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土壤与基质栽培系统对生菜（Lactuca sativa）
根际细菌群落的影响
梁 韵，赵 丽，黄丹枫 *

（上海交通大学农业与生物学院，上海 200240）

摘 要：以生菜（Lactuca sativa）“申选 5号”与“罗莎红”为材料，采用 PCR-DGGE和 Real-Time PCR技术，分析了土壤栽培系统和基
质栽培系统根际细菌群落的差异。Real-Time PCR检测结果表明，基质栽培的两个生菜品种根际细菌数量均显著高于土壤（P<
0.05）；PCR-DGGE图谱条带结果表明，根际细菌群落多样性基质高于土壤。栽培系统是造成多样性差异的主要原因，但也与品种有
关：“申选 5号”基质的 Shannon-Wiener指数（H），Simpson指数（D）和均匀度（E）均显著高于土壤（P<0.05）；“罗莎红”基质的 H 显著
高于土壤，而 D和 E无显著差异。结合土壤和基质理化性质的 RDA分析结果，土壤和基质具有不同的细菌群落，pH值与硝态氮是
塑造根际细菌群落的主要因子，含水量、碳氮比和有效磷与细菌群落的形成呈正相关。
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Effects of Soil and Substrate Cultivation on Lettuce Rhizosphere Bacterial Community
LIANG Yun, ZHAO Li, HUANG Dan-feng *

（School of Agriculture and Biology, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China）
Abstract: Rhizosphere bacterial community can promote the nutrition absorption of plant root, which result in the upgrade of plant quality.
Cultivation system has effect on rhizosphere bacterial community. Four treatments were set to investigate the effects of two different cultivation
systems, soil and substrate systems, for two varieties of lettuce, Shengxuan NO.5 and cv. Lollo Rossca.（two cultivation systems 伊 two vari原
eties）. Each treatment had three pots as samples with 10 lettuce plants for each pot. After 30 days of transplanting, five plants of each pot
were randomly selected, and rhizosphere soil or substrate was sampled. Real-time PCR and PCR-DGGE were implied to analyze the charac原
teristics of rhizosphere bacterial community in each treatment. Real-Time PCR detection showed that the number of the population of rhizo原
sphere bacteria in substrate system was significantly higher than that of soil system（P<0.05）. PCR-DGGE profiles revealed that the diver原
sity of substrate system was significantly higher than that of soil system. As for Shenxuan NO.5, the Shannon-Wiener index（H）, Simpson in原
dex（D）and Pielou evenness index（E）of substrate system were significantly higher than that of soil system（P<0.05）, and for cv.Lollo Ross原
ca, index H of substrate system were significantly higher than that of soil system（P<0.05）. RDA revealed that soil and substrate systems
had different bacterial communities, and pH and nitrate nitrogen were two main factors that determining the community structure. In addition,
water content, C/N, and available phosphorus were positively correlated with the development of bacterial community. Overall, soil and sub原
strate cultivation systems had different rhizosphere bacterial community, and the quantity and diversity were higher in substrate system due to
the physiochemical difference.
Keywords: soil cultivation; substrate cultivation; rhizosphere bacterial community; PCR-DGGE
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根系微生物与植物根系形成一个微生态系统，发

生着活跃的营养物质循环，根际微生物能够通过多种

机制促进植物对养分的吸收[1]，继而改善其品质。根际
土壤相比非根际土壤，微生物多样性大大提高[2]，微生
物多样性一直是衡量土壤健康的重要标准，土壤微生

物多样性能够反映土壤微生物的丰富度和生物群落

的稳定性，土壤生态系统的功能很大程度由其微生物

功能决定[3]。土壤微生物总量的 70%~90%是细菌，相
对其他的微生物，其生长速度较快[4]，在不同的栽培方
式中它们都能迅速适应环境以达到存活和稳定的最

佳水平，并且细菌群落在灭菌的土壤中能迅速重建[5]。
细菌能够利用种类广泛的碳源及氮源，对土壤碳氮元

素循环起着重要作用[6-7]。因此根际细菌群落能够成为
栽培植物的根际营养库[8]，是植物健康生长的重要因
素。近年来，基质栽培以其产量高、栽培条件容易控制

等优点，成为蔬菜种植中广泛采用的一种方式[9]。关于
土壤和基质栽培蔬菜的农艺性状、产量和品质对比研

究也越来越多。刘景霞等[10]发现基质较土壤栽培蔬菜
生长势更强、开花更早，产量和品质显著提高。Selma
等[11]对比基质和土壤两种栽培系统中生菜的生长情
况，结果表明土培的生菜质量和可溶性糖含量较高，

