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耐铜植物茵陈蒿根际细菌群落结构及影响因素
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摘要：采用 ＭｉＳｅｑ 高通量测序技术对耐铜植物茵陈蒿根际的细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 Ｖ３—Ｖ４ 区片段进行了测序，研究了细菌群落

结构的变化，并分析了其与土壤环境因子的关系。 研究表明，采样点 Ｃｕ３ 中细菌群落的多样性、丰富度、均匀度、ＡＣＥ 指数、
Ｃｈａｏ１ 指数等均显著低于 Ｃｕ１ 和 Ｃｕ２，但 Ｃｕ３ 的覆盖度高于 Ｃｕ１。 排名前 １０ 的优势细菌门总相对丰度均在 ９５％以上，其中 ８ 个

优势细菌门在 ３ 个采样点中是相同的，包括 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门）、Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ（酸杆菌门）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）、
Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ（芽单胞菌门）、 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ （放线菌门）、 Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ （疣微菌门）、 Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ （浮霉菌门） 和

Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ（未分类门）等。 采样点 Ｃｕ１ 中变形菌门、拟杆菌门和芽单胞菌门的相对丰度显著高于其他两个采样点，而酸杆菌

门、放线菌门、疣微菌门、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）和未分类门则刚好相反，表明细菌对胁迫环境的适应能力有明显差异。 主坐标

和冗余分析表明，３ 个采样点的细菌群落结构发生了明显改变。 土壤环境因子与细菌群落的变化关系密切，８ 个因子的特征值

共解释了 ９７．５％的总方差。 其中，总铜、总磷、ｐＨ、有效磷和有机质为显著性因子，可以解释 ９３．９％的群落变化，但影响不同采样

点细菌群落的主导因子有所差异。
关键词：重金属污染土壤；植物修复；根际细菌；群落结构；高通量测序
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ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ Ｃｕ１ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐＨ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｏｔａｌ Ｃｕ． Ｉｔ ｉｓ ｏｆ ｖｉｔａｌ
ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｈｏｗ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｃｈａｎｇｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｐｌａｎｔ⁃ｍｉｃｒｏｂｅ ｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｏｉｌｓ； ｐｈｙｔｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ； ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａ； ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ； ｈｉｇｈ⁃
ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

由于矿产的开采与冶炼、大气沉降、污灌、肥药使用和工业排放的影响，导致土壤重金属污染越来越严重。
我国耕地土壤的点位超标率达 １９．４％，主要以镉、镍、铜等重金属无机污染为主［１］。 目前，土壤重金属污染已

成为全球性的环境问题之一，重金属污染土壤的修复、治理与复垦已经成为环境科学和生态学研究的热点领

域。 其中，植物修复作为一种原位修复技术，不仅处理成本低、环境友好，而且具有多重生态功能，受到国内外

学者的高度关注［２⁃３］。 但植物修复也存在处理周期长、适用范围窄、处理效率低等缺陷，而且有可能通过取食

作用增加植食性动物面临的生态风险［４⁃５］。 近年来，利用植物和微生物之间的相互作用，建立植物－微生物联

合修复体系，强化植物修复效率成为重要的发展趋势［６⁃７］。
微生物是联系植物与土壤环境的重要纽带，对两者间的相互作用具有重要的调节功能。 微生物及其产生

的各种代谢物广泛参与土壤、沉积物等环境介质中的物理、化学和生物化学反应，影响重金属的迁移、转化和

生物有效性，进而影响植物的生长和对重金属的吸收与积累［６， ８⁃１０］。 一方面，土壤微生物可以吸附或聚集重

金属［１１］，从而降低重金属对植物的胁迫。 另一方面，微生物释放的有机物能够络合和浸出重金属，提高其生

物有效性［１２］。 研究发现，在氨基酸等有机物的作用下，纳米氧化铜浸出的 Ｃｕ２＋高达 ６０％—７５％，从而更易于

被植物所吸收［１３］。 海州香薷（Ｅｌｓｈｏｌｔｚｉａ ｓｐｌｅｎｄｅｎｓ Ｎａｋａｉ）根际的耐铜细菌通过分泌有机酸，增加了铜的生物有

效性，显著提高了植物对铜的累积水平，缩短了修复周期［１４］。 微生物不仅可以改变重金属形态，而且可以影

响其粒径大小。 研究表明，多种耐硒细菌可以将高浓度的硒酸盐或亚硒酸盐还原为纳米级单质硒，从而降低

其生物毒性，可应用于硒污染土壤或水体的修复［１５］。
微生物在重金属植物修复中的作用因具体的微生物、植物和重金属类型，以及环境条件的差异而有所差

别。 目前，大多数研究主要通过从环境介质中分离、筛选、驯化等方式对特定功能的少数微生物加以利用。 但

是，现实环境中微生物是以群落的形式存在的，微生物间的相互作用对植物修复效率也具有重要影响［１６］。 因

此，研究植物根际的微生物群落，分析影响其群落结构的关键环境因子，对更好地发挥微生物的功能具有重要

意义。
茵陈蒿（Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ Ｔｈｕｎｂ．）是一种传统的中药材，也是铜矿废弃地次生演替过程中的先锋植物，

