
摘 要：为考察铀污染对土壤真菌群落结构的影响，通过室内实验模拟不同浓度（2、5、10、20、50、100 mg·kg-1）铀污染土壤环境，以

未处理土样作为空白对照。结合 Illumina MiSeq高通量测序技术和生物信息学分析方法，测定了不同浓度铀处理下土壤真菌的多

样性及群落结构。研究结果表明，铀处理对真菌多样性有重要影响，铀浓度为 20 mg·kg-1时，真菌多样性最低。在门水平上，主要

以Zygomycota为主，其所占比例为 33.46%~73.36%；在属水平上，主要以Mortierella为主，其所占比例为 33.46%~73.30%。主成分分

析结果表明，土壤受到铀胁迫后，其真菌群落结构与对照组有明显差异。利用相关性分析得到 10种对铀具有耐性的真菌，分别是

Pseudeurotium、Glomus和Cylindrocarpon等。该研究结果可为评估和修复铀污染生态环境提供理论依据。
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Abstract：In order to investigate the effect of uranium pollution on the community structure of soil fungi, in this study, indoor pollution by
uranium of the soil environment（2, 5, 10, 20, 50 mg·kg-1 and 100 mg·kg-1）was simulated, and untreated soil samples were blank con⁃
trols. Using a combination of Illumina MiSeq high-throughput sequencing and bioinformatics analysis method, the diversity and community
structure of soil fungi under the different concentrations of uranium were determined. The results showed that uranium had an important in⁃
fluence on fungal diversity. When the uranium concentration was 20 mg·kg-1, the fungal diversity was the lowest. At the phylum level, the
dominant strains were from the Zygomycota, accounting for 33.46%~73.36%, with Mortierella the dominant genus, accounting for 33.46%~
73.30%. Principal component analysis showed that the fungal community structure of the soil under uranium stress was significantly differ⁃
ent from that of the control group. Ten species of uranium-resistant fungi were found via correlation analysis, such as Pseudeurotium, Glo⁃
mus, and Cylindrocarpon. The results of this study can provide a theoretical basis for evaluating and remediating ecological environments
polluted by uranium.
Keywords：uranium pollution; fungal community structure; high-throughput sequencing; uranium-resistant fungi

收稿日期：2018-02-26 录用日期：2018-04-27
作者简介：肖诗琦（1995—），女，四川遂宁人，硕士研究生，从事重金属对土壤微生态影响研究。E-mail：570860956@qq.com
*通信作者：陈晓明 E-mail：chenxiaoming@swust.edu.cn
基金项目：国家核设施退役及放射性废物治理科研重点项目（16ZG6101）；国家重点基础研究发展计划项目（2014CB846003）；四川省科技厅项目

（18YYJC0927）
Project supported：The National Defense Science and Technology Foundation of China（16ZG6101）；The National Basic Research Program of China

（2014CB846003）；Science and Technology Department of Sichuan Province（18YYJC0927）

2018，37（8）: 1698-1704 2018年8月农 业 环 境 科 学 学 报
Journal of Agro⁃Environment Science

肖诗琦，宋 收，陈晓明，等 . 高通量测序揭示铀污染对土壤真菌群落结构的影响[J]. 农业环境科学学报, 2018, 37（8）: 1698-1704.
XIAO Shi-qi, SONG Shou, CHEN Xiao-ming, et al. Effect of uranium pollution on the soil fungal community as revealed via high-throughput sequencing[J].
Journal of Agro-Environment Science, 2018, 37（8）：1698-1704.

