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短期牦牛放牧强度对川西北高原高寒草甸土壤细菌群
落的影响

王永宏１ꎬ田黎明２ꎬ艾　 鷖１ꎬ陈仕勇３ꎬ泽让东科１ꎬ∗

１ 西南民族大学青藏高原研究院ꎬ 成都　 ６１００４１

２ 四川大学生命科学学院ꎬ 成都　 ６１００６５

３ 西南民族大学畜牧兽医学院ꎬ 成都　 ６１００４１

摘要:气候变化和人类干扰使青藏高原的草地退化日趋严重ꎬ特别是过度放牧导致的草地退化现象尤为突出ꎻ然而ꎬ牦牛作为青

藏高原分布广且数量多的重要家畜ꎬ其不同放牧强度对高寒草甸土壤理化性质与细菌群落的影响仍不明晰ꎮ 在川西北高原典

型高寒草甸开展牦牛放牧强度试验ꎬ设置了对照组(禁牧)、轻度放牧(１ 头牦牛 / ｈｍ２)、中度放牧(２ 头牦牛 / ｈｍ２)和重度放牧

(３ 头牦牛 / ｈｍ２)４ 个放牧强度ꎬ每个强度设置 ３ 个重复ꎮ 两年放牧实验后的结果表明:短期的重度放牧导致土壤有效磷显著增

加ꎬ而其它土壤性质在各放牧强度变化不显著ꎻ随着放牧强度的增加ꎬ土壤细菌 α 多样性呈先增加后减少的趋势ꎬ其主要原因

是牦牛活动为细菌的生长繁殖提供了有利的营养条件ꎬ但由于放牧的持续时间较短ꎬ变化不显著ꎻ就优势菌而言ꎬ土壤绿弯菌门

中存在光合自养细菌ꎬ在重度放牧下显著高于对照组ꎬ其它各菌门在不同放牧强度下无显著差异ꎻ土壤氮与硝化螺旋菌门呈正

相关ꎬ速效磷与酸杆菌门也呈显著正相关ꎬ均说明放牧强度对土壤细菌类群的影响是通过土壤性质间接实现的ꎮ 本实验通过研

究不同牦牛放牧强度下的土壤细菌群落结构ꎬ为放牧策略的制定提供了基础数据支持ꎬ为草地退化的防治提供理论依据ꎮ
关键词:高寒草甸ꎻ牦牛放牧ꎻ放牧强度ꎻ土壤理化性质ꎻ土壤细菌群落
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ａｎｄ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ ｂｕｔ ｓｏｉｌ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｗａｓ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ
ｇｒａｚｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｍａｙ ｂｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｂａｓｉｃ ｄａｔａ ｔｏ
ｇｒａｚｉｎｇ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｇｒａｄｅｄ ｇｒａｓｓｌａｎｄｓ.

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ: ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗꎻ ｙａｋ ｇｒａｚｉｎｇꎻ ｇｒａｚｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙꎻ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓꎻ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

草地是陆地生态系统的重要组分之一ꎬ全球草地覆盖面积约为 ３. ４２ × １０９ ｈｍ２ꎬ约占陆地总面积的

４０％[１—２]ꎬ对区域乃至全球生态系统平衡有着至关重要的作用ꎮ 在过度放牧与气候变化的共同作用下ꎬ草地

出现了不同程度的退化ꎮ 据报道ꎬ２０ 世纪初我国退化草地面积已达草地总面积的 ９０％以上[３]ꎮ 青藏高原作

为我国主要牧区之一ꎬ近几十年来超过 ５０％草地出现不同程度的退化[４]ꎮ 天然草地的大面积退化不仅影响

生态平衡与稳定ꎬ给环境问题带来巨大的威胁ꎬ还影响我国畜牧业发展和广大牧民的生活水平ꎮ 青藏高原及

其周边地区牦牛保有量约占世界总量的 ９２％(２００９ 年统计数据) [５]ꎬ但前期基于牦牛放牧同草地生态系统构

件耦合关系的分析研究相对薄弱ꎬ成为探究青藏高原牦牛放牧强度对于高寒草地影响的瓶颈因子ꎮ
放牧主要通过践踏、采食和排泄等途径影响草地地上生物群落、土壤养分及地下微生物群落的组成和结

构ꎮ 大型食草动物的践踏行为对土壤物理特性具有直接影响ꎬ研究表明冬季牛群 ２—３ 天的高强度践踏后ꎬ土
壤大孔隙减少导致水分入渗率下降ꎬ这些指标的恢复需要 ６ 个月[６]ꎮ 放牧家畜对牧草的选择性采食会改变植

