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　　摘要：为考察竹荪间作对橡胶园土壤微生物特性的影响，采用培养法和ＢＩＯＬＯＧＥＣＯ微平板法对间作前后橡胶园
土壤微生物区系和群落功能多样性进行分析。结果表明，间作竹荪后，橡胶园土壤细菌、放线菌和５类微生物特殊生
理类群数量增加，真菌数量减少。土壤微生物群落平均吸光度（ＡＷＣＤ）随培养时间的延长而增大，变化速率和最大值
表现为采后＞采收＞种前。间作后，土壤微生物Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ、Ｓｉｍｐｓｏｎ、ＭｃＩｎｔｏｓｈ功能多样性指数显著增加。橡胶
园土壤微生物利用的主要碳源是碳水化合物、氨基酸类，其次为羧酸和多聚物，酚酸和胺类的利用率最低。３１种碳源
主成分分析表明，间作竹荪后橡胶园土壤微生物碳源利用特征出现分异，在分异中起主要作用的是羧酸类、酚酸类、多

聚物类和碳水化合物类碳源。间作竹荪提高了橡胶园土壤６类碳源的相对利用率、土壤微生物群落碳源代谢活性、碳
源利用多样性和土壤肥力，促进了微生物类群向更好的趋势发展。
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　　林下经济是一种人工生态经济复合系统，其投入小、见效
快。近年来，林下经济蓬勃发展，其中林菌循环经济模式是最

具林业特色的林下经济发展模式［１］。林菌循环经济模式就

是利用林木枝桠作为栽培料，在林下阴蔽环境中开展食用菌

栽培，再将菌糠还田培土以促进林木生长的一种可持续发展

的复合种植模式。目前，各地区因食用菌种类、林地资源差异

等因素形成了多样的林菌循环经济模式。海南省作为天然橡

胶主产区，光温资源丰富，林下空间广阔，十分适合中高温型

食用菌生产。近年来，竹荪因市场前景广阔、喜偏酸性土壤等

特点已在海南省橡胶园大面积推广。

食用菌菌糠含有丰富的植物养分、有机质和微生物，施入

土壤后，会对土壤物理、化学、生物性质产生一系列影响，可提

高土壤孔隙度，增强土壤通透性，提升土壤养分含量，增加土

壤微生物种群及数量，促进作物生长［２－３］。陈兵等研究表明，

竹荪间种后，将菌糠施入使胶园，土壤水分状态显著得到改

善，有机质、速效氮、速效钾、有效磷等养分含量显著提高，使

地力培肥，橡胶产量提高［４］。而施用竹荪菌糠对橡胶园土壤

微生物影响的研究还未见报道。土壤微生物作为反映土壤肥

力的重要指标，其种类、数量和活性可以更全面、真实地反映

土壤的营养状态［５］。因此本研究采用传统培养和 ＢＩＯＬＯＧ
ＥＣＯ微平板法测定相结合的方法，研究竹荪间种对橡胶园土

壤微生物区系和群落功能多样性的影响，试图以此评价“橡

胶－竹荪”胶菌循环经济模式的土壤改良效果，以期为推广
该模式提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　土壤样品
土壤样品采集地点位于海南省万宁市北大镇某橡胶林

地，土壤类型为赤红壤，橡胶定植时间为２００２年，种植规格为
２．８ｍ×７ｍ，采用“一行三畦两沟”模式在橡胶园行间栽培长
裙竹荪。土壤样品采集采用“Ｓ”形５点混合法，分别于竹荪
种植前（２０１５年 １２月 ８日）、竹荪采收时（２０１６年 ４月 １９
日）和竹荪采收后３个月（２０１６年７月１２日）用木铲从地表
向下取０～２０ｃｍ新鲜土样。除种植前，土壤样品采集时需先
将上层栽培料剥离干净。样品采集后低温运输，立即送回实

