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摘  要：【目的】了解新疆艾比湖湿地国家级自然保护区非培养土壤细菌群落组成及多样   
性。【方法】采用非培养法直接从湿地土壤提取总 DNA 进行 16S rRNA 基因扩增，构建细菌

16S rRNA 基因克隆文库。使用 MspⅠ和 AfaⅠ限制性内切酶对阳性克隆进行 16S rRNA 基因

扩增片段的限制性酶切分析(Amplified rDNA restriction analysis，ARDRA)，挑取具有不同双

酶切图谱的克隆进行测序，序列比对并构建 16S rRNA 基因系统发育树。【结果】从土壤细

菌的 16S rRNA 基因文库中随机挑取 75 个不同谱型的克隆子，共得到 58 个 OTUs，系统发育

归类为 8个细菌类群：绿弯菌门(Chloroflexi)、蓝藻门(Cyanobacteria)、变形菌门(Proteobacteria)、
厚壁菌门 (Firmicutes)、放线菌门 (Actinobacteria)、拟杆菌门 (Bacteroidetes)、疣微菌门

(Verrucomicrob)和芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)。其中，变形菌门为第一优势菌群，拟杆菌

门为第二优势菌群，两者约占总克隆的 65%。【结论】艾比湖湿地博乐河入口处土壤细菌多

样性丰富，且存在一定数量的潜在微生物新种。 
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Bacterial diversity in Bole river entrance soil of Ebinur Lake  
wetland, Xinjiang by 16S rRNA gene sequence analysis 
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Abstract: [Objective] In order to investigate bacteria diversity and community composition in 
Bole river entrance soil of the Ebinur Lake wetland National Nature Reserve, Xinjiang. [Methods] 
Total DNA was directly extracted from the soil of the Ebinur Lake wetland Bole river entrance 
using the culture independent method. 16S rRNA gene was amplified using bacterial primer set 
Eubac27F and Eubac1492R. 16S rRNA gene clone library was constructed. Positive clones were 
identified by amplified rDNA restriction analysis (ARDRA) using Msp I and Afa I, and unique 
rDNA pattern clones were sequenced, analysed, and then the phylogenetic tree was constructed. 
[Results] Seventy-five different clones of Macrorestriction Map was classified into 58 operational 
taxonomic units (OTUs), which were associated with 8 phyla by phylogenetic analysis, including 
Chloroflexi, Cyanobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes, 
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Verrucomicrob and Gemmatimonadetes. Among them, the most abundant phyla was 
Proteobacteria, followed by Bacteroidetes, accounting for about 65% of the total clones. 
[Conclusion] The bacterial diversity is abundant in the Ebinur Lake wetland Bole river entrance 
soil, and exist a certain amount of new unknown taxon in this environment. 

Keywords: Bacterial diversity, 16S rRNA gene clone library, The Ebinur Lake wetland, Amplified 
rDNA restriction analysis (ARDRA) 

 

