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摘要：【目的】洞穴被认为是黑暗、寡营养的极端环境，是研究深地生物圈的天然实验室。洞穴内部

小生境丰富，不同洞穴水文条件和环境因子等差异大，尽管微生物群落在不同的洞穴中均显示出较强

的生境特异性，但对不同相态(固相和液相)环境样本中微生物群落的环境驱动机制以及群落构建的生

态学过程的认识却十分薄弱。为了回答上述科学问题。【方法】本文选择了桂林地区典型的喀斯特洞

穴罗汉肚洞，针对洞穴中不同生境(岩壁、沉积物、水潭积水、滴水和地下河河水)进行系统采样以

及16S rRNA扩增子的高通量测序分析和理化参数的测试。【结果】结果表明洞穴中不同生境微生物群

落结构具有显著的生境特异性。岩壁样品以放线菌门(Actinobacteria)为优势类群，沉积物中的优势类

群则为酸杆菌门(Acidobacteria)，所有水样微生物群落均以-变形菌纲(Gammaproteobacteria)为主。温

度、风化指数以及SO4
2–浓度显著影响罗汉肚岩壁和沉积物等固相样本中微生物的群落结构，其中USC

和假单胞菌属 (Pseudomonas)与温度呈正相关，假诺卡氏菌属 (Pseudonocardia)、土壤红色杆形菌

(Solirubrobacter)和芽单胞菌属(Gemmatimonas)则与温度显著负相关。而滴水、水潭积水以及地下河河

水等液相样本中微生物群落则与电导率(EC)和溶解氧(DO)的含量显著相关。细菌群落的共生网络具有

明显的模块性，不同微生物类群间以正相关的合作关系为主，以共同抵抗洞穴中的极端条件。固相样

本中群落构建确定性过程(48.75%)与随机性过程(51.25%)的贡献基本相等，但液相样本中微生物的群

落构建则以随机过程占主导(64.76%)。【结论】本研究结果首次揭示了洞穴微生物在不同相态样品中微

生物群落的分布规律以及环境驱动机制、网络互作方式以及群落构建等生态学过程的差异，为深刻认
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识洞穴这一深地生物圈的微生物空间分布特征及微生物与环境之间以及不同微生物类群之间的相互

作用提供了新的视角。 

关键词：极端环境，喀斯特洞穴，细菌群落，环境驱动机制，共生网络，群落构建 

 

