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摘　要：为探讨上海南汇东滩湿地围垦后海三棱草土壤微生物群落多样性的季节变化，应用Ｍｉｓｅｑ高通量
测序技术，分析草密集区与光滩区４个季度土壤微生物群落多样性以及相关的土壤环境因子。结果表明，
草密集区与光滩区土壤微生物群落多样性及丰富度差异显著（Ｐ＜０．００１），草密集区高于光滩区，同一区
域样本微生物多样性及丰富度季节变化显著（Ｐ＜０．００１），春夏２季低于秋冬２季。Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌
门）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）、Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ（酸杆菌门）、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ（绿弯菌门）、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ（浮霉菌门）、
Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（放线菌门）、Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（蓝藻菌门）是各样本中相对丰度较高的菌门，且样品优势菌季节性差
异较大。ＲＤＡ冗余分析表明，土壤盐分、干湿比、硝态氮是影响土壤微生物群落结构的主要因素。研究对弄
清海三棱草湿地的空间扩张微观机制及促进海三棱草湿地快速修复具有理论意义。
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　　海三棱草（Ｓｃｉｒｐｕｓｍａｒｉｑｕｅｔｅｒ）是长三角区
域一种重要的本土湿地植物，广泛分布于上海东

南部海滨和崇明、长兴、横沙等几大岛屿的中潮

滩，是长江口滨岸带主要的植物群落类型［１］。海

三棱草具有耐盐、耐厌氧环境的特点，是长三

角滨海区域重要的先锋植物群落［２］。２１世纪以
来，上海市加大了围垦工程力度，围垦改变了生

态系统的自然发展模式，加快了海岸线自然环境

的沉积速度。泥沙淤积使海三棱草球茎处于

深埋状态，而适宜较高高程潮滩的芦苇占据竞争

优势并形成芦苇群落，挤压海三棱草向低高程

潮滩展开［２］，而在低潮滩，海三棱草生态位与

外来入侵种互花米草（Ｓｐａｔｉｎａａｌｔｅｒｎｉｆｌｏｒａ）的生态
位发生重叠和竞争排斥，使海三棱草的面积进

一步加速缩减［３］。

目前国内外对海三棱草的研究大多在种

子重建、碳氮影响及潮汐作用上［４６］，对土壤微生

物的微观作用研究较少，而土壤微生物几乎参与

土壤中一切生物化学反应，在有机质分解与养分

循环等过程中发挥着关键作用。在某一特定地

理区域内，生活在同一环境下的不同微生物种群

在组成、结构、功能方面均表现出较大的差异［７］。

另外，国内外研究认为季节变化对土壤微生物群

落结构和多样性有显著影响，而微生物生物量的

季节波动受植被生长和土壤有机质的影响［８１０］，

海三棱草的生长也随着季节变化，从春天开始

萌发，夏季旺盛生长，到秋季开花结果，冬季死亡

腐烂，整个生长周期根际土壤环境发生改变，从

而影响微生物的代谢活性。因此土壤微生物的

多样性与植物生长有着密切的关系。

高通量测序已广泛应用于土壤微生物多样

性的研究［１１１４］，该测序技术相对于传统的多样性

研究方法，具有测序通量高，实验过程简化，速度

快，准确率高等极大的优势，实验结果更能全面

地反映环境中群落的特点［１５］。目前使用较多的

是Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司于２０１１年新开发的第二代测序
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平台ＭｉＳｅｑ测序，主要原理是通过将提取的目标
基因组 ＤＮＡ剪切成片段，然后将这些 ＤＮＡ片段
结合到固相表面，进行单分子的 ＰＣＲ扩增，得到
测序数据，进行计算机分析对比获得完整的 ＤＮＡ
序列信息［１６］。本文运用高通量测序技术分析海

三棱草密集区与光滩区土壤微生物的群落特

征和季节变化规律，结合环境因子与微生物群落

组成的相互关系，以期找出海三棱草土壤微生

物群落结构的影响因素，从而为海三棱草群落

的快速修复提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　样品采集及处理
研究区域位于上海浦东新区南汇嘴围垦区

