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　　摘要：为了解青藏高原高寒沙区小叶锦鸡凋落物下土壤细菌菌群多样性，用变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）技术对青
海省沙珠玉荒漠人工植被恢复区小叶锦鸡儿凋落物下土壤细菌群落的１６ＳｒＤＮＡ片段进行电泳分离，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
软件和ＩｍａｇｅＪ软件进行图谱分析和灰度值分析，并对主要条带进行回收测序。结果表明，不同年代植被恢复区、凋落
物下土壤微生物多样性差别不大，而小叶锦鸡儿丛下和丛间凋落物种群结构相似，但丛下微生物含量普遍比丛间高。

特异条带的回收测序结果表明，研究区土壤中优势微生物大部分是非培养的，另外还有鞘氨醇单胞菌、泛菌属、黄色杆

菌属。
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　　土壤微生物是衡量土壤是否健康的重要指标，也是土壤
退化与否的指标之一。在凋落物分解过程中，一般认为生物

因素是主导因子，分解前期土壤动物贡献较大，分解后期主要

是微生物的作用［１］。由于能够通过传统实验室培养的菌种

只占自然界菌种的很少一部分，这对微生物多样性研究造成

了很大困难［２］。变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）是近几年被广泛
用于微生物多态性分析的分子生物学技术，它克服了传统培

养方法的缺陷，能够直接从土壤中提取总ＤＮＡ，分析其中１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列的多态性，快速有效地分析环境中的微生物群落
结构，是研究土壤微生物群落的有效手段之一［３］。作为世界

上独一无二的地理单元，由于自然因素和人类活动增加，青藏

高原荒漠化日益严重。本研究通过模拟荒漠中主要有机物来

源凋落物的分解过程，研究凋落物下土壤微生物的动态变化，

以期为青藏高原荒漠生态系统的研究和管理提供参考。

１　材料与方法

１．１　研究区域概况
研究区选在青海省海南州共和县沙珠玉乡的荒漠人工植

被恢复区。该地区海拔２８７１～３８７０ｍ，年平均气温２．４℃，
降水主要集中在７—９月份，属于典型的高寒沙区。沙漠化在
该区以风蚀、风沙流、沙丘前移等方式对自然资源、生态、人民

生产生活造成严重危害［４－５］。选取沙珠玉乡的 １９６４、１９７７、
１９９４、２００３、２０１１年人工植被恢复区作为研究样区。

１．２　土样采集
２０１４年９月在各样区小叶锦鸡儿的丛下和丛间安置分

别装有叶和果荚２种凋落物的尼龙网袋，模拟凋落物的自然
降解，每个处理３次重复。２０１５年３月采集凋落物袋下的土
壤样品作为试验材料。每次采样时垂直取不同恢复区丛下和

丛间不同位置以及装有不同凋落物的尼龙网袋下５～２０ｃｍ
表层土。另外，基于研究区环境特征，特别是对生物土壤结皮

特征的分析，选取研究区附近无小叶锦鸡儿生长的自然结皮

下土壤以及流动沙地土壤作为对照，采用“四分法”均匀混合

后装入无菌封口聚乙烯袋，带回实验室后，－２０℃保存。
１．３　ＤＮＡ的提取

采用 ＦａｓｔＤＮＡＴＭＳＰＩＮＫｉｔＦｏｒＳｏｉｌ试剂盒提取样品基因
组ＤＮＡ。
１．４　细菌１６ＳｒＤＮＡ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－３３８
Ｆ、５１８Ｒ（表１）扩增样品１６ＳｒＤＮＡ高变区序列。

表１　引物信息

引物 序列（５′→３′）
３３８Ｆ ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ
５１８Ｒ ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ
ＧＣ３３８Ｆ ＣＧＣＣＣＧＧＧＧＣＧＣＧＣＣＣＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣ－

ＧＣＧＧＧＧＧＧＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ

　　ＰＣＲ扩增体系：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μＬ；２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
３．２μＬ；５Ｕ／μＬｒＴａｑ０．４μＬ；２０μｍｏｌ／ＬＧＣ－３３８Ｆ１μＬ；
２０μｍｏｌ／Ｌ５１８Ｒ１μＬ；模板ＤＮＡ５０ｎｇ；补ｄｄＨ２Ｏ至５０μＬ。

ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 １ｍｉｎ，
５５℃复性 ４５ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延
伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物采用ＯＭＥＧＡ公司ＤＮＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ纯化
回收。

ＰＣＲ仪为Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司生产，型号为Ｔ－ｇｒａｄｉｅｎｔ；凝胶成
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像仪为 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司生产，采用 Ｇｅｌ－Ｄｏｃ２０００凝胶成像
系统。

１．５　ＰＣＲ产物的ＤＧＧＥ分析
取１０μＬＰＣＲ产物进行 ＤＧＧＥ分析。采用变性梯度

３５％～５５％、浓度７％的聚丙烯酰胺凝胶在１×ＴＡＥ缓冲液中
１５０Ｖ６０℃下电泳５ｈ。ＤＧＧＥ完毕后，采用银染法染色，步
骤如下：（１）固定液（乙醇 ５０ｍＬ、冰乙酸 ２．５ｍＬ，定容至
５００ｍＬ）固定１５ｍｉｎ；（２）Ｍｉｌｌｉ－Ｑ纯水清洗，２０ｓ、２ｍｉｎ各１
次；（３）银染液（硝酸银 １ｇ、３７％甲醛 ０．７５ｍＬ，定容至
５００ｍＬ）染色１５ｍｉｎ；（４）Ｍｉｌｌｉ－Ｑ纯水清洗，２０ｓ、２ｍｉｎ各１
次；（５）显色液（氢氧化钠 ７．５ｇ、３７％甲醛 ２．５ｍＬ，定容至
５００ｍＬ）显色５～７ｍｉｎ；（６）用终止液（乙醇５０ｍＬ、冰乙酸
２．５ｍＬ，定容至５００ｍＬ）终止反应。
１．６　ＤＧＧＥ图谱中优势条带的回收

用灭菌的手术刀切下待回收 ＤＧＧＥ条带，采用 ＯＭＥＧＡ
公司生产的Ｐｏｌｙ－ＧｅｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ回收纯化试剂盒回

收目的条带。采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ和 ＩｍａｇｅＪ软件分析 ＤＧＧＥ
图谱。

１．７　测序分析及比对
对割胶回收的 ＤＮＡ片段进行扩增。反应体系与“２．３”

节中一致。扩增片段送往生工生物工程（上海）股份有限公

司进行分析。将测得的基因序列与 ＮＣＢＩ数据库比对，选择
序列匹配程度最高的作为测序结果。

２　结果与分析

２．１　细菌１６ＳｒＤＮＡ片段的ＰＣＲ扩增结果
以土壤总 ＤＮＡ为模板，用细菌通用引物 ＧＣ－３３８Ｆ和

５１８Ｒ对样品的１６ＳｒＤＮＡ高变区序列进行扩增，图１是扩增
后经过１％琼脂糖凝胶电泳以后的成像情况。由图１可见，
得到的扩增片段长度均在１８０ｂｐ左右，所得的目标片段特异
型好，没有产生杂带，能够满足ＤＧＧＥ要求。

２．２　ＤＧＧＥ图谱多样性分析
以细菌的通用引物 ＧＣ－３３８Ｆ和 ５１８Ｒ扩增样品 １６Ｓ

ｒＤＮＡ高变区序列，分２板进行变形梯度凝胶电泳，得到板１
和板２的图谱分别如图２、图３所示。

　　ＤＧＧＥ图谱中不同泳道分别表示不同植被恢复年代、凋
落物、位置下的土壤细菌丰富度。如图２、图３所示，图谱中

电泳条带数量、强度有差异，这可以充分反映土壤中细菌的多

样性差异。不同样品之间含有共同条带，则说明它们之间可

能含有共有的菌种，但由于条带深浅不一，表示含该菌种的量

会有一定差异。结合图２、图３，能够看到板１－５、板１－１３
（板２的１０）、板１－２２（板２－１７）、板１－２９（板２－２３）、板
１－３２（板２－３０）、板１－３３（板２－３２）是整个研究区的共有

