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农业旅游活动对岩溶地区土壤微生物群落结构的影响
——以重庆市铜梁区黄桷门奇彩梦园为例
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摘 要：开展农业旅游活动对土壤生态环境影响的专题研究，可为休闲农业旅游区的合理开发和有效保护提

供理论基础，为评估未来农业旅游活动对环境的影响提供科学依据。本文以重庆市铜梁区黄桷门奇彩梦园为

例，通过对游步道两侧的土壤进行调查采样，并运用磷脂脂肪酸(PLFAs)谱图分析法，研究了土壤微生物群落

组成、受农业旅游活动影响的距离及其受冲击程度。结果显示：微生物群落结构受冲击范围在4 m以内

(p<o．01)，微生物生物量在土壤中的分布随着离游径的距离变小而明显下降趋势；在受农业旅游活动冲击的

范围内细菌、革兰氏阳性细菌、革兰氏阴性茵、真菌的生物量随着离游径的距离变小而明显下降，放线菌在部

分样区表现出该规律，原生动物无此规律；对所测PLFAs数据进行多样性和冲击指数分析后得出假单胞菌

(16：O)受影响程度最大，节杆菌(17：0)受影响程度最小，受冲击程度大小与该微生物在生物总量中所占的比

重呈正相关；农业旅游活动对土壤微生物群落结构造成了破坏，土壤生态系统的稳定性已受到冲击。
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0 引 言

农业旅游活动对生态环境的影响日益凸显，开始

为国内外学者所关注。土壤作为生态环境中最重要

的组成部分之一，对维持生态系统的稳定有极其重要

的作用，土壤环境的好坏也直接影响着植物、动物、微

生物等的生存环境。农业旅游活动带来的人为践踏、

旅游垃圾、汽车尾气、建筑垃圾等对土壤的干扰除了

造成土壤板结、地被植物减少、土壤的理化指标和重

金属含量等隐性指标发生变化外，还会对微生物群落

和结构等造成破坏，后者对土壤环境变化的响应十分

敏锐。当前国内外关于旅游活动对土壤微生物的影

响研究较少。在国内，谭周进等[13研究了旅游践踏对

张家界森林公园土壤微生物碳氮磷含量的影响，还有

学者研究了海拔和季节变化对旅游景区土壤微生物

的影响[2_3]，以及作物种类、种植制度和农药施用对

土壤微生物群落的影响[43；国外的研究将土壤微生物

群落的结构和功能多样性影响因子分为自然因子和

人为因子两大类，微生物组成对很多环境因子如植

被、土壤质地、土壤pH值和地理方位等十分敏感，在

土壤质地和功能变化过程中可以起到良好的指示作

用[5“]。农业旅游活动对岩溶地区土壤生态环境影

响的研究还鲜有报道。本文以重庆市铜梁区奇彩梦

园农业旅游区为例，通过野外调查和室内实验对微生

物的磷脂脂肪酸PLFAs的变化率进行分析，运用环

境胁迫指数和冲击指数模型评价微生物对农业旅游

活动胁迫的响应，以揭示农业旅游活动对岩溶地区土

壤微生物群落结构的影响，为选择起主导作用的功能

微生物进行环境修复及岩溶地区的土壤生态安全和

环境保护工作提供依据。
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1研究区和研究方法

1．1研究区概况

重庆市铜梁区黄桷门奇彩梦园(简称为“奇彩梦

园”)位于重庆市铜梁区南城街道黄门村，海拔在257

～315 m，属亚热带季风湿润气候。园区结合周边巴

岳山、玄天湖和温泉度假区等优势资源形成了个性独

特的农业旅游区。园区占地面积约200 hm2，由文艺

表演区、风情小镇、花海景区、四季果蔬采摘区以及森

林旅游度假区等5大板块组成。2014年9月开园首

日即迎来3万游客。园区地处巴岳山背斜岩溶槽谷

地段，浅丘宽谷地貌，成土母质主要为碳酸盐岩，以山

地黄壤为主，其次还有山地黄棕壤，土壤pH平均值

为6．3，植被覆盖度较低，有水土流失现象(图1)。

图1 研究区所在位置示意图(图件来源《中国国家地理》2014年01期)

