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高通量测序分析黑土稀有微生物群落结构
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（牡丹江师范学院，黑龙江牡丹江１５７００）

　　摘要：稀有微生物群落作为地球生态系统中的重要组成部分，在土壤生态系统中扮演着超比例的角色。以黑龙江
省黑土中稀有微生物为研究对象，采用高通量测序技术分析黑土中稀有细菌、真菌群落结构组成及其与土壤理化性质

的相关性。对属水平上稀有微生物群落进行分析发现，相对丰度在０．０１％以下的稀有细菌菌属４２０种，稀有真菌菌
属２１０种，各采样点处稀有微生物类群分布差异性较大，存在特征稀有微生物类群，但未见黑土共有稀有菌属的检出。
总磷和有效磷的含量分别影响不同种类的稀有细菌菌属，其中放线孢菌属（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｓｐｏｒａ）与总磷含量呈现极显著
正相关关系，无色杆菌属（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ）与有效磷含量呈现极显著正相关关系。真菌稀有菌群中的小孢霉属
（Ｍｉｃｒｏｂｏｔｒｙｕｍ）、顶孢霉属（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ）等与土壤含水率、有机质含量、总氮含量、硝态氮含量呈现极显著正相关关系。
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　　微生物作为土壤生态系统的重要组成部分，在
维持生态系统功能和服务过程中起着关键作用［１］。

现阶段对于土壤微生物的研究主要集中在物种组

成、结构功能以及遗传多样性等方面。土壤中的微

生物群落具有典型的物种丰度分布偏斜特征，表现

为相对高丰度的少量优势物种与相对低丰度的大

量稀有物种共存［２］，稀有群落作为地球生态系统中

至关重要的组成部分，在土壤生态系统中扮演着超

比例的角色［３］，是微生物群落功能的一个潜在驱动

力［４］，稀有微生物群落是评价微生物多样性的重要

因素，是微生物遗传和功能多样性的存储库，具有

驱动地球化学循环［５－６］、指示环境变化［７－８］、降解污

染物［９－１０］、稳定群落结构［１１］等重要功能。然而相

对于优势类群，现阶段对于稀有微生物类群的研究

较少［１２］。本研究以黑龙江省黑土为研究对象，解析

土壤中稀有细菌和真菌的群落结构组成，分析稀有

微生物群落与土壤理化性质的相关性，为稀有微生

物的生态学研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　土壤样品采集
本研究以黑龙江省表层（０～２０ｃｍ）黑土为研

