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摘  要：外源活性碳底物输入强烈影响土壤微生物的生长，但是在系统发育分类水平上，细菌和真菌对活性底物的动态响应

及利用特征和微生物群落组成的关系仍不清楚。以红壤为研究对象，采用 13C 标记葡萄糖为底物进行模拟培养并定期取样，

利用稳定性同位素核酸探针（DNA-based stable isotope probing，DNA-SIP）和高通量测序技术分析活性的真菌和细菌类群，

并探讨不同微生物利用葡萄糖来源碳的动态特征。研究发现，微生物群落对葡萄糖的利用符合从细菌向真菌演替的 r/K 选择

策略。在细菌群落中，隶属于富营养菌的变形菌门（Proteobacteria）和放线菌门（Actinobacteria）对活性底物的利用能力显

著高于寡营养菌的酸杆菌门（Acidobacteria）和绿弯菌门（Chloroflexi）。和细菌的底物利用策略不同，真菌子囊菌门

（Ascomycota）和担子菌门（Basidiomycota）在整个培养期间均可以利用葡萄糖和土壤原有组分。因此，葡萄糖的连续加入

并未改变不同营养类型细菌的底物利用策略，而真菌对底物的利用具有广谱性特征，活性底物可诱导真菌对土壤原有组分的

利用。 

关键词：底物利用策略；13C-葡萄糖；时间动态；营养策略；稳定同位素核酸探针技术 
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Abstract: 【Objective】The input of exogenous active carbon (C) substrate strongly affects the growth of soil microorganisms. 

However, so far little knowledge is available about dynamic responses of soil microorganisms (bacteria and fungi) to the input of 

exogenous active carbon substrate and functional traits of the microorganisms in utilizing the substrate and their relationships 

with community structure of the microorganisms. 【Method】 Hence, an experiment was carried out using 13C-glucose as 

substrate in Ultisol for incubation of soil microorganisms (bacteria and fungi), which were sampled periodically for analysis with 

the aid of DNA-based stable isotope probing and high-throughput pyrosequencing techniques to explore dynamic traits of the 

microorganisms utilizing the carbon of glucose relative to species.【Result】It was found that in utilizing the substrate, the bacterial 

and fungal communities followed the r/K selection strategy in evolution from bacteria to fungi. Among the bacterial community, 

copiotrophic bacteria, like Proteobacteria and Actinobacteria, were higher than oligotrophic phyla, like Acidobacteria and 

Chloroflexi, in activated substrate utilization capacity. Different from bacteria in utilization of substrates, fungi, like Ascomycota 

and Basidiomycota, were low in selectivity and able to utilize both labile C and native soil organic matter.【Conclusion】Hence, 

bacteria retain their intrinsic life-history strategies controlled by their copiotrophic or oligotrophic natures, regardless of increase 

in C availability. Fungi can utilize a wide range of substrates and labile C input can induce copiotrophic Ascomycota to utilize 

heterogeneous recalcitrant C, thus accelerating decomposition of native soil C. 

Key words: Microbial substrate utilization strategy; 13C-glucose; Temporal variation; Trophic pattern; DNA-based stable isotope 

