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退耕对民勤绿洲土壤碳氮循环关键微生物及功能基因
的影响
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摘要：采用时空互代法，以巴丹吉林沙漠东南缘民勤绿洲不同退耕年限样地土壤为研究对象，利用微生物宏基因组测序技术，以
ＫＥＧＧ 数据库碳固定、氮代谢途径为工具，研究长期退耕对参与区域土壤碳固定和氮代谢途径的主要微生物群落组成及其功能

基因变化的影响。 试验共设置 ９ 个退耕年限梯度样地：未退耕耕地、退耕 １ 年样地、退耕 ２ 年样地、退耕 ４ 年样地、退耕 ８ 年样

地、退耕 １３ 年样地、退耕 ２０ 年样地、退耕 ３０ 年样地和退耕 ４０ 年样地。 结果表明：退耕明显改变了碳固定、氮代谢土壤微生物

和功能基因丰度，细菌在碳固定和氮代谢两个过程中均起到主导作用；还原三羧酸循环途径、还原乙酰辅酶 Ａ 途径以及 ３⁃羟基

丙酸 ／ ４⁃羟基丁酸循环途径等为研究区土壤微生物主要碳固定途径，厌氧氨氧化途径、硝酸盐异化还原途径、硝酸盐同化还原途

径、反硝化途径以及硝化途径等为研究区土壤微生物主要氮代谢途径；芽单胞菌属 （ Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）、未分类绿弯菌属

（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ） 和链霉菌属 （ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ） 等是区域土壤微生物碳固定主要菌属，氮代谢则以腈基降解菌属

（Ｎｉｔｒｉｌｉｒｕｐｔｏｒ）、芽单胞菌属（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）、土壤红杆菌属（Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ）、未分类绿弯菌属（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）和链霉菌

属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）等为主；Ｇｅｍｍａｔｉｒｏｓａ、未分类绿弯菌属（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｃｏｎｅｘｉｂａｃｔｅｒ）、未分类念珠菌门（ ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｒｏｋｕｂａｃｔｅｒｉａ）、Ｇａｉｅｌｌａ 和 Ｇｅｍｉｎｉｃｏｃｃｕｓ 等 ５ 个属分类土壤微生物可作为研究区退耕地碳固定途径标记性微生物种群，ｃｏｘＬ．ｃｕｔＬ
和 ＡＣＯ．ａｃｎＡ 等是研究区退耕地土壤微生物碳固定途径主要响应功能基因；腈基降解菌属（Ｎｉｔｒｉｌｉｒｕｐｔｏｒ）、未分类念珠菌门

（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｒｏｋｕｂａｃｔｅｒｉａ ）、 Ｇｅｍｉｎｉｃｏｃｃｕｓ、 未 分 类 绿 弯 菌 属 （ ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ Ｃｏｎｅｘｉｂａｃｔｅｒ ）、 土 壤 红 杆 菌 属

（Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ）、未分类酸杆菌门（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和红色杆菌属（Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ）等 ７ 个属分类土壤微生物可作为研

究区退耕地氮代谢途径标记性微生物种群，ＧＤＨ２ 和 Ｅ１．４．７．１ 是研究区退耕地土壤微生物氮代谢途径主要响应功能基因。 该

结果对于明确退耕影响下民勤绿洲土壤碳氮循环过程具有重要意义。
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ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｍａｒｋｅｒ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｌａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｒｅａ，
ａｎｄ ｃｏｘＬ．ｃｕｔＬ ａｎｄ ＡＣＯ．ａｃｎＡ ｗｅｒｅ ｍａｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｌａｎｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｒｅａ． Ｓｅｖｅｎ ｇｅｎｅｒａ ｏｆ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ Ｎｉｔｒｉｌｉｒｕｐｔｏｒ， ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｒｏｋｕｂａｃｔｅｒｉａ， Ｇｅｍｉｎｉｃｏｃｃｕｓ， ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ Ｃｏｎｅｘｉｂａｃｔｅｒ， Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ， ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ， ａｎｄ Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ，
ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｒｅａ， ａｎｄ ＧＤＨ２ ａｎｄ
Ｅ１．４．７．１ ｗｅｒｅ ｍａｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｒｅａ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｈｏｌｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｅｌｕｃｉｄａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ｍｉｎｑｉｎ Ｏａｓｉｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ
ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｆａｌｌｏｗｉｎｇ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｍｉｎｑｉｎ Ｏａｓｉｓ； ａｂａｎｄｏｎｅｄ ｆａｒｍｌａｎｄ； ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ； ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ； ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｐａｔｈｗａｙ　

在干旱和半干旱干扰下恢复自然植被被认为是控制干旱和半干旱生态系统中土壤侵蚀和改善土壤质量、
植物和生态系统健康的潜在有用策略［１］。 退耕作为干旱区生态恢复重要措施，能够有效提高区域植物生物

量和物种多样性，促进土壤的养分贮量和有效性的同时，推动土壤微生物群落演替过程，加速土壤碳、氮、磷和

硫等元素循环［２—４］。 尽管大量研究已经探讨土壤微生物群落随退耕过程所发生的变化，证实了微生物多样性

越高的土壤具备更多的生态功能与更高的抗环境胁迫能力［５］；退耕后动态自然恢复过程有利于增加土壤微

生物丰度［６］；退耕地土壤微生物群落组成和结构变化主要源于土壤理化性质的改变［７］等，但不同研究结果间

差异性较大且尚未形成共识。 此外，由于干旱区土壤的特殊性与异质性，针对干旱区长期退耕条件下土壤微

生物群落所开展的研究更为缺乏，导致人们对于干旱区退耕地演替过程中土壤微生物群落不同区系是否存在

共同的变化模式，演替至一定阶段后微生物群落是否稳定等问题仍知之甚少［８］，不利于退耕地土壤生态系统

的保护与恢复［９］。
物种多样性能够对微生物群落功能产生重要影响，而功能基因丰度可以反映微生物群落功能对环境变化

的响应［１０］。 近年来，随着功能基因标志物应用研究不断发展，功能微生物类群对环境的响应与反馈机制，已
成为生态系统循环过程研究热点［１１］。 碳、氮作为生物地球化学循环中重要元素，由土壤微生物介导的碳氮循

