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♦生物科学♦

不同菌肥对华重楼根际土壤微生物多样性及理化性质的影响*

冼康华,苏 江,付传明,何 文,刘宝骏,黄宁珍,何金祥**

(广西壮族自治区中国科学院广西植物研究所,广西喀斯特植物保育与恢复生态学重点实验室,广西桂林 541006)

摘要:为更好地筛选适合华重楼(Paris
 

polyphylla
 

var.chinensis)人工栽培的微生物菌肥种类,为华重楼的产

业化生产提供理论参考,本研究以华重楼为材料,采用高通量测序技术分析不同菌肥处理对华重楼根际土壤微

生物多样性的影响。结果表明:经不同施肥处理的华重楼根际土壤中共检测出细菌类群23门57纲125目

185科284属525种,真菌8门26纲54目66科69属82种。主要优势细菌门为变形菌门(Proteobacteria)、酸
杆菌门(Acidobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)和绿弯菌门(Chloroflexi)。优势真菌门为担子菌门(Basid-
iomycota)、子囊菌门(Ascomycota)和毛霉菌门(Mucoromycota)。施用枯草芽孢杆菌(Bacillus

 

subtilis)后,细
菌丰富度和多样性显著下降,而解淀粉芽孢杆菌(B.amyloliquefaciens)对细菌丰富度和多样性无显著影响。
两种菌肥均对根际土壤中真菌数量的影响不显著,枯草芽孢杆菌可以显著提高真菌群落的多样性,而解淀粉芽

孢杆菌则会显著降低真菌的多样性。两种微生物菌肥均会引起根际土壤中全钾(TK)、有机碳(TOC)、速效钾

(AK)含量显著下降,pH值显著上升;单独施用枯草芽孢杆菌和两种菌肥混施处理时全氮(TN)含量显著下

降,而单独施用解淀粉芽孢杆菌时TN含量显著上升。两种微生物菌肥对华重楼根际土壤微生物群落结构和

多样性影响不同,施加微生物菌肥后会引起根际土壤理化性质发生显著变化。
关键词:华重楼 微生物菌肥 根际土壤 微生物多样性 土壤理化性质
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0 引言

