和 ^87$ 样地中分别检测到 9! 个和 9" 个有机碳降解基因，占总基因的 Y!_和

7$_，这些基因分属于 !! 个不同的基因类群，分别参与木质素、木聚糖、几丁质等有机碳的降解过程。有机碳降解基因在两个

样地中存在较大的多样性和丰度差异。这些结果说明了大多数的土壤微生物直接参与了土壤有机碳的降解，同时，林型不同显

著影响了土壤微生物群落结构和有机碳降解微生物的多样性。
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土壤有机碳包括非腐殖质和腐殖质部分有机碳，非腐殖质有机碳包括碳水化合物和含氮化合物，腐殖质

有机碳包括胡敏酸、富里酸和胡敏素［>］。土壤是陆地生态系统中最大的有机碳库，土壤有机碳的动态是当前

气候变化研究的热点问题［1］，土地利用 $覆盖变化对土壤有机碳动态的影响是其中关键问题［0］。目前，国内
外研究者就土地利用 $覆盖变化影响土壤有机碳的输入、输出、贮量、组分和残留等方面进行了大量研
究［>，L M 9］，但研究结论差异性还较大，而且研究中对效应的研究较多，对机理的研究较少。

土壤微生物是生态系统的重要组成部分，土壤微生物虽然只占总有机碳的 >: M 0:，但这一部分有机碳
却影响着所有进入土壤有机质的转化，是土壤有机碳变化和周转的驱动力［?］。因此，对土壤微生物的研究是

了解土壤有机碳动态变化机理的关键。然而，土壤中仅有 >:左右的微生物已人工培养，还有更多的微生物
因为无法培养而尚未被人类所认识，所以对土壤微生物群落的定性、定量和种群功能多样性等的研究是微生

物学家面临的严峻挑战。

基因芯片（N,(/)-//-@）因有高密度、高灵敏度、快速检测、高通量、自动化和低背景水平等特点，为揭开土
壤微生物这个“黑匣子”提供了可能，引起了微生物生态学家的极大兴趣。近几年来，基因芯片已经被成功应

用于污染环境、海底沉积物等不同环境中特定微生物群落的研究［>< M >;］。根据探针排列的类型，目前用于环境

微生物研究的基因芯片主要分为 0 类：功能基因芯片（D7.(",).-* O’.’ G//-@6，DOG6）、系统发育寡核苷酸芯片
（P!@*)+’.’",( J*,+).7(*’)",2’ G//-@6，PJG6）、群落基因组芯片（F)557.,"@ O’.)5’ G//-@6，FOG6）［>3 M >?］。所谓

功能基因芯片就是在芯片上含有编码各种与生态学和生物功能过程（如碳和氮的固定、硝化和反硝化作用

等）或生物降解作用有关酶的基因［>9，>?］。本研究试图应用含有有机碳降解基因等相关的微生物功能基因芯

片，探讨土地利用 $覆盖变化对土壤微生物群落结构和有机碳降解微生物多样性的影响，为揭示土地利用 $覆
盖变化对土壤有机碳的影响机理提供科学依据。

)* 材料和方法
)& )* 研究地概况和样品采集
研究区位于四川省理县米亚罗林区（0>Q1LR M 0>QSSRT，><1Q0SR M ><0QL<RU），属于青藏高原东缘褶皱带最

外缘部分。地形以石质山地为主，坡度多在 0SQ以上，海拔高差悬殊，处于 11<< M SS<<5之间。气候受高原地
形的决定性影响，属高山气候。年均温 ; M >1V，极端高温 01V，极端低温 W >;V。"><V年积温为 >1<< M
>L<<V，年蒸发量为 ><<< M >?<<55，常年无霜期 1<<2，年降水量为 ;<< M >><<55，具有降水次数多，强度小的
特点［1<］。1< 世纪 S< 年代以来，该地区进行了大量的采伐和人工更新，形成了原始林、次生林、人工林和由原

0>L>X L 期 X X X 张于光X 等：不同林型土壤微生物有机碳降解基因的多样性 X
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始林开垦而来的农地等多样的土地利用类型。