环过程研究也受到了广泛关注，越来越多的研究也从功能基因丰度角度预测了土壤微生物碳氮循环潜力和代

谢特征［１２］。 已有研究表明，ａｃｓＡ、ａｃｃＡ 和 ｐｏｒＡ 是参与碳固定过程的重要基因；ｎｉｆＨ 对于检测环境中参与固氮

６０８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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过程的微生物至关重要；ａｍｏＡ 和 ｎａｒＧ 则常作为氨化和反硝化过程微生物最重要的功能基因参与相关过

程［１３］。 由于不同研究中植物群落、土壤类型、微生物多样性等具有差异性，导致有关退耕如何影响土壤微生

物碳氮循环功能仍存在争议。 对废弃农田演替过程中土壤微生物碳循环功能潜力的研究发现碳循环功能基

因丰度在初期变化不大，直至演替到天然林阶段，其丰度才会随林龄的变化而大幅变化［１４］；农田退耕后土壤

细菌功能基因丰度变化研究显示，次生演替过程会导致土壤中氮循环关键基因 ｎｉｆＨ 丰度的增加［１５］；但对于

更长时间尺度演替而言，碳循环功能基因相对丰度随演替进行不断下降，而氮循环功能基因相对丰度则呈现

先升高后降低的趋势［１６］。 因此，针对退耕地开展长时间尺度下土壤碳氮循环关键微生物功能基因丰度变化

研究，对于进一步探讨退耕地演替过程中土壤碳氮循环微生物机制具有重要意义［１７］。
民勤绿洲作为武威乃至河西走廊生态安全的有效屏障，在保障粮食安全的同时，发挥着重要生态屏障功

能。 然而，近几十年来，区域内大量农田弃耕撂荒，并且受到经费等原因影响，这部分退耕地往往只能通过缓

慢的自然群落演替恢复其原有生态结构和功能，如果处理不当，将极易加剧土地风蚀荒漠化程度，严重破坏区

域生态系统的稳定性［１８］。 据此，本文利用微生物宏基因组测序技术，以空间代替时间的研究策略，对巴丹吉

林沙漠东南缘民勤绿洲退耕地演替过程碳固定、氮代谢途径土壤微生物组成及功能基因进行了研究，以期解

决如下问题： ①碳固定、氮代谢途径土壤微生物组成变化特征；②碳固定、氮代谢途径关键功能基因筛选及其

对退耕地演替的响应。 旨在为相似干旱、半干旱地区退耕地土壤修复提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

研究区位于巴丹吉林沙漠东南缘的甘肃省民勤县西渠镇，地理坐标为 １０３°３５—１０３°３７′Ｅ，３９°０１′—３９°０３′Ｎ，
平均海拔 １３０５ ｍ（表 １）。 区域风沙活动频繁，日温差年温差较大，日照时间长，干燥少雨，年均温度７．６ ℃，年
平均降水量 １１０ ｍｍ，月平均蒸发量达 ２００ ｍｍ 以上，土壤类型以灰棕漠土为主，沙化现象严重。 优势植物以荒

漠植被为主，主要灌木有盐爪爪（Ｋａｌｉｄｉｕｍ ｆｏｌｉａｔｕｍ）、小果白刺（Ｎｉｔｒａｒｉａ ｓｉｂｉｒｉｃａ）、红砂（Ｒｅａｕｍｕｒｉａ ｓｏｎｇａｒｉｃａ）
等，主要草本有白茎盐生草（Ｈａｌｏｇｅｔｏｎ ａｒａｃｈｎｏｉｄｅｕｓ）、碱蓬（Ｓｕａｅｄａ ｇｌａｕｃａ）、雾冰藜（Ｂａｓｓｉａ ｄａｓｙｐｈｙｌｌａ）等［１９］。

表 １　 研究区采样点地理位置信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｒｅａｓ

退耕年限
Ａｂａｎｄｏｎｅｄ ｙｅａｒｓ ／ ａ

纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

经度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

海拔
Ａｌｔｉｔｕｄｅ ／ ｍ

群落优势种
Ｄｏｍｉｎａｎｔ ｐｌａｎｔｓ ｓｐｅｃｉｅｓ

土壤类型
Ｓｏｉｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

０ Ｎ ３９°０３′５２．００″ Ｅ １０３°３５′１４．０１″ １３０８．１０ 茴香

１ Ｎ ３９°０３′５７．５３″ Ｅ １０３°３５′０７．２９″ １３０５．９０ 地肤＋中亚滨藜

２ Ｎ ３９°０３′５１．６２″ Ｅ １０３°３５′０９．８４″ １３０６．６０ 白茎盐生草＋地肤＋中亚滨藜

４ Ｎ ３９°０３′５０．８０″ Ｅ １０３°３５′１０．８９″ １３０７．９０ 碱蓬＋地肤＋小果白刺

８ Ｎ ３９°０３′２５．１３″ Ｅ １０３°３６′０８．９２″ １３０５．００ 小果白刺＋黑果枸杞 灰棕漠土

１３ Ｎ ３９°０２′３０．２９″ Ｅ １０３°３６′１８．１８″ １３０６．４０ 黑果枸杞

２０ Ｎ ３９°０１′４４．１１″ Ｅ １０３°３７′０１．８５″ １３０８．１０ 黑果枸杞

３０ Ｎ ３９°０２′３９．５１″ Ｅ １０３°３７′２９．７３″ １３０２．３０ 黑果枸杞＋盐爪爪

４０ Ｎ ３９°０２′５４．３１″ Ｅ １０３°３７′５５．４９″ １３０２．８０ 黑果枸杞＋盐爪爪

１．２　 试验设计

试验开始于 ２０１８ 年，采用空间替代时间的方法，选择民勤县西渠镇境内海拔高度相似（１３００ ｍ）、地形平

坦、受人为影响干预较小的地段作为研究区域。 区域内种植作物均为茴香，采用垄作方式，行距 ４０ ｃｍ，播种

量 ２５ ｋｇ ／ ｈｍ２，肥料以尿素为主（３０ ｋｇ ／ ｈｍ２），增施磷酸二铵（２０ ｋｇ ／ ｈｍ２），未铺设地膜。 按照不同退耕年限梯

度分别选取退耕 １ 年（样品编号 Ａ２，２０１７ 年退耕）、２ 年（样品编号 Ａ３，２０１６ 年退耕）、４ 年（样品编号 Ａ４，２０１４
年退耕）、８ 年（样品编号 Ａ５，２０１０ 年退耕）、１３ 年（样品编号 Ａ６，２００５ 年退耕）、２０ 年（样品编号 Ａ７，约２０００ 年

