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环境生物技术                                                               

利用小亚基核糖体 RNA 技术分析温室黄瓜近根土壤古

菌和真菌多样性 

赵志祥 1,2，芦晓飞 1，陈国华 1，茆振川 1，杨宇红 1，刘二明 2，谢丙炎 1 
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2 湖南农业大学生物安全科技学院，长沙 410128 

摘  要: 土壤古菌和真菌在温室生态系统是仅次于细菌的微生物，具有类似于细菌的重要生态功能。通过构建古菌

16S rRNA 和真菌 18S rRNA 基因克隆文库，分析温室黄瓜近根土壤古菌和真菌群落结构组成，为开发利用温室这一

特殊的生态环境中丰富的微生物资源以及理解微生物与植物间的互作提供参考依据。采用研磨-冻融-溶菌酶-蛋白酶

K-SDS 热处理以及 CTAB 处理等理化方法，提取和纯化微生物总 DNA，构建古菌 16S rRNA 和真菌 18S rRNA 基因克

隆文库。利用 DOTUR 软件将古菌和真菌序列按照相似性 97％的标准分成若干个可操作分类单元 (OTUs)。土壤古菌克

隆文库主要包括泉古菌门和未分类的古菌两大类，并有少部分广域古菌类群，所有泉古菌均属于热变形菌纲，共 45 个

OTUs；真菌克隆文库包括真菌门的大多数亚门真菌，共 24 个 OTUs，未发现担子菌亚门真菌。古菌多样性比较丰富，

且发现少量的广域古菌 (甲烷菌)，这一情况可能与温室长期高温高湿，高有机质含量，土壤处于缺氧环境有关；土壤

真菌的优势种群为子囊菌，占到土壤真菌的 80％以上，这可能与绝大多数植物真菌性病害属于土传病害，通过菌丝体、

菌核或子囊壳在土壤病残体中越冬有一定的关系。 

关键词 : 土壤微生物群落，古菌 16S rRNA 基因，真菌 18S rRNA 基因，系统进化发育分析  
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Abstract:  Soil archaea and fungi play important roles in the greenhouse soil ecosystem. To develop and apply rich microbial 
resources in greenhouse ecological environment, and to understand the interaction between microbes and plants, we constructed 
archaeal 16S rRNA and fungal 18S rRNA gene libraries to analyze the compositions of archaeal and fungal communityies. Total 
greenhouse soil DNA was directly extracted and purified by skiving-thawing-lysozyme-proteinase K-SDS hot treatment and 
treatment of cetyltriethylammnonium bromide (CTAB). After PCR amplification, retrieving, ligating, transforming, screening of 
white clones, archaeal 16S rRNA and fungal 18S rRNA gene libraries were constructed. The sequences of archaea and fungi were 
defined into operational taxonomic units (OTUs) when 97% similarity threshold for OTU assignment was performed by using the 
software DOTUR. Phylogenetic analysis showed that crenarchaeota and unidentified-archaea were the two major sub-groups and 
only a few of euryarchaeota existed in the archaeal clone library, total 45 OTUs. All the crenarchaeota belonged to thermoprotei; 
except for Basidiomycotina, the other four sub-group fungi were discovered in the fungal library, total 24 OTUs. The diversities of 
archaea were very abundant and a few euryarchaeota (methanebacteria) existed in the archaeal clone library, it might be directly 
related to the long-term high temperature, high humidity, and high content of organic matter. The limitation of oxygen was the other 
reason for causing this phenomenon; Ascomycotina (over 80%) was the dominant sub-groups in fungal library. It was because most 
of the plant fungal diseases belonged to soil-borne diseases which gone through the winter by the ways of scierotium or perithecium 
and became the sources of primary infection. 

