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研究报告 

不同土壤采样设计下土壤表层微生物 α多样性的差异分析 

孙万龙  陈苏铭  刘雪华*  王科朴  杨云锋 
清华大学环境学院 环境模拟与污染控制国家重点联合实验室  北京  100084 

摘  要：【背景】土壤采样是土壤研究的基础，采样方案的不同可能会对土壤微生物多样性的研究结

果产生一定影响。【目的】研究不同的土壤采样设计方案对土壤样品 16S rRNA 基因高通量测序结果

的影响。【方法】对 2 个不同生境样地的土壤进行网格化采样，对采集的 18 个土壤样品进行 16S rRNA

基因测序分析，通过模拟 5 种常见土壤采样方法，对比不同采样方式所获得的测序结果。【结果】不

同采样方式会产生不同的测序结果。在测序深度有效的情况下，细菌总物种数随着采样数的增加而

逐渐增长，增长速度在采样数大于 5 以后趋于平缓；样品中的优势物种(序列数 200 以上)只需很少

的采样数(1−3)即可观察到全部物种；Shannon-Wiener 指数与 Simpson 指数的变化较相似，当采样数

由 1 到 3 时两指数均有较大增长，之后变化放缓。【结论】土壤细菌微生物测序研究中，土壤样地采

样数量低于 3 个会影响测序结果的可靠性，采样方案选择梅花形采样法或蛇形采样法较为适宜。 

关键词：16S rRNA 基因高通量测序，采样设计，土壤采样，微生物群落 

Effect of soil sampling designs on soil microbial alpha diversity 
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Abstract: [Background] Soil sampling is the basis of soil research, and different sampling designs can 
have a considerable impact on the results of soil microbial research. [Objective] To investigate the effects 
of different soil sampling designs on microbial community structure and diversity of soils obtained 
through 16S rRNA gene high-throughput sequencing. [Methods] In this study, soils from two different 
habitats were sampled by grid sampling method, and all the 18 soil samples were analyzed by 16S rRNA 
gene high-throughput sequencing. Five common soil sampling methods were simulated through combining 
different points from the sampling grids. The sequencing results of different sampling methods were 
simultaneously compared. [Results] Different sampling methods resulted in different soil microbial 
sequencing results. The number of bacterial species gradually increased with the increased of numbers of 
samples, and the growth rate would be gentle when numbers of samples were greater than 5; dominant 
species (more than 200 sequences) could be wholly observed in few numbers of samples (1−3); the 
Shannon-Wiener index and Simpson index were similar, when the numbers of samples was from 1 to 3, 
both indices increased significantly, then it slowed down. [Conclusion] In the study of soil bacterial 
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microbial sequencing, numbers of soil samples below 3 would affect the reliability of sequencing results. 
Comparison of the sampling methods, Quincunx sampling or serpentine sampling method is more suitable 
for soil sampling design. 

Keywords: 16S rRNA gene high-throughput sequencing, Sampling design, Soil sampling, Microbial community 