probing 

土壤微生物驱动并调控土壤有机碳（SOC）的

形成、分解和稳定化过程[1]。但是，由于微生物数

量巨大、群落组成复杂[2]，不同微生物类群的底物

利用策略和功能难以确定，尤其是无法鉴定参与

SOC 转化的活性微生物类群[3]。近年来高通量测序

技术快速发展，可明确海量微生物的分子系统发育

分类特征；同时，稳定性同位素示踪复杂土壤中微

生 物 核 酸 DNA 技 术 （ DNA-based stable isotope 

probing，DNA-SIP）则可从无法计数的微生物类群

中准确鉴定活性微生物。因此，耦合 DNA-SIP 与高

通量测序技术，通过分析 13C-DNA 微生物的系统发

育分类关系，可准确解析微生物功能类群对外源有

机底物的响应和利用规律[4-5]。低分子量底物（如葡

萄糖）是微生物生长过程中可利用的重要活性碳源。

在利用 13C-葡萄糖为底物的培养实验中，已有的研

究发现土壤中变形菌门（Proteobacteria）、拟杆菌门

（Bacteroidetes）和放线菌门（Actinobacteria）等优

先利用葡萄糖[6-7]。变形菌门多被认为是富营养菌，

但是关于放线菌门的营养类型划分仍具有一定的争

议 [8-9] 。 而 隶 属 于 寡 营 养 菌 的 酸 杆 菌 门

（Acidobacteria）和绿弯菌门（Chloroflexi）则未被

葡萄糖来源的 13C 所标记，表明这些微生物类群对

活性碳源的利用能力较低[10]。细菌的底物利用策略

可能和细菌功能类群的内部竞争或合作动态有关，

存在复杂的动态变化。然而，以往研究多关注细菌

对底物利用的瞬时性响应[11]，不同时间的动态响应

报道较少，且细菌的底物利用策略是否与底物浓度

相关仍不清楚。 

真菌的物种多样性明显低于细菌，大多数研究

认为真菌在降解难分解底物时发挥更重要的作用
[12]，如利用纤维素和木质素等进行培养时发现子囊

菌门可利用这些难分解组分[13]，但 13C-葡萄糖为底

物的培养实验中也发现，子囊菌门（Ascomycota）

是活性碳的主要分解者[14]。此外，也有报道表明担

子菌门（Basidiomycota）既能利用难分解有机物质

（例如纤维素，半纤维素和植物残体等），也可以利

用根系分泌物[13-15]。这些结果表明，真菌可能对不

同的底物类型保持着广谱性利用特征，底物选择性

较低。然而，在更加精细化的系统发育分子分类水

平上，真菌群落对不断变化的碳底物的利用策略仍

然关注较少。 

据此，采用 DNA–SIP 和高通量测序技术，结合

室内土壤微宇宙培养，通过 13C-标记的葡萄糖连续

添加，研究不同培养期间活性的 13C-真菌和细菌类

群演替规律，明确区分细菌和真菌的底物利用策略

与传统营养类型的关系。 
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1  材料与方法 

1.1  土壤样品 

红壤（Ultisol，0～20 cm）于 2014 年 7 月采自

江西省鹰潭市余江县中国科学院红壤生态试验站

（海拔 65 m，北纬 2815、东经 11655）。土壤样品

按照“Z”形取样方案，采集十点后进行混合。土壤

样品过 2 mm 筛后备用。土壤 pH 4.46（土︰水=1︰

2.5），有机碳 5.67 g·kg–1，全氮 0.67 g·kg–1，可溶性

有机碳 4.27 mg·kg–1，有效磷 5.25 mg·kg–1，速效钾

84.65 mg·kg–1，黏粒、粉粒和砂粒含量 41.2%、33.2%

和 25.6%[16]。 

1.2  稳定性同位素示踪培养实验 

称取 30 g 土壤置于培养瓶中，加入 KH2PO4 溶

液（每克土壤 0.2 mg P，0.22 mg K）。调节含水量至

土壤 大持水量的 60%，置于 25℃恒温培养箱中进

行预培养 1 周，3 次重复。预培养结束后，将 13C 标

记的葡萄糖（13C-glucose）加入培养瓶中。标记底

物添加培养组合为：土壤+H2O 为对照处理（设置为

0 周），目的在于检测未添加底物时土壤初始微生物

群落；土壤+葡萄糖+NH4NO3 作为 DNA–SIP 的对照

组；土壤+13C-glucose（99 atom% 13C）+NH4NO3 作

为 DNA–SIP 的实验组。添加硝酸铵目的是满足微生

物对养分的基本需求，依据 Paul 和 Clark[17]对微生

物底物利用效率的推算，本培养实验底物添加量为

