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　　摘要：为了探究施用氮肥对丽江植烟区烟草根际土壤细菌群落结构的影响，依据当地常规氮肥施用量，设置低于

常规施用量（９０．０ｋｇ／ｈｍ２纯氮，Ｔ１处理）、高于常规施用量（１２７．５ｋｇ／ｈｍ２纯氮，Ｔ６处理）２个处理。采用高通量测序
技术，比较２个处理间土壤细菌群落结构的组成和多样性。结果表明，２个处理共鉴定出３４１０种共有细菌群落，Ｔ１
处理的细菌群落多样性高于Ｔ６处理，其种群结构相对完整。从细菌门水平结构组成的分析发现，２个处理均以放线
菌门、厚壁菌门、变形菌门、绿弯菌门、酸杆菌门等为优势细菌门；从细菌属水平结构组成的分析发现，芽孢杆菌属、鞘

氨醇单胞菌属、节杆菌属等是２个处理的优势菌属；从土壤细菌群落的β多样性分析发现，２个处理间的细菌群落主
成分有明显差异，且存在一定变异。研究结果可为丽江烟草生产过程中的氮肥施用量设计及植烟区土壤改良提供理

论依据。
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　　烟草是我国重要经济作物［１］，烟叶的产量、质

量在很大程度上影响着地区经济发展水平，而其生

长发育及品质受栽培措施的影响较大［２］。氮素是

烟草生长发育过程中必需的营养元素，是影响烟叶

产量、质量的重要因素［３］。随着烟草复种指数的不

断提高，农户为了追求高产量而盲目过量施用氮

肥，导致土壤养分失衡，不仅对烟草生长及烟叶品

质造成不利影响，大大降低了烟草的经济效益［４－８］，

而且对土壤微生态环境产生了负面影响，导致土壤

质量退化［９］。

微生物在土壤养分循环和周转中起着关键作

用［１０］，其多样性及群落结构是评价土壤肥力的重要

指标［１１－１２］。施肥可以改变土壤中的营养物质，从而

显著影响微生物的结构和功能［１３］。养分可以为根

际细菌提供生长和繁殖的基本原料［１４］。微生物和

环境间的相互作用，促进了植物对养分的吸收、增

强了植物的抵抗力，并提高了作物的产量和品

质［１５］。因此，本研究选取烟草根际土壤为研究对

象，用１６ＳｒＲＮＡ基因高通量测序的方法分析氮肥
对烟草根际土壤细菌群落的影响，旨在揭示烟草根

系土壤中细菌群落组成对施肥的响应机制，为改善

植烟土壤状况提供科学依据，对于提升烟草产量、

质量具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　试验地概况
本试验于２０２３年５—９月在云南省丽江市永胜

县永北镇胜利村烟草种植田（１００°７５″Ｅ，２６°７１″Ｎ）内
进行，试验地平均海拔为２１３２．９ｍ。该县气候条件
以亚热带山地季风气候为主，平均气温为１３．５℃，
年均降水量为９２９．８ｍｍ。
１．２　试验设计

在试验地块内设置１０ｍ×１２ｍ土壤肥力均匀
且前茬作物一致的试验小区，其土壤质地为壤土。

所有小区于试验田内随机分布。供试品种为云烟

１２１。共设置２个处理，分别用 Ｔ１、Ｔ６处理表示，其
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中Ｔ１处理的纯氮施用量为９０．０ｋｇ／ｈｍ２，Ｔ６处理
的纯氮施用量为１２７．５ｋｇ／ｈｍ２，每个处理重复３次。
１．３　取样方法

