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基于高通量培养分析稻虾共作模式土壤的细菌群落
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[摘要] 　 高通量测序技术的发展发现并鉴定了土壤微生物的未培养物种ꎬ然而ꎬ仅依赖非培养的高通量测序无法

获得发挥关键功能的微生物培养物ꎬ限制了对其功能的验证及其应用ꎬ这对关键功能微生物的机理性研究和应用

具有一定的局限性. 本研究以稻虾共作和水稻单作两种稻作模式的土壤样品为研究对象ꎬ分别对比了传统平板涂

布、９６ 孔培养板划线分离以及将非培养和培养法相结合的———“９６ 孔高通量培养法”３ 种方法的土壤细菌分类差

异、菌群多样性、组成特异性以及细菌功能特征. 结果表明ꎬ相对于传统涂布培养法ꎬ９６ 孔高通量培养法所获取的

细菌数量高约 ５ 倍ꎬ能鉴定到属的培养物高约 ４ 倍ꎬ预测功能鉴定提高约 ２ 倍. 由此可见ꎬ“９６ 孔高通量培养法”大
大提高了对土壤细菌培养物的获取和鉴定率. 本研究弥补了传统培养法的获得率低的不足ꎬ拓宽了高通量培养技

术的应用领域ꎬ同时ꎬ也为进一步揭示稻虾共作模式参与土壤生态变化过程的微生物机制提供研究基础.
[关键词] 　 高通量测序ꎬ稻虾共作模式ꎬ涂布培养法ꎬ土壤微生物群落
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土壤微生物是最丰富的微生物资源库ꎬ是联系大气圈、水圈、岩石圈及生物圈物质与能量交换的重要

纽带ꎬ被称为地球关键元素循环过程的引擎[１] . 然而ꎬ随着人类活动对自然资源的过度开发ꎬ尤其是对农

耕地的集约化利用造成土壤微生物多样性及组成受到强烈干扰[２]ꎬ而这将直接影响土壤养分循环能力并

关系到生态系统的稳定. “稻虾共作”是一种利用稻田环境同时养殖小龙虾的高度集约化的农业生态种养

模式ꎬ一水两用的管理方式大大提高了农田资源利用率和产出效益[３] . 然而ꎬ因为过度追求养殖利润ꎬ多
地区已出现“重养殖轻种植”现象ꎬ即动物饵料过量投放ꎬ水稻田多年种养连作ꎬ长期淹水. 在此条件下可

导致稻田土壤还原性增强ꎬ有机质分解不彻底ꎬ微生物群落结构紊乱. 同时ꎬ对稻虾共作模式的过度利用

也会降低稻田土壤微生物的丰富度和多样性[４] . 这些问题严重破坏了土壤微生物的群落结构ꎬ长此以往ꎬ
轻则环境恶化、水稻减产ꎬ重则将直接威胁人类生产、生活尤其是粮食食品安全[５] .

近年来ꎬ随着高通量技术的发展让土壤微生物不再是“暗物质”ꎬ越来越多的未培养物种被发现并鉴

定. 其原理主要是将 ＤＮＡ 样品进行分离、扩增后进行化学催化等操作ꎬ获得大量碱基序列ꎬ再通过计算机

进行处理和分析ꎬ最终得到生物分子的序列信息. 相比于传统的培养方法ꎬ高通量测序因其具有高效性、
高灵敏性、高准确性等特点成为了分子生态学研究的重要手段[６] . 然而ꎬ该技术与传统可培养技术相比的

最大的不足就是无法获得发挥关键功能的微生物培养物ꎬ限制了对其功能的验证及其应用ꎬ从而阻碍了对

关键功能微生物的应用以及机理性研究的发展ꎬ同时也制约着基于高通量测序分析出的微生物特征的可

靠性和可重复性.
传统的微生物的分离培养技术主要通过人工配制的营养基质对土壤微生物进行分离、培养、计数ꎬ并

对获得的微生物纯培养基于形态及生理生化特征进行分类、鉴定ꎬ其方法易于操作ꎬ同时可获取菌株形态、
营养类型等信息. 因此ꎬ在土壤微生物研究中ꎬ传统的分离培养方法至今仍是一种不可替代的技术手

