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摘要：岩溶土壤是岩溶生态系统的重要组成部分，其母质碳酸盐岩在气候、地形、时间及生物等因素的

综合作用下可依次演替出黑色石灰土、棕色石灰土、黄色石灰土和红色石灰土。【目的】了解可培养细

菌群落对岩溶石灰土演替过程的响应，可为岩溶石漠化治理、生态恢复和重建等提供理论依据。【方法】

以黑色石灰土、棕色石灰土、黄色石灰土和红色石灰土为研究对象，对土壤 SOC、TN 和 TP 含量以及

可培养细菌群落进行测定。【结果】土壤 SOC 和 TN 含量表现为：黑色石灰土>棕色石灰土>黄色石灰土>

红色石灰土，TP 含量在黑色石灰土中最高，在红色石灰土中最低。本研究共分离纯化得到 144 株细菌，

其中 R2A 培养基分离纯化出的细菌最多。细菌主要来自 Actinobacteria、Bacteroidetes、Firmicutes 和

Proteobacteria 门，Pseudomonas、Cupriavidus 和 Bacillus 等是可培养菌中的优势属。在属水平上，黑色

石灰土中分离得到的菌株最多并以 Arenimonas、Thermomonas、Achromobacter、Brevibacillus 等作为优

势特有属。具有固碳、固氮和解磷功能的细菌主要分布在岩溶石灰土演替的早期。【结论】基于母质碳

酸盐岩特性，富含有机质的黑色石灰土在参与碳氮磷循环细菌的作用下形成。随着石灰土淋溶程度的增

加，岩溶石灰土理化性质和可培养细菌多样性呈现降低的趋势。 
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岩溶是指水对可溶性岩石的溶蚀作用，及其

所形成的地表和地下的各种景观与现象。我国岩

溶地貌主要分布在贵州、广西和云南等八省，是

全球重要的岩溶分布区[1]。岩溶土壤作为岩溶生

态系统的重要组成部分，其母质碳酸盐岩在气

候、地形、时间及生物等因素的综合作用下可依
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次演替出黑色石灰土、棕色石灰土、黄色石灰土

和红色石灰土，其中黑色石灰土处于石灰土演替

的初级阶段[2]。不同演替阶段岩溶石灰土颜色、

粘土矿物组成、盐基饱和度和淋溶程度等各不相

同[3]。由于我国南方岩溶生态系统基底环境的脆

弱性以及长期不合理的人为因素影响[4]，目前正

面临着水土流失、石漠化、土地退化和生态系统

功能衰退等问题[5]。开展岩溶地区生态恢复和重

建工作需要了解岩溶石灰土演替特征。 

土壤细菌群落多样性占陆地生物多样性的

很大比例，对于调节陆地生物地球化学循环和生

态系统功能至关重要[6]。土壤细菌是各营养物质

形成与分解、养分循环与转化以及能量流动等活

动的重要推动者和参与者，同时土壤细菌对环境

变化敏感，反馈迅速。朱美娜等[7]研究表明细菌

丰度较真菌丰度更适合表征土壤质量，因此研究

不同演替阶段土壤细菌群落特征的变化是很有

必要的，而通过培养获得的微生物往往是环境微

生物群落中最能反映生态环境特征的类群[8]，然

而目前关于不同演替阶段岩溶石灰土可培养细

菌群落特征鲜有研究。本文通过研究不同演替阶

段岩溶石灰土可培养细菌群落特征，探讨可培养

细菌与石灰土碳氮磷循环的关系，可为岩溶石漠

化治理、生态恢复和重建等提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  试验材料 

供试土壤采自广西弄岗国家级自然保护区。

该区位于桂西南龙州县城北面，地跨龙州、宁明

两县，是我国具有国际意义的陆地生物多样性  

14 个关键地区之一，也是世界上罕见保存最完好

的岩溶地区热带季雨林。该区年均气温 22 °C，

年平均降雨量 1150–1550 mm ，年蒸发量为

1344–1748 mm，母岩以泥盆系、石炭系和二叠系

碳酸盐为主，因此在气候、地形、地貌和母岩的

共同作用下演替出黑色石灰土(BKC)、棕色石灰

土(BWC)、黄色石灰土(YWC)及红色石灰土(RDC)