湿地是地球上水陆相互作用形成的独特生态系

统，是重要的生存环境和自然界极富生物多样性的

生态景观之一[1]。干旱区内陆湿地是区域内的稀有景

观，对维护干旱区生态平衡起着不可估量的作用[2]，

其是干旱区气候变迁的指示器，对内陆河流域生态

与环境状况的反应都极为敏感，是干旱区水分循环

的重要环节。内陆湖泊是干旱区自然和人类经济活

动系统中的最后一个环节，其生物和生态系统最早

对人类活动的干扰作用做出反应，第一个抗争者也

是第一个受害者[3]。湖泊湿地环境的恶化，最直接的

影响就是湖泊湿地及湖周其它类型湿地的退化。 
艾比湖湿地是新疆最大的湖泊湿地，也是干旱

区内陆河流域河流终端型湖泊湿地的典型代表。艾

比湖湿地以湖泊湿地为主，集湖泊湿地、河流湿地

和沼泽湿地于一体，且其地理区位与生态区位十分

特殊，湖面积涨消引发的湿地生态系统的动态演替

过程己经成为艾比湖流域生态环境改善与恶化的

晴雨表。近半个多世纪以来，艾比湖流域内人口增

多，社会经济快速发展，对水资源的需求量日益增

加，注入艾比湖的地表径流量迅速减少，部分入湖

径流出现断流，水面急剧萎缩，引发了一系列严重

的生态环境问题，造成了不可估量的危害[4-10]。 
为此，通过对艾比湖三大支流之一的博乐河入

湖口处土壤样品进行研究，可以比较充分地了解土

壤中微生物的群落状况，为评估湿地土壤环境状况

提供参考。但现有的关于艾比湖湿地微生物多样性

的研究结果几乎都是建立在对可培养微生物研究

基础上的，由于常规培养法的种种限制因素，培养

微生物仅仅反映出自然状态的极少部分。所以，本

文直接从土壤中提取总 DNA，构建细菌 16S rRNA
基因克隆文库，较全面了解其群落组成和多样性特

点，为艾比湖湿地微生物生态学研究及生态环境修

复提供有价值的基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  材料采集：2012 年 7 月，在新疆艾比湖湿
地博乐河入口处与河道呈水平方向设置 5 个采样
点(表 1)，并以垂直土层 0−35 cm采等量土样，将
5个样点的样品混匀，装入乙烯袋中，用手提式冰
箱运回实验室后−20 °C保存备用。 
1.1.2  艾比湖湿地博乐河入口处土壤样品理化性

质：土壤含水量测定采用 105 °C烘干比重法；pH

测定采用电位法，使用 PHS-3C型酸度计测定；盐
度测定采用电导法测定，使用 DJ-320电导仪测定；
有机质含量测定用重铬酸钾容量法——外加热法；
碱解氮含量用碱解扩散法测定；速效磷含量测定采

用碳酸氢钠浸提——钼锑抗比色法测定；速效钾含

量用乙酸铵浸提——火焰光度法测定[11-12]。样品设 

表 1  博乐河入口处采样点基本信息 
Table 1  The basic information of sampling sites in the Bole river entrance 

Wetland type Sampling sites Longitude/Latitude Height (m) Main vegetation 

B-1 44°51′42.25″N，082°41′33.21″E 186 

B-2 44°51′42.59″N，082°41′27.55″E 190 

B-3 44°51′46.45″N，082°41′22.20″E 192 

B-4 44°51′48.39″N，082°41′17.09″E 190 

河流型湿地 
Riverine wetlands 

B-5 44°51′49.60″N，082°41′11.10″E 188 

芦苇草甸为主，并

分布少量柽柳、盐

角草、盐节木等 
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置 3个重复，取其平均值。 
1.1.3  主要仪器和试剂：PCR 仪、离心机，德国
Eppendorf 公司；PCR 纯化试剂盒、PCR 试剂、
PGM-T载体，购于 Tiangen 公司；Msp I和 Afa I
限制性内切酶，购于 TaKaRa公司。 

1.2  土壤细菌 16S rRNA 基因克隆文库的构建 
1.2.1  土壤总 DNA 提取和纯化：总 DNA 提取采
用玻璃珠-SDS结合法[13-16]，用氯仿抽提纯化回收。 
1.2.2  细菌 16S rRNA 基因 PCR 扩增：采用细菌通

用引物：Eubac27F：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTG 
GCTCAG-3′；Eubac1492R：5′-GGTTACCTTGTTA 
CGACTT-3′。25 µL PCR反应体系：2×PCR mix (含
Taq酶) 10 µL，模板(土壤 DNA) 10 ng，无菌 ddH2O 
10 µL，10 mmol/L上下游引物各 1 µL。反应程序：
94 °C 5 min；94 °C 50 s，47 °C 50 s，72 °C 2 min，
共 28个循环；72 °C 10 min。 
1.2.3  细菌 16S rRNA 基因克隆文库的构建及阳

