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摘要:高通量测序与DNA条形码结合产生的DNA宏条形码技术(DNA-Metabarcoding),
 

能快速鉴定混合样本中

的物种,
 

现已成为检测群类物种多样性和丰富度的常用方法.
 

本试验采用这一方法分析了莼菜大田不同种植年限

土壤真菌多样性,
 

结果表明:
 

10年生土壤中含有最多的真菌种类,
 

多样性及丰富度最高;
 

在属水平上表现为蛙粪霉

属、
 

裂梗霉属、
 

酵母属等占优势;
 

群类组成分析显示,
 

种植年限的变化对土壤真菌群落组成有一定的影响;
 

聚类分

析中10年与15年生莼菜土壤物种多样性相似度较高.
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DNA宏条形码(DNA
 

metabarcoding)技术是一种以DNA条形码技术与下一代测序技术为基础、
 

可用

于分析混合样品DNA以获得群类物种多样性的方法[1-3].
 

DNA条形码技术是利用一段标准的DNA条形

码序列来对物种进行鉴定与分类,
 

由加拿大动物学家 Hebert最早提出[4].
 

传统的sanger测序仅能对单一

样品进行DNA测序,
 

而高通量测序技术可对混合DNA进行同时测序,
 

可获得大量具有生物学信息的

DNA片段,
 

进行物种多样性研究及组分分析[5].
 

随着DNA条形码与测序技术的不断进步以及条形码数据

库的逐步完善,
 

DNA宏条形码技术现已成为现代生物学研究热点,
 

广泛应用于生物多样性研究[6-8].

DNA宏条形码自创立以来,
 

已被应用于诸多领域.
 

Farruggia等利用此技术检测放牧食草动物粪便,
 

分析其膳食结构及植物多样性[9];
 

宋飏等利用COI
 

基因分析了太白山土壤动物多样性[10];
 

Taberlet等利用

高山草甸土壤样品分析了植物多样性,
 

并为开展生物多样性调查的全面标准化提供了可能性[11].
 

此外,
 

DNA宏条形码技术还应用于食性分析[12]、
 

古生物研究[13]、
 

生态评估[14]等领域.
莼菜(Brasenia

 

schreberi)是睡莲科水生草本植物,
 

富含蛋白质、
 

膳食纤维和多糖物质,
 

具有降血

脂、
 

降血糖、
 

抗氧化和抗癌等多种生理活性[15-16].
 

前人研究结果表明,
 

土壤微生物多样性将直接影响

到作物的正常生长[17].
 

本文选取ITS(Internal
 

Transcribed
 

Spacer)基因序列作为分子标记,
 

应用DNA
宏条形码技术对莼菜大田不同种植年限的土壤真菌多样性进行研究,

 

为莼菜资源的保护及科学利用

提供数据支持.
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1 材料与方法

1.1 样品采集与准备

2017年5月上旬,
 

采集重庆市石柱县冷水镇八龙村种植年限分别为1年、
 

5年、
 

10年、
 

15年、
 

20年的

莼菜大田土壤,
 

每种生境选取5
 

m×5
 

m的3个样方,
 

采用五点取样法在样方内随机采取3份土样,
 

取样深

度(0~25)
 

cm.
 

土样上层与下层的比例相同,
 

取样后干冰运输.
 

采集样地如表1所示.
表1 样地信息

种植年限 编号 采样地点 海拔/m

1年 1y 30.148
 

898°N,
 

108.532
 

048°E 1
 

153

30.148
 

675°N,
 

108.534
 

808°E 1
 

125

30.147
 

865°N,
 

108.537
 

806°E 1
 

135

5年 5y 30.148
 

623°N,
 

108.531
 

898°E 1
 

148

30.147
 

956°N,
 

108.532
 

045°E 1
 

162

30.148
 

507°N,
 

108.533
 

205°E 1
 

154

10年 10y 30.146
 

095°N,
 

108.532
 

602°E 1
 

135

30.146
 

568°N,
 

108.533
 

052°E 1
 

145

30.146
 

523°N,
 

108.532
 

257
 

2°E 1
 

158

15年 15y 30.148
 

114°N,
 

108.53
 

3097°E 1
 

158

30.148
 

265°N,
 

108.532
 

056°E 1
 

147

30.149
 

002°N,
 

108.534
 

026°E 1
 

143

20年 20y 30.144
 

992°N,
 

108.533
 

312°E 1
 

167

30.144
 

356°N,
 

108.533
 

405°E 1
 

152

30.142
 

506°N,
 

108.532
 

356°E 1
 

125

1.2 样品总DNA提取

使用 MoBio强力土壤微生物DNA提取试剂盒(北京昊成铭泰科技有限公司)进行各样品的总DNA提

取,
 

得到15份总DNA.
 