Fig．1 Schematic map showing the location of the study area

1．2样品采集和分析方法

农业旅游活动以游览观光为主，游憩活动主要沿

游道和景点展开。Andres研究表明，旅游影响成核

状扩散，人流量最集中的景点影响距离向外扩达20

m[9]。游径的存在必然会对其边缘的环境造成影响，

国内诸多学者把距离游径5 m以内作为研究旅游活

动对土壤生态影响的范围[1”12]。奇彩梦园自开园至

今游客量已超过150万人次，日流量4 110人，周末

接待游客最高达5万余人次。以园区人流量和样点

的代表性为依据，同时考虑可操作性问题，于2015年

1月12日在奇彩梦园主要观赏路线旁选定4个样点

(表1)进行取样，每个样点设置2个平行采样区，每

个样区在主要游道的垂直方向连续设置5个(1 mx

1 m)小样区，同一个样区微环境基本一致，并选择距

离游道约10 m的无游人践踏干扰且质地相同的地

段作为对照区(CK)。在每个小样区内用5点取样法

采集o～20 cm表层土样带回实验室作分析(样区设

计见图2)。1、4样点位于2．o m宽石板游步道两侧，

地表有杂草，2、3样点处于3．5 m宽砼公路两侧，土

壤裸露，仅有零星杂草生长。

L 3 PLFAs分析法

测量土壤微生物的土样置于一80℃冰箱内，应用

改进过的PLFAs(磷脂脂肪酸)谱图分析法对土样进

行分析。实验前土壤过2 mm筛，捡出植物根系和碎

石等杂物，称取相当于8 g干重的土壤，离心3 h后

加入5 mL磷酸缓冲液，再加入6 mI。三氯甲烷，12

mL甲醇，振荡2 h(285～320 R，26℃)，离心10 min

(3 500 rpm，25℃)提取上层离心液，然后加入12

mLCHCI。。，12 mL缓冲液，振荡2 min静置过夜。

吸取下层溶液30～32℃水浴氮气浓缩吹干，用2份
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500微升CHCL3，转移浓缩磷脂到已加入3

mLCHCL3的萃取小柱，然后依次加入5 mLCHCI。，2

次5 mL丙酮，再用1 mI。甲醇清洗小柱底部，向萃取

小柱加5 mI。甲醇收集淋洗液。32℃水浴氮气浓缩

吹干，加人l mLl：l的甲醇：甲苯，1 mL0．2 M

KOH溶液，摇匀，37℃水浴加热15 min，加入o．3

mL lM醋酸，2 mL已烷，2 mI。超纯水低速(120～

200 R)振荡10 min，上层己烷溶液转移至试管，氮气

吹干，用200 uI。正己烷溶液多次清洗试管底部及壁

部，转移至专用内衬管，上机检测。

检测条件：用Agilent 6850气象色谱仪(FID检

测器)分析PLFA的成分。色谱条件为：HP一5柱

(25．o mL×200 um×O．33 um)，进样量1 uL，分流

比10：1，载气(H：)，尾吹气高纯N。助燃气空气，流

速0．8 mI。／min。汽化室温度250℃，检测器温度

300。C，柱前压10．o psi(1 psi_6．895 kpa)。二阶程

序升高柱温：170℃起始，5℃／min升至260℃，然后

40℃／min升温至310℃，维持15 min。各成分脂肪

酸通过MIDI SherlOck微生物鉴定系统(Version 6．1，

MIDI，Inc．，Newark，DE)进行，标准品购于美国

MIDI公司的C9一C20的脂肪酸甲酯，PLFA用C19：O

做内标换算PLFA的绝对含量。所有测定结果均为

2次重复的平均值。

利用Microsoft Excel 2007、SPSS 19．o、Sigma—

plotl2．5进行多重比较分析，差异显著性分析和图表

绘制。其中磷脂脂肪酸的代表生物见表2。

表l土壤样点经纬度

Table l Latitude and longitude of soil sample

游

道

图2调查样区设计

Fig．2 Design of the surrey sample area

表2磷脂脂肪酸的代表生物

Table 2 Biomarkers of some microbial groups

1．4农业活动对土壤微生物群落的影响分析

通过以下公式和模型揭示农业旅游活动对土壤

微生物群落结构的影响。

(1)土壤微生物特异性脂肪酸的变化率用来表示

各样点相对于对照区的变化情况：

R一学灿。％
式中，R表示第i种微生物PLFA的变化率；Pi表示

第i种微生物PI。FA的测定值；P。表示第i种微生物

PLFA的对照值‘2 2I。
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(2)土壤微生物受环境胁迫程度计算公式为：

