
生物技术进展 ２０１６ 年　 第 ６ 卷　 第 ５ 期　 ３６６~３７３
Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　 ＩＳＳＮ ２０９５￣２３４１

􀤛􀤛􀤛􀤛􀤛􀤛
􀤛

􀤛􀤛􀤛􀤛􀤛􀤛
􀤛

􀦛 􀦛
􀦛􀦛

研究论文
Ａｒｔｉｃｌｅｓ

　 收稿日期:２０１６￣０５￣０９ꎻ 接受日期:２０１６￣０６￣２４
　 基金项目:现代农业产业技术体系北京市叶菜创新团队(ｂｌｖｔ￣１６)ꎻ北京市教委面上项目(ＫＭ２０１４１００２００１２)资助ꎮ
　 作者简介:刘一倩ꎬ讲师ꎬ研究方向为微生物生态学ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｌｉｕｙｉ１４３＠ １６３.ｃｏｍꎮ ∗通信作者:易欣欣ꎬ副教授ꎬ研究方向为致病微生物

与蔬菜产品安全ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｙｉｘｉｎｘｉｎ２００８＠ １６３.ｃｏｍ

种植菠菜和生菜对土壤可培养细菌多样性的影响

刘一倩ꎬ　 常　 青ꎬ　 马挺军ꎬ　 郎丹丹ꎬ　 巩翰颖ꎬ　 易欣欣∗
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摘　 要: 为了研究种植生菜和菠菜对土壤可培养细菌多样性的影响ꎬ了解这两种蔬菜种植对土壤可培养细菌的改变情

况ꎬ利用 Ｒ２Ａ 培养基ꎬ分离细菌菌株ꎬ基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因比对的系统发育分析对菌株进行初步鉴定ꎮ 种植生菜的土样

分离到 １０９ 株细菌ꎬ这 １０９ 株细菌主要分属 ４ 个门ꎬ１９ 科ꎬ２３ 属ꎮ 种植菠菜的土壤样品共分离得到 １２６ 株细菌ꎬ主要分属

３ 个门ꎬ１６ 科ꎬ２１ 属ꎮ 门水平上ꎬ种植生菜的土壤中优势菌为厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓꎬ３９.４％)ꎬ放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ
３３.９％)和变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ２４.８％)ꎻ种植菠菜的土壤样本中优势菌为放线菌门(６４.３％)ꎬ厚壁菌门(２７％)和变形

菌门(８.７％)ꎮ 在属水平上ꎬ两类土样分离得到的菌株类别和数量的差异更大ꎮ

关键词: 细菌多样性ꎻ菠菜ꎻ生菜ꎻ土壤细菌

ＤＯＩ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.２０９５￣２３４１.２０１６.０５.１１

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｐｉｎａｃｈ ａｎｄ Ｌｅｔｔｕｃｅ Ｐｌａｎｔｉｎｇ ｏｎ Ｓｏｉｌ Ｃｕｌｔｉｖａｂｌｅ Ｂａｃｔｅｒｉａ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ＬＩＵ Ｙｉ￣ｑｉａｎꎬ ＣＨＡＮＧ Ｑｉｎｇꎬ ＭＡ Ｔｉｎｇ￣ｊｕｎꎬ ＬＡＮＧ Ｄａｎ￣ｄａｎꎬ ＧＯＮＧ Ｈａｎ￣ｙｉｎｇꎬ ＹＩ Ｘｉｎ￣ｘｉｎ∗

