
摘 要：为揭示农田土壤有机质中纤维素降解的微生物机制，依托红壤丘陵区长期定位试验，以两种土地利用方式（旱地和水旱轮

作地）下两种施肥模式（化肥、秸秆还田配施化肥）的农田生态系统为研究对象，分析了表层土壤中纤维素含量、纤维二糖水解酶活

性以及纤维素降解功能微生物丰度与群落结构的周年动态变化特征。结果表明：长期（13年）施肥后土壤中纤维素并未发生显著积
累，且从周年动态变化来看，秸秆还田后旱地和水旱轮作地中纤维素分别在 6个月和 3个月内完全降解或被转化为其他形态；相关
分析表明，纤维二糖水解酶活性与纤维素含量呈显著正相关，而真菌 cbhI基因丰度与纤维二糖水解酶呈显著正相关（P<0.01），因此
功能基因 cbhI可用于指示本研究供试土壤中降解纤维素的关键微生物群；聚类分析表明，旱地和水旱轮作地的纤维素降解微生物
（含 cbhI基因）互相分离，即与施肥相比，土地利用方式是引起土壤中纤维素降解微生物群落组成改变最主要的因素；克隆测序结
果显示，两种土地利用方式下纤维素降解功能微生物均以伞菌和粪壳菌占绝对优势，分别占总克隆库的 22.9%~39.5%（平均为
34.7%）和 17.7%~42.3%（平均为 28.5%），其中秸秆还田后的纤维素降解过程可能由粪壳菌主导。研究结果阐明了红壤丘陵区旱地
和水旱轮作地中秸秆还田后纤维素降解及其功能微生物群落的异同，为揭示农田土壤新鲜有机质中易分解组分（纤维素）的微生物

转化机制提供了基础数据。
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Abstract：Cellulose is the most abundant organic component in crop residue and thus plays a vital role in organic matter transformation in a原
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gricultural soils. The degradation of cellulose in soil is mainly driven by microorganisms. The fungal cbhI gene is one of the key microbial
genes participating in cellulose degradation. Based on long-term field experiments in subtropical hilly region, two land use types（upland
and paddy-upland rotation land）and two fertilization treatments（chemical fertilizers and chemical fertilizers combined with crop straw）
were selected for this study. The annual dynamics of cellulose content, cellobiohydrolase activity, and abundance and composition of cellu原
lose-degrading microbial communities containing cbhI in surface soils were analyzed to reveal the characteristics of microbial decomposition
of cellulose in agricultural soils. Results showed that after 13 years of long-term fertilization, cellulose had not accumulated significantly.
Annual dynamic data indicated the newly added cellulose was degraded or converted into other forms within 6 and 3 months after straw in原
corporation into upland and paddy-upland rotation land soils, respectively. Both the Pearson correlation analysis and stepwise linear regres原
sion analysis showed that cellulose contents were positively related to the activity of cellobiohydrolase and that abundances of the fungal cb原
hI gene were positively related to cellobiohydrolase activity（P<0.01）. This indicated that the fungal cbhI gene may be a potentially cor原
responding indicator of microbial decomposition of cellulose in the tested agricultural soils. Cluster analysis showed that cellulose-degrading
microbial communities in upland soils and paddy-upland rotation land soils were separated from each other, suggesting that land-use type is
the key factor in shaping cellulose-degrading microbial communities as compared with the fertilization treatments. Cloning and sequencing
data showed that Agaricomycetes and Sordariomycetes, which accounted for 22.9%~39.5%（average 34.7%）and 17.7%~42.3%（average
28.5%）of total clones, respectively, were the dominant cellulolytic microbial groups. Sordariomycetes may dominate the microbial process
of cellulose decomposition after crop straw returns to the field. This study clarified the similarities and differences of cellulose decomposition
and its functional microbial communities between upland and paddy-upland rotation land after straw returns to the field, and thus provided
the basic data on revealing microbial mechanisms of labile soil organic matter（cellulose）turnover in agricultural soils.
Keywords：cellulose; upland; upland-paddy rotation land; cellobiohydrolase; microbial community

