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摘要：【目的】揭示浑善达克沙地不同类型生物土壤结皮(Biological soil crusts，BSCs)及其下层土壤好氧

不产氧光营养细菌(Aerobic anoxygenic phototrophic bacteria，AAPB)群落结构及多样性。【方法】利用

Illumina MiSeq 二代高通量测序平台对 pufM 基因进行测序，使用生物信息学分析方法对序列进行比对

分析 AAPB 的群落结构和多样性。【结果】生物土壤结皮及其下层土壤中，Proteobacteria 和

Alpha-Proteobacteria 是优势门和纲，主要有 6 个属 Bradyrhizobium (9.69%–90.02%)、Brevundimonas 

(0.83%–16.04%) 、 Methylobacterium (1.74%–12.56%) 、 Rhodospirillum (0.91%–32.87%) 、 Roseiflexus 

(0.02%–1.79%)和 Sphingomonas (0.13%–11.23%)；结皮层样品间及下层土壤样品间 AAPB 种类相似，但

丰度有差异；随结皮的发育，结皮层及其下层土壤中 AAPB 群落多样性升高。【结论】浑善达克沙地

BSCs 中 AAPB 群落结构相对复杂，与水体和一般土壤环境中的组成区别明显；AAPB 多样性高，且多

样性随发育阶段升高而升高，预示着 AAPB 在荒漠生态系统稳定中有重要的作用。 
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好氧不产氧光营养细菌(Aerobic anoxygenic 

phototrophic bacteria，AAPB)，是一类需氧不产氧

光能异养细菌，其光能利用由细菌叶绿素介导。

AAPB 因在海洋中大量和广泛分布及其对碳代谢

的影响而备受关注[1]。后来发现 AAPB 在火山口

湖 [2]、高原湖泊 [3]和沼泽 [4]等淡水环境中也大量 

存在，预示其在水生生态系统中有重要功能。然

而与此相比，AAPB 在荒漠中的分布却鲜有研究

报道。 

生物土壤结皮(Biological soil crusts，BSCs)分

布广泛，从热带到极地地区均有发现，是荒漠生

态系统的主要组成和景观之一[5]。BSCs 是由微观
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的(蓝细菌、藻类、真菌和细菌)和宏观的(地衣、

