
������	���	
��"���!�

U�@'U

�0�U��"�(�D�9)L�K���(�(
�����(��E�"���)�O�E�(��
����.(����#�P"L��8�����
����E!����J��).�/���K��
�����!"�6�J�������8�!�8

��K0� ������M��3���

���� � ���



第三次全国土壤普查技术规程规范

目　 次

１　 适用范围 　１４４
２　 总则 　１４４
　 ２ １　 调查目标 　１４４
　 ２ ２　 调查工作流程 　１４４
　 ２ ３　 调查原则 　１４５
３　 规范性引用文件 　１４６
４　 术语和定义 　１４６
　 ４ １　 土壤生物 ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ 　１４６
　 ４ ２　 土壤生物群落 ｓｏｉｌ ｂｉｏｍｅ 　１４６
　 ４ ３　 土属 ｓｏｉｌ ｇｅｎｕｓ 　１４７
　 ４ ４　 土种 ｓｏｉｌ ｓｐｅｃｉｅｓ 　１４７
　 ４ ５　 样点 ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅ 　１４７
　 ４ ６　 样地 ｓａｍｐｌｉｎｇ ｐｌｏｔ 　１４７
　 ４ ７　 样方 ｓａｍｐｌｉｎｇ ｑｕａｄｒａｔ 　１４７
　 ４ ８　 分区随机采样法 ｂｌｏｃｋ ｒａｎｄｏｍ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ 　１４７
　 ４ ９　 土壤质量和土壤健康的生物学评价 ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｓｏｉｌ ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｈｅａｌｔｈ 　１４７
　 ４ １０　 土壤生物样品中转站 ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｓｍ ｓａｍｐｌｅ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇ ｓｔａｔｉｏｎ 　１４７
　 ４ １１　 土壤微生物生物量 ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ 　１４７
　 ４ １２　 土壤呼吸强度 ｓｏｉｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ 　１４７
　 ４ １３　 土壤多酚氧化酶 ｓｏｉｌ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ ｏｘｉｄａｓｅ 　１４７
　 ４ １４　 土壤 β－Ｄ－葡萄糖苷酶 ｓｏｉｌ β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ 　１４８
　 ４ １５　 土壤脲酶 ｓｏｉｌ ｕｒｅａｓｅ 　１４８
　 ４ １６　 土壤硝酸还原酶 ｓｏｉｌ ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ 　１４８
　 ４ １７　 土壤氨单加氧酶 ｓｏｉｌ ａｍｍｏｎｉａ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ 　１４８
　 ４ １８　 土壤磷酸酶 ｓｏｉｌ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ 　１４８
　 ４ １９　 青枯菌 Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ 　１４８
　 ４ ２０　 尖孢镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 　１４８
　 ４ ２１　 土壤线虫 ｓｏｉｌ ｎｅｍａｔｏｄｅ 　１４８
　 ４ ２２　 蚯蚓 ｅａｒｔｈｗｏｒｍ 　１４８
　 ４ ２３　 基因拷贝数 ｇｅｎｅ ｃｏｐｉｅｓ 　１４８
　 ４ ２４　 土壤微生物高通量测序 ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ 　１４９
　 ４ ２５　 土壤功能基因组测序 ｓｏｉｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ 　１４９
　 ４ ２６　 土壤动物线粒体基因组测序 ｓｏｉｌ ａｎｉｍａｌ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ 　１４９
　 ４ ２７　 土壤生物数据库 ｓｏｉｌ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｔａｂａｓｅ 　１４９
　 ４ ２８　 植物生长旺盛期 ｐｌａｎｔ ｅｘｕｂｅｒａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｐｅｒｉｏｄ 　１４９
５　 土壤生物调查方法 　１４９
　 ５ １　 土壤生物调查样点布设方法 　１４９
　 ５ ２　 土壤生物调查样点布设数量与区域 　１４９
　 ５ ３　 土壤生物调查样地设置与信息采集 　１５０
　 ５ ４　 土壤生物样品采集 　１５１
　 ５ ５　 土壤生物调查人员组成和调查时间选择 　１５３

２４１



第三次全国土壤普查土壤生物调查技术规范 (修订版)

　 ５ ６　 土壤生物样品中转站建设管理 　１５３
　 ５ ７　 土壤生物调查样品分析测试单位选择 　１５４
６　 土壤生物调查和评价指标体系与分析方法 　１５４
　 ６ １　 土壤生物评价指标体系 　１５４
　 ６ ２　 土壤微生物生物量 　１５５
　 ６ ３　 土壤细菌、 真菌、 古菌和重要碳氮磷功能基因丰度 　１５５
　 ６ ４　 土壤呼吸强度 　１５５
　 ６ ５　 土壤酶活性 　１５５
　 ６ ６　 土壤微生物群落组成 　１５６
　 ６ ７　 土壤优势功能微生物分离培养及鉴定 　１５６
　 ６ ８　 土壤功能基因组 　１５６
　 ６ ９　 土壤线虫群落分析 　１５６
　 ６ １０　 蚯蚓群落分析 　１５６
７　 土壤生物调查质量控制 　１５６
　 ７ １　 建立土壤生物调查质量控制体系 　１５６
　 ７ ２　 土壤生物采样过程质量控制 　１５６
　 ７ ３　 分析测试单位质量控制 　１５６
　 ７ ４　 土壤生物样品分析过程中系统误差、 随机误差和差错控制 　１５７
　 ７ ５　 土壤生物数据质量控制 　１５７
８　 土壤质量和土壤健康的生物学综合评价 　１５７
９　 土壤生物调查成果管理 　１５７
　 ９ １　 建立土壤生物调查数据库 　１５７
　 ９ ２　 开展土壤生物调查数据分析与评价ꎬ 提交土壤生物调查报告 　１５７
附录 １　 土壤微生物生物量的测定———熏蒸提取法 　１５８
附录 ２ 土壤细菌、 真菌、 古菌和重要碳氮磷功能基因实时荧光定量 ＰＣＲ 方法 　１６３
附录 ３ 土壤呼吸强度测定方法 　１７０
附录 ４ 土壤酶活性测定方法 　１７１
附录 ５ 土壤微生物群落组成高通量测序方法 　１７９
附录 ６ 土壤优势功能微生物分离培养及鉴定方法 　１８７
附录 ７ 土壤功能基因组测序方法 　１９３
附录 ８ 土壤线虫分离鉴定方法 　２０４
附录 ９ 蚯蚓物种调查鉴定及线粒体基因测序方法 　２１０
附录 １０　 土壤生物样品分析质量控制方法 　２１５
附录 １１　 土壤生物数据质量控制方法 　２１７
附录 １２　 土壤质量和土壤健康的评价方法 　２２１
附录 １３　 土壤生物调查数据管理方法 　２２６

３４１



第三次全国土壤普查技术规程规范

１　 适用范围

本规范规定了第三次全国土壤普查 (以下简称 “土壤三普” ) 土壤生物调查技术规范ꎬ 包括土

壤生物调查评价指标体系、 调查样点布设方法、 样品采集与保存运输方法、 样品分析方法、 调查全程

质量控制方法、 调查数据综合分析方法、 调查数据管理方法等ꎮ
本规范适用于全国尺度或区域尺度基于土种样点采样的土壤生物调查ꎬ 包括对土壤生物群落的生

物量、 活性、 物种多样性、 功能多样性、 重要功能种群组成的调查ꎻ 适用于全国尺度或区域尺度基于

土壤生物学性状的农用地土壤质量和土壤健康评价ꎮ

２　 总则

2 1　 调查目标

基于土壤三普设定的总体目标ꎬ 针对我国所有土属中的重要土种ꎬ 覆盖主要气候类型、 地形条件

和土地利用方式ꎬ 调查植物生长旺盛期土壤微生物、 线虫、 蚯蚓的生物量、 活性、 多样性和功能ꎬ 评

价我国重要土种的土壤质量与土壤健康状况ꎬ 提出我国土壤生物功能提升的管理对策ꎮ

2 2　 调查工作流程

土壤生物调查工作流程见图 １ꎮ
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图 １　 土壤生物调查工作流程
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2 3　 调查原则

２ ３ １　 土壤生物评价指标选取原则

　 　 土壤生物驱动了土壤中养分和污染物的转化和循环ꎬ 影响了土壤结构的形成ꎬ 从而影响了土壤质

量和土壤健康水平ꎮ 由于土壤生物复杂多样ꎬ 在土壤中形成复杂的生物群落ꎬ 生物群落中存在随机性

和确定性的演变过程ꎬ 影响了土壤生物群落的功能ꎮ 土壤生物的生物量、 群落组成、 功能和活性等是

评价土壤质量变化的敏感指标ꎬ 需要综合考虑选择土壤生物指标ꎮ
２ ３ １ １　 多功能性兼顾原则

集成土壤生物培育土壤质量和提升植物生产力的功能ꎬ 包括促进养分转化、 促进植物生长、 抑制

病害发生等功能ꎮ
２ ３ １ ２　 重要性和代表性指标相结合原则

针对碳、 氮、 磷养分蓄积和转化功能、 促进植物生长、 抑制病害发生功能ꎬ 考虑土壤生物对主要

功能的贡献度和制约作用ꎬ 同时考虑在同类生物指标中的代表性ꎮ
２ ３ １ ３　 稳定性和敏感性指标相结合原则

在考虑土壤生物群落演替过程与生物群落功能之间协同变化的敏感性指标基础上ꎬ 考虑土壤生物

群落在长期演替中的稳定性指标ꎮ
２ ３ １ ４　 分子生物学与经典生态学指标相结合原则

考虑调查和分析方法的先进性、 可靠性和低成本性ꎬ 兼顾分子生物学分析以及细胞与群落尺度上

生物多样性和功能分析ꎮ
２ ３ ２　 土壤生物调查样点布设原则

紧密结合土壤三普总体布点思路ꎬ 土壤生物调查遵循 “气候带主导” 原则、 “农用地主导” 原

则、 “以土种作为基本分区单元” 原则布设样点ꎮ 在全国尺度上ꎬ 根据土种面积占比顺序选择土壤生

物调查的土种类型ꎬ 基于土壤三普布设的土壤剖面调查样点ꎬ 根据土种分布图斑的面积抽取土壤剖面

土壤生物调查样点ꎬ 作为全国的土壤生物调查样点ꎮ 在省 (区、 市) 尺度上ꎬ 根据加密调查的目标

和任务ꎬ 以所在省 (区、 市) 的土壤剖面样点为基础ꎬ 可以抽取部分土壤剖面样点ꎬ 也可以覆盖所

有土种的土壤剖面样点ꎬ 直至加密部分表层样点 (如针对特色农产品产区)ꎬ 最终确定省 (区、
市) 土壤生物调查样点ꎮ 原则上ꎬ 土壤生物调查与土壤剖面调查协同开展 “共点” 调查ꎮ
２ ３ ２ １　 气候带主导、 兼顾自然经济条件

土壤生物调查样点分布采取东、 中部并重ꎬ 兼顾西部的思路ꎮ 土壤生物受干湿度等气候因素以及

地形地貌、 经济发展水平等条件影响ꎮ 我国地势西高东低ꎬ 年降水量从东往西逐渐减少ꎬ 经济发展水

平从东往西逐次递减ꎮ 土壤生物调查样点布设将全国分为东部湿润区 (东部ꎬ 下同)、 中部半湿润半

干旱区 (中部ꎬ 下同)、 西部干旱区 (西部ꎬ 下同) ３ 个大区ꎮ
２ ３ ２ ２　 农用地主导、 兼顾其他用地类型

覆盖土壤三普中土地利用方式范围ꎬ 土壤生物调查中的土地利用方式以耕地和园地为主ꎬ 兼顾林

地、 草地和其他土地中的后备耕地ꎬ 根据不同区域、 不同土地利用方式组成的变化ꎬ 调节土壤样点的

布设比例ꎮ 针对耕地ꎬ 兼顾不同区域土壤质量等级的比例ꎬ 调节土种样点的比例ꎮ
２ ３ ２ ３　 覆盖土壤三普调查土属、 以土种作为基本分区单元

土壤生物调查覆盖土壤三普的所有调查土属ꎬ 包含各土属中的主要土种ꎮ 土属是土壤分类系统的

中层分类单元ꎬ 形成土属的气候、 地形、 成土母质、 人为耕作条件也驱动了土壤生物多样性的形成以

及土壤生物功能的演变ꎮ 土种是土壤分类系统的基层分类单元ꎬ 受区域气候、 地形、 母质、 改良利用

等影响ꎬ 土种反映了土层厚度、 黏粒、 盐分等微域土壤质量特征ꎬ 代表了土壤改良利用的方向ꎮ 针对

耕地和园地ꎬ 土壤生物调查以土种作为样点选择的基本分区单元ꎬ 根据土种面积占比顺序选择土壤生

物调查的土种类型ꎬ 根据土种分布图斑的面积抽取土壤剖面样点ꎬ 确定土壤生物调查样点ꎮ 针对林地

和草地ꎬ 以土属为基本分区单元ꎬ 在每个土属下选择 １ ~ ２ 个优势土种作为调查对象ꎮ 土壤生物调查
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与土壤剖面调查协同开展 “共点” 调查ꎮ
２ ３ ３　 土壤生物样品采集原则

土壤生物调查坚持样品采集的景观性原则、 随机性原则和等量性原则ꎮ 为了保证土壤生物样品的
典型性ꎬ 必须坚持景观性原则ꎬ 在一定区域选择土种形成的典型景观类型采集土壤生物样品ꎮ 为了保

证采集的混合土壤生物样品的代表性ꎬ 必须坚持随机性原则ꎬ 使组成总体的个体有同样的机会被选入

样品ꎬ 即组成样品的个体应当是随机地取自总体ꎬ 避免人为因素的影响ꎮ 为了保证采集的混合土壤生

物样品具有可比性ꎬ 土壤生物样品采集数量必须坚持等量性原则ꎬ 采集相同数量的个体样品组成混合

样品ꎮ
２ ３ ４　 土壤生物调查样品和分析样品的编码原则

以土壤三普土壤剖面调查点编号作为土壤生物调查的样地编号ꎮ 样品编码在样地编号基础上扩展
４ 个字段共 ７ 位数字ꎬ 样品编码格式为: Ｎ Ａ Ｂ Ｃ Ｄꎬ 其中 Ｎ 为剖面点编号ꎬ Ａ 为样点级别字段 (０~
２ꎬ ０ 为国家级土壤生物样点ꎬ １ 为省级土壤生物样点ꎬ ２ 为市级及以下土壤生物样点)ꎬ Ｂ 为生物调

查样点编号字段 (０００１~９９９９)ꎬ Ｃ 为样品类型编号 (１~３ꎬ １ 为微生物ꎬ ２ 为线虫ꎬ ３ 为蚯蚓)ꎬ Ｄ 为

土壤生物样品重复编号字段 (１~９ꎬ 其中 １~６ 为调查样品重复编号ꎬ ７~９ 为质控样重复编号)ꎮ
根据土壤三普土壤样品制样转码原则ꎬ 建立对应于野外样品唯一编号的送检样品编号ꎬ 然后在送

检样品编号基础上添加 ２ 位数字ꎬ 分别代表不同的分析项目ꎬ 并对应相应的数字序号 (１ꎬ ２ꎬ ３ꎬ
４ꎬ ) 作为分析样品编号ꎮ 同时对平行双样、 质控样按同样规则进行编号ꎮ
２ ３ ５　 土壤生物调查质量控制和数据管理原则

土壤生物调查质量控制涉及调查和评价的全部过程ꎮ 质量保证和质量控制目的是保证所产生的土
壤生物调查分析资料具有代表性、 准确性、 精密性、 可比性和完整性ꎮ

土壤生物调查数据管理按照土壤三普数据管理制度执行ꎬ 目标是保证土壤生物调查的正确性和安

全性ꎬ 遵守土壤三普数据的产权保护政策与共享制度ꎮ

３　 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本规范必不可少的条款ꎮ 其中ꎬ 注日期的引用文
件ꎬ 仅该日期对应的版本适用于本规范ꎻ 不注日期的引用文件ꎬ 其最新版本 (包括所有的修改

单) 适用于规范ꎮ
ＧＢ / Ｔ ３６１９７—２０１８　 «土壤质量　 土壤采样技术指南»
ＧＢ / Ｔ ３２７４０—２０１６　 «自然生态系统土壤长期定位监测指南»
ＧＢ / Ｔ ３３４６９—２０１６　 «耕地质量等级»
ＧＢ / Ｔ １７２９６—２００９　 «中国土壤分类与代码»
ＧＢ / Ｔ １０１１１—２００８　 «随机数的产生及其在产品质量抽样检验中的应用程序»
ＮＹ / Ｔ １６３４—２００８　 «耕地地力调查与质量评价技术规程»

４　 术语和定义

下列术语和定义适用于本规范ꎮ

4 1　 土壤生物 soil organisms

在土壤中生活的微生物和动物的总体ꎬ 包括细菌、 放线菌、 真菌、 病毒、 古菌、 藻类、 原生动
物、 后生动物等ꎮ

4 2　 土壤生物群落 soil biome

在一定的土壤区域环境和一定的时间聚集的各种生物种群的集合ꎮ 土壤生物群落的基本特征包括
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群落的空间结构、 时间组配和种类结构、 群落物种多样性、 相对丰度、 优势种、 营养类群等ꎮ

4 3　 土属 soil genus

土壤分类系统中的中级分类单元ꎮ 是在相同的气候、 地形等自然环境条件以及共同的人为生产活
动条件下ꎬ 由于区域性的成土母质及风化壳、 水文状况差异形成的具有一定土壤属性的一群土壤ꎮ 具

有一定的成土过程、 土壤理化属性和土壤改良利用方向ꎮ

4 4　 土种 soil species

土壤分类系统中的基层单元ꎮ 是处于相同或相似景观部位ꎬ 具有相似土体构型和土壤剖面性状特
征的一群土壤ꎮ 在土属范围内反映了土层厚度、 黏粒、 盐分含量等性状的差异ꎮ

4 5　 样点 sampling site

按照一定调查原则确定的具有代表性、 典型性的土壤调查区域ꎮ

4 6　 样地 sampling plot

在土壤调查样点ꎬ 为进行科学性调查采样确定的具有一定边界的地段ꎮ

4 7　 样方 sampling quadrat

在土壤调查样地中ꎬ 开展土壤或者地段依附性强的且调查确定的采样地块ꎮ

4 8　 分区随机采样法 block random sampling method

将样地划分为地形条件、 生物群落类型、 土壤属性较为一致的不同采样区块ꎬ 利用随机布点和随
机选择样方的方式进行土壤采样的方法ꎮ

4 9　 土壤质量和土壤健康的生物学评价 biological assessment of soil quality and soil health

　 　 土壤质量是土壤在生态系统范围内维持生物的生产力、 保护环境质量以及促进动植物健康的能
力ꎮ 土壤健康是土壤持续支撑农产品安全生产、 维持生态环境质量和保障动植物及人类健康的能力ꎮ
土壤质量和土壤健康相互关联ꎬ 土壤质量是形成土壤健康的物质基础ꎬ 而土壤健康是发挥土壤质量的

功能保障ꎮ 土壤中的生物群落形成多级生物网络ꎬ 驱动了土壤中碳、 氮、 磷等生源要素和有害物质的

转化与循环过程ꎬ 从而影响了土壤质量和土壤健康水平ꎮ 利用土壤生物的生物量、 活性、 多样性和功

能性指标可以从生物学角度评价土壤质量和土壤健康ꎬ 为土壤可持续管理提供依据ꎮ

4 10　 土壤生物样品中转站 soil organism sample transferring station

具备一定的土壤生物样品保存、 处理和相关数据管理条件的站点ꎮ 负责收集、 处理和保存野外采
集的土壤生物样品、 开展样品编号和存放、 分发样品至检测单位、 收集整理数据ꎮ

4 11　 土壤微生物生物量 soil microbial biomass

单位土壤中体积小于 ５×１０３ μｍ３ 微生物的总重量ꎮ

4 12　 土壤呼吸强度 soil respiration intensity

单位时间内从单位质量土壤中释放出来的二氧化碳量ꎮ

4 13　 土壤多酚氧化酶 soil polyphenol oxidase

含铜氧化还原酶类ꎮ 在土壤碳循环中参与木质素及多酚类物质的降解ꎬ 能够通过分子氧化酚或多
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酚生成对应的醌ꎮ

4 14　 土壤 β－Ｄ－葡萄糖苷酶 soil β- D- glucosidase

纤维素酶类ꎮ 在土壤碳循环中参与纤维素的降解ꎬ 能够水解结合于末端非还原性的 β－Ｄ－葡萄糖

键生成葡萄糖ꎮ

4 15　 土壤脲酶 soil urease

酰胺水解酶类ꎮ 在土壤氮循环中参与有机尿素的分解ꎬ 催化尿素水解成氨和二氧化碳ꎮ

4 16　 土壤硝酸还原酶 soil nitrate reductase

氧化还原酶类ꎮ 在土壤氮循环中参与硝酸盐转化ꎬ 催化硝酸离子还原成亚硝酸离子ꎮ

4 17　 土壤氨单加氧酶 soil ammonia monooxygenase

氧化还原酶类ꎬ 是硝化作用的限速酶ꎮ 在土壤氮循环中参与氨氧化过程ꎬ 催化铵根离子

(ＮＨ＋
４) 氧化转化为羟胺 (ＮＨ２ＯＨ)ꎮ

4 18　 土壤磷酸酶 soil phosphatase

将土壤中正磷酸单酯水解成磷酸盐的一类非特异性磷酸单酯酶ꎮ 在酸性和碱性条件下测定其水解

活性ꎬ 分别称为酸性磷酸酶活性和碱性磷酸酶活性ꎮ

4 19　 青枯菌 Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ

革兰氏阴性菌ꎬ 属于 β 变形菌纲ꎬ 薄壁菌目ꎬ 假单胞菌科ꎬ 劳尔氏菌属ꎮ 青枯菌是一种广泛分

布的病原细菌ꎬ 可引起马铃薯、 番茄等多种植物发生青枯病ꎮ

4 20　 尖孢镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

尖孢镰刀菌属半知菌类 (Ｉｍｐｅｒｆｅｃｔ ｆｕｎｇｉ) 丛梗孢目 (Ｍｏｎｉｌｉａｌｅｓ) 瘤座孢科 (Ｔｕｂｅｒｃｕｌａｒｉａｃｅａｅ) 镰

刀菌属 (Ｆｕｓａｒｉｕｍ)ꎮ 尖孢镰刀菌是一种广泛分布的土传病原真菌ꎬ 可产生小型分生孢子、 大型分生孢

子和厚垣孢子 ３ 种类型ꎬ 可引起茄科、 豆科等多种植物发生枯萎病ꎮ

4 21　 土壤线虫 soil nematode

一类虫体透明、 结构简单且两侧对称的假体腔无脊椎动物ꎬ 隶属线虫动物门 (Ｎｅｍａｔｏｄａ)ꎬ 是土

壤动物中数量和功能类群最丰富的类群之一ꎮ 根据食性分为食细菌线虫、 食真菌线虫、 植食性线虫、
杂食性－捕食性线虫ꎮ

4 22　 蚯蚓 earthworm

属于环节动物门寡毛纲的陆栖无脊椎动物ꎬ 通过取食、 消化、 排泄蚯蚓粪、 分泌黏液和掘穴等活

动影响土壤物质循环和能量传递ꎮ 根据生活习性分为生活在土壤腐殖质层、 喜食凋落物、 不形成洞穴

的表层种蚯蚓ꎻ 生活在土壤表层、 形成水平洞穴、 喜食富含有机质土壤的内层种蚯蚓ꎻ 形成垂直洞

穴、 上食下居的深层种蚯蚓ꎮ

4 23　 基因拷贝数 gene copies

利用荧光化学物质测定聚合酶链式反应 (ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ) 循环后产物总量的方法ꎬ 简

称实时荧光定量 ＰＣＲ 法ꎬ 分析得到某一生物的基因在基因组中的个数ꎮ
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4 24　 土壤微生物高通量测序 soil microbial high- throughput sequencing

通过对微生物 １６Ｓ ｒＤＮＡ、 １８Ｓ ｒＤＮＡ、 ＩＴＳ (内源转录间隔区) 进行扩增测序的技术ꎬ 用于分析土

壤微生物群落结构和多样性ꎮ

4 25　 土壤功能基因组测序 soil functional genomic sequencing

针对土壤中细菌、 真菌、 古菌、 原生动物、 显微藻类等生物群落ꎬ 通过从土壤样品中提取全部微

生物的 ＤＮＡꎬ 进行功能基因组学的测序分析技术ꎮ 用于构建宏基因组文库ꎬ 分析土壤生物功能多

样性ꎮ

4 26　 土壤动物线粒体基因组测序 soil animal mitochondrial genome sequencing

基于不同土壤动物线粒体 ＤＮＡ 中可变区碱基排列顺序的差异ꎬ 利用土壤动物线粒体基因组中一

段公认的、 相对较短的 ＤＮＡ 序列片段来进行物种鉴定的一种分子生物学技术ꎮ

4 27　 土壤生物数据库 soil biological database

通过建立数据中心屏蔽室ꎬ 形成单独部署的数据库ꎬ 避免入侵或信息泄露风险ꎬ 达到 Ｂ 级防护

标准ꎬ 用于存放土壤生物调查数据ꎮ

4 28　 植物生长旺盛期 plant exuberant growth period

指一年中植物生长最旺盛的时期ꎮ 植物生长与温度条件密切相关ꎬ 同时还受纬度、 海拔、 植物种

类、 水分等条件的影响ꎮ 农业上一般以日平均气温大于 １５ ℃的持续时期称为喜温作物的生长旺盛期ꎮ

５　 土壤生物调查方法

5 1　 土壤生物调查样点布设方法

根据土壤三普布点原则ꎬ 按气候区类型、 土地利用类型、 土种类型、 地形条件的代表性和典型

性ꎬ 确定土壤生物调查样点的分布和数量ꎮ 在第二次全国土壤普查 １５ 万土壤图 (细分至土种ꎬ 部

分地区土属) 的基础上ꎬ 叠加第三次全国国土调查 １１ 万土地利用现状图、 ２０２０ 年 １１ 万全国行

政区划图ꎬ 评价不同土地利用方式的代表性ꎻ 基于 １２ ５ ｍ 分辨率的数字高程模型ꎬ 评价调查土种在

海拔、 坡度等地形条件方面的代表性ꎮ 最后ꎬ 根据土壤生物调查土种面积占比ꎬ 基于全国土壤剖面调

查点分布图ꎬ 抽取调查土种剖面点的分布点和数量ꎮ 在没有土种分布图的地区ꎬ 综合利用土地利用、
地形等信息确定土壤生物调查样点分布ꎬ 通过专家组评估制定全国土壤生物调查样点位置和分布图ꎮ

5 2　 土壤生物调查样点布设数量与区域

(１) 根据气候带主导、 兼顾自然经济条件原则ꎬ 土壤生物调查样点分布以东中部地区为主ꎬ 兼

顾西部地区ꎮ 在我国南北温度梯度带上ꎬ 通过土壤生物调查样点的空间合理布点实现对不同气候带的

全覆盖ꎮ
(２) 根据农用地主导、 兼顾其他用地类型原则ꎬ 根据各地耕地、 园地、 林地、 草地、 其他土地

利用方式面积占比确定土壤生物调查样点比例ꎮ 其中耕地样点ꎬ 结合全国各地耕地质量等级面积占

比ꎬ 确定不同等级耕地土壤生物调查样点比例ꎬ 覆盖全国高、 中、 低 ３ 个等级的耕地ꎮ
(３) 根据覆盖土壤三普所有调查土属、 以土种作为基本分区单元原则ꎬ 在土壤剖面调查点的基

础上ꎬ 依据土属中土种分布面积所占比例ꎬ 确定同一土属下土壤生物调查的土种类型ꎬ 每个土属最少

调查一个土种类型ꎻ 合理调整不同区域和土地利用方式下不同土种样点的数量ꎬ 面积较大的土种ꎬ 可
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根据土壤空间分布状况、 行政单元、 土地利用类型、 气候、 地形和植被条件等布设多个样点ꎮ

5 3　 土壤生物调查样地设置与信息采集

土壤生物调查样地布设应以土壤三普土壤剖面调查点为核心ꎬ 土壤生物调查与土壤剖面调查

“共点” 设置调查点ꎬ 具有与土壤剖面调查点相同的土壤理化性状、 立地条件与生产利用情况ꎮ 土壤

生物调查队伍通过手持终端 Ａｐｐ 等导航设备寻找土壤生物采样点位置ꎬ 根据土壤剖面挖掘点或者以

ＧＰＳ 定位点为核心设置采样地ꎮ 土壤生物调查样点电子围栏为土壤剖面调查点所在的二普县级土壤

图图斑边界 (大部分是土种图斑ꎬ 部分为土属图斑)ꎮ 样地范围可在包含土壤剖面点的土种图斑边界

内调整ꎮ
每个土壤生物调查样地面积原则上应大于 １ ｈｍ２ꎮ 在平原区地形地貌简单、 土种分布面积较大的

地区ꎬ 可按 １００ ｍ×１００ ｍ 正方形确定ꎻ 在山区、 湿地、 梯田等地形地貌复杂、 土种面积分布较小的

地区ꎬ 可根据具体土种、 地块形状与面积适当调整样地面积与形状ꎬ 例如丘陵山区狭长地带ꎬ 可以采

用 ５０ ｍ×２００ ｍ 等长方形在相同地形部位确定样地ꎬ 保证样地中土种类型的一致性ꎮ 土壤生物调查样

地原则上选择面积较大、 作物类型相同的完整地块ꎬ 避免破碎田块以及水产养殖塘、 道路等非调查的

土地利用方式ꎮ
填报土壤样地信息ꎮ 在土壤生物调查信息平台中核实或输入调查样点的样点编码ꎬ 地理坐标、

海拔、 行政区划、 采样日期、 天气情况、 调查人及其所属单位等信息ꎮ 以上均为必填项ꎮ 除天气

状况、 农药肥料翻耕信息、 调查人、 调查机构需现场选择填报外ꎬ 其他项均已统一赋值ꎬ 野外进

行核定ꎮ
(１) 样点编码ꎮ
统一编码ꎬ 已经赋值ꎬ 以下所有工作流程均使用同一编码ꎮ
(２) 行政区划ꎮ
依据 “省 (区、 市) —市—区 (县) —乡 (镇) —建制村” 顺序ꎬ 记录采样点所在地ꎮ 代码按

照 ＩＳＯ ３１６６－２: ２００７ (最新版) 规定执行ꎮ 每个样点已经赋值ꎬ 野外核查无误ꎮ
(３) 地理坐标、 全景照片ꎮ
顺时针依次输入正方形或长方形样地的 ４ 个直角点经纬度坐标ꎮ 坐标参照国家网格参考系统

(ＣＧＣＳ ２０００ 国家大地坐标系)ꎬ 经纬度格式采用 “十进制”ꎬ 单位: 度 (°)ꎮ 样地每个直角点确定位

置后ꎬ 由手持设备自动采集坐标信息和赋值ꎮ
在第一直角点面向样地方向用手持 Ａｐｐ 或者数码相机等拍摄包含地块、 农作物、 天空的样地全

景照片ꎬ 种植玉米等高秆作物时可借助拍摄杆等装置拍摄ꎬ 并上传土壤生物调查信息系统平台ꎮ
(４) 海拔ꎮ
每个样点确定位置后ꎬ 由手持设备自动采集和赋值ꎮ 单位: ｍꎮ
(５) 日期ꎮ
采用 “２０××年××月××日” 格式ꎬ 如 “２０２２ 年 ０８ 月 ０５ 日”ꎬ 自动赋值ꎮ
(６) 天气状况ꎮ
从 “雨、 雨夹雪或冰雹、 雪、 雨雪冰雹后 ２４ ｈ 内晴或多云、 雨雪冰雹后 ２４ ｈ 内阴、 雨雪冰雹后

４８ ｈ 内晴或多云、 雨雪冰雹后 ４８ ｈ 内阴、 雨雪冰雹后 ７２ ｈ 内晴或多云、 雨雪冰雹后 ７２ ｈ 内阴、 连续

阴 ７２ ｈ 以上、 连续晴 ７２ ｈ 以上” 选项中选择ꎮ
(７) 农药肥料翻耕信息ꎮ
现场询问农户ꎬ 从 “近 ３ 天内是否施用农药” 选择 “是” 或者 “否”ꎬ 选 “是” 进一步填写农

药名称ꎻ 从 “近 ３ 天内是否施用肥料” 选择 “是” 或者 “否”ꎬ 选 “是” 进一步选择从 “固体化肥、
水溶性化肥、 固体有机无机复混肥、 水溶性有机无机复混肥、 商品有机肥、 土杂肥、 厩肥、 水溶性有

机肥” 中选择ꎬ 并注明施用方式 [沟施、 穴施、 撒施、 喷施、 管道滴施、 其他 (需注明) ]ꎻ 从

“近 ３ 天内是否翻耕” 选择 “是” 或者 “否”ꎮ
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(８) 调查人ꎮ
填写现场技术领队姓名及所属单位ꎬ 调查人由系统提供现场选择ꎮ
(９) 调查机构ꎮ
填写调查任务承担机构全称ꎬ 调查机构由系统提供现场选择ꎮ

5 4　 土壤生物样品采集

选定土壤生物调查样地后ꎬ 根据样地的地形、 土壤条件划分为 ３ 个条件相对一致的采样区块

(图 ２)ꎬ 采用分区随机采样法采集土壤生物样品ꎮ

图 ２　 土壤生物调查样地采样分区与采样点布设

５ ４ １　 土壤微生物和线虫的土钻法采样

果园和林地去除地面植被和枯枝落叶ꎬ 具体采样位置设在树冠边缘垂直下方ꎻ 农田去除表面杂

物ꎬ 垄作农田土壤ꎬ 采集垄上 (种植作物条带上) 非根际土ꎮ 在每个采样区块内ꎬ 利用直径 ５０ ｍｍ
的不锈钢土钻随机采集 １５ 个 ０~２０ ｃｍ 土层的土壤样品ꎬ 按四分法混合成 １ 个土壤微生物样品和 １ 个

线虫样品ꎬ 样品重量不够可适当增加采样点数ꎮ 每个样地分别采集 ３ 个微生物混合样和 ３ 个线虫混合

样作为重复ꎮ 针对包含多块地块、 种植不同作物类型的样地ꎬ 每个重复样的多点混合采样点应选择在

同一地块、 具有相同的作物类型ꎬ ３ 个重复样也应尽可能选择相同或相似的作物类型ꎮ
５ ４ １ １　 好气状态下土壤样品的采集

(１) 先去除土壤上面的任何覆盖物ꎬ 包括植物、 苔藓、 可见根系、 凋落物ꎬ 以及可见的土壤动

物等ꎮ
(２) 每个采样点的取土深度及重量应均匀一致ꎬ 土样上层和下层的比例也要相同ꎮ 采样铲或筒

形取样器应垂直于地面ꎬ 入土至规定的深度ꎻ 斜插或入土角度不同ꎬ 有可能使各样点的取土深度不够

一致ꎮ
(３) 用于土壤微生物分析和土壤线虫分离鉴定的每个混合样品分别以 １ ０００ ｇ 左右为宜ꎮ
(４) 采集的样品量过多时ꎬ 可用四分法将多余的土壤弃去ꎮ 四分法是将采集的土样放在盘子里

或塑料布上ꎬ 掰碎、 混匀ꎬ 铺成四方形ꎬ 划对角线将土样分成四等份ꎻ 把对角的两份分别合并成一

份ꎬ 保留一份ꎬ 弃去一份ꎮ 如果所得的土样仍然很多ꎬ 可多次重复使用四分法缩分ꎬ 直至所需重量ꎮ
(５) 样品采集后立即装 ４ ℃ 冷藏箱或者冰袋中保存ꎬ 尽快以低温鲜样运输方式邮寄回实验室

分析ꎮ
５ ４ １ ２　 淹水或潮湿的稻田和湿地土壤样品采集

(１) 若土壤已被排干或自然水位在地表以下ꎬ 则上部土层的样品按好气状态下土壤样品相同的

方式采取ꎮ
(２) 把淹水状态下采集的表层土样排在塑料布上ꎬ 经核对后立即装入塑料袋ꎬ 以手揉搓样袋排
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出空气ꎬ 扎紧袋口ꎬ 系上标签ꎻ 再套上另一个塑料袋ꎬ 扎紧袋口ꎬ 系上另一份相同的标签ꎮ
(３) 采集水稻土或湿地等烂泥土样时ꎬ 四分法难以应用ꎬ 可改为在塑料盆 (桶) 中用塑料棒将

样品搅匀ꎬ 取出所需数量的土样ꎮ
采样点位应选在被采土壤类型特征明显的地方ꎬ 地形相对平坦、 稳定、 植被良好ꎻ 坡脚、 洼地等

具有从属景观特征的地点不设采样点ꎻ 城镇、 住宅、 围墙、 道路、 沟渠、 田埂、 粪坑、 堆肥点、 坟墓

附近等处人为干扰大ꎬ 可能导致土壤性状变化ꎬ 使土壤失去代表性ꎬ 不宜设采样点ꎻ 采样点离铁路、
公路至少 ３００ ｍꎻ 不在水土流失严重或表土被破坏处设采样点ꎮ
５ ４ ２　 土壤中蚯蚓的手拣法采样

在每个采样区块随机选择 １ 个 １ ０ ｍ×１ ０ ｍ 的样方ꎬ 利用手拣法采集 ０ ~ ３０ ｃｍ 土层中的所有蚯

蚓ꎬ 以深层种为主要生态型的地块可根据需要适当增加调查深度ꎬ 并记录调查深度ꎮ 每个样地采集 ３
个蚯蚓混合样作为 ３ 个重复ꎮ 蚯蚓的 ３ 个重复样方应尽可能选择相同或相似的自然条件与作物类型ꎮ
野外采集的蚯蚓当天必须进行脱水固定ꎬ 并妥善保存与寄回中转站ꎮ
５ ４ ２ １　 蚯蚓样品采集

(１) 在每个采样区域内利用样方框随机设置 １ 个蚯蚓样方ꎬ 用固定钉固定ꎬ 样方面积为 １００ ｃｍ×
１００ ｃｍ、 深度为 ３０ ｃｍꎮ

(２) 去除样方内土壤表面的覆盖物ꎬ 如植物、 凋落物、 秸秆ꎬ 发现的蚯蚓放入样品袋ꎮ
(３) 用铁锹挖出样方内的所有土壤ꎬ 将土壤置于平铺的塑料布上ꎬ 手工就地分拣蚯蚓ꎬ 拣过的

土壤应单独放置ꎬ 不要与未拣过的土壤混合ꎮ 将拣到的蚯蚓放入样品袋中ꎬ 样品袋内放入 １ / ５ ~ １ / ４
容积的土壤以保持蚯蚓活性ꎬ 土量以肉眼看不到蚯蚓活体为准ꎬ 采样时截断的蚯蚓保留蚯蚓头部部

分ꎬ 尾部弃去ꎮ
(４) 样方应严格遵循样方容积ꎬ 边缘部分保持垂直ꎬ 边缘可用小型锄 /铲 /锹修整ꎬ 修整时小心

不要截断蚯蚓ꎬ 样方边缘的蚯蚓需装入样品袋内ꎮ
(５) 每个样方内采集到的所有蚯蚓装入一个样品袋ꎬ 每个挖掘完成的样方必须拍照上传ꎬ 照片

范围内要有完整的样方框和固定钉、 拣完蚯蚓的浮土ꎬ 以及采样工具ꎮ 一个样点 ３ 个采样分区共采集

３ 个蚯蚓样品袋ꎮ
(６) 每一个样点或样地的 ３ 个野外样品袋在采样结束后ꎬ 应安排专人逐项检查 Ａｐｐ 采样记录、

样品袋标签和蚯蚓样品ꎬ 如有缺项和错误ꎬ 及时补齐更正ꎬ 检查完的 ３ 个样品袋与同点采集的 ３ 个土

壤微生物、 ３ 个土壤线虫样品整齐摆放在样地边的空地ꎬ 拍摄照片并上传ꎬ 照片中样本袋编号应清晰

可见ꎬ 标签要能够区分同一样点的不同处理ꎮ
(７) 所采蚯蚓样品带回室内ꎬ 当天完成对蚯蚓样品的脱水固定工作ꎮ
(８) 其他注意事项ꎮ ①为了尽可能采得性发育成熟标本ꎬ 采样应选择春、 夏季进行ꎬ 同时考虑

温度和降雨等气象条件ꎬ 最好在雨后采集ꎮ 避开高温、 大雨、 干旱等时期采样ꎬ 减少深耕、 施肥、 喷

药、 灌水等人为措施的影响ꎮ ②对于水稻田ꎬ 以避开水稻灌水期为原则ꎮ 如样地落在淹水稻田等土壤

水分饱和的田块时ꎬ 可选择在样地内田埂、 沟渠等地段布置样方ꎮ ③对于林地ꎬ 由于根系影响采样ꎬ
可以适当扩大采样样方的面积和采样深度ꎬ 记录实地采样的方式ꎮ
５ ４ ２ ２　 蚯蚓样品的脱水固定

野外采集的蚯蚓当天必须进行脱水固定ꎬ 可在晚上进行ꎮ 每个样品袋中的蚯蚓固定步骤如下ꎮ
(１) 蚯蚓清洗与计量ꎮ 从样品袋中取出当天所有蚯蚓ꎬ 用纯净水或自来水清洗干净ꎬ 吸水纸吸

干后计数、 称总鲜重ꎬ 每个样方内的蚯蚓数与总鲜重需在 Ａｐｐ 中填报上传ꎬ 然后将蚯蚓放入麻醉盒ꎮ
(２) 蚯蚓麻醉ꎮ 麻醉盒中装载 １ / ３ 容积 １０％酒精溶液ꎬ 放入蚯蚓浸泡ꎬ 直至 ５~１０ ｍｉｎ 蚯蚓不再

扭动ꎬ 移入脱水盒ꎮ
(３) 蚯蚓脱水ꎮ 脱水盒中装载 １ / ３ 容积 ９５％以上的纯酒精ꎬ 放入麻醉充分的蚯蚓进行脱水ꎬ 脱

水过程中随时捋直蚓体ꎬ 直至 １０~１５ ｍｉｎ 蚯蚓变硬变直固定ꎮ
(４) 拍照上传ꎮ 所有的蚯蚓排放在 １ 张 Ａ４ 纸上并拍照上传ꎬ 样品标签应清晰可见ꎮ
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(５) 每个样品袋的蚯蚓同上述步骤分别处理ꎮ
５ ４ ２ ３　 蚯蚓样品的保存、 标记与运输

每个样品袋中脱水固定完的蚯蚓采用如下步骤保存、 标记与邮寄ꎮ
(１) 蚯蚓保存与标记ꎮ 脱水固定后的蚯蚓放入注满浓度 ９５％以上酒精的容器ꎬ 如可密闭离心管

中保存ꎬ 每个样品袋中的蚯蚓放入一个容器ꎬ 容器外面贴上打印的样本标签ꎮ 容器中的酒精应每天更

换ꎬ 直至清澈为止ꎮ
(２) 蚯蚓样品邮寄ꎮ 保存在容器中的蚯蚓ꎬ ７ ~ １０ 天后倒去酒精溶液ꎬ 可以放在容器中直接邮

寄ꎮ 邮寄时再一次核对样品数量ꎬ 一次邮寄的所有容器摆放整齐并拍照上传ꎬ 照片中要有包装盒和邮

寄地址ꎬ 邮寄地址应为样品中转站ꎬ Ａｐｐ 填写外业调查队伍中寄样人的基本信息、 寄送样品清单或

表、 寄样日期等ꎮ
５ ４ ３　 根据微地形调整采样区块形状与深度

土壤生物样品采集过程中如遇到垄作等微地形情形ꎬ 应选择地表相对一致、 生物活跃的采样区

块ꎬ 条件不能满足时可适当调整采样区块形状与深度ꎬ 尽可能满足土壤生物样品采集面积与深度的

要求ꎮ
５ ４ ４　 土壤生物调查外业质控

土壤生物调查队伍在采样过程中ꎬ 每个采样区块分别拍摄一张包含采样人、 采样工具的土壤微生

物和线虫采样工作照片ꎬ 一张挖掘完成的蚯蚓样方 (含采样工具和捡完蚯蚓的土壤) 照片ꎬ 并在

Ａｐｐ 上传ꎮ 完成所有采样工作后ꎬ 将土壤微生物样品袋、 线虫样品袋、 蚯蚓样品袋整齐摆放在样地边

空地ꎬ 拍摄照片并上传ꎬ 照片中样本袋标签应清晰可见ꎬ 标签要能够区分同一样地不同重复的样品ꎮ

5 5　 土壤生物调查人员组成和调查时间选择

土壤生物调查在全国 ８ 个区域分区开展采样ꎮ 每个区域根据调查样点数量ꎬ 组织 ３ ~ ５ 支外业调

查队伍ꎮ 每队由 ３~５ 名具备丰富野外采样工作经验的人员组成ꎬ 包括土壤微生物调查专业人员 １ ~ ２
名、 土壤动物调查专业人员 １~３ 名ꎬ 至少 １ 人具有高级职称ꎬ 其中 １ 人担任队长ꎮ

