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摘要#.目的/ 利用环境转录组技术%研究复杂稻田土壤中微生物群落主要生理代谢过程的基因表达水平及
其对长期施氮磷钾肥! @̂;*/<=;@,/9W*;% +79>+79/:>% <;B +9,<>>@:-% 3U_"的响应规律& .方法/ 针对中国科
学院常熟农田生态系统长期定位试验的 3U_施肥处理和不施肥对照处理!49;,/9=A7*AE% 4_"稻田土壤%淹
水培养 0 周后提取土壤微生物总 K3V进行高通量转录组测序%利用 ]̂NKV)a网络分析平台! *̂,<W*;9-@A>
V;<=S>@>)*/c*/"进行活性微生物组成分析’基因功能注释及基因功能分类& .结果/ 细菌是 4_和 3U_处理
稻田土壤微生物的优势类群%占比高达 $"‘以上%细菌中的活性基因主要源于变形菌门!U/9,*9.<A,*/@<%占细
菌的 "1‘以上"& 同时也检测到古菌’真核生物和病毒等多种微生物的活性基因%而古菌中的活性基因主要
源于奇古菌门!a7<:-</A7<*9,<%约占古菌的 %1‘"& 酸杆菌门!VA@B9.<A,*/@<"在 3U_处理土壤中的转录活
性显著高于 4_处理土壤%而其他的细菌及古菌类群的转录活性在 4_和 3U_处理土壤间无显著性差异&
4_和 3U_处理土壤中表达量最高的基因是 VL4,/<;>+9/,*/编码基因%与物质跨膜运输紧密相关& 基于
4P]!4=:>,*/>9\P/,79=9W9:>]*;*>"’):.>S>,*-’_M]]!_S9,9M;ASA=9+*B@<9\]*;*><;B ]*;9-*>" D 种基因功
能分类数据库%发现 4_和 3U_处理土壤中微生物的主要代谢活动均为能量产生与转化’碳水化合物代谢’
蛋白代谢和氨基酸代谢%而最活跃的代谢路径为氧化磷酸化及氨酰N,K3V合成& .结论/ 淹水状态下 4_和
3U_处理稻田土壤中的活性微生物组成较为一致%仅 VA@B9.<A,*/@<的转录活性在两者间差异较大$在微生物的
主要代谢活动方面%4_和3U_处理土壤之间基本一致%均以能量获取与蛋白代谢为主%长期施用无机化肥对复
杂土壤微生物群落水平的主要代谢活动影响较小&
关键词!淹水稻田土壤% 环境转录组% 基因功能分类% 代谢类型% 长期施肥
中图分类号!f&%0!!文章编号!111&N(01$!01&#"1$N&1DDN&0

!!稻田是地球上最大的人工湿地生态系统%而土 壤微生物则是维系稻田生态系统持续发展的重要驱
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动者 (&) & 例如%稻田土壤中微生物的代谢活动对于
调节土壤营养物质的循环%维持稻田土壤肥力%促进
水稻的养分吸收具有重要意义& 已有的大量研究表
明特定功能微生物种群在稻田生态系统养分转化过
程中发挥了重要作用%揭示了特定的功能基因在稻
田土 壤 中 的 组 成 及 表 达 特 征% 如 固 氮 基 因
!-&1N" (0 ’D) ’甲烷氧化酶基因 !:8(!" (#) ’反硝化相
关功能基因! -&’,% -&’O’-(4V" (") & 然而%稻田微生
物数量巨大’种类繁多并导致其生理代谢过程非常
复杂%长期以来由于技术的限制%已有的研究几乎都
集中于甲烷氧化菌’产甲烷古菌’氨氧化微生物等单
一的生理类群%重点解析重要功能微生物在复杂土
壤中的基因表达特征及代谢活动类型%对复杂稻田
土壤中微生物群落整体水平的生理生态过程鲜有报
道 (() & 011H 年以来%高通量测序技术的迅速发展使
环境转录组技术逐渐发展成熟& 环境转录组技术是
从微生物群体水平上研究其代谢活动特征的新兴实
验技术%以环境样品中全部 -K3V为研究对象%
-K3V可以表征特定环境条件下微生物的基因表达
特征%因而可以直接反映微生物正在进行的代谢活
动& 环境转录组技术最近几年被迅速用于水体 (%) ’
土壤 (H ’$) ’活性淤泥 (&1) ’沉积物 (&&)等多种环境微生
物群落基因表达特征研究%在环境微生物生态学研
究领域得到了广泛关注&

