
第 ３６ 卷第 ２１ 期

２０１６ 年 １１ 月

生 态 学 报

ＡＣＴＡ ＥＣＯＬＯＧＩＣＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．２１
Ｎｏｖ．，２０１６

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

基金项目：国家自然科学基金重点项目（４１４３０８５９）；国家自然科学基金（４１２７１２５６）；中国科学院战略性先导科技专项（Ｂ 类）（ＸＤＢ１５０２０１０４）；土

壤与农业可持续发展国家重点实验室优秀青年人才项目（２１２０００００９）

收稿日期：２０１５⁃０４⁃２１； 　 　 网络出版日期：２０１５⁃００⁃００

∗通讯作者 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ．Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｙｚｆｅｎｇ＠ ｉｓｓａｓ．ａｃ．ｃｎ

ＤＯＩ： １０．５８４６ ／ ｓｔｘｂ２０１５０４２１０８１９

俎千惠，王保战，贾仲君，林先贵，冯有智．水稻土中紫色光合细菌沿纬度梯度的空间分异特征．生态学报，２０１６，３６（２１）：　 ⁃ 　 ．
Ｚｕ Ｑ Ｈ， Ｗａｎｇ Ｂ Ｚ， Ｊｉａ Ｚ Ｊ， Ｌｉｎ Ｘ Ｇ， Ｆｅｎｇ Ｙ Ｚ．Ｓｐａｔｉａｌ ｓｈｉｆｔｓ ｉｎ ｐｕｒｐｌｅ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ ｌａｔｉｔｕｄｅ．
Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ，２０１６，３６（２１）：　 ⁃ 　 ．

水稻土中紫色光合细菌沿纬度梯度的空间分异特征

俎千惠１，２，王保战１，贾仲君１，林先贵１，冯有智１，∗

１ 中国科学院南京土壤研究所，土壤与农业可持续发展国家重点实验室， 南京　 ２１０００８

２ 中国科学院大学研究生院， 北京　 １０００４９

摘要：紫色光合细菌由于其代谢途径的多样性，在环境中广泛分布，是生态系统中碳循环的参与者和推动者之一。 但是，水稻土

中紫色光合细菌群落结构的空间分异却鲜有报道。 基于此，本研究沿我国温度梯度带（纬度梯度：２８．３８° Ｎ—４７．４３° Ｎ），采集了

８ 个典型水稻土，利用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 指纹图谱和系统发育树分析揭示不同地点水稻土中紫色光合细菌群落的组成；结合多个环境

因子，利用生物信息学，典范对应分析（Ｃａｎｏｎｉｃａｌ Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ， ＣＣＡ）和最小判别效应分析（Ｃｌａｄｏｇｒａｍ， ＬＤＡ）明确水

稻土中紫色光合细菌的空间分异规律。 研究发现我国 ８ 个典型水稻土中紫色光合细菌主要由变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的 α 和

β 这两个分支组成，主要为紫色非硫细菌；ｐＨ 和纬度都是驱动水稻土中紫色光合细菌群落结构分异的关键因子。 该认知不仅

有助于为我们更好地揭示稻田关键功能微生物群的生物地理学分布，还有助于我们进一步探究我国稻田生态系统有机质转化

的时空差异。
关键词：水稻土；紫色光合细菌；ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 指纹图谱；典范对应分析；群落组成空间分异

Ｓｐａｔｉａｌ ｓｈｉｆｔｓ ｉｎ ｐｕｒｐｌｅ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｄｄｙ
ｓｏｉｌｓ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ ｌａｔｉｔｕｄｅ
ＺＵ Ｑｉａｎｈｕｉ １，２， ＷＡＮＧ Ｂａｏｚｈａｎ １， ＪＩＡ Ｚｈｏｎｇｊｕｎ １， ＬＩＮ Ｘｉａｎｇｕｉ １， ＦＥＮＧ Ｙｏｕｚｈｉ １，∗

１ Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｏｉｌ ａｎｄ Ｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ， Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｓｏｉｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１０００８， Ｃｈｉｎａ

２ Ｇｒａｄｕａｔｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００４９， Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｐｕｒｐｌｅ ｐｈｏｔｏｔｒｏｐｈｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ （ＰＰＢ） ａｒｅ ａ ｄｉｖｅｒｓｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ｔｈａｔ ｃａｎ ｕｓｅ ｓｕｌｆｕｒ， ｈｙｄｒｏｇｅｎ， ｉｒｏｎ， ｏｒ
ｏｒｇａｎｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｓ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｄｏｎｏｒｓ ｄｕｒｉｎｇ ｌｉｇｈｔ ｈａｒｖｅｓｔｉｎｇ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ． Ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ， ＰＰＢｓ ａｒｅ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ ａ ｗｉｄｅ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ． Ｔｈｅｙ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｄｒｉｖｅ， ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｒｂｏｎ ｃｙｃｌｅ ｉｎ
ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ． Ａｍｏｎｇ ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ， ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ ａｒｅ ａ ｐｒｅｆｅｒｒｅｄ ＰＰＢ ｈａｂｉｔａｔ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｇａｐｓ ｅｘｉｓｔ ｉｎ ｏｕｒ ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ
ａｂｏｕｔ ＰＰＢ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｓｐａｔｉａｌ ｓｈｉｆｔｓ ａｃｒｏｓｓ ａ ｌａｒｇｅ ｇｅｏｌｏｇｉｃ ｓｃａｌｅ． Ｗｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｔｈｅ ｓｐａｔｉａｌ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＰＰＢ ｉｎ ｎｉｎｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐａｄｄｙ ｓｉｔｅｓ， ａｌｏｎｇ ａ ｌａｒｇｅ ｌａｔｉｔｕｄｉｎａｌ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ ２８．３８° Ｎ ｔｏ ４７．４３° Ｎ
ｉｎ Ｃｈｉｎａ， ｕｓｉｎｇ ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｅｓ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｐａｔｉａｌ ｓｈｉｆｔｓ ｉｎ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｌｕｃｉｄａｔｅｄ ｂｙ ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｅｓ ａｎｄ ｃｌａｄｏｇｒａｍｓ． Ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ
ｐａｄｄｙ ＰＰＢ ｇｕｉｌｄｓ ａｒｅ ｐｕｒｐｌｅ ｎｏｎ－ｓｕｌｆｕｒ ｂａｃｔｅｒｉａ， ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｌｐｈａ ａｎｄ ｂｅｔａ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ． Ｓｏｉｌ ｐＨ ａｎｄ ａｉｒ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （ ｌａｔｉｔｕｄｅ） ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｔｒｉｇｇｅｒｓ ｔｈａｔ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ＰＰＢ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ． Ｔｈｉｓ
ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ｗｉｌｌ ｈｅｌｐ ｕｓ ｔｏ ｂｅｔｔｅｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｋｅｙ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｉｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗｉｌｌ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｓｐａｔｉａｌ ｓｈｉｆｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｌａｔｉｔｕｄｉｎａｌ ｇｒａｄｉｅｎｔ．

网络出版时间：2016-03-03 15:53:16
网络出版地址：http://www.cnki.net/kcms/detail/11.2031.Q.20160303.1553.054.html



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ； Ｐｕｒｐｌｅ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ； ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ；ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ；
ｓｐａｔｉａｌ ｓｈｉｆｔｓ ｉｎ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

光合微生物是一类地球上最早出现的具有原始光能合成体系的原核生物。 紫色光合细菌是光合微生物

的重要组成部分，也是生态系统中一类重要的微生物［１］。 紫色光合细菌具有极其多样的碳源代谢能力，它们

可以代谢几乎所有的发酵产物、ＣＯ２、小分子有机酸、甚至 ＣＨ４
［２］。 ＣＯ２是紫色光合细菌平衡氧化还原电位所

必需的电子受体，也是紫色光合细菌可利用的碳源之一。 大部分紫色光合细菌以 Ｃａｌｖｉｎ－Ｂｅｎｓｏｎ 循环吸收

ＣＯ２，少部分利用 Ｃ４ 循环［３］。 此外，有机物也是影响紫色光合细菌生长的一个重要因素：紫色光合细菌的环

式光合磷酸化需要外源性的有机物或硫化物补充电子以合成 ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ；同时，有机物又是紫色光合细菌的

主要碳源。 紫色光合细菌喜好的有机物为各类小分子有机酸，如甲酸、乙酸、丙酮酸、苹果酸等。 极其多样的

碳源代谢能力使紫色光合细菌广泛存在于各个生态系统中，并成为碳循环的主要参与者和推动者［４］；同时，
紫色光合细菌具有固氮能力，可以给生态系统提供氮素，进而提高土壤肥力［５］。

