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蚯蚓吞食过程中土壤理化性质与放线菌多样性的变化
特征

袁向华，周艳玲，宋清姿，脱红梅，马沁沁，王一丁∗

四川师范大学生命科学学院， 成都　 ６１０１０１

摘要：为探明土壤理化性质与放线菌多样性在蚯蚓吞食过程中的变化特征，将蚯蚓生活土壤、肠道内容物和蚓粪视作蚯蚓吞食

前、中、后阶段的 ３ 种特殊生境土壤，采用纯培养法分离纯化 ３ 阶段中的放线菌；克隆文库法分析 ３ 阶段中的放线菌多样性；国
标法测定吞食前、中、后土壤的基本理化性质；并利用主成分分析与相关性分析法分析土壤理化性质与放线菌多样性的相关性。
结果显示：从生活土壤、肠道内容物和蚓粪中分别获得 ２７ 株、１５ 株和 １７ 株放线菌，形态、培养特征及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列鉴定生活土

壤放线菌分为链霉菌属、拟诺卡氏菌属、束丝放线菌属，肠道内容物和蚓粪放线菌均属链霉菌属；放线菌多样性从生活土壤、蚓
粪、肠道内容物依次递减。 生活土壤文库含 ４０ 个 ＯＴＵｓ，分为 １１ 科，未知菌占 ２４％，类诺卡氏菌科是优势菌群；肠道内容物文库

含 ２０ 个 ＯＴＵｓ，分为 ６ 科，未知菌占 ３．３％，微杆菌科是优势菌群；蚓粪文库含 ３０ 个 ＯＴＵｓ，分为 ６ 科，未知菌占 １１．７％，链霉菌科

是优势菌群。 ３ 种土壤全磷含量无显著差异，生活土壤其余理化含量均最低，肠道内容物速效氮含量最高，蚓粪的有机质、全
氮、钾及有效磷、钾含量最高。 主成分分析和相关性分析显示：蚯蚓吞食过程中，土壤有效磷、全氮、全钾、速效钾和有机质含量

对放线菌多样性影响较大，其中全氮、有效磷与放线菌多样性显著负相关，相关系数分别为－０．９９８、－１，从而为明确蚯蚓、土壤与

放线菌的相互关系提供了理论依据。
关键词：放线菌；多样性；蚯蚓；土壤理化性质；纯培养；１６Ｓ ｒＤＮＡ 克隆文库；主成分分析；相关性
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随着环境破坏的加剧，人们对土壤生态环境的保护意识日益增强，探究土壤与生物间的相互关系显得尤

为重要。 蚯蚓是土壤中的主要动物类群，通过吞食作用破碎土壤，并利用肠道内的活性酶降解土壤有机物，使
土壤肥效增加［１⁃２］。 放线菌作为微生物活性物质的主要生产者［３］，为宿主提供活性物质，在蚯蚓吞食土壤过

程中主要负责腐殖酸的形成［４］，对土壤肥力及质量的改善至关重要。
蚯蚓对土壤肥力的改良主要通过吞食作用完成，含有大量微生物的土壤经蚯蚓的吞食作用进入肠道，再

以蚓粪形式排出，可将肠道内容物、蚓粪视作特殊生境下的土壤［５］。 土壤理化性质是表征土壤肥力质量的重

要指标［６］，有报道指出蚯蚓吞食过程中土壤理化性质及土壤放线菌数量均发生改变［７⁃９］，但放线菌多样性变

化特征及两者之间的相关性未见报道。 探明蚯蚓吞食过程中土壤放线菌多样性与土壤理化性质的变化特征

及相关性，可揭示该过程中放线菌多样性变化与土壤理化性质的动态关系，为土壤的生物修复提供理论依据。
本研究将蚯蚓生活土壤、肠道内容物及蚓粪视作蚯蚓吞食作用的前、中、后阶段，分离纯化 ３ 个阶段中的放线

