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摘 要: 为揭示不同海拔梯度下海南凤仙花可培养根际真菌与细菌群落的动态变化，笔者在不同季节采集

了高海拔(1 000 m)、中海拔(400 m)、低海拔(190 m)3 个梯度的海南凤仙花根际土壤，采用形态结合分子检

测技术检测分离培养到的真菌和细菌，并进一步分析微生物群落组成和动态变化规律。结果表明，在 3 种海

拔梯度的生境中，真菌 OTU 数量、多样性指数、丰富度指数在干季高于湿季;而细菌的 OTU 数量、多样性指

数、丰富度指数则表现为湿季高于干季。根际真菌群落中木霉属、篮状霉属、青霉属、曲霉属等优势种，在高

海拔旱季出现的频度最高;而根际细菌群落中芽孢杆菌属、伯克霍尔德氏菌属、类芽孢杆菌属等优势种，在低

海拔的湿季出现频度最高。海南凤仙花根际微生物群落的主要驱动因子是干湿季，其次是海拔。海南凤仙

花生长的石灰岩地区，根际真菌与细菌对季节与海拔梯度的响应呈相反趋势。
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根际(Ｒhizosphere)是土壤微生物最活跃的场所，也是各类营养物质、水和微量元素进入根系参与物

质循环的门户，是一个特殊的微生态系统
［1］。根际微生物(Ｒhizospheric microbe) 是生态系统的重要组成

部分，是各种生命元素的地球化学循环的重要驱动力和主要参与者，在土壤有机质分解、各类养分的吸收

和植被生长发育等方面起到重要的作用
［2］。气候变化可导致植物群落的根际土壤发生物理、化学和生物

等多方面的变化，进而影响植物和根际土壤微生物群落结构和类型
［3 － 4］。热带、亚热带地区土壤微生物群

落组成呈季节性变化:旱季土壤微生物的磷脂脂肪酸总量和生物量均高于雨季
［5 － 6］，土壤微生物群落多样

性随着海拔上升而逐渐下降
［7］。随着土壤微生物多样性海拔格局同植物多样性分布明显不同现象的发

现
［8］，越来越多的研究表明，土壤微生物群落组成及多样性随环境变量的变化而变异，在空间上呈现规律

性分布
［9 － 10］。近年来，国内外专家对植被较稀少的石灰岩地区根际微生物群落开展了各类研究，发现石

灰岩地区植被的演替中生态功能与根际土壤微生物生物量和生物活性成正比关系
［11］，且研究结果表明，

石灰岩地区土壤细菌群落结构表现出比真菌更加敏感的季节依赖性，土壤真菌多样性对维持较高的细菌

代谢功能具有积极意义
［12 － 13］，但对石灰岩地区根际微生物群落结构的动态变化及其对植物生长的影响

还需进一步探究。
海南凤仙花( Impatiens hainanensis) 隶属凤仙花科(Balsaminaceae)，多年生草本，是海南特有植物，同

时也是石灰岩专性种
［14］，主要分布在海南省昌江县、东方市等石灰岩地区，常见于热带山地雨林中裸露石

灰岩缝隙，海拔 190 ～ 1 300 m。不同海拔的生境差异极大，低海拔地区植被丰富，温度较低，相对湿度较



大;而高海拔地区植被较稀疏，光照强烈，温度较高，相对湿度低
［15］。生态敏感度高，环境容量低;植被稀

疏，土层浅薄，山体陡峭、气候干燥，日照强温度高
［16］。海南凤仙花分布区属典型的热带季风气候，季节变

化主要体现在降水量分布不均，每年的 11 月至翌年 4 月为干季，平均降水量为 169． 5mm，5 ～ 10 月为湿

季，平均降水量为 1 473 mm［17］。显著的海拔差异和季节变化使海南凤仙花种群呈现明显的断层分布。
为揭示不同海拔梯度下海南凤仙花可培养根际微生物群落结构的季节变化，笔者采用稀释平板法分离培

养根际微生物，并运用分子检测技术结合形态鉴定微生物的种类，拟探讨以下问题:(1) 海南凤仙花可培

养根际真菌与细菌群落的物种组成;(2)不同海拔梯度下海南凤仙花根际微生物多样性季节动态;(3) 海

南凤仙花可培养根际微生物群落的驱动因子。旨在了解石灰岩特殊生境下植物局部适应机制，为制定海

南凤仙花种群的保育技术措施提供参考依据。

1 材料与方法

1． 1 研究地区自然概况 研究区域为海南岛西南部山区，俄贤岭省级自然保护区，属热带季风气候，平

水年降雨量 1 657 mm。一般每年的 12 月至翌年 5 月为干季，最冷月平均气温 18． 0 ℃(1 月)，每年 6 ～ 11
月为湿季，最热月均温 22． 8 ℃(5 月)，保护区地质以石灰岩为主，间有变质岩和沉积岩

