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摘　 要　 为探明施肥处理对雷竹林土壤真菌群落特征的影响，采用末端限制性片段长度多态
性（Ｔ⁃ＲＦＬＰ）和荧光定量 ＰＣＲ 技术，分析有机肥（Ｍ）、化肥（ＣＦ）、化肥配施有机肥（ＣＦＭ）、化
肥配施有机肥加覆盖（ＣＦＭＭ）及不施肥（ＣＫ）处理土壤真菌群落结构和数量特征．结果表明：
施肥显著影响真菌群落结构与多样性，表层（０ ～ ２０ ｃｍ）土壤中 Ｍ、ＣＦＭＭ 处理与 ＣＫ，亚表层
（２０～４０ ｃｍ）土壤中 ＣＦ、ＣＦＭＭ 处理与 ＣＫ 之间真菌群落结构均存在明显差异；且表层土壤中
ＣＦ、ＣＦＭＭ 处理真菌 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和均匀度指数显著低于 ＣＫ．Ｍ、ＣＦＭ 处理表层土壤真菌数量
显著高于 ＣＫ．土壤有机质、全氮、铵态氮和速效钾含量显著影响了真菌群落结构的变异；全
氮、铵态氮、硝态氮含量与真菌数量均呈显著正相关．表明雷竹林表层和亚表层土壤中真菌群
落对施肥处理的响应存在明显差异，表层土壤真菌群落明显受有机质添加的影响，而亚表层
则对化肥投入较为敏感；施肥对真菌群落多样性的影响主要集中在表层土壤．
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　 　 竹林生态系统不仅是我国森林资源的重要组成

