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研究报告 

金沙土遗址土壤细菌群落结构和推测的代谢特征 
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摘  要：【背景】金沙土遗址被认为是 3 200 年前商周时期大型祭祀场所，具有重要的古文化和历史意

义，目前金沙土遗址在物理、化学、生物等因素的影响下已出现不同程度的劣化，物理、化学因素的

影响已有报道，而生物因素尚鲜有关注。【目的】研究金沙土遗址中微生物群落结构组成，解析微生

物菌群活性及代谢特征，为金沙土遗址的科学保护提供依据。【方法】根据遗址目前的保存状况，从

金沙土遗址采集具有代表性的土壤样品，所采区域样品的劣化程度依次为 J4>J3>J2>J1，应用 Biolog 平

板法与 PCR-DGGE 技术对各样品中的微生物群落结构组成和代谢功能多样性进行研究。【结果】Biolog

结果显示，随着金沙土遗址的劣化，各土壤样品中的微生物功能多样性存在较大差异，各样品的微生

物群落代谢活性依次为：J2>J3>J4>J1，表明随着土壤的劣化，微生物的代谢活性表现出增大的趋势。

主成分分析结果反映出 4 个样品中的微生物碳代谢方式具有显著的变化，样品 J2 中的细菌群落对底

物碳源利用种类最多，且偏好的碳源类型与其它样品存在明显的不同。PCR-DGGE 图谱显示，金沙土

遗址不同土壤样品中的细菌多样性和种群组成存在明显差异，在 DNA 和 RNA 水平上，各样品的微生

物组成多样性依次为：J2>J4>J3>J1。主成分分析结果显示，除了样品 J1，劣化样品的细菌群落结构

和活性细菌群落结构具有较高的一致性，表明随着金沙土遗址的劣化，土壤中微生物多样性呈现出上升

趋势。DGGE 图谱主要条带的测序结果表明，样品中主要的细菌类群归属于放线菌门(Actinobacteria)、

酸杆菌门(Acidobacteria)、变形菌门(Proteobacteria)和异常球菌-栖热菌门(Deinococcus-Thermus)，分属

于 7 个属，在 DNA 和 RNA 水平上均能检测到红色杆菌属(Rubrobacter)和短波单胞菌属(Brevundimonas)。

【结论】首次对金沙土遗址的细菌群落结构组成和功能进行分析，结果表明随着金沙土遗址劣化程度

的增加，土壤微生物类群及功能多样性都随之增大，其中仅在劣化土壤样品中检出或者具有高表达活

性的红色杆菌属、Tellurimicrobium、短状杆菌属细菌可能参与了土壤劣化过程，这为今后土遗址的科

学保护提供了理论依据。 
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Abstract: [Background] Jinsha earthen site is considered as a large ritual site in the Shang and Zhou 
dynasties 3 200 years ago, which play an important role in ancient culture and history. But now it has 
exhibited different degrees of degradation under the influence of physical, chemical and biological factors. 
The effects of physical and chemical factors have been reported, while very little is known about the 
influence of biological factors on earthen site. [Objective] To study the microbial diversity and metabolic 
characteristics in Jinsha earthen site soil, it is important to provide scientific evidences for the conservation 
of Jinsha earthen site. [Methods] Four types of representative samples from Jinsha earthen site that have 
undergone different degree of degradation were collected to analyze the microbial diversity and metabolic 
function by Biolog plate methods and denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE). The degree of 
degradation of samples is followed by J4>J3>J2>J1. [Results] Biolog analysis result showed that the 
function of soil microbial diversity was significantly varied in different samples and the order of microbial 
metabolic activity was followed by J2>J3>J4>J1, implying that the microbial metabolic activity of samples 
showed an increasing trend with the degradation of soil. PCA analysis of Biolog indicated the utilized types 
of carbon sources by soil microbes in Jinsha earthen site was significantly varied. The microorganisms in 
sample J2 could utilize most types of substrate carbon sources in plate compared to that in other samples, and 
the preferred carbon sources of sample J2 was obviously different from that of other samples. The bacterial 
diversity and structure of different soil exhibited significant difference by DGGE analysis. The order of 
microbial community diversity was followed by J2>J4>J3>J1 both in DNA and RNA level and the PCA 
result of DGGE revealed that the total and active bacterial community showed high consistency except 
sample J1, which indicated the microbial diversity increased with the degradation of soil. Based on the 
sequence analysis of DGGE, the major community of bacteria in soil samples were belonged to 
Actinobacteria, Acidobacteria, Proteobacteria and Deinococcus-Thermus. Rubrobacter and Brevundimonas 
were detected in all samples, including DNA and RNA level. [Conclusion] It is first time that microbial and 
functional diversity of soil from Jinsha earthen site were analyzed in this study. The results exhibited the 
microbial and functional diversity increased with the degradation of soil. The genera Rubrobacter, 
Tellurimicrobium and Brachybacterium that were detected only in degraded soil samples or had high 
expression activity may be involved in the soil degradation process. The results could provide theoretical 
basis for the scientific conservation of Jinsha earthen site. 