等完整的石灰土类型。 

1.2  主要试剂和仪器 

PCR 所用引物(27F/1492R)、核酸染色剂、

PCR 反应体系混合试剂，生工生物工程(上海)股

份有限公司；Chelex 100，西格玛奥德里奇(上海)

贸易有限公司；培养基使用 R2A、LB 与 ISP2 培

养基；紫外可见分光光度计，北京普析通用仪器

有限责任公司；原子吸收分光光度计，北京普析

通用仪器有限责任公司；PCR 仪，Bio-Rad 公司。 

1.3  土壤理化性质的测定 

土壤 pH 值采用电位计法(土:水=1:5，质量

体积比)测定；土壤有机碳(soil organic carbon，

SOC)的测定采用重铬酸钾容量法-稀释热法；全

氮(total nitrogen，TN)的测定采用硫酸钾、硫酸铜

和硒粉作催化剂，加入浓硫酸消煮，定氮仪自动

分析法；全磷(total phosphorus，TP)的测定采用

酸溶-钼锑抗比色法。具体分析方法步骤见土壤农

业化学分析手册[9]。 

1.4  可培养细菌的纯化培养 

采用 R2A、LB 和 ISP2 三种培养基。研究表

明 R2A 培养基适合大部分细菌生长，而且可培养

出某些特有细菌，用 ISP2 培养基可以观察是否能

培养出难培养菌种。根据培养结果进一步选择合

适的培养基进行后续培养。 

1.4.1  样品预处理：使用烘干法对样品进行含水
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率的测定，具体为称取 5 g 样品土壤放到 105 °C