部分，也是陆地生态系统中重要的碳汇和碳源［１］ ．雷
竹是分布在我国南方的优良笋用竹种，具有成林快、
出笋早、笋期长的特点，由于经济价值较高，近 ２０ 多

年来越来越多水稻田被改种为雷竹林［２］ ．施肥是雷

竹林丰产培育的重要经营措施之一，长期施肥不仅

造成了土壤酸化［３］、退化［４］ 等一系列生态问题，也
导致竹笋硝酸盐含量严重超标［５］，从而影响了雷竹

林可持续生产．已有研究表明，长期施肥尤其是施用

化肥［６］导致了土壤氮素过饱和、氮素流失等一系列

生态环境问题［７］ ．目前，雷竹林集约经营模式下氮肥

的利用率不足 ３０％，大量氮肥过剩导致土壤中氮含

量总体上呈增加趋势［８］ ．
有机质具有保持和供应铵态氮、硝态氮，促进氮

素矿化的作用，且在酸性条件下更有利于转化成矿

质氮［９］ ．养分和微生物是土壤肥力和生产力的两个

最重要的指标，微生物作为有机质分解和氮素矿化

的“工程师”，其种类和密度对氮素矿化有强烈的控

制作用［１０］ ．研究表明，水稻田改种雷竹林后土壤细

菌 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数增加，但长期集约经营模式下细菌

多样性先增加后大幅降低［１１］ ．真菌与植被间有着复

杂且密切的相互关系，对植物的生长发育起至关重

要的作用［１２］ ．真菌在自然生态系统中作为分解者，
不但有利于植物吸收氮磷等营养元素，在促进土壤

团聚体形成、改良土壤结构等方面的作用也不容忽

视［１３］ ．施肥能通过改变植物生理、土壤营养状况等

条件，从而改变土壤真菌群落结构［１４］，土壤真菌的

多样性和群落结构与土壤碳含量显著相关［１５－１６］ ．有
研究表明，在酸性森林土壤等特定生态系统中，真菌

在氮素转化过程中起重要作用［１７］ ．然而在酸化现象

日益严重的雷竹林土壤中，不同的施肥方式如何影

响真菌群落结构及多样性，特别是真菌在有机质分

解、氮素转化过程中扮演的角色尚不得而知．
施肥在一定程度上改变了土壤结构与化学组

成，该过程中肥料类型、施用方式、土壤类型以及利

用方式都会对土壤真菌群落结构与多样性产生影

响［１８－１９］ ．有研究表明，不同肥料的施用对土壤真菌

多样性的影响不明显［２０］；但也有研究认为，与单施

化肥相比，长期施用有机肥不仅能改善土壤微生态

环境，也显著提高了真菌群落的多样性［２１］； Ｑｉｎ
等［２２］研究也表明，雷竹林土壤真菌群落能够快速响

应于集约经营措施，然而不同施肥方式对雷竹林土

壤真菌群落及多样性的影响尚鲜见报道．真菌的遗

传多样性是真菌结构和功能多样性的基础，决定着

真菌在土壤中的作用［２３］ ．为此，本文拟采用 Ｔ⁃ＲＦＬＰ
与荧光定量 ＰＣＲ 等技术分析不同施肥方式对雷竹

林土壤真菌群落特征的影响，探讨不同施肥处理对

雷竹林表层和亚表层土壤真菌群落结构、多样性和

数量的影响方式及其与土壤化学性质的关联，为雷

竹林科学施肥和可持续生产提供科学依据．

１　 研究地区与研究方法

１􀆰 １　 研究区概况与样地设置

试验地为浙江省临安市太湖源镇（３０°１７′５８″ Ｎ，
１１９°３４′０２″ Ｅ），试验区为典型亚热带季风气候．年均

气温 １６ ℃，年降水量 １５５０ ｍｍ，降雨主要集中在夏

季，无霜期 ２３６ ｄ，全年日照时数为 １９００ ｈ．站点海拔

１８５ ｍ，研究区土壤类型以红壤为主．试验地原为水

稻田后改种为雷竹林，移栽建成竹林历时 ５ 年，期间

没有施加任何肥料．于 ２０１０ 年 ６ 月起设置不同施肥

处理试验，共 ５ 个处理：１）不施肥（ＣＫ）；２）单施有

机肥（Ｍ）；３）单施化肥（ＣＦ）；４）化肥配施有机肥

（ＣＦＭ）；５）化肥配施有机肥加覆盖（ＣＦＭＭ）．本文中

施用的有机肥为雷竹专用有机肥，主要成分：５０％畜

禽粪便，２０％山核桃外蒲壳基质，其他为蛭石等添加

料；其中，全 Ｎ １．５５％，全 Ｐ ２．９６％，全 Ｋ １．２４％．采用

随机区组设计，重复 ３ 次，共 １５ 个小区（小区面积为

１０ ｍ×１０ ｍ）．覆盖指在当年 １２ 月施肥并覆盖一层稻

草，在稻草上覆盖砻糠，持续到次年 ４ 月移除砻糠，
ＣＦＭＭ 处理是目前雷竹林常见的集约经营模式．各
处理具体施肥的用量与种类见表 １，施肥于每年 ５、
９、１２ 月分次进行．
１􀆰 ２　 土壤样品采集与处理

于 ２０１５ 年 ６ 月在每个小区中，按 ５ 点取样法分

层采集土壤样本．具体方法如下：先去除地表凋落物

及残留覆盖物等，然后分别采集 ０～２０ 与 ２０ ～ ４０ ｃｍ
的土壤样品，并将每个小区中分层采集的土样过

２ ｍｍ筛后混匀为一个混合样，５个不同处理２个土

９６１１４ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 陈志豪等： 不同施肥模式对雷竹林土壤真菌群落特征的影响　 　 　 　 　



表 １　 不同处理的施肥量
Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

每次施肥量
Ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ （ｋｇ·ｈｍ－２）

尿素
Ｕｒｅａ

磷肥
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ

钾肥
Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ
ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ

有机肥
Ｏｒｇａｎｉｃ
ｍａｎｕｒｅ

ＣＫ ０ ０ ０ ０
Ｍ ０ ０ ０ ７５００
ＣＦ ４３８ ４３８ ４３８ ０
ＣＦＭ、ＣＦＭＭ ８００ ３３３ ３６７ ３７５０
ＣＫ： 对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ； ＣＦ： 单施化肥 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｏｎｌｙ； Ｍ： 单施有
机肥 Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｎｕｒｅ ｏｎｌｙ； ＣＦＭ： 化肥配施有机肥 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ
ｗｉｔｈ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｎｕｒｅ； ＣＦＭＭ： 化肥配施有机肥加覆盖 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉ⁃
ｚｅｒ ｗｉｔｈ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｎｕｒｅ ｐｌｕｓ ｍｕｌｃｈｉｎｇ． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

层共计得到 ３０ 个混合土样．将新鲜土样用冰盒带回

实验室并分为两份，一份置于室内自然风干，研磨过

筛后用于土壤理化性质分析；另一份立即冷冻干燥

保存于－８０ ℃，用于提取土壤微生物总 ＤＮＡ．
１􀆰 ３　 分析方法

１􀆰 ３􀆰 １ 土壤化学性质 　 参照《土壤农化分析》 ［２４］ 中

的方法．采用复合电极测定土壤 ｐＨ 值，水土比为

５ ∶ １；采用 Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７⁃Ｈ２ ＳＯ４外加热法测定土壤有机

质；半微量凯氏法测定全氮；靛酚蓝比色法测定铵态

氮；镀铜镉还原⁃重氮化偶合比色法测定硝态氮；碱
解扩散法测定碱解氮；采用 Ｂｒａｙ 法，ＨＣｌ⁃ＮＨ４Ｆ 溶液

浸提，钼锑抗比色法测定有效磷；用 ＮＨ４Ａｃ 提取，火
焰光度计法测定速效钾．
１􀆰 ３􀆰 ２ 土壤微生物总 ＤＮＡ 提取 　 采用 ＰｏｗｅｒＳｏｉｌＴＭ

总 ＤＮＡ 提取试剂盒提取土壤微生物总 ＤＮＡ，称取

０．３ ｇ 保存于－８０ ℃冰箱中的土壤样品，按试剂盒说

明书过程提取总 ＤＮＡ；用 １％的琼脂糖凝胶电泳检

测所提取的 ＤＮＡ 片段大小，提取得到的 ＤＮＡ 样品

保存于－２０ ℃冰箱备用．
１􀆰 ３􀆰 ３ 土壤真菌群落分析 　 采用 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 方法分析

