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摘要：用液氮冻融法和蛋白珠法对内蒙古典型草原土壤基因组 X.%进行提取，用 W&Z9X++(对细菌群落结构进行分析，并对主

要的条带进行测序。发现蛋白珠法比液氮冻融法更能反应出实际的微生物群落结构和组成。内蒙古典型草原土壤细菌主要有

# 个分支：放线菌门（%DL>E0P4DLGF>4），变形菌门（WF0LG0P4DLGF>4）的 !、" 及 # 类群，拟杆纲门（[4DLGF>0JGLGH），芽单胞菌门

（+G==4L>=0E4JGLGH）和酸杆菌门（%D>J0P4DLGF>4）。与基因库中进行比较后发现有 : 个序列和已知的细菌种类相似达到了 66\

以上。
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土壤中存在着大量微生物，这些微生物在植物凋落物和根系分泌物的分解、提供植物所必需的养分、维持

生态系统的物质养分循环中起到了十分重要的作用［N］。然而，限于研究方法和实验手段，要想对土壤微生物

群落结构有一个比较清楚的了解，目前还十分困难。而且，许多研究表明细菌的群落结构随着土壤理化性质、

植物群落演替以及农业措施的改变而改变［M，>］，这更增加了人们了解它们的难度［>］。

传统方法中对土壤微生物的研究是基于分离培养技术，但是由于微生物形态简单，缺乏明显的外部特征，

而且自然环境中的大多数微生物难于模拟其生长繁殖的真实条件而不能获得纯培养，另外由于培养基的选择

性作用，所分离得到的微生物只占总量的 NR ZBR ［P］。因此，传统的分离培养方法在分析自然环境中的微生
物群落结构和多样性上存在着很大的局限性［P］。

近几十年来，随着一系列分子指纹分析方法的发展，特别是基于 07D/ 小亚基的分析使人们对自然环境
中的微生物群落结构比以前有了更全面的认识。变性梯度凝胶电泳（1’.-"40,.+ +0-1,’." +’* ’*’("0)#!)0’3,3，
9::;）自 NQQ> 年引入到环境微生物检测以来，被广泛地运用到微生物群落的多样性分析和监视种群的动态
检测当中［B］。其基本原理是在含有浓度线性递增的变性剂（尿素）聚丙烯酰氨凝胶电泳中，具有相同片段长

度的核苷酸分子的解链行为不一样，从而停留在凝胶中不同位置。根据胶中条带的数目、位置和强度可以得

出自然环境中微生物的相对多样性［U］。9::;这种分子研究手段的引入为研究微生物群落结构提供了一个
有力的分子指纹标记技术，结合对特定 9::; 条带的测序分析，能够对土壤微生物群落结构有更多的
认识［A］。

9::;在分析微生物群落组成和动态时包括 > 个步骤，一是核酸的提取，二是基因扩增，三是通过 9::;
分析 567产物得到特定类型样品的微生物图谱。在这个过程中，第一步工作是关键，因为核酸提取效率的高
低决定着我们所能认识的微生物群落的实际结构。目前对核酸的提取主要有两种方法：液氮冻融法和蛋白珠

法。这两种方法在处理不同的样品时都有着广泛的应用。W’+!’0［U］用液氮冻融法成功的研究了施用不同除
草剂对农业土壤的影响，:).C-*’C8 G)0,*［?］用这种方法甚至检测到极度酸性环境中古菌的存在；另外，用蛋白珠
法对农业土壤和草原土壤也有着很多研究［M，>］。但是，对这两种提取土壤基因组 9D/ 的方法进行比较的研
究相对较少，对腐殖质含量较高的内蒙古半干旱草原土壤样品的提取方法的比较至今还没有人报道。

内蒙古羊草草原是欧亚草原的一部分并且是作为特征植物群落结构而存在［Q］。目前对植物、动物的群

落结构和多样性已经有很多的研究，并且取得了一系列的重大成果［NT］，但是对微生物的群落结构了解甚少。

本文的目的在于：（N）比较两种土壤基因组 9D/提取方法，确定哪一种方法更适合于内蒙古草原土壤微生物
群落结构的分析；（M）用 56789::;方法并结合对特定 9::; 条带的克隆测序分析，从而对内蒙古典型草原
的细菌群落结构有着更为清楚的了解。

)* 材料和方法
)& )* 自然概况
羊草样地（地理坐标 P>[>M\PB] Z PP[>>\NT]D，NNU[PT\>T] Z NNU[PT\BT];，海拔 NMTT= ）位于锡林河南岸玄

