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张永敢， 赵娟， 张玉洁， 吴婷， 吴孝兵， 郑艳．药用植物凤丹（Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ）根际土壤细菌群落 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＡＲＤＲＡ 分析．生态学报，
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药用植物凤丹（Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ）根际土壤细菌群
落 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＡＲＤＲＡ 分析

张永敢１， 赵　 娟１， 张玉洁１， 吴　 婷１， 吴孝兵２， 郑　 艳２，∗

１ 安徽师范大学环境科学与工程学院， 芜湖　 ２４１０００

２ 安徽师范大学生命科学学院， 芜湖　 ２４１０００

摘要：凤丹（Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ Ａｎｄｒ．）为芍药科多年生植物，是一种重要的传统中药资源。 在其生长发育的周期中与土壤微生

物尤其是根际土壤微生物有密切的关系。 本文通过构建 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因克隆文库及文库的限制性片段长度多态性分析

（ＡＲＤＲＡ），对中国药用植物凤丹 ５ 大主要分布区域的根际土壤细菌群落多样性进行了研究。 采用限制性内切酶 ＨｉｎｆＩ 和 Ｃｓｐ６Ｉ
对克隆文库中随机挑选的 １０００ 个白色克隆子进行了酶切分型，根据酶切图谱的不同，将其分为 ３２４ 个 ＯＴＵｓ，并对 ３８ 个优势

ＯＴＵｓ 进行了测序和系统发育分析。 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析结果表明，凤丹根际土壤细菌种群主要包括：变形菌门（包括

ａｌｐｈａ、ｂｅｔａ、ｇａｍｍａ、ｄｅｔｌａ 亚门）、酸杆菌门、放线菌门、拟杆菌门及厚壁菌门等 １１ 类细菌，此外还包含了 ３ 个未归类的细菌。 变

形菌门和酸杆菌门为文库中的主要菌群，分别占克隆总数的 ４７． ３４％ 和 １４． ３６％，其中 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｓｐ． 和

Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． 为优势菌属。 研究结果表明， 我国药用植物凤丹 ５ 大主要分布区域的根际土壤细菌种群不仅具有丰富的多样

性， 还存在丰富的潜在新菌种。
关键词：凤丹；根际土壤；细菌；多样性；ＡＲＤＲＡ
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凤丹（Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ Ａｎｄｒ．）又称铜陵牡丹，为芍药科多年生药用植物，是世界上著名的花卉之一，素
有“国色天香”之美誉，在中国已有上千年的栽种历史。 其根皮可供药用，俗称丹皮，是一种贵重的中药材。
我国药用植物凤丹主要分布在河南洛阳，山东菏泽，安徽的亳州、铜陵和南陵，但地道药材凤丹则主产于安徽

铜陵和南陵一带。 丹皮虽然年产量较高，但是地道药材丹皮所占的比重却较少，近年来市场上对高质量丹皮

的需求不断增加［１］，而影响丹皮质量的因素却非常之多。 目前，对凤丹的研究主要集中在品种［２］、化学成分

与药理药效［３⁃４］、生理生化［５⁃６］、病虫害防治［７］ 及丹皮的储存加工［８］ 等方面，而对凤丹根际土壤微生物的群落

结构和丰富度的研究相对缺乏，如康业斌等［９］利用 ＨＰＬＣ 法和涂布平板法研究了凤丹和洛阳红根际微生物及

其与根皮中丹皮酚含量的关系，结果发现，洛阳红根际土壤中微生物数量明显高于凤丹，但其根皮中丹皮酚含

量却低于凤丹；Ｈａｎ 等［１０］利用传统纯培养的方法研究了牡丹（Ｐａｅｏｎｉａ ｏｓｔｉｉ）根部土壤微生物的多样性，结果发

现，不同牡丹品系（蓝芙蓉、凤丹）的根部细菌群落结构有明显的差异性；Ｘｕｅ ＆ Ｈｕａｎｇ［１１］利用了聚合酶链式反

应⁃变性梯度凝胶电泳法（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ⁃ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ）研究了

牡丹根部土壤微生物群落结构及其与牡丹品系和种植年限的变化关系，结果发现，牡丹品系和种植年限均会

影响土壤微生物群落结构并且后者高于前者。
土壤微生物是土壤生态系统的重要组成部分，其在物质循环、能量流动及有机质分解等方面发挥着至关

重要的作用［１２］。 土壤中存在大量的根际促生菌（ＰＧＰＲ）和部分有害细菌（ＤＲＢ）及植物病原菌。 ＰＧＰＲ 定殖

于植物根际土壤中，通过产生植物激素［１３］、提高营养成分［１４］、抑制 ＤＲＢ 和植物病原菌［１５⁃１６］ 等来促进植物的

生长发育；与之相反，土壤中的 ＤＲＢ 和植物病原菌通过侵染植物维管组织、产生微生物毒素及与其他微生物

间相互作用［１７］，影响植物的健康生长。 所以，研究根际土壤微生物的群落多样性及其群落结构在植物的生长

和健康等方面是至关重要的［１８］。
扩增核糖体 ＤＮＡ 限制性内切酶分析法（ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＤＮＡ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＡＲＤＲＡ）是基于特异

限制性内切酶对一定长度的 ＤＮＡ 片段进行酶切，酶切产物通过琼脂糖凝胶电泳进行分离和检测，从而分析环

境微生物的多样性。 由于该技术不受菌株能否纯培养的限制，不受宿主的干扰，具有特异性强、效率高、试验

结果稳定、可重复性好等优点［１９］，已被广泛地用于环境微生物多样性和系统发育关系的研究。 本研究采用

ＰＣＲ 技术，从凤丹（Ｐ． ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ）根际土壤微生物的总 ＤＮＡ 中选择性地扩增细菌群落的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因片

断，在此基础上构建细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因克隆文库，然后利用 ＡＲＤＲＡ 法对其进行分析，从而建立凤丹栽培

土壤微生物种群遗传多样性 ＡＲＤＲＡ 研究体系，揭示其根际细菌群落结构及多样性特征，为研究药材的地道

性与土壤微生物之间的关系奠定基础。

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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１　 材料与方法