基质栽培的生菜中 Vc含量和质构属性更优越。栽培
方式除了对地上部分有影响，也会对地下部分的根际

微生物群落产生影响[12]，陈双臣等[13]发现有机基质栽
培较土壤栽培，微生物数量和酶活性都显著增加，不

同管理模式的土壤以及不同类型的基质呈现不同的

微生物群落[14-15]。然而，关于基质与土壤栽培微生物尤
其细菌多样性的差异鲜有报道。本研究以不同生菜品

种根际土壤和基质为供试材料，旨在探讨两种栽培系

统对灭菌后重新建立的细菌群落产生的影响。

1 材料与方法

1.1 试验材料与试验设计
生菜品种为“申选 5号”与“罗莎红”，均购于上海

市农业科学院园艺研究所。土壤采自上海交通大学

（31毅01忆N，121毅25忆E），土质为黏土，土壤肥力中等，基
质按照泥炭、蛭石和珍珠岩以常用配比 9颐3颐1（V 颐V 颐V）
混合而成。土壤与基质于 180 益烘箱灭菌 3 h，土壤、
基质以及土壤栽培系统的微生物主要源于植物移栽，

栽培植物使用的工具、灌溉水以及空气，在同一栽培

条件下建立各自新的微生物群落。

试验于 2015年 5—6月在上海交通大学农业与
生物学院温室内进行。以水培的方式育苗，待第一

真叶展开后，分别选取长势接近的生菜定植于园艺盆

（22 cm 伊32 cm 伊15 m）中，每盆 10株。实验设计共 4
个处理：“申选 5号”的土壤栽培；“申选 5号”的基质
栽培；“罗莎红”的土壤栽培；“罗莎红”的基质栽培。每

处理重复 3次，每重复 1盆，将各盆随机排列。每 7 d
施 1次肥，肥料为按 4倍稀释的霍格兰德营养液，按
照通常施肥量每次施入 250 mL，各个处理施肥量相
同。不定期浇水，保持 60%的湿度。
1.2 采样

栽培 30 d后，随机挑选 5株长势接近的生菜，将
根置于灭过菌的培养皿上，轻轻晃动至没有土壤/基
质掉落，将土壤/基质混匀获得根际土壤/基质，于-80
益保存，用作微生物分子学分析。在 5株植物根系附
近 3 cm采集 5个土壤/基质样品，混匀后保存于-20
益，用作分析土壤理化性质：pH值、硝态氮、铵态氮、
有效磷、有效钾、含水量，等。

1.3 DNA提取以及 16S rRNA PCR-DGGE分析
1.3.1 DNA提取

取 500 mg根际土壤/基质，使用土壤 DNA提取试
剂盒 E，Z，N，A，TM Soil DNA Kit D5625-01（OMEGA，美
国）提取 DNA。通过微量紫外分光光度计 Nan原
oDrop1000（Thermo Fisher Scientific，美国）检测 DNA
的质量和浓度。

1.3.2细菌 16S rRNA PCR
16S rRNA V3 区通过 Veriti已R 96 -Well Thermal

Cycler（Applied Biosystems, USA）扩增。通过引物 GC-
F338（5忆-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGG
GGCACGGGGGGCCTACGGGAG-3忆）和 R518（5忆-AT原
TACCGCGGCTGCTGG -3忆）（GC -clamp 序列为：5忆 -
GGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAG -
3忆）进行 PCR 扩增。反应体系（50 滋L）包括：2.5 滋L
DNA 模板（40~100 ng），2.5 U DNA 聚合酶（TaKaRa
LA Taq），5 滋L 10伊LA PCR 缓冲液 域（Mg2+ plus），8
滋L dNTP混合物（各 2.5 mmol·L-1），上下游引物（10
mol·L-1）各 1 mL，2.5 滋L乙酰胺，29.5 滋L菌双蒸水。
PCR反应条件为：94 益预变性 7 min；40个循环为 94
益 30 s，62 益45 s，72益 30s；最后在 72 益下延伸 10
min。PCR反应产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测，4
益保存 PCR反应产物，PCR扩增片段长约 200 bp。
1.3.3 16S rRNA PCR产物的变性梯度凝胶电泳

