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基于 ＰＬＦＡ 的高山栎和高山松林松茸菌塘土壤微生物
群落特征研究

杨淑娇１，２，杨永平１，石玲玲３，毕迎凤３，李建文３，杨锦超４，杨雪飞３，∗

１ 中国科学院昆明植物研究所中国西南野生生物种质资源库，昆明　 ６５０２０１

２ 中国科学院大学，北京　 １０００４９

３ 中国科学院昆明植物研究所资源植物与生物技术重点实验室，昆明　 ６５０２０１

４ 西南林业大学， 昆明　 ６５５０２４

摘要：松茸菌塘内的土壤微生物群落组成和结构特征是否与非菌塘存在差异，差异是否随宿主森林类型而改变？ 通过磷脂脂肪

酸（Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ，ＰＬＦＡ）生物标记法对云南省香格里拉县的高山栎林和高山松林内的松茸菌塘和非菌塘的土壤微生物

群落进行对比分析。 结果显示：１）菌塘内的优势菌群主要包括真菌（１８：２ω６，９ｃ、１８：１ω９ｃ、１８：３ ｗ６ｃ（６，９，１２））、革兰氏阴性菌

（１９：０ ｃｙｃｌｏ ｗ８ｃ）、革兰氏阳性菌（１５：０ ｉｓｏ）和未被鉴定的 ＰＬＦＡｓ（１６：０、１７：１ ａｎｔｅｉｓｏ Ｂ、１８：１ ｗ６ｃ、１６：１ ｗ６ｃ 和 １８：０）；２）从群落

组成上看，菌塘内的真菌百分含量、真菌 ／细菌生物量比（Ｆ ／ Ｂ）显著高于非菌塘，而革兰氏阴性菌（ＧＮＢ）和革兰氏阳性菌（ＧＰＢ）

的百分含量，以及总 ＰＬＦＡｓ 均匀度（Ｊ）均低于非菌塘；３）从群落结构上看，土壤微生物群落在菌塘和非菌塘间、以及不同林型间

均存在显著差异，且菌塘对群落结构的影响大于林型；４）无论是在群落组成还是群落结构上，林型均不与菌塘存在交互作用，

即松茸菌塘的土壤微生物群落特征不随宿主森林类型而发生改变；５）土壤化学性质与林型密切相关，但与菌塘关系不明显。

上述结果表明，菌塘内的土壤微生物群落组成和结构与非菌塘有所不同，且在两种林型中表现相似。

关键词：松茸；菌塘；土壤微生物群落；林型；磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）
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外生菌根（Ｅｃｔｏｍｙｃｏｒｒｈｉｚａ，ＥＣＭ）是由土壤真菌与植物根系形成的互惠共生体［１⁃２］，是森林生态系统的重

要组成部分，在维持生态系统稳定和多样性等方面发挥着重要作用［３］。 松口蘑（Ｔｒｉｃｈｏｌｏｍａ ｍａｔｓｕｔａｋｅ），又名

松茸，是一种北半球广布的典型 ＥＣＭ 真菌，主要与松科和壳斗科多种植物共生形成外生菌根，包括日本的赤

松（Ｐｉｎｕｓ ｄｅｎｓｉｆｌｏｒａ）、 偃松 （ Ｐｉｎｕｓ ｐｕｍｉｌａ）、 南日本铁杉 （ Ｔｓｕｇａ ｓｉｅｂｏｒｄｉｉ） ［４⁃１０］， 芬兰的欧洲赤松 （ Ｐｉｎｕｓ
ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ）、欧洲云杉（Ｐｉｃｅａ ａｂｉｅｓ） ［１１］，以及中国的高山松（Ｐｉｎｕｓ ｄｅｎｓａｔａ）、云南松（Ｐｉｎｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）、高山栎

（Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｅｍｅｃａｒｐｉｆｏｌｉａ）和元江锥（Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｏｒｔｈａｃａｎｔｈａ）等［１２， １３］。 最新研究还发现，松茸能被成功接种到其

他科属的根系，在试验条件下产生共生关系甚至形成菌塘结构，例如，蔷薇科的 Ｐｒｕｎｕｓ ｓｐｅｃｉｏｓａ［１４］、桦木科的

Ｂｅｔｕｌａ ｐｌａｔｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ． ｊａｐｏｎｉｃａ［１５］ 以及楝科的 Ｃｅｄｒｅｌａ ｈｅｒｒｅｒａｅ［１６］。 这充分说明松茸宿主植物的多样性和广

谱性。
松茸子实体是名贵的野生食用菌，主要出口日本，在当地市场上价格高达 １０００ 美元 ／ ｋｇ［１７］。 以日本学者

为主的科学家对松茸的人工栽培进行了近百年的探索［１０⁃１１， １８⁃１９］，取得一定成果。 目前能实现菌根合成并生成

一定的菌塘结构，但尚未完全实现人工栽培出菇［２０⁃２１］。 究其原因，一方面是我们对松茸与其宿主植物之间的

相互关系和作用机制的了解不全面；另一方面，对松茸菌塘及其内的微生物群落特征了解较少。
菌塘（Ｓｈｉｒｏ）是由松茸的地下菌丝、宿主根系及周围的土壤结合形成的白色海绵状结构［４］，是松茸生长的

