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摘  要：以河北坝上地区实施退耕还林还草 18 年后的耕地、林地、灌丛和草地为研究对象，通过测定土壤理化性质并结合氯仿熏

蒸浸提法和高通量测序技术，分析了坝上地区退耕还林还草措施对土壤微生物生物量、细菌多样性和群落结构特征的影响。结果发

现：林地的土壤含水量有微弱下降趋势，但不同植被恢复类型下土壤中的碳、氮、磷、钾等元素含量无显著差异。耕地中的土壤微

生物生物量碳、氮均显著低于其他植被恢复类型。不同退耕措施下的土壤细菌群落组成均以酸杆菌门(Acidobacteria)、放线菌门

(Actinobacteria)、变形菌门(Proteobacteria)和绿弯菌门(Chloroflexi)为主。与耕地相比，林地、灌丛和草地土壤中细菌 OTU 多样性、

群落丰富度和多样性呈下降趋势，但土壤细菌的群落结构组成尚未发生明显改变。研究结果表明在坝上地区实施退耕还林还草措施

显著提高土壤微生物生物量，但对土壤细菌丰富度和多样性的影响不大。 
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Abstract: In this study we investigated soil bacteria of farmland, woodland, shrubland and grassland in Bashang area of Hebei 

Province to clarify the effects of the Returning Farmland to Forest Program (RFFP) on soil microbial biomass and diversity after 

carrying out RFFP for 18 years. Here, we determined soil physicochemical properties and analyzed the changes of soil microbial 

biomass, soil bacterial community structure and diversity via chloroform fumigation and high throughput sequencing techniques. 

Our results showed a weak downward trend in soil water content of woodland, while no significant difference in the contents of 

carbon, nitrogen, phosphorus, potassium and other elements in soils under different vegetation restorations. Moreover, microbial 

biomass carbon and nitrogen were lower in the farmland than vegetation restorations. The common dominant phyla of soil 

bacteria were Acidobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria and Chloroflexi. Compared with farmland, soil bacterial community 

composition changed insignificantly under different vegetation restorations, yet the operational taxonomic unit (OTU), soil 

bacterial abundance and diversity weakly decreased. Our results indicate that restoring vegetation in Bashang area has 

significantly improved soil microbial biomass but with little effect on bacterial abundance and diversity. 

Key words: Returning Farmland to Forest Program (RFFP); High throughput sequencing; Microbial biomass; Bacterial 

community; Bacterial diversity 
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退耕还林还草是治理水土流失和改善生态环境的