使用 Bio-Rad公司的 DCodeTM Universal Mutation
Detection System 对 16S rRNA PCR 扩增产物进行
PCR-DGGE电泳。聚丙烯酰胺凝胶浓度为 8%，变性
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表 1 供试土壤与基质理化性质
Table 1 Physicochemical parameters of soil and substrate before cultivation

梯度为 45%~64%（100% 变性剂包含 7 mol·L-1 urea
and 40% formamide）。将稀释 3 倍后的 PCR产物 30
滋L和6 滋L的 6伊Loading Buffer充分混匀后加入上样
孔。胶板置于 1伊TAE电泳液，在 70 V电压和 60 益恒
温条件下电泳 15 h。电泳完毕后，取出胶板在避光条
件下进行银染。

1.4 Real-Time PCR检测细菌 16S rRNA丰度
通过引物 338-GC/518 获得 16S rRNA V3 扩增

产物，用 1%琼脂糖对 PCR产物电泳，使用无菌刀片
对目的条带进行切胶，使用 SanPrep 柱式 DNA 胶回
收试剂盒（上海生工生物工程股份有限公司）对条带

进行回收纯化。纯化产物与 pMD19-T载体（Takara，
大连）进行连接，并按照操作手册将载体转化到 E.coli
109（Takara，大连）感受态细胞中，在含有氨苄青霉素
的 LB液体培养基中经过培养后，提取载体，使用微
量紫外分光光度计 NanoDrop1000（Thermo Fisher Sci原
entific，美国）检测质粒的质量和浓度，将阳性质粒依
次稀释 10倍（1010~10）成 10个梯度，每个梯度 3次重
复，选取扩增效率在 101%~103%数据，根据质粒浓
度换算成的基因拷贝数制备基因拷贝数与 Cq 值相
关性的标准曲线。R2在 0.97~0.99间可接受，并且标
准曲线的斜率在 -3.1 与-3.5间为可用的标准曲线。
定量每 滋L DNA中的基因拷贝数后，将拷贝数进行
LOG转换用于数据分析。

采用 Real-Time PCR 试剂盒 SYBR已R Premix Ex
TaqTM（TaKaRa）在 LightCycler已R 96实时荧光定量PCR
仪（Roche Applied Science）上运行，扩增反应体系 20
滋L，SYBR已R Premix Ex TaqTM（2伊）10 滋L，上下游引物
（10 mmol·L-1）各 0.4 滋L，DNA模板 2 滋L，灭菌双蒸水
7.2 滋L。反应程序为：94 益 10 min，94 益 20 s，55 益 20
s，72 益 20 s，40个循环。最后获得溶解曲线：95 益 10 s，
65 益 60 s，97 益 1 s。
1.5 土壤理化性质分析

土样与去离子水 1颐5 W /V 混合震荡 1 h后取过滤
液测 pH值。铵态氮、硝态氮和含水量的测定采用鲍
士旦[16]的方法。有效磷、有效钾的测定方法以 NY/T
1121《土壤检测》为标准，总氮、总碳的测定使用元素

分析仪（Elemental Analysis，德国），钙、镁、铜、锌的测
定使用电感耦合等离子体发射光谱仪（Perkinelmer，
美国）。供试土壤/基质理化性质见表 1。
1.6 数据分析

通过 Bio-Rad 公司提供的凝胶成像分析软件
QuantityOne对 PCR-DGGE图谱进行分析，通过样品
条带的数目和灰度来评估细菌种类和相对数量。采

用UPGMA 法根据图谱 OUT 矩阵得到的 Dice 系数
对不同的泳道进行聚类分析。土壤微生物多样性采用

Shannon-Wiener指数（H）、Simpson指数（D），Pielou均
匀度指数（E）进行评价，根据电泳图谱样品条带的数
目和灰度，对 H，D，E进行分析，计算公式如下[17]：

