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摘　 要:为寻找连作障碍与土壤微生物群落之间的联系ꎬ从土壤微生物群落生态的角度研究大豆连作障碍的机理ꎬ以
大豆正茬、连作 ４ꎬ６ꎬ８ 和 １０ 年的大豆盛花期土体和根际土壤为研究对象ꎬ采用 １６Ｓ / １８Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 方法ꎬ对比

连作不同年份土壤中细菌和真菌种群结构的变化规律ꎬ并对差异性电泳条带进行测序比对ꎮ 结果显示:聚类分析表

明ꎬ连作不同年份的土体土聚在一簇ꎬ根际土聚在另一簇ꎬ土体土细菌和真菌群落结构明显不同于根际土壤ꎻ１６Ｓ
ｒＤＮＡ 的 ＤＧＧＥ 图谱表明ꎬ土体细菌群落没有发现明显的条带变化ꎬ根际细菌种群出现了明显的变化ꎬ变化较大的细

菌种群经序列比对表明多为 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎬ是一种固氮菌ꎻ１８Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＤＧＧＥ 图谱表明ꎬ各处理间真菌结构存在一

定差异和变化ꎬ不同处理间一些条带出现或消失ꎬ变化较大的真菌种群经序列比对表明多为 Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ ｐｕｌｌｕｌａｎｓ、
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的根际效应很明显ꎬ连作大豆细菌种群变化不大ꎬ对真菌种群结构影响较大ꎬ研究结果可为大豆连作障碍机理研究提
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　 　 大豆连作导致产量下降ꎬ通常减产幅度在 １０％
~３５％ [１￣２]ꎮ 大豆连作障碍的原因一直是研究的热

点问题ꎬ其中以大豆根际和土壤之间的微生态学研

究较多ꎬ主要表现为连作土壤养分缺乏[３]、根部病

虫害加重[４]、作物根系分泌及残根腐解的有害化感

物质累积[５] 和土壤微生物群落结构改变等[６]ꎮ 大

量研究发现ꎬ土壤微生物各菌种的比例关系失

衡[７￣８]及种群数量变化较大是大豆连作障碍的主要

原因之一[９]ꎬ其中以大豆根际的变化尤为显著[１０]ꎮ
很多学者对大豆根际土壤微生物数量做了大

量的研究ꎬ基本认为连作后ꎬ土壤细菌数量减少ꎬ真
菌总量增加ꎮ 其中有益真菌数量减少ꎬ有害真菌数



５ 期 曲晓华等:基于 ｒＤＮＡ 测序的连作大豆土壤微生物群落变化规律研究 ６３３　　

量如青霉菌和镰刀菌等增加ꎬ同时ꎬ大豆胞囊线虫、
根腐病等病虫害发生严重[１１￣１２]ꎮ 关于大豆连作的

微生物群落研究报道很多ꎬ然而传统培养方法的瓶

颈问题限制了研究的深入进行ꎬ现对大豆连作土壤

微生物区系特别是未培养微生物的连续变化趋势

跟踪研究尚不充分ꎬ也未探明连作条件下根部微生

物区系的演替规律ꎮ
ＤＧＧＥ 电泳条带的多少可以直观地反映样品细

菌群落的遗传多样性ꎬ多样性指数是研究群落物种

数及其个体数和分布均匀度的综合指标[１３￣１４]ꎮ 本

研究从土壤微生物群落生态的角度研究连作障碍

的机理ꎬ利用 １６Ｓ / １８Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ(变性凝胶

电泳)方法ꎬ进一步探明连作土壤中微生物种群结

构和功能的变化规律ꎬ以期找出连作障碍与土壤微

生物群落之间的联系ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

１. １. １ 　 供试大豆 　 采用绥农 １０ 号作为供试大豆

品种ꎮ
１. １. ２　 供试土壤　 试验地位于黑龙江省农业科学

院大豆连作长期试验站ꎬ于 ２０２０ 年 ７ 月大豆盛花期

初取样ꎬ将正茬、连作 ２ꎬ４ꎬ６ꎬ８ꎬ１０ 年土体土壤和正

茬、连作 ２ꎬ４ꎬ６ꎬ８ꎬ１０ 年根际土壤ꎬ分别编号为 １ ~
１２ꎮ 按五点取样法选取大豆植株ꎬ先去掉 ０ ~ ５ ｃｍ
的表土ꎬ轻轻抖掉根系外围土作为土体土ꎬ用毛刷

轻轻刷粘附在根表面的土壤作为根际土ꎬ用无菌的

封口袋包扎密封ꎬ置于冰盒中带回实验ꎬ研磨过

１ ｍｍ筛后储于 － ２０ ℃冰箱中做 ＤＮＡ 分析ꎮ
１. １. ３　 主要试剂　 土壤 ＤＮＡ 提取试剂盒购自美国

Ｑ￣ＢＩＯｇｅｎｅ 公司ꎬＰＣＲ 扩增采用的酶是 ＴａＫａＲａ(大
连宝生物工程公司) ＬＡ Ｔａｑ 酶ꎬＰＣＲ 引物由 Ｔａｋａｒａ
公司合成ꎬ琼脂糖胶回收试剂盒等购自 ＴａＫａＲａ 公