具有较强的铜耐性［２， ４］，根部铜积累量高达 ５３３ ｍｇ ／ ｋｇ［１７］。 目前，国内外关于茵陈蒿根际微生物群落，以及在

铜矿废弃地修复方面的相关研究还很少。 本研究通过高通量测序法，研究了茵陈蒿根际的细菌群落结构，分
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析了细菌群落与土壤环境因子间的关系，本研究结果将为阐明细菌群落变化的关键驱动因子，更好地利用功

能细菌强化铜矿废弃地的植物修复提供参考［１６］。

１　 材料与方法

１．１　 采样点概况和样品采集

本研究采样点位于安徽省芜湖市南陵县大工山———凤凰山古铜矿区的一处铜矿废弃地（３０°５５′５１″Ｎ，
１１８°９′２３″Ｅ）。 该地区属北亚热带湿润型季风气候区，东亚季风盛行，年均降雨量约 １４００ ｍｍ，年均蒸发量约

１３７７ ｍｍ，年平均气温约 １５．８℃。 该铜矿废弃地废弃时间超过 ５０ 年，土壤为发育于坡积母质的棕红壤，质地

属沙质土壤，极易发生水土流失。 但是，表层土由于长期自然演替导致腐殖质含量较高。 在研究点内，植被类

型以草本植物为主（占 ４０％以上），海州香薷、鸭跖草（Ｃｏｍｍｅｌｉｎａ ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌ．）、茵陈蒿、酸模（Ｒｕｍｅｘ ａｃｅｔｏｓａ
Ｌ．）和头花蓼（Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃａｐｉｔａｔｕｍ Ｂｕｃｈ．⁃Ｈａｍ． ｅｘ Ｄ． Ｄｏｎ）等为优势种，零星散布着少量枸骨冬青（ Ｉｌｅｘ ｃｏｒｎｕｔａ
Ｌｉｎｄｌ． ｅｔ Ｐａｘｔ）和白花泡桐（Ｐａｕｌｏｗｎｉａ ｆｏｒｔｕｎｅｉ （Ｓｅｅｍ．） Ｈｅｍｓｌ．）等灌木和乔木［４］。

本研究以 ３ 个面积约为 ２０ ｍ２的废弃地作为采样点，样点之间相距约 １００—１２０ ｍ。 每个采样点随机选取

４ 个 １ ｍ × １ ｍ 的样方（每个样方作为一个重复）。 将样方内的茵陈蒿整株取出，采用抖根法收集根际土壤，
同一样方内的土样混合均匀，作为一个混合样（约 ２００ ｇ）。 每个采样点的 ４ 个样品不混合，共计 １２ 个样品。
所有土壤样品立即带回实验室，部分新鲜土壤用于提取细菌总 ＤＮＡ，其余土壤自然风干后待用。
１．２　 试验方法

１．２．１　 土壤理化性质测定

土壤 ｐＨ 的测定：称取过 １ ｍｍ 筛孔的风干土 １０ ｇ，加入 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＫＣｌ 溶液 ２５ ｍＬ（土水比为 １∶２．５），摇
匀 ３０ ｍｉｎ 后用 ｐＨ 计进行测定。 土壤总磷和有效磷测定：分别采用 Ｈ２ＳＯ４⁃ＨＣｌＯ４消解和 ＨＣｌ⁃Ｈ２ＳＯ４浸提，钼铵

蓝比色法进行测定。 有机质的测定采用 Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７⁃Ｈ２ＳＯ４稀释热法［１８］。 土壤 Ｃｕ、Ｚｎ 总量采用 ＨＦ⁃ＨＣｌＯ４⁃ＨＮＯ３消

解，有效态 Ｃｕ、Ｚｎ 通过 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＨＣｌ 浸提［１８］，通过火焰原子吸收分光光度计（ＡＡ⁃６６５０，岛津，日本）测定。
１．２．２　 细菌宏基因组 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序

利用土壤基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒（ＦａｓｔＤＮＡ􀳏 Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ）提取土壤微生物基因组 ＤＮＡ。 总 ＤＮＡ 用

１％琼脂糖电泳进行检测，再稀释 １０ 倍后用于 ＰＣＲ 扩增。 利用 Ｑｕｂｉｔ２．０ ＤＮＡ 检测试剂盒对基因组 ＤＮＡ 进行

精确定量，以确定 ＰＣＲ 反应应加入的 ＤＮＡ 量。 ＰＣＲ 所用的引物已经融合了 ＭｉＳｅｑ 测序平台的 Ｖ３—Ｖ４ 区通

用引物，引物序列见表 １。

表 １　 测序引物及序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒｓ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

