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毛竹林集约经营对土壤固碳细菌群落结构和多样性的
影响
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１ 浙江省森林生态系统碳循环与固碳减排重点实验室，浙江农林大学，临安　 ３１１３００

２ 浙江农林大学环境与资源学院，临安　 ３１１３００

摘要：为揭示毛竹集约经营对土壤固碳细菌的影响，分别采集集约经营时间为 ０、１０、１５、２０ 年和 ２５ 年的毛竹林土壤（０—２０ ｃｍ
和 ２０—４０ ｃｍ）土壤，应用实时荧光定量 ＰＣＲ、Ｔ⁃ＲＦＬＰ 以及 ｃｂｂＬ 基因文库方法，分析毛竹林长期集约经营过程中土壤固碳细菌

丰度和群落结构多样性的变化，通过冗余分析（ＲＤＡ）探讨影响土壤固碳细菌群落的主要环境因素。 结果表明，长期的集约经

营显著提高了毛竹林表层和亚表层土壤的养分含量，土壤 ｐＨ 值却明显降低。 集约经营毛竹林土壤固碳微生物数量并未表现

出与 ＳＯＣ 的相关性，而与 Ｎ 素水平的变化显著相关。 具体表现为：随着集约经营的进行表层 ｃｂｂＬ 基因丰度呈先上升（１０ 年）后
下降的规律，与氮素水平呈正相关（Ｐ＜０．０５）；亚表层土壤 ｃｂｂＬ 基因丰度则呈直线下降的趋势，与 Ｃ ∶Ｎ 呈正相关（Ｐ＜０．０５）。 集

约经营导致表层和亚表层土壤微生物群落结构改变，表层固碳细菌多样性指数下降。 由系统发育分析可知，不可培养固碳细菌

占 ５６％比例，土壤中共同的优势种类多为变形菌和放线菌，以兼性自养为主。 ＲＤＡ 分析结果表明土壤酸化和养分积累是毛竹

林土壤固碳细菌群落和多样性变化的重要原因。
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毛竹（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙ ｐｕｂｅｓｃｅｎｓ） 又称楠竹，多年生禾本科刚竹属植物，主要分布在长江以南地区，是我国分

布最广、面积最大的经济竹种。 据第八次全国森林资源清查报告显示，毛竹面积已达 ４４３．０１ 万 ｈｍ２，占我国竹

林总面积的 ７３．７％［１］。 二十世纪八九十年代我国南方地区开始大规模推行以施用化肥为主要特征的集约化

经营，这一措施提高了当地农民的收入，但长期集约化经营也给生态环境带来一系列负面影响。 土壤中积累

的大量养分元素通过地表径流、渗滤和淋溶的方式进入地表和地下水，造成农业面源污染［２⁃４］。 更重要的是

不同学者已研究发现施肥、翻耕等集约化经营措施导致了毛竹林土壤三大菌群细菌、真菌和放线菌［５⁃６］ 以及

某些功能菌群如固氮菌［７］和氨氧化菌［８］群落结构的变化。
土壤微生物多样性和群落结构显著影响土壤生态系统过程和功能的发挥，特别是地球生物化学碳循环过

程［９］。 生物固碳是地球生物化学碳循环中的重要环节，自然界中固定 ＣＯ２的生物主要有植物和自养微生物，
其中自养微生物具有极强的环境适应能力，广泛存在于草地［１０］、森林［１１］、水稻土［１２］，和海洋深处［１３］不同的生

态系统中。 自养微生物主要通过同化 ＣＯ２并将其转化为土壤有机碳来调节大气中 ＣＯ２浓度和提高土壤的碳

固定［１４］，对减缓大气 ＣＯ２浓度升高发挥着不可忽视的作用。 自养微生物迄今为止发现的 ５ 条固碳途径中，卡
尔文循环是自养微生物同化大气 ＣＯ２的主要调控途径［１５］，１，５⁃二磷酸核酮糖羧化酶 ／加氧酶（ＲｕｂｉｓＣＯ）是该

过程中的关键酶。 自然界存在的不同类型 ＲｕｂｉｓＣＯ，按照其结构、催化性能和对 Ｏ２的敏感性可分为 ４ 种，依次

为 ＲｕｂｉｓＣＯⅠ至 ＲｕｂｉｓＣＯ Ⅳ［１６］。 ｃｂｂＬ 是 ＲｕｂｉｓＣＯⅠ的编码基因，且具有高度保守性，已被用于农田［１４］、草
地［１０］、湖泊海洋［１３］，等不同生态环境中固碳微生物群落多样性的研究。

不同学者分别对福建、湖南、江西以及四川等毛竹主产区的毛竹林生态系统碳贮量进行估算，证实了毛竹

林生态系统极强的年固碳能力［１７⁃１９］。 同时发现，毛竹林土壤中贮存的碳量明显高于毛竹乔木层碳，周国模

等［２０］利用标准样方法估算毛竹林生态系统碳贮量为 １０６．３３ ｔ ／ ｈｍ２，其中 ０—６０ ｃｍ 土壤层碳贮量为 ７１．４７ ｔ ／
ｈｍ２，乔木层为 ３０．５８０ ｔ ／ ｈｍ２，土壤层碳贮量约为乔木层碳贮量 ２．３ 倍。 近年来关于毛竹林地上部分固碳作用

及毛竹林生态系统贮碳量已被广泛研究［２１⁃２２］，而土壤微生物在毛竹林生态系统中的固碳作用却未见报道。
本研究假设，集约经营可能对土壤固碳微生物活动产生影响。 本研究选取不同集约经营历史的毛竹林地土

壤，揭示集约经营对毛竹林土壤固碳 ｃｂｂＬ 基因的丰度和群落结构多样性的影响，以期为毛竹林的固碳潜力及

可持续土壤管理提供数据支撑和理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

研究区位于浙江省丽水市遂昌县，介于 １１８°４１′—１１９°３０′Ｅ，２８°１３′—１８°４９′Ｎ 之间，坡度 ２０—２５°，向阳，
属亚热带季风气候区，多年平均气温 １６．８℃，无霜期 ２５１ ｄ，降水量 １５１０ ｍｍ。 母岩为由花岗岩变质的片麻岩

