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摘要：【目的】以不同含盐量的滨海盐土、内陆盐碱土和中等肥力非盐碱土壤为实验对象，探讨花生种

子在吸水膨胀与萌发过程中，不同类型盐碱土对种子际土壤微生物多样性变化的影响。【方法】采集不

同含盐量的滨海盐土、内陆盐碱土和中等肥力非盐碱土壤，通过对各样品中细菌的 16S rRNA 基因的

V3-V4区进行 PCR扩增，利用 Illumina Hiseq高通量测序技术对 12份 V3-V4高变区 PCR产物进行测

序，并对测序数据进行生物信息学分析。【结果】(1) 盐碱土壤的种子际细菌群落多样性高于非盐碱土

壤，且以东营青坨滨海盐土种子际土壤细菌群落多样性较高。(2) 不同类型土壤样本微生物群落结构在

纲水平存在明显差异。4 种土壤类型种子际土壤细菌共分属于 6 个菌纲，分别为 Proteobacteria、

Actinobacteria、Actinobacteria、Bacteroidetes、Acidobacteria 和 Firmicutes 菌纲，并均以 Proteobacteria

和 Actinobacteria 菌纲为主要菌纲。全样本菌落结构分析结果表明，4 种类型土壤中不同吸胀时间内种

子际微生物菌落在门、属水平上的类型和丰度差异最为显著(P<0.05)。(3) beta多样性分析和各样本遗传

距离(phylogenetic distances)聚类树图分析表明，4个土壤类型的 12个土壤样本种子际土壤中微生物群落

均可聚为 2大类。【结论】土壤含盐量越高其种子际土壤细菌群落多样性较高。不同类型土壤样本微生

物群落结构在纲水平存在明显差异，以 Proteobacteria和 Actinobacteria菌纲为主要菌纲。种子吸胀萌发

时间影响种子际微生物菌落在门、属水平上的类型和丰度，但对相同土壤类型样本间遗传距离无影响。 
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种子萌发是一个复杂的多步骤过程，容易受

到机械伤害、病害和环境胁迫的影响，也被认为

是植物生活周期中最重要和最脆弱的阶段，对于

一年生和二年生植物，种子的成功萌发更为重要。

种子萌发起始于水分吸收(吸胀)，结束于胚轴的伸

出，通常是胚根突破周围结构，为随后的幼苗生
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长做准备[1–2]。种子萌发过程中种子内部产生的吸