１．１　 土壤样品的采集和理化分析

于 ２０１２ 年 ４ 月在安徽铜陵（ＦＨ）、芜湖（ＹＳ）、亳州（ＢＺ）、山东菏泽（ＨＺ）和河南洛阳（ＬＹ）采集 ３ 年生凤

丹的根际土壤样品（图 １ 和表 １）。 在株龄为三年的凤丹栽植区内随机选取 ３ 株凤丹，除去表层土壤，挖掘出

带根整体植株，把附着在根系上的土壤抖落下来，作为根际土，每株凤丹根际土壤取样量大体一致，将采集的

土壤装入灭菌的封口聚乙烯袋中，带回实验室于－２０℃保存备用。 使用全球定位系统（ＧＰＳ）测定了采样点的

经纬度；利用 ｐＨ 计测量土壤样品的 ｐＨ 值（土壤∶水 ＝ １∶２．５）；土壤总磷（ＴＰ）和总钾（ＴＫ）经过酸消解［ＨＮＯ３

（６５％）∶ ＨＦ （４０％） ＝ ９∶４， ｖ ／ ｖ］后，使用 ＩＣＰ⁃ＯＥＳ （ｏｐｔｉｃ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ｗｉｔｈ ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｐｌａｓｍａ）
进行测定［２０］；土壤总铜（ＴＣｕ）和总锌（ＴＺｎ）经过酸消解（ＨＮＯ３∶ＨＣｌＯ４ ＝ ４∶１， ｖ ／ ｖ）后，使用原子吸收分光光度

法测定［２１］；其他参数为土壤总有机碳（ＴＯＣ）（重铬酸钾氧化法） ［２２］和土壤总氮（ＴＮ）（凯氏定氮法） ［２３］。

　 图 １　 药用植物凤丹（Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ）根际土壤样品采集点

地图

Ｆｉｇ． １ 　 Ｔｈｅ ｍａｐ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｆｒｏｍ

ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｔｒｅｅ ｐｅｏｎｙ （Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ） ｏｆ ｖａｒｉｅｔｙ （Ｆｅｎｇｄａｎ）

采样点 ＨＺ、ＬＹ、ＢＺ、ＦＨ、ＹＳ，分别表示采自于菏泽、洛阳、亳州、铜

陵、芜湖牡丹园内 ３ 年生凤丹种植区

１．２　 土壤微生物基因组 ＤＮＡ 的提取及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

扩增

将每个采样点的 ３ 份平行土壤样品均匀混合后，采
用试剂盒 ＦａｓｔＤＮＡ ＳＰＩＮ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ（ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，
ＣＡ， ＵＳＡ），根据生产商提供的方法提取土壤微生物基

因组 ＤＮＡ，提取的结果用经 ＥＢ（ｅｔｈｉｄｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ）染色

的 １％（ｗ ／ ｖ）的琼脂糖凝胶电泳进行检测。
使用 基 因 扩 增 仪 ＰＴＣ⁃ ２００ （ ＭＪ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｃ，

Ｗａｔｅｒｔｏｗｎ， ＭＡ， ＵＳＡ ）， 以 细 菌 引 物 Ｆ２７ ［ ５′⁃
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃ ３′ Ｅ． ｃｏｌｉ ｂａｓｅｓ ８⁃ ２７］和

Ｒ１４８７ ［ ５′⁃ＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃ ３′ Ｅ． ｃｏｌｉ
ｂａｓｅｓ １，４８７⁃１，５０７］ ［２４］ 扩增土壤细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因。
ＰＣＲ 的反应体系为 ３０ｕｌ，包括 １０ｍＭ 的 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ｐＨ ８．
３），５０ｍＭ ＫＣｌ，１．５ｍＭ ＭｇＣｌ２，０．２５ｍＭ ｄＮＴＰ，１Ｕ Ｔａｑ 酶

（ ＴａＫａＲａ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ）， １μｇ ＢＳＡ （ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ
ａｌｂｕｍｉｎ），５０ｎｇ ＤＮＡ 模版和引物各 １０μＭ。 ＰＣＲ 的反应

条件为：９４℃预变性 １０ｍｉｎ，９４℃变性 ４５ｓ，５０℃退火 １ｓ，
７２℃延伸 １ｍｉｎ，３０ 个循环，最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。 ＰＣＲ
产物用含有 ＥＢ 的 １％ 的琼脂糖凝胶电泳检测。
１．３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因文库构建

采用 ＤＮＡ 凝胶纯化试剂盒［ＡｘｙＰｒｅｐＴＭ ＰＣＲ Ｃｌｅａｎｕｐ Ｋｉｔ （ＡＸＹＧＥＮ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ （Ｈａｎｇｚｈｏｕ） Ｌｉｍｉｔｅｄ，
Ｈａｎｇｚｈｏｕ， Ｃｈｉｎａ）］纯化扩增后的产物，之后将纯化产物通过连接试剂盒（ＴａＫａＲａ， Ｄａｌｉａｎ， Ｃｈｉｎａ）连接到载体

上，再将连接产物转化到大肠杆菌（ＤＨ５α）的感受态细胞中，均匀涂布到含有氨苄青霉素（１００μｇ ／ ｍｌ）、Ｘ⁃ｇａｌ
（５⁃ｂｒｏｍｏ⁃ ４⁃ｃｈｌｏｒｏ⁃ ３⁃ｉｎｄｏｌｙｌ β⁃Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ） （ ４０μｇ ／ ｍｌ） 和 ＩＰＴＧ （ ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ β⁃Ｄ⁃ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ）
（２４μｇ ／ ｍＬ）的 ＬＢ（Ｌｕｒｉａ—Ｂｅｒｔａｎｉ）培养基上。 每个土壤样品随机挑选了 ２００ 个白色克隆子，并使用 ｐＭＤ１８⁃Ｔ
ｅａｓｙ ｖｅｃｔｏｒ 通 用 引 物 Ｍ１３ （⁃ ４７ ） ［ ５′⁃ＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧ⁃ ３′］ 和 Ｍ１３ （⁃ ４８ ） ［ ５′⁃
ＧＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣ⁃３′］ 扩增外源插入片断，将插入片断的克隆子进行 ＡＲＤＲＡ 分析。
１．４　 ＡＲＤＲＡ 分析

以限制性内切酶 ＨｉｎｆＩ 和 Ｃｓｐ６Ｉ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ， ＡＭ）酶切上述从各个克隆子扩增出来的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因片断。

双酶切的反应体系为：２μｌ １×ＴａｎｇｏＴＭ酶切反应缓冲液，限制性内切酶 ＨｉｎｆＩ 和 Ｃｓｐ６Ｉ 各 １μｌ（１０Ｕ），１０μｌ（约 ０．

３　 １７ 期 　 　 　 张永敢　 等：药用植物凤丹（Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ）根际土壤细菌群落 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＡＲＤＲＡ 分析 　
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５μｇ ＤＮＡ）ＰＣＲ 产物，最后加灭菌水至 ３０μｌ，３７℃过夜消化，最后经 ６５℃ 水浴 ２０ｍｉｎ，终止酶切反应。 酶切产

