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基于长期定位试验的不同施肥处理下旱地红壤
微生物的宏基因组学分析

余腾，李顺江，万子维，阙正扬，黄国勤，徐慧芳

江西农业大学生态科学研究中心，南昌330045 

摘要 为探究旱地红壤微生物群落与不同施肥制度之间的关系，采用宏基因组测序，比较分析长期定位试

验地 4种施肥处理：不施肥（CK）、施氮磷钾肥（NPK）、施有机肥（OM）、氮磷钾肥和有机肥混合施用（NPKOM）

的土壤微生物群落组成及多样性。结果显示：相比对照，施用有机肥和氮磷钾肥和有机肥混合施用显著增加放

线菌门 （Actinobacteria） 和变形菌门 （Proteobacteria） 的丰度，降低了绿弯菌门 （Chloroflexi） 的丰度；施肥显著

改变微生物群落结构，施用无机肥降低土壤微生物数量，施用有机肥和无机有机混合施用则增加土壤微生物数

量；土壤微生物群落在门水平与 pH、全磷 （TP）、土壤有机质 （SOM）、碱解氮 （AN） 和有效磷 （AP ）含量显著相

关，pH是影响土壤微生物群落结构的关键因素；不同施肥处理下微生物代谢功能差异显著。
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氮素是植物生长和发育过程中不可或缺的元素

之一。为了增加作物产量，农户施用大量的氮肥到

农田土壤中。据报道目前我国的氮肥施用量占全球

总用量的 33%，但是氮肥的利用率却低于世界平均

水平［1］，氮肥的过量施用导致土壤氮素大量流失，同

时其他无机肥的大量施用还可能造成全球气候变

暖、土壤酸化、水体富营养化等一系列环境问题［2］。

有机肥作为一种缓效肥料，不仅含有植物生长必须

的氮磷钾等大量营养元素，还含有植物生长所需的

多种中微量元素［3］。

大量研究表明，农田生态系统中肥料的施用对

于土壤微生物的数量及群落结构具有显著影响［4-5］。

例如，在一定范围内增加氮肥的施用量会使土壤 pH
值降低，从而引起土壤微生物生物量降低［6-8］。然

而，Xiao 等［9］却发现施加氮肥会通过增加微生物的

生物量，最终增加土壤微生物的多样性。Zhen等［10］

研究表明施用无机肥会显著降低土壤酶活性使得微

生物多样性下降，而有机肥施用会通过增加土壤的

碳库进而增加微生物的多样性。目前研究者普遍认

为有机肥的添加会显著增加微生物量碳、微生物量

氮，进而增加细菌和真菌的多样性。此外，有机肥与

无机肥的配施会提高土壤微生物碳代谢活性，增加

土壤微生物的种类和数量［11-12］。虽然目前诸多学者

对施肥与微生物数量及群落结构的影响开展了研

究，但是大部分研究采用的是克隆测序或者高通量

测序技术［13-15］。随着分子生物学技术的发展与应

用，宏基因组学逐渐成为研究微生物的热门方法。

宏基因组学可直接从环境样品中提取微生物 DNA
来分析微生物群落的功能特征［16］。但是通过宏基因

组学研究不同施肥处理对于土壤微生物的影响却鲜

有报道。本研究采集长期定位试验不同施肥处理下

的旱地红壤样品，采用宏基因组学的研究方法，对土

壤微生物群落结构、多样性及组成进行分析，旨在揭

示不同施肥处理下土壤微生物群落的关键影响因素

及其内在驱动机制，为我国旱地红壤增肥和产能提

升提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验地概况

试验地点位于江西省南昌市进贤县红壤研究所
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（116°24′E， 28°37′N），供试土壤采集于 1986年开始

的红壤旱地施肥长期定位试验地，总共设置 10个施

肥处理，包括（1）不施肥处理（CK）；（2）施用氮肥

（N）；（3）施用磷肥（P）；（4）施用钾肥（K）；（5）施用氮

磷肥（NP）；（6）施用氮钾肥（NK）；（7）施用氮磷钾肥

（NPK）；（8）施用 2 倍用量的氮磷钾肥（2NPK）；

（9）施用氮磷钾肥的同时施新鲜猪粪（NPKOM）；

（10）施新鲜猪粪（OM）。该地全年平均气温在 20 °C
左右、无霜期平均为 284 d、日照时数 1 900~2 000 h、
同时年降雨量约为 1 500 mm。土壤主要由第四纪红