究对象，在黑龙江省区域内设置 １０个采样点（图
１），于２０１９年５月进行土壤样品采集。土壤样品采
集过程中去除细根等杂物后，充分混匀，置于密封

袋，带回实验室后，－８０℃保存土壤样品用于高通
量测试分析，常温风干土壤样品用于理化性质测定。

１．２　高通量测序
采用 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ测序平台对测序样本进行

双端测序，委托上海美吉生物医药科技有限公司完

成。测序过程中，采用 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ． ＳｏｉｌＤＮＡＫｉｔ
提取试剂盒（ＯｍｅｇａＢｉｏ－ｔｅｋ，Ｎｏｒｃｒｏｓｓ，ＧＡ，Ｕ．Ｓ．）
提取土壤总 ＤＮＡ。采用细菌１６ＳｒＲＮＡ基因 Ｖ３－
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Ｖ４区引物５１５Ｆ（５′－ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ－３′）
和９０７Ｒ（５′－ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ－３′）对
高变区片段进行扩增，ＰＣＲ反应条件为９５℃预变
性３ｍｉｎ；２７次循环（９５℃变性 ３０ｓ，５５℃退火
３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ）；７２℃延伸１０ｍｉｎ，１０℃保存。
２０μＬ反应体系为４μＬ的５×ＦａｓｔＰｆｕＢｕｆｆｅｒ，２μＬ
的２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．８μＬ的 ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ
（５μｍｏｌ／Ｌ），０．８μＬ的ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（５μｍｏｌ／Ｌ），
０．４μＬ的ＦａｓｔＰｆｕＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，０．２μＬ的ＢＳＡ，１０ｎｇ
的 ＴｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ，补 ｄｄＨ２Ｏ至 ２０μＬ。真菌 １８Ｓ
ｒＤＮＡ的Ｖ５－Ｖ７区引物ＳＳＵ０８１７Ｆ（５′－ＴＴＡＧＣＡＴＧ
ＧＡＡＴＡＡＴＲＲＡＡＴＡＧＧＡ－３′）和１１９６Ｒ（５′－ＴＣＴＧＧ
ＡＣＣＴＧＧＴＧＡＧＴＴＴＣＣ－３′）对高变区片段进行扩增，
ＰＣＲ反应条件为 ９０℃预变性 ３ｍｉｎ；３７次循环
（９５℃ 变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ）；
７２℃延伸 １０ｍｉｎ，１０℃保存。２０μＬ反应体系为
４μＬ的 ５×ＦａｓｔＰｆｕＢｕｆｆｅｒ，２μＬ的 ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ，０．８μＬ的 ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（５μｍｏｌ／Ｌ），
０．８μＬ的 ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（５μｍｏｌ／Ｌ），０．４μＬ的
ＦａｓｔＰｆｕＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，０．２μＬ的 ＢＳＡ，１０ｎｇ的
Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ，补 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０ μＬ。 利 用

ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ－ＳＴ微型荧光计进行 ＰＣＲ产物检测
定量。测序数据经过 ｂａｒｃｏｄｅ拆分后获得的有效序
列信息统计，使用 Ｑｉｉｍｅ２软件中的 ＤＡＤＡ２插件对
所有样品的全部原始序列进行质量控制、去噪、拼

接并且去嵌合体，形成ＯＴＵ。
１．３　土壤理化性质测定

土壤含水率的测定采用真空烘箱法；ｐＨ值的测
定采用电位法；有机质含量的测定采用重铬酸钾滴

定法；全氮含量的测定采用半微量开氏法；全磷含

量的测定采用氢氧化钠碱融 －钼锑抗比色法；全钾
含量的测定则采用火焰光度法；硝态氮含量采用连

续流动分析仪法进行测定；有效磷含量采用钼锑抗

比色法进行测定，其中酸性土壤使用氟化铵 －盐酸
作为浸提剂，碱性土壤使用碳酸氢钠作为浸提剂；

速效钾含量则使用乙酸铵浸提 －火焰光度计测定，
每个土壤样品测３次取平均值记录，用于后续试验
数据的分析。

１．４　数据处理方法
选取代表性 ＯＴＵ序列，与核糖体 ＲＮＡ数据库

（ＧｒｅｅｎｇｅｎｅｓＤａｔａｂａｓｅ１３＿８版本［按９９％序列相似
性聚类］）进行比对获得物种注释信息。使用 Ｅｘｃｅｌ
２０１０、Ｏｒｉｇｉｎ８．０对数据进行处理以及作图分析，使

用ＳＰＳＳ１９．０进行土壤理化性质和稀有细菌、真菌
菌群的Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析以及各采样点的细菌、
真菌聚类分析，本研究中细菌和真菌菌属稀有性的

定义为小于０．０１％的相对丰度［１３］。

２　结果与分析

２．１　高通量测序结果评价
黑龙江省１０个表层土壤样品中，共获得细菌原

始序列４２７６９９条，真菌原始序列４５４８３３条，各样
本Ａｌｐｈａ多样性稀释曲线趋于平缓，测序结果足够
反映各土壤样本中细菌和真菌的多样性。经核糖

体ＲＮＡ数据库比对获得物种注释信息，对细菌和真
菌属水平上稀有微生物群落进行分析发现，共得到

稀有细菌菌属４２０种，其中９２种为数据库明确菌
属，真菌菌属２１０种，其中８５种为数据库明确物种，
其他均为 Ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ，本研究将对可明确的稀有菌
属进行相关分析。