７０８　 ２ 期 　 　 　 宋达成　 等：退耕对民勤绿洲土壤碳氮循环关键微生物及功能基因的影响 　
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退耕）、３０ 年（样品编号 Ａ８，约 １９９０ 年退耕）、４０ 年（样品编号 Ａ９，约 １９８０ 年退耕）等 ８ 块面积为 １ ｈｍ２的撂荒

地作为试验样地，撂荒后，未继续种植茴香，未采取任何干预措施，样地内植被全部为自然更新。 同时，以区域

内未退耕茴香地作为对照样地（样品编号 Ａ１）。
１．３ 　 样品采集

于 ２０１８ 年 ９ 月进行土壤样品采集。 为降低空间异质性，使用 “五点混合法” 对土壤进行采集，于每块样

地内采用 “Ｓ” 形取样法选取 ５ 个土样采集点，采集点之间相距约 ７０ ｍ，每个采集点内取 ３ 个重复样品。 采样

时先使用消毒土壤铲将地表杂质去除后，再对 ２０ ｃｍ 左右土层深度样品进行采集。 之后将同一样地的土壤样

品充分混合，装入无菌袋后放入 ４ ℃土样保温储存箱中带回实验室。 在实验室内进行过筛（１ ｍｍ）处理后，分
２ 份保存，一份自然风干，用于土壤理化性质测定，另一份保存于－８０ ℃的低温冷藏冰箱内，用于 ＤＮＡ 提取和

测序。
１．４　 土壤理化性质测定

不同退耕年限样地土壤基本理化性质见表 ２，采用电位法测定土壤 ｐＨ 值、采用烘干法测定土壤含水量

（ＳＭ）、采用环刀法测定容重（ＢＤ）、采用重铬酸钾氧化⁃分光光度法测定有机质（ＯＭ）、采用半微量凯氏定氮法

测定全氮（ＴＮ）、采用浸提⁃钼锑抗比色法测定速效磷（ＡＰ）、采用四苯硼钠法测定有效钾（ＡＫ）。

表 ２　 土壤样品基本理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｃ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅｓ ｐＨ

全氮
Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ
ｍａｔｔｅｒ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

速效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

有效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

容重
Ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ ／
（ｇ ／ ｃｍ３）

含水量
Ｍｏｉｓｔｕｒｅ ／ ％

Ａ１ ８．２０±０．０１ ０．２９±０．０２ａ １２．５７±２．２１ａ ０．５３±０．２３ａｂ １８９．４８±７３．６９ｃｄ １．７０±０．０５ａ ０．１２±０．０１ａ

Ａ２ ８．０７±０．２２ ０．２２±０．０５ｂｃ ８．９７±０．８７ｂｃｄ ０．２０±０．０５ｂ １３２．８１±１８．０４ｄ １．５２±０．１３ｂ ０．０９±０．０１ａｂｃ

Ａ３ ７．９５±０．１０ ０．２６±０．０３ａｂ ９．１７±１．２４ｂｃ ０．２６±０．１６ａｂ １５２．７５±４６．９８ｃｄ １．６８±０．０３ａｂ ０．０８±０．０１ｂｃｄ

Ａ４ ８．０５±０．２１ ０．２１±０．０１ｂｃ ９．３４±０．９９ｂ ０．５０±０．１４ａｂ １１２．３９±５２．１８ｄ １．６２±０．０４ａｂ ０．０６±０．０１ｂｃｄ

Ａ５ ８．３７±０．３１ ０．２１±０．０３ｃ ８．７３±１．１３ｂｃｄ ０．７３±０．２６ａ １５４．０７±３７．８２ｃｄ １．６１±０．０１ａｂ ０．０６±０．０１ｃｄ

Ａ６ ８．０２±０．２４ ０．１５±０．０２ｄ ７．９２±０．２５ｂｃｄ ０．３３±０．０７ａｂ ３７７．０１±１１７．１９ａ １．６２±０．０８ａｂ ０．１２±０．０２ａ

Ａ７ ７．８５±０．０７ ０．１８±０．０３ｃｄ ６．９２±１．３２ｄ ０．４３±０．１１ａｂ ２６２．９０±５０．９２ｂｃ １．５７±０．１６ａｂ ０．０９±０．０３ａｂ

Ａ８ ８．４８±０．２５ ０．１７±０．０１ｃｄ ７．１４±０．４６ｃｄ ０．５７±０．１９ａｂ ２６３．１２±４６．７５ｂｃ １．５４±０．１０ａｂ ０．０５±０．０２ｄ

Ａ９ ８．０９±０．１２ ０．２１±０．０２ｃ ９．９９±０．４８ｂ ０．５４±０．０５ａｂ ３１４．７５±３３．５１ａｂ １．６４±０．１１ａｂ ０．０７±０．０１ｂｃｄ
　 　 同列不同字母表示土壤间差异显著（Ｐ＜０．０５）；Ａ１：对照耕地；Ａ２：退耕 １ 年；Ａ３：退耕 ２ 年；Ａ４：退耕 ４ 年；Ａ５ 退耕 ８ 年；Ａ６：退耕 １３ 年；Ａ７：退

耕 ２０ 年；Ａ８：退耕 ３０ 年；Ａ９：退耕 ４０ 年

１．５　 ＤＮＡ 提取和宏基因组测序

利用 Ｆａｓｔ ＤＮＡＴＭ Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ（ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，美国）ＤＮＡ 提取试剂盒进行样品 ＤＮＡ 抽提，然后使用

