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克隆整合对遮荫白夹竹分株根际土壤细菌生物特征的
影响
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摘要：克隆整合被认为是克隆植物维持生态优势的重要手段，其通过分株间生理整合缓解资源异质性带来的压力。 文章以根状

茎克隆植物白夹竹（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｂｉｓｓｅｔｉｉ）为研究对象，探讨异质性光照下克隆整合对白夹竹分株根际土壤细菌生物特征的影

响。 白夹竹克隆片段包含一个近端分株（ｐｒｏｘｉｍａｌ ｒａｍｅｔ）和一个远端分株（ｄｉｓｔａｌ ｒａｍｅｔ），近端分株或远端分株分别置于 ８０％遮

荫环境，另一分株置于全光照环境；同时，分株间根状茎保持连接或割断处理。 研究结果表明，不论白夹竹克隆片段近端分株遮

荫还是远端分株遮荫，克隆整合均显著促进了遮荫分株根际土壤溶解性有机碳（ＤＯＣ）含量和微生物生物量碳、氮含量（ＭＢＣ，
ＭＢＮ）；根状茎连接条件下遮荫分株根际土壤胞外 Ｎ⁃乙酰基⁃β⁃氨基葡萄糖苷酶（ＮＡＧａｓｅ）、脲酶（Ｕｒｅａｓｅ）活性显著高于根状茎

割断处理的遮荫分株；对遮荫分株根际土壤基因组 ＤＮＡ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ Ｖ３、Ｖ４ 可变区的测序结果表明，可操作分类单元（ＯＴＵｓ）
归于 １３ 个门，４１５ 个属。 与根际土壤氮素转化相关的菌群 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ（ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ），Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ，Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎａｃｅａｅ（ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ），
Ｘａｎｔｈｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ（ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ），Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 相对丰度较小（最高值为 １１．８％）。 基于 ＯＴＵｓ 的主成分分析（ＰＣＡ）表明，根状茎

割断处理并没有对遮荫分株根际土壤细菌生物群落结构产生显著性影响。 克隆整合显著促进了遮荫分株根际土壤 Ｃ 有效性，
进而刺激了微生物调控的土壤有机质（ＳＯＭ）周转过程。 克隆整合对异质生境下克隆植物土壤细菌生物特征的影响可能部分

解释了克隆植物的生态优势。
关键词：克隆整合；根际土壤；高通量测序；细菌生物群落结构；功能冗余
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Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｃｌｏｎａｌ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ； ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ； Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ ｓｅｑｕｅｎｃｅ； ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ；
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ

由于克隆生长，同一克隆片段内的分株通过匍匐茎、根状茎等水平结构连接在一起，并且相连分株间存在

物质传递（如光合产物、水分、养分等），这被称为克隆整合（ｃｌｏｎａｌ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ） ［１］。 对光合产物、矿质养分、水
分等物质的克隆整合格局同位素示踪以及染料标记等的研究结果表明，同化产物在克隆片段内既可以顶向传

输（ａｃｒｏｐｅｔａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ），即流向远端分株（ｄｉｓｔａｌ ｒａｍｅｔ）；也可以基向传输（ｂａｓｉｐｅｔａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ），即流向近端分株

（ｐｒｏｘｉｍａｌ ｒａｍｅｔ） ［２］。 因此，克隆整合被可能是克隆植物维持生态优势的重要手段，其通过分株间生理整合缓

解资源异质性（光照等）带来的压力。
释放到根际环境中的植物根系分泌物被认为是投入到土壤中易分解碳最主要的来源［３］。 这些易分解的

有机质成为异养根际微生物重要的能量来源、结构物质，能够促进根系微生物的快速生长和繁殖［４］。 土壤有

机质矿化作用是受土壤酶催化的复杂生物化学过程，这其中土壤酶主要来源于土壤微生物［５⁃６］。 土壤微生物

代谢活动产生的酶类，一部分参与自身生理代谢，另一部分通过排泄或分泌到土壤基质中，被认为是为土壤微

生物活性的敏感指示［７］。 因此，根际生态过程（如有机质降解等）及养分有效性可能受到土壤微生物活性及

其群落结构变化的影响。
土壤是一个复杂的、动态变化的系统，关于土壤代谢过程（有机质降解、硝化过程、土壤呼吸等）以及特定

土壤酶活性（脲酶、蛋白酶、木质素酶等）的研究，间接揭示了土壤微生物在生态系统养分循环中的重要作

用［８］。 土壤微生物群落结构主要由群落的种类和种间差异来描述。 土壤微生物通常种类繁多、数量巨大，加
之土壤介质本身的复杂多变，传统的分离培养方法仅仅能筛选出极少数的土壤微生物（１％—１０％），而绝大多

