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土壤含水量驱动土壤病毒和细菌多度及其与土壤异养
呼吸关系的变化

黄文文１ꎬ ２ꎬ ∗ꎬ张全国２

１ 河南科技学院资源与环境学院ꎬ新乡　 ４５３００３

２ 北京师范大学生物多样性与生态工程教育部重点实验室ꎬ北京　 １００８７５

摘要:土壤微生物是维持陆地生态系统稳定性和功能的重要组成部分ꎮ 病毒是地球上数量最多的生物实体ꎬ也是若干类型生境

中微生物数量的重要调节者ꎮ 因此ꎬ了解病毒与微生物的相互作用ꎬ对深入认识包括碳循环在内的生态系统过程具有重要意

义ꎮ 在实验室建立土壤微宇宙实验系统ꎬ跟踪调查恒定低含水量、恒定高含水量和波动含水量 ３ 种水分处理下土壤病毒和细菌

多度的变化ꎬ以及土壤异养呼吸速率对土壤病毒￣细菌相互作用的响应ꎮ 相较于低水分处理ꎬ高水分处理显著增加了病毒多度

(Ｐ<０.００１)和病毒￣细菌多度比(Ｐ＝ ０.００２６)ꎬ波动水分处理显著增加了病毒多度(Ｐ<０.００１)ꎮ 在高水分处理的土壤微宇宙中ꎬ

细菌和病毒多度呈现出随时间动荡的信号ꎬ即细菌多度表现出增加￣降低￣增加的趋势ꎬ而病毒多度则表现出增加￣降低的趋势ꎬ

且其变化滞后于细菌ꎮ 土壤异养呼吸速率与土壤含水量(Ｐ<０.００１)、细菌多度(Ｐ ＝ ０.００４５)和病毒多度(Ｐ<０.００１)都具有显著

的正相关关系ꎮ 这些结果说明:病毒导致的下行控制可能是细菌多度的重要影响因子ꎬ在水分增加情形下ꎬ病毒有可能通过加

速细菌的更新速率进而加速土壤呼吸ꎮ 因此ꎬ病毒与细菌的相互作用可能是碳循环的重要决定因素ꎮ

关键词:土壤细菌ꎻ土壤异养呼吸ꎻ土壤病毒ꎻ下行控制ꎻ病毒￣细菌多度比
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ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｈｉｇｈ￣ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ. Ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｖｉｒａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ
ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｅ￣ｄｅｃｒｅａｓｅ￣ｉｎｃｒｅａｓｅ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ￣ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｖｉｒｕｓｅｓ ｌａｇｇｅｄ ｂｅｈｉｎｄ
ｂａｃｔｅｒｉａ. Ｔｈｅｓｅ ａｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ａｎ ｅｘｐｅｃｔａｔｉｏｎ ｔｈａｔ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｓ ａｋｉｎ ｔｏ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｔｏ ｏｕｒ ｓｏｉｌ
ｂａｃｔｅｒｉａ￣ｖｉｒｕｓｅｓ ｓｙｓｔｅｍ. Ｓｏｉｌ ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ (Ｐ<０.００１)ꎬ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ (Ｐ ＝ ０. ００４５) ａｎｄ ｖｉｒａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ (Ｐ < ０. ００１). Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｏｐ￣ｄｏｗｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｂｙ
ｖｉｒｕｓｅｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａ ｃｒｕｃｉａｌ ｆｏｒｃｅ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ ｕｎｄｅｒ ｗａｔｅｒ￣ｒｅｐｌｅｔｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｉｍｐｌｙ ａｎ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｅｘｐｌａｎａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｎ ｓｏｉｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ: ｐｒｅｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ ｖｉｒｕｓｅｓ
ｔｈａｔ ｃａｎ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｗａｓ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｔｈｅ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｖｉｒｕｓｅｓ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｍａｙ ｂｅ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｃａｒｂｏｎ ｃｙｃｌｅ. Ｏｖｅｒａｌｌꎬ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ
ｗｏｒｋ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｅｘｐａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ａｂｏｕｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｖｉｒｕｓｅｓ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ
ｓｏｍｅ ｅｍｐｉｒｉｃａｌ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖｉｒｕｓｅｓ ｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｓｏｉｌ.

