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摘要：【目的】通过研究林地转型耕地对土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落丰度、多样性和结构的影

响，为丘陵区耕地长期施肥下农田土壤微生物多样性丧失的影响机制以及未来的退耕还林过程中土壤微

生物多样性的提升和土地可持续利用研究提供一些基础数据和技术支撑。【方法】采用实时荧光定量 

PCR (real-time quantitative PCR，qPCR)和高通量测序技术解析土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落的丰

度、多样性和结构变化，并耦合土壤化学性质分析，明确土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落丰度和多样

性与土壤化学性质的关系以及关键的驱动因子。【结果】林地垦殖为农田后，长期施肥导致土壤酸化，pH

从 5.58 降至 4.72，而土壤速效磷则从 2.49 mg/kg 增至 49.3 mg/kg。相应地，耕地土壤编码碱性磷酸酶基因

的细菌群落的丰度和 Shannon 指数均显著低于林地。基于编码碱性磷酸酶的 phoD 基因 (alkaline 

phosphatase-encoding gene)序列的物种分类表明，丘陵区土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落的优势门为变

形菌门(Proteobacteria)、蓝藻门(Cyanobacteria)、浮霉菌门(Planctomycetes)、放线菌门(Actinobacteria)、厚

壁菌门(Firmicutes)和疣微菌门(Verrucomicrobia)，其中林地土壤的蓝藻门的相对丰度显著高于耕地。耕地土

壤的慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium)和芽孢杆菌属(Bacillus)的相对丰度显著高于林地，而中慢生根瘤菌属

(Mesorhizobium)、假单胞菌属(Pseudomonas)、Chlorogloea 属、Gemmata 属、Phormidesmis 属和 Pseudolabrys

属的相对丰度显著低于林地。土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落结构因林地转型耕地而发生显著改变。

phoD 基因丰度和 Shannon 指数与 pH 显著正相关，而与总磷、速效磷、硝态氮和铵态氮均显著负相关，

其中土壤速效磷是这些影响因素中影响最强烈的，长期施用无机磷肥导致含碱性磷酸酶的土壤细菌群落

对有机磷分解的能力退化。【结论】林地转型耕地加之长期施肥改变了土壤 pH 和速效磷，并在其他理化

因子的协同驱动下，导致土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落丰度、多样性和结构的显著变化。 
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磷是植物必需的常量养分之一，在植物生长

和生态系统功能中发挥重要作用 [1–2]，但只有无

机正磷酸盐形态的磷才能够被植物吸收[3]。尽管

土壤总磷含量普遍很高[4]，但主要以有机形态存

在 [5]。土壤有机磷不仅含有化合态的肌醇磷酸

酯、磷酯、核苷酸、磷蛋白、磷酸糖，而且含有

吸附在有机物表面的和与有机物络合的磷酸盐

以及微生物生物量磷。磷酸单酯是施肥土壤中有

机磷的主要存在形式，约占有机磷总量的 60%– 

70%[6]，磷酸单酯可被磷酸酶水解为正磷酸盐阴

离子 [7–8]，直接被植物以及微生物吸收 [9–10]。因

此，磷酸酶在提高土壤磷的生物有效性中发挥重

要作用。 

催化磷酸酯键水解(除肌醇磷酸盐外，如植酸)

的磷酸酶包括碱性磷酸酶和酸性磷酸酶[8,11]，在将

土壤磷转化成生物可利用的形式中发挥至关重要

的作用[12]。此前的研究表明，酸性磷酸酶主要由

植物合成和释放[13–14]，而碱性磷酸酶主要由土壤

微生物分泌，尤其是细菌[8,15]。碱性磷酸酶是将土

壤有机磷水解为可供植物利用的无机磷的关键 

酶[3,8]。至今已鉴定了至少 3 种原核 ALP 基因家族

(例如，phoA、phoD、phoX)，构成磷调节子(Pho)

