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摘　要：为探明贵州喀斯特不同植被演替群落下的土壤细菌群落结构及变化特征，本文利用高通量测序技术对５个主要植被

演替群落（稀灌草丛、藤刺灌丛、灌木林、乔灌过渡林、乔木 林）的 根 际（竹 叶 椒）、非 根 际 土 壤 细 菌 群 落 结 构 及 环 境 因 子 进 行 了

分析研究。结果表明：贵州喀斯特高原 土 壤 细 菌 类 群 主 要 为 变 形 菌 门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸 杆 菌 门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、疣 微 菌 门

（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ），

其相对丰富度分别为４３．３５％、１２．９７％、７．５３％、７．１２％、６．１９％、５．３５％、５．０５％，未 分 类 类 群 占７．３６％。样 品 中 检 测 到 了 较

低丰度的广古菌门和泉古菌门。随植被群落演替，根际 土 壤 中 变 形 菌 门、厚 壁 菌 门 和 浮 霉 菌 门 丰 度 逐 渐 增 加；非 根 际 土 壤 中

酸杆菌门和疣微菌门丰度随植被演替逐 渐 减 小。贵 州 喀 斯 特 高 原 土 壤 细 菌 的 影 响 因 子 大 小 为 土 壤 有 机 碳、土 壤 总 氮、含 水

量、电导率等，其中土壤有机碳和土壤总氮有显著性影响。
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　　土壤和植被是喀斯特生态环境中最为敏感的自