性克隆的筛选：PCR产物经 PCR试剂盒纯化后与
PGM-T载体连接，连接产物转化入 Escherichia coli 
DH5α 感受态细胞，蓝白斑筛选及白斑菌落 PCR
电泳检测，将含有目的片段的阳性克隆子保存在

96孔板中，并放于−80 °C保存备用。 

1.3  ARDRA 分析  
1.3.1  ARDRA 酶切分析：用 PGM-T通用引物 T7
和 SP6 对挑取的阳性克隆子进行扩增，Msp I 和 
Afa I 限制性内切酶双酶切。20 µL 酶切体系：
10×Buffer 2 µL，10 U/µL Msp I (或 Afa I) 1 µL，PCR
纯化物 5 µL，Mill-Q Water 12 µL。37 °C酶切 4 h，
65 °C水浴 20 min终止酶切反应。酶切产物用 2%
琼脂糖凝胶电泳检测。借助 Photoshop软件，分析
产物经酶切后的谱型，计算每个谱型出现的频率，

将具有不同谱型的克隆子进行测序。 
1.3.2  克隆文库分析：采用文库覆盖度 Coverage C
评价构建文库对环境微生物多样性的体现程度

(C=1－n1/N，N 为所分析的克隆总数，n1为仅有 1
个克隆的操作分类单位数)。 

采用 Rarefaction 曲线评估所构建的文库是否
较好地反映了环境微生物多样性。 

采用Shannon指数(H′= i i
i 1

ln
s

P P
=
∑ ， iP =ni/N式中，

N为所分析的克隆总数，ni为第 i个 OTU所代表的
克隆数)评价文库所代表的环境微生物的多样性。 

1.4  系统发育分析及核酸序列收录号 
根据 ARDRA分型结果，随机挑取 75个不同

双酶切普型的阳性克隆子送华大基因测序[17]。在

GenBank数据库中用 BLAST进行检索和同源性比
较，使用 Mothur软件和 Bellerophon在线分析所得
序列中可能的嵌合体和其他的异常二级结构并剔

除。将获得的 16S rRNA基因序列提交 GenBank，
获得 70条有效测序序列且在数据库中注册序列号
为 KF964575−KF964644。利用 Clustal X程序进行
序列比对分析，并用 MEGA 5.2软件对对比序列采
用最小相邻法(Neighbor-Joining)构建系统发育树，
Bootstrap检验系统树，自展数为 1 000。 

2  结果与分析 

2.1  艾比湖湿地博乐河入口处土壤理化性质 
本实验所测得土壤理化性质如表 2所示。根据

全国第二次土壤普查养分分级标准，艾比湖湿地博

乐河入口处土壤有机质、速效磷为二级，碱解氮为

四级，速效钾为一级，故艾比湖湿地博乐河入口处

土壤养分含量属于中等偏上水平。pH 维持在 8.89
左右，土壤呈碱性。在一定浓度范围内，溶液的含

盐量与电导率成正比，因此，该样地为中度盐土，

水溶性盐含量较高。 

2.2  16S rRNA 基因文库的 ARDRA 分析 
采用 T7和 SP6引物对湿地土壤细菌 16S rRNA

基因文库中的阳性克隆进行菌落 PCR，以验证插入
片段大小在 1 500 bp左右(图 1)。经Msp I和 AfaⅠ限
制性内切酶双酶切后，分析计算谱型和频率。随机

挑 75个具有不同 ARDRA谱型(图 2、3)的阳性克隆
子测序。通过对所获得的序列进行相似性分析(序列
相似度≥97%归类为同一个 OTU并选取其中 1个为
代表序列)和 Chimera 检查，去除嵌合体后共获得  
58个 OTUs (101个克隆子)，代表了 70条有效序列
(121个克隆子)，其中有 43个为单个克隆的 OTU。
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表 2  采样点土壤理化性质 
Table 2  The sampling physics-chemical characterization of the soil 

Soil 
No. 

