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摘　 要　 采用高通量测序的方法，对位于云南省丽江玉龙雪山自然保护区 ２０ ｈｍ２寒温性针阔
混交林中腐殖质层和土壤表层（０ ～ １０ ｃｍ）线虫群落结构的差异进行了研究。 共获取测序序
列 ５７４４５８２ 条，注释后获得 ４４ 科线虫。 腐殖质层线虫有 ３７ 科，其中垫刃科（１８．１％）为优势类
群，营养类群以食细菌、食真菌和植食性线虫为主；土壤表层线虫有 ４１ 科，单齿科（４５．４％）为
优势类群，捕食性线虫具有最高的相对多度。 虽然在操作分类单元（ＯＴＵ）水平上两个生境线
虫群落的 α 多样性（Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 和 Ｃｈａｏ１ 指数）无显著性差异，但在科水平上，腐殖质层
线虫群落的 α 多样性指数显著低于土壤表层；两个生境的 β 多样性有较大差异，其中腐殖质
层 Ｃｏｄｙ 指数低于土壤表层，而 Ｓｏｒｅｎｓｅｎ 非相似性指数相反。 非度量多维标度（ＮＭＤＳ）分析表
明，土壤表层线虫群落内部结构差异大于腐殖质层。
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　 　 种类丰富的土壤线虫是陆地生态系统中数量最