司ꎬ丙烯酰胺 /甲叉双丙烯酰胺(３７. ５∶ １)、Ｔｒｉｓ 等为

上海生工公司产品ꎮ 去离子甲酰胺、尿素、过硫酸

胺、ＴＥＭＥＤ (四甲基乙二胺)等试剂是美国 Ａｍｒｅｓｃｏ
公司产品ꎬ变性聚丙烯酰胺凝胶电泳染色剂是购自

Ｓｉｇｍａ 公司的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｇｅｌ ｓｔａｉｎ
(１０ ０００ × )ꎮ 其余常规药品均为进口或国产分析纯

级ꎬ测序在上海生工公司进行ꎮ
常用溶液:ＥＢ 储备液(１０ ｍｇ􀅰ｍＬ －１)、０. ５ ｍｏｌ􀅰Ｌ －１

ＥＤＴＡ(ｐＨ８. ０)、１０ × Ｔｒｉｓ ＥＤＴＡ、５０ × ＴＡＥ、６ × ＤＮＡ
Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ、１０％ ＡＰＳꎮ

ＤＧＧＥ 专用缓冲液:３. ８５４ ｇ 醋酸铵、０. ２１４ ｇ 四

水合醋酸镁、０. ５ ｍｏｌ􀅰Ｌ － １ ＥＤＴＡ (ｐＨ８. ０)ꎬＤｉｆｆｕｓｉｏｎ
ｂｕｆｆｅｒ 定容至 １００ ｍＬꎬ１２１ ℃ 灭菌 １５ ｍｉｎ 后加入

０. ５ ｍＬ ２０％ ＳＤＳꎮ
ＤＧＧＥ ｄｙｅ:称取 ６ ｇ 蔗糖溶于 ２ ｍＬ 去离子水

中ꎬ定容至 １０ ｍＬꎬ１２１ ℃灭菌 １５ ｍｉｎꎬ配置为 ６０％
蔗糖ꎻ在 １５ ｍＬ 离心管中加入 ２. ５％溴酚蓝 ２００ μＬꎬ
０. ５ ｍｏｌ􀅰Ｌ － １ ＥＤＴＡ ２ ｍＬꎬ２０％ ＳＤＳ ２５０ μＬꎬ混匀后

加入 ６. ６６ ｍＬ ６０％蔗糖ꎬ定容至 １０ ｍＬꎬ配置为 ２ ×
ＤＮＡ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒꎮ
１. １. ４　 主要仪器　 ＦａｓｔＰｒｅｐ􀅹核酸快速提取仪(ＢＩＯ
１０１􀅹Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司)ꎻＭＪ￣ＰＣＲ 仪(ＭＪ 公司ꎬ英国)ꎻ高
速冷冻离心机为美国科俊仪器公司生产ꎻ超低温冰

箱和制冰机为 ＳＡＮＹＯ 型ꎬＢｉｏ￣Ｒａｄ 公司 ＤｃｏｄｅＴＭ的

基因突变检测系统(ＤＣｏｄｅ Ｕｎｉｖｅｒａｌ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔꎬ美国)ꎻ凝胶成像分析系统为安莱生命科

技有限公司产品 ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ２２００ꎮ
１. ２　 方法

１. ２. １　 土壤微生物基因组 ＤＮＡ 的提取　 采用 ＢＩＯ
１０１􀅹Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司生产的 ＦａｓｔＰｒｅｐ􀅹 核酸快速提取

仪ꎬ再与相应的 ＦａｓｔＰｒｅｐ􀅹 ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒联用ꎬ
提取和纯化土壤样品的原始 ＤＮＡꎮ
１. ２. ２ 　 土壤基因组 ＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增 　 细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因的 ＰＣＲ 扩增:采用对大多数细菌和古细

菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｖ３ 区的特异性引物 Ｆ３５７ＧＣ
(５′￣ｃｇｃｃｃｇｃｃｇｃｇｃｇｃｇｇｃｇｇｇｃｇｇｇｇｃｇｇｇｇｇｃａｃｇｇｇｇｇｇｃｃｔａｃｇ￣
ｇｇａｇｇｃａｇｃａｇ￣ ３′) 和 Ｒ５１８ ( ５′￣ａｔｔａｃｃｇｃｇｇｃｔｇｃｔｇｇ￣３′)
(Ｍｕｙｚｅｒꎬ１９９３)ꎬ退火温度 ５５ ℃ꎬ扩增产物片断长约

２３０ ｂｐꎮ
真菌 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基 因 的 ＰＣＲ 扩 增: 采 用

ＦＵＮＧＧＣ 和 ＮＳ１ 两套通用引物[１５]ꎬ分别对真菌 １８Ｓ
ｒＲＮＡ 基因进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 引物对 ＮＳ１ 和 ＦＵＮＧＧＣ
的 序 列 分 别 为 ＮＳ１ ( ５′￣ｇｔａｇｔｃａｔａｔｇｃｔｔｇｔｃｔｃ￣３′) 和

