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退耕还湿后土壤细菌群落结构和生物量变化过程

张平究∗ꎬ梁　 川ꎬ陈　 芳ꎬ俞姗姗ꎬ周　 利ꎬ张金花
安徽师范大学地理与旅游学院ꎬ江淮流域地表过程与区域响应安徽省重点实验室ꎬ 芜湖　 ２４１００３

摘要:土壤细菌对湿地生态系统功能和健康维持起着重要作用ꎮ 以菜子湖原始湿地、不同退耕年限湿地(３ａ、７ａ、１１ａ 和 ２１ａ)和
仍耕作油菜地土壤为研究对象ꎬ应用聚合酶链式反应￣变性梯度凝胶电泳(ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ)、高通量测序和磷脂脂肪酸(ＰＬＦＡｓ)方
法分析土壤细菌群落组成和生物量ꎬ探讨它们在退耕还湿后的变化过程及其影响因素ꎮ 结果表明ꎬ退耕还湿后土壤变形菌门

(α￣变形菌纲、β￣变形菌纲和 δ￣变形菌纲)、酸杆菌门(酸杆菌纲和全噬菌纲)、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎａｅ(Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎｉａ 纲)和硝化螺旋菌门(硝化

螺旋菌纲)相对丰度先增高后降低ꎻ这些参与氮循环的土壤细菌对退耕后湿地生态恢复过程中土壤氮素提升起着重要作用ꎮ
与农业生产活动密切关联的厚壁菌门(芽孢杆菌纲和梭菌纲)和放线菌门(放线菌纲)相对丰度逐渐降低ꎮ 湿地土壤细菌多样

性在退耕初期(３—７ａ)上升达到最大ꎬ退耕中后期逐渐降低ꎮ 表层土壤各类群细菌生物量逐渐升高ꎬ亚表层土壤各类群细菌生

物量则先降后升再降ꎮ 水分条件和容重是与研究区土壤细菌群落结构和多样性密切相关的土壤因子ꎬ而全氮是与土壤细菌生

物量密切相关的土壤因子ꎮ 研究从生态过程视角解析了土壤细菌群落较详细的演变信息及其生态意义ꎬ有助于丰富退化湿地

生态系统恢复过程的认识ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈ ｏｆ ｗｅｔｌａｎｄ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍ. Ｓｏｉｌ
ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｎａｔｕｒａｌ ｗｅｔｌａｎｄｓꎬ ｗｅｔｌａｎｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ ( ３ａꎬ ７ａꎬ １１ａꎬ ａｎｄ ２１ａ) ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｆｒｏｍ
ｆａｒｍｌａｎｄ ａｎｄ ｒａｐｅ ｆｉｅｌｄｓ ａｒｏｕｎｄ Ｃａｉｚｉ Ｌａｋｅꎬ Ａｎｑｉｎｇ Ｃｉｔｙꎬ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ. Ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｂｉｏｍａｓｓ
ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＰＣＲ￣ＤＧＧＥꎬ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ
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ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ( Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ
Ｄｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ )ꎬ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ( Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ Ｈｏｌｏｐｈａｇａｅ )ꎬ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎａｅ ( Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎｉａ ) ａｎｄ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ
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ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ａｔ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ (３—７ａ) ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ. Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ
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ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ. Ｓｏｉｌ ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｈａｄ ｃｌｏｓｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
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湿地是地球表层生态系统和人类生存环境的重要组成部分[１]ꎮ 土壤微生物是地球表层生态系统运行和

功能维持不可或缺的关键组分[２]ꎬ在土壤发育、养分循环和污染物净化等诸多湿地生态功能中发挥着重要作

用[３]ꎮ 湿地围垦和退耕还湿是人类活动影响湿地的重要方式ꎮ 湿地围垦旱耕条件下土壤容重增加ꎬ土壤含

水量、有机质、全氮、全磷、碱解氮和有效磷含量降低[４—７]ꎬ而水耕条件下土壤容重增加ꎬ但土壤含水量和养分

含量变化未有一致结论[８—９]ꎮ 湿地围垦后土壤物理化学性质的变化促使了土壤细菌群落组成和结构的改

变[４—５ꎬ８—１２]ꎮ 围垦种植豆科植物的土壤 Ｂｌａｓｔｏｃａｔｅｌｌａ、Ｃｏｘｉｅｌｌａ 和 Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ 丰度较高ꎬ种植水稻的土壤 Ｍａｓｓｉｌｉａ、
Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ、Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 丰度较高ꎬ而泥炭湿地中含有较高丰度的 Ｒｈｉｚｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ、Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ[８]ꎮ
湿地围垦也可促使土壤 δ￣变形菌和硝化螺旋菌的丰度降低[１３]ꎮ 随着湿地围垦后土壤退化程度增强ꎬ土壤细

菌多样性逐渐降低[１２]ꎮ 退耕还湿后土壤容重降低ꎬ土壤含水量、有机质、全氮和碱解氮等养分含量升高[４—７]ꎮ
随着土壤物理化学性质特征逐渐向原始湿地方向演变ꎬ土壤微生物群落结构也逐渐向原始湿地方向演变[１３]ꎮ
但由于历史围垦的影响深远ꎬ湿地土壤细菌群落结构难以恢复到原始状态[４]ꎬ土壤微生物功能多样性与原始

湿地也有明显差异[９]ꎮ 这些研究均表明土壤容重、含水量、碳氮养分含量等土壤物理化学性质是湿地围垦和

退耕还湿土壤细菌群落结构和多样性变化的重要影响因子[３—５ꎬ８ꎬ１１—１２ꎬ１４]ꎮ 当前有关退耕还湿土壤细菌群落结

构特征变化研究均是退耕前后的对比研究ꎬ而对退耕后土壤细菌群落结构详细的演变过程及其生态意义的研

究甚少ꎬ也缺乏退耕后土壤细菌生物量变化的研究报道ꎮ
菜子湖是长江中下游湿地淡水湖泊群的重要组成部分之一ꎮ ２０ 世纪 ５０ 年代开始大规模围湖造田ꎬ８０ 年

代后开始陆续退耕还湖ꎬ１９９８ 年后加强了退耕还湖力度ꎮ 退耕还湖后菜子湖湿地土壤粘粒含量、含水量和有

机质含量逐渐增加ꎬ全氮和碱解氮在退耕中期急剧上升后逐渐降低ꎬ而全磷、无机磷和有效磷逐渐降低后增

加[６—７ꎬ１ ５]ꎻ土壤磷酸酶和脲酶活性先增加后降低[１６]ꎻ土壤微生物量碳整体上有先上升后略下降趋势[７]ꎮ 土壤

生物化学性质变化基本上反映了退耕后湿地土壤生态恢复过程ꎬ但对退耕后湿地生态恢复起着重要作用的土

壤细菌群落结构和生物量变化过程尚不清楚ꎮ 本文选取菜子湖不同退耕年限的湿地为研究样地ꎬ以原始湿地

和仍耕作的油菜地为对照ꎬ应用聚合酶链式反应￣变性梯度凝胶电泳(ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ)和高通量测序相互佐证的

