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甘肃小陇山油松与柴胡栽培土壤细菌群落特征
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１． 中国林业科学研究院林业研究所，国家林业局林木培育重点实验室， 北京　 １０００９１

２． 甘肃省小陇山林业实验局林业科学研究所， 天水　 ７４１０２０

摘要：土壤细菌能够有效促进土壤中物质循环和能量流动，其群落组成、数量及多样性能够反映土壤质量状况。 研究不同植被

对土壤细菌群落结构和多样性的影响，有助于深入了解土壤健康状况，对实现植被管理和土地可持续利用具有重要意义。 以甘

肃小陇山移栽至耕地（耕地前期种植柴胡）后生长 ４ 年的人工油松苗（Ｐｉｎｕｓ ｔａｂｕｌａｅｆｏｒｍｉｓ Ｃａｒｒ）土地和长期种植柴胡（Ｂｕｐｌｅｕｒｕｍ
ｃｈｉｎｅｎｓｅ）土地的表层土壤（０—３０ ｃｍ）为对象，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 高通量测序技术对 ２ 种人工植被下土壤细菌群落进行测定，
分析了土壤细菌的 Ａｌｐｈａ 多样性、群落组成和丰富度，并研究土壤化学性质对细菌群落结构的影响。 结果表明：１）两种不同植

被的土壤细菌群落丰度和多样性无明显差异，但油松地土壤细菌群落均匀度明显小于柴胡地土壤。 ２）所测土壤样品中共检测

到细菌的 ３７ 个门，８４ 个纲，１６８ 个目；其中，主要的优势菌门为变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），绿弯菌门

（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ），浮霉菌门（ Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ），放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），且油松地土壤中的变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的丰富度显著

低于柴胡地土壤 （Ｐ ＜ ０． ０５），绿弯菌门 （ Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ） 丰富度却显著高于柴胡地 （Ｐ ＜ ０． ０５）；主要的优势菌纲为酸杆菌纲

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），β⁃变形菌纲 （ Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），放线菌纲 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），变形菌纲 （ Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 和芽单胞菌纲

（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ ），但各优势菌纲的丰度在两个植被土壤之间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。 ３）变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）丰富度与

土壤的碱解氮含量呈显著负相关（Ｐ＜０．０５），酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）丰富度与全氮含量显著负相关（Ｐ＜０．０１）；通过 ＲＤＡ 分析

发现，碱解氮和全氮是影响细菌群落结构的最主要因子。 可见，油松和柴胡植被土壤细菌群落结构及多样性差异不大，但油松

地土壤细菌群落的物种分配较柴胡地集中，且优势细菌门中的变形菌门和绿弯菌门在两者之间的差异显著，同时，碱解氮和全

氮含量是影响 ２ 种植被土壤细菌群落的主要因子。 这些结论为了解小陇山不同植被土壤微生物群落组成及多样性提供理论，
也为当地进行人工油松苗的种植、经营及土壤管理提供参考。
关键词：土壤细菌；群落结构；高通量测序；土壤化学性质；小陇山
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ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ （Ｐ ＜ ０．０１）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ
ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｈａｄ ｔｈｅ ｇｒｅａｔｅｓｔ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｏｉｌｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎｓ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｐ． ｔａｂｕｌａｅｆｏｒｍｉｓ ｓｏｉｌ ｓｈｏｗｅｄ ｍｏｒｅ ｃｅｎｔｒａｌｉｚｅｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｂ． ｃｈｉｎｅｎｓｅ ｓｏｉｌ． Ｉｎ
ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｐｈｙｌａ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ
ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ； ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ； ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ； ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ；
Ｘｉａｏｌｏｎｇｓｈａｎ Ｍｏｕｎｔａｉｎ