３４１Ｆ （５′→３′） ＣＣＣＴＡＣＡＣＧＡＣＧＣＴＣＴＴＣＣＧＡＴＣＴＧ （ｂａｒｃｏｄｅ） ＣＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧＣＡＧ

８０５Ｒ （５′→３′） ＧＡＣＴＧＧＡＧＴＴＣＣＴＴＧＧＣＡＣＣＣＧＡＧＡＡＴＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＨＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ

ＰＣＲ 体系包括 １０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ、ｄＮＴＰ（每种 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ０．５ μＬ、基因组 ＤＮＡ １０ ｎｇ、Ｂａｒ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ Ｆ
（５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０．５ μＬ、Ｐｒｉｍｅｒ Ｒ （５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０．５ μＬ、Ｐｌａｎｔｉｕｍ Ｔａｑ （５ Ｕ ／ μＬ） ０．５ μＬ，补充无菌水至 ５０ μＬ。
ＰＣＲ 扩增条件为：９４℃预变性 ３ ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ ｓ，４５℃退火 ２０ ｓ、６５℃延伸 ３０ ｓ，共 ５ 个循环；９４℃变性 ２０ ｓ，
５５℃退火 ３０ ｓ、７２℃延伸 ３０ ｓ，共 ２０ 个循环；最后 ７２℃延伸 ５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 结束后，对 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖电

泳，用琼脂糖回收试剂盒（ｃａｔ：ＳＫ８１３１）对 ＤＮＡ 进行回收。 回收产物用 Ｑｕｂｉｔ２．０ ＤＮＡ 检测试剂盒定量，根据

测得的 ＤＮＡ 浓度，将所有样品按照 １∶１ 的比例进行混合，混合后充分震荡均匀。 该混合样品由上海生工生物

工程有限公司进行后续的样品建库与宏基因测序。
１．３　 分析方法

１．３．１　 根际细菌多样性指标分析

　 　 将多条序列按其序列间的距离进行聚类，根据序列之间的相似性作为域值分成操作分类单元

１８６７　 ２２ 期 　 　 　 邵宗圆　 等：耐铜植物茵陈蒿根际细菌群落结构及影响因素 　
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（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ， ＯＴＵ），序列相似性域值设为 ０．９７。 采用 ｕｃｌｕｓｔ 软件（ｕｃｌｕｓｔ ｖ１．１．５７９）对 ＯＴＵ 进行

聚类，ｕｃｌｕｓｔ 首先筛选出序列中最长的 ｒｅａｄｓ 作为种子序列，找出所有与该序列的相似度在阈值范围内的序

列，并归为一个类，而后依次执行此步骤，直到所有序列均完成聚类，每一个类作为一个 ＯＴＵ。
细菌 Ａｌｐｈａ 多样性指标包括丰富度指数、Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数、均匀度、ＡＣＥ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数和覆盖度。

丰富度指数通过 ＯＴＵ 的个数来计算，香农⁃威纳指数衡量群落的异质性，通过公式（１）进行计算，其中 Ｐ ｉ为第 ｉ
种细菌数量占细菌总量的比值。 均匀度按公式（２）计算，其中 Ｓ 为细菌的总物种数。