Ｆａｃｕｌｔｙ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０２２０６ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｅｔｔｕｃｅ ａｎｄ ｓｐｉｎａｃｈ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｏｎ ｓｏｉｌ ｃｕｌｔｉｖａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ａｎｄ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ
ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｆｔｅｒ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｖｅｇｅｔａｂｌｅｓꎬ ｕｓｉｎｇ Ｒ２Ａ ｍｅｄｉａꎬ ｗｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓꎬ ａｎｄ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｌｙ ａｎａｌｉｚｅｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ. Ｓｏｉｌ
ｓａｍｐｌｅｓ ｇｒｏｗｎ ｌｅｔｔｕｃｅ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ １０９ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ｍａｉｎｌｙ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ４ ｐｈｙｌａꎬ １９ ｆａｍｉｌｉｅｓꎬ ２３ ｇｅｎｅｒａ. Ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ
ｇｒｏｗｎ ｓｐｉｎａｃｈ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ １２６ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ｍａｉｎｌｙ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ３ ｐｈｙｌａꎬ ２１ ｇｅｎｅｒａ ａｎｄ １６ ｆａｍｉｌｉｅｓ. Ｉｎ ｐｈｙｌａꎬ ｔｈｅ
ｄｏｍｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｏｆ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｌｅｔｔｕｃｅ ｗｅｒｅ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ( ３９. ４％)ꎬ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ( ３３. ９％) ａｎｄ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
(２４.８％)ꎻ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｓｐｉｎａｃｈ ｗｅｒｅ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ (６４.３％)ꎬ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ (２７％)ꎬ ａｎｄ
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ (８.７％). Ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ ｓｐｉｎａｃｈꎻ ｌｅｔｔｕｃｅꎻ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ

　 　 随着生活条件的提高ꎬ人们对营养健康的饮

食方式越来越重视ꎬ蔬菜的消费量也快速增长ꎮ
据统计ꎬ我国蔬菜播种面积由 １９８０ 年的 ３１６ 万

ｈｍ２增加至 ２００３ 年的 １ ８００ 万 ｈｍ２ [１~４]ꎮ 北京地

区京郊种植蔬菜尤其是叶类蔬菜较多ꎬ通州区漷

县镇徐官屯村、顺义杨镇等地都常年生产叶类蔬

菜ꎬ有些村镇甚至专门生产某种蔬菜ꎬ如生菜、芹
菜和油菜等ꎬ形成了一些有特色的专业蔬菜生产

村ꎮ 其中京郊生菜的种植面积在最近 １０ 年来上

升很快ꎬ 到 ２０１３ 年 北 京 市 生 菜 种 植 面 积 达

５ ６６６.７ ｈｍ２ꎬ总产量达 ２０.４ 万 ｔ[５]ꎬ有些农户甚至

一年连续种植几茬生菜ꎬ经过近几年的连续高强

度种植ꎬ生菜的连作障碍已经非常明显ꎮ
有研究显示蔬菜生产中的连作障碍因素有很

多ꎬ包括植物根系分泌及植物残体腐烂形成的化

感物质引起的自毒作用、土壤理化性状恶化和土

壤微生物群落失衡土传病害病原菌增加[６ꎬ７] 等ꎮ
目前尚未发现非常有效的解决连作障碍的方法ꎬ
大多采取综合治理ꎬ从栽培管理如轮作、增加施肥

量、增加农药使用量等手段暂时缓解ꎮ 土壤微生



物群落平衡问题目前被认为是连作障碍的一个主

要方面ꎬ要解决这一问题ꎬ寻找能够与生菜土壤微

生物互补的蔬菜品种进行轮作ꎬ不仅可以及时缓

解或恢复因生菜种植导致的土壤微生物改变ꎬ进
而缓解或解决土壤微生态的失衡程度ꎬ降低生菜

种植过程中病害发病率ꎬ少用或不使用农药ꎬ在食

品安全的第一关即生产关口保证食品的安全性ꎬ
合理轮作还可以保持土壤微生物群落平衡ꎬ改善

土壤质量ꎬ实现土壤的可持续发展ꎮ
目前还没有文献专门研究生菜的种植对土壤

微生物群落多样性的影响[８]ꎮ 菠菜是第一个与

生菜同时试种的蔬菜ꎬ选择菠菜与生菜作为研究

对象ꎬ主要因为它们是京郊种植面积较大的蔬菜ꎬ
在分类学上的亲缘关系较远ꎬ其对土壤微生物群

落的影响差异可能更为明显ꎮ 本文初步研究了种

植这两种蔬菜对土壤细菌多样性的影响ꎬ以期为

今后进一步研究蔬菜合理轮作做准备ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 土壤样品 　 本次实验 １０ 个土壤样品ꎬ生
菜、菠菜各 ５ 个ꎬ来自 ２０１４ 年 １２ 月同一地块采集

