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不同年限毛竹林土壤固氮菌群落结构和丰度的演变*
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摘　要　　应用变性梯度凝胶电泳（denaturing gradient gel electrophoresis，DGGE）和荧光定量

PCR（real time fluorescent quantitative PCR，qPCR）方法研究了不同年限毛竹林土壤固氮菌群落结构

和丰度的变化。结果表明：土壤pH、有机质、有效磷、速效钾和铵态氮含量在马尾松林改造成毛竹林

5 a后明显提高，而后逐渐降低，并趋于稳定；土壤固氮菌多样性和nifH基因丰度也呈现相似的趋势。

条带测序分析表明，毛竹林土壤固氮菌均为不可培养的固氮菌，与慢生根瘤菌（Bradyrhizobium sp.）

具有较高的相似度。冗余分析结果表明，不同栽培年限毛竹林地土壤固氮菌群落组成发生了明显变

化，长期栽培毛竹林引起的土壤养分变化对土壤固氮菌多样性具有重要影响。

关键词　　毛竹林；nifH基因；多样性；变性梯度凝胶电泳

中图分类号　　S714.3　　　文献标识码　　A

* 国家自然科学基金项目（编号：41271274）资助

† 通讯作者，E-mail：xuqiufang@zafu.edu.cn

   作者简介：何冬华（1988—），男，湖南郴州人，硕士研究生，主要从事土壤生物与生物化学研究。E-mail：zjnldxhdh@163.com 

   收稿日期： 2014- 08 -07；收到修改稿日期：2014-11-11

氮素是影响植物生长的关键大量营养元素，

也是决定生态系统物种组成的主要因子。生物固氮

是氮进入生态系统的重要途径之一，也是森林土壤

中氮素供应的重要来源［1-2］。系统发育上具有生物

固氮能力的原核生物，是生态系统中一类重要的功

能菌群，其数量和群落结构的变化直接影响着土壤

固氮效率高低和土壤氮素循环的正常运转［3］。这

类固氮菌体内存在一种具有催化功能的固氮酶，其

中由nifH固氮基因编码的钼铁蛋白和铁蛋白固氮酶

系统具有极强的固氮活性。nifH基因具有高度保守

性，已被广泛用作研究环境中固氮菌群落结构的标

记基因［4］。

毛竹（Phyllostachys edulis）林是我国南方一

类典型的森林资源类型，占全国竹林面积的70%左

右［5］，毛竹适生性广，生长速度快，具有重要的

经济效益和生态效益。近年来，一些地区大力发展

毛竹产业，毛竹林面积不断扩大。毛竹生长对氮素

需求量极大，而我国竹林土壤的氮含量相对于林分

生长需求来说较为匮乏［6］，对于不施肥料的粗放

经营竹林而言，生物固氮是维持毛竹生长的最主要

氮源，因此在粗放经营条件下生物固氮对林地氮素

供应就显得尤为重要。天然林被改造成毛竹林后植

被群落结构发生明显变化，生物多样性下降［7］，

长期粗放经营导致毛竹林养分衰退［8］、生产力下

降［9］、土壤微生物群落结构发生改变［10］、从而

影响毛竹林的可持续发展及生态经济效益等系列问

题值得重视。因此，研究不同栽培年限毛竹林土壤

固氮菌群落丰度和结构的演变特征及其影响因素对

于了解林地土壤生物固氮状况和改善土壤氮素供应

具有深远意义。

