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阔叶林改种毛竹（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓｐｕｂｅｓｃｅｎｓ）后
土壤固氮细菌 ｎｉｆＨ基因多样性的变化

沈秋兰，何冬华，徐秋芳，程 敏，毛新伟，李永春，陈俊辉
（浙江农林大学环境与资源学院，浙江省森林生态系统碳循环与固碳减排重点实验室，浙江临安 ３１１３００）

摘要：【目的】毛竹是喜氮植物，土壤氮素水平对毛竹生长至关重要。生物固氮是土壤氮素的重要来源，因此，探索

阔叶林改种毛竹后土壤固氮细菌和土壤氮素的变化具有重要意义。【方法】选择立地条件相近的毛竹林（１００多年
前由阔叶林改种而来）和阔叶林，每种林地在东北坡向位置随机选择４个１０ｍ×１０ｍ标准样地，每个标准样地选
取５个采样点，分层采集０—２０ｃｍ（表层）和２０—４０ｃｍ（次表层）土壤样品，分析了土壤 ｐＨ、有机碳、碱解氮、有效
磷、速效钾和含水量等常规理化性质；采用引物对ＡＱＥＲ和ＰｏｌＦ，以土壤总 ＤＮＡ为模板扩增了固氮细菌功能基因
（ｎｉｆＨ）片段，应用变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）和实时荧光定量ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ），分析了固氮细菌群落结构、多
样性以及丰度（ｎｉｆＨ基因拷贝数）变化；通过基因克隆测序对土壤固氮细菌进行初步鉴定。【结果】阔叶林改种毛
竹后土壤ｐＨ显著（Ｐ＜００５）提高；毛竹林土壤的含水量、碱解氮以及表层土壤的速效钾显著高于（Ｐ＜００５）同层
的阔叶林土壤，而有效磷则显著（Ｐ＜００５）低于同层的阔叶林土壤。总体来说，阔叶林改种毛竹后土壤养分含量明
显提高；阔叶林土壤固氮细菌ＤＧＧＥ条带数以及多样性指数（ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒｉｎｄｅｘ）都高于毛竹林；基于ＤＧＧＥ条
带信息的聚类分析和主成分分析（ＰＣＡ）结果表明，阔叶林和毛竹林区分为２个类群，而同一林分的不同土层之间
差异较小；实时荧光定量ＰＣＲ结果显示，毛竹林土壤的固氮细菌 ｎｉｆＨ基因丰度显著（Ｐ＜００５）高于阔叶林土壤；
通过克隆测序，１４个阳性克隆分别属于２个不同的菌属，其中１３个均为Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ，１个为Ａｚｏｈｙｄｒｏｍｏｎａｓｌａｔａ，
条带序列与已知序列的相似度为９３％ ９８％。【结论】阔叶林改种毛竹后土壤固氮细菌的种类减少，而功能基因
丰度却明显增加；土壤氮素水平明显提高，这可能是土壤固氮能力增强的结果。
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毛竹（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓｐｕｂｅｓｃｅｎｓ）是禾本科刚竹属
（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ），主要分布于热带和亚热带地区，是
我国一种重要的森林资源［１］。２０世纪 ７０年代以
来，许多研究者通过毛竹开展了氮磷钾三要素最佳

配比的肥料试验。黄当亮［２］认为２∶１∶１的比例对
毛竹出笋效果最好；郭晓敏等［３］报道 Ｎ∶Ｐ∶Ｋ为
１∶０６８∶０４９时，出笋率和成竹率为最佳；郑蓉
等［４］指出氮的比例相对较高，说明氮素对毛竹生长

