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不同施肥处理对太湖地区水稻土团聚体粒组细菌 

和真菌组成和多样性的影响
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摘  要： 选择太湖地区水稻-油菜轮作的长期肥料试验的水稻田，采集原状土进行团聚体颗粒分离，提取土壤微生物 DNA

进行 PCR-DGGE 分析，通过对 DGGE 结果进行主成分分析和多样性指数的计算，比较秸秆还田和化肥配施与单施化肥两施肥

处理对土壤团聚体中微生物群落组成和多样性的影响。结果表明：与单施化肥相比，秸秆还田显著改变了 2 000 ~ 200 μm 和 200 ~ 

20 μm 两粒组中细菌和真菌的群落组成，说明较大颗粒组中微生物群落组成灵敏响应施肥措施的变化。不同团聚体粒组微生物群

落多样性存在差异，细菌的多样性在 2 000 ~ 200 μm 与＜2 μm 粒组中较高，真菌则在大粒组中表现出较高的多样性，而且由团聚

体粒组本身带来的微生物多样性的变异大于施肥措施引起的变异。 
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微生物是土壤中重要的生物组成，在土壤有机物

质的生物化学循环过程中起着重要的驱动作用。土壤

是由许多大小不一的团聚体和原生土壤颗粒组成[1]。

作为土壤微生物的微生境，不同团聚体粒组的物理化

学特性以及养分保持和供应能力均存在差异，这直接

影响其中的微生物的群落结构、多样性及功能[1-4]。研

究表明，不同团聚体粒组中有机碳、氮的分配及生物

有效性存在差异，2 000 ~ 200 µm 及＜2 µm 两粒组中

有机碳的含量较高[5-6]。Sessitsch 等[3]通过 T-RFLP 方

法的研究发现黏粒粒组中微生物群落多样性最高。

Chui 等[7]也研究发现真菌的麦角固醇在＞250 µm 和

53 ~ 250 µm 等较大的团聚体粒组中含量显著提高。因

此，研究不同团聚体微域环境中微生物的组成和多样

性的变化可以更客观地反映土壤中微生物的空间分异

特征。 

目前，国内外有关施肥对土壤微生物特性的研究

主要以整体土壤为研究对象[8-11]，而以团聚体粒组为对

象，研究土壤微生物的团聚体微域分异特征的研究报

道还较少。为此，选择太湖地区一个长期肥料处理的

稻-油轮作的水稻田，采用 PCR-DGGE 的方法，对不

同施肥措施下土壤团聚体粒组中细菌和真菌的群落组 

 

 

 

 

成和多样性变化进行分析，以期为揭示水稻土土壤物

质循环转化过程中的微生物特性和作用提供科学依

据。 

1  材料和方法 

1.1  供试土壤 

供试土壤采于太湖地区的一个水稻土长期肥料试

验定位监测田，位于苏州市吴江市金家坝镇前厅村

（31°05′900″N、120°46′924″E），试验始于 1987 年。

该地区年降雨量约 1 100 mm，土壤为潴育性水稻土（黄

泥土），耕层（0 ~ 15 cm），原土壤的 pH 为 5.6，土壤

黏粒（＜2 μm）含量为 302.9 g/kg，阳离子交换量 20.5 

cmol(+)/kg，体积质量 1.2 g/cm3，有机碳含量为 14.3 

g/kg。试验期间一直是稻-油轮作，共设置 3 个不同施

肥处理，分别是不施肥区（简称无肥区，NF）、单施

化肥区（简称化肥区，CF）、化肥配施秸秆区（简称秸

秆区，CFS）。供试土样于 2009 年 6 月油菜收获后，

采集原状土，当天立即带回储放于 4℃ 冰箱中保存待

用。土壤 pH为 6.1， 有机质为 16.4 g/kg，全氮 1.72 g/kg，

全磷 0.24 g/kg，速效钾 82 mg/kg。不同施肥处理的设

置见表 1。 
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表 1  不同施肥处理的施肥量（kg/hm2 ） 

Table1  Fertilizing rates under different treatments 

处理 N P2O5 KCl 秸秆 

NF 0 0 0 0 

CF 28.5 3 5.6 0 

CFS 28.5 3 5.6 300 

 

1.2  土壤团聚体粒组分离  

依据 Stemmer 等[6]方法并略作修改，沿用国际制

土壤颗粒分级划定粒组。Stemmer 等[12]报道，可用较

低的能量分散土壤来研究土壤团聚体粒组的微生物特

性。称取新鲜土壤，水土质量比 5:1，置于盛有 250 ml 

蒸馏水的烧杯中。用探针式超声波发生器（JYD-650）

低能量（170 J/ml）[13]超声分散 5 min。用湿筛法分离

出 2 000 ~ 200 μm 粒径的土壤颗粒，然后通过 Stokes 

定律计算沉降时间，用沉降虹吸法分离出 200 ~ 20 μm

粒径的土壤颗粒，继而采用离心法分离出 20 ~ 2 μm、

＜2 μm 粒径的土壤颗粒，用水将 2 000 ~ 200 μm 粒径

中的根和有机物碎屑漂弃，冷冻干燥，备用。 

1.3  土壤 DNA 提取与聚合酶链反应(PCR) 