土壤微生物是土壤与植物的纽带，在土壤生态系统养分循环和能量流动过程中起重要作用。 土壤中细菌

群落在微生物中所占比例很高，是土壤物质循环的最主要参与者，其群落结构和多样性能够反映土壤环境质

量的变化过程［１］。 已有研究表明，土地利用方式的改变以及不同的管理措施，可以导致土壤微生物群落的改

变，进而影响土壤性质和微环境［２⁃３］。 比如，Ｄｏｎｇ 等［４］表明，与传统耕作方式相比，连作可以改变土壤微生物

群落结构；Ｚｈａｎｇ 等［５］发现不同植物下的土壤微生物群落多样性均高于沙地土壤，说明土地利用方式可以改

变土壤微生物群落结构；Ａｎｎａｍａｒｉａ 等［６］ 研究表明，经营方式的不同也可以改变土壤细菌群落组成及其丰

富度。
小陇山自然保护区是我国暖温带⁃亚热带过渡地带，由于自然因素和人为因素的影响，导致该地区生态系

统的退化。 近年来，退耕还林政策的实施，大面积人工林在当地推广，以期改善区域生态环境脆弱的现状。 我

国特有树种油松（Ｐｉｎｕｓ ｔａｂｕｌａｅｆｏｒｍｉｓ Ｃａｒｒ．）是该区域退耕还林的主要树种，近年来在小陇山发展迅速［７⁃８］。 柴

胡（Ｂｕｐｌｅｕｒｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ）属药用植物，在小陇山自然保护区，耕地被农民用来长期耕种柴胡，作为一种经济作

物；而现在大面积的柴胡地普遍被改为培育油松苗。 耕地变林地，土地利用方式的改变，相应的土壤微生物群

落结构和多样性也将发生变化［９］。 Ｆｉｅｒｅｒ［１０］对北美到南美土壤微生物群落空间变异进行研究，表明土壤细菌

群落的多样性和物种丰富度随地上生态系统类型的变化而变化；Ｈｕａｎｇ 等［１１］ 研究表明，黄土高原农耕地植被

的恢复能够使得微生物群落结构改变，改善了土壤生态。 当地有关油松苗的研究仅集中在育苗栽培与造林技

术［１２］、林分生长模型［１３］和更新［１４］等方面，因此，我们应及时深入探究耕地上栽植油松苗后土壤微生物群落

的变化情况，进而了解土壤质量的变化情况，这对当地实现合理的植被管理和土地可持续利用具有重要意义。
新一代测序技术⁃高通量测序具有产生数据量大、测序周期短、准确率高以及成本低等优点，在微生物生

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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态学的研究中凸显出明显的优越性［１５⁃１８］。 对此，本研究以小陇山典型的油松人工苗和柴胡作为对象，采用高

通量测序方法，对常见的 ２ 种人工植被类型下土壤细菌群落结构和多样性进行了分析，以期为当地进行人工

油松苗的种植、经营及土壤管理提供科学依据。

１　 研究区域概况

小陇山林区位于甘肃省东南部，地处秦岭西段，属暖温带向北亚热带过渡地带，兼有我国南北气候特点，
大多数地域属暖温湿润—中温半湿润大陆性季风气候［１９］。 年平均气温，极端最高气温 ３９．２℃，极端最低气温

－２３．２℃，年降水 ６００—９００ ｍｍ，主要集中于 ７、８、９ 月，年蒸发 ９８９—１６５８ ｍｍ，相对湿度 ６８％—７８％，年日照时

１５２０—２３１３ ｈ，无霜期 １３０—２２０ ｄ，区内秦岭以北的地带性土壤为灰褐土，以南为黄褐土，土壤垂直分布较

明显［２０］。

２　 研究方法

２．１　 样地设置与样品采集

土壤采集于 ２０１７ 年 ５ 月进行；选择具有代表性的油松人工苗地和柴胡种植地各 ３ 块面积为 ２０ ｍ×２０ ｍ
的样地，且各样地之间环境条件相似、相距较近；样地海拔基本相等（约为 １３６５—１３７９ ｍ），每个植被类型 ３ 个

样地分布在不同坡位，分别在上、中和下，坡度大约为 １２°—４°，坡向为西南。 柴胡作为一种药用植物，在当地

被作为经济作物长期种植；油松是移栽至种植柴胡的耕地上，生长期为 ４ａ，其地径、苗高和冠幅分别约为４．１２、
１５２．５０、１０９．１０ ｃｍ。 柴胡和油松苗的管理方式相似：柴胡于每年 ６ 月人工施肥一次，７—８ 月人工除草一次；油
松苗移栽至耕地，于每年开春、土壤解冻后施肥一次，分别在 ６、８ 月和 １０ 月进行 ３ 次人工除草。

