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黑龙江省表层冻土细菌群落结构组成和功能特征

关健飞∗，曹　 阳
牡丹江师范学院历史与文化学院， 牡丹江　 １５７０００

摘要：冻土是气候变化的敏感区，冻土中细菌对于预测冻土和气候之间的潜在反馈机制至关重要，研究冻土区土壤中细菌的多

样性和种群结构将有助于及时检测环境变化并采取有效的应对措施。 以黑龙江省表层冻土为研究对象，运用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 高

通量测序分析技术，系统分析黑龙江表层冻土细菌群落结构组成和功能特征，探究影响因素。 结果表明，得到的 ７８５６４０ 条原始

序列可划分为 ３０ 个门，１０９ 个纲，２０９ 个目，３２６ 个科，５１２ 个属，５９８ 个种。 优势菌门主要包括 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、
Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ，在 Ｐ＜０．０１ 水平上，Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 与 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 极显著负相

关，与 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 极显著正相关，Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 与 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 极显著负相关，与 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 极显著正相关，Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 和

Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 之间则无显著相关性。 属水平上，Ａｅｔｈｅｒｏｂａｃｔｅｒ 属在各样本之间显著性差异最大，Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕ 属和 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ 属，

Ｍｉｃｒｏｌｕｎａｔｕｓ 属和 Ｍａｓｓｉｌｉａ 属之间呈现显著负相关。 ＲＤＡ 多元回归分析发现，土壤 ｐＨ 是影响细菌群落结构组成的最主要因子，
门水平上与 Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ、Ｔｈｅｒｍｉ 呈极显著正相关，与 Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉａ 呈极显著负相关；属水平上，与 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ

属、Ｂｌａｓｔｏｃｏｃｃｕｓ 属、Ｃｈｅｌａｔｏｃｏｃｃｕｓ 属在 Ｐ＜０．００１ 水平上呈现显著正相关。 基于细菌基因组的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列对菌群代谢功能进行

预测发现，细菌群落主要代谢功能表现在膜转运功能、氨基酸代谢功能以及碳水化合物代谢功能三方面。 黑龙江省区域尺度范

围内，表层冻土中细菌群落结构分异主要受土壤理化性质影响，而土壤利用方式对微生物群落结构影响不显著。
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受全球气候变化影响，中国平均气温变化趋势与全球变化趋势一致，而东北地区气温升温幅度高于全国

