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摘要:以宁夏引黄灌区种植年限为1~6年(2012-2017年)的紫花苜蓿地土壤为研究对象,采用16SrRNA扩增子

测序技术对细菌群落组成、丰度和多样性等特征进行研究,分析了土壤养分与细菌种群多样性的相关关系。结果

表明:不同种植年限苜蓿地土壤中共检测出细菌约40个门、78个纲、151个目、275个科和416个属;在门水平下细

菌的优势门类为变形菌门、酸杆菌门和拟杆菌门,共占细菌总数的68%;随种植年限的增加,细菌菌群丰度和多样

性变化表现为1yr>5yr>3yr>4yr>2yr>6yr;土壤pH、有机碳、全氮和碱解氮呈先降低后增大的变化趋势,且

都在第5年时达到最大,与细菌群落组成变化规律基本保持一致。Spearman相关性分析结果表明,有机碳、全氮和

碱解氮对细菌群落组成具有显著影响(P<0.05)。
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Abstract:Thesoilbacterialcommunitycomposition,abundanceanddiversitywerestudiedinalfalfastandsbe-
tween1-6yearsofage(i.e.established2012-2017),intheNingxiaYellowRiverirrigationarea.Thedeter-
minationofthesoilbacterialcommunitycharacteristicswasachievedbyDNAextractionfollowedbyPCRam-
plification,andsequencingusingtheHiSeqplatform.The16SrRNAamplifiersequencingtechniquewasused
inthestudy.Thecorrelationbetweensoilnutrientsandbacterialpopulationdiversitywasanalyzed.There-
sultsindicatethatthereareabout40phyla,78classes,151orders,275familiesand416generaofbacteriain
thesoilsofthevariousalfalfastandsofdifferentages.Atthephylumlevel,thedominantgeneraofbacteriade-
tectedwereProteobacteria,AcidobacteriaandBacteroidetes,accountingfor68%ofthetotalbacterialpopula-
tion.Therankingofbacterialabundanceanddiversitywithstandagewas:1yr>5yr>3yr>4yr>2yr>6yr.
SoilpH,organiccarbon,totalnitrogenandalkali-hydrolysablenitrogenalldecreasedinitially,andthenin-
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creasedwithstandage,reachingtheirmaximaatyear5.Theresultisbasicallyconsistentwithfindingsofoth-
erstudiesoffactorsaffectingbacterialcommunitycomposition.AnalysisusingSpearman’scorrelationshowed
thatorganiccarbon,totalnitrogenandalkalinenitrogenweresignificantly(P<0.05)correlatedwithbacterial
communitycomposition.Ingeneral,thedominanttaxaofsoilbacterialcommunitiespresentintheYellowRiv-
erirrigationareadidnotchangewithstandage,butpopulationnumbersandbacterialcommunitydiversitydid
varyfromyeartoyear,thoughnotwithanyconsistenttrendovertime.Soilorganiccarbon,soilalkali-hydro-
lysablenitrogenandsoiltotalnitrogenwerethemainfactorsassociatedwithchangesinbacterialtaxapresent
acrossyears.
Keywords:alfalfa;bacterialcommunity;bacterialabundance;diversity;soilnutrients

