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　　摘　要：以黑龙江省双鸭山市龟裂秃马勃生长的退化土壤、正常土壤为试材，采用Ｉｌｌｕ－
ｍｉｎａ高通量测序的方法，研究了退化土壤和正常土壤样品中１６ＳｒＤＮＡ　Ｖ４～Ｖ５区细菌的
群落结构及功能差异，探究退化土壤中马勃不再出菇的原因，以期为马勃人工驯化提供参考
依据。结果表明：土壤样品测定细菌可操作分类单元归类于２界、４４门、１２８纲、２９９目、

５０８科、１　０４８属。退化土壤细菌群落的丰富度指数（Ｃｈａｏ１和ＡＣＥ）、多样性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ
和ＩｎｖＳｉｍｐｓｏｎ）均降低；土壤中拟杆菌门、芽单胞菌门、浮霉菌门及假节杆菌属、ＲＢ４１、土单
胞菌属的丰富度降低，疣微菌门及酸杆菌属、罗丹诺杆菌属的丰富度升高。ＬＥｆＳｅ分析结果
显示，退化土壤中（ＬＤＡ＞４）的１２个优势细菌包括门水平的α－变形菌门、ＡＤ３、酸杆菌门，
目水平的纤线杆菌目、根瘤菌目、盖勒氏菌目、微胃蛋白目，科水平的微蛋白科、纤线杆菌科、
罗丹诺杆菌科；属水平的ＨＳＢ　ＯＦ５３－Ｆ０７、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ；涉及代谢、有机系统２个
一级功能层代谢通路，其它次级代谢产物的生物合成、能量代谢、辅因子和维生素的代谢、萜
类化合物和聚酮类化合物的代谢、循环系统、消化系统６个二级代谢通路；较正常土壤中减
少了３个一级代谢通路、８个二级代谢通路。退化土壤中细菌菌群结构变化及伴随的代谢
功能变化，是导致马勃不能继续生长的重要原因。
关键词：龟裂秃马勃；高通量测序；细菌；群落结构；功能类群
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　　龟裂秃马勃（Ｃａｌｖａｔｉａ　ｕｔｒｉｆｏｒｍｉｓ，Ｈａｎｄｋｅａ
ｕｔｒｉｆｏｒｍｉｓ），别称浮雕秃马勃、龟裂马勃［１］，子实
体不仅可以食用，还具有一定的药用价值［２－３］，具

有止血、消毒、解毒等药用功效［４］。

ＢＲＺＩＮ等［５］研究表明龟裂秃马勃具有抑制
细菌生长和降低细菌溶血性的作用。ＬＡＭ 等［６］

从龟裂马勃中分离出一种由７６个氨基酸残基组
成的泛素样活性多肽ＣＵＬＰ，能够抑制人乳腺癌

ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞的增殖。ＮＧ 等［７］从龟裂马
勃的新鲜子实体中分离出一种具有抑制肿瘤细胞

有丝分裂和增殖生长能力的活性蛋白Ｃａｌｃａｅｌｉｎ，
还具有抗鼠脾细胞分裂原活性。ＸＵ等［８］发现龟
裂秃马勃水提取多糖具有强抗氧化能力、还原能



力。ＤＲＡＧＡＮＡ等［９］利用龟裂秃马勃的皮下组
织经碱处理、羟基磷灰石修饰后，可以去除水溶液
中Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋和 Ｎｉ　２＋。龟裂秃马勃的最适碳源
为淀粉，最适氮源为尿素，最适碳氮比为２０∶１，最
适温度为２８℃，最适生长因子为维生素Ｂ６，最适

ｐＨ为５．０［１０］。
目前，龟裂秃马勃源于野生，随着过度采集及

环境变化，其野生资源日渐匮乏。该研究通过高
通量测序技术，对比退化土壤与正常生长龟裂秃
马勃土壤的细菌群落结构及功能特点，探究马勃
在退化土壤中不再生长的原因，以期为早日实现
马勃的人工驯化栽培提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