目前对于紫色光合细菌的研究多集中在海洋生态系统，主要以编码光吸收系统中保守性蛋白的结构基因

为生物标记物对紫色光合细菌进行研究，例如厦门大学焦念志等利用 ｐｕｆＭ 基因对中国沿海水域进行研究，发
现海水样本中含有丰富的 ｐｕｆＭ 基因型，主要为类 γ－变形菌纲 ｐｕｆＭ 基因型（３４．５％） ［６］。 随后，焦念志等又利

用 ｐｕｆＭ 基因全面研究了太平洋、大西洋和印度洋中紫色光合细菌的丰度和多样性变化［７］，发现各大洋水体中

都有丰富的资源，并且其海水营养状态和其丰度成正相关，而与其多样性成负相关。 Ｋａｒｒ 等［８］利用 ｐｕｆＭ 基因

对南极湖水中紫色光合细菌研究发现湖水中存在丰富的紫色非硫细菌资源，并沿水体深度呈现不同的群落结

构。 相对于水生生态系统，陆地生态系统中紫色光合细菌的研究相对较少。 其部分原因是紫色光合细菌是厌

氧微生物，很少存活在有氧环境中，且不能发挥生态功能。 但是，紫色光合细菌仍可以在陆地生态系统中合适

的环境下生长。 例如本研究组利用 ｐｕｆＭ 基因对北极地区 ３３ 个土壤样品进行紫色光合细菌多样性的研究，发
现由于常年处于冰封的环境，北极土壤中也含有丰富的紫色光合细菌资源，主要为紫色非硫细菌［９］。 此外，
水稻土也是紫色光合细菌喜好的生存场所。 稻田土壤富含有机质，同时由于其耕作方式而饱含水分，因此水

稻土中含有数量众多，多样性丰富的紫色光合细菌［１０］。 在水稻土中，紫色光合细菌由于自身含有多种生物类

激素，能够作为一种生物肥料促进水稻的增产［１１］。 此外，紫色光合细菌还参加水稻土中多个元素的循环过

程。 Ｂｙｒｎｅ 等［１２］发现紫色光合细菌，Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 作为铁氧化细菌而参与铁的氧还过程。 本课题组前期

的研究发现水稻土中紫色光合细菌驱动着一个自下而上的微生物食物网络，通过该食物网络，土壤微生物驱

动着 Ｃ、Ｎ 等物质循环过程［１３］。 然而，目前我们对水稻土中紫色光合细菌群落特性，特别是大尺度下的其地

理学分布的认识还严重不足。 而该认知能够帮助我们更好的揭示微生物所驱动的稻田生态系统养分和物质

循环过程。
我国地域辽阔，从南到北呈现明显的温度梯度带，且土壤类型众多，决定了我国土壤碳含量及其转化功能

存在巨大的时空变异 ［１４⁃１５］。 土壤中有机质降解和转化由土壤微生物参与和驱动，因此在我国温度梯度带上，
参与土壤有机质降解和转化的微生物群落结构和功能也必将存在分异和不同。 本课题组前期的研究已经发

现，处于稻田生态系统碳循环末端的产甲烷古菌在地理学分布已呈现一定的规律性变化［１６］。 这也预示着同

为稻田生态系统碳循环末端的紫色光合细菌群落结构也将存在时空分异。 基于以上认知和前期的工作结果，
本研究沿我国纬度梯度变化，从北向南采集了 ８ 种典型水稻土（黑龙江海伦、江苏扬州、江苏常熟、四川资阳、
浙江嘉兴、湖南古市、湖南桃源和江西鹰潭），利用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 指纹图谱和系统发育分析揭示不同地点水稻土

中紫色光合细菌群落组成，结合环境因子，利用生物信息学，典范对应分析 （ Ｃａｎｏｎｉｃａｌ Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ
Ａｎａｌｙｓｉｓ， ＣＣＡ）和最小判别效应分析（Ｃｌａｄｏｇｒａｍ， ＬＤＡ）明确紫色光合细菌群落组成的空间分异规律。

