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袁庆叶，安菁，高俊琴，韩广轩，于飞海．芦苇克隆整合对石油污染湿地土壤微生物群落结构和生物量的影响．生态学报，２０１８，３８（１）：２１５⁃２２５．
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ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ａ ｗｅｔｌａｎｄ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｂｙ ｃｒｕｄｅ ｏｉｌ．Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ，２０１８，３８（１）：２１５⁃２２５．

芦苇克隆整合对石油污染湿地土壤微生物群落结构和
生物量的影响

袁庆叶１，安　 菁１，高俊琴１，韩广轩２，于飞海１，∗

１ 北京林业大学自然保护区学院，北京　 １０００８３

２ 中国科学院烟台海岸带研究所中国科学院海岸带环境过程与生态修复重点实验室，烟台　 ２６４００３

摘要：克隆植物形体相连的无性个体（分株）之间可以进行水分、养分和光合产物的传递和共享，并且这种克隆整合可以显著提

高分株对环境胁迫的耐受能力，从而可能进一步影响分株周围的土壤微生物群落结构和生物量。 尽管国内外已经开展了大量

有关克隆整合对分株耐受胁迫能力影响的研究，但克隆整合对土壤微生物群落结构和生物量影响的研究却十分缺乏。 以黄河

三角洲芦苇（Ｐｈｒａｇｍｉｔｅｓ ａｕｓｔｒａｌｉｓ）湿地生态系统为研究对象，将直径 ６０ ｃｍ 的圆形样方进行三个水平的石油添加处理（不添加石

油或每年添加 ５ ｍｍ 或 １０ ｍｍ 厚的石油），同时通过切断或不切断样方内外芦苇根状茎的连接来控制克隆整合的有无。 实验连

续开展了两年（２０１４—２０１５ 年），每年 ８ 月份在样方内进行土壤样品取样，在实验室内采用磷酸脂肪酸（ＰＬＦＡ）法测定土壤微生

物总量及主要微生物类群含量，并测定土壤微生物生物量碳和氮含量。 取样时间显著影响土壤微生物 ＰＬＦＡ 总量、微生物碳和

氮含量，这 ３ 个变量在 ２０１５ 年均显著高于 ２０１４ 年。 石油添加在 ２０１５ 年显著增加了土壤微生物 ＰＬＦＡ 总量，但在 ２０１４ 年却无

显著效应；同时，石油添加在 ２０１４ 年降低了土壤微生物碳和氮含量，而在 ２０１５ 年却增加了其含量。 然而，无论在 ２０１４ 年还是

２０１５ 年，芦苇的克隆整合对土壤微生物 ＰＬＦＡ 含量、微生物碳和氮含量均没有显著影响。 土壤微生物 ＰＬＦＡ 总量与土壤微生物

碳和氮含量呈正相关关系。 这些结果表明，石油污染可以显著影响湿地土壤微生物动态，但克隆整合却无显著效应。
关键词：克隆植物；生理整合；资源共享；磷酸脂肪酸；土壤微生物碳；土壤微生物氮
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Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｃｌｏｎａｌ ｐｌａｎｔ； ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ； ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｓｈａｒｉｎｇ； ＰＬＦＡｓ； ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃａｒｂｏｎ； ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ　

滨海湿地处于海洋和陆地的交错地带，是重要的湿地类型，也是环境条件变化最剧烈、最易受到破坏的高

脆弱生态系统［１⁃２］。 近些年来由于大规模的海上和沿海石油开采活动，在石油的生产、加工和运输过程中泄

漏问题频发，滨海湿地不断遭受石油污染的严重影响［３⁃４］。 石油对植物生长具有毒害作用［５⁃６］，同时也会对土

壤微生物活动造成影响［４］。 例如，石油污染能够抑制土壤中部分微生物的生长［７］，但也会增加土壤中石油降

解菌的丰富度［８］。 同时，石油降解菌，包括细菌、真菌等多种类群，在自身代谢过程中能够利用土壤中的一系

列电子受体将石油烃等污染物氧化降解［９］，从而缓解石油对植物生长的毒害作用。
植物的生长状况可以对土壤微生物群落结构和生物量产生十分显著的影响［１０⁃１１］。 植物生长可以影响其