自然界中微生物无处不在，其在生态系统中扮

演着重要的角色。有研究表明，1 g 土壤中平均含

有 10 万个物种和 10 亿个细菌细胞[1]。其中只有少

部分细菌可通过传统的培养方式分离[2]，因此需要

更有效的方式对土壤中微生物组成进行研究。随着

测序技术的发展，基因测序变得越来越容易，尤其

是高通量测序技术的出现为土壤微生物研究提供

了一种性价比很高的研究手段。由于采用 16S rRNA

基因进行系统分类结果与采用全基因组进行系统

分类的结果相似[3]，因此越来越多的研究者采用

16S rRNA 基因测序的方法研究微生物群落结构组

成和多样性。已有诸多研究应用了 16S rRNA 基因

测序的方法，研究领域包括人体[4-6]以及我们生活的

环境[7-10]，这些研究对重新认识人体微生物和环境

微生物组成具有重要意义。 

土壤是一个重要的环境要素，在生态系统中扮演

了重要的角色。对土壤微生物的研究有助于明确土壤

微生物对环境变化的响应，加深对于陆地生态系统中

地上与地下部分关系的认识[11]。但是，即使同一区域

的土壤也会在组成、性质等方面存在差异，因此采样

调查就成为土壤研究中获得土壤样品信息的基本方

法。土壤采样是土壤研究的基础，不同的采样设计会

对土壤研究产生不同的影响。因此，土壤采样设计成

为土壤研究中的一个重要研究内容[12-13]。Fortunati 等

认为，采样位置产生的误差大于样品预处理、处理、

分析过程中产生的误差总值[14]，要使研究结果能如实

地反映研究区域的客观情况，就需要采集的样品具有

代表性。然而要达到这个目的，最简单的方法就是增

加采样密度，通过增加采样点和采样数来使研究结果

接近该区域的土壤真值。但采样密度的增加意味着成

本、时间、工作量的增加，同时也给后期的数据分析

带来了极大的不便，因此，如何平衡研究精度与研究

成本成为了一个重要的问题[15]。 

虽然关于土壤微生物的研究越来越多，但不同

研究对于土壤样品的采样设计并不统一。目前国内

和国际上出版了很多土壤采样规程，这些规程提供

了很多前人经过大量研究和总结得出的方法[16-20]。

现在的研究基本都遵从和沿用这些方法，如对角线

采样法[21]、梅花形采样法[22-24]、蛇形采样法[25]等。

为研究不同土壤采样设计对 16S rRNA 基因高通量

测序结果的影响，本研究对 2 个不同生境样地的土

壤进行了网格化采样，并对采集得到的 18 个土壤样

品全部进行了 16S rRNA 基因高通量测序分析，通过

不同的方式组合来模拟几种常见的土壤采样方法，

同时对比不同采样方式的测序结果，以期得到适合

土壤细菌 16S rRNA 基因高通量测序的采样设计。 

1  材料与方法 

1.1  研究区概况 

研究区位于中国秦岭自然保护区内。秦岭是全

球同纬度地区具有高生物多样性的热点地区，选取

两个高生物多样性地带的典型物种生境进行考察

和采样，具体信息见表 1。 
 

表 1  研究样地信息 
Table 1  Information of research sites 
样地 

Location 

海拔 

Elevation (m) 

经度 

Longitude 

纬度 

Latitude 

生境类型 

Habitat type 

凉风垭 

Liangfengya 

2 300 33.679°N 107.857°E 中海拔秦岭箭竹林 

Fargesia qinlingensis of intermediate altitude 

西沟 

Xigou 

1 600 33.634°N 107.278°E 低海拔龙头竹林 

Fargesia dracocephala of low altitude 
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1.2  土壤采样设计和样品采集 

2014 年 7 月于每个样地 10×10 m 的区域内采 

用网格法定 9 个样点。每个样点内分散用土钻钻取

4 次表层土壤(0−20 cm)。每次钻取获得土壤转移到

2 mm 土筛上，将 1 个样点内的 4 次钻取土壤过筛

混匀，作为本样点的土样。 

在土壤研究中有一些常见的采样方法，如对角

线采样法、梅花形采样法、蛇形采样法、网格采样

法或直接于样地取一点进行采样。本研究对同一样

地的 9 个样点进行编号，通过选取不同数量、不同

位置的样点测序结果进行分析，以达到对不同采样

法采样结果的模拟。每种采样法选取的样点数量和

位置如图 1 所示。 

1.3  测序方法 

研究过程中的 DNA 提取、土壤 16S rRNA 基因

测序工作由北京诺赛基因组研究中心有限公司完

成，V4 区 PCR 扩增使用通用引物 515F (5ʹ-GTGCCA 

GCMGCCGCGGTAA-3ʹ)和 806R (5ʹ-GGACTACHV 

GGGTWTCTAAT-3ʹ)，扩增子长度约为 290 bp。PCR

反 应 体 系 和 反 应 条 件 参 照 文 献 [26] 。 研 究 采 用

Illumina HiSeq V4 PE250 高通量测序平台进行测

序，测序深度约为每个样品 50 万 Reads。测序所得

结果采用 QIIME 软件包计算，以 SILVA 数据库序

列作为参考序列，根据 97%的相似性水平，将匹配

到的序列进行聚类得到 OTU；未匹配到的序列采用

Cluster 聚类方法，根据 97%的相似性水平，聚类得

到新的 OTU，将两部分整合后得到所有 OTU。之

后利用 RDP Classifier 对 OTU 进行分类学注释。 

1.4  α多样性分析 

生物多样性的研究从空间尺度上来说有 3 种：

α 多样性、β 多样性、γ 多样性。α 多样性主要关注

局部单一均匀生境下的物种数目，因此也被称为生

境内的多样性。α 多样性分析是微生物群落研究中

的常用分析方法，本研究中主要关注 α 多样性随样

品数量增加的变化，具体来说，本研究采用物种数、

Shannon-Wiener 指数、Simpson 指数来反映样品的

α 多样性，这 3 种多样性指数分别从不同的侧面反

映了物种多样性，是生物多样性研究中常用的 3 种

指数。 

Shannon-Wiener 指数的计算公式： 

i
i i ii 1
ln ln

S n
H P P P

N
   ，其中               (1) 

式(1)中，Pi 为第 i 个物种在所有物种中所占比

例。Shannon-Wiener 指数不仅反映了群落物种的多

寡，还反映了群落的异质性；H 值越高，群落的复

杂程度越高。 

 
 

 
 

图 1  采样方法设计模拟 
Figure 1  Sampling method design simulation 

注：A：样点编号；B：单点采样；C：对角线采样；D：梅花形采样；E：蛇形采样；F：网格法采样. 

