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摘要: 【目的】从细菌多样性和组成结构角度评估化学肥料与硅酸钠或蚯蚓结合施用对废弃矿区大豆根际细菌群落的

影响，为日后矿区复垦和生态恢复提供理论依据。【方法】在广东省梅州市黄畲村废弃矿区种植大豆‘华春 9号’，试

验设置 4个施肥处理：氮磷钾肥结合硅酸钠 (3NPK+S和 5NPK+S)，氮磷钾肥结合蚯蚓 20条·m−2(3NPK+E和 5NPK+

E),以不施肥为对照 (3CK和 5CK)。在施肥后 3和 5个月时对大豆根际土壤进行采样。通过提取土壤细菌总 DNA、

16S rRNA测序和测定土壤基本化学性质，探究该矿区大豆根际细菌群落多样性和结构对不同施肥处理的动态响应过

程。【结果】与 3CK相比，3NPK+E处理显著增加了 Chao1和 Shannon指数；与 5NPK+E处理相比，5NPK+S处理显著

增加了 Shannon指数。主坐标分析 (PCoA)表明，不同处理下的根际细菌群落组成在操作分类单元 (OTU)水平上出现

显著分离。从属的相对丰度来看，Uncultured_f_Anaerolineaceae是 3NPK+S、3NPK+E、5NPK+S、5NPK+E处理土壤中

的优势菌属。基于Mantel检验和典型关联分析 (CCA)显示，土壤有机质、有效磷和全碳含量对 5NPK+E处理的根际

细菌群落有显著影响。【结论】施加 NPK+S和 NPK+E肥料均能有效提高矿区土壤细菌多样性，从而间接对土壤修复

起促进作用。施肥方式和处理时间均会显著影响细菌群落组成，并且施肥处理时间越长对细菌群落组成的影响越明

显。Uncultured_f_Anaerolineaceae富集在施肥处理下的土壤中，这类细菌可能在促使碳转化的过程中起重要作用，同

时还具有修复土壤污染的潜力。NPK+E施用增加了有机质含量，对细菌群落的生长有促进作用。
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Abstract: 【Objective】To  evaluate  the  effects  of  chemical  fertilizers  combined  with  sodium  silicate  or

earthworm  on  bacterial  community  in  soybean  rhizosphere of  abandoned  mining  areas  from  the  perspectives  of
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bacterial diversity and composition structure, and provide a theoretical basis for future mining area reclamation and

ecological restoration.【Method】‘Huachun 9’ soybean was planted in the abandoned mining area of Huangshe

Village, Meizhou City, Guangdong, China. Four fertilization treatments were set up. Nitrogen (N), phosphorus (P)

and potassium (K) fertilizers  were combined with sodium silicate (3NPK+S and 5NPK+S),  NPK fertilizers  were

combined  with  20  earthworms  per  square  metre  (3NPK+E and  5NPK+E),  and  No  fertilizer  was  used  as  control

(3CK and  5CK).  Soybean  rhizosphere  soil  was  sampled  three  and  five  months  after  fertilizing  respectively.  The

soil  bacterial  total  DNA  was  extracted,  16S  rRNA  was  sequenced  and  basic  soil  chemical  properties  were

determined  to  analyze  diversity  and  structure  of  bacterial  community  in  soybean  rhizosphere  responsing  to

different  fertilization  treatments  in  the  mining  area.【Result】Compared  with  3CK,  3NPK+E  treatment

significantly  increased  Chao1  and  Shannon  indexes.  Compared  with  5NPK+E,  5NPK+S  treatment  significantly

increased Shannon index. The principal coordinate analysis (PCoA) showed that rhizosphere bacterial communities

in different treatments were significantly separated at operational taxonomic unit (OTU) level. In terms of relative

abundance, uncultured_f_Anaerolineaceae was the dominant genus in soil treated by 3NPK+S, 3NPK+E, 5NPK+S,

and  5NPK+E.  Mantel  test  and  canonical  correlation  analysis  (CCA)  showed  that  soil  organic  matter,  available

phosphorus  and  total  carbon  contents  had  significant  effects  on  rhizosphere  bacterial  community  of  5NPK+E

treatment.【Conclusion】The  applications  of  NPK+S  and  NPK+E  fertilizers  can  effectively  improve  bacterial

diversity, and indirectly promote soil amendment. The bacterial communities are significantly affected by different

fertilization  treatments.  The  longer  the  fertilization  duration  was,  the  more  significant  the  effect  was.