  华重楼(Paris
 

polyphylla
 

var.chinensis)为百

合科(Liliaceae)重楼属(Paris)多年生草本植物,具

有清热解毒、消肿止痛、凉肝定惊等功效,是我国传统

名贵中药材[1,2]。华重楼对生长环境要求高,且生长

缓慢,种子从发芽到药用,一般需10年以上[3]。研究

表明,药用植物产生的黄酮、生物碱、萜类等次级代谢

616



冼康华,苏江,付传明,何文,刘宝骏,黄宁珍,何金祥.不同菌肥对华重楼根际土壤微生物多样性及理化性质的影响

产物,在生长过程中很容易释放到土壤中,从而引起

植物根际土壤理化性质的改变,导致根际土壤微生物

和土壤酶活性的变化[4]。华重楼长时间的单一化种

植及次级代谢产物的逐年累积极易引发连作障碍,从
而导致华重楼的品质和产量难以得到保障,严重影响

华重楼的产量及产业发展。因此,在栽培生产中有针

对性地选择合适的微生物肥料科学合理施肥,维持栽

培地土壤理化性状和有益微生物群体、数量的平衡,
是华重楼人工栽培成功的关键[5,6]。

  目前,已有多位学者多方面报道华重楼的人工施

肥研究。郑钦方等[7]在华重楼施肥时以腐熟的有机

肥为主,辅施叶面肥,不施化肥。李伟等[8]则以充分

腐熟的厩肥(如羊粪)混合史丹利复合肥为主要肥料。
刘哲等[9]研究不同梯度水平氮、磷、钾肥对华重楼根

茎产量和品质的影响,结果表明,氮、磷、钾肥配施有

利于华重楼根茎的增重率、总皂苷含量和浸出物含量

的提高。而有关华重楼栽培中微生物菌肥的应用却

鲜有报道,选择何种类型的菌肥有待进一步研究。微

生物菌肥是一类含有特定微生物活体的肥料,通过微

生物的生命活动及代谢产物促使农作物得到特定施

肥效应,具有应用效果好、保护环境、对作物增产增

效、安全无毒等优点[10􀆼12],因而在农业上应用范围不

断扩大。但由于现阶段仍存在菌种效能不稳定且肥

效短期不明显、肥料种类少等问题[13],尤其是许多珍

稀濒危中药材仍未有稳定高效的微生物菌肥种类,从
而导致我国中药材产业种植技术落后、品质退化、农
药残留等问题日益突出。因此,开展我国传统特色中

药材微生物菌肥的研究工作十分有意义。研究表明,
微生物菌肥可以改良土壤微生态结构[13,14],从而提

高土壤肥力[15􀆼17]与肥料利用效率[18,19],促进中药材

生长,提高中药材的产量和品质[20􀆼23],目前在农业生

产特别是经济作物栽培上得到广泛应用。根际土壤

微生物群落多样性可敏感地反映出植物的生长、繁殖

以及代谢活动的变化[24],施加菌肥后,根际土壤微生

物必然会发生变化,根际微生物的组成和结构变化对

植物的生长发育、营养吸收和抗逆性等都会产生影

响。同时,由于多方面的作用,土壤理化性质也可能

发生相应的改变。因此,研究根际土壤微生物群落结

构及土壤理化性质的变化可以快速推测出所用菌肥

对华重楼生长的影响。

  本研究选用两种常用的微生物菌肥,内含的微生

物菌种分别为枯草芽孢杆菌(Bacillus
 

subtilis)和解

淀粉芽孢杆菌(B.amyloliquefaciens)[25]。枯草芽

孢杆菌是芽孢杆菌属中的一种革兰氏阳性菌,其分泌

的脂肽类、抗菌蛋白、酚类及多烯类等抗菌物质具有

抑制病原真菌的效果[26,27];解淀粉芽孢杆菌对植物

病原菌具有很强的抑制力,其产生的酶类、脂肽类抗

生素、生物表面活性素、聚酮类化合物和抑菌蛋白,在
生物防治应用中对植物病原真菌、细菌、病毒、线虫的

抑制起主要作用,同时能够促进植物根系及植株生

长,并具有诱导植物产生系统抗性的能力,从而减少

病害的发生[28􀆼30]。本研究通过高通量测序技术分析

使用不同菌肥后华重楼根际土壤微生物的变化,筛选

出适合华重楼生长的微生物菌肥种类,为华重楼的人

工栽培技术提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 植物材料

  以引种至广西植物研究所内1年半、根茎刻痕数

为5个的华重楼为实验材料。

1.2 微生物菌肥类型

  枯草芽孢杆菌:水剂,有效活菌数≥10亿/g;解
淀粉芽孢杆菌:粉剂,有效活菌数≥10亿/g,含有机

质≥65%。

1.3 实验设计

  2019年3-10月完成田间实验,选取长势一致

的华重楼,分为4个处理组,每个处理组种植30株。
处理组1

 

(J1):仅施用枯草芽孢杆菌,施用浓度为6
 

g/m2,施用方式为兑水灌根;处理组2
 

(J2):仅施用

解淀粉芽孢杆菌,施用浓度为120
 

g/m2,施用方式为

拌土围根;处理组3
 

(J3):两种微生物菌肥混施,其中

枯草芽孢杆菌施用浓度为6
 

g/m2,施用方式为兑水

灌根,解淀粉芽孢杆菌施用浓度为120
 

g/m2,施用方

式为拌土围根;处理组4
 

(J4):不施菌肥,为对照处理

组。各处理3次重复,施肥后按常规方法管理。

1.4 土壤样品采集与处理

  当年11月于每个处理组随机选取华重楼10株,
抖去根系上附着颗粒较大的土壤,收集根系以及附着

的土壤即为根际土,将混合均匀的根际土壤放入无菌

塑料袋中,用标签记录采样的信息,放入户外保鲜箱

后立即带回实验室,每个采样点3次重复。采集的土

壤一份置于-80℃下保存,用于土壤DNA提取及后

续的细菌16S
 

rDNA和真菌18S
 

rDNA测序;一份室

内自然风干,研磨,过2
 

mm 筛,用于土壤理化性质

测定。
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1.5 测定方法

  土壤理化性质测定参照《土壤农化分析》[31],测
定项目和方法如下:全氮TN

 

(凯氏定氮法)、全磷TP
(钼锑显色法)、全钾TK

 

(火焰光度法或原子吸收分

光光度法)、土壤有机碳 TOC
 

(重铬酸钾水合加热

法)、铵态氮 A和硝态氮 N
 

(定氮仪法)、速效磷 AP
(盐酸􀆼氟化铵法)、速效钾AK

 

(浸提+原子吸收法)
和pH值。

  土壤微生物DNA提取和测序:使用土壤基因组

DNA快速抽提试剂盒[生工生物工程(上海)股份有

限公司]提取土壤微生物总DNA,DNA送到上海美

吉生物医药科技有限公司进行测序。整个测序流程

包括PCR扩增,PCR产物的混样、纯化,文库的构

建。对细菌 V3-V4区进行扩增,引物采用338F
 

(5'􀆼ACTCCTACGGGAGGCAGCAG􀆼3')和 806R
 

(5'􀆼GGACTACHVGGGTWTCTAAT􀆼3')。扩增程

序如下:95℃预变性3
 

min;95℃变性30
 

s,53℃退火

30
 

s,72℃延伸45
 

s,持续28个循环周期;72℃延伸

10
 

min。对 真 菌 V5􀆼V7 区 进 行 扩 增,引 物 采 用

SSU0817F(5'􀆼TTAGCATGGAATAATRRAATA􀆼
GGA􀆼3')和 1196R

 

