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摘要：对黄土高原西峰地区黄土沉积物中的有机质进行了总 DNA 提取和 PCR（聚合酶链式反应）扩增，通过克隆测序技

术构建了含有 44 个克隆子的细菌 16S rDNA 文库。对 16S rDNA 系统发育的分析表明，西峰地区的黄土沉积物中细菌可分属

13 个类群，包括：酸杆菌（Acidobacteria）、变形菌（Proteobacteria）、放线菌（Actinobacteria）、绿弯菌（Chloroflexi）、厚壁

菌（Firmicutes）、疣微菌（Verrucomicrobia）、浮霉菌（Planctomycetes）、芽单胞菌（Gemmatimonadetes）、异常球菌—栖热菌

（Deinococcus-Thermus）、硝化螺旋菌（Nitrospirae）、蓝细菌（Cyanobacteria）、拟杆菌（Bacteroidetes）和 Candidate division 

TG1。其中酸杆菌为最主要优势类群，变形菌为次优势类群，二者占黄土细菌总克隆数的 70%，且大多为不可培养的基因型。
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Abstract: The development of culture-independent techniques using nucleic acids has provided much new insight into studies of 
microbial diversity of soils. In this study, the bulk DNA was extracted and purified from the loess deposit in the Xifeng Section, 
the northwest of China, and subjected to PCR amplification with primers specific for 16S rRNA gene sequences (rDNAs). 
Then a 16S rDNA clone library was constructed and 44 clones were sequenced. Phylogenetic analysis of these sequences 
revealed extensive diversity. Guided by the phylogenetic tree, bacteria fell into 13 main lineages: Proteobacteria, Acidobacteria, 
Actinobacteria, Chloroflexi, Firmicutes, Verrucomicrobia, Planctomycetes, Gemmatimonadetes, Deinococcus- Thermus, 
Nitrospirae, Cyanobacteria, Bacteroidetes and Candidate division TG1. It is striking to find that the Acidobacteria division was 
the most abundant phylogenetic group in loess, occupying 43.3% of total clones. Acidobacteria group includes 17 gene types 
and 65 clones, most of which are uncultured type. The Proteobacteria division (26.7%) was the second-predominant bacterial 
community, including 13 gene types and 40 clones. These two divisions (accounting for 70% of clones) represented the majority of 
the identified phylotypes in loess. However, further study is needed to probe into the function and environmental implications for 
the two predominant bacterial communities in loess.
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　　土壤是一个固、液、气三相组成的高度异质

