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银北盐渍化土壤中 ６ 种耐盐植物根际细菌群落结构及
其多样性研究

代金霞，田平雅，张　 莹，苏建宇∗

宁夏大学生命科学学院， 银川　 ７５００２１

摘要：土壤微生物对土壤肥力的形成和植物营养的转化起着积极的作用。 对盐渍化土壤中植物根际微生物群落组成和多样性

进行研究，有助于发现新的重要微生物功能类群或者功能潜力，对于盐碱土壤的植被恢复和生态重建都具有十分重要的意义。
通过高通量测序和分离培养方法，对宁夏银北地区盐渍化土壤中的 ６ 种耐盐植物根际细菌的群落结构和多样性进行了分析。

结果表明：所有土壤样品共检测到 ３１ 门（亚门） ６７ 纲 ２５３ 科 ４００ 属细菌类群，不同植物根际微生物群落组成相似，但丰度各有

差异，厚壁菌门、变形菌门、放线菌门和拟杆菌门为主要优势类群；在纲水平芽孢杆菌纲相对丰度最高，其次为 α⁃变形菌、γ⁃变形

菌和梭菌纲；在属水平上，芽孢杆菌属以极高的丰度（１５．５７％—５３．８５％）占据绝对优势，其次是鞘氨醇单胞菌属、不动杆菌属和

节杆菌属。 ６ 种植物根际细菌的群落结构组成表现为芨芨草和柽柳相似，柳枝稷、苜蓿与枸杞相似，苦豆子则与另外 ５ 种差别

最大。 分离培养出的 １１０ 株根际细菌多数具有较强的盐碱耐受性和一种以上生物学活性，分别隶属于芽孢杆菌属、假单胞菌

属、鞘氨醇杆菌属、节杆菌属和中华根瘤菌属，在属水平上多样性单一，其中芽孢杆菌属是优势属。 传统的分离培养和高通量测

序结果都反映出银北地区盐渍化土壤中定殖着许多有重要生态功能的微生物类群，可用于进一步筛选和利用根际微生物改良

盐碱土壤。

关键词： 耐盐植物；根际细菌群落；高通量测序；细菌多样性
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土壤盐碱化问题是目前全球最严重的环境问题之一。 开发和利用大面积的盐碱土壤，不仅是增加农业可

利用土地资源的需要，也是改善生态环境、增加绿色植被、提高森林覆盖率的需要［１］。 宁夏银北盐碱区属我

国 ５ 大盐碱土区的西北半干旱盐碱土区，蒸发量远远高于降水量，水资源缺乏。 土壤盐碱化已成为影响宁夏

农业生产和经济发展的限制性因素之一［２］。 近年来，以耐盐植物种植为核心的盐碱地改良利用技术逐渐被

重视起来。 但盐碱地特殊的土壤性质会导致植物出现成活率低、保存率低等现象，成为限制这一技术发展的

瓶颈［３］。
根际微生物作为土壤⁃根系间养分转化和转运的调节器，是受植物影响最大的土壤微生物群体［４］。 已有

的资料表明，根际微生物在其生命活动过程中通过产生大量的有机酸、不断释放土壤养分、有效改善盐碱土壤

的理化性质和土壤结构等提高土壤肥力，对通过植被恢复改良盐碱地起到一定的作用［５⁃７］。 但目前盐碱地生

物改良措施的研究大多是耐盐植物品种的选育和改良，针对盐碱土壤中微生物群落结构、优势种群、微生物⁃
植物⁃盐碱土壤之间的交互作用等研究尚不系统［８］。 因此，开展盐碱土壤中不同植物根际微生物群落组成和

多样性研究，不仅有助于认识微生物群落功能调节并发掘新的功能类群，而且对加强盐生植物资源的开发和

利用以及改良盐碱土壤都具有十分重要的意义。
本研究通过高通量测序和分离培养方法，对宁夏银北地区盐渍化土壤中的 ６ 种耐盐植物根际细菌的群落

结构和遗传多样性进行了分析，以期为加速植被恢复改良盐碱地提供依据，也为开展盐碱区土壤微生物资源

的开发和利用研究奠定基础。

１　 材料和方法

１．１　 材料

１．１．１　 研究区概况

宁夏银北地区属我国 ５ 大盐碱土区的西北半干旱盐碱土区，该地区年均蒸发量 ２４４４ ｍｍ，年均降雨量只

有 ２９２ ｍｍ，为中温干旱气候，常年干旱少雨且蒸发量大，富水性差，主要土壤为盐碱土，植被类型以耐盐碱植

物为主［９］。
１．１．２　 土壤样品采集

于 ２０１７ 年 ５—７ 月份在银北西大滩盐碱地（３８°５０′ ２３．８＂ Ｎ，１０６°２３′ ５４．１＂ Ｅ）采集 ６ 种耐盐碱植物根际

土壤。 其中枸杞 Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ、苜蓿 Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ、柳枝稷 Ｐａｎｉｃｕｍ ｖｉｒｇａｔｕｍ 为该区盐碱地改良中人工种

