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不经培养的农田土壤微生物种群构成

及系统分类的初步研究
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摘 要：采用一系列的现代分子生物学技术，避开传统的分离培养过程，探讨自然界中微生物

种群的基因多样性。经过直接从土壤中抽提总 5.)，并对总 5.) 中 /67 85.) %3 可变区序列

作 9:; 扩增、变性梯度凝胶电泳等，对农田土壤微生物种类分布进行初步的研究，发现不同

的农田土壤间的菌种差异相当显著，同时对部分农田微生物的系统分类作了初步尝试，为农

田土壤微生态和高效菌肥的研究提供了新的实验依据。
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越来越多的证据显示可在实验室培养的菌种仅占自然界中细菌种类的极小部分，还

有相当多的菌种因为无法培养而未被人类所认识，而它们所包含的极大量的遗传基因是

一笔无法估量的财富。不经过传统培养，直接从土壤中抽取总 5.)［/］，并进行分子生物学

分析来研究土壤微生物种群情况，是近几年逐步发展起来的全新实验手段。通过这种实

验技术，可以有效地避免在传统富集，培养，分离，研究过程中造成的微生物多样性丢

失［"］，种群构成发生变化等弊病，能够更直接更可靠的反映土壤微生物的原始组成情况。

实验中采集了几种种植不同农作物的农田土壤，分别抽取其中的微生物总 5.) 后，

通过 9:; 及变性梯度凝胶电泳获得了各种农田土壤中微生物 /6, 85.) %3 序列的分布，

对其中部分序列进行测序和生物信息学研究以后，对农田微生物分布做了初步研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 土壤样品：土样 /：农田旁未耕种土壤；土样 "：小麦育种田土壤；土样 3：蔬菜育种

田土壤；土样 !：玉米育种田土壤，这四份土样均采自上海农业科学院，采样距离不超过

=#>。土样 =：棉花农田土壤，土样 6：毛豆农田土壤，这两份土壤采自安徽省当涂县江心

乡，采样距离不超过 /##>。土样 1：青菜农田土壤，土样 $：茄子农田土壤，这两份土样采

自安徽省当涂县城关镇五一村，采样距离不超过 =#>。

!"!"# 其他材料及试剂：纯化试剂盒购自上海华舜生物工程有限公司，9:; 引物［=］（9" =?
:@:::@::@:@:@:@@:@@@:@@@@:@@@@@:):@@@@@@::A):@@@)@@:)@:)@43?，9/ =?4
)AA)::@:@@:A@:A@@43?）由上海生工公司合成。



!"# 方法

!"#"! 土壤中抽提染色体 !"#［$］：称取 %&’ 土壤于三角瓶，加入 %$()*+ !"# 抽提缓冲液

（%&&**,-.+ /012345-，647(&，%&&**,-.+ 8!/#，647(&，%&&**,-.+ 磷酸盐缓冲液，647(&，

%()*,-.+ "95-，%:5/#;），%&&!+ 蛋白酶 <（%&*’.*+）。将三角瓶放置于 $=>，??) 0.*1@ 摇

床 $& *1@。加 %()*+ ?&:A!A，B)>水浴 ?C，每隔 %) D ?& *1@ 轻轻摇动一下。将三角瓶中

的物质移入 )&*+ 离心管，控制于室温、) &&&0.*1@，离心 %&*1@，取上清液待用。沉淀中再

加入 E()*+ !"# 抽提缓冲液，&()*+ ?&: A!A，振荡 %&2 后，B)>水浴 %&*1@，离心 %&*1@。

重复上一步骤一次，合并上清，混匀。再加入等体积氯仿.异戊醇（?E F %），) &&&0.*1@ 离心

%&*1@，取水层；再加入 &(B 体积的异丙醇，室温放置 %C 时。G &&&0.*1@ 离心 ?&*1@（室温），

取沉淀溶解于 64=(B /8 缓冲液（%&**,-.+ /012·5-，64=(B，%**,-.+ 8!/#，647(&）)&&!+。

!"#"# 试剂盒纯化粗制 !"#：纯化方法见纯化试剂盒说明书。

!"#"$ %BA 0!"# 基因的 H5I 扩增：H5I 体系为无菌双蒸水 $$!+，%& J H5I 反应缓冲液

)!+，?()**,-.+ K"/H 溶液 ?!+，%$!*,-.+ H5I 引物 H% %!+，B!*,-.+ H5I 引物 H? ?!+，/9L
酶 ?!+，经过纯化的土壤 !"# 溶液 )!+。H5I 扩增程序见参考文献［E，)］。