Keywords: Jinsha earthen site, Biolog, PCR-DGGE, Bacterial diversity, Metabolic characteristics 

金沙土遗址位于四川省成都市青羊区青羊大

道西侧，是我国进入 21 世纪的第一项重大考古发

现。迄今为止，金沙土遗址出土了全球同时期遗址

中最密集的象牙及数量最丰富的金器和玉器[1]。金

沙土遗址的考古发现将成都的历史从距今 2 500 年

提前到距今 3 200 年前后，表明成都平原是长江上

游文明的起源中心，对研究古蜀历史文化具有极其

重要的意义[2]。为保护和展示金沙土遗址商周时期

大型祭祀场所，在原址上建成了遗迹馆。遗迹馆的

修建虽有效缓解了风吹、日晒、雨淋等对土遗址的

破坏，但土遗址与大地相连，不能脱离它所依附的

环境，且长期处于半开放的自然环境中，土壤与环

境因子之间发生着错综复杂的相互作用，在物理、

化学、生物等因素的影响下，金沙土遗址的部分位
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置已出现了不同程度的酥碱、黄斑、裂隙和霉变等

劣化问题，严重威胁金沙土遗址的长期保存。目前，

人们对土遗址劣化原因的研究主要通过测定遗址

土壤中的盐分含量、可溶盐的反复结晶作用、水分

含量、温度变化等[3-5]进行，这些分析主要集中在物

理、化学作用上，而对生物因素却鲜有关注。因此，

本研究采用 PCR-DGGE 与 Biolog 相结合的方法分

析不同劣化状态下金沙土遗址中土壤微生物群落

结构组成和功能，为科学有效地保护金沙土遗址提

供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

2017 年 10 月 30 日在金沙土遗址遗迹馆，根据

土遗址的保存状态，选择目前保存状况最差的象牙

坑区域作为研究对象，并针对该区域土遗址劣化状态

和劣化程度的不同，选择 4 个具有代表性位置(4 个采

样位置的劣化程度依次为 J4>J3>J2>J1)进行样品采

集。为了尽可能使所采样品具有代表性，每个采样

位置选择 5 个点进行样品采集并充分混合后装于无

菌离心管中，立即置于装有液氮的保温箱，带回实

验室即刻进行相关分析。 

1.2  主要试剂和仪器 

Biolog-Eco 板，Biolog 公司；FastDNA® SPIN Kit 

for Soil，MP Biomedicals 公司；RNA PowerSoil® 

Total RNA Isolation Kit，Qiagen 公司；RevertAid First 

Strand cDNA Synthesis Kit，Thermo 公司；PCR 引

物、凝胶回收试剂盒-UNIQ-10 DNA 纯化试剂盒，

生工生物工程(上海)股份有限公司；PCR Mix、

pMD19-T，大连宝生物工程有限公司。 

冷冻离心机，Eppendorf 公司；涡旋匀仪，

Scilogex 公司；PCR 仪、凝胶成像仪、电泳仪、DCode 

DGGE System，Bio-Rad 公司；多功能酶标仪，

Molecular Devices 公司。 

1.3  土遗址细菌功能多样性测定 

1.3.1  Biolog-Eco 操作方法 

采用 Biolog 公司生产的 Biolog-Eco 微平板

分析不同劣化程度土壤中细菌群落的代谢特征。

Biolog-Eco 板是有 31 种碳源的生态板，每种碳源

3 个重复，从 4 °C 冰箱中取出后于室温预热 30 min

备用。称 10 g 土壤样品，加入 90 mL 无菌生理盐水，

摇床振荡 30 min 后，用移液枪吸取 5 mL 溶液，加