的平均升温幅度［１］，是增温最快的地区之一［２］。 东北多年冻土区是欧亚大陆多年冻土区的南缘地带，冻土赋

存条件脆弱，热稳定性差，易受气候和外界环境变化的影响，生态系统敏感性强［３］。 位于东部季风区北部的

黑龙江省纬度位置偏北，受强大的西伯利亚、蒙古高压影响形成严寒的大陆性气候，形成和发育创造了不同类

型的冻土和冻土特征。 黑龙江省多年冻土分布于 ４７°３０′—５３°３３′Ｎ，分为三个亚区，分别为大兴安岭北部大片

多年冻土亚区、大兴安岭中部大片岛状多年冻土亚区以及大、小兴安岭岛状－稀疏岛状多年冻土亚区；其余地

区为季节性冻土区［４］。
冻土，一般是指温度在 ０℃或 ０℃以下，并含有冰的各种岩土和土壤。 冻土作为一种温度敏感和易变的地

质体，是气候变化的敏感区，气候变化是影响冻土的重要因素，微生物对于预测冻土和气候之间的潜在反馈机

制至关重要［５⁃６］。 微生物作为冻土生态系统中的重要角色扮演者，是其内部多种功能联通的生态群体［７］。 冻

土微生物在冻土生物地球化学循环中（如土壤碳氮循环、温室气体排放等）具有重要的作用［８⁃１０］，且在一定程

度上能够指示全球气候变化。 在全球气候变暖的背景下，研究冻土微生物群落特征及其与环境因子变化的关

系逐渐成为当前热点研究领域［１１］。 微生物的种群结构和遗传进化对环境条件变化敏感，研究不同冻土区土

壤中微生物的多样性和种群结构将有助于及时检测环境变化并采取有效的应对措施［１２］。 环境因子被认为是

影响微生物群落发生变化的主要驱动力［１３］，如土壤 ｐＨ［１４］、气候条件［１５］、有机质含量［１６］等都可以在一定程度

上影响微生物群落的组成和分布。
土壤微生物数量巨大、结构复杂，传统的微生物培养计数仅仅能够分离培养 １％的微生物，很难全面、准

确的解析土壤微生物的结构组成和多样性变化规律［１７⁃１９］。 随着分子生物学技术的不断发展，高通量测试分

析技术作为微生物群落的有效研究手段，被广泛的应用在土壤微生物研究领域，其中包括物种的多样性、丰富

度、种内 ／种间相互作用、对环境变化响应等方面的研究［２０⁃２１］。 本研究以黑龙江省表层冻土样品为研究对象，
通过高通量分子测序手段，分析黑龙江省表层冻土细菌群落组成和分子生态网络特征，预测群落功能，探究环

境因素、利用方式对于黑龙江表层冻土微生物群落空间异质性的影响。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

黑龙江省，介于北纬 ４３°２６′—５３°３３′，东经 １２１°１１′—１３５°０５′，是气候变化导致气温升高幅度最明显的地

区之一。 全省年平均气温多在⁃ ５℃—５℃之间，由南向北降低，大致以嫩江、伊春一线为 ０℃等值线。 无霜冻

０３９４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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期全省平均介于 １００—１５０ ｄ 之间，终霜冻在 ４ 月下旬至 ５ 月上旬结束。 年降水量全省多介于 ４００—６５０ ｍｍ
之间，中部山区多，东部次之，西、北部少。 其北部的多年冻土属欧亚大陆多年冻土区的南缘地带，冻土类型主

要为多年冻土和季节性冻土。

图 １　 采样点分布

Ｆｉｇ．１　 Ｓａｍｐｌｅ ｓｉｔｅｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

图中★号代表采样点，数字为各采样点编号

１．２　 采样点布设及样品采集

本研究以黑龙江省表层（０—２０ ｃｍ）冻土为研究对

象，全省区域内共设置采样点 １９ 个（如图 １ 所示），于
２０１９ 年 ５ 月 １—４ 日期间完成土壤样品采集。 各采样

点处设置 １０ ｍ×１０ ｍ 样地，四角及对角线交点处分别

进行表层土壤样品的采集，去除杂物、细跟等杂物后充

分混匀，置于密封袋中，带回实验室后，一部分⁃ ８０℃保

存用于高通量测试分析，一部分常温风干用于土壤理化

性质测定。
１．３　 研究方法

１．３．１　 土壤微生物群落测定

采用 Ｅ． Ｚ． Ｎ． Ａ． 􀳏 ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ （ Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ，
Ｎｏｒｃｒｏｓｓ， ＧＡ， Ｕ． Ｓ．） 提 取 土 壤 总 ＤＮＡ， 应 用

ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ 进行 ＤＮＡ 纯度和浓度检测，ＤＮＡ 完整性

检测采用琼脂糖凝胶电泳法 （ １％琼脂糖胶，５Ｖ ／ ｃｍ，
２０ｍｉｎ）。 采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ３⁃Ｖ４ 区引物 ５１５Ｆ
（ ５′⁃ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ⁃ ３′） 和 ９０７Ｒ （ ５′⁃
ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ⁃３′）对高变区片段进行扩增。 ＰＣＲ 反应条件为 ９５℃预变性 ３ｍｉｎ；２７ 次循环（９５℃
变性 ３０ ｓ，５５℃退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ４５ ｓ）；７２℃延伸 １０ ｍｉｎ，至 １０℃。 ２０ μＬ 反应体系为 ４ μＬ 的 ５×ＦａｓｔＰｆｕ
Ｂｕｆｆｅｒ，２ μＬ 的 ２．５ ｍＭ ｄＮＴＰｓ，０．８ μＬ 的 Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ（５ μＭ），０．８ μＬ 的 Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ（５ μＭ），０．４ μＬ 的