１　 材料和方法

１．１　 供试土壤信息

　 　 采集我国不同纬度的海伦、扬州、常熟、资阳、嘉兴、古市、桃源和鹰潭地区 ８ 个典型水稻土，如表 １ 所示。
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每个地区水稻种植年限都超过 ５０ 年。 于 ２０１１ 年在鹰潭、桃源、古市、嘉兴和资阳晚稻收获期后一周内采样，
海伦、扬州和常熟为水稻季收获期后一周内采样。 每个采样点相隔 ２０ ｍ，共采样 ３ 处。 各个采样点随机取 ６
个 ０—５ ｃｍ 的水稻土，去除其中的植物残体、根系和石头后充分混匀。 用于分子实验的土壤样品于－４０℃保

藏，用于土壤理化性质测定的土壤样品经自然风干后过 ２０ 目（０．９０ ｍｍ 孔径）分样筛备用。

表 １　 八个地区水稻土地理信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ

地点 Ｓｉｔｅ 纬度 Ｌａｔｉｔｕｄｅ 经度 Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ 温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃∗

鹰潭 ２８．３８° Ｎ １１６．８２° Ｅ １８

桃源 ２８．９１° Ｎ １１１．４５° Ｅ １７

古市 ２８．９５° Ｎ １１１．８５° Ｅ １７

嘉兴 ３０．６３° Ｎ １２０．７７° Ｅ １６

资阳 ３０．０８° Ｎ １０４．５７° Ｅ １８

常熟 ３１．９３° Ｎ １２０．７１° Ｅ １７

扬州 ３２．５８° Ｎ １１９．７０° Ｅ １５

海伦 ４７．４３° Ｎ １２６．６３° Ｅ ４

　 　 ∗ 年平均温度

１．２　 土壤理化性质的测定

利用酸度计测定土壤的 ｐＨ 值（水土比 ２．５∶１）；分别利用靛酚蓝比色法、镀铜镉还原－重氮化偶合比色法

和凯氏定氮法测定土壤的铵态氮、硝态氮、总氮含量；土壤有机质含量采用 Ｈ２ＳＯ４⁃Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７氧化⁃容量法进行测

定［１７］；各样点年平均温度参考各地方气象台信息。
１．３　 土壤总 ＤＮＡ 提取

土壤总 ＤＮＡ 采用 ＦａｓｔＤＮＡ ＳＰＩＮ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ （ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ， Ｓａｎｔａ Ａｎａ， ＣＡ）试剂盒和 Ｆａｓｔ ＰｒｅｐＴＭ

ＦＰ１２０ 核酸提取仪提取。 按照试剂盒说明书提取 ＤＮＡ，并将提取到的 ＤＮＡ 溶解于 ７５ μＬ 的 ｄｄＨ２Ｏ，保存于

－２０℃。
１．４　 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 指纹图谱分析

１．４．１　 ＰＣＲ 扩增

紫色光合细菌光反应中心蛋白 Ｍ 亚基编码基因片段 ｐｕｆＭ 基因的特异性引物对 ｐｕｆＭ５５７Ｆ （ ５″⁃
ＣＧＣＡＣＣＴＧＧＡＣＴＧＧＡＣ⁃３″），ｐｕｆＭ７５０Ｒ （５″⁃ＣＣＣＡＴＧＧＴＣＣＡＧＣＧＣＣＡＧ ＡＡ⁃ ３″）进行 ｐｕｆＭ 基因扩增［１８］。 ＰＣＲ
反应用试剂盒 Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ Ｖｅｒｓｉｏｎ ２．０ Ｋｉｔ （ＴａＫａＲａ），５０ μＬ 的 ＰＣＲ 体系添加 ５０ ｎｇ 的 ＤＮＡ 模板量。 ＰＣＲ 反

应条件：９４℃ ３ ｍｉｎ；９４℃ ３０ ｓ，５６℃ ３０ ｓ，７２℃ ３０ ｓ，３０ 个循环；７２℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增产物在 １．２％ （Ｗ ／ Ｖ）
Ｔｒｉｓ⁃ａｃｅｔａｔｅ⁃ ＥＤＴＡ （ＴＡＥ）琼脂糖凝胶中电泳验证。 ＰＣＲ 产物保存于 ４℃。
１．４．２　 变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）

采用 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ Ｄｃｏｄｅ 系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， ＣＡ， ＵＳＡ）对紫色光合细菌 ｐｕｆＭ 基因片段 ＰＣＲ 产物进行 ＤＧＧＥ 指

