红壤坡地利用方式对土壤细菌群落结构的影响
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摘  要    利用中国科学院桃源农业生态试验站坡地不同利用方式长期定位观测试验场农田、自然恢复和茶园土壤为研究对象，直接从土壤中抽提总DNA，应用T-RFLP和RT-PCR技术研究红壤坡地利用方式对土壤细菌群落结构的影响。结果表明，红壤坡地三种土地利用方式土壤细菌多样性指数农田＞茶园＞自然恢复（p<0.05），但土壤细菌数量茶园＞自然恢复＞农田（p<0.05），茶园土壤细菌数量是农田的8.76倍。基于T-RFLP图谱的样品间相似性指数和主要限制性片段（T-RFs）定性分析均表明，农田与茶园和自然恢复土壤均存在显著的差异（p<0.05），而茶园和自然恢复土壤细菌群落比较相似。不同土地利用方式土壤有机质、有效磷和速效钾均对土壤细菌群落结构产生显著影响（p<0.05）。综合考虑经济效益和保持红壤坡地的可持续利用，茶园将成为中国南方红壤丘陵坡地可持续利用的一种有效方式。
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红壤坡地是我国长江中下游地区主要的土地资源之一，目前主要利用方式是农作物轮作、植果、药、茶和经济林、草等[1]。由于植被群落单一和农事耕作，红壤丘陵坡地也是中国南方面积最大、垦殖指数最高、水土流失最为严重的区域[2]。加强该区红壤坡地退化生态系统生物多样性保护和生态功能恢复是该区面临的主要任务。目前对红壤地区生态环境退化各项指标已有较多的论述与研究，但针对该区生态系统生物多样性与生态系统功能的恢复这一生态学研究热点的论述尚不多见，特别是针对土壤微生物群落多样性的研究还比较缺乏。

近年来，随着分子生物学的发展，基于16S rRNA基因的非培养技术为揭示自然环境中微生物种类和遗传多样性开辟了一条全新的途径。T-RFLP技术是将RFLP技术和荧光标记技术相结合后发展的一种较先进的分子生态学方法，具有分辨率高、易于实现自动化等特点, 还可以与网络在线服务（http: //trflp. limnology.wisc. edu/index. jsp）PAT工具（The T-RFLP Phylogenetic Assign- ment Tool）相结合，充分利用互联网海量数据资源共享的优势。由Liu等于1997年首次应用于微生物群落多样性的研究以后，T-RFLP技术成为分析复杂环境微生物群落的最强有力的工具之一[3]。RT-PCR技术实现了PCR从定性到定量的飞跃，通过在PCR扩增过程中检测产物的荧光信号积累实时监测整个PCR进程，具有特异准确、防止污染、自动化程度高等特点，已广泛应用于各种基因的检测[4-5]。
本文利用T-RFLP和RT-PCR技术研究红壤坡地土壤微生物，基于T-RFLP图谱，运用多样性指数和群落相似性分析比较了不同土地利用类型之间的土壤微生物群落的多样性及其相似度，同时参考PAT数据库，推测了样品中可能存在的优势微生物；同时利用RT-PCR分析不同土地利用类型土壤微生物数量的差异，为全面认识红壤坡地土壤微生物群落结构提供有用的信息，为坡地可持续利用生态系统的构建与管理提供依据。

1 材料与方法
1.1 研究区概况

土壤样品采自中国科学院桃源农业生态试验站坡地不同利用方式长期定位观测试验场。该试验场地处湖南省桃源县漳江镇宝洞峪村（111°26′E, 28°55′N），位于武陵山区向洞庭湖平原过渡的丘岗地带。年均气温16.5℃，年降雨量1 440 mm，日照1 520 h，土壤类型为第四纪红土发育的红壤，植被为武陵山植被区系。1995年秋在场内选择1处坡面（南偏东15°，坡长62 m，坡度8°~11°，投影面积1hm2）作为坡地不同利用方式长期定位观测试验区。在定位区内,设置8种不同土地利用方式（小区），每种土地利用方式（小区）投影面积20 m×50 m，上方及两侧用地上30 cm、地下50 cm的钢筋混凝土板（顶部为5 cm高的三角形）围隔。试验前（1995年）土壤的基本理化性状为：pH（水）4.45，有机质28.9g kg-1，全氮1.93g kg-1，全磷0.66g kg-1，有效磷（Olsen-P）6.8mg kg-1，全钾1.39g kg-1，醋酸铵浸提态钾53.7mg kg-1。
1.2. 样品采集

本研究采集农田（F）、自然恢复（G）、茶园（T）三种土地利用方式土壤样品，实验设计见表1。自然恢复区不施肥，农田和茶园年施用化肥量为N 150kg hm-2、P 25kg hm-2和K 75kg hm-2，供试肥料为尿素、过磷酸钙和加拿大红色钾肥。农田肥料分春季（5月10日左右）和秋季（10月10日左右）两次施用，茶园在冬季（11月20日左右）一次施用。无人为干扰的自然恢复区从1995年试验开始，到2003年已基本形成具有垂直结构的生态系统。草本层2003年前种类较少，分布较均匀，2006年以后物种数量急剧增加，出现了以青茅（Deyenxia henryi Rendle.）为绝对优势种的草本结构层；灌木层发展迅速，分布较为均匀，没有绝对的优势种，只是地茶（Ardisia pusilla A.Dc.）和继木（Loropetalum chimense（R.Br.）Oliver）在数量上占有少量优势；乔木层发展较为缓慢，但是种类和数量也均有所增长，目前存在的主要乔木有山鸡椒（Litaea cubeba（Lour.）Pers）、黄檀木（Dalbergia hupeana Hancc）和盐肤木（Rhus chinensis Mill）。农田每年种植两茬旱作物，两年四熟（玉米-油菜-红薯-萝卜）轮作。
表1 红壤坡地不同土地利用类型长期定位试验设计

