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摘 要:根际微生物是土壤生态系统的重要组成部分,明确植物根际土壤微生物的群落结构及影响

因素对农林生态系统的可持续发展具有重要的意义。结合高通量测序技术及土壤理化性质测定,
分析不同林龄花椒根际土壤理化性质的变化与微生物的群落结构差异。结果表明,随着林龄增加,
花椒根际土壤呈现弱酸化,土壤养分整体表现出先增加而后降低的趋势,以8

 

a林龄根际土的养分

最高;花椒根际土中含真菌OTU
 

1
 

229个,归属于12门、35纲、78目、149科、321属和466种;细

菌OTU
 

1
 

298个,归属于22门、49纲、71目、163科和277属。Alpha多样性分析发现,林龄对花

椒根际土壤真菌的物种丰富度和多样性影响显著,以8
 

a林龄的物种丰富度和多样性最高,15
 

a林

龄的次之,3
 

a林龄的最低;而林龄对花椒根际土壤细菌的物种丰富度和多样性影响不显著。在3
个不同林龄的花椒根际土壤中,优势真菌门均为子囊菌门(Ascomycota)和罗兹菌门(Rozellomy-
cota),优势属均为缘刺盘菌属(Cheilymenia)和镰孢菌属(Fusarium);优势细菌门为变形菌门

(Proteobacteria)和酸杆菌门(Acidobacteria),优势属为鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)、酸杆菌

门Gp6和Gp4群组和芽单胞菌属(Gemmatimonas);且发现不同林龄花椒根际土壤微生物的群落

结构分离明显,说明林龄是微生物群落结构的主要影响因子。与花椒根际土壤微生物的Alpha多样

性显著相关的土壤理化因子为pH、有机质、速效磷和速效钾,而影响花椒根际土壤微生物群落结构的

重要土壤理化因子为有机质、总氮和pH。研究不仅阐明了林龄对花椒根际土壤理化性质与微生物群

落结构的影响,还揭示了土壤理化性质与花椒根际土壤微生物群落结构之间的关系,不仅能为椒园土

壤质量变化的动态监测提供依据,还能为花椒根际土壤微生物资源的功能开发奠定基础。
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Abstract:Rhizosphere
 

microorganism
 

is
 

an
 

important
 

part
 

of
 

soil
 

ecosystem.It
 

is
 

meaningful
 

to
 

confirm
 

the
 



community
 

structure
 

of
 

rhizosphere
 

soil
 

microorganisms
 

and
 

its
 

influence
 

factors
 

for
 

the
 

sustainable
 

devel-
opment

 

of
 

agroforestry
 

ecosystem.High-throughput
 

sequencing
 

technology
 

and
 

physiochemical
 

peoperties
 

detection
 

of
 

soil
 

were
 

combined
 

in
 

this
 

study,aiming
 

to
 

analyze
 

the
 

variation
 

of
 

soil
 

physiochemical
 

proper-
ties

 

and
 

differences
 

of
 

rhizosphere
 

microorganisms
 

community
 

structure
 

as
 

the
 

change
 

of
 

Zanthoxylum
 

bungeanum
 

age.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

Z.bungeanum
 

showed
 

weak
 

acidification
 

and
 

the
 

soil
 

nutrients,as
 

a
 

whole,increased
 

first
 

and
 

then
 

decreased
 

as
 

the
 

increase
 

of
 

planting
 

years.The
 

nutrients
 

in
 

the
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

the
 

8-year-old
 

Z.bungeanum
 

were
 

the
 

highest.Totally,1
 

229
 

fungal
 

op-
erational

 

taxonomic
 

units
 

(OTUs)
 

were
 

identified
 

in
 

Z.bungenum
 

rhizosphere
 

soil,belonging
 

to
 

12
 

phyla,

35
 

classes,78
 

orders,149
 

families,321
 

genera
 

and
 

466
 

species,while
 

1
 

298
 

bacterial
 

OTUs
 

were
 

obtained,

belonging
 

to
 

22
 

phyla,49
 

classes,71
 

orders,163
 

families
 

and
 

277
 

genera.By
 

analyzing
 

Alpha
 

diversity,it
 

was
 

found
 

that
 

the
 

ages
 

of
 

Z.bungenum
 

showed
 

significant
 

effects
 

on
 

the
 

species
 

richness
 

and
 

diversity
 

of
 

rhizosphere
 

fungi,of
 

which
 

the
 

8-year-old
 

Z.bungenum
 

exhibited
 

the
 

highest
 

richness
 

and
 

diverisity,fol-
lowed

 

by
 

the
 

15-year-old,and
 

the
 

3-year-old
 

displayed
 

the
 

lowest.However,the
 

ages
 

of
 

Z.bungenum
 

showed
 

no
 

significant
 

effects
 

on
 

the
 

bacterial
 

richness
 

and
 

diversity.In
 

the
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

all
 

the
 

three
 

different
 

ages
 

of
 

Z.bungenum,the
 

dominant
 

fungal
 

phyla
 

and
 

genera
 

were
 

respectively
 

Ascomycota
 

and
 

Rozellomycota,and
 

Cheilymenia
 

and
 

Fusarium,while
 

the
 

dominant
 

bacterial
 

phyla
 

and
 

genera
 

were
 

re-
spectively

 