重要战略举措，也是结合保护基本农田、增加植被覆盖、

提高粮食产量、调整农村产业结构、发展农村经济等

一系列措施的重大生态修复工程[1-2]。自 1999 年我国启

动实施退耕还林试点工程以来，森林面积已从 1985 年

的 5.14×105 hm2 增加到 2015 年的 2.20×106 hm2[2]，森林

覆盖率也从 1960 年的 8% 恢复到 2010 年的 21%[3]。

河北省坝上地区位于我国北方农牧交错带中段和北

方沙漠南侵的前缘地带，该地自然条件相对恶劣，土

地沙化面积大，生态禁牧与农户饲养牲畜矛盾尖锐，

生态护养恢复速度远不及生态的逆转退化速度[4]，是

典型的生态环境脆弱区。因此，在坝上地区实施退耕

还林还草工程对该地区生态环境的恢复与保护十分

关键。 

土壤微生物可以调节多种生态系统功能，是生物

化学过程中的主要驱动力和影响因素[5]。土壤中不

同类群的微生物在能量流动、物质循环和植被恢复中

均发挥特定的作用，土壤微生物群落的恢复是土壤恢

复的关键过程[6]。因此，探索不同植被恢复措施与土

壤微生物群落之间的关系可以为生态恢复提供重要参

考。土壤微生物群落的变化往往与植物群落结构以及

土壤理化性质密切相关[7]，植被类型可以在不同程度

上影响土壤微生物多样性[8-9]。此外，不同恢复阶段土

壤微生物功能多样性的变化也反映了微生物对地上植

被、土壤微生物组成和土壤养分的响应[10]。土壤微生

物群落的组成和多样性还会随着土壤深度、土地利用

方式、土壤类型和管理状态等的变化而变化[11-13]。因

此，土壤理化性质和土壤微生物群落可以作为土壤环

境变化的主要指标，其变化可为植被恢复后的土壤肥

力和土壤质量提供评价依据[14]。 

以往的研究对退耕还林还草恢复效果的评价主

要集中在土壤理化性质、生态化学计量特征、土壤微

生物量以及地上生物量等方面[15-17]，而关于生态环境

脆弱区土壤微生物群落的组成和多样性评价尚不太

明确。高通量测序技术的发展极大地提高了人们对微

生物群落结构特征的认识，目前已广泛应用于研究海

洋、土壤和人体等多种来源的微生物多样性[18]。 

本研究对坝上地区 4 个不同植被类型(耕地、林

地、灌丛和草地)的土壤进行传统的土壤理化性质及

微生物生物量碳、氮等的测定，并且结合高通量测序

技术分析土壤总 DNA 中 16S rRNA 基因，以探究坝

上地区退耕还林还草措施对土壤细菌的影响，为今后

改善以坝上为代表的农牧交错带的生态环境和优化

土地资源利用提供科学支持。 

1  材料与方法 

1.1  研究区概况 

康保县(114°11′~114°56′E, 41°25′~ 42°08′N)地处河

北省张家口市西北部的坝上高原，平均海拔 1 450 m，

地势由东北向西南缓缓倾斜。栗钙土占土壤总面积的

99% 以上，土粒间黏结力小，结构松散，稳定性差，

易受风蚀。该地属东亚大陆性季风气候中温带亚干旱

区，夏季凉爽，雨热同期，年均气温 3.0 ℃，年均降

水量 355 mm，是农牧过渡带的典型生态脆弱区。全

年平均蒸发量 1 762.7 mm，是降水量的 5 倍，年干燥

度达 2.15[19]。康保县原有植被类型属于半干旱草原，

由于人类活动的影响，逐渐被农业生态系统所代替，

但自 2000 年实施退耕还林还草试点工程以来，康保县

累计完成退耕还林 110.3 万亩(1 亩=667 m2)，林地和

草地面积逐年增加，整体生态环境得到明显改善[20]。 

1.2  样地选择与土样采集 

考虑到耕地施肥带来的大部分碳和氮在秋收后

被农作物吸收利用，对土壤理化性质和土壤微生物生

物量的影响较小，本研究在 2018 年 9 月对康保县的

土壤进行取样，选取空间分布相邻的耕地(主要种植土

豆)、退耕还林地(主要种植杨树)、退耕还灌地(主要种

植柠条)和退耕还草地(主要种植芨芨草、羊草以及苜

蓿)作为 4 种不同植被恢复类型。每个植被恢复类型设

置 3 个重复，采用 5 点法对表层 0 ~ 20 cm 的土壤进行

采样，共采集 12 份土壤样品。采集的土壤样品迅速转

移到 –4℃冰盒中运回实验室，去除凋落物、石块、根

系等杂质，过 2 mm 筛后用于后续试验。 

1.3  样品测试 

1.3.1  土壤理化性质和微生物生物量的测定    称

取新鲜土壤在 105℃烘箱中烘干至恒重，测定土壤含

水量；利用 pH 计(SevenCompact S210-K pH 计，

Switzerland)测定土壤 pH(土∶水质量比为 1∶2.5)。

取自然风干的土壤样品用于测定土壤养分含量，利用

碳氮元素分析仪(Elementar vario EL III, Germany)测

定全碳、氮；利用碱解扩散法测定速效氮；利用碳酸

氢钠浸提法测定有效磷；利用醋酸铵–原子吸收光谱

仪法测定速效钾；利用氯仿熏蒸浸提法测定土壤微生

物生物量碳(MBC)、氮(MBN)，在计算土壤微生物生

物量碳、氮时，熏蒸土壤和未熏蒸土壤碳、氮含量插

值的转换系数分别采用 0.54 和 0.45。 

1.3.2  土壤细菌多样性的测定    首先利用 Mo Bio

的 DNA 提取试剂盒(PowerSoil® DNA Isolation Kit, 
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USA)进行 DNA 提取，之后利用 1% 琼脂糖凝胶电泳

