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摘  要：【背景】饱水保藏木漆器的环境中，微生物数量多、种类丰富，木漆器易受到微生物的腐

蚀。【目的】研究木漆器上的微生物群落结构，分析饱水木漆器的微生物病害信息。【方法】采用

Illumina MiSeq 高通量测序技术对木漆器和保藏水样中的细菌进行群落结构分析。【结果】木质

样品与水样品中的微生物群落多样性较丰富并在分布上存在一定差异。门水平上，木质样品共

有 7 个优势菌门(相对丰度>1%)，分别为 Proteobacteria (64.00%)、Acidobacteria (14.70%)和

Actinobacteria (3.83%)等；水样共有 6 个优势菌门，分别为 Proteobacteria (61.26%)、Acidobacteria 

(8.25%)和 Planctomycetes (4.88%)等。属水平上木质样品共有 8 个优势菌属(相对丰度>1%)，分

别为 Phenylobacterium (16.24%)、Acidobacteria-Gp6 (9.68%)和 Rhodoplanes (6.45%)等；水样共

有 10 个优势菌属，分别为 Naxibacter (9.03%)、Acidobacteria-Gp6 (3.84%)和 Nevskia (3.27%)等。

未分类菌在门和属上，木质样品分别占 8.70%和 50.68%；水样品分别占 12.83%和 59.35%。【结

论】木漆器饱水保藏环境中木质样品与水样品的微生物群落结构均比较丰富，在门和属水平上

水样品比木质样品复杂。另外，被测样品中可能含有大量潜在新菌。 

关键词：Illumina MiSeq，饱水木漆器，群落结构，多样性 
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Microbial community structure and diversity in waterlogged wood 
and lacquer named F446 by Illumina MiSeq technology 
XING Jing-Jing1  LEI Qiong2  QIU Zu-Ming2  ZHANG Jun3  MA Li-An1* 
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Abstract: [Background] The wood lacquer is vulnerable to microbial corrosion in the environment 
of water preserved wood lacquer because of microorganisms. [Objective] In order to study the 
microbial community structure and microbial disease information of wood lacquer ware. [Methods] 
The community structure of bacteria in wood lacquer and water samples was analyzed by Illumina 
MiSeq high throughput sequencing technology. [Results] There were differences between wood 
samples and water samples in the microbial community structure on the gate level, wood samples of 
a total of 7 dominant bacteria (relative abundance, gate>1%) were Proteobacteria (64.00%), 
Acidobacteria (14.70%) and Actinobacteria (3.83%). There were 6 dominant phyla detected at the 
phylum level, Proteobacteria (61.26%), Acidobacteria (8.25%) and Planctomycetes (4.88%), 
respectively. A total of 8 dominant species (relative abundance>1%) were found in the woody 
samples, which were Phenylobacterium (16.24%), Acidobacteria-Gp6 (9.68%) and Rhodoplanes 
(6.45%), respectively. There were 10 dominant genera in water samples, which were Naxibacter 
(9.03%), Acidobacteria-Gp6 (3.84%) and Nevskia (3.27%), respectively. The unclassified bacteria in 
wood samples accounted for 8.70% and 50.68%, respectively. The unclassified bacteria in water 
samples accounted for 12.83% and 59.35% respectively in the door and genus. [Conclusion] The 
microbial community structure of wood samples and water samples is abundant in the water 
preservation environment of wood lacquerware, but the microbial diversity is more complex than that 
of wood samples in the water samples of the door and genus level. In addition, a large number of 
potential new bacteria were detected in the tested samples. 

Keywords: Illumina MiSeq, Waterlogged wood and lacquer, Community structure, Diversity 

