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中梁山岩溶槽谷区荒草地土壤微生物群落对隧道建设
的响应

王家楠，蒋勇军∗，贺秋芳，范佳鑫，何瑞亮，吴　 超
西南大学地理科学学院，岩溶环境重庆市重点实验室， 重庆　 ４００７１５

摘要：隧道工程建设给地方交通和经济发展带来便利的同时，也造成地下水漏失和地下水文流场改变，可能引起土壤微环境和

土壤微生物群落的改变，进而严重影响上覆区域生态系统平衡。 以重庆市中梁山岩溶槽谷为例，选取隧道影响区和无隧道影响

区典型荒草地，通过 １６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序对比微生物群落结构差异，研究微生物群落多样性对土壤 ｐＨ、含水率和土壤养分变

化的响应。 结果表明：隧道影响区 Ａｌｐｈａ 多样性反映的土壤微生物总丰度和多样性大于无隧道影响区，Ｂｅｔａ 多样性反映的土壤

微生物群落结构存在显著差异；Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验说明 ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ｉｉｉ１⁃ １５、ｎｏｒａｎｋ＿ｃ＿＿Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ、ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ＭＮＤ１ 是隧道影

响区土壤中显著增加的微生物物种，其相对丰度为无隧道影响区土壤的 ２ 倍以上；ＲＤＡ 分析表明土壤 ｐＨ 和含水率是驱动土壤

微生物群落结构变化的主要因素。 隧道建设使其影响区内土壤水分垂直漏失比无隧道影响区更严重，土壤含水率下降，导致

ｐＨ 上升、土壤养分下降，利于土壤中 ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ｉｉｉ１⁃１５、ｎｏｒａｎｋ＿ｃ＿＿Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ、ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ＭＮＤ１ 等适应低含水率、高 ｐＨ、
贫营养环境的优势菌群生长繁殖。
关键词：岩溶槽谷区；隧道影响区；土壤微生物群落；土壤含水率
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随着国民经济发展和各地交通设施完善，大型隧道工程建设逐年增多，给交通发展和经济增长带来新机

遇的同时，也给当地生态、水文和地质环境带来挑战。 截至 ２０１７ 年底，全国修建公路隧道共计 １６２２９ 处、总长

度约 １５２８５．１ ｋｍ，其中大型隧道有 ９０２ 处、长度约 ４０１３．２ ｋｍ［１］。 但是，在隧道开挖和运营过程中，地下水经隧

道漏失，地下水位下降［２⁃３］，进而导致地表储水量减少乃至表层泉干涸，此类环境影响普遍存在于隧道建设

区［４］。 首尔市隧道建设后，地下水年排放量 ６３００ 万 ｍ３，地下水位从 １９９６ 年的 １６．８５ ｍ 下降到 ２００３ 年的 ２０．
４０ ｍ［５］；重庆市中梁山隧道建设造成 ２９ 处地表塌陷、４８ 个泉点干枯［６］，地表水受影响区面积约 ７．２ ｋｍ２，严重

危及当地居民生活和生产用水［７］。 与此同时，地表、地下水的减少引起当地生态系统供水不足，土壤性质和

植物生长状况随之发生恶化。 位于湖南省邵阳市与怀化市交界处的雪峰山隧道建设后，受地下水漏失的影

响，隧道影响区上覆地表土壤含水率降低，土壤成分（速效钾、硝态氮、有机质等）含量小于未受隧道影响区，
土壤质量下降［８］；重庆中梁山隧道影响区树木年轮宽度持续减少［９］，优势植物个体（马尾松、杉木等）因水分

缺失生长速度出现不同程度地衰退［１０⁃１１］。 此外，隧道建设对水循环的显著影响也将进一步改变土壤微生物

群落结构及其功能。 土壤微生物作为土壤生态系统的重要组成部分，其变化对整个生态系统影响巨大［１２］，但
是与显著可见的植被变化相比，土壤微生物群落的变化常不为人知。