重要载体和完成主要生活史的具体场所［２２］。 关于松茸菌塘内的微生物，前人已做了一些探讨［２３⁃２６］，研究结果

的广度和深度随着技术的发展不断提高。 日本学者 Ｏｈａｒａ 等人早在 １９６７ 年便采用分离培养的方式发现菌塘

中可培养的细菌和放线菌减少［２３］。 随着技术的发展，Ｌｉａｎ［２４］、Ｋａｔａｏｋａ［２５］、Ｖａａｒｉｏ［２６］、马大龙［２７］等人分别通过

形态学鉴定、ＩＴＳ（Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）多态性分析、ＰＣＲ⁃变性梯度凝胶电泳（Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＧＧＥ）技术、磷脂脂肪酸（Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ，ＰＬＦＡ）生物标记法等手段对松茸菌塘土壤微

生物群落特征进行了深入研究。 近年来，由于新一代测序技术的发展，宏基因组学方法也运用到松茸菌塘的

研究中来［２８⁃２９］。 尽管如此，前人对松茸菌塘微生物的研究只针对松科某一种宿主森林类型，如 Ｏｇａｗａ［４， ７⁃９］，
Ｌｉａｎ［２４］，Ｏｈａｒａ［２３］，Ｋａｔａｏｋａ［２５］和 Ｋｉｍ［２８⁃２９］等人的研究，尚未见壳斗科宿主森林菌塘内微生物群落的研究报道。
除此之外，还未见不同宿主森林类型内松茸菌塘微生物群落组成和结构的对比分析，缺乏对规律性的认知。

本研究以松茸典型产区云南省迪庆州香格里拉县分布的高山栎林和高山松林为研究对象，采用磷脂脂肪

酸（ＰＬＦＡ）生物标记法［３０］对比研究上述两种松茸宿主森林类型内的菌塘和非菌塘的土壤微生物群落特征，分
析与其相关的土壤化学性质。 目的是回答松茸菌塘微生物群落特征在不同林型间是否存在异同的科学问题，

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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为科学管理具有高附加值的松茸资源，保障其产量和质量，以及探索人工栽培条件奠定研究基础。

１　 研究地区与研究方法

１．１　 研究点概况

选择松茸产量较高且具有高山松和高山栎分布的云南省迪庆州香格里拉县建塘镇吉迪村为研究地点。
该村所在的香格里拉县平均海拔 ３３００ｍ，干湿季分明且昼夜温差较大。 年平均气温为 ７．３℃，年平均最低气温

为 １．９℃，年平均最高气温为 １４．３℃，年平均降水量为 ３８．５ｍｍ，年平均相对湿度为 ６１％（中国气象数据网 ｈｔｔｐ：
／ ／ ｄａｔａ．ｃｍａ．ｃｎ ／ ｓｉｔｅ ／ ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ 香格里拉气象站数据）。 其中高山栎林研究点（９９°３７′５２．５９″Ｅ，２８°０５′３８．４８″Ｎ）
平均海拔为 ３７４７ｍ，森林建群种为高山栎（Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｅｍｅｃａｒｐｉｆｏｌｉａ），约占 ４５．１９％，平均高度为 ７．７１ｍ；高山松林

研究点（９９°３８′２８． ７３″ Ｅ，２８°０４′１１． ０９″Ｎ）平均海拔为 ３４５２ｍ，森林建群种为高山松（Ｐｉｎｕｓ ｄｅｎｓａｔａ），约占

６４．０６％，平均高度为 ６．２０ｍ。 两种森林类型下均有杜鹃灌丛分布。
１．２　 样品采集

土样采集工作于 ２０１４ 年 ８ 月上旬完成，该时间段为松茸出菇的活跃期。 为使取样具有代表性，在两种林

型各设置了 ５ 个 ２０ｍ×２０ｍ 的重复样方。 为避免假重复，样方间的距离均大于 ２５ｍ，且每个样方中至少有 ３ 个

距离大于 ２ｍ 的松茸菌塘。 去除土壤腐殖质层后，在每个样方中，用土钻采集 ３ 个菌塘的矿质层 ０—１０ｃｍ 处

的土壤。 作为对照，再根据五点取样法采集 ５ 个非菌塘的矿质层 ０—１０ｃｍ 处的土壤。 采集的土样先过 ４ｍｍ
筛，然后用冰袋保鲜及时运回实验室。 所有土样一部分风干用于土壤化学性质测定，另一部分保存在－２０℃
冰箱用于土壤微生物分析。

本实验共 １０ 个样方，８０ 份土壤样品。 后期处理中，按样方将重复样品均匀合并，每个样方有 ２ 份土壤样

品：一份菌塘矿质层土样和一份非菌塘矿质层土样。 最终共有 ２０ 份土壤样品用于后面的土壤微生物群落结

构分析和土壤化学性质测定。
１．３　 土壤化学性质测定

用于化学性质测定的土壤首先过 ２ｍｍ 的筛，一部分用碳氮分析仪（Ｖａｒｉｏ ＭＡＸ ＣＮ，Ｇｅｒｍａｎｙ）测定土壤全

碳（Ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎ，ＴＣ）和全氮（Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＴＮ）含量，用 ＩＣＰ⁃ＡＥＳ 分析仪测定土壤全磷（Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ，ＴＰ）
含量。 另一部分经研磨再过 ０．２５ｍｍ 筛后用精密酸度计（ＰＨＳ⁃ ３Ｃ，Ｓｈａｎｇｈａｉ）测定土壤 ｐＨ 值。 测定过程交由

