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采伐剩余物管理对杉木人工林土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细
菌群落多样性的影响

王　 旭１ꎬ２ꎬ张旭东１ꎬ姚增旺１ꎬ吴海龙１ꎬ舒　 琪１ꎬ李屹峰１ꎬ高升华１ꎬ∗

１ 中国林业科学研究院林业研究所ꎬ 北京　 １０００９１

２ 太原市林业和草原工程技术中心ꎬ 太原　 ０３０００１

摘要:反硝化细菌是土壤氧化亚氮(Ｎ２Ｏ)排放的关键因子ꎮ 以杉木人工林为研究对象ꎬ设置 ４ 种采伐剩余物处理方式(ＲＦ:对
照ꎻＲＢ:火烧ꎻＭＴ:粉碎ꎻＮＲ:移除)ꎬ采用高通量测序技术ꎬ以 ｎｏｓＺ 为标记基因ꎬ测定了自 ２０１８ 年 ９ 月—２０２０ 年 ９ 月ꎬ２ 年期间土

壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落的组成和丰度ꎮ 研究结果显示ꎬ４ 种采伐剩余物处理中的土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌 ９０％以上来自变形

菌门ꎬ优势菌属包括固氮螺菌属、中慢生根瘤菌属、动胶菌属、伯克霍尔德菌属、嗜酸菌属、慢生根瘤菌属、假单胞菌属、固氮弧菌

属以及无色杆菌属ꎻ样本间差异物种的显著性分析表明ꎬ在处理完成半年时ꎬ火烧相较于对照于 β￣变形菌纲水平显著增加了

ｎｏｓＺ 基因丰度ꎻ在处理完成一年时ꎬ火烧分别于红螺菌目、红螺菌科、固氮螺菌属水平显著高于粉碎ꎻ粉碎相较于移除在处理完

成一年时ꎬ于 γ￣变形菌纲和产碱菌科水平显著增加了 ｎｏｓＺ 基因丰度ꎻ在处理完成两年时ꎬ粉碎处理的 ｎｏｓＺ 基因丰度在变形菌

门水平显著高于对照和火烧ꎮ α 多样性数据显示ꎬ处理完成一年时ꎬ粉碎处理相较于对照和移除显著增加了 Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数ꎻ处理完成两年时ꎬ粉碎和火烧处理相较于对照显著降低了 ＡＣＥ 和 Ｃｈａｏ１ 指数ꎮ 杉木人工林 ４ 种采伐剩余物处理方式对

土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落的组成和丰度有显著影响ꎬ并随研究时间发生明显变化ꎬ这为全面了解人工林采伐更新方式下土

壤氮循环过程中 Ｎ２Ｏ 排放的微生物机理提供了数据基础ꎮ
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森林土壤的反硝化作用是氧化亚氮(Ｎ２Ｏ)的一个重要来源ꎬ 能引起全球气候变暖并破坏臭氧层结构[１]ꎮ
同时反硝化作用的最后一步ꎬ是由氧化亚氮还原酶(Ｎｉｔｒｏｕｓ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬ ＮＯＳ)催化 Ｎ２Ｏ 至氮气(Ｎ２)的过

程[２]ꎬ能成为 Ｎ２Ｏ 这种强大温室气体的重要吸收汇[３]ꎮ ＮＯＳ 是目前唯一已知的催化这一反应的酶ꎬ其检测基

因 ｎｏｓＺ 被认为是 ＮＯＳ 的活性以及潜在反硝化速率的敏感指标[４—８]ꎮ 因此ꎬ森林经营过程中采伐剩余物管理

如何影响土壤 ｎｏｓＺ 基因ꎬ进而达到减缓土壤 Ｎ２Ｏ 排放的研究就十分重要ꎮ
反硝化作用主要发生于土壤中ꎬ因此反硝化细菌会受到土壤环境条件、土地管理方式等的影响[９—１１]ꎮ 氧

气(Ｏ２)能在很大程度上抑制 ＮＯＳ 的合成和活性[１２—１３]ꎬ严格的厌氧有利于增加 ｎｏｓＺ 基因丰度[１４]ꎮ 而低 ｐＨ
则会减缓 ＮＯＳ 的周转和组装[１５]ꎮ 反硝化细菌的丰度还受到土壤含水量的影响ꎬ通常认为较高的土壤湿度能

