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摘要：为揭示水稻秸秆还田对土壤真菌群落结构的长期影响，采用荧光定量 ＰＣＲ 和 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术分析了秸秆还田 ９０，１８０，
２７０ 和 ３６０ ｄ 的土壤真菌基因丰度和群落结构组成演变趋势，并利用冗余分析（ＲＤＡ）研究土壤真菌群落结构变化与环境因子的

关系。 结果表明：随着秸秆还田时间的增加，土壤真菌群体数量和多样性指数（Ｈ、Ｒ 和 Ｅ）显著增加，在 ３６０ ｄ 时达到最高。 对

ＤＧＧＥ 图谱的特征条带进行胶回收、测序，系统进化分析表明，土壤真菌主要种群包括：接合菌（Ｚｙｇｏｍｙｃｅｔｅ ｓｐ．）、盐腐霉菌

（Ｐｙｔｈｉｕｍ ｓａｌｉｎｕｍ）、肉盘菌（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｓａｒｃｏｓｏｍａｔａｃｅａｅ）、牛粪盘菌（Ａｓｃｏｂｏｌｕｓ ｓｔｅｒｃｏｒａｒｉｕｓ）、大链壶菌（Ｌａｇｅｎｉｄｉｕｍ ｇｉｇａｎｔｅｕｍ）、青
霉菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ．）、曲霉属真菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ．）和疏绵状丝孢菌（Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ ｌａｎｕｇｉｎｏｓｕｓ）、灰绿曲霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｇｌａｕｃｕｓ）、
禾谷多粘菌（Ｐｏｌｙｍｙｘａ ｇｒａｍｉｎｉｓ）和枝顶孢霉菌 （Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｓｐ．），其中青霉菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ．）、曲霉属真菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ．）和枝

顶孢霉菌（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｓｐ．）具有纤维素降解能力，而枝顶孢霉菌 （Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｓｐ．）在 ９０ ｄ 时成为新的优势菌群。 ＲＤＡ 分析表

明，９０ ｄ 和 １８０ ｄ 秸秆还田与对照土壤的真菌群落结构较为类似，２７０ ｄ 和 ３６０ ｄ 的秸秆还田与对照土壤的真菌群落结构发生了

明显变化。 土壤有机碳、ｐＨ 和速效磷是引起土壤真菌群落结构及多样性变异的主要因素。
关键词：桔秆还田；多样性；土壤真菌；群落结构；基因丰度
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Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｓｐ．， ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ．， Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ．， ａｎｄ Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｓｐ． ａｒｅ ａｂｌｅ ｔｏ ｄｅｇｒａｄｅ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ． ＲＤＡ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈｅ ９０⁃ｄ ａｎｄ １８０⁃ｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ａｎｄ ｃｌｅａｒｌｙ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ２７０⁃ｄ ａｎｄ ３６０⁃ｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
ａｌｏｎｇ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄ ｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ａｘｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａ ｐｒｏｎｏｕｎｃｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｏｉｌ ｆｕｎｇｉ ａｔ ｔｈｅ ｌａｔｅ ｓｔｒａｗ ｒｅｔｕｒｎ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ａ ｓｌｉｇｈｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ
ｔｗｏ ａｘｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｎｇａｌ ＲＤＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ０．３０９ ａｎｄ ０．１４４ ａｎｄ ａｃｃｏｕｎｔｅｄ ｆｏｒ ８０．７％ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅ， ｗｈｉｃｈ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ
ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｗｏ ａｘｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ⁃ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＲＤＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｅｘｐｌａｉｎｅｄ ７４．８％
ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｖａｒｉａｎｃｅ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｓｉｘ ｓｏｉｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ， ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ， ａｌｋａｌｉｎｅ⁃ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ Ｎ， ｔｏｔａｌ Ｎ
ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＜０．０５）， ｂｕｔ ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ， ｐＨ， ａｎｄ ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｔｈａｔ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｔｈｅ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｓｔｒａｗ ｒｅｔｕｒｎ ｈａｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈａｔ ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ， ｐＨ， ａｎｄ ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ ａｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ
ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｓｔｒａｗ ｒｅｔｕｒｎ；ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ；ｓｏｉｌ ｆｕｎｇｉ；ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

土壤微生物是土壤生物区系中重要的功能组分和土壤生物群落的重要类群，对土壤的形成发育、物质循

环和肥力演变等具有重大影响［１］，是维持土壤资源持续性和生态系统功能的关键因素［２］。 土壤微生物参与

土壤有机质的分解及腐殖质的形成等过程［３］，是土壤养分循环的主要驱动者，因而土壤微生物的生物量、活
性和群落结构是土壤质量的重要方面［４］。 土壤微生物对土壤有机质的变化十分敏感，能对土壤生态机制变