中国科学院西双版纳热带植物园生物地球化学实验室完成。
１．４　 土壤微生物群落 ＰＬＦＡｓ 测定

土壤微生物群落组成的测定，采用 ＰＬＦＡ 生物标记法。 ＰＬＦＡ 的提取过程参考 Ｂｏｓｓｉｏ 和 Ｓｃｏｗ［３１］ 的方法，
测定过程由中国科学院华南植物园退化生态系统植被恢复与管理重点实验室完成。
１．５　 数据处理

对 ＰＬＦＡ 原始数据进行整理，包括每个样品中 ＰＬＦＡ 的组成、百分含量和生物量等信息。 其中，单个

ＰＬＦＡ 的百分含量（Ｐｅｒｃｅｎｔ）表示该特征 ＰＬＦＡ 占总提取的 ＰＬＦＡｓ 量的百分数［３０］。 单个 ＰＬＦＡ 的生物量

（Ｂｉｏｍａｓｓ）由内标 １９：０ 的反应值（Ｒｅｓｐｏｎｓｅ）转换而来，单位为 ｎｍｏｌ ／ ｇ，表示每克干土中该 ＰＬＦＡ 的含量，公式

如下：

某一 ＰＬＦＡ 的生物量 ＝ 该 ＰＬＦＡ 的 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ 面积 × ＲＦａｃｔ 矫正系数
１９：０ 的 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ 面积 × ＲＦａｃｔ 矫正系数

×

（１９：０ 的浓度 × 总体积） ÷ １９：０ 的摩尔质量
实际称土量

用 Ｒ 软件包（ｖｅｇａｎ）进行数据分析。 测定微生物多样性的指标，包括 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数（Ｈ）、
Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数（Ｅｖｅｎｎｅｓｓ，Ｊ）和 ＰＬＦＡｓ 丰度（Ｒｉｃｈｎｅｓｓ，Ｓ）。 具体计算公式如下：

（１）Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数（Ｈ） ［３０，３２］：

３　 ５ 期 　 　 　 杨淑娇　 等：基于 ＰＬＦＡ 的高山栎和高山松林松茸菌塘土壤微生物群落特征研究 　
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Ｈ ＝－ ∑
ｓ

ｉ ＝ １
Ｐ ｉ ｌｎ Ｐ ｉ

其中 Ｓ 表示样品中 ＰＬＦＡ 生物标记的数目，即丰度，Ｐ ｉ表示第 ｉ 个种占总数的比例。
（２）Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数（Ｊ） ［３０， ３２］：

Ｊ ＝ － ∑
ｓ

ｉ ＝ １
Ｐ ｉ ｌｎ Ｐ ｉ ／ ｌｎＳ

用百分含量、生物量和多样性指数表征土壤微生物群落组成。 根据各个变量的数据分布属性，分别采用

二项分布检验（Ｂｉｎｏｍｉａｌ ｔｅｓｔ，针对百分含量），双因素方差分析（Ｔｗｏ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ，针对生物量）和泊松分布检

验（Ｐｏｉｓｓｏｎ ｔｅｓｔ，针对总 ＰＬＦＡｓ 多样性、均匀度和丰度）进行菌塘、林型及其交互作用对土壤微生物组成影响的

显著性检验。 用非参数多元方差分析法（Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ，ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ）分析群落结构差异，
及其与菌塘和林型的相互关系，并通过典范对应分析（Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＣＡ，ＣＡＮＯＣＯ ４．５ 软

件）偶联与之相关的土壤化学因子。

２　 结果与分析

２．１　 菌塘的土壤微生物群落组成

不同的磷脂脂肪酸表征不同的微生物类群［３３］，表 １ 显示了所有样品中出现的 ＰＬＦＡｓ 及其代表的微生物

类群。 所有样品中共出现了 ７６ 种 ＰＬＦＡｓ，每个样品中平均有（４０±５）种。
菌塘中共计出现 ６３ 种 ＰＬＦＡｓ，其中主要的 １０ 种 ＰＬＦＡｓ 分别为指代真菌的 １８：２ω６，９ｃ（８．４９％）、１８：１ω９ｃ

（７．５１％）和 １８：３ ｗ６ｃ （６，９，１２）（２．４４％），共占 １８．４４％；指代革兰氏阴性菌的 １９：０ ｃｙｃｌｏ ｗ８ｃ，占 ３．７８％；指代

革兰氏阳性菌的 １５：０ ｉｓｏ，占 ３．５１％；未被鉴定的非特异性脂肪酸 １６：０（１６．９６％）、１７：１ ａｎｔｅｉｓｏ Ｂ（１３．７７％）、
１８：１ ｗ６ｃ（６．８５％）、１６：１ ｗ６ｃ（４．７５％）和 １８：０（３．１６％），共占 ４５．４９％。

