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　　摘要：以沿海滩涂土壤和种植土壤中的细菌为研究对象，采用传统分离培养和现代分子生物学技术对滩涂土壤和
种植土壤中细菌的种类和丰度进行初步研究和比较。隶属于疣微菌门的 Ｓｕｂｄｉｖｉｓｉｏｎ３ｇｅｎｅｒａｉｎｃｅｒｔａｅｓｅｄｉｓ，地杆菌属，
隶属于酸杆菌门的Ｇｐ２、Ｇｐ４、Ｇｐ６，芽单胞菌属，Ｌａｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ，硝化螺旋菌属，Ｐｏｖａｌｉｂａｃｔｅｒ以及丰菌属在种植土样本
中较为丰富，但在滩涂土样本中却比较匮乏；硫深海菌属，脱硫单胞菌属，Ｌｏｋｔａｎｅｌｌａ，泞杆菌属，硫代盐单胞菌属在滩涂
土样本中较为丰富，但在种植土样本中却很少见。研究表明，滩涂土壤与种植土壤的微生物群落结构差异显著。研究

结果为滩涂土壤改良中微生物群落结构变化的监测提供了一定的理论与实践基础。
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　　我国海岸线漫长，有辽阔的土壤面积，其中滩
涂土壤面积约为２００万ｈｍ２。沿海地区由于气候适
宜，有充足的降水，雨热同季，因此沿海滩涂土壤毫

无疑问是一块非常宝贵的后备土地资源［１］。在人

口不断增加、耕地日趋减少、淡水资源不足的压力

下，如何高效合理地改良利用大面积的盐渍土壤，

是我国面临的一个迫在眉睫的问题［２］。近几年，微

生物群落结构以及多样性分析逐渐成为研究的热

点，李新等研究了不同盐碱程度的土壤细菌多样性

以及其优势种群［３－４］。刘菲菲的研究表明，对目标

环境微生物群落结构和多样性进行研究和分析，可

以为优化群落结构、调节群落功能和发现新的重要

的微生物功能类群提供可靠的依据［５］。微生物群

落结构和多样性的分析能够较为准确地掌握各个

菌群之间的关系，从而指导微生物群落功能的定向

调控［５］。本试验通过研究滩涂土壤和种植土壤中

细菌群落的差异，讨论滩涂土壤和种植土壤中的优

势菌群，探讨如何把农用率低的沿海滩涂土壤人工

改良为适合种植的土壤，寻找改良滩涂土壤一些关

键菌群，以期为提高滩涂土壤的农业利用率，促进

农业经济发展提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本研究所用的种植土壤采自扬州大学绿色种

植试验田，选取农田土层表面以下５～１０ｃｍ土层新
鲜度较高的湿润土壤，不含土壤生物，不含植物根

际等杂质，较纯，以避免提取土壤细菌微生物的

ＤＮＡ时混有大量土壤生物的 ＤＮＡ，影响试验结果。
土壤ｐＨ值为７～８，中性偏碱。研究所用的滩涂土
壤为上海市沿海未开垦的位于涂层表面１０ｃｍ以下
的新鲜土壤，选取不同湿润梯度的滩涂土壤，为了

便于进行土壤细菌ＤＮＡ的提取，采用较为干实的滩
涂土壤，ｐＨ值为７．０～８．５，中性偏碱。

ＬＢ培养基：酵母粉 ５ｇ，胰蛋白胨 １０ｇ，ＮａＣｌ
１０ｇ，ｐＨ值为 ７．０～７．２，水 １０００ｍＬ。ＰＤＡ培养
基：马铃薯２００ｇ（切片水煮３０ｍｉｎ，过滤取汁），葡
萄糖 ２０ｇ，琼脂１５ｇ，ｐＨ值为７．０。高氏一号培养
基：可溶性淀粉２０ｇ，硝酸钾１ｇ，磷酸氢二钾０．５ｇ，
七水硫酸镁 ０．５ｇ，氯化钠 ０．５ｇ，七水硫酸亚铁
００１ｇ，ｐＨ值为７．４～７．６。土壤ＤＮＡ提取试剂盒，
购自生工生物工程（上海）股份有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　土壤微生物分离培养及计数　试验采用传
统分离培养技术对种植土壤和滩涂土壤中的微生物