ＦａｓｔＰｆｕ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，０．２ μＬ 的 ＢＳＡ，１０ ｎｇ 的 Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ，补 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０ μＬ。 使用 ２％琼脂糖凝胶回收 ＰＣＲ
产物，利用 ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ（Ａｘｙｇｅｎ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｕｎｉｏｎ Ｃｉｔｙ，ＣＡ，ＵＳＡ）进行纯化，Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 洗脱，
２％琼脂糖电泳检测。 利用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ⁃ＳＴ 进行检测定量。 根据 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 平台标准操作规程将纯化后

的扩增片段构建文库，利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｍｉｓｅｑ ＰＥ３００ 平台进行测序，委托上海美吉生物医药科技有限公司

完成。
１．３．２　 土壤理化性质测定

土壤含水率的测定采用真空烘箱法（ＮＹ ５２５⁃２０１２ ／ ５．６）；ｐＨ 的测定采用电位法（ＮＹ ／ Ｔ １３７７⁃ ２００７）；有机

质的测定采用重铬酸钾滴定法（ＮＹ ／ Ｔ １１２１．６⁃２００６）；全氮的测定采用半微量开氏法（ＮＹ ／ Ｔ ５３⁃ １９８７）；全磷的

测定采用氢氧化钠碱融－钼锑抗比色法（ＮＹ ／ Ｔ ８８⁃１９８８）；全钾的测定则采用火焰光度法（ＮＹ ／ Ｔ ８７⁃ １９８８）；硝
态氮采用连续流动分析仪法进行测定（ＬＹ ／ Ｔ １２２８⁃２０１５）；有效磷采用钼锑抗比色法（ＮＹ ／ Ｔ １１２１．７⁃ ２０１４），其
中酸性土壤使用氟化铵－盐酸作为浸提剂，碱性土壤使用碳酸氢钠作为浸提剂；速效钾则使用乙酸铵浸提，火
焰光度计测定（ＮＹ ／ Ｔ ８８９⁃２００４ ／ ３．１０）。 每个土壤样品测三次取平均值记录，结果如表 １ 所示。
１．４　 数据分析

采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 平台对测序样本进行双端测序。 高通量测试结果分析过程主要是参照 Ｑｉｉｍｅ２ 文档

中名为＂Ａｔａｃａｍａ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｔｕｔｏｒｉａｌ＂的教程来完成（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄｏｃｓ．ｑｉｉｍｅ２．ｏｒｇ ／ ２０１９．１ ／ ）。 原始序列通过质

控、去噪、拼接及去嵌合体，形成 ＯＴＵ。 选取代表性 ＯＴＵ 序列，与核糖体 ＲＮＡ 数据库（Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ Ｄａｔａｂａｓｅ １３＿
８ 版本［按 ９９％序列相似性聚类］）进行比对获得物种注释信息。

１３９４　 １４ 期 　 　 　 关健飞　 等：黑龙江省表层冻土细菌群落结构组成和功能特征 　
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表 １　 各采样点土壤理化性质均值（ｎ＝ ３）

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｔ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｓｉｔｅ （ｎ＝ ３）

采样点
Ｓａｍｐｌｅ
ｓｉｔｅｓ

经纬度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ
ａｎｄ ｌａｔｉｔｕｄｅ

含水率
Ｗａｔｅｒ

ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％
ｐＨ

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ
ｍａｔｔｅｒ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

