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岩溶地貌部位对土壤微生物丰度与酶活性的影响

李 强１，靳振江１，２，李忠义３，罗 堃２，唐志琴２，黄静云２，陆文体２

（１．国土资源部／广西岩溶动力学重点实验室 中国地质科学院 岩溶地质研究所，

广西 桂林５４１００４；２．广西环境污染控制理论与技术重点实验室 桂林理工大学环境科学与

工程学院，广西 桂林５４１００４；３．广西农业科学院 农业资源与环境研究所，广西 南宁５３０００７）

摘　要：以中国地质科学院岩溶地质研究所桂林丫吉岩溶试验场为研究区，单氨加氧酶的编码基因ａｍｏＡ
的部分序列作为氨氧化细菌（ＡＯＢ）指示基 因，利 用 荧 光 定 量ＰＣＲ技 术，结 合 平 板 菌 落 计 数 法 和 土 壤 酶 活

性测定，探讨了岩溶地貌部位及土壤成因对微生物群落丰度和酶活性的影响。结果发现，受岩溶地貌部位

和土壤成因的影响，土壤酶活性、土壤微生物 总 数 在 垭 口、坡 地、洼 地 呈 增 加 的 趋 势，而 氨 氧 化 细 菌 丰 度 则

呈现降低的趋势。结果表明，土壤氨氧化细菌丰度与真菌数呈极其显著的正相关，而与蔗糖酶活性呈极其

显著负相关。
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　　岩溶 环 境 被 视 为 一 种 极 其 脆 弱 的 极 端 环 境［１］。

土壤微生物作为岩溶环境中的重要组成部分，对土壤

肥力、植被生产力和生态系统功能等具有重要的调节

作用。此外，微生物作为土壤的重要组成部分，在有

机物降 解 和 多 种 元 素 的 循 环 中 还 起 着 关 键 性 的 作

用［２］。由于土壤微生物组成对很多环境因子都十分

敏感，如土壤类型、ｐＨ 值、植被和地理距离等［３－６］，因

此分析土壤微生物群落变化将有利于揭示其对环境

变化的响 应［５］。有 关 研 究 表 明，在 不 同 的 岩 溶 地 貌

中，微生物区系数量和以微生物为主导的土壤酶活性
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有较大差异［７］，然而，关于岩溶地貌形态以及土壤成

因对土壤微生物群落和土壤酶活性的影响机理还缺

乏深入的讨论。近 年 来，随 着 分 子 生 物 学 技 术 的 发

展，尤其是基于荧光定量ＰＣＲ方法的改进，大大提高

了微生物群落丰度检 测 的 灵 敏 度，为 全 面 分 析 微 生

物群落结构提供了强有力的工具。因此，本文通过研

究不同岩溶地貌部位及土壤成因条件下的微生物群

落丰度与酶活之间的相互关系，为揭示岩溶极端环境

下的土壤—微生物之间的响应和适应机制提供理论

基础。

１　材料与方法

１．１　研究区概况

研究区选择在中国地质科学院岩溶地质研究所

桂林丫吉岩溶试验场。该试验 场 建 于１９８６年［８］，是

中国南方裸露岩溶区具有代表性的峰丛山区岩溶泉

域系统，位于桂 林 市 东 南 郊 区８ｋｍ的 丫 吉 村 附 近，
处 在 峰 丛 洼 地 和 峰 林 平 原 的 交 界 地 带，总 面 积

２ｋｍ２。
桂林位于亚热带季风区，降雨在季节分配上的不

均匀性 是 该 区 基 本 的 气 候 特 点。据 桂 林 市 气 象 台

３２ａ的观测资料，多年平均降雨量为１　９１５．２ｍｍ，多

年平均水面蒸发量为１　３７８．３ｍｍ。该区从９月至翌

年３月为旱季，其 降 雨 量 仅 为 年 降 雨 量 的２９．６８％，
而４—８月的雨季降雨量占年降雨量的７０．３２％。在

１９８６年之前，由于当地农民的砍伐和烧荒，试验场的

生态环境受到掠夺性破坏，整个区域基本没有植被覆

盖，生境相当严酷，为次生裸地。作为试验场后封山，
进行植物 群 落 的 自 然 恢 复，目 前 群 落 年 龄 在１８～
２０ａ。由于试验场不同部位水分、光照、热量及土壤的

