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摘要:【目的】比较新一代高通量测序与传统的变性梯度凝胶电泳(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis，
DGGE)指纹图谱技术，评价两种技术研究土壤微生物群落结构的优缺点。【方法】针对新西兰典型草地和
森林土壤，以 16S rＲNA 基因为标靶，通过高通量测序和 DGGE 技术分析土壤微生物群落的组成、丰度和多
样性，比较两种方法在土壤微生物研究中的适用性。【结果】在不同的微生物分类水平，高通量测序草地土
壤检测到 22 门，54 纲，60 目，131 科，350 属;而 DGGE 仅检测到 6 门，9 纲，8 目，10 科，10 属，表明 DGGE 显
著低估了土壤微生物的群落组成。森林土壤也得到了类似规律，高通量测序的检测灵敏度是 DGGE 的 3. 8、
6. 7、6. 4、19. 2 及 39. 4 倍。进一步分析土壤中主要微生物类群的相对丰度，发现分类水平越低，高通量测序
与 DGGE 的结果差异越大，尤其在科和属的水平上差异最大。以高通量测序结果为标准，DGGE 明显高估了
土壤中大多数微生物类群的相对丰度，最高可达 2000 倍。两种方法都表明草地土壤的多样性指数高于森林
土壤，但 DGGE 多样性指数的绝对值远低于高通量测序结果。【结论】高通量测序能够较为全面和准确的反
映土壤微生物群落结构，而 DGGE 仅能够反映有限的优势微生物类群，在很大程度上极可能低估土壤微生
物的物种组成并高估其丰度。
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微生物是土壤最活跃的组成。从定植于土壤母
质的蓝绿藻开始，到土壤肥力的形成，土壤微生物参
与了土壤发生、发展、发育的全过程，推动了地球表
层系统关键生态过程，维系了陆地生态系统物质与
能量的良性循环，被称为地球元素生物地球化学循
环的引擎［1］。然而，由于微生物肉眼不可见，从分
类学的角度准确刻画和定义土壤中数量巨大的微生
物类群，一直是学术界的重大理论和技术问题［2］。
例如，19 世纪末建立的平板分离培养技术被认为是

土壤微生物研究的重要里程碑，但由于微生物体积
小、形态简单，基于纯培养技术的表型特征分类具有
较大的局限性。因此，长期以来由于理论和技术的
限制，从土壤学的角度很难定量研究微生物区系在
复杂土壤环境中动态变化规律，从而原位表征微生
物区系的演变特征及其在农业生产实践中的重要作
用［3］。20 世纪 90 年代，以 rＲNA 为基础的生物三域
分类理论逐渐得到学术界认可［4］，通过对环境样品
中大量 rＲNA 核苷酸序列比对分析，发现土壤中最
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多可达 99% 的微生物尚未被培养，其功能尚未可
知［5］。同时，以 rＲNA 序列比对为基础的分子指纹
图谱技术极大地改变了传统的研究理念和方法，将
土壤微生物学的研究对象从单个菌种资源发展到整
体的微生物群落演替及功能意义。

20 世纪 90 年代，DNA 测序技术快速发展并在
分子生态学中得到了广泛应用。克隆文库和聚丙烯
酰 胺 凝 胶 电 泳 ( Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis，DGGE)等为代表分子指纹谱图技术
极大地推动了微生物生态学的研究［6］。这些技术
以复杂环境样品如土壤为研究对象，直接提取其中
微生物的基因组 DNA，进一步采用 16S rＲNA 基因
的通用引物获得所有微生物的 PCＲ 扩增产物，通过
构建 16S rＲNA 基因的克隆文库［7］，或者开展 DGGE
凝胶电泳分析［8］，比较克隆子或者 DGGE 条带的序
列，推测复杂环境微生物群落的分类学地位及其对
环境条件的响应与适应机理。与克隆文库技术相
比，DGGE 更加简单高效，能够同时最多分析 32 个
样品，其条带的数量和亮度可以较好地指征土壤主
要微生物类群的变化。然而，每克土壤中微生物据
估算高达 1 － 10 亿，传统的分子指纹图谱如 DGGE
和克隆文库获得的微生物 DNA 序列通常低于 100
条，检测限低、工作量大，特别对于土壤中数量少，但
具有重要功能的土壤微生物类群区系，传统分子指
纹图谱技术具有较大的局限性［6］。

21 世纪以来，新一代高通量测序技术的发展日
新月异，可直接测序 16S rＲNA 基因的 PCＲ 产物，每
次分析获得的基因序列数以百万甚至亿万计，不仅
通量高，而且能够同时分析上百个不同的样品，是解
析复杂环境中微生物群落物种组成和相对丰度的重
要工具［9］。2007 年焦磷酸高通量测序技术首次应
用于土壤微生物 16S rＲNA 基因遗传多样性研
究［10］，迄今在 ISI 科学引文数据库已有 500 余篇土
壤微生物相关论文报道。然而，相比于传统分子指
纹图谱技术，新一代高通量测序的技术优势仍处于
一种定性的描述，尚未见系统的技术评价报道。据
此，本研究针对新西兰两种典型草地土壤和森林土
壤，以 16S rＲNA 基因为标靶，通过 454 高通量测序
和 DGGE 技术研究土壤微生物群落，分析比较土壤
微生物的组成、丰度和多样性，明确两种方法在评价
土壤微生物群落结构方面的优缺点，为微生物分子
生态学研究提供一定的参考。