验室进行测定。

１．２　土壤微生物数量测定
根据《土壤微生物研究原理与方法》［６］，采用平板计数法

测定土壤中细菌、真菌、放线菌、氨化细菌、自生固氮菌数量，

采用最大或然数（ｍｏｓｔｐｒｏｂａｂｌｅｎｕｍｂｅｒ，简称 ＭＰＮ）计数法测
定土壤中纤维素分解菌、硝化细菌、反硝化细菌数量。细菌、

真菌、放线菌、氨化细菌、自生固氮菌、纤维素分解菌、硝化细

菌、反硝化细菌分别使用营养琼脂、玫瑰红钠、高氏１号、牛肉
膏蛋白胨、阿须贝无氮、赫奇逊、铵氧化细菌、反硝化细菌培养

基培养。

１．３　土壤微生物群落碳源代谢利用测定
采用ＢＩＯＬＯＧＥＣＯ微平板法。具体方法如下：称取１０ｇ

新鲜土壤于９０ｍＬ灭菌去离子水中，置于摇床振荡１０ｍｉｎ，按
１０倍稀释法制成１０－２土壤稀释液，静置２ｍｉｎ，取上清液接种
到ＢＩＯＬＯＧＥＣＯＰｌａｔｅＴＭ板（ＢＩＯＬＯＧＩｎｃ，ＵＳＡ）的微孔内，每孔
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１５０μＬ。将微孔板置于２８℃培养箱中培养９ｄ，并每隔 ２４ｈ
用ＢＩＯＬＯＧ微生物鉴定仪读取５９０、７５０ｎｍ处的吸光度。取
１２０ｈ平均吸光度（ａｖｅｒａｇｅｗｅｌｌｃｏｌｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，简称
ＡＷＣＤ）进行主成分分析。

微生物对各类碳源相对利用率的测定参考皱春娇等的方

法［７］，以所有样品中６类碳源的最大ＡＷＣＤ值记为１００％，其余
各样品中各类碳源ＡＷＣＤ值与最大值的比值即为相对利用率。
１．４　多样性指数

通过计算ＭｃＩｎｔｏｓｈ、Ｓｈａｎａｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数来
反映土壤微生物碳源利用多样性。

１．５　数据处理

使用Ｅｘｃｅｌ２０１０和ＳＰＳＳ１９．０进行相关数据分析。

２　结果与分析

２．１　竹荪间作对橡胶园土壤主要微生物类群数量的影响
由表１可知，橡胶园间作竹荪后，土壤微生物总数明显增

加，采收时和采后３个月分别增加了６６．７２％和１２４．２５％。
采收时和采后３个月细菌总数略有增加；真菌总数显著减少，
分别减少了７１．８４％和６７．８２％；放线菌总数明显增加，分别
增加了１９６６．６７％ 和２８３３．３３％，差异达极显著水平。由此
可见，间作竹荪可提高橡胶园土壤微生物总量，促进放线菌生

长，抑制真菌生长。

表１　竹荪间作前后橡胶园土壤主要微生物类群数量

时间
细菌数量

（×１０５ＣＦＵ／ｇ）
真菌数量

（×１０５ＣＦＵ／ｇ）
放线菌数量

（×１０５ＣＦＵ／ｇ）
微生物总数

（×１０５ＣＦＵ／ｇ）
种前 １０．１０±０．４２ａＡ １．７４±０．１１ａＡ ０．４５±０．１６ａＡ １２．２９±０．４７ａＡ
采收 １０．７０±０．１４ａＡ ０．４９±０．０４ｂＢ ９．３０±０．７１ｂＢ ２０．４９±０．８１ｂＡ
采后 １３．８０±２．５５ａＡ ０．５６±０．０６ｂＢ １３．２０±０．５７ｃＣ ２７．５６±１．９２ｃＢ

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），标有不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。表３同。

２．２　间作竹荪对橡胶园土壤微生物特殊生理类群的影响
由表２可知，采收时，橡胶园土壤中氨化细菌、自生固氮

菌、纤维素分解菌、硝化细菌、反硝化细菌数量较种前分别增

加了２９２．７７％、１０７．０６％、１１６６．６７、９００．００％、９９００．００％。
采后３个月，除反硝化细菌，各微生物生理群数量较采收时分
别增加了４３．５６％、１８．１８％、１１０．５３％、６６．６７％。间作前，氨

