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基于高通量测序分析西藏北部高寒草甸不同深度土壤
线虫群落分布特征

薛　 蓓，侯　 磊，薛会英∗

西藏农牧学院， 林芝　 ８６００００

摘要：为了研究藏北高寒草甸土壤线虫多样性，于 ２０１７ 年 ８ 月，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序技术，研究了西藏北部高寒草甸 ０—２５
ｃｍ 范围内不同深度土层的土壤线虫群落组成与结构特征。 结果表明：５ 个不同深度共获得 ＯＴＵ ９９０ 个，隶属于 ３ 个纲，７ 个目，
２５ 个科，３０ 个属，刺嘴纲 Ｅｎｏｐｌｅａ 为共有优势土壤线虫群落；对样品进行 Ａｌｐｈａ 多样性评价，计算 Ｃｈａｏ １ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和

Ａｃｅ 指数，发现 ５—１０ ｃｍ 的土壤样品群落有较高的丰富度；属水平 Ｈｅａｔｍａｐ 图分析可知 ２０—２５、１５—２０、０—５、５—１０、１０—１５ ｃｍ
土壤线虫群落的组成相似性有一个递增的趋势。 与不同深度藏北高山嵩草（盛长期）线虫群落结构相关性较大的土壤化学指

标是 Ｋ＋、含水率、有机质和 Ｚｎ２＋。 研究发现不同深度土壤线虫种类及丰度存在一定的差异，可为研究藏北高寒草地土壤线虫群

落特点提供依据。
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土壤线虫是土壤动物中的优势类群，被认为是地球上数量最大的多细胞生物［１⁃２］。 土壤线虫有多种食

性，其功能（营养） 结构是土壤物质循环和能量流动的重要决定因素之一，同时也能够提供土壤腐屑食物网机

能方面的信息，土壤线虫在草地生态系统中往往被看作是主要的消费者，与草地生产力密切相关［３⁃７］。
传统的形态学分离鉴定土壤线虫需要借助显微镜分辨，而且鉴定人员需要进行专业的培训，耗时耗

力［８］，例如从单个样品中分离鉴定 １００—１５０ 个土壤线虫需要专业研究人员花费 １ ｈ 以上［９］。 ２１ 世纪以来，新
一代高通量测序技术的发展日新月异，可直接测序 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＰＣＲ 产物，每次分析获得的基因序列数

以百万甚至亿万计，不仅通量高，而且能够同时分析上百个不同的样品，是解析复杂环境中微生物群落物种组

成和相对丰度的重要工具［１０⁃１１］。
目前，高通量技术在线虫研究中得到了一定的应用［１２］，如国外学者对热带雨林和北极地区的线虫多样

性［１３］、地中海灌木丛线虫多样性［１４］的研究以土壤活线虫作为一种生物指标，研究分析外来植物在沿海沙丘

生态系统中的侵袭作用［１５］、热带和温带雨林的线虫空间和生态模式［１６］ 和热带雨林生物多样性［１７］ 等。 国内

如冯陈晨等对骆驼斯氏副柔线虫转录组进行高通量测序及分析［１８］。
本文通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序技术，在 ９７％的相似水平下对所测得序列进行 ＯＵＴ 聚类和生物信息学分

析，研究藏北高寒草甸不同土壤深度线虫群落结构特征，目的是全面了解高寒草甸不同深度土壤线虫群落多

样性，为进一步研究不同植被不同气候变化下土壤线虫群落特点提供依据。

１　 材料与方法

１．１　 实验地概况

实验样地设置在西藏大学－中国科学院青藏高原研究所那曲生态环境综合观测研究站内（３１°３１′３８″—
３１°３２′０２″Ｎ，９２°０４′０３″—９２°０４′１６″Ｅ），采样区域土壤为高山草甸土，其地被植物主要优势种及亚优势种有高

山嵩草（Ｋｏｂｒｅｓｉａ ｐｙｇｍａｅａ）、矮火绒草（ Ｌｅｏｎｔｏｐｏｄｉｕｍ ｎａｎｕｍ）、矮生嵩草（Ｋ． ｈｕｍｉｌｉｓ）、二裂委陵菜（Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａ
ｂｉｆｕｒｃａ）、钉柱委陵菜（Ｐ． ｓａｕｎｄｅｒｓｉａｎａ）、乳白香青（Ａｎａｐｈａｌｌｉｓ ｌａｃｔｅａ）等［１９］。
１．２　 样品采集

