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摘 要：柠条锦鸡儿（!"#"$"%" &’#()*%(&**）是我国黄土高原区重要的饲用豆科灌木植物。为揭示土壤微生物与柠条

种植之间的关系，采用未培养技术提取样品宏基因组 IJ2，分别构建柠条根表、根际和自然土 &(K /IJ2 文库，分析

各文库微生物群落的变化。结果显示，随距离柠条根部渐远，微生物数量呈现递减趋势。聚类分析发现，变形杆菌

纲是根表土壤区系中的优势微生物种群（"%L1M），尤其存在大量!:+#’,-’."/,-#*" 类的能诱使植物形成根瘤的根瘤

菌和对植物有促生作用的":+#’,-’."/,-#*" 类微生物；而在根际和自然土中，酸杆菌属（0/*1’."/,-#*"）和古菌（2/*?8.8）
数量较多。柠条根际的多样性指数最高，而根表和自然土微生物类群具有较高的优势度，表现出从根表、根际植物

相关微生物到自然土单一简单微生物类群的过渡。说明植物根系和土壤环境与微生物类群具有相互选择性。
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黄土高原是我国一个独特的地貌单元。由于自

然条件恶劣和人为活动过度，生态环境不断恶化，已

成为我国水土流失最严重的地区。植被恢复与重建

是进行水土保持、防止土壤退化及加速生态恢复的

有效途径之一［&］。柠条（!"#"$"%" &’#()*%(&**）是该地

重要的植被之一，由于基本分布于生态环境比较恶

劣地区，经过长期演变，大多数种都形成了明显的旱

生结构形态，具有较强的适应性和抗逆性。其根部

定殖大量根瘤菌，可以固定游离态氮，因而有利改善

土壤氮素营养、促进植被恢复和水土保持。柠条还

是优良的饲料树种、绿肥灌木、薪炭和食用植物蛋白

资源，具有蜜源、入药、木质纤维等资源价值［$，1］。因

其优良的生态—经济效益，已成为西部地区改善生

态环境的重要树种，显示了其特殊的作用［!］。目前

柠条种植的研究主要集中于土壤水分、养分变化的

关系，有关土壤微生物的多样性及其与柠条种植之

间的关系未见报道。

本研究采用未培养手段对黄土高原柠条种植区

土壤微生物群落进行研究，通过比较柠条根表、根际

和自然土壤微生物多样性的变化揭示微生物与柠条

种植之间的关系。为进一步研究植物与微生物的互

作以及合理利用微生物资源、促进当地植被恢复、生

态改良提供理论依据。

! 材料和方法

!"! 样点描述和土样采集

土样采于山西省五寨县（13O%%P$$L3QJ，&&&O!#P
13L"Q;）柠条种植林。该地属温带大陆性气候，年降

雨量 !!0<<，平均温度 !L&R ’ #L#R，无霜期 &%% ’
&$%H；土壤为黄土状淡栗褐土，无农作物种植；植被

以柠条人工林为主，面积约 1 万 ?<$，林分 1% 年以

上。所有土样在采前均除去地面植被和枯枝落叶，

铲除表面 & ’ $*< 表土。五点法收集自然土、根际、

根表样品［#］，充分混匀后液氮速冻，D "%R保存。样

点划分标准如下：8L 柠条种植区外围土壤：离开林

区 &%% < 外土壤，各取样点间隔 #%<，“S”型随机取

样；-L 柠条根际土壤：取柠条根，抖掉大块土，用无

菌镊子小心刮下附在根系上的土壤，即为根际土；*L
柠条根表：将 - 中得到的根带回，即为根表取样。

!"# 主要试剂和仪器

TUV 反应用的各种试剂、各种限制性内切酶、4!
IJ2连接酶、载体 FWI&0:4、蛋白酶 X、4/=Y、;I42、

U42Z、KIK 均购自大连 48X8V8 公司；引物由上海

K?.@./>[ Z=,*,5,/ 公司合成；IJ2 凝胶纯化试剂盒购

自 )<.>8 公司；其它生化试剂均为国产分析纯；TUV
扩增仪（Z=,<.+/8，\./<8@[）；电泳系统 T,A./ T8*&%%%



（!"#$%&’，() *+)）。

!"# 样品总 $%& 提取

土壤微生物总 ,-) 提取方法根据文献［.］，略

有改动。将 /0 土样溶于 123/45 ,-) 提取缓冲液中

（ 16644#785 9:";$<(7，16644#785 ;#’"=4 >,9)，

16644#785 ;#’"=4 ?@#;?@&AB，13/4#785 -&(7，1C
(9)!），加 入 166!5 蛋 白 酶 D（1640845），2EF 中

