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外来种互花米草盐沼土壤微生物16S rRNA特征分析 

以江苏省潮间带为例 

周虹霞 ，刘金娥 。，钦 佩 

(1．南京大学生命科学院，江苏 南京210093；2．中国科学院昆明植物研究所，云南 昆明650204； 

3．南京师范大学地理科学学院，江苏南京 210093) 

摘要：通过对互花米草盐沼和对应光滩的土壤微生物 16S rRNA的特征检测，分析了外来种互花米草的侵入对 

潮问带生态系统土壤微生物多样性的影响。试验中采集了江苏滨海不同季节光滩与互花米草(Spartina alterni— 

flora)盐沼的土壤，直接提取法分离得到其中的土壤微生物DNA，并采用 Sepharose 4B吸附柱对 DNA进行纯化， 

有效地去除了腐殖酸，得到纯度较高的DNA样品模板。通过选取特异引物扩增 16S rRNA基因序列，得到了较 

清晰的结果：有差异的16S rRNA扩增片断通过 DGGE被分开，形成可见条带；不同的样品由于其中的微生物多 

样性的差异，扩增出的条带数量及其在凝胶上的相对位置都有一定的差异。结果显示：互花米草盐沼与光滩的 

土壤微生物群落多样性皆较低，二者在互花米草生长初期其土壤微生物群落结构具有一定的相似性。但总体来 

说，外来种互花米草的种植较明显地改变了滩涂的土壤微生物群落结构；此外，滩涂土壤微生物群落随着季节的 

变化而发生了较大的改变。 
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Abstract：Spartina alterniflora，an introduced species vegetating on inter-tidal flats from the eastern 

coast of the United States，has become a hot topic focusing on its invasion to local species in the coastal 

zone of China．Impacts of S．alterniflora to soil microbial diversity in Jiangsu coastland was discussed 

by the resuh of denaturing gradient gel electrophoresis(DGGE)of polymerase chain reaction-amplified 

(PCR)16S rDNA fragments in soil samples of Spaaina sah marsh and mudflat．At each study site， 

fifteen plots were sampled to provide the sediment characteristics along the tidal flats in different sea。 

sons．The total bacterial DNA from the two studied soils was extracted directly，and the DNA was puff— 

fled by Sepharose 4B absorbent column for wiping off the humus．16S rDNA of bacteria from the two 

soils were amplified and were separated by DGGE．The samples got different DGGE bands because of 

the difference of microbial diversity in the two environments． DGGE profiles of the PCR productions 
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were compared by similarity analysis．The results suggested that the soil microbial diversity in these two 

environments were not high．And，the two kind of soil samples got similar microbial community struc- 

ture in spring time．As a whole，the microbial community components in inter-tidal zone differed with 

seasonal variety．And S．aherniflora has obviously changed the microbial community components when 

being introduced to Jiangsu coastal inter-tidal zone． 

Key words：alien species；Spartina salt marsh；soil microbial diversity；1 6S rRNA；DGGE 