段. 但是ꎬ该方法只是对土壤生境的简单人工模拟ꎬ在土壤化学条件、环境结构及气候等因素方面不能满

足大多数土壤微生物生长所需的实际生境[７]ꎬ从而导致土壤中绝大多数微生物无法培养ꎬ土壤中微生物

的可培养率只有 ０.１％ ~ １％[８]ꎬ而且ꎬ通过该方法一次性获取的菌株数量有限ꎬ培养速度慢、效率低、成
本高.

２０１７ 年ꎬ中科院遗传发育所白洋研究团队报道了一种高通量分离培养和鉴定细菌群落的新方

法[９－１０]ꎬ该方法将高通量测序和培养方法相结合ꎬ可以更高分辨率地分离培养原位生境中的单株细菌. 本

研究以稻虾共作和水稻单作两种稻作模式的土壤样品为研究对象ꎬ对比了传统涂布分离培养法和高通量

分离培养法对稻田土壤细菌种群的多样性和组成的鉴定效果ꎬ结果不仅拓宽了高通量培养技术的应用领

域ꎬ证明了与传统涂布技术的显著优势ꎬ也为此项技术的广泛应用提供了数据支持. 此外ꎬ本研究也发现

并描述了长期稻虾共作模式后土壤细菌的组成和分布的特征ꎬ为进一步揭示该模式与土壤生态环境变化

过程的分子机制提供了研究基础.

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

１.１.１　 实验样品

２０１９ 年 １０ 月采集稻虾共作和水稻单作土壤样品于江苏省泗阳县稻虾共作试验基地. 样品采集地于

２０１５ 年被重新开垦规划ꎬ开垦前为约 ２ 公顷的水稻单作田ꎬ开垦后一块地继续水稻单作栽培(ＣＫ)ꎬ另一

块改为稻虾共作栽培模式(ＤＸ)ꎬ两块地相邻且不连通ꎬ施肥模式一致. 供试水稻品种为嘉优中科 １ 号ꎬ购
于江苏农科院.
１.１.２　 培养基与试剂

１０×ＰＢＳ 存储液:１.３ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、７０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４、３０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４(ｐＨ＝ ７)ꎬ１２１ ℃高压灭菌

—８５—
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１５ ｍｉｎꎻ１×ＰＢＳ 工作液:用无菌去离子水将 １０×ＰＢＳ 存储液稀释 １０ 倍ꎻ１０％ 液体 ＴＳＢ 培养基:将 ３ ｇ ＴＳＢ 培

养基粉剂溶解于 １ Ｌ 去离子水中ꎬ１２１ ℃ 高压灭菌 １ ｍｉｎꎻ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２:将 ２０.３３ ｇ ＭｇＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ 溶解

于 １００ ｍＬ 去离子水中ꎬ配置成 １ ｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ 溶液. 用去离子水将 １ ｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ 稀释 １００ 倍ꎬ过滤灭菌ꎻ
碱性裂解缓冲液:２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 和 ０.２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２￣ＥＤＴＡ(ｐＨ＝ １２) . １２１ ℃高压灭菌 １５ ｍｉｎꎻ中和缓冲

液:４０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ(ｐＨ＝ ７.５) . １２１ ℃高压灭菌 １５ ｍｉｎꎻ８０％(ｖｏｌ / ｖｏｌ)乙醇:将 １ 份无核酸酶水与 ４ 份