２．２　稀有细菌群落结构分析
每个采样点处均有其独特的稀有细菌群落结

构组成，各采样点处稀有细菌菌属数量和特有稀有

细菌菌属数量不等（图２），稀有菌属结构组成差异
较大，聚类分析结果如图３所示，不同采样点之间共
有菌属较少，未检测出１种稀有菌属同时出现在所
有样品中的情况，只有 Ｍｅｔｈｙｌｏｔｅｎｅｒａ作为稀有菌属
出现在７个采样点中。

　　将稀有菌属与土壤理化性质进行 Ｐｅａｒｓｏｎ相关
性分析发现，囊裸藻属（Ｔｒａｃｈｅｌｏｍｏｎａｓ）与土壤含水
率呈极显著正相关关系，与有机质、总氮和硝态氮

含 量 呈 显 著 正 相 关 关 系。 Ｓａｌｉｎａｒｉｍｏｎａｓ、
Ａｄｈａｅｒｉｂａｃｔｅｒ、特吕珀菌属（Ｔｒｕｅｐｅｒａ）与土壤ｐＨ值呈
显 著 正 相 关 关 系，而 马 杜 拉 放 线 菌 属

（Ａｃｔｉｎｏｍａｄｕｒａ）、新鞘脂菌属（Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ）则
与土壤ｐＨ值呈现显著或极显著负相关关系。总磷
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和有效磷含量分别影响了不同种类稀有细菌菌属

的组成丰度，而放线孢菌属（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｓｐｏｒａ）与总
磷含量呈现极显著正相关关系，无色杆菌属

（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ）与有效磷含量呈现极显著正相关关
系（表１）。
２．３　稀有真菌群落结构分析

如图４所示，采样点３处的稀有真菌菌属在其
他采样点处有分布，故未见特有真菌稀有菌属。对

各采样点真菌进行聚类分析（图５）发现，可鉴定稀
有真菌菌群在各点差异较大，各点未见共有菌属

检出。

表１　土壤理化性质与稀有细菌菌属相关性分析

土壤理化性质 显著相关性稀有细菌菌属 土壤理化性质 显著相关性稀有细菌菌属

ｐＨ值 Ｓａｌｉｎａｒｉｍｏｎａｓ（０．７１７） 总磷含量 球衣细胞属（Ｓｐｈａｅｒｏｔｉｌｕｓ）（０．６５９）

浮霉状菌属（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅ）（０．６３３） Ｒｕｂｒｉｃｏｃｃｕｓ（０．９２７）

新鞘脂菌属（Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ）（－０．６７１） 玫瑰单胞菌属（Ｒｏｓｅｏｍｏｎａｓ）（０．７８２）

Ｄｏｎｇｉａ（－０．８２２） 土微菌属（Ｐｅｄｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ）（０．７８４）

Ａｄｈａｅｒｉｂａｃｔｅｒ（０．６５９） Ｐａｒａｓｅｇｉｔｉｂａｃｔｅｒ（０．９２７）

马杜拉放线菌属（Ａｃｔｉｎｏｍａｄｕｒａ）（－０．７７０） 副球菌属（Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ）（０．９２７）

特吕珀菌属（Ｔｒｕｅｐｅｒａ）（０．６３３） 颤藻属（Ｏｓｃｉｌｌａｔｏｒｉａ）（０．９２７）

含水率 囊裸藻属（Ｔｒａｃｈｅｌｏｍｏｎａｓ）（０．７８９） Ｏｃｅａｎｉｏｖａｌｉｂｕｓ（０．９２７）

有机质含量 囊裸藻属（Ｔｒａｃｈｅｌｏｍｏｎａｓ）（０．７１２） Ｌｉｔｏｒｉｌｉｎｅａ（０．８８４）

Ｆｅｒｒｕｇｉｎｉｂａｃｔｅｒ（０．６３４） 暖绳菌属（Ｃａｌｄｉｌｉｎｅａ）（０．９２７）

总氮含量 囊裸藻属（Ｔｒａｃｈｅｌｏｍｏｎａｓ）（０．７３７） Ａｒｄｅｎｓｃａｔｅｎａ（０．９２７）

Ｓａｌｉｎａｒｉｍｏｎａｓ（－０．６５６） 放线孢菌属（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｓｐｏｒａ）（０．７７２）