入装有 45 mL 无菌水的三角瓶中进行 100 倍稀释。

在超净工作台内向 Biolog-Eco 平板各小孔中加入

150 μL 的样品，置于 25 °C 恒温培养，每隔 24 h 于

波长为 590 nm 和 750 nm 的 Biolog 读数器上读数，

整个培养过程共持续 7 d[6-7]。 

1.3.2  微生物碳源代谢水平 

各土壤样品的平均光密度值(Average well color 

development，AWCD)的计算方法：AWCD=∑[(Ci− 

R)590−(Ci−R)750]/31，其中 Ci 是第 i 反应孔的吸光值，

R 是对照孔的吸光值，31 是 Biolog-Eco 板中的底物

数量[8]。 

1.3.3  微生物多样性计算方法及统计分析 

选取 72 h 平均光密度值(AWCD)计算不同土壤

样品中微生物群落多样性指数[6,9]： 

Shannon 指数(H ′)=−∑(Pi×lnPi)；
 

Simpson 多样性指数(D)=1−∑(Pi)
2； 

McIntosh 多样性指数(U)= 2
in  

式中：Pi 为第 i 孔相对光密度值与整个平板相对吸

光度值总和的比值；ni 是第 i 孔的相对吸光值

(Ci−R)；选取 72 h 平均光密度值(AWCD)应用 Canoco 

5.0 进行微生物群落碳源代谢特征的主成分分析

(Principal component analysis，PCA)。 

1.4  PCR-DGGE 分析土遗址土壤微生物多样性 

1.4.1  总 DNA 和 RNA 提取 

称取0.5 g 土壤样品按照操作手册使用FastDNA® 

SPIN Kit for Soil 提取土壤总 DNA，获得的 DNA

于−20 °C 保存备用。按照操作手册使用 RNA 

PowerSoil® Total RNA Isolation Kit 提取土壤总 RNA，

对获得的总 RNA 按照 Thermo 公司试剂盒 RevertAid 

First Strand cDNA Synthesis Kit 说明书进行反转录，

所得的 cDNA 和 RNA 于−80 °C 保存备用。 

1.4.2  PCR 扩增 

采用巢氏 PCR 对目标片段进行扩增。第一轮
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PCR 扩增的引物为 21f (5′-AGAGTTTGATCMTGG 

CTCAG-3′)和 1492r (5′-TACGGYTACCTTGTTACG 

ACTT-3′)[10]，第二轮所用的引物为 F-968-GC (5′-CG 

CCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCA
CGGGGGGAACGCGAAGAACCTTAC-3′)和 R-1401 

(5′-CGGTGTGTACAAGACCC-3′)[11-12]。两轮的 PCR

反应体系与条件均参照 Gu 等 [13]的方法进行。

PCR 产物用 1.0%的琼脂糖电泳检测，目标片段大

小约为 500 bp。 

1.4.3  PCR-DGGE 产物检测与指纹图谱分析 

DGGE 丙烯酰胺凝胶强度为 8%，变性剂梯度

为 30%−70%。凝胶板制作好之后，组装放入含有

1×TAE 的电泳槽中，预热到 60 °C 时点样。每孔加

入 20 μL PCR 产物，点样完成后，先 50 V 预电泳

30 min，然后在 60 °C、180 V 下电泳 6 h。电泳结

束后取出凝胶，使用银染法进行染色[14]后进行拍

照。采用 Bio-Rad 公司的 Quantity One 软件(V4.5)