Proteobacteria
 

and
 

Acidobacteria,and
 

Sphingomonas,Acidobacteria
 

GP4,Acidobacteria
 

GP6,

and
 

Gemmatimonas.Moreover,it
 

was
 

found
 

that
 

the
 

community
 

structures
 

of
 

rhizosphere
 

microorganisms
 

were
 

obviously
 

separated
 

by
 

the
 

age
 

of
 

Z.bungenum,which
 

indicated
 

that
 

the
 

age
 

was
 

the
 

dominant
 

influ-
ence

 

factor
 

on
 

microorganisms
 

community
 

structures.The
 

physiochemical
 

factors
 

of
 

soil,which
 

showed
 

the
 

obvious
 

relationship
 

with
 

the
 

Alpha
 

diversity
 

of
 

rhizosphere
 

microorganisms
 

of
 

Z.bungeanum,were
 

pH,

organic
 

matter,available
 

phosphorus
 

and
 

available
 

potassium.Whereas,the
 

important
 

influence
 

factors
 

on
 

the
 

microorganisms
 

community
 

structures
 

were
 

organic
 

matter,total
 

nitrogen
 

and
 

pH.This
 

study
 

not
 

only
 

demonstrates
 

the
 

effects
 

of
 

Z.bunbgeanum
 

ages
 

on
 

the
 

soil
 

physiochemical
 

properties
 

and
 

microorganism
 

community
 

structure,but
 

also
 

reveals
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

soil
 

physiochemical
 

properties
 

and
 

vari-
ation

 

of
 

microorganism
 

community
 

structure,which
 

can
 

not
 

only
 

provide
 

the
 

basis
 

for
 

dynamic
 

monitoring
 

of
 

the
 

soil
 

physiochemical
 

properties
 

in
 

the
 

Z.bunbgeanum
 

plantation,but
 

also
 

lay
 

the
 

foundation
 

for
 

the
 

function
 

exploitation
 

of
 

rhizosphere
 

microorganism
 

of
 

Z.bunbgeanum.
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  根际土壤微生物是土壤生态系统中物质循环和

能量流动的主要参与者,承担着土壤中动植物残体

分解[1]、有机质积聚[2]、矿物质吸收[3]、土壤颗粒结

构形成和养分转化[4-5]等功能,已成为农林生态系统

的重要组成部分。植物根际土壤中存在着许多对植

物有益的微生物群落,如促生菌、固氮菌、生防菌

等[6-7],具有活化根区养分、促进植物生长、增强植物

抗逆性、抑制土传病害等功能,对植物生长和健康发

挥着重要作用[8-9]。我国农业生产由于化肥农药的

过量施用导致土壤质量下降、土传病害频发和农田

环境污染等问题,严重威胁农产品产量和安全,阻碍

农业绿色发展[10]。随着国内外土壤微生物组研究

的开展,发现根际土壤微生物在促进化肥减施增效

和农业绿色发展中具有巨大应用潜力,是微生物肥

料和微生物农药的主要菌种来源,深入开发利用植

物的根际微生物资源为农林产业的增产增收措施的

研究提供了新思路[11]。随着分子生物学的快速发

展,产生了不依赖于微生物分离培养的微生物高通量

测序技术,避免了传统分离培养的技术限制,能真实

反映植物根际土壤微生物的种群结构,对深入开发利

用植物根际有益微生物提供了重要的指导依据。
花椒(Zanthoxylum

 

bungeanum)为芸香科花

椒属小乔木,原产于中国,是中国华北至西南多省重

要的生态型经济林树种[12]。中国花椒产量居世界

首位,花椒产业早已成为我国陕甘川等省乡村经济

振兴的主要支柱产业之一。然而,随着花椒种植面

积的扩大、集中连片种植、种植品种单一化,以及环

境和气候等问题的日益加剧,花椒栽培过程中的土

壤质量下降、土传病害频发和椒园环境污染等问题

也逐渐突出,严重影响了花椒的产量和质量,威胁了
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绿色花椒产业的发展。基于根际土壤微生物在植物

与土壤生态系统中的促进植物生长、增强植物抗逆

性、加速土壤矿物质分解等功能,明确花椒根际土壤

微生物的群落组成将能为绿色花椒产业发展中的微

生物肥料和微生物农药资源的开发提供重要指导依

据。植物根际土壤微生物的群落结构会受到多种因

素影响,如土壤理化性质、植物的种类与林龄、植物

种植方式等[13-14]。林木根系向周围土壤分泌化学物

质和养分,吸引大量的微生物聚集在根表附近,形成

了一个以植物根系为主体核心,植物-土壤-微生物

相互作用形成的微生态环境系统。林龄是影响根际

土壤真菌和细菌群落结构和种群代谢功能的重要因

素之一[15-17],本研究以不同林龄花椒为研究对象,采
用Illumina

 

