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木论喀斯特常绿落叶阔叶混交林土壤细菌多样性及其
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摘要：土壤微生物在森林生态系统中起着重要作用。 为了了解木论喀斯特常绿落叶阔叶混交林土壤细菌的多样性，明确采样数

对多样性的影响，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 高通量测序技术对木论喀斯特常绿落叶阔叶混交林土壤细菌多样性进行了初步研究，发
现：在 ８２ 个采样点内，随着采样点增加，不同分类水平的土壤细菌类群数量有增多趋势；当采样点达到 ８２ 个时，检测出的土壤

细菌类群达 ４４ 门 ９９ 纲 １８０ 目 ３５６ 科 ６３０ 属和 ２６９８２２ 个 ＯＴＵ；８２ 个土壤样品中所检测出的细菌类群平均有 ２８．８ 门 ６０．９ 纲

１０８．１目 ２０６．８ 科 ２３９．６ 属和 ３２９０．５ 个 ＯＴＵ，其中门、纲、目分类水平上优势类群所占比例分别为变形菌门（ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）
（３４．５１％）、α⁃变形菌纲（Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）（１８．４３％）、根瘤菌目（Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ）（１２．５０％）。 取样数量对检测出的土壤细菌类群

数量有显著影响：在门、纲、目、科的分类水平上，３６ 个、５７ 个、７２ 个、７８ 个样品基本上可代表 ８２ 个样品监测出来不同分类水平

的细菌多样性信息；在属和 ＯＴＵ 的分类水平上，当样品数量达到 ８２ 个时检测出来的相应细菌类群数仍在不断地增加。 这些初

步的研究结果显示木论常绿落叶阔叶混交林土壤在一定程度上有着较高的细菌多样性水平，该研究为细菌多样性与植物多样

性的进一步研究奠定了基础。
关键词：喀斯特；细菌多样性；土壤微生物；森林；高通量测序
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微生物是地球上现存多样性最多的生命形式，其分布也最为广泛，几乎涉及到地球上的所有生境［１⁃２］。
土壤微生物是陆地生态系统中最活跃的成分，是退化生态系统恢复的“先锋者”，它推动着生态系统的能量和

物质循环，被公认为土壤生态系统变化的预警及敏感指标［３⁃４］。 而细菌在土壤微生物中占居绝对优势［５⁃８］，有
时甚至高达 ９５％以上［３］，其所占比例受土层深度、土壤理化性质等诸多因素的影响。 以往的学者大多注重于

农田和草地生态系统的研究，而对森林生态系统中的土壤细菌报道研究较少［９］。 大量研究发现，森林生态系

统具有极其丰富的微生物资源，其中变形菌是温带森林土壤细菌中含量最丰富的类群［１０］，而酸杆菌是温带森

林土壤细菌中相对丰度最高的类群［８］。 随着分子生物学的发展，土壤微生物多样性的研究手段也在不断地

改进，以往对于土壤微生物的研究方法有平板培养法、Ｂｉｏｌｏｇ 微平板法、磷脂脂肪酸谱图分析法（ＰＬＦＡ）、基于

ＰＣＲ 技术的方法［１１］等，但这些方法手段的微生物通量和分辨率均不高，检测的灵敏度也不够。 而高通量测序

技术（第二代测序技术）无需构建克隆，耗时少，通量高，错误率低［１２］，使得简单、快速、较准确地获取土壤微

生物信息成为可能，为准确揭示微生物种群结构方面的研究提供了强有力的手段［１３⁃１５］。
森林土壤细菌或微生物群落调查的第一步是获得一定数量的森林土壤样品，且这些样品能够代表它们所