本研究选择原始冷杉林（!"#$% &’()*#’*’）和 /0 世纪 10 年代原始林采伐后人工更新的云杉（+#,$’
-#.#’*/$*%#% 0’1 "’-&)21#’*’）人工林土壤为研究对象。于 /002 年 3 月，在每种森林类型选择 2 4 50 个样点，分
别垂直取 5 4 /0 (6深度的土壤，每个点取样量大体一致，去除石砾、根系和土壤动物等，均匀混合后取少量装
入灭菌的封口聚乙烯袋，带回实验室 7 809保存备用。样地具体情况见表 5。
!& "# 土壤 :;<的提取和纯化

参照 =,(!->?等［/5］和张于光等［//］的方法提取土壤微生物总 :;<。将粗提的 :;< 在 @0 A 电压下 0& 3B
琼脂糖电泳 5/!；然后用试剂盒（<CD，E-.-?-）回收进行纯化。
!& $# 寡聚核苷酸探针的设计
基因芯片上的探针包括与有机碳降解、碳的固定、氮、硫、磷循环和金属抗性有关的各类基因。用相关代

谢的关键词从 ;ECD数据库（!""#：$ $ %%%& .(F,& .*6& .,!& +)G $）中搜索相关基因，下载搜索到的相关功能基因
序列。应用引物设计软件 H=DIJKJ;L 的修订版本设计 20F# 寡核苷酸引物探针，具体设计方法参照
=!’’等［55］。
!& %# 基因芯片的构建和处理
所设计的寡核苷酸探针由生物公司（IMK C,)"’(!，D.(&，NL）合成，置于 O1 孔样品盘内。芯片打印前，

用 20B二甲基亚砜将探针稀释至终浓度为 20 #6)*·!* 7 5，并转入 P3@ 孔样品盘内。用 H,QLRS"’6S 2200 自动芯
片点样仪在相对湿度为 22B 423B的条件下，打印在 /266 T8266的硅化玻片表面，样点间距离为 /50 !6，
每一玻片上打印 / 个探针阵列重复。将打印好的芯片用紫外交联仪进行紫外交联固定，然后用荧光标记对芯
片质量进行检测。

!& &# 目标 :;<的 ER$U?NVH荧光标记

P 4 2!+的纯化 :;<与 5& 2 !+·!* 7 5六聚体碱基随机引物混合（/2 !*），在 O29下变性 / 6,.，迅速在冰上
冷却。变性的 :;< 溶液与 52!* 标记反应液混合，标记反应液的成分如下：2 66)*·W 75 ?<VH（?VVH 和
?KVH）、/& 2 66)*·W 75 ?EVH、5& 0 66)*·W 75 ERPU?NVH（<6’>S!-6 H!->6-(,- C,)"’(!，H,S(-"-%-R，;& X&）、30N
Y*’.)%大片断 :;<聚合酶 D （D.G,">)+’.，E& <&）。反应混合物（@0 !*）在 P8 9下恒温反应 P 4 1 !，然后在
O29变性 26,.，迅速置于冰上冷却。随后将标记的 :;< 用 ZD< [\,(] HE= 纯化试剂盒（Z,-+’.，NL）进行纯
化，纯化液于 @P 9下在旋转加速真空器中浓缩干燥。
!& ’# 基因芯片杂交和洗涤
所有基因芯片杂交均设 P 个重复。用适量的杂交液将标记的 :;< 重新溶解，P0 !* 杂交液的成分如下：

20 B甲酰胺，P T LLE，5!+ 未标记的青鱼精子 :;<和 0& P5 B L:L。杂交液在 O29下变性 26,.，冷却并保持
在 209，此前将待杂交的芯片和盖玻片预热到 20 9。先将杂交液加到盖玻片，然后以 :;<阵列面朝下放到
盖玻片上，将芯片翻转后置于防水的杂交盒内。为了保持杂交系统的湿度，在杂交盒两端的小孔中各加入 P0
!* P T LLE。将杂交盒加盖密封后放入 20 9水浴箱杂交 5/ !以上。
从水浴箱中取出芯片后，尽快加入洗涤液中并使盖玻片尽快脱离芯片。洗涤过程如下：洗涤液 5，5 T LLE