数土壤微生物在实验室条件下难以培养、鉴定［９］。 ２０ 世纪 ９０ 年代以来，ＤＮＡ 测序技术快速发展并在分子生

态学上得到广泛应用，１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序被越来越多的研究人员应用于环境中细菌的群落结构分析［１０⁃１１］。 本研

究中，我们采集白夹竹遮荫分株（近端分株，远端分株）的根际土壤，对溶解性有机碳、微生物生物量、土壤酶

活性进行测定以研究克隆整合对异质性光照下白夹竹分株根际土壤生物过程的影响；同时，提取根际土壤基

因组 ＤＮＡ，进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序来研究分株间资源共享对异质性光照下白夹竹分株根际土壤的细菌群落结构

的影响。
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１　 材料与方法

１．１　 实验材料

白夹竹（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｂｉｓｓｅｔｉｉ）又称蓉城竹、四川刚竹，是禾本科（Ｇｒａｍｉｎｅａｅ）刚竹属（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ）小型竹

种，竿高 ３—６ｍ，粗约 ２ｃｍ，它通过地下根状茎（竹鞭，ｒｈｉｚｏｍｅ）在水平空间拓展，是典型的克隆植物。 产浙江、
四川，竿作柄材或篾用，笋食用，同时是大熊猫的主食竹之一。
１．２　 实验设计

实验样地位于四川省邛崃市南宝山镇（１０３°１４′１４″Ｅ， ３０°１４′３１″Ｎ），海拔 １２１７ｍ，年均温 １６．３℃，年降雨量

１１１７．３ｍｍ。 ２０１５ 年 １２ 月，选择地势较为平缓的白夹竹纯林作为实验处理区域。 选择分株大小、竹鞭间距一

致的白夹竹克隆片段（包含通过竹鞭相连的白夹竹分株），分别标记近端分株和远端分株。
整个实验包含两个处理组：顶向处理组（ａｃｒｏｐｅｔａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ），即克隆片段中远端分株处于 ８０％遮荫状态，

近端分株处于正常光照；基向处理组（ｂａｓｉｐｅｔａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ），即克隆片段中近端分株处于 ８０％遮荫状态，远端分

株处于正常光照。 分株间的根状茎处于割断（ｒｈｉｚｏｍｅ ｓｅｖｅｒｉｎｇ）或连接（ｒｈｉｚｏｍｅ ｒｅｔａｉｎｅｄ ｉｎｔａｃｔ）处理。 实验过

程采取如下处理，以排除外界土壤对遮荫分株根际生态过程的影响：以白夹竹分株竿基部为中心（５０ｃｍ×
５０ｃｍ）进行挖沟，深度 ５０ｃｍ，之后对分株根部土块周围包裹聚乙烯膜和 ＰＶＣ 板材。 聚乙烯膜和 ＰＶＣ 板材主

要用于防止外部土壤环境中水分、养分渗入到白夹竹分株根部土块中。 同时，分株根部土块表面覆盖遮阳网，
以防止落叶等凋落物对实验的影响。 实验设计如图 １ 所示。 每种实验处理进行 １０ 次重复。 上述实验处理工

作于 ２０１５ 年 １ 月中旬全部完成。

图 １　 实验设计图

Ｆｉｇ．１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｅｓｉｇｎ

２０１６ 年 ８ 月 １２ 日，采用“抖根法”取得克隆片段内进行遮荫处理的白夹竹分株根际土壤［１２⁃１３］，采集附着
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于根系表面约 ４ｍｍ 以内的土壤作为根际土壤，并手工挑出其中的植物残体，过筛（＜２ｍｍ）后储存于干燥灭菌

的自封袋中，并保存于－８０℃超低温冰箱中备用。
１．３　 土壤理化指标测定

根际土壤微生物生物量碳、氮（ｍｉｃｒｏ ｂｉｏｍａｓｓ ｃａｒｂｏｎ ｏｒ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ＭＢＣ ｏｒ ＭＢＮ）的测定采用氯仿熏蒸法

（ ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ⁃ｆｕｍｉｇａｔｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ｆｕｍｉｇａｔｉｏｎ ａｔ ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ， ＣＦＡＰ） ［１４］。 用 ０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｋ２ＳＯ４

溶液对进行氯仿熏蒸处理以及未进行熏蒸处理的根际土壤进行浸提，浸提液过滤后通过 ＴＯＣ ／ ＴＮ 分析仪

（ＴＯＣ⁃Ｌ ａｎａｌｙｚｅｒ， ＳＨＩＭＡＤＺＵ， Ｊａｐａｎ）进行溶解性有机碳（ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ，ＤＯＣ）以及溶解性有机氮

（ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＤＯＮ）含量的测定。 微生物生物量的计算通过以下的公式进行计算［１５］。
ＭＢＣ（Ｎ）＝ ２．２２×ＥＢ

式中，ＥＢ是进行氯仿熏蒸处理与未进行熏蒸处理的浸提液溶解性碳、氮含量差值。

Ｎ⁃乙酰基⁃β⁃Ｄ⁃氨基葡萄糖酶（Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡＧａｓｅ）活性采用 Ｐａｒｈａｍ ａｎｄ Ｄｅｎｇ［１６］ 的方

法进行测定，ＮＡＧａｓｅ 活性表达为每克鲜土培养 １ｈ 后释放的 ρ⁃ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ 的微克数；脲酶（Ｕｒｅａｓｅ）活性的测定

根据 Ｋａｎｄｅｌｅｒ［１７］的方法，以尿素为底物，脲酶活性表达为每克干土在 ３７℃下培养 ２ｈ 后每毫升浸提液中水解

氮的微克数。
１．４　 土壤样本高通量测序

采用“ＧＥＮＥＯＵＴ 土壤 ＤＮＡ 提取试剂盒” （ＬａｂＧｅｎｅ，成都），按照操作说明提取土壤微生物基因组 ＤＮＡ，
并 进 行 １％ 凝 胶 电 泳 检 测。 引 物 ３３８Ｆ （ ５′⁃ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ⁃ ３′） 和 ８０６Ｒ （ ５′⁃
ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃３′）被用来扩增细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ３、Ｖ４ 可变区［１８］。 ＰＣＲ 反应采用 ２０μＬ
反应体系：４μＬ ５× Ｆａｓｔ Ｐｆｕ ｂｕｆｆｅｒ 溶液， ２μＬ ２．５ ｍＭ ｄＮＴＰｓ 溶液， ０．４μＬ 上游引物（５μＭ）及 ０．４μＬ 下游引物

（５μＭ）， ０．４μＬ Ｆａｓｔ Ｐｆｕ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 酶， 以及 １０ｎｇ 模板 ＤＮＡ，补足 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０μＬ。 ＰＣＲ 反应退火温度是

５５℃。 进行 ＰＣＲ 反应的特异性引物需要包含以下特征：１）合适的 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 接头序列使得 ａｍｐｌｉｃｏｎｓ 与流动槽

（ｆｌｏｗ ｃｅｌｌ）连接；２）一个 ８ｂｐ 的标签序列（ｉｎｄｅｘ ｓｅｑｕｅｎｃｅ），如 ｂａｒｃｏｄｅ；３）特异性扩增上述目的片段［１９］。 同时

为满足后续数据分析的准确性以及可靠性，ＰＣＲ 反应尽可能采用少的循环数，并保证每个样本扩增的循环数

一致。
每个样品 ＰＣＲ 反应重复 ３ 次，将同一样本的 ＰＣＲ 产物混合后用 ２％的琼脂糖凝胶电泳检测。 Ａｍｐｌｉｃｏｎｓ

采用 Ａｘｙ Ｐｒｅｐ ＤＮＡ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ （Ａｘｙｇｅｎ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｕｎｉｏｎ Ｃｉｔｙ， ＣＡ， ＵＳＡ）试剂盒进行纯化。 扩增子用

ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ⁃ＳＴ 蓝色荧光定量系统（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）进行检测定量，纯化后的扩增产物进行等摩尔量混合。
ＰｈｉＸ Ｃｏｎｔｒａｌ ｌｉｂｒａｒｙ 与 Ａｍｐｌｉｃｏｎｓ ｌｉｂｒａｒｙ 进行混合，然后在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ ｐｌａｔｆｏｒｍ （Ｍａｊｏｒｂｉｏ， Ｓｈａｎｇｈａｉ， Ｃｈｉｎａ）
进行双端测序（ｐａｉｒｅｄ⁃ｅｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ，２×３００）。
１．５　 数据与生物信息分析

采用单因素方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）分析根状茎连接与割断处理对遮荫白夹竹分株根际土壤酶活性、
ＤＯＣ 和微生物生物量的影响。 数据分析以及图表处理采用 ＳＰＳＳ ２２ 软件（ＳＰＳＳ， Ｃｈｉｃａｇｏ ＩＬ ＵＳＡ） 和 Ｏｒｉｇｉｎ
Ｐｒｏ ９ 软件 （ＯｒｉｇｉｎＬａｂ Ｃｏｒｐ．， Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ ＵＳＡ）完成。

Ｍｉｓｅｑ 原始测序数据，根据标签序列（ｉｎｄｅｘ ｓｅｑｕｅｎｃｅ）将双端测序序列（Ｐａｉｒｅｄ⁃ｅｎｄ ｒｅａｄ）提取出来，进一步

的 ｒｅａｄ 过滤处理包括：１）剔除引物序列；２）过滤 ｒｅａｄ 尾部质量值 ２０ 以下的碱基，设置 ５０ ｂｐ 大小的滑动窗口

（Ｓｌｉｄｉｎｇ ｗｉｎｄｏｗ），若窗口内平均质量低于 ２０ 从窗口开始截去后端碱基；３） 移除小于 ５０ｂｐ 的 ｔｒｕｎｃａｔｅｄ
ｒｅａｄｓ［２０］。 经过剪切，去除掉存在引物错配（ｍｉｓｍａｔｃｈ ｉｎ ｐｒｉｍｅｒ）、不确定碱基（ａｍｂｉｇｕｏｕｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒ）的序列；同
时，根据 ＰＥ ｒｅａｄｓ 之间的重叠（ｏｖｅｒｌａｐ）关系，将成对的 ｒｅａｄｓ 拼接成一条序列（ｃｏｎｔｉｇｓ），重叠序列（ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ）的最小长度为 １０ｂｐ；拼接序列的 ｏｖｅｒｌａｐ 区允许的最大错配比率为 ０．２，筛选不符合序列；根据序列

首尾两端的 ｂａｒｃｏｄｅ 和引物区分样品，并调整序列方向，ｂａｒｃｏｄｅ 允许的错配数为 ０，最大引物错配数为 ２。 经

过质量控制、过滤的 Ｃｏｎｔｉｇｓ 采用 ＱＩＩＭＥ （ ｖｅｒｓｉｏｎ １． １７） 软件进行后续剪切 （ ｑｕａｌｉｔｙ ｔｒｉｍｍｉｎｇ）、去复 （ ｄｅ⁃
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ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｉｎｇ）和分类学归类（ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ）。 对于优化后的 ｃｏｎｔｉｇｓ 提取非重复序列，主要为了降低分

析中间过程冗余计算量；去掉没有重复的单序列。 按照 ９７％的相似性将非重复序列序列进行同源比对并聚

类成可操作分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ， ＯＴＵ），聚类过程中通过 ＵＣＨＩＭＥ 确认并剔除序列嵌合体

（ｃｈｉｍｅｒｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ），从而得到 ＯＴＵ 代表序列；然后将所有优化后的 ｃｏｎｔｉｇｓ 映射（ｍａｐ）到 ＯＴＵ 代表序列，选
出与 ＯＴＵ 代表序列相似性在 ９７％以上的，归类到相应的 ＯＴＵ 组别里［２１］。 然后，与数据库 Ｓｉｌｖａ Ｒｅｌｅａｓｅ１１９
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ａｒｂ⁃ｓｉｌｖａ．ｄｅ ／ ｄｏｃｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ ／ ｒｅｌｅａｓｅ⁃１１９）进行比对（ｕｃｌｕｓｔ，ｉｄｅｎｔｉｔｙ ０．９）。

采用 Ｍｏｔｈｕｒ （ｖ１．１２．１）软件制作稀释性曲线（ ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ）以确定测序数据深度以及合理性，并计算