Table 1　Design of the long-term stationary field experiment on land use patterns for red soil slope lands
	土地利用类型
Land use patterns
	代表垫面
Ground cover
	处理方式
Treatments

	农田
Farmland
	季节性作物植被
Seasonal variability of crops
	梯土不撩壕,每年栽种2茬旱作物,常规管理Terrace without trenches, rotation of four crops in two years, conventional management

	自然恢复
Natural forest
	自然植被演替
The succession of natural vegetation
	建场时清除地表植被,停止干预,植被自然恢复Clearing the field of vegetation at the beginning of the experiment, vegetation restoration free of disturbance

	茶园
Tea garden
	常绿灌丛植被
Evergreen shrub vegetation
	梯土撩壕,条植茶树,常规管理
Terrace with trenches, stripe planting, conventional management


土壤样品采集于2008年5月（施肥半月后），S型多点采集0～15cm土壤样品混匀，一部分土样（约200g）用液氮冷冻后-80℃保存，供分子生物学研究，另一部分土样用做常规分析。土壤样品的理化性状见表2。

表2 两种不同施肥处理方式下稻田土壤的基本理化性质

Table 2 Physical and chemical properties of the soils

	土地利用类型
Land use patterns
	pH
	有机质
OM

(g kg-1）
	全氮
Total N

（g kg-1）
	硝态氮
NO3--N

（mg kg-1）
	有效磷
Olsen-P

（mg kg-1）
	速效钾

Available K
（mg kg-1）

	农田Farmland
	4.2b
	26.7b
	1.9a
	44.2a
	29.8a
	205.0a

	自然恢复Natural forest
	4.4b
	32.9a
	1.9a
	21.6b
	2.5c
	67.7b

	茶园Tea garden
	4.6a
	31.4a
	1.8a
	4.1c
	4.8b
	83.3b


注：每列不同字母表示5%的显著差异，下同 Note: Values followed by a different small letters denote significant difference at 0.05 probability level. The same below
1.3  土壤DNA提取

参照Proteous等[6]和杨建等[7]的方法，采用SDS-GITC-PEG法，并作适当修改。称取0.5 g土样于2 ml离心管中，所加试剂均按照比例减少20倍，加入氯仿-异戊醇后离心速度改为15 000 g，10 min。其他操作步骤基本不变。本方法提取DNA量大，纯度系数好，直接作为后续实验模板并带入相应计算公式(表3)。
表3 提取DNA的质量
Table 3 DNA yield of the soils with SDS-GITC-PEG method
	土地利用方式

Land use patterns
	DNA产量
 DNA yield (μg/g)
	A260nm/A230nm
	A260nm/A280nm

	农田Farmland
	8.76
	1.85
	1.52

	自然恢复Natural forest
	27.43
	1.88
	1.84

	茶园Tea garden
	14.82
	1.89
	1.71


1.4 细菌16SrDNA片段的PCR扩增和纯化

采用通用引物扩增细菌16S rDNA。正向引物为8-27F（5’-agagtttgatcmtggctca g-3’），反向引物为1 487～1 492R（5’-ACGGTTACCTTGTTACGACTT-3’），其中正向引物5’端用6-羧基二乙酸荧光素（FAM）标记，用于T-RFLP试验；同时合成一条不带标记的正向引物用于荧光定量PCR试验。引物由上海桑尼生物技术有限公司合成并标记。

25 μl的PCR反应体系组成如下：TaqDNA聚合酶缓冲液2.5μl，MgCl22.5mmol/L，dNTPs 0.2mmol L-1，正向和反向引物各0.4 μmol L-1，模板100ng，TaqDNA聚合酶（TaKaRa） 1U，ddH2O补水至20 μl。PCR反应条件如下：95℃，5min。40个循环为：95℃，30s；54℃，45s；72℃，1min；72℃终延伸10min。扩增的PCR产物用PCR纯化试剂盒（TaKaRa）纯化，方法按说明进行。

未用荧光标记的PCR产物纯化后连接到pGEM-T载体，构建重组质粒，经转化感受态细胞和扩增培养后提取质粒DNA，紫外吸收定量法（OD260 nm）检测浓度后，将其进行10倍梯度稀释，形成104～109拷贝 µl-1，作为标准样品4 ℃保存备用。
1.5 T-RFLP试验

末端荧光标记的PCR纯化后产物用HhaⅠ、MspⅠ和RsaⅠ（TaKaRa）消化，反应体系50μl，其中酶20U，10×buffer 5 μl，DNA500 ng，37℃下消化2h，然后升温至65℃将酶灭活10min。酶切产物的T-RFLP分析由上海桑尼生物技术有限公司完成。T-RFLP图谱中每一个限制性片段（T-RF）为一个OTU（operational taxonomic unit），OTU丰度按照Saikaly的方法计算[8]，即以相对峰高值（每个T-RF的峰高除以累计峰高值）作为OTU丰度，相对误差不差过10%。T-RFLP图谱中限制性片段（T-RF）范围在50～550bp，荧光值超过100 RFU，在平行实验的图谱中重复再现的峰纳入统计分析，并去除OTU丰度小于1%的T-RFs。为了方便不同样品之间的比较，T-RFs片段大小±1bp被认为是同一个OUT。根据图谱中OTU的数目及其丰度用PCORD程序进行多样性指数计算，包括多样性指数（Shannon Diversity H′）和均匀度指数（Shannon Diversity E′），通过Jarccard measure公式分析样品间微生物群落的相似性[9]。利用Canoca for windows 4.5软件主成分分析（Principal components analysis, PCA）土壤理化性状对细菌群落的影响。登陆网站http://trflp.limnology.wisc.edu/index.Jsp，选择在线分析中的PAT（The T-RFLP Phylogenetic Assignment Tool）工具对T-RFs进行定性分析。