的表层 ０~２０ ｃｍ 土壤样品ꎬ该地块在 ２０１４ 年３~５
月分别于相邻地块同时栽种 １ 次生菜和菠菜ꎬ６ ~
８ 月土地闲置ꎬ９~ １２ 月在原来位置分别栽种第 ２
次生菜和菠菜ꎮ 第 ２ 次收获后采集土壤样品ꎮ 种

植每一种蔬菜的土壤都采用五点采样法ꎬ使用土

壤采样器采样ꎬ土壤样品装入自封的无菌采样袋

封口ꎮ 在实验室将每种土壤样品分为 ３ 份ꎬ１ 份

分离可培养细菌的样品于 ４℃暂存ꎻ另 １ 份样品

于 ４℃保存备用ꎻ第 ３ 份样品于－４０℃冻存ꎮ 分离

细菌时将种植每种蔬菜的 ５ 点土壤样品混合为 １
个土壤样品ꎬ最终获得 ２ 个直接用于分离的土壤

样品ꎮ
１.１.２ 　 分离培养基 　 分离培养基为 Ｒ２Ａ 培养

基[９]:酵母膏 ０.５０ ｇꎬ月示蛋白胨 ０.５０ ｇꎬ酸解酪蛋白

０.５０ ｇꎬ葡萄糖 ０.５０ ｇꎬ可溶性淀粉 ０.５０ ｇꎬ丙酮酸

钠 ０.３０ ｇꎬＫ２ＨＰＯ４０.３０ ｇꎬＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０.０５ ｇꎬ蒸
馏水 １ ０００ ｍＬꎮ
１.１.３　 实验试剂及仪器 　 Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ 和

细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(天根生化科技(北
京)有限公司)ꎻ细菌通用 ＰＣＲ 引物由上海生工合

成ꎻ小型台式高速冷冻离心机(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻ
Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 的 ＰＣＲ 仪ꎻ德国 ＭＭＭ Ｉｎｃｕｃｅｌｌ 系列恒温

培养箱ꎮ

１.２　 方法

１.２.１　 生菜与菠菜种植方式 　 试验地点位于北

京市昌平区崔村镇麻峪村ꎬ生菜品种为“美国大

速生”ꎬ菠菜品种为“京菠 ３ 号”ꎬ试验于 ２０１４ 年 ３
~１２ 月进行ꎮ 第一茬(春茬)３ ~ ５ 月ꎬ第二茬(秋
茬)９~１２ 月ꎬ夏季闲田ꎮ 生菜采用 １２８ 孔穴盘育

苗后定植ꎬ菠菜直播后间苗ꎮ 生菜株距 ２５ ｃｍꎬ行
距 ３５ ｃｍꎻ菠菜株距 ２０ ｃｍꎬ行距 ２５ ｃｍꎮ 生菜与菠

菜中间设 ３ ｍ 隔离区ꎬ试验期间未使用任何农药

和肥料ꎬ人工除草ꎮ
１.２.２　 菌株分离、纯化及保藏　 称取 １０ ｇ 土壤样

品至 ９０ ｍＬ 无菌生理盐水中ꎬ室温摇匀 ３０ ｍｉｎꎬ取
１ ｍＬ 至装有 ９ ｍＬ 无菌生理盐水的试管中ꎬ混匀ꎬ
梯度稀释 ７ 次后ꎬ每个试管中取 １００ μＬ 样品稀释

液涂布平板 ２８℃培养 ７~２０ ｄꎮ 挑取单菌落ꎬ采用

相同的培养基进行划线分离纯化(５ ~ ６ 次)ꎬ革兰

氏染色后采用光学显微镜检查纯度ꎮ 获得的纯培

养制成斜面、平板和甘油管保藏备用ꎮ
１.２.３　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的多样性分析　
　 　 采用细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取纯培