方法分析土壤细菌群落组成ꎬ并采用磷脂脂肪酸(ＰＬＦＡｓ)方法测定土壤细菌生物量ꎬ利用冗余分析和相关性

分析方法解析研究区土壤细菌群落结构和生物量与土壤因子之间的联系ꎬ旨在阐明退耕还湖后湿地土壤细菌

群落结构和生物量变化过程及其生态意义ꎬ并探讨这些微生物指标变化过程的影响因素ꎬ以期丰富对湿地生

态恢复过程的认识ꎬ为长江中下游地区湿地资源保护和合理利用提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 研究区概况与样品采集和处理

菜子湖(３０°４３′—３０°５８′Ｎꎻ１１７°０１′—１１７°０９′Ｅ)位于安徽省安庆市北部ꎬ南临长江ꎮ 湖区地处北亚热带季

风湿润气候带ꎬ年平均气温 １６.６ ℃ꎬ年平均降水量 １３２５.５ ｍｍꎮ ４—１０ 月为丰水期ꎬ１１ 月—翌年 ３ 月为枯水

期ꎮ 选取湖区内双兴村退耕湿地(３ａＷ)、双兴村退耕湿地(７ａＷ)、先让村退耕湿地(１１ａＷ)、玉咀村退耕湿地

(２１ａＷ)、王家湾原始湿地(ＮＷ)和先让村油菜地(ＲＦ)为样地[７]ꎮ 退耕湿地除退耕年限不同外ꎬ其他条件(土

８４７４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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壤母质、距离湖边水位、人类活动影响等)相同或相似ꎬ优势植被均为乳突苔草ꎬ退耕前耕作历史均为油菜种

植ꎮ 每个样地采 ３ 个混合样ꎬ每个混合样由 ３ 个样点土壤混合而成ꎬ共采集 ３６ 个混合土样ꎮ 土样分表层 ０—
５ ｃｍ(１)和亚表层 ５—１５ ｃｍ(２)采集ꎮ 土样用保鲜袋装好ꎬ放在冷藏箱带回实验室ꎮ 在室内去除肉眼可见的

细根、砾石等杂物后ꎬ将采集的土样分成 ２ 份ꎬ一份进行自然风干后过 ２ ｍｍ 筛用于土壤理化分析ꎻ另一份的

各个样地 ３ 个混合土样过 ２ ｍｍ 筛后ꎬ再混合为 １ 个土壤样品ꎬ冷冻干燥后－１８ ℃储存ꎬ用于 ＰＬＦＡｓ、ＰＣＲ￣
ＤＧＧＥ 以及高通量测序分析ꎮ 研究区湿地土壤基本理化性质见表 １ꎮ

表 １　 研究区样地土壤基本理化性质[７]

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｓｏｉｌｓ

土壤层次
Ｓｏｉｌ
ｄｅｐｔｈ / ｃｍ

样地
Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｓｉｔｅ

容重
Ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ /
(ｇ / ｃｍ３)

含水量
Ｗａｔｅｒ

ｃｏｎｔｅｎｔ / ％

粘粒
Ｃｌａｙ

ｃｏｎｔｅｎｔ / ％

ｐＨ
(Ｈ２Ｏ)

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ
ｍａｔｔｅｒ /
(ｇ / ｋｇ)

全磷
Ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ /
(ｇ / ｋｇ)

有效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ /
(ｍｇ / ｋｇ)

全氮
Ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ /
(ｇ / ｋｇ)

有效氮
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ /
(ｍｇ / ｋｇ)

０—５ ＲＦ ０.７９ １０.１１ ２１.６７±２.２３ ４.７９±０.０４ ２１.９４±１.４３ ０.４６±０.１４ ４５.０１±２.７４ １.１９±０.２４ １２７.８±６.５

３ａＷ １.５１ １８.５８ １９.０２±０.１１ ４.６３±０.０７ ２１.２４±３.２３ ０.５４±０.０３ ４３.２８±２.０８ １.０５±０.０９ ９１.２±４.４

７ａＷ １.２３ ２３.５７ ２３.３４±０.４０ ４.６１±０.０８ ２２.８８±０.４７ ０.５３±０.０３ １８.１８±０.７９ １.４１±０.１１ １８１.４±９.７

１１ａＷ ０.８６ ２８.３５ ３２.７８±１.８３ ４.５４±０.０６ ５０.６９±３.３１ ０.４３±０.０４ １９.６１±１.５８ ２.５２±０.２１ ２１３.２±１２.１

２１ａＷ ０.７９ ３１.３５ ２７.２７±２.５５ ４.６２±０.０５ ５２.６６±１.０６ ０.４０±０.１６ ３０.７３±２.８６ ２.３７±０.２４ １５９.４±８.５

ＮＷ ０.７５ ６７.５５ ３５.３６±２.２８ ４.５２±０.０７ ６０.６２±７.３５ １.２４±０.０６ ７１.３６±０.２７ ３.６１±０.５０ ２６５.３±１５.５

５—１５ ＲＦ １.０８ １３.４３ ２１.３３±０.４１ ４.７４±０.０６ １５.５０±５.１４ ０.５５±０.０７ ７５.２８±３.０１ １.００±０.１７ １０６.８±４.９

３ａＷ １.３８ ２０.２６ １８.７４±０.３７ ４.６０±０.０７ １３.２３±０.６９ ０.５１±０.０１ ４７.２７±１.７３ ０.７３±０.０２ ５９.１±３.０

７ａＷ １.５４ ２０.４６ ２３.３４±０.４０ ４.７３±０.０５ １２.５２±０.４１ ０.５５±０.０２ １３.８２±２.２９ ０.７２±０.０８ ７２.５±３.６

１１ａＷ １.５１ ２０.５１ ３２.６４±２.０２ ４.８４±０.０２ １７.７５±０.２８ ０.３５±０.０５ １０.６０±０.９７ １.０３±０.０７ ８３.７±４.２

２１ａＷ １.５０ ２１.８８ ２８.９６±１.９３ ４.９１±０.０１ １６.１８±１.０７ ０.１９±０.０７ １８.６３±２.２３ ０.８８±０.０７ ８０.２±４.１

ＮＷ １.０１ ５２.５２ ３２.８９±１.２２ ４.７１±０.０５ ２３.４４±０.７２ ０.８２±０.０８ ５６.３６±２.３０ １.３７±０.０７ １１４.１±５.７

ＲＦ: 先让村油菜地ꎻ ３ａＷ: 双兴村退耕湿地ꎻ ７ａＷ: 双兴村退耕湿地ꎻ １１ａＷ: 先让村退耕湿地ꎻ ２１ａＷ: 玉咀村退耕湿地ꎻ ＮＷ: 王家湾原始湿地