1.6 RT-PCR
标准曲线制作：采用16S通用引物341f（5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’）和515r（5’-ATTCCGCGGC TGGCA-3’）[10]在荧光定量实时PCR仪（ABI 7900, Foster City, CA, USA）上进行自动化PCR反应。反应体系10 μl，2×SYBR Premix Ex TaqTM 5μl，10μmol L-1上游和下游引物各0.5 μl，各浓度梯度的质粒标准样品DNA 1 μl，ddH2O 3 μl。按（TaKaRa）试剂盒操作说明书进行两步法SYBRⅠ荧光定量PCR扩增，所有样品均3次重复。以初始模板DNA量的对数为横坐标，以PC反应过程中每个稀释样品的Ct值为纵坐标，绘制细菌16s rDNA的标准曲线为Ct = -3.662lg C+42.680（R2 = 0.994）（图1）。
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图1 细菌16s rDNA定量PCR扩增标准曲线

Fig.1 Standard curve for the quantification of soil bacterial 16s rDNA

检测土壤细菌的数量：为了减少所提取土壤样品微生物基因组DNA中共提杂质对PCR的抑制，将土壤微生物DNA样品稀释20倍后作为模板。反应程序和反应体系同上，进行qRT-PCR扩增后，从仪器读取样品的Ct值，用标准曲线方程计算土壤样品中16S rDNA总拷贝数。
2 结果与分析

2.1样品总DNA提取和16S rRNA基因的扩增

土壤样品总基因组片段大小均约为20kb，其中自然恢复土壤DNA提取浓度约为20 μg g-1干土，茶园均为10 μg g-1干土，农田约为6 μg/g干土，该结果可进行进一步的分子生物学分析。以16S通用引物（7f，1 492r）扩增的16S rRNA基因序列为单一条带，长度约为1 500bp，扩增产物特异性较好。

2.2 T-RFLP图谱的微生物多样性指数分析

根据HhaⅠ、MspⅠ和RsaⅠ酶切T-RFLP图谱中末端限制性片断的数目及其相对峰高值，分别计算了红壤坡地三种利用方式下土壤细菌多样性指数和均匀度指数。方差分析结果表明（图2），三种酶切结果基本一致，农田多样性指数和均匀度指数均显著高于茶园和自然恢复，茶园多样性指数显著高于自然恢复（除MspⅠ酶切分析多样性指数茶园与自然恢复差异不显著），均匀度指数茶园与自然恢复差异不显著。
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注：F代表农田，T代表茶园，G代表自然恢复。下同 Note: F denotes farmland, T tea garden, G natural forest. The same below
图2 T-RFLP图谱分析土壤细菌多样性指数和均匀度指数
Fig. 2 Shannon index and evenness index based on T-RFLP profiles 
2.3样品间相似性分析

基于HhaⅠ、MspⅠ和RsaⅠ酶切T-RFLP图谱的相似性系数（表4）表明，农田和自然恢复之间细菌群落的相似性最低，HhaⅠ、MspⅠ和RsaⅠ酶切后相似性系数平均为49%；茶园与自然恢复之间细菌群落的相似性最高，三种酶切后相似性系数平均为62%；农田与茶园之间细菌群落相似性居中，平均为59%。三种酶切红壤坡地利用方式细菌群落的相似性结果基本一致为：农田与自然恢复相似性最低，农田与茶园居中，茶园与自然恢复之间最高（除RsaⅠ酶切农田与茶园最高）。

表4 T-RFLP图谱分析不同土地利用方式土壤细菌群落相似性
Table 4 Similarity indexes using Jaccard’s coefficient based on T-RFLP profiles
	相似性系数Similarity values
	HhaⅠ
	Msp Ⅰ
	Rsa Ⅰ

