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摘 要:植物根际微生物组成与植物健康发育有着密切的关系。为探究不同施氮量对青稞非根际土壤微生物群落组成及其

多样性的影响,以青稞新品系藏青3000品种为材料,进行不同梯度氮肥施用量研究,将氮肥施用量设置4个梯度,在青稞成

熟期采集非根际土壤,利用扩增子测序技术对非根际土壤中的细菌群落进行分析。结果发现在不同施氮水平下,土壤细菌

微生物多样性及其群落组成结构具有显著差异,当施氮量在N3(129.375kg/hm2)水平时,非根际土壤中细菌群落α-多样性

最高,在N2(86.25kg/hm2)水平时,特有种类最多,达到400个;β-多样性最高,其群落组成最具特殊性。通过扩增子测序技

术初步确定了在不同氮肥施用量下,青稞非根际土壤中的细菌群落结构和优势菌群,为进一步研究氮肥施用量对青稞生长

发育的影响奠定了基础,以期从氮肥影响根际微生物的角度为青稞氮素利用增产增效提供新的策略。
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Abstract:Therhizospheremicrobiomeplaysacrucialroleinplanthealthanddevelopment.Thisstudyaimedtoexploretheeffectsofdiffer-
entnitrogenapplicationratesonthecompositionanddiversityofnon-rhizospheresoilmicrobialcommunitiesofnakedoats.Anewhighland

barleylineZangqing3000wasusedasthematerial.Fournitrogenapplicationlevelswereset,andnon-rhizospheresoilsampleswerecollected

atthematuritystageofhighlandbarley.Thebacterialcommunitiesinnon-rhizospheresoilwereanalyzedusingampliconsequencingtechnolo-

gy.Significantdifferenceswereobservedinthediversityandcommunitycompositionofsoilbacteriaunderdifferentnitrogenapplicationlevels.

Theα-diversityofthebacterialcommunityinnon-rhizospheresoilwasthehighestattheN3level(129.375kg/hm2).Thenumberofunique

speciesreached400attheN2level(86.25kg/hm2),whichwasthehighestamongalltreatments;meanwhile,theβ-diversitywasthehigh-

est,withthemostspecificcommunitycomposition.Thebacterialcommunitystructureanddominantflorainnon-rhizospheresoilofhighland

barleyunderdifferentnitrogenapplicationrateswerepreliminarilydeterminedbyampliconsequencingtechnology,whichlaysafoundationfor

furtherstudyingtheeffectsofnitrogenfertilizeronthegrowthanddevelopmentofhighlandbarley.Itisexpectedtoprovideanewstrategyfor

improvingnitrogenutilizationefficiencyandincreasingyieldofhighlandbarleyfromtheperspectiveofnitrogenfertilizeraffectingrhizosphere

microorganisms.
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  青稞(Hordeumvulgare)为禾本科大麦属,
是栽培大麦的一个变种,因其成熟时籽粒内外稃