滩涂湿地，３０°５１′３０°５２′Ｎ和 １２２°５５′１２２°５６′Ｅ

的范围内（图１）。１０月份海三棱草生物量达
到最大值［１７］，因此于２０１５年９月至１０月进行第
一次采样，根据该研究结果［１８］，从草生长初期

开始，每个季度进行１次采样［１９］，分别于２０１６年
５月（春季）、８月（夏季）、１０月（秋季）、１２月（冬
季）采集草茂盛区及光滩区的土壤样品，每个

采样地采用５点取样法随机取样［２０］，用铁锹采集

２０ｃｍ ×２０ｃｍ样方中０～２０ｃｍ深度的土样，混
合后装袋，每个样地３个重复，共２４个样品，将采
集的样品放入无菌袋，做好标记（表１），带回实验
室。将样品分出１份放在 －８０℃冰箱保存，１份
送到美吉生物公司进行测序，其余样品测干湿比

后放于室内自然风干，过 １００目筛，放入密封袋
做好标记，测试理化性质。

图１　研究区地理位置及遥感图像
Ｆｉｇ．１　Ｓｉｔｅｏｆｔｈｅｓｔｕｄｙａｒｅａ

表１　样品编号
Ｔａｂ．１　Ｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ

采样位点

Ｓｉｔｅｓ
采样时间

Ｔｉｍｅ
样品编号

Ｎｕｍｂｅｒ

光滩区

Ｌｉｇｈｔｂｅａｃｈ

５月 Ｍ３＿５
８月 Ｍ３＿８
１０月 Ｍ３＿１０
１２月 Ｍ３＿１２

采样位点

Ｓｉｔｅｓ
采样时间

Ｔｉｍｅ
样品编号

Ｎｕｍｂｅｒ

密集区

Ｄｅｎｓｅａｒｅａ

５月 Ｍ６＿５
８月 Ｍ６＿８
１０月 Ｍ６＿１０
１２月 Ｍ６＿１２

１．２　多样性检测
完成基因组ＤＮＡ抽提后，利用１％琼脂糖凝

胶电泳检测抽提的基因组 ＤＮＡ。ＰＣＲ扩增采用

ＴｒａｎｓＧｅｎ ＡＰ２２１０２： ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔｐｆｕ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ；２０μＬ反应体系：ＰＣＲ仪为 ＡＢＩ
ＧｅｎｅＡｍｐ９７００型；每个样本３个重复，将同一
样本的ＰＣＲ产物混合后用２％琼脂糖凝胶电泳
检测，使 用 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ 凝 胶 回 收 试 剂 盒
（ＡＸＹＧＥＮ公司）切胶回收 ＰＣＲ产物，Ｔｒｉｓ＿ＨＣｌ
洗脱；２％琼脂糖电泳检测。参照电泳初步定量
结果，将 ＰＣＲ产物用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭＳＴ蓝色荧光
定量系统（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）进行检测定量，之后按
照每个样本的测序量要求，进行相应比例的混

９１７
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合。Ｍｉｓｅｑ文库构建，Ｍｉｓｅｑ测序。以上实验均由
商业测序公司完成（美吉生物，上海）。

１．３　环境因子分析方法
新鲜的土壤样品带回实验室后，取一小烧杯

（１００ｍＬ）土样称重，放在 １００℃烘箱里完全烘
干，测量其含水率；剩余部分土样置于室内自然

风干，研磨后过１００目筛装入塑封袋，做好标记，
放入冰箱冷藏室待测其理化性质。根据陶燕

东［１８］的研究结果，影响海三棱草群落空间分布

的主要土壤理化因子有：总氮、总磷、电导率、硝

酸盐氮、含水率。采用凯氏定氮法测定土壤总

氮，碱熔钼锑抗分光光度计法测定总磷含量，硝
酸盐氮、亚硝酸盐氮采用氯化钾浸出液分光光度
计法进行测定，分光光度计型号为ＵＶ１８００（岛津
公司）。采用便携式多参数水质测定仪测定水土