	农田-自然恢复 F-G
	0.68
	0.32
	0.45

	农田-茶园 F-T
	0.77
	0.43
	0.57

	自然恢复-茶园 G-T
	0.89
	0.45
	0.52


2.4 T-RFLP图谱主要限制性片断的定性分析

HhaⅠ酶切后检测到28个T-RF片段，MspⅠ酶切后检测到34个T-RF片段，RsaⅠ酶切后检测到25个T-RF片段。由于MspⅠ酶切后检测到的T-RF片段最多，本研究以MspⅠ酶切结果为依据，片段相对丰度超过总T-RFs丰度的10%定义为该样地的优势种群，各土地利用方式下优势种群（见表5）。研究结果表明，农田土壤只有454bp片段为优势种群，该片段占总T-RFs丰度10.90%；茶园土壤67bp、91bp和148bp片段分别占总T-RFs丰度的15.33%、23.15%和12.94%，有三个优势种群；自然恢复土壤优势细菌种群最多，67bp、91bp、148bp和150bp片段分别占总T-RFs丰度的12.43%、26.47%、12.49%和13.56%，有四个优势种群。利用网络在线服务（http://trflp.limnology.wisc.edu/index.jsp）PAT工具（The T-RFLP Phylogenetic Assignment Tool）可以得到，454bp与泥生绿菌（AF12955，绿菌门）末端片段一致，67bp与抗生链霉菌（X99942，放线菌门）末端片段一致，91bp与屈挠杆菌（M58782，拟杆菌门）末端片段一致，148bp与芽孢杆菌（X62174，厚壁菌门）末端片段一致，150 bp与根瘤菌（AF150788，α-变形菌）末端片段一致。可以推测，南方红壤坡地农田土壤绿菌属（Chlorobium）略占优势，自然恢复和茶园土壤屈挠杆菌属（Flexibacter）占绝对优势，相对丰度均大于20%。
此外，某些相对数量较少的T-RF片段受土地利用方式的影响也较大，其中76bp、89bp、125bp、130bp、133bp、141bp、146bp、188bp、214bp、232bp、260bp和400bp共12个T-RFs片段只在农田土壤出现，而432bp片段却只不在农田土壤出现；181bp、472bp和499bp共3个T-RFs片段只在茶园出现，而454bp却只在茶园消失；112bp、136bp、156bp、224bp和489bp共5个T-RFs片段只在自然恢复出现，而63bp和123bp却只不在自然恢复出现。可以看出，无论是优势种群，还是某些相对丰度较少的T-RF片段，农田与茶园和自然恢复土壤存在明显的不同，而茶园和自然恢复土壤细菌群落比较相似。
表5 T-RFLP图谱分析不同土地利用方式土壤细菌优势种群
Table 5 Dominating bacteria based on T-RFLP profiles by PAT T-RFLP program
	Msp1
	农田Farmland

（%）
	自然恢复
Natural forest
（%）
	茶园
Tea garden

（%）
	PAT数据库推测可能的细菌分类
The predominated bacteria by PAT
	GenBank 登记号
Registration mark in Genbank

	67bp
	8.44
	12.43
	15.33
	Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Streptomycineae; Streptomycetaceae; Streptomyces
	X99942

	91bp
	5.12
	26.47
	23.15
	Bacteria; Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales; Flexibacteraceae; Flexibacter
	M58782

	148bp
	6.55
	12.49
	12.94
	Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Bacillaceae; Halobacillus
	X62174

	150bp
	6.60
	13.56
	8.45
	Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Methylocystaceae; Methylosinus
	AF150788

	454bp
	10.90
	2.65
	-
	Bacteria; Chlorobi; Chlorobia; Chlorobiales; Chlorobiaceae; Chlorobium/Pelodictyon group; Chlorobium
	Y10646


2.5 土壤理化性状对土壤细菌分布的影响

利用Canocoo软件PCA分析土壤理化性状对土壤细菌分布的影响（图3），可以看出，HhaⅠ、MspⅠ和RsaⅠ三种酶切结果基本一致：农田、茶园和自然恢复土壤细菌群落聚集于不同的区域，且样品重复性也较好，说明不同土地利用方式，土壤细菌群落结构发生了显著改变。土壤理化性状的改变是影响细菌群落结构的主要原因，有机质、有效磷和速效钾均对土壤细菌群落分布产生显著影响（p<0.05）。
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注：1、2、3代表农田样品3次重复，4、5、6代表自然恢复，7、8、9代表茶园 Note: 1,2,3 devote triplicate samples from farmland, 4,5,6 from natural forest, 7,8,9 from tea garden

图3 土壤理化性状对细菌群落分布的影响
Fig. 3 Soil bacteria community affected by physical and chemical properties based on PCA
2.6 不同土地利用方式对土壤细菌数量的影响

用实时荧光定量PCR对不同土地利用方式土壤细菌的丰度进行分析（见图4），结果表明茶园土壤细菌数量最多，分别是自然恢复和农田土壤的4.85倍和8.76倍，显著高于自然恢复和农田土壤细菌数量。
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图4土壤细菌的数量分布
Fig. 4 Gene copies of 16S rDNA of soil bacteria
3 讨  论

3.1 T-RFLP技术可行性分析

本研究采用T-RFLP技术分析红壤坡地土壤微生物群落功能多样性，由于DNA自动测序仪采用的毛细管电泳具有一定的分辨率，对太大或太小的T-RFs片段检测灵敏度不够。因此，T-RFLP图谱分析时，首先需要确定T-RFs处于一个合适的范围，并且荧光强度超过一定阈值的“峰”才被纳入后续的数据处理。目前毛细管电泳对大小为60~640 bp的限制性片段的检测灵敏度可达1.25 bp[11]，根据所采用的标准样品不同，不同的作者设定T-RFs范围不同（30～674 bp，30～750 bp，50～550 bp，50～700 bp，35～600 bp，94～827 bp，60～640 bp或20～1 632 bp），荧光检测阈值也不同（50RFU或100RFU）。本研究分析中标准样品为Gs500LIZ_3730，在参阅大量文献的基础上，将T-RFs范围在50～550bp、荧光值超过100 RFU、在平行实验的图谱中重复再现的峰纳入统计分析，准确性较高[12]。