C 1 mg·g–1 土壤、N 0.1 mg·g–1 土壤，底物 C︰N=10

︰1。碳氮底物每周加入一次，共培养 8 周，分别在

底物加入培养 1 周、3 周和 6 周后进行破坏性采样，

样品置于–80℃用于提取土壤总 DNA。 

1.3  土壤微生物 DNA 的提取 

利 用 FastDNA® Spin Kit for Soil （ MP 

Biomedicals 公司）试剂盒提取土壤基因组总 DNA，

具体流程如下：称取 0.5 g 鲜土于 2.0 mL 离心管中，

加入 978 μL SPB 和 122 μL MT 缓冲液，在核酸提取

仪（Fast Prep® FP120）上以 6.0 m·s–1 的速度裂解微

生物细胞 30 s，随后离心 10 min（14 000×g），上清

液移至灭菌离心管（2.0 mL）中，加入 250 μL PPS，

震荡离心后转移上清液至 15 mL 灭菌离心管，加入

1.0 mL Binding Matrix，震荡 2 min 后静止，以保证

提取的 DNA 在硅胶上吸附并能沉淀至离心管的下

部。用移液枪摒弃 500 μL 上清液，将剩余液体分次

全部转移至 SPINTM 离心管滤膜上并离心 1 min（14 

000×g），弃滤液；滤膜上加入 500 μL 的 SEWS-M

的乙醇溶液，14 000×g 离心 1 min，弃滤液；然后将

滤膜移至新的 2.0 mL 离心管中，14 000×g 离心 2 

min；重复滤膜转移操作，室温下干燥 5 min； 后

将提取得到的土壤总 DNA 溶解于 70 μL 无菌 TE 缓

冲液（10 mmol·L–1 Tris-HCl，1 mmol·L–1 EDTA，pH 

8.0 ）。 通 过 微 量 紫 外 分 光 光 度 计 （ NanoDrop® 

ND-1000 UV-Vis）对提取的土壤 DNA 测定 DNA 浓

度和纯度（OD260/OD280 和 OD260/OD230）。利用

TE 缓冲液对土壤 DNA 进行 10 倍梯度稀释并进行

PCR 扩增。土壤 DNA 稀释 10 倍后保存于–20℃冰

箱待用。 

1.4  超高速密度梯度离心 DNA 和离心后 DNA 的

分离纯化 

将 土 壤 DNA （ 2.0 μg ） 与 氯 化 铯 （ Cesium 

chloride，CsCl）溶液进行混合，密度调节为 1.725 

g·mL–1 的离心溶液（pH 8.0；100 mmol·L–1 Tris-HCl；

100 mmol·L–1 KCl；1.0 mmol L–1·EDTA），随后转移

至体积为 5.1 mL 的超高速离心试管（贝克曼）；采

用贝克曼垂直转子 Vti 65.2（Beckman Coulter，Inc.，

Palo Alto，CA，USA）在 20℃环境下以 177 000×g

的速度离心 44 h；随后采用 NE-1000 固定流速泵

（New Era Pump Systems，Inc.，Farmingdale，NY，

USA）通过超纯水从离心管顶部置换出来，置换时

的流速为 0.38 mL·min–1。共收集 15 个等体积的 DNA

分层样品，每层样品体积大约 380 μL；分层溶液结

束后，利用 AR200 手持式折光仪（Reichert Inc.，

Buffalo，NYUSA）测定浮力密度。 

离心后 DNA 的分离纯化主要包括以下步骤：

分层后的 DNA 溶液用 PEG 6000 在 37℃ 沉淀 1 h；

再置于高速离心机 13 000×g 离心 30 min，除去 CsCl

溶液；随后加入 500 µL 70 %乙醇清洗 DNA 沉淀，

离心 10 min，除去上清液；重复加入乙醇以进一步

去除 CsCl 和 PEG 6000； 后将 DNA 沉淀物在室

温下干燥 15 min，溶于 30 μL 的 TE buffer 溶液中，

保存于–20℃冰箱。 

1.5  土壤中微生物各分层 DNA 同位素比值测定 

溶解于 TE buffer 溶液中的各分层 DNA 的 13C

丰度采用同位素比例质谱仪（IRMS，Delta plus XP，

ThermoFinnigan，USA）耦合元素分析仪（Flash HT 

2000，Thermo Fisher，USA）测定，具体方法如下，

利用移液枪称取 5 L 分层 DNA（如上所述溶于 TE 
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buffer 缓冲液内含分层 DNA）置于锡舟中，于 60℃

