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　　摘要：为探究不同靶标位点的高通量测序方法以及形态学鉴定方法对土壤线虫群落分析的影响，选取线虫群落复
杂程度高的日本进境罗汉松根际土壤样品，设置１８Ｓ、２８Ｓ、形态学鉴定３个处理，比较不同线虫群落分析方法对土壤
线虫群落分析的差异。结果表明，线虫群落中属的数量分析，１８Ｓ组、２８Ｓ组高于形态学鉴定组；除捕食和杂食性线虫
的相对丰度在３组间无显著性差异外，食细菌线虫、食真菌线虫以及植物寄生线虫的相对丰度在３组间均有一定差
异。各线虫指数中，除多样性指数在在３组间无显著性差异外，均匀度指数、线虫成熟度指数、植物线虫指数、富集指
数、结构指数、基础指数、线虫通道比率在３组间均有较大差异。高通量测序方法形态学鉴定结果存在一定的相关性，
结合多基因位点的宏条形码高通测序方法以及形态学鉴定方法，可作为研究土壤线虫群落组分的新策略。
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　　线虫作为土壤微生态环境的调节者，处于土壤
食物网的中心位置［１－２］，对土壤中营养物质的转化

和释放、土壤微生物的调节和土壤理化性质的改善

均有重要作用。有关线虫作为指示生物的研究，主

要集中在生态系统的土壤健康状况评价、生态系统

演替或受干扰的程度［３－４］。Ｂｏｎｇｅｒｓ依据线虫的生
活史特征，将线虫划分为ｒ－对策者向ｋ－对策者过
渡的５个ｃ－ｐ（ｃｏｌｏｎｉｚｅｒ－ｐｅｒｓｉｓｔｅｒ）类群［５］，后续学

者不断对各个类群的ｃ－ｐ值进行完善，该数值作为
线虫特有的生态指数在各类生态分析中占有特殊

地位。Ｆｅｒｒｉｓ等在营养类群基础上结合线虫生活史
特征提出了线虫功能团多样性的概念，更加有效地

揭示了线虫群落的变化［６］。根据线虫的营养类群

将其划分为食真菌性、食细菌性、捕食性、杂食性、

植食性５大类，再结合功能团予以细分，不仅考虑到
了线虫群落中的物种组成，同时也考虑了线虫生活

史，将线虫物种多样性与系统演替状态联系在一

起，为深入研究土壤线虫群落生态学功能和作用提

供了新途径。

然而不论是生态因子涉及的ｃ－ｐ值的划分，还
是营养类群的划分，均依赖于对各类线虫准确的种

属鉴定。目前对于土壤线虫的鉴定主要依赖形态

学的鉴定方法。然而线虫种类众多，有学者估计线

虫种类已逾１００万种［７］；同时线虫体型微小，需要在

显微镜下进行鉴定，费时费力；加之线虫鉴定人员

须具有较丰富的线虫分类学知识，因此鉴定的难度

可想而知。随着传统线虫分类学研究人员的减

少［８］以及分子生物学鉴定技术的崛起，尤其是第２
代高通量测序［宏条形码（ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ）技术］在
细菌、真菌乃至原生动物群落生态分析中的广泛应

用［９－１０］，线虫群落分析领域陆续有少量采用宏条形

码技术的研究出现，这些研究广泛应用了１８Ｓ基因
作为测序位点进行分析［１１－１３］。１８Ｓ作为常用的条
形码基因在属阶元的区分中有较好的分辨率，但在

这些研究中和形态学数据结果表现出较大差异，低

估了群落中线虫的多样性［１１，１４］。位于 ｒＤＮＡ上２８Ｓ
基因上的Ｄ２／Ｄ３区作为条形码基因在线虫种阶元
的区分有较好的分辨率［１５］，也是潜在可以广泛使用

的宏条形码基因位点。因此，本研究将以１８Ｓ上广
泛使用的引物对 ＮＦ１／１８Ｓｒ２ｂ以及２８ＳＤ２／Ｄ３位点
上的引物对Ｄ３Ａ／Ｄ３Ｂ，对宏条形码高通量测序分析

—２０２— 江苏农业科学　２０２２年第５０卷第６期



和形态学鉴定方法做比较，研究不同方法分析线虫

群落多样性的差别，探索线虫群落多样性研究的新

方法。

１　材料与方法

１．１　样本收集和线虫形态学分类计数
２０２０年从日本进境罗汉松植株所携带的土壤

上取样品１５份，采用改良贝曼漏斗法进行分离［１６］，

先向漏斗中注入适量自来水（以能恰好浸透样品为

宜），取罗汉松植株根部介质，用双层纱布包好，缓

慢置于漏斗中，２５℃恒温培养箱内黑暗静置 ４８ｈ
后，用凹面皿接取线虫悬浮液２０ｍＬ。所获线虫于
４０倍显微镜下进行计数，随机挑选１００条于１００～
４００倍显微镜下根据线虫头部、尾部、食道等特征进
行鉴定至属水平，重复３次，不足１００条线虫的样本
则全部鉴定。根据线虫研究相关网站（ｈｔｔｐ：／／
ｎｅｍａｐｌｅｘ．ｕｃｄａｖｉｓ．ｅｄｕ／Ｅｃｏｌｏｇｙ／ＥｃｏｌｏｇｙＭｅｎｕ．ｈｔｍ）
上的食性分类，将所获线虫划分为５个营养类群：食
细菌线虫（Ｂａ）、食真菌线虫（Ｆｕ）、植食性线虫
（Ｐｐ）、杂食性线虫（Ｏｍ）、捕食性线虫（Ｐｒ）。最终选
取１份富含土壤线虫常见属且属数量大于１０的土
壤样品进行高通量测序及后续分析。

１．２　土壤线虫高通量测序分析
１．２．１　ＤＮＡ抽提和 ＰＣＲ扩增　根据 ＤＮｅａｓｙ
Ｂｌｏｏｄ＆ＤＮＡｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ，ＧＡ，Ｕ．Ｓ．）说明书将１
份完成形态学鉴定的线虫群落（分离到的所有线虫