Conductivity 
(ms/cm) pH Soil organic matter 

(g/kg) 
Water content 

(%) 
Alkali-hydrolyzable 

nitrogen (mg/kg) 
Available phosphorus 

(mg/kg) 
Available potassium 

(mg/kg) 
A-1 7.14 8.87 32.27 20.98 66.51 23.43 478.84 
A-2 7.10 8.97 31.20 19.40 68.03 22.75 479.85 
A-3 6.98 8.82 33.35 19.40 67.72 23.68 480.87 
Mean 7.07 8.89 32.27 19.93 67.42 23.29 479.85 
注：A-1、A-2、A-3为样地的 3个平行样品. 
Note: A-1, A-2 and A-3 are the three parallel samples of the sampling sites. 
 

 
 

图 1  艾比湖湿地土壤细菌 16S rRNA 基因克隆文库阳性克隆 PCR 部分结果 
Figure 1  Partial results of positive clone of bacterial 16S rRNA gene clone library from the Ebinur Lake soil 

Note: M: DSTM 2000. 
 

 
 

图 2  艾比湖湿地土壤细菌 16S rRNA 基因克隆文库的 rDNA 扩增片段 AfaⅠ酶切部分电泳图 
Figure 2  Partial results of Afa  restriction patterns of amplified rDNA of bacterial 16S rRNA gene clone library from Ⅰ

the Ebinur Lake soil 
Note: M: DSTM 2000. 
 

 
 

图 3  艾比湖湿地土壤细菌 16S rRNA 基因克隆文库的 rDNA 扩增片段 MspⅠ酶切部分电泳图 
Figure 3  Partial results of Msp restriction patterns of amplified rDNA of bacterial 16S rRNA gene clone library from Ⅰ

the Ebinur Lake soil 
Note: M: DSTM 2000. 
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2.3  克隆文库覆盖度分析 
以 58 个 OTUs 和代表的克隆子数绘制

Rarefaction曲线(图 4)。Coverage C和 Shannon指
数(H′)分别是 64.5%和 3.74。从 Rarefaction曲线中
可以看出克隆数不足以较全面的反映微生物的多

样性。覆盖度(Coverage C) 64.5%从理论上讲能反
映环境中超过一半的微生物。 

2.4  细菌 16S rRNA 基因系统发育学分析 
通过 GenBank BLAST比对，本研究所获得的

58 个 OTUs 与相似序列的相似率处于 92%−99%，
且多数属于非培养型的，说明文库中大多数属于尚

未纯化分离的菌株。将测序中代表主要细菌类群的

58个 OTUs的 16S rRNA基因序列(70条)与数据库
中具有最高相似性的菌株或克隆的序列经比对分

析后构建系统进化发育树(图 5)。系统发育树表明
58 个 OTUs 归为 8 个细菌类群：绿弯菌门
(Chloroflexi)、蓝藻门 (Cyanobacteria)、变形菌门
(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)、放线菌门
(Actinobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、疣微菌门
(Verrucomicrob)和芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)。
其中，变形菌门为优势菌群占整个文库的 33.0%；
其次是拟杆菌门约占克隆文库的 32.0%，厚壁菌门
约占总数的 12.0%，其余各门所占的比例较少   
(表 3)。 
2.4.1  变形菌门(Proteobacteria)：第一优势群落是
变形菌门，包含了 26 个(37.1%)序列类型，40 个
(33.0%)克隆数和 24个(38.6%) OTUs。其中，在变
形细菌 24 个 OTUs 中，6 个 OTUs 属于 γ-变形细
菌，4个属于 δ-变形细菌，14个属于 α-变形细菌。
在 γ-变形细菌中，B12 (KF964578)属于不动杆菌属
(Acinetobacter)，与 1个约氏不动杆菌(Acinetobacter 
johnsonii，AB859672)的相似性为 99%；C72 
(KF964633)属于盐单胞菌属(Halomonas)，与 1个
来源于盐碱土和盐湖纯化分离的中度嗜盐菌株

