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摘摇 要摇 利用臭氧 FACE (Free鄄Air Ozone Concentration Enrichment)实验平台, 研究 4 个小
麦品种“扬麦 15冶、“扬麦 16冶、“扬幅麦 2 号冶、“烟农 19冶根际细菌在拔节期和成熟期对臭氧
浓度升高的响应;采用变性梯度凝胶电泳(DGGE)和荧光定量 PCR ( real鄄time quantitative
PCR) 方法,分别对细菌种群结构和数量进行了测定。 结果表明:臭氧浓度升高仅显著降低
了拔节期“扬幅麦 2 号冶小麦品种根际细菌数量, 对成熟期各品种小麦根际细菌数量影响
不显著;多样性指数和主成分分析表明,“扬麦 15冶和“扬幅麦 2 号冶根际细菌多样性和种群
结构分别在拔节期和成熟期发生明显变化;臭氧对“扬幅麦 2 号冶品种根际细菌种群的影响
较持久,可能会产生累积效应。
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The effects of elevated O3 on rhizosphere bacterial communities of different wheat culti鄄
vars. YAN Pei1,2, WANG Xiu鄄juan1, SUN Jian1, SONG Yu3, ZHANG Hui鄄wen1, LI Xin鄄
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Abstract: Based on a Free鄄Air Ozone Concentration Enrichment facility, we studied the respon鄄
ses of bacterial communities in the rhizosphere of four wheat cultivars-Yangmai 15, Yangmai 16,
Yangfumai 2, Yannong 19 (Y15, Y16, Y2, Y19) to elevated O3 at jointing and ripening sta鄄
ges. Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) and real鄄time quantitative PCR were con鄄
ducted to reveal community structure and abundance of rhizosphere soil bacteria. The results
showed that the elevation of O3 concentration significantly reduced the rhizosphere bacterial abun鄄
dance of cultivar Y2 at the jointing stage, but had no significant effects on the rhizosphere bacte鄄
rial abundance of four wheat cultivars at the ripening stage. Diversity index and principal compo鄄
nent analyses indicated that the rhizosphere bacterial diversities and community structures of
wheat cultivars Y15 and Y2 were obviously changed respectively at the jointing and ripening sta鄄
ges under the treatment of elevated O3 compared with the control. The results suggested that ele鄄
vated O3 might have a longer effect on the rhizosphere bacterial community of wheat cultivar Y2
than on the other wheat cultivars, which would cause a cumulative effect.
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摇 摇 自工业革命以来,由于工业生产等人类活动,近
地层大气臭氧浓度一直升高,每年以 0. 5% ~ 2. 5%
的速率增长,已由无工业时代的 10 nmol·mol-1 发
展到现在的 40 ~ 60 nmol·mol-1(Vingarzan,2004)。

而模型模拟结果显示,到 2030 年全球近 1 / 4 的国家

和地区大气臭氧浓度将超过 60 nmol·mol-1,中国
南方大部分地区也将受到 60 ~ 70 nmol·mol-1的高
浓度臭氧胁迫(Fuhrer & Booker,2003)。

臭氧浓度升高会对植物产生负面影响,改变植

物的生理机制,降低植物的光合作用,影响植物的生

长,降低多种粮食作物,如小麦、大豆、水稻等的产量
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(王春乙等,2004;胡莹莹等,2008; Feng & Koba鄄
yashi,2009)。 近地层大气臭氧浓度升高也会对植

物地下部分产生影响,如降低植物向根系的碳输入

(Andersen,2003),根 /茎(Grantz et al. ,2006),改变

根系分泌物(McCrady & Andersen,2000),进而可能

引起土壤微生物数量和结构的变化,但影响的程度

因为臭氧实验浓度高低、处理时间、植物种类等因子

条件的不同而不同(陈展等,2007;李果梅等,2008;
Li et al. ,2013)。 臭氧对生态系统地下部分的影响

研究意义重大,不仅因为地下部分直接关系到植物

的水分利用、养分吸收以及生态系统的物质循环,更
重要的是该影响具有累积效应(Kasurinen et al. ,
2004)。 目前国内外开展了较多的关于大气 O3增高