土壤生物调查的野外采样时期原则上选择在植物生长旺盛期以及土壤动物性发育成熟期ꎬ 代表土

壤生物多样性和功能最高的时期ꎮ 在耕地利用方式下ꎬ 可以选择在作物生长旺盛期采样ꎬ 在多季作物

轮作下可以选择在夏粮收获期采样 (表 １)ꎮ

表 １　 全国不同区域土壤生物调查采样时期

区域 采样时期

东北区 ６—８ 月

华北区、 西北区 ６—９ 月

青藏区 ７—８ 月

华中区、 华东区、 华南区、 西南区 ４—７ 月

土壤生物调查应避开导致土壤生物群落显著变化的环境和管理条件ꎮ 在实施野外采样时ꎬ 根据区

域天气和农业管理条件的变化ꎬ 避开降雨等天气以及施肥和灌溉等管理时期ꎮ
土壤生物调查与土壤剖面调查共点进行调查ꎮ 土壤剖面调查获得的立地条件与生产利用状况等背

景数据ꎬ 以及土壤剖面表层样品理化分析数据与土壤生物调查数据共同建立土壤数据库ꎬ 共同开展土

壤质量、 土壤多样性和土壤生物健康评价ꎮ

5 6　 土壤生物样品中转站建设管理

５ ６ １　 中转站建设

中转站应具备收集、 处理、 储存土壤微生物和线虫、 蚯蚓样品的设施ꎬ 包括水电齐全的土壤生物
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样品储备间和土壤生物样品处理工作间ꎬ 配备相关设备ꎬ 包括 ４ ℃低温冷藏箱、 －８０ ℃超低温冰箱等

储存设备ꎬ 土壤生物 ＤＮＡ 提取设备、 土壤线虫和动物形态学观察与鉴定设备等样品处理设备ꎬ 以及

进行样品编码的计算机和打印设备等ꎮ
５ ６ ２　 土壤生物调查样品制备

样品中转站集成了标准化收集、 处理、 储存和分配土壤微生物、 线虫和蚯蚓样本等功能ꎮ 中转站

样品库分别配有专人负责ꎬ 具体分工如下ꎮ ①样品接收组: 样品中转站指定专人负责样品接受确认ꎬ
重点检查样品标签、 样品状况、 样品类型、 样品数量、 样品包装等ꎬ 发现样品遗缺、 破损、 信息不全

等应及时上报并处理ꎬ 样品无误后在 Ａｐｐ 中确认收样ꎮ ②加工处理组: 负责接收入库生物样品ꎬ 核

对样品类别和数量ꎬ 并根据样品种类与研究需求进行分装和处理、 分析样品分发等ꎮ ③冻存管理组:
负责样品的出入库管理、 追踪核实样本库存情况与质量检测控制等工作ꎮ 具体的处理人、 分派人、 保

管人均应在 Ａｐｐ 中签收确认ꎬ Ａｐｐ 中应能反映出分析样、 留存样、 标本样的具体分派人ꎮ
样品加工处理组应在收到土壤微生物、 线虫和蚯蚓样本 １ 周内ꎬ 进行样本入库、 编码和保存ꎬ 开

展土壤微生物样品的分析与 ＤＮＡ 的提取ꎬ 线虫样品的分离、 制片与 ＤＮＡ 的提取ꎬ 以及蚯蚓样品的形

态学鉴定、 线粒体组 ＤＮＡ 的提取与标本的制作ꎬ 完成样品分析的派送工作ꎮ 土壤生物样品短期保存

于 ４ ℃冰箱ꎮ 提取的微生物和线虫基因组 ＤＮＡ、 蚯蚓线粒体 ＤＮＡ 加入甘油保存在冻存管中ꎬ 储存

于－８０ ℃超低温冰箱ꎬ 避免反复冻融ꎬ 提高样本中 ＤＮＡ 的稳定性ꎮ 冻存管上标记二维码信息ꎬ 方便

信息提取和快速查询ꎮ

5 7　 土壤生物调查样品分析测试单位选择

土壤生物调查样品分析单位应具有符合国家与行业相关分析要求ꎬ 并且在相关行业内具有较好的

口碑ꎻ 具有独立承担民事责任的能力ꎻ 具有良好的商业信誉和健全的财务会计制度ꎻ 具有履行合同所

必需的设备和专业技术能力ꎻ 生物测序公司需获得如下高通量测序行业认证资质证书并从事相关业务

３ 年以上ꎮ
５ ７ １　 认证资质

(１) 行业资质认证: ＩＳＯ ９００１ 质量管理体系认证证书、 ＰａｃＢｉｏ 官方认证测序服务商证书ꎬ
Ｉｌｌｕｍｉｎａ 官方认证测序服务商证书等ꎮ

(２) 国家资质认证: 中国计量认证 ( ＣＭＡ) 证书和中国合格评定国家认可委员会认证

(ＣＮＡＳ) 证书ꎮ
５ ７ ２　 分析技术与设备要求

(１) 分析技术: 具有进行土壤微生物和动物样本保存和种群鉴定ꎬ 或者基因高通量测序和分析

的技术能力ꎮ
(２) 设备要求: 应配备有支撑土壤生物调查所需的专业设备ꎬ 包括样本保藏室、 生物培养室、

第二代高通量基因测序平台 (如 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ、 ＭｉＳｅｑ)、 体视显微镜等ꎮ
(３) 数据分析软件与处理要求: 土壤微生物、 线虫、 蚯蚓基因测序数据分析软件、 比对数据库、

处理软件应具备行业内公认的权威性ꎮ 如测序分析软件 ＱＩＩＭＥ、 Ｕｃｌｕｓｔ、 Ｍｏｔｈｕｒ、 Ｃｈｒｏｍａｓ 等ꎬ 比对数

据库 Ｓｉｌｖａ、 ＮＣＢＩ、 ＮＧＤＣ 等ꎬ 处理软件 ＯｒｉｇｉｎＬａｂ 等ꎮ

６　 土壤生物调查和评价指标体系与分析方法

6 1　 土壤生物评价指标体系

依据土壤生物评价多功能性指标的重要性和代表性ꎬ 将评价指标分为 ３ 个层次ꎮ 第一层包括土壤

微生物生物量、 土壤微生物活性、 土壤微生物组成和多样性、 土壤生物功能多样性、 土壤动物群落组

成和多样性ꎮ 第二层基于其功能分为相互独立的指标群ꎮ 第三层包括在一定功能类群下的核心指标和
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补充指标 (表 ２)ꎮ 在省域尺度及以下开展土壤普查时ꎬ 需要基于土壤生物调查目标选择生物学指标ꎬ
如开展基于土种样点采样的土壤生物详查指标可选择核心生物学指标进行调查ꎬ 而开展基于网格布点

的表层土壤生物多样性普查可以选择土壤微生物生物量碳、 土壤呼吸强度、 细菌和真菌 Ａｌｐｈａ 多样性

进行调查ꎮ

表 ２　 土壤质量和土壤健康生物学调查和评价指标体系

第一层 第二层 第三层核心指标 第三层补充指标

土壤微生物生物量

土壤微生物生物量 土壤微生物生物量碳

土壤微生物绝对丰度
(荧光定量 ＰＣＲ)

•细菌绝对丰度
•真菌绝对丰度
•古菌绝对丰度

•固碳菌绝对丰度
•固氮菌 ＤＮＡ
•丛枝菌根菌 ＤＮＡ

土壤微生物活性

土壤呼吸强度 葡萄糖底物诱导呼吸强度 呼吸熵

土壤典型碳、 氮、 磷
转化酶活性

•碳: β － Ｄ － 葡萄糖苷酶
活性
•氮: 脲酶活性
•磷: 磷酸酶活性

•碳: 多酚氧化酶活性
•氮: 硝酸还原酶活性、 氨单加氧酶
活性

土壤微生物组成和多
样性

第二代高通量测序土
壤微生物群落组成物
种组成和多样性

•细菌、 真菌、 古菌群落
组成
•细菌、 真菌、 古菌 Ａｌｐｈａ
多 样 性 ( Ｓｈａｎｎｏｎ 指 数、
Ｃｈａｏ１ 指数、 Ｅｖｅｎｅｓｓ 指数)

•细菌、 真菌、 古菌群落 Ｂｅｔａ 多样性
(基于 Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ 的非度量多维尺度分
析 ＮＭＤＳ 以及 ＰＣＡ 分析)
•优势功能微生物 (纤维素分解菌、 固
氮细菌、 青枯菌、 尖孢镰刀菌) 组成

土壤生物功能多样性
功能基因组学测序土
壤微生物功能多样性

土壤 养 分 循 环 功 能 基 因
Ａｌｐｈａ 多样性 ( Ｓｈａｎｎｏｎ 指
数、 Ｃｈａｏ１ 指 数、 Ｅｖｅｎｅｓｓ
指数)

•土壤养分循环功能基因 Ｂｅｔａ 多样性
(基于 Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ 的 ＮＭＤＳꎬ ＰＣＡ)
•土壤耐逆 (盐碱、 酸、 旱等逆境)
功能基因相对丰度
•土壤益生菌 (乳杆菌 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ)
和病毒基因相对丰度

土壤动物群落组成和
多样性

线虫密度、 群落组成
和多样性

•线虫密度
•形态学鉴定线虫群落组成
(植食性线虫、 食细菌线
虫、 食真菌线虫、 捕食类线
虫、 杂食性线虫)

分子生物学鉴定线虫群落组成

蚯蚓生物量、 群落组
成和多样性

•蚯蚓生物量
•蚯蚓形态学鉴定群落组成
(表生型蚯蚓、 内生型蚯
蚓、 深栖型蚯蚓)

分子生物学鉴定蚯蚓群落组成

6 2　 土壤微生物生物量

氯仿熏蒸提取—重铬酸钾法 /碳光谱分析法ꎮ 见附录 １ꎮ

6 3　 土壤细菌、 真菌、 古菌和重要碳氮磷功能基因丰度

实时荧光定量 ＰＣＲ 法ꎮ 见附录 ２ꎮ

6 4　 土壤呼吸强度

葡萄糖底物诱导呼吸法ꎮ 见附录 ３ꎮ

6 5　 土壤酶活性

(１) ４－甲基伞形酮－β－Ｄ－葡萄糖苷荧光底物法测定土壤 β－Ｄ－葡萄糖苷酶活性ꎮ
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(２) 左旋多巴比色法测定土壤多酚氧化酶活性ꎮ
(３) 尿素底物比色法测定土壤脲酶活性ꎮ
(４) 对氨基苯磺酸化比色法测定土壤硝酸还原酶活性ꎮ
(５) 夹心酶联免疫吸附法测定土壤氨单加氧酶活性ꎮ
(６) ４－甲基伞形酮－磷酸酯荧光底物法测定土壤磷酸酶活性ꎮ
以上酶活性测定详见附录 ４ꎮ

6 6　 土壤微生物群落组成

高通量测序方法详见附录 ５ꎮ

6 7　 土壤优势功能微生物分离培养及鉴定

纤维素培养基培养纤维素分解菌ꎬ ＹＥＭ 培养基培养固氮细菌ꎬ ＳＡＭＡ 培养基培养青枯菌ꎬ
Ｋｏｍａｄａ 培养基培养尖孢镰刀菌及第二代测序鉴定法详见附录 ６ꎮ

6 8　 土壤功能基因组

基因组第二代测序法详见附录 ７ꎮ

6 9　 土壤线虫群落分析

贝尔曼漏斗分离法、 光学显微镜下的线虫鉴定法和线虫测序鉴定法详见附录 ８ꎮ

6 10　 蚯蚓群落分析

(１) 蚯蚓形态学鉴定法ꎮ 见附录 ９ꎮ
(２) 蚯蚓线粒体基因测序鉴定法ꎮ 见附录 ９ꎮ

７　 土壤生物调查质量控制

7 1　 建立土壤生物调查质量控制体系

建立专家组对土壤生物样品采集、 指标分析、 数据产生、 上报和入库过程进行数据检验和数据质

量控制ꎮ 为了保证土壤生物调查数据的整体质量ꎬ 需要在数据生产的各个环节开展数据质量控制ꎮ 包

括土壤生物采样、 土壤样品分析、 数据处理和上报ꎮ 在国务院第三次全国土壤普查领导小组办公室统

一领导下ꎬ 协同土壤三普专家技术指导组ꎬ 包括顶层设计组、 平台技术组、 外业技术组、 内业技术

组ꎬ 成立土壤生物调查质量控制专家小组ꎬ 从样品采集、 样品制备、 分析测试、 数据检验、 数据上

报、 数据入库等全过程进行质量控制ꎮ 保证土壤生物调查数据和分析资料具有代表性、 准确性、 精密

性、 可比性和完整性ꎮ

7 2　 土壤生物采样过程质量控制

在采集过程中检查调查样点的代表性和准确性、 调查数据的完整性和可靠性ꎮ 为保证土壤生物调

查的准确性ꎬ 在布设样点时按区域样点数的 ５％增设质量控制样点ꎮ

7 3　 分析测试单位质量控制

加强分析检测人员技术和责任心培训ꎬ 控制分析差错ꎮ 在分析数据上报过程中检查实验室内精密

度、 准确度和实验室间精密度、 准确度ꎬ 以及数据的完整性和区域可比性ꎬ 以保证生物分析数据的准

确可靠性ꎮ
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7 4　 土壤生物样品分析过程中系统误差、 随机误差和差错控制

校正仪器和量具ꎬ 控制试剂质量ꎬ 选用合适的分析方法以及对照试验ꎬ 控制系统误差ꎮ 进行

１０％~１５％平行双样分析ꎬ 控制精密度ꎮ 设置土壤生物调查质控样品ꎬ 督查分析单位的分析质量ꎬ 控

制准确度ꎮ 见附录 １０ꎮ

7 5　 土壤生物数据质量控制

分析过程中数据质量控制包括平行样数据录入、 缺失和低于检测限数据录入、 有效数字计算修

约ꎮ 分析数据上报前的检验包括范围和逻辑检查、 完整性检查、 一致性和有效性检查ꎮ 分析数据上报

后对可疑数据开展系统误差、 过失错误分析ꎬ 对离群数据 (可疑数据) 采用统计学方法判别ꎮ 见附

录 １１ꎮ

８　 土壤质量和土壤健康的生物学综合评价

(１) 建立土壤质量和土壤健康评价数据库ꎮ
(２) 建立土壤生物学最小评价指标集和方程ꎬ 开展土壤生物学评价ꎮ
(３) 集成土壤生物学、 土壤物理和土壤化学综合指数ꎬ 综合评价土壤质量和土壤健康ꎮ
(４) 提出土壤质量和土壤健康管理的对策报告ꎮ 基于土壤生物和土壤剖面的共点调查数据库ꎬ

土壤健康的单因子、 复合因子和综合因子评价ꎬ 采用地理信息系统软件绘制土壤质量和土壤健康评价

图ꎬ 提出土壤质量和土壤健康的生物学调控对策ꎬ 撰写评价报告ꎮ 评价方法见附录 １２ꎮ

９　 土壤生物调查成果管理

9 1　 建立土壤生物调查数据库

基于土壤三普技术规范ꎬ 在全国农业技术推广服务中心 «耕地地力调查与质量评价技术规程»
(ＮＹ / Ｔ １６３４—２００８)、 «县域耕地资源管理信息系统数据字典» 基础上ꎬ 完善土壤生物调查数据标准ꎮ
按土壤三普数据库规范建立物理隔离的全国土壤生物调查数据库ꎬ 包括空间数据、 属性数据、 相关参

数、 模型等ꎮ 调查数据管理方法见附录 １３ꎮ

9 2　 开展土壤生物调查数据分析与评价ꎬ 提交土壤生物调查报告

组织土壤生物调查数据分析和评价专家组ꎬ 撰写土壤生物调查总结报告、 土壤质量和土壤健康评

价报告及管理对策报告ꎬ 提交国务院第三次全国土壤普查领导小组办公室ꎮ
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附录 1　 土壤微生物生物量的测定———熏蒸提取法

1 1　 意义范围和质控

熏蒸法测定的土壤微生物生物量指土壤中活体微生物细胞的含量ꎬ 这一指标可以测定细胞中的

碳、 氮、 磷含量ꎬ 计算微生物细胞内元素的化学计量比ꎬ 并估算土壤微生物对土壤或添加外源有机物

料的矿化能力ꎮ 熏蒸提取法 (ＦＥ) 适用土壤 ｐＨ 范围较广的好氧和厌氧 (淹水、 稻田) 土壤ꎮ 本方

法也适用于包含易分解有机底物和硫酸钾溶液过饱和土壤生物量的测定ꎮ 氯仿熏蒸也影响土壤动物ꎬ
但其对土壤有机碳贡献一般小于 ５％ꎬ 通常可以忽略不计ꎮ 调动土壤普查管理平台系统ꎬ 对数据进行

审查备案ꎮ 随机抽取同一批样品的 １％~５％进行检查ꎮ 采用技术规程规定的方法ꎬ 对指标进行复核ꎮ

1 2　 规范性引用文件

ＧＢ / Ｔ ３２７２５—２０１６ «实验室测定微生物过程、 生物量与多样性用土壤的好氧采集、 处理及贮存

指南»
ＩＳＯ １０６９４: １９９５ 土壤质量　 干烧后对有机碳和总碳的测定 (元素分析法) [ ＩＳＯ １０６９４: １９９５ꎬ

Ｓｏｉｌ ｑｕａｌｉｔｙ－Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎ ａｆｔｅｒ ｄｒｙ ｃｏｍｂｕｓｔｉｏｎ (ｅｌｅｍｅｎｔａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ) ]
ＩＳＯ １１４６５: １９９３ 土壤质量 　 土壤的干重和水含量的测定 　 重量法 ( ＩＳＯ １１４６５: １９９３ꎬ Ｓｏｉｌ

ｑｕａｌｉｔｙ－Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｙ ｍａｔｔｅｒ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｎ ａ ｍａｓｓ ｂａｓｉｓ－Ｇｒａｖｉｍｅｔｒｉｃ ｍｅｔｈｏｄ)

1 3　 术语和定义

土壤微生物生物量 (ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ): 土壤中活体微生物细胞的质量ꎮ 这一指标可通过测

定这些细胞中碳或氮的含量ꎬ 或者测定对添加碳源矿化能力来估算ꎮ 如采用碳或氮含量分析ꎬ 则可能

包括死细胞或者细胞碎片ꎻ 如测定土壤呼吸ꎬ 则仅能测到活体细胞ꎮ

1 4　 原理

新鲜土壤经氯仿熏蒸后ꎬ 活体微生物细胞被裂解ꎬ 释放出微生物有机质ꎮ 熏蒸对非活体的土壤有

机质无显著影响ꎮ 土样经氯仿熏蒸 ２４ ｈꎬ 土壤有机碳能够被 ０ ５ ｍｏｌ / Ｌ Ｋ２ＳＯ４溶液定量提取并被测定

出来ꎬ 根据熏蒸土样与不熏蒸土样测定的有机碳的差值ꎬ 可以估计土壤微生物生物量碳ꎮ 本方法通常

被定义为熏蒸提取法ꎮ

1 5　 试剂和材料

１ ５ １　 土壤

土样应遵守 «实验室测定微生物过程、 生物量与多样性用土壤的好氧采集、 处理及贮存指南»
(ＧＢ / Ｔ ３２７２５—２０１６)ꎮ 土样过筛 (孔径<２ ｍｍ) 并混匀ꎬ 在室内适当风干至土样含水量约为田间持

水量的 ４０％ (根据不同土壤质地ꎬ 为含水量的 ８％~１５％ꎬ 砂土含水量相对较低)ꎮ
土壤田间持水量测定: 用滤纸覆盖底部带孔的圆筒ꎬ 圆筒长 ５０ ~ １５０ ｍｍꎬ 直径 ５０ ~ １００ ｍｍꎬ 并

称重ꎮ 将土壤填到圆筒中ꎬ 并加盖ꎮ 室温下ꎬ 在水浴中浸泡圆筒 ２ｈ 后ꎬ 从水中取出圆筒放置在有砂

子的托盘中ꎬ 根据土壤类型的差异沥干 ２~２４ ｈꎮ 称带土的圆筒重ꎬ 取出土ꎬ 并将其在 １０５ ℃烘干至

恒重ꎬ 称烘干土重ꎮ
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田间持水量 (ＷＨＣ) 的计算ꎬ 用％表达ꎬ 计算如下:

ＷＨＣ ＝ Ｓ － Ｔ － Ｄ
Ｄ

× １００ (１－１)

式中ꎬ Ｓ———水饱和土壤＋圆筒＋滤纸的重ꎬ 单位 ｇꎻ
Ｔ———毛重ꎬ 即圆筒＋滤纸的重量ꎬ 单位 ｇꎻ
Ｄ———土壤烘干重ꎬ 单位 ｇꎮ

土壤样本的含水量宜高于 ３０％田间持水量ꎬ 为确保氯仿均匀分布和有效熏蒸ꎮ 本方法特别要注

意潮湿土壤的板结ꎮ 淹水的土壤样品在分析之前不必进行干燥处理ꎮ
１ ５ ２　 试剂

应使用公认的分析纯试剂ꎬ 具体如下ꎮ
(１) 硅脂 (中等黏度)ꎮ
(２) 去乙醇氯仿ꎮ 在光照下ꎬ 去乙醇氯仿迅速降解ꎬ 形成碳酰氯 (ＣＯＣｌ２) 气体ꎬ 具有无色无味

和高毒性ꎮ
(３) 硫酸钾溶液ꎬ ｃ (Ｋ２ＳＯ４) ＝ ０ ５ ｍｏｌ / Ｌ (ρ＝ ８７ １３５ ｇ / Ｌ)ꎮ
(４) 碱石灰ꎮ

1 6　 仪器

(１) 室温ꎬ (２５±２) ℃培养 (恒温培养箱)ꎮ
(２) 防爆干燥机ꎮ
(３) 滤纸ꎮ
(４) 玻璃烧杯ꎮ
(５) 有盖培养皿ꎮ
(６) 塑料瓶 (２５０ ｍＬ)ꎮ
(７) 抽真空装置 (水泵或电泵)ꎮ
(８) 水平或架空摇床ꎮ
(９) 冰箱－２０ ℃到 １５ ℃ꎮ
(１０) 防爆沸颗粒ꎮ

1 7　 熏蒸和提取

１ ７ １　 熏蒸

将干燥器底部平铺湿润滤纸后再进行土样的熏蒸ꎮ
称取经前处理 (１ ５ １) 相当于 ２５ ~ ５０ ０ ｇ 烘干基的新鲜土样 ３ 份ꎬ 置于玻璃烧杯 [１ ６ 节

(４) ] 或有盖培养皿 [１ ６ 节 (５) ] 中ꎮ 将烧杯或培养皿放入真空干燥器中ꎬ 并放置盛有 ２５ ｍＬ 去

乙醇氯仿 [１ ５ ２ 节 (２) ] 的烧杯 １ 只ꎬ 烧杯内放入少量防爆沸的颗粒 [１ ６ 节 (１０) ]ꎬ 同时放

入一小烧杯碱石灰溶液ꎮ 抽真空使氯仿剧烈沸腾约 ２ ｍｉｎꎮ 关闭干燥器抽真空阀门ꎬ 将其在 (２５±
２) ℃暗室培养 ２２~２４ ｈꎮ

如果没有足够的土壤ꎬ 使用较小的样品规模提供土壤与提取剂的比例保持不变 (土水比为 １４ꎬ
质量体积比)ꎮ 为获得最大的提取物质ꎬ 土壤有机质含量超过 ２０％时 (有机质含量的测定见 ＩＳＯ
１０６９４) 增加土壤与提取液的比例 (当土壤有机质含量超过 ９５％时ꎬ 最大比例是 １３０ꎬ 例如土壤的

枯枝落叶层)ꎮ 记录使用土壤的质量ꎮ
熏蒸结束后ꎬ 从干燥器中取出含氯仿的烧杯和滤纸ꎮ 干燥器反复抽真空 (６ 次ꎬ 每次 ２ ｍｉｎ) 直

到土壤无氯仿味为止ꎮ 熏蒸好的土壤以备提取用ꎮ
另称取不熏蒸土样 (５０ ０ ｇ 烘干基的新鲜) ３ 份ꎬ 置于塑料瓶作为对照土样ꎮ 立即用 ２００ ｍＬ 的

Ｋ２ＳＯ４ [１ ５ ２ 节 (３) ] 进行提取ꎮ
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１ ７ ２　 提取

为提取有机碳ꎬ 将熏蒸土样无损地转移到聚乙烯塑料瓶 (６ ６) 中ꎬ 加入 ２００ ｍＬ Ｋ２ＳＯ４ [１ ５ ２
节 (３) ]ꎬ 用水平振荡器 [１ ６ 节 (８) ] 振荡 ３０ ｍｉｎ (２００ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ 或用立式振荡器振荡 ４５ ｍｉｎ
(６０ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ 提取液用滤纸 [１ ６ 节 (３) ] 过滤到塑料瓶中ꎮ 未熏蒸的对照土壤用同样的方法提取

和过滤ꎮ
若未即时分析ꎬ 将熏蒸和未熏蒸的土样在－２０ ℃到－１５ ℃的冰箱中保存ꎮ 取样分析前在室温下解

冻并充分摇匀ꎮ
土壤提取液特别是低温下保存的土壤提取液ꎬ 解冻后会出现一些白色沉淀 (ＣａＳＯ４结晶)ꎬ 对有

机碳测定没有影响ꎬ 不必除去ꎬ 但取样前应充分摇匀ꎮ
幼嫩活根的细胞膜也会影响氯仿熏蒸的效果ꎮ 若土壤中含有大量活根ꎬ 取湿土 (相当于 ２５~５０ ｇ

干土) 到 ２５０ ｍＬ 玻璃瓶中ꎬ 用 １００ ｍＬ 硫酸钾溶液 [ｃ (Ｋ２ＳＯ４) ＝ ０ ０５ ｍｏｌ / Ｌ]ꎬ 以 ２００ ｒ / ｍｉｎ振荡预

提取 ２０ ｍｉｎ 后过筛 (耕作土过 ２ ｍｍ 的孔ꎬ 草地土过 ３ ｍｍ 的孔)ꎮ 另外添加 ７５ ｍＬ 的硫酸钾溶液仔

细筛洗根和小石头ꎬ 当土壤中完全无根和石头时烘干和称重ꎮ 离心土壤悬浮液 １５ ｍｉｎꎬ 转速大约为

１ ５００ ｒ / ｍｉｎꎮ 倒掉上清液ꎬ 在土壤中加入 ３ 滴氯仿进行熏蒸ꎮ

1 8　 提取物中碳的测定

土样中微生物有机碳含量可被分析测定ꎬ 也可以进行土壤样本之间的比较ꎮ 微生物生物量的确定

需要乘以转换系数ꎬ 此系数是通过添加已知碳含量的微生物细胞后进行熏蒸提取分析ꎬ 然后换算而

得ꎮ 所有的转换系数都与这个初始数值相关ꎮ 碳含量的测定使用重铬酸钾氧化—容量法 (１ ８ １) 或

仪器分析法 (１ ８ ２)ꎮ
１ ８ １　 微生物生物量碳———重铬酸钾氧化法

１ ８ １ １　 原理

强酸条件下ꎬ 有机质被氧化同时 Ｃｒ５＋被还原为 Ｃｒ３＋ꎬ 剩余的重铬酸钾用来滴定ꎬ 利用所消耗的重

铬酸钾量ꎬ 计算碳的含量ꎮ
１ ８ １ ２　 附加试剂

(１) 重铬酸钾ꎬ ｃ (Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７) ＝ ０ ０６６ ７ ｍｏｌ / Ｌ (１Ｌ 水中溶解 １９ ６１２ ５ ｇ 烘干的重铬酸钾)ꎮ 重铬

酸钾是一种有毒物质ꎬ 使用和最终处置时应当十分谨慎ꎮ
(２) 磷酸 (Ｈ３ＰＯ４)ꎬ ρ＝ １ ７１ ｇ / Ｌꎮ
(３) 硫酸 (Ｈ２ＳＯ４)ꎬ ρ＝ １ ８４ ｇ / Ｌꎮ
(４) 硫酸亚铁铵滴定液ꎬ ｃ [ (ＮＨ４) ２Ｆｅ (ＳＯ４) ２６Ｈ２Ｏ] ＝ ０ ０４０ ｍｏｌ / Ｌꎮ １５ ６９ ｇ 硫酸亚铁铵溶

于去离子水ꎬ 缓缓加入 ２０ ｍＬ 浓硫酸 (３)ꎬ 用去离子水定容至 １ ０００ ｍＬꎮ
(５) １ꎬ１０－邻菲咯啉硫酸混合液ꎬ ０ ０２５ ｍｏｌ / Ｌꎮ
(６) 酸混合液: ２ 倍体积的浓硫酸 (３) 与 １ 倍体积的磷酸 (２) 混合ꎮ

１ ８ １ ３　 附加仪器

(１) 李比希式冷凝器 (冷凝水)ꎮ
(２) ２５０ ｍＬ 圆底烧瓶ꎮ
(３) 酸式滴定管ꎬ １０ ｍＬꎬ 以 ０ ０５ ｍＬ 刻度标记ꎮ
(４) 吸管ꎬ ２ ｍＬꎮ

１ ８ １ ４　 程序

吸收 ８ ｍＬ 的过滤提取液 (１ ７ １) (ＰＳ) 于圆底烧瓶 [１ ８ １ ３ 节 (２) ] 中ꎬ 用吸管 [１ ８ １ ３

节 (４) ] 加入 ２ ｍＬ 的重铬酸钾 [１ ８ １ ２ 节 (１) ] (ＰＤ) 和 １５ ｍＬ 的酸混合液 [１ ８ １ ２ 节

(６) ]ꎮ 通过冷凝器 [１ ８ １ ３ 节 (１) ] 轻轻地回流混合液 ３０ ｍｉｎꎬ 用 ２０ 到 ２５ ｍＬ 水冲洗来使其冷

却和稀释ꎮ
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用同样的方法消化含 ８ ｍＬ 的硫酸钾溶液 [１ ５ ２ 节 (３) ] 的重复空白样ꎮ 消化的空白样也被

称为 “回流空白”ꎮ
加入几滴邻菲咯啉硫酸混合液 [１ ８ １ ２ 节 (５) ] 作为指示剂ꎬ 用硫酸亚铁铵溶液 [１ ８ １ ２

节 (４) ] 回滴 [１ ８ １ ３ 节 (３) ] 过剩的重铬酸钾来测定ꎮ
１ ８ １ ５　 结果计算

有机碳含量的计算按照公式 (１－２) 和 (１－３)ꎮ
Ｃ( μｇ / ｍＬ) ＝ [(ＶＨ － ＶＳ) / ＶＣ] × Ｍ × ＰＤ × Ｅ × １０００ / ＰＳ (１－２)

式中ꎬ ＶＳ———样品消耗的滴定体积ꎬ 单位 ｍＬꎻ
ＶＨ———回流空白消耗的滴定体积ꎬ 单位 ｍＬꎻ
ＶＣ———未回流空白消耗的滴定体积ꎬ 单位 ｍＬꎻ
Ｍ———重铬酸钾的浓度ꎬ 单位 ｍｏｌ / Ｌꎻ
ＰＤ———添加的重铬酸钾溶液的体积ꎬ 单位 ｍＬꎻ
ＰＳ———添加的样本的体积ꎬ 单位 ｍＬꎻ
Ｅ———有机碳转换为 ＣＯ２的转换系数ꎬ 取值 ３ꎮ

Ｃ( μｇ / ｇ 干土) ＝ Ｃ( μｇ / ｍＬ) × (ＰＫ / ＤＷ ＋ ＳＷ) (１－３)
式中ꎬ ＰＫ———提取物的质量ꎬ 单位 ｇꎻ

ＤＷ———样本烘干重 (按照 ＩＳＯ １１４６５ 的标准测定)ꎬ 单位 ｇꎻ
ＳＷ———土壤水 [水重 (ｇ) /烘干土重 (ｇ) ] (按照 ＩＳＯ １１４６５ 的标准测定)ꎮ

微生物生物量碳 ＢＣ的计算按照公式 (１－４)ꎮ
ＢＣ ＝ ＥＣ / ｋＥＣ (１－４)

式中ꎬ ＥＣ———熏蒸土样提取有机碳的质量－不熏蒸土样提取有机质的质量ꎻ
ｋＥ Ｃ———０ ３８ꎬ 由熏蒸培养法和熏蒸提取法分别测定 １２ 个土壤的关系计算而得ꎮ

１ ８ ２　 微生物生物量碳———碳光谱分析法

１ ８ ２ １　 原理

提取的土壤有机碳在过硫酸钾 (Ｋ２Ｓ２Ｏ８) 溶液中能够氧化为 ＣＯ２ꎬ ＣＯ２ 可以通过红外 ( ＩＲ) 或

紫外 (ＵＶ) 光谱分析测定ꎮ
１ ８ ２ ２　 附加试剂

(１) 过硫酸钾溶液 (Ｋ２Ｓ２Ｏ８)ꎮ
(２) 磷酸 (Ｈ３ＰＯ４) [见 １ ８ １ ２ 节 (２) ]ꎮ
(３) 聚合偏磷酸钠 [ (ＮａＰＯ３)ｎ]ꎬ 超级纯ꎮ
(４) 过硫酸钾试剂ꎮ 将 ２０ ０ ｇ 过硫酸钾 [１ ８ ２ ２ 节 (１) ] 溶于 ９００ ｍＬ 的去离子水ꎬ 用磷酸

[１ ８ ２ ２ 节 (２) ] 调节至 ｐＨ ２ ０ꎬ 最后用去离子水定容至 １ Ｌꎮ
(５) 聚合偏磷酸钠试剂ꎮ 将 ５０ ０ ｇ 聚合偏磷酸钠 [１ ８ ２ ２ 节 (３) ] 溶于 ９００ ｍＬ 去离子水ꎬ

用磷酸 [１ ８ ２ ２ 节 (２) ] 调节至 ｐＨ ２ ０ꎬ 最后用去离子水定容至 １ Ｌꎮ
１ ８ ２ ３　 附加仪器

碳自动分析仪 (红外检测法) 或连续流动分析仪 (比色法检测)ꎮ 目的是基于紫外活化过硫酸氧

化有机碳测定微生物生物量碳ꎮ
１ ８ ２ ４　 程序

对于自动化的紫外过硫酸氧化方法ꎬ 需取 ５ ｍＬ 硫酸钾土壤提取液 (１ ７ ２ 节) 与 ５ ｍＬ 聚合偏磷

酸钠溶液 [１ ８ ２ ２ 节 (５) ] 混合ꎮ 这个过程可以将土壤提取液中 ＣａＳＯ４沉淀溶解ꎮ 过硫酸钾试剂

[１ ８ ２ ２ 节 (４) ] 被自动送入紫外氧化室ꎬ 在这里由紫外光激活使有机碳氧化为 ＣＯ２ꎬ 通过红外线

吸收光谱或紫外光谱测定 ＣＯ２的含量ꎮ
１ ８ ２ ５　 结果计算

计算提取土壤有机碳含量使用公式 (１－５)ꎮ
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Ｃ( μｇ / ｇ 干土) ＝ [(Ｖ × ＤＶ) － (Ｂ × ＤＢ)] × (ＰＫ / ＤＷ ＋ ＳＷ) (１－５)
式中ꎬ Ｖ———样本 Ｃ 浓度ꎬ 单位 μｇ / ｍＬꎻ

ＤＶ———磷酸钠稀释样本的体积ꎬ 单位 ｍＬꎻ
Ｂ ———空白 Ｃ 浓度ꎬ 单位 μｇ / ｍＬꎻ

ＤＢ———磷酸钠稀释空白的体积ꎬ 单位 ｍＬꎻ
ＰＫ———见公式 (１－３)ꎻ
ＤＷ———见公式 (１－３)ꎻ
ＳＷ———见公式 (１－３)ꎮ

计算生物量 ＢＣ使用公式 (１－６)ꎮ
ＢＣ ＝ ＥＣ / ｋＥＣ (１－６)

式中ꎬ ＥＣ———熏蒸土样提取的有机碳的质量－不熏蒸土样提取的有机质的质量ꎻ
ｋＥＣ———０ ４５ꎮ

转换系数 ｋＥＣ值ꎬ 是根据熏蒸培养与熏蒸提取法测定 ２３ 种土壤微生物生物量碳的统计学回归关系

间接获得的ꎮ 它使熏蒸提取法结合使用的１４Ｃ 标记进行有机质的分解的研究成为可能ꎮ

1 9　 不同实验室重复测试土壤微生物生物量的精度

以德国实验室为例ꎬ 其重复测试土壤微生物生物量的结果见表附录 １－１ꎮ

表附录 １－１　 德国实验室重复测试土壤微生物生物量的结果———熏蒸提取法

参数 平均值 / ( μｇ / ｇ) ＣＶ① / ％ ＳＥ②

黄土

未熏蒸样品提取的碳 ７１ ２１ ６ ７

熏蒸样品提取的碳 ２０７ １５ ７ ４

ＥＣ
③ １３６ ２３ ９ ２

黑土

未熏蒸样品提取的碳 ８５ １８ ５ ４

熏蒸样品提取的碳 ２６５ １１ ７ １

ＥＣ １８０ １５ ８ ６

　 　 注: ①ＣＶ 为变异系数ꎻ ②ＳＥ 为 ４ 个重复平均值的标准误ꎻ ③Ｅｃ 为熏蒸土壤与未熏蒸土壤有机碳含量的差值ꎮ 土

壤微生物生物量的计算是 ＥＣ除以转换系数 ｋＥＣꎮ
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附录 2　 土壤细菌、 真菌、 古菌和重要碳氮磷
　 　 　 功能基因实时荧光定量 ＰＣＲ 方法

2 1　 意义、 范围与质控

为调查全国不同土种中微生物不同种群 ＤＮＡ 水平生物量ꎬ 比较养分转化微生物丰度水平ꎬ 需要

对土壤细菌、 真菌、 古菌和碳氮磷功能基因实时荧光定量检测ꎮ 此方法适用于土壤鲜样或存放于

－８０ ℃的土壤样本ꎮ 质控过程采取定量 Ａｃｔｉｎ 报告基因作为标准内参及阴性对照进行质控ꎬ 保证上机

测试结果准确性ꎮ

2 2　 实验材料与仪器

２ ２ １　 实验材料

(１) ｐＥＡＳＹ－Ｔ１ 克隆载体、 ＤＨ５α 感受态细胞、 ＤＮＡ 提取试剂盒、 ＰＣＲ 纯化试剂盒、 质粒提取试

剂盒、 ＰＣＲ 试剂盒、 ｑＰＣＲ 试剂盒ꎮ
(２) ＬＢ 液体及平板培养基: １０ ｇ / Ｌ 胰蛋白胨、 １０ ｇ / Ｌ ＮａＣｌ、 ５ ｇ / Ｌ 酵母提取物、 １５ ｇ / Ｌ 琼脂ꎻ

氨苄青霉素 (制备母液 １００ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ 添加 １００ μＬ 到 １００ ｍＬ ＬＢ 培养基中ꎮ
(３) ９６ 孔板及膜、 移液枪、 枪头、 ２ ５ ｍＬ 离心管、 ｄｄＨ２Ｏ、 ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ２×Ｔ５ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ
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Ｍｉｘ (ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ)ꎮ
２ ２ ２　 实验仪器

荧光实时定量 ＰＣＲ 仪、 高速冷冻离心机、 微量紫外分光光度计、 旋涡仪、 水浴锅、 电泳仪、 恒

温培养箱ꎮ

2 3　 方法原理

荧光实时定量 ＰＣＲ (ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ) 是一种在 ＤＮＡ 扩增反应中ꎬ 以荧光化学物质测

每次聚合酶链式反应 (ＰＣＲ) 循环后产物总量的方法ꎮ 在荧光定量 ＰＣＲ 过程中最常用的方法是 ＤＮＡ
结合染料 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 的非特异性方法和 Ｔａｑｍａｎ 水解探针的特异性方法ꎮ 前者 (ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ) 是

一种结合于所有 ｄｓＤＮＡ 双螺旋小沟区域的具有绿色激发波长的染料ꎬ 在游离状态下会发出微弱的荧

光ꎬ 但一旦与双链 ＤＮＡ 结合后ꎬ 荧光将大大增强ꎮ 后者 (Ｔａｑｍａｎ) 是利用 Ｔａｑ 切核酸酶活性ꎬ 切断

探针ꎬ 产生荧光信号ꎮ 由于探针与模板是特异性结合ꎬ 所以荧光信号的强弱就代表了模板的数量ꎮ
绝对定量 ＲＴ－ｑＰＣＲ 利用荧光信号的变化实时检测 ＰＣＲ 扩增反应中每一个循环扩增产物量的变

化ꎬ 通过 ＣＴ 值和标准曲线实现对起始模板的定量分析ꎮ ＣＴ 值: 指的是实时定量扩增过程的荧光信

号达到指数扩增时的循环次数ꎮ ＣＴ 值与起始模板的关系研究表明ꎬ 每个模板的 ＣＴ 值与该模板的起

始拷贝数的对数存在线性关系ꎬ 起始拷贝数越多ꎬ ＣＴ 值越小 (Ｈｅｉｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９６)ꎮ

2 4　 土壤 ＤＮＡ 提取与检测

２ ４ １　 土壤 ＤＮＡ 提取

(１) 向 Ｌｙｓｉｎｇ Ｍａｔｒｉｘ Ｅ 中加入 ４００~４５０ ｍｇ 土壤样本ꎮ
(２) 向土壤样本中加入 ９８０ μＬ Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ Ｓ１、 １２０ μＬ Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ Ｓ２ 和 １０ μＬ ＲＮａｓｅ Ａ Ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ

高速涡旋 １５ ｓꎮ
(３) 使用 ＦａｓｔＰｒｅｐ 样品制备仪ꎬ ６ ０ ｍ / ｓꎬ 研磨 ２０ ｓꎮ
(４) １４ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ 保留上清液ꎬ 弃去沉淀ꎮ
(５) 小心地将上清液转移至新的 ２ ０ ｍＬ 离心管ꎮ
(６) 向离心管中加入 ２５０ μＬ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｒｅｍｏｖａｌ Ｓꎬ 颠倒混合 １５ 次ꎮ
(７) １４ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ 保留上清液ꎬ 弃去沉淀ꎮ
(８) 小心地将 ９００ μＬ 上清液转移至新的 ２ ０ ｍＬ 离心管ꎮ
(９) 向离心管中加入 ９００ μＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ Ｓꎬ 高速涡旋 ５ｓꎮ
(１０) 将结合柱 Ｃｏｌｕｍｎ Ｓ１ 装入配套的 ２ ０ ｍＬ 收集管ꎬ 向 Ｃｏｌｕｍｎ Ｓ１ 中加入 ８００ μＬ 上述混合液ꎮ

１４ ０００ ｇ 离心 １ ｍｉｎꎬ 倒掉收集管中液体ꎬ 再次安装好收集管ꎮ
(１１) 重复 ２ 次步骤 (１０) (第三次不足 ８００ μＬꎬ 有多少加多少)ꎮ
(１２) 向 Ｃｏｌｕｍｎ Ｓ１ 中加入 ５００ μＬ Ｗａｓｈ Ｂｕｆｆｅｒ Ｓꎬ １４ ０００ ｇ 离心 １ ｍｉｎꎬ 倒掉收集管中的液体ꎬ 再

