
摘 要：采用田间小区试验，结合 DGGE-cloning测序技术，研究了潮土中施用生物炭对土壤细菌多样性的影响。结果表明：施用生
物炭的处理 C2（15 t·hm-2生物炭+225 kg·hm-2氮肥）、C3（25 t·hm-2生物炭+225 kg·hm-2氮肥）、C4（30 t·hm-2生物炭+225 kg·hm-2氮
肥）土壤 16S rDNA DGGE指纹图谱条带数较对照 CK1（不施生物炭不施氮肥）和 CK2（不施生物炭施 225 kg·hm-2氮肥）增多 4耀5条，
Shannon-Wiener多样性指数和 Pielou均匀度指数却分别下降 11.5%耀13.0%和 14.1%耀16.5%；不施用生物炭处理的土壤细菌群落相
似度高，且与施用生物炭的土壤存在差异，其中 C4处理的土壤细菌群落与其他处理差别最大；选取 DGGE指纹图谱中有代表性的
13个条带进行测序结果显示，C3、C4处理中增加的条带 p、择、r等代表的均为未分类的细菌，条带 e和 g为变形菌门（Proteobacteria）。
可见，生物炭施用虽然促进新的细菌生长，但同时也抑制了原有某些细菌的生长，改变了土壤细菌群落组分，最终导致土壤细菌多

样性和均匀度下降。
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Abstract：As a by-product of biomass pyrolysis, biochar has been deployed to alleviate anthropogenically triggered increases in atmospheric
CO2 concentrations. It is generally accepted that biochar -C is largely unavailable to soil microbes but can change soil physicochemical
properties. Applying biochar with metabolically available labile-C compounds may shift soil microbial community structure. In the present
research, a field experiment was designed to investigate temporal changes in bacterial diversity after biochar additions in fluvor-aquic soil in
North China. Six treatments with four replicates were used：CK1（no biochar or urea-N）; CK2（no biochar+225 kg urea-N·hm-2）; C1（7.5 t·
hm-2 biochar +225 kg urea-N·hm-2）; C2（15 t·hm-2 biochar+225 kg urea-N·hm-2）; C3（25 t·hm-2 biochar+225 kg urea-N·hm-2）; C4（30 t·
hm-2 biochar+225 kg urea-N·hm-2）. The biochar used in the experiment was pyrolytic peanut shell processed at 300 益. The experimental
treatments were randomly assigned. Bacterial diversity was measured using DGGE -cloning sequencing method. Compared with controls
（CK1, CK2）, biochar treatments increased DGGE fingerprints by 4 or 5 bands, but decreased the Shannon-Wiener diversity and Pielou even原
ness index by 11.5%~13.0%, 14.1%~16.5%, respectively. Cluster analysis indicated that DGGE fingerprints shared at least 60% similarity
among all treatments. Additions of biochar reduced the similarity of bacterial community composition. Sequencing 13 bands selected from
DGGE gel according to their peculiarity showed that new bands p, q and r were found but the bands e and g representing Proteobacteria dis原
appeared in the treatment C3 and C4. The present results indicate that biochar promotes the growth of new bacteria but inhibit some known
bacteria, thus changing the bacterial community composition and decreasing the diversity and evenness index of soil bacterial community.
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生物炭是生物质在低氧环境下，经过高温热解

（300~700 益）而得到的一类具有大比表面积、多孔且
高度芳香化的富碳物质。近年来，生物炭作为一种功

能材料在农业上的应用引起广泛关注，其在土壤耕性

改良[1]、肥力提升[2]及污染修复[3]等方面呈现可观潜力，
为农业可持续发展、增强农业应对气候变化能力提供

了新的思路。生物炭具有较高的热稳定性和化学稳定

性，在土壤中能够长期驻留，利用其多孔性，可以有效

疏松土层[4]，增加土壤通气性，为土壤微生物提供栖
息和繁衍场所，促进土壤微生物菌群结构[5]、微生物区
系组成及活性发生变化[6]。

土壤细菌是土壤微生物的重要组成部分，在土壤

有机质分解、腐殖质形成、养分转化与吸收等过程中

起到重要作用，其群落结构组成及多样性变化是表征

土壤环境质量的敏感指标，因此，在土壤生态学研究

中，土壤细菌群落的变化逐渐成为人们探索的重要方

向之一。有研究表明生物炭可以显著提高土壤细菌群

落多样性[7]，Anderson等[5]发现添加生物炭后土壤慢生
根瘤（Bradyrhizobiaceae）和生丝微菌（Hyphomicrobi原
aceae）种群丰度分别增加 8%和 14%。陈伟等[8]观测到
生物炭处理的土壤中平邑甜茶根际可培养的细菌数