化细菌、自生固氮菌为橡胶园土壤中主要生理类群；采收时，

反硝化细菌数量骤增，替代自生固氮菌成为主要生理类群；采

后３个月，纤维素分解菌替代反硝化细菌成为主要生理类群。
由此可见，竹荪间作对橡胶园土壤各类群微生物生长繁殖有

促进作用，主要生理类群随采样时间变化而更替。

表２　竹荪间作前后胶园土壤微生物特殊生理类群数量

时间
氨化细菌数量

（×１０５ＣＦＵ／ｇ）
自生固氮菌数量

（×１０５ＣＦＵ／ｇ）
纤维素分解菌

（×１０２ＭＰＮ／ｇ）
硝化细菌

（×１０２ＭＰＮ／ｇ）
反硝化细菌

（×１０５ＭＰＮ／ｇ）
种前 ４．１５ ４．２５ ０．７５ ０．４５ ０．２５
采收 １６．３０ ８．８０ ９．５０ ４．５０ ２５．００
采后 ２３．４０ １０．４０ ２０．００ ７．５０ ９．５０

２．３　间作竹荪对橡胶园土壤微生物群落功能多样性的影响
２．３．１　土壤微生物利用碳源动力学特征　ＡＷＣＤ表征土壤
微生物群落对碳源的利用情况及活性，是表征土壤微生物群

落碳源代谢能力的一个重要指标［８］。间作前后橡胶园土壤

微生物利用３１种碳源的 ＡＷＣＤ值变化曲线如图１所示，可
见ＡＷＣＤ值随培养时间的增长而升高，碳源利用程度增大，
１６８ｈ后趋于稳定状态。间作前后橡胶园土壤ＡＷＣＤ值变化
速率（斜率）表现为采后＞采收＞种前，采后３个月橡胶园土
壤ＡＷＣＤ值增长最快，微生物对碳源的总体代谢活性最高。
对１６８ｈ（拐点）处 ＡＷＣＤ值进行方差分析，结果表明，采收
时、采后３个月与种前土壤ＡＷＣＤ值差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
２．３．２　土壤微生物对各类碳源的利用特征　ＢＩＯＬＯＧＥＣＯ
微平板的碳源包括１２种碳水化合物类、５种羧酸类、６种氨基
酸类、４种多聚物类、２种酚酸类和２种胺类［９］。竹荪间作前

后橡胶园土壤中微生物对６类碳源的相对利用率如图２所
示，可见碳水化合物、氨基酸类碳源有较高的利用率，其次为

羧酸类和多聚物类，胺类、酚酸类的利用率最低。采收时，土

壤微生物对各类碳源利用率均有所提高，其中多聚物类与种

植前差异显著，酚酸和碳水化合物类差异极显著；与采收时相

比，采后３个月除碳水化合物类碳源利用率略微下降外，其他

类碳源利用率均有所升高，但幅度较小，仅羧酸类与采收时差

异显著。

２．３．３　土壤微生物功能多样性指数　选取１６８ｈ处 ＡＷＣＤ
值，计算ＭｃＩｎｔｏｓｈ、Ｓｈａｎａｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数来反映土
壤微生物碳源利用多样性。如表３所示，采收时各土壤微生物
碳源利用多样性指数均高于种植前，Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数差
异显著，ＭｃＩｎｔｏｓｈ和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数差异极显著。采后３个月各
指数较采后略有增加，但差异不显著。由此可见，间种竹荪后，

橡胶园土壤微生物的均匀度、丰富度和优势度均有所提高。
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表３　供试土壤中微生物碳源利用多样性指数

时间 ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数 Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数
种前 ５．８７０±０．２０３ｂＢ ３．１１８±０．０９１ｂＡ ０．９５２±０．００３ｂＢ
采收 ７．３６２±０．２３４ａＡ ３．３２９±０．１２３ａＡ ０．９６３±０．００２ａＡ
采后 ７．５４０±０．２１６ａＡ ３．３９３±０．０９１ａＡ ０．９６６±０．００２ａＡ

２．３．４　土壤微生物群落功能多样性的主成分分析　对３组
土壤样品３１种碳源１６８ｈ处的ＡＷＣＤ值进行主成分分析，得
到特征值大于１的主成分２个，其中第１主成分方差贡献率
为７１．４１％，第２主成分方差贡献率为２８．５９％。由表４各碳
源在第一主成分（ＰＣ１）和第二主成分（ＰＣ２）上的载荷值可
知，对ＰＣ１贡献大（载荷值 ＞０．８）的碳源有２１种，其中碳水
化合物类９种，多聚物类４种，氨基酸和羧酸类各３种，酚酸
类和胺类各１种。对ＰＣ２贡献大（载荷值 ＞０．８）的碳源有５
种，其中氨基酸类２种，碳水化合物类、羧酸类和胺类各１种。
取主成分１和２得分载荷作图，来表征间作前后土壤中微生
物群落碳源代谢特征。如图３所示，竹荪间作前后土壤中微
生物对碳源的利用情况不同，具有明显差异。