表 １　 用于微生物生物标记的磷脂脂肪酸

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ（ＰＬＦＡｓ）ｕｓｅｄ ａｓ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

微生物类型 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｇｒｏｕｐｓ 磷脂脂肪酸生物标记 ＰＬＦＡ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ

放线菌 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ［３４⁃３６］ １６：０ １０－ｍｅｔｈｙｌ， １７：０ １０－ｍｅｔｈｙｌ， １８：０ １０－ｍｅｔｈｙｌ，ＴＢＳＡ， １９：０ １０－ｍｅｔｈｙｌ

丛枝菌根真菌 ＡＭＦ［３７⁃３８］ １６：１ ω５ｃ

真菌 Ｆｕｎｇｉ［３５⁃３７］ １８：２ ω６，９ｃ， １８：１ ω９ｃ， １８：３ ω６，９，１２ｃ

革兰氏阴性菌 ＧＮＢ［３５⁃３７， ３９⁃４０］ １２：０ ２ＯＨ， １５：１ ω６ｃ， １５：０ ３ＯＨ， １６：１ ω９ｃ， １６：１ ω７ｃ ａｌｃｏｈｏｌ， １６：１ ω１１ｃ， １６：０ ２ＯＨ， １６：１ ２ＯＨ， １７：１
ω８ｃ， １７：０ ｃｙｃｌｏ， １８：０ ２ＯＨ， １８：１ ω５ｃ， １９：０ ｃｙｃｌｏ ω８ｃ， ２０：１ ω９ｃ

革兰氏阳性菌 ＧＰＢ［３５⁃３７， ４１］ １３：０ ｉｓｏ， １４：０ ｉｓｏ， １５：０ ｉｓｏ， １５：０ ａｎｔｅｉｓｏ， １６：０ ｉｓｏ， １６：０ ａｎｔｅｉｓｏ， １７：０ ｉｓｏ， １７：０ ａｎｔｅｉｓｏ， １８：０ ｉｓｏ

真菌 ／ 细菌比 Ｆ ／ Ｂ ｒａｔｉｏ
（１８：２ ω６，９ｃ， １８：１ ω９ｃ， １８：３ ω６，９，１２ｃ） ／ （ １２：０ ２ＯＨ， １５：１ ω６ｃ， １６：１ ω９ｃ， １６：１ ω７ｃ ａｌｃｏｈｏｌ， １６：１
ω１１ｃ， １６：０ ２ＯＨ， １６：１ ２ＯＨ， １７：１ ω８ｃ， １７：０ ｃｙｃｌｏ， １８：０ ２ＯＨ， １８：１ ω５ｃ， １９：０ ｃｙｃｌｏ ω８ｃ， ２０：１ ω９ｃ， １３：
０ ｉｓｏ， １４：０ ｉｓｏ， １５：０ ａｎｔｅｉｓｏ，１５：０ ｉｓｏ， １６：０ ｉｓｏ， １６：０ ａｎｔｅｉｓｏ， １７：０ ｉｓｏ， １７：０ ａｎｔｅｉｓｏ）

革兰氏阴性菌 ／ 革兰氏阳性菌
ＧＮＢ ／ ＧＰＢ ｒａｔｉｏ

（１２：０ ２ＯＨ， １５：１ ω６ｃ， １６：１ ω９ｃ， １６：１ ω７ｃ ａｌｃｏｈｏｌ， １６：１ ω１１ｃ， １６：０ ２ＯＨ， １６：１ ２ＯＨ， １７：１ ω８ｃ， １７：０
ｃｙｃｌｏ， １８：０ ２ＯＨ， １８：１ ω５ｃ， １９：０ ｃｙｃｌｏ ω８ｃ， ２０：１ ω９ｃ） ／ （１３：０ ｉｓｏ， １４：０ ｉｓｏ， １５：０ ｉｓｏ， １５：０ ａｎｔｅｉｓｏ， １６：０
ｉｓｏ， １６：０ ａｎｔｅｉｓｏ， １７：０ ｉｓｏ， １７：０ ａｎｔｅｉｓｏ）