具有十分重要的作用。然而，毛竹在立地条件较好

（如由花岗岩发育而来的土壤）的粗放经营（不施

肥）环境中也能良好生长，说明毛竹林生态系统自

身有能力保证氮素的供应。对于不施肥的粗放经营

森林生态系统，生物固氮是土壤氮素的主要来源，生

物固氮量为非生物固氮量的两倍多［５］，是地球上最

大规模的天然氮肥工厂。由此，本研究提出科学假

设：阔叶林改种毛竹后可能影响生态系统氮素循环

和固氮微生物的活动。

土壤中许多固氮微生物是非培养的，因此通过

分子生物技术能更全面地了解土壤固氮微生物的特

性。编码固氮酶铁蛋白组分的结构基因 ｎｉｆＨ基因
是固氮细菌最为保守的功能基因，常用来证明固氮

菌的存在［６－９］，同时，也用以揭示固氮菌群落结构与

环境的关系［１０］。目前对于竹林生态系统固氮微生

物的研究甚少，侯伟等［１１－１２］对广东刺竹植株体内的

固氮菌多样性进行了研究，并通过接种实验证明固

氮菌株对植物生长有一定的促进作用；而且，对毛

竹林土壤固氮菌的研究只有早期顾小平和吴晓丽两

位学者的３篇报道［１３－１５］。他们应用传统的平板培

养法，从毛竹根际分离得到３６个固氮菌，发现其固
氮活性随温度和 ｐＨ变化而变化，不同碳源也会对
固氮活性产生一定的影响。本研究以纯自然未被改

种的阔叶林为毛竹林的对照，结合土壤常规理化分

析，应用 ｎｉｆＨ基因的特异引物对，利用 ＤＧＧＥ和荧
光定量ＰＣＲ等方法，着重研究２种土壤的固氮细菌
和氮素特征，旨在揭示阔叶林改为毛竹林后不同土

层固氮微生物 ｎｉｆＨ基因多样性与土壤氮素的变化。
该研究结果对指导毛竹林经营和持续发展具有重要

的指导意义。

１　材料与方法

１１　土壤样品采集与处理
研究区位于浙江省西北部的临安市青山镇

（３０°１４′Ｎ，１１９°４２′Ｅ），属中亚热带季风气候区，平
均降水量为１６２８６ｍｍ，年平均气温 １６４℃，日照
时数１８４７３ｈ，无霜期２３７０ｄ。土壤为砂页岩发育
的红壤，两种林地分布在相邻的两个山体，每个山体

的面积为 ０３５公顷左右，海拔 ６０ １４０ｍ，坡度
为２５°。

纯自然的 阔 叶 林 主 要 优 势 树 种 有 苦 槠

（Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓｓｃｌｅｒｏｐｈｙｌｌａ）、木荷（Ｓｃｈｉｍａｓｕｐｅｒｂａ）、青
冈（Ｃｙｃｌｏｂａｌａｎｏｐｓｉｓｇｌａｕｃａ）等，林下灌木种类有山胡
椒（Ｌｉｎｄｅｒａｇｌａｕｃａ）、山苍子（Ｌｉｔｓｅａｃｕｂｅｂａ）等，覆盖
度为７０％。毛竹林则为１００多年前由阔叶林改种
而来，竹林立竹密度为２８００ ３２００株／ｈｍ２，平均胸
径为３０ｃｍ左右。毛竹林主要采用冬季劈除林下杂
灌、不翻耕施肥的粗放经营措施，林下仅少量杂草；

毛竹每隔一年出笋长新竹（称大年），大年时挖去部

分春笋，保留一定数量的新竹，小年（不长新竹）时

砍伐６年生的成熟毛竹。
于２０１３年５月，每种林地在东北坡向的不同位

置，随机选取４个１０ｍ×１０ｍ标准样地，每个标准
样地选取５个采样点，分层采集０—２０ｃｍ（表层）和
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２０—４０ｃｍ（次表层）土壤，将每个标准样地同一土
层的土壤充分混匀形成一个混合样品，每种林地得

８个混合样品（２个土层，４个重复），２种林地共计
１６个样品（２种林地，２个土层，４个重复）。样品过
２ｍｍ钢筛、充分混匀，从中取出部分样品装入小塑
料瓶后放入备好的冰盒，带回实验室后置于 －７０℃
保存，土样经冷冻干燥后提取 ＤＮＡ，其余部分带回
实验室风干后用于土壤理化性质的测定。

１２　分析方法
１２１土壤理化性质　参照鲁如坤等［１６］方法对土

壤理化性质进行分析。其中，土壤ｐＨ值采用１∶２５
土水质量比，用复合电极测定；有机碳含量采用重

铬酸钾－油浴外加热法测定；碱解氮采用碱解扩散
法；有效磷采用 Ｂｒａｙ法，盐酸 －氟化铵溶液浸提，
钼锑抗比色法测定；速效钾采用醋酸铵提取，火焰

分光光度计测定。

１２２土壤总ＤＮＡ的提取　采用 ＰｏｗｅｒＳｏｉｌＴＭ Ｔｏｔａｌ
ＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒（美国ＭｏＢｉｏ公司）提取土

壤总ＤＮＡ，称取０５ｇ于－７０℃保存的土壤样品，按
试剂盒说明书进行土壤 ＤＮＡ提取，通过１．２％琼脂
糖凝胶电泳对 ＤＮＡ提取效果进行鉴定，提取后的
ＤＮＡ样品保存于－４０℃。
１２３土壤固氮细菌的ＰＣＲ扩增　使用ＢＩＯ－ＲＡＤ
公司的ＰＣＲ仪对固氮细菌特异性 ｎｉｆＨ基因进行扩
增，表１为反应步骤和对应的引物［１７］序列（上海生