1 材料和方法

1. 1 土壤样品概况
供试土壤采自新西兰两种典型生态系统，包括

Palmerston North 奶牛牧场(40°38'S，175°61'E)的草
地土壤 ( GS，Grassland Soil)、新西兰北岛中部的
Puruki 森林野外试验站(38°36'S，176°13'E)的森林
土壤(FS，Forest Soil)。两种土壤样品采集时间分别
为 2010 年 2 月和 2008 年 6 月。每块试验地随机选
取 6 个取样点，采集 0 cm － 10 cm 的表层新鲜土壤，
除去杂物、细根，研磨并过 2 mm 筛，然后将 6 个样
点的土壤混合均匀，保存于 4℃待用。草地和森林
土壤的基本理化性质分别如下:pH，5. 41 和 5. 18;
含水量，31. 2% 和 54. 3% ;硝态氮，143. 8 和 275. 6
g / kg;铵态氮，16. 7 和 19. 7 g / kg;有机碳，45. 09 和
91. 74 g / kg。
1. 2 土壤微生物 DNA 提取

针对每种土壤，分别称取 0. 5 g，各 3 个重复。
用 FastDNA  Spin Kit for Soil 试 剂 盒 ( MP
Biomedicals)提取土壤微生物基因组总 DNA，将提取
得到的土壤 DNA 溶解于 70 μL 无菌 TE 缓冲液(10
mmol /L Tris-HCl，1 mmol /L EDTA，pH 8. 0)，详细操
作步骤请参考试剂盒说明书。通过微量紫外分光光
度计(NanoDrop ND-1000 UV-Vis)测定 DNA 浓度
和纯度 (OD260 /OD280和 OD260 /OD230 )。利用 TE 缓
冲液将土壤总 DNA 进行 10 倍梯度稀释后，进行
PCＲ 扩增，通过凝胶电泳分析土壤 DNA 中可能存在
的腐殖质及其对 PCＲ 扩增的影响。土壤 DNA 保存
于 － 20℃冰箱待用。
1. 3 焦磷酸高通量测序分析土壤微生物群落
1. 3. 1 PCＲ 扩增土壤微生物 16S rＲNA 基因与焦
磷酸 454 测序:针对森林和草地土壤的 6 个土壤
DNA，首先利用通用引物扩增其中的土壤微生物
16S rＲNA 基因，随后纯化 PCＲ 产物后将其等摩尔
混合上机测序，具体步骤如下。通用引物分别为
515F(5’-GTGCCAGCMGCCGCGG-3’)和 907Ｒ(5’-
CCGTCAATTCMTTTＲAGTTT-3’)［11］。如表 1 所示，
用于焦磷酸测序的通用引物含有 11 个碱基的特异
Tag 标签，用以区分不同的土壤样品。此外，每对引
物中同时包含 adaptor 和 4 个碱基的 key 序列以提
高下游测序效率，具体信息参考已有报道［12］。PCＲ
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扩增反应为: 0. 25 μL 的 TaKaＲa Ex Taq HS ( 5
U /μL)，5. 0 μL 的 10 × Buffer (Mg2 + Plus)，4. 0 μL
的 dNTP Mixture (各 2. 5 mmol /L )，1. 0 μL 的
20 μmol /L引物，加入 2. 0 μL 稀释 10 倍的 DNA 模
板至 50 μL 反应体系，每次 PCＲ 反应均设置无菌水
的阴性 对照。 PCＲ 扩增条件 为: 94℃，5 min;
(94℃，30 s;55℃，30 s;72℃，45 s)，33 个循环;72℃
10 min。获得扩增产物后，利用 Agarose Gel DNA
Fragment Ｒecovery Kit Ver． 2. 0 试剂盒(TaKaＲa)进
行切胶纯化，并将其溶于 30 μL DNase-free H2O。进
一步通过 2. 0%琼脂糖凝胶电泳检测 PCＲ 产物纯化
效果，测定纯化后 PCＲ 产物的浓度。将 6 个土壤样
品 16S rＲNA 基因的 PCＲ 纯化产物等摩尔数混合，
利用中国科学院南京土壤研究所测试中心的罗氏公
司 454 FLX Titanium 测序仪上机分析。
1. 3. 2 焦磷酸高通量数据统计分析:如表 1 所示，
草地(GS)和森林土壤(FS)高通量测序分别获得了
59733 和 56235 条原始序列，平均每个样品的序列
属分别为 19911 和 18745。利用 mothur 软件包对焦
磷酸序列进行分析，通过设置如下参数去除低质量
序列，包括最小长度 (minlength) 150 bp、最大长度
(maxlength) 600 bp，最大模糊碱基数 (maxambig)
0，最大同聚物长度(maxhomop) 10，平均质量分数