对 DGGE 条带进行数字化分析，评价金沙土遗址不

同劣化土壤微生物的群落结构。 

1.4.4  DGGE 条带测序及系统发育分析 

将 DGGE 条带中的优势条带和特异性的条带

切割后，用无菌去离子水清洗 3 次，并用 20 μL 去

离子水浸泡过夜，再以浸液为模板进行 PCR 扩增。

用第 2 次 PCR 扩增时用的引物(无 GC 发夹)进行 PCR

扩增，体系和条件同 1.4.2。PCR 产物用 UNIQ-10 

DNA 纯化试剂盒进行纯化，之后用大连宝生物公司

的 pMD19-T Vector 试剂盒进行克隆。挑选白色菌落

进一步测序，测序由生工生物工程(上海)股份有限

公司完成。测序结果通过 BLAST 程序在 GenBank

数据库中获取相似度较高的序列，然后使用 MEGA 

7.0 采用 Neighbor-Joining 方法构建系统发育树[15]。

将测序得到的序列提交 GenBank 数据库，登录号为

MK379976−MK379996。 

2  结果与分析 

2.1  Biolog 试验结果 

2.1.1  微生物整体代谢活性 

AWCD 值反映了样品所含微生物在群落水平

上对不同类型碳源的利用能力，从功能代谢方面显

示微生物群落结构多样性及其功能差异。由图 1 可

知，最初的 24 h，4 个土壤样品的 AWCD 值差异不

明显，培养 48 h 后 AWCD 值均呈现不断上升的趋

势，各土壤微生物群落 AWCD 值差异逐渐加大，J2

土壤样品的 AWCD 值快速上升，在所有样品中始

终保持最大，而样品 J4 和 J3 的 AWCD 值呈现出相

互交叉的变化过程，且 AWCD 值均高于 J1 土壤样

品。来自金沙土遗址的 4 个土壤样品 AWCD 值变

化趋势不同，表明不同劣化状态下土壤微生物碳源

利用能力存在差异，J2 样品中的土壤微生物代谢活

性最高，J4 和 J3 代谢活性相近但低于 J2，J1 样品

中微生物活性最低。 

2.1.2  微生物群落碳源利用水平分析 

按化学性质把 Biolog-Eco 微平板上的 31 种碳

源分成 6 类，即多聚物类、碳水化合物类、氨基酸

类、酚酸类、羧酸类和胺类[16]。图 2 为 4 个样品对

微孔板中 6 大类碳源的相对利用率分析结果。 

结果显示，不同样品土壤微生物对 6 大类碳源

的相对利用率较为平均，但都对碳水化合物类、多

聚物类碳源表现出较高的利用率。样品 J2 对各类碳

源的代谢水平均高于其它土壤样品，其碳源代谢的

优势群落依次为碳水化合物类代谢群落、多聚物类

代谢群落、酚酸类代谢群落等，J3 和 J4 样品土壤

中土壤微生物对各类碳源的利用率较为相似，但对 

 

 
 

图 1  不同劣化状态下土壤微生物 AWCD 变化特征随时

间的动态变化 
Figure 1  AWCD changes with incubation time of different 
degradation samples 
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图 2  遗址土壤微生物群落对 6 类碳源的相对利用率 
Figure 2  Relative utilization ratios of 6 kinds of carbon 
sources by microbial community in four soil samples 

 
碳源代谢的优势群落有差异，J4 样品土壤中微生物

对氨基酸类、胺类、酚酸类的利用率高于 J3 样品，

而 J3 样品土壤中微生物对其它 3 种碳源的利用率

则高于 J4 样品土壤中。相较于其它 3 个土壤样品，

J1 样品微生物对各类碳源的利用率最低，表明不

同劣化状态下土壤微生物群落代谢功能类群存在

差异。 

2.1.3  遗址土壤微生物群落功能多样性分析 

采用丰富度指数、Shannon 指数、Simpson 指

数和 McIntosh 指数对不同劣化状态下土壤微生物

群落的功能多样性特征进行比较。如表 1 所示，土

壤微生物群落代谢功能多样性指数在不同劣化状

态下有一定变化。J2 样品土壤微生物碳源利用丰富

度指数(S)、Shannon 指数(H ′)、Simpson 指数(D)和

McIntosh 指数(U)均表现为最高，与 AWCD 值随培

养时间的变化曲线表现结果一致，其中丰富度指数

(S)和 McIntosh 指数(U)显著高于其它样品，J4 和 J3

样 品 土 壤 微 生 物 丰 富 度 指 数 (S) 显 著 高 于 J1 

(P<0.05)。表明 J2 土壤样品中的微生物种类丰富，

碳源利用度较高，活性较强，不同劣化状态下土壤

微生物群落代谢特征存在差异，也说明金沙土遗址

土壤微生物群落代谢功能受到土壤劣化的影响。 

2.1.4  遗址土壤微生物代谢碳源利用的主成分

分析 

主成分分析能够直观地表现出微生物群落代

谢对一些碳源利用的偏好性，箭头所指的正方向

即为正相关，说明微生物比较偏好利用此类碳源。 

由图 3 可以看出，不同样品对碳源底物的利用

情况不同，4 个样品大致可以分成 2 种类型。一类

为 J2 样品，比较偏好利用的碳源有：E2 (N-乙酰-D-

葡萄糖胺)、D2 (D-甘露醇)、G1 (D-纤维二糖)、C1 

(吐温 40)、D1 (吐温 80)，其中 E2、D2、G1 为碳水

化合物类，C1、D1 为多聚物类。另一类为 J4、J3、

J1 样品，这 3 个样品的箭头方向较为一致，比较偏

好利用的碳源有：E2 (N-乙酰-D-葡萄糖胺)、G1 (D-

纤维二糖)、B2 (D-木糖)、H1 (α-D-乳糖)、B3 (D-

半乳糖醛酸)、A2 (β-甲基-D-葡萄糖苷)、C1 (吐温

40)、D1 (吐温 80)、F1 (肝糖)，其中 E2、G1、B2、

H1、B3、A2 为碳水化合物类，C1、D1、F1 为多

聚物类。4 个遗址土壤样品所含微生物均对碳水化

合物类以及多聚物类碳源利用率高，结果与各样品

中微生物群落碳源利用水平分析结果一致，说明样

品中利用碳水化合物和多聚物的微生物数量和代

谢活性均高于其他微生物类群。 

 
表 1  微生物群落多样性指数 
Table 1  Diversity indices for soil microbial communities 

样品编号 

Sample No. 

