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　　摘要：将蚯蚓粪有机肥以０．０、４．５、９．０、１３．５、１８．０ｇ／ｋｇ施加到土壤中进行培养，并种植野菜红枸杞，待收获后采
集根区土壤，利用高通量测序技术研究添加了不同量蚯蚓粪有机肥的土壤中细菌和真菌多样性以及群落结构。结果

表明，土壤细菌的ＯＴＵ（运算的分类单位）数目随着蚯蚓粪有机肥的添加而增加，添加蚯蚓粪有机肥提高了真菌 ＯＴＵ
数，但添加量和提高幅度没有明显趋势。同时，蚯蚓粪有机肥提高了土壤中细菌和真菌的多样性，提高幅度较高的处

理分别为Ｅ２０、Ｅ１０。此外，从主成分分析可以看出，蚯蚓粪有机肥的施加改变了土壤真菌和细菌的群落结构。从门水
平看，细菌主要菌群的丰度没有发生显著的变化，而真菌优势菌群的变化具有明显的规律；从属的水平来看，蚯蚓粪有

机肥提高了土壤主要细菌菌群中芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）的相对丰度，真菌主要菌群轮枝菌（除了Ｅ１０处理外）随着蚯蚓粪
有机肥添加的增加呈现先上升后下降的趋势。综上所述，添加蚯蚓有机肥能够增加土壤微生物特有物种数目，并提高

益生菌丰度，对农田土壤的安全利用产生了积极影响。

　　关键词：蚯蚓粪有机肥；土壤；细菌；真菌；高通量测序
　　中图分类号：Ｓ１５８；Ｓ１５４．３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２１）２０－０２２８－０６

收稿日期：２０２０－１１－２１

基金项目：广西南宁市重点研发计划（编号：２０１８２０２６）。

作者简介：谭　骏（１９９４—），男，湖南冷水江人，硕士研究生，从事土

壤修复研究。Ｅ－ｍａｉｌ：８４５７０７０９２＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：王冬梅，博士，高级农艺师，从事作物遗传育种研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：８０７４８７２５４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　有机肥相较于化肥，是一种来源更广泛、成本
更低廉的肥料［１－２］，在改善土壤性质、提高水土保持

和保肥缓冲等方面都具有卓越的成效［３］。蚯蚓粪

有机肥是使用蚯蚓降解畜禽废物后得到的产物，除

了具有很好的孔性、通气性、排水性、保水性外，还

含有丰富的有机质及 Ｎ、Ｐ、Ｋ、Ｆｅ、Ｍｎ、Ｚｎ、Ｃｕ、Ｍｇ等
多种元素［４－５］。在减少化肥农药施用量、加强禽畜

废弃物资源化利用已成为主流的当下，使用禽畜废

弃区降解后得到的蚯蚓粪有机肥已成为绿色农业

发展的趋势［６］。

蚯蚓粪在养分供应和改善土壤理化性质等方

面具有巨大优势，对于作物生长、产量和品质的提

升都能产生巨大的促进作用［７］。张聪俐等研究表

明，当蚯蚓粪有机肥的施用量在２０％以下时，蚯蚓
粪有机肥能有效提高玉米的产量和品质，且添加的

量越多，效果越好［８］。吕振宇等通过田间试验发

现，蚯蚓粪有机肥配施无机肥可以显著增加甘蓝产

量，并降低甘蓝硝酸盐含量，提高维生素 Ｃ含量［９］。

Ｆｅｄｅｒｉｃｏ等通过试验证明，蚯蚓粪有机肥可增加番
茄的株高和果实中碳水化合物含量［１０］。李继蕊等

通过盆栽试验研究发现，黄瓜在使用蚯蚓粪有机肥

定植３５ｄ后，株高、茎粗、产量分别增加 ３１３％、
１４０％、３６．７％，同时果实品质也有显著提升［１１］。

目前对于蚯蚓粪有机肥的研究多集中于提升

作物产量与品质等方面，对于土壤微生物的影响还

鲜有报道。在土壤生产力形成的生物进程中，土壤

微生物发挥着重要作用［１２］，它是土壤生态系统持续

发挥功能的重要媒介［１３］，是反映与土壤肥力状况的

重要指标［１４］。本研究采用盆栽试验的方法，探究不

同添加量蚯蚓粪有机肥对土壤细菌和真菌的影响，

以期为未来蚯蚓粪有机肥的推广提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
盆栽试验土壤采自南宁市农业科学研究所蔬

菜试验基地。土壤的主要理化性质如下：ｐＨ值为
６．２，有机质含量为 １０．３ｇ／ｋｇ，速效氮含量为
６５．５ｍｇ／ｋｇ，速效磷含量为１５．８ｍｇ／ｋｇ，速效钾含量
为７０．２ｍｇ／ｋｇ。供试作物由南宁市农业科学研究
所提供，为野菜红枸杞。

