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摘要: 外来生物入侵可能对生物群落结构和生态系统功能产生多种影响, 但入侵植物与土壤微生物群落组成和多

样性的关系尚不清楚。为了揭示外来植物紫茎泽兰(Eupatorium adenophorum)入侵对土壤化学性质和细菌群落组成

及多样性的影响, 本研究利用第二代高通量测序技术, 比较了紫茎泽兰不同入侵程度的生境(本地植物群落、紫茎

泽兰与本地植物混生群落、紫茎泽兰单优群落)土壤中细菌群落的差异。土壤化学性质分析表明, 土壤pH值、有机

质、全N和全K随着紫茎泽兰的入侵而逐渐降低, 而土壤全P则在入侵程度最高的生境土壤中最高。通过测序共获

得7,755个细菌OUT (operational taxonomic unit)。结果表明, 紫茎泽兰入侵对土壤的细菌多样性影响较小, ACE和
Chao指数在3种不同生境间的差异不显著。细菌在紫茎泽兰与本地植物混生群落中的Shannon指数最低, 即细菌的

多样性在中等入侵程度的生境最低。此外, 紫茎泽兰入侵改变了土壤细菌组成和结构, 酸杆菌门(Acidobacteria)和
疣微菌门(Verrucomicrobia)的相对丰度, 从本地植物群落、混合群落到紫茎泽兰单优群落, 呈现出先增加后减少的

趋势。可见, 紫茎泽兰入侵一定程度上改变了土壤微生物的多样性和群落结构, 并改变了土壤的化学性质。 
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Abstract: The invasion of alien species can affect biological community structure and ecosystem function-
ing, but the relationships between invasive plants and soil microbial composition and diversity are still un-
clear. In order to examine the effect of the invasion of an exotic plant Eupatorium adenophorum on soil 
chemical properties and microbial community structure and diversity, we compared the differences in soil 
microbial community of three communities with different densities of E. adenophorum (native plant commu-
nity, E. adenophorum and native plant mixed community, and E. adenophorum dominated community) by 
high-throughput sequencing. Analysis of soil chemical properties showed that soil pH, organic matter, total 
nitrogen and total potassium decreased with increasing invasion of E. adenophorum. However, total phos-
phorus was highest in the most heavily invaded soil. The high-throughput sequencing results showed that 
there were 7,755 soil microbial OTUs (operational taxonomic unit) in total. The invasion of E. adenophorum 
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did not exert heavy impacts on soil microbial diversity. ACE index and Chao index showed no significant 
differences among the three different communities. However, soil microbial diversity of the mixed commu-
nity of E. adenophorum and native plant species showed the lowest Shanonn index. The relative abundances 
of Acidobacteria and Verrucomicrobia in the medium invaded community were the highest. In sum, the inva-
sion of E. adenophorum altered the diversity and structure of soil microbial communities, and changed the 
soil chemical properties. 
Key words: plant invasion, Eupatorium adenophorum, high throughput sequencing, soil bacteria, biodiversity 

 
随着全球化进程的加快, 越来越多的生物越过

原有的生物地理屏障到达新的地区, 成为外来入侵

种, 对当地生态系统构成威胁甚至造成危害。生物

入侵不仅造成生物多样性的丧失、濒危物种的灭绝

以及生态系统结构和功能的破坏, 同时也使农林业

生产和社会经济蒙受巨大损失 (Lonsdale, 1999; 
Alpert et al., 2000; Mack et al., 2000)。随着对生物入

侵问题研究的深入, 外来物种对入侵地生物群落和

生态系统的生态学效应成为研究热点(吴昊和丁建

清, 2014)。对生物入侵过程的研究有助于进一步理

解物种之间直接或间接的相互作用, 进而了解群落

构建机制及生态系统功能。 
菊科植物紫茎泽兰(Eupatorium adenophorum)