毛竹林生态系统的固氮作用由土壤中的自生

固氮菌和毛竹内部的联合固氮菌两部分组成，本

研究着重研究土壤中自生固氮菌特征。利用聚合

酶链式反应-变性梯度凝胶电泳（Polymerase chain 

reaction-denaturing gradient gel electrophoresis，

PCR-DGGE）和荧光定量PCR（Real time fluorescent 

quantitative PCR，qPCR）技术，研究毛竹纯林粗

放经营过程中土壤固氮菌nifH基因的丰度及其群落

结构的演变规律，为长期可持续经营毛竹林提供理

论依据。
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1　材料与方法

1.1　研究区概况

试 验 地 位 于 浙 江 省 湖 州 市 安 吉 县 境 内

（30°52′～30°23′ N，119°53′～119°14′ E），该地

属于北亚热带季风气候，年平均气温15 ℃，年均

降水量1 485 mm，年均日照时数2 005 h，≥10 ℃

的积温4 934 ℃，无霜期226 d。毛竹林栽培区属低

山丘陵地貌，土壤母质为粉砂和细砂混合岩。研究

区内毛竹林由马尾松林（Pinus massoniana）改造

而成，以粗放经营为主，刚种植毛竹时施用化肥，

之后均未施肥。于2013年10月选择不同栽培年限

的粗放经营毛竹林地进行调研。

1.2　样品采集与处理

按照生态控制原则和根据实际生产情况，选择

4个不同栽培年限的毛竹林：5YR（营造年份为2008

年）、9YR（营造年份为2004年）、15YR（营造

年份为1998 年）和18YR（营造年份为1995 a）， 

同时选择种植毛竹前立地条件相似的马尾松林作为

对照（CK），共计5个处理。采样方法：分别在每

个种植区建立10 m×10 m标准地各3个，在每个标

准样地中按一定距离设置3个采样点。去除表层落

叶等杂物后采集0～20 cm土壤样品，3份土壤样品

充分混合成为一个样品。样品混匀后过2 mm筛，

按四分法分成两份分别装入无菌塑料袋，置于冰上

带回实验室。一份风干后用于土壤理化性质分析，

另一份样品冷冻干燥后置于-70 ℃保存，用于核酸

提取。

1.3　分析方法

土壤化学性质分析： 土壤化学性质分析参照

文献［11］进行。其中，土壤pH测定采用1∶2.5

土 水 质 量 比 ， 用 酸 度 计 测 定 （ M e t t l e r  T o l e d o 

Seveneasy，Sweden）；有机质含量用重铬酸钾容

量法；碱解氮采用碱解扩散法；土壤硝态氮和铵

态氮分别采用KCl浸提—紫外分光光度法和KCl浸

提—靛酚蓝比色法；有效磷采用盐酸-氟化铵溶液

浸提—钼锑抗比色法测定；速效钾采用醋酸铵提

取—火焰光度计测定。

土壤总DNA的提取： 采用PowerSo i l ® DNA 

Isolation Kit（Mo Bio，USA）试剂盒提取土壤总

D N A ， 操 作 方 法 按 试 剂 盒 说 明 书 进 行 ， 提 取 的

D N A 片 段 大 小 经 1 % （ 质 量 体 积 比 ） 的 琼 脂 糖 凝

胶电泳检测，并用微量分光光度计进行浓度测定

（NanoDrop ND-1000 spectrophotometer，USA）。

