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不同恢复阶段热带森林土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物群落
结构及多样性特征
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摘要：探明热带森林土壤反硝化微生物群落结构及多样性，对于理解反硝化引起的 Ｎ２Ｏ 排放及缓解全球变暖具有重要意义。
本研究以西双版纳 ３ 个不同恢复阶段热带森林类型［即白背桐（Ｍａｌｌｏｔｕｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔｕｓ， ＭＰ）、崖豆藤（Ｍｉｌｌｔｔｉａ ｌｅｐｔｏｂｏｔｒｙａ，ＭＬ）群
落、群落及高檐蒲桃（Ｓｙｚｙｇｉｕｍ ｏｂｌａｔｕｍ，ＳＯ）群落］为研究对象，揭示土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物群落组成及多样性的干湿季变化，
分析热带森林恢复过程中土壤理化环境变化对 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落的影响。 结果表明，变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和酸杆菌

门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）相对丰度表现为恢复前期高于恢复后期，而脱氯单胞菌属（Ｄｅｃｈｌｏｒｏｍｏｎａｓ）、嗜盐单胞菌属（Ｈａｌｏｍｏｎａｓ）和罗思

河小杆菌属（Ｒｈｏｄａｎｏｂａｃｔｅｒ）表现为恢复后期高于恢复前期；绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）和放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）均随恢复年限增

加而增加，而贪铜菌属（Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓ）和假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）的相对丰度表现为随恢复年限增加而降低。 ９ 月份各样地新

检测出的属数量表现为：ＳＯ（１９ 种）＞ＭＰ（１３ 种）＞ＭＬ（７ 种）。 土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物群落的 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数表现为：高
檐蒲桃群落＞崖豆藤群落＞白背桐群落，且 ９ 月（湿季）＞３ 月（干季）。 相关分析表明，热带森林恢复引起土壤 Ｎ 库（全氮、ＮＨ＋

４、

ＮＯ－
３）、Ｃ 有效性（微生物量碳、易氧化碳）及微气候（土壤含水率与温度）的改变，能够显著影响 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落的结构

及多样性。 主成分分析结果表明，土壤硝态氮、微生物量碳、全氮及易氧化碳是调控不同恢复阶段热带森林土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化

细菌群落结构及多样性变化的主控因子，其次为土壤水分、温度、水解氮、ｐＨ、铵态氮、有机碳、容重及 Ｃ ／ Ｎ。
关键词：ｎｉｒＳ 基因；反硝化细菌；微生物多样性； 热带森林
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土壤微生物的反硝化过程是 Ｎ２Ｏ 排放的主要来源之一，由其主导的反硝化过程对全球温室效应及 Ｎ 循

环具有重要贡献［１］。 土壤反硝化是硝酸盐或亚硝酸盐在土壤酶的作用下，被还原生成含氮气体（ＮＯ、Ｎ２Ｏ 或

Ｎ２）的地下微生物学过程。 其中，亚硝酸盐还原酶（Ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，Ｎｉｒ）具有催化 ＮＯ－
２ 还原生成 Ｎ２Ｏ 等气体

的能力，成为限制土壤反硝化速率的关键酶［２］。 研究表明，ｎｉｒＫ（含铜）和 ｎｉｒＳ（含细胞色素 ｃｄ１）两种基因标

记物能够很好地标记 Ｎｉｒ 酶的催化过程，因此这两种标记物被广泛用于陆地土壤微生物的反硝化过程研

究［３］。 但有研究指出，土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌拷贝数是 ｎｉｒＫ 型的 ３ 倍以上，且 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌对土壤 Ｎ２Ｏ
排放的贡献高于 ｎｉｒＫ 型［４］。 此外，Ｌｉｕ［５］和 Ｂａｒｋｅｒ［６］等人的研究也表明，ｎｉｒＳ 型反硝化细菌比 ｎｉｒＫ 型分布更广

泛，其丰富度、微生物活性及多样性也更高［７］。 因此，ｎｉｒＳ 型反硝化细菌标记物在研究土壤反硝化过程中运用

更广泛。
土壤反硝化微生物群落结构及多样性受生态系统类型及土壤环境因子的影响显著［２，４］。 研究表明，在温

带农田生态系统中，土壤质地、含水量、硝态氮含量是调控反硝化过程的主控因子［８］。 而在森林生态系统中，
土壤有机碳、易容性有机碳、全氮、铵态氮及 ｐＨ 则成为调控反硝化微生物群落的重要因子［９⁃１１］。 热带森林生

态系统每年 Ｎ２Ｏ 的排放量高达 ３．０ Ｔｇ，占全球总排放量的 ４０％，是地球上最大的天然 Ｎ２Ｏ 排放源［１２］，因此，热
带森林土壤反硝化微生物具有更高的多样性和丰富度。 另外，由于热带森林具有相对较高的降雨量，年均温

度变化小，植物群落多样性及异质性较高，土壤理化性质具有较大的变异性［２］，可能导致热带森林区域土壤

反硝化微生物群落结构及多样性的巨大差异。 目前，ｎｉｒＳ 型反硝化标记基因已被广泛用于草地、河口沉积物、
农田土壤、湿地、北方森林等区域土壤反硝化微生物多样性研究［２，１３］，而有关热带森林中土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细

菌的群落结构及多样性的研究，却十分缺乏。 因此，探明热带森林中土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落多样性及其

与土壤理化因子间相互关系，具有十分重要的科学意义。
云南西双版纳位于北回归线以南的热带湿润区，地貌复杂，小气候多样，水热条件优越，物种丰富，是我国

原始热带雨林保存最为完整的地区之一。 由于农业生产方式改变及人口增加等因素的影响，热带雨林遭受了

刀耕火种等农业活动的严重人为破坏，形成了一系列处于不同恢复阶段的次生恢复类型［１４］。 不同恢复阶段

形成的森林群落结构会对土壤微生物区系组成产生重要影响，可能影响反硝化微生物群落的结构及多样

性［１５⁃１６］。 因此，本研究以中国科学院西双版纳热带植物园区为研究区，选择 ３ 种处于不同恢复阶段的热带森

林群落为研究对象，以 ｎｉｒＳ 型基因标记物，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 高通量测序技术，对比分析不同森林群落土壤