烘箱中烘干，烘干后失去的重量即为土壤的水分

含量，土壤含水率计算公式为：土壤水分含量/烘

干前土壤重量×100%。得到含水率后，在无菌条

件下称取相当于干土 2 g 的湿土于 25 mL 锥形瓶，

置于 28 °C 培养箱中风干后，向锥形瓶加入 20 mL

无菌水，适当振速振荡 1 h 后，无菌环境用无菌水

进行样品梯度稀释液制备(10−1、10−2、10−3 和 10−4)。 

1.4.2  细菌的培养及纯化：使用移液枪分别吸取

100 µL 稀释梯度为 10−3、10−4 样液涂布于 3 种培

养基上，每种培养基每个梯度设 3 个平行，28 °C

平板倒置培养 10−14 d。期间观察平板菌生长状

况、菌落大小、颜色和形态等特征进行描述，挑

取形态差异较大的菌落进行划线纯化、编号。 

无菌环境下使用尖头竹签挑取单菌落，将挑

选的菌落采用平板划线法转接至新的无菌培养

基上，倒置于 28 °C 培养箱培养，并观察菌种生

长情况、纯化程度，若非纯菌则对其继续进行纯

化，直到得到纯种菌落，并收集部分至 20%甘油

管中，置于−80 °C 冰箱保存备用。 

1.5  细菌 DNA 提取及 PCR 扩增 

无菌环境下向装有菌体的 PCR 管中加入

Chelex 100 溶液后在 PCR 仪上进行 Chelex 程序

裂解，Chelex 程序参数：99 °C，25 min。随后室

温下使用微型离心机离心至分层，离心条件为：

10000 r/min，1 min；上清液即为所提取的 DNA。

获取到的菌株 DNA 进行 16S rRNA 基因序列扩

增、测序。扩增使用正向引物 27F (5′-AGAGTTT 

GATCCTGGCT-3′)和反向引物 1492R (5′-GGTTA 

CCTTGTTACGACTT-3′)。PCR 反应体系(25 µL)：

反应体系混合液 12.5 µL，正、反向引物浓度为

0.4 µmol/L，样品 DNA 提取液 1 µL，双蒸水补足。

PCR 反应条件：95 °C 5 min；94 °C 30 s，52 °C   

30 s，72 °C 1.5 min，35 个循环；72 °C 10 min；

12 °C 保存。 

PCR 扩增结束后用 0.8% (质量体积比)琼脂

糖凝胶对 PCR 产物进行凝胶电泳检测，预计目的

条带为 1500 bp 左右，将 PCR 产物送至生工生物

工程(上海)股份有限公司进行测序，选择测序引

物 27F/1492R，单向测通。测序结果提交至 NCBI

数据库。 

1.6  数据处理 

使用 Mothur 软件将测序得到的 16S rRNA 基

因序列在 97%水平下进行 OTU聚类，从每个 OTU

中选择一条作为代表序列，在 NCBI 中进行

BLAST 比对。使用 MEGA5.0 将序列剪齐后(约

900 bp)，构建 NJ 系统发育进化树，将建树参数

中的 No. of Bootstrap Replications 值改为 1000，

其余参数默认。利用 Excel 进行数据处理，基于

OTU 聚类分析结果，使用 Pearson 相关系数方法对

土壤理化性质与丰度大于 1%的优势 OTU 结合进

行相关性分析。使用 R 语言 Vegan 包计算得到菌

株 16S rRNA 基因序列 97%水平下细菌群落的 α多

样性，并绘制相关性热图和交集 UpSet 图，对土壤

不同发育过程下可培养细菌群落结构进行分析。 

2  结果和分析 

2.1  土壤理化性质 

不同演替阶段岩溶石灰土理化性质如图 1 所

示。红色石灰土 pH 为 8.36。黑色石灰土 SOC 含

量为 56.248 g/kg，TN 含量为 3.584 g/kg，TP 含

量为 1637.500 mg/kg，均高于其他演替阶段的石

灰土。SOC、TN 含量随土壤的演替呈现出减少 
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图 1.  不同演替阶段岩溶石灰土理化性质 

Figure 1.  Physical and chemical properties of calcareous soil at different succession stages. A: pH; B: SOC; C: 

TN; D: TP. BKC: black calcareous soil; BWC: brown calcareous soil; YWC: yellow calcareous soil; RDC: red 

calcareous soil; SOC: soil organic carbon; TN: total nitrogen; TN: total nitrogen.  

 
的趋势，依次为：黑色石灰土>棕色石灰土>黄色

石灰土>红色石灰土；TP 含量在黑色石灰土中最

高，在红色石灰土中最低。 

2.2  石灰土不同发育阶段可培养细菌培养情况 

采用 3 种分离培养基共得到 144 株可培养细

菌，各个演替时期得到的各水平分布情况如表 1

所示。BKC 获得的可培养细菌最多，为 74 株，

分属 4 门 6 纲 10 目 15 科；BWC 共培养出 17 株

菌，分属 3 门 4 纲 9 目 11 科；YWC 共培养出    

25 株菌，分属 3 门 5 纲 7 目 9 科；RDC 共培养

出 28 株菌，分属 3 门 5 纲 8 目 9 科。 

2.3  可培养细菌系统发育 

对培养出的菌株进行扩增测序，使用 mothur

对测序结果进行 OTU 聚类后，在 Excel 中整理所

得不同演替阶段岩溶石灰土可培养细菌。本试验

培养出的 1 4 4 株菌株，分属 F i r m i c u t e s、

Bacteroidetes、Actinobacteria 和 Proteobacteria   

4 门 36 属，共被划分为 52 个 OTU (表 2)，其中

黑色石灰土可培养菌株数及分属 OTU 最高，共得

到 74 株，占总培养菌株数的 51.39%，分属 31 个

OTU，占总 OTU 个数的 59.62%。使用培养法最大

值计算得到可培养细菌丰度。不同演替阶段岩溶 
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表 1.  石灰土不同发育时期可培养细菌分类水平信息表 

Table 1.  Classification information table of culturable bacteria of calcareous soil at different development stages 