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ: ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａꎻ ｓｏｉｌ ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎꎻ ｓｏｉｌ ｖｉｒｕｓｅｓꎻ ｔｏｐ￣ｄｏｗｎ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ｖｉｒｕｓ￣ｔｏ￣ｂａｃｔｅｒｉａ ｒａｔｉｏ

病毒是地球上数量最多的生物类群[１]ꎬ仅海洋中的病毒样粒子( ｖｉｒｕｓ￣ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬＶＬＰｓ)就超过 １０３０

个[２]ꎮ 有若干研究证实了海洋病毒是海洋藻类和细菌死亡率的主要贡献者、微生物多样性维持的关键影响

因素和海洋系统生物地球化学循环的重要驱动因素[２—３]ꎮ 如海洋生态系统中ꎬ光合作用固定的碳约有 ５０％由

于“病毒转轨”作用而未能流入更高营养级ꎻ病毒转轨过程中新产生的微生物有一半被病毒裂解ꎬ因此ꎬ约
２５％的固定碳由于病毒裂解而以 ＣＯ２形式释放[４]ꎮ

人们对陆地生态系统中病毒的认识相对有限[５]ꎮ 目前ꎬ土壤中被鉴定出的病毒种类仅约 ２７０００ 种[６]ꎬ且
大多数土壤病毒粒子被证实为噬菌体[７]ꎮ 土壤噬菌体与土壤细菌群落组装和功能具有相关性[８]———它们通

过捕食或寄生的方式控制细菌的数量ꎬ通过转导的方式促进细菌之间的基因转移ꎬ改变土壤环境中细菌的种

类和多样性[９—１１]ꎮ 然而ꎬ也有学者认为ꎬ尽管一些针对土壤中特定细菌(如根瘤菌和植物病原菌)的噬菌体的

研究证实了噬菌体捕食作用对细菌群落动态的影响ꎬ但土壤中 ９０％以上的病毒粒子似乎都被强烈地吸附在

土壤表面[３]ꎬ因此ꎬ土壤病毒的捕食作用对土壤细菌群落结构和活性的总体影响仍不明确[１２]ꎮ
土壤病毒多度因受土地利用方式[１３—１４]、土壤类型[１２]、土壤湿度[１５—１７]和植被类型[７]等因素的影响而差异

显著ꎬ如黄土平原土壤中每克干土的 ＶＬＰｓ 可达 １.９７×１０１０个[１８]ꎬ而热带沙漠土壤中仅有 ２.２×１０３个[１９]ꎮ 干燥

条件下土壤病毒更容易失活[３]ꎬ土壤病毒多度往往随含水量增加而上升[１７]ꎬ 但水分增加的同时也会导致蒸

发加快进而对病毒产生负面影响[３]ꎮ 因此ꎬ尽管土壤含水量是驱动土壤细菌和病毒多度变化的重要因

素[１５—１６]ꎬ但现有报道展示的数据还不足以明确其与土壤病毒多度的关系[７]ꎮ
土壤含水量可通过多种途径影响土壤异养呼吸[２０]ꎬ而病毒对细菌的下行控制作用可能是其中之一ꎬ如土

壤含水量驱动土壤病毒￣细菌多度比发生变化的过程[１５—１６]ꎬ会影响病毒裂解细菌时释放的不稳定性碳的含

量ꎬ进而影响到微生物生物量和土壤呼吸[７]ꎮ 此前ꎬ施加病毒灭活剂的研究发现ꎬ由于病毒对细菌下行控制

作用的存在ꎬ病毒多度的降低可以增加细菌多度进而加速土壤异养呼吸[２１]ꎻ但在另一项碳添加的微宇宙实验

中ꎬ土壤新病毒的产生只是源于一部分宿主细菌ꎬ土壤呼吸速率随病毒多度的增加而增加[２２]ꎮ 因此ꎬ病毒既

可通过降低细菌数量而减缓土壤异养呼吸ꎬ也可通过增加细菌群落的更新速率(活跃状态细菌数量上升)而
加速土壤呼吸ꎮ 然而ꎬ长期以来ꎬ人们却忽略了土壤微生物(细菌、古菌、真菌、原生动物和线虫)的捕食者和

寄生者———病毒———在水分引起土壤异养呼吸变化过程中的作用ꎮ 本研究比较不同含水量条件下土壤细菌、

４５４８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２ 卷　
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病毒以及异养呼吸速率的变化规律ꎬ推断病毒对细菌的下行控制作用是否受水分条件的影响ꎬ从土壤细菌和

病毒多度与呼吸速率的关系ꎬ推断病毒下行控制影响土壤呼吸速率的机制ꎬ以期了解含水量对土壤生态系统

中病毒下行控制作用的影响ꎬ为陆地生态系统中病毒￣细菌关系的相关研究提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 土壤采集

以北京师范大学生物园内试验田(３９°５７′４３″ Ｎꎬ１１６°２１′２１″ Ｅ)的土壤作为供试土壤ꎮ 于 ２０２０ 年 １２ 月 ６
日ꎬ将地面 ０—１５ ｃｍ 处的土壤去除凋落物和较大砂砾后ꎬ充分混匀ꎬ过 ２ ｍｍ 筛ꎬ带回实验室ꎮ 试验田年均温