化和环境胁迫做出反应，土壤微生物群落结构的组成和变化情况，是评价土壤健康程度或者土壤质量的早期

重要指标［５］。 在农田生态系统中还田秸秆是土壤有机质的重要来源之一［６］，作物秸秆富含碳、氮、磷、钾等营

养元素，是宝贵的自然资源。 据估算世界每年产生约 ３４ 亿吨作物秸秆，因各种因素废弃或者焚烧的秸秆量占

总秸秆量的 ６０％以上［７］，造成了养分资源的巨大浪费，并严重污染了环境。 我国秸秆总产量居世界首位，其
总产量已达 ６ 亿吨，如何合理利用秸秆资源，保护环境，是关系到农业可持续发展的一个关键问题［８］。 秸秆还

田可以改善土壤结构［９］，提高土壤有机碳含量［１０］和土壤微生物活性［１１］，进而提高作物产量。
作物秸秆主要是由木质素、纤维素、半纤维素等聚结的致密的碳水化合物组成［１２］，微生物作为产生纤维

素酶类、木质素酶类的主要来源，在秸秆物质的降解过程中发挥了巨大的作用，添加秸秆为土壤微生物提供了

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

丰富的碳源和氮源，促进了微生物的生长繁殖，提高了土壤微生物活性，特别是增加了真菌和细菌比例［１３］，引
起土壤微生物群落结构的变化［１４⁃１５］。 目前相关研究表明，秸秆还田会导致土壤细菌结构以及多样性发生显

著变化［１６⁃１８］。 土壤真菌由于具有较高的胞外酶活性且其酶种类比较全面，使其有很强的纤维素降解能力，在
秸秆还田的过程中发挥重要作用，Ｂａｒｄｇｅｔｔ 等［１９］研究表明，在秸秆降解的途径中，真菌的分解作用占据优势。
Ｍａｒｓｃｈｎｅｒ 等［２０］采用磷酸脂肪酸（ＰＬＦＡ）和尼龙网袋法对小麦秸秆降解早期（３０ ｄ 内）的土壤进行分析，结果

表明在秸秆降解 １—２ 周时，土壤真菌的群落结构发生了显著得变化。 由于秸秆在土壤中的自然降解是个长

期过程，但目前自然条件下秸秆还田对土壤真菌群体数量和群落结构的长期影响尚鲜见报道。 为此，本研究

通过设置水稻秸秆还田不同时间（９０，１８０，２７０，３６０ ｄ），采用聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）⁃变
性梯度凝胶电泳（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＤＧＧＥ） 及荧光定量 ＰＣＲ 方法研究真菌群体数量和种

群结构的演变趋势，并利用冗余分析（Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ Ａｎａｌｙｓｉｓ ⁃ＲＤＡ）研究土壤真菌的群落结构变化与土壤性质

的关联，为揭示土壤真菌对秸秆还田引起的微生境变化的适应与演变趋势，维持土壤生态系统功能的稳定提

供理论基础。

１　 材料与方法

１．１　 试验设计与样品采集

土壤样品采自上海市崇明区长江农场秸秆还田长期定位试验田（３１°３０′ Ｎ， １２１°３１′ Ｅ）。 试验于 ２０１３ 年

１０ 月进行秸秆还田试验，稻秸还田量为 ６０００ ｋｇ ／ ｈｍ２（依据当地水稻产量 ６０００ ｋｇ ／ ｈｍ２，并考虑根茎残茬折

算），稻秸秆经切碎后耕埋，耕深 １０ ｃｍ，并设置秸秆不还田对照。 选定小区面积 ３３ ｍ２，重复 ３ 次。 分别在秸

秆还田后 ９０、１８０、２７０ 和 ３６０ ｄ 采集秸秆还田和未秸秆还田土壤样品。 采用五点取样法采集 ０—１０ ｃｍ 土壤，
混匀分装，一部分样品用液氮速冻后在－２０℃保存，供分子生物学研究；另一部分用于土壤基本理化性质分

析。 土壤理化性质参照文献［２１］进行分析，结果见表 １。

表 １　 秸秆还田不同时间土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄａｙｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｔｒａｗ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｐＨ
（１ ∶２．５Ｈ２Ｏ）

