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适的作用浓度，以建立更加快捷的蓖麻花药愈伤增殖培养

方法。
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基于 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ的中江丹参轮作期间土壤细菌
遗传多样性变化特征
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　　摘要：为了解四川中江丹参轮作期间土壤细菌遗传多样性变化特征，分离提取土壤微生物ＤＮＡ，以细菌通用引物
ＰＣＲ扩增，ＤＧＧＥ分离，切割条带、回收并测序，在ＧｅｎＢａｎｋ中查得菌种。结果表明，中江丹参轮作期间，土壤细菌主要
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ｇｏｍｏｎａｓｓｐ．。休种１年与当年种植丹参土壤细菌多样性相似，而与休种３年土壤细菌种群结构有明显差异；休种第２
年属于过渡。说明中江丹参轮作期休种为其土壤细菌群落遗传多样性逐渐恢复平衡过程；且休地第２年是关键时期，
与笔者前期采用培养法及土壤真菌群落结构相关的研究结果一致。
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　　丹参为唇形科植物丹参（ＳａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａＢｇｅ．）的干燥
根及根茎，具有祛瘀止痛、活血调经、养心除烦的功效。在中

药材生产质量管理规范（ＧＡＰ）实施过程中，中药材种植快速
发展；但也出现了一些严重的问题，如连作障碍。丹参忌连

作，连作导致病虫害严重，其质量和产量明显下降［１］。土壤

生物环境恶化是引起作物连作障碍形成的主要机制之一［２］。

研究结果表明，土壤微生物群落结构多样性与土传病害、连作

障碍有着密切的关系［３］；对地黄［４］、麦冬［５］和苍术［６］研究认

为，土壤微生物群落失衡是引起连作障碍的主要因素之一。

在前期的研究中，通过纯培养法试验发现，种植丹参的土壤中

各类微生物数量与群落结构发生变化，重新建立土壤生态系

统平衡；栽培丹参后土壤微生物群落自然恢复间隔至少为２
年［７］。前期的研究方法主要是通过培养法研究土壤微生物

群落，但此法只能对土壤中的可培养优势微生物进行分析，而

土壤中有绝大部分是不可培养微生物，因此培养法不能全面
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反映其微生物群落。本试验以ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术研究中江丹
参栽培轮作休地期间其土壤细菌群落遗传多样性变化特征，

以揭示细菌群落结构在土壤微生物群落平衡自然恢复的变化

特征，为丹参栽培地轮作期间土壤退化的修复以及缓解连作

障碍提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　供试土壤基本情况
试验区设在四川中江石泉镇范围内，１０４°３５′２６″Ｅ，

３０°５７′０４″Ｎ，属中亚热带湿润气候区；年平均气温１６．５℃，年
均降雨量１２００～１４００ｍｍ；地形为台地，地势较平坦，面积
１ｋｍ２，土壤属红黄壤，海拔７５０ｍ。

２００８年３月在试验区范围内，选取丹参休种（现为油菜）
１～４年的样地，长宽在２０ｍ×１０ｍ以上；每一休种年选５块
样地，丹参休种期间，为油菜 －小麦的轮作体系；采用双“Ｓ”
法采样与四分法取１．０ｋｇ土壤，用牛皮纸袋装好，带回实验
室，在４℃下保存备用，１月内进行土壤微生物分析。
１．２　土壤微生物的解离

取土壤样品２．０ｇ，加入２０ｇ／Ｌ的偏磷酸钠（ｐＨ值８．５，
含１０ｇ／Ｌ的聚乙烯吡咯烷酮 Ｋ３０），涡旋振荡，离心，去上
清液。

１．３　土壤微生物ＤＮＡ提取方法
参照文献［８－１１］，略作改良，具体如下：（１）取沉淀于

ＳＤＳ裂解液中涡旋；（２）６８℃温浴 １ｈ，同时轻轻摇动，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清液体；（３）加入 ０．１２５倍体积的
５ｍｏｌ／Ｌ的醋酸钾和０．４２倍的４０％的 ＰＥＧ－８０００；在－２０℃
下沉淀约１５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，去上清液；（４）加
入ＣＴＡＢ提取液中溶解沉淀，６８℃温浴１５ｍｉｎ，加入等体积
的氯仿／异戊醇，轻柔混均匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；（５）
在ＤＮＡ上清液中加入０．６～１．０倍体积的异丙醇，－２０℃放
置３ｈ以上，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ；（６）用 ７０％乙醇洗
ＤＮＡ２～３次，自然晾干，加无菌水溶解备用。
１．４　ＤＮＡ检测