２０１７ 年 ８ 月，在实验场地内设置 ３ 个六边形样地（３ 个重复），样地面积均为 ２．５ ｍ×２．５ ｍ，每个六边形样

地间距大于 １００ ｍ。 ２０１７ 年 ８ 月，采用三点采样法，分别采集 ０—５、５—１０、１０—１５、１５—２０、２０—２５ ｃｍ５ 个深

度的土层原状土样，装入无菌采样袋中，放入冰盒内，于 １２ ｈ 内带回实验室置于－８０℃冰箱内保藏备用。 将样

品按照不同深度进行样品编号，０—５ ｃｍ 的土壤样品编号为 ＺＢＣＤ１，５—１０ ｃｍ 的土壤样品编号为 ＺＢＣＤ２，
１０—１５ ｃｍ 的土壤样品编号为 ＺＢＣＤ３，１５—２０ ｃｍ 的土壤样品编号为 ＺＢＣＤ４，２０—２５ ｃｍ 的土壤样品编号为

ＺＢＣＤ５。 各样品含水率等理化性质见表 １。

表 １　 试验地土壤基本理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｏｉｌ

样本编号
Ｓａｍｐｌｅ ＼ Ｉｎｆｏ

含水率
Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ
ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％

ｐＨ Ｃｕ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｚｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ） Ｎ ／ ％ Ｐ ／ ％ Ｋ ／ ％

有机质
Ｐｒｇａｎｉｃ
ｍａｔｔｅｒ ／ ％

ＺＢＣＤ１ １０．４８±５．５５ａ ７．０８±０．１０ｅ ４９．４５±６．６７ａ ５１．３９±１６．１１ｃ ０．２３±０．０６ａ ０．０４±０．０１ａ ０．１５±０．０６ａ ７．０４±４．１８ａ

ＺＢＣＤ２ ９．５４±３．２４ｂ ７．１７±０．０９ｄ ４１．６４±４．５４ｅ ５２．３５±１１．２６ｂ ０．１９±０．０６ｂ ０．０２±０．０２ａ ０．１０±０．０１ａ ６．２９±０．７３ｂ

ＺＢＣＤ３ ６．８８±１．７５ｄ ７．２８±０．１１ｃ ４２．２９±３．７３ｄ ５１．２４±１．３３ｄ ０．１８±０．０５ｂ ０．０３±０．０１ａ ０．０９±０．０３ａ ４．７２±２．９８ｃ

ＺＢＣＤ４ ６．２４±２．０２ｅ ７．３４±０．０７ｂ ４５．９８±６．２２ｂ ５２．８３±１８．０８ａ ０．１５±０．０２ｂ ０．０３±０．０１ａ ０．０９±０．０２ａ ２．３５±０．３０ｄ

ＺＢＣＤ５ ７．４０±０．１１ｃ ７．４０±０．１１ａ ４５．７３±３．６６ｃ ４２．０６±４．１７ｅ ０．１２±０．０３ｂ ０．０２±０．００ａ ０．１２±０．０２ａ １．６７±０．４８ｅ

　 　 ＺＢＣＤ：藏北草地的汉语拼音首字母简写；同列数据小写字母不同表示土层间差异显著（Ｐ＜０．０５）

１．３　 ＤＮＡ 抽提和 ＰＣＲ 扩增

根据 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ． ｓｏｉｌ 试剂盒 （Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ，Ｎｏｒｃｒｏｓｓ，ＧＡ，Ｕ．Ｓ．）说明书进行总 ＤＮＡ 抽提，ＤＮＡ 浓度和纯

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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度利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ 进行检测，利用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 提取质量；参考文献［１０］，采用 ＮＦ１５′⁃
ＧＧＴＧＧＴＧＣＡＴＧＧＣＣＧＴＴＣＴＴＡＧＴＴ⁃３′和 １８Ｓｒ２ｂＲ ５′⁃ＴＡＣＡＡＡＧＧＧＣＡＧＧＧＡＣＧＴＡＡＴ⁃ ３′引物，参考文献［２０］进
行 ＰＣＲ 扩增。
１．４　 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 测序

委托上海美吉生物医药科技有限公司利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｍｉｓｅｑ ＰＥ３００ 平台进行测序。
１．５　 数据处理及分析

