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摘 要：木质纤维素是地球上存储量最多的可再生碳源，开发以木质纤维类为原料的清洁能源，是未来亟待解决的重大

课题之一。为探讨真核生物对木质纤维素降解的影响，本文通过 PCR克隆文库构建，克隆测序并结合 RDP真菌分类鉴

定，对小麦秸秆、玉米秸秆及木材腐烂样品中真核生物的群落结构组成、核心种群以及多样性进行分析。结果表明 Opis⁃
thokonta（55%）和 SAR（36.1%）是最主要的优势群，多样性也最为丰富，其次为 Archaeplastida（0.3%）及未定义真核生物等。

对同时期三个样品的对比分析表明，小麦秸秆中真核生物的丰度和多样性都明显高于玉米秸秆和腐烂树木，并且，小麦

秸秆分解期间真核生物的组成和物种多样性更高。在木质纤维素降解过程中不同的微生物担负着不同的功能，对这些

微生物的研究将会使木质纤维素降解方面的利用率大大提升。
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Comparative Analysis on Population Composition, Structure and Diversity of
Species Involved in Degradation of Different Lignocellulosic Materials
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try of Education, Fuzhou 350108, China)
Abstract：Lignocellulose is the most abundant renewable carbon source in the world. In the future, it is one of the
important problems to be solved to develop clean energy with wood fiber as raw material. In order to investigate the
effect of eukaryotes on the degradation of lignocellulose, by constructing the traditional PCR cloning library, cloning
and sequencing combined with RDP fungi classification and identification, the composition of eukaryotic community
structure and core population and diversity characteristics in wheat straw, corn stalks and wood decay samples were
analyzed in the paper. The results showed that Opisthokonta (55%) and SAR (36.1%) were the most dominant spe⁃
cies with the highest diversity, followed by Archaeplastida (0.3%) and undefined eukaryotes. The comparative analy⁃
sis of three samples in the same period showed that the abundance and diversity of eukaryotes in wheat straw were
significantly higher than that of corn stalks and wood decay samples, and the compositions and species diversity of
eukaryotes during wheat straw decomposition were even higher. Different microorganisms carry different functions
during the degradation of lignocellulose, and the study of these microorganisms will greatly enhance our utilization
in lignocellulose degradation.
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我国主要的农业废弃物有小麦秸秆、玉米秸

秆及木材，每年产生的农业废弃物有很多但并未
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得到有效利用，反而因堆积焚烧产生大量温室气

体及粉尘，造成资源浪费和严重的环境污染问

题。解决该问题最有效的方法，就是将农作物秸

秆及废弃木材转化成可溶性糖，再通过发酵技术

生产人类所需的燃料及生活用品 [1-2]。木质纤维

素降解的关键是将大分子有机物质降解为小分子

糖 [3]。自然界中主要由真菌分泌降解生物质酶，

促进大分子有机物的降解，土壤及动物消化道是
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木质纤维素分解菌的主要来源 [3-5]。木质纤维素