７２６　 ２ 期 　 　 　 曹乾斌　 等：不同恢复阶段热带森林土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物群落结构及多样性特征 　
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ｎｉｒＳ 型反硝化微生物群落结构及多样性特征，深入探讨 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物与土壤理化因子的关系，进而揭

示影响热带森林土壤反硝化功能微生物的主要因子，为评估热带森林恢复过程中土壤 Ｎ２Ｏ 排放动态及土壤

Ｎ 循环过程提供数据支撑。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

研究样地位于云南省西双版纳州的中国科学院西双版纳热带植物园（２１°５５′Ｎ， １０１°１６′Ｅ）区内，属东南

亚北热带季风气候区，自然植被类型为热带雨林和季雨林，自然恢复的次生植被主要包括白背桐群落、崖豆藤

群落、高檐蒲桃群落等，人工林主要为橡胶林［１７］。 全年平均气温 ２１．５℃。 干湿季节分明，年均降水量 １５５７
ｍｍ，其中，全年降雨量的 ８７％集中在 ５—１０ 月的雨季，为 １３３５ ｍｍ；而 １３％则集中于 １１ 月至次年 ４ 月的干季，
为 ２０２ ｍｍ。 研究区土壤类型为白垩纪砂岩发育而成的砖红壤。
１．２　 样地设置

根据中国科学院西双版纳热带森林植物园建园以来的相关森林维护记录，在植物园区内选取起源于热带

雨林经刀耕火种后自然恢复形成的次生热带森林（白背桐群落、崖豆藤群落及高檐蒲桃热带森林群落）为研

究对象，３ 个群落处于连续演替的不同恢复阶段且起源（植被与土壤类型）和立地条件（包括坡度、坡向与坡位

等）基本类似［１８］。 样地详情如下：
白背桐群落（Ｍａｌｌｏｔｕｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ， 简称 ＭＰ），恢复年限约 １２ ａ，海拔 ６００ ｍ。 植被盖度约 ６０％，

枯枝落叶层厚 １—２ ｃｍ，平均树高 ８．８５ ｍ，平均胸径 ７．１３ ｃｍ。 样地内乔木树种为白背桐（Ｍ． ｐａｎｉｃｕｌａｔｕｓ）；下木

为小乔木粉被金合欢（Ａｃａｃｉａ ｐｒｕｉｎｅｓｃｅｎｓ）；灌木植物包括椴叶山麻秆（Ａｌｃｈｏｒｎｅａ ｔｉｌｉｉｆｏｌｉａ）；草本层盖度约为

４０％，包括野生风轮草（Ｃｌｉｎｏｐｏｄｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）、丰花草（Ｂｏｒｒｅｒｉａ ｓｔｒｉｃｔａ）等。
崖豆藤群落（Ｍｉｌｌｅｔｔｉａ ｌｅｐｔｏｂｏｔｒｙａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ， 简称 ＭＬ），恢复年限约 ４２ ａ，海拔 ５６８ ｍ。 植被盖度 ９０％左

右，枯枝落叶层厚 ４—５ ｃｍ， 平均树高 １２． ２５ ｍ， 平均胸径 ９． ９３ ｃｍ。 样地内乔木树种为思茅崖豆

（Ｍ． ｌｅｐｔｏｂｏｔｒｙａ）；下木为小乔木钝叶金合欢（Ａ． ｍｅｇａｌａｄｅｎａ）；灌木植物包括锈毛鱼藤（Ｄｅｒｒｉｓ ｆｅｒｒｕｇｉｎｅａ）、椴叶

山麻秆（Ａ． ｔｉｌｉｉｆｏｌｉａ）、猪肚木（Ｃａｎｔｈｉｕｍ ｈｏｒｒｉｄｕｍ）和滇南九节（Ｐｓｙｃｈｏｔｒｉａ ｈｅｎｒｙｉ），灌木层优势种为锈毛鱼藤；
草本层盖度约为 ２５％，包括刚莠竹（Ｍｉｃｒｏｓｔｅｇｉｕｍ ｃｉｌｉａｔｕｍ）、银叶砂仁（Ａｍｏｍｕｍ ｓｅｒｉｃｅｕｍ）等。

高檐蒲桃群落（Ｓｙｚｙｇｉｕｍ ｏｂｌａｔｕｍ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ， 简称 ＳＯ），恢复年限约 ５３ ａ，海拔 ６１９ ｍ。 植被盖度 ９５％左

右，凋落物层厚 ６—７ ｃｍ，平均树高 ２３．５６ ｍ，平均胸径 ２３．４５ ｃｍ。 样地内乔木树种为高檐蒲桃（Ｓ． ｏｂｌａｔｕｍ）；下
层乔木为思茅崖豆（Ｍ． ｌｅｐｔｏｂｏｔｒｙａ）、鸡嗉子榕（Ｆｉｃｕｓ ｓｅｍｉｃｏｒｄａｔａ）、印度栲（Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｉｎｄｉｃａ）和云南黄杞

（Ｅｎｇｅｌｈａｒｄｉａ ｓｐｉｃａｔａ）；灌木植物包括黑风藤（Ｆｉｓｓｉｓｔｉｇｍａ ｐｏｌｙａｎｔｈｕｍ）、南山花（Ｐｒｉｓｍａｔｏｍｅｒｉｓ ｃｏｎｎａｔａ）；草本层