１.２　 分析方法

１.２.１　 聚合酶链反应￣变性梯度凝胶电泳(ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ)方法分析土壤细菌群落

按照土壤 ＤＮＡ 提取按试剂盒 ＦａｓｔＤＮＡ ＳＰＩＮ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ(Ｑ￣ＢｉｏｇｅｎꎬＭＰ ＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓꎬＣＡꎬ美国)操作说明提

取土壤微生物总 ＤＮＡꎬ再检测 ＤＮＡ 提取质量ꎮ 以土壤总 ＤＮＡ 为模板ꎬ以 ５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′
(ｕＦꎬＥ. ｃｏｌｉ ｂａｓｅｓ ８—２７)和 ５′￣ＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′(ｕＲꎬＥ. ｃｏｌｉ ｂａｓｅｓ １４８７—１５０７)为引物进行细

菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＰＣＲ 扩增ꎬ电泳检测 ＰＣＲ 产物质量ꎻ以 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的扩增产物为模板ꎬ以带鸟嘌呤￣胞嘧啶

(ＧＣ)夹子的 ３４１Ｆ 和 ５３４Ｒ 为引物对ꎬ进行细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３ 区的扩增ꎬ扩增产物序列长度约为 ２３０ ｂｐꎮ 采

用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司 ＤｃｏｄｅＴＭ 基因突变检测系统 ( ＢｉｏＲａｄ ＬａｂꎬＬＡꎬ美国) 对 ＰＣＲ 反应产物进行电泳分离

(ＤＧＧＥ)ꎬ电泳结束后用硝酸银染色法染色和拍照ꎻ对 ＤＧＧＥ 图谱上目标条带进行切胶回收、提取、纯化、扩
增、再纯化和克隆ꎬ最后送至上海生工生物科技有限公司ꎬ使用 ＡＢＩ３７３０ 测序仪测定序列[１７]ꎮ 将序列在美国

国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)数据库中用基于局部序列比对工具(ＢＬＡＳＴ)进行检索和同源性比较ꎬ以确定

序列的细菌类属ꎮ
１.２.２　 高通量测序分析土壤细菌群落

冷冻干燥后土壤样品送至派森诺生物有限公司进行土壤细菌高通量测序ꎮ 土壤微生物总 ＤＮＡ 提取后分

别采用 ０.８％琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度检测 ＤＮＡ 提取质量和浓度ꎮ 采用新英格兰生物实验室有限公

司(ＮＥＢ)的 Ｑ５ 高保真 ＤＮＡ 聚合酶进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ再应用美国 Ａｘｙｇｅｎ 公司的凝胶回收试剂盒对 ＰＣＲ 扩增

产物回收ꎮ 采用荧光试剂为 Ｑｕａｎｔ￣ｉＴ ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ ｄｓＤＮＡ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ 进行 ＰＣＲ 扩增回收产物荧光定量分析ꎮ 以

扩增产物为模板进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序文库的制备ꎬ对细菌 Ｖ４￣Ｖ５ 区进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 系统测序ꎬ采用扩

增的引物对为 ５１５Ｆ:ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡꎬ９０７Ｒ:ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴꎮ 对测序所得采用滑动窗

９４７４　 １１ 期 　 　 　 张平究　 等:退耕还湿后土壤细菌群落结构和生物量变化过程 　
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口法对 ＦＡＳＴＱ 格式的双端序列逐一作质量筛查ꎬ利用 ＦＬＡＳＨ 软件对合格的双端序列根据重叠碱基进行配对

连接ꎮ 应用 ＱＩＩＭＥ 软件进行疑问序列的剔除和序列数统计ꎬ并调用 ＵＣＬＵＳＴ 这一序列比对工具对前述获得

的序列按 ９７％的序列相似度进行归并和操作分类单元(ＯＴＵ)划分[１８]ꎮ
１.２.３　 土壤细菌生物量(ＰＬＦＡｓ)测定

采取修正的 Ｂｌｉｇｈ＆Ｄｙｅｒ 采用的方法[１９] 进行磷脂脂肪酸(ＰＬＦＡｓ)提取ꎮ 取 ３ｇ 冻干土于 ５０ｍｌ 三角瓶中ꎬ
加入磷酸缓冲液:氯仿:甲醇体积比为 ３.２:４:８ 的缓冲液混合振荡ꎬ应用固相抽提柱层析获得土壤 ＰＬＦＡｓꎬ再
经过碱性甲基化后获磷脂脂肪酸甲脂ꎬ采用 ＭＩＤＩ 微生物鉴定仪(Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ａ)进行检测ꎮ 以十九烷酸为定

量内标ꎮ 将单个磷脂脂肪酸摩尔百分比低于 ０.４％的剔除ꎬ筛选得到 ３１ 种标记物ꎬ表征革兰氏阴性细菌(Ｇ－)
有 ８ 种:１０:０ ３ＯＨꎬ１４:０ ２ＯＨꎬ１５:１ ω６ｃꎬ１６:１ ω９ｃꎬ１６:０ ２ＯＨꎬ１７:１ ω８ｃꎬ１８:１ ω９ｃꎬ２０:１ ω９ｃꎻ表征革兰氏阳性

细菌(Ｇ＋)有 １０ 种:１３:０ ｉｓｏꎬ１３:０ ａｎｔｅｉｓｏꎬ１４:０ ｉｓｏꎬ１５:０ ｉｓｏꎬ１５:０ ａｎｔｅｉｓｏꎬ１６:０ ｉｓｏꎬ１６:０ ａｎｔｅｉｓｏꎬ１７:０ ｉｓｏꎬ１７:０
ａｎｔｅｉｓｏꎬ１９:０ ｉｓｏꎻ表征一般细菌有 １３ 种:１０:００ꎬ１２:００ꎬ１３:００ꎬ１４:００ꎬ１４:０ ｉｓｏ ３ＯＨꎬ １６:００ꎬ１６:０ Ｎ ａｌｃｏｈｏｌꎬ
１６:１ ω７ｃ ａｌｃｏｈｏｌꎬ１７:００ꎬ１７:１ ａｎｔｅｉｓｏ ω９ｃꎬ１８:００ꎬ１９:００ꎬ２０:００[１８ꎬ２ ０—２１]ꎮ
１.３　 数据处理

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 进行了细菌多样性指数计算、实验数据处理和部分数据制图ꎻ应用 ＳＰＳＳ ２０.０ 对数据进行

差异分析和相关性分析ꎻ应用 ＣＡＮＯＣＯ５.０ 对土壤微生物指标和土壤因子指标进行冗余分析(ＲＤＡ) [２ ２]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 基于 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 方法解析的土壤细菌群落结构

ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 图谱揭示了不同退耕年限下湿地土壤细菌群落结构的特征差异(图 １)ꎬ其中图谱主要条带测