黏土发育而来，形成了肥力水平中等的红壤。土壤

pH 值 5.0 左右，全磷含量 0.12 g/kg、全钾含量 1.35 
g/kg、土壤有机质含量 15.95 g/kg、土壤有效氮含量

90.64 mg/kg、速效磷含量 67.34 mg/kg、NO3
--N 含

量9.24 mg/kg、NH4
+-N含量6.65 mg/kg［17］。

1.2　试验设计与样品采集

选用长期定位试验地中 4 种不同施肥处理的土

壤：不施肥处理 （CK）、施氮磷钾肥处理（NPK）、施有

机肥处理（OM）、氮磷钾和有机肥混合施用处理

（NPKOM）。每个处理进行 3次重复，且在田间随机

排列，共 12 个试验小区（每个试验小区面积为 22.2 
m2）。小区之间设置有水泥隔离墙，防止土样交叉污

染。无机氮、磷和钾肥的施用形式分别为尿素、过磷

酸钙和氯化钾，施用量分别为 60、30、60 kg/hm2；有

机肥使用猪粪，施用量为 15 000 kg/hm2（含水率为

70%），干猪粪中含 N 20.9 g/kg、P 3.9 g/kg 和 K 9.3 
g/kg［17］。试验地内种植玉米（掖单 13 号），人工播

种，行距 50 cm，株距 33 cm，每垄 2颗种子，玉米种子

在 4-7月为种植期，磷肥、钾肥和有机肥在玉米种植

前做基肥一次性施用，氮肥分基肥（70%）和追肥

（30%）施用，参照当地旱地生产进行田间管理。

土壤样品采集于 2019 年 7 月玉米收获季，每块

样地利用五点取样法采集不同施肥处理下 0~20 cm
土层的土壤。将每块样地采集的土壤过孔径 0.18 
mm 筛网，并去除过筛后土样中石块、细根等杂质。

将去除杂质后的土样平均分成 3份，用锡纸包好，装

入密封袋，写上标签后放入干冰中保存并迅速带回

实验室。用于分析 pH值和速效氮的土样置于 5 ℃冰

箱保存；用于微生物宏基因组测序分析的土样置于

-80 ℃冰箱保存；用于有机质、全氮等其他土壤理化

性质分析的土样自然风干。

1.3　样品测定

土壤样品的理化性质采用常规方法进行分

析［18］：采用定氮仪测定全氮；采用重铬酸钾氧化-外
加热法测定土壤有机碳；采用碱熔-钼锑抗比色法和

分光光度法分别测定全磷和全钾；采用碱解扩散法

测定碱解氮。有效磷用 0.5 mol/L 碳酸氢钠浸提后

测定。速效钾用醋酸铵-火焰光度计法测定。土壤

pH 用 pH 计测定。氨态氮（NH4
+-N）用 KCl 浸出法

和靛蓝比色法测定。硝态氮（NO3
--N）用紫外分光光

度法测定。

土壤DNA的提取和宏基因组测序：按照生产商

说明书，使用快速 DNA 提取和纯化试剂盒（MP）从

置于−80 ℃冰箱中称取 0.3 g 冻干土壤提取土壤总

DNA。使用 Nanodrop ND-1000 分光光度计（Nano‐
drop Technologies，Wilmington，DE，USA）测定DNA
的浓度和质量，所有样品进行 3次重复，精确测定浓

度。最后将提取后的土壤总 DNA 送到上海美吉生

物医药科技有限公司（https：//www.majorbio.com/
web/www/index）进行宏基因组测序分析。

1.4　数据处理与分析

在宏基因组数据分析的预处理阶段，通过美吉

生物云平台采用 fastp 软件（https：//github. com/
OpenGene/fastp）对原始序列进行质控，剪切 3'端和

5'端的 adapter序列的同时去除平均质量值低于 20且

剪切后长度小于 50 bp的 reads，保留高质量的 reads，
以获得高质量的质控数据（clean data）。在进行数据

分析的准备阶段，若需要从样本中剔除特定宿主的

干扰，且该宿主的基因组数据已公开发表，则通过软

件 BWA 将测序得到的 reads 与宿主 DNA 序列进行

比对，将那些与宿主序列具有高度相似性的污染性

reads剔除，确保后续分析的准确性。在数据分析阶

段，首先利用 Megahit 软件（https：// github. com/ 
voutcn /megahit）快速拼接不同测序深度的序列，拼

接过程采用 succinct de Bruijn graph方法调整拼接参

数；然后使用Prodigal对拼接结果中的 contigs进行开

放阅读框（ORF）预测，将筛选出的核酸序列翻译为

对应的氨基酸序列后，统计基因预测结果并整理成

统计表；最后利用 CD-HIT（http：//www. bioinfor‐
matics.org/cd-hit/）软件进行聚类分析（默认参数为：

90% identity、90% coverage），构建非冗余基因集。

微生物功能代谢通过比对 COG（cluster of ortholo‐
gous groups of proteins）数据库获得基因对应的COG
注释概况并进行统计，功能代谢丰度计算方法基于