烘干 2 h，烘干后的样品进行质谱分析[18]，δ13C（‰）

值利用下列公式计算：δ13C（‰）=[（Rsample/Rstandard）

–1]×1000，其中 R=13C/12C，Rsample 和 Rstandard 分别代

表样品和标准物质（Pee Dee Belemnite）的同位素

比值。目前，IRMS 质谱分析中碳含量的 低检测

限约为 10～15 g C，本实验中上机样品中包含的含

碳化合物主要是 DNA 样本，TE 缓冲液（含 Tris-base

和 EDTA 等有机试剂）或其他难以完全分离的高质

量的含碳化合物，如 PEG 6000 等，根据实验过程中

所获得的谱图可以得知本实验中上机样品可以满足

低检测限。 

1.6  实时荧光定量 PCR 

分层 DNA 中的细菌和真核基因拷贝数（绝对

丰度）采用实时荧光定量 PCR（quantitative real-time 

polymerase chain reaction，qPCR）。标准曲线用细菌

16S rRNA gene 和真核 18S rRNA gene 的代表性克隆

重组质粒进行 10 倍稀释，稀释梯度为 6 到 8 个。细

菌 16S rRNA gene 和真核 18S rRNA gene 标准曲线

的 拷 贝 数 范 围 分 别 为 4.07×102 ～ 4.07×108 （ R2= 

0.985）和 1.44×102～1.44×108（R2=0.994）。空白样

品的模板为水。根据标准曲线的浓度计算出样品中

的基因拷贝数， 后以每克干土重的基因拷贝数为

单位进行分析。每个样品 3 次重复。qPCR 的反应体

系为 20 μL，包括 1 μL DNA 模板、10 μL SYBR 

Premix Ex TaqTM（TaKaRa Biotech，Dalian，China），

正向和反向引物分别为 0.25 μL（50 μmol·L–1）和 8.5 

μL 的灭菌双蒸水（引物及 PCR 条件见表 1）。定量

PCR 产物用浓度为 1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测扩

增特异性。  

1.7  高通量测序技术 

对于超高速密度梯度离心获得的各浮力密度层

DNA，首先利用通用引物扩增其中的土壤微生物

16S rRNA gene 和 18S rRNA gene，将 PCR 产物纯

化后分别将其等摩尔混合进行测序。用于测序的通

用引物含有 11 个碱基的特异 Tag 标签，用以区分不

同的分层样品。通用引物和 PCR 扩增反应见表 1。

获得扩增产物后，利用 Agarose Gel DNA Fragment 

Recovery Kit Ver. 2.0 试剂盒（Takara）切胶纯化并

将其溶于 30 μL 去离子水中。进一步通过 2.0%琼脂

糖凝胶电泳检测 PCR 产物纯化效果，利用微量紫外

分光光度计（NanoDrop ND- 1000 UV-Vis）测定纯

化后 PCR 产物的浓度。将分层样品 16S rRNA gene

和 18S rRNA gene 的 PCR 纯化产物分别等摩尔数混

合，于 Illumina Miseq 测序仪（Illumina，San Diego，

CA，USA）进行测序分析。 

表 1  通用引物和 PCR 扩增反应 

Table 1  Primers used and PCR amplification reaction in this study 

引物 

Primer  

序列 

Sequence（5'-3'） 

目标基因 

Target gene 

PCR 过程 

PCR procedure 

分子鉴定 

Molecular analysis

参考文献

Reference

515F 
GTG CCA GCM GCC 

GCG G* 

907R 
CCG TCA ATT CMT 

TTR AGT TT 

细菌 16S rRNA 基因

95℃预变性 3 min，95℃变性 30 

s，55℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，

35 个循环 

荧光定量 PCR 和

高通量测序 
[23] 

EUK1A 
CTGGTTGATCCT 

GCCAG 

EUK516R 
ACCAGACTTGCC 

CTGG 

真核 18S rRNA 基因

95℃预变性 3 min，95℃变性 30 

s，55℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，

39 个循环 

荧光定量 PCR [24] 

EUK528F 
（Barcode1-90）GCGGTA 

ATTCCAGCTCCAA 

EUK_706R 
AATCCRAGAATTT 

CACCTCT 

真核 18S rRNA 基因

95℃预变性 3 min，95℃变性 30 

s，55℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，

39 个循环 

高通量测序 [25] 

*，细菌的 Barcode 序号为 1-90。The No. of bacterial Barcode，1-90. 



278 土    壤    学    报 59 卷 

http://pedologica.issas.ac.cn 

原始测序数据主要使用 QIIME[19]和 UPARSE[20]

进行处理。主要步骤包括：去除原始数据的接头序列，

利用 FLASH 将双端测序序列拼接成单条序列[21]；根

据测序特异 Tag 标签区分不同的样本序列并保留平

均质量得分高于 20 的序列；样品的靶序列读数以

97%的相似性聚类为操作分类单元（OTU），并使用

UPARSE 丢弃嵌合序列，根据 OTU 数据对土壤细菌

和真菌进行下游分析。虽然 18S rRNA gene 的真菌

种类分辨率有限，但本实验中测序结果表明 70%以

上的培养样品中真菌分类学分辨率远大于 60%。16S 

rRNA gene 和 18S rRNA gene 均使用 Silva 123 作为

参考数据库，通过 QIIME 中的 Assign_taxonomy.py

工具为每个代表性序列分配分类注释[22]。原始测序数

据上传至美国国立生物技术信息中心（National Center 

for Biotechnology Information，NCBI）（https：//www. 