度为 １１—１３℃ꎬ年均降水量约 ６４４ ｍｍꎬ土壤类型为褐土ꎮ 生长季所种作物为玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)ꎮ 玉米收获后ꎬ
地上部分有狗尾草(Ｓｅｔａｒｉａ ｖｉｒｉｄｉｓ)、蓟(Ｃｉｒｓｉｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ)和牵牛(Ｐｈａｒｂｉｔｉｓ ｎｉｌ)等零星生长ꎮ 本研究采集土壤

样品时ꎬ上述植物均已凋亡ꎮ
１.２　 土壤培养试验

经烘干法确定土壤含水量后ꎬ所采土壤样品被分装至 ９６ 个 ２５０ ｍＬ 的蓝盖瓶中ꎬ每个微宇宙瓶装入相当

于 ２００ ｇ 干重的鲜土ꎬ置于 ２６ ℃的培养箱中预培养 １２ ｄꎬ以便土壤微生物有充足的时间在新环境中恢复生

长ꎮ 预培养期间ꎬ每 ２ ｄ 校正一次水分ꎬ使每个微宇宙瓶的土壤含水量保持在 １３％(接近原土壤含水量)ꎮ 预

培养结束后ꎬ将 ９６ 个微宇宙瓶随机分为 ３ 组ꎬ并参考 Ｚｈａｎｇ 和 Ｚｈａｎｇ 的研究[２３] 将土壤含水量设置为 ３ 个水

平:恒定低水分处理(土壤含水量为 １３％ꎬ接近田间持水量的 ３９％)ꎻ恒定高水分处理(含水量为 ２６％ꎬ接近田

间持水量的 ７８％)和波动水分处理(土壤含水量在 ２６％—１３％之间波动) (图 １)ꎬ设置水分处理的这一天记作

培养试验第 ０ 天ꎮ 除测定土壤呼吸的阶段之外(见 １.３)ꎬ微宇宙开放瓶盖培养ꎮ 整个试验期间ꎬ低水分和高

水分处理的土壤微宇宙ꎬ每 ２ ｄ 校正一次含水量ꎻ波动水分处理的微宇宙ꎬ在第 ０ 天将水分调至 ２６％后ꎬ每 ２ ｄ
测定一次ꎬ当平均含水量低于 １３％时ꎬ将所有微宇宙含水量调至 ２６％(水分校正时间在第 ０ 天和第 １８ 天)ꎮ
试验过程中对微宇宙进行了 ４ 次破坏性采样(采样时间在培养试验的第 ２、１６、２２ 天和第 ３４ 天ꎬ对应的波动水

分处理的土壤含水量分别为 ２６％、１３.３３％、２６％和 １７.４９％)ꎬ每次破坏性采样时ꎬ３ 个水分处理各有 ８ 个微宇

宙被采样ꎮ 本试验对时间因素的研究采用的是空间代替时间策略ꎬ在不同时间点上破坏性取样不同的土壤微

宇宙ꎮ
１.３　 土壤呼吸测定

每个土壤微宇宙在破坏性取样之前进行了土壤呼吸测定ꎮ 每次测定土壤呼吸时ꎬ微宇宙密闭培养 ２ ｄ 或

４ ｄ———使用橡胶瓶塞封闭瓶口ꎮ 注射器针头连接 ＣＯ２浓度分析仪后ꎬ刺透橡胶瓶盖ꎬ对闭盖培养前和培养后

的土壤微宇宙空气中 ＣＯ２浓度进行测定ꎮ 通过向微宇宙中装入已知体积的干土来估计每个土壤微宇宙的气

体体积ꎮ 每次土壤呼吸测定之后ꎬ立即进行相应的破坏性采样ꎮ
１.４　 土壤细菌和病毒提取

每个土壤样品分别提取三份细菌和病毒悬浮液ꎮ 土壤细菌的提取采用密度梯度离心法[２４]ꎮ 将 ０.２ ｇ 鲜

土、０.４４ ｇ 聚乙烯吡咯烷酮(Ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｐｏｌｙｐｙｒｒｏｌｉｄｏｎｅꎬ ＰＶＰＰ)和 ８００ μＬ 无菌水加入 １.５ ｍＬ 离心管ꎬ高速涡旋

１ ｍｉｎꎬ４℃ １００×ｇ 离心 ２ ｍｉｎꎬ吸取 ３５０ μＬ 离心后的土壤悬浮液至装有 ７００ μＬ 密度梯度分离液 ＯｐｔｉＰｒｅｐ
(１.３２ ｇ / ｍＬ)的 ２ ｍＬ 离心管上层ꎬ４℃ １３０００×ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ去除 ３７５ μＬ 上层上清液ꎬ将剩余的 ６７５ μＬ 液