喀斯特地貌是由可溶性岩石在地下水和地

表水的溶蚀与沉淀，侵蚀与沉积，以及重力崩塌、

坍塌、堆积等作用形成的地貌。喀斯特地貌分布广

泛，约占地球无冰区面积的 20%[1–2]，中国西南喀

斯特地区(97°39′E–117°18′E，23°41′N–29°15′N)是

世界上最大的喀斯特地貌分布区之一[3]。洞穴是

一种典型的喀斯特地貌，地理位置相对隔离，长

期黑暗、缺乏直接来自光合作用的有机质、湿度

大(接近饱和)、温度变幅小、营养匮乏，被认为

是一种极端的地下环境。洞穴与外部环境通过洞

穴入口或岩溶地下水系统相连接，洞穴内外源物

质(沉积物、有机颗粒等)的输入主要通过上覆岩

层的裂隙水、地下河以及空气等携带进入洞穴[4]，

这些外源有机物的输入为异养微生物的生长提

供了碳源。虽然洞穴中总有机碳含量极低，一般

低于 2 mg/L，但却孕育着大量的微生物，洞穴每

克岩石中微生物的平均数量可达 106 个细胞[5]。 

微生物在洞穴的形成以及洞穴内元素的循

环中均起着十分重要的作用。有研究证明，微生

物群落与各种环境条件共同作用塑造了喀斯特

地貌，促进了无机矿物的形成，加速碳酸钙的沉

积[6–8]。通过对洞穴微生物群落在生物地球化学循

环中的功能预测，发现微生物可能参与了洞穴中

的碳、氮循环，并且参与氨基酸代谢与碳水化合

物代谢的基因具有高表达性[9]。基于氨氧化功能

基因的研究证实奇古菌与氨氧化细菌均在洞穴

氨氧化中起着重要的作用[10]。近年来，地球化学

证据表明，由于微生物对甲烷的氧化作用，地下

岩溶洞穴还可能是大气甲烷潜在的汇[11]，对全球

的甲烷循环起着至关重要的作用。分子生物学的

证据也显示高亲和力的大气甲烷氧化菌尤其是

Upland Soil Cluster γ (USCγ)类群在洞穴岩壁及

沉积物的甲烷氧化菌群落中占主导地位 [12–13]。

最近研究者从贵州的两个喀斯特洞穴的岩石、沉

积物和水样中分离培养出 3562 株细菌，隶属于

329 个种(包含 14 个新种)、102 个属。结合数据

库中已有的洞穴微生物的单株基因组以及对 14个

新种的基因组测序，发现了新的固氮微生物

Azospirillum sp.和烷烃氧化微生物 Oleomonas 

sp.，为认识洞穴微生物参与洞穴的碳、氮循环提

供了新的证据[14]。 

近年来人们对微生物在洞穴不同生境中的

分布特征及其环境驱动机制的研究上取得了长

足的进展。对洞穴岩壁、沉积物、滴水、岩石表

面生物席、石笋表面生物膜、空气等多种生境微

生物群落的研究表明，细菌群落具有显著的生境

特异性，且 pH 和 TOC 是控制群落空间分布的重

要因子[15–16]。同时，由于全球变暖效应以及微生

物对温度的敏感性，温度对洞穴微生物的影响也

备受关注[17]。滴水作为连接洞穴外部与内部的重

要“桥梁”，多年的监测结果表明滴水中的细菌群

落结构的季节性变化主要受控于洞外温度[18]。此

外有研究发现，微生物群落特征也可能受到地质

作用的长期影响，并把 Ti/Fe、Mg/Al 以及 Ca/Al

等化学风化指标纳入到微生物与环境相互作用

的评估范围[19]，并证实喀斯特洞穴上覆土壤样本
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中细菌的群落组成显著受风化作用(Ca/Al、Mg/Al

和 Si)的影响[20]。以上结果为深刻认识洞穴系统

中微生物群落的分布特征及环境驱动机制提供

了重要依据。然而，洞穴内样本本身的性质对微

生物群落的影响，尤其是样本的相态(如固相样本

和液相样本)对微生物群落特征以及微生物群落

构建的生态学过程的影响，目前还不得而知。已

有研究表明，不同相态样本中的微生物群落受控

于不同的环境因子。如 pH 是影响土壤微生物群

落的重要因子 [21]，而盐度则是控制湖泊微生物

群落的重要环境因子 [22–23]。海水中微生物群落

与盐度、降雨量、温度以及水质等环境因子密切

相关[24]，而海洋沉积物中微生物群落则受控于沉

积物深度、pH 和 CO2 浓度[25]，同时沉积物年龄

和孔隙水中作为电子受体的硫酸盐的有效性显

著决定了微生物群落的结构 [26]。但也有研究表

明，泥炭沉积物和孔隙水中的微生物群落均受控

于水位的变化[27]。因此寻找上述科学问题在洞穴

这一特殊生态系统的答案将为深刻揭示洞穴深

地生物圈的微生物群落特征及微生物群落形成

的生态学过程提供重要的科学依据。 

为此，本文选择桂林喀斯特洞穴罗汉肚洞为

研究区，该洞地下水系既发育有经上覆岩层裂隙

进入洞穴的滴水、洞穴内部的水潭积水以及流经

洞内的地下河河水等不同类型的水体样品，也发

育有沉积物、风化岩壁等固相样本，为研究不同

相态样本的微生物群落提供了良好的载体。在该

洞中系统采集不同小生境的样本并进行 16S 

rRNA 扩增子的高通量测序，进而阐明罗汉肚洞

穴中不同生境、不同相态样本中微生物群落特征

及其与环境因子之间的相互关系、不同微生物类

群之间的相互作用，最终揭示固相样本和液相样

本中微生物群落的环境驱动机制和群落构建的

生态学过程。研究结果将为深刻认识洞穴深地生

物圈的微生物生态学过程提供重要参考。 

1  材料和方法 

1.1  样品采样 

罗汉肚洞(25°0′55.8″N，110°54′14.2″E)位于

桂林市恭城北 15 km 的嘉会乡白燕村东部的岩溶

峰丛山地与峰林平原的边缘，洞口位于峰丛边缘

峰体的山脚，洞口标高 232 m。洞穴发育在中泥

盆统东岗岭组厚层状、生物碎屑白云岩、灰质白

云岩中，洞长 356 m，洞高 2–12 m，洞宽 4–25 m，

上覆岩层厚度约 3–136 m。洞穴内部常年黑暗，

地理位置相对隔离，洞内受人类活动影响较小，

洞穴内发育有地下河、滴水以及水潭积水等。 

于 2019 年 1 月按 25 m 的间距对罗汉肚洞从

洞口到洞内最深处不同生境的样品进行了系统

采样(图 1)，包括 10 个点位的岩壁样本，9 个点

位的沉积物样本(其中 3 号点位无沉积物)。4 号点

和 7 号点(图 1-D)接取滴水样品，于 6 号和 8 号点

采集水潭积水(图 1-B，C)以及地下河河水样本。

每个采样点的每种样本均设 3 个生物学重复。在

本研究中，岩壁、沉积物、滴水、水潭积水和地

下河河水生境分别标记为 W、S、DW、PW 和 R。

水样经 0.22 μm 的滤膜抽滤，将微生物细胞收集

到滤膜上，保存于无菌的 50 mL 离心管中，所

得无菌滤液酸化后用于后续阴阳离子的测定。

所有固相样本及滤膜用干冰保存运回实验室，

置于–80 C 冰箱保存，用于后续 DNA 的提取；

无菌滤液置于 4 C 冰箱保存，用于理化参数的测

定。洞穴气体样本利用微型采样泵(HDP12-WZ05， 
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图 1.  广西桂林罗汉肚洞穴采样点分布图 

Figure 1.  The sampling sites (A) and images of sampling site 6 (B), 8 (C) for pool water and 7 (D) for dripping 
water, respectively, in the Luohandu Cave, Guilin city, Guangxi province. 

