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大庆盐碱地九种植物根际土壤微生物群落结构和功能
多样性

杜滢鑫 ， 谢宝明 ， 蔡洪生 ， 唐　 璐 ， 郭长虹∗

哈尔滨师范大学生命科学与技术学院， 分子细胞遗传与遗传育种黑龙江省重点实验室， 哈尔滨　 １５００２５

摘要：盐碱土是陆地表面生态脆弱区域。 它与荒漠化过程相伴而生，不但造成了资源的破坏、农业生产的巨大损失，而且还对生

物圈和生态环境构成威胁。 研究盐碱地植物根际土壤微生物群落的多样性，对于盐碱土壤的植被恢复和生态重建具有重要意

义。 本研究运用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术和 Ｂｉｏｌｏｇ 微平板法，对大庆盐碱地九种不同植物根际土壤微生物结构和功能的多样性进行了

分析。 结果表明，不同植物根际土壤微生物组成不同，同一科的植物具有相似的微生物组成。 对 １１ 个克隆进行了序列测定，发
现这一地区植物根际优势微生物菌群为变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）。 利用 Ｂｉｏｌｏｇ 微平板法分析了微

生物群落功能多样性。 结果表明，不同植物根际土壤细菌群落对底物碳源的代谢特征存在着一定的差异，其中豆科的野大豆根

际土壤细菌对底物碳源的代谢能力最强。
关键词：盐碱地； 植物根际； 微生物群落； ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ； Ｂｉｏｌｏｇ 微平板法
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ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ． Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ—ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｔｅｒｉａｌ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｆｒｏｍ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅｓ—ｉｓ ｂｅｃｏｍｉｎｇ
ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｌｙ ｐｏｐｕｌａｒ ａｓ ａ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｔｏｏｌ． Ｉｔ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｌｅｎｓ ｆｏｒ ｖｉｅｗｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｗｏｒｌｄ ｔｈａｔ ｈａｓ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ
ｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎｉｚｅ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ ｌｉｖｉｎｇ ｗｏｒｌｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｏｆｆｅｒ ａｄｖａｎｃｅｄ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｓａｌｉｎｅ⁃ａｌｋａｌｉ ｓｏｉｌ； ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ； ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ； ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ； Ｂｉｏｌｏｇ⁃ＥＣＯ

土地盐碱化是土地退化的主要形式，同时是生态环境的一种恶化现象，严重影响农业的发展。 中国现有

盐渍土地总面积为 １００００×１０４ ｈｍ２［１］。 大庆地区盐碱化总面积 ４２．９９５５×１０４ ｈｍ２，其中大庆盐碱化面积１４．８６８７
×１０４ ｈｍ２，肇州盐碱化面积 ４．８１１３×１０４ ｈｍ２，肇源盐碱化面积 ８．７６９×１０４ ｈｍ２，林甸盐碱化面积 ４．６８３３×１０４

ｈｍ２，杜蒙盐碱化面积 ９．８５９２×１０４ ｈｍ２［２］。
盐生植物因为生境恶劣，生物量小，经济效益低，所以没有得到人们的足够重视，盐生植物的开发利用程

度不够，严重影响了盐渍土的利用和改良。 但是大多数盐生植物则是盐渍土上唯一能够生存的植物，它们对

盐渍土的开发与利用，以及维持生态平衡起着至关重要的作用，它们的生态价值是不可以被忽略的。 随着人

口的增长和经济的发展以及改善生态环境的迫切需要，盐渍土资源和耐盐植物资源将会变得日益重要［３］。
土壤是许多土壤微生物的生存寄居场所，由于土壤有机质含量酸碱度水分及土质的不同，与此环境相适

应的土壤微生物种类也千差万别，在同一地区，不同的植物根际土壤微生物种类和数量也不一样［４］。 盐碱土

壤中植物的根际微生物群落研究对于加强对盐生植物资源的开发和利用，以及改良盐碱土壤具有十分重要的

意义。
本文从盐碱土壤中植物的根际微生物群落研究入手，以大庆盐碱地区不同植物根际土壤为实验材料，利

用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 和 Ｂｉｏｌｏｇ 微平板法分析，评价盐碱地不同植物根际微生物群落结构及功能多样性，为盐碱土壤