武岩台地，丘陵顶部浑圆，谷坡漫长，坡度 ^ B[，是全球变化中中国东北样带（D;6G）穿过的中心区域。全年
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平均气温 / 0& 12，年降水量 340 5 14066，属于大陆性半干旱温带草原气候，其中 708的降水量集中于七八
月份。冬春寒冷干燥多风，夏秋温暖湿润，无霜期仅为 90 5 ::0;。土壤为暗粟钙土，样地建群种为羊草
（!"#$%& ’()*"*&)&），优势种为冰草（+,-./#-.* ’-)&010%$）、大针茅（20)/1 ,-1*3)&）。
羊草样地自 :979 年围封以来，已经有 <4-的历史，而且植物群落丰度自 :9=0 年基本没有改变过，经过长

时期的封育，具有内蒙古草原顶极植物群落的特点［9］。

!& "# 样品的采集
于 <001 年 = 月对羊草样地进行土壤样品采集。用直径为 <(6 土钻随机钻取 <0 钻（每钻相隔 46）0 5

4(6 的土层，用速封袋装好，放在便携式冰盒中带回实验室。过 <66的土壤筛后，放在 / <02长期保存，以备
进行下一步的分子生物学实验。

!& $# 土壤基因组 >?@ 提取

（:）液氮冻融法A 提取过程根据 B!)C［::］的方法并作了改进。称取 0& 4+ 土壤放在 :06* 的离心管中，加
入 0& :+ 的 DEDD（聚乙烯吡咯烷酮）和 36* >?@ 提取缓冲液（0& :6)* $ F 磷酸盐［#G =& 0］，0& :6)* $ F H>I@，
IJ,KLGM*［#G =& 0］，:& 46)* $ F ?-M*，:& 08 MI@N）。混合后加入溶菌酶 <40!* （<06+ $ 6*），372、<<4J $ 6,. 震
荡 306,.，放入液氮和 O42的水浴中反复冻融 3 次。然后加入蛋白酶 P 30!* （<06+ $ 6*）和 <6* Q>Q（:08），
O42水浴 < !，在水浴过程中，每 :06,. 将离心管上下颠倒 : 次。离心（=000J $ 6,. R :06,.）除去溶液中的蛋
白质和细胞残骸，收集上清液，用酚S氯仿S异戊醇（<4S<1S:）抽提两次，:3000J $ 6,. 离心 :06,. 后，在上清液中
加入 0& 7 倍体积的异丙醇，/ <02过夜。高速离心后（:3000J $ 6,. R <46,.），用 IH（:066)* $ F IJ,K T-K’，
:66)* $ F H>I@，#G =& 0）溶解沉淀即得到土壤基因组的 >?@ 粗提液。
（<）蛋白珠法A 提取过程根据 PCKU’［:<］的操作并作了改进。称取 0& 4+土壤放入到 <6* 蛋白珠的小管子

中（N,) :0:）。加入提取缓冲液 =00!*，在蛋白珠破碎机上破碎 30K，速度是 1& 4 6 $ K （V-K"DJ’# VD:<0，N,)
:0:）。:3000J $ 6,.离心 :06,.后，取出上清液，再加入提取缓冲液 400!*，重新破碎 : 次，合并两次上清液，以
达到最大的提取量。然后加入蛋白酶 P，后面的操作同上。
土壤基因组 >?@的抽提液进一步用 W,-+’. 纯化试剂盒（W,-+’.）进行纯化，操作根据 W,-+’.操作指南进

行。所得到的样品用核酸蛋白仪（Q!,6-;XC，Y-#-.）检测 >?@纯度和浓度。
!& %# DMZ扩增

DMZ 扩增的引物采用细菌通用性引物［4］，序列是：33=[ （4’I@M\\ \@\\M @\M@\ 3’），74=J（4’MI@MM
@\\\I @IMI@ @IMM 3’），另外在设计引物的时候，在反向引物的 4’端加一段 \M夹（10 个）：M\MMM \MM\M
\M\M\ \M\\\ M\\\\ M\\\\ \M@M\ \\\\\。DMZ的反应体系是 40!*，各组分组成如下：: R DMZ TC[[’J，
每个引物的浓度是 0& 1!6)* $ F，;?ID <00!6)* $ F（DJ)6’+-），]+M*<<66)* $ F ，<C I-^ 酶（I-U-J-，大连），模板
<!*，最后用无 >?-K’ 和 Z?-K’经过灭菌的高纯水补足到 40!*。扩增先放在 12预冷，然后立即放入 ]Y DIML
<00（]Y Z’K’-J(! M)6& _Q@），迅速升温到 912预变性 :06,.，扩增程序是预变性 :6,.，442退火 :6,.，7<2延
伸 :6,.，30 个循环，最后在 7<2延伸 :06,.。扩增结果用 :8的琼脂糖凝胶进行检测。
!& &# DMZ反应产物的变性梯度凝胶电泳及染色