２０２１年７—１０月采集黑龙江省双鸭山市龟
裂秃马勃（Ｈａｎｄｋｅａ　ｕｔｒｉｆｏｒｍｉｓ）根围土壤样品，
采集退化土壤（２年前生长龟裂秃马勃）作为对照
（ＣＫ），采集龟裂秃马勃正常生长的土壤记为Ｔ１、

Ｔ２，３个生物学重复，样品信息见表１。

表１　土壤样品信息
Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｏｉｌ　ｓａｍｐｌｅ　ｄａｔａ

采集地

Ｓａｍｐｌｅ

ｓｉｔｅ

海拔

Ａｌｔｉｔｕｄｅ

／ｍ

北纬

Ｎｏｒｔｈ　ｌａｔｉｔｕｄｅ

／（°）

东经

Ｅａｓｔ　ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

／（°）

样品编号

Ｓａｍｐｌｅ

ｃｏｄｅ

分组

Ｇｒｏｕｐ

１１５．０　 １３３．０７６　９　 ４６．５６４　３　 １－１，１－２，１－３ ＣＫ双鸭山

Ｓｈｕａｎｇｙａ－

ｓｈａｎ

６５．０　 １３３．９１５　６　 ４７．６８３　９　 ２－１，２－２，２－３ Ｔ１

１０１．９　 １３３．０２９　３　 ４６．５７３　９　 ３－１，３－２，３－３ Ｔ２

１．２　试验方法

使用 ＭＯ　ＢＩＯ强力土壤 ＤＮＡ 提取试剂盒
（ＭＯ　ＢＩＯ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，ＵＳＡ）对
样本的基因组ＤＮＡ进行提取，利用１％琼脂糖凝
胶电泳和Ｎａｎｏｄｒｏｐ（ＮＡＮＯＤＲＯＰ　２０００，Ｔｈｅｒｍｏ
ＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ）检测ＤＮＡ的纯度和浓度。
以稀释后的基因组ＤＮＡ为模板，根据测序

区域的选择，使用带Ｂａｒｃｏｄｅ的特异引物，和高效
高保真的酶（ＴａＫａＲａ，Ｄａｌｉａｎ）进行ＰＣＲ，确保扩
增效率和准确性。细菌１６ＳｒＤＮＡ的扩增引物采
用５１５Ｆ和９０９Ｒ，反应体系及反应条件见表２。
对目的条带使用擎科公司的胶回收试剂盒（ＤＮＡ
Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ）回收产物。

表２　ＰＣＲ反应体系和反应条件

Ｔａｂｌｅ　２　ＰＣＲ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ　ａｎｄ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

反应体系Ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ 反应条件 Ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

２×Ｔａｑ　ＭａｓｔｅｒＭｉｘ　 １２．５μＬ 初始变性 ９４℃ ３ｍｉｎ

上游引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ　ｐｒｉｍｅｒ　 １．０μＬ　 ３０个循环 ９４℃ ４０ｓ

下游引物Ｆｏｒｗａｒｄ　ｐｒｉｍｅｒ　１．０μＬ　 ５６℃ ６０ｓ

ｄｄＨ２Ｏ　 ９．５μＬ　 ７２℃ ６０ｓ

ＤＮＡ（１０ｎｇ·μＬ－１） １．０μＬ 延伸 ７２℃ １０ｍｉｎ

总量 Ｔｏｔａｌ　 ２５．０μＬ 每个样品进行２次ＰＣＲ

ＰＣＲ回收产物浓度进行等量混样，使用

ＴｒｕＳｅｑⓇＤＮＡ　ＰＣＲ－Ｆｒｅｅ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ
建库试剂盒进行文库构建，构建好的文库经过