化肥施用是保障我国粮食安全的重要农业生产
实践之一%大量研究表明长期施肥能够不同程度的
影响稻田土壤微生物的群落结构和特定功能微生物
的基因型组成 (&0 ’&() & 然而这些研究以传统的分子
生态学技术为主%如 Y]]M!Y*;<,:/@;W]/<B@*;,]*=
M=*A,/9+79/*>@>"分子指纹图谱%其分辨率较低%并且
大多在 Y3V水平上开展%不能直接反映活性微生物
对长期施肥的响应& 本试验所用稻田土壤采自中国
科学院常熟农田生态系统长期定位试验的不施肥对
照处理 !49;,/9=A7*AE% 4_" 和氮磷钾施肥处理
! @̂;*/<=;@,/9W*;% +79>+79/:>% <;B +9,<>>@:-% 3U_"
小区%基于这 0 类定位试验的研究已经发现长期的
3U_处理对土壤氮肥转化相关微生物有明显影响%
如增加了土壤的硝化活性 (&") %改变了土壤中氨氧化
微生物的数量和组成 (&"%&%) %并且增加了土壤脲酶’
转化酶’酸性磷酸酶的活性 (&H) %但目前尚不清楚微
生物群体水平上各种代谢活性的变化& 本实验通过
室内模拟稻田土壤淹水状态%采用环境转录组学技

术%在微生物群落水平上分析淹水稻田土壤中的活
性微生物种类’基因表达特征及功能%以期揭示淹水
稻田土壤活性微生物的种类组成及其主要的代谢活
动类型%分析长期施用化肥对复杂土壤中活性微生
物主要类群及代谢活性的影响%为深刻理解稻田微
生物群落生理生态过程提供一定的理论依据&

$%材料和方法

$J$%主要试剂和仪器
土壤 K3V保护液 K3V*$#6’购自 V-.@9; 公司$

K3V提取过程中用到的玻璃珠及 K3<>*N5Y3<>*N
\/**F<,*/购 自 )@W-<公 司$ 用 于 Y3V 降 解 的
K*A9-.@;<;,Y3<>*(购自 a<_<K<公司$K3V纯化
试剂盒 K3*<>S @̂;M=:,*4=*<;:+ _@,购自 6@<W*; 公
司& 微量紫外分光光度计名称及型号#3<;9Y/9+
3YN&111!a7*/-9[@>7*/公司"& 转录组测序平台为
2==:-@;<Z@)*e 0111 !2==:-@;<公司 "%建库试剂盒
a/:>*eâ K3V><-+=*+/*+ _@,’扩增试剂盒 a/:>*e
UM4=:>,*/_@,cDNAL9,NZ) 及测序试剂盒 a/:>*e )L)
_@,cDNZ)!011 ASA=*>"均购自 2==:-@;<公司&
$J(%土壤淹水实验

实验所用土壤采自常熟农田生态系统国家野外
科学观测研究站的长期施肥!3U_"和不施肥!4_"
处理样地%土壤类型为乌栅土 !湖相沉积物发育"&
长期施肥试验开始于 &$HH 年%施肥方式为#尿素%
&H1 EW57<5S/$过磷酸钙%%" EW57<5S/$氯化钾%&"1
EW57<5S/& 不施肥对照样地不施用任何形式的无机
肥及有机肥& 在 0 种不同处理地块分别采集表层
!1 ’" A-"土壤%每种处理采集 0 个平行土壤样品
!分别命名为4_&% 4_0$ 3U_&% 3U_0"& 风干后土
壤的基本理化性质如下#3U_处理土壤 +Z为 (CDD%
硝态氮 &CHD -W5EW%铵态氮 &"C&D -W5EW%总氮
0C#& W5EW%总碳 00CH W5EW$4_处理土壤 +Z为
(C#1%硝态氮 0C%" -W5EW%铵态氮 &DC%1 -W5EW%总
氮 0C1" W5EW%总碳 01CH W5EW%0 种处理间仅总氮和
总碳存在显著性差异!B X1C1"" (&") & 稻田土壤淹
水实验的设计参考 )7/*>,7<等人已有报道 (() %采集
新鲜土壤%将其风干研磨后过 0 --筛%和适量去离
子水在 "11-T烧杯中混合均匀%形成约 " A-的淹
水土壤层%并保持 0 A-的水层% 0Ho避光培养 0
周%培养过程中需通过补充去离子水保持淹水层深
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度& 培养结束后%用无菌枪头除去表层水%用无菌药
匙将 土 壤 样 品 混 匀% 以 1C" W为 单 位 保 存 在
K3V*$#6’中% ’01o保存用于总 K3V的提取&
$J)%土壤总 ,KA提取