Miseq测序技术并结合土壤理化性质测

定,分析林龄对花椒根际土壤理化性质和微生物群

落结构的影响,为花椒根际土壤微生物生态功能的

深入研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 采样地概况

采样地为陕西省宝鸡市凤县花椒试验示范基地

(106°39'E,33°59'N),平均海拔1
 

061
 

m,该区属于

暖温带山地气候,特点为垂直变化明显,小气候差异

大,降水集中,分布不均,气温日差较大。年日照率

为42%,年日照平均为1
 

840.3
 

h,地面年平均温度

为13.5
 

℃,最高14.3
 

℃,最低12.7
 

℃,年平均降水

613.2
 

mm,全年多盛行东风和西南风。椒园土壤为

粗砂质棕壤土,颗粒适中,保肥保水性一般,有机质

含量较高,为人工管理花椒林。试验林分为凤县大

红袍3年生(幼龄期)、8年生(盛果期)和15年生

(衰退期)林分,株行距为2
 

m
 

×
 

4
 

m,林地无间作植

物。椒园采用地膜滴灌,生育期滴灌5~7次,基肥

为磷酸二铵、尿素、硫酸钾和混合有机肥等。

1.2 花椒根际土壤采集与处理

花椒根际土壤于2020年8月采集自凤县花椒

试验示范站,分别在3、8
 

a和15
 

a花椒林地中随机

选择健康植株3株,除去表层土壤,采用抖落法采集

根际土[18],具体操作为:以树干基部为中心,在距离

其15
 

cm 处设置5个取样点,用土钻挖取距表土

10~20
 

cm的土壤,收集土壤中的花椒细根(直径<
2

 

mm),抖落细根上的大颗粒土壤,将细根带回实验

室,用力抖落细根上的土(距离根表<4
 

mm),即为

根际土壤。将同一棵树下的根际土混合装入密封

袋,每个林龄3个重复,共9个样品,命名为3年生

根际土(RS3),编号为RS3a、RS3b和RS3c;8年生

根际土(RS8),编号为RS8a、RS8b和RS8c;15年生

根际土(RS15),编号为 RS15a、RS15b和 RS15c。
每个土样过孔径为2

 

mm的细筛后,储存于-80℃
冰箱,用于测序。

1.3 花椒根际土壤化学性质测定

土壤化学性质测定方法参考《土壤分析技术规

范》(第2版)[19]进行,其中土壤pH 使用pH 计测

定,土水比为1∶10;有机质(Organic
 

matter,OM)
采用重铬酸钾氧化-容量法测定;全氮(total

 

nitro-
gen,TN)采用凯氏蒸馏法测定;速效氮(available

 

nitrogen,AN)采 用 碱 解 扩 散 法 测 定;全 磷(total
 

phosphorus,TP)采用氢氧化钠熔融-钼锑抗比色

法测定;速效磷(available
 

phosphorus,AP)采用碳

酸氢钠浸提-钼锑抗比色法测定;全钾(total
 

potas-
sium,TK)采用碱熔-火焰光度法测定;速效钾(a-
vailable

 

potassium,AK)采用乙酸铵浸提-火焰光

度法测定。

1.4 花椒根际土壤微生物的测序分析

1.4.1 基因组DNA提取、PCR扩增和产物回收 
花椒根际土壤微生物的总DNA采用OMEGA试剂

盒E.Z.N.ATM
 

Mag-Bind
 

Soil
 

DNA
 

Kit提取,提取

的总DNA用琼脂糖凝胶检测其完整性,采用Qubit
 

3.0定量检测DNA样本浓度。花椒根际土壤微生

物的高通量测序采用Illumina
 

MiSeq平台,真菌的

扩增及测序区域为ITS1区,引物为ITS1F(5'-CT-
TGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3') 和 ITS2R
(5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3');细菌的扩

增及测序区域为16S
 

rDNA 的
 

V3-V4区,引物为

341F(5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3')和 805R
(5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3')。PCR
扩增产物经2%的琼脂糖凝胶电泳检测合格后,利
用胶回收试剂盒进行纯化回收。

1.4.2 文库构建及测序 采用Illumina桥式PCR
构建文库并采用Qubit3.0对其进行荧光定量,质控

合格的文库采用Illumina
 

MiSeq
 

PE300平台进行

高通量测序。

1.4.3 数据处理及分析 使用Cutadapt软件对原

始序列去除引物接头;根据成对reads之间的over-
lap关系,使用PEAR软件将其拼接成一条序列;根
据各样本barcode序列和引物序列从拼接后数据中

分割出各样本数据,并校正序列方向;使用PRIN-
SEQ软件切除reads尾部质量值20以下的碱基,过
滤质控后获得有效序列。

使用Usearch软件,根据97%相似度对序列进

行操作分类单元(Operational
 

Taxonomic
 

Units,

OTU)聚类,去除单序列和嵌合体,选取每个 OTU
最长的序列作为代表序列。将真菌ITS1的 OTU
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代表序列与 Unite真菌数据库进行比对,细菌16S
 

rDNA的OTU代表序列与RDP
 

16S数据库进行比

对,获得每个OTU的分类学信息,即门、纲、目、科
和属等各水平下的分类单元。

采用R软件和 Microsoft
 

Excel进行数据处理

和分析作图。利用R软件的vegan包和 VennDia-
gram分别计算Alpha和绘制Venn图;采用 Mouth
软件进行稀释曲线分析;使用Phyloseq计算样品间

