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摘  要：利用黑龙江省科学院自然与生态研究所三江平原野外实验研究站内 3 个不同小叶章生态类型湿地土壤

样品，直接提取土壤微生物总 DNA，应用 Miseq测序技术对 16S rDNA进行序列测定和分析。结果表明：不同小叶章

湿地土壤细菌群落结构发生了显著变化，土壤细菌多样性和丰富度随着土壤含水率的增加而降低。草甸化湿地和沼泽

化草甸湿地优势种群为酸杆菌，变形菌次之；沼泽化湿地优势种群为变形菌，酸杆菌次之。土壤含水率的增加减少了

酸杆菌的分布，而增加了变形菌的分布。16S rDNA heatmap分析则表明，湿地水位的变化对酸杆菌和变形菌的群落结

构影响最大。 
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土壤微生物是陆地生态系统中有机物的主要分

解者和转化者，参与土壤碳氮循环等生物地球化学过

程以及土壤矿化过程，通过改变土壤的物理化学和生

物学特性，对有机物的分解转化、养分的转化和供应

具有重要的主导作用。土壤微生物在生态系统物质养

分循环中具有十分重要的意义[1]，推动着生态系统能

量和物质循环，维系生态系统正常运转，土壤微生物

种类组成和群落结构在很大程度上决定着土壤的生

物活性。因此，通过土壤微生物结构变化特征研究，

预测生态系统的结构与功能越来越受到关注[2–5]。  

近年来，运用不同方法对土壤微生物多样性

进行的研究越来越多，其中土壤微生物以细菌的

种类和数量最多 [6]，细菌多样性的研究受到广泛关

注。随着分子生物学的快速发展，对环境中微生

物的研究方法已经跳出了传统的实验室纯培养限

制。宏基因组(Metagenome)(也称微生物环境基因

组 Microbial Environmental Genome, 或元基因组)。是

由 Handelsman 等[7] 1998 年提出的新名词。它包含

了可培养的和未可培养的微生物的基因，目前主要指

环境样品中的细菌和真菌的基因组总和。宏基因组学

(Metagenomics)作为分子生态学发展的典型技术策

略，能够从环境样本中直接获得总 DNA进行文库构

建、测序[8]，在整体水平解析微生物群落结构，尽可

能真实地揭示原位环境中微生物群落的复杂性和多

样性[9]，在土壤微生物多样性研究中显示出强大的功

能[10]，在植被根际细菌群落、水域底泥及其他极端/

特殊环境中细菌群落等方面被广泛应用[10–14]。Miseq

是 2011年 Illumina公司新开发的第二代高通量测序平

台，利用索引策略和重叠的 2×150 bp读数，每次运行

产生 1 000 Mb 以上的数据，而且成本较低。采用

Illumina 高通量测序仪进行土壤宏基因组的研究，较

传统的单克隆等技术具有明显的通量优势和极高的

分辨率。  

三江平原沼泽湿地是我国湿地面积最大、类型最

齐全的地区之一，由于人类活动的影响，湿地面积由

1949 年的 534.5×104 hm2减少到 148.16×104 hm2[14], 

湿地生态系统结构与功能不断发生变化，目前研究主

要集中在植物群落变化[15]、温室气体排放[16]和营养
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物质循环[17]。湿地土壤微生物在维护湿地生态系统的

