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摘　 要　 为揭示天然林改为毛竹林过程中土壤微生物变化规律，在浙江省湖州市安吉县和长
兴县两地选择不同种植历史的粗放经营毛竹林，分层采集 ０ ～ ２０ 和 ２０ ～ ４０ ｃｍ 的混合土壤样
品，应用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术分析土壤细菌和真菌群落结构及多样性变化．结果表明： 在马尾松
林改种毛竹林或毛竹林入侵杂灌阔叶林形成毛竹纯林过程中，土壤细菌和真菌的群落结构均
发生明显变化，且细菌结构对毛竹种植的响应更敏感；随着毛竹生长时间的延长，表层土壤细
菌群落表现出抵抗干扰、最后向改种毛竹之前状态恢复的趋势．毛竹种植时间、样地和土层均
对土壤细菌和真菌多样性产生显著影响，其中样地和土层的影响明显大于种植时间．土壤性
质和细菌、真菌结构的冗余分析结果表明，不同地点、不同土层驱动土壤微生物结构随时间变
化的主要因子没有一致规律，且第 １、２ 轴对样地变化的解释率大多低于 ６５．０％，说明除本研
究分析的 ５ 个土壤化学指标外，可能还有其他土壤理化性质共同驱动微生物结构的变化．
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　 　 土壤微生物群落是土壤生物区系中最重要的功

能组分之一，在生态系统中起着重要作用．土壤微生

物参与有机质分解、驱动养分循环、活化土壤中的营

养元素，被看作是土壤有效养分的源和汇［１］ ．微生物

对养分的利用状况反映土壤质量的重要特性［２］，并
控制着 ＣＯ２、ＣＨ４和 Ｎ２Ｏ 等温室气体的排放［３－４］ ．

毛竹（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓ）隶属禾本科竹亚科刚

竹属，是我国重要经济竹种，具有生长快、产量高、用
途广的特点．第八次全国森林资源清查（２００９—２０１３
年）结果显示，我国竹林面积达 ６０１ 万 ｈｍ２，其中毛

竹林的面积为 ４４３ 万 ｈｍ２，占竹林面积的 ７０．０％左

右，并且还将继续增加．毛竹林演替是毛竹林面积迅

速扩大的重要原因．随着毛竹林面积的不断扩大，中
国主要竹产区的植被类型以及整个生态系统养分循

环将发生显著变化．植被类型是影响土壤微生物分

布和多样性的重要因素之一．不同植物的凋落物和

根系分泌物中碳的质量差异可影响土壤微生物的群

落组成［３］和微生物生物量［５］ ．徐秋芳［６］研究发现，毛
竹林土壤有机质含量与阔叶林没有差别，但高于杉

木（ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ） 林和马尾松 （ Ｐｉｎｕｓ
ｍａｓｓｏｎｉａｎａ）林，且毛竹林土壤腐殖质的结构明显不

同于杉木林、马尾松林和阔叶林．产生这一差异的原

因可能与地上植被结构和生物量有关，地上植被种

植引起的土壤微生物群落结构和多样性改变可能是

影响土壤有机质积累或消耗的关键因素．
目前，毛竹纯林面积增加的途径主要有 ２ 条，一

是人为改造其他林分，二是毛竹入侵其他林分并替

代原有林［７］ ．占土壤微生物物种数 ７０％ ～ ８０％的细

菌以及具有生物量优势的真菌是有机质转化的主

体．浙江省天目山自然保护区毛竹入侵天然林最终

替代天然林后，土壤微生物脂肪酸总量增加，微生物

的群落结构也发生变化［７－８］ ．天然马尾松林改种毛竹

短期（５ 年）内微生物量和多样性下降，而随着时间

的增加逐渐恢复，至 ２５ 年时逐渐恢复到改造前（马
尾松林）水平；马尾松林与毛竹林土壤微生物的群

落结构差异明显，毛竹纯林种植时间越长其微生物

类群与其他林分差异越大［８］ ．为了更好地揭示毛竹

纯林形成、发展过程中土壤细菌和真菌群落的结构

变化，本研究分别选择 ２ 种途径不同形成时间的粗

放经营毛竹林，并以原来的林分为对照，利用聚合酶

链式反应⁃变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ 法）研究毛竹

纯林土壤细菌和真菌群落结构以及土壤理化性质的

变化，为毛竹林发展过程中生态功能的变化评价提

供理论依据．

１　 研究区域与研究方法

１ １　 研究区概况

研究区一位于浙江省湖州市安吉县孝丰镇

（３０°２３′—３０°５２′ Ｎ，１１９° １４′—１１９° ５３′ Ｅ），该地属

于北亚热带季风气候，年平均气温 １５ ℃，年均降水

量１４８５ ｍｍ，年均日照时数 ２００５ ｈ，无霜期 ２２６ ｄ．毛
竹林栽培区属低山丘陵地貌，土壤母质为粉砂和细

砂混合岩．毛竹林由马尾松林砍伐后改种而成，最初

种植毛竹时施用少量化肥，之后则以冬季劈除林下

灌草的粗放经营为主，每隔一年挖笋砍竹．
研究区二位于浙江省湖州市长兴县煤山镇

（３０°４３′—３１°１１′ Ｎ，１１９°３３′—１２０°０６′ Ｅ），属亚热带

季风气候，年平均气温 １５． ６ ℃，年均降水量 １３０９
ｍｍ，年均日照时数 １８１０．３ ｈ．土壤母质为粉砂岩，土
层厚，石砾少．毛竹林是通过毛竹入侵阔叶杂木、并
替代阔叶林后形成的纯林，以冬季劈除林下灌草的