物工程有限公司）。２０μＬ反应体系如下：Ｐｒｅｍｉｘ
１０μＬ，引物各 ０２μＬ，ＢＳＡ０２μＬ，模板０２μＬ，
Ｈ２Ｏ９２μＬ。第一轮反应，９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃
变性１ｍｉｎ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０个
循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ；第二轮反应，以第一轮
产物为模板，９４℃预变性 ３ｍｉｎ，９４℃变性 １ｍｉｎ，
４８℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸 ２ｍｉｎ，３５个循环，最后
７２℃延伸 ５ｍｉｎ［１７］。取 ４ｍＬＰＣＲ反应产物用
１２％的琼脂糖凝胶进行电泳，确认其片段大小，并
用于ＤＧＧＥ分析。

表１　ＰＣＲ扩增所用引物
Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

巢式ＰＣＲ
ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ

功能基因

Ｆｕｎｃｔｉｏｎｇｅｎｅ
引物

Ｐｒｉｍｅｒ
序列５′－３′
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ５′－３′

产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ（ｂｐ）

第一轮

Ｓｔｅｐ１

第二轮

Ｓｔｅｐ２

ｎｉｆＨ

ＦＧＰＨ１９

ＰｏｌＲ

ＰｏｌＦ－ＧＣ

ＡＱＥＲ

ＴＡＣＧＧＣＡＡＲＧＧＴＧＧＮＡＴＨＧ

ＡＴＳＧＣＣＡＴＣＡＴＹＴＣＲＣＣＧＧＡ

ＴＧＣＧＡＹＣＣＳＡＡＲＧＣＢＧＡＣＴＣ

ＧＡＣＧＡＴＧＴＡＧＡＴＹＴＣＣＴＧ

４２９

３２０

注（Ｎｏｔｅ）：Ｒ＝Ａ／Ｇ；Ｎ＝Ａ／Ｇ／Ｃ／Ｔ；Ｈ＝Ｔ／Ｃ／Ａ；Ｙ＝Ｃ／Ｔ；Ｓ＝Ｇ／Ｃ．

１２４变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）　参照 Ｍａｒｃｉａ
等［１７］和Ｗａｒｔｉａｉｎｅｎ等［１８］的方法，改良后使用 ＢＩＯ－
ＲＡＤ基因突变仪进行变性梯度凝胶电泳，丙烯酰胺
凝胶浓度为８％，电泳缓冲液为１×ＴＡＥ，变性梯度
为４０％ ６５％（１００％变性剂为７ｍｏｌ／Ｌ尿素，４０％
去离子甲酰胺）。在６０℃、８０Ｖ条件下，电泳１４ｈ
后，用Ｇｅｌｒｅｄ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）（１∶１００００稀释）
染色３０ｍｉｎ，染色结果用ＧｅｌＤｏｃＴＭＥＱ（ＢＩＯ－ＲＡＤ）
凝胶成像系统成像，使用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４４软件
（ＢＩＯ－ＲＡＤ）进行图像分析，确定电泳条带数、亮度
和光密度。

１２５固氮细菌 ｎｉｆＨ基因序列分析　根据２种林地
土壤样品固氮细菌 ｎｉｆＨ基因ＤＧＧＥ图谱结果，选取
主要条带进行割胶回收，回收条带使用 ｐＥＡＳＹ－Ｔ３
试剂盒（北京全式金生物技术有限公司）进行克隆，

菌液送生工测序，测序结果在 ＮＣＢＩ上进行 Ｂｌａｓｔ
比对。

１２６固氮细菌 ｎｉｆＨ基因定量 ＰＣＲ　以土壤总
ＤＮＡ为模板，ＡＱＥＲ和 ＰｏｌＦ为引物（引物见表１），
采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）法测定固
氮细菌 ｎｉｆＨ基因拷贝数。２０μＬ反应体系组成如
下：２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１０μＬ，５０μｍｏｌ／Ｌ上游
和下游引物各０２μＬ，模板ＤＮＡ１μＬ，无菌双蒸水
８６μＬ。荧光定量 ＰＣＲ扩增在 ＣＦＸ９６ＴＭＲｅａｌＴｉｍｅ
Ｓｙｓｔｅｍ（ＢＩＯ－ＲＡＤ，ＵＳＡ）仪器上进行，每个样品３
个重复。荧光定量ＰＣＲ程序参考文献［１７］。标准曲

线制作：从测序结果中选取合适的阳性克隆子，扩

增培养后提取质粒 ＤＮＡ，紫外吸收定量法（ＯＤ２６０／

ＯＤ２８０）检测浓度，重组质粒梯度稀释（１０
－１ １０－８）

后作为 ｎｉｆＨ基因的荧光定量的标准样品，样品的反
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应程序和反应体系同标准样品测定。