将相同生境的3份DNA进行等浓度混合,
 

得到后续PCR的5份总DNA.

1.3 PCR扩增及测序

PCR反应体系为25
 

μL,
 

含dNTP
 

Mixture(大连宝生物公司,
 

2.5
 

mmol/L)2
 

μL、
 

PCR
 

buffer(大连宝

生物公司,
 

10×)2.5
 

μL、
 

正反向引物(2.5
 

μmol/L)各1.0
 

μL、
 

Taq
 

DNA聚合酶(大连宝生物公司)1
 

μL、
 

总DNA
 

约1
 

μL(30~50
 

ng),
 

其余用ddH2O补至25
 

μL.

PCR扩增引物ITS1(大约250
 

bp),
 

正向引物序列为GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG,
 

反向引物

序列为GCTGCGTTCTTCATCGATGC.
 

PCR的循环程序为:
 

94
 

℃
 

预变性1
 

min;
 

94
 

℃
 

变性5
 

min,
 

退火

温度
 

55
 

℃
 

持续
 

1
 

min,
 

72
 

℃
 

延伸
 

1
 

min,
 

30个循环;
 

最后72
 

℃延伸7
 

min.
每份总DNA

 

扩增3次,
 

然后将3份PCR产物等浓度混合.
 

PCR产物的测序使用
 

Illumina
 

MiSeq平

台,
 

采用250PE测序策略,
 

由上海派森诺生物科技有限公司完成.

1.4 数据处理与分析

1.4.1 原始数据整理、
 

过滤及质量评估

采用滑动窗口法对FASTQ的双端序列逐一做质量筛查,
 

利用FLASH 软件进行配对连接,
 

通过

QIIME软件调用USEARCH检查并剔除模糊碱基和嵌合体序列,
 

从而获得每个样本的有效序列.
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1.4.2 OTU划分和分类地位鉴定

试验用QIIME软件,
 

调用 UCLUST对前述序列按97%的序列相似度进行 OUT聚类,
 

选取每个

OTU中最长序列为代表序列;
 

利用QIIME中的BLAST,
 

将代表序列与UNITE数据库比对,
 

获得OUT
分类学信息.

首先进行OTU划分并对分类地位鉴定结果进行统计,
 

再用Excel和 Mothur软件做目水平上的群落

组成图和样品间VENN图.

1.4.3 Alpha多样性分析

使用R软件vegan程序包对各样本的Chao1丰富度指数、
 

ACE丰富度指数、
 

Shannon多样性指数和

Shannon-Wiener多样性指数进行计算.

1.4.4 分类学组成分析

使用GraPhlAn,
 

对样本总体在各分类水平的组成构建等级树,
 

同时以不同颜色区分各分类单元,
 

并通

过节点大小反映它们的丰度分布.
使用R软件中的pheatmap程序包,

 

对丰度前50位的属进行聚类分析并绘制热图.

2 结 果

2.1 OTU分类学鉴定

通常,
 

每1个OTU被视为1个微生物物种,
 

试验对OTU在门、
 

纲、
 

目、
 

科、
 

属、
 

种各分类水平进行了

鉴定.
 

结果表明,
 

随着种植年限的增加,
 

OTU数呈先增加后减少的规律,
 

说明莼菜土壤真菌数量先增后

减,
 

在10年生莼菜土壤中达到峰值(表2).
表2 OTU划分和分类地位鉴定结果统计

样本 门 纲 目 科 属 种

1y 235 211 204 181 156 238

5y 680 585 568 517 431 718

10y 1060 893 879 809 707 1
 

138

15y 984 883 868 808 695 1
 

067

20y 789 674 659 619 519 838

图1 共有OTU的Venn图

  通过共有 OTU的Venn图,
 

发现5个

样本共有的OTU数为36,
 

1年生样本独有

OTU数为120,
 

5年生样本独有OTU数为

437,
 

10年生样本独有 OTU 数为651,
 

15
年生样本独有OTU数为649,

 

20年生样本

独有OTU数为378.
 