Ｑｕｂｉｔ和ｑＰＣＲ定量，文库合格后，使用Ｉｌｌｕｍｉｎａ
测序平台进行上机测序。

１．３　数据分析

使用ＦＬＡＳＨ（ｖｅｒｓｉｏｎ　１．２．７）软件对原始序
列进行拼接，参照Ｑｉｉｍｅ（Ｖｅｒｓｉｏｎ　１．９．０）对拼接
后的序列进行指控过滤，利用Ｕｓｅａｒｃｈ软件（Ｖｅｒ－
ｓｉｏｎ　８．０）去除嵌合体，最终得到高质量的有效序
列。在相似性９７％的水平上，使用Ｑｉｉｍｅ软件进
行操作分类单元（ＯＴＵ）聚类并与对ＯＴＵ代表序
列进行物种注释，使用 ＵＮＩＴＥ　ｖｅｒｓｉｏｎ　８．０软件
作为参考数据库。基于 ＯＴＵ 的分析结果，用

ｍｉｃｒｏｅｃｏ包的ｔｒａｎｓ＿ａｌｐｈａ类［１１］计算样品Ｓｈａｎ－
ｎｏｎ　ｉｎｄｅｘ、Ｓｉｍｐｓｏｎ　ｉｎｄｅｘ等ａｌｐｈａ多样性指数。

ＬＥｆＳｅ分析［１２］使用ｔｒａｎｓ＿ｄｉｆｆ类完成，功能预测

使用 Ｔａｘ４Ｆｕｎ２［１３］完成。

２　结果与分析

２．１　稀释曲线

由图 １ 可 知，每 个 处 理 的 测 序 数 量 为

５０　０００条，细菌群落聚类后，ＣＫ 得到２　８９５～
５　４０１个ＯＴＵ，Ｔ１得到７　３４７～７　９１２个 ＯＴＵ，

Ｔ２得到７　１８４～７　３９２个 ＯＴＵ，归类于２界、

４４门、１２８纲、２９９目、５０８科、１　０４８属。随着测
序数量的增加，稀释曲线趋于平稳，说明测序深度
合理。

２．２　Ａｌｐｈａ多样性指数

对不同土壤样品处理的土壤细菌群落 ＯＴＵ
进行ａｌｐｈａ多样性分析，分别用Ｃｈａｏ１指数、ＡＣＥ
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图１　稀释曲线

Ｆｉｇ．１　Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ

指数评估细菌群落物种的丰富度，Ｓｈａｎｎｏｎ指数、

ＩｎｖＳｉｍｐｓｏｎ指数评估细菌群落的多样性指数。
由表３可知，ＣＫ土壤中 ＯＴＵ数量、细菌群落的
物种丰富度和多样性指数均显著低于Ｔ１和Ｔ２。

ＣＫ土壤中细菌群落丰富度、多样性降低可能是
不再出菇的原因。

２．３　土壤细菌群落组成

为研究不同土壤中细菌组成多样性，将所有
有效序列进行聚类，以９７％的序列相似性将序列
聚类成为ＯＴＵ，根据ＯＴＵ统计出从门到属水平
的物种丰度。

表３　不同土壤样品真菌丰富度和多样性指数

Ｔａｂｌｅ　３　Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｕｎｇｉ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｏｉｌ　ｓａｍｐｌｅｓ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

物种数目指数

Ｏｂｓｅｒｖｅｄ　ｓｐｅｃｉｅｓ　ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１指数

Ｃｈａｏ１ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ指数

ＡＣＥ　ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ指数

Ｓｈａｎｎｏｎ　ｉｎｄｅｘ

ＩｎｖＳｉｍｐｓｏｎ指数

ＩｎｖＳｉｍｐｓｏｎ　ｉｎｄｅｘ

ＣＫ　 ５　０１０．３３±１　５９６．１４ｂ ６　３３１．６７±２　０７０．１９ｂ ６　５４７．０３±２　２９４．８２ｂ ７．１０±０．４５ｂ ３７７．９８±１２２．８６ｂ

Ｔ１　 ９　２７１．６７±３８５．０１ａ １１　５１８．２６±４６２．０４ａ １２　１４６．４６±６１１．９２ａ ８．０８±０．０４ａ ８２４．５５±１５１．６１ａ

Ｔ２　 ８　９９７．００±２３４．３６ａ １２　０４９．３４±６２７．７２ａ １２　６１５．５３±６０１．７９ａ ８．０６±０．０１ａ １　０８２．３２±１０７．９７ａ