凋落物的产生和分解、根系的周转以及根系分泌物的产生等活动［１２⁃１３］。 这些活动一方面可以为土壤微生物

生长提供所必需的有机物［１４］，另一方面能够影响土壤碳和氮含量，而土壤碳和氮为微生物生长和繁殖提供所

必需的碳源和能量，是影响微生物群落结构和生物量的重要因素［１４⁃１５］。 植物凋落物的质量不同对土壤微生

物的群落结构产生的影响也不相同［１６］。 一般来讲，归还到土壤中的凋落物质量高，则土壤中的细菌与真菌之

比也相对较高［１６⁃１８］。 同时，植物也能通过调节土壤条件和微气候等对微生物活动产生间接影响［１９］。 因此，植
物生长也可能通过影响凋落物的质量以及改变植物对土壤条件和微气候的调节能力来影响土壤微生物群落

的结构和生物量。
克隆植物在自然界广泛存在［２０⁃２１］，是许多生态系统如草地、冻原和湿地的优势物种［１９，２２］，并深刻地影响

其结构和功能［２２⁃２３］。 克隆植物的最显著特征之一在于，通过匍匐茎、根状茎或水平根等横生结构相连的无性

繁殖个体（分株）之间可以进行水分、养分和光合产物等的传递，即通过克隆整合实现克隆内的资源共

享［２４⁃２５］。 国内外大量的研究表明，克隆整合可以显著提高分株对各种环境胁迫的耐受能力［２５⁃２８］，从而可以极

大地提高受胁迫分株甚至整个克隆的生长［２５，２９］。 因此，克隆整合对受胁迫分株生长的促进作用将可能进一

步影响分株周围土壤微生物群落的组成和生物量。 然而，到目前为止，国内外有关克隆整合对土壤微生物影

响的研究却十分缺乏［３０］。 对于遭受石油污染的、优势种为克隆植物的滨海湿地，由于克隆植物能够通过克隆

整合将光合产物、水分或养分等传输给遭受石油污染胁迫的分株，并促进其生长［３１］，因此我们提出假说：克隆

整合可以进一步影响遭受石油污染分株周围的土壤微生物的结构和生物量。
为检验这一假说，本研究在以根状茎型克隆植物———芦苇（Ｐｈｒａｇｍｉｔｅｓ ａｕｓｔｒａｌｉｓ （Ｃａｖ．） Ｔｒｉｎ． ｅｘ Ｓｔｅｕｄｅｌ）占

绝对优势的黄河三角洲滨海湿地开展了一个为期两年的野外实验。 芦苇对石油污染具有较强的耐受性［３２］，
且芦苇能够影响土壤中石油类物质的向下迁移和降解转化［３３］，提高石油降解微生物的活性［３４］。 此外，芦苇

相连分株之间存在非常强的克隆整合，这种克隆整合可以帮助芦苇从低盐度（海拔高）地区向高盐度（低海

拔）地区扩展［３５］。 因此，芦苇湿地是检验本假说的一个非常合适的生态系统。
在黄河三角洲芦苇湿地设置样方，并在样方中每年添加 ０、５、１０ ｍｍ 的原油，用于模拟不同程度的石油污
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染；同时，通过切断芦苇的地下根状茎连接来阻断克隆整合，并以保持根状茎连接作为对照。 通过这个实验，
我们拟回答以下两个科学问题：（１）石油污染对芦苇湿地土壤微生物群落结构和生物量具有怎样的影响？
（２）石油污染条件下芦苇的克隆整合是否对土壤微生物群落结构和生物量产生影响？