nifH基因片段变性梯度凝胶电泳（DGGE）： 

采用巢式PCR扩增土壤样品中的nifH基因［1］。第

一 轮 P C R 扩 增 ， 使 用 正 向 引 物 F G P H 1 9 ［ 1 2 ］和 反

向引物PolR ［13］扩增片段长度约为429 bp。以第

一轮PCR产物为模板进行第二轮PCR扩增，使用

正向引物PolF和反向引物AQER［13］，得到320 bp

（包括GC夹序列）的扩增产物，其中PolF在5'端

加一段GC夹［1］。25 μl反应体系如下：12.5 μl 

10×Premix  Taq，引物（10 μmol  L -1）各0.25 

μl，模板DNA 0.3 μl，Bovine Serum Albumin 

（BSA，20 mg mL-1）0.2 μl，用无菌双蒸水补足

至25 μl。扩增程序为：94 ℃变性1 min，退火1 

min（第一轮PCR退火温度55 ℃，第二轮PCR退火

温度为48 ℃），72 ℃延伸2 min，30个循环，最

后72 ℃延伸5 min。反应设置不加模板的阴性对照

组，PCR产物经1.5％（m/v）琼脂糖凝胶电泳检测

后用于DGGE分析。

使用D-CodeTM Universal Mutation Detection 

System（Bio-Rad，USA）进行DGGE分析，在浓度

为8%的聚丙烯酰胺和变性梯度为40%～65%的凝

胶上进行电泳（100%变性胶含有7 mol L-1尿素和

40%（体积比）去离子甲酰胺）。取10 μl第二轮

PCR产物与10 μl 6×loading buffer混匀后用微量进

样器进样，在60 ℃和80 V条件下电泳13 h。电泳

结束后，凝胶经SYBR greenⅠ（1∶10 000）染料

染色30 min后于Gel DocTM EQ凝胶成像系统（Bio-
Rad，USA）拍照保存，并利用Quantity One 4.6.2

（Bio-Rad，USA）软件进行数字化分析。

DGGE条带测序和系统发育分析：用无 菌手

术刀将DGGE图谱中的主要类型条带进行切胶回

收，以不带GC夹的第二轮引物进行扩增。将确定

为单一条带的PCR产物用纯化试剂盒（TaKaRa，

J a p a n ） 纯 化 后 与 载 体 p E A S Y - T 3 连 接 ， 转 化 到

大 肠 杆 菌 （ E s c h e r i c h i a  c o l i） J M 1 0 9 中 ， 检 测

阳 性 克 隆 ， 阳 性 克 隆 送 至 上 海 生 工 生 物 技 术 公

司进行测序。测序结果在NCBI上进行Blas t比对

分 析 ， 获 取 相 近 序 列 。 用 M e g a  4 . 0 中 的 邻 接 法

（Neighbo r - j o i n ing）建立固氮菌n i fH基因的系

统发育树。DGGE图谱得到的20条ni fH基因序列

提 交 G e n B a n k （ N C B I ） 数 据 库 ， 得 到 序 列 号 为

KM401607～KM401626。

固氮菌ni fH基因定量PCR：以提取的土壤总
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DNA作为模板，AQER和PolF为引物 ［13］，采用