土壤微生物是土壤生态系统的重要组成部分,直接或间接参与土壤碳氮养分循环、土壤结构的优化、植物生

长调节等过程[1-4],土壤细菌作为土壤微生物的主要成员,能够快速高效地分解与转化营养物质[5],影响植物对

养分的获取和土壤肥力[6],同时细菌群落结构的差异和变化规律也能反映土壤现状及变化趋势,可用来指示土

壤生态功能,因此土壤细菌群落和土壤养分关系的研究对引黄灌区紫花苜蓿(Medicagosativa)的生长具有重要

指导意义。高通量测序技术能够全面系统的分析土壤细菌的多样性,深度测序的性能是高通量测序技术的优点

所在[7],也为本领域研究提供了极大的技术便利。
宁夏引黄灌区享引黄灌溉之利,水土光热资源充足,农业发达,灌溉历史悠久,是全国12个商品粮基地之

一[8-9]。因日照充足,有灌溉条件,宁夏成为全国最适合种植苜蓿的区域,截止2015年,紫花苜蓿种植面积已达

40多万hm2,干草产量达18~22t·hm-2,为宁夏畜牧业带来极大经济效益[10]。以往关于紫花苜蓿的研究主要

集中在土壤养分变化,如杨恒山等[11-12]通过对不同种植年限紫花苜蓿土壤养分变化研究得到种植苜蓿对土壤理

化性状具有显著影响,除pH外不同种植年限间差异明显,任继周[13]研究表明土壤有机质和全氮含量随着种植

年限的增加而升高,但其增长率随种植年限的增加而降低。也有学者提出苜蓿地土壤养分增长年限受区域影响,
如黄土高原区土壤有机质、全氮的变化表现为种植5~10年为增长期[14],干旱区表现为种植4年养分含量最

高[15]。引黄灌区苜蓿种植最佳年限的探讨尚有缺乏,且大多学者研究主要集中于土壤养分和团粒结构,在土壤

微生物与土壤养分之间的互作关系等方面研究尚不清楚。鉴于此,本研究采用16SrRNA扩增子测序技术研究

了宁夏引黄灌区不同种植年限(1~6年)紫花苜蓿土壤细菌群落和土壤养分分布特征,旨在从微生物和养分等角

度探讨紫花苜蓿的最佳种植年限,为西北地区紫花苜蓿种植及持续高产提供科学指导。

1 材料与方法

1.1 研究区概况及样品采集

研究区位于宁夏回族自治区银川市(N38°30′,E106°06′)西夏区贺兰山人工紫花苜蓿农场。研究区海拔为

1135m,属于温带大陆性季风气候,年平均气温为8.4℃,最高气温为38℃,最低气温为-20℃,年平均降水量

约为200mm,年蒸发量约为2250mm,年平均日照时数为3075.5h,无霜期为160d,土壤类型为淡灰钙土,地下

水位约4~5m[16]。

本研究分别以种植时间为1~6年(2012-2017年)的紫花苜蓿地为6个处理,每个处理设置3个面积30
m×30m的小样方作为3个重复,每个小样方按照S型布点,清除掉地上凋落物和其他多余物质,用直径4cm、
高20cm土钻,采用5点混合法取0~20cm土壤样品,每个重复均取3个平行样,6个处理共采集土样54个。
每个土样采集2份,1份将鲜样装入经高温灭菌的冻存管并立即放入-196℃的液氮带回室内测定,另1份装入

自封袋带回实验室自然风干,并按照实验后期要求过筛用于土壤各项理化指标测定。

1.2 测定方法

土壤理化指标测定:采用水土比2.5∶1.0悬液测定土壤pH;采用水土比5∶1浸提液测定土壤电导率;采用

重铬酸钾氧化-外加热法测定土壤有机碳;采用凯式定氮法测定全氮;采用碱解扩散法测定碱解氮;采用NaOH
碱溶-钼锑抗比色法测定全磷;采用NaHCO3 浸提-钼锑抗比色法测定速效磷[17]。
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细菌总DNA的提取:土壤碾碎过0.18mm筛后,首先采用十六烷基三甲基溴化铵(cetyltrimethylammoni-
umammoniumbromide)或十二烷基苯磺酸钠(sodiumdodecylsulfate)方法对样本的基因组DNA进行提取,用

Qubit2.0检测DNA浓度,琼脂糖凝胶检测DNA完整性[18]。每个样品3个重复,将同一样品的土壤DNA混

合,作为每份土壤样品的总DNA。取适量的样品于离心管中,使用无菌水稀释样品至1ng·μL-1,以稀释后的

基因组DNA为模板,采用16SrRNA基因中的V4高变区引物515F和806R鉴定细菌多样性,NewEngland
Biolabs公司的Phusion® High-FidelityPCRMasterMixwithGCBuffer和高效高保真酶进行PCR扩增,确保