(qaverage) 20。处理后的草地 ( GS) 和森林土壤
(FS)分别得到 51208 和 47945 条高质量序列，平均
每个样品分别获得 17069 和 15982 条序列。进一步
通过 ＲDP Classifier 软件包进行系统发育分析，在
80%置信度下将每个样品中的所有 16S rＲNA 基因
序列进行分类，获得门、纲、目、科和属各水平下的分
类单元。以草地土壤的一个重复样品为例，N 为所
有序列之和，划分到每个分类单元 ( Taxon) 的序列
数为 ni。根据公式 Pi = ni /N，计算每个分类单元的
相对丰度 Pi 开展后续分析。基于高通量测序的微
生物相对丰度 Pi，简称高通量丰度。

不同分类水平下的土壤微生物多样性的计算策
略如下。根据 mothur 软件包的设置，默认 80%、
90%和 95%的序列相似度可近似作为微生物不同
门、目、属的分类标准。进一步根据公式 Hshannon =

－ Σ
Sobs

i = 1

ni

N
ln

ni

N 和
Dsimpson =

Σ Sobs

i = 1
ni(ni － 1)

N(N － 1) 计算每

个样品的香农(Shannon)指数和辛普森(Simpson)指
数。Hshannon代表香农多样性指数，Dsimpson代表辛普森
多样性指数。ni 为每个分类单元中包含的序列数，
N 为所有序列之和，Sobs代表高通量测序所有检测到
的分类单元总数。基于高通量测序的微生物群落多
样性，简称高通量多样性。

表 1． 高通量测序特异引物标签及测序结果概述
Table 1． Pyrosequencing summary of 16S rＲNA genes in grassland soil (GS) and forest soil (FS) ．

Sample Ｒeplicate Tag sequence (5’→3’) Total reads High quality reads
High quality reads

average size

1 CGACGACGCGT 19418 16453 389. 4

GS 2 CGACGAGTACT 21571 18552 389. 1

3 CGATACTACGT 18744 16203 389. 4

1 CGTACGTCGAT 19151 16322 389. 2

FS 2 CTACTCGTAGT 17481 14847 390. 0

3 GTACAGTACGT 19603 16776 389. 3

1. 4 变性梯度凝胶电泳(DGGE)指纹图谱分析土
壤微生物群落
1. 4. 1 PCＲ 扩增 16S rＲNA 基因及电泳:如前所
述，利用通用引物 515F 和 907Ｒ 扩增土壤样品 16S
rＲNA 基因，但该引物对不含焦磷酸测序的 adaptor

接头、Tag 标签和 key 序列等，仅在 515F 引物前段添
加 GC 夹 ( GC-clamp: 5’-CGCCCGCCGCGCGCGGC
GGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3’)［8］，以便更

好地分离不同 DGGE 条带［13］。PCＲ 反应条件如前
所述，取 3. 0 μL 的 PCＲ 产物，通过 1. 2%琼脂糖凝
胶电泳 PCＲ 扩增特异性。进一步利用 NanoDrop 定
量 PCＲ 产物，每个样品采用约 150 ng 的 16S rＲNA

基因 PCＲ 产物进行 DGGE 电泳分析。DGGE 聚丙
烯酰胺凝胶浓度为 8%，变性梯度范围为 45% －
70%，电泳条件为:0. 5 × TAE 缓冲液，80V 电压、
60℃ 电 泳 16h。电 泳 分 析 通 过 Bio-Ｒad D-Code

1941
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System system 完成后，利用 SYBＲ 染料染色 30 min
进行后续分析。
1. 4. 2 DGGE 割胶、克隆和测序:DGGE 变性梯度
凝胶利用 Bio-Ｒad 公司的凝胶成像系统 ( Quantity
One Bio-Ｒad，USA)在紫外光下拍摄电泳图片。将
DGGE 凝胶上肉眼可辨的优势条带仔细切下并置于
0. 5 mL 离心试管。利用 50 μL 的无菌水反复冲洗 3
次，并通过移液器枪头将其尽量捣碎后加入 20 μL
无菌水 4℃浸泡过夜。取 2. 0 μL 上清液作为模板，
进一步利用引物 GC clamp-515F 和 907Ｒ 进行 PCＲ
扩增。 PCＲ 扩增体系和反应条件如前所述。将
PCＲ 产物链接到 Peasy-T3 载体(Trans)并转化到 E．
coli DH5α 感受态细胞中，在含有氨苄青霉素的 LB
培养基上选择具有 Amp + 抗性的白色转化子。通
过 M13F 和 M13Ｒ 载体引物进行 PCＲ 扩增以验证阳
性克隆。每个 DGGE 条带选择 2 － 3 个阳性克隆送
到 Invitrogen 公司(上海)进行测序。DNA 序列分析
如前所述，在 80%的置信水平通过 ＲDP Classifier 进
行分类，鉴定到门、纲、目、科和属不同水平。
1. 4. 3 DGGE 指纹图谱的统计分析:DGGE 电泳图
谱，运用 Quantity One 软件，建立泳道，排除背景干
扰(Ｒolling Disk Size = 0 － 20)，建立并校正条带，最
后自动生成定量报告。报告中包括每个条带的轨迹
定量值 Trace ( Int × mm)，由条带的光密度和峰面积
自动计算得到。根据 Pi = ni /N，计算相对丰度 Pi。
其中，ni 为每个条带的轨迹定量值，N 为所有条带的
轨迹定量值 ni 之和。基于 DGGE 图谱的相对丰度
Pi，简称 DGGE 丰度。