物群落结构ꎬ采食后通过对牧草营养成分的吸收与转化再通过排泄的方式回归土壤ꎬ虽然家畜的尿液和粪便

仅覆盖 ４％—２０％和 １％—５％的放牧地[７]ꎬ但促进了营养物质的快速循环ꎬ从而进一步影响土壤化学性质ꎮ 已

发表的许多研究通过草地退化程度或与定居点和饮水点的距离来定义放牧强度大小ꎬ导致放牧强度的确定存

在很大主观性和差异ꎬ不能反映真实的放牧强度状况ꎬ牦牛放牧强度的控制实验结果十分缺乏ꎮ
微生物的繁殖速率快ꎬ对土壤理化性质变化的反应迅速ꎬ放牧会改变土壤 ｐＨ、水分和土壤有机质等要素ꎬ

进而影响土壤微生物群落的组成、结构及功能[８—９]ꎮ 已有研究表明放牧可以通过增加氮矿化、反硝化、碳固

定、碳降解等基因的丰度ꎬ改变微生物群落功能ꎬ增加微生物功能基因的 α 多样性[１０]ꎮ 放牧通过家畜对营养

物质的利用与转化ꎬ改变土壤碳输入形式ꎬ使得微生物由以真菌为主的群落结构向以细菌为主的群落转

变[１１]ꎮ 尽管部分研究表明放牧对细菌的 α 多样性没有显著影响ꎬ但会影响特定细菌群落的相对丰度ꎬ从而影

响细菌的群落结构[１２]ꎮ 全球范围的整合分析发现ꎬ放牧通过影响地下与地上生物量使细菌生物量减少

８.８５％ꎻ重度放牧影响更显著ꎬ降低幅度达 １６.４８％[１３]ꎮ 现阶段的研究多集中于禁牧与放牧对微生物群落的影

响[１０ꎬ１４]ꎬ土壤性质与微生物群落的相互关系则集中于土壤水分、土壤碳和土壤氮等土壤性质[１２ꎬ１５]ꎬ而牦牛放

牧强度对细菌群落结构及其调控因素的影响却鲜见报道ꎮ

０５５１ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２ 卷　
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本文以青藏高原东缘典型高寒草甸为研究对象ꎬ分析不同牦牛放牧强度在短期放牧条件下(２ 年)对土壤

理化性质和细菌群落结构的影响ꎬ并探讨了二者关系ꎬ为青藏高原高寒草甸的放牧强度控制提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 研究区概况

本试验研究区位于青藏高原东缘的四川省阿坝藏族羌族自治州红原县西南民族大学青藏高原基地(３２°
４８′Ｎꎬ１０２°３３′Ｅ)ꎬ海拔 ３５０４ ｍꎬ年均降水量为 ７４７ ｍｍꎬ暖季降水可达全年降水量的 ８０％ꎬ年均气温为 １.５℃ꎮ
试验区的优势植物种类为高山嵩草(Ｋｏｂｒｅｓｉａ ｐｙｇｍａｅａ)、垂穗披碱草(Ｅｌｙｍｕｓ ｎｕｔａｎｓ)和矮生嵩草(Ｋｏｂｒｅｓｉａ
ｈｕｍｉｌｉｓ)ꎬ土壤类型为高山草甸土ꎮ
１.２　 试验设计与样品采集

通过对当地牧区的载畜量和退化情况进行实地调查ꎬ并对牧民进行走访ꎬ结合相关文献ꎬ将试验地划分为

４ 个放牧处理:对照组(禁牧)、轻度放牧(１ 头牦牛 / ｈｍ２)、中度放牧(２ 头牦牛 / ｈｍ２)和重度放牧(３ 头牦牛 /
ｈｍ２)ꎮ 每个处理随机设置 ３ 个重复ꎬ其中放牧样地面积均为 １ ｈｍ２ꎬ非放牧样地面积均为 ０.３３ ｈｍ２ꎬ样地总面

积为 １０ ｈｍ２ [１６]ꎮ 试验地从 ２００８ 年至 ２０１４ 年均为当地牦牛夏季牧场ꎬ草场利用状况较为均一ꎬ属于中等放牧

强度ꎮ 为确保试验地初始状况较为均一ꎬ２０１４ 年将试验地用围栏围封一年ꎮ 放牧试验于 ２０１５ 年 ５ 月下旬开

始ꎮ 放牧时间为每年的 ５ 月下旬到 ９ 月下旬ꎬ期间牦牛可以在样地里自由活动、采食和饮水ꎮ ２０１６ 年 ８ 月底ꎬ
在各样地中随机选取 ６ 个 ５０ ｃｍ×５０ ｃｍ 样方ꎬ在收集地上生物量后每个样方用土钻采集 ５ 个 ０—１０ ｃｍ 土样ꎬ
混合成一个土壤样品ꎻ然后将其分为两部分ꎬ一部分带回实验室后在－８０℃冷冻保存用于土壤细菌群落测定ꎬ
另一部分自然风干后用于土壤理化性质测定ꎮ
１.３　 土壤理化性质测定