在我国中南部，大量的木质文物出土于地下

水丰富的陆地饱水环境中[1]，饱水木质文物出土后

一般被浸泡于水中保存。刘亮[2]认为饱水木质文物

出土后主要受到微生物的腐蚀。微生物种类繁多、

代谢活动旺盛、代谢类型复杂，对木质文物破坏

极大。饱水保藏木漆器环境中，微生物以木漆器

中含有的纤维素、半纤维素和木质素为唯一碳源

进行生命活动[3]。此外，微生物生命活动产生的代

谢产物也对木漆器内的有机质具有分解作用[1,4]。

但是微生物在自然界以群落的形式存在，多种微

生物共同生活于一定区域[5]，凭借传统的分离培养

鉴定方法，依靠形态学、培养特征、生理生化特

性的比较进行分类鉴定和计数，对环境微生物群

落结构及多样性的认识是不全面和有选择性的，

方法的分辨水平低[6]。DNA 指纹图谱技术、磷脂

脂肪酸分析法、基因芯片等微生物群落检测方法

应运而生，但是这些方法相比较近年发展起来的

第二代测序方法而言，有通量低和信息量小的缺

点[7]。高通量测序技术堪称测序技术发展历程的一

个里程碑，该技术可以对数百万个 DNA 分子进行

同时测序[8]，也被称为深度测序(Deep sequencing)

或下一代测序技术(Next generation sequencing，

NGS)[9-10]，这使得对一个物种的转录组和基因组

进行细致全貌的分析成为可能。 

为研究饱水保存过程中出土木漆器中的微生

物群落结构，采用 Illumina MiSeq 高通量测序技术
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对饱水保存的木漆器和水样中的细菌进行群落结

构分析，该结果对评估微生物对木漆器的病害程度

具有重要的指导意义。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

样品来自 1978 年荆州江陵天星观一号楚墓出

土的饱水保存的彩绘木漆几(编号为 F446)，该文物

出土后被保存在荆州博物馆地下室水池中。取样时

以灭菌镊子伸入池底，夹取饱水彩绘木漆几残片，

用刀片轻轻刮下边缘破损的小块木片，迅速装入灭

菌三角瓶中，封口后放入冰盒。以 5 mL 移液器分

别在保藏木漆器的饱水池中四角及中间吸取共

100 mL 水于灭菌三角瓶中。木漆器样品编号分别

为 MaF446wood.1、MaF446wood.2、MaF446wood.3、

MaF446wood.4，水样编号分别为 MaF446water.5、

MaF446water.6、MaF446water.7、MaF446water.8。 

1.2  DNA 的提取 

用无菌水洗涤木质样品 3 次后，称取 0.3 g 碾

磨一段时间后加入于 65 °C 预热的 2% SDS 提取液

快速碾磨成粘稠糊状，转入离心管中。取 40 mL 水

样以 12 000 r/min 离心 8 min，去掉上清，加入 65 °C

预热的 2% SDS 抽提液，转入离心管中。将离心管放

入 65 °C 振荡 1−1.5 h，以使其充分裂解。12 000 r/min

离心 10 min 取上清。加入等体积的 5% CTAB 沉淀

液，混合均匀后放入 65 °C 振荡 10 min。加入等体积

苯酚/氯仿/异戊醇(251׃24׃)，混匀后 12 000 r/min 离心

10 min 取上清。加入等体积的氯仿/异戊醇(241׃)，

混匀后 12 000 r/min 离心 10 min 取上清。加入等体积

异丙醇混匀，置−20 °C 沉淀 30 min 以上。12 000 r/min

离心 15 min 去上清。加入 300 μL 75%乙醇至离心

管中，温和洗涤，12 000 r/min 离心 15 min 弃上

清，再加入无水乙醇洗涤，去上清，在通风干净

的地方干燥 30 min 以上。每管加入 30 μL TE 缓冲

液，用手指小心轻弹离心管壁，使 DNA 溶解。

使用 16S rRNA 基因 V4 区特异引物 515F 和 806R

进行 PCR 反应。0.8%琼脂糖凝胶电泳，观察 DNA

提取情况。 

1.3  Illumina MiSeq 测序及数据分析 

将样品 DNA 送至北京诺禾致源生物信息科技

有限公司进行 Illumina MiSeq 2500 高通量测序。测

序结果与 NCBI 的基因库进行基因比对，基于 97%

的同源性将所测的细菌分成不同的 OTU。为了评估

微生物群落组成的差异，基于 Bray-Curtis 距离对检

测到的 OTU 进行聚类分析。利用 QIIME 软件计算

样品的 Alpha 多样性指数，包括 Chao1 值和 Shannon

指数[11]。 

2  结果与分析 

2.1  测序结果质量分析 

样品经高通量测序，共获得 178 312 个原序列，

经过筛选后，选取 177 847 个平均长度为 251−   

254 bp 的高质量 16S rRNA 基因序列。如图 1 所示，

所有被测样本曲线趋于平滑，说明实际测序量足以

覆盖群落物种组成，能够真实反映群落各物种间的

相对比例关系。 

2.2  微生物群落的 α多样性分析 

通过单样品的多样性分析(α 多样性)可以反映

微生物群落的丰度和多样性，研究群落生态学的微

生物多样性。Chaol 值为样本中 OTU 数目估值，

Chaol 值越大微生物群落结构多样性越大。Shannon 

 