ＴＢＳ⁃３８０（ＴｕｒｎｅｒＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ，美国）荧光仪检测 ＤＮＡ 浓度，并使用 ＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ ２０００ ＵＶ⁃Ｖｉｓ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ
（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）超微量紫外分光光度计检测 ＤＮＡ 纯度，１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 完整性，之后

于－２０ ℃保存。
宏基因组测序主要通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２０００ 平台完成。 首先通过 Ｃｏｖａｒｉｓ Ｍ２２０ 聚焦超声波破碎仪ＴＭ

（Ｃｏｖａｒｉｓ，美国）将 ＤＮＡ 片段化处理为约 ４００ ｂｐ，然后采用 ＮＥＸＴＦＬＥＸＴＭ Ｒａｐｉｄ ＤＮＡ⁃Ｓｅｑ Ｋｉｔ（Ｂｉｏｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美
国）试剂盒构建 ＰＥ 文库，最后通过 ＨｉＳｅｑ ３０００ ／ ４０００ ＰＥ Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｋｉｔ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，美国）试剂盒进行桥式聚合酶链

式反应（ＰＣＲ）反应，质量检测合格后进行测序。 本研究宏基因组测序工作委托上海美吉生物医药科技有限

公司完成，宏基因组测序原始序列已经提交至美国国家生物技术信息中心 ＳＲＡ 数据库（ＮＣＢＩ ＳＲＡ）（ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｓｒａ ／ ），登录号为（ＳＲＡ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ）ＳＲＰ１３１６１５。
１．６　 数据处理

从下机原始序列开始进行数据处理，首先使用 ＳｅｑＰｒｅｐ 和 Ｓｉｃｋｌｅ（Ｖｅｒｓｉｏｎ １．３３）工具对原始序列进行拆

８０８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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分、质量剪切及去除污染化等优化处理，然后使用 Ｍｅｇａｈｉｔ（Ｖｅｒｓｉｏｎ １．１．２）、Ｎｅｗｂｌｅｒ、ＭｅｔａＧｅｎｅ 等工具分别对优

化序列进行拼接、组装和基因预测，对得到的基因进行物种和功能注释以及分类，包括非冗余蛋白序列数据库

（ＮＲ）、ＫＥＧＧ 等构建基因目录，并获得各样品中的丰度信息［２０］。 从基因目录出发，使用 ｂｌａｓｔｐ（Ｖｅｒｓｉｏｎ ２．３．０）
将基因集序列与 ＮＲ 数据库进行比对，获得碳固定、氮代谢微生物物种注释基因的注释信息，并结合基因丰

度，获得不同分类层级微生物物种丰度。 基于功能丰度，进行丰度聚类分析，对代谢通路进行比较，分析处理

各样品间的功能组成差异等。
１．７　 数据分析

运用 Ｅｘｃｅｌ ２００３ 软件对数据进行处理与统计；使用 ＳＰＳＳ ２６．０ 软件进行单因素方差分析；使用 Ｒ 语言

ｇｇｐｌｏｔ２ 包对属水平上的土壤微生物群落结构、功能基因丰度、主要物种与功能基因相关分析图进行绘制。 并

结合前人研究结果，对碳固定、氮代谢途径所含基因进行分析与标注。

２　 结果与分析

２．１　 不同退耕年限样地土壤宏基因组测序结果

不同退耕年限样地土壤宏基因组测序结果如表 ３ 所示，通过宏基因组测序得到的原始序列经碱基质量动

态去除处理和长度筛选及双端测序（ｐａｉｒ⁃ｅｎｄ）信息修正后，各样品获得超 ５．０７ 亿的测序序列（ｒｅａｄｓ）可用于操

作分类和功能分析。 微生物宏基因组共获得 ６７４０９８４ 条组装序列（ｃｏｎｔｉｇｓ）。

表 ３　 土壤基因组 ＤＮＡ 测序数据统计

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ

样品
Ｓａｍｐｌｅｓ

Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ
序列条数
Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ

Ｃｏｎｔｉｇｓ
序列条数
Ｃｏｎｔｉｇｓ

Ｃｏｎｔｉｇｓ
总序列长度
Ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ

（Ｃｏｎｇｔｉｇｓ） ／ ｂｐ

Ｃｏｎｔｉｇｓ
平均序
列长度
Ａｖｅｒａｇｅ
ｌｅｎｇｔｈ

（Ｃｏｎｇｔｉｇｓ） ／ ｂｐ

Ｎ５０ ／ ｂｐ Ｎ９０ ／ ｂｐ
ＯＲＦｓ

序列条数
ＯＲＦｓ

ＯＲＦｓ
总序列长度
Ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ
（ＯＲＦｓ） ／ ｂｐ

ＯＲＦｓ
平均序
列长度
Ａｖｅｒａｇｅ
ｌｅｎｇｔｈ

（ＯＲＦｓ） ／ ｂｐ

Ａ１ ５８５９１３７３ ７５９２５６ ５０７５１１６２４ ６６８．４３ ７００ ３５５ １０１１８８２ ４５６９４３６６５ ４５１．５８
Ａ２ ５６２８０３６６ ６９４８９８ ４５９９７６８９２ ６６１．９３ ６９３ ３５３ ９２９２６１ ４２０１５６３０９ ４５２．１４
Ａ３ ５５６３１７７４ ６９５１３９ ４４９１２５４８９ ６４６．０９ ６８４ ３５１ ９１５３１８ ４００１６６６８２ ４３７．１９
Ａ４ ５９７０６４５２ ８０３２４４ ５２４５４２５９２ ６５３．０３ ６９７ ３５３ １０６６２６６ ４７０３２４９５８ ４４１．１
Ａ５ ５９６７７０５８ ７６０６９０ ５０６０５９８７５ ６６５．２６ ７０７ ３５３ １０３０８４０ ４５５４９４４７８ ４４１．８７
Ａ６ ５２１４７７３０ ７３７９１０ ５２０８１６５５２ ７０５．８０ ７７４ ３５６ １０２２２２３ ４６８０２０７３７ ４５７．８５
Ａ７ ５３１２９０１１ ７４７２７８ ５２１７５４２１９ ６９８．２１ ７６３ ３５５ １０３３５６７ ４６９３１０３３２ ４５４．０７
Ａ８ ６０８３１１１９ ８６４０６０ ５９３８９６７９８ ６８７．３３ ７４０ ３５７ １１９０２８２ ５３３９１７６０４ ４４８．５６
Ａ９ ５０４８５５１５ ６７８５０９ ４９３９６１６３１ ７２８．０１ ８０９ ３５９ ９５７３３１ ４４２３７３１３１ ４６２．０９