植 ４ 年的植被，苦豆子 Ｓｏｐｈｏｒａ ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ、柽柳 Ｔａｍａｒｉｘ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 和芨芨草 Ａｃｈｎａｔｈｅｒｕｍ ｓｐｌｅｎｄｅｎｓ 为该区主要

分布的野生植被。 采用五点取样法，每个样点各选取 ３ 棵植株，用铁铲去除植株根部周围枯落物和土壤，在距

地表 ２０—３０ ｃｍ 深处，待根部露出后收集根上附着的土壤置于灭菌的 ５０ ｍＬ 离心管中，将不同样点的土壤混

匀，根据植被种类将土壤样品编号后，置于冰盒立即带回实验室，部分新鲜土样用于 ＤＮＡ 提取和菌株分离，剩
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余部分风干过筛后根据《土壤农业化学分析方法》测定土壤理化性质［１０］。
１．２　 方法

１．２．１　 土壤基因组提取和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｖ３—Ｖ４ 区片段扩增

按照美国 Ｏｍｅｇａ ｂｉｏｔｅｋ 公司土壤基因组提取试剂盒（Ｄ５６２５ Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ）操作说明提取不同植物各 ３ 个

重复根际土壤基因组。 经 １％琼脂糖凝胶电泳检测后，测定 ＤＮＡ 纯度和浓度。 用灭菌去离子水将适量的

ＤＮＡ 样品稀释至 １ ｎｇ ／ μＬ，以其为模板，扩增 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ３—Ｖ４ 区，使用带 Ｂａｒｃｏｄｅ 的特异引物对

５１５Ｆ（５′⁃ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ⁃３′）和 ８０６Ｒ（５′⁃ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃ ３′）。 扩增结束后将同种

植物根际土壤的 ３ 个 ＰＣＲ 产物进行等量混样，充分混匀后用 ２％的琼脂糖凝胶电泳进行检测，使用 ＱＩＡａｍｐ
ＤＮＡ Ｍｉｃｒｏ Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ 公司）回收目的条带产物。
１．２．２　 文库构建、高通量测序和数据分析

ＰＣＲ 回收产物委托北京诺禾致源公司进行文库构建和高通量测序，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序平台。 通过

对测序结果进行拼接和质控，得到有效序列，基于有效序列利用 Ｕｐａｒｓｅ ｐｉｐｅｌｉｎｅ （ｖ７．０．１００１）对所有样品的全

部有效标签序列聚类，以 ９７％的一致性将序列聚类成为 ＯＴＵｓ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ），获得 ＯＴＵｓ 聚类

代表序列，利用 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ（Ｖ２．２） ［１１］软件进行物种注释、丰度和多样性指数分析，同时在各个分类水平上

对物种注释结果进行群落结构的统计分析。 采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析（ＳＰＳＳ １９．０ 软件）对根际细菌群落组

成和环境因子的相关性进行分析。
１．２．３　 根际可培养细菌的生物学活性和盐碱耐受性测定

用无菌称量纸分别称取上述 ６ 种根际土壤样品 １０ ｇ 于 ２００ ｍＬ 的 ＬＢ 培养液中，２８℃条件下 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 培

养 ３０ ｍｉｎ，取 １ ｍＬ 土壤悬液梯度稀释至 １０－３后吸取 ２００ μＬ 涂布于 ＬＢ 平板上，２８℃恒温箱中培养 ４８ ｈ，挑取

单菌落划线 ５ 次纯化，镜检后将纯化菌株接种于 ＬＢ 培养液中 ２８℃培养 ４８ ｈ，取 ５０ μＬ 菌液点接于含有（Ｃａ３

（ＰＯ４） ２）的 ＰＫＯ 检测平板上，２８℃培养 ７—１０ ｄ，根据菌落周围产生的透明溶磷圈的大小检测菌株的解磷能

力［１２］。 将菌株分别接种到阿须贝无氮培养基和以 ＡＣＣ 为唯一氮源的 ＡＤＦ 培养基上，连续转接 ５ 次都能正常

生长的菌株视为具备固氮活性和产 ＡＣＣ 脱氨酶活性［１３⁃１４］。
在 ＬＢ 培养基中加入 ＮａＣｌ 使其质量分数为 ６％—１５％，以含 １％ ＮａＣｌ 的 ＬＢ 平板作为对照，将菌悬液点接