生丝微菌属（Ｈｙｐｈｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ）（０．６８０） 无色杆菌属（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ）（０．６９１）

硝态氮含量 囊裸藻属（Ｔｒａｃｈｅｌｏｍｏｎａｓ）（０．７３４） 有效磷含量 假黄色单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ）（０．８３６）

生丝微菌属（Ｈｙｐｈｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ）（０．７２０） 新鞘脂菌属（Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ）（０．８１１）

总钾含量 玫瑰单胞菌属（Ｒｏｓｅｏｍｏｎａｓ）（－０．６７４） 野野村氏菌属（Ｎｏｎｏｍｕｒａｅａ）（０．９４９）

土微菌属（Ｐｅｄｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ）（－０．６８３） 小囊菌属（Ｎａｎｎｏｃｙｓｔｉｓ）（０．９４９）

速效钾含量 假黄色单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ）（０．６５５） Ｆｉｍｂｒｉｉｍｏｎａｓ（０．７８６）

Ｍａｓｓｉｌｉａ（－０．７０３） Ｅｌｉｚａｂｅｔｈｋｉｎｇｉａ（０．８５５）

柄杆菌属（Ｃａｕｌｏｂａｃｔｅｒ）（０．６４２） 梭菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）（０．９４６）

无色杆菌属（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ）（０．６５４） 柄杆菌属（Ｃａｕｌｏｂａｃｔｅｒ）（０．７３９）

杜拉放线菌属（Ａｃｔｉｎｏｍａｄｕｒａ）（０．８１８）

无色杆菌属（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ）（０．８２４）

　　注：括号内数据为相关系数。、分别表示在０．０５、０．０１水平（双侧）上显著相关，下表同。

　　将稀有菌属与土壤理化性质进行 Ｐｅａｒｓｏｎ相关
性分析，如表２、表３所示，Ｎｕｃｌｅａｒｉａ、Ｔｒｉｃｈｏｍｏｎａｓｃｕｓ
等菌属与土壤含水率、有机质含量、总氮含量、硝态氮

含量具有显著或极显著正相关关系，土壤中总磷的含

量则是影响 Ｏｂｅｒｔｒｕｍｉａ、雕蚀菌属（Ｃｏｅｌｏｍｏｍｙｃｅｓ）、
Ｎａｇａｎｉｓｈｉａ等真菌分布的主要环境因素。

３　讨论与结论

近年来，稀有微生物群落由于其未知的生态学

意义和潜在的进化学意义受到了越来越多研究者

的关注。研究发现，高活性的稀有关键物种（约占

细胞总数的 ０．３％）贡献了系统中４０％以上铵和
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表２　土壤理化性质与稀有真菌菌属相关性分析

真菌
相关系数

含水率 有机质含量 总氮含量 硝态氮含量

Ｎｕｃｌｅａｒｉａ ０．８１３ ０．８４０ ０．８１６ ０．９４１

Ｔｒｉｃｈｏｍｏｎａｓｃｕｓ ０．８２７ ０．７６４ ０．７５５ ０．７８５

Ｉｎｃｅｒｔａｅ＿Ｓｅｄｉｓ ０．７０９ ０．６５５ ０．６７２ ０．６６７

Ｐａｒａｔｒｉｔｉｒａｃｈｉｕｍ ０．８３０ ０．８２７ ０．８００ ０．９２１

Ｔｒｅｃｈｉｓｐｏｒａ ０．８１０ ０．８３７ ０．８０４ ０．９２９

Ｓｔｏｍｉｏｐｅｌｔｉｓ ０．８２１ ０．８２４ ０．７９６ ０．９２５

小孢霉属（Ｍｉｃｒｏｂｏｔｒｙｕｍ） ０．８２１ ０．８２４ ０．７９６ ０．９２５

Ｍｉｃｒｏｄｉａｐｈａｎｏｓｏｍａ ０．８２１ ０．８２４ ０．７９６ ０．９２５

顶孢霉属（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ） ０．８２１ ０．８２４ ０．７９６ ０．９２５