Uncultured_f_Anaerolineaceae  is  enriched  in  fertilized  soil.  It  may  play  an  important  role  in  promoting  carbon

transformation and has the potential to repair soil pollution. NPK+E fertilizer increases organic matter content and

promotes growth of bacterial community.

Key words:  mining area reclamation; 16S rRNA; rhizosphere soil; bacterial community; fertilization method; soil

chemical property
  

采矿活动产生了大量的矿山废弃地，其废水的

排放导致土壤酸度增加，有机质含量下降，破坏了

中国多个地区的生态环境[1-2]。前期研究报道，很多

农作物受到采矿活动的影响，导致产量逐年降低[3]，

因此，急需修复被矿山严重破坏土地的生态功能[4]。

近年来，已有研究指出化学肥料与硅酸钠或蚯蚓的

结合施用可以有效地保持土壤生产力和降低不良

环境对植物的危害[5-6]。然而，关于这些外源添加物

是否对土壤细菌群落结构造成影响的分析却少有

报道[2]。

土壤微生物不仅能够通过促进养分吸收和转

化 (如碳汇集、氮固定)、分泌多种化学物质 (如有

机酸、氨基酸) 等提高植物对胁迫环境的抵抗能

力，还能通过降解多种污染物进行土壤修复 [3,7-9]。

例如，丛枝菌根 (Arbuscular mycorrhiza，AM) 可以

显著提高大豆对 Gu的吸收，从而减轻因矿区开发

造成土壤 Gu 过量的危害 [10-11]。还有研究表明，根

际促生菌 (Plant growth promoting rhizobacteria，

PGPR) 不仅可以改善植物生理状况，还可以与植

物协同修复石油污染的土壤[12]。总的来说，植物是

土壤修复的主体部分，当植物不能有效地富集污

染物时，可以直接利用土壤微生物对污染物进行

分解，改善植物生长环境和土壤营养状况，从而为

接下来的植物–微生物协同修复土壤做好准备 [9]。

因此，土壤修复很大程度上依赖于土壤微生物，并

且土壤微生物也已经被认为是评估土壤质量的重

要指标之一[13]。

化学肥料、硅酸钠和蚯蚓作为非生物和生物肥

料对采矿活动破坏过的土壤具有一定的改良作

用[14-16]。一些研究已经表明化学肥料和蚯蚓对土壤

微生物群落的影响，然而，关于硅酸钠对土壤中微

生物群落结构所产生的影响的研究却很少报道[17-18]。

施用化学肥料可以增加土壤中有机质的含量，为微

生物的生长提供能源，促进土壤微生物的代谢功能[19]。

蚯蚓能够调节土壤 pH，从而间接影响土壤微生物

群落结构[20-22]。前人研究表明，大豆是改良土壤质
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量的先锋作物，是矿区土地修复与生态重建的重要