纤维素是 D-葡萄糖以 茁-1，4 糖苷键联结而成
的线形大分子多糖，大约 30个糖链合成一个小纤维
单元，然后聚集成微纤维，最后聚集成纤维。纤维素是

地球上含量最丰富的碳水化合物，占到植物干重的

35%耀50%[1]。自然条件下，纤维素通过植物凋落物进
入土壤系统，参与土壤碳循环和碳固定过程。农田是

最活跃的土壤碳库之一，秸秆还田是农田土壤固碳以

及生产力维持的重要措施[2]。作为秸秆中含量最高的
组分，纤维素在农田土壤碳转化积累过程中占有非常

重要的地位。

天然纤维素的微生物降解机理，普遍接受的理

论———协同理论认为纤维素酶对纤维素的降解过程

是：内切葡聚糖酶首先进攻纤维素的非晶区，形成外

切葡聚糖纤维二糖水解酶需要的新的游离末端，然后

外切纤维素酶从多糖链末端切下纤维二糖单位，茁-
葡萄糖苷酶再水解纤维二糖单位形成葡萄糖[3]。纤维
二糖水解酶是纤维素降解的一种重要的外切酶，常被

用于表征纤维素降解的关键酶[4-5]。不同微生物分泌酶
的编码基因可能不同，如纤维二糖水解酶的编码基因

有真菌 cbhI、cbhII、细菌 cel5等[6-7]。其中，cbhI基因编
码的外切葡聚糖酶（CBH玉酶）负责切割纤维素分子
还原端糖苷键。目前，cbhI已被国内外许多学者广泛
用于指示纤维素降解的微生物功能基因[5，8-9]。以往，环
境样品中纤维素微生物降解过程研究主要依赖于纯

培养技术且针对单个菌株。研究人员已从不同农田生

态系统中分离到降解纤维素的细菌和真菌，例如：景

音娟等[10]发现，秸秆还田土壤中纤维素降解菌 Strep原
tomycetaceae、Flavobacterium、Sphingobium 相对丰度
明显多于对照处理；傅筱冲等[11]从稻田土壤中分离的
三种纤维素降解真菌：镰刀菌 Fusarium sp，青霉菌
Penicillium sp，枝顶孢霉菌 Acremonium sp。然而，自然
界中 99%以上的微生物不可纯培养，采用基于 PCR
扩增的分子生物学技术（T-RFLP、DGGE、克隆、高通
量测序）可较为全面地反映环境样品中降解纤维素的

微生物功能群[7]。基于 T-RFLP技术的研究发现，长期
不同施肥处理下（矿质肥、粪肥）纤维二糖水解酶活性

与 cbhI基因多样性呈显著正相关[5]。基于 RFLP技术
的研究发现，我国黄淮海平原典型潮土中纤维素降解

菌（cbhI基因）分别属于 Basidiomycota（担子菌门）和
Ascomycota（子囊菌门）[9]。

本研究依托于亚热带红壤丘陵区的长期定位施

肥试验，选择两种土地利用方式（旱地和水旱轮作地）

下两种施肥模式（单施化肥与秸秆还田配施化肥）的

农田生态系统为研究对象，研究红壤丘陵区旱地和水

旱轮作地土壤中纤维素降解功能微生物群落特征，探

索纤维素含量与纤维二糖水解酶、cbhI基因丰度的关
系，为揭示农田土壤有机质中易分解组分（纤维素）转

化的微生物机制提供基础数据。
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1 研究地区与研究方法

1.1 样地描述与试验布置
长期定位试验点位于湖南省桃源县盘塘镇（29毅

13忆48义N，111毅31忆48义E），属中亚热带北缘的红壤丘陵
区，为亚热带湿润季风气候，年均气温 16.8 益，年均
降雨量 1230 mm，土壤为黏性土，成土母质为第四纪
红土。

长期定位试验前，试验点由杉木为主的森林植被

覆盖。2000年，中国科学院亚热带农业生态研究所建
立了旱地和水旱轮作地长期定位施肥试验，两个试验

点相距约 50 m。2013年 4月 23日，选取两种土地利
用方式下的单施化肥（NPK：以尿素、过磷酸钙及氯化
钾施用 N、P、K分别为 224、52、174 kg·hm-2·a-1）和秸
秆还田配施化肥处理（NPKS：在秸秆还田的基础上，
以尿素和过磷酸钙补充不足的氮和磷）[12]。处理间保
持 N、P、K总量一致，每种处理 4个重复，按随机区组
设计排列。旱地每个小区面积为 23.3 m2、水旱轮作地
的每个小区面积为 22.4 m2，小区间用水泥板隔离（埋
入深度逸30 cm）。旱地采用红薯-油菜轮作、水旱轮作
地则为玉米-水稻-绿肥（紫云英）轮作，根据作物需
求一年内进行基肥和追肥的施用[13]。