１．２　试验设计
试验于２０２０年７—８月进行，设置５个处理（表

—８２２— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第２０期



１）。用规格为５０ｃｍ×３０ｃｍ×２５ｃｍ（长 ×宽 ×高）
的花盆装土１０ｋｇ，种植红枸杞６株，每个处理重复
３次。置于温室中培养至红枸杞成熟为止。

表１　试验设计

处理 试验设计

ＣＫ 野菜常规种植，不做任何特殊处理

Ｅ１０ 种植前添加４．５ｇ／ｋｇ蚯蚓粪有机肥

Ｅ２０ 种植前添加９．０ｇ／ｋｇ蚯蚓粪有机肥

Ｅ３０ 种植前添加１３．５ｇ／ｋｇ蚯蚓粪有机肥

Ｅ４０ 种植前添加１８．０ｇ／ｋｇ蚯蚓粪有机肥

１．３　土壤样品采集
种植１个月后进行破坏性采样，将红枸杞连根

拔起，直接采集种植点的根区土壤，－８０℃保存待
用，然后送至上海美吉生物医药科技有限公司进行

后续的ＤＮＡ提取扩增以及高通量测序过程，测定土
壤细菌和真菌的多样性和群落组成。

１．４　测定方法
１．４．１　土壤 ＤＮＡ提取　土壤总 ＤＮＡ使用试剂盒
（ＦａｓｔＤＮＡ ＳｐｉｎＫｉｔｆｏｒＳｏｉｌ）提取。ＤＮＡ纯度和浓
度用分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００）检测。ＤＮＡ提取
质量用１％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．４．２　ＰＣＲ扩增与纯化　细菌。使用引物 ３３８Ｆ
（５′－ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－３′）和８０６Ｒ
（５′－ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ－３′）对Ｖ３～Ｖ４
可变区进行ＰＣＲ扩增［１５］。

真菌。使用引物ＩＴＳ１Ｆ（５′－ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧ
ＡＧＧＡＡＧＴＡＡ－３′）和ＩＴＳ２Ｒ（５′－ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣ
ＡＴＣＧＡＴＧＣ－３′）对ＩＴＳ（内转录间隔区）可变区进行
ＰＣＲ扩增［１６］。

扩增程序。使用的 ＰＣＲ仪为 ＡＢＩＧｅｎｅＡｍｐ
９７００型。３ｍｉｎ９５℃预变性；９５℃变性３０ｓ，５５℃
退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，２７次循环；最后７２℃延
伸１０ｍｉｎ［１７］。

扩增体系为 ２０μＬ，４μＬ５×ＦａｓｔＰｆｕ缓冲液，
２μＬ２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．８μＬ引物（５μｍｏｌ／Ｌ），
０．４μＬＦａｓｔＰｆｕ聚合酶，纯水补充至 ２０μＬ；添加
１０ｎｇＤＮＡ模板。使用２％琼脂糖凝胶回收ＰＣＲ产
物，利用ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ［爱思进生
物技术（杭州）有限公司］进行纯化，Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（三
羟甲基氨基甲烷盐酸盐）洗脱，２％琼脂糖电泳检
测。利用ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ－ＳＴ［普洛麦格（北京）生物
技术有限公司］进行检测定量。最后利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
（因美纳）公司的 ＭｉｓｅｑＰＥ３００平台进行测序。

１．５　数据分析
高通量测序的数据处理及作图均在上海美吉

生物医药科技有限公司云平台上完成。

２　结果与分析

２．１　不同处理对微生物多样性的影响
由图１可知，添加蚯蚓有机肥土壤细菌和真菌

ＯＴＵ（运算的分类单位）总数分别为４０１２、２２０个，
与ＣＫ相比，添加蚯蚓有机肥能增加土壤细菌 ＯＴＵ
数，且呈现出添加的蚯蚓有机肥越多，细菌 ＯＴＵ数
越多的趋势，但是对真菌ＯＴＵ数的影响没有呈现出
明显的规律。另外，各处理土壤中细菌共同包含的

ＯＴＵ数为１５４５个，占总ＯＴＵ数的３８．５１％；真菌共
同包含的ＯＴＵ数为９７个，占总ＯＴＵ数的４４０９％。
ＣＫ、Ｅ１０、Ｅ２０、Ｅ３０、Ｅ４０处理土壤细菌特有 ＯＴＵ分
别为１０１、６４、７１、６９、９０个，真菌特有ＯＴＵ分别为６、
３、７、２、１０个，这表明添加蚯蚓有机肥使土壤中细菌
和真菌特有的ＯＴＵ数目增多。
　　从样本中随机抽取一定数量的读数（ｒｅａｄｓ），统
计这些序列对应样本的 ＯＴＵ，以读数为横坐标，
ＯＴＵｓ为纵坐标，所得曲线即为稀释曲线［１８］，结果见