［16］。
1． 2 样品采集 分别于 2016 年 4 月、12 月和 2017 年 4 月采集干季样品，于 2016 年 6 月、10 月和 2017
年 6 月采集湿季样品，每次采样从不同海拔梯度的海南凤仙花分布点下( 表 1) 设置 2 个样地(5 m × 5
m)，在各样方随机选 5 株海南凤仙花，连根采摘健康的海南凤仙花成年植株，根部挖取时注意最大程度保

证根部连土拔起，轻轻抖动 1 min，取附着于根系 2 mm 左右的土壤为根际土
［18］，将海南凤仙花可培养根

际土壤装入无菌袋中，冰箱低温保存(4 ℃)，1 周内进行分离实验。
表 1 海南凤仙花种群采样点地理信息

Tab． 1 Habitats of populations of Impatiens hainanensis at three different altitudes

种群 Population 经纬度 Longitude / latitude 海拔 /m Altitude

低海拔

Low altitude
109°08'3″ ～ 109°08'16″ E
/18°57'39″ ～ 18°57'45″ N

190 ～ 250

中海拔

Medium altitude
109°07'08″ ～ 109°07'10″E
/19°01'23″ ～ 19°01'25″ N

400 ～ 460

高海拔

High altitude
109°06'33″ ～ 109°06'34″ E
/19°00'48″ ～ 19°00'50″ N

950 ～ 1 130

1． 3 根际微生物的分离培养

1． 3． 1 微生物培养基 根际真菌分离采用孟加拉红培养基;真菌纯化培养基采用马铃薯葡萄糖琼脂培

养基(PDA)，同时加入 3 g·L －1
链霉素。根际细菌分离、培养和纯化采用牛肉膏蛋白胨培养基(NA)。

1． 3． 2 根际微生物的分离培养 采用稀释平板法对根际微生物进行分离培养
［19］。利用尖端菌丝挑取方

法，对具有形态差异的真菌菌株进行挑选，每个处理重复 3 次，25 ℃培养 3 ～ 5 d。利用划线培养法对具有

形态差异的细菌菌株进行纯化，将纯化的单菌落划线于斜面 NA 培养基中，32 ℃暗培养 48 h 并剔除污染

后，4 ℃培养箱保存，重复纯化 3 次。
1． 3． 3 根际微生物的鉴定 (1)DNA 的提取 :采用真菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒对纯化培养的真菌

菌丝进行 DNA 提取。采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒对纯化培养的细菌菌液进行 DNA 提取，活化细菌

于平板培养基上连续划线，28 ℃下培养 1 ～ 2 d，刮取 1 ～ 2 接种环菌苔接入 100 mL 牛肉膏蛋白胨液体培

养基中，28 ℃，220 r·min －1
培养 24 h，取 1． 0 × 109 cfu·mL －1

个( 1 mL 菌液 OD600为 1． 0 ～ 1． 5)。(2)PCＲ
扩增与测序:采用真菌 rDNA-ITS 基因序列的通用引物 ITS 1F (5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTA-3') 和

ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')，采用细菌 16S rDNA 基因序列的通用引物 27f(5'-AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG-3')和 1 492r (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3')，采用 50 μL 的 PCＲ 反应体系:无菌水

38． 5 uL，rTaq 酶 0． 5 μL;10 × Buffer 5 μL，基因组 DNA 模板 1 μL;各 1 μL 正反向引物;dNTP 3 μL。PCＲ
反应程序为 94 ℃预变性 5 min;94 ℃变性 45 s，58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 60 s，32 个循环;最后 72 ℃延伸

84 热 带 生 物 学 报 2018 年



10 min。真菌和细菌电泳检测呈阳性的 PCＲ 产物委托广州天一辉远基因科技有限公司进行测序。
1． 4 数据分析

1． 4． 1 序列处理 将测序得到的序列汇总成本地数据库，在 BioEdit 中进行比对，根据系列之间比对的覆

盖度与一致性(Coverage and identity)，将序列划分为不同的分类单元(OTU)。采用 blastn 在 GenBank
(www． ncbi． nlm． nih． gov /BLAST)中搜索与目标 OTU 序列一致性最高的序列作为参考序列。
1． 4． 2 数据分析 单个样品测序结果中的 OTU 数量代表该群落的物种丰度，采用 Shannon-Wiener 多样

