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研究报告 

基于 MiSeq 测序分析新疆泥火山土壤细菌群落多样性 
杨娟  郝志成  张亚平* 

(石河子大学生命科学学院  新疆 石河子  832003) 

 
 

摘  要：【目的】以新疆乌苏泥火山土壤为研究对象，了解泥火山细菌群落结构及其时空动态

变化。【方法】选择泥火山 4 种不同生境土壤在 4、7、11 月份采样，应用 Illumina MiSeq 测序

技术测定泥火山土壤细菌的 16S rRNA 基因 V3–V4 变异区序列，分析乌苏泥火山不同生境土壤

细菌群落组成。【结果】泥火山土壤细菌在 97%的相似水平下共得到 OTU 个数为 29 005，在细

菌门水平上共有 38 种细菌类群，Proteobacteria、Actinobacteria、Bacteroidetes 为优势菌群，在

属水平上共有 72 种细菌类群，其中含量最高的是未分类细菌；多样性分析表明生境 D 的丰度

指数和多样性指数最高，将泥火山细菌群落多样性与理化因子结合分析，发现其多样性随着土

壤养分的增加而基本降低，说明物种多样性指数与理化因子之间呈负相关关系；OTU 水平的分

析表明生境 A 的群落组成在时空动态上没有显著差异，其样品群落组成较为相似，而生境 C
的物种组成差异较大。【结论】相比较于传统方法，MiSeq 测序能够更全面解析环境样品中微

生物多样性，揭示了乌苏泥火山群蕴含着丰富的微生物资源，这将为深入研究泥火山生态系统

奠定基础，为合理利用和开发泥火山微生物资源提供指导。 

关键词：泥火山，优势菌群，MiSeq 测序，细菌群落 

Analysis the diversity of soil bacterial community from mud volcano 
in Xinjiang using MiSeq sequencing 

YANG Juan  HAO Zhi-Cheng  ZHANG Ya-Ping* 
(College of Life Sciences, Shihezi University, Shihezi, Xinjiang 832003, China) 

Abstract: [Objective] In order to study soil bacterial community diversity and space-time analysis, 
we chose Usu mud volcano in Xinjiang province as the research object. [Methods] We selected four 
different soil habitats to take samples in April, July, November, 2014. The Illumina MiSeq 
sequencing with 16S rRNA V3-V4 variable region was adopted to analyze the bacterial community 
structures of Usu mud volcano in Xinjiang province. [Results] A total number of 29 005 operational 
taxonomic units (OTUs) were obtained from mud volcano soil under the similarity level of 97%. For 
phyla level, we have got 38 groups of bacterial that the Proteobacteria, Actinobacteria and 
Bacteroidetes were the dominant groups. For genus level, we have got 72 groups, but the most 
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abundant genera were unclassified. Diversity index showed that the type D has a higher abundance 
effect and diversity index. Compared with the bacteria community diversity and physicochemical 
property, we found that bacteria diversity was decreased with the increasing of soil fertility, which 
shows negative correlations between bacteria diversity and physicochemical property. The results of 
PCA and heat map indicated that the community composition of type A has no significant variation 
with space-time dynamic changes, but type C is opposite. [Conclusion] Compared with traditional 
method, Illumina MiSeq sequencing can provide a more comprehensive understanding of microbial 
diversity in the environmental samples and these results reveal clues that it is possible to contain 
abundant microbial resources, and it lays the foundation of studying ecosystem of mud volcano and 
provides guidance for exploitation and utilization of microbial resources more reasonably in Usu 
mud volcano. 