非特异性脂肪酸
Ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＬＦＡｓ

１０：０ ２ＯＨ， １０：０ ３ＯＨ， １１：０ ｉｓｏ ３ＯＨ， １２：０， １２：０ ｉｓｏ， １２：０ ３ＯＨ， １２：１ ａｔ １１⁃１２， １３：０， １３：０ ａｎｔｅｉｓｏ， １３：０
２ＯＨ， １３：０ ３ＯＨ， １４：０， １４：０ ｉｓｏ ３ＯＨ， １４：１ ω５ｃ， １５：０， １５：０ ２ＯＨ， １５：１ ｉｓｏ Ｇ， １５：１ ｉｓｏ Ｆ， １５：０ ｉｓｏ ３ＯＨ，
１５：１ ａｎｔｅｉｓｏ Ａ， １５：１ ω８ｃ， １６：０， １６：１ ｉｓｏ Ｇ， １６：１ ｉｓｏ Ｈ， １６：０ ３ＯＨ， １６：１ ω６ｃ， １７：０， １７：０ ２ＯＨ， １７：１ ｉｓｏ
ω５ｃ， １７：１ ａｎｔｅｉｓｏ Ａ， １７：１ ａｎｔｅｉｓｏ Ｂ， １７：１ ａｎｔｅｉｓｏ ω９ｃ， １７：１ ω７ｃ， １７：０ ｉｓｏ ３ＯＨ， １８：０， １８：０ ３ＯＨ， １８：１
２ＯＨ， １８：１ ω６ｃ， １８：１ ω７ｃ １１－ｍｅｔｈｙｌ， １９：０， １９：０ ｉｓｏ， １９：０ ａｎｔｅｉｓｏ， １９：１ ω９ｃ， １９：１ ω６ｃ， ２０：０， ２０：１
ω７ｃ， ｕｎｋｎｏωｎ １０．９２８

　 　 ＧＮＢ： 革兰氏阴性菌 Ｇｒａｍ－ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ；ＧＰＢ： 革兰氏阳性菌 Ｇｒａｍ－ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ；ＡＭＦ： 丛枝菌根真菌 Ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｆｕｎｇｉ；Ｆ ／
Ｂ： 真菌 ／ 细菌比 Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｔｏ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＰＬＦＡｓ； ＧＮＢ ／ ＧＰＢ： 革兰氏阴性菌 ／ 阳性菌比 Ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｇｒａｍ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｔｏ Ｇｒａｍ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＰＬＦＡｓ

２．２　 菌塘和林型对土壤微生物群落组成的影响

总结土壤微生物群落组成的各个指标在菌塘和林型间的差异（表 ２），统计检验结果发现，土壤微生物的

４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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百分含量、生物量和多样性均在不同程度上受菌塘的影响，植被类型对土壤微生物群落的影响仅体现在个别

类群的生物量方面。
菌塘内真菌百分含量显著增加（Ｐ ＜ ０．００１），革兰氏阴性菌（ＧＮＢ，Ｐ ＜ ０．０５）和革兰氏阳性菌（ＧＰＢ，Ｐ ＜

０．０１）的百分含量显著降低。 例如，真菌百分含量在高山栎林内由 １２．０３±０．２５ 增加为 １９．９８±３．３８，在高山松林

内由 １３．９２±０．３９ 增加到 １６．８９±１．０２。 菌塘内放线菌和丛枝菌根真菌（ＡＭＦ）的百分含量减少，但不显著（Ｐ ＞
０．０５）。 菌塘内真菌 ／细菌生物量比（Ｆ ／ Ｂ）显著高于非菌塘（Ｐ ＜ ０．０１）。 总的来说，菌塘并不影响土壤微生物

总 ＰＬＦＡｓ 多样性（Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数）和丰度，及各微生物类群的 ＰＬＦＡｓ 丰度，但菌塘内土壤微生物总

ＰＬＦＡｓ 均匀度（Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数）显著低于非菌塘（Ｐ ＜ ０．０５）。
除了真菌和 ＡＭＦ 的生物量，林型对大部分表征土壤微生物群落组成指标的影响并不显著，也不与菌塘产

生交互作用。 林型对真菌和 ＡＭＦ 生物量的影响表现为：真菌和 ＡＭＦ 生物量在高山栎林内均显著高于高山松

林（Ｐ ＜ ０．０５）。

表 ２　 菌塘、林型及其交互作用对土壤微生物百分含量、生物量和多样性的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｈｉｒｏ， ｆｏｒｅｓｔ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｅｒｃｅｎｔ， ｂｉｏｍａｓｓ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ （ｍｅａｎ±ＳＥ， ｎ＝５）

变量 Ｖａｒｉａｂｌｅｓ

高山栎林 Ｑ． ｓｅｍｅｃａｒｐｉｆｏｌｉａ 高山松林 Ｐ． ｄｅｎｓａｔａ 显著性检验 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｅｓｔ

菌塘
Ｓｈｉｒｏ

非菌塘
Ｎｏｎ⁃
Ｓｈｉｒｏ

菌塘
Ｓｈｉｒｏ

非菌塘
Ｎｏｎ⁃
Ｓｈｉｒｏ

菌塘
Ｓｈｉｒｏ

林型
Ｆｏｒｅｓｔ
ｔｙｐｅ

菌塘×林型
Ｓｈｉｒｏ ×

Ｆｏｒｅｓｔ ｔｙｐｅ

百分含量ａ 真菌 Ｆｕｎｇｉ １９．９８０±３．３８２ １２．０３４±０．２４７ １６．８８６±１．０２３ １３．９２０±０．３８８ ∗∗∗ ｎｓ ｎｓ

Ｐｅｒｃｅｎｔ ／ ％ 革兰氏阴性菌 ＧＮＢ １０．３８４±１．１１２ １３．２７８±０．１６８ ８．１８４±１．１６０ １１．５２６±０．２２４ ∗ ｎｓ ｎｓ