再根据公式 Hshannon = － Σ
Sobs

i = 1

ni

N
ln

ni

N 和
Dsimpson =

Σ Sobs

i = 1
ni(ni － 1)

N(N － 1)
，计算 DGGE 法推导的微生物群落

多样性。Hshannon代表香农多样性指数，Dsimpson代表辛
普森多样性指数，ni 为 DGGE 图谱中条带的轨迹定
量值，N 为所有条带的轨迹定量值 ni 之和，Sobs代表
DGGE 所有检测出来的条带总数。基于 DGGE 图谱
的微生物群落多样性，简称 DGGE 多样性。
1. 5 显著性分析

利用 SPSS 16. 0 软件，采用单因素方差 ( One-
way ANOVA)分析高通量测序和 DGGE 两种方法得
到的微生物丰度、多样性指数之间的差异，P ＜ 0. 05
表示差异显著。

2 结果和分析

2. 1 草地和森林土壤微生物群落结构
如图 1-A 所示，在微生物分类门的水平，高通量

测序发现草地土壤和森林土壤拥有 9 个相同的优势
微生物类群(丰度 ＞ 0. 7% 为优势类群)，它们分别
为 变 形 菌 门 ( Proteobacteria )、放 线 菌 门
(Actinobacteria)、酸杆菌门(Acidobacteria)、拟杆菌
门(Bacteroidetes)、厚壁菌门(Firmicutes)、疣微菌门
(Verrucomicrobia)、浮霉菌门( Planctomycetes)、绿弯
菌 门 ( Chloroflexi ) 和 芽 单 胞 菌 门
(Gemmatimonadetes)。这些微生物分别占草地和森
林土壤微生物总量的 92. 8% 和 94. 3%。对于相对
丰度 ＜ 0. 7%的弱势微生物类群，草地和森林土壤中
共同拥有 11 个门，但这些数量上占弱势的微生物类
群仅占草地和森林土壤微生物总量的 1. 52% 和
0. 69%。此外，草地土壤含有 4 个独特的门(丰度 ＜
0. 05% )，森林土壤含有 1 个特异的门，其丰度远远
低于 0. 01%。

如图 1-B 所示，草地和森林土壤的 DGGE 指纹
图谱分别检测到 15 和 12 个优势条带并进行了克隆
测序，代表了 DGGE 优势微生物。在微生物分类门
水平，草地和森林土壤共有 5 个相同的微生物类群，
包 括 Proteobacteria，Acidobacteria，Bacteroidetes，
Firmicutes 和 Planctomycetes。此外，Chloroflexi 仅存
于草地土壤。

如表 2 所示，在微生物分类门、纲、目、科和属水
平上，将高通量测序所有序列划分到已知的微生物
单元，对微生物单元进行统计。以草地土壤为例，高
通量测序发现 22 门、54 纲、60 目、131 科和 350 属，
而 DGGE 技术仅检测到 6 门、9 纲、8 目、10 科和 10
属，前者检测灵敏度是后者的 3. 7、6. 0、7. 5、13. 1 和
35. 0 倍。这一结果表明，DGGE 严重低估了土壤微
生物的组成，分类水平越低，高通量测序检测到的微
生物越多，与 DGGE 相比的优势愈加明显。森林土
壤的分析也得到了类似的规律，在微生物门、纲、目、
科和属分类水平上，高通量测序的检测灵敏度分别
是 DGGE 的 3. 8、6. 7、6. 4、19. 2 及 39. 4 倍。两种土
壤的高通量测序和 DGGE 结果均表明在科和属的
水平上，高通量测序与 DGGE 差异最大。
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图 1． 草地(GS)和森林(FS)土壤微生物在门水平的高通量相对丰度(A)及 DGGE 指纹图谱(B)
Figure 1． Microbial community structure at phylum level by pyrosequencing (A) and DGGE fingerprints (B) of 16S rＲNA genes in

grassland soil (GS) and forest soil (FS) ．

表 2． 高通量测序及 DGGE 技术检测到的微生物单元总数
Table 2． Microbial taxon number of grassland (GS) and forest (FS) soils by DGGE and pyrosequencing

Sample Taxonomic level
Number of microbial taxon

Pyrosequencing DGGE

Ｒatio of

pyrosequencing to DGGE
Phylum 22 ± 1 6 3. 7
Class 54 ± 2 9 6. 0

GS Order 60 ± 1 8 7. 5
Family 131 ± 4 10 13. 1
Genus 350 ± 12 10 35. 0
Phylum 19 ± 1 5 3. 8
Class 47 ± 1 7 6. 7

FS Order 51 ± 2 8 6. 4
Family 115 ± 7 6 19. 2
Genus 276 ± 10 7 39. 4

2. 2 高通量测序土壤微生物的群落组成与 DGGE
的相关比较

如表 3 所示，分类水平越低、越多的高通量序列
不能被归属到已知的微生物单元。尽管如此，
DGGE 检测水平仍然远远低于高通量测序。如图 2
所示，高通量测序发现草地土壤(GS)微生物在分类
门、纲、目、科和属上分别占微生物总量的 94. 34%、
91. 57%、64. 08%、56. 02% 和 64. 48%，而 DGGE 主
要微生物只占微生物总量的 65. 42%、47. 44%、
31. 46%、11. 98%和 10. 04%。换言之，DGGE 在上