 
 

图 1  样品稀释曲线图 
Figure 1  Samples rarefaction curves 



1688 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

指数代表群落微生物分布的均匀度，数值越大，则

群落多样性越丰富。Simpson 指数表示了群落的丰

富度及均匀度，该指数与物质丰富度呈正相关。

Good’s coverage是一个间接判断测序数据是否足够

的指标，Good’s coverage 越接近于 1，说明测序深

度越接近于真实值。从表 1 中可以看出，Chaol 值

与被测 OTU 数目相似，且 Good’s coverage 接近于

1，说明此次测序结果真实有效。样品中各指标如

OTU 总数、Chaol 值、Simpson 指数与 Good’s 

coverage 内均没有显著性差异(P<0.05)，说明被测

样品具有较高的丰富度。被测样品中 Shannon 指数

存在显著性差异(P<0.05)，表明微生物在水环境和

木质环境分布不均匀，优势菌群有所不同。 

2.3  样品群落组成分析 

2.3.1  样品在门水平上的群落多样性分析 

如图 2 所示，被测样品共有 8 个优势菌菌门(相

对丰度>1%)，占所有微生物比例为 97.35%。其中

木质样品的优势菌门只有 7 个(相对丰度>1%)，分

别 为 Proteobacteria (64.00%) 、 Acidobacteria 

(14.70%) 、 Actinobacteria (3.83%) 、 Firmicutes 

(3.83%) 、 Planctomycetes (1.72%) 、 Bacteroidetes 

(1.51%)、Chloroflexi (1.23%)。水样品的优势菌门(相

对丰度>1%)共有 6 个，分别为 Proteobacteria 

(61.26%)、Acidobacteria (8.25%)、Planctomycetes 

(4.88%) 、 Actinobacteria (4.08%) 、 Bacteroidetes 

(2.96%) 、 Nitrospira (2.76%) 。 被 测 样 品 中

Acidobacteria 酸杆菌门在木质样品中的相对丰度显

著大于水样品(P<0.05)。Planctomycetes 浮霉菌门和

Nitrospira 硝螺化菌门在水样品中的相对丰度显著

大于木质样品(P<0.01)。 

2.3.2  样品在纲水平上的群落多样性分析 

Heatmap 可以用颜色变化来反映二维矩阵或

表格中的数据信息，热图中每小格代表所在样品

中某种菌的相对丰度，颜色越红代表相对丰度越

高 。 由 图 3 可 知 ， 被 测 样 品 在 纲 水 平 上

Alphaproteobacteria (28.19%) 、 Betaproteobacteria 

(16.23%)相对丰度较高。经检查，样品中变形菌门

主要由 Alphaproteobacteria、Betaproteobacteria、

Gammaproteobacteria 组 成 ， 酸 杆 菌 门 主 要 由

Acidobacteria-Gp6 组 成 。 木 质 样 品 中

Alphaproteobacteria 、 Betaproteobacteria 、

Gammaproteobacteria 为明显优势菌纲，水质样品中

物 种 分 布 相 对 较 为 均 匀 ， 且 木 质 样 品 中

Alphaproteobacteria 的相对丰度明显大于水质样品。 

2.3.3  样品在属水平上的群落多样性分析 

如表 2 所示，被测样品共有 11 个优势菌属(相

对丰度>1%)，11 个优势菌属共占微生物比例为

88.01%。其中木质样品共有 8 个优势菌属(相对丰 

 
表 1  样品的 α多样性 
Table 1  Alpha diversity of samples 

Samples OTUs Chaol Shannon Simpson Good’s coverage

MaF446water.5 728.82 729.2 6.432 9 0.945 5 0.999 383 0 

MaF446water.6 786.16 798.3 6.391 0 0.989 6 0.996 527 5 

MaF446water.7 534.45 537.4 6.296 4 0.978 9 0.998 353 1 

MaF446water.8 862.08 873.1 6.870 7 0.976 4 0.996 368 0 

MaF446wood.1 673.54 696.3 7.007 4 0.957 8 0.995 322 8 

MaF446wood.2 667.19 692.4 7.835 5 0.952 1 0.995 041 6 

MaF446wood.3 593.21 594.7 6.742 6 0.951 6 0.998 776 1 

MaF446wood.4 542.00 542.0 7.608 5 0.981 0 1.000 000 0 

P value 0.206 0.252 0.031 0 0.347 0 0.804 