　　注：不同小写字母表示显著差异（Ｐ＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｏｗｅｒｃａｓｅ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．

图２　门水平上的细菌群落结构（Ａ）和结构热图（Ｂ）

Ｆｉｇ．２　Ｂａｃｔｅｒｉａ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（Ａ）ａｎｄ　ｈｅａｔ　ｍａｐ（Ｂ）ａｔ　ｐｈｙｌｕｍ　ｌｅｖｅｌ

２．３．１　门水平细菌群落组成
由图２Ａ可知，土壤中细菌门水平的丰度之

和大于９０％的８个细菌门分别为变形菌门（Ｐｒｏ－

ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌
门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、拟杆
菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎ－

３６　第２０期　 　 尹淑丽等：基于１６ＳｒＤＮＡ高通量测序技术的龟裂秃马勃（Ｈａｎｄｋｅａ　ｕｔｒｉｆｏｒｍｉｓ）根围土壤细菌群落结构及功能分析



ａｄｅｔｅｓ）、浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）、疣微菌门
（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）。ＣＫ土壤中的拟杆菌门、芽
单胞菌门、浮霉菌门丰度降低，疣微菌门丰度
提高。
由图２Ｂ可知，土壤中细菌门水平的丰度在

０．０１％～１０．００％的细菌门有４０个。ＣＫ土壤中
的广古菌门 （Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ）、恐球菌－栖热菌
（Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ－Ｔｈｅｒｍｕｓ）、肠杆菌门（Ｅｎｔｏｔｈｅｏｎｅｌ－
ｌａｅｏｔａ）、螺 旋 体 门 （Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ）、食 氢 菌 门
（Ｈｙｄｒｏｇｅｎｅｄｅｎｔｅｓ）、ＢＲＣ１、ＷＳ２、棒状杆菌门
（Ｒｏｋｕｂａｃｔｅｒｉａ）、装甲菌门（Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、
匿杆菌门（Ｌａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ）、浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏ－
ｍｙｃｅｔｅｓ）、芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、拟
杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒ－
ａｅ）的丰度降低；ＷＰＳ－２、疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉ－
ｃｒｏｂｉａ）、绿弯菌门 （Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）的丰度升高。

Ｔ１、Ｔ２土壤中除棒状杆菌门（Ｒｏｋｕｂａｃｔｅｒｉａ）、

ＧＡＬ１５外，其细菌门的丰度差异不大。

２．３．２　属水平细菌群落组成
由图３Ａ可知，土壤中细菌属水平的丰度之

和大于１０％小于２５％的属有８个，分别为假节杆
菌属 （Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、ＲＢ４１、土单胞菌属
（Ｔｅｒｒｉｍｏｎａｓ）、酸杆菌属（Ａｃｉｄｏｔｈｅｒｍｕｓ）、芽单胞

菌属 （Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）、罗丹诺杆菌属 （Ｒｈｏ－
ｄａｎｏｂａｃｔｅｒ）、ＨＳＢ　ＯＦ５３－Ｆ０７、Ｅｌｌｉｎ６０６７。ＣＫ土
壤中假节杆菌属、ＲＢ４１、土单胞菌属的丰富度降
低，酸杆菌属、罗丹诺杆菌属的丰度升高。
由图３Ｂ可知，土壤中细菌属水平的丰度在

０．０１％～１０．００％的有４０个属，ＣＫ土壤中假节
杆菌属（Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、ＲＢ４１、土单胞菌属
（Ｔｅｒｒｉｍｏｎａｓ）、Ｈａｌｉａｎｇｉｕｍ、黄色土源菌属（Ｆｌａ－
ｖｉｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ）、Ｓｕｂｇｒｏｕｐ　１０、ＭＮＤ１、砂单胞菌属
（Ａｒｅｎｉｍｏｎａｓ）、碱铁杆菌属 （Ｆｅｒｒｕｇｉｎｉｂａｃｔｅｒ）、
假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、ＵＴＣＦＸ１、溶杆菌属
（Ｌｙｓｏｂａｃｔｅｒ）、土壤红杆菌属（Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ）、
芽单胞菌属（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）、Ｆｌａｖｉｔａｌｅａ共１６个
属的丰富度降低；酸杆菌属（Ａｃｉｄｏｔｈｅｒｍｕｓ）、罗丹
诺杆 菌 属 （Ｒｈｏｄａｎｏｂａｃｔｅｒ）、ＨＳＢ　ＯＦ５３－Ｆ０７、