显著增加土壤反硝化细菌丰度[１６]ꎮ 此外ꎬ长期施肥等经营方式也会改变土壤反硝化细菌群落多样性[１７—１９]ꎮ
但是不同环境中不仅生态条件差异显著ꎬ菌群组成也千差万别ꎬ因此土壤微生物与环境因子间的关系仍然存

在很多不确定性ꎮ
采伐剩余物处理方式在人工林经营中至关重要ꎬ能通过影响土壤环境因子如土壤含水量、ｐＨ、土壤孔隙

度以及养分等[２０—２１]ꎬ直接或间接影响反硝化过程[４]ꎮ 但现有研究多集中在传统的剩余物火烧处理对土壤

Ｎ２Ｏ通量的影响方面[２２—２３]ꎬ对剩余物不同处理方式的尝试以及处理方式对 ＮＯＳ 活性和 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群

落的影响涉及较少ꎮ 因此ꎬ为了阐明森林经营对土壤 Ｎ２Ｏ 排放的微生物影响机制ꎬ需要对不同采伐剩余物处

理方式下土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化菌群结构的变化进行进一步研究ꎮ
杉木(Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ(Ｌａｍｂ.)Ｈｏｏｋ.)作为我国南方人工林的代表性树种ꎬ分布广、面积大[２４]ꎬ林

地土壤对 Ｎ２Ｏ 通量的调节作用研究较少ꎬ特别是采伐剩余物处理方式对土壤反硝化细菌群落调节 Ｎ２Ｏ 的机

理还不完全清楚ꎮ 为揭示采伐剩余物处理方式对土壤反硝化过程中的关键酶(ＮＯＳ)的活性以及 ｎｏｓＺ 基因多

样性的影响ꎬ本研究以杉木人工林为研究对象ꎬ探讨了 ４ 种采伐剩余物处理方式(对照、火烧、粉碎、移除)对
土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落组成和丰度的影响ꎬ以期为全面了解人工林不同采伐更新方式下土壤氮循环过

程的调节机理提供数据基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 研究区概况

研究区域位于江西省永丰县官山林场内ꎬ地理位置 ２７°１４′４８.００″Ｎꎬ１１５°２９′５５.８５″Ｅꎬ海拔 ６４—１０９ ｍꎬ年均

气温 １８—２２℃ꎬ年降水量 ２１００—２５００ ｍｍꎬ属于中亚热带湿润季风气候ꎮ 土壤类型以红壤为主ꎮ 试验样地内

杉木林为 １９８０ 年生人工纯林ꎬ密度约为 １７２５ 株 / ｈｍ２ꎬ胸径约为 １９.７９ ｃｍꎬ平均树高 １９.９２ ｍꎮ 样地林木分布

均匀ꎬ林下植被主要有蕨类 (Ｐｔｅｒｉｄｏｐｈｙｔａ)、狗脊 (Ｗｏｏｄｗａｒｄｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ)、芒萁 (Ｄｉｃｒａｎｏｐｔｅｒｉｓ ｄｉｃｏｔｏｍａ)、淡竹
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叶 (Ｌｏｐｈａｔｈｅｒｕｍ) 等ꎮ
１.２　 实验设计

２０１８ 年 ８ 月对试验区内林木进行皆伐ꎬ皆伐后带走商业用材(树干胸径 > ６ ｃｍ 的全部木材ꎬ不去皮)ꎮ
试验区内共设置 １２ 个小区ꎬ每个小区 ８ ｍ × ８ ｍꎬ小区之间设置 ２ ｍ 的缓冲带ꎮ 采伐剩余物(地上部分剩余的

所有残渣包括叶和枝) 称重后分为 ９ 等份 (每份 ６００ ｋｇ 叶子和 １３３ ｋｇ 枝)ꎬ设置 ３ 种处理:对照 ( ＲＦꎬ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ)ꎬ剩余物平铺在原地不做处理ꎻ 火烧(ＲＢꎬ ｒｅｓｉｄｕｅ ｂｕｒｎｉｎｇ)ꎬ剩余物在小区内火烧ꎻ粉碎 (ＭＴꎬ
ｍｕｌｃｈｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ)ꎬ剩余物使用粉碎机粉碎至 １ ｃｍ 左右碎屑后平铺在林地ꎻ移除(ＮＲꎬ ｎｏ ｒｅｓｉｄｕｅｓ)小区内不