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图 2  样品在菌门上的群落结构分析图 
Figure 2  Analysis of community structure of samples on bacteria phylum 
 

 
图 3  Heatmap 聚类分析图 
Figure 3  Heatmap cluster analysis chart  
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表 2  样品在菌属上的优势菌群分布及其所占比例 
Table 2  The distribution of dominant bacteria and their proportion in the genus 

总优势菌属 

Dominant bacteria 

占所有样品菌属比例 

Proportion of all samples (%) 

水样所占菌属比例 

Proportion of water samples (%)

木样所占菌属比例 

Proportion of wood samples (%) 

P 值 

P value 

Unclassified 55.02 59.35 50.68 0.002 

Phenylobacterium 8.79 1.35 16.24 0.182 

Acidobacteria-Gp6 6.76 3.84 9.68 0.015 

Naxibacter 4.52 9.03 0.00 0.241 

Rhodoplanes 3.37 0.30 6.45 0.002 

Hyphomicrobium 2.49 2.56 2.42 0.677 

Acidobacteria-Gp3 1.84 1.13 2.54 0.298 

Nevskia 1.64 3.27 0.00 0.008 

Nitrospira 1.47 2.76 0.18 0.407 

Acidobacteria-Gp16 1.07 1.04 1.10 0.002 

Pasteuria 1.04 0.24 1.83 0.000 

Hydrocarboniphaga 1.02 2.04 0.00 0.004 

Porphyrobacter 0.58 0.00 1.15 0.085 

 

度 >1%)， 分 别 为 ： Phenylobacterium (16.24%)、

Acidobacteria-Gp6 (9.68%)、Rhodoplanes (6.45%)、

Acidobacteria-Gp3 (2.54%)、Hyphomicrobium (2.42%)、

Pasteuria (1.83%) 、 Porphyrobacter (1.15%) 、

Acidobacteria-Gp16 (1.10%)。水样品共有 10 个优势菌

属(相对丰度>1%)，分别为 Naxibacter (9.03%)、

Acidobacteria-Gp6 (3.84%) 、 Nevskia (3.27%) 、

Nitrospira (2.76%) 、 Hyphomicrobium (2.56%) 、

Hydrocarboniphaga (2.04%) 、 Phenylobacterium 

(1.35%) 、 Acidobacteria-Gp3 (1.13%) 、

Acidobacteria-Gp16 (1.04%) 、 Acidobacteria-Gp2 

(1.05%)。Nevskia、Hydrocarboniphaga 在水样品中的相

对丰度显著大于木质样品(P<0.05)。Acidobacteria-Gp6、

Rhodoplanes、Acidobacteria-Gp16 在木质样品中的相

对丰度显著大于水样品(P<0.05)。 

2.4  β多样性分析 

被测样品基于 UniFrac 的样品相似度树分析，

有利于直观显示不同环境样品中微生物进化上的

相似性及差异性，通过树枝的距离和聚类的远近可

以直接观察样品间的进化距离。由图 4 可知，木质

样品在 β 分类上被分为一类，水样品被分为一类，

木质样品与水样品在微生物群落结构上存在一定

差异。 

3  讨论 

Illumina MiSeq 是新型的高通量测序平台之一，

其中 250PE (2×250)应用最广泛。该测序方法不仅克

服了传统测序方法的初期读长较短、误差较大等缺

陷，而且可获得更准确的微生物群落信息[12-13]。基于

Illumina MiSeq 高通量测序，检测出木质样品中的细

菌主要属于 Proteobacteria (64.00%)、Acidobacteria 

(14.70%)、Actinobacteria (3.83%)等 18 个菌门，

Alphaproteobacteria (38.80%)、Betaproteobacteria 

(12.29%)、Acidobacteria-Gp6 (9.68%)等 34 个菌纲和

Phenylobacterium (16.24%)、Acidobacteria-Gp16 
(9.68%)、Rhodoplanes (6.45%)等 106 个菌属。水样