菌，采用克隆文库法分析 ３ 个阶段中放线菌的多样性，并探究土壤理化性质与放线菌多样性的变化特征，为阐

明蚯蚓、土壤理化性质、放线菌多样性的相关性提供理论依据，对环境保护、土壤生态维护具有重要应用价值。

１　 材料与方法

１．１　 样品采集及处理

研究样地位于四川省成都市青白江区大同镇某耕地（３０°４１′３３＂ Ｎ，１０４°１３′３７＂ Ｅ），属亚热带季风性湿润

气候，土壤类型为水稻土类，采取水旱轮作方式，种植作物为水稻、油菜、莴笋等。
采用 Ｓ 形布点法［１０］ 于 ０—２０ ｃｍ 采集耕层土壤，视该土壤为蚯蚓生活土壤，并收集蚯蚓，经鉴定，该种蚯

蚓为白颈环毛蚓（Ｐｈｅｒｅｔｉｍａ ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ）。 将土壤混匀并分为 ３ 部分，分别用于测定土壤理化性质、提取土壤总

ＤＮＡ 和收集新鲜蚓粪，新鲜蚓粪收集方法参考 Ｈａｙｎｅｓ 等［１１］ 的方法。 所有样品收集后迅速带回实验室进行

实验。
除净蚯蚓体表泥土后，７５％乙醇体表灭菌、无菌水漂洗 ３ 次，解剖获得肠道内容物后混匀。

１．２　 基本理化性质测定

除去蚯蚓生活土壤、肠道内容物及蚓粪中的杂物，自然风干后碾磨过直径 ２ ｍｍ 和 ０．１５ ｍｍ 筛，按国标法

测定样品的基本理化性质［１０］，每个指标 ３ 个重复，ＳＰＳＳ １８．０ 对基本理化性质进行显著性检验。
１．３　 可培养放线菌的分离、鉴定及系统发育分析

１．３．１　 可培养放线菌的分离、鉴定

　 　 制备 ３ 种样品的水溶液，４０℃、１４０ ｒ ／ ｍｉｎ 震荡 ３０ ｍｉｎ，每个样品 ３ 个平行，参照史学群的优化方法分离、
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纯化放线菌［１２］，按阮继生的方法鉴定、合并相同菌株［１３］。
１．３．２　 可培养放线菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列测定

酶法提取菌体总 ＤＮＡ，以细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因通用引物 ２７Ｆ（５′⁃ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃３′）和 １５４０Ｒ
（５′⁃ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＡＣＣＧＣＡ⁃３′） ［１４］进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增，扩增体系：１２．５ μＬ ２×ＰＣＲ Ｍｉｘ；引物各 １
μＬ；ＤＮＡ ０．５ μＬ；双蒸水 １０ μＬ，反应程序：９４℃预变性 ３０ ｓ，９４℃变性 １０ ｓ，５５℃退火 １ ｍｉｎ，７２℃延伸 １ ｍｉｎ，３０
个循环，７２℃延伸 １０ ｍｉｎ［１５］。 ＰＣＲ 产物经电泳检测后送上海生物工程技术公司测序。
１．３．３　 可培养放线菌的系统发育分析

通过 ＢＬＡＳＴ 程序选取与所得 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列相近的模式菌株基因序列，用 ＭＥＧＡ ５．０ 根据 Ｎ－Ｊ 法构建系

统发育树，自举值为 １０００［１６］，Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ （Ｕ７５６４７．１）作外群。
１．４　 放线菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 克隆文库的构建

１．４．１　 放线菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的扩增、纯化

ＳｏｉｌＧｅｎ ＤＮＡ Ｋｉｔ 提 取 总 ＤＮＡ 并 作 为 模 板， 放 线 菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基 因 特 异 性 引 物 Ｆ２４３ （ ５′⁃
ＧＧＡＴＧＡＧＣＣＣＧＣＧＧＣＣＴＡ⁃３′）；Ｒ５１３（５′⁃ＣＧＧＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧＣＡＣＧＴＡ⁃３′） ［１７］ 扩增 ３ 种样品的放线菌 １６Ｓ
ｒＤＮＡ，ＰＣＲ 体系及程序参照韩俊的方法［１８］，产物经电泳检测后再纯化。
１．４．２　 放线菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 克隆文库的构建及阳性克隆筛选

