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利用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术分析内蒙古西部地区土壤细菌
的多样性
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摘要：为明确内蒙古西部地区土壤细菌的多样性，利用聚合酶链反应⁃变性梯度凝胶电泳 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ⁃
ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）技术对 １７０ 份土壤样品中的细菌丰度和群落结构组成进行了分析，并研究了土壤细菌多样

性与肥力参数的关系。 结果表明：内蒙古西部地区土壤细菌的多样性是比较丰富的，丰富度指数处于 ４ 到 ６０ 之间，香浓指数处

于 １．３８ 到 ４．０９ 之间。 不同土壤类型，其细菌的多样性有明显差异。 其中，新积土、棕钙土、栗钙土和灰钙土中的细菌多样性指

数均高于其他类型土壤，而灰漠土的多样性指数最低。 且土壤的不同利用方式也会对土壤细菌多样性有所影响，其中耕地土壤

细菌多样性指数最高，而未利用土壤的多样性指数最低。 细菌多样性与土壤肥力参数的相关性分析结果显示二者之间并无显

著的相关性。 内蒙古西部地区土壤中的优势种群包括 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（厚壁菌

门）、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（放线菌门）、Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ（酸杆菌门）、Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ（芽单胞菌门）、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ（硝化螺旋菌门）。 可为该

地区的土壤生态系统治理与恢复及未来该地区特有微生物资源的开发利用、农业生产指导等提供一定的科学依据。
关键词：变性梯度凝胶电泳；土壤细菌；多样性；内蒙古西部地区；群落结构
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细菌种类繁多，对环境、人类和动物既有危害又有用处。 一些细菌成为病原体，导致了破伤风、伤寒、肺
炎、梅毒、霍乱和肺结核。 在植物中，细菌导致叶斑病、火疫病和萎蔫。 但一些细菌可以与酵母菌及其他种类

的真菌一起用于发酵食物，例如奶酪、泡菜、酱油、醋、酒等的制作。 细菌也能够分泌多种抗生素，例如链霉素

即是由链霉菌（ Ｓｔｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）所分泌的。 细菌还能降解多种有机化合物，常被用来清除污染，如嗜甲烷菌

（ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈ）可以分解三氯乙烯和四氯乙烯。 在生物科技领域中，细菌也有着广泛的运用。 细菌与人类的

生产和生活关系极为密切，因此研究细菌多样性对于环境系统十分重要，了解环境中的优势菌群和功能菌群

具有特殊的指导意义。 随着现代分子生物学技术的发展，仍有大量细菌没有被发现，因而对于细菌的研究与

开发是非常必要的。
内蒙古西部地区地域辽阔，包括阿拉善、鄂尔多斯、乌海、巴彦淖尔和包头 ５ 个盟市，以农业和畜牧业为基

础产业［１］。 由于所处纬度较高，边沿有山脉阻隔，气候以温带大陆性季风气候为主。 该地区地形地貌复杂，
有鄂尔多斯高原、河套平原以及阴山山脉［２］，且水资源短缺，水土流失和沙漠化严重［３］。 整个西部地区以温

带荒漠区和温带草原区为主，土壤类型分布较多，包括 ３８ 个土壤亚类。 阿拉善与鄂尔多斯等地区沙漠化严

重，以风沙土和灰棕漠土为主；包头、巴彦淖尔和乌海地区的土壤主要为栗钙土、灰钙土、棕钙土。 土地利用方

式多样，有耕地、林地、牧区草地、退化草地、荒地等。 由于土壤的营养成分含量、有机物的丰富程度、ｐＨ 的大

小、以及土壤植被的不同，都会导致细菌分布的不同［４］，也可能存在着特殊类型的细菌。
ＤＧＧＥ 技术具有可靠性强、重现性高、方便快捷等优点，该技术已经被应用于各种环境下微生物多样性的

研究，如沙漠、海洋、湖泊、沙丘、植物根系土壤等。 本研究首次通过 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术［５⁃６］来研究内蒙古西部地

区土壤细菌的多样性，为未来该地区的细菌资源开发利用及生态系统的稳定性提供基础数据。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 土壤样品

根据内蒙古西部地区土壤类型及土壤利用方式，于 ２０１４ 年与 ２０１５ 年的 ７—８ 月份对 ５ 个地区的土壤进

行布点采样，其中阿拉善 ３８ 份、鄂尔多斯 ３２ 份、巴彦淖尔 ４５ 份、乌海 １４ 份、包头 ４１ 份，共计 １７０ 份土样，将
其放于－８０℃冰箱保存备用，具体采样信息详见表 １。

表 １　 土壤样品信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ．

土壤类型
Ｓｏｉｌ ｔｙｐｅ

利用类型
Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ．

土壤类型
Ｓｏｉｌ ｔｙｐｅ

利用类型
Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ．

土壤类型
Ｓｏｉｌ ｔｙｐｅ

利用类型
Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ

ＷＨ⁃０１ 灰漠土 未利用 ＢＴ⁃１２ 灰褐土 耕地 ＢＭ⁃２９ 粗骨土 风沙土

ＷＨ⁃０２ 灰漠土 未利用 ＢＴ⁃１３ 灰褐土 草地 ＢＭ⁃３０ 粗骨土 草地

ＷＨ⁃０３ 粗骨土 未利用 ＢＴ⁃１４ 森林土 林地 ＢＭ⁃３１ 盐碱土 未利用

ＷＨ⁃０４ 潮土 草地 ＢＴ⁃１５ 灰褐土 未利用 ＢＭ⁃３２ 风沙土 草地

ＷＨ⁃０５ 潮土 耕地 ＢＴ⁃１６ 灰褐土 林地 ＢＭ⁃３３ 风沙土 未利用

ＷＨ⁃０６ 盐土 耕地 ＢＴ⁃１７ 灰褐土 耕地 ＢＭ⁃３４ 风沙土 未利用

ＷＨ⁃０７ 盐土 林地 ＢＴ⁃１８ 新积土 林地 ＢＭ⁃３５ 灌淤土 草地

ＷＨ⁃０８ 栗钙土 草地 ＢＴ⁃１９ 灰褐土 耕地 ＢＭ⁃３６ 灌淤土 耕地

ＷＨ⁃０９ 栗钙土 耕地 ＢＴ⁃２０ 灰褐土 草地 ＢＭ⁃３７ 灌淤土 耕地

ＷＨ⁃１０ 风沙土 草地 ＢＴ⁃２１ 沼泽土 林地 ＢＭ⁃３８ 灌淤土 耕地

ＷＨ⁃１１ 风沙土 耕地 ＢＴ⁃２２ 沼泽土 耕地 ＢＭ⁃３９ 新积土 耕地
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续表