粗放经营为主，每隔一年挖笋砍竹，无施肥史．
１ ２　 样品采集与处理

２０１３ 年 １０ 月，在安吉县按照生态控制原则和

实际生产情况，选择 ４ 个不同种植年限的粗放经营

毛竹林：５ 年（５Ｙ，营造年份为 ２００８ 年）、９ 年（９Ｙ，营
造年份为 ２００４ 年）、１５ 年（１５Ｙ，营造年份为 １９９８
年）和 １８ 年（１８Ｙ，营造年份为 １９９５ 年），同时选择

种植毛竹前立地条件相似的马尾松林作为对照

（ＣＫ），共计 ５ 个梯度．首先分别确定 ３ 个标准样地，
在每个标准样地中按一定距离设置 ３ 个剖面，去除

表层落叶等杂物后分层采集表层（０～２０ ｃｍ）和亚表

层（２０～４０ ｃｍ）土壤样品，将相同土层的 ３ 份土壤样

品混合为 １ 个样品，最终同一种植年限的毛竹林分

别形成 ３ 个重复的表层和亚表层土壤样品．２０１４ 年

６ 月，在长兴县选择毛竹入侵后形成的 ５ 个时间梯

度的样地，以未入侵的阔叶杂木林为对照（ＣＫ），毛
竹纯林生长时间分别为 ５ 年（５Ｙ）、１２ 年（１２Ｙ）、２０
年（２０Ｙ）和 ５０ 年（５０Ｙ）．按照上述方法采集 ０ ～ ２０
和 ２０～４０ ｃｍ 土壤样品，样品混匀后过 ２ ｍｍ 筛，按
四分法分成两份分别装入无菌塑料袋，置于冰上带

回实验室．
所有样品均分为两份，一份冷冻干燥后置于

－７０ ℃保存，用于 ＤＮＡ 提取；另一份自然风干后用

于土壤理化性质分析．
１ ３　 ＤＮＡ 提取与引物合成

土壤微生物总 ＤＮＡ 采用 ＤＮＡ 提取试剂盒

Ｐｏｗｅｒ Ｓｏｉｌ® ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ（Ｍｏ Ｂｉｏ， 美国）提取；
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牛血清白蛋白（２０ ｍｇ·ｍＬ－１）购自 Ｔａｋａｒａ（大连）；
细菌和真菌通用引物由生工生物工程（上海）有限

公司合成．
１ ４　 土壤化学性质分析

土壤化学性质分析参照文献［９］进行．土壤 ｐＨ
值采用 １ ∶ ２． ５ 土水比，用酸度计 （Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ
Ｓｅｖｅｎｅａｓｙ， 瑞典）测定；碱解氮采用碱解扩散法测

定；有效磷采用盐酸⁃氟化铵溶液浸提⁃钼锑抗比色

法测定；有机质含量采用重铬酸钾容量法测定；速效

钾采用醋酸铵浸提⁃火焰光度计测定；全氮采用凯氏

定氮法测定．
１ ５ 　 土 壤 细 菌 和 真 菌 的 变 性 梯 度 凝 胶 电 泳

（ＤＧＧＥ）
ＤＧＧＥ 方法参照文献［１０］进行．细菌 ＰＣＲ 扩增

所用引物为 ９６８Ｆ⁃ＧＣ 和 １４０１Ｒ， 扩增片段长约

４３２ ｂｐ；真菌 ＰＣＲ 扩增所用引物为 ＦＲ１⁃ＧＣ 和

ＦＦ３９０，扩增片段长约 ４００ ｂｐ．２０ μＬ 反应体系如下：
１０ × Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ １０ μＬ，引物 （ １０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ） 各

０．２ μＬ，模板 ＤＮＡ ０．３ μＬ，牛血清白蛋白（ＢＳＡ， ２０
ｍｇ·ｍＬ－１）０．２ μＬ，用无菌双蒸水补足至 ２０ μＬ．细
菌的 ＰＣＲ 反应参数：９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ，９４ ℃变性

１ ｍｉｎ，５０ ℃退火１ ｍｉｎ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３０ 个循环，
最后 ７２ ℃延伸１０ ｍｉｎ．真菌的 ＰＣＲ 反应参数：９５ ℃
预变性 ８ ｍｉｎ，９５ ℃变性 ３０ ｓ，５０ ℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃
延伸 ２ ｍｉｎ，３０ 个循环，最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ．反应

均设置阴性对照组，取 ４ μＬ ＰＣＲ 产物经 １．０％ （ｍ ／
ｖ）琼脂糖凝胶电泳检测产物及其纯度．

应用 ＤＣｏｄｅＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓ⁃
ｔｅｍ（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ），将细菌的扩增产物在 ６．０％的聚丙烯

酰胺、变性梯度为 ４５．０％ ～ ６０．０％凝胶上进行电泳；
将真菌的扩增产物在 ８．０％的聚丙烯酰胺、变性梯度

为 ４５．０％ ～ ６０．０％凝胶上进行电泳［１００．０％变性胶

含有 ７ ｍｏｌ·Ｌ－１ 尿素和 ４０． ０％ （ ｖ ／ ｖ）去离子甲酰

胺］．细菌和真菌的电泳过程条件一致：胶厚度为

１ ｍｍ、电泳缓冲液为 １×ＴＡＥ、６０ ℃、８０ Ｖ 电泳 １３ ｈ，
ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ Ⅰ 染色 ３０ ｍｉｎ，用 Ｇｅｌ ＤｏｃＴＭ ＥＱ 凝胶成