胀作用、呼吸作用与能量产生、DNA和蛋白质的

修复等重要生理变化、差异蛋白质组分析以及萌

发过程中下胚轴-胚根细胞的伸长、代谢活性的迅

速增加等关键事件的发生发展与种子外部土壤微

域环境相辅相成，环境变更或管理分异对土壤微

域结构的影响以及微域环境对土壤微生物多样性

的调控都是非常重要的因素[3]。 

“种子际”是指距离种子表面 1–10 mm内受到

种子萌发影响的区域[4]，是种子萌发过程中形成的

微生物活跃区域，富于微生物群落的形成和功能

的瞬时演替特性，对根际微生物的定殖和植物的

生长发育具有独特的生态学意义[5]。种子际固有微

生物群落是种子微生物生态的重要组成部分，它

们与种子萌发过程的分泌物和土壤微生物群落密

切相关。种子萌发过程中有机物的分泌释放是植

物与病原微生物以及土壤微生物之间相互作用主

要的驱动力[6–7]。由于盐碱土壤的有机质含量、酸

碱度、水分及土壤母质的不同，与此环境相适应

的土壤微生物种类各异，加之盐碱胁迫危害，缺

苗断垄是盐碱地作物生产中常见的现象，也是限

制作物高产高效的重要制约因素。花生属中等耐盐

作物，苗全、苗齐是盐碱地花生高产高效的重要环

节。花生种子较大，单粒种子约是小麦、玉米种子

的 18–45倍和 2–6倍，是耐盐碱作物谷子、高粱种

子的 256–466倍和 30–50倍，其萌发出苗历时长、

吸水量大、种子与种子际土壤环境密切，开展盐碱

土花生种子吸水萌发过程中种子际土壤微生物多

样性、菌群结构和功能的研究具有重要意义。以往

关于土壤微生物与种子萌发的研究多集中在土壤

灭菌、不同类型细菌、链霉菌等对种子萌发、幼苗

生长和土壤微生物的影响，以及种子内生菌类群等

方面[8–13]，但有关盐碱地花生种子吸水萌发过程中

种子际土壤微生物菌群变化的研究鲜见报道，为

此，本试验以不同类型盐碱土壤和非盐碱土壤为对

象，利用 lllumina Hiseq高通量测序技术(基于边合

成边测序原理)直接从土壤中提取总 DNA，构建细

菌 16S rRNA基因克隆文库，对盐碱地花生种子吸

水萌发过程中种子际土壤微生物的菌群结构比较

分析，旨在为进一步了解盐碱土壤微生物多样性、

结构和功能以及盐碱地花生保全苗、促早发和建立

盐碱地高产优质栽培技术规程提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  土样采集 

盐碱地土壤样品分别采自山东省东营市利津

县汀罗镇毛坨村、垦利县青坨村和聊城高唐，非

盐碱土壤采自山东省花生研究所莱西试验站。其

中山东省东营市利津县汀罗镇毛坨村、垦利县青

坨村和聊城高唐的土壤类型均为潮土类盐化潮土

亚类、青岛莱西土壤类型为褐土类潮褐土亚类，

东营市利津县和垦利县均属黄河三角洲地区滨海

盐碱土区，土壤盐渍化明显，而聊城高唐土壤为

内陆盐碱土壤，次生盐渍化强烈，莱西土壤则为

非盐碱土壤。利津县汀罗镇毛坨村和垦利县青坨

村盐碱土壤前茬均为棉花，聊城高唐的土壤和莱

西土壤前茬均为玉米。各土壤样本盐分含量、有

机质含量和 pH值如表 1。供试花生品种为大花生

品种花育 25号，百仁重 102.5 g。 

将风干后的土壤过 3 mm 筛后分别装入高  

12 cm、内径 10 cm同批次、同重量塑料盆，每盆

装土量 780 g，每种土壤装 15盆，之后每盆中浇

入同等体积的水，使土壤含水量刚好控制在田间

持水量范围内，人工气候室内自然蒸发至土壤含

水量为 60%–70%时进行播种。每盆播种 10 粒花

生种子，每粒种子间距控制在 1 cm，播深一致控

制在 3 cm。于播种后 2 h计为种子吸水膨胀开始



584 Zhimeng Zhang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2017, 57(4) 

actamicro@im.ac.cn 

并计时，东营毛坨、莱西青岛、聊城高唐和东营

青坨各样品于吸水膨胀 24 h时采集的种子际周围

样品编号分别为 HSS1、HSS2、HSS3、HSS4，     

48 h和 72 h采集种子际周围土壤样品依次编号为

HSS5、HSS6、HSS7–HSS12 (表 1)。每次采集      

5盆即 5个重复，将采集的 5个重复的样品混匀，

装入无菌袋中，置于−20 °C冰箱保存备用。低温

保存土壤样品由北京诺赛基因公司进行测定。 

表 1.  供试土壤样品性状与处理 

Table 1.  Characteristics and treatment of soil samples for test 

Sampling sites 
Water absorption and seed dilation time Salt contents  

in soil/(g/kg) 
Organic contents  
in soil/(g/kg) 

pH 
24 h 48 h 72 h 

Maotuo, Dongying (东营毛坨) HSS1 HSS5 HSS9 1.54 5.49 8.70

Laixi, Qingdao (青岛莱西) HSS2 HSS6 HSS10 0.68 12.39 7.65

Gaotang, Liaocheng (聊城高唐) HSS3 HSS7 HSS11 2.28 10.57 8.80

Qingtuo, Dongying (东营青坨) HSS4 HSS8 HSS12 3.54 8.03 8.55

 

