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红树林土壤细菌群落 !"# $%&’ ()片段 *+,产物的 %--.分析
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摘 要：从土壤中抽提微生物总 J-)，直接扩增 1/K +J-) %0片段，应用变性梯度凝胶电泳（JLL:）和分子克隆技术
分析 1/K +J-) %0片段的多态性，发现地域因素和红树品种都是影响土壤细菌群落结构的因素。通过对杯萼海桑
土壤 1/K +J-) %0片段 MNO产物两个 JLL:条带进行分子克隆、序列测定和 P’6BD分析，发现每个 JLL:条带包含着
许多不同的 1/K +J-) %0片段，并且其中多数为 -NPQ未收录的序列。这表明 JLL:和克隆技术相结合的方法是研
究土壤微生物群落结构的一种可行方法。

关键词：红树林土壤，1/K +J-)，JLL:
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由于在实验室培养的菌种仅占自然界中细菌种

类的极小部分，应用传统的微生物分离培养方法研

究土壤微生物种群构成导致了严重的微生物多样性

丢失。不经微生物分离培养步骤，直接从土壤中抽

提总 J-)，分析其中 1/K +J-) 的序列多态性，以此
反映微生物的种群构成，是近 1$年来逐步发展起来
的方法。此研究方法有效克服了传统方法的缺点，

它所揭示的土壤微生物种群结构更加复杂多样。

红树林是热带亚热带陆地与海洋潮间带的木本

植物群落，具有重要的生态地位和宝贵的生物资源。

海南清澜港红树林自然保护区的红树植物品种多，

分布面积广，是研究红树林土壤微生物种群结构的

理想地区。本实验在该红树林保护区采集了 19 种
土壤样品，分别抽提土壤样品的总 J-)，通过 MNO
扩增总 J-)中的 1/K +J-) %0片段，运用变性梯度
凝胶电泳（JLL:）分析 MNO产物中 1/K +J-) %0片
段的多态性，并对其中一个土壤样品 1/K +J-) %0
片段 MNO 产物的 JLL: 凝胶条带回收 J-)，并克
隆、测序和 P’6BD分析。

! 材料和方法

!/! 材料
!/!/! 土壤样品：19种红树林土壤样品取自海南清
澜港红树林自然保护区头宛镇保护区管理站附近河

口，坐标 19S#IT-，11$S!!T:，采样深度 " U #$C;，取样

时间为 #$$0年 I月。每种土样采自不同红树植物
的土壤。它们是：!木榄；"木果楝；#桐花木；$红
树；%海漆；&角果木；’海莲；(尖瓣卤蕨；)老鼠
勒；*黄槿；+,-榄李；+,.杯萼海桑；+,/白骨壤；+,0大叶
海桑；+,1海桑；+,2银叶树；+,3水黄皮；+,4卤蕨；+,5海芒
果。根据采样地点之间的距离，19种土样共分 /个
组（1 U 0为6组，! U /为7组，I U 1$为8组，11 U 1"
为9组，1/ U 1.为:组，19为;组），组内各土样采
样地点之间距离小于 0$;，组间各土样采样点之间
距离大于 1$$;。
!/!/0 主要试剂和引物：试剂盒 V,W6+E MNO M+3*B
J-) M@+,X,C6D,&= KHBD3;购自美国 M+&;3>6公司，MNO
5+6>;3=D O3C&Y3+H Z,D购自 26Z6O6，MNO产物分离仪
为美国 N( P( K (公司生产的 JLL:8#$$1。MNO 引
物［1，#］（00.58LN："T8NLNNNLNNLNLNLNLLNLLLNLLL
LNLLLLLN)NLLLLLLNN2)NLLL)LLN)LN)L80T，
"1.O："T8)22)NNLNLLN2LN2LL 80T）由上海生工生物
工程技术服务有限公司合成。

!/0 提取 %&’
!/0/! 抽提土壤总 J-)：! 取 #$>土壤，冷冻抽干
过夜，然后将土壤转移至研钵中，加适量的液氮研

磨，重复 0次。" 称取已研磨的土壤 ">于三角瓶，
加入 10[";\抽提缓冲液，按参考文献［#，0］的方法
抽提土壤 J-)，得到 J-)粗提液 "$$<\。
!/0/0 纯化土壤总 J-)：!用 ";&’4\ -6N’溶液调