与颖果分离,籽粒裸露,故又称裸大麦[1]。青稞

适宜生长在高原清凉气候地区,耐寒性强,生长

期短,高产早熟,适应性广。青稞生产不仅带动

了藏区经济发展,还对社会稳定具有重要意义。
作为西藏地区最主要的粮食作物,青稞籽粒含有

丰富的营养成分和生理活性物质,具有丰富的营

养价值和医药保健作用,秸秆也是主要饲草[2]。
我国作为世界上氮肥施用量较高的国家,氮肥的

利用率却不是很高。氮肥施用量少,青稞产量降

低,但施氮过多又会影响氮肥利用效率、污染环

境,还会加重农户成本负担。
微生物是土壤中最活跃的组分,对外界环境

比较敏感,易受肥料用量、类型、不同栽培措施等

因素影响[3],不仅参与土壤养分转化和循环过

程[4],还在维持土壤生态功能方面具有不可替代

的作用。其在一定程度上决定着物质循环的快

慢[5],可反映土壤状况,例如有机质分解、养分循

环、生物固氮[6]等,氮肥施用可提高植株土壤微

生物多样性[7]。孙雪琦等[8]通过设置3个氮添加

处理(无氮、低氮、高氮),测定土壤基本理化性

质、微生物群落结构及多样性,结果表明氮添加

显著改变了微生物的群落结构,影响真菌类群的

富营养菌。李清华等[9]对黄泥田进行施肥处理,
分析了土壤微生物群落种类与数量后发现,合理

施肥可显著提高土壤微生物群落数量及含量。
覃金城[10]探究不同氮肥水平对火龙果生理生

长、果质及土壤微生物的影响,结果表明随着氮

肥施用量增多,土壤细菌群落总量不断增大,真
菌群落总量先升高后降低。

本研究以西藏自治区日喀则市白朗县青稞

藏青3000非根际土壤微生物为研究对象,基于

扩增子16SrRNA 测定藏青3000在不同施氮量

下,根际微生物种类及其群落差异,探究不同施

氮量下土壤细菌含量变化规律,挖掘与氮肥相关

的微生物,为揭示施氮量对青稞根际微生物群落

建成的影响、青稞根际微生物对不同施氮量的响

应提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验地概况

试验地位于西藏自治区日喀则市白朗县嘎

东镇扎西村(29°20'N ,89°18'E),属于典型的高

原温带季风半干旱气候,年平均气温5.9℃,年
降水量360mm,降水一般集中在每年5-10月,
以夜雨为主,全年日照时数3200h,无霜期120~
140d,风期100d左右。大田土壤理化性质为:

pH=8.2,属于碱性土壤;耕作层有机质含量为

19.3g/kg,全 氮 含 量 为 0.1%,全 磷 含 量 为

0.72g/kg,全钾含量为17.1g/kg,水解性氮含量

为76.7mg/kg,有效磷含量为11.3mg/kg,速效

钾含量为116mg/kg。

1.2 试验设计

供试品种为青稞新品种藏青3000,设置5个

梯度的底肥施肥量:CK(0kg/hm2)、N1(43.125
kg/hm2)、N2(86.25kg/hm2)、N3(129.375
kg/hm2)、N4(172.5kg/hm2),基肥和追肥按照

7∶3的比例施入,追肥时期为拔节期。每处理重

复3次,每个小区面积设置25m2(2m×12.5m),
共15个小区。播种量为225kg/hm2,播种方式

为人工条播,行距25cm。各小区播种前,磷肥、
钾肥作为基肥一次性施入,施磷肥90kg/hm2、
施钾肥45kg/hm2。其他田间管理措施同一般

高产田。

1.3 样品采集

土壤样品采集采用多点混合取样法[11],每种

处理在其小区随机选3个取样点,每个取样点取

15cm 深土壤,采集样品后置于无菌管中,做好

标记,放入液氮中储存。带回实验室后用20目

筛子过筛,去除样品中碎石、植物根系等杂质,用

10mL无菌管分装后密封,每管3~5g,保存于

-80℃冰箱。

1.4 土壤微生物DNA提取

采用CTAB方法对样本基因组 DNA进行

提取[12],然后利用琼脂糖凝胶电泳检测DNA的

纯度和浓度,取适量样品于离心管中,使用无菌

水稀释 样 品 至1ng/μL。以 稀 释 后 的 基 因 组

DNA为模板,根据选择的测序区域,使用带Bar-
code的特异引物[13]、NewEnglandBiolabs公司

的 Phusion 􀆿 High-FidelityPCR MasterMix
withGCBuffer和高效高保真酶进行PCR扩增,
确保扩增效率和准确性。

1.5 数据统计与分析

利用Uparse软件对所有样品的全部 Clean
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Reads进行聚类,默认以97%的相似性(Identi-
ty)将序列聚类成为 OTUs[14],同时选取 OTUs
的代 表 性 序 列,依 据 其 算 法 原 则,将 筛 选 的

OTUs中出现频数最高的序列作为 OTUs的代

表序列。对 OTUs代表序列进行物种注释,用

Mothur方法与SILVA的SSUrRNA数据库[15]

进行物种注释分析,获得分类学信息并分别在各

个分类水平:Kingdom(界),Phylum(门),Class
(纲),Order(目),Family(科),Genus(属),Spe-
cies(种)统计各样本的群落组成。使用MUSCLE
[16]软件进行快速多序列比对,得到所有 OTUs
代表序列的系统关系。对各样品的数据进行均