1.2  土壤 DNA提取 

收集所得土壤样品利用OMEGA土壤总DNA

提取试剂(OMEGA soil DNA kit)盒进行提取。所得

DNA采用 1.5%琼脂糖凝胶电泳和 Nanodrop 2000 

分光光度计检测 DNA的纯度和浓度。 

1.3  16S rRNA文库构建及高通量测序 

稀释后的基因组 DNA 利用引物 340F：

CCTACGGGNBGCASCAG以及 805R：GACTAC 

NVGGGTATCTAATCC 对 16S rRNA 基因的

V3-V4区进行扩增。扩增程序如下：95 °C预变性

3 min；30 个循环包括(95 °C 30 s；50 °C 30 s；

72 °C 60 s)；72 °C 7 min。PCR产物使用 1.5%浓

度的琼脂糖凝胶进行电泳检测；根据 PCR产物浓

度进行等浓度混样，充分混匀后使用 0.5×TBE 浓

度 1.5%的琼脂糖胶电泳纯化 PCR产物，回收目标

条带。产物纯化试剂盒使用的是 QIAGEN公司的

MinElute 胶回收试剂盒。最后使用 HiSeq2500 进

行 250PE测序。 

1.4  生物信息学分析 

测序得到的原始数据(Raw Data)，存在一定

比例的干扰数据(Dirty Data)，为了使信息分析

的结果更加准确、可靠，使用 SOAPdenovo 对

原始数据进行拼接、过滤，得到有效数据(Clean 

Data)。 

然后基于有效数据进行 OTUs (Operational 

taxonomic units)聚类和物种分类分析，并将 OTU

和物种注释结合，从而得到每个样品的 OTUs 和

分类谱系的基本分析结果。再对 OTUs进行丰度、

多样性指数等分析，同时对物种注释在各个分类

水平上进行群落结构的统计分析。最后在以上分

析的基础上，可以进行一系列的基于 OTUs、物种

组成的聚类分析，PCoA 和 PCA 统计比较分析，

挖掘样品之间的物种组成差异，并结合环境因素

进行关联分析。 

2  结果和分析 

2.1  样本的有效序列数据量 

对所得原始测序序列进行过滤后发现，供试

样本有效序列条数在 86211–179138 间，HSS6 样

品有效序列条数最小，HSS12样品最大，12个样

本的有效序列条数总和为 1592117 (表 2)。样品序

列平均长度相近，在 437.76–451.83 bp。 
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表 2.  土壤样本的有效序列统计 

Table 2.  Statistics results of effective sequences for twelve soil samples 

Item Sampling sites 
Water absorption and seed dilation time 

24 h 48 h 72 h 

The original data log 

Maotuo, Dongying (东营毛坨) 189358 137057 155135 

Laixi, Qingdao (青岛莱西) 159317 108222 168808 

Gaotang, Liaocheng (聊城高唐) 160090 160140 140259 

Qingtuo, Dongying (东营青坨) 222039 147991 216381 

Data log after quality control 

Maotuo, Dongying (东营毛坨) 161242 116879 126806 

Laixi, Qingdao (青岛莱西) 135999 91076 134179 

Gaotang, Liaocheng (聊城高唐) 136420 136035 114611 

Qingtuo, Dongying (东营青坨) 183924 127688 179138 

Number of sequences 

Maotuo, Dongying (东营毛坨) 153999 111253 126806 

Laixi, Qingdao (青岛莱西) 128685 86211 134179 

Gaotang, Liaocheng (聊城高唐) 129979 129327 114611 

Qingtuo, Dongying (东营青坨) 175789 122140 179138 

Average length 

Maotuo, Dongying (东营毛坨) 450.37 451.02 450.96 

Laixi, Qingdao (青岛莱西) 443.25 451.83 437.76 

Gaotang, Liaocheng (聊城高唐) 450.79 448.76 450.44 

Qingtuo, Dongying (东营青坨) 446.03 450.98 451.18 

 

2.2  Alpha多样性分析 

Alpha多样性(alpha diversity or α diversity)是

指单个样本的多样性。Alpha多样性指标包括丰富

度指数 (Chao1、ACE)、多样性指数 (Shannon、

Simpson)、覆盖率(Goods_coverage)和样品中 OTU

的个数(Observed_species)等，不同的多样性指数

反映土壤微生物群落功能多样性的不同方面。 

2.2.1  稀释曲线：稀释曲线是利用已测得 16S 

rRNA 序列中已知的各种 OTU的相对比例，来计

算抽取 n个读长(reads)时出现 OTU数量的期望值，

然后根据一组 n值与其相对应的 OTU数量的期望

值(此处采用 Chao1 算法估计)，利用 R 软件做出

曲线。当曲线趋于平缓或者达到平台期时也就可

以认为测序深度已经基本覆盖到样品中所有的物 

种；反之，则表示样品中物种多样性较高，还存

在较多未被测序检测到的物种。检测结果表明，

12 个土壤样本的稀释曲线均近乎同时趋于平缓，

但样品HSS3、HSS7和HSS11到达平台期的Chao1

丰富度指数低于其他样本。表明再增加 12个土壤

样本的测序量(横坐标)，对 OTU数(纵坐标)的增长

贡献不大，说明测序量足够，已经基本覆盖到样品

中所有的物种。各样品Chao1值以样品HSS3、HSS7

和 HSS11较低，在 13244.71以下，其样本中物种

多样性相对较低；而以HSS4、HSS8、HSS9的 Chao1

值较高，在 15146.33 和 15453.63 之间，其样本中

物种多样性较丰富(表 3)。毛坨种子际土壤 Chao1

值随种子吸水膨胀萌发时间延长增大，而青坨土壤

Chao1值则减小，莱西和高唐土壤变化各异。 

2.2.2  Shannon-Wiener指数：利用各样本在不同

的测序量时微生物多样性指数构建曲线，以此来
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反映各样本的物种多样性随着测序量的变化情