的植被恢复奠定基础。

１　 研究区域

盐碱样地位于黑龙江省大庆市采油三厂第五矿区周围草地，地理为 ４６°４１′—４６°４２′Ｎ，１２４°５９′—１２４°６０′
Ｅ。 该地属于大陆性半干旱温带草原气候，降水量最大时期为七月份。 土壤为盐碱土，ｐＨ 值为 ８．７—９．３，主要

优势植物有鹅观草 （Ｒｏｅｇｎｅｒｉａ ｋａｍｏｊｉ）、羊草 （ Ｌｅｙｍｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）、虎尾草 （Ｃｈｌｏｒｉｓ ｖｉｒｇａｔａ）、黄芪 （ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ
ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ）、野大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ）、甘草（Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｕｒａｌｅｎｓｉｓ）、菊芋（Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ｔｕｂｅｒｏｓｕｓ）、大籽蒿（Ａｒｔｅｍｉｓｉａ
ｓｉｅｖｅｒｓｉａｎａ）、碱地肤（Ｋｏｃｈｉａ ｓｃｏｐａｒｉａ）等。
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２　 样品来源与研究方法

２．１　 样品来源

于 ２０１３ 年 ８ 月 １ 日对盐碱样地进行土壤样品采集。 在盐碱样地内随机选取 ３ 个样点，按五点采样法采

集 ０－２０ ｃｍ 土壤样品，用铁锹将植物从土壤中连根挖出，将植物根际土壤自然抖落，混合均匀，用标本采集袋

将植物装好，将土壤样品放在便携式冰盒中带回实验室，用于 Ｂｉｏｌｏｇ 微平板法分析的土样取根际鲜土立即用

于实验，用于 ＤＧＧＥ 分析的土样，放在－２０ ℃冰箱保存。
２．２　 研究方法

２．２．１　 土壤 ＤＮＡ 的提取

提取方法在 Ｚｈｏｕ［５］的基础上进行了改进，取土壤样品 ０．２５ ｇ，置 ５０ ｍＬ 离心管中，偏磷酸钠（ｐＨ 值 ８．５，含
１％ ＰＶＰ）洗涤 ３ 次，搅拌均匀，１００００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，转移沉淀至 １．５ ｍＬ 离心管中，贮存于－２０ ℃冰箱。
取沉淀，重悬于 ５００ μＬ ＤＮＡ 提取缓冲液，加入溶菌酶（５０ ｍｇ ／ ｍＬ）至 １ ｍｇ ／ ｍＬ，颠倒混匀，３７ ℃水浴 １ ｈ，加入

蛋白酶 Ｋ 至 １００ μｇ ／ ｍＬ，６５ ℃水浴 １ ｈ；中间反复冻融 ３ 次；加入等体积的氯仿 ／异戊醇抽提，１２０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，取上清加入 ０．５ 倍体积 ＰＥＧ ８０００，１２０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，－２０ ℃过夜，沉淀用 ７０％乙醇洗

涤，８０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，晾干，溶于 １００ μＬ ｐＨ 值 ８．０ ＴＥ 缓冲液。 得到土壤总 ＤＮＡ。
２．２．２　 ＰＣＲ 扩增

ＰＣＲ 扩 增 的 引 物 采 用 细 菌 通 用 性 引 物， 序 列 是： Ｂ９６８ＦＧＣ （ ５′ ⁃ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧ⁃
ＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＡＡＣＧＣＧＡＡＧＡＡＣＣＴＴＡＣ⁃３′）， Ｂ１４０１Ｒ （ ５′⁃ＧＣＧＴＧＴＧＴＡＣＡＡＧＡＣＣＣ⁃
３′） ［６］。 ＰＣＲ 的反应体系是 ５０ ｕＬ，ＰＣＲ 反应条件为：９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 １ ｍｉｎ，５５ ℃退火 １ ｍｉｎ，７２
℃延伸 １ ｍｉｎ，３０ 个循环；最后在 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。 扩增结果用 ２％的琼脂糖凝胶进行检测。
２．２．３　 ＰＣＲ 产物的 ＤＧＧＥ