量是 CK（不施用生物炭处理）的 2.63~8.23倍。但另有
研究表明生物炭施用会降低土壤微生物的多样性[9]，
Spokas等[10]认为由生物炭释放出的乙烯可以抑制一
些细菌的活性，在 Anderson等[5]研究中也发现了土壤
链球菌和小单孢菌数较未施用生物炭的分别降低

11%和 8%。此外，也有研究认为生物炭输入对土壤菌
落的生长没有显著影响[11]，Pietikainen 等[12]认为生物
炭输入总体上对土壤微生物量影响不大。不同原料

及热解条件制备的生物炭的孔型结构、表面特征及化

学组成等性质存在较大差异，这可能是导致上述研究

结果不一致的重要原因，另外，细菌种群的生理差异

及土壤质地的不同也可能引起一些研究结果相悖。由

此看来，生物炭对土壤细菌群落活动的影响过程较为

复杂，仍需进一步深入探索。本研究采用田间小区试

验，利用 DGGE-cloning测序技术，观测生物炭施用条
件下土壤细菌群落结构多样性变化，以期揭示其对生

物炭输入的响应特征，为生物炭农学应用提供理论依

据。

1 材料与方法

1.1 研究区域概况
试验于 2012年 6—10月在农业部环境保护科研

监测所综合试验场区（39毅5忆N，117毅8忆E）进行。该试验
场区地处天津市南开区，属温带大陆性季风气候，年

平均气温为 12.3 益，年平均降雨量为 550~680 mm。供
试土壤为华北平原潮土，作物轮作方式为冬小麦-夏
玉米，该试验季种植作物为夏玉米（丹玉 22）。土壤
pH值 7.6，有机质含量 18.8 g·kg-1，全氮含量 1.08 g·
kg-1，全磷含量 0.69 g·kg-1，铵态氮含量 4.7 mg·kg-1，硝
态氮含量 43.3 mg·kg-1，速效磷含量 18.4 mg·kg-1，速
效钾含量 21.0 mg·kg-1。
1.2 生物炭制备

生物炭由河南三利新能源公司制备，原料为花生

壳。花生壳风干后，粉碎过 2 mm筛，然后放入已设置
好程序的热解炉中，炉中保持 N2 通过，流量为 0.1
m3·h-1。热解温度控制：启动温度为 40 益，以 5 益·min-1

幅度升温至 170 益，保持 30 min，然后再按照 5 益·
min-1幅度升温至 300 益，保持 6 h，然后保持通 N2状
态冷却至室温。冷却后，将生物炭过 2 mm筛，密闭保
存备用。生物炭比表面积（SBET）73 m2·g-1，孔径 23.9
nm，灰分含量 3.2%，pH 值 9.7，C（碳）含量 74.0%，K
（钾）含量 4.6%，Mg（镁）含量 0.12 g·kg-1，Ca（钙）含量
0.1 g·kg-1。
1.3 试验设计

试验共设 6个处理，分别为 CK1（即不施生物炭
也不施氮肥）、CK2（不施生物炭施氮肥）、C1（7.5 t·hm-2

生物炭+氮肥）、C2（15 t·hm-2生物炭+氮肥）、C3（25 t·
hm-2生物炭+氮肥）、C4（30 t·hm-2生物炭+氮肥），每处
理重复 4次。除 CK1外，所有处理氮肥用量均为 225
kg·hm-2，以尿素的形式 40%在播种前整地时连同生
物炭一起施入，其余 60%在小喇叭口期作追肥施入，
其他管理同一般大田生产。