物用经 ＥＢ 染色的 ２％（ｗ ／ ｖ）琼脂糖凝胶电泳检测，得到的酶切谱型图，利用软件 ＧｅｌＣｏｍｐａｒｖ． ３．０ （Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｍａｔｈ， Ｋｏｒｔｒｉｊｋ， Ｂｅｌｇｉｕｍ）进行分析，小于 １００ｂｐ 的片段比较模糊，在本研究中不计数。
１．５　 部分克隆子的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序

根据 ＡＲＤＲＡ 谱型分析，将克隆文库中的优势酶切谱型（ ＞３ 个克隆子）挑选一个克隆子送交上海生工生

物技术有限公司进行测序。
１．６　 数据分析

以稀疏曲线（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｕｇａ．ｅｄｕ ／ ｓｔｒａｔａ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ａｎＲａｒｅＲｅａｄｍｅ．ｈｔｍｌ）和 Ｃｏｖｅｒａｇｅ Ｃ［２５］评价所构建的克隆

文库的库容；采用 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数（Ｈ′）和均匀度指数（ＥＨ） ［１１］及 Ｃｈａｏ１ 指数［２６］进行多样性分析；
１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列经软件 ＣｏｎｔｉｇＥｘｐｒｅｓｓ （ｖｅｒｓｉｏｎ， Ｊｕｎｅ ２０， ２０００） 拼接，用 Ｍａｌｌａｒｄ［２７］进行嵌合体检查，剩下

的序列利用 ＲＤＰ ＩＩ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｄｐ． ｃｍｅ．ｍｓｕ． ｅｄｕ ／ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ ／ ｃｌａｓｓｉｆｉｅ）和 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴＮ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ）分析后，用软件 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ （１．８１） 和 ＭＥＧＡ ５．０ （Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ Ａｎａｌｙｓｉｓ， ＭＥＧＡ） 构建系

统发育树（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｔｒｅｅ）。

２　 结果与分析

２．１　 土壤理化性质

５ 个采样点凤丹根际土壤的理化性质见表 １。 所测的土壤 ｐＨ 值范围为 ６．０４—６．６２，趋于中性。 ＴＯＣ 和

ＴＮ 在 ＹＳ 最高，其次是 ＨＺ、ＬＹ、ＢＺ，ＦＨ 最低，ＴＰ 在 ＢＺ 最高（０．９７８ｇ ／ ｋｇ），ＦＨ 最低（０．５３６ｇ ／ ｋｇ），ＴＫ、ＴＺｎ 和

ＴＣｕ 的浓度范围分别为：１７．４９９—１９．６６９ｇ ／ ｋｇ、０．０７７—０．１３９ｇ ／ ｋｇ 和 ０．０１５—０．０２９ｇ ／ ｋｇ。

表 １　 采样点地理位置、经纬度和样品理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ， ｌａｔｉｔｕｄｅ， ａｔｔｉｔｕｄｅ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ．

采样地点
Ｓａｍｐｌｉｎｇ
ｌｏｃａｔｉｏｎ

经纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ＆
ａｔｔｉｔｕｄｅ

ｐＨ
有机质

Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

总氮
Ｔｏｔａｌ Ｎ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

总磷
Ｔｏｔａｌ Ｐ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

总钾
Ｔｏｔａｌ Ｋ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

总锌
Ｔｏｔａｌ Ｚｎ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

总铜
Ｔｏｔａｌ Ｃｕ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

ＦＨ 安徽省铜陵市铜陵县钟
鸣镇

１１８°０３′２８″Ｅ
３０°５８′４７″Ｎ ６．０４ｄ １９．１０７ｃ ０．７７７ｃ ０．５３６ｅ １８．７３１ｃ ０．１３９ａ ０．０２２ｂ

ＹＳ 安徽省芜湖市南陵县河
湾镇

１１８°０５′０４″Ｅ
３０°４８′５３″Ｎ ６．６２ａ ２９．８６１ａ １．２２１ａ ０．７７８ｃ １９．０４１ｂ ０．１０７ｂ ０．０２９ａ

ＢＺ 安徽省亳州市谯城区十
八里镇

１１５°３９′５８″Ｅ
３３°５２′１１″″Ｎ ６．０９ｃｄ １７．０５１ｄ ０．６９３ｄ ０．９７８ａ １９．６６９ａ ０．０８５ｄ ０．０１８ｃ

ＨＺ 山东省菏泽市牡丹区小
留镇

１１５°２６′０４″Ｅ
３５°２１′１５″Ｎ ６．４３ｂ １０．１２５ｅ ０．４０８ｅ ０．７９４ｂ １９．６６１ａ ０．０７７ｅ ０．０１５ｄ

ＬＹ 河南省洛阳市老城区邙
山镇

１１２°２３′３０″Ｅ
３４°４２′３０″Ｎ ６．２０ｃ １９．５６２ｂ ０．７９８ｂ ０．６３３ｄ １７．４９９ｄ ０．１００ｃ ０．０２９ａ

　 　 Ｐ＜０．０５ 水平下 ＬＳＤ 检验，相同的字母代表差异不显著的同一组

２．２　 ＡＲＤＲＡ 分析

对从 ５ 个样品中随机挑选的 １０００ 个白色克隆子进行 ＰＣＲ 扩增获得其外源插入片断，然后进行双酶切。
酶切结果显示，库中的 ＡＲＤＲＡ 谱型包含 ２—６ 个条带，条带大小范围在 １００—１３０２ｂｐ（图 ２）。 用 ＮＴＳＹＳｐｃ ２．
１０ｅ 进行聚类分析，将具有相同 ＡＲＤＲＡ 谱型的克隆子归为同一种可操作分类单元（ＯＴＵ） ［２８］。 聚类分析结果

显示 ７０２ 个含有外源插入片段的克隆子被聚为 ３２４ 个 ＯＴＵｓ，ＦＨ、ＹＳ、ＢＺ、ＨＺ、ＬＹ 分别包含 ７４、６９、７６、７３、７２ 个

ＯＴＵｓ，其中含有 １、２、３ 个克隆子的 ＯＴＵ 分别占所有被分析 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因克隆子的 ２６％、２３％ 和 １８％，优势

ＡＲＤＲＡ 谱型（＞３ 个克隆子）有 ３８ 个，占所有被分析 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因克隆子的 ３３％（图 ３）。
２．３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因克隆文库的评估和细菌多样性分析

