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摘要 采用现代分子生物学技术 避开传统的分离培养过程 探讨重金属镉污染条件下稻田土壤微生物种群的基因多样性 经

过直接从土壤中抽提总 ⁄ 并对总 ⁄中 ≥ ⁄及其中 ∂ 可变区序列作 °≤  扩增 !变性梯度凝胶电泳⁄∞分析

等 对镉胁迫下稻田土壤总 ⁄ !微生物种类分布进行了初步的研究 发现不同浓度镉胁迫下稻田土壤间的菌种有明显差异 

⁄∞技术可以用于污染环境下微生物多样性研究 同时对 ⁄∞分子指纹图谱的生物信息学分析作了初步尝试 为污染环

境下土壤微生物多样性研究提供了新的实验方法与依据 
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  随着人们对重金属胁迫下的土壤微生物变化的

了解日渐加深 应用微生物学指标评价重金属污染

土壤的质量已成为当今土壤环境生物学的一个热

点≈  但由于自然环境中微生物原始生存状态的

复杂性 发现越来越难以用常规的分离培养方法全

面地评估其中微生物群体的多样性 据认为自然环

境中的微生物   ∗    的种类至今尚是不可

培养的 已是正确认识环境微生物生态系的严重障

碍≈ 随着分子生物学新技术向环境科学领域的不

断渗透 不经过传统培养 直接从土壤中抽取总

⁄ 利用微生物遗传多样性及区系变化来进行污

染物环境风险的评价 正在被广泛采用≈  通过这

种实验技术 可有效地避免在传统富集 !培养 !分

离 !研究过程中造成微生物多样性的丢失 种群构成

发生变化等弊病 能够更直接更可靠地反映土壤微

生物的原始组成情况≈ 然而 国内类似研究还比

较匮乏 而对于不同重金属污染胁迫对淹水条件下

稻田土壤微生物多样性指数分析的系统研究鲜见报

道 

本研究选取不同镉浓度处理黄棕稻田土壤 通

过土壤微生物总 ⁄ 提取 !°≤  扩增及变性梯度

凝胶⁄∞电泳 获得土壤微生物 ⁄ ∂

序列分布 对镉胁迫下的稻田土壤微生物基因多样

性变化进行了生物信息学分析 本研究可为应用分

子生物学手段研究和评估污染条件下土壤微生物分

子生态多样性 !确定稻田土壤重金属污染影响指标

提供理论依据与技术方法 
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1  材料与方法

1 1  供试土壤

本研究所用土壤为采自中国农科院江西国家黄

棕土肥力与肥料效益监测基地的发育于第四纪红粘

土母质的黄棕稻田土 取回风干 过 筛 充分混

匀后备用 

1 2  试验设计与实施

试验采用  ≅  塑料桶 每盆装土

1加水使土壤保持淹水状态 置于  ε 恒温预

培养两周 进行微生物特别是厌氧微生物的复壮 试

验用试剂为分析纯 ≤≤#北京双环化学试剂

厂 试验设 个处理 分别为  !1 !1 !1 !1 !