于平板用于检测菌株的耐盐性；用 ｌ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＯＨ 将高压灭菌的 ＬＢ 培养基调节 ｐＨ 值为 ９．０、１０．０、１１．０、１２．０
共 ４ 个梯度后倒平板，以 ｐＨ ７．０ 的 ＬＢ 平板作为对照检测菌株的耐碱性。 每株菌设置 ３ 个重复，置恒温培养

箱中 ２８℃培养 ２—３ ｄ，观察平板上菌的生长情况。
１．２．４　 根际可培养细菌的多样性及其系统发育分析

观察菌落和菌体形态，结合菌株的生物学特性，选取代表菌株提取其基因组 ＤＮＡ，采用通用引物 ２７Ｆ（５′⁃
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃３′） ／ １４９２Ｒ（５′⁃ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃３′）进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的扩增和

序列测定。 序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 中进行 ＢＬＡＳＴ 同源性比较（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｂ．ｇｏｖ ／ ），用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 进行多

重比对，运用 ＭＥＧＡ７．０［１５］软件，采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建系统树，对菌株进行分子鉴定和系统发育分析。

２　 结果和分析

２．１　 不同植物根际土壤理化性质

研究区 ６ 种耐盐植物根际土壤理化性质见表 １。 土壤 ｐＨ 在 ８．１６—９．２５ 之间，呈碱性，有机质含量较低，
总氮磷钾的含量在不同植物根际变化幅度不大。
２．２　 根际土壤样品的 ＯＴＵ 聚类和 Ａｌｐｈａ 多样性分析

由 ＭｉＳｅｑ 测序所得样品数据经质控后，各分类水平上分别获得较多的有效序列（图 １），在不同土壤样品

中有效序列数目为枸杞＞苦豆子＞苜蓿＞芨芨草＞柳枝稷＞柽柳，即枸杞根际土壤获得的有效序列最多，柽柳根

际最少。 序列长度均大于 ４００ ｂｐ，满足分析要求。 对完成质控并去除嵌合体之后的有效序列以 ９７％的一致性
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聚类成为 ＯＴＵｓ，统计得到各个样品在不同 ＯＴＵ 中的丰度信息。 结果表明，６ 种土壤样品分别产生 １５７１—
２１００ 个 ＯＴＵ（表 ２），文库覆盖度在 ０．９８５—０．９９１ 之间，说明测序深度已经基本覆盖到样品中所有的物种，样
本所建立的细菌文库能够比较有效地反映其多样性。 不同根际土壤中物种丰富度指数（Ｃｈａｏ １ 指数和 ＡＣＥ 指

数）和多样性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数）存在明显差异，根际细菌物种多样性在各样品间表现为芨芨草

＞柽柳＞苜蓿＞柳枝稷＞枸杞＞苦豆子，芨芨草和柽柳根际细菌多样性较高，苦豆子最低；而丰富度则体现为苜蓿＞
芨芨草＞苦豆子＞柳枝稷＞柽柳＞枸杞，说明苜蓿和芨芨草根际土壤的细菌丰富度要高于其它植物根际土壤。

表 １　 不同耐盐植物根际土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｌｔ ｔｏｌｅｒａｎｔ ｐｌａｎｔｓ