G66:84"H 摇培 264"H；加入 13/45 G6C +,+，./F水

浴 G@，每隔 1/ I G64"H 上下颠倒轻轻混匀；J666:84"H
离心 164"H 收集上清；在剩余土样中再加入 K3/45
提取缓冲液和 63/45 G6C +,+，剧烈振荡 16;，./F
温浴 164"H，离心收集上清；加入等体积氯仿 L 异戊

醇（GK L1），混匀后 J666:84"H 离心 16 4"H；收集水相；

用 63. 倍 体 积 的 异 丙 醇 M G6F 沉 淀 ,-) 264"H；

J666:84"H、KF离心 264"H；去上清，加 145 E6C乙醇，

轻混，J666:84"H 离心 /4"H；去上清，无菌风吹干，加

/6!5 9> N=OOB: 溶解沉淀。总 ,-) 用 63JC的琼脂糖

凝胶电泳检测、,-) 凝胶纯化试剂盒纯化，以备 P(%
扩增。

!"’ 平板计数和细胞裂解效率

采用传统的形态划分标准，分别检测各样品中

可培养微生物的数量。取 G 0 土样溶于 J 0 灭菌水，

系列稀释后取 G66!5 涂布于 P,)、5! 和高氏 1 号培

养基，分别置于 G/F、GJF和 GJF中培养 / I E’，依

照文献［E］所述计测真菌、细菌、放线菌数量。同样方

法，计算裂解后土样的微生物数量，计算裂解效率。

!"( !)* +$%& 文库构建

采用扩增细菌 1.+ :,-) 的保守引物 /26Q（/R$
S9S(()S(TS((S(SS$2R）与 1KUK%（/R$SSV9)((99
S99)(S)(99$2R）［J］，以 土 壤 宏 基 因 组 为 模 板 扩 增