Soil 
Number of 

bacteria 
Phylum Class Order Family 

BKC 74 Bacteroidetes 

Proteobacteria 

Firmicutes 

Actinobacteria 

Bacilli 

Actinomycetia 

Flavobacteriia 

Betaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Bacillales 

Rhizobiales 

Burkholderiales 

Aeromonadales 

Lysobacterales 

Caulobacterales 

Mycobacteriales 

Flavobacteriales 

Pseudomonadales 

Propionibacteriales 

Boseaceae 

Bacillaceae 

Rhizobiaceae 

Nocardiaceae 

Alcaligenaceae 

Mycobacteriaceae 

Nocardioidaceae 

Aeromonadaceae 

Lysobacteraceae 

Paenibacillaceae 

Flavobacteriaceae 

Comamonadaceae 

Caulobacteraceae 

Phyllobacteriaceae 

Pseudomonadaceae 

BWC 17 Firmicutes 

Actinobacteria 

Proteobacteria 

Bacilli 

Actinomycetia 

Betaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Bacillales 

Rhizobiales 

Rhizobiales 

Burkholderiales 

Microbacteriales 

Caulobacterales 

Streptomycetales 

Sphingomonadales 

Propionibacteriales 

Boseaceae 

Bacillaceae 

Planococcaceae 

Nocardioidaceae 

Nitrobacteraceae 

Burkholderiaceae 

Microbacteriaceae 

Streptomycetaceae 

Comamonadaceae 

Caulobacteraceae 

Sphingomonadaceae 

YWC 25 Firmicutes 

Proteobacteria 

Actinobacteria 

Bacilli 

Actinomycetia 

Betaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Bacillales 

Rhizobiales 

Burkholderiales 

Xanthomonadales 

Pseudomonadales 

Sphingomonadales 

Propionibacteriales 

Bacillaceae 

Rhizobiaceae 

Nitrobacteraceae 

Burkholderiaceae 

Nocardioidaceae 

Xanthomonadaceae 

Pseudomonadaceae 

Sphingomonadaceae 

Comamonadaceae 

RDC 28 Firmicutes 

Proteobacteria 

Actinobacteria 

Bacilli 

Actinomycetia 

Betaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Bacillales 

Rhizobiales 

Burkholderiales 

Caulobacterales 

Microbacteriales 

Xanthomonadales 

Pseudomonadales 

Sphingomonadales 

Boseaceae 

Bacillaceae 

Devosiaceae 

Caulobacteraceae 

Oxalobacteraceae 

Microbacteriaceae 

Xanthomonadaceae 

Pseudomonadaceae 

Sphingomonadaceae 

BKC: black calcareous soil; BWC: brown calcareous soil; YWC: yellow calcareous soil; RDC: red calcareous soil. 
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表 2.  不同演替阶段岩溶石灰土细菌培养情况 

Table 2.  The culturable bacteria in calcareous soil at different succession stages 

Sample Total BKC BWC YWC RDC 

Total strain 144 74 17 25 28 

Number of OTUs 52 31 11 12 12 

BKC: black calcareous soil; BWC: brown calcareous soil; YWC: yellow calcareous soil; RDC: red calcareous soil. 

 

石灰土可培养细菌所得最大值都来自 R2A 培养

基，其中 BKC 最大值为 3.45×104 CFU/g (表 3)。

由图 2 总可培养细菌属水平分布情况图可看出

Pseudomonas 在总可培养菌株数中占比最大，为

15%，该菌属在系统发育树显示与 Pseudomonas 

chlororaphis (GenBank 登录号 MT540543)聚集 

(图 3)，Cupriavidus、Flavobacterium 和 Arenimonas

等菌属在总培养菌株数中占比亦达 6%−8%，在

系 统 发 育 树 上 显 示 分 别 与 Cupriavidus sp. 

(GenBank 登录号 MH795632)、Flavobacterium sp. 

(GenBank 登录号 MH989596)、Arenimonas sp. 

(GenBank 登录号 JF180336)聚集。 

 
表 3.  不同演替阶段岩溶石灰土可培养细菌丰度 

Table 3.  Abundance of culturable bacteria (CFU/g) in calcareous soil at different succession stages 

Culture medium BKC BWC YWC RDC 

R2A 3.45×104 0.70×104 0.90×104 1.30×104 

LB 0.20×104 0.10×104 0.20×104 0.50×103 

ISP2 0.10×104 0.50×103 0.10×104 0.10×104 

Maximum 3.45×104 0.70×104 0.90×104 1.30×104 

BKC: black calcareous soil; BWC: brown calcareous soil; YWC: yellow calcareous soil; RDC: red calcareous soil. 