Note：A: Sample number; B: Single-point sampling; C: Diagonal sampling; D: Quincunx sampling; E: Serpentine sampling; F: Grid 
sampling. 
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Simpson 指数计算公式： 

2
ii 1

1
S

D P


                              (2) 

式(2)中，Pi 为第 i 个物种在所有物种中所占比

例。Simpson 指数更多反映了群落中各物种的均匀

度，常与 Shannon-Wiener 指数一起用来反映群落的

多样性。 

2  结果与分析 

2.1  测序结果 

原始下机的双端测序数据通过质控后，将成

对的 Reads 拼接成一条序列，得到所有序列。对序

列进行聚类、分类学注释后得到测序结果，其中凉

风垭样地共得到 25 741 个 OTU，西沟样地共得到

28 319 个 OTU，各 OTU 与其序列数的关系如图 2

所示，绝大多数 OTU 的丰富度很低，只有少数 OTU

具有很大的序列数。 

图 3 稀释性曲线随序列数的增加而斜率逐渐平

缓，说明测序深度有效，更多的序列数只会增加有

限的物种丰富度。由于测序结果受到测序深度的影

响，序列数较少的 OTU 误差更大。 
 

 
 

图 2  各 OTU 的序列数 
Figure 2  The number of sequences of each OTU 

注：A：凉风垭样地；B：西沟样地. 
Note: A: Liangfengya-site; B: Xigou-site. 

 

 
图 3  稀释性曲线 
Figure 3  Rarefraction curve 

注：A：凉风垭样地；B：西沟样地. 
Note: A: Liangfengya-site; B: Xigou-site. 
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对各 OTU 所含的序列数进行统计，关注序列

数≥10、≥20、≥50、≥100、≥200 和≥500 (即占总序

列数 0.002%、0.004%、0.01%、0.02%、0.04%、0.1%)

的 OTU 在总序列中所占的比例，统计结果如表 2

所示。 

考虑到序列数小于 10 的 OTU 极有可能是测

序深度不够深而未能检测到，为减小测序深度对研

究带来的误差，本研究只关注序列数足够多的

OTU，即序列数大于 10 的 OTU。对测序结果以序

列数为指标进行筛选，分别保留 9 个样品中序列 

数≥10、≥20、≥50、≥100、≥200 和≥500 的 OTU，

筛选结果如表 3 所示。西沟样地测序所得的 OTU 数

目(28 319)整体多于凉风垭的 OTU 数目(25 741)，但

差异并不显著。 

表 2  序列数不少于 10 的 OTU 所含序列数在总序列数

中所占比例 
Table 2  Proportion of sequences in OTUs containing more 
than 10 sequences in the total number of sequences (%) 
样地 

Location 

≥10 ≥20 ≥50 ≥100 ≥200 ≥500

凉风垭 

Liangfengya 

88.16 81.93 70.67 59.93 45.90 27.65

西沟 

Xigou 

86.82 79.11 64.59 50.96 34.78 16.09

 

2.2  OTU 分析 

对于序列数≥500 的 OTU 来说，不同采样方法

对测序结果几乎没有影响；对序列数≥100 和≥200

的 OTU 来说，不同采样方法对于测序结果的影响

很小；对序列数≥50、≥20、≥10 的 OTU 来说，不

同采样方法对于测序结果有一定影响(表 4)。 

 
表 3  序列数不少于 10 的 OTU 数量 
Table 3  The number of OTUs with a sequence number of not less than 10 
样地 

Location 

原始 OTU 数 

Primitive OTU 

≥10 ≥20 ≥50 ≥100 ≥200 ≥500 

凉风垭 

Liangfengya 

25 741 5 570 3 382 1 630 899 425 135 

西沟 

Xigou 

28 319 6 827 4 130 1 887 950 396 94 

Note: P=0.369>0.05. 