土壤微生物在调节土壤元素循环、维持土壤肥力和保障植物养分有效性等方面发挥重要作用［１３⁃１４］，对土

壤环境的变化较为敏感。 土壤水分、营养元素等理化性质和环境因素发生改变时，通常会导致土壤微生物群

落组成和结构发生巨大的变化［１５⁃１６］。 干旱和半干旱区的土壤微生物群落结构变化研究表明，土壤含水率变

化影响着拟杆菌门和芽单胞菌门的相对丰度［１７］，土壤中放线菌门对土壤含水率的响应最快（土壤含水率越

低，放线菌门相对丰度越高），疣微菌门则相反（土壤含水率越低，疣微菌门相对丰度越低） ［１８］。 同时土壤含

水率的变化常与土壤 ｐＨ 具有协同效应，土壤 ｐＨ 的升高与土壤微生物群落中 Ｇａｍｍａ－变形菌门、绿弯菌门和

硝化螺旋菌门的相对丰度呈显著正相关，而与 Ａｌｐｈａ－变形菌门、装甲菌门和纤维杆菌门呈负相关［１９］。 土壤含

水率降低也可能引起土壤养分（有机质、硝态氮、总磷、有效磷、速效钾等）改变，从而带来土壤微生物群落结

构的变化［１４］，如贫营养环境对土壤样品中酸杆菌门具有选择性作用［２０］。 已有研究表明，土壤含水率和理化

性质的改变将影响土壤微生物群落结构变化，从而影响土壤物质循环，扰动地上过程，引起生态系统功能改

变［２１］。 但是，隧道建设引起地下水漏失带来的土壤环境变化，以及土壤环境变化对隧道影响区上覆土壤微生

物群落结构带来的影响尚未见详细报道。
由于岩溶区存在地上—地下双层水循环系统［２２⁃２３］，土壤厚度薄，隧道建设后岩溶槽谷区地下水运移管道

被打破，地表水漏失严重，进而可能会导致土壤理化性质及微生态系统发生改变，打破当地生态环境平衡。 荒

草地是陆地生态系统对气候变化反馈的重要组成部分，在调节土壤碳库的年际变化上发挥重要作用［２４］，且荒

草地受人为干扰较少，土壤环境较为稳定，因此了解荒草地土壤微生物群落对于解释和预测环境变化至关重

要。 本研究对中梁山龙凤槽谷（隧道影响区）和龙车槽谷（无隧道影响区）的典型荒草地进行采样，通过对比

土壤理化性质（土壤 ｐＨ、有机质、碱解氮、速效钾、有效磷、全氮、全钾、全磷、容重、土壤含水率）分析隧道建设

对土壤环境的影响，通过 １６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序比较两个槽谷的土壤微生物群落组成差异揭示土壤微生物群
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落对隧道建设的响应模式，为岩溶槽谷区土壤微生物多样性提供基础数据，为减少隧道建设对生态环境的负

面效应提供理论参考。

１　 研究区概况

龙凤、龙车岩溶槽谷区（图 １）位于重庆市北碚区中梁山观音峡背斜（２９°３９′—２９°４９′Ｎ，１０６°２２′—１０６°２９′
Ｅ），发育于三叠纪嘉陵江组的岩溶角砾岩白云质灰岩中，属于川东平行岭谷华蓥山帚状褶皱束南沿部分，呈
现出“一山三岭两槽”的“笔架”式地形。 背斜核部地层为三叠系下统飞仙关组（Ｔｌ ｆ），向两翼逐渐过渡为三叠

系下统嘉陵江组（Ｔ１ ｊ）、三叠系中统雷口坡组（Ｔ２ ｌ）和三叠系上统须家河组（Ｔ３ｘｊ）。 槽谷区总面积 ３８ ｋｍ２，受
亚热带季风影响，年均温 １８℃，年均降雨量 １２００ ｍｍ，土壤主要为岩溶区典型棕黄壤，土层厚薄不均。

１９９９—２０１８ 年轻轨和重庆内、外环高速建设期间，三条大型隧道穿越观音峡背斜连通重庆北部区县：轨
道交通 ６ 号线中梁山隧道（２０１０ 年 １０ 月开工—２０１３ 年 ８ 月贯通）长度为 ４５５４ ｍ；Ｇ７５ 渝武高速北碚隧道