性指数(H)、Pielou 均匀度( J) 指数和 Margalef 丰富度指数(Ｒ) 分析海南凤仙花根际微生物多样性特

征
［22］。H = － ΣPi lnPi，( i = 1，2…n)，J = H / ln( S)，Ｒ = (S － 1) / lnN。式中 Pi 为第 i 种的个体数占

总个体数的比例，可以用 Pi = Ni /N 求出，Ni 为第 i 种物体个数，N 为总个体数，S 为每个样品的物种总数。
采用 SPSS 18． 1 进行差异显著性分析，单因素(one-way ANOVA)和 Duncan 法(α =0． 05);Canoco 5． 0 进

行冗余分析(ＲDA)，根际微生物群落的冗余分析以海拔和季节作为限制因子。

2 结果与分析

2． 1 根际真菌与细菌群落的组成与结构 分离获得的形态差异的根际真菌 84 株，根据 rDNA － ITS 序列

比对，在 95% 相似度条件下比对后得到 14 个属 24 个 OTU，包括木霉属(Trichoderma)、青霉属(Penicilli-
um)、篮状菌属(Talaromyces)、Albifimbria 属、曲霉属(Aspergillus)、暗梗单孢霉属(Chloridium)、多年卧孔菌

属(Perenniporia)、Purpureocilliu 属、节菱孢属(Arthrinium) 和镰孢属(Fusarium)、Cordana 属、顶孢霉菌属

(Acremonium)、链孢霉(Neurospora)和小帚梗柱孢属(Cylindrocladiella)。研究结果显示，干季条件下根际

真菌群落包含 10 个属 20 个种，湿季条件下根际真菌群落包含 13 个属 20 个种(图 1)。在属水平上，海南

凤仙花可培养根际真菌群落中木霉属、青霉属、曲霉属和篮状霉属为优势种群，且木霉属、青霉属和曲霉

属的物种出现的频度在干季均高于湿季，只有篮状霉属的出现的频度在湿季高于干季。不同海拔梯度的

根际真菌群落的优势种群不同，高海拔梯度下海南凤仙花可培养根际真菌群落的优势属出现的频度最

高，而中、低海拔梯度下真菌群落不同属出现的频度较平均。

图 1 海南凤仙花可培养根际真菌
Fig. 1 Fungi community composition in

rhizosphere soil of Impatiens hainanensis

图 2 海南凤仙花可培养根际细菌
Fig. 2 Bacterial community composition in

rhizosphere soil of Impatiens hainanensis
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分离获得的形态差异的根际细菌 58 株，根据 16S rDNA 序列比对，在 95%相似度条件下比对后得到 9
个属 15 个 OTU，包括芽孢杆菌属(Bacillus)、伯克霍尔德氏菌属(Burkholderia)、类芽孢杆菌属(Paenibacil-
lus)、溶血杆菌属(Lysobacter)、泛菌属(Pantoea)、Caryophanon 属、土壤杆菌属(Agrobacterium)、Lysinibacil-

94第 1 期 刘 宇等:不同海拔下海南凤仙花可培养根际真菌和细菌群落的季节性变化



lus 属和假单胞菌属(Pseudomonas)。干季条件下根际细菌群落包含 8 个属 14 个种，湿季条件下根际细菌

群落包含 9 个属 15 个种(图 2)。海南凤仙花可培养根际细菌群落中芽孢杆菌属、伯克霍尔德氏菌属和类

芽孢杆菌属为优势种群，且根际细菌优势种群出现的频度在湿季菌高于干季。不同海拔梯度下的根际细

菌群落的优势种群不同，低海拔梯度下海南凤仙花可培养根际细菌群落的优势属出现的频度最高，而中

海拔和高海拔梯度下细菌群落不同属出现的频度较平均。
2． 2 根际微生物多样性的季节变化 在 3 种不同海拔梯度条件下干季海南凤仙花可培养根际真菌 OTU
数目、多样性和丰富度指数均高于湿季，而干季海南凤仙花可培养根际真菌均匀度指数均低于湿季，根际