有机碳
Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃ
／ （ｇ ／ ｋｇ）

总氮
Ｔｏｔａｌ Ｎ
／ （ｇ ／ ｋｇ）

碱解氮
Ａｌｋ⁃ｈｙｄｒ Ｎ
／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

速效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｃ９０ ７．３１±０．０５ｂ １５．４８±１．２７ｃ １．４５±０．０４ａ １６８．５３±１１．４６ｂ １１．２９±１．０８ｂ １２１．９７±８．８４ａ

Ｔ９０ ７．２８±０．０７ｂ １６．８２±０．６４ｃ １．４７±０．０５ａ １４９．７７±５．６５ｃ １０．３７ ±０．６０ｂ ９８．７８±５．３４ｂ

Ｃ１８０ ７．２６±０．１２ｂ １５．８２±１．２２ｃ １．４５±０．０３ａ １８７．８９±９．６０ａ １３．６９ ±０．６２ａ １００．７６±８．２８ｂ

Ｔ１８０ ７．４１±０．０５ｂ １７．２７±１．２１ｃ １．４０±０．０７ａ １６１．２８±１３．２１ｂｃ １４．７６ ±０．４９ａ １０８．２６±４．８３ａ

Ｃ２７０ ７．４１±０．０３ｂ １５．８２±０．５１ｃ １．４３±０．０８ａ １８４．６７±１１．５６ａｂ １３．７４ ±０．５３ａ １２１．５８±７．２９ａ

Ｔ２７０ ７．５９±０．１８ａｂ ２０．４０±１．９５ｂ １．３８±０．０６ａ １７７．９７±５．８０ａｂ １３．８９ ±０．９７ａ １０１．７０±７．７２ｂ

Ｃ３６０ ７．４５±０．０６ｂ １６．４０±０．８８ｃ １．３９±０．０７ａ １７０．３４±８．５６ｂ １３．８９ ±０．７６ａ １００．５７±６．５５ｂ

Ｔ３６０ ７．６０±０．１９ａ ２５．８０±２．７８ａ １．３５±０．０５ａ １６０．６６±１０．５３ｂｃ １４．２３ ±０．８９ａ １１１．７９±７．４１ａｂ

　 　 Ｔ 代表处理（秸秆还田土壤）Ｔｒｅａｔ （Ｓｔｒａｗ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｓｏｉｌ）；Ｃ 代表对照（秸秆未还田土壤）Ｃｏｎｔｒｏｌ （Ｎｏ ｓｔｒａｗ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｓｏｉｌ）。 同列不同

小写字母表示差异显著（Ｐ＜ ０．０５）

１．２　 土壤总 ＤＮＡ 的提取及纯化

采用 ｔｈｅ ＩＳＯＩＬ ｆｏｒ Ｂｅａｄｓ Ｂｅａｔｉｎｇ ｋｉｔ（ＮｉｐｐｏｎＧｅｎｅＣｏ．， Ｌｔｄ．，Ｔｏｙａｍａ， Ｊａｐａｎ）试剂盒提取土壤总 ＤＮＡ，称取

０．５ ｇ 于－２０ ℃保存的土壤样品按试剂盒说明书进行土壤 ＤＮＡ 提取，用 ３０ μＬ 灭菌水溶解 ＤＮＡ，用 １．０％琼脂

糖凝胶电泳检测所提取的 ＤＮＡ 片段大小，并用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ⁃ １０００ 核酸蛋白测定仪（ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
Ｉｎｃ．）测定 ＤＮＡ 的浓度和质量，ＤＮＡ 样品于－２０℃保存。
１．３　 土壤真菌群落结构的 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 分析

应用 Ｖｅｒｉｔｉ 梯度 ＰＣＲ 仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｃ）进行真菌 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＰＣＲ 扩增，每个样品 ３

３　 １３ 期 　 　 　 李鹏　 等：水稻秸秆还田不同时间改变土壤真菌群落结构 　
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次重复。 以提取的总 ＤＮＡ 为模板，引物为 ＮＳ７⁃ＧＣ 和 ＮＳ８［２２］。 ＰＣＲ 体系如下：无菌双蒸水 ３１．７ μＬ， １０×

Ｂｕｆｆｅｒ （⁃ＭｇＣｌ２） ５．０ μＬ，ｄＮＴＰｓ（各 ２．５ ｍＭ）５．０μＬ，２５ ｍＭ ＭｇＣｌ２ ３．０ μＬ，引物 １（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）和引物 ２（１０
μｍｏｌ ／ Ｌ）各０．５ μＬ，牛血清血蛋白（ＢＳＡ⁃１０ ｍｇ ／ ｍＬ）１．０ μＬ，３％去离子甲酰胺 １．０ μＬ ，Ｔａｑ 酶（５Ｕ ／ μＬ⁃宝生物工

