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摘要：宁夏自治区是我国受到土壤次生盐渍化危害的重点区域，然而对该地区盐碱化形成机制及影响因素的研究资料较少。 在

宁夏石嘴山地区采集土壤样本，采用基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术对不同深度土壤的细菌群落多样性和优势种群进行分

析，以期从土壤生态角度探索该地盐渍化成因及改良措施。 带谱相似性和 ＵＰＧＭＡ 聚类结果表明，表层（Ｄ＜２０ ｃｍ）土壤和底层

（Ｄ＞８０ ｃｍ）土壤样本中细菌菌群相似程度较高；而中间层（２０ ｃｍ＜Ｄ＜８０ ｃｍ）土壤样本中细菌菌群相似程度很低。 多样性指数

分析显示，随着地层深度的增加，菌落的丰富度和多样性均趋于下降；而均匀程度变化幅度不大。 对其中 ５ 个优势条带进行测

序比对的结果表明，该地区土壤可识别优势细菌菌群为变形细菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和拟杆菌门 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，但大部分条带未可

识别。 上述结果表明该地区盐碱土壤中的细菌菌群多样性程度较高，且优势菌群不尽相同；土壤深度与细菌菌落多样性在一定

程度上存在线性关系，推测可能与土壤含水量有关，但需要更多数据支撑。 旨在为进一步深入研究次生盐渍化土壤的形成机制

以及影响因素提供理论参考。
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土壤盐渍化（盐碱化）与次生盐渍化是土地退化的主要形式，也是生态环境的一种恶化现象，是一个世界

性的难题。 我国是土壤盐渍化危害最为严重的国家，盐碱土地资源总额约为 １０８ｈｍ２，尤其是西北地区的甘

肃、宁夏、新疆等省区都不同程度发生盐渍化危害［１］。 土地盐碱化问题与人类活动，尤其是农业灌溉，密切相

关。 据统计，全世界约有 ５５％的土地分布在干旱及半干旱气候带，这些地区雨量稀少，干旱地区年降雨量一

般不足 ２５０ ｍｍ［２］。 发展灌溉是促使这些地区农业发展的一项重要手段。 然而因过量施用化肥及不合理的灌

溉管理措施而形成的土壤次生盐渍化的问题，也成为当今农业发展的主要障碍之一［３］。 国内外学者在探究

引起土壤次生盐渍化的原因方面做了大量研究工作，因研究侧重点的不同对次生盐渍化形成的主要原因存有

不同的观点。 部分学者认为对于干旱地带的大多数灌区来说，土壤次生盐渍化的形成和发展是由于不合理的

灌溉，用水不当抬高了地下水位，加之强烈的蒸发而引起土壤盐渍化［４］。
宁夏回族自治区位于西北地区东部、黄河中上游，地处中温带半干旱、干旱区，降水稀少（平均年降水量

２９２ ｍｍ），蒸发强烈（水面蒸发量 １２９６ ｍｍ），当地水资源总量为 １１１７ 亿 ｍ３，仅占全国水资源总量的 ０．１％［５］。
近年来，引黄灌区的土壤盐渍化问题受到了宁夏自治区的高度关注［６］。 银川地区盐碱地已占总耕地面积的

４９％以上，土壤盐碱化已成为影响宁夏农业生产的重要问题之一。 现阶段学者对宁夏银川平原盐碱地研究较

多，并取得了一定的成果。 例如：倪细炉等［７］对盐碱植物抗盐性进行综合评价，得出 ４ 种植物抗盐能力依次为

白刺＞甘肃柽柳＞黄花补血草＞芨芨草的结论。 张永宏等［８］ 指出应用控制灌溉是宁夏引黄灌区盐碱地水稻比

较适宜的灌溉管理模式。 简而言之，目前大部分研究主要集中在甘肃盐碱地土壤性质和地面植物生长特性、
灌溉模式等方面，对探索次生盐渍化土壤的形成机制以及人类干预因素对盐渍化土壤的利弊研究报道很少。

另一方面，土壤是土壤微生物的生存寄居场所，由于土壤有机质含量酸碱度水分及土质的不同，与此环境

相适应的土壤微生物种类也千差万别。 在同一地区不同地层的土壤微生物种类和数量也不一样。 盐碱土壤

微生物群落研究对于加强盐生植物资源的开发和利用、改良盐碱土壤等方面具有十分重要的意义。 然而由于

缺乏适宜盐渍化土壤环境条件下微生物的分离和培养方法，对盐渍化生态环境下土壤微生物类群的研究至今

仍然很少，盐渍化生态环境下微生物资源的开发与利用研究更是少之又少。
基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的聚合酶链式反应⁃变性梯度凝胶电泳（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ⁃Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ Ｇｒａｄｉｅｎｔ Ｇｅｌ

Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ）是一种重要的研究微生物群落多样性的方法［９⁃１０］。 本研究以宁夏回族自治区石

嘴山地区低洼池塘区域盐渍化土壤为研究对象，利用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术分析不同深度土壤细菌类群多样性及