 
表 4  不同采样方法下的不同序列数 OTU 数量占总 OTU 的比例 
Table 4  Proportion of OTUs with different sequence numbers under different sampling methods in total OTUs (%) 
样地 

Location 

序列数 

Sequences 

1 个样 

One sample 

3 个样 

Three samples 

5 个样 

Five samples 

7 个样 

Seven samples 

9 个样 

Nine samples 

凉风垭 

Liangfengya 
≥10 82.783 97.917 99.641 99.892 100.000 

≥20 92.194 99.438 99.852 99.941 100.000 

≥50 97.239 99.939 100.000 100.000 100.000 

≥100 100.000 100.000 100.000 100.000 100.000 

≥200 100.000 100.000 100.000 100.000 100.000 

≥500 100.000 100.000 100.000 100.000 100.000 

西沟 

Xigou 
≥10 76.388 94.844 99.194 99.912 100.000 

≥20 86.489 97.167 99.685 99.952 100.000 

≥50 95.337 98.675 99.841 100.000 100.000 

≥100 99.158 99.895 100.000 100.000 100.000 

≥200 98.990 100.000 100.000 100.000 100.000 

≥500 100.000 100.000 100.000 100.000 100.000 
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2.3  α多样性分析 

2.3.1  物种数 

物种数随采样数变化的折线图(图 4)显示，对于

序列数≥10、20、50 的 OTU 来说，当采样数达到    

5 时，物种数基本达到稳定；而对序列数≥100、200、

500 的 OTU 来说，在超过 3 个样品时，物种数就达

到稳定。但不同采样方案所得物种数差异并不显著

(表 5−6)。西沟样地测序所得的 OTU 数目整体多于

凉风垭的 OTU 数目，但序列数超过 200 的 OTU 数

目则呈现相反的规律。 

2.3.2  Shannon-Wiener 和 Simpson 指数 

Shannon-Wiener 指数结果(图 5)表明，对于序列

数≥10、20、50、500 的 OTU 来说，当采样数由      

1 到 3 时，Shannon-Wiener 指数有较大变化，而采样

数从 3 增加到 5、7、9 时，数值的变化相对来说不 
 

 
 

图 4  不同采样数量下的物种数 
Figure 4  Number of species with different sampling 
numbers 

注：A−F 分别为序列数≥10、20、50、100、200 和 500 的 OTU. 
Note: A−F represent the OTUs with a sequence number of more 
than 10, 20, 50,100, 200 and 500, respectively. 

表 5  凉风垭样地不同采样方法下 α多样性差异显著性分析 
Table 5  Significance of different under different sampling 
methods in alpha diversity of Liangfengya-site 
P value 3 个样 

Three samples
5 个样 
Five samples 

7 个样 
Seven samples

9 个样 
Nine samples

1 个样 
One sample 

0.152 2 0.158 9 0.159 7 0.159 9 

3 个样 
Three samples

 0.246 6 0.244 0 0.240 3 

5 个样 
Five samples

  0.230 3 0.218 0 

7 个样 
Seven samples

   0.196 9 

 

表 6  西沟样地不同采样方法下 α多样性差异显著性分析 
Table 6  Significance of different under different sampling 
methods in alpha diversity of Xigou-site 
P value 3 个样 

Three samples
5 个样 
Five samples 

7 个样 
Seven samples

9 个样 
Nine samples

1 个样 
One sample 

0.116 9 0.116 9 0.117 8 0.118 0 

3 个样 
Three samples

 0.118 6 0.122 6 0.123 5 

5 个样 
Five samples

  0.157 0 0.159 7 

7 个样 
Seven samples

   0.197 0 

 

 
 

图 5  不同采样数量下的 Shannon-Wiener 指数 
Figure 5  Shannon-Wiener index with different sampling 
numbers 

注：A−F 分别为序列数≥10、20、50、100、200 和 500 的 OTU. 
Note: A−F represent the OTUs with a sequence number of more 
than 10, 20, 50,100, 200 and 500, respectively. 
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明显；而对序列数≥100、200 的 OTU 来说，在采样

数由 1 到 3、5 时，Shannon-Wiener 指数有明显的变

化，采样数由 5 到 7 时，数值变化不大；对几种多

度水平下采样数从 7 到 9 时，Shannon-Wiener 指数

均再次出现小幅变化。Simpson 指数结果(图 6)显示，

对序列数≥10、20、50、100 的 OTU 来说，当采样

数由 1 增加到 3 时，Simpson 指数会有较大增长；而

由 3 增加至 5 时，指数变化较小，由 5 到 7 时 Simpson

指数的变化相对来说较平稳，但在采样数由 7 到     

9 时，可以观察到 Simpson 指数又出现了小幅变化，

这一变化在序列数较多的 OTU 时更为明显。与不

同采样方案对物种的影响相似，不同采样方案所得

多样性存在差异但并不显著(表 5)。西沟样地的微生

物多样性水平整体高于凉风垭，但序列数超过   

200 的 OTU 数目在多样性方面则呈现相反的规律。 
 

 
 

图 6  不同采样数量下的 Simpson 指数 
Figure 6  Simpson index with different sampling numbers 

注：A−F 分别为序列数≥10、20、50、100、200 和 500 的 OTU. 
Note: A−F represent the OTUs with a sequence number of more 
than 10, 20, 50,100, 200 and 500, respectively.  