在上海美吉生物医药科技有限公司云平台上进行在线分析（ｗｗｗ． ｉ⁃ｓａｎｇｅｒ． ｃｏｍ）。 其他数据处理采用

ＳＰＳＳ２０ 软件。 测序数据比对数据库为 ＮＣＢＩ（ＮＴ）。

２　 结果与分析

２．１　 测序数据统计及 ＯＴＵ 组成分析

测序数据统计如表 ２，从表 ２ 可以看出通过对藏北草甸土壤不同深度各样品中线虫基因测序，５ 个样品总计

测得原始序列条数为（１８２６１２±４４６３）条，质控序列总数为（１８２１６４±９７７）条，共产生 ９９０ 个 ＯＴＵ。 其中 ＺＢＣＤ２（５—
１０ ｃｍ）样品中的 ＯＴＵ 最多，达到了 ２１４ 个 ＯＴＵ，ＺＢＣＤ３（１０—１５ ｃｍ）样品中的 ＯＴＵ 最少，仅为 １５７ 个。

表 ２　 样品间测序数据统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ

样本编号
Ｓａｍｐｌｅ ＼ Ｉｎｆｏ

原始序列数
Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｅｑ－ｎｕｍ

质控序列数
Ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｅｑ－ｎｕｍ

ＯＴＵ 数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ

ＺＢＣＤ１ ４０４１０±５１２７ａ ４０２９９±５１５２ａ ２１４

ＺＢＣＤ２ ３６７５９±５９７６ｄ ３６６８３±５９７１ｃ ２３４

ＺＢＣＤ３ ３５８８５±４５１０ｃ ３５８１３±４５３８ｄ １５７

ＺＢＣＤ４ ３８８５６±３１３９ｂ ３８７７９±３１０６ｂ １９８

ＺＢＣＤ５ ３３４５９±５０９７ｅ ３３３６９±５１３４ｅ １８７

合计 Ｔｏｔａｌ １８５３６９±４４６３ １８４９４３±３９７７ ９９０

　 　 同列数据小写字母不同表示土层间差异显著（Ｐ＜０．０５）

以多样性指数为 ｓｏｂｓ（表征实际观测到的物种数目）做稀释曲线如图 １。 从图 １ 可知，５ 个样品的稀释曲

线均基本趋于平缓，说明所得序列可基本反映真实环境中土壤线虫群落结构。
不同区组土壤线虫群落 ＯＴＵ 韦恩图如图 ２，共同含有的 ＯＴＵ 统计结果见表 ２。 从图 ２ 可知，５ 个样本中

共同含 １３５ 个 ＯＴＵ，其中 ＺＢＣＤ１（０—５ ｃｍ）独有 ２３ 个 ＯＴＵ，ＺＢＣＤ２（５—１０ ｃｍ）独有 ２１ 个 ＯＴＵ，ＺＢＣＤ３（１０—
１５ ｃｍ）独有 １１ 个 ＯＴＵ，ＺＢＣＤ４（１５—２０ ｃｍ）独有 ２５ 个 ＯＴＵ，ＺＢＣＤ５（２０—２５ ｃｍ）独有 ２８ 个 ＯＴＵ，分别占总各

自 ＯＴＵ 总数的 １４．５６％、１３．４６％、７．５３％、１５．６３％和 １７．１８％。
２．３　 样品间 Ａｌｐｈａ 多样性分析

各样品中的 Ａｌｐｈａ 多样性指标如表 ３。 由表 ３ 可以看出，不同深度线虫群落样品间 Ａｌｐｈａ 多样性统计中

的 Ｃｈａｏ１ 指数、Ａｃｅ 指数差异显著（Ｐ＜０．０５）；Ｓｈａｎｎｏｎ 指数在 ＺＢＣＤ１ 和 ＺＢＣＤ５ 间差异不显著（Ｐ＞０．０５），而这

两组样本和其他三组之间 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数差异显著（Ｐ＜０．０５）。 Ｓｈａｎｎｏｎ 值最高的 ＺＢＣＤ２（５—１０ ｃｍ）样品除了