述各分类水平分别有 28. 78%、43. 74%、32. 20%、
43. 12%和 50. 88% 的微生物无法检测到。分类水
平越低，DGGE 的检测灵敏度越低，尤其是在科和属
的水平上，高通量的检测灵敏度是 DGGE 的 4 － 6
倍。森林土壤微生物的高通量测序和 DGGE 比较
分析结果与草地土壤规律一致。

此外，高通量测序检测到的一些优势微生物类群
也无法被 DGGE 检测(图 2)，尤其是在科和属的水平
上。以森林土壤为例，在微生物分类门水平，DGGE
反映的微生物均为高通量优势类群，但未检出全部 9
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个 优 势 类 群，如 Actinobacteria ( 26. 6% )、
Verrucomicrobia ( 1. 14% ) 和 Gemmatimonadetes
(1. 45% )，以及所有的高通量测序中弱势类群。在分
类科的水平上，高通量检测出了 21 个优势类群，占微
生物总量的 48. 91% ;DGGE 仅检出了其中 3 个，占微
生 物 总 量 的 10. 46%，慢 生 根 瘤 菌 科
( Bradyrhizobiaceae: 4. 89% )， 生 丝 微 菌 科
(Hyphomicrobiaceae: 4. 60% )，康 奈 斯 氏 杆 菌 科
( Conexibacteraceae: 3. 10% )，假 诺 卡 氏 菌 科

(Pseudonocardiaceae: 2. 54% ) 等优势类群均未被
DGGE 检出。在分类属水平上，高通量检测出了 22
个优势类群，占微生物总量的 42. 11% ;DGGE 只检出
了其中 4 个，占微生物总量的 13. 25%，慢生根瘤菌属
( Bradyrhizobium: 3. 69% )，康 奈 斯 氏 杆 菌 属
(Conexibacter: 3. 10% )，酸杆菌 Gp1 属(2. 20% )，假
诺卡 氏 菌 属 ( Pseudonocardia: 2. 18% ) 等 均 未 被
DGGE 检出。

表 3． 高通量序列被归属到已知微生物分类单元的比例
Table 3． Ｒatio of classified taxa in GS and FS soils by pyrosequencing

Taxonomic level
Ｒatio of classified taxa in GS，/%
Taxon ＞ 0 Taxon ＞ 0. 05%

Ｒatio of classified taxa in FS，/%
Taxon ＞ 0 Taxon ＞ 0. 05%

Phylum 94. 34 ± 0. 09 94. 20 ± 0. 14 94. 97 ± 0. 20 94. 81 ± 0. 24
Class 91. 57 ± 0. 29 91. 18 ± 0. 32 93. 57 ± 0. 30 93. 19 ± 0. 27
Order 64. 08 ± 0. 69 63. 66 ± 0. 71 75. 78 ± 0. 54 75. 41 ± 0. 50
Family 56. 02 ± 1. 27 55. 10 ± 1. 24 59. 43 ± 0. 56 58. 53 ± 0. 52
Genus 64. 48 ± 0. 96 60. 92 ± 0. 94 63. 59 ± 0. 71 60. 64 ± 0. 49

图 2． 高通量测序和 DGGE 指纹图谱比较分析草地和森林土壤土壤微生物在不同分类水平上的群落组成
Figure 2． Comparative analysis of microbial community structure by DGGE and pyrosequencing of 16S rＲNA genes in grassland soil (GS)

and Forest soil (FS) at different taxonomic levels． The solid triangles in green and gray represent pyrosequencing and DGGE data from GS

soil，respectively． The solid cycles in red and black represent pyrosequencing and DGGE data from FS soil，respectively． Taxon with the

relative abundance more than 0. 05% was included only．

2. 3 DGGE 分析土壤微生物群落结构与高通量测
序的相关比较

比较 DGGE 指纹图谱和高通量测序量化的两种

土壤微生物丰度(分别简称 DGGE 丰度和高通量丰
度)，发现草地土壤在分类门水平有 6 个类群，其中 4
个 DGGE 丰度显著高于高通量丰度(P ＜ 0. 05)，如
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Proteobacteria ( DGGE: 35. 0% ; Pyrosequencing:
28. 0% )、 Bacteroidetes ( DGGE: 21. 3% ;
Pyrosequencing: 9. 50% )、 Chloroflexi ( DGGE:
7. 12% ; Pyrosequencing: 2. 22% )、Planctomycetes
(DGGE: 4. 03% ; Pyrosequencing: 2. 72% )。换言
之，假设以高通量丰度为标准，在分类门水平，67%
(4 /6)的微生物的丰度有被 DGGE 过高估计的可
能。类似地，在纲、目、科和属水平，分别有 56%、
63%、90%和 80% 的微生物存在高估的可能 ( P ＜
0. 05)。森林土壤与草地土壤的分析结果类似，依
次按上述分类水平，DGGE 高估微生物的概率分别
为 60%、86%、88%、100%和 86%。也就是说，在各
分类水平上，DGGE 均高估了大多数土壤微生物的
相对丰度，而且分类水平越低，DGGE 高估微生物丰
度的可能性就越大，特别是在科和属的水平上。
DGGE 丰度与高通量丰度相符程度不超过 22%。