是我国危害最为严重的外来入侵种之一, 原产于中

美洲的墨西哥和哥斯达黎加一带, 现广泛分布于我

国西南地区, 并有进一步扩张的趋势, 对当地生态

环境、农牧业生产和人畜健康构成了严重威胁(鲁萍

等, 2005)。目前关于紫茎泽兰的研究大多集中在分

布区预测、入侵机理和防除策略方面, 而关于紫茎

泽兰对生态系统的影响知之甚少(鲁萍等, 2005)。研

究发现, 紫茎泽兰的入侵程度和所在群落的植物多

样性显著相关(Lu & Ma, 2005)。紫茎泽兰入侵对土

壤理化性质及丛枝菌根真菌有明显影响(于文清等, 
2012)。入侵地的土壤微生物在外来植物入侵过程中

可能起到促进作用(Callaway et al., 2004; Inderjit & 
Putten, 2010), 其作用和机理倍受关注。紫茎泽兰入

侵可以通过改变土壤微生物的群落结构和提高土

壤肥力, 从而形成自我促进式的入侵机制(Niu et 
al., 2007; 牛红榜等, 2007; Li et al., 2009)。但紫茎

泽兰入侵对土壤细菌的影响及其反馈效应有待  
研究。 

高通量测序技术(high-throughput sequencing)具
有高通量、高灵敏度以及低运行成本等特点, 已被

广泛应用于土壤微生物多样性研究(Urich et al., 

2008; Teixeira et al., 2010), 是精细化研究土壤微

生物群落结构的有效方法。本文采用新一代高通量

测序方法, 通过比较分析紫茎泽兰入侵过程中土壤

细菌群落组成的差异, 探索紫茎泽兰入侵的微生物

生态学机制, 从而为外来植物入侵的防控提供理论

基础。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料采集 
取样地点位于中国西南地区的四川省攀枝花

市(101°08′–102°15′ E, 26°05′–27°21′ N)。该地处于

金沙江、雅砻江交汇处, 属亚热带干旱河谷气候, 
具有明显的干季和雨季, 是紫茎泽兰入侵最为严重

的地区之一。参考于文清等(2012)的方法, 在具有相

似的地貌与地形特征、相似的土壤起源和土壤类型, 
以及人畜干扰较少的常绿落叶阔叶混交林内, 选择

面积约100 m ×300 m, 具有本地植物群落、紫茎泽

兰与本地植物混生群落、紫茎泽兰单优群落构成的

斑块镶嵌的入侵生境。该生境自近二、三十年来被

紫茎泽兰入侵, 群落的主要木本植物组成为滇青冈

(Cyclobalanopsis plaucoides)、滇石栎(Lithocarpus 
dealbatus) 、润 楠 (Machilus pingii) 、爆 仗 杜 鹃

(Rhododendron spinuliferum)、桤木(Alnus cremas-
togyne)、油茶(Camellia oleifera)、构树(Broussonetia 
papyrifera)、乌药(Lindera strychnifolia)等。其中, 紫
茎泽兰盖度在紫茎泽兰单优群落中为90%以上, 在
紫茎泽兰与本地植物混生群落中在60%左右, 在本

地植物群落中小于10%。在这3个群落类型内, 分别

随机选取4个1 m×1 m的小样方, 样方之间的距离为

15 m以上, 同时毗邻群落样方间的距离大于20 m。

于2014年1月, 去除小样方内的地表植被和枯枝落

叶, 利用四分法采集4个小样方内表层0–10 cm的新

鲜土壤, 立即过2 mm筛以去除石子和碎根, 共 得
到12个土壤样品, 带回实验室放入–80°C冰箱保存。 
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1.2  土壤样品的化学分析 
将上述12个土壤样品, 每份样品取100 g, 分别

风干、研碎、除去石子和细根, 过2 mm筛后备用。

土壤pH用电极法测定, 土壤悬浊液为土水比1:2.5 
(质量比); 土壤有机质采用重铬酸钾法测定; 土壤全

N利用凯式定氮法 ; 土壤全P利用浓HClO4和浓

H2SO4(10 : 1, 体积比)消煮–分光光度计比色法; 土
壤全K用氢氟酸–高氯酸溶液消煮、火焰光度法测定。 
1.3  土壤DNA的提取和纯化 

使用OMEGA公司E.Z.N.A Soil DNA试剂盒抽

提土壤样品总基因组DNA。利用1%琼脂糖凝胶电

泳检测抽提的基因组DNA总量和完整性, 并利用

DNA浓度测定仪(NanoDrop)检测DNA纯度。 
1.4   细菌16S rDNA的PCR扩增 

以纯化后的DNA为模板 , 以细菌16S rDNA 
V1-3 区 通 用 引 物 (27F: 5’-AGAGTTTGATCC- 
TGGCTCAG-3’, 533R: 5’-TTACCGCGGCTGCT- 
GGCAC-3’) PCR扩增16S rDNA的V1-3区片段。采