在 Ｍｕｙｚｅｒ 的方法进行优化［７］。 ＤＧＧＥ 采用 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ Ｄｃｏｄｅ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 进行，丙烯

酰胺凝胶强度为 ８％，变性剂梯度为 ４０％—６０％，１００％的变性剂含有 ７ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素和 ４０％的去离子甲酰胺。
每孔加入 １０ ｕＬ 的 ＰＣＲ 产物和 ６ ｕＬ 的 ６ × Ｌｏａｄｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，加样完成后，接通电泳电源，在 ７０ Ｖ、６０ ℃条件下

电泳 １３ ｈ。 电泳结束后，ＤＧＧＥ 凝胶放在 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 中浸泡 ３０ ｍｉｎ，脱水 １０ ｍｉｎ 后，最后利用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 凝胶

成像系统进行拍照并分析。
２．２．４　 ＤＧＧＥ 图谱分析

图谱分析采用 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司的凝胶定量软件 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ４．６．５。 对样品条带分析。 根据 ＤＧＧＥ 图谱中

条带分布用 ＵＰＧＭＡ（Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ Ｕｓｉｎｇ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ａｖｅｒａｇｅｓ）进行聚类分析。
２．２．５　 条带的切胶、克隆和测序

切胶、克隆和测序主要参照王小芬［８］ 等的方法。 扩增出来的产物送交到上海生工生物工程股份有限公

司测序。 将测序结果递交 ＲＤＰ（Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ Ｄａｔａｂａｓｅ Ｐｒｏｊｅｃｔ）数据库进行菌种鉴定。
２．２．６　 Ｂｉｏｌｏｇ⁃ＥＣＯ 微平板分析

称取 ５ ｇ 土壤加入到装有 ４５ ｍＬ 灭菌 ＮａＣｌ 溶液的三角瓶中（浓度为 ０．８５％），然后在旋转振荡器上震荡

３０ ｍｉｎ 摇匀。 土壤溶液依次稀释至 １０－３，向 Ｂｉｏｌｏｇ 微平板（美国 ＢＩＯＬＯＧ 公司）上每孔加入 １５０ μＬ 土壤稀释

液，然后在室温条件下（２８ ℃），将微孔板放在保湿容器中避光培养，每隔 ２４ ｈ 用酶标仪读取在 ５９０ ｎｍ（颜色＋
浊度）和 ７５０ ｎｍ（浊度）波长的数值。

单孔平均光密度 （ Ａｖｅｒａｇｅ ｗｅｌｌ ｃｏｌｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ＡＷＣＤ） 计算按照 Ｇａｒｌａｎｄ 和 Ｍｉｌｌｓ 的方法［９］，即

ＡＷＣＤ（５９０ － ７５０ ｎｍ） ＝ ∑（Ｃ５９０ － ７５０） ／ ３１，其中 ３１ 为 Ｂｉｏｌｏｇ 微平板上供试碳源的种类数。

采用培养 ９６ ｈ 的数据计算微生物群落的多样性指数［１０］。 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｈ 用于评估丰富度， Ｈ ＝－∑（Ｐｉ
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× ｌｎＰｉ） ，其中 Ｐｉ 为第 ｉ 孔的相对吸光值与整个平板相对吸光值总和的比率，ｓ 为颜色变化孔的数目；Ｓｉｍｐｓｏｎ

指数 Ｄ 是用于评估常见种优势度的指数， Ｄ ＝ １ － ∑（Ｐｉ × Ｐｉ） ，其中 Ｐｉ 为第一孔的相对吸光值与整个平板

相对吸光值总和的比率；ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数 Ｕ 是基于群落物种多维空间距离的多样性指数，为一致性的量度， Ｕ ＝