盖度约为 １５％，包括多型叉蕨 （ Ｔｅｃｔａｒｉａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ）、红豆蔻 （ Ａｌｐｉｎｉａ ｇａｌａｎｇａ）、子分叉露兜 （ Ｐａｎｄａｎｕｓ
ｆｕｒｃａｔｕｓ）等，草本层优势种为多型叉蕨。
１．３　 样品采集和理化因子测定

于 ２０１９ 年 ３ 月、９ 月中旬在 ３ 个处于不同恢复阶段样地内，各设置 ３ 个 ５０ｍ×５０ｍ 样地，样地与样地间距

至少 ２００ｍ。 每个样地内在对角线取 ３ 个取样点，扒开取样点上方枯枝落叶，按 ０—１０ｃｍ 取土，混合均匀后装

入无菌自封袋，分 ２ 份带回实验室。 其中一份用于土壤基本理化指标测定，另一份用于土壤反硝化微生物

测定。
土壤温度采用便携式土壤水分温度测量仪（ＳＩＮ⁃ＴＮ８，昆仑中大）测定；土壤含水率（％）采用烘干称量法

（１０５℃，２４ｈ）测定；土壤容重采用环刀法测定；土壤 ｐＨ 采用电位法（土水比 １∶２．５）测定；土壤有机碳采用油浴

加热⁃重铬酸钾氧化法测定；土壤易氧化有机碳采用高锰酸钾氧化法测定；土壤全氮、铵态氮、硝态氮采用全自

动流动分析仪测定；土壤水解性氮采用碱解扩散法测定；土壤微生物量碳采用氯仿水浴法测定［１９］。
１．４　 土壤微生物 ＤＮＡ 提取及反硝化基因测定和测序

准确称取 ０．５ｇ 鲜土，根据 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．  ｓｏｉｌ 试剂盒（Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ， Ｎｏｒｃｒｏｓｓ， ＧＡ， Ｕ．Ｓ．）说明书进行总
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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；对每

份土壤样品，采用 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌引物对： Ｃｄ３ａＦ （ ５′⁃ＧＴＳＡＡＣＧＴＳＡＡＧＧＡＲＡＣＳＧＧ⁃ ３′） 和 Ｒ３ｃｄ （ ５′⁃
ＧＡＳＴＴＣＧＧＲＴＧＳＧＴＣＴＴＧＡ⁃３′），对 Ｖ３⁃Ｖ４ 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 ３０ ｓ，５５℃退火 ３０ ｓ， ７２℃延伸 ３０ ｓ），最后 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎ（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，剩余体积用双蒸水补足。 每个样本均进行 ３ 个重复，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（ＡＸＹＧＥＮ 公司）切胶回收 ＰＣＲ 产物，Ｔｒｉｓ＿ＨＣｌ
洗脱；２％琼脂糖电泳检测。 将 ＰＣＲ 产物用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ⁃ＳＴ 蓝色荧光定量系统（Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）进行检测定

量，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＰＥ２５０ 平台构建系统文库并测序。 对 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＰＥ２５０ 测序得到的 ＰＥ ｒｅａｄｓ，首先根据 ｏｖｅｒｌａｐ
关系进行拼接，同时对序列质量进行质控和过滤，区分样本后进行 ＯＴＵ 聚类分析和物种分类学分析。 使用

ＱＩＩＭＥ 软件，对 ＯＵＴ 丰度矩阵中每个样本的系列数在不同深度下随机抽样，以每个深度下抽取到的系列数和

对应的 ＯＵＴ 数绘制稀释曲线。 根据上述 ＯＵＴ 划分和分类水平鉴定结果，使用 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 贝叶斯算法对

９７％相似水平的 ＯＴＵ 代表序列进行分类学分析，并分别在各个分类水平：ｄｏｍａｉｎ（域），ｋｉｎｇｄｏｍ（界），ｐｈｙｌｕｍ
（门），ｃｌａｓｓ（纲），ｏｒｄｅｒ（目），ｆａｍｉｌｙ（科），ｇｅｎｕｓ（属），ｓｐｅｃｉｅｓ（种）统计各样本的群落组成。 之后在各分类水平

进行 Ａｌｐｈａ 多样性指数及物种组成分析。

图 １　 各样地不同月份土壤样品稀释曲线

　 Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｎｔｈｓ

ＭＰ⁃１ 与 ＭＰ⁃２ 分别代表白背桐群落（Ｍ． ｐａｎｉｃｕｌａｔｕｓ）３ 月和 ９ 月的

测量数据；ＭＬ⁃１ 与 ＭＬ⁃ ２ 分别代表崖豆藤群落（Ｍ． ｌｅｐｔｏｂｏｔｒｙａ） ３

月和 ９ 月的测量数据； ＳＯ⁃ １ 与 ＳＯ⁃ ２ 分别代表高檐蒲桃群落

（Ｓ． ｏｂｌａｔｕｍ）３ 月和 ９ 月的测量数据

１．５　 数据处理

土壤数据用 Ｅｘｃｅｌ 进行整理，数据分析前进行正态性及方差齐性检验，采用单因素方差分析（ ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）比较不同恢复阶段、不同月份数据之间的差异；采用双因素方差分析比较不同月份（３ 月、９ 月）及不

同样地对土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数的影响；使用 Ｒ 语言绘图包（ｇｇｐｌｏｔ２）进行数据处理及图形

绘制。

２　 研究结果

２．１　 土壤 ｎｉｒＳ 基因测序结果

在 ９７％的相似性水平下，对测序结果进行 ＯＴＵ 划分，一共获得 １６４０ 个 ＯＴＵｓ，经比对鉴定后获得 ５ 门７ 纲

１７ 目 ２２ 科 ２７ 属 ７０ 种土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化菌群信息。 采用随机抽样方法构建的样品稀释曲线（Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ），结果如图 １。 ３ 个样地 ２ 个月份的样品稀释曲