用TransGen AP221-02 PCR反应体系 : TransStart 
Fastpfu DNA Polymerase, 20 μL反应体系: DNA模板

10 ng, 上、下游引物(5 μM)各0.4 μL, dNTP (2.5 mM) 
2 μL, FastPfu Polymerase 0.4 μL, 5×FastPfu buffer 4 
μL, 补充ddH2O至20 μL。PCR扩增程序为: 95℃预

变性2 min; 95℃变性30 s、55℃退火30 s, 72℃延伸

45 s, 30个循环; 最后于72℃延伸10 min。全部样品

按照以上实验条件进行, 每个样品3个重复, 将同

一样品的PCR产物混合后用2%琼脂糖凝胶电泳  
检测。 
1.5  荧光定量 

使用AxyPrepDNA凝胶回收试剂盒(AXYGEN 
公司)切胶回收PCR产物, Tris-HCl洗脱; 2%琼脂糖

电泳检测。参照电泳初步定量结果, 将PCR产物用

QuantiFluor™-ST蓝色荧光定量系统(Promega公司)
进行检测定量, 之后按照每个样品的测序量要求, 
进行相应比例的混合。 
1.6  Miseq文库构建 

样品质检合格之后, 构建测序文库, 其步骤分

为: (1)连接“Y”字形接头; (2)使用磁珠筛选去除接

头自连片段; (3)利用PCR扩增进行文库模板的富集; 
(4)氢氧化钠变性, 产生单链DNA片段。 
1.7  Miseq测序 

利用Illumina公司的Miseq PE300平台进行测序

(由上海美吉生物医药科技有限公司提供)。步骤如

下: (1)DNA片段的一端与引物碱基互补, 固定在芯

片上; (2)另一端随机与附近的另外一个引物互补, 
也被固定住, 形成“桥(bridge)”; (3) PCR扩增, 产生

DNA簇; (4) DNA扩增子线性化成为单链; (5)加入

改造过的DNA聚合酶和带有4种荧光标记的dNTP, 
每次循环只合成1个碱基; (6)用激光扫描反应板表

面, 读取每条模板序列第一轮反应所聚合上去的核

苷酸种类; (7)将“荧光基团”和“终止基团”化学切割, 
恢复3'端粘性, 继续聚合第2个核苷酸; (8)统计每轮

收集到的荧光信号结果 , 获知模板DNA片段的   
序列。 
1.8  数据分析 

Miseq测序得到的PE reads首先根据overlap关
系进行拼接, 同时对序列质量进行质控和过滤。由

于不同样本间的reads数不同, 因此在分析多样性和

群落组成前, 先依据最低reads数进行标准化。区分

样品后进行OTU(operational taxonomic unit)聚类分

析和物种分类学分析, 基于OTU进行物种多样性指

数分析。基于分类学信息, 在各个分类水平上进行

群落结构的统计分析。在上述分析的基础上, 进行

一系列群落结构和系统发育等的统计学和可视化

分析。 
1.8.1  测序数据处理与优化 

Miseq测序序列需要得到的双端序列数据首先

根据PE reads之间的overlap关系, 将成对的reads拼
接(merge)成一条序列, 同时对reads的质量和merge
的效果进行质控过滤, 并根据序列末端的box序列

校正序列方向, 然后按照barcode标签序列识别并区

分样品得到有效数据。具体步骤为: (1)过滤read尾部

质量值20以下的碱基, 设置50 bp的窗口, 如果窗口

内的平均质量值低于20, 从窗口开始截去后端碱

基, 过滤质控后50 bp以下的read; (2)根据PE reads
之间的overlap关系, 将成对reads拼接成一条序列, 
最小overlap长度为10 bp; (3)拼接序列的overlap区
允许的最大错配比率为0.2, 筛选不符合序列; (4)检
测序列末端box序列, 最小错配数为0, 将起始端包

含box的序列进行反向互补, 并去除box; (5)检测序

列上的barcode并区分样品, barcode错配数为0, 最
大引物错配数为2。 
1.8.2  OTU聚类与分类学分析 

OTU是通过免培养手段研究环境中的微生物
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物种结构时, 根据系统发育标识分子序列同源性定