互花米草 (Spartina aherniflora)具有消浪缓 

流⋯和促进沉积物沉积 作用，为海滨湿地的保 

护和生态修复提供了先锋植物种质资源。我国于 

1979年引进该物种，目前江苏沿海受互花米草掩 

护的标准海岸线已达410 kmf3j。但同时在另一些 

地区的海滨滩涂生态系统，该物种的生长影响了本 

地物种的生存，造成了负面效应。这种典型的“两 

面性”引起了学术界的广泛关注和热烈争论，关于 

该植物对入侵地的生物多样性、海岸带生态系统过 

程及功能的影响研究迫在眉睫。 

土壤微生物作为生态系统中的分解者，推动着 

生态系统的能量流动和物质循环。目前对微生物 

多样性在生态系统中的分布及其功能了解还不够 

多l4 J，对于不同种类的微生物在生态系统功能中 

究竟起到何种作用，土壤微生物多样性的改变在多 

大程度上会影响生态系统能量和物质的流动等问 

题尚无明确答案。但由于微生物多样性能够快速 

反映生态系统过程的变化，在受干扰的系统中其变 

化模式可作为生态系统功能的敏感指示者 J。 

长期以来土壤微生物的深入研究受限于手段 

落后已是不争的事实 J。常规调查方法的局限性。 

造成了人们全面了解和深入研究土壤微生物多样 

性的主要障碍。DNA的多样性是生物多样性的本 

质内容，已有研究表明土壤中微生物群落基因多样 

性要比实际上能分离出来的群体水平上的表型多 

样性高200倍 J。在微生物的遗传图谱分析中 

rRNA被认为是分析微生物进化关系的首要生物 

大分子，在微生物的系统发育研究方面应用较广； 

此外rRNA分析亦较多应用于微生物群落多样性 

分析【9 。变 性 梯 度 聚丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 

(DGGE)是一种利用相同大小双链DNA片段由于 

序列不同存在解链行为差异而进行的电泳分离方 

法r】 J。基于 16S rRNA的 DGGE分析土壤微生 

物多样性的方法结合了PCR技术的高效、变性梯 

度凝胶电泳的高分辨率和已有对 16S rRNA序列 

结构和进化规律的知识积累。 

笔者采用 DGGE技术，通过对江苏省沿海潮 

间带互花米草盐沼和对应的光滩土壤微生物 16S 

rRNA特征的比较，从分子角度分析了互花米草在 

江苏海岸带的侵入对当地生态系统中土壤微生物 

多样性的影响，为进一步研究外来种互花米草对我 

国沿海地带的生态、社会和经济影响，并对其进行 

合理有效的管理提供基础依据。 

1 方法 

1．1 样地概况和取样设置 

江苏省海岸带处于暖温带向北亚热带过渡地 

区 J，以季风气候为主。年平均降雨量 850— 

1 000／film，冬季平均气温 一I．5～2．5。C，夏季平均 

气温26—5～27．5。c。所选互花米草盐沼位于大丰 

县海岸，并以如东县海岸潮间带光滩为对照。 

大丰县海岸线 112 km，土壤以粉砂淤泥质为 

主，互花米草盐沼充分发育，海岸带沉积速率高；如 

东县海岸线 103．3 km，目前仅其小洋口岸段潮问 

带保留有无植被光滩。本研究中互花米草盐沼位 

于大丰王港垦区，33。17 N，120。45 E，该区于 1989 

年种植互花米草，随着互花米草向海方向逐年生长 

不断对其进行围垦，目前的互花米草盐沼为4年生 

的草滩；潮间带光滩位于如东小洋口凌洋垦区， 

32。36 N，120。59 E；二者相距79 km。 

在所选样地内按向海梯度(高潮带、中潮带、 

低潮带)设置1 m×1 m小样方各15个(图1)，小 

样方间距 500—1 000 m；分别于 2002年 10月、12 

月，2003年4月、7月在每个样方内取2～20 cm深 

的土壤样品约 100 g，装入封 El袋，带回实验室于 

一 20℃保存。备用。 
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图1 江苏滨海潮间带互花米草盐沼与无植被光滩取样位置及向海梯度小样方设置 

Fig．1 The location of the Spartina salt marshes and mudflats sampled at Jiangsu， 

China an d the sampling scheme along the inter-tidal area 

1．2 材料和方法 

1．2．1 土壤样品 

取备用土壤样品，按如下方式进行混合：10月 

份、4月份，每样地按向海方向，取3个梯度(高潮 

带、中潮带、低潮带)分别混合，并作一总的混合 

样；12月份和7月份仅作总的混合样。样品设置 

编号如表 1所示。 

表1 实测样品编号设置 

Tab．1 No．of soil samples used 

注：1，2，3；5，6，7；11，12，13；15，16，17分别为不同样地按向海梯度混合的样品；4，8，9，10，14，l8，l9，2o分别为各样地所有样品的混合样。 

Note：1，2，3；5，6，7；11，12，13；15，16，17 respectively stand for soil samples which mixed according to the grads along the seaward direction in 