Ｐｓｅｕｄｏｌａｂｒｙｓ、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ、缓生根瘤
菌（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、颗粒链菌属（Ｇｒａｎｕｌｉｃｅｌ－
ｌａ）、鞘氨醇单胞菌（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｕｄａｅｏｂａｃｔｅｒ、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｋｏｒｉｂａｃｔｅｒ共１０个属
的丰富度升高。Ｔ１、Ｔ２土壤中除芽孢球菌属
（Ｂｌａｓｔｏｃｏｃｃｕｓ）、卡诺氏属（Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ）、假单
胞菌属 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、大理石雕菌属（Ｍａｒ－
ｍｏｒｉｃｏｌａ）外，其它属的丰富度差异不大。

图３　属水平上的细菌群落结构（Ａ）和结构热图（Ｂ）

Ｆｉｇ．３　Ｂａｃｔｅｒｉａ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（Ａ）ａｎｄ　ｈｅａｔ　ｍａｐ（Ｂ）ａｔ　ｇｅｎｕｓ　ｌｅｖｅｌ
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２．４　不同土壤中细菌群落ＬＥｆＳｅ分析

２．４．１　ＬＥｆＳｅ聚类图分析
在ＬＥｆＳｅ聚类树中，绿色节点表示ＣＫ土壤

中起到重要作用的细菌群；红色节点表示 Ｔ１土
壤中起到重要作用的细菌群；紫色节点表示 Ｔ２

土壤中起到重要作用的细菌群，在不同分组中没
有发挥重要作用的微生物类群用圆圈节点表示。
由内向外，各圈代表的物种水平依次是门、纲、目、
科、属（图４）。

图４　ＬＥｆＳｅ分析聚类图

Ｆｉｇ．４　Ｌｉｎｅａｒ　ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｅｆｆｅｃｔ　ｓｉｚｅ　ｇｒｏｕｐｉｎｇ　ｃｈａｒｔ

２．４．２　ＬＥｆＳｅ分析ＬＤＡ图分析

ＬＥｆＳｅ（ＬＤＡ　Ｅｆｆｅｃｔ　Ｓｉｚｅ）是用于发现和解释
高维度生物标识，先检测并找到具有显著丰度差
异特征的类群，然后采用线性判别分析ＬＤＡ来
估算每个组分丰度对差异效果影响的大小。
由图５Ａ可知，在ＬＤＡ阈值为３的条件下，土壤
中细菌有５０个分类存在显著差异；ＣＫ土壤中有

１２种细菌类群明显偏高（ＬＤＡ＞４），包括门水平
的α－变形菌门（Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、ＡＤ３、酸杆
菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），目水平的纤线杆菌目（Ｋｔｅ－
ｄｏｎｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ）、根瘤菌目（Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ）、盖勒氏
菌目（Ｇａｉｅｌｌａｌｅｓ）、微胃蛋白目（Ｍｉｃｒｏｐｅｐｓａｌｅｓ），
科水平的微蛋白科（Ｍｉｃｒｏｐｅｐｓａｃｅａｅ）、纤线杆菌
科（Ｋｔｅｄｏｎｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ）、罗丹诺杆菌科（Ｒｈｏ－
ｄａｎｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ），属水平的 ＨＳＢ　ＯＦ５３－Ｆ０７、

Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ。Ｔ１土壤中有２种细菌类
群明显偏高 （ＬＤＡ＞４），分别为假节杆菌属
（Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、氧化假节杆菌（Ｐｓｅｕｄａｒ－
ｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ｏｘｙｄａｎｓ）。Ｔ２土壤中有１１种细菌类
明显偏高（ＬＤＡ＞４），包括纲水平的δ－变形菌纲
（Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厌氧绳菌纲（Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅ－
ａｅ）、Ｓｕｂｇｒｏｕｐ６、Ｂｌａｓｔｏｃａｔｅｌｌｉａ，目水平的噬几丁

