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生物有机肥稻田不同生长时期根际土壤

细菌群落动态变化

韦月平，丛培东，曲贵伟，王　鹏，宋　宇
（辽东学院，辽宁丹东１１８００３）

　　摘要：为探讨生物有机肥稻田水稻不同生长时期根际土壤细菌群落动态变化及其和环境因子的相关性，利用高通
量测序技术对生物有机肥稻田水稻分蘖期、拔节期、抽穗期和成熟期４个时期的根际土壤细菌进行高通量测序及分
析。结果显示，测序共获得４０４１８３个有效序列，可分为５５个门，１７１个纲，３８５个目，６０３个科，１０１０个属，２１３９个种。
α多样性分析显示，ＡＣＥ多样性指数在生长时期呈现先下降后上升的趋势，分蘖期和拔节期的香农多样性指数均与成
熟期差异显著。４个生长时期的优势菌门相似，优势菌门（相对丰度 ＞１０％）有放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ）、绿弯菌门
（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ）。β多样性分析显示，４个生长时期的细菌群落结
构具有一定的差异性，成熟期和其余３个时期的群落结构差异显著。冗余分析（ＲＤＡ）表明，ｐＨ值是影响细菌群落的
第１因子，主要菌门都与ｐＨ值呈正相关，其中绿弯菌门受ｐＨ值影响最大。相对丰度值最高的放线菌门则受含量影
响最大。在生物有机肥稻田中，随着水稻的生长发育，根际土壤的细菌群落结构会随着土壤理化因子发生一定变化，

说明土壤理化因子是影响细菌群落的主要因素。
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　　植物根系可与土壤中的微生物相互合作，植物
通过根系吸收水分、无机养分，并分泌有机分泌物

供根际微生物生长［１］。据估计，每克植物根际土壤

都含有数１０亿种微生物，包括数万个物种；因此，土
壤被认为是一个高度复杂和动态的生态系统［２－４］。

根际微生物可以通过溶磷、固氮作用或激素合成、

降解作用促进植物从环境中吸取营养及调控植物

的生长和环境适应性并可通过与致病菌的作用或

诱导植物抗性来调控免疫反应［５－９］。水稻是我国最

重要的粮食作物，其种植面积约占世界水稻种植面

积的１／４，占我国耕地面积的２５％左右［１０］。在水稻

与土壤系统中，土壤微生物在维系此系统健康与稳

定方面发挥着重要作用。现代农业生产中通过使

用化肥农药来减少病虫害和增加粮食产量。但研

究发现，长期使用化肥、农药会导致土壤酸化板结、

温室气体排放量增加、水体富氧化等一系列生态环

境问题［１１－１３］。为缓解此类问题的发生，通过施加有

机肥料与功能性微生物相结合的生物有机肥可改

善农田生态环境又可获得绿色安全的稻米。目前，

国内外对水稻根际微生物群落的研究集中于以下

几个方面：水稻常见疾病发生时根际微生物群落的

变化、不同地区不同水稻栽培类型的水稻全生长时

期根际微生物群落的变化、转基因水稻对根际微生

物群落的影响、不同施肥模式对水稻根际微生物的

影响、喷施农药对水稻根际微生物的影响等［１４－１８］；

而鲜见对生物有机肥稻田水稻不同生长时期根际

细菌群落结构的变化及土壤理化因子相关性分析

的报道。土壤微生物群落结构研究现已由只能培

养土壤中约０．３％的微生物的传统分离方法［１９］，发

展到如今的低成本、高灵敏度快速获取土壤微生物

信息的高通量测序法。随着高通量测序技术的发

展，常规种植的水稻根际微生物群落相关研究有所

进展［２０］。本研究拟通过高通量测序对生物有机肥

稻田越光大米不同生长时期根际土壤细菌群落的

动态变化进行分析，探讨生物有机肥稻田越光大米

不同生长时期根际土壤细菌群落结构变化及其与

环境因子的相关性，以期为生物有机肥稻田不同生

长时期的根际土壤环境提供数据支持，为针对不同
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生长时期的专用有机菌剂的开发提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　土壤样品的采集和处理
本研究选取只施生物有机肥而不用化肥、农药