具有较高的群落多样性以外，其 Ｃｈａｏ１ 指数和 Ａｃｅ 指数分别为 ２８５．２７±１７．７１ 和 ２９４．４７±３０．９６，具有较高的群

落丰富度。
２．４　 纲水平各样本土壤线虫群落分布图

纲水平各样本土壤线虫群落分布图如图 ３。 从图 ３ 可知，在 ＺＢＣＤ１、ＺＢＣＤ２、ＺＢＣＤ３、ＺＢＣＤ４、ＺＢＣＤ５ 中刺

嘴纲（Ｅｎｏｐｌｅａ） 是优势土壤线虫群落，分别占到各样本线虫群落的 ７２． １３％、８０． ５１％、７６． ７９％、５４． ７２％和

７７．９０％；其次为色矛纲（Ｃｈｒｏｍａｄｏｒｅａ），在 ＺＢＣＤ１、ＺＢＣＤ２、ＺＢＣＤ３、ＺＢＣＤ４、ＺＢＣＤ５ 中分别占到各样本线虫群落

的 １７．５４％、１２． ０４％、１２． ６２％、２８． １３％ 和 １６． ９２％，位于第 ３ 位的是在未分类的线虫纲 （ ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ ｐ ＿

３　 １１ 期 　 　 　 薛蓓　 等：基于高通量测序分析西藏北部高寒草甸不同深度土壤线虫群落分布特征 　
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图 １　 不同区组土壤线虫测序的稀释曲线

Ｆｉｇ．１　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓ

ＺＢＣＤ：藏北草地的汉语拼音首字母简写

图 ２　 不同区组土壤线虫群落 ＯＴＵ 韦恩图

　 Ｆｉｇ． ２ 　 ＯＴＵ Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｏｉｌ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓ

Ｎｅｍａｔｏｄａ），在 ＺＢＣＤ４ 中相对含量最高，为 １７．１５％。
２．５　 目水平上不同区组土壤线虫相对丰度

目水平各样本土壤线虫群落分布图如图 ４。 从图 ４
可知，在 ５ 个样本中属于土壤线虫的群落目分别是矛线

目（Ｄｏｒｙｌａｉｍｉｄａ）、垫刃目（Ｔｙｌｅｎｃｈｉｄａ）、未分类的线虫目

（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｐ＿Ｎｅｍａｔｏｄａ）、三矛目（Ｔｒｉｐｌｏｎｃｈｉｄａ）、小杆

目 （ Ｒｈａｂｄｔｉｄａ ）、 刺 嘴 目 （ Ｅｎｏｐｌｉｄａ ） 和 疏 毛 目

（Ａｒａｅｏｌａｉｍｉｄａ）这 ７ 个目。 其中矛线目（Ｄｏｒｙｌａｉｍｉｄａ）在 ５
个样本中含量均较高，其在 ＺＢＣＤ２ 中的相对丰度最高，
含量为 ７９．４９％，其在 ＺＢＣＤ４ 中的相对丰度最低，含量为

４８．１３％；刺嘴目（Ｅｎｏｐｌｉｄａ）在 ＺＢＣＤ４ 中的相对丰度较高，
含量分别为 ２２．７２％；三矛目（Ｔｒｉｐｌｏｎｃｈｉｄａ）在 ＺＢＣＤ４ 和

ＺＢＣＤ５ 中相对丰度较高，含量分别为 ６．５９％和 ７．８３％。

表 ３　 样品间 Ａｌｐｈａ 多样性统计

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ
样本编号
Ｓａｍｐｌｅ ＼ Ｉｎｆｏ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ａｃｅ 指数
Ａｃｅ ｉｎｄｅｘ

ＺＢＣＤ１ ２５３．２７±２０．２２ｂ ２．８１±０．０４ｂ ２４７．８７±２３．３８ｃ
ＺＢＣＤ２ ２８５．２７±１７．７１ａ ２．９９±０．１０ａ ２９４．４７±３０．９６ａ
ＺＢＣＤ３ ２３７．９４±１３．１８ｃ ２．２４±０．４０ｄ ２５７．１５±１．２４ｂ
ＺＢＣＤ４ ２２０．４７±４７．５２ｅ ２．６９±０．３８ｃ ２２２．９７±４５．１３ｄ
ＺＢＣＤ５ ２２１．６８±３４．５０ｄ ２．８１±０．３７ｂ ２２１．３８±２７．５０ｅ

　 　 ＺＢＣＤ：藏北草地的汉语拼音首字母简写；同列数据小写字母不同表示土层间差异显著（Ｐ＜０．０５）

４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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图 ３　 纲水平上不同区组土壤线虫分布图