苔藓和微小节肢动物)生物体形成的、常存在于土

壤表层的复合体[6]。根据生物土壤结皮中优势生物

组分及其生长形态、功能、土壤基质和演替阶段，

BSCs 可分为藻结皮 (Algae crusts)、地衣结皮

(Lichen crusts)和苔藓结皮(Moss crusts) 3 种主要

类型[7]。微生物在 BSCs 的各个发育阶段都具有重

要而积极的作用[8–9]。但以往有关研究主要集中于

BSCs 类型和分布、形成机理和生态功能等方面，

对其中的微生物组成和功能了解还不够全面和系

统[10–11]。光能利用微生物是 BSCs 中最重要的功能

组分。具光合固碳、固氮和产多糖等功能的蓝藻

一直被认为是 BSCs 形成发展的关键光能利用微

生物。而 AAPB 也具有许多相似功能[12]，可能对

BSCs 发展有积极贡献。认识群落结构和多样性是

理解 AAPB 与 BSCs 发育关系的基础。但截止目

前为止，仅有 Csotonyi 等[13]利用传统涂布划线方

法研究了 BSCs 中的 AAPB 群落，结果表明总分

离物中的 0.1%–5.9%为 AAPB，它们仅划分为    

4 个属。而 AAPB 群落广泛存在于 Proteobacteria、

Chlorobi、Chloroflexi、Firmicute、Acidobacteria

和 Gemmatimonadetes 6 个 门 类 [14] ，

Sandaracinobacte 、 Erythromonas 、

Erythromicrobium、Roseococcus、Porphyrobacter、

Acidiphilium 、 Roseateles 、 Erythrobacter 、

Roseobacter 、 Citromicrobium 、 Rubrimonas 、

Roseovarius 、 Roseivivax 、 Craurococcus 、

Paracraurococcus 等近 20 属。但由于土壤中 99%

以上的微生物以现有技术不能实现纯化培养，基

于分离培养方法揭示出的 BSCs 中 AAPB 群落结

构和多样性极不全面，还有待基于分子生物学方

法全面系统地研究揭示。作为编码 AAPB 光反应中

心小亚基的 pufM 基因，数据库庞大，便于系统地比

较各类环境中 AAPB 群落结构的差异，已广泛应用

于 AAPB 多样性和进化分析[15–16]。Zeng 等[17]利用

DOTUR 软件研究分析 AAPB 属、种 pufM 序列之

间的距离之后认为，pufM 序列距离进行种的分类

的 cutoff 值为 0.06。 

综上，本研究以浑善达克沙地为例，采集分

布于其中的藻结皮、地衣结皮和苔藓结皮及其下

层 土 壤 ， 利 用 Miseq 高 通 量 测 序 技 术

(High-throughput sequencing，HTS)对 pufM 基因进

行测序，对比分析不同类型 BSCs 中 AAPB 群落

结构和多样性，以期为认识和理解 AAPB 在 BSCs

的分布和生态功能，及其对于在荒漠生态系统环

境的修复潜力提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  生物土壤结皮的采集和处理 

本研究样品于 2015 年 6 月采自内蒙古浑善达

克沙地东南边缘姑娘湖附近(42.427N，116.769E，

海拔 1380 m)。在 3 个间隔 100–500 m 的不同区域，

利用 5 点采样法，使用灭菌且锋利的小刀，分别

采集藻结皮、地衣结皮和苔藓结皮 3 类不同类型

生物土壤结皮(土表层 1–2 cm)及其下层土壤(结皮

下层 2–5 cm)、相应混合均匀，分别命名为 HSA (藻

结皮层)、HSAs (藻结皮下层土壤)、HSL (地衣结

皮层)、HSLs (地衣结皮下层土壤)、HSM (苔藓结

皮层)和 HSMs (苔藓结皮下层土壤)。所采样品放

入 50 mL 无菌离心管，置于液氮中，运至实验室

于–80 °C 低温冰箱保存备用。 

1.2  样品总 DNA 的提取 

将相同类型的 5 个土壤样品混合均匀，取 0.5 g

按照 E.Z.N.A. Soil DNA Kit 说明书进行样品总

DNA 的提取，提取的 DNA 溶于 50 L 无菌超纯
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水中，使用 Nanodrop 2000 超微量核酸定量仪对浓

度和质量进行检测。重复 3 次，将 3 次 DNA 混合

均匀，置于–80 °C 低温冰箱保藏。 

1.3  高通量测序 

以 pufM基因作为AAPB群落结构多样性的分

子标尺，各样品 DNA 为模板，引物 pufM 557F：

CGCACCTGGACTGGAC ， pufM_WAW ：

AYNGCRAACCACCANGCCCA[18]，扩增片段长

度在 270 bp 左右。PCR 反应条件为：95 °C 3 min；

95 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C 45 s，35 个循环；

72 °C 10 min，4 °C 保存。配制 2%琼脂糖凝胶电

泳检测 PCR 产物。条带明亮单一的 DNA 产物采

用 Illumina MiSeq 二代高通量测序平台测定，测序

长度 2×300 bp (委托上海美吉生物医药科技有限

公司完成)。 

1.4  数据分析 

数据下机后根据数据序列两端“标签”和引物序

列得到有效序列，并使用 FLASH 和 Trimmomatic 软

件进行去除片段大小不一致和拼接出现错配的序

列；样品稀释性曲线[19]利用 mothur 计算不同随机

抽样下的数值，使用 R 语言工具制作曲线图；使用

Usearch 软件(vsesion 7.1 http://drive5.com/uparse/)平

台，按照 94%相似性对非重复序列进行 OTU聚类，

在聚类过程中去除嵌合体，得到OTU的代表序列；

通 过 GenBank 中 的 非 冗 余 核 苷 酸 序 列 库

(Non-redundant nucleotide sequences database, nt 

database)进行 OTU 注释，并分别在 phylum (门)，

class (纲)和 genus (属)分类水平统计各样品的群落组

成；Alpha 多样性指数运算，使用 mothur 软件[20] 