群落）进行总 ＤＮＡ抽提，用１％的琼脂糖凝胶电泳
检测ＤＮＡ的提取质量，使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００测定
ＤＮＡ的浓度和纯度；分别使用ＮＦ１（５′－ＧＧＴＧＧＴＧ
ＣＡＴＧＧＣＣＧＴＴＣＴＴＡＧＴＴ－３′）、１８Ｓｒ２ｂ（５′－ＴＡＣＡＡ
ＡＧＧＧＣＡＧＧＧＡＣＧＴＡＡＴ－３′）以及Ｄ３Ａ（５′－ＧＡＣＣ
ＣＧＴＣＴＴＧＡＡＡＣＡＣＧＧＡ－３′）、Ｄ３Ｂ（５′－ＧＧＴＧＧＴＧ
ＣＡＴＧＧＣＣＧＴＴＣＴＴＡＧＴＴ－３′）２对引物对同一样品
的１８ＳｒＲＮＡ基因和２８ＳｒＲＮＡ基因Ｄ３区进行ＰＣＲ
（ＰＣＲ仪：ＡＢＩＧｅｎｅＡｍｐ ９７００型）扩增。扩增程
序设置分别为 ９４℃预变性 １０ｍｉｎ；９４℃变性
１ｍｉｎ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；
７２℃稳定延伸１０ｍｉｎ。９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变
性１ｍｉｎ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸 ２ｍｉｎ，３５个循
环；７２℃稳定延伸１０ｍｉｎ。最后将产物置于４℃保存。

ＰＣＲ反应体系：５×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔＰｆｕ缓冲液
４μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ，上游引物（５μｍｏｌ／Ｌ）
０．８μＬ，下游引物（５μｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ，ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ

ＦａｓｔＰｆｕＤＮＡ聚合酶０．４μＬ，模板ＤＮＡ１０ｎｇ，加水
补足至２０μＬ。每个样本设４次重复。
１．２．２　ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序　将同一样本的ＰＣＲ产
物混合后使用２％琼脂糖凝胶回收 ＰＣＲ产物，利用
ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ （Ａｘｙｇｅｎ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＵｎｉｏｎＣｉｔｙ，ＣＡ，ＵＳＡ）对回收产物进行
纯化，２％琼脂糖凝胶电泳检测，并用 Ｑｕａｎｔｕｓ
Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）对回收产物进行检测
定量。使用 ＮＥＸＴＦＬＥＸＲａｐｉｄＤＮＡ－ＳｅｑＫｉｔ进行
建库：（１）接头链接；（２）使用磁珠筛选去除接头自
连片段；（３）利用 ＰＣＲ扩增进行文库模板的富集；
（４）磁珠回收 ＰＣＲ产物得到最终的文库。利用
Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的 ＮｏｖａＳｅｑＰＥ２５０平台进行测序（上
海美吉生物医药科技有限公司）。

１．２．３　数据处理　使用 ｆａｓｔｐ［１７］（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．
ｃｏｍ／ＯｐｅｎＧｅｎｅ／ｆａｓｔｐ，ｖｅｒｓｉｏｎ０．２０．０）软件对原始测
序序列进行质控，使用 Ｆｌａｓｈ［１８］（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｃｂ．
ｕｍｄ．ｅｄｕ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ｆｌａｓｈ，ｖｅｒｓｉｏｎ１．２．７）软件进行拼
接：（１）过滤ｒｅａｄｓ尾部质量值２０以下的碱基，设置
５０ｂｐ的窗口，如果窗口内的平均质量值低于２０，则
从窗口开始截去后端碱基，过滤质控后５０ｂｐ以下
的ｒｅａｄｓ，去除含 Ｎ碱基的 ｒｅａｄｓ；（２）根据 ＰＥｒｅａｄｓ
之间的覆盖关系，将成对 ｒｅａｄｓ拼接（ｍｅｒｇｅ）成１条
序列，最小 ｏｖｅｒｌａｐ长度为 １０ｂｐ；（３）拼接序列的
ｏｖｅｒｌａｐ区允许的最大错配比率为０．２，筛选不符合
序列；（４）根据序列首尾两端的 ｂａｒｃｏｄｅ和引物区分
样品，并调整序列方向，ｂａｒｃｏｄｅ允许的错配数为０，
最大引物错配数为２。

使用 ＵＰＡＲＳＥ［１９］软 件 （ｈｔｔｐ：／／ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ／
ｕｐａｒｓｅ），根据９７％［１９－２０］的相似度对序列进行操作

分类单元（ＯＴＵ）聚类并剔除嵌合体。下载ＧｅｎＢａｎｋ
中所有线虫的 １８Ｓ以及 ２８Ｓ序列数据，采用本地
Ｂｌａｓｔ［２１］对每条序列进行比对，根据结果数据中的得
分数值最高的比对结果对物种分类注释。上述操

作均在ＱＩＩＭＥ２平台下进行［２２］。

本试验中用到的指标包括：自由生活线虫成熟

度指数（ｍａｔｕｒｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＭＩ）：ＭＩ＝∑ｃ－ｐｉ×ｐｉ，式中
ｃ－ｐｉ为非植物线虫分类单元被赋予的 ｃ－ｐ值，ｐｉ
为第ｉ个分类单元中个体数量占线虫总个体数量的
比例；植物线虫成熟度指数（ｐｌａｎｔ－ｐａｒａｓｉｔｅｉｎｄｅｘ，
ＰＰＩ）：ＰＰＩ＝∑ｃ－ｐｉ×ｐｉ，式中 ｃ－ｐｉ为植物线虫分
类单元被赋予的ｃ－ｐ值，ｐｉ为第ｉ个分类单元中个
体数量占线虫总个体数量的比例。各属线虫的 ｃ－
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ｐ值参考网站 （ｈｔｔｐ：／／ｎｅｍａｐｌｅｘ．ｕｃｄａｖｉｓ．ｅｄｕ／
Ｅｃｏｌｏｇｙ／ＥｃｏｌｏｇｙＭｅｎｕ．ｈｔｍ）上的数据。