程 （大连）有限公司）０．３ μＬ，ＤＮＡ 模板（２０ｎｇ ／ μＬ）２．０μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：反应条件：９４℃预变性 ３ ｍｉｎ；９５℃
变性 ４５ ｓ，５０℃ 退火 ４５ ｓ，７２℃延伸 ４５ ｓ（３５ 个循环） ；最后 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎ。

使用 ＤＣｏｄｅＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｉｎｃ．），在变性剂梯度为 ３０％—６０％
的聚丙烯酰胺凝胶上进行变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）。 使用 ４０％丙烯酰胺 ／双丙烯酰胺凝胶（３７．５∶１），电泳

缓冲液为 １×ＴＡＥ。 电压 ８０Ｖ，６０℃，电泳 １３ ｈ，采用 １∶１００００（ ｖ ／ ｖ） ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染色 ３０ ｍｉｎ，染色结果用 Ｇｅｌ
ＤｏｃＴＭ ＥＱ （Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｉｎｃ．） 凝胶成像系统进行图像分析。

将 ＤＧＧＥ 图谱中的主要条带进行切胶，ＤＮＡ 回收，然后再分别以不带 ＧＣ 夹的引物 ＮＳ７ ／ ＮＳ８ 对回收条带

ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增，将扩增产物利用 ｐＭＤ １８－Ｔ 载体进行克隆测序（生工生物工程（上海）股份有限公司）。
登陆 ＮＣＢＩ 通过 Ｂｌａｓｔ 软件将 １１ 条测序序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的已知序列比对来确定测定序列的微生物种类。
利用 Ｓｅｑｕｉｎ 软件向 Ｇｅｎｂａｎｋ 提交 １１ 条测序序列，并获得登录号（ＫＵ５１０５６０－ＫＵ５１０５７０）。 利用 ＭＥＧＡ ５．０ 软

件基于 ＤＧＧＥ 条带序列，进行 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 验证系统发育分析，邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ，Ｎ⁃Ｊ）构建系统发育树。
１．４　 土壤真菌群体数量的荧光定量 ＰＣＲ 分析

应用 ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ 扩增仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｃ）对真菌 ＩＴＳ ｒＲＮＡ 基因进行荧光定量 ＰＣＲ 扩

增，引物为 ＮＳⅠ１ 和 ５８Ａ２Ｒ［２３］，每个样品 ３ 次重复。 荧光定量 ＰＣＲ 反应体系 １０ μＬ，引物 ＮＳⅠ１ 和 ５８Ａ２Ｒ
（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０．２５ μＬ，２×ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ（宝生物工程 （大连）有限公司）５ μＬ，模板 ４ μＬ，用无菌

ｄｄＨ２Ｏ 补足至 １０ μＬ。 采用三步法进行荧光定量 ＰＣＲ：９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９４ ℃，３０ ｓ；５３ ℃，３０ ｓ；７２ ℃，４５ ｓ；
４０ 个循环。

以混合土样总 ＤＮＡ 为模板进行真菌 ＩＴＳ ｒＲＮＡ 基因 ＰＣＲ 扩增。 将 １００ μＬ ＰＣＲ 产物用 １．５％ 琼脂糖凝胶

电泳，切下含有 ＩＴＳ ｒＲＮＡ 基因的条带，用 ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒（爱思进生物技术（杭州）有限公司）
纯化。 使用 ｐＭＤ １８⁃Ｔ 载体（宝生物工程 （大连）有限公司）连接 ＰＣＲ 产物，连接产物转化到大肠杆菌 ＤＨ５α
感受态细胞，在氨苄青霉素平板上进行蓝白斑筛选阳性克隆。 取部分阳性转化菌液送生工生物工程（上海）
股份有限公司进行测序，作为氨氧化古菌荧光定量 ＰＣＲ 分析的标准 ＤＮＡ。 利用 Ａｘｙｇｅｎ ＡＰ⁃ＭＮ⁃Ｐ⁃５０（爱思进

生物技术（杭州）有限公司）试剂盒提取重组质粒 ＤＮＡ，质粒 ＤＮＡ 浓度使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ＮＤ⁃１０００ 测定。 根据已