实时荧光定量PCR（qPCR）法测定固氮菌nifH基

因拷贝数。20 μl反应体系组成如下：2×SYBR 

Premix Ex TaqTM 10 μl，50 μmol L-1上游和下游

引物各0.2 μl，模板DNA 1 μl，无菌双蒸水8.6 

μl，每个样品3次重复，荧光定量PCR扩增在CFX 

96TM Real-Time System（Bio-Rad，USA）仪器上进

行，荧光定量PCR程序参照文献［14］。标准曲线

制作：将测序获得的已知种属的阳性克隆子扩增培

养后提取质粒DNA，微量分光光度计检测其浓度和

纯度（OD260/OD280）后，将重组质粒10倍梯度稀释

（10-3～10-8），每个梯度3个重复，作为nifH基因

的荧光定量的标准样品，反应程序和反应体系同上

所述。扩增效率86%，决定系数（R2）0.999。

1.4　数据处理

DGGE图谱经Quantity One软件数字化，并采

用Shannon多样性指数（H）、丰富度指数（D）以

及均匀度指数（E）对土壤固氮菌nifH多样性进行

分析［15］，其计算公式分别为：

（1）

（2）

（3）

式（1～3）中，n i为每条电泳条带光密度峰值，

N 为 同 一 泳 道 中 所 有 条 带 光 密 度 峰 值 总 和 ， S 为

每一泳道总的条带数，电泳条带光密度峰值通过

Quantity One 软件获取。

使 用 C A N O C O 4 . 5 软 件 （ M i c r o c o m p u t e r 

Power，Ithaca，USA）对DGGE结果揭示的固氮菌

群落结构结合环境参数进行冗余分析（Redundancy 

analysis，RDA）；相关性分析采用Pearson法。

2　结　果

2.1　 不同年限毛竹林土壤化学性质与固氮菌丰度

的关系

不同栽培年限毛竹林土壤样品的理化性质结果

见表1，不同栽培年限土壤理化性质发生了较大改

变。天然马尾松林改种毛竹后土壤pH增加，随着

栽培年限的增加土壤pH先上升后下降，种植9 a时

达到最大，之后逐渐下降。土壤有机质、有效磷、

速效钾和铵态氮含量的变化规律与土壤pH相似，

但达到最大值的时间是种植5 a的土壤；碱解氮、

硝态氮含量则随着栽培年限的增加呈下降趋势，至

18 a达到最低值。

不同栽培年限毛竹林土壤ni fH基因的拷贝数

介于5.22×106 ～1.89×107copies g-1干土之间。

马尾松林改种为毛竹林初期（5YR）土壤固氮菌

数量大幅度增加，增幅达152%，之后土壤固氮菌

数量下降，处理9YR时最低，之后固氮菌数量呈回

升的趋势，15YR和18YR处理土壤固氮菌数量已回

到CK水平。相关性分析发现nifH基因数量与速效

钾（r=0.80，p<0.01，n=15）和有机质（r=0.84，

p<0.01，n=15）的含量呈极显著正相关性，与铵态氮

的含量呈显著正相关性（r=0.53，p<0.05，n=15）。

表1　不同年限毛竹林土壤化学性质和固氮菌的数量

Table 1　Chemical properties of moso bamboo stands and abundance of nitrogen-fixing bacteria in soils relative to age of cultivation

（means ± SD）

处理

pH（H2O）

有机质 碱解氮 有效磷 速效钾 硝态氮 铵态氮 固氮菌数量

Treatment
Organic 

matter
Alkalytic N Available P

Readily 

available K
NO3

--N NH4
+-N

population size

 of nifH gene

（g kg-1） （mg kg-1） （mg kg-1） （mg kg-1） （mg kg-1） （mg kg-1）
（×106 copies g-1 

dry soil）

CK 4.51±0.05 43.28±2.18 137.1±42.7 0.64±0.15 40.0±7.2 56.92±15.55 11.65±2.18 7.49±1.94

5YR 4.61±0.08 57.84±1.60 102.2±3.9 1.97±0.41 67.0±8.2 48.16±4.40 14.14±0.91 18.9±1.41

9YR 4.88±0.15 35.75±1.25 93.12±3.68 1.95±0.43 41.0±5.0 42.30±1.31 10.69±2.78 5.22±1.12

15YR 4.71±0.12 41.87±2.13  93.95±20.41 1.49±0.85 45.7±3.2 42.40±3.60 12.77±2.70 9.12±1.47

18YR 4.63±0.06 35.01±4.22 70.15±5.13 1.23±0.25 44.7±5.9 41.51±0.82  9.36±3.91 6.98±1.27
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2.2　土壤固氮菌nifH基因DGGE分析