　 Ｆｉｇ． ３ 　 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｏｉｌ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

ｆｒｏｍ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ４　 目水平上不同区组土壤线虫差异检验柱形图

　 Ｆｉｇ． ４ 　 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｏｒｄｅｒ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｏｉｌ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

ｆｒｏｍ ｓａｍｐｌｅｓ

２．６　 聚类分析

属水平的各样本土壤线虫群落 ＴＯＰ５０ 热图分析见图 ５。 从图 ５ 样品间属水平的聚类关系可知，ＺＢＣＤ２ 和

ＺＢＣＤ３ 群落组成是最相似的，ＺＢＣＤ５、ＺＢＣＤ４、ＺＢＣＤ１、ＺＢＣＤ２ 和 ＺＢＣＤ３ 群落的组成相似性有一个递增的趋

势。 热图中共显示 ３０ 个土壤线虫属，分别为 Ｍｅｌｅｎｃｈｕｓ （剑尾垫刃属）、Ｍｅｌｏｉｄｏｄｅｒｉｔａ （无对应中文）、
Ｅｃｐｈｙａｄｏｐｈｏｒａ（突腔唇属）、 Ｐｒｉｓｍａｔｏｌａｉｍｕｓ （棱咽属）、 Ｔｙｌｅｎｃｈｕｓ （垫刃属）、 Ｃｌａｖｉｃａｕｄｏｉｄｅｓ （无对应中文）、
Ｔｙｌｅｎｃｈｏｌａｉｍｕｓ（垫咽属）、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｐ＿Ｎｅｍａｔｏｄａ（未分类的线虫属）、Ａｃｒｏｂｅｌｏｉｄｅｓ（拟丽突属）、Ｐａｒａｖｕｌｖｕｓ（无对

应中文）、Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ（滑刃属）、Ｏｄｏｎｔｏｌａｉｍｕｓ（齿咽属）、Ｈｏｐｌｏｌａｉｍｕｓ（纽带属）、Ｐａｒａｔｒｉｃｈｏｄｏｒｕｓ（拟毛刺属）、
Ｆｉｌｅｎｃｈｕｓ（丝尾垫刃属）、Ａｌａｉｍｕｓ（无咽属）、Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｏｉｄｅｓ（类滑刃属）、Ｍｅｒｌｉｎｉｕｓ（默林属）、Ｄｏｒｙｌａｉｍｅｌｌｕｓ（牙咽

属）、Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎａ（根结线虫属）、Ｐｒａｔｙｌｅｎｃｈｕｓ（短体属）、Ｌｏｎｇｉｄｏｒｕｓ（长针属）、Ａｃｒｏｂｅｌｅｓ（丽突属）、Ａｇｌｅｎｃｈｕｓ（野
外垫刃属）、Ｃｙｌｉｎｄｒｏｌａｉｍｕｓ （筒咽属）、Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ （茎属）、Ｂｅｌｏｎｏｌａｉｍｕｓ （刺属）、Ｐｒｏｌｅｐｔｏｎｃｈｕｓ （原细齿属）、
Ｅｃｕｍｅｎｉｃｕｓ（通俗属）、Ｒｈａｂｄｏｌａｉｍｕｓ（杆咽属）。 Ｔｙｌｅｎｃｈｏｌａｉｍｕｓ（垫咽属）在 ５ 个样本中相对含量较高，ＺＢＣＤ５
共检测到 ３０ 个属，ＺＢＣＤ１、ＺＢＣＤ２、ＺＢＣＤ３ 和 ＺＢＣＤ４ 分别共检测到 ２３、２４、１９、２２ 个属。
２．７　 线虫群落与土壤化学指标的关系

图 ６ 为不同深度藏北草甸土壤门水平微生物群落与土壤化学指标（表 １）关系，第一主轴和第二主轴对土

壤线虫群落相对丰度方差的解释比例分别为 ３８．６４％和 １７．１８％，两者共解释 ５５．８２％的方差变化。 第一主轴

上，Ｋ（Ｋ＋）和 ＨＳＬ（含水率）是主要的影响因子，相关系数分别－０．８１ 和－０．９７，差异显著（Ｐ＜０．０５）。 第二主轴

上，ＹＪＺ（有机质）和 Ｚｎ（Ｚｎ２＋）是主要的影响因子，相关系数分别为－０．９２ 和－０．９１，差异不显著（Ｐ＞０．０５）。 综

上，与不同深度藏北草甸土土壤门水平微生物群落相关性较大的土壤化学指标是 Ｋ＋、含水率、有机质和 Ｚｎ２＋。
Ｋ＋与线虫门 （Ｎｅｍａｔｏｄａ） 有较强正相关性，与子囊菌门 （ Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）、环节动物门 （ Ａｎｎｅｌｉｄａ）、拟杆菌门