多样性指数 Ｈ′（Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒｉｎｄｅｘ）：Ｈ′＝
－∑ｐｉ×ｌｎｐｉ。均匀度指数 Ｊ′（Ｅｖｅｎｎｅｓｓ）：Ｊ′＝Ｈ′／
ｌｎＳ，式中Ｓ为样本中线虫属的总数。线虫通道比率
（ｎｅｍａｔｏｄｅｃｈａｎｎｅｌｒａｔｉｏ，ＮＣＲ）：ＮＣＲ＝食细菌线虫
数量与食微生物（食细菌＋食真菌）线虫数量之比。

多样性指数结构指数（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｎｄｅｘ，ＳＩ）：ＳＩ＝
ｓ／（ｓ＋ｂ）×１００；基础指数（ｂａｓａｌｉｎｄｅｘ，ＢＩ）：ＢＩ＝
ｂ／（ｓ＋ｂ）×１００；富集指数（ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｉｎｄｅｘ，ＥＩ）：
ＥＩ＝ｅ／（ｅ＋ｂ）×１００。式中，ｂ（ｂａｓａｌ）代表食物网中
的基础成分：ｂ＝（Ｂａ２＋Ｆｕ２）×Ｗ２，式中 Ｂａ２和 Ｆｕ２
分别代表食细菌和食真菌线虫中 ｃ－ｐ值为２的个
体数量占线虫总个体数量的比例，Ｗ２ ＝０．８；ｅ
（ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ）代表食物网中的富集成分：ｅ＝Ｂａ１×
Ｗ１＋Ｆｕ２×Ｗ２，式中 Ｂａ１代表食细菌和食真菌线虫
中ｃ－ｐ值为１的个体数量占线虫总个体数量的比
例，Ｗ１＝３．２；ｓ（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）代表食物网中的结构成
分：ｓ＝Ｂａｎ×Ｗｎ＋Ｐｒｎ×Ｗｎ＋Ｆｕｎ×Ｗｎ＋Ｏｍｎ×Ｗｎ，
式中Ｂａｎ、Ｐｒｎ、Ｆｕｎ、Ｏｍｎ分别代表食细菌、捕食性、
食真菌、杂食性线虫中ｃ－ｐ值为３～５的个体数量
占线虫总个体数量的比例，Ｗｎ的取值如下：Ｗ３＝
１８，Ｗ４＝３２，Ｗ５＝５．０。试验数据采用 Ｅｘｃｅｌ２０１０
进行计算处理，采用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行方差分析，
显著性检验采用邓肯氏（Ｄｕｎｃａｎ’ｓ）法，不同字母表
示在０．０５水平上具有显著性差异。使用 Ｒ语言工
具进行微生物多样性数据统计及绘制样品属水平

的群落结构柱形图，采用Ｍｏｔｈｕｒ绘制维恩图［２３］。

２　结果与分析

２．１　不同鉴定方法间线虫群落结构差异
由表１可知，通过形态学鉴定和高通量测序发

现样本中共有线虫４８个属（其中，３个鉴定到科，１
个鉴定到目）。形态学鉴定发现线虫 １６个属；１８Ｓ
位点高通量测序比对得到线虫２７个属；２８Ｓ位点高
通量测序比对得到线虫２７个属。从图１可以看出，
形态学鉴定和１８Ｓ位点测序共有线虫９个属，形态
学鉴定和２８Ｓ位点测序共有线虫７个属，１８Ｓ位点
测序和２８Ｓ位点测序共有线虫１２个属，３种鉴定方
式共有线虫仅６个属。
　　１８Ｓ位点测序得到的特有线虫属为１２个，除去
在方差分析中无显著差异且相对丰度小于１％的假
丽突属（Ｐｓｅｕｄａｃｒｏｂｅｌｅｓ）、原链环属（Ｐｒｏｄｅｓｍｏｄｏｒａ）、

Ｆｕｎａｒｉａ、垫 咽 属 （Ｔｙｌｅｎｃｈｏｌａｉｍｕｓ）、托 布 利 属
（Ｔｏｂｒｉｌｕｓ）、矛线目（Ｄｏｒｙｌａｉｍｉｄａ）共６个属（目），特
有 属 为 杆 咽 属 （Ｒｈａｂｄｏｌａｉｍｕｓ）、细 齿 属

（Ｌｅｐｔｏｎｃｈｕｓ）、微咽属（Ｍｉｃｒｏｄｏｒｙｌａｉｍｕｓ）、咽针属
（Ｌａｉｍｙｄｏｒｕｓ）、垫 刃 科 （Ｔｙｌｅｎｃｈｉｄａｅ）、居 中 属
（Ｇｅｏｃｅｎａｍｕｓ）６个 属 （科），其 中 除 细 齿 属
（Ｌｅｐｔｏｎｃｈｕｓ）（２３．７２％）外，其他５个属的相对丰度
均小于１％。２８Ｓ位点测序得到的特有线虫属有１４
个，除去在方差分析中无显著差异且相对丰度小于

１％ 的 伪 丽 突 属 （Ｎｏｔｈａｃｒｏｂｅｌｅｓ）、链 环 科

（Ｄｅｓｍｏｄｏｒｉｄａｅ）、 膜 皮 属 （Ｄｉｐｈｔｈｅｒｏｐｈｏｒａ）、
Ｋｏｅｒｎｅｒｉａ、皱 槽 属 （Ｒｈｙｓｓｏｃｏｌｐｕｓ）、狭 咽 属

（Ｄｉｓｃｏｌａｉｍｕｓ）、丝尾属（Ｏｘｙｄｉｒｕｓ）７个属，特有属为
鹿 角 唇 属 （Ｃｅｒｖｉｄｅｌｌｕｓ）、 大 杯 咽 属

（Ｍｅｔａｃｙａｔｈｏｌａｉｍｕｓ）、小孔咽属（Ａｐｏｒｃｅｌａｉｍｅｌｌｕｓ）、孢
囊线虫属（Ｈｅｔｅｒｏｄｅｒａ）、缢咽属（Ａｘｏｎｃｈｉｕｍ）、剑线虫
属（Ｘｉｐｈｉｎｅｍａ）、小长针属（Ｌｏｎｇｉｄｏｒｅｌｌａ）７个属，其
中除大杯咽属（Ｍｅｔａｃｙａｔｈｏｌａｉｍｕｓ）（１０．２５％）、剑线
虫 属 （Ｘｉｐｈｉｎｅｍａ） （７．０６％）、小 孔 咽 属