总氮
Ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

总磷
Ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

全钾
Ｔｏｔａｌ

ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

硝态氮
Ｎｉｔｒａｔｅ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

有效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

碳氮比
Ｃ ／ Ｎ
ｒａｔｉｏ

氮磷比
Ｎ ／ Ｐ
ｒａｔｉｏ

１ ５１°４０′３２″Ｎ，１２４°２４′３１″Ｅ ３９．６ ５．３１ １４９ ３．３１ ０．３９７ ３．５６ １１．１ ８５．７ ４５．２ ２６．１１ ８．３４

２ ４９°２９′２８″Ｎ，１２５°３３′５７″Ｅ ２ ７．７５ ８９．６ ３．４６ ６．５６ ３．３２ １４．２ ９１ ２６８ １５．０２ ０．５３

３ ４８°２２′４１″Ｎ，１２４°４２′３２″Ｅ ５．８ ６．７３ ７８．５ ４．４ ２．４８ ３．７１ １０９ ２９４．７ ６６３ １０．３５ １．７７

４ ４８°０６′３７″Ｎ，１２９°１５′１１″Ｅ ４９．１ ６．２２ １５５ ６．２７ １．５７ ４．７４ ２２５ ９１．４ ２６１ １４．３４ ３．９９

５ ４８°２１′４９″Ｎ，１３４°１８′３１″Ｅ ２３．８ ６．３５ ６８．７ ３．１８ １．３７ ２．６５ ４３．７ ３７．４ １８５ １２．５３ ２．３２

６ ４７°１６′１５″Ｎ，１２５°０２′２５″Ｅ １０．４ ８．６５ ３０．７ １．３９ ０．５４５ ３．７９ ８．９８ １２．３ １０６ １２．８１ ２．５５

７ ４７°０４′１１″Ｎ，１２８°０４′１２″Ｅ １６．７ ６．０４ ６７ ３．１８ ２ ３．５４ ４７．１ １１７．１ １３５ １２．２２ １．５９

８ ４７°０７′２６″Ｎ，１３１°０７′２５″Ｅ １６．１ ６．８ ３４．５ １．７４ ０．９３４ ２．３３ １３．７ ２９．８ １９１ １１．５０ １．８６

９ ４７°１５′１１″Ｎ，１３２°０２′４８″Ｅ ５．１ ７．２８ ８２．３ ３．３３ １．３５ ５．１４ ４７．２ ６３．４ １９３ １４．３４ ２．４７

１０ ４６°３８′５７″Ｎ，１２６°５８′３３″Ｅ ２７．４ ７．４９ ３０．８ １．５３ ０．８０５ ５．１１ １２．７ ３６．４ １４１ １１．６８ １．９０

１１ ４５°５７′２″Ｎ，１２４°０５′３９″Ｅ １．６ ７．２３ ４３．１ ２ ０．６６１ ４．１８ ６．５７ ２１．５ １６３ １２．５０ ３．０３

１２ ４５°３７′３０″Ｎ，１２５°３７′５７″Ｅ ８．１ ７．９３ ３０．４ １．８８ １．１７ ３．６７ １８．５ ８．１ １３７ ９．３８ １．６１

１３ ４５°４１′３３″Ｎ，１２６°４０′２３″Ｅ １２．２ ７．３８ １６．７ １．２２ ０．４０２ ４．３ ７．８９ ５ ７６．２ ７．９４ ３．０３

１４ ４５°２５′５９″Ｎ，１２８°３３′５８″Ｅ ２３．４ ６．６６ ４３．８ １．９７ ０．８６５ ３．４７ １９．３ ７ ６４．８ １２．９０ ２．２８

１５ ４５°４６′１０″Ｎ，１３１°０′３５″Ｅ ２０．９ ７．７４ ６４．６ ３．０７ １．５３ ３．６２ １７．３ ７１ ２８７ １２．２１ ２．０１

１６ ４５°４６′１５″Ｎ，１３２°５７′１４″Ｅ ２１ ７．０２ ６２．８ ２．８４ ２．９５ ３．３６ ５８．１ ６６．８ １４５ １２．８３ ０．９６

１７ ４４°４６′２５″Ｎ，１２７°３５′３９″Ｅ １０．９ ６．３４ ６４．７ ３．７８ ２．６３ ３．７９ ８８．９ ４０５．８ ３１８ ９．９３ １．４４

１８ ４４°３５′５２″Ｎ，１２９°３５′５５″Ｅ ３．９ ８．２ ２２．４ １．０４ １．６５ ３．６２ ７．２４ １７．２ ９７ １２．４９ ０．６３

１９ ４４°０２′１５″Ｎ，１３０°５０′４３″Ｅ １３．１ ７．２５ ３１ １．７ ０．６３６ ５．１８ ２１ １０．９ １１９ １０．５８ ２．６７

图 ２　 各样本 Ａｌｐｈａ 多样性稀释曲线

Ｆｉｇ．２　 Ａｌｐｈａ ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ

Ａｌｐｈａ 多样性以及 Ｂｅｔａ 多样性的分析主要用 ｑｉｉｍｅ２ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ 插件完成。 Ａｌｐｈａ 多样性指数用于评估样本

本身的多样性程度，Ｂｅｔａ 多样性指数用于评估样本之间的微生物群落结构差异性［２２］。 使用了冗余分析方法