（１９９９ 年 ６ 月开工—２００１ 年 １２ 月贯通）左洞长 ４０２５．５ ｍ、右洞长 ４０４５ ｍ；Ｇ５００１ 绕城高速施家梁隧道（２００６
年 ４ 月开工—２００８ 年 ６ 月贯通）左洞长 ４３０３ ｍ、右洞长 ４２６７．５ ｍ。 三条隧道通过雷口坡组、嘉陵江组、飞仙关

组灰岩时地下水涌出，并从隧道口排出地表，影响岩溶含水层。 其中，龙凤槽谷区总面积约 １１．７ ｋｍ２，形成一

个相对独立的水文地质单元，三条大型隧道从其下穿过，地下水文流场受隧道建设影响，出现泉眼断流、水井

水位逐渐降低甚至完全消失等现象；而南部另一个相对独立的水文地质单元即龙车槽谷，总面积约 ２６．８ ｋｍ２，
作为对照区，不受隧道建设的影响。

图 １　 重庆中梁山地质简图和采样点分布图

Ｆｉｇ．１　 Ｇｅｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｆｉｌｅ ａｎｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｔ Ｚｈｏｎｇｌｉａｎｇ Ｍｏｕｎｔａｉｎ， Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ

２　 研究方法

２．１　 样品采集

本研究于 ２０１７ 年 １１ 月在龙凤槽谷区选取 ６ 个隧道影响区典型荒草地样地（Ｔ１—Ｔ６），在龙车槽谷区对
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照选取 ６ 个无隧道影响区典型荒草地样地（Ｕ７—Ｕ１２） （图 １）。 使用梅花 ５ 点法分两层（０—２０ ｃｍ、２０—４０
ｃｍ）采集土壤样品，其中隧道影响区和无隧道影响区土壤样品各 １１ 个（Ｔ１、Ｕ７ 缺失 ２０—４０ ｃｍ 深度的土壤样

品）。 各样点采集土样三份，剔除根系和石块等杂质，一份储藏在冰箱（－２０℃）中用作土壤 ＤＮＡ 的提取；一份

测试土壤容重；一份土样用来测试土壤含水率（带回实验室后 ２４ 小时内测定），余下的土样放置在阴凉干燥

的地方自然风干后测定土壤理化性质。
２．２　 室内实验

（１）土壤理化性质测定

土壤容重测定采用环刀法，土壤含水率测定采用烘干法，测定在西南大学地理科学学院完成。 余下土样

风干后，混合均匀研磨土样后过 ０．２５ ｍｍ 和 ２ ｍｍ 筛。 土壤 ｐＨ 采用电极法测试；土壤有机质采用重铬酸钾氧

化—外加热法；土壤碱解氮采用碱解扩散法；土壤速效钾采用醋酸铵浸提—火焰光度法测定；土壤有效磷采用

０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＨＣＯ３－浸提钼锑抗比色法测定；土壤全氮采用半微量凯氏法测定；土壤全钾采用氢氧化钠熔

融—火焰光度法测定；土壤全磷采用氢氧化钠熔融—钼锑抗比色法测定，以上测定在西南大学资源环境学院

完成。
（２）土壤微生物样品 １６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序

另一份土壤样品自然解冻后称取 ０．５ ｇ，使用 ＦａｓｔＤＮＡ􀳏 ＳＰＩＮ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ 试剂盒（ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，Ｓａｎｔａ
Ａｎａ， ＣＡ， ＵＳＡ ） 提 取 ＤＮＡ。 测 序 使 用 ｉｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ 平 台， 利 用 细 菌 通 用 引 物 ３３８Ｆ （ ５′ －
ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ⁃３′）和 ８０６Ｒ（５′⁃ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃ ３′）测定 Ｖ３—Ｖ４ 区域。 ＰＣＲ 正式

