
第 ３８ 卷第 １９ 期

２０１８ 年 １０ 月

生 态 学 报

ＡＣＴＡ ＥＣＯＬＯＧＩＣＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．１９
Ｏｃｔ．，２０１８

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

基金项目：北方民族大学重点科研项目（２０１７ＫＪ２７）；ＮＳＦＣ⁃云南联合基金项目（Ｕ１２０２２６２）；北方民族大学一般科研项目（２０１６ｓｋｋｙ０３）；国家自然

科学基金项目（３１６６０１９５）；北方民族大学国家自然科学基金前期培育项目（２０１３ＱＺＰ０５）

收稿日期：２０１７⁃０７⁃２６； 　 　 网络出版日期：２０１８⁃００⁃００

∗通讯作者 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ．Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｐｇｌｉｕ＠ ｍａｉｌ．ｋｉｂ．ａｃ．ｃｎ

ＤＯＩ： １０．５８４６ ／ ｓｔｘｂ２０１７０７２６１３５１

邓晓娟，闫兴富，刘建利，刘培贵．印度块菌⁃云南松菌根际土壤细菌的种群组成和群落结构．生态学报，２０１８，３８（１９）：　 ⁃ 　 ．
Ｄｅｎｇ Ｘ Ｊ， Ｙａｎ Ｘ Ｆ， Ｌｉｕ Ｊ Ｌ， Ｌｉｕ Ｐ Ｇ．Ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｔｕｂｅｒ ｉｎｄｉｃｕｍ × Ｐｉｎｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ ｅｃｔｏｍｙｃｏｒｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ．
Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ，２０１８，３８（１９）：　 ⁃ 　 ．

印度块菌⁃云南松菌根际土壤细菌的种群组成和群落
结构

邓晓娟１，闫兴富１，刘建利１，刘培贵２，∗

１ 北方民族大学生物科学与工程学院，银川　 ７５００２１

２ 中国科学院昆明植物研究所生物多样性与生物地理学重点实验室，昆明　 ６５０２０１

摘要：以印度块菌⁃云南松菌根际土壤细菌为研究对象，研究其种群组成和结构特征。 （１）稀释平板法分离得到印度块菌⁃云南

松菌根际土壤细菌的纯培养菌株，对菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列测序分析，对测序的菌株数量和得到的 ＯＴＵｓ 数量绘制物种累积曲

线，当物种累积曲线趋于平缓时，对 ＯＴＵｓ 进行系统发育分析，揭示可培养细菌的种群组成和结构特征。 （２）对印度块菌⁃云南

松菌根际土壤细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ３—Ｖ４ 区进行高通量测序，分析全部细菌类群的种群组成和结构特征。 （１）分离得到菌

根际可培养细菌 ７９３ 株，分属于 ３ 个属的 ６１ 个 ＯＴＵｓ，其中假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）序列占总序列的 ８６％，不动杆菌属

（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）序列占总序列的 ９．８％，链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）序列占总序列的 ６．５％。 假单胞菌是印度块菌⁃云南松菌根际土壤

可培养细菌的绝对优势类群。 （２）高通量测序得到菌根际细菌序列 ８９３７ 条，分属于 ２０ 个门、１９８ 属、２０７３ 个 ＯＴＵｓ。 隶属于变

形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）的 ＯＴＵｓ 占总 ＯＴＵｓ 的 ６５．９％，变形菌门、放线菌门

和酸杆菌门细菌是印度块菌⁃云南松菌根际土壤细菌的优势细菌。 隶属于黄杆菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）和
假黄色单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａ）的 ＯＴＵｓ 占总 ＯＴＵｓ 的 ３３％，黄杆菌属、根瘤菌属和假黄色单胞菌属细菌是印度块菌⁃云南

松菌根际土壤细菌的优势属。 印度块菌⁃云南松菌根际土壤可培养细菌多样性较低，假单胞菌属细菌占据绝对优势地位。 印度

块菌⁃云南松菌根际土壤细菌类群具有较高的多样性，物种种类丰富，优势菌群集中。
关键词：印度块菌；云南松，菌根；细菌；高通量测序；培养
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德国微生物学家 Ｌｏｒｅｎｚ Ｈｉｌｔｎｅｒ 于 １９０４ 年首次提出了根际（ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ）的概念，根系的表面以及受根系