像系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， ＵＳＡ）拍照保存．
１ ６　 数据处理

数据处理参照文献［１０］．采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ
２０１３ 软件对数据进行处理和绘图，采用 ＳＰＳＳ １８．０
分析相关性 （ Ｐｅａｒｓｏｎ 法），ＤＧＧＥ 图谱经 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ ４． ５． １ （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， ＵＳＡ） 软件数字化，并采用

Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数（Ｈ）对土壤细菌和真菌多样性

进行分析，其计算公式为：

Ｈ ＝－∑（ｎｉ ／ Ｎ）ｌｎ（ｎｉ ／ Ｎ）

式中：ｎｉ为每条电泳条带光密度峰值；Ｎ 是同一泳道

中所有条带光密度峰值总和；电泳条带光密度峰值

通过 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件获取．
根据 ＤＧＧＥ 图谱中条带的数目及光密度值通

过 ＢＩＯ⁃ＤＡＰ 程序计算样品的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数．以单因

素和多因素方差分析评估时间梯度、土层深度以及

采样地点对 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数的影响，均值的多重比较

检验采用 ＬＳＤ 最小显著极差法（α＝ ０．０５）．基于相同

土层不同种植时间的细菌和真菌 ＤＧＧＥ 结果和土

壤性质， 应用 ＣＡＮＯＣＯ ４． ５ 软件 （ Ｍｉｃｒｏｃｏｍｐｕｔｅｒ
Ｐｏｗｅｒ， Ｉｔｈａｃａ， ＵＳＡ）进行冗余分析（ＲＤＡ）．

２　 结果与分析

２ １　 土壤理化性质变化

安吉县不同种植时间毛竹林土壤化学性质变化

见表１．马尾松林改种毛竹后表层土壤ｐＨ上升，种

表 １　 安吉县不同种植年限（Ｙ）毛竹林土壤化学性质
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ｍｏｓｏ ｂａｍｂｏｏ ｓｔａｎｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｙｅａｒｓ （Ｙ） ｉｎ Ａｎｊｉ Ｃｏｕｎｔｙ （ｍｅａｎ±ＳＤ）

土层
Ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ
（ｃｍ）

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｐＨ
（Ｈ２Ｏ）

有机碳
Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃ
（ｇ·ｋｇ－１）

碱解氮
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｎ
（ｍｇ·ｋｇ－１）

有效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ
（ｍｇ·ｋｇ－１）

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ
（ｍｇ·ｋｇ－１）

０～２０ ＣＫ ４．５１±０．０５ｂ ２５．１１±１．２６ｂ １３７．１０±４２．７０ａ ０．６４±０．１５ｄ ４０．００±７．２０ｂｃ
５Ｙ ４．６１±０．０８ａｂ ３３．５５±０．９３ａ １０２．２０±３．９０ｂ １．９７±０．４１ａ ６７．００±８．２０ａ
９Ｙ ４．８８±０．１５ａ ２２．８４±３．６８ｃ ９３．１２±３．７０ｂ １．９５±０．４３ａ ４１．００±５．００ｃ
１５Ｙ ４．７１±０．１２ａ ２４．４８±１．１０ｂ ９３．９５±２０．４０ｂ １．４９±０．８５ｂ ４５．７０±３．２０ｂ
１８Ｙ ４．６３±０．０６ａｂ ２０．３１±２．４５ｃ ７０．１５±５．１０ｃ １．２３±０．２５ｃ ４４．７０±５．９０ｂ

２０～４０ ＣＫ ４．５１±０．０３ｂ １４．８３±１．３３ａ ４４．５７±０．８６ｂ １．２９±０．１１ｂ ３１．００±２．６５ｂ
５Ｙ ４．６８±０．０３ａｂ １４．３２±０．９０ａｂ ４５．６４±４．９３ｂ ４．２３±１．９４ａ ４８．００±１．００ａ
９Ｙ ４．７９±０．００ａ １３．８３±１．２３ａｂｃ ６５．４３±２．４２ａ ２．６４±０．７３ａｂ ２６．６７±０．５８ｃ
１５Ｙ ４．７５±０．１５ａ １１．９４±０．６３ｂｃ ５０．８１±４．７４ｂ １．２６±０．５８ｂ ３４．５０±３．５０ｂ
１８Ｙ ４．６５±０．０５ａｂ １１．５２±０．６４ｃ ４６．９３±０．８２ｂ １．２６±０．４１ｂ ３３．００±２．００ｂ

同列不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０．０５ ｌｅｖｅｌ． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

２４７３ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 应　 用　 生　 态　 学　 报　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２８ 卷