检测抽提的基因组 DNA。在指定测序区域，合成带

有 barcode 的特异引物或合成带有错位碱基的融合引

物 ， 将 同 一 样 本 聚 合 酶 链 反 应 (polymerase chain 

reaction, PCR)产物混合后用 2% 琼脂糖凝胶电泳检

测，使用 AxyPrep DNA 凝胶回收试剂盒切胶回收

PCR 产物，经 Tris_HCl 洗脱后再次用 2% 琼脂糖凝

胶电泳检测。随后利用 Illumina Mi Seq PE300 平台进

行土壤微生物高通量测序(北京奥维森生物公司)。 

1.4   数据处理与统计分析 

1.4.1  土壤细菌 OTU(operational taxonomic unit)与

Alpha 多样性分析    对通过质量控制和筛选获取而

得的高质量序列进行归类操作，将序列按照 97% 的相

似水平分归为一个 OTU，视为一个微生物物种。基于

OTU 聚类结果计算得出的 Alpha 多样性指数可以反映

微生物群落的丰富度和多样性。其中，Chao1 指数可以

用来估计群落中的 OTU 数目，其计算公式如下： 

chaol obs 1 1 2( 1) / 2( 1)S S n n n     (1) 

式中：Schao1 为估计的 OTU 数目；Sobs 为观测到的 OTU

数目；n1 为只有一条序列的 OTU 数目，n2 为只有两

条序列的 OTU 数目。 

Shannon-Wiener 多样性指数是反映样本中微生

物多样性的指数之一，其计算公式如下： 

1

( )(ln )
s

i i
i

H P P


   (2) 

式中：Pi=ni/N，N 为所有种的个体总数，ni 为第 i 个

种的个体数；s 为种的数目。 

1.4.2  土壤细菌 Beta 多样性分析    采用非度量多

维尺度(nonmetric multidimensional scaling, NMDS)法

对 4 种植被恢复类型的细菌群落结构进行比较。 

1.4.3  统计分析    采用 Brown-Forsythe 检验，对

比 4 种不同植被恢复类型的土壤理化性质、土壤细菌

多样性(Chao1 指数和 Shannon-Wiener 多样性指数)

与土壤微生物生物量碳、氮等的差异。当 P<0.05 时，

认为不同植被恢复类型下土壤各指标的差异显著。所

有统计分析均采用 R 程序(R core Team, 2020)完成，

分析结果利用 R 程序的 ggplot2 软件包以及 Origin 

Pro 2016 绘图予以呈现。 

2  结果 

2.1  土壤理化性质 

4 种植被类型下的土壤含水量未呈现明显差异

(表 1)。与其他 3 种植被类型相比，林地的土壤含水量

有微弱的下降趋势但不显著。经 Brown-Forsythe 检验

发现，不同植被恢复措施下的土壤有效磷、速效钾、

速效氮、全碳和全氮含量的差异均不显著，但土壤 pH

差异显著，尤其是灌丛的土壤 pH 要高于耕地和林地。 

2.2  土壤微生物生物量 

4 种植被类型下的土壤微生物生物量碳(P=0.010)、

氮(P=0.006)含量均存在显著差异。耕地的土壤微生

物生物量碳含量最低，约(69.374 ± 4.700) mg/kg(平均

值±标准误差)；林地、灌丛和草地植被类型下的土

壤微生物生物量碳含量逐渐升高，分别为(149.453 ± 

17.031)、(170.645 ± 10.719)、(203.010 ± 23.820) mg/kg 

(图 1A)。耕地的土壤微生物生物量氮含量显著低于

灌丛(P=0.032)和草地(P=0.038)(图 1B)。土壤微生物

生物量碳/氮比在 4 种植被恢复类型下无显著性差

异(图 1C)。 

表 1  不同植被恢复类型下土壤理化性质的差异(平均值±标准误差) 
Table 1  Differences of soil physiochemical properties under different vegetation restorations 