的越光大米稻田为试验材料，试验地点为辽宁省东

港市北井子镇盖家坝农场，生物有机肥是日照益康

有机农业科技发展有限公司生产的海藻生物有机肥，

其分别在２０２０年３月和７月按 ２０ｋｇ／６６６．６７ｍ２施
用。该试验田占地面积约 ７００ｍ２，连续３年施用生
物有机肥，水稻于２０２０年５月１０日进行移栽，株间
距为３０ｃｍ×１５ｃｍ，分别在越光大米的分蘖期
（２０２０年６月２９日，ＹＪＴＦＮ）、拔节期（２０２０年７月
３１日，ＹＪＴＢＪ）、抽 穗 期 （２０２０年 ９月 ２日，
ＹＪＴＣＨＳ）、成熟期（２０２０年１０月１５日，ＹＪＴＣＳ）在稻
田上随机选取５个点采用破坏性取样法将水稻整株
挖出，勿伤害根系，抖落大块土壤后用无菌刷刷取

根际区域约１ｍｍ紧密黏附在根表面的土壤，每５
株为１个重复，每个时期３次重复。混合后的样品
分成２份，１份装入５０ｍＬ离心管中，于－８０℃冷冻
保存，用于微生物多样性分析；另一份装入密封袋，

带回风干处理，用于土壤理化指标分析。

１．２　土壤理化因子的测定
有机质含量测定采用重铬酸钾氧化 －分光光

度法，土壤ｐＨ值采用酸度计测定，速效磷含量测定
采用碳酸氢钠浸提 －钼锑抗比色法，速效钾含量测
定采用氯化钙浸提 －火焰光度计法，全氮含量测定
采用凯氏定氮法［２１］。

１．３　样品总ＤＮＡ提取与高通量测序
称取０．５ｇ在－８０℃冰箱中保存的样品，利用

土壤基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（ＦａｓｔＤＮＡ ＳｐｉｎＫｉｔ
ｆｏｒＳｏｉｌ）进行基因组ＤＮＡ提取，提取的ＤＮＡ经适当
稀释后于－２０℃条件下保存用于后续聚合酶链式
反应（ＰＣＲ）扩增。用通用引物３３８Ｆ：ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧ
ＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ和８０６Ｒ：ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡ

ＡＴ，扩增细菌１６ＳｒＲＮＡ基因的 Ｖ３～Ｖ４区并利用
Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的ＭｉｓｅｑＰＥ３００平台，委托上海美吉生
物医药科技有限公司对 ＰＣＲ扩增产物进行双端
测序。

１．４　数据的质控与分析
高通量测序所得到的原始双端序列数据经

Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ软件去杂、Ｆｌａｓｈ软件拼接后通过 Ｑｉｉｍｅ
软件进行质控并利用 ｕｓｅａｒｃｈ软件去除嵌合体序列
即得到优质序列。利用 ＵＰＡＲＳＥ按照９７％相似性
对非重复序列（不含单序列）进行操作分类单元

（ＯＴＵ）聚类并去除嵌合体，得到 ＯＴＵ的代表序列。
基于 Ｓｉｌｖａ细菌分类学数据库利用 ＲＤＰＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ
（ｖｅｒｓｉｏｎ２．１．１）软件对 ＯＴＵ进行分类学注释，得到
每个ＯＴＵ对应的物种分类信息以统计各水平下各
样品的群落组成［２２］。利用ｍｏｔｈｕｒ（１．３０．２）软件计
算α多样性指数，利用 Ｒ语言 ｖｅｇａｎ包中冗余分析
（ＲＤＡ）进行环境因子关联分析。利用 ＳＰＳＳ２６．０
软件进行数据统计分析。