的降解菌主要是由能分泌降解纤维素类物质的真

菌和其它微生物构成一个互利互惠的复杂微生物

菌群 [4，6-8]。木质纤维素降解是自然界物质循环和

能量流动的一个重要过程，而微生物在这一过程

中扮演着重要角色，微生物通过共同协作完成对

复杂的木质有机物质的生物分解，作为营养基质

的木质纤维素在微生物降解过程中，会按一定顺

序出现一系列群落演替现象，木材本身的结构组

成决定了微生物在群落演替中出现顺序 [9-10]。目

前大量依赖的石油燃料严重污染环境，我国已经

成为温室气体产生量最多的国家之一，面对国际

上各国的减排要求，寻找可再生的能源来替代石

油是一项非常紧急的任务，而生物质是可再生资

源，其降解过程中产生的 CO2又会被植物重新吸

收利用，生成了大分子有机物，这一过程中形成

了碳循环，不会对自然环境产生影响 [11]。对丰富

的可再生木质纤维素资源进一步转化加工，既可

以减少污染和浪费造成的环境问题，又可以解决

可再生能源来源问题。

深入了解微生物降解木质纤维素的机理，就

要以系统学的方法从整体去发现有哪些微生物参

与木质纤维素降解的整个过程，然后再分析降解

的各个时期各微生物的相互作用。研究木质纤维

素在特定的养分环境中通过微生物菌群的降解利

用策略是一种非常好的试验方法 [12]。自然界中的

微生物很少能够通过纯培养的方法获得，而绝大

部分的微生物是很难在目前实验室条件下培养成

功的，使得人们很难发现存在的许多未培养的微

生物 [13]。单纯地利用微生物纯培养技术及形态学

鉴定等方法所能够获得的微生物种类很少，根本

不能够反映所有微生物的多样性及其菌群结构组

成 [13]。对大多数的未培养微生物进行研究可以使

用分子生物学的方法 [14]，利用分子生态学技术研

究不同木质纤维素降解过程中微生物的菌群结构

组成，挖掘出不同的优势菌群。近年来，快速发

展的高通量测序技术以 454和 Illumina Miseq为代

表，其测序通量高，分析平台方便快捷，很快成为

研究微生物多样性非常重要的一种技术手

段 [15-16]。利用高通量测序技术对真核生物 18S
rRNA基因进行大规模测序，并对该复杂的菌群结

构及多样性进行分析，以便更加全面深入地了解

微生物 [15-19]。目前的研究多在门和目水平上对微

生物群体进行分析与评估 [14-17]。

天然的木质纤维素结构较复杂且性质稳定，

它的自然降解过程十分复杂，微生物在自然条件

下很难快速有效地降解木质纤维素 [18-19]。然而，

这些不同的木质纤维素在自然条件下的各种微生

物相互作用下能够被完全分解并被充分利用。因

此，本研究以小麦秸秆、玉米秸秆和腐烂树木这

三种不同的木质纤维素为碳源，在自然条件下被

分解，采用传统的 PCR克隆文库构建，克隆测序

并结合 RDP真菌分类鉴定，研究参与不同天然木

质纤维素降解的真核生物群落的结构组成、核心

种群及多样性差异，从而更好地充分利用各种天

然木质纤维素。

1 材料与方法

1.1 样品的采集与处理

样品于 2015年 10月 18日采集于河南省鲁山

县张官营。分别从小麦秸秆和玉米秸秆长期堆放

地和一个腐烂树桩周围收集土壤样品。采样时，

随机选取不同位点 , 每个点采集样品大约 0.1 kg
左右土壤样品，混合后置于密闭塑料袋中，去除

较大的石子和根茎，分别标记为WS1018（小麦秸

秆）、CS1018（玉米秸秆）和 TS1018（腐烂树木），带

回实验室后保藏于 4℃冰箱，在一个星期之内提取

总基因组DNA。
1.2 样品总DNA的提取

分别称取 1 g土壤样品，利用 MOBIO基因组

DNA提取试剂盒（Catalog #12800-50, MOBIO Lab⁃
oratories, Inc., USA）按试剂盒的操作说明进行总

基因组 DNA的提取和纯化。提取所得的基因组

DNA在 1%琼脂糖凝胶、电泳缓冲液、100 V电压

条件下电泳 45 min，用于检测其大小、纯度和亮

度。提取的基因组保存于-20℃低温冰箱。

1.3 小麦秸秆、玉米秸秆和腐烂树木中真核生物

18S rRNA基因的扩增和文库构建

以提取的总基因组 DNA为模板，利用真菌

18S rRNA 基因通用引物 NS1 和 FR1 扩增 18S
rRNA基因。PCR扩增反应条件为：94°C预变性 3
min，94°C变性 30 s，53°C退火 30 s，72°C延伸 90
s，经 30个循环后，72°C延伸 10 min。PCR扩增产