３　讨论

土壤中细菌、放线菌和真菌数量及其比例是衡量土壤肥

力及健康状况的重要指标。一般说来，土壤中细菌、放线菌密

度越高，该土壤肥力水平也就越高。研究表明，双孢菇、香菇

和茶树菇等菌糠还田均可提高土壤微生物数量，提升细菌、放

线菌所占比例，促进养分活化与吸收［１０－１２］。本试验结果显

示，橡胶园间作竹荪后，土壤细菌、放线菌数量增加，真菌数量

减少，放线菌与真菌数量比值（Ａ／Ｆ值）明显提高，橡胶园土
壤肥力得到了提升，同时，真菌相对数量的降低可能会对减轻

橡胶病害起到积极作用［１２］。

土壤中存在自生固氮菌、氨化细菌、硝化细菌、反硝化细

菌、纤维分解细菌等微生物生理群，它们在土壤养分循环和污

染降解转化中起着重要作用［６］。间作竹荪后，橡胶园土壤５
种微生物量均有所增加。其中，自生固氮菌、氨化细菌、硝化

细菌与纤维素分解菌都是参与土壤养分循环的有益微生物生

理群。自生固氮菌数量增加，可增加土壤氮素营养；氨化细

菌、硝化细菌数量增加，有利于含氮有机物富集、分解和氮素

循环速率的提高；纤维素分解菌数量增加，可加快植物残体转

化和碳素循环，为胶树生长提供更多碳素和能源［１３－１５］。然

表４　３１种碳源在第１、２主成分上的载荷值

碳源类型 碳源名称
第一主成分

（ＰＣ１）
第二主成分

（ＰＣ２）

碳水化合物 Ｎ－乙酰基－Ｄ－葡萄胺 －０．２５９ －０．９６６
Ｄ－半乳糖内酯 ０．９３４ －０．３５６
Ｄ－纤维二糖 ０．７８４ －０．６２１
Ｄ－木糖 ０．８８９ ０．４５８
Ｄ－甘露醇 ０．６５３ －０．７５７
Ｄ，Ｌ－α－磷酸甘油 ０．８９９ ０．４３７
Ｄ－半乳糖醛酸 －１．０００ －０．０３０
Ｄ－氨基葡萄糖酸 ０．９９４ ０．１０６
α－Ｄ－乳糖 ０．９４９ －０．３１７
β－甲基－Ｄ－葡萄糖苷 ０．９９７ －０．０７７
ｉ－赤藓糖醇 ０．９７９ ０．２０３
葡萄糖－１－磷酸 ０．９７５ －０．２２３

氨基酸 Ｌ－苯基丙氨酸 －０．５８１ ０．８１４
Ｌ－天冬酰胺 －０．９９２ －０．１２９
Ｌ－精氨酸 ０．６１０ －０．７９３
Ｌ－苏氨酸 ０．９５４ －０．２９８
Ｌ－丝氨酸 －０．４５２ ０．８９２
葡萄糖－Ｌ－谷氨酸 ０．９７０ ０．２４４

羧酸类 衣康酸 ０．９７２ ０．２３４
Ｄ－苹果酸 ０．９２４ ０．３８２
γ－羟基丁酸 ０．６５５ ０．７５６
α－丁酮酸 ０．３００ ０．９５４
丙酮酸甲酯 ０．９２２ －０．３８７