扩增效率和准确性,根据PCR产物浓度进行等量混样,充分混匀后使用2%的琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物,

之后通过HiSeq2500PE250进行上机测序。下机数据采用prinseq去除低质量的数据(reads),然后根据下机得

到的数据之间的overlap关系将成对的reads拼接成一条序列,为得到高质量的reads,去除tags两端的barcode
引物序列,去除嵌合体及其短序列等后得到cleantags[19-20]。拼接过滤后的cleantags与物种注释数据库进行比

对检测嵌合体序列,并最终去除其中的嵌合体序列[21],得到最终的有效序列(effectivetags)。

1.3 数据分析

利用Uparse软件对序列进行聚类,相似性定为0.97,操作分类单元被认为可能接近于属。用Qiime软件

(Version1.9.1)中的blast方法与Unit数据库进行物种分类、细菌丰度及多样性指数的计算、环境因子(土壤理

化数据)关联分析和主成分分析(principlecomponentanalysis,PCA),使用R软件(Version2.15.3)绘制PCA
和环境因子分析热图。采用SPSS19.0对土壤理化数据进行方差分析和多重比较。

2 结果与分析

2.1 不同种植年限苜蓿地土壤养分变化

由表1可知,研究区pH为8.5~8.7,属于碱性土壤。多重比较结果显示,随着种植年限的增加,土壤电导

率、全磷和速效磷含量均无显著变化;土壤、有机碳、全氮和碱解氮含量均表现为先降低后增高的趋势,且在第5
年达到最大,说明苜蓿地土壤养分随着种植年限的增加可能会出现一个周期性的变化规律。

2.2 不同种植年限苜蓿地土壤OTU水平分析

对操作分类单位(operationaltaxonomicunits,OTU)聚类和注释结果显示,6个样本得到的总tag数为

518456,其中用于构建OTUs并且获得注释信息的tags数为483980,占总数的95%;unclassifiedtags和频数为

1的uniquetags是无法被聚类到OTUs的tags数目,共计24477,各样本统计结果如表2所示。采用随机抽样

方法抽取数据,随机抽取它们所代表物种数目(即OTUs数目),以抽取的测序数据量与对应的物种数来构建稀

释曲线。6个样本的稀释曲线如图1所示,不同种植年限苜蓿地土壤细菌丰富程度表现为1yr>5yr>4yr>3

yr>6yr>2yr。

表1 不同种植年限紫花苜蓿土壤理化性状

Table1 Soilphysicalandchemicalpropertiesofalfalfawithdifferentcultivationyears(mean±SD,n=3)

种植年限

Cultivationyear

(yr)

pH 电导率

Electricalconductivity

(μS·cm-1)

有机碳

Solubleorganiccarbon

(g·kg-1)

全氮

TotalN

(g·kg-1)

碱解氮

AlkalyzableN

(mg·kg-1)

全磷

TotalP

(g·kg-1)

速效磷

AvailableP

(mg·kg-1)

1 8.67±0.04a 163.90±4.39a 18.33±0.03a 0.13±0.02b 34.36±3.21a 0.33±0.13a 11.30±1.34a

2 8.56±0.04b 168.93±23.72a 18.73±0.74a 0.15±0.03b 21.46±4.49b 0.26±0.03a 11.58±2.11a

3 8.58±0.01ab 159.37±5.11a 17.43±1.16b 0.08±0.03c 25.01±5.02b 0.24±0.04a 14.15±4.81a

4 8.58±0.04ab 167.40±11.95a 16.65±0.37b 0.08±0.03c 26.08±4.93b 0.24±0.03a 10.91±1.13a

5 8.63±0.02a 161.53±2.23a 18.00±0.64a 0.22±0.02a 34.41±1.34a 0.28±0.01a 7.89±6.76a

6 8.56±0.02b 173.67±17.81a 18.34±0.29a 0.11±0.02bc 28.64±5.06ab 0.26±0.02a 11.18±0.95a

 注:同列不同字母表示差异显著(P<0.05)。

 Note:DifferentlowercaselettersinthesamecolumnrepresentsignificantdifferenceattheP<0.05level.