安置剩余物ꎮ 每种处理设置 ３ 个重复ꎬ各实验小区随机排列ꎮ
１.３　 土壤样品采集

样地设置完成后ꎬ分别于 ２０１８ 年 ９ 月、２０１９ 年 ３ 月、２０１９ 年 ６ 月、２０１９ 年 ９ 月以及 ２０２０ 年 ９ 月时采集土

壤样品共 ５ 次ꎬ为期 ２ ａꎮ 在每个小区内沿对角线钻取 ０—１０ ｃｍ 土样ꎬ每 ６ 钻土作为一个混合土样ꎬ每个处理

取 ３ 次重复ꎬ每期 １２ 个样品ꎮ 新鲜的土壤尽快运回实验室ꎬ去除细根和砾石等杂质ꎬ然后通过一个 ２ ｍｍ 的筛

子ꎬ储存在－８０℃下用于微生物多样性测定ꎮ
１.４　 土壤微生物多样性测定

基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序平台ꎬ利用双末端测序(Ｐａｉｒｅｄ￣Ｅｎｄ)的方法ꎬ构建小片段文库进行测序ꎮ 扩增引

物使用 ｎｏｓＺ￣ ２Ｆ(５′￣ ＣＧＣＲＡＣＧＧＣＡＡＳＡＡＧＧＴＳＭＳＳＧＴ￣ ３′)和 ｎｏｓＺ￣ ２Ｒ (５′￣ ＣＡＫＲＴＧＣＡＫＳＧＣＲＴＧＧＣＡＧＡＡ￣
３′) [２５]ꎮ ６０ 个土壤样品测序共获得 ４ ７９９ ３８０ 对 Ｒｅａｄｓꎬ双端 Ｒｅａｄｓ 质控、拼接后共产生 ４ ３２７ ４５３ 条 Ｃｌｅａｎ
Ｒｅａｄｓꎬ每个样品至少产生 ６２ １２９ 条 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓꎬ平均产生 ７２ １２４ 条 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓꎬ长度范围是 １５０—３９０ ｂｐꎬ
主要分布在 ２１０—２４０ ｂｐ 之间ꎮ 使用 Ｕｓｅａｒｃｈ 软件[２６]对 Ｒｅａｄｓ 在 ９７.０％的相似度水平下进行聚类、获得 ＯＴＵꎮ
随后进行物种注释及丰度分析ꎬ揭示样品的物种构成ꎻ并进行显著物种差异分析、相关性分析ꎬ挖掘样品之间

的差异ꎮ
１.５　 数据计算和分析

采用 Ｅｘｃｅｌ 软件(Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｏｆｆｉｃｅ ２０１６)和 ＳＰＳＳ(２２.０) 软件对数据进行汇总和计算ꎬ使用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ２０２１
软件作图ꎮ 利用 Ｖｅｎｎ[２７]图展示不同处理样品之间共有、特有 ＯＴＵ 数目ꎮ 利用 Ｍｅｔａｓｔａｔｓ[２８] 软件对组间的物

种丰度数据进行 Ｔ 检验ꎻ得到 Ｐ 值ꎬ通过对 Ｐ 值的校正ꎬ得到 Ｑ 值ꎻ最后根据 Ｑ 值筛选出导致两组样品组成

差异的物种ꎬ本分析分别在门、纲、目、科、属、种分类学水平进行ꎮ α 多样性指数分析使用 ＱＩＩＭＥ 软件ꎬ在
９７％相似水平上进行 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌的群落组成