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ．

土壤类型
Ｓｏｉｌ ｔｙｐｅ

利用类型
Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ．

土壤类型
Ｓｏｉｌ ｔｙｐｅ

利用类型
Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ．

土壤类型
Ｓｏｉｌ ｔｙｐｅ

利用类型
Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ

ＷＨ⁃１２ 风沙土 林地 ＢＴ⁃２３ 潮土 草地 ＢＭ⁃４０ 新积土 耕地

ＷＨ⁃１３ 石质土 草地 ＢＴ⁃２４ 潮土 耕地 ＢＭ⁃４１ 盐土 草地

ＷＨ⁃１４ 风沙土 草地 ＢＴ⁃２５ 盐土 草地 ＢＭ⁃４２ 盐土 耕地

ＥＲＤＳ⁃０１ 栗钙土 耕地 ＢＴ⁃２６ 盐土 耕地 ＢＭ⁃４３ 碱土 草地

ＥＲＤＳ⁃０２ 栗钙土 林地 ＢＴ⁃２７ 潮土 草地 ＢＭ⁃４４ 碱土 耕地

ＥＲＤＳ⁃０３ 栗钙土 草地 ＢＴ⁃２８ 潮土 耕地 ＢＭ⁃４５ 棕漠土 耕地

ＥＲＤＳ⁃０４ 风沙土 草地 ＢＴ⁃２９ 风沙土 草地 ＡＬ⁃１ 草甸土 草地

ＥＲＤＳ⁃０５ 风沙土 耕地 ＢＴ⁃３０ 风沙土 耕地 ＡＬ⁃２ 草甸土 耕地

ＥＲＤＳ⁃０６ 栗钙土 耕地 ＢＴ⁃３１ 风沙土 林地 ＡＬ⁃３ 草甸土 未利用

ＥＲＤＳ⁃０７ 栗钙土 草地 ＢＴ⁃３２ 草甸土 耕地 ＡＬ⁃４ 草甸土 未利用

ＥＲＤＳ⁃０８ 栗褐土 林地 ＢＴ⁃３３ 草甸土 草地 ＡＬ⁃５ 棕漠土 耕地

ＥＲＤＳ⁃０９ 栗褐土 草地 ＢＴ⁃３４ 盐土 耕地 ＡＬ⁃６ 棕漠土 草地

ＥＲＤＳ⁃１０ 栗褐土 耕地 ＢＴ⁃３５ 盐土 林地 ＡＬ⁃７ 潮土 未利用

ＥＲＤＳ⁃１１ 盐土 耕地 ＢＴ⁃３６ 盐土 草地 ＡＬ⁃８ 盐土 未利用

ＥＲＤＳ⁃１２ 盐土 林地 ＢＴ⁃３７ 草甸土 草地 ＡＬ⁃９ 盐土 未利用

ＥＲＤＳ⁃１３ 风沙土 耕地 ＢＴ⁃３８ 草甸土 耕地 ＡＬ⁃１０ 红柳林 未利用

ＥＲＤＳ⁃１４ 风沙土 草地 ＢＴ⁃３９ 石质土 草地 ＡＬ⁃１１ 棕漠土 未利用

ＥＲＤＳ⁃１５ 潮土 耕地 ＢＴ⁃４０ 栗钙土 草地 ＡＬ⁃１２ 棕漠土 林地

ＥＲＤＳ⁃１６ 潮土 草地 ＢＴ⁃４１ 栗钙土 耕地 ＡＬ⁃１３ 胡杨林 耕地

ＥＲＤＳ⁃１７ 潮土 耕地 ＢＭ⁃１ 黄河边 耕地 ＡＬ⁃１４ 灰褐土 非耕地

ＥＲＤＳ⁃１８ 潮土 草地 ＢＭ⁃２ 黄河边 草地 ＡＬ⁃１５ 灰褐土 林地

ＥＲＤＳ⁃１９ 风沙土 耕地 ＢＭ⁃３ 潮土 耕地 ＡＬ⁃１６ 灰褐土 草地

ＥＲＤＳ⁃２０ 风沙土 草地 ＢＭ⁃４ 潮土 耕地 ＡＬ⁃１７ 棕钙土 耕地

ＥＲＤＳ⁃２１ 风沙土 林地 ＢＭ⁃５ 潮土 未利用 ＡＬ⁃１８ 棕钙土 林地

ＥＲＤＳ⁃２２ 风沙土 草地 ＢＭ⁃６ 栗钙土 草地 ＡＬ⁃１９ 灰漠土 牧区草地

ＥＲＤＳ⁃２３ 棕钙土 耕地 ＢＭ⁃７ 栗钙土 耕地 ＡＬ⁃２０ 风沙土 耕地

ＥＲＤＳ⁃２４ 棕钙土 草地 ＢＭ⁃８ 灰褐土 未利用 ＡＬ⁃２１ 风沙土 未利用

ＥＲＤＳ⁃２５ 粗骨土 未利用 ＢＭ⁃９ 栗钙土 草地 ＡＬ⁃２２ 风沙土 耕地

ＥＲＤＳ⁃２６ 棕钙土 耕地 ＢＭ⁃１０ 栗钙土 草地 ＡＬ⁃２３ 灰漠土 未利用

ＥＲＤＳ⁃２７ 棕钙土 草地 ＢＭ⁃１１ 粗骨土 未利用 ＡＬ⁃２４ 灰模土 牧区

ＥＲＤＳ⁃２８ 灰钙土 草地 ＢＭ⁃１２ 粗骨土 耕地 ＡＬ⁃２５ 灰模土 牧区

ＥＲＤＳ⁃２９ 灰钙土 耕地 ＢＭ⁃１３ 未知 林地 ＡＬ⁃２６ 石质土 牧区

ＥＲＤＳ⁃３０ 灰钙土 林地 ＢＭ⁃１４ 栗钙土 草地 ＡＬ⁃２７ 石质土 牧区

ＥＲＤＳ⁃３１ 灰钙土 耕地 ＢＭ⁃１５ 栗钙土 耕地 ＡＬ⁃２８ 石质土 未利用

ＥＲＤＳ⁃３２ 灰钙土 草地 ＢＭ⁃１６ 棕钙土 草地 ＡＬ⁃２９ 风沙土 未利用

ＢＴ⁃０１ 栗钙土 草地 ＢＭ⁃１７ 棕钙土 耕地 ＡＬ⁃３０ 风沙土 未利用

ＢＴ⁃０２ 栗钙土 耕地 ＢＭ⁃１８ 石质土 草地 ＡＬ⁃３１ 风沙土 未利用

ＢＴ⁃０３ 栗钙土 耕地 ＢＭ⁃１９ 石质土 耕地 ＡＬ⁃３２ 风沙土 未利用

ＢＴ⁃０４ 栗钙土 草地 ＢＭ⁃２０ 潮土 耕地 ＡＬ⁃３３ 灰模土 未利用

ＢＴ⁃０５ 棕钙土 耕地 ＢＭ⁃２１ 棕钙土 草地 ＡＬ⁃３４ 灰模土 未利用

ＢＴ⁃０６ 棕钙土 草地 ＢＭ⁃２２ 棕钙土 草地 ＡＬ⁃３５ 灰漠土 未利用

ＢＴ⁃０７ 棕钙土 草地 ＢＭ⁃２４ 梭梭林 林地 ＡＬ⁃３６ 灰漠土 耕地

ＢＴ⁃０８ 棕钙土 耕地 ＢＭ⁃２５ 灰漠土 未利用 ＡＬ⁃３７ 灰漠土 牧区

ＢＴ⁃０９ 棕钙土 林地 ＢＭ⁃２６ 风沙土 耕地 ＡＬ⁃３８ 灰漠土 牧区

ＢＴ⁃１０ 栗钙土 耕地 ＢＭ⁃２７ 风沙土 林地