在烤烟成熟期，按对角线五点取样法分别取各

小区烟株的根际土。将土壤去除杂质、均匀混合

后，用无菌密封袋装好并及时封存于干冰中邮寄给

测序公司（上海美吉生物医药科技有限公司）提取

ＤＮＡ，对烟草根际土壤细菌群落进行高通量测序。
１．４　测定方法

土壤细菌 ＤＮＡ的提取及测序：使用土壤 ＤＮＡ
提取试剂盒（上海美吉生物医药科技有限公司）对２
个处理的细菌提取ＤＮＡ后，用琼脂糖凝胶电泳检测
ＤＮＡ的纯度、浓度，并用超纯水稀释至１ｎｇ／μＬ。使
用引物３３８Ｆ（５′－ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－
３′）对１６ＳｒＲＮＡ基因的可变区（Ｖ３～Ｖ４）进行 ＰＣＲ
扩增，扩增后用２％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物。
纯化后，用Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序平台进行测序分析。
１．５　数据处理

使用绿色基因数据库（ＧｒｅｅｎＧｅｎｅ）、核糖体数
据库项目分类器（ＲＤＰＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ）将代表性序列集合
注释并分析样品物种。依据样本文库的操作分类

单元（ＯＴＵ）丰度信息，用 ＱＩＩＭＥ（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．７．０）软
件计算土壤样品的细菌多样性指数。

２　结果与分析

２．１　土壤细菌群落香农指数稀释度曲线分析
不同处理根际土壤细菌群落的香农指数稀释

曲线见图 １。香农指数（Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ）是表征土壤微生物多样性的常用指标，它表
示各种间个体分配的均匀性，香农指数越高，则表

明个体分配越均匀，群落多样性越大，对比不同处

理的稀释曲线就可以直观显示处理间物种多样性

差异。由图１可以看出，随着测序数量的增加，土壤
样品的细菌香农指数稀释曲线斜率先逐渐减小后

趋于平缓，本研究中的物种数量没有显著增加，说

明采用高通量测序技术分析施肥对烟草根际土壤

细菌群落结构组成、多样性的影响是可行的，同时

说明本研究数据是合理的。Ｔ１处理香农指数对应
的ＯＴＵ数量高于Ｔ６处理；同一处理的不同重复中，
Ｔ１处理的均匀性更好。
２．２土壤细菌群落分布

由图２可知，Ｔ１、Ｔ６处理共鉴定出了７２８６种细
菌群落，２个处理共有３４１０种细菌群落，占总菌落

的４６．８０％。Ｔ１处理独有１９９１种细菌群落，占总
菌落数的 ２７．３３％。Ｔ６处理独有 １８８５种细菌群
落，占总菌落数的２５．８７％。Ｔ１处理独有的细菌种
类数较Ｔ６处理多５．６２％。
２．３　土壤细菌群落的α多样性分析

不同处理根际土壤细菌的 α多样性分析结果
见表１。香农、辛普森指数能够反映测序样本的多
样性，其中香农指数越大，样本的微生物群落多样

性越高，而辛普森值越大，样本的微生物群落多样

性反而越低。实际丰富度观测值、ＡＣＥ值、Ｃｈａｏ值
则能够反映样本的微生物群落丰富度，实际丰富度

观测值、ＡＣＥ值、Ｃｈａｏ值越高，表明微生物群落的丰
富度越高，反之，表明微生物群落的丰富度越低。

覆盖率能够反映群落覆盖度。由表１可以看出，样
品的测序覆盖率均达９８％，说明样品序列绝大部分
均已被检出，测序结果能够展示样品的真实情况。

Ｔ１处理和Ｔ６处理的香农、辛普森指数分别为６．２８、
０．０１和５．８０、０．０３，Ｔ１处理的香农指数较 Ｔ６处理
提高了 ８．２８％，辛普森指数较 Ｔ６处理降低了
６６６７％。Ｔ１处理和Ｔ６处理的实际丰富度观测值、
ＡＣＥ指数、Ｃｈａｏ指数分别为 ３３３５．００、４０３０．２１、
３８５２．３５和３２０２．００、３９０３．３４、３６９９．２４，Ｔ１处理
的实际丰富度观测值、ＡＣＥ、Ｃｈａｏ指数分别较 Ｔ６处
理提高了４．１５％、３．２５％、４．１４％。
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表１　不同处理根际土壤细菌群落的α多样性