１３　数据处理
采用ＳＰＳＳ１８０统计软件进行数据处理，采用ｔ

检验方法，检验相同土层不同林地之间、同一林地不

同土层之间的差异。利用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４４软件进
行图谱分析时，主要采用未加权算术平均对群法

（Ｔｈｅｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ
ａｖｅｒａｇｅｓ，ＵＰＧＭＡ）对ＤＧＧＥ图谱进行聚类分析。使
用 ＣＡＮＯＣＯ ４５１软 件 （ＭｉｃｒｏｃｏｍｐｕｔｅｒＰｏｗｅｒ，
Ｉｔｈａｃａ，ＵＳＡ）对 ＤＧＧＥ揭示的细菌群落结构进行主
成分分析（ＰＣＡ）。使用多样性指数Ｈ和均匀度指数
（Ｅ）来评价微生物群落的多样性［１９］，其计算公式为：

Ｈ＝－∑
Ｓ

ｉ＝１
ＰｉｌｎＰｉ

Ｅ＝ ＨｌｎＳ
式中，Ｐｉ为某一条带的强度与同泳道中所有条带总

强度的比值，即Ｐｉ＝ｉ／Ｎ；ｉ是物种的个体数，在这里
指条带的强度；Ｎ是所有物种的个体总数，在这里
指同泳道中所有条带总强度；Ｓ为每一泳道总的条
带数。

２　结果与分析
２１　土壤理化性质

阔叶林改种毛竹后，土壤ｐＨ显著（Ｐ＜００５）提
高（表２）；毛竹林土壤的含水量、碱解氮以及表层
土壤的速效钾，都显著高于（Ｐ＜００５）同层的阔叶
林土壤，而有效磷则显著（Ｐ＜００５）低于同层的阔
叶林土壤；除阔叶林土壤有机碳含量外，同一林地

的其他指标均为表层土壤大于次表层土壤，其中毛

竹林表层土壤的 ｐＨ、碱解氮、有效磷和速效钾含量
显著（Ｐ＜００５）高于次表层。显然，阔叶林地改种
毛竹后，土壤酸性减弱，有效养分含量明显提高。

表２　阔叶林和毛竹林地土壤基本理化性质
Ｔａｂｌｅ２　Ｐｈｙｓｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｏｒｅｓｔｓ

土层

Ｓｏｉｌｌａｙｅｒ
（ｃｍ）

林地类型

Ｆｏｒｅｓｔｔｙｐｅ
ｐＨ

有机碳

ＯｒｇａｎｉｃＣ
（ｇ／ｋｇ）

碱解氮

Ａｌｋａｌ．Ｎ
（ｍｇ／ｋｇ）

有效磷

Ａｖａｉｌ．Ｐ
（ｍｇ／ｋｇ）

速效钾

Ａｖａｉｌ．Ｋ
（ｍｇ／ｋｇ）

含水量

Ｍｏｉｓｔｕｒｅ
（％）

０—２０ 毛竹林 Ｂａｍｂｏｏｆｏｒｅｓｔ ５１１ａＡ ２３５１ａＡ ３２２４ａＡ ５６８ｂＡ ５９４５ａＡ ４３０ａＡ

阔叶林 Ｂｒｏａｄｌｅａｆｆｏｒｅｓｔ４６２ｂＡ ２０２２ａＡ ２２１４ｂＡ ９３８ａＡ ４５４０ｂＡ ２３１ｂＢ

２０—４０ 毛竹林 Ｂａｍｂｏｏｆｏｒｅｓｔ ４８８ａＢ ２０６５ａＡ １６７４ａＢ ２９４ｂＢ ４５５３ａＢ ３９９ａＡ

阔叶林 Ｂｒｏａｄｌｅａｆｆｏｒｅｓｔ４５１ｂＡ ２１９１ａＡ ９２５ｂＢ ４０６ａＢ ３８７４ａＡ ２０１ｂＢ

注（Ｎｏｔｅ）：同列数值后不同小写字母代表同一土层不同林地的显著性差异（Ｐ＜００５），大写字母代表同一林地不同土层的显著性差异（Ｐ

＜００５）Ｖａｌｕｅｓｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔｔｈｅ００５ｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｏｒｅｓｔｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｓｏｉｌｌａｙｅｒ，ａｎｄｆｏｌｌｏｗｅｄ

ｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔｔｈｅ００５ｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌａｙｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｆｏｒｅｓｔ．

２２　土壤微生物ＤＮＡ
１２％琼脂糖凝胶电泳图显示，ＤＮＡ提取效果

良好（图１）。ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值大部分在１８ ２０
之间，表明只是有轻度的 ＲＮＡ污染（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０＝
１８为最佳，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０＞１９为 ＲＮＡ污染，ＯＤ２６０／
ＯＤ２８０＜１６为蛋白质污染）；ＯＤ值的大小即 ＤＮＡ
的浓度，能大致反映土壤微生物数量［２０］，无论是表