养物的基因组 ＤＮＡꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物送

交博迈德公司测序ꎮ 采用细菌通用引物为正向引

物 ２７Ｆ: ５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′ꎬ反向

引物 １４９２Ｒ:５′￣ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′[１０]ꎮ
采用正向引物测一个反应进行细菌多样性分析ꎮ
采 用 ＣｌｕｓｔａｌＸ 进 行 序 列 比 对ꎬ ＲＤＰ￣Ｃｌａｓｓｉｆｅｒ
(ｈｔｔｐ: / / ｒｄｐ.ｃｍｅ.ｍｓｕ.ｅｄｕ)进行同源性分析ꎬＭｅｇａ
构建系统发育树ꎮ 用 Ｅｘｃｅｌ 计算 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和

Ｓｈａｎｎｏｎ￣Ｗｉｅｎｅｒ 指数[１１]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 种植生菜的土样细菌多样性结果

种植 生 菜 的 土 样 分 离 到 １０９ 株 细 菌ꎬ
１６Ｓ ｒＤＮＡ测序结果比对分析发现ꎬ这 １０９ 株细菌

主要分属 ４ 个门ꎬ１９ 科ꎬ２３ 属ꎮ 这些可培养细菌

菌株大多分布在厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、变形菌门

(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ) 和拟

杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)４ 大类群ꎬ见图 １ꎮ Ｓｉｍｐｓｏｎ

７６３刘一倩ꎬ等:种植菠菜和生菜对土壤可培养细菌多样性的影响



图 １　 生菜土样分离菌株在门水平的分布

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ ｐｈｙｌａ ｏｆ
ｌｅｔｔｕｃｅ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｓｏｉｌ.

指数为 ０.８４８ꎬＳｈａｎｎｏｎ￣Ｗｉｅｎｅｒ 指数为 ２.４９ꎮ 系统

发育树见图 ２ꎮ
２.１.１　 厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ) 　 分离得到的菌株

中有 ４３ 株属于该类群ꎬ主要分布在 ３ 个属ꎬ见
表 １ꎬ占该土样所有分离获得纯培养菌株的

３９.４％ꎬ是本研究中发现的优势类群ꎮ 其中ꎬ分离

获得的芽孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)菌株不仅是厚壁菌

门中最大的一个类群ꎬ还是生菜土样中第一位的

优势种群ꎬ共有 ３９ 株ꎬ占该类群的 ９０.６％ꎻ占该土

样所有分离菌株的 ３５.８％ꎮ
２.１.２ 　 放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ) 　 此类群包含

３７ 株纯培养细菌ꎬ主要分属 ９ 个属ꎬ见表 ２ꎬ占该

土样所有获得纯培养的 ３３.９％ꎮ 其中链霉菌属

(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ)、节杆菌属(Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ)和微杆菌

属(Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)获得菌株最多ꎬ分别为 １１ 株、
８ 株和 ７ 株ꎮ 链霉菌属可以分解木质素ꎬ在土壤

矿化中起重要作用ꎬ亦是抗生素的主要来源

类群[１２]ꎮ
２.１.３　 变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ) 　 该类群中共分

离获得 ２７ 株纯培养ꎬ主要分布在 １０ 个属ꎬ见

表 ３ꎮ 占该土样所有分离获得菌株的 ２４.８％ꎮ 这

些菌株属于 ３ 个亚纲: α￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、 β￣Ｐｒｏ￣
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 γ￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ分离纯培养数量分

别为 １１、４、１１ꎬ占该类群的比例为 ４０.７％、１４.８％、
４０.７％ꎮ 其中ꎬα￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 γ￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
是优势种群ꎮ
２.１.４　 拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ) 　 该类群只分离

到 １ 株纯培养ꎬ属于鞘氨醇杆菌属(Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅ￣
ｒｉｕｍ)ꎮ

２.２　 种植菠菜土样的细菌多样性结果

种植菠菜的土壤样品共分离得到 １２６ 株细

菌ꎬ经１６Ｓ ｒＲＮＡ基因序列比对分析ꎬ这１２６株细

图 ２　 种植生菜土壤细菌菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ序列的系统发育树

Ｆｉｇ.２　 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ
１６Ｓ ｒＤＮＡ ｏｆ ｌｅｔｔｕｃｅ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｓｏｉｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ.
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菌主要分属 ３ 个门ꎬ１６ 科ꎬ２１ 属ꎮ 这些细菌菌株