处理
多样性指数 丰富度指数

香农指数 辛普森指数 丰富度实际观测值 ＡＣＥ指数 Ｃｈａｏ指数
覆盖率

（％）

Ｔ１ ６．２８±０．０２ ０．０１±０．００ ３３３５．００±２９．５１ ４０３０．２１±９１．７３ ３８５２．３５±９４．００ ９８±０．００

Ｔ６ ５．８０±０．１７ ０．０３±０．０１ ３２０２．００±４２．５８ ３９０３．３４±３９．２７ ３６９９．２４±２７．６１ ９８±０．００

２．４　土壤细菌群落种类的组成及丰度
２．４．１　优势菌门分析　由图３可知，２个处理相对
丰度排序前１０的优势菌门分别为放线菌门、厚壁菌
门、变形菌门、绿弯菌门、酸杆菌门、芽单胞菌门、拟

杆菌门、黏菌门、髌骨菌门、蓝菌门，Ｔ１、Ｔ６处理的
１０种优势细菌门的相对丰度之和分别为９５．９０％、
９６．６８％。Ｔ１处理的放线菌门、绿弯菌门、酸酐菌
门、黏菌门、蓝菌门的相对丰度分别为 ２６．４９％、
８５９％、９．２５％、２．２０％、１．０３％，分别较 Ｔ６处理提
高 了 １１．０２％、３０．５５％、５７．３１％、２２．２２％、
６８８５％。Ｔ６处理的厚壁菌门、髌骨菌门的相对丰
度分别为２８．００％、１．１３％，分别较 Ｔ１处理提高了
４６３７％、３２．９４％。

２．４．２　优势菌属分析　由图４可知，２个处理的优

势菌属包括芽孢杆菌属、鞘氨醇单胞菌属、节杆菌

属、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿Ｉｎｔｒａｓｐｏｒａｎｇｉａｃｅａｅ、ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿ｎｏｒａｎｋ＿
ｏ＿Ｇａｉｅｌｌａｌｅｓ、ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿Ｖｉｃｉｎａｍｉｂａｃｔｅｒａｌｅｓ、
ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄａｃｅａｅ、ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿６７－１４、
ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿ＪＧ３０－ＫＦ－ＣＭ４５、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿
Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ。Ｔ１、Ｔ６处理的１０种优势菌属的
相对丰度之和分别为３７．２７％、４４７４％。Ｔ１处理的
节杆菌属、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿Ｉｎｔｒａｓｐｏｒａｎｇｉａｃｅａｅ、ｎｏｒａｎｋ＿
ｆ＿ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿Ｖｉｃｉｎａｍｉｂａｃｔｅｒａｌｅｓ、ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿
Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄａｃｅａｅ、ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿ＪＧ３０－ＫＦ－ＣＭ４５、
ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿６７－１４的相对丰度分别为 ４．４３％、
２９６％、２．６７％、２．２５％、１７３％、１．６２％，分别较 Ｔ６
处理提高了 ４９．１６％、２７５７％、５３．４５％、２２．９５％、
２０．１４％、２０．００％。Ｔ６处理的芽孢杆菌属、鞘氨醇
单胞菌属的相对丰度分别为２２．４０％、６．８５％，分别
较Ｔ１处理提高了８１６７％、２２．５４％。
２．５　土壤细菌群落的β多样性分析

由图５可知，主成分 １、主成分 ２分别解释了
５０．７０％、１４．９９％的群落差异，２个处理的累计解释
率达６５．６９％。Ｔ１处理处于主成分１的负值区域，
Ｔ６处理处于主成分１的正值区域，表明２个处理的
细菌群落主成分之间有明显差异。Ｔ１、Ｔ６处理均处
于主成分２的正、负值区域，表明重复间存在一定变
异性。