差异，故 选 取 垭 口（２５°１４′４５″Ｎ，１１０°２２′５５″Ｅ，高 程

４０７ｍ）；坡地（２５°１４′５０″Ｎ，１１０°２３′１″Ｅ，高程２９０ｍ）
和１号洼地（２５°１４′５５″Ｎ，１１０°２３′３″Ｅ，高程２７２ｍ）３
种样地作为研究样点。垭口的土壤为残坡积土，土壤

覆盖度低、水热变化剧烈，环境相对恶劣。坡地的土

壤为洪 积 土，土 层 薄，土 壤 异 质 性 强，溶 沟、溶 槽 发

育，地表径流 易 入 渗。１号 洼 地 的 土 壤 为 冲 积 土（１
级）。此外，洼地还是降水的汇集区，其水热条件和土

质较好，在南方岩溶区多为耕作区［９］。

１．２　供试土壤与样品采集

２０１０年１１月 在 岩 溶 试 验 场１号 洼 地、坡 地、垭

口３种地貌处采集土壤样品。每个样地随机设置３
个近２ｍ２ 的采样区，在每个采样区分别选择３个采

样点。每 个 采 样 点 用 土 钻 采 集０—１０，１０—２０ 和

２０—３０ｃｍ深度的土样，将同一采样区３个采样点的

土样按相同层次等比例混匀，当天带回实验室。除去

植物残体和入侵体，一部分过２ｍｍ筛，储放于－８０℃
低温冰 箱 中，以 作 土 壤 酶 活 性 和 微 生 物 群 落 丰 度

分析。

１．３　土壤总ＤＮＡ提取与荧光定量ＰＣＲ分析

土壤微生物总ＤＮＡ提取使用（ＭＰ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，

ＵＳＡ）试剂 盒，操 作 步 骤 按 照 说 明 进 行。ＤＮＡ样 品

用微量紫外分光光度计测定浓度后用作ＰＣＲ扩增的

模板ＤＮＡ。用 氨 氧 化 细 菌（ＡＯＢ）指 示 基 因ａｍｏＡ
的特 异 引 物 对［１０］对 硝 化 细 菌 进 行 定 量ＰＣＲ扩 增。

ＰＣＲ反应体系为２５μｌ，其中含有１２．５μｌ的ＳＹＢＲ＠
ＰｒｅｍｉｘＥＸ　ＴａｑＴＭ，上、下 游 引 物（２０ｐｍｏｌ／μｌ）各

１μＬ，模板 ＤＮＡ　１５ｎｇ，用 灭 菌 的 去 离 子 水 补 足 至

２５μＬ。扩增条件为首先是９４℃２ｍｉｎ，３０个循环为

９４℃变性１ｍｉｎ，６０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，
最后再在７２℃延伸５ｍｉｎ。用从５．２８×１０１ 到５．２８
×１０５ 系列１０倍稀释梯度的５次重复值画出标准曲