然环境要素［１］，植被恢复能改善土壤质量，是解决喀

斯特环境问题的重要前提和关键。而土壤微生物是

土壤中最活跃的部分，是生态系统中能量流动和物

质循环的重要推动者，被称为地球关键元素生物地

球化学循环过程的引擎［２］。土壤微生物深刻地影响

早期 演 替 阶 段 植 被 的 分 布 格 局 及 其 后 的 演 替 过

程［３］，同时，微生物主要以植物分泌物和动植物残体

为食，植物物种组成及群落结构反过来能明显改变

土壤微生物特性。由此可见，土 壤 微 生 物－植 物－土
壤质量形成了共 演 替 体 系［４］。据 文 献 记 载，１ｇ干

重农田土 壤 就 含 有 数 百 万 个 细 菌，几 十 万 个 真 菌

孢子和几万个原 生 动 物 和 藻 类。土 壤 中 原 核 生 物

的种类和数量 最 多，所 含 有 的 Ｎ、Ｐ与 陆 生 植 物 相

当［５］，并且土壤细菌 较 为 敏 感，环 境 因 子 的 细 小 变

化，都会引起其 多 样 性 和 数 量 的 改 变［６］。因 此，对

土壤细菌群落区系 和 空 间 分 异 规 律 及 其 与 生 态 功

能关 系 的 认 识 具 有 十 分 重 要 的 理 论 和 实 际 意

义［７］。贵州是 世 界 三 大 喀 斯 特 集 中 区 之 一 的 东 亚

喀斯特片区中心，喀斯特分布面积大，人口密度大，
人为活动强烈，石漠化程度高，生态系统遭到破坏后

的植被群落从稀灌草丛逐步恢复到乔木林，为了解

不同恢复阶段的土壤微生物沿植被类型的变化提供

了一个理想的系统。

目前，已 有 少 量 研 究 对 土 壤 微 生 物 活 性［８－１０］，

土壤微生物量空间格局［１１－１２］、时间动态［１３－１４］，土壤

微生物群 落 功 能 代 谢［１５－１７］等 方 面 进 行 了 调 查、研

究，部分 研 究 也 报 道 了 土 壤 微 生 物 种 群 数 量 和 比

例［４，１８－１９］，但这些研究采用的方法主要是传统微生

物培养法以 及ＰＣＲ－ＤＧＧＥ、克 隆 文 库 等 方 法，信 息

不够全面，难以全面地、整体性地掌握土壤微生物群

落结构 特 征 及 其 功 能。新 一 代 高 通 量 测 序 技 术

２００５年问世，具 有 通 量 高、灵 敏 度 好、可 重 复 性 强、
无需克隆直接测序等优点，避免了传统培养方法研

究微生物多样性造成信息丢失的缺陷，因而被认为

是土壤微生物多样性研究更好的方法［２０］。基于此，

本研究利用Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｍｉｓｅｑ高通量测序平台，以普

定县为具体研究对象对贵州高原喀斯特植被演替群

０９４
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落土壤细菌多样性和群落结构特征变化及其受控因

子进行调查和分析研究，旨在为土壤生物地球化学

循环过程及其机制的剖析奠定基础，同时为自然恢

复管理及人工修复提供科技支撑。

１　研究区域与方法

１．１　研究区概况

研究区域位于贵州省中西部普定县境内，属于

典型的喀斯特高原地貌区。海拔１　０４２～１　８４６ｍ，
属亚热带高原季风湿润气候，年均气温１５．１℃，年

均降水量１　３７８ｍｍ，岩石主要为三叠系灰岩及白云

岩，土壤以石灰土和黄壤为主。区域内局部地区为

亚热带常绿落叶阔叶混交林，林木生长在暴露于地

表的石沟、石缝、石槽、土面等微地形中。但是，大部

分地区由于不合理的土地利用，原生林已退化，经过

多年的恢复现演替成稀灌草丛、藤刺灌丛、灌木林、
乔灌过渡林和 乔 木 林，森 林 覆 盖 率 为１５％～２０％，
基岩裸露率（没有植被覆盖情况下岩石出露的面积

占土地面积的百分率）为３０％～８０％，从整体来看，
属轻度石漠化区。本研究的５个研究样地位于中国

科学院普定喀斯特生态系统观测研究站后寨河流域

监测研究区，研究区内有喀斯特植被不同恢复演替

阶段的植物群落，从稀灌草丛、藤刺灌丛、灌木林到

乔灌过渡林再到乔木林，构成了具有代表性的完整

演替序列。

１．２　样地选择和样品采集

２０１４年８月在 普 定 站 后 寨 河 流 域 监 测 研 究 区

内选取５个演替阶段的植被群落，分别在稀灌草丛、
藤刺灌丛和灌木林选取２００ｍ２、乔灌过渡林和乔木

林选取３００ｍ２的样方作为实验调查的样地，在不同

演替群落的样地中采集竹叶椒根际土壤和非根际土

壤。竹 叶 椒（Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍ　ｐｌａｎｉｓｐｉｎｕｍ），又 名 野

花椒，花椒属落叶灌木或小乔木，是区域石灰性土壤

的适生种、优势种。根际土壤的采集方法：在每个演

替群落内选择２～３棵代表性竹叶椒根系（生长在０
～２０ｃｍ厚度的 土 层 内），以 树 木 根 基 为 原 点，沿 树

木根系向外辐 射 生 长 的 方 向 采 集 根 表 面 上１０ｍｍ
以内的土壤进行混合，即根际混合土样［２１］。非根际

土壤的采集是在竹叶椒根际区域外的表层土壤（尽

可能没有其他植被）。采集的样品分为两份，一份带

回实验室自然风干进行土壤理化性质分析；一份装

入已灭菌的封口聚乙烯袋，迅速放入冰盒中带回实

验室保存于－２０℃冰箱用于土壤总ＤＮＡ提取，另

保存部分于－８０℃冰箱备用。

１．３　实验方法

１．３．１　土壤理化测试

将各土壤样品经粉碎过１００目筛后，用元素分

析仪（ＰＥ２４００－Ⅱ）测 定 土 壤 有 机 碳（ＴＯＣ）、土 壤 总

氮（ＴＮ）百分含量。土壤有机碳测量前先用质量体

积比为１∶２．５的１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ处理浸泡至无气泡产

生，去离子水洗至中性，烘干再次研细。土壤交换性

钙、镁 和 速 效 钾 含 量 用 乙 酸 铵 浸 提－ＩＣＰ－ＯＥＳ法 测

试，土壤总磷（ＴＰ）、ｐＨ 和 土 壤 电 导 率（ＥＣ）测 定 参

照《土壤农业化学常规分析方法》。

１．３．２　土壤ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及高通量测序

土壤细菌总ＤＮＡ的 提 取 采 用 土 壤ＤＮＡ提 取

试剂盒Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．?Ｓｏｉｌ　ＤＮＡ　Ｋｉｔ，称取０．５ｇ新

鲜土样，先用１～２ｍＬ　１×ＰＢＳ离心洗去根系或凋

落物等 杂 物，然 后 按 照 说 明 书 的 流 程 进 行 土 壤 总

ＤＮＡ的提取。
土壤细菌１６ＳｒＤＮＡ的 Ｖ３－Ｖ４高 突 变 区ＰＣＲ

采用低偏差扩增测序ＬＥＡ　ＰＣＲ（Ｌｏｗ－Ｅｒｒｏｒ　Ａｍｐｌ－
ｉｃｏｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ＰＣＲ）方法进行扩增。扩增引物采

