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摘要：树线变动会对生物多样性分布以及生态系统功能的维持造成深远影响，研究树线处土壤微生物群落及其功能，对预测高

海拔生态系统响应气候变化具有重要价值。 采用 ＭｉＳｅｑ 高通量测序技术及 ＰＩＣＲＵＳｔ 基因预测分析方法，对北京东灵山辽东栎

林及树线之上亚高山草甸的土壤细菌群落及功能进行对比研究，结果表明土壤细菌物种多样性在树线处没有发生显著的变化，
沿海拔也没有呈现出明显趋势，但细菌群落结构以及预测功能基因均发生了变化。 在 ３９ 个二级预测功能分类中有 １０ 个子功

能的相对多度在森林和草甸中具有明显差异。 其中，其他次生产物代谢的生物合成、转录、多糖生物合成和代谢、酶家族、信号

分子及交互作用、环境适应、细胞生长和死亡等的功能基因在森林中明显高于草甸中；而维他命及辅因子代谢、膜运输、内分泌

系统等的功能基因在草甸中偏高。 未来研究中，应更关注土壤微生物群落组成与功能而非物种多样性。
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树线是指从郁闭度较高的森林冠层向郁闭度较低的森林冠层过渡，并且高度≥３ｍ 的树木所处的位

置［１］。 树线作为生态交错带的主要类型，因其特有的敏感性和动态性，可以作为气候变化监测的早期信

号［２］。 树线的响应特征是表征全球变化的指示器，随着全球气候变暖，树线上移是备受关注的热点问题。 树

线上移将对生物多样性、地下微生物、乃至整个生态系统都造成严重影响［３⁃４］。 对树线上下土壤生物群落进

行研究，将会为预测高海拔生态系统及其功能对气候变化的响应提供重要参考价值。
土壤细菌是土壤微生物中数量最大、种类最多、功能多样的类群。 作为土壤中重要的分解者，土壤细菌在

整个土壤物质循环和能量流动中起着至关重要的作用。 土壤细菌与地上植物有着紧密的联系，地上植物可以

通过凋落物的输入以及根系分泌物来改变土壤的物理和化学性质［５⁃７］，从而间接影响土壤细菌群落。
土壤微生物的分类学多样性与功能多样性有密切联系，但并没有显著相关性［３， ８］。 随着高通量测序技术

的发展，土壤细菌多样性受到极大关注，但我们对土壤细菌在树线处的功能基因变化还不清楚［３， ９］。 土壤微

生物对环境的作用主要是通过微生物群落代谢功能差异来实现。 因此，了解微生物功能特性的分布规律对于

更好的理解生态系统功能、生物地球化学循环以及微生物对环境改变的响应具有重要作用［８］。
近几年发展起来的高通量测序技术，如 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台的 ＭｉＳｅｑ 测序，以及罗氏 ４５４ 等，逐步提高了对土壤

中微生物多样性的检测。 通过对标记基因如 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因进行测序，可以获得环境样品的微生物区系组成。
但是，想要获得微生物的功能信息就需要对宏基因组进行研究，其数据量庞大，成本非常高。 随着计算软件的

创新，利用预测软件对标记基因数据进行预测，分析样本中微生物群落代谢和宏基因组，成为一种高效、经济

的方法［１０⁃１２］。 ＰＩＣＲＵＳｔ（Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｂｙ Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｎｏｂｓｅｒｖｅｄ Ｓｔａｔｅｓ）是一个

开发于 ２０１２ 年的预测宏基因组功能基因的生物信息学软件包［１１］，可以通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列，预测对应细

