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不同品种桑树根际土壤细菌多样性的
高通量测序分析

邱 洁1，侯怡铃1，徐丽丽1，钱 叶1，丁 祥2*

（1 西华师范大学生命科学学院/西南野生动植物资源保护省部共建教育部重点实验室，四川南充 637009；
2 西华师范大学环境科学与工程学院，四川南充 637009）

摘要：【目的】探究不同品种桑树根际土壤细菌群落结构及其分布规律，为促进桑树的生长发育、提高其经济利用

价值和培育更高品质的桑树品种提供参考。【方法】对3个品种桑树（粤椹大10、嘉陵30号和红果1号）根际土壤细菌的

16S rDNA序列V3~V5高变区进行PCR扩增，并对PCR扩增产物进行高通量测序，分析土壤中细菌群落多样性及分布

规律。【结果】3个土壤样品中共检测出细菌26门76纲88目149科370属。不同品种桑树根际土壤样品中的细菌群落组

成和结构存在一定差异，丰富度方面表现为嘉陵30号>粤椹大10>红果1号；多样性方面表现为红果1号>嘉陵30号>粤

椹大10。3个品种桑树的根际土壤细菌在门纲目科属水平上的优势菌群及所占比例分别为变形菌门（Proteobacteria，

37.2%）、α -变形菌纲（Alphaproteobacteria，24.3%）、拟杆菌目（Bacteroidales，24.3%）、拟杆菌科（Bacteroidaceae，

14.2%）、拟杆菌属（Bacteroides，14.2%）；随着分类的细化，不同桑树品种对土壤细菌群落组成和分布的影响越大。【结

论】变形菌门在3种桑树根际土壤中均是最优势细菌类群，嘉陵30号桑树品种根际土壤细菌种类最多，红果1号桑树品

种土壤细菌分布最均匀。根际土壤细菌群落种类和均匀度可作为桑树差异规模化种植的指标。
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High throughput sequencing analysis of rhizosphere soil
bacteria diversity in different mulberry varieties
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Abstract：【Objective】The purpose of the study was to explore the structure and distribution of rhizosphere soil bacte-
rial community of different mulberry varieties，provide scientific basis for promoting the growth and development of mul-
berry，improving the economic value of mulberry and cultivating mulberry varieties with high quality.【Method】The 16S
rDNA sequence V3-V5 high-variable region of rhizosphere soil bacteria in three mulberry varieties（Yueshenda 10，Jialing
30 and Hongguo 1）was amplified by PCR，and then the products of PCR amplification were sequenced with high
throughput to analyze the diversity and distribution of bacterial community in soil.【Result】A total of 370 genera，149
families，88 orders，76 classes and 26 phyla of bacteria were detected in the three soil samples. There were some diffe-
rences in the structure and composition of bacterial community in rhizosphere soil samples of different mulberry varieties.
In terms of richness，Jialing 30>Yueshenda 10>Hongguo 1，while in terms of diversity，Hongguo 1>Jialing 30>Yueshen-
da 10. The dominant bacterial community of rhizosphere soil bacteria of three mulberry varieties and their proportions
were Proteobacteria（37.2%），Alphaproteobacteria（24.3%），Bacteroidales（24.3%）and Bacteroidaceae（14.2%），Bacte-
roides（14.2%）. However，with the refinement of classification，the influence of mulberry varieties on the composition
and distribution of soil bacterial community became great.【Conclusion】Proteobacteria is the most abundant bacterial
group in three mulberry rhizosphere soils. The rhizosphere soil bacteria of Jialing 30 are the most abundant，and Hongguo
1 has the most uniform distribution of soil bacteria. The species and evenness of bacterial community in the rhizosphere
soil can be used as indicators for mulberry differential large-scale planting.
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0 引言