>\\H是根据 ]C‘X’J 的方法并作了优化［4］，DMZ 产物在 >M);’ （N,)L Z-;）突变检测系统上操作。细菌
DMZ产物用 =8的聚丙烯酰氨凝胶（丙烯酰氨S甲叉丙烯酰氨［37& 4S:］）分析。聚丙烯酰氨凝胶变性范围都是
从 108到 O08，:008的变性剂含有 76)* $ F尿素和 108的去离子甲酰氨。在加样时，DMZ 产物重复加样两
次，每个加样孔中加入 >?@的量不少于 3!+。随后在 >\\H 上 : R I@H TC[[’J（1066)* $ F IJ,K，1066)* $ F 乙
酸，:66)* $ F H>I@ #G7& < ）恒温 O02恒压 :<0a 条件下电泳 :1 !。电泳以后，>\\H 凝胶放在 Q‘TJ \J’’.
（:S:0000）中浸泡 306,.，脱水 :06,.后，最后利用 N,)LZ-;凝胶成像系统进行拍照并分析。
!& ’# 凝胶指纹图谱的生物信息学分析
所得图像用 F-T%)JUK K)["%-J’ a’JK,). 1& 0 （_ED _P）软件进行处理。有关泳道和条带的技术处理都用该
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软件进行。/001图谱每个泳道根据它们条带存在2记为（3）和缺失2记为（4）。这样就形成了每个泳道的二
元数据然后根据 5-((-67相关系数［38］建立一个相似性矩阵，从而建立 /001 图谱的相似性距离矩阵。5-((-67
相关系数是一个相对客观的评价而不受到 /001带型中条带弯曲带来的负面影响。
!& "# 特异性条带的割胶、克隆和测序
主要的 /001条带从聚丙烯酰氨凝胶上切割下来，切割下来的小条放到 3& 9:* 离心管中用 ;4!* 的水在

<=重悬过夜洗脱胶中的 />?。每管中取 34!*作为 @AB 模板重新扩增一遍，方法如前所述。扩增产物通过
C,-+’. （C,-+’. D.(&）胶回收试剂盒进行纯化，纯化产物与 #01E2F 1-GH I’(")6 （@6):’+-）连接。进行蓝白斑
筛选，筛选同样扩增片断的质粒 />?。利用 @1 公司的 ?JD 8K44 型全自动测序仪 （?JD J,)GHG"’:G，D.(&）进
行测序。

/>?序列用 JL?MF软件进行序列比较。多序列的排列用 A*NG"-*O 3& P3 和人工适当的精细矫正。3QM
6/>?的序列的系统进化树用 @?R@ I’6G,). <& S34 （M,.-N’6 ?GG)(&，D.(&）最大似然法。系统进化树的遗传距
离采用临近模型，进化树的支持率是进行 3444 次重复运算得到的结果。
!& $# 提交序列
所有的序列已经提交到 0’.J-.T，序列号为 /C<3<P;32/C<3<P;K 和 /C<3<P;U2/C<3<P<<。

%# 结果与讨论

V 图 3 V 两种不同提取 />? 方法得到的羊草样地细菌的 /001

图谱

W,+& 3V /001 #6)X,*’G )X "%) 7,XX’6’." S-("’6,-* 3QM 6/>? ’O"6-(",).

:’"!)7G ,. !"#$%& ’()*"*&)& X,’*7 （WF，W6)Y’.2F!-%,.+ :’"!)7；JJ，

S’-7 S’-",.+ :’"!)7）

%& !# 两种基因组 />?提取方法的比较
对液氮冻融法和蛋白珠法所提取的基因 />?用核

酸分析仪测定，获得的 />? 浓度为 84 Z 94!+，二者之
间没有显著差异。但是用 /001进行分析时，发现用液
氮冻融法得到的条带明显比蛋白珠法得到的少（图 3）。
而且，液氮冻融法得到的 /001条带主要集中在一个小
区域，即使改变聚丙烯酰氨凝胶的梯度范围（94[ Z
Q4[），也未发生变化。
通过对 /001图谱进行聚类分析，每种方法的两次

重复之间也存在着一些差异，但是差异的变化不大

（\ 34[）。但是在两种方法之间，对于同一土壤样品，
两种方法所得到的结果差异明显（图 ;）。同时，液氮冻
融法得到的 /001图谱的条带总共有 ;3 条，主要条带
有 34 条；而蛋白珠法得到条带总共有 <Q 条，主要条带
有 ;3 条。两种方法得到的图谱都有弥散的条带存在，
这种情况可能是土壤中细菌的种类太多，而在一定的梯

度范围内条带难以完全分离。在土壤基因组 />?提取
过程中，细胞的裂解是极为关键的一步［3<］。在本实验

中，蛋白珠法比液氮冻融法在基因组 />? 提取效率上
表现出更大的优势（图 ;）。对 /001 图谱的序列进行分析，发现有一类革兰氏阴性细菌芽单胞菌门
（+"$$,-)$.*,/"-"&）的存在（图 8），而这类细菌在类似的草原土壤中用液氮冻融法提取的基因组 />?中却没
有发现［3］。