ＢＴ⁃１１ 栗钙土 草地 ＢＭ⁃２８ 风沙土 草地

　 　 ＡＬ：阿拉善地区，Ａｌａｓｈａｎ ｒｅｇｉｏｎ；ＥＲＤＳ：鄂尔多斯地区，Ｏｒｄｏｓ ｒｅｇｉｏｎ；ＷＨ：乌海地区，Ｗｕｈａｉ ｒｅｇｉｏｎ；ＢＭ：巴彦淖尔地区，Ｂａｙａｎ Ｎｕｒ ｒｅｇｉｏｎ；ＢＴ：包

头地区，Ｂａｏｔｏｕ ｒｅｇｉｏｎ

３　 ７ 期 　 　 　 武志华　 等：利用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术分析内蒙古西部地区土壤细菌的多样性 　
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１．１．２　 ＰＣＲ 引物

根据林海龙等［７］的方法选用适合细菌 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 的 Ｖ３ 区特异性引物，由生工生物工程（上海）股份有

限公司合成，详见表 ２。

表 ２　 本研究所用的引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒｓ

序列（５′⁃３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

扩增基因
Ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｇｅｎｅ

ＧＣ⁃Ｆ３４１ ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ

Ｆ３４１ ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ

Ｒ５１８ ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ

１．２　 实验方法

１．２．１　 土壤肥力参数的测定

土壤样品水分含量的测定采用烘干法［８］，ｐＨ 值的测定参见生态学常用实验研究方法与技术［９］，有效磷

的测定采用 ＮａＨＣＯ３浸提—钼锑抗比色法［１０］，速效钾的测定采用 ＮａＮＯ３浸提—四苯硼钠比浊法［１１］，水解氮的

测定采用碱解扩散法［１２］，有机质的测定采用重铬酸钾容量法（稀释热法） ［１３］。
１．２．２　 土壤总 ＤＮＡ 提取

由于土壤中的物质繁多，而且复杂，其中的蛋白质、腐殖质等物质可能会抑制 ＰＣＲ 过程中的关键物质 Ｔａｑ
ＤＮＡ 聚合酶的活性，最终影响到整个实验的结果，因此土壤总 ＤＮＡ 的提取质量是利用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术研究

微生物多样性的关键环节，目前土壤总 ＤＮＡ 的提取方法可以分为两种，分别是直接提取与间接提取方法。 本

研究参照李靖宇等人［１４］的方法，将其稍加改进，对土壤进行适当的去除腐殖质处理。 依据 Ｌｅｆｆ［１５］等人提取土

壤 ＤＮＡ 的方法，在溶菌酶之前加入直径 １ ｍｍ 的玻璃珠，涡旋仪强烈震荡，以增加 ＤＮＡ 的产量。
１．２．３　 ＰＣＲ 反应条件

采用 ５０ μＬ 反应体系：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ ５ μＬ，ｄＮＴＰｓ（２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）４ μＬ，引物（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０．４ μＬ，ＥｘＴａｑ
（５ Ｕ ／ μＬ） ０．４ μＬ，模板（８０ ｎｇ ／ μＬ） １ μＬ，补足灭菌双蒸水至 ５０ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件：９４℃ ５ ｍｉｎ；９４℃ ３５ ｓ，
６５—５５℃ ４０ ｓ，７２℃ ５０ ｓ，１０ 个循环（每个循环退火温度降低 １ ℃）；９４℃ ３５ ｓ，５５℃ ４０ ｓ，７２℃ ５０ ｓ，７２℃
１ ｍｉｎ，２０ 个循环。 两对引物 ＧＣ⁃Ｆ３４１ ／ Ｒ５１８ 与 Ｆ３４１ ／ Ｒ５１８ 的反应体系及 ＰＣＲ 扩增条件均相同。
１．２．４　 ＤＧＧＥ 方法

采用 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 电泳系统。 变性剂为梯度在 ４０％—６０％的 ８％聚丙烯酰胺凝胶。 用 ５０ μＬ 注射器快速上样

后，于 ６０℃条件下 １２０ Ｖ 恒压 ５ ｍｉｎ 后，再 ７５ Ｖ、１５０ Ｗ 恒压 １４ ｈ。 硝酸银染色 １５ ｍｉｎ 后，用去离子水洗脱 １０
ｍｉｎ［１６］。 将制好的胶移至凝胶成像系统中拍照，图像用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ４．６．２ 进行分析。 利用香农指数、丰富度