直接影响的土壤区域称为根际，根际内的微生物数量和种类远远高于根际外的微生物数量和种类［１］。 植物

根系分泌的有机酸、碳水化合物等代谢产物，为微生物的生长和繁殖提供了有益条件，因此在植物的根际里定

殖有很多生命活动旺盛的土壤微生物，使根际成为植物、土壤和微生物及其环境相互作用的中心，在植物和土

壤之间构成了一个活跃的物质和能量交换界面［２］。 根际里定殖的微生物称为根际微生物，包括细菌、真菌、
放线菌、藻类和原生动物，根际微生物的种类和数量远远高于非根际微生物［３⁃４］。

大多数陆生植物的根系都会和菌根菌形成菌根，这种互惠共生关系在自然界中十分普遍 ［５］。 植物的根

和菌根菌 在 土 壤 中 形 成 了 一 个 完 整 统 一 的 生 态 系 统， 因 此 在 原 有 根 际 概 念 的 基 础 上， 菌 根 际

（ｍｙｃｏｒｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ）的概念就普遍使用，包括了菌根菌和菌根共生体［６］。 菌根菌将其从共生植物处获得的碳

源转化成海藻糖（ｔｒｅｈａｌｏｓｅ），这种双糖能够选择菌根根际中特定的细菌类群，在菌根菌和根际细菌相互作用

的过程中扮演了很重要的角色［７⁃８］。 同时，菌根改变了植物根的代谢功能，菌根菌的存在使菌根根际的微生

物组成和根际的微生物组成具有很大的差别［９⁃１０］。 菌根对其周围微生物群落进行选择和调节，使其更有利于

菌根本身的形成和发展［１１］。 真菌能否顺利的侵染植物的根并形成菌根，不仅取决于其周围的非生物因素，如
土壤 ｐＨ 值、肥力、湿度和温度，也取决于包括根际微生物在内的生物因素［１２］。

块菌在商业贸易领域被称为松露，是一种地下菌根真菌，因含有丰富的氨基酸和具有独特的香味儿而享

誉世界。 块菌在欧洲是一种奢侈顶级食材，被称为“世界珍味之王”，同鱼子酱、鹅肝酱并称为法式三大美食。
块菌在市场上最为常见的种类有三种，包括产于欧洲的黑孢块菌（Ｔｕｂｅｒ ｍｅｌａｎｏｓｐｏｒｕｍ）和意大利白块菌（Ｔ．
ｍａｇｎａｔｕｍ），以及产于亚洲的印度块菌（Ｔ． ｉｎｄｉｃｕｍ）。 印度块菌主产于我国的云南、四川和西藏，每年以出口

创汇为主，是我国西南地区农民收入的重要来源。 一方面，印度块菌产区农民在经济利益的驱使下，在印度块

菌成熟前开始采挖，且采挖方式落后粗暴，导致自然块菌资源迅速耗竭，生境受到严重的破坏，印度块菌资源

面临着濒危，部分商业化采集区域已濒临绝迹。 另一方面，印度块菌的纯培养困难，加剧了印度块菌自然资源

所受到的压力［１３⁃１４］。 为了缓解这种压力，相关研究人员一直在尝试人工合成块菌菌根进而实现人工栽培。
中国科学院昆明植物研究所科研人员经过十多年的努力，块菌种植园已成功产出了印度块菌子实体（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｃａｓ．ｃｎ ／ ｋｙ ／ ｋｙｊｚ ／ ２０１２１２ ／ ｔ２０１２１２２０＿３７２５０６０．ｓｈｔｍｌ）。 在块菌菌根人工合成过程中，ｐＨ 值、基质配比等非

生物因素的影响已经有很多研究报道［１５⁃１７］，而微生物对于块菌菌根形成的影响鲜有报道。 在菌根际的细菌

类群中，有些类群可以促进菌根的形成，被称之为菌根促生细菌（ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗ⁃ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ， ＰＧＰＲ），
研究根际细菌种群组成和群落结构是探索块菌菌根促生细菌的前提条件［１８⁃２１］。 到目前为止，关于印度块菌