—４５３— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１２期



菌群，其中板１－２２、板１－２９、板１－３２是优势菌群。
比较不同植被恢复年代下凋落物相同的土壤样品条带发

现，菌种种类并无太大差异，主要区别在于个别菌种含量不

同，表现为恢复年代长的样品中，共有菌群的条带普遍较恢复

年代短的样品深。这是由于凋落物分解是一个长期过程，采

用尼龙网袋模拟自然降解，回收时间较短，并不能完全反映不

同年代小叶锦鸡下凋落物的分解状况；而恢复年代较长的小

叶锦鸡下，因为凋落物的长年积累，使其固有土壤菌群的数量

也有一定积累。对丛下和丛间相同凋落物下的土壤样品条带

比较发现，丛下细菌的丰富度和个别菌种含量均高于丛间，这

可能是由于丛下和丛间微环境的不同而导致，丛下受到小叶

锦鸡树丛的遮盖，使水分不易被蒸发，阳光不能直射，为微生

物的生长创造了更有利的条件。对不同凋落物样品进行比

较，菌种种类差别不大，板１－１、板１－２只出现在２００３、２０１１
年丛下的叶凋落物土壤样品中。板２－２、板２－３只出现在
１９９４、２００３年丛间果夹凋落物土壤样品中，成为其特异类群。

Ａ泳道沙地样品的微生物丰富度很高，是由于高原气候
条件特殊，在没有植被的沙地，有许多嗜极菌的存在，而在有

植被覆盖的土壤中，丰富度降低，表明植被调节微环境条件，

使其下土壤微生物的种群结构发生变化。Ｂ泳道自然结皮下
的土壤样品丰富度低于 Ａ泳道，高于有凋落物覆盖的土壤
样品。

２．３　样品的相似性分析
为研究不同土壤样品间微生物群落的相似性，利用

ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）进行 ＤＧＧＥ图谱分析，并绘制
系统树（图４），结合相似性矩阵（图５）进行分析。

　　结合相似性分析和聚类分析可知，板１中各泳道的相似
度大多为６０％左右，其中８、９、１０泳道的相似度较高，表明凋
落叶在不同恢复年代的小叶锦鸡丛间环境中分解，其土壤细

菌种群结构更为稳定。板２中７、８、９、１０泳道的相似度较高，
表明凋落果荚在不同恢复年代的小叶锦鸡丛间环境中分解，

菌群结构变化相对不明显。

泳道 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２
１ １００．０
２ ７０．２ １００．０
３ ４７．５ ５１．２ １００．０
４ ６８．２ ６７．０ ４６．６ １００．０
５ ５９．０ ５９．４ ５９．０ ６５．９ １００．０
６ ５４．６ ６１．１ ５７．５ ５６．１ ５８．９ １００．０
７ ６４．０ ６３．３ ４７．８ ６４．２ ５６．０ ６４．７ １００．０
８ ６２．５ ６０．８ ５０．２ ６０．１ ６１．１ ６０．３ ７０．０ １００．０
９ ５５．５ ５２．４ ４４．１ ５６．６ ５２．０ ６０．４ ５９．６ ７０．４ １００．０
１０ ７０．４ ６２．０ ４６．５ ６２．９ ５９．６ ６２．５ ６５．３ ７０．２ ６９．２ １００．０
１１ ６４．０ ６８．３ ４７．６ ６６．０ ６２．０ ６３．６ ６５．１ ６１．０ ５８．５ ６４．３ １００．０
１２ ６１．４ ５６．０ ４５．７ ６１．６ ５０．５ ６２．４ ６４．４ ６４．８ ６９．５ ７０．７ ６１．１ １００．０