体转移至新的 ２ ｍＬ 离心管中ꎬ加 １３５０ μＬ 无菌水后ꎬ将二者轻轻涡旋混匀ꎬ４℃ １３０００×ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ 去除

１７００ μＬ 上层悬浮液ꎬ以洗去菌液中的游离 ＤＮＡ 碎片ꎬ余下的液体在 ４℃ １３０００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃除残余液体

后ꎬ向离心管内加入 １.５ ｍＬ １％ ＴＥ 缓冲液ꎬ振荡混匀后ꎬ将细菌提取液转移至冻存管ꎬ并加入 ５０％丙三醇ꎬ振
荡 １０ ｓꎬ使用液氮速冻后储存于￣ ８０ ℃条件下待用ꎮ

土壤病毒提取在 Ａｓｈｅｌｆｏｒｄ 等[２５] 和 Ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎ 等[９] 方法的基础上略作修改ꎮ 向盛有 ５ ｇ 鲜土和 ２０ 颗无

菌钢珠的 ５０ ｍＬ 离心管加入 ２０ ｍＬ １％的柠檬酸钾溶液(每 １Ｌ 柠檬酸钾溶液中ꎬ含 １０ ｇ Ｃ６Ｈ５Ｋ３Ｏ７􀅰 Ｈ２Ｏꎬ

５５４８　 ２０ 期 　 　 　 黄文文　 等:土壤含水量驱动土壤病毒和细菌多度及其与土壤异养呼吸关系的变化 　
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１.４４ ｇ Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰 ７Ｈ２Ｏꎬ０.２４ ｇ ＫＨ２ ＰＯ４ꎬｐＨ ＝ ７ꎻ溶液配制后储存于 ４℃ 条件下)ꎬ高速涡旋 １ ｍｉｎ 后ꎬ在
２００ ｒｐｍ的条件下振荡 １０ ｍｉｎꎬ转移至 ４℃的黑暗环境中孵育 １５ ｍｉｎꎬ以实现病毒粒子和土壤团聚体的物理分

散ꎮ ４℃ ２０００×ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ将此时获取的上清液过 ０.２２ μｍ 孔径的无菌针头式过滤器去除细菌和土壤

小颗粒ꎮ 将滤液转移至冻存管ꎬ经液氮速冻后储存于￣ ８０℃冰箱ꎮ
１.５　 土壤细菌和病毒计数

使用荧光染料 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 对土壤细菌细胞和病毒样粒子进行染色[２６]后ꎬ通过荧光显微镜对土壤细菌

和病毒进行计数[１８]ꎮ 取 ２００ μＬ 解冻后的土壤细菌提取液ꎬ加入 １８００ μＬ 无菌水稀释ꎻ用无菌镊子夹取２５ ｍｍ
直径ꎬ０.８ μｍ 孔径的 ＮＣ 膜放在 ０.４５ μｍ 孔径的抽滤承载装置上ꎬ用无菌水将 ＮＣ 膜完全湿润后ꎬ再夹取直径

２５ ｍｍꎬ孔径 ０.２ μｍ 的 Ｉｓｏｐｏｒｅ 滤膜置于 ＮＣ 膜上ꎬ使二者紧密贴合ꎬ连接过滤柱ꎬ将稀释过的细菌提取液加入

抽滤装置ꎬ打开抽滤泵直至菌液抽滤完成ꎮ
取 ９００ μＬ 解冻后的土壤病毒液ꎬ加入 １００ μＬ １０ × ＤＮａｓｅ Ｉ 反应缓冲液和 ２ μＬ ＤＮａｓｅ Ｉ(２５００ Ｕ / ｍＬ)ꎬ颠

倒混匀ꎬ置于 ３７ ℃条件下ꎬ以去除病毒液中的游离 ＤＮＡꎬ３０ ｍｉｎ 后ꎬ加入 ３５ μＬ ０.５ ｍｏｌ 的 ＥＤＴＡ 终止反应ꎮ
取 ２００ μＬ 经 ＤＮａｓｅ Ｉ 处理过的土壤病毒液ꎬ加入 １８００ μＬ 无菌水稀释ꎮ 用无菌镊子夹取 ＮＣ 膜放在抽滤承载

装置上ꎬ待其完全湿润后ꎬ夹取直径 ２５ ｍｍꎬ孔径 ０.０２ μｍ 的 Ａｌ２Ｏ３ Ａｎｏｄｉｓｃ 滤膜置于 ＮＣ 膜上ꎬ连接过滤柱ꎬ加
入稀释过的病毒提取液ꎬ打开抽滤泵直至病毒液抽滤完成ꎮ