用：融合３４１Ｆ引物：５′－ＣＣＴＡＣＡＣＧＡＣＧＣＴＣＴＴＣ－
ＣＧＡＴＣＴＮ（ｂａｒｃｏｄｅ）ＣＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧＣＡＧ－
３′和 融 合８０５Ｒ引 物：５′－ＧＡＣＴＧＧＡＧＴＴＣＣＴＴＧ－
ＧＣＡＣＣＣＧＡＧＡＡＴＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＡＴ
ＣＴＡＡＴＣＣ－３′（ｂａｒｃｏｄｅ为 高 通 量 测 序 时 区 分 各 样

品所加７个碱基的唯一编码序列标记，下同）。ＰＣＲ
扩增体系包括：模板ＤＮＡ　５０ｎｇ，５μＬ　１０Ｘｂｕｆｆｅｒ，

０．５μＬ　ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），１０ｎｇ土 样 总 ＤＮＡ，

０．５μＬ　Ｂａｒ－ＰＣＲ　ｐｒｉｍｅｒ　Ｆ（５０μｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬ
Ｐｒｉｍｅｒ　Ｒ（５０μｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬ　Ｐｌａｎｔｉｕｍ　Ｔａｑ（５Ｕ／

μＬ），加水至５０μＬ。ＰＣＲ扩增条件为９４℃预变性

３ｍｉｎ，９４℃变 性３０ｓ，４５℃退 火２０ｓ，６５℃延 伸

３０ｓ，５个循环，二次扩增９４℃变性２０ｓ，５５℃退火

２０ｓ，７２℃延 伸３０ｓ，２０个 循 环，最 后７２℃延 伸５
ｍｉｎ。回收并 定 量ＰＣＲ产 物，纯 化 后 等 纳 克 混 合，
使用Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｍｉｓｅｑ高 通 量 测 序 平 台 测 序（由 上 海

生工协助完成）。

１．４　数据处理

高通量测序的结果分析［２２－２３］：首先对数据进行

预处理，采用Ｆｌａｓｈ软件融合双末端序列，然后通过

添加的ｂａｒｃｏｄｅ将序列拆分回 归 到 相 应 样 品，并 对

序列进行预 处 理 和 质 量 控 制，去 除 引 物 序 列、短 片

段、低复杂 度 序 列、低 质 量 序 列。然 后 进 行 序 列 分

析：使用ＲＤＰ－ⅡＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ（原核微生物）和ｓｉｌｖａ（真

核微生物）数据库将序列进行遗传分类；采用基于序
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列相 似 度 的 方 法 将 序 列 进 行 ＯＴＵｓ（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
ｔａｘｏｎｏｍｉｃ　ｕｎｉｔ，可操作分类单元）聚类。最后，应用

ｍｏｔｈｕｒ　ｓｏｆｔｗａｒｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｏｔｈｕｒ．ｏｒｇ／ｗｉｋｉ／

Ｓｏｇｉｎ＿ａｔａ＿ａｎａｌｙｓｉｓ）对ＯＴＵｓ进行生态学分析：Ａｌ－
ｐｈａ多样性分析，计算各种物种多样性指数，衡量样

本物种多 样 性，包 括 稀 释 曲 线（ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ）、
覆盖度（ｃｏｖｅｒａｇｅ　ｅｓｔｉｍａｔｏｒ）、Ｓｈａｎｎｏｎ指数、物种丰