于 2013年 4月 25日在每个小区按“之”字型打
入 5 个 PVC 管（高 35 cm、直径 25 cm、入土深度 28
cm），将其中表层土壤（0~15 cm）取出后，与肥料或者
秸秆混匀后再回填 PVC管内，略压实。PVC管内肥料
或者秸秆的添加量根据 PVC管内土壤面积占小区面
积的百分比对应施入相应小区施肥量的一半，其中

NPKS处理需将玉米秸秆灭菌并剪碎至长度为 1 cm
左右，配合化肥与土壤混合。施肥后用尼龙网对 PVC
管进行封口以防试验过程中外界植物凋落物进入。

1.2 样品采集与处理
以 2000 年试验点本底土壤样品代表施肥处理

前；于 2013年 4月 23日进行样品采集，代表长期（13
年）施肥处理后。随后打入 PVC管，并于施肥处理后
第 3 d开始进行每 3个月一次的周年季节性采样，采
样时间分别为 2013 年 4 月 28 日、7 月 28 日、10 月
28日以及 2014年 1月 28日和 4月 28日。对每个小
区进行土样采集（采样深度为 15 cm，每个 PVC管中
采集一土钻）并混合作为一个土样（约 150 g），样品分
为三部分：一部分经自然风干后磨细过筛用于纤维素

含量分析，第二部分保存于 4 益用于酶活性分析，第
三部分保存于-80 益冰箱用于微生物分子生物学分

析。经分析，2000年旱地和水旱轮作地试验点本底土
壤中纤维素含量分别为 0.98、0.76 g·kg-1干土。
1.3 研究方法
1.3.1 土壤纤维素含量的测定

土壤中纤维素含量采用酸解法测定[14-15]，具体步
骤为：

总碳水化合物：取过 80目土样 1 g，加入 12 mol·
L-1硫酸，室温振荡 16 h，加水稀释至 1 mol·L-1，100 益
冷凝回流 5 h，冷却离心，取 1 mL上清液用蒽酮-硫酸
法测定还原糖含量。

稀酸水解碳水化合物：取过 80目筛的土样 1 g，
加入 10 mL 0.5 mol·L-1硫酸，采用冷凝回流方式，在
80 益下水解 24 h，取 1 mL水解液用硫酸-蒽酮法测
定还原糖量。

纤维素含量=总碳水化合物原稀酸水解碳水化合
物。

1.3.2 酶活性的测定
纤维二糖水解酶（CBH）活性采用荧光微孔板检

测法测定[16]，底物为 4-MUB-茁-D-cellobioside。土壤
多酚氧化酶和过氧化物酶参考李振高等[17]的方法进
行测定。

1.3.3 土壤微生物分子生物学分析
1.3.3.1 土壤微生物总 DNA提取

将存于-80 益土壤样品冷冻干燥后进行研磨并
分装，采用 FastDNA R Spin Kit for Soil试剂盒提取土
壤微生物总 DNA。
1.3.3.2 荧光定量 PCR

采用编码纤维二糖水解酶的功能基因 cbhI的引
物 Fung cbhIF/Fung cbhIR[6]进行荧光定量 PCR扩增，
目的基因长度为 520 bp。扩增反应条件：94 益 2 min；
40 个循环为 94 益 30 s，48 益 45 s，72 益 60 s；1 个循
环为 95 益 15 s，60 益 15 s，95 益 15 s。扩增体系（10
滋L）均为：5 滋L SYBR Premix Ex Taq II（2伊，Takara），
上游和下引物各 0.4 滋L（10 滋mol·L-1），DNA 模板 1
滋L（5 ng），ddH2O补至 10 滋L。对目的基因进行荧光定
量 PCR扩增的同时，以不同浓度梯度的含目的基因
质粒 DNA模板制作标准曲线。标准曲线的优劣取决
于其扩增效率及 R2值，扩增效率适用范围为 90%~
110%，R2须大于 0.99，且标准曲线扩增熔解曲线应是
单峰，并可作为 DNA样品荧光定量的参照，以反映其
扩增的专一性。每个样品 3次重复，并设置阴性对照，
以 384 孔板作为载体进行 PCR 扩增，所用仪器为
ABI7900。
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1.3.3.3 末端限制性片段长度多态性（T-RFLP）分析

