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基于高通量测序的两种高寒草甸土壤原核生物群落特
征研究
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１ 中央民族大学生命与环境科学学院，北京　 １０００８１

２ 中国林业科学研究院森林生态环境与保护研究所，国家林业局森林生态环境重点实验室，北京　 １０００９１

摘要：土壤微生物在生态系统中具有重要的生态功能，研究青藏高原高寒草甸的土壤原核生物群落组成及其主要影响因子，对
揭示青藏高原独特的微生物地理区系和预测全球环境变化的影响有重要意义。 本文利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 高通量测序技术，结合

分子生态网络，对青藏高原高寒沼泽化草甸和高寒草甸的土壤原核生物的群落组成特征进行了分析。 结果共检测到 ２３ １４５ 个

ＯＴＵｓ，可分为 ２ 个古细菌类群和 ３３ 个已知的细菌类群；其中变形菌门、酸杆菌门、放线菌门和拟杆菌门为土壤的优势菌群，相
对丰度累计超过 ７９％；高寒草甸原核生物的多样性高于高寒沼泽化草甸，两种草甸类型原核生物群落特征具有显著差异性（Ｐ＜
０．００１）。 分子生态网络分析表明，高寒草甸网络具有较长的平均路径距离和较高的模块性，使其比高寒沼泽化草甸网络更能抵

抗外界环境变化，在应对气候变化时具有更高的稳定性；典范对应分析（ＣＣＡ）和分子生态网络的分析结果均表明，土壤 ｐＨ 值

是影响土壤原核生物群落特征的主要影响因子。 综上所述，土壤微生物群落的组成变化对于评估其对全球气候变化的响应具

有重要的指示作用，土壤原核生物群落特征在不同的高寒草甸土壤中具有显著差异，了解其变化规律和影响因子，能为高寒草

甸生态系统的适应性管理和应对气候变化提供理论依据。
关键词：青藏高原；高通量测序；原核生物群落；高寒草甸
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土壤微生物参与了生态系统的各种重要的生态功能，是评价生态系统各种地下生态与生物地球化学循环

过程对环境变化的响应的一个重要指标［１］，近年来，已有研究报导了不同环境下土壤微生物的群落组成，有
学者认为微生物群落的控制因子会随着研究尺度的不同而发生改变［２］。 Ｚｈａｎｇ 等［３］ 发现土壤微生物群落的

分布受到纬度梯度的影响，而更多的研究认为微生物多样性沿海拔梯度的变化不同［４⁃５］，ｐＨ［６］、土壤养分［７］、
土壤温度［８］或其他因子也可能是影响微生物群落组成的主要因子。

气候变化对各种生物都会产生很大影响［９］。 由于高海拔和极端的气候条件，青藏高原是生态脆弱地区，
极易受到环境干扰［４］。 高寒沼泽化草甸是青藏高原高寒草甸草地的重要组成部分， 是一种草甸与沼泽之间

的过渡植被类型，面积为 ４．９×１０４ ｋｍ２，是青藏高原分布面积较广的草地生态系统之一［１０］。 受到气候暖干化

的影响，多年冻土出现退化，使得土壤表层含水量下降，植物群落随之发生变化，从而由高寒沼泽化草甸演替

为高寒草甸［１１］。 有学者认为，植物演替会对土壤微生物的群落结构产生显著影响，甚至还会在很大程度上影

响到土壤碳、氮含量的动态变化［１２］。 因此，作为青藏高原独有的高寒草甸生态系统，研究气候变化对土壤原

核生物的影响及其响应是十分必要的，对研究该区域独特的微生物地理区系和预测全球环境变化的影响有重

要意义。
近年来，关于高寒生态系统的研究多集中于植被覆盖度［１３］、植物群落结构［１４］、植物第一性生产力［１５⁃１６］、

土壤碳循环或氮循环［１７⁃１８］等方面，而对草甸生态系统土壤微生物的研究还处于起步阶段。 随着分子生物学

的发展，高通量测序技术作为研究微生物群落组成的有效手段，已被广泛应用于微生物学的研究领域中，它可

以通过对从土壤中提取的微生物总 ＤＮＡ 进行测序和比较分析，快速的对微生物进行有效鉴定［１９］。 目前，由
于受到研究技术和分析方法的局限，大部分的微生物多样性研究都集中在物种的多样性和丰富度等方面，没
有考虑微生物物种或种群间的相互作用，而分子生态网络（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｎｅｔｗｏｒｋｓ）分析方法［２０］ 的构建