（ＲＤＡ）揭示微生物群落与相关环境因子之间的潜在关联。 基于样本中主要微生物物种相对丰度，使用共现

网络分析（Ｃｏ－ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ）计算斯皮尔曼等级相关系数用于了解物种之间的关联。 应用 ＰＩＣＲＵＳｔ 软
件预测微生物群体可能的功能组成［２３］。

２　 结果与讨论

２．１　 细菌群落结构分析

２．１．１　 测试数据分析

黑龙江表层冻土 １９ 个采样土壤中共得到原始序列

７８５６４０ 条，随机抽取有效序列，构建 Ａｌｐｈａ 多样性稀释

曲线（Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ Ｃｕｒｖｅ）（图 ２），各样本曲线趋于平缓，
继续增加测序深度已无法再检测到大量新的 ＯＴＵ，表
明测序结果足够反映各土壤样本中细菌的多样性。 基

于反距离权重插值方法，对门分类水平上每个样品的序

列数目占总序列数的比例进行插值分析发现，黑龙江省

表层冻土细菌序列数目占总序列数的比例自西向东呈

现下降趋势。
２．１．２　 细菌群落组成分析

黑龙江省表层冻土检测到的细菌 ＯＴＵｓ 可划分为
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３０ 个门， １０９ 个 纲。 ２０９ 个 目， ３２６ 个 科， ５１２ 个 属， ５９８ 个 种， 其 中 优 势 菌 门 主 要 包 括 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门 （ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门 （ Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）。 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 相对丰度在 ４９．８１％至 ２２．０１％之间，采样点 １ 处

相对丰度最高。 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 相对丰度在 ４５．３３％—１１．０２％之间，采样点 １ 处相对丰度最低。 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 相

对丰度在 １７．８３％—５．５４％之间，Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 相对丰度在 １１．４４％—０．７３％之间，该四类菌门相对丰度之和均占各

样本中细菌相对丰度的 ７０％ 以上 （图 ３）， 该四类优势细菌门， 在 Ｐ ＜ ０． ０１ 水平上， Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 与

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 极显著负相关，与 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 极显著正相关，相关系数分别为－０． ７４８、－ ０． ５７３、
０．２８１。 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 与 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 极显著负相关，与 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 极显著正相关，相关系数分别为－０．６３３ 和

０．０５２。 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 之间则无显著相关性。

图 ３　 各个样本在门水平的物种相对分布

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

主要属水平上细菌物种相互作用网络如图 ４ 所示，圆圈代表一个物种，大小代表其相对丰度，不同的颜色

代表不同的物种门分类，圆圈之间的线条代表这两个物种间的相关性显著（校正错误发现率的秩相关的 Ｐ 值

小于 ０．０５），线条颜色红色代表正相关，蓝色代表负相关，线条越粗，相关系数绝对值越大。 大部分菌属之间

的相关性均为显著正相关，只有 Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕ 属和 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ 属，Ｍｉｃｒｏｌｕｎａｔｕｓ 属和 Ｍａｓｓｉｌｉａ 属之间呈现显著