分别进行培养、计数，比较其丰度。制作固体培养基，
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将土壤样品用无菌水稀释至一定的浓度梯度并进行

涂布，每个浓度梯度做５个平行对照，置于恒温培养
箱中培养。３ｄ后，对培养细菌的ＬＢ平板进行计数；
５～７ｄ后，对培养真菌的 ＰＤＡ平板进行计数；１０～
１４ｄ后，对培养放线菌的高氏一号平板进行计数。
１．２．２　土壤样品 ＤＮＡ的提取及验证　用土壤
ＤＮＡ提取试剂盒并按照试剂盒所述的步骤提取土
壤样品ＤＮＡ。制作１％琼脂糖凝胶，取５μＬ待验证
样品ＤＮＡ，加入１μＬ６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，简单混匀后
上样，９０Ｖ，电泳１ｈ；电泳结束后，将凝胶放置于紫
外凝胶成像仪下观察是否有 ＤＮＡ条带，并使用
ＮａｎｏＤｒｏｐ测土壤样品ＤＮＡ的浓度。
１．２．３　ＰＣＲ扩增　以土壤样品中细菌的ＤＮＡ为模
板和１对Ｖ３、Ｖ４正反向通用引物３４１Ｆ（５′－ＣＣＴＡＣ
ＧＧＧＮＧＧＣＷＧＣＡ－３′）和８０５Ｒ（５′－ＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧ
ＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ－３′）［７］，利用 ＤＮＡ聚合酶对模板
ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ为 ５０μＬ反应体系：各
０．２μｍｏｌ／Ｌ正反向引物，１．５ＵＰｆｕＤＮＡ聚合酶，
４μＬ１０×ＰｆｕＤＮＡ聚合酶缓冲液，１０μｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ，１００ｎｇ样品 ＤＮＡ，用 ｄｄＨ２Ｏ补足至５０μＬ。
ＰＣＲ反应条件：９５℃，３ｍｉｎ；９５℃，３０ｓ，５５℃，３０ｓ，
７２℃，１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃，１０ｍｉｎ；１２℃冷却。
ＰＣＲ反应结束后，用质量分数为１％的琼脂糖凝胶
在９０Ｖ，电泳１ｈ，进行验证。
１．２．４　高通量测序　提取出的ＤＮＡ样品由生工生
物工程（上海）股份有限公司进行高通量测序。高

通量测序的主要流程包括样品ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增
后的样本准备，然后进行文库构建，以便于能够在

目的ＤＮＡ片段两端都连接上想要的接头。接下来
进行测序，得到 ＤＮＡ片段的碱基序列，最后进行数
据分析，与基因库的数据进行对比分析。

２　结果与分析

２．１　分离培养的计数结果
用传统的分离培养技术分别对种植土壤、滩涂

土壤中的细菌、真菌、放线菌进行分离培养并进行

计数。由表１可知，种植土壤和滩涂土壤中都是细
菌数量最多，分别为１．６×１０６、４．３×１０５ＣＦＵ／ｇ，放
线菌次之，分别为７．３×１０５、２．４×１０４ＣＦＵ／ｇ，真菌
数量最少，分别为１．５×１０４、１．３×１０２ＣＦＵ／ｇ。由于
滩涂土壤中生存条件较为苛刻，滩涂土壤中细菌、