革兰氏阳性菌 ＧＰＢ １０．３５６±２．２０９ １４．８７０±０．２３０ １０．３３８±１．２７６ １３．７６８±０．６１８ ∗∗ ｎｓ ｎｓ

放线菌 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ３．３１８±１．３６６ ４．８０８±０．７９９ ２．７９０±０．９５２ ４．６２４±０．６７７ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

丛枝菌根真菌 ＡＭＦ １．０４０±０．２７５ １．９８４±０．０４８ ０．６７４±０．０７３ １．３２８±０．１２８ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

非特异性 ＰＬＦＡｓ ５４．５００±１．３１０ ５３．０２４±０．８１５ ６１．１１０±２．０９９ ５４．２５６±１．２３７ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

生物量ｂ 总 ＰＬＦＡｓ Ｔｏｔａｌ ＰＬＦＡｓ ３３．３７３±８．３４４ ３３．５７１±５．８９６ ２１．２２２±３．６５４ ２７．５５８±１．７５７ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

Ｂｉｏｍａｓｓ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｇ） 真菌 Ｆｕｎｇｉ ５．９８３±０．８１４ ４．０４７±０．６４０ ３．５１４±０．４３０ ３．８８０±０．２７４ ｎｓ ∗ ｎｓ

革兰氏阴性菌 ＧＮＢ ３．６８４±１．１７１ ４．５６４±０．８３２ １．８９７±０．５８３ ３．２１８±０．２５４ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

革兰氏阳性菌 ＧＰＢ ４．０３１±１．８２０ ４．８４９±０．８２０ ２．２５４±０．５９２ ３．８７１±０．３１４ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

放线菌 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ １．４６９±０．９２０ １．６９３±０．４８３ ０．７３８±０．３９６ １．３２１±０．２５１ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

丛枝菌根真菌 ＡＭＦ ０．４０８±０．１９８ ０．６５７±０．１０７ ０．１４８±０．０３６ ０．３７０±０．０５８ ｎｓ ∗ ｎｓ

非特异性 ＰＬＦＡｓ １８．３０５±４．００８ １７．９８６±３．１１４ １３．０５８±１．７５１ １５．１２２±０．６７６ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

Ｆ ／ Ｂ １．１２０±０．２８６ ０．４３５±０．０１３ １．０１９±０．２０５ ０．５５０±０．０２３ ∗∗ ｎｓ ｎｓ

ＧＮＢ ／ ＧＰＢ １．０８５±０．１５８ ０．９３７±０．０１９ ０．８２９±０．０９９ ０．８３２±０．０１２ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

多样性ｃ 总 ＰＬＦＡｓ 多样性（Ｈ） ２．９１０±０．０７８ ３．０２６±０．０１９ ２．８３４±０．０８６ ２．９６２±０．０４０ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ 总 ＰＬＦＡｓ 均匀度（Ｊ） ０．７８５±０．０１１ ０．８１７±０．００６ ０．７８３±０．０１４ ０．８０４±０．００５ ∗ ｎｓ ｎｓ

总 ＰＬＦＡｓ 丰度（Ｓ） ４１．０００±３．３３２ ４０．６００±０．９２７ ３７．４００±２．０６４ ４０．０００±１．５１７ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

真菌 Ｆｕｎｇｉ 丰度 ３．０００±０．０００ ３．０００±０．０００ ３．０００±０．０００ ２．８００±０．１７９ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

革兰氏阴性菌 ＧＮＢ 丰度 ８．２００±０．７１６ ７．６００±０．４９２ ６．８００±０．５８１ ７．６００±０．２２４ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

革兰氏阳性菌 ＧＰＢ 丰度 ６．６００±０．４９２ ７．０００±０．０００ ６．２００±０．１７９ ６．６００±０．２２４ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

放线菌 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ 丰度 ２．４００±０．２２４ ２．８００±０．１７９ ２．２００±０．１７９ ２．６００±０．２２４ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

丛枝菌根真菌 ＡＭＦ 丰度 １．０００±０．０００ １．０００±０．０００ １．０００±０．０００ １．０００±０．０００ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

非特异性 ＰＬＦＡｓ 丰度 １９．８００±２．１０２ １９．２００±０．７１６ １８．２００±１．２５２ １９．２００±１．２５２ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

　 　 ｎｓ： Ｐ ＞ ０．０５， ∗ Ｐ ＜ ０．０５， ∗∗ Ｐ ＜ ０．０１， ∗∗∗ Ｐ ＜ ０．００１；ａ： 采用二项分布检验，ｂ： 采用双因素方差分析；ｃ： 采用泊松分布检验

２．３　 菌塘和林型对土壤微生物群落结构的影响

通过非参数多元方差分析发现（表 ３），菌塘、林型均显著影响土壤微生物群落结构，其中菌塘（Ｒ２ ＝
０．２６３，Ｐ ＜ ０．０１）的影响大于林型（Ｒ２ ＝ ０．１７３，Ｐ ＜ ０．０５）的影响，但两者的交互作用对微生物群落结构的影响

不显著（Ｐ ＞ ０．０５）。

５　 ５ 期 　 　 　 杨淑娇　 等：基于 ＰＬＦＡ 的高山栎和高山松林松茸菌塘土壤微生物群落特征研究 　
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表 ３　 菌塘、林型及其交互作用对土壤微生物群落结构的非参数多元方差（ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ）分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ ｔｅｓｔ ａｂｏｕｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｈｉｒｏ， ｆｏｒｅｓｔ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