雷竹林土壤真菌群落，ＩＴＳ 序列 ＰＣＲ 扩增采用引物

ＩＴＳ１Ｆ （ ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ ） 和 ＩＴＳ４
（ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ），上游引物 （ ＩＴＳ１Ｆ）
的 ５′端用 ＦＡＭ 荧光标记．反应体系为 ２０ μＬ，其中

Ｐｒｅｍｉｘ １０ μＬ，模板 ＤＮＡ ０．３ μＬ，引物各 ０．２ μＬ，Ｂｏ⁃
ｖｉｎｅ Ｓｅｒｕｍ Ａｌｂｕｍｉｎ ０．２ μＬ，无菌超纯水 ９．１ μＬ．反应

条件为：９４ ℃，５ ｍｉｎ；９４ ℃，１ ｍｉｎ，５１ ℃，１ ｍｉｎ；７２
℃，１ ｍｉｎ，循环 ３２ 次，７２ ℃，１０ ｍｉｎ．ＰＣＲ 产物纯化

后，用限制性内切酶 Ｈｉｎｆ Ｉ 进行酶切，反应体系为

２０ μＬ，其中酶 １ μＬ，纯化产物 ８ μＬ，缓冲液 ２ μＬ，超
纯水 ９ μＬ．酶切程序为：３７ ℃，４ ｈ；６５ ℃，２０ ｍｉｎ．酶
切产物用 ＡＢＩ３７３０ 进行扫描，分析软件为 Ｐｅａｋ

Ｓｃａｎｎｅｒ Ｓｏｆｔｗａｒｅ １．０．
１􀆰 ３􀆰 ４ 土壤真菌数量的定量分析　 采用荧光染料掺

入法（ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ）进行 ｑＰＣＲ 来测定真菌数量．采
用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ ＥｘＴａｑＴＭ试剂盒（Ｔａｋａｒａ），使用 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ ＣＦＸ９６ Ｃ１０００ＴＭ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ 仪器对土壤真菌

进行荧光定量 ＰＣＲ 扩增，每份 ＤＮＡ 样品 ３ 次重复．
荧光定量 ＰＣＲ 反应体系 ２０ μＬ，ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ⁃
ＴａｑＴＭ １０ μＬ，引物（５０ μｍｏｌ·Ｌ－１）各 ０．２ μＬ，模板

１．０ μＬ，超纯水 ８． ６ μＬ． ＰＣＲ 引物为 ＮＳ１ （ＧＴＡＧＴ⁃
ＣＡＴＡＴＧＣＴＴＧＴＣＣ ） 和 Ｆｕｎｇ （ＣＡＴＴＣＣＣＣＧＴＴＡＣ⁃
ＣＣＧＴＴＧ），ｑＰＣＲ 反应条件为：９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎ；９４
℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，４０ 个

循环．用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ® ＮＤ⁃１０００ 测定质粒 ＤＮＡ 浓度并

计算真菌 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数．质粒 ＤＮＡ 浓度为

１２３．６ ｎｇ·μＬ－１，以 １０ 倍梯度对重组质粒进行梯度

稀释（１０－３ ～ １０－８），每个梯度 ３ 个重复，通过 ｑＰＣＲ
扩增获得 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因标准曲线． 扩增效率为

９６．７％～９６．８％，溶解曲线为单一峰，表层、亚表层土

壤真菌基因 ｑＰＣＲ 相关系数分别为 １ 和０．９９９３．
１􀆰 ４　 数据处理与统计分析

使用 ＳＰＳＳ ２３．０ 统计软件进行双因素方差分析

和 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析．用 Ｐｅａｋ Ｓｃａｎｎｅｒ 软件分析各样

品的 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 图谱，去除 Ｔ⁃ＲＦ＜５０ ｂｐ 的引物峰以及

相对峰面积＜１％的杂峰．将筛选后的数据在网站 ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｔｒｅｘ．ｂｉｏｈｐｃ．ｏｒｇ ／ ｉｎｄｅｘ．ａｓｐｘ 上进行过滤，将图谱

中每一个可统计的 Ｔ⁃ＲＦ，视为一个 ＯＴＵ（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
ｔａｘｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ），每个 ＯＴＵ 至少代表一种类型的真

菌．将条带信息提交到 ＭＩＣＡ 网站（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｉｃａ．
ｉｂｅｓｔ． ｕｉｄａｈｏ． ｅｄｕ ／ ｐａｔ． ｐｈｐ）进行在线比对，确定真

菌 Ｔ⁃ＲＦｓ 的种属分类．样品的丰富度指数（Ｓｈａｎｎｏｎ
ｉｎｄｅｘ） 、均匀度指数（ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ）以及优势度指

数（ Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ）均通过 ＢＩＯ⁃ＤＡＰ 软件（ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｎｈｓｂｉｇ．ｉｎｈｓ． ｕｉｕｃ． ｅｄｕ ／ Ｗｅｓ ／ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ． ｈｔｍｌ） 计算．采
用 Ｃａｎｏｃｏ ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ ４．５ 软件（Ｍｉｃｒｏｃｏｍｐｕｔｅｒ Ｐｏｗ⁃
ｅｒ， Ｉｔｈａｃａ， ＵＳＡ）对土壤真菌 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 图谱的进行主