1 !1 ≤  土 每处理  次重复 

≤ 以溶液形式分别按各自用量加入土样中 充分

搅拌混匀 继续培养 分别在培养第 与第 周时取

样 土壤样品混和后置于   ε 冰箱保存供提取土

壤 ⁄用 整个过程中 随时补加水 使水位始终

保持高于土壤  ∗  以模拟水田环境 

1 3  土壤总 ⁄的提取

方法 取 土壤样品湿重于 离心

管中 加入 11 的磷酸钠缓冲

液 加 溶菌酶及少量细小玻璃粉 混匀  ε

水浴 冰浴冷却并混匀后 加 Λ 

≥⁄≥ 以液氮冷却 于  ε 水浴保温 重复冷

冻解冻步骤 次 再加等体积的饱和酚1 

混匀 室温下 离心 取上层水相 

加等体积的氯仿Β异戊醇溶液Β 室温下离心

 收集上层水相视情况重复抽提

次 加 倍体积的  冰乙醇   ε 下保持

 离心 去上清液 沉淀物

用   的冰乙醇清洗 空气中干燥 加  ∗ 1

无菌 ×∞缓冲液1溶解沉淀物 总 ⁄ 粗提

物纯化用上海申能博彩生物科技有限公司的 ≥

⁄ 纯化试剂盒 具体步骤参见说明 

方法 取 湿土 加 11磷酸

钠缓冲液 加细微玻璃珠于室温下振荡 

加溶菌酶 使终浓度为 1室温下振

荡 然后置于  ε 下放置 加 Λ

  ≥⁄≥ 处理 分装 每个 1 ∞管装

1然后加等体积饱和酚抽提  离

心 移取上清液至新的 ∞管 并加等体积氯

仿2异戊醇  Β抽提  次   离心

取上清 加预冷无水乙醇于   ε 放置 

 离心 ⁄ 沉淀用  乙醇洗

涤一次 去乙醇后于  ε 干燥 每管加适量 ×∞缓冲

液垂悬 合并于一管终体积为  Λ 加 ≤≤

并在室温下静置  离心 取

上清液 加 去离子水 !冷异丙醇需分装

计量后进行 室温下静置  离心

干燥 沉淀定容于 Λ×∞加入 Λ

溶液 室温放置  离

心 取上清液 加 Λ冷异丙醇 混匀 置室

温下放置  离心 ⁄沉淀

用  乙醇清洗 离心 !干燥 定容于 Λ×∞缓

冲液中 

1 4  °≤ 扩增

参照文献并加以改进后进行≈  扩增反应体

积  Λ
≈  ≅ °≤  缓冲液 Λ≤ 

 Λ×° Λ上下游引物各 1Λ模板

⁄ Λ×酶   1Λ重蒸水

1Λ

反应条件为  ε 预变性  ε 变性 

 ε 退火  ε 延伸 共进行 个循环 

°≤  反应在 °× ≤2型热循环仪上进行 反应结束

后取  Λ反应液在 #的琼脂糖凝胶上进行

电泳检测≈ 

用于 ≥ ⁄ 的 °≤  扩增反应的引物为一

对通用引物≈ 其序列如下 正向引物 ≥ƒ χ2

× × × × ≤≤ ×  ≤ × ≤ 2χ  Ε . χολι对应

位置为 2 反向引物 ≥  χ2

×  × ≤≤  ≤≤ ≤ 2χ  Ε . χολι 对应位置为

2 用于 ⁄∞电泳的 °≤  扩增产物的引

物序列为 ƒ χ2≤ ≤ ≤≤  ≤≤  ≤ ≤ ≤  ≤

≤  ≤  ≤ ≤   ≤ × ≤≤

× ≤   ≤  ≤ 2χ  χ2× × ≤≤

≤  ≤ × ≤ × 2χ正向引物的 χ端连接 ≤ 环

主要是为了增加 ⁄双链解链区的数量≈ 

1 5  变性梯度凝胶电泳⁄∞和染色

参照  ∏等人≈方法 °≤  产物加入到质

量浓度  聚丙烯酰胺凝胶中 凝胶的变性范围为

  ∗   利用 2 公司的 ⁄ ≥电

泳仪 在  ε !∂ !采用  ≅ × ∞ ∏电泳

电泳结束后 采用改进的硝酸银染色法染

色≈ 用固定液 冰醋酸固定胶片 后 

用  硝酸浸泡 再用去离子水浸洗胶片 次

以洗去胶片表面的硝酸 将洗后的胶片浸泡在染色

液含 1  硝酸银和 Λ甲醛的混合液中
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然后取出胶片 在去离子水中浸洗 立即

浸泡在显影液含 1 无水碳酸钠和 Λ甲醛的

混合液中 缓慢地摇晃直至条带完全显现 将胶片

置于中止液1∞⁄× 2中浸泡 

再用去离子水浸洗胶片 次 拎出后进行胶封 

1 6  指纹图谱生物信息学分析

本文选择 指数计算各样品间的相似性

指数≈ 其计算公式如下 

Χϕ = ϕ/ (α + β − ϕ)