（Ａｐｏｒｃｅｌａｉｍｅｌｌｕｓ）（５２４％）、鹿角唇属（Ｃｅｒｖｉｄｅｌｌｕｓ）
（１．５６％）外，其他 ３个属的相对丰度均小于 １％。
形态学鉴定得到的特有线虫属为威尔斯属

（Ｗｉｌｓｏｎｅｍａ）、无 咽 属 （Ａｌａｉｍｕｓ）、真 滑 刃 属
（Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ）、三 孔 属 （Ｔｒｉｐｙｌａ）、毛 刺 属

（Ｔｒｉｃｈｏｄｏｒｕｓ）、单齿属（Ｍｏｎｏｃｈｕｓ）６个属，其中除威
尔 斯 属 （Ｗｉｌｓｏｎｅｍａ）（５．６４％）、真 滑 刃 属
（Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ）（１．０３％）、三 孔 属 （Ｔｒｉｐｙｌａ）
（５６６％）、毛刺属（Ｔｒｉｃｈｏｄｏｒｕｓ）（１．６８％）外，其他２
个属的相对丰度均小于１％。
２．２　鉴定方法对土壤线虫营养结构的影响

高通量测序方法和传统形态学鉴定方法所得
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表１　不同鉴定方式间土壤线虫属的相对丰度比较

属名 营养类群
相对丰度（％）

１８Ｓ位点高通量测序比对 ２８Ｓ位点高通量测序比对 形态学鉴定

中杆属（Ｍｅｓｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ） Ｂａ１ ０．９６±０．７２ｂ １８．６６±１０．７６ａ １１．７０±０．１６ａｂ
三等齿属（Ｐｅｌｏｄｅｒａ） Ｂａ１ ０．３０±０．４０ａ ０．０４±０．０４ａ ０±０ａ
异咽属（Ｐｏｉｋｉｌｏｌａｉｍｕｓ） Ｂａ１ ０．５１±０．１７ａ ０．５７±０．１７ａ ０±０ｂ
小杆属（Ｒｈａｂｄｉｔｉｓ） Ｂａ１ １０．００±２．９４ａ １０．６５±４．４４ａ ０±０ｂ
拟丽突属（Ａｃｒｏｂｅｌｏｉｄｅｓ） Ｂａ２ １２．５７±１．３１ａｂ ９．９３±２．０５ｂ １４．７６±１．９９ａ
丽突属（Ａｃｒｏｂｅｌｅｓ） Ｂａ２ ２．０４±０．１０ｂ ０±０ｃ ６．０７±２．２４ａ
威尔斯属（Ｗｉｌｓｏｎｅｍａ） Ｂａ２ ０±０ｂ ０±０ｂ ５．６４±２．３９ａ
绕线虫属（Ｐｌｅｃｔｕｓ） Ｂａ２ ４．８１±１．２４ａ ４．４４±１．４１ａ ３．６４±１．４３ａ
假丽突属（Ｐｓｅｕｄａｃｒｏｂｅｌｅｓ） Ｂａ２ ０．０９±０．１１ａ ０±０ａ ０±０ａ
鹿角唇属（Ｃｅｒｖｉｄｅｌｌｕｓ） Ｂａ２ ０±０ｂ １．５６±０．２９ａ ０±０ｂ
伪丽突属（Ｎｏｔｈａｃｒｏｂｅｌｅｓ） Ｂａ２ ０±０ａ ０．１７±０．２０ａ ０±０ａ
棱咽属（Ｐｒｉｓｍａｔｏｌａｉｍｕｓ） Ｂａ３ ５．４１±０．５３ａ ５．９３±１．４７ａ ４．６７±０．４０ａ
原链环属（Ｐｒｏｄｅｓｍｏｄｏｒａ） Ｂａ３ ０．０６±０．０６ａ ０±０ａ ０±０ａ
杆咽属（Ｒｈａｂｄｏｌａｉｍｕｓ） Ｂａ３ ０．１８±０．１０ａ ０±０ｂ ０±０ｂ
链环科（Ｄｅｓｍｏｄｏｒｉｄａｅ） Ｂａ３ ０±０ａ ０．０４±０．０５ａ ０±０ａ
无咽属（Ａｌａｉｍｕｓ） Ｂａ４ ０±０ｂ ０±０ｂ ０．６５±０．５７ａ
滑刃属（Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｏｉｄｅｓ） Ｆｕ２ ８．５３±０．７５ｂ ５．１７±１．８５ｂ １４．１０±２．５２ａ
茎线虫属（Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ） Ｆｕ２ １．２１±０．４６ｂ ０．０１±０．０１ｃ ４．００±０．９０ａ
真滑刃属（Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ） Ｆｕ２ ０±０ｂ ０±０ｂ １．０３±１．０６ａ
膜皮属（Ｄｉｐｈｔｈｅｒｏｐｈｏｒａ） Ｆｕ３ ０±０ａ ０．８９±１．０４ａ ０±０ａ
Ｆｕｎａｒｉａ Ｆｕ４ ０．９９±１．１７ａ ０±０ａ ０±０ａ
细齿属（Ｌｅｐｔｏｎｃｈｕｓ） Ｆｕ４ ２３．９８±１１．５７ａ ０±０ｂ ０±０ｂ
垫咽属（Ｔｙｌｅｎｃｈｏｌａｉｍｕｓ） Ｆｕ４ ０．８６±０．９４ａ ０±０ａ ０±０ａ
Ｏｉｇｏｌａｉｍｅｌｌａ Ｏｍ１ ０．４３±０．１３ａｂ ０．９１±０．５２ａ ０±０ｂ
Ｋｏｅｒｎｅｒｉａ Ｏｍ１ ０±０ａ ０．１０±０．１３ａ ０±０ａ
大杯咽属（Ｍｅｔａｃｙａｔｈｏｌａｉｍｕｓ） Ｏｍ３ ０±０ｂ １０．２５±４．３２ａ ０±０ｂ
矛线科（Ｄｏｒｙｌａｉｍｉｄａｅ） Ｏｍ４ ０±０ｂ ０±０ｂ １．００±０．０４ａ
中矛线属（Ｍｅｓｏｄｏｒｙｌａｉｍｕｓ） Ｏｍ４ ０．６８±０．０８ａ ０．０２±０．０１ｂ ０±０ｂ
微咽属（Ｍｉｃｒｏｄｏｒｙｌａｉｍｕｓ） Ｏｍ４ ０．８６±０．３３ａ ０±０ｂ ０±０ｂ
皱槽属（Ｒｈｙｓｓｏｃｏｌｐｕｓ） Ｏｍ４ ０±０ａ ０．１０±０．１２ａ ０±０ａ
咽针属（Ｌａｉｍｙｄｏｒｕｓ） Ｏｍ５ ０．８１±０．７５ａ ０±０ｂ ０±０ｂ
小孔咽属（Ａｐｏｒｃｅｌａｉｍｅｌｌｕｓ） Ｏｍ５ ０±０ｂ ５．２４±１．４３ａ ０±０ｂ
三孔属（Ｔｒｉｐｙｌａ） Ｐｒ３ ０±０ｂ ０±０ｂ ５．６６±１．３７ａ
垫刃科（Ｔｙｌｅｎｃｈｉｄａｅ） Ｐｐ２ ０．１３±０．０６ａ ０±０ｂ ０±０ｂ
居中属（Ｇｅｏｃｅｎａｍｕｓ） Ｐｐ３ ０．０３±０．０２ａ ０±０ｂ ０±０ｂ
孢囊线虫属（Ｈｅｔｅｒｏｄｅｒａ） Ｐｐ３ ０±０ｂ ０．０５±０．０２ａ ０±０ｂ
毛刺属（Ｔｒｉｃｈｏｄｏｒｕｓ） Ｐｐ４ ０±０ｂ ０±０ｂ １．６８±０．６０ａ
小长针属（Ｌｏｎｇｉｄｏｒｅｌｌａ） Ｐｐ４ ０±０ｂ ０．４６±０．１９ａ ０±０ｂ
缢咽属（Ａｘｏｎｃｈｉｕｍ） Ｐｐ５ ０±０ｂ ０．９２±０．２６ａ ０±０ｂ
剑线虫属（Ｘｉｐｈｉｎｅｍａ） Ｐｐ５ ０±０ｂ ７．０６±４．３７ａ ０±０ｂ
长尾属（Ｓｅｉｎｕｒａ） Ｐｒ２ ０±０ｂ ０．２９±０．２４ｂ １．６８±０．６０ａ
异色矛属（Ａｃｈｒｏｍａｄｏｒａ） Ｐｒ３ ９．０９±３．２０ｂ ０±０ｃ ２３．０６±１．４６ａ
Ｔｒｉｓｃｈｉｓｔｏｍａ Ｐｒ３ １４．２９±６．２２ａ １６．２４±５．７４ａ ０±０ｂ
托布利属（Ｔｏｂｒｉｌｕｓ） Ｐｒ３ ０．９０±１．０４ａ ０±０ａ ０±０ａ
单齿属（Ｍｏｎｏｃｈｕｓ） Ｐｒ４ ０±０ｂ ０±０ｂ ０．６５±０．５７ａ
狭咽属（Ｄｉｓｃｏｌａｉｍｕｓ） Ｐｒ５ ０±０ａ ０．１３±０．１６ａ ０±０ａ
丝尾属（Ｏｘｙｄｉｒｕｓ） Ｐｒ５ ０±０ａ ０．１９±０．２２ａ ０±０ａ
矛线目（Ｄｏｒｙｌａｉｍｉｄａ） Ｏｍ４ ０．２７±０．３２ａ ０±０ａ ０±０ａ