优势种群，研究结果将为盐碱环境下土壤微生物资源分布和研究提供重要的理论依据。

１　 研究区域和样品采集

本研究区域位于宁夏回族自治区石嘴山市大武口地区星海镇石嘴山兰泰养殖合作社，该地分布有低洼池

塘，底层土壤性质为典型的硫酸盐型盐碱土，ｐＨ 值为 ８．７—９．３。 为达到农户增收并改良土壤环境的目的本养

殖合作社于 ２０１３ 年引进大宗淡水鱼池塘养殖技术。 地理坐标为 ３８°５４′２０″—３８°５５′２５″Ｎ 之间，１０６°２１′３１″—
１０６°２１′４３″Ｅ 之间。 石嘴山市属于温带大陆性气候，降水量最大时期为 ７ 月份，约为 ２４ ｍｍ。

于 ２０１６ 年 ７—９ 月份对盐碱样地进行土壤样品采集。 随机选取 ３ 个样点（Ｓ１、Ｓ２ 和 Ｓ３，图 １）、每个样点
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图 １　 采样点分布图

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

进行分层采集，从 ０—２０ ｃｍ、２０—４０ ｃｍ、４０—６０ ｃｍ、
６０—８０ ｃｍ ４ 个地层深度按五点采样法采集土壤样品。
以表层混合土（ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｏｉｌ， ＣＳ）、底层混合土

（ ｃｏｎｔｒｏｌ ｈｙｂｒｉｄ ｓｏｉｌ， ＣＨ ） 和 植 物 根 际 土 （ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ， ＣＲ）作为对照组。 将土壤样品放在便

携式冰盒中带回实验室，放在 － ２０℃ 冰箱保存，用于

ＤＧＧＥ 分析。

２　 研究方法

２．１　 土壤样品的理化性质测定

土壤样品基本理化参数（含水量、烧失量、孔隙度、
总氮、总磷、ｐＨ 值等）采用常规方法测定：土壤 ｐＨ 值的

测量选用上海雷磁 ＰＨＳ⁃ ３Ｃ 型 ｐＨ 计测定；总氮（ ｔｏｔａｌ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ＴＮ）、总磷（ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ， ＴＰ）采用浓 Ｈ２ＳＯ４消煮⁃比色法测定；烧失量（ ｌｏｓｓ ｏｎ ｉｇｎｉｔｉｏｎ， ＬＯＩ）即将

在 １０５—１１０℃烘干的原料在 １０００—１１００℃灼烧后失去的重量百分比。 土壤孔隙度由孔隙度测定仪（贝士德

仪器，北京）测定；每个样品有 ２ 个重复，取其平均值。
２．２　 土壤 ＤＮＡ 的提取

采用 Ｆａｓｔ ＤＮＡＴＭ ＳＰＩＮ Ｋｉｔ Ｆｏｒ Ｓｏｉｌ 提取样品基因组 ＤＮＡ，操作方法按说明书进行。 提取的 ＤＮＡ 经

Ｔｈｅｒｍｏ ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 进行核算质量与浓度检测。
２．３　 细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 片段的 ＰＣＲ 扩增

以样品基因组 ＤＮＡ 为模板，采用细菌通用引物 ＧＣ⁃ ３３８Ｆ 和 ５１８Ｒ 扩增样品 １６Ｓ ｒＲＮＡ 高变区序列。 ＧＣ⁃
３３８ Ｆ： ５′⁃ ＣＧＣＣＣＧＧＧＧＣＧＣＧＣＣＣＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＧＣＧＧＧＧＧＧ ＣＣＴ ＡＣＧ ＧＧＡ ＧＧＣ ＡＧＣ ＡＧ⁃３′，５１８
Ｒ：５′⁃ＡＴＴ ＡＣＣ ＧＣＧ ＧＣＴ ＧＣＴ ＧＧ⁃３′； ３３８ Ｆ： ５′⁃ＣＣＴ ＡＣＧ ＧＧＡ ＧＧＣ ＡＧＣ ＡＧ⁃３′。 ＰＣＲ 扩增体系（５０ μＬ）为：
１０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ；ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ（２．５ ｍＭ）３．２ μＬ；ＥｘＴａｑ（５ Ｕ ／ μＬ）０．４ μＬ；ＧＣ⁃３３８ Ｆ（２０ μＭ）１ μＬ；５１８ Ｒ（２０
μＭ）１ μＬ；模板 ＤＮＡ ５０ ｎｇ；补 ｄｄＨ２Ｏ 至 ５０ μＬ。 ＰＣＲ 扩增程序为：９４℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４℃变性 １ ｍｉｎ，５５℃复

性 ４５ ｓ，７２℃延伸 １ ｍｉｎ，３０ 个循环；最终 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物采用 ＯＭＥＧＡ 公司 ＤＮＡ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ 纯化回收。 扩增结果用 ２％的琼脂糖凝胶进行检测。 ＰＣＲ 仪为 Ｂｉｏｍｅｔｒａ 公司生产的 Ｔ⁃ｇｒａｄｉｅｎｔ，凝胶成像

仪为 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司的 Ｇｅｌ⁃Ｄｏｃ２０００ 凝胶成像系统。
２．４　 ＰＣＲ 产物的变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）及图谱分析

取 １０ μＬ ＰＣＲ 的产物进行变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）分析。 采用变性梯度为 ３５％—５５％、浓度为 ７％的