（Ｐｈｒａｇｍｏｐｌａｓｔｏｐｈｙｔａ） 和 担 子 菌 门 （ Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ ） 负 相 关； 含 水 率 与 线 虫 门 （ Ｎｅｍａｔｏｄａ ）、 拟 杆 菌 门

（Ｐｈｒａｇｍｏｐｌａｓｔｏｐｈｙｔａ）和担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）正相关，与子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）和环节动物门（Ａｎｎｅｌｉｄａ）
负相关；有机质与线虫门（Ｎｅｍａｔｏｄａ）、拟杆菌门（Ｐｈｒａｇｍｏｐｌａｓｔｏｐｈｙｔａ）和担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）、子囊菌门

（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）正相关，与环节动物门（Ａｎｎｅｌｉｄａ）负相关；Ｚｎ２＋ 与拟杆菌门（ Ｐｈｒａｇｍｏｐｌａｓｔｏｐｈｙｔａ）和担子菌门

（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）、子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）正相关，与环节动物门（Ａｎｎｅｌｉｄａ）无相关性，与线虫门（Ｎｅｍａｔｏｄａ）负
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图 ５　 不同样品间的土壤线虫 ｈｅａｔｍａｐ 图

Ｆｉｇ．５　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｍｅｌｅｎｃｈｕｓ：剑尾垫刃属、Ｍｅｌｏｉｄｏｄｅｒｉｔａ：无对应中文、Ｅｃｐｈｙａｄｏｐｈｏｒａ：突腔唇属、Ｐｒｉｓｍａｔｏｌａｉｍｕｓ：棱咽属、Ｔｙｌｅｎｃｈｕｓ：垫刃属、Ｃｌａｖｉｃａｕｄｏｉｄｅｓ：无对应

中文、Ｔｙｌｅｎｃｈｏｌａｉｍｕｓ：垫咽属、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｐ＿Ｎｅｍａｔｏｄａ：未分类的线虫属、Ａｃｒｏｂｅｌｏｉｄｅｓ：拟丽突属、Ｐａｒａｖｕｌｖｕｓ：无对应中文、Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ：滑刃属、

Ｏｄｏｎｔｏｌａｉｍｕｓ：齿咽属、Ｈｏｐｌｏｌａｉｍｕｓ：纽带属、Ｐａｒａｔｒｉｃｈｏｄｏｒｕｓ：拟毛刺属、Ｆｉｌｅｎｃｈｕｓ：丝尾垫刃属、Ａｌａｉｍｕｓ：无咽属、Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｏｉｄｅｓ：类滑刃属、

Ｍｅｒｌｉｎｉｕｓ：默林属、Ｄｏｒｙｌａｉｍｅｌｌｕｓ：牙咽属、Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎａ：根结线虫属、Ｐｒａｔｙｌｅｎｃｈｕｓ：短体属、Ｌｏｎｇｉｄｏｒｕｓ：长针属、Ａｃｒｏｂｅｌｅｓ：丽突属、Ａｇｌｅｎｃｈｕｓ：野外

垫刃属、Ｃｙｌｉｎｄｒｏｌａｉｍｕｓ：筒咽属、Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ：茎属、Ｂｅｌｏｎｏｌａｉｍｕｓ：刺属、Ｐｒｏｌｅｐｔｏｎｃｈｕｓ：原细齿属、Ｅｃｕｍｅｎｉｃｕｓ：通俗属、Ｒｈａｂｄｏｌａｉｍｕｓ：杆咽属

相关。

３　 讨论与结论

研究区域地处青藏高原冻土带，其草地植被的植物区系、形态、生理生化都具有典型的高原特点。 冻土能

敏感地反映气候变化，季节性冻土则因周期性的冻融交替，显著地影响着土壤生物的种群和群落特征［２１］。 本

研究通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序技术鉴定到的藏北高寒草甸（盛长期）（高山嵩草群落）土壤线虫类群属数高于

