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鼎湖山不同演替阶段森林土壤细菌多样性
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摘要:【目的】了解鼎湖山早、中、后 3 个演替阶段的 3 类森林(针叶林、混交林、阔叶林)土壤细菌群落结构及
其多样性，为下一步研究不同演替阶段森林土壤微生物的功能及其与植物的相互作用提供依据。【方法】在
代表性林区采集土样，从中提取总 DNA，利用细菌通用引物 27F 和 1492R PCR 扩增 16S rDNA 并构建文库。
从所构建的 3 个文库中各挑取 150 个阳性克隆子并对插入片段进行测序，利用 Mothur 软件对所得序列进行
分析。【结果】从针叶林、混交林和阔叶林文库中分别得到 122、118 和 120 条有效 16S rDNA 序列，各代表
70、64、72 个 OTUs( operational taxonomic units，以 97%相似性为划分标准)。分析结果显示，共检测到 8 个细
菌门类，其中酸杆菌门(Acidobacteria)在针叶林、混交林和阔叶林土样中分别占 53. 3%，67. 8%和 60% ;变形
杆菌门(Proteobacteria)分别占 29. 5%，20. 3%和 32. 5% ;其它如厚壁菌，放线菌等均不超过 10%。3 类森林
土壤细菌群落结构差异显著(P ＜ 0. 05)，3 者两两间共有的 OTU 数量占检测到的 OTU 总数的比例均低于
25%，其中阔叶林土壤细菌有着最高的 Chao 指数(414. 2)和 Shannon 指数(3. 90)，及最低的 Simpson 优势度
指数(0. 0249)。【结论】鼎湖山针叶林、混交林和阔叶林 3 类林区土壤细菌在种群构成上差异显著，其中阔
叶林土壤细菌丰富度及多样性相对较高，但 3 者在大类组成方面比较相似，均为酸杆菌占绝对优势，变形杆
菌次之。
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鼎湖山自然保护区(DHSBR)位于广东省肇庆
市东北部，是中国第一个国家自然保护区，也是中国
第一批加入联合国科教文组织“人与生物圈”计划
的世界生物圈保护区，是国际性的学术交流和研究
基地。鼎湖山植被类型是南亚热带森林演替过程典
型的代表:处于早、中、后 3 个演替阶段的代表性森
林，分别为马尾松林 (简称针叶林，pine forest，
PF)—针 阔 混 交 林 (简 称 混 交 林，pine-broadleaf
mixed forest，MF)—季风常绿阔叶林(简称阔叶林，

monsoon evergreen broadleaf forest，MEBF)［1］。目前
关于鼎湖山土壤微生物的研究甚少，尚未见到对该
地不同演替阶段森林土壤细菌群落结构及多样性方
面的研究报道。

土壤微生物群落结构是土壤生态功能的基础，
它通过参与土壤有机质积累和矿化等过程影响土壤
养分循环及其有效性［2］，调节和指示土壤功能［3］，
对整个生态系统也有一定的调节作用。在土壤微生
物中，以细菌的种类和数量最多［4］，细菌在土壤营
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养元素循环、有机质的形成与分解、土壤结构成分的
形成、生态环境的改善、植物的生长发育和作物病虫
害防治等方面均起着极其重要的作用［5］。近年来
的研究表明，细菌在抗金属污染方面也发挥着重要
作用，且细菌群落结构的差异及其变化规律可反映
土壤现状与变化趋势，可用来指示土壤生态功能和
衡量环境治理措施的效果［6］。因此土壤细菌多样
性的研究具有重要的意义。

过去对细菌的研究大多是建立可培养基础之
上，而 95% － 99%的细菌还未能被培养［7］，因此绝
大多数土壤细菌还未被研究。近年来随着分子生
物学技术的发展及其在微生物生态学中的应用，
人们对微生物多样性的研究有了很大的进步，克
服了微生物传统培养技术对研究造成的限制，鉴
定出大量未被认知的微生物新种。16S rDNA 因其
保守性和特异性，常被用作微生物分类系统研究
的主要依据，用于细菌的分类鉴定。16S rDNA 文
库的建立及其序列分析能够比较系统地揭示生态
环境中原核微生物的多样性及其结构，已成为微
生物分子生态学中用来研究各类环境中原核微生
物群落组成结构的主要方法之一［8 － 9］。本实验采
用构建 16S rDNA 文库的方法对鼎湖山不同演替
阶段森林土壤细菌群落的多样性进行分析，为进
一步研究鼎湖山自然保护区森林生态系统提供理
论依据。