由此，在对内蒙古草原土壤样品分析中，蛋白珠法比液氮冻融法能够提供更多的细菌群落结构的信息，前

者比后者具有更大的优越性。

%& %# @AB2/001检测羊草样地细菌群落结构
对蛋白珠法得到的 /001图谱的主要条带进行切胶测序，与 3QM 6/>? 的数据进行比较，有 9 个大纲的
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图 /0 两种不同细菌 123提取方法的 1445图谱分析

0 6,+& /0 1445 -.-*78,8 )9 "%) :,99’;’." <-("’;,-* =>? ;123 ’@";-(",).

A’"!):8 （6B，6;)C’.DB!-%,.+ A’"!):；EE，<’-: <’-",.+ A’"!):）

细菌 种类：放线菌门 （3(",.)<-("’;,-），变 形 菌 门
（F;)"’)<-("’;,-）的 !、" 及 # 类 群，拟 杆 纲 门
（E-("’;),:’"’8）；芽单胞菌门（4’AA-",A).-:’"’8）和酸
杆菌门（3(,:)<-("’;,-）。其系统进化关系如图 G 所示。
其中含有条带最多的是放线菌门，共有 == 条带；其次拟
杆纲门含有 H 条带，!D变形菌门两条带，其他的都是一
条带。部分条带和已知种类的细菌有着高度的相似性，

IJH 和 !"#$%&’&()" 8#& （1KGGL=MG）有着 LL& NO的相
似性，IJM、IJ=P、IJ=L 分别和 *+)’,-&"./.0# 1)2/#+.$’
（3EQQPM=Q）、3.+4."-&+)(4.$’ &25+)2#$’ （3EQQ>=>/）、
6.2+&’&(&"-&+) 25)72#)（RL/>=G）有着 LL& LO的相似性。

图 G0 采用 2S方法对羊草样地的 /= 个克隆进行系统进化树分析

6,+& G0 2’,+!);DT),.,.+ ";’’ 8!)%,.+ "!’ ;’*-",).8!,# )9 8#9’$" 25.(#("." +;-88*-.: (*).’8 <-8’: ). -.-*78,8 )9 /= <-8’8 )9 -*,+.’: =>? ;U23

8’VW’.(’8 (*).’8

内蒙古典型草原 !变形菌纲在所有基因型当中大约占 LO，比X(J-,+［=］对英国草原细菌多样性的研究结

果（GQO YMGO）以及对北方冻原土壤的研究结果（/=O）都偏低，但是比 ZW8[’［=/］等人对美国西南部酸性土
壤细菌群落克隆文库中 !变形菌纲研究结果（GO）稍高。

E-;.等［=M］对大量的土壤样品进行研究，发现酸杆菌门在生态系统中是广泛存在的，并且在生态学上具有

重要的意义。最近有人对所有的酸杆菌门进行了系统分类，分为 N 个主要的类群［=>］。IJ=> 在 =>? ;123 数
据库中进行比较，和已知的序列相差很大，和 :(2$7/$+#% 1)2/#+.$’ （3INQGH>M）只有 LMO相似性，但是根据系
统进化树分析结果发现属于酸杆菌门（图 G）。

1445在进行环境样品分析时也存在一些问题，XW7C’;［M］等曾经指出 1445 法只能对微生物群落中数量
上大于 =O的优势种群进行分析。如果两种微生物 =>? ;U23的序列组成不一样，但是它们的 4J含量是一样
的，在 1445图谱上就是同一条带，从而低估了微生物群落的多样性，产生虚假的认识［>］。实验中也发现存
在这个问题，对条带 = 随机挑了几个白斑进行测序，发现虽然在 1445 图谱上和 IJ= 位置一样，但是他们的
序列并不一样，表明 1445上条带 = 是混和 FJU产物的结果。由于 1445长度上的限制，反应出来的微生物
信息量小于克隆文库所反应的信息量（\.#W<*,8!’:）。

PP>= 0 生0 态0 学0 报0 0 0 /N 卷0
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总之，蛋白珠法和液氮冻融法在提取内蒙古典型草原土壤基因组 /01中，前者比后者更能反应出实际的
微生物群落结构和组成。2345/667对细菌群落结构作了一个全面的分析，并对主要的条带进行测序发现，
主要有 8 个大纲的细菌种类：放线菌门（1(",.)9-("’:,-），变形菌门（2:)"’)9-("’:,-）的 !、"及 #类群，拟杆纲门
（;-("’:),<’"’=），芽单胞菌门（6’>>-",>).-<’"’=）和酸杆菌门（1(,<)9-("’:,-）。
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