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应用

宋　 飏，黄　 原∗

陕西师范大学生命科学学院，西安　 ７１００６２

摘要：ＤＮＡ 复合条形码技术（ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ）将 ＤＮＡ 条形码与高通量测序技术相结合，快速便捷地鉴定群落混合样本中的物种，
成为监测群落中物种组成和丰富度的可靠方法。 本文采用这一方法分析了秦岭太白山 ５ 种不同生境的中小型土壤动物多样

性，共得到土壤动物 ３ 门 ９ 纲 ２８ 目 １９９ 科。 群落组成分析显示生境的变化对土壤动物群落组成有一定的影响。 α 多样性分析

显示土壤动物群落丰富度指数最高的生境为针叶林，最低的为农田；土壤动物群落多样性指数最高的生境为针叶林，最低的为

落叶小叶林。 群落相似性分析显示高山草甸、针叶林和农田三种生境的土壤动物群落组成相似性较高，落叶小叶林和落叶阔叶

林的土壤动物群落组成与这三种生境的差异较大，落叶小叶林与落叶阔叶林的土壤动物群落组成差异也较大。
关键词：ＤＮＡ 复合条形码；太白山；土壤动物；生物多样性
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ＤＮＡ 复合条形码技术（ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ）是一种结合了 ＤＮＡ 条形码技术和高通量测序技术的快速鉴定混合

样本中物种的方法［１⁃３］。 ＤＮＡ 条形码技术通过一段短的 ＤＮＡ 序列来鉴定物种，由 Ｈｅｂｅｒｔ 等人于 ２００３ 年提

出［４］。 传统的 Ｓａｎｇｅｒ 测序只能对单一的 ＤＮＡ 分子进行测序，而高通量测序技术可以分别对混合 ＤＮＡ 中的每

一条 ＤＮＡ 分子进行测序。 两种技术的结合运用可以获得混合样本中大量的含有分类学信息的 ＤＮＡ 片段的

序列，然后将这些序列与合适的数据库比对即可确定其代表的类群。 随着高通量测序技术的持续发展与分析

软件的不断完善，在分析生物多样性时，ＤＮＡ 复合条形码技术可以作为代替传统方法的一个选择［２⁃３］。
ＤＮＡ 复合条形码技术已普遍使用于微生物群落的研究，并且正越来越多的应用到动植物多样性研究

中［１，５］。 在土壤动物方面：Ｄｏｕｇｌａｓ 等人构建了 ７ 个节肢动物群落，通过对这些节肢动物群落的 ＤＮＡ 复合条形

码研究证明了该方法可以精确估计群落内的系统发育多样性和群落间的差异性［２］；Ｂｉｅｎｅｒｔ 等人对 ２ 个不同

地点的土壤样品进行了研究，发现这一方法能很好地区分这 ２ 个地点的蚯蚓群落组成，并且与使用传统方法

得到的结果一致［６］；Ｙａｎｇ 等人对基于该技术分析土壤小型动物多样性的三种数据处理流程进行了分析比较，
结果表明三种流程的处理结果基本一致［７］；魏攀利用该技术对小五台山国家级自然保护区一平方米草地中

无脊椎动物多样性进行了研究，共调查得到 １２５ 种无脊椎动物［８］；Ｙａｎｇ 等人使用该方法对采自土壤和落叶层

的样本与采自地上的样本进行了比较，结果表明，在研究生物多样性格局时，两类样本可以得到相似的生态学

信息［９］。 此外，还有许多关于土壤线虫的研究［１０⁃１２］。
目前， 科学界已经认识到土壤是地球上生物多样性最丰富的生境之一［１３］。 虽然土壤生物多样性的研究