物经琼脂糖凝胶电泳回收后，通过 TA克隆技术连

接 pMD18-T载体（购自 TaKaRa），转化 Escherichia
coli DH-5α感受态细胞（购自 TaKaRa），涂于添加

X-Gal、IPTG和氨苄青霉素的 LB平板上获得三个

样品的真核生物 18S rRNA基因克隆文库。

1.4 18S rRNA 基因克隆文库的筛选、测序、数据

处理和OTU聚类
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从 18S rRNA基因文库中随机挑取白色克隆

子，采用载体引物M13RV-P(5′-GGAAACAGCTAT⁃
GACCATGATTAC-3′)和M13-20(5′-CGACGTTGTA⁃
AAACGACGG CCAGT-3′)进行菌落 PCR，验证阳性

克隆。挑取阳性克隆送交上海生工进行测序，测

序后经 DNASTAR Lasergene 8软件包的 SeqMan程
序 trim，去除两端低质量序列和载体序列。将获

得的高质量 18S rRNA基因序列采用 QIIME去除

嵌合序列并进行聚类分析，相似性≥97%的序列归

为同一 OTU，每一 OTU取最丰富序列作为该 OTU
的代表性序列 [20-21]。分别统计每个样品的 OTUs数
目和克隆数，并计算样品 alpha多样性指数，包括

样品的覆盖度、饱和曲线、Shannon指数等。

1.5 小麦秸秆、玉米秸秆和腐烂树木中真核生物

的分类、比对和系统进化树构建

将每一个 OTU对应的 18S rRNA基因代表性

序列与校正的 RDP 18S rDNA数据库进行比较，鉴

定其分类地位，计算每一样品的菌群结构组成。

收集每一个 OTU 对应的代表性序列，通过

SeaView的 ClustalX 程序进行完全比对。编辑后

用 SeaView的 tree程序构建 PhyML系统进化树 [22]，

观察对比各个OTU在三个样品中的丰度值。

2 结果与分析

2.1 小麦秸秆、玉米秸秆和腐烂树木中真核生物

18S rRNA基因的 PCR扩增、文库筛选和测

序

18S rRNA基因扩增条件优化结果显示以稀

释 10倍的 DNA溶液为模板，退火为 55℃时，可以

扩增出单一清晰约 1.8 kb左右的特异目的条带。

收集 PCR 纯化产物，连接 pMD18-T 载体，转化

Escherichia coli DH-5α感受态细胞，获得三个样

品的 18S rRNA基因克隆文库。分别从三个文库

平板上随机挑取 150个左右的白色菌落，菌落

PCR为阳性的克隆送交公司以真菌 18S rRNA基
因上游引物NS1为引物进行测序。

2.2 真核生物 18S rDNA 基因序列的拼接和

OTU聚类分析

测序成功的序列经 DNASTAR_Lasergene 8的
SeqMan程序去除两端低质量序列和载体序列，处

理后的 18S rDNA序列长度在 700～800 bp之间，

经人工校对后得到 239条高质量的有效序列，其

中样品 TS1018有效序列 52条，样品WS1018有效

序列 97条，而样品 CS1018有效序列 90条。随后

通过 QIIME分析鉴定并除去嵌合序列，收集合并

所有非嵌合的有效数据。按 QIIME要求的数据格

式对所有的序列进行标记和整理，以相似性≥97%
的序列作为一 OTU，通过 QIIME对所有样品的全

部有效序列进行 OTU聚类。聚类结果显示三个

样品中总共得到 99个 OTUs，其中样品 TS1018的
OTUs数量为 21，样品WS1018的 OTUs数量为 53，
样品 CS1018的 OTUs数量为 25。不同样品丰度最