RPKM（reads per kilobase per million mapped reads），

采用 Circos-0.67-7（http：//circos.ca/）制作样本与功

能关系可视化圈语言，Circos样本与功能关系图通常
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用于展示不同样本中存在微生物功能的分布情况。

使用 SPSS 软件（IBM SPSS Statistics 26）分析土壤

理化性质在不同物种间的显著性。采用 R 语言（R. 
4.3.3）计算环境因子与不同物种之间的 Spearman 相

关性系数，并将得到的数据信息通过热图展示。采

用软件Canoco5对样本进行 db-RDA分析，采用R语

言（R. 4.3.3）进行Venn图和群落柱状图的制作。

2　结果与分析

2.1　土壤微生物多样性

由表 1 可见，OM 和 NPKON 处理的 Ace 指数、

Chao1 指数和 Shannon 指数显著高于 CK 和 NPK 处

理，而Simpson指数则显著低于CK和NPK处理。如

图 1所示，不同施肥处理对土壤微生物群落有明显影

响。4 个处理共产生 1 175 个 OTU，其中共有 OTU
为 604 个，占总个数的 51.40%；CK、NPK、OM 和

NPKOM 处理分别具有 822、807、965 以及 985 个

OTU；CK、NPK、OM 和 NPKOM 处理独有的 OTU
数量分别为 35、15、45以及 50，其中 NPKOM 独有的

OTU 数量最多，NPK 独有的 OTU 数量最少；CK 和

NPK 处理共有 713 个 OTU，OM 和 NPKOM 处理共

有877个OTU。

2.2　土壤微生物优势菌门组成

将群落丰度较小且不同施肥处理下没有显著性

差异的菌门合并为其他（others），保留了 3 个优势菌

门。3个优势菌门的平均丰度依次为：放线菌门（Ac‐
tinobacteria）占 37.79%、变形菌门（Proteobacteria）占

19.64%、绿弯菌门（Chloroflexi）占 16.08%；OM 和

NPKOM 处理下放线菌门（Actinobacteria）和变形菌

门（Proteobacteria）的丰度显著高于CK和NPK处理，

而绿弯菌门（Chloroflexi）的丰度显著低于 CK 和

NPK 处理；有机肥处理下（OM 和 NPKOM）放线菌

门和变形菌门平均丰度比非有机肥处理（CK 和

NPK）分别高 8.57% 和 9.66%，而非有机肥处理（CK
和NPK）下绿弯菌门（Chloroflexi）平均丰度比有机肥

处理（OM和NPKOM）高18.11%（图2）。

2.3　db-RDA分析

db-RDA 分析结果显示（图 3），db-RDA１解释

的群落结构总变异比例为 41.53%，db-RDA２解释

表 1　不同施肥处理下土壤微生物群落的多样性指数

Table 1　Diversity index of soil microbial communities under different fertilization treatments

施肥处理

Treatments
CK

NPK
OM

NPKOM

ACE指数

ACE ndex
667.00±9.07b

629.00±14.01b
805.33±8.39a

817.67±17.90a

Chao1指数

Chao1 index
667.00±9.07b

629.00±14.01b
805.33±8.39a

817.67±17.90a

香农指数

Shannon index
3.70±0.16b
3.83±0.07b
4.47±0.04a
4.43±0.10a

辛普森指数

Simpson index
0.10±0.02a
0.08±0.01b
0.04±0.01c
0.04±0.01c

注：CK：不施肥处理；NPK：施氮磷钾肥处理；OM：施有机肥处理；NPKOM：施氮磷钾和有机肥处理；不同小写字母表示不同施肥处理存

在显著差异（P<0.05）。下同。Note：CK：No fertilization ； NPK：Apply nitrogen， phosphorus and potassium fertilizers； OM：Apply organic 
fertilizer； NPKOM：Apply organic fertilizer mixed with nitrogen， phosphorus and potassium fertilizers.Different lowercase letters indicate sig‐
nificant differences among fertilization treatments （P<0.05） .The same as follows.