【研究意义】土壤细菌是土壤生态系统的重要

组成成分，参与养分元素循环、有机质分解及能量转

换，在保持生态系统的功能、稳定性及生产力等方面

均发挥关键作用，是衡量土壤生产力和质量的重要

指标（王卫霞等，2013；冯丹妮等，2014；张文元等，

2015；尹玉玲等，2017）。在土地覆被过程中，土壤特

性、气候因子和植被群落等均会影响土壤的细菌群

落（Li et al.，2014；Tkacz and Poole，2015）。土壤有

机质含量与细菌群落组成和结构间一般具有很好的

线性关系（王传杰等，2018）。土壤细菌不仅推动了

土壤的物质循环和生化反应（刘银银等，2013），土壤

细菌群落的变化还会影响土壤养分的转化和吸收，

从而影响植物生长代谢（孙波等，2017）。不同植物

类型根系分泌物和凋落物的质量又反作用于土壤细

菌群落的生长发育，造成某些细菌群落的出现或消

亡（陈心想等，2014；潘彦硕等，2018；王美溪等，

2018）。桑（Morus alba L.）为桑科桑属植物，其叶是

家蚕重要的饲料，是蚕丝产业发展的必须物质基础

（Jia et al.，2014；向仲怀等，2017），因此，了解桑树

根标土壤细菌组成多样性对保障桑叶生产和促

进蚕丝产业发展均具有重要意义。【前人研究进展】

Carvalhais等（2013）通过拟南芥在无菌土壤和非无

菌土壤中生长对比试验，证明拟南芥在整个细菌群

落存在条件下比细菌贫乏时表现出更强的生长力。

Muehe等（2015）通过对鼠耳芥根际细菌组成与植物

对镉和锌的吸收研究，证明土壤细菌可直接或间接

影响植物对金属元素的吸收。崔佩佩等（2018）采用

Biolog微平板法研究不同施肥条件下高粱根际土壤

细菌功能多样性的变化，结果证明施肥能改善土壤

细菌的功能多样性。蒋景龙等（2018）采用Illumina

MiSeq高通量测序技术对西洋参根腐病病株和健株

根际土壤细菌的组成及多样性变化进行研究，结果

显示鞘脂菌属（Sphingobium）和红游动菌属（Rhodo-

planes）可能是引起西洋参根腐病的重要菌群。对于

桑树根际土壤细菌的研究，目前主要采用传统方法

探究不同施肥方案、作物间作等对根际土壤细菌种

类变化、重金属含量、酶活性差异的影响（杨统一等，

2015；张萌萌等，2015）。邓文等（2016）采用Biolog

微生态技术研究偏施氮肥桑树根际土壤细菌对碳源

利用的能力变化，证明4年偏施氮肥桑树根际土壤细

菌多样性及活性均高于其他方法处理的土壤。樊芳

玲等（2016）利用磷脂脂肪酸（PLFA）法分析不同模

式的坡耕地—桑树系统对旱坡地紫色土壤中细菌群

落的影响，证明种植桑树能显著提高土壤中PLFA含

量，改善细菌群落结构。【本研究切入点】高通量测序

技术能产生测序覆盖深度更高的基因数据，在细菌

群落组成研究中能真实地揭示环境中细菌群落的多

样性和复杂性。目前针对不同品种桑树根际土壤细

菌多样性的高通量测序分析研究鲜见报道。【拟解决

的关键问题】对不同品种桑树根际土壤细菌的16S

rDNA序列V3~V5高变区进行PCR扩增，并对PCR扩

增产物进行高通量测序，分析土壤中细菌群落多样

性及分布规律，了解不同品种桑树根际土壤细菌的

群落结构、物种组成和差异，探究根际土壤细菌与桑

树的相互关系，为促进桑树的生长发育、提高其经济

利用价值及培育出更高品质的桑树品种提供参考。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

土壤样品采自四川省农业科学院蚕业研究所

潆溪桑园，分别以粤椹大10（广东省农业科学院蚕业

与农产品加工研究所选育）、嘉陵30号和红果1号（四

川省农业科学院蚕业研究所选育）3种果桑根际土壤

作为采样区，随机在每个采样区设4个采样点，每个

采样点采集10份土壤样品（0~10 cm），使用S形采样

法，剔除石块和植物根系，混合均匀并过2 mm筛，以

四分法筛取所得土样为同一样品，再装入已灭菌的

采样袋，分别编号为LCF20、LCF21和LCF22，于冰盒

中保存。

1. 2 总DNA提取、16S rDNA序列扩增及高通量测序

根据Fast DNA SPIN Kit for Soil（MP Biomedi-

cal，USA）的使用说明，加入溶菌酶（上海源叶生物

科技有限公司）60 mg/mL辅助提取土壤细菌的总

DNA。用1%琼脂糖凝胶对总DNA进行电泳检测，

电泳条件为120 V、45 min，总DNA条带单一清晰，无

严重拖尾现象，可用于后续体外扩增。用引物515F/

907R扩增细菌16S rDNA序列的V3~V5区域。反

应体系25.0 μL：Dream Taq PCR Master Mix（2 ×）

12.5 μL，DNA模板1.0 μL，515F/907R引物各0.5 μL，

去离子水补足至25.0 μL。扩增程序：94 ℃预变性

5 min；94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，进行10个

循环，每个循环降低0.5 ℃；94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，

72 ℃ 1 min，进行25个循环；72 ℃延伸10 min；4 ℃

保存。扩增产物用1%琼脂糖凝胶进行电泳检测，

将单一清晰没有拖尾现象条带对应的样本送至北

京金诺锐杰基因科技有限公司测序，并采用MiSeq

测序仪完成测序工作（Lu et al.，2015；Navarrete et

al.，2015；Lossius et al.，2016）。
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1. 3 高通量测序数据处理