高的 OTU种类及其序列数目显著不同，表明小麦

秸秆、玉米秸秆和腐烂树木中真核生物的优势种

群和种群集中程度差异明显。

基于OTU数目的热图分析显示三个样品之间

OTUs种类和分布具有较高的一致性（图 1），表明

在小麦秸秆、玉米秸秆和腐烂树木中真核生物的

组成和数量具有较高的稳定性和一致性。但是，

从这些 OTUs 的种类和分布来看，样品 WS1018
OTUs种类和分布最为丰富，其次为样品 TS1018
和样品 CS1018。

2.3 小麦秸秆、玉米秸秆和腐烂树木中真核生物

的多样性分析

为更准确地评价三个样品中真核生物种群多

样性，利用 Shannon指数曲线评价三个样品中真

核生物物种多样性（图 2），从图中可以看出，随着

测序序列的增加，曲线趋于平坦，表明此次实验

测序量基本可以反映样品中真核生物多样性和结

构组成。

2.4 小麦秸秆、玉米秸秆和腐烂树木中真核生物

的群落数量、结构组成和对比

天然木质纤维素的自然降解过程非常复杂，

参与降解的微生物及其相关酶系也很复杂，子囊

图1 小麦秸秆、玉米秸秆和腐烂树木中

真核生物的OTUs热图
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菌门（Ascomycota）分泌参与天然木质纤维素降解

的绝大多数酶类，表明真菌在木质纤维素降解过

程中是主要的参与者，这可能与基因的选择性表

达有关 [23]。真菌（Fungi）包括担子菌门（Basidiomy⁃
cota）的口蘑科（Tricholomataceae），球盖菇科（Stro⁃
phariaceae），伞菌科（Agaricaceae）和杯伞属（Clito⁃
cybe）在木质纤维素的降解方面有着广泛的报

道 [24-27]。子囊菌门（Ascomycota）的圆盘菌属（Or⁃
bilia）是一种常被用于鉴定木材腐朽的菌属 [28-31]；

黑附球菌（Epicoccum nigrum）与茎点霉属（Phoma
sp.）菌属有助于枯叶和死木的腐朽 [32]；曲霉属（As⁃
pergillus）是目前木质纤维素降解利用研究较多的

菌属，在木聚糖、纤维素降解利用方面有报

道 [33-37]。隐真菌门（Cryptomycota）的隐球菌（Cryp⁃
tococcus）是参与树叶腐朽的常见真菌 [24]。壶菌门

（Chytridiomycota）和真菌未定种（Fungi incertae
sedis）包括大量的有木质纤维素降解功能的菌群

存在。

真核生物 18S rRNA基因序列的分类鉴定结

果表明，小麦秸秆、玉米秸秆和腐烂树木中真核

生物主要由真菌（Fungi, 44.6%）、丝足虫类（Cerco⁃
zoa, 35.4%）、后生动物（Metazoa(Animalia), 10.0%）、
MAST-12（0.7%）、长 叶 蝉 类（Choanoflaqellida，
0.3%）、轮藻类（Charophyta，0.3%）等组成（图 3）。
由图 3分析可知，三个样品中真核生物在门分类

水平上的分类组成基本是一样的，但是各个样品

中真核生物类群的丰度和比例略有不同，比如样

品 TS1018 中的真菌（Fungi，67.3%）和后生动物

（Metazoa(Animalia)，19.2%）明显高于其他两个样

品，在样品WS1018中有但是在样品 TS1018和样

品 CS1018中均没有的，分别是 MAST-12（2.1%）、
长叶蝉类（Choanoflaqellida）（1.0%）、轮藻类（Cha⁃
rophyta）（1.0%）三类，而在样品 CS1018中的丝足

虫类（Cercozoa，52.2%）明显高于样品 TS1018和样

品WS1018，也从另一个方面表明样品WS1018中
物种丰富度要远高于其他两个样品。核心 OTUs
分析表明，小麦秸秆、玉米秸秆和腐烂树木中真

核生物主要有真菌（Fungi）的子囊菌门（Ascomyco⁃
ta），担子菌门（Basidiomycota），霉菌亚门（Mucoro⁃
mycotina），未定种（Incertae Sedis）；丝足虫类（Cer⁃
cozoa）的硅藻属（Silicofilosea），裸子苔草菌（Gym⁃
nophrys），前列腺瘤菌（Proleptomonas），异花苔草