为预测微生物群落组成和多样性对各种环境变化的可能响应提供了新的机遇。 本研究以青藏高原三江源地

区高寒沼泽化草甸和高寒草甸的土壤样品为研究对象，通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 高通量测序和分子生态网络相结

合，分析不同高寒草甸类型土壤原核生物群落组成和分子生态网络特征，并探讨影响原核生物群落组成的主

要环境影响因子。

１　 研究方法

１．１　 取样方法

选择青海省三江源地区的高寒沼泽化草甸（Ａｌｐｉｎｅ ｓｗａｍｐ ｍｅａｄｏｗ，简称 ＡＳＭ，３４°２２′１５″Ｎ， ９７°５６′５７″Ｅ，海
拔 ４４８０ ｍ）和高寒草甸（Ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗ，简称 ＡＭ，３５°２４′２８″Ｎ， ９９°２１′６″Ｅ，海拔 ４１４０ ｍ）为研究对象，各设立一

块样地。 每块样地的坡度、坡向、人为干扰情况尽可能一致。 为了在考虑空间异质性的同时降低实际地形的

取样难度，我们采样时对巢式取样的方法进行了简化，进行了“Ｌ”形取样［２１］。 即在每块样地设立 １ 个 ２００ ｍ×
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２００ ｍ 的网格，以网格内任意一个角为起点，在水平和垂直方向上距离分别为 １０，２０，５０，１００ 和 ２００ ｍ 处设置

１ ｍ×１ ｍ 的样方，每块样地内设立 １０ 个 １ ｍ×１ ｍ 样方，共 ２０ 个样方。 在每个 １ ｍ×１ ｍ 的样方内采用对角线

取样法采集土壤样品，取样深度为 ０—１０ ｃｍ，混合后过筛，分成 ２ 份，１ 份低温保存用于土壤理化性质分析，
１ 份－８０℃保存用于 ＤＮＡ 提取。 同时记录采样地点经纬度、地形等。
１．２　 土壤理化性质和植物多样性测定

在每个样方中，调查植物种类、多度、高度、盖度等指标，计算重要值。 物种多样性的测定采用物种丰富度

指数和香农多样性指数来表征。
土壤有机碳（ＳＯＣ）用重铬酸钾氧化－分光光度法测定，ｐＨ 值用酸度计法测定，土壤湿度、全磷（ＴＰ）、全氮

（ＴＮ）、铵态氮（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ）和硝态氮（ＮＯ－

３ ⁃Ｎ）采用常规方法测定，碱解氮（ＡＮ）用碱解－扩散法测定，速效磷（ＡＰ）
用盐酸和硫酸溶液浸提，等离子发射光谱法测定［２２］。
１．３　 高通量测序

土壤 ＤＮＡ 的提取主要参考 Ｚｈｏｕ［２３］ 的方法进行。 利用土壤基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒（ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ，
Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）先粗提土壤样品 ＤＮＡ，然后利用 ０． ５％的低熔点的琼脂糖凝胶对样品 ＤＮＡ 进行纯化，利用

ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ⁃１０００ 分光光度计（Ｎａｎｏｄｒｏｐ Ｉｎｃ）检测样品 ＤＮＡ 纯度，若 Ａ２６０ｎｍ／ ２８０ｎｍ＞１．８０，Ａ２６０ｎｍ／ ２３０ｎｍ＞１．７０ 则表