分布在放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、厚壁菌门(Ｆｉｒ￣
ｍｉｃｕｔｅｓ)和变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)３ 大类群ꎬ见
图 ３ꎮ Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数为 ０.８１２ꎬＳｈａｎｎｏｎ￣Ｗｉｅｎｅｒ 指数

为 ２.１６ꎮ 系统发育树见图 ４ꎮ
２.２.１　 厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ) 　 分离得到的菌株

中有 ３４ 株属于该类群ꎬ见表 １ꎬ占该土样所有分

离获得纯培养的 ２７％ꎬ这 ３４ 株纯培养主要分布在

５ 个属ꎬ是种植菠菜土壤样品中发现的第二大优

势类群ꎮ 其中ꎬ亦是芽孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)为该类

群中菌株数最多的一个属ꎬ共有 ２４ 株菌株ꎬ占该

类群的 ７０.６％ꎮ

表 １　 厚壁菌门类群中菠菜生菜土样菌株在属水平的分布

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅｒａ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ｏｆ ｓｐｉｎａｃｈ ａｎｄ ｌｅｔｔｕｃｅ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｓｏｉｌ.

属名 生菜土样菌株数量 菠菜土样菌株数量

游动微菌属(Ｐｌａｎｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ) ２ １

微小杆菌属(Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ) １ －

芽孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ) ３９ ２４

类芽孢杆菌属(Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ) － ５

土地芽孢杆菌属(Ｔｅｒｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ) － １

厌氧芽孢杆菌属(Ａｎａｅｒｏｂａｃｉｌｌｕｓ) － １

未确定菌株 １ ２

共计 ４３ ３４
　 注:－:表示没有ꎮ

２.２.２ 　 放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ) 　 此类群包含

８１ 株纯培养ꎬ主要分属 ９ 个属ꎬ见表 ２ꎮ 占该土样

所有获得纯培养的 ６４.３％ꎮ 其中链霉菌属(Ｓｔｒｅｐ￣
ｔｏｍｙｃｅｓ)和节杆菌属(Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ)获得菌株最多ꎬ
分别为 ４５ 株和 １９ 株ꎬ分别占该类群的 ５５.５％和

２３.４％ꎮ 其中链霉菌属还是菠菜土样中第一位的

优势种群ꎬ占该土样所有纯培养的 ３５.７％ꎮ

图 ３　 菠菜土样分离菌株在门水平的分布

Ｆｉｇ.３　 Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ ｐｈｙｌａ ｏｆ
ｓｐｉｎａｃｈ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｓｏｉｌ.

２.２.３　 变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ) 　 该类群中共分

离获得 １１ 株纯培养ꎬ主要分布在 ７ 个属ꎬ见表 ３ꎮ
占该土样所有分离获得菌株的 ８.７％ꎮ 这些纯培

养 属 于 ３ 个 亚 纲ꎬ α￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、 β￣Ｐｒｏｔｅｏ￣
ｂａｃｔｅｒｉａ 和 γ￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ分离的细菌菌株数量

分别为 ２、４、５ꎬ占该类群的比例为 １８.２％、３６.４％、

４５.４％ꎮ 其中ꎬγ￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 是优势种群ꎮ

２.３　 种植生菜菠菜土壤样品的细菌多样性比较

在门的水平上ꎬ种植菠菜和生菜的土壤样本

表 ２　 放线菌门类群中菠菜生菜土样菌株在

属水平的分布

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｒａ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ
ｓｐｉｎａｃｈ ａｎｄ ｌｅｔｔｕｃｅ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｓｏｉｌ.