Keywords:  soil microbial communities, archaeal 16S rRNA gene, fungal 18S rRNA gene, phylogenetic analysis 

土壤微生物代表着地球环境中相当大部分的微

生物量 [1]。据估计，每公顷的表层土壤中包含着

103~104 kg 的微生物生物量[2]。它的活动影响着地球

环境中的营养循环、有机质的分解、土壤肥力、以

及物质与能量的交换 [3]。尽管具有结构和功能多样

性，长期以来，人们对其的研究极其有限，多数情

况下，局限于传统的可纯培养的方法[4]。近年来，随

着分子生物学技术在微生物生态学研究中的应用，小

亚基核糖体 RNA (Small subunit rRNA，SSU rRNA) 

序列分析作为微生物分类系统的主要依据也得到了

广泛认同，随着微生物核糖体数据库的日益完善，

该技术成为微生物分类和鉴定的一个有力工具。 

在土壤微生物群体中，人们研究得最多的是细

菌群体。据估计，1 g 土壤样品中，含有 103~107 个

细菌种 (Species)[5-6]。然而古菌和真菌多样性同样丰

富。到目前为止，仅有美国学者 Fierer 等[7]系统地研

究过同一环境样品中细菌、古菌、真菌和病毒多样

性，国内尚未见报道。 

温室常年种植单一作物，高温高湿度 (年平均

气温＞28 ℃，相对湿度＞80％)，有机质含量相当

丰富。从而造成了该特定环境下微生物种类的特异

性和物种丰度的稳定性，以及单一微生物物种对该

环境的偏好性。因而，研究温室土壤微生物多样性，

对了解微生物与主栽作物之间的互作关系有十分

重要的意义，对开发利用温室土壤中丰富的微生物

资源以及理解土壤温度、湿度、酸碱度等物理化

学性质的变化对土壤微生物群落结构多样性的影

响提供参考依据。在之前的研究中，我们结合细菌

16S rRNA 基因克隆文库和宏基因组末端测序技术，

分析了温室黄瓜近根土壤细菌多样性，初步了解了

温室黄瓜近根土壤细菌群落结构组成。但细菌并不

是唯一的土壤微生物，古菌和真菌也占有相当大的

比例。 

因此，为全面弄清温室黄瓜近根土壤微生物的

多样性和群落结构组成情况，本试验继续对温室黄

瓜近根土壤古菌和真菌多样性进行了研究。从中国

农业科学院黄瓜温室采集土壤样品，直接提取和纯

化土壤微生物总 DNA，构建古菌 16S rRNA 和真菌

18S rRNA 基因克隆文库，分析了温室黄瓜近根土壤

古菌和真菌多样性。对开发利用温室这一特殊的生

态环境中丰富的微生物资源以及理解微生物与植物

间的互作提供了参考依据。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  温室土壤类型及栽培管理 

土壤类型为潮土，前茬作物为黄瓜 (种植年限

10 年以上)，品种为中农 118。种植前，先将地块深

翻，并且撒上 13.3 kg/hm2 的蛭石，与土壤混匀，增

加土壤疏松度和保湿能力。用平板锄头或者锹挖出

245 mm×175 mm 大小的坑，播种黄瓜前，每坑补上

120 g 的干鸡粪，与周边土壤稍混匀。人工管理，中

途不施加其他化学肥料和农药。从苗子长出到 6 叶

期，少量喷雾浇水的方式，每日 1 次，每次 10 min，

6 叶期后，加大喷水次数，每日分早、中、晚 3 次，

每次 10 min。每年 3 月份，温室最后一季黄瓜收完

之后，取近根土壤。其中一份土壤经测量湿重为

200.004 g，25 ℃、100 r/min 的烘箱中，烘至土壤不

再粘结成块为止，土壤干重为 168.1 g。因此，估计

土壤湿度在 15％以上。 

1.1.2  土壤样品 

土样于 2008 年 3 月采自海淀区中国农业科学院

蔬菜花卉研究所试验农场黄瓜种植地。选择 10 个种

植黄瓜的地块，采用五点采样法，用土壤采样器采集

5 个黄瓜近根 (采集直径 10 cm，采集深度 0~15 cm) 