将自然风干土样去除石块、草根等杂质后碾磨、过筛后测定土壤理化性质ꎮ 各指标的测定方法分别为:土
壤含水率用烘干法测定ꎬ容重用环刀法测定ꎻ土壤全氮、全磷和全钾均使用过 ０.１５ ｍｍ 筛网的风干土样测定ꎬ
其中全氮用凯氏定氮法测定ꎬ全磷用 ＮａＯＨ 熔融—钼锑抗比色法测定ꎬ全钾用火焰分光光度计法测定ꎻ土壤速

效养分为过 ２ ｍｍ 筛网后的风干土样测定ꎬ其中有效氮用碱解扩散法测定ꎬ有效磷用 ＮａＨＣＯ３浸提—钼锑抗比

色法测定ꎬ速效钾用乙酸铵浸提—火焰光度计法测定ꎬｐＨ 用电位法测定ꎬ土壤有机质采用重铬酸钾氧化外加

热法测定[１７]ꎮ
１.４　 土壤细菌 ＤＮＡ 提取与 ＰＣＲ 扩增

土壤总 ＤＮＡ 用 ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ Ｓｔｏｏｌ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ (ＱＩＡＧＥＮꎬ 德国)试剂盒进行提取ꎬ并用 ０.８％琼脂糖凝胶

电泳检测 ＤＮＡ 质量ꎬ用核酸检测仪对 ＤＮＡ 进行定量ꎮ 用引物 ５１５Ｆ(５′￣ＧＴＧＣＣＡＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ￣３′)和 ９０７Ｒ
(５′￣ＧＴＧＣＣＡＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ￣３′)对细菌 １６ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ４—Ｖ５ 区进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ聚合酶为 ＮＥＢ 公司的 Ｑ５
高保真 ＤＮＡ 聚合酶ꎮ 反应条件为 ９８℃预变性 ２ ｍｉｎ、９８℃变性 １５ ｓ、５５℃退火 ３０ ｓ、７２℃延伸 ３０ ｓꎬ共循环 ２５
次ꎬ最后一次循环 ７２℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ 将 ＰＣＲ 扩增产物用 ２％琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ用 ＡＸＹＧＥＮ 公司的凝胶

回收试剂盒进行切胶回收ꎮ 用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 ＴｒｕＳｅｑ Ｎａｎｏ ＤＮＡ ＬＴ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ 制备测序文库ꎬ采用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序平台测序ꎮ
１.５　 统计分析

利用 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｉｎｓｉｇｈｔｓ Ｉｎｔｏ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｅｃｏｌｏｇｙ (ＱＩＩＭＥꎬ ｖ１.８.０)对测序数据进行处理ꎬ识别、检查并剔除

疑问序列和嵌合体序列[１８]ꎬ将剩余序列以 ９７％的同一性聚类为可操作分类单位(ＯＴＵ) [１９]ꎮ 使用 ＱＩＩＭＥ 的

ＯＴＵ 表计算出 ＯＴＵ 的 α 多样性指数ꎬ并用 ＳＰＳＳ 对 α 多样性指数进行单因素方差分析ꎬ 对 ＯＴＵ 丰度矩阵在

不同深度随机抽样绘制稀释曲线ꎻ用 ＵｎｉＦｒａｃ 距离度量法对细菌群落结构进行 β 多样性分析[２０]ꎬ对非加权和

加权的 ＵｎｉＦｒａｃ 距离矩阵分别进行非度量多维尺度分析(ＮＭＤＳ) [２１]ꎻ用韦恩图确定土壤中的主要细菌群落ꎬ
用 Ｅｘｃｅｌ 绘制门分类水平下的细菌组成丰度图ꎮ 使用 ＳＰＳＳ 对土壤理化性质进行单因素方差分析ꎬ使用

１５５１　 ４ 期 　 　 　 王永宏　 等:短期牦牛放牧强度对川西北高原高寒草甸土壤细菌群落的影响 　
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Ｃａｎｏｃｏ ５.０ 分析环境因子对细菌的影响ꎬ用主成分分析(ＰＣＡ)表明两者间的相互关系ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 不同放牧强度下的土壤理化性质

在短期放牧条件下ꎬ除土壤容重、ｐＨ、有效磷外ꎬ其它各土壤指标对不同放牧强度的响应均没有显著性差

异(Ｐ>０.０５ꎻ表 １)ꎮ 与对照组相比ꎬ不同放牧强度的土壤容重与土壤 ｐＨ 均有所降低ꎬ轻度放牧和重度放牧的

土壤容重显著小于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ土壤 ｐＨ 随放牧强度的增加而减小ꎮ 其它指标在不同放牧强度处理下有

不同程度的增加ꎬ土壤含水率和碱解氮在各放牧强度的增加幅度相似ꎬ平均增加幅度分别为 １６. ２０％和

２０.３７％ꎮ

表 １　 不同放牧强度对土壤理化性质的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｚｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