所构建的 ５ 个凤丹根际土壤细菌群落的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因文库的 Ｃｏｖｅｒａｇｅ Ｃ 为 ７１．３２— ８１．４０，均大于 ７０％
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图 ２　 凤丹根际土壤 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因文库中部分克隆的酶切图谱（ａ．从克隆子中扩增出的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因插入片断，ｂ．经 ＨｉｎｆＩ 和 Ｃｓｐ６Ｉ 消

化产生的片断多态性）

Ｆｉｇ．２　 １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ （ ａ． Ｉｎｓｅｒｔｅｄ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｃｌｏｎｅｓ， ｂ． ＲＦＬＰ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｃｌｏｎｅｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ

ＨｉｎｆＩ ａｎｄ Ｃｓｐ６Ｉ）

　 图 ３　 五个克隆文库中细菌群落 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因克隆的 ＡＲＤＲＡ

型分布

Ｆｉｇ．３　 ＡＲＤＲＡ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｆｉｖｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ

ｆｒｏｍ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

且 ＹＳ（８１．４０％）明显高于其他 ４ 个（表 ２）。 稀疏曲线分

析结果见图 ４。 克隆文库的多样性指数分析显示，ＦＨ、
ＹＳ、ＢＺ、ＨＺ、ＬＹ 克隆文库的 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指

数（Ｈ′）依次分别为 ４．１４１、３．９４９、４．１７３、４．１８４ 和 ４．１２０。
均匀度指数（ＥＨ）范围为 ０．９３３—０．９７５ 且 ＹＳ（０．９３３）明
显小于其他 ４ 个。 Ｃｈａｏ１ 指数 ＹＳ 最高（１０７．２５），ＨＺ 最

低（８９．５２）。
２．４　 序列及系统发育学分析

为了更详细了解凤丹根际土壤的优势细菌种类组

成，从库中占优势的 ＡＲＤＲＡ 谱型中挑选了 ３８ 个代表

克隆子，对其插入的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因片段进行测序，并建

立系统发育树（图 ５）。 优势 ＯＴＵ 所代表的细菌类群详

细描述如表 ３，主要包括变形菌门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 的

ａｌｐｈａ、 ｂｅｔａ、 ｇａｍｍａ、 ｄｅｌｔａ 亚 门， 酸 杆 菌 门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）及厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）等 １１ 类细菌，此
外，还包含了 ３ 个未归类的细菌。 克隆文库中 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列相似性为 ９５％—９９％，其最相似细菌主要来

自花生、向日葵、草原、森林等不同类型的土壤。

５　 １７ 期 　 　 　 张永敢　 等：药用植物凤丹（Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ）根际土壤细菌群落 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＡＲＤＲＡ 分析 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

表 ２　 细菌群落 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因克隆文库多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ

样品名称
Ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅ

克隆数
ＮＯ． ｏｆ ｃｌｏｎｅｓ

覆盖度
Ｃｏｖｅｒａｇｅ ／ ％

香农指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ （Ｈ′）

丰度 Ｒｉｃｈｎｅｓｓ
（ＮＯ． ｏｆ ＯＴＵｓ）

均匀度
Ｅｖｅｎｎｅｓｓ （ＥＨ）

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ （ＳＣｈａｏ１）

ＦＨ １３２ ７３．７２ ４．１４１ ７４ ０．９６２ ９５．７５

ＹＳ １７２ ８１．４０ ３．９４９ ６９ ０．９３３ １０７．２５

ＢＺ １３８ ７２．４６ ４．１７３ ７６ ０．９６４ １０３．０７

ＨＺ １２６ ７３．８１ ４．１８４ ７３ ０．９７５ ８９．５２

ＬＹ １２９ ７１．３２ ４．１２０ ７２ ０．９６３ ９９．７８

　 　 样品 ＦＨ、ＹＳ、ＢＺ、ＨＺ、ＬＹ，分别表示采自于铜陵、芜湖、亳州、菏泽、洛阳牡丹园内 ３ 年生 ４ 月份凤丹根际土壤

图 ４　 凤丹根际土壤细菌群落 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因克隆文库的稀疏曲线分析

Ｆｉｇ．４　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｆｏｒ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｌｏｎｅｓ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｆｒｏｍ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｉｎ ＹＳ， ＦＨ， ＢＺ， ＨＺ ａｎｄ ＬＹ，

ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ （ＯＴＵｓ） ａｔ ａ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ３％

样品 ＦＨ、ＹＳ、ＢＺ、ＨＺ、ＬＹ，分别表示采自于铜陵、芜湖、亳州、菏泽、洛阳牡丹园内 ３ 年生 ４ 月份凤丹根际土壤

２．４．１　 变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）
在测序的优势代表克隆子中，有 １５ 个属于变形细菌，代表了 １５ 个 ＯＴＵｓ，其中 α⁃、β⁃、γ⁃、δ⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

分别为 １、８、５、１ 个。 在 γ⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 的 ５ 个 ＯＴＵｓ 中，丰度最高的克隆子（１３ 个）代表了与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．
相近的 ３ 个 ＯＴＵｓ，序列相似性为 ９６％—９９％，为文库优势菌属。 在 β⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 的 ８ 个 ＯＴＵｓ 中，有 ２ 个

ＯＴＵｓ（含有 １０ 个克隆子）与 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｓｐ． 相近，１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列相似性为 ９９％，为文库优势菌属。 此

外，有 ２ 个 ＯＴＵｓ 分别与 Ｐｏｌａｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ． 和 Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓ ｓｐ． 相近，序列相似性为 ９８％。 在与变形细菌相似的

ＯＴＵ 中，仅有 １ 个 ＯＴＵ 与 α⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 的 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｓｐ． 聚为一群，序列相似性为 ９８％。 而与 δ⁃
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 相近的 １ 个 ＯＴＵ 与已知的 Ｓｏｒａｎｇｉｕｍ ｃｅｌｌｕｌｏｓｕｍ ｓｔｒａｉｎ ＫＹＣ３４６６ 的序列相似性为 ９５％。
２．４．２　 酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）

有 ５ 个 ＯＴＵｓ 与酸杆菌门的细菌聚为一群（图 ５），共包含了 ２８ 个克隆子，均为不可培养的细菌，１６Ｓ ｒＲＮＡ
基因序列相似性为 ９７％—９９％。
２．４．３　 放线菌（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）

在放线菌的 ５ 个 ＯＴＵｓ 中，丰度最高的克隆子（１４ 个）代表了与 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． 相近的 ３ 个 ＯＴＵｓ，序列相

似性为 ９８％—９９％，为文库优势菌属。 其余 ２ 个 ＯＴＵｓ 分别于 Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． 和 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ． 相近，１６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因序列相似性为 ９６％—９９％。