ＦＵＮＧＧＣ: ( ５′￣ｃｇｃｃｃｇｃｃｇｃｇｃｃｃｃｇｃｇｃｃｃｇｇｃｃｃｇｃｃｇｃｃｃｃｃ￣
ｇｃｃｃｃａｔｔｃｃｃｃｇｔｔａｃｃｃｇｔｔｇ￣３′)ꎮ 退火温度 ５７ ℃ꎬ扩增产

物片断长约 ３９０ ｂｐꎮ
ＰＣＲ 反应体系:５０ μＬ 扩增反应体系含 ５ μＬ

１０ ×缓冲液 (含 ２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ ＭｇＣｌ２)ꎬ２ μＬ ｄＮＴＰ
(２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ －１)ꎬ２ μＬ 引物(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ －１)ꎬ模板 １ μＬꎬ
Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ２. ５ Ｕꎬ双蒸水 ｄｄＨ２ Ｏ 补加到

５０ μＬꎮ
ＰＣＲ 反应程序:９５ ℃预变性 ６ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性

３０ ｓꎬ５５ ℃(真菌使用 ５７ ℃)退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸

２ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保温ꎮ
ＰＣＲ 反应产物采用 １. ５％ 琼脂糖凝胶电泳检

测ꎬＥＢ 染色ꎬＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ２２００ 成像系统拍照ꎮ
１. ２. ３ 　 ＰＣＲ 反应产物 ＤＧＧＥ 分析 　 变性胶的制

备:配制浓度为 ７. ５％聚丙烯酰胺凝胶ꎬ按照要求的

变性梯度加入一定比例的 ４０％丙烯酰胺、５０ × ＴＡＥ、
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去离子甲酰胺和尿素ꎬ加入催化剂过硫酸胺 ＡＳＰ
(１６０ μＬ)和四甲基乙二胺 ＴＥＭＥＤ(３０ μＬ)ꎬ加双蒸

水定容至 １００ ｍＬꎬ使用梯度胶混合器进行灌胶ꎮ 细

菌和真菌 ＰＣＲ 反应产物检测的变性胶梯度浓度分

别为 ３０％ ~５５％和 １５％ ~３５％ ꎬ其中变性剂的浓度

从胶的上方向下方依次递增ꎬ室温聚合至少 ２ ｈꎮ

表 １　 不同浓度变性胶的制备

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｎａｔｕｒｅ ｇｅｌ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

试剂 Ｒｅａｇｅｎｔ
胶浓度 Ｇｅｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

１５％ ３０％ ３５％ ５５％

４０％丙烯酰胺 Ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ￣Ｂｉｓ / ｍＬ ２０ ２０ ２０ ２０

５０ × ＴＡＥ / ｍＬ ２ ２ ２ ２

去离子甲酰胺 Ｄｅｉｏｎｉｚｅｄ Ｆｏｒｍａｎｍｉｄｅ / ｍＬ ６ １２ １４ ２２

尿素 Ｕｒｅａ / ｇ ６. ３ １２. ６ １４. ７ ２３. １

过硫酸胺 ＡＳＰ / μＬ １６０ １６０ １６０ １６０

四甲基乙二胺 ＴＥＭＥＤ / μＬ ３０ ３０ ３０ ３０

双蒸水 ｄｄＨ２Ｏ 定容至 １００ ｍＬ

　 　 ＰＣＲ 样品的加样:待胶完全凝固后ꎬ将胶板放

入装有电泳缓冲液的装置中ꎬ将 ２０ ~ ３０ μＬ ＰＣＲ 样

品与 ８ μＬ ２ × Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 混匀ꎬ然后加入点样

孔中ꎮ
电泳及染色:电泳缓冲液为 １ ×ＴＡＥꎬ预热到 ６０ ℃ꎮ

点样后首先 ２０ Ｖ 电压 ６０ ℃电泳 １０ ｍｉｎꎬ然后 ８０ Ｖ
电压 ６０ ℃电泳 １６ ｈꎮ 电泳完毕后ꎬ将凝胶在 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｉ 中浸泡染色 ２０ ~ ３０ ｍｉｎꎮ

ＤＧＧＥ 分离后的遗传多样性分析:使用凝胶用

凝胶影像分析仪 ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ ２２００ 观察样品的电泳

条带并拍照ꎬ采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 分析软件(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)
对各样品电泳条带的多少及密度来进行定量分析ꎬ
以作为多样性统计指标的初步数据ꎬ同时计算各样