富度指数Ｃｈａｏ１和ＡＣＥ等。Ｂｅｔａ多样性分析用来

比较多组样本之间的差别度量，将代表性序列比对

参考核心１６ＳｒＤＮＡ序列，根据多序列队列构建 代

表性序列为节点的进化树，利用Ｕｎｉｆｒａｃ算法计算样

本距离、样本聚类、样本ＰＣＯＡ。另外，土壤细菌群落

与环境因子的相关性分析在Ｃａｎｏｃｏ　５中进行。

２　结果

２．１　土壤理化性质

不同演替 群 落 的 土 壤 理 化 性 质 存 在 较 大 差 异

（表１）：ｐＨ范围在５．９２～７．３５之间，根际土ｐＨ均

低于非根际土，随着群落演替进展，总体表现出增加

趋势，但是在不同样品间未达到显著性差异；ＥＣ与

ｐＨ变化相反，总体随演替进展而减小；ＴＯＣ、ＴＮ含

量为４０．７９～１３０．０７ｇ／ｋｇ、２．６４～８．４３ｇ／ｋｇ，随着

植被群落演替根际土壤的大小顺序为乔木林＞灌木

林＞乔灌过渡林＞藤刺灌丛＞稀灌草丛，非根际土

壤整体呈现先增加后有所减小最后趋于平缓的变化，
灌木林与其它演替群落有显著性差异。根际土壤与

非根际土壤的理化性质也存在着一定的差异性：除稀

灌草丛外，根际土壤ＴＯＣ、ＴＮ均高于非根际土壤，随
着演替群落发展，根际效应越显著，乔木林根际富集

率达到１１５．９％、９８．８％。交换性Ｃａ随演替进展先增

加后减小的变化，在乔灌过渡林含量最大，除乔木林

外根际含量大于非根际；交换性 Ｍｇ随演替进展呈增

加变化趋势，但乔灌过渡林含量低于灌木林，根际与

非根际间的差值随演替进展而逐渐减小。

２．２　土壤细菌测序序列和α－多样性

本次实验得到１６ＳｒＤＮＡ共计１５４　４１７条原始

序列，质控后高 质 量 的 序 列 占９２．９％，每 个 样 品 有

１０　３５１～１８　１３９条 高 质 量 序 列，平 均１４　３５０条，原

核微生物序列主要分布在４１５～４２０ｂｐ之间。高通

量测序的数据分析一般将不同序列在同一相似水平

下归类于同一 操 作 分 类 单 元，本 文 样 品 中 ＯＴＵ 数

量是根据９７％的序列相似性的分类信息来确定的。
样品分别包括４１　５１７个原核ＯＴＵ，其中根际土 壤

中检测到２０　２６１个原核ＯＴＵ（表２）。在０．０３的差

异性水平下，各 样 品 的 稀 释 曲 线 变 化 随 ＯＴＵ数 增

加趋于平缓（数据未列出）。从表２可看出原核微生

物测序深度指 数 即 覆 盖 度 在７５．２７％～８６．９６％之

间。因此，基于本实验的测序深度，土壤中占主要优

势的微生物均已得到分析，比较真实地反映该研究

区的微生物群落组成。
在９７％相 似 性 水 平 下，随 着 植 被 恢 复，丰 富 度

指数ＡＣＥ在不同演替群落间呈现较大差异性。根

际土壤原核微生物ＡＣＥ指数有先增大后减小的变

化，在藤刺灌丛最大，灌木林次之；非根际土壤原核

微生物ＡＣＥ指 数 也 在 藤 刺 灌 丛 最 高，其 变 化 范 围

为１０　０８５～１６　９８５，大 于 根 际 土 壤 的 变 化 范 围（表

２）。非根际土壤原核微生物ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数变

化范围是６．８８～７．３９，在不同演替群落间存在较大

差异；根际土壤原核微生物Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数变

化范围是７．２３～７．４７，灌木林略高于其它群落。

２．３　土壤细菌群落结构

样品所有序列门分类水平属于的３３个类群，其
中处于 优 势 门 类 的 是Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变 形 菌 门）、

Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ（酸杆菌门）和Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ（疣微

菌门），丰 度 分 别 占 总 序 列 数 的４３．３５％、１２．９７％、

７．５３％，处 于 次 优 势 序 列 是Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（放 线 菌

表１　普定喀斯特地区５个演替序列群落土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｏｉｌ　ｐｈｙｓｉｃａｌ　ａｎｄ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｉｖｅ　ｓｕｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

类别 演替群落　 ｐＨ
电导率
ＥＣ

含水量
Ｗ／％

总有机碳
ＴＯＣ／（ｇ／ｋｇ）

全氮
ＴＮ／（ｇ／ｋｇ）

交换性钙
／（ｇ／ｋｇ）

交换性镁
／（ｍｇ／ｋｇ）

速效钾
／（ｍｇ／ｋｇ）

稀灌草丛 ５．９２　 ５７５　 ２７．９　 ４０．７９　 ２．６４　 １３．５６　 ３６６．０５　 ２８０．４
藤刺灌丛 ７．１　 ３５６　 １４．２　 ４５．５９　 ３．０８　 ９．６６　 ４９０．６１　 ２１３．１８根

际
土
壤

灌木林 ６．８５　 ３９９　 ２５．３　 １０６．５３　 ７．３９　 １１．５５　 ５６１．２６　 ２４３．３６
乔灌过渡林 ７．１３　 ５０９　 ２０．３　 ７７．８８　 ５．６５　 １３．１４　 ３６５．５４　 ４４７．５７
乔木林 ７．１９　 ２７０　 ２０．５　 １３０．０７　 ８．４３　 ７．４９　 ５７３．９２　 １８３．４４
稀灌草丛 ６．８８　 ３８０　 ２３．６　 ４０．７９　 ３．０９　 ６．４６　 ２０５．８　 １９６．７５
藤刺灌丛 ７．３５　 １５０　 １２．３　 ４４．４１　 ２．８３　 ８．９３　 ２９４．５１　 １９５．７６