Ｈ ＝－ ∑
Ｓ

ｉ ＝ １
Ｐ ｉ × ｌｎＰ ｉ （１）

ＥＨ ＝ Ｈ ／ ｌｎＳ （２）
ＡＣＥ 指数用以估计群落中含有的 ＯＴＵ 数目，是生态学中估计物种总数的常用指数之一，按公式（３）

计算：

ＳＡＣＥ ＝

Ｓａｂｕｎｄ＋
Ｓｒａｒｅ

ＣＡＣＥ
＋ ｎ１
ＣＡＣＥ

γ^２
ＡＣＥ， ｆｏｒ γ^ＡＣＥ＜０．８０

Ｓａｂｕｎｄ＋
Ｓｒａｒｅ

ＣＡＣＥ
＋ ｎ１
ＣＡＣＥ

γ～ ２
ＡＣＥ， ｆｏｒ γ^ＡＣＥ≥０．８０

ì

î

í

ï
ï
ï

ï
ï
ï

（３）

Ｎｒａｒｅ ＝ ∑
ａｂｕｎｄ

ｉ ＝ １
ｉｎｉ

ＣＡＣＥ ＝ １ － ｎ１
Ｎｒａｒｅ

γ^２
ＡＣＥ ＝ ｍａｘ［

Ｓｒａｒｅ∑ ａｂｕｎｄ

ｉ ＝ １
ｉ（ ｉ － １）ｎｉ

ＣＡＣＥＮｒａｒｅ（Ｎｒａｒｅ － １）
－ １，０］

γ～ ２
ＡＣＥ ＝ ｍａｘ［ γ^２

ＡＣＥ｛１ ＋
Ｎｒａｒｅ（１ － ＣＡＣＥ）∑ ａｂｕｎｄ

ｉ ＝ １
ｉ（ ｉ － １）ｎｉ

Ｎｒａｒｅ（Ｎｒａｒｅ － ＣＡＣＥ）
｝，０］

其中，ｎｉ ＝含有 ｉ 条序列的 ＯＴＵ 数目；Ｓｒａｒｅ ＝含有“ａｂｕｎｄ”条序列或者少于“ ａｂｕｎｄ”的 ＯＴＵ 数目；Ｓａｂｕｎｄ ＝多于

“ａｂｕｎｄ”条序列的 ＯＴＵ 数目；ａｂｕｎｄ＝“优势”ＯＴＵ 阈值，默认为 １０。
Ｃｈａｏ１ 指数也是估计群落中含 ＯＴＵ 数目的指数。 计算公式如下：

ＳＣｈａｏ１ ＝ Ｓｏｂｓ ＋
ｎ１（ｎ１ － １）
２（ｎ２ ＋ １）

（４）

其中，ＳＣｈａｏ１ ＝估计的 ＯＴＵ 数； Ｓｏｂｓ ＝实际 ＯＴＵ 数； ｎ１ ＝只有一条序列的 ＯＴＵ 数目；ｎ２ ＝只有两条序列的 ＯＴＵ
数目。

覆盖率数值越高，则样本中序列没有被测出的概率越低。 该指数反映了本次测序结果是否代表样本的真

实情况。 计算公式为：

Ｃ ＝ １ －
ｎ１

Ｎ
（５）

其中，ｎ１ ＝只含有一条序列的 ＯＴＵ 的数目；Ｎ ＝抽样中出现的总序列数目。
细菌群落 Ｂｅｔａ 多样性可以用来比较多组样本之间的差别，本研究利用 Ｆａｓｔ ＵｎｉＦｒａｃ 软件进行主坐标分析

（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣｏＡ）。
１．３．２　 基于 Ｃａｎｏｃｏ 软件的冗余分析（ＲＤＡ）

利用 Ｃａｎｏｃｏ（ｖｅｒｓｉｏｎ ４．５， Ｃｅｎｔｒｅ ｆｏｒ Ｂｉｏｍｅｔｒｙ， Ｗａｇｅｎｉｎｇｅｎ， Ｔｈｅ Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）软件分析土壤理化因子和细

菌群落之间的关系。 首先，对茵陈蒿根际土壤细菌群落做降趋势对应分析（Ｄｅｔｒｅｎｄｅｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ，
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ＤＣＡ）。 结果显示，四个排序轴中最长轴为 １． ０３，小于 ３，因此本研究选择基于线性模型的冗余分析

（Ｒｅｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＲＤＡ）方法进行排序［１９］。
蒙特卡罗置换检验（Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ）用以检验限制性排序模型的显著性，置换次数选择默认值

４９９ 次。 预筛选（Ｆｏｒｗａｒｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｓ）可以检验哪种环境因子对细菌群落组成有显著性的影响。 根据预筛选的

结果，通过偏冗余分析（ｐａｒｔｉａｌ ＲＤＡ）的 ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ 能够确定具有显著性影响的各因子的贡献率［１９］。
１．３．３　 数据分析

使用 ＳＰＳＳ ２０．０ 对土壤理化性质数据进行统计分析，先进行正态分布和方差齐性检验，然后做单因素方

差分析。 不同处理的均值在 ５％的显著性水平下做 ＬＳＤ（Ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ）多重比较。

２　 结果与分析

２．１　 土壤理化性质

采样点土壤理化性质见表 ２［４］。 结果显示，土壤均属于酸性土，不同样点的酸度有显著差异（Ｐ＜０．０５），其
中样方 Ｃｕ１ 的 ｐＨ 最高。 土壤的总铜平均浓度在 ７．８１—２５．７６ ｇ ／ ｋｇ 之间，有效铜平均浓度在 １．３１—５．１３ ｇ ／ ｋｇ
之间，远远超过《土壤环境质量标准（ＧＢ１５６１８—１９９５）》中的三级标准限值，重金属铜污染严重。 ３ 个采样点