(5'􀆼TCTGGACCTGGT-
GAGTTTCC􀆼3'),扩增程序如下:95℃预变性3

 

min;

95℃变性30
 

s,53℃退火30
 

s,72℃延伸45
 

s,持续37
个循环周期;72℃延伸10

 

min。本研究利用Illumina
平台进行测序。

1.6 微生物组测序数据质控与分析

  对测序得到的原始数据进行拼接质控,得到有效

数据。采用 Uparse软件平台进行操作分类单元

(Operational
 

Taxonomic
 

Units,OTU)聚类和物种

信息分析。OTU聚类步骤如下:(1)对优化序列提

取非重复序列,便于降低分析中间过程冗余计算量;
(2)去除没有重复的单序列;(3)按照97%相似性对

非重复序列(不含单序列)进行OTU聚类,在聚类过

程中去除嵌合体,得到OTU的代表序列;(4)将所有

优化序列 map至 OTU代表序列,选出与代表序列

相似性在97%以上的序列,生成 OTU 表格。采用

RDP
 

classifier贝叶斯算法对97%相似水平的 OTU
代表序列进行分类学分析。

1.7 华重楼根际土壤微生物组成分析

  基于测序的数据,利用R语言工具生成土壤微

生物群落柱形图(Bar图);利用 Mothur软件分析随

机抽样下的Alpha多样性指数来反映微生物群落的

丰富度和多样性,包括Ace、Chao、Simpson和Shan-

non指数。Ace和Chao指数反映群落中物种的数

量,衡量群落的丰富度;Simpson和Shannon指数受

样品群落的物种丰富度和均匀度影响,反映群落的多

样性。Ace、Chao和Shannon指数越大,Simpson指

数越小,说明样品的物种多样性越高。Venn图可用

于统计多组或多个样本中所共有和独有的 OTU数

目,采用R语言工具和作图生成。

1.8 华重楼根际土壤微生物群落结构差异性分析

  利用Beta多样性对不同样品微生物群落间的物

种多样性进行比较分析,探索不同样品间群落组成的

相似性或差异性。用Qiime计算Beta多样性距离矩

阵,然后用R语言作图画树。

1.9 数据处理

  采用单因素方差分析进行差异显著性检验,显著

性水平设置为 0.05,用最小显著性差异法(Least
 

Significant
 

Difference,LSD)进行多重比较分析,以
上分析在SPSS

 

21.0软件上运行,用Excel
 

2010进

行数据整理和统计。

2 结果与分析

2.1 施用菌肥后土壤微生物群落组成差异分析

2.1.1 施用菌肥后细菌群落组成差异分析

  华重楼土壤样品中共检测出细菌23门57纲

125目 185 科 284 属 525 种,各实验样地 细 菌 门

(Phylum)和纲(Class)水平的群落结构如图1所示。
从门水平上(图1a)看,根际土壤中主要优势菌门为

变形菌门(Proteobacteria)、酸杆菌门(Acidobacte-
ria)、放线菌门(Actinobacteria)和绿弯菌门(Chlo-
roflexi)。在门水平上,与对照组(J4)相比,施加枯草

芽孢杆菌(J1)使变形菌门、放线菌门的丰度升高,酸
杆菌门、绿弯菌门丰度降低;而施加解淀粉芽孢杆菌

(J2)则会降低变形菌门、放线菌门的丰度,使酸杆菌

门、绿弯菌门丰度增加。另外,所有施加菌肥的处理

组均会显著降低芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)的
丰度,而使厚壁菌门(Firmicutes)的丰度增加。枯草

芽孢杆菌比解淀粉芽孢杆菌更利于厚壁菌门的生长,
但两种菌肥同施(J3)会引起厚壁菌门丰度下降。通

过纲分类层次(图1b)统计,根际土壤中以放线菌纲

(Actinobacteria)、γ􀆼变形菌纲(Gamma􀆼proteobacte-
ria)及α􀆼变形菌纲(Alpha􀆼proteobacteria)为优势

菌纲。

2.1.2 施用菌肥后真菌群落组成差异分析

  华重楼土壤样品中共检测出真菌8门26纲54
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图1 在门(a)、纲(b)水平上华重楼根际土壤细菌的相对丰度