真菌。另外在两种不同季节环境下，海南凤仙花可培养根际真菌的 OTU 数目、多样性和丰富度指数大小

均表现为:高海拔 ＞ 低海拔 ＞ 中海拔，而均匀度指数表现为:低海拔 ＞ 中海拔 ＞ 高海拔。
由图 3 可见，除低海拔下海南凤仙花可培养根际细菌干湿两季的多样性指数相同外，不同海拔梯度

下的海南凤仙花可培养根际细菌湿季 OTU 数目、多样性和丰富度指数均高于干季，而干季海南凤仙花可

培养根际细菌均匀度指数高于湿季，说明干季环境下根际细菌的物种多样性更丰富。另外在不同海拔梯

度下，海南凤仙花可培养根际细菌的 OTU 数目、多样性、均匀度和丰富度指数大小均表现为:低海拔 ＞ 中

海拔 ＞ 高海拔。
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图 3 3 个海拔梯度下海南凤仙花可培养根际微生物群落多样性指标
Fig.3 Microorganism community diversities index in the rhizospherie soil of Impatiens hainanensis at three altitudes
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2． 3 根际微生物群落的驱动因子 海南凤仙花根际微生物分布受季节及海拔梯度的影响，干季的海南

凤仙花可培养根际微生物与湿季微生物群落差异较大，海南凤仙花可培养根际微生物群落主要受季节影

响。ＲDA 分析结果显示，干季条件和高海拔梯度下海南凤仙花可培养根际真菌分布呈正相关性，海南凤仙
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花可培养根际真菌群落分布对干季高海拔环境具有趋向性(图 4)。湿季条件和低海拔梯度下海南凤仙花可

培养根际细菌分布呈正相关性，海南凤仙花可培养根际细菌分布对湿季低海拔环境具有趋向性(图 5)。研

究表明，季节为海南凤仙花可培养根际细菌群落的主要影响因子，同时也受到海拔梯度的影响。

图 4 海南凤仙花根际真菌群落冗余分析
Fig. 4 Redundancy analysis (RDA) of fungi community in
the rhizosphere soil of Impatiens hainanensis at the OTU level

图 5 海南凤仙花根际细菌群落冗余分析
Fig.5 Redundancy analysis (RDA) of bacterial community in
the rhizosphere soil of Impatiens hainanensis at the OTU level