高通量测序揭示铀污染对土壤真菌群落结构的影响
肖诗琦 1，宋 收 1，陈晓明 1，2*，戚 鑫 1，张祥辉 1，田 甲 1，黄 森 1，董发勤 1

（1.西南科技大学生命科学与工程学院，四川 绵阳 621010；2.西南科技大学国防重点实验室，四川 绵阳 621010）



肖诗琦，等：高通量测序揭示铀污染对土壤真菌群落结构的影响2018年8月
随着核电工业的快速发展，我国对天然铀的需求

量剧增。铀矿冶炼和应用过程中，产生了大量含放射

性铀等重金属的尾矿渣、尾矿水，使得土壤受到了放

射性重金属的污染[1-2]。土壤被铀污染后，一方面具

有放射性污染，通过放射性衰变产生射线穿透机体组

织，损害细胞，另一方面，可通过呼吸系统或食物链等

途径进入人体，造成损害更大的内照射损伤，严重威

胁人类身体健康[3-6]。因此，有必要考察铀污染对土

壤生态环境的影响。

土壤微生物在土壤生态系统中起着关键作用，

80%~90%的土壤相关功能都被微生物所调节，包括

土壤养分转化，系统的稳定性及抗干扰能力等[7]。在

生物学上微生物被认定为最敏感的土壤质量指标，其

能直接反映污染物的毒性及潜在影响[8-10]。其中真菌

构成了土壤的大部分微生物生物量，其具有分解有机

质、为植物提供养分的功能，是生态系统健康的指示

物[11]。此外真菌可通过不同机制对重金属产生耐性，

包括细胞外金属吸附和沉淀、细胞内/胞外酶的产生、

金属与细胞壁的结合及细胞内的吸附和络合等[12]。

因此，对土壤真菌群落结构的研究能为评估和修复铀

污染生态环境提供一定的理论参考。

高通量测序具有高效、准确、信息量丰富等特点，

已被广泛应用于环境微生物群落研究中。Wu等[13]利

用高通量测序技术，分析了电子污染回收区中土壤理

化性质及重金属对微生物群落组成和多样性的影

响，结果表明土地使用模式会改变微生物群落组成，

并且汞是改变微生物群落多样性最主要的因子。Guo
等[14]利用高通量测序技术揭示了重金属污染土壤中

微生物群落的变化，并获得重金属敏感菌及耐性菌。

这种技术为研究环境中微生物群落结构提供了大量

的信息。基于此，本研究采用高通量测序研究了真菌

群落组成及多样性，比较不同铀浓度处理后土壤真菌

群落结构差异，为铀污染土壤生态质量评估及修复提

供依据。

1 材料与方法

1.1 样品采集及预处理

供试土壤采自西南科技大学校园内无污染、植被

肥沃的暗棕壤，土壤基本理化性质见表 1。采样方

法：在 1 m2内采用 5点法取样，采样时先铲去地表植

物，刮掉 5 mm厚的表层土壤，挖取直径为 20 cm的土

坑，取样深度为 6~10 cm。土壤采集后经过筛、去除

杂质等前处理。土壤胁迫处理采取向供试土壤中添

加外源铀的形式，样品采用培养皿进行培养，每个培

养皿中 25 g湿土。选用醋酸双氧铀[UO2（CH3COO2）2·
2H2O，分析纯，湖北楚胜威化工有限公司]，以纯铀计，

配制成 1 g·L-1铀溶液并以其为母液进行胁迫处理。

外源铀胁迫浓度为 2、5、10、20、50、100 mg·kg-1，依次

记为 U2、U5、U10、U20、U50和 U100。以原始土壤作

为空白对照，记为U0。处理后的土壤放置在 25 ℃下

进行培养，胁迫时间为 15 d，土壤水分保持为田间持

水量的60%。

1.2 土壤DNA提取及高通量测序

采用 OMEGA 生物公司的 E.Z.N.A. Soil DNA Kit
抽提试剂盒提取土壤总 DNA。扩增选取真菌 18S
rRNA基因中的 ITS1F-ITS2区段作为扩增对象，采用

引物：正向 ITS1F（5′-CTTGGTCATTTAGAGGAAG
TAA-3′），反向 2043R（5′ - GCTGCGTTCTTCATCGA
TG C-3′）。使用AxyPrepDNA凝胶回收试剂盒（AXY⁃
GEN公司）切胶回收PCR产物，将PCR产物用Quanti⁃
FluorTM-ST蓝色荧光定量系统进行检测定量，根据测

得的DNA浓度，将样品按 1∶1比例混合，并振荡混合

均匀。MiSeq 文库构建及 Illumina 高通量测序均由

上海美吉生物医药科技有限公司完成。将测得序列

上传至 NCBI 数据库中，获得登录号 SRR6921796、
SRR6921807、SRR6921809、SRR6921813、SRR6921814、
SRR6921851和SRR6921858。
1.3 数据分析