次安装好收集管ꎮ
(１３) 重复一次步骤 (１２)ꎮ
(１４) 不加任何试剂ꎬ １４ ０００ ｇꎬ 离心 ２ ｍｉｎꎮ
(１５) 丢弃 ２ ０ ｍＬ 收集管ꎬ 将 Ｃｏｌｕｍｎ Ｓ１ 装入配套的 １ ５ ｍＬ 收集管ꎮ
(１６) 将 Ｃｏｌｕｍｎ Ｓ１ 在室温条件干燥 １５ ｍｉｎꎮ
(１７) ＤＥＳ Ｂｕｆｆｅｒ 提前置于 ５５ ℃预热ꎮ
(１８) 向 Ｃｏｌｕｍｎ Ｓ１ 柱膜中央加入 １００ μＬ 预热的 ＤＥＳ Ｂｕｆｆｅｒꎮ
(１９) １４ ０００ ｇ 离心 １ ｍｉｎꎮ
(２０) 吸取管底的 ＤＥＳꎬ 重新加至 Ｃｏｌｕｍｎ Ｓ１ 柱膜中央ꎬ １４ ０００ ｇ 离心 １ ｍｉｎꎮ
(２１) １ ５ ｍＬ 收集管中液体即为洗脱 ＤＮＡꎮ 对核酸进行质量检测ꎬ 对于符合质量标准 (１ ８<

Ａ２６０ / ２８０<２ ０ꎬ Ａ２６０ / ２３０>１ ８) 的 ＤＮＡ 于－２０ ℃冷冻保存ꎮ
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２ ４ ２　 土壤 ＤＮＡ 质量检测

２ ４ ２ １　 琼脂糖凝胶电泳

对提取的基因组 ＤＮＡ 进行琼脂糖电泳检测ꎮ 凝胶成像结果表明有完整的基因组条带ꎬ 且无其他

杂质的情况下判定为合格ꎮ
琼脂糖凝胶配置方法如下ꎮ
(１) 常用琼脂糖凝胶分别为 ０ ５％、 １％和 ２％的琼脂糖凝胶ꎬ 凝胶浓度选择主要取决于目的片段

的大小和电泳时间ꎮ
(２) 以制备 １％琼脂糖凝胶 (大胶用 １００ ｍＬꎬ 小胶用 ７０ ｍＬ) 为例: 称取 １ ｇ (０ ７ ｇ) 琼脂糖置

于锥形瓶中ꎬ 加入 １００ ｍＬ (７０ ｍＬ) １×ＴＡＥꎬ 瓶口倒扣小烧杯ꎬ 微波炉加热 (１ ｍｉｎ) 煮沸 ２~３ 次至

琼脂糖全部融化ꎬ 摇匀ꎬ 即成 １ ０％琼脂糖凝胶液ꎮ
注意: ２％琼脂糖凝胶ꎬ 以上述体系为例ꎬ 即加入 ２ ｇ ( １ ４ ｇ) 琼脂糖及 １００ ｍＬ (７０ ｍＬ)

１×ＴＡＥꎮ
(３) 胶板制备: 取电泳槽内的有机玻璃内槽 (制胶槽) 洗干净ꎬ 晾干ꎬ 放入制胶玻璃板ꎮ 取透

明胶带将玻璃板与内槽两端边缘封好ꎬ 形成模子ꎮ 将内槽置于水平位置ꎬ 并在固定位置放好梳子ꎮ 将

冷却至 ６５ ℃左右 (戴手套触摸瓶外侧时温热不烫手) 的琼脂糖凝胶液混匀小心地倒入内槽玻璃板

上ꎬ 使胶液缓慢展开ꎬ 直到整个玻璃板表面形成均匀胶层ꎮ
(４) 室温下ꎬ 静置直至凝胶完全凝固ꎬ 垂直轻拔梳子ꎬ 取下胶带ꎬ 将凝胶及内槽放入电泳槽中ꎮ

添加 １×ＴＡＥ 电泳缓冲液至没过胶板为止ꎮ
(５) 胶块摆放应保证每个泳道平行于电泳场ꎬ 保证 ＤＮＡ 条带在凝胶中垂直移动ꎬ 加样后应调整

好凝胶及托槽的位置ꎮ
(６) 凝胶成像时ꎬ 摆正胶块ꎬ 拍照ꎮ

２ ４ ２ ２　 浓度和纯度定量

使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ－２０００ 完成核酸浓度以及 Ａ２６０ / ２８０ 比例的测定ꎬ 用于鉴定核酸的浓度和纯度ꎮ
浓度大于 ５ ｎｇ / μＬꎬ Ａ２６０ / ２８０ 纯度值为 １ ８~２ ０ꎬ Ａ２６０ / ２３０ 值大于 １ ８ 判定为合格样本ꎮ

(１) 测量前必须将样本混匀 (涡旋 ５ ｓ)ꎮ
(２) 检测后立即使用拭镜纸擦拭机器接头ꎬ 先取一张将上下机器接头部的液体吸走ꎬ 再将此拭

镜纸吸附过样品的面反折到内部ꎬ 折叠 ４ 次后以单方向多次擦拭台面 (至少 ５ 次)ꎮ
(３) 同一滴液体只能做 １ 次检测ꎬ 欲重复定量同一样品ꎬ 应擦拭掉前一滴液体后ꎬ 添加新液体ꎮ
(４) 核酸样品可使用 １~２ μＬ 做测量ꎬ 推荐使用 ２ μＬ 移液器ꎬ 以避免体积不足无法准确测定核

酸含量ꎮ
(５) 不可使用任何含有腐蚀性溶液的样品用于测量ꎬ 仅可用无腐蚀性的液体溶解 ＤＮＡ 并进行

测定ꎮ
(６) 大批量样本测定时ꎬ 每 ５０ 个样本需进行 １ 次纯水重置归零ꎮ

2 5　 细菌、 真菌、 古菌和功能基因的质粒构建

２ ５ １　 细菌、 真菌、 古菌和碳氮磷功能基因的基因片段 ＰＣＲ 扩增

细菌、 真菌、 古菌和碳氮磷功能基因的 ＰＣＲ 反应体系一致ꎬ 所不同的只是使用的引物序列以及

对应的 ＰＣＲ 循环过程 (表附录 ２－１)ꎮ
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表附录 ２－１　 细菌、 真菌、 古菌和碳氮磷等功能基因常用的引物序列及 ＰＣＲ 反应条件

类型 引物名称 引物序列 (５’ －３’ ) 扩增程序 参考文献

细菌
３４１Ｆ ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ

８０６Ｒ ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ

９５ ℃ 预变性 ２ ｍｉｎꎬ ３５ 个循环:
９４ ℃变性 ２０ ｓꎬ ５５ ℃退火 ４０ ｓꎬ
７２ ℃ 延伸 １ ｍｉｎꎮ ７２ ℃ 延 伸
１０ ｍｉｎ后 ４ ℃保温

Ｔａｋａｈａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４

真菌
ｎｕ－ＳＳＵ－１１９６Ｆ ＧＧＡＡＡＣＴＣＡＣＣＡＧＧＴＣＣＡＧＡ

ｎｕ－ＳＳＵ－１５３６Ｒ ＡＴＴＧＣＡＡＴＧＣＹＣＴＡＴＣＣＣＣＡ

９５ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎬ ３５ 个循环:
９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ ５９ ℃退火 ３０ ｓꎬ
７２ ℃ 延 伸 ４０ ｓꎮ ７２ ℃ 延 伸
１０ ｍｉｎ后 ４ ℃保温

Ｂｏｒｎｅｍａｎ ａｎｄ
Ｈａｒｔｉｎꎬ ２０００

古菌
ＡＲＣ３４４Ｆ ＡＣＧＧＧＧＹＧＣＡＧＣＡＧＧＣＧＣＧＡ

ＡＲＣ８０６Ｒ ＧＧＡＣＴＡＣＶＳＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴ

９４ ℃ 预变性 ４ ｍｉｎꎬ ３５ 个循环:
９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ ５７ ℃退火 ４０ ｓꎬ
７２ ℃ 延 伸 ４５ ｓꎮ ７２ ℃ 延 伸
１０ ｍｉｎ后 ４ ℃保温

Ｔａｋａｈａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４

碳固定
(ｃｂｂＬ
基因)

Ｋ２ｆ ＡＣＣＡ [Ｃ / Ｔ] ＣＡＡＧＣＣ [Ｇ / Ｃ]
ＡＡＧＣＴ [Ｃ / Ｇ] ＧＧ

Ｖ２ｆ ＧＣＣＴＴＣ [Ｇ / Ｃ] ＡＧＣＴＴＧＣＣ
[Ｇ / Ｃ] ＡＣＣ [Ｇ / Ａ]

９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎬ ３５ 个循环:
９５ ℃变性 ４５ ｓꎬ ６２ ℃退火 ４５ ｓꎬ
７２ ℃ 延 伸 ９０ ｓꎮ ７２ ℃ 延 伸
１０ ｍｉｎ后 ４ ℃保温

Ｔｏｌｌｉ ａｎｄ Ｋｉｎｇꎬ
２００５

固氮菌
(ｎｉｆＨ
基因)

ＰｏｌＦ ＴＧＣＧＡＹＣＣＳＡＡＲＧＣＢＧＡＣＴＣ

ＡＱＥＲ ＧＡＣＧＡＴＧＴＡＧＡＴＹＴＣＣＴＧ

９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎬ ３５ 个循环:
９５ ℃变性 ６０ ｓꎬ ５５ ℃退火 ６０ ｓꎬ
７２ ℃ 延 伸 ６０ ｓꎮ ７２ ℃ 延 伸
１０ ｍｉｎ后 ４ ℃保温

Ｐｏｌｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１

丛枝菌
根真菌

ＡＭＶ４ ５ＮＦ－Ｆ ＡＡＧＣＴＣＧＴＡＧＴＴＧＡＡＴＴＴＣＧ

ＡＭＤＧＲ－Ｒ ＣＣＣＡＡＣＴＡＴＣＣＣＴＡＴＴＡＡＴＣＡＴ

９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎬ ３５ 个循环:
９５ ℃变性 ６０ ｓꎬ ５５ ℃退火 ６０ ｓꎬ
７２ ℃ 延 伸 ６０ ｓꎮ ７２ ℃ 延 伸
１０ ｍｉｎ后 ４ ℃保温

Ｌｕｍｉｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０

　 　 注: ｃｂｂＬ 基因编码核酮糖－１ꎬ５－二磷酸羧化酶 /加氧酶 (ＲｕｂｉｓＣＯ) 是卡尔文循环中的关键酶ꎬ 该酶催化卡尔文循

环中的第一步 ＣＯ２固定ꎮ ｎｉｆＨ 基因编码二氮酶还原酶是氮固定过程中重要的酶ꎮ

２ ５ １ １　 ＰＣＲ 扩增目的基因步骤

(１) ＰＣＲ 反应体系总体积为 ２０ μＬꎬ 包括: ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬꎬ 上下游引物各 １ μＬꎬ ＤＮＡ
模板 １ μＬꎬ ＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ 水 ７ μＬꎮ

(２) ＰＣＲ 反应条件ꎮ
细菌真菌古菌: ９４ ℃ ３ ｍｉｎꎻ ３５ 个循环的 ９４ ℃ ３０ ｓꎬ ５５ ℃ ３０ ｓꎬ ７２ ℃ １ ｍｉｎꎻ ７２ ℃保温 ５ ｍｉｎꎮ
ｃｂｂＬ 基因: ９５ ℃ ３０ ｓꎻ ３５ 个循环的 ９５ ℃ １０ ｓꎬ ６２ ℃ ４０ ｓꎬ ７２ ℃ ３０ ｓꎻ ７２ ℃保温 ５ ｍｉｎꎮ
ｎｉｆＨ 基因和丛枝菌根菌基因: ９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ ３５ 个循环的 ９４ ℃ ４５ ｓꎬ ５５ ℃ ２０ ｓꎬ ５５ ℃ ２０ ｓꎬ

７２ ℃ ２０ ｓꎻ ７２ ℃保温 ５ ｍｉｎꎮ
(３) 电泳检测目的条带: 取 ＰＣＲ 扩增的产物ꎬ 点样于 １％琼脂糖凝胶板上ꎬ 电压 １００ Ｖꎬ 电泳

３０ ｍｉｎꎮ 紫外凝胶成像系统下进行观察和拍照ꎮ
２ ５ １ ２　 对目的基因扩增条带进行回收纯化

采用 ＱｉａｇｅｎＩＡＧＥＮ 胶回收试剂盒ꎬ 对 ＰＣＲ 产物进行回收纯化ꎬ 操作步骤如下ꎮ
(１) 将单一目的条带从琼脂糖凝胶中切下ꎬ 放入干净离心管中ꎬ 称重ꎮ
(２) 向离心管中加入 ３ 倍体积 (３００ μＬ) 的 ＱＧ ｂｕｆｆｅｒ 溶液 (溶胶液)ꎬ ５０ ℃ 水浴放置 １０

ｍｉｎꎬ 期间不断温和翻转离心管ꎬ 确保胶块充分溶解ꎮ 加 １００ μＬ 的异丙醇到样品中ꎻ
(３ ) 将 所 得 溶 液 加 入 吸 附 柱 中 ( 吸 附 柱 放 置 在 干 净 收 集 管 中 )ꎬ 室 温 静 置 ２ ｍｉｎꎬ

１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎꎬ 倒掉收集管废液ꎬ 将吸附柱放入原收集管中ꎮ
(４) 向吸附柱中加入 ７５０ μＬ 漂洗液 ＰＥ ｂｕｆｆｅｒꎬ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎꎬ 倒掉收集管中废液ꎬ 将

吸附柱放入收集管ꎮ
(５) 重复操作步骤 (４)ꎮ
(６) 将吸附柱放入空的收集管中ꎬ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎꎬ 尽量除尽漂洗液ꎮ 将吸附柱盖打开
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室温放置 ３ ｍｉｎꎬ 彻底晾干ꎮ
(７) 将吸附柱放入到一个干净的离心管中ꎬ 向吸附膜中间滴加适量 ５０ μＬ 缓冲液 ＥＢꎬ 室温放置

２ ｍｉｎꎬ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎꎬ 收集 ＤＮＡ 溶液ꎮ 重复 １ 次ꎬ 提高 ＤＮＡ 回收量ꎮ 得到的 ＤＮＡ 溶液

－２０ ℃放置待用ꎮ
２ ５ ２　 细菌、 真菌和古菌的 ＰＣＲ 产物与 Ｔ 载体连接

将上述经纯化后的 ＰＣＲ 产物与 Ｔ 载体连接以构建已知浓度的标准样品ꎮ 具体步骤如下ꎮ
２ ５ ２ １　 体系

４ μＬ 纯化后的 ＰＣＲ 产物与 １ μＬ ｐＥＡＳＹ －Ｔ５ Ｚｅｒｏ 载体轻轻混合ꎮ 混合后ꎬ 在 ２５ ℃ 下反应

５ ｍｉｎꎬ 反应结束后ꎬ 将离心管置于冰上ꎮ
２ ５ ２ ２　 转化

(１) 取 ＤＨ５α 感受态细胞置于冰浴中ꎬ 将连接溶液全部 (５ μＬ) 加入 １００ μＬ ＤＨ５α 感受态细胞

中进行转化ꎬ 轻弹混匀ꎬ 冰浴 １０ ｍｉｎꎮ
(２) 将 １０５ μＬ 转化菌液加入到含有氨苄青霉素的 ＬＢ 固体培养基上ꎬ 均匀涂开ꎬ ３７ ℃倒置培养

过夜ꎮ
２ ５ ３　 阳性克隆检测及质粒提取

２ ５ ３ １　 阳性克隆检测

(１) ＰＣＲ 方法鉴定阳性克隆ꎮ
步骤 １: 每个平板用无菌枪头挑取单克隆菌落于 １０ μＬ 高压灭菌双蒸水ꎬ 振荡混匀ꎬ 并进行

编号ꎮ
步骤 ２: 取 ３ μＬ 混合液与 １３ μＬ ＰＣＲ 反应体系中ꎬ 用 Ｍ１３ 引物进行菌落 ＰＣＲ 鉴定阳性克隆ꎬ

ＰＣＲ 体系 １３ μＬꎬ 包括: ８ μＬ 的 ２×Ｂｉｃｏｌｏｒ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘꎬ ０ ５ μＬ 的 Ｍ１３Ｆ 引物ꎬ ０ ５ μＬ Ｍ１３Ｒ 的引

物序列ꎬ ４ μＬ 无酶水ꎮ
步骤 ３: 将上述反应体系按照 ９４ ℃ ５ ｍｉｎꎬ ２５ 循环的 ９４ ℃ ３０ ｓꎬ ５８ ℃ ３０ ｓꎬ ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ 最后

７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ的反应程序进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
步骤 ４: 进行产物测序鉴定ꎮ 原有条带长度＋１９９ ｂｐꎬ 若假阳性ꎬ １９９ ｂｐ 处有条带ꎮ
步骤 ５: 菌落 ＰＣＲ 产物电泳中目的条带单一的ꎬ 进行单克隆富集培养ꎮ
(２) 大肠杆菌菌株保存ꎮ
挑取电泳检测合格的菌落至 １ ｍＬ 的 ＬＢ 培养液中 (不含氨苄青霉素) 培养 １２ ~ ２４ ｈꎬ 再与甘油

(体积比) １１ 保存ꎮ
２ ５ ３ ２　 质粒提取

(１) 摇菌培养ꎮ
将 (１) ＰＣＲ 方法鉴定阳性克隆步骤 １ 的鉴定结果为阳性的剩余的 ７ μＬ 溶菌水混入含有 ２ ｍＬ ＬＢ

培养基和 ２ μＬ 氨苄青霉素的离心管中ꎬ 封口ꎬ 在 ３７ ℃摇床振荡培养 １６ ｈ (１５０ ｒ / ｍｉｎ)ꎮ
(２) 收集质粒ꎮ
使用倍沃质粒抽提试剂盒提取克隆好的质粒ꎮ
步骤 １: ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ 弃上清液ꎬ 将管子倒置于纸巾上ꎬ 去除残留培养基 (尽量除

干净)ꎮ
注意: 残留培养基会导致细胞裂解不良ꎬ 从而降低 ＤＮＡ 产量ꎮ
步骤 ２: 加入 １７０ μＬ Ｂｕｆｆｅｒ Ａ１ (确保其中已加入 ＲＮａｓｅ Ａ)ꎬ 用移液器或涡旋振荡仪充分悬浮细

菌细胞ꎮ
注意: 充分重悬对于获得最佳产量是至关重要的ꎮ
步骤 ３: 加入 １７０ μＬ Ｂｕｆｆｅｒ Ｂ１ꎬ 必须轻轻地反转 ５ ~ １０ 次以混匀 (不要涡旋)ꎬ 室温静置 ５ ｍｉｎ

以内ꎬ 裂解液整体表现为澄清ꎮ
注意: 孵育时间不能超过 ５ ｍｉｎꎮ Ｂｕｆｆｅｒ Ｂ１ 若产生沉淀ꎬ 须在 ３７ ℃加热ꎬ 使沉淀溶解后再使用ꎮ
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步骤 ４: 加入 ２４０ μＬ Ｂｕｆｆｅｒ Ｎ１ꎬ 立即手动振荡 ５~１０ 次混匀ꎬ 产生白色沉淀ꎮ
注意: 一定要混合均匀ꎬ 若混合物仍然呈团块、 褐色、 黏稠状ꎬ 需要更充分混匀来完全中和ꎮ
步骤 ５: 将裂解液移入高速离心管ꎬ 室温 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎮ
注意: 若沉淀离心不完全ꎬ 可以再离心 ５ ｍｉｎꎻ 若没有高速离心机ꎬ 可低速离心 (５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 左

右) 后取相对澄清的上清液ꎮ
步骤 ６: 取 ５３０ μＬ 步骤 ６ 中的上清液转移至一个干净的 １ ５ ｍＬ 离心管中 (避免吸到沉淀)ꎬ 加

入 ２５ μＬ Ｐｌａｓｍｉｄ－Ｌ Ｂｅａｄｓꎬ 涡旋混匀 １ ｍｉｎ 左右ꎮ
注意: Ｐｌａｓｍｉｄ－Ｌ Ｂｅａｄｓ 使用前需充分涡旋混匀ꎮ
步骤 ７: 混匀后室温静置 ５~１０ ｍｉｎꎬ 其间需手动或涡旋混匀 ３~５ 次ꎬ 之后上磁力架静置 １ ｍｉｎ左

右 (确保所有磁珠被吸附即可)ꎬ 弃去上清液ꎬ 保留磁珠ꎮ
注意: 孵育期间一直混匀有助于提高得率ꎮ
步骤 ８: 从磁力架上取下离心管ꎬ 加入 ７５０ μＬ Ｂｕｆｆｅｒ ＭＫＢꎬ 涡旋混匀 １ ｍｉｎꎬ 之后上磁力架静置

１ ｍｉｎ (确保所有磁珠被吸附即可)ꎬ 弃去上清液ꎬ 保留磁珠ꎮ
步骤 ９: 从磁力架上取下离心管ꎬ 加入 ７５０ μＬ ＤＮＡ Ｗａｓｈ Ｂｕｆｆｅｒ (确保加入 ９６％ ~ １００％乙醇)ꎬ

涡旋混匀 １ ｍｉｎꎬ 之后上磁力架静置 １ ｍｉｎ (确保所有磁珠被吸附即可)ꎬ 弃去上清液ꎬ 保留磁珠ꎮ 重

复此步骤ꎮ
注意: ＤＮＡ Ｗａｓｈ Ｂｕｆｆｅｒ 使用前请加入与瓶身相应的 ９６％~１００％乙醇ꎮ
步骤 １０: 在磁力架上晾干 ５~１０ ｍｉｎꎮ 除残留乙醇ꎬ 以便获得最佳洗脱ꎮ
注意: 要注意观察磁珠是否过于干燥ꎬ 过于干燥会影响洗脱效果ꎮ
步骤 １１: 从磁力架上取下离心管ꎬ 加入 ５０~１００ μＬ Ｅｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ (６５ ℃水浴锅预热) 或者细胞

培养水ꎬ 涡旋混匀 １ ｍｉｎꎬ 孵育 ５ ｍｉｎ (可于室温或 ６５ ℃孵育)ꎬ 期间混匀 １~２ 次再上磁力架ꎬ 静置

２ ｍｉｎ 左右 (确保所有磁珠被吸附即可)ꎬ 吸取澄清的液体 (产物) 至无菌离心管中ꎬ 检测后于

－２０ ℃或－８０ ℃保存ꎮ
注意: 小体积 (５０ μＬ) 洗脱可能会洗脱不完全ꎬ 得率有所降低ꎮ 如有必要可进行二次洗脱ꎬ 提

高 ＤＮＡ 产量ꎬ 或者直接 １００ μＬ 洗脱ꎮ
(３) 质粒检测ꎮ
将提好的质粒进行测序ꎬ 测序引物为 Ｍ１３ꎬ 测序序列符合预期的载体的作为质粒标准品使用ꎮ 使

用 Ｑｕｂｉｔ 核酸蛋白分析仪测定上述质粒标准品的浓度ꎮ

2 6　 荧光定量检测

２ ６ １　 梯度质粒标准样品制备

将取 １０ μＬ １０ μｍｏｌ / Ｌ 的质粒标准品加入 ９９０ μＬ 水中ꎬ 涡旋混匀稀释 １００ 倍ꎬ 作为第一个样

品 Ａꎮ
(１) 从 Ａ 中取 １０ μＬ 样品加入 ９０ μＬ 水中ꎬ 混匀稀释 １０ 倍ꎬ 作为第二个样品 Ｂꎮ
(２) 从 Ｂ 中取 １０ μＬ 样品加入 ９０ μＬ 水中ꎬ 混匀稀释 １０ 倍ꎬ 作为第三个样品 Ｃꎮ
以此类推ꎮ 制备 ７ 个梯度样品ꎮ

２ ６ ２　 反应体系构建、 ｑＰＣＲ 上机检测和结果计算

２ ６ ２ １　 ｑＰＣＲ 上机检测

将上述配置完成的梯度质粒标准品及提取的 ＤＮＡ 待测样品 (调整浓度为 ３ ~ ５ ｎｇ / μＬ) 作为

ｑＰＣＲ 模板上机执行 ｑＰＣＲꎬ 同时以加 ｄｄＨ２Ｏ 为空白对照ꎮ 在 ９６ 孔板中ꎬ 一个样品做 ３ 重复 (即 ３
孔)ꎬ 以 Ｔｓｉｎｇｋｅ ＴＳＥ５０１ ＡｒｔｉＣａｎＡＴＭ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 染色扩增为例ꎬ 扩增体系各组分如表附录 ２－２
所示ꎮ
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表附录 ２－２　 ｑＰＣＲ 扩增体系组分

组分 体积 / μＬ
Ｔｓｉｎｇｋｅ ＴＳＥ５０１ ＡｒｔｉＣａｎＡＴＭ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ １０
１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｐｒｉｍｅｒ Ｆ ０ ４
１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｐｒｉｍｅｒ Ｒ ０ ４
Ｔｅｍｐｌａｔｅ (ｇＤＮＡ) ２
ｄｄＨ２Ｏ ７ ２
总计 ２０

以上扩增体系按 ２ ５ １ 中不同微生物的引物对应的扩增程序进行扩增ꎮ
２ ６ ２ ２　 ｑＰＣＲ 下机后进行数据分析

(１) 根据已知的质粒浓度 (ｎｇ / μＬ)ꎬ 计算对应的标准品的拷贝数:

标准品的拷贝数 (ｃｏｐｉｅｓ / μＬ) ＝ ６ ０２×１０２３×质粒浓度×１０－９

ＤＮＡｌｅｎｇｔｈ×６６０
(２－１)

式中ꎬ ６ ０２×１０２３为摩尔分数ꎻ ＤＮＡｌｅｎｇｔｈ 为对应引物的碱基长度ꎮ
(２) 根据已知的质粒拷贝数绘制标准曲线:

ＣＴ ＝ ｋ × ｌｇ(ｘ) ＋ ｂ (２－２)
式中ꎬ ｘ 为样品拷贝数ꎬ ｋ 为斜率ꎬ ｂ 为截距ꎮ

注意: Ｒ２需要至少 ０ ９９ 以上ꎬ 扩增效率在 ９０％~１１０％ꎬ 兼并引物可放宽到 ８０％~１２０％ꎮ 如果剔

除一些数据后仍然不行ꎬ 重新稀释ꎬ 重做标曲ꎮ
(３) 基于质粒浓度算得的 ｋ 值和 ｂ 值ꎬ 代入待测样品对应的 ＣＴ 值即可获得待测样品的拷贝数ꎮ

待测样品的拷贝数(ｃｏｐｉｅｓ / μＬ) ＝ １０
ＣＴ－ｂ
ｋ (２－３)

参考文献

ＢＯＲＮＥＭＡＮ Ｊꎬ ＨＡＲＴＩＮ Ｒ Ｊꎬ ２０００ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｔｈａｔ ａｍｐｌｉｆｙ ｆｕｎｇａｌ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｓａｍｐｌｅｓ [Ｊ]. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ６６ (１０): ４３５６－４３６０.

ＥＤＷＡＲＤＳ Ｉ Ｐꎬ ＵＰＣＨＵＲＣＨ Ｒ Ａꎬ ＺＡＫ Ｄ Ｒꎬ ２００８ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｃｅｌｌｏｂｉｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ Ｉ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ
ｓｐｏｒｏｃａｒｐｓ ａｎｄ ｆｏｒｅｓｔ ｓｏｉｌｓ ｂｙ ＰＣＲ [Ｊ]. Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ.ꎬ ７４: ３４８１－３４８９.

ＦＲＡＳＥＲ Ｔ Ｄꎬ ＬＹＮＣＨ Ｄ Ｈꎬ ＧＡＩＥＲＯ Ｊ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｎｏｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｉｄ
(ｐｈｏＣ) ａｎｄ ａｌｋａｌｉｎｅ (ｐｈｏＤ) ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｂｕｌｋ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｆｒｏｍ ｏｒｇａｎｉｃａｌｌｙ ｍａｎａｇｅｄ
ｓｏｙｂｅａｎ ｆｉｅｌｄｓ [Ｊ]. Ａｐｐｌｉｅｄ Ｓｏｉｌ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ １１１: ４８－５６.

ＨＥＩＤ Ｃ Ａꎬ ＳＴＥＶＥＮＳ Ｊ Ｋꎬ ＬＩＶＡＫ Ｋ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９６ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ [Ｊ]. Ｇｅｎｏｍｅ Ｒｅ￣
ｓｅａｒｃｈꎬ ６ (１０): ９８６－９９４.

ＬＩＶＡＫ Ｋ Ｊꎬ ＳＣＨＭＩＴＴＧＥＮ Ｔꎬ ２００１ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａ￣
ｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ ２－ΔΔＣＴ ｍｅｔｈｏｄ [Ｊ]. Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２５ (４): ４０２－４０８.

ＰＯＬＹ Ｆꎬ ＭＯＮＲＯＺＩＥＲ Ｌ Ｊꎬ ＢＡＬＬＹ Ｒꎬ ２００１ Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ＲＦＬＰ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉ￣
ｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｎｉｆＨ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘｅｒｓ ｉｎ ｓｏｉｌ [ Ｊ]. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １５２
(１): ９５－１０３.

ＴＡＫＡＨＡＳＨＩ Ｓꎬ ＴＯＭＩＴＡ Ｊꎬ ＮＩＳＨＩＯＫＡ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ａｒｃｈａｅａ ｕｓｉｎｇ ｎｅｘｔ－ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ [Ｊ]. ＰＬｏＳ
ＯＮＥꎬ ９ (８): ｅ１０５５９２.

ＴＯＬＬＩ Ｊꎬ ＫＩＮＧ Ｇ Ｍꎬ ２００５ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｈｅｍｏｌｉｔｈｏｔｒｏｐｈｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｐｉｎｅ
ｆｏｒｅｓｔ ａｎｄ ａｇｒｏｅｃｏｓｙｓｔｅｍ ｓｏｉｌｓ [Ｊ]. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ７１ (１２): ８４１１－８４１８.

９６１



第三次全国土壤普查技术规程规范

附录 3　 土壤呼吸强度测定方法

3 1　 意义、 范围与质控

测定添加以葡萄糖为底物的土壤呼吸强度可以用于确定土壤微生物活性潜力ꎮ 本方法基于单位时

间内ꎬ 底物添加条件下二氧化碳释放量来表征土壤在没有碳源限制下的最大可能呼吸强度ꎮ 适用于好

氧、 不饱和土壤中土壤微生物呼吸强度的测定ꎮ 土壤微生物呼吸强度需按照技术规程规定的方法进行

测定ꎬ 根据土壤呼吸强度的变异系数适当增加重复实验ꎮ 调用土壤三普管理平台系统ꎬ 对数据进行审

查备案ꎮ 随机抽取同一批样品的 １％~５％进行检查ꎮ 采用技术规程规定的方法ꎬ 对指标进行复核ꎮ

3 2　 原理

新鲜土壤样品混合葡萄糖置于室内恒温培养ꎮ 样品要置于空气或去除 ＣＯ２的合成空气中ꎮ 利用微

生物分解有机物质ꎬ 释放的 ＣＯ２用碱液吸收法 (ＮａＯＨ 吸收) 来求得土壤矿化碳含量ꎮ 培养阶段土壤

样品释放的 ＣＯ２由 ＮａＯＨ 吸收ꎬ 根据反滴定未中和的 ＮａＯＨꎬ 计算消耗的 ＮａＯＨꎬ 然后计算出 ＣＯ２的释

放量ꎮ
２ＮａＯＨ＋ＣＯ２＋Ｈ２Ｏ→Ｎａ２ＣＯ３＋２Ｈ２Ｏ
Ｎａ２ＣＯ３＋ＢａＣｌ２→ＢａＣＯ３↓＋ ２ＮａＣｌ
ＮａＯＨ (剩余) ＋ＨＣｌ→ＮａＣｌ＋Ｈ２Ｏ

3 3　 试剂

(１) 氢氧化钠 (ＮａＯＨ) 溶液 (浓度 ０ １ ｍｏｌ / Ｌ): 称取 ４ ｇ ＮａＯＨ (分析纯) 溶于无 ＣＯ２的蒸馏

水中ꎬ 定容至 １ ０００ ｍＬꎮ
(２) 盐酸 (ＨＣｌ) 溶液 (浓度 ０ ０５ ｍｏｌ / Ｌ): 吸取 ４ ２ ｍＬ 浓盐酸 (分析纯) 溶于 ８００ ｍＬ 蒸馏水

中ꎬ 定容至 １ ０００ ｍＬꎬ 用硼砂标定其浓度ꎮ
(３) 氯化钡 (ＢａＣｌ２) 溶液 (浓度 １ ｍｏｌ / Ｌ): 称取 ２４４ ｇ ＢａＣｌ２∙２Ｈ２Ｏ (化学纯) 溶于无 ＣＯ２蒸

馏水中ꎬ 定容至 １ Ｌꎮ
(４) 酚酞乙醇溶液指示剂: 称取 １ ｇ 酚酞溶于 １００ ｍＬ 乙醇 (９５％) 中ꎮ
(５) 葡萄糖试剂 (浓度 ４０ ｇ / Ｌ): 称取 ２０ ｇ 葡萄糖ꎬ 溶于 ３００ ｍＬ 无 ＣＯ２ 蒸馏水中ꎬ 定容至

５００ ｍＬꎮ

3 4　 仪器

(１) 恒温培养箱或培养室ꎮ
(２) 培养瓶: 配有内外盖的密闭性能良好的 ５００ ｍＬ 瓶子ꎮ
(３) 小烧杯: ５０ ｍＬꎬ 用于装土壤ꎮ
(４) 玻璃瓶: ２５ ｍＬꎬ 用于装氢氧化钠溶液ꎮ
(５) 滴定管及其支架ꎮ

3 5　 步骤

(１) 新鲜土壤过 ４ ｍｍ 筛后ꎬ 称取相当于 ２０ ０ ｇ 干土的新鲜土壤样品 (水稻土等含水量过高的
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土壤需要在室内阴干 ２~３ 天至含水量为 １０％左右) ３ 份ꎬ 分别放入 ３ 个 ５０ ｍＬ 烧杯中ꎬ 在烧杯中加

入约 ３ ｍＬ ４０ ｇ / Ｌ 葡萄糖溶液 (相当于每克土壤中加入 ６ ｍｇ 葡萄糖)ꎬ 使待测土壤的含水量达到田间

持水量的 ４０％~６０％ꎮ 并将 ３ 个烧杯分别放入 ５００ ｍＬ 培养瓶中ꎮ 然后将盛有 ２０ ｍＬ ０ １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ
溶液的玻璃瓶小心地置于培养瓶内ꎬ 培养瓶于通风处放置 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ 将培养瓶加盖密封ꎬ 放置在

２５ ℃的恒温培养箱内培养 ２ ｈꎮ 同时每批样品测定时应该设置不加土壤的空白对照ꎮ
(２) 在培养开始时和 ２ ｈ 后ꎬ 取出吸收瓶ꎬ 将其中溶液完全洗入三角瓶中ꎬ 加入 １ ｍｏｌ / Ｌ ＢａＣｌ２溶

液 ２０ ｍＬ 及酚酞指示剂两滴ꎬ 用 ０ ０５ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 滴定中和未耗尽的 ＮａＯＨꎬ 滴定至红色消失ꎬ 用通过

ＨＣｌ 消耗量来计算 ＣＯ２的数量ꎮ

3 6　 结果计算

底物诱导呼吸量 ＳＩＲ 的计算:
ＳＩＲ [ｍｇ / (ｋｇｈ) ] ＝ { [ (Ｖ０－Ｖ) ×ｃ×０ ０２２] ×２×１ ０００} / (ｍ×２) (３－１)

式中ꎬ Ｖ０———空白滴定时消耗标准盐酸的体积ꎬ 单位 ｍＬꎻ
Ｖ———样品滴定是消耗标准盐酸的体积ꎬ 单位 ｍＬꎻ
ｃ———标准盐酸的浓度ꎬ 单位 ｍｏｌ / Ｌꎻ

０ ０２２———二氧化碳 (１ / ２ＣＯ２) 的摩尔质量ꎬ Ｍ (１ / ２ＣＯ２) ＝ ０ ０２２ ｇ / ｍｍｏｌꎻ
ｍ———土壤烘干质量ꎬ 单位 ｋｇꎮ
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附录 4　 土壤酶活性测定方法

4 1　 意义、 范围与质控

为调查全国土壤微生物的碳、 氮、 磷元素转化功能ꎬ 需要对 ６ 个碳、 氮、 磷转化典型酶的功能活

性进行测定ꎮ 酶活测定所用样品为鲜土ꎬ 采样后需放在保温箱里用冰袋邮寄ꎬ 寄到实验室后短期内

(２ 周内) 可以在 ４ ℃冰箱内保存ꎬ 如果超过 ２ 周需要存放在－２０ ℃冰箱中ꎬ 取用时需要先复苏ꎬ 即

在 ４ ℃下复苏 ３ 天ꎬ 然后在 ２５ ℃下复苏 ３ 天ꎬ 再进行酶活性测定ꎮ ６ 种酶类分别是 β－Ｄ－葡萄糖苷
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酶ꎬ 在土壤碳循环中负责纤维素的降解并生成葡萄糖ꎻ 多酚氧化酶ꎬ 在土壤碳循环中参与木质素及多

酚类物质的降解ꎻ 脲酶ꎬ 在土壤氮循环中负责将有机氮转化为无机氮ꎻ 硝酸还原酶ꎬ 在土壤反硝化过

程的中负责将硝酸离子还原成亚硝酸离子ꎻ 氨单加氧酶ꎬ 在土壤硝化反应中负责将铵根离子转化为羟

胺ꎻ 土壤磷酸酶ꎬ 在土壤中负责将有机磷转化为无机磷ꎮ 其中土壤磷酸酶ꎬ 当土壤 ｐＨ<７ 时ꎬ 适用酸

性磷酸酶测定方法ꎻ 当土壤 ｐＨ≥７ 时ꎬ 使用碱性磷酸酶测定方法ꎮ 测定的质控过程是采取同一批次

样品ꎬ １％~５％随机抽样后重复测试结合留样复测ꎬ 以提高检测结果的准确性ꎮ

4 2　 β－Ｄ－葡萄糖苷酶

４ ２ １　 方法原理

β－Ｄ－葡萄糖苷酶ꎬ 在土壤碳循环中负责纤维素的降解ꎬ 以水解纤维素二糖和纤维素寡糖生成葡

萄糖ꎮ 其活性用荧光底物 (４－甲基伞形酮－β－Ｄ－葡萄糖苷) 法测定ꎮ
４ ２ ２　 材料试剂

４ ２ ２ １　 供试土壤

本方法所使用土壤为从田间采样得到的鲜土ꎮ
４ ２ ２ ２　 实验仪器

(１) ２５０ ｍＬ 广口锥形瓶ꎮ
(２) 八通道移液器和枪头ꎮ
(３) 黑色 ９６ 微孔板ꎮ
(４) 摇床ꎮ
(５) 恒温培养箱ꎮ
(６) 多功能酶标仪ꎮ

４ ２ ３　 实验方法

４ ２ ３ １　 试剂配制

(１) ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸钠缓冲液 (土壤 ｐＨ≤７): 配制 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的醋酸钠缓冲液ꎬ 取 ６ ８０４ ｇ 三水

合乙酸钠溶解在 ８００ ｍＬ 去离子水中ꎬ 用 １２ ｍｏｌ / Ｌ 盐酸调至 ｐＨ＝ ６ ５ (或加 １ ２５ ｍＬ 冰醋酸) 后定容

到 １ Ｌꎬ 缓冲液保存在 ４ ℃冰箱ꎬ ８ 天内使用ꎮ
(２) ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 碳酸钠缓冲液 (土壤 ｐＨ>７): 配制 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的碳酸钠缓冲液ꎬ 取 ５ ３ ｇ 碳酸钠

溶解在 ８００ ｍＬ 去离子水中ꎬ 用 ＨＣｌ 溶液调至 ｐＨ＝ ８ꎬ 然后定容到 １ Ｌꎬ 缓冲液保存在 ４ ℃冰箱ꎬ ８ 天

内使用ꎮ 为减少土壤异质性的影响ꎬ 建议取 ５ ｇ 鲜土ꎬ 分别于 ５ 个广口瓶中振荡ꎬ 振荡后将悬浮液混

合待测ꎮ
(３) １０ μｍｏｌ / Ｌ ４－甲基伞形酮 (ＭＵＢꎬ 标准品ꎬ ４－ｍｅｔｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｙｌ): 取 １７ ６ ｍｇ ＭＵＢ 溶解在

１０ ｍＬ 的甲醇中ꎬ 配制成 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 标液ꎬ 然后稀释 １ ０００倍成 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＭＵＢꎻ 于 ４ ℃冰箱保存ꎬ ３
天内使用ꎮ

(４) ２００ μｍｏｌ / Ｌ 荧光底物: ２００ μｍｏｌ / Ｌ ４ －甲基伞形酮 －β －Ｄ －葡萄糖苷 ( ４ －ＭＵＢ －β －Ｄ －
ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ)ꎬ 即 １ ６９１ ｍｇ ４－甲基伞形酮－β－Ｄ－葡萄糖苷ꎬ 用去离子水定容至 ２５ ｍＬꎮ 提前一天配制ꎬ
放置在 ４ ℃冰箱保存ꎬ ３ 天内使用ꎮ

(５) １ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＯＨ 溶液: 取 ４ ｇ 分析纯氢氧化钠溶于去离子水中ꎬ 稀释至 １００ ｍＬꎮ
４ ２ ３ ２　 操作步骤

(１) 称取 １ ｇ 鲜土于 ２５０ ｍＬ 广口锥形瓶中ꎬ 加入 １２５ ｍＬ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸钠缓冲液 (酸性ꎬ 土壤

ｐＨ≤７) 或碳酸盐缓冲液 (碱性ꎬ 土壤 ｐＨ>７)ꎬ 塞上瓶塞或用封口膜封住ꎬ 在摇床上于 １８０ ｒ / ｍｉｎ 振

荡 ３０ ｍｉｎ 制备悬浮液ꎮ 为减少土壤异质性的影响ꎬ 建议取 ５ ｇ 鲜土ꎬ 分别于 ５ 个广口瓶中振荡ꎬ 振荡

后将悬浮液混合待测ꎮ
注意: β－Ｄ－葡萄糖苷酶、 多酚氧化酶、 脲酶、 磷酸酶的悬浮液制备方法一致ꎬ 制备一次悬浮液

可以同时测定 ４ 种酶ꎮ
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(２) 使用八通道移液器吸 ２００ μＬ 土壤悬浮液于黑色 ９６ 微孔板内ꎬ 每个样品孔加 ５０ μＬ
２００ μｍｏｌ / Ｌ的荧光底物ꎮ

(３) 同时做样品和基质控制ꎬ 样品控制孔加 ２００ μＬ 土壤悬浮液和 ５０ μＬ 醋酸钠缓冲液ꎬ 基质控

制孔中加入 ２００ μＬ 醋酸钠缓冲液和 ５０ μＬ 荧光底物ꎮ
(４) 所有样品和空白加完后ꎬ 酶标板放在 ２０ ℃ 黑暗条件下用恒温培养箱培养 ４ ｈꎬ 之后加入

１０ μＬ １ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＯＨ 溶液ꎬ 终止反应ꎮ
(５) 使用多功能酶标仪进行荧光测定ꎬ 在 ３６５ ｎｍ 波长处激发ꎬ 在 ４５０ ｎｍ 处检测荧光ꎮ

４ ２ ３ ３　 结果计算

酶活性 [ ｎｍｏｌ / ( ｇｈ) ] ＝ 净荧光值 ×缓冲液体积 (ｍＬ) / [激发系数 ×吸入悬浮液体积

(ｍＬ) ×反应时间 (ｈ) ×土壤重量 (ｇ) ] (４－１)
净荧光值＝ [ (样品孔测出的荧光值－样品控制荧光值) /淬灭系数] －基质控制荧光值 (４－２)

激发系数 (ｆｌｕｏｒ / ｎｍｏｌ) ＝ 参考标准 /加入样品池当中的标准品的量 (４－３)
淬灭系数＝ (淬灭标准孔测出的荧光值－样品控制荧光值) /参考标准品测出的荧光值 (４－４)