1 材料和方法

1. 1 研究区概况及土样采集
鼎湖山国家自然保护区位于广东省中部(112 °

33 'E，23 °10 'N)，面积约 1100 hm2，为低山丘陵地
貌，土壤为赤红壤 (其中阔叶林的土壤为水化赤红
壤)，pH 呈酸性［10］。该地区属南亚热带季风湿润型
气候，季节性气候交替明显，年均降水量为 1927
mm，75%分布在 5 至 9 月，12 至 2 月仅占 6%［11］，年
均相对湿度为 80%，年均气温为 21℃，最冷月 (1
月)和最热月 (7 月)的平均气温分别是 12. 6℃ 和
28. 0℃［12］。

试验土壤样品采于 2011 年 6 月 12 日。在每类
林地中分别选取 10 个样点采集土样，采样深度 0 －
20 cm，每个样点采集约 1 kg 土样，将 10 个样点的
土样混匀后取约 1 kg 装入保鲜袋，－ 20℃保存。

1. 2 土样总 DNA 的提取与检测
首先将土壤样品用 TENP buffer ( 50 mmol /L

Tris，20 mmol /L EDTA，100 mmol /L NaCl，0. 01 g /mL
PVP，pH 10)预处理，然后用蛋白酶 K /SDS 法提取
土壤微生物的总 DNA［13］，并在 0. 8%的琼脂糖凝胶
中电泳检测提取到的 DNA 质量。
1. 3 土样细菌 16S rDNA 的扩增和文库的构建

用细菌通用引物 27F ( 5'-AGAGTTTGATCCT
GGCTCAG-3') 和 1492R (5'-TACCTTGTTACGACTT-
3')扩增 3 种土样总 DNA 中的细菌 16S rDNA 片段。
扩增反应体系:10 × Buffer 5 μL，模板 DNA 5 μL，
Taq 酶(5 U /μL) 1 μL，dNTP(各 2. 5 mmol /μL) 8
μL，引物 27F 和引物 1492R(20 pmol /μL)各 1 μL，
补水至 50 μL。PCR 扩增条件:94℃预变性 3 min;
94℃40 s，53℃50 s，72℃2 min，32 循环;72℃延伸 20
min。每种样品重复扩增 5 次，将 5 次的扩增产物混
合均匀以消除单次扩增的偏向性。1%琼脂糖凝胶
电泳检测 PCR 产物丰度及其特异性，按 E． Z． N．
A．  Gel Extraction Kit 说明书切胶回收目的片段。

回收纯化后的 16S rDNA 片段通过 TA 克隆连
接 pMD18-T vector 并转化到 E． coli DH5α 中，氨苄
青霉素(100 μg /mL)抗性筛选阳性克隆，每个文库
分别挑取 150 个单克隆，用引物 M13-47，RV-M 进行
菌落 PCR 并电泳检测，阳性克隆的 PCR 产物片段
大小约为 1. 6 kb(16S rDNA 片段约 1. 5 kb，载体两
端约 0. 1 kb)。将阳性克隆送测序。
1. 4 16S rDNA 文库多样性分析

利用 Mallard软件对测序所得序列进行嵌合体检
验并去除嵌合体序列。用 Mothur［14］对所得序列进行
分析，以 97% 相似性为标准划分操作分类单元
(operational taxonomic unit，OTU)，用 Chao［15］的方法对
物种丰富度进行估算，并计算 Shannon 指数和 Simpson
优势度指数。采用 Parsimony 和 Unifrac unweighted 检
验方法对样本间细菌群落结构差异性进行比较。

2 结果和分析

2. 1 土壤总 DNA 的提取
本实验采用直接提取法提取土壤总 DNA，因而

更具代表性，能够比较全面地反映土壤微生物的多
样性。在提取土壤 DNA 之前对土壤进行预处理，预
处理的缓冲液中加入了 PVP(聚乙烯吡咯烷酮)，有
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利于去除土壤中部分腐植酸类物质，同时加入的
EDTA 能够通过络合金属离子从而有效地抑制核酸
酶的活性。从经过预处理的土样中提取得到的
DNA 比较纯净，DNA 片段大小约为 23 kb(图 1)，适
合进行后续反应。