(NR_044397)相似性为 98%；其余 4 个最相似序
列均为非培养的，相似度在 95%−99%。在 α-变
形细菌中，B 8 3  ( K F 9 6 4 6 0 3 )属于红杆菌科 

 
 
图 4  艾比湖湿地土壤细菌 16S rRNA 基因克隆文库

Rarefaction 曲线 
Figure 4  Rarefaction curves generated for 16S rRNA 
gene in clone library from the Ebinur Lake soil 

 
(Rhodobacteraceae)，与 1 个嗜盐碱叶绿素细菌
(DQ659237)相似性为 98%；B65 (KF964597) 属于
紫杆菌属(Porphyrobacter)，与 1 种包含叶绿素可
降解联苯的需氧细菌(AB062106)的相似性为 99%；
B71 (KF964599)属于 Palleronia，与海洋细菌 SIMO 
IS-S76-282 (AY149624) 相 似 性 为 98% ； C3 
(KF964610)属于赤杆菌属(Erythrobacter)，与 1 个
源于印度洋深海细菌(EU440968)的相似性为 98%；
C80 (KF964638)属于德沃斯氏菌属(Devosia)，与  
1个纯化分离南极湖泊的细菌(AJ440974)相似性为
99%；其余 10 种 OTUs 最相似序列均为非培养，
其相似度为 92%−99%。在 δ-变形细菌中，4种OTUs
最相似序列均为非培养，相似度为 95%−99%，代
表序列为 B38 (KF964586)、B57 (KF964595)、    
C4 (KF964611)和 B92 (KF964607)。 
2.4.2  拟杆菌门(Bacteroidetes)：拟杆菌门是另一个
优势群落，包含了19个(27.1%)序列类型，39个(32.0%)
克隆数和 11个(15.7) OTUs。4个 OTUs归类于黄
杆菌纲(Flavobacteria)，其中 B18 (KF964580)属于
黄杆菌科的 Salegentibacter，与 1种源于白令海峡
浮游细菌(GQ452870)相似性为 99%；其余 3 个
OTUs 最近相识序列均为非培养。6 个 OTUs 归类
于鞘脂杆菌纲(Sphingobacteria)，其最相似序列均
为非培养，相似度为 93%−99%。C17 (KF964614)
在拟杆菌门下未分类，其相似性最近的序列

(HQ703873)为非培养，相似度为 99%。 
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图 5  艾比湖湿地土壤细菌 16S rRNA 基因克隆文库系统发育树 
Figure 5  Phylogenetic tree of bacterial 16S rRNA gene clone library from the Ebinur Lake soil 

注：系统发育树采用邻接法构建；参考序列来自 GenBank 数据库；分支上的数值表示经 1 000 次计算后的置信度值；比例尺表
示遗传距离；文库中的克隆序列用黑三角表示. 
Note: Phylogenetic tree was constructed using the Neighbor-Joining method. Reference sequences were chosen from GenBank database. 
Numbers at branching points refer to bootstrap values after 1 000 times calculation. Scale indicates genetic distance. Black triangles 
represent clone sequences in the library. 
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表 3  艾比湖湿地土壤细菌 16S rRNA 基因克隆序列所属类群分布 
Table 3  Distribution of bacterial 16S rRNA gene sequences cloned from the Ebinur Lake soil 

Bacterial division Number of clones (%) Number of sequence type (%) OTUs (%) 

Chloroflexi 12 (10.0) 4 (5.7) 2 (3.4) 

Cyanobacteria 2 (2.0) 2 (2.9) 2 (3.4) 

Proteobacteria 40 (33.0) 26 (37.1) 24 (38.6) 

Firmicutes 15 (12.0)  9 (13.0)  9 (12.9) 

Actinobacteria 5 (4.0) 4 (5.7) 4 (5.7) 

Bacteroidetes 39 (32.0) 19 (27.1) 11 (15.7) 

Verrucomicrob 1 (1.0) 1 (1.4) 1 (1.7) 