3  讨论 

土壤微生物的分布特征受多种因素影响，如海

拔[27-28]、温度[29]、pH[30]、水分和土壤营养元素[31]

等。本研究中所得 OTU 数目和多样性均高于 Wang

等报道的关于南极洲土壤微生物的 OTU 数目    

(3 503−4 536)和 Shannon-Wiener 多样性指数

(6.61−7.45)[32]，这可能是因为本研究区域的土壤温

度远高于南极洲，因为土壤微生物对温度敏感[33]。 

本研究结果显示，整体而言，西沟样地土壤微生物

的物种数和 α 多样性均高于凉风垭样地，这可能与

凉风垭样地的海拔高于西沟样地有关。值得注意的

是，序列数超过 200 的 OTU 数目和 α 多样性则在

凉风垭样地较高，这可能与样地植被群落组成不同

有关[34]。 

本研究采样方案为 9 个样点时，所得到的 OTU

数目和 α 多样性与本区域相关研究[35]处于同一水

平，因此可认为当采样方案为 9 个样点时，采样已

经充分。本研究是基于前人总结出的土壤采样规程

进行的，所以假设几种采样方法已经考虑到了样点

的空间分布。但土壤细菌对环境因素更加敏感，所

以极有可能在一片小区域中土壤细菌就有较大变

化，本研究也观察到个别物种在某一样点序列数高

而在另一样点较为稀少的情况。本研究的样地范围

为 10×10 m，对于土壤细菌来说可能是较大区域，

因此可能需要增加更多样点来更深入地了解生物

多样性与采样设计的关系。再者，本研究只关注了

细菌的种类，而目前的研究更多开始关注细菌在环

境中的功能，在这一方面采样设计造成的影响还需

要进一步的研究，以上原因也是造成本研究中差异

水平并不显著的主要原因。 

值得注意的是，尽管 16S rRNA 基因测序具有

高度的保守性和特异性，且已经被广泛地应用到各

个领域用于原核生物的检测和鉴定[36-38]，但 Sun 等

研究发现基因组内的非均质性将会导致 16S rRNA

基因测序得到的原核生物多样性结果偏高，这在一

定程度上会影响应用 16S rRNA 基因测序时对细菌
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微生物多样性的判定；同时该研究结果也指出，16S 

rRNA 的 V4 和 V5 区基因组间的变异性高，是进行

16S rRNA 基因测序的理想目标区域[39]。本研究中

采用了 16S rRNA 基因测序所得的结果来比较不同

土壤采样设计下土壤微生物 α 多样性的差异，可能

同样会受到基因组内非均质性的影响而导致得到

的 α 多样性偏高，但由于测序目标区域选择了 V4

区域且不同采样设计下的结果对比是基于同样的

测序技术，这在很大程度上减少了因测序技术带来

的误差，因此，尽管可能对 α 多样性存在一定的影

响，对研究结果规律性方面影响不大。 

4  结论 

本研究表明，不同采样方式会产生不同的土壤

微生物基因测序结果。细菌物种数会随着采样数的

增加而逐渐增长，增长速度会在采样数大于 5 以后

趋于平缓；样品中的优势物种(序列数 200 以上)只

需很少的采样数(1−3)即可观察到全部物种；而对于

样品中非低序列数个体数的物种，例如序列数达到

总序列数的 0.02%以上的物种，采样数对其影响相

对来说更大，但当采样数到 3 时，即采用对角线采

样法，测序结果已基本能涵盖 95%以上的物种。微

生物多样性指数整体表现为随土壤采样数增加而

变高，且序列数越少的 OTU 多样性越丰富，

Shannon-Wiener 指数与 Simpson 指数在这方面的变

化较为一致。当采样数由 1 到 3 时两指数均有较大

增长，之后变化放缓；在采样数达到 5 (梅花形采样

法)和 7 (蛇形采样法)时两指数均相对稳定；采样数

由 7 增加到 9 时两指数又出现小幅增长。相对来说，

Simpson 指数的变化要比 Shannon-Wiener 指数更大。 
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