无水乙醇混合均匀ꎬ现配现用ꎻ５０×ＴＡＥ 溶液:将 ２４２ ｇ Ｔｒｉｓ 和 ３７.２ ｇ Ｎａ２￣ＥＤＴＡ􀅰２Ｈ２Ｏ 溶解于 ８００ ｍＬ 去离

子水中ꎬ加入 ５７.１ ｍＬ 乙酸至药品完全溶解ꎬ再定容至 １ Ｌ.
１.２　 实验方法

１.２.１　 平板稀释涂布法

分别取稻虾共作(ＤＸ)和水稻单作(ＣＫ)土样 １０ ｇ 于盛有 ９０ ｍＬ 无菌水的三角瓶内ꎬ经 ３０ ℃、１７０ ｒｐｍ
振荡 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ制成土壤悬液ꎬ并依次稀释为 １０－２、１０－３、１０－４、１０－５浓度梯度于 １０％ 的 ＴＳＢ 固体平板上ꎬ每
个梯度 ５ 块生物学重复ꎬ置于 ３０ ℃培养箱黑暗培养 １~２ ｄ 后ꎬ挑取典型单菌落ꎬ经平板纯化后 ４ ℃保存

待用.
菌株保藏及鉴定:将菌液与 ８０％ 甘油按 １ ∶１ 混合于 ２ ｍＬ 无菌的离心管中ꎬ置于－８０ ℃冰箱保存待

用. 菌落形态及生理生化特征鉴定参照«伯杰细菌鉴定手册(第 ８ 版)»进行. 采用通用引物 ２７ Ｆ 和 １ ４９２ Ｒ
扩增菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列ꎬＰＣＲ 产物切胶回收后ꎬ委托通用生物有限公司测序ꎬ测序结果在 ＲＤＰ 数据库

中进行比对ꎬ选取同源性较高的序列使用 ＭＥＧＡ 软件构建系统发育树ꎬ确定菌株的分类地位ꎬ对物种进行

鉴定ꎬ具体方法参照文献[１１] .
１.２.２　 ９６ 孔培养板划线分离法

分别取稻虾共作(ＤＸ)和水稻单作(ＣＫ)土样 ２０ ｇ 于盛有 １８０ ｍＬ 灭菌的 １０％ 液体 ＴＳＢ 培养基三角

瓶中ꎬ经 ３０ ℃、１７０ ｒｐｍ 振荡 ４０ ｍｉｎ 后ꎬ制成土壤悬液ꎬ并依次稀释成 ５ ０００×、６ ５００×、８ ０００×、１０ ０００×浓度

梯度. 摇匀每瓶稀释液后ꎬ各取 ２０ ｍＬ 稀释液转移至无菌方皿中ꎬ再用排枪吸取稀释液移入 ９６ 孔细胞培养

板的每个孔中ꎬ每孔 ２００ μＬꎬ每个梯度重复添加 ３ 板 ９６ 孔细胞培养板ꎬ同时设置 ３ 板未添加土壤样品的空

白无菌 １０％ ＴＳＢ 培养基作为对照. 用封口膜将细胞培养板封口后ꎬ置于室温下孵育 ２ 周. ２ 周后观察 ９６
孔细胞培养板中细菌的生长情况ꎬ保留约 ３０％ 的孔呈现肉眼可见的浑浊状态的培养板为最适浓度培养板

进行后续实验ꎬ如图 １ 所示.

图 １　 极限稀释法分离培养

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｂｙ ｌｉｍｉｔｉｎｇ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

菌液分装:用排枪从最适浓度菌株培养板中吸取每孔 １００ μＬ 菌株培养液于新的 ９６ 孔细胞培养板ꎬ用
于划线分离培养ꎻ再吸取每孔 １０ μＬ 于另一新的 ９６ 孔细胞培养板中ꎬ用于高通量测序. 两次分装后ꎬ将原

始细胞板每孔加入 ９０ μＬ ８０％ 甘油ꎬ混匀后置于－８０ ℃ 冰箱保存.