Spartina salt marsh and in mudflat；4，8，9，10，14，18，19，20 respectively stand for the soil samples which mixed all the samples from each quadrat in 

Spartina salt marsh and in mudflat． 

1．2．2 土壤DNA样品提取与纯化 

土壤DNA样品提取采用直接裂解法【18．19]：称 

取 1 g混匀后的土样，加入2 mL0．12 mol／L磷酸钠 

缓冲液(pH 8．0)，150 r／min振荡 15 min，6 000 g 

离心10 min；弃去上清，重复以上操作 1次；加入2 

mL溶菌酶溶液[15 ms／mL溶菌酶，0．15 mol／L 

NaC1，0．5 moL／L Na2EDTA，pH 8．0]，37℃水浴温 

育30 min；加入 2 mL裂解液 (0．15 moL／L NaC1， 

10％ SDS)，65℃温育 2 h；样品经过 3次冻融 

(一20 oC／65 oC)，以完全释放细胞中的DNA；加 

入 2 mL 0．1 mol／L Tris—HC1(pH 8．0)一饱和酚， 

小心倒转。得到乳浊液；于6 00o g离心 10 min；收集 

3 mL上层水相，加入 1．5 mL饱和酚和1．5 mL氯仿： 

异戊醇(24：1，V／V)溶液，混合；取2．5 mL上一步所 

得到的提取产物，等体积加入2．5 mL氯仿：异戊醇 

(24：1，V／V)溶液，12 000 g，离心 10 min；取水相 

2 mL，加入2 mL冰冷异丙醇，一20℃过夜；过夜提取 

物于12000 g离心 15 min，28 cI=烘干，得到土壤 DNA 

粗提物。 

应用 Sepharose 4B吸附柱去除所提 DNA中腐 
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殖酸及其它杂质 ：将 l mL塑料注射器前端以洁 

净玻璃棉封堵，用吸管填充 Sepharose 4B，1 100 g 

离心2 min，继续装填直至 Sephrose 4B紧密装填于 

柱中，并保证柱长在4 cm左右；装填好的吸附柱用 

TE (20 mmot／L Tfis—HCI，1 mmoL／L EDTA，pH 

8．0)缓冲液清洗 2次；DNA粗提物溶于 100 L 

TE缓冲液，加到吸附柱上，1 100 g离心5 min，收集 

过柱样品。 

I．2．3 PCR扩增 

PCR反应采用仅正向引物不同的两对引物 。。 

(由上海生工生物工程技术服务有限公司合成)： 

正向弓l物：P63f：(5’二 

GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G CAG 

GCC TAA CAC ATG CAA GTC一3 )；P338f：(5 一 

CGC CCG CCG CGC GCG GCC GGC GGG GCG 

GGG GCA CGG GGG G ACT CCT ACG CCA GGC 

AGC AG一3 )；反向弓l物：P518r：(5’一ATTAC— 

CGCGGCTGCTGG一3’)。 

取2 IxL土壤 DNA作为模板，进行 PCR扩增 

反应，反应体积50 IxL ：dNTPs(10 mmol／L)1 IxL， 

BSA(8 g／IxL)2．5 L，正向引物 P63f(或 P338f) 

(25~mol／L)1 L，反向弓l物 P518r(50~mo]／L) 