式中 Χϕ为 指数 ϕ为 个样品间共有种数 

α !β分别为 样品各自种数 

⁄∞指纹图谱分析借助于天能 ≥ 凝胶成

像系统进行条带判读 进行迁移率 !强度 !面积计算 

并绘制泳道间遗传图 同时应用 °×软件计算

样品间的相似指数 

2  结果与讨论

2 1  不经培养土壤微生物总 ⁄的提取与纯化

土壤中总 ⁄代表了土壤中整个细菌区系的

基因组成 所以其提取与纯化是利用 ⁄∞指纹分

析进行基因多样性研究的关键 产率的高低直接影

响着结果分析的准确性≈ 本文采用 种方法对各

处理土样的微生物总 ⁄ 进行了提取与纯化 将

各土壤样品抽提所得 ⁄ ×∞溶液经过   的琼

脂糖凝胶电泳 分别出现清晰条带图  表明已获

得较长片段的土壤微生物的总 ⁄ 种方法都可

以达到对土壤 ⁄ 的有效提取效果 方法一较为

省时 而方法二则较为经济 

2 2  从总 ⁄中扩增 ≥ ⁄片段

 ∗  第 种提取方法   ∗  第 种提取方法

图 1  2 种方法所提取土壤总 ∆ΝΑ的琼脂糖凝胶电泳

ƒ   ⁄

¬  

 ∗  ¬

 ∗  ¬

  由于土壤中含有大量的腐殖质成分 在提取纯

化过程中无法完全去除 以其直接作为模板会使

°≤  扩增时 ⁄产率较低 很难得到理想片断 本

研究采用稀释模板及 2°≤  方法加以解决 方法

所得土壤样品总 ⁄ 经 倍稀释后作为模板

可用一般 °≤  进行扩增 获得特异 ≥ ⁄ ∂

区扩增片段 大小在 左右 方法 所得土壤样

品总 ⁄ 以 ƒ 为引物直接扩增无法获

得扩增产物 须通过 2°≤  即以所提取土壤总

⁄为模板 !以 ≥ƒ≥ 为引物扩增出 ≥ ⁄

全长后 再以其作为模板 以 ƒ 为引物进

行 次 °≤  扩增 方可得到图   

 ∗  °≤    ∗  普通 °≤ 

图 2  以土壤总 ∆ΝΑ为模板扩增的 16Σ ρ∆ΝΑ ς 3

可变区片断琼脂糖凝胶电泳

ƒ   ∂  √ 

≥ ⁄  

 ∗   °≤   ∗   °≤ 

2 3  ⁄∞指纹图谱分析

通过对不同浓度镉处理的稻田土壤 ≥ ⁄

∂可变区片断进行 ⁄∞指纹图谱分析 结果显

示在镉处理初期 不同浓度镉胁迫下的稻田土壤微

生物区系的基因条带出现较明显的差别 与对照土

壤相比 低浓度镉胁迫时 各条带变化不大 数量稍

有增加 但仍有 个条带亮度变暗或消失 表明稻田

土壤中绝大多数微生物对低浓度镉有一定的耐受

性 基本不受影响 甚至对某些微生物类群具有一定

的刺激作用 有新增条带出现 而个别种群对镉胁迫

较为敏感 种群数量大大降低 达到 ⁄∞分辨率

下限 致使谱带变暗甚至消失 随着土壤中镉浓度的

增加 对土壤中微生物基因多样性的影响也逐渐增

强 到土壤镉浓度为 时 整个泳道条带出现

明显差别 至 时 已有大量条带消失 表明

镉对稻田土壤微生物种群有明显的毒害作用 随着

处理时间的延长 到第 周时 这种影响有减少的趋

 环   境   科   学 卷



势 主要是由于重金属元素在土壤中的活性或有效

性会随其存在的时间而发生变化 交换态 ≤会随

时间的延续而逐渐减小 到其基本完成形态的转换

时 ∗ 达到稳定≈ 这种镉有效性的变化强

烈影响土壤微生物基因多样性的变化 各处理土壤

中占优势的菌种仍普遍存在 但不同泳道之间条带

的亮度变化明显 表明土壤中微生物的数量存在着

一个随镉胁迫加强而变化的现象 值得注意的是土

壤处理第 周 镉浓度为 的土壤新增 条

条带 为对照土壤所没有 提示可以某些特征性微生

物的出现作为稻田土壤受镉胁迫的指示菌 有关特

征微生物的测序鉴定工作正在进行中 

2 4  ⁄∞指纹图谱的生物信息学分析

将图 和图 泳道合并图 中的      

和 分别改定为      和  通过

       