从 图 1 中 可 以 看 出 ， 随 着 毛 竹 林 栽 培 年 限 的

延长，不同处理固氮菌DGGE图谱的条带数、条

带位置和亮度存在一定程度的差异。DGGE图谱

显示所有的土壤样品共有20条位置不同的条带，

5YR处理条带最丰富，多样性指数和丰富度指数

（ 图 1 下 方 数 据 ） 也 最 高 ； 9 Y R 、 1 5 Y R 和 1 8 Y R

处理多样性指数和丰富度指数低于5YR，但明显

高于CK处理（仅有10条条带）。条带10、18和

19为优势固氮菌类群，随毛竹林栽培变化差异较

大。其中，条带10较稳定，而条带18在5YR时为

主 导 类 群 ， 在 9 Y R 和 1 5 Y R 时 亮 度 减 少 明 显 ， 至

18YR时又恢复；与之相反，条带19在CK中为主

导 ， 而 在 5 Y R 和 1 8 Y R 消 失 。 一 些 非 优 势 条 带 ，

如条带5和6在改种初期（5YR）消失，但是出现

了一些新的条带，如7、9和11。随着毛竹林粗放

经营时间增加，条带8和11在9 a消失，但在18 a

后又恢复；条带16在后期亮度提高，说明毛竹栽

培 对 其 产 生 了 一 定 的 影 响 ； 从 图 1 中 也 可 看 出 ：

5YR和9YR样品的固氮菌群落结构在第一排序轴

上 与 C K 距 离 较 远 ， 而 1 5 Y R 和 1 8 Y R 样 品 与 对 照

相距较近，表明毛竹栽培对林地土壤固氮菌群落

结构产生了较大的影响，而长期栽培后差异有所 

降低。

注：多样性指数（H，E，D）. H，Shannon 指数；E，均匀度指数；D，丰富度指数；AN，碱解氮；AP，有效磷；AK，速效钾；

OM，有机质；NO3
--N，硝态氮；NH4

+-N，铵态氮

Note：Diversity indices（H，E，D）. H，Shannon index；E，Evenness；D，Richness；AN，Alkalytic N；AP，Available P；AK，

Readily available K；OM，Organic matter

图1　不同年限毛竹林土壤固氮菌群落nifH基因的DGGE图谱和固氮菌群落结构的冗余分析

Fig. 1　DGGE fingerprinting of the nifH genes of nitrogen-fixing bacteria in the moso bamboo stands and redundancy analysis of their 

community structures relative to age of the stand

冗余分析（Redundancy analysis，RDA）显

示 （ 图 1 ） ： 第 一 排 序 轴 （ A x i s  1 ） 和 第 二 排 序

轴（Axis  2）分别解释了样本中24.1%和22.5%

的 变 异 ， 两 者 共 解 释 了 样 本 4 6 . 6 % 的 总 变 异 ， 7

个 环 境 因 子 中 速 效 钾 A K （ p = 0 . 0 0 2 ） 和 有 效 磷

A P （ p = 0 . 0 0 4 ） ， 有 机 质 O M （ p = 0 . 0 1 6 ） 和 p H

（p=0.034）对土壤固氮菌群落的影响分别达极显

著（p<0.01）和显著（p<0.05）水平，硝态氮、铵

态氮与碱解氮对群落结构的影响较小，未达显著水

平（p>0.05）。其中，土壤有机质和速效钾对5YR

毛竹林地土壤固氮菌影响最大，引起了优势条带18

出现而条带19消失；土壤pH则对9YR和15YR毛竹

林地土壤固氮菌影响最大，其中对亮度逐渐降低的

优势条带19有较大作用；而有效磷则对5YR、9YR
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和15YR毛竹林地土壤固氮菌均有影响。

2.3　土壤固氮菌nifH基因测序及系统发育分析

将DGGE图谱中标识的条带进行切胶回收测

序 ， 将 测 序 结 果 与 N C B I 比 对 后 构 建 系 统 发 育 树

（ 图 2 ） 。 本 研 究 得 到 的 序 列 均 与 G e n B a n k 中 不

可培养的固氮菌ni fH基因片段具有较高的相似度

（93%～98%），而这些序列又与α-变形菌纲的

慢生根瘤菌（Bradyrhizobium  sp .）具有较近的

亲缘关系，与γ-变形菌纲的同样具有nifH基因的

Methylobacter sp.亲缘关系较远。

标尺长度为5%的核苷酸置换率，分支点数字代表步长值（基于1 000次重复）

The scale bar：5% nucleotide substitution rate. Numbers at branch points are percentage bootstrap（values based on 1 000 replicates）

图2　DGGE图谱条带nifH基因的系统进化分析

Fig. 2 Phylogenetic analysis of the nifH gene clones from DGGE profile with the closest known relatives obtained from GeneBank（NCBI）
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3　讨　论