图 1 土壤总 DNA 电泳检测
Fig． 1 Electrophoresis of total DNA extracted from soil

samples． M: λDNA /HindⅢ; 1 － 6: soil samples．

2. 2 土壤细菌 16S rDNA 的扩增
每种土壤总 DNA 样品做 5 组重复的 16S rDNA

PCR 扩增，将扩增产物混合均匀后用 1% 琼脂糖电
泳检测，结果显示得到约 1. 6 kb 的条带(图 2)，与
预期大小一致。

图 2 16S rDNA PCR 扩增结果电泳检测
Fig． 2 PCR amplification of 16S rDNA． M: Marker; 1

－ 5: PCR products．

2. 3 土壤细菌 16S rDNA 文库的构建和序列分析
通过 TA 克隆将目的片段连接 pMD18-T 并电转

E． coli DH5a 构建 16S rDNA 文库。分别挑选 150
个克隆，对插入片段进行测序，去除嵌合体序列后，
针叶林、混交林和阔叶林分别得到 122、118 和 120
条有 效 序 列，将 序 列 上 传 GenBank，获 序 列 号
JQ973233-JQ973592。通过 Mothur 分析，以 97% 相
似性水平为标准划分 OTU。结果如表 1 所示，针叶
林、混交林和阔叶林分别得到 70、64 和 72 个 OTUs，
Coverage C 分别为 63. 3%、67. 3%和 60. 7%，稀缺性
曲线(图 3)显示 OTU 数目随克隆子数增多而增加，
但增幅逐渐变小，曲线渐渐开始平缓，表明挑取的克
隆数已基本能够反映样品文库中优势细菌类群的数

量关系。

图 3 细菌 16S rDNA 稀缺性曲线(克隆分型相似性

≥97%)
Fig． 3 Rarefaction curves generated for 16S rDNA libraries at

a level of sequence similarity ≥97% ．

表 1 基于 16S rDNA 序列的三类森林土壤

细菌生态多样性指数
Table 1 The ecological indexes of bacterial communities

of three forest soils based on 16S rDNA sequences
Sample OTU Coverage (% ) Chao Shannon (H) Simpson index
PF 70 63. 3 218. 3 3. 84 0. 0276
MF 64 67. 3 299. 2 3. 70 0. 0371
MEBF 72 60. 7 414. 2 3. 90 0. 0249

登录 NCBI，将测序得到的序列进行 Blast 分析，
并将比对结果进行统计分析 (表 2)。酸杆菌门
(Acidobacteria)在 3 类土壤细菌中均占绝对优势，在
混交林克隆文库中优势最为明显，有 80 个克隆子，占
67. 8%，在针叶林和阔叶林克隆文库中分别有 65 和
72 个克隆子，分别占 53. 3%和 60% ;针叶林，混交林

和阔叶林克隆文库中各有 29. 5%，20. 3%和 32. 5%的
克隆子属于变形杆菌门(Proteobacteria)，其中 α-变形
杆菌 最 多，分别 占 22. 1%，13. 6% 和 24. 2%。除
Acidobacteria 和 Proteobacteria 外，针叶林、混交林和
阔叶林克隆文库还都含有厚壁菌门(Firmicutes)，所
占比 例 分 别 为: 6. 6%，4. 2%，2. 5% ; 浮 游 菌 门
(Planctomycetes) 所占比例分别为: 0. 8%，3. 4%，
0. 8% ;疣微菌门 ( Verrucomicrobia ): 1. 6%，2. 5%，
0. 8%。针叶林和阔叶林文库中还有放线菌门
(Actinobacteria)，所占比例分别为 4. 1%和 1. 7%。在
针叶林中还发现的 2. 5% 绿弯菌门 (Chloroflexi) 和
1. 6% 热微菌门(Thermomicrobia)。
2. 4 土壤细菌 16S rDNA 文库序列多样性分析

采用 Mothur 对文库序列多样性进行分析 (表
1)，用 Chao 的方法对文库的物种丰富度进行估算，
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阔叶林土壤细菌文库 Chao 指数为 414. 2，高于针叶
林(218. 3)和混交林(299. 2);通过计算 Shannon 指
数及 Simpson 优势度指数来分析细菌的多样性，阔