纹图谱电泳。 使用 ８％聚丙烯酰胺凝胶，电泳缓冲液为 １×ＴＡＥ，变性梯度为 ４５％ ７０％；ＰＣＲ 产物上样量为

２００ ｎｇ ＤＮＡ；电压 ８０ Ｖ，６０℃，电泳 １３ ｈ；用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ） （１：１００００，Ｖ ／ Ｖ）染色 ３０ ｍｉｎ，后用 Ｇｅｌ
ＤｏｃＴＭＥＱ ｉｍａｇｅｒ （Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）成像拍照［１９］。

将 ＤＧＧＥ 特征条带割胶，放入含有 ４０ μＬ 去离子水的 １．５ ｍＬ 的离心管中，置于 ４℃冰箱过夜。 以此溶液

为模板，再次使用 ｐｕｆＭ 基因引物对其进行扩增。 ＰＣＲ 扩增体系和反应条件如上。 将扩增后的 ＰＣＲ 产物进行

ＤＧＧＥ 验证，以确定各个 ｐｕｆＭ 基因型的位置和纯度。 如不符，继续切带、扩增和验证。
１．５　 克隆测序和构建系统发育树

将验证后的 ｐｕｆＭ 基因片段 ＰＣＲ 扩增产物连接到 ｐＭＤ １８⁃Ｔ ｖｅｃｔｏｒ （ＴａＫａＲａ），并转化到 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
ＤＨ５α 感受态细胞中，在含有 Ｘ⁃ｇａｌ、ＩＰＴＧ 和氨苄青霉素的 ＬＢ 培养基上培养过夜。 挑取具有氨苄青霉素抗性
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的白色转化子，采用 Ｔ 载体通用引物 Ｍ１３ 进行菌落 ＰＣＲ，扩增产物经 １．２％ （Ｗ ／ Ｖ）琼脂糖凝胶电泳检测是否

为阳性克隆。 将含有正确克隆子的细胞扩大液交由上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司进行测序。 将测序得到的序列在

Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ （ＮＣＢＩ）网站上 ＢＬＡＳＴ 比对，进行同源性检索。 利用 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｗ 软

件对本实验获得的产甲烷古菌基因序列以及 ＮＣＢＩ 中亲缘性最高的基因序列进行多重序列比对，根据 Ｎ⁃Ｊ
（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ）法，利用 ＭＥＧＡ ４．０ 软件构建系统发育树。
１．６　 统计分析

运用 ＳＰＳＳ １３．０ 进行统计分析，并使用 Ｔｕｋｅｙ 检验进行多重比较（Ｐ＜０．０５）。 用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ４．４．０（Ｂｉｏ－
Ｒａｄ）对紫色光合细菌 ＤＧＧＥ 指纹图谱进行数字化分析；利用软件 Ｃａｎｏｃｏ ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ（ｖｅｒｓｉｏｎ ４．５）进行紫色光

合细菌群落组成分异和各个环境因子变化相关性的典范对应分析（Ｃａｎｏｎｉｃａｌ Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ， ＣＣＡ）；
在 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｈｕｔｔｅｎｈｏｗｅｒ．ｓｐｈ．ｈａｒｖａｒｄ．ｅｄｕ ／ ｇａｌａｘｙ ／网站上进行最小判别效应分析。

２　 实验结果

２．１　 土壤理化性质分析

８ 个地区土壤样品的理化性质如表 １ 所示：资阳的 ｐＨ 和硝态氮含量最高，而 ｐＨ 最低的是桃源地区，硝态

氮最低的是鹰潭；铵态氮、全氮和有机质的分布相似，最高值都出现在古市，最低值则出现在海伦；而在碳氮比

方面，海伦的比值最大，嘉兴和资阳的比值最小。

表 ２　 八个地区水稻土化学特性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ

地点
Ｓｉｔｅ ｐＨ

硝态氮 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ／

（μｇ ／ ｇ ｄ．ｗ．ｓ）
铵态氮 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ ／
（μｇ ／ ｇ ｄ．ｗ．ｓ）