粗放经营过程中不同栽培年限毛竹林土壤固

氮菌nifH的数量与种群结构变化规律具有相似性。

与马尾松林相比，nifH基因数量在改种毛竹林初期

（5YR）显著提高，表明毛竹林栽培前期阶段对提

高固氮菌丰度效果较好，有利于固氮菌的生长。这

可能是因为毛竹林生长初期土壤较高的有机质含量

和旺盛的根系分泌物为固氮菌的生长提供了更多的

碳源和养分。然而，随着栽培时间的延长，栽培

9 a时固氮菌数量又急剧降低，随后逐渐稳定，这

可能是毛竹作为一种土壤养分消耗较高的物种，随

着栽培时间的延长，养分指标均呈下降趋势，其自

身的养分循环，如凋落物分解和有机碳固定，并不

能满足土壤自肥的要求［16］，以上结果表明长期粗

放经营毛竹林可降低固氮菌丰度。已有研究表明，

土壤中固氮菌的丰度与土壤碳含量和土壤养分，如

有效磷、速效钾等密切相关［17-18］。微生物固氮需

要足够的能量，固氮菌每固定一分子氮至少需要约

16个ATP，而有机碳通常是其主要能量来源［19］。

本研究发现，栽培后期毛竹林地土壤各项养分指标

均有不同程度的降低，可能一定程度上限制了异养

固氮菌的生长。相关性分析显示nifH基因数量与有

机质和速效钾含量呈极显著正相关性，进一步表明

毛竹林土壤养分含量的降低直接影响了固氮菌的 

丰度。

为进一步揭示特定环境因子变化和固氮菌群落

结构的内在联系，本研究采用冗余分析就文中的7

个环境因子对不同栽培年限毛竹林土壤固氮菌群落

结构的影响进行了探讨，RDA分析结果表明土壤

有效磷、速效钾和有机质及pH是影响固氮菌群落

结构的主导因素。这与Zou等［20］研究报道的pH、

有效磷对固氮菌区系的影响显著（p<0.05）结果较

为一致，而且这2个土壤理化因子之间存在显著的

相关性，进一步说明固氮菌群落结构可由多个环境

因子共同控制。董志新等［21］通过黑土和潮土固氮

菌群落多样性研究发现土壤固氮菌多样性与土壤有

效磷、速效钾和有机质呈正相关，而与pH呈负相

关。可见，有效磷、速效钾和有机质及pH的变化

对土壤固氮菌群落结构影响较大，这些环境因子及

其相互作用对改变林地土壤固氮菌生长环境和活性

具有重要作用。因此，长期栽培毛竹引起的土壤养

分含量的变化是导致固氮菌群落结构变异的重要因

素，粗放经营过程应合理控制养分的输入和输出，

防止土壤养分流失。本研究进一步发现，固氮菌丰

度与土壤无机氮（硝态氮与铵态氮）含量和无机氮

与碱解氮的总量均无显著相关性，说明影响固氮菌

群落结构变化的机制较为复杂。

系统发育结果表明，不同栽培年限毛竹林土

壤固氮菌群落结构由α-变形菌纲的不可培养固氮

菌组成，与慢生根瘤菌属具有较近的亲缘关系但又

不完全相同，可能是该地区特有的。本研究结果与

Rösch等［22］报道的α-变形菌纲固氮菌在酸性土壤

中占优势结果一致，但未发现含固氮功能的蓝藻菌

门。与此相似，文都日乐等［23］研究也发现呼伦贝

尔草原土壤固氮菌大部分属于变形菌门的α-变形

菌纲，且慢生根瘤菌属是主导菌群。因此，与慢生

根瘤菌亲缘关系较近的这些固氮菌在反映该地区土

壤环境变化和提供毛竹林土壤氮素供应中起了重要

的作用。此外，本研究结果也发现个别处理重复性

较差，如CK和15YR样地各有一个离群样品，可能

与林地土壤异质性较大有关。不同样点间局部植被

和环境的差异可能引发土壤微生物性质差异［24］，

在后续的研究中有必要增加重复样品采集数量，提

高样品的代表性。 

4　结　论

本研究表明，马尾松林改种毛竹林后显著提

高了土壤固氮菌群落多样性和丰度，而随着栽培年

限的延长固氮菌的群落结构差异减小，多样性和丰

度逐渐降低。长期粗放经营降低了土壤养分含量，

是导致土壤中固氮菌群落改变和数量减少的重要因

素。因此，必须采取合理的方式维持碳源含量和养

分的平衡，以保持微生物的多样性，促进竹林可持

续发展。然而，长期的毛竹栽培和经营措施对土壤

固氮菌群落和活性的影响还有待于进一步的研究。
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EVOLVEMENT OF STRUCTURE AND ABUNDANCE OF SOIL NITROGEN-FIXING 
BACTERIAL COMMUNITY IN PHYLLOSTACHYS EDULIS PLANTATIONS WITH AGE 

OF TIME

He Donghua　Shen Qiulan　Xu Qiufang†　Chen Junhui　Cheng Min　Mao Xinwei　Li Yongchun
（Zhejiang Provincial Key Laboratory of Carbon Cycling in Forest Ecosystems and Carbon Sequestration，School of Environmental 

and Resources，Zhejiang Agriculture and Forestry University，Lin’an，Zhejiang  311300，China）

Abstract　Soil  ni t rogen - f ix ing bacter ia l  communit ies  play a  key role  in  ni t rogen recycl ing in 

Phyllostachys edulis plantations forest soils.  However，so far little has been reported on changes in 