(version v.1.30.1http://www.mothur.org/wiki/Schloss 

SOP#Alpha_diversity)；物种 Venn 图[21]使用 R 语言

统计和作图；非度量多维尺度分析[22] (Nonmetric 

multidimensional scaling，NMDS)和样品层级聚 

类[23]，使用 Qiime 计算 beta 多样性距离矩阵后，

使用 R 语言作图画树。 

2  结果和分析 

2.1  测序结果质量分析 

通过对样品高通量数据统计，HSA、HSAs、

HSL、HSLs、HSM 和 HSMs 分别得到 23604、

31625、24940、23483、30375 和 32917 条 pufM 基

因序列，测序覆盖率均达到 99%以上；稀释性曲

线趋于平坦(图 1)，表明测序结果能很好地代表各

样品中 AAPB 群落结构和多样性。 

2.2  AAPB 群落结构分析 

除去未分类部分，在门水平上，所有 BSCs 中

的 AAPB 来 自 Proteobacteria 、 Chloroflexi 和

Actinobacteria 3 大门类；Proteobacteria 为优势门类，

所有样品含量均在 50%以上，其中 HSL 样品中含量

最高，为 94.43%，HSM 中含量最低，为 58.46%；

HSAs 中 Chloroflexi 含量最高，为 1.80%，HSMs 中

含量最低，为 0.07%；Actinobacteria 含量极少。 

 

图 1.  高通量测序 pufM 基因序列稀释曲线 
Figure 1. The rarefaction curves of pufM sequences 
obtained through HTS. 
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在纲水平，主要包含 Chloroflexia (HSMs 中最

低，为 0.071%；HSAs 中最高，为 1.803%)，

Alpha-Proteobacteria (HSM 中最低，为 52.125%；

HSL 中最高，为 93.687%)、Beta-Proteobacteria 

(HSL 中最低，为 0.205%；HSMs 中最高，为 1.322%)、

Gamma-Proteobacteria (HSL 中最低，为 0.543%；

HSLs中最高，为6.156%)及含量较少的Actinobacteria 

(HSA、HSL 和 HSM 中为 0；HSAs 中最高，为

0.126%)。 

在属水平(图 2)上，除 HSL 样品以及未能分类

的部分(35%以上的未知属)无法比较之外，结皮样

品间及下层土壤样品间 AAPB 种类相似，都包含

6 个属，即 Bradyrhizobium (9.69%–90.02%)、

Brevundimonas (0.83%–16.04%)、Methylobacterium 

(1.74%–12.56%)、Rhodospirillum (0.91%–32.87%)、

Roseiflexus (0.02%–1.79%) 和 Sphingomonas 

(0.13%–11.23%)。特别的是，Bradyrhizobium 在

HSL 中的丰度高达 90.02%、未知属不足 10%；而

更特别的是，unclassified_Gammaproteobacteria_ 

miscellaneous_norank 几乎存在于每种类型样品

中，丰度为 0.47%–5.96%，在 HSLs 中最多。 

NMDS 是根据样品中包含的物种信息，以点

的形式反映在多维空间上，而对不同样品间的差

异程度，最终通过点与点的距离表现在图中。其

距离远近代表样品中菌体群落的差异程度。由图

3-A 可知，HSAs、HSLs 和 HSMs 距离较近，AAPB

群落差异较小；结皮层 HSA 和 HSM 中 AAPB 差异

较小；而 HSL 则较为特殊，与其他样品差异较大。 

通过对样品 Beta 多样性距离矩阵进行层级聚

类分析，构建样品层级聚类树来研究不同样品的

相似性和差异关系。聚类结果(图 3-B)同样表明 3

类结皮下层土壤样品差异较小、藻结皮层和苔藓

结皮层差异小、地衣结皮层与其他样品差异较大

的特点。 

 