      

图 3  不同浓度镉处理土壤 1 周时 16Σ ρ∆ΑΝ

片断 ∆Γ ΓΕ分析结果

ƒ  ⁄∞ ∏≥ ⁄  

   ≤   

≥凝胶成像系统对 ⁄∞指纹图谱进行生物信

息学分析 绘制出不同浓度镉处理土壤之间的遗传

簇关系图  图 由各泳道间条带所代表的遗传

簇异同 表示了不同浓度镉胁迫下稻田土壤微生物

之间的基因多样性亲缘关系 由图 可见 泳道  !

 ! ! ! ! 归于一簇 表明低浓度镉胁迫对稻田土

壤微生物影响较小 其种群差异不明显 基因多样性

较为一致 随着镉浓度的增大 基因多样性差异明

显 镉浓度为  ∗ 的土壤归为一簇 由于处

理浓度和时间的不同  !与  !泳道与其它泳

道间基因多样性出现较大距离 这与先前报道的利

用传统方法进行的镉胁迫对稻田土壤微生物种群数

量及生物活性的影响研究结果相一致≈ ∗  表明

细菌种群数量与基因多样性之间有一定的相关性 

       

      

图 4  不同浓度镉处理土壤 4 周时 16Σ ρ∆ΝΑ

片段 ∆Γ ΓΕ分析结果

ƒ  ⁄∞ ∏≥ ⁄  

   ≤   

 ∗   

  ∗   

图 5  基于不同浓度镉处理土壤 16Σ ρ∆ΝΑ ∆ΓΓΕ

电泳图谱泳道间的遗传簇关系

ƒ  ≤∏ ⁄∞ ≥ ⁄

   ∏

  Β多样性是指不同群落间物种组成的差异 相

似性指数是测度生境 Β多样性的最简便方法 

指数越小 说明不同样品间或某个环境梯度

间共有种越少 Β多样性越大 利用分析软件将指纹

图谱中条带类型转换成二进制格式分析 并计算各

期 环   境   科   学



处理样品间的相似指数表  !表  结果表明土壤

处理 周后 各处理与对照间相似指数呈现一个由

低到高 然后急剧降低的趋势 土壤全镉浓度为

时与对照的相似指数仅为 1  与低

浓度镉对土壤细菌种群数量有一定的刺激作用 胁

迫增强时转而抑制的研究结果相吻合另文发表 

随着处理时间的延长 有效镉浓度逐渐降低并趋于

稳定 到土壤处理第 周时 刺激与抑制作用减弱 

相似指数回升 土壤全镉浓度为 时已达

  相似指数的分析可以作为一个判断稻田土壤

重金属镉污染程度的基因多样性指标 

表 1  不同浓度镉处理土壤 1 周后微生物区系的

ϑαχχαρδ 指数相似性 

×  ≤√ ∏ 

 ∏   

      

              

             

             

             

             

             

             

表 2  不同浓度镉处理 4 周后土壤微生物区系的

ϑαχχαρδ 指数相似性 

×  ≤√ ∏ 

∏   

      

              

            

            

            

            

             

             

3  结论

不经培养 从土壤中直接抽提微生物的总

⁄ 由于避免了在培养过程中的筛选和富集作

用 能够更直接地反映土壤中微生物多样性及种群

分布情况 本方法用于研究污染环境下的土壤微生

物生态多样性研究 较之传统培养过程更快也更准

确 对于全面掌握污染环境微生物生态的变化具有

重要意义 同时 新方法的引用 进一步丰富了稻田

土壤的重金属环境质量指标 为通过基因多样性变

化评估稻田土壤重金属镉污染程度提供了理论

基础 
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