石，壤土，土壤深厚、疏松，土层厚度大于 １ ｍ。 １９８９ 年之前为竹林管理粗放经营，以劈山、垦复为主，不施用任

何肥料，毛竹密度为 １８００ 株 ／ ｈｍ２左右。 １９８９ 年后陆续在不同地块开始实施以施肥翻耕为主的集约经营管
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理，林下基本没有灌木杂草，毛竹平均密度约 ３２５０ 株 ／ ｈｍ２左右。 施肥方法为：大量出笋的大年，在 ６ 月份留养

的新竹叶子完全展开后，在每株毛竹的上方开出环形沟，施用尿素（或碳铵）４５０ ｋｇ ／ ｈｍ２；２０００—２０１０ 年期间

进行配方施肥，用量为尿素 ４５０ ｋｇ ／ ｈｍ２，过磷酸钙 ３８０ ｋｇ ／ ｈｍ２，氯化钾 ７５ ｋｇ ／ ｈｍ２；２０１０ 年之后施用毛竹专用

肥（福建中化生产）７５０ ｋｇ ／ ｈｍ２和尿素 ４５０ ｋｇ ／ ｈｍ２。
１．２　 样品采集与处理

于 ２０１３ 年 ９ 月，选择由同一农户经营、并位于同一山上，施肥管理措施一致，不同时间开始集约经营（主
要是施肥和翻耕）以及位于同一山上相邻未施肥的粗放经营毛竹林地，经营时间分别为：粗放经营（未施肥对

照）、２００３ 年、１９９８ 年、１９９３ 年和 １９８８ 年，相当于集约时间分别为 ０ａ（记为 ＣＫ）、１０ａ、１５ａ、２０ａ、２５ａ，４ 个时间梯

度（处理）。 每个年份毛竹林分别选取 ３ 个 ２０ ｍ×２０ ｍ 样地（即为 ３ 个重复），每个样地采用 ５ 点取样法采集

表层（０—２０ ｃｍ）和亚表层（２０—４０ ｃｍ）土壤充分混匀过筛（２ ｍｍ）装入采样袋。 样品分为 ２ 份，１ 份放到－
７０℃冰箱，经冷冻干燥后，供分子生物学研究；另 １ 份于室内自然风干后，研磨过筛用于基本理化性质分析。
１．３　 土壤理化性质分析

土壤化学性质分析：土壤化学性质分析参照文献［２３］ 进行。 其中，土壤 ｐＨ 测定采用 １ ∶ ２．５ 土水质量比，
用酸度计测定（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ Ｓｅｖｅｎｅａｓｙ，Ｓｗｅｄｅｎ）；有机质含量（ＳＯＣ）用重铬酸钾容量法；全氮（ＴＮ）采用半微

量凯氏定氮法；碱解氮（ＡＮ）采用碱解扩散法；土壤硝态氮（ＮＯ－
３ ⁃Ｎ）和铵态氮（ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ）分别采用 ＫＣｌ 浸提—紫

外分光光度法和 ＫＣｌ 浸提—靛酚蓝比色法；有效磷（ＡＰ）采用盐酸⁃氟化铵溶液浸提—钼锑抗比色法测定；速
效钾（ＡＫ）采用醋酸铵提取—火焰光度计测定。
１．４　 土壤固碳微生物分析

１．４．１　 土壤固碳功能菌 ｃｂｂＬ 基因荧光定量 ＰＣＲ
采用 ＰｏｗｅｒＳｏｉｌＴＭ Ｔｏｔａｌ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒提取土壤总 ＤＮＡ，称取 ０．５ ｇ 冻干土样品，按照说明书进行

ＤＮＡ 提取。 经 １％琼脂糖凝胶电泳对所提取 ＤＮＡ 的效果进行鉴定，并用微量分光光度计测定其浓度和纯度。
提取后的 ＤＮＡ 分装并保存于－４０℃。

采用实时荧光定量 ＰＣＲ（Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ Ｑｕａｎｔｕｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ，ｑＰＣＲ）测定固碳功能菌 ｃｂｂＬ 基因拷贝数，上游引

物：Ｋ２ｆ［１１］ ５′⁃ＡＣＣＡ ［ Ｃ ／ Ｔ］ ＣＡＡＧＣＣ ［ Ｇ ／ Ｃ］ ＡＡＧＣＴ ［ Ｃ ／ Ｇ］ ＧＧ⁃ ３′，下游引物 Ｖ２ｒ ： ５′⁃ＧＣＣＴＴＣ ［ Ｃ ／ Ｇ］
ＡＧＣＴＴＧＣＣ［Ｃ ／ Ｇ］ ＡＣＣ［Ｇ ／ Ａ］ Ｃ⁃３′，得到 ４９２ ｂｐ—４９５ ｂｐ 的扩增产物［２４］。 使用 ＣＦＸ ９６ ＴＭ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ Ｓｙｓｔｅｍ
（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， ＵＳＡ）仪器对 ｃｂｂＬ 基因进行荧光定量 ＰＣＲ 扩增，每个样品重复 ３ 次。 体系组成如下： ２×ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ１０ μＬ，５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 上游和下游引物各 ０．２ μＬ，模板 ＤＮＡ １ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补水至 ２０ μＬ。 反应程

序参照文献［２４］：９５℃预变性 ３ ｍｉｎ，４０ 个循环包括 ９５℃ １０ｓ，６２℃ ４０ ｓ，７２℃ ３０ ｓ。 荧光定量 ＰＣＲ 扩增产物经

琼脂糖凝胶电泳回收后，与 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ３ 载体连接并转接入大肠杆菌 ＤＨ５ɑ 感受态细胞，在含 Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 平板上

进行蓝白斑筛选阳性克隆，挑选部分阳性克隆子送往生工生物工程（上海）股份有限公司测序。 将测序获得

的已知阳性克隆子扩大培养提取质粒 ＤＮＡ，用微量分光光度计检测浓度和纯度（ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０）。 重组质粒梯