多样性数据分析：对测得所有序列进行 OTU 划

分，基于 97%的相似性生成OTU表格，并构建稀释曲

线。应用Mothur软件中的 summary.single命令，计算

Chao1、Ace 、Shannon 及 Simpson 4种常用的生物多样

性指数。

分类学分析：使用Qiime平台与RDP classifier贝
叶斯算法对 97%相似水平的OTU代表序列进行分类

学分析（置信度阈值为 0.7），其中以Unite为数据库，

得到不同浓度铀处理样本的真菌在门和属水平上的

组成[15-16]。分类学数据库中会出现一些分类学谱系中

表1 参试土壤基本理化性质

Table 1 Basic physical and chemical properties of the soil
参数Parameters

pH值

有机质/g·kg-1

碱解氮/mg·kg-1

有效磷/mg·kg-1

值Values
7.15
5.93
51.74
7.28

参数Parameters
有效镁/mg·kg-1

有效钠/mg·kg-1

有效钾/mg·kg-1

铀/mg·kg-1

值Values
138.20
450.20
21.28
2.31

1699



农业环境科学学报 第37卷第8期

图2 铀处理下土壤优势真菌的相对丰度

Figure 2 Relative abundance of dominant fungi under
uranium stress

图1 铀处理下土壤真菌的稀释性曲线

Figure 1 Rarefaction curves of soil fungi under uranium stress

表2 铀处理下土壤真菌的Alpha多样性指数

Table 2 Alpha index of soil fungi under uranium stress
的中间等级没有科学名称，以 norank作为标记。分类

学比对后根据置信度阈值的筛选，会有某些分类谱系

在某一分类级别分值较低，以Unclassified标记。

统计分析：采用 SPSS 17.0中相关性分析考察铀

污染与真菌群落的关系。主成分分析（Principle com⁃
ponent analysis）方法分析不同浓度铀处理样本间真

菌群落的差异，采用R语言的Vegan包实现[17]。

2 结果与分析

2.1 土壤真菌多样性指数

测序共得到有效 reads 223 004条，平均每个样品

31 857条，其中平均碱基数高达 7 771 584，平均片段

长度为 245 bp。采用对序列进行随机抽样的方法，以

抽到的序列数与它们所能代表OTU的数目构建稀释

性曲线，当曲线趋向平坦时，说明测序数据量合理。

如图 1所示，6个处理组的稀释性曲线先呈直线上升

随后均趋于平坦，更多的数据量只会产生少量新的

OTU，说明样本量足以覆盖所有真菌。并且样本测序

深度指数值均在 99%以上（表 2），进一步证实本次测

序结果能较好地代表样本中微生物的真实情况。此

外，还获得不同样本中真菌的 Alpha多样性指数值。

Ace和Chao1指数均可用于估算群落中OTU的数目，

两种指数算法不同。该试验中，U10、U50和U100处

理组的 Chao1 和 Ace 指数较对照组高，而 U2、U5 和

U20处理组的较对照组低，其中U20处理组的两种指

数均最低。Shannon 和 Simpson均表征微生物群落多

样性。Shannon 值越大，说明群落多样性越高，而

Simpson值越大，群落多样性越低。其中U20处理组

的 Shannon 值最低，为 1.86；U50处理组的 Shannon 值

最高，为 2.45。除U20处理组外，其余铀处理组多样

性均高于对照组，该结果表明了铀处理对土壤真菌多

样性有重要影响，并且 20 mg·kg-1的铀处理对土壤真

菌影响较大。

2.2 土壤真菌群落组成

由图 2 可知，检测所得的 OTU 主要属于 4 个门

类 ，在 整 体 水 平 接 合 菌 门（Zygomycota，33.46%~
73.36%）丰度最高，其次为子囊菌门（Ascomycota，
24.56%~59.33%）、未被分类的真菌门 Fungi_unclassi⁃
fied（1.68%~7.86%）及担子菌门（Basidiomycota，0.41%~
3.53%）。与对照组相比，土壤在受到铀胁迫后，接合

菌门丰度下降，而子囊菌门丰度升高。与贺根和等[18]