1.+ :,-) 约 63UWN。P(% 扩 增 反 应 条 件 为：UKF

/4"H；UKF K6;，//F K6;，EGF 14"H，循环数 2/；EGF
164"H。P(% 产物经琼脂糖凝胶电泳回收纯化后，连

接 ?T,1J$9，转化 ! X "#$% ,</"，涂于添加 Y$S&7 和

ZP9S 的氨苄抗性 5! 平板上。具体操作参考文献

［U］。

挑取克隆子用 T12 引物验证片段大小，阳性克

隆双 向 测 序（ 上 海 英 骏 生 物 技 术 有 限 公 司 ）。

,-)T)- 软件合并序列，所得结果提交 SBH!&HW，

!5)+9 软件对序列进行同源性比较，T>S) 231 软件

进行遗传距离分析。

!") 土壤微生物多样性指数测度

借助群落生态学研究方法，以 +@&H#H$[B&HB: 指

数 <R［16］计算群落多样性，以 +"4?;#H 指数 ,［11］计算

群落的优势度，以 P"B7#= 指数 \［1G］计算群落均匀度：

&R ] M! ’%·7H’% ，( ] 1 M! ’%G，) ] &R 87H*

以上式中 P" 为第 " 种微生物占总个体数的比例，可

用 P" ] H"8- 求出，H" 是第 " 个属的菌株数，- 为全部

属的 菌 株 数 之 和，+ 为 生 理 群 数。 试 验 数 据 用

+P++1136 进行统计分析。

, 结果和分析

,"! 微生物计数和细胞裂解率

平板培养法估测土壤中可培养微生物数量。根

表区、根际区、自然土区每 0 样品中微生物总数分别

为 E3U ^ 16E、23/ ^ 16. 和 G36 ^ 16. _O=，同时各样品中

均为细菌数量多于放线菌，放线菌多于真菌（表 1）。

微生物数量随距离柠条根部渐远而逐渐减少，根表

中最多，根际次之，自然土中最少。

通过平板法检测 ,-) 提取前后可培养微生物

菌落数，估测出土样裂解效率约为 U6C（表 G），保证

了基于未培养手段分析微生物群落结构的可靠性。

表 ! 各土壤中可培养微生物数量（-./01 干土）

9&N7B 1 ,":B_A ?7&AB _#=HA; #O "H’"‘"’=&7 ;&4?7B; #O A@:BB ;#"7;（_O=80 ’:a bA）
+"AB Q=H0" !&_AB:"& )_A"H#4a_B; 9#A&7

%@"c#?7&HB （/3/ d 63U）̂ 16K & （.31 d 63K）̂ 16E & （13J d 63.）̂ 16E & （E3U d 63U）̂ 16E &
%@"c#;?@B:B （K36 d 63U）̂ 16K & （13G d 632）̂ 16. N （G32 d 632）̂ 16. N （23/ d 631）̂ 16. N
!=7W ;#"7 （.3/ d 63E）̂ 162 N （E3E d 63E）̂ 16/ N （13G d 63G）̂ 16. _ （G36 d 63G）̂ 16. _

TB&H _#=HA d ;A&H’&:’ ’B‘"&A"#H（H ] /）3 +"0H"O"_&HA ’"OOB:BH_B O:#4 A@B 7#0 H=4NB:; #O ?:BBeA:&_A"#H &H’ ?#;ABeA:&_A"#H _#=HA &A A@B /C 7B‘B7 X

表 , 各土样裂解效率比较

9&N7B G (#4?&:";#H #O 7a;"; BOO"_"BH_a NBAbBBH A@B A@:BB ;#"7;

%@"c#?7&HB %@"c#;?@B:B !=7W ;#"7

P:BBeA:&_A"#H _O=80（’:a bA） （E3U d 63U）̂ 16E & （23/ d 631）& ^ 16. & （G36 d 63G）& ^ 16. &
P#;ABeA:&_A"#H _O=80（’:a bA） （23G d 632）̂ 16/ N （23/ d 63/）̂ 16/ N （G36 d 632）̂ 16/ N

5a;"; BOO"_"BH_a8C UU3. JU3U U631
9@B ;&4B &; H#AB; "H 9&N7B 1 &N#‘B3

G/E f<)-S [B" +, -$ X 8.",- /%"0#1%#$#2%"- *%3%"-（G66E）KE（/）



表 ! ! 样品中微生物类群遗传分类

!"#$% & ’()$*+%,%-./ "00.$."-.*,1 *0 234 5678 +%,% /$*,% $.#5"5.%1 "- -(5%% 1.-%1

’()$*+%,%-./ +*59:
7*;（<）*0 *5+",.1=1 .>%,-.0.%>

?(.@*:$",% ?(.@*1:(%5% A9$B 1*.$ !*-"$
85/("%" C（DEF） 3（2FEG） 3（CDEG） 2F（2&ED）
H5%,"5/("%*-" C（DEF） 3（2FEG） 3（CDEG） 2F（2&ED）

A"/-%5." &&（IJEC） &2（KCE2） 2K（KGEI） I2（KKEI）
L5%%, ,*,19$095 #"/-%5." G 2（CE&） 2（FEC） C（2EJ）
M*NOLP H L5"= :*1.-.Q% 2（CEK） G G 2（2EG）
R.+(OL P H L5"= :*1.-.Q% C（DEF） C（FEK） &（2CED） K（3EK）
!"#$%&’(’O)*+,-.’/#+0O1’/#+0$-23 C（DEF） 2（CE&） G &（CEJ）
4*’5/#$6"/+3 2（CEK） C（FEK） 2（FEC） F（&EI）
7+008/$6-/0$.-86 2（CEK） C（FEK） 2（FEC） F（&EI）
40$#+$.’/#+0-’ C3（KGE&） J（CGEJ） D（CGEI） FG（&IED）
! 3（23EC） F（JE&） C（IE&） 2C（22ED）
" C（DEF） G G C（2EJ）
# 2I（FIE3） F（JE&） &（2CED） CD（CFEG）
$ G 2（CE&） G 2（2EG）
9/-2$.’/#+0-’ G 2F（&CE3） 3（CDEG） CG（2JEC）