环境，含丰富的微生物群落，它们是土壤中最活

跃的部分，参与土壤生物化学过程、有机物的分

解转化、菌根的形成、与植物互利共生等，在推

动土壤物质转换、能量流动和生物地球化学循环

中起着重要作用（Elsas et al.，1998）。过去传统

的分离培养和鉴定方法只能获得1%左右的微生

物群落特征（Torsv et al.，1990），难以深入了解

土壤微生物群落分布、多样性组成、环境影响因

素等方面信息。近年来，分子生物学技术迅猛发

展，并被运用到土壤微生物多样性研究中，极大

地推动了在DNA分子水平上探讨土壤微生物群落

结构、生态系统功能和环境效应等方面的研究。

　　我国西北地区黄土高原作为一个大规模内陆

连续的风成沉积区域倍受研究学者的瞩目，其发

育的黄土-古土壤-红粘土序列在重建晚新生代以

来东亚古季风气候和环境变迁与演化方面占有非

常重要的地位（An，2000；Guo et al.，2002）。以

往研究主要从黄土和古土壤的物理与化学性质，

如磁化率（An et al.，1991）、粒度（Ding et al.，

1994）、Rb/ Sr值（Chen et al.，1999）、游离铁

/全铁值（郝青振和郭正堂，2001）等参数来作为

揭示和重建东亚季风演变的指标，而有关微生物

的研究却十分薄弱，仅有几篇文献报道了可培养

的微生物种群及趋磁细菌的特征及功能（滕志宏

和郭爱莲，1996；贾蓉芬等，2001）。风成的黄

土沉积物实质是一种埋藏的古代土壤，在其风化

成壤过程中，微生物必定起了不可忽略的重要作

用。因此，开展黄土微生物多样性的研究将有助

于了解黄土中微生物资源及其分布，可为黄土古

环境研究提供新视角。

　　西峰黄土位于黄土高原中部现存面积最大、

保存最完整的董志塬东缘，出露有第四纪的黄土-

古土壤序列和晚第三纪的红粘土序列（孙有斌

等，2001），是开展晚第三纪以来陆相风尘堆积

的岩性、磁性地层、地球化学、矿物学及古气候

变迁研究的经典地区之一（如Kukla，1987；Liu et 

al.，1995；Guo et al.，2001；Jahn et al.，2001）。

本文选取西峰黄土沉积物为研究对象，采用16S 

rDNA测序法，通过16S rDNA克隆文库测序，构建

系统发育树，旨在了解黄土中细菌的种类和组成

情况，为进一步开展黄土优势细菌种群的功能及

其环境效应提供科学依据。

1　材料和方法

1.1　样品采集

　　西峰黄土剖面位于甘肃省西峰市以东约16 km

的胡家崾险村（107.78°E，35.58°N）。样品取自

地面以下50 cm处（马兰黄土顶部），去除表层覆

盖，暴露出新鲜面，用无菌铲子挖出约500 g黄土

样品，取两个平行土样混匀，快速装入已灭菌的

离心管中，密封并编号。采样时用车载冰箱临时

保存样品（提前准备好的冰袋使冰箱温度保持在

0℃左右），采样结束后将土样放入-20℃冰箱冷

藏，回实验室后放入-80℃冰柜低温保藏。

1.2　主要试剂和仪器

　　脱腐缓冲液：100 mmol·L-1Tris，100 mmol·L-1

Na4P2O7，100 mmol·L-1 Na2 EDTA，质量分数为

1.0% PVP，100 mmol·L-1 NaCl，pH 10. 0（席峰等，

2006）；DNA提取缓冲液：100 mmol·L-1 Tris-HCl，

100mmol·L-1 EDTA，100 mmol·L-1 Na3PO4，1. 5 

mol·L-1 NaCl，质量分数为1% CTAB，质量分数为

2%CaCl2，pH 8.0（Zhou et al.，1996）。

　　RNase A（MBI），蛋白酶K（MBI），溶

菌酶（MBI），限制性内切酶（TaKarap），Ex 

Taq DNA Polymerase（TaKarap）；无菌操作台

（SW-CJ-1FD），PCR仪（Bio-Rad），紫外/可见

分光光度计（上海凌光），DNA胶回收试剂盒

（Sangon），琼脂糖凝胶电泳装置（Bio-Rad），

引物由上海生工合成。

1.3　样品总DNA的提取和纯化

　　采用Zhou等（1996）的方法进行土壤总DNA

的提取和纯化。

　　1）样品的脱腐：在无菌操作台中称取0.5 g

土壤样品，加入2.5 mL脱腐缓冲液，涡旋混匀，

12 000 r/min离心5 min，重复加入脱腐缓冲液涡旋

离心，直至上清液颜色与洗涤缓冲液颜色无明显

差异为止。样品处理后立即用于下一步实验。

　　2）基因组总DNA的提取：在经过脱腐处理

的土壤样品中加入1.35 mL DNA提取缓冲液，涡

旋振荡混匀后，加入40μL溶菌酶溶液，于摇床上

225 r/min 37℃震荡20 min，再加入蛋白酶K溶液，
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225 r/min 37℃震荡1 h，加入160μL 20% SDS，