线。从 标 准 曲 线 得 到 ａｍｏＡ 基 因 的 扩 增 效 率 为

９５．２％，Ｒ２ 值为０．９４。

１．４　可培养微生物群落数量

微生物数量 采 用 平 板 菌 落 计 数 法［１１］进 行，其 中

细菌、真菌和放线菌分别使用牛肉膏蛋白胨（ＮＡ）培

养基、马丁（Ｍａｒｔｉｎ）培养基和高氏１号（Ｇａｕｓｅ’１）培

养基培养和计数。计数结果均以每克干土中的菌落

数（ｃｆｕ／ｇ）表示。用以上３大菌群的总数代表土壤总

的微生物数量。

１．５　土壤酶活性

酶活性的测 定 参 考 关 松 荫 等［１２］的 方 法，其 中 蔗

糖酶采用３，５—二硝基水杨酸比色法，活性用２４ｈ后

每克干土中葡萄糖的毫克数表示；脲酶采用苯酚一次

氯酸钠比色法，用２４ｈ后每克干土 中 铵 态 氮 的 毫 克

数表示；碱性磷酸酶采用磷酸苯二钠比色法，活性用

２ｈ后每克干土中苯酚的毫克数表示。

１．６　土壤ｐＨ值

土壤ｐＨ值 的 测 定 参 考 毕 桂 英 等［１３］的 方 法，采

用无ＣＯ２ 蒸馏水作为浸提剂，按照土水１∶０．５的比

例混匀后用ＭＥＴＴＬＥＲ　ＴＯＬＥＤＯ　Ｓ２２０ｐＨ计测定。

１．７　数据处理与统计检验

采用ＳＰＳＳ　１０对实验结果进行相关统计分析，相
关检验为Ｓｐｅａｒｍａｎ相关。

２　结果与讨论

２．１　土壤酶活性、可培养土壤微生物总数与土壤ｐＨ值

微生物在其生命活动过程中，向土壤分泌大量的

胞外酶。微生物死亡后，由于细胞的自溶作用把胞内
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酶也释放至土壤中，推动土壤生物化学反应。因此，
土壤酶活性在一定程度上则反映了微生物的活性及

其在土壤养分循环过程中的作用［１４－１５］。
从图１—２可以看出，同一地貌条件下的 土 壤 蔗

糖酶、脲酶和碱性磷酸酶活性以及可培养土壤微生物

总数在垂直分布上表现出０—１０ｃｍ土层最高，随土

层深度的增加而降低；而不同地貌条件下同一层位的

土壤在垭口、坡地和１号洼地中，其土壤蔗糖酶、脲酶

和碱性磷酸酶活性以及可培养土壤微生物总数一般

表现出洼地最高。此外，从表１可以看出，从垭口、坡
地到１号洼地同一层位的土壤ｐＨ 值 总 体 呈 现 逐 渐

降低的趋势；而在同一地貌下，随着土壤深度的增加，
土壤ｐＨ值逐渐升高，并使土壤始终保持为碱性。

同一地貌中的土壤酶活性与可培养土壤微生物总

数均随着土壤深度的增加而降低，主要是由以下两方

面的因素造成的：一方面是土壤有机质含量随土层深

度增加明显减少，而土壤酶主要是以物理的或化学的

结合形式吸附在土壤有机和无机颗粒上，或与腐殖质

络合，加之丫吉岩溶试验场表层岩溶带土层较薄导致

该区的灌木丛细根主 要 分 布 在 土 壤 表 层，并 在 土 壤

中由上至下逐渐减少，细根作为根系最活跃的部分，

它的分泌物和细胞的脱落能促使酶进入土壤；另一方

面，随着土层深度的增加，通气状况越来越差，微生

物种类和数量递减，导致土壤酶活性减弱［１６］。
此外，受降雨及表层岩溶带坡面流影响，加之垭

口、坡地和１号洼地处的土壤来源不同：垭口的土壤

为残坡积土，坡地的土壤为洪积土，而１号洼地的土

壤为冲积 土（１级）［１７］，土 壤 有 机 质 从 垭 口 流 失 到 洼

地，并在１号洼地不断积累，从而造成不同地貌条件

下同一层位的土壤酶活性以及可培养土壤微生物总

数逐渐升高。
表层岩溶带ＣＯ２—水—钙交换过程活跃，而岩溶

土壤中的二氧化碳主要来源于：土壤微生物对动植物

遗体的分解、植物根系和土壤原生动物的呼吸［１８］，因

此同一地貌下随着土壤深度的增加土壤微生物数量

减少、植物根呼吸减弱，导致ＣＯ２—水—钙 交 换 过 程

在垂直分布上减弱，并造成土壤ｐＨ值随着土壤深度

的增加而升高。从垭口、坡地到１号洼地不同地貌条

件下同一层位土壤微生物数量的增加能够释放更多

的ＣＯ２ 溶解于土壤水而具有侵蚀力，加之岩溶土 壤

水在非饱和状态下其侵蚀力具有积累效应，造成土壤

ｐＨ值随着海拔高度的降低而降低。

图１　丫吉岩溶试验场不同取样点土壤酶活性

图２　丫吉岩溶试验场不同取样点土壤微生物数量

表１　丫吉岩溶试验场不同取样点土壤ｐＨ值

地貌 ０—１０ｃｍ　 １０—２０ｃｍ　 ２０—３０ｃｍ
垭口 ７．７６　 ７．８４　 ８．２０
坡地 ７．１３　 ７．３１　 ７．６９
洼地 ６．８３　 ７．４０　 ７．８３