品间的相似性系数ꎬ并自动生成聚类树(ＵＰＧＭＡ)ꎮ
多样性指数(Ｈ)ꎬ丰度(Ｓ)和均匀度(Ｅ)等指标被用

来比较各个样品的细菌多样性ꎮ 计算公式为:Ｈ ＝
－∑(Ｐｉ)( ｌｎＰｉ)ꎻ

Ｅ ＝ Ｈ / Ｈｍａｘ ＝ Ｈ / ｌｎＳꎻＳｘｙ ＝ ２Ｎｘｙ / (Ｎｘ ＋ Ｎｙ)ꎮ 其

中ꎬＰｉ 是某个样品中单一条带的强度在该样品中的

所有条带总强度中所占的比率ꎬＳ 是某个样品中所

有条带数目总和ꎬＮｘ 代表在样品 ｘ 中某一产物扩增

的条带数ꎬＮｙ 代表在样品 ｙ 中某一产物扩增的条带

数ꎬＮｘｙ 代表在 ｘ 和 ｙ 中扩增出片段长度相同的条

带数ꎮ
１. ２. ４　 变性聚丙烯酰胺凝胶中条带的回收和测序

　 将 ＤＧＧＥ 图谱中主要条带或消失或出现的条带

切胶回收ꎮ 回收方法为加入 ４００ μＬ １００％ 乙醇ꎬ１０
~ １５ ｍｉｎ 后ꎬ胶变为白色ꎮ 真空吸走上清夜后在离

心管中加入 ２００ μＬ Ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒꎮ 胶从白色变为

透明色后 ４ ℃过夜ꎮ 用酒精沉淀法[１６]回收 ＤＮＡꎮ

测序前将回收的 ＤＧＧＥ 条带重新 ＰＣＲ(参照上

文方法)后再做 ＤＧＧＥ 分离ꎬ直至在 ＤＧＧＥ 中出现

单一条带后ꎬ重新按照前面的引物(去掉 ＧＣ 夹)进
行 ＰＣＲ 扩增ꎬ用于测序的 ＰＣＲ 程序与 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ
的程序基本相同ꎬ但循环数少于 ２５ 个ꎮ ＰＣＲ 的模板

为 １ μＬꎬ按 ５０ μＬ 体系ꎬ每个样品扩增 ２ 管ꎬ然后把

２ 个 ＰＣＲ 产物合并为 １００ μＬ 混合物ꎮ 经琼脂糖凝

胶 ＴａＫａＲａ 公司回收试剂盒去掉引物后ꎬ送上海生

工公司测序ꎮ
１. ２. ５　 数据统计 　 土壤微生物群落 ＤＮＡ 的 ＰＣＲ￣
ＤＧＧＥ 图谱采用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司的 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件

分析ꎻ试验数据用 ＳＰＳＳ ２６. ０ 统计软件处理ꎮ
采用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对测序结果进行序列有效

性验证剔除无效序列ꎬ将剩余序列合并比对后在

ＮＣＢＩ 的 Ｂｌａｓｔ 功能搜索 ＧｅｎＢａｎｋ、ＤＤＢＪ 和 ＰＢＤ 上的

所有序列ꎬ获取公开的相近菌株的 １６Ｓ / １８Ｓ ｒＲＮＡ
基因序列ꎮ 同时ꎬ利用 Ｂｉｏｅｄｉｔ 软件的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 方

法和 Ｍｅｇａ 软件的 ＮＪ 方法建立系统发育树ꎬ遗传距

离用 Ｔａｍｕｒａ￣Ｎｅｉｇｈｂｏｒ 公式[１７] 计算ꎬ枝长代表了分

歧程度ꎬ各枝上的数字是 １０ ０００ 次 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重抽样

分析的支持百分比ꎬ然后将序列递交给 Ｇｅｎｅｂａｎｋꎬ
即可获得 Ａｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｕｍｂｅｒ 和 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 的检索

结果ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 微生物基因组 ＤＮＡ 的提取及特异性扩增

２. １. １　 基因组 ＤＮＡ 质量检测　 将提取的土体和根

际微生物基因组 ＤＮＡ 进行电泳的结果如图 １ 所示ꎬ
可以获得较为完整的基因组 ＤＮＡꎬ可用于下一步

ＰＣＲ 扩增ꎮ
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　 　 注:编号为１ ~ １２ 泳道分别为正茬、连作２ꎬ４ꎬ６ꎬ８ 和１０ 年土体土壤和正茬、连作 ２ꎬ４ꎬ
６ꎬ８ 和 １０ 年根际土壤ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ｌａｎｅｓ １ － １２ ｗｅｒｅ ｎｏ￣ｒｅｐｌａｎｔｉｎｇꎬｒｅｐｌａｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ２ꎬ ４ꎬ ６ꎬ ８ ａｎｄ １０ ｙｅａｒｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍａｓｓꎬ
ａｎｄ ｎｏ￣ｒｅｐｌａｎｔｉｎｇꎬ ｒｅｐｌａｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ２ꎬ ４ꎬ ６ꎬ ８ ａｎｄ １０ ｙｅａｒｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 土壤基因组 ＤＮＡ 检测图谱

Ｆｉｇ. １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｇｅｎｏｍｅ

２. １. ２　 引物对 Ｆ３５７ＧＣ / Ｒ５１８ 扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡ 部分

片断的产物　 如图 ２ 所示ꎬ采用大多数细菌和古细

菌引物(Ｆ３５７ＧＣ 和 Ｒ５１８)对细菌基因组 ＤＮＡ 进行

特异性扩增ꎬ均可以获得长度约为 ２３０ ｂｐ 的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 片段的 ＰＣＲ 产物ꎮ

２. １. ３　 引物对 ＮＳ１ / ＦＵＮＧＧＣ 扩增 １８Ｓ ｒＤＮＡ 部分

片断的产物　 如图 ３ 所示ꎬ采用真菌通用引物 ＮＳ１ /
ＦＵＮＧＧＣ 对真菌基因组 ＤＮＡ 进行特异性扩增ꎬ均
可以获得长度约为 ３９０ ｂｐ 的 １８Ｓ ｒＲＮＡ 片段的 ＰＣＲ
产物ꎮ