  Fig.1 Relative
 

abundance
 

of
 

bacteria
 

in
 

the
 

rhizosphere
 

of
 

P.polyphylla
 

var.chinensis
 

at
 

phylum
 

(a)
 

and
 

class
 

(b)
 

level
目66科69属82种,各处理组真菌门和纲水平的群

落结构如图2所示。从门水平上(图2a)看,土壤中

的真菌主要由担子菌门(Basidiomycota)、子囊菌门

(Ascomycota)与毛霉门(Mucoromycota)组成。在

门水平上,与对照组(J4)相比,施加枯草芽孢杆菌

(J1)后担子菌门的丰度显著降低,同时子囊菌门丰度

显著增加,单施解淀粉芽孢杆菌(J2)则对担子菌门及

子囊菌门丰度影响不大。两种菌肥混施(J3)时,同样

会引起担子菌门丰度显著下降、子囊菌门丰度显著提

高,但幅度相对单施枯草芽孢杆菌有所下降,表明混

施时枯草芽孢杆菌对担子菌门和子囊菌门丰度的变

化起主要作用,解淀粉芽孢杆菌可以缓解枯草芽孢杆

菌对担子菌门和子囊菌门的作用。枯草芽孢杆菌对

毛霉菌门的生长有促进作用,而解淀粉芽孢杆菌则会

抑制毛霉菌门的生长,二者混施时,会导致毛霉菌门

丰度 显 著 下 降。在 纲 水 平 上(图 2b),以 伞 菌 纲

(Agaricomycetes)、粪壳菌纲(Sordariomycetes)和散

囊菌纲(Eurotiomycetes)为优势菌纲。其中,施加枯

草芽孢杆菌会显著降低伞菌纲的丰度,但会促进粪壳

菌纲和散囊菌纲真菌的生长;而解淀粉芽孢杆菌则可

以显著提高伞菌纲真菌的丰度,抑制散囊菌纲真菌的

生长。

图2 在门(a)、纲(b)水平上华重楼根际土壤真菌的相对丰度

  Fig.2 Relative
 

abundance
 

of
 

fungi
 

in
 

the
 

rhizosphere
 

of
 

P.polyphylla
 

var.chinensis
 

at
 

phylum
 

(a)
 

and
 

class
 

(b)
 

level
2.2 施用菌肥后土壤微生物群落的多样性差异分析

2.2.1 施用菌肥后细菌群落的多样性差异分析

  供试土壤样品的细菌群落丰度指数(Ace,Chao)
和多样性指数(Simpson,Shannon)如表1所示。在

丰度方面,单施枯草芽孢杆菌(J1)与两种菌肥混施

(J3)处理组细菌的 Ace、Chao指数均低于对照组

(J4),表明这两种处理方式可能抑制了细菌的生长,
造成细菌数量(丰度)显著降低(P<0.05),单施枯草

芽孢杆菌的抑菌效果更为明显。而单施解淀粉芽孢

杆菌(J2)时,土壤中 Ace、Chao指数均为最高,表明

施加解淀粉芽孢杆菌可以促进土壤中细菌的生长,但
与对照组相比差异不显著(P>0.05)。

  在多样性方面,施加枯草芽孢杆菌后,土壤中细

菌Shannon指数较对照组显著下降(P<0.05),而
Simpson指数则显著升高(P<0.05),表明单施枯草

芽孢杆菌会导致土壤中细菌种类减少,细菌多样性降

低。而施加解淀粉芽孢杆菌(J2)与两种菌肥混施

(J3)的处理组中,Shannon指数和Simpson指数与对
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照组相比差异不显著(P>0.05),表明这两种处理方

式并未造成细菌物种种类的变化。

2.2.2 施用菌肥后真菌群落的多样性差异分析

  供试土壤样品的真菌群落丰度指数(Ace,Chao)
和多样性指数(Simpson,Shannon)亦如表1所示。
在丰度方面,各施加菌肥的处理组根际土壤中真菌

Ace、Chao指数均比对照组低,表明施加菌肥会抑制

真菌的生长,造成真菌数量下降,导致真菌丰富度降

低,但各处理组间真菌丰度差异不显著(P>0.05)。

  在多样性方面,施加枯草芽孢杆菌后真菌Shan-
non指数高于对照组,且是4个处理组中最高的,而

Simpson指数则是最低的,表明施加枯草芽孢杆菌后

土壤真菌物种数量增多,真菌多样性升高。施加解淀

粉芽孢杆菌与两种菌肥混施的处理组中真菌Shan-
non指数均小于对照组,而Simpson指数与对照组相

比有所增加,表明真菌物种数量减少,多样性降低。
表1 土壤微生物群落的丰富度和多样性指数

Table
 

1 Abundance
 

and
 

diversity
 

index
 

of
 

soil
 

microbial
 

community

处理组
Treatment

 

groups

细菌Bacteria 真菌Fungi

Ace指数
Ace

 

index
Chao指数
Chao

 

index
Shannon指数
Shannon

 

index
Simpson指数
Simpson

 

index
Ace指数
Ace

 

index
Chao指数
Chao

 

index
Shannon指数
Shannon

 

index
Simpson指数
Simpson

 

index

J1 1
 

291.26±
31.85c

1
 

309.73±
35.74c

6.04±
0.07b

0.017
 

1±
0.000

 