属名
生菜土样
菌株数量

菠菜土样
菌株数量

伦茨氏菌属(Ｌｅｎｔｚｅａ) ２ １

链霉菌属(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ) １１ ４５

原小单孢菌属(Ｐｒｏｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ) ２ １

亮杆菌属(Ｌｅｕｃｏｂａｃｔｅｒ) １ １

农球菌属(Ａｇｒｏｃｏｃｃｕｓ) － １

微杆菌属(Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ) ７ ８

考克氏菌属(Ｋｏｃｕｒｉａ) １ １

柠檬球菌属(Ｃｉｔｒｉｃｏｃｃｕｓ) － ３

节杆菌属(Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ) ８ １９

红球菌属(Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ) １ －

迪茨氏菌属(Ｄｉｅｔｚｉａ) １ －

未确定菌株 ３ １

共计 ３７ ８１
　 注:－:表示没有ꎮ
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图 ４　 种植菠菜土壤细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列的系统发育树

Ｆｉｇ.４　 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ
１６Ｓ ｒＤＮＡ ｏｆ ｌｅｔｔｕｃｅ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｓｏｉｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ.

前三位的优势菌群都为厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、变
形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)和放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅ￣
ｒｉａ)ꎮ 然而ꎬ种植生菜的土壤样本分离得到的纯

培养细菌位居第一位的是厚壁菌门(所占比例为

３９.４％)ꎬ 而后依次为放线菌门 (所占比例为

３３.９％)和变形菌门(所占比例为 ２４.８％)ꎻ种植菠

菜的土壤样本分离得到的纯培养细菌位居第一位

的是放线菌门(所占比例为 ６４.３％)ꎬ而后依次为

厚壁菌门(所占比例为 ２７％)和变形菌门(所占比

例为８.７％)ꎮ 本研究发现ꎬ种植生菜后土壤细菌

中前三大类优势门ꎬ虽然相互有所差异ꎬ但是基本

是各占三分之一ꎻ种植菠菜后土壤细菌三大优势

门中放线菌门比例超过 ６０％ꎬ厚壁菌门大约还是

三分之一ꎬ而变形菌门数量减少很多ꎬ仅占到不足

１０％ꎮ 生菜土样还分离到 １ 株拟杆菌门的纯培

养ꎬ而菠菜土样并未分离到该类菌株ꎮ 在门的水

平上ꎬ生菜土样的多样性和类群之间的均衡程度

都高于菠菜土样ꎮ
厚壁菌门类群中ꎬ菠菜和生菜土样分离到的

纯培养中一个极为明显的优势类别为芽孢杆菌属

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)ꎬ这一属菌株数量远远高于该类群中其

他属的数量ꎮ 生菜中芽孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)所占

比例高达 ９０.６％ꎬ菠菜土样中略低亦为 ７０.６％ꎮ
生菜土样中菌株主要分布在 ３ 个属ꎬ其中微小杆

菌属(Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎬ１ 株)在菠菜土样中并未分

离到ꎻ菠菜土样中菌株主要分布在 ５ 个属ꎬ其中厌

氧芽孢杆菌属(Ａｎａｅｒｏｂａｃｉｌｌｕｓꎬ１ 株)、类芽孢杆菌

属(Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓꎬ５ 株)和土地芽孢杆菌属(Ｔｅｒｒｉ￣
ｂａｃｉｌｌｕｓꎬ１ 株)在生菜土样中未分离到(表 １)ꎮ 这

一类群中ꎬ无论生菜土样还是菠菜土样的菌株类

别均衡程度都很差ꎬ菠菜土样的多样性略高于生

菜土样ꎮ
放线菌门类群中ꎬ菠菜和生菜土样分离得到

的纯培养主要分布在 ９ 个属ꎬ链霉菌属(Ｓｔｒｅｐｔｏ￣
ｍｙｃｅｓ)、节杆菌属(Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ)和微杆菌属(Ｍｉ￣
ｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)位于前 ３ 位ꎮ 但是ꎬ菠菜土样中ꎬ链
霉菌和节杆菌两个属的数量远远大于第 ３ 位的微

球菌属ꎬ农球菌属(Ａｇｒｏｃｏｃｃｕｓꎬ１ 株)和柠檬球菌

属(Ｃｉｔｒｉｃｏｃｃｕｓꎬ３ 株)在生菜土样中没有分离到ꎻ
生菜土样中前 ３ 位链霉菌属、节杆菌属和微杆菌

属相互之间的差异不大ꎬ红球菌属(Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓꎬ１
株)和迪茨氏菌属(Ｄｉｅｔｚｉａꎬ１ 株)在菠菜土样中并