不同采伐剩余物处理的土壤 ｎｏｓＺ 型细菌群落的 ＯＴＵ 组成存在明显的差异(图 １)ꎮ 四种处理中共有的

ＯＴＵ 为 ８１４ 个ꎬＲＢ 处理中产生 ７ 个特有 ＯＴＵꎬＲＦ、ＭＴ 和 ＮＲ 均未产生特有 ＯＴＵꎮ 此外ꎬＲＢ 中 ＯＴＵ 总数是最

多的ꎬ共计 ８７０ 个ꎮ 说明 ＲＢ 增加了土壤 ｎｏｓＺ 型微生物群落的变异ꎮ 此外ꎬ处理完成一年时(２０１９ 年 ９ 月)样
品的特有 ＯＴＵ 最多(３１０ 个)ꎬ远高于其他时期特有的 ＯＴＵ 数量ꎬ说明此时土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化菌群的变异最

强(图 １)ꎮ
２.２　 土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落的相对丰度

不同处理的各个采样时期土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化菌群以门水平分类ꎬ分别是变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)ꎬ芽单

胞菌门(Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ)和 ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ＡＲ２８ꎬ没有明确注释信息的 ｎｏｓＺ 基因序列较少(０.１６％—３.００％)
(图 ２)ꎮ 其中变形菌门作为优势菌群相对丰度达到 ９４.６２％—９９.８４％ꎬ最大值和最小值分别出现在 ＲＢ３ 和

ＮＲ４ 处理中ꎮ 而芽单胞菌门和 ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ＡＲ２８ 相对丰度均较小(０.００％—２.４４％)ꎬ且主要出现在处理完成一

年时(２０１９ 年 ９ 月)的样本中ꎮ

１９７３　 ９ 期 　 　 　 王旭　 等:采伐剩余物管理对杉木人工林土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落多样性的影响 　
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图 １　 不同处理以及采样时期样本的 ＯＴＵ￣Ｖｅｎｎ 图

Ｆｉｇ.１　 ＯＴＵ￣ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ
不同处理用不同颜色表示ꎬ不同颜色图形之间交叠部分数字为两个样本之间共有的特征个数ꎻＲＦꎬ ＲＢꎬ ＭＴ 和 ＮＲ 分别代表对照、火烧、
粉碎和移除ꎻＴ１ꎬ Ｔ２ꎬ Ｔ３ꎬ Ｔ４ 和 Ｔ５ 分别代表 ２０１８ 年 ９ 月ꎬ２０１９ 年 ３ 月、６ 月、９ 月和 ２０２０ 年 ９ 月

图 ２　 各样本门和属水平上土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落的相对丰度

Ｆｉｇ.２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｎｏｓＺ￣ｔｙｐｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｏｎ ｐｈｙｌｕｍ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌｓ
１—５ 代表 ５ 个采样时期ꎬ分别为 ２０１８ 年 ９ 月、２０１９ 年 ３ 月、６ 月、９ 月和 ２０２０ 年 ９ 月
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　 　 不同处理的各个采样时期土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化微生物在属水平上共获得 ２７ 类菌群ꎬ无法明确注释信息的

ｎｏｓＺ 基因序列超过 ４５.７３％(图 ２)ꎮ 优势菌属主要包括:固氮螺菌属(Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ)ꎬ丰度范围达到 １０.０２％—
２９.５６％ꎬ各处理中两年内丰度平均值 ＭＴ 较高(２０. １３％)ꎻ中慢生根瘤菌属(Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)ꎬ丰度范围为

０.６７％—１０.９３％ꎬ最高值出现在 ＲＢ３ 样品中ꎻ动胶菌属(Ｚｏｏｇｌｏｅａ)ꎬ丰度范围为 ０.００％—６.４３％ꎬ最大值和最小

值分别出现在样品 ＲＦ３ 和 ＮＲ５ 中ꎮ 其次是伯克霍尔德菌属(Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ)、嗜酸菌属(Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ)、慢生根瘤

菌属(Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)、假单胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)、固氮弧菌属(Ａｚｏａｒｃｕｓ)以及无色杆菌属(Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ)等ꎮ
２.３　 土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落的组间差异

进一步对土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌丰度在各分类等级下进行两两比较检验ꎬ以确定不同采伐剩余物处理