放线菌、真菌数量明显小于种植土壤，尤其是真菌

的数量，与种植土壤相比，少２个数量级。

表１　土壤样品细菌、真菌、放线菌计数结果

土壤样品
各菌种含量（ＣＦＵ／ｇ）

细菌 真菌 放线菌

种植土壤 １．６×１０６ １．５×１０４ ７．３×１０５

滩涂土壤 ４．３×１０５ １．３×１０２ ２．４×１０４

２．２　土壤样品ＤＮＡ提取及检测
对土壤样品分别进行ＤＮＡ提取，琼脂糖凝胶电

泳验证，对提取得到的 ＤＮＡ质量进行观察，结果
（图１）表明，滩涂土壤、种植土壤 ＤＮＡ跑胶样品均
只有１条明显的亮带，没有其他的杂带，且位置在
５ｋｂ之上。说明从样品中提取的 ＤＮＡ较为完整，
并无其他杂质；种植土壤ＤＮＡ跑胶条带明显亮于滩
涂土壤条带，说明种植土壤样品中ＤＮＡ浓度远高于
滩涂土壤样品，种植土壤中细菌含量明显大于滩涂

土样品。

　　使用ＮａｎｏＤｒｏｐ测定滩涂土壤样品、种植土壤样
品中ＤＮＡ浓度，结果显示滩涂土壤样品 ＤＮＡ浓度
为 ４．８ｎｇ／μＬ，种 植 土 壤 样 品 ＤＮＡ 浓 度 为
８．９ｎｇ／μＬ。由所测得的数据可知，种植土壤中的细
菌含量大于滩涂土壤样品。对提取得到的 ＤＮＡ样
品的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ进行测定。结果显示，滩涂土壤
样品和种植土壤样品的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ分别为１．８９、
１．９３，均在１．８～２．０之间，说明提取的滩涂土壤样
品、种植土壤样品中的ＤＮＡ都较纯，质量很好。
２．３　测序结果分析
２．３．１　测序结果　对２个土壤样品进行高通量测
序，根据结果对序列进行统计，由表２可知，共得到
原始序列 ５０１１１条，经过处理后得到优质序列
４８２４７条。在９７％的相似水平下对序列进行操作
单元（ＯＴＵ）的聚类，统计得到所有样品在不同ＯＴＵｓ
中的丰度信息，共产生１２９３０个 ＯＴＵ，其中相似的
ＯＵＴ分布数目为２０４，约占１．５８％。
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表２　土壤样品序列数统计结果

样品名称
原始样本序列数

（条）

有效样本序列数

（条）

ＯＴＵ数目
（个）

覆盖率 Ｓｈａｎｎｏｎ指数 Ｃｈａｏ１指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数

滩涂土壤 ２１７８６ ２０３１６ ５４１６ ０．８２ ７．０５ １６２４２．３３ ５．２×１０－３

种植土壤 ２８３２５ ２７９３１ ７５１４ ０．８３ ７．８１ １９５９８．００ １．６×１０－３

２．３．２　土壤样品取样深度验证　稀释曲线反映了
样品的取样深度，可以用来评价测序量是否足以覆

盖所有类群。由图２可知，２个土壤样品的稀释曲
线未趋于平缓，说明测序数据量偏小，不足以较为

完整地反映土壤样品的细菌群落，继续测序还可能

产生较多新的ＯＴＵ。

２．３．３　Ａｌｐｈａ多样性分析　Ｓｈａｎｎｏｎ指数可以用来
表示细菌群落的多样性程度，Ｓｈａｎｎｏｎ指数越大，说
明群落多样性越高。由图３可以看出，２个土壤样本
的曲线都趋向平坦，说明测序数据量足够大，可以反

映土壤样品中绝大多数的细菌物种信息；种植土壤样

本的Ｓｈａｎｎｏｎ曲线的最高点高于滩涂土壤样本的
Ｓｈａｎｎｏｎ曲线，说明种植土壤样品中细菌多样性大于
滩涂土壤样品，种植土壤中细菌物种较为丰富。

２．３．４　聚类分析　在属的水平上，对土壤样品中的
细菌进行聚类，依据聚类后的各土壤样品中不同

ＯＴＵ所含序列数目做出热图（图４），该图能够反映
出在菌属水平上各样品细菌群落结构的差异性。

其中，图中１列表示１个样本，１行代表１个群落结
构。颜色块代表相对物种丰度值，颜色越红代表相

对丰度越高，颜色越蓝则相对丰度越低。

由图４可知，种植土壤样本中主要的菌属有隶
属于疣微菌门的Ｓｕｂｄｉｖｉｓｉｏｎ３ｇｅｎｅｒａｉｎｃｅｒｔａｅｓｅｄｉｓ，地
杆 菌 属 （Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ）， 脱 硫 单 胞 菌 属