比５∶１的土壤浸出液的电导率［２１］。

１．４　数据分析
ＭｉＳｅｑ测序得到的是双端序列数据，首先根

据ＰＥｒｅａｄｓ之间的 ｏｖｅｒｌａｐ关系，用 Ｆｌａｓｈ软件将
成对的 ｒｅａｄｓ拼接（ｍｅｒｇｅ）成 １条序列，同时用
Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ软件对ｒｅａｄｓ的质量和 ｍｅｒｇｅ的效果
进行质控过滤，根据序列首尾两端的 ｂａｒｃｏｄｅ和
引物序列区分样品得到有效序列，并校正序列方

向，即为优化数据；用Ｕｓｅａｒｃｈ（ｖｅｓｉｏｎ７．０）软件对
优化序列提取非重复序列，按照９７％相似性对非
重复序列进行 ＯＴＵ聚类，生成 ＯＴＵ表格；采用
Ｑｉｉｍｅ软件根据ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ贝叶斯算法对９７％
相似水平的ＯＴＵ代表序列进行分类学分析；利用
ｍｏｔｈｕｒ计算不同随机抽样下的多样性指数，用
Ｃｈａｏ指数和 ＡＣＥ指数表示物种丰度，用 Ｓｉｍｐｓｏｎ
和Ｓｈａｎｎｏｎ指数表示物种多样性［１５］，用Ｒ语言对
多样性指数进行 ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓＴ检验，用 Ｒ语言
ｖｅｇａｎ包中 ＲＤＡ对环境因子、样本、菌群两两之
间的关系进行分析和作图。

２　结果与分析

２．１　ＯＴＵ聚类及注释结果
通过Ｍｉｓｅｑ高通量测序并优化后，６个样地

共获得２６６９６５８条序列，总碱基数１０５６０６８３０４
ｂｐ，优化序列长度主要集中在３８１～４００ｂｐ之间，
平均碱基长度为３９５．５８ｂｐ。由于序列长度是将
序列匹配到数据库从而产生基因注释的关键，因

此根据这些优质序列分析得到的物种多样性结

果科学、真实，具有重要的参考价值［２２］。

图２　不同土壤样本中的微生物Ｓｈａｎｎｏｎ曲线
Ｆｉｇ．２　Ｓｈａｎｎｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｉｌｓａｍｐｌｅｓ

　　ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ指数是反映样本中微生物多
样性的指数，利用各样本的测序量在不同测序深

度时的微生物多样性指数构建曲线，以此反映各

样本在不同测序数量时的微生物多样性 ［２３］。从

图２可以看出 Ｓｈａｎｎｏｎ曲线趋向平坦，说明测序
数据量足够大，可以反映样本中绝大多数的微生

物信息，其微生物群落具有丰富的多样性。

２．２　Ａｌｐｈａ多样性分析
综合样本 Ａｌｐｈａ多样性指数（表２），可以判

断出草密集区物种群落丰富度和多样性远高

于光滩区（Ｍ６＞Ｍ３）。Ｓｈａｎｎｏｎ值越大，说明群
落多样性越高，Ｓｉｍｐｓｏｎ指数值越大，说明群落多
样性越低［２４２６］，两个样本春季和夏季的 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数均小于秋季和冬季的 Ｓｈａｎｎｏｎ指数，春季和
夏季的 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数均大于秋季和冬季的
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数，说明样本多样性有季节的变化。Ｔ
检验表明，同一地点不同季节物种丰富度和多样

性均有显著性差异（Ｐ＜０．０１，表３）。国内外研
究认为，微生物生物量和多样性受季节变化影响

显著［２６］，不同季节温度、湿度及降水量均有所不

同，春季气温低，湿度低，抑制了微生物的生长，

代谢活性减弱，微生物丰富度和多样性较低；夏

秋两季适宜的温度和湿度为微生物提供了良好

的代谢环境；冬季植物腐烂，有机质增加，有助于

微生物的生长和繁殖。春夏两季微生物多样性

和丰富度始终低于秋冬两季，可能是由于春夏季

植物生长吸收了土壤中大量的碳，微生物可利用

的有机质减少，植物摄取与微生物之间发生了竞

争［１３］。Ｔ检验显示，草密集区与光滩区同一季
节物种多样性及丰富度也有显著差异（Ｐ＜
０．０１）。草密集区植物茂盛，根系发达，退潮后

０２７
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留存大量浮游动物和无脊椎生物，这些生物在

草根际土壤中觅食、繁殖、代谢［２７］，根际土壤微生

物活动频繁，数量增多，物种丰富度和多样性较

高。

表２　不同土壤样品中微生物的多样性指数表
Ｔａｂ．２　ＡｌｐｈａＩｎｄｅｘｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｉｌｓａｍｐｌｅｓ

样本

Ｓａｍｐｌｅｓ
物种丰度

指数 ＡＣＥ
物种丰度

指数 Ｃｈａｏ
香农指数

Ｓｈａｎｎｏｎ
辛普森指数

Ｓｉｍｐｓｏｎ
Ｍ３５ ２０９４．７８ １６３５．６２ ２．４７ ０．２７
Ｍ３８ ２６０３．３６ １９６４．５２ ３．０７ ０．１７
Ｍ３１０ ４１２９．１２ ４０６７．３５ ６．７８ ０．００
Ｍ３１２ ３５０９．０９ ３４４７．２２ ４．８７ ０．０７
Ｍ６５ ２７２６．４４ ２１３４．７５ ３．７１ ０．０９
Ｍ６８ ２７０４．８９ ２０５９．９９ ３．４４ ０．１６
Ｍ６１０ ５１６４．９１ ５０７１．７０ ６．９３ ０．００
Ｍ６１２ ５２７８．９８ ５１９０．０４ ７．００ ０．００

表３　样本间土壤微生物多样性指数差异Ｔ检验
（同一季节不同地点）

Ｔａｂ．３　Ｔｔｅｓｔｏｆｓｏｉｌｍｉｃｒｏｂｉａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘｂｅｔｗｅｅｎ
ｓａｍｐｌｅｓ（Ｓａｍｅｓｅａｓｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｉｔｅｓ）

样本

Ｓａｍｐｌｅｓ
样本

Ｓａｍｐｌｅｓ
香农指数

Ｓｈａｎｎｏｎ
辛普森指

数 Ｓｉｍｐｓｏｎ
物种丰度

指数 ＡＣＥ
物种丰度

指数 Ｃｈａｏ
Ｍ３＿５ Ｍ３＿８    ０．０５３１

Ｍ６＿５    
Ｍ３＿８ Ｍ６＿８  ０．４３５４ ０．９０６４ ０．７４１３
Ｍ３＿１０ Ｍ３＿１２    

Ｍ３＿５    
Ｍ３＿８    
Ｍ６＿１０  ０．９６４６  

Ｍ３＿１２ Ｍ３＿５    
Ｍ３＿８    
Ｍ６＿１２    

Ｍ６＿５ Ｍ６＿８ ０．０７９６  ０．６５５４ ０．５２０７
Ｍ６＿１０ Ｍ６＿１２ ０．１６２３ ０．３４３８ ０．６４０８ ０．８６５３

Ｍ６＿５    
Ｍ６＿８    

Ｍ６＿１２ Ｍ６＿５    
Ｍ６＿８    

注：Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１
Ｎｏｔｅｓ：Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１

　　综合分析４组多样性指数所提供的物种丰
富度与物种多样性信息表明，秋季和冬季样本中

微生物群落丰富度较大，群落多样性较高；而不

同区域样本丰富度和多样性有明显差异，样本季

节性变化显著。

２．３　物种群落结构分析
对不同季节各样本中微生物的物种种类进

行鉴定后，做多样品物种分布图（门水平），图中

每种颜色区域表示一类物种（门水平），而该颜色

区域的面积大小表示该物种在整个物种中的相

对百分比。从图３可以看出，２４个样本中共存的
物种 主 要 包 括 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变 形 菌 门）、
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）、Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ（酸杆菌
门）、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ（绿弯菌门）、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ（浮霉
菌门）、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（放线菌门）、Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ
（蓝藻菌门）、Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ（牙单胞菌门）、
Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ（硝化螺旋菌门）、Ｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ
（未分类的细菌）、Ｉｇｎａｖｉｂａｃｔｅｒｉａｅ、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（厚壁
菌门）、Ｌａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ（疣微菌
门）、Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｅ（螺旋菌门）、Ｄｅｆｅｒｒｉｂａｃｔｅｒｅｓ（脱
铁杆菌门）等，其中丰度最高的是 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
（变形菌门），其次是Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门），这
２种菌门在各样本中合计占比高于４０％，在春季
和夏 季 合 计 占 比 达 到 ８０％ 以 上，随 后 是
Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ（酸杆菌门）、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ（绿弯菌
门）、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ（浮霉菌门）、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ
（放线菌门）、Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（蓝藻菌门），在秋季和
冬季的处理样本中合计占比约４０％。