土壤理化性质 耕地 草地 灌丛 林地 P 

土壤含水量(%) 7.439 ± 0.403 7.388 ± 1.370 7.427 ± 1.245 5.769 ± 0.753 0.611 

土壤 pH 7.830 ± 0.072 7.730 ± 0.097 8.193 ± 0.046 8.027 ± 0.107 0.028 

有效磷(mg/kg) 0.199 ± 0.050 0.026 ± 0.004 0.030 ± 0.003 0.024 ± 0.001 0.077 

速效钾(mg/kg) 140.042 ± 37.645 89.795 ± 11.150 151.541 ± 23.031 79.888 ± 5.521 0.211 

速效氮(mg/kg) 256.704 ± 11.618 377.162 ± 93.853 411.801 ± 73.986 437.130 ± 43.281 0.312 

全碳(g/kg) 251.418 ± 6.082 246.401 ± 22.351 196.405 ± 7.500 190.102 ± 19.562 0.080 

全氮(g/kg) 7.027 ± 0.087 9.413 ± 1.684 7.356 ± 0.691 7.320 ± 0.962 0.435 

 
2.3  土壤细菌群落多样性 

对 4 种不同植被类型下的土壤细菌序列按 97% 

的相似性进行聚类，共获得 3 464 个 OTU，其中耕地、

草地、灌丛、林地 OTU 数分别为 2 828、2 706、2 642

和 2 675 个，4 种植被类型下共有的土壤细菌 OTU 数

1 851 个，约占全部的 53.44%，耕地土壤独有的土壤

细菌 OTU 数最多，约占全部的 5.95%，林地土壤独有

的土壤细菌 OTU 数最少，约占全部的 1.73%(图 2A)。 
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(图中*表示不同植被恢复类型间的差异显著(P<0.05)；下同) 

图 1  不同植被恢复类型下土壤微生物生物量的差异 
Fig. 1  Differences of soil microbial biomass under different vegetation restorations 

 

图 2  不同植被恢复类型下土壤细菌群落的 OTU 韦恩图(A)、Chao1 指数(B)和 Shannon-Wiener 多样性指数(C) 
Fig. 2  Venn diagram of unique and shared OTUs (A), Chao1 index (B) and Shannon-Wiener diversity index (C) of soil bacterial communities 

under different vegetation restorations 

 
经 Brown-Forsythe 检验可知，耕地与灌丛的土壤

细菌 Shannon-Wiener 多样性指数差异显著(P=0.011)，其

变化趋势与 Chao1 指数基本接近。与耕地相比，其

他植被类型下土壤细菌 OTU 丰富度与多样性均较低

(图 2B、2C)。 

2.4  土壤细菌群落组成 

本研究基于 OTU 水平，利用 NMDS 分析了不同

植被恢复类型下土壤细菌群落结构的差异，如图 3

所示，NMDS 排序的 stress 值为 0.068，小于 0.1，表

明排序效果良好，分组具有科学性。耕地与灌丛相距

较远，但不同植被恢复类型下的微生物群落结构差异

尚不明显。 

在门水平上(图 4A)，退耕还林还草植被恢复类

型与耕地土壤细菌群落组成均以酸杆菌门(Acidobacteria)、

放线菌门(Actinobacteria)、变形菌门(Proteobacteria)

和绿弯菌门(Chloroflexi)为主，共计占所有 OTU 数的

85% 以上。仅有少数类群的土壤细菌在不同植被类

型下所占比例存在差异，在前 10 个细菌门中，酸杆

菌门和放线菌门的相对丰度在不同植被恢复类型中

差异显著，如与耕地相比，灌丛土壤放线菌的相对丰

度显著升高(P=0.003)。 

 