—９５—
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纯化分离培养:将最适浓度培养板中的每个孔内细菌纯化在 １０％ ＴＳＢ 固体平板上ꎬ按 １.２.１ 的方法进

行菌株保存和鉴定.
１.２.３　 ９６ 孔培养板原位细菌高通量测序法

取 １.２.２ 中用于高通量二代测序的菌液分装板ꎬ向每个孔 １０ μＬ 样品中加入 １６.６ μｌ 碱性裂解液ꎬ经
９５ ℃、５０ ｍｉｎ 高温裂解后ꎬ再加入 １６.６ μｌ 中和缓冲液. 随后ꎬ采用双侧标签系统两步 ＰＣＲ 扩增法获取孔

内菌株 ＤＮＡ、测序和种类注释(图 ２) . 首先ꎬ第一步 ＰＣＲ 扩增ꎬ以上述孔内混合液为模板ꎬ引物为 １６ Ｓ
ｒＤＮＡ Ｖ３－Ｖ４ 区的 ３３８ Ｆ 和 ８０６ Ｒꎻ在第二步 ＰＣＲ 扩增中ꎬ以第一步扩增产物为模板ꎬ使用的是添加了标

签(ｂａｒｃｏｄｅ)的 ３３８ Ｆ 和 ８０６ Ｒ 引物ꎬ即将 ３３８ Ｆ 引物端添加由 ８ 个不同碱基组合的标签作为每孔的标记ꎬ
共标记 ９６ 个(编号从 １－９６)ꎻ在 ８０６ Ｒ 引物端添加由 ８ 个不同碱基组合标签作为区分细胞板的标记ꎬ共 １２
个(编号从 Ａ－Ｌ) . 引物信息及扩增条件如表 １ 和表 ２ 所示ꎬ引物设计由擎科生物技术有限公司完成.

图 ２　 双侧标签系统两步 ＰＣＲ 扩增法

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｗｏ￣ｓｔｅｐ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｔｗｏ￣ｓｉｄｅｄ ｂａｒｃｏｄｅ ｓｙｓｔｅｍ

表 １　 双侧标签系统两步 ＰＣＲ 扩增法引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｗｏ￣ｓｔｅｐ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｔｗｏ￣ｓｉｄｅｄ ｂａｒｃｏｄｅ ｓｙｓｔｅｍ

编号 引物名称 原始引物序列(５′→３′) 添加 ｂａｒｃｏｄｅ 后引物序列

９６ 孔板 １ １ Ｖ３Ｖ４－１Ｆ ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ ＣＡＣＡＴＡＴＣＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ
２ Ｖ３Ｖ４－２Ｆ ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ ＡＣＡＣＡＣＡＧＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ
３ Ｖ３Ｖ４－３Ｆ ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ ＡＣＡＣＡＴＣＴＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ

􀆺􀆺 􀆺􀆺 􀆺􀆺 􀆺􀆺
９６ Ｖ３Ｖ４－９６Ｆ ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ ＣＡＣＧＣＡＣＡＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ
Ａ Ｖ３Ｖ４－ＡＲ ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ ＡＧＴＧＴＧＴＧＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ

板 ２ Ｂ Ｖ３Ｖ４－ＢＲ ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ ＡＧＡＴＡＧＴＧＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ
􀆺􀆺 􀆺􀆺 􀆺􀆺 􀆺􀆺 􀆺􀆺
板 １２ Ｌ Ｖ３Ｖ４－ＬＲ ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ ＣＡＧＴＣＴＣＴＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ
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表 ２　 双侧标签系统两步 ＰＣＲ 扩增法体系和条件

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｗｏ￣ｓｔｅｐ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｔｗｏ￣ｓｉｄｅｄ ｂａｒｃｏｄｅ ｓｙｓｔｅｍ

成分 体积 / μＬ 循环数 变性 退火 延伸

第一步 ＰＣＲ
反应体系

第二步 ＰＣＲ
反应体系

２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ ６.５
３３８Ｆ ０.５
８０６Ｒ ０.５
ＤＮＡ ２

ｄｄＨ２Ｏ １０.５
总体积 ２０

２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ ６.５
３３８Ｆ￣ｂａｒｃｏｄｅｄ ０.５
８０６Ｒ￣ｂａｒｃｏｄｅｄ ０.５