多和食性功能最完整的土壤后生动物类群［１］，广泛

存在于碎屑食物网的Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ营养级，并与土壤微

生物相互作用构成完整的微食物网［２］，对生态系统

的养分循环和物质转化具有重要的驱动和调控作

用。 其群落组成和功能群结构也常被用于评估土壤

质量和生态功能的优劣。 土壤线虫具备多样化的生

活史策略，包括从 ｒ⁃对策向 Ｋ⁃对策过渡的 ５ 个类

群，可以在短时间内对环境变化作出响应而被视为

环境指示生物［３］。 近年来，土壤线虫的多样性分布

及生态功能研究受到越来越多的重视，进而得到了

长足的发展［４－５］。
以往关于土壤线虫群落多样性的研究多基于形

态分类展开，需依赖于鉴定者丰富的分类学基础和

经验，加上样本中普遍存在高丰度的幼虫，给线虫多

样性评估和生态功能的研究带来了较大的困难。 随

着分子生物学技术的发展，高通量测序技术逐渐被

应用于线虫多样性和群落结构的探究［６－９］。 如薛蓓

等［１０］使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 测序技术，探讨了西藏北

部高寒草甸的土壤线虫群落多样性，并在目水平上

解析了线虫群落的相对丰度和结构；Ｐｏｗｅｒｓ 等［１１］采

用 １８Ｓ ｒＲＮＡ 对线虫遗传多样性进行了分析；Ｍｏｒｏｅ⁃
ｎｙａｎｅ 等［１２］通过 βＭＮＴＤ 指数分析了线虫群落构建

的确定性过程。 研究表明，采用线虫特异性扩增引

物对 ＮＦ１ 和 １８Ｓｒ２ｂ 扩增线虫 １８Ｓ ｒＲＮＡ 上一段大小

约 ４００ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段，可将线虫鉴定率从 ９０％提

升至 ９７％，并且该引物对于各功能类群的线虫片段

扩增具有普适性［１３］，能将测序聚类结果注释到不同

食性类群和生活史策略进行线虫群落结构分析，但
具体的研究案例较为少见。

土壤线虫多样性分布格局和群落构建过程一直

是生态学研究热点，已往大多数研究主要针对土壤

层（０～１０ 或 ０～１５ｃｍ）开展。 研究发现，线虫有 ６２％
的遗传多样性存在于凋落物层和附生植物层，而非

土壤层［１１］；Ｖａｎ ｄｅｎ Ｈｏｏｇｅｎ 等［１４］基于模型对全球尺

度的土壤线虫多度、功能类群和生物量进行了研究，
认为仅采集土壤层的线虫样本将会低估线虫生物

量，尤其在腐殖质积累较多的亚热带和温带森林生

态系统，需要考虑采集不同层次的样品。
云南丽江玉龙雪山省级自然保护区位于青藏高

原地区，是我国三大特有物种分化中心之一，具有丰

富的寒温性针叶林种类和独特的生物类群，林下富

集有较高生物量的腐殖质，是开展土壤线虫多样性

分布格局研究的重要和理想地区。 目前，相关学者

针对不同海拔梯度垂直气候带和不同演替阶段的寒

温性针叶林中开展了土壤线虫群落多样性研

究［１５－１６］，而对该森林生态系统中腐殖质层和土壤表

层线虫群落结构差异的原位配对比较尚未见报道。
本研究通过野外分层取样，使用高通量测序技术，探
究寒温性针阔混交林中腐殖质层和土壤表层线虫群

落结构差异，为进一步拓展线虫群落结构研究提供

基础数据。

１　 研究区域与研究方法

１ １　 研究区域概况

研究地点位于云南省丽江玉龙雪山自然保护区

（２７°０８′ Ｎ，１００°１３′ Ｅ）。 该地区年均温 ５．５ ℃， 极

端高温 １８． ８ ℃， 极端低温 － １１． ８ ℃， 年降水量

１５８７．５ ｍｍ， 年蒸发量 ９６６．１ ｍｍ， 相对湿度 ８２％，平
均海拔 ３２８４ ｍ，地带性植被类型属寒温性针阔混交

林和针叶林。 调查林地内共有木本植物 ６９ 种， 隶

属 ３０ 科 ４７ 属。 川滇冷杉（Ａｂｉｅｓ ｆｏｒｒｅｓｔｉｉ）、丽江云杉

（Ｐｉｃｅａ ｌｉｋｉａｎｇｅｎｓｉｓ）、帽斗栎（Ｑｕｅｒｃｕｓ ｇｕａｊａｖｉｆｏｌｉａ）、
吴茱萸五加（Ｇａｍｂｌｅａ ｃｉｌｉａｔａ）、篦齿槭（Ａｃｅｒ ｐｅｃｔｉｎａ⁃
ｔｕｍ）、短梗稠李（Ｐａｄｕｓ ｂｒａｃｈｙｐｏｄａ）、西康花楸（Ｓｏｒ⁃
ｂｕｓ ｐｒａｔｔｉｉ）、桦叶荚蒾（Ｖｉｂｕｒｎｕｍ ｂｅｔｕｌｉｆｏｌｉｕｍ）和云南

杜鹃（Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｅ）为群落优势种和建

群种；灌木层假小檗（Ｂｅｒｂｅｒｉｓ ｆａｌｌａｘ）是样地内个体

数较多的物种， 占总个体数的 ５９．５％；土壤类型为

山地暗棕壤和草甸暗棕壤，ｐＨ 值 ５．５～８．０［１７］。
１ ２　 土壤线虫采集和分离

本研究依托位于丽江云杉坪的中国科学院昆明

植物研究所高山站 ２０ ｈｍ２大样地进行调查。 在样

地内设置 ５ 条样带，每条样带间距离为 １００ ｍ，在每

条样带上选取 １３ 个采样点，每个样点间隔大于 ３０
ｍ（保证各样点土壤线虫群落无空间自相关性，即每

个样本具有独立性）。 ２０１６ 年 １０ 月 １６—２０ 日，原
位配对采集腐殖质层和土壤表层（０ ～ １０ ｃｍ）样品。
除去地表凋落物，腐殖质层用高 ７ ｃｍ、直径 ２５ ｃｍ 的

环形框圈存，直接收集框内腐殖质于自封袋中作为

腐殖质层样品，之后使用直径 ５ ｃｍ、高 １０ ｃｍ 的土壤

环刀在取样框内取 ３ 个土样，并混合为 １ 个土壤样

品，腐殖质层和土壤表层共计 １３０ 份样品。 将采集

的腐殖质和土壤样品带回实验室，每份腐殖质和土

壤样品分别轻柔混匀后各称取 １００ ｇ，采用浅盘法分

离线虫［１８］，并将其置于－８０ ℃冰箱保存。 ２０１７ 年 １
月 ３—１０ 日提取全部样品中的土壤线虫 ＤＮＡ 并进

行 ＰＣＲ 扩增。
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１ ３　 土壤线虫 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增和高通量测序

使用 ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ（ＭｏＢｉｏ Ｌａｂｏｒａ⁃
ｔｏｒｉｅｓ， Ｇａｒｌｓｂａｄ， ＣＡ， ＵＳＡ） 试剂盒提取土壤线虫

ＤＮＡ。 在通用引物 ＮＦ１ （ ＧＧＴＧＧＴＧＣＡＴＧＧＣＣＧＴ⁃
ＴＣＴＴＡＧＴＴ） 和 １８Ｓｒ２ｂ （ ＴＡＣＡＡＡＧＧＧＣＡＧＧＧＡＣＧ⁃
ＴＡＡＴ）的 ５′端加上适合 ＨｉＳｅｑ２５００ ＰＥ２５０ 测序的

ｉｎｄｅｘ 序列，使用 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ Ｐｒｏ Ｓ 型基因扩增仪和

Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ 高保真试剂进行线虫 １８Ｓ ｒＲＮＡ 上一段

大小约 ４００ ｂｐ 片段的 ＰＣＲ 扩增。 采用 ２５ μＬ 反应

体系：１２．５ μＬ Ｐｒｅｍｉｘ 溶液，０．５ μＬ １８Ｓ ｒ２ｂ，０．５ μＬ
ＮＦ１，０．５ μＬ 模板 ＤＮＡ，１１ μＬ 超纯水。 扩增程序：
９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ；５５ ℃退火 ３０ ｓ；
７２ ℃延伸 ４５ ｓ；３５ 个循环；７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ，设置电