引物不同，同一种酶切后T-RFs变化较大；引物一定，选择不同的内切酶，产生的T-RFs数目也有显著的差别。因此，在T-RFLP分析时应注意限制性内切酶的优化选择。本研究选择分析细菌16S rDNA多态性时最常用的三种内切酶HhaⅠ、MspⅠ和RsaⅠ[13-14]，研究结果表明，HhaⅠ酶切后检测到28个T-RF片段，MspⅠ酶切后检测到34个T-RF片段，RsaⅠ酶切后检测到25个T-RF片段，可见三种内切酶中MspⅠ最为有效，可产生数量最多的末端限制性片段。本研究在对T-RFLP图谱主要限制性片断的定性分析时，选择以MspⅠ酶切结果为依据，HhaⅠ和RsaⅠ酶切结果相辅助，提高了利用网络在线服务PAT工具推测细菌种类的准确性。但同时我们也发现，即使同时参考三个酶切结果，仅仅利用PAT工具也很难鉴定T-RFs的种类。此外，某些酶切片段在PAT数据库中没有它们的16S rRNA基因序列，可能是红壤坡地存在着一些未被人们发掘和鉴定的微生物，也可能是PAT数据库中的许多16S rRNA基因序列并不完整，导致无法被检测到。为了弥补T-RFLP技术在定性方面依赖PAT数据库的缺陷，近年来，一些科学家将T-RFLP技术和构建16S rRNA基因文库这两种方法结合使用，获得了更好的结果[15]。
3.2 土壤细菌群落结构改变的可能原因

多样性指数对于评价不同土壤的微生物群落多样性是非常有效的方法，高的多样性指数表明高的微生物群落多样性，其由种类的丰富度及种类的均匀度两部分组成。本研究显示，农田土壤Shannon指数和丰富度明显高于自然恢复和茶园，样品间相似性分析也表明农田与自然恢复和茶园相似性较低，聚类分析又将三种不同利用方式的土壤明显区分为三类，这些可能是由于所覆盖植被类型和长期施肥管理措施不同导致了其微生物群落基因多样性明显不同。前人研究表明，土壤水分[16]、pH[17]、土壤类型及其理化性状[18]、植被类型和多样性[19]均显著影响微生物群落结构。本研究结果也表明，不同土地利用方式、有机质、有效磷和速效钾均对土壤细菌群落结构产生显著影响。土地利用类型决定了土壤种植类型和生产管理模式，进而影响土壤微生物群落结构和土壤养分，而土壤养分和微生物群落结构存在一定的相关性，这与前人研究结果具有一致性。Galicia[20]的研究指出，土壤有效养分的增加能够提高碳矿化、微生物量和土壤酶活性，增加微生物群落多样性，本研究发现，土壤有效磷和速效钾能显著增加细菌群落多样性，但自然恢复土壤有机质含量增加细菌多样性指数反而减少，具体原因有待于进一步分析。农田土壤细菌多样性的增加可能与红壤坡地开发为旱地后的施肥管理措施有关。Jangid等[21]研究表明，施肥管理措施较土地利用方式和季节变化对土壤微生物群落结构的影响大。研究区坡地农田每年春秋施肥2次，茶园冬季施肥1次，自然恢复没有肥料投入。农田土壤外源物质的输入，特别是肥料投入可能刺激对环境较为敏感的微生物的数量、活性和种类的增加，土壤微生物多样性显著增加。本研究结果表明，有12个T-RFs片段只在农田土壤出现，且农田土壤只有一个优势种群，细菌分布比较均匀，多样性指数显著高于自然恢复和茶园。同时也说明，红壤丘陵坡地开发为旱地后，虽然人为活动较剧烈，但若合理经营，即施用一定量的氮肥并配合有机物（秸秆、农家肥等）循环利用，可以使土壤维持较高的土壤微生物多样性。但总体而言，红壤坡地利用方式不同引起生产管理措施的差异，使土壤微生物生存环境发生变化，进而影响了其功能和结构的多样性。
3.3 红壤坡地利用的有效方式

茶树是一种具有强的耐酸耐铝毒特性，广泛适应于热带亚热带酸性土壤上生长。邓欣等[22]采用稀释平板涂抹法或混菌法接种的微生物计算法对湖南省14个茶场17块茶园土壤微生物的数量调查结果表明，茶园土壤微生物总数为每克干土1 000万个以上，多的达到5 800多万个，远较一般农田和旱土的土壤微生物数量大。薛冬等[23]采用变性梯度凝胶电泳（DGGE）研究了杭州西湖梅家坞不同利用方式（茶园、荒地和林地）的土壤微生物群落基因多样性，结果表明土壤微生物群落基因多样性指数荒地>茶园>林地。本研究利用分子生物学技术，采用qRTt-PCR分析不同土地利用方式土壤细菌数量，研究结果表明，土壤细菌数量茶园＞自然恢复＞农田，与前人研究结果一致。由茶树-土壤构成的茶园生态系统中，茶树凋落物、根系分泌物年复一年地输入土壤，加上施肥使茶园土层越来越疏松，土壤肥力有所提高，土壤微生物数量越来越丰富。

我国南方红壤丘陵坡地开发成农田后，虽然土壤细菌多样性显著增加，但是土壤细菌数量却显著减少，再加上严重的水土流失，属于不可持续发展的土地利用方式。茶园如果合理经营，土壤细菌数量丰富，并保持较高的细菌多样性，配合其他措施尽量减少坡地水土流失，茶园将成为中国南方红壤丘陵坡地可持续利用的一种有效方式。

4 结  论

1）运用PCR与T-RFLP相结合的方法，能明显区分红壤坡地不同利用方式土壤细菌群落多样性的不同。分别用HhaⅠ、MspⅠ和RsaⅠ三种内切酶分析细菌16S rDNA多态性，结果表明，三种内切酶中MspⅠ最为有效，可产生数量最多的末端限制性片段。