土壤指标
Ｓｏｉｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ

轻度放牧
Ｌｉｇｈｔ

中度放牧
Ｍｏｄｅｒａｔｅ

重度放牧
Ｈｅａｖｙ

含水率 ＳＭ / ％ ２１.２６±３.０３ａ ２４.７０±２.２９ａ ２４.９６±１.３６ａ ２４.４５±３.６５ａ

土壤容重 ＢＤ / (ｇ / ｃｍ３) １.３２±０.０２ａ １.１９±０.０２ｂ １.２５±０.０２ａｂ １.１８±０.０８ｂ

全氮 ＴＮ / (ｇ / ｋｇ) ２.９７±０.２４ａ ３.２１±０.２２ａ ３.１８±０.２６ａ ３.６２±０.５３ａ

全磷 ＴＰ / (ｇ / ｋｇ) ０.７７±０.０３ａ ０.８９±０.０７ａ ０.８２±０.０６ａ ０.８１±０.１３ａ

全钾 ＴＫ / (ｇ / ｋｇ) １６.９７±１.０４ａ １７.００±１.０９ａ １６.４２±０.８３ａ １５.７５±０.３６ａ

有效氮 ＡＮ / (ｍｇ / ｋｇ) ２２５.４４±３４.７５ａ ２７２.３４±３０.９８ａ ２６８.３４±２１.７４ａ ２７３.４４±３４..００ａ

有效磷 ＡＰ / (ｍｇ / ｋｇ) ３.９６±０.５３ｂ ４.５０±０.３８ａｂ ５.０８±１.００ａｂ ５.５３±０.３５ａ

速效钾 ＡＫ / (ｍｇ / ｋｇ) １３４.６８±６７.７８ａ １６１.６１±５５.０６ａ １９２.３８±１５.３７ａ １６５.０６±３８.５２ａ

ｐＨ ５.９２±０.０９ａ ５.８３±０.０６ａｂ ５.６８±０.０５ｃ ５.７４±０.０５ｂｃ

有机质 ＳＯＭ / (ｇ / ｋｇ) ６６.８８±６.１０ａ ７４.２８±０.９１ａ ６４.８６±８.２２ａ ６８.８１±９.４６ａ

　 　 同行不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎻＳＭ:土壤含水率 Ｓｏｉｌ ｍｏｉｓｔｕｒｅꎻＢＤ:土壤容重 Ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙꎻＴＮ:全氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎻＴＰ:全磷 Ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎻＴＫ:全钾 Ｔｏｔａｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍꎻＡＮ:有效氮 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎻＡＰ:有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎻＡＫ:速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍꎻＳＯＭ:有机质

Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ

图 １　 不同放牧强度土壤细菌 ＯＴＵ 维恩图

　 Ｆｉｇ.１　 ＯＴＵ Ｖｅｎｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｚｉｎｇ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ　

ＯＴＵꎬ可操作分类单元 Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ

２.２　 不同放牧强度下的细菌群落多样性

２.２.１　 土壤细菌 ＯＴＵ 分布特征

通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 平台对不同放牧强度 ０—１０
ｃｍ 土壤进行细菌群落 ＤＮＡ 片段双端(Ｐａｉｒｅｄ－ｅｎｄ)测

序ꎬ样本共测得有效序列 ６６３７６４ 条ꎮ 对土壤细菌群落

有效序列按 ９７％的序列相似度进行归并和 ＯＴＵ 划分ꎬ
将细菌大致分类至分类学的种水平ꎮ 对照组、轻度放

牧、中度放牧、重度放牧的 ＯＴＵ 种类分别为 ５６７１、５９５８、
６２３１、５６４７ꎬ通过韦恩图呈现出各放牧强度细菌群落共

有或独有的 ＯＴＵ 数量(图 １)ꎮ 试验区不同种类 ＯＴＵ 共

８４９２ 个ꎬ４ 个放牧强度共享的 ＯＴＵ 占总量的 ３７.１５％ꎻ
对照组独有的 ＯＴＵ 数占总量的 ４.１９％ꎻ轻度放牧独有

ＯＴＵ 占总的 ４. ０９％ꎻ中度放牧独有 ＯＴＵ 占总数的

５.１６％ꎻ重度放牧独有 ＯＴＵ 占总数的 ３.９８％ꎮ
２.２.２　 土壤细菌 α 多样性

稀释曲线能够反映样本的测序深度对群落微生物

多样性的说明程度(图 ２)ꎬ平台期出现的测序深度顺序
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依次为:中度放牧>轻度放牧>重度放牧>对照组ꎬ表明中度放牧处理的土壤细菌种类更多ꎬ对照组土壤细菌多

样性更低ꎬ但是各放牧强度之间的土壤细菌 α 多样性指数均无显著性差异(表 ２)ꎮ 放牧处理的 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数