ncbi.nlm.nih.gov/）的 BioProject 数据库中，序列号

为 PRJNA487919。 

1.8  数据处理及分析 

采用 Excel（Microsoft Office 2010）处理数据，

利用 SAS 9.2 软件对试验数据进行重复测量单因素

方差分析（repeated-ANOVA）。图表主要利用 Origin 

9.0 绘制。根据 Zumsteg 等[26]和 Pepe-Ranney 等[27]

中提到的重层与轻层的“差减法”和“丰度差异”，

利用 13C-标记的葡萄糖和未标记葡萄糖培养的重层

和轻层 DNA 中的不同分类单元计算了重层中微生

物的富集因子（Enrichment Factors，EF）[6]，计算

公式如下：EF=RAh/RAl（
13C）－RAh/RAl（

12C），

其中 RAh（
13C）和 RAl（

13C）表示 13C-标记的葡萄

糖处理下重层和轻层中的分类单元的相对丰度；

RAh（
12C）和 RAl（

12C）表示未标记的葡萄糖处理

下重层和轻层中的分类单元的相对丰度。13C-标记

的细菌或真菌门，需满足以下 2 点：1）13C-标记的

葡萄糖处理下重层中的细菌门相对丰度大于轻层中

相对丰度；2）EF > 0.5。 

2  结  果 

2.1  土壤中细菌和真菌各分层样本 DNA 的同位

素比值和基因拷贝数的相对分布 

和未添加葡萄糖处理相比，13C-葡萄糖标记处

理分层 DNA 中 16S rRNA gene 和 18S rRNA gene 拷

贝数随浮力密度的增加呈现一个明显峰值（图 1A，

图 1B），说明细菌和真核基因组 DNA 被明显标记，

并且随着底物的连续添加，标记程度不断增加。此

外，13C 标记后细菌和真核基因拷贝数出现的峰值主

要集中在 3～7 层（除第一周的 18S rRNA 基因拷贝

数外），而未标记的葡萄糖处理下的峰值主要集中在

9～11 层。进一步应用质谱分析技术表明土壤微生

物被 13C 所标记，利用 13C-葡萄糖培养后红壤 DNA

的 13C 丰度（δ13C）在重密度层 3～5 层 高，其他

各浮力密度层的 δ13C 值均相对较低（图 1C）。在轻

密度层 9～11 层，无论葡萄糖是否标记，各分层 DNA

的 δ13C 值均无显著差异。因此，选取 3、4、5 层为

重层 DNA 的代表层，即 13C-DNA，该重层 DNA 所

代表的土壤微生物主要参与外源葡萄糖利用，是对

外源物质响应 为活跃的微生物区系；而 9、10、

11 层则为轻层 DNA 的代表层，即 12C-DNA，该轻

层 DNA 可能主要参与土壤原有有机碳的分解过程。 

 

注：相对比值通过将每层中的基因拷贝数除以所有层次中 多的基因拷贝数得到。Note：Relative ratio was obtained by dividing the 

highest number of gene copies of all layers with the number of gene copies in each layer. 

 

图 1  各浮力密度层 DNA 的细菌（A）、真核（B）基因的相对分布及同位素比值（C） 

Fig. 1  Relative distribution of Bacterial 16S rRNA genes，Eukaryotic 18S rRNA genes and δ13C value in each buoyant density layer，

bacteria（A），Eukaryota（B）and δ13C value（C） 
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2.2  细菌和真菌基因拷贝数的变化 

土壤 13C-DNA 中的细菌和真菌基因拷贝数均明

显高于 12C-DNA，且两者的比值随时间不断增加（图

2A—图 2C）。和对照处理（0 w）相应层次相比，
13C-DNA 中细菌基因拷贝数在培养一周后增加约

2.99 倍，而真菌基因拷贝数反而较对照减少 45%。

随着底物的不断添加，13C-DNA 中细菌基因拷贝数

不断下降，但真菌基因拷贝数随培养时间急剧增加

（图 2A，图 2B）。因此，13C-DNA 中真菌和细菌基

因拷贝数的比值随培养时间不断增加（图 2D）。 

 