在的群落。 目前的研究中每样地或样方并没有统一的土壤样品的采集数量。 那么究竟多少个土壤样品才能

充分反映森林土壤微生物群落的信息呢？ 这是一个基本且重要的问题，同时也是一个需要进一步研究的

问题。
广西木论喀斯特常绿落叶阔叶混交林是目前世界上保存最好、面积最大、代表性最强的喀斯特森林集中

连片区，生物环境类型特殊，物种组成丰富，群落结构复杂，是研究喀斯特地质背景下生态学问题的理想场所。
本文基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序平台对位于木论国家级自然保护区典型森林（常绿落叶阔叶混交林）内的 ２５
ｈｍ２大样地土壤细菌多样性进行了初步研究，分析了木论大样地土壤细菌多样性水平以及土壤细菌的门、纲、
目、科、属等不同分类水平的优势类群和各类群相对丰度，以揭示取样数量对土壤细菌多样性检测结果的影

响，其结果结果为认识生态功能提供理论知识，将有助于土壤细菌多样性及其与植物多样性的关系等进一步

研究，对指导喀斯特退化生态系统植被的迅速恢复和生态重建具有重要意义，同时也可为土壤微生物生物地

理学的发展提供科学理论支持和参考。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况与土壤样品采集

木论国家级自然保护区位于广西环江毛南族自治县西北部，地理坐标为 ２５°０７′０１″—２５°１２′２２″Ｎ，１０７°５４′
０１″—１０８°０５′５１″Ｅ，南缘云贵高原，北连贵州茂兰国家级自然保护区，总面积 ８９６９ ｈｍ２，海拔 ４００—１０００ ｍ。 该

区域为中亚热带季风气候，年平均气温 １５—１８．７℃，最冷月（１ 月）平均气温 ３．４—８．７℃，最热月（７ 月）平均气

温 ２３—２６．７℃，年积温 ４７００—６３００℃；年降雨量 １５３０—１８２０ ｍｍ，集中于 ４—８ 月，年平均相对湿度为 ８０％—
９０％，无霜期 ２３５—２９０ ｄ，气候温暖，雨量充沛。 土壤主要为石灰土和零星分布的硅质土，河流及水时空分布

不均，地域性来水差异大。 研究区植被为中亚热带石灰岩常绿落叶阔叶混交林，属隐域性喀斯特森林植被顶
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极群落类型，是目前世界上同纬度地区残存下来的仅有的、原生性强、相对稳定的喀斯特森林生态系统，也是

喀斯特区原生性森林分布面积最大的区域，植被成层现象比较明显。

图 １　 木论样地地形图

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅｃｏｎｔｏｕｒ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ２５ ｈｍ２ Ｍｕｌｕｎ ｆｏｒｅｓｔ ｐｌｏｔ

１．２　 样品采集

通过勘测，于 ２０１４ 年 ３ 月在研究区内设置了一块

５００ ｍ×５００ ｍ 的大样地，作为长期监测样地（图 １）。 参

照 ＣＴＦＳ 标准采用规则网格法（２０ ｍ×２０ ｍ）进行样点布

置和采样，用全站仪和 ＧＰＳ 基站相结合的测量方法设

置和划分样地，参考木论自然保护区的森林状况和植

被、地形分布状况，共设置 ６２５ 个小样方，样方 ４ 个角用

水泥桩作永久标记。 将纵横各 ５ 个 ２０ ｍ×２０ ｍ 的小样

方作为 １ 个 １００ ｍ×１００ ｍ 的大样方，在样方的 ４ 个角和

中心的小样方内进行采样，共计 ８５ 个样方。 采样时在

每个样点周围 ２ ｍ 范围内随机采取 ５ 个 ０—１０ ｃｍ 表层

土壤混合成一个样品，代表该样点土样，并混合均匀、去
除根和石头，－８０℃保存用于 ＤＮＡ 的提取和后续分析

（由于采样过程中样品丢失，因此最后样品数量为 ８２
个）。
１．３　 ＤＮＡ 提取、扩增和高通量测序

土壤微生物宏基因组 ＤＮＡ 提取采用的专用试剂盒（ＦａｓｔＤＮＡ ＳＰＩＮ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ，ＭＰ），采用引物 ５１５Ｆ
（ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ）和 ８０６Ｒ（ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ）对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ４ 高变区进行

ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应体系 ３０ μＬ：１５ μＬ Ｐｈｕｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（２×），３ μＬ（６ μＭ） Ｐｒｉｍｅｒ（２ μＭ），１０ μＬ（５—１０
ｎｇ）ｇＤＮＡ（１ ｎｇ ／ μＬ），２ μＬ Ｈ２Ｏ。 ＰＣＲ 反应条件为：９８ ｍ℃预变性 １ ｍｉｎ；３０ 个循环包括（９８℃，１０ ｓｅｃ；５０ ｍ℃，
３０ ｓｅｃ；７２ ｍ℃，３０ ｓｅｃ）；７２℃，５ ｍｉｎ。 依据 ＰＣＲ 产物浓度，将所有扩增成功的 ＰＣＲ 产物等量混合，再经定量等

质量控制后，将质量合格的 ＰＣＲ 产物进行 ＤＮＡ 文库的构建，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 平台进行双末端 ２５０ ｂｐ 测序

（委托诺禾致源生物信息科技有限公司完成）。
１．４　 高通量测序数据处理与统计分析

根据 Ｂａｒｃｏｄｅ 序列和 ＰＣＲ 扩增引物序列从下机数据中拆分出各样品数据，截去 Ｂａｒｃｏｄｅ 和引物序列后使

用 ＦＬＡＳＨ（Ｖ１．２．７，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｃｂ．ｊｈｕ．ｅｄｕ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ＦＬＡＳＨ ／ ） ［１６］对每个样品的 ｒｅａｄｓ 进行拼接，过滤掉低质量的序

列。 使用 Ｑｉｉｍｅ（Ｖ１．７．０，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｑｉｉｍｅ．ｏｒｇ ／ ｓｃｒｉｐｔｓ ／ ｓｐｌｉｔ＿ｌｉｂｒａｒｉｅｓ＿ｆａｓｔｑ．ｈｔｍｌ） ［１７］ 的 Ｔａｇｓ 质量控制流程做聚类及

多样性分析。 其中，利用 Ｕｐａｒｓｅ 软件（Ｕｐａｒｓｅ ｖ７．０．１００１，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ ／ ｕｐａｒｓｅ ／ ） ［１８］对所有样品进行聚类，
依据惯例［１９］以 ９７％的一致性将序列聚类成为 ＯＴＵｓ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ），依据其算法原则，筛选出

ＯＴＵｓ 中出现频数最高的序列作为 ＯＴＵｓ 的代表序列，用 ＲＤＰ ［２０］对其进行系统分类。 再用 ＱＩＩＭＥ［１７］进行单样

品组成分析，得到样品在不同分类水平上的细菌类群组成及相对丰度的数据，将各分类水平：Ｐｈｙｌｕｍ（门）、
Ｃｌａｓｓ（纲）、 Ｏｒｄｅｒ（目）、Ｆａｍｉｌｙ（科）、Ｇｅｎｕｓ（属）上最大丰度排名前 １０ 的物种，生成物种相对丰度图。

在上述基础上制作采样点数—土壤细菌类群数曲线。 具体的做法是：从 ８２ 个样品中随机抽取 １ 个样品，
记下这个样品中包含的细菌类群数目；然后从剩下的 ８１ 个样品中再随机抽取 １ 个样品数据，和第一个抽到的

样品数据合并，记下这 ２ 个样品中包含的细菌类群数目；依此类推，直至采样点的数目达到最大：重复 ９９ 次取

平均值，制作采样点数—土壤细菌类群数曲线。

２　 结果与分析

２．１　 高通量原始数据处理

测序原始数据得到 ８８７２９９６ 条 ｒｅａｄｓ，拼接并进行预处理、质控后剩余 ６３８１４１８ 条序列。 预设每个样品
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４６４３１ 条序列，然后去除嵌合体，去除 Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ（只有 １ 条序列的那些 ＯＴＵ），并标准化为每样品 ３７５６７ 条序