（∑ｎｉ × ｎｉ）） ，其中 ｎｉ 是第 ｉ 孔的相对吸光值。

图 １　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增片段的 ＤＧＧＥ 图谱

Ｆｉｇ． １　 ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
　 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ，Ｈｔ：菊芋，Ａｓ：大籽蒿，Ｋｓ：碱地肤，Ｒｋ：鹅观草，Ｃｖ：虎尾

草，Ｇｕ：甘草，Ｌｃ：羊草，Ｇｓ：野大豆，Ａｍ：黄芪

２．２．７　 数据分析

所有数据均用软件 Ｅｘｃｅｌ 和 ＳＰＳＳ １９． ０ 软件用

Ｄｕｎｃａｎ 检验方法进行数据分析处理和差异显著性分析

（Ｐ ＜ ０．０５ 差异显著）。 同列数据后具有相同字母者，
表示在 ０．０５ 水平上差异不显著。

３　 结果与分析

３．１　 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 结果分析

３．１．１　 盐碱地植物根际土壤细菌 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 分析

对大庆盐碱地区九种不同植物根际土壤细菌多样

性进行了 ＤＧＧＥ 分析（图 １）。 结果表明，ＤＧＧＥ 条带数

目、强度、均匀度都存在不同的差异。 大庆盐碱地区九

种不同植物根际土壤样品之间具有公共的条带，说明供

试土壤根际微生物之间可能存在一些共有的细菌类群，
然而有些公共条带的亮度存在差异，表明不同植物根际

细菌具有数量上的差异。
从图 １ 和表 １ 可以看出，１、２、４、８、１０、１１ 是研究样

本的共有细菌，其中 ３ 仅菊芋、大籽蒿、甘草和黄芪样本

中不存在，其他样本中均存在；５ 仅甘草和羊草样本中

不存在，其他样本中均存在；６ 仅碱地肤中不存在，其他样本中均存在；７ 仅菊芋、大籽蒿和碱地肤中不存在，其
他样本中都存在。

表 １　 土壤细菌 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 电泳图谱条带分析

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

条带 Ｂａｎｄ

Ｈｔ Ａｓ Ｋｓ Ｒｋ Ｃｖ Ｇｕ Ｌｃ Ｇｓ Ａｍ

１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

３ － － ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ －

４ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

５ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋

６ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

７ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

９ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

１０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

１１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　 　 Ｈｔ：菊芋，Ａｓ：大籽蒿，Ｋｓ：碱地肤，Ｒｋ：鹅观草，Ｃｖ：虎尾草，Ｇｕ：甘草，Ｌｃ：羊草，Ｇｓ：野大豆，Ａｍ：黄芪
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图 ２　 ＤＧＧＥ 图谱聚类分析

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＧＧＥ ｂａｎｄｉｎｇ ｐａｔｔｅｒｎｓ
　 Ｈｔ：菊芋，Ａｓ：大籽蒿，Ｋｓ：碱地肤，Ｒｋ：鹅观草，Ｃｖ：虎尾草，Ｇｕ：甘草，

Ｌｃ：羊草，Ｇｓ：野大豆，Ａｍ：黄芪

３．１．２　 ＤＧＧＥ 聚类分析

运用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 分析软件绘制出不

同植物根际微生物之间的遗传簇关系（图 ２）和遗传距

离与群落差异（表 ２）。 根据群体间不同的遗传距离，对
其进行聚类分析（ＵＰＧＭＡ），结果表明，当取值水平在

０．５５以上时，菊芋和大籽蒿，虎尾草与鹅观草，甘草与黄

芪根际微生物分别属于同一簇。 说明同一科植物根际

微生物的类群比较接近。
３．１．３　 ＤＧＧＥ 条带测序分析

将测序结果递交 ＲＤＰ 数据库进行鉴定，结果表明，
１、２、４ 为酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），５、８、９、１０、１１ 为变形

菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），其他为未知菌种。
３．２　 Ｂｉｏｌｏｇ 微平板结果分析

３．２．１　 不同植物根际土壤微生物利用总碳源的动力学

特征
表 ２　 不同植物的遗传距离和细菌群落差异

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ （ａｂｏｖｅ ｄｉａｇｏｎａｌ） ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ （ｂｅｌｏｗ ｄｉａｇｏｎａｌ） ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

种群 ＰｏｐＩＤ Ｈｔ Ａｓ Ｃｖ Ｒｋ Ｋｓ Ｇｕ Ａｍ Ｇｓ Ｌｃ

Ｈｔ １．００ ０．５９１ ０．５１７ ０．４４５ ０．５８８ ０．４８５ ０．４３７ ０．５２２ ０．５３７

Ａｓ ０．５９１ １．０００ ０．４３８ ０．４９１ ０．５９３ ０．５５０ ０．５３３ ０．４５５ ０．５５６
Ｃｖ ０．５１７ ０．４３８ １．０００ ０．６２２ ０．５４２ ０．４７０ ０．３７６ ０．４８３ ０．５８６
Ｒｋ ０．４４５ ０．４９１ ０．６２２ １．０００ ０．６０１ ０．４９８ ０．５２１ ０．４６２ ０．４９９
Ｋｓ ０．５８８ ０．５９３ ０．５４２ ０．６０１ １．０００ ０．５２５ ０．５８４ ０．５４８ ０．５４８
Ｇｕ ０．４８５ ０．５５０ ０．４７０ ０．４９８ ０．５２５ １．０００ ０．６０８ ０．５６９ ０．６７４
Ａｍ ０．４３７ ０．５３３ ０．３７６ ０．５２１ ０．５８４ ０．６０８ １．０００ ０．４７３ ０．５７３
Ｇｓ ０．５２２ ０．４５５ ０．４８３ ０．４６２ ０．５４８ ０．５６９ ０．４７３ １．０００ ０．６１４
Ｌｃ ０．５３７ ０．５５６ ０．５８６ ０．４９９ ０．５４８ ０．６７４ ０．５７３ ０．６１４ １．０００

　 　 Ｈｔ：菊芋，Ａｓ：大籽蒿，Ｋｓ：碱地肤，Ｒｋ：鹅观草，Ｃｖ：虎尾草，Ｇｕ：甘草，Ｌｃ：羊草，Ｇｓ：野大豆，Ａｍ：黄芪

图 ３　 不同植物根际土壤微生物 ＡＷＣＤ 随时间的变化曲线

　 Ｆｉｇ． ３ 　 Ａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ＡＷＣＤ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ
Ｈｔ：菊芋，Ａｓ：大籽蒿，Ｋｓ：碱地肤，Ｒｋ：鹅观草，Ｃｖ：虎尾草，Ｇｕ：甘
草，Ｌｃ：羊草，Ｇｓ：野大豆，Ａｍ：黄芪

对 ９ 种植物根际土壤微生物进行了 Ｂｉｏｌｏｇ 微平板

分析（图 ３）。 ＡＷＣＤ 曲线反映土壤细菌在 Ｂｉｏｌｏｇ 微平

板中的生长情况，通常认为，曲线变化幅度越大的样品

碳源利用能力较高，也具有比较高的丰富度。 结果表

明，９ 种植物中根际微生物对碳源利用能力最强的是野

大豆，其他植物对碳源的利用能力比较接近。
３．２．２　 土壤微生物功能多样性的主成分分析

进一步对不同植物土壤细菌群落底物碳源代谢主

成分进行了分析（图 ４）。 结果表明，野大豆和碱地肤与

其他植物没有交集，说明野大豆和碱地肤根际土壤细菌

群落对底物碳源的代谢特征与其他植物有显著差异。
鹅观草除了与菊芋有交集外，同其他植物没有交集，说
明鹅观草根际土壤细菌群落对底物碳源的代谢特征只

与菊芋无明显差异，同其他植物都有明显差异。
３．２．３　 土壤微生物群落多样性指数分析

对不同植物根际土壤微生物在培养 ９６ ｈ 的多样性
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图 ４　 不同植物根际土壤细菌群落的主成分分析