 

大连海德科技有限公司，中国)采集至 1 L 气体采

样袋中(MBT41，大连海德科技有限公司，中国)，

采样期间需保证无人为扰动。 

1.2  物理化学参数测定 

水样的温度、电导率、pH 以及氧化还原电

位用哈希水质测定仪(HACH，Loveland，CO，

USA)在采样时进行原位测定，其他固相样本的理

化参数如阴阳离子和总有机碳则在实验室对样

品进行前处理，之后用相应的仪器进行测定。固

相样品冷冻干燥后充分研磨，过 200 目筛。取 6 g

上述样本，加入到 30 mL 超纯水中振荡混匀    

10 min，以 6800×g 高速离心 10 min。将上清液用

0.22 m 滤膜过滤后用于检测阴阳离子。SO4
2–和

Cl– 等阴离子浓度用阴离子色谱仪 (ICS-600，

Thermo，USA)测定，Ca、Mg、Al、Fe 等金属阳

离子浓度则是由 ICP-OES (iCAP 7600+，Thermo，

USA)测定。固相样本总有机碳(TOC)用元素分析

仪(Vario MACRO cube，Elementar，Germany)进

行测定。 

1.3  DNA 提取及数据分析 

利用 Power Soil DNA Isolation Kit (MOBIO，

USA)提取 0.5 g 固相环境样品中的总 DNA，同时

利用 Power Water DNA Isolation Kit (MOBIO，

USA)提取 4 L 水样中的总 DNA，所得 DNA 浓度

及质量由 Nanodrop (ND2000，Thermofisher，USA)

进行测定，高通量测序由上海派森诺生物科技有

限公司在 Illumina Miseq 测序完成，测序引物为

338F (5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′)[28]/806R 
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(5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)[29]，测序的

区间为细菌的 16S rRNA V3–V4 区。 

获得的 16S rRNA 扩增子下机原始数据使用

QIIME2 平台分析，根据 Q30 剔除低质量序列及

barcode后，使用 DADA2去除嵌合序列，并划分

ASVs (Amplicon Sequence Variants)，生成 Feature

表格用于后续的数据分析[30]。使用 Silva 数据库

(Release 132，http://www.arb-silva.de)和已发表数

据库[31]对 ASVs 进行物种注释。并将所有样本序

列进行均一化，每个样本中 reads 数均为 29111，

以避免因测序深度的不同而导致的群落多样性

差异。在此条件下，使用 R 软件中的“vegan”包

对细菌群落的 Chao1、Shannon、Simpson、ACE

等物种多样性指数进行计算。而基于 Bray-Curtis

距离矩阵对微生物群落进行非度量多维尺度分

析(non-metric multidimensional scaling，NMDS)。

使用 Canoco5.0 对微生物群落与环境因子进行冗

余分析(redundancy analysis，RDA)。使用 R 中的

“psych”包计算物种与环境因子的 Spearman 相关

性。多反应置换法(multi response permutation 

procedure，MRPP)的计算结果用于评估不同生境

间微生物群落组成差异的显著性。为减少复杂

性，只保留相对丰度大于 0.04%以上的 ASV。使

用 R 中的“psych”包计算得出 ASV 间相关系数矩

阵，计算 ASV 间的 Spearman 相关系数，过滤相关

系数 r 大于|0.6|、P 值小于 0.05 为有效关系，基于

以上参数生成共现网络(co-occurrence network)。 

导入 Gephi (https://gephi.org)利用 Fruchterman- 

Reingold 布局进行可视化，并将其按模块和门进

行着色。计算网络的网络级(平均节点度、聚类系

数、平均路径长度、模块性、密度、直径、介数

集中化和度集中化)和节点级(度、传递性、介数 

中心性和接近中心性)等拓扑特征参数。在 Galaxy

平台 (http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy)进

行 LEfSe 分析。为了研究洞穴微生物群落的组装

过程，用 R 的“picante”包计算最近分类单元指数

(NTI)、最近分类单元距离(MNTD)、加权 β平均最

近分类单元距离(βMNTD)和加权 β 最近分类单元

指数(βNTI)来衡量样品间的系统进化周转率[32–33]。

当 NTI 值为正且平均值大于 0 (P<0.05)时，共现

物种受系统发育的影响比过度扩散的影响更大[34]。

如果|βNTI|值大于 2，则确定过程是群落组成的关

键组装过程。如果|βNTI|值低于 2，则表明随机过

程在细菌群落的形成中起着关键作用。βNTI 值大

于 2 或小于–2 表示异质选择和同质选择是群落组

装的主要过程。为了进一步辨别随机过程，基于

群落的 Bray-Curtis 矩阵，通过“vegan”包计算了

Raup-Crick矩阵(RCbray)。在 1到+1范围内的 RCbray

值显示了零模型分布与观测到的 Bray-Curtis 之间

的偏差。RCbray 大于 0.95，|RCbray|小于 0.95 以及

RCbray 小于–0.95 分别表示扩散限制、不明确过程

和均质扩散[32–33]。 

2  结果 

2.1  洞穴样品的理化性质 

岩壁和沉积物样本中 Ca/Mg 具有显著差异，

而 K+、Cl–、SO4
2–以及 Mg2+在各个生境间无显著

差异。固相样品和水样的 pH 无显著差异，均呈弱

碱性，水样中的 pH 整体比固体样本中低。电导率

在不同来源的水样之间具有显著性差异，地下河

水样电导率最低(139.67±13.65 μs/cm)，水潭积水

中电导率最高(585.83±18.42 μs/cm) (表 1)。而洞

穴岩壁样品中的 TOC 含量(3.86±2.24%)平均比沉

积物样品中的 TOC 含量(1.22±1.05%)高(表 1)。 
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表 1.  桂林罗汉肚洞穴样品的物理化学参数 