的重要组成部分[16]。phoA 采用锌和酶作为辅助因

子，水解磷酸单酯，而 phoX 和 phoD 采用钙作为

辅助因子，水解磷酸单酯[17–19]。这三种同源基因

的分布随生态系统发生变化。phoA、phoD 和 phoX

基因广泛分布于水生生态系统，如海水和淡水[20–21]，

与 phoA 和 phoX 基因相比，phoD 基因在陆地生态

系统中出现的频率最高[16]，因此被选作最具代表

性的碱性磷酸酶基因，已作为关键生物指示物用

于研究土壤有机磷的转化。 

目前已有多项研究报道了编码碱性磷酸酶基

因的细菌群落变化对环境条件的响应。长期施肥

试验中贫磷条件改变了编码碱性磷酸酶基因的细

菌群落的结构，但编码碱性磷酸酶基因的细菌群

落对 pH 的响应更为强烈[22]。Neal 等[23]发现休耕

地、耕地和草地间土壤编码碱性磷酸酶基因的细

菌群落显著不同。Fraser 等[24]研究表明，phoD 基

因丰度与碱性磷酸单酯酶活性正相关，但却未发

现 phoD 基因丰度与磷有效性间的显著相关性。

Tan 等[16]发现与贫磷环境相比，长期施用磷肥后牧

草土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落的多样性

增加。Jorquera 等[25]聚合酶链式反应-变形梯度凝

胶电泳(PCR-DGGE)方法发现施氮降低了编码碱

性磷酸酶基因的细菌群落的多样性。目前对于编

码碱性磷酸酶基因的细菌群落的研究集中于施肥

方式[16,22,24–31]，但对土地利用方式转变下编码碱性

磷酸酶基因的细菌群落的存在、多样性和群落结

构缺乏研究。 

作为人类活动主要方式的土地利用方式转

变可以引起陆地生态系统中元素生物地球化学

循环过程的变化 [32]。森林转型耕地是土地利用

方式转变的主要类型，通过改变土壤的物理、化

学和生物学性质进而影响土壤质量 [33–34]。本课

题组前期研究发现，东北丘陵区林地转型耕地显

著降低了土壤 pH，而显著增加土壤养分(如总

磷、速效磷、硝态氮和铵态氮)，土壤细菌和真

菌的碳源代谢活性和特征也发生了显著变化，土

壤细菌 16S rRNA 基因丰度显著增加，自养细菌

群落结构变化显著 [35–37]。基于以上前期研究和



王蕊等 | 微生物学报, 2020, 60(10) 2213 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

前人研究的结果，我们推测林地转型耕地将降低

土壤细菌 phoD 基因的丰度和多样性，并且土壤

编码碱性磷酸酶基因的细菌群落结构因土地利

用的转变而发生改变。本研究采用 qPCR 和高通

量测序技术评价了土壤编码碱性磷酸酶基因的

细菌群落对林地转型耕地的响应，并分析了土壤

编码碱性磷酸酶基因的细菌群落与土壤化学性

质间的关系以探索驱动土壤编码碱性磷酸酶基

因的细菌群落变化的关键因子，以期增进对碱性

磷酸单酯酶的生物学重要性的认识，并为东北丘

陵地区土壤可持续利用及生态环境重建提供科

学依据。  

1  材料和方法 

1.1  试验区概况与试验设计 

试验地位于吉林省四平市伊通满族自治县的

北京大北农生物技术有限公司试验示范基地和西

苇林场(125°20′ N，43°15′ E)，地处长白山脉向松

辽平原过渡的丘陵地带，为东北典型的低山丘陵

区。该地区属中温带湿润季风气候，年均降雨量

为 627.8 mm，年均气温为 4.6 °C。试验地的土壤

类型为白浆土。 

试验共设 2 个处理：林地(F)和耕地(A)。林地

的典型林分为红松(Pinus koraiensis)，林龄 50 年

以上，在林地中随机选取 3 个 15 m×15 m 的小区。

耕地为农用坡耕地，与林地毗邻(相距 50 m)，截

至 2017 年采样时已连续种植 26 年玉米，在试验

田中随机选取 3 个 10 m×15 m 的小区。耕地采用

单季玉米连作的耕作制度，仅施用化肥，使用

N:P:K=15:15:15 的复合肥(总氮、有效五氧化二磷、

氧化钾)，近 5 年化肥施用量平均为 750 kg/hm2，

以基肥形式一次性施用在土壤表面，随后翻入土

壤表层。玉米于每年 5 月份播种，深度为 5 cm。

玉米播种和收获均采取人工方式，收获后将玉米

植株的地上部分移出试验田，其他田间管理措施

按照当地常规操作进行。 

1.2  土壤样品采集与分析 

2017 年 6 月使用直径 3.5 cm 的土钻采集土

壤样品(0–15 cm)。从每个处理小区采用 W 形多

点采样法采集 15 个土芯并混合为 1 份土壤样品。

将土壤样品装入灭菌自封袋中于低温样品储藏

箱中运送至实验室。所有样品充分混匀后过筛  

(2 mm)并分为 2 份样品。一份样品于–70 °C 保存

用于 DNA 提取，另一份样品风干后用于土壤化

学性质分析。本研究中所采用的化学性质分析方

法见王蕊等 [36]的方法，相关实验数据引用王蕊

等[36](表 1)。 

 

表 1.  林地和耕地的土壤化学性质、细菌 phoD 基因丰度和 Shannon 指数 

Table 1.  Soil properties、soil bacterial phoD gene abundance and shannon index of forest and arable land 

Treatment TN/(g/kg) TP/(g/kg) OM/(g/kg) AP/(mg/kg)
NO3

–-N/ 
(mg/kg) 

NH4
+-N/ 

(mg/kg) 
pH 

phoD gene  
abundance/ 
(109 copies/g soil)

Shannon 
index 

F 0.77±0.01a 0.28±0.02b 33.13±1.49a 2.49±0.32b 5.88±0.60b 1.16±0.17b 5.58±0.02a 5.44±0.53A 3.72±0.14A