列，得到每个样品的序列数及 ＯＴＵ 数（表 １）。

表 １　 样品序列数及 ＯＴＵ 数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｎｄ ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ

原始序列数
Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ

原始 ＯＴＵ 数
Ｏｒｉｇｉｎａｌ ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ

标准化序列数
Ｅｖｅｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ

标准化后 ＯＴＵ 数
Ｅｖｅｎ ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ

１０１ ９９７５２ ３６６３ ３７５６７ ２９８２

１０５ １０３７８８ ３０７３ ３７５６７ ２６０８

１０９ ９２８９３ ３３１１ ３７５６７ ２７９５

１１３ １０１７５５ ３２７５ ３７５６７ ２７３９

１１７ ９８８９１ ３２２６ ３７５６７ ２６６２

１２１ ９６４９１ ３０９４ ３７５６７ ２５４７

１２５ ９０４２３ ２９９３ ３７５６７ ２４７６

３０３ １０２９１７ ３３８０ ３７５６７ ２７７５

３０７ ８８３１４ ３０７７ ３７５６７ ２５９２

３１１ ９４１９０ ３３０８ ３７５６７ ２８１０

３１５ ９２０８９ ３４８８ ３７５６７ ２９００

３１９ ９１１９９ ２９４８ ３７５６７ ２５１９

３２３ ９３９４１ ３５６７ ３７５６７ ３０１３

５０１ ７５５９９ ３１６７ ３７５６７ ２６６９

５０５ ６０４１８ ３０４４ ３７５６７ ３０４４

５０９ １０２３０６ ３５２５ ３７５６７ ２８９４

５１３ ９５４４０ ２８２９ ３７５６７ ２４０９

５１７ ８９８６１ ３５８８ ３７５６７ ２９９０

５２１ １０２９９５ ３３５９ ３７５６７ ２７５５

５２５ １０１５９１ ３２３６ ３７５６７ ２６４６

７０３ ９０６７５ ３３６７ ３７５６７ ２８２２

７０７ ９５２５７ ３３９５ ３７５６７ ２８１９

７１１ １０６６１２ ３８８０ ３７５６７ ３２１７

７１５ １００６５７ ３７１５ ３７５６７ ３０４２

７１９ ９４３４１ ３９７９ ３７５６７ ３３０７

７２３ １００８７２ ３６４９ ３７５６７ ２９７６

９０１ ９０９５２ ３６７０ ３７５６７ ３０６４

９０５ ９３５４１ ３７５３ ３７５６７ ３１２１

９０９ ９９７６９ ３７３４ ３７５６７ ３０８４

９１３ ９８１５１ ３８３８ ３７５６７ ３１８４

９１７ １００４３１ ３５５１ ３７５６７ ２９５０

９２１ ９９４５６ ３１８９ ３７５６７ ２６４９

９２５ ９２７２１ ３４６６ ３７５６７ ２７９９

１１０３ ９３１０７ ３８２５ ３７５６７ ３２２２

１１０７ １０４４３７ ３９１１ ３７５６７ ３１９４

１１１１ ９２３３３ ３８３４ ３７５６７ ３１４１

１１１５ ９０３３６ ３５９０ ３７５６７ ２９６４

１１１９ ９５０８０ ３４５８ ３７５６７ ２８１９

１３０１ ８９８７７ ２７７０ ３７５６７ ２３８７

１３０５ ９１１８６ ３１５２ ３７５６７ ２６８０

１３０９ ９４５００ ２９６２ ３７５６７ ２４６４

１３１３ ９３６７８ ３２６６ ３７５６７ ２６７８
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续表