序结果如表 ２ 所示ꎮ 不同样地泳道条带的位置、数目和亮度各有不同ꎬ表明土壤细菌组成、丰度和群落结构存

在差异ꎮ 总体上油菜地变形菌门条带最少(２５、２８、１８、１９ 和 ３８)ꎬ且除了条带 ２５ 丰度较高外ꎬ其他 ４ 个条带丰

度均较低ꎻ原始湿地变形菌门条带最多ꎬ除了条带 ２１ 外ꎬ其他 １２ 个条带均有分布ꎬ且条带 ６ 与 １６ 仅在原始湿

地土壤有分布ꎻ不同退耕年限湿地变形菌门条带数处于二者之间ꎻ随着退耕年限增加ꎬ仅有条带 ２５ 丰度降低ꎬ
条带 ２１、３１ 和 ３２ 的丰度先升后降ꎬ 更多条带 ( １、 ４、 １５、 １８、 １９ 和 ３８) 的丰度逐渐增加ꎮ 酸杆菌门

(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ)条带 ２０ 和 ２４ 仅分布在退耕湿地中ꎬ其丰度则随着退耕年限增加先增加后降低ꎬ酸杆菌门条带

３５ 只出现在退耕 １１ 年样地ꎬ而仅有条带 １０ 在所有样地均有分布且丰度随着退耕年限增加而增加ꎬ表明酸杆

菌门退耕湿地土壤分布多于油菜地和原始湿地ꎮ 放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)条带 ２ 分布在退耕 ２１ 年湿地和原

始湿地ꎬ条带 ２７ 分布在油菜地和退耕湿地ꎬ条带 ２、２７ 和 ３４ 均分布在油菜地ꎬ表明放线菌门在油菜地土壤分

布多于退耕湿地和原始湿地土壤ꎮ 除了厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)条带 ９ 在所有样地有分布外ꎬ条带 ２６ 和 ２９ 主

要出现在油菜地ꎬ表明油菜地厚壁菌门分布多于其他样地ꎮ 疣微菌门 ( Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ)、绿弯菌门

(Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ)和螺旋体门(Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ)在 ３ 类样地均有分布ꎮ 总体上ꎬ研究区亚表层土壤细菌群落结构特征

与表层土壤基本相似ꎬ油菜地主要分布有变形菌门、厚壁菌门和放线菌门ꎬ退耕湿地主要分布有变形菌门、酸
杆菌门和放线菌门ꎬ而原始湿地则以变形菌门为优势菌门ꎬ其他菌门均有分布ꎮ ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 图谱结合条带测

序的结果基本上反映了退耕后湿地土壤细菌群落结构变化过程ꎮ
２.２　 基于高通量测序方法解析的土壤细菌群落结构

高通量测序方法获得的各样地土壤细菌群落结构信息与 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 结合条带测序方法获得的信息基本

一致ꎬ但高通量测序方法提供的信息更加详细ꎮ 高通量测序方法揭示的不同样地土壤细菌群落结构特征差异

如图 ２ 所示ꎮ 随着退耕年限增加ꎬ从油菜地到原始湿地表层和亚表层变形菌门相对丰度先升高后略有降低ꎬ
均未达到原始湿地的最高值(图 ２)ꎮ 表层 α￣变形菌纲相对丰度逐渐升高后下降ꎬ但亚表层升高缓慢ꎻβ￣变形

菌纲和 δ￣变形菌纲退耕后相对丰度快速提高后逐渐降低ꎬ但退耕 ２１ａ 湿地表层和亚表层土壤 β￣变形菌纲、亚
表层土壤 δ￣变形菌纲仍远未达到原始湿地水平ꎻγ￣变形菌纲在表层土壤相对丰度有逐渐提高趋势(图 ２)ꎮ 酸

０５７４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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图 １　 研究区不同样地土壤微生物 ＤＧＧＥ 图谱

Ｆｉｇ.１　 ＤＧＧＥ ｍａｐ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

ＲＦ１: 油菜地 ０—５ ｃｍꎻ ３ａＷ１: 退耕 ３ 年湿地 ０—５ ｃｍꎻ ７ａＷ１: 退耕 ７ 年湿地 ０—５ ｃｍꎻ １１ａＷ１: 退耕 １１ 年湿地 ０—５ ｃｍꎻ ２１ａＷ１: 退耕 ２１ 年

湿地 ０—５ ｃｍꎻ ＮＷ１: 原始湿地 ０—５ ｃｍ. ＲＦ２: 油菜地 ５—１５ ｃｍꎻ ３ａＷ２: 退耕 ３ 年湿地 ５—１５ ｃｍꎻ ７ａＷ２: 退耕 ７ 年湿地 ５—１５ ｃｍꎻ １１ａＷ２:

退耕 １１ 年湿地 ５—１５ ｃｍꎻ ２１ａＷ２: 退耕 ２１ 年湿地 ５—１５ ｃｍꎻ ＮＷ２: 原始湿地 ５—１５ ｃｍꎻＤＧＧＥ: 变性梯度凝胶电泳

杆菌门及其酸杆菌纲和全噬菌纲(Ｈｏｌｏｐｈａｇａｅ)则在油菜地最低ꎬ退耕后呈现先急剧上升ꎬ后随着退耕年限增

加而下降趋势ꎬ亚表层土壤表现尤其明显ꎮ 放线菌门及其放线菌纲、浮霉菌门(Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ)及其浮霉菌

纲、蓝藻门(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)及其蓝藻纲和 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ 门及其 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ 纲均具

有随退耕年限增加相对丰度降低的趋势ꎮ 厚壁菌门及其芽孢杆菌纲(Ｂａｃｉｌｌｉ)和梭菌纲(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ)相对丰度

在油菜地最高ꎬ随着退耕年限增加而降低ꎬ而热石杆菌纲则快速上升ꎮ 疣微菌门及其疣微菌纲、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎａｅ 及

其 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎｉａ 纲和硝化螺旋菌门(Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ)及其硝化螺旋菌纲(Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ)也均具有先急剧上升后缓慢下降

的趋势ꎮ 退耕后ꎬ土壤绿弯菌门相对丰度总体上有上升趋势ꎬ而拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)相对丰度则未表现出

明显规律性ꎬ但拟杆菌门的拟杆菌纲(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ)先急剧上升后下降ꎬ黄杆菌纲(Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａ)逐渐上升ꎮ 总

体上ꎬ退耕 ２１ａ 湿地土壤各个菌门和菌纲细菌相对丰度与原始湿地均存在差异ꎮ
研究区油菜地具有较高相对丰度的厚壁菌门、放线菌门和浮霉菌门和较低相对丰度的变形菌门和酸杆菌