4 3　 多酚氧化酶

４ ３ １　 方法原理

多酚氧化酶ꎬ 在土壤碳循环中参与木质素及多酚类物质的降解ꎬ 可以通过参与木质素降解和聚合

可溶性酚从而促进腐殖质形成ꎬ 能够通过分子氧化酚或多酚形成对应的醌ꎮ 其活性用底物 [左旋多

巴 (Ｌ－ＤＯＰＡ) ] 分光光度法测定ꎮ
４ ３ ２　 材料试剂

４ ３ ２ １　 土壤

本方法所使用土壤为从田间采样得到的鲜土ꎮ
４ ３ ２ ２　 实验仪器

(１) ２５０ ｍＬ 广口锥形瓶ꎮ
(２) 八通道移液器和枪头ꎮ
(３) 白色 ９６ 微孔板ꎮ
(４) 摇床ꎮ
(５) 恒温培养箱ꎮ
(６) 多功能酶标仪ꎮ

４ ３ ３　 实验方法

４ ３ ３ １　 试剂配制

(１) ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸钠缓冲液 (土壤 ｐＨ≤７): 配制 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的醋酸钠缓冲液ꎬ 取 ６ ８０４ ｇ 三

水合乙酸钠溶解在 ８００ ｍＬ 去离子水中ꎬ 用 １２ ｍｏｌ / Ｌ 盐酸调至 ｐＨ＝ ６ ５ (或加 １ ２５ ｍＬ 冰醋酸) 后定

容到 １Ｌꎬ 缓冲液保存在 ４ ℃冰箱ꎬ ８ 天内使用ꎮ
(２) ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 碳酸钠缓冲液 (土壤 ｐＨ>７): 配制 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的碳酸钠缓冲液ꎬ 取 ５ ３ ｇ 碳酸钠

溶解在 ８００ ｍＬ 去离子水中ꎬ 用 ＨＣｌ 溶液调至 ｐＨ＝ ８ꎬ 然后定容到 １ Ｌꎬ 缓冲液保存在 ４ ℃冰箱ꎬ ８ 天

内使用ꎮ 为减少土壤异质性的影响ꎬ 建议取 ５ ｇ 鲜土ꎬ 分别于 ５ 个广口瓶中振荡ꎬ 振荡后将悬浮液混

合待测ꎮ
(３) 底物: 左旋多巴 ( Ｌ－ＤＯＰＡꎬ Ｌ－３ꎬ４－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ) (２５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ 取 ０ ４９２ ９ ｇ

Ｌ－ＤＯＰＡ溶于稀盐酸后用去离子水稀释至 １００ ｍＬ (９０ ℃热水)ꎮ
４ ３ ３ ２　 操作步骤

(１) 称取 １ ｇ 鲜土于 ２５０ ｍＬ 广口锥形瓶中ꎬ 加入 １２５ ｍＬ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸钠缓冲液 (酸性ꎬ 土壤

ｐＨ≤７) 或碳酸盐缓冲液 (碱性ꎬ 土壤 ｐＨ>７)ꎬ 塞上瓶塞或用封口膜封住ꎬ 在摇床上于 １８０ ｒ / ｍｉｎ 振

荡 ３０ ｍｉｎ 制备悬浮液ꎮ 为减少土壤异质性的影响ꎬ 建议取 ５ ｇ 鲜土ꎬ 分别于 ５ 个广口瓶中振荡ꎬ 振荡
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后将悬浮液混合待测ꎮ
注意: β－Ｄ－葡萄糖苷酶、 多酚氧化酶、 脲酶、 磷酸酶的悬浮液制备方法一致ꎬ 制备一次悬浮液

可以同时测定 ４ 种酶ꎮ
(２) 使用八通道移液器吸 ２００ μＬ 土壤悬浮液于白色 ９６ 微孔板内ꎬ 每个样品孔加 ５０ μＬ

２００ μｍｏｌ / Ｌ的底物ꎮ
(３) 同时做样品和基质控制ꎬ 样品控制孔加 ２００ μＬ 土壤悬浮液和 ５０ μＬ 醋酸钠缓冲液ꎬ 基质控

制孔中加入 ２００ μＬ 醋酸钠缓冲液和 ５０ μＬ 底物ꎮ
(４) 所有样品和空白加完后ꎬ 酶标板放在 ２０ ℃黑暗条件下用恒温培养箱培养 １８ ｈꎮ 使用多功能

酶标仪ꎬ 采用分光光度法ꎬ 在 ４５０ ｎｍ 处测定吸光值ꎮ
４ ３ ３ ３　 结果计算

酶活性 [ｎｍｏｌ / (ｇｈ) ] ＝最终吸光度×缓冲液体积 (ｍＬ) /
[７ ９ μｍｏｌ×吸入悬浮液体积 (ｍＬ) ×反应时间 (ｈ) ×土壤重量 (ｇ) ] (４－５)

最终吸光值＝样品孔吸光值－基质控制吸光值－样品控制吸光值 (４－６)

4 4　 脲酶

４ ４ １　 方法原理

脲酶将尿素分解成二氧化碳和铵ꎮ 其活性通常通过测量 ＮＨ＋
４ 的生成速率来测定ꎮ

４ ４ ２　 材料试剂

４ ４ ２ １　 供试土壤

本方法所使用土壤为从田间采样获得的鲜土ꎮ
４ ４ ２ ２　 实验仪器

(１) ２５０ ｍＬ 广口锥形瓶ꎮ
(２) 八通道移液器和枪头ꎮ
(３) 白色 ９６ 微孔板ꎮ
(４) 摇床ꎮ
(５) 恒温培养箱ꎮ
(６) 多功能酶标仪ꎮ

４ ４ ３　 实验方法

４ ４ ３ １　 试剂配制

(１) ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸钠缓冲液 (土壤 ｐＨ≤７): 配制 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的醋酸钠缓冲液ꎬ 取 ６ ８０４ ｇ 三水

合乙酸钠溶解在 ８００ ｍＬ 去离子水中ꎬ 用 １２ ｍｏｌ / Ｌ 盐酸调至 ｐＨ ＝ ６ ５ (或加 １ ２５ ｍＬ 冰醋酸) 后定容

到 １ Ｌꎬ 缓冲液保存在 ４ ℃冰箱ꎬ ８ 天内使用ꎮ
(２) ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 碳酸钠缓冲液 (土壤 ｐＨ>７): 配制 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的碳酸钠缓冲液ꎬ 取 ５ ３ ｇ 碳酸钠

溶解在 ８００ ｍＬ 去离子水中ꎬ 用 ＨＣｌ 溶液调至 ｐＨ＝ ８ꎬ 然后定容到 １ Ｌꎬ 缓冲液保存在 ４ ℃冰箱ꎬ ８ 天

内使用ꎮ 为减少土壤异质性的影响ꎬ 建议取 ５ ｇ 鲜土ꎬ 分别于 ５ 个广口瓶中振荡ꎬ 振荡后将悬浮液混

合待测ꎮ
(３) 底物: 尿素 (ｕｒｅａ) ４００ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ 取 ２４ ｇ 尿素定容到 １ Ｌꎮ

４ ４ ３ ２　 操作步骤

(１) 称取 １ ｇ 鲜土于 ２５０ ｍＬ 广口锥形瓶中ꎬ 加入 １２５ ｍＬ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸钠缓冲液 (酸性ꎬ 土壤

ｐＨ≤７) 或碳酸钠缓冲液 (碱性ꎬ 土壤 ｐＨ>７)ꎬ 塞上瓶塞或用封口膜封住ꎬ 在摇床上于 １８０ ｒ / ｍｉｎ 振

荡 ３０ ｍｉｎ 制备悬浮液ꎮ 为减少土壤异质性的影响ꎬ 建议取 ５ ｇ 鲜土ꎬ 分别于 ５ 个广口瓶中振荡ꎬ 振荡

后将悬浮液混合待测ꎮ
注意: β－Ｄ－葡萄糖苷酶、 多酚氧化酶、 脲酶、 磷酸酶的悬浮液制备方法一致ꎬ 制备一次悬浮液

可以同时测定 ４ 种酶ꎮ
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(２) 使用八通道移液器吸 ２００ μＬ 土壤悬浮液于白色 ９６ 微孔板内ꎬ 每个样品孔加 ５０ μＬ
２００ μｍｏｌ / Ｌ的底物ꎮ

(３) 同时做样品和基质控制ꎬ 样品控制孔加 ２００ μＬ 土壤悬浮液和 ５０ μＬ 醋酸钠缓冲液ꎬ 基质控

制孔中加入 ２００ μＬ 醋酸钠缓冲液和 ５０ μＬ 底物ꎮ
(４) 所有样品和空白加完后ꎬ 酶标板放在 ２０ ℃黑暗条件下用恒温培养箱培养 １８ ｈꎮ
(５) 使用氨氮用水杨酸试剂包 ( Ｃａｔ ２３９５２６６ －ＣＮ) 和氨氮用氰尿酸试剂包 ( Ｃａｔ ２３９５４６６ －

ＣＮ) 对孔中的铵浓度进行测量ꎮ
(６) 水杨酸试剂溶解在去离子水中 (每毫升 １ 包)ꎬ 每孔加入 ４０ μＬ 水杨酸试剂ꎬ 包括对照品和

标准品ꎮ
(７) 反应 ３ ｍｉｎ 后ꎬ 将氰尿酸试剂溶解在去离子水中 (每毫升 １ 包)ꎬ 并将 ４０ μＬ 氰尿酸试剂分

配到每个孔中ꎮ 显色在 ２０ ｍｉｎ 内完成ꎮ
(８) 使用多功能酶标仪ꎬ 采用分光光度法ꎬ 在 ６１０ ｎｍ 处测定吸光值ꎮ

４ ４ ３ ３　 结果计算

净 ＡＢＳ＝测定孔平均 ＡＢＳ－样品控制孔的平均 ＡＢＳ－底物控制孔的平均 ＡＢＳ (４－７)
酶活性 [ｎｍｏｌ / (ｇｈ) ] ＝净 ＡＢＳ×缓冲液体积 (ｍＬ) /

[消光系数 ×吸入悬浮液体积 (ｍＬ) ×反应时间 (ｈ) ×土壤重量 (ｇ) ] (４－８)
式中ꎬ ＡＢＳ 为 ＮＨ＋

４ 在 ６１０ ｎｍ 处的吸光值ꎬ 消光系数为每增加一个单位浓度的 ＮＨ＋
４ 对应的 ＡＢＳ 的变

化量ꎮ

4 5　 硝酸还原酶

４ ５ １　 方法原理

硝酸还原酶作用于 ＮＯ－
３ 使还原为 ＮＯ－

２ꎬ 即

ＮＯ－
３ ＋ＮＡＤＨ＋Ｈ→ＮＯ－

２ ＋ＮＡＤ＋Ｈ２Ｏ
产生的 ＮＯ－

２ 可以从土壤内渗到外界溶液中ꎬ 并积累在溶液中ꎮ 因此测定反应溶液中 ＮＯ－
２ 含量的

增加ꎬ 即表明酶活性的大小ꎮ
ＮＯ－

２ 含量的测定用对氨基苯磺酸化比色法ꎬ 亚硝酸与对氨基苯磺酸和 α－萘胺在酸性条件下生成

红色偶氮化合物ꎬ 未反应的 ＮＡＤＨ 会抑制后续的显色反应ꎬ 用 ＰＭＳ 将其中和后再进行后续反应ꎬ 生

成的红色偶氮化合物颜色在 ２~３ ｈ 稳定ꎬ 可用比色法定量ꎬ 该法非常灵敏ꎬ 能测定每毫升 ０ ５ μｇ 的

ＮａＮＯ２ꎮ
４ ５ ２　 材料试剂

４ ５ ２ １　 供试土壤

本方法所使用土壤为从田间采样得到的鲜土ꎮ
４ ５ ２ ２　 实验仪器

(１) 酶标仪 (５２０ ｎｍ)ꎮ
(２) ９６ 孔板ꎮ
(３) 振荡涡旋仪ꎮ
(４) 台式离心机 (８ ０００ ｒ / ｍｉｎ)ꎮ
(５) 恒温箱ꎮ
(６) 单道移液器 (２０ μＬ、 １００ μＬ、 ２００ μＬ、 １０００ μＬ)ꎮ

４ ５ ３　 实验方法

４ ５ ３ １　 试剂配制

ＮａＮＯ２标准液的配制: 用蒸馏水将 １０ μｍｏｌ / ｍＬ ＮａＮＯ２标准液稀释至 １ ０ μｍｏｌ / ｍＬ、 ０ ８ μｍｏｌ / ｍＬ、
０ ６ μｍｏｌ / ｍＬ、 ０ ４ μｍｏｌ / ｍＬ、 ０ ２ μｍｏｌ / ｍＬꎮ
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４ ５ ３ ２　 操作步骤

(１) 称取相当于 ０ ０５ ｇ 风干土重的新鲜土样于 ２ ｍＬ 离心管中ꎬ 每个样品称取两份ꎬ 一份样品标

记为测定管ꎬ 另一份样品标记为对照管ꎮ
(２) 设置标准品管和空白管: 标准品管各加不同浓度的标准品 ５０ μＬꎬ 绘制标准曲线ꎻ 空白管加

５０ μＬ 蒸馏水ꎮ
(３) 样品测定管和对照管分别加 ５０ μＬ 蒸馏水ꎮ
(４) 空白管、 标准品管、 样品测定管和对照管均加 １８０ μＬ 硝酸盐溶液 (试剂盒内备有试剂)ꎮ
(５) 空白管、 标准品管和样品测定管先加 １８ μＬ ＮａＯＨ 溶液 (试剂盒内备有试剂)ꎬ 样品对照管

先不加ꎮ
(６) 用振荡涡旋仪将各管充分混匀ꎬ 置于 ３７ ℃恒温培养箱反应 ２４ ｈꎮ
(７) 培养结束后ꎬ 空白管、 标准品管、 样品测定管和对照管均加 ２５ μＬ ＮＡＤＨ 溶液 (试剂盒内

备有试剂)ꎮ
(８) 样品对照管加 １８ μＬ ＮａＯＨ 溶液 (试剂盒内备有试剂)ꎬ 其他各管不加ꎮ
(９) 加样结束后ꎬ 立刻用振荡涡旋仪将各管充分混匀ꎬ 于台式离心机中在 ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 室温条件

下离心 ５ ｍｉｎꎮ
(１０) 准备好 ９６ 孔板ꎬ 于上述各管内分别吸取 ８０ μＬ 上清液于 ９６ 孔板对应孔内ꎬ 各孔均加

２０ μＬ ＰＭＳ 溶液 (试剂盒内备有试剂)ꎻ 充分混匀ꎬ 置于 ３７ ℃恒温培养箱保温 ２０ ｍｉｎꎮ
(１１) 保温结束后ꎬ 各孔分别加 ５０ μＬ 对氨基苯磺酸和 ５０ μＬ α－萘胺溶液 (试剂盒内备有试

剂) 充分混匀ꎬ 显色 ２０ ｍｉｎ 后于酶标仪上在 ５２０ ｎｍ 处测定各孔的 ＯＤ 值ꎻ 样品测定孔、 对照孔、 标

准品孔、 空白孔的 ＯＤ 值分别记为 Ａ测定、 Ａ对照、 Ａ标准、 Ａ空白ꎬ 计算 ΔＡ测定 ＝ Ａ测定 － Ａ对照ꎬ ΔＡ标准 ＝
Ａ标准－Ａ空白ꎮ
４ ５ ３ ３　 结果计算

以标准品浓度作横坐标ꎬ ΔＡ 标准为纵坐标 (ｙ 轴) 绘制出标准品线性回归曲线ꎬ 按曲线方程计

算各样本浓度值ꎮ
单位的定义: 每克土样每天中产生 １ μｍｏｌ ＮＯ－

２ 的量为一个 Ｓ－ＮＲ 活力单位ꎮ
Ｓ－ＮＲ (Ｕ / ｇ) ＝ ｘ×Ｖ标准 / (ＷＴ) ＝ ０ ０５ｘ /Ｗ (４－９)

式中ꎬ Ｖ标准为反应体系中加入的标准液体积ꎬ ０ ０５ ｍＬꎻ Ｗ 为风干土样ꎬ ｇꎻ Ｔ 为反应时间ꎬ １ 天ꎮ

4 6　 氨单加氧酶

４ ６ １　 方法原理

氨单加氧酶的测定使用夹心法酶联免疫吸附法 (ＥＬＩＳＡ): 特异性抗体结合到固相载体上形成固

相抗体且仍保持其免疫学活性 (图附录 ４－１)ꎮ
往预先包被氨单加氧酶 (ＡＭＯ) 捕获抗体的包被微孔中依次加入抗原待测物和标准品、 辣根过

氧化物酶 (ＨＲＰ) 标记的抗体ꎬ 经过孵育并彻底洗涤ꎮ 用底物 ３ꎬ ３’ꎬ ５ꎬ ５’ －四甲基联苯胺

(ＴＭＢ) 显色ꎬ ＴＭＢ 在过氧化物酶的催化下形成联苯醌ꎬ 使用硫酸终止反应ꎮ

图附录 ４－１　 夹心法酶联免疫吸附原理
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４ ６ ２　 材料试剂

４ ６ ２ １　 供试土壤

本方法所使用土壤为从田间采样得到的鲜土ꎮ
４ ６ ２ ２　 实验仪器

(１) 酶标仪 (４５０ ｎｍ)ꎮ
(２) ９６ 孔板ꎮ
(３) １０ ０００ ｇ 离心机ꎮ
(４) 单道移液器 (１０ μＬ、 ２０ μＬ、 ２００ μＬ、 １０００ μＬ)ꎮ
(５) 恒温箱或水浴锅ꎮ
(６) 组织匀浆机ꎮ

４ ６ ３　 实验方法

４ ６ ３ １　 试剂配制

(１) 预先包被 ＡＭＯ 抗体 (重组蛋白捕获抗体) 的微孔板ꎮ
(２) ＡＭＯ 标准液 (大肠杆菌 Ｅ ｃｏｌｉ 重组蛋白)ꎬ 浓度依次为 ０ Ｕ / Ｌ、 １５ Ｕ / Ｌ、 ３０ Ｕ / Ｌ、 ６０ Ｕ / Ｌ、

１２０ Ｕ / Ｌ、 ２４０ Ｕ / Ｌꎮ
(３) ０ １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４－ＮａＨ２ＰＯ４ 磷酸盐缓冲液 (ＰＢＳ)ꎮ
(４) 标记抗体液: ０ ０５％ 辣根过氧化物酶 (ＨＰＲ) 标记的抗体溶液ꎮ
(５) 洗涤液: ８ ０ ｇ ＮａＣｌꎬ ０ ２ ｇ ＫＣｌꎬ ２ ９ ｇ Ｎａ２ＨＰＯ４１２Ｈ２Ｏꎬ ０ ２ ｇ ＫＨ２ＰＯ４ꎬ ０ ５ ｍＬ 吐温－２０ꎬ

加无菌去离子水至 １ ０００ ｍＬꎮ
(６) 底物显色液: 先将 ＴＭＢ 以 ０ １ ｍｏｌ / Ｌ 的浓度溶于二甲基亚砜ꎬ 再将 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＴＭＢ 和

３ ０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２溶于 ０ ２ ｍｏｌ / Ｌ 醋酸钠 /枸橼酸缓冲液 (ｐＨ ４ ０)ꎮ
(７) 终止液: ２ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４ꎮ

４ ６ ３ ２　 操作步骤

(１) 称取 １ ｇ 过筛的风干土壤ꎬ 加入 ９ ｍＬ 的 ＰＢＳ (ｐＨ＝ ７ ２~７ ４ꎬ 浓度为 ０ ０１ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ 将土壤

充分混合ꎬ 混合过程选用组织匀浆器ꎬ 冰浴上匀浆 (或者进行液氮碾磨)ꎮ ２~８ ℃条件下离心取上清

液ꎬ 离心转速选用 ５ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ 时间是 １５ ｍｉｎꎮ 取上清液待检ꎬ 仔细收集上清液ꎮ
(２) 设置标准品孔和样本孔ꎬ 标准品孔各加不同浓度的标准品 ５０ μＬꎬ 绘制标准曲线ꎮ
(３) 样本孔先加待测样本 １０ μＬꎬ 再加去离子水 ４０ μＬꎬ 空白孔不加ꎮ
(４) 除空白孔外ꎬ 标准品孔和样本孔中每孔加入 ＨＲＰ 标记的检测抗体 １００ μＬꎬ 用封板膜封住反

应孔ꎬ 于 ３７ ℃水浴锅或恒温箱温育 ６０ ｍｉｎꎮ
(５) 弃去液体ꎬ 在吸水纸上拍干ꎬ 每孔加满洗涤液ꎬ 静置 １ ｍｉｎꎬ 甩去洗涤液ꎬ 在吸水纸上拍

干ꎬ 如此重复洗板 ５ 次 (也可用洗板机洗板)ꎮ
(６) 每孔加入底物显色液 １００ μＬꎬ 于 ３７ ℃避光孵育 １５ ｍｉｎꎮ
(７) 每孔加入终止液 ５０ μＬꎬ １５ ｍｉｎ 内在 ４５０ ｎｍ 波长处测定各孔的 ＯＤ 值ꎮ

４ ６ ３ ３　 结果计算

以标准品浓度作为横坐标ꎬ 对应 ＯＤ 值作为纵坐标ꎬ 绘制出标准品线性回归曲线ꎬ 按曲线方程计

算各样本浓度值ꎮ

4 7　 土壤磷酸酶 (酸性和碱性磷酸酶)

４ ７ １　 方法原理

磷酸酶是一种能够将对应底物去磷酸化的酶ꎬ 即通过水解磷酸单酯将底物分子上的磷酸基团除

去ꎬ 并生成磷酸根离子和自由的羟基ꎮ 其活性用荧光底物 [４－甲基伞形酮 (ＭＵＢ) －磷酸盐] 法

测定ꎮ
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４ ７ ２　 材料试剂

４ ７ ２ １　 供试土壤

本方法所使用土壤为从田间采样得到的鲜土ꎮ
４ ７ ２ ２　 实验仪器

(１) ２５０ ｍＬ 广口锥形瓶ꎮ
(２) 八通道移液器和枪头ꎮ
(３) 黑色 ９６ 微孔板ꎮ
(４) 摇床ꎮ
(５) 恒温培养箱ꎮ
(６) 多功能酶标仪ꎮ

４ ７ ３　 实验方法

４ ７ ３ １　 试剂配制

(１) ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸钠缓冲液 (土壤 ｐＨ≤７): 配制 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的醋酸钠缓冲液ꎬ 取 ６ ８０４ ｇ 三

水合乙酸钠溶解在 ８００ ｍＬ 去离子水中ꎬ 用 １２ ｍｏｌ / Ｌ 盐酸调至 ｐＨ＝ ６ ５ (或加 １ ２５ ｍＬ 冰醋酸) 后定

容到 １ Ｌꎬ 缓冲液保存在 ４ ℃冰箱ꎬ ８ 天内使用ꎮ
(２) ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 碳酸钠缓冲液 (土壤 ｐＨ>７): 配制 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的碳酸钠缓冲液ꎬ 取 ５ ３ ｇ 碳酸钠

溶解在 ８００ ｍＬ 去离子水中ꎬ 用 ＨＣｌ 溶液调至 ｐＨ＝ ８ꎬ 然后定容到 １ Ｌꎬ 缓冲液保存在 ４ ℃冰箱ꎬ ８ 天

内使用ꎮ 为减少土壤异质性的影响ꎬ 建议取 ５ ｇ 鲜土ꎬ 分别于 ５ 个广口瓶中振荡ꎬ 振荡后将悬浮液混

合待测ꎮ
注意: β－Ｄ－葡萄糖苷酶、 多酚氧化酶、 脲酶、 磷酸酶的悬浮液制备方法一致ꎬ 制备一次悬浮液

可以同时测定 ４ 种酶ꎮ
(３) １０ μｍｏｌ / Ｌ ＭＵＢ (标准品ꎬ ４－ｍｅｔｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｙｌ): 取 １７ ６ ｍｇ ＭＵＢ 溶解在 １０ ｍＬ 的甲醇中ꎬ

配制成 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 标液ꎬ 然后稀释 １ ０００倍成 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＭＵＢꎬ 于 ４ ℃冰箱保存ꎬ ３ 天内使用ꎮ
(４) ２００ μｍｏｌ / Ｌ 荧光底物: 取 ２００ μｍｏｌ / Ｌ ４ － 甲基伞形酮 ( ＭＵＢ) － 磷酸盐 ( ４ － ＭＵＢ －

ｐｈｏｓｐｈａｔｅ)ꎬ 即 １ ２８ ｍｇ ４－甲基伞形酮 (ＭＵＢ) －磷酸盐ꎬ 用去离子水定容至 ２５ ｍＬꎮ 提前一天配制ꎬ
放置在 ４ ℃冰箱保存ꎬ ３ 天内使用ꎮ

(５) １ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＯＨ 溶液: 取 ４ ｇ 分析纯氢氧化钠溶于去离子水中ꎬ 稀释至 １００ ｍＬꎮ
４ ７ ３ ２　 操作步骤

(１) 称取 １ ｇ 鲜土于 ２５０ ｍＬ 广口锥形瓶中ꎬ 加入 １２５ ｍＬ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸钠缓冲液 (酸性ꎬ 土壤

ｐＨ≤７) 或碳酸盐缓冲液 (碱性ꎬ 土壤 ｐＨ>７)ꎬ 塞上瓶塞或用封口膜封住ꎬ 在摇床上于 １８０ ｒ / ｍｉｎ 振

荡 ３０ ｍｉｎ 制备悬浮液ꎮ 为减少土壤异质性的影响ꎬ 建议取 ５ ｇ 鲜土ꎬ 分别于 ５ 个广口瓶中振荡ꎬ 振荡

后将悬浮液混合待测ꎮ
(２) 使用八通道移液器吸 ２００ μＬ 土壤悬浮液于黑色 ９６ 微孔板内ꎬ 每个样品孔加 ５０ μＬ

２００ μｍｏｌ / Ｌ的荧光底物ꎮ
(３) 同时做样品和基质控制ꎬ 样品控制孔加 ２００ μＬ 土壤悬浮液和 ５０ μＬ 醋酸钠缓冲液ꎬ 基质控

制孔中加入 ２００ μＬ 醋酸钠缓冲液和 ５０ μＬ 荧光底物ꎮ
(４) 所有样品和空白加完后ꎬ 酶标板放在 ２０ ℃黑暗条件下培养 ４ ｈꎬ 之后加入 １０ μＬ １ ｍｏｌ / Ｌ 的

ＮａＯＨ 溶液ꎬ 终止反应ꎮ
(５) 使用多功能酶标仪进行荧光测定ꎬ 在 ３６５ ｎｍ 波长处激发ꎬ 在 ４５０ ｎｍ 处检测荧光ꎮ

４ ７ ３ ３　 结果计算

酶活性 [ ｎｍｏｌ / ( ｇｈ) ] ＝ 净荧光值 ×缓冲液体积 (ｍＬ) / [激发系数 ×吸入悬浮液体积

(ｍＬ) ×反应时间 (ｈ) ×土壤重量 (ｇ) ] (４－１０)
净荧光值＝ [ (样品孔测出的荧光值－样品控制荧光值) /淬灭系数] －基质控制荧光值

(４－１１)
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激发系数 (ｆｌｕｏｒ / ｎｍｏｌ) ＝ 参考标准 /加入样品池当中的标准品的量 (４－１２)
淬灭系数＝ (淬灭标准孔测出的荧光值－样品控制荧光值) /参考标准品测出的荧光值 (４－１３)
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附录 5　 土壤微生物群落组成高通量测序方法

5 1　 意义、 范围与质控

为调查全国土壤总体微生物及其典型功能物种的物种多样性特征ꎬ 需开展土壤细菌、 真菌、 古

菌、 固碳菌、 固氮菌、 丛枝菌根菌高通量测序ꎮ 高通量质控过程包括元数据和测序数据的一致性检

查、 测序数据的质量检测、 低质量测序序列的过滤及切除、 接头序列及无关序列的剔除、 宿主及污染

序列的过滤、 混合样本的数据分割等ꎮ

5 2　 扩增子测序实验基本流程

土壤样品→ＤＮＡ 抽提→核酸质检→ＰＣＲ 扩增→ＰＣＲ 产物质检→上机获取 ＦＡＳＴＱ 数据→文库构

建→数据质检ꎮ

5 3　 主要实验设备

扩增子测序主要实验设备见表附录 ５－１ꎮ
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表附录 ５－１　 扩增子测序主要实验设备

仪器名称 用途

台式高速离心机 用于分离液体与固体颗粒或液体与液体的混合物中各组分

ＰＣＲ 仪器 利用 ＰＣＲ (ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ 聚合酶链反应) 技术对特定 ＤＮＡ 扩增

全自动核酸提取仪 ＤＮＡ 自动提取

电泳仪 用于将获得的 ＤＮＡ 样品进行组分分析或单个组分提取

凝胶成像仪 ＰＣＲ 产物检测

移液器 用于定量转移液体

Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 样品质量控制仪

ＮａｎｏＤｒｏｐ ＤＮＡ 纯度及浓度检测

ｔｉｐ 离心管 分装样品

5 4　 实验流程

５ ４ １　 土壤 ＤＮＡ 提取

参照附录 ７ 土壤功能基因组测序方法 ７ ４ １~７ ４ ２ 步骤ꎬ 提取土壤 ＤＮＡꎬ 并质检ꎮ
５ ４ ２　 ＤＮＡ 样品质控标准

浓度不低于 ５ ｎｇ / μＬꎬ Ａ２６０ / ２８０ 数值范围在 １ ８~２ ０ꎬ 凝胶电泳结果能看到完整条带ꎮ
５ ４ ２ １　 琼脂糖凝胶电泳

对提取的基因组 ＤＮＡ 进行琼脂糖电泳检测ꎮ 凝胶成像结果表明有完整的基因组条带ꎬ 且无其他

杂质的情况下判定为合格ꎮ
琼脂糖凝胶配置方法如下ꎮ
(１) 常用琼脂糖凝胶分别为 ０ ５％、 １％和 ２％的琼脂糖凝胶ꎬ 凝胶浓度选择主要取决于目的片段

的大小和电泳时间ꎮ
(２) 以制备 １％琼脂糖凝胶 (大胶用 １００ ｍＬꎬ 小胶用 ７０ ｍＬ) 为例: 称取 １ ｇ (０ ７ ｇ) 琼脂糖置

于锥形瓶中ꎬ 加入 １００ ｍＬ (７０ ｍＬ) １×ＴＡＥꎬ 瓶口倒扣小烧杯ꎮ 微波炉加热 (１ ｍｉｎ) 煮沸 ２~３ 次至

琼脂糖全部融化ꎬ 摇匀ꎬ 即成 １ ０％琼脂糖凝胶液ꎮ
注意: ２％琼脂糖凝胶ꎬ 以上述体系为例ꎬ 即加入 ２ ｇ ( １ ４ ｇ) 琼脂糖及 １００ ｍＬ (７０ ｍＬ)

１×ＴＡＥꎮ
(３) 胶板制备: 取电泳槽内的有机玻璃内槽 (制胶槽) 洗干净ꎬ 晾干ꎬ 放入制胶玻璃板ꎮ 取透

明胶带将玻璃板与内槽两端边缘封好ꎬ 形成模子ꎮ 将内槽置于水平位置ꎬ 并在固定位置放好梳子ꎮ 将

冷却至 ６５ ℃左右 (戴手套触摸瓶外侧时温热不烫手) 的琼脂糖凝胶液混匀ꎬ 小心地倒入内槽玻璃板

上ꎬ 使胶液缓慢展开ꎬ 直到整个玻璃板表面形成均匀胶层ꎮ
(４) 室温下ꎬ 静置直至凝胶完全凝固ꎬ 垂直轻拔梳子ꎬ 取下胶带ꎬ 将凝胶及内槽放入电泳槽中ꎮ

添加 １×ＴＡＥ 电泳缓冲液至高于胶板为止ꎮ
(５) 胶块摆放应保证每个泳道平行于电泳场ꎬ 保证 ＤＮＡ 条带在凝胶中垂直移动ꎬ 加样后应调整

好凝胶及托槽的位置ꎮ
(６) 凝胶成像时ꎬ 摆正胶块ꎬ 拍照ꎮ

５ ４ ２ ２　 浓度和纯度定量

使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ－２０００ 完成核酸浓度以及 Ａ２６０ / ２８０ 比例的测定ꎬ 用于鉴定核酸的浓度和纯度ꎮ
浓度大于 １０ ｎｇ / μＬꎬ Ａ２６０ / ２８０ 纯度值为 １ ８~２ ０ 判定为合格样本ꎮ

(１) 测量前必须将样本混匀 (涡旋 ５ ｓ)ꎮ
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(２) 检测后立即使用拭镜纸擦拭机器接头ꎬ 先取一张将上下机器接头部的液体吸走ꎬ 再将此拭

镜纸吸附过样品的面反折到内部ꎬ 折叠 ４ 次后以单方向多次擦拭台面 (至少 ５ 次)ꎮ
(３) 同一滴液体只能做 １ 次检测ꎬ 欲重复定量同一样品ꎬ 应擦拭掉前一滴液体后ꎬ 添加新液体ꎮ
(４) 核酸样品可使用 １~２ μＬ 做测量ꎬ 推荐使用 ２ μＬ 移液器ꎬ 以避免体积不足无法准确测定核

酸含量ꎮ
(５) 不可将任何含有腐蚀性溶液的样品用于测量ꎬ 仅可用无腐蚀性的液体溶解 ＤＮＡ 并进行

测定ꎮ
(６) 大批量样本测定时ꎬ 每 ５０ 个样本需进行 １ 次纯水重置归零ꎮ

５ ４ ３　 细菌、 真菌、 古菌和碳、 氮、 磷功能基因的基因片段 ＰＣＲ 扩增

细菌、 真菌、 古菌和碳、 氮、 磷功能基因的 ＰＣＲ 反应体系一致ꎬ 所不同的只是使用的引物序列

以及对应的 ＰＣＲ 循环过程ꎬ 具体见表附录 ５－２ꎮ

表附录 ５－２　 土壤细菌、 真菌、 古菌引物序列及 ＰＣＲ 反应条件

类型 引物名称 引物序列 (５’ －３’ ) 扩增程序 参考文献

细菌
５１５Ｆ ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ

９０７Ｒ ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ

９５ ℃ 预变性 ２ ｍｉｎꎬ ３５ 个循环:
９４ ℃ 变性 ２０ ｓ ꎬ ５５ ℃ 退 火
４０ ｓꎬ ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎮ ７２ ℃延
伸 １０ ｍｉｎ后 ４ ℃保温

Ｔａｍａｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１

真菌
ＩＴＳ１－１７３７Ｆ ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ

ＩＴＳ２－２０４３Ｒ ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ

９５ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎬ ３５ 个循环:
９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ ５６ ℃退火 ３０ ｓꎬ
７２ ℃ 延 伸 ４５ ｓꎮ ７２ ℃ 延 伸
１０ ｍｉｎ后 ４ ℃保温

Ｄｅｇｎａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２

古菌
５１９Ｆ ＣＡＧＣＣＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ

９１５Ｒ ＧＴＧＣＴＣＣＣＣＣＧＣＣＡＡＴＴＣＣＴ

９５ ℃ 预变性 ４ ｍｉｎꎬ ３５ 个循环:
９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ ５７ ℃退火 ４０ ｓꎬ
７２ ℃ 延 伸 ４５ ｓꎮ ７２ ℃ 延 伸
１０ ｍｉｎ后 ４ ℃保温

Ｃｏｏｌｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４

５ ４ ３ １　 构建文库

(１) 一轮 ＰＣＲ 扩增ꎮ
首先ꎬ 在 ＰＣＲ 管中加入以下体系 (表附录 ５－３)ꎮ

表附录 ５－３　 第一轮 ＰＣＲ 反应体系

添加组分 添加量

２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ７ ５ μＬ

５ ｐｍｏｌ / μＬ ｐｒｉｍｅｒ Ｆ １ μＬ

５ ｐｍｏｌ / μＬ ｐｒｉｍｅｒ Ｒ １ μＬ

ＤＮＡ 模板 ≥１ μＬ (３０ ｎｇ)

Ｈ２Ｏ １５ μＬ

总计 １５ μＬ

其次ꎬ 按以下程序设置 ＰＣＲ 仪程序 (表附录 ５－４)ꎮ

表附录 ５－４　 第一轮 ＰＣＲ 反应条件

温度 / ℃ 时间 循环数

９４ ５ ｍｉｎ
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(续表)

温度 / ℃ 时间 循环数

９４ ３０ ｓ

５６ ３０ ｓ

７２ ３０ ｓ

２６

７２ ５ ｍｉｎ

４ 保持

(２) 二轮 ＰＣＲ 扩增ꎮ
首先ꎬ 在 ＰＣＲ 管中加入以下体系 (表附录 ５－５)ꎮ

表附录 ５－５　 第二轮 ＰＣＲ 反应体系

添加组分 添加量 / μＬ

２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １５

Ｉ５ １

Ｉ７ １

一轮产物 ３

Ｈ２Ｏ １０

总计 ３０

其次ꎬ 按以下程序设置 ＰＣＲ 仪程序 (表附录 ５－６)ꎮ

表附录 ５－６　 第二轮 ＰＣＲ 反应条件

温度 / ℃ 时间 循环数

９４ ５ ｍｉｎ

９４ ３０ ｓ

５６ ３０ ｓ

７２ ３０ ｓ

１０

７２ ５ ｍｉｎ

４ 保持

５ ４ ３ ２　 文库磁珠纯化

(１) 在 Ｕ 形板中加入 ２０ μＬ 平衡至室温且充分混匀的 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ ( Ｂｅａｄｓ产物 ＝
０ ８１)ꎬ 再加入 ２５ μＬ ＰＣＲ 产物 (不足 ２５ μＬ 时需用水补齐)ꎬ 用移液器缓慢吹打 １０ 次ꎬ 混匀ꎬ 室

温放置 ５ ｍｉｎꎮ
(２) 磁力架上放置 ５ ｍｉｎ 至上清液透明ꎬ 弃上清液ꎮ
(３) 加入 ２００ μＬ 新鲜配制的 ８０％的乙醇ꎬ 室温 ３０ ｓꎬ 弃上清液ꎮ
(４) 重复上一个步骤ꎬ 共洗涤两次ꎮ
(５) 室温晾干放置ꎬ 晾干至无液滴残留 (用 １０ μＬ 移液器检查管底是否有液滴残留)ꎬ 且 Ｂｅａｄｓ

表面无反光现象ꎬ 从磁力架上取下平板ꎮ
(６) 加入 ２５ μＬ Ｈ２Ｏ 洗脱ꎬ 吹打 １０ 次ꎬ 充分混匀ꎬ 室温放置 ２ ｍｉｎꎮ
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(７) 置于磁力架上 ５ ｍｉｎ 至上清液透明ꎬ 转移 ２０ μＬ 上清液至一块新的 ９６ 孔 ＰＣＲ 板中或新的

ＰＣＲ 管中ꎮ
５ ４ ３ ３　 文库质检

(１) 取 ３ μＬ 纯化过的二轮产物进行琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ 检测是否有条带、 条带大小是否符合

预期和条带是否单一ꎮ 琼脂糖凝胶电泳实验流程参照 ５ ４ ２ １ 节ꎮ
(２) 取 １ μＬ 纯化过的二轮产物用超微量分光光度计 Ｎ１２０ 进行浓度检测ꎮ

５ ４ ４　 测序及序列生物信息分析

使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ ＰＥ２５０ 平台进行测序ꎬ 每个样本不低于 １０ 万条 Ｒａｗ ｒｅａｄｓꎮ 原始数据

为 ＦＡＳＴＱ 格式ꎮ 使用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ 软件 (Ｂｏｌｇｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４) 对原始双端序列进行去杂ꎮ 去杂参数

为: 检测并截去模糊碱基 Ｎꎻ 并采用滑窗法检查平均碱基质量ꎬ 当质量低于 ２０ 时ꎬ 截取前面高质序

列ꎮ 去杂后的双端序列利用 ＦＬＡＳＨ 软件 (Ｒｅｙｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２) 进行ꎮ 拼接参数: 最小的 ｏｖｅｒｌａｐ 为

１０ ｂｐ、 最大的 ｏｖｅｒｌａｐ 为 ２００ ｂｐ、 最大错配率为 ２０％ꎮ
为保证结果的准确性ꎬ 可进行精准去杂ꎬ 去除含有模糊碱基 (ａｍｂｉｇｕｏｕｓ ｂａｓｅ)、 单碱基高重复区

(ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ) 的序列以及长度过短的序列ꎮ 精准去杂的参数: 去掉含有氮碱基的序列ꎬ 保留碱基质

量分数 Ｑ２０ 达到至少 ７５％ 的序列ꎮ 同时ꎬ 利用 ＵＣＨＩＭＥ 检测并去除序列中的嵌合体序列ꎮ
Ｒａｗ ｄａｔａ→去杂后 ｄａｔａ→序列拼接为 ｔａｇｓ→继续质控获得 ｃｌｅａｎ ｔａｇｓ→去除嵌合体后获得 ｖａｌｉｄ ｔａｇｓꎮ
测序数据进行预处理生成优质序列之后ꎬ 采用 ＶＳＥＡＲＣＨ 软件 (Ｒｏｇｎｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎬ 根据序列

的相似性ꎬ 将序列归为多个 ＯＴＵꎮ 参数为序列相似度大于或等于 ９７％ 被归为一个 ＯＴＵ 单元ꎮ
使用 ＱＩＩＭＥ 软件包 (Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７) 挑选出各个 ＯＴＵ 的代表序列ꎬ 并将所有代表序列与数

据库进行比对注释ꎮ １６Ｓ 使用 Ｓｉｌｖａ (ｖｅｒｓｉｏｎ １３８) 数据库比对ꎬ 物种比对注释使用 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 软

件ꎬ 保留置信区间大于 ０ ７ 的注释结果ꎮ ＩＴＳ 使用 Ｕｎｉｔｅ 数据库比对ꎬ 古菌使用 Ｓｉｌｖａ ( ｖｅｒｓｉｏｎ
１３８) 数据库比对ꎮ 物种比对注释使用 ＢＬＡＳＴ 软件ꎮ
５ ４ ５　 ＯＴＵ 分类

使用 ＶＳＥＡＲＣＨ (ｖｅｒｓｉｏｎ ２ ４ ２) 软件ꎬ 对质控得到的优质序列 ｖａｌｉｄ ｔａｇｓ 按照 ９７％ 的相似度进行

ＯＴＵ 分类ꎬ 并选取每个 ＯＴＵ 中丰度最大的序列作为该 ＯＴＵ 的代表序列ꎮ 采用 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ Ｎａｉｖｅ
Ｂａｙｅｓｉａｎ 分类算法对代表序列与数据库进行比对注释ꎬ 得到 ＯＴＵ 的注释信息ꎮ 根据每个 ＯＴＵ 在各个

样本中包含的序列数ꎬ 构建 ＯＴＵ 在各个样本中的丰度矩阵文件ꎮ 根据序列比对采用 ＰｙＮＡＳＴ
(ｖ０ １) 软件对 ＯＴＵ 代表序列进行系统进化关系的构建ꎬ 获得系统发育树文件ꎬ 按照最小深度对所

有样本随机抽取ꎬ 得到抽齐后的 ＯＴＵ 文本表格ꎮ
５ ４ ６　 ＯＴＵ 序列挑选及注释

ＯＴＵ 分类后ꎬ 对 ＯＴＵ 种类、 ＯＴＵ 注释信息及代表序列情况记性统计ꎮ 分别对各个样本中分类到

该 ＯＴＵ 的 ｔａｇｓ 数进行统计ꎬ 可以获得各个 ＯＴＵ 在每个样本中的丰度情况ꎮ
５ ４ ７　 群落结构分布

对样本在分类学水平门 (Ｌ２)、 纲 (Ｌ３)、 目 (Ｌ４)、 科 (Ｌ５)、 属 (Ｌ６)、 种 (Ｌ７) 等各个不同

的分类层级ꎬ 进行注释以及汇总ꎬ 并以表格的形式展现丰度结果ꎮ
５ ４ ８　 Ａｌｐｈａ 多样性指数计算统计

为了进行样本多样性之间的比较ꎬ 在分析前需要统一抽样深度ꎬ 以校正测序深度不同引起的多样

性差异ꎮ 在统一测序深度下计算不同样本的多样性指数ꎬ 并汇总成表格ꎮ 统计的指数包括如下 ４ 个ꎮ
(１) Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ＯＴＵｓ: 直接检测到的微生物种类数ꎮ
(２) Ｃｈａｏ１: 用于估计样本中物种 Ｒｉｃｈｎｅｓｓ 总数ꎬ 数值越大ꎬ 代表物种越多ꎮ