Keywords: Mud volcano, Main flora, MiSeq sequencing, Bacteria community 

泥火山是由泥浆形成的，只因它的喷发形式

和喷发后形成的堆积物在外形上与火山有些相

似，因此称其泥火山[1]。新疆乌苏具有亚洲最大的

泥火山群，其特殊的环境是研究微生物资源的最

佳场所[2]。土壤微生物是土壤的重要组成部分，土

壤微生物群落的变化在一定程度上可以反映土壤

质量的变化趋势[3]，而细菌是土壤中最丰富、分布

最广泛的微生物类群[4]，广泛参与土壤营养物质循

环过程[5-6]。传统的土壤微生物培养方法存在着耗

时、工作量大的缺点，并且自然界微生物多是未培

养的，从而导致无法全面解释微生物群落结构。近

年来，随着高通量测序技术的不断发展[7-9]，人们

对土壤中微生物的研究日渐深入[10]，它被广泛应

用于环境微生物菌群结构与演替规律研究，其中，

Illumina公司开发的 MiSeq方法避免了通量低、准

确率低、操作复杂等问题[11]，与 454 焦磷酸测序

相比，通量更高，操作简便、成本更低，更适合分

析环境中群落结构多样性[12]。本研究通过 Illumina 

MiSeq 测序技术分析新疆乌苏泥火山微生物的群

落结构，这将为深入研究泥火山生态系统奠定基

础，为合理利用和开发泥火山微生物资源提供  

指导。 

1  材料与方法 

1.1  生境概况 
乌苏泥火山位于新疆天山北麓乌苏市南约 

40 km白杨沟镇东南约 2 500 m处，属于天山北坡
山前丘陵地带，四周群山环抱，属大陆干旱气候，空

气干燥，降雨稀少，夏季炎热，光照充足，年均降

水 158 mm，平均气温 7.3 °C，其环境条件较为特殊。
本课题以泥火山口为参照，选取具有代表的 4种不
同生境(命名为 A、B、C、D)为研究对象，各个生
境基本情况见表 1。 

1.2  样品采集 
以 4 种不同生境(A、B、C、D)为研究对象，

取样时间为 2014年 4、7、11月，以正方形 5点取
样法在样地内设置样方，草本采用 1 m×1 m的样
方，5次重复；灌木采用 5 m×5 m的样方，3次重
复。每个点取样量大体一致，去除土样里的植物根

系和砾石，然后将重复的土样混合均匀，做好标记

装入灭菌封口聚乙烯袋，低温保存带回实验室。 
 

表 1  泥火山不同生境样地基本情况 
Table 1  General conditions of different habitats in mud volcano 

生境类型 
Habitat types 

经度 
Longitude (E)

纬度 
Latitude (N) 

海拔 
Altitude (m)

备注 
Remarks column 

A 84°40′20″ 44°18′00″ 1 300 主要为一些零星灌木丛 

B 84°23′00″ 44°11′00″ 1 275 泥火山口周围，几乎没有植被 

C 84°22′10″ 44°13′00″ 1 100 一些矮小的禾本科、藜科植物等 

D 84°29′20″ 44°17′00″ 762 一些多年生莎草科杂草，例如梭梭草等，地表较干旱，缺水
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将土样分成两份，一份在室内风干，将风干土分别

过 1 mm和 0.15 mm筛子，用于理化因子的研究；

一份放入−20 °C，用于后续的分子方面的研究。最

终，混合后的土壤样品共 12 个，根据采样季节不

同，分别标记为 A4、A7、A11，B4、B7、B11，

C4、C7、C11，D4、D7、D11。 

1.3  主要试剂和仪器 
引物，上海生工合成；PCR 和酶反应体系中

DNA磁珠法回收纯化试剂盒，志昂生物科技有限公
司。PCR仪，安捷伦科技有限公司；电泳仪和电泳
凝胶成像系统，北京君意东方电泳设备有限公司。 

1.4  研究方法 
1.4.1  土壤理化性质的测定：土壤含水量采用烘干

测定法；pH和电导率采用 pH电导率仪；根据水土

比 2.5:1和 5:1进行测定；有机质采用重铬酸钾容量

法-外加热法测定；土壤全磷采用 HClO4-H2SO4 法

测定；土壤全氮采用半微量凯氏法测定；全钾含量

测定采用 NaOH熔融-火焰光度计法[13]。 

1.4.2  土壤微生物基因组 DNA 的提取：DNA的提

取采用美国(MOBIO PowerSoil DNA Isolation Kit)