菌根际细菌的种群特征还未有报道。
在分子生物学技术被运用于环境微生物的研究之前，人们对微生物的认识基本靠传统的分离和纯培养技

术。 尽管对于复杂环境中微生物的纯培养技术已经有了很大的发展和改进［２２］，可培养的微生物还是不能很

好的反映土壤微生物群落的多样性。 通过传统分离方法可以获得并进行过研究的微生物种群数量只占自然
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界微生物总数的 ０．１％—１％［２３］。 高通量测序技术（ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）又称为“下一代”测序技术，能
以一次并行对几万条至几百万条 ＤＮＡ 分子进行序列测定和一般读长较短为标志，能够有效探测土壤微生物

多样性［２４⁃２５］。 本文通过传统培养的方法，以及高通量测序技术，对印度块菌⁃云南松菌根根际细菌的种群组成

和群落结构进行了研究，对其根际细菌多样性及优势类群进行了探讨。

１　 研究材料和方法

１．１　 样品位置和采集

云南省楚雄市是印度块菌主要的出产地，本研究选取云南省楚雄州姚安县左门乡后山的纯云南松林为样

品采集地，面积约 １０００ ｍ２，海拔 ２２２１—２３３０ ｍ，土壤为偏碱性的石灰质土壤（ｐＨ 介于 ６—８ 范围），含碳量

２２．１２—８９．２２ ｇ ／ ｋｇ，平均含钙量 １７．３ ｇ ／ ｋｇ。
在采样地发现块菌后，取出子囊果，编号后放入自封袋中保存。 用一把锋利且较长的小刀轻轻拨开块菌

子囊果下方的泥土，发现菌根后，以其为中心，取半径 １ ｃｍ 以内的所有土样，放入 １５ ｍＬ 离心管中保存，注明

采集号，带回实验室处理。 共采集到 ６ 份印度块菌×云南松菌根际土壤，选取其中 ３ 份为本次实验样品。
１．２　 块菌菌根际土壤可培养细菌的分离纯化和鉴定

１．２．１　 样品的处理

称取印度块菌×云南松菌根际土壤样品 ０．５ ｇ，加入 ５ ｍＬ 灭菌的生理液（ＮａＣｌ ０．８５％）稀释成 １０－１菌液。
同时制备 １０－２、１０－３、１０－４、１０－５和 １０－６稀释液，用以细菌的分离培养。
１．２．２　 细菌的分离纯化

分别在 １０－４、１０－５和 １０－６的稀释浓度下培养细菌， ＴＳＡ 培养基生化培养箱 ２８℃条件下培养。 每个浓度的

平板设置 ３ 个重复。
１．２．３　 可培养细菌的鉴定和分析

对分离培养的单菌落进行扩大培养，挑取菌落进行鉴定。 每份样品挑取的菌落数绘制物种累积曲线，当
挑选的菌落数增加而种类不变时，不在增加挑选样本的数量。 对细菌的单菌落提取总 ＤＮＡ，扩增 １６ｓｒＤＮＡ
（通用引物 ２７ｆ ／ １３７８ｒ）序列（扩增程序常规）。 将扩增片段送至生工生物工程（上海）股份有限公司进行测

序。 测序结果通过 ＮＣＢＩ 上的 Ｂｌａｓｔ 功能进行比对，当序列的相似度大于 ９７％时被归属为同一个分类操作单

元（ＯＴＵ）。 使用 ＳｅｑＭａｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ Ｐａｃｋａｇｅ）对序列进行编辑，采用 Ｃｌｕｓｔａｌ ３ ｖｅｒｓｉｏｎ １．８１［２６］进行多序列自动

比对，并通过 ＢｉｏＥｄｉｔ Ｖｅｒｓｉｏｎ ５．０．９［２７］手动调整矩阵。 系统发育分析采用 Ｔａｍｕｒａ ［２８］的方法。
１．３　 菌根际土壤细菌基因组总 ＤＮＡ 的提取和分析

１．３．１　 基因组总 ＤＮＡ 的提取

取 ０．５ｇ 左右的菌根际土壤，使用 ＭＰ 公司的 ＦａｓｔＤＮＡ Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ（１１６５６０⁃２００）试剂盒，按照其说明书

完成对菌根际土壤微生物基因组总 ＤＮＡ 提取。
１．３．２　 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ１—Ｖ３ 区扩增和高通量测序