　　注：同行数据后不同小写字母表示各鉴定方式间的相对丰度差异显著（Ｐ＜０．０５）。
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结果中，土壤线虫结构存在一定差异（图２）。食细
菌线虫（ｂａｃｔｅｒｉｖｏｒｅｓ）在２８Ｓ组中相对丰度最高，为
５２００％，高于形态学鉴定组的４７．１４％和１８Ｓ组的
３６．９２％（Ｐ＜０．０５），但后两组间差异不显著（Ｐ＞
００５）。食真菌线虫（ｆｕｎｇｉｖｏｒｅｓ）则在１８Ｓ组中相对
丰度最高，为 ３５．５８％，显著高于形态学鉴定组的
１９１３％和２８Ｓ组的６．０７％（Ｐ＜０．０５），同时，后两

组间的差异依旧显著（Ｐ＜０．０５）。植物寄生线虫
（ｐｌａｎｔ－ｐａｒａｓｉｔｅｓ）在 ２８Ｓ组中相对丰度最高，为
８４８％，显著高于形态学鉴定组的１．６８％和１８Ｓ组
的０．１７％（Ｐ＜０．０５），且后两组差异显著。捕食和
杂食性线虫（ｐｒｅｄａｔｏｒｓａｎｄｏｍｎｉｖｏｒｅｓ）的相对丰度在
１８Ｓ组、２８Ｓ组、形态学鉴定组之间无显著性差异
（Ｐ＞０．０５），分别为２７．３３％、３３．４６％、３２．０６％。

２．３　不同鉴定方式对土壤线虫群落多样性的影响
由图３可知，各处理间的线虫群落多样性指数

存在较大差异。均匀度指数在形态学鉴定组中均

值最大，为０．８５，显著高于１８Ｓ组的０．７３和２８Ｓ组
的０．７５（Ｐ＜０．０５），但１８Ｓ组和２８Ｓ组间无显著差
异。多样性指数Ｈ′在１８Ｓ组、２８Ｓ组、形态学鉴定组
之间无显著差异，分别为２．３２、２．３５、２．３１。线虫成
熟度指数在 １８Ｓ组中为 ２．７６，显著高于 ２８Ｓ组的
２２１和形态学鉴定组的２．２６（Ｐ＜０．０５）。植物线
虫指数在３组间均存在显著差异，２８Ｓ组中均值最
高，为４．９３，与形态学鉴定组的 ４．００和 １８Ｓ组的
２２２差异显著（Ｐ＜０．０５），且后两组间差异依旧显
著（Ｐ＜０．０５）。富集指数在 ３组间均存在显著差
异，最大为 ２８Ｓ组的 ８４．９６，显著高于 １８Ｓ组的
６５９１和形态学鉴定组的５７．２７（Ｐ＜０．０５），且后两
组间差异依旧显著（Ｐ＜０．０５）。结构指数在１８Ｓ组