 

 
 

图 2.  获得总可培养细菌属水平分布情况 

Figure 2.  Distribution of total culturable bacteria. 
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图 3.  不同演替阶段岩溶石灰土可培养细菌种群发育进化树 

Figure 3.  Evolutionary tree of culturable bacteria population in calcareous soil at different succession 
stages. The letters and numbers in the first bracket indicate the NCBI registration number. The number of 
branching points indicates bootstrap values based on 1000 replications are listed as percentages at the 
branching points. The ruler in Figure A indicates 0.02 substitutions per nucleotide position, the ruler in 
Figure B indicates 0.05 substitutions per nucleotide position. Figure A is the folded part of the black triangle 
in Figure B. 
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2.4  可培养细菌群落结构及 α 多样性分析 

不同演替阶段岩溶石灰土可培养细菌菌株

16S rRNA 基因在 97% OTU 水平下的 α多样性指

数通过 R 语言 Vegan 包计算得出，结果如表 4 所

示。黑色石灰土 Shannon、Simpson 和 Equitability

指数分别为 2.02、0.84 和 0.92，红色石灰土 3 个

多样性指数最低，依次为 2.1、0.77 和 0.91。 

比较不同演替阶段岩溶石灰土可培养细菌

属水平组成图(图 4)，黑色石灰土分离得到菌株分

属 22 属，优势类群为 Arenimonas、Flavobacterium

和 Thermomonas；红色石灰土分离得到菌株属最

少，共 10 属，Pseudomonas 是该类石灰土的优势

菌属，达 50%，同时 Pseudomonas 亦是黄色石灰

土中占比最大的优势类群。Cupriavidus 是棕色石

灰土和黄色石灰土可培养菌属中的优势菌属。

Arenimonas 、 Achromobacter 、 Simplicispira 、

Mycolicibacterium、Acidovorax 和 Neobacillus 等

共 14 个属是黑色石灰土可培养特有菌属，

Devosia 和 Massilia 等 5 个属是红色石灰土可培

养特有菌属。 

不同演替阶段岩溶石灰土 OTU 的 UpSet 图

(图 5)显示：不同演替阶段岩溶石灰土共有的

OTU 数量为 3 个，占 OTU 总数 5.8%，BKC、YWC

共有 OTU 数量为 2 个，BKC、RDC 共有 OTU 数

量 1 个，YWC、RDC 共有 OTU 数量 1 个，YWC、

BWC 共有 OTU 数量 1 个。 

 
表 4.  不同演替阶段岩溶石灰土可培养细菌菌株 α 多样性指数 

Table 4.  α diversity index of culturable bacteria in Karst calcareous soil at different succession stages 

Succession stage Number of OTUs Shannon index Simpson index Equitability index 

BKC 31 2.02 0.84 0.92 

BWC 11 2.12 0.83 0.88 

YWC 12 2.10 0.85 0.91 

RDC 12 1.76 0.77 0.84 

BKC: black calcareous soil; BWC: brown calcareous soil; YWC: yellow calcareous soil; RDC: stands for red calcareous soil. 

 

 
 

图 4.  不同演替阶段岩溶石灰土可培养细菌属水平组成图 

Figure 4.  Horizontal abundance of culturable bacteria in calcareous soil at different succession stages. BKC: 
black calcareous soil; BWC: brown calcareous soil; YWC: yellow calcareous soil; RDC: red calcareous soil. 
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图 5.  不同演替阶段岩溶石灰土 OTU 的 UpSet 图  

分析 

Figure 5.  Analysis of OTU in calcareous soil at 
different succession stages by using the upset map. 
BKC: black calcareous soil; BWC: brown calcareous 
soil; YWC: yellow calcareous soil; RDC: red 
calcareous soil. 

 
不同演替阶段石灰土潜在碳氮磷功能菌群

丰度如图 6 所示。潜在固碳功能菌菌株数大小依

次为：BKC>BWC>YWC>RDC；潜在固氮功能菌

菌株数大小依次为：BKC>RDC>YWC>BWC；潜

在溶磷功能菌菌株数大小依次为：BKC>BWC> 

RDC>YWC。 

2.5  土壤理化性质与优势 OTU 的关系 

土壤理化性质与丰度大于 1%的优势 OTU 基

于 Pearson 相关系数方法进行相关性分析的结果

如图 7 所示。大部分优势菌属主要和 SOC、TN 和

TP 正相关，与 pH 负相关。OTU (4、5、3、28、

17、23 等与 pH 负相关，与 SOC、TN 和 TP 正相

关，其中与 TP 显著正相关；OTU (10、1 和 25) 

 
 

图6.  不同演替阶段石灰土潜在碳氮磷功能菌群数量图 

Figure 6.  Abundance of potential C, N and P 
functional bacteria in calcareous soil at different 
succession stages. BKC: black calcareous soil; BWC: 
brown calcareous soil; YWC: yellow calcareous soil; 
RDC: red calcareous soil. 