原始数据经过低质量过滤、去接头等后得到高

质量的基因序列Reads，然后合并正反向Reads，获得

16S rDNA序列V3~V5区扩增子。利用Flash 8.0合并

正方向Reads，合并后序列输出，并使用FastQC进行

质控分析。采用Usearch61检查嵌合体，De novo方

式去除嵌合体序列，再对小片段文库进行组装，获得

该物种的基因组序列图谱。对所有分离的高质量样

本序列进行聚类分析，即一个OTU（同源性为97%），

再划分操作分类单元（OTUs），并构建稀释曲线及进

行聚类分析。

Chao1指数计算公式：Schao1=Sobs+n1（n1-1）/2（n2+

1），其中，Schao1为估计的OUT数，Sobs为观测到的OTU

数，n1为只有一条序列的OUT数目，n2为只有两条序

列的OUT数目。

Shannon指数计算公式：H'=-∑（Pi）（lnPi），其

中，Pi为此细菌个体数占总个体数比例。

相对丰度计算公式：D=（S-1）/lnN，其中，S为群落

中的特定细菌总数目，N为群落中所有细菌的总数。

2 结果与分析

2. 1 不同品种桑树根际土壤细菌多样性分析结果

用Chao1指数表示细菌群落的丰富度，其值越

高反映细菌群落物种丰富度越高，细菌种类越多。

图1显示3个样品的细菌群落丰富度均随测序深度的

增加而增加，随后逐渐趋于平缓，此时嘉陵30号的细

菌群落丰富度最高，粤椹大10次之，红果1号最低。

用Shannon指数表示样品的细菌多样性程度，其值越

高反映细菌群落的物种多样性越高，分布也越均匀。

由图2可知，当3个样品的Shannon指数曲线最终趋于

平缓时，红果1号的细菌多样性程度最高，粤椹大10

最低。

2. 2 在门水平上的细菌群落丰度分析结果

从门水平来看（图3-A），细菌种类最多的品种

是嘉陵30号（26门），最少的是粤椹大10（24门）。变

形菌门（Proteobacteria）、拟杆菌门（Bacteroidetes）和

厚壁菌门（Firmicutes）的相对丰度较高，分别为

37.2%、25.4%和14.1%，在3个土壤混合样品中3种细

菌门的相对丰度之和占土壤细菌总量的76.7%。将

群落相对丰度水平位于前10的细菌（相对丰度>

0.4%）按照样品和分类进行聚类后绘制热图（图3-

B），结果显示，3个样品中的细菌大致分为两簇，梭

杆菌门（Fusobacteria）、芽单胞菌门（Gemmatimona-

detes）和厚壁菌门等亲缘关系较近的聚为一簇，硝化

螺旋菌门（Nitrospirae）、绿弯菌门（Chloroflexi）和酸

杆菌门（Acidobacteria）等聚为另一簇。不同品种桑

树根际土壤中细菌的相对丰度有一定差异，其中，酸

杆菌门在红果1号和嘉陵30号中的相对丰度较高，在

粤椹大10中的相对丰度较低；硝化螺旋菌门和绿弯

菌门在红果1号中的相对丰度较高，在嘉陵30号和粤

椹大10中的相对丰度较低。

2. 3 在纲水平上的细菌群落丰度分析结果

3个土壤样品中的细菌在纲水平上群落组成最

多的是粤椹大10和嘉陵30号（76纲），最少的是红果

1号（74纲）（图4-A）。α-变形菌纲（Alphaproteobacte-

ria）、β-变形菌纲（Betaproteobacteria）、γ-变形菌纲

（Gammaproteobacteria）、拟杆菌纲（Bacteroidia）和梭

状芽胞杆菌纲（Clostridia）等5个细菌纲的相对丰度

较高，分别为24.3%、16.0%、12.3%、11.2%和7.7%，在

3个土壤混合样品中5个细菌纲的相对丰度之和占土

壤细菌总丰度的71.5%。将群落相对丰度水平位于

前20的细菌（相对丰度>0.4%）按照样品和分类进行

聚类后绘制热图（图4-B），结果显示，嘉陵30号与粤

椹大10细菌种类的组成相比红果1号而言更相似；

3个样品中的细菌大致分为两簇，α-变形菌纲和拟

杆菌纲等7个纲亲缘关系较的近聚为一簇，γ-变形菌

纲和β-变形菌纲等13个纲聚为另一簇。