H=-撞PilnPi （1）
D=1-撞Pi2 （2）
E=H/Hmax=H/lnS （3）
其中，Pi是单一条带的强度占所有条带强度总和

的比值，S是某一样品中所有条带数目的总和。
数据用 Microsoft Excel 2007进行处理，Real-Time

PCR标准曲线的制备、聚类、主成分以及显著性分析、
RDA分析利用 R3.2.3软件进行。
2 结果与分析

2.1 土壤与基质栽培后理化性质分析
栽培后基质与土壤的理化性质存在显著差异（表

2），整体来看，基质的总碳、总氮、碳氮比、含水量、铵
态氮、有效磷、有效钾均显著高于土壤，而土壤的 pH
值显著高于基质（P<0.05）。“申选 5号”例外，其基质
的硝态氮低于土壤。栽培不同生菜品种的基质中，“罗

莎红”基质中的铵态氮、硝态氮、有效磷、有效钾、总碳

含量显著高于“申选 5号”基质。栽培不同生菜品种的
土壤中，“罗莎红”土壤与“申选 5号”土壤仅pH值存
在差异，为“罗莎红”高于“申选 5号”。
2.2 Real-Time PCR对细菌丰度分析结果

根据质粒浓度换算成的基因拷贝数与 Cq 值得
到 16S rRNA绝对定量 PCR标准曲线为：y=-3.115x+
36.752 14，R2=0.996，E=109%（y 表示 Cq 值，x 表示
LOG转化后的基因拷贝数）。由图 1可知，栽培相同

系统 铵态氮/mg·kg-1
硝态氮/mg·kg-1

有效磷/mg·kg-1
有效钾/mg·kg-1

总碳/% 总氮/% 碳氮比 钙/mg·kg-1 pH 镁/mg·kg-1
铜/mg·kg-1

锌/mg·kg-1

土壤 6.61 25.20 26.15 313.55 1.56 0.12 12.61 8 073.00 7.41 6 886.67 31.59 168.81
基质 30.16 135.37 187.00 1 501.00 36.35 0.68 53.23 816.46 6.21 425.56 2.00 24.20
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表 3 土壤与基质生菜根际细菌群落多样性指数
Table 3 Diversity index and evenness of bacterial community of lettuce rhizosphere in soil and substrate

多样性指数 “申选 5号”土壤栽培 “申选 5号”基质栽培 “罗莎红”土壤栽培 “罗莎红”基质栽培

Shannon-Wiener指数（H） 2.05依0.03c 2.46依0.06b 2.45依0.04b 2.62依0.08a
Simpson指数（D） 0.85依0.03b 0.90依0.02a 0.92依0.002a 0.93依0.01a

Pielou均匀度指数（E） 0.72依0.02b 0.80依0.007a 0.81依0.008a 0.83依0.03a

表 2 土壤与基质栽培后理化性质
Table 2 Physicochemical parameters of soil and substrate after harvest

处理 铵态氮/mg·kg-1
硝态氮/mg·kg-1

有效磷/mg·kg-1
有效钾/mg·kg-1 总碳/% 总氮/% C/N pH值 含水量/

W·W -1

“申选 5号”土壤栽培 8.29依0.28c 341.00依22.51b 16.57依2.20c 373.67依19.81c 1.48依0.08c 0.13依0.004b 11.39依0.22b 7.28依0.03b 0.17依0.01b
“申选 5号”基质栽培 33.73依1.31b 231.17依12.67c 113.00依8.66b 857.83依61.99b 27.22依1.04b 0.57依0.03a 48.91依0.99a 6.18依0.15c 0.62依0.01a
“罗莎红”土壤栽培 7.99依0.08c 327.66依41.96b 17.87依0.45c 379.97依7.30c 1.38依0.08c 0.12依0.004b 11.15依0.22b 7.54依0.14a 0.16依0.02b
“罗莎红”基质栽培 44.88依4.82a 849.33依70.38a 139.67依13.61a 1 225.50依110.50a 30.7依1.32a 0.59依0.03a 51.80依2.28a 6.25依0.06c 0.64依0.01a
注：采用 Duncan多重比较，显著水平为 0.05。不同小写字母表示处理间差异显著。下同。
Note: Duncan忆s new multiple range test was used for analysis, P=0.05. Different letters mean significant difference among different treatments. The same

below.
品种的基质与土壤中 16S rRNA的丰度差异显著，即
基质与土壤的根际细菌数量差异显著（P<0.05）：基
质大于土壤；相同栽培系统，品种间差异不显著，但