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ

原始序列数
Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ

原始 ＯＴＵ 数
Ｏｒｉｇｉｎａｌ ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ

标准化序列数
Ｅｖｅｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ

标准化后 ＯＴＵ 数
Ｅｖｅｎ ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ

１３１７ １０２１９５ ３２９０ ３７５６７ ２６５２

１３２１ ９９２２８ ３２６４ ３７５６７ ２６５５

１３２５ １０５５５６ ３３８２ ３７５６７ ２７２８

１５０３ ９４１４６ ３３３０ ３７５６７ ２７４２

１５０７ ９７６３７ ３５７４ ３７５６７ ２９４８

１５１１ ９５５５３ ３１５９ ３７５６７ ２５８１

１５１５ ８９０３６ ２７６３ ３７５６７ ２３２６

１５１９ ９７９０１ ３０３８ ３７５６７ ２５４８

１５２３ ９８６１１ ３０２０ ３７５６７ ２５２９

１７０１ １００７７０ ３４０２ ３７５６７ ２７６０

１７０５ ９４５５４ ３２６０ ３７５６７ ２６７３

１７０９ ９２５３２ ３４４９ ３７５６７ ２８５５

１７１３ ８８７４８ ３０９４ ３７５６７ ２５６１

１７１７ ９２３１９ ３２４６ ３７５６７ ２６９０

１７２１ ９７２１０ ３３７２ ３７５６７ ２７７１

１７２３ ９２４５７ ３２３４ ３７５６７ ２６８５

１９０３ ９１４０４ ３００２ ３７５６７ ２４５９

１９０７ １０４１４９ ３２３９ ３７５６７ ２６８１

１９１１ ９９４８７ ３０２２ ３７５６７ ２４６６

１９１５ ９１９７９ ３２４４ ３７５６７ ２６３９

１９１９ ９５５２０ ３０６６ ３７５６７ ２５０７

１９２３ ８６９０３ ３１３２ ３７５６７ ２６００

２１０１ ８８１２１ ２８５３ ３７５６７ ２３６２

２１０３ ９５０３５ ３５５９ ３７５６７ ３０２７

２１０９ ９３１４９ ３０６４ ３７５６７ ２５０８

２１１３ ９２４９２ ３３４６ ３７５６７ ２７７４

２１１７ １０３４４９ ２８４８ ３７５６７ ２３８７

２１２１ ９７６４５ ２９１９ ３７５６７ ２４２９

２１２５ １００１５６ ２８３３ ３７５６７ ２３７３

２３０３ ９６４０１ ３２７２ ３７５６７ ２６８６

２３０７ ８７５８０ ３００２ ３７５６７ ２４８８

２３１１ ９６２９５ ３０１７ ３７５６７ ２４９５

２３１５ ９２３８６ ２９７６ ３７５６７ ２４４６

２３１９ ９７８１６ ３１０４ ３７５６７ ２５４５

２５０１ １００９６７ ３４１４ ３７５６７ ２７７５

２５０５ １００７１８ ３１８２ ３７５６７ ２５９１

２５０９ ８２６１８ ３１８０ ３７５６７ ２７００

２５１３ ９４５４９ ２９４７ ３７５６７ ２４９０

２５１７ １０２４２３ ３４２９ ３７５６７ ２８０５

２５２１ ９８７７７ ３１９０ ３７５６７ ２６４０

２．２　 土壤细菌分类

对木论样地 ８２ 个土壤样品进行高通量测序，共产生 ２６９８２２ 个 ＯＴＵ。 未获得注释信息的 ＯＴＵ 约占总数

的 ０．０６４％。 ８２ 个土壤样品的平均 ＯＴＵ 为（３２９０．５１±２９０．２８）个，其中单个样品最多的有 ３９７９ 个、最少的有

２７６３ 个，分属于 ４４ 门 ９９ 纲 １８０ 目 ３５６ 科 ６３０ 属。
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２．２．１　 门

８２ 个土壤样品平均为细菌 ２８．８±２．６ 门，其中单个样品最多的有 ３６ 门，最少的有 ２３ 门。 相对丰度最高的

５ 个门所占比例总和达到 ８７． ６７％，分别是变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） （３４． ５１％）、放线菌门（ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）
（３０．７４％）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ） （１２．２４％）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ） （６．０１％）和奇古菌门（Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔ）
（４．１７％）。
２．２．２　 纲