图２。读数在１００００以下时，细菌和真菌的 ＯＴＵｓ
都随着读数增加而迅速提高；而在读数从１００００增
加到３００００这个过程中，细菌和真菌的 ＯＴＵｓ增长
速度放缓；当读数超过 ３００００后，细菌和真菌的
ＯＴＵｓ趋于平缓。这说明本次测序对土壤中微生物
的检测比率接近饱和，土壤中绝大部分样本目前的

测序量都能够覆盖。另外，Ｅ４０处理土壤真菌 ＯＴＵｓ
最多，细菌ＯＴＵｓ最多的是Ｅ３０处理，但与Ｅ４０处理
的差别不大，总的来说添加蚯蚓粪有机肥能提高土

壤中微生物ＯＴＵｓ的水平，其中Ｅ４０处理的最好。
　　Ｓｈａｎｎｏｎ（香农）指数是评价微生物多样性的重
要指标，其数值越大，则物种多样性越高，在本研究

中细菌和真菌Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数结果见图３。对
于土壤细菌来说，ＣＫ、Ｅ１０、Ｅ２０、Ｅ３０和 Ｅ４０处理的
多样性指数分别为６．５９、６．５３、６．６３、６．５９和６．６２，
各处理之间并无明显差别；对于真菌来说这５个处
理相应的多样性指数分别为２．００、２．６２、１．６０、２．１３
和２９９，其中Ｅ１０、Ｅ３０和Ｅ４０处理土壤真菌多样性
要高于 ＣＫ，而 Ｅ２０处理的多样性指数则要明显低
于ＣＫ。总的来说，添加蚯蚓粪有机肥提高了土壤中
细菌和真菌的多样性，综合来看，添加量为１８．０ｇ／ｋｇ
时的效果最好。
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　　进一步利用主成分分析来探讨蚯蚓粪有机肥
对土壤细菌和真菌的影响，结果见图４。对于土壤
细菌，ＰＣ１轴和 ＰＣ２轴分别表示不同群落间
５７１４％和１９．５８％的变异度，其中，Ｅ２０和 Ｅ４０处

理位于第Ⅰ象限，Ｅ３０和 Ｅ１０处理位于第Ⅳ象限，
ＣＫ远离其他处理独自处于第Ⅲ象限。对于土壤真
菌，ＰＣ１轴和ＰＣ２轴分别表示不同群落间７８．７４％
和１９．２６％的变异度，其中Ｅ２０处理和ＣＫ位于第Ⅲ
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象限，Ｅ１０和Ｅ４０处理位于第Ⅳ象限，Ｅ３０处理独自
位于第Ⅱ象限。综上所述，添加蚯蚓有机肥对土壤
细菌和真菌的群落构成都会产生明显的影响，且改

变蚯蚓有机肥的添加量对土壤真菌群落构成的影

响大于细菌，可能是由土壤中真菌群落的稳定性不

如细菌所造成的。

２．２　不同处理对土壤微生物群落结构的影响
土壤中细菌和真菌的群落组成如图５所示，可

知在门分类水平上不同添加量蚯蚓有机肥处理下

细菌和真菌的群落组成及相对丰度。由图５－ａ可
知，在门分类水平上，各处理土壤细菌群落和优势

物种的组成基本相同，但是平均相对丰度存在一定

差异。在对照ＣＫ中，放线菌门为最优势门，相对丰
度所占比例为２４．３０％。随着蚯蚓有机肥添加量的
增加，酸杆菌门相对丰度呈现先减小后增加的趋

势。绿弯菌门和厚壁菌门也表现出相同趋势。而

门的相对丰度则表现出先增加后减小的趋势。由

图５－ｂ可知，在门分类水平上，各处理土壤真菌中
子囊菌门为最优势门，相对丰度高达 ７１．９４％ ～
９１３５％。另外，在门分类水平上，各处理土壤真菌
的种类远远小于细菌，且相对丰度的变化也没有呈

现明显的规律。这可能是因为土壤中的真菌数量

较少，容易受到环境因素的影响。

　　在属的分类水平上，各处理土壤细菌和真菌的群
落组成及相对丰度见图６。土壤细菌芽孢杆菌属、
Ｖｉｃｉｎａｍｉｂａｃｔｅｒａｌｅｓ、鞘氨醇菌属、ＪＧ３０－ＫＦ－ＣＭ４５、
Ｇｅｍｉｎｉｃｏｃｃａｃｅａｅ、Ｖｉｃｉｎａｍｉｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ、Ｒｏｋｕｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ、
Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄａｃｅａｅ较为丰富。与对照 ＣＫ相比，不
同添加量的蚯蚓有机肥处理均能提高土壤中芽孢