线均趋于平坦，表明测序数据量合理，且 ＯＵＴ 数目随恢

复年限增加而增多。 从各样地的稀释曲线在水平方向

上跨度范围来看，ＳＯ 样地的 ｎｉｒＳ 型反硝化菌群丰富度

最高，而 ＭＰ 样地最低。 此外，ＭＬ 和 ＳＯ 样地的稀释曲

线平缓程度以及 ＯＵＴ 数目相似，表明处于恢复后期的

热带森林群落内 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落丰富度以及物

种均匀度相似。
２．２　 土壤反硝化微生物群落组成的变化

从门分类水平来看（图 ２），不同恢复阶段土壤 ｎｉｒＳ
型未分类反硝化细菌门变化极大（１．３７％ — ９４．０４％），
在已经被注释的 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌门中，主要集中于

变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、酸杆

菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）。 变形

菌门成为热带森林不同恢复阶段中的优势门（３２．７１％
— ９８．６３％），其相对丰度 ３ 月表现为 ＭＰ（９８．６３％）＞ＭＬ
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　 图 ２　 不同恢复阶段、不同月份间门水平反硝化微生物相对丰度

Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｐｈｙｌｕｍ⁃ｌｅｖｅｌ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｎｔｈｓ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｓｔａｇｅｓ

（６８．６６％）＞ＳＯ（３２．７１％），９ 月份则表现为 ＭＬ（７９．６２％）
＞ＭＰ （ ７２． ３５％） ＞ ＳＯ （ ６０． ９０％）。 此外，绿弯菌门 （ ０．
１２％—２８．３％）和放线菌门（０．５４％ — ２．３１％）均沿恢复

年限增加而增加，但酸杆菌门相对丰度表现为恢复初期

的 ＭＬ 群落最高（１．０９％—１１．６４％）。
３ 种不同恢复阶段热带森林群落中，土壤 ｎｉｒＳ 型反

硝化细菌门相对丰度在不同月份间差异显著（图 ２）。
与 ３ 月份相比，９ 月份变形菌门在 ＭＬ、ＳＯ 群落中出现

不同程度增幅（３．５６％ — ８６．１８％），表现为 ＳＯ（５２．１９
倍）＞ＭＬ（４．８２ 倍） ＞ＭＰ（０．５９ 倍），但 ＭＰ 群落降低了

２６．６４％。 此外，各样地的新检测出的反硝化细菌门差

异较大，如 ９ 月份 ＭＬ 群落新检测出 ２ 门（放线菌门和

绿弯菌门），其余样地均新检测出 １ 门（拟杆菌门）。 放

线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）是 ３ 个样地内 ９ 月份的共有新增

反硝化细菌门，相对丰度表现为 ＭＰ （ ２． ３１％） ＞ ＳＯ
（１．９１％）＞ＭＬ（０．５４％）。 变形菌门的最高和最低相对

丰度均出现在 ３ 月份，分别为 ＭＰ （ ９８． ６３％） 和 ＳＯ
（３２．７１％）群落。

从属分类水平来看（图 ３），３ 种不同群落类型的

ｎｉｒＳ 型反硝化细菌属相对丰度在不同恢复阶段表现差

异较大。 除未分类细菌属（０．３７％ — ９４．０４％）之外，３

个样地在 ３ 月和 ９ 月共有的 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌属为：贪铜菌属（Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓ，２．２０％ — ６０．２７％）、脱氯单胞菌

属（Ｄｅｃｈｌｏｒｏｍｏｎａｓ，０．０４％—４０．６７％）、嗜盐单胞菌属（Ｈａｌｏｍｏｎａｓ，０．０４％—５．１７％）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ，
０．７６％—２１．０９％）以及罗思河小杆菌属（Ｒｈｏｄａｎｏｂａｃｔｅｒ，０．０２％—３４．１９％）。 除贪铜菌属的相对丰度表现为沿

恢复年限增加而降低外，其余共有反硝化细菌属在相同月份内的相对丰度变化趋势差异巨大。 脱氯单胞菌

属、嗜盐单胞菌属和罗思河小杆菌属在 ３ 月份表现为 ＭＰ＞ＳＯ＞ＭＬ，假单胞菌属表现为 ＭＬ＞ＳＯ＞ＭＰ；而在 ９ 月，
脱氯单胞菌属和罗思河小杆菌属的相对丰度则表现为沿恢复年限增加而增加，嗜盐单胞菌属表现为 ＭＰ＞ＭＬ
＞ＳＯ，假单胞菌属则表现为 ＭＰ＞ＳＯ＞ＭＬ。

与 ３ 月相比，９ 月份各样地的 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌属种类数差异较大。 其新检测出的种类数表现为：ＳＯ（１９
种，０．０１％ — ２．１７％）＞ＭＰ（１３ 种，０．０２％—２．３１％）＞ＭＬ（７ 种，０．０１％ — ０．５９％）。 在各样地共有的 ｎｉｒＳ 型反硝

化细菌属中，９ 月 ＭＬ 群落的罗思河小杆菌属、嗜盐单胞菌属、脱氯单胞菌属和贪铜菌属的相对丰度分别是 ３
月的 ４７３．７、３１．１、１０．８ 和 １．３ 倍，ＳＯ 群落的罗思河小杆菌属和贪铜菌属则为 １６．９ 和 ７．９ 倍，而 ＭＰ 群落的假单

胞菌属则为 １６．７ 倍；同一样地内的共有反硝化菌属相对丰度在 ９ 月表现出不同程度的降低，如 ＭＰ 群落的脱

氯单胞菌属、ＭＬ 群落的假单胞菌属的相对丰度仅为 ３ 月的 ０．０４ 和 ０．２７。
２．３　 土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物 α 多样性的样地差异

如表 １ 所示，在相似性水平为 ９７％下，３ 种不同恢复阶段热带森林中土壤反硝化微生物多样性表现为 ９
月（湿季）高于 ３ 月（干季）。 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数随恢复年限增加而增加（１．６５—３．９３），且各样地间差异性显