明样品 ＤＮＡ 符合要求。 最后，利用 ＦｌＵＯｓｔａｒ Ｏｐｔｉｍａ（ＢＭＧ Ｌａｂｔｅｃｈｍ Ｊｅｎａ，Ｇｅｒｍａｎｙ）方法对纯化后的 ＤＮＡ 进

行定量。
以 样 品 ＤＮＡ 为 模 板， 根 据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 Ｖ４ 高 变 区 设 计 引 物， 其 正 向 引 物 为 ５′⁃

ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ⁃３′ （５１５Ｆ），反向引物为 ５′⁃ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃ ３′ （８０６Ｒ） ［２４］，在 ＰＣＲ
反应体系中进行扩增。 ＰＣＲ 反应体系参照 Ｄｉｎｇ 等［８］ 的方法。 将 ６００ μＬ 的混合液放入 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ
（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）平台（２×１５０ 个序列读长）进行测序。

原始序列根据 Ｂａｒｃｏｄｅ 区分不同的样本序列，利用 ＦＬＡＳＨ 算法［２５］处理原始序列的前末端和后末端，将测

得的序列进行比对分析，去掉低质量、较短序列和无法比对到 １６Ｓ ｒＲＮＡ 数据库的序列以保证数据的可靠性。
根据 ＵＣＬＵＳＴ 方法［２６］，将样点序列以≥９７％的相似性划分为 １ 个分类操作单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔ，
ＯＴＵ），采用 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 将代表性 ＯＴＵ 的序列信息比对至相对应的物种信息［２７］，最后对所获得的 ＯＴＵ 数据

进行处理分析。 所有的数据分析在美国俄克拉荷马大学环境基因组研究所的网站平台完成（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｈｏｕｌａｂ５．
ｒｃｃｃ．ｏｕ．ｅｄｕ：８０８０）。
１．４　 分子生态网络构建

分子生态网络是基于随机矩阵理论［２０］，通过在线平台 ＭＥＮＡ 进行构建和数据分析（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｉｅｇ２．ｏｕ．ｅｄｕ ／
ｍｅｎａ ／ ），用于研究微生物网络互作关系。 为确保 ＯＴＵ 相互关系的准确性，在构建网络时，去除同一样地 １０ 个

平行样品中出现次数低于 ７０％的 ＯＴＵｓ。 网络构建时，将基于随机矩阵理论，自动生成阈值。 每个网络基于快

速模块优化的方法形成不同的模块。 本研究中，不同网络的拓扑性质通过不同的指数如平均联系数、平均聚

集系数、平均路径距离、连通性和模块性［２０］来进行表征。 网络节点功能通过模块内连接度（Ｚｉ）和模块间连接

度（Ｐｉ）这 ２ 个指标来进行划分，将节点划分为 ４ 大类型：模块枢纽（Ｚｉ ＞２．５ 且 Ｐｉ ≤０．６２）、网络枢纽（Ｚｉ ＞ ２．５
且 Ｐｉ ＞０．６２）、外围节点（Ｚｉ ≤２．５ 且 Ｐｉ ≤０．６２）和连接节点（Ｚｉ ≤２．５ 且 Ｐｉ ＞０．６２） ［８］。 此外，将环境因子当成

网络节点，与原核生物 ＯＴＵｓ 一起构建网络，用来研究原核生物网络中的关键影响因子。
１．５　 统计分析

采用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＳＰＳＳ １８．０ 软件利用对数据进行初步统计和差异性检验；微生物多样性通过香农指数和辛

普森指数来表征，并计算微生物的物种丰富度；用除趋势对应分析（Ｄｅｔｒｅｎｄｅｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＤＣＡ）对
土壤微生物群落特征进行排序；用典范对应分析（Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＣＡ）研究群落分布格局

与环境因子的关系；ＤＣＡ 和 ＣＣＡ 均使用生物统计学软件 Ｒ 软件中的 Ｖｅｇａｎ 软件包［８］进行统计分析。 不相似

性检验均利用在线网站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｉｅｇ．ｏｕ．ｅｄｕ ／ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ／ ）进行分析。 采用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ １２．５ 软件作图。 分子生态
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网络采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３．０ 软件进行可视化。