和 0& /B L:L，于 209下洗涤 2 6,.；洗涤液 /，0& 5 T LLE和 0& /B L:L，于室温下洗涤 50 6,.；洗涤液 P，0& 5 T
LLE，于室温下洗涤 5 6,.。最后通过离心去除洗涤液并干燥。
!& (# 图像处理和数据分析
应用 K’.’H,Q @500< （<Q). D.S">\6’."S D.(&，E& <&）芯片分析系统，在分辩率为 50 !6 下对芯片进行扫

描。将扫描获得的图像存为 51 位 VD^^ 文件，然后用芯片分析软件 K’.’H,Q H>) 2& 0（<Q). D.S">\6’."S D.(&，
E& <&）对每一个杂交点的光素密度（或强度）进行分析。将每一荧光点所获得的平均荧光强度作为信号强度
值，局部背景信号被自动地从每一个单独的荧光杂交信号中减去。根据下列公式计算信号干扰率（L,+.-*U")U
;),S’ =-",)，345）：345 _（信号强度值 7背景信号值）$背景标准偏差，将 345"/ 定为信号强度可接受最小

@5@5 ‘ 生‘ 态‘ 学‘ 报‘ ‘ ‘ /8 卷‘
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阀值［/0，/1］，并将小于最小阀值的杂交点从数据中去掉。

!" 结果与分析
!& #" 土壤有机碳和全氮的含量
样地土壤有机碳和全氮的含量分布情况见表 /。从表中可以看出，两类土地覆盖类型均含有丰富的有机

质，但是，原始冷杉林的有机碳和全氮含量明显高于 02 世纪 32 年代云杉人工林。表明土地利用变化显著的
影响了土壤有机碳和全氮的含量。

表 #" 样地位置和土壤碳氮含量

$%&’( #" )*+’ ’*,%-+*./ %.0 -1( ,*.-(.-/ *2 *34%.+, ,%3&*. %.0 -*-%’ .+-3*4(.

土地类型

4-.5 "6#’7
样品编号

8)& 7-9#*’

经纬度

4-",":5’，
*).+,":5’

海拔

;*",":5’（9）

有机碳

<=+-.,( (-=>).
（+ $ ?+）

全氮

@)"-* .,"=)+’.
（+ $ ?+）

碳氮比

A $ 8 =-",)

原始冷杉林

B,= C)=’7"
DEF

G/H1IJ13K 8，
/20H1/JLGK M

G/30 /1/& I1 I& GI /N& 0G
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!& !" 探针设计
从所获得的 /0G 类功能基因序列共设计得到 /N3/ 个 L2 个碱基长度的寡聚核苷酸探针（表 0）。

表 !" 功能基因芯片上的探针情况

$%&’( !" )566%37 *2 4(.( 83*&(/ 0(/+4.(0 +. -1+/ 25.,-+*.%’ 4(.( 6+,3*%33%7

功能基因群

B:.(",).-*
+’.’ +=):#

有机碳降解

<=+-.,( (-=>).
5’+=-5-",).

碳的固定

A-=>). C,Q-",).

磷循环

R!)7#!)=):7
(6(*’

氮循环

8,"=)+’. (6(*’
硫循环

O:*C:= (6(*’
抗金属

D’"-* =’7,7"-.(’
总数

@)"-*7

基因种类数-

8)& +’.’7-
NN 1 1 /G 0 / /0G

探针数>

8)& #=)>’7>
//1L /G/ P/ G/N 021 P/ /N3/

S S -同一类基因只算一次，例如，不管 !"#$基因有多少个序列被用来设计探针，都只算一个基因 <="!)*)+7 )C "!’ 7-9’ +’.’ -=’ ).*6 ():."’5 ).(’&