研究结果相似，子囊菌门在受到重金属污染后丰度升

高，表明子囊菌门真菌可能对重金属具有较强的耐受

性。此外，未分类真菌在土壤中占有一定比例，并且

其在外源铀胁迫后的土壤中比例更高，因此未知真菌

在土壤响应铀胁迫中具有重要意义。

在属水平（图 3），获得前 100种优势菌属。丰度

大于 1% 的菌属有 Mortierella、Ascomycota_unclassi⁃

样品
Samples

U0
U2
U5
U10
U20
U50
U100

覆盖率
Coverage
0.999 4
0.999 7
0.999 3
0.999 5
0.999 8
0.999 4
0.999 3

Chao1
指数

157.7
129.7
155.3
164.0
117.0
159.0
159.0

Ace
指数

154.7
131.3
139.7
160.7
117.3
158.3
161.7

Shannon
指数

1.86
1.88
2.04
2.27
1.86
2.45
2.08

Simpson
指数

0.279 4
0.281 6
0.253 5
0.204 3
0.319 8
0.181 1
0.242
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图3 铀处理下土壤真菌群落聚类热图

Figure 3 Heatmap of fungal community clusters under uranium stress
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图4 铀处理下土壤真菌群落PCA分析

Figure 4 PCA analysis of fungal communities under uranium stress

fied、Fungi_unclassified、Fusarium、Staphylotrichum、

Basidiomycota_unclassified、Montagnulaceae_unclassi⁃
fied、Haematonectria、Podospora、Agaricales_unclassi⁃
fied、Coniochaetaceae_unclassified、Pyrenochaetopsis 和
Entrophospora。其中Mortierella（33.46%~73.3%）和As⁃

comycota_unclassified（15.89%~52.56%）显著富集在各

处理组中。与对照相比，铀处理之后土壤中Mortierel⁃

la的数量显著下降，最多减少了 40%；而 Ascomyco⁃

ta_unclassified明显增加，最高增加了37%。

此外，在铀处理后，部分优势菌种消失，同时也出现

新的物种。其中Mortierellales_unclassified，Lophiosto⁃
ma，Xylaria和 Thelonectria仅在对照组中检测到，而

Trichosporon和Agaricomycetes_unclassified仅出现在各

铀处理组中。某些菌属仅在某一铀处理组中检测到，如

Glomus，Fellomyces，Rhizoctonia，Scutellinia和Occultifur

仅存在于U100处理组中，Myxotrichaceae_unclassified
和 Eurotiomycetes_unclassified 仅存在于 U50 组中，而