1.4 样品采集
玉米播种整地前和收获后，每小区内选择 10个

点取样（S型），在玉米行间，取土深度 0~20 cm，将采
集的土样混匀，装入无菌自封袋带回实验室，剔除植

物残渣等杂物，按四分法取样。样品分两部分：一部分

放入 4 益冰箱保存，用于土壤微生物指标的测定；另
一部用于土壤化学指标测定。

1.5 分析方法
1.5.1 土壤理化性质测定

土壤有机质采用重铬酸钾-浓硫酸油浴法；全氮
采用凯氏定氮法；硝态氮和铵态氮采用 KCl浸提-流
动分析仪法；全磷采用 HClO4-H2SO4法；速效磷采用
钼蓝比色法；速效钾采用火焰光度计法；pH采用电位
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图 1 土壤微生物总 DNA电泳图
Figure 1 Agarose gel electrophoresis of soil microbial total DNA

计法（水土比 2.5颐1）；土壤含水量采用铝盒烘干法；微
生物量采用氯仿熏蒸法。

1.5.2 生物炭理化指标测定
孔隙度采用氮吸附连续流动法；比表面积、总孔

体积和平均孔径，采用容量法；pH值采用（10 g生物
炭于 150 mL蒸馏水中振荡 24 h过滤，取滤液 50 mL）
电位计测定；C 元素含量采用 TruSpec CN 元素分析
仪（美国 LECO分析仪器公司）测定；K采用原子吸收
法；Mg、Ca采用 EDTA滴定法测定。
1.5.3 土壤 DNA的提取与纯化

采用 BBI 公司的 EZ-10 SpinDNA Extraction kit
试剂盒，按操作说明进行土壤 DNA提取与纯化。
1.5.4 PCR扩增

采用 PCR 扩增方法扩增土壤细菌基因序列片
段。PCR反应体系：Premix Ex Taq 25 滋L，DNA模板 1
滋L，引物（341f-GC和 534r）1 滋L，用灭菌蒸馏水补足
终体积至 50 滋L。反应条件：95 益 7 min，94 益 1 min，
61 益 1 min，72 益 1 min，35个循环，最后 72 益 7 min，
保温至 25 益。所用引物及序列如表 1。
1.5.5 DGGE分析

PCR产物采用 DcodeTM通用突变检测系统（Bio-
Rad，USA）按照操作说明进行 DGGE分析。聚丙烯酰
胺凝胶（37.5颐1）浓度为 8%，变性剂梯度为 40%~60%
（变性梯度为 100%凝胶的配方：40%双丙烯酰胺 20
mL，50伊TAE buffer 2 mL，去离子甲酰胺 40 mL，尿素
42 g，补水至 100 mL）。凝胶板制作好后，组装放入含
有 1伊TAE的电泳槽中，预热到 60 益时加样，将 20
滋L PCR产物和 4 滋L 6伊loading buffer 用微量进样器
加入胶孔中，50 V预热 30 min，然后 100 V、60 益条件
下电泳 16 h。电泳结束后，小心取出凝胶，放在
SYBRTM Green I（1 颐10 000 稀释）染色液中染色30
min，然后在 Bio-rad公司的凝胶成像系统下进行观
察和拍照。

1.5.6 割胶回收测序
在紫外灯下对 DGGE图谱的优势条带和主要特

异条带进行割胶，将切下的 DNA条带分别放入 1.5
mL离心管中，加入 500 滋L的灭菌超纯水，4 益保存
过夜。次日，取 5 滋L溶液作为 PCR模板，采用无发夹

结构的 341f和 534r引物进行扩增，PCR的反应体系
是：Premix Ex Taq 25 滋L，胶回收产物 5 滋L，引物各 1
滋L，灭菌蒸馏水补足至 50 滋L。反应条件为：94 益 3
min，94 益 45 s，58 益 45 s，72 益 2 min，35 个循环，72
益 7 min。PCR产物用 1.5%的琼脂糖凝胶电泳进行检
测并进行胶回收纯化。所得产物克隆至 pGEM-T
Easy Vector System（Promega，USA）载体中并进行序列
测定，测序由上海生工生物工程技术服务有限公司完

成。将测序所得 DNA序列与 NCBI数据库中的已有
序列进行 BLAST序列比对并建立进化发育树。
1.5.7 数据处理

采用 Quantity One 凝胶成像图像处理系统对
DGGE图谱中的条带的位置和亮度进行数字化处理
和聚类分析；应用 MEGA 4.0软件建立系统发育进化
树；使用 Excel进行数据处理及方差分析。细菌多样
性指数（Shannon-Wiener）和均匀度指数（Pielou）分别
用 H忆和 EH忆表示，其计算公式如下：