注：（A）细菌基因拷贝数，（B）真核基因拷贝数，（C）细菌和真核重层和轻层中基因拷贝数比值，（D）重层和轻层中真菌与

细菌基因拷贝数的比值。横坐标轴中的 0 w、1 w、3 w 和 6 w 分别表示对照处理及添加底物后培养 1 周、3 周和 6 周。误差棒表示标

准误（n = 9）。不同字母表示重层或轻层中不同培养时间的差异显著性（P < 0.05）。Note：（A）Bacterial 16S rRNA gene copy numbers，

（B）Eukaryotic 18S rRNA gene copy numbers；（C）Ratios of the 13C-DNA and 12C-DNA in 18S rRNA and 16S rRNA genes，（D）Ratio of 

18S rRNA and 16S rRNA copy numbers in 13C-DNA and 12C-DNA. 0 w，1 w，3 w and 6 w in X-axis indicate control treatment，incubated 1 

week，3 weeks and 6 weeks after substrate addition. Error bar represents standard errors（n = 9）. Different letters indicate significant 

differences between samples different in incubation time in 13C-DNA or 12C-DNA（P< 0.05）. 

 

图 2  不同培养时间细菌和真菌重层轻层中基因拷贝数及比值变化 

Fig. 2  Changes of Bacterial，eukaryotic 18S rRNA gene copy numbers and ratios of them in 13C-DNA and 12C-DNA under different incubation 

time 

2.3  细菌优势门和真菌优势门的相对丰度和富集

因子变化 

培养过程中，13C-DNA 中变形菌门和放线菌门

的相对丰度显著均高于对照处理（图 3A）。变形菌

门的相对丰度在第 3 周达到 高值，从初始的 14%

增加至 59%，随后下降至 49%。放线菌门初始的相

对丰度约为 7%，但培养 1 周后即达到 高值约 45%，

随后显著下降，在培养 3 周和 6 周后相对丰度约为

20%。对照处理中厚壁菌门（Firmicutes）的相对丰

度仅约为 1%，但培养 1 周后即达到 16%，然后降至

不足 5%。酸杆菌门和绿弯菌门在初始土壤中的相对

丰度约为 30%。尽管随着外源葡萄糖的不断添加，

这两种门的相对丰度有所增加，但其相对丰度在整

个培养期间仍显著低于对照处理。 

在添加 13C-葡萄糖培养过程中，变形菌门的 EF

值始终大于 0.5，变化范围为 0.5～4.3。放线菌门的

EF 值约为 1.1～1.5。厚壁菌门的 EF 值在 1 周和 3

周培时大于 0.5，但培养 6 周后下降至零以下。尽管

随着外源底物的添加酸杆菌门和绿弯菌门的 EF 值

呈现增加趋势，但在整个培养过程中其 EF 值仍小

于 0.5，主要为负值（表 2）。 

子 囊 菌 门 、 担 子 菌 门 和 壶 菌 门

（Chytridiomycota）是对照处理土壤中的优势门，相

对丰度分别为 34%、2%和 16%。加入 13C-标记葡萄

糖后，13C-DNA 中子囊菌门的相对丰度在培养期间

显著增加，到第 6 周其相对丰度达到 88%。但是，

子囊菌门的 EF 值不断下降，从第 1 周的 3.8 逐渐降

低至第 6 周的 0.5。担子菌门在 13C-DNA 中的相对
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丰度在培养期间并未发生显著变化，平均约为 3%。

担子菌门的 EF 值在第 1 周为 0.6，在培养后期则下

降至负值。壶菌门的相对丰度在培养期间均低于

1%，且其 EF 值均为负值（图 3B，表 2）。 

3  讨  论 

3.1  真菌和细菌对活性底物的响应和利用特征 

在培养微域中连续添加 13C-葡萄糖后，红壤真

菌和细菌 13C-DNA 和 12C-DNA 中基因拷贝数均不断 

增加（图 2），说明微生物既可以利用外源葡萄糖碳，

也可以利用土壤原有组分进行自身生长。但是，
13C-DNA 中 真 菌 和 细 菌 基 因 拷 贝 数 明 显 高 于
12C-DNA 且两者的比值随着葡萄糖的加入而不断增

加，表明土壤中微生物优先利用活性底物维持生长

和代谢，从而抑制了微生物对土壤中原有稳定组分

的利用[28]。添加 13C-葡萄糖后，真菌基因拷贝数的

初始增加速率明显低于细菌，表明具有 r-策略特征

的细菌利用活性底物的能力高于真菌[14]。随着外源

碳底物的输入，真、细菌基因拷贝数的比值不断增 

 

注：不同颜色字母表示同一细菌门在不同培养时间的差异显著性（P < 0.05）。Note：Different colors of the letters indicate significant 

differences between samples in incubation time in the same bacterial phylum（P< 0.05）. 