强力土壤 DNA提取试剂盒。  

1.4.3  土壤细菌 16S rRNA 基因 PCR 扩增：采用

细菌 16S rRNA基因 V3–V4区的通用引物(336F：

5′-GTACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′ ； 806R ：

5′-GTGGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)扩增泥火

山土壤细菌 16S rRNA基因片段。50 μL PCR反应

体系：DNA模板 1 μL，正反向引物(10 μmol/L)各   

2 μL，dNTPs (2.5 μmol/L) 4 μL，10×Pyrobest Buffer   

5 μL，Pyrobest DNA Polymerase (2.5 U/μL) 0.3 μL，

ddH2O 35.7 μL。PCR程序为：95 °C 5 min；95 °C 30 s，

56 °C 30 s，72 °C 40 s，共 25个循环；72 °C 10 min。

将PCR产物用1% (质量体积比)的琼脂糖凝胶进行检

测，参照电泳初步定量结果，使用Qubit荧光定量系

统对 PCR 产物进行检测定量，之后按照每个样本的

测序量要求，根据精确定量结果进行相应比例的混

合。随后进行MiSeq文库构建，Illumina上机测序。 

1.5  数据处理 
通 过 COPE 软 件 (Connecting Overlapped 

Pair-End，V1.2.3.3)，对于 Illumina测序的测序结果
进行分析，去掉测序质量不好的序列，并对序列长

度进行筛选，删掉长度小于 200 bp 的序列，根据
Barcode 将序列确定为本样品的序列，并去除
Barcode 和引物序列，最终得到有效的序列文件。
在 0.97相似度下利用 Qiime (V1.8.0)软件将其聚类
为用于物种分类的 OTU (Operational taxonomic 
units)，统计各个样品每个 OTU中的丰度信息，OTU
的丰度初步说明了样品的物种丰富程度。 

利用 QIIME 软件计算样品包括 Chao1[14]指

数、Shannon[15]指数和 Simpson 指数[16]的 Alpha
多样性值，其中 Chao1 指数表示群落丰富度，其
值越高表示群落物种的丰富度越高；而 Shannon

指数和 Simpson指数可以反映样品的多样性程度，
其值越高表示群落物种的多样性越高；经过

UniFrac 算法利用系统进化的信息来比较样品间
的物种群落差异，进行 Beta多样性(Beta diversity)
分析；通过 SPSS 17.0[17]软件进行细菌多样性与环

境因子的相关性分析。 

2  结果与分析 

2.1  土壤理化性质测定结果及分析 
由表 2可知，不同生境土壤理化性质存在显著

性差异(P<0.05)，pH、含水量、电导率、有机质、
全磷、全氮和全钾的含量波动范围分别为

7.41−10.20、 2.72%−33.56%、 0.12−7.97 ds/m、
9.88−163.91 g/kg、0.33−1.06 g/kg、0.57−15.12 g/kg
和 3.24−6.27 g/kg。其中除了 pH、电导率，在 4种
生境中，生境 C的含水量、有机质、全磷、全氮和
全钾含量最高；生境 D的全氮、全磷、全钾含量相
对较低；从时空动态变化方面看，pH、含水量、有
机质(除了生境 C)的变化趋势均是 4 月份最高；全
磷的变化趋势均是 11月份含量最高，7月份最低；
全氮的变化趋势(除了生境 A)是 11月份含量最高；
全钾的变化趋势均是 4月份最高。 
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表 2  不同生境土壤理化性质测定 
Table 2  The results of physical and chemical property from different habitat soil 

生境类型 
Habitat types 

月份 
Months 

pH 
含水量 

Moisture (%)

电导率 Electric
Conductivity 

(ds/m) 

有机质 
Organic matter 

(g/kg) 

全磷 
Total P 
(g/kg) 

全氮 
Total P (g/kg) 

全钾 
Total K 
(g/kg) 

A 4 8.00±0.06b  13.78±0.94a 0.17±0.02a 76.40±1.83b 0.39±0.03a 3.32±0.28b 5.55±0.55a 

7 7.80±0.20b   2.72±0.29a 0.12±0.01a 38.36±1.15b 0.35±0.03a 1.92±0.06b 4.01±0.03a 

11  7.71±0.17ab   8.74±0.32a 0.16±0.01a 45.23±0.65b 0.91±0.01ab 3.31±0.09b 3.24±0.12a 

B 4 10.20±0.02d  22.05±0.01b 2.74±0.20c 16.44±0.44a 0.50±0.03b 0.82±0.02a 6.27±0.13b 