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

图 ５　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列同源性的 ３８ 个优势 ＯＴＵｓ系统发育树

Ｆｉｇ．５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ３８ ｄｏｍｉｎａｎｔ ＯＴＵｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｍｉｌａｒ
ＧｅｎＢａｎｋ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ． Ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ． Ｏｎｌｙ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ
（ｎ＝１０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ） ａｂｏｖｅ ５０％ｗｅｒｅ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａ ０．０５ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ． Ａｌｌ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｉｎ ｂｏｌｄ
ｗｅｒｅ ｒｅｔｒｉｅｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
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ｅｓ
ｒｅ
ｐｒ
ｅｓ
ｅｎ

ｔｅ
ｄ

与
ＮＣ

ＢＩ
中

最
相

似
序

列
（登

录
号

）
Ｃｌ
ｏｓ
ｅｓ
ｔＮ

ＣＢ
Ｉｍ

ａｔ
ｃｈ

（Ａ
ｃｃ
ｅｓ
ｓｉｏ

ｎ
ｎｏ

．）
生

境
Ｈ
ａｂ

ｉｔａ
ｔ⁃Ｅ

ｃｏ
ｌｏ
ｇｉ
ｃａ
ｌｎ

ｉｃ
ｈｅ

相
似

性
％

Ｉｄ
ｅｎ

ｔｉｔ
ｙ

分
类

Ｔａ
ｘｏ
ｎ

ＦＨ
＿３

４
５

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
Ａｃ

ｉｄ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ｂａ
ｃｔ
ｅｒ
ｉｕ
ｍ

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
ＸＨ

９９
（Ｊ

Ｑ８
６１

３７
５）

ｐｅ
ａｎ

ｕｔ
ｒｈ
ｉｚｏ

ｓｐ
ｈｅ

ｒｅ
ｓｏ
ｉｌ

９８
Ａｃ

ｉｄ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ＦＨ
＿６

９
５

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
Ａｃ

ｉｄ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ｂａ
ｃｔ
ｅｒ
ｉｕ
ｍ

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
ＸＨ

９９
（Ｊ

Ｑ８
６１

３７
５）

ｐｅ
ａｎ

ｕｔ
ｒｈ
ｉｚｏ

ｓｐ
ｈｅ

ｒｅ
ｓｏ
ｉｌ

９７
Ａｃ

ｉｄ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ＹＳ
＿１

３
７

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
Ａｃ

ｉｄ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ｃｅ
ａｅ

ｂａ
ｃｔ
ｅｒ
ｉｕ
ｍ

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
ＣＳ

６（
ＪＱ

７７
１９

６２
）

ｓｕ
ｎｆ
ｌｏ
ｗｅ

ｒｒ
ｈｉ
ｚｏ
ｓｐ
ｈｅ

ｒｅ
；
ｃｒ
ｅｏ
ｓｏ
ｔｅ

ｐｏ
ｌｌｕ

ｔｅ
ｄ
ｓｏ
ｉｌ

９８
Ａｃ

ｉｄ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ＹＳ
＿６

４
４

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
Ａｃ

ｉｄ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ｂａ
ｃｔ
ｅｒ
ｉｕ
ｍ

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
Ｈ
ＥＷ

＿０
８＿

６５
４（

Ｈ
Ｑ５

９８
７２

６）
ｗｏ

ｏｄ
ｌａ
ｎｄ

ｓｏ
ｉｌ

９７
Ａｃ

ｉｄ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ＢＺ
＿１

７
Ｕｎ

ｃｕ
ｌｔｕ

ｒｅ
ｄ
Ａｃ

ｉｄ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ｂａ
ｃｔ
ｅｒ
ｉｕ
ｍ

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
ＡＥ

Ｇ＿
０８

＿５
１（

Ｈ
Ｑ５

９７
３７

１）
ｇｒ
ａｓ
ｓｌａ

ｎｄ
ｓｏ
ｉｌ

９９
Ａｃ

ｉｄ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ＦＨ
＿５

６
４

Ａｒ
ｔｈ
ｒｏ
ｂａ
ｃｔｅ

ｒｐ
ｈｅ
ｎａ
ｎｔ
ｈｒ
ｅｎ
ｉｖｏ

ｒａ
ｎｓ

ｓｔｒ
ａｉ
ｎ
Ｌ１

６（
ＫＣ

９３
４７

６０
）

ｐｕ
ｒｐ
ｌｅ

ｓｉｌ
ｔｓｔ

ｏｎ
ｅ

９８
Ａｃ

ｔｉｎ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ＢＺ
＿６

６
４

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
Ｓｏ
ｌｉｒ
ｕｂ
ｒｏ
ｂａ
ｃｔｅ

ｒｓ
ｐ．

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
ａｓ
２１

２（
ＫＦ

２８
７７

４８
）

ｗａ
ｔｅ
ｒｆ

ｒｏ
ｍ

ａ
ｃｏ
ｐｐ

ｅｒ
ｍ
ｉｎ
ｅ

９６
Ａｃ

ｔｉｎ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

Ｈ
Ｚ＿

５５
５

Ａｒ
ｔｈ
ｒｏ
ｂａ
ｃｔｅ

ｒｐ
ａｓ
ｃｅ
ｎｓ

ｓｔｒ
ａｉ
ｎ
Ｈ
５（

ＫＣ
９３

４８
０１

）
ｐｕ

ｒｐ
ｌｅ

ｓｉｌ
ｔｓｔ

ｏｎ
ｅ

９９
Ａｃ

ｔｉｎ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ＬＹ
＿１

６
５

Ａｒ
ｔｈ
ｒｏ
ｂａ
ｃｔｅ

ｒｓ
ｐ．

Ｋ７
ＳＣ

⁃１
１Ｂ

（Ｊ
Ｆ７

９９
９６

６）
ｓｏ
ｉｌ

９８
Ａｃ

ｔｉｎ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ＬＹ
＿７

１
５

Ｓｔ
ｒｅ
ｐｔ
ｏｍ

ｙｃ
ｅｓ

ｓｐ
．Ｂ

⁃３
０（

ＥＦ
０６

３４
４１

）
ｕｎ

ｒｅ
ｐｏ

ｒｔｅ
ｄ

９９
Ａｃ

ｔｉｎ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ＹＳ
＿１

６
Ｓｐ
ｈｉ
ｎｇ
ｏｍ

ｏｎ
ａｓ

ｓｐ
．３

８２
（Ｊ

Ｎ５
９１

３１
４）

ｐｒ
ｅａ
ｌｐ
ｉｎ
ｅ
ｆｒｅ

ｓｈ
ｗａ

ｔｅ
ｒｌ

ａｋ
ｅ

９８
Ａｌ

ｐｈ
ａｐ

ｒｏ
ｔｅ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ＢＺ
＿５

２
５

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
Ｆｌ
ａｖ
ｉｓｏ

ｌｉｂ
ａｃ
ｔｅｒ

ｓｐ
．ｃ

ｌｏ
ｎｅ

ＤＭ
４⁃

１１
９（

ＫＣ
１７

２２
５４

）
ｇｉ
ｎｇ

ｅｒ
ｃｏ
ｎｔ
ｉｎ
ｕｏ

ｕｓ
ｃｒ
ｏｐ

ｐｉ
ｎｇ

ｓｏ
ｉｌ

９９
Ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｏｉ
ｄｅ

ｔｅ
ｓ

ＬＹ
＿４

６
５

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
Ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｏｉ
ｄｅ