成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ），并对

基于 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析的真菌群落结构与土壤化学性质

进行冗余分析（ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＲＤＡ），并采用

９９９ 次的蒙特卡罗置换检验（Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ ｐｅｒｍｕｔａ⁃
ｔｉｏｎ ｔｅｓｔ，９９９ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎｓ）进行显著性检验．使用 Ｒ
软件，计算基于 Ｍａｎｔｅｌ 测验的环境变量与土壤真菌

群落结构的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数．

０７１１ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 应　 用　 生　 态　 学　 报　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２８ 卷



表 ２　 不同处理土壤化学性质
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

土层
Ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ
（ｃｍ）

项目
Ｉｔｅｍ

ｐＨ 有机质
ＯＭ

（ｇ·ｋｇ－１）

全氮
ＴＮ

（ｇ·ｋｇ－１）

碳氮比
Ｃ ／ Ｎ

有效磷
ＡＰ

（ｍｇ·ｋｇ－１）

速效钾
ＡＫ

（ｍｇ·ｋｇ－１）

碱解氮
ＡＮ

（ｍｇ·ｋｇ－１）

铵态氮
ＮＨ４

＋⁃Ｎ
（ｍｇ·ｋｇ－１）

硝态氮
ＮＯ３

－⁃Ｎ
（ｍｇ·ｋｇ－１）

０～２０ ＣＫ ５．３０ｂＡ １７．５９ａＡ １．６４ａＡ ６．６０ａＡ ６２．５０ｂＡ ３４．２８ｂＡ １１８．５９ａＡ ２１．６１ａＡ ２０．７９ｂＡ
Ｍ ６．０６ａＡ １２．２８ｂＡ １．６６ａＡ ４．１８ｃＢ ７４．１７ａＡ ２６．６４ｃＢ １０１．５０ｃＡ １８．９７ａＡ ３３．０３ａｂＡ
ＣＦ ４．４０ｃＢ １２．０３ｂＡ １．５２ａｂＡ ４．５９ｃＢ ７３．７３ａＡ ３７．９８ａＡ １１２．００ｂＡ ２０．７２ａＡ ２８．７６ａｂＡ
ＣＦＭ ４．７９ｂｃＢ １２．４６ｂＡ １．３８ｂＡ ５．２７ｂＢ ６０．８６ｂＡ ３８．２２ａＡ １０２．６７ｃＡ ２２．４７ａＡ ４０．５５ａＡ
ＣＦＭＭ ４．８２ｂｃＡ ８．４６ｃＢ １．０３ｃＡ ４．６７ｃＢ ５２．８４ｃＡ ３４．４８ｂＡ １１４．９１ａｂＡ １１．４０ｂＡ ２４．８３ｂＡ

２０～４０ ＣＫ ５．７７ｂＡ ９．５９ｃＢ ０．９３ｂＢ ５．７２ｃＢ ５２．１６ａＢ ３３．４７ｂＡ ８２．４０ａＢ １５．３８ａＢ １８．４３ａｂＡ
Ｍ ６．５３ａＡ ９．６５ｃＢ １．０８ａｂＢ ５．３３ｃＡ ４３．７７ｂＢ ３７．２５ａＡ ７３．５０ｂｃＢ １１．３３ａｂＢ ２３．０３ａｂＢ
ＣＦ ５．４３ｂｃＡ １２．１５ｂＡ ０．７９ｃＢ ９．３２ａＡ ３９．８４ｃＢ ２５．２２ｃＢ ７８．７５ａｂＢ １４．６７ａＢ １７．９８ａｂＢ
ＣＦＭ ５．３１ｂｃＡ １０．１４ｃＢ ０．８９ｂｃＢ ６．５０ｂＡ ４２．３２ｂｃＢ ３７．３０ａＡ ６９．４２ｃＢ １４．１２ａＢ ２８．２０ａＢ
ＣＦＭＭ ４．９７ｃＡ １７．０５ａＡ １．００ａｂＡ ８．６８ａＡ ３８．７３ｃＢ ２１．８８ｄＢ ６７．５０ｃＢ ８．４０ｂＢ １１．６９ｂＢ
处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ （Ｔ） ２１．８０∗∗ １２．２８∗∗ １０．０９∗∗ ３０．８３∗∗ ３１．０７∗∗ ５４．３１∗∗ １５．２２∗∗ １０．６３∗∗ ４．５７∗∗

土层 Ｌａｙｅｒ （Ｌ） ２１．５０∗∗ ９．６８∗∗ ２７０．４７∗∗ ２２１．０６∗∗ ６１２．４６∗∗ ５９．９７∗∗ ６９０．２０∗∗ ３９．７５∗∗ １４．４１∗∗

