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利用高通量测序法分析中国北方葡萄园

土壤细菌的多样性

宋雪洁，刘　波，刘天明
（齐鲁工业大学／山东省微生物工程重点实验室，山东济南２５０３５３）

　　摘要：采用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ高通量测序技术对葡萄园土壤中细菌１６ＳｒＤＮＡ（Ｖ４）区进行测序，分析不同生态区、不
同品种、园区不同土层深度土壤微生物群落的多样性，比较不同生态区、不同品种和农家肥对土壤微生物群落结构的

影响。结果表明，随土层深度增加，１０～７０ｃｍ深度的土壤微生物种类数由多到少依次递减，处于０～１０ｃｍ地表的微
生物种类相对较少，与４０～５０ｃｍ土层的微生物种类数相近；河北省怀来县５个不同土层深度中，基于“门”分类单元
共测得２３３８２个分类单元，其中１３８４个分类单元是５层土样中共有的；５个不同深度土层的土样在门分类水平上占
优势的物种有９个门，分别为变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、浮
霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿屈挠菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、厚壁菌门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ），占比分别为３４．９％、２０．１％、１３．６％、８．６％、６．５％、３．７％、２．８％、２．７％、２．５％；
同一施农家肥条件下，品种对微生物种类数量的影响相对较小，不同生态地域间物种的数量差异相对稍大；施用农家

肥可以明显改变生态地域对微生物种群的影响，土壤中微生物在属分类水平上有相似的群落组成。
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现代酿酒技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：８６２４２０６１３＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：刘天明，博士，教授，从事食品微生物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：
ｌｉｕｔｍ２００８＠１６３．ｃｏｍ。

　　葡萄园的地理位置、土壤类型及肥力状况对葡萄、葡萄酒
的质量都有一定影响，尤其是土壤中的某些元素影响着葡萄

植株的生长及果实产量和质量［１］。葡萄树和土壤微生物群

落之间有着密切的互生关系，土壤微生物的种群多样性和功

能多样性对维持土壤生态系统动态平衡、促进根系营养吸收

利用起到主要作用，同时葡萄树通过影响土壤环境来影响土

壤微生物的结构和多样性［２］。葡萄作为多年生藤本植物，不

可能年年轮作清茬，且施肥与灌溉方式受限，这会明显影响土

壤微生物的多样性［３］。因此，研究葡萄园土壤微生物多样

性，对合理制定土壤管理措施、促进根际微生物结构优化、实

现葡萄的优质丰产有现实的指导意义［４］。另外，葡萄果实品

质的形成与生态因子、配套农业技术密切相关，目前，有关温

—８４— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第５期



度、降水等生态因素及灌溉方式、整形架式、施肥措施等农业

耕作制度对葡萄生长发育和品质的影响已有大量报道［５－７］，

而不同生态地域葡萄园土壤微生物的多样性研究相对较少，

葡萄根际微生物菌群数量、结构变化与土壤肥力、地上葡萄果

实品质、酿酒品质的相关性研究相对更少。探讨不同地域、不

同深度的根际微生物群落差异性，对合理指导和完善施肥制

度、合理改良土壤肥力、酿造优质的葡萄酒同样有现实的指导

意义。

基于形态学、生理学、分子生物学等传统方法研究微生物

群落的多样性已取得较多的科研成果，但由于土壤中绝大部

分微生物是不可培养的，传统的分离鉴定方法只能区分环境

微生物种类中的０．１％～１０％，而变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）
也仅能够反映有限的优势微生物类群，这导致对环境微生物