丰富度指数 

Richness index (S) 

多样性指数 

Shannon index (H ′) 

多样性指数 

Simpson index (D) 

多样性指数 

McIntosh index (U) 

J4 11.33±2.517c 1.470 5±0.086 04a 0.995 1±0.003 37a 0.338 4±0.017 92b 

J3 18.01±1.732b 1.489 5±0.087 80a 0.995 9±0.000 87a 0.420 0±0.043 45b 

J2 28.67±1.528a 1.500 6±0.528 40a 0.996 2±0.000 40a 0.651 4±0.167 57a 

J1 6.67±3.215d 1.468 1±0.205 80a 0.994 9±0.002 69a 0.346 8±0.118 18b 

注：n=3，计算结果为平均值±标准差，字母不同表示样品之间存在显著性差异(P<0.05). 
Note: n=3, the value is the average±standard deviation, the difference in capital letters indicates that there are significant differences among 
samples (P<0.05). 
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图 3  4 个土壤样品所含微生物对 31 种碳源利用情况的

主成分分析 
Figure 3  Principal components analysis (PCA) of different 
carbon source utilization by microbial in four soil samples 
 

2.2  PCR-DGGE 试验结果 

2.2.1  金沙土遗址土壤中细菌 DGGE 图谱及多样

性分析 

微生物群落的遗传多样性在一定程度上可以

通过 DGGE 条带的数量反映出来[17]。从金沙土遗址

不同劣化状态下土壤中分别提取 DNA 和 RNA，

PCR 扩增产物进行 DGGE 分析结果显示(图 4)，从

各样品中分离出数目不等的条带，不同样品各条泳

道的强度和迁移率不相同。从整体上的条带数量来

看，J2 土壤样品在 DNA 和 RNA 水平上均有较多的

条带处于同一位置，而其它样品条带位置差异较大

(图 4)，样品 J1 的条带数量在 DNA 和 RNA 水平上 

 
 

图 4  4 个土壤样品微生物 16S rRNA 基因片段 DGGE

电泳结果 
Figure 4  DGGE banding patterns of 16S rRNA fragment 
from four soil samples 
注：其中 J4−J1 为 DNA，J4#−J1#为 RNA. 
Note: J4−J1 belong to DNA; J4#−J1# belong to RNA. 

 
都是最少的，RNA 水平上的条带明显少于 DNA 水

平，说明该样品中其具有活性的细菌多样性较为单

一(表 2)。 

依据 DGGE 电泳图谱中条带的数字化结果进

行多样性指数计算，通过多样性指数(H ′)、均匀度

指数(J)、辛普森指数(D)以及优势度指数(C)等指数

对不同劣化状态下各样品细菌多样性进行了综合

分析(表 2)。结果表明，在 DNA 和 RNA 水平上，各

土壤样品中细菌的各个指标都存在着不同程度的

差异。在 DNA 水平上，J2 样品的细菌多样性指数 
 

表 2  土壤样品中细菌群落多样性指数 
Table 2  Bacterial diversity indices of soil samples 

样品编号 

Sample No. 

条带数 

Band 

多样性指数 

Shannon index (H ′)

均匀度指数 

Evenness index (J)

辛普森指数 

Simpson index (D) 

优势度指数 

Dominance index (C)
DNA-level J4 23 3.22 0.996 0 0.955 4 0.044 6 

J3 23 3.12 0.995 4 0.955 4 0.044 6 

J2 26 3.36 0.996 1 0.961 9 0.042 9 

J1 22 2.87 0.992 1 0.952 2 0.047 8 

RNA-level J4# 20 2.95 0.998 7 0.948 7 0.051 3 

J3# 19 2.54 0.995 7 0.947 0 0.053 0 

J2# 24 3.08 0.998 9 0.957 1 0.038 7 

J1# 6 1.58 0.993 2 0.829 1 0.170 9 
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(H ′)、均匀度指数(J)、辛普森指数(D)皆为最高，其