况。如果每一个体都属于不同的种，多样性指数

就最大，反之最小。结果显示，各样品 Shannon

指数以样品 HSS3、HSS7和 HSS11较小，在 10.63

和 10.83之间，其样本群落多样性较少；而以HSS4、

HSS8、HSS10和 HSS12的 Shannon指数较高，在

11.34和 11.50之间，其样本群落多样性较丰富(表 3)。

聊城高唐内陆盐碱土花生种子际土壤细菌群落多

样性较小，而东营青坨土壤种子际土壤细菌群落

多样性较大，尤以种子吸胀 72 h后种子际土壤细

菌群落多样性最大。莱西土壤和青坨土壤种子际

土壤细菌群落多样性随种子吸胀萌发时间延长表

现增大趋势。 

2.2.3  Simpson指数：Simpson指数是用来估算样

品中微生物多样性指数之一，其取值区间是 0–1，

当样品中只有一个物种时(即所有序列都代表同

一个物种)，值为 0；当样品中各物种均匀分布时，

值为 1，此时样本中物种多样性最大。Simpson指

数值越大，越均匀，群落多样性越高。结果显示，

各样品 Simpson指数均在 0.996以上，接近于 1，

但样品 HSS3、HSS7和 HSS11的 Simpson指数相

对较小，均在 0.998 以下，而 HSS10、HSS8 和

HSS12的 Simpson指数相对较高，分别为 0.9988、

0.9989和 0.9991。HSS10、HSS8和 HSS12样品的

群落多样性较高，除毛坨盐碱土外，青坨、高唐

盐碱土和莱西非盐碱土种子际土壤 Simpson 指数

均随种子吸水膨胀萌发时间延长而增大。 

2.2.4  ACE、coverage和 observed_species指标：

表 3看出，以 HSS3、HSS7和 HSS11样品文库覆

盖率(Goods_coverage)较高，均在 0.959 以上，

HSS2、HSS6 和 HSS10 样品文库覆盖率在 0.950

以下，表明 HSS3、HSS7和 HSS11样品中序列绝

大多数被测出，其中序列未被测出的概率较低。

各样品菌落丰富度指数 ( A C E )和 Q T U 个数

(Observed_species)均以 HSS3、HSS7和 HSS11较

低，其 ACE在 13648.16以下、QTU个数在 8689

和 9001间，样本中物种种类相对较少；而 HSS4、

HSS8、HSS12的 ACE和 QTU个数较高，分别为 

表 3.  各种子际土壤样品 Alpha 多样性指标计算结果 

Table 3.  Alpha diversity index calculation results of different samples in spermosphere soil 

Soil samples Good_coverage Chaol ACE Shannon Simpson Observed_species 

HSS1 0.9528 14636.77 15241.22 11.1535 0.9986 9765 

HSS2 0.9401 13971.60 15078.84 11.2691 0.9987 9404 

HSS3 0.9592 12893.65 13293.21 10.6262 0.9967 8690 

HSS4 0.9537 15453.63 15721.09 11.3426 0.9987 10208 

HSS5 0.9548 15037.81 15353.34 11.1200 0.9984 9890 

HSS6 0.9422 13962.05 14690.46 11.3368 0.9987 9532 

HSS7 0.9591 13244.71 13648.16 10.8339 0.9975 9001 

HSS8 0.9545 15156.22 15611.13 11.3614 0.9989 10355 

HSS9 0.9538 15146.33 15463.42 11.2314 0.9987 9978 

HSS10 0.9482 14076.41 14590.49 11.3918 0.9988 9733 

HSS11 0.9598 13217.67 13530.35 10.8156 0.9978 8833 

HSS12 0.9561 15087.89 15653.27 11.5014 0.9991 10526 
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15611.13–15721.09 和 10208–10526，其样本中物

种种类较丰富。随种子吸水萌发时间延长，不同土

壤类型种子际土壤样品菌落 ACE、Goods_coverage

和 Observed_species变化不同，随花生种子吸水萌

发时间延长，青坨和莱西土壤种子际样本序列被

检测出的概率增加，其样本物种种类增加，而莱

西土壤样本群落丰富度指数下降。 

2.3  物种分类及样本间差异比较  

2.3.1  单样本物种分类：根据 OTU 分类学注释结 

果对每个样品进行物种分类鉴定。选用第二分类层

次即纲水平的分类结果，绘制不同土壤类型、花生

种子吸水膨胀不同时间时种子际物种分类图(图 1)。

仅列出代表性的东营毛坨土壤 HSS1 样本 24 h (图

1-A)、青岛莱西土壤 HSS6样本 48 h (图 1-B)、聊城 

 