7 7.91±0.06b  22.05±0.01b 4.50±0.68b 14.85±3.00ab 0.43±0.01b 0.74±0.15ab 5.18±0.07c 

11 7.91±0.06b  18.92±0.27b 7.97±0.05c 11.50±0.42a 0.85±0.03a 1.08±0.06a 3.26±0.17a 

C 4 7.60±0.07a  33.56±3.33c 1.70±0.15b 133.89±4.79c 0.39±0.01a 6.69±0.23c 5.29±0.18a 

7 7.41±0.06a  22.03±2.18c 1.08±0.14a 163.91±14.04c 0.33±0.03a 8.20±0.70c 4.45±0.13b 

11 7.41±0.06a  24.06±3.56b 0.56±0.03b 112.65±2.32c 1.06±0.03c 15.12±0.39c 5.06±0.04b 

D 4 9.00±0.06c   8.52±0.39a 1.32±0.13b 15.85±0.52a 0.39±0.02a 0.95±0.14a 5.85±0.18b 

7 8.38±0.07c   2.82±0.15a 1.23±0.27a 11.47±2.19a 0.33±0.01a 0.57±0.11a 5.08±0.04c 

11 8.38±0.06c   7.72±0.17a 4.33±0.21d   9.88±0.51a 0.97±0.02bc 1.08±0.05a 3.53±0.08a 

注：表中数据为平均数±标准误. 同一指标中不同字母表示平均数的差异，在 P<0.05时达到显著水平. 
Note: Data in the table are mean±SE. Different small letters in the same row mean significant difference at 0.05 level among treatments. 
  
2.2  土壤样品测序结果及取样深度验证 

通过对泥火山土壤细菌 V3–V4区测序，12个
样品原始序列条数为 302 439，过滤掉低质量的序
列后，有效序列的总数为 287 467。根据 Barcode
标签进行样品序列拆分，在对初始序列进行去冗余

处理后，获得 16S rRNA基因 Unique Reads，并在
97%相似度下将其聚类为用于物种分类的 OTU 
(Operational taxonomic units)，统计得到各个样品在不
同 OTU 中的丰度信息，12 个样品共产生 29 005 个
OTU，平均测序读长在 420−480 bp之间。每个样品
的有效序列数量如表 3所示。 

稀释曲线 (Rarefaction)反映了样品的取样深
度，可以用来评价测序量是否足以覆盖所有类群。

从稀释曲线(图 1)中可知，12个样品稀释曲线有一
些基本趋于平缓，例如样品 C11，曲线已趋于平缓，
即再增大数据量对 OTU的发现也没有影响，可以
说样本 C11的 OTU的覆盖度已达到饱和；而有一
些仍未进入饱和状态，例如样品 A4、C4，说明随
着测序量的增加可能会发现新的细菌种系。 

表 3  12 个样品的序列信息 
Table 3  Sequence information of 12 samples 

生境类型 
Habitat types

Raw tags Clean tags Reads OTUs

A4 14 410 10 073 8 899 1 717
A7 20 882 20 282 15 470 3 102
A11 19 181 17 061 13 708 2 642
B4 21 236 19 794 18 436 988 
B7 23 430 23 305 21 834 1 708
B11 26 153 23 605 21 850 1 754
C4 15 973 15 973 11 284 1 600
C7 25 466 24 650 16 786 3 024
C11 56 415 56 261 55 074 2 265
D4 28 157 27 512 23 494 4 643
D7 25 635 24 989 20 188 2 941
D11 25 501 23 962 20 643 2 621

 

2.3  细菌群落的多样性分析 
2.3.1  Alpha 多样性分析：Alpha 多样性指数是对
单个样品中物种多样性的分析。由表 4可知，从生
境类型来看，生境 D 的平均 Chao1 指数 3 666.25
和平均 Shannon 指数 9.65 最高；生境 A 的平均
Simpson指数 0.99最高；最低的是生境 C，Simpson
值 0.86。从季节变化方面看，OTU 数、丰度指数 
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图 1  相似度为 97%条件下各土壤样品的稀释曲线 
Figure 1  Rarefaction curves of each soil sample at cutoff 
level of 3% 
 