加权Unifrac距离矩阵表,使用R软件的vegan包

绘图非度量多维尺度(non-metric
 

multidimensional
 

scaling,NMDS)可视化图形。冗余分析(redundan-
cy

 

analysis,RDA)土壤理化性质对花椒根际土壤微

生物群落结构(OTU水平上)的影响。采用SAS软

件的PROC
 

ANOVA进行显著性差异分析,所有分

析显著性水平设置为P<0.05。

2 结果与分析

2.1 不同林龄的花椒根际土壤理化性质分析

不同林龄花椒根际土壤理化性质表现出一定的

差异(表1)。随着林龄的增加,土壤pH 呈下降趋

势,由弱碱性向弱酸性变化。当花椒林龄由3
 

a增

加至8
 

a时,根际土中的有机质、TN、AN、TP、AP、

TK和AK均显著增加;而当林龄由8
 

a增加至15
 

a
时,有机质、TN和TP虽有降低,但是与8

 

a林龄的

差异不显著,而 AN、AP、TK和 AK的含量显著低

于8
 

a林龄。
表1 不同林龄花椒根际土壤的基本理化性质

Table
 

1 Basic
 

physiochemical
 

properties
 

of
 

rhizosphere
 

soli
 

of
 

Z.bungeanum
 

at
 

different
 

ages

检测指标 RS3 RS8 RS15

土壤pH 7.18±0.05
 

a 7.01±0.04
 

a 6.79±0.01
 

b

有机质/(g·kg-1) 30.31±20.64
 

b 46.68±35.69
 

a 35.26±19.63
 

a

TN/(g·kg-1) 2.31±20.64
 

b 3.68±35.69
 

a 3.26±19.63
 

a

AN/(mg·kg-1) 98.31±13.64
 

b 169.08±14.36
 

a 87.16±9.54
 

c

TP/(g·kg-1) 1.16±11.36
 

b 2.56±20.36
 

a 2.31±9.36
 

a

AP/(mg·kg-1) 175.98±6.97
 

c 298.61±15.36
 

a 213.31±7.59
 

b

TK/(g·kg-1) 1.09±9.36
 

c 3.37±19.36
 

a 2.68±20.38
 

b

AK/(mg·kg-1) 89.36±9.84
 

c 356.45±14.56
 

a 175.23±20.36
 

b
  注:同一行中不同的小写字母表示差异显著(P<0.05)。下同。

2.2 花椒根际土壤微生物的测序结果

3个林龄花椒根际土的ITS
 

rDNA有效序列分

别为91471、77776和90002条,以RS3和RS15的

数目较多;16S
 

rDNA 的有效序列分别为80162、

68249和76613条,以RS3的数目最多(表2)。各

样本文库覆盖率均在99%以上,说明测序深度可覆

盖土壤中的绝大部分微生物,能真实地反应各土样

中的微生物群落信息。
表2 不同林龄花椒根际土壤微生物的测序结果

Table
 

2 Sequencing
 

of
 

rhizosphere
 

microbe
 

of
 

Z.bungeanum
 

at
 

different
 

ages

样品
原始序列

真菌 细菌

有效序列

真菌 细菌

文库覆盖率

真菌 细菌

RS3 92025±2423
 

a 80682±1716
 

a 91471±2142
 

a 80162±1652
 

a 0.9995±0.0002
 

a 0.9981±0.0011
 

a

RS8 78165±1777
 

b 68829±1181
 

c 77776±1959
 

b 68249±1111
 

c 0.9994±0.0002
 

a 0.9975±0.0007
 

a

RS15 90233±1631
 

a 76982±2728
 

b 90002±1632
 

a 76613±2841
 

b 0.9987±0.0016
 

a 0.9976±0.0014
 

a

2.3 不同林龄花椒根际土壤微生物群落的Alpha
多样性分析

  Alpha多样性主要采用Chao1、Ace、Shannon
和Simpson等指数进行评价。Chao1和 Ace

 

指数

表示物种丰富度,其值越大,表示群落物种丰富度越

高。Shannon
 

和Simpson指数可以反映物种的多

样性,Shannon
 

指数越高,Simpson指数越低,说明

物种多样性越高,反之则越低。不同林龄花椒根际

土壤真菌的Chao1
 

和Ace指数差异显著(表3),均
随林龄的增加表现出先增加后降低的趋势,其中以

RS8的物种丰富度最高、RS15次之、RS3最 低;