２　结果与分析

２．１　生物有机肥稻田不同生长时期根际土壤基本
理化性质

如表１所示，速效磷和速效钾含量会随着水稻
的生长发育而呈递减趋势。速效磷含量在各个生

长时期无显著差异。随着水稻的生长，ｐＨ值先降低
后升高，拔节期最低，成熟期最高，但不同生长时期

差异不显著。有机质和全氮含量则是拔节期 ＞成
熟期＞分蘖期 ＞抽穗期，且拔节期与成熟期、分蘖
期、抽穗期都有显著差异。抽穗期和成熟期的速效

钾含量均显著低于分蘖期和拔节期。

２．２　生物有机肥稻田不同生长时期土壤细菌群落
高通量文库及α多样性指数分析

通过对土壤细菌１６ＳｒＲＮＡ基因的 Ｖ３～Ｖ４区
进行高通量测序，该研究中水稻４个生长时期的１２
个样本共获得４０４１８３个有效序列，其中部分序列

表１　生物有机肥稻田不同生长时期根际土壤理化因子

生长时期 ｐＨ值 有机质含量

（ｇ／ｋｇ）
全氮含量

（ｇ／ｋｇ）
速效磷含量

（ｍｇ／ｋｇ）
速效钾含量

（ｍｇ／ｋｇ）

分蘖期 ５．６７±０．０８ａ ２５．６８±０．８７ｂ １．４４±０．０５ｂ １９．４３±１．７４ａ １５３．８０±３２．２７ａ

拔节期 ５．５８±０．１４ａ ３４．３２±１．５４ａ １．７３±０．２４ａ １７．０５±３．１４ａ １００．５６±２３．２３ａ

抽穗期 ５．７８±０．２８ａ ２４．３０±０．３９ｂ １．３６±０．０２ｂ １６．７７±１．７１ａ ７３．４６±７．０９ｂ

成熟期 ５．９４±０．１５ａ ２６．６１±２．５５ｂ １．４９±０．０１ｂ １４．４１±１．２０ａ ７１．５２±３．８７ｂ

　　注：同列数据后不同英文字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。
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重复，分析时已去除。各时期获得 ３１８４～４０３１个
ＯＴＵ，从分蘖期到成熟期 ＯＴＵ数呈递增趋势；其中，
分蘖期、拔节期、抽穗期ＯＴＵ数与成熟期差异显著。
所有样品的覆盖度都大于０．９６，接近于１，说明测序

深度已经基本覆盖样品中的所有物种。ＡＣＥ、香农
（Ｓｈａｎｎｏｎ）等２种 α多样性指数分析显示，分蘖期
和拔节期与成熟期之间的 Ｓｈａｎｎｏｎ指数差异显著
（表２）。

表２　生物有机肥稻田不同生长时期土壤细菌群落高通量文库及多样性指数分析

生长时期 序列数（个） ＯＴＵ数（个） ＡＣＥ指数 Ｓｈａｎｎｏｎ指数 覆盖度

分蘖期 ３０３０９±４７５７ ３１８４±２２６ｂ ４６１９．５５±１８１．７１ａ ６．６８±０．０６ｂ ０．９６

拔节期 ２８７７４±４５２５ ３１９７±２６５ｂ ４５１０．４３±３１１．１２ａ ６．６８±０．０２ｂ ０．９６

抽穗期 ３３０３３±３０６４ ３４０３±２５５ｂ ４６９９．０７±３０４．３７ａ ６．７９±０．０８ｂ ０．９６

成熟期 ４２６１２±５２８３ ４０３１±１９２ａ ５２２６．４７±１４３．４７ａ ７．００±０．０５ａ ０．９７

２．３　生物有机肥稻田不同生长时期土壤细菌群落
结构动态分析

本研究获得的微生物序列可分为５５个门，１７１
个纲，３８５个目，６０３个科，１０１０个属，２１３９个种。
将各样品中相对丰度＜１％的归为其他，则所有样品
中放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ，１３．５％～２５．５３％）、绿
弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ，１７．６２％ ～２０．３５％）、变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，１６．４７％ ～１７．９５％）和酸杆菌门
（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ，９．２５％ ～１１．２６％）的相对丰度均
＞１０％，在不同生长时期占比最大（图１）。此外，样
品中还有脱硫杆菌门（Ｄｅｓｕｌｆｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅ）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、硝化螺旋菌
门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）、黏球菌门（Ｍｙｘｏｃｏｃｃｏｔａ）、芽单胞菌
门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、髌骨菌门（Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ）、
ＭＢＮＴ１５和疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）等（图 ２）。
在优势菌群中，放线菌门在各个生育期的相对丰度

有明显差异，其中拔节期相对丰度最高而成熟期则

最低。其余优势菌群在各个生长时期的相对丰度

差异不明显。变形菌门、绿弯菌门相对丰度随着生

长时期的增加呈现先下降后升高的趋势。脱硫杆

菌门、厚壁菌门、黏球菌门相对丰度随着生长时期

的增加先逐步升高后在成熟期有所下降。

２．４　生物有机肥稻田不同生长时期根际土壤细菌
群落的β多样性分析

β多样性分析是通过对不同生境或微生物群落
间的物种多样性进行组间比较分析来探索不同组

分样本间群落组成的相似性或差异性。主分量分

析（ＰＣＡ）也是一种 β多样性分析方法。如图３所
示，生物有机肥稻田４个生长时期均有一定距离，说
明细菌群落结构具有一定差异性，成熟期和其余３
个时期距离较远，说明成熟期细菌群落结构和另外