A 0.74±0.02a 0.52±0.07a 26.39±5.47a 79.32±2.61a 126.46±11.63a 2.72±0.91a 4.72±0.06b 0.86±0.02B 1.92±0.34B

The data is mean±SD (n=3); different lowercase letters indicate that the difference reaches a significant level (P<0.05); different 
uppercase letters indicate that the difference reaches a extremely significant level (P<0.01); F: forest land; A is arable land; TN: total 
nitrogen; TP: total phosphorus; OM: organic matter; AP: available phosphorus; NO3

–-N: nitrate nitrogen; NH4
+-N: ammonium 

nitrogen; pH: pH, the same below. 
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1.3  土壤 DNA 提取与 phoD 基因丰度的定量 

使 用 DNeasy PowerSoil Kit (QIAGEN ，

Carlsbad，CA，USA)从 0.25 g 冻土提取总 DNA，

按照操作说明书进行。使用 NanoDrop ND-2000

分光光度计(NanoDrop Technologies, USA)检测总

DNA 的浓度和质量。 

在 CXF96 Real-time PCR 仪(Bio-Rad, USA)上

通过 qPCR 估算 phoD 基因的丰度。qPCR 采用的

试 剂 为 iTaq Universal SYBR Green Supermix 

(Bio-Rad，USA)，引物为 phoD-733 (5′-TGGGAYG 

ATCAYGARGT-3′)和 phoD-1083 (5′-CTGSGCSAK 

SACRTTCCA-3′)，片段长度约为 350 bp 左右[19]，

qPCR 反应体系和扩增条件见 Chen 等[31]的方法。

每个样品的 DNA 均设置 3 次重复。使用 pGEM®-T 

Easy vector (Promega，USA)构建标准质粒，并对

含有目的 phoD 基因片段的质粒进行测序以证实

序列的准确性。使用 NanoDrop ND-2000 分光光度

计测定质粒浓度并转换为单位体积的拷贝数。将

质粒进行 10 倍系列稀释并用于构建标准曲线。每

个浓度梯度的标准质粒均设置 3 次重复。 

1.4  phoD 基因扩增子的高通量测序与数据处理 

phoD 基因扩增子的高通量测序的引物、PCR

反应体系和程序与 qPCR 相同，为了区分不同土

壤样品产生的扩增子，在引物的 5ʹ端添加不同的

序列标签。将 3 次重复反应的 PCR 产物混合，使

用 Agencourt AMPure XP(Beckman Coulter, Inc. S. 

Kraemer Boulevard Brea，CA，USA)清洗，并使用

QubitTM ssDNA Assay Kit (Invitrogen ， Thermo 

Fisher Scientific，USA)进行定量。将纯化的扩增

子 以 摩 尔 体 积 混 合 ， 并 使 用 Illumina MiSeq 

Reagent Kit v3 (600-cycle) (Illumina Inc. ， San 

Diego，CA)进行成对末端测序。测序由生工生物

工程(上海)股份有限公司完成。 

采 用 QIIME(Quantitative Insights Into 

Microbial Ecology)去除所有长度小于 300 bp、含

有任何模糊碱基以及平均质量值低于 20 的序列[38]。

采用 PEAR 根据 PE 序列之间的重叠关系，将成对

的序列拼接成一条序列[39]，之后按照 barcode 标签

序列识别并区分样品得到相应样品数据。将拼接

的核酸序列进一步去除单体和嵌合体序列 [40]。

RDP FungGene (http://fungene.cme.msu.edu/)是针

对微生物功能基因序列的数据库，其按照功能分

为抗生素抗性、植物致病基因、生物地球化学循

环、系统进化标志、生物降解、金属循环及其他

等 7 类功能基因，常被用于功能基因高通量测序

后的比对[41]。因此，本研究使用 RDP function gene 

pipeline 的 FrameBot 将拼接序列转换为氨基酸序

列，并去除所有不能通读、无法匹配到 phoD 基因

的氨基酸序列以及在序列的任何位置存在终止密

码子的氨基酸序列。使用 USEARCH version 7.1

中的 USEARCH 在 75%的相似度阈值下定义操作

分类单元(operational taxonomic units，OTUs)[16]。

将高通量测序获得的序列原始数据提交至 NCBI 

(National Center for Biotechnology Information)的

GenBank 数据库，提取号为 SRR9878564。 

1.5  统计分析 

采用 SPSS 统计软件(version 20.0，IBM SPSS 

Inc.)进行 Pearson 相关分析和方差分析。采用典范

对应分析(canonical correspondence analysis，CCA)

比较样品的 β-多样性并评价环境因子对编码碱性

磷酸酶基因的细菌群落结构的影响。CCA 采用

CANOCO for Windows 5.0 软件(Microcomputer 

Power, Inc., Ithaca. NY)进行。使用 Monte Carlo 检

验在 CCA 中执行手工预选变量程序以确定环境变

量的显著性(P<0.05)。采用 Origin 2018 绘图。 
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2  结果和分析 