土壤铜浓度成递增趋势，其中 Ｃｕ３ 与其他两个采样点之间铜浓度有显著差异（Ｐ＜０．０５）。 土壤中有机质的含

量在 ６．４０—２９．３５ ｇ ／ ｋｇ 之间，３ 个采样点之间均有显著差异（Ｐ＜０．０５），总磷含量在 ０．２２—０．５３ ｇ ／ ｋｇ 之间。 总

锌浓度平均在 ０．２２—０．４３ ｇ ／ ｋｇ 之间，Ｃｕ３ 采样点的总锌、有效锌水平显著高于其他两个采样点。 所有采样点

均受到铜、锌两种重金属的复合污染。

表 ２　 土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

土壤性质
Ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

采样点 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

Ｃｕ１ Ｃｕ２ Ｃｕ３
ｐＨ ６．９８±０．０６ａ ４．９０±０．０５ｃ ５．８２±０．０６ｂ
有机质 Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ６．４０±０．４１ｃ ２９．３５±０．７８ａ ２２．２１±０．９３ｂ
总磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ０．２２±０．０２ｂ ０．５０±０．０３ａ ０．５３±０．０５ａ
有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ８．９９±０．０５ｃ １７．５０±０．５２ａ １４．９０±０．４１ｂ
总铜 Ｔｏｔａｌ Ｃｕ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ７．８１±０．７１ｂ １１．９０±１．１１ｂ ２５．７６±１．９５ａ
有效铜 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｃｕ ／ （ｇ ／ ｋｇ） １．３１±０．０３ｂ １．５１±０．０６ｂ ５．１３±０．１４ａ
总锌 Ｔｏｔａｌ Ｚｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ０．２２±０．０３ｂ ０．２５±０．０１ｂ ０．４３±０．０７ａ
有效锌 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｚｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ８．１４±０．７５ｂ ９．２７±０．４１ｂ １３．０１±０．９９ａ

　 　 表中数据为平均值±标准误差，用不同字母标记的数据表示在 ５％的显著性水平下有显著性差异 Ｐ＜０．０５

　 图 １　 茵陈蒿根际土壤细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 Ｖ３—Ｖ４ 区琼脂凝胶

电泳图

Ｆｉｇ．１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｖ３—Ｖ４ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ

ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ

Ｃｕ１、 Ｃｕ２ 和 Ｃｕ３ 代 表 Ｗ３ 个 采 样 点， Ｍ 标 记 物 ＧＭ３３１，

Ｍａｒｋｅｒ ＧＭ３３１

２．２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增产物

土壤细菌总 ＤＮＡ 片段长度约为 １００００ ｂｐ 左右。
１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 Ｖ３—Ｖ４ 区扩增产物 １．５％的琼脂糖凝胶

电泳检测结果见图 １（Ｍａｒｋｅｒ： ＧＭ３３１）。 特异性引物对

能够扩增出 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 Ｖ３—Ｖ４ 区片段，扩增产物

大约 ６００ ｂｐ。 目的片段亮度高，没有非特异性扩增，可
用于后续宏基因测序。
２．３　 微生物 Ａｌｐｈａ 多样性指标

所有采样点测序文库的覆盖度均达到 ９０％以上，
说明绝大部分细菌的序列可以被测出，测序结果有较好

的代表性。 细菌丰富度指数用于衡量各采样点细菌种

类数量，通过 ＯＴＵ 的个数来计算，数量均在 ５７００ 条以

３８６７　 ２２ 期 　 　 　 邵宗圆　 等：耐铜植物茵陈蒿根际细菌群落结构及影响因素 　
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上，表明各采样点的细菌丰富度非常高。 在铜浓度较低的 Ｃｕ１ 采样点，其丰富度、香农威纳指数、ＡＣＥ 指数和

Ｃｈａｏ１ 指数分别为 １１５０３、７．４０、４００８８ 和 ２６４７６，在 ３ 个采样点中均为最大值。 Ｃｕ１ 和 Ｃｕ２ 两个采样点的所有

多样性指数均无明显差异，与土壤铜、锌的结果相一致。 但是，除覆盖度以外，两个采样点的其他所有指数均

显著高于 Ｃｕ３（Ｐ＜０．０５，表 ３）。

表 ３　 土壤细菌群落多样性指标

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

多样性指标
Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ

采样点 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

Ｃｕ１ Ｃｕ２ Ｃｕ３

覆盖度 Ｃｏｖｅｒａｇｅ ０．９０±０．０２ｂ ０．９３±０．０１ａｂ ０．９７±０．００ａ

丰富度（Ｓ）Ｒｉｃｈｎｅｓｓ １１５０３±４３４ａ ９７８４±７６９ａ ５７９３±３０８ｂ

香农威纳指数（Ｈ） Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ ７．４０±０．０９ａ ７．２７±０．０５ａ ６．０７±０．１４ｂ
均匀度（ＥＨ） Ｅｖｅｎｎｅｓｓ ０．７９±０．０１ａ ０．７９±０．００ａ ０．７０±０．０１ｂ

ＡＣＥ 指数 ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ ４００８８±３８３９ａ ２９５３７±３９８５ａ １４００６±１２４８ｂ

Ｃｈａｏ１ 指数 Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ ２６４７６±１８２２ａ ２０５００±２０５０ａ １０６４３±８０６ｂ