Westerdykella和 Sporobolomyces仅存在于 U10 处理组

中。以上结果表明，土壤在受到铀污染后，其真菌群落

组成有明显的变化。

2.3 铀污染对土壤真菌群落的影响

利用主成分分析（PCA）考察不同浓度铀污染土

壤中真菌群落结构的差异。从图 4可以看出，第一主

坐标轴对样品差异的贡献值为 88.55%，第二主坐标

的贡献值为 7.72%。种类聚类中距离较近的样本代

表其真菌群落结构较为相似，其中U10和U50铀处理

样品的真菌结构相似，U5和U100铀处理样品的真菌

结构相似，而U0对照组土壤中真菌结构与铀处理组

相差较大。该结果表明了不同浓度的铀污染对土壤

中的真菌群落结构有明显影响。

本研究采用相关性分析，进一步考察了铀与优

势菌属间的关系。分析结果显示多数优势菌属与铀

无显著关系，其中 10 种菌属与铀有显著相关性，表

明该 10种真菌对铀具有一定耐性。如表 3所示，铀

与 Epicoccum、Agaricomycetes_unclassified 和 Cylindro⁃

carpon呈显著相关（P<0.05），与 Pseudeurotium、Glo⁃

mu、Fellomyces、Rhizoctonia、Scutellinia、Occultifur 和

Cephaliophora呈极显著正相关（P<0.01）。

3 讨论

本研究采用 Illumina MiSeq 测序技术，从真菌群

落多样性、组成及结构方面考察了不同浓度铀污染对

土壤微生物的影响。研究结果表明，不同浓度铀处理

后，土壤真菌群落丰度及多样性均产生明显变化。这

可能是由于当微生物群落暴露于重金属污染程度改

变的环境时，对重金属毒性敏感的微生物显著减少，

而耐性微生物能很快适应环境的变化[19]。此外，多数

铀处理组 Shannon指数均高于对照组，表明铀处理后

真菌群落多样性上升。与本研究相似，陈承利[20]发现

重金属污染使土壤中真菌增多，从而使其多样性增

加。而 Jose等[21]研究发现高浓度重金属污染会显著

降低细菌群落多样性，这可能由于微生物对重金属的

响应程度不同，其中真菌对重金属耐性最高，其次是

细菌和放线菌。

在群落组成上，真菌主要以Mortierella和Ascomy⁃

cota_unclassified 为主。其中Mortierella在铀处理后，

丰度下降。该结果与杨金水等[22]对铅锌矿区中土壤

优势真菌的分析结果相似，Mortierella在低浓度重金

属污染样品中丰度更高。同时，铀胁迫后某些菌属消

失，也新增了部分菌属。例如 Xylaria仅在对照组中

表3 与铀具有显著相关性的优势菌属

Table 3 Significant correlation of dominant genera with uranium

注：*代表显著相关，**代表极显著相关。

优势菌属
Dominant genera
相关性系数
Coefficient

Pseudeurotium

0.983**

Glomus

0.883**

Agaricomycetes_
unclassified

0.781*

Epicoccum

0.772*

Fell-
omyces

0.883**

Rhizoctonia

0.883**

Scutellinia

0.883**

Occultifur

0.883**

Cephalio-
phora

0.930**

Cylindro-
carpon

0.776*

1702



肖诗琦，等：高通量测序揭示铀污染对土壤真菌群落结构的影响2018年8月
检出而 Trichosporon仅在铀处理后出现。Fellomyces，

Eurotiomycetes_unclassified和 Sporobolomyces等仅存在

于某一铀处理组中。主成分分析结果表明，受到铀处

理后的土壤真菌群落结构更为相似。这些结果表明

在铀污染下，土壤真菌群落结构发生了变化。这可能

是一定程度的铀污染改变了原有群落内部种群之间

的竞争关系，导致原始种群失去了优势，而耐铀微生

物丰度增加并且某些微生物耐受铀的过程产生的产

物保护了其他种群的微生物，从而使铀污染土壤的优

势种群发生了明显改变[23]。

本研究中获得的对铀具有耐性的真菌中Glomus、

Rhizoctonia、Scutellinia、Agaricomycetes 及 Cylindrocar⁃

pon均为菌根真菌。该类真菌可与植物形成共生体

系，是自然界普遍存在的微生物，其在铀的固定和累

积中起着一定的作用[24-25]。大量的研究证实[26-28]，在

重金属污染土壤中，菌根真菌一方面可以帮助植物吸

收矿质养分促进其生长，从而增强植物对重金属污染

的耐受能力，另一方面菌根真菌自身能够吸收、固持

重金属，从而在一定程度上降低土壤重金属对植物的

有效性和毒性 [29-31]。郑文君等 [32]考察了接种 Glomus

sp.对蜈蚣草吸附铀的影响。研究结果表明，接种该真

菌有助于蜈蚣草吸附铀并能减缓铀对蜈蚣草的毒害。

Vare[33]利用能量分散X射线考察了菌根真菌对重金属

的耐性机理，其在菌根真菌的液泡中发现有重金属聚

磷酸沉淀。其中磷酸根易与铀螯合形成结晶体，并且

其能主动吸收铀并能在细胞内形成铀的磷酸盐沉

淀[34]。本研究中真菌对铀的耐性可能是由于铀离子在

进入细胞后被转运至液泡，或者在胞质中与磷酸或其

他易结合物质结合形成沉淀。其中铀的磷酸沉淀能大

幅降低细胞中可溶性铀的浓度，从而使细胞免受进一

步毒害。基于此，利用微生物对铀的耐受性机制和环

境行为的特点来修复受铀污染的环境前景广阔，进一

步研究微生物的耐铀机制有着重要的理论与实践意

义。

4 结论

（1）与对照组比较，铀污染后真菌群落多样性有

明显改变。铀胁迫浓度为 50 mg·kg-1时，土壤真菌多

样性最高，铀胁迫浓度为 20 mg·kg-1时，土壤真菌多

样性最低。

（2）铀污染后土壤优势种群发生明显改变。与对

照组比较，Mortierella丰度最多减少了 40%；而 Asco⁃

mycota_unclassified最高增加了 37%。主成分分析结

果表明，铀处理组土壤真菌群落结构均与对照组差异

最大。

（3）相关性分析结果得到 10种对铀具有耐性的

真菌，分别是 Pseudeurotium，Glomus，Agaricomycetes_

unclassified，Epicoccum，Fellomyces，Rhizoctonia，Scute-
llinia，Occultifur，Cephaliophora和Cylindrocarpon。
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