2.1  细菌 phoD 基因丰度和多样性指数以及与土

壤化学性质的相关性 

由表 1 可见，与林地土壤细菌 phoD 基因丰度

(以土计，下同)(5.44×109 copies/g soil)相比，耕地

土 壤 细 菌 phoD 基 因 丰 度 降 低 了 84.1% ， 为

8.64×108 copies/g soil，差异极显著(P<0.01)。林地

转型耕地也显著降低了土壤细菌 phoD 基因群落

的 Shannon 指数(P<0.01)，耕地的 Shannon 指数仅

为林地的 0.52 倍。 

根据 Pearson 相关分析，phoD 基因丰度和

Shannon 指数均与总磷(TP*)、速效磷(AP**)和硝态氮

(NO3
–-N**)显著负相关，而与 pH**显著正相关(表 2， 

 
 

表 2.  林地和耕地土壤化学性质、phoD 基因丰度和

Shannon 指数间的相关性 

Table 2.  Relationship among soil chemical properties, 
phoD gene abundance and Shannon index of forest and 
arable land 

Item phoD gene abundance Shannon index 

TN 0.661 0.588 

TP –0.908* –0.856* 

OM 0.674 0.784 

AP –0.973** –0.973** 

NO3
–-N –0.968** –0.946** 

NH4
+-N –0.822* –0.692 

pH 0.965** 0.973** 

phoD gene abundance 1 0.968** 

Shannon index 0.968** 1 

*: P<0.05; **: P<0.01; F: forest land; A: arable land; TN: total 

nitrogen; TP: total phosphorus; OM: organic matter; AP: 

available phosphorus; NO3
–-N: nitrate nitrogen; NH4

+-N: 

ammonium nitrogen; pH: pH, the same below. 

*P<0.05；**P<0.01)。此外，phoD 基因丰度与铵态

氮(NH4
+-N*)显著负相关(表 2，P<0.05)。同时，phoD

基因丰度与 Shannon 指数极显著正相关(表 2，

P<0.01)。 

2.2  编码碱性磷酸酶基因的细菌群落结构 

在去除嵌合体、单体和不能通读以及与 phoD

基 因 不 匹 配 的 序 列 后 ， 所 有 土 壤 样 品 共 获 得

191890 条高质量序列。每个样品的序列数范围为

30837 至 32629，可聚类为 265 个 OTU。这些 OTU

可以分为 9 个已知门、16 个已知纲、37 个已知目、

65 个已知科和 103 个已知属。其中变形菌门

(Proteobacteria)、蓝藻门(Cyanobacteria)、浮霉菌

门(Planctomycetes)、放线菌门(Actinobacteria)、厚

壁菌门 (Firmicutes)和疣微菌门 (Verrucomicrobia)

为优势门(>1%)，占所有序列的 98%以上(图 1-A)。

在 28 个 优 势 属 (>1%) 中 ， 以 慢 生 根 瘤 菌 属

(Bradyrhizobium)和红游动菌属(Rhodoplanes)最为

丰富(图 1-B 和 1-C)。显著性分析发现，优势门中，

林地的蓝藻门 (Cyanobacteria)(17.67%)的相对丰

度显著高于耕地(3.72%)(P<0.05)；优势属中，林

地的中慢生根瘤菌属(Mesorhizobium)(1.24%)的相

对丰度显著高于耕地(0.11%)(P<0.05)，假单胞菌属

(Pseudomonas)(5.76%)的相对丰度显著高于耕地

(0.28%)(P<0.05)，Chlorogloea 属(0.71%)的相对丰

度显著高于耕地(0%)(P<0.05)，Gemmata 属(0.68%)

的 相 对 丰 度 显 著 高 于 耕 地 (0.02%)(P<0.05) ，

Phormidesmis 属(5.48%)的相对丰度显著高于耕地

(0.02%)(P<0.05)，Pseudolabrys 属(4.68%)的相对丰

度显著高于耕地(0.25%)(P<0.05)，而慢生根瘤菌属

(Bradyrhizobium)(18.15%)的相对丰度显著低于耕地

(50.09%)(P<0.05)，芽孢杆菌属(Bacillus) (0.18%)的

相 对 丰 度 显 著 低 于 耕 地 (2.08%) (P<0.05) ，

unclassified Isosphaeraceae 属(0.20%)的相对丰度

显著低于耕地(0.93%)(P<0.05)。 
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图 1.  林地和耕地土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落组成 

Figure 1.  Composition of soil alkaline phosphatase gene encoding bacterial community of forest and arable land. 
A: phylum; B: order; C: genus. 