品中细菌主要属于 Proteobacteria (61.26%)、

Acidobacteria (8.25%)、Planctomycetes (4.88%)等  

21 个菌门，Alphaproteobacteria (17.58%)、

Betaproteobacteria (20.18%)、Gammaproteobacteria 

(13.84%)等 40 个菌纲和 Naxibacter (9.03%)、

Acidobacteria-Gp6 (3.84%)、Nevskia (3.27%)等   

170 个菌属。Planctomycetes、Acidobacteria、Nitrospira

在 2 个样品中均为优势菌门，但是 Planctomycetes

在 2 个样品中的相对丰度具有显著性差异(P<0.05)，

Acidobacteria、Nitrospira 在 2 个样品中的相对丰度

具有极显著差异(P<0.01)。属水平的优势菌属中， 
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图 4  基于 UniFrac 的样品相似度树分析 
Figure 4  Samples’ similarity tree analysis based on UniFrac 
 

Nevskia、Hydrocarboniphaga 在水样品中的相对丰

度显著大于木质样品(P<0.05)。Acidobacteria-Gp6、

Rhodoplanes、Acidobacteria-Gp16 在木质样品中的

相对丰度显著大于水样品(P<0.05)。 

范晓丹等[14]对 F446 饱水木漆器及保藏水环境

进行微生物调查，结果显示木质样品中细菌数量为

1 250 CFU/g，水样中细菌数量为 1 590 CFU/L。雷

琼等[15]对 F446 的细菌进行分离培养，从 F446 木质

样中分离到的细菌菌株分属于 5 个属，优势菌为芽

孢杆菌；从水样中分离到的细菌有 9 个属，优势菌

为短杆菌。章俊等[16]从 F455 木漆器筛选的 32 株细

菌中共有 4 个属，优势菌属为芽孢杆菌属。水样品

中细菌有 9 个属，其中短杆菌属(Brevibacterium)有

9 株，为优势菌属。赵振鐻等[17]通过分离鉴定筛选

到假单胞菌属、黄杆菌属、变形杆菌属、纤维单胞

菌属、诺卡氏菌属和小单胞菌属。外国学者对从   

1 700 年前的饱水木质文物上分离出的菌群进行了

分子水平上的鉴定，该菌群主要成分为螺旋体

(Spirochaeta)、α-变形菌(α-Proteobacteria)、β-变形菌

(β-Proteobacteria)、δ-变形菌(δ-Proteobacteria)以及

Geobacteriaceae[18]。Landy 等[19]通过 RNA 克隆和

DGGE 的方法研究饱水木漆器的细菌降解特性，结

果显示有嗜黄杆菌、假单胞菌属、单胞菌属、纤维

弧属在 108 份被测样品中均有出现。 

根据前人的研究结果，发现分离培养筛选得到的

菌属多为变形菌门或厚壁菌门。变形菌门广泛分布于

各种自然或人工环境下，代表了整个细菌域中最为庞

大的一个类群，其物种和遗传多样性极为丰富[20]。

厚壁菌门的主体为芽孢杆菌纲和梭菌纲，其中芽孢杆

菌纲内的物种由于大多可形成抗逆性极强的芽孢而

具有极强的环境适应性[21]。本研究检测结果显示，

木质样品与水样品的优势菌属也大都属于变形菌门，

部分属于厚壁菌门。但是木质样品中未被鉴定的菌属

的相对丰度为 50.68%，水样品中未被鉴定的菌属相

对丰度为 59.35%，说明人工培养的菌仍占自然界的

小部分，且该被测样品可能含有大量的潜在新菌。 

4  结论 

(1) 木质样品中的细菌属于 18 个菌门 34 个菌

纲 106 个菌属；水样品中细菌属于 21 个菌门 40 个

菌纲 170 个菌属。 

(2) 木质样品共有 7 个优势菌门，8 个优势菌

属；水样品有 6 个优势菌门，10 个优势菌属。 

(3) 木质样品与水样品中微生物均具有多样

性，但是水样品中微生物多样性大于木质样品中的

微生物多样性。 

(4) 被测样品中可能含有大量的潜在新菌。 
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