群落多样性的认识受到限制［８］，有可能会低估土壤微生物的

物种组成，并高估其丰度。李桥利用高通量技术研究细菌群

落对盐生植被演替的响应发现，尽管取样地点不同，但处于相

同生境中的微生物类群有相似性，不同植被类型的土壤主要

微生物群落结构存在明显不同［９］。本研究采用以宏基因高

通量测序技术为导向的细菌鉴定和检测方法，能快速、全面、

准确地探究葡萄根际微生物的群落种类、数量，可获取更加丰

富的微生物多样性信息，对传统培养法难于观察到的微生物

种类及功能研究提供了可行性。

１　材料与方法

１．１　样品采集
２０１５年８月，从甘肃省兰州市和武威市威龙基地、宁夏

回族自治区银川市永宁县、河北省怀来县、山东省德州市和东

营市用孔径为４ｃｍ的灭菌打孔器采集１６年生葡萄树根际土
壤，各采样点的取样深度及园区概况见表１。葡萄越冬方式
均为下架埋土，施肥耕作深度为２０～４０ｃｍ，采用渠灌方式补
水；每个土样由同一果园８个采集点的土壤进行混合，取适量
装入土袋中，迅速带回实验室［１０］；无菌条件下将土壤样品粉

碎，过孔径为０．２８４ｃｍ的筛网；四分法留取土样，４℃条件保
存备用［１１］。

表１　土样采集园葡萄栽培和管理基本概况

编号 土样编码 土层深度（ｃｍ） 葡萄产区　 园区属性 葡萄品种

１ Ｇｌ １０～３０ 甘肃兰州市 甘肃省农业科学院园艺研究所 赤霞珠

２ Ｇｈ １０～３０ 甘肃武威市 农户 红提　
３ Ｎｂ １０～３０ 宁夏永宁县 玉泉营巴格斯酒庄 红提　
４ Ｈｄ１ ０～１０ 河北怀来县 东水泉农户 马奶子

５ Ｈｄ２ １０～３０ 河北怀来县 东水泉农户 马奶子

６ Ｈｄ３ ３０～４０ 河北怀来县 东水泉农户 马奶子

７ Ｈｄ４ ４０～５０ 河北怀来县 东水泉农户 马奶子

８ Ｈｄ５ ６０～７０ 河北怀来县 东水泉农户 马奶子

９ Ｈｓ１ １０～３０ 河北怀来县 土木基地 赤霞珠

１０ Ｈｓ２ １０～３０ 河北怀来县 土木基地 赤霞珠

１１ Ｈｎ １０～３０ 河北怀来县 土木基地 马奶子

１２ Ｓｄ １０～３０ 山东德州市 农户 红提　
１３ Ｓｙ １０～３０ 山东东营市 农户 红提　

１．２　土壤微生物总ＤＮＡ的提取
采用ＯｍｅｇａｓｏｉｌＤＮＡｋｉｔ试剂盒提取１３个土壤样品中的

微生物基因组ＤＮＡ。
１．３　细菌１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增及测序

１３个样本分别用不同的序列标签条码进行区分，引物添
加长 度 为 ８ ｂｐ。采 用 特 异 性 引 物 为 Ｆ５１５：５′－
ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ－３′、Ｒ９０７：５′－ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲ
ＡＧＴＴＴ－３′［１２］对细菌１６ＳｒＲＮＡ基因 Ｖ４区进行扩增。ＰＣＲ
反应体系为Ｑ５ＤＮＡ聚合酶０．２５μＬ，５×扩增缓冲液５μＬ，
５×ＧＣ缓冲液 ５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０．５μＬ，模板 ＤＮＡ
１μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ正向、反向引物各１μＬ，水１１．２５μＬ。ＰＣＲ
扩增条件为：９８℃预变性３０ｓ；９８℃ １５ｓ，５０℃ ３０ｓ，７２℃
３０ｓ，循环２５～２７次；７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用２％琼脂
糖凝胶电泳（１２０Ｖ，２０ｍｉｎ）检测，用美国产Ａｘｙｇｅｎ凝胶回收
试剂盒回收目的片段，样品送上海派森诺生物科技有限公司

进行ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ高通量测序。
１．４　序列获取与分析
１．４．１　优质序列的获取　高通量测序建库过程中ＰＣＲ扩增
会产生嵌合体序列，测序过程中会产生点突变等测序错误，故