 

与 pH 正相关，与 SOC、TN 和 TP 负相关；OTU 

(7 和 12)与 pH、SOC、TN 和 TP 均负相关。 

3  讨论 

土壤演替过程中存在着有机碳、磷等营养元

素变化，不同演替阶段的土壤理化性质均呈现一

定的差异性。本研究结果显示黑色石灰土 SOC、

TN、TP 最高，这与母质碳酸盐岩风化产物和腐

殖质结合有关。Vladimir 等[10]研究结果显示石灰

土腐殖质中的类胡敏酸能与钙结合生成不易分

解的胡敏酸钙，因此石灰土具有高的腐殖质积

累。土壤营养物质含量随着石灰土淋溶程度的增

加而降低[11]。潘复静等[12]研究表明红色石灰土有

机碳、全氮和全磷含量最低，养分供给能力较差，

与本研究结果一致，这说明红色石灰土淋溶强度

要高于其他演替时期土壤。 
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图 7.  理化性质与优势 OTU 基于 Pearson 相关系数方法的相关性热图 

Figure 7.  Correlation heat map of environmental factors and dominant OTUs based on Pearson correlation 
coefficient method. Significance levels are denoted as follows: P<0.05 (*) and P<0.01(**). 
 

细菌群落结构是其整体功能的基础。本研究

结果表明，随着土壤演替的进行，参与碳氮磷循

环的可培养细菌菌株呈现出与土壤 SOC、TN、

TP 基本一致的变化规律，从而说明功能微生物是

不同演替阶段石灰土碳氮磷循环的驱动者。 

土壤有机碳是土壤的重要组分和陆地生态

系统最大的有机碳库，其微小变化将引起大气二

氧化碳浓度的较大波动，进而影响温室效应和全

球气候变化[13]。土壤细菌群落是土壤有机碳活性

库的重要组成部分，已有研究表明土壤中的有机

碳的变化与外界营养物质无关，而是与土壤中的

细菌有关[14]。本研究结果显示，黑色石灰土细菌

多样性指数较红色石灰土高，且出现的特有菌属

最多(图 2)，其中 Mesorhizobium 中有菌株被报道

具有核酮糖-1,5-二磷酸羧化酶/加氧酶(RubisCO)，

通过卡尔文循环固定 CO2
[15]，在碳循环中起关键

作用；Rhizobium 和 Bacillus 中的部分菌株通过对

纤维素降解参与到土壤碳循环中[16–17]，Rhizobium

是 BKC 特有菌属，Bacillus 在 4 个发育时期土壤

均有培养出，在 BKC 中丰度最高，在 RDC 中丰

度最低(图 4)；Microbacterium 是 RDC 特有菌属，

Cupriavidus 是 BWC 和 YWC 的优势菌属，此   

两个菌属有降解复杂有机质的潜力[18–19]，对土壤

有机碳含量的增加起一定促进作用。可见土壤与

碳循环相关的功能菌通过不同方式参与到碳循

环中进而影响了土壤有机碳含量的变化。Chen

等 [20]的研究结果进一步表明碳循环功能菌丰度

和多样性的降低是加速土壤有机碳损失的重要
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原因。这类与碳循环相关的功能菌较多地出现在