Table 1.  Physicochemical parameters of samples in the Luohandu Cave, Guilin City 

Niches pH TOC/% K/(mg/L) Cl–/(mg/L) 
SO4

2–/ 
(mg/L) 

Ca/Mg EC/(μs/cm) DO/(mg/L) ORP/mV T/°C 

W 8.72±0.23 3.86±2.24 1.26±2.34 1.13±2.03 7.35±13.30 68.62±27.02a – – – – 
S 8.77±0.68 1.22±1.05 0.45±0.35 0.24±0.12 3.22±4.03 4.22±17.41b – – – – 
PW 7.66±0.18 – 0.10±0.03 1.15±0.05 6.70±1.10 1.50±0.95ab 585.83±18.42a 10.39±0.53 177.16±13.46 12.82±2.44

DW 8.29±0.10 – 0.58±1.16 0.85±0.22 7.52±1.13 10.71±4.18ab 318.17±29.80b 10.60±0.55 162.58±86.33 12.63±2.08

R 8.18±0.07 – 0.10±0.02 0.74±0.63 5.45±4.12 14.32±0.63ab 139.67±13.65c 9.93±0.08 – 15.30±0.50

Statistical significance is assessed by one-way ANOVA, P<0.05. Different lowercase letters shows statistically significant 
difference. 

 

2.2  洞穴不同生境微生物群落的结构特征以及

指示类群 

罗汉肚洞穴微生物群落的 Alpha 多样性随生

境而变化(表 2)。岩壁和沉积物的 Shannon 指数高

(8.43±0.74 和 9.29±0.62)，而液相样本样品的

Shannon 指数相对较低[(6.95±2.18)–(8.18±0.09)]  

(表 2)。而滴水和地下河河水则具有较高的 Chao1

指数(2807±882) (表 2)，而水潭积水中微生物的

ACE、Chao1 以及 Shannon 指数等均显著低于滴

水和地下河水(表 2)。除水潭积水样本外，其他液

相样本中微生物群落相较其他生境物种丰富度

更高，但物种多样性则较低。 

 
表 2.  桂林罗汉肚洞不同生境样品的 α-多样性指数 

Table 2.  The α-diversity indices of samples among 
different niches in the Luohandu Cave, Guilin City 

Niches 
Community richness and diversity index 

ACE Chao1 Shannon Simpson 

W 1448.5±438.6c 1441.4±440.9c 8.43±0.74a 0.99±0.01ab

S 1968.7±546.6bc 1969.1±545.8bc 9.29±0.62a 0.99±0.01a

PW 1421.6±955.3a 1403.3±922.7a 6.95±2.18ab 0.93±0.06bc

DW 2834.2±900.4c 2807.2±882.1c 8.11±1.39b 0.96±0.03c

R 2351.3±74.3ab 2268.6±53.4ab 8.18±0.09ab 0.96±0.01bc

Statistical significance is assessed by one-way ANOVA, 
P<0.05. Different lowercase letters shows statistically 
significant difference. 

群落组成上，放线菌门(Actinobacteria)、变形

菌门(Proteobacteria)以及酸杆菌门(Acidobacteria)

在微生物群落中占主导地位，相对丰度为

52.09%–90.77% (图 2-A)。基于 ASV 进行非度量

多维尺度(NMDS)分析，不同生境的微生物群落

结构具有生境特异性(stress<0.2，P<0.001)，尤其

在液相样本中微生物群落差异更为突出，而固相

样本相对液相样本样品则更为分散(图 2-C)。不同

生境微生物群落的差异具体表现为：放线菌门

(Actinobacteria)的相对丰度在岩壁样品中丰度较

高 ； 变 形 菌 门 (Proteobacteria) 和 拟 杆 菌 门

(Bacteroidetes)的相对丰度在液相样本样品中明

显高于岩壁和沉积物；酸杆菌门(Acidobacteria)、

芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)和硝化螺旋菌门

(Nitrospirae)在岩壁和沉积物中相对丰度高于液

相样本。绿弯菌门(Chloroflexi)在沉积物样品中相

对丰度较高(图 2-A)。在变形菌门中，-变形菌纲

(Betaproteobacteria，8.13%–30.66%)和-变形菌纲

(Gammaproteobacteria，5.07%–42.65%)在所有样

本 中 都 具 有 较 高 的 相 对 丰 度 。 - 变 形 菌 纲

(Gammaproteobacteria)在岩壁中相对丰度要高于

同一位点的沉积物样本，而水潭积水、滴水与地

下河河水中的-变形菌纲(Gammaproteobacteria)

的相对丰度均较高(9.82%–42.65%) (图 2-B)。 



4124 Ziqi Yang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2021, 61(12) 

actamicro@im.ac.cn 

 

 
 

图 2.  广西桂林罗汉肚洞微生物群落结构及不同生境中微生物群落的指示类群 

Figure 2.  Microbial community compositions and microbial indicators of different niches in the Luohandu cave, 
Guilin city, Guangxi province. A: the microbial composition of the top10 phyla. B: the relative abundances of the 
classes within Proteobacteria. C: non-metric multidimensional scaling analysis of microbial communities based 
on ASVs. D: the indictor groups in different niches based on LEfSe (Linear discriminant analysis Effect Size) 
with the LDA score>4. 
 