图 1 不同品种桑树根际土壤细菌群落的丰富度分析
Fig.1 Bacterial community richness analysis of rhizosphere

soils of different mulberry varieties

图 2 不同品种桑树根际土壤细菌群落的多样性分析
Fig.2 Bacterial community diversity analysis of rhizosphere

soils of different mulberry varieties
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2. 4 在目水平上的细菌群落丰度分析结果

3个土壤样品中的细菌在目水平上的群落组成

分别是红果1号88目、嘉陵30号71目和粤椹大10 78

目（图5-A）。拟杆菌目（Bacteroidales）、肠杆菌目

（Enterobacteriales）、梭菌目（Clostridiales）、酸杆菌目

（Acidobacteriales）和伯克氏菌目（Burkholderiales）等

5个细菌目的相对丰度较高，分别为24.3%、12.3%、

10.6%、4.1%和3.8%，在3个土壤混合样品中5个细菌

目的相对丰度之和占土壤细菌总丰度的55.1%。将

相对丰度位于前30的细菌（相对丰度>0.4%）按照样

品和分类进行聚类后绘制热图（图5-B），3个样品中

的细菌大致分为两簇，拟杆菌目和梭菌目等14个目

亲缘关系较近的聚为一簇，酸杆菌目和伯克氏菌目

等16个目聚为另一簇。在目水平上，3个样品中的细菌

组成存在差异，如黄单胞杆菌目（Xanthomonadales）

和红螺菌目（Rhodospirales）在红果1号中的相对丰

度较高，在嘉陵30号和粤椹大10中的相对丰度较低。

2. 5 在科水平上的细菌群落丰度分析结果

3个土壤样品中的细菌在科水平上的群落组成

最多的是红果1号（149科），嘉陵30号（116科）和粤

椹大10（118科）相对较少（图6-A）。拟杆菌科（Bac-

teroidaceae，14.2%）、肠杆菌科（Enterobacteriaceae，

10.6%）、普雷沃氏菌科（Prevotellaceae，8.3%）、瘤胃

菌科（Ruminococcaceae，5.6%）、酸杆菌科（Acidobac-

teriaceae，3.2%）、毛螺菌科（Lachnospiraceae，2.6%）

和韦荣氏菌科（Veillonellaceae，3.2%）等7个细菌的

相对丰度较高，在3个土壤混合样品中7个细菌科的

相对丰度之和占土壤细菌总丰度的47.7%。将相对

丰度位于前40的细菌（相对丰度>0.2%）按照样品和

分类进行聚类后绘制热图（图6-B），3个样品中的细

菌大致分为两簇，梭杆菌科（Fusobacteriaceae）和黄

单胞菌科（Xanthomonadaceae）等26个科聚为一簇，

瘤胃菌科和韦荣氏菌科等14个科聚为另一簇。在科

水平上，随着分类的细化，桑树品种对细菌群落组成

图 3 在门水平上的细菌群落相对丰度柱状图（A）和相对
丰度聚类图（B）

Fig.3 The relative abundance histogram（A）and the relative
abundance cluster diagram（B）of bacteria community
on the phylum level

图 4 在纲水平上的细菌群落相对丰度柱状图（A）和相对
丰度聚类图（B）

Fig.4 The relative abundance histogram（A）and the relative
abundance cluster diagram（B）of bacteria community
on the class level
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的影响越大。如鞘酯菌科（Sphingomonadaceae）在