S,/$"11.0.%> C（DEF） 3（2FEG） 2（FEC） J（IE3）
!*-"$ /$*,%1 1%T9%,/%> &K F& CF 2GF（2GG）

"#" $%& ’()* 文库构建和遗传分析

从根表、根际和外围 & 个 234 5678 文库中挑取

克隆 子 测 序，所 得 结 果 经 过 比 对 和 整 理 后 提 交

L%,A",B，登录号为 8UJFCJFG V 8UJF&GF&。参照文

献［2&］将所有克隆划分为 2G 大生理类群，包括 2 个

未知种群（表 &），并构建根表、根际和自然土中微生

物聚 类 分 析 树 状 图（ 图 2、C、&）。 结 果 表 明，

’5*-%*#"/-%5." 是各类土壤区系中的常见类群，占微生

物总量 &IED<，此外 9/-2$.’/#+0-’ 和 H5%,"5/("%*-" 类

微生物也数量较多，分别达到 2JEC<和 2&ED<。

’5*-%*#"/-%5." 是根表土中一类重要的优势种群，

占总克隆子数 KGE&<（图 2，表 &）。其中，#类克隆

子共 2I 个，占总 ’5*-%*#"/-%5." 类群的 3JEC<，包括

图 $ 根表土壤微生物遗传关系聚类分析树状图
W.+;2 ’()$*+%,%-./ -5%% 1(*N.,+ -(% 5%$"-.*,1(.: *0 234 5678 +%,% 1%T9%,/%1 "=:$.0.%> 05*= 5(.@*:$",% *0 ! ; :$03&-53:-- -* -(*1% *0 5%:5%1%,-"-.Q%1

*0 #"/-%5."，N(*1% 1%T9%,/% "//%11.*, ,9=#%51 "5% 1(*N, ., :"5%,-(%1.1; !(% 1/"$% #"5 5%:5%1%,-1 G ;GD 19#1-.-9-.*,1 :%5 #"1% :*1.-.*,;
X"/( #**-1-5": Q"$9% .1 %Y:5%11%> "1 " :%5/%,-"+% *0 2GGG 5%:$./"-.*,1;

&DK张 薇等：西北黄土高原柠条种植区土壤微生物多样性分析 ; Z微生物学报（CGGK）FK（D）



促进植株健康生长的 !"#$%&’()#$% 和 *+$,-&.&"(+ 属

等植物有益促生菌，如 *+$,-&.&"(+ 属微生物，占到

克隆 子 总 数 !"#；$%&’(&)*+’(%,* 中!类 占 总 数 的

-!./#和总克隆子数的 /0.-#，其中包含促进植株

形成根瘤的 /012&’1,. 12. 和 31"&%012&’1,. 12. 等属。

此外还发现 3.4#的古菌类微生物。有趣的是，此

文库 中 有 少 量 低 56 含 量 的 革 兰 氏 阳 性 菌 和"7
*%&#$&’()#$%1(，没 有 4)1-&’()#$%1( 和 5%((8 8&819:;9%
)*+’(%,* 类微生物，这与根际区和自然土文库中情况