２．２　氨氧化细菌丰度

土壤中ＡＯＢ丰度结果从图３可以看出，ＡＯＢ主

要集中在 表 层 土 壤 中，并 随 着 土 壤 深 度 的 增 加 而 减

少；不同地貌形态下同一层位的土壤 ＡＯＢ丰度从垭

口、坡地到１号洼地也表现出逐渐降低的趋势。

图３　丫吉岩溶试验场不同取样点土壤微生物ＡＯＢ丰度
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在垭口、坡地和１号 洼 地，同 一 层 位 的 土 壤 酶 活

性、可培养土壤微生物总数尽管表现出逐渐增加的趋

势，但ＡＯＢ丰度则表现出相反的趋势，这说明可能与

岩溶地貌类型有关。首先，目前已知ＡＯＢ最小的Ｋｓ
值为１．９２μｍｏｌ／Ｌ

［１９］，土壤ｐＨ值的降低可导致土壤

氨分子的减少并限制ＡＯＢ的生长［２０］，从而使同一层

位的ＡＯＢ丰 度 从 垭 口、坡 地 到１号 洼 地 逐 渐 降 低。
其次，真核微生物是旱地土壤 微 生 物 中 的 主 要 类 群，
而真菌又是真核微生物的主要组成，对底物具有更强

的广 谱 性，可 利 用Ｃ／Ｎ比 更 为 宽 幅 的 底 物 生 长［２１］。
在桂林丫吉岩溶试验场随着生态恢复的推进，土壤腐

殖质含量得到相应的增加，该区真菌的生长得到促进

并显著提高真核微生物的数量，然而由于地貌部位和

土壤成因的差异，导致垭口的Ｃ／Ｎ为２４．４８～３３．２６，
坡地的Ｃ／Ｎ为９．３８～１７．４６，洼地的Ｃ／Ｎ为１５．２３～
１７．０６［７］，从而说明Ｃ／Ｎ的差异也是造成不同地貌形