ＤＮＡ ２
ｄｄＨ２Ｏ １０.５
总体积 ２０

第一步 ＰＣＲ
反应体系

第二步 ＰＣＲ
反应体系

１ ９４℃ ４ｍｉｎ

２－３０ ９４℃ ３０ｓ ５０℃ ３０ｓ ２℃ ３０ｓ

３１ ７２℃ ５ｍｉｎ

１ ９４℃ ２ｍｉｎ

２－２６ ９４℃ ３０ｓ ５５℃ ３０ｓ ７２℃ １ ｍｉｎ

２７ ７２℃ ５ｍｉｎ

　 　 第二轮 ＰＣＲ 结束后ꎬ随机选取 ２５~３０ 个孔ꎬ取 ２ μＬ 扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳ꎬ确保扩增有条带

且无杂菌污染ꎬ利用 ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 试剂盒对扩增产物进行回收ꎬ送至擎科生物技术

有限公司进行二代测序.
经测序获得扩增子元数据ꎬ用 ＱＩＩＭＥ 脚本验证元数据格式. 将序列末端反向互补原则进行合并ꎬ将双

端读长合并其为单端读长ꎻ用 ＱＩＩＭＥ 的 ｅｘｔｒａｃｔ＿ｂａｒｃｏｄｅｓ.ｐｙ 脚本切除板和孔的标签ꎬ根据标签与元数据对

应关系重命名读长ꎻ移除正反向引物标签ꎻ使用 ＶＳＥＡＲＣＨ 去重复和 ＵＳＥＡＲＣＨ 去噪鉴定扩增序列变体ꎬ
测量每孔中 ＡＳＶ 丰度. 使用 ＶＳＥＡＲＣＨ 比对所有纯净序列至 ＡＳＶꎬ获得特征表. 采用 ＵＳＥＡＲＣＨ 基于 ＲＤＰ
数据库进行物种注释ꎬ鉴定并绘制培养菌物种分布图. 最后ꎬ用 ＭＡＧＥ １１ 构建系统发育树并进行美化.

２　 结果与讨论

２.１　 两种稻作模式与土壤细菌组成的关系

前期研究表明ꎬ相比于水稻单作ꎬ稻虾共作土壤由于长期淹水土壤有机质分解不完全ꎬ呈现一定程度

的土壤潜育化ꎬ且水稻生长过程中表现出明显的“贪青”状态ꎬ在水稻成熟期ꎬ稻虾共作模式稻米结实率

低、成熟度下降. 经过对土壤细菌 α－多样性和 β－多样性分析ꎬ结果表明ꎬ两种稻作模式的细菌丰富度

(Ｒｉｃｈｎｅｓｓ)ꎬ多样性(Ｓｈａｎｎｏｎ)以及组成(ＰＣｏＡ)均具有显著差异(Ｐ<０.０５)ꎬ水稻单作(ＣＫ)模式的丰富度

和多样性均显著高于稻虾共作(ＤＸ)模式ꎬ表明由于长期养殖小龙虾降低了水稻田土壤细菌丰富度和多

样性(图 ３) .

图 ３　 两种稻作模式对土壤细菌多样性的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｒｉｃｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ ｏｎ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

２.２　 基于 ３ 种培养方式分析 ２ 种稻作模式土壤细菌数量

首先ꎬ采用传统的稀释涂布法(简称“涂布法”ꎬ下同)ꎬ分别在 ＴＳＢ 培养基和固碳培养基上对 ＤＸ 模式

和 ＣＫ 模式的土壤细菌进行分离培养. 结果表明ꎬＴＳＢ 培养基对土壤细菌的计数量约为 １０７ ＣＦＵ(Ｃｏｌｏｎｙ
—１６—
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Ｆｏｒｍｉｎｇ Ｕｎｉｔ) / ｇꎬ固碳培养基对土壤固碳细菌计数量约 １０５ ＣＦＵ / ｇꎬ而无论是利用 ＴＳＢ 培养基还是固碳培

养基ꎬ两种稻作模式的菌群数量均无显著差异ꎬ最终分离纯化 ＤＸ 模式菌株 ５７ 株ꎬＣＫ 模式菌株 ５０ 株.
其次ꎬ采用 ９６ 孔培养板划线分离法(简称“划线法”ꎬ下同)ꎬ对每个孔的菌株进行划线分离ꎬ９６ 孔培