Gemmatimonadetes 1 (1.0) 1 (1.4) 1 (1.7) 

Unidentified 6 (5.0) 4 (5.7) 4 (5.7) 

Total 121 (100) 70 (100) 58 (100) 

2.4.3  厚壁菌门(Firmicutes)：厚壁菌门包括 9 个
OTUs，其中含有 5 个属于梭状芽孢杆菌纲
(Clostridia)，4个属于杆菌纲(Bacilli)。在梭状芽孢
杆菌纲中相似度最近的序列均为非培养，相似度为

96%−99%。在杆菌纲(Bacilli)中，C94 (KF964644)
为肉杆菌科的 Carnobacterium，与北极地区细菌
(AY573047)相似度为 99%。其余，C25 (KF964616)
属于环脂酸芽孢杆菌科 (Alicyclobacillaceae)的
Tumebacillus；C57 (KF964628)属于芽孢杆菌科
(Bacillaceae 1)的杆菌(Bacillus)；C79 (KF964637)
属于球菌科(Planococcaceae)。 
2.4.4  放线菌门(Actinobacteria)：放线菌门包含 

4个 OTUs，均属于放线菌纲(Actinobacteria)。其中，

C12 (KF964613)为 Nitriliruptor；C34 (KF964620)

属于节细菌属(Arthrobacter)。4个 OTUs最相似序

列均为非培养，相似度为 96%−99%。 

2.4.5  绿弯菌门(Chloroflexi)：绿弯菌门包含 2个

OTUs，其最相似序列均为非培养，相似度为

94%−98%，代表性克隆子为C24 (KF964615)和C68 

(KF964631)。 

2.4.6  蓝藻门(Cyanobacteria)：蓝藻门包含 2 个

OTUs，其相似序列均为非培养，相似度为

98%−99%，代表性克隆子为B35 (KF964621)和B51 

(KF964592) 。 B35 和 B51 归 类 为 硅 藻 门

(Bacillariophyta)。 

2.4.7  疣微菌门(Verrucomicrob)：疣微菌门包含
1 个 OTUs，其最相似序列为非培养，相似度为
94%，代表性克隆子为 B47 (KF964591)。 
2.4.8  芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)：芽单胞
菌门包含 1个 OTUs，其最相似序列为非培养，相
似度为 97%，代表性克隆子为 B69 (KF964598)。 
2.4.9  未确定分类(Unidentified)：未确定分类包含
4 个 OTUs，与其最相似序列均来自非培养，且未
确定分类地位，相似度为 95%−99%，代表性克隆
子为 B43 (KF964588)、B45 (KF964590)、B85 
(KF964604)和 C88 (KF964641)。 

3  讨论 

通过构建并分析艾比湖湿地土壤细菌 16S 
rRNA基因克隆文库，明确了艾比湖湿地博乐河入
口处土壤细菌主要优势群落特征，变形菌门和拟杆

菌门在整个群落中占优势(OTUs数中占 54.3，分析
克隆子总数占 65%)。这与刘绍雄等剑湖湿地湖滨
带植物根际土壤微生物[18]、阎冰等的红树林土壤

细菌[17]、关晓燕等辽东湾大凌河口湿地土壤微生

物[19]、弗吉尼亚州山麓自然湿地[20]和智利的内海

湿地[21]进行比较发现，变形细菌通常为土壤细菌

群落中优势菌群，其中艾比湖湿地博乐河入口处土

壤微生物变形细菌主要集中在 α-变形细菌，剑湖
湿地湖滨带植物根际土壤微生物变形细菌主要集

中于 γ-变形细菌，红树林土壤微生物变形细菌主要
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集中为 δ-变形细菌，弗吉尼亚州山麓自然湿地中 α-
变形细菌亚群的相对丰度在不同样点之间变化，变