以及均匀度等指标来比较不同土壤样品中细菌群落的基因型差异，计算公式为：香农指数 Ｈ＝ －∑
Ｓ

ｉ＝１
Ｐ ｉ ｌｎＰ ｉ；丰富

度 Ｒ＝Ｓ；均匀度 Ｅ＝Ｈ ／ Ｈｍａｘ ＝Ｈ ／ ｌｎＳ。 其中，Ｐ ｉ是某一个样品中（即每个泳道）属于第 ｉ 种的个体比例，如样品总

个体数为 Ｎ，则第 ｉ 种个体数为 ｎｉ，那么 Ｐ ｉ ＝ｎｉ ／ Ｎ；Ｓ 是某一个样品中（即每个泳道）所有条带的总和。
１．２．５　 ＤＧＧＥ 切胶回收

用 ７５％酒精擦拭手术刀片并用酒精灯灼烧，待其冷却后将目的条带从凝胶上切下，置于 １．５ ｍＬ 离心管

中，加入 １ ｍＬ 去离子水，颠倒洗涤条带，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ 后弃掉去离子水，重复该步骤两遍。 加入 ５０
μＬ 的 １×ＴＥ 缓冲液，以上清液为模板，以不带 ＧＣ 夹的引物进行相同程序和体系的扩增，所得 ＰＣＲ 产物与

ｐＭＤ１９－Ｔ 载体连接后转入大肠杆菌，然后挑取单克隆进行菌落 ＰＣＲ 后送北京华大公司测序。
１．２．６　 序列分析

将所得测序结果于 ＮＣＢＩ 数据库的 Ｂｌａｓｔ 程序进行分析及相似性比较，并下载同源性最高的核酸序列，利
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用 ＣｌｕｓｔａｌＸ ２．０ 程序进行比对后，利用 ＭＥＧＡ ５．０ 软件构建系统发育树，进行系统发育分析。
１．２．７　 数据处理与分析

使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ４．６．２ 对 ＤＧＧＥ 图谱进行分析，采用 ＳＰＳＳ １８．０ 统计软件对土壤样品的各项参数进行数

据处理并对其与细菌多样性指数的相关性进行分析。

２　 结果与分析

２．１　 土壤肥力参数的测定

对内蒙古自治区西部地区采集的 １７０ 份土壤样品的含水量、ｐＨ 值、有机质、有效磷、水解氮以及速效钾的

含量进行了测定，将其分别与全国第二次土壤普查的各级土壤养分指标［１７］ 进行对比，如表 ３ 所示，采集的土

壤样品中 ２７．０６％为中性土壤，６６．４７％为微碱性土壤；８８．２４％的土样含水量低于 １６％，处于干旱状态；７５．３８％
的土壤样品的有机质含量处于缺乏状态；有效磷的含量分布较均匀，每个等级均分布有一定的比例，约 ４１．
７７％的土样处于适宜以下的水平；速效钾的含量分布相对集中，５２．９４％的土样处在一个适宜的水平，大约占

４４．７０％的土样处于缺乏状态；而水解氮的含量整体处于一个缺乏的状态，甚至 ５１．１８％的土样水解氮的含量处

于很缺乏的水平。

表 ３　 西部地区土壤养分分级状况

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｏｉｌ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｇｒａｄｉｎｇ ｓｃａｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｗｅｓｔｅｒｎ ｐａｒｔ ｏｆ Ｉｎｎｅｒ Ｍｍｏｎｇｏｌｉａ

各级别所占比率 Ｒａｔｉｏ ／ ％ Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ

有机质 Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ ３．５３ ２．９４ １８．２４ ４７．０６ ２４．１２ ４．１２

有效磷 Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ １５．８８ １８．２４ ２４．１２ ２５．２９ ８．２４ ８．２４

水解氮 Ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅ １．７６ ２．３５ ３．５３ １１．１８ ３０．００ ５１．１８

速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ０ ２．３５ ５２．９４ ３３．５３ ５．２９ ５．８８

含水量 Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ０ ６．４７ ５．２９ １４．７１ ２７．０６ ４６．４７

ｐＨ ５．２９ ６６．４７ ２７．０６ ０．５８ ０．５８ ０

根据土壤类型进行统计分析，表 ４ 所示为不同土壤类型肥力参数均值。 粗骨土、栗褐土、灰褐土、草甸土

和灰色森林土为中性土壤，其余类型土样为微碱性土壤；栗褐土的含水量偏高，其余类型土壤均表现出不同程

度的干旱状态；沼泽土的水解氮含量最高为 １３４．８０ ｍｇ ／ ｋｇ，处于丰富的水平，灰褐土处于缺乏的状态，其余土

壤处于很缺乏或极度缺乏的状态；沼泽土的有机质含量同样也是最高的，为 ３９．００ ｇ ／ ｋｇ，处于丰富的水平，灰
褐土与草甸土的有机质含量处于适宜的水平，粗骨土与灰钙土处于很缺乏的状态，其余土壤处于缺乏的状态；
虽然粗骨土的有机质含量最低，但其有效磷含量最高，为 ３１．６１ ｍｇ ／ ｋｇ，与潮土、盐土、栗钙土、棕钙土和草甸土

均处于丰富的水平，而灰色森林土、沼泽土、灰钙土、栗褐土均处于极度缺乏的状态，其余土壤处于缺乏或很缺

乏的状态；灰褐土、潮土、盐土、栗褐土与沼泽土的速效钾含量处于适宜的水平，其余土壤处于缺乏的状态。
根据土壤利用方式对各参数进行统计分析，如图 １ 所示。 土壤的不同利用方式对 ｐＨ 值的影响并不明

显，而耕地和林地的含水量要高于草地与未利用土壤，未利用土壤含水量最低；对于水解氮的含量，耕地、草地

与林地相差不大，但却都明显高于未利用土地；速效钾的含量则均相差较大，由高到低为草地＞耕地＞林地＞未
利用土地；未利用土壤、耕地与草地的有机质含量无明显差异，而林地的有机质含量明显高于其他利用方式，
这可能是由于其长年落叶导致腐殖质的含量明显高于其他利用方式的土壤；未利用土壤与耕地的有效磷含量

无明显差异，且明显高于其他利用方式，与林地有机质含量最高正相反，该利用方式的土壤样品的有效磷含量

最低。
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表 ４　 不同土壤类型肥力参数均值

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌｓ

土壤类型
Ｓｏｉｌ ｔｙｐｅｓ

含水量
Ｗａｔｅｒ

ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％
ｐＨ

水解氮
Ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ
ｍａｔｔｅｒ

／ （ｇ ／ ｋｇ）

有效磷
Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

灰漠土 Ｇｒａｙ ｄｅｓｅｒｔ ｓｏｉｌ ４．６７ｄｅ ７．７３ｂｃ ３１．８４ｃｄ １７．４７ｂｃ １５．７２ａｂ ８３．６６ｂｃｄ

粗骨土 Ｓｋｅｌｅｔａｌ ｓｏｉｌ ２．４７ｄｅ ７．４７ｂｃ ２４．５９ｃｄ ８．１１ｃ ３１．５９ａ ８３．４３ｂｃｄ

潮土 Ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｓｏｉｌ １４．９２ｂ ７．９０ａｂ ３６．９２ｃｄ １６．０４ｂｃ ２９．１４ａｂ １０６．３６ａｂ

