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２ 南京化工职业技术学院， 南京　 ２１００４８
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摘要：为揭示天然次生林经过长期农业利用后土壤微生物学性质以及土壤养分状况的变异，我们采集了海南省天然次生林土壤

以及由天然次生林经农业开垦转变而成的香蕉、桉树和橡胶林区表层土壤样品，利用磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）分析、变性梯度凝胶电

泳（ＤＧＧＥ）、群落水平生理特征（ＣＬＰＰ）分析等方法探究天然次生林经农业利用对土壤微生物生物量、微生物活性、群落多样性

和功能多样性的影响。 研究结果显示，天然次生林土壤总磷脂脂肪酸显著高于经农业利用的土壤，分别是香蕉和橡胶林土壤的

３ 倍和 ２ 倍。 平均颜色变化率（ＡＷＣＤ）以及由 ＰＬＦＡ、ＤＧＧＥ 和 ＣＬＰＰ 分析获得的土壤微生物群落多样性和功能多样性均显示

出天然次生林高于农业利用的土壤。 天然次生林土壤与农业利用土壤的微生物群落结构也存在明显的分异。 另外，天然次生

林土壤 ｐＨ 值、有机碳、总氮、总磷、速效氮和速效钾含量高于经农业利用的土壤。 逐步回归分析显示土壤 ｐＨ 值、有机碳和速效

氮是影响土壤微生物生物量、微生物活性、群落多样性和功能多样性的主要因素。 研究结果表明，天然次生林经农业利用后，由
于种植单一树种和农业管理措施可能造成土壤有机质和养分含量下降，导致土壤酸化，对土壤微生物群落造成负面影响。
关键词：香蕉；桉树；橡胶；土壤微生物；土壤养分
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ｔｏ ｔｈｅ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｌａｎｄｓ． Ｔｈｅ ｓｔｅｐｗｉｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｓｏｉｌ ｐＨ ａｎｄ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ Ｈ′ ａｎｄ ＣＬＰＰ ｖａｌｕｅｓ，
ｗｈｉｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ａｆｆｅｃｔｅｄ ＡＷＣＤ， Ｈ ¢ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ＤＧＧＥ， ａｎｄ ｆｕｎｇａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｖａｌｕｅｓ． Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｇｅｎｅｒａｌｌｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ （ ｔｏｔａｌ， ｂａｃｔｅｒｉａｌ， ａｎｄ ｆｕｎｇａｌ ＰＬＦＡｓ） ａｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｈ′ ｏｆ ＤＧＧＥ ａｎｄ
ＰＬＦＡ ｄａｔａ） ． Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｆｏｒｅｓｔｓ ｔｏ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｌａｎｄｓ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｓｏｉｌ
ａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ， ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ， ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ， ｃａｕｓｉｎｇ ｓｈｉｆｔｓ ｉｎ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｔｈｅ
ａｄｖｅｒｓｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｍａｙ ｂｅ ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ
ｐｒａｃｔｉｃｅｓ ｂｅｉｎｇ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ａｔ ｌｏｃａｌ ｓｉｔｅｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｂａｎａｎａ； Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ； Ｒｕｂｂｅｒ； Ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ； Ｓｏｉｌ ｎｕｔｒｉｅｎｔ

天然次生林向农业利用转变在发展中国家很普遍［１］，在我国热带和亚热带地区，天然次生林被砍伐、焚
烧并种植单一作物如桉树、香蕉、橡胶等［２］。 天然次生林向农业利用转变可能使土壤生态系统承受巨大压力

甚至造成土壤严重退化［３］，对天然次生林的农业利用进行生态影响评价显得尤为重要。 土壤微生物群落结

构、功能多样性、微生物生物量以及活性是研究土地利用方式转变的常用微生物指标，这些指标反映的信息对

于了解土壤健康和土壤质量至关重要［４］。 已有研究表明，在森林转换为农田或牧场过程中，耕作、施肥、灌
溉、放牧、除草等管理措施易扰动土壤微生物并可能改变其多样性［５，６］，Ｊａｎｇｉｄ 等人提出森林转换对土壤微生

物多样性的影响取决于管理实践的强度以及植物类型［７］，其中植被类型决定了碳输入的质与量并影响土壤

理化性质，从而影响土壤微生物群落［８］。 在亚热带地区，土地管理措施是影响土壤微生物的主要因素［９］。 目

前关于管理措施对亚热带地区农田土壤微生物影响的研究较多［１０，１１］。 天然次生林转化为单一树种如香蕉、
桉树和橡胶，其耕作强度低于农田土壤，这种转化对土壤微生物群落和功能多样性、微生物生物量和活性将产

生什么影响？ 目前关于这方面的研究报道比较少。
群落水平生理特征（ＣＬＰＰ）分析、磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）分析和变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）是评价土壤微生