0．5 L，Taq酶(5 U／I~L)O．25 L，10×buffer 5 L， 

MgC12(50 m mol／L)1．5 L，重蒸水36．25 L。反 

应参数[ ：94℃预变性5 min，92℃变性 1 min；55 

℃退火1 min，72℃延伸1 min，30个循环；72℃延 

伸 10 rain。PCR反应于 PE 2400 PCR仪 (Perkin 

Elmer公司产品)中进行。 

1．5％琼脂糖电泳检测 PCR扩增效果(80 V， 

1 h)，以DL 2000(Takara公司产品)作为分子量参照。 

1．2．4 DGGE 

采用 Bio—tad公司 Deode系统对 PCR反应产 

物进行分离。对于P63f与P518r的扩增产物，凝 

胶浓度为 6％，变性梯度 40％ ～80％；对于 P338f 

与P518r的扩增产物则选用胶浓度为8％，变性梯 

度30％一60％，以期最佳分辨效果。 

取 PCR产物 15 L上样。20 V预电泳 20 min 

后调大电压。对 P63f与 P518r的扩增产物采用 

65 V，15 h；而对 P338f与 P518r的扩增产物则采 

用50 V，15 h。于每块胶上分别设置3个分子量标 

记(DL 2000)，将样品隔开。 

电泳结束后。凝胶于SYBR Green I(1：10 o0o)中 

染色30 min，以Bio—rad公司的凝胶成像系统Gel 

Doc EQ Gel Documentation System观测结果。 

2 结果与分析 

2．1 土壤样品总 DNA的提取和纯化 

采用直接法提取互花米草盐沼和光滩土壤的 

细菌总 DNA，所有粗提样品皆呈现为棕褐色，这是 

由于滨海滩涂土壤中含有不同程度的腐殖酸，而该 

物质对 PCR扩增反应具有抑制作用 引，因此在 

PCR反应前必须对土壤样品的DNA粗提物进行纯 

化。在预备实验中，发现即使是品质较好的土壤 

DNA提取试剂盒 (如 Qbiogene公 司的 FastDNA 

SPIN kit for Soil)，也无法保证对土壤中的腐殖酸进 

行有效去除，这将极大地影响随后的PCR扩增反 

应。笔者采用 Sepharose 4B吸附柱对用常规方法分 

离的DNA进行纯化，有效地解决了这一问题，为后 

续的PCR反应提供了纯度较高的DNA样品模板。 

2．2 PCR产物检测结果 

试验采用两对引物对16S rRNA进行扩增，以期 

获得较多的多态性条带。由于产物检测结果均类 

似，因此只显示部分电泳结果(图2)。引物 P63f与 

P518r的预期扩增片段长度为474 bp，P338f与P518r 

的预期扩增片段长度为236 bp。结果显示反应产物 

未见有非特异扩增，且条带大小与预期相吻合。 

(a) D12000 样品1一一8 sample 1~8 
2 000bp 

1 000 bp 

750bp 

500bp 

250bp 

100bp 

2 000bp 

1 000 bp 

750bp 

500bp 

250bp 

100bp 

(b) D12000 样品1～12 sample 1~12 

fa1 P63f与P518r的扩增产物； 
(b1 P338f与P518r的扩增产物 

(a)by P63fand P518r； 
(b)by P338fand P518r 

图2 PCR反应产物检测结果 

Fig．2 Agrose gel electrophoresis of PCR 

amplification of 1 6S rDNA from soil samples used 

2．3 DGGE结果(16S rDNA特征)及数据分析 

DGGE结果如图3所示，图中样品 2l和22为 

重复样品，不计入结果计算；对 于同一模 板，经 
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P338f与P518r扩增出的条带远多于另一对引物的 

扩增结果。 

DGGE图谱条带的丰富度显示了微生物群落 

的多样性程度，条带越丰富，则多样性越高。对胶 

上显示的明显可辨认条带进行了计数，于两块胶上 

共选择16个位置的条带。各样品在相应位置有条 

带记为1，否则记为0(表2)。结果显示每个供试 

土壤样品经过 DGGE都可以分离出数目不等的电 

泳条带，且各个条带的强度和迁移率各不相同。 

从表 2可见，沿着向海梯度所取的土壤样品， 

其土壤微生物的变化并未显示出相应明显的梯度 

性；此外，取样季节的变化，伴随着土壤微生物多样 

性的相应变化：春季(4月)土壤微生物相对活跃， 

条带较丰富，群落多样性程度相对较高，而其他季 

节土壤微生物群落的多样性相对较低；同时，不同 

季节土壤微生物群落结构发生着变化。虽然 

DGGE结果中的每一条条带可能是由不同细菌种 

群序列组成，可能会因此低估环境微生物的种群多 

样性 J，但是从本试验的结果来看，不论光滩还是 

互花米草盐沼，其土壤微生物多样性皆不高。 

样品1～1O 样品 11～22 样品1～1O 
M sample 1-10 M sample 1 1-22 M M sample 1-10 

样品 11～22 
M sample 11-22 M 

(a)样品为P338f与P518r的扩增产物，胶浓度8％，变性范围3O％ O％： 
(b)样品为P63f与P5 l8r的扩增产物，胶浓度6％，变性范围4O％～8O％；M ：marker,DL 2000 
(a1 samples 1—22 stand for the results of 16S r【)NAby P63fand P518r； 