叶林土壤细菌 Shannon 指数(3. 90)最高，且 Simpson
优势度指数(0. 0249)最低，表明阔叶林土壤细菌多
样性最高。

表 2 基于 16S rDNA 序列的三类森林土壤细菌群落结构
Table 2 The community structure of bacteria from three forest soils based on 16S rDNA sequence analysis

Bacterial division
No． (% ) of sequences;No． (% ) of OTUs
PF MF MEBF

Acidobacteria 65 (53. 3) ) ; 31 (44. 3) 80 (67. 8) ; 34 (53. 1) 72 (60) ; 35 (48. 6)
Holophaga sp． 50 (35. 4) ; 19 (27. 1) 50 (42. 4) ; 15 (23. 4) 28 (23. 3) ; 10 (13. 9)
Acidobacteriaceae 17 (13. 9) ; 8 (11. 4) 21 (17. 8) ; 13 (20. 3) 31 (25. 8) ; 13 (18. 1)
Unknown 5 (4. 1) ; 4 (5. 7) 9 (7. 6) ; 6 (9. 4) 13 (10. 8) ; 12 (16. 7)

Proteobacteria 36 (29. 5) ; 22 (31. 4) 24 (20. 3) ;20 (31. 2) 39 (32. 5) ; 28 (38. 9)
Alphaproteobacteria 27 (22. 1) ; 14 (20) 16 (13. 6) ; 12 (18. 8) 29 (24. 2) ; 21 (29. 2)

Rhizobiales 10 (8. 2) ; 5 (7. 1) 6 (5. 1) ; 4 (6. 25) 13 (10. 8) ; 7 (9. 7)
Hyphomicrobiace 8 (6. 6) ; 3 (4. 3) 3 (2. 5) ; 1 (1. 6) 7 (5. 8) ; 3 (4. 2)
Methylocystaceae 1 (0. 8) ; 1 (1. 4) 3 (2. 5) ; 3 (4. 7) 6 (5) ; 4 (5. 6)
Bradyohizobiaceae 1 (0. 8) ; 1 (1. 4) 0; 0 0; 0

Rhodospirillales 17 (13. 4) ; 9 (12. 9) 8 (6. 8) ; 6 (9. 4) 11 (9. 2) ; 9 (12. 5)
Rhodospirillaceae 15 (12. 3) ; 7 (10) 8 (6. 8) ; 6 (9. 4) 8 (6. 7) ; 6 (8. 3)
Acetobacteraeae 2 (1. 6) ; 2 (2. 9) 0; 0 3 (2. 5) ; 3 (4. 2)

Caulobacterales 0; 0 0; 0 3 (2. 5) ; 3(4. 2)
Unknown 0; 0 2 (1. 7) ; 2 (3. 1) 2 (1. 7) ; 2 (2. 8)

Betaproteobacteria 2 (1. 6) ; 2 (2. 9) 1 (0. 9) ; 1 (1. 6) 2 (1. 7) ; 2 (2. 8)
Gammaproteobacteria 6 (4. 9) ; 5 (7. 1) 4 (3. 3) ; 4 (6. 3) 6 (5) ; 3 (4. 2)

Xanthomonadales 3 (2. 5) ; 2 (2. 9) 3 (2. 5) ; 3 (4. 7) 6 (5) ; 3 (4. 2)
Legio1nellales 3 (2. 5) ; 3 (4. 3) 1 (0. 9) ; 1 (1. 6) 0; 0

Deltaproteobacteria 1 (0. 8) ; 1 (1. 4) 3 (2. 5) ; 3 (4. 7) 2 (1. 7) ; 2 (2. 8)
Firmicutes 8 (6. 6) ; 5 (7. 1) 5 (4. 2) ;3 (4. 7) 3 (2. 5) ; 3 (4. 2)
Actinobacteria 5 (4. 1) ; 5 (7. 1) 0; 0 2 (1. 7) ; 2 (2. 8)
Planctomycetes 1 (0. 8) ; 1 (1. 4) 4 (3. 4) ; 2 (3. 1) 1 (0. 8) ; 1 (1. 4)
Verrucomicrobia 2 (1. 6) ; 2 (2. 9) 3 (2. 5) ; 3 (4. 7) 1 (0. 8) ; 1 (1. 4)
Chloroflexi 3 (2. 5) ; 3 (4. 3) 0; 0 0; 0
Thermomicrobia 2 (1. 6) ; 1 (1. 4) 0; 0 0; 0
Unknown 0; 0 2 (1. 7) ; 2 (3. 1) 2 (1. 7) ; 2 (2. 8)
Total 122 (100) ; 70 (100) 118 (100) ; 64 (100) 120 (100) ; 72 (100)