图1 不同施肥处理下土壤微生物群落维恩图

Fig. 1 Venn diagram of soil microbial community under 
different fertilization treatments

图2 门水平微生物在不同施肥处理下的丰度占比

Fig. 2 Percentage abundance of phylum level 
microorganisms under different fertilization treatments
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的群落结构总变异比例为 17.58%；CK、NPK 与 OM
和NPKOM在轴 1呈现出明显的区别，这表明有机肥

的施用会使土壤微生物门水平群落结构发生改变。3
个优势微生物门水平群落结构均与pH、NH4

+-N存在

相关性。其中，Actinobacteria和Proteobacteria的群落

结构与 pH、NH4
+-N 呈显著正相关；而 Chloroflexi的

群落结构与pH、NH4
+-N呈显著负相关（P<0.05）。

2.4　微生物群落与土壤理化性质的相关性

如图 4所示，不同微生物门与土壤理化性质之间

存在一定相关关系。酸杆菌门（Acidobacteria）与 pH
显著正相关；疣微菌门（Verrucomicrobia）与速效磷显

著正相关；放线菌门和变形菌门均与pH、全磷、全氮、

土壤有机质、有效氮和速效磷显著正相关；芽单胞菌

门（Gemmatimonadetes）则与 pH、速效磷、速效磷和

速效磷显著正相关；硝化螺旋菌门（Nitrospirae）与全

氮显著正相关。相反地，奇古菌门（Thaumarchaeota）
和绿弯菌门均与 pH、全磷、土壤有机质、有效氮和速

效磷显著负相关；泉古菌门（Crenarchaeota）与全磷、

土壤有机质、有效氮和速效磷显著负相关；厚壁菌门

（Firmicutes）与全磷、土壤有机质、有效氮显著负相

关，其中，土壤理化性质中 pH、全磷、土壤有机质、有

效氮和速效磷与土壤微生物门水平群落呈极显著

相关。

2.5　微生物功能代谢

在微生物的 COG 注释功能分类 Circos图（图 5）
中，除去没有明确功能代谢信息的类别（S），不同施

肥处理间显示出相似的趋势，约一半的功能被归类

*：P < 0.05，**：P < 0.01.
图3 土壤微生物与不同施肥处理和

土壤理化性质间的db-RDA分析

Fig. 3 Distance-based redundancy analysis between 
soil microorganisms and different fertilization treatments 

with physical and chemical properties of the soil

红色代表正相关，蓝色代表负相关。Red represents positive correlation， blue represents negative correlation.*：P < 0.05，**：P < 0.01，
***：P < 0.001.

图4 土壤理化性质与关键门水平物种相对丰度的相关性分析

Fig. 4 An analysis of the correlation comparing physical and chemical properties of the 
soil with the abundance of key microorganisms at the phylum level
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为与代谢紧密相关。在代谢这一大类中，氨基酸转