已有很长时间，但是，关于土壤生物多样性本身的很多基础科学问题仍然不清楚。 从某种意义上说，对土壤生

物多样性的研究还处于初期阶段［１４］。
我国对土壤动物的研究主要集中在东北、亚热带地区、热带雨林地区以及新疆地区，对于中西部地区的土

壤动物研究还很少［１５⁃１６］。 太白山为秦岭主峰，位于动物古北界与东洋界的交汇和过渡地带，处在中国———日

本和中国———喜马拉雅 ２ 个植物亚区的分界线上，也是华北、华中和横断山脉 ３ 个植物区系的交汇处，自然植

被带完整，生态系统复杂多样，生物资源丰富，在海拔 ３４００ｍ 以上存有完整的第四纪古冰川遗迹，是一个保存

完好的自然生态系统，是我国生物多样性保护的关键区域［１７］。
本文选取 １８Ｓ 核糖体小亚基 ＲＮＡ（１８Ｓ ｒＲＮＡ）基因和细胞色素 Ｃ 氧化酶亚基 Ｉ（ＣＯＩ）基因的部分序列作

为分子标记，应用 ＤＮＡ 复合条形码技术对秦岭太白山地区 ５ 种不同生境（高山草甸，针叶林，落叶小叶林，落
叶阔叶林，农田）的中小型土壤动物多样进行研究，并讨论该方法目前应用于中小型土壤动物研究的优缺，为
进一步探讨秦岭中小型土壤动物多样性格局以及秦岭生物多样性保护提供科学依据。

１　 研究方法

１．１　 样本的采集和分离

于 ２０１４ 年 ６ 月上旬在太白山自然保护区及周围选取高山草甸、针叶林、落叶小叶林、落叶阔叶林和农田
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５ 种生境进行取样。 每种生境选取 １０ｍ×１０ｍ 的 ３ 个样方，在每个样方内随机采取 ３ 份土样，采样深度为 ０—
１５ｃｍ。 将土样带回实验室，用 Ｔｕｌｌｇｒｅｎ 漏斗进行分离（４０Ｗ 白炽灯分离 ４８ 小时）。 将收集到的土壤动物保存

在 １００％乙醇中，用于总 ＤＮＡ 的提取。 样地详细信息见表 １。

表 １　 样地详细信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔａｉｌｅｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｐｌｏｔｓ

生境 Ｈａｂｉｔａｔ 采样地点 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｏｎ 海拔 Ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ／ ｍ 备注 Ｒｅｍａｒｋ

高山草甸 Ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗ ３３．９５７８５°Ｎ， １０７．７６０７９°Ｅ ３６０４ 高山草甸

３３．９５９３５°Ｎ， １０７．７６４３８°Ｅ ３５９８ 高山草甸

３３．９６８１３°Ｎ， １０７．７７２０４°Ｅ ３６０２ 高山草甸

针叶林 Ｃｏｎｉｆｅｒｏｕｓ ｆｏｒｅｓｔ ３３．９７８５９°Ｎ， １０７．７６９４９°Ｅ ３３３４ 太白红杉林

３３．９８６１６°Ｎ， １０７．７５２０８°Ｅ ３０６６ 巴山冷杉林

３３．９９５７２°Ｎ， １０７．７３３２６°Ｅ ２９０４ 巴山冷杉林

落叶小叶林 ３４．０１１１７°Ｎ， １０７．７２５６２°Ｅ ２７２６ 糙皮桦林

Ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｓｍａｌｌ⁃ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ ３４．０１５６２°Ｎ， １０７．７１６６８°Ｅ ２７４２ 糙皮桦林

３４．０１７６２°Ｎ， １０７．７０９８２°Ｅ ２５１７ 红桦林

落叶阔叶林 ３４．０８０４３°Ｎ， １０７．６９７２６°Ｅ １３２６ 锐齿栎林

Ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｂｒｏａｄ⁃ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ 过仙桥附近∗ － 锐齿栎林