对不同季节样本中占比较高的菌门进行分

析（图４），可以看出，不同样本的物种组成基本一
致，各季节不同样本物种百分比变化趋势有所不

同。变形菌门在各样本中占比变化趋势基本一

致，随着季节先升高后降低，但一直远高于其他

菌门占比，夏季时，变形菌门占比上升到最大值，

大约占物种数量的７０％，秋季处于最低值，也有
３０％左右的占比；拟杆菌门的占比随季节变化逐
渐降低，且降幅较大，由春季的２５％ ～４５％降至
冬季的１％ ～７％。变形菌门是海洋环境和海洋
沉积物中的主要类群，拟杆菌门是各种水体环境

碳循环的主要参与者，因此在各样本中普遍存在

且数量较高［２８］。各样本中的酸杆菌门、绿弯菌

门、浮霉菌门、放线菌门和蓝藻菌门在秋季和冬

季迅速升高，合计占比达到 ４０％；光滩区（Ｍ３）
样本中蓝藻菌门一直处于含量很低的状态

（０．０５％～０．３％），草密集区（Ｍ６）样本中的蓝
藻菌门在秋季增势明显，从春季的０．０６％迅速增
至秋季的８．５％。春季和夏季雨水充沛，湿度较
大，温度较高，土壤氧气含量较少，变形菌门是兼

性或严格厌氧菌，菌种数量远高于好氧菌，秋季

气候干燥，海三棱草长出球茎被湿地水鸟翻捡

食用［２９］，冬季凋零腐烂的植物碎屑被根际的浮游

动物和底栖无脊椎动物食用［１７］，这些频繁的生物
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活动使土壤孔隙变大，氧气充分，各种好氧菌含 量迅速增长。

图３　不同季节各样本物种分布（门水平）
Ｆｉｇ．３　Ｓｐｅｃｉｅｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅａｓｏｎｓｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ（ｐｈｙｌｕｍ）

图４　不同季节样本优势菌柱状图
Ｆｉｇ．４　Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｄｏｍｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅａｓｏｎｓ

３．４　微生物群落结构与环境因子的分析
选用 Ｒ语言 ｖｅｇａｎ包中 ＲＤＡ（Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ

Ａｎａｌｙｓｉｓ）或 者 ＣＣＡ （Ｃａｎｏｎｉｃａｌ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
Ａｎａｌｙｓｉｓ）分析菌群与环境因子之间关系。ＲＤＡ
是基于线性模型，ＣＣＡ是基于单峰模型。分析可
以检测环境因子、样本、菌群三者间的关系或者

两两之间的关系。ＲＤＡ或 ＣＣＡ模型的选择原

则：先用ｓｐｅｃｉｅｓｓａｍｐｌｅ数据（９７％相似性的样本
ＯＴＵ表）做 ＤＣＡ分析，看分析结果中 Ｌｅｎｇｔｈｓｏｆ
ｇｒａｄｉｅｎｔ第一轴的大小，如果大于４．０，就应该选
ＣＣＡ，如果３．０～４．０之间，选 ＲＤＡ和 ＣＣＡ均可，
如果小于３．０，ＲＤＡ的结果要好于 ＣＣＡ。这里软
件分析选择了ＣＣＡ。
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图５　土壤样品ＯＴＵ组成与环境因子的冗余分析
Ｆｉｇ．５　ＲｅｄｕｎｄａｎｃｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＯＴＵｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
ａｎｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｆａｃｔｏｒｓｉｎｓｏｉｌｓａｍｐｌｅｓ

Ｃｏｎ．ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ，电导率；ＴＮ．Ｔｏｔａｌｎｉｔｒｏｇｅｎ，总氮；ＴＰ．Ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ，总磷；Ｄ／Ｗ．ｄｒｙ／ｗｅｔ，干湿比