３　讨论

微生物在农田系统中对植物的生长具有重要

作用，其多样性水平可以敏感地指示土壤健康并影

响植物生长［１０－１２］。通过土壤细菌分布和 α多样性
分析发现，Ｔ１处理的细菌群落多样性丰富度高于Ｔ６
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处理，其种群结构相对完整。汪海静研究发现，过

量施用氮肥反而会使土壤细菌的种类、数量减少，

优势种群更加集中［１６］，本研究结果与之一致。土壤

细菌多样性、丰富度指数的增加，有助于提高土壤

细菌群落的稳定性。对于不同类型的作物而言，由

于根系分泌物的差异，导致作物根际土壤周围细菌

群落也有较大差异［１７］。

本研究对烟草根际土壤细菌群落门水平结构

组成进行分析发现，２个处理均以放线菌门、厚壁菌
门、变形菌门、绿弯菌门、酸杆菌门、芽单胞菌门、拟

杆菌门、黏菌门、髌骨菌门、蓝菌门为优势菌门，这

与前人的研究结果［１８－２２］类似，说明各处理间的优势

菌门存在较宽的生态位，能够适应各种生存环境，

只是所占比例不同。Ｔ１处理的绿弯菌门、酸杆菌
门、蓝菌门相对丰度均高于 Ｔ６处理，绿弯菌门属于
耐胁迫能力较强的微生物，对贫瘠环境的适应性

强，适宜在低养分环境中生长繁殖［２３－２４］，本研究结

果与杨玲等的研究结果［２５］一致。酸杆菌门是氮代

谢的主要生态功能细菌［２６］，具有较宽的生态位，且

对不同环境的适应性较强［１８］。蓝菌门是地球上固

氮量仅次于豆科植物、根瘤菌共生结合体的生

物［２７］，能将无机氮转化为有机氮［２８］。Ｔ６处理的厚
壁菌门、髌骨菌门的相对相对丰度高于 Ｔ１处理，厚
壁菌门是许多盐渍化土壤中的优势菌群，本研究结

果与前人研究［２９－３４］一致。目前对髌骨菌门的研究

较少，从现有的文献可知，髌骨菌门对土壤污染环

境耐性较强［３５］。

通过烟草根际土壤优势细菌属水平结构组成

分析发现，Ｔ６处理的芽孢杆菌属、鞘氨醇单胞菌属
的相对丰度分别较Ｔ１处理大幅提高，２种优势菌属
的相对丰度分别较 Ｔ１处理提高了 ８１．６７％、
２２５４％。冯伟等研究发现，芽孢杆菌属是耐盐碱菌

的优势细菌种群［３６］。已有研究发现，芽孢杆菌可以

产生内生孢子，在不利的环境下维持自身对外界的

抵抗能力［３７－３８］，因而烟草在不利的根际环境下，可

能通过产生大量芽孢杆菌，可以维持自身不受伤

害。本研究结果与吴林坤等的研究结果［３９］相似。

鞘氨醇单胞菌属具有较高的代谢能力［４０］，被认为是

具有植物促生特性的细菌，可在植物生长、植物耐

受逆境胁迫等方面起到重要作用［４１］。有学者发现，

施氮条件会增加鞘氨醇单胞菌等具有促生作用的

细菌的相对丰度［４２］，本研究结果与之一致。

４　结论

本研究利用Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序技术对丽江市
永胜县不同氮肥施用量的烟草根际土壤细菌群落