次为 J4、J3，而 J1 样品的细菌多样性指数(H ′)、均

匀度指数(J)、辛普森指数(D)均为最低。RNA 水平

上样品中细菌的各项指标呈现出与 DNA 水平一致

的结果，表现为 J2>J4>J3>J1。综合各项指标来看，

发生劣化的土壤中细菌多样性升高，表明金沙土遗

址中细菌多样性和群落结构受土壤劣化的影响，可

能对土遗址的保存具有潜在危害。 

运用 CANOCO 软件对各个样品的细菌群落结

构进行 PCA 分析，结果如图 5 所示，J2 样品的 DNA

和 RNA 水平的点聚在了一起，其余各样点在 DNA

水平上聚在了一起，而在 RNA 水平上则较为分散，

其中 J1 样品的差异最大，说明 J2 样品中总体细菌

群落结构和活性细菌群落结构具有较高的一致性，

而其它样品的总体细菌群落结构和活性细菌群落

结构一致性较低，J1 样品的一致性最低。 

2.2.2  DGGE 条带测序及系统发育分析 

电泳结束后，对主条带进行切胶回收，克隆测

序后，共获得 21 条序列，所有序列与 NCBI 数据库

中已知序列相似性均在 98%−100%之间(表 3)。结果

如表 3 所示，土遗址样品中的细菌分属 4 个门：放

线菌门(Actinobacteria)、酸杆菌门(Acidobacteria)、 
 

 
 

图 5  不同样品土壤微生物群落 DGGE 条带的主成分分析 
Figure 5  Principal component analysis (PCA) of DGGE 
banding patterns of soil microbial community in different 
samples 

 
表 3  条带回收序列比对结果 
Table 3  Phylogenetic identification and distribution of bacteria excised and sequenced from DGGE bands 

条带 

编号 

Bands No. 

不同样品中的条带 

Band appearance in different samples 
归属类群(门) 

Phylogenetic group 
(Phylum) 

基因库中比对出最相似序列(属) 

Closest relative sequence in GenBank (Genus) 

相似度

Similarity 
(%) J4 J4# J3 J3# J2 J2# J1 J1# 

1−2 + + + + + + + − Actinobacteria Rubrobacter sp. (EU512989) 100.0 

5−1 − − + + + + + −  Rubrobacter sp. (EU512989) 99.0 

6−1 − − + + + + + −  Rubrobacter sp. (EU512989) 99.0 

6−6 + + + + + + + −  Rubrobacter sp. (EU512989) 99.0 

8−1 − − − − − − − +  Rubrobacter sp. (EU512989) 99.0 

5−2 − − + + + + − −  Rubrobacter bracarensis (NR117640) 100.0 

5−3 − − − − + − − −  Rubrobacter bracarensis (NR117640) 100.0 

5−6 − + + − + + − −  Rubrobacter bracarensis (NR117640) 100.0 

6−2 − − + + + + − −  Rubrobacter bracarensis (NR117640) 99.0 

6−4 − + + − + + − −  Rubrobacter bracarensis (NR117640) 100.0 

6−5 + + + + + + + −  Rubrobacter bracarensis (NR117640) 99.0 

7−1 − − + + − − + −  Kitasatospora aburaviensis (MK138636) 100.0 

5−4 − − + − + + − −  Brachybacterium paraconglomeratum (MK249686) 100.0 

6−3 − − + − + + − −  Brachybacterium paraconglomeratum (MK249686) 100.0 

5−5 − − − − + − − − Acidobacteria Tellurimicrobium multivorans (NR146026) 99.0 

2−2 + + + − + + − − Deinococcus-Thermus Deinococcus metallilatus (NR137265) 98.0 

8−2 − − − − − − + +  Deinococcus metallilatus (NR137265) 100.0 

3−2 − − + − − − − − Proteobacteria Burkholderia sp. (KU323 02) 100.0 

1−1 + + + + + + + +  Brevundimonas vesicularis (MK045801) 100.0 

2−1 + + + + + + + +  Brevundimonas vesicularis (MK045801) 100.0 

3−1 + − + − + − + −  Uncultured Burkholderiales bacterium (JX493018) 100.0 
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异常球菌-栖热菌门(Deinococcus-Thermus)、变形菌