轻摇混匀，于65℃水浴1 h （每隔15 min轻柔地颠

倒一次）。6000 r/min离心10 min，转移上清液至

新离心管中，向离心管中加入等体积的酚/氯仿

/异戊醇（25∶24∶1），4℃下12 000 r/min离心

10 min，吸取上清液至新离心管中。加入0.6倍体

积异丙醇，0.1倍体积3M NaAc（pH5.2），混匀，

置于4℃冰箱1h，沉淀DNA。从冰箱中取出样品，

于4℃下10 000 r/min离心10 min，弃上清液，用预

冷的70%乙醇洗涤2~3次，冷冻干燥后溶于500μL 

TE缓冲液中。

　　3）DNA的纯化：在DNA的粗提液中加入等体

积酚/氯仿/异戊醇（25∶24∶1），颠倒混匀，4℃

下12 000 r/min离心20 min，取上清液，加入0.1倍

体积3M NaAc（pH5.2），颠倒混匀，加入0.6 倍体

积异丙醇4℃沉淀DNA 1 h，12 000 r/min 4℃离心20 

min，弃上清液，DNA 沉淀用冷的70%乙醇洗涤2

次，冷冻干燥后溶于50μL灭菌TE缓冲液中。

　　4）提取产物用0.8%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.4　PCR扩增和产物纯化回收

　　对所获的总DNA稀释10~100倍，再加入PCR反

应（聚合酶链式反应）体系。PCR扩增对象为16S 

rDNA，采用细菌通用引物（Sangon）：上游引物

Eubac 27F（5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’）

和下游引物Eubac 1492R（5’-GGTTACCTTGTTACG

ACTT-3’）进行扩增（Lane，1991）。PCR反应条

件为：94℃预变性5 min，30个循环为94℃ 1 min，

55℃ 1 min和72℃ 1 min，最后在72℃下延伸10 

min，4℃保存。PCR反应产物用1%琼脂糖凝胶电

泳检测，并用UNIQ-10柱式通用DNA 纯化试剂盒进

行回收纯化。

1.5　克隆和测序

　　采用pMDTM19-T Vector在16℃连接16S rDNA 

PCR产物6 h，转化到E.coli DH5α感受态细胞中，

涂布接种于含有X-gal和氨卡青霉素（Amp）的

LB培养基上，37℃培养16 h。通过蓝白斑法筛选

阳性克隆子，用M13引物进行菌落PCR扩增。对

PCR产物进行扩增性 rDNA 限制性酶切片段分析

（ARDRA），分别用核酸限制性内切酶Msp I和

Afa I完全酶切。酶切产物用3%琼脂糖凝胶电泳检

测。借助Quantity One软件，分析产物经酶切后的

谱型，计算每个谱型的出现频率，将具有不同谱

型的克隆子进行测序。测序工作由上海英骏生物

技术有限公司完成。

1.6　序列分析

　　将获得的16S rDNA序列提交GeneBank数

据库（http: //www. ncbi. com），获得数据库中

注册号为GQ214086-GQ214129。在GeneBank数

据库中用BLAST进行检索和同源性比较，使用

CHIMERA_CHECK和Pintail在线分析所得序列中可

能的嵌合体和其他的异常二级结构。利用Clustal X

程序进行序列比对分析，并用Mega 3. 0 软件对序

列进行最小相邻法（Neighbor Joining）构建系统发

育树，Bootstrap检验系统树，自展数为1000。

2　结果和分析

2.1　DNA提取与PCR扩增

　　通过前述实验方法，得到西峰黄土样品总DNA

片断大小约为20 kb，较为完整且纯度高（图1），

可以满足进一步的分子生态学分析。

　　提取的DNA经纯化后进行PCR扩增，采用

touchdown降落式PCR扩增策略（Erik et  al .，

1999），适当降低了PCR循环数和模板浓度，加长

延伸时间，提高了样品的扩增特异性，并且将3个

平行样品的多份PCR反应产物混合，使结果更能

代表该地区的微生物群落结构特征。最后得到16S 

rDNA序列，长度约为1500 bp。所得产物纯度高，

可用于克隆（图2）。

2.2　细菌16S rDNA克隆文库构建和分析

　　采用M13通用引物对蓝白斑筛选所挑选的白色

克隆子进行了菌落PCR，以验证插入片段的大小。

图1　西峰黄土样品总DNA琼脂糖凝胶电泳图谱
Fig. 1　Agarose gel electrophoresis of total DNA extracted from 