物多样性常用方法。 ＣＬＰＰ 用于表征微生物功能多样性，而 ＰＬＦＡ 和 ＤＧＧＥ 用于表征群落多样性。 土壤微生

物的总体活性可以通过 ＣＬＰＰ 测定中获得的平均颜色变化率（ＡＷＣＤ）表示［１２］，总 ＰＬＦＡ 量被认为是微生物总

生物量的一个指标［１３］。 ＰＬＦＡ 分析相对比较敏感但分辨率低；ＤＧＧＥ 结合测序方法可以确定微生物种类，但
会因 ＰＣＲ（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ）技术的缺陷而产生偏差。 因此，将三种方法结合起来可较为全面地评

价土壤微生物学性质，包括微生物生物量、活性、群落多样性和功能多样性。 在本研究中，我们采集位于海南

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３５ 卷　
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省热带地区的天然次生林和由天然次生林转换而来的香蕉、桉树和橡胶林土壤，通过 ＣＬＰＰ，ＰＬＦＡ 和 ＤＧＧＥ
方法研究土壤微生物群落多样性、功能多样性、微生物生物量以及活性，以评价天然次生林向农业利用转变对

土壤微生物的影响。

１　 研究地区与研究方法

１．１　 采样地点描述和土壤取样

采样地位于海南省儋州市的中国热带农业科学院实验场内，天然次生林自原始林在 ２０ 世纪 ６０ 年代破坏

后发育而来，育林时间约 ５０ 年。 该地区属于热带海洋季风气候，海拔 ２６０—４５５ ｍ，年平均气温 ２３．２ ℃，年降

水量 １８１５ ｍｍ，年平均蒸发量 １６２８ ｍｍ。 土壤类型均为花岗岩发育而来的砖红壤。 ２０ 世纪 ８０ 年代中期一些

地区的天然次生林地转为农用，用于栽种橡胶；２０ 世纪 ９０ 年代末另一些地区的天然次生林转变为香蕉林和

桉树林。 天然次生林与农业利用区相距约 ３ ｋｍ，香蕉林、桉树林和橡胶林相距 １—２ ｋｍ。 天然次生林的优势

种主要是美叶菜豆树 （Ｒａｄｅｒｍａｃｈｅｒａ ｆｒｏｎｄｏｓａ Ｃｈｕｎ ｅｔ Ｈｏｗ）、中平树（Ｍａｃａｒａｎｇａｄｅｎｔｉｃｕｌａｔａ） 和橄榄 （Ｃａｎａｒｉｕｍ
ａｌｂｕｍ）。 桉树林、天然次生林和人工橡胶林下的灌木草本植物主要是矛叶荩草（Ａｒｔｈｒａｘｏｎ ｌａｎｃｅｏｌａｔｕｓ）、香泽

兰（Ｅｕｐａｔｏｒｉｕｍ ｏｄｏｒａｔｕｍ）、盾蕨（Ｎｅｏｌｅｐｉｓｏｒｕｓｏｖａｔｕｓ）、益智 （Ａｌｐｉｎｉａ ｏｘｙｐｈｙｌｌａ Ｍｉｑ） 和九节木 （Ｐｓｙｃｈｏｔｒｉａ ｒｕｂｒａ）
等。 天然次生林和桉树林未施肥，橡胶林、香蕉主要以施化肥为主，橡胶林年施肥量为 ９０ ｋｇ Ｎ ｈｍ– ２，３０ ｋｇ Ｐ ２

Ｏ５ ｈｍ– ２，４０ ｋｇ Ｋ２Ｏ ｈｍ– ２香蕉年施肥量为 ５２８ ｋｇ Ｎ ｈｍ– ２， １９０ ｋｇ Ｐ ２Ｏ５ ｈｍ– ２，１３００ ｋｇ Ｋ２Ｏ ｈｍ– ２。
本研究选择上述天然次生林以及由其转化而来的香蕉林、桉树林和橡胶林土壤进行研究。 土壤样品采集

于 ２０１０ 年 ３ 月。 采集土壤样品前，在每种利用方式土地中，选取 ３ 个相邻小区，每个小区面积约为 １００ ｍ２（１０
ｍ × １０ ｍ）。 在每个小区按照 Ｓ 形采集 １０ 个样点土壤并混合代表该小区。 每个样点面积 ０．２５ ｍ２（０．５ ｍ ×
０．５ ｍ），用铁锹取表层土壤 （０—２０ ｃｍ），土壤样品用 ２ ｍｍ 筛网过筛。 用于 ＰＬＦＡ 和 ＣＬＰＰ 测定的土壤样品 ４
℃保存，一周内测定；－７０ ℃保存用于 ＤＮＡ 提取；自然干燥后土壤样品用于化学分析。
１．２　 土壤化学分析