３个时期有明显差异。
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２．５　不同生长时期土壤细菌群落与环境因子的
ＲＤＡ分析

通过ＲＤＡ分析对生物有机肥稻田不同生长时
期土壤理化因子与根际土壤细菌群落门水平上的

关系进行分析。如图４所示，２个排序轴的菌门与
环境因子的累积百分比为５６．１０％，其中第１排序
轴贡献了４４．２５％，第２个排序轴贡献了１１．８５％。
第１排序轴主要与速效磷（ＡＰ）含量和 ｐＨ值相关，
相关系数分别为－０．９９４７和０．９９８６；第２排序轴
主要与速效钾（ＡＫ）、有机质（ＯＭ）、全氮（ＴＮ）含量
相关，相关系数分别为０．９９９７、０．９９９９和０．９９９３。
ｐＨ值是影响菌门的第１因子，其次是速效磷和速效
钾含量。丰度排名前六的菌门均与 ｐＨ值呈正相关
且除放线菌门外与速效磷、速效钾、有机质和全氮

含量呈负相关，其中绿弯菌门受 ｐＨ值影响最大。
放线菌门和速效钾、有机质和全氮含量呈正相关，

其中受全氮含量的影响最大。

３　讨论与结论

高通量测序技术在土壤微生物多样性研究中

已得到广泛应用［２３］。本研究利用此技术通过对

１６ＳｒＲＮＡ基因的Ｖ３～Ｖ４区的测序分析，成功获得
了生物有机肥稻田不同生长时期土壤菌群结构的

多样性的菌群信息。测序共获得４０４１８３个有效序
列，可分为５５个门，１７１个纲，３８５个目，６０３个科，
１０１０个属，２１３９个种。成熟期的 ＯＴＵ数最多，分
蘖期和拔节期的 ＯＴＵ数均与成熟期有显著差异。
在门分类水平上，４个生长时期的优势菌门相近，其
中具有抑菌和防治土传病害功效的放线菌门相对

丰度最高，这可能和稻田施入生物有机肥有关，研

究证实施用有机肥料与功能性微生物相结合的生

物有机肥在预防土传病害方面的应用更为有

效［２４－２５］。Ｔｉａｎ等研究表明，不同类型土壤放线菌
数量变化不同，连续施用生物有机肥后，放线菌数

量呈上升趋势［２６］。

张振兴等研究发现，土壤理化因子影响水稻根

际的生理代谢，水稻根际的生长代谢活动又可改变

土壤理化性状，二者相互作用共同影响微生物的群

落组成及多样性［２７］。本研究４个生长时期中分蘖
期和拔节期的 Ｓｈａｎｎｏｎ指数均与成熟期差异显著。
β多样性分析可以看出随着水稻的生长发育，各个
时期的群落结构会发生变化，成熟期和其余３个时
期的群落结构有明显差异。

ＲＤＡ对不同生长时期稻田根际土壤细菌群落
影响因素分析表明，细菌群落组成的影响因子排序

是ｐＨ值＞ＡＰ含量 ＞ＡＫ含量 ＞ＯＭ含量 ＞ＴＮ含
量，已有研究证实土壤微生物群落组成与土壤 ｐＨ
值密切相关［２８－２９］，丰度排名前六菌门的相对丰度均

与ｐＨ值呈正相关，其中绿弯菌门受 ｐＨ值影响最
大。丰度值最大的放线菌门的相对丰度和速效钾、

有机质、全氮含量、ｐＨ值呈正相关，与速效磷含量呈
负相关，其中受全氮含量的影响最大。

生物有机肥稻田中随着水稻的生长发育，根际

土壤理化因子的变化，细菌群落结构会随之变化，α
多样性指数分析显示分蘖期和拔节期的 Ｓｈａｎｎｏｎ指
数均与成熟期差异显著。β多样性分析显示成熟期
的群落结构和其余时期有明显差异，ＲＤＡ分析显示
ｐＨ值是影响细菌群落的首要因子，其次是速效磷、
速效钾、有机质和全氮含量。全氮含量是放线菌门

的首要控制因子，ｐＨ值是绿弯菌门的首要控制因
子。本研究为生物有机肥稻田不同生长时期的根

际土壤环境提供了数据支持并为针对不同生长时

期的专用有机菌剂的开发提供了理论依据。
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