ＳＣｈａｏ１ ＝ Ｓｏｂｓ ＋
ｎ１(ｎ１ － １)
２(ｎ２ ＋ １)

(５－１)

式中ꎬ ＳＣｈａｏ１ ———估计的 ＯＴＵ 数目ꎻ
Ｓｏｂｓ ———实际观测到的 ＯＴＵ 数目ꎻ
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ｎ１ ———只含有一条序列的 ＯＴＵ 数目 (如 “ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｓ” )ꎻ
ｎ２ ———只含有两条序列的 ＯＴＵ 数目 (如 “ｄｏｕｂｌｅｔｏｎｓ” )ꎮ

(３) Ｓｈａｎｎｏｎ: 用来估算样本中微生物的多样性指数之一ꎮ 它与 Ｓｉｍｐｓｏｎ 多样性指数均为常用的

反映 Ａｌｐｈａ 多样性的指数ꎮ Ｓｈａｎｎｏｎ 指数越大ꎬ 说明群落多样性越高ꎮ

ＨＳｈａｎｎｏｎ ＝ － ∑
Ｓｏｂｓ

ｉ ＝ １

ｎｉ

Ｎ
ｌｎ

ｎｉ

Ｎ
(５－２)

式中ꎬ Ｓｏｂｓ ———实际观测到的 ＯＴＵ 数目ꎻ
ｎｉ ———第 ｉ 个 ＯＴＵ 所含的序列数ꎻ
Ｎ———所有的序列数ꎮ

(４) Ｅｖｅｎｎｅｓｓ: 物种均匀度是指某一群落或生境中全部微生物物种数目的分配状况ꎬ 其反映了各

物种个体数目分配的均匀程度ꎮ 可以基于 Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ 指数计算物种多样性ꎬ 物种均匀度的计算

公式为

Ｊ ＝ Ｈ′
ｌｎＳ

(５－３)

式中ꎬ Ｓ———群落内的物种数ꎻ
Ｈ′ ———Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数ꎮ

５ ４ ９　 Ａｌｐｈａ 多样性指数差异分析

基于各样本的多样性指数ꎬ 可以检验组间样本的 Ａｌｐｈａ 多样性是否存在显著差异ꎮ 基于 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
秩和检验 (两组样本) 或 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ 秩和检验 (３ 组或 ３ 组以上样本) 对组间多样性指数进行差

异分析ꎬ 以 Ｐ<０ ０５ 作为差异显著性筛选阈值ꎬ 并使用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 方法对 ｐ 进行多重假设检验校正ꎬ
用以评估组间物种多样性是否存在显著差异ꎮ
５ ４ １０　 Ｂｅｔａ 多样性分析

ＰＣＡ、 ＰＣｏＡ、 ＮＭＤＳ 分析和 ＲＤＡ / ＣＣＡ 属于排序分析ꎬ ＰＣＡ、 ＰＣｏＡ 和 ＮＭＤＳ 分析是非约束排序

分析ꎬ ＲＤＡ / ＣＣＡ 是约束性排序分析ꎮ 排序分析是一种可视化分析ꎬ 用于展示样本 /分组间的相似性

和差异性ꎬ 非约束性排序只基于样本的物种组成数据ꎬ 而约束性排序可以同时使用物种组成和环境因

子数据进行排序分析ꎬ 从而解释环境因子对于样本中物种组成的影响ꎮ
５ ４ １０ １　 ＮＭＤＳ 分析

非度量多维尺度 (ＮＭＤＳꎬ ｎｏｎｍｅｔｒｉｃ ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｌｉｎｇ) 分析是基于 Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ 矩阵对样本

进行排序ꎬ 其区别在于 ＮＭＤＳ 不再是特征根排序技术ꎬ 也不再以排序轴承载更多的方差为目的ꎬ 因

此 ＮＭＤＳ 排序图可以任意旋转、 中心化和倒置ꎮ ＮＭＤＳ 分析在多维空间内构建对象的初始结构ꎬ 并用

迭代程序不断地调整对象位置ꎬ 目标是尽可能地最小化应力函数 (ｓｔｒｅｓｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ 取值 ０ ~ １)ꎬ 应力

函数是排序空间内对象结果与原始距离矩阵之间相异程度的度量ꎮ
５ ４ １０ ２　 ＰＣＡ

ＰＣＡ (ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ)ꎬ 即主成分分析ꎬ 该分析基于 Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ 距离ꎬ 常用于数据降

维ꎬ 同时保持数据集中对方差贡献最大的特征ꎬ 从而有效地找出数据中最 “主要” 的元素和结构ꎬ
去除噪声和冗余ꎬ 揭示隐藏在复杂数据背后的简单结构ꎬ 即在低维空间尽可能多地展示数据的主要趋

势特征ꎮ ＰＣＡ 基于 ＯＴＵ 丰度表ꎬ 运用方差分解ꎬ 将样本间的差异反映在二维坐标图上ꎬ 坐标轴为能

够最大程度解释方差的两个特征根ꎬ 样本组成越相似在 ＰＣＡ 图中越聚集ꎬ 而不同组的样本可能表现

出分散分布ꎮ
５ ４ １０ ３　 ＰＣｏＡ

ＰＣｏＡ (ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ－ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ) 是一种研究数据相似性或差异性的可视化方法ꎬ 通过一系

列的特征值和特征向量进行排序后ꎬ 选择主要排在前几位的特征值ꎮ ＰＣｏＡ 可以找到距离矩阵中最主

要的坐标ꎬ 通过 ＰＣｏＡ 可以观察个体或群体间的差异ꎮ ＰＣｏＡ 和 ＰＣＡ 的排序都是以展示对象之间的距

离为目标ꎬ 其区别在于 ＰＣＡ 基于欧氏距离ꎬ 而在 ＰＣｏＡ 排序过程中ꎬ 可以选择其他的距离 /非相似性
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矩阵ꎬ 进而在二维坐标中将对象之间的相互关系表现出来ꎮ
ＰＣｏＡ 分析结合微生物多元变量统计分析中的 Ａｄｏｎｉｓ 分析判断差异是否具有显著性ꎮ
ＮＭＤＳ 分析结合微生物多元变量统计分析中的 Ａｎｏｓｉｍ 分析判断差异是否具有显著性ꎮ
ＵＰＧＭＡ 分析 (ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎ): 通过距离矩阵算法ꎬ 揭示样本

间或组间相似情况ꎮ
针对 ＰＣｏＡ、 ＵＰＧＭＡ 和 ＮＭＤＳ 分析ꎬ 提供基于以下距离算法ꎮ
(１) 加权的 (ｗｅｉｇｈｔｅｄ) Ｕｎｉｆｒａｃ 距离 (基于进化关系ꎬ 且考虑到物种丰度)ꎮ
(２) 非加权的 (ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ) Ｕｎｉｆｒａｃ 距离 (基于进化关系ꎬ 但不考虑物种丰度ꎬ 仅仅考虑物种

的有无)ꎮ
(３) Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ 距离算法 (考虑物种的丰度)ꎮ
(４) Ｂｉｎａｒｙ－Ｊａｃｃａｒｄ 距离算法 (仅仅考虑物种的有无ꎬ 不考虑物种的丰度): Ｊａｃｃａｒｄ 系数ꎬ 又叫

Ｊａｃｃａｒｄ 相似性系数ꎬ 用来比较样本集中的相似性和分散性的一个概率ꎮ
(５) Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ (欧氏) 距离算法 (考虑物种的丰度): 欧氏距离 (Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ ｄｉｓｔａｎｃｅ) 是一个通

常采用的距离定义ꎬ 它是在 ｍ 维空间中两个点之间的真实距离ꎮ
５ ４ １１　 菌群差异统计分析

微生物多元变量统计分析主要包括两大类ꎮ
(１) 常规: ＡＮＯＶＡ、 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ 算法ꎬ 对于两个样本间的差异显著性分析ꎬ 使用 Ｍｅｔａｓｔａｔ 分

析方法ꎮ
(２) ＬＥｆＳｅ 分析 (分组数小于等于 ６ 时提供)ꎬ 结合差异检测方法 (Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ 检验或 Ｗｉｌｃ￣

ｏｘｏｎ 检验) 和线性判别分析进行特征选择ꎮ
ＬＥｆＳｅ (ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ) 分析ꎬ 是一种用于发现和解释高维度数据生物标志

物的分析工具ꎬ 可以进行两个或多个分组的比较ꎬ 它强调统计意义和生物相关性ꎬ 能够在组与组之间

寻找具有统计学差异的生物标志物 (ｂｉｏｍａｒｋｅｒ)ꎮ ①首先在多组样本中采用非参数因子 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ
秩和检验检测不同分组间丰度差异显著的物种ꎻ ②再利用上一步中获得的显著差异物种ꎬ 用成组的

Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验来进行组间差异分析ꎻ ③最后用线性判别分析 (ＬＤＡ) 对数据进行降维和评估差异

显著的物种的影响力 (即 ＬＤＡ ｓｃｏｒｅ)ꎮ
５ ４ １２　 菌群功能预测分析

ＰＩＣＲＵＳｔ２ 是一款基于标记基因序列来预测功能丰度的软件ꎮ 本研究默认预测测序样品中的 ＣＯＧ
和 ＫＯ 丰度ꎮ 使用 ＰＩＣＲＵＳｔ２ 软件ꎬ 预测已知微生物基因功能的构成ꎬ 从而统计不同样本和分组之间

在功能上的差异ꎮ
５ ４ １２ １　 基于 １６Ｓ 的 ＫＥＧＧ 功能预测

ＫＥＧＧ (Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓꎬ 京都基因及基因组百科全书)ꎬ 是一个有关生物

系统较完善的数据库ꎬ 关联基因组信息和功能信息的知识库ꎮ 其由基因蛋白序列 (ＫＥＧＧ ｇｅｎｅｓ)、 具

有内源性和外源性的化学物质 (ＫＥＧＧ ｌｉｇａｎｄ)、 分子相互作用和代谢通路图 (ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ) 和各

种生物之间的层次关系 (ＫＥＧＧ ｂｒｉｔｅ) 构成ꎮ 根据功能分级ꎬ 通常将 ＫＥＧＧ 分为 ３ 个层级ꎬ 即 ｌｅｖｅｌ１、
ｌｅｖｅｌ２ 和 ｌｅｖｅｌ３ꎮ 其中 ｌｅｖｅｌ１ 包含 ６ 个分类: Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ、 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ、 Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ、 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ、 Ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｓｙｓｔｅｍｓ 和 Ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ (具体物种注释可能有

删减)ꎻ ｌｅｖｅｌ２ 包含 Ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅａｔｈ、 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ 和 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ 等 ４４ 个分类 (具体物种注释可

能有删减)ꎻ ｌｅｖｅｌ３ 即为常规富集使用的数百个 Ｐａｔｈｗａｙꎬ 从 ｌｅｖｅｌ１ 到 ｌｅｖｅｌ３ 功能更具体ꎬ 反之ꎬ 更概

括ꎮ 将预测 ＫＥＧＧ 结果在 ３ 个 ｌｅｖｅｌ 上 (两组根据 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 算法、 多组根据 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ 算法) 统

计差异ꎬ 对差异结果绘制热图和条形图ꎮ
５ ４ １２ ２　 基于 １６Ｓ 的 ＣＯＧ 功能预测

ＣＯＧ 即 Ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎮ 构成每个 ＣＯＧ 的蛋白都被假定为来自一个祖先

蛋白ꎮ Ｏｒｔｈｏｌｏｇｓ 是指来自不同物种的由垂直家系 (物种形成) 进化而来的蛋白ꎬ 并且典型地保留与
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原始蛋白有相同的功能ꎮ Ｐａｒａｌｏｇｓ 是那些在一定物种中的来源于基因复制的蛋白ꎬ 可能会进化出新的

与原来有关的功能ꎮ 通过观看其主页和说明文档ꎬ 可以理解为 ＣＯＧ 是 ＮＣＢＩ 的数据库ꎮ ＣＯＧ 的中文

释义即 “同源蛋白簇”ꎮ ＣＯＧ 分为两类ꎬ 一类是原核生物的ꎬ 另一类是真核生物的ꎮ 原核生物的一般

称为 ＣＯＧ 数据库ꎮ 将预测 ＣＯＧ 结果进行 (两组根据 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 算法、 多组根据 Ｋｒｕｓｋａｌ －Ｗａｌｌｉｓ 算

法) 统计差异ꎬ 对差异绘制热图和条形图ꎮ
真菌和古菌无此分析ꎮ
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ｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｎｉｆＨ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘｅｒｓ ｉｎ ｓｏｉｌ [ Ｊ]. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １５２
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(１): ９５－１０３.
ＱＵＡＳＴ Ｃꎬ ＰＲＵＥＳＳＥ Ｅꎬ ＹＩＬＭＡＺ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ Ｔｈｅ ＳＩＬＶＡ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ ｇｅｎｅ ｄａｔａｂａｓｅ ｐｒｏｊｅｃｔ:

ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｄａｔａ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｗｅｂ－ｂａｓｅｄ ｔｏｏｌｓ [Ｊ]. Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ４１: Ｄ５９０－Ｄ５９６.
ＲＥＹＯＮ Ｄꎬ ＴＳＡＩ Ｓ Ｑꎬ ＫＨＡＹＴＥＲ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ ＦＬＡＳＨ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ ＴＡＬＥＮｓ ｆｏｒ ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ

ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ [Ｊ]. Ｎａｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ.ꎬ ３０: ４６０－４６５.
ＲＯＧＮＥＳ Ｔꎬ ＦＬＯＵＲＩ Ｔꎬ ＮＩＣＨＯＬＳ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ ＶＳＥＡＲＣＨ: ａ ｖｅｒｓａｔｉｌｅ ｏｐｅｎ ｓｏｕｒｃｅ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｍｅｔ￣

ａｇｅｎｏｍｉｃｓ [Ｊ]. Ｐｅｅｒ Ｊ.ꎬ ４: ｅ２５８４.
ＳＩＭＰＳＯＮ Ｅ Ｈꎬ １９４９ Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ [Ｊ]. Ｎａｔｕｒｅꎬ １６３: ６８８.
ＴＡＭＡＫＩ Ｈꎬ ＷＲＩＧＨＴ Ｃ Ｌꎬ ＬＩ Ｘ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｐｔｉｏｎｓ

ｏｎ ｔｈｅ Ｒｏｃｈｅ / ４５４ ｎｅｘｔ－ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｔｉｔａｎｉｕｍ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｌａｔｆｏｒｍ [Ｊ]. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ６: ｅ２５２６３.
ＴＯＬＬＩ Ｊꎬ ＫＩＮＧ Ｇ Ｍꎬ ２００５ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｈｅｍｏｌｉｔｈｏｔｒｏｐｈｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｐｉｎｅ

ｆｏｒｅｓｔ ａｎｄ ａｇｒｏｅｃｏｓｙｓｔｅｍ ｓｏｉｌｓ [Ｊ]. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ７１ (１２): ８４１１－８４１８.
ＷＡＮＧ Ｑꎬ ＧＡＲＲＩＴＹ Ｇ Ｍꎬ ＴＩＥＤＪＥ Ｊ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ Ｎａｉｖｅ Ｂａｙｅｓｉａｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ

ｏｆ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｎｅｗ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｔａｘｏｎｏｍｙ [Ｊ]. Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ.ꎬ ７３: ５２６１－５２６７.

附录 6　 土壤优势功能微生物分离培养及鉴定方法

6 1　 意义、 范围与质控

为调查不同类型土壤典型微生物菌种功能潜力ꎬ 需分离培养典型的不同功能微生物菌种ꎮ 根据微

生物的功能特质ꎬ 进行选择性筛选、 分离和保存ꎮ 本方法适用于分离培养土壤中普适性功能菌株纤维

素分解菌、 固氮细菌以及土壤典型致病菌青枯菌、 尖孢镰刀菌ꎮ 质控过程包括元数据和第二代测序数

据的一致性检查、 读取数据质量评估ꎬ 接头序列及末端序列过滤和筛选等参照 ＦａｓｔＱＣ 指导要求执行ꎮ

6 2　 材料试剂

６ ２ １　 土壤

本方法所使用土壤为刚从样地中采集或采集后于 ４ ℃储存的土壤ꎮ
６ ２ ２　 试剂

(１) 硫酸铵 [ (ＮＨ４) ２ＳＯ４ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ａ４４１８－１００Ｇ]ꎮ
(２) 氯化钠 (ＮａＣｌꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｓ７６５３－２５０Ｇ)ꎮ
(３) 硫酸钾 (Ｋ２ＳＯ４ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ２２３４９２－５００Ｇ)ꎮ
(４) 磷酸氢二钾 (Ｋ２ＨＰＯ４ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: １０５１０４１０００－２５０Ｇ)ꎮ
(５) 硫酸镁 (ＭｇＳＯ４ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｍ７５０６－５００Ｇ)ꎮ
(６) 氯化钙 (ＣａＣｌ２ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｃ４９０１－１００Ｇ)ꎮ
(７) α－萘胺 (Ｃ１０Ｈ７ＮＨ２ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ３４３９０－２５０ＭＧ)ꎮ
(８) 葡萄糖 (Ｃ６Ｈ１２Ｏ６ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｄ９４３４－２５０Ｇ)ꎮ
(９) 羧甲基纤维素钠盐 [Ｃ６Ｈ７Ｏ２ (ＯＨ) ２ＯＣＨ２ＣＯＯＮａꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｃ５０１３－５００Ｇ]ꎮ
(１０) 明胶 ( ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ７０１５１－５００Ｇ)ꎮ
(１１) 乙醇 (ＣＨ３ＣＨ２ＯＨꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｅ７０２３－５００ＭＬ)ꎮ
(１２) 亚硝酸钠 (ＮａＮＯ２ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｓ２２５２－５００Ｇ)ꎮ
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(１３) 碳酸钠 (Ｎａ２ＣＯ３ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ２２２３２１－５００Ｇ)ꎮ
(１４) 磺胺酸 [４－ (Ｈ２Ｎ) Ｃ６Ｈ４ＳＯ３Ｈꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: １２１５７３－２５０Ｇ]ꎮ
(１５) 乙酸 (ＣＨ３ＣＯ２Ｈꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ６９５０９２－１００ＭＬ)ꎮ
(１６) 甘露醇 (Ｃ６Ｈ１４Ｏ６ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＰＨＲ１００７－１Ｇ)ꎮ
(１７) 磷酸二氢钾 (ＫＨ２ＰＯ４ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＰＨＲ１３３０－５Ｇ)ꎮ
(１８) 磷酸钙 (Ｃａ３Ｏ８Ｐ ２ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ２１２１８－１ＫＧ)ꎮ
(１９) 氯化镁 (ＭｇＣｌ２ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｍ８２６６－１００Ｇ)ꎮ
(２０) 氯化钾 (ＫＣｌꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｐ９５４１－５００Ｇ)ꎮ
(２１) 二苯胺 [ (Ｃ６Ｈ５) ２ＮＨꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ２４２５８６－５００Ｇ]ꎮ
(２２) 浓硫酸 (Ｈ２ＳＯ４ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ３３９７４１－５００ＭＬ)ꎮ
(２３) 亚硫酸氢钠 (ＮａＨＳＯ３ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ２４３９７３－５００Ｇ)ꎮ
(２４) 亚硫酸钠 (Ｎａ２ＳＯ３ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ２３９３２１－５００Ｇ)ꎮ
(２５) １ꎬ２ꎬ４－氨基萘酚磺酸 [Ｈ２ＮＣ１０Ｈ５(ＯＨ)ＳＯ３Ｈꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ３９８９６９－２５Ｇ]ꎮ
(２６) 氯化铁 (ＦｅＣｌ３ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: １５７７４０－１００Ｇ)ꎮ
(２７) 碳酸钙 (ＣａＣＯ３ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ２３９２１６－５００Ｇ)ꎮ
(２８) 钾长石粉 (ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＮＩＳＴ７０Ｂ－４０Ｇ)ꎮ
(２９) 多黏菌素硫酸盐 (ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｃ４４６１－１００ＭＧ)ꎮ
(３０) 放线菌酮 (Ｃ１５Ｈ２３ＮＯ４ꎬ 上海吉至生化科技有限公司ꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ａ４９９６０－１Ｇ)ꎮ
(３１) ２ꎬ３ꎬ５－氯化三苯基四氮唑 (Ｃ１９Ｈ１５ＣｌＮ４ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｔ８８７７－５Ｇ)ꎮ
(３２) 牛肉膏 (ＭＡＣＫＬＩＮꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｂ８８５９５９－５００Ｇ)ꎮ
(３３) 蛋白胨 (ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ７０１７５－５００Ｇ)ꎮ
(３４) 青霉素 (Ｃ１６Ｈ１３Ｎ３Ｏ４ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ６１３０５－２５ＭＧ)ꎮ
(３５) 氯霉素 (Ｃ１１Ｈ１２Ｃｌ２Ｎ２Ｏ５ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｒ４４０８－１０ＭＬ)ꎮ
(３６) 结晶紫 (Ｃ２５Ｈ３０Ｎ３Ｃｌꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｃ０７７５－２５Ｇ)ꎮ
(３７) 杆菌肽 (Ｃ６６Ｈ１０３Ｎ１７Ｏ１６Ｓꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ０８３８２－５０ＤＩＳＣＳ－Ｆ)ꎮ
(３８) Ｌ－天门冬酰胺 (Ｃ４Ｈ８Ｎ２Ｏ３ꎬ ＭＡＣＫＬＩＮꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｌ８００６３８－１０Ｇ)ꎮ
(３９) 乙二胺四乙酸铁钠 (Ｃ１０Ｈ１２Ｎ２ＮａＦｅＯ８ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｅ６７６０－１００Ｇ)ꎮ
(４０) Ｄ－半乳糖 (Ｃ６Ｈ１２Ｏ６ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｇ０７５０－１０Ｇ)ꎮ
(４１) 五氯硝基苯 (Ｃ６Ｃ ｌ５ＮＯ２ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ４５６５３－２５０ＭＧ)ꎮ
(４２) 牛胆汁 (ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｔ６２６０－１００ＭＧ)ꎮ
(４３) 四硼酸钠 (Ｎａ２Ｂ４Ｏ７ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ２２１７３２－５００Ｇ)ꎮ
(４４) 硫酸链霉素 (ＭＡＣＫＬＩＮꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｓ６１５３－１０ｇ)ꎮ
(４５) 磷酸 (Ｈ３ＰＯ４ꎬ ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ３４５２４５－５００ＭＬ)ꎮ
(４６) 甘油 (ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｇ７８９３)ꎮ
(４７) 琼脂粉 (ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ａ７９２１－１００Ｇ)ꎮ
(４８) 细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 (Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｄ２１００)ꎮ
(４９) 琼脂糖 (Ｂｉｏｗｅｓｔꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｇ－１０)ꎮ
(５０) ＰＣＲ 引物 (Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ)ꎮ
(５１) ＰＣＲ 反应体系试剂 (ＴＡＫＡＲＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｂ１１０００６)ꎮ
(５２) 胶回收试剂盒 (Ｗｉｚａｒｄ ８３  ＳＶ Ｇｅｌ ａｎｄ ＰＣＲ Ｃｌｅａｎ－ｕｐ Ｓｙｓｔｅｍꎬ Ｐｒｏｍｅｇａꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ:

Ａ９２８２)ꎮ
(５３) 三羟甲基氨基甲烷 (Ｔｒｉｓꎬ Ｖｅｔｅｃꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｖ９００４８３－５００Ｇ)ꎮ
(５４) 上样缓冲液 (ＴＡＫＡＲＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ９１５６)ꎮ
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６ ２ ３　 耗材

(１) 镊子 (Ｊｉｎｚｈｏｎｇꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＪＤ５０２０)ꎮ
(２) 剪刀 (Ｊｉｎｚｈｏｎｇꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｊ２１１３０)ꎮ
(３) 切胶刀片 (Ｊｉｎｚｈｏｎｇꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｊ１１０１０)ꎮ
(４) 滤纸 (ＳＥＰꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＤＸＬＺ１１Ｆ)ꎮ
(５) ５０ ｍＬ 离心管 (ＢＤ Ｆａｌｃｏｎꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ３５２０７０)ꎮ
(６) 微量离心管 (２ ｍＬꎬ ５ ｍＬꎻ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ０２２３６３３５２ꎬ ３０１１９４０１)ꎮ
(７) 塑料研磨棒 (Ｈｕａａｏｂｉｏꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＳＬＸＭＢ－１ ５)ꎮ
(８) １３ ｃｍ 方型培养皿 (Ａｘｙｇｅｎꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＡＳＪ－１７－９１４２)ꎮ
(９) ６０ ｍｍ 培养皿 (Ｃｏｒｎｉｎｇꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ４３０１６６)ꎮ
(１０) ９６ 孔 ＰＣＲ 板 (Ｊｅｔ Ｋｅｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＰＣ－０２００－９Ｂ)ꎮ
(１１) １２ 通道移液器 ( １０ μＬꎬ １００ μＬꎬ ３００ μＬꎻ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒｓ: ３１２２００００２７ꎬ

３１２２００００４３ꎬ ３１２２００００６０)ꎮ
(１２) 单道移液器 (１０ μＬꎬ ２０ μＬꎬ １００ μＬꎬ ２００ μＬꎬ １ ０００ μＬꎻ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒｓ:

３１２０００００２０ꎬ ３１２０００００３８ꎬ ３１２０００００４６ꎬ ３１２０００００５４ꎬ ３１２０００００６２)ꎮ
(１３) 移液器吸头 (ｎｕｃｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅꎬ １０ μＬꎬ ２００ μＬꎬ １ ０００ μＬꎻ Ａｘｙｇｅｎꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒｓ: Ｔ－３００ꎬ

Ｔ－２００－Ｙꎬ Ｔ－１０００－Ｂ)ꎮ
(１４) Ｐａｒａｆｉｌｍ 封口膜 (Ｂｅｍｉｓꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＰＭ－９９６) ꎮ
(１５) ９６ 孔 ＰＣＲ 板封板膜 (Ａｘｙｇｅｎꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＰＣＲ－ＴＳ)ꎮ
(１６) 称量纸 (Ｄｉｎｇｇｕｏꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＰＰ－Ｐ－００２)ꎮ
(１７) 一次性乳胶手套 (Ｄｉｎｇｇｕｏꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＧＶ－ＲＳＴ－Ｍ)ꎮ
(１８) 试管 (Ｇｒｅｉｎｅｒꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: １６９１０)ꎮ

６ ２ ４　 仪器

(１) 生物安全柜 (Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＢＳＣ－１０００ＩＩＡ２)ꎮ
(２) 旋涡混合器 (ＴＩＡＧＥＮ ＢＩＯＴＥＣＨꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＯＳＥ－ＶＳ－０１)ꎮ
(３) 电子天平 (Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＡＬ１０４)ꎮ
(４) 平板摇床 (Ｋｙｌｉｎ－Ｂｅｌｌ Ｌａｂ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＴＳ－２)ꎮ
(５) 微孔板离心机 (ＴＩＡＮＧＥＮ ＢＩＯＴＥＣＨꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＯＳＥ－ＭＰ２６)ꎮ
(６) ＰＣＲ 仪 (Ｔ１００ＴＭ ９９ꎻ ＢＩＯ－ＲＡＤꎬ ｍｏｄｅｌ: １８６１０９６)ꎮ
(７) 电泳仪 (ＪＵＮＹＩ－ＤＯＮＧＦＡＮＧꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＪＹ３００ＨＣ)ꎮ
(８) 凝胶成像仪 (ＢＩＯ－ＲＡＤꎬ ｍｏｄｅｌ: Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｈｏｏｄ ＩＩ)ꎮ
(９) 酶标仪 (Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ  １０２ꎬ ｍｏｄｅｌ: ＰＡＲＡＤＩＧＭ)ꎮ
(１０) 紫外分光光度计 (Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ ｍｏｄｅｌ: ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ－２０００)ꎮ
(１１) 磁力架 (Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: １２３２１Ｄ)ꎮ
(１２) 高速微型离心机 (Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ ｍｏｄｅｌ: Ｈｅｒａｅｕｓ Ｐｉｃｏ １７)ꎮ
(１３) 遗传分析仪 (Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ Ｆｏｓｔｅｒ Ｃｉｔｙꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡꎬ ｍｏｄｅｌ: ３７３０ＸＬ)ꎮ
(１４) －８０ ℃ 超低温冰箱 (Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ ｍｏｄｅｌ: ９０７)ꎮ
(１５) －２０ ℃ 冰箱 (Ｈａｉｅｒꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＤＷ－４０Ｌ９２)ꎮ

6 3　 功能细菌分离培养实验步骤

６ ３ １　 土悬液制备

(１) 从样地里采集土壤样品ꎬ 装在无菌 ５０ ｍＬ 离心管或无菌自封袋中 (４ ℃储存) 尽快转移至

实验室进行后续操作ꎮ
(２) 利用灭菌镊子、 药匙等去除石子、 植物根系、 无法粉碎的大块土壤等杂质ꎬ 在电子天平上
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称取 ５ ｇ 土壤ꎬ 放置在灭菌的 ２５０ ｍＬ 三角烧瓶中ꎬ 加入 １００ ｍＬ 灭菌 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ 用封口膜封

口ꎬ 在平板摇床上于常温在 １８０ ｒ / ｍｉｎ 下摇 ３０ ｍｉｎꎮ
(３) 放置在常温静置 １５ ｍｉｎꎮ
(４) 将上层悬浊液转移至无菌 ５０ ｍＬ 离心管ꎬ 注意不能带有下层土壤ꎮ
(５) 利用分光光度计测量土壤悬液 ＯＤ６００值ꎬ 加入灭菌 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ 调整至 ＯＤ６００ ＝ ０ ５ꎬ 静

置 ３０ ｍｉｎꎮ
６ ３ ２　 功能细菌的分离培养及纯化

６ ３ ２ １　 纤维分解菌

(１) 制备纤维素培养基: 称取 ２ ０ ｇ 纤维素、 ２ ０ ｇ 明胶、 ０ ２５ ｇ ＭｇＳＯ４、 ０ ５ ｇ ＫＨ２ ＰＯ４ 加入

１ ０００ ｍＬ 蒸馏水中ꎬ 将 ｐＨ 调节至 ６ ８~７ ２ꎮ 自然固体培养基加 １ ５％琼脂ꎮ 将 ５ ｍＬ 培养基分装于试

管中ꎬ 管中贴于内壁放一滤纸条ꎬ 一半浸入培养液内ꎬ 一半露于空气中ꎬ 于 １２１ ℃下灭菌 ３０ ｍｉｎꎮ
(２) 滤纸条是以普通的滤纸剪成 ５ ｃｍ×０ ７ ｃｍ 的纸条ꎮ 如呈酸性反应ꎬ 先以碱性溶液 (在自来

水中加入 １ 或 ２ 滴浓碱液即可)ꎬ 浸泡 ４~５ ｈꎬ 取出用自来水冲洗ꎬ 烘干使用ꎮ
(３) 选取 ５ 个稀释度 (１０－５ ~１０－１) 的土壤悬液接种ꎬ 每管接土壤悬液 １ ｍＬꎬ 每个稀释度的悬液

重复 ４ 管ꎮ 另取 ４ 支培养基不接种悬液而接种无菌水作对照ꎮ 在接入土壤稀释液时ꎬ 需经过露于液面

的滤纸条流入培养基中ꎮ 于 ２８ ℃条件下培养 １４ 天ꎬ 检查各试管中滤纸条上细菌菌落的出现及滤纸变

薄、 断裂、 色素产生情况ꎮ 记录测试结果ꎮ
(４) 对纤维素分解细菌进一步分离与纯化ꎬ 吸取上述不同稀释度的培养物 １ ｍＬ 加入新鲜的液体

纤维素培养基中进行富集培养ꎬ 必要时可反复两次进行富集培养ꎮ 从各富集培养物中取 ８０ μＬ 的液体

涂布到固体纤维素培养基中ꎮ 最后在 ２８ ℃培养箱中培养以长出菌落ꎬ 根据形态学差异ꎬ 挑选不同的

单克隆子ꎬ 随后将不同的单克隆子分别接种在纤维素固体培养基再进行划线纯化 (可进行多次的划

线纯化工作)ꎬ 最后进行下一步的菌种保存和 ＤＮＡ 提取工作ꎮ
６ ３ ２ ２　 固氮细菌

(１) 制备酵母浸出物－甘露醇 (ＹＥＭ) 培养基: 称取 １０ ００ ｇ 甘露醇、 ０ ２０ ｇ ＭｇＳＯ４７Ｈ２Ｏ、
０ １０ ｇ ＮａＣｌ、 ０ ５０ ｇ Ｋ２ＨＰＯ４、 ０ ２０ ｇ ＣａＣｌ２２Ｈ２Ｏ、 ０ ０１ ｇ ＦｅＣｌ３６Ｈ２Ｏ、 １ ００ ｇ 酵母提取物加入

１ ０００ ｍＬ蒸馏水中 (ｐＨ＝ ６ ７~７)ꎬ 自然固体培养基加 １ ５％琼脂ꎮ 将 ５ ｍＬ 培养基分装于试管中ꎬ 管

中紧贴内壁放一滤纸条ꎬ 一半浸入培养基内ꎬ 一半露于空气中ꎬ 于 １２１ ℃下灭菌 ３０ ｍｉｎꎮ
(２) 选取 ４ 个稀释度 (如 １０－４ ~１０－１) 的土壤悬液ꎬ 每一稀释度的悬液接种 ４ 支试管 (即 ４ 次重

复)ꎬ 每管接种 １ ｍＬꎮ 另取 ４ 支培养基不接种悬液而接种无菌水作对照ꎮ 于 ２８ ℃条件下培养 ７ 天后ꎬ
如滤纸上出现褐色菌落ꎬ 则表示有自生固氮菌的生长ꎮ 记录测试结果ꎮ

(３) 对固氮菌进一步分离与纯化ꎬ 吸取上述不同稀释度的培养物 １ ｍＬ 加入新鲜的液体酵母浸出

物－甘露醇培养基中进行富集培养ꎬ 必要时可反复两次进行富集培养ꎮ 从各富集培养物中 ８０ μＬ 的液

体涂布到酵母浸出物－甘露醇固体培养基中ꎬ 置于 ２８ ℃温箱中培养 ７ 天后根据形态学差异ꎬ 挑选不同

的单克隆子ꎬ 随后将不同的单克隆子分别接种在酵母浸出物－甘露醇固体培养基再进行划线纯化 (可
进行多次的划线纯化工作)ꎬ 最后进行下一步的菌种保存和 ＤＮＡ 提取工作ꎮ
６ ３ ２ ３　 青枯菌

(１) 制备青枯菌选择性培养基: ①牛肉膏蛋白胨 (ＮＡ) 培养基: 牛肉膏 ３ ｇꎬ 蛋白胨 １０ ｇꎬ
ＮａＣｌ ５ ｇꎬ 琼脂 ２０ ｇꎬ 水 １ ０００ ｍＬꎬ ｐＨ ７ ０~７ ２ꎮ ②青枯菌选择性培养基 (ＳＭＳＡ 培养基): 待 ＮＡ 培

养基冷却至 ６０ ℃以下时ꎬ 迅速加入无菌青霉素 １ ５ ｍｇ (每 １ ０００ ｍＬ 培养基加入量ꎬ 下同)、 氯霉素

１ ５ ｍｇ、 结晶紫 １ ５ ｍｇ、 杆菌肽 ７ ５ ｍｇ、 多黏菌素硫酸盐 １５ ｍｇ、 放线菌酮 １５ ｍｇ、 ２ꎬ３ꎬ５－氯化三苯

基四氮唑 (ＴＴＣ) １５ ｍｇꎮ 自然固体培养基加 １ ５％琼脂ꎬ 于 １２１ ℃下灭菌 ３０ ｍｉｎꎮ
(２) 选取 ６ 个稀释度 (如 １０－７ ~１０－２) 的土壤悬液ꎬ 吸取不同稀释度的土壤溶液各 ８０ μＬꎬ 分别

涂布于青枯菌 ＳＭＳＡ 固体培养基置于 ２８ ℃培养箱中培养 ３~７ 天ꎮ 待菌落长出后根据形态学差异ꎬ 挑

选不同的单克隆子ꎬ 随后将不同的单克隆子分别接种在牛肉膏蛋白胨 (ＮＡ) 固体培养基再进行划线
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纯化 (可进行多次的划线纯化工作)ꎬ 最后进行下一步的菌种保存和 ＤＮＡ 提取工作ꎮ
６ ３ ２ ４　 尖孢镰刀菌

(１) 制备尖孢镰刀菌的选择性培养基 (Ｋｏｍａｄａ 培养基): 称取 １ ０ ｇ Ｋ２ＨＰＯ４、 ０ ５ ｇ ＭｇＳＯ４７Ｈ２Ｏ、
０ ５ ｇ ＫＣｌ、 ０ ０１ ｇ Ｆｅ－Ｎａ－ＥＤＴＡ、 ２ ０ ｇ Ｌ－天门冬酰胺、 ２０ ｇ Ｄ－半乳糖溶于约 ３００ ｍＬ 水中ꎬ 定容至

１ ０００ ｍＬꎮ 自然固体培养基加 １ ５％琼脂ꎬ 于 １２１ ℃下灭菌 ３０ ｍｉｎꎮ 待培养基冷却至 ６０ ℃以下时ꎬ 迅速

加入 无 菌 １ ０ ｇ 五 氯 硝 基 苯 ( 每 １ ０００ ｍＬ 培 养 基 加 入 量ꎬ 下 同 )、 ０ ５ ｇ 牛 胆 汁、 １ ｇ
Ｎａ２Ｂ４Ｏ７１０Ｈ２Ｏ、 ０ ３ ｇ 硫酸链霉素ꎬ 再用 １０％磷酸将 ｐＨ 调至 ３ ８~４ ０ꎬ 然后倒平板备用ꎮ

(２) 选取 ６ 个稀释度 (如 １０－７ ~１０－２) 的土壤悬液ꎬ 吸取不同稀释度的土壤溶液各 ８０ μＬꎬ 分别

涂布于尖孢镰刀菌选择性固体培养基置于 ２８ ℃培养箱中培养 ３ ~ ７ 天ꎮ 待菌落长出后ꎬ 通过形态观

察ꎬ 找出不同的单菌落ꎬ 随后将不同的单菌落分别接种在尖孢镰刀菌选择性固体培养基上再进行划线

纯化 (可进行多次的划线纯化工作)ꎬ 最后进行下一步的菌种保存和 ＤＮＡ 提取工作ꎮ
６ ３ ３　 微生物保存———甘油保存法

(１) 将 ６ ３ ２ 分离得到的纯菌株接种于其对应的液体培养基ꎬ 于 ２８ ℃、 １８０ ｒ / ｍｉｎ 摇床振荡培养

至对数生长期 (ＯＤ６００ ＝ ０ ６~０ ８)ꎮ
(２) 将 ５０％甘油 (等体积蒸馏水加等体积甘油)、 ２ ｍＬ 离心管 /保藏管、 枪头等试验用品于

１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ
(３) 无菌条件下将菌液与 ５０％浓度的甘油 １１ 等体积混合到保藏管中ꎬ 最终甘油终浓度

为 ２５％ꎮ
(４) 将上述保藏管于－８０ ℃冰箱保存ꎮ

6 4　 功能菌株的鉴定

６ ４ １　 ＤＮＡ 提取

(１) 待提取 ＤＮＡ 菌株的准备: 将保藏的菌种接种到对应的液体培养基中 (各菌株对应的液体培

养基见 ６ ３ ２ 功能细菌的分离培养及纯化)ꎬ 于 ２８ ℃、 １８０ ｒ / ｍｉｎ 摇床振荡培养活化至细胞进入对数

生长期 (ＯＤ６００ ＝ ０ ８)ꎮ
(２) 细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒使用前先在漂洗液中加入无水乙醇ꎬ 根据不同规格的试剂盒加

入相应体积ꎮ
(３) 取活化的菌悬液 １ ｍＬꎬ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎꎬ 尽量吸尽上清液ꎮ
(４) 向细菌沉淀中加入 ５００ μＬ 试剂盒裂解液 (溶液 Ａ)ꎬ 振荡至菌体充分悬浮ꎮ
(５) 向悬浮液中加入 ２０ μＬ 的 ＲＮａｓｅ Ａ (１０ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ 于 ５５ ℃放置 １０ ｍｉｎꎮ
(６) 加入 ２０ μＬ 的蛋白酶 Ｋ (１０ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ 充分混匀ꎬ 于 ５５ ℃水浴消化 ３０ ｍｉｎꎮ 消化期间可颠

倒离心管混匀数次ꎬ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎮ 将上清液转移到一个新的离心管中ꎮ 如有沉淀ꎬ 可再

次离心ꎮ
(７) 加入 ５００ μＬ 溶液 Ｂꎬ 充分混匀ꎮ 如出现白色沉淀ꎬ 于 ５５ ℃放置 ５ ｍｉｎꎬ 沉淀即会消失ꎬ 不

影响后续实验ꎮ 如溶液未变清亮ꎬ 说明样品消化不彻底ꎬ 可能导致提取的 ＤＮＡ 量少及不纯ꎬ 还有可

能导致上柱后堵柱子ꎬ 应增加消化时间ꎮ
(８) 加入 ５００ μＬ 无水乙醇ꎬ 充分混匀ꎬ 此时可能会出现絮状沉淀ꎬ 不影响 ＤＮＡ 的提取ꎬ 可将

溶液和絮状沉淀都加入吸附柱中ꎬ 放置 ２ ｍｉｎ (分两次加入ꎬ 每次 ７００ μＬ)ꎮ
(９) １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎꎬ 弃废液ꎬ 将吸附柱放入收集管中ꎮ
(１０) 向 吸 附 柱 中 加 入 ６００ μＬ 漂 洗 液 ( 使 用 前 请 先 检 查 是 否 已 加 入 无 水 乙 醇 )ꎬ 于

１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎꎬ 弃废液ꎬ 将吸附柱放入收集管中ꎮ
(１１) 向吸附柱中加入 ６００ μＬ 漂洗液ꎬ 于 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎꎬ 弃废液ꎬ 将吸附柱放入收集

管中ꎮ
(１２) １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎꎬ 将吸附柱置于室温或 ５０ ℃温箱放置数分钟ꎬ 目的是将吸附柱中
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残余的漂洗液去除ꎬ 否则漂洗液中的乙醇会影响后续的实验ꎬ 如酶切、 ＰＣＲ 等ꎮ
(１３) 将吸附柱放入一个干净的离心管中ꎬ 向吸附膜中央悬空滴加 ５０ ~ ２００ μＬ 经 ６５ ℃水浴预热

的洗脱液ꎬ 室温放置 ５ ｍｉｎꎬ 于 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎꎮ
(１４) 离心所得洗脱液再加入吸附柱中ꎬ 室温放置 ２ ｍｉｎꎬ 于 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎꎬ 即可得到

高质量的基因组 ＤＮＡꎮ
６ ４ ２　 ＰＣＲ 扩增

(１) 准备好用于 ＰＣＲ 扩增的 ＤＮＡ 模板ꎬ 做好各个模板的标记ꎮ
(２) 功能细菌鉴定使用通用引物 (上游引物) ２７Ｆ: ５’－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３’ꎻ (下游引

物) １４９２Ｒ: ５’－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３’ 进行扩增ꎻ 真菌鉴定使用通用引物 (上游引物) ＩＴＳ１: ５’
－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３’ꎻ (下游引物) ＩＴＳ４: ５’－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３’ 进行扩增ꎮ

(３) 在生物安全柜中ꎬ 将以下 ＰＣＲ 反应体系进行混合 (表附录 ６－１)ꎮ

表附录 ６－１　 ＰＣＲ 反应体系

反应成分 体积 / μＬ

２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ ２５

引物 ２７Ｆ １

引物 １４９２Ｒ １

ＤＮＡ 模板 ２

ｄｄＨ２Ｏ ２１

总计 ５０

(４) 利用 ＰＣＲ 仪根据以下反应条件进行 ＰＣＲ 扩增 (表附录 ６－２)ꎮ

表附录 ６－２　 ＰＣＲ 反应条件

步骤 温度 / ℃ 时间 循环数

预变性　 ９５ ２ ５ ｍｉｎ

变性　 　 ９５ １５ ｓ

退火　 　 ５５ ３０ ｓ

延伸　 　 ７２ １ ｍｉｎ

３５

最终延伸 ７２ １０ ｍｉｎ

保持　 　 ４

(５) 获得扩增产物后ꎬ 将 ３ ０ μＬ 的 ＰＣＲ 产物、 ３ ０ μＬ Ｍａｒｋｅｒ 和阴性对照通过 ２％琼脂糖凝胶电

泳检测 ＰＣＲ 产物ꎬ 利用微量紫外分光光度计 (ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ－２０００) 测定扩增产物的浓度ꎮ
(６) 根据 ＰＣＲ 产物浓度进行等浓度混样ꎬ 充分混匀后使用 １×ＴＡＥ 浓度 ２％的琼脂糖胶电泳纯化