聚丙烯酰胺凝胶在 １×ＴＡＥ 缓冲液中 １５０ Ｖ ６０℃下电泳 ５ 小时。 电泳完毕后采用银染法染色，简要步骤如下：
１）固定液（乙醇 ５０ ｍＬ 和冰醋酸 ２．５ ｍＬ，定容至 ５００ ｍＬ）固定 １５ ｍｉｎ；２）Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 纯水清洗、２０ ｓ 和 ２ ｍｉｎ 各一

次；３）银染液（硝酸银 １ｇ 和 ３７％ 甲醛 ０．７５ ｍＬ，定容至 ５００ ｍＬ）染色 １５ ｍｉｎ；４）Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 纯水清洗、２０ ｓ 和 ２ ｍｉｎ
各一次；５）显色液（氢氧化钠 ７．５ ｇ 和 ３７％甲醛 ２．５ ｍＬ，定容至 ５００ ｍＬ）显色 ５—７ ｍｉｎ；最后用终止液（乙醇 ５０
ｍＬ 和冰醋酸 ２．５ ｍＬ 定容至 ５００ ｍＬ）终止反应。

图谱分析采用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司的凝胶定量软件 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ４．６．５ 对样品条带分析［１１］。 依据戴斯系数 Ｃｓ
（Ｄｉｃｅ Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ）计算个附着基样品间的相似性，对相似性结果用非加权组平均法（Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｐａｉｒ Ｇｒｏｕｐ
Ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ Ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎｓ，ＵＰＧＭＡ）进行聚类分析。
２．５　 数据分析

多样性指数是研究群落物种数和个体数以及均匀度的综合指标［１２］。 ＤＧＧＥ 图谱采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ 软件

对每个样品的电泳条带数目、条带密度进行数字化分析，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｈ） ［１３］、丰度指数（Ｓ）和均匀度 Ｐｉｅｌｏｕ

３　 １０ 期 　 　 　 水燕　 等：不同土壤深度对宁夏石嘴山盐碱地细菌菌群多样性的影响 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

指数（Ｅ） ［１４］等指标被用来比较不同样品的多样性情况。 Ｓ 指数是某样品中所有条带数目总和，其它算法为：
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式中，ｐｉ 为样品中单一条带的强度在该样品所有条带总强度中所占的比率；Ｎ 为 ＤＧＧＥ 图谱单一泳道上所有

条带的丰度；Ｎｉ为第 ｉ 条带的丰度。
测序结果采用 ＤＮＡｓｔａｒ 和 Ｃｌｕｓｔｅｒ 软件进行序列分析，下载最相似的菌株序列作为系统发育树的参考序

列。 然后采用 ＭＥＧＡ 软件，Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建系统发育树，自展数（ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）为 １０００。 ＰＣＡ 分析采用

ｃａｎｏｃｏ 软件进行。
所有数据均用软件 Ｅｘｃｅｌ 和 ＳＰＳＳ １９．０ 软件用 Ｄｕｎｃａｎ 检验方法进行数据分析处理和差异显著性分析（Ｐ＜

０．０５ 差异显著）。 同列数据后具有相同字母者，表示在 ０．０５ 水平上差异不显著。
２．６　 条带的切胶、克隆和测序

根据 ＤＧＧＥ 图谱，挑选共有及特有的优势条带。 在紫外灯下用无菌手术刀片把选定的条带从凝胶上切

割下来，随即浸泡于 ５０ μＬ 超纯水中，并置于 ４℃过夜。 用所得的浸提液作为模板用引物 ３３８ Ｆ 和 ５１８ Ｒ 进行

ＰＣＲ 扩增，反应体系和扩增程序与之前的相同。 得到的 ＰＣＲ 产物经 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒（Ｏｍｅｇａ）进行纯化

后与克隆载体（ｐＧＥＭ－Ｔ）连接，得到的阳性克隆子送往上海英俊有限公司测序。 将测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据

库中进行比对分析。

３　 结果与分析

３．１　 土壤样品理化性质结果分析

　 　 本实验所测定土样的理化性质如表１所示，试验地区土壤的含水量在５．５９％—２３．６４％之间，ｐＨ维持在

表 １　 采样点信息和样品理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃｓ⁃ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