2.3  土壤理化因子与编码碱性磷酸酶基因的细菌

群落的 CCA 分析 

采用 CCA 分析确定环境因子对土壤编码碱性

磷酸酶基因的细菌群落结构的潜在影响。CCA 分析

的前两轴分别解释了总变异的 58.7%和 16.9%。林

地和耕地土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落沿

第一轴分离明显(图 2)，以上结果说明林地和耕地土

壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落结构不同，林地

转型耕地改变了土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌

群落结构。根据 Monte Carlo 排列测试，说明速效

磷、pH、硝态氮、总磷和铵态氮对土壤编码碱性磷

酸酶基因的细菌群落结构影响显著。其中 pH 与林

地土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落结构显著

正相关；而速效磷、硝态氮、总磷和铵态氮与耕地

土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落结构显著负

相关，并且速效磷和硝态氮的影响程度大于总磷和

铵态氮，其中速效磷是这些影响因素中影响最强烈

的，其他理化因子为协同因子，产生协同效应。 
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图 2.  土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落结构的典

范对应分析 

Figure 2.  Soil alkaline phosphatase gene encoding 
bacterial community structure by CCA analysis. F: 
forest land; A: arable land; TN: total nitrogen; TP: total 
phosphorus; OM: organic matter; AP: available 
phosphorus; NO3

–-N: nitrate nitrogen; NH4
+-N: 

ammonium nitrogen; pH: pH. 

 

2.4  土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落与土壤

化学性质间的关系 

通过 Pearson 相关分析评价优势门、目和属的

相对丰度与土壤化学性质间的关系。图 3 可见，

优势门中仅蓝藻门(Cyanobacteria)的相对丰度与

pH 显著正相关，而与速效磷、硝态氮和总磷显著

负相关。目水平下，假单胞菌目(Pseudomonadales)

和 Synechococcales 目与 pH 极显著正相关，而与

速效磷和硝态氮极显著负相关，与总磷显著负相

关；鞘脂单胞菌目(Sphingomonadales)同样分别与

pH 以及速效磷和硝态氮呈显著正相关和负相关

(P<0.05)，而根瘤菌目(Rhizobiales)与鞘脂单胞菌

目(Sphingomonadales)相反。Nevskiales 目和

Pseudonocardiales 目仅与铵态氮极显著正相关

(P<0.01)。属水平下，慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium)、 

芽孢杆菌属(Bacillus)和 unclassified Isosphaeraceae

与 pH、速效磷和硝态氮的相关关系相似，而且芽

孢杆菌属(Bacillus)与总磷和铵态氮显著正相关，

而 unclassified Isosphaeraceae 属仅与总磷显著正

相 关 ， 却 与 有 机 质 显 著 负 相 关 。 假 单 胞 菌 属

(Pseudomonas)、Chlorogloea 属、Phormidesmis 属

和 Pseudolabrys 属与 pH、速效磷、硝态氮和总磷

的显著相关关系相似，且 Pseudolabrys 属与铵态

氮显著正相关。中慢生根瘤菌属(Mesorhizobium)

和 Gemmata 与 pH、速效磷和硝态氮的相关性与

Chlorogloea 属和 Phormidesmis 属相同。念珠藻属

(Nostoc)与硝态氮、总磷和铵态氮显著负相关。

Sinimarinibacterium 属与总磷和铵态氮的相关关

系与念珠藻属(Nostoc)相似。Prauserella 属与铵态

氮显著正相关，而 Schlegelella 属与有机质显著负

相关。这些与不同化学性质表现出显著相关关系

的 优 势 目 和 属 的 相 对 丰 度 总 和 分 别 达 到

49.8%–87.3%和 37.7%–66.0%，说明土壤化学性质

的变化直接导致土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌

群落在目和属的变化，最终改变了土壤编码碱性

磷酸酶基因的细菌群落结构。 

3  讨论 

3.1  土壤细菌的 phoD 基因丰度和多样性 

耕地土壤细菌的 phoD 基因丰度显著低于林

地，这与笔者基于前人的研究所预期的相符，说

明土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌的生长受到林

地转型耕地的抑制。以连续玉米种植为主的耕作

制度在东北地区很常见，并依赖于施用化肥来维

持玉米的生产力，而这反过来影响了土壤质量[42]。

本研究中，林地转型为耕地后一直用于玉米种植，

26 年的化肥施用改变了土壤的化学性质(表 1)[36]。 
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图 3.  优势门、目和属的相对丰度与土壤化学性质的 Pearson 相关分析 

Figure 3.  Pearson correlation analysis between the relative abundance of abundant phylum, order and genus and 
soil chemical properties. A: phylum; B: order; C: genus; *: P<0.05; **: P<0.01. TP: total phosphorus; OM: organic 
matter; AP: available phosphorus; NO3

–-N: nitrate nitrogen; NH4
+-N: ammonium nitrogen; pH: pH. 
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Ragot 等[22]研究发现 pH 是驱动编码碱性磷酸酶基