非
根
际
土
壤

灌木林 ７．０１　 ２８０　 ２３．１　 ６８．６６　 ５．４２　 １１．１３　 ３４３．８３　 ２４２．６８
乔灌过渡林 ７．１９　 ２５６　 １６．４　 ４６．２　 ３．７９　 １１．１４　 ２９０．１３　 ３３８．３３
乔木林 ７．３２　 ２５２　 １８．８　 ６０．２４　 ４．２４　 ８．３５　 ５８３．３９　 ３６８．３
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表２　样品中土壤细菌群落α－多样性指数（ｃｕｔ　ｏｆｆ＝０．０３）

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅα－ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｉｎｄｅｘ　ｏｆ　ｓｏｉｌ　ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ｗｉｔｈ　３％ｃｕｔ－ｏｆｆ

类别　　

根际土壤

ＮＯ．
ｒｅａｄｓ

ＮＯ．Ｏ
ＴＵＳ

ＡＣＥ
ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１
ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎ
ｎｏｎ

Ｃｏｖｅ
ｒａｇｅ

非根际土壤

ＮＯ．
ｒｅａｄｓ

ＮＯ．Ｏ
ＴＵＳ

ＡＣＥ
ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１
ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎ
ｎｏｎ

Ｃｏｖｅ
ｒａｇｅ

稀灌草丛 １７　４４７　 ４　５６５　 １４　０６０　 ９　６６７　 ７．３６　 ８４．９４　 １７　３７０　 ４　０８３　 １１　７１２　 ８　２７３　 ７．１８　 ８６．９６
藤刺灌丛 １１　１９８　 ４　１４３　 １８　１８３　 １０　７２８　 ７．３７　 ７５．２７　 １８　１３９　 ５　３７６　 １６　９８５　 １１　３６１　 ７．３９　 ８２．２４
灌木林 １３　８０７　 ４　４３６　 １５　４５７　 １０　１６２　 ７．４７　 ８０．２１　 １４　０３１　 ３　４５５　 １０　０８５　 ６　９７０　 ６．８８　 ８５．９３
乔灌过渡林 １０　３５１　 ３　７０８　 １４　４２６　 ９　０３５　 ７．３３　 ７６．９３　 １４　２２８　 ４　３６４　 １６　３０８　 １０　６０２　 ７．２８　 ８０．７４
乔木林 １２　５６０　 ３　７４９　 １２　６１０　 ８　２５１　 ７．２３　 ８１．９７　 １４　３６８　 ３　６３８　 １０　２９５　 ７　１６３　 ６．９７　 ８５．５９

门）、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（厚 壁 菌 门）和Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟 杆

菌门）以及Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ（浮霉菌门），其相对丰富

度为７．１２％、６．１９％、５．３５％、５．０５％，这 些 门 类 细

菌的序列数占总序列数的９４．９％（图１）。所检测到

的丰度较高的细菌门类在每个样品中都存在，丰度较

低（＜０．０４）的门类在某些样品不存在，虽然其丰度较

低，但检测到微生物基数大，这些微生物在土壤中仍

有不小数量。样品细菌中仍有７．３６％与２１．７６％的

序列无法归入已知的细菌门和属。同时，样品中检测

到 古 菌 基 因 序 列，包 括Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ（广 古 菌 门，

０．０４７％）和Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ（泉古菌门，０．０１％）。
各样品变形菌门均是优势细菌类群（占各自总

序列的４０％左右）。从根际和非根际土壤菌群丰度

的总体来看，乔灌过渡林和乔木林的变形菌门的丰

度明显高于演替前期的稀灌草丛和藤刺灌丛，灌木

林丰度居 中。变 形 菌 门 中 以α－ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（α－变
形菌纲，１５．０６％）丰度最高，α－变形菌纲的优势菌目

是Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ（根瘤 菌 目，５．８５％）和Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌ－
ｌａｌｅｓ（红螺菌目，３．４４％）。根 瘤 菌 目 除 了 稀 灌 草 丛

外，根际土 壤 中 丰 度 明 显 高 于 非 根 际 土 壤。δ－Ｐｒｏ－
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（δ－变形菌纲）丰度值也较高，与α－变形菌

纲 共 占 了 变 形 菌 门 的６０％。酸 杆 菌 门 和 放 线 菌 门

丰度在非根际土壤中大于根际土壤中，酸杆菌门丰

度在稀灌草丛中最高，在非根际土壤中丰度较稳定，

１＃ＧＪ、２＃ＧＪ、３＃ＧＪ、４＃ＧＪ、５＃ＧＪ为稀灌草丛、藤刺灌丛、灌木林、乔灌过渡林、

乔木林根际土壤，１＃ＦＧＪ、２＃ＦＧＪ、３＃ＦＧＪ、４＃ＦＧＪ、５＃ＦＧＪ为相应非根际土壤

图１　喀斯特不同演替群落根际和非根际土壤细菌门的丰度及变化

Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ａｂｕｎｄａｎｃｅ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｐｈｙｌｕｍｉｎ　ｓｕｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ
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在根际土壤之间差异大，其丰度在２＃ＧＪ比１＃ＧＪ少