结构与功能方面具有重要作用, 国外部分学者[18–19]研

究了湿地土壤微生物活性特征及群落结构变化，探讨

了湿地土壤微生物在湿地生态系统的作用。目前，三

江平原湿地土壤微生物多样性特征鲜有报道，特别是

不同类型小叶章湿地土壤微生物多样性变化缺乏系

统研究。小叶章(Deyeuxia angustifolia) 是三江平原

沼泽湿地的主要优势物种之一，分布广泛。因此，

通过选取不同类型湿地土壤，研究了小叶章湿地土

壤微生物的群落组成与结构变化，旨在探讨三江平

原小叶章湿地土壤微生物结构变化特征，揭示三江

平原湿地土壤质量变化规律，为三江平原湿地保护

提供科学依据，并为我国湿地保护与管理提供理论

参考。 

1  材料与方法 

1.1  研究区域概况 

研究区域选在三江平原典型沼泽湿地分布区——

黑龙江省科学院自然与生态研究所三江平原湿地生

态野外实验站内。本区海拔 55 ~ 65 m ，属温带湿润

半湿润季风气候，年平均气温 1.9℃，年平均降雨量

550 ~ 600 mm，无霜期 125 天左右，试验场内有大

面积的季节性积水的小叶章沼泽化草甸。 

1.2  样品采集 

在实验站内选择 3 块 5 m × 5 m代表样地：沼泽

化小叶章湿地、草甸化小叶章湿地以及沼泽化草甸小

叶章湿地。于 2014年 6月采集土壤样品，土壤样品

为混合土样，用直径为 4 cm的土钻按混合采样法采

集 0 ~ 20 cm 土层，每个土样由 5 ~ 8 个采集点的土

壤混合，用四分法取适量于土袋中，迅速带回实验室。

去除土样中的植物和动物残体等杂质，混合均匀后一

部分保存在 –80℃，用于分析土壤细菌群落结构。另

一部分风干、磨细过 100目筛和 1 mm筛，用于测定

土壤理化性质。 

1.3  土壤微生物总 DNA的提取 

采用 MOBIO12888-power extraction for soil试剂

盒，称取 0.25 g新鲜土壤，按照说明书的提取步骤进

行。将提取得到的土壤微生物总 DNA溶解于 100 µl 

去离子水中，取 5 µl 的 DNA用 1.0% 的琼脂糖凝胶

电泳检测(0.5×TAE 缓冲液)，分析 DNA 的完整性和

相对浓度。 

1.4  土壤细菌的 16S rDNA基因测序 

土壤总 DNA送到上海美吉生物医药科技有限公

司进行 Miseq高通量测序。细菌 16s rDNA扩增引物

采用通用引物(8F/533R)。 

1.5  数据处理 

1.5.1  有效序列和优化序列数据统计    采用多个

样品平行测序的方法，所以各样品中的序列均引入了

一段标示其样本来源信息的 barcode 标签序列及前

引物(forward primer)序列。本次分析根据 barcode 标

签序列和前引物序列筛选出有效序列后，将测序接头

与 barcode 序列去除，并对处理后的有效序列进行

数据统计。 

为了得到更高质量及更精准的生物信息分析结

果，应对有效序列进行去杂。丢弃长度短于 150 bp、

含有模糊碱基、引物碱基含 2 个以上错配的序列，

即得到优化序列，之后对优化序列进行数据统计。 

1.5.2  OTU-based 分析    对所有样品进行 OTU 

生成并对 OTU 进行生物信息统计分析。将优化序列

选取长度大于 350 bp 的序列并截齐后与 silva 库比

对(silva108 版)后对序列进行聚类。聚类分析使用的

软件为 mothur 和 chopseq (http://www.mothur.org/wiki/ 

Main—Page)。 

1.5.3  细菌群落多样性分析    细菌群落物种的丰

富度(richness)和多样性(diversity)分别用 Chao1 和

Shannon指数表示，测序深度指数用 Coverage表示。 

1.5.4  群落结构分析    将优化序列根据 silva 库

中的参考序列对 OTU 进行种属鉴定。在门(phylum)

的水平上做样品群落分布柱状图，比较 3个土样中的

菌落分布情况。 

2  试验结果 

2.1  不同湿地类型土壤理化性质的变化特征 

由表 1可以得出：在不同的湿地类型土壤中，土

壤含水率的变化规律为沼泽化草甸湿地<草甸湿地<

沼泽湿地；土壤 pH、有机碳、速效磷、速效钾则表  

表 1  不同湿地类型下的土壤理化性质的比较 
Table 1  The physical and chemical properties of the soils from different wetland’s types 

样点 pH 有机碳(g/kg) 速效磷(mg/kg) 速效钾(mg/kg) 土壤含水率(%) 

沼泽化草甸小叶章湿地(K0) 5.85 49.61 22.51 211.35 65 

草甸小叶章湿地(K1) 5.63 46.53 21.76 208.37 85 

沼泽小叶章湿地(K2) 5.39 44.12 19.86 106.40 210 
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现为沼泽化草甸湿地>草甸湿地>沼泽湿地，随着土