菌（Heteromita）；以及后生动物（Metazoa(Animalia)）
的一些类群组成。

腐烂树木中真核生物样品 TS1018丰度最大

的是真菌（Fungi）占 67.3%，其次为后生动物

（Metazoa(Animalia)）占 19.2%，作为样品 TS1018中
丰度最大的两个类群，构成这些真核生物菌群的

种类和分布明显不同。构成真菌广泛分布的几个

菌群，主要的优势种群为子囊菌门（Ascomycota）
占 50.0%，其次是担子菌门（Basidiomycota）占 5.8%
以及霉菌亚门（Mucoromycotina）占 1.9%，未定种

（Incertae Sedis)占 9.6%等。其它类群比例大都在

1-3%之间，没有特别突出的优势种群。构成后生

动物的主要包括两侧对称动物（Bilateria）占

19.2%，丝足虫类（Cercozoa）占 9.6%，主要为单鞭

毛虫（Cercomonas）占 1.9%，异花苔草菌（Heteromi⁃
ta）占 1.9%，前列腺瘤菌（Proleptomonas）占 1.9%等

（图 3和 4）。

图2 小麦秸秆、玉米秸秆和腐烂树木真核

生物的Shannon指数曲线图
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图3 不同样品在门水平上真核生物类群组成柱状图

图4 不同样品在目水平上真核生物组成柱状图
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样品WS1018中，构成真核生物群落的主要为

丝足虫类（Cercozoa）占 44.3%，其中主要为硅藻属

（Silicofilosea）占 11.3%，裸子苔草菌（Gymnophrys）
占 7.2%，欧氏鳄菌属（Eocercomonas）占 4.1%，单鞭

毛虫（Cercomonas）占 2.1%，其它类群比例大都在

1%～3%之间；其次为真菌（Fungi）占 29.9%，其
中主要为子囊菌门（Ascomycota）占 16.5%，其次

是担子菌门（Basidiomycota）占 4.1%，模糊类群

（Ambiguous taxa）占 4.1%，其它的都在 1%～3%之

间；其它依次为后生动物类（Metazoa(Animalia)）的
两侧对称动物（Bilateria）占 4.1%；不等鞭毛类

（Stramenopiles）的模糊类群（Ambiguous taxa）占
2.1%；其它类群均为 1%左右（图 3和图 4）。在样

品WS1018中主要的优势类群为子囊菌门（Asco⁃
mycota）占 16.5%，硅藻属（Silicofilosea）占 11.3%，
裸子苔草菌（Gymnophrys）占 7.2%，欧氏鳄菌属

（Eocercomonas）占 4.1%，担子菌门（Basidiomycota）
占 4.1%，模糊类群（Ambiguous taxa）占 4.1%，两侧

对称动物（Bilateria）占 4.1%等。

样品 CS1018中，构成真核生物群落结构的主

要为丝足虫类（Cercozoa）占 52.2%，其中硅藻属

（Silicofilosea）占 36.7%，其它依次是裸子苔草菌

（Gymnophrys）占 11.1%，前列腺瘤菌（Proleptomo⁃
nas）占 3.3%，异花苔草菌（Heteromita）占 1.1%；其
次为真菌（Fungi）占 36.7%，子囊菌门（Ascomyco⁃
ta）占大多数，为 24.4%，霉菌亚门（Mucoromycoti⁃
na）占 6.7%，担子菌门（Basidiomycota）仅占 1.1%，
未定种（Incertae Sedis）占 4.4%；接着是后生动物

（Metazoa(Animalia)）的两侧对称动物（Bilateria）占
6.7%；其它未定义的物种占 4.4%（图 3和图 4）。
主要的优势种群为硅藻属（Silicofilosea）占 36.7%，
子囊菌门（Ascomycota）占 24.4%，裸子苔草菌

（Gymnophrys）占 11.1%，霉菌亚门（Mucoromycoti⁃
na）占 6.7%，两侧对称动物（Bilateria）占 6.7%，前
列腺瘤菌（Proleptomonas）占 3.3%，未定种（Incer⁃
tae Sedis）占 4.4%等。