度稀释后 ８ 倍作为 ｃｂｂＬ 基因的荧光定量 ＰＣＲ 标准样品，标准样品的反应体系和反应程序同上［２４］。 溶解曲线

为单一峰型，说明条件符合要求，引物特异性良好。 表层和亚表层土壤扩增效率为 ９６．６％和 ９３．９％，标线 Ｒ２

均大于 ０．９９５。
１．４．２　 固碳功能菌 ｃｂｂＬ 基因末端限制性片段长度多态分析（Ｔ⁃ＲＦＬＰ）

采用 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 技术分析固碳功能菌群落，引物 Ｋ２ｆ 和 Ｖ２ｒ［１０］。 上游引物 ５′端用 ＦＡＭ 荧光标记，反应体系

包括 Ｐｒｅｍｉｘ １０ μＬ、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的上游和下游引物各 ０．２ μＬ、Ｂｏｖｉｎｅ Ｓｅｒｕｍ Ａｌｂｕｍｉｎ（ＢＳＡ，２０ ｍｇ ／ ｍＬ）０．２ μＬ、
ＤＮＡ 模板 ０．３ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ 补水至 ５０ μＬ，反应程序［２６］：９５℃ 预变性 ３ｍｉｎ，９５℃变性 １ ｍｉｎ，６２℃退火 １ ｍｉｎ，
７２℃延伸 ９０ ｓ，３５ 个循环，７２℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经纯化后，用限制性内切酶 ＭｓｐＩ 在 ３７℃下消化 ４ ｈ，酶切产

物送往生工生物工程（上海）股份有限公司利用毛细管电泳检测自动测序分析。 将图谱中±１ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦｓ 视为

一个 ＯＴＵ，当 Ｔ⁃ＲＦｓ 的相对丰度＞１％时可纳入后续分析；相对丰度＞１０％被视为优势种群［２４］。

３　 ２１ 期 　 　 　 刘彩霞　 等：毛竹林集约经营对土壤固碳细菌群落结构和多样性的影响 　
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１．４．３　 固碳功能菌 ｃｂｂＬ 基因克隆文库

构建固碳功能细菌 ｃｂｂＬ 基因克隆文库来确定固碳自养微生物的种类。 扩增 ＰＣＲ，引物及反应程序同荧

光定量 ＰＣＲ。 ＰＣＲ 产物纯化后连接到 ｐＥＡＳＹ－Ｔ３ 载体连接并转接入大肠杆菌 ＤＨ５ɑ 感受态细胞，在氨苄青霉

素平板进行蓝白斑挑选，验阳挑选 ２００ 个阳性克隆子送至生工生物工程有限公司（上海）测序。 利用 ＤＯＴＵＲ
软件将相似性大于 ９７％的序列视为同一操作分类单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔ， ＯＴＵ） ［２５］。 分别以 ＮＣＢＩ
数据库中 ｃｂｂＬ 基因 ＢＬＡＳＴ 结果相似性大于 ９０％的序列为参比序列［２５］，利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 进行多重比对，采用

ＭＥＧＡ ５．０ 中的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建系统发育树。 所获得的 ｃｂｂＬ 基因序列提交至 ＮＣＢＩ，序列登录号为

ＭＦ４３０９３７－ＭＦ４３１０２３。
１．５　 数据处理

采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２００７ 软件对数据进行处理，ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ８ 软件作图，ＳＰＳＳ １８．０ 软件对数据进行统计分

析。 根据 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 图谱中 ＯＴＵ 的数目及其丰度通过 ＢＩＯ － ＤＡＰ 程序 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｎｈｓｂｉｇ． ｉｎｈｓ． ｕｉｕｃ． ｅｄｕ ／ ｗｅｓ ／
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ．ｈｔｍｌ）计算样品的多样性指数。 采用 Ｃａｎｏｃｏ ４．５ 软件（Ｍｏｃｒｏｃｏｍｐｕｔｅｒ Ｐｏｗｅｒ，Ｉｔｈａｃａ，ＵＳＡ）对 Ｔ⁃ＲＦＬＰ
结果进行冗余分析（ＲＤＡ）。

２　 结果分析

２．１　 毛竹林集约经营过程中土壤理化性质变化

不同集约经营历史毛竹林土壤样品的理化性质结果如下表 １ 所示。 随着集约经营年限的延长，表层和亚

表层土壤 ｐＨ 呈下降趋势，有效磷（ＡＰ）、速效钾（ＡＫ）和硝态氮（ＮＯ－
３ ⁃Ｎ）则整体呈增加趋势。 有机碳（ＳＯＣ）

在经营 １０ａ 后显著高于（Ｐ＜０．０５）ＣＫ，之后随经营年限增加表层和亚表层有机碳显著（Ｐ＜０．０５）下降，亚表层

在 ２５ａ 达到最大值 ２１．６７ ｇ ／ ｋｇ。 表层和亚表层经营年限 ＴＮ 含量整体高于 ＣＫ（表层 １５ 年除外），表层 ＴＮ 在

１０ａ 达到最大值 ３．１０ ｇ ／ ｋｇ，亚表层则在 ２５ａ 达到最大值 ２．９１ ｇ ／ ｋｇ。 而 Ｃ ∶Ｎ 集约经营后表层和亚表层土壤 Ｃ ∶
Ｎ 圴有增加的现象，但与对照相比没有显著差异，表层土和亚表层土壤 Ｃ ∶Ｎ 分别 ２０ａ 和 １５ａ 时出现显著（Ｐ＜
０．０５）下降的转折点。 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 在经营过程中无显著变化。

表 １　 不同集约经营年限毛竹林土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｉｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ ｍａｎａｇｅｄ Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｐｕｂｅｓｃｅｎｓ ｓｔａｎｄ

土层
Ｌａｙｅｒ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐＨ

有机碳
Ｓｏｉｌ

ｏｒｇａｎｉｃ
ｃａｒｂｏｎ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

全氮
Ｔｏｔａｌ Ｎ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

Ｃ ∶Ｎ
碱解氮

Ａｌｋａｌｙｔｉｃ Ｎ
／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

有效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ
／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ
／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