层还是次表层，毛竹林土壤ＤＮＡ浓度均明显高于对
应土层的阔叶林，说明毛竹林土壤的微生物生物量

高于阔叶林。

２３　固氮细菌群落结构及多样性
采用嵌套式 ＰＣＲ扩增技术对固氮细菌 ｎｉｆＨ基

因进行扩增，经１２％琼脂糖凝胶电泳后，获得条带
清晰的４００ｂｐ左右 ＤＮＡ片段。ＰＣＲ产物经 ＤＧＧＥ

分离出数目、强度和迁移位置不同的条带（图 ２）。
ＤＧＧＥ图中不同位置的条带代表不同的细菌种
群［２１］；电泳条带越多，说明细菌种群越多［２２］；条带

信号越强，表示该条带代表的相应细菌数量越多。

本研究的目标条带是固氮细菌，比较毛竹林和阔叶

林这两种林地之间的条带发现，两种土壤的 ＤＧＧＥ
带谱差异明显，阔叶林土壤条带数和优势条带（亮

度大）明显多于毛竹林。１６个样品共出现２１条位
置不同的条带，其中阔叶林、毛竹林地分别有２０条、
１７条条带。同一林地不同土层土壤固氮菌差异不
明显。

分析比较条带特征发现，条带１１为两种林地的
共性条带，不仅亮度最大而且在不同土壤间差异最

小，表明该种固氮细菌在两种林地中均有生长，并且
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图１　ＤＮＡ１２％琼脂糖凝胶电泳图、浓度
以及ＯＤ２６０ｎｍ与ＯＤ２８０ｎｍ比值

Ｆｉｇ．１　１２％ＡＧＥｏｆＤＮＡ，ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄ
ＯＤ２６０ｎｍ／ＯＤ２８０ｎｍ

［注（Ｎｏｔｅ）：Ｍ—Ｍａｒｋｅｒ；１ ４—毛竹林０—２０ｃｍ土层样品Ｓｏｉｌｏｆ

Ｍｏｓｏｂａｍｂｏｏｆｏｒｅｓｔａｔ０－２０ｃｍｌａｙｅｒ；５ ８—毛竹林２０—４０ｃｍ土

层样品Ｍｏｓｏｂａｍｂｏｏｆｏｒｅｓｔａｔ２０－４０ｃｍｌａｙｅｒ；９ １２—阔叶林０—

２０ｃｍ土层样品Ｂｒｏａｄｌｅａｆｆｏｒｅｓｔａｔ０－２０ｃｍｌａｙｅｒ；１３ １６—阔叶林

２０—４０ｃｍ土层样品Ｂｒｏａｄｌｅａｆｆｏｒｅｓｔａｔ２０－４０ｃｍｌａｙｅｒ．

为土壤固氮细菌群落中的优势种群；共性条带１２
亮度较低，不同土壤样品间有明显差异；条带２０、２１
分别为阔叶林和毛竹林的特征条带，对应土壤表层

亮度高于次表层，说明这两个条带对应的固氮细菌

主要活跃于土壤表层；毛竹林土壤中非共性条带

１８、１９的亮度大于阔叶，而条带１５、１６、１７则呈现出
相反的趋势。

根据固氮细菌 ＤＧＧＥ图谱中条带位置和亮度
计算多样性指数Ｈ和均匀度指数Ｅ（表３）。多样性
指数Ｈ越大，说明微生物群落多样性越高；均匀度
指数Ｅ表示微生物在环境中的分布状况，各微生物
数目越接近，数值越大［２３］。结果表明，阔叶林多样

性指数Ｈ大于对应土层的毛竹林，而土壤的均匀度
指数Ｅ则正好相反，但均没有达到显著性差异。
２４　土壤固氮细菌 ｎｉｆＨ基因测序

根据 ２种林地土壤样品固氮细菌 ｎｉｆＨ基因
ＤＧＧＥ图谱结果，选取主要的１４个条带（编号分别
为１、３、７、８、１１、１２、１３、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１）进

图２　 ｎｉｆＨ基因ＤＧＧＥ电泳图谱
Ｆｉｇ．２　ＤＧＧＥｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｆｉｘｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ

ｂａｓｅｄｏｎｎｉｆＨｇｅｎｅ
［注（Ｎｏｔｅ）：Ｍ—Ｍａｒｋｅｒ；１ ４—毛竹林０—２０ｃｍ土层样品 ０—２０

ｃｍｓｏｉｌｌａｙｅｒｉｎＭｏｓｏｂａｍｂｏｏｆｏｒｅｓｔ；５ ８—毛竹林２０—４０ｃｍ土层样

品２０—４０ｃｍｓｏｉｌｌａｙｅｒｉｎＭｏｓｏｂａｍｂｏｏｆｏｒｅｓｔ；９ １２—阔叶林０—２０

ｃｍ土层样品０—２０ｃｍｓｏｉｌｌａｙｅｒｉｎｂｒｏａｄｌｅａｆｆｏｒｅｓｔ；１３ １６—阔叶林

２０—４０ｃｍ土层样品２０—４０ｃｍｓｏｉｌｌａｙｅｒｉｎｂｒｏａｄｌｅａｆｆｏｒｅｓｔ．］

表３　土壤固氮细菌群落多样性指数
Ｔａｂｌｅ３　Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｉｃｅｓｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｆｉｘｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｙｉｎｓｏｉｌｓ

土层（ｃｍ）
Ｓｏｉｌｌａｙｅｒ

林地

Ｆｏｒｅｓｔ
Ｈ Ｅ

０—２０ 毛竹林Ｂａｍｂｏｏ ２３７９ａＡ ２２３８ａＡ

阔叶林Ｂｒｏａｄｌｅａｆ ２４９６ａＡ ２１８２ａＡ

２０—４０ 毛竹林Ｂａｍｂｏｏ ２１３１ａＡ ２２５１ａＡ

阔叶林Ｂｒｏａｄｌｅａｆ ２３８２ａＡ ２２４２ａＡ

注（Ｎｏｔｅ）：Ｈ—多样性指数Ｓｈａｎｎｏｎｗｉｅｎｅｒｉｎｄｅｘ；Ｅ—均匀度指

数Ｐｉｅｌｏｕｉｎｄｅｘ；小写字母代表同一土层不同林地的显著性差异（Ｐ

＜００５），大写字母代表同一林地不同土层的显著性差异（Ｐ＜００５）

Ｔｈｅｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔｔｈｅ００５ｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｏｒｅｓｔｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｓｏｉｌｌａｙｅｒ，ａｎｄｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔｔｈｅ００５ｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌａｙｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｆｏｒｅｓｔ．

行割胶回收测序。结果表明，１４个阳性克隆分别属
于 ２个不同的菌属 （表 ４），其中 １３个均为
Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ，１个为 Ａｚｏｈｙｄｒｏｍｏｎａｓｌａｔａ［２４］，但 １４
个条带的序列与已知序列的相似度为９３％ ９８％，
相似度低于９８％说明与已知的物种存在一定差异，
相似度低于９６％的可能是新种。阔叶林土壤的特
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表４　ＤＧＧＥ条带测序比对结果
Ｔａｂｌｅ４　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＢＬＡＳＴａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＧＧＥｓｅｑｕｅｎｃｅｄｂａｎｄｓ

条带编号

ＢａｎｄＮｏ．
比对菌

Ｒｅｌａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｕｍｂｅｒ
相似度

Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ（％）

１ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ．ＩＲＢＧ２２８ ＡＢ０７９６１６ ９６

３ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ．ＩＲＢＧ２２８ ＡＢ０７９６１６ ９７

７ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍｊａｐｏｎｉｃｕｍ ＧＵ４３３５４７ ９８

８ Ａｚｏｈｙｄｒｏｍｏｎａｓｌａｔａ ＡＢ１８８１２２ ９３

１１ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ．ＩＳＡ０９０１ ＫＦ８５９８９６ ９７

１２ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ．Ｓ２３３２１ ＡＰ０１２２７９ ９６

１３ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ．ＯＲＳ３９１ ＦＪ３４７４４９ ９８

１５ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ．Ｓ２３３２１ ＡＰ０１２２７９ ９６

１６ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ．ＩＲＢＧ２２８ ＡＢ０７９６１６ ９５

１７ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ．ＩＲＢＧ２２８ ＡＢ０７９６１６ ９６

１８ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ．ＩＳＡ０９０１ ＫＦ８５９８９６ ９８

１９ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ．ＡＧ４８ ＫＦ１１３０７２ ９６

２０ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ．ＯＲＳ３９１ ＦＪ３４７４４９ ９８

２１ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓｐ．ＩＲＢＧ２２８ ＡＢ０７９６１６ ９６

征性条带２０和毛竹林土壤特征性条带２１所对应的
固氮 细 菌，虽 然 也 都 属 于 慢 生 根 瘤 菌 属

（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ），但存在一定差异，而且毛竹林土
壤的２１号可能是新种。
２５　聚类分析