SRI—iso／anteiso

式中，SR，为土壤微生物受环境胁迫指数；iso表示

样点jso特征性脂肪酸绝对含量总值；anteiso表示样

点anteiso特征性脂肪酸绝对含量总值。

(3)改进的生态学均匀度指数模型用来表征特异

性脂肪酸受环境胁迫程度，计算公式为心引：

H一一∑P。lnP。／1ns
式中，H为特异性脂肪酸(PLFA)受冲击指数；Pi为

种i的个体数与群落中所有物种个体总数之比；s表

示样点群落中的总物种数。冲击指数(H)值越大其

特异性脂肪酸受农业游憩活动的影响程度就越大。

(4)土壤微生物受农业旅游影响距离

运用多重比较法确定微生物受农业旅游活动影

响的距离。当小样区与前一个小样区相比差异显著，

与后一个小样区差异不明显时，且之后的样方均无显

著差异时，该小样区所在的距离即为旅游活动影响的

最大距离。

2结果与分析

2．1 土壤微生物生物量及结构变化

2．1．1 PI。FAs生物标记量变化

由表3可看出，PLFAs生物量随着离游径的距

离变小呈递减的趋势，尤其在游径2 m左右PLFAs

的生物量急剧下降，生物标记种数也有同样的变化规

律，此现象表明农业旅游活动对土壤微生物生物量影

响明显。由表4可看出，受农业旅游活动冲击明显的

异性磷脂脂肪酸共24种，其含量占总量的94．62％，

表征细菌、革兰氏阴性细菌、革兰氏阳性细菌、真菌、

放线菌以及原生动物的PLFAs绝对含量分别占脂肪

酸总量的45．05％，30．10％，30．81％，7．50％，4．67％

和o．91％。受农业旅游活动影响显著的小样区与对照

区(CK)相比细菌变化率在18％～57％之间，真菌变化

率在19％～100％，放线菌变化率在23％～100％。

2．1．2 PI，FAs生物标记分布结构变化

从土壤中提取到的PLFAs生物标记指示着不

同类群的微生物，包括细菌、真菌、放线菌、原生生物

(表4)。受农业旅游影响的PI。FAs生物标记在土壤

的分布可分为4种类型：(1)生物标记数量小，在各

样区中分布不完全的物种，如17：o节杆菌，在32个

小样区中总绝对含量为13．632 nmol，频次和生物量

随着离游径的距离变小呈现减少趋势；(2)生物标记

数量小，在各处理中分布为完全分布的物种，如14：o

细菌，但在48个小样区中皆有分布，其绝对含量总

和为63．584 nmol，生物量随着离游径的距离变小呈

现减少趋势；(3)生物标记数量大，在各处理中分布不

完全的物种，如18：o 10Me放线菌，仅在40个小样

区中分布，其绝对含量总和为131．600 nmol，频次和

生物量随离游径的变小而呈现减少趋势；(4)生物标

记数量大，在各处理中的分布为完全分布的物种，如

16：o细菌，在48个小样区中皆有分布，总绝对含量

为676．136 nm01，生物量随着离游径的距离变小呈

现减少趋势(表3)。

表3代表性微生物出现频次情况

Table 3 Representative microorganism frequency of。ccurrence sjtuation

2．2 土壤微生物受冲击特征分析

由表4可看出受农业旅游冲击明显的特异性磷

脂脂肪酸共24种，PLFAs所指示的微生物的冲击

指数存在显著差异，针对农业旅游冲击较大的细菌而

言，如：假单胞菌(16：O)，好氧细菌G+(15：o iso，16：

o iso)以及伯克霍尔德细菌G一(19：o cyclo w8c)在

检测的48个土样中均出现过，PLFAs值总和以及所

占的百分比较高；假单胞杆菌(18：1 w7c)，蓝细菌

(18：2 w6，9c)在测试样品中出现频率、生物量所占比