整 !"#粗提液的 "$%&浓度至 ’()*+&,-，加入 ’(.体
积的 %/#0,"$%& 溶液（.’1 %/#0，’()*+&,- "$%&），
234水浴 5’*67。用氯仿,异戊醇（58 9 .）抽提，直至
看不到界面的污染物质。加异丙醇沉淀 !"#，离心
后用 .’’!- 无菌水溶解 !"#［8］。"将得到的 !"#
溶液用 .1琼脂糖凝胶电泳，将 2 : 5;<=的 !"#条
带用 >%? @A$B*C7D ?CE+FCAG H6D纯化土壤 !"#。
!"# !$% &’() *#片段 +,-扩增

>%?体系：无菌双蒸水 ;’()!-，.’ I >%?缓冲液
（含 JB%&5）3(’!-，8 I K"/> 混合物（5(3**+&,-）
8(’!-，引物 ;;L @MN%（.’O*+&,!-）5(’!-，引物 3.L ?
（.’O*+&,!-）5(’!-，模板 !"#（. I .’P ; O*+&,!-）
.(’!-，0Q#（51）3(’!-，!"# !"#聚合酶 5 R。>%?
反应条件参考文献［5，3］进行。将 >%?产物用 .1
琼脂糖凝胶进行电泳，切出 5’’ : 53’=O的条带放置
于 5(’*-离心管中，加入 ’(2*- "$S溶液，234水浴
.3*67，凝胶完全融化后，用试剂盒 T6U$AK >%? >ACOV
!"# >WA6X6E$D6+7 QGVDC*进行回收。
!". 变性梯度凝胶电泳（’//0）
应用 !NNYM5’’. 仪器分离 >%? 产物。使用

2(31丙烯酰胺凝胶（;)(3 9 .），电泳缓冲液为 . I
/#Y，变性梯度 5’1 : )’1，>%? 纯化物 )!- Z 2 I
-+$K67B =WXXCA 5!-。电压 5’’[，2’4，电泳 5(3\，银
染［2］。摄影后切出 .5号样品 #、0两个条带，放置于
.(3!-离心管。
!"1 基因克隆和序列分析

#从 !NNY条带中回收 !"#：加 .’’!-洗脱缓
冲液（’(3*+&,- 乙酸铵，.’**+&,- 乙酸镁，.**+&,-
Y!/#，’(.1 Q!Q）于放有 !NNY条带的离心管，;)4
水浴 3\；.5’’’A,*67离心 .’*67，取上清液［)］；用试剂
盒回收 !"#。"以纯化物为模板，按 .(;节所述方
法进行 >%?扩增并纯化 >%?产物。$将 >%?纯化
物用 /$H$?$ OJ!.LM/ [CED+A进行克隆，得到文库 #
和文库 0。%从文库 #中挑取 .;个克隆子，从文库
0挑出 ]个克隆子，由上海生工生物工程技术服务
有限公司测序。

将含两端引物（去除 NM%夹）的.2Q A!"# [;高
变区克隆子序列，通过 "%0S查找比对（0&$VD分析），
选取与克隆子序列最相似的 . 个 NC70$7< 收录序
列，用 !"#*$7 ;(’软件分析克隆子序列与 NC70$7<
收录序列的相似性、空位数和每空位碱基数量。

2 结果

2"! 土壤总 ’()直接抽提
将土壤总 !"#抽提物用 .1的琼脂糖凝胶进行

电泳，发现 . : 8号、.2 : .]号总 !"#抽提物主要在
2 : 5;<=范围出现条带，而 3 : .; 号总 !"#抽提物
在 5 : 3’<=范围出现条带，并且所有总 !"#抽提物
在点样孔都残留部分 !"#。为获得比较真实反映
微生物种群多样性的总 !"#，将凝胶中所有 2<=以
上的 !"#条带、残存在点样孔中的 !"#全部回收。

2"2 !$% &’()片段的扩增
将土壤总 !"#纯化物的 >%?产物用 .1的琼

脂糖凝胶进行电泳，发现所有以总 !"#纯化物为模
板的 >%?反应都获得特异性扩增片段，长度在 5’’
: 53’=O。

2"# ’//0分离 !$% &’() *#片段 +,-产物
应用 !NNY技术分离 .2Q A!"# [;片段 >%?产

物，可以看到分离为若干条带，但不同土壤样品的

.2Q A!"# [;片段 >%?产物出现的带型有一定差别
（图 .、图 5）。

图 ! !$% &’() *#片段 +,-产物的 ’//0分析
@6B^ . !NNY $7$&GV6V +X .2Q A!"# [; XA$B*C7DV >%? OA+KWEDV