图 ２　 引物对 Ｆ３５７ＧＣ/ Ｒ５１８ 扩增产物检测图谱

Ｆｉｇ. ２　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＤＮＡ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ Ｆ３５７ＧＣ￣Ｒ５１８

图 ３　 引物 ＮＳ１ 和 ＦＵＮＧＧＣ 扩增产物检测图谱

Ｆｉｇ. ３　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ １８Ｓ ｒＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＮＳ１￣ＦＵＮＧＧＣ

２. ２　 不同连作年份土体土和根际土细菌群落结构

分析

２. ２. １　 细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＤＧＧＥ 图谱分析　 从图 ４
可以看出ꎬ正茬、连作 ２、４、６、８ 和 １０ 年大豆在盛花

期的土体细菌群落没有明显的变化ꎬ而根际细菌群

落部分条带出现变异ꎬ将根际中出现变异的条带回

收测序ꎮ 将 Ｘ１ 和 Ｘ２ 测序结果与 ＮＣＢＩ 中核酸数据

库序列比对结果如表 ２ 所示ꎮ 其中ꎬ条带 Ｘ１ 在正

茬根际和连作 ４ 年出现富集ꎬ条带 Ｘ２ 出现在正茬

根际ꎬＸ１ 和 Ｘ２ 比对结果与 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ(ＮＣＢＩ 登
录号为 ＥＦ０２０２７７)相似性均为 ９８％ ꎬ是一种固氮

菌ꎮ 可 以 看 出ꎬ 正 茬 花 期 根 际 出 现 并 富 集 了

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎬ而随着大豆连作年限的增加ꎬ这两

种固氮菌数量逐渐减少ꎮ
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图 ４　 供试土壤细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增的 ＤＧＧＥ 图谱

Ｆｉｇ. ４　 ＤＧＧＥ ｇｅｌ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ Ｆ３５７ＧＣ￣Ｒ５１８

表 ２　 供试土壤样品细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＤＧＧＥ 扩增产物图谱中部分条带测序鉴定

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣＢＩ ｄａｔａｂａｓｅ ｍｏｓｔ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｅ ｃｌｏｎｅｓ ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

条带

ＤＧＧＥ ｂａｎｄ
长度

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ
最相似种类

Ｃｌｏｓｅｓｔ ｒｅｌａｔｉｖｅ
相似值

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ / ％
登陆号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.

Ｘ１ ２０２ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ９８ ＥＦ０２０２７７

Ｘ２ １９６ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ９８ ＥＦ０７５７７０

２. ２. ２ 　 细菌群落系统发育分析 　 根据细菌群落

ＤＧＧＥ 图谱构建发育树结果如图 ５ 所示ꎬ土体和根

际土壤细菌群落分别聚为两大类ꎬ正茬、连作 ２ꎬ４ꎬ

６ꎬ８ 和 １０ 年土体土壤细菌群落聚在一起ꎬ连作 ２ꎬ４ꎬ
６ꎬ８ 和 １０ 年根际土壤细菌群落聚在另外一簇ꎬ与从

ＤＧＧＥ 图谱中直接观察的结果一致ꎮ

　 　 注:编号＃１ ~ １２ 分别为正茬、连作 ２ꎬ４ꎬ６ꎬ８ 和 １０ 年土体土壤和正茬、连作 ２ꎬ４ꎬ６ꎬ８ 和 １０ 年

根际土壤ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｃｏｄｅ ＃１￣１２ ｗｅｒｅ ｎｏ￣ｒｅｐｌａｎｔｉｎｇꎬ ｒｅｐｌａｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ２ꎬ ４ꎬ ６ꎬ ８ ａｎｄ １０ ｙｅａｒｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍａｓｓꎬ ａｎｄ

ｎｏ￣ｒｅｐｌａｎｔｉｎｇꎬ ｒｅｐｌａｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ２ꎬ ４ꎬ ６ꎬ ８ ａｎｄ １０ ｙｅａｒｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ５　 基于 ＵＰＧＡＭＡ 方法的 ＤＧＧＥ 图谱发育树

Ｆｉｇ. ５　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＵＰＧＡＭＡ
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２. ３　 不同连作年份土体土和根际土真菌群落结构

分析

２. ３. １　 真菌 １８Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＤＧＧＥ 图谱分析　 如图 ６
所示ꎬ各处理间真菌群落结构存在一定差异ꎬ不同

处理间引物对 ＮＳ１ / ＦＵＮＧＧＣ 扩增的一些条带出现

或者消失ꎮ 例如ꎬ在一些处理中出现了一些特异条

带ꎬ条带 Ｌ６ 和 Ｌ９ 在连作 ６ 年土体含量高ꎬ而其它处

理含量低或没有ꎻ条带 Ｌ１１ 和 Ｌ１２ 在正茬土体和根

际土中不明显出现或没有ꎬ而在连作各年限的土体

和根际土中均出现ꎬ并在有些连作年限中表现为优

势种群ꎬＬ１１ 在连作 ２ 和 ４ 年表现为优势种群ꎬ在连

作 ６ 和 ８ 年消失或含量低ꎬ而在连作 １０ 年含量又有

所回升ꎬＬ１２ 在连作 １０ 年表现为优势种群ꎻ条带 Ｌ１
和 Ｌ２ 在连作 ２ 年根际土含量高ꎬ而在其他处理表现

含量低或没有ꎮ 将这些特异条带切胶测序和鉴定

(表 ２)ꎮ

图 ６　 引物对 ＮＳ１￣ＦＵＮＧＧＣ 扩增真菌 １８Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＤＧＧＥ 图谱