扩增体系：５ μＬ ５×ＦａｓｔＰｆｕ 缓冲液，２．５ μＬ ２．５×１０－３ｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ，１．０ μＬ ０．５×１０－５ｍｏｌ ／ Ｌ２７Ｆ 引物（５′⁃
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃３′），１．０ μＬ ０．５×１０－５ｍｏｌ ／ Ｌ ５３３Ｒ 引物（５′－ＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧＣＡＣ⁃３′），１０ ｎｇ
模板以及 ０．５ μＬ Ｆａｓｔ Ｐｆｕ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，最后加 ｄｄＨ２Ｏ 到 ２５ μＬ。 获得的 ＰＣＲ 产物进行 １．５％琼脂糖凝胶电泳检

测，将扩增产物送至上海美吉生物医药科技有限公司，利用罗氏 ４５４Ｔｉｔａｎｉｕｍ 测序仪完成高通量测序序列

分析。
１．３．３　 测序数据分析

在对序列进行分析中，去除不含样品信息的序列。 过长序列末端的质量会降低，在分析时去除序列尾部

的低质量序列。 序列中含有模糊碱基（ａｍｂｉｇｕｏｕｓ）、单碱基高重复区（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ）以及长度过短的序列，将这

些序列纳入分析会降低分析质量，因此修剪、去除此部分序列，得到供精准分析的优化序列，并将序列提交至
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ＮＣＢＩ 数据库进行分类操作单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ， ＯＴＵ）分析。 生物信息分析中，测序得到的每一

条序列来自一个菌。 要了解一个样品测序结果中的菌种、种属等信息，需要对序列进行归类操作。 通过归类

操作，将序列相似性达到 ９７％归为一个 ＯＴＵ，使用最大似然法聚类分析 ＯＴＵ。

２　 研究结果和分析

２．１　 菌根际可培养细菌多样性

在 １０－５和 １０－６的稀释浓度下，细菌在 ＴＳＡ 培养基能够形成清晰独立的菌落（图 １），选择菌落数在 ２０—２００
的培养皿，挑选细菌纯化培养，总计得到菌根际土壤细菌 ７９６ 株。

图 １　 印度块菌×云南松菌根际可培养细菌

Ｆｉｇ．１　 Ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ Ｔｕｂｅｒ ｉｎｄｉｃｕｍ × Ｐｉｎｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

图 ２　 可培养细菌菌落数量和 ＯＴＵｓ之间的物种累积曲线

　 Ｆｉｇ．２　 Ｓｐｅｃｉｅｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＯＴＵｓ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒｓ

ｏｆ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｌｏｎｅ ｉｎ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

对可培养细菌菌落进行测序分析，根据物种累积曲

线（图 ２），１２６ 株细菌被测序，其中 ７６ 条序列（代表了

６１ 个 ＯＴＵｓ）被用于本实验分析。 通过比对，在 ＮＣＢＩ 上
下载 ３９ 条序列，总计 １１５ 条细菌 １６ｓ⁃ｒＤＮＡ 序列用于此

次分析。 排序后得到了长度为 １６１１ｂｐ 的序列矩阵，其
中 ５８０ 个为信息位点（ｐａｒｓｉｍｏｎｙ－ｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅ），１２９ 个非

信息位点（ｐａｒｓｉｍｏｎｙ－ｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅ）。 启发式搜索的最大

简约性分析产生了 ３１ 棵同等简约树，步长为 ２０３５，一
致性指数（ＣＩ）为 ０．６５０，留存指数（ＲＩ）为 ０．８１２。

基于根际可培养细菌 １６ｓ⁃ｒＤＮＡ 序列构建的最大简

约数表明（图 ３），以 ２ 条大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）的

１６ｓ⁃ｒＤＮＡ 序列为外类群（Ｃｌａｄｅ ４），印度块菌×云南松

菌根际细菌的 ７６ 条序列很好的聚在了 ３ 个 Ｃｌａｄｅｓ 里。 Ｃｌａｄｅ １ 包含了下载的 ２７ 条隶属于丙型变形菌门假單

胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）序列，６６ 条（代表了 ５１ 个 ＯＴＵｓ）本次实验获得的序列。 Ｃｌａｄｅ ２ 包含了下载的 ６ 条隶属

于乙型变形菌门不动细菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）序列，６ 条（代表了 ６ 个 ＯＴＵｓ）本次实验获得的序列。 Ｃｌａｄｅ ３ 包含