门ꎻ原始湿地具有较高相对丰度的变形菌门和较低相对丰度的厚壁菌门、放线菌门、酸杆菌门和浮霉菌门ꎻ不
同退耕年限湿地土壤具有较高相对丰度的酸杆菌门、疣微菌门、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎａｅ 和硝化螺旋菌门ꎬ而变形菌门、厚
壁菌门和放线菌门相对丰度处于油菜地和原始湿地之间ꎮ 纲水平上ꎬ不同退耕年限湿地具有相似的土壤细菌

１５７４　 １１ 期 　 　 　 张平究　 等:退耕还湿后土壤细菌群落结构和生物量变化过程 　



ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｃｏｌｏｇｉｃａ.ｃｎ

群落结构ꎬ且退耕 ７ａ 表层、退耕 １１ａ 表层和 ２１ａ 亚表层土壤细菌群落结构更相似ꎬ而退耕 ７ａ 亚表层与退耕 ３ａ
土壤细菌群落结构更相似(图 ３)ꎮ 油菜地与原始湿地有各自独特的群落结构ꎬ但相对于原始湿地ꎬ油菜地土

壤细菌与退耕湿地土壤细菌群落结构具有更高的相似度ꎬ表明湿地历史围垦对土壤细菌群落有深刻的影响ꎮ

表 ２　 ＤＧＧＥ 图谱主要条带序列比对结果

Ｔａｂｌｅ ２　 ＢＬＳＡＴ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｂａｎｄｓ ｉｎ ＤＧＧＥ ｍａｐ

条带编号
Ｂａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ

ＮＣＢＩ 登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

匹配序列(登录号)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ( Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ)

相似度
Ｐｅｒｃｅｎｔ

ｉｄｅｎｔｉｔｙ / ％

细菌分类名称
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｔａｘｏｎｏｍｙ

１ ＭＮ１０３５５５ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ (ＪＦ８３３５８３.１) １００.００ 变形菌门ꎻα￣变形菌纲

２ ＭＮ１０３５５６ Ｌｅｉｆｓｏｎｉａ ａｑｕａｔｉｃａ ｓｔｒａｉｎ (ＪＸ０１０９４８.１) １００.００ 放线菌门ꎻ 放线菌纲

４ ＭＮ１０３５５７ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ(ＥＵ６２９１１４.１) ９９.４８ 变形菌门ꎻγ￣变形菌纲

５ ＭＮ１０３５５８ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｅｎｅ (ＭＧ１０１７５５.１) ９７.９４

６ ＭＮ１０３５５９ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ(ＧＵ２３６０５５.１) ９８.９８ 变形菌门ꎻδ￣变形菌纲

７ ＭＮ１０３５６０ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ(ＪＦ４１０６６３.１) ９９.４８ 疣微菌门

８ ＭＮ１０３５６１ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｅｎｅ(ＫＸ８２３６３１.１) ９８.２２

９ ＭＮ１０３５６２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｒｙａｂｈａｔｔａｉ(ＬＲ２１５１６０.１) ９９.４８ 厚壁菌门ꎻ 芽孢杆菌纲

１０ ＭＮ１０３５６３ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ(ＬＣ０３９６１０.１) １００.００ 酸杆菌门

１１ ＭＮ１０３５６４ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ(ＥＦ４６４６３２.１) １００.００ 绿弯菌门ꎻ绿硫菌

１２ ＭＮ１０３５６５ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｌｏｎｅ ＦＩ－１Ｍ Ｄ１１ １(ＥＦ２２０５９４.１) ９８.８２

１３ ＭＮ１０３５６６ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｅｎｅ(ＡＢ５４４０２２.１) ９８.２８

１４ ＭＮ１０３５６７ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ (ＡＪ２５２６４９.１) ９８.２２

１５ ＭＮ１０３５６８ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ(ＥＦ６１３８７３.１) １００.００ 变形菌门ꎻβ￣变形菌纲

１６ ＭＮ１０３５６９ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｒｈｏｄａｎｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.(ＫＪ６９９２７９.１) ９９.４８ 变形菌门ꎻα￣变形菌纲

１８ ＭＮ１０３５７０ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ｓｔｒａｉｎ (ＭＨ６３６１００.１) １００.００ 变形菌门ꎻ α￣变形菌纲

１９ ＭＮ１０３５７１ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ(ＪＦ３４０５４５.１) ９８.９７ 变形菌门ꎻγ￣变形菌纲

２０ ＭＮ１０３５７２ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ(ＫＵ６０３３７３.１) ９９.４２ 酸杆菌门

２１ ＭＮ１０３５７３ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｒｅｙｒａｎｅｌｌａ ｓｐ. (ＬＣ１２２３０２.１) １００.００ 变形菌门ꎻα￣变形菌纲

２２ ＭＮ１０３５７４ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｅｎｅ (ＥＦ１９７０２１.１) ９８.９７

２３ ＭＮ１０３５７５ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｌｏｎｅ ＣａｒｂｏｎＳｅｑ０８ｂ(ＫＣ６０６８３７.１) ９９.４０

２４ ＭＮ１０３５７６ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｌｏｎｅ ＰＬ４２(ＫＭ８５１１５８) １００.００ 酸杆菌门

２５ ＭＮ１０３５７７ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｌｏｎｅ Ａｕｑ－ＫＢ４１７(ＪＱ７９５２７６.１) ９９.４８ 变形菌门ꎻβ￣变形菌纲

２６ ＭＮ１０３５７８ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. ｓｔｒａｉｎ (ＭＨ７８２１２０.１) ９９.４８ 厚壁菌门ꎻ杆菌纲

２７ ＭＮ１０３５７９ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ(ＥＦ０７３４９１.１) ９９.４８ 放线菌门ꎻ红色杆菌纲

２８ ＭＮ１０３５８０ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｌｏｎｅ Ａｕｑ－ＰＣ３１７(ＪＱ７９５３８５.１) ９６.９４ 变形菌门ꎻδ￣变形菌纲

２９ ＭＮ１０３５８１ Ｐａｅｎｉｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ ｓｐ. ｓｔｒａｉｎ(ＭＫ６１７７１４.１) ９９.４８ 厚壁菌门ꎻ 杆菌纲

３１ ＭＮ１０３５８２ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｅｎｅ(ＬＣ０３９５４８.１) ９９.４１ 变形菌门ꎻα￣变形菌纲

３２ ＭＮ１０３５８３ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｒｈｉｚｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｓｐ. (ＫＹ９９２７３７.１) １００.００ 变形菌门ꎻα￣变形菌纲

３３ ＭＮ１０３５８４ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｅｎｅ(ＬＮ７１５７５５.１) １００.００

３４ ＭＮ１０３５８５ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ａｃｉｔｎｏｂａｃｔｅｒｉｕ ｃｌｏｎｅ ＳＨＡＲ５５０(ＧＱ３４８６４９.１) １００.００ 放线菌门

３５ ＭＮ１０３５８６ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕ ｃｌｏｎｅ Ｌ１ Ａ１０(ＫＴ０２８１４０.１) １００.００ 酸杆菌门