态下同一层位ＡＯＢ丰度差异的重要原因。
细菌作为德国和中 国 典 型 碱 性 土 壤 硝 化 过 程 的

主要驱动者［２２－２３］，对 环 境 的 变 化 较 为 敏 感，湿 润 及 近

于中性ｐＨ值的土壤环境有利于其生长与繁殖，并对

有机碳质量要求较高［２４］。由于桂林丫吉岩溶试验场

土壤有机碳 含 量 随 土 层 深 度 增 加 明 显 减 少［７，９，２５］，从

而影响细菌的生长以及可培养土壤微 生 物 总 数 的 变

化，并造成ＡＯＢ丰度随着土壤深度的增加而减少，因
而在垭口和１号洼地，土壤微生物总数与 ＡＯＢ丰度

的相 关 性 极 显 著（ｒ分 别 为０．９７１和０．９５８，ｐ＜
０．０１）。由于坡地土壤 主 要 来 源 于 洪 积 土，层 理 不 明

显、性质不稳定，导致土壤微生 物 总 数 随 着 深 度 的 增

加而降低的趋势不明显，土壤微生物总数与 ＡＯＢ丰

度在坡地则没有相关性。

２．３　氨氧化细菌丰度与土壤因子的关系

从表２可以看出，放线菌、ＡＯＢ丰度与蔗糖酶活性

极显著负相关（ｒ分别为－０．８１８和－０．５０３，ｐ＜０．０１），
而土壤微生物总数、细菌和真菌与土壤中的脲酶活性

和碱 性 磷 酸 酶 活 性 极 显 著 正 相 关（ｒ分 别 为０．６４１，

０．９１４，０．６５１，０．９０２，０．７４４和０．４７６，ｐ＜０．０１）。
放线菌由于其菌丝缠绕土壤颗粒或有机质，因而

对土壤腐殖质的合成有重要的促进作用，并且其次生

代谢产物能够改善土壤环境，有利于植物的生长。然

而在岩溶环境中，高含量的钙离子使土壤腐殖质中胡

敏酸的含量比例较高，且稳定性好，造成腐殖质不易

分解，营养元素供给速率缓慢［２６］，因而岩溶土壤放线

菌的存在能够促进土壤腐殖质的积累 并 限 制 蔗 糖 酶

参与土壤有机碳循环过程，进而造成氨氧化细菌功能

丰度降低［２７］。因而在本研究中，土壤放线菌、ＡＯＢ丰

度与蔗糖酶活性呈极显著负相关。

表２　丫吉岩溶试验场土壤微生物丰度与酶活性间的相关系数

测试项目 真菌 放线菌 细菌 ＡＯＢ 蔗糖酶 脲酶 碱性磷酸酶

微生物总数 　０．５５４＊＊ －０．１３９ 　０．９５２＊＊ ０．３０４　 ０．１０５ 　０．６４１＊＊ 　０．９１４＊＊

真 菌 １．０００ 　０．０４１ 　０．５４３＊＊ 　０．６１７＊＊ －０．０５０　 　０．７７４＊＊ ０．４７６＊

放线菌 　１．０００ －０．１４７　 ０．２７２ －０．８１８＊＊ ０．１１６ －０．１４８　　
细 菌 １．０００　 ０．２６６　 ０．１４３ 　０．６５１＊＊ 　０．９０２＊＊

ＡＯＢ　 １．０００ －０．５０３＊＊ ０．３６４　 ０．２２６
蔗糖酶 １．０００　 ０．０４９　 ０．０７２
脲 酶 １．０００ 　０．５９８＊＊

碱性磷酸酶 １．０００

　　注：＊表示在ｐ＜０．０５水平显著相关；＊＊表示在ｐ＜０．０１水平极显著相关，ｎ＝２７。

　　真菌和细菌是土壤微生物的主要组成部分。真

菌对枯枝落叶的分解能力极强，是进行腐解作用的主

要微生物，并在土壤的生物化学转化过程中起着相当

重要的作用。而 土 壤 中 的 细 菌 几 乎 参 与 了 土 壤 中 的

所有生物化学过程，并具有快速生长的能力，能旺盛

地分解各种自然物质，故在土壤的物质转化过程中具

有重要的作 用。因 而 土 壤 中 的 真 菌 在 参 与 枯 枝 落 叶

的分解过程中能有效促进土壤细菌的生长，使二者呈

极显著正相关关系（ｒ为０．５４３，ｐ＜０．０１）。脲酶能够

促进有机质分子中肽键的水解，催化土壤有机质中的

有机态氮转化为无机态氮，碱性磷酸酶能够促进土壤

中最难移动和最难被利用的磷元素的释放，因而细菌

和真菌与土壤 中 的 脲 酶 活 性 和 碱 性 磷 酸 酶 活 性 极 显

著正相关。此外，细菌和真菌通过土壤中氮素循环和

碳水化合物转 换 之 间 密 切 的 协 同 效 应 造 成 不 同 岩 溶

地貌下土 壤 ＡＯＢ丰 度 的 差 异。该 研 究 结 果 与 周 永

强［２７］和黄继川 等［２８］的 研 究 结 果 也 是 一 致 的。因 此，
岩溶地貌部位形态是影响土壤微生物主要类群（细菌

和真菌）与重要功能群（ＡＯＢ）的数量、土壤酶 活 性 表

达的重要因素。

３　结 论

（１）受地貌部位和土壤成因的影响，同一层位的

土壤酶活性、土壤微生物总数从垭口、坡地到１号洼
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地呈增加的趋势，而ＡＯＢ丰度则呈降低的趋势。
（２）不同岩溶 地 貌 部 位 土 壤 成 因 的 差 异 以 及 土

壤ｐＨ值的变化在影响土壤微生物总数变化的同时，
还造成土 壤 ＡＯＢ丰 度 与 真 菌 数 呈 极 其 显 著 的 正 相

关，而与蔗糖酶活性呈极其显著负相关。
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