知重组质粒全序列长度和阿伏伽德罗常数计算对应的 ＩＴＳ ｒＲＮＡ 基因拷贝数，以 １０ 倍梯度对重组质粒进行梯

度稀释（拷贝数为 １０１０—１０６），进行定量 ＰＣＲ 扩增，每个梯度 ３ 次重复，制作标准曲线。
１．５　 数据处理与统计分析

采用 ＳＰＳＳ １８．０ 统计软件 ＩＢＭ Ｇｒｏｕｐ， Ｉｎｃ．进行数据处理，使用新复极差法（ＳＳＲ）多重比较检验差异显著

性。 采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ４．４ 软件（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｉｎｃ．）进行 ＤＧＧＥ 图谱分析，并采用未加权算术平均对群

法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ⁃ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｕｓｉｎｇ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ａｖｅｒａｇｅｓ，ＵＰＧＭＡ）法对 ＤＧＧＥ 图谱进行聚类分析。 运用 Ｄｉｃｅ
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ 法根据电泳图谱对样品进行相似性分析。 使用香农⁃威纳指数（Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ Ｈ）、丰度指数

（Ｒ）和均匀度指数（Ｅ）对真菌群落多样性进行分析［２４］，其计算公式为：

Ｈ ＝－ ∑（ｎｉ ／ Ｎ）ｌｇ（ｎｉ ／ Ｎ）

Ｅ＝Ｈ ／ ｌｎＲ
式中， ｎｉ为每条电泳条带光密度峰值；Ｎ 是同一泳道中所有条带光密度峰值总和。 电泳条带光密度的峰值通

过分析软件 Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ 进行读取。 Ｒ 为每一泳道总的条带数。
使用 ＣＡＮＯＣＯ ４．５．１ 软件（Ｍｉｃｒｏｃｏｍｐｕｔｅｒ Ｐｏｗｅｒ，Ｉｔｈａｃａ，ＵＳＡ）对 ＤＧＧＥ 揭示的细菌群落结构与环境参数

进行冗余分析（Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ Ａｎａｌｙｓｉｓ⁃ＲＤＡ） ［２５］。

４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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２　 结果与分析

２．１　 秸秆还田不同时间土壤真菌的群体数量变化

图 １　 秸秆还田不同时间土壤真菌的 ＩＴＳ ｒＲＮＡ 基因拷贝数变化

　 Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＩＴＳ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｓ

ａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄａｙｓ ｏｆ ｒｉｃｅ

ｓｔｒａｗ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ （ｍｅａｎ±ＳＥ）

不同小写字母表示不同时间处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）

由图 １ 可以看出，秸秆还田和秸秆未还田对照土壤

的真菌 ＩＴＳ ｒＲＮＡ 基因拷贝数在 ２．６１×１０７— ６．４６×１０７拷

贝 ／克干土。 随着秸秆还田时间的增加，土壤真菌群体

数量呈现上升趋势，３６０ ｄ 的秸秆还田土壤真菌群体数

量最高，９０ ｄ 的秸秆还田土壤真菌群体数量最低；９０ ｄ
和 ２７０ ｄ 的秸秆还田与各自对照相比，土壤真菌群体数

量没有显著差异；１８０ ｄ 和 ３６０ ｄ 秸秆还田与各自对照

相比，土壤真菌群体数量显著增加。
２．２　 秸秆还田不同时间土壤真菌群落结构和多样性

采用真菌特异性引物 ＮＳ７⁃ＧＣ ／ ＮＳ８ 对 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基

因进行 ＰＣＲ 扩增，纯化后进行 ＤＧＧＥ 分析（图 ２）。 图 ２
中可以看出，随着秸秆还田时间的延长，ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 图谱出现了较明显的差异，表明土壤真菌群落结构发生

明显变化。 常见菌群如条带 ｃ，ｅ，ｆ，ｇ，ｈ，ｋ 在 ９０，１８０，２７０、３６０ ｄ 的秆还田和秸秆未还田的土壤对照中均存在，
但条带的亮度发生明显的变化，说明常见菌群数量发生了变化；随着秸秆还田时间的增加，原有的优势菌群如

条带 ａ 和 ｂ 减弱或消失，新的优势菌群如条带 ｄ、ｉ、ｊ 出现或增强。

图 ２　 秸秆还田不同时间土壤真菌群落结构的 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 分析

Ｆｉｇ．２　 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄａｙｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｔｒａｗ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

Ｔ 代表处理（秸秆还田土壤）Ｔｒｅａｔ （Ｓｔｒａｗ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｓｏｉｌ）；Ｃ 代表对照（秸秆未还田土壤）Ｃｏｎｔｒｏｌ （Ｎｏ ｓｔｒａｗ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｓｏｉｌ）；Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ代