硝态氮

ＮＯ－
３⁃Ｎ

／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

铵态氮

ＮＨ＋
４⁃Ｎ

／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

ＣＫ ４．４８±０．０１ａ ２３．３４±１．８１ｂ ２．３６±０．２０ｂ ９．９１±０．３２ｂｃ ７２．７２±１．２１ｄ １．１４±０．０７ｂ ３６．６７±４．０４ｃ １９．３１±１．０５ｄ １７．７±２．１７ａｂ

１０ａ ４．１５±０．１２ｂ ３２．５０±０．９９ａ ３．１０±０．０８ａ １０．４８±０．２３ａｂ １２１．０３±９．７８ａ １．７４±０．６４ａｂ ３１．３３±０．５８ｃ １３．０３±１．４０ｅ １６．３５±３．０２ｂ

０—２０ ｃｍ １５ａ ４．１０±０．０６ｂ ２５．０５±０．７３ ｂ ２．２１±０．４２ｂ １１．５９±１．９６ａ ８１．４７±３．７０ｃ ２．０１±０．１７ａｂ ３４．３３±０．５８ｃ ４０．５８±２．８５ｃ １８．４４±１．５３ａｂ

２０ａ ４．１６±０．１４ｂ ２２．３３±４．３１ｂ ２．７７±０．４７ａｂ ８．０５±０．１８ｃ ７０．７６±０．７５ｄ ２．２４±１．２２ａｂ ４８．５０±０．７１ｂ ５２．０２±６．２４ｂ １８．４３±０．９８ａｂ

２５ａ ３．９９±０．０８ｂ ２５．３５±２．２１ｂ ２．８３±０．４２ａｂ ９．１２±１．６８ｂｃ ９３．４０±１．００ｂ ２．８９±０．０１ａ ６８．５０±７．７８ａ ７８．２２±１．８９ａ ２１．９０±３．１６ａ

ＣＫ ４．４６±０．０４ａ １５．３９±１．５６ｂ １．１１±０．１６ｃ １３．９２±１．０７ａ ４４．２９±０．２８ｂ ０．４４±０．０４ｂ ２８．００±５．２９ｂ １８．１３±０．２８ｂ ２３．０５±４．９２ａ

１０ａ ４．４７±０．１４ａ ２１．５６±０．７３ａ １．４２±０．２０ａｂ １５．３３±１．５４ａ ５２．４２±７．４２ｂ ０．７９±０．１５ａｂ ２６．３３±０．５８ｂ １１．３５±１．３８ｃ １７．９９±１．３２ａ

２０—４０ ｃｍ １５ａ ４．４３±０．１０ａ １４．９１±１．１１ｂ １．４４±０．１０ｂ １０．３７±０．６４ｂ ４８．３７±５．４１ｂ ０．８７±０．３０ａｂ ３７．００±２．６５ａ ２４．１２±４．３７ｂ １８．５４±２．３２ａ

２０ａ ４．３７±０．１４ａ １２．３７±０．８８ｃ １．４２±０．１７ａｂ ８．８２±１．６８ｂｃ ４９．２８±６．３６ｂ １．０５±０．７８ａｂ ３３．３３±６．６６ａｂ ３７．２３±４．４９ｂ １７．４０±１．８１ａ

２５ａ ４．０４±０．０２ｂ ２１．６７±０．３７ａ ２．９１±０．１９ａ ７．４７±０．４２ｃ ７７．７７±９．０５ａ １．６８±０．８４ａ ４０．５０±０．７１ａ ５９．０９±４．９６ａ ２２．６７±４．３５ａ

　 　 ＣＫ： 空白对照，Ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｈｅｃｋ； １０ａ： 集约经营 １０ 年；１５ａ： 集约经营 １０ 年；２０ａ： 集约经营 ２０ 年；２５ａ： 集约经营 ２５ 年；平均值±标准偏差（ｎ＝ ３）；同列数值后不同

小写字母代表同一土层不同经营年限的显著性差异（Ｐ＜０． ０５）；除全氮和 Ｃ ∶Ｎ 比数据外，其他指标与何冬华［７］相同

２．２　 毛竹林集约经营过程中土壤 ｃｂｂＬ 基因数量变化及其与土壤性质的关系

实时荧光定量 ＰＣＲ 对不同集约经营历史毛竹林土壤 ｃｂｂＬ 基因的拷贝数分析结果表明（图 １），土壤 ｃｂｂＬ
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图 １　 不同集约经营年限毛竹林土壤固碳细菌 ｃｂｂＬ 基因丰度

　 Ｆｉｇ．１　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｃｂｂＬ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ

ｍａｎａｇｅｄ Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｐｕｂｅｓｃｅｎｓ ｓｔａｎｄ

大写字母代表 ０—２０ｃｍ 土层不同经营年限的显著性差异（Ｐ＜０．

０５）；４ 小写字母代表 ２０—４０ｃｍ 土层不同经营年限的显著性差异

（Ｐ＜０． ０５）

基因的拷贝数范围是 ７．９５×１０８—１．６１×１０９拷贝数 ／ ｇ 土。
表层土壤 ｃｂｂＬ 基因拷贝数在集约经营开始的 １０ａ 达到

最大值 １．２３×１０９拷贝数 ／ ｇ 土，而后下降。 随着经营时

间的延长在 ２０ａ 显著提高，２５ａ 又下降，整体呈先上升

后下降的规律；亚表层土壤 ｃｂｂＬ 基因拷贝数则呈整体

下降的趋势。 利用 ＳＰＳＳ 分析 ｃｂｂＬ 基因数量与土壤理

化性质的相关性发现，不同土层土壤的结果不同。 表层

土壤固碳细菌 ｃｂｂＬ 基因数量与 ＡＮ 和 ＴＮ 之间则呈现

显著的正相关（Ｐ ＝ ０．０３８；Ｐ ＝ ０．００６），与 Ｃ ∶Ｎ 呈显著的

负相关（Ｐ ＝ ０．０３５）；亚表层土壤 ｃｂｂＬ 基因数量与 ＡＮ
（Ｐ＝ ０．０２３），ＴＮ（Ｐ＝ ０．００４）和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ（Ｐ＝ ０．０００）的含量