Shannon和Simpson指数在不同林龄的土样中差

异也较为显著,以RS8的Shannon指数最大、RS15
次之、RS3最低,而Simpson指数以 RS3的最高、

RS15次之、RS8最低。由此说明,林龄对花椒根际

土壤真菌群落的Alpha多样性具有显著影响,随着

林龄增加,整体呈现出先增加后降低的趋势。
与花椒根际土壤真菌群落的丰富度相比,细菌

物种丰富度和物种多样性更高,但是不同林龄花椒

根际土壤中细菌群落的 Chao1、Ace、Shannon和

Simpson指数的差异均不显著,表明林龄对花椒根

际土壤细菌群落的物种丰富度和多样性影响不显
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著,推断花椒根际土壤中的细菌群落组成较稳定。

2.4 不同林龄花椒根际土壤微生物的群落组成分析

2.4.1 真菌群落组成分析 从3个不同林龄花椒

根际土中共得到1
 

229个真菌OTU,归属于12门、

35纲、78目、149科、321属和466种,其中以 RS8
的OTU 数目最多,为858个,RS15次之,为705
个,RS3的最少,仅为616个(图1)。Venn图分析

发现3组样品的共有 OTU为336个,占27.34%;

RS3、RS8和RS15的特有OTU分别为114、284和

190个,分别占9.28%、23.11%和15.46%。从3
个不同林龄花椒根际土中共注释到真菌321属,

RS3、RS8和RS15中分别注释到209属、262属和

205属,共有属为142属,占53.79%;RS3、RS8和

RS15的特有属为19属、58属和31属,分 别 占

7.20%、21.97%和11.74%(图1)。由此表明,林龄

对花椒根际土壤真菌的丰富度和多样性具有明显的

影响,以8
 

a林龄花椒根际土壤真菌群落的物种丰

富度和多样性最高。
表3 花椒根际土壤微生物的Alpha多样性指数

Table
 

3 Alpha
 

diversity
 

index
 

of
 

microorganisms
 

in
 

the
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

Z.bungeanum

微生物 样品 Chao1指数 Ace指数 Shannon指数 Simpson指数

真菌 RS3 640.8485±15.9304
 

c 632.8591±26.1401
 

c 3.4713±0.0586
 

c 0.1372±0.0091
 

a

RS8 903.2288±18.0021
 

a 898.0686±13.8170
 

a 4.1311±0.1621
 

a 0.0886±0.0069
 

c

RS15 712.7120±16.3421
 

b 711.9461±26.9853
 

b 3.8124±0.1746
 

b 0.1296±0.0126
 

b
细菌 RS3 1273.1370±11.5161

 

a 1286.5164±7.4577
 

a 6.0985±0.0363
 

a 0.0061±0.0004
 

a

RS8 1285.2227±7.7436
 

a 1284.2631±8.0730
 

a 6.0817±0.0546
 

a 0.0062±0.0002
 

a

RS15 1283.6898±4.1877
 

a 1287.6153±4.9448
 

a 6.0645±0.0499
 

a 0.0070±0.0001
 

a

  子囊菌门Ascomycota和罗兹菌门Rozellomy-
cota是花椒根际土壤真菌的主要类群(图2),随着

林龄的增加,优势菌门由子囊菌门向罗兹菌门过渡。

RS3和RS8中以子囊菌门的相对丰度最高,分别为

68.05%和43.68%,罗兹菌门为次优势菌门,相对

丰度分别为11.80%和27.48%;而RS15中以罗兹

菌门的相对丰度最高,为38.81%,子囊菌门的相对

丰度为31.08%。担子菌门Basidiomycota和被孢

霉门 Mortierellomycota的相对丰度随着林龄的增

加而降低,在RS3、RS8和RS15中的相对丰度分别

为6.98%和3.42%、5.09%和3.22%、2.74%和

1.73%。其余真菌门的相对丰度均较低。
不同林龄根际土壤的优势真菌在属水平上的多

样性和丰度差异较大(图2)。3个林龄花椒根际土

壤中的优势真菌属均为缘刺盘菌属Cheilymenia,
其相对丰度随着林龄的增加而降低,在RS3、RS8和

RS15中的相对丰度分别为34.39%、10.41%和

3.66%。在进行优势物种分析时,一般将其相对丰

度超过1%的物种均作为优势物种。因此除了缘刺

盘菌属外,RS3中的优势真菌属还有镰孢菌属Fu-
sarium(3.01%)、被孢霉属 Mortierella(3.43%)、

Fusicolla(3.06%)、短 梗 霉 属 Aureobasidium
(2.57%)、腐 质 霉 属 Humicola(1.76%)、Pseu-
daleuria(3.38%)、Magnaporthiopsis(3.37%)、

Waitea(3.35%)和光黑壳属 Preussia(1.95%);