压 １１０ Ｖ，用 ２％琼脂糖凝胶进行扩增产物电泳的检

测。 样品送北京诺禾致源科技股份有限公司采用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ＰＥ２５０ 测序平台进行双端测序。
１ ４　 数据处理

测序原始数据使用 ＦａｓｔＱＣ 进行质量控制，用
Ｕｓｅａｒｃｈ 进行双端序列合并，过滤序列，去除长度小

于 １００ ｂｐ 和 Ｑ 值小于 ２０ 的片段，切除引物及 Ｉｎｄｅｘ
序列，使用 Ｕｐａｒｓｅ 算法按照 ９７％的相似性聚类为可

操作分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ， ＯＴＵ），得
到用于物种分类的 ＯＴＵ，之后进行 ｏｔｕｔａｂ＿ｒａｒｅ 稀释

化处理，使样本含有相同的 ｒｅａｄｓ 数，制作 ＯＴＵ 表；
将 ＯＴＵ 在 ＳＩＬＶＡ 真核生物数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ａｒｂ⁃ｓｉｌｖａ．ｄｅ ／ ）进行注释，从而得到线虫科水平信息。
将 线 虫 科 信 息 在 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ａｎｉｍａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｙ． ｏｒｇ ／ 、
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ｔａｘｏｎｏｍｙ ／和 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｎｅｍａ⁃
ｐｌｅｘ． ｕｃｄａｖｉｓ． ｅｄｕ ／ Ｅｃｏｌｏｇｙ ／ ＥｃｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙＰａｒｍｓ ／数 据

库中进行匹配，查询并获取线虫群落的食性分类信

息和成熟指数 ｃｐ 值。
采用 Ｕｓｅａｒｃｈ（命令：ｕｓｅａｒｃｈ ⁃ａｌｐｈａ＿ｄｉｖ ｏｔｕｔａｂｌｅ．

ｔｘｔ ⁃ｏｕｔｐｕｔ ａｌｐｈａ．ｔｘｔ）进行 ＯＴＵ 水平的 α 多样性指数

（Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ、丰富度和 Ｃｈａｏ１）计算；使用 Ｒ
（３．６．１）软件 Ｖｅｇａｎ 程序包的 ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ 函数计算科水

平和功能类群多样性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、稀释化过

程的 Ｕｎｂｉａｓｅｄ Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和丰富度）。 计算公

式为：
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数：

Ｈ ＝－ ∑
Ｓ

ｉ ＝ １
Ｐ ｉ ｌｏｇ２Ｐ ｉ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数：

Ｄ ＝ １ － ∑
Ｓ

ｉ ＝ １
Ｐ ｉ

２

相对多度 ＝ Ｎｉ ／ Ｎ
式中： Ｓ 为科数目；Ｐ ｉ 为科 ｉ 的个体数占群落中总个

体数的比例；Ｎｉ为科 ｉ 的个体数； Ｎ 为群落中全部科

的个体数；丰富度为群落中 ＯＴＵ 数目或科数目。
采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 软件对原始数据进行整理和预

处理。 线虫群落的各指数变量在 Ｒ 软件中进行 ｓｈａ⁃
ｐｉｒｏ．ｔｅｓｔ 正态性检验，若变量符合正态性分布则进行

ｔ 检验，反之进行 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 非参数检验。 对 Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数和 Ｃｈａｏ１ 指数进行自然对数转换，以满足绘图

数据正态分布。
使用 Ｒ 语言 Ｖｅｇａｎ 包进行 β 多样性分析，即基

于二元属性数据计算线虫群落的 Ｃｏｄｙ 指数和

Ｓｏｒｅｎｓｅｎ指数。 Ｃｏｄｙ 指数反映群落间物种更替的速

率，数值越大，物种更替速率越快；Ｓｏｒｅｎｓｅｎ 指数表

征群落非相似性［１９］。 其计算公式为：
Ｃｏｄｙ 指数： βＣ ＝（ｂ＋ｃ） ／ ２
Ｓｏｒｅｎｓｅｎ 指数： βｓｏｒ ＝ａ ／ （ａ＋ｂ＋ｃ）

式中： ａ 为 ２ 种生境的共有科数目；ｂ 为沿不同采样

点之间的生境梯度所失去的科数目；ｃ 指沿不同采

样点之间生境梯度所增加的科数目。
利用非度量多维标度 （ ｎｏｎ⁃ｍｅｔｒｉｃ ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎ⁃

ｓｉｏｎａｌ ｓｃａｌｉｎｇ，ＮＭＤＳ）进行群落排序分析，生成线虫

群落属性空间定位图，不同样点间的差异程度通过

距离体现，绘图用 Ｒ 语言 ｇｇｐｌｏｔ２ 和 ｇｇｖｅａｇｎ 完成。

２　 结果与分析

２ １　 基于 ＯＴＵ 水平的线虫群落 α 多样性比较

测序序列双端拼接后共得到 ５４７４５８２ 条序列，
腐殖质层和土壤表层分别占 ４２． ２％和 ５７． ８％，用
Ｕｓｅａｒｃｈ 聚类 ＯＴＵ 分析后，腐殖质层和土壤表层