2）基于T-RFLP图谱分析结果，Jaccard’s相似性指数农田与自然恢复之间最低，茶园与自然恢复之间最高；无论是优势种群，还是某些相对丰度较少的T-RF片段，农田与茶园和自然恢复土壤存在明显的不同，而茶园和自然恢复土壤细菌群落比较相似。土壤理化性状的改变是影响细菌群落结构的主要原因，有机质、有效磷和速效钾均对土壤细菌群落结构产生显著影响。
3）红壤坡地三种土地利用方式土壤细菌多样性指数农田最高，显著高于茶园和自然恢复；但土壤细菌数量农田最低，茶园显著高于农田和自然恢复。因此，综合考虑经济效益和保持红壤坡地的可持续利用，茶园将成为中国南方红壤丘陵坡地可持续利用的一种有效方式。
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Soil Bacteria Community Structure in Upland Red Soil in relation to Land Use Pattern
Qin Hongling Yuan Hongzhao Zhang Hui Zhu Yijun Wu Minna Wei wenxue＋
(Key Laboratory of Subtropical Agro-ecology，Institute of Subtropical Agriculture, Chinese Academy of Sciences, Changsha 410125, China)
Abstract  Total soil microbial DNA was directly extracted from soils of farmland (F), tea garden (T) and natural forest (G) at the Taoyuan Agro-ecosystem Research Station and soil bacteria community structures of the soils were analyzed with the technology of T-RFLP and RT-PCR amplified 16S rRNA gene fragments. It was found that the bacterial diversity index or Shannon index followed the order of farmland > tea garden > natural forest (p<0.05), while the population of soil bacteria did the order of tea garden > natural forest > farmland (p<0.05)，and the highest (tea garden) was 8.76 times as much as the lowest (farmland). The analysis based on the similarity values using Jaccard’s coefficient and T-RFLP profiles by PAT T-RFLP program showed that soil bacteria community structure was significantly different between farmland and the other two, but was quite similar between tea garden and natural forest. The analysis of chemical properties of the soils showed that Olsen-P, available K and SOC were the major factors distinctly affecting soil bacteria community structures in those soils under different land-use. Taking economy and ecology into account, tea garden should be a sustainable land use pattern for upland red soil in China.
Key words  Land use; Soil bacteria; Diversity; T-RFLP; RT-PCR
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		****************************** Data Summarization ******************************

		PC-ORD, 5.0

		6 Jan 2010, 17:34

		GFT

		Summary of:     9 Treatmen     N =    34 Species

		---------------------------------------------------------------------------------------------------

		Num.  Name       Mean     Stand.Dev.       Sum    Minimum    Maximum        S     E     H     D`

		---------------------------------------------------------------------------------------------------

		1 F1            2.941      2.730       99.9900      0.000      9.360    25  0.948  3.050 0.9460

		2 F2            2.942      2.986      100.0200      0.000     11.280    23  0.949  2.976 0.9412

		3 F3            2.941      2.887      100.0100      0.000     12.080    24  0.950  3.019 0.9431

		4 G1            2.940      5.740       99.9700      0.000     27.660    15  0.846  2.291 0.8618

		5 G2            2.942      5.414      100.0300      0.000     25.690    16  0.858  2.380 0.8739

		6 G3            2.941      5.754      100.0000      0.000     26.050    14  0.853  2.251 0.8613

		7 T1            2.941      4.792       99.9900      0.000     20.880    16  0.901  2.497 0.8948

		8 T2            2.941      5.802       99.9800      0.000     28.720    15  0.849  2.298 0.8595

		9 T3            2.941      5.105      100.0000      0.000     19.840    15  0.885  2.397 0.8846

		---------------------------------------------------------------------------------------------------

		AVERAGES:    2.941      4.579         100.0      0.000      20.17       18.1 0.893  2.573 0.8962

		---------------------------------------------------------------------------------------------------

		Skewness  Kurtosis

		----------------------------------

		1 F1           0.748    -0.166

		2 F2           1.069     1.085

		3 F3           1.197     1.926

		4 G1           2.974    10.489

		5 G2           2.825     9.430

		6 G3           2.691     8.014

		7 T1           2.343     6.232

		8 T2           3.171    12.030

		9 T3           2.271     5.163

		----------------------------------

		Averages:       2.143     6.022

		---------------------------------------------

		306 cells in main matrix

		Percent of cells empty =   46.732

		Matrix total =  0.89999E+03

		Matrix mean  =  0.29411E+01

		Variance of totals of Treatmen =  0.36117E-03

		CV of totals of Treatmen =       0.02%

		---------------------------------------------

		S = Richness  = number of non-zero elements in row

		E = Evenness  = H / ln (Richness)

		H = Diversity = - sum (Pi*ln(Pi)) = Shannon`s diversity index

		D = Simpson`s diversity index for infinite population = 1 - sum (Pi*Pi)

		where Pi = importance probability in element i (element i

		relativized by row total)

		****************************** Analysis completed ******************************
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				Evenness		Diversity

		F		0.948		3.05

		F		0.949		2.976

		F		0.95		3.019								Report

		G		0.846		2.291								V1				EVENNESS		Diversity

		G		0.858		2.38								F		Mean		0.949		3.015														标准误

		G		0.853		2.251										N		3		3										均匀度指数		多样性指数		均匀度指数		多样性指数

		T		0.901		2.497										Std. Deviation		0.001		0.0371618084								G		0.949		3.015		0.001		0.0371618084

		T		0.849		2.298										Std. Error of Mean		0.0005773503		0.0214553801								T		0.8783333333		2.3973333333		0.0266333125		0.0995004188

		T		0.885		2.397								G		Mean		0.8523333333		2.3073333333								G		0.8523333333		2.3073333333		0.0060277138		0.0660328201