表 4  样品的 Alpha 多样性指数 
Table 4  The Alpha diversity index of the sample 

生境类型 
Habitat 
types 

OTUs 
Chao1指数
Chao1 index

香农指数 
Shannon 

index 

辛普森指数

Simpson 
index 

A4 1 717 3 011.260 8.689 0.989 5 

A7 3 102 4 182.282 9.789 0.997 1 

A11 2 642 3 394.613 9.709 0.997 1 

B4 988 1 118.684 6.326 0.956 7 

B7 1 708 1 978.086 6.503 0.947 3 

B11 1 754 2 052.854 7.622 0.985 5 

C4 1 600 2 133.440 8.929 0.993 1 

C7 3 024 3 380.447 9.879 0.996 9 

C11 2 265 1 987.890 3.885 0.587 1 

D4 4 643 4 956.987 10.239 0.993 1 

D7 2 941 3 420.772 9.592 0.995 6 

D11 2 621 2 621.000 9.114 0.993 0 

 
Chao1、多样性 Shannon和 Simpson 指数均是 7 月
份最高，依次是 2 694、3 240.40、88.94、0.98。 
2.3.2  Beta 多样性分析：Beta多样性(Beta diversity)
分析是用来比较一对样品在物种多样性方面存在

的差异大小。UniFrac 是通过系统进化的信息来比
较样品间的物种群落差异，其计算结果可以作为 
一种衡量 Beta多样性的指数，它考虑了物种间的进
化距离，该指数越大表示样品间的差异越大。由图 2
可知，基于 UniFrac 的加权和非加权的主坐标分析
发现其第一主成分、第二主成分和第三主成分的贡

献率分别为 39%、21%和 12%，20%、14%和 12%， 
 

 
 

图 2  Beta 多样性的主坐标分析(PCoA)图 
Figure 2  Principal coordinate analysis (PCoA) scores plot 
of beta diversity 
 

生境 A、生境 B、生境 C、生境 D之间明显有分离
的现象，但又存在一定的交叉。这种现象说明，有

些分类操作单元(OTU)在不同生境之间均存在，但
含量不同。其中明显可以看出生境 A的 4月、7月、
11月份的 3个样品聚集在一起，说明其组成较为相
似，也就是说生境 A的微生物群落在季节动态变化
方面并无太大差异。 
2.3.3  细菌多样性与理化因子的相关性分析：从

表 5可看出，Chao1指数、Shannon指数均与含水
量呈极显著负相关关系，与全磷呈显著负相关关 
 
表 5  土壤细菌群落多样性指数与理化因子的相关性

分析 
Table 5  Correlation analysis between the soil bacterial 
community diversity indexes and physicochemical factor

理化性质 
Physicochemical 

properties 

Chao1指数 
Chao1  
index 

香农指数 
Shannon  

index 

辛普森指数

Simpson 
index 

pH −0.108 −0.02 0.567 
含水量  
Water content 

−0.821** −0.889** −0.891** 

电导率  
Electrical conductivity 

−0.464 −0.373 0.227 

有机质  
Organic matter 

−0.150 −0.280 −0.924** 

全磷  
Total phosphorus 

−0.609* −0.642* −0.612* 

全钾  
Total potassium 

−0.515 −0.508 −0.329 

全氮  
Total nitrogen 

−0.177 −0.307 −0.938** 

注：*：显著相关(P<0.05)；**：极显著相关(P<0.01).  
Note: *: Significant level for P<0.05; **: Significant level for 
P<0.01. 
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系；Simpson 指数与含水量、有机质、全氮均呈极
显著负相关关系，与全磷呈显著负相关关系。总体

来看，土壤细菌多样性指数与理化因子之间呈负相

关关系，且均与含水量、全磷相关性较高。 

2.4  样品群落组成分析 
2.4.1  细菌门分类水平的比较：根据图 3，在门分
类水平上共得到 38种细菌类群，在这些样本中含
量最高的门是变形菌门(Proteobacteria)，在 4类生
境中相对丰度分别为 22.27%、45.58%、72.44%、
32.74%，其次是放线菌门(Actinobacteria)相对丰度
分别为 44.52%、19.16%、41.12%、22.21%，拟    
杆菌门(Bacteroidetes)相对丰度分别为 11.54%、
7.98%、3.59%、7.73%，而其他菌类比例相对较低，
例如芽单胞菌门 (Gemmatimonadetes)、厚壁菌门
(Firmicutes)、酸杆菌门(Acidobacteria)、绿弯菌门
(Chloroflexi)、疣微菌门(Verrucomicrobia)等。这表
明在泥火山土壤细菌中，变形菌门、放线菌门、拟