在每个样地采用五点法取样，先除去表层凋落物，采集表层（０—３０ ｃｍ）土壤，多点均匀混合，混合土样时

剔除杂质，取一部分土壤样品放入消毒无菌的自封袋，放在 ４℃冷藏箱保存并尽快带回实验室，放在－８０℃冰

箱中保存，用于土壤微生物多样性分析；另外，再取一部分土壤样品装入自封袋，带回实验室自然风干后过筛

用于土壤理化性质分析。
２．２　 土壤理化性质测定

有机质含量采用重铬酸钾氧化⁃外加热法；全氮含量采用凯氏定氮法测定；全磷含量采用酸熔⁃钼锑抗比

色法测定；全钾采用 ＮａＯＨ 熔融、火焰光度法测定；碱解氮含量采用碱解扩散法测定；有效磷含量采用盐酸⁃氟
化铵提取⁃钼锑抗比色法测定；速效钾含量采用乙酸铵浸提⁃火焰光度法测定。 以上测定方法参见《土壤农业

化学分析方法》 ［２１］。
２．３　 土壤 ＤＮＡ 抽提和 ＰＣＲ 扩增

根据 ＭＰ⁃ＦａｓｔＤＮＡＴＭＳｐｉｎ ｋｉｔ ｆｏｒ ｓｏｉｌ 试剂盒 （Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ， Ｎｏｒｃｒｏｓｓ， ＧＡ， Ｕ．Ｓ．）说明书进行总 ＤＮＡ 抽

提，ＤＮＡ 浓度和纯度利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ 进行检测，利用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 提取质量；用 ５１５Ｆ （５′⁃
ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ⁃３′）和 ９０７Ｒ （５′⁃ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ ⁃３′） 引物对 Ｖ３⁃Ｖ５ 可变区进行 ＰＣＲ 扩

增，扩增程序为：９５℃ 预变性 ３ ｍｉｎ，２７ 个循环（９５℃ 变性 ３０ｓ，５５℃ 退火 ３０ｓ， ７２℃ 延伸 ４５ｓ），最后 ７２℃延伸

１０ｍｉｎ （ＰＣＲ 仪：ＡＢＩ ＧｅｎｅＡｍｐ ９７００ 型）。 扩增体系为 ２０μＬ，４μＬ ５∗ＦａｓｔＰｆｕ 缓冲液，２μＬ ２． ５ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｄＮＴＰｓ，０．８μＬ 引物（５μｍｏｌ ／ Ｌ）， ０．４μＬ ＦａｓｔＰｆｕ 聚合酶；１０ｎｇ ＤＮＡ 模板。
２．４　 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 测序

使用 ２％琼脂糖凝胶回收 ＰＣＲ 产物，利用 ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ （Ａｘｙｇｅｎ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｕｎｉｏｎ
Ｃｉｔｙ， ＣＡ， ＵＳＡ） 进行纯化，Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 洗脱，２％琼脂糖电泳检测。 利用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ⁃ＳＴ （Ｐｒｏｍｅｇａ， ＵＳＡ） 进行

检测定量。 根据 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 平台 （ Ｉｌｌｕｍｉｎａ， Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ，ＵＳＡ）标准操作规程将纯化后的扩增片段构建

ＰＥ２５０ 的文库。
构建文库步骤： （１）连接“Ｙ”字形接头； （２）使用磁珠筛选去除接头自连片段； （３）利用 ＰＣＲ 扩增进行

３　 １７ 期 　 　 　 万盼　 等：甘肃小陇山油松与柴胡栽培土壤细菌群落特征 　
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文库模板的富集； （４）氢氧化钠变性， 产生单链 ＤＮＡ 片段。 利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｍｉｓｅｑ ＰＥ２５０ 平台进行测序

（上海美吉生物医药科技有限公司）。
２．５　 数据处理

原始测序序列使用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ 软件质控，使用 ＦＬＡＳＨ 软件进行拼接：
（１）设置 ５０ｂｐ 的窗口，如果窗口内的平均质量值低于 ２０，从窗口开始截去后端碱基，去除质控后长度低