１６Ｓ ｒＤＮＡ 连至 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体上（ＴａＫａＲａ），连接体系：ｐＭＤ１９⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ １．０ μＬ， ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ５．０ μＬ，Ｔｅｍｐｌａｔｅ
４．０ μＬ。 连接产物转化感受态 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α，蓝白斑筛选后［１９］随机挑取阳性克隆送成都擎科梓熙生物技术有

限公司测序。
１．５　 免培养放线菌的系统发育分析

在线去除 １６Ｓ ｒＤＮＡ 中的载体序列（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｖｅｃｓｃｒｅｅｎ ／ ）、嵌合体（Ｃｈｉｍｅｒｉａ） ［２０］

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｏｍｐ－ｂｉｏ．ａｎｕ．ｅｄｕ．ａｕ ／ ｂｅｌｌｅｒｏｐｈｏｎ ／ ｂｅｌｌｅｒｏｐｈｏｎ．ｐｌ），Ｃｌｕｓｔａｌ－Ｘ 比对序列（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ） ［２１］，ＢｉｏＥｄｉｔ
７．０ 分析比对结果的相似性［２２］，将相似性≥９７．０％的序列划为同一操作分类单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，
ＯＴＵ） ［２３］，剔除非放线菌 ＯＴＵ，从每个 ＯＴＵ 中选一条序列按上文方法构建进化树。
１．６　 放线菌多样性分析、多样性与理化性质的相关性分析

采用 ＳＰＡＤＥ（Ｓｐｅｃｉｅｓ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ）（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｈａｏ．ｓｔａｔ．ｎｔｈｕ．ｅｄｕ．ｔｗ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅＣＥ．ｈｔｍｌ．）通
过 Ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｖｅｒａｇｅ、Ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｉｃｈｎｅｓｓ 、Ｓｈａｎｎｏｎ Ｉｎｄｅｘ、Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｉｎｄｅｘ 指数评估文库中放线菌的多样性，
用 Ａｎａｌｙｔｉｃ Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｖｅｒｓｉｏｎ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｔｒａｔａ．ｕｇａ．ｅｄｕ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）绘制稀释性曲线［２４］，Ｏｆｆｉｃｅ Ｅｘｃｅｌ ２００３
统计并处理数据，ＳＰＳＳ １８．０ 进行理化性质主成分分析及理化性质与放线菌多样性的相关性分析。

２　 结果与分析

２．１　 基本理化性质的分析

由表 １ 可知，３ 种样品的 ｐＨ 均接近中性，肠道内容物 ｐＨ 略低；肠道内容物和蚓粪中的全氮、钾和速效钾

含量相差不明显，但均显著高于蚯蚓生活土壤，肠道内容物和蚓粪中的速效钾含量尤为偏高，分别为 ０．５２ ｇ ／
ｋｇ 和 ０．５３ ｇ ／ ｋｇ，是生活土壤的 １．４ 倍；有机质和速效磷含量在生活土壤、肠道内容物和蚓粪中依次递增，其中

肠道内容物和蚓粪中的速效磷含量分别是生活土壤的 ３．６ 和 １．７ 倍；３ 种样品的全磷含量无明显差异；速效氮

含量在肠道内容物、蚓粪和生活土壤中依次递减。
２．２　 可培养放线菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 系统发育分析

可培养放线菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 系统进化树显示，蚯蚓生活土壤中的 ２７ 株放线菌（图 １），分布于 ３ 个属：链霉菌

属 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ（２５ 株），拟诺卡氏菌属 Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ（１ 株），束丝放线菌属 Ａｃｔｉｎｏｓｙｎｎｅｍａ（１ 株）。 从肠道内容物

和蚓粪分别获得 １５ 株和 １７ 株放线菌（图 ２， 图 ３），均为链霉菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ。 其中 Ｔ２３、Ｔ２６、Ｔ２８ 是生活土壤