ＰＣＲ 产物ꎬ 选择目标条带割胶ꎬ 使用胶回收试剂盒回收目标条带ꎬ 将回收的 ＰＣＲ 产物进行测序鉴定ꎮ
６ ４ ３　 序列分析及鉴定

(１) 使用遗传分析仪 (Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ Ｆｏｓｔｅｒ Ｃｉｔｙꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ) 进行测序ꎮ
(２) 得到某菌株的测序结果 (碱基序列)ꎮ
(３) 在美国国家生物技术信息中心 ( Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ＮＣＢＩꎻ

ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ ｎｃｂｉ ｎｌｍ ｎｉｈ ｇｏｖ / ) 的 ＢＬＡＳＴ 的 ＧｅｎｅＢａｎｋ 中进行同源序列搜索ꎮ
(４) 从结果中选择同源性较高的菌株进行多序列比对ꎬ 构建系统发育树ꎬ 确定功能纯菌的生物
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附录 7　 土壤功能基因组测序方法

7 1　 意义、 范围与质控

为探明全国不同土壤中细菌、 真菌、 古菌、 原生动物、 显微藻类生物群体所有基因组功能潜力ꎬ
需开展土壤生物功能基因组高通量测序ꎮ 功能基因组质控过程包括元数据和测序数据的一致性检查、
测序数据的质量检测、 低质量测序序列的过滤及切除、 接头序列及无关序列的剔除、 宿主及污染序列

的过滤、 混合样本的数据分割等ꎬ 参照扩增子测序指导附录 ５ 要求执行ꎮ

7 2　 基因组第二代测序实验基本流程

土壤样品→ＤＮＡ 抽提→核酸质检→ＤＮＡ 片段化→文库构建→上机测序→数据质检ꎮ

7 3　 实验主要设备

基因组第二代测序主要设备见表附录 ７－１ꎮ

表附录 ７－１　 主要设备清单

编号 设备名称 描述

１ ＰＣＲ 仪 利用 ＰＣＲ 技术对特定 ＤＮＡ 扩增

２ 离心机 用于分离液体与固体颗粒或液体与液体的混合物中各组分

３ 电泳仪 用于将获得的 ＤＮＡ 样品进行组分分析或单个组分提取

４ 电泳槽 凝胶电泳系统的核心部分ꎬ 用于盛放缓冲液和凝胶

５ 磁力架 用于蛋白质和核酸等小体积样品的高效磁性分离
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(续表)

编号 设备名称 描述

６ 涡旋混合仪 用于多种样品混匀和涡旋振荡操作

７ 移液器 用于定量转移液体

８ 分光光度计 分析样品特定波长处或一定波长范围内光的吸收度

９ 片段分析仪 用于判定文库片段大小

１０ 核酸定量仪 用于测定核酸浓度

１１ 测序仪 用于对文库进行测序

１２ 超声打断仪 用于对初始 ＤＮＡ 进行片段化处理

7 4　 实验操作流程模块

７ ４ １　 核酸提取

不同土壤 ＤＮＡ 提取试剂盒方法略有差异ꎬ 以具体试剂盒标准方法为主ꎬ 本方法列举常规试剂盒

提取及高盐碱土壤试剂盒提取ꎮ
７ ４ １ １　 常规土壤 ＤＮＡ 提取操作步骤

(１) 直接添加 ２５０ ｍｇ 以内的待测土壤样品到裂解管中ꎬ 然后添加 ７５０ μＬ 的裂解液到裂解管中ꎬ
在涡旋仪上在最大速下振荡 ５ ｍｉｎ 以上混匀 (如果使用高频振荡器时间可以适当缩短)ꎮ

(２) 将裂解管放到离心机里ꎬ 在 ≥１０ ０００ ｇ 下离心 １ ｍｉｎꎮ
(３) 将步骤 (２) 所得上清液 ４００ μＬ 加到 １ 号过滤柱 (试剂盒内备有耗材) 中ꎬ 并套在一个收

集管里ꎬ 在 ８ ０００ ｇ 的离心力条件下离心 １ ｍｉｎꎮ 丢弃过滤柱ꎮ
(４) 添加 １ ２００ μＬ 的基因组 ＤＮＡ 裂解液 (试剂盒内备有试剂) 到上一步的收集管中充分混匀ꎮ
(５) 从步骤 (４) 获得的混合液中吸取 ８００ μＬ 加到 ２ 号过滤柱 (试剂盒内备有耗材) 中ꎬ 在

１０ ０００ ｇ 下离心 １ ｍｉｎꎬ 倒掉收集管中废液ꎮ
(６) 重复进行步骤 (５) 的操作ꎬ 尽量保证所有裂解液都进行过柱处理ꎮ
(７) 将 ２ 号柱套在一个新的收集管内ꎬ 添加 ２００ μＬ 的基因组 ＤＮＡ 洗涤液 １ (试剂盒内备有试

剂) 到 ２ 号柱中ꎬ 在 ≥１０ ０００ ｇ 条件下离心 １ ｍｉｎꎮ
(８) 添加 ５００ μＬ 的基因组 ＤＮＡ 洗涤液 ２ (试剂盒内备有试剂) 到 ２ 号柱中ꎬ 在 ≥１０ ０００ ｇ 下

离心 １ ｍｉｎꎮ
(９) 将 ２ 号柱移至干净的 １ ５ ｍＬ 离心管中ꎬ 添加≥５０ μＬ 的基因组 ＤＮＡ 洗脱液到柱基质上 (洗

脱液事先在 ６５~７０ ℃水浴中预热效果更好)ꎬ 室温下放置 ２ ~ ５ ｍｉｎꎬ 在 ≥１０ ０００ ｇ 下离心 １ ｍｉｎ 来洗

脱基因组 ＤＮＡꎮ
(１０) 将抑制物去除柱套在一个收集管内ꎬ 添加 ６００ μＬ 的抑制物去除液ꎬ 在 ≥８ ０００ ｇ 条件下离

心 ３ ｍｉｎꎮ
(１１) 将洗脱的基因组 ＤＮＡ 放入制备好的抑制物去除柱内ꎬ 抑制物去除柱套在一个干净的

１ ５ ｍＬ离心管内ꎬ 并在 １６ ０００ ｇ 条件下离心 ３ ｍｉｎꎬ 得到的 ＤＮＡ 样品进行后续 ＰＣＲ 等试验ꎮ
７ ４ １ ２　 高盐碱土壤 ＤＮＡ 提取操作步骤

(１) 称出 １ ｇ 样品到无菌研钵中 (使用 ６~１０ ｃｍ 直径的研钵ꎮ 每次只取出一个样品ꎬ 以尽量减少

ＤＮＡ 在室温下的降解)ꎬ 再加入 ０ ５ ｇ 无菌石英砂到研钵中ꎮ 石英砂可酌情增加用量ꎮ 在研钵中加入

足够的液氮快速冷却石英砂和研钵ꎮ
注意: 如果 １ ｇ 土壤样品不够用ꎬ 可在以下步骤中增加土壤样品用量和按比例增加试剂量 (如

ＤＮＡ 提取缓冲液、 蛋白酶 Ｋ、 ＳＤＳ 和异丙醇等) ꎮ 本方案也适用于其他类型的环境样品 (污泥、 水、
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木材等)ꎬ 但样品量要视情况而定ꎮ
(２) 开始研磨样品ꎬ 如果加入的液氮太少已经消耗完ꎬ 立即加入新的液氮ꎮ 研磨样品时尽量控

制在研钵里的一个小区域内ꎮ 一直研磨直到样品开始融化ꎮ 研磨时尽可能保持样品处于冷冻状态ꎮ
注意: 如果样品冷冻后结块难以研磨ꎬ 可以放置稍微解冻ꎬ 但一定要加入 ０ ２ ~ ０ ４ ｍＬ 的 ＤＮＡ

提取缓冲液ꎬ 记录准确的使用量 Ｖ１ꎮ 当温度升高时ꎬ 缓冲液可以抑制 ＤＮＡ 降解ꎮ
(３) 重复步骤 (２)ꎬ 冷冻研磨 ２ 次 (共 ３ 次) ꎮ
(４) 当样品仍处于冷冻状态时ꎬ 用刮刀把样品集中到研钵的中心 (如有必要ꎬ 加入更多的液氮

保持样品冷冻) ꎮ 转移样品到新的 １５ ｍＬ 离心管中ꎮ
注意: 此时如果不能立即进行 ＤＮＡ 提取ꎬ 样品要保存在－８０ ℃ 下ꎬ 直到准备好进行下一步的

ＤＮＡ 提取ꎮ
(５) 在上述准备好的样品中加入 ３ ３ ｍＬ ＤＮＡ 提取缓冲液 (含有 ＣＴＡＢ) ꎮ 缓冲液的总容量应该

是 ３ ３ ｍＬꎬ 如果在冷冻研磨过程中添加过该缓冲液ꎬ 并且使用量为 Ｖ１ (ｍＬ)ꎬ 则这一步添加的缓冲

液体积为 ３ ３－Ｖ１ꎮ
注意: 如果土壤杂质太多ꎬ 但含有足够的 ＤＮＡꎬ 可以增加缓冲液总体积至 ５ ｍＬꎮ
(６) 加入 １２ ２ ｍＬ 蛋白酶 Ｋ (１０ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ 轻轻地混合ꎮ
注意: 如果在步骤 (５) 中加入 ５ ｍＬ 缓冲液ꎬ 则加入 １８ ５ μＬ 蛋白酶 Ｋꎮ
(７) ３７ ℃水浴 ３０ ｍｉｎꎬ 其间 ５~１０ ｍｉｎ 倒转混合 １ 次ꎮ
(８) 加入 ０ ３７ ｍＬ ２０％的 ＳＤＳꎬ 轻轻地混合ꎮ
注意: 如果在步骤 (５) 中加入 ５ ｍＬ 缓冲液ꎬ 则加入 ０ ５６ ｍＬ ２０％的 ＳＤＳꎮ
(９) ６５ ℃水浴 ２ ｈꎬ 每 １５~３０ ｍｉｎ 轻柔地倒转混合 １ 次ꎮ
(１０) ２５ ℃ ６ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎮ
(１１) 转移上清液到 Ｏａｋ Ｒｉｄｇｅ ｔｕｂｅｓ 中 (使用半透明的 Ｏａｋ Ｒｉｄｇｅ ｔｕｂｅｓ)ꎬ 尽量不要碰到白色的表层ꎮ
注意: 如果样品中有太多的有机杂质 (如蛋白质)ꎬ 可以转移上清液到 １５ ｍＬ 锥形离心管中用于

氯仿提取ꎮ
(１２) 加入 １ ２ ｍＬ ＤＮＡ 提取缓冲液 (含有 ＣＴＡＢ) 到剩余的沉淀中涡旋混匀ꎮ
注意: 如果在步骤 (５) 中加入 ５ ｍＬ 缓冲液ꎬ 则加入 １ ８ ｍＬ 含有 ＣＴＡＢ 的 ＤＮＡ 提取缓冲液ꎮ
(１３) 加入 ０ １３ ｍＬ ２０％的 ＳＤＳꎬ 轻柔地混合ꎮ
注意: 如果在步骤 (５) 中加入 ５ ｍＬ 缓冲液ꎬ 则加入 ０ ２ ｍＬ ２０％的 ＳＤＳꎮ
(１４) ６５ ℃水浴静置 １５ ｍｉｎꎮ
(１５) ２５ ℃ ６ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎮ
(１６) 转移上清液与步骤 (１１) 所得的上清液混合ꎬ 转移过程中避免碰到白色表层ꎮ
注意: 如果样品中有太多的有机杂质 (如蛋白质)ꎬ 在下一步之前ꎬ 加入与上清液等体积的氯

仿异戊醇 (１２４) 混合液ꎬ 在通风橱中用圆盘旋转混匀仪连续倒转混合 ５ ~ １０ ｍｉｎꎮ ３ ７００ ｇ 离心

２０ ｍｉｎꎮ 转移上清液到一个新的锥形离心管中ꎮ 加入新的等体积氯仿: 异戊醇再萃取 １ 次ꎮ 然后转移

上清液到 Ｏａｋ Ｒｉｄｇｅ ｔｕｂｅｓ 中ꎮ
(１７) 加入 ０ ６ μＬ 的 ２－异丙醇 (使用量要精准控制在 ０ ６ μＬ) ꎮ
(１８) 在－２０ ℃或－８０ ℃冰箱中静置过夜ꎮ 低温有助于 ＤＮＡ 沉淀ꎮ
(１９) 从冰箱取出样品ꎬ ３７ ℃水浴加热ꎮ 在进行下一步之前ꎬ 确保样品是完全加热的并且所有的

沉淀都溶解了ꎮ 在离心前加热样本可以溶解静置一整夜产生的所有矿物沉淀ꎮ
注意: 尽可能彻底地溶解所有矿物沉淀ꎬ 需要 ３０~４５ ｍｉｎꎮ
(２０) ２５ ℃室温下 １５ ０００ ｇ (ＲＣＦ) 离心 ２０ ｍｉｎ (确保离心机处于室温状态ꎬ 如果太冷ꎬ 样品中

的矿物沉淀就会析出) ꎮ 离心后立即将上清液转移到新的离心管中 (保留上清液直到通过后续步骤确

认得到 ＤＮＡꎬ 否则需要重复这一步) ꎮ
(２１) 在 Ｏａｋ Ｒｉｄｇｅ ｔｕｂｅｓ 的 ＤＮＡ 沉淀中加入 １ ｍＬ 冰的 ７０％乙醇清洗 ＤＮＡ 沉淀ꎮ １５ ０００ ｇ 离心
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５ ｍｉｎꎬ 去掉乙醇ꎮ
注意: 如果 ＤＮＡ 沉淀杂质太多ꎬ 可以清洗两次ꎮ 可以使用移液枪尽可能彻底地去除乙醇ꎮ 一些

纯净的 ＤＮＡ 可能是不可见的ꎮ 如果去除乙醇之前不离心或者下一步中不充分溶解 ＤＮＡ 就转移ꎬ 就有

可能损失一部分 ＤＮＡꎮ
７ ４ １ ３　 ＤＮＡ 样品保存及处理

得到的 ＤＮＡꎬ 长期保存时ꎬ 应冻存于－２０ ℃ꎮ 在后续实验中ꎬ 应先将 ＤＮＡ 于冰上解冻 (提前 １ｈ
开始解冻)ꎬ 解冻后将 ＤＮＡ 轻轻涡旋混匀后离心ꎬ 再进行后续实验ꎮ
７ ４ １ ４　 ＤＮＡ 样品质控标准

浓度不低于 １０ ｎｇ / μＬꎬ Ａ２６０ / ２８０ 数值范围在 １ ８~２ ０ꎬ 凝胶电泳结果能看到完整条带ꎮ
７ ４ ２　 核酸质量检测

７ ４ ２ １　 琼脂糖凝胶电泳

对提取的基因组 ＤＮＡ 进行琼脂糖电泳检测ꎮ 凝胶成像结果表明有完整的基因组条带ꎬ 且无其他

杂质的情况下判定为合格ꎮ
琼脂糖凝胶配置方法如下ꎮ
(１) 常用琼脂糖凝胶分别为 ０ ５％、 １％和 ２％的琼脂糖凝胶ꎬ 凝胶浓度选择主要取决于目的片段

的大小和电泳时间ꎮ
(２) 以制备 １％琼脂糖凝胶 (常用 ４００ ｍＬ / ４ 块) 为例: 称取 ４ ｇ 琼脂糖置于锥形瓶中ꎬ 加入

４００ ｍＬ １×ＴＡＥꎬ 瓶口倒扣小烧杯ꎮ 微波炉加热 (８ ｍｉｎ) 琼脂糖全部融化 (底部无小气泡升起)ꎬ 摇

匀ꎬ 放置温度降到 ５５~６０ ℃ꎬ 加入 ４０ μＬ 溴化乙锭 (１０ μＬ /块)ꎬ 摇匀ꎬ 即成 １ ０％琼脂糖凝胶液ꎮ
注意: ２％琼脂糖凝胶ꎬ 以上述体系为例ꎬ 即加入 ２ ｇ 琼脂糖及 １００ ｍＬ １×ＴＡＥꎮ
(３) 胶板制备: 取制胶板洗干净晾干ꎬ 在固定位置放入 ２８ 孔梳子 (２４ 孔样品ꎬ ２ 孔 Ｍａｒｋｅｒꎬ 两

边各留 １ 孔不用ꎬ 以防止边孔电泳时跑歪)ꎮ 将冷却已加入溴化乙锭的琼脂糖凝胶液混匀小心地倒入

制胶板中ꎬ 使胶液缓慢展开到固定刻度线高度ꎬ 轻轻晃动制胶板ꎬ 使整个制胶板表面形成均匀胶层ꎮ
(４) 室温下ꎬ 静置直至凝胶完全凝固ꎬ 添加 １×ＴＡＥ 电泳缓冲液覆盖电泳胶ꎬ 再垂直轻拔梳子ꎬ

使胶孔充满缓冲液ꎻ 连内槽一起取出胶块ꎬ 加入样品及 Ｍａｒｋｅｒꎬ 之后将凝胶及内槽放入电泳槽中ꎮ 添

加 １×ＴＡＥ 电泳缓冲液至没过胶板为止ꎮ
(５) 胶块摆放应保证每个泳道平行于电泳场ꎬ 保证 ＤＮＡ 条带在凝胶中垂直移动ꎬ ５ Ｖ / ｃｍꎬ 电泳

２０ ｍｉｎꎮ
(６) 凝胶成像时ꎬ 摆正胶块ꎬ 拍照ꎮ

７ ４ ２ ２　 纯度定量

使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ－２０００ 完成核酸纯度的测定ꎬ 用于鉴定核酸纯度ꎮ Ａ２６０ / ２８０ 纯度值为 １ ５~２ ２
时判定为合格样本ꎮ

(１) 测量前必须将样本混匀 (涡旋 ５ ｓ)ꎮ
(２) 检测后立即使用拭镜纸擦拭机器接头ꎬ 先取一张将上下机器接头部的液体吸走ꎬ 再将此拭

镜纸吸附过样品的面反折到内部ꎬ 折叠 ４ 次后以单方向多次擦拭台面 (至少 ５ 次)ꎮ
(３) 同一滴液体只能做一次检测ꎬ 欲重复定量同一样品ꎬ 应擦拭掉前一滴液体后ꎬ 添加新液体ꎮ
(４) 核酸样品可使用 １~２ μＬ 做测量ꎬ 推荐使用 ２ μＬ 移液器ꎬ 以避免体积不足无法准确测定核

酸含量ꎮ
(５) 不可将任何含有腐蚀性溶液的样品用于测量ꎬ 仅可用无腐蚀性的液体溶解 ＤＮＡ 并进行

测定ꎮ
(６) 大批量样本测定时ꎬ 每 ５０ 个样本需进行一次纯水重置归零ꎮ

７ ４ ２ ３　 浓度定量

使用 Ｑｕａｎｔｕｓ Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ (Ｐｒｏｍｅｇａ) 完成核酸浓度的测定ꎬ 将荧光染料与特异的靶分子结合来鉴

定核酸浓度ꎮ 浓度≥２ ｎｇ / μＬ 判断为合格ꎮ
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(１) 每天使用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒ  ｄｓＤＮＡ Ｓｙｓｔｅｍ 配置荧光染料及制定标曲ꎮ
(２) 在 ０ ５ ｍＬ 定量管中加入 ９９ μＬ １×ＴＥ、 １ μＬ 样品、 １００ μＬ 染料ꎬ 振荡混匀ꎬ 避光静置 ５ ｍｉｎꎮ
(３) 将定量管放入仪器中进行浓度读取ꎮ

７ ４ ３　 ＤＮＡ 片段化

此处为超声法片段化ꎬ 如选择其他方法ꎬ 请参照对应的标准方法执行ꎮ
７ ４ ３ １　 超声法 ＤＮＡ 打断实验操作

(１) 打开超声打断仪ꎬ 加入去离子水ꎬ 进行设备预冷ꎮ
(２) 将适量的样品 (一般在 １００~１ ０００ ｎｇ) 转移至打断管中ꎬ 用 ｄｄＨ２Ｏ 补足体积至固定的刻度

线 (总体积 １３０ μＬ)ꎮ
(３) 选择预置的大小为 ４００ ｂｐ 程序ꎬ 点击启动打断程序 (可根据 ＤＮＡ 完整性调整打断时间)ꎮ

７ ４ ３ ２　 ＤＮＡ 片段化后质量控制

琼脂糖凝胶电泳ꎬ 参考 ７ ４ ２ １ 进行琼脂糖凝胶电泳ꎬ 检验片段化后的产物目的条带是否集中

在期望区间内ꎮ
７ ４ ４　 ＤＮＡ 片段化产物定量

使用荧光定量仪对切胶回收后的 ＰＣＲ 产物进行浓度定量ꎮ
(１) 根说试剂说明构建标准曲线ꎮ
(２) 在 ０ ５ ｍＬ 定量管中分别加入 ９９ μＬ １× ＴＥ Ｂｕｆｆｅｒ、 １ μＬ 样品、 １００ μＬ 稀释好的染料工作液ꎮ
(３) 将混合物涡旋 ５ ｓꎬ 短暂离心ꎬ 并在室温下避光温育 ５ ｍｉｎꎬ 然后读取读数ꎮ
(４) 根据定量后得到的片段化 ＤＮＡ 浓度ꎬ 计算文库构建时需要加入的 ＤＮＡ 体积ꎬ 尽量确保

ＤＮＡ 建库起始量是一致的ꎮ
７ ４ ５　 文库构建

使用建库试剂盒完成文库构建ꎬ 通过末端修复、 添加接头、 ＰＣＲ 扩增以及磁珠纯化完成文库构建ꎮ
７ ４ ５ １　 末端修复以及 Ａ－ｔａｉｌｉｎｇ 组装

(１) 在离心管或者 ＰＣＲ 板中完成单独的末端修复和 Ａ－ｔａｉｌｉｎｇ 组装反应ꎮ 反应体系见表附录 ７－２ꎮ

表附录 ７－２　 末端修复和 Ａ－ｔａｉｌｉｎｇ 组装反应体系

组分 体积 / μＬ

Ｆｒａｇｍｅｎｔｅｄ ＤＮＡ (１ｎｇ~１ μｇ) ３２

ＮＥＸＴｆｌｅｘ Ｅｎｄ－Ｒｅｐａｉｒ ＆ Ａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ Ｍｉｘ １５

ＮＥＸＴｆｌｅｘ Ｅｎｄ－Ｒｅｐａｉｒ ＆ Ａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ ３

体系总体积 ５０

(２) 轻微涡旋上述混合物并短暂离心后放置到冰中ꎬ 保证管中或板中的组分混匀ꎮ 立即进行下

一步操作ꎮ
(３) 热循环仪孵育 ４０ ｍｉｎ (表附录 ７－３)ꎮ

表附录 ７－３　 热循环仪孵育温度梯度程序

步骤 温度 / ℃ 时间 / ｍｉｎ

末端修复和 Ａ－ｔａｉｌｉｎｇ 组装
２２ ２０

７２ ２０

保持 ４
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７ ４ ５ ２　 接头连接

(１) 根据建库起始量对接头用量进行控制ꎬ 必要时稀释接头至合适的浓度ꎮ
(２) 在已经完成的末端修复和 Ａ－ｔａｉｌｉｎｇ 的管中连接接头 (表附录 ７－４)ꎮ

表附录 ７－４　 接头连接操作体系

组分 体积 / μＬ

末端修复的 ＤＮＡ 混合物 ５０

ＮＥＸＴｆｌｅｘ Ｂａｒｃｏｄｅ Ａｄａｔｅｒ (根据投入 ＤＮＡ 总量进行稀释) ２ ５

ＮＥＸＴｆｌｅｘ Ｌｉｇａｓｅ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ ４７ ５

体系总体积 １００

(３) 用移液枪上下吹吸混匀 １５~２０ 次 (关键步骤)ꎬ 短暂离心ꎮ
(４) 在 ２２ ℃孵育 １５ ｍｉｎ (实验完成后立即纯化)ꎮ

７ ４ ５ ３　 连接接头后纯化

(１) 在同一个板 /管中ꎬ 使用磁珠纯化 (表附录 ７－５)ꎮ

表附录 ７－５　 磁珠纯化体系

组分 体积 / μＬ

上步链接接头后的混合物 １００

Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ  ＡＭＰｕｒｅ  ＸＰ ｂｅａｄｓ ８０

体系总体积 １８０

(２) 通过移液器反复抽吸ꎬ 将磁珠与 ＤＮＡ 彻底混合ꎮ
(３) 在室温下将混合物孵育 ５~１５ ｍｉｎꎬ 使 ＤＮＡ 结合到磁珠子上ꎮ
(４) 将管放在磁力架上通过磁力吸附磁珠ꎮ 静置孵育直至液体澄清ꎮ
(５) 使用移液器小心吸出并丢弃上清液ꎬ 注意不要吸到磁珠ꎮ
(６) 添加 ２００ μＬ 的 ８０％乙醇洗涤磁珠ꎮ
(７) 在磁力架上ꎬ 于室温条件静置孵育≥３０ ｓꎮ
(８) 使用移液器小心吸出并丢弃乙醇ꎬ 注意不要吸到磁珠ꎮ
(９) 添加 ２００ μＬ 的 ８０％乙醇ꎮ
(１０) 在磁力架上ꎬ 于室温条件静置孵育≥３０ ｓꎮ
(１１) 使用移液器小心吸出并丢弃乙醇ꎬ 注意不要吸到磁珠ꎮ 此步在不影响磁珠的情况下ꎬ 尽可

能去除掉液体组分ꎮ
(１２) 在室温下将磁珠干燥 １~３ ｍｉｎꎬ 或直到所有乙醇都蒸发掉为止ꎮ
(１３) 从磁体架上将管取下ꎮ
(１４) 彻底重悬磁珠: 加入 ３２ μＬ 的洗脱缓冲液 (１０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌꎬ ｐＨ ８ ０ ~ ８ ５)ꎬ 反复抽

吸ꎬ 以保证所有磁珠均已重悬于缓冲液中ꎮ
(１５) 在室温下孵育 ３ ｍｉｎꎬ 从磁珠上将 ＤＮＡ 洗脱ꎮ
(１６) 将管放置在磁力架上ꎬ 室温静置 ３~５ ｍｉｎ 直至液体变为澄清状态ꎮ
(１７) 转移 ３０ μＬ 上清液到新的离心管或 ＰＣＲ 管中ꎬ 该步骤后可暂停ꎬ 将纯化后的产物放置于

－２０ ℃保存留用ꎮ
７ ４ ５ ４　 文库扩增

(１) 将每个文库扩增反应组装ꎬ 见表附录 ７－６ꎮ

８９１
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表附录 ７－６　 文库扩增反应体系

组分 体积 / μＬ

ＮＥＸＴｆｌｅｘ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２

ＮＥＸＴｆｌｅｘ Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ ２

加接头后 ＤＮＡ 文库 ２０

ＰＣＲ－ｇｒａｄｅ ｗａｔｅｒ １６

体系总体积 ５０

(２) 充分混匀并短暂离心ꎮ
(３) 使用以下循环参数进行扩增 (表附录 ７－７)ꎮ

表附录 ７－７　 ＰＣＲ 扩增程序方法

流程 温度 / ℃ 反应时间 循环数

预变性 ９８ ２ ｍｉｎ

变性 ９８ ３０ ｓ

退火 ６５ ３０ ｓ

延伸 ７２ １ ｍｉｎ

循环数参考说明书ꎬ 根据相对应
的文库总质量判断

终延伸 ７２ ４ ｍｉｎ

保持 ４

根据表附录 ７－８ 选择文库扩增循环数 [根据输入的 ＤＮＡ 文库总质量 (１ ｎｇ~１ μｇ) 使用循环数]ꎮ

表附录 ７－８　 输入的 ＤＮＡ 文库总质量与扩增循环数关系

Ａｄａｐｔｅｒ 连接文库 ＤＮＡ / ｎｇ 生成 １ μｇ 文库 ＤＮＡ 所需的循环数

５００ ２~４

１００ ５~６

５０ ７~８

１０ ９~１０

５ １１~１２

１ １１~１５

７ ４ ５ ５　 文库扩增后纯化

(１) 在同一管中ꎬ 执行磁珠纯化 (表附录 ７－９)ꎮ

表附录 ７－９　 磁珠纯化体系

组分 体积 / μＬ

Ｌｉｂｒａｒｙ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ５０

Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ  ＡＭＰｕｒｅ  ＸＰ ｂｅａｄｓ ５０

体系总体积 １００

９９１
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(２) 通过移液器反复抽吸ꎬ 将磁珠与 ＤＮＡ 彻底混合ꎮ
(３) 在室温下将混合物孵育 ５~１５ ｍｉｎꎬ 使 ＤＮＡ 结合到磁珠子上ꎮ
(４) 将管子放在磁力架上通过磁力吸附磁珠ꎮ 静置孵育直至液体澄清ꎮ
(５) 使用移液器小心吸出并丢弃上清液ꎬ 注意不要吸到磁珠ꎮ
(６) 添加 ２００ μＬ 的 ８０％乙醇洗涤磁珠ꎮ
(７) 在磁力架上ꎬ 于室温条件静置孵育≥３０ ｓꎮ
(８) 使用移液器小心吸出并丢弃乙醇ꎬ 注意不要吸到磁珠ꎮ
(９) 添加 ２００ μＬ 的 ８０％乙醇ꎮ
(１０) 在磁力架上ꎬ 于室温条件静置孵育≥３０ ｓꎮ
(１１) 使用移液器小心吸出并丢弃乙醇ꎬ 注意不要吸到磁珠ꎮ 此步在不影响磁珠的情况下ꎬ 尽可

能去除掉液体组分ꎮ
(１２) 在室温下将磁珠干燥 １~３ ｍｉｎꎬ 或直到所有乙醇都蒸发掉为止ꎮ
(１３) 从磁体架上将管取下ꎮ
(１４) 彻底重悬磁珠: 加入 ５５ μＬ 的洗脱缓冲液 (１０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌꎬ ｐＨ ８ ０ ~ ８ ５)ꎬ 反复抽

吸ꎬ 以保证所有磁珠均已重悬于缓冲液中ꎮ
(１５) 在室温下孵育 ３ ｍｉｎꎬ 从磁珠上将 ＤＮＡ 洗脱ꎮ
(１６) 将管放置在磁力架上以捕获磁珠ꎮ 室温静置孵育直至液体变为澄清状态ꎮ
(１７) 将澄清的上清液转移到新的 １ ５ ｍＬ 离心管中ꎬ 此时管中即为制备好的 ＤＮＡ 文库ꎮ
(１８) 将构建好的文库－２０ ℃保存ꎮ 保留部分文库以便补测使用ꎮ 如于冻存状态下取出分装ꎬ 应

先置于冰中溶解ꎬ 待完全溶解后轻轻涡旋混匀再进行分装ꎮ
７ ４ ５ ６　 文库质检

将构建好的文库进行片段大小的检测ꎬ 目标条带长度应为目的片段加双端接头长度ꎬ 即构建宏基

因组文库时ꎬ 目的片段大小应为 ４００ ｂｐ 左右ꎬ 加双端接头后ꎬ 文库大小为 ５２０ ｂｐ 左右ꎮ 接头单端大

小为 ６０ ｂｐ 左右ꎮ 将构建好的文库用 Ｑｕａｎｔｕｓ Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ ( Ｐｒｏｍｅｇａ) 定量检测ꎬ 文库浓度高于

５ ｎｇ / μＬ的视为合格ꎮ

7 5　 上机测序

使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ ＰＥ１５０ 平台进行基因组测序ꎬ 每个样品测序 Ｒａｗ ｄａｔａ 不低于 １０ ＧＢꎮ
根据文库质检的片段大小和定量结果ꎬ 结合每个文库要测定的数据量进行计算和 ｐｏｏｌｉｎｇꎬ ｐｏｏｌｉｎｇ 后

的样本根据测序仪的标准流程进行稀释变性和上机的操作 (此步骤根据仪器给的标准操作规程

进行)ꎮ

7 6　 数据分析

７ ６ １　 测序序列统计与质控

采用 Ｆａｓｔｐ 软件及 Ｒ 对原始测序数据进行质量评估ꎮ
为了得到高质量的测序数据以提高后续生物信息分析准确性ꎬ 首先需要对原始下机数据进行质控

和过滤ꎬ 主要参考如下条件ꎮ
(１) 剪切序列 ３’端和 ５’端的 ａｄａｐｔｅｒ 序列ꎮ
(２) 剔除平均质量值低于 ２０ 以及含氮碱基的 ｒｅａｄｓꎮ
(３) 剔除序列长度小于 ５０ ｂｐ 的序列ꎮ

７ ６ ２　 序列组装

采用 ＭＥＧＡＨＩＴ 软件将各个样本的 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ 组装为 Ｃｏｎｔｉｇｓꎮ
７ ６ ３　 基因预测

采用 Ｐｒｏｄｉｇａｌ 软件对拼接结果中大于等于 ３００ ｂｐ 的 Ｃｏｎｔｉｇ 进行 ＯＲＦ 预测ꎮ 选择核酸长度大于等

００２
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于 １００ ｂｐ的基因ꎬ 并将其翻译为氨基酸序列ꎮ
７ ６ ４　 非冗余 Ｇｅｎｅｓ 集构建

采用 ＣＤ－ＨＩＴ 软件对大于筛选后基因进行去冗余ꎮ
７ ６ ５　 基因丰度计算

采用 ＳＯＡＰａｌｉｇｎｅｒ 将各个样本的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比对到非冗余 ｇｅｎｅｓꎬ 使用默认参数为: ９５％ ｉｄｅｎｔｉｔｙꎮ
最终得到各个样本中各个基因的表达量 (ＲＰＫＭ)ꎮ
７ ６ ６　 物种与功能注释

采用 ＤＩＡＭＯＮＤ 软件将非冗余 ｇｅｎｅｓ 比对到各个物种与功能数据库 (ＮＲ、 ＣＯＧ、 ＫＥＧＧ、 ｃａｒｄ
等)ꎬ 使用参数 “ｂｌａｓｔｐꎻ －－ｍａｘ－ｔａｒｇｅｔ－ｓｅｑｓ １ ”ꎮ 筛选出 “ ｅｖａｌｕｅ≤１ｅ－５” 的比对结果ꎬ 将基因表达

量 (ＲＰＫＭ) 值累加到 ｇｅｎｅ 的物种和功能分类上作为 ｇｅｎｅ 的物种丰度和功能丰度ꎮ
７ ６ ７　 Ａｌｐｈａ 多样性指数计算统计

为了进行样本多样性之间的比较ꎬ 在分析前需要统一抽样深度ꎬ 以校正测序深度不同引起的基因

多样性差异ꎮ 在该统一深度下计算不同样本的多样性指数ꎬ 并汇总成表格ꎮ 统计的指数包括:
(１) Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ＯＴＵｓ: 直接检测到的基因种类数ꎮ
(２) Ｃｈａｏ１: 用于估计样本中功能基因 Ｒｉｃｈｎｅｓｓ 总数ꎬ 数值越大ꎬ 代表功能基因越多ꎮ

ＳＣｈａｏ１ ＝ Ｓｏｂｓ ＋
ｎ１(ｎ１ － １)
２(ｎ２ ＋ １)

(７－１)

式中ꎬ ＳＣｈａｏ１ ———估计的功能基因数ꎻ
Ｓｏｂｓ ———实际观测到的功能基因数ꎻ
ｎ１ ———只含有一条序列的功能基因数目 (如 “ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｓ” )ꎻ
ｎ２ ———只含有两条序列的功能基因数目 (如 “ｄｏｕｂｌｅｔｏｎｓ” )ꎮ

(３) Ｓｈａｎｎｏｎ: 用来估算样本中功能基因的多样性指数之一ꎮ 它与 Ｓｉｍｐｓｏｎ 多样性指数均为常用

的反映 Ａｌｐｈａ 多样性的指数ꎮ Ｓｈａｎｎｏｎ 值越大ꎬ 说明群落功能基因多样性越高ꎮ

ＨＳｈａｎｎｏｎ ＝ － ∑
Ｓｏｂｓ

ｉ ＝ １

ｎｉ

Ｎ
ｌｎ

ｎｉ

Ｎ
(７－２)

式中ꎬ Ｓｏｂｓ ———实际观测到的功能基因数目ꎻ
ｎｉ ———第 ｉ 个功能基因所含的序列数ꎻ
Ｎ———所有的序列数ꎮ

(４) Ｅｖｅｎｎｅｓｓ: 功能基因均匀度是指某一群落或生境中全部功能基因数目的分配状况ꎬ 其反映了

各物种个体数目分配的均匀程度ꎮ 可以用基于 Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ 指数计算功能基因多样性ꎬ 功能基因

均匀度的计算公式为

Ｊ ＝ Ｈ′
ｌｎＳ

(７－３)

式中ꎬ Ｓ———群落内的功能基因数ꎻ
Ｈ′ ———Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数ꎮ

７ ６ ７ １　 Ａｌｐｈａ 多样性指数差异分析

基于各样本的多样性指数ꎬ 可以检验组间样本的 Ａｌｐｈａ 多样性是否存在显著差异ꎮ 基于 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
秩和检验 (两组样本) 或 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ 秩和检验 (３ 组或 ３ 组以上样本) 对组间多样性指数进行差

异分析ꎬ 以 Ｐ<０ ０５ 作为差异显著性筛选阈值ꎬ 并使用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 方法对 ｐ 进行多重假设检验校正ꎬ
用以评估组间功能基因多样性是否存在显著差异ꎮ
７ ６ ７ ２　 群落柱形图

根据分类学分析结果ꎬ 可知不同分组 (或样本) 中物种、 功能或基因的结构组成情况ꎮ 群落柱

形图可以直观呈现两方面信息: ①各样本在某一分类学水平上含有何种物种、 基因和功能ꎻ ②样本中

各物种、 基因和功能的相对丰度 (所占比重)ꎮ

１０２
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软件: 基于相应的分类学数据表ꎬ 利用 Ｒ 语言工具作图ꎮ
７ ６ ８　 功能基因 Ｂｅｔａ 多样性分析

７ ６ ８ １　 样本层级聚类

利用树枝结构描述和比较多个样本物种、 基因或功能的相似性和差异关系ꎮ 首先使用统计算法

Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ 计算两两样本间距离ꎬ 获得 Ｂｅｔａ 多样性距离矩阵ꎬ 之后根据距离矩阵进行层级聚类

(ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ) 分析ꎬ 使用非加权组平均法 ＵＰＧＭＡ 算法构建树状结构ꎬ 得到树状关系形式

用于可视化分析ꎮ
软件: ＱＩＩＭＥ 计算 Ｂｅｔａ 多样性距离矩阵ꎬ 然后用 Ｒ 语言作图画树ꎮ

７ ６ ８ ２　 ＰＣｏＡ
ＰＣｏＡ 是一种研究数据相似性或差异性的可视化方法ꎬ 与 ＰＣＡ 类似ꎬ 主要区别在于 ＰＣＡ 基于欧

氏距离ꎬ ＰＣｏＡ 可基于欧氏距离以外的其他距离 (默认 Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ 距离)ꎬ 通过降维找出影响样本群

落组成或功能差异的潜在主成分ꎮ
ＰＣｏＡ 通过一系列的特征值和特征向量进行排序后ꎬ 选择主要排在前几位的特征值ꎬ ＰＣｏＡ 可以

将多特征的高维数据投影到较低维空间ꎬ 从多元事物中解析出主要影响因素ꎬ 获取反映数据最大变化

解释度的信息ꎬ 直观展示样本点间的差异ꎬ 同时可根据样本分布推断分组类别与样本实际分布的可能

性关系ꎬ 通过 ＰＣｏＡ 可以在物种、 基因、 ＣＯＧ 和 ＫＥＧＧ 代谢功能等层次上进行分析观察个体或群体

间的差异ꎮ
软件: Ｒ 语言 ＰＣｏＡ 分析和作 ＰＣｏＡ 图ꎮ

７ ６ ８ ３　 ＮＭＤＳ
非度量多维尺度 (ＮＭＤＳ) 分析 (Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８) 是一种将多维空间的研究对象 (样本或变

量) 简化到低维空间进行定位、 分析和归类ꎬ 同时又保留对象间原始关系的数据分析方法ꎮ 适用于无法

获得研究对象间精确的相似性或相异性数据ꎬ 仅能得到它们之间等级关系数据的情形ꎮ 其基本特征是将

对象间的相似性或相异性数据看成点间距离的单调函数ꎬ 在保持原始数据次序关系的基础上ꎬ 用新的相

同次序的数据列替换原始数据进行度量型多维尺度分析ꎮ 换句话说ꎬ 当资料不适合直接进行变量型多维

尺度分析时ꎬ 对其进行变量变换ꎬ 再采用变量型多维尺度分析ꎬ 对原始资料而言ꎬ 就称之为非度量型多

维尺度分析ꎮ 其特点是根据样本中包含的物种或功能信息ꎬ 以点的形式反映在多维空间上ꎬ 而对不同样

本间的差异程度ꎬ 则通过点与点之间的距离体现ꎬ 最终获得样本的空间定位点图ꎮ ＮＭＤＳ 可以对不同样

品在物种、 基因、 ＣＯＧ 和 ＫＥＧＧ 代谢功能等层次上进行分析 (默认选择 Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ 距离)ꎮ
软件: ＱＩＩＭＥ 计算 Ｂｅｔａ 多样性距离矩阵ꎬ Ｒ 语言 ｖｅｇａｎ 软件包进行 ＮＭＤＳ 分析及作图ꎮ

７ ６ ８ ４　 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 分析

又称 Ａｄｏｎｉｓ 分析ꎬ 可利用半度量 (如 Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ) 或度量距离矩阵 (如 Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ) 对总方差进

行分解ꎬ 通过线性模型分析不同分组因素或环境因子 (如临床表型数据、 土壤理化指标等) 对样品

差异的解释度ꎬ 并使用置换检验进行显著性分析ꎮ
软件: Ｒ 语言 ｖｅｇａｎ 包或 ＱＩＩＭＥ 软件ꎮ

７ ６ ９　 物种与功能贡献度分析

基于样本的物种和功能相对丰度ꎬ 进行物种丰度与功能丰度之间的关联分析ꎬ 找出特定物种的功

能贡献度以及特定功能的物种贡献度ꎮ 该分析既可以研究 ＴＯＰ /特定功能或代谢途径主要存在于哪些

物种ꎬ 也可以分析 ＴＯＰ /特定物种所具有的主要功能或代谢途径ꎮ
７ ６ １０　 生物地球化学循环功能分析

生物地球化学循环 (ｂｉｏｇｅｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｙｃｌｅ)ꎬ 即在地球表层生物圈中ꎬ 生物有机体经由生命活动ꎬ
从其生存环境的介质中吸取元素及其化合物 (常称矿物质)ꎬ 通过生物化学作用转化为生命物质ꎬ 同