gel concentration：8％，denaturalization range：from 30％ to 60％： 

fb、sam ples 1—22 stand for the results of 16S rDNA by P338fand P518r； 

gel concentration：6％．denaturalization range：from 40％to 8O％：M means marker DL 2000 

图 3 DGGE分离结果 

Fig．3 DGGE analytical result of 1 6S rDNA fragments from the soil samples used 

表 2 DGGE条带数据统计结果 

Tab．2 Statistical results of DGGE bands 
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(续表2) 

样品samples P1 P2 P3 P7 
_ _ — —  

1 

1 

l 

l 

0 

0 

l5 

l6 

l7 

l8 

l9 

20 

O 1 1 

0 1 1 

0 1 l 

0 1 1 

0 0 1 

0 0 O 

8 

7 

10 

l0 

3 

2 

注：P，position，表示胶上不同位置的条带 

Note：P stands for the bands in the different position of the gel 

0．00 0．39 0．79 1．8l 1．58 1．97 

J 

(a)所有样品；(b)只包括混合样品。 
s：样品；J：Jaccard系数 

(a)include all the samples；(b)only mixed samples； 
S means sample；J means Jaccard coefficient 

图4 系统聚类图 

Fig．4 Clustering result of the samples studied 

对于条带结果笔者使用 DPS数据处理系统 

(3．Ol专业版)进行O—l数据系统聚类分析(Jac 

card系数，离差平方和法)。结果如图4所示：不同 

季节不同样地被分为两大类，其中光滩 lO月、12 

月和7月的样品被聚为一大类；另外互花米草盐沼 

lO月的样品被很好的聚在一起，也表明互花米草 

盐沼内部不同位置土壤微生物群落组成变化很小； 

此外互花米草盐沼在4月的样品与光滩4月的样 

品表现出一定的相似性，二者具有一些共同的条 

带，如P4，P6，P7，P8，P9等，说明在春季这两种生 

境均可能存在这几种条带所代表的微生物类型，此 

时二者既有共同的微生物种类，也有自己独特的微 

生物类型。根据聚类分析的结果，可以看出互花米 

草盐沼的土壤微生物在lO月、l2月和7月表现出 

较大的相似性，而在 4月，其组成发生了相对较明 

显的变化，光滩土壤微生物群落组成亦表现出相似 

的季节变化趋势。说明互花米草的生长。包括其根 

际作用改变了滩涂微生物的生长环境，从而造成了 

微生物群落的改变。 

3 结论 

对江苏滨海不同季节光滩与互花米草盐沼的土 

壤微生物 16S rRNA特征进行了分析，得到结论如下： 

(1)互花米草盐沼与光滩土壤微生物中有差 

异的 16S rRNA扩增片断通过 DGGE被分开，形成 

可见条带；不同的样品由于其中微生物群落多样性 

的差异，扩增出的条带数量及其在凝胶上的相对位 

置都有一定的差异。可见 DGGE能够比较直接的 

对不同土壤样品进行研究，且研究结果能够很好的 

反映土壤微生物群体的多样性。 

(2)滩涂土壤微生物群落随着季节的变化而 

发生了较大的改变。 

(3)互花米草盐沼与光滩的土壤微生物群落 

多样性皆较低，二者在互花米草生长的初期其土壤 

微生物群落结构具有一定的相似性。但总的来说， 

外来种互花米草的种植较明显地改变了滩涂的土 

壤微生物群落结构。 

～一一一一一一～ 

一一～～～～ ～ 

4 加 0 9 ( S 
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