著（Ｐ＜０．０５），９ 月份 ＭＰ、ＭＬ、ＳＯ 样地的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数分别是 ３ 月份的 ２．２８、２．２０ 和 １．４８ 倍；Ｓｉｍｐｓｏｎ 多样性指

数随恢复年限增加而降低（０．０４—０．２８），除 ３ 月的 ＳＯ 样地和 ９ 月的 ＭＰ 样地与其它样地差异性显著外（Ｐ＜
０．０５），其余相同月份间差异不显著；Ｃｈａｏ 指数则表现为：３ 月份 ＳＯ 群落最低，ＭＬ 群落最高，而 ９ 月份则随恢

复年限增加而增加，其变化范围在 ２５—３６５ 之间。
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图 ３　 不同恢复阶段、不同月份间属水平反硝化微生物相对丰度

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｇｅｎｕｓ⁃ｌｅｖｅｌ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｎｔｈｓ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｓｔａｇｅｓ

表 １　 不同恢复阶段热带森林土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物 α多样性指数

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｏｉｌ ｎｉｒＳ－ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｒｏｐｉｃａｌ ｆｏｒｅｓｔｓ

样地
Ｓｉｔｅｓ

３ 月 ９ 月

Ｃｈａｏ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｃｈａｏ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ

白背桐群落（Ｍ． ｐａｎｉｃｕｌａｔｕｓ） ４２ １．６５±０．０３ｃ ０．２８±０．００１ａ ２９９ ３．７７±０．０１ｃ ０．０６±０．００１ａ

崖豆藤群落（Ｍ． ｌｅｐｔｏｂｏｔｒｙａ） ４４ １．７３±０．０２ｂ ０．２６±０．００４ａ ３５４ ３．８１±０．０２ｂ ０．０５±０．００２ｂ

高檐蒲桃群落（Ｓ． ｏｂｌａｔｕｍ） ２５ ２．６６±０．０１ａ ０．０８±０．００３ｂ ３６５ ３．９３±０．０１ａ ０．０４±０．００１ｂ

　 　 相同小写字母表示不同群落之间没有显著差异（Ｐ＞０．０５）

热带森林不同恢复阶段和月份对土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物的影响均达极显著水平（表 ２）。 由表 ２ 可知，
恢复年限和月份变化（３ 月到 ９ 月）均对土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌的群落结构及多样性特征产生显著影响（Ｐ＜
０．０１），且恢复年限与月份变化也会对土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌共同产生影响（Ｐ＜０．０１）。

表 ２　 恢复阶段和取样时间对土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数影响的双因素方差分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｎｉｒＳ－ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

项目 Ｉｔｅｍｓ ｄｆ Ｍｅａｎ Ｓｑ． Ｆ Ｐ

样地 Ｓｉｔｅ ２ １．２６ ７６．０７ ＜０．００１

月份 Ｍｏｎｔｈ １ １４．９４ １８０７．５３ ＜０．００１

样地×月份 Ｓｉｔｅ×Ｍｏｎｔｈ ２ ０．３４ ４１．０７ ＜０．００１

２．４　 土壤理化性质与反硝化微生物的关系

３ 种不同恢复阶段热带森林土壤理化指标的测定结果见表 ３。 由表可知，土壤含水率、全氮、水解氮、铵态
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氮、硝态氮、微生物量碳及土壤有机碳随恢复年限增加而增加，且不同样地差异性显著（Ｐ＜０．０５），尽管 ＳＯ 群

落的 ｐＨ 值最高，但与 ＭＬ 群落差异不显著，而土壤温度表现为随恢复年限增加而降低，土壤容重表现为 ＭＬ
群落最高，ＭＰ 群落最低。

表 ３　 不同恢复阶段热带森林土壤理化性质特征

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｃｒｏｓｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｒｏｐｉｃａｌ ｆｏｒｅｓｔｓ

样地
Ｓｉｔｅ

土壤含水率
ＳＷ／ ％

土壤温度
ＳＴ ／ ℃

容重
ＢＤ ／

（ｇ ／ ｃｍ３）
ｐＨ

土壤有机碳
ＳＯＣ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

微生物生
物量碳
ＭＢＣ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

易氧化碳
ＲＯＣ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

全氮
ＴＮ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

水解氮
ＨＮ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

铵态氮

ＮＨ＋
４⁃Ｎ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

硝态氮

ＮＯ－
３⁃Ｎ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

ＭＰ ２７．５２±３．１ｂ ２１．３８±３．７４ａ １．０１±０．０３ｃ ３．７５±０．２３ｂ １９．８８±３．８３ｃ １．４６±０．３８ｃ １０．８６±１．６７ｂ ０．９８±０．３２ｃ ８７．９７±２０．３４ｂ １５．０４±３．２４ｃ ３．７３±０．５６ｃ

ＭＬ ３３．３５±３．２ｃ ２０．３２±４．１５ａ １．２６±０．１７ａ ３．９６±０．０６ａ ２３．０３±４．４３ｂ １．８６±０．４３ｂ １０．１１±１．０３ｂ １．４７±０．０９ｂ １４５．２２±８．４５ａ １７．４５±３．２２ｂ ４．０２±０．４３ｂ

ＳＯ ３７．２３±４．５ａ １８．４２±２．２５ｂ １．２１±０．１３ｂ ４．０１±０．０３ａ ２５．４６±２．８９ａ ２．２１±１．０１ａ １１．４５±０．５６ａ １．５６±０．１７ａ １４７．５６±９．４３ａ ２１．３４±２．１３ａ ４．１９±１．２９ａ