物种之一[23-25]。然而，化学肥料与硅酸钠结合施用

和化学肥料与蚯蚓结合施用对大豆根际细菌群落

产生的影响，尤其是在废弃矿区条件下的影响鲜见

报道。

本研究通过 16S rRNA 高通量测序技术，对施

用化学肥料结合硅酸钠或蚯蚓的废弃矿区土壤的

根际细菌群落进行比较分析。从细菌多样性、群落

结构及其与土壤化学性质的相互关系等方面评估

废弃矿区大豆根际土壤微生物对施肥制度的响应

特征。以期为矿区土壤修复提供理论依据和技术

支持。

1   材料与方法

1.1    试验地点和试验设计

试验区位于广东省梅州市平远县仁居镇黄畲

村 (117°98′N，24°57′E)西北部的稀土矿山。该地区

的年平均气温为 21.2 ℃，年平均降水量为 1 383 mm，
属亚热带季风气候区。此矿山至今已废弃 20 多年，

之前的采矿活动造成了矿区及周边农田的土壤重

金属镉 (Cd)污染严重、土壤有机碳含量低和强烈酸

化，矿区生态环境破坏问题严重。

试验区于 2016 年春季在废弃矿区建立，在此

之前除生长稀疏的野草外，无其他植被种植。大豆

种植共设置 25 垄，每垄高 0.5 m、长 24 m，垄间距

0.8 m，厢面宽 1.0 m。每个区组的田地尺寸为 2 m×
5 m，以随机区组设计排列，并由 0.5 m缓冲区分开，

种植密度为 30 m×15 cm(行距×种植距离)。肥料选

取由尿素 (217 mg·kg−1)、过磷酸钙 (219 mg·kg−1

P2O5) 和氯化钾 (86 mg·kg−1 K2O) 组成的氮磷钾

(NPK) 无机肥，并配施硅酸钠或蚯蚓。大豆品种为

‘华春 9 号’。于 2016 年 5 月上旬种植大豆的同

时施加肥料，其中无机肥为 (4.8±0.05) kg·m−2，硅酸

钠为 0.2 kg·m−2，蚯蚓为 20条·m−2，试验过程中只施

加 1次肥料。在施肥后 3和 5个月时对大豆根际土

壤进行采样。本研究设置 4 个施肥处理，每个处理

3个重复：NPK肥结合硅酸钠 (3NPK+S和 5NPK+S)、
NPK肥结合蚯蚓 20条·m−2(每条蚯蚓鲜质量为 0.55~
0.75 g，在试验中每个处理分为单独的 1个小区，小

区间设置 50 cm 的隔离，试验后期的观察发现只有

小部分蚯蚓逃离试验区，对总体试验影响微小 )
(3NPK+E 和 5NPK+E)，以不施肥的大豆根际土壤

为对照 (3CK和 5CK)，各处理编号中的 3和 5分别

代表采样时间为施肥后 3和 5个月。

1.2    根际土壤采样

试验地于 2015年 11月进行整地，2016年 5月
上旬种植大豆，分别在 2016 年 8 月和 2016 年

10月进行土壤采样。每垄选取 3个地点，采样时选

择大小一致的大豆植株通过抖根法在大豆根部采

集土样，将其收集在已灭菌的 2 mL离心管中，随即

放入液氮中冷冻，带回实验室后一部分储存在−80 ℃
进行 DNA提取。另一部分储存在 4 ℃ 用于测定土

壤化学性质。

1.3    土壤化学性质测定

采用 pH计测定土壤悬浮液 (水︰土质量比为 5︰1)
pH[26]。土壤有机质采用重铬酸钾–外加热法测定，

土壤全碳和全氮通过德国的元素分析仪测定，全钾

通过原子吸收分光光度计测定。碱解氮采用扩散法

测定，速效钾采用火焰光度法测定，有效磷采用钼

蓝法测定。全磷、铵态氮 (NH4
+-N)和硝态氮 (NO3

−-
N) 通过荷兰的连续流动分析仪测定。全镉采用湿

式消化法测定，速效镉采用原子吸收光谱法测定[25]。

供试土壤未种植大豆前的初始化学性质：pH 4.87、
有机质、全碳、全氮、全磷和全钾质量分数分别为

0.59、3.65、0.05、0.04 和 50.62 g·kg−1，碱解氮、有效

磷、速效钾、全镉、速效镉、铵态氮和硝态氮质量分

数分别为 18.25、4.87、29.86、0.25、0.02、29.53 和

1.82 mg·kg−1。
1.4    DNA 提取和 PCR 扩增

利用 Fast kit  DNA 试剂盒提取根际土壤总

DNA，提取的 DNA 在去离子水中稀释，并储存于

−20 ℃ 冰箱中保存备用。使用具有 12nt barcode引
物 338F(5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′) 和
806R(5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′) 扩增

16S rRNA基因的 V3-V4高变区[27]。PCR反应体系

包括 10 μL SYBR Premix Ex TaqTM、1.0 μL正向和

1.0 μL反向引物、7.0 μL无菌水、1.0 μL模板DNA。PCR
扩增体系：95 ℃ 变性 3 min；95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，
72 ℃ 45 s，28个循环；72 ℃10 min[28]。
1.5    数据分析

通过 MiSeq 测序平台测序后，使用 QIIME1
Pipeline V1.9.0 处理和分析原始序列。剔除低质量

序列，然后将高质量序列聚类到操作分类单元

(OTU)中。在 QIIME1中计算根际细菌 Alpha–多样

性 (Chao1和 Shannon指数)。基于 Bray-Curtis距离

矩阵进行主坐标分析 (PCoA)用于表现不同处理之

间细菌群落组成的相似性或相异性[29]。采用非参数

多元方差分析 (Adonis) 计算细菌群落结构的差异。

Manteltest分析和典型关联分析 (Canonical correlation
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analysis，CCA) 用于评估细菌群落结构和土壤化学