运和代谢占据主要地位，是最丰富的类别，其次是能

量生成和转化，以及碳水化合物的转运和代谢。CK、

NPK、OM 和 NPKOM 处理中碳水化合物的转运和

代谢（G）功能占总代谢功能的比均为 25%，CK、

NPK、OM和NPKOM处理中信号转导机制（T）占总

代谢功能的比分别为24%、23%、27%和26%，复制、

重组和修复（L）在CK、NPK、OM和NPKOM处理中

占总代谢功能的比分别为 28%、27%、22% 和 23%，

转录（K）在CK、NPK、OM和NPKOM处理中占总代

谢功能的比分别为26%、28%、22%和23%。在不同

施肥处理下，碳水化合物的转运和代谢的功能微生

物相对丰度未呈现出明显差异，施用有机肥提高了

微生物信号转导代谢功能，同时复制、重组和修复及

转录功能微生物的相对丰度有所降低。

3　讨 论

肥料的施用对土壤中微生物群落的活性、多样

性和功能有影响［19］。前人研究表明无机肥的施用会

显著影响微生物的群落，增加微生物活性［20-21］。本

研究中添加有机肥的处理显著提高了土壤中微生物

的多样性（表 1），原因可能是 ：（1）有机肥中的多种有

机物质能够支持更多种类的微生物生长，从而增加

了土壤微生物的多样性［22］；（2）施用有机肥提高了土

壤微生物活性，从而增强了微生物对于土壤环境的

适应能力［23］。本研究结果表明有机肥施用显著改变

了微生物的群落结构，其中有机肥的施用提高了变

形菌门和放线菌门丰度，但是降低了绿弯菌门丰度，

这与前人的研究结果相似［24-25］。有机肥施入土壤使

土壤有机质、速效氮、有效磷含量增加，这为变形菌

门和放线菌门中的许多异养微生物提供了丰富的碳

源和能量源，从而导致这类微生物数量增加［26-27］。

此外，db-RDA 冗余分析结果也表明 pH、土壤有机

质、全磷、有效磷与变形菌门和放线菌门正相关。然

而绿弯菌门中的一些成员是寡营养生物，它们在营

养贫瘠的土壤环境中可能具有一定的竞争优势［28］。

当有机肥施入土壤使环境条件富营养化，绿弯菌门

中的一些微生物活性被抑制，导致其丰度降低［29-30］。

已有研究表明土壤 pH 与酸杆菌门、变形菌门、

绿弯菌门和芽单胞菌门极显著相关，是不同处理下

细菌丰富度和多样性变化的主要因素［31］。本研究结

果类似（图 4）。并且 db-RDA 冗余分析也得出土壤

pH和NH4
+-N对于土壤微生物的群落结构有显著影

左边半圆（较小圈）表示不同施肥处理下微生物功能丰度组成情况，右边半圆（较大圈）表示在该聚类水平下微生物功能在不同施肥处理

中的分布比例情况。条带端点宽度表示不同处理在相应功能中的分布比例，圈外数值表示相应功能的丰度。The left semicircle （smaller 
circle） indicates the composition of the abundance of functions in different fertilization treatments， and the right semicircle （larger circle） indi‐
cates the proportion of distribution of functions in different fertilization treatments at that clustering level. The widths of the endpoints of the 
bands indicate the proportion of different treatments in the distribution of the corresponding function， and the values outside the circles indicate 
the abundance values of the corresponding function.

图5 不同施肥处理下土样微生物功能

Fig. 5 Function of microorganisms of samples under different fertilization treatments
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响（图 3）。这说明土壤微生物对土壤理化性质的变

化敏感，土壤 pH 值发生变化，土壤微生物的生存环

境随之改变，进而对土壤微生物种群数量和活性产

生影响。不同施肥处理对微生物碳水化合物的转运

和代谢的丰度无影响，原因可能是不同施肥处理对

土壤微生物的基础呼吸速率和碳源利用效率没有显

著影响［32］。施用有机肥提高了微生物信号转导机制

功能。原因可能是：（1）有机肥含有丰富多样的有机

物质，这些物质可以作为信号分子直接或间接影响

微生物的信号转导过程［33］。（2）有机肥的施用促进了

特定微生物群体的生长，这些微生物可能在信号转

导机制方面具有更高的活性或丰度［34］。土壤微生物

群落的变化受到多种因素的影响，包括但不限于施

肥种类、施肥量、土壤类型、环境条件等。因此，理解

施肥对微生物群落的影响需要综合考虑这些因素，

并通过长期定位实验和分子生物学技术继续深入

研究。
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Effects of fertilization treatments on microbial 
community in dryland red soils revealed by experiments 

of long-term positioning-based metagenomics

YU Teng,LI Shunjiang,WAN Ziwei,QUE Zhengyang,HUANG Guoqin,XU Huifang

Research Center for Ecological Sciences， Jiangxi Agricultural University， Nanchang 330045，China

Abstract Sequencing of the metagenome was used to comparatively analyze the composition and the 
diversity of microbial communities in soil under the four fertilizations including no fertilization （CK）， nitro‐
gen， phosphorus and potassium fertilizers （NPK）， organic fertilizer （OM）， and organic fertilizer mixed 
with nitrogen， phosphorus and potassium fertilizers （NPKOM） in experiments of long-term positioning to 
study the relationship between the microbial communities in dryland red soils and the systems of fertiliza‐
tion. The results showed that OM and NPKOM significantly increased the abundance of Actinobacteria and 
Proteobacteria compared to CK， but decreased the abundance of Chloroflexi. Fertilization significantly 
changed the structure of microbial community in soil， with OM reducing and NPKOM increasing the num‐
ber of microorganisms in soil. The microbial community in soil was significantly correlated with pH and the 
content of total phosphorus （TP）， soil organic matter （SOM）， alkali-hydrolyzable nitrogen （AN）， and 
available phosphorus （AP） at the level of phylum. pH was a key factor affecting the structure of microbial 
communities in soil. There were significant differences in metabolic functions of microorganisms under dif‐
ferent fertilizations. It will provide a certain theoretical basis for the rational fertilization in dryland red soils 
in China.

Keywords experiments of long-term positioning； metagenomics； system of fertilization； organic fer‐
tilizer； dry land； red soils； microbial community in soil
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