　 　 不同字母标注的数值表示在 ５％的显著性水平下有显著性差异

图 ２　 各采样点主要细菌类群相对丰度

　 Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ

ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

２．４　 土壤中细菌的主要类群及分布

图 ２ 显示了铜矿废弃地土壤中相对丰度较高的细

菌类群所占的百分比。 各采样点相对丰度排名前 １０ 的

优势细菌所占比例均达到 ９５％以上，其中 ８ 个类群在 ３
个采样点中是相同的，包括 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门）、
Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ（酸杆菌门）、 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ （拟杆菌门）、
Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ（芽单胞菌门）、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（放线菌

门）、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ（疣微菌门）、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ（浮霉

菌门）和 Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ（未分类门）等。 在采样点 Ｃｕ１ 中，
变形菌门占比高达 ５１．６３％，虽然其他两个采样点变形

菌门优势度也最高，但与 Ｃｕ１ 相比其占比明显下降（Ｐ＜
０．０５），拟杆菌门和芽单胞菌门变化趋势与此类似。 酸

杆菌门在所有采样点中均排第 ２ 位，但与采样点 Ｃｕ１ 相

比，Ｃｕ２ 和 Ｃｕ３ 中酸杆菌门的占比明显增加（Ｐ＜０．０５），
放线菌门、疣微菌门、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）和未分类门

的变化趋势与此类似，尤其是绿弯菌门，其在 Ｃｕ３ 中的

占比高达 １５．２７％，居第 ３ 位。
２．５　 细菌群落 ＰＣｏＡ 分析

由图 ３ 可见，３ 个采样点的所有 ４ 个重复均聚类于

同一象限，说明组内变异相对较小，重复性较好，而群落之间位置较远，组间差异明显。 ＰＣｏＡ 分析结果表明，
采样点之间细菌群落组成的变异受 １１ 个主坐标成分的控制，前 ５ 个主坐标成分的特征值均大于 １％，其中前

两个主坐标成分影响最大，分别能够解释 ７４．３％和 １７．８％的变异，累计解释能力达 ９２．０７％。
２．６　 土壤细菌群落与环境因子之间的关系

蒙特卡罗置换检验结果显示，第一典范轴和所有典范轴的 Ｐ 值分别为 ０．００４（Ｆ ＝ １１．１４５）和 ０．００２（Ｆ ＝

１４．７２０），表明该排序模型的解释变量（即土壤环境因子）可以很好地解释响应变量（即土壤细菌群落结构）的
变化，且第一典范轴的影响十分显著。 茵陈蒿根际土壤细菌群落与根际土壤环境因子的冗余分析结果见表

４。 土壤细菌群落结构与 ４ 个典范轴均具有很高的相关性（＞０．９６９），其中 ＲＤＡ 前两个排序轴的特征值分别为

４８６７ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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图 ３　 各采样点细菌群落 ＰＣｏＡ 聚类

　 Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

０．７８８ 和 ０．１３５，分别解释了 ７８．８％和 １３．５％的细菌物种

变化。 本文所选的 ８ 个土壤环境因子的特征值共解释

了 ９７．５％的总方差，对茵陈蒿根际土壤细菌的物种梯度

分布有十分显著的影响。
为了找到可能影响茵陈蒿根际土壤细菌群落组成

的主要因子，对 ８ 个理化因子进行了预筛选。 分析结果

表明：总铜、总磷、ｐＨ、有效磷和有机质能显著影响茵陈

蒿根际土壤细菌的群落组成（Ｐ＜ ０．０５）。 根据预筛选的

结果，对上述 ５ 个因子进行 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ 分析，
从而得到各因子独立影响细菌群落的强度［２０］。

对茵陈蒿根际土壤细菌群落具有显著性影响的理

化因子单独解释的贡献率和总贡献率结果见表 ５。 从

表中可以看出，土壤总铜对细菌群落的变化解释能力最

高，为 ６０．６％（Ｐ＝ ０．００２），其次为总磷、ｐＨ、有效磷和有

机质，解释能力依次为 ２６．８％、２６．３％、２５．０％和 ２１．０％，
蒙特卡罗置换检验显示其 Ｐ 值均达到显著水平。 上述

５ 个因子总的解释能力为 ９３．９％，因此有 ６５．８％的解释

能力来自 ５ 个因子的重叠部分，说明因子之间对土壤细菌群落的影响存在较大相关性。

表 ４　 土壤细菌群落冗余分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

排序轴
Ａｘｅｓ

特征值
Ｅｉｇｅｎ ｖａｌｕｅ

物种⁃环境相关系数
Ｓｐｅｃｉｅｓ⁃ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

物种累积百分
比变化率

Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ％
ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ

物种⁃环境累积
百分比变化率
Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ％

ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ⁃
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