性质之间的相关性。采用 t 检验 (S tuden t’  s   t
test) 对相对丰度在前 50 的属进行差异性分析。方

差分析 (ANOVA)中的 Duncan’s法用来确定所有

组间的显著性差异。Venn 分析用于统计不同处理

样本中所共有和独有的细菌属的数量。其中优势菌

门和优势菌属分别选取所有土壤样品中相对丰度

最高的 5个门和 5个属。

2   结果与分析

2.1    根际土壤化学性质

由表 1可知，相比于对照 3CK，3NPK+S和 3NPK+
E 处理均显著增加大豆根际土壤有机质、全碳、全

氮、全磷、铵态氮和有效磷的含量，显著降低全钾和

全镉含量；而在 3NPK+E处理下的全碳含量显著高

于 3NPK+S 处理，有效磷和速效镉含量显著低于

3NPK+S 处理。相比于对照 5CK，5NPK+S 和

5NPK+E 处理均会显著增加有机质、全碳、全氮、碱

解氮和有效磷的含量；在 5NPK+E处理下的有机质

和全碳含量显著高于 5NPK+S处理，有效磷和速效

钾含量显著低于 5NPK+S 处理。总的来说，NPK+
S 和 NPK+E 处理显著增加了有机质、全碳、全氮和

有效磷的含量。

2.2    根际土壤细菌多样性

由表 2 可知，在施肥 3 个月的土壤样品中，

Shannon 指数为：3NPK+E>3NPK+S>3CK (P<
0.05)；相比于对照 3CK，3NPK+E 处理的 Chao1 指

数显著更高。5NPK+S 处理下根际土壤的 Chao1
和 Shannon指数在所有处理中最大，并且其 Shannon
指数显著大于 5NPK+E处理下的该指数。

2.3    根际土壤细菌群落结构

基于细菌在 OTU 水平的相对丰度，对细菌
 

表 1   根际土壤化学性质1)

Table 1    Chemical properties of rhizosphere soil
 

处理

Treatment
取样时间/月
Sampling time

pH
w/(g·kg−1) C︰N质量比

C︰N mass ratioSOM TC TN TP TK

3CK 3   5.60±0.20a     0.67±0.12b   4.44±0.34c 0.05±0.01b 0.04±0.01b 60.43±0.84a     85.22±14.23a

3NPK+S 3   4.75±0.04b     4.00±0.89a   7.45±0.95b 0.16±0.04a 0.08±0.02a 41.11±6.62b     47.11±6.90b  

3NPK+E 3   4.74±0.20b     3.75±0.58a 11.56±0.56a 0.20±0.02a 0.07±0.02a 47.77±5.34b     57.41±8.71b  

5CK 5   5.40±0.35a     0.70±0.10c   5.77±0.74c 0.05±0.01b 0.07±0.05a 60.43±0.84a   114.25±16.67a

5NPK+S 5   4.71±0.21b     3.52±1.04b 10.62±1.50b 0.69±0.16a 0.07±0.02a 41.11±6.62b     15.87±3.80b  

5NPK+E 5   5.67±0.21a     5.78±0.30a 15.98±0.57a 0.48±0.16a 0.12±0.02a 50.08±8.12ab   36.35±14.97b

处理

Treatment
取样时间/月
Sampling time

w/(mg·kg−1)

AN AP AK TCd ACd NH4
+-N NO3

−-N

3CK 3 16.74±1.33b     4.37±0.21c 32.33±1.00a 0.14±0.02a 0.02±0.00a 31.35±1.43b       1.94±0.26b  

3NPK+S 3 19.72±1.89ab   10.2±1.13a 34.38±1.48a 0.08±0.01b 0.02±0.00a 36.06±0.66a       2.91±0.29a  

3NPK+E 3 20.77±1.44a     7.77±0.03b 32.55±0.70a 0.06±0.00b 0.01±0.00b 37.76±0.41a     2.59±0.51ab

5CK 5 16.07±0.36b     5.10±0.26c 34.99±1.53b 0.09±0.01a 0.01±0.00a 34.99±4.51b       3.02±0.63a  

5NPK+S 5 35.07±1.61a   13.99±2.08a 54.96±9.02a 0.05±0.02a 0.01±0.01a 41.65±2.89a       4.39±1.06a  

5NPK+E 5 30.63±5.16a     9.43±0.84b 31.75±9.14b 0.06±0.02a 0.01±0.00a 37.73±1.50ab     2.84±0.87a  

　1)同列数据后的不同小写字母表示相同取样时间的处理间差异显著(P<0.05，Duncan’s法);SOM：土壤有机质，TC：全碳，

TN：全氮，TP：全磷，TK：全钾，AN：碱解氮，AP：有效磷，AK：速效钾，TCd：全镉，ACd：速效镉，NH4
+-N：铵态氮，NO3

−-N：硝态氮

　1) Different lowercase letters in the same column indicate significant differences among different treatments of the same sampling
time (P< 0.05, Duncan’s method); SOM: Soil organic matter, TC：Total carbon, TN: Total nitrogen, TP: Total phosphorus, TK:
Total potassium, AN: Alkaline nitrogen, AP: Available phosphorus, AK: Available potassium, TCd: Total cadmium, ACd: Available
cadmium, NH4