石灰土演替初期，同时该时期土壤 SOC 含量最

高，这与黑色石灰土富含腐殖质有关，土壤腐殖

质能够提供维持土壤细菌所必需的能量和底  

物[21]，提高了细菌活性，因此富含有机质的黑色

石灰土主要是在碳功能菌的作用下形成，可见土

壤有机碳与土壤细菌之间存在明显的相关性。 

氮循环是土壤生态系统生物地球化学循

环中的核心过程之一，细菌在土壤氮素循环及

维持生态系统稳定中发挥着重要作用，驱动不

同 形 态氮素转化 [22] 。本次培养的菌株来自

Proteobacteria 、 Actinobacteria 、 Firmicutes 和

Bacteroidetes 共 4 个门(表 1)，Proteobacteria 为

主要类群，Pseudomonas、Variovorax、Arenimonas

和 Bradyrhizobium 是该门的优势菌属。分别有研

究表明 Arenimonas和 Bradyrhizobium中有个别菌

株含有反硝化作用的关键酶[23–24]，在土壤氧气不

足的条件下，将硝酸盐还原成亚硝酸盐，并进一

步把亚硝酸盐还原为氨及游离氮，即该两菌属在

氮循环中的主要作用是将固定氮返回大气并结束

氮循环，这是土壤中 NO 和 N2O 排放的主要途径；

Variovorax、Pseudomonas 和 Bradyrhizobium 中有

菌株被报道带有异二聚酶复合物固氮酶(nif 基

因)[25–27]，nif 基因是所有固氮微生物含有的最保守

的功能基因，可通过 nifH 基因的多样性来探讨固

氮菌多样性，由 nif 基因催化的固氮作用可将空气

中的分子氮转化为有机氮，这在很大程度上增加

了土壤的氮素营养；此外，Bacteroidetes 中的

Flavobacterium 则是参与氨化作用，将有机氮分

解成为氨与氨化合物从而参与到氮循环中 [28]。

上述可能参与氮循环的功能菌属主要来自

Proteobacteria，且作为该门下的优势类群，其中

RDC 仅培养出 Pseudomonas，是培养出潜在固氮

菌种类最少的一组，土壤 TN 含量在该时期最低，

说明 Proteobacteria 尤其是该门下的优势菌属可

能与土壤氮循环之间作用关系密切，与前人研究

结果一致[29]。 

由于母质碳酸盐岩高钙的特性，石灰土中磷

易与钙结合成难溶性磷酸钙盐，因此磷的有效性

低[30]。解磷微生物包括解磷细菌、真菌以及蓝藻

等，能够将磷从不可用形式转化为可用形式

(HPO4
2–或 H2PO4

–)，其中解磷细菌占微生物总量

的 1%–50%，而解磷真菌仅占 0.1%–0.5%[31]。梁

建宏等[32]研究表明，随着土壤发育，岩溶石灰土

磷及其有效性缺乏越发突出。因此在石灰土演替

过程中，溶磷细菌(PSB)占据着重要地位。本研究

中，多数优势 OTU 与 TP 显著正相关，说明这些

优势菌属可能直接或间接地参与解磷过程，与 TP

含量关系密切。溶磷菌通过酸化、螯合、交换反

应和聚合物形成等途径将难溶性磷转化为可溶

性磷，本研究中各演替阶段的石灰土均培养出具

解磷潜力的溶磷菌，BKC 和 BWC 出现的溶磷菌

类群较丰富，Streptomyces 和 Agromyces 是 BWC

特有类群，Achromobacter 是 BKC 的特有类群，

上述 3 个菌属某些菌种正是通过分泌有机酸，如

醋酸和柠檬酸等[33–34]，土壤中与磷酸盐结合的阳

离子(主要是 Ca2+)被有机酸的羟基和羧基螯合，

或有机酸离子与 Pi 在土壤中竞争(直接物理竞争

或静电竞争)相同的吸附位点，从而提高了无机磷

酸盐的溶解性和有效性；优势菌属 Bacillus 中的

某些菌种通过直接氧化葡萄糖产生葡萄糖酸(GA)

对土壤无机磷进行溶解[35]，葡萄糖在葡萄糖脱氢

酶(glucose dehydrogenase，GDH)催化下发生直接

氧化反应产生葡萄糖酸进而直接酸化途径溶解磷
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矿石，即使葡萄糖酸含量相对较低的情况下，也