土壤化学分析采用常规的方法［１４］。 土壤 ｐＨ 值采用 ｐＨ 玻璃电极测定，土水比 １∶２．５ （ｗ ／ ｖ）。 土壤有机碳

采用重铬酸钾氧化法测定，总氮用凯氏定氮法测定，速效氮采用碱解扩散法测定，总磷采用磷钼蓝法测定，速
效磷采用 ＨＣｌ⁃ＮＨ４Ｆ 萃取再用分光光度法测定，速效钾采用醋酸铵提取再用原子吸收光谱法测定。
１．３　 磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）分析

采用 Ｂｌｉｇｈ Ｄｙｅｒ 方法进行脂类提取和磷酸酯脂肪酸分析［１５］，土样用 １５ ｍＬ Ｂｌｉｇｈ Ｄｙｅｒ 提取液 （０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ
柠檬酸缓冲液∶氯仿∶甲醇＝ ０．８∶１∶２） 提取，提取液用硅酸键合固相抽提柱（ＳＰＥ⁃ＳＩ）层析，分别用氯仿、丙酮和

无水甲醇洗脱，将含磷脂的洗脱液用氮气吹干，然后用碱性甲醇水解和皂化 （甲基化） 得到磷酯脂肪酸甲基

酯 （ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒｓ，ＦＡＭＥ），用 Ｓｈｅｒｌｏｃｋ 微生物鉴定系统 （ＭＩＤＩ，Ｎｅｗａｒｋ，ＤＥ） 确定 ＰＬＦＡ 种类和量，其
中 ＰＬＦＡ 定量采用 １９∶０ＦＡＭ 内标法。 根据结构不同，不同的特征脂肪酸对应不同的微生物，如细菌、真菌，细
菌又可分为革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、放线菌。 本研究中分离获得的 ＰＬＦＡ 见表 １。

表 １　 土壤微生物 ＰＬＦＡ 生物标记物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ（ＰＬＦＡ） ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏ⁃ｏｒｇａｎｉｓｍｓ ［１６，１７］

微生物类型 Ｍｉｃｒｏｂｅｓ ｔｙｐｅ 脂肪酸 Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ

细菌（除放线菌）
Ｂａｃｔｅｒｉａ （ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒ ｅｘｃｌｕｄｅｄ）

１１：０ ｉｓｏ、１２：０ ｉｓｏ、１２：０、１１：０ ｉｓｏ３ＯＨ、１２：０ ａｎｔｅｉｓｏ、１３：０ ａｎｔｅｉｓｏ、１４：０ ｉｓｏ、１４：０ ａｎｔｅｉｓｏ、１４：１ ｗ５ｃ、
１４：０、１５：１ ｉｓｏ Ｇ、１５：０ ｉｓｏ、１５：０ ａｎｔｅｉｓｏ、１６：１ ｉｓｏ Ｈ、１６：０ Ｎ ａｌｃｏｈｏｌ、１６：０ ｉｓｏ、１６：０ ａｎｔｅｉｓｏ、１６：０、１７：０
ｉｓｏ、１７：０ ａｎｔｅｉｓｏ、１７：０ ｃｙｃｌｏ、１７：０、１６：１ ２ＯＨ、１６：０ ２ＯＨ、１８：０ ｉｓｏ、１８：０、１８：１ ｗ７ｃ １１－ｍｅｔｈｙｌ、１７：０
ｉｓｏ ３ＯＨ、１９：０ ｉｓｏ、１９：０ ｃｙｃｌｏ ｗ８ｃ、１９：０、２０：４ ｗ６，９，１２，１５ｃ、２０：０

放线菌 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒ １０Ｍｅ１７：０、１０Ｍｅ１８：０

真菌 Ｆｕｎｇｉ １６：１ω５ｃ、１８：３ ω６，９，１２ｃ、１８：１ω９ｃ
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１．４　 群落水平生理特征 （ＣＬＰＰ） 分析［１８］

将 １０ ｇ 新鲜土壤样品加入到 １００ ｍＬ 无菌磷酸盐缓冲液 （０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ 值 ７．０），摇床震荡 ３０ ｍｉｎ，取 １
ｍＬ 土壤悬浮液于 ９ ｍＬ 无菌磷酸盐缓冲液 （０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ 值 ７．０），混匀，制得 １０－２土壤悬浮液。 取 １５０ μＬ
该 １０－２土壤悬浮液接种于 ＢＩＯＬＯＧ Ｅｃｏ 微平板孔中 （Ｂｉｏｌｏｇ，Ｈａｙｗａｒｄ，ＣＡ） 置 ２５ °Ｃ 培养，用自动快速菌类鉴

定系统 （Ｂｉｏｌｏｇ，Ｈａｙｗａｒｄ，ＣＡ） 每隔 １２ ｈ 测定 ５９０ ｎｍ 波长处的吸光值。 采用培养 ９６ ｈ 数据分析为每孔平均

颜色变化率 （ＡＷＣＤ）、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 （Ｈ′）、主成分 （ＰＣＡ） 分析。
１．５　 ＤＮＡ 提取和 ＰＣＲ 扩增