２　 结果

２．１　 两种高寒草甸的环境因子特征

对样地进行植物调查和植物指标计算，结果表明，ＡＳＭ（高寒沼泽化草甸） 样地的优势种为藏嵩草

（Ｋｏｂｒｅｓｉａ ｔｉｂｅｔｉｃａ）和矮嵩草（Ｋｏｂｒｅｓｉａ ｈｕｍｉｌｉｓ）；ＡＭ（高寒草甸）样地的优势种是矮嵩草和高山嵩草（Ｋｏｂｒｅｓｉａ
ｐｙｇｍａｅａ）。 ＡＭ 样地的植物多样性高于 ＡＳＭ，而植物丰富度低于 ＡＳＭ（表 １）。

在土壤理化性质中，ＡＳＭ 样地的土壤湿度显著高于 ＡＭ 样地，ｐＨ 值显著低于高寒草甸（ ｐ ＜ ０． ０１）
（表 １）。 大部分的土壤养分含量如 ＳＯＣ、ＴＮ、ＡＮ 和 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 在 ＡＳＭ 样地更高，而 ＴＰ、ＡＰ 和 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 在 ＡＭ 样地

中明显较低（Ｐ ＜ ０．０５）。

表 １　 两种草甸类型土壤的环境因子比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ｔｗｏ ｍｅａｄｏｗ ｔｙｐｅｓ

环境因子 Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ＡＳＭ ＡＭ Ｐ

海拔 Ａｌｔｉｔｕｄｅ ／ ｍ ４４８０ ４１４０ —

土壤湿度 Ｓｏｉｌ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％ ３８．５７±８．０１ ２９．０１±４．４８ ０．００４

ｐＨ ６．６２±０．３１ ７．３８±０．１３ ０．００１

ＳＯＣ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ６８．３３±１７．９１ ５９．９５±１０．７４ ０．２２０

ＴＮ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ５．６８±１．３３ ５．４８±０．６５ ０．６８０

ＴＰ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ６０８．９５±５０．２３ ６５１．９２±１２３．７９ ０．３２９

ＡＮ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ４８４．３３±１２１．９７ ４０８．３８±６６．５０ ０．１０６

ＡＰ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） １８．１６±２．８４ ４２．９０±２０．０７ ０．００４

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） １２．１４±９．０５ ６．６７±２．０４ ０．０９２

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ４３．４０±６．５８ ５３．５５±９．３６ ０．０１２

植物香农指数 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｐｌａｎｔ ７．８８±２．６７ ８．１５±２．２１ ０．８１０

植物物种丰富度 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ １６．４０±１．５１ １４．７０±２．３１ ０．０６７

　 　 ＡＳＭ：高寒沼泽化草甸，Ａｌｐｉｎｅ ｓｗａｍｐ ｍｅａｄｏｗ；ＡＭ：高寒草甸，Ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗ；ＳＯＣ：Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ，土壤有机碳；ＴＮ：全氮，Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；

ＴＰ：全磷，Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＡＮ：碱解氮，Ａｌｋａｌｉｚｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＡＰ：速效磷，Ｒａｐｉｄ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ：铵态氮，Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＯ－

３ ⁃Ｎ：硝态

氮，Ｎｉｔｒａｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ． 表中数据表示平均值±标准差，Ｐ 值为独立样本 Ｔ 检验的结果

２．２　 土壤原核生物的多样性比较

利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 平台对土壤样品进行高通量测序，按照 １５０００ 序列重新抽样，基于 ９７％的相似性定位

物种水平，共获得 ２３ １４５ 个 ＯＴＵｓ，其中，ＡＳＭ 样地检测到 １５５５５ 个 ＯＴＵｓ，ＡＭ 样地共检测到 １６２２５ 个 ＯＴＵｓ。
香农和辛普森多样性指数均显示，ＡＭ 样地的原核生物多样性显著高于 ＡＳＭ 样地 （Ｐ ＜ ０．１）（表 ２）。