３４．０８８４４°Ｎ， １０７．６８７０７°Ｅ １１７１ 栓皮栎林

农田 Ｆａｒｍｌａｎｄ ３４．８８４０８°Ｎ， １０７．６８７０７°Ｅ １１７１ 玉米地

３４．０４２１８°Ｎ， １０７．３４１３６°Ｅ １１６９ 秦艽田

３４．０９６８９°Ｎ， １０７．６５８５５°Ｅ ８５６ 麦田

　 　 ∗采样时该地点 ＧＰＳ 无法定位

１．２　 总 ＤＮＡ 提取

将一个样方分离到的所有土壤动物混合放入一个 １．５ｍＬ 离心管，使用血液 ／细胞 ／组织基因组 ＤＮＡ 提取

试剂盒（天根生化科技有限公司）进行总 ＤＮＡ 提取，得到 １５ 份总 ＤＮＡ。 将每种生境的 ３ 份总 ＤＮＡ 进行等浓

度混合，得到用于后续 ＰＣＲ 的 ５ 份总 ＤＮＡ。
１．３　 ＰＣＲ 及测序

ＰＣＲ 反应体系为 ２５μＬ，包括 ２×Ｔａｑ ＰＣＲ ＳｔａｒＭｉｘ ｗｉｔｈ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｄｙｅ １２．５μＬ，灭菌超纯水 ９．５μＬ，正向引物

（１０μＭ）１．０μＬ，反向引物（１０μＭ）１．０μＬ，总 ＤＮＡ １．０μＬ。
１８Ｓ ｒＲＮＡ 基因部分序列（大约 ３５０ｂｐ）的扩增使用正向引物＃３：５′⁃ＧＹＧＧＴＧＣＡＴＧＧＣＣＧＴＴＳＫＴＲＧＴＴ⁃ ３′和

反向引物＃５＿ＲＣ：５′⁃ ＧＴＧＴＧＹＡＣＡＡＡＧＧＢＣＡＧＧＧＡＣ⁃３′［１８］。 为了同时对多个样本进行测序，在每个样本的正

向引物 ５′端加上了 ７ｂｐ 的 ｂａｒｃｏｄｅ 序列，用于后续分析中区分序列来自哪个样本。 ＰＣＲ 的循环程序为：９５℃
１０ｍｉｎ；１０ 个循环：９５℃ １０ｓ，５７℃ ３０ｓ（每个循环降低 ０．５℃），７２℃ ６０ｓ；３０ 个循环：９５℃ １０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７５℃
６０ｓ；最后在 ７２℃下延长 ５ｍｉｎ。

ＣＯＩ 基因部分序列 （大约 ３１３ｂｐ） 的扩增使用正向引物 ｍｌＣＯｌｉｎｔＦ： ５′⁃ＧＧＷＡＣＷＧＧＷＴＧＡＡＣＷＧＴ
ＷＴＡＹＣＣＹＣＣ⁃３′［１９］和反向引物 ｊｇＨＣＯ２１９８：５′⁃ＴＡＮＡＣＹＴＣＮＧＧＲＴＧＮＣＣＲＡＡＲＡＡＹＣＡ⁃３′［２０］（用 Ｎ 替换了原序

列中的 Ｉ）。 同样在每个样本的正向引物 ５′端加上了 ７ｂｐ 的 ｂａｒｃｏｄｅ 序列。 ＰＣＲ 的循环程序为：１６ 个循环：
９５℃ １０ｓ，６２℃ ３０ｓ（每个循环降低 １℃），７２℃ ６０ｓ；２５ 个循环：９５℃ １０ｓ，４６℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ；最后在 ７２℃下延

长 ５ｍｉｎ。
每份总 ＤＮＡ 扩增 ３ 次，然后将 ３ 份 ＰＣＲ 产物等浓度混合。 ＰＣＲ 产物的测序使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 平台，采

用 ２５０ＰＥ 测序策略，由上海派森诺生物科技有限公司完成。
１．４　 数据处理

１．４．１　 原始数据处理

步长为 １ 的 ５ｂｐ 窗口从序列起始位置开始滑动，要求窗口中碱基平均质量≥Ｑ２０，低于该值则截断序列。

３　 １４ 期 　 　 　 宋飏　 等：ＤＮＡ 复合条形码在太白山土壤动物多样性研究中的应用 　
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然后使用 ＦＬＡＳＨ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｃｂ．ｊｈｕ．ｅｄｕ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ＦＬＡＳＨ ／ ）对通过质量过滤的序列进行拼接。 使用 Ｑｉｉｍｅ［２１］ 对