土样
Ｓｏｉｌ

电导率
Ｅｌｅｃｔｒｉｃ

ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ／
（ｍＳ ／ ｃｍ）

ｐＨ 有机质
Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ
ｍａｔｔｅｒ ／ ％

全氮
Ｔｏｔａｌ Ｎ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

全磷
Ｔｏｔａｌ Ｐ
／ （ｇ ／ ｋｇ）

全钾
Ｔｏｔａｌ Ｋ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

速效氮
Ａｖａｉｌｌｉａｂｌｅ Ｎ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

速效磷
Ａｖａｉｌｌｉａｂｌｅ Ｐ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

速效钾
Ａｖａｉｌｌｉａｂｌｅ Ｋ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

芨芨草 Ａ． ｓｐｌｅｎｄｅｎｓ ０．８９ ８．６６ ０．８４ ０．６４ ０．５５ ２２．１６ ４０．７９ ３．７７ ３６９．８０
苦豆子 Ｓ． ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ ０．７４ ８．８６ １．４５ ０．７２ ０．６１ ２６．１０ ２１．３２ ２．８６ ２７５．７４
枸杞 Ｌ． ｂａｒｂａｒｕｍ １．５９ ８．５７ １．５４ ０．７０ ０．６１ ２１．０３ ４０．４３ ８．７５ ２６０．８９
柳枝稷 Ｐ． ｖｉｒｇａｔｕｍ ０．３２ ９．２５ １．７０ ０．８１ ０．６１ ２４．１３ ２８．６６ ４．３３ ２９８．０２
柽柳 Ｔ． ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ １．８３ ８．４９ １．３８ ０．５８ ０．５９ ２２．９１ ３３．０８ ２．８６ １９１．５８
苜蓿 Ｍ． ｓａｔｉｖａ ０．４７ ８．１６ １．５６ ０．７５ ０．６２ ２３．４４ ３４．１８ １．５３ １３９．３１

图 １　 不同水平上的序列数目分布图

Ｆｉｇ．１　 ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｎｕｍｂｅｒ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ

表 ２　 ６ 个根际土壤样品的 ＯＴＵ 数目及 Ａｌｐｈａ 多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＯＴＵｓ ａｎｄ ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｉｘ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

土壤样品
Ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅ

操作分类单元数目
Ｎｏ． ｏｆ ＯＴＵ

覆盖度
Ｃｏｖｅｒａｇｅ

香农指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

辛普森指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ 指数
ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ

芨芨草 Ａ． ｓｐｌｅｎｄｅｎｓ １９４６ ０．９８６ ８．２３１ ０．９８２ ２１４５．５９１ ２０９７．７６５
苦豆子 Ｓ． ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ １８４２ ０．９８６ ５．１８５ ０．７３２ １９６４．６７１ １９４３．３５５
枸杞 Ｌ． ｂａｒｂａｒｕｍ １５７１ ０．９８８ ６．４３８ ０．８８９ １６４１．１６３ １６７９．６８３
柳枝稷 Ｐ． ｖｉｒｇａｔｕｍ １９５７ ０．９８９ ７．４９６ ０．９２６ １９２４．１８５ １９９２．４８３
柽柳 Ｔ． ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ １７８０ ０．９９１ ８．１１２ ０．９７１ １８０７．２２２ １７６７．７２２
苜蓿 Ｍ． ｓａｔｉｖａ ２１００ ０．９８５ ７．５４６ ０．９３８ ２２５５．４４９ ２２４３．２８６

　 　 ＡＣＥ：基于丰度覆盖的估算，Ａｂｕｎｄａｎｃｅ Ｃｏｖｅｒａｇｅ⁃ｂａｓｅｄ Ｅｓｔｉｍａｔｏｒ
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２．３　 ６ 种植物根际细菌的群落结构组成分析

测序结果通过物种注释，６ 种根际土壤共获得 ３１ 门 ６７ 纲 ２５３ 科 ４００ 属土壤细菌，选取每个样品在门水平

丰度前十的物种，以 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ 距离矩阵构建样品的 ＵＰＧＭＡ （ ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ⁃ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ
ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎｓ，非加权组平均法）聚类树，并将聚类结果与各样品的物种相对丰度整合来研究不同样品间的

相似性（图 ２）。 由图 ２ 可以看出，厚壁菌门（ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，２６． ５０％—６２． ３３％）、变形菌门（ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，１６．
５４％—２９．０６％）和放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ，７．７４％—２１．１５％）是根际土壤的优势菌群，相对丰度最高，其次是

拟杆菌门 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ， ４． ８４％—１２． ２６％）、芽单胞菌门 （ Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ， ２． ６８％—６． ６９％） 和酸杆菌

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ， １． ４６—３． ９７％）， 而 疣 微 菌 门 （ Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ ）、 绿 弯 菌 门 （ Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ）、 热 微 菌 门

（Ｔｈｅｒｍｏｍｉｃｒｏｂｉａ）和 单糖菌门（Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ） 都以较低丰度分布在土壤中。 在不同土壤样品中厚壁菌门