８２ 个土壤样品平均有细菌 ６０．９±３．８ 纲，其中单个样品最多的有 ７０ 纲，最少的有 ５３ 纲。 相对丰度最高的

５ 个纲所占比例总和达到 ５９． ５０％， 分别是 α⁃变形菌纲 （ Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） （ １８． ４３％）， 嗜热油菌纲

（Ｔｈｅｒｍｏｌｅｏｐｈｉｌｉａ） （ １１． ５７％）、 未确认酸杆菌纲 （ ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ⁃Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ） （ １１． １０％）、 未确认放线菌纲

（ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ⁃Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）（１０．６５％）和 δ⁃变形菌（Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）（７．７５％）。
２．２．３　 目

８２ 个土壤样品平均有细菌 １０８．１±６．０ 目，其中单个样品最多的有 １２３ 目，最少的有 ９２ 目。 相对丰度最高

的 ５ 个目所占比例总和达到 ３７．７５％，分别是根瘤菌目（Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ）（１２．５０％）、Ｇａｉｅｌｌａｌｅｓ（８．４８％）、Ｓｕｂｇｒｏｕｐ⁃ ６
（６．６３％）、酸微菌目（Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｓ）（６．４８％）和黄色单胞菌目（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）（３．６６％）。
２．２．４　 科

８２ 个土壤样品中平均有细菌（２０６．８±１１．６）科，其中单个样品最多的有 ２３６ 科，最少的有 １８５ 科。 相对丰

度最高的 ５ 个科所占比例总和达到 １４．９６％，分别是黄色杆菌科（Ｘａｎｔｈｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ） （３．５４％）、小单孢菌科

（Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｃｅａｅ）（３．４９％）、０３１９⁃ ６Ａ２１（３．０４％）、Ｇａｉｅｌｌａｃｅａｅ（２．７６％）和生丝微菌科（Ｈｙｐｈｏｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ）
（２．１３％）。
２．２．５　 属

８２ 个土壤样品中平均有细菌（２３９．６±２１．０）属，其中单个样品最多的有 ３２２ 属，最少的有 ２０３ 属。 相对丰

度最高的 ５ 个属所占比例总和为 ９．２１％，说明细菌的属水平的多样性不显著。 相对丰度最高的 ５ 个属分别是

Ｇａｉｅｌｌａ（ ２． ７６％）、小单孢菌属 （Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ） （ １． ６５％）、土微菌属 （Ｐｅｄｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ） （ １． ６２％）、溶杆菌属

（Ｌｙｓｏｂａｃｔｅｒ）（１．６０％）和链霉菌属（ ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）（１．５５％）。
２．３　 取样数量对土壤细菌多样性的影响

在不同的分类水平上，随着取样点的增加，检测出的土壤细菌类群数目也在增加。 当取样点达到 ８２ 个

时，土壤细菌类群的数目达到最大，分别为 ４４ 门 ９９ 纲 １８０ 目 ３５６ 科 ６３０ 属 ２６９８２２ 个 ＯＴＵ（图 ２）。
在门的分类水平上，取样点数在 １—６ 之间时，检测到的细菌门数量随着取样点数量增加而快速增加；取

样点数超过 ６ 个后，门的数量增速减慢；当取样点数为 ３６ 个时，约能检测到 ４３ 个门；取样点数在 ３７—８２ 之间

时，门数仅增加 １ 个，此时门数量为达到 ４４。
在纲的分类水平上，取样点数在 １—１３ 之间时，检测到的细菌纲数量随着取样点数量增加而快速增加；取

样点数超过 １３ 后，纲的数量增速减慢；当取样点数为 ５７ 个时，约能检测到 ９８ 个纲；取样点数在 ５７—８２ 间时，
纲数仅增加 １ 个达到 ９９ 个。

在目的分类水平上，取样点数在 １—３１ 区间时，检测到的细菌目数量随着取样点数量增加而快速增加；取
样点数超过 ３１ 后，目的数量增速减慢；当取样点数为 ７２ 个时，约能检测到 １７９ 个纲；取样点数在 ７３—８２ 区间