B)= ’Q-9#*’，"!’ !"#$ +’.’ ,7 ).*6 *,7"’5 -7 ).’ +’.’ =’+-=5*’77 )C !)% 9-.6 ",9’7 ,"’7 =’#=’7’."’5 >6 #=)>’7 ") 5,CC’=’." 7’T:’.(’7S > 每个探针是对一

类基因中的一个序列互补 M-(! #=)>’ ,7 ()9#*’9’."-=6 ") ).’ )="!)*)+ )C - +,U’. +’.’ 7’T:’.(’

图 /S DEF样地与基因芯片的部分杂交结果

B,+& /S @!’ #-="*6 !6>=,5,V-",). =’7:*"7 )C 7,"’ DEF

!& 9" 基因多样性和基因分布
为了评价研究样地中的基因多样性水平，应用

O!-..).EW’,.’=指数计算了基因多样性。DEF 和 DE32
的多样性指数分别为 G& LN 和 1& 21，表明两个样地均具
有较高的多样性水平，但是 DE32 高于 DEF。
在 DEF和 DE32 样地中分别得到 GN 个和 30 个较

强的探针杂交信号（%&’"0）（图 /），杂交信号强度的
总值分别是 1P20P2 和 3G2L32。这些杂交信号在功能基
因群中的分布见表 G。从表 G 可以看出，两个样地中所
检测到的功能基因数明显不同，例如，检测到的有机碳

降解基因在 DEF样地（G0 个）少于 DE32 样地（GI 个）。

!& :" 有机碳降解基因的多样性
为了评价土地利用变化对有机碳降解功能微生物的影响，对检测到的有机碳降解基因种类和得到的信号

强度进行了分析。在 DEF样地所获得的 GN 个基因中，有机碳降解基因占了总基因的 P0X，而 DE32 样地中的
有机碳降解基因占总基因的比例为 32X，表明相当多的土壤微生物直接参与了土壤有机碳的降解。
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表 !" 检测到的功能基因数

#$%&’ !" #(’ )’*’+*’) ,’-’ -./%’0 $* ’$+( 1.-+*23-$& ,’-’ ,03.4

样地

/)&
0-1#*’

有机碳降解

23+-.,((-34).
5’+3-5-",).

功能基因数 67.(",).-* +’.’ .714’3

碳的固定

8-34). 9,:-",).
氮循环

/,"3)+’. (;(*,.+
硫循环

<7*973 (;(*,.+
磷循环

=!)0#!)3)70 (;(*,.+

金属抗性

>’"-* 3’0,0"-.(’

>?@ AB C B C C B

>?DE AF A CE G E H

在两个样地中共检测到的 DI 个有机碳降解基因分属于 BB 个不同的基因类群，参与了有机碳降解的不同
过程，包括木质素降解、木聚糖降解、几丁质降解等（表 H）。其中有 CH 个基因是两个样地均有的，在样地间信
号强度都较高，例如苯甲酰辅酶 J还原酶（4’.K);* 8)J 3’57("-0’）基因是两个样地所共有的，其信号强度比分
别为 G& CL和 D& GL。B，A?二氢?H，D?二烯脱氢酶（B，A?5,!;53):;?H，D?5,’.’ 5’!;53)+’.-0’）基因，儿茶酚双加氧
酶（(-"’(!)* C，B?5,):;+’.-0’）基因，木质素专一甲基化酶（*,+.,. 0#’(,9,( 5’1’"!;*-0’）基因，几丁质酶
（(!,",.-0’）基因（登陆号 JJMDNCIC）等均在两个样地中具有较高丰度。而大多数基因仅在某一样地中检测
到，且杂交信号强度也存在较大的差异（表 H）。例如，几丁质酶（(!,",.-0’）基因 （登陆号 OJJEIDBI，
OJJGGGAH），烷烃羟化酶（-*P-.’ !;53):;*-0’）基因等仅在 >?@样地中检测到。

表 5" 检测到的功能基因情况和杂交信号强度比

#$%&’ 5" #(’ )’*’+*’) 1.-+*23-$& ,’-’6 $-) 62,-$& 2-*’-62*7 0$*236 2- *’6*’) 632& 6$/4&’6

登陆号

/)& )9
-((’00,).