 
图 1.  花生种子萌发时间与种子际土壤中微生物群落纲层次分类结果 

Figure 1.  Classification results of soil microbial colonies in the spermosphere seed germination. HSS1, HSS6, 
HSS11 and HSS8 show the characteristics of different samples in spermosphere soil of Dongying Mao tuo 24 h, 
Qingdao Laixi 48 h, Liaocheng Gaotang 72 h and Dongying Qing tuo 48 h under different seed germination times. 
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高唐土壤HSS11样本 72 h (图 1-C)和东营青坨土壤

HSS8样本 48 h (图 1-D)种子际物种分类图 4个，

其余 8个物种分类图略。图 1看出，各类型土壤

各种子际样本菌落共发现 14 个菌纲，其中以  

Actinobacteria、Alphaproteobacteria、Deltaproteobacteria、

Gammaproteobacteria 和 Acidobacteria-6 五个菌

纲为 12 个样本各吸水萌发时间共有，其占比平

均值分别为 14.02%、21.72%、5.43%、6.02%和

4.95%，以 Alphaproteobacteria、Actinobacteria和

Gammaproteobacteria为主要菌纲，各种子际土壤

中丰度极低的其他菌纲类所占比例平均值为

28.23%。东营毛坨、聊城高唐和东营青坨 3种盐

碱土中花生种子萌发时不同时间种子际土壤中

丰度极低的其他菌纲类所占比例平均值均在 1/3

左右，分别为 29.83%、30.67%和 28.67%，青岛

莱西非盐碱土壤中的比例较小，仅为 23.77%。莱

西非盐碱土壤花生种子吸水萌发 24 h 时，

Acidimicrobiia 菌纲占比 3.2%，低于其他土壤

1.5–2.7倍，而后则未发现此菌纲；毛坨土壤中未

发现 Thermoleophilia菌纲，但莱西非盐碱土壤中

此菌纲占比在 10%以上，高于高唐和青坨盐碱土

壤 1 倍左右。Gemmatimonadetes、Gemm-5 和

Methanobacteria菌纲仅分别在莱西土壤 24 h、高

唐土壤 72 h和青坨土壤 24 h种子际样本中检出，

其占比分别为 3.4%、4.0%和 4.5%。菌纲则仅在毛

坨 土 壤 中 检 出 其 占 比 在 3.4%–3.8% 。

Betaproteobacteria 菌纲在毛坨和高唐土壤中不存

在，而在莱西和青坨土壤中平均占比分别为 4.97%

和 3.5%。高唐土壤种子际样本的 unclassified菌纲

在 3.3%左右。可见，不同类型土壤上花生种子吸

水萌发时间种子际土壤微生物菌落结构在纲水

平存在明显差异，盐碱土壤中菌群结构在纲水平

更为丰富。 

2.3.2  目水平全样本菌落结构分析：图 2表明，4

种类型土壤种子际微生物菌落在目水平上共有 13

个，各土壤类型间各菌目丰度明显不同，其中未

分类的菌属丰度均在 10%以上，并以采自聊城高

唐和东营毛坨的种子际土壤样本未分类菌目丰度

较高，在 15%–20%左右，其余 2种土壤中的丰度

在 10%左右，而且未分类菌目的丰度在毛坨和莱

西种子际土壤中均随花生种子吸胀萌发时间延长

而降低，而在高唐和青坨种子际土壤中表现刚好

相反。4种类型土壤种子际微生物其他类菌目所占

比例有差异，除莱西土壤占比较小在 20%–25%外，

其余 3 中土壤种子际占比均在 30%以上，且高唐

土壤种子际占比最高，为 30%–35%。 

各土壤类型种子际均以 Actinomycetales、

Rhodospirillales、Sphingomonadales、Xanthomonadales、

Rhizobiales、Acidimicrobiales、Solirubrobacterales、

iii1−15和 Bacillales为主要菌目，但在不同土壤类

型种子际样本中丰度各不相同，各土壤类型种子

际主要菌目均存在 Actinomycetales 菌目，但其所

占比例差异较大，莱西非盐碱土壤种子际占比最

高，约在 20%–25%，毛坨盐碱土种子际次之，占

比 15%左右，青坨土壤种子际占比 10%左右，高

唐土壤占比最低，仅为 5%左右。Rhodospirillales

菌目在高唐土壤中丰度为 10%–20%，且随花生种

子吸水萌发时间延长幅度降低；Rhizobiales 菌目

在莱西土壤、东营毛坨和东营青坨土壤种子际的

丰度均在 5%以上，而在高唐土壤种子际仅在 3%

左右。表现出花生种子际土壤微生物群落在目水

平上的多样性和对土壤环境变更或管理分异对土

壤微域结构的影响以及微域环境对土壤微生物多

样性的调控。 
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图 2.  各组全样本在目水平的菌落结构柱状图 

Figure 2.  Histogram of microflora structure from twelve samples at the level of order. A, B, C and D show the 
colonies were grouped into order level. Samples sequentially were collected from Dongying Maotuo, Qingdao 
Laixi, Liaocheng Gaotang and Dongying Qing tuo spermosphere soil under different seed germination times. 