和蚓粪的共有菌株，Ｓ４、Ｓ５、Ｓ１０ 是生活土壤和肠道内容物的共有菌株，Ｆ５、Ｆ２５ 是肠道内容物与蚓粪的共有菌
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株。 综上可知，蚯蚓吞食作用使可培养放线菌的种类及数量降低；链霉菌在蚯蚓吞食土壤的 ３ 个阶段中均是

优势菌；链霉菌是土壤中分布最广、数量最多的放线菌［２５］。

图 １　 生活土壤中可培养放线菌的系统发育树

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｌｉｖｉｎｇ ｓｏｉｌ

２．３　 克隆文库的构建

放线菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因特异性引物扩增片段约为 ２７０ｂｐ，与预计片段大小一致，经连接、转化、检验后，用
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平板保存。

表 １　 ３ 种样品的基本理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｐｈｙｓｉｃａｌ⁃ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ３ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ

样品
Ｓａｍｐｌｅｓ

ｐＨ
（Ｈ２Ｏ）

有机质
Ｔｏｔａｌ ｏｒｇａｎｉｃ Ｃ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

全氮
Ｔｏｔａｌ Ｎ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

速效氮
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｎ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

全磷
Ｔｏｔａｌ Ｐ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

有效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

全钾
Ｔｏｔａｌ Ｋ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

生活土壤
Ｌｉｖｉｎｇ ｓｏｉｌ ６．８４ ５０．６１６０±２．４９１２ｃ ０．９８９０±０．００２２ｂ ０．０６５２±０．００６１ｃ １．１８００±０．０１９１ａ ０．０２７０±０．０００６ｃ １１．７８５０±０．０７２４ｂ ０．３７７１±０．０１８１ｂ

肠道内容物
Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ６．７７ ６４．００４７±２．９０４６ｂ １．０８１０±０．００１５ａ ０．２３６４±０．０１９８ａ １．２２７１±０．０１１１ａ ０．０７６９±０．０００５ｂ １５．４７３３±０．４６９２ａ ０．５２０２±０．００１９ａ

蚓粪 Ｆｅｃｅｓ ６．８１ ７２．０４５３±１．８０１７ａ １．０８５３±０．００１６ａ ０．１１３０±０．００５６ｂ １．０６０７±０．０６６９ａ ０．０８０４±０．０００３ａ １５．９２０３±０．６８８４ａ ０．５３５２±０．０２４３ａ

　 　 注： 数据为平均值±标准差（ｎ＝３）．同列数据后标注的不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）．

图 ２　 肠道内容物中可培养放线菌的系统发育树

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｏｉｌ

２．４　 文库中操作分类单元分析

２８１ 条阳性克隆序列经检验未发现嵌合体（Ｃｈｉｍｅｒｉａ），蚯蚓生活土壤、肠道内容物、蚓粪克隆文库中分别

含有 ４０、２０、３０ 个 ＯＴＵｓ（表 ２）。
２．５　 文库中放线菌多样性分析

放线菌多样性分析结果如表 ２：蚯蚓生活土壤、肠道内容物、蚓粪克隆文库的覆盖率（Ｃ）分别为 ２０．０％、
８０．３％和 ６６．７％；物种丰富度（Ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｉｃｈｎｅｓｓ）分别为 ２５６．０、４４．０ 和 ４４．５；香农指数（Ｓｈａｎｎｏｎ Ｉｎｄｅｘ）分别为 ５．
２７９、２．６５８ 和 ３．７８９；辛普森指数（Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｉｎｄｅｘ）分别为 ０．０２８１５、０．１８７８５ 和 ０．０５０３７。

肠道内容物克隆文库覆盖率最高，该文库涵盖肠道内容物中 ８０．３％的放线菌，生活土壤和蚓粪克隆文库

包含相应环境中 ２０．０％和 ６６．７％的放线菌。 物种丰度是评估环境中放线菌种类数的一个重要指标，对比丰富

度指数可知，生活土壤中放线菌种类最多，几乎是肠道内容物和蚓粪中放线菌种类的 ５．８ 倍。 香农指数越大

说明放线菌的多样性越高，物种丰度和香农指数的一致性共同表明，生活土壤放线菌的多样性最高，蚓粪放线

菌的多样性居中，肠道内容物放线菌的多样性最低。 辛普森指数越大则均匀度越高，可见肠道内容物放线菌
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的均匀度最高，蚓粪次之，生活土壤放线菌的均匀度最低。