时，目数仅增加 １ 个达到 １８０。
在科的分类水平上，取样点数在 １—６２ 区间时，检测到的细菌科数量随着取样点数量增加而快速增加；取

样点数超过 ６２ 后，科的数量增速减慢，但增速仍较大；当取样点数为 ７８ 个时，约能检测到 ３５５ 个目；取样点数

在 ７９—８２ 区间时，科数仅增加 １ 个达到 ３５６。
在属的分类水平上，取样点数在 １—７１ 区间时，检测到的细菌属数量随着取样点数量增加而快速增加；取

样点数超过 ７１ 后，属的数量增速减慢，但增速仍较大，且属的增速大于科的增速。 在 ＯＴＵ 的分类水平上，取
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样点数在 １—８２ 区间时，检测到的细菌 ＯＴＵ 数量随着取样点数量增加一直在较快增加（图 ２）。

图 ２　 木论大样地 ８２ 个土壤样品中检测到的各分类水平上细菌类群数量随采样点数增加的稀疏曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｑｕａｎｔｉｔｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｌｅｖｅｌｓ ｖａｒｙｉｎｇ ｗｉｔｈ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｍｕｌｕｎ Ｐｌｏｔ

３　 讨论

本文采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司 Ｈｉｓｅｑ 测序仪对地处中亚热带的木论常绿落叶阔叶混交林土壤细菌多样性进行了

初步研究，列出了木论森林土壤壤细菌门、纲、目、科、属、ＯＴＵ 数量以及不同分类水平上的优势类群及其相对

丰度。 虽然本次调查采集的土壤样品数量有限，但高通量测序技术的应用为进一步调查木论大样地内土壤细

菌等微生物资源积累了经验，并提供了新的技术支撑。 在本研究中，与数据库比对不上的 ＯＴＵ 约占总数的 ０．
０６４％，这说明所参考的 ＧｒｅｅｎＧｅｎｅｓ 数据库中包含了木论森林土壤细菌类群中的绝大部分。 研究显示，木论

森林土壤细菌在各分类水平上的信息较明确，这可能与测序区间、序列长度以及比对的数据库等有关，测序区

间、序列长度的增加，也有可能检测出来更多的细菌类群。 而随着分类水平的降低，所检测出的细菌类群越

多，是因为分类水平越低，细菌的类群种类就越丰富，因此土壤细菌相对丰度前 １０ 的类群在所有类群中所占

的比例也越低。
本研究在木论喀斯特常绿落叶阔叶混交林土壤中共检测出变形菌门、放线菌门、酸杆菌门等 ４４ 门，变形

菌门是最丰富的细菌类群，这一结果也与国内外关于森林、草地以及农田土壤细菌多样性方面的很多研究结

果相一致［２２⁃２４］。 Ｙｕａｎ 等［２５］对我国青藏草地研究发现酸杆菌是土壤中含量最丰富的细菌类群，Ｆｉｅｒｅｒ 等［８］ 也
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发现在温带森林中酸杆菌是土壤中含量最丰富的细菌类群，在对木论大样地森林土壤的研究中，酸杆菌门是

仅次于变形菌门和放线菌门居细菌类群总含量第三位，这也证实了杨官品等［２６］的观点，在土壤细菌中存在非

常丰富的多样性，不同类型的土壤中具备各自的优势细菌类群，而同时又含有相似的细菌类群。
Ｎａｃｋｅ 等［２４］通过在德国的研究表明，土壤细菌群落的结构在很大程度上是受树种和土壤 ｐＨ 值影响的；