LEfSe 分析鉴定出 24 个指示类群，隶属于不

同的生境(图 2-D)。沉积物的指示类群以酸杆菌门

(Acidobacteria)和芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)

为 主 ， 岩 壁 则 以 放 线 菌 门 的 酸 微 菌 目

(Acidimicrobiales)、假诺卡氏菌属(Pseudonocardia)

和变形菌门(Actinobacteria)的 USCγ 类群为指示

类 群 。 液 相 样 本 的 指 示 类 群 为 变 形 菌 门

(Proteobacteria)，滴水的指示类群还有厚壁菌门的

梭菌纲(Clostrida)，水潭积水的指示类群还包括拟

杆菌门的噬几丁质杆菌科(Chitinophagaceae)。 

2.3  微生物群落结构与环境因子的关系 

微生物群落与环境因子之间的冗余分析

(RDA)结果显示，第一轴和第二轴对固相样本微

生物群落变化的解释度分别为 70.94%和 3.20% 

(图 3-A)，其中，温度、SO4
2–、Cl–以及风化参数

(Ca/Mg) 对于微生物群落结构具有显著影响

(P<0.05)，这些因子对群落差异的解释度分别为

46.1%、25.5%、2.5%和 2.5% (图 3-A)。温度和

CH4 对于固相样本中丰度前十的属产生显著影响

(图 3-C)。液相样本中细菌群落结构与环境因子的 
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冗余分析结果表明，溶解氧(DO)和电导率(EC)

对微生物群落结构影响显著，这两个环境因子的

解释度分别为 47.3%和 11.0% (图 3-B)。而液相

样本中，电导率与不动杆菌属(Acinetobacter)显

著负相关，pH 与假单胞菌属(Pseudomonas)显著

正相关，同时 NO3
–也是影响物种丰度的一个关

键因子，与草螺菌属(Herbaspirillum)和振动单胞菌

属(Vibrionimonas)呈显著正相关(图 3-D)。 

2.4  洞穴中微生物群落的共生网络 

相关性网络包含 309 个节点以及 3028 条

边。节点间以正相关(99.34%)为主，只有少数

是负相关(0.66%) (图 4-A)。模块性分析发现在

罗汉肚洞穴的微生物共现性网络中存在 8 个主

要模块。网络的拓扑参数分别为：平均度 21.60，

平均路径 3.40，网络直径 9，聚集系数 0.73，模

块化指数 0.63。网络中的节点被划分为 12 个细 

 

 
 

图 3.  广西桂林罗汉肚洞固相样本(A)和液相样本(B)微生物群落组成及其与环境因子之间的 RDA 分析 

Figure 3.  Redundancy analysis (RDA) between environmental variables and microbial communities in solid 
samples (weathered rocks and sediments) (A) and in liquid samples (dripping water, pool water and ground river 
water samples) (B). The correlation between environmental factors and the top 10 microbial genera in solid 
samples (C) and in liquid samples (D). *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001. 
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图 4.  广西桂林罗汉肚洞穴中微生物群落的共生网络(基于 ASVs 的 Spearman 相关性) 

Figure 4.  Co-occurrence networks of the microbial communities in the Luohandu Cave (based on Spearman’s 
correlation between ASVs) Guilin city, Guangxi province. All the connections have a correlation 
coefficient >|0.6| and a P<0.05. Nodes were colored by modules (A) and by bacterial phylum (B). C: the relative 
abundances of ASVs in different niches within individual modules. The size of each node is proportional to the 
number of connections. Positive links are in and negative one in green. 
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菌门，其中变形菌门、放线菌门、酸杆菌门 3 个

门分布广泛，占全部节点的 77%以上(图 4-B)。

根据中介中心性(betweenness centrality)评分，丰

度排名前三的节点被划分为关键类群，分别属于

鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)、拜叶林克氏菌

科(Beijerinckiaceae)的一个未培养属和假诺卡氏

菌属(Pseudonocardia)。 

网络中所有节点被分成 8个主要模块(图 4-A)，

1–6 模块占所有节点的多数。各个模块中的节点

表现出对于生境的不同偏好。如图 4-C 所示，在

模块 1 和 2 中，多数节点来自岩壁；在模块 3、4

和 6 中，多数节点则来自于沉积物；液相样本的

节点多出现在模块 5 中。 

2.5  固相样品和液相样本的群落构建 

罗汉肚洞穴微生物群落的NTI 值大多位于

–2 到+2 之间(图 5-A)，表明微生物群落构建以随

机性过程占主导地位，随机过程在固相样本和液

相样本群落构建中的贡献率分别为 51.25%和

64.76% (图 5-B)。具体到单一的生态学过程，固

相样本中确定性过程中的异质选择和均质选择

分别贡献 26.75%和 21.99%；随机性过程中的均

质扩散和不明确过程分别贡献 40.42%和 10.46%。

液相样本中，贡献度由高到低依次为不明确过程

(28.57%)、同质选择(25.71%)、均质扩散(24.76%)，

扩散限制(10.48%)和异质选择(9.52%) (图 5-B)。 

3  讨论 

3.1  洞穴微生物的生境特异性及其环境驱动因子 

罗汉肚洞穴微生物群落显示出高度的生境

特异性，不同生境优势类群不同。前人的研究表

明岩壁微生物群落以放线菌占主导地位[35–36]，本

研究的结果也证明了这一观点。而沉积物中放线

菌、变形菌以及酸杆菌门丰度都相对较高，这在

碱性土壤中较为常见[16]，同时这些类群在前人对

于沉积物的研究中也得到了证实[16]。已有研究表

明，β-变形菌纲(Betaproteobacteria)是岩溶水潭

积水小生境中的核心微生物，广泛存在于不同洞

穴的水潭积水中，并占据主导地位[37–38]，这与本

研究中水潭积水的群落特征相一致。而在滴水小

生境中，则是 γ-变形菌纲(Gammaproteobacteria) 