$*O&6X6CK XA+* V+6&M!"# C_DA$EDV

. ^ $%&’&()%" ’*+,-%%.(/" V+6&；5^ 0*1-2"%3&4 ’%","5&+ V+6&；;^

6)’(2)%"4 2-%+(2&1"5&+ V+6&； 8^ 7.(/-3.-%" "3(2&1"5" V+6&； 3^

892-)2"%(" "’"11-2." V+6&； 2^ :)%(-34 5"’"1 V+6&； ) ^ $%&’&()%"

4)9",’&1" V+6&；L^ 62%-45(2.&+ 43)2(-4&+ V+6&；] ^ 62",5.&4 (1(2(;-1(&4

V+6&；.’^ <(=(42&4 5(1(42&4 V+6& ^

从 .2Q A!"# [;片段 >%?产物的 !NNY图谱发
现：在&组、’组、(组、)组和*组土样中，除 .5号
土样外，同组土样的 !NNY图谱有很大的相似性，不
同组土样的 !NNY图谱有较大的差异性，可见地域
因素是影响土壤细菌种群构成的重要因素。+组 ;
种土样的 !NNY图谱表现较大的差异，.5号土样与

(组其它土样的 !NNY图谱也表现较大差异，由此
可见红树品种是影响土壤细菌种群构成的另一重要

因素。
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图 ! "#$ %&’( )*片段 +,-产物的 &../分析
!"#$ % &’’( )*)+,-"- ./ 012 3&45 67 /3)#89*:- ;<= >3.?@A:-

)8>+"/"9? /3.8 -."+B&45 9C:3)A:-

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

2+**&"’/%’ ’34’ -."+；07 $ 56%0&**%’ )’"%*’ -."+；0D$ 2+**&"’/%’ +6’/’

-."+；0E $ 2+**&"’/%’ 0’1&+3’"%1 -."+；01 $ 7&"%/%&"’ 3%//+"’3%1 -."+；0F$

8+*$’)%’ 9%**’/’ -."+；0G $ 50"+1/%0,#) ’#"&#") -."+；0H $ :&"4&"’

)’*$,’1 -."+ $

!01 克隆子序列的 23456分析
对 0%号土样 012 3&45 67片段 ;<=产物 &’’(

凝胶 &45条带 5和 I进行克隆，分别挑取 07、H个
白色单菌落进行 &45 测序和 I+)-: 分析（表 0），发
现：!克隆子 5B0、5B0J、5B00 的序列完全相同，与
’9*I)*K的收录序列 5!%G1J70的相似率达 HJL，所
以这 7个克隆子都是同一种未培养细菌的 012 3&45
67片段。"在测序的 %J 个不同序列中，只有克隆
子 IBF 与 4<IM 收 录 序 列 5N7JFH%D（来 源 于
5)%*+4’0/&" ->$）的相似率达 0JJL，可见 0% 号土样
&’’(凝胶 &45条带 5和 I的克隆子绝大多数为
未培养细菌的 012 3&45 67片段。

表 " 测序克隆序列与其 .782489最相似序列的比对结果
O)P+9 0 5+"#*89*: ./ -9Q@9*A9? A+.*9 :. ":- 8.-:B-"8"+)3 ’9*I)*K -9Q@9*A9

29Q@9*A9?
A+.*9-

R9*#:S ./
012 3&45 67
/3)#89*:-TP>

’9*I)*K
)AA9--".*
*@8P93

5+"#*9? -":9
"* ’9*I)*K
-9Q@9*A9

2"8"+)3":,
3):9TL

4@8P93 ./ "*-93:9?（ U）
.3 ?3.>>9?（ V）*@A+9.:"?9-
"* 9)AS #)> "* -9Q@9*A9?

/3)#89*:

2.@3A9 ./ :S9 8.-: -"8"+)3
’9*I)*K -9Q@9*A9

5B0 0HE 5!%G1J70 7DE W E7H HJ J X*A@+:@39? P)A:93"@8
5B% 0HE 5!D7%FD7 7JD W DGD GG U 0D X*A@+:@39? P)A:93"@8
5B7 0HF 5!%%7%HH 7JH W EJD H% U %，V 0 X*A@+:@39? #)88) >3.:9.P)A:93"@8
5BD 0HD 5!D%J77F 7DF W ED% GF V % X*A@+:@39? >3.:9.P)A:93"@8
5BE 0HE 5NJG%D10 701 W E00 GH V 0 X*A@+:@39? ?9+:) >3.:9.P)A:93"@8
5B1 0HE 5Y%H%1G% 701 W DHD G7 U 0E X*A@+:@39? 9@P)A:93"@8
5BF 0H7 5NJ071F0 0 W 0H7 H% J X*A@+:@39? P)A:93"@8
5BG 0H7 5!DDE00% %H% W DGD H7 J X*A@+:@39? P)A:93"@8
5BH 0HE 5YJ0%EHG 7%7 W E0F GG J 2@+/):9 V 39?@A"*# P)A:93"@8
5B0J 0HE 5!%G1J70 7DE W E7H HJ J X*A@+:@39? P)A:93"@8
5B00 0HE 5!%G1J70 7DE W E7H HJ J X*A@+:@39? P)A:93"@8
5B 0% 0F% ;H1DD1 0FH W 7EJ HF V 0 <’6%0#3’ 1’3%*%0+3’
5B07 01F 5!D%7%J1 7%J W DG1 H% J X*A@+:@39? P)A:93"@8
IB0 0HE 5!71EDFH 7JJ W DHD HD J X*A@+:@39? P)A:93"@8
!B % 011 5=DH1DDG 7JJ W DG1 H% V 7，V 0F，V 0 >%4"+4’0/&" 1#00%*+$&*&1
IB7 0F0 5Y7DFF1G 7%H W DHG GG U 0 X*A@+:@39? ?"Z"-".* [;00 P)A:93"@8
IBD 0FJ 5!JJEFEJ 7%D W DH7 HE J X*A@+:@39? P)A:93"@8
IBE 0FJ 5!%7D0DD 7JE W DFD H0 J X*A@+:@39? P)A:93"@8
IB1 0FJ 5!71EG7H 7%0 W DGH HD U 0 X*A@+:@39? P)A:93"@8
IBF 01H 5N7JFH%D 7J0 W D1H 0JJ J 5)%*+4’0/&" ->$
IBG 01H 5!D70E7D 7J0 W D1H HF J X*A@+:@39? )A:"*.P)A:93"@8
IBH 01H 5!D7%1GH %HH W D1F HE J X*A@+:@39? P)A:93"@8

* 讨论
红树植物在生长过程中不断从土壤中吸收

2[D
% V，并以硫化物的形式累积于体内，其枯枝落叶

归还土壤后，经微生物作用产生 \%2等致酸物质，使
土壤呈酸性［G］，所以土壤的理化性质与红树林群落

的凋落物数量有很大关系。尽管不同红树品种由于

耐盐和耐水淹能力不同从海到陆呈带状分布，但在

具体区域不同树种混杂一起。海潮的冲击，使植物

凋落物具有较大移动性，所以同一区域土壤其理化

性质和细菌群落有一定的相似性，而在海潮没有淹

没并且不同品种红树植物混杂程度不高的区域，土

壤的理化性质和细菌群落因不同红树品种而异。本

实验 D、E、1、0%号土壤样品由于采样点不被海潮淹
没并且周围红树植物距离较远，所以土壤细菌种群

构成有较大的差异。

利用 &’’(分离 ;<=产物，一般要求 ;<=产物
的 &45长度在 EJJP>以下，否则 &’’(的分辨率下
降，而判断微生物所属的系统类群，要求分析的 012
3&45片段长度至少达到 EJJP>［H］。目前多数研究都
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是扩增土壤细菌 !"# $%&’ 相对于大肠杆菌
（!"#$%&’#$’( #)*’）!"# $%&’ (() * +!),-的片段或者
.") * !/0!,- 的片段［!0，!!］。&121345 等［!0］发现：!"#
$%&’ (() * +!),- 片段的 %667 图谱和 !"# $%&’
.") * !/0!,-片段的 %667图谱所反映的细菌多样
性有一定的差异。目前没有具体的资料证明选用

!"# $%&’ 哪个片段作为靶标比较可靠，但是选择
!"# $%&’ .") * !/0!,- 片段作为靶标，因为分析
%&’长度接近于 +00,-，它所代表的细菌的分类地
位基本可以确定，所以它能提供更加完善的细菌种

群信息。

利用 %667分离 !"# $%&’的 89:产物，从梯度
凝胶 %&’条带的数量、条带中 %&’浓度及条带的
分布来分析土壤细菌的群落特征，是一种快速研究

土壤微生物群落的方法。尽管分子克隆是分离

%&’最有效的方法，但如果不经 %667，直接通过分
子克隆分离以土壤总 %&’为模板的 89:产物，就必
须通过大量的 %&’ 测序来获得土壤总 %&’ 的信
息，不仅需要投入大量人力，而且实验费用成倍增

加。因此，先运用 %667 对 89: 产物初步分离，获
得大致的土壤细菌群落特征后，再对部分目标条带

进行分子克隆和测序，可能是比较可行的途径。
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