3 讨 论

近年来，随着对环境保护意识的增强，以及国

家相关环境保护政策的出台，各个高校越来越多

的研究朝着应用的方向发展，尤其是向着绿色健

康无污染的环境友好型发展。我国是农业大国，

也是森林面积覆盖率较多的国家之一，每年因农

作物生产而产生大量的作物秸秆以及林业发展产

生许多废弃木材，目前处理这些农业废弃物的主

要方法就是焚烧。但是通过焚烧产生的大量 CO2
气体以及颗粒性粉尘，不但浪费了大量的生物资

源，还给生活环境造成污染，最有效的解决方法

就是将这些农业废弃物转化为人类能够利用的物

质 [1-2]。随着可持续发展观念的普及，农业生产水

平的提升使得农作物秸秆也逐渐增多，然而土地

的肥力逐年降低，通过提高秸秆的还田率，从而

带动整个农业生产系统的产出，实现现代农业的

可持续发展 [38]。同时，我国又是天然燃料稀缺的

大国，每年从国外进口的石油资源非常多，而石

油的燃烧又严重污染环境，寻找替代石油的可再

生清洁能源是亟待解决的能源问题 [11]。本研究是

关于不同的天然木质纤维素降解过程中各真核生

物群落的结构组成、核心种群及多样性差异，以

不同碳源的农业秸秆、木材等废弃物，利用木质

纤维素为原料，探究微生物在分解木质纤维素中

各优势菌群，将其充分利用，把这些农业废弃物

转化为需要的可再生清洁能源。这样既避免资源

的浪费，又不会造成环境的污染问题。

454和 Miseq高通量测序是研究微生物多样

性的重要手段。随着高通量测序技术不断取得新

的发展，以及以 Mothur和 QIIME为主的分析平台

的完善和成熟，将大量样品同时进行大规模的平

行测序，生成大量数据，以便对不同碳源下天然

木质纤维素降解过程中真核生物群落结构及多样

性的认识更加全面和具体 [39-41]。本文在传统的构

建 18S rDNA克隆文库挑选克隆测序的基础上，利

用 QIIME生物信息学分析平台，以及经过校正的

RDP 18S rDNA数据库 [9]，对小麦秸秆、玉米秸秆

及木材腐烂样品木质纤维素降解过程中真核生物

的群落结构组成、核心种群以及多样性进行分

析。根据对 99条 OTUs代表性序列的注释结果，

对比这些序列在 RDP数据库和 NCBI数据库 blast
的结果，验证了注释的可靠性。

本研究是通过高通量测序分析三种不同天然

木质纤维素降解过程的样品真菌群落结构及物种

多样性，经分析发现在天然木质纤维素自然降解

过程中有三种主要的优势类群，分别为真菌（Fun⁃
gi）、丝足虫类（Cercozoa）和后生动物（Metazoa(Ani⁃
malia)）。三种不同天然木质纤维素降解样品中真

菌的组成和多样性有明显差异，其中真菌（Fungi）
组成差异相对较大的主要包括子囊菌门（Ascomy⁃
cota），霉菌亚门 Mucoromycotina，担子菌门（Basid⁃
iomycota），未定种 Incertae Sedis 等。丝足虫类

（Cercozoa）组成差异也相对明显，主要包括 Silico⁃
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filosea，Gymnophrys，Proleptomonas，Heteromita，Eo⁃
cercomonas，Cercomonas等六个属。研究表明，微生

物常以群落的形式存在于自然界中，不同天然木

质纤维素降解过程中微生物群落组成与多样性并

不相同，可以合理地利用微生物各菌群之间的比

值，将不同的天然木质纤维素进行最大效率地降

解利用。我们的研究表明，在小麦秸秆纤维素降

解过程中真菌组成和物种多样性都更高。不同的

微生物群落在不同木质纤维素降解过程中担负着

不同的生态功能，对这些微生物的研究，将会极

大地丰富我们对这些木质纤维素高效降解利用等

方面的认识及应用。通过进一步了解真菌与木质

纤维素降解之间的密切联系，更加高效地分解木

质纤维素并对其进一步加工与利用，从而既减少

了资源的浪费，又避免了环境的污染。
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