土壤总 ＤＮＡ 提取方法依照土壤 ＤＮＡ 快速提取试剂盒 （Ｂｉｏ １０１）制造商提供的说明书。 ＤＮＡ 浓度采用微量紫

外分光光度计 ＮＤ⁃１０００ （ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ Ｉｎｃ．，Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，ＤＥ） 测定，提取的 ＤＮＡ 置－７０ °Ｃ 存储。
细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增采用引物 ３３８Ｆ⁃ＧＣ （５′⁃ＡＣＴ ＣＣＴ ＡＣＧ ＧＧＡ ＧＧＣ ＡＧＣ ＡＧ ＣＧＣ ＣＣＧ ＣＣＧ ＣＧＣ

ＧＣＧ ＧＣＧ ＧＧＣ ＧＧＧ ＧＣＧ ＧＧＧ Ｇ⁃３′） 和 ５１８Ｒ （５′⁃ＡＴＴ ＡＣＣ ＧＣＧ ＧＣＴ ＧＣＴ Ｇ⁃３′） ［１９］。 ５０ μＬ 反应体系含有：
１．２５ Ｕ 聚合酶（ＴａＫａＲａ Ｂｉｏ Ｉｎｃ．， Ｓｈｉｇａ， Ｊａｐａｎ），每种引物均为 ２５ ｐｍｏｌ，每种核苷酸为 １０ ｎｍｏｌ，５ μＬ１０×缓冲

液和 ０．１ μｍｏｌ ＭｇＣｌ２，１ μＬ 提取的 ＤＮＡ 为模板。 ＰＣＲ 反应在 ｉＣｙｃｌｅｒ ｔｈｅｒｍｏｃｙｃｌｅｒ （Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ Ｉｎｃ．，
ＣＡ） 上进行。 反应程序为：预变性 ９４ ℃４ ｍｉｎ，３５ 个循环包括 ９４ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ９０ ｓ，
最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。

真菌 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增采用引物 ＮＳ２６ （５′⁃ＣＴＧ ＣＣＣ ＴＡＴ ＣＡＡ ＣＴＴ ＴＣＧ Ａ⁃３′） 和 ５１８Ｒ⁃ＧＣ （５′⁃ＣＧＣ
ＣＣＧ ＣＣＧ ＣＧＣ ＧＣＧ ＧＣＧ ＧＧＣ ＧＧＧ ＧＣＧ ＧＧＧ ＧＣＡ ＣＧＧ ＧＧＧ ＧＡＴ ＴＡＣ ＣＧＣ ＧＧＣ ＴＧＣ ＴＧＧ⁃３′） ［２０］。 ５０ μＬ
反应体系含有：１．２５ Ｕ 聚合酶（ＴａＫａＲａ Ｂｉｏ Ｉｎｃ．， Ｓｈｉｇａ， Ｊａｐａｎ），每种引物均为 ２５ ｐｍｏｌ，每种核苷酸为 １０ ｎｍｏｌ，
５ μＬ１０×缓冲液和 ０．１ μｍｏｌ ＭｇＣｌ２，１ μＬ 提取的 ＤＮＡ 为模板。 ＰＣＲ 反应在 ｉＣｙｃｌｅｒ ｔｈｅｒｍｏｃｙｃｌｅｒ （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ Ｉｎｃ．， ＣＡ） 上进行。 反应程序为：预变性 ９４ ℃４ ｍｉｎ，３０ 个循环包括 ９５ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火

３０ ｓ，７２ ℃延伸 ９０ ｓ，最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。
１．６　 ＤＧＧＥ

本研究采用 Ｄｃｏｄｅ （ＢＩＯ ＲＡＤ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， Ｈｅｒｃｕｌｅｓ， ＣＡ）系统分析细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ、真菌 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因

的 ＤＧＧＥ （ｄｅｎｅａｔｕｒａｎｔ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ） 分子指纹图谱。 细菌及真菌 ＰＣＲ 产物在 ８ ％聚丙烯酰胺凝

胶中电泳，变性梯度范围 ３５ ％—７０ ％ （其中 １００ ％的变性剂含有 ７ Ｍ 尿素和 ４０ ％甲酰胺），电泳缓冲液为０．５
×ＴＡＥ，电泳温度 ６０ ℃。 电泳结束，将凝胶置于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 染液 （１∶１００００，ｖ ／ ｖ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｐｒｏｂｅ 产品） 中染

色 ３０ ｍｉｎ，用分子成像器 ＦＸ （Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ Ｉｎｃ． Ｈｅｒｃｕｌｅｓ， ＣＡ） 扫描。 ＤＧＧＥ 图像用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件

进行分析。
１．７　 数据分析

不同土地利用类型之间的显著差异采用单因素方差分析 （Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｖａｒｉａｎｃｅ，ＡＮＯＶＡ） 来确定，显著性