能释放大量的磷；另外极优势类群 Pseudomonas

某些菌种通过呼吸作用或 NH4
+同化作用产生质

子氢[36]；而 Sphingomonas 主要通过产磷酸酶溶

解土壤无机磷[37]。 

综上所述，不同演替时期的土壤理化性质与细

菌群落结构均存在一定差异，细菌与土壤碳氮磷含

量关系密切，细菌群落结构的差异可对土壤营养物

质含量产生一定的影响。结合母质碳酸盐岩特性，

可培养细菌多样性随土壤演替进行、淋溶程度加强

而降低，与碳循环相关的功能菌较多地出现在石灰

土演替初期，通过分解腐殖质等活动进而促进富含

有机质黑色石灰土的形成，黑色石灰土和棕色石灰

土存在较丰富的溶磷菌类群，在开展岩溶区治理石

漠化等时添加该类细菌促进碳氮磷循环，改善土壤

质量，加速石漠化治理速度。 

此外，本研究得到的可培养细菌结果与前人

对棕色岩溶水稻石灰土可培养细菌工作结果相

比[38]，本次得到的可培养菌株数较少，一方面可

能是与外源营养物质的添加使岩溶水稻土中细

菌可利用营养物质增多有关；另一方面本次选择

的培养基可能不是最适培养基，造成一部分可培

养细菌没有培养出来，在后续实验中将会考虑使

用其他类型的分离培养基以及改进现用培养基

配方以提高培养效率。 

4  结论 

岩溶石灰土演替过程中，SOC 和 TN 呈现出

黑色石灰土>棕色石灰土>黄色石灰土>红色石灰

土的变化趋势。Pseudomonas、Cupriavidus 和

Bacillus 等是岩溶石灰土中可培养菌的优势属，

各演替阶段土壤细菌优势类群存在差异，黑色石

灰土中优势类群为 Arenimonas、Flavobacterium、

Achromobacter 和 Bacillus 等，棕色石灰土中优势

类群为 Cupriavidus、Bacillus 和 Sphingomonas，

Pseudomonas、Cupriavidus 和 Nocardioides 是黄

色 石 灰 土 中 的 优 势 类 群 ， Pseudomonas 和

Sphingobium 为红色石灰土中的优势类群。随着石

灰土演替过程的进行、土壤淋溶程度的增加，岩

溶石灰土理化性质和可培养细菌多样性呈现降

低的趋势。基于母质碳酸盐岩的特性，富含有机

质的黑色石灰土在参与碳氮磷循环细菌的作用

下形成。潜在溶磷菌较多地出现在黑色石灰土和

棕色石灰土中，这为开展岩溶区治理石漠化等工

作提供了参考依据与治理思路。 
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Community characteristics of culturable bacteria in calcareous 
soil at different succession stages 
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Abstract: Karst soil is an important part of karst ecosystem, and its parent material, carbonate rock, can successively 
evolve into black calcareous soil, brown calcareous soil, yellow calcareous soil and red calcareous soil under the 
comprehensive effect of climate, topography, time and biology. [Objective] To better understand the response of soil 
bacterial community to calcareous soil at different succession stages, which can provide the basic references for rocky 
desertification control and soil erosion control in karst area. [Methods] The contents of SOC, TN and TP, and the 
abundance and diversity of culturable bacteria in calcareous soils (black, brown, yellow and red) were determined. 
[Results] The contents of soil SOC and TN at different succession stages were in the order of black calcareous 
soil>brown calcareous soil>yellow calcareous soil>red calcareous soil. The content of TP was highest in black 
calcareous soil and lowest in red calcareous soil. A total of 144 strains of bacteria were isolated and purified, and R2A 
medium was the suitable medium. Then, the bacterial strains were classified into Actinobacteria, Bacteroidetes, 
Firmicutes and Proteobacteria. Pseudomonas, Cupriavidus and Bacillus were the dominant genera of culturable 
bacteria. At the genus level, the most strains were isolated from the black calcareous soil, and the dominant genera 
such as Arenimonas, Thermomonas, Achromobacter and Brevibacillus appeared. In the early succession stages, a large 
number of bacteria involved in carbon, nitrogen and phosphorus cycling appeared. [Conclusion] Based on the 
characteristics of parent material carbonate rock, black calcareous soil rich in organic matter is formed under the 
action of bacteria participating in carbon, nitrogen and phosphorus cycle. The physicochemical properties and 
culturable bacterial diversity of karst limestone soil decreased with the increase of leaching degree of limestone soil.  

Keywords: karst, calcareous soil, soil succession, culturable bacteria 
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