门 (Proteobacteria) ； 7 个 属 分 别 为 红 色 杆 菌 属

(Rubrobacter)、北里孢菌属(Kitasatospora)、短状杆

菌属(Brachybacterium)、Tellurimicrobium、异常球

菌属(Deinococcus)、伯克氏菌属(Burkholderia)、

短波单胞菌属(Brevundimonas)，以上 7 个属的细

菌 在 DNA 水平上均有检出，而伯克氏菌属、

Tellurimicrobium 和 Uncultured Burkholderiales 

bacterium 没有在 RNA 水平上检出。此外，在 DNA

水平上，红色杆菌属、异常球菌属、短波单胞菌属

细菌在所有供试样品中均有检出，短状杆菌属细菌

仅在 J2 和 J3 样品中检出，Tellurimicrobium 仅在 J2

样品中检出；伯克氏菌属细菌仅在 J3 样品中检出。

在 RNA 水平上，红色杆菌属和短波单胞菌属细菌

也在所有供试样品中均有检出，北里孢菌属细菌仅

在 J3 样品中检出，短状杆菌属细菌仅在 J2 样品中

检出。回收的 21 条序列有 11 条归属于红色杆菌属，

占回收序列的 52.83%，且在劣化样品中检出较多

(图 5，表 3)。结果表明，不同样品中细菌种群组成

的差异可能与其劣化状态和劣化程度不同有关，而

在 RNA 水平检测出的菌属值得关注。 

3  讨论与结论 

土遗址是以土作为主要建筑材料的人类历史

上生产、生活等各种活动遗留下来的遗迹，是一种

重要的文物资源[17]。随着科技的发展和人们对土遗

址认识的逐渐加深，土遗址保护越来越受到人们的

重视和普遍关注，研究也逐步深入。然而，目前有

关土遗址劣化的研究主要集中在物理、化学因素对

土遗址劣化的影响，且主要针对北方干旱地区的土

遗址[3,18-19]，对南方潮湿地区土遗址的研究较少，

生物因素，特别是微生物对土遗址劣化的潜在作用

更是鲜有关注。金沙土遗址是南方潮湿地区土遗址

的典型代表，目前已出现不同程度的劣化现象，而 

 

 
 

图 6  金沙土遗址土壤样品 16S rRNA 基因序列的系统进化树 
Figure 6  Phylogenetic tree of 16S rRNA gene sequences of soil samples from Jinsha earthen site 
注：菌株后括号内为基因库中比对最相似序列登录号，编号后括号内为回收条带在基因库中的登录号. 
Note: After the strain in parentheses is the closest relative sequence in GenBank, after the number of band in parentheses is the sequence 
of band in GenBank. 
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金沙土遗址中微生物类群及潜在功能如何，对金沙

土遗址劣化有何影响，这都值得人们去探究。因此，

本研究采用 Biolog 与 PCR-DGGE 相结合的方法研

究金沙土遗址中微生物群落结构组成，解析微生物

菌群代谢特征，揭示对金沙土遗址具有潜在危害的

微生物菌群，为金沙土遗址的科学保护提供依据。 

Biolog 微平板法作为一种方便快速的微生物检

验技术，已广泛应用于环境微生物检测、微生物生

态研究等方面，发挥着越来越重要的作用。在本研

究中，Biolog 实验结果表明，4 个样品所含微生物

共同偏好碳水化合物类以及多聚物类碳源，说明利

用这 2 类碳源的土壤细菌最多，且这些土壤细菌的

生理代谢活动较强。张焕军等[20]研究发现碳水化合

物是土壤中最重要的有机质成分之一，约占土壤有

机质总量的 10%−20%，是土壤微生物的主要能源

和碳源，与微生物活性显著相关[21-22]，盛玉钰等[23]