（Ｄｅｓｕｌｆｕｒｏｍｏｎａｓ），隶属于酸杆菌门的 Ｇｐ２、Ｇｐ４、
Ｇｐ６，芽单胞菌属（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ），Ｌａｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ，硝
化螺旋菌属（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ），Ｐｏｖａｌｉｂａｃｔｅｒ，丰菌属
（Ｏｐｉｔｕｔｕｓ），埃希氏菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ），还有一些未知
分类地位的菌属；滩涂土壤样品中主要的菌属有硫

深海 菌 属 （Ｔｈｉｏｐｒｏｆｕｎｄｕｍ），脱 硫 单 胞 菌 属
（Ｄｅｓｕｌｆｕｒｏｍｏｎａｓ）， Ｌｏｋｔａｎｅｌｌａ， 埃 希 氏 菌 属

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ），泞杆菌属（Ｌｕｔｉｂａｃｔｅｒ），硫代盐单胞菌
属（Ｔｈｉｏｈａｌｏｍｏｎａｓ），隶属于酸杆菌门的Ｇｐ１０、Ｇｐ２２，
淡黄 杆 菌 属 （Ｌｕｔｅｏｌｉｂａｃｔｅｒ），脱 硫 念 珠 菌 属
（Ｄｅｓｕｌｆｏｍｏｎｉｌｅ）以及一些未知分类地位的菌属。

在种植土壤 样 品 中 隶 属 于 疣 微 菌 门 的

Ｓｕｂｄｉｖｉｓｉｏｎ３ ｇｅｎｅｒａ ｉｎｃｅｒｔａｅ ｓｅｄｉｓ，地 杆 菌 属

（Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ），隶属于酸杆菌门的 Ｇｐ２、Ｇｐ４、Ｇｐ６，芽单
胞菌属（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ），Ｌａｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ，硝化螺旋菌
属（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ），Ｐｏｖａｌｉｂａｃｔｅｒ，丰菌属（Ｏｐｉｔｕｔｕｓ）较
为丰富，但是相对的在滩涂土壤样品中这些菌属却

比较 匮 乏。在 滩 涂 土 样 品 中 硫 深 海 菌 属

（Ｔｈｉｏｐｒｏｆｕｎｄｕｍ），脱硫单胞菌属（Ｄｅｓｕｌｆｕｒｏｍｏｎａｓ），
Ｌｏｋｔａｎｅｌｌａ，泞杆菌属（Ｌｕｔｉｂａｃｔｅｒ），硫代盐单胞菌属
（Ｔｈｉｏｈａｌｏｍｏｎａｓ）较为丰富，但是相对的，在种植土
壤样品中这些菌属却较为匮乏。

２．３．５　土壤细菌群落组成及丰度　从图５中可以
看出，种 植 土 壤 中 的 优 势 菌 属 为 地 杆 菌 属

（Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ），所占比例为５．１７％，其次是隶属于疣
微菌门的Ｓｕｂｄｉｖｉｓｉｏｎ３ｇｅｎｅｒａｉｎｃｅｒｔａｅｓｅｄｉｓ，所占比例
为５．１０％，其他的优势菌属为隶属于酸杆菌门的
Ｇｐ６，所 占 比 例 为 ２．６５％；芽 单 胞 菌 属