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

研究区位于山东省东营市黄河三角洲的中国科学院烟台海岸带研究所滨海湿地生态试验站（３７°４５′３６．６２″—
３７°４６′１５．５６″Ｎ，１１８°５８′３８．７４″—１１８°５８′５８．７７″Ｅ），黄河三角洲国家级自然保护区大汶流管理站西侧。 研究区海

拔为 ０—４ ｍ，距离黄河入海口的距离约为 １６ ｋｍ。
研究地属于季节性湿地，优势物种为芦苇，同时伴生有少量的盐地碱蓬（Ｓｕａｅｄａ ｓａｌｓａ （Ｌ．） Ｐａｌｌ．）和鹅绒

藤（Ｃｙｎａｎｃｈｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ Ｒ． Ｂｒ．）等。 在 ７ 月中旬至 ８ 月中旬降雨量较大时会出现积水现象，积水深度通常小于

５ ｃｍ［２］。 该地区属于暖温带半湿润大陆季风气候，雨热同期［３６］。 年平均日照时数为 ２５９０—２８３０ ｈ；年平均气

温为 １１．７—１２．８℃，历史最高温度 ４１．９℃，历史最低温度－２３．３℃。 年平均降水量为 ５５１．６ ｍｍ，其中 ７０％的降

水量集中在 ５ 月到 ９ 月，降水量的季节和年际变化较大。 年蒸发量为 １９６２ ｍｍ，干旱指数达 ３．５６。 全年平均

风速为 ２．９８ ｍ ／ ｓ，无霜期长达 ２０６ ｄ，≥１０ ℃的积温约为 ４３００℃ ［３７］。
１．２　 实验设计

在研究地选取 ６ 个芦苇生长相对均匀的小区作为区组。 每个区组内随机布设 ６ 个直径为 ６０ ｃｍ 的圆形

样方，每两个样方之间的距离至少为 ２ ｍ 以减少不同处理之间的潜在影响。 实验采用双因素随机区组设计，
包括 ２ 个水平的根状茎处理（圆形样方边缘的芦苇根状茎被切断或不切断）和 ３ 个水平的石油处理（每年向

样方内添加 ０、５ ｍｍ 或 １０ ｍｍ 厚的原油），共 ６ 个处理。 将 ６ 个实验处理随机安排到每个区组的 ６ 个样方中，
每个区组相当于一个重复。

２０１４ 年 ６ 月 ２８ 日，对于根状茎切断处理，我们将直径和高均为 ６０ ｃｍ 的塑料管垂直插入到地面以下 ３０
ｃｍ 以切断样方内外芦苇根状茎。 我们的预处理表明，在研究地芦苇的绝大部分根状茎分布在地表以下 １５—
２０ ｃｍ 处，因此该处理能够有效地切断样方内外绝大多数的芦苇根状茎连接，从而阻止了可能存在的样方内

外芦苇分株之间的克隆整合作用。 对于根状茎不切断（即连接）处理，将直径 ６０ ｃｍ、高 ３５ ｃｍ 的塑料管垂直

插入到地面以下仅 ５ ｃｍ 深，从而保证样方内外芦苇根状茎的连接，即保证了克隆整合的存在。 无论切断或不

切断处理，塑料管上部的 ３０ ｃｍ 均保持在地面以上，以防止暴雨可能导致的添加石油的溢出。 这种通过切断

根状茎阻断克隆整合作用的方法被广泛应用于野外实验研究［２７，３８］。 实验共持续了两个生长季，其中石油（采
自胜利油田）分别于 ２０１４ 年 ６ 月 ２９ 日和 ２０１５ 年 ５ 月 １３ 日各添加 １ 次。
１．３　 土壤微生物测定