负相关。 对样品间具有显著性差异的属水平上物种进行 ＡＮＣＯＭ（Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅｓ）分
析，该方法专门用于比较物种在组间的显著性差异，其中 Ｗ 值越高，代表该物种在组间的差异显著性越高，ｃｌｒ
值越高代表相对丰度差异越大。 Ａｅｔｈｅｒｏｂａｃｔｅｒ 在各样本之间差异最大（Ｗ＝８３，ｃｌｒ ＝ １６．５８），其次为 Ｐｌａｎｃｔｍｙｃｅｓ
（Ｗ＝１６，ｃｌｒ ＝ ４．３９）和 Ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｂａｃｔｅｒ（Ｗ＝２，ｃｌｒ ＝ ８．４６）（图 ５）。
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图 ４　 主要属水平上细菌物种相互作用网络图

Ｆｉｇ．４　 Ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ａｔ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

图 ５　 物种属水平分类的 ＡＮＣＯＭ 丰度比较结果

　 Ｆｉｇ．５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＮＣＯＭ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ

ｇｅｎｕｓ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

在 ＡＮＣＯＭ 分析中，Ｗ 值是一个衡量组间差异显著性的统计量

（类似 Ｆ 值，ｔ 值），横坐标 ｃｌｒ 值代表组间样品丰度的差异程度

２．１．３　 细菌群落多样性分析

Ａｌｐｈａ 多样性指数用于样品中物种多样性的分析，
ｃｈａｏ１ 指数是用来反映物种丰富度的指标，Ｓｉｍｐｓｏｎ 和

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数分析用于样本的物种多样性，除上面所说

物种丰富度的涵义外，还指所有物种个体数目的分配的

均匀程度。 黑龙江省表层冻土细菌多样性 ｃｈａｏ１ 指数

在 ７６８．６ 至 ３６８．０ 之间，其中采样点 １５ 处的指最大，其
次为采样点 １１ 和 １８ 处；而采样点 ８ 处 ｃｈａｏ１ 多样性指

数最低，其次为采样点 ９ 处。 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数在采样点 １５ 处值均为最大，分别为 ０．９９７ 和 ９．１３，
而采样点 １８ 处最小，分别为为 ０．９８６ 和 ８．１８。 表明采

样点 １５ 处细菌丰富度较高，物种分布均匀度较好，而采

样点 １８ 处虽然细菌丰富度较高，但均匀度较差。 Ｂｅｔａ
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多样性指数是对不同样品间的微生物群落构成进行比较分析，Ｂｒａｙ Ｃｕｒｔｉｓ 距离是生态学上反应群落之间差异

性最常用的指标，其值越小，表示这两个样品在物种多样性方面存在的差异越小。 采样点 １ 与其他样点之间

Ｂｒａｙ Ｃｕｒｔｉｓ 距离值均大于 ０．８７，与采样点 １２ 处差异性最大，为 ０．９９；采样点 １０ 和 １３ 处距离值为 ０．５３，差异

最小。
２．２　 细菌群落功能预测

基于 ＰＩＣＲＵＳｔ 的原理对菌群代谢功能进行预测，结果如图 ６ 所示。 微生物群落功能在组间差异不明显，
每个样品中的菌群主要呈现 ２０ 种代谢功能，其中膜转运功能基因、氨基酸代谢功能基因、碳水化合物代谢功

能基因所占的相对比例较高，在每个样品中这三种功能基因均达到 １０％以上。 其次为复制和修复功能基因、
能量代谢功能基因，相对比例在 ５％—７％之间。 其他功能基因，如信号转导、脂类代谢等相对比例均在 ５％
以下。

图 ６　 微生物群落功能预测组成柱形图

Ｆｉｇ．６　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ

２．３　 细菌群落与土壤理化性质相关性分析

为反映细菌与环境因子之间的关系，先进行 ＤＣＡ 分析，最大轴的值小于 ４，进行 ＲＤＡ 多元回归分析，进而

得到显著影响细菌分布的环境驱动因子。 门水平上（图 ７，图 ８），ｐＨ 是影响细菌群落结构组成的最主要因子，
与 Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ、Ｔｈｅｒｍｉ 呈极显著正相关，与 Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉａ 呈极显著负相关，与 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、
Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 呈显著正相关，与 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、ＡＤ３ 呈显著负相关。 其次分别为 ＯＭ、Ｃ ／ Ｎ、ＷＣ。 在 Ｐ＜０．００１
水平上，ＯＭ 与 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 呈现负相关性，与 Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉａ 呈正相关性。 属水平上，ｐＨ 同样是最为主要的