因的细菌群落变化的主要因素，土壤编码碱性磷

酸酶基因的细菌群落对 pH 的响应非常强烈。本研

究中细菌的 phoD 基因丰度随 pH 的减少而显著降

低，说明林地转型耕地所造成的土壤酸化是细菌

phoD 基因丰度变化的重要原因之一。磷肥投入将

增加磷有效性，但会降低含 phoD 的微生物的丰

度，本研究发现细菌的 phoD 基因丰度与速效磷呈

极显著负相关关系，这与 Tan 等[16]、Luo 等[28]和

Chen 等[31]研究发现旱地土壤磷的有效性与 phoD

基因丰度呈负相关关系一致。而这种负相关关系

不仅仅限于旱地土壤，也存在于水稻土，不施肥

处理的根际土和非根际土中 phoD 丰度显著高于

施肥处理[30]。而 Ikoyi 等[43]在仅添加磷的短期温室

研究中未发现 phoD 基因丰度与速效磷间显著相

关。产生这种结果的原因与该研究中磷施用的持

续时间和数量有关，而长期施肥对土壤编码碱性

磷酸酶基因的细菌群落产生的影响更加持久[44]。

此外，我们还发现耕地土壤总磷显著增高，说明

化肥施用带来了大量的速效磷，但这已远超过植

物和微生物生长的需求，因此在这种磷供应充足

的条件下，编码碱性磷酸酶基因的细菌能够刺激

细胞内磷积累，将磷固定在生物质中[30]。不仅如

此，土壤中无机磷被土壤表面活性颗粒快速吸收

或沉淀也是造成磷积累的一个主要原因[10]。但本

研究中耕地中磷究竟以何种形式留存下来需要进

一步研究。phoD 基因属于磷饥饿诱导基因，在磷

贫化的土壤中可合成速效磷，在土壤总磷含量增

高的情况下，抑制 phoD 基因的表达，使得 phoD

基因丰度降低。而林地的速效磷含量非常低，处

于贫磷状态，但微生物所表现出高度灵活的 C︰P

和 N︰P 化学计量可保证其在磷有效性非常低的

生境中生存[45–46]，高丰度的编码碱性磷酸酶基因

的微生物不断地矿化有机磷以减轻磷的限制，从

而满足植物和微生物的需要[8,10]。 

林地转型耕地也显著降低了土壤编码碱性磷

酸酶基因的细菌群落的多样性。然而，Tan 等[16]

发现长期施用磷肥增加草地土壤中编码碱性磷酸

酶基因的细菌群落的多样性，Chen 等[31]也发现长

期施用磷肥增加了玉米田土壤编码碱性磷酸酶基

因的细菌群落的多样性。这与本研究结果相反，

分析发现这些研究均以相同的生态系统(分别为

草地生态系统和农田生态系统)为研究对象，而本

研究比较的是 2 种截然不同的生态系统(森林生态

系统和农田生态系统)转变下土壤编码碱性磷酸

酶基因的细菌群落的变化。作为自然生态系统重

要组成部分的森林生态系统比受人类扰动强烈的

农田生态系统拥有更高的微生物多样性。本研究

发 现 土 壤 编 码 碱 性 磷 酸 酶 基 因 的 细 菌 群 落 的

Shannon 指数与 phoD 基因丰度极显著正相关，说

明编码碱性磷酸酶基因的细菌群落多样性与丰度

呈相同的变化趋势。Shannon 指数与 pH 极显著正

相关，而与速效磷极显著负相关，与总磷显著负

相关(表 2)，这与 phoD 基因丰度相同，说明编码

碱性磷酸酶基因的细菌群落多样性同样受长期施

肥的显著影响，并且在响应磷的有效性以及磷积

累中发挥重要作用。也有研究表明编码碱性磷酸

酶基因的细菌群落的多样性取决于土壤有机碳的

数量和质量[19,23,28]。Wei 等[30]发现编码碱性磷酸酶

基因的微生物的多样性与溶解性有机碳含量间呈

显著相关关系，磷肥施用通过改变水稻向土壤的

有机碳输入间接地影响编码碱性磷酸酶基因的微

生物的群落组成。本研究中 Shannon 指数与有机

质也呈正相关关系，但相关性不显著，这可能是

试验地位于丘陵地区，玉米的种植和收获均采用

人工方式，且在玉米收获时保留全部根茬，根茬
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的降解向农田输入了有机质，因此耕地土壤有机

质含量较林地下降并不显著。但林地与耕地的地

表植被群落显著不同，那么二者间土壤有机质组

分是否发生变化，且不同组分对土壤编码碱性磷

酸酶基因的细菌群落是否有显著影响需要深入研

究。施用化肥不仅增加了耕地的速效磷，而且增

加了土壤中硝态氮。我们发现 Shannon 指数与

phoD 基因丰度均与硝态氮极显著负相关，说明硝

态氮对土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落多样

性同样产生了显著的负面影响，而这也与氮肥投

入所造成的 pH 变化密切相关。 

3.2  土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落结构 

林地和耕地的土壤编码碱性磷酸酶基因的细

菌群落均以变形菌门(Proteobacteria)最为丰富，分

别占 69.9%–82.3%和 74.8%–92.8%，这与多项研究

结果一致[16,24,29–31,47]。除林地蓝藻门(Cyanobacteria)