当细菌或病毒样品抽滤完成后ꎬ加 ５００ μＬ ５ × (原液稀释 ２０００ 倍)的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 荧光染料ꎬ黑暗中染

色 ２０ ｍｉｎꎬ将染料抽滤干净ꎬ在抽滤泵开着的情况下ꎬ用移液枪吸取 １ｍＬ 无菌水清洗抽滤装置 ３—５ 次ꎬ细菌

或病毒滤膜制作完成ꎮ
在干净的载玻片中央加 ３０ μＬ 荧光抗淬灭剂(每 １ ｍＬ 荧光抗淬灭剂含 ５００ μＬ ＰＢＳꎬ ５００ μＬ 丙三醇ꎬ

０.００１—０.００３ ｇ 对苯二胺)ꎬ用无菌镊子夹取细菌或病毒滤膜置于其上ꎬ再加 ３０ μＬ 抗淬灭剂在细菌或病毒滤

膜上ꎬ盖上盖玻片ꎬ轻轻按压至无气泡ꎮ 细菌和病毒装片制作完成后ꎬ立即使用荧光显微镜对其进行拍照ꎬ它
们在 ４５０—４９０ ｎｍ 波长的蓝光激发下呈亮绿色ꎮ 每个玻片至少随机拍摄 １０ 个视野ꎮ 细菌和病毒多度使用

ＺＥＩＳＳ ＺＥＮ ３.０ 软件计数ꎮ
１.６　 数据分析

在 Ｒ[２７]环境下对数据进行分析ꎮ 本试验在不同时间点对土壤微宇宙进行破坏性取样ꎬ因此将不同时间

点上的土壤微宇宙视为独立样本进行分析ꎮ 数据分析前对细菌和病毒多度进行以 １０ 为底的对数转化ꎬ病毒￣
细菌多度比(ｖｉｒｕｓ￣ｔｏ￣ｂａｃｔｅｒｉａ ｒａｔｉｏꎬ ＶＢＲ)做平方根转化ꎮ 对于波动水分处理的土壤微宇宙ꎬ时间可能不是一

个有意义的解释变量ꎬ因为其作用可能与水分变化的作用相混淆ꎮ 因此ꎬ以采样时间作为随机效应ꎬ使用线性

混合效应模型( ｌｍｅｒ) [２８] 分析土壤湿度对土壤呼吸速率、细菌多度、病毒多度和 ＶＢＲ 值的影响( ｇａｕｓｓｉａｎ
ｆａｍｉｌｙ)ꎬ并使用“ｌｓｍｅａｎｓ”包对不同水分处理进行多重比较ꎮ 用单因素方差分析比较不同时间点土壤微宇宙

的呼吸速率、细菌和病毒多度的差异ꎮ
土壤含水量、细菌多度、病毒多度和土壤呼吸速率这些变量之间可能存在着相对复杂的影响途径ꎬ比如土

壤含水量可以通过物理化学过程直接影响土壤呼吸ꎬ也可能通过改变细菌多度进而影响呼吸速率ꎮ 受限于变

量数量和实验样本量ꎬ本试验的数据无法使用结构方程模型进行分析ꎬ因此ꎬ本研究使用了三个递进式的广义

线性模型(ｇｌｍ) [２８]对上述变量进行分析:第一ꎬ分析观测含水量如何影响细菌多度ꎻ第二ꎬ分析观测含水量和

细菌多度如何影响病毒多度ꎻ第三ꎬ分析观测含水量、细菌多度和病毒多度如何影响土壤呼吸ꎮ 用“ｃａｒ”提供

的“Ａｎｏｖａ”功能(Ｔｙｐｅ ＩＩ ｔｅｓｔ)来估计解释变量影响的显著性ꎮ

２　 结果

２.１　 土壤细菌多度、病毒多度以及土壤异养呼吸速率对土壤含水量变化的响应

在三种水分处理下ꎬ土壤细菌多度皆高于病毒多度ꎮ 相较于更接近自然状况的低含水量(１３％)处理ꎬ高
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水分处理和波动水分处理都未能显著改变细菌多度ꎬ但显著增加了病毒多度(Ｐ<０.００１)ꎬ也相应地增加了病

