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　　摘要：土壤微生物多样性是评价土壤质量的重要指标，为探究林农间作对油茶林土壤微生物多样性的影响，采用
ＰＣＲ－ＤＧＧＥ方法研究了油茶林间作大豆、间作花生２种间作模式不同时期对油茶林土壤细菌多样性的影响。结果表
明：间作处理各时期的土壤微生物种群相似性、微生物多样性指数均高于对照处理；间作处理微生物多样性指数保持

在３．２～３．４之间；间作处理各时期土壤微生物均匀度指数为０．９６０～０．９８２；各处理的微生物种群相似性、微生物多样
性指数与季节变化相关。
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　　林农间作是指将多年生木本植物通过空间或时间布局与
农作物合理安排在同一土地经营单位内，使其中各组分在生

态和经济上具有相互作用［１］。研究表明，间作能显著提高土

壤微生物的生物量［２］，改变土壤微生物群落结构，提高土壤

微生物的群落结构多样性［３－４］，对土壤有机质的分解、腐殖质

的形成、养分的转化与循环等过程［５］也有促进作用。间作豆

科植物还能通过生物固氮提高土壤氮素水平、增加产量［６－７］。

目前，关于林农间作的研究大多关于间作系统中的物理因素，

如间作对林下小环境中光、热、水［８－９］、土壤养分［１０］的影响，

而关于间作体系中土壤微生物多样性的研究较少，对油茶林

土壤微生物多样性的研究未见报道。油茶是世界四大木本油

料植物之一，是我国特有的木本油料植物，广泛分布于我国南

方地区［１１］。近年来，随着市场需求的发展及国家对油茶产业

的支持，油茶逐渐成为我国南方地区的一种重要经济作物。

通过对间作大豆、花生油茶林根区（距植物根系０～２０ｃｍ）土
壤微生物多样性进行对比研究，探讨间作大豆、花生对油茶根

区土壤微生物多样性的影响，以期为提高油茶林间套作生产

的经济效益提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验设计
试验于江西省宜春市袁州区西村镇（２７°４４′９．８３″Ｎ，

１１４°１１′２４．３２″Ｅ）油茶基地进行，该地属于中亚热带季风气候
区，具有四季分明、热量丰富、降水充沛、日照充足、霜期短、气

候资源丰富等特点，有利于农作物和林木生长。试验地的年

均日照时数约为１７３７．１ｈ，年均气温为１６．２～１７．７℃，年均

降水量约为 １６２４．９ｍｍ，日均温度≥１０℃的活动积温为
５０５０～５６４４℃。试验地土壤为红壤，地力均匀，便于排灌。

试验处理包括间作花生、间作大豆、无处理对照。试验用

油茶林为４年生油茶幼林，株行距为２ｍ×３ｍ，长势良好。
处理１：于造林后１年开始每年间种大豆，本研究中于

２０１４年４月底间种，于同年７月收获，收获后将大豆苗覆于
样地。处理２：于造林后１年开始每年间种花生，本研究中于
２０１４年５月间种，于同年８月收获，收获后将花生苗覆于样
地。ＣＫ处理：选取１块纯林样地作为无处理对照。
１．２　林间取样

本研究分别采集间作花生油茶林、间作大豆油茶林、对照

纯林间作植物收获时及收获后的土壤样品，间作大豆、间作花

生处理第１次采样时间分别为７、８月，收获后第２次采样时
间分别为８、１０月。每个处理在样地内以对角线法选取５株
油茶，采集油茶根区（距油茶根系０～２０ｃｍ）表层０～２０ｃｍ
土壤样品，采集后混合。

将林间取得的土样放入冰盒保存，带回实验室后迅速过

２ｍｍ土筛，除去杂物。将过筛土样于－２０℃下保存，用于土
壤微生物群落结构的研究。样品采集时间及编号见表１。

表１　样品采集时间及编号

编号 处理 采集时间 编号 处理 采集时间

１ 间作大豆 ２０１４年７月 ６ 间作花生 ２０１４年１０月
２ 对照 ２０１４年７月 ７ 对照 ２０１４年１０月
３ 间作花生 ２０１４年８月 ８ 对照 ２０１４年１２月
４ 西村纯林 ２０１４年８月 ９ 间作花生 ２０１４年１２月
５ 间作大豆 ２０１４年１０月 １０ 间作大豆 ２０１４年１２月

１．３　土壤微生物多样性的ＰＣＲ－ＤＧＧＥ分析
１．３．１　土壤微生物总 ＤＮＡ提取　采用 ＴＩＡＮａｍｐＳｏｉｌＤＮＡ
Ｋｉｔ土壤基因组ＤＮＡ提取试剂盒（天根生化科技有限公司），
按照试剂盒说明书进行土壤微生物总ＤＮＡ提取。
１．３．２　细菌１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增　选用细菌通用引物２７ｆ与
１４９２ｒ、３３８ｆ与５１８ｒ扩增细菌１６ＳｒＤＮＡＶ３可变区，在３３８ｆ５′
端加入 ＧＣ发卡结构，引物序列为：ＧＣ３３８ｆ（５′－ＣＧＣＣＣＧＣ
ＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＣＣＴＡＣＧＧＧ
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ＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－３′）；５１８ｒ（５′－ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ－
３′）；２７ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）；１４９２ｒ（５′－
ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）。引物由铂尚生物技术
（上海）有限公司合成。