盐土 Ｓａｌｉｎｅ ８．５２ｂｃｄ ７．９４ａ ２９．１７ｃｄ １６．４０ｂｃ ２３．３２ａｂ １０９．３１ａｂ

栗钙土 Ｃｈｅｓｔｎｕｔ ｓｏｉｌ ８．２５ｂｃｄｅ ７．８５ｂｃ ５１．４３ｂｃｄ １６．００ｂｃ ２５．６０ａｂ ９５．７９ａｂｃ

风沙土 Ａｅｏｌｉａｎ ｓａｎｄｙ ｓｏｉｌ ６．９７ｂｃｄｅ ７．８４ａｂ ２９．１１ｃｄ １３．４８ｃ １９．０４ａｂ ９６．４２ａｂｃ

石质土 Ｃｈｉｓｌｅｙ ｓｏｉ ３．３８ｄｅ ７．７６ａｂ ５８．０４ｂｃ １８．３０ｂｃ １３．５７ａｂ ９８．３７ａｂｃ

栗褐土 Ｃｉｎｎａｍｏｎ ｓｏｉｌ ２６．２８ａ ７．３９ｂｃ １６．５７ｄ １１．９９ｃ ２．１２ａｂ １０１．６９ａｂ

棕钙土 Ｂｒｏｗｎ ｃａｌｃｉｃ ｓｏｉｌ ６．１９ｂｃｄｅ ７．６６ａｂ ３８．２４ｂｃｄ １７．４６ｂｃ ２９．５４ａｂ １０８．８０ａ

灰钙土 Ｓｉｅｒｏｚｅｍ ２．１３ｅ ７．６７ａｂ ２０．１８ｃｄ ８．２１ｃ ５．７３ａｂ ８０．０４ｂｃｄ

灰褐土 Ｇｒａｙ ｃｉｎｎａｍｏｎ ｓｏｉｌ ８．２９ｂｃｄｅ ７．４０ｂｃ ６７．９０ｂ ２８．６１ｂ １６．９１ａｂ １１３．４３ａ

新积土 Ａｌｌｕｖｉａｌ ｓｏｉｌ １１．１２ｂｃ ７．８７ｂｃ １６．０４ｄ １５．５５ｂｃ １０．３５ａｂ ４９．８１ｅ

草甸土 Ｍｅａｄｏｗ ｓｏｉｌ ３．６７ｃｄｅ ７．０７ｄ ５３．１３ｂｃ ２０．０２ｂｃ ２２．７６ａｂ ６５．３４ｃｄ

灰色森林土 Ｇｒａｙ ｆｏｒｅｓｔ ｓｏｉｌ １２．９２ｂｃ ７．０４ｃ １４．１８ｄ １８．９１ｂｃ ０．２４ｂ ５２．１１ｄ

沼泽土 Ｂｏｇ ｓｏｉｌ １３．３８ｂｃ ７．５８ａｂｃ １３４．８０ａ ３９．００ａ ５．２１ａｂ １０８．５６ａｂ

　 　 小写字母代表 ０．０５ 差异显著性水平

图 １　 土壤不同利用方式对各环境参数的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

图中小写字母代表 ０．０５ 差异显著性水平

２．２　 细菌多样性的分析

２．２．１　 土壤总 ＤＮＡ 提取

本研究采用直接提取方法，在 ＳＤＳ⁃酶结合的基础上对土壤样品做脱腐处理，经过预实验，对提取到的土

壤总 ＤＮＡ 进行琼脂糖凝胶电泳检测，显示条带不够明亮，如图 ２ 所示。
本研究采用物理、化学与酶相结合的实验方法，又根据实际情况适当调整脱腐的次数，最终使提取的土壤

总 ＤＮＡ 量明显增加，如图 ３ 所示。 其中 １ 号样品为流动荒漠风沙土，单娜娜［１８］ 研究表明流动沙土的微生物

含量较少，可能是导致优化后提取的 ＤＮＡ 量仍相对较少的原因。
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图 ２　 方法优化前土壤总 ＤＮＡ 提取结果

　 Ｆｉｇ．２　 ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ

ｗａｓ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；泳道 １—７ 分别为土样 ＢＭ３３、ＢＴ４０、ＢＴ２７、ＢＴ１６、

ＢＴ３２、ＡＬ１２、ＢＭ９ 的总 ＤＮＡ

图 ３　 方法优化后土壤总 ＤＮＡ 提取结果

　 Ｆｉｇ． ３ 　 ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ

ｗａｓ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；泳道 １—７ 分别为土样 ＢＭ３３、ＢＴ４０、ＢＴ２７、ＢＴ１６、

ＢＴ３２、ＡＬ１２、ＢＭ９ 的总 ＤＮＡ

２．２．２　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 片段的 ＰＣＲ 扩增

以提取的土壤总 ＤＮＡ 为模板，扩增细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因片段。 由于引物前有一段高度重复的 ＧＣ 序列，
因此对 ＰＣＲ 扩增条件要求很苛刻，通过多次摸索，最终确定了细菌的 ＰＣＲ 条件，得到清晰，无杂带的扩增条

带，如图 ４ 所示，扩增片段大小约为 ２２０ ｂｐ。

图 ４　 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 片段 ＰＣＲ 产物电泳结果图

　 Ｆｉｇ．４　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；泳道 １—１２ 为样品 ＢＴ４、ＢＴ４、ＢＴ１４、ＢＴ１５、ＢＴ１６、