如图 3 所示，以电泳图谱量化丰度表示，DGGE
优势微生物在微生物总量中的相对分度普遍高于其
在高通量总体中的比例，尤其在科和属的水平上。
以草地土壤为例，在分类门水平，DGGE 图谱 6 个优
势微生物门，占总丰度的 84%，其在高通量结果中
的反映为 63%，DGGE 是高通量的 1. 3 倍。也就是
说 DGGE 对优势微生物整体丰度的估计是高通量
测序的 1. 3 倍。同理，在纲、目、科和属水平上，
DGGE 分别是高通量测序结果的 1. 8、2. 3、4. 7 和
3. 1 倍。森林土壤与草地土壤的规律类似，按分类
水平由高到低，DGGE 分析结果分别偏高 1. 0、1. 5、
2. 9、4. 7 和 3. 8 倍。

就单个微生物组分的丰度而言，DGGE 和高通
量测序两种方法的差异更加显著(表 4)。以草地土
壤为例，在科水平上，产碱菌科(Alcaligenaceae) 的
DGGE 丰度为 4. 80%，高通量丰度只有 0. 004%，差
异约为 1200 倍;丛毛单胞菌科( Comamonadaceae)
的 DGGE 丰度为 10. 0%，高通量丰度只有 0. 48%，
差异大于 20 倍;肠杆菌科 ( Enterobacteriaceae) 的
DGGE 丰度为 2. 63%，高通量测序未检测到。在属
水平上，食酸菌属 ( Acidovorax ) 的 DGGE 丰度为
3. 45%，高通量丰度 0. 08%，两者差异大于 40 倍;
酸杆菌 Gp5 属的 DGGE 丰度为 6. 94%，高通量丰度
0. 41%，差异大于 13 倍;沙雷氏菌属 ( Serratia:
2. 63% )和苍白杆菌属(Ochrobactrum: 1. 14% )未被
高通量测序方法检测到。与高通量测序方法相比，

DGGE 法高估了某些微生物组分。森林土壤中也有
类似情况，如 Enterobacteriaceae，被高估 2000 倍以
上;新鞘氨醇杆菌属(Novosphingobium)，被高估 200
倍以上;拉乌尔菌属(Ｒaoultella: 4. 15% )和牦牛瘤
胃菌属(Proteiniclasticum: 2. 14% )同样未被高通量
测序方法检测到。

图 3． 以 DGGE 为基础的草地(A)和森林(B)土壤优势

微生物在各分类水平的总丰度以及其在高通量测序结果

中的反映
Figure 3． The total abundance of common microbes calculated from

both DGGE band intensity and pyrosequencing reads． GS (A) and

FS (B) represent grassland soil and forest soil，respectively．

2. 4 高通量测序和 DGGE 比较分析土壤微生物多
样性

DGGE 条带的数量和亮度可在一定程度反映微
生物群落结构，如表 5 所示，基于 DGGE 指纹图谱的
草地和森林土壤微生物 Shannon 指数分别为 3. 43
和 3. 26，Simpson 指数分别为 0. 9603 和 0. 9551。基
于高通量测序的群落多样性分析表明，草地土壤和
森林在 80%序列相似度(门水平)下，Shannon 指数
分别为 5. 07 和 4. 75，Simpson 指数分别为 0. 9878 和
0. 9829，显著高于 DGGE 多样性指数(P ＜ 0. 05);在
95%序列相似度(属水平)下，Shannon 指数分别为
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7. 12 和 6. 93，Simpson 指 数 分 别 为 0. 9981 和
0. 9976，远高于 DGGE 多样性指数。两种土壤之间
多样性的比较，在整体趋势上，DGGE 与高通量测序
结果一致，均表明草地较森林土壤的多样性偏高。

但在各个分类水平下，DGGE 为基础的群落多样性
均显著低于高通量测序为基础的群落多样性(P ＜
0. 05)。在分类门水平下两种方法表示的多样性指
数之间相差最小，在属水平下差异最大。

表 4． DGGE 为基础的微生物丰度及其在高通量测序结果中的反映
Table 4． Estimated relative abundance of common microbes by both DGGE and pyrosequencing methods