拼接后的序列进一步过滤，舍弃含有 Ｎ 碱基、长度＜１５０ｂｐ、ｂａｒｃｏｄｅ 有错配和引物错配碱基数＞１ 的序列。 使用

ｍｏｔｈｕｒ［２２］去除嵌合体序列，得到用于后续分析的序列。
１．４．２　 ＯＴＵ 聚类及注释

使用 Ｑｉｉｍｅ 将序列按相似度 ０．９７ 聚类为 ＯＴＵ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔ） ［２３］，选取每个 ＯＴＵ 最长的序列

作为代表序列。 将 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ＣＯＩ 基因的 ＯＴＵ 代表序列分别与 Ｓｉｌｖａ［２４］数据库（１１５ 版）和 ＢＯＬＤ［２５］数

据库（截止到 Ｒｅｌｅａｓｅ ５．００⁃ｖ１）进行比对，获得每个 ＯＴＵ 的分类学信息。 使用两个标记的 ＯＴＵ 列表生成物种

列表，然后合并，删去不属于土壤动物的类群。 使用 Ｅｘｃｅｌ 绘制目水平上的群落组成百分比堆积图。 使用 Ｒ
软件 ＶｅｎｎＤｉａｇｒａｍ 程序包绘制 Ｖｅｎｎ 图。
１．４．３　 α 多样性分析

使用 Ｒ 软件 ｖｅｇａｎ 程序包对各样本的 Ｃｈａｏ１ 丰富度指数，ＡＣＥ 丰富度指数，Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数

和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 多样性指数进行计算。
１．４．４　 群落相似性分析

使用 Ｒ 软件 ｖｅｇａｎ 程序包对各样本之间的 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离进行计算，然后使用 ａｐｅ 程序包基于 Ｂｒａｙ⁃
Ｃｕｒｔｉｓ 距离对样本进行主坐标分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ Ａｎａｌｙｓｉｓ； ＰＣｏＡ）。
１．４．５ 聚类分析

根据物种列表，使用 Ｒ 软件 ｐｈｅａｔｍａｐ 程序包将科水平上的分类信息进行聚类分析并绘制 Ｈｅａｔｍａｐ 图。

图 １　 各样本在科水平的 Ｖｅｎｎ 图

Ｆｉｇ．１　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

Ａ 为 高 山 草 甸 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗ， Ｂ 为 针 叶 林 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ

ｃｏｎｉｆｅｒｏｕｓ ｆｏｒｅｓｔ， Ｃ 为落叶小叶林 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｓｍａｌｌ⁃ｌｅａｖｅｄ

ｆｏｒｅｓｔ，Ｄ 为落叶阔叶林 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｂｒｏａｄ⁃ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ，Ｅ 为农

田 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｆａｒｍｌａｎｄ

２　 结果

２．１　 原始数据处理与 ＯＴＵ 聚类

经最初的质量过滤与拼接后得到 ６１１９５９ 序列，其中 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ３０９１６７ 条，ＣＯＩ 基因 ３０２７９２ 条。 经

Ｑｉｉｍｅ 与 ｍｏｔｈｕｒ 进一步过滤后得到用于后续分析的序列，共 ４３７３１３ 条，其中 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ２１１４３６ 条，ＣＯＩ 基

因 ２２５８７７ 条。 合格序列聚类后，１８Ｓ ｒＲＮＡ 基因共得到

１６５３ 个 ＯＴＵ，ＣＯＩ 基因共得到 ２１３８ 个 ＯＴＵ。
２．２　 种类组成

本文的土壤动物分类参照《中国土壤动物检索图

鉴》 ［２６］。 调查共鉴定到土壤动物 ３ 门 ９ 纲 ２８ 目 １９９
科，其中 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因鉴定到 ２ 门 ８ 纲 ２３ 目 １０１ 科，
ＣＯＩ 基因鉴定到 ３ 门 ７ 纲 １６ 目 １２８ 科，两者共同鉴定