在植物生长和土壤微生物活动最为旺盛时期（２０１４ 年 ８ 月 ２３ 日和 ２０１５ 年 ８ 月 ２５ 日），我们采用土钻法

采集 ０—２０ ｃｍ 的土样进行分析测定。 用土钻（３ ｃｍ 内径）在每个样方内随机钻取 ３ 个土壤样品后将其均匀

混合成一个土样，去除其中掺杂的植物根系、碎石等杂质并过 ２ ｍｍ 筛。 随后，将土壤样品放入便携式冰箱并

迅速转移到实验室，分别于 ４℃和－８０℃的低温条件下进行保存。
土壤微生物碳和氮的测定采用氯仿熏蒸浸提法（ｆｕｍｉｇａｔｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ）。 首先将 ４℃下保存的鲜土

样在 ２５℃的密封条件下黑暗培养 ７ ｄ，然后称取两份鲜土（每份 １０ ｇ）分别放入 １５０ ｍＬ 塑料瓶中，并将其中一

份土样置入内部放有 １００ ｍＬ 去乙醇氯仿的真空干燥器内；抽真空后保持氯仿沸腾 ３—５ ｍｉｎ，然后将干燥器维

持真空状态在 ２５℃的黑暗条件下熏蒸 ２４ ｈ，另一份土壤不做氯仿熏蒸处理。 之后将熏蒸和不熏蒸的土壤分

别转移到 ２００ ｍＬ 的提取瓶中，加入 ５０ ｍＬ ０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｋ２ＳＯ４，震荡 ３０ ｍｉｎ 后用 ０．４５ μｍ 滤纸过滤取滤液。
浸提液中的碳氮用 Ｍｕｌｔｉ ３１００ Ｎ ／ Ｃ ＴＯＣ ａｎａｌｙｚｅｒ （Ａｎａｌｙｔｉｋ Ｊｅｎａ，Ｇｅｒｍａｎｙ）测定。 由熏蒸和未熏蒸土样浸提的

有机碳 ／氮的差值分别除以转换系数 ０．３８ 和 ０．４５，即得土样的微生物生物量碳（ＳＭＣ）和氮（ＳＭＮ） ［１２］。
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土壤微生物群落特征的测定采用磷酸脂肪酸法（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ，ＰＬＦＡｓ） ［１２，３０］。 ＰＬＦＡｓ 的提取分

离和鉴定采用气相色谱（Ａｇｉｌｅｎｔ ６８５０，ＵＳＡ）和美国 ＭＩＤＩ 公司的 Ｓｈｅｒｌｏｃｋ 脂肪酸微生物鉴定系统相结合的标

准方法。 单个 ＰＬＦＡ 生物标记物的含量的计算公式如下：

ＰＬＦＡｓ＝Ａ
×２５．１３×１２０
Ｂ×Ｍ×Ｗ

其中，Ａ 和 Ｍ 分别为单个 ＰＬＦＡ 生物标记物的特征峰值和相对分子质量，Ｂ 为对照物 １９：０ 的特征峰值，Ｗ 为

测试样品的干重。 将 ＰＬＦＡ 谱图中对提取的 ＰＬＦＡ 总量的贡献值小于 １％或者仅在一个样品中提取到的

ＰＬＦＡ 从最终结果中除去［３９］，共得到 ２３ 个常见的 ＰＬＦＡ 种类。 其中 １４：０，ｉ１５：０，ａ１５：０，１５：０，ｉ１６：０，１６：１ω７，
１６：１ω９，１６：０，ｉ１７：０，ａ１７：０，１７：０，ｃｙ１７：０，１８：１ω５，１８：１ω７ 和 ｃｙ１９：０ 用于表征土壤中的细菌；１８：２ω６，９，
１８：１ω９用于表征土壤中的真菌；ｉ１５：０，ａ１５：０，ｉ１６：０，ｉ１７：０，ａ１７：０ 用于表征土壤中的革兰氏阳性菌；１６：１ω７，
１６：１ω９，１８：１ω７ 用于表征土壤中的革兰氏阴性菌［１２］。
１．４　 数据分析