于 ５０ｂｐ 的序列；
（２）ｂａｒｃｏｄｅ 需精确匹配，引物允许 ２ 个碱基的错配，去除模糊碱基；
（３）根据重叠碱基 ｏｖｅｒｌａｐ 将两端序列进行拼接，ｏｖｅｒｌａｐ 需大于 １０ｂｐ。 去除无法拼接的序列。
使用 ＵＣＨＩＭＥ 软件剔除嵌合体，得到优化序列；根据 ９７％的相似度对序列进行 ＯＴＵ 聚类。 利用 ｍｏｔｈｕｒ

软件对所有序列进行随机抽样，以抽取到的序列数与它们所能代表 ＯＴＵ 的数目构建稀疏曲线（Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ
ｃｕｒｖｅ）；基于 ＯＴＵ 进行稀释性曲线分析，并计算 Ｃｈａｏ１ 丰度指数，覆盖度（Ｃｏｖｅｒａｇｅ）和 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数，
Ｓｈａｎｎｏｎｅｖｅｎ 均匀度指数；比对 Ｓｉｌｖａ 数据库（ＳＳＵ１２３） （设置比对阈值为 ７０％），利用 ＲＤＰ⁃ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｒｄｐ．ｃｍｅ．ｍｓｕ．ｅｄｕ ／ ） 对每条序列进行物种分类注释，并在各个分类水平上统计每个样品的群落组成；利用冗余

分析研究土壤化学指标与细菌群落关系。

３　 结果与分析

３．１　 土壤化学性质

可知，油松苗地的土壤有机质、全磷、有效磷含量和 ｐＨ 值均低于柴胡地；其中，两者之间的有机质和全磷

含量差异均达到显著水平（Ｐ＜０．０５）；然而， 油松地土壤的全氮、碱解氮、全钾和有效钾含量均大于柴胡地土

壤，但之间差异均未达到显著水平（Ｐ＞０．０５）（表 １）。

表 １　 ２ 种植被下土壤化学性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｆｏｒ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｐｌａｎｔ ｔｙｐｌｅ

植被类型
Ｐｌａｎｔ ｔｙｐｅ

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ
ｍａｔｔｅｒ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

全氮
Ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

全磷
Ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

全钾
Ｔｏｔａｌ

ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

碱解氮
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

有效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

有效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ｐＨ

油松 Ｐ． ｔａｂｕｌａｅｆｏｒｍｉｓ １５．５２±１．２８ａ １．０５±０．０６ａ １．２０±０．０９ａ ３３．３７±１．３９ａ ８８．０８±２．９７ａ ２．２５±０．１２ａ １９３．８３±２１．２３ａ ８．５２±０．０４ａ

柴胡 Ｂ． ｃｈｉｎｅｎｓｅ １７．４７±０．７３ｂ １．０３±０．０８ａ １．２８±０．０８ａ ３２．９８±２．４９ａ ８７．７３±５．２５ａ ４．６５±０．４０ｂ １６２．３３±１５．２３ａ ８．５９±０．０５ａ

　 　 不同小写字母表示在 ０．０５ 水平下具有差异

图 １　 不同土壤样品细菌稀释曲线

Ｆｉｇ．１　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｄ

３．２　 细菌高通量测序数据特性

稀释曲线（Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ）是用来描述随着样品

量的加大，可能检测到的物种种类随之增加的状况，是
调查样品的物种组成和预测样品中物种丰度的有效工

具，在生物多样性调查中，被广泛用于判断样品量是否

充分以及估计物种丰度。 可以看出，土壤的 ６ 个样品对

应的稀释曲线均基本趋于平缓，说明取样比较合理，实
际环境中细菌群落结构的置信度较高，能够比较真实的

反映出样品的细菌群落（图 １）。
３．３　 土壤细菌群落 Ａｌｐｈａ 多样性

各处理组的细菌的 Ｃｏｖｅｒａｇｅ 指数都大于 ９０％，说
明在 ＯＴＵ 水平上的测序结构能够反映所测样本中细菌

的真实情况。 ＯＴＵｓ 表示丰土壤微生物丰富度实际观测
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值，可以看出，油松土壤细菌的 ＯＴＵｓ 小于 Ｂ，但差异均不显著（Ｐ＞０．０５）。 油松土壤细菌的 Ｃｈａｏ１ 指数小于柴