土壤总 K3V的提取参照 *̂,,*=等人的玻璃珠
震荡提取法 (&$) %略有改动& 改动处如下#震荡所用
1C" W玻璃珠为直径 1C" --和 1C& --的两种玻璃
珠的混合物%比例为 Dx0$沉淀总核酸用 0 倍体积的
UM]N3<4=!D1‘UM]N(111%&C( -9=5T3<4="%室温静
置 0 7$总核酸用 "1 %T超纯水 !Y3<>*5K3<>*N\/**
Z0P"溶解%并经 K*A9-.@;<;,Y3<>*(!a<_<K<"处
理除去 Y3V后获得总 K3V%然后通过 K3*<>S
@̂;M=:,*4=*<;:+ _@,对总 K3V进行纯化和浓缩&
用 &() /K3V 基 因 通 用 引 物 ! D#&[# "gN
44aV4]]]V]]4V]4V]NDg 和 $1%K# "gN
44]a4VVaa4̂ aaaKV]aaaNDg"扩增总 K3V以检
验是否存在残留的 Y3V& 利用微量紫外分光光度
计!3<;9Y/9+ 3YN&111 hbNb@>"测定 K3V浓度%通
过 &C"‘琼脂糖凝胶电泳初步评价 K3V的提取质
量& 纯化后的总 K3V干冰保存快递至测序公司进
行转录组测序&
$J*%转录组测序及生物信息学分析

总K3V通过 a/:>*eâ K3V><-+=*+/*+ _@,试剂
盒建库%AY3V第一链的合成使用逆转录酶 ):+*/)A/@+,
22K*c*/>*a/<;>A/@+,<>*!T@\*a*A7;9=9W@*>"%引物为随
机六聚体引物& 之后的步骤参照试剂盒说明书进
行& 桥式扩增及上机测序按照 2==:-@;<标准步骤进
行%使用的试剂盒分别为 a/:>*e UM4=:>,*/_@,cDN
AL9,NZ) 和 a/:>*e )L) _@,cDNZ)!011 ASA=*>"& 测序
平台为 2==:-@;<Z@)*e 0111%测序方式为 0 p&11 .+
双末端测序& 获得的 \<>,e 格式序列数据文件上传
至 ]̂NKV)a网络分析平台 ! *̂,<W*;9-@A>V;<=S>@>
)*/c*/"进行序列的质量控制%高质量序列通过
LTVa!,7*LTV)aN=@E*<=@W;-*;,,99=" 和 "̂3K蛋
白数据库!整合了 ]*;L<;E’K*\)*e’a/M̂ LT等多种
蛋白数据库 " 进行比对 !5KF$*;6X &*N"% @B*;,@,S
A:,9\\u(1‘"%对基因进行功能注释%注释完成后
筛选表达量最高的基因%分析其功能$同时对活性微
生物的种类组成进行分析& 完成功能注释的基因通
过 4P]!4=:>,*/9\P/,79=9W9:>]*;*>"’):.>S>,*-及
_M]]!_S9,9M;ASA=9+*B@<9\]*;*><;B ]*;9-*>"
数据库进行不同层次的基因功能分类%阐明微生物

的代谢活动类型&
转录组数据4_& 和4_0 经过 ]̂NKV)a的质量

控制过程%分别获得了 $$1#%$& 条和 &(H%#""H 条高
质量序列数据%其中成功匹配到 "̂3K蛋白数据库
的分别为 D"HD0#1 条!占 D(C0‘"和 (H1&111 条!占
#1CD‘"& 3U_& 和 3U_0 分别获得 0"1#D0($ 条和
&$%D(011 条高质量序列数据%成功匹配到 "̂3K蛋
白数据库的分别为 &10101&0 条 !占 #1C%‘" 和
H11#&1% 条!占 #1C(‘"& 分析发现 0 个平行土壤样
品的转录组数据在基因注释结果上具有较高的一致
性%因此%如无特殊说明%以下所有结果为 0 个平行
转录组数据的平均值&