一化处理,默认以样品中数据量最大的为标准进

行均一化处理,后续的 Alpha和Beta多样性分

析都是基于均一化处理后的数据。

2 结果与分析

2.1 测序样本量及丰富度

本研究共测序14个样本,在一定范围内随

着样本数量增加,箱线图反映了持续抽样下新

OTUs出现的速率(图1)。箱线图位置急剧上升

时,说明群落中有大量物种被发现,至平缓时说

明此环境中样本量继续增加,但发现的物种数量

并未上升[17]。本次测序数据合理,能够探索得到

青稞非根际土壤微生物细菌种类,且细菌群落多

样性丰富。对所有高质量的序列进行聚类后,本
次共得到9337个 OTUS。在4个施氮水平下,
共有 的 OTUS 有 3399 个,其 中 N2 特 有 的

OTUS 最多为400个,N1最少仅有145个,N2
和N4共有的OTUS 最多为611个(图2)。

图1 物种累积箱线图

图2 不同施氮水平下土壤微生物群落OTUS 数量

2.2 土壤微生物群落组成及α-多样性

对土壤中的细菌微生物含量进行丰度统计

后发现,在门水平下(图3A),丰度前10的优势

菌门 依 次 为 变 形 菌 门 (Proteobacteria)占 比

27.83%、酸杆菌门(Acidobacteria)占比24.04%、
浮霉菌门(Planctomycetes)占比8.97%、拟杆菌

门(Bacteroidetes)占 比 8.59%、芽 单 胞 菌 门

(Gemmatimonadetes)占 比7.80%、绿 弯 菌 门

(Chloroflexi)占比6.25% 、放线菌门(Actinobac-
teria)占比4.02% 、疣微菌门(Verrucomicrobia)
占比2.85%、装甲菌门(Armatimonadetes)占比

1.59%、晚生菌门Latescibacteria占比1.13%。
在属水平下(图3B)丰度前8的优势菌属依

次为土壤酸杆菌属(Acidobacteria)占比2.60%、
鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)占比1.89%、
寡养单胞菌属(Stenotrophobacter)占比1.55%、
海生囊菌属(Haliangium)占比1.18%、溶杆菌

属(Lysobacter)占比0.91%、Nitrosomonadaceae
占比0.90%、黄异杆菌属(Flavisolibacter)占比

0.76%、小梨形菌属(Pirellula)占比0.71%。
通过计算不同施氮水平下青稞根系土壤细

菌群落多样性指数,绘制箱线图(图4)。由图4
可知,在4个梯度氮水平处理下,N3的群落多

样性指数、丰度的覆盖率估计值、物种数量及谱

系多样性均处于最高水平,且4种指数中N3分

别与N1、N2、N4差异显著(p<0.05)。结果说

明在青稞种植过程中,施氮量在N3水平下非根

际土壤中细菌群落丰度和多样性最高;N1细菌

群落丰度和多样性最低;N2和 N4群落多样性

无明显差异。
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图3 门(A)、属(B)水平下的相对丰度图

图4 不同施氮量水平下土壤细菌群落的 Alpha多样性

2.3 不同施氮水平下土壤细菌群落的β-多样性

根据Beta-diversity概念对不同样品的微生

物群落构成进行比较分析。利用OTUs之间的系

统发生关系,计算Unifrac距离(UnweightedUni-
frac)[18]。再利用 OTUs的丰度信息进一步构建

WeightedUnifrac距 离,绘 制 箱 线 图(图5)。在

UnweightedUnifrac距离下,N3分别与N1和N2具

有显著性差异(p<0.05),在 WeightedUnifrac距离

下,N3分别与N1和N2差异极显著(p<0.01)。
采用 WeightedUnifrac距离和 Unweighted

Unifrac距离两个指标来绘制 Heatmap图(图6),

两个样品间的相异系数值越小,表示这两个样品

在物种多样性方面存在的差异越小[19]。由图6可

知,N3和N4两个处理的物种多样性差异最小,其
次是N1和N3。其中,差异最大的是N1和N2。

运用主成分分析(PCA)最大程度地反映样品

间差异,对每个样品添加聚类圈后发现(图7),N1
和N3两个样品之间距离最近,说明这两组样品间

群落组成最相似;N2在坐标轴上离其他3组样品

距离最远,说明其群落组成最具特殊性。其中,第
一主成分对样品差异的贡献率为10.95%;第二主成

分对样品差异的贡献率为8.68%。
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A:UnweightedUnifrac;B:WeightedUnifrac
图5 不同施氮量下土壤细菌群落的β-多样性