RS8中的优势真菌属还有镰孢菌属(2.85%)、被孢

霉 属 (3.21%)、Fusicolla(2.00%)、短 梗 霉 属

(1.48%)、腐 质 霉 属 (1.44%)、Solicoccozyma

(1.26%)和Minimedusa(1.28%);RS15中的优势

真菌属还有镰孢菌属(2.83%)、被孢霉属(1.73%)、

Fusicolla(2.18%)、短梗霉属(1.11%)、腐质霉属

(1.19%)和念珠菌属Candida(1.22%)。

2.4.2 细菌群落组成分析 从花椒根际土壤中共

获得1
 

298个细菌的OTU,归属于22门、49纲、71
目、163科和277属。RS3、RS8和RS15中的OTU
分别为1

 

270个、1
 

257个和1
 

270个,共有的OTU
有1

 

217个,占93.76%,特有的OTU数目较少,仅
为10、2和4,说明细菌群落结构在3个林龄土壤中

差异不大。3个林龄土壤中的共有细菌属为254
属,占91.70%,特有属仅为2、1和1(图1)。

3个林龄土样中相对丰度较高的细菌门为变形

菌门Proteobacteria(37.65%~43.85%)、酸杆菌门

Acidobacteria(15.44% ~18.19%)、拟 杆 菌 门

Bacteroidetes(6.05%~7.43%)、疣微菌门 Verru-
comicrobia(5.77%~6.92%)、芽单胞菌门Gemma-
timonadetes(4.31%~5.49%)、浮霉菌门Plancto-
mycetes(3.13%~5.01%)、放线菌门Actinobacte-
ria(3.04% ~5.39%)和 厚 壁 菌 门 Firmicutes
(2.09%~2.32%)(图2)。优势细菌门均为变形菌

门,次优势菌门均为酸杆菌门,第三优势菌门均为拟

杆菌门。

3个林龄土样共注释到277个细菌属,相对丰

度 较 高 的 为 鞘 氨 醇 单 胞 菌 属 Sphingomonas
(7.72%~9.39%)、酸杆菌门Gp6组 Acidobacteria_

Gp6(4.98%~6.04%)、酸杆菌门Gp4组(4.60%~
5.70%)、芽 单 胞 菌 属 Gemmatimonas(4.32%~
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5.49%)、Luteolibacter(2.72%~3.69%)、假单胞

菌属 Pseudomonas(1.27%~3.70%)、溶杆菌属

Lysobacter(2.05%~2.27%)、芽孢杆菌属Bacil-
lus(1.01% ~2.01%)、Aridibacter(0.95% ~
1.01%)、新 鞘 脂 菌 属 Novosphingobium(0.70~
1.10%)、剑菌属Ensifer(0.55%~1.04%)、肠杆

菌属 Enterobacter(0.43%~1.15%)、酸 杆 菌 门

Gp3组Acidobacteria_Gp3(0.98%~1.39%)和小

梨形菌属Pirellula(0.62%~1.34%)(图2)。优势

属均为鞘氨醇单胞菌属,在RS3、RS8和RS15中的

相对丰度分别7.72%、8.34%和9.39%,以15年林

龄根际土壤的最高。

图1 花椒根际土壤真菌和细菌的韦恩图

Fig.1 Venn
 

diagrams
 

of
 

fungi
 

and
 

bacteria
 

in
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

Z.bungeanum

图2 花椒根际土壤真菌和细菌的相对丰度

Fig.2 The
 

relative
 

abundance
 

of
 

fungi
 

and
 

bacteria
 

in
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

Z.bungeanum

2.5 花椒根际土壤微生物的群落结构差异分析

NMDS分析是一种将多维空间的研究对象(样
本或变量)简化到低维空间进行定位、分析和归类,
同 时 又 保 留 对 象 间 原 始 关 系 的 数 据 分 析 方 法。

NMDS分析结果的优劣性用Stress进行检验,通常

认为stress<0.2时 NMDS图形有一定的解释意

义;当stress<0.1时,可以认为是一个好的排序;当

stress<0.05时,则具有很好的代表性。结果显示,

RS3、RS8和RS15中的真菌群落明显分离,Stress
值为0.089,说明不同林龄花椒根际土壤的真菌群

落差异较大;而细菌群落的NMDS排序的Stress为

0.103,说明细菌的NMDS整体上能解释3个林龄

土样的细菌群落差异,RS3、RS8和RS15中的细菌

群落也出现了明显分离,由此可知,不同林龄土壤中

的细菌群落多样性组间差异较大(图3)。

2.6 土壤理化性质与微生物群落多样性和结构的

相关性分析

  花椒根际土壤理化性质与真菌和细菌的多样性

均表现出不同程度的相关性(表4),但是显著相关

的只有pH、有机质、AP和AK。真菌的Chao1指数

与土壤有机质、AP和 AK显著正相关,Ace指数与

有机质和AP极显著正相关,而与AK显著正相关,
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图3 花椒根际土壤微生物群落在OTU水平的NMDS排序