通过传统鉴定手段得（藏北高山嵩草群落）到 ２ 纲 ６ 目［２１］，运用该技术研究藏北高山嵩草线虫群落还未见文

献报道。
（１）高通量测序结果表明藏北高山嵩草（盛长期）５ 个土壤样品中的（９９０±５８）个 ＯＴＵ 分属于 １ 个门，３ 个

纲，７ 个目，２５ 个科，３０ 个属。 刺嘴纲（Ｅｎｏｐｌｅａ）、色矛纲（Ｃｈｒｏｍａｄｏｒｅａ）是藏北高山嵩草平均相对丰度最高的

纲，其中刺嘴纲（ Ｅｎｏｐｌｅａ）在 ＺＢＣＤ２（５—１０ ｃｍ）中相对含量最高，达到 ８０． ５１％，色矛纲（ Ｃｈｒｏｍａｄｏｒｅａ）在

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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图 ６　 门分类水平土壤线虫群落与土壤化学指标的冗余分析

Ｆｉｇ．６　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｐｈｙｌａ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

ＺＢＣＤ４（１５—２０ ｃｍ）中对含量最高，达到 ２８．１３％。 从 ０—２５ ｃｍ 的 ５ 份土壤样本中共同含有 １３５ 个 ＯＴＵ，其中

ＺＢＣＤ５（２０—２５ ｃｍ）独有 ２８ 个，高于 ５—２０ ｃｍ４ 个样本中独有的 ＯＵＴ 数。
（２）不同深度藏北高山嵩草（盛长期）线虫群落结构相关性较大的土壤化学指标是 Ｋ＋、含水率、有机质和

Ｚｎ２＋。 其中 Ｋ＋、含水率 、有机质与线虫门（Ｎｅｍａｔｏｄａ）有较强正相关性，而 Ｚｎ２＋与线虫门（Ｎｅｍａｔｏｄａ）的呈现较

强负相关性。 而线虫中食细菌性线虫和食真菌性线虫所占比例较大，通过分析与土壤中拟杆菌门

（Ｐｈｒａｇｍｏｐｌａｓｔｏｐｈｙｔａ）和担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）呈现一定的负相关。
藏北地区地处青藏高原腹地，气候干寒，是全球气候变化的敏感地带，是藏北地区面积最大、最重要的生

态系统，其间广泛分布的高寒草甸类草地具有典型的区域代表性，其中高山嵩草群落作为最具代表的植被类

型，其区系、形态、生理生化能较好的反映气候环境变化［３⁃７］。 本研究通过当下热门的微生物生态学研究技

术—高通量测序技术（Ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）研究土壤线虫。 传统的土壤线虫研究方法是基于线虫的

直接分离鉴定来分析环境中的线虫的群落结构及其生态关系的，但传统的形态学分离鉴定土壤线虫需要借助

显微镜分辨，而且鉴定人员需要进行专业的培训，耗时耗力，传统的分离鉴定手段一直难以让人们全面了解环

境中线虫的群落结构及生态关系。 ２１ 世纪以来，ＤＮＡ 测序技术取得革命性突破，新一代高通量测序 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因极有可能成为一种常规手段分析土壤微生物的物种多样性变化规律，成为土壤质量评价的常规方

法。 高通量测序法具有分析样本量多、单个样品序列通量高的优点，高通量测序能够较为全面和准确的反映

土壤微生物群落结构［１０，２２］。
本文是以 本 课 题 组 在 藏 北 高 寒 草 甸 开 展 了 数 年 的 土 壤 线 虫 群 落 研 究 为 基 础， 采 用 ＮＦ１５′⁃

ＧＧＴＧＧＴＧＣＡＴＧＧＣＣＧＴＴＣＴＴＡＧＴＴ⁃３′和 １８Ｓｒ２ｂＲ ５′⁃ＴＡＣＡＡＡＧＧＧＣＡＧＧＧＡＣＧＴＡＡＴ⁃３′引物通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ
测序技术，在 ９７％的相似水平下对所测得序列进行 ＯＵＴ 聚类和生物信息学，以获得土壤线虫群落在不同深度

的分布情况，并试图将所获得的结果与环境条件（水分含量、化学性质等）进行相关性分析，发现不同深度土

壤线虫种类及丰度存在一定的差异，为下一步研究不同植被以及不同气候条件下的土壤线虫群落结构和多样

性特征提供方法上的有力支持。
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