到 ２ 门 ６ 纲 １２ 目 ３１ 科。 高山草甸包含 ２１ 目 １３６ 科，
针叶林包含 ２０ 目 １４１ 科，落叶小叶林包含 ２１ 目 １２２
科，落叶阔叶林包含 ２１ 目 １３８ 科，农田包含 ２３ 目 １３２
科。 各样本所包含的类群及各类群在各样本中所含序

列条数见附表。
对各样本做 Ｖｅｎｎ 图（图 １）可得，各样本在科水平

共有的类群数为 ８４，在高山草甸、针叶林、落叶小叶林、
落叶阔叶林、农田各自总类群数中所占比例分别为 ６１．
７６％、５９．５７％、６８．８５％、６０．８７％、６３．６４％。 高山草甸独有

的类群数为 ９，占其总类群数 ６．６２％；针叶林独有的类

群数为 １３，占其总类群数 ９．２２％；落叶小叶林独有的类

群数为 ７，占其总类群数 ５．７４％；落叶阔叶林独有的类
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群数为 １０，占其总类群数 ７．２５％；农田独有的类群数为 ７，占其总类群数 ５．３０％。

图 ２　 目水平上各类群的序列丰度在各样本中所占的百分比

　 Ｆｉｇ．２ 　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｂｏｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔａｘａ ｆｏｒ ｏｒｄｅｒ ｉｎ

ｅａｃｈ ｓａｎｐｌｅ

如图 ２ 所示，在目水平上，真螨目、弹尾目和蜘蛛目

的丰度在各个样本中都较高，其中蜘蛛目在落叶小叶林

中所占比例达 ６４．６２％。 鳞翅目在高山草甸、针叶林和

农田中的丰度较高，而在落叶小叶林和阔叶林中丰度较

低。 半翅目在高山草甸、针叶林和落叶小叶林中丰度较

高，而在落叶阔叶林和农田中丰度较低。 双尾目在落叶

阔叶林中所占比例达 ６１．０４％，而在其他生境中含量较

低。 条马陆目在针叶林中含量较高，鞘翅目在农田中含

量较高。 其余类群在各生境中含量均较低。
２．３　 α 多样性分析

各生境的土壤动物群落 Ｃｈａｏ１ 丰富度指数为：针叶

林＞落叶小叶林＞落叶阔叶林＞高山草甸＞农田；ＡＣＥ 丰

富度指数为：针叶林＞落叶阔叶林＞高山草甸＞落叶小叶

林＞农田；Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数为：针叶林＞高山

草甸＞农田＞落叶阔叶林＞落叶小叶林；Ｓｉｍｐｓｏｎ 多样性

指数为：针叶林＞高山草甸＞农田＞落叶阔叶林＞落叶小

叶林。 各生境多样性指数见表 ２
２．４　 群落相似性分析

Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离可以作为衡量群落间相似性的指

标，Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离越小，表示两个样本的群落组成越

相似。 表 ３ 为各样本之间的 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离。 根据各

样本之间的 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离，可以做 ＰＣｏＡ 分析。 样本

的相似性越高，它们在 ＰＣｏＡ 图中的距离就越近。 图 ３
为根据各样本间的 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离，选取贡献率最大的

主坐标组合所做的 ＰＣｏＡ 图。 图 ３ 显示土壤动物群落

组成在高山草甸、针叶林、农田三种生境中的相似性较

高，落叶小叶林和落叶阔叶林的土壤动物群落组成与这

三种生境的相似性较低，落叶小叶林与落叶阔叶林之间

的土壤动物群落组成相似性也较低。

表 ２　 各生境多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｅａｃｈ ｈａｂｉｔａｔ

生境
Ｈａｂｉｔａｔ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ 指数
ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