 
 

图 2.  AAPB 在属水平的菌落结构及分布 

Figure 2.  Communities structure and distribution of AAPB at the genus level. 
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图 3.  非度量多维尺度分析图(A)和基于 beta 多样性距离的样品层级聚类树(B) 

Figure 3.  Analysis of nonmetric multidimensional scaling (A) and hierarchical clustering tree based on the beta 
diversity of distance (B). 
 

2.3  AAPB 的 Alpha 多样性指数 

Alpha 多样性指数可反映生物群落的丰富度

和多样性。其中，OTU 能直接反映分类单元的数

量，Shannon 指数可以反映群落多样性，ACE 指

数则可以反映物种丰富度。由表 1 可知，除 HSL

外，其他类型土壤中 AAPB 群落多样性指数较相

近，OTU 数、Shannon 指数和 ACE 指数范围分别

为 157–238、4.04–4.92 和 373–448，最低和最高的

均分别为 HSAs 和 HSM，且均是上层高于相应下

层指数，发育程度高的结皮及其对应下层土壤多

样性指数也较高；HSL 中虽然 OTU 数较少(157)，

Shannon 指数较低(1.76)，但物种丰富度却较高

(402)，且下层(HSLs)的 OTU 和 Shannon 指数均大

于上层(HSL)，但 ACE 指数的大小关系相反。由

此可见，随结皮的发育，无论是结皮层还是其下

层土壤中的 AAPB 种类都有所增加。 

由图 4 可知 6 个样品共有 107 个 OTU，三类

结皮层样品共有 128 个 OTU，三类结皮样品下层

土壤共有 150 个 OTU；藻结皮及其下层土壤共有

171 个 OTU，地衣结皮及其下层土壤共有 138 个

OTU，苔藓结皮及其下层土壤共有 194 个 OTU；

HSA、HSAs、HSL、HSLs、HSM、HSMs 中的特

有 OTU 分别有 1 (Hydrogenophaga sp. RAC07)，1 

(Roseateles depolymerans) ， 2 (Skermanella 

stibiiresistens 、 Aquincola tertiaricarbonis) ， 4 

(Belnapia moabensis、Methylibium sp. Root1272、

Kouleothrix aurantiaca 、 Polynucleobacter 

duraquae)，13 (Methylibium sp. NZG、Sphingomonas 

sanxanigenens 、 Beta-proteobacterium AAP99 、

Sphingomonas sp. 031395428、Novosphingobium sp. 

AAP83、Methylobacterium sp. 77、Variovorax sp. 

KK3、Sphingomonas hengshuiensis、Sphingomonas 

sp. Leaf339 、 Bradyrhizobium sp. CCH5-F6 、

Methyloversatilis discipulorum、Sphingomonas sp. 

031439814、Brevundimonas subvibrioides)和 8 个

OTU(Mesorhizobium loti 、 Rhodocista sp. 

MIMtkB3 、 Rhizobacter sp. Root404 、

Bradyrhizobium sp. DFCI-1、Bradyrhizobium sp. 

S23321、Methyloversatilis sp. RAC08 及 2 个未知

OTU)。 
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表 1.  AAPB 群落 Alpha 多样性指数 

Table 1.  Alpha diversity indexes of AAPB community 
Sample Shannon index ACE index 

HSA 4.43 399 

HSAs 4.04 364 

HSL 1.76 402 

HSLs 4.37 373 

HSM 4.92 448 

HSMs 4.65 426 

 

 

图 4.  样品中 AAPB 群落 OTU 水平 Venn 图 

Figure 4.  Venn diagram of AAPB communities in 
OTU. The number in the figures is the OTU amount. 