ＯＴＵ 数目分别为 ５９５ 和 ５３９（表 １）。
　 　 基于 ＯＴＵ 水平，对腐殖质层和土壤表层的线虫

群落 α 多样性指数进行计算和统计分析，Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
非参数检验和 ｔ 检验结果显示，腐殖质层和土壤表

层线虫群落的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数、Ｃｈａｏ１
指数和相对多度差异均不显著（图 １）。

表 １　 腐殖质层和土壤表层线虫群落 ＯＴＵ 的基本信息
Ｔａｂｌｅ １　 ＯＴＵ ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ
ｈｕｍｕｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｌａｙｅｒ
土层
Ｓｏｉｌ
ｌａｙｅｒ

测序条数
Ｒｅａｄｓ

ＯＴＵｓ 注释线虫数
Ｎｅｍａｔｏｄｅｓ

ｎｏｔｅｄ

注释率
Ｎｏｔｅｄ ｒａｔｅ

（％）

科
Ｆａｍｉｌｙ

ＨＬ ３１６３１０３ ５９５ ２６８ ４５．０ ３７
ＳＬ ２３１１４７９ ５３９ ２７４ ５０．８ ４１
ＨＬ： 腐殖质层 Ｈｕｍｕｓ ｌａｙｅｒ； ＳＬ： 土壤表层 Ｓｏｉｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｌａｙｅｒ （０ ～ １０
ｃｍ）． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．
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图 １　 ＯＴＵ 水平腐殖质层和土壤表层线虫群落 α 多样性指
数和相对多度
Ｆｉｇ． １ 　 α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｎｅｍａｔｏｄｅ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｈｕｍｕｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｌａｙｅｒ ａｔ ＯＴＵ ｌｅｖｅｌ．
ＨＬ： 腐殖质层 Ｈｕｍｕｓ ｌａｙｅｒ； ＳＬ： 土壤表层 Ｓｏｉｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｌａｙｅｒ （０ ～ １０
ｃｍ）． 不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜ ０．０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０．０５ ｌｅｖｅｌ．下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

２ ２　 基于科水平的线虫群落 α 多样性比较

将所获取的线虫 ＯＴＵ 在 ＳＩＬＶＡ 真核生物数据

库进行注释得到线虫的分类学信息，共记录 ４４ 个科

（表 ２），其中腐殖质层和土壤表层中注释结果为线

虫但未能归类到具体科信息（Ｕｎｋｎｏｗｎ）的分别占

３．８％和 ５．６％。
腐殖质层得到线虫 ３７ 科，其中垫刃科 （ Ｔｙ⁃

ｌｅｎｃｈｉｄａｅ，１８．１％）为优势类群，特有科 ３ 个：细咽科

（Ｌｅｐｔｏｌａｉｍｉｄａｅ）、盆咽科（Ｐａｎａｇｒｏｌａｉｍｉｄａｅ）和端垫刃

科（Ｔｅｌｏｔｙｌｅｎｃｈｉｄａｅ）。
土壤表层发 现 线 虫 共 ４１ 科， 其 中 单 齿 科

（Ｍｏｎｏｎｃｈｉｄａｅ，４５． ４％） 为优势类群，特有科 ８ 个：
Ａｌｌｏｉｏｎｅｍａｔｉｄａｅ、倒齿科 （ Ａｎａｔｏｎｃｈｉｄａｅ）、类滑刃科

（Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｏｉｄｉｄａｅ）、孔咽科（Ａｐｏｒｃｅｌａｉｍｉｄａｅ）、Ａｕｌｏ⁃
ｌａｉｍｉｄａｅ、盘甲科（Ｄｉｓｃｏｌａｉｍｉｄａｅ）、Ｌｉｎｈｏｍｏｅｉｄａｅ 和毛

刺科（Ｔｒｉｃｈｏｄｏｒｉｄａｅ）。
在科水平上对腐殖质层和土壤表层的线虫群落

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数、丰富度和相对多度进

行显著性检验，结果显示，土壤表层的线虫群落多样

表 ２　 寒温性针阔混交林线虫群落的食性、ｃｐ 值和相对多度
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｅｅｄｉｎｇ ｔｙｐｅ， ｃｐ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｃｏｌｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｅ ｍｉｘｅｄ ｃｏｎｉｆｅｒｏｕｓ ａｎｄ
ｂｒｏａｄｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ （ｍｅａｎ±ＳＥ）
科
Ｆａｍｉｌｙ