Fig.3 NMDS
 

ordination
 

of
 

communities
 

at
 

OTU
 

level
 

of
 

the
 

microorganisms
 

in
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

Z.bungeanum

表4 土壤化学因子与花椒根际微生物Alpha多样性指数的相关性分析

Table
 

4 Correlation
 

analysis
 

between
 

Alpha
 

diversity
 

index
 

of
 

microorganisms
 

in
 

the
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

Z.bungeanum
 

and
 

the
 

chemical
 

factors
 

of
 

soil

土壤化学因子
Chao1指数

真菌 细菌

Ace指数

真菌 细菌

Shannon指数

真菌 细菌

Simpson指数

真菌 细菌

土壤pH -0.193 -0.756 -0.219 -0.390 -0.452 0.997* 0.071 N
有机质 0.994* 0.807 0.985** 0.810 0.970 -0.295 -0.988 N

TN 0.889 0.983 0.901 -0.480 0.980 -0.677 -0.826 N

AN 0.923 0.492 0.913 -0.980 0.784 0.125 -0.961 N

TP 0.819 0.999 0.834 -0.357 0.944 -0.770 -0.742 N

AP 0.999* 0.0809 0.992** -0.809 0.971* -0.297 -0.988 N

TK 0.887 0.983 0.899 -0.476 0.979 -0.680 -0.824 N

AK 0.999* 0.819 0.995* 0.798 0.975 -0.315 -0.985 N
  注:*和**分别代表相关性显著(P<0.05)和极显著(P<0.01);N表示不存在相关性。

Shannon指数与速效磷显著正相关。细菌的Shan-
non指数与土壤pH显著正相关。

通过RDA分析土壤理化因子对花椒根际土壤

真菌群落结构的影响(图4),发现第1轴和第2轴

可 解 释 各 理 化 因 子 对 真 菌 群 落 结 构 总 变 异 的

71.74%,各理化因子对真菌群落的影响程度为OM
>TN>pH>AN>TP>TK>AK>AP;而通过

RDA分析各理化因子对细菌群落结构的影响,发现

第1轴和第2轴可解释各理化因子对细菌群结构总

变异的78.34%,各理化因子对细菌群落的影响程

度为pH
 

>OM>TN>TP>AN>TK>AP>AK。
由此可知,影响花椒根际土壤微生物群落结构组成

的重要土壤理化因子为OM、TN和pH。

图4 花椒根际土壤微生物群落结构(OTU水平)与土壤理化性质的RDA分析

Fig.4 Redundancy
 

analysis
 

of
 

the
 

erlationship
 

between
 

the
 

community
 

structure
 

(the
 

level
 

of
 

OTU)
 