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣＡ） ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ
Ｈｔ１⁃３：菊芋，Ａｓ１⁃３：大籽蒿，Ｋｓ１⁃３：碱地肤，Ｒｋ１⁃３：鹅观草，Ｃｖ１⁃３：虎尾草，Ｇｕ１⁃３：甘草，Ｌｃ１⁃３：羊草，Ｇｓ１⁃３：野大豆，Ａｍ１⁃３：黄芪

指数进行了分析（表三）。 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数是研究个体数及群落种群数和分布均匀度的综合指标，它是目

前应用最广泛的群落多样性指数之一。 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数较多反映了微生物群落中最常见的物种优势度，
ＭｉｃＩｎｔｏｓｈ 指数则是群落物种均一性的度量。 从表 ３ 可以看出，Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数与 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数均以野大

豆土壤样本最高，鹅观草土壤样本最低，不同植物根际土壤样本间存在一定的差异。 ＭｉｃＩｎｔｏｓｈ 指数的变化与

Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数正相反，鹅观草土壤样本最高，野大豆土壤样本最低。

表 ３　 不同植物根际土壤微生物群落多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

土样 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 ＭｉｃＩｎｔｏｓｈ 指数

Ｓａｍｐｌｅ Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ＭｉｃＩｎｔｏｓｈ ｉｎｄｅｘ

Ｇｓ ３．３７３３ａ ０．９６４７ａ ０．１８７８ｃ

Ｋｓ ３．２７１５ａｂ ０．９６０７ａｂ ０．１９８３ｂｃ

Ｇｕ ３．２６０９ａｂ ０．９５９９ａｂ ０．２００２ｂｃ

Ｃｖ ３．２４８１ａｂ ０．９５８９ａｂ ０．２０２８ｂ

Ａｍ ３．１６９７ｂ ０．９５５７ｂ ０．２１０３ｂ

Ｌｃ ３．１７３９ｂ ０．９５５９ｂ ０．２０１０ｂ

Ｈｔ ３．１７１８ｂ ０．９５５８ｂ ０．２１０２ｂ

Ａｓ ３．１６１７ｂ ０．９５５３ｂ ０．２１１３ｂ

Ｒｋ ３．０１６３ｃ ０．９４７７ｃ ０．２２８５ａ

　 　 不同字母表示统计学上的差异性（Ｐ ＜ ０．０５）Ｈｔ：：菊芋，Ａｓ：大籽蒿，Ｋｓ：碱地肤，Ｒｋ：鹅观草，Ｃｖ：虎尾草，Ｇｕ：甘草，Ｌｃ：羊草，Ｇｓ：野大豆，Ａｍ：

黄芪

４　 讨论

土壤中绝大多数的微生物是不可培养的［１１］。 所以，传统的稀释平板涂布方法不能真实和准确的反应出

土壤中微生物的结构组成，这就需要我们运用更先进的分子生物学方法来了解土壤中微生物的结构和

组成［１２］。
本文通过 ＤＧＧＥ 方法，研究了大庆盐碱地植物根际土壤群落结构多样性，结果表明，不同的植物之间土壤

微生物群落结构相似性比较高，但也存在着一些差异。 ＤＧＧＥ 指纹图谱的聚类分析显示，同一科的植物，它们
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的根际土壤微生物群落结构归为同一簇，表明植物本身对根际土壤微生物群落有一定的调节作用。 ＤＧＧＥ 图

谱中的优势条带进行测序结果表明，其中共有的 １、２、４ 细菌属于酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），５、８、９、１０、１１ 细菌

属于变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），具有差异的 ３、６、７ 细菌均为未知菌种。 这与 Ｆｉｅｒｅｒ 等［１３］ 和 Ｄｅａｎｇｅｌｉｓ 等［１４］ 的