3  讨论 

微生物群落结构和多样性分析研究中常用的

方法有分离培养、梯度变性凝胶电泳和末端限制

性片段长度多态性等。而近年来，随着测序分析

技术的发展，高通量测序技术的应用愈来愈多。

相比其他技术，高通量测序具有成本低和信息量

大等优势。 

好氧不产氧光营养细菌具有固氮或产多糖等

功能，这些功能可能有助于土壤的形成和发展[12]，

尤其是在寡营养的陆生环境中的作用更加重要[24]。

荒漠或沙地营养贫瘠，生物土壤结皮是这些环境

中常见的重要景观；而在这些环境中，AAPB 也

可能有助于生物土壤结皮的发育。揭示 BSCs 中

AAPB 群落结构和多样性可为理解 AAPB 在 BSCs

发育中的作用提供基础依据。为此，本文基于

pufM，利用高通量二代测序技术 Mi-seq 进行了相

关分析。本研究表明各种类型或发育阶段的 BSCs

及其下层土壤中的 AAPB 皆以 Proteobacteria 为优

势菌门、以 Alpha-Proteobacteria 为优势菌纲，这

与 Proteobacteria 门的 AAPB 在其他的水生或陆生

环境中占优势的情况相似[14,16, 24–26]。但不同的是，

淡水中没有 Gamma-Proteobacteria，在盐水中缺乏

Beta-Proteobacteria，而这两类却均在 BSCs 及其下

层土壤中存在(Gamma-和 Beta-Proteobacteria 丰度

分别为 0.54%–6.16%和 0.21%–1.32%)。张星星[27]

基于 16S rRNA 基因分析荒漠 BSCs 时发现

Chloroflexi 门细菌占总细菌细胞数量的比例可达

1%–7%。Chloroflexi 门的 AAPB 在其他环境的好

氧生态位中的丰度很低，而在本次基于 pufM 的分

析调查表明其细胞数量可占总 AAPB 的约 2%；但

根据土壤中总 AAPB 数量占总细菌比例一般不足

10%[4]，估算本研究中 Chloroflexi 门的 AAPB 占

总细菌数量的比例应低于 0.2%。然而，目前明确

含 pufM 的 Chloroflexi 细菌只有 1 个纯培养物[17]，

本研究所使用 pufM 通用引物可能只覆盖了

Chloroflexi 门中少数的 AAPB 菌群，这可能是基

于 pufM 低于基于 16S rRNA 基因分析结果相差较

大的原因。但结合二者可以肯定 Chloroflexi 门为

BSCs 中丰度较高的类群，其生理生态作用可能对于
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BSCs 发育很重要。除地衣结皮外，藻结皮和苔藓结