典范特征值总和
Ｓｕｍ ｏｆ ａｌｌ ｃａｎｏｎｉｃａｌ

Ｅｉｇｅｎ ｖａｌｕｅｓ

Ａｘｉｓ１ ０．７８８ ０．９９８ ７８．８ ８０．８ ０．９７５

Ａｘｉｓ２ ０．１３５ ０．９８６ ９２．３ ９４．６

Ａｘｉｓ３ ０．０２１ ０．９９９ ９４．３ ９６．７

Ａｘｉｓ４ ０．００９ ０．９６９ ９５．２ ９７．７

表 ５　 土壤环境因子偏冗余分析（ｐＲＤＡｓ）

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｐａｒｔｉａｌ ＲＤＡｓ ｔｅｓｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

模型参数
Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ

特征值
Ｅｉｇｅｎ ｖａｌｕｅ

解释能力 ／ ％
Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｅｘｐｌａｉｎｓ ｓｏｌｅｌｙ Ｆ Ｐ

总铜 Ｔｏｔａｌ Ｃｕ ０．６０６ ６０．６ １２．３０９ ０．００２

总磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ０．２６８ ２６．８ ５．４４６ ０．００２

ｐＨ ０．２６３ ２６．３ ５．３４５ ０．００２

有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ０．２５０ ２５．０ ５．０６６ ０．００２

有机质 Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ ０．２１０ ２１．０ ０．２５８ ０．００２

所有参数 Ａｌｌ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｔｏｇｅｔｈｅｒ ０．９３９ ９３．９ １８．４３９ ０．００２

双序图（图 ４）显示了各采样点的细菌群落与土壤理化因子间的关系。 各采样点的 ４ 个重复均相距较近，
表明采样点内部的变异相对较小，这与 ＰＣｏＡ 的结果是一致的。 对采样点 １ 影响最大的是土壤 ｐＨ，其他因子

与该采样点的细菌群落呈负相关。 采样点 ２ 则主要受有效磷、有机质、总磷和总铜的影响，与土壤 ｐＨ 则呈负

相关。 影响采样点 ３ 的主要因子是总铜，其次是总磷、有效磷和有机质。 可以看出，影响采样点 ２ 和 ３ 细菌群

５８６７　 ２２ 期 　 　 　 邵宗圆　 等：耐铜植物茵陈蒿根际细菌群落结构及影响因素 　



htt
p:/

/w
ww.ec

olo
gic

a.c
n

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

图 ４　 采样点和土壤理化因子 ＲＤＡ 双序图

　 Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ＲＤＡ ｂｉｐｌｏｔｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ

ｖａｒｉａｂｌｅｓ　

图中实线和实心箭头表示显著性因子，虚线和空心箭头为非显著

性因子；Ｃｕ１１—Ｃｕ１４ 表示样点 １ 的 ４ 个重复，其他样点与此相同；

ＯＭ：有机质，ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ；ＴＰ：总磷，ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＡＰ：有效磷，

ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＴＣｕ：总铜，ｔｏｔａｌ Ｃｕ；ＡＣｕ：有效铜，ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｃｕ；

ＴＺｎ：总锌，ｔｏｔａｌ Ｚｎ；ＡＺｎ：有效锌，ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｚｎ

落的因子相似，但顺序不同，两者与采样点 １ 之间均有

较大差异。

３　 讨论

３．１　 茵陈蒿根际细菌群落变化特征

根际微生物在植物吸收、运输和积累营养元素、重
金属的过程中发挥着重要作用，但目前对微生物群落及

其功能的变化研究偏少，对上述变化产生的生态学意义

的关注更显不足。 笔者前期的研究表明，随着植物群落

的演 替 和 环 境 污 染 程 度 的 提 高， 丛 枝 菌 根 真 菌

（ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｆｕｎｇｉ， ＡＭＦ）群落在短时间内物

种组成和相对丰度均产生了明显变化，其对宿主的功能

和偏好性（ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）也发生改变，从而影响植物间的

相互作用， 反作用于植物群落［２１⁃２３］。 本研究利用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 ＭｉＳｅｑ 高通量测序平台对耐铜植物茵陈

蒿根际的土壤细菌群落进行了宏基因组测序和分析。
该技术与变性梯度凝胶电泳 （ ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＤＧＧＥ）指纹图谱和传统测序方法相比，
具有前处理简单、通量高、速度快、精度高、信息量大等

优势， 尤其对群落中的稀有种具有更高的检出能

力［２４⁃２５］，已成为微生物生态学研究中的重要方法之一。 本研究发现，采样点 Ｃｕ１ 和 Ｃｕ２ 的细菌群落多样性指

标没有差异，但细菌群落的丰富度、香农威纳指数、ＡＣＥ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数和均匀度均显著高于 Ｃｕ３。 从 ３ 个

采样点的土壤性质看，Ｃｕ１ 的有机质、总磷、有效磷等营养条件均显著低于其他两个采样点，因此物种丰富度

和多样性的降低可能主要源于铜和锌对细菌产生的胁迫作用。 从本次测序的覆盖度来看，Ｃｕ３ 却显著高于

Ｃｕ１，这可能是由于 Ｃｕ３ 中细菌种类少，多样性低，优势种优势度十分明显，非优势种所占比例很低，从而导致

绝大多数细菌都能被所检出。
本次测序采用 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 软件进行物种分类，共分为门、纲、目、科、属等 ５ 个层次。 分类越精细其数