水平为 Ｐ ＜ ０．０５。 对 ＰＬＦＡ、ＣＬＰＰ 和 ＤＧＧＥ 图谱计算 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数 （Ｈ′） 并进行主成分分析 （ＰＣＡ）。
采用多元逐步回归分析确定土壤 ｐＨ、有机碳以及养分含量中影响土壤微生物生物量、活性、微生物群落多样

性及功能多样性的主要变量，所有的统计分析采用 ＳＰＳＳ １６ 进行。

２　 结果与分析

２．１　 土壤 ｐＨ 值和养分含量

天然次生林土壤 ｐＨ 值、有机碳、总氮、总磷、速效氮和速效钾含量显著高于农用利用土壤 （表 ２）。 香蕉

林由于施磷肥较多，土壤中速效磷含量最高。 橡胶林土壤中 ｐＨ 值、总磷、速效磷和速效钾含量最低。
２．２　 ＤＧＧＥ 图谱分析

细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和真菌 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＤＧＧＥ 图谱用来分析不同土地利用类型对细菌群落 （图
１ａ） 和真菌群落的影响 （图 １ｂ）。 天然次生林、香蕉、桉树林和橡胶林的细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＤＧＧＥ 平均条
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表 ２　 ４ 种不同土地利用类型土壤 ｐＨ 值和养分含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｐＨ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｌａｎｄ ｕｓｅ ｔｙｐｅｓ

土地利用类型
Ｌａｎｄ ｕｓｅ ｔｙｐｅ ｐＨ

有机碳
Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ

ｃａｒｂｏｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

总氮
Ｔｏｔａｌ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ

／ （ｇ ／ ｋｇ）

总磷 Ｔｏｔａｌ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
（ｇ ／ ｋｇ）

速效氮
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ
／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

速效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｏｔａｓｓｉｕｍ
／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

天然次生林
Ｎａｔｕｒａｌ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｆｏｒｅｓｔ ５．５１ａ ６３．３９ａ ３．７３ａ ０．９１ａ １９７．３２ａ １７．６９ｂ ２６０．９９ａ

香蕉 Ｂａｎａｎａ ５．４９ａ １５．５２ｂ ０．７９ｃ ０．７６ｂ ５７．０３ｂ ８９．８３ａ ９３．０１ｂ

桉树 Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ５．１２ａｂ １４．５８ｂ ０．７９ｃ ０．２３ｃ ６８．１０ｂ １３．９８ｃ ５０．１３ｃ

橡胶 Ｒｕｂｂｅｒ ４．４７ｂ １８．４１ｂ ０．９４ｂ ０．２０ｃ ６２．３２ｂ ３．８６ｄ ４０．６５ｄ

　 注：同列相同英文小写字母表示差异不显著 （Ｐ ＞ ０．０５）

图 １（ａ）（ｂ） 　 四种利用类型土壤 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＤＧＧＥ 图谱；四种利用类型土壤 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＤＧＧＥ 图谱

　 Ｆｉｇ． １（ａ） （ｂ） 　 Ｔｈｅ ＤＧＧＥ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｆｒｏｍ ｓｏｉｌｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｌａｎｄ ｕｓｅ ｔｙｐｅｓ；Ｔｈｅ ＤＧＧＥ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ １８Ｓ
ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｆｒｏｍ ｓｏｉｌｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｌａｎｄ ｕｓｅ ｔｙｐｅｓ
＃１、＃２、＃３ 代表四种利用类型的三个小区土壤样品

带数分别为 ７８、７０、７６、７２ 条 （以条带亮度大于所在泳道条带总亮度 １ ％的条带计）；真菌 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因的

ＤＧＧＥ 平均条带数分别为 ３９、３０、２６、３４ 条。 天然次生林土壤 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｈ′最高，香蕉、橡胶林明显较低

（图 ２）。 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｈ′也表现出相似的模式：天然次生林＞橡胶林＞香蕉＞桉树林。 其中，天然次生林显

著高于桉树和香蕉林 （Ｐ＜０．０５）。 ＰＣＡ 分析（图 ３）显示天然次生林，橡胶林、香蕉林和桉树林在 ＰＣ１ 和 ＰＣ２
方向上存在明显分异，表明土地利用方式是影响细菌和真菌群落结构的重要因素。
２．３　 磷脂脂肪酸多样性分析