(%结果和分析

(J$%淹水稻田土壤中优势活性微生物种类
在 4_和 3U_处理土壤转录组数据中均检测

到了源于细菌’古菌’真核生物和病毒的转录子%其
中绝大部分!4_处理中占 $(C&‘$ 3U_处理中占
$HC0‘"来自细菌%其次是古菌 !4_% 0C#‘$ 3U_%
&C&‘"%少量源于真核生物 !4_% 1C%‘$ 3U_%
1C&‘"和病毒 !4_% 1C%‘$ 3U_% 1C&‘"%仅有少
量序列!4_和 3U_处理均为 1C(‘"未能匹配到已
知的微生物& 细菌中共检测到 &" 个已知的门类%图
&NV表明 H 个含量在 &‘以上的门在 4_和 3U_处
理 中 的 分 布 情 况& 含 量 最 高 的 为 变 形 菌 门
!U/9,*9.<A,*/@<"% 在 4_和 3U_处 理 中 分 别 占
((C$‘ 和 "DC%‘& 其 次 为 酸 杆 菌 门
!VA@B9.<A,*/@<"’疣微菌门 !b*//:A9-@A/9.@<"’芽单
胞 菌 门 ! ]*--<,@-9;<B*,*>"’ 绿 弯 菌 门
!47=9/9\=*G@"’拟杆菌门!L<A,*/9@B*,*>"’硝化螺菌门
!3@,/9>+@/<*"’放线菌门 !VA,@;9.<A,*/@<"%这些门含
量大多在 &‘ ’&1‘之间& 其中 VA@B9.<A,*/@<和
VA,@;9.<A,*/@<这 0 个门在 3U_处理中的含量显著
高于在 4_处理中的含量%尤其是 VA@B9.<A,*/@<%在
3U_处理中的含量是在 4_处理中含量的 % 倍以
上& 其余 % 个含量在 1C&‘以下的门分别为厚壁菌
门![@/-@A:,*>"’蓝藻门 !4S<;9.<A,*/@<"’浮霉菌门
!U=<;A,9-SA*,*>"’螺旋体门 ! )+@/9A7<*,*>"’柔膜菌
门!a*;*/@A:,*>"’异常球菌N栖热菌门 !Y*@;9A9AA:>N
a7*/-:>"’脱铁杆菌门!Y*\*//@.<A,*/*>"& 在古菌中
检测到 D 个门 !图 &NL"%含量最高的为奇古菌门
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!a7<:-</A7<*9,<%约占古菌的 %1‘"%其次为泉古菌
门 ! 4/*;</A7<*9,<% 约 占 0"‘"% 广 古 菌 门
!M:/S</A7<*9,<%占 1C"‘"最少%这 D 个已知古菌门

的含量在 4_和 3U_处理之间非常一致& 另外有
少量的序列无法确定具体的古菌门类&

图 $&淹水稻田土壤中主要的活性微生物门类
[@W:/*&?VA,@c*-@A/9.@<=+7S=<,7<,B9-@;<,*B @; \=99B*B +<BBS>9@=>9\,7@>>,:BS?V# B9-@;<;,.<A,*/@<=+7S=<$ L# </A7<*<=+7S=<?! -*<;>,7*

+*/A*;,<W*9\,7<,+7S=:-@>>@W;@\@A<;,B@\\*/*;,!B X1C1"" .*,F**; 4_<;B 3U_,/*<,-*;,>?

(J(%淹水稻田土壤微生物优势表达基因
在所有成功注释的基因中%表达量最高的前 &1

种基因的编码产物列于表 && 从中可以看到这些高
表达量基因在所有注释的基因中占 0C"0} ’
DC(D}%在 4_和 3U_0 个不同的处理中%这些基因
的表达量基本一致& 表达量最高的基因其编码产物
为+VL4,/<;>+9/,*/,%该蛋白主要介导物质的跨膜
运输& 其余高表达基因多数与蛋白的代谢相关%涉
及到前期的转录 !Y3VNB@/*A,*B K3V +9=S-*/<>*
>:.:;@,.*,<"%肽链的合成 !=*:AS=N,K3V>S;,7*,<>*%
@>9=*:AS=N,K3V >S;,7*,<>*% c<=S=N,K3V >S;,7*,<>*%
<=<;S=N,K3V>S;,7*,<>*% *=9;W<,@9; \<A,9/]"’折叠和
组装 !A7<+*/9;@; ]/9MT"’错误折叠蛋白的降解
! VaUNB*+*;B*;,+/9,*<>*T<"& *GA@;:A=*<>*VL4

>:.:;@,V负责识别和处理 Y3V损伤&

表 $&淹水稻田土壤微生物表达量最高的 $[种基因的编码产物

a<.=*&?U/9B:A,>9\&1 W*;*>F@,7 -9>,<.:;B<;,W*;*>@; \=99B*B

+<BBS>9@=>!c<=:*>@; +</*;,7*>*></*>,<;B</B B*c@<,@9;>"

]*;*+/9B:A,>
U/9+9/,@9; 5}

4_ 3U_
VL4,/<;>+9/,*/ DCD#!&C0%" DC(D!1C1("
A7<+*/9;@; ]/9MT DC0$!&C&1" DC#0!1C1#"
VaUNB*+*;B*;,+/9,*<>*T< DC&&!1C$&" DCD"!1C1H"
=*:AS=N,K3V>S;,7*,<>* 0C((!1C(#" 0CH$!1C1&"
@>9=*:AS=N,K3V>S;,7*,<>* 0C"$!1C(%" 0CH#!1C1%"
Y3VNB@/*A,*B K3V+9=S-*/<>*>:.:;@,.*,<0CH1!1C%$" 0CH0!1C1D"
*GA@;:A=*<>*VL4>:.:;@,V 0C""!1C%D" 0C%D!1C1""
c<=S=N,K3V>S;,7*,<>* 0C"D!1C(#" 0C("!1C1("
<=<;S=N,K3V>S;,7*,<>* 0C"0!1C(#" 0C(0!1C1&"
*=9;W<,@9; \<A,9/] 0C"D!1C((" 0C(0!1C1%"
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(J)%O#S功能分类
根据 4P]的分类体系%所有基因的功能可分为