中数值最高，为８６．１１，和２８Ｓ组的８３．５８差异不显
著，但两者显著高于形态学鉴定组的 ６３．４６（Ｐ＜
００５）。基础指数在３组间同样差异显著，数值最高
的为形态学鉴定组的 ２４．５０，显著高于 １８Ｓ组的
１０９０和２８Ｓ组的８．３１（Ｐ＜０．０５），且后两组间差
异显著（Ｐ＜０．０５）。线虫通道比率在３组间依旧差
异显著，均值最高的为２８Ｓ组的０．９０，显著高于形
态学鉴定组的０．７１和１８Ｓ组的０．５２（Ｐ＜０．０５），且
后两组间差异显著（Ｐ＜０．０５）。
　　采用主坐标分析法（ＰＣｏＡ）对线虫属水平相对
丰度作 β多样性分析。横坐标 ＰＣｏＡ１可以解释
７２．６８％的差异来源，ＰＣｏＡ２可以解释１８．５７％的差
异来源，总共可解释９１２５％的差异来源。结果显
示１８Ｓ组、２８Ｓ组、形态学鉴定组３种鉴定方式之间
差异明显（图４）。
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３　讨论

３．１　１８Ｓ和２８Ｓ组的鉴定准确性比较
在线虫门的分子系统发育研究中，１８Ｓ常被用

作区分属阶元的条码基因［１５，２４］，在高通量测序法对

线虫进行多样性研究的工作中得到了相对广泛的

使用［１１－１２，２５］。本研究中加入了线虫２８Ｓ核糖体上

Ｄ３Ａ／Ｄ３Ｂ作为宏条形码扩增靶标进行高通量测序
鉴定，但最终的种类鉴定结果和同为宏条形码鉴定

方法的１８Ｓ组有一定的差异。但从比对结果看，造
成这些差异的主要原因在于部分属在Ｇｅｎｂａｎｋ中并
非同时具有２个位点的分子生物学信息，造成了比
对结果的差异。例如，在本研究中相对丰富较高的

异色矛属（Ａｃｈｒｏｍａｄｏｒａ）在１８Ｓ组中相对丰度较高，
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为９．０９％，而在２８Ｓ组中却为０，而２８Ｓ组中有１个
从形态学和分子生物上都与异色矛属极为近似的

大杯咽属（Ｍｅｔａｃｙａｔｈｏｌａｉｍｕｓ），该属和异色矛属
（Ａｃｈｒｏｍａｄｏｒａ）同为色矛总科（Ｃｈｒｏｍａｄｏｒｏｉｄｅａ）下２
个相似的属。两者的主要形态学的区别在于雌虫

生殖管和消化道的相对位置以及是否有雄虫［２６］，异

色矛属（Ａｃｈｒｏｍａｄｏｒａ）存在于水生境和土壤生境中，
大杯咽属（Ｍｅｔａｃｙａｔｈｏｌａｉｍｕｓ）通常为水生或海洋类
群［２７］。通过对 ２８Ｓ组结果中鉴定为大杯咽属
（Ｍｅｔａｃｙａｔｈｏｌａｉｍｕｓ）的ＯＴＵ序列进行手动比对后发
现，该序列与大杯咽属（Ｍｅｔａｃｙａｔｈｏｌａｉｍｕｓ）的序列相
似度仅为 ９６．４％，且 ＧｅｎＢａｎｋ中尚缺少异色矛属
（Ａｃｈｒｏｍａｄｏｒａ）的２８Ｓ分子数据，存在误判的可能。
异色矛属（Ａｃｈｒｏｍａｄｏｒａ）在形态学鉴定组中具有相
当的数量 （２３．０６％），但并未发现大杯咽属
（Ｍｅｔａｃｙａｔｈｏｌａｉｍｕｓ），这一误判的可能性在形态学鉴
定结 果 中 也 可 得 到 印 证。另 一 属 细 齿 属

（Ｌｅｐｔｏｎｃｈｕｓ）在１８Ｓ组中相对丰度极高，达２３．９８％，
甚至为１８Ｓ组中相对丰度最高的类群，但该属在
２８Ｓ组中相对丰度却为０。该属为矛线亚目下垫咽
总科（Ｔｙｌｅｎｃｈｏｌａｉｍｏｉｄｅａ）细齿科（Ｌｅｐｔｏｎｃｈｉｄａｅ），目
前细齿科（Ｌｅｐｔｏｎｃｈｉｄａｅ）整个科的成员在 ＧｅｎＢａｎｋ
中仅有１８Ｓ序列数据而无２８Ｓ序列数据，因此推断
２８Ｓ组 中 同 为 矛 线 亚 目 成 员 的 剑 线 虫 属
（Ｘｉｐｈｉｎｅｍａ）和小孔咽属（Ａｐｏｒｃｅｌａｉｍｅｌｌｕｓ）可能为缺
少高相似度比对结果造成的误判。通过对这２个属
的ＯＴＵｓ进行手动比对后发现，这２个属的ＯＴＵｓ序
列 与 剑 线 虫 属 （Ｘｉｐｈｉｎｅｍａ）、小 孔 咽 属

（Ａｐｏｒｃｅｌａｉｍｅｌｌｕｓ）的序列相似度仅为 ９１．１％、
９１７％，同时这 ２个 属 的 ＯＴＵｓ和 垫 咽 总 科
（Ｔｙｌｅｎｃｈｏｌａｉｍｏｉｄｅａ）下成员垫咽属（Ｔｙｌｅｎｃｈｏｌａｉｍｕｓ）
的序列相似度也可达９０％，所以通过２８Ｓ序列比对
无法保证这些 ＯＴＵｓ鉴定的准确度，从形态学鉴定

组也可推断出这 ２个属可能存在误判。剑线虫属
（Ｘｉｐｈｉｎｅｍａ）体型较大，在体视镜下形态学鉴定特征
明显，齿 针 细 长，导 环 为 双 环，而 小 孔 咽 属