义的分类学单位。通常将16S rRNA基因同源性97%
作为定义细菌“种”的标准。 

为了得到每个OTU对应的物种分类信息, 采用

RDP classifier贝叶斯算法对97%相似水平的OTU代

表序列进行分类学分析, 并在各个分类水平统计每

个样品的群落组成。比对分类使用SILVA数据库

(Quast et al., 2013)。此外, 分类学数据库中会出现

一些谱系中间等级没有科学名称, 以norank作为标

记。分类学比对后根据置信度阈值的筛选, 会有某

些分类谱系在某一分类级别分值较低, 在统计时以

unclassified标记。 
从SILVA rDNA数据库中获得的Ref SSU(small 

subunit)数据库能够提供近乎全长16S rDNA参考序

列。从全长的16S rDNA序列中切割出高变区序列, 
形成本研究中用于16S rDNA注释高变区数据库。数

据库的物种分类信息来源于Entrezgenomes、RDP、
SILVA、EMBL等数据库。每个样品中被注释的标

签序列按照界、门、纲、目、科、属、种进行等级

分类统计。 
1.8.3  多样性分析与稀疏曲线 

通过对单个样品中物种多样性的分析(α多样

性)可以反映细菌群落的丰度和多样性(Kemp & 
Aller, 2004), 包 括 Chao 值 (http://www.mothur. 
org/wiki/Chao) 、 ACE 值 (http://www.mothur.org/ 
wiki/Ace)、Shannon以及Simpson指数等一系列统计

学分析(Keylock, 2005; Schloss et al., 2011), 估计

环境群落的物种丰度和多样性。利用mothur v.1.35.1
软件 (http://www. mothur.org/)计算样品的 α多样   
性值。 

稀疏曲线(rarefaction curve)(Katherine et al., 
2013)是从样本中随机抽取一定数量的个体, 统计

这些个体所代表的物种数目, 并以个体数与物种数

来构建曲线。它可以用来说明样本的测序数据量是

否合理。采用对序列进行随机抽样的方法, 以抽到

的序列数与它们所能代表OTU的数目构建曲线, 当
曲线趋向平坦时, 说明测序数据基本覆盖了样品中

的物种。因此, 通过稀疏度分析可得出样品的测序

深度。本研究使用97%相似度的OTU, 利用mothur
做rarefaction分析, 利用R语言工具(版本2.11.1)做出

稀疏曲线。 

2  结果 

2.1  土壤化学性质 
土壤养分的化学分析显示(表1), 本地植物群

落、紫茎泽兰与本地植物混生群落和紫茎泽兰单优

群落的土壤pH平均呈酸性, 且随着入侵程度的增

加而降低, 土壤全N、土壤有机质和全K的平均值都

随入侵程度的增加而逐渐降低。但是全P在紫茎泽

兰单优群落中最高, 达到5,659 mg/kg; 在紫茎泽兰

与本地植物混生群落中最低, 为747 mg/kg; 而在本

地植物群落中的平均值介于上述两者之间 , 为
1,257 mg/kg。 
2.2  高通量序列生物信息学分析 

对12个样品进行高通量测序 , 共产生200.76 
Mb干净数据, 经过拼接和过滤处理后 , 获得16S 
rDNA标签序列, 并根据97%的序列相似性划为不

同的OTU。通过测序共获得7,755个细菌OTU。本地

植物土壤的细菌群落数最高, 4个样品平均含3,146
个OTU; 本地植物与紫茎泽兰土壤的混生群落次

之, 为2,951个OTU; 紫茎泽兰单优群落最低, 平均

只有2,855个OTU。 
2.3  细菌多样性 

样品的α多样性分析显示(图1), 本地植物群落 
 
 
表1  各样地的土壤化学性质比较。其中样品符号E、D和R分别表示本地植物群落、紫茎泽兰与本地植物混生群落和紫茎泽

兰单优群落; 图中数字表示平均值±标准误; 不同字母表示不同土壤该指标差异显著(P <0.05, LSD test) 
Table 1  The chemical properties of soil in different sites. E, D, R represent samples from native plant community, Eupatorium 
adenophorum and native plant mixed community, and E. adenophorum dominated community. Values (mean ± SE) followed by 
different letters in the same column indicate significant difference at P <0.05 level. 