毒￣细菌多度比(Ｐ＝ ０.００２６) (表 １)ꎮ 在低水分处理下ꎬ不同时间点采样的土壤微宇宙的细菌多度无显著差

异ꎬ但病毒多度显著降低(Ｆ３ ꎬ ２８ ＝ １０.７４ꎬＰ<０.００１)ꎮ 在高水分处理下ꎬ细菌和病毒多度并非随时间保持恒定ꎬ
而是表现出了动荡的信号:第 １６ 天细菌多度显著高于第 ２ 天(Ｐ＝ ０.０２１１)ꎬ第 ２２ 天则极显著降低(Ｐ<０.００１)ꎬ
在第 ３４ 天恢复到与第 ２ 天无显著差异(Ｐ＝ ０.９８４９)ꎻ病毒多度在第 ２、１６ 天和第 ２２ 天之间逐渐增加ꎬ而在第

３４ 天显著低于第 １６(Ｐ＝ ０.０２０５)和 ２２ 天(Ｐ＝ ０.０１２１)ꎬ病毒￣细菌多度比则在第 ２２ 天为最高(Ｆ３ꎬ２８ ＝ ７.８８ꎬＰ<
０.００１)ꎮ 波动水分处理下ꎬ土壤细菌和病毒多度均未随时间推移表现出明显的变化(图 １)ꎮ

高水分和波动水分处理的土壤呼吸速率皆极显著高于低水分处理(Ｐ<０.００１) (表 １)ꎮ 随时间推移ꎬ低水

分处理的土壤微宇宙呼吸速率极显著降低(Ｆ３ꎬ２８ ＝ ８６.１８ꎬＰ<０.００１)ꎬ高水分处理的土壤微宇宙呼吸速率先升

高后降低(Ｆ３ꎬ２８ ＝ ３４.９７ꎬＰ<０.００１)ꎬ波动水分处理的土壤微宇宙呼吸速率则与土壤含水量的变化紧密相关

(Ｆ３ꎬ２８ ＝ ６４.５８ꎬＰ<０.００１)(图 １)ꎮ

表 １　 土壤细菌多度、病毒多度、病毒￣细菌多度比和呼吸速率对不同水分处理的响应

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅꎬ ｖｉｒａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅꎬ ｖｉｒｕｓ￣ｔｏ￣ｂａｃｔｅｒｉａ ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

水分处理
Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

细菌多度
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｕｎｔｓ ｐｅｒ ｇ
ｄｒｙ ｓｏｉｌ / (×１０７个 / ｇ)

病毒多度
ＶＬＰｓ ｐｅｒ ｇ ｄｒｙ

ｓｏｉｌ / (×１０７个 / ｇ)

病毒￣细菌多度比
ＶＢＲ

呼吸速率
Ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ /
(μｍｏｌ ｇ－１ ｄ－１)

低水分处理 Ｌｏｗ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ９.５４０±０.４５６ａ ３.４２２±０.１５１ｃ ０.４００±０.０４１ｂ ０.０３１±０.００１ｃ

高水分处理 Ｈｉｇｈ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ １０.２４６±０.９１１ａ ５.３２０±０.３１３ａ ０.７４４±０.１４０ａ ０.０７８±０.００２ａ

波动水分处理 Ｆｌｕｃｔｕａｔｉｎｇ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ９.２７１±０.５２４ａ ４.３４２±０.１３１ｂ ０.５１６±０.０３２ａｂ ０.０５８±０.００４ｂ

　 　 病毒样粒子:ｖｉｒｕｓ￣ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ(ＶＬＰｓ)ꎻ病毒￣细菌多度比:ｖｉｒｕｓ￣ｔｏ￣ｂａｃｔｅｒｉａ ｒａｔｉｏ(ＶＢＲ)ꎻ数值为平均值±标准误(ｎ＝ ３２)ꎬ不同水分处理之间的

差异由“ｌｓｍｅａｎｓ”包判定ꎻ同一列内ꎬ不同小写字母代表不同水分处理之间有显著差异(Ｐ<０.０５)

图 １　 低水分、高水分和波动水分处理土壤微宇宙的细菌多度、病毒多度和呼吸速率随时间的变化(数据为平均值±标准误ꎬｎ＝ ８)

Ｆｉｇ.１ 　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅꎬ ｖｉｒａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗ￣ꎬ ｈｉｇｈ￣ ａｎｄ ｆｌｕｃｔｕａｔｉｎｇ￣ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

ｍｉｃｒｏｃｏｓｍｓ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ (Ｄａｔａ ｓｈｏｗ ｍｅａｎ±ＳＥꎬ ｎ＝ ８)
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２.２　 土壤呼吸速率与土壤含水量、细菌多度和病毒多度之间的关系

由表 ２ 可知ꎬ土壤含水量与病毒多度呈显著正相关(Ｐ<０.００１)ꎬ而与细菌多度无显著的相关关系(Ｐ ＝
０.９１７３)ꎮ 土壤含水量(Ｐ<０.００１)、细菌多度(Ｐ＝ ０.００４５)和病毒多度(Ｐ<０.００１)均与土壤呼吸速率具正相关