板１

泳道 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
１ １００．０
２ ５４．９ １００．０
３ ５０．３ ５５．０ １００．０
４ ６４．７ ７１．２ ５３．１ １００．０
５ ５６．６ ６８．４ ５１．５ ７７．１ １００．０
６ ５０．９ ５７．６ ５３．９ ６３．２ ６３．３ １００．０
７ ５８．１ ５８．０ ５２．３ ７２．８ ７２．８ ６９．６ １００．０
８ ６０．８ ５６．２ ４９．２ ６８．５ ６４．３ ５８．８ ７９．６ １００．０
９ ５３．５ ６３．３ ５４．１ ６５．８ ６５．５ ６６．２ ７２．３ ７４．６ １００．０
１０ ５４．９ ５７．２ ５４．４ ６５．３ ６２．９ ７０．４ ７６．１ ７４．０ ７７．４ １００．０

板２
图５　ＤＧＧＥ图谱的相似性分析

２．４　克隆子序列的Ｂｌａｓｔ对比分析
挑取图谱中条带颜色较深、差异性较大的条带（条带命

名来自ＤＧＧＥ图谱中数字标记），进行测序，将得到的碱基序
列在ＮＣＢＩ数据库中进行Ｂｌａｓｔ比对，结果如表２所示。
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表２　测序比对结果

条带 比对结果 相似度（％） 登录号

板１－３ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＰｅｄｏｂａｃｔｅｒｓｐ． ９９ ＨＭ５６１５０４
板１－５ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ ９８ ＫＭ１９２３１１
板１－９ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ １００ ＪＱ３６９０２４
板１－２２ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓｓｐ． １００ ＫＣ４０４０１１
板１－２９ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ ９９ ＧＱ４２５９８７
板１－３２ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ ９９ ＫＭ１５４０２９
板２－１０ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ ９９ ＧＵ５５２２０６
板２－１５ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ １００ ＪＱ３７９００８
板２－２７ Ｐｓｅｕｄｏｌａｂｒｙｓｓｐ． ９９ ＪＸ４５８４５２
板２－３２ Ｐａｎｔｏｅａａｎａｎａｔｉｓ １００ ＣＰ００１８７５

　　序列同源性达９７％以上，可确定为同一种；序列同源性
达到９５％以上，可把这些菌归为同一属［６］。由表２可知，本

研究的１０个ＤＧＧＥ条带序列中，有７个与数据库中的非培养
微生物 １６ＳｒＤＮＡ相似，且相似度均在 ９８％以上，其中
板１－９、板２－１５分别与收录序列 ＪＱ３６９０２４、ＪＱ３７９００８相似
度达１００％。板１－２２是鞘氨醇单胞菌，板２－３２是泛菌属，
板２－２７与收录序列为 ＪＸ４５８４５２的黄色杆菌属相似度
达９９％。
２．５　灰度值分析

灰度值与ＤＮＡ含量呈正比［７］。为了进一步确定已挑取

条带的ＤＮＡ含量，用 ＩｍａｇｅＪ软件对挑取条带进行灰度值扫
描。从表３可以看出，绝大部分泳道中都存在挑取的条带，且
灰度值的大小在ＤＧＧＥ图谱中得到了很好印证，即灰度值较
大，条带就越深。说明挑取的条带具有共有菌种，但含量有所

差异，能够反映土壤样品的多样性。

表３　灰度值结果

泳道
板１条带 板２条带

３ ５ ９ ２２ ２９ ３２ １０ １５ ２７ ３２
１ １６４９７．４５ ２２７２６．６９ １４０５９．１０ １８４０７．２８ ２４７０７．９８ ２３３７４．６９ ３００６６．８３ ３０８１０．４９ ２９６２１．１３ ３５１２０．７８
２ — １８０１６．２８ １７５６１．９８ ２１２５９．３５ １７５９７．８１ ２２２９３．６９ — ２８３１８．０１ — —