 

 
 

图 5  广西桂林罗汉肚固相样本和液相样本的 βNTI (A)以及不同生态学过程对群落构建的贡献(B) 

Figure 5.  NTI values (A) and the contribution of individual ecological processes to community assembly (B) 

in solid and liquid samples in the Luohandu Cave, Guilin city, Guangxi province. 
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占主导地位 [18]。以上结果均表明洞穴微生物对

小生境的特异性具有广泛性，并且洞穴中液体

样本与固体样本呈现出显著差异。在不同的小

生境中指示类群表现出明显差异，在岩壁中酸

土单孢菌属 (Aciditerrimonas)和假诺卡氏菌属

(Pseudonocardia)以及 USCγ为指示类群。酸土单

孢菌属(Aciditerrimonas)常出现于土壤环境中，与

铁的氧化还原相关[39–40]。有文献表明 USCγ 在风

化岩壁中占主导地位，对低浓度甲烷具有较高的

亲和力，具有氧化大气中痕量甲烷的作用[12]。在

以往研究中假诺卡氏菌属(Pseudonocardia)也被

鉴定为岩壁生境的指示类群[41]，并且是旧石器时

代壁画上微生物群落的主要组成部分和具有活

性的关键类群[42–43]。在滴水中，指示类群为假单

胞菌属(Pseudomonas)，多报道于根际土壤，且往

往具有固氮基因[44-45]。在水潭积水中的指示类群

为噬几丁质杆菌科(Chitinophagaceae)，该科常被

发现于淡水湖泊和水库等水体环境中[46–47]，是甲

烷氧化以及反硝化作用的重要组成部分[48]，在这

一科中被报道的许多属均具有还原硝酸盐的能

力[49–50]。而草螺菌(Herbaspirillum)常出现于根际，

是一种固氮细菌，与植物的生长息息相关[51]。液

相样本中的指示类群与氮循环密切有关，如固氮

作用和生物脱氮相关，同根际土壤的微生物类

似，这可能与水流或滴水的携带外来微生物进入

洞穴有关，这些微生物在洞穴氮循环中的作用还

有待深入研究。洞穴水生小生境的群落结构相

似，可能与较长的水岩相互作用导致水体样本的

理化参数趋于相似，从而形成相对稳定的水生小

生境有关。 

SO4
2–和温度对于固相样本微生物群落结构

影响显著。有研究表明，SO4
2–是影响细菌群落结

构的主要影响因素，并且会对放线菌门中的异养

类群产生影响[52]。在 6、7 号点位微生物群落结

构的变化可能与温度显著相关，从 6 号位点的  

10 C 升至 7 号位点的 14 C，这一显著的温度跃

升(4 C)影响了群落组成，导致 6 号点之前的微

生物群落与 7 号点之后的微生物群落产生了显著

的差异(图 2-C)。关于全球变暖的原位增温实验的

研究中，在两年甚至更长的时间增温 4 C，土壤

的碳损失增加 37%–55%，对于微生物活性以及呼

吸作用也产生强烈影响[53–54]。洞穴中甲烷氧化微

生物也可能受温度影响，有研究表明，温度会影

响甲烷的氧化，在低于 30 C 时，甲烷氧化速率

会随温度的升高而加快 [55]。同时，温度也会在  

一定程度上影响微生物群落结构的变化 [56]。本

文中也发现，温度与 USCγ 类群丰度呈显著正相

关(图 3-C)。温度同时也是影响固氮微生物群落

的重要因素 [57–58]，洞穴中温度与假单胞菌属

(Pseudomonas)呈显著正相关(图 3-C)，同时也会

对革兰氏阳性菌和放线菌的丰度产生影响[59]。本

研究结果还发现，温度与洞穴微生物群落的结构

和多样性显著相关，且温度与 CH4 浓度对群落物

种影响相反(图 3-C)，证明温度可能与甲烷消耗呈

正相关性[60]。 

pH 常被认为是影响土壤微生物群落的重要

因素。对北美和南美土壤微生物的研究发现，放

线菌门(Actinobacteria)随着 pH 的增高而增加，而

酸杆菌门(Acidobacteria)则随 pH 增高而减少[61]。

同时利用宏基因组中对于 β-葡萄糖苷酶基因序

列的结果分析，在 pH 为 5 时酸杆菌门丰度增加，

而在 pH 为 7 时放线菌的相对丰度增加[62]。在对

湖北和尚洞的研究中，pH 对细菌群落结构也具

有显著影响，且酸杆菌门(Acidobacteria)与 pH 同
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样呈显著负相关，但放线菌门(Actinobacteria)却