 
2.3.3  全样本科水平的菌落结构分析：图 3表明，

4 种类型土壤种子际微生物菌落在科水平上共有

33个菌科，各土壤类型间各菌科丰度明显不同，

其中未分类的菌科和其他菌科丰度之和约在 60%

以上，其他菌科丰度在 25%–35%，未分类的菌

科丰度在 25%–55%，高唐土壤种子际样品未分
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类的菌科丰度高达 50%以上，东营毛坨 other

菌科丰度在 35%左右。未分类菌科的丰度在毛

坨和莱西种子际土壤中均随花生种子吸胀萌发

时间延长而增大，而在高唐土壤种子际样本中

表现刚好相反的趋势。4 种类型土壤种子际微

生物其丰度在前 6 位的主要菌科类型差别较

大，共有 19 个菌科，其中又以 Actinomycetales、

Xanthomonadaceae 、 Sphingomonadaceae 、

Gaiellaceae、Rhodospirillales等菌科为主要菌科，

其丰度均在 5%左右，其余菌科丰度均低于 5%。

表现出花生种子际土壤微生物群落在目水平上

的多样性和对土壤环境变更或管理差异对土壤

微域结构的影响以及微域环境对土壤微生物多

样性的调控。 

 

图 3.  各组全样本在科水平的菌落结构柱状图 

Figure 3.  Histogram of microflora structure from twelve samples at the level of family. A, B, C and D show the 
colonies were grouped into family level. Samples sequentially were collected from Dongying Maotuo, Qingdao 
Laixi, Liaocheng Gaotang and Dongying Qing tuo spermosphere soil under different seed germination time. 
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2.4  Beta多样性分析  

2.4.1  OTU丰度 heatmap图：图 4可见，不同土

壤类型相应 OTU包含的序列数丰度值各不相同，

不同来源土壤包含 OTU序列表现明显差异，东营

毛坨盐碱土种子际HSS1、HSS5和HSS9样本OTU

丰度值较大，莱西非盐碱土种子际 HSS2、HSS6

和 HSS10 样本 OTU 丰度值较小。依据 4 个土壤

类型的 12 个不同吸水时间种子际土壤样本 top50

个 OTU 丰度值，可将其聚为 3 大类，其中，

ID368490和 146917单独聚为 1类，其余 48个OTU

聚为 2大类。OTU丰度聚类仅与土壤类型有关，

而与其种子萌发时间无关。 

2.4.2  样本聚类树图：图 5 表明，4 种土壤类型

12个样本的遗传距离(Phylogenetic distances)亦聚

为 2大类 4小类，非盐碱土壤的 HSS10、HSS6和

HSS2的 3个样品的遗传距离相近而聚为一类，其

余 3 个盐碱土壤花生根际样本聚为一类，且相同

土壤类型的不同萌发时间样品遗传距离相近而聚

为一类。 

2.4.3  样本间相似度比较 PCoA图：由图 6可知，

主成分 1(PC1)可以解释所有变量方差的 34.83%，

主成分 2(PC2)可以解释所有变量方差的 20.02%，

前两个主成分共解释了总变异的 54.85%，第 3主

成分可以解释所有变量方差的 16%左右，第 4 至 

 

 

图 4.  样本间 OTU 丰度聚类结果 

Figure 4.  OTU abundance between samples clustering results. 
 



592 Zhimeng Zhang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2017, 57(4) 

actamicro@im.ac.cn 

 

 

图 5.  各样本遗传距离聚类树图 

Figure 5.  Phylogenetic distances clutering tree based 
on the 16S rRNA sequences of the clones obtained 
from four types of soil. 

第 12主成分的方差贡献率较小，均在 5.0%左右，

尤其第 12主成分的方差贡献率接近 0(图 6-Ⅰ)。4

组样本分布于不同象限，其相似度差异较大，聊

城高唐 C 组土壤样品与第 1、2 主成分均为正相

关关系，东营毛坨 A组土壤样品与第 1主成分为

正相关关系而与第 2主成分为负相关关系，B组

与第 2主成分为正相关关系而与第 1主成分为负

相关关系，D 组则与第 1、2 主成分均为负相关

关系(图 6-Ⅱ)。可见，土壤类型对土壤微生物类菌

群类型影响较大，12 个土壤样本依据土壤含盐量

高低和种子际微域环境聚为 2 大类 4 小类，即同 

 

 

图 6.  基于 unweighted unifrac 距离的样本间相似度比较 PCoA 图 

Figure 6.  Similarity comparison based on unweighted unifrac distances of the clones obtained from four types of 
soil. Letter A, B, C, D represent as samples from spermosphere soil in Dongying Maotuo, Qingdao Laixi, 
Liaocheng Gaotang and Dongying Qing tuo respectively. 