多聚物 吐温４０ ０．９４２ ０．３３５
吐温８０ ０．８２２ －０．５６９
糖原 ０．８８４ ０．４６８
α－环糊精 ０．９５５ －０．２９８

酚酸类 ２－羟基苯甲酸 ０．９７５ －０．２２４
４－羟基苯甲酸 ０．７４０ ０．６７２

胺类 苯基乙胺 ０．９７９ ０．２０３
腐胺 ０．３７１ ０．９２９

而，反硝化细菌数量增加会造成氮素损失，采收阶段出现这种

现象的原因可能是菇畦覆盖形成了微氧条件，为其提供了良

好的生存环境。但随着竹荪栽培料持续分解和氧气的进入，

反硝化细菌数量在采后３个月明显下降，占比仅为１３．４２％。
也有研究表明，反硝化细菌数量与土壤养分呈正相关，对提高

土壤肥力有促进作用［１６］。总的来说，竹荪栽培料或菌糠的施

入促进了微生物类群向更好的趋势发展。
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大量研究表明，土壤中加入有机物料能够提高有机质含

量及微生物群落多样性。不同腐熟水平的有机物料会造成土

壤微生物的选择适应性，出现一些种群富集而一些种群数量

降低的现象，进而导致微生物对碳源的利用能力出现显著差

异［１６－１８］。利用ＢＩＯＬＯＧＥＣＯ微平板法进行功能多样性研究
的结果表明，竹荪间作增强了橡胶园土壤微生物对碳源的代

谢活性，同时提高了土壤微生物碳源利用的多样性。主成分

分析结果表明，间作前后，土壤微生物碳源利用特征出现分

异，结合微生物对６类碳源的相对利用率发现，这种差异可能
是羧酸类、酚酸类、多聚物类和碳水化合物类碳源引起的。在

整个过程中，以橡胶木屑为主要成分的栽培料经过分解，使土

壤中各类碳源得到积累，微生物大量繁殖，碳源利用率升高，

其中碳水化合物和羧酸类物质为土壤微生物的主要碳源，碳

水化合物类碳源相对利用率最高。氨基酸是土壤最大的有机

氮库，有机物料的施入可诱导土壤微生物对氨基酸类碳源的

利用［１９］，这与本研究中竹荪菌糠的作用结果一致，主要原因

在于竹荪菌丝体和子实体含有丰富的氨基酸；酚酸类物质对

植物生长有抑制作用，可由植物残体和凋落物降解产生，积累

到一定水平时会对目标植物产生毒性［２０－２２］，在本研究中，虽

然种植后酚酸类碳源相对利用率极显著升高，但仅约为

２０％，毒性作用有限。
有研究表明，气候变化可引起微生物群落结构变化并对

微生物活动产生较大影响［２３］。海南岛属热带季风气候，５—
１０月为雨季。竹荪采收在雨季前完成，采收时，气候对土壤
微生物特性的影响有限。然而采后３个月进入雨季，与采收
时相比，温度升高，土壤含水量增加，菌糠分解加速，微生物生

长代谢加快，橡胶园土壤微生物量、微生物碳源代谢活性和多

样性在间作模式和气候的共同影响下得到进一步提高。

综上所述，本研究运用培养法和 ＢＩＯＬＯＧＥＣＯ微平板法
分析竹荪间作对橡胶园土壤微生物特性的影响，研究表明，竹

荪间作可提高橡胶园土壤有益微生物数量、微生物碳源代谢

活性和多样性，促进土壤养分循环和肥力提升。土壤微生物

作为土壤肥力的重要指标，其测定结果在一定程度上可以反

映竹荪间作对橡胶园土壤的改良效果，但土壤肥力是土壤物

理、化学、生物特性的综合表现，结合物理、化学性质进行相关

分析将有助于进一步揭示“橡胶 －竹荪”胶菌循环经济模式
对橡胶园土壤改良的效果。

４　结论

（１）间作竹荪可促进橡胶园土壤有益微生物生长繁殖，
改变微生物区系，提高土壤肥力。

（２）间作竹荪后，橡胶园土壤微生物群落 ＡＷＣＤ值、
Ｓｉｍｐｓｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数、Ｓｈａｎｎｏｎ指数和 ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数显著增
加，微生物碳源代谢活性和多样性提高。

（３）橡胶园土壤微生物利用的碳源主要是碳水化合物和
氨基酸类，其次为羧酸和多聚物类，酚酸和胺类的利用率

较低。

（４）间作竹荪后，橡胶园土壤微生物碳源利用特征出现
分异，在分异中起主要作用的是羧酸类、酚酸类、多聚物类和

碳水化合物类碳源。
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