2a
126.64±
7.64a

125.14±
13.71a

3.50±
0.07a

0.049
 

4±
0.000

 

2d

J2 2
 

219.01±
57.76a

2
 

247.67±
30.61a

6.58±
0.07a

0.003
 

4±
0.000

 

2b
117.83±
11.30a

125.33±
19.56a

2.29±
0.06d

0.313
 

1±
0.000

 

3a

J3 1
 

802.93±
55.77b

1
 

842.20±
23.30b

6.59±
0.08a

0.002
 

9±
0.000

 

2c
111.04±
12.86a

100.60±
14.86a

2.95±
0.08c

0.110
 

6±
0.000

 

4b

J4 2
 

208.99±
43.67a

2
 

218.05±
43.69a

6.55±
0.05a

0.003
 

2±
0.000

 

2bc
136.93±
13.28a

142.00±
24.32a

3.11±
0.06b

0.083
 

2±
0.000

 

4c

注:同列中数值后面的不同小写字母表示差异显著(P<0.05)

Note:Different
 

lowercase
 

letters
 

behind
 

numeric
 

values
 

in
 

the
 

same
 

column
 

indicate
 

significant
 

differences
 

(P<0.05)

2.3 施用菌肥后土壤微生物Beta多样性差异分析

  细菌聚类分析(图3a)结果显示,根际土壤中的

细菌划分为3个类群:单施解淀粉芽孢杆菌土壤(J2)
和不施肥土壤(J4)、单施枯草芽孢杆菌土壤(J1)、两
种菌肥混施土壤(J3),表明单施解淀粉芽孢杆菌时细

菌组成与对照组相近,各组之间的距离则表明单施枯

草芽孢杆菌时细菌群落构成变化最大。真菌聚类分

析(图3b)结果显示,真菌也划分为3个类群:单施枯

草芽孢杆菌土壤(J1)和不施肥土壤(J4),单施解淀粉

芽孢杆菌土壤(J2)、两种菌肥混施土壤(J3),表明单

施枯草芽孢杆菌时真菌群落结构与对照组相近,而各

组之间的距离则表明单施解淀粉芽孢杆菌时真菌群

落构成变化最大。综上可知,枯草芽孢杆菌主要影响

华重楼根际土壤中细菌的组成,而解淀粉芽孢杆菌则

主要影响真菌的组成。
2.4 施用菌肥后土壤微生物群落的相关性差异分析

  在97%的相似度下聚类,得到各处理组土壤样

品的 OTU 数。从 表 2 可 知,各 土 壤 样 品 的 细 菌

OTU数均高于真菌 OTU数。各施肥处理组中,单
施解淀粉芽孢杆菌(J2)细菌OTU数略高于对照组,
而单施枯草芽孢杆菌(J1)和两种菌肥混施(J3)土壤

中 细 菌OTU数 与 对 照 组 (J4)相 比 分 别 下 降

图3 不同施肥处理根际土壤微生物UPGMA聚类分析

  Fig.3 UPGMA
 

cluster
 

analysis
 

of
 

microorganisms
 

in
 

rhizosphere
 

soil
 

under
 

different
 

fertilization
 

treatments
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36.08%和14.08%。各处理组真菌 OTU数较对照

组均有降低,其中两种菌肥混施处理组真菌OTU数

降幅最大,下降约 35.11%;单施解淀粉芽孢杆菌

(J2)处理组下降约18.32%;单施枯草芽孢杆菌下降

约8.40%。上述结果说明,两种菌肥混施对真菌

OTU数目会产生叠加的抑制效果。
表2 华重楼土壤样本测序获得的细菌和真菌OTU序列数

Table
 

2 Number
 

of
 

bacterial
 

and
 

fungi
 

OTU
 

sequences
 

ob-

tained
 

from
 

soil
 

sample
 

sequencing
 

of
 

P.polyphylla
 

var.

chinensis

处理组
Treatment

 

groups

细菌(V3-V4区)
 

OTU数
OTU

 

number
 

of
 

bacteria
 

(V3-V4)

真菌(V5-V7区)
 

OTU数
OTU

 

number
 

of
 

fungi
 

(V5-V7)