Ｆｉｇ. ６　 ＤＧＧＥ ｇｅｌ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ １８Ｓ ｒＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＮＳ１￣ＦＵＮＧＧＣ

２. ３. ２ 　 真菌群落系统发育分析 　 根据真菌群落

ＤＧＧＥ 图谱构建发育树如图 ７ 所示ꎬ土体和根际真

菌群落分别聚为两类ꎬ正茬、连作 ２ꎬ４ꎬ６ꎬ８ 和 １０ 年

土体土壤真菌群落聚在一起ꎬ正茬、连作 ２ꎬ４ꎬ６ꎬ８ 和

１０ 年根际土壤真菌群落聚在另外一簇ꎬ与从 ＤＧＧＥ
图谱中直接观察的结果一致ꎮ

图 ７　 基于 ＵＰＧＡＭＡ 方法的真菌 ＤＧＧＥ 图谱发育树

Ｆｉｇ. ７　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＵＰＧＡＭＥ
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２. ４　 微生物群落结构多样性和均匀度分析

依据 ＤＧＧＥ 电泳图谱中每个条带的强度ꎬ对各

样品中的细菌多样性指数(Ｈ)和均匀度(Ｅ)等指标

进行分析的结果如表 ３ 所示ꎮ 细菌多样性和均匀度

比较发现ꎬ土体各连作年限的土壤的多样性均高于

正茬土壤ꎬ随着连作年限的增加ꎬ细菌多样性呈现

先增加后减少的趋势ꎬ在大豆连作 ６ 年处理达到最

高ꎬ到了大豆连作 ８ 和 １０ 年又逐渐减少ꎬ差异达到

显著水平ꎻ而根际细菌多样性的结果正好与土体相

反ꎬ差异达到显著水平ꎻ均匀度与多样性的结果基

本一致ꎬ差异达到显著水平ꎮ 真菌多样性和均匀度

比较发现ꎬ土体真菌多样性和均匀度差异不大ꎬ均
未达到显著水平ꎻ而对于根际土而言ꎬ土体各连作

年限的土壤的多样性均低于正茬土壤ꎬ随着连作年

限的增加ꎬ真菌多样性呈现先减少后增加的趋势ꎬ
在大豆连作 ６ 年处理达到最低ꎬ到了大豆连作 ８ 和

１０ 年又逐渐增加ꎬ差异达到显著水平ꎻ均匀度与多

样性的结果基本一致ꎬ差异达到显著水平ꎮ

表 ３　 盛花期不同处理土体、根际细菌和真菌 ＤＧＧＥ 多样性指数(Ｈ)和均匀度(Ｅ)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｈａｎｎｏｎ￣Ｗｅａｖｅｒ(Ｈ) ａｎｄ Ｅｖｅｎｎｅｓｓ(Ｅ) ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｆｕｎｇａｌ ｆｏｒ ｂｕｌｋ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

ｓａｍｐｌｅｓ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＤＧＧＥ ｂａｎｄｓ ｐａｔｔｅｒｎｓ ａｔ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

细菌 Ｂａｃｔｅｒｉａ 真菌 Ｆｕｎｇａｌ

多样性指数 Ｈ 均匀度 Ｅ 多样性指数 Ｈ 均匀度 Ｅ

土体 正茬 ２. ８１ ± ０. １０ ｃ ０. ８３ ± ０. ０２ ｃ ３. ２９ ± ０. １０ ａ ０. ９３ ± ０. ０１ ａ

Ｂｕｌｋ 连作 ２ 年 ２. ９９ ± ０. ０４ ｂ ０. ８５ ± ０. ０２ ｂｃ ３. ３５ ± ０. ０３ ａ ０. ９５ ± ０. ０１ ａ

连作 ４ 年 ３. １７ ± ０. ０６ ａ ０. ９０ ± ０. ０１ ａ ３. ２１ ± ０. ０２ ａ ０. ９１ ± ０. ０３ ａ

连作 ６ 年 ３. ２１ ± ０. ０４ ａ ０. ９０ ± ０. ０１ ａ ３. ２６ ± ０. ０８ ａ ０. ９１ ± ０. ０４ ａ

连作 ８ 年 ３. ０６ ± ０. ０７ ｂ ０. ９０ ± ０. ０２ ａ ３. ２２ ± ０. １４ ａ ０. ９１ ± ０. ０４ ａ

连作 １０ 年 ３. ０２ ± ０. ０６ ｂ ０. ８７ ± ０. ０１ ａｂ ３. ３０ ± ０. ０７ ａ ０. ９２ ± ０. ０２ ａ

根际 正茬 ２. ９９ ± ０. ０５ ｃ ０. ８６ ± ０. ０２ ｂｃ ３. ４７ ± ０. ０５ ａ ０. ９４ ± ０. ０３ ａ

Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ 连作 ２ 年 ３. １７ ± ０. ０３ ｂ ０. ８８ ± ０. ０１ ａｂｃ ３. ３５ ± ０. １１ ａｂ ０. ９２ ± ０. ０１ ａ