表 ３ 次重复；图中小写字母代表测序 ＤＧＧＥ 条带

对秸秆还田不同时间土壤真菌的 ＤＧＧＥ 图谱条带进行多样性指数分析表明（表 ２），秸秆还田对真菌群落

结构具有明显影响，随着秸秆还田时间的增加，多样性指数（Ｈ、Ｒ 和 Ｅ）均有升高趋势，在 ３６０ ｄ 时，秸秆还田

５　 １３ 期 　 　 　 李鹏　 等：水稻秸秆还田不同时间改变土壤真菌群落结构 　
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土壤真菌多样性指数达到最高。
选取了 １１ 条 ＤＧＧＥ 图谱主要条带进行序列切胶回收测序（图 ２），分析秸秆还田后土壤真菌的群落演变

过程。 在 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 中进行 Ｂｌａｓｔ 序列比对，利用 ＭＥＧＡ ５．０ 构建系统发育树（图 ３）。 结果表明，常见种群如条

带 ｃ， ｅ， ｆ， ｇ， ｈ， ｋ 分别与接 合 菌 （ Ｚｙｇｏｍｙｃｅｔｅ ｓｐ．）、 盐 腐 霉 菌 （ Ｐｙｔｈｉｕｍ ｓａｌｉｎｕｍ ）、 肉 盘 菌 （ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ
Ｓａｒｃｏｓｏｍａｔａｃｅａｅ）、牛粪盘菌（Ａｓｃｏｂｏｌｕｓ ｓｔｅｒｃｏｒａｒｉｕｓ）、大链壶菌（Ｌａｇｅｎｉｄｉｕｍ ｇｉｇａｎｔｅｕｍ）、青霉菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ．）
聚在一起；原有的优势种群如条带 ａ 和 ｂ 与曲霉属真菌 （ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ．） 和疏绵状丝孢菌 （ Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ
ｌａｎｕｇｉｎｏｓｕｓ）聚在一起；新的优势种群如条带 ｄ、ｉ、ｊ 与灰绿曲霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｇｌａｕｃｕｓ）、禾谷多粘菌（Ｐｏｌｙｍｙｘａ
ｇｒａｍｉｎｉｓ）、枝顶孢霉菌 （Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｓｐ．）聚在一起。

表 ２　 秸秆还田不同时间土壤真菌 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 图谱多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄａｙｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｔｒａｗ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

香农⁃威纳指数（Ｈ）
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ

丰富度（Ｒ）
Ｒｉｃｈｎｅｓｓ

均匀度（Ｅ）
Ｅｖｅｎｎｅｓｓ

Ｃ９０ ２．３１±０．１８ｂ ２５．３２±０．３９ａｂ ０．９４±０．１２ａ

Ｔ９０ ２．２８±０．１４ｂ ２６．９１±０．５３ａ ０．９５±０．１０ａ

Ｃ１８０ １．９９±０．０９ｂ ２１．８４±０．６５ｂ ０．８２±０．０３ｂ

Ｔ１８０ ２．７１±０．１０ａｂ ２５．４４±０．７６ａｂ ０．９３±０．０２ａ

Ｃ２７０ ２．１４±０．１５ｂ ２０．６５±０．５６ｂ ０．９１±０．０３ａ

Ｔ２７０ ２．６０±０．１２ａ ２６．２９±０．８７ａ １．００±０．０８ａ

Ｃ３６０ ２．４５±０．０９ｂ ２５．６６±０．５４ａｂ ０．９８±０．０３ａ

Ｔ３６０ ２．８０±０．１０ａ ２８．８２±０．３２ａ １．０１±０．０２ａ

　 　 Ｔ 代表处理（秸秆还田土壤）；Ｃ 代表对照（秸秆未还田土壤）。 同列不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．３　 秸秆还田造成土壤真菌群落结构和多样性的主因素分析

以秸秆还田不同时间土壤真菌 ＤＧＧＥ 图谱和土壤理化性质为两个变量组，进行 ＲＤＡ 分析（图 ４，表 ３）。
结果表明，水稻秸秆还田后，土壤真菌群落结构发生明显改变，而随着秸秆还田时间的延长，不同阶段土壤真