图 ３　 蚓粪中可培养放线菌的系统发育树

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｅａｒｔｈｗｏｒｍ ｆｅｃｅｓ

表 ２　 ３ 种样品中放线菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 文库克隆数和多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｃｌｏｎｅｓ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｔｈｅ ３ ｓａｍｐｌｅｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

总克隆数
Ｔｏｔａｌ
Ｃｌｏｎｅｓ

ＯＴＵ 数
ＯＴＵｓ

覆盖率
Ｃｏｖｅｒａｇｅ ／ ％

物种丰度
Ｓｐｅｃｉｅｓ
ｒｉｃｈｎｅｓｓ

香农指数
Ｓｈａｎｎｏｎ
ｉｎｄｅｘ

辛普森指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ
ｉｎｄｅｘ

生活土壤 Ｌｉｖｉｎｇ ｓｏｉｌ ４５ ４０ ２０ ２５６ ５．２７９ ０．０２８１５

肠道内容物 Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ６１ ２０ ８０．３ ４４．０ ２．６５８ ０．１８７８５

蚓粪 Ｆｅｃｅｓ ５１ ３０ ６６．７ ４４．５ ３．７８９ ０．０５０３７

稀释性曲线显示（图 ４），肠道内容物克隆文库的曲线已呈平缓，蚓粪克隆文库的曲线趋于平缓，而生活土

壤克隆文库的曲线几乎呈直线。 据 Ｋｅｍｐ［２６］等的理论可知，肠道内容物克隆文库基本涵盖蚯蚓肠道内容物所

有种类的放线菌，蚓粪克隆文库涵盖蚓粪中大多数种类的放线菌，但生活土壤克隆文库只涵盖蚯蚓生活土壤

中少数种类的放线菌。 这一结果映证蚯蚓吞食作用使土壤放线菌的多样性降低，放线菌的多样性在生活土

壤、蚓粪和肠道内容物中依次递减，生活土壤中有更丰富的放线菌资源。
２．６　 免培养放线菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 系统发育分析

免培养放线菌的系统进化树显示，蚯蚓生活土壤克隆文库含有 ４０ 个 ＯＴＵｓ（４５ 个克隆子），其中 １１ 个

ＯＴＵｓ（１１ 个克隆子）属未知放线菌，１ 个 ＯＴＵ（１ 个克隆子）属于酸微菌目中的酸微菌科（Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ），
２８ 个 ＯＴＵｓ（３３ 个克隆子）分布于放线菌目的 １０ 个科（图 ５），分别为假诺卡氏菌科（Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ）、类诺
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图 ４　 ３ 种样品中不可培养放线菌的稀释性曲线

　 Ｆｉｇ．４　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｕｎｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ３

ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

卡 氏 菌 科 （ Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄａｃｅａｅ ）、 诺 卡 氏 菌 科

（Ｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ）、微杆菌科（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、放线菌

科 （ Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ ）、 小 单 孢 菌 科

（Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｃｅａｅ）、分支杆菌科（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、
链 霉 菌 科 （ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ ）、 冢 村 氏 菌 科

（Ｔｓｕｋａｍｕｒｅｌｌａｃｅａｅ）、动球菌科（Ｋｉｎｅｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）。 诺卡

氏菌科含 ７ 个克隆子（１５．６％），是生活土壤中的优势放

线菌群，类诺卡氏菌科和链霉菌科分别含 ６ 个（１３％）和
５ 个克隆子（１１％），是丰度中等菌群，微杆菌科、冢村氏

菌科和动球菌科各含 １ 个克隆子（２％）。
肠道内容物克隆文库含有 ２０ 个 ＯＴＵｓ（６１ 个克隆

子），其中 ２ 个 ＯＴＵｓ 属未知放线菌（２ 个克隆子），１８ 个

ＯＴＵｓ（５９ 个克隆子）分布于放线菌目的 ６ 个科（图 ６），
分别是类诺卡氏菌科 （ Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄａｃｅａｅ ）、 链霉菌科