基因功能

Q’.’ 97.(",).-* 5’0(3,#",).
微生物来源

23,+,.-* 1,(3))3+-.,01

信号强度比-

<,+.-* R."’.0,"; 3-",)-

>?@ >?DE

8JJGDIBF !)1)*)+; ") !;53)*-0’0 !"#$%&’()"&%* 0#& JS=C T B& BL

OJJCBGEF *-3+’ 0747.," )9 "’31,.-* 5,):;+’.-0’ +,%-.’/’$), 0-&#.) H& NL H& CL

JJSEAGAG 4’.K-*5’!;5’ 5’!;53)+’.-0’ 102#$3’/’$), "2-$3(-4%$,#, B& IL T

JJ6DAHNC (,0?5,)* 5’!;53)+’.-0’ +,%-.’/’$), 0-&#.) T B& EL

JJUEEDEE 4’.K);*?8)J ):;+’.-0’ !5’)*"-, %6)$,## C& IL T

JJUNGIEA 4’.K)-"’ 5,):;+’.-0’ *-3+’ 0747.," 72’.’"’""-, 0#& CIEFE T C& CL

8JSBCDAC 4’.K);* 8)J 3’57("-0’ 0747.," !5’)*"-, %6)$,## G& CL D& GL

OJJEDGFA B，A?5,!;53):;?H，D?5,’.’ 5’!;53)+’.-0’ 72’.’"’""-, 0#& VWJC H& EL H& BL

OJJBNDED 4,#!’.;* 5’+3-5-",). !;53):;*-0’ 72’.’"’""-, %*8&2*’0’9#, D& AL H& EL

OJJBNDCE 9’33’5):,. 3’57("-0’ 72’.’"’""-, %*8&2*’0’9#, T B& BL

OJJBNDCF 4,#!’.;* 5’+3-5-",). !;53):;*-0’ 72’.’"’""-, %*8&2*’0’9#, B& IL B& HL

OJJIGCAA B，A?5,!;53):;4,#!’.;* C，B?5,):;+’.-0’ 72’.’"’""-, 0#& VWJC B& GL B& AL

OJJIGCAH B，A?5,!;53):;4,#!’.;* C，B?5,):;+’.-0’ 72’.’"’""-, 0#& VWJC T B& CL

8JJDFIHC (-"’(!)* C，B?5,):;+’.-0’ 72’.’"’""-, ’0)"-, H& DL N& AL

JJ8AGBHA #3)")(-"’(!7-"’ 5,):;+’.-0’ 4’"- 0747.," 72’.’"’""-, ’0)"-, T B& BL

JJ8ADANB *-(").’?0#’(,9,( ’0"’3-0’ +,%-.’/’$), :9-’*%,"%$, T B& BL

JJSENBFE #3)")(-"’(!7-"’ A，H?5,):;+’.-0’ -*#!- 0747.," 1&*%0&’/8"%, 0#& BEDN B& FL B& GL

JJSBBEAN 4’"-?P’")-5,#;*?8)J "!,)*-0’ 1&*%0&’/8"%, 0#& BEDN A& EL C& IL

JJSHEGCA A?):)-5,#-"’ 8)J "3-.09’3-0’ 4’"- 0747.," 1&*%0&’/8"%, 0#& BEDN B& GL T

OJOCGIAH B?!;53):;? D?0’1,-*5’!;5’ 5’!;53)+’.-0’ +,%-.’/’$), 0#& T B& NL

JJQHBEAC (-"’(!)* C，B ? 5,):;+’.-0’ 7)9,&’$#) %-&*’02) A& CL T

JJQHBEAB (-"’(!)* C& H ? 5,):;+’.-0’ 7)9,&’$#) %-&*’02) A& EL B& DL

JOEFNBAN B?!;53):;17().,(?0’1,-*5’!;5’ 5’!;53)+’.-0’ +,%-.’/’$), ,&-&5%*# T B& CL

OJJEIDBI (!,",.-0’ !%*’/’$), 0#& CE<?BH B& IL T

OJJGGGAH (!,",.-0’ 1&*%0&’/8"%, &2%*/’6#’9)"%-, B& DL T

JJMDNCIC (!,",.-0’ -$"-9&-*%. ()"&%*#-/ B& DL B& CL

8JJEDIFH (,0?(!*)3)4’.K’.’ 5,!;53)5,)* 5’!;53)+’.-0’ 7)9,&’$#) 0#& T C& FL

JJ6CDHED H?(!*)3)4’.K);* 8)J *,+-0’ +,%-.’/’$), 0#& SX?CB B& GL T
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/ / 续表