图 3  不同植被恢复类型下土壤细菌群落的 NMDS 分析 
Fig. 3  NMDS analysis of soil bacterial communities under different 

vegetation restorations 

 
细分到属水平，在不同植被恢复类型下，未分类

的土壤细菌群落占 74.95%，已分类的土壤细菌群落

的平均相对丰度均小于 10%(图 4B)。其中，RB41 属 
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图 4  不同植被恢复类型下土壤细菌群落在门水平(A)和属水平(B)上的相对丰度(前 10 种) 
Fig. 4  Relative abundances of soil bacteria at phylum (A) and genus (B) level under different vegetation restorations (top 10) 

 
占 7.81%，是不同植被恢复类型下共同的土壤优势菌

群，其次是占 3.59% 的红色杆菌属(Rubrobacter)和占

1.31% 的玫瑰弯菌属(Roseiflexus)。RB41 属在耕地和

灌丛土壤中的相对丰度显著低于林地，假节杆菌属

(Pseudarthrobacter)在耕地和灌丛土壤中的相对丰度

显著高于林地，鞘脂单胞菌属(Sphingomonas)在耕地

土壤中的相对丰度显著高于退耕土壤，但后两个属的

平均相对丰度均小于 2%。 

3  讨论 

3.1  退耕还林还草对土壤理化性质的影响 

植被恢复措施可以在不同程度上改变土壤理化

性质[21]。了解土壤理化性质(尤其是土壤含水量的变

化)是干旱半干旱地区进行植被恢复的重要步骤。本

研究发现，与耕地相比，林地土壤含水量轻微下降，

灌丛和草地土壤含水量无明显变化，这可能是因为

杨树林地的植被根部对土壤水分竞争激烈，发达的

表层土壤根系不断吸收土壤水分，使得土壤含水量

较低，这可能也是坝上地区人工林多次被报道出现

枯死现象的重要原因[22]；而灌木和草地经过多年生

长后地表覆盖度增加，能有效减少地表蒸发，同时

减少强降雨对地表的冲刷，减缓地表径流，使土壤

含水量增加[23-24]。由于该地区属于河北盐碱地分布

区之一，极易发生土地次生盐渍化，使得土壤总体 

pH 偏高，尤其是灌丛土壤 pH 高于耕地和林地，这

还需重视和进一步研究。 

总体而言，与耕地相比，退耕还林还草后土壤的

理化性质改善不明显，这说明坝上地区遭风蚀沙化

后，退耕对于土壤性质的恢复较为漫长[25]。苑依笑

等[26]的研究表明，即使是恢复 35 年以上的退耕地，

土壤性质的改善也没有达到显著性水平，更难以恢复

到开垦前状态，但退耕对地表土壤的保护作用持续时

间较长，土壤理化性质持续恶化的趋势可得到有效控

制。因此，建议禁止在坝上地区进一步开垦现有天然

草地和灌丛地，坚持长期退耕。 

3.2  退耕还林还草对土壤微生物生物量的影响 

土壤微生物生物量是连接土壤与植被的重要参

数，也是土壤生态系统的动态组成部分，与陆地生态

系统的多项功能特性相关[27]。本研究表明，草地、灌

丛、林地的土壤微生物生物量碳、氮含量均高于耕地，

与 Deng 等[28]的研究较为一致，表明进行植被恢复可

改善土壤生物量的输入，将土壤微生物生物量恢复到

一定水平。草地和灌丛植被类型下的土壤微生物生物

量碳、氮含量又高于林地，这表明在坝上地区发展灌

丛和草地等植被类型更有利于恢复和改善土壤微生物

生物量，促使生态系统良性发展。耕地的土壤微生物

生物量碳、氮含量最低，可能是因为耕地向外输出生

物量而补充不足，导致土壤微生物能源的缺乏[29]。 

3.3  退耕还林还草对土壤细菌群落结构的影响 