表 ２　 两种草甸类型的原核生物多样性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｔｗｏ ｍｅａｄｏｗ ｔｙｐｅｓ

指标 Ｉｎｄｉｃｅｓ ＡＳＭ ＡＭ Ｐ

香农指数 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ ７．３７±０．１５ ７．４９±０．１５ ０．０９５

辛普森指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ５８１．５４±１２６．３８ ７３０．８９±１１９．３２ ０．０１４

物种丰富度 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ３９７２．４０±３６３．２１ ４１８９．４０±３８８．１３ ０．２１３

通过除趋势对应分析（ＤＣＡ）对原核生物群落组成进行排序，从图 １ 中可以看出，两种草甸类型的原核生

物群落能基本分开。 进一步进行不相似性检验（包括 ＭＲＰＰ、Ａｄｏｎｉｓ 和 Ａｎｏｓｉｍ），结果显示两种草甸类型原核

生物群落组成差异显著 （Ｐ ＜ ０．００１，表 ３）。
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图 １　 土壤原核生物群落组成的除趋势对应分析（ＤＣＡ）

　 Ｆｉｇ．１　 Ｄｅｔｒｅｎｄｅｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

ＡＳＭ：高寒沼泽化草甸， Ａｌｐｉｎｅ ｓｗａｍｐ ｍｅａｄｏｗ； ＡＭ：高寒草甸，

Ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗ

表 ３　 两种高寒草甸类型土壤原核生物群落组成差异性分析

　 Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｓｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｍｅａｄｏｗ ｔｙｐｅｓ

不相似性检验
Ｄｉｓｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｔｅｓｔ δ ／ Ｒ ／ Ｒ２ Ｐ

ＭＲＰＰ δ＝ ０．６０９ ＜ ０．００１

Ａｎｏｓｉｍ Ｒ＝ ０．５８８ ＜ ０．００１

Ａｄｏｎｉｓ Ｒ２ ＝ ０．１８３ ＜ ０．００１

图 ２　 原核生物群落组成主要门类的相对丰度

　 Ｆｉｇ． ２ 　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｐｈｙｌａ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
变形 菌 门， Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ； 酸 杆 菌 门， Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ； 放 线 菌 门，
Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ；拟杆菌门，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ；疣微菌门，Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ；
浮霉 菌 门， Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ； 厚 壁 菌 门， Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ； 绿 弯 菌 门，
Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ；其 他， Ｏｔｈｅｒｓ； 泉 古 菌 门， Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ； 芽 单 胞 菌

门，Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ

２．３　 土壤原核生物的群落组成差异

检测到的 ＯＴＵｓ 可划分为 ３３ 个细菌门类和 ２ 个古

菌门类。 其中，变形菌门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）是优势门类（图 ２），它们在 ＡＳＭ 样地中