Ｔ×Ｌ １．５７ ９８．２３∗∗ ２６．０６∗∗ ５５．５８∗∗ ２８．００∗∗ １０５．２５∗∗ ５．６７∗∗ ０．８６ ０．４９
同列不同大、小写字母分别表示同一施肥处理不同土层、相同土层不同施肥处理差异显著（Ｐ＜０．０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒ⁃ ａｎｄ ｕｐｐｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｗｉｔｈｉｎ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｔ ０．０５ ｌｅｖｅｌ． ＯＭ： Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ； ＴＮ： Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ＡＰ： Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ； ＡＫ： Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ；
ＡＮ： Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ． ∗∗Ｐ＜０．０１．

２　 结果与分析

２􀆰 １　 不同施肥处理土壤化学性质

从表 ２ 可以看出，施肥处理、不同土层以及两者

的互作均显著影响了土壤有机质、全氮、有效磷、速
效钾、碱解氮含量以及碳氮比（Ｐ＜０．０１）．此外，不同

施肥处理与土层均显著影响了土壤 ｐＨ 及铵态氮、
硝态氮含量（Ｐ＜０．０１），但两者交互作用未达显著水

平．与 ＣＫ 相比，Ｍ 处理土壤 ｐＨ 显著升高（Ｐ＜０．０５）；
ＣＦＭＭ 处理土壤有效磷、铵态氮、水溶性氮含量及碳

氮比均显著降低（Ｐ＜０．０５）．表层（０～２０ ｃｍ）土壤中，
不同施肥显著降低了有机质含量与碳氮比 （ Ｐ
＜０．０５）；ＣＦ 处理显著增加有效磷、速效钾含量（Ｐ
＜０．０５）；Ｍ 处理显著增加了有效磷而降低了速效钾

含量（Ｐ＜０．０５）；ＣＦＭ 处理显著增加硝态氮含量，但
全氮含量降低（Ｐ＜０．０５）．亚表层（２０ ～ ４０ ｃｍ）土壤

中，水溶性氮含量显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５）；ＣＦ、ＣＦＭ、
ＣＦＭＭ 处理碳氮比均显著增加（Ｐ＜０．０５）．此外，Ｍ、
ＣＦ、ＣＦＭ 处理的表层土壤中全氮、碱解氮、铵态氮与

有效磷含量均显著高于亚表层土壤（Ｐ＜０．０５）．
２􀆰 ２　 基于 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 的土壤真菌群落结构

经酶 Ｈｉｎｆ Ｉ 处理后，得到 ５０～４００ ｂｐ 的 Ｔ⁃ＲＦｓ，
可以反映不同样品之间真菌群落结构的差异． Ｔ⁃
ＲＦＬＰ 相对丰富度图谱中（图 １），２４３、２９９、３０７ 与

３２７ ｂｐ 的 Ｔ⁃ＲＦｓ 代表的种类在真菌群落中居优势地

位．上述 Ｔ⁃ＲＦｓ 经比对后发现（表 ３），相匹配的菌属

主要为须腹菌属 （ Ｒｈｉｚｏｐｏｇｏｎ） 或蜡伞属 （ Ｈｙｇｒｏ⁃

ｃｙｂｅ）、 珊瑚菌属（Ｃｌａｖａｒｉａ）、 被孢霉属（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ）
以及叶黑粉菌属（Ｅｎｔｙｌｏｍａ）．Ｔ⁃ＲＦｓ 相对丰度统计分

析表明，与ＣＫ相比，表层土壤中ＣＦ处理显著增加

图 １　 不同处理雷竹林表层和亚表层土壤真菌 Ｔ⁃ＲＦｓ 相对
丰度
Ｆｉｇ．１　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｔ⁃ＲＦｓ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｔｏｐ⁃
ｓｏｉｌ ａｎｄ ｓｕｂｓｏｉｌ ｏｆ Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｐｒａｅｃｏｘ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．
ａ） ０～２０ ｃｍ； ｂ） ２０～４０ ｃｍ． ＣＫ： 对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ； ＣＦ： 单施化肥 Ｃｈｅｍｉ⁃
ｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｏｎｌｙ； Ｍ： 单施有机肥 Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｎｕｒｅ ｏｎｌｙ； ＣＦＭ： 化肥配
施有机肥 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｗｉｔｈ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｎｕｒｅ； ＣＦＭＭ： 化肥配施有
机肥加覆盖 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｗｉｔｈ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｎｕｒｅ ｐｌｕｓ ｍｕｌｃｈｉｎｇ． 下同
Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．
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表 ３　 土壤真菌 Ｔ⁃ＲＦｓ 的系统发育种属
Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｆｆｉｌｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ Ｔ⁃ＲＦｓ ｆｒｏｍ
ｔｅｓｔｅｄ ｓｏｉｌｓ

片段长度
Ｔ⁃ＲＦｓ
（ｂｐ）

相似菌种
Ｍｏｓｔ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ∗

２４３ 红根须腹菌 Ｒｈｉｚｏｐｏｇｏｎ ｒｕｂｅｓｃｅｎｓ
蜡伞属丛生菌 Ｈｙｇｒｏｃｙｂｅ ｃａｅｓｐｉｔｏｓａ

２５４３５１３００
５５３９６１６７７

２９９ 珊瑚属镰刀状虫草 Ｃｌａｖａｒｉａ ｆａｌｃａｔａ ５２９３０８５１８
３０７ 未可培养被孢霉属 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ ３１０７５３６５９
３２７ 叶黑粉菌 Ｅｎｔｙｌｏｍａ ｅｒｙｎｇｉｉ⁃ｐｌａｎｉ ３０８２２８５００
∗ＧｅｎＢａｎｋ 中已知真菌序列的 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ 号 Ｔｈｅ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｔｈｅ ｋｎｏｗｎ ｆｕｎｇａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｅｐｏｓｉｔｅｄ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ．