３６ ＭＮ１０３５８７ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｏｎｅ ＣａｒｂｏｎＳｅｑ０７ｂ(ＫＣ６０５６０４.１) ９８.４５

３７ ＭＮ１０３５８８ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｌｅｓ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｌｏｎｅ Ａｎｏｄｅ２(ＪＮ５４０１４３.１) ９７.９５ 螺旋体门ꎻ螺旋体纲

３８ ＭＮ１０３５８９ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｒｈｏｄｏｐｌａｎｅｓ ｓｐ. (ＫＸ７８００４５.１) １００.００ 变形菌门ꎻα￣变形菌纲

　 　 条带 ３、条带 １７ 和条带 ３０ 测序失败ꎻＤＧＧＥ: 变性梯度凝胶电泳ꎻＮＣＢＩ: 美国国家生物技术信息中心

２.３　 土壤细菌多样性分析

多样性指数可反映出土壤细菌种类的丰富程度ꎮ 不同退耕年限下湿地土壤 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
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图 ２　 研究区不同样地土壤细菌群落在门和纲水平上组成和相对丰度差异

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ａｎｄ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

均具有随退耕年限的延长呈先急剧上升后逐渐下降的变化趋势(表 ３)ꎬ其中退耕 ３ａ 表层土壤这两个多样性

指数最高ꎬ而在亚表层土壤退耕 ７ａ 这两个多样性指数最高ꎮ

表 ３　 研究区不同样地土壤细菌多样性差异

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

土壤层次
Ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ / ｃｍ

样地
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

土壤层次
Ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ / ｃｍ

样地
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

０—５ ＲＦ ３.４９ ０.８５ ５—１５ ＲＦ ３.６６ ０.８９

３ａＷ ４.０９ ０.９２ ３ａＷ ４.０８ ０.９０

７ａＷ ３.９８ ０.８９ ７ａＷ ４.１６ ０.９１

１１ａＷ ３.７７ ０.８８ １１ａＷ ３.８４ ０.９１

２１ａＷ ３.７４ ０.８７ ２１ａＷ ３.７３ ０.９０

ＮＷ ３.６３ ０.８８ ＮＷ ３.５２ ０.９０

２.４　 基于 ＰＬＦＡｓ 方法解析的土壤细菌生物量

除了油菜地ꎬ研究区其他样地表层土壤细菌生物量均大于亚表层(图 ４)ꎮ 土壤表层细菌总生物量从退耕

７ａ 后逐渐上升ꎬ而亚表层土壤细菌总生物量有先降后升再降的趋势ꎻ表层与亚表层土壤一般细菌生物量均有

随着退耕年限增加先降后升再略降的趋势ꎻ表层土壤革兰氏阳性菌生物量随退耕年限的延长逐渐上升ꎬ而亚
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图 ３　 研究区纲水平上土壤细菌群落组成热图

Ｆｉｇ.３　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｔ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｓｏｉｌｓ

红色代表在对应样本中相对丰度较高的纲ꎬ蓝色代表相对丰度较低的纲ꎬ图例数据是对颜色的赋值

表层则有先降后升再降的趋势ꎻ表层土壤革兰氏阴性菌生物量有先升后略降的趋势ꎬ亚表层则有先降后升再

降趋势ꎮ 退耕 ２１ａ 湿地土壤细菌生物量仍未达到原始湿地水平ꎮ
２.５　 土壤细菌指标与土壤因子间的关系分析

研究区土壤细菌指标与土壤因子的 ＲＤＡ 分析结果见图 ５ꎮ 土壤的全氮、有机质、有效氮、容重和 ｐＨ 是与

细菌生物量呈显著相关的土壤因子(Ｐ<０.０５)ꎬ其单独对细菌生物量差异的解释量分别为 ８０.４％、７９.９％、
７８.２％、５２.５％和 ３８.７％ꎻ若按照不断加入土壤因子后所能增加的累积解释量计算ꎬ全氮解释量最大达 ８０.４％
(Ｐ＝ ０.００２)ꎬ其他土壤因子解量释均小于 ４.０％(图 ５)ꎮ 土壤的容重、有效氮、全氮与粘粒是与细菌群落结构

指标显著相关的土壤因子(Ｐ<０.０５)ꎬ其对细菌群落结构差异单独解释量分别为 ２０.６％、１９.８％、１９.７％和

１９.４％ꎻ其中粘粒、容重和全磷的累积解释量分别为 ２３.６％(Ｐ＝ ０.０１２)、２０.６％(Ｐ＝ ０.０２２)和 １１.９％(Ｐ ＝ ０.０４２)
(图 ５)ꎮ 相关性分析表明ꎬ研究区土壤细菌总 ＰＬＦＡｓ 量以及各种群细菌 ＰＬＦＡｓ 含量与容重、ｐＨ 总体上呈显

著负相关ꎬ与土壤有机质、全磷、全氮以及有效氮总体上呈显著正相关(表 ４)ꎮ Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数

与土壤容重呈显著正相关ꎬ与土壤有机质、全氮和有效氮等养分指标总体呈负相关ꎬ但均未达到显著水平ꎮ
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图 ４　 研究区不同样地土壤细菌磷脂脂肪酸(ＰＬＦＡｓ)含量差异

Ｆｉｇ.４　 Ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＰＬＦＡｓ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

表 ４　 土壤细菌生物量和多样性指数与土壤因子间的相关性分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｗｉｔｈ ｓｏｉｌ ｆａｃｔｏｒｓ

土壤因子
Ｓｏｉｌ ｆａｃｔｏｒｓ

细菌 ＰＬＦＡｓ
总量

Ｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ＰＬＦＡｓ

一般细菌
Ｇｅｎｅｒａｌ
ｂａｃｔｅｒｉａ

革兰氏阴性菌
Ｇｒａｍ￣
ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｂａｃｔｅｒｉａ

革兰氏阳性菌
Ｇｒａｍ￣
ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｂａｃｔｅｒｉａ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ
ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ
ｉｎｄｅｘ

容重 Ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ －０.７５０∗∗ －０.７３６∗∗ －０.６３８∗ －０.７５７∗∗ ０.７２９∗ ０.８９４∗

粘粒 Ｃｌａｙ ｃｏｎｔｅｎｔ ０.５０３ ０.５７５ ０.３８８ ０.４３７ －０.４７９ －０.０９６

ｐＨ －０.６４７∗ －０.５８７∗ －０.６５８∗ －０.６７４∗ ０.１６７ ０.３１３

有机质 Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ ０.９４６∗∗ ０.９０９∗∗ ０.９０６∗∗ ０.９５３∗∗ －０.２１６ －０.４６５

全磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ０.５８６∗ ０.６０５∗ ０.５８３∗ ０.５３５ －０.２３３ －０.１９０