采取退耕还林还草措施的土壤细菌 OTU 多样性

与耕地相比呈下降趋势，但差异不显著，NMDS 分

析结果与之类似，这表明耕地微生物生物量的增加主

要集中在某些类群的 OTU 上，退耕还林还草尚不能

明显恢复土壤细菌群落结构。这与徐飞等[30]的研究

结果类似：植被恢复可以促进土壤细菌群落多样性的

恢复，但是土壤细菌群落结构一旦受到耕地等人类活

动 的干 扰，便 很难 恢复到 原始 状态。 Buckley 和

Schmidt[31]的研究也表明，细菌群落对植被群落变化

的响应不敏感，而植被主要通过植被凋落物以及根系

分泌物改良土壤性质，该过程耗时较长。从土壤细菌

的丰富度和多样性来看，不同退耕措施下的土壤细菌

多样性和丰富度减少，但变化差异不大，这与张露琪

等[32]的研究结果类似：细菌多样性在农田土壤中偏

高，而在天然林土壤中偏低，说明地下生态系统受人

为扰动后，较难恢复到理想状态，甚至很可能滞后于

地上植被的恢复。 
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在门水平上，不同植被恢复下的土壤细菌群落优

势组成类似，均以酸杆菌门、放线菌门、变形菌门和

绿弯菌门等为主，这与 Hou 等[33]和 Li 等[34]的研究结

果一致，主要是由于这几类细菌具有较宽的生态位，

并且对复杂环境的适应性较强[35-36]。放线菌门的土壤

生物类群通常含有大量抗菌素，能在一定程度上抑制

根际植物病原体的生长，促进土壤腐殖质的进一步分

解，有助于改善土壤质量[37]。本研究中灌丛土壤放

线菌的相对丰度显著高于耕地，表明灌丛土壤的抗

菌性很可能强于耕地，退耕还灌模式可能更有利于

恢复土壤细菌群落。细分到属，酸杆菌门中的 RB41

属在不同植被恢复模式下均占有绝对优势，可能是

因为酸杆菌门是贫瘠土壤中的先锋类群，RB41 能

在土壤养分贫瘠的情况下维持土壤代谢和生物地

球化学循环[38-39]。虽然坝上地区的植被恢复已近 20

年，对某些土壤细菌类群的相对丰度有一定影响，但

是土壤细菌群落结构组成和种类没有明显变化，尚未

出现独有类群，对土壤理化性质的影响也不明显，这

与 Li 等[34]的研究结论较为一致。同时，这还与本研

究中土壤养分含量无显著变化的结果吻合，说明在近

20 年的退耕还林还草措施下，地上部植被变化虽然

促进了土壤微生物生物量的升高，但未明显改变土壤

的细菌群落结构，应继续坚持退耕进行后续监测。建

议未来进一步研究土壤理化性质、土壤微生物生物量

与地表植被三者之间的关系，优化适合半干旱地区退

耕还林还草工程的生态恢复措施。 

4  结论 

坝上地区的植被恢复措施对土壤理化性质的影

响不大，但对微生物生物量具有显著影响。在耕地、

林地、灌丛和草地 4 种植被类型下，林地土壤含水量

呈微弱下降趋势，灌丛土壤 pH 显著高于其余 3 种植

被类型，土壤养分差异不显著。不同植被恢复措施下

土壤微生物生物量存在显著差异，其中耕地土壤微生

物生物量碳、氮含量最低，林地、灌丛和草地土壤微

生物生物量碳、氮含量逐渐升高。不同植被恢复类型

下土壤细菌群落组成均以酸杆菌门、放线菌门、变形

菌门和绿弯菌门为主，属水平的主要优势细菌类群为

RB41 属、红色杆菌属和玫瑰弯菌属。与耕地相比，

不同植被恢复类型细菌 OTU 数、群落丰富度与多样

性呈现下降趋势，但尚未明显改变土壤细菌的群落结

构组成。总之，坝上地区近 20 年来退耕还林还草显

著提升了土壤微生物生物量，但对土壤养分和土壤微

生物多样性的影响较小。地下生态系统一旦受到耕作

干扰将很难恢复到原始状态，退耕对土壤性质的恢复

是一个相对较长的过程。 
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