了０．３９倍。放线菌门在非根际土壤间差异较大，其
丰度均大于１＃ＧＪ，４＃ＦＧＪ，大了０．８２倍。疣微菌门

的相对含量从１９．７％（藤刺灌丛云南旌节花）下降到

３．５４％（灌木林非根际），厚壁菌门相对含量从９．９６％
（乔木林 非 根 际）下 降 至１．１６％（乔 木 林 云 南 旌 节

花），其下Ｂａｃｉｌｌｕｓ（芽抱杆菌属）的丰度，随着群落演

替呈现先增加后减小的变化，稀灌草丛最低（非根际

１．３８％，根际０．６％），灌木林最高（非根际３．９７％，根
际２．４８％），非根际均高于根际土壤（图２）。

在土壤微生物中，除了优势菌群之外，还有一些

参与土壤养分循环、具有分解有害物质以及分泌抗

生素等功能的细菌。拟杆菌门下的Ｃｙｔｏｐｈａｇａｃｅａｅ
（噬纤维细 菌 科）的 丰 度 在 根 际 土 壤 高 于 非 根 际 土

壤，稀 灌 草 丛 最 高 （０．６２％），在 藤 刺 灌 丛 最 低

（０．１％）。变形菌门下的Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｄａｌｅｓ（亚硝化

单胞菌目）占总序列数的０．６３％，其中Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ
（亚硝化螺菌属）占０．６１％，在藤刺灌丛的非根际中

最小，丰度０．３５％，乔 木 林 的 根 际 土 壤 最 大，丰 度

１．０３％；Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ（硝化螺旋菌门）下的Ｎｉｔｒｏｓｐｉ－
ｒａｌｅｓ（硝化螺旋菌目）占０．４％，其中Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ（硝

化螺菌属）均为各样品硝化螺旋菌目的优势菌群，占
总序列数 的０．３９％，非 根 际 土 壤 中 灌 木 林 含 量 最

高，根际土壤 中 稀 灌 草 丛 最 高，其 丰 度 变 化 范 围 较

大，在０．０４％～１．６４％之 间。在 样 品 中，还 检 测 到

光合细 菌（ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｂａｃｔｅｒｉａ，ＰＳＢ），如Ｃｈｌｏ－
ｒｏｆｌｅｘｉ（绿 弯 菌 门，０．８３％）、Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（蓝 藻

门，０．１９％）、Ｃｈｌｏｒｏｂｉ（绿菌门，０．０６％）。

图２　不同演替群落根际与非根际土壤中细菌优势菌群和功能菌群的丰度变化（与稀灌草丛比）

Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ａｂｕｎｄａｎｃｅ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｐｈｙｌｏｔｙｐｅｓｉｎ　ｓｕｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ　ｃｏｍｐａｒｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ｓｈｒｕｂ－ｍｅａｄｏｗ（ＣＫ）
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２．４　土壤细菌群落相似性及其与环境相关性分析