胁迫下不同作物土壤微生物特征研究(李全胜等,
2010;Chen et al. ,2010;余永昌等,2012)。

土壤中的细菌和真菌大约占土壤微生物总量的

90% ,是土壤有机质最主要的分解者。 它们不仅参

与 C、N、P、S 等物质的循环(Six et al. ,2006;Van Der
Heijden et al. ,2008;White & Rice,2009),而且还是

食物网中的重要部分(Treonis et al. ,2010;S佗nchez鄄
Moreno et al. ,2011)。 本研究采用土壤宏基因组

16S rRNA 扩增片 段 变 性 凝 胶 梯 度 电 泳 ( PCR鄄
DGGE,PCR鄄denaturing gradient gel electrophoresis)
和实时定量 PCR 技术,研究近地层大气臭氧浓度升

高对不同品种小麦根际土壤细菌种群结构和数量的

影响,以便系统了解近地层大气 O3浓度增高对麦田

生态系统的影响,为应对臭氧增高胁迫提供理论

指导。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验设计及样品采集

试验地点位于江苏省江都市臭氧 FACE 平台

(32毅35忆5义N,119毅42忆0义E)。 平台于 2007 年 3 月开始

运行,设增高(FACE 圈)和当前大气(Ambient 圈)2
个臭氧浓度处理,每个处理 3 个重复圈(直径 12. 5
m 的正八边形),6 个圈随机排列,间隔>90 m,以避

免交叉污染。 FACE 圈采用反映对流层臭氧浓度实

情的日变化熏蒸方式,置于作物灌层上方 50 ~ 60
cm 处的 8 根放气管道于每天 9:00—18:00 向圈内

释放臭氧,使 2012 年小麦生长季节 FACE 圈的臭氧

浓度(平均约 70 nmol·mol-1 ) 始终比 Ambient 圈

(平均约 45 nmol·mol-1)高 50% ,其他环境条件与

Ambient 圈完全一致。 每个圈种植 4 个小麦品种,

为扬幅麦 2 号(Y2)、烟农 19(Y9)、扬麦 15(Y15)和
扬麦 16 (Y16)。 分别在 2012 年 3 月(拔节期)和 6
月(成熟期)采集土壤样品。 每次每个试验圈里每

个小麦品种随机选取 5 株小麦,将小麦连根挖出,轻
轻抖掉根系外围土,用毛刷轻轻刷粘附在根表面的

土壤作为根际土,将 5 株小麦的根际土壤混合均匀,
作为 1 个样品。 所有样品用无菌的封口袋包扎密

封,置于冰盒中带回实验室,冷冻干燥后 - 20 益
保存。
1郾 2摇 实验方法

1郾 2郾 1摇 样品 DNA 的提取 采用 Fast DNA襆 SPIN Kit
For Soil (MP Biomedicals,Santa Ana,CA) 试剂盒从

0. 5 g 冻干土中提取土壤基因组 DNA,溶于 50 滋L
水中,置于-20 益保存。 细菌 16S rRNA 基因片段的

拷贝数采用荧光定量 PCR 进行测定。 扩增引物为

341F / 758R ( 341F: CCTACGGGAGGCAGCAG,
758R: CTACCAGGGTATCTAATCC ) ( Lee et al. ,
1993)。 使用 ABI prism 7000 型荧光定量 PCR 仪

(Applied Biosystems)和 SYBR Green 试剂盒(TaKa鄄
Ra)对细菌 16S rRNA 片段进行 PCR 扩增。 25 滋L 反

应体系中包括 12. 5 滋L 的 2伊SYBR Premix Ex Taq域
(TaKaRa),1 滋L前引物和 1 滋L 后引物(10 pmol·
滋L-1),0. 5 滋L 50伊ROX Reference Dye ( TaKaRa),
1 滋L DNA 模板和 9 滋L 水。 扩增程序为 95 益预变