（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ）、诺卡氏菌科（Ｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ）、微杆

菌科（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、分支杆菌科（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）和小单孢菌科（Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｃｅａｅ）。 微杆菌科含 ４８
个克隆子（７９％），是肠道内容物中的优势放线菌群，诺卡氏菌科含 ４ 个克隆子（６．６％），是丰度中等菌群，分支

杆菌科含 １ 个克隆子（１．６％），余下 ３ 科各含 ２ 个克隆子（３．３％）。
蚓粪克隆文库含有 ３０ 个 ＯＴＵｓ（５１ 个克隆子），其中 ５ 个 ＯＴＵｓ 属未知放线菌（６ 个克隆子），２５ 个 ＯＴＵｓ

分布于放线菌目的 ６ 个科（图 ７），分别是类诺卡氏菌科（Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄａｃｅａｅ）、链霉菌科（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ）、诺卡

氏菌科 （ Ｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ ）、 微 杆 菌 科 （ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ）、 分 枝 杆 菌 科 （ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ） 和 糖 霉 菌 科

（Ｇｌｙｃｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ）。 链霉菌科含 １５ 个克隆子（２９％），是蚓粪中的优势放线菌群，微杆菌科含 １３ 个克隆子

（２５．５％），是丰度中等菌群，糖霉菌科仅含 １ 个克隆子（２％）。
综上可知，蚯蚓生活土壤（吞食前）中，放线菌多样性最高，未知放线菌数量最多；土壤经吞食作用进入蚯

蚓肠道（吞食中）导致放线菌多样性降至最低，未知放线菌数量骤减；土壤以蚓粪（吞食后）形式排出，放线菌

多样性回升，未知放线菌数量明显增加。 此外，３ 个阶段中优势菌群也有明显波动，诺卡氏菌科、微杆菌科和

链霉菌科分别是吞食前、中、后期的优势菌群，且诺卡氏菌科在 ３ 个阶段均有广泛分布。
２．７　 土壤基本理化因子的主成分分析

蚯蚓吞食过程中，土壤各理化性质共同影响放线菌多样性，因而选择主成分分析法进行多元统计分析，利
用降维思想找出主要影响因子。 根据主成分分析原理，当累积方差贡献率大于 ８５％时可基本反映系统的变

异信息。 对 ８ 个土壤基本理化因子进行主成分分析，结果（表 ３）显示 ８ 个土壤基本理化因子可分为 ２ 个成

表 ３　 主成分（ＰＣＡ）的因子载荷量、特征根与贡献率

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆａｃｔｏｒ ｌｏａｄｉｎｇ， ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅ ａｎｄ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

因子 Ｆａｃｔｏｒｓ
成分 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

１ ２
因子 Ｆａｃｔｏｒｓ

成分 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

１ ２

全氮 Ｔｏｔａｌ Ｎ １．０００ ０．００９ 有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ ０．９９９ －０．０４９

速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ ０．９９７ －０．０７７ 全钾 Ｔｏｔａｌ Ｋ ０．９９７ －０．０８０

有机质 Ｔｏｔａｌｏｒｇａｎｉｃ Ｃ ０．９３２ －０．３６２ ｐＨ －０．８１７ －０．５７７

速效氮 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｎ ０．７０９ ０．７０５ 全磷 Ｔｏｔａｌ Ｐ －０．５０８ ０．８６２

特征根 Ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅ ６．２８３ １．７１７ 贡献率 Ｐｅｒｃｅｎｔ ／ ％ ７８．５３５ ２１．４６５

累积贡献率 Ｃｕｍｌａｔｉｖｅ ／ ％ ７８．５３５ １００．０００
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图 ５　 生活土壤 １６Ｓ ｒＤＮＡ 克隆文库序列构建系统发育树