大于对照组ꎬ但各组间的差异很小ꎬ可见短期牦牛放牧对土壤细菌群落的均匀度和优势 ＯＴＵ 影响小ꎻＣｈａｏ １
与 ＡＣＥ 指数呈现相同的规律ꎬ均为中度放牧>轻度放牧>对照>重度放牧ꎬＳｈａｎｎｏｎ 指数则为中度放牧>重度放

牧>轻度放牧>对照组ꎮ 各放牧处理间的 α 多样性不存在显著差异(Ｐ>０.０５)ꎻ但结果表明中度放牧处理会增

加细菌群落的丰富度与多样性ꎮ

表 ２　 不同放牧强度的土壤细菌 α多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｚｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

指数
Ｉｎｄｅｘ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ

轻度放牧
Ｌｉｇｈｔ

中度放牧
Ｍｏｄｅｒａｔｅ

重度放牧
Ｈｅａｖｙ

辛普森多样性指数
Ｔｈｅ Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ０.９９６３±０.０００３ａ ０.９９６７±０.０００３ａ ０.９９６６±０.０００３ａ ０.９９６８±０.０００１ａ

Ｃｈａｏ １ 丰富度估计指数
Ｔｈｅ Ｃｈａｏ１ ｅｓｔｉｍａｔｏｒ ３６３５.１４００±８２０.４２ａ ３９４４.９０００±８７６.６１ａ ４１７４.１４００±９７３.５３ａ ３４１９.２３００±１９０.１４ａ

ＡＣＥ 丰富度估计指数
Ｔｈｅ ＡＣＥ ｅｓｔｉｍａｔｏｒ ３６４９.８２００±８４５.５３ａ ４００８.５１００±８５５.４３ａ ４３０５.１４００±１０９９.９５ａ ３４５７.６５００±２５６.４５ａ

香农多样性指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ９.９２００±０.０４３６ａ １０.０２６７±０.１３８７ａ １０.０４６７±０.１３５８ａ １０.０４３３±０.０４９３ａ

图 ２　 不同放牧强度的细菌样品稀释曲线

　 Ｆｉｇ. ２ 　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｒａｚｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ

２.３　 不同放牧强度下的细菌群落组成结构

２.３.１　 门分类水平下的细菌群落相对丰度

在门分类水平下(图 ３)ꎬ土壤中相对丰度>２％的细

菌分别为:变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ２４.７％)、酸杆菌门

( Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ ２１. ０％)、 放 线 菌 ( Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ
１３.７％)、 绿 弯 菌 门 ( Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉꎬ １３. ７％)、 疣 微 菌 门

(Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａꎬ６.６％)、厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓꎬ４.２％)、
芽单胞菌门(Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓꎬ４.２％)、硝化螺旋菌门

(Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａꎬ４.０％)及浮霉菌门(Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓꎬ２.８％)ꎮ
除重度放牧的土壤绿弯菌门显著高于对照组外ꎬ其它各

菌门在不同放牧强度下没有显著差异ꎮ 随放牧强度的

增加ꎬ放线菌、厚壁菌门、浮霉菌门的相对丰度呈先增加

后减少的趋势ꎬ酸杆菌门、芽单胞菌门则呈现先减少后

增加的趋势ꎻ疣微菌门呈现递减趋势ꎬ硝化螺旋菌门呈

现递增趋势ꎮ
２.３.２　 β 多样性分析

Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ 距离用来描述群落的组成成分差异导致的群落差异ꎬ同一放牧强度的样本间距离较

大ꎬ各样本的群落组成成分差异明显ꎻ不同放牧强度样本的群落组成重合度高ꎬ表明放牧强度对土壤细菌群落

组成成分变化影响不明显(图 ４)ꎮ Ｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ 距离既描述了群落组成成分间的系统发育关系ꎬ又描述

了各成分在群落中的丰度高低ꎬ相同放牧强度下ꎬ对照组和轻度放牧的样本间土壤细菌群落成员丰度相近ꎻ但
不同放牧强度间的 ＵｎｉＦｒａｃ 距离并没有明显差别ꎬ表明各放牧强度间细菌群落结构差异相似(图 ４)ꎮ
２.４　 不同放牧强度下细菌群落与土壤因子间的相关性分析

ＰＣＡ 分析(图 ５)描述了门分类水平下的优势细菌类群与土壤条件的相互关系ꎮ 以土壤因子为解释变量ꎬ
第一、第二主成分的解释率分别为 ５３.０３％和 ４０.３６％ꎬ可以很好地解释各环境因子与细菌种群的关系ꎮ 土壤

全磷与酸杆菌门两者极显著负相关(Ｐ<０.０１)ꎬ与绿弯菌门为显著正相关(Ｐ<０.０５)ꎻ全钾与浮霉菌门、厚壁菌
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图 ３　 门分类下细菌相对丰度