有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ０.２５８ ０.２３３ ０.２８２ ０.２５５ －０.４５６ －０.３３６

全氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ０.９６３∗∗ ０.９３７∗∗ ０.９２２∗∗ ０.９５７∗∗ －０.３０３ －０.４９９

有效氮 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ０.９３９∗∗ ０.９１１∗∗ ０.９０８∗∗ ０.９３５∗∗ －０.３８０ －０.５６０

　 　 ｎ＝ １２ꎻ∗ 表示在 Ｐ<０.０５ 水平上显著相关ꎻ∗∗ 表示在 Ｐ<０.０１ 水平上显著相关

３　 讨论

３.１　 退耕后湿地土壤细菌群落结构变化

植被、土地利用、气候和土壤性质(如 ｐＨ、养分、有机质、含水量等)是影响土壤细菌群落结构的重要因

素[２ꎬ５ꎬ８ꎬ１４ꎬ２３—２４]ꎮ 研究区除了围垦湿地的植被为油菜外ꎬ其他样地优势植被均为长势不同的苔草ꎬ且湿地利用、
气候、水文条件导致的每年干湿交替和淹水频率均相同[１５]ꎮ 养分条件影响着土壤寡营养型细菌和富营养型

细菌种群分布[２ ５]ꎬ随着土壤养分提高ꎬ富营养型细菌丰度会升高ꎬ而寡营养型细菌丰度则降低[２ ６]ꎮ 变形菌门

及其 α￣变形菌纲、β￣变形菌纲和 δ￣变形菌纲属于富营养型细菌ꎬ酸杆菌门及其全噬菌纲属于寡营养型细
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图 ５　 研究区土壤细菌生物量和群落结构与土壤因子的 ＲＤＡ 分析

Ｆｉｇ.５　 ＲＤＡ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓꎬ ａｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｆａｃｔｏｒｓ

ＲＤＡ: 冗余分析ꎻＣ / Ｎ: 碳氮比ꎻＣ / Ｐ: 碳磷比
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菌[２ ３ꎬ２６]ꎬ并均包含大量能参与氮循环过程的细菌[２３ꎬ２７]ꎮ 退耕后湿地土壤变形菌门及其 α￣变形菌纲相对丰度

有先逐渐升高后略有降低趋势ꎬ而 β￣变形菌纲和 δ￣变形菌纲相对丰度则快速提高后逐渐降低ꎻ酸杆菌门及其

酸杆菌纲和全噬菌纲有随着退耕年限增加呈现退耕 ３ａ 激增后逐渐降低的变化趋势ꎮ 土壤变形菌门和酸杆菌

门细菌相对丰度基本上响应了退耕 ３ａ 土壤有机质和氮素养分含量最低和退耕后湿地土壤养分含量升高的变

化过程ꎮ 同时含有参与氮循环的脲酶和氰酸盐水合酶 /裂解酶基因的 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎａｅ 及其 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎｉａ 纲和硝化螺

旋菌门及其硝化螺旋菌纲[２８]也均具有退耕 ３ａ 急剧上升后缓慢下降的趋势ꎮ 以上这些参与氮循环的土壤细

菌相对丰度变化趋势与退耕后湿地土壤脲酶活性[１６]、氮营养水平和微生物量氮均具有相似的变化趋势[６—７]ꎮ
ＲＤＡ 分析(图 ５)和相关性分析结果(表 ４)也表明ꎬ研究区土壤全氮和有效氮与细菌生物量和群落结构特征具

有显著的相关性ꎮ 因此ꎬ退耕后湿地土壤寡营养型的酸杆菌门细菌和富营养型的变形菌门细菌指示着退耕后

湿地生态恢复下土壤养分提升的状况ꎮ 同时参与土壤氮循环的细菌相对丰度在退耕初期急剧提高ꎬ对于改善

土壤氮营养状况进而促进湿地生态恢复起着重要的作用ꎮ
放线菌是偏好中性或微碱性的腐生好氧细菌[２９]ꎬ是农业生产活动中的抗生素、生物杀虫剂和抗真菌剂的

重要来源ꎬ有些放线菌还是促进农作物生长的根际细菌、共生菌和内生菌[３０]ꎮ 厚壁菌门及其芽孢杆菌纲偏好

略高 ｐＨ、丰富易降解有机质和粗质地的农田土壤环境[２３]ꎬ大多数芽孢杆菌也是农作物致病菌的抑制菌[２３ꎬ３１]ꎮ
因此ꎬ放线菌和厚壁菌门细菌在农业生产活动的土壤环境中大量存在[４ꎬ２３]ꎮ 退耕还湿后ꎬ研究区表层土壤 ｐＨ
略有降低ꎬ土壤有机质和粘粒含量增加ꎮ 土壤放线菌门及其放线菌纲、厚壁菌门及其芽孢杆菌纲和梭菌纲相

对丰度在油菜地最高ꎬ随着退耕年限增加相对丰度有明显降低的趋势ꎮ 因此ꎬ随着研究区湿地围垦的农业生

产活动消除ꎬ农田土壤环境向湿地土壤环境演变ꎬ与农业生产活动密切关联的土壤放线菌门和厚壁菌门相对

丰度逐渐降低ꎬ指示着退耕还湿后历史围垦的影响消褪过程ꎮ
研究区的油菜地、退耕湿地和原始湿地土壤细菌在纲水平上均有各自独特的群落结构ꎬ但相对于原始湿

地ꎬ退耕湿地土壤细菌群落结构与油菜地的相似性更高ꎮ 有研究发现退耕湿地土壤细菌群落结构与原始湿地

更相似[５ꎬ１３]ꎬ也有研究表明湿地历史围垦的影响难以使土壤细菌群落结构恢复到原始状态[４]ꎮ ＲＤＡ 分析发

现研究区土壤粘粒、容重和全磷是与细菌群落结构显著相关的土壤因子ꎬ对细菌群落结构差异总解释量为

４６.０％ꎬ其中粘粒和容重的累积解释量最大(合计为 ４４.１％)ꎮ 前面讨论了土壤养分和历史围垦对退耕后湿地

土壤细菌群落结构的影响ꎬ而土壤水分条件也是影响土壤微生物群落结构重要因素[３２]ꎮ 土壤变形菌门偏好

含水量高的土壤环境ꎬ而放线菌门偏好含水量相对低点的土壤环境[３３－３４]ꎮ 研究区土壤变形菌门相对丰度整

体上确实随着退耕后湿地土壤含水量上升而提高ꎬ而放线菌相对丰度则降低ꎮ 土壤容重不仅与土壤质地、有
机质等养分状况密切相关[３５]ꎬ也影响着土壤水分条件和空气含量ꎬ因而容重也是退耕还湿后土壤细菌群落结