正好相反。

图 ! 根际土壤微生物遗传关系聚类分析树状图

<,=>- $?@:&=(8(’,+ ’%(( 1?&A,8= ’?( %(:*’,&81?,2 &; /0B %CDE =(8( 1(F9(8+(1 *G2:,;,(H ;%&G %?,I&2?(%(

&; 5 > 6&%+01"+611 ’& ’?&1( &; %(2%(1(8’*’,J(1 &; )*+’(%,*> K?( 1*G( *1 ’?*’ ,8 <,=>/ >

从图 - 可以看出，根际土壤中微生物种类丰富，

类群较多。 4)1-&’()#$%1( 为主要类群（!-.0#）。在

$%&’(&)*+’(%,* 中，具有一定数量的!类和#类细菌

（ L.!#）。 此 外 还 有 少 量 *7(")#&.8)$+、

9$%%,)&.1)%&’1,.、高（ 5 M 6）革 兰 氏 阳 性 菌 和

E%+?*(*，可见根际环境具有较高的微生物多样性。

自然土中微生物类群较少（图 !），E%+?*(*（-3."#）、

4)1-&’()#$%1(（-3."#）类微生物具有很高的优势度。

43N OPED5 Q(, $# (7 > R4)#( :1)%&’1&7&;1)( 31"1)(（-""N）4N（3）



高 !" 含量的革兰氏阳性菌也有一定数量。

!"# 微生物物种多样性分析

对柠条种植区土壤微生物生理群的多样性变化

分析结果表明，根际区土壤中微生物种类最多，其多

样性指数明显高于自然土，均匀度最高而优势度最

小，根表和自然土微生物类群优势度都较高（表 #），

说明微生物群落的变化与环境条件密切相关。

表 $ 各土壤微生物多样性指数比较

$%&’( # ")%*+(, -* .-/01&( 2)3,-1’1+-/%’ +0142

5-6(0,-73 -*5-/(,.%*5 /1..4*-73 0-/)*(,,
,-7(, 8 9 :; < =

>)-?12’%*( @A BC DEC@B@ CEA@BF CEFG@B
>)-?1,2)(0( #@ BD DEBGAC CEHD#I CEA#F#
J4’K ,1-’ D# H BEGFIB CEFADB CEFICG

图 # 自然土壤微生物遗传关系聚类分析树状图

L-+M@ N)3’1+(*(7-/ 70(( ,)1O-*+ 7)( 0(’%7-1*,)-2 1P BG9 0=8Q +(*( ,(R4(*/(, %.2’-P-(5 P01. &4’K ,1-’
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# 讨论

在微生物类群上，按距离柠条植株由近至远的

顺序，!S)$#*+#,-.*+$’-、"S)$#*+#,-.*+$’- 和低（! T "）革

兰氏阳性菌的数量逐渐减少，而高（! T "）革兰氏阳

性菌和 Q0/)%(% 逐渐增多。根表、根际、自然土 @ 个

区系中的优势种群各不相同，分别为 N017(1&%/7(0-%、
/.’0#,-.*+$’- 和 Q0/)%(%。在 根 表 发 现 大 量 的 固 氮

菌，如 1&’2#,’34 属和 5’(#$&’2#,’34 属，柠条是否具

有特殊的根瘤菌类群还有待进一步研究。此外，"S
N017(1&%/7(0-% 亚纲的 )%+30#4#(-% 和6(*+$#,-.*+$ 属中

有人们熟知的多种植物有益促生菌（N!N>）和内生

菌［B#］，对植物生长有良好促进作用，也主要分布在

根表。许多研究表明，这类微生物产生的次生代谢

物或植物激素，可以有效防治病虫害，促进植物正常

生长［BI］。值得的注意的是，在根际和自然土中发现

有较多的 /.’0#,-.*+$’- 分布。目前对该类微生物研

究较少，发现其主要分布在洞穴、海底沉积物、活性

淤泥等场所［BI］。这类不可培养的微生物自然界中

还存在很多，其特定的生态功能有待于进一步研究。

多样 性 指 数 是 反 映 群 落 结 构 特 征 的 重 要 指

标［BG］。对柠条种植区土壤微生物生理群的多样性

变化分析结果表明，多样性指数和均匀度均为根际

最高。说明经过多年生长，柠条根际土壤中形成了

丰富的微生物类群，各类群在柠条根际区土壤中形

成了稳定的生态分布，结构复杂，功能稳定，均匀度

和多样性指数最高，群落优势度不明显；相比较而

言，外围土壤中的微生物多样性指数最低，这与黄土
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高原的特殊地貌直接相关；根表的微生物优势度最

高，这主要由于植物根系发达，植物相关微生物数量

显著增加。本研究采用克隆文库随机测序的方法研

究微生物多样性，可以直接获得微生物的分类地位，

但由于测序数量和费用的限制不能完全反映微生物

种群和多样性的变化，还需要与 !""#、$%&’ 等分

子手段相结合。
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