变量 Ｖａｒｉａｂｌｅｓ Ｄｆ Ｓｑ Ｆ．Ｍｏｄｅｌ Ｒ２ Ｐ

菌塘 Ｓｈｉｒｏ １．０００ ０．２１２ ７．５７４ ０．２６３ ０．００４∗∗

林型 Ｆｏｒｅｓｔ ｔｙｐｅ １．０００ ０．１４０ ４．９７５ ０．１７３ ０．０１５∗

菌塘×林型 Ｓｈｉｒｏ × Ｆｏｒｅｓｔ ｔｙｐｅ １．０００ ０．００７ ０．２４９ ０．００９ ０．８６９

　 　 ∗ Ｐ ＜ ０．０５， ∗∗ Ｐ ＜ ０．０１

２．４　 微生物群落结构与菌塘、林型和土壤化学性质的关系

对样品中出现频率最高的 ４０ 种磷脂脂肪酸进行典范对应分析（Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＣＡ），
发现除菌塘和森林类型外，各个土壤化学指标也在不同程度上与土壤微生物的群落结构相关（图 １）。 然而进

一步分析表明，这些土壤化学指标主要与林型相关联（表 ４），表现为高山栎林的全碳（Ｐ ＜ ０．００１）、全氮（Ｐ ＜
０．０５）、全磷（Ｐ ＜ ０．００１）和碳氮比（Ｐ ＜ ０．００１）显著高于高山松林，而 ｐＨ 值显著低于高山松林（Ｐ ＜ ０．０５）。 对

于菌塘和非菌塘，土壤化学性质间并无显著差异（表 ４）。

表 ４　 菌塘、林型及其交互作用对土壤化学性质的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｈｉｒｏ， ｆｏｒｅｓｔ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ （ｍｅａｎ±ＳＥ， ｎ＝ ５）

变量 Ｖａｒｉａｂｌｅｓ
高山栎林 Ｑ． ｓｅｍｅｃａｒｐｉｆｏｌｉａ 高山松林 Ｐ． ｄｅｎｓａｔａ 双因素方差分析 Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ａｎｏｖａ

菌塘
Ｓｈｉｒｏ

非菌塘
Ｎｏｎ⁃Ｓｈｉｒｏ

菌塘
Ｓｈｉｒｏ

非菌塘
Ｎｏｎ⁃Ｓｈｉｒｏ

菌塘
Ｓｈｉｒｏ

林型
Ｆｏｒｅｓｔ ｔｙｐｅ

菌塘×林型
Ｓｈｉｒｏ × Ｆｏｒｅｓｔ ｔｙｐｅ

ｐＨ ４．５３２±０．３２７ ４．４７６±０．３３２ ４．９４４±０．１１７ ５．２３６±０．１０９ ｎｓ ∗ ｎｓ

全碳 Ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ５１．４１２±１１．１７７ ５７．５９２±９．９６２ １５．５００±１．８５１ ２２．１４４±３．３７４ ｎｓ ∗∗∗ ｎｓ

全氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ） １．７７０±０．４６７ ２．２８２±０．４２３ ０．９３０±０．１５８ １．２０６±０．１８２ ｎｓ ∗ ｎｓ

全磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ０．５７６±０．０４３ ０．６３４±０．０４６ ０．３７２±０．０４５ ０．４３０±０．０４９ ｎｓ ∗∗∗ ｎｓ

碳氮比（Ｃ ／ Ｎ） ２９．９９８±１．１４０ ２５．５４４±０．６９８ １７．４３８±１．６７１ １８．６２１±１．２６６ ｎｓ ∗∗∗ ∗

　 　 ｎｓ： Ｐ ＞ ０．０５， ∗ Ｐ ＜ ０．０５， ∗∗ Ｐ ＜ ０．０１， ∗∗∗ Ｐ ＜ ０．００１

３　 讨论

掌握菌塘内微生物群落结构及其与宿主植物的相互关系，对科学管理具有高附加值的松茸资源，保障其

产量和质量、并最终实现人工栽培具有重要意义。 在自然界松茸与松科和壳斗科的多个物种产生共生关系。
过去针对赤松（Ｐｉｎｕｓ ｄｅｎｓｉｆｌｏｒａ）林［２３⁃２５， ２８⁃２９］、偃松（Ｐｉｎｕｓ ｐｕｍｉｌａ）林［７］、云杉（Ｐｉｃｅａ ｇｌｅｈｎｉｉ）林［８］、铁杉（Ｔｓｕｇａ
ｓｉｅｂｏｌｄｉｉ）林［４］等宿主森林的研究为我们认知松茸菌塘内的微生物群落组成奠定了基础。 但这些研究结果通

常相对独立、缺乏横向对比，限制了我们对松茸菌塘微生物群落特征的规律性认知。 本研究不仅首次研究了

壳斗科高山栎林内的菌塘微生物群落特征，还将其与高山松林进行对比分析，浅析其共性和规律。
研究主要发现，尽管高山栎林的真菌和 ＡＭＦ 的生物量显著高于高山松林（表 ２），且两种林型在微生物群