+-N: Ammonium nitrogen, NO3
−-N: Nitrate nitrogen
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群落结构进行 PCoA 分析。结果显示，所有样品

的根际土壤细菌群落被聚为 6 组，相同处理的根

际细菌被聚在一起 (图 1A)。分别对施肥 3和 5个
月的根际细菌进行 PCoA 分析发现，不同施肥方

式的根际细菌群落组成显著分离 (P  <  0 .01 )
(图 1B、1C)。3NPK+E 与 3NPK+S 处理的根际

细菌群落组成分离程度较小，而 5NPK+E 与

5NPK+S 处理的根际细菌群落组成分离程度较

大 (图 1B、1C)。
2.4    根际土壤细菌群落在门水平上的相对丰度

采用 16S rRNA测序技术对施肥 3和 5个月的

大豆根际土壤样品分析，前者得到 37 门 84 纲

190 目 389 科 788 属 1 639 种以及 4 715 个 OTU；
后者得到 36门 83纲 182目 380科 781属 1 648种
以及 5 125个 OTU。

对细菌门水平的相对丰度进行分析发现，前

5 个优势类群为变形菌门 Proteobacteria、放线菌

门 Actinobacteria、绿弯菌门 Chloroflexi、酸杆菌门

Acidobacteria 和拟杆菌门 Bacteroidetes。此外，螺

旋体菌门 Saccharibacteria、蓝藻门 Cyanobacteria、
芽单胞菌门 Gemma t imon a d e t e s、厚壁菌门

Firmicutes 和疣微菌门 Verrucomicrobia 等也能在

所有土壤样品中被检测到 (图 2)。施肥 5 个月的

土壤中，变形菌门在 5CK 的相对丰度显著更高，

绿弯菌门在 5NPK+S和 5NPK+E处理下的相对丰

度显著更高；而施肥 3 个月的土壤中只有绿弯菌

门的相对丰度出现显著性差异(表 3)。
2.5    根际土壤细菌群落在属水平上的相对丰度

属的差异性分析表明，在不同施肥方式下，施

肥 3 和 5 个月的根际土壤所检测到的细菌中出现

 

表 2   根际土壤样品的细菌群落多样性指数1)

Table 2    Indexes of bacterial community diversity in rhizosphere soil samples
 

处理

Treatment
取样时间/月
Sampling time

Chao1指数

Chao1 richness estimator
Shannon指数

Shannon diversity index
3CK 3 2 208.78±87.56b   5.63±0.04c  

3NPK+S 3 2 429.35±324.20b 6.03±0.14b  

3NPK+E 3 3 051.00±343.02a 6.43±0.20a  

5CK 5 3 041.49±97.74a   6.45±0.11ab

5NPK+S 5 3 414.47±53.51a   6.68±0.06a  

5NPK+E 5 3 099.13±354.25a 6.22±0.14b  

　1)同列数据后的不同小写字母表示相同取样时间处理间差异显著(P<0.05，Duncan’ s法)
　1) Different lowercase letters within the same column indicate significant differences among different treatments of the same
sampling time (P< 0.05, Duncan’ s method)
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图 1    根际土壤细菌群落的主坐标分析

Fig. 1    Pr inc ipal  coordinate  analyses  of  bacter ia l
communities in rhizosphere soil
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显著性差异的属分别有 5 个和 6 个 (图 3A、3B)。

在 3CK土壤样品中，戴氏菌属 Dyella、Unclassified_

f_Xanthomonadaceae、Rhizomicrobium、马西利亚菌

属 Massilia 和鞘脂菌属 Sphingobium 的相对丰度

显著高于 3NPK+S和 3NPK+E处理 (图 3A)。在施

肥 5个月的土壤样品中，5NPK+E处理下的根际土

 

表 3   不同施肥处理下根际土壤优势菌门的相对丰度1)

Table 3    Relative abundance of rhizosphere soil dominant bacteria at phylum level under different fertilization treatments
 