ｔｅ
ｓ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉｕ
ｍ

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
ＡＳ

５６
（Ｅ

Ｕ２
８３

３７
７）

ａｃ
ｔｉｖ

ａｔ
ｅｄ

ｓｌｕ
ｄｇ

ｅ
ｆｒｏ

ｍ
ｍ
ｅｍ

ｂｒ
ａｎ

ｅ
ｂｉ
ｏｒ
ｅａ
ｃｔ
ｏｒ

９８
Ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｏｉ
ｄｅ

ｔｅ
ｓ

ＬＹ
＿５

１
４

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
Ｔｅ
ｒｒｉ
ｍ
ｏｎ
ａｓ

ｓｐ
．ｃ

ｌｏ
ｎｅ

７（
ＦＪ

７１
３０

２８
）

ｇｒ
ｏｕ

ｎｄ
ｗａ

ｔｅ
ｒｃ

ｏｎ
ｔａ
ｍ
ｉｎ
ａｔ
ｅｄ

ｗｉ
ｔｈ

Ｍ
ＴＢ

Ｅ
９７

Ｂａ
ｃｔ
ｅｒ
ｏｉ
ｄｅ

ｔｅ
ｓ

ＦＨ
＿５

３
４

Ｐｏ
ｌａ
ｒｏ
ｍ
ｏｎ
ａｓ

ｓｐ
．Ｔ

ＳＥ
１７

（Ｈ
Ｍ
１５

６１
２７

）
ｓｏ
ｉｌ

ｆｒｏ
ｍ

ｇｌ
ａｃ
ｉｅ
ｒｆ

ｏｒ
ｅｆ
ｉｅ
ｌｄ

９８
Ｂｅ

ｔａ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｏ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉａ

ＹＳ
＿２

１１
Ｕｎ

ｃｕ
ｌｔｕ

ｒｅ
ｄ
Ｏｘ

ａｌ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒａ
ｃｅ
ａｅ

ｂａ
ｃｔ
ｅｒ
ｉｕ
ｍ

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
Ｓ１

⁃７
２（

Ｈ
Ｑ６

７４
８２

６）
ｖａ
ｒｉａ

ｂｌ
ｙ
ｗｅ

ａｔ
ｈｅ

ｒｅ
ｄ
ｏｕ

ｔｃ
ｒｏ
ｐ

９８
Ｂｅ

ｔａ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｏ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉａ

ＹＳ
＿３

４
５

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
ｂｅ

ｔａ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｏ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉｕ
ｍ

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
Ｏ：

ＲＭ
⁃Ｃ

１２
（Ｈ

Ｅ９
７４

８３
４）

Ａｊ
ｋａ

ｒｅ
ｄ
ｍ
ｕｄ

ｃｏ
ｎｔ
ａｍ

ｉｎ
ａｔ
ｅｄ

ｓｏ
ｉｌｓ

９８
Ｂｅ

ｔａ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｏ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉａ

ＹＳ
＿４

５
４

Ｂｕ
ｒｋ
ｈｏ
ｌｄ
ｅｒ
ｉａ

ｓｐ
．Ｈ

ＳＬ
⁃４

（Ａ
Ｙ７

１４
２３

７）
ｓｏ
ｉｌ

９９
Ｂｅ

ｔａ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｏ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉａ

ＹＳ
＿４

６
６

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
Ｂｕ

ｒｋ
ｈｏ
ｌｄ
ｅｒ
ｉａ

ｓｐ
．ｃ

ｌｏ
ｎｅ

３４
（Ｊ

Ｆ５
００

９１
７）

ｒｙ
ｅ⁃
ｇｒ
ａｓ
ｓ
ｒｈ
ｉｚｏ

ｓｐ
ｈｅ

ｒｅ
９９

Ｂｅ
ｔａ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｏ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉａ

ＢＺ
＿３

４
Ｃｕ

ｐｒ
ｉａ
ｖｉｄ

ｕｓ
ｓｐ

．Ａ
ＳＣ

⁃４
４５

（Ｈ
Ｑ４

３８
０８

５）
ａｇ
ｒｉｃ

ｕｌ
ｔｕ
ｒａ
ｌｒ

ｈｉ
ｚｏ
ｓｐ
ｈｅ

ｒｅ
ｓｏ
ｉｌ

９８
Ｂｅ

ｔａ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｏ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉａ

ＢＺ
＿５

３
５

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
ｂｅ

ｔａ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｏ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉｕ
ｍ

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
Ａｃ

ｒｏ
２９

３（
ＫＣ

１１
０９

５４
）

Ａｃ
ｒｏ
ｂｅ

ｌｏ
ｉｄ
ｅｓ

ｍ
ａｘ
ｉｍ

ｕｓ
ｉｎ

ｓｏ
ｉｌ

ｍ
ｉｃ
ｒｏ
ｃｏ
ｓｍ

９５
Ｂｅ

ｔａ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｏ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉａ

ＬＹ
＿５

９
４

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
ｂｅ

ｔａ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｏ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉｕ
ｍ

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
Ｍ
ＫＣ

２２
（Ｅ

Ｆ１
７３

３５
３）

ｈｙ
ｄｒ
ｏｃ
ａｒ
ｂｏ

ｎ⁃
ｃｏ
ｎｔ
ａｍ

ｉｎ
ａｔ
ｅｄ

ｓｏ
ｉｌ

９９
Ｂｅ

ｔａ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｏ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉａ

ＹＳ
＿３

０
４

Ｓｏ
ｒａ
ｎｇ

ｉｕ
ｍ

ｃｅ
ｌｌｕ

ｌｏ
ｓｕ
ｍ

ｓｔｒ
ａｉ
ｎ
ＫＹ

Ｃ３
４６

６（
ＦＪ

４５
７６

４６
）

ｕｎ
ｒｅ
ｐｏ

ｒｔｅ
ｄ

９５
Ｄｅ

ｌｔａ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｏ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉａ

ＹＳ
＿１

２
４

Ｐａ
ｅｎ
ｉｓｐ

ｏｒ
ｏｓ
ａｒ
ｃｉｎ

ａ
ｍ
ａｃ
ｍ
ｕｒ
ｄｏ
ｅｎ
ｓｉｓ

ｓｔｒ
ａｉ
ｎ
Ｈ
Ｗ
Ｇ⁃

Ａ８
（Ｊ

Ｑ６
８４

２３
１）

ｐｅ
ｒｍ

ａｆ
ｒｏ
ｓｔ

ｓｏ
ｉｌ

ｓａ
ｍ
ｐｌ
ｅｓ

９８
Ｆｉ
ｒｍ

ｉｃ
ｕｔ
ｅｓ

ＬＹ
＿６

７
５

Ｂａ
ｃｉｌ
ｌｕ
ｓｎ

ｉａ
ｃｉｎ

ｉｓ
ｔｒａ

ｉｎ
ＹＭ

１Ｃ
７（

ＥＵ
２２

１３
３８

）
ｗｈ

ｅａ
ｔｒ

ｈｉ
ｚｏ
ｓｐ
ｈｅ

ｒｅ
９９

Ｆｉ
ｒｍ

ｉｃ
ｕｔ
ｅｓ

ＦＨ
＿５

７
４

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
Ｐｓ
ｅｕ
ｄｏ
ｍ
ｏｎ
ａｓ

ｓｐ
．ｃ

ｌｏ
ｎｅ

ＴＭ
１４

＿１
３（

ＤＱ
２７

９３
２２

）
Ｔｕ

ｂｅ
ｒｍ

ａｇ
ｎａ

ｔｕ
ｍ

９９
Ｇａ

ｍ
ｍ
ａｐ

ｒｏ
ｔｅ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ＹＳ
＿１

１
６

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
ｇａ
ｍ
ｍ
ａ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｏ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉｕ
ｍ

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
ＤＢ

Ｓ１
ｅ８

４（
ＧＱ

９８
４３

４２
）

ｓｕ
ｒｆａ

ｃｅ
ｗａ

ｔｅ
ｒｉ

ｎ
ｔｈ
ｅ
Ｎｏ

ｒｔｈ
ｅｒ
ｎ
Ｂｅ

ｒｉｎ
ｇ
Ｓｅ

ａ
９８

Ｇａ
ｍ
ｍ
ａｐ

ｒｏ
ｔｅ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ＹＳ
＿５

０
４

Ｐｓ
ｅｕ
ｄｏ
ｍ
ｏｎ
ａｓ

ｓｐ
．Ｐ

ｉｅ
ｒ１
７（

ＫＣ
１９

５９
０２

）
ｈｅ

ａｖ
ｙ
ｍ
ｅｔ
ａｌ

ｃｏ
ｎｔ
ａｍ

ｉｎ
ａｔ
ｅｄ

ｓｏ
ｉｌ

９６
Ｇａ

ｍ
ｍ
ａｐ

ｒｏ
ｔｅ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

Ｈ
Ｚ＿

５
４

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
ｇａ
ｍ
ｍ
ａ
ｐｒ
ｏｔ
ｅｏ
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉｕ
ｍ

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
ＡＴ

Ｂ⁃
ＬＨ

⁃７
２３

２（
ＦＪ

５３
５２

３１
）

ｗａ
ｓｈ
ｉｎ
ｇ
ｗａ

ｔｅ
ｒｏ

ｆｃ
ａｒ
ｒｏ
ｔｗ

ａｓ
ｈｉ
ｎｇ

ｐｌ
ａｎ

ｔ
９９

Ｇａ
ｍ
ｍ
ａｐ

ｒｏ
ｔｅ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ＬＹ
＿４

５
５

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
Ｐｓ
ｅｕ
ｄｏ
ｍ
ｏｎ
ａｓ

ｓｐ
．ｃ

ｌｏ
ｎｅ

１０
０（

ＪＦ
５０

０９
７７

）
ｒｙ
ｅ⁃
ｇｒ
ａｓ
ｓ
ｒｈ
ｉｚｏ

ｓｐ
ｈｅ

ｒｅ
９９

Ｇａ
ｍ
ｍ
ａｐ

ｒｏ
ｔｅ
ｏｂ

ａｃ
ｔｅ
ｒｉａ

ＹＳ
＿５

１０
Ｕｎ

ｃｕ
ｌｔｕ

ｒｅ
ｄ
Ｇｅ

ｍ
ｍ
ａｔ
ｉｍ

ｏｎ
ａｄ

ｅｔ
ｅｓ

ｂａ
ｃｔ
ｅｒ
ｉｕ
ｍ

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
ＸＺ

１０
４（

ＪＱ
８６

１３
９１

）
ｐｅ

ａｎ
ｕｔ

ｒｈ
ｉｚｏ

ｓｐ
ｈｅ

ｒｅ
ｓｏ
ｉｌ

９９
Ｇｅ

ｍ
ｍ
ａｔ
ｉｍ

ｏｎ
ａｄ

ｅｔ
ｅｓ

ＦＨ
＿３

５
６

Ｕｎ
ｃｕ

ｌｔｕ
ｒｅ
ｄ
ｃａ
ｎｄ

ｉｄ
ａｔ
ｅ
ｄｉ
ｖｉ
ｓｉｏ

ｎ
ＴＭ

７
ｂａ

ｃｔ
ｅｒ
ｉｕ
ｍ

ｃｌ
ｏｎ

ｅ
ＡＮ

０１
６（

ＡＢ
８０

９９
４１

）
ａｃ
ｉｄ
ｏｐ

ｈｉ
ｌｉｃ

ｎｉ
ｔｒｉ
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２．４．４　 其他细菌

有 ３ 个 ＯＴＵｓ 与拟杆菌门的细菌聚在一起（图 ５），序列相似性为 ９７％—９９％。 ２ 个 ＯＴＵｓ 分别以 ９８％和

９９％的相似水平与从土壤中分离到的厚壁菌门菌株 Ｐａｅｎｉｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ ｍａｃｍｕｒｄｏｅｎｓｉｓ 和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｎｉａｃｉｎｉ 聚在一

起。 分别有 １ 个 ＯＵＴ 与芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、ＴＭ７ 菌和疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）聚在一起。