# 大类#新陈代谢 ! *̂,<.9=@>-"’信息储存和加工
!2;\9/-<,@9; >,9/<W*<;B +/9A*>>@;W"’细胞加工和信
号传递!4*==:=</+/9A*>>*><;B >@W;<=@;W"及功能未知
!U99/=SA7</<A,*/@R*B"& 通过 4P]数据库获得的基
因功能分类结果见图 0& 从图中可以看出%大部分
的基 因 与 新 陈 代 谢 有 关 !4_% ""C1‘$ 3U_%
"(C#‘"%其次为信息储存和加工及细胞加工和信
号传递%有少部分基因功能未知& # 个大类还可进
一步分为 0& 个亚类%其中参与能量产生和转化
!M;*/WS+/9B:A,@9; <;B A9;c*/>@9;" 的占绝对优势

!4_% &HC1‘$ 3U_% &HC"‘"%其次为翻译’核糖体
结构和生物合成!a/<;>=<,@9;% /@.9>9-<=>,/:A,:/*<;B
.@9W*;*>@>"’氨基酸运输和代谢!V-@;9<A@B ,/<;>+9/,
<;B -*,<.9=@>-"’ 碳 水 化 合 物 运 输 和 代 谢
!4</.97SB/<,*,/<;>+9/,<;B -*,<.9=@>-"及翻译后修
饰’ 蛋 白 转 化 及 分 子 伴 侣 ! U9>,,/<;>=<,@9;<=
-9B@\@A<,@9;% +/9,*@; ,:/;9c*/% A7<+*/9;*>"相关的基
因%这 # 个次优势亚类的含量在 %C(‘到 &&C#‘之
间%并且在 4_和 3U_处理之间没有显著性差异&
在所有亚类中%仅有脂质转运和代谢!T@+@B ,/<;>+9/,
<;B -*,<.9=@>-" 这一亚类在 4_! (C&‘" 和 3U_
!#C$‘"处理间表现出统计上的显著性差异&

图 (&淹水稻田土壤微生物活性基因的 O#S功能分类
[@W:/*0?]*;*\:;A,@9;<=A<,*W9/@*>9\-@A/99/W<;@>-@; \=99B*B +<BBS>9@=>/*\*//@;W,94P]B<,<.<>*?! -*<;><>@W;@\@A<;,B@\\*/*;A*

!B X1C1"" 9\,7*+*/A*;,<W*9\,7@>A<,*W9/S.*,F**; 4_<;B 3U_,/*<,-*;,>?

(J*%F/?;:;2-G功能分类
根据 ):.>S>,*-的功能分类体系%所有基因划

分到 0H 个 >:.>S>,*-中!>:.>S>,*-=*c*=&%图 D"& 从
图中可以看到%这些 >:.>S>,*-在 4_和 3U_处理中
的 比 例 均 没 有 显 著 差 异& 其 中 碳 水 化 合 物
!4</.97SB/<,*>"代谢 >:.>S>,*-所占比例最大!4_%
&"C1‘$ 3U_% &#CD‘"%其次为蛋白代谢 !U/9,*@;
-*,<.9=@>-"’4=:>,*/@;WN.<>*B >:.>S>,*->’氨基酸及
其衍生物!V-@;9<A@B><;B B*/@c<,@c*>"代谢这 D 个

>:.>S>,*-%含量 均 在 &1‘ 以 上% 远高 于 其 他 的
):.>S>,*-&

与氮’磷’硫’钾等土壤关键营养元素代谢相关
>:.>S>,*-中的大部分基因与这 # 种营养元素的吸
收利用有关& 如氮代谢 !3@,/9W*; -*,<.9=@>-"相关
基因的大部分!4_% "#CH‘$ 3U_% "0C$‘"与氨同
化!V--9;@<<>>@-@=<,@9;"相关%其次为硝酸盐和亚
硝酸盐氨化!3@,/<,*<;B ;@,/@,*<--9;@\@A<,@9;"相关
基 因 ! 4_% 0DC$‘$ 3U_% 0DC1‘"& 磷 代 谢