量越大，３ 个采样点所检出的属均在 ７００ 个以上，因此为便于分析本研究从最高分类单元进行比较。 各采样

点的优势细菌门优势度非常明显，排名前 １０ 的细菌门占比达 ９５％以上，而且优势细菌门在 ３ 个采样点中绝大

部分是相同的，趋同现象明显。 这可能是由于铜胁迫对耐铜能力相对较弱的细菌产生了显著的选择压力，导
致耐铜细菌获得了相对的优势。 与此类似，通过 ＤＧＧＥ 分析该铜矿废弃地上海州香薷根际的 ＡＭＦ 群落，结果

显示 ＡＭＦ 均来自 Ｇｌｏｍｕｓ 属，表明该属具有较强的耐铜能力［２２］。 但是，优势细菌对铜的耐受能力仍有明显差

异。 变形菌门在所有采样点中优势度均最高，但在 Ｃｕ２ 和 Ｃｕ３ 中其优势度显著低于 Ｃｕ１，拟杆菌门和芽单胞

菌门同样如此；酸杆菌门、放线菌门、疣微菌门、绿弯菌门和未分类门的变化则刚好与此相反。 这可能跟不同

类别的细菌对环境的适应能力强弱有关，其中的主导因子应该仍是铜胁迫。 值得注意的是绿弯菌门，其在

Ｃｕ１ 中的相对丰度仅为 ０．５４％，但在 Ｃｕ２ 和 Ｃｕ３ 中分别达到 ４．５４％和 １５．２７％，增加非常显著，意味着该菌具有

极强的耐铜能力。
３．２　 茵陈蒿根际细菌群落的影响因素

颜庆云等［２６］发现，武汉东湖 ５ 个站点的浮游生物 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 指纹结构的聚类结果与重金属浓度的聚类

分枝关系一致，即重金属是影响浮游生物群落组成的重要因子。 为了进一步探讨影响茵陈蒿根际细菌群落的

环境因子，本研究做了 ＰＣｏＡ 和（偏）冗余分析。 分析结果表明，各采样点内部均具有较好的重复性，这可能跟

６８６７ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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较小范围（２０ ｍ２）内的废弃地土壤具有较高的同质性有关。 但是，３ 个采样点则明显聚成不同的群，说明细菌

群落之间的差异十分明显。 ＰＣｏＡ 分析显示，细菌群落的变化与 １１ 个主坐标成分有关，但主要受前几个主坐

标成分影响，其中前 ２ 个主坐标成分的解释能力达到 ９２．０７％，前 ８ 个主坐标成分可以解释 ９９．０４％的总方差。
本研究所测定的 ８ 个土壤环境因子通过冗余分析投影成 ４ 个典范轴，总解释能力达到 ９７．５％，说明茵陈蒿根

际细菌群落与这 ８ 个因子具有非常密切的关系。 前 ２ 个典范轴的累计解释能力达到 ９２．３％，与 ＰＣｏＡ 前 ２ 个

主坐标成分的结果接近。 偏冗余分析进一步明确了对茵陈蒿根际细菌群落具有显著性影响的环境因子的贡

献率。 影响最大的是总铜，其单独解释能力达到 ６０．６％，５ 个因子的总解释能力达到 ９３．９％。 双序图则清晰地

显示了影响各个采样点细菌群落的关键因子和影响程度。 采样点 Ｃｕ３ 铜浓度最高，耐铜的酸杆菌门、放线菌

门、疣微菌门、绿弯菌门和未分类门相对丰度与 Ｃｕ１ 相比均显著增加，因此该采样点与总铜浓度呈正相关关

系。 采样点 Ｃｕ１ 主要受 ｐＨ 影响，与总铜呈负相关，可能是因为 Ｃｕ１ 中的变形菌门、拟杆菌门和芽单胞菌门对

铜污染的敏感性相对较高，ｐＨ 则可以调节铜的生物有效性，从而降低铜的胁迫作用。 虽然，偏冗余分析的结

果显示有效铜、总锌、有效锌对细菌群落影响不显著，但是 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析表明，上述 ３ 个因子以及总铜与细

菌群落的丰富度、多样性和均匀度均呈显著负相关（Ｐ＜０．０５）。 这意味着偏冗余分析主要是从细菌群落整体结

构的变化而非群落的多样性进行分析的。
研究植物修复过程中根际细菌群落的变化，以及影响细菌群落结构的驱动因子，对于进一步完善植物修

复技术，加速重金属污染的植物⁃微生物联合修复具有重要参考意义［１６， ２７］。
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