登陆号

0)& )1
-((’22,).

基因功能

3’.’ 14.(",).-* 5’2(6,#",).
微生物来源

76,+,.-* 8,(6))6+-.,28

信号强度比-

9,+.-* :."’.2,"; 6-",)-

<=> <=?@

ABACDE?? (,2=5,)* 5’!;56)+’.-2’ !"#$%&’()#*+ 2#& 0FG H C& DI

ABJ@??@K L’"- 24L4.," )1 5,L’.M)146-. 5,)N;+’.-2’ ,)##+-+./)# 2#& >FK H K& OI

JBBDDDGG ’N"6-5,)* 5,)N;+’.-2’ 01%*23&4&2+5 2#& K& OI H

BBJKP@KO ’.5)=DE=L’"-=Q=+*4(-.-2’ 6’&5/#*(*"4 ’&23*51&#"4 H C& @I

BBJ?RPOP ’.5)=D，K=D，E=L’"-=Q=+*4(-.-2’ 72(#&1&3&2)+) 8)+ 4+95 C& DI H

BBQ@DROR ’.5)+*4(-.-2’ :5)"(&4&2+5 2#& >Q=DO C& DI H

BBQEP?@? ’.5)+*4(-.-2’ ;)/%+2&.&.."5 4+#*1+’"(*5 H D& RI

JBAGPO?R S*4)6’.’ 5’+6-5-",). !;56)N;*-2’ 01%*23&4&2+5 2#& TADC? K& @I C& GI

JBB@O@KR E=U;56)N;L’.M);*=J)B 6’54("-2’ L’"-=24L4.," ,%+")#+ +#&4+/*.+ C& ?I H

BBAGDKDC K=（K=!;56)N;#!’.;*）#6)#,).-"’ !;56)N;*-2’ <%&(&.&.."5 3’&-)#"’"5 C& DI H

JBBPCCGP -=24L4.," )N;+’.-2’ :5)"(&4&2+5 2#& H C& KI

ABBK?D?G *,+.,. 2#’(,1,( 5’8’"!;*-2’ 01%*23&4&2+5 1+".*4&-*’*5 C& GI D& RI

JBARKRO? -=24L4.," )N;+’.-2’ :5)"(&4&2+5 =’"&#)5.)25 C& EI H

ABBGEPO? 8’"!-.’ 8).))N;+’.-2’ 6’54("-2’ ()8#).’." ;)/%9’&4&2+5 2#& F9V::: C& ?I H

ABBCKC?O C=(-6L)N;L’.M-*5’!;5’ 5’!;56)+’.-2’ >&.+#(*&*()5 2#& H K& ?I

BBQDC?D? !;56)N;L’.M;*,5’.’#;64W-"’ !;56-"-2’=-*5)*-2’ <+’5/&2*+ 2#& XC C& PI H

0V@ERCDK *-6+’ 24L4.," -6)8-",( )N;+’.-2’ >&?&51%*23&-*"4 +#&4+/*.*?&#+2 H D& ?I

0VODGKRE C=!;56)N;(!6)8’.’=C=(-6L)N;*-"’ ,2)8’6-2’ <+’5/&2*+ 5&’+2+.)+#"4 H P& EI

ABBGPGPE 1’66’5)N,.=*,Y’ #6)"’,. 6&4+4&2+5 /)5/&5/)#&2* H D& RI

BBJPDPDE #4"-",W’ J=V *;-2’ 24L4.," U"N3 :5)"(&4&2+5 5/"/8)#* C& RI C& ?I

BBBCOGRP 2-*,(;*-"’ !;56)N;*-2’ :5)"(&4&2+5 1"/*(+ C& KI H

BBF@PE@G ")*4’.’ )6"!)=8).))N;+’.-2’ !"#$%&’()#*+ .)1+.*+ H D& ?I

BZCRKK@? -*Y-.’ !;56)N;*-2’ !"#$%&’()#*+ .)1+.*+ C& KI H