影响因子，其次为 ＷＣ、ＴＰ、ＯＭ、Ｃ ／ Ｎ，与这些主要环境因子具有显著相关性的菌属如图 ９ 和图 １０ 所示。
追踪细菌种属关系分析发现 ， ｐＨ与Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ门的 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ属 、 Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ门的 Ｂｌａｓｔｏｃｏｃｃｕｓ属 、
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图 ７　 ＲＤＡ 排序图（门水平）

Ｆｉｇ．７　 ＲＤＡ ｓｏｒｔ ｄｉａｇｒａｍ （ｐｈｙｌｕｍ）

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 门的 Ｃｈｅｌａｔｏｃｏｃｃｕｓ 在 Ｐ ＜ ０． ００１ 水平上显著正相关相关。 Ｋｒｉｂｂｅｌｌａ 属 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 门） 和

Ｇｒａｎｕｌｉｃｅｌｌａ 属（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 门） 则在 ０． ００１≤ Ｐ ＜ ０． ０１ 水平上与 ｐＨ 分别呈现显著正相关和负相关。
Ｍｉｃｒｏｌｕｎａｔｕｓ 属（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 门）和 Ｍｉｃｒｏｌｕｎａｔｕｓ 属（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 门）则下 ０．０１≤Ｐ＜０．０５ 水平上与 ｐＨ 分别

呈现显著负相关和正相关。
２．４　 利用方式对细菌群落分异影响分析

黑龙江省区域内共设置的 １９ 个采样点分属于五种利用类型土壤，Ｇｒｏｕｐ１ 为森林⁃林地土壤（ ｎ ＝ ５），
Ｇｒｏｕｐ２ 为菜园⁃果园土壤（ｎ＝ ５），Ｇｒｏｕｐ３ 为农田土壤（ｎ ＝ ５），Ｇｒｏｕｐ４ 为城区绿地土壤（ｎ ＝ ５），Ｇｒｏｕｐ５ 为居民

区土壤（ｎ＝ ４），Ａｌｐｈａ 多样性以及 Ｂｅｔａ 多样性在各组之间均无显著差异。 选取细菌物种绝对丰度前 ２０ 的菌

门进行聚类分析，研究不同样品间的相似性，结果如图 １１ 所示，１９ 个采样点被聚为 ６ 类，每类中均包括不同

利用方式的土壤样品，表明利用方式不是影响黑龙江省表层冻土细菌群落结构的主要因素。

３　 讨论

土壤中的细菌群落通常由相似的优势菌门组成，包括 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ， Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ， Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ 和 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 等［２４⁃２５］，这些菌门在冻土中也常作为优势菌门被检出［８］。 王艳发

等［２６］对青藏高原冻土细菌群落结构研究发现，Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 作为优势菌门在冻土层中被检出。
有研究表明，Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 更加适应低温环境［２７］，Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 在冻土在活动层具有一个很高的比例［２８］。 程

亮等［２９］研究发现，除了 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 之外，Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 同样在青藏

高原冻土中具有较高的丰富度。 韩睿等［３０］对青海果洛地区冻土中微生物进行测试分析发现 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 和

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 为优势菌门。 本研究中，黑龙江表层冻土优势菌门同样为以上菌门，且优势程度明显。 属水平

上，Ａｅｔｈｅｒｏｂａｃｔｅｒ 是革兰氏阴性变形菌，广泛存在于土壤环境介质中，其富产二级代谢物，被成为自然界天然产
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图 ８　 门水平细菌与理化性质相关性热图
Ｆｉｇ．８　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