未分离到(表 ２)ꎮ 放线菌类群中ꎬ就多样性而言ꎬ

０７３ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



生菜土样和菠菜土样差别不大ꎬ但是生菜土样类

别之间的均衡程度高于菠菜土样ꎮ
变形菌门类群在菠菜土样纯培养中所占比例

(８.７％)明显低于生菜土样(２４.８％)ꎬ菠菜土样中

该类群的菌株主要分布在 ７ 个属ꎬ没有优势菌株ꎬ
分布较为均衡ꎬ在纲的水平上ꎬγ￣变形菌纲 ( γ￣
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)所占比例最大ꎬ达到 ４５.４％ꎬ埃希

氏 菌 属 ( Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａꎬ １ 株 ) 和 水 栖 菌 属

(Ｅｎｈｙｄｒｏｂａｃｔｅｒꎬ１ 株)在生菜土样中并未分离到ꎻ
生菜土样中ꎬα￣变形菌纲和 γ￣变形菌纲所占比例

相同(４０.７％)ꎬ都大于 β￣变形菌纲(１４.８％)ꎬ分离

得到的菌株主要分布在 １０ 个属ꎬ其中有 ５ 个属在

菠菜土样中未分离到:食酸菌属 ( Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘꎬ１
株)、黄单胞菌属(Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓꎬ１ 株)、肠杆菌属

(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒꎬ１ 株)、不动杆菌属(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒꎬ４
株)和副球菌属(Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓꎬ７ 株)ꎮ 生菜土样分

离到的 α￣变形菌纲的副球菌属(Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ)有 ７
株ꎬ数量位居该类群第 １ 位ꎬ远远超过其他属的菌

株数量ꎬ除该属外ꎬ其他属的菌株数量多在 １ ~ ２
株ꎬ较为均衡ꎮ 这一类群中ꎬ无论菠菜土样还是生

菜土样ꎬ菌株分布的均衡程度和多样性都较好ꎬ但
是在这一类群中ꎬ两种土样分离获得的菌株在属

的差别上很大ꎬ共同含有的属只有 ５ 种(表 ３)ꎮ

表 ３　 变形菌门类群中菠菜生菜土样菌株在属水平的分布

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｅｒａ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｓｐｉｎａｃｈ ａｎｄ ｌｅｔｔｕｃｅ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｓｏｉｌ.

属名 生菜土样菌株数量 菠菜土样菌株数量

短波单胞菌属(Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ) ４ ２
埃希氏菌属(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ) － １
水栖菌属(Ｅｎｈｙｄｒｏｂａｃｔｅｒ) － １
假单胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ) ２ ２

寡养单胞菌属(Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ) １ １
贪噬菌属(Ｖａｒｉｏｖｏｒａｘ) ２ １
Ｍａｓｓｉｌｉａ / Ｎａｘｉｂａｃｔｅｒ １ ２