菌和古菌的代谢功能谱，相关论文发表数量逐年增长［１３⁃１４］。 如 ２０１６ 年的一项研究［１５］通过 ＰＩＣＲＵＳｔ 预测了吸

烟人群和未吸烟人群的口腔菌群，发现有 ８３ 个基因功能代谢通路存在显著差异；Ｗｕ 等利用 ＰＩＣＲＵＳｔ 研究了

三七根腐病对应的微生物功能的改变［１６］。
本研究通过对北京东灵山辽东栎林及草甸的土壤细菌群落进行研究，提出以下科学问题：（１）树线如何

影响土壤细菌群落结构及功能基因的分布？ （２）哪些功能基因对树线这种环境突变响应显著？

１　 材料与方法

１．１　 土壤样品采集

采样地点位于北京东灵山地区。 东灵山坐落于北京森林生态系统定位研究站（３０°５７′２９ Ｎ， １１５°２５′３３
Ｅ）。 该区属暖温带半湿润季风气候，寒冷期长，积温低，冻土期长，生长季短，年均温 ５—１０℃，年降雨 ５００—
６５０ｍｍ，７０％的降水出现在 ６ 到 ８ 月［１７］。 地带性土壤类型为肥沃褐色土和棕色森林土。 从低海拔到高海拔的

植被类型有次生灌木（Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ， Ｓｐｉａｅａ ｓｐｐ）、栎树混交林（Ｑｕｅｒｃｕｓ ｌｉａｏｔｕｎｇｅｎｓｉｓ）、桦树林（Ｂｅｔｕｌａ ｄａｈｕｒｉｃａ，
ｐｌａｔｙｐｈｙｌｌａ）、亚高山草甸（Ｆｏｒｂ ｍｅａｄｏｗｓ）。

土壤样品采于辽东栎林向亚高山草甸的过渡带，在辽东栎林内取 １７ 个 １０ｍ×１０ｍ 的样方，海拔范围

１６７６—１７７０ｍ。 在树线之上的亚高山草甸共取 ２１ 个 １０ｍ×１０ｍ 样方，海拔范围 １７９０—２２８０ｍ。 去掉土壤表层

凋落物后，用环形土钻取 １０ｃｍ 厚的土壤，在每个 １０ｍ×１０ｍ 的样方中共取六钻土混合为一个样品。 新鲜土样

充分混合，过 ２ｍｍ 的筛，冷冻干燥后放入－８０℃冰箱中用于细菌 ＤＮＡ 的提取。
１．２　 样品处理

每个样品称取冷冻干燥后的土壤 ０．２５ｇ。 使用 ＭＯＢＩＯ Ｐｏｗｅｒ Ｓｏｉｌ 试剂盒（ＭＯ Ｂｉｏ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， ＵＳＡ）来提

取土壤总 ＤＮＡ，依据试剂盒内的操作流程进行。 将提取好的 ＤＮＡ 保存在－４０℃冰箱中备用。
采用 ＰＣＲ 扩增技术对细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因高变区的 Ｖ４⁃Ｖ５ 区进行扩增。 合成带有 ｂａｒｃｏｄｅ 序列（用于区
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分各个样品）及接头序列的特异引物 ５１５Ｆ ／ ９０７Ｒ（前引物，５１５Ｆ， ５′⁃ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ⁃ ３′；后引物，
９０７Ｒ， ５′⁃ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃３′）。 ＰＣＲ 扩增体系为（２５μＬ）：４μＬ ５×ＦａｓｔＰｆｕ Ｂｕｆｆｅｒ，２ μＬ ２．５ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｄＮＴＰｓ，０．４μＬ 前后引物（５ｍｍｏｌ ／ Ｌ），０．４μＬ ＦａｓｔＰｆｕ 聚合酶（ＴｒａｎｓＧｅｎ， Ｂｅｉｊｉｎｇ）以及 １０ｎｇ ＤＮＡ 模板。 反应条件

如下：９５℃预变性 ２ｍｉｎ，（９５℃ ／ ３０ｓ，５５℃ ／ ３０ｓ，７２℃ ／ ４５ｓ）×３０ 个循环，最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。 每个样品 ３ 个重

复，将同一样品的 ＰＣＲ 产物混合后用 ２％琼脂糖凝胶电泳检测，使用 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ 凝胶回收试剂盒（ＡＸＹＧＥＮ
公司）切胶回收 ＰＣＲ 产物，Ｔｒｉｓ＿ＨＣｌ 洗脱；２％琼脂糖电泳检测。 参照电泳初步定量结果，将 ＰＣＲ 产物用

ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ⁃ＳＴ 蓝色荧光定量系统（Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）进行检测，之后按照每个样品的测序量要求，进行相应比

例的混合。 之后进行 ＭｉＳｅｑ 文库构建并测序。 用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ ｐｌａｔｆｏｒｍ 的（ＰＥ ２×３００）进行高通量测序。
１．３　 数据分析

对 ＭｉＳｅｑ 测序得到的数据进行拼接，同时对序列的质量和拼接效果进行质控过滤，并根据序列末端的 ｂｏｘ
序列校正序列方向。 拼接后的数据用 ＱＩＩＭＥ ｖ．１．８．０ 软件［１８］进一步质控：序列长度小于 ２００ｂｐ，５０ｎｔ 的移动窗

口中 Ｑ 值小于 ３０，含有模糊碱基，引物碱基中有大于一个的错配，以及不能够被任何的 ｂａｒｃｏｄｅ 识别的序列，
所有包含这些条件的序列将会被去掉［１９］。 用 ＵＣＨＩＭＥ［２０］ 软件基于“ＲＤＰ Ｇｏｌｄ”数据库检测和去除嵌合体序

列。 对已去除嵌合体序列的文件依照 Ｇａｌａｘｙ 在线平台的流程先进行 ＯＴＵ 聚类分析：首先是用 ＱＩＩＭＥ 软件中

的 ｐｉｃｋ＿ｃｌｏｓｅｄ＿ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ＿ｏｔｕｓ．ｐｙ 命令基于 ９７％的相似度，依据 １３＿５ Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ 数据库，得到 ｏｕｔ＿ｔａｂｌｅ．ｂｉｏｍ，并
对其进行序列标准化，用于后续的群落结构和功能预测。

将 ＱＩＩＭＥ 软件得到的 ｂｉｏｍ 文件上传到 Ｇａｌａｘｙ 网站进行 ＰＩＣＲＵＳｔ 功能基因预测分析。 将得到的功能基

因中的信息参考 ＫＥＧＧ Ｏｒｔｈｏｌｏｇｙ 的 １ 级和 ２ 级功能基因类别划分归类，可得到预测基因组的功能组成。 研究

表明，ＰＩＣＲＵＳｔ 对于土壤中细菌的预测准确率较高［１１］。 利用 ＰＩＣＲＵＳｔ 软件对已测得的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因数据进

行预测，分析样本功能基因组成是一种高效的方法。
每个土壤样品的细菌群落丰富度是通过计算每个样品的 ＯＴＵ（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ）获得。 细菌物

种数以及预测功能基因和海拔之间的相关关系用多元或线性回归方法进行分析。 拟合适合度采用调整的 Ｒ２

和 Ｐ 进行判定。 基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 相似性矩阵的 ＰＣｏＡ 分析用于分析土壤细菌群落组成和预测基因功能多样

性的变异，并用多元的相似性分析方法 ＡＤＯＮＩＳ（Ａｄｏｎｉｓ ｔｅｓｔ， Ｖｅｇａｎ ｐａｃｋａｇｅ ｉｎ Ｒ）检验变异的显著程度［２１］。

２　 研究结果

图 １　 土壤细菌物种数沿海拔的变化（虚线代表树线处海拔）

Ｆｉｇ．１　 Ｅｌｅｖａｔｉｏｎａｌ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒｉｃｈｎｅｓｓ

２．１　 土壤细菌多样性

本研究采取的 ３８ 个样品共计得到 ８２９，７５６ 条序列，根据 ９７％的相似度共划分成 １１，６２５ 个 ＯＴＵ（物种

数）。 每个样品的序列数在 １０４５０ 到 ３０５０３ 条之间。 经过分类共计得到 ３９ 个细菌门分类单元，其中优势分类

门分 别 为 变 形 菌 门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 放 线 菌 门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门 （ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、浮霉菌门 （ Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）、绿弯菌门