JBBGGP?C ’.5)=L’"-=DE=N;*-.-2’ 6)’’?*-#*& 4*@/"5 K& @I H

BBAGPKPC N;*-.=5’+6-5,.+ ’.M;8’2 6+’(*.)’’"’&5*#"1/&# 5+..%+#&’9/*."5 H D& RI

BBQKCORE 1-8,*; D@ N;*-.-2’ [;.J ,%)#4&/&3+ 2#& 2"6-,. S\99K=A& D H C& CI

BB3@COOG +*;()2;* !;56)*-2’ J’*Z A*-#&-+./)# 5"..*2&3)2)5 9GO H D& PI
/ / -：指单个基因检测到的信号强度与该样地总信号强度的比值 ]!’ 5’"’("’5 2,+.-* ,."’.2,"; )1 #’6 +’.’ 5,W,5’5 "!’ 248 2,+.-* ,."’.2,"; )1 ’-(! 2,"’

/ H：没有检测到较强的杂交信号（0>< ^ C）<’-.2 .) 5’"’("’5 "!’ #)2,",W’ 2,+.-* ,."’.2,"; （0>< ^ C）

!" 讨论
基因芯片技术的一个主要优点是高通量平行分析，通过一次杂交即可同时监测一个群落中大量微生物种

群的结构与动态［DP］。因此，基因芯片技术极大地方便了同时分析多个基因组，并为高通量实时分析微生物群

落组成和功能提供了极大的便利。其次，在环境样品中许多功能基因具有高度的多样性，它们很难甚至不可

能找到保守区段来设计 VJ_引物，因此，应用以 VJ_为基础的分子方法同时检测诸如有机碳降解的多个特异
性微生物种群具有极大的困难，而以基因芯片为基础的方法则不需要这样的保守序列，因为许多来自不同种

群的多样性基因可以放在一张芯片上作为探针监测相应的种群［DD］。

本研究中，应用含有有机碳降解、碳固定、氮、磷、硫循环等相关功能基因的芯片，分析了不同林型土壤中

的微生物功能基因多样性。由于探针的设计是根据目前公共基因数据库中所有已知的序列信息而进行的，因

此该芯片能很好的代表目前已知的有机碳降解基因的多样性。本研究结果表明，两个样地具有不同的微生物

基因多样性，<=>样地低于 <=?@ 样地；<=>样地的杂交信号强度也明显低于 <=?@ 样地。已有的基因芯片研
究表明，杂交信号强度与微生物群落基因组 Q0B 和细胞总量均有良好的线性正相关性［DD，CK］，因此，<=?@ 样
地中可能存在比 <=>样地中多样性和丰度更高的微生物群落结构。
同时发现，大多数地土壤微生物都直接参与了土壤有机碳的降解，包括腐殖质、胺类、木质素、葡聚糖、木

聚糖、几丁质等有机碳的降解。结果检测到了 78&+#."5 )?+25**的苯甲酰辅酶 B还原酶（L’.M);* J)B 6’54("-2’）
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基因在两个样地中都具有相对最高的丰度，表明苯甲酰辅酶 / 还原酶参与的胺类和腐殖质等的降解是土壤
中的一个重要代谢活动，!"#$%&’( )*$+(,, 类微生物可能是土壤中有机碳降解的重要活动者。同时，
-()’.#/#+$( 0’1,.$的大亚基末端双加氧酶（*-0+’ 1232.," )4 "’05,.-* 6,)78+’.-1’）基因，23#.#&#&&’( 1#& 9:/;
的 <，=>二氢>?，@ !二烯脱氢酶（<，=>6,!860)78>?，@>6,’.’ 6’!860)+’.-1’）基因，23#.#&#&&’( )%413%#0#5,( 的联苯
降解羟化酶（3,#!’.8* 6’+0-6-",). !860)78*-1’）基因，603,+7#/#+$( 0$’&,/#8,5,( 的木质素专性甲基化酶（*,+.,.
1#’(,4,( 6’5’"!8*-1’），603,+7#/#+$( 1#& AB;<@ 的芴降解羟化酶（4*2)0’.’ 6’+0-6-",). !860)78*-1’）基因等都在
两个样地中具有较高的丰度，说明这些微生物类群在两类林地中可能都是有机碳降解的积极参与者。