植第 ９ 年和 １５ 年时明显高于对照；表层土壤在经营

初期（５Ｙ）有机碳、有效磷和速效钾的含量显著增

加，而碱解氮则明显下降．毛竹纯林种植 １８ 年时土

壤有机碳、碱解氮和有效磷含量显著低于其他种植

年限样地，速效钾则与对照无显著差异．亚表层土壤

除碱解氮外大多数化学性质变化规律与表层土壤相

似，土壤碱解氮的最大值出现在第 ９ 年且显著高于

其余样品．相关性分析结果表明，安吉县表层有机碳

与速效钾含量之间呈极显著正相关，ｐＨ 和有效磷含

量呈显著正相关；亚表层土壤碱解氮含量分别与 ｐＨ
和速效钾呈显著正相关，速效钾和有效磷呈显著正

相关．
长兴县不同种植时间毛竹林土壤化学性质变化

见表 ２．不同时间毛竹林表层土壤 ｐＨ 均无显著差

异；有机碳含量在第 ５ 年和第 ２０ 年时较高且显著高

于其他样品；速效钾在前 ２０ 年含量逐渐下降，第 ５０
年时又显著上升；第 ５ 年时碱解氮含量显著下降，之
后随着经营时间的增加含量逐渐回升，但仍低于对

照．亚表层土壤有机碳含量变化规律与表层相似，速
效钾和有效磷含量在第 ５ 年时显著上升，碱解氮含

量在第 ５ 年时最低．相关性分析表明，长兴县毛竹林

表层土壤有机碳与碱解氮含量呈显著正相关，亚表

层土壤有机碳分别与碱解氮和速效钾呈极显著正

相关．
２ ２　 基于 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 的细菌群落结构及多样性

ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 是一种半定量方法，理论上图谱中

一个条带对应一个物种，条带亮度可表达对应物种

丰度，亮度越大丰度越高．通过对安吉县毛竹林表层

土壤细菌结果分析发现，１５ 个样品共扩增出 ３５ 个

条带，大多数条带均为所有样品的共性条带，其中条

带 ５、１２、１５、１６ 亮度大，为所有土壤的优势菌种（图

１）．改种 ５ 年时条带亮度与对照差别不大，但平均条

带数量比对照多 ３ 条，说明马尾松改种毛竹林后短

期内土壤表层细菌原来物种丰度没有受到影响，反
而增加了新物种；而 ９ 年之后则随着毛竹种植时间

增加条带数量和亮度逐渐下降，亮度下降特别明显

的有条带 ６、８、９、１８，说明在改种毛竹的 １８ 年时间

内，随着毛竹纯林时间的增加土壤细菌的群落结构

发生了明显变化．长兴县毛竹林表层土壤 １５ 个样品

共计 ３８ 个条带，毛竹改种 ５０ 年时条带数（３３）多于

其他处理（２７ ～ ２９）．改种 ５ 年时多数条带的亮度增

加，之后随着毛竹纯林时间的增加整体亮度下降，说
明毛竹入侵形成纯林后在短期内对表层土壤的细菌

数量起到促进作用，而随着时间的增加细菌数量逐

渐下降．表层土壤共有 ９ 条共性条带，且随着时间增

加总体呈下降趋势，其中亮度最大的条带 １５ 下降最

明显，５０ 年时其亮度已与其他条带没有区别．
　 　 安吉县毛竹林亚表层土壤的条带数量随着种植

时间表现为先增加后下降的变化规律，与表层土壤

相似；亚表层土壤细菌 ＤＧＧＥ 条带数少于表层土

壤；随着毛竹纯林种植时间增加条带亮度也逐渐变

弱，但下降的幅度不如表层土壤明显．长兴县亚表层

土壤细菌的变化规律与安吉县略有不同，对照 ＣＫ
的条带亮度明显低于 ５ 年的毛竹纯林，之后随着毛

竹种植时间的增加条带数和亮度呈下降趋势，２０ 年

时最少，５０ 年时略有恢复．除对照外，亚表层土壤的

条带数量和亮度均高于表层土壤．
　 　 根据土壤细菌 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 图谱中条带位置和

亮度的数值化信息计算 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（表 ３）．为了进

一步揭示影响土壤细菌多样性的因素，进行了毛竹

种植时间梯度、土层和样地的 ３ 因子方差分析，结果

表明，样地、土层以及种植时间梯度对土壤细菌多

表 ２　 长兴县不同种植年限（Ｙ）毛竹林土壤化学性质
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ｍｏｓｏ ｂａｍｂｏｏ ｓｔａｎｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｙｅａｒｓ （Ｙ） ｉｎ Ｃｈａｎｇｘｉｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ （ｍｅａｎ±ＳＤ）

土层
Ｓｏｉｌ
ｌａｙｅｒ （ｃｍ）

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｐＨ
（Ｈ２Ｏ）

有机碳
Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃ
（ｇ·ｋｇ－１）

碱解氮
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｎ
（ｍｇ·ｋｇ－１）

有效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ
（ｍｇ·ｋｇ－１）

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ
（ｍｇ·ｋｇ－１）

０～２０ ＣＫ ５．１４±０．３７ａ １０．７４±１．０２ｂ ２２４．９±８．４８ａ ２．３９±０．３４ｂ ２７．５６±４．８８ｂ
５Ｙ ５．３６±０．１２ａ ２０．０９±２．０６ａ １３５．７±１２．６５ｄ ２．５４±０．３２ｂ ２３．２４±１．９４ｂ
１２Ｙ ５．０７±０．２３ａ １０．９６±１．７６ｂ １５８．０±５．８８ｃ ２．７２±０．５８ｂ ２４．６６±２．８８ｂ
２０Ｙ ５．４２±０．０４ａ １０．７５±０．９４ｂ １８４．７±１３．００ｂ ５．９０±０．９７ａ ２０．９８±１．８８ｂ
５０Ｙ ５．１６±０．１５ａ １７．４６±０．７９ａ １７６．７±４．７３ｂｃ ２．６３±０．７４ｂ ３９．３９±５．８４ａ