食酸菌属(Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ) １ －

黄单胞菌属(Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ) １ －

肠杆菌属(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ) １ －

不动杆菌属(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ) ４ －

副球菌属(Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ) ７ －

未确定菌株 ４ １
共计 ２７ １１

　 注:－:表示没有ꎻＭａｓｓｉｌｉａ 和 Ｎａｘｉｂａｃｔｅｒ 属已合并为一属[１３] ꎮ

　 　 目前土壤中不同门类菌株对土壤功能及蔬菜

生长情况影响方面的研究很少ꎬ哪些门类的菌株

对菠菜、生菜的生长具体有哪些作用尚需进一步

研究ꎮ

３　 讨论

有研究显示ꎬ韭菜和香蕉轮作地的细菌多样

性较香蕉连作地更为丰富ꎬ 轮作地以变形菌门、
拟杆菌门、放线菌门、酸杆菌门和绿湾菌门为主要

类群ꎻ连作地的优势种群为厚壁菌门、变形菌门、
绿湾菌门和放线菌门[１４]ꎮ 与黄瓜连作相比ꎬ毛苕

子－黄瓜轮作可以显著增加根际细菌种类ꎬ减少

结瓜后期的真菌种群[１５]ꎮ 张丽红等[１６] 的研究认

为ꎬ用菊花—生菜—辣椒轮作处理可以促进有益

微生物生长ꎬ同时抑制有害微生物的繁殖ꎮ 吴艳

飞等[１７]对菠菜—白菜—黄瓜轮作研究表明ꎬ这种

方式的轮作可以增加土壤微生物数量ꎬ抑制镰刀

菌增殖ꎮ 云南省的烤烟—苕子—水稻轮作土壤酶

活性、细菌多样性最佳ꎬ具有潜在的推广价值[１８]ꎮ
由此可见ꎬ选择合适的作物进行轮作ꎬ可以有效缓

解土壤微生物群落的失衡ꎮ
菠菜属藜科菠菜属ꎬ生菜属菊科莴苣属ꎬ虽然

都归于叶菜类蔬菜ꎬ但是两者的生长对土壤可培

１７３刘一倩ꎬ等:种植菠菜和生菜对土壤可培养细菌多样性的影响



养细菌多样性的影响并不相同ꎮ 菌株在门水平上

前三位的优势菌相同ꎬ均为放线菌门、厚壁菌门和

变形菌门ꎬ这与茶树根际土壤可培养细菌分析结

果相似[１９]ꎮ 塔吉克斯坦哈特隆州土壤可培养细

菌中厚壁菌门超过 ８０％[２０]ꎬ与菠菜土壤可培养细

菌放线菌门占有超过 ６０％的分析结果类似ꎬ都显

示某一门类细菌有较大优势ꎮ 而种植香蕉、马铃

薯土壤[１４ꎬ２１]和温室黄瓜根际土壤[２２] 都显示厚壁

菌门为主要细菌类群ꎬ这与生菜土壤样品分析结

果类似ꎮ 在属水平ꎬ生菜土样分离菌株数量最多

的属为芽孢杆菌属ꎬ菠菜土样分离菌株芽孢杆菌

属数量亦较多ꎬ但是位居第一位的却是链霉菌属ꎮ
土壤微生物数量众多、种类丰富ꎬ在维持土壤

生态功能ꎬ尤其是元素循环中扮演着重要的角

色[２３]ꎬ并且对植物健康起着重要的作用[２４]ꎬ同时

由于其对环境变化敏感ꎬ微生物群落的改变可以

从一定程度上反应土壤生态功能的变化[２５ꎬ２６]ꎮ
菠菜与生菜种植后造成土壤中第一位的优势种出

现变化ꎬ分析结果显示第一优势种所占比例很大ꎬ
均超过 ３０％ꎮ 虽然有研究发现微生物群落存在

功能冗余的现象[２７]ꎬ但微生物主要的种系型和类

群是维持微生物群落功能的重要因素[２８~３０]ꎬ土壤

优势种比例占据三分之一强ꎬ土壤的生态功能或

多或少总会受到影响ꎬ进而对生态系统产生影响ꎮ
宁夏枸杞根际土壤中细菌群落组成随着种植

年限的增加ꎬ厚壁菌门(０.６％增至 ２.５％)和变形

细菌门(１８％增至 ２６％)增加ꎻ放线菌门(５.４％减

至 ３.９％)和拟杆菌门(１６％减至 １３％)降低[３１]ꎮ
种植的植物不同ꎬ土壤细菌的优势种群和所占比

例会有改变进而出现差别ꎮ 本研究只是种植了两

茬生菜和菠菜ꎬ土壤中可培养细菌群落已经有了

明显分化ꎬ菠菜种植后放线菌门所占比例很大ꎬ变
形菌门比例很小ꎬ后期实验应尽量寻找并选择能

降低土壤放线菌门数量增加变形菌门数量的植物

与菠菜轮作ꎻ生菜种植后土壤厚壁菌门所占比例

虽然最大ꎬ但并不是远远超出第二位的放线菌门ꎬ
而是前三位优势菌的比例相差不大ꎬ后期应寻找

并选择能适当增加变形菌门的数量但又不是大幅

改变土壤细菌比例的蔬菜与之轮作ꎮ
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