的土壤样品，混合后用密封袋带回，土样用 10 mesh 

(2 mm) 筛网过筛，去除小颗粒的石头和残存的植物

根系，存放于-20 ℃冰箱中。土壤性质见表 1。 

1.2  DNA 的提取与纯化 
参考 Bertrand 等的方法并稍作改进[8]。用 100 μL 

TE 溶解，1％琼脂糖电泳检测，-20 ℃保存。获得

的粗 DNA 用上海申能博彩公司生产的 DNA 柱纯化

试剂盒进行纯化。 

1.3  古菌 16S rRNA 和真菌 18S rRNA 基因的

PCR 扩增 
以纯化后的 DNA 为模板，分别用古菌 16S rRNA

和真菌 18S rRNA 基因通用引物进行 PCR 扩增。

PCR 扩 增 所 用 反 应 体 系 ：10×Buffer 5 μL，Mg2+ 

(25 mmol/L) 4 μL，dNTPs (5 mmol/L) 2 μL，上下游引

物 (10 pmol/L) 各 2 μL，模板 (纯化后的土壤 DNA) 

10 ng，Taq DNA 聚合酶 (5 U) 0.7 μL，用 ddH2O 补

足 50 μL 体系。PCR 反应条件：94 ℃预变性 5 min；

94 ℃变性 30 s，60 ℃ (或 52 ℃，扩增真菌 18S rRNA

基因) 退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，共 34 个循环；

最后 72 ℃延伸 10 min，12 ℃保温 1 h。退火温度

和延伸时间见表 2。 

1.4  基因克隆文库的构建 
PCR 扩增产物经 1％的琼脂糖凝胶电泳检测，

胶回收 900 bp 的古菌和 600 bp 左右的真菌 PCR 扩

增产物，连接至 pGEM-T 上，大肠杆菌 TOP10 转

化，在含有 IPTG 和 X-Gal 以及氨苄青霉素的 LB 平

板上 37 ℃过夜培养。挑白斑，37 ℃、220 r/min 振 
 

表 1  土壤理化性质 
Table 1  The soil samples tested in this study 

Sample pH Organic C 
(g/kg) 

Total N 
(g/kg) 

Available N 
(mg/kg) 

Total P 
(g/kg) 

Available P 
(mg/kg) 

Total K 
(g/kg) 

Available K 
(mg/kg) 

Soil 7.2 27.5 2.0 25.7 2.4 82.6 25.2 273.7 

 
表 2  扩增古菌 16S rRNA 基因和真菌 18S rRNA 基因所用引物 
Table 2  Primers for amplifying archaeal 16S rRNA and fungal 18S rRNA genes 

Microbes Primers (5′−3′) Annealing temperature (°C) Extension time (min) References 

21F (TTCCGGTTGATCCYGCCGGA) 
Archaea 

958R (YCCGGCGTTGAMTCCAATT) 
60 1 [9], [18] 

fung5 (GTAAAAGTCCTGGTTCCCC) 
Fungi 

EF4 (GGAAGGGRTGTATTTATTAG) 
52 1 [7] 
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荡培养 12 h，每克隆菌液取 1 μL，T7 和 SP6 进行菌