杆菌属的相对丰度，Ｅ３０处理效果最好，芽孢杆菌属
的相对丰度提升至 ８．７８％。另外，在属分类水平
上，各处理土壤真菌的群落构成基本相同，轮枝孢菌

属为最优势属，相对丰度达１９．３８％～７２１５％，最高
值出现在 Ｅ２０处理中。但是，在属分类水平上，各
处理土壤真菌相对丰度的变化没有规律，这与门分

类水平中土壤真菌相对丰度的表现一致。

３　讨论与结论

蚯蚓粪有机肥是一种优质生物肥，可以有效修

复被污染土壤和改善土壤肥力，并抑制某些植物病

害［１９］。由于蚯蚓菌肥自身的特点，当其进入土壤后
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也相应地改变了土壤中微生物的群落结构和活性。

土壤微生物在土壤养分的转化和循环过程中起到

了推动作用［２０］，是构成土壤肥力关键的组成部分，

在调节植物生长发育、抑制病害微生物生长的同

时，还可以促进植物所需营养元素的循环、土壤肥

力的保持及能量的转化［２１］。

在本研究中，当蚯蚓菌肥进入土壤后，土壤

ＯＴＵ数增加，添加蚯蚓菌肥的土壤特有的 ＯＴＵｓ数
目也要高于空白对照，这一方面是由于蚯蚓菌肥进

入土壤后，改变了土壤环境，增加了土壤营养，并影

响了土壤中原有微生物的互作，从而使得随着时间

的增加而灭亡部分的微生物数目减少；另一方面可

能是由于蚯蚓菌肥自身带有部分特有的微生物，这

部分微生物进入土壤后，成为土壤微生物区系的一

部分，从而使得土壤中特有的ＯＴＵｓ数目增加。
而对于土壤细菌和真菌的多样性指数来说，添

加１３．５、１８．０ｇ／ｋｇ蚯蚓菌肥的土壤的细菌和真菌的
多样性指数要高于ＣＫ；添加量为４．５ｇ／ｋｇ的处理降
低了细菌的多样性指数，而增加了真菌的多样性指

数；添加 ９．０ｇ／ｋｇ的处理增加了细菌的多样性指
数，而降低了真菌的多样性指数。这说明高添加量

的处理能够提供充足的营养物质，各种类的微生物

均能获得充足的营养元素，从而提高微生物的多样

性，前人研究也证明，添加菌肥能够提高土壤的有

机质和养分水平，从而提高土壤微生物的数量和活

性［２２］。而低添加量的处理对于土壤中细菌和真菌

的影响不一，这有可能是由于在低水平的添加量

下，土壤中的营养物质并没有特别明显的提高，在

这种情况下，对于微生物互作的趋势并不一致，可

能是增加了土壤微生物之间对于能源物质的竞争，

使部分劣势微生物消亡，从而降低了微生物的多样

性，添加有机肥改变了土壤中营养物质的含量和组

成比例，从而改变了微生物之间的稳态及其交互作

用［２３］，并有可能加剧其竞争关系。

由主成分分析可知，添加蚯蚓菌肥显著地改变

了细菌的群落结构，而真菌的群落结构并无明显的

改变，添加蚯蚓菌肥微生物的群落分布特征会随着

土壤环境的改变而改变，而不同的微生物群落有着
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不一样的生态功能。其中芽孢杆菌属细菌具有较

强的防病促生和抗逆能力，能够促进植物生长、增

强植物抗逆性［２４－２５］，在农业生产研究中被广泛应

用，有着较高的经济价值［２６］。在本研究中，添加蚯

蚓粪有机肥能有效提高土壤中芽孢杆菌属细菌的

相对丰度，这说明蚯蚓粪有机肥是通过影响土壤中

芽孢杆菌属细菌的途径来提高作物产量和增强作

物抗逆性的。对于真菌来说，子囊菌门真菌具有降

解有机物质作用，通常在有机质含量高的土壤中含

量丰富［２７］。在本研究中，子囊菌门是相对丰度最高

的门，而添加了蚯蚓粪有机肥对其的丰度没用明显

的提高，甚至出现降低的现象，这可能由原土壤中

的有机质含量较高所致。

本研究表明添加蚯蚓粪有机肥能够提高土壤

中细菌和真菌的特有物种的数目，并且能够提高其

多样性指数。总的来说，添加１８．０ｇ／ｋｇ蚯蚓粪有
机肥的效果最好。此外，添加蚯蚓粪有机肥提高了

土壤中芽孢杆菌属细菌的丰度，这类细菌具有提高

作物产量和增强作物抗逆性的作用，可作进一步

研究。
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