ＢＴ８、ＢＴ１７、ＢＴ１８、ＢＴ１９、ＢＴ２０、 ＢＴ２３、ＢＴ２２ 总 ＤＮＡ 为模板的 ＰＣＲ

扩增产物

２．２．３　 ＰＣＲ 产物的 ＤＧＧＥ 分析

将扩增的细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因片段纯化后进行

ＤＧＧＥ 电泳检测。 图 ５ 为部分样品的细菌 ＤＧＧＥ 电泳

图，使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ４．６．２ 对所有 ＤＧＧＥ 图谱进行分

析。 结果显示，内蒙古西部地区土壤样品的细菌 ＤＧＧＥ
图谱中的条带普遍分布均匀，条带数目较多，优势条带

明显。
图 ６ 所示的为用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ 软件分析图 ５ 后得到

的条带分布及强度示意图。 １＃、１０＃、１１＃泳道土样的利

用方式均为草地，但 １＃为栗钙土，１０＃为灰褐土，１１＃为
潮土，由图 ６ 可知 １０＃泳道的条带数明显多于 １１＃泳道

和 １＃泳道，且 １＃泳道的条带数最少，说明相同利用方式

的不同土壤类型对菌群的多样性有明显影响。 示意图

中 ４＃、５＃、７＃泳道为相同土壤类型，但是其条带数目与条带强度明显不同，４＃有 ２４ 个条带，５＃有 ３２ 个条带，而
７＃泳道有 ３４ 个条带，且 ７＃泳道主要分布在胶图的上半部分，４＃与 ５＃主要分布在下半部分，４＃与 ５＃的优势条带

大体一致，７＃泳道与 ４＃、５＃有相同的优势条带也有不同的优势条带，由此可知 ７＃土壤菌群分布与 ４＃、５＃明显

不同，图谱中 ４＃为未利用淋浴灰褐土，５＃都为耕地淋浴灰褐土，７＃为草地淋浴灰褐土，说明不同利用方式对菌

群的分布有明显影响。 ９＃与 ７＃泳道为相同类型土壤，土壤的利用方式也都为耕地，条带数与优势条带基本保

持一致，可知微生物类群大致相同。 对内蒙古西部地区其他土壤的分析也基本遵循这一规律。
２．２．４　 多样性指数分析

将细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 片段的 ＤＧＧＥ 图谱进行标准化后通过多样性指数的计算以分析不同土壤类型的细菌

分布特点，包括香浓指数（Ｈ），丰富度（Ｓ），均匀度（Ｅｈ）三个指标，如表 ５ 所示。 香浓指数是微生物的多样性
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图 ５　 部分土壤样品细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 ＰＣＲ 产物 ＤＧＧＥ 图谱

　 Ｆｉｇ．５　 ＤＧＧＥ ｉｍａｇｅ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｏｆ

ｐａｒｔｉａｌ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

图中 １ ＃—１２ ＃分别为土样 ＢＴ４、空白、 ＢＴ１４、 ＢＴ１５、 ＢＴ１６、 ＢＴ８、

ＢＴ１７、ＢＴ１８、 ＢＴ１９、 ＢＴ２０、 ＢＴ２３、 ＢＴ２２ ＤＮＡ 的 ＰＣＲ 产物 ＤＧＧＥ

图谱

指数［１９］，其数值越大多样性越丰富；丰富度是指一个群

落结构中的物种数目；均匀度指数越接近 １，表明群落

结构组成越均匀。 将所有土样按照土壤类型进行归类，
计算平均值后比较，香浓指数由高到低为新积土、灰钙

土、棕钙土、栗钙土、灰褐土、沼泽土、潮土、粗骨土、石质

土、风沙土、草甸土、盐土、栗褐土、灰漠土；丰富度由高

到低为新积土、棕钙土、栗钙土、灰钙土、沼泽土、灰褐

土、潮土、风沙土、粗骨土、石质土、草甸土、盐土、栗褐

土、灰漠土；均匀度指数由高到低为灰漠土、灰钙土、灰
褐土、棕钙土、潮土、石质土、粗骨土、栗褐土、栗钙土、盐
土、草甸土、风沙土、沼泽土、新积土、灰色森林土。 由此

可知，新积土中的细菌物种数目最为丰富，灰钙土、棕钙

土与栗钙土的细菌物种数目次之，也比较丰富，而灰漠

土的细菌物种数目最少，其他土壤类型的居中；所有类

型土壤的均匀度指数均接近于 １，说明其群落结构组成

都比较均匀，土壤类型对细菌群落结构组成的均匀度影

响不明显。
若将所有土样按照土壤利用方式进行归类，对香浓

指数、丰富度以及均匀度三个指标计算平均值后比较，
如表 ６ 所示。 香浓指数与丰富度由高到低均为耕地土＞
草地土＞林地土＞未利用土壤，且耕地、草地与林地土壤

样品的香浓指数与丰富度相差不多，但都明显高于未利

用土壤的香浓指数与丰富度，说明这三种土壤利用方式的细菌物种数目要明显比未利用土壤的丰富。 结合不

同土壤利用方式对各参数的影响可知，土样利用方式对水解氮的含量与香浓指数及丰富度的影响相同，推测

表 ５　 不同土壤类型细菌多样性指数

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｔｙｐｅｓ

土壤类型
Ｓｏｉｌ ｔｙｐｅｓ

香浓指数（Ｈ）
Ｓｈａｎｎｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

丰富度（Ｓ）
Ｒｉｃｈｎｅｓｓ

均匀度（Ｅ）
Ｅｖｅｎｎｅｓｓ

灰漠土 Ｇｒａｙ ｄｅｓｅｒｔ ｓｏｉｌ ２．４３５６ｄ １３．２８５７ｅ ０．９９７５ａ

粗骨土 Ｓｋｅｌｅｔａｌ ｓｏｉｌ ３．１１４２ｂｃ ２３．２５００ｃｄｅ ０．９９３６ａｂ

潮土 Ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｓｏｉｌ ３．２１２６ａｂｃ ２５．９２８６ｂｃｄ ０．９９５５ａｂ