T-RFLP是基于不同目的基因片段限制性酶切
长度多态性进行微生物种群结构研究的方法，被广泛

应用于微生物群落结构分析。操作步骤如下：首先，以

Fung cbhIF/Fung cbhIR 为引物对提取的 DNA 进行
PCR扩增，其中 Fung cbhIF的 5忆端用 6-FAM进行荧
光标记。扩增体系（25 滋L）为：2伊 PCR Premix（0.1U
PrimeSTAR HS DNA Polymerase，0.5 mmol·L-1 dNTPs，
Takara）12.5 滋L，上游和下引物各 10 pmol·L-1，DNA
模板 1 滋L，ddH2O补至 25 滋L。其中 cbh I 扩增程序
为：94 益 5 min，35个循环为 94 益 30 s，48 益 45 s，72
益 90 s；最后 72 益延伸 15 min。所有引物由上海英潍
捷基贸易有限公司合成，PCR扩增反应采用 Eppen原
dorf Mastercycler（Gemany）。随后对 PCR产物进行纯
化，具体步骤为：将获得的 PCR产物进行 1.0%的琼
脂糖凝胶电泳，然后在紫外条件下切取目的条带并利

用琼脂糖凝胶回收试剂盒（TIANGEN）对其进行凝胶
回收纯化。参照 Fan 等 [5]的方法，选择 Taq1 酶作为
cbhI基因的限制性内切酶对纯化所得 DNA进行酶切，
反应条件及体系按说明书设置。将酶切产物送至上海桑

尼生物科技有限公司（Sunny Biotechnology Co.，Shang原
hai）进行 T-RFLP（末端限制性片段长度多样性）检测。

将检测所得 T-RFLP图谱中相差 1 bp以内的 T-
RFLPs（限制性酶切片段）作为同一个操作分类单元
（OTU，operational taxonomic unit），OTU丰度用相对峰
值表示，并去除 OTU丰度百分比小于 1%或长度小于
50 bp的 T-RFLPs。
1.3.3.4 克隆文库的构建

以 Fung cbhIF/Fung cbhIR为引物的 PCR扩增产
物（四个重复等体积混合）经 1.5%的琼脂糖凝胶电泳
后，采用Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System试
剂盒（Promega）回收目的片段；运用 PGEM-T载体试
剂盒（Promega）对回收的 cbhI基因目的片段（520 bp）
进行克隆；挑取白色菌落用载体特异性引物 Sp6和
T7对克隆产物进行菌液 PCR扩增，经电泳后每个样
品筛选 120个有预期片段的克隆子进行测序（华大基
因），测序仪为 ABI Prism 3100 Genetic Analyzer。获得
的有效序列与 GenBank 数据库中已有序列进行比
对，选取最高同源序列确定序列的微生物分类。本研

究所获得的 cbhI基因代表序列已提交 GenBank数据
库，序列登录号为 MF188259耀MF188843。
1.4 数据分析方法

运用 SPSS 20.0软件对本研究同一时间点各处理

的纤维素含量、纤维二糖水解酶活性、cbhI基因丰度
进行方差分析，相关图采用 Excel 2013绘制。采用
Sigmaplot 12.5软件对两种土地利用方式下纤维素含
量与纤维二糖水解酶活性、cbhI基因丰度与纤维二糖
水解酶活性之间的关系进行回归分析并绘图。T-
RFLP数据采用 Primer 5.0进行群落相似性分析。
2 结果与分析

2.1 纤维素降解动态特征
经连续 13年定位施肥后，旱地土壤中纤维素含

量略微上升（差异不显著），而水旱轮作地则略微下

降，且均为 NPKS处理显著高于 NPK处理（P<0.05）。
就周年季节变化来看，施用 NPKS后旱地和水旱轮作
地纤维素含量分别由 1.09、0.75 g·kg-1增至 2.44、1.98
g·kg-1。3个月后，旱地和水旱轮作地土壤中纤维素新
增含量的 56%和 100%被降解或被转化为其他形态；
至 6个月后，两种土地利用方式下农田土壤中纤维素
含量均已降解到施肥前水平。施用 NPK后，农田土壤
中纤维素含量的周年季节变化幅度不大（图 1）。