（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）所占比例为 ２．３１％；Ｌａｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ
所占比例为２．２３％；硝化螺旋菌属（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ）所占
比例为 １．７４％；Ｐｏｖａｌｉｂａｃｔｅｒ所占比例为１．７２％；隶
属于酸杆菌门的Ｇｐ２，所占比例为１．５４％；隶属于酸
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杆菌门的 Ｇｐ４，所占比例为 １．４９％；丰菌属
（Ｏｐｉｔｕｔｕｓ）所占比例为１．４０％。滩涂土壤中的优势
菌属为硫深海菌属（Ｔｈｉｏｐｒｏｆｕｎｄｕｍ），所占比例为
８０７％，其次是脱硫单胞菌属（Ｄｅｓｕｌｆｕｒｏｍｏｎａｓ）所占
比例为４．１６％；Ｌｏｋｔａｎｅｌｌａ所占比例为 ２．６２％；泞杆
菌属（Ｌｕｔｉｂａｃｔｅｒ）所占比例为２．２５％；硫代盐单胞菌
属（Ｔｈｉｏｈａｌｏｍｏｎａｓ）所占比例为２．１４％；脱硫念珠菌
属（Ｄｅｓｕｌｆｏｍｏｎｉｌｅ）所占比例为１．７９％；埃希氏菌属
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）所占比例为１．４９％；隶属于酸杆菌门
的Ｇｐ１０，所占比例为 １．１９％；隶属于酸杆菌门的
Ｇｐ２２ 所 占 比 例 为 １．１５％；淡 黄 杆 菌 属
（Ｌｕｔｅｏｌｉｂａｃｔｅｒ）所占比例为１．１４％。

３　结论与讨论

通过研究发现，种植土壤和滩涂土壤中细菌的

含量最高，放线菌次之，真菌最低；滩涂土壤中细

菌、真菌、放线菌多样性均小于种植土壤。本研究

所选取的种植土壤样本中细菌的优势菌属为隶属

于疣微菌门的Ｓｕｂｄｉｖｉｓｉｏｎ３ｇｅｎｅｒａｉｎｃｅｒｔａｅｓｅｄｉｓ，地杆
菌属（Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ）等。这与已报道的宝天曼落叶阔叶
林土壤中的细菌优势群落存在较大的差异，赵爱花

等揭示种植土壤中变形菌属为绝对优势菌属［８］。

李鹏等研究发现，小蓬竹根际土壤芽孢杆菌属占绝

对优势［９］。谭渊等利用ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术对黄连根
际土壤细菌多样性分析发现，优势菌属为嗜酸菌

属［１０］。本研究中还检测到芽孢杆菌属、嗜酸菌属，

但不作为优势菌属。这与 Ｒｏｅｓｃｈ等采用高通量测
序方法研究的结果［１１－１２］不一致，他们发现在一些土

壤中，β－变形菌是丰度最高的亚门。不同种植土
壤中的微生物种类及丰度差异明显，这可能与检测

方法（传统分离培养、ＰＧＲ－ＤＧＧＥ和高通量测序技
术）、土壤的种类、营养物质、光照、温度、湿度、ｐＨ
值等的不同有关，也许还与土壤中所种植植物的分

泌代谢产物有一定的关系。

　　本研究所选取的滩涂土壤为上海市沿海未开
垦的滩涂土壤。发现本滩涂土壤样品中的优势菌

属为硫深海菌属（Ｔｈｉｏｐｒｏｆｕｎｄｕｍ）、脱硫单胞菌属
（Ｄｅｓｕｌｆｕｒｏｍｏｎａｓ）等。隋心等在利用高通量测序对
三江平原小叶章湿地土壤细菌多样性的研究中发