呈显著负相关性，与 Ｃ ∶Ｎ 呈显著的正相关（Ｐ ＝ ０．０００）。
其中土壤 ＡＮ、ＴＮ 以及 Ｃ ∶Ｎ 与固碳细菌 ｃｂｂＬ 基因数量

在两个土层的结果相反。 两个土层合在一起的相关性

结果是，土壤固碳细菌 ｃｂｂＬ 基因数量与 ｐＨ 和 Ｃ ∶Ｎ 之

间则显著正相关（Ｐ ＝ ０．０２６；Ｐ ＝ ０．０２３），与 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 显著

负相关（Ｐ ＝ ０．００２）。 以上结果说明，不同土壤性质对

ｃｂｂＬ 基因数量的影响因土层而异。
２．３　 毛竹林集约经营过程中土壤固碳细菌结构及物种变化

图 ２　 不同集约经营年限毛竹林土壤固碳细菌 ｃｂｂＬ 基因 Ｔ⁃ＲＦｓ相对丰度

Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｃｂｂＬ Ｔ⁃ＲＦｓ ｕｎｄｅｒ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ ｍａｎａｇｅｄ Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｐｕｂｅｓｃｅｎｓ ｆｏｒｅｓｔｓ

Ｔ⁃ＲＦｓ： 限制性多态片段，Ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

扩增的产物经 ＭｓｐＩ 酶切处理后，得到 ４０—４８８ ｂｐ 之间的 Ｔ⁃ＲＦｓ１９ 条。 如图所示（图 ２）其中 １７７ ｂｐ 是所

有表层和亚表层土壤的优势片段（２０．７０％—４５．５２％）。 第二优势片段 ４０ ｂｐ（７．９６％—１７．７９％），随着集约经营

时间延长其相对丰度提高，分别在表层和亚表层 １５ａ 达到最大值（１７．７９％和 １６．５７％），在随后的经营年限中

５　 ２１ 期 　 　 　 刘彩霞　 等：毛竹林集约经营对土壤固碳细菌群落结构和多样性的影响 　
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又逐渐下降。 ２１３ ｂｐ 与 ４０ ｂｐ 具有相同的变化规律，但并未成为优势片段。 ３６０ ｂｐ 与 ４０ ｂｐ 及 ２１３ ｂｐ 规律相

反，表层和亚表层 １５ａ 丰度最低（３．０６％和 １１．７７％），它是亚表层的第三优势片段。 以上描述的片段出现在所

有土壤处理（年限）中，集约经营措施只改变其丰度；而有些片段只出现在某 １ 个或几个集约经营年限土壤

中，如表层中的 ４９ ｂｐ、１２７ ｂｐ、１２９ ｂｐ 和亚表层中的 ３６２ ｂｐ 在 ＣＫ 中出现，随着集约经营的进行消失，在随后

的经营年限土壤中又出现；相反表层中的 ２１９ ｂｐ、３６４ ｂｐ 和 ４８８ ｂｐ 与亚表层 ４２ ｂｐ、２１９ ｂｐ 并未在 ＣＫ 中出现，
在毛竹林开始集约经营后逐渐出现；４８８ ｂｐ 是表层特有片段，但并非优势片段。 说明施肥翻耕对这些片段代

表的微生物产生影响。

图 ３　 基于部分 ｃｂｂＬ 序列的系统发育树

Ｆｉｇ．３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐａｒｔｉａｌ ｃｂｂＬ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

本研究挑选 ２００ 个阳性克隆子测序，基于 ９７％的相似性被分成 ６４ 个 ＯＴＵ。 系统进化分析结果显示（图
３），序列共形成 ３ 个未知 Ｃｌｕｓｔｅｒ 簇（５６％），余下的序列与变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的 α⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（１１％）
和 γ⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（６％）以及 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（２８％）相似度较高。 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 图谱结合系统发育分析发现，第一优

势 Ｔ⁃ＲＦ 片段 １７７ ｂｐ 与慢生根瘤菌 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕ ｍｏｔｔａｗａｅｎｓｅ （ＬＴ６２９６９３．１） 、慢生根瘤菌 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｉｃｅｎｓｅ
（ＣＰ０１６４２８．１）、沼泽红假单胞菌 Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐａｌｕｓｔｒｉｓ （ＣＰ０００２８３．１）、Ｓｔａｒｋｅｙａ ｎｏｖｅｌｌａ （ＣＰ００２０２６．１）、高
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温单孢菌 Ｔｈｅｒｍｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ ｃｕｒｖａｔａ （ＣＰ００１７３８．１）和 Ｄｏｋｄｏｎｅｌｌａ ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ（ＣＰ０１５２４９．１）亲缘关系较近，分布在 ３
个未知 Ｃｌｕｓｔｅｒ 簇、α⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、γ⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 簇和 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 簇上，与来自草地［１０］、森林［２５］ 和水稻

土［１２］的基因序列相似度高。 ３６２ ｂｐ 和 ３６ ｂｐ 与 Ｔｈｅｒｍｏｍｏｎｏｓｐｏａ ｃｕｒｖａｔａ （ＣＰ００１７３８．１）亲缘关系较近，分布在

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 簇上，与来自旱地［２６］和草地［１０］的基因序列相似度高。 １７５ ｂｐ 分布在 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ⅲ簇上，同样与来

自旱地［２６］和草地［１０］的基因序列相似度高。 第二优势片段 ４０ ｂｐ 本研究中虽未克隆到该片段，但已有学者［２７］

利用与本研究相同的 ＭｓｐＩ 酶研究固碳细菌时发现，４０±１ ｂｐ 与 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕ ｍｏｔｔａｗｅａｎｓｅ（ＬＴ６２９６９３．１）的亲缘

相似度达 ７６％。
２．４　 毛竹集约经营过程中 ｃｂｂＬ 基因多样性变化

根据 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 图谱中 Ｔ⁃ＲＦｓ 分别计算了表层和亚表层不同经营年限土壤样品的多样性指数 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数