由于取样失误，导致无石油添加条件下根状茎连接和切断处理的数据各缺失 １ 个。 采用具有重复测量的

双因素方差分析（Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡｓ ｗｉｔｈ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｍｅａｓｕｒｅｓ）统计石油添加（０、５、１０ ｍｍ）、克隆整合（有和无）和
取样时间（２０１４ 年和 ２０１５ 年）对土壤微生物 ＰＬＦＡ 总量、各类群微生物 ＰＬＦＡ 含量、土壤微生物碳和氮含量的

影响；其中，取样时间为重复测量变量。 通过直线回归，分析土壤微生物 ＰＬＦＡ 总量与土壤微生物碳和氮之间

的关系。 在方差分析前对所有数据进行自然对数转换以满足方差齐性和正态性，在进行线性回归前对各微生

物 ＰＬＦＡ 含量取自然对数。 所有数据分析均采用 ＳＰＳＳ ２２．０ 软件（ＳＰＳＳ，Ｉｎｃ．，Ｃｈｉｃａｇｏ，Ｉｌｌｉｎｏｉｓ，ＵＳＡ）进行。

２　 结果

２．１　 不同处理对土壤微生物 ＰＬＦＡ 含量的影响

土壤微生物 ＰＬＦＡ 总量、细菌和革兰氏阳性菌 ＰＬＦＡ 含量在 ２０１５ 年均显著高于 ２０１４ 年（表 １，图 １）。 石

油添加在 ２０１５ 年显著增加了土壤微生物 ＰＬＦＡ 总量，但在 ２０１４ 年其效应却并不显著（Ｏ × Ｔ 效应 Ｐ ＜ ０．０１，
表 １，图 １）。 然而，无论在 ２０１４ 年还是 ２０１５ 年，石油添加对土壤微生物细菌、真菌、革兰氏阴性菌和革兰氏阳

性菌的 ＰＬＦＡ 含量均没有显著的效应（表 １，图 １）。 此外，无论在 ２０１４ 年还是 ２０１５ 年，芦苇的克隆整合（根状

茎切断）及其与石油添加的交互作用对土壤微生物 ＰＬＦＡ 总量及各微生物类群 ＰＬＦＡ 含量均无显著效应（表
１，图 １）。

表 １　 石油添加、根状茎切断和取样时间对土壤微生物 ＰＬＦＡ 含量的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｉｌ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｒｈｉｚｏｍｅ ｓｅｖｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＰＬＦＡｓ

因素 Ｆａｃｔｏｒ ｄｆ 总量
Ｔｏｔａｌ

细菌
Ｂａｃｔｅｒｉａ

真菌
Ｆｕｎｇｉ

革兰氏
阳性菌（Ｇ＋）

革兰氏
阴性菌（Ｇ－）

区组 Ｂｌｏｃｋ （Ｂ） ５，２３ １．５ ２．４ ２．７∗ ２．４ ２．４

石油 Ｏｉｌ （Ｏ） ２，２３ １８．７∗∗∗ ２．９ ０．３ ０．２ ２．６＃

切断 Ｓｅｖｅｒａｎｃｅ （Ｓ） １，２３ ０．５ ０．３ ０．０１ ０．６ ０．３

Ｏ × Ｓ ２，２３ １．５ １．０ １．０ １．２ ０．５

时间 Ｔｉｍｅ （Ｔ） １，２３ ６５．３∗∗∗ ９．６∗∗ ３．７ １４．３∗∗ １．４

Ｂ × Ｔ ５，２３ １．２ １．２ １．５ １．２ １．１

Ｏ × Ｔ ２，２３ ６．５∗∗ ０．４ ０．３ ０．４ ０．２

Ｓ × Ｔ １，２３ ０．４ ０．１ ０．５ ０．１ ０．２

Ｏ × Ｓ × Ｔ ２，２３ ０．６ ０．０１ ０．１ ０．２ ０．１
　 　 ∗ Ｐ ＜ ０．０５，∗∗Ｐ ＜ ０．０１，∗∗∗ Ｐ ＜ ０．００１

２．２　 不同处理对土壤微生物碳和氮含量的影响

石油添加对土壤微生物碳和氮含量的效应取决于取样时间（表 ２，Ｏ × Ｔ 效应 Ｐ ＜ ０．０５）：在 ２０１４ 年，石油
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图 １　 石油添加、根状茎切断和取样时间对土壤 ＰＬＦＡ 总量及细菌、真菌、革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌 ＰＬＦＡ 含量的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｉｌ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｒｈｉｚｏｍｅ ｓｅｖｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｏｔａｌ ＰＬＦＡｓ ａｎｄ ｏｎ ＰＬＦＡｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ， ｆｕｎｇｉ， ｇｒａｍ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｇｒａｍ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ
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添加，尤其是添加 １０ ｍｍ 石油降低了土壤微生物碳和氮含量，而在 ２０１５ 年，添加 ５ ｍｍ 和 １０ ｍｍ 石油均显著

增加了土壤微生物碳和氮含量（图 ２）。 无论在 ２０１４ 年还是 ２０１５ 年，芦苇的克隆整合（根状茎切断）及其与石

油添加的交互作用对土壤微生物碳和氮含量均无显著效应（表 ２，图 ２）。

表 ２　 石油添加、根状茎切断和取样时间对土壤微生物碳和氮含量的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｉｌ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｒｈｉｚｏｍｅ ｓｅｖｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃａｒｂｏｎ （ＳＭＣ） ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ （ＳＭＮ）

因素
Ｆａｃｔｏｒ ｄｆ 土壤微生物碳

含量 ＳＭＣ
土壤微生物氮

含量 ＳＭＮ

区组 Ｂｌｏｃｋ （Ｂ） ５，２３ １．５ １．１

石油 Ｏｉｌ （Ｏ） ２，２３ ０．９ ０．６

切断 Ｓｅｖｅｒａｎｃｅ （Ｓ） １，２３ ０．０１ ０．２

石油×切断 Ｏ × Ｓ ２，２３ １．３ ２．１

时间 Ｔｉｍｅ （Ｔ） １，２３ ４０．６∗∗∗ １０２．７∗∗∗

Ｂ × Ｔ ５，２３ ２．０ ２．５

Ｏ × Ｔ ２，２３ ３．４∗ ５．４∗

Ｓ × Ｔ １，２３ １．３ ３．５

Ｏ × Ｓ × Ｔ ２，２３ １．９ ２．８

　 　 ∗ Ｐ ＜ ０．０５，∗∗Ｐ ＜ ０．０１ 及∗∗∗ Ｐ ＜ ０．００１

２．３　 土壤微生物 ＰＬＦＡ 含量与微生物碳和氮含量的关系

无论在 ２０１４ 和 ２０１５ 年，土壤微生物 ＰＬＦＡ 总量与土壤微生物碳和氮含量之间均呈现显著的正相关关系

（图 ３，Ｐ ＜ ０．０５）。 在 ２０１４ 年，土壤细菌、真菌、革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌 ＰＬＦＡ 含量与土壤微生物碳和

氮含量之间均呈现显著的正相关关系（图 ４），而在 ２０１５ 年这些关系均不显著（图 ５）。

３　 讨论

许多环境因素可以影响土壤微生物群落的结构和生物量，包括土壤养分、水分、ｐＨ 值、质地、温度、土地利

用方式和石油污染［１２，３４，４０］等。 研究发现，石油污染可以影响芦苇湿地土壤微生物群落的生物量，并且与石油
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图 ２　 石油添加、根状茎切断和取样时间对土壤微生物碳和氮含量的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｉｌ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｒｈｉｚｏｍｅ ｓｅｖｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃａｒｂｏｎ （ＳＭＣ） ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ （ＳＭＮＢ）