H忆=-
S

i=1
移Pilni

EH忆=H忆/ln S
式中：S代表条带总数或丰度；Pi代表第 i条带占总密
度的比例。

2 结果与分析

2.1 土壤 DNA与细菌群落 DGGE图谱分析
由图 1可知，PCR扩增产物位于 250 bp左右，所

提取的土壤总 DNA质量较好，能够满足 PCR-DGGE
分析要求。DGGE指纹图谱显示，C1处理与对照（CK1
和 CK2）无明显差异；C2、C3、C4处理条带数均达到 35

表 1 细菌 PCR扩增的引物及其序列
Table 1 Primers used for amplifying bacterial genes

引物 Primer 引物序列 Primer sequences 片段长度 Length/bp
341f-GC 5忆-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGG CGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCA-3忆 56

534r 5忆-ATTACCGCGGCTGCTGG-3忆 17

M C1 C2 C3 C4CK1 CK2
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条，较对照（CK1和 CK2）增多 4~5 条（图 2，表 2），说
明施用生物炭促进了某些细菌的生长。对图 2 DGGE
指纹图谱分析表明，不同处理间有许多共有条带，土

壤菌群结构表现出较高的相似性，说明这些条带所代

表的土壤细菌很稳定，不受施用生物炭的影响。但在

生物炭添加处理中，即 C1、C2、C3、C4 泳道上出现与
CK1和 CK2不同的条带（o、p、q、r），也有一部分条带逐
渐消失或丢失（b、e、g、k），使得土壤细菌群落结构发
生变化。

施用生物炭处理（C1、C2、C3、C4）的土壤细菌多样

性指数为 2.62~3.14（表 2），较不施生物炭的处理
（CK1、CK2）平均降低 11.5%~13.0%；土壤细菌群落的
均匀度指数也呈逐渐下降的趋势，施用生物炭的处理

较不施用的平均降低 14.1%~16.5%，这表明施用生物
炭可能降低土壤菌群结构多样性和均匀度，总体呈现

为 CK1>CK2>C1>C3>C2>C4（其中 C3>C2，但不显著）。
2.2 细菌群落 DGGE图谱聚类分析

聚类分析表明，所有处理土壤细菌 DGGE图谱
相似性均达 60%以上（图 3）。其中 CK1与 CK2处理土
壤细菌 DGGE图谱相似性达到 84%，并聚成一簇。C1
与 C2处理土壤细菌 DGGE图谱相似性达 85%，并聚
成一簇。C4明显与其他处理土壤细菌 DGGE图谱差
异较大，自己为一簇。从以上结果来看，发现没有添加

生物炭的归为一簇，添加生物炭的土壤归为一簇，说

明添加生物炭与未添加生物炭的土壤细菌群落结构

存在差异，且表现出随生物炭用量增加，土壤菌群结

构与未施用的相似度降低的趋势，表明施用生物炭引

起土壤细菌群落组分发生一定的变异。但总体来看，

发生变异的幅度约 20%~40%，意味着只有部分菌群
发生变化，多数菌群仍维持原有状态。

2.3 细菌群落 DGGE-cloning测序分析
将 DGGE优势条带切胶分离，基于 DGGE图谱

条带位置和亮度，选择性切取 13条带，其中所有处理
共有条带 6 条，分别为条带 c、d、f、h、i和 m；条带 a、
b、e为 CK1和 CK2特有条带（表 3）；条带 n、g为C3和
C4缺失条带；条带 j为 C4缺失条带；条带 r为 C1和 C2
缺失条带。可见，施用生物炭改变了原有土壤细菌群

落结构，在增加土壤特异菌种的同时也抑制了原有菌

种的生长。核糖体数据库（Ribosomal Database Project）
比对结果表明（图 4）：在数据库中匹配的 13 个序列
均为细菌，其中条带 i 代表的细菌属于拟杆菌门
（Bacteroidetes），为革兰氏阴性菌。条带 e和 g代表的
细菌属于变形菌门（Proteobacteria），革兰氏阴性菌，
多数细菌营兼性或者专性厌氧及异养生活，一些自由