２０～４０ ＣＫ ４．９９±０．１６ａ ５．６８±１．７８ｂ １２７．７±１５．６７ａ ９．３４±０．９０ａ １６．４９±３．６４ｃ
５Ｙ ５．１７±０．２５ａ １２．７９±２．１０ａ ７４．４±１．９１ｂ ２．５９±０．６５ｂ ２５．３９±４．１８ｂ
１２Ｙ ５．０７±０．１７ａ ７．５３±２．５９ｂ １０９．１±４．８７ａ ２．６６±０．８４ｂ ２２．７６±０．８２ｂｃ
２０Ｙ ４．９９±０．０６ａ ５．４３±１．４４ｂ １２７．３±７．１７ａ ２．５５±１．９０ｂ １９．１５±１．８４ｂｃ
５０Ｙ ４．９７±０．１８ａ １４．００±３．１１ａ １０９．１±９．７４ａ ５．４１±１．７９ｂ ３４．８７±２．１３ａ
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图 １　 毛竹林不同种植年限（Ｙ）土壤细菌群落结构的 ＤＧＧＥ 图谱
Ｆｉｇ．１　 ＤＧＧＥ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｂａｍｂｏｏ ｓｔａｎｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｙｅａｒｓ （Ｙ）．
Ａ、Ｂ 分别为安吉县毛竹林表层和亚表层土壤 Ａ ａｎｄ Ｂ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｓｕｂｓｕｒｆａｃｅ ｓｏｉｌ ｏｆ ｂａｍｂｏｏ ｓｔａｎｄｓ ｉｎ Ａｎｊｉ Ｃｏｕｎｔｙ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； Ｃ 和 Ｄ 分
别为长兴县毛竹林表层和亚表层土壤 Ｃ ａｎｄ Ｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｓｕｂｓｕｒｆａｃｅ ｓｏｉｌ ｏｆ ｂａｍｂｏｏ ｓｔａｎｄｓ ｉｎ Ｃｈａｎｇｘｉｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． 图中带箭头
的阿拉伯数字为条带编号 Ａｒａｂｉｃ ｎｕｍｂｅｒ ｗｉｔｈ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｉａｌ ＤＧＧＥ ｂａｎｄ． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

表 ３　 毛竹林种植年限、样地和土层（３ 因子）对土壤细菌和真菌 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数的影响结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｙｅａｒｓ， ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒｓ （Ｔｈｒｅｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ） ｏｎ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ
ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｆｕｎｇｉ
Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

样地
Ｓｉｔｅ
（Ｌ）

土层深度
Ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ
（ＳＤ）

时间梯度
Ｔｉｍｅ ｇｒａｄｉｅｎｔ

（Ｇ）

Ｌ×ＳＤ ＳＤ×Ｇ Ｌ×Ｇ Ｌ×ＳＤ×Ｇ

细菌 Ｂａｃｔｅｒｉａ ６０．２２∗∗ ９０．０２∗∗ ３．９８∗∗ １０５．００∗∗ ０．６２ ０．３０ １．９８
真菌 Ｆｕｎｇｉ ３８．７８∗∗ ３６．３９∗∗ ５．３０∗∗ ２１．３０∗∗ ０．６４ ０．３２ １．５９
∗ Ｐ＜０．０５； ∗∗ Ｐ＜０．０１．

多样性指数的影响均达极显著水平，其中样地和土

层的 Ｆ 值远大于毛竹种植时间梯度，样地和土层的

双因子交互作用的 Ｆ 值大于独立作用，而时间梯度

分别与样地及土层的双因子交互作用、以及三者的

３ 因子交互作用均不显著．
冗余分析（ＲＤＡ）能反映样方（平面散点）之间

的相互关系、以及样方与环境因子的关系．为了揭示

毛竹种植时间对土壤细菌结构的影响，以毛竹林土

壤细菌 ＤＧＧＥ 条带位置和相对光密度信息为因变

量、土壤化学性质为变量进行冗余分析，箭头连线长

度越长表示该环境因子与样本分布相关性越大，即
对所有样本的分布格局影响最大；变量箭头连线与

样点到坐标中心连线之间的夹角越小，表示该环境

因子与样点关系越密切，连线越长对该样地细菌或

真菌结构影响越大．安吉县表层土壤第 １ 排序轴和

第 ２ 排序轴分别解释了样本中 ３５．５％和 ２４．８％的变

异（图 ２）；第 １ 排序轴上依次分布着第 １ 组 ＣＫ 和

１８Ｙ、第 ２ 组 ５Ｙ、第 ３ 组 ９Ｙ 和 １５Ｙ，同一组的土壤细

菌结构相似度大．ＣＫ 和种植时间最长的 １８Ｙ 在第 ２
排序轴上被进一步区分，说明仍存在微小差异．土壤

性质的箭头连线长度依次为有效磷、碱解氮和 ｐＨ，
其中有效磷的影响达到了显著水平，对样地变异的

解释为 １４．０％（表 ４）．有效磷、ｐＨ 与 ９Ｙ、１５Ｙ 土壤细

菌结构关系密切，随着有效磷含量增加，沿第 １ 轴依
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表 ４　 不同环境变量对毛竹林土壤细菌和真菌群落的解释
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｘｐｌａｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｆｕｎｇｉ ｉｎ Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ
ｅｄｕｌｉｓ ｓｔａｎｄｓ （％）