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ｂｙ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ ｆｒｏｍ ｌｉｖｉｎｇ ｓｏｉｌ

分，特征根均大于 １。 主成分 １ 中全氮、有效磷、全钾、速效钾、有机质载荷量均超过 ０．９００，说明主成分 １ 为全

氮、有效磷、钾素和有机质的综合因子，其中全氮、有效磷的载荷量在主成分 １ 中最大；主成分 ２ 中全磷、速效
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图 ６　 肠道内容物 １６Ｓ ｒＤＮＡ 克隆文库序列构建系统发育树

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ｂｙ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ ｆｒｏｍ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｏｉｌ

氮、ｐＨ 载荷量较大，其中全磷的载荷量最大。 主成分 １ 贡献率为 ７８．８３５％，主成分 ２ 的贡献率为 ２１．４６５％，主
成分 １ 贡献率最大，说明全氮、有效磷、全钾、速效钾和有机质对蚯蚓吞食过程中放线菌多样性变化起主要

作用。
２．８　 土壤理化性质与放线菌多样性的相关性分析

根据主成分分析结果，分析理化性质与多样性的相关性，结果如表 ４ 所示，可知放线菌的物种丰富度与土

壤有效磷含量呈显著负相关性，相关系数为－０．９９８；与土壤全氮含量呈极显著负相关性，相关系数为－１，可知

土壤有效磷和全氮含量升高使土壤放线菌物种数降低。 另外 ｐＨ、有机质、速效氮、速效钾、全钾等含量均与放

线菌多样性具有深刻的相关性，说明蚯蚓吞食土壤过程中，土壤理化性质与放线菌多样性相互影响。
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图 ７　 蚓粪 １６Ｓ ｒＤＮＡ 克隆文库序列构建系统发育树

Ｆｉｇ．７　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ｂｙ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ ｆｒｏｍ ｅａｒｔｈｗｏｒｍ ｆｅｃｅｓ

０１ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

３　 讨论

３．１　 土壤理化性质的变化

　 　 本研究发现，蚯蚓生活土壤（吞食前）各理化指标含量均偏低，肠道内容物（吞食中）速效氮含量最高，蚓
粪（吞食后）的有机质、全氮、全钾、有效磷、速效钾含量均最高，说明蚯蚓吞食土壤使土壤有效成分明显增加，
能显著增强土壤肥力，可将蚓粪作为优质有机肥应用于土壤改良培肥与作物增产［２７］。 土壤理化性质的主成

分分析及其与放线菌多样性的相关性发现，在蚯蚓吞食土壤过程中，土壤的全氮、有效磷含量可能与放线菌多

样性密切相关。 可见，土壤肥力增加除受到蚯蚓胃的物理破碎、肠道矿化作用影响外［２８⁃３０］，还受到肠道放线

菌种类的影响。

表 ４　 ３ 种样品放线菌多样性指数与土壤理化性质相关性分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ⁃ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ３ ｓａｍｐｌｅｓ

项目
Ｉｔｅｍ ｐＨ

有机质
Ｔｏｔａｌ

ｏｒｇａｎｉｃ Ｃ

全氮
Ｔｏｔａｌ Ｎ

速效氮
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｎ 全磷 Ｔｏｔａｌ Ｐ 速效钾

Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ
有效磷

Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ
全钾

Ｔｏｔａｌ Ｋ

覆盖率 Ｃｏｖｅｒａｇｅ －０．９２５ ０．８２８ ０．９７７ ０．８４９ －０．３０２ ０．９５４ ０．９６３ ０．９５４

物种丰度 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ０．８２３ －０．９２８ －１．０００∗∗ －０．７１７ ０．４９８ －０．９９６ －０．９９８∗ －０．９９６

香农指数 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ０．９８７ －０．６８ －０．９０３ －０．９４７ ０．０７９ －０．８６２ －０．８７６ －０．８６１

辛普森指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ －０．９５２ ０．２７ ０．６０７ ０．９８９ ０．３８５ ０．５３６ ０．５６ ０．５３４