中有显著差异的物种(表 １)ꎮ 其中ꎬＲＢ２ 在 β￣变形菌纲(Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)水平上显著高于 ＲＦ２ 和 ＭＴ２ꎬ并
分别在红环菌目(Ｒｈｏｄｏｃｙｃｌａｌｅｓ)、科(Ｚｏｏｇｌｏｅａｃｅａｅ)、动胶菌属(Ｚｏｏｇｌｏｅａ)及种(Ｚｏｏｇｌｏｅａ＿ｓｐ)水平上显著高于

ＭＴ２(Ｐ<０.０５)ꎮ ＭＴ４ 分别在 γ￣变形菌纲(Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)和产碱菌科(Ａｌｃａｌｉｇｅｎａｃｅａｅ)水平上显著高于

ＮＲ４ꎬ而 ＲＢ４ 则分别在红螺菌目(Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌａｌｅｓ)、红螺菌科(Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌａｃｅａｅ)、固氮螺菌属(Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ)及
种(ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ＿Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ＿ｓｐ)水平上显著高于 ＭＴ４(Ｐ<０.０５)ꎮ 此外ꎬＭＴ５ 还在变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)水
平上显著高于 ＲＢ５ 和 ＲＦ５(Ｐ<０.０５)ꎮ 第一期和第三期不同处理间样品未发现有显著差异的物种ꎮ 综合而

言ꎬ相较于 ＲＦ 和 ＮＲꎬＲＢ 和 ＭＴ 显著增加了 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落的丰度ꎮ

表 １　 不同分类等级下 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌丰度的组间差异分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒ￣ｇｒｏｕｐ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｎｏｓＺ￣ｔｙｐｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

分类等级
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

微生物名称
Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ

组 １＆ 组 ２
Ｇｒｏｕｐ １ ＆ Ｇｒｏｕｐ ２

平均值 (组 １)
Ｍｅａｎ (Ｇｒｏｕｐ １)

平均值(组 ２)
Ｍｅａｎ (Ｇｒｏｕｐ ２) Ｑ

纲 Ｃｌａｓｓ β￣变形菌纲 Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ＲＢ２＆ＭＴ２ ０.０９４４±０.００７４ ０.０４３２±０.００７８ ０.００００

纲 Ｃｌａｓｓ β￣变形菌纲 Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ＲＢ２＆ＲＦ２ ０.０９４４±０.００７４ ０.０３１３±０.０１０３ ０.００００

目 Ｏｒｄｅｒ 红环菌目 Ｒｈｏｄｏｃｙｃｌａｌｅｓ ＲＢ２＆ＭＴ２ ０.０４９５±０.００１７ ０.０１２４±０.００３９ ０.００００

科 Ｆａｍｉｌｙ Ｚｏｏｇｌｏｅａｃｅａｅ ＲＢ２＆ＭＴ２ ０.０４９５±０.００１７ ０.０１２４±０.００３９ ０.００００

属 Ｇｅｎｕｓ 动胶菌属 Ｚｏｏｇｌｏｅａ ＲＢ２＆ＭＴ２ ０.０４９０±０.００１８ ０.０１２２±０.００４０ ０.００００

种 Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｚｏｏｇｌｏｅａ＿ｓｐ ＲＢ２＆ＭＴ２ ０.０４９０±０.００１８ ０.０１２２±０.００４０ ０.００００

纲 Ｃｌａｓｓ γ￣变形菌纲 Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ＭＴ４＆ＮＲ４ ０.０２８９±０.０００２ ０.０２４４±０.００１３ ０.００００

目 Ｏｒｄｅｒ 红螺菌目 Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌａｌｅｓ ＲＢ４＆ＭＴ４ ０.１９３０±０.０００８ ０.１８２０±０.００１０ ０.００００

科 Ｆａｍｉｌｙ 红螺菌科 Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌａｃｅａｅ ＲＢ４＆ＭＴ４ ０.１９３０±０.０００８ ０.１８２０±０.００１０ ０.００００

科 Ｆａｍｉｌｙ 产碱菌科 Ａｌｃａｌｉｇｅｎａｃｅａｅ ＭＴ４＆ＮＲ４ ０.０２９７±０.００１２ ０.０２４６±０.０００１ ０.００００

属 Ｇｅｎｕｓ 固氮螺菌属 Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ＲＢ４＆ＭＴ４ ０.１８９０±０.０００８ ０.１７８０±０.０００５ ０.００００