液 PCR，筛选阳性克隆，构建基因克隆文库。T7：5′- 

TAATACGACTCACTATAGGG-3′，SP6：5′-ACGAT 

TTAGGTGACACTATAG-3′。 

1.5  序列测定及序列分析 
1.5.1  古菌 ARDRA 分型和测序 

将鉴定为阳性克隆的古菌菌液 PCR 产物进行

rDNA 扩 增 片 段 限 制 性 内 切 酶 分 析  (Amplified 

ribosomal DNA restriction analysis，ARDRA)，用

HinfⅠ和 Hae Ⅲ对菌液 PCR 扩增产物 37 ℃酶切 2 h，

根据酶切图谱，将阳性克隆分成若干个可操作分类

单元 (OTU)，统计 OTU 的种类和各 OTU 所含阳性

克隆的数量[9]，将每一个 OTU 类型送 3~5 个进行测

序分析，测序工作由北京诺赛生物技术公司完成。 

1.5.2  真菌克隆文库的测序 

真菌克隆文库插入片段较小，小于 580 bp，不

利于 ARDRA 分型后的电泳检测，酶切条带呈辐射

状，不利于观察，因此，我们随机挑取 200 个真菌

阳性克隆进行测序，测序工作同样由北京诺赛生物

技术公司完成。 

1.6  系统进化发育树的构建和物种丰度分析 
1.6.1  古菌系统进化发育树的构建 

序列相似性≥97％的认为是一个同样的类型并

且用一个单独的序列来代表[10]，即用单个的 OUT 来

代表, 将每个 OTU 代表序列在 NCBI 进行序列比对，

并下载一致性最高的序列作为参比序列构建系统进

化树。采用 Mega4.0 软件包[11]，以邻接法构建系统

进化树。 

1.6.2  真菌界系统进化发育树的构建 

将真菌克隆文库中已测得的 176 条序列，在

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/Vecscreen. 
html) 中在线去除载体序列，并截取 500 bp 的片段

后，在 GenBank 数据库进行比对分析，由 Blastn 去

掉同源性比对相同的结果，选取文库中代表单一

OTU 的基因序列，采用 Mega4.0 软件包[11]，以邻接

法构建系统进化树。 

2  结果与分析 

2.1  直接提取和纯化土壤微生物总 DNA 
直接法提取的微生物总 DNA 更能代表样品的

微生物群落，能够比较全面地了解、鉴定土壤中微

生物的多样性。但是提取 DNA 的同时也提取了其他

有机土壤成分，比如腐质酸和褐菌酸等。本试验采

用上海申能博彩公司生产的 DNA 柱纯化试剂盒进

行纯化后可获得高质量的土壤微生物总 DNA，且片

段大小＞23 kb (图 1)，适合进行后续反应。 

 

图 1  纯化后的土壤微生物总 DNA 
Fig. 1  Extraction and purification of total soil microbial DNA. 
M: DNA marker λHind ; 1Ⅲ −7: DNA template. 
 
2.2  PCR 扩增古菌 16S rRNA 和真菌 18S rRNA
基因 

经探索，扩增两种基因时，DNA 浓度稀释倍数

在 30~100 倍之间均可以达到较理想的扩增效果。本

试验将 7 份 DNA 原液稀释 50 倍作为模板，扩增古菌

16S rRNA 和真菌 18S rRNA 基因，每次 PCR 反应设

置 3 次重复，将 21 次重复的 PCR 产物混合后，利

用 PCR 产物回收试剂盒回收。结果分别得到 900 bp

和 580 bp 大小的片段 (图 2A、2B)。将各类回收的

PCR 产物分别连接在 PGEM-T 载体上，用于构建古

菌 16S rRNA 和真菌 18S rRNA 基因克隆文库。 

2.3  基因克隆文库的构建 
2.3.1  古菌 16S rRNA 基因克隆文库的构建 

通过连接，转化，蓝白斑筛选，挑白斑，摇菌，

挑取 672 个古菌克隆，用引物 T7 和 SP6 进行阳性克

隆菌液 PCR 反应检测，603 个插入目的片段的古菌

克隆，阳性率分别为 90％。通过 ARDRA 分析，得
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到 40 个不同的可操作分类单元 (OTUs)，其中有 15