 

图 3  不同培养时间下重层中细菌（A）和真菌（B）优势门的相对丰度 

Fig. 3  Relative abundance of dominant bacterial（A）and fungal（B）phyla in 13C-DNA under different incubation time 

表 2  不同培养时间下细菌和真菌优势门的富集比例 

Table 2  Enrichment factors（EF）of dominant bacterial and fungal phyla relative to incubation time 

培养时间 Incubation time 
界 Kingdom 门 Phylum 

1 周 1 week 3 周 3 week 6 周 6 week 

变形菌门 Proteobacteria 0.51 4.30 2.69 

放线菌门 Actinobacteria 1.50 1.30 1.09 

酸杆菌门 Acidobacteria –0.87 –0.71 –0.23 

绿弯菌门 Chloroflexi –0.81 –0.73 –0.66 

厚壁菌门 Firmicutes 0.74 1.13 –0.43 

细菌 Bacteria 

浮霉菌门 Planctomycetes –1.03 –0.57 –0.58 

子囊菌门 Ascomycota 3.77 0.73 0.53 

担子菌门 Basidiomycota 0.59 –0.16 –0.21 

壶菌门 Chytridiomycota –2.44 –2.44 –2.54 
真菌 Fungi 

未分类 unidentified –3.10 –3.21 –3.40 
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图 4  红壤中细菌和真菌底物利用策略概念图 

Fig. 4  Concept graph of substrate utilization strategies of bacteria and fungi in Ultisol 