样品 
Sample 

pH 全N 
Total N (%) 

有机质 
Organic matter (%) 

全P 
Total P (mg/kg) 

全K 
Total K (%) 

E 6.03±0.19a 0.337±0.131a 7.93±3.06a 1,256.75±249.93a 1.76±0.08a 
D 5.67±0.26ac 0.256±0.026a 6.58±0.86a 747.00±24.76a 1.42±0.13b 
R 5.18±0.10bc 0.250±0.069a 5.25±1.60a 5,659.00±615.13b 0.62±0.08c 

 



第 5 期 朱珣之等: 紫茎泽兰入侵对土壤细菌的群落组成和多样性的影响 669 

 
 

图1  样品在遗传距离0.03下的α丰富度。其中样品符号的字母E、D和R分别表示本地植物群落、紫茎泽兰与本地植物混生群

落和紫茎泽兰单优群落。 
Fig. 1  Alpha diversity for different samples obtained at genetic distances of 0.03. The letters E, D, R represent samples from native 
plant community, Eupatorium adenophorum and native plants mixed habitat, and E. adenophorum dominated habitat. 
 
4个土样的ACE平均值为4,190, 本地植物与紫茎泽

兰混生群落平均值为3,939, 而紫茎泽兰单优群落

的平均值为3,711。3种不同群落土壤的细菌多样性

Chao指数平均值分别为4,157(本地植物群落 )、
3,941(混生群落)、3,693(紫茎泽兰单优群落)。多重

比较的结果显示, 这两个指数在3种生境间差异均

不显著(图1)。从平均数可以看出, 紫茎泽兰密度越

大的地方, 土壤细菌物种丰富度越小。 
由图1可见, 本地植物群落的Shannon指数最

高, 平均为7.12; 混生群落的Shannon指数最低, 平
均为6.57; 紫茎泽兰单优群落居中, 平均为6.85。对

Simpson指数而言 , 本地群落最低 , 均值为0.002; 
混生群落最高, 均值为0.005; 紫茎泽兰单优群落居

中, 均值为0.003。可见, 以这两种多样性指数计算

的结果相似, 均为本地植物群落土壤的细菌多样性

最高, 混生群落土壤细菌多样性最低, 而紫茎泽兰

单优群落土壤细菌多样性在二者之间(图1)。 
样品稀疏曲线(图2)显示, 12条曲线还未达到平 

 

 
 
 
图2  样品在遗传距离0.03下的稀疏曲线 
Fig. 2  The rarefaction of different samples obtained at the 
genetic distances of 0.03 



670 生 物 多 样 性  Biodiversity Science 第 23 卷 

 

 

 
 

图3  不同分类水平的细菌群落组成。(A)门; (B)目; (C)属。图C中, 不同颜色代表细菌的相对丰度。D1–D4为紫茎泽兰与本

地植物混生群落的土壤, E1–E4为本地植物群落的土壤, R1–R4为紫茎泽兰单优群落的土壤。 
Fig. 3  Composition of the bacterial community at different taxonomic levels. (A) Phylum; (B) Order; (C) Genus. In (C), different 
colors represent relative abundances of bacteria. D1–D4 are soils from Eupatorium adenophorum and native plant mixed community; 
E1–E4 are soils from native plant community; R1–R4 are from communities dominated by E. adenophorum. 