样品编号

Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ．１
土壤深度
Ｄｅｐｔｈ ／ ｃｍ

含水量
ＭＣ ／ ％

孔隙度
Ｐｏｒｏｓｉｔｙ

总氮
ＴＮ ／

（ｍｇ ／ ｇ）

总磷
ＴＰ ／

（ｍｇ ／ ｇ）

烧失量
ＬＯＩ ／ ％ ｐＨ

１＃： Ｓ１⁃２０ ５．５９ｅｂ １２．９０ｅ ０．３９ｃ ０．３２ｂ ３．６５ｃ ８．２８ｂ

２＃： Ｓ２⁃２０ －２０ １８．８ｃ ３６．６６ｂｃ ０．４６ａ ０．３３ｂ ６．１８ａ ７．９８ｃ

３＃： Ｓ３⁃２０ １９．６２ｂ ３７．９ｂ ０．３２ｄ ０．６３ａ ２．７４ｄ ９．０６ａ

４＃： Ｓ１⁃４０ １０．９６ｄｅ ２３．５４ｄ ０．３８ｃ ０．２７ｃ ３．１４ｃ ８．０３ｃ

５＃： Ｓ２⁃４０ －４０ １９．３１ｂ ３７．４３ｃ ０．４８ａ ０．３４ｂ ６．５７ａ ８．２２ｂ

６＃： Ｓ３⁃４０ ２０．７１ａ ３９．５ａ ０．１５ｄ ０．６ａ １．０６ｅ ８．８９ｂ

７＃： Ｓ１⁃６０ １２．９６ｄ ２７．１ｄ ０．３９ｃ ０．２８ｃ ３．５０ｃ ８．２９ｃ

８＃： Ｓ２⁃６０ －６０ １９．７５ｂ ３８．１ｂ ０．５１ａ ０．３５ｂ ６．２７ａ ８．２３ｃ

９＃： Ｓ３⁃６０ ２３．６４ａ ４３．６３ａ ０．２ｄ ０．３８ｂ １．２７ｅ ８．３３ｂ

１０＃： Ｓ１⁃８０ ９．７６ｄ ２１．２９ｄ ０．３６ｃ ０．３５ｂ ２．６６ｄ ７．９３ｃ

１１＃： Ｓ２⁃８０ －８０ １９．７８ｂ ３８．１４ｂ ０．４３ｂ ０．３４ｂ ６．０２ｂ ８．０４ｃ

１２＃： Ｓ３⁃８０ ２１．２８ａ ４０．３２ａ ０．４４ｂ ０．３４ｂ ３．３６ｃ ８．５５ｂ

１３＃： ＣＳ — ５．６５ｅ １３．０３ｅ ０．３４ｃ ０．３５ｂ ５．７８ｂｃ ９．１７ａ

１４＃： ＣＨ — １１．１６ｄ ２３．８９ｄ ０．３ｃ ０．３６ｂ ５．８３ｂ ９．０４ａ

１５＃： ＣＲ — １０．７２ｄ ２３．１ｄ ０．５ａ ０．４１ｂ ３．２７ｃｄ ８．２７ｃ

　 　 １ Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ．， 样品编号 ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ；ＭＣ， 含水量 ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ；ＴＮ， 总氮 ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＴＰ， 总磷，ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＬＯＩ， 烧失量 ｌｏｓｓ ｏｎ

ｉｇｎｉｔｉｏｎ；ＣＳ， 表层混合土 ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｏｉｌ；ＣＨ， 底层混合土 ｃｏｎｔｒｏｌ ｈｙｂｒｉｄ ｓｏｉｌ；ＣＲ，植物根际土 ｃｏｎｔｒｏｌ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ；ｂ 同一列中的数值后字母

不同表示该指标有显著差异（Ｐ＜０．０５）
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７．９８—９．０６ 之间，处于碱性水平。 总磷含量在 ０．２７—０．６３ ｍｇ ／ ｇ 之间，总氮在 ０．１５—０．５１ ｍｇ ／ ｇ 之间，土样较为

贫瘠，孔隙度差异较大。 从不同土壤深度来看，各个深度（从地下 ２０ ｃｍ 到 ８０ ｃｍ）土壤样品的基本理化参数

之间并不存在显著差异，然而不同采样点之间的差异较大，表明该地区土壤性质非常不均匀。 其中表层土对

照组的含水量非常低，ｐＨ 值较高，盐渍化程度较高；而根际土对照组的土壤理化指标与非根际土之间并没有

显著差异，表明在该地区植物根际对盐渍化土壤的改良影响程度不大。

图 ２　 １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｖ３ 区电泳结果 Ｍ：ＤＬ ２０００

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｖ３ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ Ｍ： Ｌ ２０００

３．２　 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增

经分光光度计检测提取后样品 ＤＮＡ 的 ＯＤ２６０ ／

ＯＤ２８０值均在 １．７８—１．９５，说明提取的 ＤＮＡ 质量良好，可
以作为模板进行 ＰＣＲ 反应。 以 ＧＣ⁃ ３３８ Ｆ 和 ５１８ Ｒ 为

引物经巢式 ＰＣＲ 后产物的电泳结果如图 ２ 所示，条带

大小与细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｖ３ 区理论大小（约 ２３４ ｂｐ）相

同，且无非特异性扩增，可直接用于后续 ＤＧＧＥ 实验。
３．３　 ＰＣＲ 产物的变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）指纹图谱

对土壤样品的 ＤＧＧＥ 指纹图谱以及模式图进行了

分析，结果如图 ３ 所示。 理论上 ＤＧＧＥ 图谱中每一个条带代表一种微生物，条带的数目及灰度可以反映出细

菌的种类及相对数量［１５］。 由图可见，１５ 个盐碱地土壤样品的可分辨条带总数在 ４—２４ 之间，其中 ３＃样品的

可识别条带数量最多（２４ 条），４＃、７＃和 １３＃样品的条带数量最少（４ 条）。 不同土壤样品的 ＤＧＧＥ 图谱在迁移

率及条带灰度值方面均存在较大的差异，表明宁夏石嘴山地区盐碱地土壤中的微生物多样性丰富程度非常

高，存在大量的细菌类群，并且土壤样品中细菌优势菌群不尽相同。 并且，不同土壤间具有许多共同的条带，
然而这些公共条带的强度也不相同，说明这些供试土壤之间可能存在一些共有的细菌类型，但是土壤微生物