可以看出样本之间的

相似性和差异性(图1).

2.2 Alpha多样性分析

各莼菜土壤真菌群落中,
 

Chao1丰富度

估计指数从小到大依次为1年生、
 

5年生、
 

20
年生、

 

15年生、
 

10年生;
 

ACE丰富度估计指

数大小次序和Chal指数相同;
 

Simpson多样

性指数和Shannon多样性指数从小到大依次

均为1年生、
 

20年生、
 

5年生、
 

15年生、
 

10年
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生.
 

试验结果看出,
 

莼菜土壤真菌的群落丰富度和多样性指数均呈先增后减的趋势(表3).
表3 菌群微生物多样性指数

样本 Chao1指数 ACE指数 Simpson指数 Shannon-Wiener指数

1y 261.43 266.74 0.869
 

223 4.17

5y 873.00 873.00 0.986
 

820 7.92

10y 1
 

363.90 1
 

376.50 0.991
 

564 8.43

15y 1
 

274.11 1
 

275.98 0.987
 

933 8.14

20y 965.10 973.81 0.984
 

933 7.52

  注:
 

每个样本的测序深度相同.

2.3 不同年限莼菜土壤真菌群落的组成

通过OTU划分和分类鉴定,
 

1年生莼菜真菌群落由7门、
 

18纲、
 

45目、
 

70科、
 

83属、
 

138种构成;
 

5
年生莼菜真菌群落由7门、

 

21纲、
 

54目、
 

95科、
 

136属、
 

244种构成;
 

10年生莼菜真菌群落由7门、
 

22纲、
 

61目、
 

110科、
 

173属、
 

295种构成;
 

15年生莼菜真菌群落由7门、
 

19纲、
 

57目、
 

87科、
 

119属、
 

210种构

成;
 

20年生莼菜真菌群落由7门、
 

22纲、
 

52目、
 

94科、
 

136属、
 

217种构成(表4).
 

不同年限莼菜土壤真菌

在科、
 

属、
 

种水平上呈现出不同的群落组成,
 

但均在10年生莼菜土壤中数量最多.
表4 各分类水平的微生物类群数统计

样本 门 纲 目 科 属 种

1y 7 18 45 70 83 138

5y 7 21 54 95 136 244

10y 7 22 61 110 173 295

15y 7 19 57 87 119 210

20y 7 22 52 94 136 217

  基于GraPhlAn的样本总体分类等级树图能快速发现优势微生物类群.
 

在属的水平上蛙粪霉属、
 

裂梗

霉属、
 

Archaeorhizomyces属、
 

酵母属为优势属.
 

蛙粪霉属在样本中的相对丰度随着生长年限的增加而增

加;
 

裂梗霉属有随着生长年限增加含量增加的趋势,
 

但在15年生样本中含量低于10年生样本.
 

Archaeo-
rhizomyces属真菌主要集中在1年生莼菜土壤中,

 

相对丰度达到67.2%,
 

在其他样本中含量较低;
 

酵母属

在1年生样本中含量较低,
 

15年生样本中含量较高,
 

在其他3个样本中含量基本一致(图2).

图2 基于GraPhlAn的样本总体分类等级树
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通过聚类,
 

可以反映样本之间的群落组成相似度.
 

图3中,
 

红色代表在对应样本中丰度较高的属,
 

绿

色代表丰度较低的属.
 

由图3可知,
 

10年生莼菜土壤与15生莼菜土壤首先聚类,
 

然后与20年生莼菜土壤

聚类,
 

然后与5年生莼菜土壤聚类,
 

最后与1年生莼菜土壤聚类.

图3 结合聚类分析的属水平群落组成

3 结论与讨论

研究发现,
 

随着种植年限的增加,
 

莼菜土壤真菌的chao1指数、
 

ACE指数、
 

simpson指数、
 

Shannon-

Wiener指数均呈现先增加后减少的趋势,
 

都在第10年达到峰值.
 

纳小凡等发现宁夏枸杞土壤微生物多样

性与种植年限有密切关系[17].
 