Ｆｉｇ.３　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｕｎｄｅｒ ｐｈｙｌｕｍ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图 ４　 不同放牧强度土壤细菌群落非加权与加权 ＵｎｉＦｒａｃ 距离 ＮＭＤＳ 分析

Ｆｉｇ.４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ ＮＭＤＳ ａｎｄ ｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ ＮＭＤＳ ｉｎ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｚｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ

ＮＭＤＳꎬ非度量多维尺度分析 Ｎｏｎｍｅｔｒｉｃ ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｌｉｎｇ

门显著正相关ꎬ与芽单胞菌门极显著正相关ꎬ与硝化螺旋菌门极显著负相关ꎻ有效磷与酸杆菌门正相关ꎬ与硝

化螺旋菌门显著正相关ꎻ而速效钾与疣微菌门ꎬ容重与绿弯菌门呈现显著负相关ꎮ

３　 讨论

３.１　 短期牦牛放牧对土壤理化性质的影响

土壤￣植被￣家畜三个界面共同组成放牧系统ꎬ三者间相互影响ꎮ 大量研究表明ꎬ随放牧强度的增加ꎬ家畜

的践踏效应增强ꎬ土壤团聚体更加稳定且土壤透水性更差[２２]ꎬ土壤孔隙度减小ꎬ通气性变弱ꎬ土壤持水性降

低[２３]ꎮ 表层土壤容重随放牧强度的增加呈现上升趋势ꎬ土壤含水量和孔隙度则呈现递减趋势[２４—２５]ꎮ 但本研

究发现ꎬ不同放牧强度的含水率均高于对照组ꎻ而各放牧处理土壤容重均小于对照组ꎬ并且轻度放牧和重度放

牧显著小于对照组ꎮ 这可能与试验区的植被覆盖情况和地下根系情况有关ꎬ本试验为短期放牧ꎬ根据“中度

干扰理论”ꎬ放牧对植被的采食行为促进植物的生长[１６]ꎬ地下根系更加发达ꎬ形成更稳定的草皮ꎬ有效保持了

土壤含水率ꎬ降低土壤容重[２６]ꎮ 也可能是本试验样地面积较大导致土壤质地存在一定差异ꎬ从而影响土壤含
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图 ５　 细菌类群与土壤因子的 ＰＣＡ 分析

Ｆｉｇ.５　 ＰＣＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｆａｃｔｏｒｓ

ＰＣＡ:主成分分析 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎻＳＭ:土壤含水率 Ｓｏｉｌ ｍｏｉｓｔｕｒｅꎻＢＤ:土壤容重 Ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙꎻＴＮ:全氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎻＴＰ:全磷 Ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎻＴＫ:全钾 Ｔｏｔａｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍꎻＡＮ:有效氮 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎻＡＰ:有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎻＡＫ:速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍꎻＳＯＭ:有

机质 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ

水量与容重[２７]ꎮ Ｔｅａｇｕｅ 等发现土壤物理性质变化是放牧长期作用的结果[２８]ꎬ本研究是短期放牧的结果ꎬ试
验长期进行可能会使土壤含水量降低、容重增加ꎮ

放牧活动除了影响土壤物理特性外ꎬ还能通过排泄物归还等影响土壤化学性质ꎮ 研究发现氮是决定草地

初级生产力的主要因子ꎬ随放牧强度增加土壤氮呈现增加、降低或不变的结果[２９]ꎮ 本研究的结果表明ꎬ全氮

含量随放牧强度增加呈上升趋势ꎬ放牧处理的碱解氮含量也均高于对照组ꎬ但是不同放牧强度间的差异没有

达到显著水平ꎮ 这可能是因为放牧降低植物根茎的碳氮比ꎬ土壤中的分泌物减少ꎬ可利用碳不足ꎬ氮的固定减

少ꎬ向氮矿化方向进行ꎬ土壤中的氮含量升高[３０]ꎮ 而且全氮、碱解氮与变形菌呈正相关ꎬ这与 Ｔｈｏｍｓｏｎ 等[３１]