J1 1
 

258 120

J2 1
 

989 107

J3 1
 

691 85

J4 1
 

968 131

  从细菌OTU韦恩图(图4a)可知,经不同施肥处

理的华重楼根际土壤共有的细菌OTU数为846个,
分别占各处理组总 OTU 数的 67.25%、42.53%、

50.03%和 42.99%;J1、J2、J3 和J4 特 有 的 细 菌

OTU数分别为47,138,109和134个,分别占各处理

组总 OTU 数的3.74%、6.94%、6.45%和6.81%,
说明枯草芽孢杆菌对细菌的影响大于解淀粉芽孢杆

菌,解淀粉芽孢杆菌土壤中的细菌组成与不施肥处理

组更接近。

  从真菌OTU韦恩图(图4b)可以看出,各处理组

共有的真菌 OTU 数为48个,分别占各处理组总

OTU数的 40.00%、44.86%、56.47%和 36.64%;

J1、J2、J3和J4特有的真菌OTU数分别为18,12,7
和25个,分别占各处理组总 OTU 数的15.00%、

11.21%、8.24%和19.08%。经施肥后各处理组特

有的真菌OTU数均比对照组低,且两种菌肥混施时

下降最多。枯草芽孢杆菌处理组(J1)土壤中真菌组

成与不施肥处理组更为接近,两种菌肥处理比单一菌

肥处理对真菌组成影响更大。

  经不同施肥处理的华重楼根际土壤共有的细菌

OTU数为846个,未施肥土壤中特有的细菌 OTU
数为134个,分别占未施肥土壤细菌总 OTU 数的

42.99%和6.81%;而各处理组共有的真菌 OTU数

为48个,未施肥土壤中特有的真菌 OTU 数为25
个,分别占未施肥土壤真菌总OTU数的36.64%和

19.08%。对照组土壤中共有真菌OTU比例低于细

菌,而特有真菌 OTU比例高于细菌,表明施肥后根

际土壤真菌OTU类型变化比细菌大。

图4 不同施肥处理根际土壤细菌和真菌OTU韦恩图

  Fig.4 Venn
 

diagram
 

of
 

bacteria
 

and
 

fungi
 

OTU
 

in
 

the
 

rhizosphere
 

soil
 

under
 

different
 

fertilization
 

treatments

2.5 施用菌肥对华重楼根际土壤理化性质的影响

  对不同施肥处理的华重楼根系土壤中的全氮

(TN)、全磷(TP)、全钾(TK)、土壤有机碳(TOC)、铵
态氮(A)、硝态氮(N)、速效磷(AP)和速效钾(AK)等
指标进行测定(表3),并根据1980年全国第2次土

壤普查养分分级标准[32]进行评价。由表3可知,J4
样地土壤 中 除 TN 和 TK 处 于 缺 乏 状 态 外,TP、

TOC、AK 及 AP均 处 于 较 丰 以 上 水 平,pH 值 为

6.14,适宜华重楼生长。与对照组(J4)相比,施加菌

肥后TK、TOC、N及AK水平显著下降(P<0.05),
而pH值显著上升(P<0.05)。其中,施用枯草芽孢

杆菌(J1)和两种菌肥混施(J3)处理组中TN含量显

著下降至极缺水平,特别是两种菌肥混施时TN含量

与对照组相比下降66.15%;而施加解淀粉芽孢杆菌
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后TN含量显著上升(P<0.05),约为未施肥处理组

的2倍。另外,两种菌肥混施还会使AP含量显著降

低(P<0.05),TP含量也有下降,但未达显著水平

(P>0.05)。综合比较后发现,两种菌肥混施时,土
壤理化性质中除pH值显著上升外,其余指标均显著

下降,且TN、TP、TOC、A、N、AP及AK均为各处理

组中最低水平;单施枯草芽孢杆菌时,TP、AP及pH
值较对照组有所上升;而单施解淀粉芽孢杆菌时,TK
含量最低,TN、TP、AP及pH值较对照组有所上升,
其中TN、AP及pH值为各处理组中最高水平。

表3 不同菌肥处理后华重楼根际土壤的理化性质变化

Table
 

3 Physical
 

and
 

chemical
 

properties
 

of
 

the
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

P.polyphylla
 

var.chinensis
 

after
 

different
 

bacterial
 

fertilizer
 

treatments

处理组
Treatment

 

groups
全氮TN
(g/kg)

全磷TP
(g/kg)

全钾TK
(g/kg)

有机碳TOC
(g/kg)

铵态氮A
(mg/kg)

硝态氮N
(mg/kg)

速效磷AP
(mg/kg)