ＰＣＲ扩增反应体系为２５μＬ：１μＬＤＮＡ模板、１０μｍｏｌ／Ｌ
上下游引物各 ０．５μＬ、２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ。

采用巢式 ＰＣＲ扩增 ＤＮＡ，第 １次扩增使用引物 ２７ｆ、
１４９２ｒ扩增１６ＳｒＤＮＡＶ３区近全长片段，第２次扩增使用引
物ＧＣ－３３８ｆ、５１８ｒ。第 １次 ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个
循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。第２次ＰＣＲ采用ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ，反
应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，６５℃（每个循
环下降０．５℃）退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，２０个循环；９４℃
变性１ｍｉｎ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，１５个循环；７２℃
延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物采用１．５％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．３．３　土壤微生物多样性的 ＤＧＧＥ图谱分析　使用 Ｂｉｏ－
ＲａｄＤＣｏｄｅＵｎｉｖｅｒｓａｌＭｕｔａｔｉｏｎＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ电泳系统进行
ＤＧＧＥ分析。采用浓度为８％的聚丙烯酰胺凝胶，变性剂浓
度梯度为４５％～６５％（１００％变性浓度为１００ｍＬ聚丙烯酰胺
凝胶中加入４０ｍＬ去离子甲酰胺与４２ｇ尿素），每孔加样为
２５μＬＰＣＲ产物、５μＬ６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，于６０℃恒温条件下
在１×ＴＡＥ缓冲液中１００Ｖ电泳１０ｈ。电泳完成后银染照相。
１．４　数据分析

采用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件识别 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ图谱中的泳道
及条带，得出量化图及相应数据，进行数学未成对加权聚类分

析（ＵＰＧＭＡ），计算物种均匀度、Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ多样性指
数。Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数（Ｈ）、均匀度（Ｅ）的计算公式为：

Ｈ＝－∑
ｓ

ｉ＝１
ＰｉｌｎＰｉ；Ｅ＝Ｈ／ｌｎＳ。

式中：Ｐｉ为第ｉ条条带的优势度，Ｓ为样本的总条带数
［１２］。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ产物琼脂糖电泳检测
所有样品最终ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，

结果（图１）显示，该 ＰＣＲ方法能较好地扩增目标片段，目标
片段长度约为２００ｂｐ，无非特异性扩增及引物二聚体，可用于
后续ＤＧＧＥ分析。

２．２　ＤＧＧＥ图谱分析
对不同间作模式油茶林土壤微生物的１６ＳｒＤＮＡＶ３可变

区进行ＤＧＧＥ图谱分析，结果（图２－ａ）表明，各 ＤＧＧＥ泳道
内条带被较好地分离，不同间作模式土壤微生物ＤＮＡ条带表
现出不同的指纹图谱及灰度，不同样品的细菌群落表现出一

定差别。由ＤＧＧＥ结果量化图（图２－ｂ）可知，不同样本的条
带分别与同批次样本间有较多相同，表明相同样地内具有较

多的共有微生物种群。该类微生物应是土壤中的常见微生物

种群，在土壤中的生长繁殖较为稳定，但该类微生物 ＤＮＡ条
带灰度不尽相同，表明间作处理对土壤微生物的数量也有一

定影响。间作处理的条带数量基本多于对照处理，表明间作

处理增加了土壤中微生物的种群数量。

２．３　ＤＧＧＥ图谱聚类分析
以非加权算术平均法（ＵＰＧＭＡ）对不同间作模式油茶林

土壤细菌ＤＮＡ的 ＤＧＧＥ指纹图谱进行聚类分析。结果（图
３）表明，季节变化对土壤微生物多样性的影响较大，不同季
节各处理间的相似性均低于０．６０，相似性水平较低。间作花
生与间作大豆处理的相似性较高，第１、２次采样的相似性均
为０．４８，第３次采样的相似性为０．３９，表明间作花生与间作
大豆对土壤微生物多样性的影响具有一定相似性。在３个不

同采样时间之间，间作处理的相似性均聚于０．３９，高于对照处理
间的相似性，表明间作处理能提高土壤微生物种群的稳定性。

２．４　土壤微生物多样性指数分析
根据由Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件得出的不同条带光密度峰值，运

用Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数公式，计算得出不同间作处理土壤
微生物多样性指数。由图４、图５可知，间作处理的土壤微生
物多样性指数基本高于对照处理，其中间作花生处理第１次
采样的多样性指数最高，达３．４６３；各处理的多样性指数与季
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节变化相关，由春季向冬季逐渐降低。间作处理第１次采样
的多样性指数与对照处理相近，均处于３．３～３．５之间；间作
处理第２、３次采样的多样性指数略有降低，但仍处于３．１以
上，而对照处理下降较多，降至３．０以下，间作处理在后期对
土壤微生物多样性的影响较大。间作处理的微生物群落均匀