柱体和竖线分别代表均值和标准误

图 ３　 在 ２０１４ 和 ２０１５ 年土壤微生物 ＰＬＦＡｓ总量与土壤微生物碳含量和氮含量之间的关系

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＰＬＦＡｓ ｗｉｔｈ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃａｒｂｏｎ （ＳＭＣ） ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ （ＳＭＮ） ｉｎ ２０１４ ａｎｄ ２０１５

污染持续时间密切相关。 首次添加石油后约两个月的时间（即 ２０１４ 年第一次取样），表现为石油污染抑制了

群落中一部分微生物的生长和代谢，导致土壤微生物碳和氮含量的降低；而两年的石油添加（即 ２０１５ 年第二

次取样）显著增加了土壤微生物碳和氮含量及土壤微生物 ＰＬＦＡ 总量，这与已有研究结果一致［４１］。 造成长期

石油污染条件下土壤微生物量增加的原因可能有 ３ 个。 首先，石油中的烃类物质增加了土壤碳的可利用性，
为微生物的生长繁殖提供了所需的碳源。 大量研究证据表明，微生物生物量受土壤有机碳含量影响较大，表
现为土壤微生物生物量与土壤总碳呈正相关关系［１５，４２］。 其次，石油的氧化过程也会导致土壤微生物尤其是

石油降解菌生物量的增加［４］。 最后，石油的添加增加了地面对太阳辐射的吸收从而使土壤温度升高，而土壤

温度升高能够显著增强土壤微生物的生长代谢活动及生物量动态变化［４３］。 石油污染对湿地微生物生物量的

影响对生态系统功能可能具有重要作用。 例如，石油污染可能增强土壤微生物的呼吸作用，增加系统 ＣＯ２气

体的排放，而土壤微生物，尤其是石油降解菌的增多又会反过来加速对土壤中石油的降解［９］。
土壤微生物群落结构也受到环境因素的显著影响。 一般来讲，在有机质有效性较高的土壤中，细菌占优
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图 ４　 在 ２０１４ 和 ２０１５ 年土壤微生物各类群 ＰＬＦＡｓ含量与土壤微生物碳含量之间的关系

Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＰＬＦＡｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｗｉｔｈ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃａｒｂｏｎ （ＳＭＣ） ｉｎ ２０１４ ａｎｄ ２０１５

势；反之，则真菌占优势［１７，４４］。 研究发现，两年的石油添加显著增加了土壤中细菌的含量，但对真菌 ＰＬＦＡ 含

量的影响不显著。 由于石油富含有机质，两年的石油添加可能显著增加了土壤中的有机质含量，而土壤有机

质的增加有利于土壤细菌的快速增长，提高其与真菌的竞争能力［１８］，具体表现在本实验中土壤细菌 ＰＬＦＡ 含

量大约是真菌 ＰＬＦＡ 含量的 ９ 倍（图 １）。 此外，自然界中广泛分布着菌根真菌，其生长所需的能量来源为植

物光合作用新形成的光合产物［４０］。 石油的毒害作用能够显著降低芦苇的光合作用速率［４５］，因而可能在一定
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图 ５　 在 ２０１４ 和 ２０１５ 年土壤微生物各类群 ＰＬＦＡｓ含量与土壤微生物氮含量之间的关系

Ｆｉｇ．５　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＰＬＦＡｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｗｉｔｈ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ （ＳＭＮ） ｉｎ ２０１４ ａｎｄ ２０１５