在基质和土壤中，“申选 5 号”的根际细菌数量均
高于“罗莎红”。细菌数量与 pH值呈显著负相关（R2=
0.822 3, P=0.001），与含水量（R2=0.896 2，P<0.000 1）、
碳氮比（R2=0.903 1, P<0.000 1）、铵态氮（R2=0.950 7,
P<0.000 1）、硝态氮（R2=0.724 9，P<0.001）、有效磷
（R2=0.941 7, P<0.000 1）、有效钾（R2=0.896 2，P<0.000 1）
呈极显著正相关。

2.3 PCR-DGGE图谱对细菌群落结构与多样性分析
结果

图 2中可以发现每个栽培系统都有自己的特有
条带：7、10为土壤特有条带，2、6为基质特有条带；相

同条带灰度也存在差别：条带 8在土壤中更为明显
（条带灰度较高），而 1、3、5在基质中更明显。代表不
同品种的泳道中也存在条带的差异：3为“申选 5号”
特有条带，1、7、8、10在“申选 5号”中更为明显。对于
“申选 5号”，土壤的 7、8比基质的明显，并且有 9、
10、11特异条带。对于“罗莎红”，基质出现更多土壤
没有的明显带：6忆和 5忆。

土壤栽培与基质栽培的根际细菌群落多样性结

果如表 3。“申选 5号”基质栽培的根际细菌群落多样
性显著高于土壤栽培（P<0.05）。“罗莎红”土壤栽培与
基质栽培的根际细菌群落多样性指数中，Shannon-
Wiener指数有显著差异（P<0.05），同样为基质高于土
壤，Simpson 指数和 Pielou 均匀度指数差异不显著

图 1 16S rRNA在各个处理中的丰度
Figure 1 The abundance of 16S rRNA in different treatments
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图 2 基质与土壤细菌 PCR-DGGE图谱
Figure 2 PCR-DGGE community fingerprints of 16S rRNA gene

fragments obtained from substrate and soil
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图 4 细菌群落与土壤/基质理化性质的 RDA图
Figure 4 RDA elucidates the relationships between bacterial community and soil and substrate physiochemical parameters

绎代表 DGGE图谱中条带
绎represents the bands in DGGE profile

图 3 PCR-DGGE条带聚类分析图
Figure 3 Cluster analysis figure for PCR-DGGE bands

聚类分析图谱由 R3.2.3生成，数据分析采用 DICE系数，聚类分析使用 UPGMA法，j表示基质栽培，s代表土壤栽培，
a代表品种“申选 5号”，b代表品种“罗莎红”。下同

Clustering analysis graph generated by R3.2.3, DICE coefficient was used to analysis the data, the clustering analysis by UPGMA,‘j’represented substrate
system,‘s’represented soil system,‘a’represented Shenxuan NO.5 and‘b’represented cv.Lollo Rossca. The same below

（P>0.05）。栽培方式是影响根际细菌群落多样性的主
要因素，对于“申选 5号”这种影响尤其明显。多样性
指数 H与碳氮比相关性为极显著正相关（R2=0.709 0,
P<0.01）。

UPGMA法聚类结果表明，相同栽培系统聚为一
类（图 3），DGGE 图谱中共有的条带比较多，条带灰
度比较接近，即相同栽培系统共有的细菌种类比较

多，细菌群落有较高的相似性，而不同栽培系统下的

根际细菌优势细菌的数量以及种类均不同，呈现不同

的细菌群落，体现了栽培系统对根际细菌群落的塑造

作用。

2.4 土壤理化性质与细菌群落的关系
通过细菌群落与土壤/基质理化性质的 RDA 分

析图（图 4）可以看出，12个样品分成 4组，相同处理
的菌群聚在一起，土壤菌群在 y轴上方，基质菌群基
本在 y轴下方，这与聚类的结果一致。土壤都在第二
象限，其细菌群落分布主要受 pH值的影响。“申选 5
号”的基质在第三象限，主要受硝态氮影响，并且与硝