C 
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台期, 表明即使通过高通量测序技术, 还有大量的

土壤细菌没有测出。 
2.4  菌群结构和组成分析 

图3A显示, 12个土壤样品都具有丰富的物种, 
在门的水平归类的细菌均达到了80%以上。其中, 
数量最多的5个门, 即酸杆菌门、蛋白菌门、放线菌

门、绿弯菌门和浮霉菌门共计占60%以上。12个样

品中所测到的门的数量相似, 但不同门所占的比例

不同。尤其是紫茎泽兰与本地植物混生群落的土壤

中, 酸杆菌门和疣微菌门的相对比例比本地植物群

落和紫茎泽兰单优群落都要高。 
图3B显示了比例最高的5个目: 浮霉菌目、根

瘤菌目、酸杆菌目、Chthoniobacterales和纤线杆菌

目。其中, 酸杆菌目在紫茎泽兰与本地植物的混生

群落土壤中, 以及紫茎泽兰单优群落土壤中的相对

比例显著高于本地植物土壤。类似的还有纤线杆菌 
目, 其在紫茎泽兰入侵的土壤中的相对比例均高于

本地植物土壤。 
取前100个OTU, 作出属水平的12个样品的“热

图”(heatmap, 图3C)。该图详细给出了12个样品中的

细菌属的丰度信息, 其中uncultured和unclassified占
的 比 例 最 大 。 从 中 可 以 看 出 , Candidatus 、
Entotheonella、小月菌属(Microlunatus)和Rhodobium
均随紫茎泽兰入侵程度增加而递减。也就是说, 紫
茎泽兰的入侵使得某些种类的细菌数量减少。 

主成分分析结果(图4)显示, 2个主因子PC1和
PC2的特征值之和达到总方差的79.35%, 其中PCl
因子的特征值达到总方差的62.51%。本地植物群落

的土壤细菌样品能很好地聚集在一起, 说明4个样

品间土壤细菌组成相近。对于本地植物与紫茎泽兰

混生群落以及紫茎泽兰单优群落, 虽然它们各自的

4个样本也能很好地聚集在一起, 但彼此之间还是

相距较远, 这说明不论入侵程度如何, 紫茎泽兰都

改变了入侵地土壤细菌群落, 并且改变的方向有所

不同。总之, PCA分析很好地显示了紫茎泽兰入侵

给当地土壤细菌群落带来的影响。 

3  讨论 

紫茎泽兰的入侵能够部分改变入侵地土壤的

细菌多样性。ACE和Chao指数随着紫茎泽兰的入侵

程度增加并无显著变化; 而Shannon指数为本地植

物群落土壤最高, 混生群落土壤细菌多样性最低,  

 
 
图4  基于OTU数据的不同土壤细菌群落的主成分分析 
Fig. 4  Principal Component Analysis (PCA) of all microbial 
communities base on OTU data 
 

 
而紫茎泽兰单优群落土壤在二者之间。Simpson指
数则与Shannon指数刚好相反。本研究的结果暗示

着紫茎泽兰入侵后期, 即在紫茎泽兰取代本地植物

形成单优群落后, 土壤细菌的群落结构表现出一定

的恢复趋势。 
在门水平上, 酸杆菌门和疣微菌门的相对丰

度, 从本地植物群落、混合群落到紫茎泽兰单优群

落, 呈现出先升高后降低的趋势; 而放线菌门、拟

杆菌门和芽单胞菌门的相对丰度则显示出先降低

后升高的趋势(图3A)。已有研究表明, 酸杆菌门是

新近基于分子生态学研究划分的新细菌类群, 广泛

存在于自然界各种环境中, 约占土壤细菌类群的

5−46%, 可能是健康土壤的指示菌 (Ellis et al., 
2003); 放线菌门多是土壤正常菌群。从PCA分析结

果也可看到, 紫茎泽兰的单优群落比混合群落距离

本地群落更近(图4), 这表明单优群落与本地植物群

落的土壤细菌群落结构更相似。总之, 紫茎泽兰入

侵破坏了土壤细菌组成和结构, 使某些细菌种类减

少。主成分分析(PCA)能够很好地反映细菌组成和

结构的变化。此外, 土壤化学性质分析表明, 土壤

pH、有机质、全N、全K均随着紫茎泽兰的入侵而

逐渐降低, 推测土壤细菌群落结构与紫茎泽兰入侵

后土壤理化性质变化有关。 
相对于传统的手段, 高通量测序技术大大拓展

了微生物的研究范围。以往的研究大多集中在考察

某类特定微生物对外来入侵的响应, 如于文清等
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(2012)研究了紫茎泽兰入侵对丛枝菌根真菌(AMF)
群落的影响, 发现入侵降低了本地植物AMF的侵染

率。Niu等(2007)利用传统的培养基法, 发现在紫茎

泽兰重度入侵区的土壤真菌、自生固氮菌、氨氧化

细菌的数量均较高。Yu等(2005)利用微生物Biolog
实验考察了紫茎泽兰重度入侵和轻度入侵地的土

壤微生物的代谢特征, 结果显示两个样地的土壤微

生物群落存在显著差异, 证实了植物入侵对土壤微

生物的影响。 
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