盐土 Ｓａｌｉｎｅ ２．８４４１ｃｄ １８．０９０９ｄｅ ０．９８９７ａｂ

栗钙土 Ｃｈｅｓｔｎｕｔ ｓｏｉｌ ３．３３０３ａｂ ３１．０４７６ｂｃ ０．９９１６ａｂ

风沙土 Ａｅｏｌｉａｎ ｓａｎｄｙ ｓｏｉｌ ３．０６２５ｂｃ ２４．４１１８ｂｃｄｅ ０．９８７９ａｂ

石质土 Ｃｈｉｓｌｅｙ ｓｏｉ ３．０７９８ｂｃ ２３．００００ｃｄｅ ０．９９４３ａｂ

栗褐土 Ｃｉｎｎａｍｏｎ ｓｏｉｌ ２．８１１５ｃｄ １７．６６６７ｄｅ ０．９９３０ａｂ

棕钙土 Ｂｒｏｗｎ ｃａｌｃｉｃ ｓｏｉｌ ３．３６１７ａｂ ３１．２０００ｂｃ ０．９９６４ａ

灰钙土 Ｓｉｅｒｏｚｅｍ ３．３９８７ａｂ ３０．３３３３ｂｃ ０．９９６６ａ

灰褐土 Ｇｒａｙ ｃｉｎｎａｍｏｎ ｓｏｉｌ ３．２９０４ａｂｃ ２８．３７５０ｂｃｄ ０．９９６４ａ

新积土 Ａｌｌｕｖｉａｌ ｓｏｉｌ ３．６８６３ａ ４３．００００ａ ０．９８０１ｂ

草甸土 Ｍｅａｄｏｗ ｓｏｉｌ ２．９９４９ｂｃ ２１．２５００ｃｄｅ ０．９８７９ａｂ

灰色森林土 Ｇｒａｙ ｆｏｒｅｓｔ ｓｏｉｌ ３．４３３０ａｂ ３５．００００ａｂ ０．９６５６ｃ

沼泽土 Ｂｏｇ ｓｏｉｌ ３．２９０２ａｂｃ ３０．００００ｂｃ ０．９８２５ａｂ

　 　 小写字母代表 ０．０５ 差异显著性水平
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图 ６　 部分土壤样品细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 ＰＣＲ 产物 ＤＧＧＥ 电子图谱（与图 ５ 对应）

Ｆｉｇ．６　 ＤＧＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｉｍａｇｅ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ （ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｆｉｇｕｒｅ ５）

在环境参数中，水解氮的含量可能是影响细菌香浓指数与丰富度的主要因素；不同土壤利用方式的均匀度指

数由高到低为未利用土＞草地土＞耕地土＞林地土，但其数值均接近于 １，说明其群落结构组成都比较均匀，土
壤利用方式对细菌群落结构组成的均匀度影响不明显。

表 ６　 不同土壤利用方式细菌多样性指数

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｓｏｉｌｓ

土壤类型
Ｓｏｉｌ ｔｙｐｅｓ

香浓指数（Ｈ）
Ｓｈａｎｎｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

丰富度（Ｓ）
Ｒｉｃｈｎｅｓｓ

均匀度（Ｅ）
Ｅｖｅｎｎｅｓｓ

未利用 Ｕｎｕｓｅｄ ｓｏｉｌ ２．７４０２ｂ １７．４６６７ｂ ０．９９６１ａ

耕地 Ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｌａｎｄ ３．２３４１ａ ２８．００００ａ ０．９９２３ａ

草地 Ｇｒａｓｓｌａｎｄ ３．１８３４ａ ２６．２５６４ａ ０．９９３５ａ

林地 Ｗｏｏｄｌａｎｄ ３．１００２ａ ２５．４２８６ａ ０．９８３８ｂ

　 　 小写字母代表 ０．０５ 差异显著性水平

２．２．５　 系统发育树的构建

将内蒙古西部地区所有土壤样品的 ＤＧＧＥ 指纹图谱上的优势条带进行切胶回收，测序，由于有一部分优

势条带胶回收 ＤＮＡ 量没有达到测序要求，导致测序失败，只得到大部分优势条带的测序结果，将这部分序列

在 ＮＣＢＩ 上与标准菌株比对，选取同源性高的菌株进行系统进化树的构建。 优势条带胶回收测序后共得到了

３５ 个细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列，选取 ２７ 个同源性相近的标准菌株构建系统发育树，如图 ７ 所示。 由系统发育

树可知，优势菌群大概分为两簇，其中一簇均与未被培养的标准菌株同源性相近，另外一簇多数都与可培养的

标准菌株同源性相近。 优势菌群共划分为 ７ 个门 １９ 个属，分别为 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟
杆菌门）、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（厚壁菌门）、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（放线菌门）、Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ（酸杆菌门）、Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ（芽单

胞菌门）、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ（硝化螺旋菌门）。 其中 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门）、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（厚壁菌门）为多数样品的优

９　 ７ 期 　 　 　 武志华　 等：利用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术分析内蒙古西部地区土壤细菌的多样性 　
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势菌群。 １９ 个属分别为 Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ（棒状杆菌属）、Ｓｕｎｘｉｕｑｉｎｉａ、Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ（副球菌属）、Ｓｏｒａｎｇｉｕｍ（堆囊菌

属）、 Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ （ 脂 环 酸 芽 孢 杆 菌 属 ）、 Ｒｅｙｒａｎａｌｌａ （ 未 分 类 螺 旋 菌 目 ）、 Ｐｒａｌｌｓｅｒｅｌｌａ、 Ｐｈｒｅａｔｏｂａｃｔｅｒ、
Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｂａｃｔｅｒ、Ｈａｎｋｙｏｎｇｅｌｌａ、Ｅｎｈｙｄｒｏｂａｃｔｅｒ （栖水菌属）、Ｔｅｒｍｏｄｅｓｎｌｆｏｖｉｂｒｉｏ、 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄｃｅａｅ （鞘脂单胞菌

属）、Ｏｘａｌｉｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ（红球菌属）、Ｐｅｓｕｌｆｏｔｏｍａｃｕｌｕｍ（脱硫肠杆菌属）、Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ（类芽孢杆菌

属）、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ （伯克氏菌属）、Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ （巴斯德菌属），还有两个 Ｂａｃｔｅｌｏｉｄｅｔｓ （未分类拟杆菌门） 和

Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（未分类变形菌门），表现出了较高的多样性。 其中与未被培养的菌株亲缘关系较近的有

１０ 株，占优势菌群的 ２８．６％，其中的八株都集中在发育树的同一簇上，表示这些未被培养的优势菌群亲缘关

系较近。
２．３　 细菌多样性与土壤理化性质的关系

将土样的含水量、ｐＨ、有机质、水解氮、有效磷和速效钾的含量与细菌的香浓指数、丰富度以及均匀度利

用 ＳＰＳＳ 进行相关性分析，结果如表 ７ 所示，香浓指数、丰富度以及均匀度与 ｐＨ、含水量、水解氮呈正相关，与
有机质以及速效钾的含量呈负相关，但由于相关系数的绝对值均较低，说明它们之间的相关性并不显著。

表 ７　 土壤肥力参数与细菌多样性指数的相关系数（ｎ＝ １０９）

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

皮尔森相关系数
Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

香浓指数（Ｈ）
Ｓｈａｎｎｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

丰富度（Ｓ）
Ｒｉｃｈｎｅｓｓ

均匀度（Ｅｈ）
Ｅｖｅｎｎｅｓｓ

ｐＨ ０．０２６ ０．０２２ ０．０７８

含水量 Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ０．１２３ ０．１１７ ０．０５３

有机质 Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅ －０．１２１ －０．０５９ －０．３４７∗∗