态氮的含量是正相关。“罗莎红”的基质菌群基本在第

四象限，主要受碳氮比、含水量、铵态氮、有效磷、有效

钾的影响，并且呈正相关。细菌群落主要出现在 y轴
下方，第二象限最少，即基质样品的细菌群落能代表

as
aj
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bj

a: pH值
b:含水量
c: C/N
d:铵态量
e:硝态量
f:有效磷
g:有效钾
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大部分细菌，与多样性指数的结果一致。

3 讨论

本研究表明基质的根际细菌数量均高于土壤，这

与基质中的碳氮比、含水量、铵态氮、硝态氮、有效磷、

有效钾偏高相关[18]，Zhang等 [19]发现土壤营养物质的
增加，特别是硝态氮和有效磷，能够引起细菌数量的

增加。在本研究中，除了上述因子含量较低造成以外，

有可能是 pH值较高导致，较高 pH值不利于细菌生
长，从而减少细菌的数量[20]。

本研究发现不同的栽培方式下，根际细菌群落的

多样性有差别，基质多样性指数均高于土壤多样性指

数，碳氮比、pH值是影响多样性的主要因子，分别与
多样性指数呈正相关和负相关，本研究中土壤 pH值
在栽培前后都较高，土壤有可能出现适宜在弱碱性环

境下生长的优势菌群，竞争抑制其他的菌群，从而细

菌群落的多样性指数偏低。Fierer等[21]的研究指出在
全球范围内，土壤 pH值对于土壤细菌群落的多样性
和结构具有决定性作用，Hallin 等 [22]的研究中发现
pH是土壤微生物群落结构的最佳预测指标。Kuang
等[23]的研究同样发现不同 pH值的土壤中，pH值较低
的土壤多样性更高，与本文研究结果一致。Ding等[24]

发现有效磷的含量与 Shannon-Wiener指数与 Simpson
指数有极显著的正相关，本研究中基质的有效磷含

量较土壤高，也可能是基质的多样性比土壤高的原

因。

对于“申选 5号”，基质中硝态氮含量低于“罗莎
红”，在采样时，“申选 5号”基质栽培的地上部分干重
显著高于土壤栽培，且显著高于罗莎红基质栽培（此

数据在本文中未呈现），可推测“申选 5号”在基质中
吸收硝态氮的能力比在土壤中强，并且比罗莎红在基

质中吸收硝态氮的能力强。Pathan等[25]发现氮利用效
率高的玉米品种由于根际分泌物更加丰富，其根际细

菌多样性更高，而在本研究中，“申选 5号”的 Shannon-
Wiener指数却比罗莎红低，Simpson 指数与 Pielou 均
匀度指数没有差异，有可能是栽培时间有限，根际

分泌物对细菌群落的塑造作用不及土壤/基质理化性
质的作用，而不同品种对营养物质的吸收差异也会造

成土壤/基质理化性质的差异。也有可能是因为
PCR-DGGE技术研究细菌群落的方法本身存在局限
性，能探测到的细菌有限，并且 DNA 提取和 PCR过
程中的偏差都有可能影响多样性的结果。

土壤栽培与基质栽培的生菜根际细菌群落不同，

主要起作用的理化因子是 pH值、硝态氮、碳氮比、含
水量和有效磷，Ding等[24]发现细菌群落与硝态氮的含
量极显著相关，本研究中“罗莎红”的基质样品表现出

独特的细菌群落可能是较高的硝态氮含量造成的，有

待进一步研究。

4 结论

基质与土壤在灭菌后重新建立细菌群落时，短期

内基质栽培系统的根际细菌数量和多样性均高于土

壤，主要原因为基质的营养物质含量高而 pH值较
低。并且，品种因其对营养物质的选择性吸收，造成根

际理化性质的差异，也会显著影响根际细菌。
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