（Ｈ）、均匀度指数（Ｅ）和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（Ｄ），分别从微生物群落物种丰富度、物种均一性和常见物种 ３ 个方面

反映了微生物群落功能多样性（表 ２）。 结果表明，表层土壤 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和均匀度指数随着集约经营年限的

延长显著降低，在 ２５ａ 达到最低，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数随着集约经营年限的延长显著增加，在 ２５ａ 达到最大值。 集约

经营并未对亚表层土壤固碳微生物 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和均匀度指数产生显著影响。 说明集约经营

显著降低了表层固碳细菌的物种丰富度和均一性，而增加了常见物种数量，但并未对亚表层固碳细菌的多样

性产生影响。 利用 ＳＰＳＳ 分析各多样性指数土壤理化性质的相关性发现（表 ３），表层土壤 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数与 ｐＨ
之间则呈现显著的正相关（Ｐ＝ ０．０３３），与 ＡＰ、ＡＫ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ（Ｐ ＝ ０．００３；Ｐ ＝ ０．０００；Ｐ ＝ ０．００１）呈显著的负相关；
均匀度指数与 ＡＮ（Ｐ＝ ０．０１３）呈现显著的正相关，与 ＡＰ（Ｐ＝ ０．００１）、ＡＫ（Ｐ ＝ ０．０００）和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ（Ｐ ＝ ０．００１）呈显

著的负相关；Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数与 ｐＨ（Ｐ＝ ０．００８）呈显著的负相关，与 ＡＰ（Ｐ＝ ０．０３１）、ＡＫ（Ｐ＝ ０．０００）和 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ （Ｐ＝

０．００１）呈显著的正相关。 亚表层均匀度指数与 ＴＮ（Ｐ＝ ０．０２９）和 Ｃ ∶Ｎ（Ｐ ＝ ０．０３４ 呈显著的负相关，与 ＡＰ（Ｐ ＝
０．０４６）呈显著的正相关。

表 ２　 不同经营历史毛竹林土壤固碳微生物多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｙｅａｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ＣＯ２ ⁃ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｓｏｉｌｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ（Ｈ） 均匀度指数 Ｅｖｅｎｎｅｓｓｉｎｄｅｘ（Ｅ） Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ（Ｄ）

０—２０ ｃｍ ２０—４０ ｃｍ ０—２０ ｃｍ ２０—４０ ｃｍ ０—２０ ｃｍ ２０—４０ ｃｍ

ＣＫ ２．０９±０．０７ａ ２．０６±０．０５ａ ０．７９±０．７９ａ ０．８３±０．０２ａ ０．１４±０．０１ｃ ０．１７±０．０２ａ

１０ａ １．９０±０．１０ａｂ １．９０±０．１６ａ ０．７６±０．０４ａｂ ０．７５±０．０６ａ ０．２２±０．０３ｂｃ ０．２２±０．０４ａ

１５ａ １．９８±０．１９ａｂ １．９１±０．１４ａ ０．８０±０．０２ａ ０．８０±０．０２ａ ０．１８±０．０３ｃ ０．１９±０．０２ａ

２０ａ １．７６±０．０５ｂｃ １．８４±０．２１ａ ０．７２±０．０４ｂ ０．７９±０．０５ａ ０．２６±０．０３ｂ ０．２０±０．０５ａ

２５ａ １．５５±０．２１ｃ １．７８±０．３０ａ ０．６３±０．０６ｃ ０．７６±０．０８ａ ０．３４±０．０６ａ ０．２０±０．０５ａ

　 　 同列数值后不同小写字母代表不同经营年限的显著性差异（Ｐ＜０． ０５）

表 ３　 土壤理化因子与 ｃｂｂＬ 基因多样性指数相关性分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｃｂｂＬ ｇｅｎｅ

土层
Ｌａｙｅｒ

０—２０ ｃｍ ２０—４０ ｃｍ ０—４０ ｃｍ

Ｈ Ｅ Ｄ Ｈ Ｅ Ｄ Ｈ Ｅ Ｄ

ｐＨ ０．５５１∗ ０．３５１ －０．６５９∗ ０．１５８ ０．２２１ －０．４９３ ０．４０４∗ ０．４１６∗ －０．６２１∗∗

有机碳 Ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ０．０４７ ０．１５９ ０．０５２ －０．１５２ －０．３９９ ０．４０５ －０．１４６ －０．３５２ ０．３１９

全氮 Ｔｏｔａｌ Ｎ －０．１２３ －０．０２３ ０．２０３ －０．２３４ －０．２５４∗ ０．５６３ －０．２２９ －０．３６２ ０．４０７∗

Ｃ ∶Ｎ ０．４４７ －０．３９８ ０．３９１ －０．３１１ －０．２１７∗ ０．５５ －０．３５２ －０．４６６∗∗ ０．４８７∗∗

碱解氮 Ａｌｋａｌｙｔｉｃ Ｎ ０．４４７ ０．６２２∗∗ －０．３８２ ０．２９５ －０．０５７ －０．３０８ ０．３４６ ０．２６３ －０．３３７

有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ －０．７０７∗∗ －０．７８１∗∗ ０．５５８∗∗ －０．０１７ ０．０８∗ ０．５２１ －０．４５０∗∗ －０．５７３∗∗ ０．５８３∗∗

速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ －０．８３∗∗ －０．８３３∗∗ ０．８５４∗∗ －０．３３７ －０．１８１ ０．２０３ －０．６７３∗∗ －０．６９８∗∗ ０．７３９∗∗

硝态氮 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ －０．７５７∗∗ －０．７５３∗∗ ０．７５３∗∗ －０．２４３ －０．０４４ ０．４４４ －０．５８５∗∗ －０．５３１∗∗ ０．６８１∗∗

铵态氮 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ －０．４９３ －０．５４８ ０．４５９ ０．４１６ ０．３５５ －０．０５４ ０．０１４ ０．０２８ ０．１４

　 　 ∗代表相关性达到显著水平 Ｐ＜０．０５；∗∗代表相关性达到极显著水平 Ｐ＜０．０１
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２．５　 环境因子对土壤固碳微生物群落结构的影响