胡，但差异也均不显著（Ｐ＞０．０５）；油松土壤细菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数小于柴胡，但差异也不明显（Ｐ＞０．０５）。 油松

土壤细菌的 Ｓｈａｎｎｏｎｅｖｅｎ 指数小于柴胡，差异均达到显著水平（Ｐ＜０．００１）（表 ２）。

表 ２　 ２ 种植被下土壤细菌多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｆｏｒ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｗｏ ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ ｚｏｎｅ

植被类型
Ｐｌａｎｔ ｔｙｐｅ ＯＴＵｓ Ｃｏｖｅｒａｇｅ 指数

Ｃｏｖｅｒａｇｅ ｉｎｄｅｘ
Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ １ ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ Ｈ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ Ｈ ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎｅｖｅｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎｅｖｅｎ ｉｎｄｅｘ

油松 Ｐ． ｔａｂｕｌａｅｆｏｒｍｉｓ ２２１８±１８２ａ ０．９８±０．００５９ａ ２６６３±１２３ａ ６．４０±０．０７５ａ ０．８３１±０．００１１ａ

柴胡 Ｂ． ｃｈｉｎｅｎｓｅ ２３５４±１１５ａ ０．９８±０．００２８ａ ２７０２±５８ａ ６．５３±０．０４７ａ ０．８４２±０．０００７５ｂ

３．４　 群落组成分析

两种植被下土壤共检测出 ３７ 个细菌门和 ８４ 个细菌纲；其中，３４ 个门为共有细菌门，占 ９１．９％；７９ 个纲为

共有细菌纲，占 ９４．０％（图 ２）。 对每个有效序列进行门（Ｐｈｙｌｕｍ）水平上的注释分类，两种植被的土壤检测出

１０ 个以上细菌门（相对丰度大于 １％）主要有：变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），绿弯菌门

（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ），浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ），放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ），拟杆菌

门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ），硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）（图 ３）。 这些鉴定出来的细菌门，按照丰富度由高到低排列均

为（优势菌在两个植被土壤中丰富度高低顺序一致）：变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） ＞酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ） ＞绿
弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）＞浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）＞放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） ＞芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）
＞拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）＞硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）。 通过物种差异分析得出，油松地土壤中的变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）丰度显著低于柴胡土壤（Ｐ＜０．０５），绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）的丰度却显著高于柴胡土壤（Ｐ＜
０．０５）；而其它细菌门在两者之间差异不明显，未达到显著水平（Ｐ＞０．０５）（图 ３）。

图 ２　 门和纲水平下的细菌物种 Ｖｅｎｎ 图

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ Ｖｅｎｎ ｍａｐ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ（Ⅰ） ａｎｄ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅ（Ⅱ）

图注：（门水平下）Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 变形菌门，Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 酸杆菌门，Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 绿弯菌门，Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ 浮霉菌门，Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 放线菌门，

Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ 芽单胞菌门，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 拟杆菌门，Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ 硝化螺旋菌门；（纲水平下）Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 酸杆菌纲，Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａβ⁃变

形菌 纲， Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 放 线 菌 纲， Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｂａｃｔｅｒｉａα⁃变 形 菌 纲， Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ 芽 单 胞 菌 纲， ＤｅｌｌａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａΔ⁃变 形 菌 纲，

Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｏｃｉａ 浮霉菌纲， Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａｓｅ 厌氧绳菌纲

在纲分类水平上，两个植被的土壤优势菌为：酸杆菌纲（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），β⁃变形菌纲（β⁃ｐｒｏｔｅｏｂａｔｅｒｉａ），放
线菌纲 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）， α⁃变形菌纲 （ α⁃ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）， 芽单胞菌纲 （ Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ ）， Δ⁃变形菌纲

（Δ⁃ ｐｒｏｔｅｏｂａｔｅｒｉａ），浮霉菌纲（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｏｃｉａ）， 厌氧绳菌纲（Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａｅ）。 纲水平上的优势菌丰富度高低

顺序在两个植被土壤不太一致，但均是酸杆菌纲（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）丰富度最高，而 β⁃变形菌纲（β⁃ｐｒｏｔｅｏｂａｔｅｒｉａ）
丰富度次之。 同样，通过物种差异分析得出，各优势菌的丰度在两个植被土壤之间差异不显著（Ｐ＞０．０５）
（图 ３）。