（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ），占到总序列数的 ９０％以上。 优势分类门

放线菌门和酸杆菌门在森林和草甸中表现出差异，放线

菌门在森林和草甸中的相对多度分别为 １７．６％、２０．７％，
而酸杆菌门分别为 １７．５％、１３．９％。

土壤细菌物种数（ＯＴＵ）沿海拔没有表现出明显的

趋势，在树线处也没有明显的下降（图 １）。
２．２　 土壤细菌群落结构变化

基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离的细菌群落组成在 ＰＣｏＡ 分

析的第一排序轴上明显分成两个区域（Ａｄｏｎｉｓ Ｆ１，３６ ＝
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图 ２　 细菌群落结构在森林和草甸之间差异的 ＰＣｏＡ 排序分析

　 Ｆｉｇ． ２ 　 ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｏｒｅｓｔ

ａｎｄ ｍｅａｄｏｗ

５．１１６，Ｒ２ ＝ ０．１２，Ｐ＝ ０．００１；图 ２），主要是森林和草甸之

间的差异，解释率为 ２２．８％。 第二排序轴显示，在森林

和草甸内部的细菌群落组成也有差异，但小于第一排序

轴，解释率仅为 １０％。
２．３　 ＰＩＣＲＵＳｔ 基因预测

通过对 ＫＥＧＧ 数据库进行比对，共获得 ６ 类生物代

谢通路功能分析：代谢 （Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、遗传信息处理

（ Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ）、 环 境 信 息 处 理

（ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ）、 细 胞 过 程

（Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ）、有机系统（Ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｓｙｓｔｅｍｓ）、人
类疾病（Ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ）。 其中代谢、遗传信息处理、细
胞过程、人类疾病等的功能基因多度沿海拔呈现显著的

下降趋势，并且在树线处明显的下降（图 ３）。
二级功能层共包含 ３９ 种子功能，根据 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ

图 ３　 预测功能基因多度沿海拔的变化趋势（一级功能层）

Ｆｉｇ．３　 Ｅｌｅｖａｔｉｏｎａｌ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｆｉｌｅｓ （ｈｉｅｒａｒｃｈｙ ｌｅｖｅｌ １）

距离矩阵计算出预测功能基因 β 多样性，ＰＣｏＡ 分析结果发现在第一排序轴是明显分成两个区域（Ａｄｏｎｉｓ
Ｆ１，３６ ＝ ５．３８１５，Ｒ２ ＝ ０．１３，Ｐ＝ ０．００１；图 ４），森林和草甸内的细菌功能组成差异显著。

在 ３９ 个二级预测功能中有 １０ 个子功能的相对多度在森林和草甸中具有明显差异（图 ５）。 其中，其他次

生产物代谢的生物合成（Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ）、转录（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ）、多糖生物合成和代谢

（Ｇｌｙｃａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、酶家族（Ｅｎｚｙｍｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ）、信号分子及交互作用（Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）、环境适应（Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｄａｐａｔｉｏｎ）、细胞生长和死亡（Ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅａｔｈ）等的功能基因在森林中

明显高于草甸中。 而维他命及辅因子代谢 （ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｃｏｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎｓ）、 膜运输 （ Ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ）、内分泌系统（Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｓｙｓｔｅｍ）等的功能基因在草甸中偏高。
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　 图 ４　 土壤细菌预测功能基因在森林和草甸之间差异的 ＰＣｏＡ 排

序分析（二级功能层）

Ｆｉｇ．４ 　 ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｆｏｒｅｓｔ ａｎｄ ｍｅａｄｏｗ （ｈｉｅｒａｒｃｈｙ ｌｅｖｅｌ ２）