从 ４ 种不同利用类型土壤中共检测出 ５８ 种脂肪酸，其中含量大于 １ ％的有 ３８ 种，详见表 １。 土地利用类

型显著影响土壤微生物 ＰＬＦＡ 量（表 ３）。 天然次生林中总磷脂脂肪酸以及细菌、革兰氏阳性菌、革兰氏阴性

菌、放线菌和真菌的磷脂脂肪酸最高，香蕉林土壤中上述指标含量最少。

５　 ２１ 期 　 　 　 张逸飞　 等：农业利用对海南省天然次生林土壤微生物的影响 　
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　 图 ２　 ４种利用类型土壤中微生物群落多样性和功能多样性指数（Ｈ’）
　 Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ Ｓｈａｎｎｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｈ’） ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｌａｎｄ ｕｓｅ ｔｙｐｅｓ． Ｍｅａｎｓ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒ ａｒｅ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
具有相同字母者表示差异不显著 （Ｐ ＞ ０．０５，邓肯测验，ｎ ＝ ３），短
竖代表的标准误差

４ 种土地利用方式下 ＰＬＦＡ 图谱分析表明，香蕉林

Ｈ′显著低于其他 ３ 种土地利用类型 （图 ２） （Ｐ＜０．０５）。
对四种土地利用类型的 ＰＬＦＡ 分析结果进行 ＰＣＡ 分析

显示，其 ＰＣ１ 的方差贡献率为 ６３ ％，ＰＣ２ 的方差贡献率

为 １３ ％ （图 ３）。 四种土地利用类型在 ＰＣ２ 方向上彼

此分离。 包括真菌和放线菌在内的 ２６ 种磷脂脂肪酸沿

着沿 ＰＣ１ （图 ３） 有较高方差贡献率 （＞ ０．６０），１１ 种磷

脂脂肪酸沿 ＰＣ２ 有较高方差贡献率 （＞ ０．６０） （图 ４）。
２．４　 ＣＬＰＰ 多样性分析

不同土地利用方式对土壤微生物活性和功能多样

性存在显著影响。 天然次生林土壤的 ＡＷＣＤ 显著高于

农用利用土壤，而桉树林、橡胶林和香蕉土壤之间没有

显著差异 （表 ３）。 对四种土地利用类型的 ＣＬＰＰ 图谱

进行 ＰＣＡ 分析的结果显示 （图 ３），天然次生林和农业

利用区分异明显，桉树林与橡胶林无明显分异，但都与

橡胶林存在明显分异。 ＢＩＯＬＯＧ Ｅｃｏ 微平板的碳源可分为 ６ 类，由于胺类和酚类混合物的碳源数目较少，各为 ２
种，故分别与氨基酸类和聚合物类合并成 ４ 大类，分别为聚合物、碳水化合物、羟酸和胺 ／氨基酸［２１］。 吐温 ８０，吐
温 ４０，α⁃环糊精和糖原等 ４ 种聚合物沿 ＰＣ１ 和 ＰＣ２ 具有较高的方差贡献率 （＞ ０．６０，图 ５），７ 种碳水合物沿 ＰＣ１
和 ＰＣ２ 具有方差贡献率 （＞ ０．６０），４ 种胺 ／氨基酸、２ 种羧酸沿 ＰＣ１ 和 ＰＣ２ 具有较高的方差贡献率 （＞ ０．６０）。

　 图 ３　 四种利用类型土壤中细菌和真菌 ＤＧＧＥ图谱、群落水平生理特征图谱 （ＣＬＰＰ）、磷脂脂肪酸图谱 （ＰＬＦＡ） 的主成份分析图（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ３　 ＰＣＡ （ｎ＝３） ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｆｕｎｇａｌ ＤＧＧＥ ｐａｔｔｅｒｎｓ， ａｎｄ ＣＬＰＰ ａｎｄ ＰＬＦＡ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌｓ ｕｎｄｅｒ ｆｏｕｒ ｌａｎｄ ｕｓｅ ｔｙｐｅｓ
十字线代表标准误

２．５　 逐步回归分析

逐步回归分析表明，土壤微生物活性、生物量和多样性受土壤 ｐＨ 值和养分含量的影响显著 （表 ４）。 速

效氮显著影响细菌 ＤＧＧＥ 和 ＰＬＦＡ 的 Ｈ′指数。 总 ＰＬＦＡ，细菌、放线菌的 ＰＬＦＡ，ＣＬＰＰ 的 Ｈ′指数与速效磷和土

壤 ｐＨ 显著相关。 ＡＷＣＤ、真菌 ＤＧＧＥ 图谱和真菌 ＰＬＦＡ 的 Ｈ′指数与有机碳显著相关。
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　 表 ３　 ４ 种土地利用类型下的磷脂脂肪酸 （ＰＬＦＡ） 总量，细菌、革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、真菌、放线菌的磷脂脂肪酸总量 （ｎｍｏｌ ｇ－１ ＤＷ）

和每孔平均颜色变化率 （ＡＷＣＤ）

　 Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＰＬＦＡｓ， ｂａｃｔｅｒｉａｌ， Ｇｒａｍ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ， Ｇｒａｍ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ， ｆｕｎｇａｌ ａｎｄ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ＰＬＦＡｓ （ｎｍｏｌ