有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ０．０３２ －０．０３６ ０．０９９

速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ －０．０２７ －０．０７３ －０．０４５

水解氮 Ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ０．１２７ ０．１３４ ０．０４３

３　 讨论

对内蒙古西部地区的土壤参数进行分析统计，可知该地区的土样基本为中性偏碱性，且土样的含水量、水
解氮、有机质和有效磷的含量基本处于适宜以下的水平，而有效钾的含量则相对较高，处在适宜的水平，但单

一元素的适宜并不能改善养分整体的肥力状况。 由赵业婷［２０］ 对陕西省关中地区土壤养分进行的分析可知，
该地区有机质、速效氮、速效磷及速效钾的含量分别处于土壤养分分级标准的第 ５、４、３、２ 级，即除有机质处于

缺乏的状态外，其他含量均处于适宜及适宜以上的水平。 付巧玲［２１］ 在对河南省郑州市蔬菜基地的土壤资源

评价中分析得出该市郊土壤肥力中等，除速效磷含量较低外，其他养分含量中等。 相比可知内蒙古西部地区

土壤旱化严重，土壤肥力水平较低，由此也可以解释该地区风沙及沙漠化严重、植被退化等一系列的生态环境

恶化问题。
在对土样中细菌多样性的分析后可知，新积土、棕钙土与栗钙土的香浓指数及丰富度均相对较高，栗褐土

和灰漠土则相对较低。 新积土是由河流流水沉积物或山丘、河谷低处的洪积物和堆积物发育而成，多数是肥

力水平较高的农耕地，而棕钙土和栗钙土等是我国北方分布范围极广的草原土壤，钙积作用强，相对西部地区

其他土壤来说较肥沃，同时棕钙土地区光热资源丰富，这都可能是细菌分布较为丰富的主要原因。 栗褐土风

蚀严重，母质特征明显，灰漠土则是石膏盐层土中稍微湿润的类型，是温带漠境边缘细土物质上发育的土壤，
有盐化和碱化的缺点，这可能是该类型土壤细菌多样性指数较低的原因。

在本研究中，由于土壤利用方式的不同而在相同地区的相同类型土壤中细菌多样性出现了一定的差异

性，土壤的利用方式不同可能会影响到土壤微生物结构与多样性，此外，内蒙古西部地区降雨量、温度与地形

等诸多因素都有很大的区别［２２］，可能导致不同地区的相同土壤类型的微生物结构差异很大。 研究中发现，相
同类型的土壤的整体微生物结构中草地的微生物比耕地的微生物丰富，如本文图 ５ 中 ４＃为未利用淋浴灰褐
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图 ７　 土壤细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃ＤＧＧＥ 优势条带系统进化树

Ｆｉｇ．７　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃ＤＧＧＥ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｂａｎｄｓ

土，５＃都为耕地淋浴灰褐土，７＃为草地淋浴灰褐土，７＃泳道的细菌条带数明显多于 ４＃与 ５＃泳道。 由于内蒙古

西部地区地域辽阔，土壤类型众多，土壤利用方式多样，加之产生细菌多样性差异的原因众多，包括重金属污

染、温度、盐度等［２３⁃２５］都可能导致细菌多样性的差异。
经过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列测序比对后总共得到了 ７ 个门的细菌优势条带，分别为 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌
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门）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（厚壁菌门）、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（放线菌门）、Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ（酸杆菌门）、
Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ（芽单胞菌门）、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ（硝化螺旋菌门），共分属于 １９ 个属，其中 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌

门）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（厚壁菌门）与 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（放线菌门）的菌种为多数样品的优势菌

群。 以上结果基本与张星星［２６］、张善利［２７］ 等人的研究基本一致。 吴永胜等［２８］ 对内蒙古不同退化阶段的荒

漠草原进行研究发现荒漠草原中土壤微生物的数量最多的为细菌，其中优势菌群为 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌

门）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）和 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（厚壁菌门），明显少于本研究中发现的优势菌群种类。 细菌在人类

生产生活中扮演着重要的角色，如 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门）中的粘细菌除了产生可以应用于临床的抗生素

外，还产生与抗肿瘤有关的物质［２９⁃３０］；Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ（硝化螺旋菌门）中的硝化细菌在农业生产以及氮污染环境方

面都具有重要的作用［３１⁃３２］，了解这些菌群的分布对于评价内蒙古西部地区土壤环境稳定性以及开发利用微

生物资源都具有重要的指导意义。
本研究发现土样的含水量、ｐＨ、有机质、水解氮、有效磷和速效钾的含量与细菌的香浓指数、丰富度以及

均匀度之间的相关性并不显著。 杨菁等［３３］发现影响降香黄檀混交林土壤细菌群落结构和细菌多样性的主要

土壤理化因子除了 ｐＨ 值和有机质外，还有脲酶和多酚氧化酶，而这两项参数在该研究中并未测定。 李鹏

等［３４］在研究水稻秸秆还田时间对土壤真菌群落的结构影响时发现土壤有机碳、ｐＨ 和速效磷是影响菌群结构

及多样性变异的主要因素；靳正忠［３５］等通过探究沙漠人工绿地土壤微生物与环境因子的关系，认为全氮和速

效氮是影响微生物数量的主要因素；张瑞娟［３６］的研究结果显示钾素和氮素对土壤微生物的多样性影响较大。
由此可知土壤中有机质、氮、磷、钾等元素是影响微生物多样性的重要养分因子。 这与本文的研究结果略有不

符，可能是由于影响细菌多样性的原因众多，土壤类型与土壤的利用方式也会对其产生影响，而上述研究人员

的实验结果前提是其采取的土壤样品多为同一利用方式 。 此外，也可能还有其他环境因子的影响，比如微量

元素、金属离子等，但本研究尚未对其进行检测。

４　 结论

本研究首次对内蒙古西部地区土壤中的细菌多样性进行了分析。 内蒙古西部地区细菌资源较为丰富，其
多样性受到土壤类型及土壤利用方式的显著影响。 该地区土壤中的优势菌群包括 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门）、
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）、 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ （厚壁菌门）、 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ （放线菌门）、 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ （酸杆菌门）、
Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ（芽单胞菌门）、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ（硝化螺旋菌门）。 本研究为今后该地区的细菌资源开发利用以及

进一步研究其多样性提供了基础数据。
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