３　 讨论

土壤微生物地理学研究发现，ＯＴＵ 的多样性经常

随地理或环境梯度呈现不明显的变化［２２⁃２３］，但是群落

结构［２２］和功能基因［８，２４］常表现出明显的差异和变化趋

势。 本研究显示，土壤细菌物种多样性在树线处没有显

著变化，也没有沿海拔梯度呈现出明显的分布趋势，但
群落结构和预测功能基因都在树线处发生了显著变化，
与之吻合。

ＰＣｏＡ 分析显示，森林和草甸之间以及森林和草甸

内部的土壤细菌群落组成均有差异，说明可能存在海拔

的影响。 从森林到草甸，植物群落结构一直随海拔梯度

在变化，土壤细菌群落结构的变化可能与植物群落变化有关。 虽然很多研究认为土壤微生物物种多样性与植

物群落往往并没有显著相关［２３， ２５⁃２６］，但是土壤微生物可以通过改变土壤养分来影响植物生长和初级生产

力［２７］。 进而，植物群落通过凋落物输入与根系分泌物等过程改变土壤的理化性质。 这一过程不仅会影响土

壤微生物在群落中的有无，还会影响到其在群落中的多度，从而影响土壤微生物群落结构［２８⁃２９］。
ＰＩＣＲＵＳｔ 基因预测结果显示，代谢、遗传信息处理、细胞过程、人类疾病等 ４ 类功能基因的多度沿海拔呈

线性下降趋势，并且功能基因的组成也在树线上下明显不同。 以往的研究利用基因芯片的技术也发现了林线

交错群落功能基因多样性的变化，例如 Ｄｉｎｇ 等［３］在神农架的研究发现树线上下的灌木和针叶林群落中土壤

微生物功能基因结构组成具有明显差异；Ｓｈｅｎ 等［８］ 在长白山的研究也发现林线交错群落土壤微生物功能基

因多样性发生变化。 这些结果均表明，海拔梯度可能通过影响植物群落的变化进而影响土壤微生物的功能

基因。
已有研究表明，植物群落对土壤微生物群落结构的影响，可能会进一步导致土壤微生物群落功能组成的

差异［３０］。 树线上下的气候环境条件显著差异，植被群落明显不同，导致微生物生活的微生境及养分需求有差

异，从而对土壤微生物具有筛选作用［９］，进而影响微生物的功能组成。 一方面，森林和草甸因为凋落物输入

的差异而对土壤养分及其他生态过程产生不同的影响，从而导致土壤微生物的功能差异。 森林土壤环境中存

在着丰富的木质纤维资源，土壤微生物中存在着大量与木质纤维素代谢相关的菌系。 而草甸群落植物多样性

低，凋落物类型简单，根系不发达，根系分泌物种类及数量相对较少，因此可供微生物利用的资源较少。 降雨

淋溶、太阳光辐射等非生物因素在凋落物的分解过程中扮演重要的角色，而土壤微生物分解相对弱［３１］。 另一

方面，从森林到草甸，随海拔上升温度下降，低温可能导致土壤微生物活动减弱。 Ｄｉｎｇ 等的研究也发现温度

是影响林线两侧土壤微生物结构和功能的重要因素，本研究中一些和代谢相关的功能基因分类如其他次生产

物代谢的生物合成、多糖生物合成和代谢、酶家族等在草甸中明显下降，总体微生物功能基因多度在树线处有

明显的下降。 但是也有一些二级分类的功能基因在草甸中明显高于森林，如膜运输、内分泌系统等，这些功能

基因可能有助于微生物在相对严酷的环境中有效利用土壤养分［１６］。

４　 结论

在本项研究的海拔梯度上，土壤细菌群落结构与功能基因组成在树线上下显著差异，且功能基因多度随

海拔呈下降趋势，敏感地反映了海拔梯度及树线的环境变化，揭示了土壤和植被对土壤细菌群落的影响规律。
但是，土壤微生物功能的海拔变异研究案例很少，相关机制还不清楚，需要大力开展。 未来土壤微生物生态学

研究，也应该更加关注群落组成与功能而非物种多样性，加强微生物群落功能和结构的分布规律及机制研究。

５　 ６ 期 　 　 　 厉桂香　 等：北京东灵山树线处土壤细菌的 ＰＩＣＲＵＳｔ 基因预测分析 　
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图 ５　 预测功能基因在森林和草甸之间的差异（二级功能层）

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｏｒｅｓｔ ａｎｄ ｍｅａｄｏｗ （ｈｉｅｒａｒｃｈｙ ｌｅｖｅｌ ２）
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