!"#"% H5I 产物的纯化浓缩：合并数管纯化产物，置于 M =&>冰箱中冷冻保存，取出后以

H909N1-* 膜封口，放入管中用冷冻抽干机处理 $ D EC 后，将干粉溶于 $&!+ 64=(B /8 中，保

存于 M ?&>冰箱待用。

!"#"& H5I 产物的进一步分离测序［) D 7］：用 !OO8 电泳分离 !"#，制备变性梯度凝胶，使

其变性梯度 %): D )):。使用的电泳缓冲液为 % J /;8（&(&&G*,-.+ /0123硼酸，&(&&?*,-.+
8!/#）。加样量为 $&!+ !"# P B!+ B J 溴酚蓝二甲苯氰溶液。电压 ?&&Q，B&>，电泳 ?()
D $(&C，溴乙锭染色 &()C。从凝胶上切下含目标条带的凝胶块。转移至微量离心管中，将

凝胶挤碎，加 % D ? 倍凝胶块体积的洗脱缓冲液（&()*,-.+ 乙酸铵，%&**,-.+ 乙酸镁，

%**,-.+ 8!/#，647(&，&(%:A!A），在旋转平台上于 $=>温育过夜，%) &&&’ 离心 )*1@ 取上

清，加 ? D $ 倍体积乙醇，于冰上放置 $&*1@。%) &&&’ 离心 %&*1@ 沉淀 !"#。将 !"# 重溶

于 %&!+ /8（64=(B）中。参照 %(?($ 节所述，进行 H5I 扩增，由上海博亚生物公司测序。

# 结果

#"! 不经过培养对土壤微生物总 ’() 的抽提

将各土壤样品抽提所得 !"# /8 溶液经过 &(7:的琼脂糖凝胶电泳，分别在 7 D ?$RS
左右出现条带（图 %39，S）表明已获得较长片段的土壤微生物的总 !"#。

#"# 从总 ’() 中扩增 !*+ ,’() 片段

从土壤样品中获得的总 !"# 经过 H5I 后，均获得特异扩增片段，大小在 ?)&S6 左右，

为 %BA 0!"# Q$ 区段片段。（图 ?39，S）

#"$ 变性梯度凝胶电泳分离扩增所得 !*+ ,’() 片段

将所得 %BA 0!"# 片段通过变性梯度凝胶电泳，可以看到分离为若干条带。（图 $39，
S）并且每种土壤样品的 H5I 产物所出现的条带都不同。

#"% 各分离 !*+ ,’() 片段测序

割胶分离并测序"，5，#，$，%几条片段，测序结果如表 %。
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图 !"# 上海农业科学院四种土壤样品抽提的 $%&
!"#$%&’ ()*+’,*-. /01 2+34 51678( %，9，:，;
%$ <=2’+4-. >3"? >’4@?-；9 $ A3+= >3"? >’4@?-；
:$ B-#-*’C?- >3"? >’4@?-；; $DE-’* >3"? >’4@?-；
F$ 8’4C.’ /01&G>*( ! /"#->* 6’+H-+ $

图 !"’ 安徽省当涂县四种土壤样品抽提的 $%&
!"#$%&C ()*+’,*-. /01 2+34 51678( F，I，J，K

%$ (##@?’=* >3"? >’4@?-；9$ L+--= >3M C-’= >3"? >’4@?-；
:$ B-#-*’C?- >3"? >’4@?-；;$ A3**3= >3"? >’4@?-；
F$ 8’4C.’ /01&N"=. " /"#->* 6’+H-+ $

图 ("# 上海农业科学院土壤样品 $%& )*+ 产物

!"#$9&’ %I5 +/01 ’4@?"2"+-. CM 7AO 2+34
()*+’,*-. /01 32 51678( %，9，:，;

%$ <=2’+4-. >3"? >’4@?-；9 $ A3+= >3"? >’4@?-；
:$ B-#-*’C?- >3"? >’4@?-；; $DE-’* >3"? >’4@?-；
F$ /89PPP 6’+H-+ $

图 ("’ 安徽省当涂县土壤样品 $%& )*+ 产物

!"#$9&C %I5 +/01 ’4@?"2"-. CM 7AO 2+34
()*+’,*-. /01 32 51678( F，I，J，K

%$ /89PPP 6’+H-+；9$ A3**3= >3"? >’4@?-；
:$ L+--= >3M C-’= >3"? >’4@?-；;$ (##@?’=* >3"? >’4@?-；
F$ B-#-*’C?- >3"? >’4@?-$

图 ,"# )*+ 所得 !-. /$%& 的 $001 分离结果

!"#$:&’ %I5 +/01 >-@’+’*-. CM /LL(
%$ <=2’+4-. >3"? >’4@?- %；9$DE-’* >3"? >’4@?- 9；

:$ B-#-*’C?- >3"? >’4@?- :；;$ A3+= >3"? >’4@?- ; $

图 ,"’ )*+ 所得 !-. /$%& 的 $001 分离结果

!"#$:&C %I5 +/01 >-@’+’*-. CM /LL(
%$ (##@?’=* >3"? >’4@?- K；9$ L+--= >3M C-’= >3"? >’4@?- I；

:$ B-#-*’C?- >3"? >’4@?- J；;$ A3**3= >3"? >’4@?- F $
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表 ! 部分 !"# $%&’ %(()片段测序分析结果