在 ＤＮＡ 水平上有明显差异。

图 ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 变性梯度凝胶电泳图谱和模式图（由 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ４．６．２ 软件生成）

Ｆｉｇ．３　 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｉｇｉｔｉｚｅｄ ｐａｔｔｅｒｎｓ （ｂｙ Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ ４．６．２ ｓｏｆｔｗａｒｅ） Ｎｕｍｂｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｂａｎｄｓ ｅｘｃｉｓｅｄ
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３．４　 相似性与聚类分析

戴斯相似性系数 Ｃｓ 的大小可以体现出群落间细菌种群的差异，基于 ＤＧＧＥ 图谱的 ０ ／ １ 矩阵计算的相似

性矩阵如表 ２ 所示。 从表中可以看出，样本之间 Ｃｓ 值在 ０—４３．６％之间。 １３＃和 １４＃样本作为对照组之间的 Ｃｓ
值最高，达到 ４８％；１０＃和 １２＃样本之间的相似性系数次之，为 ４３．６％，而这两个样本均来自于－８０ ｃｍ 的地层深

度。 以不同地层深度来比较，在－２０ ｃｍ 地层，１＃、２＃ 和 ３＃ 样本之间的相似性系数分别为 １２．９％、３３．６％和

２５．９％；在－４０ ｃｍ 地层，４＃、５＃和 ６＃样本之间的相似性系数分别为 ３１．５％、０ 和 １２．３％；在－６０ ｃｍ 地层，７＃、８＃和

９＃样本之间的相似性系数分别为 ０、４．６％和 ７．９％；而在－８０ ｃｍ 地层，１０＃、１１＃和 １２＃样本之间的相似性系数分

别为 ３３．２％、４３．６％和 ２１．３％。 这些结果表明，不同地层的样本之间的相似性差异非常大，大体上来说，在表层

（Ｄ＜２０ ｃｍ）土壤和底层（Ｄ＞８０ ｃｍ）土壤样本之间的戴斯相似性系数较高，样本之间细菌种群的差异程度较

低，而中间层（２０ ｃｍ＜Ｄ＜８０ ｃｍ）土壤样本之间戴斯相似性系数较低，表明样本与样本间的细菌种群的差异度

较高，多样性也较高。
对 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 图谱获得的 ０ ／ １ 矩阵进行的 ＵＰＧＭＡ 聚类结果（图 ４）显示。 从图中可以看出 １５ 个样本聚

为 ２ 个分支，４＃、５＃、１３＃和 １４＃样本作为第一分支；其余作为第二分支，并且两大分支之间的距离较远。 而第二

分支内部进一步聚为 ２ 个亚支。 根据相似性和聚类结果可初步得出结论：相对于混合土壤样品中细菌菌落多

样性程度而言，不同地层深度土壤样品之间细菌群落多样性程度相对较高；而根际土壤样品中细菌群落多样

性没有显著表现。

图 ４　 ０ ／ １ 相似性矩阵的 ＵＰＧＭＡ 聚类结果

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＵＰＧＭＡ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ０ ／ １ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｍａｔｒｉｘ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｆｒｏｍ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｄｉｃｅ Ｃｏ⁃ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ 数值表示相似性大小；聚类图由软件 ＮＴＳＹＳ ２． １０ｅ 绘制；ＵＰＧＭＡ：非加权组平均法 ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ

ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎｓ

３．５　 多样性指数分析

多样性指数是利用数学统计方法测度群落中物种数、个体数量及各物种均匀程度等方面的常用参数。
Ｐｉｅｌｏｕ 指数（Ｅ 指数）用于测度群落中不同物种多度分布的均匀程度；Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｈ 指数）和丰度指数（Ｓ 指

数）常用于评价群落的多样性，但前者能体现群落内种群数和种群间个体分配的均匀性［１６］。 根据 ＤＧＧＥ 图谱

中条带的数量与灰度计算各多样性指数结果如图 ５ 所示。 从图中看出，各土壤样品之间丰度指数 Ｓ 指数在

８—１７ 之间，变化较大。 然而大概来说，随着地层深度的增加，Ｓ 值逐步下降，虽在－６０ ｃｍ 地层深度丰度值减

少较快，但变化幅度较小，显示土壤细菌菌群种类与地层深度之间呈负相关关系。 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｈ 值在 １．８—
２．９ 之间，变化趋势与 Ｓ 类似，表明多样性程度随着地层深度的增加逐渐降低。 Ｐｉｅｌｏｕ 指数 Ｅ 值在 ０．９０３—
０．９５６，变化幅度很小，表明各地层深度检测样本与对照组之间均匀程度较高。

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

表 ２　 戴斯系数 Ｃｓ比较 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 图谱的相似性矩阵

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｍａｔｒｉｘ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｆｒｏｍ ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｂａｎｄｉｎｇ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｂｙ Ｃｓ ｉｎｄｅｘ