运用Ｑｉｉｍｅ１．９．０软件进行序列过滤［１３］，运用 ｍｏｔｈｕｒ１．３１．２

软件中ｕｃｈｉｍｅ方法去除嵌合体序列［１４－１５］，以保证分析结果

的准确性，得到可用于后续分析的优质序列。

１．４．２　基于操作分类单元（ＯＴＵ）的分析　对河北省怀来县
５个不同土层深度的土样基于操作分类单元（ＯＴＵ）进行分
析，使同一单元序列的相似度≥９７％。
１．４．３　稀释性曲线的制作　对河北省怀来县５个不同土层
深度、相似度≥９７％的土样细菌序列，以随机抽取的短序列
（ｒｅａｄｓ）数目为横坐标，以该数目下聚类后得到的 ＯＴＵ数目
为纵坐标制作稀释性曲线，如果 ｒｅａｄｓ数据增加过程中曲线
趋于平行，则表明随ｒｅａｄｓ数目的增加，ＯＴＵ数目不会有较多
的增加，此时已达到足够的测序数据量［１６］。

１．４．４　群落结构分析　基于“门”分类单元，对河北省怀来
县５个土层土样的微生物群落结构进行分析，基于“属”分析
其分布和丰度情况；对甘肃兰州市等７个地区施肥、未施肥土
壤的微生物物种数量进行统计。

２　结果与分析

２．１　优质序列的获取
由表２可知，河北省怀来县５个不同土层深度土样的优

质序列占有效序列［１５］的比例在８６．９８％以上，涵盖大部分土
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壤微生物的基因序列。由图１可见，土样的优质序列长度为
２２５ｂｐ左右。

表２　不同土层深度土样的序列数据统计

样品
有效序列

（条）

优质序列

（条）

优质序列占比

（％）

Ｈｄ１ ７５５６２ ６６９９２ ８８．６６
Ｈｄ２ ３５８７５７ ３１２０６３ ８６．９８
Ｈｄ３ ３５６４１０ ３２２５２８ ９０．４９
Ｈｄ４ ２７７２９３ ２６０１１６ ９３．８１
Ｈｄ５ ２７３８９ ２５４１６ ９２．８０

２．２　基于操作分类单元（ＯＴＵ）的分析
由表３可知，随土层采样深度的增加，１０～７０ｃｍ土层微

生物种类由多到少依次递减，０～１０ｃｍ近地表土层的微生物
种类明显少于土层 １０～４０ｃｍ的微生物种类，与深度 ４０～
５０ｃｍ土层的微生物种类相近，１０～３０ｃｍ土层的微生物种类
相对最多。由图２可见，在２３３８２个基于“门”分类单元中，
有１３８４个是５个不同深度土层共有的，占５．９％，土样 Ｈｄ１、
Ｈｄ２、Ｈｄ３、Ｈｄ４、Ｈｄ５中各自特有的分类单元分别有４１、５０２、
２１５、７４、４个，这表明不同深度土壤分布的微生物，绝大多数
种类在各层间有差异，不论从哪个分类水平看，特有种类分类

单元主要分布在１０～４０ｃｍ土层，６０ｃｍ下土层的微生物种类
数量急剧减少。

表３　不同土层深度土样相似度≥９７％的分类单元统计

样品
物种数量（个）

门 纲 目 科 属 种 未分类

Ｈｄ１ ４０１８ ３９５１ ３２９５ １９３１ ７００ ７３ ０
Ｈｄ２ ６４４６ ６３２７ ５３５４ ３２４８ １１２４ １０６ ０
Ｈｄ３ ６０５３ ５９３６ ５０２３ ２９９８ １０１４ １０２ ０
Ｈｄ４ ５０７６ ４９８１ ４２０９ ２４９５ ８２７ ８６ ０
Ｈｄ５ １７８９ １７６１ １５２２ ８４０ ２７４ ２４ ０

２．３　稀释性曲线
高通量测序所得序列数量的多少直接决定着不同相似性

水平上所能分辨出的系统发育分类物种数量的多少［１７］。由

图３可见，随测得序列数量的增加，曲线虽趋于平缓，但有微
小的上升趋势，说明ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序获得了样品中绝大部
分细菌序列，但仍处于不饱和状态。分析表明，在９７％相似
性水平上，５个不同深度土样的细菌序列覆盖度在８６．９８％～
９３．８１％之间，更直观说明本研究已获取绝大多数的样本信
息，基本能够比较真实地反映研究区的细菌群落组成情况。