structure and abundance of the nitrogen-fixing bacterial community in Phyllostachys edulis plantations with 

age of cultivation. In this study，soil samples were collected from the topsoil（0～20 cm）layers of four 

Phyllostachys edulis plantations different in cultivation history（5 a，9 a，15 a and 18 a，respectively）

and a Pinus massoniana plantation similar in ecological background（as control，CK）. Polymerase chain 

reaction-denaturing gradient gel electrophoresis（PCR-DGGE）and real-time fluorescent quantitative PCR

（qPCR）were employed to characterize changes in structure and abundance of the soil nitrogen-fixing 

bacterial communities in the soils，separately. Factors affecting structure of the nitrogen-fixing bacterial 

communities in soils were analysed using the redundancy analysis method. Results show that soil pH and 

contents of readily available potassium，available phosphorus，organic matter and ammonium nitrogen in 

the soil increased greatly 5 years after the transformation of Pinus massoniana stand into Phyllostachys 
edulis stand，but then decreased gradually and leveled off with the plantation going on. Shannon and richness 

indices and nifH gene copies of the soil nitrogen-fixing bacterial communities show similar trends. Sequencing 

of DGGE bands reveals that in the soils under Phyllostachys edulis plantations，the N2-fixing bacteria are 

all unculturable azotobacteria that are quite similar to Bradyrhizobium sp. Redundancy analysis（RDA）

shows that age of cultivation clearly affected structure of the soil nitrogen-fixing bacterial communities in 

Phyllostachys edulis plantations and the community structures in the soils after 5 a and 9 a of cultivation 

differed sharply from that in control. However，differences between the plots of 15 a and 18 a and control 

were not so significant. Besides，soil readily available potassium，available phosphorus，organic matter and 
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pH were the main factors affecting nitrogen-fixing bacterial community in soils under Phyllostachys edulis 
plantations. Therefore，changes in soil fertility induced by long-term Phyllostachys edulis plantations can 

potentially influence diversity of the soil nitrogen-fixing bacteria and alter their community structure.

Key words　Phyllostachys edulis  platat ions；NifH gene；Diversi ty；Denaturing gradient  gel 

electrophoresis（DGGE）

（责任编辑：汪枞生）
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