试验采用 ＴｒａｎｓＧｅｎ ＡＰ２２１－０２：ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔｐｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，２０ μＬ 反应体系。 ＰＣＲ 扩增条件为：９５℃ ３
ｍｉｎ；９５℃ ３０ ｓ，５５℃ ３０ ｓ，７２℃ ４５ ｓ，２７ 个循环；７２℃ １０ ｍｉｎ。 全部样本按照正式实验条件进行，将同一样本的

ＰＣＲ 产物混合后用 ２％琼脂糖凝胶电泳检测，使用 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ 凝胶回收试剂盒（ＡＸＹＧＥ 公司）切胶回收

ＰＣＲ 产物，Ｔｒｉｓ＿ＨＣｌ 洗脱；２％琼脂糖电泳检测。 参照电泳初步定量结果，将 ＰＣＲ 产物用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ－ＳＴ 蓝

色荧光定量系统（Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）进行检测定量，之后按照每个样本的测序量要求，进行相应比例的混合。 将

相似性 ９７％以上的 ＤＮＡ 序列聚类（ｃｌｕｓｔｅｒ）归为许多小组，一个小组为一个 ＯＴＵ，对 ９７％相似水平下的 ＯＴＵ
进行生物信息统计分析。 土壤总 ＤＮＡ 提取在西南大学地理科学学院岩溶环境重庆市重点实验室完成，１６Ｓ
ｒＤＮＡ 高通量测序送样至上海美吉生物医药科技有限公司完成。
２．３　 数据分析

通过统计分析软件 ＳＰＳＳ ２４．０ 进行 ｔ 检验，对比分析隧道影响区、无隧道影响区土壤理化性质差异。 土壤

微生物群落 Ａｌｐｈａ 多样性选用 Ｓｏｂｓ 指数和香农维纳指数（Ｓｈａｎｎｏｎ Ｗｉｅｎｅｒ）进行估算，Ｓｏｂｓ 是用来估算样品中

所含 ＯＴＵ 数目的指数，在生态学中常用来统计物种总数；香农维纳指数反映样品中微生物多样性，Ｓｈａｎｎｏｎ 值

越大，说明群落多样性越高。 土壤微生物群落 Ｂｅｔａ 多样性选用 ＰＣｏＡ 分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ－ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ）即
主坐标分析，用来研究样本群落组成的相似性或差异性。 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验用于分析两组样品中微生物群落结构

差异。 通过 ＶＩＦ 分析（Ｖａｒｉａｎｃｅ ｉｎｆｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ，方差膨胀因子）进行环境因子筛选，多次过滤掉 ＶＩＦ 大于 １０、保
留自相关作用较小的环境因子后进行 ＲＤＡ ／ ＣＣＡ 分析，进而检测环境因子、样本、菌群三者间的关系或者两两

之间的关系。 数据分析在上海美吉公司 Ｍａｊｏｒｂｉｏ 高通量数据分析云平台完成，利用 Ａｄｏｂｅ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ ＣＳ６ 进行

绘制作图。

３　 结果与分析

３．１　 荒草地土壤理化性质分析

如表 １ 所示，隧道影响区荒草地土壤 ｐＨ、容重和有效磷大于无隧道影响区，两组样品中土壤 ｐＨ 存在显著

性差异（Ｐ＜０．０５）。 而无隧道影响区土壤含水率、碱解氮、全氮、有机质、全磷、全钾和速效钾大于隧道影响区，
两组样品之间土壤含水率（Ｐ＜０．０５）、全钾（Ｐ＜０．０５）、速效钾（Ｐ＝ ０．００１）、全磷（Ｐ＜０．０１）存在显著差异。
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表 １　 中梁山荒草地隧道影响区与无隧道影响区土壤理化性质（均值）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｕｎｎｅｌｉｎｇ ａｆｆｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｕｎａｆｆｅｃｔｅｄ ｇｒａｓｓｌａｎｄ ａｔ Ｚｈｏｎｇｌｉａｎｇ Ｍｏｕｎｔａｉｎ， Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ （ｏｎ ａｖｅｒａｇｅ）