５　 １７ 期 　 　 　 万盼　 等：甘肃小陇山油松与柴胡栽培土壤细菌群落特征 　
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图 ３　 门和纲水平下的细菌群落组成

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅ

３．５　 环境因子对细菌群落的影响

相关性分析表明，变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）相对丰富度与碱解氮呈显著负相关（Ｐ＜０．０５），酸杆菌门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）相对丰富度与全氮呈显著负相关（Ｐ＜０．０５），放线菌门（ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ）相对丰富度与全氮和

碱解氮均呈显著负相关（Ｐ＜０．０５），芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ ）相对丰富度与碱解氮呈显著负相关（Ｐ＜
０．０５），拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）相对丰富度与有效磷呈显著正相关（Ｐ＜０．０５）（表 ３）。

表 ３　 土壤细菌优势菌（门水平下）相对丰富度与土壤化学性质的相关性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｐｈｙｌａ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

优势菌门
Ｄｏｍｉｎａｎｔ ｐｈｙｌａ

全氮
Ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ

碱解氮
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

ｐＨ
全钾
Ｔｏｔａｌ

ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

有效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

有效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ
ｍａｔｔｅｒ

全磷
Ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ －０．６５７ －０．８８６∗ －０．０２９ ０．０８６ －０．２５７ ０．７７１ ０．４８６ ０．３７１

酸杆菌门 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ －０．９４３∗∗ －０．８８６ －０．０２９ －０．２５７ －０．２ ０．４２９ ０．０８６ ０．３７１

绿弯菌门 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ －０．６５７ －０．７１４ －０．５４３ －０．０２９ ０．３１４ ０．０８６ －０．４８６ －０．０８６

浮霉菌门 Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ －０．５４３ －０．７７１ －０．６ －０．０２９ －０．１４３ ０．４２９ －０．０８６ －０．２

放线菌门 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ －０．９４３∗∗ －０．８８６∗ －０．０２９ －０．２５７ －０．２ ０．４２９ ０．０８６ ０．３７１

芽单胞菌门 Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ －０．７７１ －０．８８６∗ －０．３７１ －０．２ －０．２５７ ０．３７１ －０．０２９ －０．０２９

拟杆菌门 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ －０．３１９ －０．５８ －０．２３２ ０．４０６ ０．１４３ ０．９２８∗∗ ０．３７７ ０．４０６

硝化螺旋菌门 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ －０．１４３ －０．３１４ －０．４８６ －０．０８６ －０．４２９ ０．４８６ ０．１４３ －０．２５７

　 　 ∗∗Ｐ＜０．０１ ∗Ｐ＜０．０５

可知，有机质，全氮，全钾，碱解氮和全磷含量均对土壤细菌具有显著影响；其中，碱解氮和全氮因子对细

菌的影响最大。 ＲＡＤ 分析显示，第一排序轴解释了样本中 ９４．７２％的变异，第二排序轴解释了样本中 ３．００％的

变异，两者结合解释率达 ９７．７２％（图 ４）。

４　 讨论

通过高通量测序技术分析 ２ 种人工植被类型下土壤细菌群落结构及其多样性。 由稀释曲线可知，本研究

采集的土壤样品合理，其鉴定结果能够准确的反映实际土壤样品中细菌群落；同样，对土壤样品中细菌测序得

到的文库覆盖率（Ｃｏｖｅｒａｇｅ）均达到 ９５％以上，表明样品适合分析细菌多样性。 虽然本次调查采集的植被土壤

面积有限，但样品采集仍具有一定代表性，能够反映该研究区域 ２ 种植被类型的土壤细菌群落结构。
４．１　 ２ 种植被类型下土壤微生物群落组成

通过新一代高通量测序技术分析土壤微生物群落结构，具有快速获取大量信息的优势，并且将这些信息

按照需要进行相关解析。 本研究在 ２ 个植被土壤样品中，细菌鉴定出变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门
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图 ４　 土壤细菌与土壤化学因子的冗余分析

　 Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＲＤＡ ） ｏｆ ｔｈｅ
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（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）等 ３７ 个门，其
中，变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）
和绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）均是 ２ 种植被土壤中丰富度极