种 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ＿Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ＿ｓｐ ＲＢ４＆ＭＴ４ ０.１８８０±０.００１１ ０.１７７０±０.０００７ ０.００００

种 Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ＿ｏｌｉｇｏｔｒｏｐｈｉｃｕｍ＿Ｓ５８ ＭＴ４＆ＮＲ４ ０.００００±０.００００ ０.０００１±０.００００ ０.００００

种 Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ＿ｏｌｉｇｏｔｒｏｐｈｉｃｕｍ＿Ｓ５８ ＲＦ４＆ＮＲ４ ０.００００±０.００００ ０.０００１±０.００００ ０.００００

门 Ｐｈｙｌｕｍ 变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ＲＢ５＆ＭＴ５ ０.９８７０±０.００２８ ０.９９７０±０.０００２ ０.００００

门 Ｐｈｙｌｕｍ 变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ＭＴ５＆ＲＦ５ ０.９９７０±０.０００２ ０.９９２０±０.００２２ ０.００００

　 　 默认 Ｐ<０.０５ꎬ表中仅列 Ｑ<０.０５ 的物种ꎻ１—５ 代表 ５ 个采样时期ꎬ分别为 ２０１８ 年 ９ 月、２０１９ 年 ３ 月、６ 月、９ 月和 ２０２０ 年 ９ 月

２.４　 土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落的 α 多样性

不同采伐剩余物处理完成一年(２０１９ 年 ９ 月)和两年时(２０２０ 年 ９ 月)的土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落 α
多样性分析结果见表 ２ꎮ

处理完成一年时 ＭＴ 的 Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数分别显著高于 ＲＦ 和 ＮＲ(Ｐ<０.０５)ꎻＡＣＥ 和 Ｃｈａｏ１ 指数在

各处理间差异不显著(Ｐ > ０.０５)ꎮ 处理完成两年时 Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数处理间差异不显著ꎬＡＣＥ 和

Ｃｈａｏ１ 指数表现为 ＲＢ 和 ＭＴ 处理均显著低于 ＲＦ(Ｐ<０.０５)ꎮ 可见ꎬ处理完成一年时粉碎处理显著增加了土壤

ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落的多样性ꎮ

３９７３　 ９ 期 　 　 　 王旭　 等:采伐剩余物管理对杉木人工林土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落多样性的影响 　
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表 ２　 不同处理下土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落的 α多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｏｉｌ ｎｏｓＺ￣ｔｙｐｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

时间
Ｄａｔｅ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ 指数
ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ １ 指数
Ｃｈａｏ ｉｎｄｅｘ

２０１９￣０９ ＲＦ ７.３５±０.０５ｂ ０.９９±０.００ａｂ ４９９.０１±１２.３４ａ ５０１.０７±１４.００ａ

ＲＢ ７.４４±０.０３ａｂ ０.９９±０.００ａｂ ４９１.２５±２１.４９ａ ４９７.４２±１８.４９ａ

ＭＴ ７.４３±０.０１ａ ０.９９±０.００ａ ５０７.９５±１２.１０ａ ５１１.８０±１１.６３ａ

ＮＲ ７.３４±０.０７ａｂ ０.９８±０.００ｂ ５２８.７１±１２.４８ａ ５３０.１５±１１.０８ａ

２０２０￣０９ ＲＦ ４.８２±０.２５ａ ０.８８±０.０４ａ ３１８.８０±３６.１５ａ ３１９.０１±３８.４３ａ

ＲＢ ５.２２±０.１２ａ ０.９５±０.０１ａ ２５９.５５±１０.５８ｂ ２２７.１４±２.６７ｃ

ＭＴ ４.４１±０.３１ａ ０.８９±０.０３ａ ２３４.１６±３.６９ｃ ２３６.０８±２.１４ｂ

ＮＲ ４.９８±０.２０ａ ０.９３±０.０１ａ ２８１.０３±３０.３３ａｂ ２６１.２２±１３.２５ａｂ

　 　 相同指数的不同小写字母表示不同处理间差异显著(Ｐ<０.０５)