菌群落差异明显。 ９０ ｄ 和 １８０ ｄ 秸秆还田和对照土壤样地较为接近，说明其真菌群落结构相似度较高，秸秆

还田早期还未对真菌群落结构造成明显影响；２７０ ｄ 和 ３６０ ｄ 的秸秆还田和对照土壤样地差异较大，说明其真

菌群落的优势菌种发生变化，群落结构相似度较低，随着秸秆还田时间的增加，秸秆还田已经引起真菌群落结

构显著变化。
由表 ３ 可知，ＲＤＡ 排序 ３ 个排序轴的特征值分别为 ０．３０９、０．１４４ 和 ０．０６７，真菌群落组成与环境因子 ３ 个

排序轴的相关系数分别为 ０．８６７、０．８８５ 和 ０．８７５。 前两轴的特征值占总特征值 ８０．７％，说明排序效果很好。 前

两轴的物种与环境相关系数较高，共解释了物种－环境关系总方差的 ７４．８％。 图 ４ 表明，土壤有机碳、ｐＨ 值和

速效磷对真菌群落结构的影响达到显著水平（Ｐ ＜０．０５），是引起土壤真菌群落结构及多样性变异的主要因素，
而速效钾和总氮的影响最小。

表 ３　 ＲＤＡ 排序结果

Ｔａｂｌｅ ３　 ＲＤＡ ｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｓｕｍｍａｒｙ

项目 Ｉｔｅｍｓ 排序轴 １ Ａｘｅｓ １ 排序轴 ２ Ａｘｅｓ ２ 排序轴 ３ Ａｘｅｓ ３ 排序轴 ４ Ａｘｅｓ ４

特征值 Ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅ ０．３０９ ０．１４４ ０．０６７ ０．０４１
物种⁃环境相关性 Ｓｐｅｃｉｅｓ⁃ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ０．８６７ ０．８８５ ０．８７５ ０．９０９
累计百分比方差 Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｖａｒｉａｎｃｅ
数据物种 ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄａｔａ ３０．９ ４５．２ ５２．０ ５６．１
物种⁃环境关系 ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ⁃ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｒｅｌａｔｉｏｎ ５１．０ ７４．８ ８５．９ ９２．７
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图 ３　 秸秆还田不同时间土壤真菌 ＤＧＧＥ 条带序列的系统发育树

Ｆｉｇ．３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄａｙｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｔｒａｗ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

３　 讨论

本研究采用 ＲＤＡ 分析了秸秆还田和对照土壤的 ６ 个环境因子对土壤真菌群落结构的影响，发现土壤土

壤有机碳、ｐＨ 值和速效磷与真菌群落变化的相关性大于其他环境因子，这与近来研究发现的土壤的 ｐＨ 值和

有机碳是影响土壤微生物群落结构的重要因素相一致［２６⁃２７］。 Ｓｕｎ 等［１８］研究认为，土壤 ｐＨ 值是影响微生物群

落结构最重要的因素之一。 Ｌｕ 等［２８］研究发现，革兰氏阴性细菌的丰富度受到 ｐＨ 值的显著影响。 在本研究

中，对照土壤 ｐＨ 值呈先降低再升高的趋势，而秸秆还田土壤 ｐＨ 值呈现逐渐升高的趋势，在 ３６０ ｄ 时 ｐＨ 值均

达到最大，表明秸秆还田可以缓解土壤酸化，这也与兰丽丽等［２９］ 实验结果一致。 Ｌｉｕ 等［３０］ 研究表明，作物秸

秆直接还田可以增加土壤有机碳含量，从而提高土壤肥力。 本研究结果表明，相对于秸秆未还田对照，随着秸

秆还田时间的增加，秸秆还田土壤有机碳的含量显著增加，在还田 ３６０ ｄ 时达到最高值 ２．５８％，而总氮和碱解

氮出现下降的趋势，史央等［３１］研究结果表明，稻草秆物料经过一年的腐解，仍有 ４２．２６％未被降解。 因次本研

究结果原因可能是秸秆还田后经过 ３６０ ｄ 的腐解，水稻秸秆未完全被腐解，土壤微生物继续可以分解秸秆，促
进秸秆碳释放，使土壤有机碳含量持续增加，约为还田 ９０ ｄ 的近一倍。 同时秸秆的 Ｃ ／ Ｎ 的比值影响秸秆腐解

的速度，水稻秸秆 Ｃ ／ Ｎ 约为 １００ ∶ １，显著大于微生物自身的 Ｃ ／ Ｎ（２５∶１ 到 ３０∶１ 之间），微生物除了合成自身生

长所需要的 Ｃ ／ Ｎ，为了利用多余的碳，会继续从土壤中吸收氮，从而造成土壤总氮和碱解氮的损失。 张四海

等［３２］采用磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）法测定土壤微生物生物量，结果表明，添加秸秆配合施入磷素对微生物总生物