２ １２．９

３ ３３．６ ２５．９

４ ０ ２４．６ ４．６

５ １６．６ ２６．１ ２０．１ ３１．５

６ ２０．２ ３３．３ １４．４ ０ １２．３

７ １５．７ ４．１ ７．７ ８．７ ２３．５ ４

８ ２９．７ １０．２ ８．１ ０ ０ １６．６ ０

９ ７．８ １０．８ ６．２ ２．２ ２８．７ ３４．１ ４．６ ７．９

１０ １３．６ ４．２ ６．７ ８．１ １３ ２．９ ３２．５ １９．３ ３２．９

１１ １６．８ ２１．６ １５．５ ４．３ ２９．１ １７．６ ２５．１ ６．７ ２２．２ ３３．２

１２ ２１．９ ４ ６．４ ０ １９．１ ９．７ １５．８ ２２ ４１．２ ４３．６ ２１．３

１３ １４．１ ６ １．４ １４．９ ２４．５ ０ ２０ ０ １．３ １６．６ １７．６ １４．３

１４ １４．５ ２３．４ １５ ２６．２ ２９．５ ７．３ １０．７ ０ １．５ ０ ２４．７ ０ ４８．３

１５ ３４．４ ２９．２ １０．５ ０ ２６．４ ３８．４ ９．６ １７．６ １０．６ １１．３ ３９．４ ７．７ ３．１ １３．５

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４

图 ５　 １５ 个土壤细菌微生物样品的多样性指数

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｓ ｉｎｄｅｘ，丰度指数 指条带数；Ｈ ｉｎｄｅｘ，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｈ ＝ －∑
Ｓ

ｉ ＝ １
ｐｉｌｎｐｉ ＝ －∑

Ｓ

ｉ ＝ １

Ｎｉ

Ｎ( ) ｌｎ
Ｎｉ

Ｎ( ) ；Ｅ ｉｎｄｅｘ，Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数 Ｅ ＝ Ｈ
Ｈｍａｘ

＝ Ｈ
ｌｎＳ

； ＣＳ，

表层混合土 ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｏｉｌ；ＣＨ，底层混合土 ｃｏｎｔｒｏｌ ｈｙｂｒｉｄ ｓｏｉｌ；ＣＲ，植物根际土 ｃｏｎｔｒｏｌ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

３．６　 主要电泳条带的序列测定和系统发生分析

ＤＧＧＥ 凝胶条带回收后，以 ３３８ Ｆ 和 ５１８ Ｒ 为引物进行 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 产物纯化后连接到 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体

上，转化至 ＤＨ５α 感受态细胞中，筛选阳性克隆测序。 １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｖ３ 区特征片段经 ＤＧＧＥ 分离条带切割，共得

到 ３７ 条条带。 将条带进行克隆测序，所得到的序列大小在 １６９—１９５ ｂｐ 范围内。 在 ＧｅｎＢａｎｋ 核酸数据库中
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进行 ＢＬＡＳＴＮ 序列比对显示其中 ５ 条条带分别归属于 ２ 个细菌类群：变形细菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和拟杆菌门

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（表 ３），其中 ４ 条（Ｂａｎｄ ６、３、３６ 和 １１）属于变形细菌门的 α，β 和 γ 亚门，其余 ３２ 条条带为未知

菌种。
其中 Ｓ２ 号采样点的－２０ ｃｍ 土壤深度样点 ２＃的土壤样品回收条带 Ｂａｎｄ ６ 的 ＤＮＡ 序列与 Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ

ｐｅｒｓｉｃｕｓ（ＮＲ＿１０９１１０）的序列相似性达 １００％，而这一条带也存在于 １＃、６＃和 １５＃土壤样品中，说明此种细菌在各

采样点中广泛分布；６＃样品的回收条带 Ｂａｎｄ ３ 与 γ－变形细菌门的 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｏｋｉｎａｗｅｎｓｉｓ（ＮＲ＿１１２９１７）的序

列相似性达 ９８％，这一条带也存在 １５＃、８＃ 和 ２＃ 样品中；而 ３＃ 土壤样品的回收条带 Ｂａｎｄ １０ 与拟杆菌门

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 的 Ｍａｒｉｖｉｒｇａ ｓｅｒｉｃｅａ （ＮＲ＿１１２１８３）序列相似性达 ９７ ％，并没有在其它土壤样品中被检测到。

表 ３　 经 ＤＧＧＥ 分离获得的细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｖ３ 序列

Ｔａｂｌｅ ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｖ３ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｔｏ ｃｌｏｓｅｓｔ ｒｅｌａｔｉｖｅｓ ｏｆ ＤＮＡ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ ｂａｎｄｓ ｉｎ ＤＧＧＥ ｇｅｌｓ

条带编号ａ

Ｂａｎｄ Ｎｏ．
最相似菌株名称（登录号） ｂ

Ｃｌｏｓｅｓｔ Ｒｅｌａｔｉｖｅｓ （Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．）
最相似类群

Ａｆｆｉｌｉａｔｉｏｎ Ｐｈｙｌｕｍ
相似度

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ ／ ％

条带 ６ Ｂａｎｄ ６ Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ ｐｅｒｓｉｃｕｓ （ＮＲ＿１０９１１０） γ－ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ １００

条带 ３ Ｂａｎｄ ３ Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｏｋｉｎａｗｅｎｓｉｓ （ＮＲ＿１１２９１７） γ－ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ９８