皮中 AAPB 的优势属(>5%)均为 Bradyrhizobium、

Brevundimonas、Methylobacterium、Rhodospirillum

以及大量(>35%)未能分类的属。这不同于基于分

离培养方法得到的 Methylobacterium (60%)和

Belnapla (27%)为 BSCs 中优势 AAPB 的结果[13]，

也不同于一般土壤中常见优势 AAPB 属为

Crauroccus 和 Paracrauroccus，这 2 个属在 BSCs

中的丰度几乎为零。而地衣结皮中 AAPB 优势属

为 Bradyrhizobium，丰度高达 90%，次优势的

Methylobacterium 和未能分类的属分别不足 2%和

6%。Bradyrhizobium 可为地衣中与其共生生物提

供氮素，有利于在寡营养环境中共生存[28]；而可

将光能作为辅助能源、减少有机碳消耗而使得

AAPB 在寡营养环境中更具竞争力[29]。因此，固

氮和光营养可能是 Bradyrhizobium 在地衣结皮中

大量存在的原因之一。而其余的优势分类类属

Brevundimonas 、 Methylobacterium 和

Rhodospirillum 都是或具有固氮、固碳或利用甲基

化合物的能力。可见，具有光营养及其他营养利

用或产生功能等很可能是微生物在荒漠寡营养

土壤中生存的重要策略。比较结皮层及其下层土

壤，除个别类群外，大多数在结皮层中丰度较高

的类群往往在下层土壤中的丰度也高，且一般下

层高于上层(最多可高 14%)。这可能与强光抑制

细菌叶绿素合成有关[30–31]，也可能与 AAPB 主要

吸收光波长为近红外[12]、近红外易穿透结皮层且

为结皮中的蓝藻等所不能吸收有关。这可能决定

了 AAPB 在结皮层和下层土壤中的分布不同。同

时，结皮层中的 AAPB 利用蓝藻等不能利用的光，

使光能利用更加充分，可能更加利于 BSCs 的  

发育。 

BSCs及其下层土壤中AAPB的多样性非常高

(除地衣结皮层 Shannon 指数只有 1.76 外，其他的

为 4.04–4.92)，但丰富度较低(ACE 指数最高为 448)。

这也明显不同于其他环境，例如在淡水和海水中

AAPB 的 Shannon 多样性指数都不超过 3，而物种

丰富度 ACE 指数却很高(最高高达 6090)[16, 25–26]。而

这与 BSCs 及下层土壤中 AAPB 群落结构揭示出

的种类丰富、但以少数类属为主相一致。藻结皮、

地衣结皮到苔藓结皮是 BSCs 发育过程中由低到

高的 3 个阶段，发育愈成熟的 BSCs 愈发稳定[32]。

生物多样性对于 BSCs 的多功能性作用发挥有重

要影响[33]。除地衣结皮层外，BSCs 及其相应下层

土壤中 AAPB 多样性均随 BSCs 发育阶段的提高

而增加，这或许预示着 AAPB 在荒漠生态系统稳

定中有重要的作用。 

4  结论 

浑善达克沙地生物土壤结皮(Biological soil 

crusts, BSCs)中 AAPB 群落结构相对复杂，与水体

和一般土壤环境中的组成区别明显；AAPB 多样

性高，且多样性随BSCs发育而增加，预示着AAPB

在荒漠生态系统稳定中有重要的作用。 
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Community structure and diversity of aerobic anoxygenic 
phototrophic bacteria in soil crusts and subsoil of Hunshandake 
deserts 

Kai Tang1, Lijuan Jia1, Xiaodan Gao1, Yu Tao1, Jianyu Meng1, Heng Li1, Limin Yuan2, 
Fuying Feng1* 
1 Institute for Applied & Environmental Microbiology, College of Life Sciences, Inner Mongolia Agricultural University, 

Hohhot 010018, Inner Mongolia Autonomous, China 
2 Inner Mongolia Academy of Forestry Science, Hohhot 010010, Inner Mongolia Autonomous, China 

Abstract: [Objective] To discover the community structure and diversity of aerobic anoxygenic phototrophic 

bacteria (AAPB) in different types of soil crusts (BSCs) and soils under them. [Methods] The pufM gene was 

sequenced via the Illumina MiSeq second-generation high-throughput sequencing platform, and the community 

structure and diversity of AAPB were analyzed by bioinformatics analysis. [Results] In the BSCs and soils under 

them, Proteobacteria and Alpha-Proteobacteria were the main phylum, and the main genus were Bradyrhizobium 

(9.69% to 90.02%), Brevundimonas (0.83% to 16.04%), Methylobacterium (1.74% to 12.56%), Rhodospirillum 

(0.91% to 32.87%), Roseiflexus (0.02% to 1.79%) and Sphingomonas (0.13% to 11.23%). Biological soil crusts and 

soil under them had the similar community structure, but different in the abundance. With the development of 

BSCs, the species richness and diversity of the crusts and their underlying soils increased. [Conclusion] The 

community structure of AAPB in BSCs of Hunshandake sandy land is relatively complex, which is significant 

different from that in water and general soil environment. The diversity of AAPB is high and the diversity increases 

with the BSCs development, which suggests that AAPB plays an important role in the stability of desert ecosystem. 

Keywords: BSCs, AAPB, pufM, high-throughput sequencing, diversity 
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