性 5 min,95 益变性 10 s,60 益退火30 s,72 益延伸

30 s,共 40 个循环。
1郾 2郾 2摇 标准曲线的制作摇 用于 16S rRNA 基因标准

曲线制作的模板为土壤样品克隆子,具体方法如下:
将上述试剂盒提取的土壤总 DNA,用引物 341F /
758R 按上述反应体系及程序进行扩增,PCR 产物经

切胶纯化后连接到 pMD18鄄T 载体 ( TaKaRa Bio
Inc. ,Japan),然后克隆到大肠杆菌 JM109 ( TaKa鄄
Ra),选取插入目标基因的阳性克隆提取质粒。 质

粒 DNA 的浓度用 NanoDropND 1000 微量核酸蛋白

分析仪(NanoDrop Technologies)进行测定。 目的基

因的拷贝数通过质粒 DNA 的浓度进行计算。 将质

粒 DNA 进行 10 倍梯度系列稀释,选取 5 个合适梯

度稀释的质粒 DNA 为模板,每个梯度 3 个重复,与
待测样品一起进行荧光定量 PCR,根据质粒 DNA 拷

贝数与 Ct 值建立标准曲线,根据所得标准曲线计算

出样品中的基因拷贝数,并换算成每克干土的基因

拷贝数进行分析。
1郾 2郾 3 摇 PCR鄄DGGE 摇 以 341 F +GC / 518 R (341F +
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GC: CgCCCgCCgCgCCCCgCgCCCggCCCgCCgCCCCCg鄄
CCCCCTACGGGAGG CAGCAG; 518 R: ATTAC鄄
CGCGGCTGCTGG)为引物对土壤总 DNA 进行扩增

(Muyzer et al. ,1993)。 反应体系为 50 滋L,包括 5
滋L 的 10 伊PCR 缓冲液,4 滋L dNTP,1 滋L 引物(10
pmol·滋L-1 ),0. 4 滋L Taq DNA 聚合酶 (5 U·
滋L-1) (TaKaRa BioInc. ,Japan),36. 5 滋L ddH2O 和

2 滋L 模板,产物用 1% 琼脂糖电泳检测。 变性梯度

凝胶电泳(DGGE) 用 D鄄Code system (Bio鄄Rad Labo鄄
ratories,CA)进行,细菌采用 8%的聚丙烯酰胺凝胶,
变性梯度为 40% ~70% (100%变性相当于 7 mol·
L-1尿素和 40% 去离子甲酰胺)。 PCR 产物上样量

为 40 滋L,电泳在 60 益,1 伊TAE(40 mmol·L-1 Tris,
20 mmol·L-1冰乙酸,1 mmol·L-1 Na2 鄄EDTA),70 V
电压条件下进行 16 h。 电泳后,用 GeneFinder(BIO鄄
V) 染料染色 30 min。 采用 Bio鄄Rad 凝胶成像分析

系统观察样品的电泳条带并拍照。
1郾 3摇 数据处理

细菌拷贝数值先 log 对数转换后再进行分析和

作图,数据统计分析用 SPSS 19. 0 软件,绘图采用

OriginPro 8 软件。 使用 Quentity One(Bio鄄Rad)软件

分析 DGGE 图谱,计算各样品 Shannon 多样性指数

(H= -移P i lnP i,其中 P i = ni / N,ni为某个带的峰强

度,N 为该带所在泳道所有谱带峰强度之和)。 根据

DGGE 图谱,在条带出现的地方定义为 1,未出现的

地方记为 0,得到 DGGE 胶中条带的数字化矩阵,导
入 CANOCO 4. 5 进行主成分分析(Principal Compo鄄
nent Analysis,PCA)。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 细菌数量