the Xifeng loess samples



高　校　地　质　学　报 1 8 卷 4 期768

图3为部分菌落PCR验证结果，正常产物大小约为

1500 bp，10号泳道代表着假阳性克隆子，故从分

析中去除。通过菌落PCR验证，最后共挑取999个

阳性克隆子（编号P001—P999）来构建西峰黄土

细菌16S rDNA克隆文库。

　　从文库中随机挑取153个克隆子进行16S rDNA

扩增片段的限制性酶切分析，共得到84个分类

学单元（OTUs）。通过稀释曲线（Rarefaction 

curve）可以评估所挑选的克隆子是否能充分代表

黄土中细菌群落的16S rDNA多样性。由图4可以看

出，在挑选克隆数逐步增加的过程中，西峰黄土

细菌Rarefaction曲线已经逐渐进入平缓阶段，说明

所分析的克隆数量已经能较好地反映环境中微生

物的多样性。同时，还可以看出黄土细菌的多样

性仅略低于海南红树林土壤。

　　从84个不同ARDRA谱型的克隆中，各挑一个

克隆测序，共获得84条长约1500 bp的16S rDNA序

列。使用CHIMERA_CHECK，Pintail软件检验，去

除嵌合体等异常序列3条。使用DNAMAN进行同源

性比较，将相似度≥97%的序列归为一类，只挑选

其中的一条作为代表。这样，共得到44种不同基

因型的16S rDNA序列，在GenBank数据库中的注册

号为GQ214086-GQ214129。

　　通过GenBank Blast比对，本研究所获得的44个

16S rDNA序列与数据库中最相似序列的相似率处

于91%~99%，其中有19个相似率＜97% （占总克

隆的43%），说明有很大一部分属于尚未发现的基

因型。

2.3　黄土细菌类群及系统发育分析

　　对44个基因型的克隆、数据库中与它们具有

最大同源性的菌株或克隆，以及部分主要细菌群

落内代表性菌株的16S rDNA序列进行系统发育树

的构建（图5—图7）。

　 　 系统发育树表明44个基因型分属于13个细

菌类群：酸杆菌门（Acidobacteria）、变形菌门

（Proteobacteria）、放线菌门（Actinobacteria）、绿弯

菌门（Chloroflexi）、厚壁菌门（Firmicutes）、疣微菌

门（Verrucomicrobia）、浮霉菌门（Planctomycetes）、

芽单胞菌门（Gemmatimonadetes）、异常球菌—

栖热菌（Deinococcus-Thermus）、硝化螺旋菌门

（Nitrospirae）、蓝细菌门（Cyanobacteria）、拟

杆菌门（Bacteroidetes）和Candidate division TG1。

各细菌类群在文库中所占的比例见图8。

　　西峰黄土中主要优势细菌类群分析如下：

图3　阳性克隆子的菌落PCR产物琼脂糖凝胶电泳图谱
Fig. 3　Agarose gel electrophoresis of colony PCR amplified 

products of positive clones

图4　西峰黄土细菌16S rDNA文库稀释曲线
（选取海南红树林土壤细菌为参照, 据阎冰，2007）

Fig. 4　Rarefaction curve for bacterial 16S rDNA clone library 
derived from the Xifeng loess sample 

(compared with soil bacteria from the mangrove forest in Hainan, Yan, 2007)

图2　西峰黄土细菌16S rDNA PCR纯化产物琼脂糖
凝胶电泳

Fig. 2　Agarose gel electrophoresis of PCR amplified
16S rDNA gene extracted from the Xifeng loess sample
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　　（1）酸杆菌门（Acidobacteria）

　　酸杆菌是西峰黄土中第一优势类群，包含了

17个基因型，65个克隆，所占比例为43.3%（图

6，图8）。它们大多为未发现的基因型，有10个基

因型与数据库中最相似序列的相似率≥97%，这些

最相似序列全部是不可培养的。酸杆菌广泛存在

于自然界中，在各土壤细菌16S rDNA 克隆文库中

的含量可高达10%~50%（Ward et al.，2009）。虽

然土壤pH值越低，酸杆菌会越富集（Fierer et al.，

2007），但在一些弱酸性或中偏碱性土壤中也较

为富集。例如在宁夏水稻土（张建萍等，2008）

和山西柠条种植区中根际土和自然土（张薇等，

2007）中均发现酸杆菌为优势类群之一，这表明发

育于相同母质的土壤具有相似的微生物多样性，

并且酸杆菌可能是以黄土为母质的土壤中的优势

类群。通过对3000 多条酸杆菌16S rRNA 基因序

列的分析，发现它们可以进一步分成26个系统发

育亚单元（Subgroup1-Subgroup26，Barns et al.， 

2007），其分支宽幅不亚于变形菌门。从西峰黄

土获得的酸杆菌克隆中，44.6%属于Subgroup6，

33.8%属于Subgroup4，9.2%属于Subgroup7，6.2%

属于Subgroup25，4.6%属于Subgroup3，1.5%属于

Subgroup1。由于在实验室分离和培养酸杆菌门细

菌困难重重，对这类细菌与环境温度、pH、碳氮

不含变形菌门和酸杆菌门；发育树采用邻接法；分支数值代表1000次计算后的置信度；比例尺表示遗传距离
Acidobacteria and Proteobacteria are not included in the phylogenetic tree. The tree was constructed via the neighbor-joining method. Numbers on branch 

nodes are bootstrapy values (1000 resamplings).  The scale bar indicates 0.05 substitutions per nucleotide position.