总氮 Ｔｏｔａｌ Ｎ ／ ％ 有机质 ＳＯＣ ／ ％ 碳 ／ 氮 Ｃ ／ Ｎ

鹰潭 ５．４１±０．０１ｆ １．４２±０．２０ｆ ３８．１０±３．９６ｄ ０．１３±０．００ｆ ２．３５±０．０１ｇ １８．３３±０．１８ｂ

桃源 ５．１８±０．１１ｇ ２１．８９±０．１４ａ ９７．７６±０．４０ｂ ０．２３±０．００ｂ ４．３１±０．０４ｂ １８．９９±０．３０ｂ

古市 ５．６３±０．０４ｅ ７．７７±０．０４ｅ １１４．８８±０．４１ａ ０．２６±０．００ａ ４．８０±０．０４ａ １８．３３±０．２６ｂ

嘉兴 ６．１６±０．１０ａ ２１．９８±０．３５ｂ ６５．８９±０．８３ｄ ０．１９±０．００ｄ ３．２５±０．０２ｅ １７．４６±０．１２ｃ

资阳 ８．２３±０．０４ｃ ３９．１２±０．５０ａ １５．２３±０．０８ｃ ０．１８±０．００ｃ ３．０４±０．０５ｄ １７．０６±０．２１ｃ

常熟 ５．２９±０．０２ｆｇ １３．９８±０．１４ｃ ２．８８±０．１４ｆ ０．１５±０．００ｅ ２．８４±０．０１ｆ １８．８３±０．０９ｂ

扬州 ６．８０±０．０４ｂ １４．３９±０．１９ｃ ９．１８±０．４２ｅ ０．１９±０．００ｃ ３．５４±０．０２ｃ １８．５２±０．３６ｂ

海伦 ５．９７±０．０６ｄ １１．４２±０．２１ｄ ４．１７±０．３０ｆ ０．１１±０．００ｇ ２．１９±０．０１ｈ ２０．６６±０．３５ａ

　 　 数据为 ３ 个重复均为平均值±标准差，不同字母显示数据差异显著性（Ｐ＜０．０５）

２．２　 八个地区水稻土中紫色光合细菌群落组成的 ＤＧＧＥ 指纹图谱

ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 指纹图谱用于分析 ８ 个地区水稻土中紫色光合细菌群落组成的差异（图 １）。 通过比较 ８ 个

地区样品的条带数量和光密度值可以看出各个地区的条带数量和强度（丰度）差异明显。 其中资阳地区的条

带数量最丰富，共有 ２８ 个优势条带，而鹰潭地区的条带数量最少，优势条带只有 ７ 个。 此外，不同条带在各个

样品间的分布和强度也不尽相同，例如条带 １８ 是 ８ 个地区的共有条带；而条带 １ 是海伦地区所特有的，条带 ２
是资阳地区所特有的，条带 ３ 为海伦、扬州、常熟、嘉兴和古市所共有的。 在条带的光密度上，条带 ４、８、１４、２４
在扬州的丰度最高，条带 ５、１１、２２、２３、２６、２８ 在资阳的丰度最高，条带 ６、７、１５ 在海伦的丰度最高，条带 ９、１２、
１７、１８、２０、２１、２５、２７ 在常熟的丰度最高，条带 １０ 在桃源的丰度最高，条带 １３ 在鹰潭的丰度最高，条带 １６ 在古

市的丰度最高。
２．３　 紫色光合细菌多样性指数分析

根据 ＤＧＧＥ 指纹图谱中展示的条带，我们对 ８ 个样品中光合细菌群落的多样性进行 Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｒｉｃｈｎｅｓｓ
指数分析，结果如图 ２ 所示。 从图中可以看出，８ 个样品的 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数存在差异，其中常熟和扬州的

Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性最高，桃源和鹰潭最低；与之相类似，Ｒｉｃｈｎｅｓｓ 多样性指数也呈现出相同规律，其中常熟和扬州
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图 １　 ｐｕｆＭ基因片段的 ＤＧＧＥ 指纹图谱

Ｆｉｇ．１　 ＤＧＧＥ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｐｕｆＭ ｇｅｎｅｓ

的 Ｒｉｃｈｎｅｓｓ 多样性指数最高，而桃源和鹰潭最低。
Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｒｉｃｈｎｅｓｓ 多样性指数与所有环境因子均无

相关性。
２．４　 紫色光合细菌系统发育分析

从系统发育分析可以看出，８ 个地区的紫色光合细

菌主要隶属于变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的 α 和 β 的这

两个分支上，紫色非硫细菌主导水稻土中紫色光合细

菌。 其 中， ８ 个 地 区 所 共 有 的 条 带 １８ 隶 属 于

Ｒｏｓｅｉｖｉｖａｘ；海伦、扬州、常熟、嘉兴和古市所共有的条带

３ 与 Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ 的亲缘性最高，同时，海伦地区所特有

的条 带 １， 以 及 资 阳 地 区 所 特 有 的 条 带 ２ 都 与

Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ 的亲缘性最高。 出现在中纬度地区的条带

２６ 和 ２８ 分别隶属于 Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ 和 Ｒｈｏｄｏｖｕｌｕｍ。
２．５　 八个地区水稻土中紫色光合细菌群落结构的