Sample
Taxonomic

level
Microbial components DGGE bands

Microbial relative abundance，%
DGGE Pyrosequecing

GS

Family

Genus

Chitinophagaceae G2-G4 11. 9 ± 2. 36 4. 88 ± 0. 43
Comamonadaceae G1，G4，G8 10. 0 ± 1. 66 0. 48 ± 0. 09
Anaerolineaceae G11 7. 12 ± 0. 40 0. 72 ± 0. 09
Burkholderiales_incertae_sedis G14 5. 85 ± 1. 14 1. 08 ± 0. 17
Phyllobacteriaceae G5 4. 80 ± 1. 67 0. 20 ± 0. 01
Alcaligenaceae G5 4. 80 ± 1. 67 0. 004 ± 0. 003
Planctomycetaceae G10 4. 03 ± 0. 37 2. 16 ± 0. 15
Xanthomonadaceae G1 3. 45 ± 1. 37 2. 46 ± 0. 13
Enterobacteriaceae G6 2. 63 ± 0. 92 —
Brucellaceae G7 1. 14 ± 0. 56 0. 002 ± 0. 004
Gp5 G9 6. 94 ± 0. 91 0. 51 ± 0. 04
Terrimonas G2 3. 86 ± 0. 06 1. 08 ± 0. 09
Dokdonella G1 3. 45 ± 1. 37 0. 41 ± 0. 02
Acidovorax G1 3. 45 ± 1. 37 0. 08 ± 0. 02
Gp6 G3 2. 80 ± 1. 98 6. 31 ± 0. 39
Ferruginibacter G3 2. 80 ± 1. 98 1. 27 ± 0. 22
Chitinophaga G3 2. 80 ± 1. 98 0. 19 ± 0. 04
Serratia G6 2. 63 ± 0. 92 —
Variovorax G8 1. 32 ± 0. 37 0. 18 ± 0. 03
Ochrobactrum G7 1. 14 ± 0. 56 —

FS

Family

Genus

Xanthomonadaceae F3，F4，F6，F10-F12 26. 5 ± 1. 83 8. 20 ± 0. 18
Burkholderiaceae F2，F5 8. 39 ± 0. 62 0. 78 ± 0. 03
Chitinophagaceae F1 4. 41 ± 0. 97 1. 48 ± 0. 09
Sphingomonadaceae F8 4. 24 ± 1. 78 0. 18 ± 0. 00
Enterobacteriaceae F9 4. 15 ± 0. 46 0. 002 ± 0. 004
Clostridiaceae 1 F2 2. 14 ± 0. 70 0. 03 ± 0. 01
Ｒhodanobacter F3，F4，F6，F10，F11 16. 9 ± 0. 91 5. 96 ± 0. 16
Gp2 F12 9. 54 ± 2. 73 1. 47 ± 0. 07
Burkholderia F2，F5 8. 39 ± 0. 62 0. 74 ± 0. 03
Ｒhizomicrobium F7 5. 36 ± 1. 79 5. 08 ± 0. 17
Novosphingobium F8 4. 24 ± 1. 78 0. 02 ± 0. 02
Ｒaoultella F9 4. 15 ± 0. 46 —
Proteiniclasticum F2 2. 14 ± 0. 70 —

表 5． DGGE 及高通量测序估算土壤微生物的多样性
Table 5． Estimated microbial diversity indexes of GS and FS soils by DGGE and pyrosequencing

Index Sample DGGE
Pyrosequencing

80% similarity 90% similarity 95% similarity

Hshannon

GS 3. 43 ± 0. 04 5. 07 ± 0. 05 6. 31 ± 0. 05 7. 12 ± 0. 05
FS 3. 26 ± 0. 03 4. 75 ± 0. 01 5. 99 ± 0. 04 6. 93 ± 0. 03

Dsimpson

GS 0. 9630 ± 0. 0018 0. 9878 ± 0. 0010 0. 9962 ± 0. 0003 0. 9981 ± 0. 0001
FS 0. 9551 ± 0. 0034 0. 9829 ± 0. 0009 0. 9942 ± 0. 0005 0. 9976 ± 0. 0001
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3 讨论

土壤中微生物数量巨大、种类繁多，土壤微生物
的研究很大程度上依赖于方法和技术的进步。假设
本研究土壤中每个微生物细胞平均拥有 5 个 16S
rＲNA 基因拷贝［14］，实时荧光定量 PCＲ 结果表明，
草地和森林土壤中微生物细胞数量分别为 3800 万
和 2400 万。但 DGGE 图谱中每个样品的可视条带
数量仅为几十条，似乎很难全面反映土壤微生物的
数量和物种组成。而高通量测序每个样品则至少能
够获得上千条序列，本研究中单个样品的微生物
16S rＲNA 基因序列不少于 14800 条，在微生物门、
纲、目、科、属的分类水平上，其检测灵敏度是 DGGE
的 3. 8、6. 7、6. 4、19. 2 及 39. 4 倍，高通量测序具有
明显的检测优势。

21 世纪以来，DNA 测序技术取得革命性突破，
新一代高通量测序 16S rＲNA 基因极有可能成为一
种常规手段分析土壤微生物的物种多样性变化规
律，成为土壤质量评价的常规方法［15］。事实上，高
通量测序土壤微生物多样性的基本原理与传统的分
子指纹图谱基本一致。两者都以土壤样品的 DNA
作为模板，获得土壤微生物群落 16S rＲNA 基因的
PCＲ 扩增产物后，开展下游分析。高通量测序法具
有分析样本量多、单个样品序列通量高的优点。
DGGE 不仅需要进行繁琐的凝胶制作和电泳分离等
下游工作，而且具有较大的随机性，很难检测到低丰
度甚至是个别高丰度的土壤微生物类群。例如，本
研究两种土壤中，高通量测序发现 Actinobacteria 均
占总体微生物的 20%以上，但 DGGE 技术则未能检
测到丰度上占优势的 Actinobacteria。值得注意的
是，本研究中高通量测序和 DGGE 分析的 PCＲ 扩增
引物相同，表明 DGGE 技术分析土壤微生物主要类
群的技术条件仍待进一步优化。Ｒettedal 等研究发
现，采用含 40 bp GC 夹的引物进行 PCＲ 扩增，可能
导致相同 16S rＲNA 基因序列的扩增片段迁移到
DGGE 的不同位置产生多个条带，造成对物种丰度
的过高或过低估计［16］。此外，G /C 含量等因素也可
能影响 PCＲ 产物的 DGGE 凝胶电泳分离效果，甚至
产生基因片段共迁移的现象［17］。例如，本研究中同
一个条带检测出了归属于不同分类单元的微生物
16S rＲNA 序列，也导致此类微生物的丰度难以准确