的相对丰度(13.2%–24.4%)显著高于耕地(1.7%–6.3%)

外，其他优势门的相对丰度在林地和耕地间差异

均不显著。Spohn 等(2015)研究表明隶属于同一个

门的特殊分类群的生态特征也是不同的[48]。笔者

在更深层次的分类水平进行分析，结果表明，林

地的假单胞菌属(Pseudomonas)、Pseudolabrys 属、

Phormidesmis 属、中慢生根瘤菌属(Mesorhizobium)、

Chlorogloea 属和 Gemmata 属的相对丰度显著高于

耕地，而慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium)和芽孢杆

菌属(Bacillus)显著低于耕地。林地中假单胞菌属

(Pseudomonas)隶属于变形菌门(Proteobacteria)，

其相对丰度在 4.5%–8.0%，隶属于这个属的细菌

具有植物促生长作用[49]，其包含了具有磷溶解和

磷矿化能力的细菌物种[50–51]，有助于有机磷化合

物的矿化[52–53]，说明该属的细菌在贫磷条件下林地

的有机磷矿化中可能发挥重要作用。Pseudolabrys

属(3.9%–5.2%)也隶属于变形菌门(Proteobacteria)，

但其具体的功能未见报道。Phormidesmis 属隶属

于蓝藻门(Cyanobacteria)(3.2%–8.1%)，能进行光

合作用将二氧化碳和水转化为糖类，说明这种能

够进行光合作用的自养微生物可能将林地的有机

磷矿化和碳固定过程相耦合[54]。中慢生根瘤菌属

(Mesorhizobium)(0.6%–1.6%) 、 Chlorogloea 属

(0.5%–1.1%)和 Gemmata 属(0.3%–1.0%)分别隶属

于变形菌门(Proteobacteria)、蓝藻门(Cyanobacteria)

和浮霉菌门(Planctomycetes)，虽然相对丰度较其

他 3 个菌属低很多，但其对贫磷条件下的有机磷

矿化的作用不应该被忽视，因为经常被忽视的稀

有分类群可能对生态功能具有关键作用[55-56]，同

时这些种细菌在林地土壤的氮、碳和磷的耦合中

会发挥一定的作用。而耕地中这 6 个属的相对丰

度相当低。Luo 等[28]在不同施肥的农田中检测到

高比例的慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium)，本研究

的结果与此相同。慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium)

是自由生存的共生氮固定微生物，其通过增加碱

性磷酸酶活性和磷转运速率响应磷胁迫[57–59]，这

一属在耦合土壤氮和磷循环中可能发挥重要作

用。磷循环与氮循环是紧密联系的[60–61]。植物和

微生物竞争土壤中的速效氮[62]，长期以来植物通

常比土壤微生物更具竞争力，氮的浓度对于微生

物的生长通常非常有限 [63]，那么慢生根瘤菌属

(Bradyrhizobium)可能通过利用固定氮气防止氮限

制。为何农田生态系统中有如此高比例的慢生根

瘤菌属(Bradyrhizobium)，以及其在土壤氮循环和

磷周转间的耦合中如何发挥作用均是今后研究的

重点。而芽孢杆菌属(Bacillus)具有很强的有机质

分解力，能够产生丰富的代谢生成物，但其在土

壤磷循环中的作用未见报道，其功能同样有待进
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一步研究。以上这些结果表明林地转型为耕地后，