ＣＣＡ 分析

利用 ８ 个地区的紫色光合细菌群落结构的 ＤＧＧＥ
图谱条带和 ８ 个主要的环境因子做 ＣＣＡ 分析（图 ４）。

图 ２　 紫色光合细菌 Ｓｈａｎｎｏｎ（Ａ）和 Ｒｉｃｈｎｅｓｓ（Ｂ）多样性指数分析

Ｆｉｇ．２　 Ｐｕｒｐｌｅ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ Ｓｈａｎｎｏｎ （Ａ） ａｎｄ Ｒｉｃｈｎｅｓｓ （Ｂ） ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ

从图中可以看出，在横坐标上 ｐＨ 是主要的影响因素，贡献率为 ２９．８％；纵坐标上 Ｃ ／ Ｎ 是主要的影响因素，贡
献率为 ２０．５％。 温度、硝态氮与全氮对紫色光合细菌的影响方向一致，与纬度因子的影响方向相反。 根据紫

色光合细菌群落组成的相似性，从主要相关因素 ｐＨ 因子上看，ｐＨ 值较高的资阳地区位于左侧，ｐＨ 值较低的

桃源和鹰潭位于右侧。 Ｃ ／ Ｎ 较高的海伦、扬州位于下部，比值较低的资阳位于图中的上部。 纬度较高的鹰

潭、桃源、嘉兴和古市聚在一起，纬度较低的常熟、海伦和扬州聚在一起。
２．６　 最小判别效应分析

将 ８ 个地区的物种信息进行最小判别效应分析，结果如图 ５ 所示。 在 ８ 个地区中海伦、桃源和鹰潭地区

的紫色光合细菌物种差异最显著，其中，鹰潭地区由于具有 １４ 个 Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 的优势条带而与其他地

区相区别，海伦地区具有较多的隶属于 Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ 门的优势条带而与其他地区相区别，而桃源地区由于缺少

隶属于 Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ 门的优势条带和其他地区不同。

３　 讨论

目前，关于紫色光合细菌的研究主要集中在水生生态系统，对于陆地生态系统特别是稻田生态系统的关

注较少。 基于以上原因，本文开展了相关研究。 首先，通过 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＲ 指纹图谱，展示出我国 ８ 个典型水稻

土样品中紫色光合细菌的群落组成（图 １），以及各自优势物种在数量和多样性的差异（图 ２）。 ８ 个地区的紫

色光合细菌主要隶属于变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的 α 和 β 的这两个分支上，为紫色非硫细菌（图 ３）。 这与本

５　 ２１ 期 　 　 　 俎千惠　 等：水稻土中紫色光合细菌沿纬度梯度的空间分异特征 　
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　 图 ３　 八个地区水稻土中优势紫色光合细菌 ｐｕｆＭ 基因片段的系

统发育树

Ｆｉｇ．３ 　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｐｕｆＭ

ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＤＧＧＥ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ｒｅｌａｔｉｖｅｓ

ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ

Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｔ ｔｈｅ ｎｏｄｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ

ｉｎ １０００ ｂｏｏｔｓｔｒａｐｅｄ ｔｒｅｅｓ． Ｔｈｅ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅａｃｈ

ｓｔｒａｉｎ ｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ５％

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

课题组之前的研究结果一致［１８］，说明水稻土中的紫色

光合细菌含有丰富的多样性。 紫色光合细菌主要分为

两大类，紫色非硫细菌和紫色硫细菌。 前者主要利用有

机质异养生长，而紫色硫细菌主要利用光能自养生长。
土壤生态系统与水生生态系统相比，富含有机质，且日

光只能进入土壤几个厘米，绝大多数环境处于黑暗状

态，因此水稻土中紫色光合细菌主要为 α － 和 β －
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 类的紫色非硫细菌，而水生生态还含有大

量 γ－ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 类的紫色光合细菌［６， ２０］。 紫色非硫

细菌是一类具有重要生态功能的紫色光合细菌，例如

Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ 和 Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ。 例如 Ｂｙｒｎｅ 等［１２］ 发

现 Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 作为铁氧化细菌和 Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ 共同