统计项目
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｉｔｅｍ

隧道影响区
Ｔｕｎｎｅｌｉｎｇ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｖａｌｌｅｙ

无隧道影响区
Ｔｕｎｎｅｌｉｎｇ ｕｎａｆｆｅｃｔｅｄ ｖａｌｌｅｙ

显著性水平
Ｐ ｖａｌｕｅ

土壤含水率 Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％ ２４．２２±３．３３ ３０．７２±６．６１ ０．０１５

ｐＨ ７．９０±０．２９ ７．４９±０．６４ ０．０２６

有机质 Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ ／ （ｇ ／ ｋｇ） １９±７．８２ ２０．６１±１０．０９ ０．６４４

容重 Ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ ／ （ｇ ／ ｃｍ３） １．３３±０．０８ １．２５±０．０６ ０．０９０

全氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） １４１６．０４±４０６．５０ １４９６．２７±４８９．１０ ０．５７６

碱解氮 Ａｌｋａｌｉ－ｈｙｄｒｏｌｙｚａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） １５３．０２±６３．９９ １５７．９８±１０１．５３ ０．８７５

全磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ４７７．５１±１６３．３４ ５８１．５１±２１１．７０ ０．００７

有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） １２．８７±１２．４２ ９．２５±７．５６ ０．１２０

全钾 Ｔｏｔａｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ２９．１２±３．１５ ３２．５３±３．５０ ０．０１３

速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） １１２．４５±１７．８２ １５１．０９±４４．１３ ０．００１

３．２　 微生物群落组成和多样性分析

对样本的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序数据进行随机抽平，消除由于样本间总序列数不等而造成的群落结构差异（图
２）。 采用抽样序列数与它们所代表的 ＯＴＵ 数目构建稀疏曲线，可以看出稀疏曲线均趋于平缓，表明测序数据

合理。 两组样品的文库覆盖度（Ｃｏｖｅｒａｇｅ）均大于 ９８％，表明本次测序结果获得的序列能够代表不同采样点土

壤中的绝大多数微生物，可以反映样本中微生物的真实情况。 微生物群落多样性指数结果表明，隧道影响区

物种丰度 Ｓｏｂｓ 指数为 １６１０，多样性 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数为 ６．３５；无隧道影响区物种丰度 Ｓｏｂｓ 指数为 １２４１，多样性

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数为 ５．７４，由此隧道影响区土壤微生物群落的物种丰度和多样性高于无隧道影响区。

图 ２　 重庆中梁山土壤微生物群落多样性指数

Ｆｉｇ．２　 Ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ Ｚｈｏｎｇｌｉａｎｇ Ｍｏｕｎｔａｉｎ， Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ

２２ 个样品的测序数据聚类后共得到属于 ４３ 个门类、１６７ 个纲类、３１８ 个目类、４９１ 个科类、６８５ 个属类、７３１
个种类和 ８５６６ 条 ＯＴＵ。 通过对比两组样品中相对丰度大于 ０．５％的物种（图 ３），发现门水平上土壤微生物群

落的组成及优势类群大致相同，但其相对丰度在两组样品间却存在显著差异。 变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸
杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｉｏｄｅｔｅｓ）、硝化螺旋

菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）、芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）７ 个主要门在总 ＯＴＵ 数中的占比超过 ９０％。 其中在隧道

影响区土壤样品中变形菌门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ） 相对丰度最多， 所占比例为 ２６． ５６％， 其次为酸杆菌门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），所占比例为 ２５．４６％；无隧道影响区土壤样品中变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）相对丰度最多，所占

比例为 ２７．５１％，酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）次之，所占比例为 ２０．７７％。
土壤样品所获得的序列约 ５０％能进一步分类到属水平上，其中 １７ 个属相对丰度超过 １％（图 ３Ｃ）。 对 １７
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图 ３　 中梁山荒草地样品微生物群落组成

Ｆｉｇ．３　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒａｓｓｌａｎｄ ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ Ｚｈｏｎｇｌｉａｎｇ Ｍｏｕｎｔａｉｎ