嘉陵30号中的相对丰度较高，在粤椹大10和红果1号

中的相对丰度较低。

2. 6 在属水平上的细菌群落丰度分析结果

3个土壤样品中共有细菌属370个（图7-A），其

中单个样品最多的是嘉陵30号（370属），红果1号

（354属）和粤椹大10（351属）相对较少。拟杆菌属

（Bacteroides，14.2%）、普氏菌属（Prevotella，8.3%）、

栖粪杆菌属（Faecalibacterium，3.1%）、奈瑟氏球菌

属（Neisseria，2.1%）、链球菌属（Streptococcus，1.2%）、

萨特氏菌属（Sutterella，1.2%）、考拉杆菌属（Phasco-

larctobacterium，1.1%）、不动杆菌属（Acinetobacter，

1.1%）和巨单胞菌属（Megamonas，1.0%）等9个细菌

属相对丰度较高，在3个土壤混合样品中9个细菌属

的相对丰度之和占土壤细菌总丰度的33.3%。将相

对丰度位于前50的细菌（相对丰度>0.1%）分别按照

样品和分类进行聚类后绘制热图（图7-B），3个样品

中的细菌大致分为两簇，罗氏菌属（Roseburla）和萨

特氏菌属等37个属聚为一簇，硝化螺菌属（Nitrospi-

ra）和黄杆菌属（Flavobacterium）等13个属聚为另一

簇。各样品属级分类聚类分析结果显示，在属的水

平上，莫拉氏菌（Kaistobacter）在嘉陵30号中的相对

丰度较高，在粤椹大10和红果1号中则相对较低；艾

克曼菌属（Akkermansia）在红果1号中未检测出；分

图 5 在目水平上的细菌群落相对丰度柱状图（A）和相对
丰度聚类图（B）

Fig.5 The relative abundance histogram（A）and the relative
abundance cluster diagram（B）of bacteria community
on the order level

图 6 在科水平上的细菌群落相对丰度柱状图（A）和相对
丰度聚类图（B）

Fig.6 The relative abundance histogram（A）and the relative
abundance cluster diagram（B）of bacteria community
on the family level
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枝杆菌属（Ramlibacter）在粤椹大10中未检测出。

3 讨论

土壤作为细菌的天然培养基，含有大量且丰富

的细菌种类。相比于传统测序技术，使用高通量测

序技术对土壤细菌多样性的研究鲜见报道，且高通

量测序产出的数据量是传统测序技术无法比拟（明

磊等，2018）。本研究采用高通量测序技术对3个不

同品种的桑树根际土壤细菌组成和结构进行研究，

分析了3个不同品种桑树根际土壤细菌在门、纲、目、

科、属不同分类水平上的优势类群，共检测出包括拟

杆菌门、厚壁菌门和变形菌门等优势菌门在内的

26门，其中变形菌门是最丰富的细菌类群，与Con-

stancias等（2015）、Docherty等（2015）的研究结果一

致。但Heiko等（2016）发现酸杆菌门是欧洲山毛榉

和挪威云杉根际土壤中含量最丰富的细菌类群；而

Kristin等（2016）在温带草原和森林土壤中发现放线

菌门（Actinobacteria）是占主导地位的细菌类群，说

明不同植物根际土壤中存在不同的优势细菌类群。

本研究共测出包括α-变形菌纲和β-变形菌纲等

优势菌纲在内的76纲；拟杆菌目和肠杆菌目等优势

菌目在内的88目，拟杆菌科和肠杆菌科等优势菌科

在内的149科，拟杆菌属和普氏菌属等优势菌属在内

的370属。3种不同品种桑树根际间土壤细菌在门纲

目科属水平上的优势菌群及所占总比例分别为变形

菌门（37.2%）、α - 变形菌纲（24.3%）、拟杆菌目

（24.3%）、拟杆菌科（14.2%）、拟杆菌属（14.2%）。但

随着分类的细化，不同的桑树品种对细菌群落组成

和分布的影响越大，在目科属水平上差异更明显。

如黄单胞杆菌目和红螺菌目在红果1号中的相对丰

度较高，鞘酯菌科在嘉陵30号中的相对丰度较高，而

分枝杆菌属在粤椹大10中未检测出。土壤细菌群落

多样性不仅与植物种类有关，还与土壤落叶层、腐殖

质及理化性质有关；同时，桑树根系的生理活动能改

善土壤理化性质，使之适应土壤中细菌的生长

（Tkacz et al.，2015）。实际应用中可根据桑树品种

的不同，选择合适的栽培土壤，改善土壤理化性质并

施用高效细菌肥料，以促进桑树根际间土壤优势细

菌群落的形成，从而促进桑树生长。

4 结论

变形菌门在供试3种桑树品种根际土壤中均是

最优势细菌类群，嘉陵30号桑树品种根际土壤细菌

种类最多，红果1号桑树品种土壤细菌分布最均匀。

根际土壤细菌群落种类和均匀度可作为桑树差异规

模化种植的指标。
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