																N		3		3

																Std. Deviation		0.0060277138		0.0660328201

																Std. Error of Mean		0.0034801022		0.0381240665

														T		Mean		0.8783333333		2.3973333333

																N		3		3

																Std. Deviation		0.0266333125		0.0995004188

																Std. Error of Mean		0.0153767501		0.0574465936

														Total		Mean		0.8932222222		2.5732222222

																N		9		9

																Std. Deviation		0.0454251521		0.3394273773

																Std. Error of Mean		0.0151417174		0.1131424591

														Multiple Comparisons

														Dependent Variable: EVENNESS

														LSD

														(I) V1		(J) V1		Mean Difference (I-J)		Std. Error		Sig.		95% Confidence Interval

																								Lower Bound		Upper Bound

														F		G		0.0966666667		0.0128812238		0.0002896178		0.0651474476		0.1281858858

																T		0.0706666667		0.0128812238		0.0015347555		0.0391474476		0.1021858858

														G		F		-0.0966666667		0.0128812238		0.0002896178		-0.1281858858		-0.0651474476

																T		-0.026		0.0128812238		0.0900946812		-0.0575192191		0.0055192191		农田		0.949		3.015		0.001		0.0371618084

														T		F		-0.0706666667		0.0128812238		0.0015347555		-0.1021858858		-0.0391474476		自然恢复		0.8523333333		2.3073333333		0.0060277138		0.0660328201

																G		0.026		0.0128812238		0.0900946812		-0.0055192191		0.0575192191		茶园		0.8783333333		2.3973333333		0.0266333125		0.0995004188

														Based on observed means.

														*		The mean difference is significant at the .05 level.

														Multiple Comparisons

														Dependent Variable: Diversity

														LSD

														(I) V1		(J) V1		Mean Difference (I-J)		Std. Error		Sig.		95% Confidence Interval

																								Lower Bound		Upper Bound

														F		G		0.7076666667		0.0589569837		0.000020277		0.5634041246		0.8519292088

																T		0.6176666667		0.0589569837		0.0000443888		0.4734041246		0.7619292088

														G		F		-0.7076666667		0.0589569837		0.000020277		-0.8519292088		-0.5634041246

																T		-0.09		0.0589569837		0.1777286331		-0.2342625421		0.0542625421

														T		F		-0.6176666667		0.0589569837		0.0000443888		-0.7619292088		-0.4734041246

																G		0.09		0.0589569837		0.1777286331		-0.0542625421		0.2342625421

														Based on observed means.

														*		The mean difference is significant at the .05 level.
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		rsa								标准误

						均匀度指数		多样性指数		均匀度指数		多样性指数						均匀度指数						标准误

				农田		0.954		2.8093333333		0.004		0.0125033329						Rsa1		Msp1		Hha1		Rsa1		Msp1		Hha1

				茶园		0.8566666667		2.4596666667		0.023671361		0.0392598183				农田		0.95		0.95		0.95		0.00		0.00		0.01

				自然恢复		0.8733333333		2.194		0.0158219257		0.0127671453				茶园		0.86		0.88		0.91		0.02		0.03		0.01

																自然恢复		0.87		0.85		0.89		0.02		0.01		0.01

		msp				均匀度指数		多样性指数		均匀度指数		多样性指数						多样性指数

				农田		0.949		3.015		0.001		0.0371618084						Rsa1		Msp1		Hha1		Rsa1		Msp1		Hha1

				茶园		0.8783333333		2.3973333333		0.0266333125		0.0995004188				农田		2.8093333333		3.015		2.90		0.0125033329		0.0371618084		0.0281128678

				自然恢复		0.8523333333		2.3073333333		0.0060277138		0.0660328201				茶园		2.4596666667		2.3973333333		2.71		0.0392598183		0.0995004188		0.1390299728

																自然恢复		2.194		2.3073333333		2.59		0.0127671453		0.0660328201		0.0557703625

		hha				均匀度指数		多样性指数		Evenness		Diversity

				农田		0.95		2.90		0.0092915732		0.0281128678

				茶园		0.91		2.71		0.006244998		0.1390299728

				自然恢复		0.89		2.59		0.0137961347		0.0557703625
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				Num.  Name       Mean     Stand.Dev.       Sum    Minimum    Maximum        S     E     H     D`

				---------------------------------------------------------------------------------------------------																												Evenness		Diversity

				1 F1            0.035      0.029        0.9900      0.000      0.100    21  0.963  2.931 0.9411																										F1		0.963		2.931

				2 F2            0.036      0.033        1.0100      0.000      0.120    21  0.948  2.885 0.9354																										F2		0.948		2.885

				3 F3            0.036      0.033        1.0000      0.000      0.110    21  0.946  2.880 0.9356																										F3		0.946		2.88

				4 G1            0.036      0.057        1.0100      0.000      0.270    16  0.878  2.435 0.8797																										G1		0.878		2.435

				5 G2            0.036      0.046        1.0200      0.000      0.220    21  0.890  2.709 0.9089																										G2		0.89		2.709

				6 G3            0.036      0.048        1.0200      0.000      0.210    19  0.887  2.613 0.9045																										G3		0.887		2.613

				7 T1            0.036      0.041        1.0200      0.000      0.160    19  0.925  2.723 0.9202																										T1		0.925		2.723

				8 T2            0.036      0.045        1.0100      0.000      0.170    19  0.899  2.648 0.9111																										T2		0.899		2.648

				9 T3            0.037      0.041        1.0300      0.000      0.170    20  0.920  2.757 0.9220																										T3		0.92		2.757

				---------------------------------------------------------------------------------------------------

				S = Richness  = number of non-zero elements in row

				E = Evenness  = H / ln (Richness)