速效钾AK
(mg/kg)

pH值
pH

 

value

J1
(0.43±
0.06F)c

(0.99±
0.13B)a

(4.37±
0.22F)b

(22.27±
2.08C)b

(43.88±
2.30)a

(90.80±
5.67)b

(85.80±
6.52A)a

(262.95±
28.20A)b

(6.51±
0.07)b

J2
(1.22±
0.15C)a

(0.97±
0.11B)a

(3.97±
0.17F)c

(22.53±
2.72C)b

(45.84±
2.74)a

(104.40±
13.11)b

(94.76±
6.91A)a

(180.00±
13.08B)c

(6.92±
0.07)a

J3
(0.22±
0.04F)d

(0.76±
0.11B)a

(4.17±
0.16F)bc

(21.94±
1.40C)b

(35.12±
1.26)b

(88.40±
11.57)b

(59.16±
5.71A)c

(138.55±
13.09C)d

(6.87±
0.05)a

J4
(0.65±
0.11E)b

(0.94±
0.04B)a

(5.78±
0.11E)a

(32.05±
2.74B)a

(43.36±
1.14)a

(129.20±
11.04)a

(72.70±
7.86A)b

(361.45±
17.44A)a

(6.14±
0.02)c

注:同列中数值后面的不同字母A,B,C,D,E,F分别表示土壤养分评价水平:丰富、较丰、中等、较缺、缺乏和极缺。同列中数值后面的不同小写字

母表示差异显著(P<0.05)

Note:
 

Letters
 

A,B,C,D,E
 

and
 

F
 

behind
 

numeric
 

values
 

in
 

the
 

same
 

column
 

respectively
 

indicates
 

the
 

level
 

of
 

soil
 

nutrient
 

evaluation:
 

Rich,richer,
 

medium,
 

deficient,
  

more
 

deficient
 

and
 

extremely
 

deficient.The
 

different
 

lowercase
 

letters
 

behind
 

numeric
 

values
 

in
 

the
 

same
 

column
 

indicate
 

signif-

icant
 

differences
 

(P<0.05)

3 讨论

3.1 不同微生物菌肥对华重楼根际土壤微生物的

影响

  土壤微生物数量和活性是衡量土壤质量的重要

指标之一,土壤微生物的种类和数量可以作为评价土

壤肥力的指标[33]。本研究发现,枯草芽孢杆菌和解

淀粉芽孢杆菌对华重楼根际土壤中细菌与真菌的影

响不同。枯草芽孢杆菌会显著抑制华重楼根际土壤

中细菌的生长,引起细菌丰富度和多样性显著降低;
同时对真菌的生长也有一定抑制作用,造成真菌总体

丰富度略有降低,但显著增加真菌物种的数量,提高

真菌物种的多样性,这与高吉坤[34]、樊胜南等[35]的

研究结果有所差异。解淀粉芽孢杆菌对华重楼根际

土壤中细菌无显著影响,与枯草芽孢杆菌混施时还可

以缓和其对细菌丰度的影响,同时提高细菌的多样

性。胡基华等[36]研究发现,解淀粉芽孢杆菌能显著

降低土壤中真菌数量,而本研究中解淀粉芽孢杆菌虽

未能显著降低土壤中真菌个体数量,但却显著降低土

壤中真菌的物种数量。造成上述差异的原因可能与

菌肥施用浓度、施用组合和施用方式有关。于会丽

等[37]研究发现,随着微生物菌肥用量增加,土壤微生

物活性和多样性指数呈先增加后降低的趋势。黎妍

妍等[38]研究结果表明,不同菌肥施用方式对烟株根

际土壤真菌群落结果有显著影响,拌土围根、米糠+
拌土围根这两种方式均可显著提高烟株根际土壤真

菌的数量和群落多样性。因此,在实际生产栽培中应

根据华重楼根际土壤微生物的状况,正确选择适宜的

微生物菌肥浓度、组合及施用方式。

3.2 不同微生物菌肥对华重楼根际土壤理化性质的

影响

  土壤养分是土壤质量的重要指标之一,合理的养

分含量对植物生长至关重要[39]。土壤酸化会引起连

作障碍,而连作障碍又会导致中药材低产、低质、低
效[40]。毛玉东等[41]研究发现,华重楼根茎总皂苷含

量随土壤pH值升高而增加,并建议在华重楼人工栽

培中,土壤pH 值应控制在中性范围(6.50-7.50)
内。本研究中与不施肥组相比,施加两种菌肥后所有

处理组根际土壤的pH值显著上升,说明施加微生物

菌肥可预防连作障碍的发生,同时也可将土壤的pH
调节至更适合华重楼生长的水平。微生物菌肥可以

促进植物的营养吸收,使植物品质改善,从而使产量

提高[42]。本研究中,施加两种微生物菌肥后土壤中

TK、TOC、A、N及AK等水平显著下降,可能是微生
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物菌肥可促进华重楼根系对这些营养元素的吸收,从
而导致碳、氮、钾元素在土壤中的含量减少,尤其以两