质菌目（Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｌｅｓ）、Ｐｙｒｉｎｏｍｏｎａｄａｌｅｓ、黏
细菌目 （Ｍｙｘｏｃｏｃｃａｌｅｓ），科水平的梭菌科 （Ｐｙｒｉ－
ｎｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）、噬几丁质菌科（Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｃｅ－
ａｅ），属水平的ＲＢ４１、土单胞菌属（Ｔｅｒｒｉｍｏｎａｓ）。

２．４．３　土壤中细菌群落功能预测
由图５Ｂ可知，ＣＫ土壤细菌参与其它次级代

谢产物阿卡波糖（ａｃａｒｂｏｓｅ　ａｎｄ　ｖａｌｉｄａｍｙｃｉｎ）、吩
嗪霉素（ｐｈｅｎａｚｉｎｅ）、星形孢菌素（ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ）
的生物合成；参与能量代谢（ｅｎｅｒｇｙ　ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）
中的氧化磷酸化（ｏｘｉｄａｔｉｖｅ　ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ）、脂
肪酸生物合成（ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）；参与辅因
子和维生素的代谢，包括生物素（ｂｉｏｔｉｎ）、维生素

Ｂ６（ｖｉｔａｍｉｎ　Ｂ６）的代谢及泛酸和壳聚糖（ｐａｎｔｏ－
ｔｈｅｎａｔｅ　ａｎｄ　ＣｏＡ）的生物合成；参与萜类和聚酮
类化 合 物 代 谢，包 括 Ⅱ 型 聚 酮 物 （ｔｙｐｅ Ⅱ
ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ）、聚 酮 骨 架 （ｔｙｐｅ Ⅱ
ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ　ｂａｃｋｂｏｎｅ）、四环素（ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ）的生
物合成。

Ｔ１土壤细菌参与碳水化合物抗坏血酸和醛
糖酸盐（ａｓｃｏｒｂａｔｅ　ａｎｄ　ａｌｄａｒａｔｅ　ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）的代
谢、外源性物质乙苯（ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｅｎｅ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）
的降解；参与脂质酮体（ｋｅｔｏｎｅ　ｂｏｄｉｅｓ）的合成与
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图５　土壤细菌群落的线性判别分析（Ａ）和三级代谢功能分析（Ｂ）

Ｆｉｇ．５　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｌｉｎｅａｒ　ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ（Ａ）ａｎｄ　ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ａｔ　ｔｈｉｒｄ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ

ｂａｃｔｅｒｉａ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ（Ｂ）ｉｎ　ｓｏｉｌ　ｓａｍｐｌｅｓ

降解，缬氨酸（ｖａｌｉｎｅ）、亮氨酸（ｌｅｕｃｉｎｅ）、异亮氨酸
（ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ）和赖氨酸降（ｌｙｓｉｎｅ）的降解；具有萜
类和多酮类化合物代谢的非核糖体多肽结构

（ｎｏｎｒｉｂｏｓｏｍａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ），具有膜转运
功能的磷酸转移酶系统（ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ　ｓｙｓ－
ｔｅｍ），具有转运和分解代谢功能的酵母自噬体
（ａｕｔｏｐｈａｇｙ－ｙｅａｓｔ）、过氧化物酶体（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ），
免疫系统的ＲＩＧ－Ｉ受体信号通路（ＲＩＧ－Ｉ－ｌｉｋｅ　ｒｅ－
ｃｅｐｔｏｒ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙ）。Ｔ２土壤细菌具有参
与能量代谢的原核生物的碳固定途径（ｃａｒｂｏｎ
ｆｉｘａｔｉｏｎ　ｐａｔｈｗａｙｓ　ｉｎ　ｐｒｏｋａｒｙｏｔｅｓ）。