				H = Diversity = - sum (Pi*ln(Pi)) = Shannon`s diversity index

				D = Simpson`s diversity index for infinite population = 1 - sum (Pi*Pi)

				where Pi = importance probability in element i (element i

				relativized by row total)

																								Evenness		Diversity

																						农田		0.95		2.90

																						茶园		0.91		2.71

																						自然恢复		0.89		2.59

																								sim=a/a+b+c

																								自然恢复		茶园

																						农田		0.68		0.77

																						自然恢复				0.89
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				Evenness		Diversity

		F1		0.963		2.931

		F2		0.948		2.885

		F3		0.946		2.88

		G1		0.878		2.435

		G2		0.89		2.709

		G3		0.887		2.613								Report

		T1		0.925		2.723								V1				EVENNESS		Diversity

		T2		0.899		2.648								F		Mean		0.9523333333		2.8986666667				均匀度指数Evenness		多样性指数Diversity		Evenness		Diversity

		T3		0.92		2.757										N		3		3		F		0.95		2.90		0.0092915732		0.0281128678

																Std. Deviation		0.0092915732		0.0281128678		T		0.91		2.71		0.006244998		0.1390299728

																Std. Error of Mean		0.0053644923		0.0162309718		G		0.89		2.59		0.0137961347		0.0557703625

														G		Mean		0.885		2.5856666667

																N		3		3

																Std. Deviation		0.006244998		0.1390299728

																Std. Error of Mean		0.0036055513		0.0802689922						农田						茶园						自然恢复

														T		Mean		0.9146666667		2.7093333333						HhaⅠ		MspⅠ		RsaⅠ		HhaⅠ		MspⅠ		RsaⅠ		HhaⅠ		MspⅠ		RsaⅠ

																N		3		3				OUT		21		25		19		20		16		18		21		16		13

																Std. Deviation		0.0137961347		0.0557703625				多样性指数		2.90		3.02		2.81		2.71		2.40		2.46		2.59		2.31		2.19

																Std. Error of Mean		0.0079652021		0.0321990338				均匀度指数		0.95		0.95		0.95		0.91		0.88		0.86		0.89		0.85		0.87

														Total		Mean		0.9173333333		2.7312222222

																N		9		9

																Std. Deviation		0.0305450487		0.1563527884

																Std. Error of Mean		0.0101816829		0.0521175961

												Multiple Comparisons

												Dependent Variable: Diversity

												LSD

												(I) V1		(J) V1		Mean Difference (I-J)		Std. Error		Sig.		95% Confidence Interval

																						Lower Bound		Upper Bound

												F		G		0.313		0.0718486063		0.0047892593		0.1371927938		0.4888072062

														T		0.1893333333		0.0718486063		0.0387902468		0.0135261272		0.3651405395

												G		F		-0.313		0.0718486063		0.0047892593		-0.4888072062		-0.1371927938

														T		-0.1236666667		0.0718486063		0.1359965415		-0.2994738728		0.0521405395

												T		F		-0.1893333333		0.0718486063		0.0387902468		-0.3651405395		-0.0135261272

														G		0.1236666667		0.0718486063		0.1359965415		-0.0521405395		0.2994738728

												Based on observed means.

												*		The mean difference is significant at the .05 level.

												Multiple Comparisons

												Dependent Variable: EVENNESS

												LSD

												(I) V1		(J) V1		Mean Difference (I-J)		Std. Error		Sig.		95% Confidence Interval

																						Lower Bound		Upper Bound

												F		G		0.0673333333		0.0083754491		0.0001979948		0.0468393476		0.0878273191

														T		0.0376666667		0.0083754491		0.0041158784		0.0171726809		0.0581606524

												G		F		-0.0673333333		0.0083754491		0.0001979948		-0.0878273191		-0.0468393476

														T		-0.0296666667		0.0083754491		0.0121879207		-0.0501606524		-0.0091726809

												T		F		-0.0376666667		0.0083754491		0.0041158784		-0.0581606524		-0.0171726809

														G		0.0296666667		0.0083754491		0.0121879207		0.0091726809		0.0501606524

												Based on observed means.

												*		The mean difference is significant at the .05 level.
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						农田						茶园						自然恢复

						HhaⅠ		MspⅠ		RsaⅠ		HhaⅠ		MspⅠ		RsaⅠ		HhaⅠ		MspⅠ		RsaⅠ

				OUT		21		25		19		20		16		18		21		16		13

				多样性指数		2.90		3.02		2.81		2.71		2.40		2.46		2.59		2.31		2.19

				均匀度指数		0.95		0.95		0.95		0.91		0.88		0.86		0.89		0.85		0.87
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		样品编号		/g dry soil

		F		2.04E+10

		F		1.76E+10

		F		2.79E+10												Report

		F		2.12E+10												/g dry soil

		F		1.89E+10												样品编号		Mean		N		Std. Deviation		Std. Error of Mean

		F		2.30E+10												F		22215481229.8387		7		3800541518.42773		1436469672.16223

		F		2.65E+10												G		40145981057.6923		8		11499551654.2924		4065705477.67758

		G		2.69E+10												T		194704854752.747		5		88284302870.7689		39481940513.0438

		G		2.49E+10												Total		72510024541.7073		20		83644906030.2918		18703569585.5315

		G		3.14E+10

		G		4.83E+10

		G		4.74E+10

		G		4.41E+10

		G		4.05E+10

		G		5.77E+10

		T		2.99E+11

		T		1.05E+11

		T		2.74E+11

		T		1.77E+11

		T		1.19E+11
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