土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落结构发生了

显著变化。 

CCA 结果表明，速效磷与编码碱性磷酸酶基

因的细菌群落结构显著相关，这与 Luo 等[28]和

Chen 等[31]报道的结果一致。同时发现编码碱性磷

酸酶基因的细菌群落结构与 pH、硝态氮、总磷和

铵态氮间存在显著的相关性，表明这些土壤化学

性质在编码碱性磷酸酶基因的细菌群落变化中发

挥重要作用。pH 与林地编码碱性磷酸酶基因的细

菌群落结构显著正相关，而速效磷、硝态氮、总

磷和铵态氮与耕地编码碱性磷酸酶基因的细菌群

落结构显著负相关(图 2)，说明长期化肥施用造成

的土壤酸化以及土壤养分积累塑造了林地和耕地

截然不同的编码碱性磷酸酶基因的细菌群落结

构，其中 pH、速效磷和硝态氮的作用要强于总磷

和铵态氮。Wang 等[64]和 Hu[29]等(2018)分别发现

土壤 pH 是影响种植小麦(Triticum aestivum)以及

玉米(Zea maize)和大豆(Glycine max)的卡斯特土

壤中编码碱性磷酸酶基因的细菌群落结构的主要

因子，这与本研究的结果相似。当编码碱性磷酸

酶基因的细菌群落对草地土壤磷状态的应答发生

变化时，土壤 pH 变化所产生的影响更为显著[22]，

这也说明了土壤 pH 在塑造编码碱性磷酸酶基因

的细菌群落结构中的重要作用。速效磷是影响含

土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落结构的主要

因素[22,27]，其与 Pho 调节子作用，调控磷酸酶的

合成与分泌以及无机磷的转运和同化[65–66]，因此，

本研究中速效磷也产生了非常重要的作用。而硝

态氮的增加是导致土壤酸化的主要原因，其间接

地影响了编码碱性磷酸酶基因的细菌群落结构。

相关分析表明，与土壤化学性质显著相关的目和

属中与 pH、速效磷和硝态氮显著相关的种类最

多，其次为总磷和铵态氮，这也进一步说明了土

壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群落的变化与这些

化学因子密切相关。推荐施用有机肥来改善土壤

质量，可以促进微生物多样性和功能，但要仔细

考虑有机投入的施用量，以通过改变编码碱性磷

酸酶基因的细菌群落来促进磷的利用。 

4  结论 

与林地相比，耕地土壤编码碱性磷酸酶基因

的细菌群落的丰度和多样性均显著降低。pH、速

效磷、总磷、硝态氮和铵态氮是决定细菌 phoD 丰

度和多样性的主要环境因子。耕地土壤的慢生根

瘤菌属(Bradyrhizobium)和芽孢杆菌属(Bacillus)的

相 对 丰 度 显 著 高 于 林 地 ， 而 中 慢 生 根 瘤 菌 属

(Mesorhizobium) 、 假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas) 、

Chlorogloea 属、Gemmata 属、Phormidesmis 属和

Pseudolabrys 属的相对丰度显著低于林地，林地转

型耕地改变了土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌群

落结构。pH、速效磷、总磷、硝态氮和铵态氮的

变化共同引起了土壤编码碱性磷酸酶基因的细菌

群落结构的改变。长期化肥投入改变了土壤 pH 和

速效磷，同时也改变了其他的土壤理化因子，造

成 phoD 基因丰度和多样性的变化，进而影响了编

码碱性磷酸酶基因的细菌群落结构。 
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Effect of conversion of forest to arable land in the hilly region, 
Northeast China on soil alkaline phosphatase gene encoding 
bacterial community 

Rui Wang, Xian Wu, Gang Li, Weiming Xiu, Jinxin Wang, Xinyi Wang, Lili Wang, 
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Agro-Environmental Protection Institute, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Tianjin 300191, China 

Abstract: [Objective] By studying the effect of conversion of forest to arable land on the abundance, diversity and 
structure of soil alkaline phosphatase gene encoding bacterial community, to provide basic data of soil microbial 
diversity, for sustainable land use. [Methods] The abundance, diversity and structure of soil alkaline phosphatase 
gene encoding bacterial community were investigated using real-time fluorescence quantitative PCR (qPCR) and 
high-throughput sequencing. Combining the determination and statistical analysis of soil chemical properties, 
relationships among the soil alkaline phosphatase gene encoding bacterial community abundance, Shannon 
diversity and soil chemical properties were also evaluated, as well as the key driving factors affecting community 
structure. [Results] After the forest land was reclaimed as arable land, long-term fertilization led to acidification of 
the soil, the pH dropped from 5.58 to 4.72, and the soil available phosphorus increased from 2.49 mg/kg to    
49.3 mg/kg. Correspondingly, the soil alkaline phosphatase gene encoding bacterial community abundance and 
diversity significantly decreased with the conversion of forest to arable land. Based on species classification of 
alkaline phosphatase-encoding gene sequence, Proteobacteria, Cyanobacteria, Planctomycetes, Actinobacteria, 
Firmicutes and Verrucomicrobia were the dominant phyla, and the relative abundance of Cyanobacteria in forest 
significantly higher than that in arable land. The relative abundance of Bradyrhizobium and Bacillus in arable land 
were significantly higher than that in forest, while significantly higher relative abundance of Mesorhizobium, 
Pseudomonas, Chlorogloea, Gemmata, Phormidesmis and Pseudolabrys was found in forest. The structure of soil 
alkaline phosphatase gene encoding bacterial community was significantly affected by the land-use change. The 
abundance and Shannon diversity of soil alkaline phosphatase gene encoding bacterial community were 
significantly positively correlated with pH, but significantly negatively correlated with the soil available 
phosphorus, total phosphorus, nitrate nitrogen (NO3

–) and ammonium nitrogen (NH4
+), the soil available 

phosphorus is the most affected among these factors. The application of inorganic phosphate fertilizer caused the 
degradation of organophosphorus decomposition ability of soil bacterial community containing alkaline 
phosphatase. [Conclusion] The soil available phosphorus and pH changed by land-use change and long-term 
fertilization cause the alteration of the abundance, diversity and structure of the soil alkaline phosphatase gene 
encoding bacterial community under the coordinated driving of other physical and chemical factors. 
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