重较高，受冲击程度中等；对于受冲击较低的微生物

真菌[18：3 w6c(6，9，12)]，原生动物(20：4 w6，9，12，

15c)等在测试的48个土样中出现频次、PLFAs值总

和以及所占的比重较低。
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表4 土壤微生物群落磷脂脂肪酸(PLFAs)受农业旅游冲击指数

Table 4 Agricultural tourism impact index of the PLFAs biomarkers of the microbial community in the so订s

注：“?”表示其对应的特异性脂肪酸在样本中出现的频度过低在一个研究样点不超过2次，其中部分特异性脂肪酸在cK对照区为。值，

不适用于计算冲击指数公式中，无法计算出其冲击指数。
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综合表4可知，在所测土样中出现频次、绝对含

量以及所占比重较高的微生物菌群受农业旅游冲击

影响较大，当微生物生物量维持在较高水平时说明当

前的土壤环境十分适合其生存繁殖，受农业旅游影响

(如人为踩踏、外源垃圾的带入等会导致土壤通气性、

含水率下降，土壤酸碱性改变，重金属含量增加等)其

生存的土壤微环境发生改变导致其生物量骤减，致使

先前的优势种群受影响反而较大。

2．3 土壤微生物群落受影响距离

通过表5可看出奇彩梦园内1，4样点的细菌、革

兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌、真菌受游憩影响的距离

达到了4 m，且达到显著性差异，根据放线菌和原生

动物的变化率未能判断出其受影响的距离。样点2

土壤细菌、革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌受冲击响应

影响距离达到2 m，真菌达到3 m，无法判断放线菌

和原生动物具体受影响情况。样点3土壤中细菌、革

兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌、真菌受影响的距离均达

到2 m，无法判断放线菌和原生动物具体受影响

情况。

表5奇彩梦园旅游冲击土壤微生物变化率(％)

Table 5 Tourism impact the rate of change in soil microbial properties in Qicaimengyuan

细菌 一44．12D一33．35C一27．31BC一23．01B 3．72A oA

革兰氏阴性细菌 一37．28C 30．11C 21．94B 一16．62B 一1．19A OA

革兰氏阳性细菌 一42．25D一36．64C一25．31B一18．82B 3．87A oA

真菌 33．02B一100．00D一93．38D一52．46C 一7．95A oA

放线菌 57．63D一100．ooE一100．OoE一30．30C一19．73B oA

原生动物 一100．00D一4．47C 157．89A 100．00D 16．58B 0C

注：同一行不同字母表示差异显著(p<o．01)；“?”表示无法判断出该种微生物的受影响距离。

总体上，距离游步道1 m处土壤微生物受影响

最为显著，在游步道2 m处受影响较为显著。游客

的践踏活动导致土壤有机质减少、理化性质恶化、土

壤板结、土壤含水量减少、容重增加，这些都影响到了
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微生物的生存环境，进而导致土壤中微生物数量甚至