84 ACTAPRATACULTURAESINICA(2019) Vol.28,No.5



表2 不同种植年限苜蓿地土壤OTU聚类和注释情况统计

Table2 StatisticsofsoilOTUclusteringandannotationinalfalfafieldswithdifferentcultivationyears

样品名称

Samplename

总Tag数

Totaltags

已注释Tag数

Taxontags

未注释Tag数

Unclassifiedtags

未聚类Tag数

Uniquetags

OTU数

OTUnumbers

1yr 85864 80848 3 5012 5163

2yr 86238 83146 9 3083 4637

3yr 86975 82826 7 4142 4758

4yr 87132 82233 6 4893 4901

5yr 88783 84507 10 4267 4999

6yr 83464 80420 13 3032 4425

2.3 不同种植年限苜蓿地土壤细菌组成分析

图1 细菌稀释曲线分析

Fig.1 Analysisofbacterialdilutioncurve

 

2.3.1 各样地细菌群落在门水平上的组成和相对丰

度  6个不同种植年限苜蓿地土壤样品中细菌群落

相对丰度前十的细菌门分别为:变形菌门(Proteobac-
teria)(44%)、酸杆菌门(Acidobacteria)(13%)、拟杆

菌门(Bacteroidetes)(11%)、厚壁菌门 (Firmicutes)

(4%)、放线菌门(Actinobacteria)(5%)、单胞菌门

(Gemmatimonadetes)(6%)、疣微菌门(Verrucomi-
crobia)(3%)、浮霉菌门(Planctomycetes)(3%)、绿

弯菌门(Chloroflexi)(2%)和奇古菌门(Thaumarcha-
eota)(0.2%),共占细菌总数的91.2%。其中变形菌

门、酸杆菌门和拟杆菌门占细菌总数的68%,说明这3
个门的细菌为苜蓿地土壤样本中较具优势的菌群。除厚壁菌门在6年中有大幅度的波动变化外(相差10倍左

右),其余菌门变化幅度都较小,1~6年总体变化呈先升高后降低的变化趋势,这与之前土壤有机质、全氮和碱解

氮变化趋势正好相反(图2)。

2.3.2 各样地细菌群落在目水平上的组成和相对丰度  目水平上细菌群落相对丰度前十的分析结果表明,相

对丰度占比由高到低分别为unidentified_Gammaproteobacteria(18%)、壳聚糖目(Chitinophagales)(7%)、uni-
dentified_Acidobacteria(6%)、梭菌目(Clostridiales)(3%)、粘球菌目(Myxococcales)(5%)、单胞菌目(Gem-
matimonadales)(4%)、噬纤维菌目(Cytophagales)(4%)、假单胞菌(Rhizobiales)(3%)、鞘脂单胞菌目(Sphin-
gomonadales)(3%)、黄色单胞菌目(Xanthomonadales)(3%),共占细菌总数56%。Unidentified_Gammapro-
teobacteria为目水平上优势菌,占了丰度前十菌群数的27%,其余各菌所占比例较为均匀(图3)。

2.4 不同种植年限苜蓿地土壤细菌群落多样性分析

2.4.1 多样性指数分析  不同种植年限苜蓿地土壤细菌多样性指数分析结果表明,Shannon多样性指数、

Chao1指数和ACE指数在种植1年苜蓿地最大,分别为10.06、5157.33和5261.06,其中Shannon多样性指数

与其他各年限之间均无显著性差异,Chao1指数与ACE指数表现为1yr与2和6yr间均存在显著性差异,从大

到小依次为1yr>5yr>4yr>3yr>2yr>6yr(表3)。

2.5 土壤环境因子与土壤细菌群落组成相关性分析

对土壤环境因子与土壤细菌门水平下丰度进行Spearman相关性分析,结果表明碱解氮、全氮和有机碳与一

部分细菌门类存在显著和极显著相关性。有机碳与Candidatus_Magasanikbacteria、Candidatus_Yanofskybacte-
ria具有极显著负相关关系,与Hydrogenedentes、Candidatus_Peregrinibacteria、Melainabacteria具有显著负相关