项目
Ｉｔｅｍ

样地　 　 　
Ｓｉｔｅ　 　 　

土层深度
Ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ （ｃｍ）

ｐＨ
（Ｈ２Ｏ）

有机碳
Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃ

碱解氮
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｎ

有效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ

合计
Ｔｏｔａｌ

细菌 安吉县 ０～２０ ８ ６ １０ １４ ６ ４４
Ｂａｃｔｅｒｉａ Ａｎｊｉ Ｃｏｕｎｔｙ ２０～４０ ７ ９ １２ ４ ５ ３７

长兴县 ０～２０ ８ ２１ １２ ７ ３ ５１
Ｃｈａｎｇｘｉｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ ２０～４０ ６ ５ ９ １１ １６ ４７

真菌 安吉县 ０～２０ ９ ７ ９ １１ ７ ４３
Ｆｕｎｇｉ Ａｎｊｉ Ｃｏｕｎｔｙ ２０～４０ ８ ９ ８ ６ １０ ４１

长兴县 ０～２０ １２ １３ １３ １１ ６ ５５
Ｃｈａｎｇｘｉｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ ２０～４０ ５ ９ ６ １７ １６ ５３

图 ２　 毛竹林土壤化学性质与细菌群落结构的冗余分析
Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓ ｓｔａｎｄｓ．
ＡＮ： 碱解氮 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｎ； ＡＫ： 速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ； ＯＣ： 有机碳 Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃ； ＡＰ： 有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

次出现第 １ 组（ＣＫ 和 １８Ｙ）、第 ２ 组（５Ｙ）和第 ３ 组

（９Ｙ 和 １５Ｙ）．安吉县亚表层土壤第 １、２ 排序轴解释

的变量情况与表层土壤相似，第 １ 排序轴将 ９Ｙ 与

其他土壤明显区分，第 ２ 排序轴又将 ＣＫ 与 １５Ｙ 和

１８Ｙ 区分．与表层不同，亚表层土壤碱解氮的箭头最

长，且与 ９Ｙ 土壤的细菌结构关系密切，对样地变异

的解释为 １２．０％，但没有达到显著水平．
长兴县毛竹林表层土壤第 １、第 ２ 排序轴共解

释的样本的总变异最高（７１．８％），解释率最高的是

碱解氮（１２．０％）．不同种植时间样地分布的相互关

系与安吉县有相似之处，对照与毛竹种植 ５０Ｙ 在第

１ 排序位置距离最近，两者的细菌群落结构相似；
１２Ｙ 样地与所有土壤指标的相关度小或者负相关；

有机质的解释率最高，为 ２１．０％，但没有达到显著水

平．长兴县毛竹林亚表层土壤第 １ 和第 ２ 排序轴共

解释了样本中 ５８．２％的总变异，速效钾对样地土壤

细菌结构变化的影响达到显著水平，对样地变异的

解释为 １６．０％．５０Ｙ 一组，与速效钾关系密切；５Ｙ、
１２Ｙ 和 ２０Ｙ 为第 ２ 组，与土壤 ｐＨ 关系密切；第 ３ 组

对照与碱解氮以及有效磷关系密切．说明随着毛竹

种植时间增加，土壤细菌结构逐渐演变．
２ ３　 基于 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 的真菌群落结构及多样性

安吉县毛竹林 １５ 个土壤表层样品共检测到 ２５
个真菌条带（图 ３），ＣＫ、５Ｙ、９Ｙ 和 １８Ｙ 的条带数差

异不大．前期不同处理之间虽然数量上差别不大，但
条带位置发生了变化 ．除共性条带５随着毛竹种植
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图 ３　 毛竹林不同种植年限（Ｙ）土壤真菌群落结构的 ＤＧＧＥ 图谱
Ｆｉｇ．３　 ＤＧＧＥ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｂａｍｂｏｏ ｓｔａｎｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｙｅａｒｓ （Ｙ）．

图 ４　 毛竹林土壤性质与真菌群落结构的冗余分析
Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ ｓｏｉｌｓ ｉｎ Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓ ｓｔａｎｄｓ．

时间增加外，其余共性条带不同处理中亮度变化规

律性不明显．总体上毛竹种植 ９ 年之后条带整体亮

度呈逐渐下降趋势，说明了土壤真菌的丰度呈下降

趋势．长兴县毛竹林 １５ 个表层土壤样品共检测到 ２８
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个条带，５Ｙ、１２Ｙ 和 ５０Ｙ 最多，２０Ｙ 与对照最少，说
明改种毛竹林后表层土壤真菌物种数量增加；条带