of
 

the
 

microorganisms
 

in
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

Z.bungeanum
 

and
 

the
 

chemical
 

factors
 

of
 

soil
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3 讨论

3.1 林龄对植物根际土壤理化性质的影响

随着林木的不断生长,林分结构和林内气候环

境发生改变,生态系统的物质循环受到影响,进而会

影响植物根际土壤的理化性质。本研究分析发现陕

西凤县花椒示范园不同林龄花椒根际土壤的理化性

质差异显著,土壤pH随着林龄的增加呈现降低的

趋势,与廖礼彬等[20]对四川阿坝藏羌自治州茂县坡

地花椒园不同种植年限花椒根际土壤pH检测的结

果一致。花椒根际土壤随着种植年限增加由弱碱性

向弱酸性转变,这可能是由于根系向根际土壤中分

泌的有机酸等物质不断积累造成的[21-22]。本研究发

现花椒根际土壤中的有机质、TN、AN、TP、AP、TK
和AK的含量均随着林龄的增加表现出先增加后降

低的趋势。刘姣姣等[23]研究甘肃陇南地区的花椒

根际土壤理化性质时却发现随着花椒连作年限的增

加,有机质、TN、AN、TP、AP、TK、AK含量均有所

降低。本研究与刘姣姣等[23]的报道结果有所差异,
这可能是由于花椒的不同管理措施有所差异造成

的,如吴富雨等[24]发现花椒的种植密度对椒园土壤

的理化性质有一定的影响;苟晓松等[25]报道了覆膜

模式和施用有机肥种类均会影响花椒根际土壤的理

化性质。明确林木林龄与其根际土壤养分之间的相

关性,能为深入研究林木连作障碍可能产生的机制

奠定基础,为林木的科学种植与栽培提供一定的理

论依据。

3.2 林龄对根际土壤微生物多样性和群落结构的

影响

  根际土壤微生物的多样性及群落结构是土壤生

态系统评价的重要因子,其会受到多种因素的影响,
如施肥管理措施、栽培方式、土壤理化性质、植物种

类与林龄等。本研究发现林龄对花椒根际土壤真菌

的Alpha多样性影响显著,表现出随着花椒林龄的

增长先增加后降低的趋势,对细菌的Alpha多样性

影响不显著,而廖礼彬等[20]采用磷脂脂肪酸生物标

记开展林龄对花椒根际土壤总微生物多样性影响的

研究中却发现,林龄对花椒根际土壤总微生物的

Alpha多样性指数影响不显著。此外,本研究还发

现花椒根际土壤中真菌的物种多样性和丰富度低于

细菌,Wu等[26]在分析不同林龄杨树根际土壤微生

物的群落结构时,也发现真菌和细菌群落结构随着

林龄变化而变化,真菌的多样性低于细菌,且随着林

龄的增加,真菌群落多样性指数先升高后降低,25
 

a
林龄的多样性和丰富度指数最大。而Bi等[27]却发

现樟子松根际真菌和细菌的多样性均随着林龄的增

长先降低而再增加。林龄是影响植物根际土壤微生

物群落组成的重要因子,本研究发现林龄对花椒根

际土壤真菌和细菌的群落结构影响显著,而廖礼彬

等[20]却发现林龄仅对花椒根际土壤真菌的含量有

显著影响,且表现出随着种植年限的增加而增加的

趋势,细菌/真菌显著下降,这与本研究得出的结果

有所差异,导致这种差异的原因可能与分析方法、花
椒的栽培管理方式、地理位置等因素相关。

不同植物的根际土壤微生物的群落结构极其复

杂,微生物种群结构会因宿主植物、林龄、土壤类型、
气候、品种特性、栽培方式等因素的差异而表现出不

同的变化动态[18,28-29]。长期种植单一植物会诱导土

壤真菌尤其土传病害致病真菌的增加,本研究中发

现花椒根际土壤的优势真菌门为子囊菌门和罗兹菌

门,优势真菌属为缘刺盘菌属和镰孢菌属,且随着花

椒林龄的增加,优势真菌属由缘刺盘菌属向镰孢菌

属过渡,可能导致花椒根部真菌病害的发生和加重。
花椒根腐病是由茄腐镰刀菌F.solani引起[30],由
此推测花椒在种植8

 

a以后,根腐病的发生概率可

能会明显增加。本研究中花椒根际土壤细菌的优势

属为鞘 氨 醇 单 胞 菌 属 和 酸 杆 菌 门 细 菌(GP6和

GP4),鞘氨 醇 单 胞 菌 属 具 有 高 效 香 味 素 降 解 能

力[31],推测其可能在花椒根际土壤中对花椒凋落物

等的分解具有重要功能;而酸杆菌门细菌数量的增

多,可能会导致土壤酸化,破坏土壤微生物的平衡,
可能会增加花椒病害的发生。因此,在进行花椒园

的建园与栽培管理时,应重视合理规划花椒的种植

年限。

3.3 土壤理化性质对土壤微生物群落结构的影响

根际微生态系统是植物与土壤之间相互作用最

为直接的场所,土壤、根系和微生物三者在其中紧密

结合又相互影响,土壤环境作为微生物的栖息地,对
微生物多样性和群落结构具有重要的影响,本研究

发现影响花椒根际土壤微生物群落结构的主要因子

为土壤pH、有机质和总氮。同种植物在不同的生

长状态或地理位置其根际微生物群落的影响因素也

不尽相同,如廖礼彬等[20]在研究四川省阿坝藏族羌

族自治州茂县花椒园根际土壤微生物群落组成时,
发现影响土壤微生物群落组成的主要因子为pH、

AP、AK和多酚氧化酶活性。不同的植物其土壤微

生物群落结构的影响因子有所差异,如罗达等[32]发

现影响云杉人工林土壤微生物群落结构的主要环境

因子为土壤有机碳、TN、TK以及细根生物量;王倩

等[33]发现pH、总磷和总钾是影响云杉人工林土壤

微生物群落结构的主要理化因子。由此可知,土壤

环境的变化能调控根际微生物的群落结构。相反,
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也至关重要,在调节土壤碳、氮、磷循环过程中起着

非常关键的作用。研究发现,土壤碳、氮循环过程可

以被微生物群落来调控,如 Wang等[34]在研究在青

藏高原牧草根际土壤微生多样性时发现,随着牧草

根际土壤细菌多样性的降低,其对土壤中碳的利用

潜力下降了30.4%。因此,明确土壤环境与微生物

群落结构变化之间的关系,对科学评价土壤生态系

统的稳定性与系统性具有重要的指导意义,也能为

植物的科学种植产生积极作用。

4 结论

根际微生物是植物根际的核心功能区,明确根

际微生物的群落结构及影响因素对农林生态系统的

可持续发展具有重要的指导作用。本研究揭示了不

同林龄花椒根际土壤微生物的多样性与群落结构的

变化特征,明确了花椒根际土壤理化性质的变化趋

势,并且分析了土壤理化性质与花椒根际土壤微生

物群落结构之间的相关性,不仅能为椒园土壤质量

动态变化和土壤微生物生态功能的深入研究奠定基

础,还能为花椒根际土壤微生物资源的开发利用提

供依据。
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