图 3 DGGE图谱聚类分析
Figure 3 Cluster analysis of DGGE banding patterns

图 2 16S rDNA扩增片段的 DGGE图谱
Figure 2 DGGE profiles of 16S rDNA PCR products
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表 2 土壤细菌 DGGE图谱条带数、
Shannon-Winner指数、均匀度指数

Table 2 DGGE band numbers，Shannon-Winner index and
Evenness index of soil bacterial community

处理
Treatment

条带数
Band number

多样性指数
Shannon-Winner index

均匀度指数
Evenness index

CK1 31 3.27依0.04a 0.95依0.01a
CK2 30 3.26依0.04a 0.94依0.01a
C1 31 3.09依0.05b 0.89依0.02ab
C2 35 2.88依0.04b 0.80依0.01b
C3 35 2.93依0.04b 0.82依0.02b
C4 35 2.65依0.03c 0.72依0.02c
注：CK1（不施肥）、CK2（单施氮肥 225 kg·hm-2）、C2（15 t·hm-2+225

kg·hm-2氮肥）、C3（25 t·hm-2+225 kg·hm-2氮肥）、C4（30 t·hm-2+225 kg·
hm-2氮肥）。
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生活的种类可以进行固氮，其中 e条带为 Lysobacte
溶杆菌属，是一种潜在的生防菌。C3、C4处理增加的条
带 p、q、r及其他条带代表的细菌均未分类。
3 讨论

普遍认为生物炭中所含的碳多数是土壤微生物

难以直接利用的，但是通过施用生物炭可以改变土壤

理化性质，且生物炭的多孔性及表面特性也能够为微

生物生存提供附着位点和空间[13]，另外，生物炭中也
含有少量易氧化分解的有机碳，能够为微生物生存提

供碳源。因此，土壤添加生物炭后可能对土壤微生物

生长、发育和繁殖或多或少地产生影响[14-15]。Kolb等[16]

研究发现生物炭施用能够长期地提高土壤微生物数

量。Ameloot等[17]研究表明施用生物炭显著增加土壤
微生物量碳，且土壤微生物群落结构变得更为复杂，

革兰氏阴性菌和阳性菌数量均显著增多。Doan等[18]在
施用化学肥料和生物有机肥的土壤中添加生物炭，发

现土壤细菌数量、群落结构多样性（Shannon）指数和
丰富度指数均显著增加。本研究也发现施用生物炭

后，土壤细菌 DGGE图谱条带数增多，表明生物炭施
用促进了某类细菌的生长，但同时发现土壤细菌群落

结构多样性指数和均匀度下降。推测认为生物炭施用
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图 4 16S rDNA序列的系统进化树
Figure 4 Phylogenetic relationship of 16S rDNA sequences

表 3 16S rDNA DGGE片段测序分析结果
Table 3 Sequencing results of 16S rDNA DGGE fragments

编号
No.

处理
Treatment

与 NCBI数据库最相近序列
Similar sequence in NBCI

相似度
Similarity/%

序列号
Accession No.

a CK2 Uncultured bacterium isolate DGGE gel band 15 16S ribosomal RNA gene，partial sequence 86 FJ499356.1
b CK2 Bacterium enrichment culture DGGE band D6 genomic sequence 85 GU270493.1
c CK2 Uncultured bacterium isolate DGGE gel band 17 16S ribosomal RNA gene，partial sequence 91 GQ996402.1
d C3 Uncultured bacterium isolate DGGE gel band 15 16S ribosomal RNA gene，partial sequence 97 FJ499356.1
e CK1 Lysobacter sp. Zs60 16S ribosomal RNA gene，partial sequence 100 JQ977478.1
f CK2 Uncultured soil bacterium clone 1_A5 16S ribosomal RNA gene，partial sequence 100 EU589251.1
g C1 Uncultured Steroidobacter sp. clone R4C_062_27F 16S ribosomal RNA gene，partial sequence 99 KC785932.1
h C4 Uncultured bacterium isolate DGGE gel band 2 16S ribosomal RNA gene，partial sequence 95 FJ499343.1
i CK2 Bacterium enrichment culture DGGE band D6 genomic sequence 92 GU270493.1
j CK1 Uncultured bacterium isolate DGGE gel band 2 16S ribosomal RNA gene，partial sequence 95 FJ499343.1
k C1 Bacterium enrichment culture DGGE band D6 genomic sequence 85 GU270493.1
l CK2 Uncultured bacterium isolate DGGE gel band 2 16S ribosomal RNA gene，partial sequence 95 FJ499343.1
m C2 Uncultured bacterium isolate DGGE gel band 2 16S ribosomal RNA gene，partial sequence 95 FJ499343.1
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在一定程度上改善了土壤微环境，为某类细菌生长提