了 ２４３ ｂｐ 的 Ｔ⁃ＲＦ，而 ＣＦＭＭ 处理中 ３２７ ｂｐ 的 Ｔ⁃ＲＦ
显著降低（Ｐ＜０．０５）；在亚表层土壤中，Ｍ 处理显著

增加了 ２９９ ｂｐ 的 Ｔ⁃ＲＦｓ，ＣＦ、ＣＦＭ 与 ＣＦＭＭ 处理均

显著增加了 ３０７ ｂｐ 的 Ｔ⁃ＲＦ（Ｐ ＜０．０５）．
为进一步考察不同施肥处理雷竹林土壤真菌群

落之间的相对相似度，根据 Ｔ⁃ＲＦｓ 及其相对峰面积

对各样品进行主成分分析（ＰＣＡ）．表层土壤中，主成

分 １ 和 ２ 对真菌群落变异的解释量分别为 ３２．６％和

２０．６％（图 ２ａ），Ｍ 和 ＣＦＭＭ 处理分别形成相对独立

的群，且与 ＣＫ 处理明显分开；表明 Ｍ 和 ＣＦＭＭ 处

理明显改变了表层土壤真菌群落结构．亚表层土壤

中，主成分 １ 和 ２ 对真菌群落变异的解释量分别为

２０．４％和 １８．７％（图 ２ｂ），ＣＦ、ＣＦＭ 和 ＣＦＭＭ 处理形

成相对独立的群，与 ＣＫ 相对分开；表明 ＣＦ、ＣＦＭ 和

ＣＦＭＭ 处理明显改变了亚表层土壤真菌群落结构．
２􀆰 ３　 土壤真菌多样性

根据 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 图谱中 ＯＴＵ 的数量、种类和丰

度，分别计算不同施肥处理表层与亚表层土壤真菌

多样性指数． Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、均匀度指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数分别从微生物群落物种丰富度、物种均匀度以

及常见物种 ３ 个方面反映了微生物群落功能多样

性．与 ＣＫ 相比，表层土壤中 ＣＦ 和 ＣＦＭＭ 处理土壤

真菌 ＩＴＳ 序列表征的物种丰富度显著降低，而优势

度指数则显著升高；且各施肥处理的均匀度指数均

显著降低（Ｐ＜０．０５）．亚表层土壤不同处理间多样性

指数差异均未达到显著水平． 此外， 同一处理

不同土层间多样性指数均无显著差异．表层土壤真

图 ２　 不同施肥处理土壤真菌 Ｔ⁃ＲＦｓ 的主成分分析
Ｆｉｇ．２　 Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ Ｔ⁃ＲＦｓ ｉｎ ｆｏｒｅｓｔ
ｓｏｉｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．

菌群落多样性指数与土壤化学性质的相关性分析表

明，土壤真菌丰富度指数与土壤有机质、全氮含量呈

显著正相关；均匀度指数与土壤有机质、全氮、铵态

氮、碳氮比呈显著正相关；优势度指数与土壤有机

质、全氮、铵态氮含量呈显著负相关（Ｐ＜０．０５）．
２􀆰 ４　 土壤性质对土壤真菌群落的影响

Ｍａｎｔｅｌ 测验结果表明（表 ４），土壤真菌群落结

构（Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离）依次与土壤碱解氮、有效磷和

有机质含量呈显著正相关（Ｐ＜０．０５）．为进一步阐明

不同施肥处理后土壤化学性质对真菌群落结构的影

响，以土壤真菌的 Ｔ⁃ＲＦｓ 和上述存在显著相关关系

的土壤化学性质为变量，进行冗余分析（ＲＤＡ）．
ＲＤＡ 分析表明（图 ３），表层土壤中第一排序轴

和第二排序轴分别解释了 ２２．０％、１５．５％的变异，两
者合并解释了真菌群落结构总变异的 ３７．５％；ＣＫ 和

ＣＦＭＭ 处理主要受碱解氮的影响，Ｍ 处理则主要受

有效磷含量的影响．亚表层土壤中第一排序轴、第二

表 ４　 基于 Ｍａｎｔｅｌ 测验的土壤真菌群落结构与环境变量之间的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｐｅａｒｍａｎ’ｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ （ ｒ） ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ａｎｄ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ （Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ ｄｉｓ⁃
ｔａｎｃｅ） ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｍａｎｔｅｌ ｔｅｓｔ