反应菌群多样性的香农指数（Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ）。 基于样本 ＯＴＵｓ 的主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，
ＰＣＡ）由 Ｒ 语言完成（ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｅｃｏｌｏｇｙ ｐａｃｋａｇｅ），并 Ｖｅｇａｎ ２．０ ｐａｃｋａｇｅ 作 ＰＣＡ 图。

２　 研究结果

２．１　 土壤性质

顶向处理组中，根状茎连接的遮荫远端分株具有比根状茎切断遮荫分株更高的根际土壤 ＤＯＣ、ＭＢＣ、
ＭＢＮ 含量，其中 ＭＢＣ、ＭＢＮ 含量差异显著（图 ２）；在基向处理组中，根状茎连接的近端分株遮荫后具有比根

状茎割断处理的遮荫分株更高的 ＤＯＣ、ＭＢＣ 和 ＭＢＮ 含量，差异均达到显著水平（图 ２）。

图 ２　 遮荫分株根际土壤溶解性有机碳（ＤＯＣ），微生物生物量碳（ＭＢＣ），微生物生物量氮（ＭＢＮ）含量

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＤＯＣ， ＭＢＣ， ＭＢＮ ｉｎ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｏｆ ｓｈａｄｅｄ ｄｉｓｔａｌ， ｐｒｏｘｉｍａｌ ｒａｍｅｔｓ

差异显著性依次为∗∗Ｐ＜０．０１，∗ Ｐ＜０．０５

无论在顶向处理组还是基向处理组中，根状茎连接的遮荫分株较根状茎切断的遮荫分株具有更高的

ＮＡＧａｓｅ、Ｕｒｅａｓｅ 活性（图 ３）。 顶向处理组中，根状茎连接状态下的遮荫远端分株根际土壤的 ＮＡＧａｓｅ 活性显

著高于根状茎割断处理的遮荫远端分株，但这种显著性差异并没有在基向处理组中观测到；而对 Ｕｒｅａｓｅ 活性

来说，不论是顶向处理还是基向处理，差异均达到显著性水平（图 ３）。
根状茎连接状态、同化产物传输方向以及二者交互作用对遮荫分株根际土壤特征的双因素方差分析结果
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图 ３　 遮荫分株根际土壤胞外酶（ＮＡＧａｓｅ， Ｕｒｅａｓｅ）活性

Ｆｉｇ．３　 Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｏｆ ｓｈａｄｅｄ ｒａｍｅｔ

如表 １ 所示。 根状茎连接状态（连接、断开）对遮荫分株根际土壤 ＤＯＣ、微生物生物量、胞外酶活性均产生了

显著性影响；遮荫分株根际土壤微生物生物量、Ｕｒｅａｓｅ 活性显著则受到同化产物传输方向（顶向、基向）的显

著影响；除 Ｕｒｅａｓｅ 活性，根际土壤 ＤＯＣ、微生物生物量、ＮＡＧａｓｅ 活性均受到根状茎连接状态、同化产物传输方

向以及二者交互作用的显著影响。

表 １　 根状茎连接状态（连接、割断）、同化产物传输方向（顶向、基向）对遮荫分株根际土壤特征、土壤胞外酶活性的双因素方差分析结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｏｆ ｓｈａｄｅｄ， ｄｉｓｔａｌ ｏｒ ｐｒｏｘｉｍａｌ ｒａｍｅｔ． Ｔｈｅ

ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｈｉｚｏｍｅ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ （ ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ ｏｒ ｓｅｖｅｒｅｄ）， ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈａｔｅｓ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ （ ａｃｒｏｐｅｔａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｒ ｂａｓｉｐｅｔａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ） ａｎｄ

ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｉｎ ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡｓ

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
土壤特征

Ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ
土壤胞外酶活性

Ｓｏｉｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ＤＯＣ ＭＢＣ ＭＢＮ ＮＡＧａｓｅ Ｕｒｅａｓｅ

根状茎连接状态 Ｒｈｉｚｏｍｅ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ３２．２６９∗∗ ２１．２８１∗∗ ５４．７２６∗∗ ３５．０２８∗∗ ２４．２９１∗∗