发现的高土壤碳氮含量更适合变形菌门生长的结果一致ꎮ 已有研究显示ꎬ自由放牧与围栏封育相比全磷下降

了 １６％ꎬ下降的主要原因是家畜的放牧活动向系统外输出磷[３２]ꎮ 而本研究为短期放牧ꎬ并且排泄物完全保留

于该系统内ꎬ向系统外输出的元素含量较少ꎻ放牧使植物根系向土壤深层延伸ꎬ植物可以吸收土壤中更深层的

营养元素ꎬ而牦牛采食后通过排泄物将这些营养元素回归到土壤表层ꎬ使得放牧处理的土壤全磷含量大于对

照组ꎻ粪便中的磷含量更高ꎬ放牧强度越高牦牛的排泄量越多ꎬ所以有效磷含量随放牧强度递增[３３]ꎮ 蒋建生

等[３４]发现家畜返还草地的钾元素中ꎬ７０％—９０％通过排尿的方式ꎬ１０％—３０％通过排便的方式ꎮ 本研究发现

随放牧强度的增加全钾和速效钾含量均呈先增加后减少趋势ꎬ且放牧处理的速效钾含量均高于对照组ꎬ这与

苏振声等[３５]的研究结果一致ꎮ 牦牛从植物中采食的钾通过排泄物ꎬ大部分以速效钾形式回归到土壤中ꎬ使得

放牧处理的速效钾含量高于对照组[３６]ꎻ但当放牧强度增加到一定程度时ꎬ植物的补偿性生长吸收了大量的钾

元素ꎬ并且由于结合在土壤胶体中的钾很容易代换出来ꎬ使得土壤中的全钾与速效钾含量有所减小[３５]ꎮ

５５５１　 ４ 期 　 　 　 王永宏　 等:短期牦牛放牧强度对川西北高原高寒草甸土壤细菌群落的影响 　
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３.２　 短期牦牛放牧对表层土壤细菌群落组成与结构的影响

土壤微生物是生态系统中的分解者ꎬ是有机质分解与养分循环等过程中的驱动者ꎬ而细菌是这一功能群

中的最大类群[３７]ꎮ 本研究中不同放牧强度下土壤细菌 α 多样性指数差异不显著ꎬ但整体上随放牧强度增加

呈现先增加后减少的趋势ꎬ并且在中度放牧达到最高水平ꎬ说明适度放牧会小幅度提高土壤细菌群落的多样

性和丰富度ꎮ 植物生长将土壤深层的营养物质带到地上ꎬ再经过牦牛的采食与排泄行为将植物组织转化为微

生物容易利用的粪便与残渣ꎬ以及牦牛践踏作用将凋落物踏入土壤的行为[７]ꎬ土壤中易分解碳增加为细菌的

生长繁殖提供了有利条件ꎮ 但重度放牧使地上植被大面积减少ꎬ少部分光透过表层 ２ ｍｍ 土壤[３８]ꎬ增强的地

表紫外线辐射直接抑制[３９]或改变土壤水分条件以及通过改变植物及其根部分泌物间接抑制细菌的生长[４０]ꎬ
导致细菌多样性下降ꎮ 杨阳等[４１] 发现放牧显著降低了细菌的 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数ꎬ对其它指数的影响不显著ꎻＬｉ
等[４２]发现重度退化与不退化草地的微生物多样性没有显著差异ꎬ这与本研究结果相似ꎮ 但是ꎬ草地植被组

成[４３—４４]、利用方式[１４ꎬ４５]、地理环境[４６]、土壤类型[４７]、气候类型[１０] 以及家畜类型[４８] 等都影响土壤微生物群落

的组成ꎬ可见放牧强度对土壤微生物多样性的影响应结合环境因素进行综合考虑ꎮ
本研究结果表明ꎬ在门分类水平下ꎬ优势菌群为变形菌门(２４.７％)、酸杆菌门(２１.０％)、放线菌(１３.７％)、

绿弯菌门(１３.７％)ꎬ与本区域伍文宪等[４９]对天然和人工草地的土壤微生物群落的调查结果一致ꎮ 杨阳等[４１]

发现放牧使荒漠草原的变形菌门丰度降低ꎻ高凤等[５０]和尹亚丽等[５１] 均发现在门水平下放牧均降低了优势细

菌的丰度ꎬ但没有达到显著水平ꎻ李海云等[５２]对祁连山退化的高寒草地研究发现ꎬ优势菌门随草地退化程度

加剧呈现不同趋势的变化ꎮ 本研究发现在相对丰度>２％的 ９ 个细菌门中ꎬ除重度放牧土壤的绿弯菌门显著高

于对照组外ꎬ其它各菌门在不同放牧强度下没有显著差异ꎻ不同放牧强度的特有 ＯＴＵ 占总量的 ３.９８％—
５.１６％ꎬ放牧强度间的 ＯＴＵ 相似度高ꎻ对样本进行的 β 多样性分析也表明各放牧强度样本的重合度高ꎬ说明

短期放牧对细菌群落结构的影响不显著ꎮ 绿弯菌门包含了不同生活类型的细菌ꎬ其中有一部分是自养生物ꎬ
具有绿色的色素ꎬ可以进行光合作用产生能量[５３]ꎬ重度放牧土壤绿弯菌门显著升高的原因可能是重度放牧改