%D1&
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!U79>+79/:>-*,<.9=@>-"相关基因的大部分 !4_%
(DCD‘$ 3U_% (DC#‘" 与磷酸盐代谢 !U79>+7<,*
-*,<.9=@>-"相关%其次为高亲和力磷酸盐转运和
UZP 调 节 子 的 控 制 ! Z@W7 <\\@;@,S +79>+7<,*
,/<;>+9/,*/<;B A9;,/9=9\UZP /*W:=9; " 相关基因
!4_% &%CH‘$ 3U_% 01CD‘"& 硫 代 谢 ! ):=\:/

-*,<.9=@>-"中大部分基因与无机硫同化 !2;9/W<;@A
>:=\:/<>>@-@=<,@9; " 相 关 ! 4_% (DCD‘$ 3U_%
((CD‘"& 钾代谢中的绝大部分基因!4_% $0C"‘$
3U_% $(CH‘"与钾平衡 !U9,<>>@:- 79-*9>,<>@>"即
与钾的吸收和转运相关&

图 )&淹水稻田土壤微生物活性基因的 F/?;:;2-G功能分类
[@W:/*D?]*;*\:;A,@9;<=A<,*W9/S9\-@A/99/W<;@>-@; \=99B*B +<BBS>9@=>/*\*//@;W,9):.>S>,*-?

(J+%DTSS功能分类
通过 和 _M]] 数 据 库 中 的 _P ! _M]]

P/,79=9WS" 数据库进行比对%得到不同层次的基因
功能分类& 从 _P=*c*=& 层次来看%淹水稻田土壤
微生物的大部分活性基因与新陈代谢! *̂,<.9=@>-"
相关!4_% (0C0‘$ 3U_% (0C$‘"%其次为遗传信
息加工!]*;*,@A@;\9/-<,@9; +/9A*>>@;W%4_% 01C$‘$
3U_% 0&C$‘" 和 环 境 信 息 加 工 ! M;c@/9;-*;,<=
@;\9/-<,@9; +/9A*>>@;W%4_% $C&‘$ 3U_% HC#‘"相
关基因%细胞过程!4*==:=</+/9A*>>*>"相关基因约占
#C1‘%人类疾病 !Z:-<; B@>*<>*>"及生物体系统
!P/W<;@>-<=>S>,*->" 相关基因含量在 &C#‘ 到
&C$‘之间& _P=*c*=0 层次上的基因功能分类见图

#& 从图中可以看到%微生物新陈代谢相关的活动主
要表现为氨基酸代谢’碳水化合物代谢及能量代谢$
蛋白翻译相关基因占遗传信息加工的大部分$信号
转导占环境信息加工的大部分%而细胞过程相关的
基因主要参与了细胞的生长和死亡& 从不同层次的
_P分类来看%4_和 3U_处理中的微生物代谢活动
均非常一致%仅氨基酸代谢 4_略高于 3U_处理&

_P=*c*=D 这一层次的分类即对应各种代谢通
路!+<,7F<S"%含量最高的前 D1 个 +<,7F<S见图 "%
这些 +<,7F<S的含量在 4_和 3U_处理之间比较一
致%统计上无显著性差异& 从图 " 可以看出最活跃
的 +<,7F<S为能量代谢中与 VaU产生直接相关的氧
化磷酸化!PG@B<,@c*+79>+79/S=<,@9;"%蛋白翻译过程
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图 *&淹水稻田土壤微生物活性基因在 DTSS0-B-0( 水平上的功能分类
[@W:/*#?]*;*\:;A,@9;<=A<,*W9/S9\-@A/99/W<;@>-@; \=99B*B +<BBS>9@=>/*\*//@;W,9_M]]=*c*=0?! -*<;><>@W;@\@A<;,B@\\*/*;A*!B X

1C1"" 9\,7*+*/A*;,<W*9\,7@>A<,*W9/S.*,F**; 4_<;B 3U_,/*<,-*;,>

中至关重要的氨酰N,K3V合成 !V-@;9<AS=N,K3V
.@9>S;,7*>@>"& 在前 D1 个 +<,7F<S中%属于氨基酸代
谢的有 % 个%覆盖了大部分氨基酸的代谢 +<,7F<S&
属于碳水化合物代谢的有 ( 个%其中最主要的为三
羧酸循环!4@,/<,*ASA=*!a4VASA=*""%其次为糖酵
解5糖异化 !]=SA9=S>@>5]=:A9;*9W*;*>@>"和丙酮酸
代谢!US/:c<,*-*,<.9=@>-"& 其余的 +<,7F<S与核苷
酸代谢’信号转导及跨膜运输等多种生理过程相关&