高的细菌群类，变形菌门为丰富度最高优势菌门，而该

区 域 土 壤 呈 碱 性， 这 也 就 证 实 了 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为碱性土壤中的主要优势群落，这与很

多［２２⁃２４］ 研究结果相似；也有一些研究得出的结论与之

不同［２５］，可能是由于土壤间的异质性造成的。 同样，两
种植被的土壤共检测到 ８４ 个细菌纲；其中，丰富度较高

的优势菌主要为酸杆菌纲（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和 β⁃变形菌

纲（β－ｐｒｏｔｅｏｂａｔｅｒｉａ），这与刘洋等［２６］ 研究结果相似，即
这两种优势菌均普遍存在土壤中且丰富度最高。 这些

研究结果也说明了，尽管植被类型不同，但处于相同生

境中的土壤微生物类群具有相似性。
变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）是一大类细菌门类，在很多土壤细菌群落研究中具有很高的相对丰度［２７⁃２８］，其

包含有能与植物共生的固氮细菌，可以增强土壤的固氮能力，属于异养型细菌。 有研究表明，土壤变形菌门丰

富度的高低可以在一定程度上反映土壤有机质等养分含量的高低。 绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）是一类通过光合作

用，以 ＣＯ２为碳源产生能量的细菌，因此在有机质含量低的土壤中具有竞争力［２９］。 对比油松地和柴胡地土壤

微生物群落发现，油松地土壤中变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的丰度显著低于柴胡地土壤，绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）
的丰度显著高于柴胡地土壤，但酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）的丰度在两者间却无明显差异。 植物生长过程中产

生的有机物质（包括植物根系分泌物）进入土壤，直接影响土壤微生物的群落组成；由于不同植被生理特性存

在差异，产生的有机物质种类和数量不同，导致不同植被下土壤微生物物种出现差异［３０］。 与柴胡相比，油松

苗虽然会产生较多的枯落物输入土壤，但其属于深根树种，根系发达且穿透能力强，对土壤理化性质影响比较

大，能汲取大量的养分物质，导致土壤有机质含量较柴胡地低；变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）在有机质含量较高的

柴胡地更适合生存，但绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）更适合在有机质含量较低的油松林地生存。 这可能是优势细菌

门中的变形菌门和绿弯菌门在两者之间的存在显著差异的原因。
酸杆菌纲（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）属于酸杆菌门类，是一种研究相对较少的细菌门类，但普遍以较高丰富度存在

土壤中［２４］；有研究表明［３１］，酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）多出现在陆地且酸性较强的环境中，而柴胡和油松的土

壤均发现该细菌的存在，说明土壤环境有可能存在酸化的倾向。 变形菌门主要包括 α⁃变形菌纲和 β⁃变形菌

纲，其包含很多能够与植物共生的固氮细菌，可为土壤提供更强的固氮能力。 β⁃变形菌纲能够利用土壤中有

机物质分解产生的氨气和甲烷［２４］；一般变形菌门中，α⁃变形菌纲丰富度高于 β⁃变形菌纲［２６］；也有一些研究表

明，β⁃变形菌纲（β⁃ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的丰富度却大于 α⁃变形菌纲（α⁃ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） ［３２⁃３３］，这与本研究结果一致。
然而，在纲分类水平下的优势菌的丰度在两种植被土壤中均无明显差异。
４．２　 ２ 种植被类型下土壤微生物多样性

采集的土壤中共检测到的细菌有 ３７ 个门，８４ 个纲，１６８ 个目，２９６ 个科和 ４８５ 个属，将序列相似性＞９７％
的序列归为同一 ＯＴＵＳ，两种植被的 ＯＴＵＳ分别为 ２２１８（油松）和 ２３５４（柴胡）。 微生物群落多样性是描述土壤

生态特征的关键指标，可以通过一系列多样性指数来反映，最常用的指标有 Ｃｈａｏ１ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和

Ｓｈａｎｎｏｎｅｖｅｎ 指数。 Ｃｈａｏ１ 指数是用来估计土壤样本中物种总数，值越大表示样品中微生物丰富度越高；
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数反映土壤微生物多样性，值越高，群落多样性越高；Ｓｈａｎｎｏｎｅｖｅｎ 指数表示土壤微生物物种分配的