３　 讨论

本研究以氧化亚氮还原酶(ＮＯＳ)的关键基因 ｎｏｓＺ 作为完全反硝化细菌的标记ꎬ采用高通量测序技术分

析了 ４ 种采伐剩余物处理方式下杉木人工林土壤中 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌的群落组成和多样性特征ꎮ 综合而

言ꎬ不同处理下土壤中 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落在不同分类学水平上的群落组成及多样性差异显著ꎮ
３.１　 采伐剩余物处理方式对土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落组成的影响

土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落组成受森林管理方式的显著影响[１４ꎬ １８]ꎬ本研究中剩余物火烧和粉碎显著增

加了土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落的丰度ꎮ 火干扰会改变土壤细菌群落的组成[２９—３０]ꎬ本研究中在处理完成半

年时ꎬ火烧相较于对照在 β￣变形菌纲水平上对土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落的丰度水平有显著提升作用ꎻ此外

火烧在处理完成一年时ꎬ较粉碎分别于红螺菌目、红螺菌科、固氮螺菌属及 ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ＿Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ＿ｓｐ 水平上

也有明显提升作用ꎮ Ｋｅｎｎｅｄｙ 等[３１]的研究也表明火干扰会增加反硝化细菌群落丰度ꎮ 剩余物火烧后ꎬ地表

形成灰分ꎬ能在短期内为土壤微生物提供大量养分ꎬ且 ｐＨ 值会升高[４ꎬ３２]ꎬ从而增加反硝化细菌的丰度ꎬ因为

通常低 ｐＨ 会减缓 Ｎ２Ｏ 还原酶的周转和组装[１５]ꎮ 但处理完成两年时火烧相较于粉碎ꎬ土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细

菌群落丰度在变形菌门水平上显著降低ꎮ 一方面可能是土壤灰分后期受雨水冲刷等原因造成火烧区土壤养

分明显降低[３２]ꎬ甚至低于未火烧[３３—３４]ꎬ从而使火烧对反硝化细菌群落丰度的促进作用在处理后期减弱ꎮ 另

一方面ꎬ两年的时间足以使更多粉碎的剩余物分解ꎬ为土壤微生物释放更丰富的底物ꎬ增加了反硝化细菌群落

的丰度水平ꎮ 本研究发现在处理完成一年时ꎬ粉碎相较于移除ꎬ已经分别在 γ￣变形菌纲和产碱菌科水平上显

著增加了 ｎｏｓＺ 基因丰度ꎬ并且在处理完成两年时ꎬ还在变形菌门水平上显著高于对照ꎮ 粉碎处理中地表有机

物的物理屏障作用能减少水分蒸发增加土壤含水量[３５]ꎬ较高的土壤湿度能显著增加土壤反硝化菌丰度[１６]ꎮ
此外ꎬ粉碎的剩余物覆盖在地表增加了剩余物接触水和热的面积ꎬ从而为微生物提供更多适宜的寄宿场所ꎬ使
剩余物分解率大大提高ꎬ能有效增加土壤氮、磷以及钾含量[３３]ꎬ这为土壤微生物提供了充足的底物[１７ꎬ ３６—３７]ꎮ
外源养分输入能增加土壤反硝化菌群丰度[３８]ꎬ移除采伐剩余物相较于对照不仅地表裸露ꎬ阳光直射ꎬ含水量

降低ꎬ还损失了大量养分[３２ꎬ３５ꎬ３９—４０]ꎬ因此不利于提升反硝化细菌群落的丰度ꎮ
有研究表明 ４０％的反硝化潜力的变化可以由细菌群落组成的差异来解释[４１]ꎮ 因此ꎬ不同采伐剩余物处

理方式导致的细菌群落组成差异最终可能会导致不同处理下土壤反硝化能力的差异ꎬ进而影响土壤氮循环过

程ꎮ 但目前关于不同土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌群落的功能研究较少ꎬ对差异物种的具体功能的预测还需要进

一步研究ꎮ
３.２　 采伐剩余物处理方式对土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌多样性的影响

不同的多样性指数可以反映微生物群落多样性的不同侧面ꎬ其中 ＡＣＥ 和 Ｃｈａｏ １ 指数度量的是菌群的丰

富度ꎬ而 Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数度量的则是菌群的多样性ꎬ是菌群丰富度和均匀度的综合指标ꎮ 本研究表明