２．２　 不同退耕年限对碳固定途径微生物组成及功能基因的影响

２．２．１　 退耕年限对碳固定途径微生物组成变化特征的影响

研究区不同退耕年限碳固定土壤微生物组成如图 １ 所示。 细菌在各样地碳固定过程中均起主导作用，占
功能微生物总丰度的 ９４．３５％—９７．１６％，古菌占功能微生物总丰度的 ２．４１％—４．９９％。 此外，通过测序发现，各
样地碳固定过程土壤微生物中相对丰度＞１％的菌属分别为芽单胞菌属（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）、未分类绿弯菌属

（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｐ＿Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、未分类细菌属（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｄ＿Ｂａｃｔｅｒｉａ）和未分类放线菌

属（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｃ＿Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），丰度低于 １％ 的类群占 ８１．６６％—８４．４９％。
退耕未改变研究区碳固定土壤微生物群落主要物种组成，但对其丰度变化影响较大。 土壤退耕 ４０ 年间，

各样地主要碳固定土壤微生物丰度随退耕时间的延长较对照耕地出现大幅上涨或下降。 在属分类水平上，未
分类绿弯菌属 （ ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ ｐ ＿Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、芽单胞菌属 （ Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）、未分类细菌属 （ ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ ｄ ＿
Ｂａｃｔｅｒｉａ）、未分类 β －变形菌纲 （ ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ ｃ ＿Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、Ｇｅｍｍａｔｉｒｏｓａ、 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ ｐ ＿Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ

９０８　 ２ 期 　 　 　 宋达成　 等：退耕对民勤绿洲土壤碳氮循环关键微生物及功能基因的影响 　
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Ｒｏｋｕｂａｃｔｅｒｉａ 分别下降了 ５３．７７％、３７．１７％、３８．３３％、７６．５０％、７７．０２％和 ４９．６４％。 而链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、未
分类放线菌属（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｃ＿Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、腈基降解菌属（Ｎｉｔｒｉｌｉｒｕｐｔｏｒ）较对照耕地分别上涨了 １３５．７８％、
２０６．８５％和 １３１０．９４％。

图 １　 不同碳固定途径样品属水平上物种相对丰度分布

Ｆｉｇ．１　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｓａｍｐｌｅｓ

Ａ１：对照耕地；Ａ２：退耕 １ 年；Ａ３：退耕 ２ 年；Ａ４：退耕 ４ 年；Ａ５ 退耕 ８ 年；Ａ６：退耕 １３ 年；Ａ７：退耕 ２０ 年；Ａ８：退耕 ３０ 年；Ａ９：退耕 ４０ 年

２．２．２　 退耕年限对碳固定途径功能基因的影响

将 ＫＥＧＧ 碳固定通路与功能基因信息进行比对，共检测到土壤碳固定途径功能基因 ５２ 个，且不同退耕

年限样地土壤检测到的功能基因相同（图 ２ 红色框内表示不同退耕年限检测到的基因）。
对丰度排名前十的主要碳固定途径功能基因进行分析比对（图 ３），结果显示：退耕 ０—２ 年间主要功能基

因相对丰度累加值呈逐年上升趋势，由 ０．０５４（Ａ１）升至 ０．０６２（Ａ３）；退耕 ２—２０ 年间呈波动性上升趋势，主要

功能基因相对丰度最高值出现在退耕 ２０ 年，达到 ０．０７４（Ａ７）；退耕 ２０ 后呈大幅下降趋势，截止退耕 ４０ 年时，
降至 ０．０５５（Ａ９），与对照耕地处于相似水平。 退耕显著影响了研究区土壤碳固定主要功能基因丰度，且以退

耕 ２０ 年为时间节点，总体呈现出先上升后下降的变化趋势。
２．２．３　 碳固定途径物种与功能基因相关分析

将基因目录与非冗余蛋白库（ＮＲ 数据库）进行比对，分别选取 １０ 个主要微生物物种（属水平）及碳固定

途径主要功能基因，检验其相关程度（图 ４）。 结果显示：有 ６ 个主要属物种与碳固定功能基因存在显著相关

关系（Ｐ ＜ ０． ０５），分别为：Ｇｅｍｍａｔｉｒｏｓａ、 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ ｐ ＿Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｃｏｎｅｘｉｂａｃｔｅｒ、 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ ｐ ＿Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｒｏｋｕｂａｃｔｅｒｉａ、Ｇａｉｅｌｌａ 和 Ｇｅｍｉｎｉｃｏｃｃｕｓ。 除 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｐ＿Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 以外，其余 ５ 个主要属物种与 ９ 个主要

碳固定功能基因存在极显著差异（Ｐ＜０．０１），可作为研究区退耕地碳固定途径标记性微生物种群。 此外，１０ 个

主要碳固定功能基因中，有 ２ 个与 ３ 个以上属水平物种存在极显著差异（Ｐ＜０．０１），分别为：ｃｏｘＬ． ｃｕｔＬ 和

ＡＣＯ．ａｃｎＡ，是研究区退耕地土壤微生物碳固定途径主要响应功能基因。
２．３　 不同退耕年限对氮代谢途径微生物组成及功能基因的影响

２．３．１　 退耕年限对氮代谢途径微生物组成变化特征的影响

研究区不同退耕年限氮代谢功能土壤微生物组成如图 ５ 所示。 细菌在各样地氮代谢过程中参与度最高，
占功能微生物总丰度的 ９５．５０％—９７．６６％，接下来是古菌，占功能微生物总丰度的 １．７３％—４．０５％。 此外，通过