表４　冗余分析的累积解释率

Ｔａｂ．４　Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｒｅｄｕｎｄａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ

轴 Ａｘｉｓ ＣＣＡ１ ＣＣＡ２ ＣＣＡ３ ＣＣＡ４ ＣＣＡ５ ＣＣＡ６

解释率

Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆ
ｖａｒｉａｎｃｅ

０．３０３１０．２５４３０．１９５８０．０９８６０．０８４７０．０６３５

累积贡献率

Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ０．３０３１０．５５７４０．７５３２０．８５１８０．９３６５ １

表５　样品土壤理化因子（均值）及Ｔ检验

Ｔａｂ．５　Ｐｈｙｓｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｆａｃｔｏｒｓ

（ｍｅａｎ）ａｎｄＴｔｅｓｔｉｎｓｏｉｌｓａｍｐｌｅｓ

样本

Ｓａｍｐｌｅｓ
总磷

ＴＰ
总氮

ＴＮ
电导率

Ｃｏｎ
干湿比

Ｄ／Ｗ
硝酸盐氮

ＮＯ３＿Ｎ
亚硝酸盐

氮ＮＯ２＿Ｎ

Ｍ３＿１０ ０．０５８ ０．０２９ ８２９ ０．７６２ ０．３００ ４．３００
Ｍ３＿１２ ０．０４６ ０．０３０ ８９０ ０．７７０ ０．２８０ ３．６１０
Ｍ３＿５ ０．０５８ ０．０２１ ５３３ ０．８８２ ０．３２０ ３．７００
Ｍ３＿８ ０．０４５ ０．０４９ ６３０ ０．７８２ ０．３００ ３．５８０
Ｍ６＿１０ ０．０５６ ０．０４８ １２９４ ０．５８０ ０．２４０ ３．５３０
Ｍ６＿１２ ０．０５８ ０．０４１ １５９５ ０．７２２ ０．３３０ ３．５８０
Ｍ６＿５ ０．０４７ ０．０２３ １０３２ ０．８２０ ０．３８０ ３．６３０
Ｍ６＿８ ０．０４７ ０．０３７ １４００ ０．５７６ ０．２８０ ４．１３０
Ｐ ０．００９ ０．０５７ ０．００６ ０．０４３ ０．００３ ０．５９８

注：Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１
Ｎｏｔｅｓ：Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１