参与铁的氧还过程；本课题组研究发现水稻土中以

Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 为主的紫色光合细菌驱动着一个自

下而上的微生物食物网络，通过该食物网络，土壤微生

物驱动着 Ｃ、Ｎ 等物质循环过程［１３］。 结合本研究的结

论，我们可以推断以上过程可能普遍存在于稻田生态系

统。 该认知将有助于我们更好的认识稻田生态系统中

养分循环机制。
鉴于紫色光合细菌是一类具有重要生态功能的土

壤微生物，我们又进一步研究了其地理学分布。 ＰＣＲ⁃
ＤＧＧＲ 指纹图谱明确的揭示出 ８ 个地区紫色光合细菌

在群落组成上的差异性（图 １）。 ８ 个地区中优势条带

的数量和种类都不相同，其中，资阳地区的条带数量最

丰富，共有 ２８ 个优势条带，而鹰潭地区的条带数量最

少，优势条带只有 ７ 个。 从资阳到鹰潭，物种数量呈现

一定递减的趋势。 为了更好地展示紫色光合细菌群落

在不同地点差异及其驱动因子，我们将其与环境变量相

结合，进行典范对应分析以及最小判别效应分析。 研究

发现，在多种环境因子中 ｐＨ 和纬度（温度）是影响水稻

土中紫色光合细菌群落发生分异的关键因素（图 ４ 和

５）。 ｐＨ 是土壤的一个重要环境因子，它由多种环境因

素所共同决定［２１］；在前期的工作中，本课题组已经证明，在北极地区的土壤中，ｐＨ 对紫色光合细菌群落组成

和多样性都有重要影响［９］，是预测土壤中微生物群落发生分异的重要因素。 其部分原因是由于紫色光合细

菌细胞表面 ｚｅｔａ 电位的需求［２２］：在同化 ＣＯ２时，紫色光合细菌必须尽量保持自己的细胞膜不处于负电荷状

态，以保证不（少）吸附 Ｃａ２＋和保护自己不被 ＣａＣＯ３沉淀所伤害［２３］。 因此，ｐＨ 值对紫色光合细菌细胞膜的

ｚｅｔａ 电位影响很大［２４］，进而对其群落结构也影响很大。 同时，与水稻土中紫色光合细菌生态位相似，同处在

碳循环末端的产甲烷古菌也被证实 ｐＨ 是影响其群落分异的主要驱动因子［１６］。 此外，纬度也是影响土壤中紫

色光合细菌群落分异的关键环境因素。 前期工作也发现温度（纬度）对产甲烷古菌的群落结构也有影响［１６］。
温度上升，增加土壤微生物数量和多样性［２５］，增强土壤微生物代谢活性［２６］，从而促进土壤碳转化效率［９］。 因

此，ＣＣＡ 图上显示纬度和土壤理化性质有着较高的相关性（图 ４）。 紫色光合细菌是碳循环末端的微生物，温

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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度升高通过增加底物供应而影响其群落结构。 在研究中我们发现一些 Ｒｏｓｅｉｖｉｖａｘ 出现在纬度较高的海伦地

区，而在低纬度地区并没有出现，例如条带 １５（图 １ 和 ５）。 所以在纬度（温度）梯度上，紫色光合细菌群落结

构也发生分异。

图 ４　 八个地区水稻土中紫色光合细菌群落组成的典范对应分析

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｌａｔｉｎｇ ＤＧＧＥ

ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｗｉｔｈ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｖａｒｉａｂｌｅｓ

　 图 ５　 八个地区水稻土中紫色光合细菌群落组成的最小判别效应

分析

Ｆｉｇ． ５ 　 Ｃｌａｄｏｇｒａｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ａｂｏｕｔ ｐｕｒｐｌｅ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

综上所述，本研究发现水稻土中含有丰富的紫色光合细菌资源，主要为紫色非硫细菌。 ８ 个地区差异分

析发现 ｐＨ 和纬度（温度）是影响水稻土中紫色光合细菌群落分异的 ２ 个关键因素。 此外，本研究还发现水稻

土中还有很多尚未发现的紫色光合细菌物种。 由于 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 指纹图谱只能半定量的表征物种的多样性，
靶标土壤中少数优势微生物，所以今后我们还可以在更高的分辨率和更大的基因通量下深入的研究水稻土中

紫色光合细菌的空间分异规律。
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