程度上抑制了土壤中菌根真菌的增加。 石油污染导致的土壤微生物群落细菌与真菌含量比值的变化对湿地

生态系统功能也具有重要影响。 石油添加限制了氧气从空气向土壤中的扩散，从而加重了土壤的厌氧条

件［４６］，甲烷产生菌在厌氧环境中活动加强，促进土壤有机质分解产生甲烷［４６⁃４７］。 因此，石油污染对土壤微生

物的影响可能显著增加温室气体甲烷的排放。 此外，石油污染条件下细菌含量的增长还可以增加土壤氮矿

化［４８］、硝化［４９］以及硫还原［７］等土壤过程的速率，进而对土壤养分循环产生影响。

很多研究表明，克隆整合可以提高克隆植物对胁迫的耐受能力，提高遭受胁迫分株的生长［２４，２６，５０］，而植

２２２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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物的生长状况与其根际微生物群落的结构和生物量密切相关［１０］。 最近的研究还表明，通过克隆整合传输的

水分和养分可以进一步通过水力重分配（ｈｙｄｒａｕｌｉｃ ｒｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）被分株重新释放到其根际土壤中［５１］。 因此，
可以推测，克隆整合对遭受胁迫分株生长的这种促进作用可能进一步影响其周围土壤微生物群落的结构和生

物量。 然而，我们发现，尽管克隆整合显著提高了遭受石油污染的芦苇分株的生长（未发表数据），却并不显

著影响土壤微生物总量及各主要类群的含量。 因此，本研究的结果并不支持之前提出的假说，表明克隆整合

对分株生长的促进作用并不一定能够进一步影响土壤过程。 然而，有研究发现，匍匐茎克隆植物活血丹

（Ｇｌｅｃｈｏｍａ ｌｏｎｇｉｔｕｂａ）相连分株之间的克隆整合显著提高了被遮阴分株根际土中的微生物各类群 ＰＬＦＡ 含量

和 ＰＬＦＡ 总量、碳和氮可利用性及土壤氮矿化和硝化速率等，从而加速了土壤的养分循环［３０］。 此外，克隆整

合通过改变土壤微生物群落结构和促进根际的氮同化过程进一步显著提高了异质性光照条件下活血丹的碳

积累能力［５２］。
本研究中克隆整合对土壤微生物群落结构和生物量无显著影响的可能原因有 ３ 个。 第一，土壤碳和氮等

养分条件为微生物生长和繁殖提供了所需的碳源和能量［１２，１５］，但克隆整合可能没有显著改变石油污染胁迫

下芦苇湿地的土壤全碳和全氮含量，因而对微生物群落结构和生物量无显著影响。 第二，芦苇的根系十分庞

大，在自然条件下其地下生物量可能与地上生物量大体相等［５３］，而石油污染对芦苇地下生物量的胁迫程度要

显著低于地上部分［６］。 因此，克隆整合虽然提高了遭受石油污染的芦苇地上部分的生长，但可能对其地下部

分的活动和生物量并没有显著的影响，进而对其产生的可为微生物生长提供所必需有机物的根系周转产物和

根系分泌物等也无显著效应。 第三，本实验所取土样的绝大部分不是根际土壤（即受植物根系活动的影响，
在物理、化学和生物性质上不同于原土体的那部分微域土区［５４］），而是在样方内随机选取 ３ 个直径 ３ ｃｍ、深度

０—２０ ｃｍ 的土柱混合而成，导致克隆整合的效应被削弱。
综上所述，石油污染可以显著影响土壤微生物群落结构和生物量，而芦苇克隆整合对土壤微生物群落的

效应却并不显著。 由于 ＰＬＦＡ 法对土壤微生物群落的分辨率过低，能够鉴定的 ＰＬＦＡ 种类也十分有限。 例

如，本实验中细菌和真菌 ＰＬＦＡ 含量之和仅占微生物 ＰＬＦＡ 总量的 ５０％左右。 因此，下一步考虑在对实验进

行继续处理的基础上利用高通量测序的方法进一步完善克隆整合对石油污染条件下芦苇根际土壤微生物群

落结构影响的研究，以期为滨海湿地石油污染生态系统功能的评价及土壤的生物修复技术提供科学依据。
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