相对丰度依次为苦豆子＞枸杞＞柳枝稷＞苜蓿＞芨芨草＞柽柳，在苦豆子根际土壤中高达 ６２．３３％，为绝对优势类

群。 变形菌门相对丰度依次为柽柳 ＞芨芨草 ＞柳枝稷 ＞枸杞 ＞苜蓿 ＞苦豆子，在柽柳根际变形菌门丰度

（２９．０６％）略高于厚壁菌门（２６．５０％），其余 ５ 种植物根际均以厚壁菌门占优势。 放线菌门丰度在各土壤中表

现为芨芨草＞柽柳＞苜蓿＞枸杞＞柳枝稷＞苦豆子。 通过聚类图可以看出，在门水平上 ６ 种根际土壤细菌的群落

结构组成表现为芨芨草和柽柳相似，柳枝稷、苜蓿和枸杞相似，苦豆子则与另外 ５ 种差别最大。

图 ２　 基于非加权组平均法的门水平聚类图

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｍａｐ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ⁃ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ

选取每个样品在纲和属水平上最大丰度前十的物种，生成物种相对丰度柱形图（图 ３、图 ４）。 ６ 种根际土

壤中都以芽孢杆菌纲（Ｂａｃｉｌｌｉ）占优势，相对丰度为 １７．６７％—５７．７１％，在各土壤中依次表现为苦豆子＞枸杞＞柳
枝稷＞苜蓿＞柽柳＞芨芨草，是苦豆子根际的绝对优势菌纲。 其次为 α⁃变形菌纲（Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，６．３９％—
１５．３７％），在枸杞根际丰度最高，苦豆子根际最低，其丰度依次为枸杞＞柽柳＞芨芨草＞柳枝稷＞苜蓿＞苦豆子；
γ⁃变形 菌 纲 （ Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ， ４． １７％—９． ６９％）、 梭 菌 纲 （ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ， ０． ８９％—８． ７２％）、 酸 微 菌 纲

（Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｉａ，３．５４％—７．８６％）和放线菌纲（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ，１．９５％—７．８２％）等在不同样品中丰度略有差异。
在属水平上以芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）为绝对优势属（１５．５７％—５３．８５％），在 ６ 种根际土壤中其丰度依次为苦豆

子＞枸杞＞柳枝稷＞苜蓿＞柽柳＞芨芨草；其余各属丰度均远低于芽孢杆菌，在不同土壤中占比不同，如鞘氨醇单

胞菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ，１．３２％—３．７２％）在柳枝稷根际丰度略高，不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ，０．１４％—３．２１％）在
芨芨草、苦豆子和苜蓿根际丰度相当，节杆菌属（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ，０．２４％—２．５１％）、乳酸乳球菌属（ Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ，
０．７１％—２．４３％）、腈基降解菌属（Ｎｉｔｒｉｌｉｒｕｐｔｏｒ，０．２１％—２．３５％）等都以较低丰度分布于不同土壤样品中，说明

植物种类会影响其根际微生物的群落组成和多样性。
２．４　 根际细菌群落组成与环境因子的相关性分析

用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关来研究环境因子与根际优势菌群丰度之间的相互变化关系，得到两两之间的相关性
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图 ３　 纲水平上的物种相对丰度图

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｔ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ

图 ４　 属水平上的物种相对丰度图

Ｆｉｇ．４　 Ｒｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

热图（图 ５）。 从图中可以看出，在相对丰度前十的优势类群中，厚壁菌门与土壤 ｐＨ、总氮（ＴＮ）和总磷（ＴＰ）
呈现正相关，和电导率、速效氮呈负相关；变形菌门、放线菌门和拟杆菌门则与土壤 ｐＨ、有机质、总氮磷钾都呈

现负相关，与电导率、速效氮呈正相关，但相关性都不显著；仅酸杆菌门与土壤有机质（ＳＯＭ）显著正相关，热
微菌门与速效氮极显著正相关，与总钾含量显著负相关； 单糖菌门（Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ）与速效磷显著负相关；在
相对丰度 ＜ ０． １ 的菌群中，绿菌门 （ Ｃｈｌｏｒｏｂｉ） 与土壤有机质和总氮含量极显著正相关，硝化螺旋菌门

（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）与总钾含量极显著正相关，与速效氮显著负相关；装甲菌门（Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）与总氮和总钾含量