测序发现，各样地氮代谢过程中土壤微生物相对丰度＞１％的菌属分别为腈基降解菌属（Ｎｉｔｒｉｌｉｒｕｐｔｏｒ）、芽单胞
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菌属（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）、未分类细菌属（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｄ＿Ｂａｃｔｅｒｉａ）、土壤红杆菌属（Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ）、未分类绿弯菌

属（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｐ＿Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）和链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ），丰度＜１％的类群占 ７９．６８％—８５．６２％。

图 ２　 不同退耕地碳固定途径检测到的基因

Ｆｉｇ．２　 Ｇｅｎｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂａｎｄｏｎｅｄ ｌａｎｄ

图 ３　 碳固定途径主要功能基因比较

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍａｊｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ
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图 ４　 碳固定途径主要物种（属）与基因相关分析

Ｆｉｇ．４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ （ｇｅｎｕｓ） ａｎｄ ｇｅｎｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ

∗Ｐ＜０．０５；∗∗Ｐ＜０．０１

图 ５　 不同氮代谢途径样品属水平上物种相对丰度分布

Ｆｉｇ．５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐａｔｈｗａｙ ｓａｍｐｌｅｓ
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　 　 土壤退耕 ４０ 年间，各样地主要氮代谢土壤微生物丰度随退耕时间的延长较对照耕地出现大幅上涨或下

降。 具体表现在属分类水平上，腈基降解菌属（Ｎｉｔｒｉｌｉｒｕｐｔｏｒ）、土壤红杆菌属（ Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ）、红色杆菌属

（Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ）、链霉菌属 （ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、Ｇｅｍｉｎｉｃｏｃｃｕｓ 分别上涨了 ５２２． ９３％、８７． ９３％、８４． ４７％、５５． １７％和

３８３．６４％。 而芽单胞菌属 （ Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）、未分类细菌属 （ ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ ｄ ＿ Ｂａｃｔｅｒｉａ）、未分类绿弯菌属

（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｐ＿Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｐ＿Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 较对照耕地分别下降了 ３５．０１％、１１．５８％、３６．６６％和

７９．３３％。 跟碳固定途径相似，退耕未改变研究区氮代谢土壤微生物群落主要物种组成，但是对其丰度变化影

响较大。
２．３．２　 退耕年限对氮代谢途径功能基因的影响

将 ＫＥＧＧ 氮代谢通路与功能基因信息进行比对，共检测到功能基因 ５５ 个，且不同退耕年限样地土壤检测

到的功能基因相同（图 ６ 红色框内表示不同退耕年限检测到的基因）。

图 ６　 不同退耕地氮代谢途径检测到的基因

Ｆｉｇ．６　 Ｇｅｎｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂａｎｄｏｎｅｄ ｌａｎｄ

对丰度排名前十的主要氮代谢途径功能基因进行分析比对（图 ７），发现其变化趋势与碳固定途径保持

一致，均表现为退耕 ０—２ 年间主要功能基因相对丰度累加值呈逐年上升趋势，由 ０．０７１（Ａ１）升至 ０．０８８
（Ａ３）；退耕 ２—２０ 年间呈波动性上升趋势，主要功能基因相对丰度最高值出现在退耕 ２０ 年，达到 ０．１０４（Ａ７）；
退耕 ２０—４０ 年呈大幅下降趋势，截止退耕 ４０ 年时，降至 ０．０７６（Ａ９），与退耕 １ 年样地处于相似水平。 均以退

耕 ２０ 年为时间节点，呈现出先上升再下降的变化趋势。 退耕显著改变区域内土壤碳固定主要功能基因丰度
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的同时，也显著改变了氮代谢主要功能基因丰度。

图 ７　 氮代谢途径主要功能基因比较

Ｆｉｇ．７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍａｊｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐａｔｈｗａｙ

２．３．３　 氮代谢途径物种与功能基因相关分析

将基因目录与非冗余蛋白库（ＮＲ 数据库）进行比对，分别选取 １０ 个主要微生物物种（属水平）及氮代谢

途径主要功能基因，检验其相关程度（见图 ８）。 结果显示：有 ７ 个主要属物种与 ６ 个主要氮代谢功能基因存

在极显著差异 （ Ｐ ＜ ０． ０１ ）， 分别为： Ｎｉｔｒｉｌｉｒｕｐｔｏｒ、 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ ｐ ＿ Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｒｏｋｕｂａｃｔｅｒｉａ、 Ｇｅｍｉｎｉｃｏｃｃｕｓ、
Ｃｏｎｅｘｉｂａｃｔｅｒ、Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｐ＿Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ 可作为研究区退耕地氮代谢途径标记

性微生物种群。 此外，１０ 个主要氮代谢功能基因中，有 ２ 个与 ４ 个以上属水平物种存在极显著差异（Ｐ＜
０．０１），分别为：ＧＤＨ２ 和 Ｅ１．４．７．１，是研究区退耕地土壤微生物氮代谢途径主要响应功能基因。

３　 讨论

３．１　 碳固定和氮代谢途径微生物筛选

土地退耕后，之前的人为干扰转变为自然恢复状态，伴随退耕时间的延长，农田生态系统逐步向自然地带

植被发生演替，这种土地利用方式的转变会对土壤微生物群落产生重要影响［２１］。 本研究发现退耕对区域土

壤微生物群落结构的影响并不明显，各样地间具有相似的优势菌群，但不同退耕年限对其丰度影响较大。 通

过对功能微生物进行筛选，出现了碳固定和氮代谢协同微生物，如：Ｇｅｍｍａｔｉｒｏｓａ 及链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）
等，说明相关微生物能够同时对土壤碳固定和氮代谢过程产生影响，且贡献较大。 随退耕年限的延长各主要

微生物属种变化趋势表现较为一致。 退耕后，土地长期处于撂荒状态，缺乏管理，土壤养分含量也较耕地时有

所降低，而芽单胞菌属（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）作为应对土壤养分含量变化的关键微生物属种，有研究表明其与土壤

养分转化有很强的正相关关系［２２］；Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 参与 Ｃ、Ｎ、Ｓ 等元素生物地球化学循环，是这些环境中生态学过