以 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 片段信息和土壤化学性质为两组变量进行冗余分析（ＲＤＡ）（图 ４）。 从二维排序轴上可知，表
层土壤中 ＣＫ 与集约经营 １０ａ、１５ａ、２０ａ、２５ａ 样地在第一排序轴上显著分开，ＣＫ 主要分布在第一排序轴正轴

上，１０ａ、１５ａ、２０ａ、２５ａ 处理主要分布在第一排序轴负轴上。 亚表层土壤中 ＣＫ 与 １０ａ、１５ａ、２０ａ 样地固碳细菌

群落结构较为接近，在第一排序轴上与 ２５ａ 分开，ＣＫ 与 １０ａ、１５ａ、２０ａ 主要分布在第一排序轴负轴上，２５ａ 主要

分布在第一排序轴正轴上。 以上结果说明集约经营措施对表层和亚表层土壤固碳细菌的群落结构均有显著

影响。
根据 Ｃａｎｏｃｏ 的 ｆｏｒｗａｒｄ 分析，从表层和亚表层的 ９ 个环境因子中分别筛选出有显著解释性（Ｐ＜０．０５）的环

境变量来解释环境因子对土壤固碳细菌群落结构的影响，表层土壤 ｐＨ（Ｐ ＝ ０．００２）、ＡＫ（Ｐ ＝ ０．０１６）、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ

（Ｐ＝ ０．００８）和 ＡＰ（Ｐ＝ ０．００２）等 ４ 个变量均与表层土壤固碳细菌群落显著相关，而亚表层土壤显著相关（Ｐ＜０．
０５）的变量分别是 ｐＨ（Ｐ＝ ０．０２８）、ＡＮ（Ｐ＝ ０．０３４）、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ（Ｐ ＝ ０．０３８）、ＡＰ（Ｐ ＝ ０．０１６）和 ＴＮ（Ｐ ＝ ０．０４８），其中，
ｐＨ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 和 ＡＰ 等 ３ 个变量则与表层和亚表层土壤固碳细菌群落结构变化均显著相关（Ｐ＜０．０５），说明群落

分布主要受其影响。 同时不同经营年限土壤养分发生变化，不同经营年限土壤固碳微生物群落结构受不同土

壤理化因子的影响。 其中表层 ＣＫ 主要受 ｐＨ 的影响，２５ａ 主要受 ＡＫ、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和 ＡＰ 的影响；亚表层 ＣＫ、１５ａ 和

２０ａ 主要受 ｐＨ 的影响，２５ａ 主要受 ＡＮ、ＴＮ、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和 ＡＰ 的影响。 ＲＤＡ 结果显示，表层土壤第一和第二排序

轴分别解释了样本中的 ４２．２％和 ２０．８％的变异，两者合并解释了样本 ６３．１％的总变异；亚表层土壤第一和第

二排序轴则分别解释了样本中 ２２．９％和 １９．４％的变异，两者合并解释了样本 ４２．３％的总变异，说明土壤性质

的变化是固碳微生物群落结构的影响的主要原因。

图 ４　 毛竹林土壤固碳细菌群落结构的冗余分析

Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＯ２ ｆｉｘａｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙ ｓｐｕｂｅｓｃｅｎｓ ｓｔａｎｄ

３　 讨论

以施肥和翻耕为主的集约经营显著影响了毛竹林土壤三大菌群细菌、真菌和放线菌［５⁃６］ 以及某些功能菌

群如固氮菌［７］和氨氧化菌［８］群落结构的变化。 本研究假设，集约经营可能同样对固碳微生物产生影响。 Ｔ⁃
ＲＦＬＰ 图谱分析表明，毛竹集约经营后某些片段从无到有（表层中的 ２１９ ｂｐ 和 ３６４ ｂｐ 与亚表层 ４２ ｂｐ、２１９
ｂｐ），某些片段从有到无、再出现（表层中的 ４９ ｂｐ、１２７ ｂｐ、１２９ ｂｐ 和亚表层中的 １７５ ｂｐ、３６２ ｂｐ），说明毛竹林

进行集约经营显著影响固碳细菌群落结构。 第一和第二优势片段 １７７ ｂｐ 和 ４０ ｂｐ 的相对丰度增加，毛竹林集

约经营后表层土壤 １７７ ｂｐ 在亚表层土壤变化不明显、片段 ４０ ｂｐ 表现出增加趋势。 从系统发育可知，优势片

段多为兼性自养细菌，与 Ｔｏｌｌｉ 等［１１］报道的松林和旱地的兼性自养细菌大于专性自养细菌的结论相类似。 袁

红朝等［２８］在研究施肥对固碳功能菌群落结构时发现，长期施肥使硫杆菌，亚硝化螺菌（严格自养菌）等种群
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优势明显降低，而产碱杆菌（兼性自养菌）优势度上升。 固碳自养细菌按能量来源可分为光能型和化能型，
Ｗｕ 等［２９］的研究显示光照主要影响表层 １ ｃｍ 左右的碳同化自养微生物。 而兼性自养细菌则能够利用除有机