2. 5 三种土壤样品细菌群落结构比较
采用 Mothur 计算 3 种土壤细菌群落间的

Jaccard 相 似 性 系 数，再 用 Parsimony 和 Unifrac
unweighted 两种假设性检验方法分析 3 种土壤细菌
群落结构间的差异显著性 (表 3 )。细菌群落间
Jaccard 相似性系数为 0. 308 － 0. 460，为中等不相似
水平，其中针叶林与混交林土壤细菌群落相似度最

低(0. 308)，说明从针叶林向混交林演替过程中土
壤细菌群落结构变化最大，而混交林与阔叶林细菌
群落最为相似 ( 0. 460 )。 Shared OTUs 和 Jaccard
similarity 表明 3 种土壤细菌群落具有一定的相似
性，但 Parsimony 检 验 ( P ＜ 0. 05 ) 和 Unifrac
unweighted(P ＜ 0. 001)表明 3 种森林土壤细菌群落
结构差异显著。

表 3 三类森林土壤细菌群落结构相似性比较
Table 3 Comparison on similarities among three bacterial community structures from soils

Sample Shared OTUs Jaccard similarity Parsimony(P) Ucifrac． unweighted(P)
PF-MF 13 0. 308 0. 002 ＜ 0. 001
PF-MEBF 16 0. 433 0. 009 ＜ 0. 001
MF-MEBF 15 0. 460 0. 034 ＜ 0. 001
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3 讨论