杆菌门为三大优势菌群，而其他细菌类群为非优势

菌群。 
2.4.2  细菌属分类水平的比较：根据图 4，在属分
类水平上共得到 72 种细菌类群，其中含量最高的

是未分类细菌，在 4 类生境中相对丰度分别为
81.38%、74.34%、81.55%、64.12%；其次是 Other、
Halomonas (盐单胞菌属)、Kaistobacter、Rhodoplanes 
(红游动菌属 )、Pseudomonas (假单胞菌属 )、
Streptococcus (链球菌属)、Rubrobacter (红色杆菌
属)、Staphylococcus (葡萄球菌属)等，这些菌属的丰
度比例相对较低。 

2.5  OTU 水平的分析 
2.5.1  OTU 水平的 PCA 图： PCA (Principal 
component analysis) 分析，即主成分分析，是一种
分析和简化数据集的技术。通过分析不同样品 OTU 
(97%相似性)组成可以反映样品的差异和距离，如
果两个样品距离越近，则表示这两个样品的组成越

相似。从图 5可以看出，第一成分的差异贡献值是
23.21%，第二成分的差异贡献值是 15.35%，其中生
境 A的 3个样品距离最近，说明生境 A的 OTU群
落结构组成在季节动态方面是相似的，这与 PCoA
分析的结果一致；而生境 D的这一组较为分散，说
明在季节变化方面 OTU组成差异较大，其中生境 C
和生境 D距离较近，说明两者在一部分 OTU上有
相似的组成成分。

  

 
 

图 3  细菌门分类水平的比较 
Figure 3  Comparison of bacteria groups at phylum level 
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图 4  细菌属分类水平的比较 
Figure 4  Comparison of bacteria groups at genus level 

 

 
 
图 5  基于 OTU 丰度的 PCA 分析 
Figure 5  Principal component analysis based on OTU 
level 
 
2.5.2  丰度较高的前 20 个 OTU heatmap 图： 
Heatmap 图通过颜色变化来反映二维矩阵或表格中
的数据信息，将高丰度和低丰度的物种分块聚集，

通过颜色梯度及相似程度来反映多个样品在各分

类水平上群落组成的相似性和差异性。图 6是在属
分类水平上 12 个样品的群落组成的 Heatmap 图，
每小格代表所在样品中某种属的相对丰度。颜色越

红代表相对丰度越高。由图 6可知，在属分类水平
上，Shigella flexneri (X96963) (0.006%−64.470%)、
OTU116 (0.005%−14.010%) 、 Halomonas 
(AY268080)(0.02%−10.90%) 、 OTU130 
(0.022%−10.850%) 、 Pseudomonas (AB021404) 
(0.011%−5.170%)相对丰度较高。从群落组成上来看，
生境 A的 7月份和 11月份组成相似；生境 C 4月份
和生境 D 11月份组成相似；生境 B的 4月和 7月
组成相似；生境 B11月份和生境 D的 7月份组成
相似，说明不同样本之间有交叉，且有相似之处。

此外，可以明显看到 heatmap图中出现大面积的白
色方块，这是因为这些菌的含量非常低，导致没有

数值。 
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图 6  基于丰度比较高的前 20 个 OTU 的 Heatmap 图 
Figure 6  Heatmap based on the top 20 OTU abundance of bacteria genera 

 

3  讨论 

本研究利用 Illumina MiSeq 测序技术通过对
16S rRNA基因的V3–V4高变区的测序分析，成功检
测了泥火山土壤细菌群落结构的多样性，获得了大

量、全面且深入的菌群信息。12 个样品共获得有效
序列的总数为 287 467，平均测序读长在 420−480 bp
之间。在 97%的相似度水平下共产生有效 OTU 个
数为 29 005，通过与 RDP数据库[18]进行比对，在