食性类群
Ｔｒｏｐｈｉｃ
ｇｒｏｕｐ

ｃｐ 相对多度
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ （％）
腐殖质层
Ｈｕｍｕｓ
ｌａｙｅｒ

土壤表层
Ｓｏｉｌ ｓｕｒｆａｃｅ

ｌａｙｅｒ

科
Ｆａｍｉｌｙ

食性类群
Ｔｒｏｐｈｉｃ
ｇｒｏｕｐ

ｃｐ 相对多度
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ （％）
腐殖质层
Ｈｕｍｕｓ
ｌａｙｅｒ

土壤表层
Ｓｏｉｌ ｓｕｒｆａｃｅ

ｌａｙｅｒ
无咽科 Ａｌａｉｍｉｄａｅ Ｂａｃ ４ ５．１８±０．０７ １．３２±０．１６
Ａｌｌａｎｔｏｎｅｍａｔｉｄａｅ Ｆｕｎ ４ １．５５±０．０４ ０．１７±０．０３
Ａｌｌｏｉｏｎｅｍａｔｉｄａｅ Ｂａｃ １ ０．００±０．００ ０．０３±０．０２
倒齿科 Ａｎａｔｏｎｃｈｉｄａｅ Ｐｒｅ ４ ０．００±０．００ ０．０３±０．０２
鳗形科 Ａｎｇｕｉｎｉｄａｅ Ｈｅｒ ２ ３．６３±０．０６ ０．５９±０．０６
滑刃科 Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｉｄａｅ Ｆｕｎ ２ ３．６３±０．０６ ０．６３±０．０６
类滑刃科 Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｏｉｄｉｄａｅ Ｆｕｎ ２ ０．００±０．００ ０．０３±０．０２
孔咽科 Ａｐｏｒｃｅｌａｉｍｉｄａｅ Ｏｍｎ ５ ０．００±０．００ ０．０７±０．０２
Ａｕｌｏｌａｉｍｉｄａｅ Ｏｍｎ ４ ０．００±０．００ ０．０７±０．０２
轴咽科 Ａｘｏｎｏｌａｉｍｉｄａｅ Ｂａｃ ３ １．５５±０．０５ ０．３１±０．０４
巴氏科 Ｂａｓｔｉａｎｉｉｄａｅ Ｂａｃ ３ ０．５２±０．０２ ０．０３±０．０２
头叶科 Ｃｅｐｈａｌｏｂｉｄａｅ Ｂａｃ ２ ５．４４±０．０９ ０．８０±０．０８
色矛科 Ｃｈｒｏｍａｄｏｒｉｄａｅ Ｂａｃ ３ ５．９６±０．０９ １．４３±０．１７
环科 Ｃｒｉｃｏｎｅｍａｔｉｄａｅ Ｈｅｒ ３ １．８１±０．０４ ５．２９±１．６９
膜皮科 Ｄｉｐｈｔｈｅｒｏｐｈｏｒｉｄａｅ Ｆｕｎ ３ ２．０７±０．０５ １．５３±０．４０
Ｄｉｓｃｏｌａｉｍｉｄａｅ Ｐｒｅ ５ ０．００±０．００ ０．１０±０．０３
锥科 Ｄｏｌｉｃｈｏｄｏｒｉｄａｅ Ｈｅｒ ３ ０．７８±０．０３ １．０４±０．４０
矛线科 Ｄｏｒｙｌａｉｍｉｄａｅ Ｈｅｒ ５ ６．２２±０．０９ １．８５±０．２３
Ｈｅｔｅｒｏｄｅｒｉｄａｅ Ｈｅｒ ３ １．３０±０．０３ ０．３８±０．０５
纽带科 Ｈｏｐｌｏｌａｉｍｉｄａｅ Ｈｅｒ ３ ０．５２±０．０２ ０．５６±０．１４
烙线科 Ｉｒｏｎｉｄａｅ Ｐｒｅ ４ ０．２６±０．０２ ０．１４±０．０３
Ｌｉｎｈｏｍｏｅｉｄａｅ Ｂａｃ ３ ０．００±０．００ ０．０７±０．０２