２．４　群落结构分析
由图４、图５可见，５个土样中，占优势的物种有９个门，

从多到少依次为变形菌门 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门
（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、浮霉菌门
（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿屈挠菌门
（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、疣 微 菌 门 （Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、厚 壁 菌 门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ），占比分别为３４．９％、
２０．１％、１３．６％、８．６％、６．５％、３．７％、２．８％、２．７％、２．５％；芽
单胞菌门、绿屈挠菌门在０～１０ｃｍ的土层中丰度较高，芽单
胞菌门从表层土到深层土丰度逐渐减少；放线菌门、拟杆菌

门、绿屈挠菌门在１０～３０ｃｍ土层中丰度较高，放线菌门中的
类诺卡氏菌科（Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄａｃｅａｅ）占菌种的２．１％，拟杆菌门中
的噬纤维细菌科占菌种的２．４％；放线菌门、浮霉菌门、疣微
菌门在 ３０～４０ｃｍ的土层中丰度较高，而硝化螺旋菌门
（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）、浮霉菌门的丰度向上、下２层逐渐递减；厚壁菌
门在４０～５０ｃｍ土层中丰度较高；６０～７０ｃｍ土层的微生物群
落中，放线菌门、绿屈挠菌门、厚壁菌门、芽单胞菌门、疣微菌

门比其他土层中的丰度有明显降低，酸杆菌门、变形菌门则明

显升高，酸杆菌门中的 ｉｉｉ１－１５菌科成为优势菌种，占
２４．６％，变形菌门中的华杆菌科占 １２．６％、红螺菌科占
５．２％。

由表４可见，在施农家肥条件下，河北省酿酒葡萄赤霞珠
２个土样Ｈｓ１、Ｈｓ２在“属”分类水平上物种数量具有相似性，
而与同样来自河北省种植鲜食葡萄马奶子的土样Ｈｎ在“属”
分类水平上差异相对较小，表明施用同样农家肥条件下，品种
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对微生物物种的数量影响相对较小；甘肃土样 Ｇｈ、宁夏土样
Ｎｂ、山东土样Ｓｙ这３个土样的物种数量差异相对较大，表明
地域对物种的数量影响相对稍大；未施农家肥的甘肃土样

Ｇｌ、山东土样Ｓｄ、河北土样Ｈｄ１与施农家肥的土样在“属”分
类水平上物种数量有明显差异；比较甘肃土样 Ｇｈ、Ｇｌ与河北
土样Ｈｎ、Ｈｄ１的物种数量发现，农家肥的影响比地域影响更

为明显；无论鲜食葡萄还是酿酒葡萄，在施农家肥条件下土壤

中的微生物在属分类水平上具有相似的群落组成，可聚类到

一起（图５）。

３　结论与讨论

从土层１０ｃｍ开始，随着土层的加深，葡萄园土壤中细菌
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表４　不同地区土样物种数量统计

样品
物种数量（个）

门 纲 目 科 属 种

Ｇｈ ３６ ９９ １３７ １７６ １９５ ５７
Ｈｎ ４１ １１２ １５４ １９８ ２５１ ８０
Ｈｓ１ ３９ １１０ １５０ １９８ ２５８ ８０
Ｈｓ２ ３６ １０５ １４８ ２０１ ２６５ ８０
Ｎｂ ３０ ９３ １３１ １６２ １８７ ５３
Ｓｙ ３４ ９９ １３７ １７３ ２０８ ６３
Ｓｄ ４０ １０５ １３９ １７０ １７２ ３８
Ｇｌ ３７ １０１ １３９ １７３ １７３ ４１
Ｈｄ１ ３８ １０１ １３４ １７９ ２０２ ６１

种类呈下降趋势，与李艳丽等在梨上的研究结论［１８］一致；０～
１０ｃｍ土层的细菌种类明显较少，与４０～５０ｃｍ土层的细菌种
类相当；１０～３０ｃｍ的耕作层即葡萄根系分布区寄居的细菌
种类数相对最多，这与栾丽英等的研究结论［１９］相似；地表和