处理

Treatment
取样时间/月
Sampling time

相对丰度/%
Relative abundance

变形菌门

Proteobacteria
放线菌门

Actinobacteria
绿弯菌门

Chloroflexi
酸杆菌门

Acidobacteria
拟杆菌门

Bacteroidetes

3CK 3 52.74±1.40a   12.55±2.02a   4.76±0.87b     5.35±0.65a 7.82±1.28a

3NPK+S 3 42.70±10.53a   9.60±2.16a 17.58±7.72a     7.94±2.07a 5.21±2.27a

3NPK+E 3 43.18±4.49a   11.14±1.95a 13.32±3.71ab   7.28±4.38a 7.59±0.94a

5CK 5 47.06±0.58a   11.93±0.80a   8.08±1.26b     6.89±0.95a 5.71±0.42a

5NPK+S 5 40.64±2.27b   12.93±1.07a 13.67±0.66a     8.17±1.45a 5.11±0.40a

5NPK+E 5 39.70±2.27b   14.47±3.27a 13.01±0.79a   10.45±2.30a 4.46±0.58a

　1)同列数据后的不同小写字母表示相同取样时间处理间差异显著(P<0.05，Duncan’s法)
　1) Different lowercase letters within the same column indicate significant difference among different treatments of the same
sampling time (P<0.05, Duncan’s method)
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图 2    不同施肥处理下根际土壤细菌在门水平的相对丰度

Fig. 2    Relative abundance of rhizosphere soil bacteria at phylum level under different fertilization treatments
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相对丰度/%

Relative abundance

P

P

P

P

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

戴氏菌属 Dyella * 0.027 32

Unclassified_f_Xanthomonadaceae * 0.038 99

Rhizomicrobium * 0.038 99

马西利亚菌属 Massilia * 0.027 32

鞘脂菌属 Sphingobium * 0.027 32

3CK
3NPK+S
3NPK+E

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

Uncultured_f_Anaerolineaceae * 0.038 99

Norank_o_Subgroup_6 * 0.038 99

Norank_c_Cyanobacteria * 0.038 99

玫瑰弯菌属 Roseiflexus * 0.038 99

Norank_f_SJA-28
0.001146
0.02308 * 0.026 51

Pseudolabrys * 0.027 32

5CK
5NPK+S
5NPK+E

相对丰度/%

Relative abundance

0 .20.40.60.81.01.21.41.61.82.02.22.4

鞘脂单胞菌属 Sphingomonas

Uncultured_f_Nitrosomonadaceae

芽单胞菌属 Gemmatimonas

Ramlibacter

单胞菌属 Arenimonas

0.041 53*

0.012 04*

0.008 44**

0.011 16*

0.025 93*

98%置信区间
98% confidence intervals

相对丰度差异/％
Difference between relative abundance
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A:Kruskal-Wallis H 检验（施肥3个月后土样）
    Kruskal-Wallis H test (Soil sample collected three months after fertilization)

B:Kruskal-Wallis H 检验（施肥5个月后土样）
    Kruskal-Wallis H test (Soil sample collected five months after fertilization)

C:Welch’s t检验(NPK+S)

    Welch’s t test (NPK+S)

D:Welch’s t检验(NPK+E)

    Welch’s t test (NPK+E)

 
图 3    不同施肥处理下根际土壤细菌属水平的相对丰度差异性分析

Fig. 3    Relative abundance of rhizosphere soil bacteria at genus level under different fertilization treatments
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壤中细菌属的相对丰度显著高于其他处理的有

Uncul tu red_f_Anaero l ineaceae、Norank_o_
Subgroup_6 和 Norank_f_SJA-28；而玫瑰弯菌属

R o s e i f l e x u s、No r a n k _ c _Cy a n o b a c t e r i a 和

Pseudolabrys 的相对丰度在 5NPK+S 处理下显著

高于 5CK和 5NPK+E处理 (图 3B)。不同施肥处理

时间的土壤在 NPK+S处理下进行比较，发现根际

细菌中有 Norank_o_JG30-KF-AS9、Norank_c_KD4-
96、Norank_o_C0119、Norank_FFCH7168、链霉菌

属 Streptomyces 和 Rhizomicrobium 共 6 个属的相

对丰度在 5NPK+S 处理时显著高于 3NPK+S 处理

(图 3C)；而在 NPK+E 处理下，根际细菌中有鞘脂

单胞菌属 Sphingomonas、芽单胞菌属 Gemma-
timonas、Ramlibacter 和单胞菌属 Arenimonas 共

4 个属的相对丰度在 3NPK+E 处理时显著高于

5NPK+E处理，只有 Uncultured_f_Nitrosomonadaceae
的相对丰度在 5NPK+E处理时显著高于 3NPK+E处理

(图 3D)。
从属的相对丰度来看，Uncultured_f_Anaeroline-

aceae 是 3NPK+S、3NPK+E、5NPK+S、5NPK+E 处

理土壤中的优势菌属，相对丰度分别为 10.49%、

7.46%、3.65%和 6.22%(表 4)。通过 Venn分析 4个
处理组 (3NPK+S、3NPK+E、5NPK+S、5NPK+E) 根
际土壤样本中所共有和独有的细菌属的数量，结果