图 ９　 ＲＤＡ 排序图（属水平）
Ｆｉｇ．９　 ＲＤＡ ｓｏｒｔ ｄｉａｇｒａｍ （ｇｅｎｕｓ）
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图 １０　 属水平细菌与理化性质相关性热图
Ｆｉｇ．１０　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

图 １１　 不同利用类型土壤种细菌门水平的分类热图
Ｆｉｇ．１１　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｔｙｐｅｓ
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物制造工厂，本研究中发现的 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 门的 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ 属在许多冻土中被查出，如北极、南极、青藏高

原、天山等，并且可作为优势菌群进行培养［１１］。 Ｐｌａｎｃｔｍｙｃｅｓ 类群普遍存在于冻土环境中，且该类群经长期低

温诱导，已形成较为适应该类环境的生理特性。 冻土中 Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕ 属和 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ 属，Ｍｉｃｒｏｌｕｎａｔｕｓ 属和

Ｍａｓｓｉｌｉａ 属之间呈现显著负相关性则未见相关报道。
研究表明，在不同空间尺度和生态系统的冻土中，ｐＨ 对细菌群落结构组成存在显著影响［１４，３１］。 一方面

是由于土壤中的细菌最适生长 ｐＨ 值范围较窄［３２⁃３３］；另一方面是由于 ｐＨ 通过调节土壤养分的可利用性进而

影响细菌群落结构［３４］。 本研究中，黑龙江表层冻土 ｐＨ 在 ５ 至 ９ 之间，对细菌群落结构组成影响显著，与其他

人研究结果一致［３５］。 已有研究表明有机质含量显著影响冻土微生物群落结构［３６］。 碳氮是冻土中微生物的

主要营养物质，微生物作为冻土碳氮循环的重要参与者，土壤碳氮含量直接对其群落的活性与分解作用产生

影响［３７⁃３８］，本研究中土壤 Ｃ ／ Ｎ 作为环境因素对于冻土微生物群落结构影响显著。 冻土微生物数量与土壤水

分含量呈现显著正相关［３９］，而本研究中土壤水分含量对冻土微生物群落结构的影响同样呈现显著正相关关

系。 李昌明［４０］对青藏高原多年冻土区土壤微生物及其与环境关系的研究发现，冻土土壤理化因子中的土壤

水分与养分一起控制着微生物群落丰度和组成，而冻土土壤 ｐＨ 值和 Ｃ ／ Ｎ 更多的调控着细菌群落的多样性，
与本研究结果一致。

在对全球表层土壤微生物群落结构和功能进行研究分析发现，环境变化与细菌门水平组成上表现出强相

关性，环境变量对土壤表层细菌结构及功能的影响更大［４１］。 土壤中细菌群落之间的相似性更多地受到土壤

性质的控制（特别是土壤 ｐＨ）。 土壤利用［４２］、管理［４３］、种植模式［４４］ 对细菌群落结构的影响也是显著的。 而

在本研究中，黑龙江省区域尺度范围内，表层冻土中细菌群落结构分异主要受土壤理化性质影响，而土壤利用

方式对微生物群落结构影响不显著。

４　 结论

黑龙 江 省 表 层 冻 土 优 势 菌 门 主 要 包 括 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ、 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ、
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ。 Ａｅｔｈｅｒｏｂａｃｔｅｒ 属在各样本之间显著性差异最大，Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕ 属和 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ
属，Ｍｉｃｒｏｌｕｎａｔｕｓ 属和 Ｍａｓｓｉｌｉａ 属之间呈现显著负相关。 ｐＨ 是影响细菌群落结构组成的最主要环境因子。 基

于细菌基因组的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列对菌群代谢功能进行预测发现，细菌群落主要代谢功能表现在膜转运功能、氨
基酸代谢功能以及碳水化合物代谢功能三方面。 冻土表层土壤理化性质的差异性决定了黑龙江省区域尺度

范围内土壤细菌群落结构的分异，而本研究中涉及的土壤利用方式对微生物群落结构影响不显著。
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