同化产物传输方向
Ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｓｉｍｉｌａｔｅｓ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ １．８６７ ９０．６１３∗∗ ３５．７４８∗∗ ０．１３ ４０．７８∗∗

根状茎连接状态∗同化产物传输方向
Ｒｈｉｚｏｍｅ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ∗Ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ａｓｓｉｍｉｌａｔｅｓ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ

１１．２４８∗ ９．７２８∗ １１．６０５∗∗ ６．６９８∗ ０．１５８

　 　 表中数字为 Ｆ 值，显著性检验表示为 ∗∗ Ｐ＜０．０１，∗ Ｐ＜０．０５． ＤＯＣ：溶解性有机碳，ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ； ＭＢＣ：微生物生物量碳，ｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ｂｉｏｍａｓｓ ｃａｒｂｏｎ；ＭＢＮ：微生物生物量氮，ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

２．２　 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 测序分析

通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 测序，我们从 ４ 个处理各 ３ 个重复共 １２ 个土壤样品中总共得到了 ５５６５１９ 条序列和

１８８９８ 条可操作分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ， ＯＴＵ）。 样本的 ＤＮＡ 文库中包含 ３８４７８ 到 ５５００４ 个不等

的序列（ｒｅａｄｓ），ＯＴＵ 数目从 １２４４ 到 １７５５ 不等（表 ２）。 稀释性曲线达到平台期表明测序序列的数据量是合

理的，意即样本产生再多数量的序列也对最终不同样本中的 ＯＴＵｓ 数目没有太大贡献［２２］。 本研究中的稀释性
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曲线表明，根状茎连接的白夹竹遮荫近端分株根际土壤（Ｓａｍｐｌｅ ２）中的 ＯＴＵｓ 数量与其余样品之间存在较大

差异；同时样品 ４，８，９，３，１１ 与样本 １，１２，５，６，７，１０ 之间 ＯＴＵｓ 数目存在微弱差异。 但整体来看，所有的样本

的 ＯＴＵｓ 数目差距不大（图 ４，表 ２），表明不同根状茎连接状态（割断，连接）的白夹竹遮荫分株（远端分株，近
端分株）根际土壤的 ＯＴＵ 数目并不存在显著性差异。 通过计算 α 多样性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ），发现克隆整合

对白夹竹遮荫分株（远端分株，近端分株）根际土壤细菌群落多样性的影响并没有达到显著水平。

表 ２　 土壤样本 Ｍｉｓｅｑ 测序结果以及采样区域的细菌多样性评估

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｉｓｅｑ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｅｓｔｉｍａｔｅｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅ

土壤样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ＩＤ

测序结果 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ 多样性参数 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｅｓｔｉｍａｔｅｓ

原始序列
Ｒｅａｄｓ

可操作分类单元
ＯＴＵｓ

ＡＣＥ 丰度
ＡＣＥ

Ｃｈａｏ 物种丰度
Ｃｈａｏ

香农指数
Ｓｈａｎｎｏｎ

１ ４４５０９ １５９２ １８４１ １８４４ ６．０６

２ ４３１２９ １２４４ １３７０ １４１２ ６．１５

３ ４２９１３ １６７２ １９０９ １９４４ ６．２６

４ ４１３６８ １７５５ １９５０ １９７３ ６．４５

５ ５１２８１ １５４５ １７６３ １７７０ ６．０１

６ ３８４７８ １５３０ １７７０ １７５２ ５．９５

７ ５４８０１ １４９３ １７４８ １７７６ ５．９４

８ ４３２１２ １７０２ １８９５ １９０５ ６．３９

９ ４８０４７ １７０４ １９３９ １９４９ ６．２８

１０ ５５００４ １４２７ １６２７ １６５１ ６．１３

１１ ４６３８６ １６５９ １８５７ １８７３ ６．３２

１２ ４７３９１ １５７５ １７９３ １８５３ ６．１１

　 　 编号 １—３：土样来自基向处理组根状茎连接的遮荫近端分株；编号 ４—６：土样来自基向处理组根状茎断开的遮荫近端分株；编号 ７—９：土样

来自顶向处理组根状茎连接的遮荫远端分株；编号 １０—１２：土样来自顶向处理组根状茎割断的遮荫远端分株

图 ４　 所有样本基于 ＯＴＵ 数目的稀释性曲线（９７％相似度）

　 Ｆｉｇ．４　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ ａｔ ９７％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