表明，3NPK+S和 3NPK+E处理的根际土壤细菌所

特有的属分别为 26 和 19 个，5NPK+S 和 5NPK+E
处理的根际土壤细菌所特有的属分别为 27和 17个
(图 4)。

2.6    根际细菌群落与土壤化学性质的关联性分析

基于 Mantel 检验和 CCA 分析的结果表明，根

际细菌群落随着施肥方式和处理时间的不同而沿

CCA1 轴和 CCA2 轴分布。在所有被测化学性质

中，与 CCA1 轴呈正相关的主要有有机质 (R  =
0.432 3， P = 0.002)，呈负相关的有全钾 (R = 0.358 8，
P = 0.002)；与 CCA2 轴呈正相关的主要有速效镉

(R = 0.366 7， P = 0.003)。有机质、全碳、全钾、有效

磷、全镉和速效镉对废弃矿区大豆根际土壤细菌群

落结构影响较显著。5NPK+E处理的细菌群落主要

集中在第 4 象限，有机质、有效磷和全碳均对其有

显著的正向影响 (图 5)。

 

表 4   不同施肥处理下根际土壤优势菌属的相对丰度1)

Table 4    Relative abundance of rhizosphere soil dominant bacteria at genus level under different fertilization treatments
 

处理

Treatment
取样时间/月
Sampling time

相对丰度/% Relative abundance

Uncultured_f_Anaerolineaceae
Norank_p_Sacc
haribacteria

慢生根瘤菌属

Bradyrhizobium
鞘氨醇单胞菌属

Sphingomonas
伯克氏菌属

Burkholderia

3CK 3   1.43±0.86b   7.41±1.57a   1.07±0.12a 1.46±0.12a   6.36±2.23a

3NPK+S 3 10.49±4.80a   2.47±0.69b   1.38±1.23a 1.55±0.73a   0.51±0.54b

3NPK+E 3   7.46±2.80ab 5.34±2.38ab 1.26±0.26a 2.45±0.49a   1.41±1.11b

5CK 5   2.75±0.79b   2.56±0.27a   2.87±0.52a 2.28±0.39ab 1.16±0.10a

5NPK+S 5   3.65±0.66b   2.08±0.36a   2.37±0.28a 2.45±0.14a   1.00±0.33a

5NPK+E 5   6.22±2.11a   2.27±0.20a   3.22±2.10a 1.52±0.30b   0.40±0.13b

　1)同列数据后的不同小写字母表示相同取样时间处理间差异显著(P<0.05，Duncan’ s法)
　1) Different lowercase letters within the same column indicate significant difference among different treatments of the same
sampling time (P< 0.05, Duncan’ s method)
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图 4    不同施肥处理下根际土壤细菌在属水平的 Venn 分析

Fig. 4    Venn analysis of rhizosphere soil bacteria at genus
level under different fertilization treatments
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3   讨论与结论