４９７３ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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处理完成一年时ꎬ相较于对照和移除ꎬ粉碎显著增加了土壤 ｎｏｓＺ 型细菌群落的多样性ꎮ 通常认为不同环境条

件下 ｎｏｓＺ 基因型的微生物在土壤中相对稳定ꎬ受到环境因子的影响较小ꎬ因此多样性数据差异不显著[４２]ꎮ
但也有研究发现ꎬｎｏｓＺ 基因型是根瘤菌科的显性基因型ꎬ由于氮素的分布和活性在不同生境表现不同ꎬ导致

不同土壤环境中 ｎｏｓＺ 的分布和群落多样性产生差异[９ꎬ １８]ꎮ 本研究中剩余物粉碎相较于对照和移除明显改变

了土壤物理环境条件及养分输入情况[３２ꎬ３５]ꎬ尤其是剩余物粉碎处理后作为特殊的物理屏障能有效增加土壤

湿度ꎬ较高的剩余物分解率也能为土壤微生物提供更多的有效氮ꎬ较高的土壤湿度和充足的基底物质均有利

于提升厌氧反硝化菌群的活性ꎬ并增加反硝化菌群的多样性ꎮ 但在处理完成两年时ꎬ粉碎和火烧处理中菌群

ＡＣＥ 和 Ｃｈａｏ １ 指数较对照显著降低ꎮ 此时ꎬ粉碎和火烧处理随着剩余物的分解、养分的释放和利用ꎬ较对照

的优势已逐渐减弱[３３]ꎮ 对照样地中剩余物虽在处理初期分解缓慢ꎬ养分释放较少ꎬ但在处理完成两年时ꎬ土
壤养分含量也逐渐得到积累[３３]ꎬ较粉碎和火烧处理能有效增加群落的多样性ꎮ

综合而言ꎬ剩余物火烧处理能在处理初期显著提升土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化菌优势群落的丰度水平ꎬ但对菌群

的多样性没有明显促进作用ꎻ剩余物粉碎处理ꎬ既能增加 ｎｏｓＺ 型反硝化功能菌群的丰度水平ꎬ也能增加该菌

群的多样性指数ꎬ这对减少土壤 Ｎ２Ｏ 排放有重要意义ꎬ因此将是全球气候变化背景下人工林经营中有潜力的

管理方式ꎮ

４　 结论

４ 种采伐剩余物处理中土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化细菌主要来自变形菌门ꎬ优势菌属包括固氮螺菌属、中慢生根

瘤菌属以及动胶菌属等ꎮ 在不同分类等级水平上ꎬ火烧分别在处理完成半年(相较于对照)和一年时(相较于

粉碎)显著增加了 ｎｏｓＺ 基因丰度ꎻ粉碎分别在处理完成一年(相较移除)和两年时(相较于对照和火烧)ꎬ显著

增加了 ｎｏｓＺ 基因丰度ꎮ 此外ꎬ处理完成一年时ꎬ粉碎处理中的 Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数相较于对照和移除显

著增加ꎻ处理完成两年时ꎬＡＣＥ 和 Ｃｈａｏ １ 指数在粉碎和火烧处理中相较于对照显著降低ꎮ 总之ꎬ剩余物粉碎

处理ꎬ既能增加 ｎｏｓＺ 型反硝化功能菌群的丰度水平ꎬ也能增加该菌群的多样性指数ꎬ这对减少土壤 Ｎ２Ｏ 排放

有重要意义ꎬ因此将是全球气候变化背景下人工林经营中有潜力的管理方式ꎮ 本研究为全面了解不同人工林
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Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ ７６(１３): ４２０７￣４２１５.

[４２] 　 陈秀波ꎬ 朱德全ꎬ 赵晨晨ꎬ 张路路ꎬ 陈立新ꎬ 段文标. 凉水国家自然保护区不同林型红松林土壤 ｎｏｓＺ 型反硝化微生物群落组成和多样性

分析. 林业科学ꎬ ２０１９ꎬ ５５(８): １０６￣１１７.
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