关系;碱解氮与Candidatus_Peregrinibacteria具有极显著负相关关系,与Candidatus_Yanofskybacteria、Par-
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cubacteria具有显著负相关关系;全氮与螺旋原虫门(Spirochaetes)、硝化螺旋菌门(Nitrospirae)、无壁细菌门

(Tenericutes)、放线菌门(Actinobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)具有显著正相关关系,与浮霉菌门(Planctomy-
cetes)、酸杆菌门(Acidobacteria)具有显著负相关关系。全磷、电导率和pH与个别细菌门类存在显著相关性(图

4)。

图2 不同种植年限苜蓿地土壤细菌群落相对丰度前十的细菌门

Fig.2 Thefirsttenphylumofsoilbacterialcommunityinalfalfafieldwithdifferentcultivationyears

 

图3 不同种植年限苜蓿地土壤细菌群落相对丰度前十的细菌目

Fig.3 Thefirsttenorderofsoilbacterialcommunityinalfalfafieldwithdifferentcultivationyears

 

表3 细菌多样性指数特征

Table3 characteristicsofbacterialdiversityindex(mean±SD,n=3)

指数Index 1yr 2yr 3yr 4yr 5yr 6yr

Shannon 10.06±0.12a 9.80±0.17a 9.90±0.23a 10.01±0.04a 9.96±0.04a 9.81±0.24a

Chao1 5157.33±310.31a 4467.96±230.03b 4703.16±329.02ab 4806.30±196.09ab5087.91±150.72a 4395.99±457.96b

ACE 5261.06±312.91a 4538.10±255.48b 4792.38±372.63ab 4885.52±194.63ab5168.96±136.93a 4466.54±457.52b

 注:同行不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。

 Note:Differentlowercaselettersinthesamelineindicatesignificantdifference(P<0.05).

2.6 土壤细菌群落间的主成分分析

主成分分析是一种对多维数据进行降维,从而提取出数据中最主要的元素和结构的方法。应用PCA分析能

够提取出最大程度反映样本间差异的两个坐标轴,从而将多维数据的差异反映在二维坐标图上。样本在图中的

距离越接近,则它们的群落组成越相似。基于 OTU水平的PCA分析结果表明,PC1和PC2的贡献率分别为

10.63%和9.32%。1和5yr距离较近,2和6yr距离较近,3和4yr距离较近,即这3组间细菌群落组成相似性

较高(图5)。
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图4 土壤环境因子与细菌门水平相关性

Fig.4 Correlationbetweensoilenvironmentalfactorsandbacteriallevel

*表示显著相关(P<0.05),**表示及显著相关(P<0.01)。*representssignificantcorrelationatP<0.05level,and**representssignificant

correlationatP<0.01level.

3 讨论

图5 细菌群落间的主成分分析

Fig.5 PCAanalysisamongbacterialcommunities

 

通过对6个样本门水平下细菌群落组成和相对丰

度分析发现,苜蓿地土壤中主要有9类细菌,分别是变

形菌门、酸杆菌门、拟杆菌门、厚壁菌门、放线菌门、芽

单胞菌门、疣微菌门、浮霉菌门、绿弯菌门。其中郭丽

丽等[22]研究发现疣微菌门的消失是油用凤丹牡丹连

作障碍形成的重要原因,而苜蓿地土壤中疣微菌门占

细菌总数的3%,且随着种植年限的增加变化较为稳

定,这可能是苜蓿未出现连作障碍的主要原因。罗明

等[23]研究发现芽单胞菌门在黄河三角洲地区含量较

高,为4.74%~5.69%,本研究中芽单胞菌门细菌丰

度占比高达6%,但本研究区位于干旱区,其占比高可

能是因为引用黄河水灌溉的结果。另外变形菌门、放
线菌门和酸杆菌门是许多土壤细菌的3大优势门
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类[24-25],且在本研究中发现这3大优势门类随种植年限变化呈现出较为稳定的变化趋势。