５０ｃｍ以下非耕作层细菌数相对减少，这与根际分布规律和
地上、地下深层生态微环境相对应，可能是地表冬夏温湿度变

化剧烈，紫外线强烈，外界环境对细菌的影响较大，导致表层

土的细菌种类相对较少，加之通气良好，生存着好氧菌和抗逆

境的细菌类型或光合菌类，而５０ｃｍ以下土层土壤养分贫瘠、
缺氧，可能主要分布着厌氧菌和化能自养菌。１０～３０ｃｍ土
层冬夏温湿度相对稳定，根际有机物分泌丰富、肥水丰沛，水、

肥、气、热等因子有利于多种细菌的繁衍，聚集着大量好氧、厌

氧及兼性厌氧菌。

袁莹莹等研究认为，生物有机肥施用可提高土壤中细菌

和放线菌的数量，且有益菌群对土壤微生物有一定的活化作

用［２０］。胡可等利用 Ｂｉｏｌｏｇ法研究不同施肥处理下土壤微生
物功能多样性表明，生物有机肥处理更能提高土壤中微生物

的活性［２１］。蔡燕飞等研究表明，施用生态有机肥可以提高土

壤微生物多样性和土壤质量，能调控土壤微生物群落结构，促

进土壤有益微生物生长，在保持微生物多样性与生态稳定性

方面起着重要的作用［２２］。罗希茜等研究表明，有机肥有利于

提高微生物群落物种数量、优势种的优势度及各物种的丰

度［２３］，这可能是由于有机肥的 Ｃ／Ｎ有利于土壤微生物的生
长。本研究中，施用农家肥改变了葡萄园土壤微生物的群落

组成，提高了细菌的生物多样性。

高通量测序能够较为全面和准确地反映土壤微生物群落

结构，而变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）仅能反映有限的优势微
生物类群，在很大程度上极可能低估土壤微生物的物种组成

并高估其丰度［２４］。在不同的微生物分类水平上，通过高通量

测序可检测到葡萄园土壤３６门１０２纲１４１目１８１科２１２属，
而这是ＤＧＧＥ技术远远不能达到的［２５］。

参考文献：

［１］张云峰，李　艳，严　斌，等．葡萄园土壤中４种金属元素的测定及
其对葡萄和葡萄酒的影响［Ｊ］．食品科学，２０１０，３１（２４）：３７４－３７９．

［２］杨海君，肖启明，刘安元．土壤微生物多样性及其作用研究进展
［Ｊ］．南华大学学报（自然科学版），２００５，１９（４）：２１－２６，３１．

［３］刘灵芝，吕德国，秦嗣军．果园土壤生态系统功能微生物多样性
研究进展［Ｊ］．北方果树，２０１４（６）：１－４．

［４］王保莉，岑　剑，武传东，等．过量施肥下氮素形态对旱地土壤细
菌多样性的影响［Ｊ］．农业环境科学学报，２０１１，３０（７）：１３５１－１３５６．

［５］王　锐，孙　权，郭　洁，等．不同灌溉及施肥方式对酿酒葡萄生
长发育及产量品质的影响［Ｊ］．干旱地区农业研究，２０１２，３５（５）：
１２３－１２７．

［６］周　军，兰彦萍，齐建勋，等．灌溉方式对葡萄果实品质及矿质营
养元素的影响［Ｊ］．宁夏农林科技，２００１（３）：８．

［７］毛　娟，陈佰鸿，曹建东，等．不同滴灌方式对荒漠区‘赤霞珠’葡
萄根系分布的影响［Ｊ］．应用生态学报，２０１３，２４（１１）：３０８４－３０９０．

［８］ＰａｃｅＮＲ．Ａｍｏｌｅｃｕｌａｒｖｉｅｗｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｔｈｅｂｉｏｓｐｈｅｒｅ
［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９７，２７６（５３１３）：７３４－７４０．