2.2 纤维二糖水解酶酶活性与纤维素含量变化的关系
降解纤维素的功能酶纤维二糖水解酶活性为旱地>

水旱轮作地（P<0.01），同一土地利用方式下均以 NPKS
处理显著高于 NPK处理（P<0.05或 P<0.01，图 2）。

两种土地利用方式下纤维素含量与纤维二糖水

2013-04-23代表 13年长期施肥后；2013-04-08、2013-07-28、
2013-10-28、2014-01-28、2014-04-28分别代表 2013年

4月施肥处理后每间隔 3个月采集一次样品
2013-04-23 on behalf of 13 years after long-term fertilization；

2013-04-08，2013-07-28，2013-10-28，2014-01-28，2014-04-28，
respectively，in April 2013 after fertilization treatment every

3 months to collect a sample
图 1 不同处理下土壤中纤维素含量的周年动态变化

Figure 1 Dynamic of cellulose content in treated soils
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图 2 不同处理下土壤中纤维二糖水解酶活性动态变化
Figure 2 Dynamic of cellobiohydrolase activity in treated soils

解酶活性的动态变化回归分析结果表明，旱地和水旱

轮作地中的纤维素含量与纤维二糖水解酶活性均呈

线性正相关，其线性回归方程分别为 y=10.65x+11.05
（R2=0.34 P<0.01）和 y=2.77x+5.79（R2=0.47，P<0.01）
（图 3）。
2.3 农田土壤中纤维素降解功能基因（cbhI）丰度

2013年 4月进行施肥处理前，旱地土壤中纤维
素降解功能基因（cbhI）丰度略高于水旱轮作地（图
4）。秸秆还田配施化肥（NPKS）后 cbhI丰度急剧上升
（P<0.05），其中水旱轮作地增幅最大，达到了施肥前
4.4倍，旱地和水旱轮作地中 cbhI丰度分别在施肥处
理 6个月和 3个月后降至施肥前水平，与纤维素含量
变化基本一致（图 1和图 4）。NPK处理后，cbhI基因
丰度也出现一定程度的增长，之后随季节小幅波动，

整个周年均以旱地高于水旱轮作地（图 4）。

将两种土地利用方式下纤维二糖水解酶活性与

cbhI基因丰度的动态变化作回归分析，其结果表明，
旱地和水旱轮作地中的纤维二糖水解酶活性与 cbhI
基因丰度均呈线性正相关，其线性回归方程 y=4.22+
0.12x（R2=0.20，P<0.01）和 y=-0.63+0.89x（R2=0.47，P<
0.05）（图 5）。
2.4 农田土壤中含 cbhI基因功能真菌群落特征

基于 T-RFLP测序数据，对施用 NPK 和 NPKS
后两种土地利用方式的纤维素降解功能微生物（含

cbhI真菌）群落相似性进行聚类分析，结果表明：旱地
和水旱轮作地分别聚为一簇；旱地的 NPK和 NPKS
分别聚集在一起；在 2013年和 2014年的 4月，水旱
轮作地的 NPK和 NPKS处理群落相聚较近，而其他
季节 NPK和 NPKS均相互交叉聚集（图 6）。

图 3 旱地和水旱轮作地中纤维素含量与纤维二糖水解酶
活性的线性关系

Figure 3 Linear relationship between cellulose content and
cellobiohydrolase activity in upland and upland-paddy

rotation land soils

图 4 纤维素降解功能微生物群落丰度周年动态变化
Figure 4 Annual dynamic of the cellobiohydrolases

genes abundance

图 5 旱地和水旱轮作地中纤维二糖水解酶活性与
cbhI基因丰度的线性关系

Figure 5 Linear relationship between cellobiohydrolase activity
and cbhI gene abundance in upland and upland-paddy

rotation land soils
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图 7 纤维素降解功能微生物群落结构周年动态变化
Figure 7 Annual dynamic of the microbial communities related to cellulose decomposition
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图 6 纤维素降解微生物（含 cbhI基因的真菌）群落相似性
Figure 6 Similarity of fungal community containing cbhI gene in the treated soils

2013-041和 2013-042分别表示 2013年 4月进行施肥处理前和施肥处理后
2013-041 and 2013-042 represent the day before and the day after fertilization in April 2013，respectively

经克隆测序，本研究农田土壤中含 cbhI基因功
能微生物主要属于担子菌门和子囊菌门，可分为五

纲，分别为伞菌纲（担子菌门）和锤舌菌纲、粪壳菌纲、

座囊菌纲及散囊菌纲（子囊菌门），其中伞菌和粪壳菌

分别占总克隆库的 22.9%耀39.5%（平均为 34.7%）、
17.7%耀42.3%（平均为 28.5%），为优势类群（图 7）。此
外，12.0%耀29.8%的序列属于未知微生物。