程的重要参与者［２３］。 作为研究区土壤碳固定主要细菌种，它使用 ＣＯ２作为碳源，通过光合作用产生能量［２４］。
近年来，已经有许多研究报告介绍了 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 对固定 ＣＯ２贡献的研究报告，其独特的 ３⁃ＨＰ 固定二氧化碳的

方法也是众所周知的。 王鹏等［２５］针对鄱阳湖湿地土壤细菌群落进行高通量测序分析，结果显示，光合固碳的

特点是使 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 在土壤有机质含量低的土壤中享有很强的竞争优势，在贫瘠的土壤环境中更容易积累。
本研究中，截止退耕 ３０ 年时，土壤有机质含量较对照耕地下降了 ４３．２０％，在抑制其他菌种繁殖的同时，为
Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 的积累创造了条件；链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属于好氧型革兰氏阳性放线菌，广泛分布在盐碱土壤、深
海等极端环境条件下［２６］。 作为研究区土壤碳固定和氮代谢途径的主要菌种，其丰度会随着退耕时间的延长
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图 ８　 氮代谢途径主要物种（属）与基因相关分析
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而大幅上升，这一结论与李婷等［２７］的研究结果一致，这可能是由于链霉菌大多具有特征性的丝状形态，菌丝

体可以促进它们从周围环境中吸收水分和营养，具有很强的代谢、降解和次生代谢物合成能力，使其更适合在

干旱和恶劣的环境中生存［２８］。 此外，本研究还发现 Ｎｉｔｒｉｌｉｒｕｐｔｏｒ、Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ 丰度也与退耕时期呈反比，且
变化幅度较大，退耕 ４０ 年间，二者分别上涨了 ９１６．９４％、９４．３７％。 已有研究表明，Ｎｉｔｒｉｌｉｒｕｐｔｏｒ 更适合在碱性环

境下的草原上生长［２９］；而在不同农业生态系统中，Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ 和 Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ 在土壤有机碳值最低

的土壤中丰度最高，并且 Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ 丰度会随土壤侵蚀强度的增加而降低［３０］。
退耕地恢复是一个复杂且漫长的过程，地上植被及土壤的退化都能够引起土壤中营养物质的减少、土壤

水热和通气状况变差等情况发生，均会导致微生物生存与繁殖环境变劣，使其数量和结构发生改变［３１］，反之

土壤微生物的改变又引起了土壤理化性质的改变，加剧了这一过程。 此外，土壤微生物还会受到植被种类、施
肥模式、环境温度等多方面的共同影响，应该综合进行考虑与分析。
３．２　 碳固定和氮代谢途径功能基因筛选

土壤固碳能力受多重因素影响，土壤扰动状况、理化性能、根系分泌物、植被种类和多样性等均会通过影

响碳源分配来对土壤中参加固碳过程的特定菌群产生影响［３２］。 已有研究证实，丰富的碳源可满足微生物生

长，固碳功能基因丰度作为表征土壤微生物固碳能力的敏感性指标，其信号强度越大，表明菌群在单位质量土

壤中丰度越高，固碳酶活性高，固碳潜力也越大［３３—３５］。 而土壤中的有机碳主要来自于微生物固碳及其残体，
所以土壤中有机碳含量往往也与固碳相关菌群的丰度呈正相关关系［３６］。 还有学者发现，稻田土壤中自养微

生物的 ＣＯ２同化能力和碳同化关键酶活性受到不同耕作和土地利用方式的显著影响［３７］。 此结论与本研究结
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果一致，证实了土地利用方式对研究区土壤固碳潜力的重要性。 目前已发现微生物固碳途径有 ６ 条： 卡尔文

循环、还原三羧酸循环、还原乙酰辅酶 Ａ 途径、３⁃羟基丙酸双循环、３⁃羟基丙酸 ／ ４⁃羟基丁酸循环、二羧酸 ／ ４⁃羟
基丁酸循环［３８］。 研究区样地主要涉及到 ３ 条微生物碳固定途径，分别为：还原三羧酸循环（ｐｏｒＡ ／ ｎｉｆＪ、ａｃｌＢ）、
还原乙酰辅酶 Ａ 途径（ａｃｓＡ、ａｃｓＢ）和 ３⁃羟基丙酸 ／ ４⁃羟基丁酸循环（ａｃｃＡ），并且以还原三羧酸循环为主。 作

为重要的 ＣＯ２固定途径，ｐｏｒＣＤＡＢ ／ ｎｉｆＪ、ｏｏｒＤＡＢＣ 和 ａｃｌＡＢ 是还原三羧酸循环中关键的编码基因，同样存在于

研究区样地土壤中。 目前针对 ３⁃羟基丙酸循环 ／ ４⁃羟基丁酸循环的微生物功能基因研究开展极少，已经报道

的 ３⁃羟基丙酸 ／ ４⁃羟基丁酸循环功能基因主要包括 ａｃｃＡ 和 ｈｃｄ。 而利用还原型三羧酸循环固定 ＣＯ２的微生物

类群通常广泛存在于恶劣环境中［３９］。 此外，研究区土壤并未探测出卡尔文循环关键功能基因 ｃｂｂＬ 和 ｃｂｂＭ。
虽然固碳微生物在自然界中有着较为广泛的分布，但是由于土壤生态系统较为复杂，其异质性较其他生态系

统也更为强烈，最终导致不同土壤环境中的固碳微生物群落差异性较大［４０］。 如：Ｘｉａｏ 等［４１］就利用克隆文库、
Ｔ⁃ＲＦＬＰ、ｑＰＣＲ 等技术分析了 ５ 种水稻田土壤中 ｃｂｂＬＧ、ｃｂｂＬＲ、ｃｂｂＭ 等三类基因的多样性，结果表明各样品