　 　 ＳＯＣ：土壤有机碳 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＭＢＣ：微生物生物量碳 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｃａｒｂｏｎ；ＴＮ：全氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＲＯＣ：易氧化碳 Ｒｅａｄｉｌｙ ｏｘｉｄｉｚａｂｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＨＮ：水解氮 Ｈｙｄｒｏｌｙｚａｂｌｅ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＨ＋
４⁃Ｎ：铵态氮 Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＯ－

３⁃Ｎ：硝态氮 Ｎｉｔｒａｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＳＷ：土壤水分 Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ；ＳＴ：土壤温度 Ｓｏｉｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；ＢＤ：容重 Ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ；相同小写字母表示不同群落之间没有

显著差异（Ｐ＞０．０５）。 ＭＬ、ＭＰ 和 ＳＯ 分别代表：崖豆藤群落（Ｍ． ｌｅｐｔｏｂｏｔｒｙａ）、白背桐群落（Ｍ． ｐａｎｉｃｕｌａｔｕｓ）和高檐蒲桃群落（Ｓ． ｏｂｌａｔｕｍ）

热带森林不同恢复阶段土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物群落 α 多样性指数与土壤环境因子的相关分析结果见

表 ４。 其中，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数与土壤含水率、温度、微生物量碳、土壤全氮、水解氮、铵态氮、硝态氮呈极显著正相

关（Ｐ＜０．０１），而 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数与土壤易氧化碳、全氮、水解氮、铵态氮及硝态氮呈极显著负相关（Ｐ＜０．０１）。
Ｃｈａｏ 指数与土壤微生物量碳、全氮及硝态氮呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１），与土壤 ｐＨ、有机碳、水解氮及铵态氮

呈显著正相关（Ｐ＜０．０５）。

表 ４　 土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物群落 α多样性指数与土壤理化性质间的关系

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｗｉｔｈ ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｎｉｒＳ－ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

项目
Ｉｔｅｍｓ

容重
ＢＤ ｐＨ 含水率

ＳＷ
温度
ＳＴ

有机碳
ＳＯＣ

微生物
量碳
ＭＢＣ

易氧化碳
ＲＯＣ

全氮
ＴＮ

水解氮
ＨＮ

铵态氮

ＮＨ＋
４⁃Ｎ

硝态氮

ＮＯ－
３⁃Ｎ

Ｃ ／ Ｎ

Ｃｈａｏ 指数 －０．１１ ０．６８∗ ０．４９ ０．４７ ０．６６∗ ０．７８∗∗ ０．７８∗∗ ０．７１∗∗ ０．５７∗ ０．６２∗ ０．８３∗∗ －０．３０

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 －０．２９ ０．５７∗ ０．６７∗∗ ０．５５∗ ０．５９∗ ０．６１∗∗ ０．９５∗∗ ０．８８∗∗ ０．８６∗∗ ０．７６∗∗ ０．９４∗∗ －０．５６∗

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 ０．２６ －０．４９ －０．３４ －０．３２ －０．３６ －０．４７ －０．９０∗∗ －０．８９∗∗ －０．８３∗∗ －０．７０∗∗ －０．８８∗∗ ０．７３∗∗

　 　 ∗表示显著性相关（Ｐ＜０．０５），∗∗表示极显著性相关（Ｐ＜０．０１）

采用主成分分析（ＰＣＡ）对影响热带森林不同恢复阶段土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌 α 多样性指数的理化因子

进行分析，其结果如图 ４。 ＰＣ１ 和 ＰＣ２ 的主成分累积解释量为 ６７．３２％，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数与各土壤理化指标的夹

角排序为：土壤硝态氮＜土壤微生物量碳＜全氮＜易氧化碳＜含水率＜水解氮＜ｐＨ＜铵态氮＜土壤温度＜有机碳＜
容重＜Ｃ ／ Ｎ。 说明土壤硝态氮、微生物量碳、全氮以及易氧化碳是调控热带森林不同恢复阶段土壤反硝化细菌

群落结构及多样性特征的主控因子，其次为土壤含水率、土壤温度、水解氮、ｐＨ、铵态氮、有机碳、容重及 Ｃ ／ Ｎ。

３　 讨论

３．１　 热带森林恢复对 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落结构的影响

３ 种不同恢复阶段的热带森林土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落结构差异显著。 变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸
杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）成为该热带森林区域的优势门，且
变形菌门的相对丰度变化范围较宽（３２．７１％ — ９８．６３％），这一结果与 Ｇｕ［２０］及 Ｚｈａｏ［４］等人的研究结果相似。
变形菌门在土壤生态系统中广泛存在，其拷贝数在总克隆文库中占比高达 ２５⁃ ４０％［２１］，且一些厌氧异养变形

菌相对丰度会随土壤氧气浓度的周期波动出现显著变化［２］。 本研究中，变形菌门、酸杆菌门的相对丰度表现

为恢复初期高于恢复后期。 这可能与变形菌门和酸杆菌门属于寡营养型反硝化微生物有关，它们在养分有效
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图 ４　 土壤反硝化微生物 α多样性指数与土壤理化因子的主成分分析（ＰＣＡ）

Ｆｉｇ．４　 ＰＣＡ ｏｆ ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｏｉｌ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｗｉｔｈ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

Ｓｈａｎｎｏｎ：Ｓｈａｎｎｏｎ 指数；Ｓｉｍｐｓｏｎ：Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数；Ｃｈａｏ：Ｃｈａｏ 指数；ＳＯＣ：土壤有机碳 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＭＢＣ：微生物生物量碳 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ

ｃａｒｂｏｎ；ＴＮ：全氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＲＯＣ：易氧化碳 Ｒｅａｄｉｌｙ ｏｘｉｄｉｚａｂｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＨＮ：水解氮 Ｈｙｄｒｏｌｙｚａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ：铵态氮 Ａｍｍｏｎｉｕｍ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＯ－
３ ⁃Ｎ：硝态氮 Ｎｉｔｒａｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＳＷ：土壤水分 Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ；ＳＴ：土壤温度 Ｓｏｉｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；ＢＤ：容重 Ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ；１—９：样方数据平均值

Ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｐｌｏｔｓ

性较低的环境中反而具有较高的相对丰度［２２］；而绿弯菌门和放线菌门可能属于富营养型反硝化细菌门，处于

恢复后期的高檐蒲桃群落具有充足的有效养分，因此其在恢复后期具有较高的相对丰度。 此外，本研究区在

３ 月期间会出现周期性的浓雾（从夜晚持续至第二天早上），这使得研究区内的土壤相对湿度保持在一个相对

稳定水平［２３］，加之处于恢复初期的群落植被结构和盖度比处于恢复后期更单一，无法维持一个相对稳定的土

壤含水率及养分有效性水平，使得反硝化细菌相对丰度出现激烈波动（如变形菌门）。 ９ 月份新检测出的放线

菌门表现为恢复中后期高于恢复初期，可能是因为放线菌门对水分和温度更为敏感，在水分充足的月份具有

更高的丰度［２４］，且处于恢复后期的土壤养分有效性更高，最终导致高温湿润的 ９ 月比低温干燥的 ３ 月检测出

更多的放线菌门。
与 ３ 月份相比，９ 月份各样地的 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌属种类数出现不同程度的增幅。 贪铜菌属、脱氯单胞

菌属、嗜盐单胞菌属、假单胞菌属及罗思河小杆菌属成为 ３ 个样地内的优势属（图 ３）。 这一结果与陈秀波［１５］

等人的研究结果相同，但其采用的是 ｎｏｓＺ 型引物，这说明上述几种反硝化细菌属不但具有亚硝酸还原酶，同
时也具有氧化亚氮还原酶（Ｎｏｓ 酶，一种能将 Ｎ２Ｏ 气体还原成 Ｎ２的酶）。 此外，除贪铜菌属的相对丰度在 ３
月、９ 月表现为沿恢复年限增加而降低外，其余反硝化细菌属的相对丰度变化趋势各不相同，如 ９ 月的脱氯单

胞菌属和罗思河小杆菌属在沿恢复年限增加而增加，３ 月则表现为 ＭＰ＞ＳＯ＞ＭＬ；９ 月新检测出的反硝化细菌

种数表现为 ＳＯ（１９ 种）＞ＭＰ（１３ 种）＞ＭＬ（７ 种），说明这些反硝化细菌属的相对丰度对样地及季节变化（干湿

季）较为敏感。 处于恢复初期的 ＭＬ 群落内土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌相对丰度变化最大，而处于恢复后期的 ＳＯ
群落变化相对较小，说明恢复年限对 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌的群落结构造成显著影响。 洪璇［２５］、Ｗｉｎｔｅｒ［２６］等人认

３３６　 ２ 期 　 　 　 曹乾斌　 等：不同恢复阶段热带森林土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物群落结构及多样性特征 　
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为，ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落结构会随着季节及所处的生境出现显著变化，且与生境中的含氮化合物的浓度密

切相关。 ３ 个样地内均发现的罗思河小杆菌属、假单胞菌属、脱氯单胞菌属和贪铜菌属等 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌

属，也在河口区［２５］、水稻土［２７］、湖泊底泥及森林土壤［１３］中被发现，说明这些 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌属的生态幅较

广。 因此，热带森林区域季节的变换，会使得土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落的丰富度随生态类型出现显著

差异。
３．２　 热带森林恢复对 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落多样性的影响

热带森林的恢复过程对 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落多样性产生重要影响。 随着热带森林恢复年限的增加，
土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物群落多样性也逐渐增加，９ 月份 ＭＰ、ＭＬ、ＳＯ 样地的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数分别是 ３ 月份的 ２．
２８、２．２０ 和 １．４８ 倍，说明恢复年限越高，其 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数变化越小，ｎｉｒＳ 型反硝化微生物群落结构就越趋于稳

定。 随着恢复年限增加，植被盖度及郁闭度会逐渐增加，凋落物数量及质量也逐年累积，同时土壤温度及湿度

等环境因子趋于稳定，在累积大量养分的同时刺激了微生物活性［１４，２８］，使得高檐蒲桃群落的 ｎｉｒＳ 型反硝化细

菌的群落多样性最高，而白背桐群落最低。 此外，处于恢复后期的崖豆藤群落和高檐蒲桃群落的稀释曲线位

置及宽度接近，说明随着恢复年限的增加，热带森林群落土壤反硝化细菌的群落结构及多样性趋于相似。 处

于恢复后期的 ２ 个样地的土壤 ｐＨ 值及土壤有机碳、全氮及硝态氮含量相近，这为 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物提供

了较为相似土壤理化环境，从而使得恢复后期的崖豆藤群落和高檐蒲桃群落的 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物群落结

构及多样性趋于相似。 但土壤有机碳、全氮及硝态氮等养分浓度仍存在差异，最终使得恢复后期的两个群落

内的反硝化微生物具有一定的差异性。 土壤 ｐＨ、有机碳、全氮及硝态氮含量会刺激土壤养分有效性，显著影

响热带森林土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌的群落多样性［２９⁃３１］。 因此，热带森林恢复过程中形成不同的植物群落，会
改变群落土壤理化环境，最终影响土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌的群落多样性。

取样月份不同对不同恢复阶段的土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌多样性影响显著。 本研究表明，随恢复年限增

加，９ 月份各样地 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数比 ３ 月份平均增加将近 ２ 倍，且不同样地增加倍数差异显著，说明月份变化也

会对不同恢复阶段的土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌多样性造成显著影响。 研究表明，西双版纳热带森林中干季（３
月）的温度及降雨量显著低于湿季（９ 月），使得湿季微生物分解底物的有效性显著高于干季［２３，３２］。 此外，热
带森林中土壤温度年均变化不大，但土壤含水率会随季节出现显著变化，这导致土壤氧分压随含水率出现周