研究类似，他们推测变形菌门在各种植物根际微生物占优势菌群的原因是它们在各种植物的根际中增长的速

度很快。 同时，本研究出现了酸杆菌门的菌群与 Ｋｉｅｌａｋ 等［１５］ 和 Ｙｅｒｇｅａｕ 等［１６］ 的研究相类似。 他们认为酸杆

菌门细菌是微生物生态系统中稳定的组成部分，因为它们所需的营养物质很少或者营养物质不变。 Ｄｕｉｎｅｖｅｌｄ
等［１７］也曾证明这些是由它们贫营养的性质所决定的，这使得它们能慢慢的应对植物根环境的变化，包括那些

由根分泌物产生的影响。 这与郑贺云等［１８］ 的研究有所不同，郑贺云等发现 ２９ 个序列属于不可培养的微生

物，４３ 个序列分属粘球菌目（Ｍｙｘｏｃｏｃｃａｌｅｓ）、假单胞菌目（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）、根瘤菌目（Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ）、芽孢杆菌

目（Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）、伯克氏菌目（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ）、放线菌目（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ）、海洋螺菌目（Ｏｃｅａｎｏｓｐｉｒｉｌｌａｌｅｓ）、黄杆

菌目（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）、交替单胞菌目（Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｄａｌｅｓ），２１ 个属，因为研究的地域不同，所以出现不同的研究

结果。
Ｂｉｏｌｏｇ 微平板法广泛用于评价土壤微生物群落的功能多样性。 微生物功能多样性对同一环境下不同植

物根际微生物群落具有重要意义。 通过 Ｂｉｏｌｏｇ 微平板 ＡＷＣＤ 分析，可以看出豆科植物根际土壤微生物群落

对碳底物利用的能力明显强于其他科植物，滕应等［１９］在研究复垦红壤中牧草根际微生物群落时，推测植物向

根际土壤分泌的碳水化合物越多，根际微生物对碳底物利用的能力越强。 本研究的结果表明，豆科植物野大

豆向根际土壤分泌的碳水化合物要超过其他植物，同一科的植物根际土壤细菌群落对底物碳源的代谢特征比

较相似（如黄芪和甘草，虎尾草和羊草，菊芋和大籽蒿），不同科植物根际土壤细菌群落对底物碳源的代谢特

征存在着一定的差异（如碱地肤与其他植物）。 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数反应物种的丰富度，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数反应常

见物种的优势度，野大豆无论在物种的丰富度，还是物种的优势度上都处于最高数值。 豆科植物黄芪和甘草

的 Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数也相对较高，这与 Ｐｅｒｅｚ⁃Ｍｏｎｔａｎ 等［２０］ 的研究结果相似，他认为豆科植物和根瘤菌

共生系统可以很好的完成生物固氮，从而提高根际微生物的数量。
ＤＧＧＥ 技术对根际土壤进行检测时存在一些难题，微生物群落中数量小于 １％的种群不能采用 ＤＧＧＥ 技

术进行检测分析［７ ］。 两个微生物 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 ＧＣ 含量相同，可是序列组成却不同，如果从 ＤＧＧＥ 图谱上看，
它们都是同一个条带，这就不能准确的分析微生物群落的多样性，容易产生错误的分析结果［２１ ］。 所以，为了

降低由于分析方法产生的误差，我们分析微生物群落多样性时可以将几种不同的分析方法结合使用［２２ ］。 目

前许多研究正在利用宏基因组学的方法分析微生物的多样性，它是直接提取全部微生物的 ＤＮＡ，构建宏基因

组文库，利用基因组学研究微生物的群落功能和遗传组成［２３ ］，是一种研究微生物多样性的新理念和新方法，
在未来可能会有广泛的应用。

本研究运用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术和 Ｂｉｏｌｏｇ 微平板法，分析了大庆盐碱地区九种不同植物根际微生物结构和

功能的多样性，为盐碱地土壤的开发利用和生物修复提供了重要参考。
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