量、真菌数量和真菌 ／细菌比值具有显著的促进作用。 本研究中土壤速效养分如速效磷的累积与真菌群落结

构的变化具有较强的相关性，可能是由于大量速效养分的明显变化对土壤真菌产生了胁迫作用，影响了优势

种群的分布，具体的机理目前还没有明确，有待于进一步研究。
由真菌 ＩＴＳ ｒＲＮＡ 基因拷贝数的荧光定量 ＰＣＲ 结果可知，水稻秸秆还田使得土壤真菌群体数量发生显著
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图 ４　 秸秆还田不同时间土壤真菌 ＤＧＧＥ 条带与土壤性质的冗余分析

Ｆｉｇ．４　 ＲＤＡ ｏｆ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄａｙｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｔｒａｗ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

Ｔ： 代表处理（秸秆还田土壤）Ｔｒｅａｔ （Ｓｔｒａｗ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｓｏｉｌ）； Ｃ： 代表对照（秸秆未还田土壤） Ｃｏｎｔｒｏｌ （Ｎｏ ｓｔｒａｗ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｓｏｉｌ） ．Ａｖａｉｌ⁃Ｋ：

速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ；Ａｖａｉｌ⁃Ｐ：速效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ；Ｏｒｇａｎ Ｃ：有机碳 Ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ； Ａｌｋ⁃Ｎ：碱解氮 Ａｌｋａｌｉｚｅ⁃Ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ Ｎ ；Ｔｏｔａｌ⁃Ｎ：总氮 Ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ｐＨ：ｐＨ 值

变化，１８０ ｄ 和 ３６０ ｄ 的秸秆还田与各自对照相比，土壤真菌群体数量发生显著增加；而随着时间增加，秸秆未

还田对照土壤的真菌群体数量表现为升高的趋势，原因推测是水稻秸秆未还田试验地的上茬作物是小麦，小
麦收获后少量秸秆可能残留在试验地中，从而为秸秆未还田试验地的土壤真菌提供了有机碳源，促进了真菌

的生长。 ９０ ｄ 秸秆还田和对照相比，土壤真菌群体数量未发生显著增加，表明秸秆还田早期未对其真菌群落

结构造成明显影响；而 ２７０ ｄ 秸秆还田和对照相比，土壤真菌群体数量也未发生显著变化，原因可能是第二年

７ 月底采样时，上海崇明降雨较多，土壤含水量和土壤温度较高，Ｂｒｏｃｋｅｔｔ 等［３３］和 Ｂｕｙｅｒ 等［３４］研究表明土壤含

水量和土壤温度可以显著影响微生物群落结构，由此我们推测此时期的土壤含水量和土壤温度对真菌群体数

量的影响超过了秸秆还田。
本研究中秸秆还田不同时间的土壤真菌 ＤＧＧＥ 图谱的聚类分析和 ＲＤＡ 分析均表明，９０ ｄ 的秸秆还田和

对照的土壤样品聚为一类，同时其真菌群体数量和多样性指数（Ｈ、Ｒ 和 Ｅ）与对照均未表现明显差异，说明秸

秆还田前期未对其真菌群落结构造成明显影响，与 ９０ ｄ 定量 ＰＣＲ 分析得出的秸秆还田和对照的真菌群体数

量结果相一致。 随着秸秆还田时间的增加，真菌群体数量和多样性指数（Ｈ、Ｒ 和 Ｅ）均表现升高的趋势，并在

３６０ 天时达到最高。 刘骁蒨［３５］进行 ＤＧＧＥ 条带测序发现，秸秆还田和施肥的优势土壤真菌包含可以降解纤

维素的半知菌纲的枝顶孢属（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｓｐ．）。 本研究对 ＤＧＧＥ 的 １１ 条特征条带进行序列切胶回收测序，结
果表明，土壤真菌主要种群包括了工业中用以可以生产纤维素酶的真菌：青霉菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ．）、曲霉属真
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菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ．）和枝顶孢霉属 （Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｓｐ．） ［３６］，其中青霉菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ．）在秸秆还田过程中均为优

势菌群，而枝顶孢霉属 （Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｓｐ．）在 ９０ ｄ 时作为新的优势菌群出现，推测其在降解纤维素的过程中，种
群数量迅速增加。 因而本研究结果为从这种特定的土壤微生境中分离生产纤维素酶活力较高的真菌提供了

依据。

４　 结论

综上所述，水稻秸秆还田可以增加土壤真菌群体数量和多样性指数，还田 ２７０ ｄ 和 ３６０ ｄ 的真菌群落结构

发生了显著变化，土壤有机碳、ｐＨ 和速效磷是引起土壤真菌群落结构及多样性变异的主要因素。
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