个属进行归类， 依次为： ｎｏｒａｎｋ ＿ ｆ ＿ ＿ Ｓｙｎｔｒｏｐｈｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ、 Ｋａｉｓｔｏｂａｃｔｅｒ、 ｎｏｒａｎｋ ＿ ｏ ＿ ＿ ＭＮＤ１、 ｎｏｒａｎｋ ＿ ｆ ＿ ＿
Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌａｃｅａｅ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿＿Ｏｘａｌｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ 属于变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ｉｉｉ１⁃１５、ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿
ＲＢ４１、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｃ＿＿Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ⁃６ 属于酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），ｎｏｒａｎｋ＿ｃ＿＿Ｓ０８５、ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿＿Ａ４ｂ、ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿＿
［Ｋｏｕｌｅｏｔｈｒｉｘａｃｅａｅ］属于绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ），ｎｏｒａｎｋ＿ｃ＿＿Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ、ｎｏｒａｎｋ＿ｃ＿＿Ｇｅｍｍ⁃１ 属于芽单胞菌

门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ），ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿＿０３１９⁃６Ａ２１ 属于硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ），ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿＿Ｇａｉｅｌｌａｃｅａｅ 属于放线

菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿＿Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｃｅａｅ 属于拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｉｏｄｅｔｅｓ），ｎｏｒａｎｋ＿ｐ＿＿ＷＰＳ⁃ ２ 属于 ＷＰＳ⁃
２。 ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ｉｉｉ１⁃１５、ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ＲＢ４１、ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿＿Ａ４ｂ、ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿＿０３１９⁃ ６Ａ２１ 为相对丰度最多的属，在隧道影

响区和无隧道影响区样品平均相对丰度所占比例为 ３％以上。
Ａｌｐｈａ 多样性（物种丰度 Ｓｏｂｓ 指数、多样性 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数）反映样品中物种的总丰富度以及分布均匀

性［２５］；Ｂｅｔａ 群落多样性则反映生境间的物种差异，体现了生态因子对生境中物种多样性的影响［２６］。 ＰＣｏＡ 分

析表明，隧道影响区和无隧道影响区土壤样品 Ｂｅｔａ 多样性在属水平存在十分显著的差异（图 ４Ａ），两组样品

分离度较大，明显划分为不同的群落。 ＡＮＯＳＩＭ 分析表明，研究区两组样品群落多样性存在显著差异（Ｐ ＝ ０．
００１，图 ４Ｂ）。 隧道影响区土壤样品的组间差异大于组内差异，说明隧道建设对土壤性质的改变，可能引起了

土壤中的细菌群落结构的变化。
３．３　 微生物群落结构变化以及环境因子的影响

根据 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验组间差异显著性，发现两组样品微生物群落中，属水平上三种表现出丰度差异显著的

物种为酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）中 ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ｉｉｉ１⁃１５（Ｐ＜０．０１）、芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）中 ｎｏｒａｎｋ＿ｃ＿＿
Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ（Ｐ＜０．００１）和变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）中的 ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ＭＮＤ１（Ｐ＜０．０５），其土壤中的相对丰

度表现为隧道影响区显著高于无隧道影响区（图 ５）。 其中 ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ｉｉｉ１⁃１５、ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ＭＮＤ１ 和 ｎｏｒａｎｋ＿ｃ＿＿
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图 ４　 荒草地样品 Ｂｅｔａ 多样性分析和样本分组分析

Ｆｉｇ．４　 Ｂｅｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ＡＮＯＳＩＭ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｒａｓｓｌａｎｄ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ 在隧道影响区相对丰度分别为：７．７８％、３．１０％和 ２．２６％，在无隧道影响区相对丰度分别为：
４．００％、１．３５％和 ０．３８％。

图 ５　 土壤微生物群落物种差异分析

Ｆｉｇ．５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｎ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