构密切关联的土壤因子ꎮ 尽管较多研究表明土壤 ｐＨ 是影响土壤细菌群落结构主要因素[２ꎬ８ꎬ２４—２５]ꎬ但本文没

有发现显著的影响ꎬ这与本文退耕还湖后湿地土壤 ｐＨ 变幅较小有关ꎮ 因此ꎬ湿地围垦后的农业生产活动深

刻影响着退耕还湿后土壤细菌群落结构特征ꎻ土壤养分、水分条件和容重是退耕还湿后土壤细菌群落结构密

切关联的土壤因子ꎮ
３.２　 退耕后湿地土壤细菌多样性和生物量变化

不同退耕年限下菜子湖湿地土壤 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数均具有随退耕年限的延长呈先急剧上升后

逐渐下降的变化趋势ꎬ其中表层土壤这两个指数在退耕 ３ａ 最高ꎬ而亚表层土壤则在退耕 ７ａ 达到最高ꎮ 这与

图们江平原退耕后湿地土壤细菌多样性降低研究结果较为一致[５]ꎬ但与三江平原退耕后湿地土壤细菌群落

多样性没有降低的结果有异[４]ꎮ 地球表层土壤细菌多样性主要由 ｐＨ 和养分等土壤因子决定和控制[２]ꎬ同时

土壤物理化学性质的异质性也是影响土壤微生物多样性的重要因素[３６—３７]ꎮ 研究区湿地土壤细菌多样性指数

与容重和 ｐＨ 呈正相关ꎬ与土壤有机质、总氮和有效氮养分含量呈负相关ꎬ但仅与容重相关性达到显著水平

(表 ４)ꎮ 退耕后湿地土壤含水量升高ꎬ同时周期性淹水总时间增加ꎬ过量的水分条件增加了土壤微生物群落

的环境压力[３２]ꎬ降低了土壤微生物多样性[２４ꎬ３７]ꎮ 同时周期性饱和水分条件也破坏了土壤空间隔离效应ꎬ增

７５７４　 １１ 期 　 　 　 张平究　 等:退耕还湿后土壤细菌群落结构和生物量变化过程 　
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加了细菌和养分物质在土壤环境中的移动性和分布均匀性[３２ꎬ３７]ꎬ降低了微生物多样性[３７]ꎮ 在一定范围内ꎬ
土壤容重越大ꎬ土壤孔隙度越低ꎬ缺乏以水分为媒介的通道ꎬ土壤空间隔离效果越好ꎬ土壤性质异质性更高ꎬ因
而土壤细菌多样性会更高ꎮ 研究区退耕 ３ａ 表层土壤和退耕 ７ａ 亚表层土壤在相同土层中容重最大(表 １)ꎬ土
壤细菌多样性也最高ꎮ 退耕初期(３—７ａ)土壤细菌多样性最高也符合宏观生态学中的中度干扰理论ꎮ 因此ꎬ
退耕后湿地土壤水分条件和容重是与土壤细菌多样性密切关联的土壤因子ꎬ而退耕 ３—７ａ 具有较高的土壤细

菌多样性对于退耕初期湿地生态恢复具有重要意义ꎮ
随着退耕年限增加ꎬ湿地表层土壤各类细菌生物量均有增加的趋势ꎬ而亚表层则有先降后升再降趋势ꎬ但

退耕 ２１ａ 湿地土壤细菌生物量仍未达到原始湿地水平ꎮ 该结果与本研究区随着退耕年限增加土壤微生物量

碳也增加的趋势基本一致[７]ꎮ 土壤养分是影响微生物量的主要因素[７ꎬ１８]ꎬ随着退耕后土壤养分逐渐提

高[６—７]ꎬ表层土壤细菌生物量逐渐增加ꎻ亚表层土壤退耕中前期养分具有相同变化趋势ꎬ而退耕后期亚表层土

壤受周期性淹水影响总时间更长而导致土壤细菌生物量降低ꎮ ＲＤＡ 分析和相关性分析结果也表明ꎬ土壤全

氮、有效氮、有机质、容重和 ｐＨ 是与土壤细菌生物量显著相关的土壤因子(Ｐ<０.０５)ꎬ其中土壤全氮有土壤细

菌生物量差异最大的累积解释量(图 ５)ꎮ 因此ꎬ退耕后随着土壤养分提高ꎬ尤其是土壤氮水平提高ꎬ促进了土

壤细菌生物量增长ꎮ

４　 结论

(１)研究区油菜地土壤厚壁菌门和放线菌门及其大部分菌纲相对丰度较高ꎬ而变形菌门和酸杆菌门及其

部分菌纲相对丰度较低ꎻ原始湿地土壤变形菌门及其菌纲相对丰度较高ꎬ厚壁菌门、放线菌门和酸杆菌门及其

菌纲相对丰度较低ꎻ退耕湿地土壤酸杆菌门、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎａｅ 和硝化螺旋菌门及其菌纲相对丰度较高ꎬ而变形菌

门、厚壁菌门和放线菌门相对丰度在油菜地和原始湿地之间ꎮ
(２)退耕还湿后ꎬ土壤变形菌门及其 α￣变形菌纲相对丰度先逐渐升高后略有降低ꎬ而 β￣变形菌纲、δ￣变形

菌纲、酸杆菌门的酸杆菌纲、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎａｅ 的 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎｉａ 纲和硝化螺旋菌门相对丰度均在退耕 ３ａ 激增后降低ꎮ
这些参与氮循环细菌对于退耕后湿地生态恢复过程中土壤氮素营养水平提升起着重要作用ꎮ 土壤放线菌门

及其放线菌纲和厚壁菌门及其芽孢杆菌纲和梭菌纲相对丰度随退耕年限的延长而逐渐下降ꎬ指示着湿地历史

围垦影响的消褪过程ꎮ 退耕有利于湿地土壤细菌群落结构的恢复ꎬ但湿地历史围垦深刻影响着退耕后土壤细

菌群落结构ꎮ 土壤养分、水分条件和容重是与退耕后细菌群落结构密切相关的土壤因子ꎮ
(３)退耕后湿地土壤细菌多样性指数呈先升后降的趋势ꎬ退耕初期 ３—７ａ 湿地土壤细菌多样性最高ꎻ表

层土壤细菌生物量则持续增加ꎬ亚表层则有先降后升再降趋势ꎮ 土壤水分条件和容重是与退耕后湿地土壤细

菌多样性变化密切相关的土壤因子ꎬ而土壤养分尤其是氮素ꎬ是与退耕后湿地土壤细菌生物量密切相关的土

壤因子ꎮ
(４)退耕初期(３—７ａ)湿地土壤参与氮循环细菌相对丰度最高ꎬ土壤细菌多样性也最高ꎬ是退耕后湿地生

态恢复的关键期ꎮ 应避免或减少该时期对湿地生态恢复的干扰ꎬ以有利于退耕后湿地生态恢复ꎮ
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