中 ｃｂｂＬＧ 序列多样性较低。
土壤氮循环主要过程包括生物固氮、氨化作用、氨挥发、硝化作用、硝态氮淋溶和反硝化作用等，陆地生态

系统元素循环的重要组成部分［４２］。 特定的微生物功能基因可对生物固氮、硝化作用和反硝化作用等反应过

程进行调控，这种特性决定了其可作为不同形态氮素转化的引擎［４３］。 研究区主要涉及到 ５ 条微生物氮代谢

途径：固氮途径（ｎｉｆＨ）、同化途径（ａｍｏＡ）、氨化途径（ｈａｏ、ｎａｓＡ、ｎｉｒＡ、ｎａｐＡ、ｎｒｆＡ）、硝化途径（ｎｘｒＡ、ｎｘｒＢ）和反

硝化途径（ｎａｒＧ）。 其中以硝化途径和反硝化途径在区域微生物中检出频率较高，而厌氧氨氧化途径相关功

能基因（ｈｚｓＡ、ｈｚｓＢ）未检测出。 这一结论与 Ｎｅｌｓｏｎ 等［４４］研究结论相似，研究区各样地间虽有一定距离，但是

仍然存在着相同的氮代谢途径特征。 厌氧氨氧化过程指在厌氧环境下，厌氧氨氧化菌以 ＮＯ－
２ 为电子受体，将

ＮＨ＋
４ 直接氧化为 Ｎ２的过程，其被认为是自然环境中氮素去除的主要途径，加快了全球氮循环的速率［４５—４６］。

但厌氧氨氧化主要发生在厌氧环境中，而研究区土壤并不适合厌氧微生物生长和繁殖［４７］。 研究区氮代谢途

径主要微生物包括了 Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ 等，Ｄａｉｍｓ 等［４８］ 发现亚硝酸盐和氨氧化微生物

在农业土壤中可以协同作用将氨基化肥转变成硝酸盐，亚硝酸盐的氧化是产生硝酸盐的主要生化途径，而这

一过程可以通过亚硝酸盐氧化还原酶 （ＮＸＲ） 来完成，而 ＮＸＲ 能够被需氧的亚硝酸盐氧化细菌 （包括

Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ 等）所编码［４９］。 此外，研究区各样地还检测出了氮代谢功能基因

ｎａｒＧ 和 ｎｉｆＨ。 硝酸盐还原酶有着多种起源，如：细菌和古生菌的 ＮＡＳ、周质的硝酸还原酶（ＮＡＰ）、膜结合硝酸

还原酶（ＮＡＲ）和亚硝酸盐氧化还原酶（ＮＸＲ），其中，常以 ｎａｒＧ 作为检测环境中反硝化微生物的标记基

因［５０］。 而 ｎｉｆＨ 是固氮微生物固氮酶重要的结构基因，常常被用来作为检测固氮菌的一个分子指标［５１］。 本研

究中，与 ｎａｒＧ 表现不同，研究区各样地土壤中 ｎｉｆＨ 丰度较低，并且在退耕后出现大幅下降趋势。 由于研究区

土壤较为贫瘠，退耕前当地农户大量施用羊粪及秸秆残留等，导致样地土壤中氮素残留量较大。 退耕后，土壤

养分含量大幅下降，不利于土壤中固氮微生物繁殖，进而对 ｎｉｆＨ 基因丰度产生不利影响［５２］。
研究区土壤碳固定和氮代谢途径主要功能基因受退耕年限的影响较大，均以退耕 ２０ 年为节点，经历了前

期（０—２０ 年）波动上升，后期（２０—４０ 年）大幅下降的变化趋势。 土地退耕后，之前的人为干扰解除转为自然

恢复状态，农田生态系统逐步向自然地带植被发生演替。 退耕 ２０ 年间，植物群落经历了由草本⁃灌木的演替

进程，样地内大量一、二年生先锋植物逐步被多年生植物所代替。 此外，耕地肥料残留、草本枯体腐烂、灌木凋

落物增加、根系分泌物累计等因素都会使土壤基本性状发生改变，进而影响微生物区系发育，增加功能基因丰

度。 退耕 ２０ 年后，区域植物种类不断减少，群落逐步衰退，加上外界风蚀作用强烈，土壤水分被不断消耗，土
壤肥力不断下降，不仅导致区域土壤碳库、氮素储量改变，还使土壤中的碳、氮浓度和形态发生变化，土壤微生

物为更好地适应环境，在对碳、氮素营养吸收利用机制及分子层面响应等方面表现出不同的生理活动和生长

状况，相关功能基因丰度也大幅下降［５３］。
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４　 结论

退耕明显改变了研究区碳固定、氮代谢土壤微生物组成及功能基因丰度，细菌在碳固定及氮代谢过程中

均起主导作用。 区域碳固定过程土壤微生物菌属以芽单胞菌属 （ Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）、未分类绿弯菌属

（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）和链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）等为主，氮代谢过程则以腈基降解菌属（Ｎｉｔｒｉｌｉｒｕｐｔｏｒ）、芽
单胞菌属（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）、土壤红杆菌属（Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ）、未分类绿弯菌属（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）和链霉

菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）等为主。
研究区土壤微生物碳固定途径主要涉及以下 ３ 条：还原三羧酸循环、还原乙酰辅酶 Ａ 途径以及 ３⁃羟基丙

酸 ／ ４⁃羟基丁酸循环。 Ｇｅｍｍａｔｉｒｏｓａ、Ｃｏｎｅｘｉｂａｃｔｅｒ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｒｏｋｕｂａｃｔｅｒｉａ、Ｇａｉｅｌｌａ 和 Ｇｅｍｉｎｉｃｏｃｃｕｓ
等 ５ 个属分类土壤微生物可作为研究区退耕地碳固定途径标记性微生物种群，ｃｏｘＬ．ｃｕｔＬ 和 ＡＣＯ．ａｃｎＡ 是研究

区退耕地土壤微生物碳固定途径主要响应功能基因；
氮代谢途径主要涉及以下 ５ 条：氨同化途径、硝酸盐异化还原途径、硝酸盐同化还原途径、反硝化途径以

及硝化途径； Ｎｉｔｒｉｌｉｒｕｐｔｏｒ、 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿ Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｒｏｋｕｂａｃｔｅｒｉａ、 Ｇｅｍｉｎｉｃｏｃｃｕｓ、 Ｃｏｎｅｘｉｂａｃｔｅｒ、 Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ、
ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ 等 ７ 个属分类土壤微生物可作为研究区退耕地氮代谢途径标记性微

生物种群，ＧＤＨ２ 和 Ｅ１．４．７．１ 是研究区退耕地土壤微生物氮代谢途径主要响应功能基因。
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