ｆｏｒ ｅｖｅｒｙ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅ

序列比对结果表明，所有土壤样本的 ＯＴＵｓ 归属于

１３ 个门（ｐｈｙｌｕｍ），４１９ 个属（ｇｅｎｕｓ）（相对丰度低于 １％
的菌群归于 ｏｔｈｅｒｓ 组中） （图 ５，图 ６，表 ２）。 其中变形

菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、酸杆菌门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）在所有样品均占据较大比重。 热孢菌门

（Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａｅ）细菌仅在顶向处理组的白夹竹遮荫分株

根际土壤中被发现，在基向处理组则未发现。
Ｘａｎｔｈｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ （ ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ） 包 含 一 属

Ａｚｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ，具有共生固氮能力，其在顶向处理组中最

大丰度为 ２．０５％，在基向处理组中最大丰度为 ２．９９％
（图 ５，图 ６）。 另一种固氮菌属 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ，相对丰

度最高为 ３．０７％。 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ（ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ）隶属 β
－变形菌纲，该科包含的亚硝化单胞菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）
以及亚硝化螺菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ）土壤细菌调控着铵盐

向亚硝酸盐转化的氨氧化过程，是土壤生态环境中重要的氨氧化细菌（ＡＯＢ） ［２３］。 本研究中，顶向处理组中其

相对丰度从 １．１７％ 到 ３．９６％，而基向处理组中其相对丰度较高（２．４３％—１１．８０％）（图 ５，图 ６）。
在所有的土壤样品均检测出了硝化螺菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）的土壤微生物，相对丰度 １．７７％—７．８３％不等（图

５，表 ３）。 该门仅包含一单科硝化螺菌科（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｃｅａｅ），该科的硝化螺菌属（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ）可将亚硝酸盐转化成

硝酸盐，是 Ｎ 素循环过程中重要的硝化细菌［２４］。 顶向处理组中， Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ 相对丰度从 ０．７７％到 ２．７１％，基向

处理组中其相对丰度从 １．７６％到 ５．６３％不等（图 ５，图 ６）。 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎａｃｅａｅ（ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ）在土壤样品 ２ 中发现（相
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对丰度 １．４１％）（图 ６）。 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ 和 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎａｃｅａｅ 均是重要的亚硝酸盐氧化细菌（ＮＯＢ） ［２５］。

图 ５　 土壤样本基于属水平的细菌群落组成

Ｆｉｇ．５　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

３　 讨论

光合产物等物质在克隆分株间的运输（顶向、基向传输）对克隆植物生长有着重要生态意义，特别是处于

资源异质性斑块下的克隆植物［２６］。 已有研究表明，生长在适宜生境斑块的克隆分株（ ｆａｖｏｒａｂｌｙ ｐｌａｃｅｄ ｒａｍｅｔ）
会传输新形成的同化产物给生境条件相对恶劣斑块中的分株（ｒａｍｅｔ ｉｎ ｌｅｓｓ ｆａｖｏｒａｂｌｅ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ），以缓

解其受到限制的光合能力或养分摄取能力［２７］。 本研究中，根状茎连接的遮荫分株根际土壤较高的 ＤＯＣ 含

量，表明克隆整合提高了白夹竹遮荫分株根际土壤的 Ｃ 有效性，暗示了白夹竹分株间克隆整合的存在。 在树

木环割实验中，由于新形成的光合产物向根系的传输被打断，从而削弱了根际沉积［２８］。 克隆整合对易分解碳
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图 ６　 土壤样本中，与 Ｎ 素转化相关的细菌功能群的相对丰度

Ｆｉｇ．６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｗｉｔｈ Ｎ ｔｕｒｎｏｖｅｒ ｉｎ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

的影响与环割实验的影响是相似的，即根状茎割断处理

的遮荫分株（远端分株，近端分株）根际土壤的 ＤＯＣ 以

及 ＭＢＣ 明显降低。 同样地，先前的一项匍匐茎草本克

隆植物的研究也取得了相似的结果［２９］。
土壤微生物产生的胞外酶（如纤维素酶、木质素酶

等）能调控土壤有机质降解、转移和矿化等过程［３０］。
ＮＡＧａｓｅ 参与的壳多糖水解［３１］，是土壤中有机碳的重要

来源之一［３２］。 细菌和真菌均可以产生 ＮＡＧａｓｅ ［１６］。
Ｕｒｅａｓｅ 主要由细菌、丝状真菌以及酵母菌产生，其在 Ｎ
素矿化过程中起着重要作用［３３⁃３４］。 因此，相比割断分