了下载的 ４ 条隶属于放线菌门链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）序列，４ 条（代表了 ４ 个 ＯＴＵｓ）本次实验获得的序列。
研究结果表明，印度块菌×云南松菌根际可培养细菌分属于 ３ 个属的 ６１ 个 ＯＴＵｓ，其中假单胞菌属

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）序列占 ８３．６％，不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）序列占 ９．８％，链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）序列占 ６．６％。
印度块菌×云南松菌根际可培养细菌具有较低的多样性，其中假单胞菌是其绝对优势类群。
２．２　 菌根际细菌高通量测序结果分析

提取印度块菌×云南松菌根际土壤细菌总 ＤＮＡ，扩增其 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ１⁃Ｖ３ 区并高通量测序，总计得到
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图 ３　 基于根际细菌 １６ｓ⁃ｒＤＮＡ 序列构建的最大简约树中的一棵分支上的数字为≥５０％的靴带值

Ｆｉｇ．３　 Ｏｎｅ ｏｆ ｍｏｓｔ ｐａｒｓｉｍｏｎｉｏｕｓ ｔｒｅｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １６ｓ⁃ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ． Ｎｕｍｂｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ

ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｓｕｐｐｏｒｔ ａｂｏｖｅ ５０％

８９３７ 条序列 ２０７３ 个 ＯＴＵｓ。 根据对其测序数量和 ＯＴＵｓ 数量之间的关系进行 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ 曲线分析（图 ４），当
测序数量在 ８９３７ 条，相似度设为 ９７％时，ＯＴＵｓ 的数量还在增加，但曲线趋于缓和，测序数量可以满足分析

要求。
根际细菌的 ２０７３ 个 ＯＴＵｓ 分属于细菌的 ２０ 门 １９８ 属。 在门的级别上，变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）细菌序

列占全部序列的 ３３．８２％，放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）细菌序列占全部序列的 ２１．９５％，酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）
细菌序列占全部序列的 １０．１３％，隶属于该 ３ 门的细菌 ＯＴＵｓ 占总 ＯＴＵｓ 的 ６５．９％（图 ５）。 在属的级别上，黄杆

菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）细菌序列占全部序列的 ２５．５７％，根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）细菌序列占全部序列的 ８．９７％，
假黄色单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａ）细菌序列占全部序列的 ５．４％，贪噬菌属（Ｖａｒｉｏｖｏｒａｘ）细菌序列占全部序
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　 图 ４ 　 菌根际土壤细菌可变区序列的数量和 ＯＴＵｓ 之间的

Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ 曲线分析

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＯＴＵｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ

ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

列的 ５．１１％，新鞘脂菌属（ Ｓｐｈｉｎｇｏｐｙｘｉｓ）细菌序列占全

部序列的 ４％，新鞘氨醇菌属（Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ）序列占

３．１８％，苯基杆菌属（Ｐｈｅｎｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）序列占 ２．９４％，
土地杆菌属（Ｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ）序列占 ２．６５％，其余 １９０ 个属