ＶＩＦ 方差膨胀因子筛选发现，ｐＨ、土壤含水率、全氮、全钾、容重和有效磷为不存在多重共线性的环境因子

（０＜ＶＩＦ＜１０）。 环境因子与样品微生物群落结构数据 ＲＤＡ ／ ＣＣＡ 分析表明（图 ６），隧道影响区荒草地土壤微

生物群落与 ｐＨ（Ｐ＝ ０．００１）呈显著的正相关关系，无隧道影响区荒草地土壤微生物群落与土壤含水率（Ｐ ＝ ０．
００６）呈显著的正相关关系，全氮（Ｐ＝ ０．００１）则与大部分样品中土壤微生物群落呈负相关关系。 隧道影响区荒

草地土壤微生物群落与有效磷、容重呈正相关关系，无隧道影响区荒草地土壤微生物群落与全钾呈正相关关

系，但均无显著性差异。 隧道影响区样品丰度较高的代表性物种依次为 ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ｉｉｉ１⁃ １５、ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ＲＢ４１
和 ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿＿Ａ４ｂ，在菌群与环境因子之间关系上显示出 ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ｉｉｉ１⁃１５ 与 ｐＨ、有效磷、容重呈正相关关系，
与全氮、土壤含水率呈负相关关系；ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ＲＢ４１ 与全氮、有效磷、容重呈正相关关系，与土壤含水率、全钾

呈负相关关系；ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿＿Ａ４ｂ 与 ｐＨ、有效磷、容重呈正相关关系，与全氮呈负相关关系。
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图 ６　 土壤微生物群落与环境因子 ＲＤＡ 分析

Ｆｉｇ．６　 ＲＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

４　 讨论

４．１　 隧道影响区土壤微生物优势菌群对土壤含水率变化的响应

中梁山隧道开挖后，地下水以基岩裂隙水和构造裂隙水的形式涌出，深层溶隙水从渗流转为明流从而加

大了深层地下水的排泄量［６］，地下水平衡被打破，引起隧道影响地区土壤含水率下降。 中梁山岩溶槽谷区基

岩造壤能力低，土壤持水性能差，且当地岩溶十分发育形成地上地下的双层排水系统［２７］，地表水极易向地下

流失。 当地下水位下降时，地表水和土壤水作为水循环的重要环节，流经表层岩溶带、岩溶裂隙 ／孔隙向深部

基岩补给［６］，造成地表径流和表层泉干涸。 中梁山岩溶槽谷区三条隧道贯通后，深层地下水排泄漏失，岩溶

裂隙发育形成的地下排水管网放大了隧道建设引起的地下水漏失，引起地下水位下降和上覆土壤水分下降，
从而导致隧道影响区土壤含水率（均值）显著降低（表 １，隧道影响区 ２４％＜无隧道影响区 ３１％）。 此外，隧道

影响区土壤容重较大，表明土壤紧实，反映了土壤的水分、空气、热量状况差于无隧道影响区土壤。
土壤含水率是影响土壤微生物的关键因素［２８⁃３０］，因而地下水减少对土壤微生物的潜在影响被列为隧道

建设的主要环境效应之一，影响着土壤微生物多样性和群落结构。 隧道影响区荒草地土壤水分状况年际变化

幅度大，湿度条件弹性大，生态环境较为波动，可能会使潜在的机会性微生物种群快速生长和适应，从而缓和

微生物群落的种内竞争，促进生态系统中土壤微生物物种的共存［３１］。 因此，与土壤含水率较高的无隧道影响

区相比，土壤微生物在隧道影响区低含水率条件下表现出更高的丰度和多样性。 同时，在隧道影响区代表性

微生物类群中，ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ｉｉｉ１⁃１５（属于酸杆菌门）对干旱的环境条件具有很强的抵抗力［３２］，更能适应隧道区

土壤含水率较低的环境成为优势物种；ｎｏｒａｎｋ＿ｃ＿＿Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ（属于芽单胞菌门）为干旱土壤中的优势

菌群［１７，３３］，在隧道影响区土壤中含量更多。 因此，以 ｎｏｒａｎｋ ＿ｏ ＿＿ ｉｉｉ１⁃ １５ （属于酸杆菌门） 和 ｎｏｒａｎｋ ＿ ｃ＿＿
Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ（属于芽单胞菌门）为特征物种的隧道影响区土壤微生物群落，其群落结构变化受下降的土