期性波动，刺激土壤反硝化作用，促进土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌的活性［３３］。 另一方面，随着恢复年限的增加，各
种土壤碳（如微生物量碳、易氧化碳）、氮（如铵氮、硝氮）含量会在湿季（９ 月）大量积累，水分过多导致根系分

泌物浸出也会使得土壤积累更多的含碳、氮类物质，使得即使在干季也能保持较高的反硝化细菌多样性［３４］；
而在湿季，适宜的温度和水分使得微生物繁殖速率加快，最终使得 ９ 月的 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌多样性高于 ３ 月。
因此，热带森林季节变化改变了不同恢复阶段的土壤含水率的时间分配，进而影响微生物栖息的土壤微环境，
最终对土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌产生重要影响。
３．３　 热带森林恢复过程中土壤理化环境变化对 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌的影响

本研究表明，土壤含水率、全氮、水解氮、铵态氮、硝态氮、微生物量碳及土壤有机碳随恢复年限增加而增

加，且不同样地差异性显著（Ｐ＜０．０５），这与 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数变化趋势一致，且与 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数呈显著正相关，说明热带森林不同恢复阶段土壤理化性质变化对土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落结构及多

样性产生重要影响。 随着热带森林恢复年限增加，植物枯枝落叶的输入量和积累量增加，处于恢复后期的热

带森林土壤积累了更多的活性 Ｃ、Ｎ 养分，为反硝化细菌的生长和繁殖提供了更适宜的环境［１６，２０］。 不同林型

的枯落物的输入数量及质量，会改变土壤理化性质特征，且反硝化功能微生物与土壤理化环境因子间也存在

着复杂的交互作用［１３］，最终使得处于不同恢复时长的群落土壤反硝化细菌的丰度和结构［２０，２３，３２］ 出现显著差

异。 而处于恢复前期的热带森林群落，植被覆盖度低，群落内土壤温度、水分及土壤 Ｃ、Ｎ 养分波动剧烈，最终

使得土壤反硝化微生物的活性低于恢复后期的热带森林群落。
本研究表明，土壤容重及 Ｃ ／ Ｎ 与 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物多样性指数呈负相关，土壤 ｐＨ、含水率、温度、全
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氮、硝态氮、铵态氮、水解氮、有机碳、微生物量碳以及易氧化碳对土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物群落结构及多样

性产生了重要影响。 随着恢复年限增加，土壤 ｐＨ 小幅增加，土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物也逐渐增加，可能是因

为低 ｐＨ 对土壤反硝化微生物活性具有限制作用，而随着 ｐＨ 值增加，这种限制被逐渐抵消。 研究表明，在一

定范围内，土壤 ｐＨ 值增加会使得土壤反硝化酶（如 ｎｉｒＳ 酶）活性增加［１３］，土壤反硝化微生物大量繁殖，最终

使得处于恢复后期的土壤具有更多的 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌。 土壤水分与温度对土壤反硝化细菌的影响小于土

壤 Ｎ 素（硝态氮、微生物量碳、全氮），且土壤水分的影响大于土壤温度，说明在水热充足的热带森林中，土壤

水分和温度可能是影响反硝化细菌多样性的间接因子。 特别是热带森林中土壤含水率的频繁变化，会造成土

壤含氧量出现剧烈波动，导致土壤氧化还原环境不断变化［２］，同时土壤容重也发生变化，加深了土壤有氧 ／缺
氧环境的频繁转变，均会促进土壤 Ｎｉｒ 酶的表达，使得土壤反硝化细菌群落在不同季节和恢复阶段出现显著

变化［１３，３５⁃３６］。 本研究中，处于恢复后期的热带森林群落土壤铵态氮、硝态氮、有机碳、易氧化碳、微生物量碳含

量均显著高于恢复前期，且 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数随恢复年限增加而升高，说明不同恢复阶段的土壤碳、氮形态及浓度

对土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物群落多样性及结构影响显著。 土壤 ｎｉｒＳ 基因丰度对土壤中氮素的形态变化非常

敏感，大量的 ＮＨ＋
４ 存在时，会显著降低 ｎｉｒＳ 型土壤微生物的丰度［３７］；而大量 ＮＯ－

３ 存在时，会促进 ｎｉｒＳ 型反硝

化细菌的生长繁殖［３０］；但是当大量有机碳，特别是活性有机碳（如易氧化碳、微生物量碳）及铵氮、硝氮共同

存在时，土壤 ｎｉｒＳ 的基因丰度是单一养分存在时的 ３ 倍多［３１，３３，３５］。 因此，热带森林的恢复阶段改变了土壤 Ｃ、
Ｎ 养分浓度状况，使得土壤理化性质产生明显异质性，进而影响热带森林 ｎｉｒＳ 型土壤微生物的群落结构及多

样性。

４　 结论

热带森林恢复过程中，季节和恢复阶段以及它们的交互作用，影响土壤理化性质的时空异质性，进而调控

热带森林土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌的群落结构及多样性。 土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落结构沿恢复年限在干湿

季节差异显著，且其多样性随恢复年限增加而增加，说明热带森林群落不同恢复年限改变了土壤 Ｎ 形态（全
氮、ＮＨ＋

４、ＮＯ
－
３）、Ｃ 有效性（微生物量碳、易氧化碳）及物理因子（土壤含水率、土壤温度），进而对土壤 ｎｉｒＳ 型反

硝化细菌群落结构及多样性产生显著影响。 土壤硝态氮、微生物量碳、全氮及易氧化碳是调控不同恢复阶段

热带森林土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落结构及多样性变化的主控因子，其次为土壤含水率、土壤温度、水解氮、
ｐＨ、铵态氮、有机碳、容重及 Ｃ ／ Ｎ。
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