也有学者认为在不同的空间尺度上，ｐＨ 值对土壤细菌的多样性和群落组成均会产生很大的影响［２７⁃２９］。 植物

多样性、土壤理化性状、土壤温度是形成森林土壤微生物群落结构的 ３ 个主要因素［３０］。 到底是哪些环境因子

影响着木论森林土壤细菌群落的组成和结构？ 土壤细菌不同类群又存在什么样的功能？ 土壤细菌与其他生

物类群之间是如何相互作用的？ 以及土壤细菌在森林群落维持上扮演着什么样的角色？ 这些问题都有待进

一步的深入探讨和研究。
在已有土壤细菌或土壤微生物研究中采用的取样数量变化较大（如 １ 个、１０ 个、３６ 个样品等），但是具体

到某种植被类型、生境类型或是某个生态系统，需要采集分析多少土壤样品才能较好地反映其微生物多样性

水平，仍然是一个值得探究的问题。 值得注意的是，在采样数量一定的情况下，多数研究还是将数个取样点土

样混合后形成混合样品以增加样品的代表性［１，９，３１⁃３２］。 对木论大样地森林土壤细菌多样性的初步研究表明，
取样数量对检测出的土壤细菌类群数量有显著影响：随着样品数量增多，被检测出来的细菌类群数量也增多，
当样品达到 ８２ 个时，其增速虽然变缓但仍保持上升的趋势，且各分类水平上的细菌类群多样性表现出类似趋

势的同时也存在一定区别，这表明增加土壤采样点数量应能检测出更多的细菌类群，同时也说明在进行不同

研究时要考虑取样数量的影响。 本研究结果表明，各分类水平在取样点数一定时，检测到的细菌数量随着取

样点数的增加而增加，但增速不同，这说明当取样点数较少时，可能会有较多的细菌类群没有被监测出来。 在

木论常绿落叶阔叶混交林中，在门的分类水平上，３６ 个样品基本上可代表 ８２ 个样品监测出来的细菌门多样

性信息；在纲的分类水平上，５７ 个样品基本上可代表 ８２ 个样品监测出来的细菌纲多样性信息；在目的分类水

平上，７２ 个样品基本可以代表 ８２ 个样品监测出来的细菌目多样性信息；在科的分类水平上，７８ 个样品基本可

以代表 ８２ 个样品监测出来的细菌科多样性信息；在属的分类水平上，当样品数量达到 ８２ 个时检测出来的相

应细菌类群数仍在不断的增加；特别是在 ＯＴＵ 的水平上，当样品数量达到 ８２ 个时细菌 ＯＴＵ 数量仍呈现出较

快增加的趋势，由此推测，如果增加较多样品数量，检测出来的细菌 ＯＴＵ 数量还会有较大增加。
获取一定数量的土壤样品是森林土壤微生物群落调查的首要步骤，且这些样品能够代表它们所在的群

落。 以往的研究中土壤样品的采集有每个样地或样方 １ 个［２９⁃３０］、１０ 个［３３⁃３４］、３６ 个［９］ 等不同数量，究竟多少数

量土壤样品才能充分反映森林土壤微生物群落的信息，这是一个基本且重要的问题［３５］，也是一个需要进一步

深入探讨与研究的问题。 在以往对草地［２４⁃２５］、农田［３６⁃３７］或是森林［１８，３８］等的土壤微生物研究中，均考虑取样数

量对于研究结果的影响。 取样数量除了受研究目的和研究深度决定外，同时也会受到研究成本的影响，特别

是在高通量测序单个样品所需经费较高的情况下，因此，在实际研究中需要对于取样数量进行权衡，既要能满

足研究目的、反应所研究对象的微生物多样性水平，又要能兼顾到实验的研究费用。 另外，文库的构建及测序

深度的选择等也会对检测出的细菌类群产生一定程度影响。 库容和测序深度的增加，也有可能检测出来更多

的细菌类群。 还有，测序区间的选择也会对研究结果产生一定的影响，例如：１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的高变区不同，其
分类信息的精确性也会不一样［３９］。
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