１２ 在 ５０Ｙ 土壤中亮度最大．
安吉县毛竹林亚表层土壤 １５ 个样品共检测到

１９ 个真菌条带，其中 １８Ｙ 最高，平均达 １７．０ 条．亮度

最大的共性条带 ２ 出现在所有样品中，随着毛竹纯

林时间的增加优势减弱．长兴县毛竹林 １５ 个亚表层

样品共检测到 ２４ 个条带，２０Ｙ 和 ５０Ｙ 所有条带亮度

均有所下降．
对毛竹种植时间、土层和样地的 ３ 因子方差分

析结果与细菌相似，土壤真菌多样性指数同样受样

地、土层以及种植时间的极显著影响，但样地和土层

对土壤真菌多样性指数影响不如细菌，相反种植时

间对真菌的影响大于细菌；样地和土层两者对细菌

和真菌的交互作用均达到极显著水平，而种植时间

分别与样地及土层的双因子交互作用以及三者的 ３
因子交互作用均不显著（表 ３）．

冗余分析表明，第 １、２ 排序轴共解释了安吉县

表层土壤样本 ５６．５％的总变异（图 ４），几个土壤性

质箭头长度及解释率差别不大（表 ４），说明对样本

分布的影响度比较均匀． ＣＫ、５Ｙ 和 ９Ｙ 分布在第 １
排序轴的右侧，１５Ｙ 和 １８Ｙ 在左侧；种植时间最长

的样地（１８Ｙ）与其他样地的差异最大，与所有性质

呈负相关．安吉县亚表层土壤真菌第 １、２ 排序轴共

解释了样本 ６５．５％的总变异；样品分为两组，ＣＫ 和

１０Ｙ 一组，与碱解氮和有机碳关系密切；其余样地为

一组，与 ｐＨ、有效磷和速效钾关系密切．
长兴县表层土壤真菌第 １、２ 排序轴共解释了样

本中 ６４．４％的总变异（图 ４），所有样品可分为 ＣＫ、
５Ｙ 和其余样地 ３ 组．长兴县亚表层土壤真菌第 １、第
２ 排序轴共解释了样本 ６４．６％的总变异，样品在第 １
排序轴上可分为两组，ＣＫ 和 ５０Ｙ 分布在右侧，说明

毛竹种植时间达到 ５０Ｙ 时亚表层土壤真菌结构相

比其他时间更加接近 ＣＫ；综合第 １ 排序和第 ２ 排序

轴的距离，５Ｙ 和 ＣＫ 两者相距最远，说明改种毛竹

短期内土壤真菌结构发生较大变化．速效钾和有效

磷的影响达到了显著和极显著水平，对样地变异的

解释分别为 １６．０％和 １７．０％．

３　 讨　 　 论

影响土壤微生物多样性和群落结构变化的因素

很多，其中土壤水分、养分、有机质和 ｐＨ 等是重要

因素［１１－１２］ ．由于土壤中异养微生物占很大比例［４］，
因此有机碳的数量和质量是影响微生物，特别是真

菌的重要因子［１３］ ．毛竹拥有旺盛的生长能力和强大

的扩鞭能力［１４］，毛竹替代其他森林后最直接的影响

主要是植被类型发生转换．安吉县马尾松林砍伐后

改种毛竹，土壤翻耕加快了土壤有机质分解．长兴县

毛竹入侵杂灌阔叶林则主要通过毛竹根系分泌物以

及凋落物分解对土壤有机质产生影响．土壤养分因

为毛竹改种前后土壤有机质转化以及植物对养分吸

收的差异等间接作用而发生变化．
土壤细菌和真菌的 ＤＧＧＥ 图谱显示，随着毛竹

种植时间的增加，土壤细菌和真菌带谱发生了变化．
土壤细菌的带谱变化规律较明显，且相同种植时间

的几个土壤，即重复之间带谱的相似度较高（图 １）；
而不同地区土壤真菌结构随时间的变化规律的一致

性以及同一样地的样品的重复性都不如细菌（图
３）．ＲＤＡ 分析中样点的分布格局是土壤性质和细菌

或土壤性质和真菌结构综合作用的结果，相同的样

地和土壤性质下细菌和真菌的 ＲＤＡ 分布格局完全

不同．毛竹林土壤细菌群落结构的冗余分析结果把

所有年龄梯度的样地完全区分开来（图 ２），而土壤

真菌群落结构出现 ２ 个甚至 ３ 个年龄梯度的样点聚

在一起的现象，说明土壤细菌结构比真菌结构对长

期毛竹种植响应更敏感．土地利用方式改变土壤微

生物群落结构报道不少， Ｊｅｓｕｓ 等［１５ 和 Ｗａｌｌｅｎｉｕｓ
等［１６］发现土地利用方式改变细菌的群落结构，Ｌｕ⁃
ｐａｔｉｎｉ 等［１７］发现土壤真菌较古菌更易受土地利用影

响，真菌也容易受到植被类型和土壤管理的影

响［１８］ ．以上报道中的不同土地利用对象，其植被类

型、生态系统以及相应的土壤差异均较大，如天然草

地、天然森林、桉树（Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ）、大豆（Ｇｌｙ⁃
ｃｉｎｅ ｍａｘ）等［１７］，土壤真菌的结构变化明显．本研究

从马尾松林改种毛竹林，随着毛竹种植时间的增加，
土壤性质变化不明显，对真菌影响小．表层土壤细菌

结构变化出现一个共同规律：安吉县和长兴县的对

照、５Ｙ 以及种植时间最长样地（安吉县 １８Ｙ、长兴县

５０Ｙ）分布在第 ２ 排序轴的同一侧，且对照与最长时

间样地距离更近．说明毛竹种植 ５ 年时土壤细菌结

构发生变化但并不显著，之后随着时间增加变化加

剧，但随着种植时间的增加，土壤细菌群落表现出向

种植毛竹之前的状态恢复的趋势．何冬华等［１９］ 对长

期种植毛竹林土壤固氮细菌的研究也发现了类似的

规律．事实上，微生物的这种抵抗外界干扰、恢复到

初始状态的特殊功能已经在其他许多系统中被证

实［２０－２２］ ．另外，我们的结果也印证了孙棣棣等［８］ 应

用磷脂脂肪酸分析（ＰＬＦＡ）得出的结果，即天然马尾
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松林改种毛竹短期（５ 年）内微生物量和多样性下