加，说明作为 K-策略者的真菌在培养的后期显著提

高了利用外源碳底物的能力，使土壤微生物的响应

由细菌逐渐转为以真菌为主导，从而产生微生物群

落组成的演替。 

3.2  细菌底物利用策略 

3.2.1  变 形 菌 门 和 放 线 菌 门     培 养 过 程 中
13C-DNA 和 12C-DNA 中细菌门类相对丰度和 EF 值

的动态变化表明，不同种类细菌对外源活性碳底物

的利用策略不同。变形菌门和放线菌门在 13C-DNA

中的相对丰度显著增加，且其 EF 值均大于 0.5（图

3A，表 2），说明这两种细菌门对活性碳底物响应迅

速，对葡萄糖碳的竞争能力强[6，10]。变形菌门多被

认为是富营养菌，主要以竞争利用活性碳底物作为

生存策略[28]。虽然对放线菌门的底物偏好性存在争

议，但是多数研究发现放线菌门在活性底物丰富的

条件下响应比较活跃[11，29]。在本培养实验中，放线

菌门对于葡萄糖碳具有明显响应，表明放线菌具有

较强的活性底物利用能力。 

尽管变形菌门和放线菌门均可利用活性碳底

物，但两种细菌门的相对丰度随培养时间的变化

动态并不一致。初始加入葡萄糖后，放线菌门相

对丰度的增加幅度明显高于变形菌门，表明放线

菌门对活性底物的竞争能力高于变形菌门。有研

究认为，和变形菌门内部种群相比，放线菌门中

可能有较多的基因参与葡萄糖碳的利用 [30]，从而

增加其竞争能力。然而，由于放线菌门中总转运蛋

白数量少，对特定底物具有高亲和力，这可能导致

该门类在高营养浓度下的增殖具有饱和性 [30]。因

此，连续添加葡萄糖培养 3 周后，变形菌门的相

对丰度显著增加并高于放线菌门，表明变形菌门

对活性底物的持续利用能力显著高于后者。随着

葡萄糖持续添加，变形菌门和放线菌门的相对丰

度逐渐相等，表明底物可利用性提高可减弱富营

养菌对外源活性碳的竞争。  

3.2.2  厚壁菌门     在以往研究中，厚壁菌门多

被认为是富营养菌[7，27]，因此厚壁菌门对初始葡萄

糖添加产生了快速响应。但是，厚壁菌门的相对丰

度随着底物的添加不断下降，其 EF 值也逐渐降低

并转为负值（图 3A，表 2），表明厚壁菌门营养机

制的分类仍具有不确定性。根据厚壁菌门底物利用

特征的动态变化，推测厚壁菌门可能作为一种“机

会主义”细菌参与底物利用[9-10]，这类细菌对底物

的利用往往具有较低的竞争力，但却可以通过降低

底物选择性在不同的生境中生存。 

3.2.3  酸杆菌门和绿弯菌门     在培养微域添加

葡萄糖后，酸杆菌门和绿弯菌门在 13C-DNA 中的相

对丰度均低于对照处理（图 3A），说明酸杆菌门和

绿弯菌门对活性碳底物利用能力较低，这可能与其

具有寡营养特性有关[7，10]。研究已发现，酸杆菌门

在活性底物较丰富的环境中丰度较低，在营养较缺 



282 土    壤    学    报 59 卷 

http://pedologica.issas.ac.cn 

乏时含量较丰富[31]。绿弯菌门在以往的研究中也多

被定义为寡营养菌 [11]。随着 13C-葡萄糖的添加，
13C-DNA 中酸杆菌门和绿弯菌门的相对丰度不断增

加，但其 EF 值仍保持负值（表 2），进一步说明即

使培养微域中存在大量活性底物，这两种菌群可能

仍保持其寡营养特性，可通过利用土壤原有组分以

及部分葡萄糖衍生的土壤碳进行慢速生长。造成寡

营养菌这种底物利用策略的原因之一在于高浓度的

可利用性底物在一定程度上也会引起寡营养细菌细

胞中的生长失衡，可能作为有毒物质来阻止细胞中

蛋白质的合成[32]。 

综上所述，在高活性碳底物同化过程中，尽管

不同的优势细菌门对底物输入的动态响应在时间上

并不完全一致，但细菌的底物利用策略关键决定于

细菌的寡、富营养类型。富营养菌优先利用活性碳

底物，而寡营养菌对土壤原有组分利用能力较强，

表明细菌群落的生理分类具有保守进化特征并保持

稳定的底物代谢功能，而且这一底物利用策略并未

随着底物数量的增加而发生改变。 

3.3  真菌底物利用策略 

添加 13C-葡萄糖培养 1 周后，13C-DNA 中子囊

菌门和担子菌门的相对丰度显著增加，且其 EF 值

高于 0.5（图 3B，表 2），说明真菌的优势门可优先

利用活性碳源。随着葡萄糖的添加，子囊菌门和担

子菌门的 EF 值随培养时间不断下降，说明真菌对

外源碳底物的选择性逐渐降低。其原因可能在于真

菌利用外源碳底物的同时可能会诱导其对土壤原有

组分（SOC）的利用，从而降低真菌对外源活性底

物的偏好。可见，真菌不仅可利用活性底物，同时

也可以利用具有一定稳定性的土壤组分。即使有大

量可利用性碳供给，真菌依然可以保持底物利用的

广谱性。 

和对照处理相比，子囊菌门的相对丰度增加较

快而担子菌门的相对丰度无显著变化，说明子囊菌

门对外源碳底物的竞争能力和响应能力均强于后

者。此外，担子菌门的 EF 值随葡萄糖数量的增加

而不断下降直至负值，说明担子菌门利用外源碳底

物的能力不断降低，可能与其寡营养特性有关[33]。

因此，和细菌的底物利用策略相比，真菌对底物利

用的选择性较低，但是，真菌的底物利用策略在系

统发育水平上也会遵循保守性特性。 

4  结  论 

本研究利用 DNA–SIP 技术解析了特定底物诱

导的微生物响应，从而阐明真菌和细菌微生物底物

利用特征具有特异性。葡萄糖添加后，细菌和真菌

的增殖与其固有的 r/K 策略有关，作为 r-策略者的

细菌可以迅速响应并利用葡萄糖，而真菌作为 K-策

略者主要在培养的后期利用外源碳底物。无论底物

的可利用性如何变化，细菌对底物利用具有特定选

择性，主要由营养机制决定，微生物对外源活性碳

底物的偏好利用归因于其富营养菌和寡营养菌的生

活史策略。即使培养微域中外源可利用碳活性不断

增加，不同门类细菌仍可维持其内在的营养机制，

说明微生物在利用外源碳底物时在系统发育上具有

保守性。相比之下，在外源碳底物添加下，真菌对

底物的选择具有低选择性，主要归因于真菌对底物

利用的广谱性特征。因此，在外源高活性底物（葡

萄糖）供给条件下，活跃的微生物是土壤有机碳转

化的关键驱动力，微生物对特定底物的利用特征可

以在一定程度上介导土壤有机碳循环。 
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