采用荧光定量 PCR 技术对不同品种小麦根际

细菌数量进行检测,在拔节期细菌 16S rRNA 基因

拷贝数 log 值为(10. 23 依0. 031) ~ (10. 34 依0. 06)
g-1干土,O3 浓度升高显著降低了小麦品种 Y2 的根

际细菌数量,对其他小麦品种根际细菌数量无显著

影响(图 1)。 在成熟期,细菌 16S rRNA 基因拷贝数

log 值为(9. 78依0. 29) ~ (10. 86依0. 28) g-1 干土,4
个品种之间根际细菌数量差异较大,但 O3 浓度升高

对 4 个品种小麦根际细菌数量的影响都不显著(图
1)。 小麦根际细菌数量的变化也受小麦生育期的

影响,不同品种之间小麦根际细菌数量在拔节期无

显著差别,而在成熟期有显著差异(P< 0. 05)。

图 1摇 不同处理下 4 个品种小麦拔节期和成熟期根际细菌
数量
Fig. 1摇 Rhizosphere bacterial abundances of four wheat cul鄄
tivars under different treatments at jointing and ripening
stages
误差线表示标准偏差。 *表示同一小麦品种同一生育期根际土壤细

菌数量在 O3增高与对照之间的显著性差异 (P < 0. 05)。

2郾 2摇 细菌种群多样性

将细菌 16S rRNA 部分片段进行 PCR鄄DGGE 分

析(图 2)。 通过 DGGE 图谱上的条带信息,对各品

种小麦根际细菌多样性指数进行分析。 在拔节期,
细菌多样性指数为 2. 51依0. 28 ~ 3. 31依0. 15,各品种

根际细菌多样性指数差异较大,O3 处理极显著增加

了小麦品种 Y15 根际细菌的多样性指数,但对其他

品种根际细菌的多样性指数无显著影响(图 3)。 在

成熟期,细菌多样性指数为 3. 11 依 0. 16 ~ 3. 48 依
0郾 02,O3 处理显著增高了小麦品种 Y2 的根际细菌

多样性指数,对其他品种小麦根际细菌的多样性指

数无显著影响(图 3)。
2郾 3摇 细菌种群结构

将 DGGE 谱带类型所代表的各品种根际细菌

种群进行主成分分析(图 4),所有处理样品在轴 1
上被分为 2 大类群,分别是拔节期各处理样品和成

熟期各处理样品,表明无论是对照还是臭氧增高处

理,小麦不同生育时期对细菌种群结构有一定影响。
在轴 2 的变化上,可以看出拔节期,小麦品种 Y15
和 Y19 根际细菌种群结构在 O3 增高和对照处理间

有明显变化,而成熟期仅小麦品种 Y2 根际细菌种

群结构在 2 个处理间有差别。
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图 2摇 各样品细菌 DGGE 图谱
Fig. 2摇 DGGE profile of bacterial communities of the soil samples

图 3摇 不同处理下 4 个品种小麦根际细菌在拔节期和成熟
期的多样性指数
Fig. 3摇 Diversity indices of soil bacterial communities in the
rhizophere of four wheat cultivars under different treat鄄
ments at jointing and ripening stages
误差线表示标准偏差。 *和**分别表示同一小麦品种根际细菌数
量在 O3增高和对照处理间有显著性差异 (P< 0. 05) 和极显著差异
(P< 0. 01)。

图 4摇 各样品细菌种群主成分分析图
Fig. 4 摇 PCA analysis of bacterial communities of the soil
samples