样地之间的有机碳降解基因还具有明显不同的多样性和丰度。例如在 C>@D 样地中检测到的木聚糖降解
基因有 9,8%#8$&1)% (’&&,+#7)+)( EFG 的糖基水解酶 H’*I（+*8()18* !860)*-1’ H’*I）基因、:3)%/#1#7$ 1#& 1"0-,.
JKEE=>B& ; 的木聚糖酶 L8.H（4-5,*8 ;D 78*-.-1’ L8.H）基因和 ;$5.,&)55’5#(,%’01#% ($&&3$%#541,&’( 的木聚糖降解
酶（78*-.>6’+0-6,.+ ’.M85’1）基因，而 C>N 样地中仅存在 ;)55*,8%,# /,<1’( 的吲哚>!>;，?>木聚糖酶（’.6)>3’"->
;，?>78*-.-1’）基因。表明 9,8%#8$&1)% (’&&,+#7)+)(、:3)%/#1#7$ 1#& 和 ;$5.,&)55’5#(,%’01#% ($&&3$%#541,&’( 三类微
生物在 C>@D 样地中可能积极的参与了土壤木聚糖的降解，而在 C>N样地中仅有 ;)55*,8%,# /,<1’(参与了木聚
糖的降解。相反，在 C>N 样地检测到了 = 个几丁质酶基因，而 C>@D 样地中却只得到 ; 个基因，且丰度也较
低。这些结果表明，不同的样地参与有机碳降解的功能微生物种类和丰度均存在明显的差别。

土地覆盖变化直接改变了土壤植被的类型和生物量等因素，因而改变了进入土壤的生物的成分和数量

等，进而可能引起土壤微生物群落结构的变化。本研究结果表明了不同土地覆盖具有不同的土壤微生物群落

结构，还具有不同的土壤有机碳降解微生物的多样性和丰度。同时，土壤微生物群落结构的变化也可能是土

地覆盖变化影响土壤有机碳动态的直接原因。

!"#"$"%&"’：

［; ］O P2 I Q，L2 R N& S!’ ’44’(" )4 *-.6 21’ (!-.+’1 ). 1),* )0+-.,( (-03).& B’,K,.+：H!,.- J)0’1"08 T0’11，<DD?& <U V <F&

［< ］O P-"1). 9 S，W)3*’ X 9，S0253)0’ E& A-.6 21’，*-.6 21’ (!-.+’，-.6 4)0’1"08：- 1#’(,-* 0’#)0" )4 "!’ XTHH& H-530,6+’：H-530,6+’ Y.,Z’01,"8

T0’11，<DDD& ;F[ V <;U&

［= ］O :)2+!"). I S，R,.+ N，Q0,++1 R I，)1 $5& H*,5-"’ (!-.+’ <DD;："!’ 1(,’.",4,( 3-1,1& X."’0 +)Z’0.5’."-* #-.’* ). (*,5-"’ (!-.+’& H-530,6+’：

H-530,6+’ Y.,Z’01,"8 T0’11& <DD;& ;FG V <=U&

［? ］O I-(\1). 9 B，B-..’0 I A，I)33-+8 ] Q，)1 $5& ]()181"’5 (-03). *)11 %,"! %))68 #*-." ,.Z-1,). )4 +0-11*-.61& W-"20’，<DD<，?;F：@<= V @<@&
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