NPK施肥前和施肥后一年内，旱地和水旱轮作
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地土壤中纤维素降解微生物群落保持基本稳定。与

NPK处理相比，NPKS处理下旱地和水旱轮作地伞菌
总体比例分别由 36.4%、37.8%降低至 34.2%、30.6%，
而粪壳菌分别由 23.0%、24.6%增加至 34.7%、31.5%
（图 7）。与施肥处理前（2013 年 4 月 23 日）相比，
NPKS施肥后一年内旱地和水旱轮作地中纤维素降
解优势菌伞菌比例呈先降低后增加的趋势，而粪壳菌

则表现为先增加后降低。非优势菌散囊菌与粪壳菌有

相似的趋势。

3 讨论

3.1 农田土壤中纤维素的降解特征
长期（13年）秸秆还田后，旱地和水旱轮作地中

纤维素含量未发生大量积累（旱地增加 13%、水旱轮
作地减少 6%），说明农田土壤中纤维素不能以原始纤
维素状态进行积累。本研究未采用同位素标记技术对

纤维素去向进行追踪，因此纤维素有可能转化为其他

形态（微生物生物量、可溶性有机质、腐殖质等）进行

积累。周年季节变化来看，秸秆还田后旱地和水旱轮

作地中纤维素在 3个月和 6个月即降至还田前水平。
这表明，秸秆还田后土壤中纤维素会发生一段时间的

快速降解，进而降解趋于缓滞、保持相对稳定状态。纤

维素的这种动态过程与纤维素的存在形式密切相关：

单独存在的纤维素分子在土壤中会被快速酶解，而一

些包埋于木质素外壳中的纤维素分子降解则相当困

难，使土壤中纤维素表现出先快后慢的降解特征[18]。
水旱轮作地比旱地土壤中纤维素降解更快，其原因一

方面可能是由于水分条件改变引起的土壤团聚体受

损、黏土胶溶破坏了土壤结构[19]，使水旱轮作地中纤
维素分子稳定性可能不如旱地，从而更容易被降解；

另一方面，水旱轮作地厌氧和好氧微生物更替过程中

细胞溶解会释放出大量的氮和磷，显著提高了土壤活

性微生物含量，加速了土壤微生物的代谢过程[20]。秸秆
还田后（图 2），水旱轮作地中纤维二糖水解酶活性上
升了 51.9%，显著高于旱地土壤（增幅仅为 8.2%），进
一步证实水旱轮作地比旱地中纤维素降解潜力更大。

3.2 农田土壤中纤维素降解关键微生物及其丰度特征
纤维素降解过程主要由微生物实现，而参与纤维

素降解的微生物类群众多。因此，明确能指示纤维素

降解的微生物功能基因是研究土壤中参与纤维素降

解的微生物功能群首要前提。本研究中两种土地利用

方式下纤维素含量与纤维二糖水解酶活性呈显著正

相关，而编码纤维二糖水解酶的真菌 cbhI基因丰度

与纤维二糖水解酶均呈现正相关（表 2和表 3），表明
真菌 cbhI基因可较好地用于表征本研究供试土壤中
参与纤维素降解/转化过程微生物功能群。需指出的
是，该结果并不能说明供试农田土壤中纤维素的降解

由真菌主导或者真菌比细菌贡献大。真菌和细菌群落

对纤维素降解的贡献大小可通过下一步抑真菌/细菌
实验予以验证[21]。

秸秆还田后土壤中 cbhI基因丰度均显著增长，旱
地和水旱轮作地中 cbhI基因丰度则分别在施肥处理 6
和 3个月后降至施肥前水平，与纤维素含量变化趋势
一致（图 1和图 2）。这说明功能微生物数量的动态变化
依赖于底物（纤维素）的丰缺。此外，秸秆中含有包括纤

维素在内的多种有机物质，特别是一些小分子碳水化

合物能极快地被糖苷酶降解产生葡萄糖，为微生物的

繁殖提供能量保障，并通过释放纤维素酶进而降解纤

维素[22-23]。另一方面，化肥（NPK）的输入也会激发纤维素
降解功能菌的生长繁殖，增强土壤纤维素酶活性[24]。
3.3 农田土壤中纤维素降解关键微生物群落特征