个 OTU 类型代表单克隆，最多的 RFLP 类型包括 86

个克隆。反映古菌丰度的稀缺性曲线见图 3A。 

通过 ARDRA 获得的 CoverageC[12]值相对较高，

为 97.5％。CoverageC 理论上表示克隆文库中包含

的微生物种类 (OTU) 占样品中全部微生物种类的

比例，它的计算式如下：(a) C=1−n1/N，N 代表文库

的库容，n1 代表在克隆文库中仅出现一次的 OTU

数量。如果 CoverageC 很高，甚至达到 100％，说

明库容已经饱和。 

然而，ARDRA 分型有其局限性，且通过对酶切

后的电泳胶图的观察，误差较大。为尽可能地覆盖

所有古菌类型，挑取了 310 个古菌阳性克隆进行测

序，测序共得到 297 条古菌序列。 

用 DOTUR 软件分析，把序列相似性≥97％的

定义为同一个 OTU[10]。这样测得的 297 条古菌序列

归属为 45 个 OTU。其中有 19 个 OTU 只有 1 个克

隆，最多的 5 个 OTU 类型分别含有 39、28、24、

20 和 18 个克隆。利用 DOTUR 软件生成的数据，绘

制稀缺性曲线 (图 3B)，分析表明，这些克隆代表了

文库中大多数古菌的多样性。 

古菌文库中部分克隆尚难确定其分类地位，可

能代表新的属和种。这些序列已在 GenBank 中登录，

并获得核酸序列登录号。已获得的古菌序列登录号有：

FJ455763-FJ455766、FJ490632-FJ490675、GU394949- 

GU394952、GU434679-GU434688。

     

图 2  古菌 16S rRNA 基因 (A) 和真菌 18S rRNA 基因 (B) 的 PCR 扩增结果 
Fig. 2  PCR amplification results of total DNA with archaeal 16S rRNA universal primers (A) and PCR amplification of total DNA 
with fungal 18S rRNA universal primers (B). M1, M2: DNA marker DL2000; 1–7: PCR amplication of archaeal 16S rRNA; 8−12: PCR 
amplication of fungal 18S rRNA. 

      

图 3  ARDRA 分析绘制的古菌稀缺性曲线 (A) 和 DOTUR 软件分析绘制的古菌稀缺性曲线 (B) (DNA 水平上有 3％的

序列差异，则认为不同的 OTU) 
Fig. 3  Rarefation curves generated for 16S rRNA genes in the archeal clone library by analysis of ARDRA (A) and rarefation curves 
generated for 16S rRNA genes in the archeal clone library by DOTUR software (B). OTUs were defined as groups of sequences 
differing by 3% at the DNA level. 
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2.3.2  真菌 18S rRNA 基因克隆文库的构建 

随机挑选 400 个克隆，通过鉴定，共有 386 个

插入目的片段的克隆，阳性率达到 96.5％。为尽可

能地覆盖环境样品中真菌类型，挑取 196 个阳性克

隆进行测序。测序共得到 176 个真菌 18S rRNA 基

因序列。 

运用 DOTUR 软件进行分析，176 个真菌 18S 

rRNA 基因序列归属 25 个 OTUs，其中 11 个 OTU

只有 1 个克隆，最多的 3 个 OTU 类型分别含有 71、

59 和 10 个 克 隆 。 利 用 DOTUR 软 件 绘 制 真 菌

18S rRNA 基因克隆文库稀缺性曲线 (图 4)，分析表

明，文库的 CoverageC 为 94％，这些克隆代表了大

多数真菌的多样性。 

 
图 4  DOTUR 软件分析绘制的真菌 18S 基因克隆文库稀

缺性曲线 
Fig. 4  Rarefation curves generated for 18S rRNA genes in the 
clone library by DOTUR software. OTUs were defined as 
groups of sequences differing by 3% at the DNA level. 
 