胡凯等研究发现桉树土壤真菌数量年际变化显著,
 

随着种植年限的增加呈明

显下降趋势[18].
 

谢光新等在对茶树的土壤真菌群落研究中发现,
 

10年生茶园根际真菌数量比2年生茶园

多[19],
 

说明土壤真菌群落的变化受所生长的植株的影响而成差异性变化.
 

通过对门、
 

纲、
 

目、
 

科、
 

属各个水

平的分析,
 

发现不同年限真菌的变化呈现一定的规律.
 

不同年限各种真菌的数量呈现不同变化,
 

有的升高,
 

有的降低,
 

有的则维持相对稳定状态.
 

因为影响土壤真菌数量的因素不只年限的变化,
 

还有土壤因子、
 

生

态扰动等作用[20-21].
 

在后续研究中,
 

应加入其他因素对莼菜大田真菌群落进行综合评价.
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DNA宏条形码技术相比传统测序单一物种鉴定,
 

可同时对混合样本进行测序分析,
 

具有省时省力的

优点,
 

现已成为物种多样性分析的利器[22-23].
 

研究者认为DNA宏条形码技术利用序列数的多少来表示物

种个体数量的多少,
 

两者之间变化趋势一致,
 

但没有完美契合,
 

因此DNA宏条形码技术做定性分析的结

果是可靠的,
 

但定量分析仍需进一步验证[24-25].
 

随着高通量测序技术的不断发展和分析方法的进一步完

善,
 

DNA宏条形码技术将成为现代生态学物种多样性研究的有效措施和必然趋势.
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A
 

DNA-Metabarcoding-Based
 

Study
 

of
 

the
 

Diversity
 

of
 

Soil
 

Fungi
 

in
 

the
 

Brasenia
 

schreberi
 

Field

TENG Zuo1, SONG
 

Chun-hong2, YU Jie1
1.

 

Shool
 

of
 

Horticulture
 

and
 

Landscape
 

Architecture,
 

Southwest
 

University,
 

Chongqing
 

400716,
 

China;

2.
 

China
 

National
 

Tobacco
 

Corp
 

(Pengshui
 

Division),
 

Pengshui
 

Chongqing
 

409699,
 

China

Abstract:
 

DNA-Metabarcoding,
 

which
 

is
 

a
 

combination
 

of
 

high-throughput
 

sequencing
 

and
 

DNA
 

barcod-

ing,
 

enables
 

the
 

rapid
 

identification
 

of
 

species
 

in
 

mixed
 

samples
 

and
 

has
 

become
 

a
 

common
 

method
 

for
 

de-

tecting
 

species
 

diversity
 

and
 

abundance.
 

In
 

an
 

experiment
 

reported
 

herein,
 

this
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

diversity
 

of
 

soil
 

fungi
 

in
 

Brasenia
 

schreberi
 

J.
 

F.
 

Gmel
 

fields
 

with
 

different
 

cultivation
 

years.
 

The
 

re-

sults
 

indicated
 

the
 

soil
 

on
 

which
 

B.
 

schreberi
 

had
 

been
 

planted
 

for
 

10
 

years
 

contained
 

the
 

most
 

fungal
 

spe-

cies
 

with
 

the
 

highest
 

diversity
 

and
 

abundance.
 

At
 

the
 

genus
 

level,
 

Trichoderma,
 

Phyllospora
 

and
 

Sac-
charomyces

 

were
 

predominant.
 

Group
 

composition
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

change
 

of
 

the
 

cultivation
 

year
 

had
 

a
 

certain
 

influence
 

on
 

the
 

composition
 

of
 

soil
 

fungal
 

communities.
 

In
 

the
 

cluster
 

analysis,
 

the
 

similari-

ty
 

of
 

soil
 

species
 

diversity
 

between
 

the
 

10th
 

and
 

15th
 

years
 

was
 

higher,
 

and
 

they
 

were
 

clustered
 

together.
 

The
 

results
 

of
 

this
 

study
 

may
 

lay
 

a
 

theoretical
 

foundation
 

for
 

the
 

scientific
 

cultivation
 

of
 

B.
 

schreberi.
Key

 

words:
 

cultivation
 

year;
 

Brasenia
 

schreberi;
 

DNA
 

barcoding;
 

high-throughput
 

sequencing;
 

identification
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