目前，鼎湖山自然保护区动植物群落结构和土

壤理化性质等方面已有比较详细深入的研究，但土

壤微生物多样性方面还未见报道。本研究采用构建

细菌 16S rDNA 克隆文库和挑选克隆直接测序的方

法，对鼎湖山处于不同演替阶段的代表性森林:针叶

林、混交林及阔叶林的土壤细菌群落结构进行了分

析研究。本研究分别从每种土壤细菌 16S rDNA 文

库中随机挑选 150 个克隆进行测序分析，得到的
Coverage C 分别为 63. 3%，67. 3%和 60. 7%，稀缺性

曲线未达到明显平台期，是由于本实验采用直接挑

选克隆进行测序的方法，而通常采用的 DGGE、

RFLP 等方法筛选差异性核苷酸序列可能排除了一

些亲缘关系比较相近的克隆，造成少量的 OTU 也能

到达稀缺曲线平台期和 Coverage C 虚高的假象。直

接挑选克隆测序能够避免亲缘性相近序列的遗漏，

且随机挑选的克隆能够代表细菌群落中占优势地位

的基因类型，所获得的细菌多样性信息能够大致反

映出相应土壤细菌群落结构的基本状况。

本试验 3 种林地土壤细菌中 Acidobacteria 均占

绝对优势，在混交林中优势最为明显，占 67. 8%，高

于针叶林(53. 3% )和阔叶林 (60% )。该结果与很

多类似研究结果不同，Tait 等［16］在对美国马萨诸塞

州礁湖土壤细菌的研究中发现，72% 的细菌属于
Proteobacteria，未发现 Acidobacteria;Axelrood 等［17］

发现 英 国 哥 伦 比 亚 森 林 土 壤 细 菌 中 46% 为
Proteobacteria，只有约 9% 为 Acidobacteria。 Fierer

等［18］通过对不同条件下的林地土壤微生物多样性

进行分析比较后，发现土壤 pH 值和含水量等性质

对土壤细菌多样性有着重要影响。据以上分析，本

研究揭示的鼎湖山森林土壤中酸杆菌占绝对优势的

现象可能与鼎湖山土壤呈较强酸性 ( pH 值为 3 －

4. 5)有关［10］，酸性土壤环境有利于酸杆菌的生长。

酸杆菌主要分布于陆地、海洋沉积物和活性淤泥

中［19］，是基于分子生态学新近划分出的一类细菌，

其中绝大部分为不可培养的。本实验测序得到的酸

杆菌序列，Blast 显示，相似性较高的序列大多数属

于是未被培养的种类。目前关于酸杆菌的研究报道

较少，但其在试验土壤细菌中占如此大的比例，推测

酸杆菌在整个微生物生态甚至是整个森林生态环境

中有着非常重要的作用。酸性土壤有利于酸杆菌，

但不利于某些细菌类群的生长，造成细菌多样性的

降低［18］。与其它类似研究相比［9］，本研究发现的细

菌类群相对较少，尤其是一些在土壤中普遍存在的

类群，如放线菌(Actinobacteria)，只在针叶林和阔叶

林中有少量发现。

本研究发现的酸杆菌大部分是全噬菌属细菌
( Holophaga sp． )，其 次 是 酸 杆 菌 科 细 菌
(Acidobacteriaceae)。Holophaga sp． 在混交林中所

占比例最高 (42. 4% )，而 Acidobacteriaceae 在阔叶

林含量最高(25. 8% )。从针叶林演替到混交林，土

壤中 Acidobacteria 从 53. 3%增长到 67. 8%，主要体

现在 Holophaga sp．从 35. 4． % 增长到 42. 4%上;但

从混交林向阔叶林演替过程中，Holophaga sp． 所占

比例又降至 23. 3%，造成 Acidobacteria 所占比例降

至 60% ;整个演替过程中，Acidobacteriaceae 细菌逐

渐增加，从 13. 9% (针叶林)到 17. 8% (混交林)，再

到 25. 8% (阔叶林)。Holophaga sp． 目前被鉴定和

全面描述的只有 Holophage foetida［20］，是一类严格

厌氧，革兰氏阴性细菌，能够通过氧化多种有机酸、

硝酸盐及腐植酸等物质来获取能量，而大部分
Acidobacteriaceae 好氧，嗜酸，且只能利用部分糖类，

不能利用有机酸和腐植酸等物质作为碳源［21］。鼎

湖山酸性土壤中包含各种有机酸及腐植酸，可作为
Holophaga sp． 的碳源，促进其生长，因此 Holophaga

sp．要多于 Acidobacteriaceae。随着森林的演替，受

土壤理化性质及其地上植被的影响，各类细菌含量

也会发生变化。

除 了 酸 杆 菌 之 外，还 发 现 较 大 比 例 的
Proteobacteria，其在阔叶林中所占比例最大，为
32. 5%，在针叶林和混交林中分别占 29. 5% 和
20. 3%。其中 α-变形杆菌( Alphaproteobacteria)最

多，在 阔 叶 林 中 含 量 占 24. 2%，接 近 混 交 林
(13. 6% )的两倍，在针叶林中占 22. 1%。本研究发

现 的 Alphaproteobacteria 主 要 是 根 瘤 菌 目
(Rhizobiales)和红螺菌目(Rhodospirillales)，两个目

在阔叶林中所占比例分别为 10. 8% 和 9. 2% ;

Rhizobiales 和 Rhodospirillales 中大部分细菌都能固
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氮，为地上植物提供营养。早前研究证明鼎湖山不