高山草甸 Ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗ １５１．３３ １５７．９０ ２．６３ ０．８７

针叶林 Ｃｏｎｉｆｅｒｏｕｓ ｆｏｒｅｓｔ １７４．８３ １６５．７０ ２．８１ ０．８９

落叶小叶林 Ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｓｍａｌｌ⁃ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ １６２．６０ １４９．２９ １．６７ ０．５７

落叶阔叶林 Ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｂｒｏａｄ⁃ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ １５７．７１ １６１．０９ １．９２ ０．６２

农田 Ｆａｒｍｌａｎｄ １４５．５７ １４６．０３ ２．５２ ０．８４

２．５　 聚类分析

Ｈｅａｔｍａｐ 图可以直观地将数据值的大小以颜色的深浅表示出来，同时可根据需要将数据进行物种或样本

５　 １４ 期 　 　 　 宋飏　 等：ＤＮＡ 复合条形码在太白山土壤动物多样性研究中的应用 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

间的相似性聚类。 图 ４ 为使用欧式距离和最长聚类法所作的 Ｈｅａｔｍａｐ 图，展现了科水平各类群在各样本中的

丰度分布，同时也在科水平对各样本进行了聚类。 可以看到，高山草甸与针叶林首先聚类，然后与农田聚类，
然后与落叶阔叶林聚类，最后与落叶小叶林聚类。

表 ３　 各样本之间的 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ距离

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ

样本
Ｓａｍｐｌｅ

高山草甸
Ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗ

针叶林
Ｃｏｎｉｆｅｒｏｕｓ ｆｏｒｅｓｔ

落叶小叶林
Ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｓｍａｌｌ⁃

ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ

落叶阔叶林
Ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｂｒｏａｄ⁃

ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ

针叶林 Ｃｏｎｉｆｅｒｏｕｓ ｆｏｒｅｓｔ ０．４０３０

落叶小叶林 Ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｓｍａｌｌ⁃ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ ０．７６３９ ０．６９１０

落叶阔叶林 Ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｂｒｏａｄ⁃ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ ０．６５５０ ０．６１６９ ０．７７８４

农田 Ｆａｒｍｌａｎｄ ０．５２６８ ０．４３６７ ０．７６０２ ０．６４４９

图 ３　 ＰＣｏＡ 分析

Ｆｉｇ．３　 ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 Ａ 为高山草甸 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗ， Ｂ 为针叶林 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ

ｃｏｎｉｆｅｒｏｕｓ ｆｏｒｅｓｔ，Ｃ 为落叶小叶林 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｓｍａｌｌ⁃ｌｅａｖｅｄ

ｆｏｒｅｓｔ，Ｄ 为落叶阔叶林 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｂｒｏａｄ⁃ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ，Ｅ 为

农田 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｆａｒｍｌａｎｄ

３　 结论与讨论

从类群列表来看，两个分子标记鉴定到的类群没有

完全重叠，两者共同鉴定到的类群只有 ３１ 科。 而 １８Ｓ
ｒＲＮＡ 基因单独鉴定到 ７０ 科，ＣＯＩ 基因单独鉴定到 ９７
科，远大于它们共同鉴定到的类群数。 即使是在目水平