细咽科 Ｌｅｐｔｏｌａｉｍｉｄａｅ Ｂａｃ ３ ０．５２±０．０２ ０．００±０．００
长针科 Ｌｏｎｇｉｄｏｒｉｄａｅ Ｈｅｒ ５ ０．２６±０．０２ ０．０３±０．０２
Ｍｅｌｏｉｄｏｄｅｒｉｔｉｄａｅ Ｈｅｒ ３ １．０４±０．０３ ０．１７±０．０４
单宫科 Ｍｏｎｈｙｓｔｅｒｉｄａｅ Ｂａｃ ２ ３．３７±０．０６ ０．２４±０．０４
单齿科 Ｍｏｎｏｎｃｈｉｄａｅ Ｐｒｅ ４ ５．１８±０．０６ ４５．３５±１４．４８
穿咽科 Ｎｙｇｏｌａｉｍｉｄａｅ Ｐｒｅ ５ １．５５±０．０４ ０．３５±０．０５
齿咽科 Ｏｄｏｎｔｏｌａｉｍｉｄａｅ Ｂａｃ ３ ０．５２±０．０３ １．４６±０．５７
盆咽科 Ｐａｎａｇｒｏｌａｉｍｉｄａｅ Ｂａｃ １ ０．２６±０．０２ ０．００±０．００
绕线科 Ｐｌｅｃｔｉｄａｅ Ｂａｃ ２ ４．６６±０．０６ ０．５２±０．０６
短体科 Ｐｒａｔｙｌｅｎｃｈｉｄａｅ Ｈｅｒ ３ ０．５２±０．０２ ０．１４±０．０３
棱咽科 Ｐｒｉｓｍａｔｏｌａｉｍｉｄａｅ Ｂａｃ ３ １．０４±０．０３ ５．３６±１．９３
圣城科 Ｑｕｄｓｉａｎｅｍａｔｉｄａｅ Ｏｍｎ ４ ４．１５±０．０７ ６．２７±２．０８
小杆科 Ｒｈａｂｄｉｔｉｄａｅ Ｂａｃ １ ７．７７±０．０８ ５．５４±１．２１
Ｓｔｅｉｎｅｒｎｅｍａｔｉｄａｅ Ｂａｃ １ １．３０±０．０３ ０．４２±０．０８
Ｔｅｌｏｔｙｌｅｎｃｈｉｄａｅ Ｈｅｒ ３ ０．２６±０．０２ ０．００±０．００
畸头科 Ｔｅｒａｔｏｃｅｐｈａｌｉｄａｅ Ｂａｃ ３ ４．６６±０．０６ ０．８４±０．１２
毛刺科 Ｔｒｉｃｈｏｄｏｒｉｄａｅ Ｈｅｒ ４ ０．００±０．００ ０．１４±０．０３
三孔科 Ｔｒｉｐｙｌｉｄａｅ Ｐｒｅ ３ ２．３３±０．０５ １２．４７±４．６０
垫刃科 Ｔｙｌｅｎｃｈｉｄａｅ Ｈｅｒ ２ １８．１３±０．１７ ３．６６±０．２８
Ｔｙｌｅｎｃｈｏｒｈｙｎｃｈｉｄａｅ Ｈｅｒ ３ ０．２６±０．０２ ０．１７±０．０４
剑科 Ｘｉｐｈｉｎｅｍａｔｉｄａｅ Ｈｅｒ ５ ０．２６±０．０２ ０．１７±０．０４
阿利科 Ｘｙａｌｉｄａｅ Ｂａｃ ２ １．０４±０．０３ ０．１０±０．０３

Ｂａｃ： 食细菌线虫 Ｂａｃｔｅｒｉｖｏｒｏｕｓ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ； Ｆｕｎ： 食真菌线虫 Ｆｕｎｇｉｖｏｒｏｕｓ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ； Ｈｅｒ： 植食性线虫 Ｈｅｒｂｉｖｏｒｏｕｓ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ； Ｏｍｎ： 杂食性线虫
Ｏｍｎｉｖｏｒｏｕｓ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ； Ｐｒｅ： 捕食性线虫 Ｐｒｅｄａｔｏｒｙ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．
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图 ２　 科水平腐殖质层和土壤表层线虫群落 α 多样性指数
和相对多度
Ｆｉｇ． ２ 　 α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｎｅｍａｔｏｄｅ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｈｕｍｕｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｌａｙｅｒｓ ａｔ ｆａｍｉｌｙ ｌｅｖｅｌ．

性指数均显著高于腐殖质层，但其相对多度呈现低

于腐殖质层的趋势（图 ２）。
２ ３　 基于营养类群的线虫群落 α 多样性和相对多

度比较

根据线虫食性不同在科水平进行线虫功能群归

类，计算功能类群 α 多样性指数，并对腐殖质层和

土壤表层不同食性线虫的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数进行显著性差异检验。 结果表明： １）食细菌、
食真菌和杂食性线虫在腐殖质层和土壤表层的多样