壤含水量的增加，以上各指标均呈下降趋势。 

2.2  不同湿地类型土壤细菌多样性指数 

通过比较 DNA 序列的相似性，将相似性大于

98% 的序列归为同一种可操作分类单元(operational 

taxonomic unit, OTU)[20]。对不同生态类型小叶章湿地

土壤细菌 16s rDNA多样性指数进行分析(表 2)，K0、

K1、K2 的 Shannon 指数分别为 5.26、5.22、5.19，

丰富度指数分别为 745、740、709，随着土壤含水率

的逐渐增加，细菌的多样性和丰富度均有所降低。这

表明不同生态类型湿地土壤细菌的结构存在差异，且

不同湿地土壤细菌的群落结构变化规律不同。 

表 2  不同生态类型小叶章湿地土壤样本中细菌丰富度和多样性指数 
Table 2  Diversity indices of bacteria in the soils from different ecological types of Deyeuxia angustifolia wetlands 

样点 OTU Ace指数 Chao指数 Shannon指数 Simpson指数 

K0 683 762 745 5.26 0.012 9 

K1 636 743 740 5.22 0.013 1 

K2 660 707 709 5.19 0.015 6 

 
2.3  不同湿地类型土壤细菌 16s rDNA序列分析 

将测序所得 16s rDNA序列在 Genbank中进行比

对，得到不同生态类型小叶章湿地细菌的分类(表 3)，

可以看出 K0 和 K1 小叶章湿地优势种群为酸杆菌

(Acidobacteria)，分别占总测序数的 53% 和 52%，K2

小叶章湿地中的优势种群为变形菌(Proteobacteria)，

占总测序数的 62%。变形菌(Proteobacteria)在 K0

和 K1 分布中仅次于酸杆菌门(Proteobacteria)，在

K0 和 K1 中也有大量的分布，分别占总克隆数的

22% 和 26%，酸杆菌(Acidobacteria)在 K2分布中仅次

于变形菌(Proteobacteria)，占总克隆数的 10%。随着

土壤含水率的增加，土壤细菌从酸杆菌(Acidobacteria)

为主要群落类型转变为以变形菌 (Proteobacteria)

为主的群落结构。土壤含水率增加后，酸杆菌

(Acidobacteria)减少了 40%，而变形菌增加了 31%。

此外，K0 中细菌种类超过 5% 还包括浮霉菌

(Planctomycetes)和绿弯菌门(Chloroflexi)，占总测序

数的 6% 和 5%。K1中细菌种类超过 5% 还包括浮霉

菌(Planctomycetes)和硝化螺旋菌(Nitrospirae)，占总

测序数的 7% 和 5%。而 K2细菌种类超过 5% 的还包

括厚壁菌(Firmicutes)和拟杆菌(Bacteroidetes)，占总

测序数的 9% 和 5%。 

表 3  3 种湿地类型土壤细菌 16S rDNA 序列分析 
Table 3  Sequence analysis of 16S rDNA in the soils from three wetland types 

K0 K1 K2 种类 

克隆数 比例(%) 克隆数 比例(%) 克隆数 比例(%) 

Acidobacteria 5 766 53 4 611 51 1 741 10 

Proteobacteria 2 336 22 2 294 26 10 802 62 

Chloroflexi 556 5 239 3 738 4 

Bacteria_norank 169 2 84 1 680 4 

Planctomycetes 697 6 618 7 215 1 

Bacteroidetes 186 2 224 3 1 574 9 

Nitrospirae 426 4 441 5 32 0 

Firmicutes 23 0 22 0 879 5 

Gemmatimonadetes 158 1 137 2 37 0 

Chlorobi 165 2 90 1 216 1 

Verrucomicrobia 25 0 36 0 22 0 

Candidate_division_OP8 2 0 3 0 191 1 

其他 307 3 156 2 290 2 

总数 10 816 100 8 955 100 17 417 100 

 

土壤微生物还包括Bacteria_norank、绿菌(Chlorobi)、

Candidate_division_OP8、疣微菌(Verrucomicrobia)、

芽单胞菌(Gemmatimonadetes)。他们在 K0、K1和 K2 

3个样地中分布均比较少，各类细菌占总测序数的比

例都小于 5%。另外，K0、K1和 K2 3个样地中均有 

≥2% 的细菌在 Genbank中没有被明确地分类，属于
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未分类的菌。 