用１．０％的琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ质量。
１．５　ＰＣＲ过程

参照文献［１２－１３］的方法，从土壤中提取的 ＤＮＡ扩增
１６ＳｒＤＮＡ基因 Ｖ－３区扩增引物：Ｆ３４１：５′－ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧ
ＧＣＡＧＣＡＧ－３′；Ｒ５１８：５′－ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ－３′；
Ｇｃ．－Ｆ３３８：５′－ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧ

ＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－３′。
ＰＣＲ反应５０μＬ体系：１０×缓冲液５μＬ，ｄＮＴＰ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）

４μＬ，Ｍｇ２＋（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）５μＬ，引物 ＮＳ１／ＧＣ．－Ｆｕｎｇｉ各
１μＬ，ＤＮＡ模板 １～５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶２．５Ｕ（预变性后
加入）（大连宝生物工程有限公司），补充 ｄｄＨ２Ｏ至总体积
５０μＬ。ＰＣＲ反应程序为：９４℃变性 ５ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，
６５℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，２０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。
１．６　ＤＧＧＥ电泳

采用３０％～７０％的变性梯度（１００％的变性剂含４０％的
去离子甲酰胺和７ｍｏｌ／Ｌ的尿素），１０％的聚丙烯酰胺凝胶，
凝胶体系中过硫酸铵浓度为０．０３％，ＴＥＭＥＤ浓度为０．１５％。
胶完全凝固后，在每加样孔加含有１０％加样缓冲液的ＰＣＲ样
品２０μＬ。在电压１２０Ｖ、６０℃下电泳３２０ｍｉｎ。电泳完成后
对胶片进行银染。

１．７　回收ＤＮＡ片断
参照文献［１４－１５］，略作改良，在凝胶尚未完全干燥时

用手术刀片切取回收的ＤＮＡ条带，放到Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管内，超纯
水洗涤，去超纯水。将凝胶碾碎，加超纯水，浸泡５ｈ以上，短
暂离心后取上清液１μＬ作为第二次ＰＣＲ扩增的模板。

第２轮ＰＣＲ体系：１０×缓冲液５μＬ，ｄＮＴＰ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）
４μＬ，Ｍｇ２＋（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）５μＬ，引物Ｆ３４１／Ｒ５１８各１μＬ，补充
ｄｄＨ２Ｏ模板总体积 ５０μＬ，ＤＮＡ１～５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶
２．５Ｕ（预变性后加入）（大连宝生物工程有限公司）。ＰＣＲ
反应程序为：９４℃变性５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，６５℃１ｍｉｎ，７２℃
１ｍｉｎ，２０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。
１．８　ＰＣＲ产物纯化

用广州东盛生物科技有限公司生产的 ＰＣＲ产物纯化试
剂盒对ＰＣＲ产物进行纯化。
１．９　数据处理

采用统计分析软件ＮＡＳＹＳ－ｐｃ２．１０进行遗传距离计算
和聚类分析，ＤＮＡ测序采用ＣＬＵＳＴＡＬＸ１．８１软件，进化树分
析采用ＭＥＧＡ４．０软件。

２　结果与分析

２．１　土壤微生物ＤＮＡ提取检测结果
土壤微生物 ＤＮＡ提取的琼脂糖凝胶电泳结果见图 １，

ＤＮＡ片断大小约为２０ｋｂ。条带的亮度强弱不一，可能是此
方法提取不同田块土壤微生物的ＤＮＡ的量不同，或者土壤本
身的微生物数量有较大的差异。

２．２　ＰＣＲ产物检测结果
图２显示供试样品 ＤＮＡ扩增产物在２３０ｂｐ左右，阴性

对照则没有明显的亮带。说明提取的 ＤＮＡ方法适合 ＰＣＲ扩
增。在扩增片断琼脂糖凝胶检测的电泳图片中，条带亮度有
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差异，可能由于ＤＮＡ提取时存在少量杂质或降解的 ＤＮＡ片
断导致ＰＣＲ效果较差。
２．３　ＤＧＧＥ电泳结果