３ １７８３８．１０ ２０３９８．８６ １９６３９．６９ ２０８６３．９８ １７１１７．９８ ２０８６０．９３ ２６７３８．８８ １８３０６．３５ １６０４７．４ １４４１９．７６
４ １４１０２．６９ ２１０８８．６４ １７８１８．８６ ２２１０３．４５ １９４２０．７４ ２４３８８．５７ — ２６４１１．５９ ２６６６６．０２ １８３７４．７１
５ — — ３０１４４．５２ １４４５７．６４ １３７９８．６９ １９０９０．５７ ２９２２４．８８ — ２４８２６．０１ １７０６５．３５
６ １４９４９．０３ ２１６５６．８６ １６０８６．５０ １５６８８．０３ ２２８６１．８６ １９１９０．２８ ２７６３４．０５ ２４５８４．４７ — １９０５９．７６
７ １１６９５．６９ １６１４３．７４ １４１９７．１５ ２１９０６．２８ ２０８０８．９１ ２２０４６．４５ ２３３７７．５９ ２７８０８．０５ ２４５３８．９３ １６４８１．１８
８ — — ２１００２．４５ １９２８９．８６ １７９０４．４０ ２０５８７．４５ ２１７０４．３５ ２４６８７．４７ ２５８３５．７６ １８４１２．４７
９ １１０７８．２８ １７２３８．４５ １６３０７．８６ １６０９０．４５ １９４１４．１５ １６６５８．８６ — — ２１５８２．４７ １８３１０．６４
１０ １３７０４．６９ １９７０２．６９ １９６６１．４０ １９６５７．４０ １９１２６．４５ ２１７９１．４０ ２４６５８．３０ ２４８８２．３０ ２４６４８．８８ ２１２０１．４７
１１ １０３９２．０５ １６８５５．５２ １４５９８．１０ １５２２３．４０ ２４８７７．５２ １９０３８．５７ — — — —

１２ １９００９．１０ ２３０３２．８１ ２１９５４．６９ ２３４６３．２３ ２６４５０．９８ ２４０７７．０５ — — — —

　　注：“—”表示未能扫出灰度值。

３　结论与讨论

目前，对于我国典型荒漠系统凋落物的分解机制和微生

物的动态变化尚不十分清楚，尤其是对青藏高原高寒环境下

的荒漠区凋落物研究十分欠缺［８］。而青藏高原的独特环境

决定了其重要性，对青藏高原生态环境的研究具有深远意义。

本研究表明，土壤中可以培养的微生物非常有限，大部分土壤

微生物因为无法培养而不被了解，ＤＧＧＥ分子学方法克服了
这一缺陷，直接从土壤中提取出ＤＮＡ，能够满足本研究需要。
本研究选取了５个年代植被恢复区，同时放置尼龙网袋，模拟
凋落物的自然降解，研究表明不同植被恢复年代对微生物多

样性并无太大差异，菌种种类基本相似。本研究还对２种凋
落物以及丛下和丛间２种放置位置下的微生物进行比较，发
现菌种种类上的差异均不明显，但结合 ＤＧＧＥ图谱和灰度值
分析，发现丛下土壤微生物普遍比丛间土壤微生物含量高。

该结果可能是因为凋落物分解是个漫长过程，它对土壤微生

物的影响是长期积累的结果，虽然本研究选取了不同植被恢

复年代进行对比，但由于是统一放置尼龙袋，凋落物在各样地

的分解时间均为半年，所以各植被恢复年代的微生物多样性

差别不大。而导致丛下和丛间微生物含量的差异，可能是由

于丛下和丛间微环境的不同，造成温度和湿度等条件差异，给

微生物生存提供了不同的生存条件所致。

研究样地的优势菌群多为非培养微生物，还包括鞘氨醇

单胞菌、泛菌属和黄色杆菌属，从 ＤＧＧＥ图谱看出样品土壤

微生物多样性较高，但数量偏少，群落结构稳定，这为下一步

研究奠定了基础。微生物作为凋落物的重要分解者，一直被

研究者重视。但对于环境极端恶劣的高寒沙区，微生物生存

机理还有待进一步探究。采用尼龙网袋法研究凋落物分解，

大大减弱了某些土壤微生物的分解作用，因此有必要对研究

方法进行改进，以期为准确探究凋落物分解提供依据。
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