 

一类型土壤聚为一类而不受花生种子吸胀萌发时

间的影响。 

3  讨论和结论 

3.1  土壤类型对微生物多样性的影响 

土壤微生物物种的多样性是指土壤生态系统

中微生物的物种丰富度和均一度，是微生物多样性

的最直接表现形式。根据原位的、不经培养的微生

物系统发育学研究发现，自然界中 95%–99%的微生

物种群尚未被分离培养或描述过，从而推算地球上

仅细菌就有 10万–50万种[14–16]。对甘肃环县草地可

培养细菌分离后发现，平均每 1 g土壤有 65个不同

的细菌种群，细菌总量为 4.51×109–1.74×1010 CFU/g

土壤，不同牧草根际细菌数量、种类和优势种群

均存在差异[17]。美国威斯康星农田土壤的微生物
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约 98%的物种属于细菌 [18]，多种土壤杆菌属

(Agrobacterium spp.)明显集中在植物的根际，根际

土壤中的土壤杆菌比非根际土壤高 1000倍，且沙

土有利于其生长[19]。北京地区和山东地区典型蔬

菜地土壤细菌种群中优势种群均为变形细菌，但

是土壤细菌多样性降低，这可能与典型菜田的多

年连作，种植蔬菜种类单一直接相关。水稻旱育

栽培下变形菌门 α-变形菌纲和 γ-变形菌纲、拟杆

菌门、绿弯菌门、硝化螺旋菌门、酸杆菌门、芽

单胞菌门、浮霉菌门和放线菌门比例上升，而厚

壁菌门、变形菌门 β-变形菌纲的比例下降。对土

壤细菌优势群落的功能分析发现，旱育秧能够显

著促进根际与土壤养分转化密切相关的硝化细

菌、固氮菌、氨氧化菌、光合细菌、解磷菌和解

钾菌的繁殖。同时，旱育秧根际土壤中与根系生

长密切相关的根际促生菌的数量显著提高[20–21]。 

在盐碱土的细菌、放线菌和真菌 3大类群中，

细菌占绝对优势，其次是放线菌，真菌数量最少；

天津滨海盐碱土、河西走廊东端盐碱土壤中和新

疆平原荒漠盐渍草地中微生物数量均以细菌占绝

对优势，占总菌数的 99%，真菌和放线菌占

1%[22–24]。细菌数量与土壤全盐含量呈显著负相

关，土壤盐害程度越高，微生物数量越少，土壤

细菌的数量分布从大到小为轻度盐化土、中度盐

化土、重度盐化土和盐土[6,20,22,25]，充分反映了以

盐害为主导因子的土壤环境条件的综合影响。本

研究结果表明，聊城高唐内陆盐碱土花生种子际

土壤微生物群落多样性较小，而东营青坨土壤种

子际土壤微生物群落多样性较大，尤以种子吸胀

72 h后种子际土壤微生物群落多样性最大。盐碱土

壤中菌群结构在纲水平更为丰富且不同类型土壤

样本种子际微生物菌落结构在纲水平存在明显差 

异。在Proteobacteria、Actinobacteria、Actinobacteria、

Bacteroidetes、Acidobacteria 和 Firmicutes 6 个优

势菌纲中，以 Proteobacteria和 Actinobacteria为主

要菌纲，其所占比例分别在 31.9%和 16.8%以上，

东营毛坨盐碱土壤中 Bacteroidetes 菌纲占比

3.8%，其余 3种土壤中未发现，Firmicutes菌纲在

非盐碱土壤中占比为零。在门水平上丰度均以

Proteobacteria和 Actinobacteria菌门丰度较高，平

均丰度分别为 35%和 25%左右，二者丰度差异主

要表现在非盐碱土壤和东营青坨盐碱土壤种子

际，非盐碱土壤种子际 Proteobacteria 丰度小于

Actinobacteria。在属水平上，未分类的菌属丰度

均在 68%以上，除 Sphingomonadaceae 属在 4 种

类型土壤中丰度均较大且在非盐碱土壤种子际最

高、聊城高唐土壤种子际最低。可见，不同类型

土壤花生种子际土壤含盐量、有机质含量、pH和

电导率等是制约花生种子际微域环境的重要因

子，通过调控种子际各相关因子，改善土壤微域

生态环境，增强种子际土壤中与营养转化循环相

关的优势菌群的数量比例，进而有利于花生种子

吸胀萌发、早发全苗和健壮幼苗的形成。 

3.2  种子际微域土壤环境变化 

种子际(Spermosphere)是植物微生态系统的

重要组成部分，在种子萌发的短暂时间内富于微

生物群落的形成和功能的瞬时演替特性。萌发种

子分泌物的瞬时演替释放对种子际固有和接种微

生物的群落多样性、增殖和活性具有调控作用;种

子际微生物的趋化性对于微生物的定殖和对病原

菌的拮抗能力以及生物防治效果有重要影响[26]。

不同种类植物的种子萌发过程中分泌物的性质和

数量会有所不同，这些分泌物一般在播种后一定

时间内陆续瞬时演替释放，而且对种子际的性质

有至关重要的影响[27]。在靠近萌发的胚根处的微

生物活性高于邻近的种子表面，种子际对某些微 
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生物的影响在一定程度上具有时间、品种和环境

的特异性[11]。种子分泌物的瞬时释放在很大程度

上控制着种子际微生物群落的动态变化，在播种

后数十小时内，伴随着种子分泌物的迅速变化， 

微生物行为的相应变化往往也同样迅速，包括种

子际固有微生物的瞬时演替、接种微生物的生长、

增殖和活性发挥以及侵染种子和幼苗的病原菌的

生长变化等[28–29]。巨大芽孢杆菌(B. megaterium)、

荧光假单胞菌(P. fluorescens)和恶臭假单胞菌(P. 

putida)的某些菌株仅对大豆和马铃薯种子分泌物

的多种氨基酸和有机酸成分有趋化反应，但对蔗

糖没有趋化反应，并发现这些细菌对大豆种子分

泌物的趋化性对其在种子上的定殖和拮抗病原菌

的能力有显著影响[30–31]。百脉根(Lotuscorniculatus 

L.)种子际细菌在 24 h 的短时间内可以游动 2 cm

到达种子[32]。本试验条件下，随种子吸胀萌发时

间延长各类型土壤种子际微生物群落多样性有增

大趋势，而非盐碱土壤和聊城高唐土壤种子际