关系ꎮ

表 ２　 土壤呼吸速率、含水量、细菌多度、病毒多度之间的相关性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｍｏｎｇ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔꎬ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｖｉｒａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ

土壤含水量
Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

细菌多度
Ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｕｎｔｓ ｐｅｒ ｇ ｄｒｙ ｓｏｉｌ

病毒多度
ＶＬＰｓ ｐｅｒ ｇ ｄｒｙ ｓｏｉｌ

土壤含水量 Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

细菌多度 Ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｕｎｔｓ ｐｅｒ ｇ ｄｒｙ ｓｏｉｌ χ２
１ꎬ９４ ＝ ０.０１

病毒多度 ＶＬＰｓ ｐｅｒ ｇ ｄｒｙ ｓｏｉｌ χ２
１ꎬ９３ ＝ ３１.１８∗∗∗ χ２

１ꎬ９３ ＝ ０.４４

呼吸速率 Ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ χ２
１ꎬ９２ ＝ ６６５.６６∗∗∗ χ２

１ꎬ９２ ＝ ８.０７∗∗ χ２
１ꎬ９２ ＝ ３１.１０∗∗∗ 􀆰

　 　 ∗∗表示在 ０.０１ 水平上差异显著ꎬ∗∗∗表示在 ０.００１ 水平上差异显著

３　 讨论

不同环境中病毒多度存在较大差异ꎬ土壤中 ＶＢＲ 变幅更大[２９]ꎬ一些关于土壤生态系统的研究发现病毒

多度高于细菌多度[９ꎬ １８]ꎻ但也有细菌多度高于病毒多度的情况[１０ꎬ １６ꎬ １９ꎬ ２５]ꎮ 本研究的结果与后者相一致

(表 １)ꎬ这一结果支持此前学者提出的观点:农田土壤可能受施肥[３０]和根际效应[６ꎬ１０ꎬ２５ꎬ３１]的影响ꎬ而表现出细

菌多度高于病毒多度的现象ꎮ
３.１　 土壤含水量对细菌多度、病毒多度和异养呼吸速率的影响

土壤病毒是否会对细菌产生明显的下行控制ꎬ这一基本问题目前并无明确答案[３１]ꎮ 一般认为ꎬ在相对干

旱的土壤中(如本研究的供试土壤)ꎬ含水量上升会促进微生物生长[１６ꎬ３２]ꎮ 本研究发现土壤水分上升并不会

增加细菌多度ꎬ与此同时ꎬ病毒多度上升ꎬ且病毒￣细菌比例上升(表 １ꎬ图 １)ꎬ这暗示着在高水分土壤中病毒造

成的下行控制可能会有效地阻止细菌数量上升ꎻ而在低水分处理中ꎬ更低的病毒￣细菌比例暗示着更弱的下行

控制ꎮ 这一结果和资源充足环境中下行控制更重要的主流观点是一致的[２]ꎬ即病毒造成多么重要的下行控

制很可能依赖于环境资源水平[７]ꎮ 当然ꎬ土壤生境中病毒和细菌的关系可能比本文描述的要复杂ꎬ特别是温

和性噬菌体对细菌是否会造成下行控制[３３]ꎬ以及当这种下行控制作用受到环境因子影响时所表现出的显著

差异———如 Ｖｉｒｇｉｎｉａ 一处山地土壤中存在着病毒对细菌的下行控制作用ꎬ而湿地土壤中则没有[１６]ꎮ
值得注意的是ꎬ土壤水分的改变不一定仅通过改变细菌而间接影响病毒ꎮ 土壤干燥会影响病毒失活的速

率ꎬ尤其是干燥程度低于某个临界点时ꎬ水分蒸发和土壤湿度过低ꎬ会导致病毒失活[３]ꎬ如 Ｉ 型脊髓灰质炎病

毒在 １８％—２.９％水分含量之间的失活率基本相同ꎬ但当水分含量在 １.２％—０.６％之间时ꎬ病毒的失活率显著

增加[３４]ꎮ 本研究中病毒多度的变化和上述研究相似:土壤含水量在 ２６％—１３％之间波动时ꎬ病毒多度无显著

差异ꎻ但当土壤湿度持续在 １３％时(两次校正水分的时间段内ꎬ土壤含水量维持在 １０％—１３％)ꎬ水分蒸发可

能会显著影响病毒多度(图 １)ꎮ
本研究发现ꎬ土壤含水量与土壤呼吸速率密切相关(表 ２):在恒定低水分处理的土壤微宇宙中ꎬ随时间推

移ꎬ土壤呼吸速率显著下降ꎬ这可能是因为当土壤干燥到一定程度后ꎬ微生物的生理状况以及营养物质在土壤

孔隙中的扩散受到限制ꎬ土壤微生物的代谢活动降低[３５]ꎬ土壤团聚体和土壤胶体的结合更加紧密ꎬ因此ꎬ大部

分土壤有机质难以被土壤微生物分解[３６]ꎬ从而抑制了土壤呼吸(图 １)ꎻ相较于过高或过低的土壤含水量ꎬ适
中的含水量会获得最高的土壤呼吸速率[３７]ꎬ在本研究的恒定高水分处理下ꎬ土壤呼吸出现先上升后下降的趋