结构及其多样性进行了研究，发现氮肥可以改变土

壤中的微生物群落结构，高于常规施用量的处理反

而使细菌群落的种类、数量减少，优势菌群落更加

集中，从而降低土壤微生物的丰富度，不利于土壤

微生物多样性的保持。虽然大量研究发现，氮肥的

施用在一定程度上可提高土壤中微生物的生物量，

但是过量施肥反而不利于维持土壤微生物的种类、

数量。本研究结果为丽江植烟区进一步开展施肥

对烟草种植的研究提供了理论依据，但是高通量测

序序列分析中有部分未被描述和鉴定的细菌，即在

与现有数据库中已知序列进行比对时，无法获得该

序列的分类学信息。因此，推测这些序列可能是烟

草根际土壤中新发现的土壤微生物类群，还需采用

其他分析手段进一步鉴定。
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ｃｏａｓｔａｌｄｅｓｅｒｔｏｆＬｉｔｔｌｅＲａｎｎｏｆＫｕｔｃｈ，Ｇｕｊａｒａｔ，Ｉｎｄｉａ［Ｊ］．３

Ｂｉｏｔｅｃｈ，２０１８，８（１）：５３．

［３３］白雪花，陈晓蓉，陈新范，等．连作与非连作苎麻根际微生物的

多样性研究［Ｊ］．中国麻业科学，２０２１，４３（５）：２２２－２３０．

［３４］王改萍，阿依古丽·托乎提，王　茹，等．新疆乌尔禾地区盐渍

土壤耐盐细菌多样性与群落结构研究［Ｊ］．微生物学杂志，

２０２１，４１（２）：１７－２６．

［３５］陈海生，陈韬略，蔡林生，等．镉污染对滨海滩涂围垦区西兰花

根际土壤细菌群落结构的影响［Ｊ］．沈阳农业大学学报，２０２４，

５５（１）：２１－２８．

［３６］冯　伟，孙　瑞，高广海，等．天津团泊湖地区盐碱土壤中可培

养微生物群落结构和归属分析［Ｊ］．农业环境科学学报，２０１３，

３２（５）：１０２８－１０３５．

［３７］ＫｅｒｎｅｙＫＲ，ＳｃｈｕｅｒｇｅｒＡＣ．ＳｕｒｖｉｖａｌｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｅｎｄｏｓｐｏｒｅｓ

ｏｎｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ－ｉｒｒａｄｉａｔｅｄｒｏｖｅｒｗｈｅｅｌｓａｎｄＭａｒｓｒｅｇｏｌｉｔｈｕｎｄｅｒ

ｓｉｍｕｌａｔｅｄＭａｒｔｉａｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ａｓｔｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１１，１１（５）：

４７７－４８５．　

［３８］王兴松，李恩星，杨诗瀚，等．根结线虫病对烟草植株根际土壤

微生物群落及其功能的影响［Ｊ］．江苏农业学报，２０２４，４０（６）：

９９３－１００３．

［３９］吴林坤，黄伟民，王娟英，等．不同连作年限野生地黄根际土壤微

生物群落多样性分析［Ｊ］．作物学报，２０１５，４１（２）：３０８－３１７．

［４０］李茂森，高卫锴，任天宝，等．遵义烟区不同海拔下植烟土壤细

菌群落及影响因素分析［Ｊ］．作物杂志，２０２１（６）：１９３－１９８．

［４１］ＷａｎｇＱ，ＧｅＣＦ，ＸｕＳＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ＳｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓＳａＭＲａｌｌｅｖｉａｔｅｓＣｄｓｔｒｅｓｓｉｎｏｉｌｓｅｅｄｒａｐｅｔｈｒｏｕｇｈ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＧＳＨ－ＡｓＡｃｙｃｌｅａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｓ［Ｊ］．

ＢＭＣＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２０２０，２０（１）：６３．

［４２］ＴｉｍｍｕｓｋＳ，ＰａａｌｍｅＶ，ＰａｖｌｉｃｅｋＴ，ｅｔａｌ．Ｂａｃｔｅｒｉａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎ

ｔｈｅｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅｏｆｗｉｌｄｂａｒｌｅｙｕｎｄｅｒｃｏｎｔｒａｓｔｉｎｇｍｉｃｒｏｃｌｉｍａｔｅｓ［Ｊ］．

ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１１，６（３）：ｅ１７９６８．
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