时排泄部分物质返回环境ꎬ 并在其死亡之后又被分解成为元素或化合物 (亦称矿物质) 返回环境介

质中ꎮ 这一个循环往复的过程ꎬ 称为生物地球化学循环ꎮ 生物地球化学循环还包括从一种生物体

(初级生产者) 到另一种生物体 (消费者) 的转移或食物链的传递及效应ꎮ

２０２
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７ ６ １０ １　 碳固定功能注释分析

基于碳固定标记基因集ꎬ 从宏基因组 ＫＥＧＧ 注释结果中筛选功能基因信息ꎬ 获得各功能基因在

不同样本中的丰度信息ꎮ
７ ６ １０ ２　 氮循环功能注释分析

基于氮循环标记基因集ꎬ 从宏基因组 ＫＥＧＧ 注释结果中筛选功能基因信息ꎬ 获得各功能基因在

不同样本中的丰度信息ꎮ
７ ６ １０ ３　 磷循环功能注释分析

基于磷循环标记基因集ꎬ 从宏基因组 ＫＥＧＧ 注释结果中筛选功能基因信息ꎬ 获得各功能基因在

不同样本中的丰度信息ꎮ
７ ６ １０ ４　 硫循环功能注释分析

基于硫循环标记基因集ꎬ 从宏基因组 ＫＥＧＧ 注释结果中筛选功能基因信息ꎬ 获得各功能基因在

不同样本中的丰度信息ꎮ
７ ６ １１　 耐性基因功能注释分析

７ ６ １１ １　 耐盐性功能注释分析

基于耐盐标记基因集ꎬ 从宏基因组 ＫＥＧＧ 注释结果中筛选功能基因信息ꎬ 获得各功能基因在不

同样本中的丰度信息ꎮ
７ ６ １１ ２　 耐酸性功能注释分析

基于耐酸标记基因集ꎬ 从宏基因组 ＫＥＧＧ 注释结果中筛选功能基因信息ꎬ 获得各功能基因在不

同样本中的丰度信息ꎮ
７ ６ １１ ３　 耐旱性功能注释分析

基于耐旱标记基因集ꎬ 从宏基因组 ＫＥＧＧ 注释结果中筛选功能基因信息ꎬ 获得各功能基因在不

同样本中的丰度信息ꎮ
７ ６ １２　 病毒及有益菌功能注释分析

基于有益菌乳酸菌 (Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ) 及土壤病毒标记基因集ꎬ 从宏基因组 ＫＥＧＧ 注释结果中筛选

功能基因信息ꎬ 获得各功能基因在不同样本中的丰度信息ꎮ
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附录 8　 土壤线虫分离鉴定方法

土壤线虫是数量和功能类群最为丰富的一类土壤动物ꎬ 根据已发表的线虫种类估算ꎬ 地球上的线

虫至少有 １０ 万种ꎮ 线虫在土壤食物网中占有重要的地位ꎬ 在维持土壤生态系统稳定、 促进物质循环

和能量流动方面发挥着重要的生态功能ꎮ 由于土壤线虫占据多个营养级ꎬ 且能够对环境变化或干扰做

出迅速响应ꎬ 具有作为指示生物的独特优势ꎮ

8 1　 材料与试剂

８ １ １　 材料

(１) ８~１０ ｃｍ ０ ２５ ｍｍ 孔径的筛网ꎮ
(２) 无色、 无味面巾纸ꎮ
(３) 载玻片 (２５ ｍｍ × ７５ ｍｍꎬ 厚 １ ０~１ ２ ｍｍ)ꎮ

４０２
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(４) 盖玻片 (２０ ｍｍ × ２０ ｍｍꎬ 厚 ０ １３~０ １６ ｍｍ)ꎮ
(５) 塑料小皿 (直径为 ６０ ｍｍ)ꎮ
(６) 直径 １２０ ｍｍ 的漏斗ꎮ
(７) 橡胶管ꎮ
(８) 弹簧铗ꎮ
(９) 浮载剂: 线虫的固定液ꎮ
(１０) 封片剂: 石蜡ꎮ
(１１) 挑针: 通常用现成的金属丝ꎮ

８ １ ２　 试剂

(１) 甲醛 (分析纯 ＡＲꎬ ３７％~４０％)ꎮ
(２) 无水乙醇ꎮ
(３) 福尔马林固定液 (４０％甲醛 ８ ｍＬ、 甘油 ２ ｍＬ、 蒸馏水 ９０ ｍＬ 配制成 １００ ｍＬ 混合液Ⅰ)ꎮ
(４) 甘油－酒精混合液 (甘油－酒精混合液: ３０％酒精 ９５ ｍＬ、 甘油 ５ ｍＬ 配制成混合液Ⅱ)ꎮ
(５) 蒸馏水 (每瓶 ５００ ｍＬ)ꎮ
(６) 丙三醇 (甘油) (分析纯 ＡＲꎬ ５００ ｍＬ)ꎮ
(７) 甘油ꎮ
(８) 石蜡ꎮ

８ １ ３　 设备

(１) 大容量低速离心机ꎮ
(２) 体式显微镜ꎮ
(３) 光学显微镜ꎮ
(４) 水浴锅ꎮ
(５) 干燥器ꎮ

8 2　 实验步骤

８ ２ １　 土壤线虫分离方法

采用贝尔曼漏斗法分离土壤线虫ꎮ 操作步骤如下ꎮ
(１) 在直径 １２０ ｍｍ 的漏斗末端接一段橡胶管ꎬ 在橡胶管后端用弹簧铗夹紧ꎮ
(２) 在漏斗内放置 ０ ２５ ｍｍ 的筛网ꎮ
(３) 取 ５０~１００ ｇ 土样均匀铺在筛网上ꎬ 加水浸没土壤ꎮ
(４) 放置于室温条件下静置分离ꎮ
(５) 静止 ２４ ｈ 后ꎬ 打开弹簧铗ꎬ 放出橡胶管内的水 ５~１０ ｍＬ 于小瓶中ꎮ
(６) 将水浴锅温度设定为 ６０ ℃ꎬ 再将小瓶置于水浴锅中ꎬ 加热 ３ ｍｉｎ 杀死线虫ꎬ 取出ꎬ 稍静置

冷却ꎮ
(７) 再在小瓶中加入 ２~３ ｍＬ 福尔马林固定液进行固定ꎬ 摇匀ꎬ 写好标签和序号ꎮ

８ ２ ２　 土壤线虫计数

在体式显微镜下对土壤样品中所有线虫进行计数ꎬ 对获得的线虫总数统一换算成条 / １００ ｇ 干土

(注意: 需要测定每个鲜土样品的含水量)ꎮ
８ ２ ３　 土壤线虫的保存

将线虫水溶液放置到 ５０ ｍＬ 的离心管中ꎬ 静置约 １２ ｈ 后吸出上层液体ꎬ 保留 ９ ｍＬ 线虫水溶液至

１５ ｍＬ 的玻璃小瓶中ꎬ 在 ６０ ℃水浴锅中水浴 ５ ｍｉｎꎬ 等其冷却后ꎬ 在每个样品的玻璃小瓶中加入 １ ｍＬ
福尔马林和甘油的混合液 (４０％福尔马林溶液甘油＝ ４１)ꎮ
８ ２ ４　 土壤线虫的制片

在福尔马林固定液中杀死线虫ꎬ 让线虫样品在溶液中停留至少 ２４ ｈꎮ ２４ ｈ 后ꎬ 转移要固定的剩余

５０２
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部分于小皿中ꎬ 并向小皿中加入甘油－酒精混合液ꎮ 将样品放入干燥器中停留 １５ 天ꎬ 使其慢慢脱水ꎮ
１５ 天后观察样品不同部分的清晰度ꎬ 确定是否可以做永久玻片ꎮ 用挑针挑出需要的线虫ꎬ 放入滴过

一小滴甘油的玻片上ꎬ 取一小片石蜡放在液体周围ꎬ 用盖玻片盖在液体上ꎮ 把玻片放在加热的铜板

上ꎬ 让石蜡完全熔化ꎬ 密封住盖玻片下的液体ꎬ 永久玻片制作完成ꎮ
８ ２ ５　 土壤线虫的鉴定

在统计土壤线虫数量的基础上ꎬ 随机抽取至少 １５０ 条线虫在光学显微镜下进行科属鉴定ꎬ 不足

１５０ 条的需全部鉴定ꎮ 将临时玻片置于光学显微镜 (Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５０) 下ꎬ 土壤线虫分类参照 Ｂｏｎｇｅｒｓ
(１９８８)、 张晓珂等 (２０１３)、 Ｌｉ 等 (２０１７) 的分类图鉴进行ꎮ

8 3　 土壤线虫分子生物学鉴定方法

８ ３ １　 材料与试剂

(１) 一次性口罩、 无菌手套ꎮ
(２) 面巾纸ꎮ
(３) ０ ５ ｍＬ 和 ２ ｍＬ 离心管ꎮ
(４) 无水乙醇ꎮ
(５) ＤＮｅａｓｙ Ｂｌｏｏｄ ＆ Ｔｉｓｓｕｅ Ｋｉｔ 线虫 ＤＮＡ 提取试剂盒ꎮ
(６) ３ＮＤｆ / Ｃ＿１１３２ｒｍｏｄ 引物ꎮ

８ ３ ２　 仪器设备

(１) 线虫提取富集相关材料 (１ ｍｍ、 ０ ２５ ｍｍ、 ３０ μｍ 不锈钢网筛、 表面皿、 天平、 烧杯、 ２ Ｌ
的量杯等)ꎮ

(２) １０ μＬ、 ２０~２００ μＬ、 １ ０００ μＬ 的移液器ꎮ
(３) ４ ℃、 －８０ ℃冰箱ꎮ
(４) 真空泵ꎮ
(５) 高压灭菌锅ꎮ
(６) 恒温水浴锅ꎮ
(７) 无菌工作台ꎮ
(８) 离心机ꎮ
(９) ＰＣＲ 仪ꎮ

８ ３ ３　 实验步骤

８ ３ ３ １　 土壤线虫 ＤＮＡ 提取

在提取线虫 ＤＮＡ 之前ꎬ 将每个样品的线虫悬液以 ２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ (或线虫悬液静置 ２ ｈ 以

上)ꎮ 弃去上清液后ꎬ 保留约 ２ ｍＬ 线虫悬液并转移到 ２ ｍＬ 离心管中ꎮ 然后将 ２ ｍＬ 离心管以 ６ ０００ ｇ
离心 ２ ｍｉｎꎬ 弃去上清液后ꎬ 最终保留 ０ ５ ｍＬ 线虫悬液使用 ＤＮｅａｓｙ Ｂｌｏｏｄ ＆ Ｔｉｓｓｕｅ Ｋｉｔ 试剂盒

(ＱＩＡＧＥＮ)进行线虫 ＤＮＡ 提取ꎮ 根据 ＤＮｅａｓｙ Ｂｌｏｏｄ ＆ Ｔｉｓｓｕｅ Ｋｉｔ 试剂盒的说明书ꎬ 为了得到更多的线

虫 ＤＮＡꎬ 使用双倍的裂解缓冲液 (３６０ μＬ Ｂｕｆｆｅｒ ＡＴＬꎬ ４０ μＬ 蛋白酶 Ｋ) 来充分浓缩和裂解线虫ꎬ 消

化时间延长至 １ ５ ｈꎮ 具体的操作步骤如下 (Ｄｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ 杜晓芳等ꎬ ２０２１)ꎮ
(１) 在保留 ０ ５ ｍＬ 线虫悬液的离心管中加入 ３６０ μＬ Ｂｕｆｆｅｒ ＡＴＬ、 ４０ μＬ 蛋白酶 Ｋꎬ 涡旋 １５ ｓ 后

水浴消化 １ ５ ｈꎬ 水浴消化期间间断振荡 (每隔 １５ ｍｉｎ 上下颠倒几次)ꎮ
(２) 涡旋 １５ ｓꎬ 加入 ４００ μＬ Ｂｕｆｆｅｒ ＡＴＬꎬ 涡旋混匀后加入 ４００ μＬ (９６％ ~ １００％) 的酒精ꎬ 涡旋

混匀ꎮ
(３) 用移液器将 ２ ｍＬ 离心管中的所有液体转移至带有滤柱的 ２ ｍＬ 收集管中 (分几次转移视情

况而定)ꎬ ６ ０００ ｇ 离心 １ ｍｉｎꎬ 弃去离心液及收集管ꎮ
(４) 将滤柱转移到一个新的收集管中ꎬ 加入 ５００ μＬ Ｂｕｆｆｅｒ ＡＷ１ꎬ ６ ０００ ｇ离心 １ ｍｉｎꎬ 弃去滤出液

和收集管ꎮ
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(５) 将滤柱转移到一个新的收集管中ꎬ 加入 ５００ μＬ Ｂｕｆｆｅｒ ＡＷ２ꎬ １８ ０００ ｇ离心 ３ ｍｉｎ 干燥滤柱ꎬ
弃去滤出液和收集管ꎮ

(６) 将滤柱置于一个 １ ５ ｍＬ 的离心管中ꎬ 加入 １００ μＬ (一般为 ５０~２００ μＬ) Ｂｕｆｆｅｒ ＡＥꎬ 室温孵

化 １ ｍｉｎ 后于 ６ ０００ ｇ离心 １ ｍｉｎꎬ 最终得到线虫 ＤＮＡꎮ
(７) 提取的线虫 ＤＮＡ 储存在－８０ ℃冰箱用于后续的 ＰＣＲ 扩增和测序ꎮ

８ ３ ３ ２　 线虫群落的扩增测序

使用引物 ３ＮＤｆ / Ｃ＿１１３２ｒｍｏｄ 对线虫 １８Ｓ ｒＤＮＡ Ｖ４ 区进行扩增ꎮ ＰＣＲ 采用 ＴｒａｎｓＧｅｎ ＡＰ２２１－０２:
ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｆａｓｔｐｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬ ２０ μＬ 反应体系: ５×ＦａｓｔＰｆｕ Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬꎬ ２ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰｓ ２ μＬꎬ
Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ (５ μｍｏｌ / Ｌ) ０ ８ μＬꎬ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ (５ μｍｏｌ / Ｌ) ０ ８ μＬꎬ ＦａｓｔＰｆｕ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０ ４ μＬꎬ
ＢＳＡ ０ ２ μＬꎬ Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ １０ ｎｇꎬ 最后使用灭菌 ＰＣＲ 水补足至 ２０ μＬꎮ

线虫 ＰＣＲ 反应参数: ９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ ７２ ℃延伸 ４５ ｓꎬ ３５ 次

循环后最终在 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 扩增之后ꎬ ＰＣＲ 产物使用 ２％琼脂糖凝胶电泳进行可视化ꎬ 使用

ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ 凝胶提取试剂盒 ( Ａｘｙｇｅｎ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｕｎｉｏｎ Ｃｉｔｙꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ) 进行纯化ꎬ 并使用

ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ－ＳＴ (Ｐｒｏｍｅｇａꎬ ＵＳＡ) 对回收产物进行检测定量ꎮ 根据 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 平台 ( Ｉｌｌｕｍｉｎａꎬ
Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏꎬ ＵＳＡ) 标准操作规程用纯化后的扩增片段构建 ＰＥ ３００ 文库ꎮ ＰＣＲ 文库构建是在引物上合

成 ｂａｒｃｏｄｅꎬ 采用混合样品建库的模式ꎮ 具体构建文库的步骤为: ①连接 “Ｙ” 字形接头ꎻ ②使用磁

珠筛选去除接头自连片段ꎻ ③利用 ＰＣＲ 扩增进行文库模板的富集ꎻ ④氢氧化钠变性ꎬ 产生单链 ＤＮＡ
片段ꎮ 利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 ＭｉＳｅｑ ＰＥ３００ 平台进行双端测序ꎬ 原始数据上传至 ＮＣＢＩ 数据库 (杜晓芳

等ꎬ ２０２１)ꎮ
８ ３ ４　 数据质控与生物信息分析

８ ３ ４ １　 生物信息分析

使用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ 软件对原始测序序列进行质控ꎬ 使用 ＦＬＡＳＨ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ ｃｂｃｂ ｕｍｄ ｅｄｕ / ｓｏｆｔ￣
ｗａｒｅ / ｆｌａｓｈꎬ ｖｅｒｓｉｏｎ １ ２ ７) 软件进行拼接ꎮ

(１) 过滤 ｒｅａｄｓ 尾部质量值 ２０ 以下的碱基及质控后 ２００ ｂｐ 以下的 ｒｅａｄｓꎬ 去除含氮碱基的 ｒｅａｄｓꎮ
(２) 根据 ＰＥ ｒｅａｄｓ 之间的 ｏｖｅｒｌａｐ 关系ꎬ 将成对 ｒｅａｄｓ 拼接成一条序列ꎬ 最小 ｏｖｅｒｌａｐ 长度为

１０ ｂｐꎮ
(３) 拼接序列的 ｏｖｅｒｌａｐ 区允许的最大错配比率为 ０ ２ꎬ 去除无法拼接的序列ꎮ
(４) 根据序列首尾两端的 ｂａｒｃｏｄｅ 和引物区分样品ꎬ 并调整序列方向ꎬ ｂａｒｃｏｄｅ 需精确匹配ꎬ 引

物允许 ２ 个碱基的错配ꎮ
８ ３ ４ ２　 ＯＴＵ 聚类

使用 ＵＰＡＲＳＥ 软件 (ｈｔｔｐ: / / ｄｒｉｖｅ５ ｃｏｍ / ｕｐａｒｓｅ / ꎬ ｖｅｒｓｉｏｎ ７ １)ꎬ 根据 ９７％的相似度对序列进行

ＯＴＵ 聚类ꎬ 具体流程如下ꎮ
(１) 提取优化序列中的非重复序列ꎬ 去除没有重复的单序列ꎮ
(２) 按照 ９７％相似性对非重复序列 (不含单序列) 进行 ＯＴＵ 聚类ꎬ 在聚类过程中去除嵌合体ꎬ

得到 ＯＴＵ 代表序列ꎮ
(３) 将所有优化序列 ｍａｐ 至 ＯＴＵ 代表序列ꎬ 选出与 ＯＴＵ 代表序列相似性在 ９７％以上的序列ꎬ 生

成 ＯＴＵ 表格ꎮ
８ ３ ４ ３　 分类学分析

通过 ＢＬＡＳＴ 搜索ꎬ 比对 ＮＣＢＩ ＮＴ 数据库对物种进行分类注释ꎮ
８ ３ ４ ４　 线虫多样性分析

为了进行样本多样性之间的比较ꎬ 分析前需要统一测序深度ꎬ 以校正测序深度不同引起的基因多

样性差异ꎮ 在该统一深度下计算不同样本的线虫多样性指数ꎮ
(１) Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ (ＯＴＵｓ): 直接观测到的线虫种类数ꎮ
(２) Ｃｈａｏ１: 用于估计样本中物种总数ꎬ 数值越大ꎬ 代表物种越多ꎮ

７０２
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ＳＣｈａｏ１ ＝ Ｓｏｂｓ ＋
ｎ１(ｎ１ － １)
２(ｎ２ ＋ １)

(８－１)

式中ꎬ ＳＣｈａｏ１ ———估计的 ＯＴＵ 数目ꎻ
Ｓｏｂｓ ———实际观测到的 ＯＴＵ 数目ꎻ
ｎ１———只含有一条线虫的 ＯＴＵ 数目ꎻ
ｎ２———只含有两条线虫的 ＯＴＵ 数目ꎮ

(３) Ｓｈａｎｎｏｎ: 用来估算样本中线虫多样性指数之一ꎮ 它与 Ｓｉｍｐｓｏｎ 多样性指数均为常用的反映

Ａｌｐｈａ 多样性的指数ꎮ Ｓｈａｎｎｏｎ 值越大ꎬ 说明群落多样性越高ꎮ

ＨＳｈａｎｎｏｎ ＝ － ∑
Ｓｏｂｓ

ｉ ＝ １

ｎｉ

Ｎ
ｌｎ

ｎｉ

Ｎ
(８－２)

式中ꎬ Ｓｏｂｓ ———实际观测到的 ＯＴＵ 数目ꎻ
ｎｉ———第 ｉ 个 ＯＴＵ 所含的序列数ꎻ
Ｎ———所有的序列数ꎮ

(４) Ｅｖｅｎｎｅｓｓ: 物种均匀度是指某一群落或生境中全部线虫物种个体数目的分配状况ꎬ 其反映了

各物种个体数目分配的均匀程度ꎮ 可以基于 Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ 指数计算物种多样性ꎬ 物种均匀度的计

算公式为

Ｊ ＝ Ｈ′
ｌｎＳ

(８－３)

式中ꎬ Ｓ———群落内的物种数ꎻ
Ｈ′———Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数ꎮ

８ ３ ４ ５　 线虫群落特征分析

线虫分类鉴定后ꎬ 对其种类及不同物种的数量情况进行统计ꎬ 可以获得各个线虫种类在每个样本

中的丰度情况ꎬ 物种相对丰度分析方法如下ꎮ
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ (％) ＝ Ｉｓｉ / ∑Ｎｓｉ×１００ (８－４)

式中ꎬ Ｉｓｉ———样本中单个线虫物种检测数量ꎻ
∑Ｎｓｉ———样本中所有线虫物种检测总数量ꎮ
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附录 9　 蚯蚓物种调查鉴定及线粒体基因测序方法

蚯蚓是土壤中生物量最大的一类大型土壤动物ꎬ 其生命活动能够改善土壤结构ꎬ 提高土壤肥力ꎬ
指示土壤环境质量ꎬ 在自然界物质循环和生态平衡中起着重要的作用ꎬ 其组成和数量可作为评价土壤

健康的一个重要生物指标ꎮ 蚯蚓形态学鉴定质控可通过多家单位的土壤生物专家同时进行鉴定ꎬ 将鉴

定结果进行比对统一ꎻ 蚯蚓线粒体基因测序结果质控ꎬ 一方面在 ＤＮＡ 提取扩增时严格按照技术规程

进行ꎬ 另一方面线粒体基因测序时包括元数据和测序数据的一致性检查、 测序数据的质量检测、 低质

量测序序列的过滤及切除、 接头序列及无关序列的剔除、 污染序列的过滤、 混合样本的数据分割等参

照测序指导要求执行ꎮ

9 1　 材料与试剂

９ １ １　 试剂

(１) 乙酸 (Ｒｈａｗｎꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｒ０４９９４６－５００ｍＬ)ꎮ
(２) 乙醇 (ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｅ７０２３－５００ｍＬ)ꎮ
(３) 无脊椎动物 ＤＮＡ 提取试剂盒 (ＯＭＥＧＡ Ｅ Ｚ Ｎ Ａ ＴＭꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｄ３３７３－０１)ꎮ
(４) ＰＣＲ 引物 (Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ)ꎮ
(５) ＰＣＲ 反应体系试剂 [ Ｔｒａｎ Ｔａｑ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｈｉｇｈ Ｆｉｄｅｌｉｔｙｃａｔａｌｏｇ ( ＨｉＦｉ )ꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ:

ＡＰ１３１－１１]ꎮ
(６) ２ ０００－ｂｐ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ 标准物 (ＤｉＮｉｎｇꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＤＭ１００３)ꎮ
(７) 甘油 (ＳＩＧＭＡꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｇ７８９３)ꎮ
(８) 氯仿－异戊醇混合液 (Ｌｉａｎｍａｉꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＬＭ－１００８０４)ꎮ

９ １ ２　 耗材

(１) 铅笔 (Ｄｅｌｉꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｓ９０７)ꎮ
(２) 笔记本 (Ｄｅｌｉꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ７９５２－Ａ５－３０)ꎮ
(３) 镊子 (Ｊｉｎｚｈｏｎｇꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＪＤ５０２０)ꎮ
(４) 丁腈手套 (ＩＮＴＣＯꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＳＴＤＪＹ)ꎮ
(５) 网筛 (ＰＡＭＰＡＳꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ６０１０１１４９９１００＿ＧＷｃ７Ｔ)ꎮ
(６) 竹夹 (Ｍｕｃｈｕｎꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: １５５６２９９２０２＿ＴＺＹＮｋ)ꎮ
(７) 大头针 (Ｄｅｌｉꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ００３９－３)ꎮ
(８) 解剖套装 (ＴＺＺＴꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ２７００１)ꎮ
(９) ５０ ｍＬ 离心管 (５０ ｍＬꎻ ＢＤ Ｆａｌｃｏｎꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ３５２０７０)ꎮ
(１０) 微量离心管 (１ ５ ｍＬꎬ ５ ｍＬꎻ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒｓ: ００３０１２５ １５０ꎬ ３０１１９４０１)ꎮ
(１１) 单道移液器 (１０ μＬꎬ ２０ μＬꎬ １００ μＬꎬ ２００ μＬꎬ １ ０００ μＬꎻ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒｓ:

３１２０００００２０ꎬ ３１２０００００３８ꎬ ３１２０００００４６ꎬ ３１２０００００５４ꎬ ３１２０００００６２)ꎮ
(１２) 移液器吸头 (ｎｕｃｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅꎬ １０ μＬꎬ ２００ μＬꎬ １ ０００ μＬꎻ Ａｘｙｇｅｎꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒｓ: Ｔ－３００ꎬ

Ｔ－２００－Ｙꎬ Ｔ－１０００－Ｂ)ꎮ
(１３) 封口膜 (Ｂｅｍｉｓꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＰＭ－９９６)ꎮ
(１４) １５ ｃｍ 圆形培养皿 (Ａｘｙｇｅｎꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＡＳＪ－１７－９１４２)ꎮ
(１５) 切胶刀片 (Ｊｉｎｚｈｏｎｇꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｊ１１０１０)ꎮ
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(１６) 核酸纯化柱 (Ｄｏｙｏｂｉｏꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: Ｔ３１６１０９)ꎮ
９ １ ３　 仪器

(１) 相机 (Ｃａｎｏｎꎬ ｍｏｄｅｌ: ＥＯＳ ９０Ｄ)ꎮ
(２) 解剖镜 (Ｎｉｋｏｎꎬ ｍｏｄｅｌ: ＳＭＺ８００Ｎ)ꎮ
(３) －８０ ℃超低温冰箱 (Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ ｍｏｄｅｌ: ９０７)ꎮ
(４) －２０ ℃ 冰箱 (Ｈａｉｅｒꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＤＷ－４０Ｌ９２)ꎮ
(５) ２~８ ℃ 医用冷藏箱 (Ｍｅｉｌｉｎｇꎬ ｍｏｄｅｌ: ＹＣ－３３０Ｌ)ꎮ
(６) 高速离心机 (Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆꎬ ｍｏｄｅｌ: ５８１０Ｒ)ꎮ
(７) 旋涡混合器 (ＴＩＡＧＥＮ ＢＩＯＴＥＣＨꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＯＳＥ－ＶＳ－０１)ꎮ
(８) 电泳仪 (ＪＵＮＹＩ－ＤＯＮＧＦＡＮＧꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＪＹ３００ＨＣ)ꎮ
(９) 凝胶成像仪 (ＢＩＯ－ＲＡＤꎬ ｍｏｄｅｌ: Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｈｏｏｄ ＩＩ)ꎮ
(１０) 紫外分光光度计 (Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ ｍｏｄｅｌ: ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ－２０００)ꎮ
(１１) 电热恒温水浴锅 (Ｋａｎｇｌｕꎬ ｍｏｄｅｌ: ＨＨＳ－４Ｓ)ꎮ
(１２) 电子天平 (Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏꎬ ｃａｔａｌｏｇ ｎｕｍｂｅｒ: ＡＬ１０４)ꎮ
(１３) ＰＣＲ 仪 (Ｔ１００ＴＭ ９９ ꎻ ＢＩＯ－ＲＡＤꎬ ｍｏｄｅｌ: １８６１０９６)ꎮ

9 2　 实验步骤

野外采集的蚯蚓经脱水固定后中转至分析实验室ꎬ 分析实验室应在收到蚯蚓样本的 １ ~ ２ 周内完

成样本的形态学鉴定、 蚯蚓线粒体 ＤＮＡ 的提取ꎬ 以及标本制作ꎮ 蚯蚓提取的线粒体 ＤＮＡ 用甘油冻存

在－８０ ℃超低温冰箱中ꎬ 避免反复冻融ꎬ 以提高样本中 ＤＮＡ 的稳定性ꎬ 并尽快送基因测序公司测序ꎮ
蚯蚓标本一般制作为液浸标本ꎬ 可常温保存ꎬ 蚯蚓标本管和 ＤＮＡ 冻存管上标记二维码信息ꎬ 方便信

息提取和快速查询ꎮ
９ ２ １　 蚯蚓物种形态学鉴定

蚯蚓物种形态学鉴定主要依据其外部形态特征和内部解剖特征ꎮ 形态特征包括蚯蚓的大小和颜

色ꎬ 口前叶、 背孔起始位置ꎬ 刚毛特征ꎬ 生殖环带位置及形状ꎬ 性乳突、 雄孔和雌孔位置、 受精囊孔

数目及位置等ꎻ 内部解剖特征包括隔膜、 砂囊、 盲肠、 心脏、 精巢囊、 储精囊、 前列腺、 受精囊、 副

性腺等器官系统等ꎮ
(１) 取出固定处理好的蚯蚓样本于盛满无水乙醇的石蜡盘上ꎬ 使用解剖镜观察并记录背腹面体

色、 体长、 体宽、 体节、 体环、 背中线、 口前叶、 背孔、 环带、 刚毛、 雄生殖孔、 雌生殖孔、 受精囊

孔的外部形态特征或数量ꎬ 并于电脑上使用相机软件控制相机拍照ꎮ
(２) 将蚯蚓标本背面朝上于解剖盘上ꎬ 沿背中线向前ꎬ 用解剖剪小心剖开ꎬ 并用大头针固定ꎮ
(３) 镜检观察蚯蚓内部器官形态特征并记录ꎮ 统一从蚯蚓头部环节起ꎬ 依次观察蚯蚓样本内部

隔膜、 砂囊、 受精囊、 精巢囊、 储精囊、 心脏、 小肠、 雌生殖孔、 受精囊孔、 雄生殖孔、 前列腺与盲

肠等的位置、 数量与形状ꎬ 描述并记录特征ꎬ 并用电脑控制相机拍照ꎮ
(４) 物种分类时首先参考我国已有的蚯蚓物种形态特征ꎮ 参考 Ｃｈｅｎ (１９３１ꎬ １９３３ꎬ １９３６ꎬ １９３８ꎬ

１９４６)、 Ｇａｔｅｓ (１９３９ꎬ １９７２)、 陈义 (１９５６)、 蒋际宝 (２０１６)、 尹文英 (１９９８) 等已报道的蚯蚓特征

表述进行详细比对鉴定ꎮ 同时请专门的分类学家帮助完成ꎮ
９ ２ ２　 蚯蚓样本 ＤＮＡ 提取

(１) 采用无脊椎动物 ＤＮＡ 提取试剂盒 (如 ＯＭＥＧＡ 公司的 ＯＭＥＧＡ Ｅ Ｚ Ｎ Ａ ＴＭ Ｍｏｌｌｕｓｃ ＤＮＡ
Ｋｉｔ)ꎬ 提取富含糖类的环节动物组织细胞中的 ＤＮＡꎮ

(２) 备用试剂配置: 在 ＤＮＡ Ｗａｓｈ Ｂｕｆｆｅｒ 中加入 ８０ ｍＬ 无水乙醇ꎬ 混匀ꎻ 氯仿和异戊醇

(２４１)振荡混匀ꎻ Ｅｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液 ６０~７０ ℃水浴ꎮ
(３) 剪取小于 ３０ ｍｇ 的蚯蚓标本尾部肌肉ꎬ 细致清除干净附着其上的肠道部分及土壤杂质等ꎬ

用去离子水洗净ꎬ 剪碎后放置于 １ ５ ｍＬ 微量离心管中ꎮ
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(４) 依次加入 ３５０ μＬ Ｂｕｆｆｅｒ ＭＢＬ 和 ２５ μＬ 蛋白酶 Ｋꎬ 涡旋混匀ꎬ 放置于 ３７ ℃水浴中 １２~１４ ｈꎬ
直到微量离心管中大多数组织完全溶解ꎮ

(５) 在 １ ５ ｍＬ 微量离心管中加入 ３５０ μＬ 氯仿－异戊醇混合液ꎬ 涡旋混匀ꎬ 然后 ＲＣＦ＝ １０ ０００ ｇ
室温离心 ２ ｍｉｎꎮ 小心提取 ２５０ μＬ 上清液置于新的 １ ５ ｍＬ 微量离心管中ꎮ 加入 ５ μＬ ＲＮａｓｅ Ａ 酶到微

量离心管内ꎬ 室温静置 １０~３０ ｍｉｎꎮ
(６) 加入 ２５０ μＬ Ｂｕｆｆｅｒ ＭＢＬ 到微量离心管内ꎬ 涡旋混匀 １０ ~ １５ ｓꎬ ７０ ℃ 水浴 １０ ｍｉｎꎮ 加入

２５０ μＬ乙醇 (室温ꎬ ９６％~１００％) 到微量离心管内ꎬ 涡旋混匀 １０~１５ ｓꎮ
(７) 将 ７５０ μＬ 混合液转移到试剂盒提供的 ２ ｍＬ 收集管上的收集柱中ꎬ 然后 ＲＣＦ＝ １０ ０００ ｇ室温

离心 １ ｍｉｎꎬ 保留收集管ꎬ 丢弃下清液ꎮ 再同样转速室温离心 １ ｍｉｎꎬ 丢弃收集管与下清液ꎮ 将收集柱

放置在一个新的 ２ ｍＬ 收集管中ꎬ 加入 ５００ μＬ ＨＢ Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液ꎬ 然后 ＲＣＦ＝ １０ ０００ ｇ室温离心 ３０ ｓꎬ
丢弃下清液ꎮ

(８) 加入 ７００ μＬ ＤＮＡ Ｗａｓｈ Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液ꎬ 然后 ＲＣＦ＝ １０ ０００ ｇ室温离心 １ ｍｉｎꎬ 丢弃下清液ꎮ 重

复 １ 次ꎬ 再次丢弃下清液ꎬ 然后将收集柱与收集管 ＲＣＦ＝ １５ ０００ ｇ室温离心 ２ ｍｉｎꎮ
(９) 将收集柱插入新的 １ ５ ｍＬ 微量离心管中ꎬ 室温下开盖放置 ２ ｍｉｎꎮ 加入 ５０ μＬ Ｅｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ

缓冲液ꎬ 温浴 ２ ｍｉｎꎬ 然后 １０ ０００ ｇ室温离心 １ ｍｉｎꎮ 按照上述步骤重复 １ 次ꎬ 以收获 １００ μＬ 的 ＤＮＡꎮ
(１０) 判断 ＤＮＡ 产量和质量: 将提取的 ＤＮＡ 用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ－２００ 测定其浓度ꎬ 并用 １％琼脂糖

凝胶电泳检测其完整性ꎮ 若总 ＤＮＡ 完整且纯度为 ８５％~９０％ꎬ 说明所得 ＤＮＡ 的质量和浓度符合扩增

要求ꎮ 之后将 ＤＮＡ 产物在－２０ ℃冰箱保存ꎮ
９ ２ ３　 线粒体基因扩增测序

(１) 设计以下引物进行线粒基因的扩增ꎮ
正向引物: ５’－ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ－３’ꎮ
反向引物: ５’－ＴＡＴＡＣＴＴＣＴＧＧＧＴＧＴＣＣＧＡＡＧＡＡＴＣＡ－３’ꎮ
引物经由生物公司合成ꎬ 并配成 １００ μｍｏｌ / Ｌ 储存液ꎬ 置于－２０ ℃下保存备用ꎮ
(２) ＰＣＲ 反应体系设置为 ５０ μＬꎬ 具体组成见表附录 ９－１ꎮ

表附录 ９－１　 ＰＣＲ 反应体系

成分 反应体系 (５０ μＬ) / μＬ
ＤＮＡ 模板 １
正向引物 (１０ μｍｏｌ / Ｌ) ２
反向引物 (１０ μｍｏｌ / Ｌ) ２
２ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰＳ ０ ６
１０×Ｔｒａｎｓ ＴａｑＴＭ ＨｉＦｉ Ｂｕｆｆｅｒ Ｉ ４
Ｔｒａｎｓ Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｈｉｇｈ Ｆｉｄｅｌｉｔｙ (ＨｉＦｉ) ９ ６
ｄｄＨ２Ｏ 加至 ５０

每轮实验均需要设置阴性对照组 (不加 ＤＮＡꎬ 只加入相同体积的去离子水) 和阳性对照 (在同

样的体系和条件下保证能扩增出的样品 ＤＮＡ)ꎮ
(３) ＰＣＲ 扩增条件设置见表附录 ９－２ꎮ

表附录 ９－２　 ＰＣＲ 扩增条件

步骤 温度 / ℃ 时间 / ｍｉｎ 循环数

预变性 ９４ ５
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(续表)

步骤 温度 / ℃ 时间 / ｍｉｎ 循环数

变性 ９４ ０ ５

退火 ５０ ０ ５

延伸 ７２ １

最终延伸 ７２ １０

保持 ４

３２

(４) 获得扩增产物后ꎬ 将 ＰＣＲ 产物、 ３ ０ μＬ Ｍａｒｋｅｒ 和阴性对照通过 ２％琼脂糖凝胶电泳检测

ＰＣＲ 产物ꎬ 利用微量紫外分光光度计 (ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ－２０００) 测定扩增产物的浓度ꎮ
９ ２ ４　 核酸质量检测

(１) 琼脂糖凝胶电泳ꎮ
对提取的基因组 ＤＮＡ 进行琼脂糖电泳检测ꎮ 凝胶成像结果表明有完整的基因组条带ꎬ 且无其他

杂质的情况下判定为合格ꎬ 如图附录 ９－１ꎮ

图附录 ９－１　 琼脂糖凝胶电泳图示例

(２) 根据 ＰＣＲ 产物浓度进行等浓度混样ꎬ 充分混匀后使用 １×ＴＡＥ 浓度 ２％的琼脂糖胶电泳纯化

ＰＣＲ 产物ꎬ 选择目标条带割胶ꎬ 使用胶回收试剂盒回收目标条带ꎬ 将回收的 ＰＣＲ 产物送至生物公司

利用 Ｓａｎｇｅｒ 法进行双端测序鉴定ꎮ
(３) 将测序获得原始数据导入 Ｃｈｒｏｍａｓ 软件生成序列峰图ꎬ 判断结果序列质量ꎮ
(４) 将测序峰图利用 ＤＮＡＳｔａｒ 校对准确后得到的 ＣＯＩ 基因序列在 ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ 中进行 ＢＬＡＳＴ

相似性搜索ꎬ 寻找匹配的同源蚯蚓物种序列ꎬ 构建系统发育树ꎬ 确定蚯蚓物种分类学信息ꎮ

9 3　 蚯蚓群落特征分析

根据蚯蚓形态鉴定和分子鉴定的结果ꎬ 结合采样信息记录统计各样点蚯蚓种类、 数量和生物量ꎮ
蚯蚓多样性指数主要包括如下 ４ 个指标ꎮ
(１) Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ: 直接观测到的蚯蚓种类数ꎮ
(２) Ｃｈａｏ１: 用于估计样本中物种总数ꎬ 数值越大ꎬ 代表物种越多ꎮ

ＳＣｈａｏ１ ＝ Ｓｏｂｓ ＋
ｎ１(ｎ１ － １)
２(ｎ２ ＋ １)

(９－１)

式中ꎬ ＳＣｈａｏ１ ———估计的蚯蚓种类数ꎻ
Ｓｏｂｓ ——— 实际观测到的蚯蚓种类数ꎻ

３１２



第三次全国土壤普查技术规程规范

ｎ１ ———只含有 １ 条序列的蚯蚓种类数ꎻ
ｎ２ ———只含有 ２ 条序列的蚯蚓种类数ꎮ

(３) Ｓｈａｎｎｏｎ: 用来估算样本中蚯蚓多样性指数之一ꎮ 它与 Ｓｉｍｐｓｏｎ 多样性指数均为常用的反映

Ａｌｐｈａ 多样性的指数ꎮ Ｓｈａｎｎｏｎ 值越大ꎬ 说明群落多样性越高ꎮ

ＨＳｈａｎｎｏｎ ＝ － ∑
Ｓｏｂｓ

ｉ ＝ １

ｎｉ

Ｎ
ｌｎ

ｎｉ

Ｎ
(９－２)

式中ꎬ Ｓｏｂｓ ——— 实际观测到的蚯蚓种类数ꎻ
ｎｉ ———第 ｉ 种蚯蚓所含的序列数ꎻ
Ｎ———所有的序列数ꎮ

(４) Ｅｖｅｎｎｅｓｓ: 物种均匀度是指某一群落或生境中全部蚯蚓物种个体数目的分配状况ꎬ 其反映了各

物种个体数目分配的均匀程度ꎮ 可以基于 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数计算物种多样性ꎬ 物种均匀度的计算公式为:

Ｊ ＝ Ｈ′
ｌｎＳ

(９－３)

式中ꎬ Ｓ———群落内的物种数ꎻ
Ｈ′ ———Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数ꎮ
汇总统计结果ꎬ 邀请制图专家协助进行蚯蚓种群分布图的绘制ꎮ
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附录 10　 土壤生物样品分析质量控制方法

10 1　 分析误差来源

在分析过程中产生的误差包括系统误差、 随机误差和差错ꎮ
系统误差是由分析过程中某些固定原因造成的ꎮ 例如方法本身的缺陷、 计量仪器不准确、 试剂不

纯、 环境因素的影响以及分析人员恒定的个人误差等ꎮ 它的变异是同一方向的ꎬ 只要分析条件不变ꎬ
在重复测定时会重复出现ꎬ 易于找出产生误差的原因、 测定其大小并予以校正ꎮ

随机误差又称偶然误差ꎬ 是指某些偶然因素ꎬ 例如气温、 气压、 湿度的改变ꎬ 仪器的偶然缺陷或

偏离ꎬ 操作的偶然失误或仪器污染等外因引起的误差ꎮ 随机误差是服从正态分布的ꎬ 即 ９５％的测定

值应落在均值 Ｘ ＋１ ９６Ｓｘ (标准误) 范围内ꎬ 称为 ９５％置信限ꎮ
差错亦称粗差ꎬ 是由于分析过程中的粗心大意ꎬ 或未遵守操作规程ꎬ 或读数、 记录、 计算错误ꎬ

或加错试剂等造成测定值偏离真值的异常值ꎬ 应将它舍弃ꎮ 差错无规律可循ꎬ 小的错误ꎬ 会增大试验

误差ꎬ 降低分析的可靠性ꎬ 大的错误会导致分析失败ꎮ 因此ꎬ 在分析过程中必须严格要求ꎬ 细心操

作ꎬ 避免发生错误ꎮ
控制随机误差 (偶然误差) 的方法一般采用重复测定法ꎬ 即多次平行测定ꎬ 取其平均值ꎮ 因为平均

值的偶然误差比单次测定值的偶然误差小ꎬ 误差的大小与测量次数的平方根成反比 (Ｓｘ ＝ Ｓ / ｎ )ꎮ 土

壤生物性质变异较大ꎬ 一般需要进行 ３~５ 次重复ꎻ 在评价某一测定方法时ꎬ 则需要采用 １０ 次左右的

重复ꎮ

10 2　 分析误差表示方法

偏差是测定值偏离算术平均值 ( Ｘ ) 的程度ꎬ 用于表示分析结果的精密度ꎮ
１０ ２ １　 绝对偏差 (ａｂｓｏｌｕｔｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ)

绝对偏差＝ 测定值 (Ｘ ｉ) －平均值 (Ｘ) (１０－１)

１０ ２ ２　 相对偏差 (ｒｅｌａｔｉｖｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ)

相对偏差 ＝
测定值(Ｘ ｉ) － 平均值(Ｘ)

平均值(Ｘ)
× １００ (１０－２)

１０ ２ ３　 标准偏差 (标准差ꎬ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ)
表示群体的离散程度ꎬ 用以说明分析结果的精密度大小ꎮ 单次测定标准差为

Ｓ ＝ １
ｎ － １∑

ｎ

ｉ ＝ １
(Ｘ ｉ － Ｘ) ２ ＝

∑Ｘ２
ｉ － (∑Ｘ ｉ) ２ / ｎ

ｎ － １
(１０－３)

Ｓ 值小ꎬ 说明单次测定结果之间的偏差小ꎬ 精密度高ꎬ 平均值的代表性高ꎮ 一般用 Ｘ±Ｓｘ表示ꎮ
１０ ２ ４　 平均值标准差 (标准误ꎬ ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒ ｏｆ ｍｅａｎ)

一组多次平行测定结果用平均值表示时ꎬ 一般用平均值标准差 Ｓｘ表示平均值精密度的大小ꎮ Ｘｘ

大小与测定次数 ｎ 有关ꎮ

Ｓｘ ＝
Ｓ
ｎ

(１０－４)
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平均值标准差是重要的偏差指标ꎬ 用 Ｘ ±Ｓｘ表示ꎮ
１０ ２ ５　 变异系数 (ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ)

标准差占测定值的平均值的百分率称为变异系数 (ＣＶ):

ＣＶ(％) ＝ Ｓ

Ｘ
× １００ (１０－５)