［９］李　桥．基于高通量测序技术下土壤微生物群落结构的研究
［Ｄ］．济南：山东师范大学，２０１４：５３－５４．

［１０］刘玮琦．保护地土壤细菌和古菌群落多样性分析［Ｄ］．北京：中
国农业科学院，２００８：２２－２２．

［１１］马　艳．基于ＰＣＲ－ＲＦＬＰ技术的当归根际土壤细菌研究［Ｄ］．
兰州：西北师范大学，２０１４：１４－１５．

［１２］ＸｉａＷ，ＺｈａｎｇＣ，ＺｅｎｇＸ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｔｒｏｐｈｉｃｇｒｏｗｔｈｏｆｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙｉｎａｎａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌｓｏｉｌ［Ｊ］．ＴｈｅＩＳＭＥＪｏｕｒｎａｌ，２０１１，５
（７）：１２２６－１２３６．

［１３］ＣａｐｏｒａｓｏＪＧ，ＫｕｃｚｙｎｓｋｉＪ，ＳｔｏｍｂａｕｇｈＪ，ｅｔａｌ．ＱＩＩＭＥａｌｌｏｗｓ
ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｃｏｍｍｕｎｉｔｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄａｔａ［Ｊ］．
ＮａｔｕｒｅＭｅｔｈｏｄｓ，２０１０，７（５）：３３５－３３６．

［１４］ＳｃｈｌｏｓｓＰＤ，ＷｅｓｔｃｏｔｔＳＬ，ＲｙａｂｉｎＴ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇｍｏｔｈｕｒ：
ｏｐｅｎ－ｓｏｕｒｃｅ，ｐｌａｔｆｏｒｍ －ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ，ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ－ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ
ｓｏｆｔｗａｒｅｆｏｒｄｅｓｃｒｉｂｉｎｇａｎｄｃｏｍｐａｒｉｎｇｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ［Ｊ］．
ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００９，７５（２３）：７５３７－
７５４１．　

［１５］ＥｄｇａｒＲＣ，ＨａａｓＢＪ，ＣｌｅｍｅｎｔｅＪＣ，ｅｔａｌ．ＵＣＨＩＭＥｉｍｐｒｏｖｅｓ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｐｅｅｄｏｆｃｈｉｍｅｒａｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１１，
２７（１６）：２１９４－２２００．

［１６］张　俊．根结线虫土壤微生物多样性研究［Ｄ］．昆明：云南大
学，２０１５：１３－８７．

［１７］敏玉霞．青藏高原冻土区甜水海湖盆沉积物微生物多样性及其
与环境关系的研究［Ｄ］．兰州：兰州大学，２０１３：１６－１８．

［１８］李艳丽，赵化兵，谢　凯，等．不同土壤管理方式对梨园土壤微
生物及养分含量的影响［Ｊ］．土壤，２０１２，４４（５）：７８８－７９３．

［１９］栾丽英，房玉林，宋士任，等．不同树龄酿酒葡萄不同土壤深度
根际和根区微生物数量的研究［Ｊ］．西北林学院学报，２００９，２４
（２）：３７－４１．

［２０］袁英英，李敏清，胡　伟，等．生物有机肥对番茄青枯病的防效
及对土壤微生物的影响［Ｊ］．农业环境科学学报，２０１１，３０（７）：
１３４６－１３５０．

［２１］胡　可，王利宾．ＢＩＯＬＯＧ微平板技术在土壤微生态研究中的应
用［Ｊ］．土壤通报，２００７，３８（４）：８１９－８２１．

［２２］蔡燕飞，廖宗文，章家恩，等．生态有机肥对番茄青枯病及土壤
微生物多样性的影响［Ｊ］．应用生态学报，２００３，１４（３）：３４９－
３５３．　

［２３］罗希茜，郝晓晖，陈　涛，等．长期不同施肥对稻田土壤微生物
群落功能多样性的影响［Ｊ］．生态学报，２００９，２９（２）：７４０－７４８．

［２４］夏围围，贾仲君．高通量测序和 ＤＧＧＥ分析土壤微生物群落的
技术评价［Ｊ］．微生物学报，２０１４，５４（１２）：１４８９－１４９９．

［２５］ＳｔａｈｌＤＡ，ＬａｎｅＤＪ，ＯｌｓｅｎＧＪ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｙｄｒｏｔｈｅｒｍａｌ
ｖｅｎｔ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｙｍｂｉｏｎｔｓｂｙｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．
Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９８４，２２４（４６４７）：４０９－４１１．
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