势ꎬ但总体而言ꎬ高水分处理下的土壤呼吸速率要显著高于低水分和波动水分处理(表 １ꎬ图 １)ꎮ 波动水分处

理下(本研究中波动水分的处理与自然界中降水模式对土壤生态系统的影响高度相似)的土壤微宇宙ꎬ其呼
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吸速率与含水量变化趋势一致(图 １)ꎬ这一现象和“Ｂｉｒｃｈ 效应” [３８]高度吻合ꎬ即突然的“降水”能增加土壤的

呼吸速率[２３]ꎮ
３.２　 病毒￣细菌关系对土壤异养呼吸速率的影响

本研究中ꎬ土壤含水量、细菌多度和病毒多度都是呼吸速率的正向显著预测变量(表 ２)ꎮ 现有研究表明ꎬ
含水量和细菌多度对呼吸速率的作用比较明确[２０]ꎬ而病毒多度的作用尚无答案ꎮ 一般认为ꎬ病毒多度可能通

过两个途径对呼吸速率产生影响:第一ꎬ病毒颗粒本身是呼吸过程的底物ꎬ但相较于细胞形态的生物质ꎬ病毒

颗粒具有较低的碳含量[３]ꎬ因此病毒多度通过此途径影响呼吸速率的作用可能有限ꎻ第二ꎬ病毒对细菌的下

行控制作用影响了土壤呼吸速率ꎮ 宿主细菌被噬菌体裂解之后ꎬ释放出病毒颗粒ꎬ并产生细胞碎片ꎬ增加了土

壤中不稳定性碳的含量ꎬ进而增加了土壤微生物生物量和土壤呼吸[７]ꎮ 本研究中ꎬ病毒多度的上升没有造成

细菌数量的明显改变(表 ２)ꎬ这可能是因为ꎬ尽管大多数的环境病毒都是噬菌体ꎬ但土壤生态系统中已知的

２０００ 多种噬菌体仅感染 １１ 个细菌门的宿主[７]ꎬ且其中 ８５％的噬菌体只感染 γ 变形菌门、厚壁菌门和放线菌

门的细菌[３９]ꎬ因此ꎬ噬菌体裂解细菌的过程可能造成细菌群落中那些被病毒感染的种群处于活跃生长阶段

(有更高的代谢速率和分解有机物的潜能) [１１]ꎬ而这些活跃着的病毒和细菌种群贡献了大量的 ＣＯ２流出[４０]ꎮ
当然ꎬ更高的病毒多度意味着更高的微生物死亡率[４１]ꎬ亦即更快速的微生物群落更新ꎬ而更快的更新可能伴

随着群落物种组成的改变[７]ꎮ

４　 结论

本研究发现ꎬ相较于恒定低含水量ꎬ波动含水量显著增加了土壤病毒多度和土壤异养呼吸速率ꎮ 恒定高

含水量也显著增加了土壤病毒多度ꎬ且病毒对细菌的下行控制作用增强ꎬ阻止了土壤细菌多度的上升ꎻ此外ꎬ
病毒多度的增加可能使土壤中受噬菌体影响的那部分细菌处于活跃生长阶段ꎬ从而增加了土壤异养呼吸速

率ꎮ 结果表明ꎬ土壤含水量对土壤病毒多度的变化产生了重要影响ꎬ并对病毒多度和细菌多度与土壤异养呼

吸关系驱动的过程做出了潜在贡献ꎮ 因此ꎬ土壤病毒对土壤微生物造成的下行控制可能是碳循环等生态过程

的重要决定因素ꎮ
与水体病毒生态学的研究进展相比ꎬ人们对土壤生态系统中细菌及其噬菌体之间的相互作用知之甚少ꎮ

本研究初步揭示了不同含水量对土壤中病毒和细菌关系变化的影响ꎬ以及生态系统功能对这种关系变化的反

馈ꎬ扩大了人们对土壤生态系统中细菌－病毒关系的认知ꎬ为土壤生态系统中病毒对微生物群落结构影响等

相关研究提供了理论支撑ꎮ
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的帮助ꎮ
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