的相对丰度分别为 ３４． ８％、２４． ７％、１１． ６％和 ８． ７％，在
ＡＭ 样地中的相对丰度分别为 ３２．１％、２３．１％、１９．５％ 和

６．５％（图 ２）。 其中，变形菌门、酸杆菌门和拟杆菌门的

在 ＡＳＭ 样地中相对丰度较高，而放线菌门在 ＡＭ 样地

中相对丰度较高。
２．４　 原核生物的分子生态网络结构分析

基于 ＲＭＴ 算法，利用高通量测序数据构建分子生

态网络，比较两种草甸类型土壤原核生物网络联系上的

差异，研究它们之间的网络互作关系，网络的拓扑性质

见表 ４。 构建的两种草甸类型的网络具有相同的阈值

（０．８９０），且均体现了网络的无尺度特征、小世界特征以

及模块化特征。 ＡＳＭ 的网络包含 ７３９ 个节点和 ９８６ 个

连接数，而 ＡＭ 网络包含 ８６０ 个节点和 ８８４ 个连接数

（表 ４）。 比较两个网络的拓扑性质，ＡＳＭ 具有较高的

连通性和平均聚集系数，而 ＡＭ 具有较长的平均距离和

较高的模块性。
模块枢纽和连接节点是网络联系中的两大重要节

点。 从图 ３ 可以看出，ＡＳＭ 含有 ６ 个模块枢纽，其中，４
个模块枢纽属于变形菌门，１ 个属于绿弯菌门以及 １ 个

属于浮霉菌门。 而 ＡＭ 含有 ５ 个模块枢纽，２ 个属于放

线菌门，１ 个为变形菌门， １ 个为疣微菌门以及 １ 个为

芽单胞菌门。 ＡＳＭ 含有 ５ 个连接节点，而 ＡＭ 中不含连

接节点。
２．５　 影响土壤原核生物群落组成的环境因素

采用典范对应分析（ＣＣＡ）来探究与土壤原核生物

群落组成相关的环境因子。 基于 ＶＩＦ 检验，选择 ７ 个对

原核生物有显著作用的环境因子（土壤湿度、植物丰富

度、ｐＨ 值、ＡＮ、ＡＰ、ＳＯＣ、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ）结合 ＯＴＵｓ 数据矩阵来

构建 ＣＣＡ 模型（Ｐ ＜ ０．０５）。 根据各环境因子在第一轴

的投影量显示，ｐＨ 值可能是影响原核生物群落组成的

主要因子，其次为土壤湿度（图 ４）。
通过构建网络的方法进一步进行分析，比较原核生

物群落组成与环境因子的联系紧密程度，结果显示，土
壤 ｐＨ 值在所检测的环境因子中具有最高的连接数目，
再次表明了 ｐＨ 值在高寒草甸原核生物群落组成上产

生了极其重要的作用（图 ５）。

５　 ２２ 期 　 　 　 卢慧　 等：基于高通量测序的两种高寒草甸土壤原核生物群落特征研究 　
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表 ４　 两种草甸类型的原核生物网络关系的拓扑性质

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｉｎ ｔｗｏ ｍｅａｄｏｗ ｔｙｐｅｓ

拓扑性质 Ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ＡＳＭ ＡＭ 拓扑性质 Ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ＡＳＭ ＡＭ

阈值 Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ０．８９０ ０．８９０ 平均聚集系数 Ａｖｅｒａｇｅ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ０．１５２ ０．１１８

节点数 Ｔｏｔａｌ ｎｏｄｅｓ ７３９ ８６０ 平均路径距离 Ａｖｅｒａｇｅ ｐａｔｈ ｄｉｓｔａｎｃｅ ７．７８５ ９．９１１

连接数 Ｔｏｔａｌ ｌｉｎｋｓ ９６８ ８８４ 连通性 Ｃｏｎｎｅｃｔｅｄｎｅｓｓ ０．３０９ ０．１５８

平均连接度 Ａｖｅｒａｇｅ ｄｅｇｒｅｅ ２．６２０ ２．０５６ 模块性 Ｍｏｄｕｌａｒｉｔｙ ０．８０５ ０．９３１

图 ３　 基于网络拓扑性质的原核生物网络 Ｚ⁃Ｐ 分布图

　 Ｆｉｇ． ３ 　 Ｚ⁃Ｐ ｐｌｏｔ ｓｈｏｗｉｎｇ ｎｏｄｅ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ

ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｎｅｔｗｏｒｋ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅｉｒ ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

图 ４　 原核生物群落与环境因子间的典范对应分析 （ＣＣＡ）

　 Ｆｉｇ． ４ 　 Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｗｉｔｈ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

图 ５　 原核生物物种组成与环境因子的网络互作关系

Ｆｉｇ．５　 Ｎｅｔｗｏｒｋ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ＯＴＵｓ

绿色的点表示与 ｐＨ 直接连接的 ＯＴＵｓ，蓝色的点表示与 ｐＨ 间接连接的 ＯＴＵｓ

３　 讨论与结论

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 高通量测序技术的发展提供了一个强大的、高效的平台，可以帮助我们迅速和有效地确定