图３显示，条带在３００ｂｐ至１５０ｂｐ大小区间选取清晰条
带，其中丹参休种４年的样地，其细菌多样性条带较多且清
晰，而当年种植丹参的土壤，其细菌多样性条带模糊，可以初

步推断栽培丹参对土壤细菌群落有影响，随着丹参休种年限

的延长，细菌多样性在逐渐恢复平衡。通过聚类分析，图４所
示，丹参休种４年的土壤细菌群落聚为一支，丹参休种１年和
当年种植丹参的土壤细菌群落聚为一支，丹参休种３年的土
壤细菌群落聚为一支，丹参休种２年的土壤细菌群落却是分
散的，可以看出，丹参休种的第３年是土壤细菌群落自然恢
复的关键时期，是人工干预恢复土壤细菌群落结构的最佳

时期。

—０５— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第４期



　　对ＤＧＧＥ条带进行 ＤＮＡ测序（由大连宝生物工程有限
公司完成），并将 ＤＮＡ序列在 ＮＣＢＩ的 ＧｅｎＢａｎｋ上进行核酸
序列的Ｂｌａｓｔ对比，结果见表 １。通过扩增序列查得的菌种
有：Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓｓｐ．，Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉ

ｕｍｉｓｏｌａｔｅＬＨ２－１２，ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｓｏｌａｔｅＤＧＧＥｇｅｌ
ｂａｎｄｈ，ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＡｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．，Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｓｏｌａｔｅ
ＤＧＧＥｇｅｌｂａｎｄａ１－１１，ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＳｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓｓｐ．，对细菌
菌种作系统进化树分析结果如图５。

表１　中江丹参产地土壤细菌种类

编号 登录号 最相似菌 一致性（％）
７８０１ ＧＱ３５０７０７．１ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＡｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅＳＨＢＨ１０２１１６ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ ９５
７８０２ ＥＦ５５４９８４．１ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＳｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓｓｐ．ｉｓｏｌａｔｅＤＧＧＥｇｅｌｂａｎｄＡｔＲＳＳ１１６ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ ９７
７８０３ ＥＵ４４０４４２．１ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｓｏｌａｔｅＬＨ２－１２１６ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ １００
７８０４ ＥＦ５９０１３１．１ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｓｏｌａｔｅＤＧＧＥｇｅｌｂａｎｄｈ１６ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ ９６
７８０５ ＧＱ２８９４１４．１ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＡｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．ｉｓｏｌａｔｅＤＧＧＥｇｅｌｂａｎｄＬ２Ｂ５１６ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ ９４
７８０６ ＧＵ２２７５５６．１ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｓｏｌａｔｅＤＧＧＥｇｅｌｂａｎｄａ１－１１１６ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ ９１
７８０７ ＧＱ２８９４２１．１ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＳｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓｓｐ．ｉｓｏｌａｔｅＤＧＧＥｇｅｌｂａｎｄＬ５Ｂ４１６ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ ９５

３　讨论

本试验采用ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术研究土壤细菌群落结构变
化特征，结果表明，四川中江丹参种植和休种期间，其土壤细

菌群落遗传多样性发生了变化，导致土壤微生物结构发生改

变，且在不同的丹参休种年限之间差异明显，特别是在栽培丹

参后休种第２年属于过渡阶段，是土壤细菌群落失衡恢复的
重要时期。这对采用改良土壤微生态环境以缓解丹参连作障

碍有重要的实用指导价值，有利于揭示丹参连作障碍形成关

键因素。

ＰＣＲ－ＤＧＧＥ法研究土壤微生物群落结构具有快速、可
重复性等优点，在近几年来研究土壤微生物生态等领域研究

上得到广泛应用，克服了传统培养法培养微生物种群局限性

的缺点，能对土壤中不可培养的微生物菌群进行研究［１６］。但

是，本技术依赖于对土壤微生物ＤＮＡ提取技术和 ＰＣＲ技术，
因此ＤＮＡ提取的土壤微生物菌群的全面性和 ＰＣＲ扩增的引
物、扩增条件优化等因素对 ＤＧＧＥ分离菌群丰富度具有至关
重要的影响。
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