3 讨 论

3． 1 海南凤仙花根际微生物群落的物种组成 海南凤仙花根际土壤的微生物资源丰富，不同环境条件

下海南凤仙花根际土壤的真菌优势菌种不尽相同，且干季高海拔环境下的根际真菌物种最丰富。对不同

环境条件下海南凤仙花可培养根际细菌群落研究结果表明，海南凤仙花根际细菌群落构成相对稳定，湿

季低海拔环境下的根际细菌物种最丰富。海南凤仙花可培养根际真菌群落主要为木霉属、青霉属、曲霉

属和篮状霉属等，海南凤仙花可培养根际细菌群落主要为芽孢杆菌属、伯克霍尔德氏菌属和类芽孢杆菌

属等。这与前人对石灰岩地区的根际微生物的研究结果一致
［20，26］，与非石灰岩根际土壤微生物相同或相

近
［21，23］。石灰岩地区的根际微生物与非石灰岩地区的根际微生物群落优势属趋于一致，不同石灰岩根际

土壤微生物种类之间存在一定的相似性，但海南凤仙花因其独特的生境形成了特有的菌群结构，这可能

是由石灰岩地貌的特殊性或不同植物的根系分泌物造成的差异。
3． 2 海拔梯度下海南凤仙花根际微生物多样性的季节动态变化 研究结果表明，海南凤仙花根际微生

物多样性随季节呈现动态变化。海南凤仙花可培养根际真菌的多样性指标在干季要明显高于湿季环境，

这表明根际土壤真菌群落组成呈季节性变化
［26］。这一现象与谭秋锦等在对喀斯特不同生态系统的土壤

微生物的研究一致
［22］。海南凤仙花可培养根际真菌能更好地适应光照充足、气候干燥的环境。秋冬季节

落叶物的凋落、分解及根系分泌物死亡为根际真菌的生长提供了丰富的能源物质，从而提高了海南凤仙

花根际真菌的丰富度。而湿季海南凤仙花可培养根际细菌多样性指标要明显高于干季，这表明海南凤仙

花可培养根际细菌在湿季条件下水热充足的环境具有较高的多样性。海拔上升引起土壤养分含量下降，

气温下降、紫外线强度加大、土壤质量下降等因素直接或间接的影响根际细菌群落多样性，使根际细菌多

样性在雨季较高，干季相对较低
［24］。海南凤仙花根际真菌随海拔梯度的上升，多样性指标逐渐增加，在高

海拔地区多样性指数最高。海拔上升、光照增强、植被减少，海南凤仙花长期受到石灰岩生境的选择，其

根际微生物可能已逐渐适应了这种特殊生境，为了更好地适应和生存，随海拔梯度不断上升根际真菌的

多样性逐渐增加。而海南凤仙花根际细菌的各多样性指标随海拔不断下降而明显升高，在低海拔地区多

样性指数最高，这可能与海南凤仙花根际细菌受生境选择作用弱有关，且低海拔阴湿、植被丰富、土壤养
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分充足的环境影响了根际土壤细菌的群落多样性，这与 Shen 等在对长白山苔原沿海拔梯度土壤细菌多样

性研究发现单调递减的规律相类似
［10］。

3． 3 石灰岩生境下海南凤仙花根际微生物对环境的响应 根际微生物种群分布和群落结构受环境气候

条件、土壤质地等不同环境因子综合影响。目前关于环境因子对土壤微生物作用的研究主要集中在季节

和海拔对土壤营养成分，如 N，P，K 等的影响
［25］。冗余分析表明，环境因子对海南凤仙花可培养根际真菌

与细菌的影响程度不同。海南凤仙花根际真菌的多样性与干季呈显著正相关，而与海拔梯度相关不显

著;海南凤仙花根际细菌的多样性与湿季呈显著正相关，而与海拔梯度相关不显著，这表明海南凤仙花根

际微生物群落的主要驱动因子是季节，其次是海拔。对比海南凤仙花根际微生物对环境因子的响应结果

表明，根际真菌与细菌群落对季节与海拔梯度的响应呈相反的趋势。
海南凤仙花作为典型的石灰岩专性种，长期以来根际真菌受到特殊生境的选择作用，可能已经逐步

适应了石灰岩生境的高温、干燥环境，在高海拔地区以及干季季节真菌种类和数量较多;而细菌则可能受

到的选择作用较小，在温湿度更适宜的低海拔地区以及湿季具有较高的种类和数量。研究通过对海南凤

仙花可培养根际微生物多样性进行研究，说明季节可能是海南凤仙花可培养根际微生物种群变化的主要

驱动因子。本研究结果对海南凤仙花根际微生物的生态作用研究以及保护、开发和利用有重要意义。
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Seasonal Variation of Microbial Communities in the Ｒhizosphere of
Impatiens hainanensis (Balsaminaceae) at Different Altitudes

LIU Yu1，HAN Sumei1，SONG Xiqiang1，DING Qiong1，WANG Peng2，ZHAO Ying1

(1． Institute of Tropical Agriculture and Forestry / Ｒesearch Center for Terrestrial Biodiversity of the South China Sea，

Hainan University，Haikou ，Hainan 570228，China ; 2． Tropical Crops Genetic Ｒesources Institute，

Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences Danzhou ，Hainan 571737，China)

Abstract: The rhizosphere soils of Impatiens hainanensis in different seasons were collected at different altitudes，
high (1 000 m)，medium (400 m) and low (190 m)，and the fungi and bacteria of the collected samples were
isolated by using the morphological method and molecular detection technology and cultured for analysis of the
microbial community composition and dynamic changes to reveal the dynamic changes of fungi and bacterial com-
munities in the rhizosphere of I． hainanensis at the different altitudes． The results show the operational taxonomic
unit (OUT) number ，diversity index and richness index of the fungi in the rhizophere in the habitats of the dif-
ferent altitudes were higher in the dry season than in the wet season，while the OTU number ，diversity index
and abundance index of the bacteria was higher in the wet season than the dry season． Dominant species of Tri-
choderma，Talaromyces，Penicillium，and Aspergillus in the rhizosphere fungal community were observed most
frequently in the high altitude in the dry season and the dominant bacterial species of Bacillus and Burkholderia
in the rhizosphere bacterial community were most found at the low altitude in the wet season ． The redundancy a-
nalysis of fungi and bacterial communities in the rhizosphere indicated the dry and wet season were the main
driving force of the rhizosphere microbial community ，followed by altitudes． In the limestone area where I．
hainanensis grows，rhizosphere fungi and bacteria showed an opposite trend in response to the seasons and altitu-
dinal gradients．
Keywords: Impatiens hainanensis; mycorrhizal fungi; bacterium; vegetation community; limestone habitat
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