本研究中，旱地和水旱轮作地的纤维素降解微生

物（含 cbhI基因）互相分离，两者的群落组成相似性
小于 60%（图 6），表明与施肥相比，土地利用方式是
引起农田土壤中纤维素降解群落组成改变最主要的

因素。水旱轮作地由于淹水-落干的反复交替，其土壤
物理、化学环境频繁变动，造成微生物群落更替频繁，

而旱地土壤环境相对稳定[25，20]。两种施肥方式下，旱地
土壤中功能真菌群落能够较好地分开，说明施肥对环

境相对稳定的旱地土壤微生物群落影响较大；水旱轮

作地除了在 2013年和 2014年的 4月（距施肥的时间
较远）外，其余时期 NPK和 NPKS 处理交叉聚集，说
明水旱轮作的淹水-落干的反复交替过程弱化了施肥
对土壤微生物群落的影响。

目前，对于土壤生态系统中纤维素降解微生物群

落的研究较少。Fontaine等[22]发现向不同土层土壤中
添加纤维素后，微生物数量均显著上升，纤维素开始

迅速降解。黄淮海平原典型潮土中含 cbhI基因的纤
维素降解微生物群主要属于担子菌门和子囊菌门，且

存在大量不可培养纤维素降解菌[9]。Fan等 [5]研究表
明，长期施肥下黑土玉米地土壤中未检测到含cel5基
因的细菌，其纤维素降解功能微生物（含cbhI基因）中
伞菌、座囊菌、散囊菌、粪壳菌和未知菌比例分别为

16.4%、19.7%、36.8%、15.1%、10.5%，且其纤维素的降
解能力（纤维二糖水解酶活性）主要由含 cbhI基因的
真菌群落结构及多样性决定。与上述黑土和潮土研究
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一致，红壤丘陵区农田土壤中纤维素降解菌也主要属

于担子菌门和子囊菌门，但优势类群差异明显（图

7）。本研究红壤丘陵区旱地和水旱轮作地不同施肥处
理下土壤中纤维素降解菌（含 cbhI基因）均以伞菌和
粪壳菌占绝对优势，而在黑土和潮土中占绝对优势的

散囊菌在本研究土壤中仅占各克隆库的 2.9%~10.3%
（平均为 5.8%），可能是土壤类型不同带来的基本物
理化学性质差异以及不同气候带引起多方面环境条

件不同造成的。两种土地利用方式下，与施化肥相比，

秸秆还田（NPKS处理）后 6个月内，粪壳菌和散囊菌
占克隆库比例增加（尤其是 3个月内急剧增加），6个
月以后其比例逐渐降低，与纤维素降解趋势刚好吻合

（图 1和图 7）。基于粪壳菌（纲）为供试土壤中的优势
纤维素降解功能菌（平均占 NPKS处理克隆库总克隆
子的 33.1%），并且广泛存在于红壤丘陵区农田土壤
中[26]，我们推测本研究红壤丘陵区旱地和水旱轮作地
土壤中纤维素降解过程可能主要由粪壳菌主导。但

是，由于本研究获得的绝大部分粪壳菌（纲）与 Gen原
Bank中已知分类的微生物序列相似性小于 95%，无
法获知其“属”、“种”分类信息，其在纤维素降解过程

中的具体功能与机制有待后续深入研究。

4 结论

（1）长期施肥后，旱地和水旱轮作地中纤维素含
量未大量积累，且秸秆还田后 3至 6个月纤维素即被
降解或转化为其他形态，降解速率以水旱轮作地快于

旱地。

（2）纤维二糖水解酶活性与纤维素含量呈显著正
相关，而真菌 cbhI基因丰度与纤维二糖水解酶呈线
性正相关（P<0.01或 P<0.05），功能基因 cbhI可用于
指示本研究旱地和水旱轮作地土壤中降解纤维素的

关键微生物群。

（3）聚类分析表明，旱地和水旱轮作地的纤维素
降解微生物（含 cbhI 基因）互相分离，即：与施肥相
比，土地利用方式是引起土壤中纤维素降解群落组成

改变最主要的因素。

（4）红壤丘陵区的两种土地利用方式下纤维素降
解功能微生物以伞菌和粪壳菌占绝对优势，其中秸秆

还田后的纤维素降解过程可能由粪壳菌主导。
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