柄锈菌（Ｐｕｃｃｉｎｉａ） ０．８２１ ０．８２４ ０．７９６ ０．９２５

Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ０．８２１ ０．８２４ ０．７９６ ０．９２５

Ｃｏｅｍａｎｓｉａ ０．８２１ ０．８２４ ０．７９６ ０．９２５

Ｓｐｈａｅｒｏｅｃａ ０．７６２ ０．６６０ ０．６３９ ０．８２８

Ｔａｐｉｎｅｌｌａ ０．８２１ ０．８２４ ０．７９６ ０．９２５

Ｆｏｎｔｉｃｕｌａ ０．８２１ ０．８２４ ０．７９６ ０．９２５

表３　总磷含量与真菌群落相关性分析

真菌名称 相关系数 真菌名称 相关系数

Ｏｂｅｒｔｒｕｍｉａ ０．９２９ Ｐａｒａｐｈｅｌｉｄｉｕｍ ０．８７９

雕蚀菌属（Ｃｏｅｌｏｍｏｍｙｃｅｓ） ０．８７５ Ｉｎｃｅｒｔａｅ＿Ｓｅｄｉｓ ０．８８７

Ｎａｇａｎｉｓｈｉａ ０．８３２ Ｓａｌｐｉｎｇｏｅｃａ ０．８３９

Ｄｉｃｔｙａｍｏｅｂａ ０．７３４ Ｍｏｎｏｓｉｇａ ０．８６９

管柄囊霉属（Ｆｕｎｎｅｌｉｆｏｒｍｉｓ） ０．６９６ Ｃｏｌｐｏｄｉｄｉｕｍ ０．９２７

７０％以上碳的吸收量，对环境介质中氮和碳的吸收
至关重要［１４］。稀有微生物群落在生物地球化学循

环中扮演着超比例的角色。在２０世纪的大部分时
间里，我们对微生物多样性的理解依赖于显微镜、

培养和实验来鉴定分离微生物的遗传和表型特征。

虽然这些方法导致了许多基础性发现，但微生物多

样性的大小和微生物之间的系统发育关系却知之

甚少。高通量测序技术的出现、发展与应用，使得

稀有微生物群落结构的深入分析成为可能，揭示了

在低密度下存在的多种微生物［１５－１８］。

研究发现，低丰度类群是评估 α－多样性和
β－多样性的重要因素［１９］，然而，现阶段对于其在生

物圈的分布和控制却知之甚少。微生物的稀有性

可能是随机过程，简单地通过随机的种群波动而出

现，而不存在任何特定的生理特征［２０］；也可能是受

外在的非生物和生物因素的驱动，狭窄的生态位、

高度的种间竞争、低竞争能力、捕食频率都在一定

程度上影响微生物的稀有性［４］。本研究中，稀有微

生物类群在土壤中的分布具有特异性，未见共有稀

有菌群的检出，且各点稀有微生物类群结构组成差

异较大，稀有性产生的原因则需进一步研究。

相对于优势菌群，稀有物种对环境波动更敏
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感，更容易灭绝［２１］。目前与人类活动有关的突变，

如全球变化和土地集约利用，可能因此对罕见的生

物圈和相关的生态系统功能产生深刻影响［２２］。监

测稀有微生物相对丰度或活性的变化，可以作为环

境变化的早期预警系统［２３］。本研究发现，某些稀有

细菌菌属如Ｒｕｂｒｉｃｏｃｃｕｓ等与土壤总磷的含量呈现极
显著正相关性，而这些细菌菌属在低浓度的总磷含

量的土壤中则未被检出。而对于真菌菌群小孢霉

属、Ｍｉｃｒｏｄｉａｐｈａｎｏｓｏｍａ、顶孢霉属等而言，它们的存
在则与土壤含水率、有机质、总氮、硝态氮含量有

关，该群落的整体性出现，与采样点处含水率较高，

有机质、总氮、硝态氮含量较大有关，且未见该群落

在其他采样点以稀有性群落组成存在。土壤含有

一个复杂的微生物群落，其中含有大量的低丰度微

生物［２４］，然而对于它们的具体生态功能，仍需要进

一步的探索。
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