同样地，少部分真菌克隆尚难确定其分类地位，

可能代表新的属和种。这些序列已在 GenBank 中登

录，并获得核酸序列登录号：GU395091-GU395093，

GU394948。 

2.4  系统进化发育分析 
2.4.1  古菌 16S rRNA 基因系统进化发育分析 

利用 Clustalx 对 297 条古菌 16S rRNA 基因序列

进行全局比对，并将产生的 phylip 文件，输入 phylip

软 件 中 进 行 排 序 分 析 ， 产 生 相 应 的 输 出 文 件 

(Outfile)，然后将该输出文件 (Outfile) 变成 DOTUR

软件中的输入文件(Infile)，序列相似性≥97％的定

义为一个古菌序列，共得到 45 种不同类型的古菌。 

通过对古菌 16S rRNA 基因克隆文库进行系统进

化发育树分析 (图 5) 发现，该文库主要覆盖了嗜泉

古菌 (Crenarchaeota)、未分类的古菌 (Unclassified_ 

Archaea) 和广域古菌 (Euryarchaeota)。其中 232 个

克隆属于嗜泉古菌 (Crenarchaeota)，占克隆文库的

78.1％，56 个克隆属于未分类的古菌 (Unclassified_ 

Archaea)，占克隆文库的 19.2％，另外，还有 9 个克

隆 属 于 未 纯 培 养 的 广 域 古 菌  (Uncultured 

Euryarchaeota)，占克隆文库的 2.7％，并且，这 9

个克隆序列与 NCBI 中广域古菌 (Euryarchaeota) 甲

烷菌 (Methanococci) 的序列相似性在 91％~98 ％

之间，克隆 HBA287 (FJ490663) 与未培养的广域古

菌克隆  (Uncultured euryarchaeote clone CFS-F12) 

序列相似性为 96％，克隆 HBA29 (GU434686) 相似

性更低，仅为 94％。 

从 系 统 发 育 树 来 看  ( 图 5) ， 嗜 泉 古 菌 

(Crenarchaeota) 占了 3 大部分，其中，有一部分与

广域古菌 (Euryarchaeota) 亲缘关系较近，未鉴定的

古菌与嗜泉古菌、广域古菌的亲缘关系较远，且与

从 NCBI 上下载的极端环境 (火山口) 未鉴定的古

菌序列相似性较高。 

另外，所获得的全部古菌序列在核糖体数据库 

(Ribosomal Database Project，RDP) 中进行比对，除了

9 条序列属于广域古菌 (Euryarchaeota) 外，其他 288

条古菌序列都属于热变形菌纲 (Thermoprotei)，其中

包括 4 个目，分别是脱琉球菌目 (Desulfurococales)、硫

化叶菌目 (Sulfolobales)、暖球形菌目 (Caldisphaerales) 

和热变形菌目 (Thermoproteales)，分别占文库中嗜泉

古菌 (Crenarchaeota) 的比例分别为 48.5％、20.5％、

17.8％和 13.2％。 

2.4.2  真菌 18S rRNA 基因系统进化发育分析 

利用 DOTUR 软件分析测序得到的 176 个真菌

18S rRNA 基因序列，把序列相似性≥97％的定义为

一个真菌序列[10]。选取文库中代表不同 OUT 的序

列与环境样品中的序列共同构建系统发育树 (图 6)。

这些环境样品中的序列来自森林土壤[13]、mojave 沙

漠土壤[7]、草地土壤[14]、火炬松山地土壤[15]等。
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图5  古菌16S rRNA基因克隆文库系统进化发育树 (自举数据集1 000次)  
Fig. 5  Phylogenetic tree based on archaeal 16S rRNA sequences of the clones obtained from greenhouse soil samples. The tree was 
constructed via the neighbor-joining method, bootstrap values above 1 000 are shown as percentage. 
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图6  温室土壤真菌18S rRNA基因克隆文库系统进化发育树 (自举数据集1 000次) 
Fig. 6  Phylogenetic tree based on fungal 18S rRNA sequences of the clones obtained from Beijing greenhouse soil samples. The 
tree was constructed via the neighbor-joining method, bootstrap values above 1 000 are shown as percentage. 

 
通过对真菌 18S rRNA 基因克隆文库进行系

统进化发育 (图 6) 分析发现，文库包含了子囊菌亚

门 (Ascomycotina)、接合菌亚门 (Zygomycotina)、

鞭 毛 菌 亚 门  (Mastigomycotina) 、 半 知 菌 亚 门 

(Deuteromycotina) 和 未 分 类 的 不 可 纯 培 养 真 菌 

(Uncultured fungi)，未发现担子菌亚门 (Basidiomycotina) 

真菌。子囊菌亚门 (Ascomycotina) 是 土 壤 真 菌 的

优 势 菌 群 ， 在 测 定 的 176 条 真 菌 18S rRNA 基因
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序列中，有 155 条序列属于该菌群，占克隆文库的