（Ａｐｏｒｃｅｌａｉｍｅｌｌｕｓ）虽体型差异不大，但口针粗短强
壮，形态特征差异明显，不易在形态学鉴定中发生

疏漏。综上可知，这２个属应为 ＧｅｎＢａｎｋ中２８Ｓ序
列数据不足造成的误判。除上述情况外，１８Ｓ组、
２８Ｓ组在其他属的鉴定结果总体较为一致。
３．２　高通量测序１８Ｓ组、２８Ｓ组和形态学鉴定组的
鉴定准确性结果差异

从高通量测序的１８Ｓ组、２８Ｓ组结果和形态学
方法对试验土壤样本的鉴定结果看，三者存在着较

大的差距。从 ＰＣｏＡ分析结果亦不难看出，这３种
方式之间存在较大差异。使用１８Ｓ作为宏条形码靶
标和形态学鉴定结果的差异性存在于各类生境中，

产生差异的原因较为复杂。这些差异的产生可能

与 ＤＮＡ的提取方式［１２，２８］、引物的扩增效率［１２，２９］、

ＧｅｎＢａｎｋ中线虫数据库的完备程度以及准确程
度［３０－３１］、线虫核糖体多态性［３２］、幼虫形态鉴定不准

确以及形态学鉴定难度等因素密切相关［１３，３１］。从

本研究中不难看出，采用１８Ｓ、２８Ｓ这２个靶标的２
组高通量测序结果和形态学鉴定组均表现出较大

差异。究其原因，这主要和形态学鉴定的准确程

度、ＧｅｎＢａｎｋ中线虫数据库的完备程度及准确程度
有关。例如，形态学鉴定组中的特有属三孔属

（Ｔｒｉｐｙｌａ）是隶属于嘴刺目三孔科（Ｔｒｉｐｙｌｉｄａｅ）下的
一类体型较大线虫，头部具明显刚毛；三孔科

（Ｔｒｉｐｙｌｉｄａｅ）内的三孔亚属（Ｔｒｉｐｙｌｉｎａ）、小三孔属
（Ｔｒｉｐｙｌｅｌｌａ）以及 Ｔｒｉｓｃｈｉｓｔｏｍａ均为土壤生态中较为
常见的线虫［３３］。由于这３个属在形态上非常近似，
主要区别为头部外唇刚毛和头刚毛的排布。本研

究中在高通量测序１８Ｓ组和２８Ｓ组中均检测到了较
高相对丰度的 Ｔｒｉｓｃｈｉｓｔｏｍａ。综上判断，形态学鉴定
组中的特有属三孔属（Ｔｒｉｐｙｌａ）很可能鉴定错误。形
态学鉴定组中的特有属威尔斯属（Ｗｉｌｓｏｎｅｍａ）隶属
于绕线虫目（Ｐｌｅｃｔｉｄａ）绕线虫科（Ｐｌｅｃｔｉｄａｅ）下的一
类头部具明显冠状突起的属，同时该属头冠的中侧

突明显，可有效区别于其他近似属［３４］。但该属的分

子序列和绕线科（Ｐｌｅｃｔｉｄａｅ）下的绕线属（Ｐｌｅｃｔｕｓ）、
艾端属（Ｅｒｅｐｔｏｎｅｍａ）相似度较高，尤其１８Ｓ基因更
是无法将这几个属区分［３５］，虽然２８Ｓ基因对区分这
３个属有一定的分辨率，但是由于 ＧｅｎＢａｎｋ中缺少
足够多的序列信息，所以目前也难以将这３个属有
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效区分。在分析 ２８Ｓ组中数据比对结果为绕线属
Ｐｌｅｃｔｕｓ的ＯＴＵ发现，它们与艾端属（Ｅｒｅｐｔｏｎｅｍａ）、威
尔斯属（Ｗｉｌｓｏｎｅｍａ）、绕线属（Ｐｌｅｃｔｕｓ）的相似度均为
９７．６％，存在误判的可能，加之本研究的样品中也有
绕线属 （Ｐｌｅｃｔｕｓ）存在，所以无法确切推测这些 ＯＴＵ
比对结果是否完全为误判。除此以外，高通量测序

１８Ｓ组、２８Ｓ组和形态学鉴定组的鉴定结果一致。
３．３　高通量测序组和形态学鉴定组的相对丰度
比较

线虫作为生态因子广泛应用于各类土壤的生

态评估中，其土壤线虫的生活史策略和营养类群的

多样性生态指数是构成这一评估体系的核心组分。

然而这２个核心组分又和线虫准确的种属鉴定密切
相关。通过对上述鉴定结果的差异分析可以发现，

大部分的鉴定差异对包括 ＭＩ、ＥＩ、ＳＩ、ＮＣＲ、ＢＩ在内
的线虫生态指数无影响，如食细菌类群绕线科

（Ｐｌｅｃｔｉｄａｅ）下 的 绕 线 属 （Ｐｌｅｃｔｕｓ）、艾 端 属
（Ｅｒｅｐｔｏｎｅｍａ）、威尔斯属（Ｗｉｌｓｏｎｅｍａ）的ｃ－ｐ值均为
２，捕食类群大杯咽属（Ｍｅｔａｃｙａｔｈｏｌａｉｍｕｓ）和异色矛
属（Ａｃｈｒｏｍａｄｏｒａ）的ｃ－ｐ值均为３，捕食类群三孔科
（Ｔｒｉｐｙｌｉｄａｅ）下的三孔属 （Ｔｒｉｐｙｌａ）、三孔亚属
（Ｔｒｉｐｙｌｉｎａ）、小三孔属（Ｔｒｉｐｙｌｅｌｌａ）和 Ｔｒｉｓｃｈｉｓｔｏｍａ的
ｃ－ｐ值均为３。但细齿属（Ｌｅｐｔｏｎｃｈｕｓ）为食真菌类
群，ｃ－ｐ值为 ４，在 １８Ｓ组中相对丰度最高，达
２３９８％，正是１８Ｓ组中食真菌线虫类群的相对数量
显著高于其他２组的主要差异来源，但在２８Ｓ组中
将细齿属（Ｌｅｐｔｏｎｃｈｕｓ）比对鉴定为植物寄生类群剑
线虫属（Ｘｉｐｈｉｎｅｍａ）（相对丰度为７．０６％，ｃ－ｐ值为
５）和杂食类群小孔咽属（Ａｐｏｒｃｅｌａｉｍｅｌｌｕｓ）（相对丰度
为５．２４％，ｃ－ｐ值为５），直接造成了２８Ｓ组的 ＭＩ
显著低于１８Ｓ组，而 ＰＰＩ却显著高于１８Ｓ组。由此
可见，保证正确的线虫鉴定是其中重要的一环。除