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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微生物的群落结构组成［１８］。 近年来，越来越多的学者关注于土壤微生物优势菌群的研究，有学者认为，微生

物群落的整体组成在不同生境中的差异可能较大，但优势菌群基本相似，如 Ｓｈｅｎ 等［２８］ 通过高通量测序技术

对长白山地区土壤微生物的研究发现，变形菌门、酸杆菌门和疣微菌门是微生物主要类群，相对丰度分别为

２３．１％、２０．８％和 １７．２９％。 Ｚｈａｎｇ 等［７］ 对高寒草甸演替过程中微生物群落变化进行了研究，结果表明酸杆菌

门、变形菌门、放线菌门和浮霉菌门是优势菌群。 本研究结果表明，两种草甸类型的原核生物多样性有显著差

异，而变形菌门、酸杆菌门、放线菌门和拟杆菌门的是两种高寒草甸类型中相对丰度最高的重要细菌类群，在
两个样地中相对丰度累计均超过 ７９％。 可以看出，土壤微生物优势菌群在不同土地类型和不同海拔梯度都

具有一定的相似性，这可能是由于这些微生物类群种类最多、分布广，且个体小、扩散性强，易形成随机性和广

泛性的分布特点［２９］，除此之外，微生物生境特异性低，适应环境能力强可能也是一个重要因素［３０］。
分子生态网络作为一种功能强大的工具，可以提供不同物种之间复杂的生态相互作用的重要信息，并揭

示微生物结构网络拓扑结构的变化［３１］。 ＡＳＭ 网络较短的平均路径距离和较高的连通性表明其土壤原核生物

之间的相互作用比 ＡＭ 网络更复杂、更紧密。 然而，较短的平均路径距离意味着局部的干扰可能会更快地传

达到整个网络［２，３２］，而紧密连接的群落可能对干扰更加敏感［２］，这意味着具有较长路径距离的 ＡＭ 网络较

ＡＳＭ 网络更加稳定。 ＡＳＭ 网络的模块枢纽种类较为单一，大部分 ＯＴＵｓ 属于变形菌门，而群落组成的单一化

可能导致其联系较为紧密，对外界的抵抗能力反而较弱［３３］。 此外，模块性的比较结果也证实了这一点。 网络

模块性作为网络系统对抗外界变化的抗性指征［８］，在 ＡＭ 样地中较高，在 ＡＳＭ 样地中较低，说明 ＡＭ 网络在

应对外界环境变化时将具有更高的抗性。
土壤 ｐＨ 值通常是影响微生物多样性的重要因子之一［６］，它与土壤微生物群落结构和组成有着极为紧密

的关系，这种相互关系在在不同空间尺度的研究中都有报道，如 Ｓｈｅｎ 等［６］发现土壤 ｐＨ 值是控制土壤微生物

多样性和群落组成的关键性因子，并指出 ｐＨ 值对微生物的分布普遍存在影响；张于光等［３４］ 认为 ｐＨ 值不仅

是影响土壤微生物群落结构的主要因素，而且影响了微生物的海拔分布格局。 土壤 ｐＨ 值是一个复杂的环境

参数，有学者认为，土壤 ｐＨ 值之所以能对微生物的群落结构产生重要影响，可能与土壤 ｐＨ 值能够对土壤其

他因子的变化产生间接的影响有关［３５］。 本研究中，ＣＣＡ 和分子生态网络的分析结果均表明，ｐＨ 值是影响高

寒草甸土壤原核生物群落特征的主要因子。
青藏高原草地生态系统在全球气候变化中扮演着重要角色，对全球气候变化十分敏感。 本文通过对青藏

高原特有的代表性的植被类型高寒沼泽化草甸和高寒草甸进行研究，分析其地下原核生物在全球气候变化下

的响应，以期为高寒草甸生态系统的保护性管理和应对气候变化提供一定的理论依据。
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