３　 讨论

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因克隆文库的构建是微生物分子生态学中用来研究环境中微生物多样性的主要方法之

一［２９］。 通过对文库中的克隆进行测序， 了解环境样品中的微生物组成。 但是要获得一个较全面、详细的微

生物群落组成分析结果，就需要建一个足够大的文库，而对文库中每个克隆进行测序，就需要高昂的费用［３０］。
ＡＲＤＲＡ 不但可以快速、稳定地分析微生物群落组成，而且可以减少测序费用［３１］。 为了验证 ＡＲＤＲＡ 的分析

结果，随机挑选了 ５ 种谱型，每种谱型送 ２—３ 个克隆子进行序列测定，结果表明来自同一种谱型不同克隆子

的序列是一样的。 通过 ＡＲＤＲＡ 分析，７０２ 个阳性克隆子被聚为 ３２４ 个 ＯＴＵｓ，这样测序量就大大降低。 通过

对谱型图的观察分析发现，不同类型的细菌具有不同的谱型，这表明所使用的限制性内切酶 ＨｉｎｆＩ 和 Ｃｓｐ６Ｉ 可
以很好地区分所研究的细菌种群。 此外，大部分的谱型只包含了 １—３ 个克隆，说明凤丹根际土壤具有丰富的

细菌多样性。
为了对凤丹根际土壤细菌群落做一个较全面的分析，本研究中使用了稀疏曲线和 Ｃｏｖｅｒａｇｅ Ｃ［２５］来评价所

构建的克隆文库大小。 Ｃｏｖｅｒａｇｅ Ｃ 越高，表明所构建的文库越能代表环境中的细菌群落多样性。 结果显示，
所构建的 ５ 个凤丹根际土壤细菌群落的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因文库的 Ｃｏｖｅｒａｇｅ Ｃ 均大于 ７０％（表 ２），说明所构建的

克隆文库基本可以反映所采集土壤细菌群落的多样性，这一结果与稀疏曲线分析一致（图 ４）。 此外，ＹＳ 的

Ｃｏｖｅｒａｇｅ Ｃ 明显高于其他四个，表明 ＹＳ 未被检测到的微生物最少，最能反应其土壤细菌群落的多样性。
细菌多样性分析结果显示，虽然 ＹＳ 的 Ｃｈａｏ１ 指数最高（１０７．２５），但是其均匀度（ＥＨ）和 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ

多样性指数（Ｈ′）却最低（０．９３３ 和 ３．９４９）（表 ２）。 这可能因为 Ｃｈａｏ１ 指数用于反映物种丰富度的非参数估

计［２６］，而 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数不仅反映了物种的丰富度，而且反映了其均匀度［３２］。 与前人相似的研

究比较发现，使用分子方法研究微生物多样性［１１］比使用传统纯培养方法［１０］ 获得的细菌多样性指数要高。 凤

丹地道产区（ＦＨ 和 ＹＳ）与非地道产区（ＢＺ、ＨＺ 和 ＬＹ）的细菌群落都具有较高的多样性（表 ２），这可能与药用

植物凤丹在生长发育的周期中形成的特殊根际土壤微环境有关［１１］。
由于优势细菌种类可能对碳、氮循环和其他地球生物化学循环产生较大的影响，因此，了解所研究环境的

优势细菌种群是至关重要的。 此外，对于特定的细菌主导着微生物群落一直是生态学研究的根本问题［３３］。
本研究中挑选了优势细菌种群进行测序，并对其进行系统发育分析，结果表明，凤丹根际土壤的优势细菌种群

主要包括变形菌门的 ａｌｐｈａ、ｂｅｔａ、ｇａｍｍａ、ｄｅｌｔａ 亚门，酸杆菌门，放线菌门，拟杆菌门及厚壁菌门等 １１ 类细菌，
此外，还包含了 ３ 个未归类的细菌。 其中 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｓｐ． 和 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ．为优势菌属。
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 是土壤中最常见的细菌，也是根际土壤细菌群落的主要成员之一，具有抑制植物病原菌、促进植

物生长的作用［３４］。 可能因为研究方法不同， Ｈａｎ 等［１０］利用传统纯培养的方法研究了牡丹（Ｐ． ｏｓｔｉｉ）根部土壤

微生物的多样性，却没有发现 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ。 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ 是 β⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 中最丰富的一个属，在矿石风化

和氮固定方面具有重要作用［３５］。 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ 是放线菌中最主要的一个属，广泛的存在于土壤中。 该属的许

多种类在不同植物的土壤微生物区系中占优势地位［３６］，并参与有毒金属（包括铜、锰、镍和铅）的生物吸

附［３７］。 值得注意的是：（１）克隆文库中存在大量未归类的细菌种类，这可能与凤丹根际土壤形成的特殊微环

境有关［１１］；（２）仅在 ＴＣｕ 含量最高 ＹＳ 和 ＬＹ 发现了厚壁菌门的细菌优势菌属，这一结果与前人研究结论相一

致［３８］；（３）凤丹地道产区（ＦＨ 和 ＹＳ）与非地道产区（ＢＺ、ＨＺ 和 ＬＹ）根际土壤细菌优势菌群均为变形菌门（包
括 ａｌｐｈａ、ｂｅｔａ、ｇａｍｍａ、ｄｅｔｌａ 亚门）、酸杆菌门、放线菌门，这可能是因为这些优势菌群普遍存在于种植凤丹的

根际土壤中。 为了更深入地研究凤丹地道产区与非地道产区根际细菌群落间的差异，后续将所有剩下的

９　 １７ 期 　 　 　 张永敢　 等：药用植物凤丹（Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ）根际土壤细菌群落 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＡＲＤＲＡ 分析 　
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ＯＴＵｓ 进行测序和系统发育分析。

４　 结论

目前，１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因克隆文库和 ＡＲＤＲＡ 方法已广泛应用于生物群落结构和多样性研究中。 该方法体

系可以反映群落基因组的遗传信息和单个菌株的系统发育信息，但是，要获得较全面的群落结构信息，就需要

进行大量样品分析，以确保所构建的克隆文库库容达到要求。
我国药用植物凤丹（Ｐ． ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ）主要分布区域的根际土壤细菌种群有 １１ 类和 ３ 个未归类细菌，其中

变形菌门和酸杆菌门为文库中的主要菌群，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｓｐ． 和 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． 为优势菌属。
表明我国药用植物凤丹（Ｐ． ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ）主要分布区域的根际土壤细菌种群不仅具有丰富的多样性， 还存在

丰富的潜在新种类。
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