性指数无显著性差异；２）土壤表层的植食性线虫和

捕食性线虫的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数均显著

高于腐殖质层（图 ３）。
腐殖质层中相对多度最高的为食细菌线虫

（４４．０％），其次是植食性线虫（３５．２％），食真菌、捕
食性及杂食性线虫的相对多度均小于 １０％。 土壤

表层中捕食性线虫（５８．５％）是主要优势类群，其次

是食细菌线虫（１８．５％）和植食性线虫（１４．２％），杂
食性和食真菌线虫相对多度均小于 １０％（图 ４）。
２ ４　 腐殖质层和土壤表层线虫群落的 β 多样性

采用 Ｃｏｄｙ 指数和 Ｓｏｒｅｎｓｅｎ 非相似性指数对腐

殖质层和土壤表层线虫群落的 β 多样性进行比较，
结果表明，腐殖质层线虫群落的 Ｃｏｄｙ 指数显著低于

土壤表层，而 Ｓｏｒｅｎｓｅｎ 非相似性指数高于土壤表层

（图 ５）。
进一步采用 ＮＭＤＳ 对线虫群落结构进行分析，

结果表明，腐殖质层和土壤表层的线虫群落结构无

明显差异，但腐殖质层线虫群落的变异程度小于土

壤表层，土壤表层线虫群落结构更为发散（图 ６）。

图 ３　 基于营养类群比较腐殖质层和土壤表层线虫群落的 α
多样性

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ
ｏｆ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｈｕｍｕｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｌａｙｅｒｓ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｔｒｏｐｉｃ ｇｒｏｕｐ．
Ｂａｃ： 食细菌线虫 Ｂａｃｔｅｒｉｖｏｒｏｕｓ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ； Ｆｕｎ： 食真菌线虫 Ｆｕｎｇｉｖｏ⁃
ｒｏｕｓ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ； Ｈｅｒ： 植食性线虫 Ｈｅｒｂｉｖｏｒｏｕｓ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ； Ｏｍｎ： 杂食
性线虫 Ｏｍｎｉｖｏｒｏｕｓ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ； Ｐｒｅ： 捕食性线虫 Ｐｒｅｄａｔｏｒｙ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ．
下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．
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图 ４　 寒温性针阔混交林腐殖质层和土壤表层不同食性线
虫的相对多度比较
Ｆｉｇ．４ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｅｄｉｎｇ
ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｉｎ ｈｕｍｕｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｌａｙｅｒｓ ｉｎ ｃｏｌｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｅ
ｃｏｎｉｆｅｒｏｕｓ ｂｒｏａｄｌｅａｖｅｄ ｍｉｘｅｄ ｆｏｒｅｓｔ．

图 ５　 寒温性针阔混交林腐殖质层和土壤表层线虫群落的 β
多样性比较
Ｆｉｇ． ５ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ β ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｕｍｕｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｌａｙｅｒｓ ｉｎ ｃｏｌｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｅ ｃｏｎｉｆｅｒｏｕｓ
ｂｒｏａｄｌｅａｖｅｄ ｍｉｘｅｄ ｆｏｒｅｓｔ．

图 ６　 寒温性针阔混交林腐殖质层和土壤表层线虫群落的

非度量多维标度（ＮＭＤＳ）分析

Ｆｉｇ．６　 Ｎｏｎ⁃ｍｅｔｒｉｃ ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｌｉｎｇ （ＮＭＤＳ） ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｕｍｕｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｌａｙｅｒｓ ｉｎ
ｃｏｌｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｅ ｃｏｎｉｆｅｒｏｕｓ ｂｒｏａｄｌｅａｖｅｄ ｍｉｘｅｄ ｆｏｒｅｓｔ．