估计。克服这些技术问题，需要多次尝试聚丙烯酰
胺凝胶的浓度和变性剂的梯度，费时费力，且不易得
到理想的结果。事实上，由于受到仪器灵敏度等主
客观因素的影响，实际操作过程中很难将 DGGE 图
谱上所有条带全部割胶测序，也很难对同一个条带
进行构建大量克隆文库，排除不同 16S rＲNA 片段
的共迁移现象。因此，传统基于条带亮度的微生物
丰度分析，基于条带序列的微生物组成研究仍需其
它方法的补充验证。

然而，与高通量测序技术研究微生物多样性相
比，DGGE 也具有一些不可替代的优点，能够更加直
观地比较和分析微生物群落结构的变化规律。例
如，我们最近的研究表明，尿素培养酸性森林土壤 8
周后，土壤中硝态氮浓度显著增加，表明土壤中发生
了强烈的硝化作用。同时，利用 DGGE 技术分析氨
氧化古菌 amoA 功能基因的遗传多样性表明，与未
培养的零时刻土壤相比，尿素培养土壤中氨氧化古
菌发生了明显的变化，表明古菌极可能主导了酸性
土壤氨氧化［12］。类似采用硝化抑制剂的研究也表
明，泉古菌特异 amoA 和 16S rＲNA 基因的 DGGE 指
纹图谱与土壤氨氧化通量变化规律高度吻合，这些
结果表明古菌在酸性土壤氨氧化过程中发挥了重要
作用［18］。由于 DGGE 可检测 DNA 片段中 1 bp 碱基
的变异［13］，该技术研究土壤中特定功能微生物的变
化规律如氨氧化古菌和甲烷氧化菌，则具有一定的
技术优势。

高通量测序能够较为全面和准确的反映土壤微
生物群落结构，而 DGGE 仅能分析有限的优势微生
物类群，存在高估物种丰度以及低估微生物群落大
小和多样性的可能。DGGE 技术能够直观、定性地
比较土壤微生物群落的差异;高通量测序技术则能
够在整体微生物群落水平分析物种遗传多样性，并
能较为客观地反映其中低丰度的重要功能微生物。
随着高通量测序成本不断降低，海量数据分析方法
日趋成熟，高通量测序将成为一项常规的实验手段，
在土壤微生物学研究中发挥重要作用。
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夏围围等: 高通量测序和 DGGE 分析土壤微生物群落的技术评价 ． /微生物学报(2014)54(12)

Comparative analysis of soil microbial communities by
pyrosequencing and DGGE

Weiwei Xia1，2，Zhongjun Jia1*
1 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture，Institute of Soil Science，Chinese Academy of Sciences，
Nanjing 210008，Jiangsu Province，China
2 University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China

Abstract:［Objective］ We aimed to assess the advantage and disadvantage of next-generation pyrosequencing and
traditional Denaturing Gradient Gel Electrophoresis ( DGGE) in fingerprinting analysis of soil microbial communities．
［Methods］We analyzed microbial compositions，abundance and diversity of typical grassland and forest soils by 16S
rＲNA gene-based pyrosequencing and DGGE to compare the accuracy and reproducibility of the two techniques on soil
microbial communities． ［Ｒesults］ For grassland soils，pyrosequencing technique revealed 22 phyla，54 classes，60
orders，131 families and 350 genera; DGGE only detected 6 phyla，9 classes，8 orders，10 families and 10 genera． The
results show that DGGE greatly underestimated soil community compositions． Similar results were obtained for forest soils，
and the detection sensitivity of pyrosequencing of forest soils was 3. 8，6. 7，6. 4，19. 2 and 39. 4 times higher than that of
DGGE at the taxonomic levels of phylum， class， order， family and genera respectively． Furthermore， DGGE
overwhelmingly overestimated the relative abundance of dominant microorganisms represented by the high-intensity bands，
leading up to a 2000-fold difference． Both DGGE and pyrosequencing showed consistent results of microbial diversity
changing patterns，although the DGGE-based diversity index was much lower than pyrosequencing． ［Conclusion］
Pyrosequencing thus provides more comprehensive and accurate fingerprints of soil microbial community structure than
DGGE． DGGE only can represent a few numerically dominant phylotypes with apparent overestimation of their relative
abundance in soil microbial communities．
Keywords: pyrosequencing，denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)，soil microbial community
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