同演替阶段森林中阔叶林土壤有机质总 N 含量最

高［22］，这可能与阔叶林土壤中含有较多的 α-变形杆

菌有关，通过地下土壤微生物的固氮作用为地上植

物提供更多的营养。其次，阔叶林中还发现有
2. 5%的柄杆菌目细菌(Caulobacterales)。除 α-变形

杆 菌 外， 含 量 最 多 的 是 γ-变 形 杆 菌
(Gammaproteobacteria)，分别在针叶林、混交林和阔

叶林中占 4. 9%，3. 3%和 5%，均包含有黄单胞菌目

细菌(Xanthomonadales)，且在阔叶林中占 5%，含量

最高。黄单胞菌目中存在植物致病菌，较为常见的

是黄单胞菌属，土壤中黄单胞菌的含量可能会影响

地上部分植物的生长状况。

本研究采用 Mothur 软件对序列进行多样性分

析及细菌群落结构差异性检验，结果显示(表 1)，细

菌物种丰富度:阔叶林 ＞混交林 ＞针叶林;细菌多样

性:阔叶林 ＞针叶林 ＞混交林，阔叶林土壤细菌的物

种丰富度及多样性均最高。土壤微生物丰富度及多

样性随生态系统的演替而变化，这可能有益于群落

更好的适应新的生态环境。混交林 Simpson 优势度

指数(0. 0371)最高，这与 Acidobacteria 在混交林中

占到最高比例，优势最为明显相对应。

3 种土壤样品细菌群落间 Jaccard 相似性系数

为 0. 308 － 0. 460，为中等不相似水平。Shared OTUs

和 Jaccard similarity 表明 3 种土壤细菌群落具有一

定的相似性且 Shannon 指数相近，但 Shannon 指数

所反映的是系统的多样性，不能直接反映群落组成

的差异;另外，Parsimony 检验和 Unifrac unweighted

检验的 P 值均小于 0. 05，证实了 3 种森林土壤具有

不同的细菌群落结构。从 3 种土壤样品共有 OTU

的数目来看，针叶林与阔叶林最多(16 个)，分别占

两者 OTU 总数的 22. 9% 和 22. 2%，三类森林土壤

相同的细菌种类不超过 25%，表明各森林土壤细菌

群落在种类水平上存在较大的差异。土壤微生物在

生态系统中与植物紧密相关［25］，由于大多数土壤微

生物以植物凋落物或根系分泌物为营养，植物群落

多样性和群落结构的改变必然引起土壤有机质组成

的变化，进而引起土壤微生物群落结构的改变［26］。

本研究结果表明，鼎湖山不同演替阶段森林土壤细

菌的群落结构差异显著，这可能是由于在鼎湖山森

林演替过程中植被类型的改变所造成的［1］，而土壤

微生物组成的变化也会反作用于地上植被，影响某

种植物在该类土壤中的生长繁殖［25］。本研究初步

揭示了鼎湖山 3 种演替阶段森林土壤细菌的群落组

成，为以后研究土壤微生物与森林植被的相互作用

提供了依据。
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Bacterial diversity of different successional stage forest
soils in Dinghushan
Chunlin Liu，Weiying Zuo，Zengyang Zhao，Lihong Qiu*

State Key Laboratory of Biocontrol，School of Life Sciences，Sun Yat-sen University，Guangzhou 510275，China

Abstract:［Objective］ The aim of the present study was to investigate the soil bacterial diversity of pine forest ( PF)，
pine-broadleaf mixed forest (MF) and monsoon evergreen broadleaf forest (MEBF)，the typical forest types that represent
early，middle and late successional stage forests in Dinghushan，respectively． The results obtained will also provide
information for further examination of the relationship between the soil bacterial diversity and ecological function of the
forests． ［Method］ Three total DNA samples were extracted directly from soil samples collected from PF，MF and
MEBF，and then the 16S rDNA sequences were PCR amplified and the libraries were constructed，respectively． For each
of the three libraries constructed，150 positive clones were picked randomly and the inserted 16S rDNA were sequenced．
The soil bacterial diversity of the forests was analyzed by Mothur based on the sequences obtained． ［Result］ A total of
122，118 and 120 valid 16S rDNA sequences were obtained from PF，MF and MEBF，which represented 70，64 and 72
operational taxonomic units (OTUs，definition at a level of 97% similarity)，respectively． Bacteria belonging to 8 phyla
were identified． Among them，Acidobacteria accounted for 53. 3%，67. 8% and 60%，while Proteobacteria took up
29. 5%，20. 3% and 32. 5% in PF，MF and MEBF，respectively． The other bacterial phyla identified each accounted for
less than 10% ． The bacterial community structure differed significantly at species level among three soil samples ( P ＜
0. 05) with the percentages of the shared OTUs between any two soil samples lower than 25% ． MEBF had the highest
Chao index (414. 2)，Shannon index (3. 90) and the lowest Simpson dominance index (0. 0249) ． ［Conclusion］ The
soil bacterial community structure differed significantly at species level among PF，MF and MEBF in Dinghushan，while
they have a similar structure at phyla or class levels with Acidobacteria predominated followed by Proteobacteria．
Keywords: bacterial diversity，16S rDNA，Dinghushan，different successional stage forest
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