门水平上得到优势菌群均为 Proteobacteria、
Actinobacteria、Bacteroidetes，其中 Proteobacteria
的丰度最高，这与 Roesch 等[19]对土壤微生物和

Zhang等[20]对污泥微生物群落的研究相一致；在属

水平上，含量最高的是未分类细菌，这说明泥火山

样品中蕴含着丰富的微生物资源，很多物种是我们

现在还未知的，而这些未知的物种为我们探究物种

的多样性提供了很好的资源。此外，还有一些功能

菌属被检测出，例如，Sphingomonas (鞘氨醇单胞 

菌属)是一类丰富的新型微生物资源，可用于芳香化
合物的生物降解，该属菌株凭借自身的高代谢能力

与多功能的生理特性，在环境保护及工业生产方面

具有巨大的应用潜力，但是由于对鞘氨醇单胞菌的

认识较晚，该菌的生态价值及经济价值很少被关

注，对它的研究也停留在初级阶段[21]。这一类菌属

的发现可以为我们提供一个新思路，在后续研究中

可以通过筛选新的培养基及分离程序，进一步研究

可培养微生物及其功能，从而进一步发现有利用价

值的资源。 
MiSeq 测序结果通过丰度指数(Chao1)和多样

性指数(Shannon、Simpson)反映了细菌的群落结构
多样性，其中生境 D的 Shannon指数和 Chao1指数
最高，生境 B和生境 C相对较低；在土壤理化因子
测定结果中，生境 C的含水量、有机质、全磷、全
氮和全钾含量最高，生境 D 的土壤养分(全氮、全
磷、全钾)含量相对较低，并且通过细菌群落多样性
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与理化因子的相关性分析，结果表明泥火山细菌群

落多样性随着土壤养分的增加而基本呈下降趋势，

说明了物种多样性指数与理化因子之间呈负相关

关系，这与陈芳[22]的研究结果一致；群落结构多样

性与含水量、全磷的相关性较高，说明泥火山微生

物活动对磷循环有着很大的影响，并且磷在生物遗

传中也扮演着重要的角色，是影响微生物多样性的

一个重要因素，这也曾在高慧琴等[23]的研究中提

及过。 
OTU 水平的 PCA 分析表明，除了生境 A 的

群落组成在时空演替方面没有差异，生境 B 和生

境 C 的群落结构均受到了季节变化的影响，尤其

是生境 D，其 3 个样品较为分散，说明微生物群

落结构的差异较大，群落组成明显不同，而生境 C

和生境 D距离较近，表明两者在一部分 OTU上有

相似的组成成分，说明这两个生境之间群落组成

有相似之处。而且，在 Heatmap 图中，也更进一

步验证了 PCA的结果，并发现 Shigella flexneri、

OTU116、Halomonas、OTU116、Pseudomonas 的

相对丰度较高。 

传统测序技术(Sanger 测序)由于其读长长、

准确率高，能根据测得的全长 16S rRNA 基因序
列注释到种，但 Sanger测序通量较低，大规模测
序成本高，操作复杂。Illumina MiSeq高通量测序

技术，它能够产生大量 Reads，一般每个样品可以
保证测定 40 000−60 000个序列数，覆盖深度非常
大，对物种多样性的分析十分有利，并且在一般规

模实验中，它的成本比率更易掌控[24]。但是高通量

测序读长短，不可能将 16S rRNA基因的 9个可变
区全部测序，所以往往只选择 1−3 个可变区作为
测序区域。自从Woese等将 16S rRNA基因作为原
核生物系统发育和分子生态学研究的经典标准以

来[25-26]，16S rRNA 基因便成了细菌群落结构分析
常用的系统进化标记分子。然而，由于发现该基因

不同区域存在不同程度的异质性，不同可变区的选

择对菌群具有偏向性，因而利用不同区域的序列进

行高通量测序会造成不同程度的多样性高估，而相

关研究[27]指出，基因异质性趋向于集中在特殊的区

域，V1和 V6区域的高估程度最高，V4和 V5区域
则显示了最低的高估程度。因此，在本实验中，结

合相关方面的文献选择了泥火山细菌 16S rRNA基
因的 V3–V4 可变区作为研究对象，从而降低了泥
火山细菌多样性分析的高估程度，使得测序结果更

加全面和准确。 
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