并未发现有显著相关性[16]。在本研究中，pH 也

显著影响洞穴固相样本中的微生物群落，与酸杆

菌门(Acidobacteria)显著负相关[21]，且与 USCγ呈

显著正相关。USCγ通常被发现于碱性环境中[63–64]，

这与本研究中所有样本 pH 呈碱性的结果吻合。

风化程度不同会对岩石以及土壤中微生物群落

和生物多样性产生显著影响[65]，从而对生态系统

功能产生间接影响[19]。 

而在液相样品中影响细菌群落结构的环境

因子则全然不同。在前人研究中，湖水中细菌群

落与溶解氧(DO)显著相关[66–67]，与本研究中结果

一致。而电导率在本研究中也对液相样本产生显

著的影响(图 3-D)，可能是由于本研究中液相样本

来自 3 个不同的小生境分别为水潭积水、滴水和地

下河河水，其水力停留时间不同所导致的。 

3.2  洞穴中微生物共生网络中的关键类群及其

潜在的生态功能 

通过共生网络可以揭示部分发生在微生物

群落中的复杂的相互作用。洞穴微生物群落呈现

较好的模块性(模块化指数大于 0.4)，这表明微生

物群落中存在稳定复杂的相互作用和强大的模

块化结构。罗汉肚洞穴中微生物群落聚集系数

高，说明微生物群落的共生网络存在一个强相关

性[68]。共现指数越低、聚类系数越大、负边比例

越低，说明微生物群落具有较高的协同性，以往

的报道大都显示生态网络的连接度较低[69]，这在

罗汉肚洞穴的微生物共生网络中也得到了验证。

不同的微生物类群之间以正相关关系为主，这在

其他洞穴以及其他类型的深地生物圈中也有印

证[70]。这可能表明洞穴中的微生物群落因生态位

的分异，缺少竞争，因此不同的微生物类群间以

协作的关系为主[71–72]。 

前人研究表明，较高的中介中心性评分对于

维持生态网络的连通性十分重要[73]。鞘氨醇单胞

菌 属 (Sphingomonas) 、 拜 叶 林 克 氏 菌 科

(Beijerinckiaceae)的一个未培养属和假诺卡氏菌

属(Pseudonocardia)在罗汉肚洞穴共生网络中的

中介中心性评分位列前三。因此，推测它们可能

在维持溶洞群落的结构和功能方面起着重要作

用。鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)对于多环芳烃

具有极为广泛的代谢能力，广泛分布于海水[74]、

淡水[75]、地下水[76]、污水[77]、沉积物[78]和陆地土

壤[79]中。利用多环芳烃和各种代谢中间体作为碳

源生长，并将它们转化成二氧化碳以获取生长的

能源，是碳循环中重要的一环。拜叶林克氏菌科

(Beijerinckiaceae)是好氧或兼性厌氧菌，在好氧或

微氧条件下可以固定大气中的氮，有研究发现拜

叶林克氏菌科(Beijerinckiaceae)作为与大气甲烷

氧化菌 USCα同源的甲烷氧化菌，生长过程中会

转录较多的 nifH 基因，可能会在氮固定方面起主

导作用[80]。假诺卡氏菌属(Pseudonocardia)主要与

纤维素降解、抗生素合成有关[81]。现有研究表明，

假诺卡氏菌属中一些分离出的菌株表现出固氮

作用，可以进行异养氨氧化[82]，同时也还有一些

菌株可以用醚类、醇类、苯类或四氢呋喃作为碳

源[83]。这些可以利用环境中难以降解的化合物作

为碳源的菌属，在细菌群落中可能起到连接作

用，对生态系统的维持起到重要作用。因此，本

研究发现的关键类群可能会在洞穴生态系统的

碳循环、氮循环中发挥重要作用。 

3.3  群落构建的生态学过程 

群落构建被广泛应用于研究影响微生物群

落的生态学过程，对建立微生物群落的组成和生
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态功能之间的联系至关重要[84–87]。总体而言，影

响微生物群落的生态学过程可以分为确定性过程

和随机性过程，前者包括异质选择和均质选择，

后者包括均质扩散、扩散限制和不明确过程[88–89]。

不同的生态学过程对微生物群落的影响不同，均

质选择最终会导致微生物群落的趋同，而异质选

择则会驱使微生物群落产生差异。随机性过程中

的均质扩散会导致微生物群落组成上的相似性

提高，这主要是由于高扩散速率造成的；相反如

果扩散受限，微生物群落的相似性则会降低。 

本研究的结果显示，罗汉肚洞穴固相样本中

确定性过程和随机性过程对群落构建的贡献基

本相等，但就单一的生态学过程来讲，随机性过

程中的均质扩散贡献最大(40.42%)，表明微生物

在固相样本中具有相对较高的扩散速率；异质选

择对固相样本的群落构建的贡献位居第二

(26.75%)，这与不同固相样本间的环境因子的差

异有关，可以发现随着确定性过程贡献的增加，

环境因子(如温度、pH、Ca/Mg 等)对于微生物群

落的影响更为重要，主要环境因子对群落解释度

(74.14%)远高于液体样本(48.21%) (图 3-A，B)。

如随着采样位点距洞口距离的加大，采样点的温

度会逐渐升高，这对微生物群落的组成及某些类

群的相对丰度都会造成重要的影响(图 3-A，C)，

因此会引起微生物群落之间的差异。在流动性较

低的固相中，由于对有限资源的竞争，导致选择

可能更加激烈。而在液相样本中，对群落构建贡

献最大的前 3 个生态学过程分别是不明确过程

(25.71%)、同质选择(24.76%)和均质扩散，随机

性过程占主导。而同质选择和均质扩散的结果都

是导致微生物群落的相似度增加，微生物群落呈

现趋同的现象，这可能是由于水相样本具有良好

的流动性，且水岩相互作用长，会使得样本本身

的理化参数趋同和微生物的扩散速率增加，因此

导致微生物群落的相似性增加(图 2-C)，不同水体

样本的微生物群落紧密聚集在一起(图 4-C)。 

4  结论 

桂林罗汉肚洞穴中微生物群落表现出强烈的

生境特异性，岩壁样品以放线菌门(Actinobacteria)