株，克隆整合导致的遮荫分株（远端分株，近端分株）根
际土壤较高的微生物生物量（ＭＢＣ、ＭＢＮ）可能是上述

两种水解酶活性增强的重要原因。 同时，根状茎连接状

态、同化产物传输的方向性对土壤胞外酶显著影响表明

克隆整合的方向性对土壤有机质降解可能产生不同的

影响（表 １），个中机制则需更多研究证明。

图 ７　 基于属水平的土壤细菌群落组成的主成分分析图

Ｆｉｇ．７　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ ｂｙ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣＡ） ｂａｓｅｄ ｏｎ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

主成分分析（ＰＣＡ）作为一种对原有的复杂数据降

维、简化、分析的技术，是分析环境微生物群落结构变化的重要手段［３５］。 基于 ＯＴＵ 水平的 ＰＣＡ 分析表明，无
论是在顶向处理中还是在基向处理中，根状茎连接处理与割断处理下的遮荫分株根际土壤拥有相似的细菌群

９　 ９ 期 　 　 　 薛阁　 等：克隆整合对遮荫白夹竹分株根际土壤细菌生物特征的影响 　
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落结构。 先前关于匍匐茎克隆植物 Ｇｌｅｃｈｏｍａ ｌｏｎｇｉｔｕｂａ 生理整合的研究结果表明，克隆整合显著改变了遮荫

分株根际土壤微生物群落组成，进而促进了根际生物过程［２５，３６］。 而我们的研究结果与之不同。 根际土壤 Ｃ
投入将会导致土壤有机质周转、微生物活性的短期变化［３７］，而土壤微生物群落种类多、数量大，土壤生态系统

似乎存在一定程度的功能冗余（ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎ），如，微生物多样性与有机质降解之间并不存在直接的

联系。 某种土壤微生物数量的削减对特定的土壤生物过程造成的影响微乎其微，因为其他土壤微生物可能也

执行这种功能［３８］。 这种功能冗余可能作为一种保障策略（ ｉｎｓｕｒａｎｃｅ ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ），在不稳定的生态系统中，这
些“冗余”物种可能起到维持系统生态平衡的作用［３９］。 因此，功能“冗余种”的存在可能使得土壤细菌群落保

持较高的稳定性［４０⁃４１］（ｒｅｓｉｌｉｅｎｃｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ），从而造成土壤细菌群落对克隆整合造成的根际

土壤 Ｃ 投入响应“迟钝”。 这是一种可能性的解释，而针对特定细菌功能群多样性的研究可能会提供进一步

的实验证据。 同时，相比传统指纹图谱（ＤＧＧＥ，ＰＬＦＡ）技术，单个样本的高测序通量及各分类水平上的高灵

敏度使得高通量测序在环境微生物研究中发挥着越来越重要的作用［４２］。 虽然，高通量测序在广度、深度及分

辨率上提高了多样性分析水平，并能够从整体群落层次上分析微生物遗传多样性［４３］。 但是，高通量测序得到

的海量的序列数据可能不利于清晰阐释不同生态过程下的微生物群落结构的差异［１１］，这可能是本研究中克

隆整合作用并没有对根际土壤细菌群落结构产生显著性影响的另一种解释。
克隆整合显著促进了白夹竹遮荫分株（远端分株，近端分株）的根际土壤 Ｃ 有效性，进而提高了根际微生

物生物量。 高通量测序能够较为全面、准确地反映根际细菌数量、活性变化影响的土壤细菌群落结构，并能够

从整体细菌群落水平反映生物多样性。 海量的序列数据可能不利于清晰阐释不同生态过程下的微生物群落

结构差异。 微生物多样性与土壤生态系统功能实现间关联研究的重点在于探讨多样性与微生物群落结构之

间的关系以及群落结构与功能之间的关系［４４］。 因此，特定功能群（ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐ）的定量化与高通

量测序相结合，靶定丰度较低但发挥至关重要功能的微生物种群，可能为微生物生态学的研究提供新的思路。
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