此以外，各属线虫的数量是线虫生态因子评估中另

一重要的组分，已有众多研究试图阐释线虫的绝对

数量比和其扩增测序数量之间的关系［１１，１４，３６］。虽

然两者之间存在一定程度的正相关，但在诸如矛线

目这类体型较大的线虫，通过高通量测序所得到的

序列占比远大于其实际数量占比，这可能与不同线

虫的ＤＮＡ含量、引物的扩增效率密切相关［１４］，本研

究中也获得了与之相似的结果。

４　结论

高通量测序分析方法在线虫生态中尚处于起

步阶段，但在本研究的土壤样本中，此方法定性鉴

定属水平的线虫类群上的表现和形态学鉴定结果

较为相近，通过结合１８Ｓ、２８Ｓ靶标可以使鉴定结果
更加准确［３７］，甚至可以辅助区分部分形态学难以鉴

定的种类及一些线虫的幼虫，提高土壤线虫物种鉴

定的精确程度。但若要进一步精确结果，仍需要不

断完善线虫各位点基因靶标的 ＧｅｎＢａｎｋ数据库，这
依旧需要线虫分类学以及土壤生态学者不懈推进。

因此，研究多基因位点的宏条形码高通测序方法以

及形态学鉴定方法，对土壤线虫群落组分进行研

究，可以为土壤线虫生态方法研究提供新的启示。

但如何有效关联形态学的定量结果和高通量测序

的定量结果是一个尚待解决的课题［３８］，仍需要长期

的探索和研究。
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２０２０，１０（６）：２８８５－２８９９．

［３２］ＱｉｎｇＸＥ，ＢｉｋＨ，ＹｅｒｇａｌｉｙｅｖＴＭ，ｅｔａｌ．Ｗｉｄｅｓｐｒｅａｄｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｂｕｔ

ｃｏｎｔｒａｓｔｉｎｇ ｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｉｎｔｒａｇｅｎｏｍｉｃ ｒＲＮＡ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓｉｎ

ｎｅｍａｔｏｄｅｓ：Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｐｈｙｌｏｇｅｎｙ，ｓｐｅｃｉｅｓｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎａｎｄｌｉｆｅ

ｈｉｓｔｏｒｙｉｎｆｅｒｅｎｃｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｃｏｌｏｇｙＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，２０２０，２０（１）：

３１８－３３２．

［３３］ＶｅｒａＩＣＤＰ，ＦｅｒｒｉｓＨ，ＮａｄｌｅｒＳＡ．Ｓｏｉｌｉｎｈａｂｉｔｉｎｇｎｅｍａｔｏｄｅｓｏｆｔｈｅ

ｇｅｎｅｒａＴｒｉｓｃｈｉｓｔｏｍａ，ＴｒｉｐｙｌｉｎａａｎｄＴｒｉｐｙｌａｆｒｏｍＭéｘｉｃｏａｎｄｔｈｅＵＳＡ

ｗｉｔｈｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓｏｆｎｅｗ ｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｅｍａｔｏｄｅ

Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ＆Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｓ，２０１０，１３（１）：２９－４９．

［３４］ＨｏｌｏｃａｃｈｏｖＯ，ＢｏｓｔｒｍＳ．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰｌｅｃｔｉｄａ（Ｎｅｍａｔｏｄａ）

［Ｍ］．ＥＵＭＡＩＮＥ，ＧｅｎｔａｎｄＮｅｍａｔｏｌｏｇｙ，ＵＣＲｉｖｅｒｓｉｄｅ，２０１０．

［３５］ＳｈｏｋｏｏｈｉＥ，Ｍｅｈｒａｂｉ－ＮａｓａｂＡ，ＡｂｏｌａｆｉａＪ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｆｔｈｅ

ｇｅｎｕｓＰｌｅｃｔｕｓＢａｓｔｉａｎ，１８６５（Ｎｅｍａｔｏｄａ：Ｐｌｅｃｔｉｄａｅ）ｆｒｏｍＩｒａｎ［Ｊ］．

Ｂｉｏｌｏｇｉａ，２０１３，６８（６）：１１４２－１１５４．

［３６］ＤａｒｂｙＢＪ，ＴｏｄｄＴＣ，ＨｅｒｍａｎＭＡ．Ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔａｍｐｌｉｃｏｎ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｒＲＮＡｇｅｎｅｓｒｅｑｕｉｒｅｓａｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｔｏ

ａｃｃｕｒａｔｅｌｙｒｅｆｌｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍａｎａｇｅｍｅｎｔｐｒａｃｔｉｃｅｓｏｎｓｏｉｌ

ｎｅｍａｔｏｄｅｃｏｍｍｕｎｉｔｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｃｏｌｏｇｙ，２０１３，２２

（２１）：５４５６－５４７１．

［３７］ＳｉｋｄｅｒＭ Ｍ，ＶｅｓｔｅｒｇｒｄＭ，ＳａｐｋｏｔａＲ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆ

ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｏｉｌｎｅｍａｔｏｄｅｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

［Ｊ］．Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０２０，１２（１０）：３８８．

［３８］ＰｅｈａｍＴ，ＳｔｅｉｎｅｒＦＭ，Ｓｃｈｌｉｃｋ－ＳｔｅｉｎｅｒＢＣ，ｅｔａｌ．Ａｒｅｗｅｒｅａｄｙｔｏ

ｄｅｔｅｃｔｎｅｍａｔｏｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙｂｙｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ？［Ｊ］．

ＥｃｏｌｏｇｙａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２０１７，７（１２）：４１４７－４１５１．
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