序列占 ４２．１６％（图 ６）。 在 ＯＴＵｓ 的分布上，变形菌门、
放线菌门和酸杆菌门为印度块菌×云南松菌根际土壤

细菌的优势类群，黄杆菌属、根瘤菌属和假黄色单胞菌

属为其优势属。
研究结果表明，印度块菌⁃云南松菌根际土壤细菌

类群具有较高的多样性，物种种类丰富，优势菌群集中。
变形菌门、放线菌门和酸杆菌门细菌是印度块菌⁃云南

松菌根际土壤细菌的优势类群，黄杆菌属、根瘤菌属和

假黄色单胞菌属细菌是印度块菌⁃云南松菌根际土壤

细菌。

３　 讨论

块菌的代谢产物影响其周围的土壤理化性质以及共生植物根部微生物的类群，使得块菌生长并形成子囊

果的地方，大部分草本植物枯死，形成无草或少草的火烧区式的“菌塘”。 菌塘土壤微生物种群和块菌之间的

关系紧密而复杂。 土壤微生物通过影响真菌的生态适应性，从而影响真菌的生长、分布及子囊果的形成和气

味成分的形成［２９］。 菌塘内和菌塘外的土壤细菌类群的结构不同，黑孢块菌的菌塘内，隶属于厚壁菌门、放线

菌门和黄杆菌科的细菌为优势类群，其种类和数量远远高于菌塘外土壤细菌的种类和数量［３０］。

图 ５　 根际细菌 ＯＴＵｓ在不同门的分布

Ｆｉｇ．５　 ＯＴＵｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｈｙｌｕｍ

块菌不仅影响菌塘内的细菌种群结构，同时也会影响菌根际细菌的群落结构。 在过去十年，块菌菌根合

成的研究技术已经取得了长远的进步，获得诸多组合式样的菌根合成案例［１５⁃１７］。 随着菌根技术的发展，人们

越来越认识到，除了非生物因素的影响，根际促生细菌（ＰＧＰＲ）对菌根的合成是否成功扮演着不可缺乏的角

色［３１］。 随着研究深入，在人工合成菌根的过程中，添加根际促生细菌成为一种现代且有效的生物技术手

段［３２］。 尽管很多根际促生细菌的相关研究已经报道，但块菌菌根促生细菌的相关研究鲜有报道［３２⁃３３］，关于印

度块菌的菌根促生细菌研究还未见报道。 本研究首次揭示了印度块菌×云南松菌根际细菌的种群组成和结

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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图 ６　 根际细菌 ＯＴＵｓ在不同属的分布

Ｆｉｇ．６　 ＯＴＵｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｕｓ

构特征，为研究印度块菌的菌根促栖菌奠定了基础。
根据本次研究结果，印度块菌×云南松菌根际可培养细菌以假单胞菌为绝对优势类群。 假单胞菌为革兰

氏阴性细菌，能在植物根际土壤中大量增殖，许多菌株对植物有抑制病害、 促进生长的作用，其中荧光假单胞

菌（Ｐ． ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）成为近几十年来研究报道最多、最具应用价值前景的一类生防菌［３４］。 假单胞菌也是沙漠块

菌（Ｔｅｒｆｅｚｉａ ｃｌａｖｅｒｙｉ）菌根际土壤可培养细菌的优势类群，且其中孟氏假单胞菌（Ｐ． ｍａｎｄｅｌｉｉ）明显的提高了菌

根的侵染率，被认为是一种良好的菌根促生细菌被用于菌根合成生产中［３５］。 假单胞菌除在块菌菌根际土壤

里是优势类群，也是波氏块菌（Ｔ． ｂｏｒｃｈｉｉ）菌根根尖以及意大利白块菌和沙漠块菌（Ｔｅ． ｂｏｕｄｉｅｒｉ）子囊果里的优

势类群［３６⁃３８］。 假单胞菌是印度块菌×云南松菌根际可培养细菌的优势类群，在印度块菌的菌根促生细菌的研

究时，假单胞菌为最理想的候选类群。
采用高通量测序技术，扩增细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ１—Ｖ３ 区进行测序分析，印度块菌×云南松菌根际土壤细菌

类群具有很高的多样性，其中变形菌门、放线菌门和酸杆菌门是其优势类群。 同样采用高通量测序技术研究

发现，夏块菌（Ｔ．ａｅｓｔｉｖｕｍ）的菌根际土壤细菌同样是以放线菌门和变形菌门为优势类群［２０］。 放线菌门、变形

菌门、拟杆菌门细菌也是黑孢块菌菌根际土壤细菌的优势类群［３９］。 在黑孢块菌的子囊果成熟过程中，菌根际

微生物虽有动态变化，但都是以 α⁃变形菌门和 γ⁃变形菌门细菌为优势类群［４０］。 以上研究所取土壤类型、块
菌和共生宿主植物都不一致，但菌根际土壤细菌优势类群具有相似性，变形菌门和放线菌门细菌为菌根际土

壤细菌优势类群。 本研究结果为印度块菌的菌根合成、种植园精细管理以及根际土壤微生物功能的研究奠定

了基础，明确了方向。
当研究菌根际土壤微生物多样性时，相比新一代的高通量测序的方法，传统平板培养的方法会错过很多

类群和重要信息。 但是，对于根际细菌的功能研究，以及细菌对菌根真菌的促生作用的研究，都离不开对细菌

的传统平板培养方法。 因此，本实验不仅采用高通量测序的方法，全面揭示了印度块菌菌根际土壤微生物的

种群组成，同时采用传统的平板培养的方法，对其可培养细菌进行了分离并鉴定，为菌根际细菌的功能研究，
以及菌根促生菌的筛选提供重要数据。
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