　 　 “＋”表示两者之间呈正相关；“－”表示两者之间呈负相关；∗表示两者之间在 Ｐ＜０．０５ 水平上显著相关；∗∗表示两者之间在 Ｐ＜０．０１ 水平上

极显著相关

３．２　 放线菌多样性的变化

本研究纯培养法和免培养法均证实，放线菌的多样性在生活土壤（吞食前）、蚓粪（吞食后）和肠道内容物

（吞食中）中依次递减。 原因可能是土壤进入厌氧环境导致放线菌多样性降低［３１］；同时，蚯蚓依靠吞食大量

富含微生物的土壤颗粒维持生存［３２］，吞食过程中肠道内的纤维素酶、蛋白酶和磷酸酶可能会使土壤中部分敏

感微生物减少［３３⁃３４］；并且通过克隆文库法发现，生活土壤中少量存在的微杆菌科（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）在肠道内

容物中为绝对优势放线菌，而生活土壤和肠道内容物中少量存在的链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ）在粪便中为

优势放线菌，推测土壤中部分放线菌在肠道中大量扩增，导致肠道内容物和蚓粪放线菌多样性降低。 蚓粪放

线菌多样性略高于肠道内容物，可能因新鲜蚓粪所处的有氧环境导致放线菌多样性回升。 本研究中放线菌多

样性的变化趋势与 Ｆｕｒｌｏｎｇ 等［９］通过克隆文库法进行研究的结果一致。 Ｐａｒｔｈａｓａｒａｔｉ 等人通过可培养法所得结

果与本研究不一致［４］，可能由于蚯蚓种类及培养基不同造成［３５］。
主成分分析表明，土壤全氮、有效磷、全钾、速效钾和有机质对蚯蚓吞食过程中放线菌多样性变化影响较

大；土壤理化性质与放线菌多样性的相关性分析表明土壤有效磷、全氮含量升高导致放线菌多样性显著降低。
两种分析均表明在蚯蚓吞食过程中放线菌多样性受土壤理化性质的影响。

经克隆文库法发现，蚯蚓生活土壤（吞食前）、肠道内容物（吞食中）和蚓粪（吞食后）中的放线菌主要分

布在放线菌目，与 Ｋｎａｐｐ 等人的研究结果一致［３５］。 此外，蚯蚓吞食过程 ３ 个阶段的优势菌群有明显波动，诺
卡氏菌科为吞食前优势菌群；微杆菌属在吞食前仅占 ２％，在中期数量骤增至 ７９％，是优势菌群，在后期数量

骤减至 ２５．５％，这与 Ｈｕａｎｇ 报道的一致［３６］，推测微杆菌属放线菌有助于植物性食物的分解；吞食中期链霉菌

科分布很少，后期数量明显增加，环毛蚓的肠道环境可能利于微杆菌科放线菌的繁殖，对链霉菌科放线菌的生

存、繁殖有明显的抑制作用。
纯培养法是获得功能放线菌的必要手段，本研究共获得 ５９ 株放线菌，链霉菌占 ９６．６％，蚯蚓肠道、蚓粪两

种特殊生境中获得的链霉菌可能具备更强的活性和功能。 有研究报道，图 ２ 中 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｆｌａｖｏｇｒｉｓｅｕｓ 能产抗

霉素［３７］，可见其亲缘菌 Ｓ２、Ｓ４、Ｓ６ 很可能具有产抗霉素的能力，有待后续研究。

１１　 ４ 期 　 　 　 袁向华　 等：蚯蚓吞食过程中土壤理化性质与放线菌多样性的变化特征 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

综上，本研究通过可培养法与克隆文库法探明了蚯蚓吞食前、中、后阶段土壤放线菌多样性及土壤理化性

质的变化特征，主成分分析与相关性分析可知全氮、有效磷含量显著影响放线菌多样性；进一步完善了蚯蚓、
土壤和放线菌 ３ 者间的相互关系，为动物⁃微生物联合治理环境、保护土壤生态环境提供理论依据。
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