供有利条件，引起细菌群落个体大小或数量差异增

大，群落均匀度降低，进而导致多样性指数减小，Mar原
luthi等[9]和 Hamer等[19]研究中也发现类似的现象。

已有研究表明，土壤中添加生物炭后，细菌的群

落组成会发生变化[20-21]，在添加黑炭和生物炭的土壤
中，细菌群落组成成分显著多于未添加的土壤 [7-22]。
Grossman等[20]用 DGGE的方法研究了亚马逊黑土土
壤细菌和古菌的种群结构，表明亚马逊黑土（Terra
preta）土壤细菌和古菌的种群结构与相邻未改造土相
比有 90%以上的群落存在差异，但三种黑土土壤细菌
群落组成表现出很高的相似性。Jin[23]研究表明，在玉
米的根际土壤和非根际土壤中，添加生物炭，土壤细

菌群落组分变异度增加，且高量施用生物炭（12~30
t·hm-2）处理的根际土壤细菌群落组分与低量（1 t·hm-2）
施用或未施用生物炭处理的非根际土壤细菌群落组

分差异最大。本研究发现施用生物炭引起了土壤细菌

群落组分发生了变异，再次印证了上述研究结论。但

值得说明的是，只是引起少数菌群结构发生了变异，

并未引起大幅度的变化，一定程度上维持了原有土壤

细菌群落结构。

由土壤细菌 DGGE-cloning测序结果判断，施用
生物炭促进了土壤某类细菌的生长，但也抑制了某类

原有细菌的生长，如溶杆菌属 Lysobacte，变形菌门
（Proteobacteria）的细菌，这与 Kolton等[24]研究结果一
致。溶杆菌（Lysobacte）具有滑移性[25]，该属细菌首次
于 1973年报道，1978年命名[26]，广泛存在于水体、土
壤和海绵中，具有良好的定殖活性，对许多植物病原

菌、水藻以及线虫等都有很强的拮抗作用，是一类具

有极大生防潜力的生防菌[27]。Steinbeiss等[28]利用磷脂
脂肪酸法研究发现来源自酵母的生物炭能促进真菌

生长，而源于葡萄糖的生物炭仅促进革兰氏阴性细菌

的生长。Anderson等[5]研究发现，施用生物炭后土壤酸
热菌（Acidothermaceae）、纤维素单胞菌（Cellulomon原
adaceae）、芽球菌（Geodermatophilaceae）和微杆菌
（Microbacteriaceae）数量增加，而红色杆菌（Conex原
ibacteraceae）、微球菌（Micrococcaceae）、微单胞菌（Mi原
cromonospocaceae）、类诺卡氏科（Nocardioidaceae）和
链霉菌（Streptomycetaceae）数量减少。这可能与土壤
微环境改善、养分有效性提高[29-30]及生物炭携带碳源
等因素有关[31-32]。土壤中有些微生物可以把生物炭中
的可溶性碳及易氧化碳作为生存的碳源，生物炭中所

含的部分矿物质也能被微生物所利用[33]，因此，土壤

中加入生物炭后会促进某类群微生物的生长[19]。另
外，生物炭中也含有一些对微生物有害的物质，如乙

烯[10]、高盐类物质[34]和重金属[35]等能够抑制其生长[36-37]，
当然，其具体作用机制仍待进一步深入研究。

4 结论

施用生物炭增加了土壤细菌 DGGE 图谱条带
数，促进土壤某类细菌的生长，菌群结构的差异变大，

导致土壤细菌群落结构多样性指数和均匀度下降；随

生物炭施用量的增加，土壤菌群组分与未施用生物炭

的土壤菌群组分相似度呈降低趋势，表明施用生物炭

改变了土壤原有细菌群落组分；施用生物炭引起土壤

细菌种群结构发生变异，不仅增加了一些特异细菌种

类，而且抑制了原有土壤细菌的生长。
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