碱解氮
ＡＮ

有效磷
ＡＰ

有机质
ＯＭ

铵态氮
ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ
全氮
ＴＮ

速效钾
ＡＫ

ｐＨ 碳氮比
Ｃ ／ Ｎ

水溶性氮
ＷＳＯＮ

硝态氮
ＮＯ３

－ ⁃Ｎ

ｒ ０．３４２ ０．１６８ ０．１４１ ０．１０６ ０．０５９ ０．０６２ ０．０４１ ０．００４ －０．０２６ －０．０６６
Ｐ ０．００１ ０．００９ ０．０３３ ０．０７４ ０．１６１ ０．１９８ ０．２７６ ０．４３７ ０．６１３ ０．８２０
ＷＳＯＮ： Ｗａｔｅｒ⁃ｓｏｌｕｂｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ．
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图 ３　 土壤真菌群落组分与土壤化学性质的冗余分析
（ＲＤＡ）
Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＲＤＡ） ｏｆ ｆｏｒｅｓｔ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｐｏ⁃
ｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ．
ＯＭ： 有机质 Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ； ＡＰ： 有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ； ＡＫ：
速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ； ＡＮ： 碱解氮 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ．

排序轴分别解释了 １８．６％、１２．４％的变异，两者合并

解释了 ３１．０％真菌群落结构总变异；ＣＫ 主要受有效

磷的影响，Ｍ 和 ＣＦ 主要受铵态氮的影响，而 ＣＦＭＭ
则主要受有机质含量的影响．
２􀆰 ５　 土壤真菌丰度分析

采用荧光定量 ＰＣＲ 方法检测不同施肥处理表

层与亚表层土壤真菌的数量变化，根据标准曲线计

算出土壤真菌１８Ｓ ｒＲＮＡ基因拷贝数 ．由图４可见，

图 ４　 不同施肥处理土壤真菌数量
Ｆｉｇ．４　 Ｇｅｎｅ ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｆｏｒｅｓｔ ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉ⁃
ｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．
不同大写字母表示相同土层不同施肥处理间差异显著（Ｐ＜ ０． ０５）
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｐｐｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒｓ ａｔ ０．０５ ｌｅｖｅｌ．

不同施肥处理表层土壤真菌数量在 ９． ６６ × １０６ ～
１．９９×１０７ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１ ＤＭ；亚表层土壤真菌数量在

４．３６×１０６ ～１．１３×１０７ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１ ＤＭ．与 ＣＫ 相比，表
层土壤中 Ｍ 与 ＣＦＭ 处理真菌数量显著增加 （ Ｐ
＜０．０５）．此外，Ｍ 和 ＣＦＭＭ 处理表层土壤真菌数量显

著高于亚表层（Ｐ＜０．０５）．相关分析表明，土壤真菌

数量与全氮、硝态氮、铵态氮、碱解氮、有效磷含量均

呈显著正相关（Ｐ＜０．０５），与碳氮比呈显著负相关（Ｐ
＜０．０５）．双因素方差分析表明，不同处理和土层对真

菌数量均有显著影响（Ｐ＜０．０５），但二者交互作用不

显著．

３　 讨　 　 论

不同施肥模式使土壤中原先的养分比例改变，
直接导致微生物群落结构发生变化［２５］；而添加到土

壤中有机物料的数量和质量，通常是控制涉及养分

循环的不同微生物类群丰度和微生物活性的主要因

素［２６］ ．本研究结果表明，不同施肥模式明显改变了

雷竹林土壤真菌群落结构和丰度，但在表层和亚表

层土壤中表现出不同的响应模式．已有的研究表明，
长期施肥可以改变农田土壤真菌群落结构［２１］，而土

壤真菌区系与土壤剖面层次、施肥方式有关［２７］ ．与
已有研究中施用有机肥能够增加土壤有机质含量不

同的是，本文中不同施肥处理均显著降低了表层土

壤有机质含量，Ｍ 和 ＣＦＭＭ 处理形成了迥异于 ＣＫ
的真菌群落结构，而 Ｍ 和 ＣＦＭ 处理则显著增加了

土壤真菌数量，表明施肥特别是有机物料的投入可

能是改变雷竹林表层土壤真菌群落结构和数量的主

要因素．有机物料投入并不必然意味着土壤中有机

质含量增加［２８］，土壤真菌以有机质为能源和养分，
是分解土壤有机质的关键功能类群．本试验施加有

机肥后，表层土壤有机质含量显著低于 ＣＫ，其中

ＣＦＭ 低于 ＣＦ；在亚表层土壤中有机质含量却高于

ＣＫ，且 ＣＦＭ 显著高于 Ｍ．以上结果可能与不同处理

中雷竹林的输出量不同有关，进一步的证明需要测

定竹笋产量以及凋落物数据．本文中 Ｍａｎｔｅｌ 测验表

明，土壤有机质含量显著影响了土壤真菌群落结构；
高玉峰等［２９］的研究也表明，有机肥含量对土壤真菌

数量和种类的影响最大．然而，在亚表层土壤中 ＣＦ
和 ＣＦＭＭ 显著增加了土壤有机质含量，ＣＦ、ＣＦＭ 和

ＣＦＭＭ 形成了迥异于 ＣＫ 的真菌群落结构，表明施

用化肥可能对亚表层土壤真菌群落的影响相对更

大．研究表明，化肥和有机肥会以不同的方式影响微

生物参数，相对而言真菌对化肥更加敏感［３０］ ．本文
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中真菌群落在表层和亚表层土壤中对不同施肥模式