ＣＶ 小ꎬ 说明平均值的波动小ꎬ 亦即精密度高ꎬ 代表性好ꎮ
分析结果的准确度主要由系统误差决定ꎬ 精密度则由偶然误差决定ꎮ 准确度高ꎬ 表示测定结果很

好ꎻ 精密度高ꎬ 说明测定方法稳定ꎬ 重现性好ꎮ 提高分析质量要求既要有很高的准确度ꎬ 也要有很高

的精密度ꎮ

10 3　 分析误差控制方法

１０ ３ １　 粗差及系统误差的控制

控制分析差错 (粗差) 需要分析测试单位建立健全规章制度ꎬ 加强分析检测人员的技术和责任

心培训ꎮ
系统误差应从仪器、 量具的校正ꎬ 试剂质量的选择ꎬ 分析方法的选用ꎬ 以及对照试验、 空白试验

等方面加以考虑ꎮ
(１) 仪器、 量具的校正: 必要时可对仪器、 量器进行校正ꎬ 如天平、 比色计、 容量瓶、 移液管、

滴定管等ꎬ 以减免仪器误差.
(２) 试剂质量控制: 应按分析要求选择适合的试剂质量ꎬ 包括水及化学试剂ꎮ 同时还应注意试

剂的配制、 使用和贮存方法ꎬ 必要时应提纯试剂ꎮ
(３) 空白试验: 除了不加样品以外ꎬ 完全按着样品测定的相同操作步骤和条件进行测定ꎬ 所

得结果称为空白试验值ꎬ 用以校正样品的测定值ꎬ 减少试剂、 仪器误差和滴定终点等所造成的

误差ꎮ
(４) 对照试验: 用参比样品、 标准方法逆行对照ꎬ 或由分析单位不同人员或不同单位逆行分析

对比ꎬ 检验和校正分析结果的误差ꎮ
１０ ３ ２　 精密度控制

(１) 测定率: 针对可以进行平行双样分析的项目ꎬ 每批样品每个项目分析时均须做 １０％ ~１５％平

行样品ꎬ ５ 个样品以下ꎬ 应增加到 ５０％以上ꎮ
(２) 测定方式: 由分析者自行编入的明码平行样ꎬ 或由质控员在采样现场、 样品流转中心或实

验室编入的密码平行样ꎮ 二者等效ꎬ 不必重复ꎮ
(３) 合格要求: 平行双样测定结果的误差在允许误差范围之内ꎮ

１０ ３ ３　 准确度控制

采集 ３ 个典型土种的土壤生物样品 (每个样品采集 １００ ｋｇꎬ －８０ ℃长期保存)ꎬ 选择已获得国家

计量认证的分析单位 (每类指标选择 ３ 个单位)ꎬ 分析土壤生物指标ꎬ 获得具有可靠精密度的测定平

均值ꎬ 作为土壤生物调查中的质控样品ꎬ 用于选择分析单位和控制土壤生物分析质量ꎮ
在控制精密度 (每批带测质控平行双样) 的基础上ꎬ 参考 «利用实验室间比对进行能力验证

的统计方法» (ＧＢ / Ｔ ２８０４３—２０１９)ꎬ 选择分析单位的分析值落在质控样保证值 Ｘ±Ｓ (在 ９５％的置

信水平) 范围之内ꎬ 保证每批次质控样测定值落在质控样保证值 Ｘ±２Ｓ (在 ９５％的置信水平) 范围

之内ꎮ
绘制土壤生物分析准确度质控图ꎬ 用质控样的保证值 Ｘ 与标准偏差 Ｓꎬ 在 ９５％的置信水平ꎬ 以 Ｘ

作为中心线、 Ｘ±２Ｓ 作为上下警告线、 Ｘ±３Ｓ 作为上下控制线的基本数据ꎮ 每批所带质控样的测定值

落在中心附近、 上下警告线之内ꎬ 则表示分析正常ꎬ 此批样品测定结果可靠ꎻ 如果测定值落在上下控

制线之外ꎬ 表示分析失控ꎬ 测定结果不可信ꎬ 检查原因ꎬ 纠正后重新测定ꎻ 如果测定值落在上下警告
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线和上下控制线之间ꎬ 分析结果虽可接受ꎬ 但有失控倾向ꎬ 应予以注意ꎮ
１０ ３ ４　 监测过程中受到干扰时的处理

检测过程中受到干扰时ꎬ 按有关处理制度执行ꎮ 一般要求如下: ①停水、 停电、 停气等ꎬ 凡影响

到检测质量时ꎬ 全部样品重新测定ꎻ ②仪器发生故障时ꎬ 可用相同等级并能满足检测要求的备用仪器

重新测定ꎮ 无备用仪器时ꎬ 应将仪器修复、 重新检定合格后重测ꎮ

附录 11　 土壤生物数据质量控制方法

11 1　 土壤生物数据的全过程质量控制

为了保证土壤生物调查数据的整体质量ꎬ 需要在数据生产的各个环节开展数据质量控制ꎮ 包括土

壤生物采样、 土壤样品分析、 数据处理和上报ꎮ 针对全国尺度的土壤生物调查ꎬ 在国务院第三次全国

土壤普查领导小组办公室统一领导下ꎬ 协同土壤三普专家技术指导组ꎬ 包括顶层设计组、 平台技术

组、 外业技术组、 内业技术组ꎬ 成立土壤生物调查质量控制专家小组ꎬ 从样品采集、 样品制备、 分析

测试、 数据检验、 数据入库等全过程进行质量控制ꎮ 各省 (区、 市) 开展土壤生物调查时ꎬ 由国家

级和省级专家技术指导组成员建立省级土壤生物调查质量控制专家小组ꎮ
在采集过程中检查调查样点的代表性和准确性、 调查数据的完整性和可靠性ꎮ 在分析数据上报过

程中检查实验室内精密度、 准确度和实验室间精密度、 准确度ꎬ 以及数据的完整性和区域可比性ꎬ 以

保证生物分析数据的准确性和可靠性ꎮ 在数据上报和入库过程中检查数据的归并错误和数据的完整

性ꎬ 保证综合分析和评价数据的准确可靠ꎮ

11 2　 分析过程中数据质量控制

１１ ２ １　 分析数据结果的表示

１１ ２ １ １　 平行样测定结果的表示

平行样的测定结果用平均值表示ꎬ 低于分析方法最低检出限的测定值按 “未检出” 报出ꎬ 参加

统计时按 １ / ２ 最低检出限计算ꎬ 但在计算检出率时ꎬ 按 “未检出” 统计ꎮ
１１ ２ １ ２　 检测数据录入的位数

记录测量数据ꎬ 要采用法定计量单位ꎬ 只保留 １ 位可疑数字ꎬ 有效数字的位数应根据计量器具的

精度及分析仪器的示值确定ꎬ 不得随意增添或删除ꎮ
土壤生物样品测定值一般保留 ３ 位有效数字ꎮ 表示分析结果精密度的数据ꎬ 只取 １ 位有效数字ꎻ

当测定次数很多时ꎬ 最多只取 ２ 位有效数字ꎮ 表示分析结果的有效数字的位数ꎬ 不能超过方法检出限

的有效数字位数ꎮ
１１ ２ ２　 缺失和低于检测限数据的表示

１１ ２ ２ １　 数据缺失的原因

数据的缺失一般由以下情况引起: ①没有要求采样ꎻ ②不满足质量控制要求ꎬ 数据被质量控制程

序拒绝进入数据库ꎻ ③由于样品保存或采样分析超过规定时间ꎻ ④在样品储存或运输过程中丢失ꎮ
１１ ２ ２ ２　 数据缺失处理方法

对缺失数据的统计处理一般采用 ３ 种方法解决ꎮ
(１) 删除: 低版本 ＳＡＳ 和一般电子表格进行描述性统计时ꎬ 自动删除缺失数据ꎬ 这是大部分统

计软件和数据管理程序所采用的缺省方法ꎮ 此时ꎬ 数据报表上填空ꎮ
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(２) 替代: 选用该土属不同土种生物调查的平均值替代ꎮ 缺失数据应控制在 ５％以内ꎬ 按照第一

种方法处理ꎬ 数据报表上填空ꎮ 缺失数据应在备注中说明是何种原因引起的缺失 (没有要求采样的

数据ꎬ 用 ｎｏｎｅ 表示ꎻ 不满足质控要求的数据或有问题的数据ꎬ 用 ｎｏｑｃ 表示ꎻ 其他原因而缺失的数据

用 ｎｏｄａｔａ 表示)ꎮ
(３) 痕量数据的表示: 未到检测限的数据ꎬ 选择低于检测限数据的平均值填写ꎬ 并应在备注中

说明ꎮ
１１ ２ ３　 有效数字的计算修约规则

１１ ２ ３ １　 有效数字计算规则

(１) 几个数字相加、 相减的和或差的小数后保留位数与各数中小数后位数最少者相同ꎮ
(２) 几个数字相乘、 相除的积或商的有效数字位数与各数中有效数字位数最少者相同ꎮ
(３) 进行对数运算时ꎬ 对数的有效数字位数与真数相同ꎮ
(４) 进行平方、 开方、 立方运算时ꎬ 计算结果的有效数字位数与原数相同ꎮ
(５) 某些常数 π、 ｅ 等的有效数字的位数是无限的ꎬ 根据需要取位ꎮ
(６) 计算测定结果的平均值ꎬ 当测定次数为 ４ 或 ４ 以上并呈正态分布时ꎬ 其有效数字的位数可

比原数多 １ 位ꎮ
(７) 在计算的记录过程中ꎬ 当有效数字位数确定后ꎬ 其余数字应按修约规则一律舍去ꎮ

１１ ２ ３ ２　 数字的修约

数字修约的原则: 先运算后修约ꎮ 数字修约按国家标准 «数字修约规则与极限数值的表示和判

定» (ＧＢ / Ｔ ８１７０—２００８) 进行ꎮ 实例见表附录 １１－１ꎮ

表附录 １１－１　 数字修约实例

修约前 修约要求 修约规则 修约后

１４ ２４３ ２ 保留 １ 位小数
在拟舍弃的数字中ꎬ 若左边第一个数字小于 ５ (不包括
５) 时ꎬ 则舍弃ꎬ 即所拟保留的末位数不变

１４ ２

２６ ４８４ ３ 保留 １ 位小数
在拟舍弃的数字中ꎬ 若左边第一个数字大于 ５ (不包括
５) 时ꎬ 则进 １ꎬ 即所拟保留的末位数加 １ ２６ ５

１ ０５０ １ 保留 １ 位小数
在拟舍弃的数字中ꎬ 若左边第一个数字等于 ５ 时ꎬ 其
右边的数字并非全部为零时ꎬ 则进 １ꎬ 即所拟保留的末
位数加 １

１ １

０ ３５０ ０ 保留 １ 位小数

０ ４５０ ０ 保留 １ 位小数

１ ５０５ ０ 保留 ２ 位小数

在拟舍弃的数字中ꎬ 若左边第一个数字等于 ５ 时ꎬ 其
右边的数字皆为零时ꎬ 所拟保留的末位数若为奇数则
进 １ꎬ 若为偶数 (包括 ０) 则不进

０ ４

０ ４

１ ５０

１５ ４５４ ６ 修约成整数

在拟舍弃的数字中ꎬ 若为两位以上数字时ꎬ 不得连续
进行多次修约 (例如: 将 １５ ４５４ ６修约成整数ꎬ 就不
能 １ 次修约为 １５ ４５５、 ２ 次修约为 １５ ４６、 ３ 次修约
１５ ５、 ４ 次修约为 １６)ꎬ 应根据所拟舍弃的数字中左边
第一个数字的大小ꎬ １ 次修约出结果

１５　

11 3　 分析数据上报前的检验

１１ ３ １　 范围和逻辑检查

范围和逻辑检查即在数据获取后检查、 询问和适时更正数据 (包括表格和电子) 文件中无效数

据的过程ꎮ
在已经完成的表格中首先目视检查无效数据、 缺失数据和错误数据ꎻ 其次对一项或一系列项目进

行范围和逻辑检查ꎬ 检查出可能产生错误的过程ꎮ 根据对表格的检查ꎬ 提出关于可疑数据的准确性和
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完整性的问题表ꎬ 要求提供数据的一方 (如分析测试单位) 进行核对并答复ꎮ 负责土壤生物调查的

单位根据答复对表格和电子文件进行修改ꎮ
１１ ３ ２　 数据的完整性检查

土壤生物调查与土壤剖面调查结合ꎬ 采用土壤剖面调查的定位和详细背景信息表ꎮ 土壤生物调查

采集的样品编码和上报数据编码中ꎬ 以土壤三普土壤剖面调查点编号作为土壤生物调查的样地编号ꎮ
样品编码在样地编号基础上扩展 ４ 个字段共 ７ 位数字ꎬ 样品编码格式为: Ｎ Ａ Ｂ Ｃ Ｄꎬ 其中 Ｎ 为剖面

点编号ꎬ Ａ 为样点级别字段 (０~２ꎬ ０ 为国家级土壤生物样点ꎬ １ 为省级土壤生物样点ꎬ ２ 为市级及

以下生物样点)ꎬ Ｂ 为生物调查样点编号字段 (０００１~９９９９)ꎬ Ｃ 为样品类型编号 (１~３ꎬ １ 为微生物ꎬ
２ 为线虫ꎬ ３ 为蚯蚓)ꎬ Ｄ 为土壤生物样品重复编号字段 (１~９ꎬ 其中 １~６ 为调查样品重复编号ꎬ ７~９
为质控样重复编号)ꎮ 土壤生物调查采用相同点位的土壤剖面调查元数据文档ꎬ 通过审核土壤剖面调

查的元数据文档记录ꎬ 可以溯源数据的误差来源ꎬ 保证数据的完整性ꎮ 具体如下ꎮ
(１) 场地记录文档: 对长期采样地自然地理背景、 土壤类型、 母质、 利用方式的详细记录ꎮ
(２) 方法记录文档: 对采样时间、 地点、 试验设计、 采样 /观测方法的详细地记录ꎮ
(３) 分析记录文档: 分析测试条件、 测试方法、 ＱＣ 报告 (空白、 重复、 标样、 校正)ꎮ
(４) 数据处理文档: 审核如何从原始数据到最终结果报告的过程以及数据转换步骤ꎮ
(５) 仪器和标样 (质控样) 检定文档: 审核分析测试的置信度ꎮ

１１ ３ ３　 数据的一致性和有效性检查

土壤生物调查在不同区域和不同时间完成ꎬ 需要审核土壤生物采样中的空间一致性和时间一致

性ꎮ 检查重复样品的样地位置、 采样年度的一致性ꎬ 审查测定项目的分析方法、 重复测定的数量ꎬ 保

证数据的代表性和有效性ꎮ 数据的缺失率不大于 １０％ꎮ 每个数据集应有数据生产和质控后更新时间

的说明ꎮ

11 4　 可疑数据的取舍

１１ ４ １　 可疑数据的取舍原则

正常数据总是有一定的分散性ꎬ 如果人为删去未经检验断定其离群数据 ( ｏｕｔｌｉｅｒｓ) 的测定值

(即可疑数据)ꎬ 由此得到精密度很高的测定结果并不符合客观实际ꎮ 为了保障土壤生物调查数据符

合客观实际ꎬ 应随时剔除具有明显系统误差和过失错误的数据ꎬ 对离群数据 (可疑数据) 的取舍应

采用统计学方法判别: ①复查产生可疑值的试验过程ꎬ 如果是过失误差ꎬ 则应舍弃ꎻ ②如果未发现过

失ꎬ 则应按统计程序ꎬ 决定取舍ꎮ
１１ ４ ２　 异常值判别

(１) 计算的统计值不大于显著性水平 α＝ ０ ０５ 的临界值ꎬ 则可疑数据为正常数据ꎬ 保留ꎮ
(２) 计算的统计值大于显著性水平 α＝ ０ ０５ 的临界值ꎬ 但小于 α＝ ０ ０１ 的临界值ꎬ 此可疑数据为

偏离数据ꎬ 可以保留ꎬ 取中位数代替平均值ꎮ
(３) 算的统计量大于显著性水平 α ＝ ０ ０１ 的临界值ꎬ 此可疑值为异常值ꎬ 应与剔除ꎬ 并对剩余

数据继续检验ꎬ 直到无异常值为止ꎮ
１１ ４ ３　 异常值的检验方法

１１ ４ ３ １　 大样本离群数据的取舍 (３ 倍标准差法)
根据正态分布密度函数ꎬ 设测定值为 Ｘ ｉꎬ 可表示为 Ｘ ｉ ＋３Ｓ≥ μ≥Ｘ ｉ －３Ｓꎮ 若 Ｘ ｉ在 Ｘ ｉ ±３Ｓ 范围内ꎬ

此数据可用ꎻ 若在 Ｘ ｉ ±３Ｓ 范围外ꎬ 此数据不可用ꎬ 须舍弃 (亦称莱特准则)ꎮ 该判断的置信度在

９９ ７％以上ꎬ 但测定次数增多时ꎬ 出现可疑值机会就随之增加ꎬ 应将取舍标准改变如下ꎮ

先计算多次测定结果的平均值 Ｘ 和标准差 Ｓꎬ 再计算 Ｚ 值ꎮ

Ｘ ＝
Ｘ１ ＋ Ｘ２ ＋  ＋ Ｘｎ

ｎ
(ｎ 为包括可疑值在内的测定次数) (１１－１)
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Ｓ ＝
∑Ｘ２ －

(∑Ｘ) ２

ｎ
ｎ － １

(１１－２)

Ｚ ＝ Ｘ － Ｘ
Ｓ

　 (Ｘ 为可疑值) (１１－３)

然后查正态分布表ꎬ 得对应于 Ｚ 值的 α 值ꎮ 如 ｎα＝ｎ×α<０ １ꎬ 则舍弃ꎬ ｎａ>０ １ꎬ 则不舍弃ꎮ
例如: 土壤全氮的 ５ 次平行测定结束 (ｇ / ｋｇ) 为 １ ５２、 １ ４８、 １ ６５、 １ ８５、 １ ４５ꎮ 其中 １ ８５ 为

可疑值ꎬ 需判断取舍ꎮ 计算平均值 Ｘ
－
＝ １ ５９ꎻ Ｓ＝ ±０ １６４ꎻ Ｚ ＝ (１ ８５－１ ５９) / ０ １６４ ＝ １ ５８５ꎮ 查正态

分布表 α＝ ０ ０５６ ５ꎬ ｎα＝ ５× ０ ０５６ ５＝ ０ ２８２ ５ꎬ 因 ｎα>０ １ꎬ 可疑值 １ ８５ 不予舍弃ꎮ
１１ ４ ３ ２　 小样本离群数据取舍

在有限数的小样本估测可疑数据的统计检验方法包括: Ｄｉｘｏｎ、 Ｇｒｕｂｂｓ、 Ｃｏｃｈｒａｎ 和 Ｙｏｕｄｅｎ 检验

法ꎮ 可以对一个样品、 一批样品、 一台仪器或一组数据中可疑数据的检验ꎮ 现介绍最常用的两种

方法ꎮ
(１) 狄克松 (Ｄｉｘｏｎ) 检验法ꎮ
此法适用于一组测量值的一致性检验和剔除离群值ꎬ 本法中对最小可疑值和最大可疑值进行检验

的公式因样本的容量 ｎ 的不同而异ꎬ 检验方法如下ꎮ
将一组测量数据从小到大顺序排列为 Ｘ１、 Ｘ２、 Ｘ３ꎬ ꎬ Ｘｎꎬ Ｘ１和 Ｘｎ分别为最小可疑值和最大可

疑值ꎬ 按表附录 １１－２ 计算公式求 Ｑ 值ꎮ

表附录 １１－２　 Ｄｉｘｏｎ 检验统计量 Ｑ 计算公式

ｎ 值范围 可疑值为最小值 Ｘ１时 可疑值为最大值 Ｘｎ时

３~７ Ｑ＝ (Ｘ２－Ｘ１) / (Ｘｎ－Ｘ１) Ｑ＝ (Ｘｎ－Ｘｎ －１) / (Ｘｎ－Ｘ１)

８~１０ Ｑ＝ (Ｘ２－Ｘ１) / (Ｘｎ －１－Ｘ１) Ｑ＝ (Ｘｎ－Ｘｎ －１) / (Ｘｎ－Ｘ２)

１１~１３ Ｑ＝ (Ｘ５－Ｘ１) / (Ｘｎ －１－Ｘ１) Ｑ＝ (Ｘｎ－Ｘｎ －２) / (Ｘｎ－Ｘ２)

１４~２５ Ｑ＝ (Ｘ３－Ｘ１) / (Ｘｎ －２－Ｘ１) Ｑ＝ (Ｘｎ－Ｘｎ －２) / (Ｘｎ－Ｘ３)

根据表附录 １１－３ 中给定的显著性水平 α 和样本容量 ｎ 查得临界值 Ｑαꎮ 若 Ｑ≤Ｑ０ ０５ꎬ 则检验的可

疑值为正常值ꎻ 若 Ｑ０ ０５<Ｑ≤Ｑ０ ０１ꎬ 则可疑值为偏离值ꎻ 若 Ｑ >Ｑ０ ０１ꎬ 则可疑值为离群值ꎬ 应舍去ꎮ

表附录 １１－３　 Ｄｉｘｏｎ 检验临界值

显著性水平
ｎ

３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１

Ｑ０ ０５ ０ ９４１ ０ ７６５ ０ ６４２ ０ ５６０ ０ ５０７ ０ ５５４ ０ ５１２ ０ ４７７ ０ ５７６

Ｑ０ ０１ ０ ９８８ ０ ８８９ ０ ７８０ ０ ６９８ ０ ６３７ ０ ６８３ ０ ６３５ ０ ５９７ ０ ６７９

显著性水平
ｎ

１２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０

Ｑ０ ０５ ０ ５４６ ０ ５２１ ０ ５４６ ０ ５２５ ０ ５０７ ０ ４９０ ０ ４７５ ０ ４６２ ０ ４５０

Ｑ０ ０１ ０ ６４２ ０ ６１５ ０ ６４１ ０ ６１６ ０ ５９５ ０ ５７７ ０ ５６１ ０ ５４７ ０ ５３５

　 　 注: 引自 ＧＢ １７３７８ ２—２００７ꎮ

例: 一组测定值按从小到大的顺序排列为 １４ ５６、 １４ ９０、 １４ ９０、 １４ ９２、 １４ ９５、 １４ ９６、 １５ ００、
１５ ００、 １５ ０１、 １５ ０２ꎮ 检验 １４ ５６ 是否为异常值ꎬ 可疑值为最小值 Ｘ１时ꎬ 按下式计算统计量:

０２２
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Ｑ＝
Ｘ２ － Ｘ１

Ｘｎ － １ － Ｘ ｉ

＝ １４ ９０ － １４ ５６
１５ ０１ － １４ ５６

＝ ０ ７５５

当 ｎ＝ １０ꎬ α＝ ０ ０１ 时ꎬ 查表附录 １１－３ꎬ Ｑ＝ ０ ５７９ꎮ 由于 ０ ７５５>０ ５７９ꎬ Ｑ>Ｑ０ ０１ꎬ 判定 Ｘ１为异常

值ꎬ 应舍去ꎮ
(２) 格拉布斯 (Ｇｒｕｂｂｓ) 检验法ꎮ
此法适用于检验多组测量值的均值的一致性和剔除多组测量值中的离群均值ꎬ 也可以用于检验一

组测量值一致性和剔除一组测量值中离群值ꎮ 方法如下ꎮ
在一组测量值中ꎬ 依从小到大顺序排列为 Ｘ１ꎬ Ｘ２ꎬ Ｘ３ꎬ ꎬ Ｘｎꎬ 若对最小值 Ｘ１或最大值 Ｘｎ可疑

时ꎬ 进行下列计算:

Ｔ ＝ (Ｘ － Ｘ１) / Ｓ

Ｔ ＝ (Ｘｎ － Ｘ) / Ｓ{ (１１－４)

式中ꎬ Ｘ１为最小值ꎻ Ｘｎ为最大值ꎻ Ｘ 为平均值ꎻ Ｓ 为标准差ꎮ
若根据测定次数 (ｎ) 和给定的显著性水平 αꎬ 从表附录 １１－４ 得 Ｔα临界值ꎮ 若 Ｔ≤Ｔ０ ０５ꎬ 则可疑

值为正常值ꎻ 若 Ｔ０ ０５<Ｔ≤Ｔ０ ０１ꎬ 则可疑值为偏离值ꎻ 若 Ｔ>Ｔ０ ０１ꎬ 则可疑值为离群值ꎬ 应舍去ꎮ 舍去离

群值后ꎬ 再计算 Ｘ 和 Ｓꎬ 再对第二个极值进行检验ꎮ

表附录 １１－４　 Ｇｒｕｂｂｓ 检验临界值

显著性水平
ｎ

３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１

Ｔ０ ０５ １ １５３ １ ４６３ １ ６７２ １ ８２２ １ ９３８ ２ ０３２ ２ １１０ ２ １７６ ２ ２３４
Ｔ０ ０１ １ １５５ １ ４９２ １ ７４９ １ ９４４ ２ ０９７ ２ ２２１ ２ ３２３ ２ ４１０ ２ ４８５

显著性水平
ｎ

１２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０

Ｔ０ ０５ ２ ２８５ ２ ３３１ ２ ３７１ ２ ４０９ ２ ４４３ ２ ４７５ ２ ５０４ ２ ５３２ ２ ５５７
Ｔ０ ０１ ２ ５５０ ２ ６０７ ２ ６５９ ２ ７０５ ２ ７４７ ２ ７８５ ２ ８２１ ２ ８５４ ２ ８８４

　 　 注: 引自 ＧＢ １７３７８ ２—１９９８ꎮ

附录 12　 土壤质量和土壤健康的评价方法

12 1　 评价原理

基于土壤生物和土壤剖面的共点调查ꎬ 在我国第三次全国土壤调查数据库基础上ꎬ 建立我国第三

次全国土壤生物和土壤剖面调查数据库ꎬ 综合利用我国重要土种的土壤物理学、 化学和生物学性状ꎬ
基于数理统计分析等模型方法ꎬ 建立土壤质量和土壤健康的综合评价方法ꎮ

(１) 在第三次全国土壤生物和土壤剖面调查数据库中ꎬ 选取土壤生物学评价指标体系ꎬ 分析其

生物功能效应 (如促进 /抑制养分积累、 植物生长等)ꎬ 根据生物功能建立评价的隶属度函数ꎬ 开展

土壤质量和土壤健康的生物学单因子评价ꎮ
(２) 利用统计分析软件 (如 ＳＰＳＳ、 Ｓｔａｔａ、 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ、 ＳＡＳ、 Ｒ 语言等) 进行因子分析ꎬ 确定因子

１２２
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权重ꎻ 建立评价土壤生物多样性和生物健康质量的最小指标集ꎻ 建立土壤质量和土壤健康的生物学综

合指数 (ｓｏｉｌ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘꎬ ＳＢＩ) 评价方程ꎬ 计算 ＳＢＩ 指数评分值ꎮ
(３) 在我国第三次全国土壤生物和土壤剖面调查数据库中ꎬ 选取土壤物理和化学评价指标体系ꎬ

分析其作物产量效应ꎬ 建立评价的隶属度函数ꎬ 开展土壤质量和土壤健康的物理学和化学单因子评价ꎮ
(４) 利用统计分析软件进行因子分析ꎬ 建立评价土壤物理学生物多样性和生物健康质量的最小

指标集ꎻ 建立土壤质量和土壤健康的物理学综合指数 ( ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｉｎｄｅｘꎬ ＳＰＩ) 和化学综合指数

(ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘꎬ ＳＣＩ) 评价方程ꎬ 计算 ＳＰＩ 和 ＳＣＩ 指数评分值ꎮ
(５) 综合利用土壤质量和土壤健康的物理学、 化学和生物学单因子评价结果ꎬ 建立土壤质量和

土壤健康综合指数 (ｓｏｉｌ ｈｅａｌｔｈ ｉｎｄｅｘꎬ ＳＨＩ) 评价方程ꎬ 计算 ＳＨＩ 指数评分值ꎮ
(６) 根据评价结果ꎬ 采用地理信息系统软件 (如 ＡｒｃＧＩＳ、 ＭａｐＧＩＳ、 ＭａｐＩｎｆｏ) 绘制土壤质量和土

壤健康的生物学评价图和综合评价图ꎮ
(７) 开展耕地土壤健康和耕地特色农产品适应性评价ꎬ 撰写评价报告ꎬ 提出土壤健康的区域调

控对策ꎮ

12 2　 评价步骤

１２ ２ １　 土壤生物调查评价数据库建设

按数据库规范建立标准数据库ꎬ 以土种为单元建立土壤生物数据库管理系统ꎬ 包括空间数据、 属

性数据、 相关参数、 模型等ꎬ 为全国耕地质量评价、 土壤适宜性评价等提供生物数据支撑ꎮ
基于土壤三普技术规范ꎬ 以全国农业技术推广服务中心 «耕地地力调查与质量评价技术规程»

(ＮＹ / Ｔ １６３４—２００８)、 «县域耕地资源管理信息系统数据字典» (张炳宁等ꎬ ２００４) 为数据标准基础ꎬ
补充完善土壤生物数据字典ꎮ 系统的数据标准、 数据流程、 分析方法、 成果表达等符合土壤三普调查

统一要求 (全国农业技术推广服务中心ꎬ ２００５ꎬ ２００６)ꎮ 在建立数据库管理系统中ꎬ 以 ＶＢ 编程语言

(如 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｖｉｓｕａｌ Ｂａｓｉｃ ６ ０) 为开发语言ꎬ 以 ＧＩＳ 软件 (如 ＥＳＲＩ 研究所ＭａｐＯｂｊｅｃｔｓ) 为空间数据显

示、 编辑、 分析工具ꎬ 以 Ａｃｃｅｓｓ ＭＤＢ 数据库和 Ｄｂａｓｅ ＤＢＦ 数据库保存属性数据ꎬ 可以通过网络与

ＧｅｏＤａｔａｂａｓｅ 交换数据ꎬ 以 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｗｉｎｄｏｗｓ １１、 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｏｆｆｉｃｅ ２０２０ 为单机系统运行环境ꎮ
１２ ２ ２　 土壤质量和土壤健康的生物学指数评分法

１２ ２ ２ １　 建立评价土壤质量和土壤健康的生物学最小指标集 (ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｄｅｘ ｓｅｔ)
针对特定的问题、 过程、 管理措施或政策ꎬ 确定土壤质量和土壤健康的生物学评价的关键功能ꎬ

建立定量评价的指标体系和评价标准ꎮ 对农业系统而言ꎬ 应根据培育土壤养分库容、 提升作物产量的

功能确定评价标准ꎮ
基于主成分分析法 (ＰＣＡ)ꎬ 通过正交变换将一组可能存在相关性的变量转换为一组线性不相关

的变量 (主成分ꎬ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ)ꎮ 主成分因子分析要求主成分的累计贡献率占总方差的 ７５％以

上 (表附录 １２－１)ꎮ 不同土壤生物主成分代表了不同的功能群ꎬ 但主成分中的生物因子指标间存在重

叠现象ꎬ 需要利用评分函数法对数据进行标准化处理ꎬ 通过聚类分析ꎬ 从中提取出核心评价指标ꎬ 建

立评价土壤质量和土壤健康的生物学最小指标集ꎮ

表附录 １２－１　 因子主成分的特征值和贡献率 (示例)

主成分 特征值 贡献率 / ％ 累计贡献率 / ％
１ ２ ４９５ ２２ ７ ２２ ７
２ １ ６００ １４ ５ ３７ ２
３ １ ２９９ １１ ８ ４９ ０
４ １ １４６ １０ ４ ５９ ４
５ １ ０２９ ９ ４ ６８ ８
６ ０ ８６２ ７ ８ ７６ ６
７ ０ ８２８ ７ ５ ８４ ２

２２２
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(续表)

主成分 特征值 贡献率 / ％ 累计贡献率 / ％
８ ０ ６４５ ５ ９ ９０ １
９ ０ ５６４ ５ １ ９５ ２
１０ ０ ４１９ ３ ８ ９９ ０
１１ ０ １１３ １ ０ １００

１２ ２ ２ ２　 标准化土壤生物学评价指标ꎬ 确定转换阈值

测定土壤生物评价指标ꎬ 建立各个土壤生物指标与土壤生物功能间的关系模型ꎮ 这一过程大多针

对各项指标ꎬ 建立相应的评分函数 (将评价数值转变为变幅为 ０~１ 的无量纲数值) (图附录 １２－１)ꎬ
确定其转换的阈值ꎬ 对各项指标进行评分ꎮ

Ｌ、 Ｂ、 Ｕ 和 Ｓ 分别表示阈值下限、 基准线、 阈值上限和斜率ꎮ
图附录 １２－１　 土壤质量和土壤健康生物学评价的 ４ 种评分函数

１２ ２ ２ ３　 建立土壤质量和土壤健康生物学综合指数 (ＳＢＩ) 评分方程ꎬ 确定评价权重系数

利用经验模型 (层次分析、 多元回归分析、 主成分分析、 逐步回归分析、 灰色关联度分析

等) 或根据专家意见确定各项评价指标和土壤功能的权重ꎬ 在各级指标体系中所有指标的权重之和

应为 １ 或 １００％ꎻ 如通过计算相应的载荷矩阵ꎬ 并求出各项指标的公因子方差ꎬ 方差的大小表示了该

项指标对土壤质量和土壤健康总体变异的贡献ꎬ 由此可以得出各项指标的权重 (表附录 １２－２)ꎮ

表附录 １２－２　 不同评价指标的公因子方差和权重示例

综合指标 单因子指标 公因子方差 权重值

微生物多样性

指标 １ ０ ８８９ ０ １８９
指标 ２ ０ ９１２ ０ １９４
指标 ３ ０ ７７６ ０ １６５
指标 ４ ０ ６１０ ０ １３０
指标 ５ ０ ７５２ ０ １６０

指标 ６ ０ ７６０ ０ １６２

３２２
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　 　 在确定各个生物学指标权重系数的基础上ꎬ 利用加乘方法ꎬ 建立土壤质量和土壤健康的生物学综

合指数 (ＳＢＩ) 评分方程ꎮ 在相互交叉的同类指标间采用加法进行合成ꎬ 分别计算土壤微生物生物量

(ＭＢ)、 土壤微生物活性 (ＲＥ)、 土壤微生物物种多样性 (ＭＤ)、 土壤生物功能多样性 (ＦＤ)、 土壤

动物多样性 (ＡＤ) 隶属度的综合指数ꎮ 然后在相互独立的 ５ 类指标间采用乘法进行合成ꎬ 计算土壤

生物学指数 (ＳＢＩ):

ＳＢＩ ＝ ＭＢ × ＲＥ × ＭＤ × ＦＤ × ＡＤ ＝ (∑ ｉ ＝ １
ｋ１ｉ × ＭＢ ｉ) × (∑ ｉ ＝ １

ｋ２ｉ × ＲＥＢ ｉ) ×

(∑ ｉ ＝ １
ｋ３ｉ × ＭＤｉ) × (∑ ｉ ＝ １

ｋ４ｉ × ＦＤｉ) × (∑ ｉ ＝ １
ｋ５ｉ × ＡＤｉ) (１２－１)

式中ꎬ ｋ１ｉ、 ｋ２ｉ、 ｋ３ｉ、 ｋ４ｉ、 ｋ５ｉ分别是微生物生物量、 微生物活性、 微生物物种多样性、 生物功能多

样性和动物多样性的各个生物学指标的权重系数ꎬ ＭＢ ｉ、 ＲＥ ｉ、 ＭＤｉ、 ＡＤｉ分别是微生物生物量、 微生

物活性、 微生物多样性、 生物功能多样性和动物多样性指标的隶属度值ꎮ ＳＢＩ 是评价土壤质量和土壤

健康的生物指数ꎮ
１２ ２ ２ ４　 土壤质量和土壤健康的生物指数评价等级

将各指标的评分值与权重系数相乘ꎬ 得到土壤生物指数评分的矩阵ꎬ 其总和即为土壤生物指数的

等级值ꎮ 这些值在 ０ １~１ ０ 范围内ꎮ 最高值 １ ０ 表示土壤生物指数表征的土壤质量和土壤健康水平

完全适宜植物生长ꎬ 最低值 (如取 ０ １) 表示土壤生物指数完全不适宜植物生长ꎮ 参考 «耕地质量评

定与分等定级技术规范» (ＤＢ３３ / Ｔ ８９５—２０１３)ꎬ 将土壤生物指数划分为高、 中、 低 ３ 类 １０ 个等级ꎮ
１２ ２ ２ ５　 土壤质量和土壤健康管理的生物学评价与调控对策分析

全国 １１００ 万土壤图的基本制图单元为土属ꎬ １４００ 万土壤图的基本制图单元为亚类ꎮ 在土属

尺度上ꎬ 根据土种生物单因子指标评价和多因子指标综合评价结果ꎬ 基于土属中土种面积进行面积加

权平均ꎬ 获得土属单元的生物指标值和指数评价值ꎮ 在亚类尺度上ꎬ 根据土属生物单因子指标评价和

多因子指标综合评价结果ꎬ 基于亚类中土属面积比例进行面积加权平均ꎬ 获得土壤亚类单元的生物单

因子指标值和多因子指数评价值ꎮ
在此基础上ꎬ 采用地理信息系统软件 (如 ＡｒｃＧＩＳ、 ＭａｐＧＩＳ、 ＭａｐＩｎｆｏ) 绘制土壤生物健康单因子

评价图和复合因子综合评价图ꎮ 如针对单项指标ꎬ 绘制土壤细菌、 真菌、 线虫和蚯蚓图谱

(ＡＴＬＡＳ)ꎬ 绘制微生物生物量碳、 土壤呼吸量、 土壤可培养功能微生物、 土壤蚯蚓生物量等指标分

布图ꎮ 针对复合指标ꎬ 绘制土壤微生物生物量等级分布图、 土壤微生物活性等级分布图、 土壤微生物

多样性指数等级图、 土壤生物功能多样性指数等级图、 土壤动物多样性指数等级图ꎮ 针对土壤生物学

综合指标ꎬ 绘制耕地土壤质量和土壤健康的生物学评价等级分布图ꎮ
组织国内土壤微生物、 土壤动物、 土壤生物物种和功能多样性、 土壤健康领域的专家组建

土壤生物评价团队ꎬ 分析研究土壤生物调查数据和评价结果ꎬ 撰写中国土壤生物多样性、 土壤

质量和土壤健康的生物学评价报告ꎬ 提出我国不同区域土壤质量和土壤健康管理的生物学调控

对策ꎮ
１２ ２ ３　 土壤质量和土壤健康的综合指数评分法

按照土壤生物指数评价方法ꎬ 针对土壤物理学指标 (容重、 团聚体、 黏粒含量等) 和土壤化学

指标 (有机质、 养分含量、 重金属含量、 ｐＨ 等) 分别建立评价土壤质量和土壤健康的土壤物理学和

化学最小指标集ꎮ
在确定各个物理和化学指标权重系数的基础上ꎬ 利用加乘方法ꎬ 建立土壤质量和土壤健康综合指

数 (ＳＢＩ) 评分方程ꎮ 在相互交叉的同类指标间采用加法进行合成ꎬ 在相互独立的指标间采用乘法进

行合成ꎬ 计算土壤物理学指数 ( ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｉｎｄｅｘꎬ ＳＰＩ) 和土壤化学指数 ( ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘꎬ
ＳＣＩ)ꎮ

ＳＰＩ ＝ ＢＤ × ＳＡ × ＣＣ ＝ (∑ ｉ ＝ １
ｋ１ｉ × ＢＤｉ) × (∑ ｉ ＝ １

ｋ２ｉ × ＳＡｉ) × (∑ ｉ ＝ １
ｋ３ｉ × ＣＣ ｉ) (１２－２)

式中ꎬ ｋ１ｉ、 ｋ２ｉ、 ｋ３ｉ分别是容重类、 团聚体类、 黏粒类物理学指标的权重系数ꎬ ＢＤ ｉ、 ＳＡ ｉ、 ＣＣ ｉ分别

是容重类、 团聚体类、 黏粒类物理学指标的隶属度值ꎮ

４２２
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ＳＣＩ ＝ ＯＭ × ＮＣ × ＨＭ × ＰＨ ＝ (∑ ｉ ＝ １
ｋ１ｉ × ＯＭｉ) × (∑ ｉ ＝ １

ｋ２ｉ × ＮＣ ｉ) ×

(∑ ｉ ＝ １
ｋ３ｉ × ＨＭｉ) × (∑ ｉ ＝ １

ｋ４ｉ × ＰＨｉ) (１２－３)

式中ꎬ ｋ１ｉ、 ｋ２ｉ、 ｋ３ｉ、 ｋ４ｉ分别是有机质类、 养分类、 重金属类、 ｐＨ 类化学指标的权重系数ꎬ ＯＭ ｉ、
ＮＣ ｉ、 ＨＭｉ、 ＰＨｉ分别是有机质类、 养分类、 重金属类、 ｐＨ 类化学指标的隶属度值ꎮ

最后ꎬ 集成土壤生物学指数 (ＳＢＩ)、 土壤物理学指数 (ＳＰＩ) 和土壤化学指数 (ＳＣＩ)ꎬ 建立土壤

质量和土壤健康的综合指数 (ＳＨＩ)ꎮ
ＳＨＩ＝ＳＢＩ×ＳＰＩ×ＳＣＩ (１２－４)

在此基础上ꎬ 采用地理信息系统软件绘制 １４００ 万土壤健康的单因子、 复合因子和综合因子评

价图ꎮ 撰写土壤质量和土壤健康的综合评价报告ꎬ 提出我国不同区域土壤质量和土壤健康管理的综合

调控对策ꎮ
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附录 13　 土壤生物调查数据管理方法

13 1　 土壤生物调查数据范围

土壤生物调查数据包括土壤生物样品、 土壤生物分析数据、 土壤生物评价图、 土壤生物评价

报告ꎮ

13 2　 土壤生物调查数据管理原则

严格遵守土壤三普数据的产权保护政策与共享制度ꎬ 按照土壤三普数据管理制度执行土壤生物调

查数据的管理ꎮ

13 3　 土壤生物调查数据管理执行人

(１) 在土壤三普期间ꎬ 由土壤生物调查数据管理团队负责数据质量管理和数据共享服务ꎬ 保证

进入数据库的数据的正确性、 安全性ꎬ 保障对调查报告的数据支撑ꎮ
(２) 在土壤三普工作结束后ꎬ 由国务院第三次全国土壤普查办公室负责系统的安全运行ꎬ 保障

数据库的长期管理ꎬ 为全国数据共享提供服务ꎮ

13 4　 土壤生物调查数据库管理

(１) 在土壤三普信息平台中建立物理隔绝的土壤生物调查数据库ꎬ 所有数据及备份保存在物理

隔离信息平台中ꎬ 保障数据安全ꎮ
(２) 所有调查数据和文档需进行备份 (光盘、 硬盘)ꎬ 每年检查并更新备份数据一次ꎬ 防止由于

储存介质问题导致数据丢失ꎻ 保证数据长期可用和安全性ꎮ

13 5　 土壤生物调查数据共享制度

(１) 遵守国家保密法规和知识产权保护法律ꎬ 严格保护数据生产单位的权益ꎻ 遵循 “权利与义

务对等、 平等互利” 原则ꎬ 实现土壤三普数据调查单位之间的数据共享ꎬ 以此支撑土壤三普报告的

编写工作ꎮ
(２) 土壤三普所有数据均属于国家的数据资源ꎬ 由国务院第三次全国土壤普查办公室行使对数

据所有权的管理ꎬ 土壤生物调查参与单位为数据生产单位ꎬ 不具有对数据的独立产权ꎬ 但享有调查数

据的优先利用权和调查报告的署名权ꎮ
(３) 土壤三普中所有数据对国家有关部门不设保护期限ꎬ 根据数据用户类型和数据用途制定合

理的数据保护期限ꎬ 在保护期内其他用户必须通过协议等方式获取和利用数据ꎬ 但需要获得相关主管

部门的书面许可ꎬ 不得向第三者转手提供ꎮ
(４) 在土壤三普设置的数据保护期限后ꎬ 数据生产者可以使用各自所生产的数据开展科学研究、

技术研发、 示范应用等工作ꎻ 其他数据应用单位 (研究者) 在发表相关成果时ꎬ 应注明其所利用数

据的生产单位 (或研究者)、 数据提供单位ꎬ 并向数据所有权部门 (数据提供单位) 提供数据利用情

况ꎬ 提交发表的成果ꎮ
(５) 违反 (３)、 (４) 规定即为侵犯知识产权行为ꎮ 国务院第三次全国土壤普查办公室和相关主

管部门可依法追究侵权单位和责任人的法律责任ꎮ
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