　　图５表示土壤样本群落结构（ＯＴＵ组成）与
环境因子的冗余分析，样本点的空间距离表示样

本间群落结构的距离，样本点到环境因子向量的

投影距离表示样本受该环境因子的影响程度，排

序轴中心点到箭头的距离越长表示该环境因子

的影响越大，环境因子之间的夹角表明环境因子

之间的相关性［３０］。结合图５和表５可以看出，影

响样品ＯＴＵ组成的环境因子主要是总磷、电导
率、干湿比和硝态氮。电导率与样品物种组成显

著相关（Ｐ＜０．０１），说明电导率是影响草根际
土壤微生物群落结构的主要因素。有研究表明

土壤溶液电导率与含盐量在一定浓度范围内呈

正相关［３１］，也就是说土壤盐分含量越高［１２］，电导

率越大，根据这种关系，国内外研究中通常用溶

液电导率大小来间接测定土壤的含盐量，在此基

础上，本文利用电导率来表征土壤盐分的空间差

异。电导率与微生物多样性显著相关可能是因

为电导率表征的盐分对微生物细胞的影响较大，

国内外的一些研究也证明对于盐沼植物来说，其

分布规律与土壤盐分密切相关，盐分决定了其根

系细胞的渗透压，影响种子的萌发、光合作用等

生理过程［３２］。陈秀芝研究结果也表明海三棱

草的生长分布随着土壤盐分浓度的增加而增

加［２２］。其耐盐度范围也是一定的，当盐度达到

１．６％，海三棱草趋于死亡［３３］。在微生物生长

过程中，土壤盐分决定其细胞渗透压，盐分过低，

微生物细胞外部含水量大，细胞吸水过多破裂死

亡，相反，盐分过高，微生物细胞失水死亡。这也

就是沿海滩涂微生物实验室研究通常选用氯化

钾溶液进行培养的原因。

干湿比和硝态氮与样品物种组成也表现出

显著相关性（Ｐ＜０．０１），这可能跟潮水的冲刷作
用有关，草密集区植物茂盛，根系发达，潮水冲

刷的作用力被消弱，泥沙沉积明显，土壤表层颗

粒组成及地上植被的生长改善了土壤的表层结

构，增加了土壤持水和保肥能力，潮湿的环境为

微生物的生长繁殖和分解植物碎屑提供了良好

的条件［３４］，湿度对于碳、氮元素的损失或积累同

样有着十分重要的作用，微生物活动活跃，则有

利于其对氮的固定，而硝态氮等养分则能有效促

进湿地植物的生长［３５］。王江等研究表明土壤硝

态氮影响微生物多样性［３６］，薛?等［３７］的研究土

壤硝态氮属于土壤微生物生物量的主要影响因

素，土壤含水量和硝态氮是微生物生物量的主要

决定因素［１９］。

综合以上结果可知，影响海三棱草根际土

壤微生物的主要环境因子有土壤盐分、含水率及

硝态氮，根据陶燕东［１８］的研究结果显示，这些因

素同样也是影响海三棱草群落分布的主要环

境因子。由此可以得知，土壤盐分、含水率及硝
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态氮共同作用于海三棱草及其根际土壤微生

物，海三棱草和微生物之间相互作用，共同促

进，形成稳定的生长和代谢环境。物种多样性分

析显示，海三棱草密集区土壤微生物多样性及

丰富度均明显高于光滩区，且同一样本微生物群

落结构组成季节性差异较大；物种群落结构分析

显示，样本微生物优势菌群季节变化明显，在两

个区域样本微生物菌群数量差异较大的秋冬季，

蓝藻菌门差异变化最大，后续实验我们可以根据

各季节环境因子影响程度的不同，结合该季节主

要微生物，配比合适的盐度、含水率和 ｐＨ，制定
出各季节海三棱草最优的培养条件，为湿地植

被的修复提供理论依据。

因此，如何采取人工干预的手段，干预潮滩

微地形的沉积过程，从而促进海三棱草湿地的

快速修复，是值得深思的重点课题。本研究表

明，土壤微生物在海三棱草湿地的修复过程中

具有显著的空间分异，草湿地修复过程中的土

壤生理生化微观机制动态是草湿地修复机理

研究的下一步重要方向。

３　结论

围垦后的南汇东滩湿地生态系统逐渐恢复，

海三棱草从无到有，从稀疏到密集，滩涂土壤

微生物群落特征的变化是评价影响海三棱草

生长分布的重要特征。

在本研究中发现，２４个样本中共存在１５种
细菌门分类，其中变形菌门、拟杆菌门、酸杆菌

门、绿弯菌门、浮霉菌门、放线菌门、蓝藻菌门、牙

单胞菌门、硝化螺旋菌门为２４个样本中的主要
菌门，而这９个菌门在２个样本４个季度中相对
丰度存在显著性差异，样本优势菌季节性变化明

显，在草生长茂盛期的秋季微生物数量迅速增

长，在草凋落腐烂的冬季达到最高值。

多样性分析 ＡＣＥ指数表明样品微生物群落
多样性为：草密集区 ＞光滩区，Ｃｈａｏ指数表明
各样地细菌的物种总数为：草密集区 ＞光滩
区，两区域样本之间物种丰富度差异显著。根据

Ｓｈａｎｎｏｎ指数和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数，可以看出各样地细
菌群落的多样性为：草密集区 ＞光滩区，且微
生物多样性差异显著（Ｐ＜０．００１）。同一样本的
物种多样性及丰富度季节变化显著（Ｐ＜０．００１），
春夏２季与秋冬２季差异显著（Ｐ＜０．００１）。

ＲＤＡ冗余分析表明，样品微生物群落结构与
土壤盐分、干湿比、硝态氮显著相关（Ｐ＜０．０１），
其中土壤盐分和硝态氮与土壤样品群落结构呈

显著正相关，干湿比与土壤样品群落结构呈显著

负相关。
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