88.1％，12 个克隆属于半知菌亚门 (Deuteromycotina)，

占克隆文库的 8.5％，鞭毛菌亚门 (Mastigomycotina)、

接 合 菌 亚 门  (Zygomycotina) 和 不 可 纯 培 养 真 菌 

(Uncultured fungi) 克隆分别为 5 个、4 个和 4 个，

分别占克隆文库的 2.8％、2.3％和 2.3％。 

从系统进化发育树 (图 6) 上可以看出，部分未

纯培养的真菌克隆 (Uncultured fungus clone) 的亲

缘关系比较接近鞭毛菌亚门 (Mastigomycotina)，部

分离子囊菌亚门 (Ascomycotina) 较近。子囊菌亚门 

(Ascomycotina) 中，盘菌 Pezizomycotina 和毛壳菌

Chaetomium 是 其 优 势 菌 ， 分 别 占 到 子 囊 菌 亚 门 

(Ascomycotina) 的 52.3％和 33.5％。青霉菌 Penicillium

和镰孢菌 Fusarium 是半知菌亚门 (Deuteromycotina) 

的优势菌，分别占 54.8％和 39.7％。 

3  讨论 

本研究结合 ARDRA 分析和基因克隆文库序列

测定的方法来研究温室黄瓜近根土壤古菌多样性，

能够快速而准确地对克隆文库中古菌种类进行分

型，将相同酶切图谱的克隆划分为一种类型 (OTU)，

然后，在每类 OTU 中选取有代表性的克隆进行测

序，这样就避免了克隆测序的盲目性，减少了测序

数量以及人力、物力和财力的使用。两者在分析

OTUs 时存在一定的误差，这可能因为构建的库容较

大，利用 ARDRA 分型后，观察结果时存在误差，

需要借助计算机才能更快更准确地完成分型工作，

减少误差。 

古菌的鉴定，是我们了解古菌在其小生境中的

生态功能重要的一步，对全面地分析微生物群落结

构和功能多样性有十分重要的作用。因此，古菌多

样性的研究越来越受到人们的重视。近年来，人们

从极地海洋[16]、淡水湖[17]、红树林土壤[18]和西藏米

拉山口 [9]等不同的环境样品取样，研究古菌群落结

构多样性，同时，鉴定了大量新奇的古菌类型。此

外，通过比较系统进化发育分析，揭示了古菌群体

典型地系统发育特征。因此，为评价温室古菌土壤

多样性，本研究直接以纯化后的温室土壤总 DNA 为

模板，通过 PCR 扩增，构建古菌 16S rRNA 基因克

隆文库。 

通 过 对 文 库 进 行 分 析 发 现 ， 嗜 泉 古 菌 

(Crenarchaeota) 占 78.1％，未分类的古菌 (Unclassified_ 

Archaea) 占 19.2％，古菌多样性非常丰富，且有少

部分未培养的广域古菌 (甲烷菌)。这一情况的可能

与温室长期高温高湿，有机质含量相对丰富，整个

土壤长期处于高温发酵，缺氧的状态有关。这一结

果与 Leclerc 等[19]的报道是相符合的。Sekiguchi 等[20]

也报道高温发酵缺氧的消化池中的古菌大部分是广

域古菌 (甲烷菌)。 

在 嗜 泉 古 菌  (Crenarchaeota) 中 ， 脱 琉 球 菌 

(Desulfurococales) 和硫化叶菌  (Sulfolobales) 是其

优势菌亚群。在环境样品中，硫化还原型细菌和古

菌均能将有机碳矿化成 CH4 和 CO2，且大多数可培

养的硫化还原细菌对醋酸纤维素和 H2 有高度地亲和

力[21]。因此，本研究中脱琉球菌 (Desulfurococales) 

和硫化叶菌 (Sulfolobales) 与温室土壤碳和硫的循

环有关。至于以何种方式参与碳和硫的循环有待于

进一步验证。 

子囊菌  (Ascomycotina) 是土壤真菌的优势菌

群 ， 占 克 隆 文 库 的 88.1 ％ ， 其 次 为 半 知 菌 

(Deuteromycotina)，占克隆文库的 8.5％，鞭毛菌 

(Mastigomycotina)、接合菌 (Zygomycotina) 和不可纯

培养真菌 (Uncultured fungus) 分别占克隆文库的 2.8％、

2.3％和 2.3％，未发现担子菌 (Basidiomycotina)。这

与近几年来其他研究人员利用 18S rRNA 基因克隆

文库的方法对土壤样品进行分析所获得的结果有所

区别。Hunt 等[14]利用 18S rDNA 途径研究草地土壤

真菌多样性，分析发现该环境样品中土壤真菌包括接

合菌 (Zygomycotina)、担子菌 (Basidiomycotina) 和子

囊菌 (Ascomycotina)，而无鞭毛菌 (Mastigomycotina) 