的差异响应，可能原因是：１）表层土壤中除施用有

机肥和有机覆盖等有机物料投入外，竹林枯枝落叶

等新鲜有机质的投入，总体上促进了真菌的生长，导
致有机质分解加速；２）化肥施用可能减少了真菌物

种丰富度，并改变了亚表层土壤真菌群落结构，已有

的研究表明单施氮肥能够减低真菌丰富度和改变群

落结构，主要是因为减少了降解性真菌［２６］ ．本研究

中单施化肥及施肥加覆盖的集约经营模式显著降低

了表层土壤真菌多样性．虽然不同施肥处理亚表层

土壤真菌多样性指数没有显著变化，但施用化肥的

处理中有机质含量均显著增加，可能是由于真菌对

有机质分解减弱所致．
持续施用化肥（ＮＰＫ）会导致土壤酸化［２６，３１］，土

壤酸化加剧的主要原因则在于土壤中氮素种类的不

完全循环或者酸性氮肥的施用［３２］ ．本研究中也发

现，除单施有机肥外，施用化肥的处理均不同程度地

降低了表层和亚表层土壤 ｐＨ 值．酸性条件下自养生

物受到抑制，真菌在氮素矿化过程中发挥了重要作

用［３３］ ．Ｍａｎｔｅｌ 测验结果表明，土壤碱解氮含量是影

响土壤真菌群落结构的首要因素，相关分析也表明

土壤真菌数量与全氮、硝态氮、铵态氮和碱解氮含量

呈显著正相关，暗示雷竹林土壤中真菌群落可能参

与了土壤氮素循环．韩世忠等［３４］ 研究表明，土壤真

菌多样性指数与土壤铵态氮呈显著正相关，而丰富

度指数和均匀度指数与土壤因子间没有显著的相关

性．本研究中土壤真菌群落丰富度指数与全氮含量

呈显著正相关；均匀度指数与全氮、铵态氮含量呈显

著正相关，表明土壤全氮含量可能对维持真菌群落

的多样性具有重要作用．值得注意的是，与 ＣＫ 相

比，ＣＦＭＭ 处理土壤铵态氮含量显著降低，且亚表层

土壤真菌数量也明显降低，这可能是因为：１）雷竹

林集约经营模式下产笋量高，但幼竹的发育偏好选

择吸收了大量铵态氮，导致土壤中铵态氮含量迅速

降低；２）ＣＦＭＭ 处理亚表层土壤酸化现象较为严重，
植物可利用有效态氮（碱解氮）显著下降，但硝态氮

却未明显下降，可能与真菌介导了异养硝化作用

有关．
本研究中不同施肥处理后表层土壤 Ｃ ／ Ｎ 均显

著下降，而亚表层土壤中施用化肥处理的 Ｃ ／ Ｎ 则显

著上升．土壤 Ｃ ／ Ｎ 是影响土壤微生物群落组成的重

要因素之一［３５］，在偏酸性、养分有效性低、难分解底

物和 Ｃ ／ Ｎ 较高的土壤中，真菌生长更加旺盛［３４］ ．一
般认为，偏施化肥会显著降低土壤 Ｃ ／ Ｎ［３６］，有机施

肥模式则显著提高了土壤 Ｃ ／ Ｎ［３７］ ．已有研究中土壤

真菌多样性指数与土壤 Ｃ ／ Ｎ 呈显著正相关［３８］ 和呈

显著负相关［３４］ 的均有报道．本文相关分析表明，雷
竹林土壤真菌多样性与 Ｃ ／ Ｎ 呈显著正相关，真菌数

量则与 Ｃ ／ Ｎ 呈显著负相关，表明较高的土壤 Ｃ ／ Ｎ 有

助于增加真菌多样性，但不利于增加真菌数量．本文

结果与已有研究的不一致之处，也进一步证实真菌

群落在表层和亚表层土壤中对施肥处理存在差异响

应，表层土壤中通过施肥增加 Ｃ、Ｎ 营养总体上促进

了真菌生长和有机质分解，降低了 Ｃ ／ Ｎ 且增加了真

菌数量；而亚表层土壤中化肥的投入使有机质分解

减弱，导致 Ｃ ／ Ｎ 上升，并促进了某些真菌类群的生

长，诸如 ３０７ ｂｐ 的 Ｔ⁃ＲＦｓ 代表的被孢霉属（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌ⁃
ｌａ）是土壤有机质和养分含量丰富的标志类群［３９］ ．

本研究中，单施化肥及施肥加覆盖的集约经营

模式显著降低了表层土壤真菌多样性，而化肥和有

机肥配合施用则维持了土壤真菌多样性并显著增加

了表层真菌土壤数量．因此，有机肥的投入以及合理

的施肥模式对于雷竹林的可持续生产是十分必要

的．进一步的研究可通过同位素示踪等方法，明确真

菌在雷竹林土壤有机质分解与氮素转化中的过程和

机制，为上述推测提供确切的证据．
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