现，湿地的主要优势菌群为酸杆菌、变形菌，还包括

一些浮霉菌、绿弯菌和硝化螺旋菌，还有一些少量

的疣微菌和芽单胞菌属［１３］。本研究所分析得到的

结果与之有一些相似性也有一些差异性。硝化螺

旋菌、疣微菌和芽单胞菌在本次研究所选取的滩涂

土壤中也被检测到，同样数量也比较少。但是优势

菌属却有较大差异性。三江平原小叶章湿地的优

势菌群含有酸杆菌而本研究结果中却没有，这可能

与滩涂土壤的 ｐＨ值有关；造成滩涂土壤中微生物
差异性的原因也可能包括滩涂土壤的含水量、含氧

量［１４］等。

本研究采用 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ高通量测序平台对
种植土壤、滩涂土壤细菌群落多样性进行研究，初步

获得其在门、纲、目、科、属等不同分类水平上的优势

类群和相对丰度。研究结果表明，细菌群落在属水平

上尚未明确分类信息的类群所占比例较大，使得物种

注释时的分辨率降低，基本上只能将细菌注释到属的

分类水平。可能是本研究只选用了 １６ＳｒＤＮＡ的
Ｖ３～Ｖ４可变区进行高通量测序，如果想要注释到种
水平，可尝试多选用几个可变区。高通量测序一般可

以保证每个样品测定几万个序列数，提高了测序深度

和覆盖度，但测序片段较短，约为４３５ｂｐ，在一定程度
上降低了物种注释的分辨率［１５］。
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　　摘要：选用１９６１—２０１５年９—１０月辽宁省５３个气象站０ｃｍ逐日最低地温资料、国家气候中心７４项环流特征量
指数、ＮＣＥＰ／ＮＣＡＲ再分析资料，分析辽宁省初霜日期时间变化特征，利用相关系数选取影响初霜日期的主要因子，应
用多元回归方法建立初霜日期与前期环流因子的预报模型。结果表明，辽宁省初霜日期呈推迟趋势，未发生气象意义

的气候突变；初霜日期预报模型通过了α＝０．０５的显著性水平检验，具有统计学意义，用该模型预测２０１４年、２０１５年
的初霜日期，均接近实际值。
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　　全球气候变暖导致农作物热胁迫增加，进而影
响作物产量。初、终霜日作为衡量温度变化的重要

指标成为气候变化下农业适应性研究关注的重点

之一，分析其时空变化特征有利于减少极端低温事

件对农业生产带来的危害，提前做好预测可以因时

因地制宜地选择作物品种、调整种植制度等。目

前，已有较多研究在初、终霜日出现早晚和无霜期

长短等方面取得重要进展［１－９］。辽宁省位于我国东

北地区南部，介于 １１８°５３′～１２５°４６′Ｅ，３８°４３′～
４３°２６′Ｎ之间，全省耕地面积为３４１１．２万ｈｍ２，占
全省土地总面积的２３．４％，属于温带季风型大陆气
候，种植业基本上是一年一熟，主要粮食作物为水

稻、玉米、大豆、高粱、小麦。初霜日期受气候变化

的影响，呈显著推迟趋势，人们对初霜的关注度降

低，但随着气候异常现象的增加，东北低温冷害出

现新的特点和规律，因此研究和预测新形式下的初

霜日期气候变化规律对农业生产决策、气象防灾减

灾具有重要意义。有研究利用辽宁省逐日气温、大

气环流特征量资料，采用统计学方法，选取相关显

著的早期环流特征量作为预测因子，建立基于大气

环流特征量的初霜日期定量化年景预报模型，进行

初霜日期的长期预报，以期为开展气象为农生产服

务和防灾减灾提供科学依据。

１　资料与方法

１．１　试验资料
利用沈阳区域气候中心提供的１９６１—２０１５年

辽宁省５３个气象站秋季（９—１１月）地面０ｃｍ日最
低地温资料，选取台站参照文献［１０］；国家气候中
心提供的１９５１—２０１５年７４项逐月环流指数资料；
美国国家环境预报中心 （ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｓｆｏｒ
ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，简称ＮＣＥＰ）和美国国家大
气科学研究中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＡｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，简称ＮＣＡＲ）提供的１９５１—２０１５年月平均
５００ｈＰａ位势高度再分析资料，水平分辨率为
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