图5　西峰黄土细菌16S rDNA克隆系统发育树
Fig. 5　Phylogenetic tree of bacteria based on 16S rDNA sequences from the Xifeng loess
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含量及土壤类型等因素的关系还不明确，一般认

为酸杆菌群落与土壤有机碳浓度及pH值关系密切

（Fierer et al.，2007），而其在黄土中的生理特性

及生态功能还需进一步研究。

　　（2）变形菌门（Proteobacteria）

　　变形菌是西峰黄土中第二优势类群，包含了

13个基因型，40个克隆（26.7%），其中3个基因

型属于α-变形菌，5个基因型属于β-变形菌，2个

基因型属于λ-变形菌，3个基因型属于δ-变形菌

（图7，图8）。变形菌是世界上多样化最高的细

菌类群，平均占土壤细菌群落的39%（Janssen，

2006），其代谢方式多种多样。本研究发现变

形菌中存在一些贫营养、耐干旱的种属，如基

因型P404最接近的可培养细菌是Sphingopyxis 
alaskensis，相似率高达99%。S. alaskensis为一种

专性好氧、化学异养的杆状革兰氏阴性超微细菌

（Ultramicrobacteria），只有在稀释的培养基内

才能得以培养，具有形体微小、耐饥饿、生长缓

慢、抵抗力强，对矿物盐和有机质极其敏感的特

征（Ohta et al.，2004）。最接近基因型P815的可

采用邻接法；分支数值代表1000次计算后的置信度；比例尺表示遗传距离
The tree was constructed via the neighbor-joining method. Numbers on branch nodes are bootstrapy values （1000 resamplings）. 

The scale bar indicates 0.02 substitutions per nucleotide position

  图6　西峰黄土酸杆菌门细菌16S rDNA克隆系统发育树
Fig. 6　Phylogenetic tree of Acidobacteria 16S rDNA sequences from the Xifeng loess
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采用邻接法；分支数值代表1000次计算后的置信度；比例尺表示遗传距离
The tree was constructed via the neighbor-joining method. Numbers on branch nodes are bootstrapy values （1000 resamplings）. 

The scale bar indicates 0.05 substitutions per nucleotide position.

图7　西峰黄土变形菌门细菌16S rDNA克隆系统发育树
Fig. 7　Phylogenetic tree of Proteobacteria 16S rDNA sequences from the Xifeng loess  

图8　细菌类群在西峰黄土16S rDNA文库中的分布
Fig. 8　Percentage of bacteria 16S rDNA phylotyes in xifeng loess samples

培养细菌是Mesorhizobium tianshanense（天山中慢生

根瘤菌），相似率为98%。M. tianshanense是一种

与寄主Glycyrrhiza pallidiflora（刺果甘草）共生的细

菌，发现于新疆干旱地区（谭志远等，1997）。
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　　（3）放线菌门（Actinobacteria）

　　放线菌为研究样品中第三优势类群，含3个基

因型，16个克隆（10.7%）（图5，图8）。基因

型P817、P936与Genbank数据库中最相似序列型

度分别为93%和97%，但分类地位不明确。P912

被确定为Micrococcaceae（微球菌科）中的一员，

并与Arthrobacter（节杆菌属）具有较高亲缘性。

这类细菌主要在土壤中生活，并构成微生物群落

的重要组成部分。它们能耐受干旱和贫瘠的环境

（Prescott et al.，2001）。

　　其余10种细菌只占西峰黄土细菌类群的19%，

所检出的一些基因型多为能耐受干旱和贫营养环

境的种属，反映了其对环境的适应性。

3　结论

　　16S rDNA克隆与测序方法是近年来开展微生物

群落多样性研究比较有效的非培养技术之一。本研

究利用该技术，对西峰黄土沉积物进行了细菌多样

性的初步研究，结果发现黄土中16S rDNA克隆文库

中总共44个基因型分属13个细菌类群，其中酸杆菌

（Acidobacteria）、变形菌（Proteobacteria）、放线

菌（Actinobacteria）为黄土中的主要优势类群，分

别占总数的43.3%，26.7%和10.7%。而这三类细菌

在黄土风化成壤、环境影响效应等方面的作用则需

要进一步深入研究。
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