3摇 讨摇 论

3郾 1摇 O3 浓度升高对不同品种小麦根际细菌数量的

影响

本研究表明,在拔节期 O3 增高处理使 4 个品种

小麦根际细菌数量都低于对照,而且对 Y2 品种根

际细菌数量有显著影响,这种抑制作用可能是来源

于 O3 对地上小麦的伤害作用。 很多研究表明,O3

浓度增加使敏感植物叶片受害、叶绿素含量下降,叶
片气孔关闭,光合作用受到抑制,造成生物量降低

(白月明等,2002;王云霞等,2011)。 同时降低了有

机物向根系的分配,因此植物根系生物量(Kelting et
al. ,1995;Scagel & Andersen,1997)和根系分泌物的

总量也减少(Andersen,2003)。 根系分泌物可为土

壤微生物提供碳源和能源,它的降低会引起土壤微

生物的数量和生物量的降低。 相关研究也表明,O3

增高处理使植物地下微生物数量和生物量降低( Is鄄
lam et al. ,2000;Kanerva et al. ,2008)。

本研究中,小麦根际细菌数量的变化也受小麦

生育期的影响,而且成熟期小麦根际细菌数量在品

种间有很大差异。 小麦根际细菌数量在小麦整个生

育期会有一定的波动,通常表现为先升高,后降低,
在灌浆期左右达到顶峰。 但不同品种小麦细菌数量

变化的程度有差异,表现为有的小麦其成熟期根际

细菌的数量会高于拔节期(胡锋等,1998),而有的

小麦则成熟期根际细菌数量低于拔节期(周陈等,
2008)。 本研究中,Y19 品种根际细菌数量在成熟期

低于拔节期,而 Y15 和 Y16 品种则表现为成熟期高

于拔节期,由于小麦品种的不同,其本身根际细菌在

小麦生育期的变化规律不同,有可能造成成熟期小

麦细菌数量在品种间出现很大差异。
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3郾 2摇 O3 浓度升高对不同品种小麦根际细菌种群多

样性及群落结构的影响

本研究中,小麦品种 Y15 和 Y2 根际细菌多样

性分别在拔节期和成熟期在 O3 增高处理显著增加,
而多样性指数增加的同时,细菌种群结构也发生了

改变。 主成分分析结果表明,小麦品种 Y15 和 Y19
根际细菌种群在拔节期发生一定改变,而成熟期是

Y2 的根际细菌种群发生明显改变。 微生物多样性

和结构的改变可能与臭氧增高处理后植物根系分泌

物的改变有关系。 有研究表明,O3 增高处理后植物

会分泌更高浓度的保护性化合物,如酚酸物质(Sal鄄
eem et al. ,2001;Liu et al. ,2005),而且植物土壤可

溶性碳(DOC)中高环,高分子量的有机物含量比重

增加(Jones et al. ,2009)。 对小麦根际微生物可利

用碳源(BIOLOG)研究表明,对照土壤根际微生物

主要利用的碳源是聚合物(Polymers),而 O3 增高处

理根际微生物主要利用的碳源是羧酸类(carboxylic
acids),表明 O3 处理后微生物在代谢水平上的差异

(Chen et al. ,2009)。 根系分泌物的改变影响了微

生物种群多样性和结构,而且变化的程度与小麦品

种和生长期有关。
从多样性指数和 PCA 分析图可以看出,O3 增

高处理对小麦品种 Y2 根际细菌多样性和结构的影

响与其他小麦品种有明显不同。 研究表明,O3升高

对这 4 个小麦品种成熟期各器官生物量的影响有显

著差异,Y2 的秸秆生物量在 O4 增高处理下显著降

低,而 Y19 是籽粒生物量显著降低,Y15 和 Y16 的

秸秆和籽粒生物量都没有发生显著变化(寇太记

等,2013)。 本团队对成熟期各小麦品种千粒重的

研究也表明,仅 Y19 的产量显著降低 (数据未发

表)。 从本研究结果来看,成熟期小麦产量的高低

与地下微生物种群的改变程度没有明显相关性,但
与其他地上作物生长指标之间的关系还有待研究。
从对 O3 的耐受性看,小麦 Y16 对 O3 的耐受性要高

于 Y19(曹际玲等,2009)和 Y2 品种( Feng et al. ,
2010),表现在叶片光合作用羧化酶含量(Rubisco)
和抗坏血酸含量的变化上。 本研究中,Y16 品种根

际细菌多样性和种群结构的变化较小,可能与其 O3

耐受性较高有关。 研究表明,植物品种对 O3 的耐受

程度越高,对地下微生物种群的扰动越小(王曙光

等,2011)。 因为目前还没有对这 4 个小麦品种叶片

抗氧化能力的系统研究,小麦对 O3 耐受性及地上作

物生长指标与地下微生物种群之间的变化规律还需

进一步研究。
尽管不同品种小麦根际细菌在 O3 处理后有不

同的反应,但只有小麦品种 Y2 根际细菌种群多样

性和结构在成熟期仍发生显著改变,表明 O3 对小麦

品种 Y2 根际细菌的影响较为持久,可能会产生累

积效应。
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