与 K0和 K1相比，K2对酸杆菌数量分布的影响

最大。从表 3可以看出，K2酸杆菌分别比 K0和 K1

减少了 43% 和 41%。变形菌的影响仅次于酸杆菌，

与 K0和 K1相比，K2的变形菌增加了 40% 和 36%。

另外，浮霉菌、厚壁菌、拟杆菌受土壤含水率的影响

也比较大。与 K0 和 K1 相比，土壤含水率增加后， 

K2的浮霉菌减少了 5% 和 6%，而厚壁菌增加了 5%，

拟杆菌则分别增加了 7% 和 6%。 

2.4  群落结构分析 

在属的水平上对样品和样品所含菌属进行聚类，

对聚类后的各样品中不同 OTU所含序列的丰度作出

heatmap (图 1)，该图能够反映出在菌属水平上各样品

细菌群落结构的差异性。 

 

图 1  基于 16S rDNA 序列构建的热图 
Fig. 1  Heatmap tree based on the 16S rDNA sequences 



第 5期 隋  心等：利用高通量测序对三江平原小叶章湿地土壤细菌多样性的研究 923 

 

 

从图 1可见，湿地土壤 16S rDNA细菌的 heatmap

图可以划分为 4 个 Cluster。菌属的丰度受到不同土

壤含水率变化的影响，在所测得的菌属中丰度受土壤

含水率变化影响最大的是 Acidobacteria，Proteobacteria，

hloroflexi，Planctomycetes，Bacteria_norank，Bacteroidetes，

Firmicutes。在不同的小叶章湿地类型中，菌属丰度

表现出较大的差异，如 Acidobacteria，Chloroflexi，

Planctomycetes，Gemmatimonadetes，Chlorobi，Nitrospirae

在沼泽化草甸小叶章湿地(K0)与草甸化湿地(K1)要

高于沼泽化小叶章湿地 (K2)，而 Proteobacteria， 

Bacteria_norank，Bacteroidetes，Firmicutes的丰度则

表现为沼泽化小叶章湿地(K2)大于另外两种类型。 

从图 1 可见，Cluster 1 主要包括浮霉菌、酸杆

菌、硝化螺旋菌。不同类型的小叶章湿地使得细菌结

构的分布发生了明显的影响。沼泽化小叶章湿地(K2)