和半知菌 (Deuteromycotina)。O’Brien 等[15]构建了真

菌 ITS 和 18S rRNA 基因克隆文库，分析土壤样品
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真 菌 多 样 性 ， 结 果 发 现 两 种 文 库 中 的 子 囊 菌 

(Ascomycotina) 和 担 子 菌  (Basidiomycotina) 所 占

的比例基本相当，而无其他 3 种类型的真菌。 

该 环 境 样 品 中 未 发 现 担 子 菌 亚 门 真 菌 

(Basidiomycotina)，可能有以下两方面的原因：其一，

担子菌亚门真菌  (Basidiomycotina) 在该环境样品

中的丰度极低，200 条测序样品，甚至增加测序样

品到 400 或 1 000 条都难找到一个担子菌亚门真菌 

(Basidiomycotina) 序列，因此，可以认为担子菌对

该基因克隆文库中总的真菌物种丰度不会有影响；

其二，前茬作物一直为黄瓜，少数真菌种群在近根

选择性富集，另一部分种群由于不适应此微环境变

化而数量逐渐减少。作为该环境中弱势种群的担子

菌亚门真菌 (Basidiomycotina)，其丰度逐渐减少，

甚至检测不出来，很可能与不适应近根微环境的变

化有关。随连作茬次增加，选择性富集于此土壤微

环境的真菌类群开始形成优势菌群，并对其他种群

产生抑制作用，导致真菌多样性水平降低，并趋于

平稳。这与胡元森等[22]的报道是一致的。 

到目前为止，虽无文献报道农事操作会影响土

壤真菌群落结构，但是，土壤真菌群落结构会随季

节的变化而变化[23]。大多数植物真菌性病害是由子

囊菌亚门真菌引起的，冬季，这些病原物已经成熟，

以子囊壳和菌核的形式在土壤中越冬，成为来年的

初侵染源。因而，子囊菌亚门的物种数相对较多，

土壤真菌的群落结构组成会相应地发生变化。这也

是该克隆文库中子囊菌是优势菌群的重要原因。 

本研究应用 SSU rRNA 基因克隆文库技术分别

构建了温室黄瓜近根土壤古菌 16S 和真菌 18S rRNA

基因克隆文库，弄清了温室黄瓜近根土壤古菌和真

菌群落的组成情况。但由于病毒无高度保守的序列

结构，还不能全面认识，需要进一步研究。同时，

为彻底弄清高强度利用条件下温室土壤微生物的

多样性和动态变化情况，还需考虑土壤理化性质、

作物种类、施肥情况以及人事操作对微生物的影

响等。  
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统一成一体，整合出若干个不同层次的实验，形成了一个较为完整的实验技术体系，既能节

约教学成本，又能使学生更加系统地掌握实验的基本技术和理解基本原理，还能使本实验技

术更加接近本学科的前沿。内容包括菌种的理化诱变、工程菌的培养和保藏、基因组 DNA
和 RNA 的分离纯化、质粒 DNA 的制备、基因克隆、表达载体构建、遗传转化和转化子的

筛选、表达蛋白的检测等。所开设的实验主要为基础性实验，学生通过实验熟悉实验的基本

原理，掌握实验的基本技术。在此基础上，再开设综合性实验，侧重于培养学生的综合能力

和创新能力。 
本书可以作为大专院校开设生物工程上游技术实验、分子生物学实验或基因工程实验等课

程的教材或参考用书，也可以作为研究生和初级科研工作者分子生物学实验技术的参考用书。 
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