用Ｊａｃｃａｒｄ指 数 算 法 比 较 多 个 样 品 的 ＯＴＵ
（０．０３相似水 平）差 异 及 各 ＯＴＵ 中 含 有 的 序 列 多

少，得到多个 样 品 相 似 度 树 状 图。根 际 样 品 中２＃
ＧＪ和４＃ＧＪ、３＃ＧＪ和５＃ＧＪ分 别 聚 为 一 丛，其 间

聚类距离差别为０．０１，与５＃ＦＧＪ一起聚为一类。藤

刺灌丛和乔灌过渡林相对聚集，其余非根际样品间差

异较大（图３）。总体上，不同演替群落的非根际土壤

细菌群落结构相对聚集，根际土壤则相对分散。
为进一步解释喀斯特地区不同演替群落中土壤

细菌群落差异性和分布的驱动因子，将高通量测序

所 得 的 丰 度 与 土 壤 理 化 指 标 进 行 典 范 对 应 分 析

（ａ）群落相似性，（ｂ）相关性分析

　　Ｐｒｏ＝变形菌门，Ａｌｐ＝Ａｌｐｈａ－变形菌纲，Ｄｅｌ＝Ｄｅｌｔａ－变形菌纲，

Ｇａｍ＝ Ｇａｍｍａ－变形菌纲，Ｂｅｔ＝ Ｂｅｔａ－变 形 菌 纲，Ｎｉｔｏ＝亚 硝 化 单

胞菌目，Ａｃｉ＝酸杆菌门，Ｖｅｒ＝疣微菌门，Ａｃｔ＝放线菌门，Ｆｉｒ＝厚

壁菌门，Ｂａｃ＝拟杆菌门，Ｐｌａ＝浮霉菌门，Ｎｉｔ＝硝化螺旋菌门，Ｅｕｒ

＝广古菌门，Ｃｙａ＝蓝 藻 门，Ｆｉｂ＝ 纤 维 杆 菌 门，Ｃｒｅ＝泉 古 菌 门，

Ｃｈｌ＝衣原体门。

图３　土壤细菌群落相似性及其与环境相关性分析

Ｆｉｇ．３　Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ｂｅｔｗｅｅｎ　ａｌｌ　ｓａｍｐｌｅｓ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｆｒｏｍ　ｃａｎｏｎｉｃａｌ

ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ（ＣＣＡ）

（ＣＣＡ）。经 蒙 特 卡 洛 检 验 发 现，影 响 力 大 小 为

ＴＯＣ、ＴＮ、含水量、电导率、速效钾、ＴＰ、ｐＨ、交换性

钙，其中ＴＯＣ和ＴＮ对土壤细菌的群落变化具有显

著性的影响（ｐ＜０．０５）。ＴＯＣ、ＴＮ和含水量与第一

排序轴正相关，第一轴解释了４８．２％的变异；ＥＣ和

交换性 钙 等 与 第 二 排 序 轴 正 相 关，第 二 轴 解 释 了

２２．２％。Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ、Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ等的丰度与ＴＯＣ、ＴＣ和ｐＨ等正相

关；Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ、Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉ－
ｃｒｏｂｉａ、Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ与ＥＣ、交换性

钙等正相关；Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｄａｌｅｓ丰度与ＴＯＣ、ＴＮ相关

性不大，与ＥＣ正相关；Ｃｈｌａｍｙｄｉａｅ与 含 水 量 显 著 正

相关，古 菌 界 的 广 古 菌 门 和 泉 古 菌 门 丰 度 与 ＴＯＣ、

ＴＮ相关性不大，与ｐＨ正相关相关。

３　讨　论

３．１　土壤细菌优势菌群及功能菌群分布

普定喀斯 特 土 壤 中 发 现 了 细 菌 中 的 大 多 数 门

类，其丰富度和多样性远大于同处亚热带湿润季风

区的非喀斯特地区的神农架自然保护区森林土壤细

菌［２４］、南方红壤区的土壤细功［２２］。与多数研究结果

一致，变形菌门是土壤中最主要的细菌类群，该类群

的代谢活动是土壤中最主要的细菌活动。其中，以

α－变形菌门丰富 度 最 高，且 每 一 门 内 有 许 多 系 统 发

育类型的存在，表明了喀斯特生境相对复杂，能满足

不同代谢类型变形细菌的生存。有研究发现酸杆菌

门一般存在于营养比较匮乏的地方，在营养充裕的

农业耕作土壤中尤为稀少，根际营养丰富的土壤要

比大多数土壤中含有的酸杆菌门少的多。本研究结

果与此类似，随着群落正向演替，酸杆菌门丰富度减

小，根际土壤酸杆菌门显著少于非根际土壤。变形

菌门和酸杆菌门细菌数量的比率被认为可指示土壤

营养状况，在 寡 营 养 土 壤 中 比 率 较 低［２５］，本 研 究 结

果中，这个比值在非根际显著低于根际土壤，并且随

着演替序列发展，该值增大。放线菌门能够降解纤

维素和几丁质，是土壤养分供给的主要来源，并且产

生的体外孢子能够抵抗外界不利的环境条件，使得

它成为半干旱喀斯特土壤的优势菌群。厚壁菌门随

着演替进展，整体上出现变多的趋势。喀斯特地区

不同演替植被下参与硝化作用的亚硝化单胞菌丰度

大于硝化螺旋菌。另外，样品检测到了光合细菌，光
合细菌在不同的自然条件下，具有固氮脱氢、固碳氧

化硫化物等多种功能。同时，检测到含量相对较低

的菌门在生态环境中有其重要的作用，如Ｄｅｉｎｏｃｏｃ－
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ｃｕｓ－Ｔｈｅｒｍｕｓ、Ｃａｌｄｉｓｅｒｉｃａ、Ａｑｕｉｆｉｃａｅ，能 抵 御 较 为