条带 １０ Ｂａｎｄ １０ Ｍａｒｉｖｉｒｇａ ｓｅｒｉｃｅａ （ＮＲ＿１１２１８３） Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ９７

条带 ３６ Ｂａｎｄ ３６ Ｋｏｆｌｅｒｉａ ｆｌａｖａ （ＮＲ＿０４１９８１） β－ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ９１

条带 １１ Ｂａｎｄ １１ Ｔｅｐｉｄｉｃａｕｌｉｓ ｍａｒｉｎｕ （ＮＲ＿１３５８６５） α－ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ８０

　 　 ａ 条带编号与图 ３ 所示对应；ｂ 仅列出最高匹配度序列及名称

图 ６　 ＤＧＧＥ 图谱条带回收获得的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 系统进化树

　 Ｆｉｇ．６　 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ

ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｒｅｔｒｉｅｖｅｄ ＤＧＧＥ ｂａｎｄｓ

采用 ＭＥＧＡ５ 软件 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建系统发

育树，自展数 （ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ） 为 １０００，系统发育树如图 ６
所示。

４　 讨论

盐碱地形成与气候、地理条件、土壤质地、植物类型

以及耕作管理等因素有关。 近年来宁夏地区土地盐渍

化程度加剧，其中仅银川地区中度和重度盐渍土面积达

到 ４６００ ｋｍ２，占总面积的 ５０％以上，属于中度和轻度盐

化土类型，盐分呈表聚趋势。 该地区土壤盐渍化的原因

是多方面的。 一方面该地属于干旱地区，降水量小于蒸

发量，溶解在水中的盐分随土壤毛细管水蒸发作用而积

聚在土壤表层，使得表层土壤大量积盐；另一方面该地地势较低，地表和地下水运动使得水溶性盐随着水从高

处流向低处，在低洼地带滞留，导致盐分积聚。 土壤灌溉管理不当造成排水不畅等也进一步加剧了土壤盐

渍化。
土壤微生物积极参与陆地生态系统中的物质循环及能量转化，与土壤理化性质的环境条件密切相关，是

表征土壤肥力的重要指标之一。 土壤微生物群落活性及其多样性不仅在很大程度上决定了生物地球化学循

环、土壤有机质的周转及土壤肥力和质量，也与耕作措施有关［１７］。 土壤盐渍化不仅直接影响土壤中微生物活

性，而且通过改变土壤的部分理化性质来间接影响土壤微生物的生存环境，导致土壤微生物种群、数量及活性

均与健康土壤有较大的差别。 土壤理化性质（电导率、硝态氮、总盐）对微生物的生长有很大的影响，对表层

土的影响远大于深层土。 土壤中即使有机质含量丰富，如果土壤盐渍化严重，微生物仍不能正常生长。 受土

壤基本性质影响最大的是细菌和放线菌，真菌对土壤盐渍化的适应性相对要强一些［１８］。 土壤盐分升高，造成

土壤微生物渗透胁迫，使土壤活性微生物种群数量降低，导致活体微生物分泌酶的数量减少。 一般来说，细
菌、放线菌数量与土壤全盐含量呈显著负相关关系，细菌的数量与土壤有机质含量显著相关，即土壤盐害程度

８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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越高，微生物数量越小。
当前对于宁夏地区盐渍化土壤菌群微生物的研究还相对较少，已有的研究表明在宁夏地区盐渍化土壤微

生物群落中细菌占绝对优势，其次是放线菌和真菌［１９］。 另有对宁夏典型盐渍化土样放线菌进行分离筛选的

研究结果表明，具有特殊抑菌活性功能菌为链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ），形态特殊菌为拟无枝酸菌（Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ），
耐盐菌株为诺卡氏菌（Ｎｏｃａｒｄｉａ），其他形态特殊菌株和耐盐菌株均为拟诺卡氏菌（Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ） ［２０］。 而对宁

夏地区不同类型盐渍化土壤的分析显示，土壤盐渍化程度不同与耐盐性放线菌比例直接相关。 即重盐化土壤

中分布的耐盐放线菌最多；其次为中度盐渍化、轻度盐渍化土壤，并且盐渍土壤中放线菌分为仅能在盐渍环境

下才能良好生长的嗜盐性放线菌和对盐渍化的程度具有不同敏感度的耐盐性放线菌［２１］。 另有学者从宁夏盐

渍化土壤中分离出硫氧化细菌，经鉴定疑似为新种［２２］。
由于 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 图谱能直观地反映出不同性质土壤细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的多样性，即可在分子水平反映土壤

细菌种群结构多样性，在土壤生态研究中被广泛应用。 在 ＤＧＧＥ 指纹图谱中，不同位置的条带代表不同的细

菌类群；而条带灰度值则反映出不同细菌类群相对量的多少。 在不同泳道同一横向位置的不同条带一般被认

为是同一个细菌类群。 本研究从宁夏盐碱地土壤样品中提取基因组总 ＤＮＡ，利用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术分析不同