种菌肥混施时,促进营养吸收效果最好。而单施解淀

粉芽孢杆菌时,土壤中TN含量显著上升,可能是解

淀粉芽孢杆菌促进了固氮菌类的生长,从而使土壤中

的氮素含量显著增加[43]。也有研究表明,微生物菌

肥在分解有机质时需要合成蛋白质,从而需要一定量

的氮素,因此土壤中必须保证含有充足的有机质和氮

肥,如果土壤营养含量不足,可能会造成一定程度的

脱肥[44],这也可能是导致施肥后部分营养元素下降

的原因。目前关于微生物菌肥与植物、根际土壤理化

性质的作用机理尚不明确,仍有待进一步研究。

4 结论

  本研究表明,枯草芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌对

华重楼根际土壤微生物群落结构和多样性影响不同,
施加微生物菌肥后会引起根际土壤理化性质发生显

著变化。施用本研究浓度的枯草芽孢杆菌会引起细

菌丰富度和多样性下降而真菌群落多样性显著升高,
促使土壤由髙肥力的“细菌型”向低肥力的“真菌型”
转变,可能会增加病虫害发生的概率,导致作物产量

及质量下降等负面影响;施用解淀粉芽孢杆菌对细菌

丰富度和多样性影响不显著,却能显著降低真菌的多

样性;两种菌肥混施还能中和枯草芽孢杆菌对细菌的

抑制作用,提升细菌的多样性,这为今后的研究提供

了思路和方向。本研究结果为进一步探索适合华重

楼人工栽培的微生物菌肥奠定了基础,有助于促进华

重楼的可持续利用及产业的发展。
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Abstract:
 

In
 

order
 

to
 

better
 

screen
 

the
 

types
 

of
 

microbial
 

fertilizer
 

suitable
 

for
 

artificial
 

cultivation
 

of
 

Paris
 

polyphylla
 

var.chinensis
 

and
 

provide
 

a
 

theoretical
 

reference
 

for
 

the
 

industrial
 

production
 

of
 

Paris
 

polyphyl-
la

 

var.chinensis,
 

the
 

high􀆼throughput
 

sequencing
 

technology
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

effects
 

of
 

different
 

bac-
terial

 

fertilizer
 

treatments
 

on
 

rhizosphere
 

soil
 

microbes
 

of
 

P.polyphylla
 

var.chinensis.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

there
 

were
 

23
 

phyla,57
 

classes,125
 

orders,185
 

families,284
 

genera,and
 

525
 

species
 

of
 

bacterial
 

groups
 

detected
 

in
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

P.polyphylla
 

var.chinensis
 

under
 

different
 

fertilization
 

treatments.And
 

8
 

phyla,26
 

classes,54
 

orders,66
 

families,69
 

genera
 

and
 

82
 

species
 

of
 

fungus
 

groups
 

were
 

detected.Proteobacte-
ria,Acidobacteria,Actinobacteria

 

and
 

Chloroflexi
 

were
 

the
 

dominant
 

bacteria.Basidiomycota,Ascomycota
 

and
 

Mucoromycota
 

were
 

the
 

dominant
 

fungi.After
 

application
 

of
 

Bacillus
 

subtilis,
 

the
 

richness
 

and
 

diversity
 

of
 

bacteria
 

decreased
 

significantly,while
 

B.amyloliquefaciens
 

had
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

bacterial
 

richness
 

and
 

diversity.Both
 

of
 

the
 

two
 

bacterial
 

fertilizers
 

have
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

the
 

number
 

of
 

fungi
 

in
 

the
 

rhizo-
sphere

 

soil.
  

But
 

B.subtilis
 

could
 

significantly
 

increase
 

the
 

diversity
 

of
 

the
 

fungal
 

community,which
 

would
 

significantly
 

decrease
 

when
 

B.amyloliquefaciens
 

was
 

applied.Both
 

microbial
 

fertilizers
 

could
 

cause
 

a
 

signifi-
cant

 

decrease
 

in
 

the
 

content
 

of
 

TK,TOC
 

and
 

AK
 

in
 

the
 

rhizosphere
 

soil,and
 

the
 

pH
 

value
 

increased
 

signifi-
cantly.The

 

total
 

nitrogen
 

(TN)
 

content
 

decreased
 

significantly
 

when
 

B.subtilis
 

was
 

applied
 

alone
 

and
 

the
 

two
 

bacterial
 

fertilizers
 

were
 

mixed,while
 

the
 

TN
 

content
 

increased
 

significantly
 

when
 

B.amyloliquefaciens
 

was
 

applied
 

alone.The
 

two
 

kinds
 

of
 

microbial
 

fertilizers
 

have
 

different
 

effects
 

on
 

the
 

microbial
 

community
 

structure
 

and
 

diversity
 

of
 

the
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

P.polyphylla
 

var.chinensis,
 

and
 

the
 

application
 

of
 

microbi-
al

 

fertilizer
 

would
 

cause
 

significant
 

changes
 

in
 

the
 

physical
 

and
 

chemical
 

properties
 

of
 

the
 

rhizosphere
 

soil.
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var.chinensis,
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soil,microbial
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chemical
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