苛刻的环境变化。

３．２　土壤细菌群落结构相似性及其与环境因子的

关系

本研究发现，随着演替群落的发展，细菌丰富度

和多样性呈 先 升 高 后 降 低 最 后 趋 于 平 缓 的 变 化 过

程，且各样品间细菌群落结构差异较大，这与植被群

落和土壤理化性质是显著相关的。通过细菌群落与

土壤理化性 质ＣＣＡ分 析 发 现，影 响 贵 州 喀 斯 特 高

原土壤细菌的环境因子影响力大小为ＴＯＣ、ＴＮ、含

水量、电 导 率 等，其 中 ＴＯＣ和 ＴＮ有 显 著 性 影 响。
总体上，不同演替群落的非根际土壤细菌群落结构

相对聚集，根际土壤则差异较大，而且，随着植被的

演替，根际土壤与非根际土壤细菌群落结构间的差

异性逐渐减小，这可能是植物根际效应的影响。喀

斯特植被群落的物种组成、林分密度、群落郁闭度发

生变化显著提高［２６］，林木根际分泌物为微生物提供

了丰富的营养物质，根际也改善了微环境更有利于

微生物繁殖；同 时 凋 落 物 组 成 和 量 也 发 生 变 化［２７］，
它提供了较为丰富碳源、氮源并保持了土壤表层水

分含量，这对土层较薄和干湿交替频繁的喀斯特生

境来说无疑为微生物生长提供了有利条件。而在演

替中后期，土壤细菌多样性出现减小变化，这可能与

该阶段林木快速增长，争夺了土壤微生物生长所需

养分，土壤中碳氮减少转移到地上部分，这与之前报

道在茂兰喀斯特森林对土壤微生物量的研究结果一

致［１３，２８］。群落演替 后 期，植 物 群 落 趋 于 稳 定，土 壤

质量也相对稳定，土壤微生物群落多样性和结构便

趋于稳定。大多数土壤中可利用有机碳的含量对微

生物群落有一定的影响，而且充足的可溶性有机碳

能够快速改变微生物的群落结构，尤其对那些竞争

能力较强的微生物，能够快速吸收营养物质供其自

身生长。土壤 微 生 物 研 究 中，ｐＨ 通 常 是 研 究 其 多

样性变化的最佳指示因子之一，大量研究也报道了

ｐＨ对微生物的分布规律存在着普遍的影响［２９－３０］。

本次研究也表 明，ｐＨ 对 土 壤 微 生 物 群 落 有 显 著 性

影响，但微生物种群对ｐＨ的响应是不同的，如土壤

中酸杆菌门的丰度与ｐＨ 值呈 负 相 关，放 线 菌 门 的

丰度与ｐＨ值呈正相关。

４　结　论

　　本研究通过Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｍｉｓｅｑ高通量测序平台对

贵州省普定县这一典型喀斯特不同演替群落中土壤

细菌群落 结 构 进 行 了 系 统 研 究。随 着 植 被 群 落 演

替，土壤ｐＨ增大，ＴＯＣ和ＴＮ从４０．７９ｇ／ｋｇ、２．６４
ｇ／ｋｇ增长到１３０．０７ｇ／ｋｇ、８．４３ｇ／ｋｇ，是土壤碳库、
氮裤逐渐累积的过程。喀斯特土壤中细菌包括了数

据库中绝大多数的门类，主要细菌类群为变形菌门

（４３．３５％）、酸 杆 菌 门 （１２．９７％）、疣 微 菌 门

（７．５３％）、放线菌门（７．１２％）、厚 壁 菌 门（６．１９％）、
拟杆菌门（５．３５％）和浮霉菌门（５．０５％），未分类类

群占７．３６％。另外，喀斯特地区发现了低丰度的古

菌，如广古菌门和泉古菌门。随着植被群落的恢复演

替，土壤细菌丰富度和多样性提高，各样品间细菌群

落结构差异较大。土壤有机碳、土壤总氮、ｐＨ和土壤

含水量等是影响土壤细菌群落的重要影响因子。
本研究结果为深入认识我国喀斯特不同演替群

落中土壤中微生物多样性特点，并进一步阐释微生

物在土壤生物地球化学循环中的作用提供基础资料

和参考。但核酸序列的存在并不一定意味着功能意

义，土壤微生物生态作用仍有待进一步研究。最后，
由于高通量测序在数据量上的优势，土样采集时已

进行多点混匀，与目前国际上运用该技术的多数研

究［２２，３０－３１］类似，本研究中 未 对 同 一 样 品 设 置 重 复。
虽然各样点的气候条件和土壤母质一样，但由于喀

斯特生态系统高度的异质性，可能会造成同一演替

群落内较大差异，这在以后应充分考虑样地的空间

异质性，保证样品的代表性。

致　谢：感谢袁权博士对论文的指导和建议！
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