降，而随着毛竹栽培时间的增加逐渐恢复，至 ２５ 年

时逐渐恢复到改造前（马尾松林）水平．李潞滨等［２３］

研究也发现，高级别分类水平下毛竹林土壤细菌种

群与其他天然林没有差别．然而这种规律没有表现

在亚表层的细菌和所有土层的真菌结构中，其原因

值得进一步探索．
毛竹种植时间梯度、土层和样地的 ３ 因子方差

分析发现，土层和样地的 Ｆ 值明显高于时间梯度的

Ｆ 值，说明采样地点、土层差异对土壤细菌和真菌多

样性的影响远大于毛竹种植时间，这是因为不同样

地和不同土层土壤基本理化性质之间差异远比同一

土层因毛竹种植时间导致的土壤性质变化大．多样

性指数相对于群落结构而言变化较小的结果与 Ｂｉｓ⁃
ｓｅｔｔ 等［２４］结果相似，长期不同的土地管理方式改变

了土壤细菌、真菌以及古菌组成，但土壤细菌的多样

性则没有明显变化．
土壤细菌和真菌结构变化的驱动因子：土壤的

多项性质在 ５ 年时均有显著变化（升高或下降），其
中有机质和碱解氮的显著变化发生在除安吉县亚表

层以外的所有土壤（表 １、表 ２）．冗余分析可以揭示

土壤性质对微生物结构的影响，安吉县和长兴县表

层和亚表层土壤的梯度样地在 ＲＤＡ 平面图中分布

规律不完全一致（图 ２、图 ４），没有特别明显的 １ 个

或 ２ 个因子驱动土壤细菌和真菌结构变化；影响不

同土层样点分布规律的主要土壤因子（最长向量）
不同，安吉县和长兴县两地 ４ 个土层中，只有 ３ 个土

层的有效磷和速效钾分别或共同对土壤细菌和真菌

的影响达到显著水平，其他因子的影响都没有达到

显著水平．原因是毛竹对养分的需求不同于其他树

种，毛竹替代其他林分后有效磷和速效钾均发生变

化，李永春等［２５］ 和吴家森等［２６］ 在天目山也发现类

似现象．刘卜榕等［２７］ 发现毛竹林土壤性质对细菌群

落结构的影响大于植被．土壤有机质和碱解氮虽然

在第 ５ 年时变化明显，但从整个时间梯度看对细菌

和真菌的群落结构影响不显著．值得注意的是，所有

土层土壤 ＲＤＡ 的第 １、２ 排序轴累计解释变量值不

高，大部分在 ６０．０％ ～ ６５．０％，各个土壤因子的解释

率之和也只有 ３７．０％～５７．０％，说明驱动土壤细菌和

真菌变化的因子，除了所测的 ５ 个理化指标以外还

有其他因子起作用，如有机碳的品质．研究表明，人
工造林或外来植物入侵会影响到森林群落的物种组

成、群落结构、生物量分配以及凋落物的数量和质

量［２８］，对土壤有机质的化学组成和微生物的群落结

构影响较大［１１］ ．毛竹林土壤的水溶性有机物和腐殖

质的化学组成与阔叶林、杉木林和马尾松林均存在

差异［６］ ．因此，改种毛竹林后土壤有机质化学组成和

结构的变化可能是重要因素，有待后续研究证明．从
北美洲到南美州的美洲大陆以及北极苔原大尺度范

围的研究发现，虽然植被和温度等对土壤微生物有

一定影响［２９］，但 ｐＨ 是土壤微生物群落组成、空间

分布的关键驱动因子［３０－３２］，其中优势菌门、相对丰

度都和 ｐＨ 呈显著相关［２９，３３］ ．然而，本研究中土壤

ｐＨ 没有表现出对土壤微生物群落的显著影响，原因

是土壤 ｐＨ 随着毛竹种植时间变化的幅度太小（小
于 １ 个单位）．

４　 结　 　 论

毛竹替代阔叶或马尾松形成纯林后，随着毛竹

纯林种植时间的增加土壤细菌和真菌的结构发生变

化，且细菌结构对毛竹种植时间响应更敏感，表层土

壤细菌群落表现出抵抗干扰、恢复到改种前的结构

趋势．多因子方差分析证明，毛竹种植时间、样地和

土层均对土壤细菌和真菌多样性产生显著影响，其
中样地和土层的影响明显大于种植时间．冗余分析

表明，土壤 ｐＨ、有机质、碱解氮、有效磷和速效钾含

量等 ５ 个土壤指标对样地变化的解释率大多低于

６５．０％，推测可能有其他土壤性质驱动微生物结构

的变化；不同地点、不同土层驱动土壤微生物结构随

着时间变化的主要因子缺乏一致性，说明是多因子

共同作用导致细菌和真菌的结构变化．综合土壤性

质、细菌和真菌的结构以及多样性的变化得出结论，
安吉县 １８ 年、长兴县 ５０ 年的毛竹种植对土壤生态

功能没有不良影响．
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