落结构上存在显著差异（表 ３、图 １），但高山栎林和高山松林间菌塘微生物群落特征的差异并不显著。 此外，
非参数多元方差分析也表明菌塘对土壤微生物群落结构的影响大于林型（表 ３），且两者间不产生交互作用。
综上所述，研究认为本研究涉及的两种林型间松茸菌塘微生物群落的特征基本相似，具有共性。 然而该共性

是否普遍存在并具有规律？ 有待更加广泛的取样和深入的研究来解答。
松茸菌塘具有特定的微生物群落特征。 与非菌塘相比，菌塘内的真菌含量增加，可能主要由松茸本身为

优势类群所决定。 无论采用哪种方法，前人已知的研究结果均表明菌塘内细菌减少［２３， ２５］。 本研究再次印证

了该观点，发现 ＧＰＢ 和 ＧＮＢ 在菌塘中的百分含量显著下降。 分析其原因，目前存在两种可能性解释。 首先，
根据最新研究，松茸子实体在实验室离体条件下会分泌由吡喃糖氧化酶（ｐｙｒａｎｏｓｅ ｏｘｉｄａｓｅ）产生的过氧化氢，
可抑制致病菌立枯丝核菌 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ 的生长［４２］。 本研究中土壤取样时间恰好是出菇期，如果在野外条

件下松茸子实体也能分泌过氧化氢，可能是解释 ＧＰＢ 和 ＧＮＢ 减少的原因。 其次，Ｐａｒｋ 等人［４３］ 从松茸担子
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图 １　 土壤微生物 ＰＬＦＡｓ与土壤化学性质的典范对应分析

　 Ｆｉｇ．１　 Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＰＬＦＡｓ

ａｎｄ ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

Ｑｓ： 高山栎林 Ｑ． ｓｅｍｅｃａｒｐｉｆｏｌｉａ； Ｐｄ： 高山松林 Ｐ． ｄｅｎｓａｔａ； Ｓｈｉｒｏ：

菌塘； Ｎｏｎ⁃Ｓｈｉｒｏ： 非菌塘；ＴＣ： 全碳 Ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎ； ＴＮ： 全氮 Ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ＴＰ： 全磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ； Ｃ ／ Ｎ： 碳氮比 Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｏｔａｌ

ｃａｒｂｏｎ ｔｏ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

果、赤松根尖和菌塘土壤中均分离到一个木霉属新种

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｓｏｎｇｙｉ，该属物种通常为植物病原体的生物

控制媒介，而 Ｖａａｒｉｏ［２６］的文章也提出，木霉属真菌与松

茸总是存在共生关系，因此另一种可能即是松茸在木霉

属物种的协助下抑制菌塘内细菌生长。
本研究还发现，从 ＰＬＦＡｓ 多样性看，菌塘与非菌塘

并不存在显著差异，也就是说菌塘也具有丰富的类群多

样性（表 ２），这与 Ｖａａｒｉｏ 等［２６］的观点相似。 另外，菌塘

与非菌塘的总 ＰＬＦＡｓ 生物量也基本等量。 有趣的是，
针对北方温带森林外生菌根菌 Ｐｉｌｏｄｅｒｍａ 菌丝垫和非菌

丝垫（与本文菌塘和非菌塘概念相似）的定量 ＰＣＲ 研究

也有类似发现［４４］。 这可能说明在外生菌根菌主导的土

壤菌丝际，微生物总生物量与周边土壤保持一致。 然

而，菌塘的 ＰＬＦＡｓ 均匀度显著下降，说明尽管总生物量

和多样性维持稳定，但菌塘内各组分间的相对含量较非

菌塘发生了变化，这种变化的结果使得各组分间的相对

含量差异增大。 最为典型的代表便是真菌与细菌的相

对变化上，菌塘内真菌比例增加，细菌比例下降，导致菌

塘内 Ｆ ／ Ｂ 显著增加（表 ２）。
分析发现尽管两种林型间的 ｐＨ、全碳、全氮、全磷

和碳氮比存在显著差异（表 ４），但菌塘和非菌塘的土壤化学特征基本相同，说明松茸主导菌塘后并未改变土

壤的化学性质。 该结果与 Ｖａａｒｉｏ 等［２６］ 在的芬兰的研究结果相同。 最后，值得注意的是，仍有超过一半的

ＰＬＦＡｓ 未能被鉴定（表 ２），在一定程度上限制了我们对菌塘微生物群落的全面理解，未来可结合其他研究手

段，特别是结合下一代测序技术深入解析松茸菌塘的微生物群落特征。

４　 结论

综上所述，松茸菌塘内的土壤微生物群落组成和结构特征与非菌塘存在差异，菌塘的真菌含量和 Ｆ ／ Ｂ 增

加，细菌含量减少，表明松茸改变了菌塘的土壤微生物群落组成和结构，导致菌塘具有特定的微生物群落特

征。 此外，菌塘和非菌塘微生物群落特征的差异在高山栎和高山松林内表现相似，说明松茸对菌塘微生物群

落结构的影响不随宿主森林类型而改变。
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