显著正相关，与电导率（ＥＣ）显著负相关。 多数菌群组成与土壤理化因子之间相关性不显著。
２．５　 可培养根际细菌的生物学特性和系统发育分析

从 ６ 种根际土壤中共分离出细菌 １１０ 株，其中自苜蓿和柽柳根际分离菌株数较多，分别为 ３０ 株和 ２６ 株，
分离自芨芨草根际的细菌数量最少，仅有 １０ 株（表 ３）。 许多菌株具有一种以上生物学活性，其中 ２３ 株菌在
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图 ５　 细菌群落组成与土壤理化因子的 ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析

Ｆｉｇ．５　 Ｓｐｅａｒｍａｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｍｏｎｇ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏ⁃ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

ＥＣ：电导率，ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ；ｐＨ：酸碱度，ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｈｙｄｒｏｇｅｎ；ＳＯＭ：土壤有机质，ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ；ＴＮ：总氮，ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＴＰ：总磷，ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＴＫ：总钾，ｔｏｔａｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ；ＡＮ：速效氮，ａｖａｉｌｌｉａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ＡＰ：速效磷，ａｖａｉｌｌｉａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＡＫ：速效钾，ａｖａｉｌｌｉａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

含有（Ｃａ３（ＰＯ４） ２）的平板上能够形成明显的解磷圈，具有溶解无机磷的能力；在阿须贝和 ＡＤＦ 培养基上转接

５ 次仍能正常生长的菌株分别有 ３７ 和 ４６ 株。 多数菌株具备较强的耐盐碱性，所有菌株都能在含 ６％ ＮａＣｌ 的
培养基中生长，７０ 株菌可以耐受 １０％ 的 ＮａＣｌ，其中 ２０ 株在含 １５％ ＮａＣｌ 的培养基中仍能生长。 所有菌株在

ｐＨ ９．０ 的条件下都能正常生长，７４ 个菌株在 ｐＨ １２．０ 的条件下仍然长势良好，其中分离自柽柳、芨芨草和柳枝

稷根际土壤的菌株盐碱耐受性普遍较强。

表 ３　 ６ 种耐盐植物根际土壤中活性菌株数量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｎｏ． ｏｆ ａｃｔｉｖｉｔｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ ｓｏｉｌ ｏｆ ６ ｓａｌｔ ｔｏｌｅｒａｎｔ ｐｌａｎｔｓ

土壤样品
Ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅ

分离菌株数
Ｎｏ．ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

活性菌株数 Ｎｏ．ｏｆ ａｃｔｉｖｉｔｅ ｓｔｒａｉｎｓ

溶磷
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃
ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ

固氮
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ

ＡＣＣ 脱氨酶
ＡＣＣ ｄｅａｍｉｎａｓｅ

耐受 １０％ ＮａＣｌ
Ｔｏｌｅｒｎｃｅ １０％ ＮａＣｌ

耐受 ｐＨ １２．０
Ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｐＨ １２．０

芨芨草 Ａ． ｓｐｌｅｎｄｅｎｓ １０ ３ ２ ０ ８ ９

苦豆子 Ｓ． ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ １３ ４ ６ ５ ６ ７

枸杞 Ｌ． ｂａｒｂａｒｕｍ １７ ３ ７ ４ １０ ９

柳枝稷 Ｐ． ｖｉｒｇａｔｕｍ １４ ４ １０ ５ １０ １３

柽柳 Ｔ． ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ２６ １ ５ １ ２２ ２３

苜蓿 Ｍ． ｓａｔｉｖａ ３０ ８ ７ ３ １４ １３

总计 Ｔｏｔａｌ １１０ ２３ ３７ １８ ７０ ７４

　 　 ＡＣＣ：１⁃氨基环丙烷⁃ １⁃羧酸，１⁃ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ⁃１⁃ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ
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通过菌落和菌体形态的初步归类，结合菌株的生物学活性，选取其中 ５０ 个具有较强盐碱耐受性（耐受

图 ６　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列构建的部分根际细菌的系统发育树

Ｆｉｇ．６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

１０％ 的 ＮａＣｌ 或 ｐＨ １２．０），或具备解磷、固氮或产 ＡＣＣ 脱氨酶能力的代表菌株进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析。
结果表明，这些菌株隶属于 ５ 个属，在属水平上多样性单一，芽孢杆菌属和假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）是 ６ 种