连作 ４ 年 ３. １２ ± ０. ０７ ｂ ０. ８８ ± ０. ０２ ａｂｃ ３. ２８ ± ０. ０６ ａｂｃ ０. ９２ ± ０. ０４ ａｂ

连作 ６ 年 ３. ０５ ± ０. １０ ｃ ０. ８５ ± ０. ０２ ｃ ３. １２ ± ０. ０９ ｃ ０. ８８ ± ０. ０４ ｂ

连作 ８ 年 ３. ３５ ± ０. ０５ ａ ０. ９１ ± ０. ０４ ａ ３. ２５ ± ０. １１ ｂｃ ０. ９１ ± ０. ０４ ａｂ

连作 １０ 年 ３. １７ ± ０. ０２ ｂ ０. ８９ ± ０. ０１ ａｂ ３. ３４ ± ０. ０２ ａｂ ０. ９３ ± ０. ０２ ａ

２. ５　 目的条带的测序

选择 １６ 个 相 对 较 亮 的 真 菌 １８Ｓ ｒＤＮＡ 的

ＤＧＧＥ 电泳条带(图 ６)进行 ＰＣＲ 扩增并纯化测序ꎬ
将测序结果与 ＮＣＢＩ 中核酸数据库序列比对结果

如表 ４ 所示ꎮ 各处理间真菌结构存在一定差异和

变化ꎬ变化较大的真菌种群 Ｌ１、Ｌ２、Ｌ６、Ｌ９、Ｌ１１ 和

Ｌ１２ꎬ 经 序 列 比 对 表 明 为 Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ ｐｕｌｌｕｌａｎｓ、
Ｔｅｍｅｌｌｏｍｙｃｅｔｅ、Ｐｈｏｍａ ｓｐ. 、Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉ￣
ｄｅｓ、Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ ｐｕｌｌｕｌａｎｓ、Ｐｕｌｌｕｌａｎｓ ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 和
Ｃｙａｔｈｕｓ ｓｔｒｉａｔｕｓꎮ

表 ４　 土壤样品 １８Ｓ ｒＤＮＡ 扩增产物 ＤＧＧＥ 图谱中部分条带的测序鉴定

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ｂａｎｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ １８Ｓ ｒＤＮＡ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

条带

Ｂａｎｄ
片段长度

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ
最相似种类

Ｃｌｏｓｅｓｔ ｒｅｌａｔｉｖｅ
相似率

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ / ％
登陆号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.

Ｌ１ ３５３ Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ ｐｕｌｌｕｌａｎｓ ９９ ＡＢ００１７６６

Ｌ２ ３５４ Ｔｅｍｅｌｌｏｍｙｃｅｔｅ １００ ＡＹ３７９１０２

Ｌ３ ３８４ Ａｓｃｏｍｙｃｅｔｅ ９９ ＤＱ８３７５７３

Ｌ４ ３５３ Ｋｉｒｓｃｈｓｔｅｉｎｉｏｔｈｅｌｉａ ｅｌａｔｅｒａｓｃｕｓ ９７ ＡＦ０５３７２８

Ｌ５ ３５７ Ｐｕｌｃｈｒｏｍｙｃｅｓ ｆｉｍｉｃｏｌａ ９９ ＤＱ４１２１２０

Ｌ６ ３５６ Ｐｈｏｍａ ｓｐ. ９８ ＥＦ５３２９３０

Ｌ７ ３５８ Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ９９ ＤＱ６７８００４

Ｌ８ ４２７ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｅｕｋａｒｙｏｔｅ ９４ ＡＹ０８２９９０

Ｌ９ ６３２ Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ９９ ＤＱ６７８００４
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表 ４(续)

条带

Ｂａｎｄ
片段长度

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ
最相似种类

Ｃｌｏｓｅｓｔ ｒｅｌａｔｉｖｅ
相似率

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ / ％
登陆号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.
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Ｌ１５ ３６１ Ｇｕｅｈｏｍｙｃｅｓ ｐｕｌｌｕｌａｎｓ １００ ＡＢ００１７６６

Ｌ１６ ３５４ Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｔｅｒｒｅｕｓ １００ ＡＢ０３２６４９

３　 讨论

细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＤＧＧＥ 图谱表明ꎬ土体细

菌群落扩增条带没有明显差异ꎬ根际细菌种群条带

出现了明显的差异ꎮ 序列比对表明ꎬ差异较大的细

菌种群多为 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎬ是一种固氮菌ꎮ 存在

许多在不同处理间亮度及位置基本不发生变化的

条带ꎬ推测是一些对农田微生态环境的构成及稳定

起重要作用的土居微生物群体ꎬ它们在土壤微生物

中占有很大比重ꎮ
真菌的 １８Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＤＧＧＥ 图谱表明ꎬ不同处