)%讨论

本试验通过环境转录组技术研究淹水状态下长
期施肥!3U_"及不施肥!4_"处理稻田土壤活性微生
物种类及其主要的代谢活动类型& 每个样品获得的
高质量序列数量在千万级别%测序深度在环境转录组
研究中居于前列(H% 01 ’0&) & 因此%目前技术条件下%本
研究能够较为全面地反映稻田土壤中各类活性微生
物种类!包括含量在 1C&‘以下的多个微生物门类"
及其功能基因的整体表达特征& 经过为期 0 周的淹
水过程%稻田土壤微生物的群落组成已经变的相当稳

定(00) & 本文研究结果表明%淹水稻田土壤中的活性
微生物种类繁多%跨越了三界分类系统%包括细菌’古
菌’真核生物及病毒%其中源于细菌的活性基因占绝
对优势%源于其余 D 类微生物的活性基因仅占很小的
比例& )7/*>,7<等(()在德国一个类似的淹水稻田土
壤中也观察到了相同的现象#在得到的 0&H 个 AY3V
克隆子中有 01H 个来自细菌%来自古菌和真菌的分别
只有 H 个和 0 个%这一结果与土壤中的细菌数量远大
于其他种类有关& 从细菌的组成来看% "1‘以上的
细菌活性基因源于 U/9,*9.<A,*/@<%在活性微生物中占
绝对优势%基于 &() /K3V水平的研究已多次证实该
门类在稻田土壤微生物中的优势地位(&#% 0D) %其他门
如 VA@B9.<A,*/@<’b*//:A9-@A/9.@<’]*--<,@-9;<B*,*>’
47=9/9\=*G@’L<A,*/9@B*,*>’3@,/9>+@/<*及 VA,@;9.<A,*/@<
均为稻田土壤中的常见门类(&0%0D ’0#) &

在门的分类水平上%4_和 3U_处理间活性微
生物组成比较一致%但 3U_处理中 VA@B9.<A,*/@<的
含量远高于 4_处理& VA@B9.<A,*/@<是一个命名较
晚的门%基于 &() /K3V基因的分析表明%该门类系
统 进 化 宽 度 ! +7S=9W*;*,@A ./*<B,7 " 仅 次 于
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图 +&转录子数量最多的前 )[ 个 DTSS9127C1: 及其百分比
[@W:/*"?a9+ D1 _M]]+<,7F<S>F@,7 -9>,<.:;B<;,,/<;>A/@+,><;B ,7*@/+*/A*;,<W*>@; \=99B*B +<BBS>9@=>?

U/9,*9.<A,*/@<%至少包含 0( 个显著不同的亚门
!>:.B@c@>@9;" (0") %尽管最近几年不断有新的纯培养
菌株分离的报道%但现有的这些菌株均属于其中的
" 个亚门%其他大多数的亚门仍缺乏代表性的纯培
养菌株 (0() & 基于纯培养菌株的生理学及基因组学
研究表明#该门类微生物能够利用多种碳源%但生长
比较缓慢%能够适应并耐受营养缺乏’干旱等不利环
境条件 (0% ’0H) & VA@B9.<A,*/@<广泛分布于理化性质

迥异的各种土壤环境 (0$ ’D1) %是土壤中仅次于
U/9,*9.<A,*/@<的第二大微生物类群 (D&) %其数量和组

成受 +Z值影响较大 (D0) %其他土壤理化因子及生物
因子如有机碳’氮’磷及纤毛虫数量等也有一定影
响 (D1 %DD) & 已有研究表明长期施用化肥对稻田土壤
中 VA@B9.<A,*/@<在总细菌中的相对含量影响不显
著 (&#)或对 VA@B9.<A,*/@<某些亚门有显著影响%但影

响程度较小 (0#) & 然而%本研究发现在 3U_处理土
壤中 VA@B9.<A,*/@<的基因转录活性远大于 4_处

理%可能是由于两种处理土壤中 VA@B9.<A,*/@<单个
细胞的活性具有较大差异%但这一现象背后的原因
还需要进一步的研究&

针对淹水条件下稻田土壤微生物主要代谢过
程%本研究采用 4P]’):.>S>,*-以及 _M]]D 种基
因功能分类数据库将其活性功能基因进行分类注释
研究& 尽管 D 种数据库的分类原则及分类层次不尽
相同%但分析结果基本一致#即在稳定的淹水状态下
稻田土壤微生物的核心代谢活动为能量获取及蛋白
代谢& 如 4P]分类中的能量产生和转化相关代谢
活动占绝对优势%):.>S>,*-分类中的碳水化合物代
谢%_M]]+<,7F<S中的氧化磷酸化及三羧酸循环$