物种变化。由于土壤微生物组成中放线菌和原生动

物数量很少，放线菌在对照区平均含量也只有o．25

nmol／g，原生动物照样区平均值仅有o．12 nmol／g，

甚至在某些小样区为o，含量少导致样点放线菌和原

生动物没能呈现规律变化，但其数量和物种减少与农

业旅游活动的影响是分不开的[1]，随着与步道距离的

加大，其他微生物受影响也呈减弱趋势。

由图3可以看出各样点土壤微生物群落结构受

农业旅游冲击明显，距游道距离不同影响程度不同。

样点1土壤微生物群落结构受影响距离已经达到4

m，样区1—4和样区5、CK的环境胁迫指数存在极

显著差异。样点2土壤微生物群落结构受影响距离

3 讨 论

达到了2 m，样区1、2和样区3—5、CK的环境胁迫

指数差异明显。样点3土壤微生物群落结构受影响

距离达到了2 m，样区1、2和样区3、4、5、CK的环境

胁迫指数均存在极显著差异。样点4土壤微生物群

落结构受影响距离已经达到4 m，样区1—4和样区

5、CK的环境胁迫指数均存在极显著差异。在各样

点土壤微生物受农业旅游影响综合距离确定方面图

3所的结果与表5分析结果基本一致。分析土壤微

生物群落结构在1、4样点比2、3样点受影响程度更

大的原因主要为1、4样点游道较窄且．，对侧空间较为

开放，当人流量较大时易导致对两侧土壤进行踩踏，

对微生物的生存环境影响范围会更大。

图3各样点土壤微生物受环境胁迫指数

Fig．3 Every point of soil microbial environmental stress index

在岩溶生态系统中细菌约占土壤微生物总数的

80％，占绝对优势，放线菌次之约占总数的10％，真

菌约占5％，原生动物最少[2“，本研究区表征细菌、真

菌、放线菌以及原生动物的PLFAs绝对含量分别占

脂肪酸总量的51．74％，8．61％，5．10％和o．68％，受

农业旅游冲击后所占比例分别为45．05％，7．50％，

4．67％和o．91％，土壤微生物受旅游活动影响后细

菌百分比减少明显。沈利娜等研究所用的稀释平板

法所测的微生物均为可培养菌种，而当前能确定的可

培养微生物种类只占到土壤微生物种类的5％左

右[2⋯，在本研究中检测分析了土壤中所有的微生物

种类，与其研究成果相比更贴近真实情况。

根据我们的研究，旅游过程中人为踩踏、生活垃

圾污染、以及农药除草剂等的施用导致离游道2 m

处的土壤含水量下降约20％，容重增加约20％，pH

值升高约15％，有机质降低约50％，全氮降低约

35％，碱解氮降低约40％，重金属镉(Cd)、铅(Pb)在

部分样点含量增加约10％。容重增加土壤通气性减

弱好氧细菌生物量会相应降低，土壤含水量、土壤有

机质、全氮减少导致土壤肥力降低对微生物群落影响

明显；pH值是决定土壤微生物生存情况的另一至关

重要因素；土壤重金属增加对土壤生物的群落结构与

功能产生不利影响；人为踩踏导致植被减少，而植物

群落类型初步决定了微生物群落的组成[，6I。如前文

所述，研究区受农业旅游活动影响较大的土壤微生物

在群落结构组成中比重也较大、生物量较丰富，说明

其十分适合在未受影响的环境下生存繁殖，但人为活

动对其冲击较大。研究结果中还发现一些生物量较

丰富，出现频次较高，受农业旅游冲击程度不是很高

的微生物菌种，如蓝细菌(18：2 w6，9c)，放线菌(18：o

10—methyl，TBSA)以及假单胞杆菌(18：1 w7c)等，

可以考虑将其应用到环境修复中。
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与传统基于培养基的微生物分离技术和生理学、