变了植被的覆盖度ꎬ土壤裸露在阳光中ꎬ为绿弯菌门的繁殖提供了有利条件ꎮ
３.３　 土壤属性与土壤细菌群落的关系

放牧通过改变输入土壤中的有机碳形式影响微生物的群落结构ꎬ使以真菌为主、生长速度较慢的群落向

以细菌为主、生长迅速的群落结构转变ꎻ另一方面ꎬ放牧强度增加使植物生长需要更多的有效养分ꎬ迫使细菌

形成能够更快周转养分的细菌群落[１１]ꎮ 土壤中的有机碳含量以及碳磷比、氮磷比均与细菌群落结构显著正

相关[５０]ꎬ使得细菌群落结构能够反映土壤的情况ꎮ 本试验的有机质与放线菌门呈正相关ꎬ这是因为放线菌门

与调控麦芽糖酶和淀粉酶表达的易分解有机碳降解基因显著正相关[５４]ꎻ而酸杆菌门与土壤有机质呈负相关ꎬ
Ｆｉｅｒｅｒ 等[５５]通过实验与整合分析结合ꎬ证实了酸杆菌门在低碳含量土壤中丰度较高ꎬ碳矿化能力低ꎬ其原因是

酸杆菌门与难降解有机碳降解基因(调控纤维素酶和木聚糖酶等)呈正相关[５４]ꎬ不利于土壤有机质的快速循

环ꎬ降低了碳矿化能力ꎮ
氮是陆地生态系统循环的重要限制因子ꎬ微生物参与其固氮、氨化、硝化以及反硝化等过程[５６]ꎮ 变形菌

门与酸杆菌门作为本研究区土壤中丰度最高的两种细菌群落ꎬ通过冗余分析发现ꎬ其比例越高土壤的氮含量

越高ꎬＴｈｏｍｓｏｎ 和 Ｓｍｉｔ 等人的研究也发现了同样的结果[３１ꎬ５７]ꎮ 主要因为变形菌门中的部分细菌中检测到

ｎｉｆＨ 基因的存在ꎬ对于固氮有重要作用[５８]ꎮ 硝化是氮循环的核心部分ꎬ氨氧化作为硝化的限速步骤ꎬ在高氮

水平下其优势类群之一的硝化螺旋门细菌生长更加旺盛[５９]ꎬ本试验全氮和有效氮均与硝化螺旋菌门呈正相

关ꎬ但由于短期放牧ꎬ各放牧强度间的土壤氮含量差异不显著ꎬ土壤氮与硝化螺旋菌门的相关关系并不显著ꎮ
ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 作为氮循环反硝化过程的标记基因ꎬ广泛存在于变形菌门、酸杆菌门和厚壁菌门中ꎬ并且这些反硝

化功能基因丰度与土壤的总碳、有机质、速效钾以及有效磷显著相关[５８]ꎮ 这些结果表明ꎬ放牧对土壤细菌群

落的影响可能是通过改变土壤性质间接实现ꎮ
近年来由于人为的氮输入ꎬ部分生态系统的氮限制得到缓解ꎬ磷限制现象增加[６０]ꎮ 土壤磷对氮有矿化作

６５５１ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２ 卷　
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用[６１]ꎬ可以提高土壤有效氮从而改变微生物群落结构ꎬ本研究发现有效磷与酸杆菌门正相关ꎬ与硝化螺旋菌

门显著正相关ꎬ这与上文提到的氮对细菌群落结构影响结果一致ꎮ Ｚｈｅｎｇ 等[６２] 通过氮、磷、钾等施肥处理发

现ꎬ施肥平衡能够显著增加细菌的数量ꎬ而导致细菌活性降低缺乏的主要营养物质是有效磷ꎮ 但本研究短期

放牧各强度的主要细菌群落差异不显著ꎬ无法确定缺乏有效磷主要通过影响何种细菌种群进而影响细菌群落

整体活性的ꎮ 因此ꎬ需要通过长期放牧实验来探究细菌群落结构变化的阈值ꎬ从而揭示细菌群落对放牧强度

更加明显的响应规律ꎬ为生产实践提供更加有效的理论依据ꎮ

４　 结论

短期的牦牛放牧行为会降低土壤表层的容重ꎬ可能是由植物的补偿性生长导致地下生物量增加或土壤异

质性引起的ꎻ家畜加快物质循环的作用导致短期内有效磷在地表的聚集ꎬ使有效磷随放牧强度的增加呈上升

趋势ꎮ 放牧对土壤理化性质的影响是长期的ꎬ因此短期牦牛放牧强度变化不容易改变相对数量ꎮ 牦牛的活动

为细菌提供了更有利的营养条件ꎬ虽然短期的放牧强度对细菌群落组成的影响不显著ꎬ但放牧强度过高改变

了植物根系和分泌物以及增加紫外线辐射使细菌的多样性降低ꎮ 不同细菌类群对土壤碳氮磷的响应通过其

功能基因实现ꎬ可以由细菌群落结构指示土壤营养成分组成ꎮ 由于本试验为短期放牧(２ 年)ꎬ土壤属性以及

细菌群落响应并不显著ꎮ 由此可见ꎬ开展长期牦牛放牧强度控制实验对揭示土壤性质与微生物的影响及其机

理以及探究土壤￣植物￣微生物间的相互关系至关重要ꎮ
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