地层深度盐碱地中微生物的种群构成。 从 ＤＧＧＥ 图谱上可以看出，宁夏石嘴山地区盐碱地土壤样品中可分离

到 ４—２４ 条不等的条带，说明该地区盐碱地土壤中存在丰富的微生物资源，并且多样性程度较高。 从对照组

来看，表层混合土（ＣＳ，１３＃样本）含水量较低，土壤碱性强（ｐＨ＞９．０），且相较于实验组在图谱条带数量上存在

明显劣势，表明该地区表层土壤中盐分积聚明显，高碱性环境对大部分常规微生物造成胁迫导致其难以存活。
与此相比，底层混合土壤（ＣＨ，１４＃样本）和根际土壤（ＣＲ，１５＃样本）的图谱条带丰富很多并且界限清晰可辨，
说明底层土壤和根际土壤的生态环境在一定程度上要优于表层土壤。 这一结果为宁夏地区盐碱地表层盐分

沉积理论提供了部分依据。
一直以来，灌溉管理和低洼地区池塘养殖对于改良盐碱地土壤生态环境的影响都是学者们十分关注的问

题。 这些改良措施存在的利弊也在不断被评估。 在本研究中，实验样本取自低洼池塘养殖多年的人工干预环

境条件下，本研究结果在一定程度上能反映池塘养殖的改良措施对改善该地区土壤生态环境的作用和意义。
实验结果表明，样本之间的相似性随着土壤深度的不同差异较大，在表层（Ｄ＜２０ ｃｍ）土壤和底层（Ｄ＞８０ ｃｍ）
土壤样本之间的细菌种群的相似性相对较高（差异程度较低），而中间层（２０ ｃｍ＜Ｄ＜８０ ｃｍ）土壤样本之间细

菌种群的相似性较低，表明差异度较高，多样性也较高。 而在同一土壤深度不同样品之间，其条带数量和灰度

值差异很大，说明菌群多样性差异程度大。 总体来说，随着土壤深度的增加，其土壤细菌菌群的丰度指数和多

样性指数都在逐渐降低。 但不同取样点的土壤性质对实验结果影响很大。
对此我们推测，上述结果可能跟土壤含水量有关。 一般来说，土壤含水量的多少会影响蛋白质的流动性

及土壤酶活性以及细胞膜的流动性，而这是土壤微生物能否存活的重要基础。 而土壤含水量的变化与土壤环

境特性及土壤深度之间存在非常复杂的关系。 如对松嫩平原盐碱地土壤分析表明，大多数理化指标如 ｐＨ、土
壤容重、有机碳含量、碱解氮含量、全氮含量，全磷含量、全钾含量出现随深度显著变化［２３］。 而对青藏高原昆

仑山垭口土壤的研究结果表明可培养细菌数量与多样性在一定程度上均与土壤深度呈负相关关系［２４］。 这与

当地的地貌和地质成因有很大的关系。 在宁夏盐碱地区，由于地层地下水和表层灌溉等的交相作用，使得各

深度土壤环境规律性相对较低，地域差异性也很大。 在池塘表层区域（Ｄ＜２０ ｃｍ），由于养殖活动导致淤泥含

水丰富，水中可溶性蛋白和浮游微生物移动扩散相对容易，使得采样点之间细菌菌群的相似性程度较高；随着

地层深度的增加，土壤含水量相对减少使得水中物质和呼吸能量交换逐渐困难，土壤均一性逐渐降低，最终体

现在细菌菌群上为各点之间相似性降低；在深度地层中（Ｄ＞８０ ｃｍ），土壤孔隙度相对提高，土壤间隙增大（但
是含水量并没有显著变化），这或许是细菌菌群由于呼吸作用导致的相似性程度变高的一个考虑因素。 然

而，从实验方法上看，由于 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 在分析土壤细菌多样性方面分辨率不高，基于 ＤＧＧＥ 带谱的相似性和

ＵＰＧＭＡ 聚类分析结果会有较大偏差，使结果和结论的可信度较低。 在后续研究中一方面可以有针对性地加

９　 １０ 期 　 　 　 水燕　 等：不同土壤深度对宁夏石嘴山盐碱地细菌菌群多样性的影响 　
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大取样点的位置和数量，增加实验基数，有利于从数据中凝练规律，另一方面可以利用微生物高通量测序分析

来进一步深入这项研究。
本研究对图谱中优势条带经切胶回收克隆测序结果显示，该盐碱地土壤中主要的优势种群分布在 ２ 个细

菌类群：变形细菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和拟杆菌门 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，此外还有 ３２ 条优势条带序列属于未培养菌。 变

形菌门和拟杆菌门是构成土壤和污泥微生物群落的主要种群，本研究表明这两种微生物种类在盐渍化土壤环

境中也有广泛分布［１６］。 然而，大部分优势菌种尚未被鉴定的结果说明，这些优势菌株可能是目前尚且不能培

养或者是难获得纯培养物的新种资源，这些菌株长期适应干旱、有机质缺乏、盐碱度较高的极端环境，最终成

为优势菌株。 对这些优势菌株展开研究不仅能进一步丰富地球微生物资源，而且对于盐碱地盐渍化土壤的改

良和生态发展等方面的应用都具有重要的意义。
总而言之，本研究采用基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术对宁夏石嘴山地区低洼池塘不同深度土壤的细

菌群落多样性和优势种群进行分析，研究结果在一定程度上暗示了该地区盐碱地的形成机制之一可能是表层

低洼土壤的盐分堆积；并且人工养殖活动对于改善土壤生态环境具有一定积极作用。
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