度变化较大，表明间作植物处理对油茶林土壤微生物群落结

构的影响较大。间作花生处理各时期的多样性指数均高于间

作大豆处理，表明间作花生对土壤微生物多样性的影响较大。

３　结论与讨论

土壤微生物是土壤生态系统的主要组成部分，对土壤肥

力、酶活性［１３］、土壤结构等有着重要影响。合理的间作可有

效改善土壤微生态环境，提高土壤微生物的群落结构多样性，

并对土壤理化性质产生影响。陈永忠等、王瑞等研究表明，间

作能提高油茶林土壤养分及微生物数量［１４－１５］。张向前等在

研究玉米与花生、大豆间作时发现，间作能显著提高土壤中的

微生物数量，且微生物数量与土壤中酶活性呈显著正相关关

系［１６］。本研究结果表明，不同间作处理均能提高土壤微生物

种群多样性，对土壤微生物数量也有一定影响。

王玉娟等研究表明，稻草覆盖能有效调节土壤温度，具有

高温季节降温、低温季节增温的效果，并能改善土壤理化性

质［１７－１８］。徐华勤等研究发现，稻草覆盖与间作三叶草处理均

可提高土壤微生物的活性与丰富度［１９］。在本研究间作豆科

植物处理中，豆科植物收获后将植物残体覆盖于林间土地，不

仅起到了夏季降温、冬季保温的作用，且随着植物残体的分

解，较多的有机质及营养元素流入土壤中，为微生物的生长繁

殖提供了有利条件，使间作豆科植物处理的微生物种群相似

性及微生物多样性指数始终保持在较高水平。另外，间作植

物本身伸展的枝叶也覆盖了地面，可起到降温作用。

随着微生物多样性水平及种群数量的提高，油茶林土壤

肥力也受到了影响。贾倩民等研究发现，细菌及放线菌数量

与土壤有机质、全氮、全磷、速效氮、速效磷含量呈显著或极显

著正相关，真菌数量与土壤全钾、速效磷、速效钾含量呈极显

著正相关［２０］。邵英男等认为，Ｎ、Ｐ含量及土壤 ｐＨ值与细菌
和放线菌的数量呈显著正相关［２１］。本试验数据表明，间作花

生并于花生收获后将花生秸秆覆盖于林下土地的林农复合经

营模式，对调控油茶林土壤微生物多样性具有较为积极的作

用，同时对油茶林土壤肥力具有较好的影响，可在一定程度上

促进油茶幼林的生长。
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　　摘要：启动子决定了基因的组织器官表达特异性及其在环境、内源激素作用下的诱导型表达，因此对启动子的分
析有利于解析基因的表达模式及功能。对玉米 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子控制的 ｎｐｔＩＩ抗性基因添加适宜的酶切位点，连接到
ｐＧＷＢ４３３双元载体中，构建目标表达载体 ｐ１４７８１ｐｒｏ－ＧＵＳ。该载体具有适于在禾谷类作物中筛选转基因植株的
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｎｐｔＩＩ组件、启动子高效克隆的Ｇａｔｅｗａｙ组件，且整合进载体的启动子可控制报告基因 ＧＵＳ的表达，以确定
启动子的转录调控模式，因而能够更加深入便捷地研究禾谷类作物重要性状相关基因的启动子，推动针对重要性状的

分子遗传改良。
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　　目前，应用于双子叶转基因体系中启动子分析的载体非
常丰富，如 ｐＧＷＢ系列载体，研究也已非常完备。而单子叶
植物转基因体系的研究尽管已取得很好进展，但适于单子叶

特别是禾谷类作物启动子研究的载体却非常有限。

在植物表达载体中广泛应用的启动子是组成型启动子，

例如，绝大多数双子叶转基因植物均使用 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子，

禾谷类转基因植物主要使用来自玉米的 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子［１］

和来自水稻的ＡｃｔｉｎＩ启动子［２］。在这些组成型表达启动子

的控制下，外源基因可在转基因植物的所有部位和所有发育

阶段表达［３］。

Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子是一个在禾谷类作物中有较强表达的启
动子，Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子来自玉米多聚泛素蛋白基因（ｍａｉｚｅ
ｐｏｌｙｕｂｉｇｅｎｅ），它实际上包括 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ基因的启动子区、５′非
翻译区和第一内含子。研究表明，Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子在禾谷类
作物中能组成型过量表达，表达效率高于３５Ｓ启动子［４］。

ＧＵＳ的基因 ｇｕｓＡ（又称 ｕｉｄＡ）来自大肠杆菌菌株 Ｋ１２。
Ｎｏｖｅｌ等研究并克隆了含有ｕｉｄＡ基因的ＤＮＡ片段，对其调控
部分进行了分析［５－７］。Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ等进行了ｕｉｄＡ基因的序列分
析，该基因编码区长１８０９ｂｐ，并由此发展了ｕｉｄＡ基因作为一
个基因融合标记，使其得到了更广泛的应用［８］。该酶与５－
溴－４－氯 －３－吲哚基 －β－Ｄ－葡糖苷酸环己胺盐（Ｘ－
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