ｇ－１ ＤＷ） ａｎｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｌｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ（ＡＷＣＤ） ｕｎｄｅｒ ｆｏｕｒ ｌａｎｄ ｕｓｅ ｔｙｐｅｓ

土地利用类型 Ｌａｎｄ ｕｓｅ ｔｙｐｅ 天然次生林 Ｎａｔｕｒａｌ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｆｏｒｅｓｔ 香蕉 Ｂａｎａｎａ 桉树 Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ 橡胶 Ｒｕｂｂｅｒ

总磷脂脂肪酸 Ｔｏｔａｌ ＰＬＦＡ ４８．９０ａ １５．９２ｃ ４０．３３ｂ ２４．５４ｂｃ

细菌磷脂脂肪酸 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＰＬＦＡ ４１．１４ａ １３．１９ｂ ３６．２０ａ １９．６０ｂ

革兰氏阳性菌 ／ 革兰氏阴性菌 Ｇ＋ ／ Ｇ－ ２．１１ｂ ３．１５ａ １．５０ｃ ３．０２ａ

真菌磷脂脂肪酸 Ｆｕｎｇａｌ ＰＬＦＡ ７．７６ａ ２．７３ｃ ４．１３ｂ ４．９４ｂ

放线菌磷脂脂肪酸 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ＰＬＦＡ ２．３３ａ １．０９ｃ １．１７ｃ １．７４ｂ

平均颜色变化率 ＡＷＣＤ １．０２ａ ０．６９ｂ ０．７５ｂ ０．８８ａｂ

　 注：同一行内英文小写字母相同表示差异不显著（Ｐ ＞ ０．０５）。

图 ４　 土壤中单独磷脂脂肪酸沿主成分 １ 和 ２ 的负荷

Ｆｉｇ． ４　 Ｌｏａｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ＰＬＦＡｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＰＣＡ ｏｆ ｔｈｅ ＰＬＦＡｓ ｄａｔａ ａｌｏｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ １ ａｎｄ ２

３　 讨论

本研究中，我们综合采用 ＰＬＦＡ，ＤＧＧＥ 和 ＣＬＰＰ 分析等方法较为全面地评价了天然次生林与由天然次生

林转换而来的香蕉、桉树和橡胶林土壤微生物群落多样性、功能多样性、活性和微生物生物量的差异。 结果表

明，与天然次生林土壤相比，农业利用之后土壤微生物活性（ＡＷＣＤ）、微生物生物量（ＰＬＦＡ）和功能多样性

（ＣＬＰＰ）显著降低，微生物群落多样性也降低，且天然次生林土壤与农业利用土壤之间、不同农业利用土壤之

间微生物群落结构有显著差异。
天然次生林的农业利用对土壤微生物群落的负面影响很大程度上归因于管理措施。 管理过程中的人为

扰动和植被类型都可能对土壤微生物群落产生负面影响［２２］。 经农业利用的土壤比天然次生林土壤受到更多

的人为干扰，如耕作和清扫凋落物会导致土壤碳和养分的减少［２３］。 ｐＨ 值对于微生物的多样性、活性和生物

量具有重要影响［２４，２５］，通常偏离中性条件对微生物群落产生胁迫，在本研究中，橡胶林和香蕉林土壤比天然

７　 ２１ 期 　 　 　 张逸飞　 等：农业利用对海南省天然次生林土壤微生物的影响 　
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　 图 ５　 ＣＬＰＰ 测定过程中的 ３１ 种碳源利用率沿主成分 １ 和 ２ 负荷

　 Ｆｉｇ． ５　 Ｌｏａｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ ３１ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＰＣＡ ｏｆ ｔｈｅ
ＣＬＰＰ ａｌｏｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ １ ａｎｄ ２
具有相同字母者表示差异不显著 （Ｐ ＞ ０．０５，邓肯测验，ｎ ＝ ３），短
竖代表的标准误差

次生林土壤 ｐＨ 值低，可能是由于氮肥输入增强硝化作

用导致土壤酸化［２６］；另外，不同土地利用方式下，凋落

物和根系分泌物有机碳输入的差异造成土壤有机碳的

数量及质量的差异，并进而导致不同土壤 ｐＨ，因此施肥

和碳输入可能是本研究中经农业利用的林区 ｐＨ 值显

著低于天然次生林的主要原因，这与 Ｄｅｅｋｏｒ 等人的研

究结果相似［２７］。
以往的研究表明，天然次生林土壤转换为栽种香蕉

后，碳输入的减少并导致土壤有机碳减少［２８］，而橡胶树

和桉树凋落物中木质素与氮的比例较高，因而凋落物的

可分解性较差［２９，３０］。 因此本研究中三种经农业利用的

土壤有机碳的减少也可能是由于碳输入的减少。 土壤

有机质为生物反应和生命活动提供了良好基质，因此经

农业利用的土壤中有机碳含量的减少导致了微生物生

物量、活性以及群落多样性和功能多样性的降低［８，３１］。

　 表 ４　 由 ４ 种利用类型土壤中微生物指标及其相关变量得到的的逐

步回归分析

　 Ｔａｂｌｅ ４ 　 Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｒ ｉｎｄｉｃｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ

ｖａｒｉａｂｌｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｓｔｅｐｗｉｓｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌｓ ｕｎｄｅｒ

ｆｏｕｒ ｌａｎｄ ｕｓｅ ｔｙｐｅｓ

因变量
Ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓ

相关变量
Ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ

Ｒ２

Ｖａｒｉａｂｌｅｓ Ｒ２

平均颜色变化率
ＡＷＣＤ 有机碳 ０．８５４∗∗

细菌 ＤＧＧＥ 图谱的 Ｈ’指数
Ｈ’ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＤＧＧＥ 速效氮 ０．６０５∗∗

真菌 ＤＧＧＥ 图谱的 Ｈ’指数
Ｈ’ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ＤＧＧＥ 有机碳 ０．５１１∗

磷脂脂肪酸的 Ｈ’指数
Ｈ’ ｏｆ ＰＬＦＡ 速效氮 ０．６８５∗∗

ＣＬＰＰ 图谱的 Ｈ’指数
Ｈ’ ｏｆ ＣＬＰＰ 速效磷，ｐＨ ０．８９４∗∗， ０．９９５∗∗∗

总磷脂脂肪酸
Ｔｏｔａｌ ＰＬＦＡ ｐＨ，速效氮 ０．９０４∗∗∗， ０．７８２∗∗

细菌磷脂脂肪酸
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＰＬＦＡ 速效氮 ０．９４１∗∗∗

放线菌磷脂脂肪酸
Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ＰＬＦＡ 总氮 ０．７８５∗∗

真菌磷脂脂肪酸
Ｆｕｎｇａｌ ＰＬＦＡ 速效氮，有机碳 ０．９１７∗∗∗， ０．９１５∗∗∗

　 ∗Ｐ ＜ ０．１ ∗∗ Ｐ ＜ ０．０１， ∗∗∗ Ｐ ＜ ０．００１，ｎｓ：Ｐ ＞ ０．１． ＡＷＣＤ：Ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｌｏｒ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ； ＤＧＧＥ： ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ； ＣＬＰＰ：

Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ⁃ｌｅｖｅｌ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｆｉｌｅｓ； ＰＬＦＡ：Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ．

微生物群落多样性和功能多样性还与植物的类型有

关［３２］，天然次生林比单一树种拥有更加多样的植物，这
会使得次生林碳输入的种类更加多样，有助于提高土壤

中微生物的多样性和功能多样性。 ＣＬＰＰ 图谱显示出

的微生物群落结构在不同利用方式土壤间的差异，很有

可能由于不同植被下的碳输入种类不同，导致了土壤微

生物利用碳源的差异。 另外，逐步回归分析表明，细菌

多样性和包括革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、放线菌在

内的细菌 ＰＬＦＡ 含量在很大程度上受速效氮影响，而真

菌多样性及生物量主要受到有机碳的影响，以往的研究

结果显示细菌生物量增长却更依赖氮［３３］，真菌生物量

的增加更多的依赖有机碳［３４，３５］。 通常细菌生物体内 Ｃ ／
Ｎ 比约为 ３—６，而真菌生物体中的 Ｃ ／ Ｎ 比约为 ５—
１５［３６］，本研究的结果能与已有的研究结论相互印证。

本研究显示经农业利用后土壤中真菌和放线菌

ＰＬＦＡ 总量低于天然次生林。 以往的研究也显示农业

活动如耕作、土壤压实会破坏放线菌菌丝体以及真菌菌

丝体从而导致生物量的减少［３７，３８］。 表明真菌和放线菌

对土地利用变化较为敏感。 革兰氏阳性菌与阴性菌的

比例变化可以反映土壤微生物群落所受到的胁迫［２５］。
本研究中香蕉、橡胶林土壤中革兰氏阳性菌与阴性菌的

比例明显高于次生林土壤。 与革兰氏阳性菌相比，革兰

氏阴性细菌外膜存在额外的稳定层以抵抗渗透压［３９］，
不施肥的天然次生林土壤的 Ｎ、Ｐ、Ｋ 含量最高，其含盐

量较高，可能造成革兰氏阳性菌与阴性菌的比例较低。 另一方面，本研究中显示桉树林土壤中革兰氏阳性菌

与阴性菌的比例明显低于次生林及其它农业利用土壤，这可能是桉树的落叶产生的抑菌作用引起的，杨东升

８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３５ 卷　
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等人的研究表明桉叶浸提物对部分革兰氏阳性菌有抑菌作用， 而对革兰氏阴性菌无抑菌作用［４０］。
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