化合物外更广的能量，如铵盐、亚硝酸、硫、硫化氢等无化合物，在光源不足的土层中保证其正常的生长代谢，
因此其成为优势种群。

已有研究表明，ＳＯＣ 是影响固碳微生物的主要因素，如 Ｙｕａｎ 等［３０］ 对水稻田不同施肥条件（ＣＫ、ＮＰＫ 和

ＮＰＫＭ）下固碳细菌研究结果为 ＳＯＣ 与固碳细菌数量有显著正相关性，刘琼等［３１］在稻田固碳功能微生物群落

结构和数量研究中也得到相同结果。 土壤固碳细菌虽然是自养微生物，固定 ＣＯ２合成自己的体细胞，但需要

分解有机质作为能源。 ＳＯＣ 既为微生物生长繁殖提供所需能量，同时其分解过程中释放的大量 ＣＯ２又成为固

碳微生物的碳源，有利于自养固碳微生物生长［３２］，提高了自养细菌 ｃｂｂＬ 基因的数量。 不同集约经营历史毛

竹林土壤 ｃｂｂＬ 基因的数量表明，随着集约经营时间增加，表层土壤 ｃｂｂＬ 基因丰度表现为先上升后下降的规

律。 这与表层 ＳＯＣ 的变化规律相似，经营初期 １０ａ 的毛竹林 ＳＯＣ 达到最大值，而后下降，然而两者的相关性

没有达到显著水平。 ｃｂｂＬ 基因数量与理化因子进行的相关性分析表明，表层土壤固碳细菌 ｃｂｂＬ 基因数量与

ＡＮ 和 ＴＮ 之间则呈现显著的正相关，而与 Ｃ ∶Ｎ 呈显著的负相关，这些关系说明土壤氮素对土壤固碳细菌有

促进作用。 微生物合成体细胞需要一定数量的氮与碳组成，固碳细菌固定 ＣＯ２作为体细胞碳源，而氮源主要

有由土壤供给，这可能是土壤 ｃｂｂＬ 基因与 ＳＯＣ 没有达到显著正相关的原因。 亚表层土壤 ｃｂｂＬ 基因数量随着

集约经营时间增加急剧下降，与 ＡＮ、ＴＮ 和 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量呈显著负相关，而与 Ｃ ∶Ｎ 呈显著正相关。 亚表层土壤

有机碳和全氮均明显低于表层，相比表层土壤与地表大气交换频繁、ＣＯ２更新补充快，而亚表层中 ＣＯ２主要来

源于有机质分解，固碳微生物活动所需的碳源和能源均通过有机质分解，因此土壤碳源的丰缺成为固碳微生

物限制因子。 由于细菌活动需要合适的 Ｃ ∶Ｎ 比（２５∶１），毛竹集约经营后土壤氮素积累明显，Ｃ ∶Ｎ 逐渐下降是

导致 ｃｂｂＬ 基因丰度下降的原因。 土壤 ＡＮ、ＴＮ 以及 Ｃ ∶Ｎ 与固碳细菌 ｃｂｂＬ 基因数量相关关系在两个土层的结

果相反，可能是表层土壤与亚表层土壤固碳细菌获得碳源途径的不同所致。 微生物与环境中元素的供给及其

计量比之间是相互联系、相互作用的［３３］。 生态化学计量学（Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｔｏｉｃｈｉｏｍｅｔｒｙ）原理表明，有机体中碳氮

维持一定的比例关系［３４］。 微生物为保持自身有机体的碳氮平衡，纯自养或异养、兼性自养等不同类型微生物

对外界的 Ｃ、Ｎ 进行反馈调节存在差异。 本研究发现固碳细菌细菌多为兼性自养，因此对 Ｃ、Ｎ 进行反馈调可

能因环境而异、比较复杂，没有很强的规律。
微生物多样性指数中的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和均匀度指数分别从微生物群落物种丰富度、常见

物种和物种均一性 ３ 个方面反映了微生物群落功能多样性，而 ｐＨ 是影响其的重要环境因子。 Ｆｅｎｇ 等［３５］ 发

现在大的空间尺度下土壤 ｐＨ 是影响微生物多样性的关键因子。 在一定范围内 ｐＨ 与细菌多样性呈正比，因
为外界环境中 Ｈ＋浓度增加将影响微生物菌体细胞膜的透性及膜结构的稳定性，破坏有机体对物质的吸收，影
响微生物的正常生长；同时提高某些有害重金属元素如铝、锰等的活性，对土壤生物造成危害［３２］。 本研究中

集约经营导致土壤固碳微生物 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和均匀度指数显著降低，表层土壤 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数与 ｐＨ 之间则呈

现显著的正相关，这可能与长期大量使用化肥显著降低了土壤 ｐＨ（表层和亚表层土壤 ｐＨ 在种植经营 ２５ａ 后

已降低至 ４．０ 左右）有关。 土壤 ｐＨ 对固碳微生物的影响也有报道，Ｙｕａｎ 等［３０］在水稻田固碳微生物的群落结

构研究时发现 ｐＨ 是固碳细菌的主要限制因子，与本研究结果相同。 亚表层土壤 ｐＨ 在集约经营的 ２５ａ 后才

开始下降，因此 ｐＨ 并未对 １０ａ、１５ａ 和 ２０ａ 固碳细菌多样性产生显著影响，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数与 ｐＨ 之间没有显著

正相关。 ＲＤＡ 结果证明，表层和亚表层土壤的固碳微生物结构均与 ｐＨ 及有效 Ｎ、Ｐ、Ｋ 含量密切相关，其中

ｐＨ、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和 ＡＰ 这 ３ 个变量与表层和亚表层土壤固碳微生物群落结构变化均显著相关（Ｐ＜０．０５）；表层与亚

表层土壤第一与第二排序轴分别解释了样本 ６３．１％和 ４２．３％的总变异，说明除了土壤性质外还有其他因素引

起了固碳微生物群落结构的变化，如植被的变化同样会引起固碳微生物群落的变化［２４，２７］。 因此，无机肥料连

续施用引起的土壤酸化和养分积累是毛竹林土壤微生物群落和多样性变化的重要原因。
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４　 结论

本研究表明，长期集约经营显著提高了毛竹林表层和亚表层土壤的养分含量、降低土壤 ｐＨ 值。 集约经

营毛竹林土壤固碳微生物数量并未表现出与 ＳＯＣ 的相关性，而与 Ｎ 素水平的变化显著相关。 具体表现为：随
着集约经营的进行表层土壤 ｃｂｂＬ 基因丰度呈先上升后下降的规律，与氮素水平呈正相关；亚表层土壤 ｃｂｂＬ 基

因丰度则呈直线下降趋势，与 Ｃ ∶Ｎ 比呈正相关。 集约经营导致表层和亚表层土壤微生物群落结构改变、表层

固碳细菌多样性指数下降。 系统发育分析表明，不可培养固碳细菌占 ５６％比例，土壤中具有共同的优势种类

多为变形菌和放线菌，以兼性自养为主。 ＲＤＡ 分析结果表明土壤酸化和养分积累是毛竹林土壤固碳细菌群

落和多样性变化的重要原因。
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