  注:同一方格中,上下两个值分别代表 WeightedUnif-
rac和UnweightedUnifrac距离

图6 Beta_diversity多样性指数热图

图7 主成分分析

2.4 不同施氮水平下对土壤细菌群落差异的影响

为探究4种施氮水平对群落物种的影响,通
过T-test检验分析各处理间群落结构差异,并找

出组间丰度变化具有差异的物种,在门水平下发

现N2施氮量与 N1、N3、N4组间均具有群落差

异(p<0.05)(图8),而其他组之间比较后发现差

异不显著。根据所有样品在属水平的物种注释

及其丰度,选取丰度排前35的属,从物种和样品

两个层面进行聚类,在对丰度数据作热图之前,
进行Z-score标准化处理(图9)。由图9可知,丰
度较高的菌属在各施氮量水平下明显不同。N1
施氮量下,丰度较高的菌属为小梨形菌属(Pirel-

lula)、溶杆菌属(Lysobacter)、固氮弧菌属(Azoar-
cus)、脱氯单胞菌属(Dechloromonas);N2施氮量

下,丰度较高的菌属为寡养单胞菌属(Stenotro-
phobacter)、鞘脂单胞菌属(Sphingomonas)、黄色细

杆菌属(Flavitalea)、黄色土源菌属(Flavisolibact-
er)、固氮菌属(Adhaeribacter)、马赛菌属(Massil-
ia);N3施氮量下,丰度较高的菌属为水栖菌属

(Aquicella);N4施氮量下,丰度较高的菌属为砂

单胞菌属(Arenimonas)、东秀珠氏菌属(Dongia)。

图8 门水平下N2与N1(A)、N2与N3(B)、

N2与N4(C)的T-test组间物种差异分析图
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图9 不同施氮量下属水平物种丰度聚类图

3 讨论与结论

本研究在青稞种植过程中设置4个不同梯

度的氮肥施用量,通过扩增子16srRNA 测序,
得到青稞非根际土壤微生物群落多样性数据,并
根据土壤中测定的微生物含量进行统计后发现,
优势菌门为变形菌门(Proteobacteria)、酸杆菌门

(Acidobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、浮霉

菌门(Planctomycetes);排名前5的优势菌属依

次为土壤酸杆菌(Acidobacteria)、鞘氨醇单胞菌

属(Sphingomonas)、寡 养 单 胞 菌 属(Stenotro-
phobacter)、溶杆菌属(Lysobacter)、海生囊菌属

(Haliangium)。此结果有助于进一步理解土壤

微生物与青稞生长之间的互作关系,并为优化氮

肥管理提供科学依据。李美玄[20]发现氮含量增

加,土壤细菌中变形菌门的相对丰度增加,而变形

菌门是土壤中的有益微生物,此结果表明氮添加

能够使得土壤中有益微生物含量增加,从而改变

土壤健康状况。吴海宁等[21]发现,氮肥减施降低

间作花生根际土壤固氮微生物的多样性和丰度。

通过对土壤微生物群落的 Alpha多样性进

行统计,发现氮肥施用量不同会导致土壤微生物

多样性及其群落组成具有差异,其中在 N3水平

下,非根际土壤中细菌群落丰度和多样性最高,
与其他3种施氮水平下土壤微生物多样性具有

显著差异。在统计β-多样性时发现,N1和 N3
两组样品群落组成最相似,N2群落组成最具特

殊性。通过探究各处理间群落结构差异发现,在
门水平下,N2处理与其他组间具有丰度变化差

异显著的物种,而其他组间差异并不显著。在属

水平下,N2处理丰度较高的属种类最多。胡启

良等[22]通过设置不同施氮量,探究其对水稻微生

物群落的影响,发现增施氮肥提升了细菌群落的

均匀度指数,优势细菌群落丰度也随之增加,有
利于维持稻田生态系统稳定。李美玄[20]探究氮

添加对黄花落叶松林土壤微生物的影响后发现,
高氮添加和低氮添加均使多样性指数增加,不同

水平氮添加对多样性指数具有显著差异。李玉

浩等[23]探究氮肥配施尿素对土壤无机盐、微生物

及其水稻的影响,发现在水稻全生育期内,施氮能
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够显著增加土壤细菌的数量。在拔节至成熟期,
土壤细菌数量随控释氮肥配施比例升高呈现出先

上升后下降趋势。水稻各生育期细菌数量总和也

随配施比例升高呈现出先上升后下降趋势。
本研究借助扩增子测序和生物信息学技术,

确定了藏青3000非根际土壤细菌群落组成、优
势菌群及其多样性,对不同施氮水平下各组样品

间的菌群差异进行了分析,探讨了α-多样性、β-
多样性变化以及分组之间是否存在差异。但是,
优势菌群对青稞生长发育的促进作用及其机理

还需进一步探讨,后续研究将会考虑优势菌群具

有的功能和代谢途径,从而推测其对青稞的促进

机理,为西藏地区青稞农业生态系统的优化和可

持续发展提供有力支持。
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