!"#$% & !’% (%)*%+,%( -. (%/%0"$ &12 0345 3667 .0"89%+:(

图 * 测定的 !"# $%&’序列所代表的微生物的系统进化树

;<8=> ?’@$-8%+%:<, :0%% -. :’% (%)*%+,%A 9<,0--08"+<(9
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!"# 测序结果的生物信息学分析

通过 !"#$ 的查找比对，选取与各所测序列最接近的 %& 条序列，将所有这些序列通过

’()*+, 和 "*-./0* 1 处理，所得系统树如图 2。

$ 讨论

从土壤中不经培养直接抽提微生物的总 3!4，由于避免了在培养过程中的筛选和富

集作用，能够更直接的反映土壤中的微生物多样性及种群分布情况，较之传统培养，分离，

鉴定的全过程而言，更快也更准确。通过这种方法研究，已经有多个报道指出，大约有

567以上的从直接抽提的土壤总 3!4 中发现的菌种是以前未被分离得到或未经充分研

究的，这意味着自然界中还存在着极为丰富的微生物资源等待我们去开发。

在实验中发现不同的农田土壤存在明显的微生物种群分布差异，从所得 3889 图谱

来看，地域对农田土壤微生物种群构成有一定的影响，在地域比较一致的 : 组土壤（%、:、;
和 2 为一组，<、=、> 和 & 为一组）中，组内都存在一定的共性。%、:、; 和 2 土样均含有!、"
和#号条带，<、=、> 和 & 土样中均含有 0、? 号条带，而地域更接近的 > 和 & 两号土样中都

存在着 @ 号条带。这说明农田土壤微生物种群具有一定的地域性，揭示在农作物引种过

程中除传统的气候土质等因素外，不同地域间的农田微生物种群差异可能也会有一定的

影响。但在同组的不同土样之间也存在着明显的差异性，表现为某些条带的不同。条带

$、%和&仅存在于 ; 号，2 号土样中，条带’仅存在于 : 号土样中，条带(仅存在于 % 号

土样中；A、B、C 号条带只存在于 & 号土样中，D、+ 号条带则存在于 = 号土样中；E 号条带只有

> 号土样中有。这些差异性反映种植不同作物的农田中存在其特殊的微生物种群。由于

%、:、; 和 2，< 和 =，> 和 & 号土样采自相邻地段，并且土质基本相同，因此这些差异并非是

由地域或土质差异所造成，而是种植不同农作物对农田土壤微生态环境影响的直接反映。

由此提示种植不同的农作物可能会使农田土壤微生物种群构成发生改变，使之具有特殊

性。农业生产中存在一种有趣的现象，即将某一作物改种于原来种植其他作物的农田中，

往往在头一两年无法获得好收成，可能也与这种微生物种群差异相关。同时，未耕种土地

（土壤样品 %）中所能分离到的微生物条带最少，除!、"和#外不存在其他农田中所具有

的微生物，也提示这些特殊的微生物有可能对相应的农田微生态环境构建或作物生长起

到特殊作用。另外实验结果说明建立农田微生物种群 %=F G3!4 图谱是可行的，通过对这

些图谱的对比分析将有助于对微生物生态，微生物菌肥等多方面研究的开展。

利用 3889 分离 %=F G3!4 条带并加以测序，是一条可行的快速研究农田土壤微生物

种群的技术路线。从对几个 3889 条带测序的结果来看，可以对条带所代表的菌株的分

类地位有一些初步的了解。条带!和)与阳性菌 !"#$%%&’ 属有较近的亲缘关系，条带*
和#与一些阴性菌 ( H #)%$ 和 *+,,"-$" 属有较近亲缘关系，A 与 *./$01)2"#-+,$" 类群有较近

亲缘关系。虽然由于所用引物获得的 %=F G3!4 片段较短，无法确切判别条带所对应的微

生物的分类地位，但对于了解农田微生物种群分布仍是有帮助的，改进 ’"I 所用引物获

得更长 %=F G3!4 片断以后应可有效地确定菌株的分类地位，这对于我们快速大规模研究

农田土壤微生物种群结构是非常有益的，同时可以获得传统培养方法无法得到的菌株的

情况，能够更全面真实地反映农田土壤微生态环境的面貌。同时，除#号条带外，其他条
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带的顺序与已知菌株的顺序都有较大的差异，暗示这些条带所代表的菌株可能尚未被人

们获得并研究过，如果这样的结果具有代表性，说明可能有 !"#以上的农田土壤微生物

菌株尚未被加以研究，因此采用此方法对农田土壤微生物进行研究将是大有可为的。
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