3.1    施肥方式和处理时间对根际土壤细菌多样性

的影响

随着采矿活动大量增加，较高的土壤微生物多

样性对矿区农业生产至关重要[30]。本研究结果表

明，施肥方式和处理时间均对废弃矿区大豆根际土

壤细菌多样性影响显著。细菌 Alpha–多样性

Chao1指数在 3NPK+E处理中显著大于 3CK处理，

而 Shannon指数在 3NPK+E 处理中显著大于

3NPK+S 和 3CK 处理，说明施肥时间较短的情况

下 NPK+E 施用更加有利于细菌多样性的增加，这

可能是由于蚯蚓在土壤中的分泌和排泄等行为能

够提高微生物活性和数量[31] 的缘故。在 5NPK+S
处理下，土壤的 Chao1 和 Shannon 指数均大于

3NPK+S。有文献表明细菌多样性会随着时间而发

生变化[32]。其原因可能是随着时间的推移，硅酸根

与重金属形成不易被植物吸收的复合物，降低了重

金属毒害，改善了土壤环境并间接有效地提高了微

生物的多样性[33-35]，并且施加硅酸盐的土壤中有较

高的 Alpha–多样性[36]。之前的研究表明，微生物群

落多样性是反映土壤质量的一个重要生物学指标，

对土壤健康具有重要作用[37]。总的来说，NPK+E和

NPK+S 处理分别有利于在短期内和长期提高细菌

多样性，因此不论是 NPK+E还是 NPK+S施肥处理

都能够间接对土壤修复起促进作用。

3.2    施肥方式和处理时间对根际土壤细菌群落结

构的影响

不同施肥方式和处理时间不仅对根际细菌群

落的 Alpha–多样性有显著影响，也对根际细菌群落

结构 (Beta–多样性) 有显著影响。基于 PCoA 结果

发现，在 2 个施肥处理时间下，随着施肥方式的不

同，细菌群落分别沿 PC1 轴呈现出显著分离，说明

细菌群落结构对不同施肥方式的响应不同。这些发

现与多个研究的结果类似，即添加化学肥料、硅酸

钠和蚯蚓均会改变土壤微生物群落结构[36,38-39]。所

有土壤样本根据施肥处理时间沿 PC2 轴被显著分

离成 2 组，说明细菌群落发生了变化。这与以前的

研究结果类似，即施肥处理时间的长短对微生物群

落结构具有较大的影响[40]。

本研究发现在不同施肥方式下，施肥 5 个月的

根际土壤细菌中相对丰度出现显著性差异的门有

变形菌门和绿弯菌门；而施肥 3 个月时，只有绿弯

菌门相对丰度出现显著性差异。推测可能是对比于

施肥方式，施肥处理时间对细菌优势门组成的影响

较大，并且土壤中不同肥料的施入会随着时间延长

而对细菌群落组成影响逐渐增大。在属水平上，

Uncul tu red_f_Anaero l ineaceae 是 3NPK+S、
3NPK+E、5NPK+S 和 5NPK+E 处理土壤中的优势

菌属，并且在 5NPK+E 处理下的土壤中富集。前人

的研究证实 Anaerolineaceae 在烷烃的降解过程中

起着至关重要的作用，对土壤污染具有很好的微生
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图 5    基于 CCA 分析的根际细菌群落与土壤化学性质之间的关系

Fig. 5    Correlation between rhizosphere bacterial community and soil chemical property based on CCA analysis
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物修复潜力[41-42]。Anaerolineaceae 还被发现可能是

促使碳转化为土壤有机碳的主要因素，这不仅会间

接影响细菌群落组成，也有利于植物吸收营养[43]。

本研究表明，5NPK+E 处理下的根际土壤中有机质

含量在所有处理中最高，这对于 Anaerolineaceae可
能促使碳转化提供了更有利的证据。同时，在

5NPK+E 处理下，蚯蚓存在于土壤中的时间越长，

产生的蚯蚓粪越多，这类粪肥是植物养分的有效

来源[44]。

3.3    施肥方式和处理时间对根际细菌群落与土壤

化学性质相互关系的影响

环境因子对根际土壤细菌群落结构和组成有

重要影响[45]。本研究中，分别在不同时间段，施加不

同肥料都会显著增加有机质、有效磷和全碳的含

量，并且对 5NPK+E 处理的细菌群落具有正向作

用。该结果与一些研究[46-48] 部分一致，其原因可解

释为硅酸钠的添加提高了土壤有效磷含量，而蚯蚓

在土壤中活动时间延长，产生了更多的蚯蚓粪，从

而会显著增加有机质含量[46-48]。总之，本研究结果

表明，不同施肥方式和处理时间均会改变土壤环境

条件，从而间接驱动细菌群落组成和结构的变化。

3.4    结论

本研究表明，施肥方式和处理时间对废弃矿区

大豆根际土壤细菌群落的影响较为显著。NPK+S
和 NPK+E处理均能够有效地提高矿区土壤细菌多

样性，从而间接对土壤修复起到促进作用。随着时

间的延长，NPK+S 处理对提高细菌多样性效果更

好；而 NPK+E 处理在短期内能够有效地提高细菌

多样性。综合来说，本研究的这 2 种施肥方式相结

合更能够提高细菌多样性，从而有效修复土壤。相

比于施肥后 3 个月，施肥后 5 个月的 5NPK+E 与

5NPK+S 处理的根际细菌群落分离程度更大，说明

随着时间的延长施肥方式对细菌群落的影响越大。

Uncultured_f_Anaerolineaceae在施肥处理下的土壤

中富集，很可能在促使碳转化的过程中起着重要作

用，并且具有修复土壤污染的潜力。NPK+E处理下

产生的蚯蚓粪会增加有机质含量，对细菌群落有正

向影响，也为植物提供更多的有效养分。综上所述，

建议施肥结合硅酸盐的同时加入蚯蚓对土壤的修

复效果会更好。
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