研究表明多聚物类是微生物利用的优势碳源。主成

分分析结果显示，各样品偏好的碳源具体种类虽有

所差异，但所偏好的碳源类型均为碳水化合物和多

聚物类，表明微生物利用碳源的偏好与所生存的环

境息息相关，而不同样品偏好的碳源种类不同可能

是劣化土壤的微环境发生了变化所致。由于 Biolog

技术表征的只是土壤中生长快速或富营养微生物

的活性，而不能反映土壤中生长缓慢或不可培养微

生物活性[24-25]，因此 Biolog 技术解析的只能是土壤

中部分微生物群落特征，要想全面解析土壤微生物

群落结构，还需要结合其他研究方法[26]。 

PCR-DGGE 实验结果表明，不同劣化情况下土

壤样品中的细菌种群组成存在差异。DNA 和 RNA

的水平都表现为劣化的土壤所含细菌在种类和丰

度相对未发生劣化的土壤较为丰富，这种变化表明

随着土遗址的劣化，微生物的多样性和活性菌有所

增高，而这种增高反过来又可能加速了土遗址的劣

化。通过条带测序，发现劣化土壤中细菌以变形菌门

(Proteobacteria)和放线菌门(Actinobacteria)为主，这

与变形菌门和放线菌门在土壤中广泛分布有着密

切关系[27]。样品中检出率较高的细菌类型为短波单

胞菌属(Brevundimonas)、红色杆菌属(Rubrobacter)、

Tellurimicrobium 和短状杆菌属(Brachybacterium)，

其中短波单胞菌属以及红色杆菌属在所有样品中

均有检出，短波单胞菌属在 DNA 和 RNA 样品中均

有检出，可能与该属的细菌广泛存在于土壤当中有

关，而红色杆菌属在劣化土壤样品中的 RNA 的检

出率很高，说明劣化样品中该菌的活性高。Laiz 等[28]

在研究中也发现红色杆菌属细菌与砖石和石灰壁

画表面的粉化及玫瑰色变色有关，揭示了红色杆菌

属细菌加速了文物的生物降解的进程，表明红色杆

菌属细菌可能与金沙土遗址的劣化有关。此外，酸

杆菌门(Acidobacteria)细菌 Tellurimicrobium 仅在劣

化的 J2 样品检出，研究发现，酸杆菌门在各种生境

中都存在，特别是在土壤环境中，数量占到细菌总

量的 20%左右，并在土壤物质循环和生态环境构建

过程中起到了重要作用[29]，且在富铁的酸性环境条

件下含量高[30]，在各种生态环境的铁循环中起到一

定的作用，Lu 等[31]研究发现菌株 Acidobacterium 

capsulatum DSM 11244T 在极端厌氧或微氧条件下

具有异化铁还原能力。杜烨[32]在莫高窟壁画表面发

现酸杆菌门细菌，Zimmermann 等[33]在 Altamira 洞

穴、Pašić 等[34]在 Pajsarjeva 洞穴均发现酸杆菌门细

菌，表明酸杆菌门细菌可能参与了文物的生物降解

过程。酸杆菌门细菌仅在 J2 样品中检出，说明该门

细菌可能与土遗址劣化和出现泛黄现象有关。短状

杆菌属细菌是一类异养微生物，在生长过程中会分

泌一些代谢产物[32]，如其在生长过程中产酸[35]，而

酸性物质可能会破坏土壤结构。本研究仅在出现劣

化的 J2、J3 样品的 DNA 和 J2 样品的 RNA 样品中

检测到了短状杆菌属细菌，表明短状杆菌属细菌对土

遗址的保护产生一定影响。付彤彤等[36]采用克隆文库

手段对李渡酒窖土遗址中的微生物种群进行鉴定

和分析，结果表明土遗址中优势细菌为盐单胞菌属

(Halomonas)、甲基盐单胞菌属(Methylohalomonas)

和乳杆菌属(Lactobacillus)，其中含有较多具有耐盐

碱特性的细菌，与酒窖的现场环境相一致；吕春爽

等 [37]通过纯培养技术从泥河湾藉箕滩分离获得
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130 株细菌，主要归属于芽孢杆菌属(Bacillus)、短波

单胞菌属(Brevundimonas)和链霉菌属(Streptomyces)。

以上结果表明，不同的土遗址的微生物群落结构存

在差异，这与土遗址所处的环境不同、研究者所采

用的研究手段不同有关。虽然 PCR-DGGE 技术存

在检测通量有限、高估特种丰度以及低估微生物群

落大小和多样性的可能[38-39]，但与目前流行的高通

量测序技术相比，DGGE 技术仍具有一些不可替代

的优点，复杂微生物群落可以利用 DGGE 达到可视

化，能够直观地比较和分析微生物群落结构的变化

规律和快速检出样本中优势微生物[40]。基于以上技

术特征，DGGE 技术应用于文物微生物群落结构的

分析为实现文物“病害”微生物的快速检测具有可行

性和合理性，同时也为文物保护提供了相关的微生

物学依据。 

综上所述，本研究通过对金沙土遗址细菌群落

结构组成和代谢特征的分析发现，随着土遗址劣化

程度的增加，土壤微生物类群及代谢功能多样性都

随之增大，其中仅在劣化土壤样品中检出或者具有

高表达活性的红色杆菌属、Tellurimicrobium、短状

杆菌属细菌可能参与了土壤劣化过程，揭示金沙土

遗址土壤中存在多种可能对土遗址产生破坏性的

微生物，为认识金沙土遗址微生物损害机制提供了

理论依据。 
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