根际土壤的共有属，其中 ３１ 个菌株与芽孢杆菌属细菌有 ９９％—１００％的序列同源性。 选取部分菌株序列构建

的系统树如图 ６，其中代表菌株 ＬＺＪ１２、ＪＪＣ１１ 与 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｕｂｓｐ． ｉｎａｑｕｏｓｏｒｕｍ 的序列同源性为 ９９％，ＣＬ１１、
ＬＺＪ１３ 与 Ｂ．ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ 、ＬＺＪ４ 与 Ｂ． ｓｏｎｏｒｅｎｓｉｓ 分别有 １００％ 的序列同源性，这 ５ 株菌都可以耐受 １５％ 的 ＮａＣｌ，
也可在 ｐＨ １２． ０ 的条件下生长，同时具备 ２ 种以上活性。 ＫＤＺ１２ 和 ＫＤＺ４ 则与 Ｂ． ｃｅｒｅｕｓ 和 Ｂ． ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ 有
９９％的相似性，表明芽孢杆菌在种水平上的多样性较为丰富。 有 １２ 株菌隶属于假单胞菌属，其中分离自枸杞

和苦豆子根际的各 ４ 株，苜蓿根际 ２ 株，柽柳和柳枝稷根际各 １ 株，分别与 Ｐ． ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ 、Ｐ． ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｒｕｍ 和

Ｐ． ｃｏｒｒｕｇａｔａ 有 ９９％—１００％的序列同源性；４ 株隶属于鞘氨醇杆菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ），分别与 Ｓ． ｆａｅｃｉｕｍ 和

Ｓ． ｋｉｔａｈｉｒｏｓｈｉｍｅｎｓｅ 有 ９８％的序列同源性，这些菌株可耐受 ｐＨ １２． ０ 的条件，但 ＮａＣｌ 耐受性相对较弱，不能在

高于 ８％ ＮａＣｌ 的盐浓度中生长；分离自苜蓿根际的菌株 ＭＸ７ 与其它菌株在形态上完全不同，经 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序

列鉴定隶属于节杆菌属 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ，与该属菌株 Ａ． ｈｕｍｉｃｏｌａ 有 １００％的序列同源性；ＭＸ１１ 和 ＭＸ１５ 同时具备

固氮和解磷能力，与中华根瘤菌 Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｍｅｌｉｌｏｔｉ 有 ９９％的序列同源性。 与其它 ５ 种根际土壤相比，苜蓿
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根际可培养细菌的多样性较丰富，包括了鉴定出的所有菌属。 将所测菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列提交至 Ｇｅｎｂａｎｋ，
获得序列登陆号为 ＭＧ７３５３６２－ＭＧ７３５４１１ 。