的细菌丰度最低，草甸小叶章湿地(K1)与沼泽化草甸

小叶章湿地(K0)的细菌丰度较高。 

Cluster 2主要包括螺旋菌、变形菌以及一些未知

的菌。从图 1可见，沼泽化小叶章湿地(K2)的螺旋菌、

变形菌等细菌丰度最低，草甸化小叶章湿地(K1)与沼

泽化草甸小叶章湿地(K0)的细菌丰度较高。另外，与

Cluster 1 相比，3 个小叶章湿地细菌的丰度要比

Cluster 1中的菌属丰度低。 

Cluster 3主要包括根瘤菌、拟杆菌、红假单胞菌、

丛毛单胞菌。从图 1 可见，根瘤菌在 3 个湿地中的

丰度不明显，但是拟杆菌、红假单胞菌、丛毛单胞菌

在 3个湿地中的丰度差异比较明显，沼泽化小叶章湿

地(K2)中的丰度要大于草甸化小叶章湿地(K1)与沼

泽化草甸小叶章湿地(K0)。 

Cluster 4主要包括放线菌、地杆菌、鞘脂单胞菌。

从图 1可见，放线菌、地杆菌、鞘脂单胞菌在沼泽化

小叶章湿地(K2)中的分布要低于草甸化小叶章湿地

(K1)与沼泽化草甸小叶章湿地(K0)。 

从总体来看，与 K0和 K1相比，K2的土壤细菌

群落结构和丰度变化比较大，这说明土壤含水率对土

壤细菌结构的影响比较明显，这从图 1可以明显看出

来。另外，对于 K0和 K1 2个小叶章湿地类型来看，

二者的土壤含水率比较接近，土壤理化指标也比较接

近(表 1)，所以，两个湿地类型的细菌群落结构和丰

度都比较接近。 

3  分析与讨论 

多样性指数对于分析不同土壤的微生物群落结

构是非常有效的方法，多样性指数越高则微生物群落

多样性越高，它由群落的多样性及群落的丰富度两部

分组成[21–22]。本研究结果表明，不同小叶章湿地土

壤细菌的群落结构发生了显著的变化，Shannon指数

和丰富度指数均呈现 K0>K1>K2(表 2)，可见，随着

土壤含水率的增加减少了细菌的多样性。大量研究表

明，湿地土壤微生物主要与植物群落类型、土壤理化

性质以及土壤含水率有关[23–24]。土壤类型的不同直

接影响着土壤微生物的群落组成[25]。通过对小叶章

湿地 3 种不同类型的土壤细菌群落结构多样性指数

分析可知，同一季节，草甸化小叶章和沼泽化草甸小

叶章湿地土壤的细菌群落结构的多样性指数均高于

沼泽化小叶章湿地(表 2)，这表明不同小叶章湿地植

被类型对于微生物的群落结构有重要的影响。在草甸

化小叶章和沼泽化草甸小叶章湿地土壤中，较低的土

壤含水量和较好的通气条件为土壤微生物创造了一

个良好的微环境，形成较高的微生物多样性(表 1、

表 2)。而在常年积水的沼泽化小叶章湿地土壤中，

土壤的水文条件严重影响了土壤微生物的群落特征

(表 2)。这与徐惠风等[26]的研究结果一致。主要是由

于较高的含水量降低了土壤的氧气含量，限制了需氧

微生物对于有机质的降解，从而影响微生物的生长。 

16S rDNA序列分析表明(表 3)，草甸化小叶章湿

地、沼泽化草甸小叶章湿地和沼泽化小叶章湿地的优

势种群都是变形菌 (Proteobacteria)，分别占到了

22%、26%、62%。这与刘峰等[27]的研究结果一致。

另外，针对湿地土壤，刘绍雄等[28]研究发现：剑湖

湿地土壤中，主要优势种群也是变形菌，这些研究都

和本研究的结果相一致，表明湿地土壤样品中变形菌

是优势种群。另外，序列分析表明(表 3)，3 个不同

类型的小叶章湿地土壤中有较多的酸杆菌(Acidobacteria)

分布，沼泽化草甸湿地中占到 53% ，草甸化湿地占

到 51%，沼泽化湿地占到 10%。这一结果与前人的

一些研究相符合：即湿地土壤中变形菌和酸杆菌两个

类群占主导地位[29–30]。较多的酸杆菌可能与弱酸性

的土壤环境有关，实验发现本研究湿地土壤 pH 在

5.3 ~ 5.9(表 1)，呈微弱酸性，有利于某些酸杆菌的生

长。酸杆菌是新近分出的一类细菌，主要分布于湿地、

海洋沉积物和活性淤泥等处[31]，大部分为不可培养

的微生物。 

土壤中巨大的微生物数量意味着微生物群落结

构的复杂性。任何的技术都不可能对所有的序列进行

测序。本研究中采用 Miseq技术对细菌 16S rDNA序

列测定的方法分析湿地土壤微生物群落结构，随机选

择的克隆代表细菌群落中占统治地位的基因类型，已
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经可以反映土壤细菌的种类和分布的概况，获得了很

好的效果。 
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Abstract: Wetland soil bacterial community structure was studied through 16S rDNA gene. The soil samples were 

collected from the three different ecological types of Deyeuxia angustifolia in the Sanjiang Plain field experiment station of the 

institute of natural ecology, Heilongjiang Academy Sciences. Total microbial DNA was directly extracted from three soil samples, 

and the 16S rDNA genes were sequenced and analyzed by Miseq molecular technology. The results showed that the bacterial 

community composition was changed significantly, both Shannon index and Chao’s index decreased indicating bacterial diversity 

was decreased with increase in soil moisture content. Acidobacteria was predominated both in meadow wetland and 

paludification meadows wetland, followed by Proteobacteria. The Proteobacteria was predominated in paludification wetland, 

followed by Acidobacteria. The distribution of Acidobacteria was decreased and Proteobacteria increased with increasing soil 

moisture content. The heatmap tree based on the 16S rDNA sequences showed that wetland water level affected the structure of 

Acidobacteria and Proteobacteria greatly. 

Key words: 16S rDNA; Wetland; Miseq 

 

 