３　讨论与结论

土壤微生态的重要组成成分是土壤微生物，
细菌是土壤中数量最多的微生物种类［１４－１５］，该研
究结果表明，龟裂秃马勃生长可显著增加土壤细
菌的多样性和丰富度，ＣＫ土壤中的细菌多样性
和丰富度降低，与王启兰等［１６］报道的黄绿卷毛菇
圈上细菌数量多于圈外细菌数量相一致，与郭璟
等［１７］报道的黄绿卷毛菇的存在增加了土壤细菌

的多样性结果相一致。
该研究发现，ＣＫ土壤中的拟杆菌门、芽单胞

菌门、浮霉菌门及假节杆菌属、ＲＢ４１、土单胞菌属
的丰富度降低，疣微菌门及酸杆菌属、罗丹诺杆菌
属的丰富度升高。于方明等［１８］研究发现拟杆菌
门的丰度与土壤中铅、锌、镉和铜的含量呈正相
关，芽单胞菌门和浮霉菌门的丰度与土壤ｐＨ 呈
正相关。ＢＥＲＧＭＡＮＮ等［１９］发现疣微菌门在土
壤中普遍存在，拥有多种多样、连接稀疏的非核糖
体肽合成酶系统及合成抗生素潜能的基因簇［２０］；

可降解利用岩藻多糖、聚丙烯醜胺、瓜尔胶等复杂
碳水化合物，参与硫循环［２１］；在干旱土壤中可产
生ｂｒＧＤＧＴｓ（枝化甘油二烷基甘油四醚）［２２］。

ＬＥｆＳｅ分析结果显示，ＣＫ土壤中有３个门
（α－变形菌门、ＡＤ３、酸杆菌门）、４个目（纤线杆菌
目、根瘤菌目、盖勒氏菌目、微胃蛋白目）、３个科
（微蛋白科、纤线杆菌科、Ｒｈｏｄａｎｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ）、

２个属（ＨＳＢ　ＯＦ５３－Ｆ０７、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｓｏｌｉｂａｃｔ）的
优势细菌类群；涉及一级功能层的代谢、有机系统

２个代谢通路，分属于其它次级代谢产物的生物
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合成、能量代谢、辅因子和维生素的代谢、萜类化
合物和聚酮类化合物的代谢、循环系统、消化系统

６个子功能。Ｔ１、Ｔ２土壤，增加了环境信息处理、
细胞过程、人类疾病３个一级代谢通路，分属子功
能增加了免疫系统、碳水化合物代谢、外源性物质
的降解和代谢、脂质代谢、氨基酸代谢、膜转运、转
运和分解代谢、传染性疾病 ８ 个代谢通路。

ＲＡＨＭＡＮ等［２３］研究发现代谢功能的主要作用
是通过摄取氨基酸、碳水化合物、维生素等营养物
质来保证细菌的生长，通路的增强利于细菌多样
性繁殖。环境信息处理相关的三级代谢层，土壤
细菌增加了在磷酸转移酶系统、转运代谢土壤中
养分含量等功能，可以运输化学物质和信号交
换［２４－２５］，促进土壤细菌膜运输系统和信号转导系
统功能得以加强。
地上植物的消失可能会限制某些土壤微生物

群落的发展和种群的组成［２６－２７］，源于投入到土壤
中的凋落物减少导致微生物底物有效性下降［２８］。

ＹＡＮＧ等［２９］指出土壤微生物群落功能结构的变
化受地上植被、土壤碳氮比和铵态氮含量的控制，
细菌群落结构与植被群落结构显著正相关［３０］。

马勃生长的消失，可能与土壤细菌群落的变化相
关，增加的细菌群落可能不利于马勃菌丝及子实
体的生长，减少的细菌菌落可能利于马勃菌丝及
子实体的生长；土壤中细菌菌群结构变化及伴随
的代谢功能变化，可能是导致马勃不能继续生长
在退化土壤中的原因。Ｔ１与 Ｔ２土壤细菌群落
的差异可能与植被、土壤理化性状、经纬度、海拔
等条件有关，为探究马勃生长繁殖条件实现人工
驯化，仍需要进行大量深层次的相关研究。
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