３　 讨论

根际微生物是土壤⁃根系间养分转化和转运的调节器，也是受植物影响最大的土壤微生物群体［４］。 作为

土壤生态系统中最为活跃的构成因子，根际细菌参与了土壤中各种生物学和生物化学过程，对植物的生长发

育和环境适应性产生重要的影响［１６⁃１８］。
银北盐渍化土壤中 ６ 种耐盐植物根际细菌的群落结构分析表明，不同植物根际细菌群落在各水平上组成

相似，物种多样性和相对丰度都因植物种类而不同。 总体上看，根际细菌的多样性呈现为芨芨草＞柽柳＞苜蓿

＞柳枝稷＞枸杞＞苦豆子，而丰富度则呈现为苜蓿＞芨芨草＞苦豆子＞柳枝稷＞柽柳＞枸杞。 微生物的群落结构存

在生境异质性，生态环境的不同造成微生物群落结构的组成和优势类群的相对丰度不同，而生态环境相似的

地区土壤微生物结构较为相似［１９］。 本研究中 ６ 种耐盐植物根际细菌群落结构整体表现为野生的芨芨草和柽

柳相似，而人工种植的柳枝稷、苜蓿和枸杞更为相似，苦豆子则明显区别于其它根际。 这一结果的产生主要是

由于 ３ 种人工种植的植物一直有着相同的田间管理措施，在一定空间尺度下具有相似的环境条件，明显不同

于自然生长在盐碱荒地中的芨芨草和柽柳，而苦豆子主要分布在研究区土壤含水量较高的沟旁和田边地头低

湿处，土壤因子可能对其根际细菌群落结构产生了较大的影响。
植被类型和土壤性质是影响植物根际细菌结构组成和多样性的重要因素之一［２０］。 杜滢鑫［８］等对大庆盐

碱地九种植物根际土壤微生物群落结构的研究表明，酸杆菌门 、变形菌门是根际土壤优势菌群；李靖宇［２１］ 研

究了沙坡头地区不同植物群落的土壤微生物多样性、刘洋［２２］ 比较了黄土高原 ４ 种乔木林土壤细菌的群落组

成，结果都显示变形菌门、放线菌门和酸杆菌门等丰度较高，为土壤优势类群；而在银北盐渍化土壤中，厚壁菌

门为绝对优势菌群，其相对丰度远高于其它研究，且酸杆菌门的丰度也远远低于变形菌门和放线菌门。 微生

物群落组成与环境因子的相关性分析表明，特定的菌群与特定的土壤因子相关，如绝对优势类群厚壁菌门与

土壤 ｐＨ 值、总氮和总磷正相关，次优势类群变形菌门、放线菌门和拟杆菌门则与电导率、速效氮呈正相关，与
土壤 ｐＨ 和有机质等呈现负相关，这与 Ｎａｃｋｅ 等的研究一致［２３］，表明银北盐渍化土壤中优势菌群在很大程度

上受土壤 ｐＨ 值的影响。 植物与土壤微生物之间通过凋落物和根系分泌物建立起密切的联系。 因此植物种

类不同，其凋落物的数量和根系分泌物的种类会对植物根际土壤理化性质产生影响，而特定的土壤性质又会

引起功能微生物类群在根际的富集。 很多厚壁菌可以产生芽孢，能够抵抗脱水，适应干旱和极端环境的能力

极强；变形菌在植物根际能够快速地增长；放线菌是降解木质素与纤维素的主要功能菌群。 这些富集于植物

根际的功能微生物可以直接表征土壤营养转化及微生物的环境适应性［２４］。 银北地区土壤盐碱化程度较高，
常年干旱少雨，营养物质匮乏，其土壤微生物群落可能是在长期的逆境胁迫下，经过自然选择而适应生态环境

的表现。
土壤中的绝大多数微生物由于受生长条件和培养基选择性的限制是无法培养的，因此仅用传统的分离方

法不能真实和准确的反应出土壤中微生物的结构组成和多样性［２５］。 高通量测序技术的成熟，使我们能够通

过对环境微生物直接进行深度测序，从而较为全面和准确地在微生物群落水平分析物种的遗传多样性和相对

丰度，并能较为客观地反映其中低丰度的重要功能微生物［２６］。 在 ６ 种耐盐植物根际细菌的高通量测序结果

中，很多相对丰度较高的类群如鞘氨醇单胞菌属、不动杆菌属、乳酸乳球菌属等细菌，可能由于培养条件的限

制并未通过培养方法获得。 而一些相对丰度较低的菌属，如假单胞菌、鞘氨醇杆菌、节杆菌和中华根瘤菌能够

分离培养获得，而且其中多数菌株具备较强的盐碱耐受性，同时还具有解磷、固氮或产 ＡＣＣ 脱氨酶等一种或

多种生物活性。 解磷菌通过溶解土壤中难溶性的磷来促进植物对磷的吸收利用，固氮菌能够将空气中的氮素

固定为化合态氮供植物利用，产 ＡＣＣ 脱氨酶细菌通过抑制植物体内乙烯的积累而减轻逆境下乙烯对植物的

伤害，同时提高植物抗盐碱和干旱等逆境胁迫。 菌株分离结果显示芽孢杆菌属是分离频率最高的类群，许多

９　 ８ 期 　 　 　 代金霞　 等：银北盐渍化土壤中 ６ 种耐盐植物根际细菌群落结构及其多样性研究 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

芽孢杆菌不仅具有多种生物学功能，还可以有效抵御外界的有害因子，具有极强的抗逆性强；鞘氨醇杆菌有着

极强的生命力和耐贫营养能力；假单胞菌属、节杆菌等也是土壤中常见的根际促生菌，许多菌株被报道可以分

泌多种抗生素或生长激素，能有效抑制病原菌、显著提高植物的抗病性和促进植物的生长，是优良的根际促生

菌类群［２７⁃２８］。 在营养物质匮乏的银北盐碱地中，这些定殖在根际土壤中的功能细菌可能通过代谢作用适应

其所处的环境而得以存活并发挥着一定的作用。 因此建议在今后开展盐碱地微生物群落多样性研究中，有必

要将传统的分离方法和新一代测序技术结合起来，这样既能真实和准确地反映出土壤中微生物的结构组成和

多样性，也能分离获得促生耐盐碱的生态功能菌株，为丰富盐碱区微生物资源、有效利用植物根际促生菌改良

盐碱土奠定基础。
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