分析生物学相比，本研究采用的PLFAs方法具有一

定的优越性，在定量水平上更为精确，结果客观可

靠[27-28|。针对土壤微生物不同的研究方法，所得结

果的分析视角有所不同，目前在旅游活动对土壤微生

物群落影响方面的研究成果中大多利用微生物量碳、

氮、磷来反映微生物具体水平，谭周进[13等利用旅游

踩踏对土壤微生物生物量碳、氮、磷的影响来反映旅

游对土壤微生物的影响，该研究方法能够客观说明微

生物受外界环境影响程度，但无法在更微观的视角说

明具体是哪种微生物受到了影响以及受影响的规律，

而本研究可以在菌种和菌株水平上进行定量分析。

4 结 论

(1)农业旅游活动对土壤微生物群落结构的综合

影响距离在4 m以内，总体来说在1 m范围土壤微

生物受影响程度最大，2～5 m范围内受影响程度依

次递减直至消失。在受冲击的土壤微生物群落当中

细菌、革兰氏阳性细菌、革兰氏阴性菌、真菌的生物量

随着离游径的距离变小呈递减的趋势，放线菌在部分

样点内展现出了该规律，原生动物无明显的规律。

(2)经过对土样中测得的PLFAs进行多样性分

析和冲击指数分析后得出，细菌受农业旅游冲击最为

明显：PLFAs标记物假单胞菌(16：o)、好氧细菌G+

(15：O iso，16：o iso)以及伯克霍尔德细菌G一(19：0

cyclo w8c)受农业旅游影响程度较大；真菌[18：3

w6c(6，9，12)]，原生动物(20：4 w6，9，12，15c)受农

业旅游影响程度较小，受冲击程度大小与该微生物在

生物总量中所占的比重呈正相关。可以考虑选取在

检测样品中出现频率较高，生物量在群落结构中所占

比重较大，受冲击不是很大的菌种应用到环境修复

中，如蓝细菌(18：2 w6，9c)，放线菌(18：o 10—meth—

yl，TBSA)以及假单胞杆菌(18：1 w7c)等。由于本

研究只检测了一个时间点的土壤样品微生物群落生

物量情况，未进行时间演绎，下一步应该重点对比研

究不同时段受农业旅游冲击的土壤微生物群落分布

的变化情况。
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Impact 0f agricultural tourism actiVities 0n microbial community structure

of soil in karst area：A case research of Tongliang district

of Chongqing Huan西uemen Qicaimengyuan

WANG Shuail”，WANG Jiel”，I。Uo Yun—zhon91，XIE De—til～，GAO MingⅢ，

ZHAO Zhen—yan94，CHENG Yan91，CAI Yang—yan91

(1．CozzPgP o，RPso“rcPs nnd E”铆iro”ⅢP"f，So“￡^uJP盯Uhi口Prsify，(冼o”gqi”g 400716，C^i”n；

2．Agr站“ff“rnZ Non户oi，引f So“rcP PoZZ“fion Co州!roZ EnginPPri"g TPf^noZogy ResPnrf^(■nfPr

i”f^e ThrPe GorgPs Re5Pruo打，C^o”gqi”g 40071 6，(Mi”n；

3．J”sfi￡“fP o，SoiZ SfiP”fP，(流i”PsP AfndP埘y o，SfiP”cPs，NⅡ”歹i”g，Jinn95H 210008，C^i”Ⅱ；

4．Sf^ooZ o，GPogr＆p^ifnZ SfiP”fPs，So“￡^硼P盯UhiuPrsify，C^o”gqi”g 400715，C^i”Ⅱ)

Abstract To conduct the matic studies on the impact of agricultural tourism on the ec0109ical environment of

soil can proVide a theoretical basis for rational development of leisure agriculture tourism and provide a scien—

tific basis for assessing the impact of future agri—tourism activities on the environment．For this study，soil

samples were c011ected on both sides of tour trail in Qicaimengyuan of TongLiang Huan鲥uemen． Through

field investigation，sampling and sample analysis by using phospholipid fatty acid spectrum graph method

(PI。FAs)，the community&composition of so订microorganisms，impact range of agri—tourism and its degree

of impact were investigated in this study．The results show that impact range on microbial comnlunity struc—

ture falls within 4 m(p<0．01)，while the soil microbial biomass clearly declines in the direction to the tour

tra订s． Within the scope of that impact of agricultural tourism，the similar tendency between the biomass and

touring range commonly occurs in bacteria，Gram—positive bacteria，Gram—negative bacteria and fungi with

the distance from the smaller trails have a clear downward trend．This biomass decline also happens in actino—

mycetes in some areas，but not in protozoa．The analytical results of biodiversity and impact indexes，with da—

ta derived from PLFAs analysis，show that Burkholderia bacteria(1 9：O cyclo w8c)is most likely to be af—

fected by the tourism activity，whereas arthrobacter 18：3 w6c(6，9，12)l is the least affected．And the im—

pact degree is closely related to the percentage of microorganism in the total biomass．The research indicates

that agri—tourism activities have caused damage to soil microbial community structure and have affected soil

ecological stability．

Key words karst region，agricultural tourism，soil microbial community structure
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