为优势类群，沉积物中的优势类群则为酸杆菌门

(Acidobacteria)，所有水样微生物群落均以-变形

菌纲(Gammaproteobacteria)为主。固相样本和液

相样本中的微生物群落结构的环境驱动机制不

同，风化指数以及 SO4
2–浓度显著影响罗汉肚岩

壁和沉积物等固相样本中微生物的群落结构，而

电导率(EC)和溶解氧(DO)则是显著影响滴水、水

潭积水以及地下河河水等液相样本中的微生物

群落。洞穴微生物的共生网络具有明显的模块

性，模块显示出微生物对生境的偏好性，液相样

本中的微生物多出现在同一模块中。洞穴细菌群

落中的指示类群可能在碳氮生物地球化学循环

中发挥关键作用。固相样本与液相样本中微生物

群落构建的生态学过程差异明显，固相样本中群

落 构 建 确 定 性 过 程 (48.75%) 与 随 机 性 过 程

(51.25%)的贡献基本相等，但液相样本中微生物

的群落构建由于液体的强流动性则以随机过程占

主导(64.76%)。本研究结果不仅确定了洞穴中各

个小生境微生物群落的差异，而且清晰地回答了

洞穴环境中不同相态的样本中微生物群落的环

境驱动机制及其群落构建的生态学过程，对深刻

认识陆地深部生物圈具有重要意义。 
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Environmental driving mechanisms and community assembly 
process of bacterial communities in the Luohandu Cave, Guilin, 
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Abstract: Caves are extreme environments with permanent darkness and limited nutrients, which serve as natural 

laboratories to study the subsurface deep biosphere. Although microbial communities have demonstrated strong 

niche specificity in different caves, the environmental driving mechanism of microbial communities and the 

ecological processes responsible for community assembly in different niches particularly those in 
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different substrates e. g. solid versus liquid samples were poorly understood. [Objective] Here we aim to explore 

the environmental driving mechanisms and community assembly process of bacterial communities in different 

substrates e. g. solid versus liquid samples combined with physicochemical properties. [Methods] To this end, a 

karst cave, the Luohandu Cave in Guilin city, Guangxi province, locating in the typical karst region in southwestern 

China, was selected for a systematic investigation of microbial communities. Solid samples (weathered rocks and 

sediments) and liquid samples (dripping water, pool water and ground river water samples) were collected along the 

cave and subjected to high-throughput sequencing of 16S rRNA gene. Meanwhile, physicochemical properties of 

these samples were analyzed. [Results] Results showed strong niche specificity of microbial communities in the 

Luohandu cave. Actinobacteria and Acidobacteria dominated bacterial communities of weathered rocks and 

sediments, respectively. In contrast, water samples were dominated by -Proteobacteria. Redundancy analysis 

(RDA) between microbial communities and environmental variables demonstrated that temperature, weathering 

index and SO4
2– concentration significantly affect microbial communities in solid samples. USC and Pseudomonas 

positively associated with temperature, while Pseudonocardia, Solirubrobacter and Gemmatimonas negatively 

correlated with temperature. However, microbial communities in water samples were significantly controlled by 

electrical conductivity (EC) and dissolved oxygen (DO) as indicated by RDA. The co-occurrence network of 

bacterial communities was characterized by a good modularity with nodes from liquid samples locating in the same 

module, indicating a niche preference. Positive links dominated in the network, suggesting a corporative strategy 

among different microbial groups to survive in caves. Different ecological processes were found to be responsible 

for bacterial community assembly in different substrates. Deterministic process (48.75%) and stochastic process 

(51.25%) contributed almost equally to bacterial community assembly in solid samples, whereas stochastic process 

(64.76%) dominated the microbial community assembly in liquid samples. As for the individual ecological 

processes, homogenizing dispersal, undominated and dispersal limit in stochastic process contributed 40.42%, 

10.46% and 3.13% to community assembly respectively; whereas homogenous selection and heterogeneous 

selection within deterministic process contributed 26.75% and 21.99%, respectively, in solid samples. In liquid 

samples, individual processes contributed to community assembly in order from high to low were undominated 

(28.57%), homogenous selection (25.71%), homogenizing dispersal (24.76%), dispersal limitation (10.48%), and 

heterogeneous selection (9.52%). [Conclusion] Our results for the first time revealed the different environmental 

driving mechanisms and different community assembly processes underlining microbial communities living in 

different substrates (solid versus liquid). This study offers a new window to understand the interactions among 

microbes and their environments, and interactions among different microbial groups in the subsurface biosphere in 

caves. 

Keywords: extreme environment, karst caves, bacterial communities, environmental driving mechanism, 

co-occurrence network, community assembly 
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