上，两者鉴定到的类群也有很大的区别。 这是由于不同

分子标记的通用引物在不同类群中的扩增能力不同与

数据库的覆盖度不同造成的［１８，１９，２７］。 因此单独使用一

种分子标记来鉴定样本中含有的类群会造成对类群数

的低估，同时使用多种分子标记可以更全面的鉴定样本

中所含类群［１０，２８］。 考虑到数据库的可用性，对于后生

动物来说，较好的分子标记有 ＣＯＩ、１８Ｓ ｒＲＮＡ 和 ２８Ｓ
ｒＲＮＡ 基因［１８，２５，２９⁃３０］。

尽管采样地点的海拔跨度高达 ２５００ 米以上，生境

类型发生了剧烈的变化，但从各样本群落组成来看，在目水平，真螨目、弹尾目和蜘蛛目在各生境中所占的比

例都较大，在科水平，５ 种生境的共有类群达 ８４ 种，在各生境类群数中所占比例大多超过 ６０％（在针叶林中为

５９．５７％），这表明太白山中小型土壤动物中大多数类群为广布类群。 另外，各生境均含有类群数低于 １０％的

特有类群，表明海拔与生境的变化会对太白山中小型土壤动物的群落组成造成一定的影响。 这与以往的研究

结果一致［３１⁃３３］。
在 α 多样性分析中，虽然 Ｃｈａｏ１ 指数与 ＡＣＥ 指数同为丰富度指数，但它们的排序结果却有细微的差别，

落叶小叶林中的土壤动物群落 Ｃｈａｏ１ 指数排在落叶阔叶林和高山草甸之前，而 ＡＣＥ 指数却排在了落叶阔叶

林和高山草甸之后。 这是因为 ＡＣＥ 指数的计算公式中加入了一个定义“优势”类群的阈值，这个阈值在 ｖｅｇａｎ
程序包中为类群包含 １０ 条序列，而 Ｃｈａｏ１ 指数并没有这个规则［３４］。 因此可以推断落叶小叶林土壤动物群落

中包含较多的低丰度类群（所含序列数＜１０）。 在 ＤＮＡ 复合条形码技术中，Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 多样性

指数是基于一个类群所含序列数计算的，而不是基于一个类群的个体数。 Ｃａｒｅｗ 等人［２８］指出，在一个样本中，
一个物种的序列数和个体数是正相关的，但序列的频率并不能完美的反映物种的频率。 Ｐｉñｏｌ 等人［３５］ 的研究

也表明该技术的定量潜力有限，只有定性的研究是可靠的。 因此，Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 多样性指数仅能

作为一个参考，我们不能通过这两个指数很好的判断土壤动物群落的多样性。 定量问题是目前该技术用于土

壤动物研究的局限性。

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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图 ４　 聚类分析 Ｈｅａｔｍａｐ 图

Ｆｉｇ．４　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ａ 为高山草甸 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗ，Ｂ 为针叶林 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃｏｎｉｆｅｒｏｕｓ ｆｏｒｅｓｔ，Ｃ 为落叶小叶林 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｓｍａｌｌ－ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ，Ｄ 为落

叶阔叶林 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｂｒｏａｄ－ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ，Ｅ 为农田 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｆａｒｍｌａｎｄ

７　 １４ 期 　 　 　 宋飏　 等：ＤＮＡ 复合条形码在太白山土壤动物多样性研究中的应用 　
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从各样本之间的 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离与 ＰＣｏＡ 图来看，针叶林与高山草甸的土壤动物群落组成最为相似，针
叶林与农田次之。 针叶林、高山草甸与农田三者的土壤动物群落组成相似性较高，而落叶小叶林和落叶阔叶

林的土壤动物群落组成与这三种生境的相似性都较低，落叶小叶林和落叶阔叶林的土壤动物群落组成相似性

也较低。 聚类分析得到了与 ＰＣｏＡ 分析相符的结果。 这种相似性的形成可能与各生境中的气温和土壤的理

化条件相关［３２］，有待后续的实验。
根据以往的土壤动物研究可知，在一次调查中会得到成千上万的土壤动物，且土壤动物包含的类群很多，

鉴定这些土壤动物需要多人长时间作业。 对于其它的环境样本，也存在同样的问题。 而通过 ＤＮＡ 复合条形

码技术，则可以快速简便的完成大量样本的分类鉴定，与传统方法相比，省时省力，这也是该技术的优势所在。
随着高通量测序技术的不断发展和分析方法的不断完善，ＤＮＡ 复合条形码技术的高成本效益和全面性将使

更容易的大尺度监测生物多样性趋势成为可能［３６⁃３７］。
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