化范围为 18%−52%，其余变形细菌亚群大约占到
变形菌门整体的一半，且出现了艾比湖湿地博乐河

入口处土壤中没有的 β-变形细菌亚群，而智利内
海湿地的生态类型较多，在 La Brava湿地土壤中 α-
变形细菌亚群为变形细菌群落中主要的类型，且存

在艾比湖湿地中没有的 ε-变形细菌亚群。从湿地微
生物多样性结构组成上分析，我们可以看出不同的

湿地环境对湿地微生物组成比例影响较大，艾比湖

湿地呈碱性，其主要的优势群落为变形菌门，其次

为拟杆菌门和绿弯菌门，弗吉尼亚州山麓自然湿地

为典型的酸性土壤，其主要的优势群落为变形菌

门，其次为酸杆菌门和拟杆菌门，智利内海 La Brava
湿地土壤中呈碱性，其主要优势菌群为变形菌门，

其次为螺旋体门和疣微菌门，但同样呈碱性智利内

海 Tebenquiche湿地土壤其优势群落为拟杆菌门，
其次为变形菌门和螺旋体门，上述实验结论充分说

明了在不同土壤环境下变形菌门分布广泛，但其整

个微生物群落结构组成又存在明显的区域差异性。 
在目前的微生物分子生态学研究中，对于 16S 

rRNA 基因一般分析 50−100 个阳性克隆子即可反
映该环境样品中的优势微生物类群[22-25]。在本研究

中虽然对文库中的 121个克隆子进行了分析，但文
库覆盖度(Coverage C)仅为 64.5%，表现出艾比湖
湿地博乐入湖口处土壤细菌群落丰富的多样性。该

文库中分析的 58个 OTUs在 GenBank中最相似序
列仅有 10 个为纯培养的，未培养的达到总 OTUs
的 82.6%，而且最相似序列与测序序列相似     
率<97%的序列有 20 个(约占 34.5%)；4 个 OTUs
在细菌中未有任何分类，说明艾比湖湿地土壤中存

在一定数量的潜在细菌新种。值得注意的是，本研

究的艾比湖湿地土壤与盐湖、南极洲湖泊和印度洋

深海中，均有变形细菌门的克隆序列，说明该门具

有嗜盐、抗极寒、抗高压的极端环境的特点，表现

出极强的全球适应性和变异性。 
在原核微生物中 16S rRNA基因往往同时存在

多个拷贝，而且拷贝之间的基因序列并不完全一

致，所以，在原核微生物分子生态学研究中基于

16S rRNA基因的群落多样性分析会引起一定程度
的高估。中国科学院武汉病毒研究所周宁一等[26]

通过对 16S rRNA基因的拷贝数及基因组内部异质
性做了详细的分析研究，发现 16S rRNA基因存在
异质性并且在不同区域异质性存在程度不同。本研

究中由于所分析的克隆数总数偏少，每个序列所代

表的平均克隆数均低于其提议的 3.61[26]，在 0.03
水平上(一致性为 97%归类为一个 OTU)除变形菌
门、拟杆菌门和绿弯菌门外其余序列所属 OTU大
多仅有一个克隆子(表 3)，而在此水平下由于 16S 
rRNA 基因的异质性对群落多样性的高估率为

5.8%[26]，故本研究中所分析的 58个 OTUs在实际
环境下群落多样性 OTUs应为 55，且 16S rRNA基
因异质性主要集中于文库中的优势群落。这可能是

艾比湖湿地博乐河入口处盐碱环境下微生物适应

其环境的策略，具有不同的拷贝数可在不同的环境

下发挥其功能以提高其适应性。简言之，本研究中

16S rRNA 基因在不同群落类型中异质性程度不
同，优势群落较高且对微生物群落结构及组成影响

程度不大。 
艾比湖湿地作为北疆地区重要的生态屏障，面

对艾比湖湿地生态脆弱性现状及退化问题，本研究

初次使用非培养法研究了艾比湖湿地土壤主要细

菌群落及其结构组成，可为该区域的湿地土壤微生

物状况准确预测提供科学数据，也可为当地政府制

定生态恢复与重建方案提供参考。 
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