养板培养 ２ 周后ꎬ稀释倍数为 ５ ０００×的板中 ５０％ 左右的孔中出现浑浊ꎬ所以选定 ５ ０００×浓度为最适划线

分离浓度(图 １ 所示) . 最终ꎬ在 ＤＸ 模式的 ６ 个重复板中获得纯培养单菌 １１２ 株ꎬＣＫ 模式的 ６ 个重复板获

得菌株 １０２ 株ꎬ稻虾共作模式略高于水稻单作.
此外ꎬ将培养 ２ 周的稀释倍数为 ５ ０００×的 ９６ 孔培养板每个孔中的细菌进行高通量二代测序及鉴定

(简称“测序法”ꎬ下同) . 每个板的测序深度相对均匀ꎬ约为 １０ ０００ 条序列ꎬ能够高效和无偏差的鉴定培养

的细菌. 两个模式共 １２ 个板ꎬ测序获得 １０２６ 个孔的数据ꎬ其中 ＣＫ 模式有 ５５５ 个孔ꎬＤＸ 模式有 ４７１ 个孔ꎬ
分析后共获得 ６３４ 个不同的扩增子序列变异(ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｖａｒｉａｎｔꎬＡＳＶ) .

图 ４　 不同培养法获得两种稻作模式的土壤细菌分类

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｗｏ ｒｉｃｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄｓ

２.３　 基于 ３ 种培养方式分析 ２ 种稻作模式土壤细菌分类组成

如图 ４ 所示ꎬ从培养方式看ꎬ涂布法和划线法获得的土壤细菌类群远远少于测序法分析结果ꎬ而划线

法比涂布法可分离的种类更多ꎬ涂布法共获得 ３ 个门、５ 个纲、１０ 个目、１３ 个科、２０ 个属ꎻ划线法获得 ５ 个

门、６ 个纲、１３ 个目、２０ 个科、３３ 个属ꎻ测序法获得 ６ 个门、１４ 个纲、２３ 个目、４３ 个科、８３ 个属. 从门水平看

来ꎬ３ 种培养方式均可获得厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)ꎬ而
芽单胞菌门(Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ)和疣微菌门(Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ)仅在测序法中含有. 此外ꎬ涂布法和划线法

中最主要的细菌分类都属于厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、中杆菌纲(Ｂａｃｉｌｌｉ)、芽孢杆菌目(Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ)、芽孢杆菌

科(Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ)、芽孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)ꎬ可见ꎬ该类细菌是基于培养基可培养人工计数法中的优势细菌种

属ꎬ而在测序法中的优势分类是变形菌门.
两种稻作模式土壤中具有各自独特的细菌种类组成ꎬ在门水平上ꎬ３ 种培养方式的结果均体现了 ＣＫ

模式中的变形菌门丰度显著高于 ＤＸ 模式ꎬ而拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)的丰度低于 ＤＸ 模式. 值得注意的

是ꎬ涂布法和划线法的结果中ꎬＣＫ 模式的厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)中杆菌纲(Ｂａｃｉｌｌｉ)芽孢杆菌目(Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ)
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丰度显著高于 ＤＸ 模式ꎬ而在测序法中结果刚好相反.
接下来ꎬ对两种稻作模式属水平分类的进一步分析发现ꎬ涂布法分离获两种稻作模式 ７ 个共有属ꎬＣＫ

模式有 ７ 个特有属ꎬＤＸ 模式有 ６ 个特有属ꎻ划线法获得 １１ 个共有属ꎬＣＫ 模式有 １１ 个特有属ꎬＤＸ 模式有

１３ 个特有属ꎻ测序法获得 ２５ 个共有属ꎬＣＫ 模式有 ４３ 个特有属ꎬＤＸ 模式有 １４ 个特有属(图 ５) . 此外ꎬ涂
布法和划线法在两个稻作模式上属的丰富度和多样性无显著差异ꎬ而测序法表现出 ＣＫ 模式的属水平丰

富度和多样性均高于 ＤＸ 模式ꎬ这与 α－多样性和 β－多样性分析结果一致.