土壤中数量众多的微生物既是土壤形成过程的产物,也是土壤形成的推动者[26],因此它参与完成土壤中各

种复杂的生化反应过程[27]。Alpha多样性可分析样品内菌种类别的丰富度和菌种数目的均匀度,Alpha多样性

越高,细菌种类越丰富,群落越稳定[22]。本研究结果表明,Shannon指数并无显著性变化,说明样地土壤细菌群

落均匀度较高,这与细菌群落结构组成具有相同特征,可能的原因是样地为人工草场,具有相同的田间管理模式,

因此细菌群落具有较好的均匀性。本研究Chao1指数和ACE指数以及物种丰度(稀释曲线)随着种植年限的递

增出现先减小后增大的变化率,即说明连作会导致细菌丰富度和多样性下降,这与韩亚飞等[28]研究所得结果一

致,并且在降低到一定程度又会有所回升,在第5年时达到最大值,南丽丽等[29]的研究结果支持这一结论。导致

细菌群落丰富度和多样性回升的可能原因是随着种植时间的增加,土壤表面凋落物累积增多,从而导致土壤养分

的回升,进而导致细菌群落丰富度和多样性增大。对各样本细菌群落间进行主成分分析表明,土壤细菌群落多样

性变化可能存在一个周期性规律,但由于研究时间只有6年,对周期持续时间研究缺乏数据支持,因此具体周期

变化需要后续工作进一步验证。

大量研究表明,土壤细菌多样性与土壤理化性质密切相关[30-31]。本研究将土壤理化指标与门水平下细菌组

成进行Spearman相关性分析得到,有机碳与5类细菌呈显著负相关关系,与其中两类呈极显著负相关关系,Liu
等[32]发现中国东北黑土的细菌多样性和有机碳呈负相关关系,Sul等[33]研究发现,有机碳含量低可能是导致微

生物多样性低的原因。硝化螺旋菌门参与土壤硝化[34],本研究发现硝化螺旋菌门与土壤全氮具有显著相关性。

同时,紫花苜蓿共生固氮菌及其固氮能力的研究是土壤微生物学中的一个重要组成部分。在种植第二年的时候

土壤碱解氮含量降到最低,可能原因是在生长前期,紫花苜蓿需从土壤中吸收大量的氮素[35]。随着种植年限的

增加土壤氮素含量又呈现缓慢上升趋势,这与豆科植物的固氮作用有很大关系,因此看来在一定阈值内,紫花苜

蓿种植年限越长对土壤的改良效果越好;全氮、碱解氮也有不同程度增加,这与有关研究结论一致[36-37]。综合来

看,土壤理化性质与土壤细菌之间确实存在一种互相反馈机制,且种植年限为5年时紫花苜蓿土壤养分和微生物

环境同时达到最佳水平,但这种现象会呈周期性循环还是5年以后会持续下降需要进一步研究。

4 结论

变形菌门、酸杆菌门、拟杆菌门和放线菌门是不同种植年限苜蓿地土壤优势菌群,酸杆菌门与土壤全氮具有

极显著正相关关系,放线菌门与土壤全氮具有显著正相关关系;Shannon指数随着种植年限增加无显著性变化,

种植时间为1~6年的紫花苜蓿地土壤细菌多样性组成相似性高,且群落优势菌群不受种植时间的影响;土壤养

分和土壤细菌群落组成及丰度都在种植5年时达到最大,土壤有机碳、碱解氮、全氮是影响细菌群落组成的主要

环境因子。
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