理间一些条带出现或消失ꎬ在一些处理中出现了一

些特异条带ꎬ说明各处理间真菌结构存在一定差

异ꎮ 序 列 比 对 表 明ꎬ Ｐｈｏｍａ ｓｐ. 、 Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ
ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 在连作 ６ 年土体中含量较高ꎬ而在其

它处理中的含量较低或没有ꎻＴｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ ｐｕｌｌｕｌａｎｓ
和 Ｃｙａｔｈｕｓ ｓｔｒｉａｔｕｓ 在正茬土体和根际土中不明显或

没有ꎬ而在各连作年限的土体和根际土中均出现ꎬ
并在有些连作年限中表现为优势种群ꎻＴｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ
ｐｕｌｌｕｌａｎｓ 和 Ｔｅｍｅｌｌｏｍｙｃｅｔｅ 在连作 ２ 年根际土中含

量高ꎬ而在其他处理含量低或没有ꎮ 由此可见ꎬ大
豆连作对真菌群落结构影响较大ꎮ 对 ＤＧＧＥ 图谱

进行数字化统计处理及聚类分析表明ꎬ土体土聚在

一簇ꎬ根际土聚在另一簇ꎬ土体土的细菌和真菌群

落结构明显不同于根际土壤ꎬ说明细菌和真菌各自

有很明显的根际效应ꎮ
本研究发现ꎬ在连作 ６ 年以前ꎬ随着连作年限增

加ꎬ大豆的生长状况越来越差ꎬ而连作 ６ 年以上大豆

的生长状况又有所改善ꎬ连作 ８ 年处理的生长状况

明显好于连作 ４ 年的大豆ꎮ 该现象与多样性指数结

果相对应ꎬ即在连作 ６ 年前后ꎬ细菌和真菌的种群结

构变化规律不同ꎬ土壤微生物种群变化与大豆的生

长状况存在一定的相关性ꎬ因此推测ꎬ土壤微生物

群落受大豆根系影响而表现出一定的变化ꎬ根际的

这种种群变化反映了微生物群落的一种自我调节ꎬ

短年限连作大豆根际微生态失衡ꎬ进而影响大豆生

长ꎬ随着连作年限的增长ꎬ微生物群落自我调节适

应了环境变化ꎬ从而维持根际微生态平衡ꎬ进而使

植株抵御有害微生物袭击而不会引发病害发展ꎮ
连作大豆土体 /根际土壤的微生物群落结构与大豆

连作障碍之间是相互作用的ꎬ既是连作障碍的主要

影响因子ꎬ也是连作障碍的环境指示剂ꎮ
连作多样性指数被认为是表征微生物群落一

个相对稳定的参数[１８￣１９]ꎬ在本研究中ꎬ细菌和真菌

的 ＤＧＧＥ 图谱数据分析结果与田间试验观察的试

验结果一致ꎮ 在连作 ６ 年前后ꎬ细菌和真菌的种群

结构变化规律不同ꎬ土壤微生物种群变化与大豆的

生长状况存在一定的相关性[２０￣２１]ꎮ 因此推测ꎬ土壤

微生物群落受大豆根系影响而表现出一定的变化ꎬ
根际土壤微生物的种群变化反映了微生物群落的

一种自我调节[２２]ꎬ短年限连作大豆根际微生态失

衡ꎬ影响大豆生长ꎮ 随着连作年限的增长ꎬ微生物

群落通过自我调节适应了环境变化[２３]ꎬ进而维持根

际微生态平衡ꎬ从而使植株抵御有害微生物袭击而

抑制病害发展ꎮ

４　 结论

本研究采用 １６Ｓ / １８Ｓ ｒＤＮＡ 核酸技术系统地对

田间试验条件下不同连作年限大豆土壤微生物群

落进行跟踪研究ꎮ 结果表明连作大豆对细菌种群

影响不大ꎬ对真菌种群结构影响较大ꎮ １６Ｓ ｒＤＮＡ 的

ＤＧＧＥ 图谱表明ꎬ土体细菌群落的扩增条带没有发

生明显变化ꎬ根际细菌种群出现了明显变化ꎬ经序

列 比 对 表 明ꎬ 变 化 较 大 的 细 菌 种 群 多 为

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎬ是一种固氮菌ꎮ １８Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＤＧＧＥ
图谱表明ꎬ各处理间真菌结构存在一定差异ꎬ一些

条带在不同处理间有或无ꎮ 将 ＤＧＧＥ 图谱进行数

字化统计及聚类分析显示ꎬ土体土聚在一簇ꎬ根际

土聚在另一簇ꎬ土体土的细菌和真菌群落结构明显

不同于根际土壤ꎬ说明细菌和真菌的根际效应很明
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显ꎮ 对差异较大的真菌种群序列进行比对显示其

多为 Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ ｐｕｌｌｕｌａｎｓ、 Ｔｅｍｅｌｌｏｍｙｃｅｔｅ、 Ｐｈｏｍａ
ｓｐ. 、 Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ、 Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ
ｐｕｌｌｕｌａｎｓ 和 Ｃｙａｔｈｕｓ ｓｔｒｉａｔｕｓꎮ 研究结果可为大豆连

作障碍机理研究提供科学依据ꎮ
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