图 ５　 不同培养法获得两种稻作模式的差异土壤细菌属

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｅｒａ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｗｏ ｒｉｃｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄ

２.４　 基于 ３ 种培养方式分析两种稻作模式构建土壤细菌系统发育树

从群落系统发育方面ꎬ３ 种培养方式获得的菌群系统发育距离从近到远依次是涂布法、划线法和测序

法ꎬ涂布法和划线法是培养基挑选获得菌株ꎬ虽然划线法比涂布法增加了种属的数量ꎬ但是在多样性上仍

体现了菌群种类的单一性和发育距离的相似性ꎬ而测序法是高通量识别 ＤＮＡ 信息的技术ꎬ从发育图谱上

可以看出即便是同一个门水平ꎬ但是种间发育关系有了更多分支的延伸(图 ６) .
２.５　 基于 ３ 种培养方式分析两种稻作模式差异土壤细菌功能

３ 种培养方式对土壤细菌功能预测分析结果表明ꎬ涂布法和划线法预测了 ８ 种功能的细菌ꎬ测序法中

预测的细菌功能共有 １６ 种ꎬ大大提高了前两种培养方式中预测的细菌功能多样性的灵敏度ꎬ且增加了乙

醇氧化、甲基营养、固氮、尿素分解等参与土壤碳氮循环的关键细菌功能(图 ７) .
２.６　 讨论

本研究基于对传统平板涂布、９６ 孔培养板划线分离以及 ９６ 孔培养板原位细菌高通量测序 ３ 种可培养方

法的比较ꎬ探究了水稻单作模式和稻虾共作模式土壤细菌分类差异、菌群多样性和组成的特异性以及细菌功

能特征. 在前期研究中ꎬ通过对土壤总 ＤＮＡ 细菌的高通量测序结果表明ꎬ不同稻作模式土壤细菌的分类及构

建均具有显著差异[４]ꎬ但是本研究利用培养基涂布法和划线法对稻作模式不同的细菌群落差异表现不显著ꎬ
而测序法显示了水稻单作比稻虾共作更高的群落丰富度和多样性ꎬ这与对土壤总 ＤＮＡ 细菌进行高通量扩增

的结果一致. 这个结果表明ꎬ虽然 ３ 种方式都是基于培养基对土壤细菌的可培养ꎬ但利用两次 ＰＣＲ 标记扩增

测序法大大提高了传统的分离划线培养的灵敏度. 对于利用培养基实验室培养复杂系统中的微生物的局限

性已被大量研究论文和综述报道ꎬ主要由于微生物的生长可能取决于环境条件的组合ꎬ或意想不到的某些生
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图 ６　 不同培养法获得两种稻作模式的土壤细菌系统发育树

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｗｏ ｒｉｃｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

长因子ꎬ或特异性的对某些化合物的敏感[７ꎬ１２]ꎬ此外ꎬ在培养过程中也会存在互相依赖或排斥生长的物

种[１３] . 在本研究中ꎬ涂布法尤其放大了这些原因ꎬ导致培养物种极其单一ꎬ而 ９６ 孔培养板虽然也是基于培养

基培养ꎬ但是通过孔的隔离以及单细胞稀释避免了代谢产物导致的菌种依赖或排斥ꎬ有效增加了菌株数量ꎬ
其中ꎬ划线法由于经过再次划线步骤或损失掉了不能在划线培养基再次富集的菌株ꎬ测序法则将原位孔内所

有 ＤＮＡ 以 ＰＣＲ 技术原位识别ꎬ所以比划线法获得更多的菌株数量和种类.
从系统发育的结果表明ꎬ与测序法相比ꎬ涂布法和划线法分离获得的菌株系统发育更相近ꎬ表明培养

—４６—
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图 ７　 不同培养法获得两种稻作模式的差异土壤细菌功能

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｗｏ ｒｉｃｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄｓ

基筛选法更易获得同源关系近的物种ꎬ或者说同源关系相近的物种因其营养类型或生理生化特征相近ꎬ更
易被同一培养条件分离培养ꎬ这也符合菌种间或存在菌种依赖的关系ꎬ同时ꎬ由于易培养分离物种的快速

繁殖ꎬ导致不易生长物种缺少适合的“生态位”而不易被分离[１４]ꎬ这或许可以解释划线法和测序法同为 ９６
孔培养板培养的菌群ꎬ但测序法获得的物种亲缘关系更加多样化. 此外ꎬ对 ３ 种方法获得的菌株的细菌功

能预测结果表明ꎬ尽管划线法比涂布法获得了更多的物种数量ꎬ但在功能数量上并无显著差异ꎬ证实了土

壤细菌不同物种间存在较大的功能冗余ꎬ即多种细菌种具有同一功能ꎬ而这个特征证实了群落稳定性的生

态理论[１５]ꎬ同样ꎬ尽管测序法具有更高的细菌丰富度ꎬ在属水平上的数量约是划线法的 ２.３ 倍ꎬ约是涂布

法的 ４ 倍ꎬ但是在功能数量上仅是涂布法和划线法的 ２ 倍.
最后ꎬ从稻作模式的不同看ꎬ３ 种培养法在门水平上并无显著差异ꎬ主要为厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、变

形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)ꎬ而这 ３ 种门类中的细菌是最易被培养的ꎬ尤其是厚壁

菌门中的芽孢杆菌属[１６] . 在属水平上ꎬ３ 种方式均体现了稻虾共作模式的细菌丰度和多样性均低于水稻

单作ꎬ而这是由于稻虾共作土壤长期处于淹水模式、土壤生态被破坏导致ꎬ与前期研究结果一致ꎬ而这个结

论也被其他研究者们证实ꎬ即高度集约化的农业生态模式大大降低了土壤微生物的多样性[４ꎬ１７－１８] . 基于测

序法ꎬ 分别对水稻单作和稻虾共作的特有种属进一步分析发现ꎬ ＣＫ 模式中特有的黄杆菌属

(Ｆｌａｖｉｈｕｍｉｂａｃｔｅｒ)ꎬ具有抑制病原菌方面的潜在作用[１９]ꎻ无色杆菌(Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ)常被作为处理有机污染

物的降解菌[２０]ꎻ慢生根瘤菌属(Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)、根瘤菌属(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)、多粘类芽孢杆菌(Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ)和
芽单胞菌属(Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ)均被报道为固氮功能菌或参与氮循环的植物生长促生菌[２１－２４] . 而在 ＤＸ 模式

特有的农杆菌属(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)虽然属于根瘤菌科ꎬ但固氮功能较低ꎬ且有报道其为条件致病菌[２５]ꎻ
Ｉｄｅｏｎｅｌｌａ 属是一种革兰氏阴性的 β－变形菌ꎬ具有降解 ＰＥＴ 薄膜的能力[２６]ꎻ黄色土源菌(Ｆｌａｖｉｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ)也
被报道或为植物条件致病菌[２７－２８] . 可见ꎬ稻虾共作模式(ＤＸ)因其细菌群落多样性的降低ꎬ或将导致土壤

病原菌的富集ꎬ这不仅对于土壤生态环境具有潜在的危害ꎬ也制约着稻米和小龙虾的粮食食品安全.

３　 结论

本研究以稻虾共作和水稻单作两种稻作模式的土壤样品为研究对象ꎬ分别对比了传统平板涂布、
—５６—
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９６ 孔培养板划线分离以及 ９６ 孔培养板原位细菌高通量测序 ３ 种可培养方法的土壤细菌分类差异、菌群

多样性和组成的特异性以及细菌功能特征. 这项研究结果弥补了传统的涂布可培养技术无法获取菌株的

不足ꎬ拓宽了高通量培养技术的应用领域ꎬ为此项技术的广泛应用提供了数据支持ꎬ同时ꎬ也为进一步揭示

稻虾共作模式的参与土壤生态变化过程的细菌机制提供了研究基础.
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