壤含水率控制，微生物菌群与土壤含水率呈显著负相关关系（Ｐ＜０．０５）。
４．２　 隧道影响区土壤微生物优势菌群对土壤 ｐＨ 和养分变化的响应

土壤水分是土壤中营养元素运移和吸收的载体，其波动变化将导致土壤 ｐＨ、有效养分等因子的协同变

化。 中梁山隧道建设引起的地下水排泄和土壤含水率下降，造成了受隧道影响地区上覆土壤 ｐＨ 上升、土壤

有效养分下降等一系列土壤环境的变化。 相较于无隧道影响区，隧道影响区土壤含水率下降，土壤中水解酸
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的溶出减少，Ｈ＋的释放速率减缓［３４］，使隧道影响区土壤 ｐＨ 高于无隧道影响区（Ｐ＜０．０５）。 同时，地下水位的

下降也引起溶解在土壤水中的养分随之下降，加上大气降雨的淋溶作用，土壤中的养分被淋溶到土壤下层甚

至到地下水，从而造成土壤中有机质、碱解氮、速效钾等组分的减少；同时土壤含水率下降，土壤水分运移路径

缩短，随土壤水分运移的营养物质减少，土壤微环境中的营养物质补充减少，由此隧道影响区成为贫营养微

环境。
受隧道影响区土壤中，ｐＨ 上升、有效养分降低给个体微生物和整个群落带来生理压力，显著改变生态系

统的功能，引起土壤中微生物群落结构的改变。 在隧道影响区代表性微生物类群中， ｎｏｒａｎｋ ＿ ｃ ＿ ＿
Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ 的相对丰度与土壤 ｐＨ 呈显著正相关，即相对丰度随土壤 ｐＨ 值的增加而增加［３５］；ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿
＿ＲＢ４１ 和 ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ｉｉｉ１⁃ １５ 为酸杆菌门中第 ４ 和第 ６ 亚门细菌，其对 ｐＨ 的适应范围为 ｐＨ＜１０，更适应较高

ｐＨ 的隧道影响区土壤［１９，３６］；ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿＿ＭＮＤ１ 属于 Ｂｅｔａ－变形菌，丰度与 ｐＨ 呈正相关［３７］。 因此隧道影响区

荒草地土壤中的优势微生物菌群更适应高 ｐＨ 的土壤环境。 芽单胞菌门相对丰度与土壤全氮、土壤全磷呈显

著负相关，即相对丰度随土壤全氮、土壤全磷的增加而降低［３５］；酸杆菌门是土壤中最常见微生物门类之一，在
土壤生态过程中起到重要的作用，具有寡营养、难培养等特点［２０］；ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ＭＮＤ１ 属于 Ｂｅｔａ－变形菌，其降解

能力可变，与营养物质呈负相关，适于贫营养环境［３８］。 隧道影响区土壤养分较缺乏的环境条件对微生物群落

的环境压力，造成适应贫营养环境微生物类群在隧道影响区荒草地土壤中更占优势。

５　 结论

（１）中梁山岩溶槽谷荒草地土壤样品中，酸杆菌门的 ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ｉｉｉ１⁃ １５ 和 ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ＲＢ４１、绿弯菌门的

ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿＿Ａ４ｂ、硝化螺旋菌门 ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿＿０３１９⁃ ６Ａ２１ 为相对丰度最多的细菌属，平均相对丰度占全部 ＯＴＵ 的

３％以上。
（２）隧道建设后地下水漏失严重，土壤含水率减少，导致土壤 ｐＨ 增加，土壤有效养分下降。 隧道影响区

荒草地土壤微生物群落与 ｐＨ 呈正相关关系，而与土壤含水率、土壤有效养分呈负相关关系。 能适应低含水

率、高 ｐＨ 和贫营养环境的 ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ｉｉｉ１⁃１５、ｎｏｒａｎｋ＿ｃ＿＿Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ 和 ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿＿ＭＮＤ１ 成为隧道影响

区荒草地土壤微生物群落的优势菌群。
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