Actinobacteria和 Proteobacteria菌门丰度呈降低趋

势。不同类型土壤花生种子际微生物依据其群落

丰度可聚为 2 大类，东营毛坨土壤和聊城高唐土

壤聚为一类，东营青坨和青岛莱西土壤聚为一类。

但依其遗传距离也聚为 2 大类 4 小类，非盐碱土

壤的 3 个不同吸胀时间种子际样品的遗传距离相

近而聚为一类，其余 3 个盐碱土壤花生种子际样

本聚为一类，且相同土壤类型的不同萌发时间样

品遗传距离相近而聚为一类。主成分分析表明，

土壤类型对土壤微生物类菌群类型影响较大，12

个土壤样本依据土壤含盐量、有机质含量和 pH高

低等土壤本身性质和种子际微域环境聚为 2 大类

4小类，即同一类型土壤聚为一类而不受花生种子

吸胀萌发时间的影响。 
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Diversity of microbial community structure in the spermosphere 
of saline-alkali soil in Shandong area 
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Abstract: [Objective] Three soil types in different salt contents were taken as the experiment objectives. We 

evaluated the effect of various saline alkali soil types on diversity of bacterial community structure in spermosphere 

soil during water absorption and germination of peanut seeds. [Methods] The V3-V4 region of 16S ribosomal RNA 

genes was amplified using PCR, and the PCR products were then analyzed using Illumina high-throughput 

sequencing technology. [Results] (1) The diversity of soil bacterial community in saline alkali soil was higher than 

that in non-saline alkali soil. Especially, the highest diversity was in spermosphere soil from Qingtuo. (2) The 

microflora structures in different soils were distinct at the class level. Soil bacteria in four samples were classified 

into six classes, including Proteobacteria, Actinobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Acidobacteria and 

Firmicutes. Proteobacteria and Actinobacteria groups were dominant in colonies. The analysis of whole samples 

colony structure showed that the difference of type and abundance at phylum and genus level during different 

adsorption time was most significant (P<0.05). (3) The analysis of beta diversity and phylogenetic distances of 

constructed phylogenetic trees revealed that the sequenced clones fell into two major groups within the domain 

bacteria. [Conclusion] The diversity of bacteria community compositions in the high salt content soil was higher. 

There were obvious differences in microbial community structure of different soil types at class level, primarily in 

the Proteobacteria and Actinobacteria. The type and abundance of microbial colonies at both phylum and genus 

levels were affected by the seed germination time. However, there was no influence on the genetic distance between 

the samples from the same soil type. 

Keywords: peanut, saline-alkali soil, seed germination, spermosphere, bacterial diversity, lllumina Hiseq 

high-throughput sequencing 
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