而蛋白代谢相关的代谢活动体现在 4P]分类中的
氨基酸运输和代谢%翻译’核糖体结构和生物合成%
):.>S>,*-分类中的蛋白代谢%_M]]+<,7F<S中的
氨酰N,K3V合成等& 能量获取及蛋白代谢这 0 大类
代谢活动类型的优势地位在其他环境微生物转录组
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学研究中也被多次发现%如深海沉积物与淹水稻田
土壤均处于缺氧状态%具有一定的环境可比性%研究
人员也发现深海底泥中微生物的氨基酸代谢和碳水
化合物代谢是优势代谢类型 (&&) $而在一处污水处理
系统的活性淤泥中 (D#) %以及小猪肠道中 (D") %碳水化
合物代谢’蛋白代谢也被发现是其中微生物的优势
代谢类型& 其他代谢类型大部分与这 0 大类核心代
谢类型紧密相关%如在氮’磷’硫’钾等土壤关键营养
元素代谢相关的功能基因中%与这些元素同化吸收
相关的基因表达量最高%而这些元素被大量吸收进
入细胞很大程度上是微生物蛋白代谢及能量获取的
需要%因为氮和硫是蛋白合成的主要原料%而磷是能
量代谢中心物质三磷酸腺苷!VaU"的关键成分%钾
对维持细胞内渗透压平衡具有重要作用&

通过对单个基因表达量的统计分析%表明表达
量最高的 &1 种基因均与微生物的基本代谢活动相
关%如物质的运输’蛋白的合成等& 表达量最高的为
VL4,/<;>+9/,*/编码基因%在其他多种环境样品中
均发现了该蛋白的大量表达%如水体 (D() ’土壤 ((%H) %
这可能是由于 VL4N,S+*,/<;>+9/,*/在细菌’古菌及
真核生物中均是最活跃的物质跨膜转运系统之一&
此外%4_和 3U_处理土壤中的微生物代谢活动类
型非常一致%仅在个别的功能分类中表现出很小的
差异& 尽管经过了长期的施肥处理%3U_处理稻田
土壤和 4_处理稻田土壤的 +Z值和营养盐浓度并
没有表现出明显的差异%总氮’总碳’铵态氮和硝态
氮等主要营养盐指标均差异极小或无显著性差
异 (&") %可能是 4_和 3U_处理土壤微生物代谢活性
非常一致的原因& 一般认为%施肥的长期效应和短
期效应具有一定的差异 (D%) %短期施肥可能显著刺激
土壤微生物的活性 (DH) %而经过长期的施肥过程%土
壤理化环境及整个土壤生态系统已经趋于稳定%微
生物群落对施肥的响应也会逐渐变弱 (&#% D$) & 此外%
大气氧通常能够扩散至淹水稻田土壤表层 0--深
处%形成一个极小的有氧微域 (00% #1) %由于技术所限%
本研究未能区分淹水土壤的好氧与厌氧微域微生物
过程%而将表层与深层土壤均匀混合%代表了微生物
群落在好氧土壤表层及厌氧土壤深层的主要代谢类
型%未来仍需对淹水稻田生态系统典型微域环境中
的土壤活性微生物主要生理代谢过程进行深入研
究&

综上所述%本文通过环境转录组技术对淹水状

态下 4_和 3U_处理稻田土壤活性微生物种类及
代谢活动类型进行了全景式的描述%发现在稳定的
淹水状态下%稻田土壤中的活性微生物种类跨越三
界分类系统%以细菌中的U/9,*9.<A,*/@<为优势门类%
VA@B9.<A,*/@<在 3U_处理土壤中的活性显著高于
4_处理土壤& 淹水稻田土壤微生物的核心代谢活
动为能量获取和蛋白代谢%在 4_和 3U_处理土壤
中微生物代谢活动类型非常一致& 本研究中检测到
的大量微生物代谢类型表明环境转录组学技术是研
究稻田土壤微生物整体代谢特征的强大工具& 此
外%根据研究需要%研究人员还可以单独针对某些具
体的生物学过程!如三羧酸循环"或某类物质的代
谢通路!如甲烷代谢"进行深入分析& 值得注意的
是%环境转录组学技术也有其局限性%转录组数据必
须和已有的蛋白数据库进行比对后才能确定其基因
功能组成%因此转录组技术只能分析已知的蛋白功
能& 然而自然环境中存在许多不可培养微生物%其
大量的蛋白功能目前仍是未知的%因此在环境转录
组数据中必然会存在相当一部分功能未知的蛋白序
列 (0&) & 尽管因此%环境转录组学技术在微生物群落
及特定功能微生物基因表达特征研究方面仍具有广
阔的应用前景%如与环境基因组技术相结合%将会在
环境微生物生理生态研究中发挥更加重要的作用&
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