从聚类分析图上看（图３），所有样品大致可以
被归为两组（相似度低于０４），１ ９号为一组，１０
１６号为另一组，除９号阔叶林土壤出现异常外，

同一林地的表层和次表层样品均归为一类，说明两

种林地土壤的固氮细菌群落结构存在明显差异。阔

叶林土壤的表层样品（＃１０、１１、１２）和次表层样品（＃
１３、１４、１６）的固氮细菌结构也存在明显差异（相似
度低于０６）。然而，毛竹林土壤则没有明显的层次
差异规律。

２６　主成分分析（ＰＣＡ）
为更进一步揭示土壤样品间固氮细菌群落结构

的相互关系，对不同样品 ＤＧＧＥ图谱上条带位置和
亮度进行数字化处理后的主成分分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ＣｏｍｐｏｎｅｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）结果显示，主成分１解释
了样品中 ３２０％的变异，主成分 ２解释了样本中
１７１％的变异，共解释了样本中４９１％的样本总变
异（图４）。在ＰＣ１上，两种林地得到了较好的区分，
毛竹林土壤样品除了３号外主要分布在坐标轴左
侧，阔叶林土壤样品除了９号外主要分布在坐标轴

图３　土壤固氮细菌条带图谱的聚类分析
Ｆｉｇ．３　Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ（ＵＰＧＭＡ）ｏｆｓｏｉｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎｆｉｘｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ
［注（Ｎｏｔｅ）：ＢＢ—毛竹林Ｂａｍｂｏｏ；ＢＬ—阔叶林Ｂｒｏａｄｌｅａｆ．］

右侧，表明不同林地间固氮细菌群落有明显差异；

毛竹林不同土层固氮细菌在 ＰＣ１上存在差异，而阔
叶林土壤固氮细菌土层间的差异主要落在 ＰＣ２上；
该结果表明，不同林地的固氮细菌群落结构存在一

定的差异。

２７　丰度分析
实验测得所提 ｎｉｆＨ基因质粒浓度为 ３０１

ｎｇ／μＬ，将其转换成拷贝数为８１８×１０１０，１０倍稀释

２９６
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图４　固氮细菌群落的主成分分析（ＰＣＡ）
Ｆｉｇ．４　ＰＣＡｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｆｉｘｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ
［注（Ｎｏｔｅ）：ＢＢ—毛竹林Ｂａｍｂｏｏ；ＢＬ—阔叶林Ｂｒｏａｄｌｅａｆ．］

质粒，共稀释得８个梯度作为标准品进行荧光定量
ＰＣＲ，不同梯度生物重组质粒为模板进行实时荧光
定量ＰＣＲ标准曲线的制作。得到的标准曲线每个
梯度均有呈明显“Ｓ”型的特征性扩增曲线，通过定
量 ＰＣＲ，利用稀释的质粒作出 Ｃｔ值与起始拷贝数
对数线性关系的标准曲线 （Ｒ２ ＝０９９７，Ｅ＝
９１８％）。利用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术获得各土壤样品
ｎｉｆＨ功能基因拷贝数，换算出每克干土 ｎｉｆＨ基因的
拷贝数（图 ５）。结果表明，同一土层毛竹林土壤
ｎｉｆＨ功能基因拷贝数显著大于阔叶林，而同一林地
表层和次表层 ｎｉｆＨ基因拷贝数则没有明显差异。
说明毛竹林土壤中的固氮细菌数量明显高于阔叶林

土壤。

３　讨论与结论
本研究中，两种土壤固氮细菌功能基因的

ＤＧＧＥ图谱分析结果中阔叶林土壤固氮细菌物种数
量（条带数）和种群数量（亮度）以及以此为基础计

算得出的多样性指数Ｈ高于毛竹林，可以推测阔叶
林土壤的固氮细菌物种多样性较毛竹林丰富。影响

土壤固氮微生物群落结构以及多样性的因素包括植

被［２５］、土地利用［９］、养分［２６］、温度和 ｐＨ［２７－２８］等，其
中植被是土壤微生物赖以生存的有机营养物和能量

的重要来源，影响着土壤微生物的定居环境。土壤

中自生固氮菌大部分为异养，需要碳源来满足繁殖

和代谢活动。因此，阔叶林植被种类丰富，改种毛竹

后，群落结构变得单一，植物多样性低，植被和土壤

的碳储量都减少了［２９－３０］，这可能是导致以上差异的

图５　 ｎｉｆＨ基因拷贝数
Ｆｉｇ．５　ＡｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｎｉｆＨｇｅｎｅ

［注（Ｎｏｔｅ）：ＢＢ—毛竹林 Ｂａｍｂｏｏ；ＢＬ—阔叶林 Ｂｒｏａｄｌｅａｆ．柱上不同

小写字母表示同一土层不同林地 ｎｉｆＨ基因拷贝数差异达显著水平

（Ｐ＜００５），不同大写字母表示同一林地不同土层 ｎｉｆＨ基因拷贝数

差异达显著水平（Ｐ＜００５）　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｓ

ｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔｔｈｅ００５ｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｏｒｅｓｔｓｉｎ

ｔｈｅｓａｍｅｓｏｉｌｌａｙｅｒ，ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ａｔｔｈｅ００５ｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌａｙｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｆｏｒｅｓｔ．］

重要原因。

一般认为微生物种类越多，各物种的数量

（ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ）越多，则功能基因的拷贝数越
多。由以上一般规律推测，ＤＧＧＥ方法检测到条带
数多———即固氮细菌种类多的阔叶土壤应该比毛竹

土壤具有较高的 ｎｉｆＨ基因拷贝数。然而，定量ＰＣＲ
分析结果没有支持以上规律，毛竹林土壤固氮细菌

的 ｎｉｆＨ基因丰度反而高于阔叶林（图５）。本研究
支持毛竹林土壤固氮细菌的 ｎｉｆＨ基因丰度高的理
由有两方面：一是毛竹林土壤较高的 ｐＨ更有利于
固氮细菌的活动，因为大部分土壤固氮细菌数量受

ｐＨ的影响较大，有其最适 ｐＨ范围［３１－３２］；二是毛竹

林土壤除有效磷外的其它所测养分指标均优于阔叶

林（表２），也有利于土壤固氮细菌活动。刘骏等［３３］

通过对竹林－阔叶林界面两侧土壤养分差异的研究
发现，由于毛竹细根的作用，毛竹林土壤有机碳和总

氮的含量分别高出阔叶林３４５３％和６０３５％，而毛
竹林土壤全磷含量低于阔叶林２５５４％，这与本文
研究结果一致。Ｒｅａｒｄｏｎ等［３４］研究发现，土壤微生

物总生物量高的土壤 ｎｉｆＨ基因丰度高，毛竹林土壤
微生物量高于阔叶林（图１）。毛竹林土壤 ｐＨ和土
壤养分改善的综合结果有利于土壤固氮细菌活动。

导致ＰＣＲ－ＤＧＧＥ和定量 ＰＣＲ分析两种方法
结果不一致有以下两种可能：１）如果两个土壤固氮
微生物群落的物种组成有差别，由于不同ＤＮＡ片段

３９６
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扩增效率不同，出现的结果也会有差异［３５］，如有的

物种的扩增效率特别高，会出现条带少而基因拷贝

数总数高的结果；虽然条带数量较少但某些条带亮

度特别大，也可能出现条带少而基因拷贝数总数高

的结果，但这都不符合本研究的情况。两种林地土

壤的固氮细菌物种（ＤＧＧＥ中条带位置）基本相同
（图３），且阔叶林土壤大部分条带亮度比毛竹林土
壤强。２）与两种分析方法的灵敏度不同有关。
ＤＧＧＥ技术虽然克服了微生物培养过程中的一些困
难，但是土壤中的微生物种群和数量的变化本身就

是一个非常复杂的过程。并且，ＤＧＧＥ方法通常只
能反映总ＤＮＡ中占１％以上的菌群，数量太少的目
标片段无法显示出来［３６］，而定量分析则能扩增微量

的目标片段；前者好比放大镜，难以清楚地观察到

微小的生物，而后者好比显微镜，能检测到毛竹林土

壤中存在着的低含量的目标 ＤＮＡ。因此，ＤＧＧＥ方
法可能低估了土壤固氮细菌的多样性。当然这一推

测需要进一步应用其它方法来证实。类似的现象也

发生在雷竹（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓｖｉｏｌａｓｃｅｎｓ）林不同施肥处
理对土壤氨氧化细菌的影响试验中，不同处理土壤

功能基因（ａｍｏＡ）的 ＤＧＧＥ多样性差异与定量 ＰＣＲ
正好相反［３７］。

毛竹林土壤固氮细菌 ｎｉｆＨ基因丰度高意味着
比阔叶林土壤固定更多的氮，虽然毛竹林通过挖笋

和砍伐竹材带走了不少养分，但毛竹林土壤有效养

分水平总体改善明显，而毛竹林土壤氮素水平的增

加也可能是土壤固氮能力增强的结果。长此以往，

土壤养分与土壤微生物相互促进，形成良性循环。

综合以上结果，阔叶林改种毛竹１００多年后，土
壤ｐＨ和氮、钾的有效养分有所提高；ＤＧＧＥ检测到
的毛竹土壤固氮细菌多样性明显下降，但定量 ＰＣＲ
检测的土壤固氮基因（ｎｉｆＨ）丰度显著提高，定量结
果与毛竹林土壤氮素水平提高结果吻合，因此，阔叶

林改种毛竹后有利于土壤固氮细菌活动，从而改善

土壤氮素供应。
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