３　 讨　 　 论

３ １　 寒温性针阔混交林线虫群落组成

云南丽江玉龙雪山自然保护区寒温性针阔混交

林腐殖质层和土壤表层线虫的多样性较为丰富，从

测序的 ５４７４５８２ 条序列中注释得到线虫 ４４ 科，其中

腐殖质层和土壤表层的特有类群分别为 ３ 和 ８ 科。
从线虫群落的营养结构来看，腐殖质层优势类群以

ｒ 对 策 的 食 细 菌 线 虫 （ ４４． ０％） 和 植 食 性 线 虫

（３５．２％）为主，土壤表层则以 Ｋ 对策的捕食性线虫

（５８．５％）为主，其中单齿科捕食性线虫 Ｍｏｎｏｎｃｈｉｄａｅ
占有绝对优势（４５．４％）。 这与其他研究发现土壤中

食细菌和食真菌线虫占据优势的结果不一致［１０－１６］。
Ｋ 对策的捕食性线虫对食物资源条件依赖性较小而

偏向留在土壤表层“大本营”，如单齿科捕食性线虫

类群 Ｍｏｎｏｎｃｈｉｄａｅ 作为典型的 Ｋ 对策者，对环境条

件而非食物的变化更敏感［２０－２１］。
总体来看，丽江寒温性针阔混交林中腐殖质层

线虫相对多度高于土壤表层，可能与腐殖质层土壤

有机碳含量较高有关［１４］。 大多数研究显示，凋落物

和腐殖质层中食细菌线虫占有较高的相对多度

（３９．２％～８３．７％） ［２２］；Ｏｕ 等［２３］对稻田、玉米田、休耕

地和林地不同土层深度的线虫群落调查表明，线虫

总数随土壤深度增加呈逐渐下降的趋势。 这与本研

究结果相一致。 腐殖质层丰厚的微生物资源利于 ｒ
对策的线虫定居，从而使得食细菌、食真菌和植食性

线虫从土壤表层向腐殖质层聚集，呈现明显的表聚

性，腐殖质层成为它们的主要聚集生境［２４］。 如研究

发现，沙质森林中的土壤表面积累了未分解的松针

凋落物，为食细菌线虫的大量定殖提供了条件。 植

食性线虫的丰度倾向于表层比底部多，因森林地面

上有丰富的草本和灌木植物而使得植食性线虫占主

导地位［２０］。
此外，腐殖质层中食真菌线虫相对多度高于土

壤表层，可从土壤 ｐＨ 和真菌在有机质分解时 Ｋ 对

策线虫的特性来解释。 在针叶林地区，土壤 ｐＨ 值

趋于酸性，同时进入土壤的有机物富含木质素，氮含

量低，更利于真菌产生菌丝体［２５－２６］。 本研究区域土

壤表层 ｐＨ 值为 ５．５ ～ ８，而腐殖质层富含腐殖酸、胡
敏酸等酸性物质，更利于真菌菌丝体的生长，有利于

食真菌线虫的繁殖。
３ ２　 线虫群落 α 多样性

线虫群落的一个重要特征是它们的多样性具有

垂直分布差异，了解该特征有助于进一步理解土壤

线虫群落结构及其功能［２７］。 丽江寒温性针阔混交

林腐殖质层和土壤表层线虫群落 α 多样性的研究

结果表明：虽然在 ＯＴＵ 水平上腐殖质层和土壤表层

线虫群落 α 多样性无显著性差异，但在科水平，土
壤表层线虫群落 α 多样性显著高于腐殖质层。 同
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时，基于线虫营养类群的结果也显示土壤表层植食

性和捕食性线虫的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数均

显著高于腐殖质层。 本研究结果支持了 Ｋｉｔａｇａｍｉ
等［２０］在针叶林的研究，即基于 ＯＴＵ 水平的土壤线

虫群落多样性指数 Ｈ 和 １ ／ Ｄ 在土壤 ０ ～ １０ ｃｍ 和

１０～２０ ｃｍ之间没有显著性差异的格局。 土壤线虫

具有典型的土层垂直分布特征，通常受生境中生物、
物理和化学因素的影响［２８－２９］。 随着土壤深度的增

加，线虫丰度逐渐减少，包括属和营养类群的组成和

分布具有较大的变化［２７－３０］，而土壤表面的有机层

（凋落物和腐殖质层）包含各种植物残体和丰富的

微生物，导致线虫群落物种丰度较高［３１］。
３ ３　 线虫群落 β 多样性

β 多样性是指沿着环境梯度的变化物种替代的

程度，表征群落内或者群落间环境异质性的大小及

其对物种多度的影响［３２］。 本研究显示，腐殖质层线

虫群落 Ｃｏｄｙ 指数显著高于土壤表层，表明其物种更

替速率快于土壤表层；而土壤表层 Ｓｏｒｅｎｓｅｎ 指数显

著高于腐殖质层，说明土壤表层线虫群落结构非相

似性高于腐殖质层。 这可能与土壤层较腐殖质层有

更高异质性的特征有关。 ＮＭＤＳ 分析结果显示，线
虫群落的非相似性并未体现在腐殖质层和土壤表层

之间，而体现在土壤表层线虫群落结构内部差异大

于腐殖质层线虫群落结构内部差异。 这可能是由于

土壤表层较腐殖质层具有更高的异质性所决定。 另

外，因腐殖质层有更为新鲜的有机物质如植物残体

等，同时也涵养更多的细菌类群（细菌在激发效应

中是 ｒ 对策者），使得植食性和食细菌线虫这种 ｒ 对
策的生物类群因对食物资源的需求而上行取食，发
生表聚现象。

综上所述，本研究通过高通量测序技术在 ９７％
的相似水平下对所测得线虫序列进行 ＯＴＵ 聚类和

生态学分析，获得土壤线虫多样性在腐殖质层和土

壤表层不同生境的分布情况。 从技术层面上是可以

提供相对快速的评估，为今后研究不同植被以及不

同气候条件下的土壤线虫群落结构和多样性特征提

供了方法上的有力支持。 高通量测序技术在线虫生

态学中的应用，使得开展线虫动物在大空间尺度的

生物地理分布格局研究成为可能，对于高丰度但不

具备成熟形态特征的线虫幼虫以及隐种（外形相

似，具备不同的生态和行为功能）的鉴定有所助益，
而且系统发育信息也会被揭示。 目前该技术有待加

强之处为：需要完善测序序列注释的数据库，进一步

结合 ＰＣＲ 荧光定量和同位素示踪技术量化土壤线

虫在碎屑食物网的功能与调控过程。 另一方面，本
研究结果对进一步了解寒温性针阔混交林线虫多样

性及其在腐殖质层和土壤表层的分布差异提供了数

据积累。
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