均匀度程度，值越大则说明物种分配均匀程度越高。 微生物群落结构和组成多样性增大有助于增加土壤生态

环境的稳定性［３４］。 细菌广泛存在土壤中，也是土壤中个体数量最多的有机体，存在土壤中或者与植物根系共
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生，能够参与土壤生态系统的物质转化和循环，利于植物生长发育。 本研究发现，２ 两种植被类型的土壤细菌

的 Ｃｈａｏ１ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数差异均不显著，只是细菌的 Ｓｈａｎｎｏｎｅｖｅｎ 指数表现为油松地土壤小于柴胡地土

壤。 这说明，土壤细菌群落的丰富度和多样性在 ２ 种植被下无明显差异，但油松地土壤细菌群落的物种分配

较柴胡地集中。 不同植被对土壤营养物质的代谢及呼吸等生命活动会影响环境因子，进而造成微生物群落多

样性发生变化［３５］。 油松较柴胡根系庞大且较深，对土壤的物理性质（结构、孔隙度等）或者养分影响较大，进
而使得细菌群落物种分配不均匀。

土壤微生物多样性可以反映土壤肥力高低。 有研究表明，细菌多样性高，土壤表现出较高的肥力，而真菌

多样性高，则表现出较低的土壤肥力［３６］。 从土壤细菌多样性的研究结果来看，两种植被下土壤细菌多样性无

明显区别，根据前人研究结果，可以初步认定两种植被土壤肥力无差异；然而，本研究同时表明，油松苗地土壤

有机质含量和全磷含量却明显低于柴胡地土壤，这可能跟两种土壤真菌群落多样性差异有关，这需进一步分

析两种植被土壤真菌群落多样性来证实。
４．３　 土壤养分对细菌群落结构的影响

研究表明，土壤养分含量能够影响土壤微生物种群数量及分布，而不同植被的营养物质代谢等生命活动

不同，导致土壤养分具有差异［３７］。 在细菌群落的优势门中，变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）与碱解氮显著负相关，
酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）与全氮显著负相关；通过 ＲＡＤ 综合分析得出，有机质、全氮、全钾、碱解氮和全磷均对

土壤细菌群落结构具有显著影响，其中，群落受碱解氮和全氮影响较大，且环境因子对细菌的解释率为

９７．７２％。 本研究也表明，油松地土壤的有机质含量和有效磷含量均显著低于柴胡地，其他养分含量无显著差

异，这就说明了 ２ 种植被下土壤由于碱解氮和全氮含量无明显差异，因而未导致细菌群落多样性出现差异。
然而，长期种植油松苗将会导致土壤养分处在较低水平，因此在大苗培育期要因土施肥，提高土壤肥力，尤其

需要及时补充土壤有机质，这样既可以增加土壤养分又可提高细菌丰度和多样性。

５　 结论

综上可知，通过高通量测序技术分析 ２ 种不同土地利用方式下山麓耕地土壤细菌群落结构及其多样性，
得出以下结论：（１）油松地和柴胡地的土壤细菌丰度和多样性无明显差异，但油松地土壤细菌群落的物种分

配较柴胡地集中。 （２）两种植被土壤的优势细菌门均为变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）
和绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）；主要的优势菌纲为酸杆菌纲（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），β⁃变形菌纲（β⁃ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），放线菌

纲（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）；且仅有优势细菌门中的变形菌门和绿弯菌门在两者之间的差异显著，即油松地土壤中的

变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的丰富度显著低于柴胡地土壤，绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）丰富度却显著高于柴胡地。
（３）变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）与土壤的碱解氮含量呈显著负相关，酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）与全氮显著负相

关；总体来看，碱解氮和全氮对土壤细菌群落影响较大，被环境因子解释率均达到 ９７％以上，是影响细菌群落

的最主要的土壤因子。 长期种植油松苗将会导致土壤养分处在较低水平，因此，在大苗培育期中要因土施肥，
提高土壤肥力，尤其需要及时补充土壤有机质，这样既可以增加土壤养分又可提高细菌丰度和多样性。 本研

究结果可为认识小陇山不同植被土壤微生物群落组成及多样性提供理论，同时，也为当地进行人工油松苗的

种植、经营及土壤管理提供科学参考。
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