采用 MOBIO 公司的土壤 DNA 快速提取试剂盒

（Power SoilTM DNA Kit）对土壤微生物基因组 DNA

进行提取。提取的 DNA 的质量通过琼脂糖凝胶电泳检

测，一般提取获得的基因组 DNA 分子量较大，采用

1% 的琼脂糖进行电泳，电泳系统为美国 BIO-RAD 

Power Pac Basic 系统。电泳结束后在凝胶成像系统（美

国 BIO-RAD）中观察电泳结果并拍照。 

细菌 PCR 引物为 F968-GC 和 R1401[14]，采用程序

如下：95℃ 7 min；后 95℃ 变性 30 s，56℃ 退火 1 min, 

68℃ 延伸 2 min，如此进行 35 个循环；最后在 68℃下

延伸 10 min。 

真菌 PCR 引物为 NS1 和 Fung-GC[15]，程序为：

95℃ 7 min；后 95℃ 变性 30 s，57℃ 退火 1 min，72℃ 

延伸 2 min，如此进行 35 个循环；最后在 72℃ 下延伸

10 min。 

采用 Go Taq Green Master Mix（Promega）进行

PCR 扩增。使用 Eppendorf 的 Mastercycler ep gradient S

型快速梯度 PCR 仪扩增。扩增产物 -20℃ 存放备用。 

1.4  梯度变性凝胶电泳（DGGE） 

梯度变性凝胶的制备使用 Bio-Rad 公司 475 型梯

度灌胶系统（Model 475 Gradient Delivery System），变

性梯度细菌为从上到下是 40% ~ 60%[14]，真菌为 15% ~ 

35%[15]，聚丙烯酰胺凝胶浓度是 8%；上样后，200 V

的电压下 4 min 后，150V 电泳 5.5 h。 

用 QuantityOne 分析软件分析得到相似性指数，香

农指数计算方法采用 Eichner 等[17]和 Hedrick 等[18] 报

道的方法，数据处理采用 Microsoft Excel 2003 进行，

统计与显著性检测在 SPSS13.0 与 JMP5.0.1 软件上进

行。 

2  结果与分析 

2.1  不同施肥处理下土壤团聚体的颗粒组成 

如表 2 所示，土壤相同施肥处理下的团聚体含量

均以 2 000 ~ 200 μm 粒组最高，约占土壤的 50%，200 ~ 

20 μm 粒组与 20 ~ 2 μm 粒组次之，＜2 μm 粒组最低，

约占 10% 左右。但不同的施肥处理下各团聚体粒组的

分配没有产生显著差异。 

 

表 2  不同施肥处理下土壤团聚体组成（%） 

Table 2  Aggregate size distribution of paddy soils under different fertilization treatments  

团聚体颗粒粒组 处理 

  2 000 ~ 200 μm 200 ~ 20 μm 20 ~ 2 μm ＜2 μm 

回收率 

（%）  

NF 50.98 ± 3.16 A a 16.58 ± 1.86 B a 20.95 ± 1.68 B a 8.37 ± 2.18 C a 96.88 

CF 40.59 ± 5.96 A a 20.15 ± 0.64 BC a 28.50 ± 5.88 B a 11.71 ± 0.53 C a 100.94 

CFS 50.11 ± 11.11 A a 16.26 ± 3.51 B a 23.05 ± 5.25 B a 9.16 ± 3.03 B a 98.57 

    注：表中不同小写字母表示相同粒径团聚体粒组不同施肥处理间差异达到 P＜0.05 显著水平，不同大写字母表示相同施肥处理下不同团聚体粒

组间差异达到 P＜0.05 显著水平，下同。 

 

2.2  不同施肥处理下土壤团聚体粒组的细菌和真菌

群落组成的差异 

不同团聚体粒组土壤微生物进行基因组 DNA 提

取，将细菌和真菌 DGGE 图谱进行 PCA 分析，特征

值＞1 的应提取相应的公因子，共提取 2 个主成分。

从细菌 PCA 结果来看（图 1），不同粒组粒径从大到

小第一主成分（PC1）的贡献率分别为 32.98%、54.02%、

32.4% 和 36.4%，第二主成分（PC2）的贡献率分别为  
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图 1  不同团聚体粒组中不同施肥处理下细菌 DGGE 主成分分析图谱 

Fig. 1  PCA of DGGE profiles of bacterial communities in different aggregate size fractions under different fertilization treatments 

 

30.76%、22.25%、24.05% 和 28.98%，PC1 的贡献率

普遍高于 PC2。进一步对不同处理在 PC1 和 PC2 上

的得分系数进行方差分析（表 3）。从 PC1 分析，秸秆

区、化肥区与无肥区 3 个不同处理之间在各粒级均存

在显著性差异（P＜0.05）。从 PC2 分析，在 200 ~ 20 μm 

和 20 ~ 2 μm 粒组中秸秆区与化肥区均存在显著性差

异（P＜0.05）。由此可见，秸秆还田与化肥配施显著

改变不同团聚体粒组中细菌的群落组成。 

从不同粒组真菌 PCA 结果来看（图 2），不同粒

组粒径从大到小第一主成分（PC1）的贡献率分别为

23.11%、36.13%、44.86% 和 29.54%，第二主成分

（PC2）的贡献率分别为 20.78%、27.06%、22.64% 和

24.13%，PC1 的贡献率普遍高于 PC2。进一步对主成

分进行方差分析可知（表 4），从 PC1 分析，秸秆区

在 2 000 ~ 200 µm、200 ~ 20 µm 和＜2 μm 粒组土壤真

菌的组成与化肥区之间存在显著差异；在 2 000 ~ 

200μm 与 200 ~ 20 µm 粒组中 3 个施肥处理均存在显

著差异（P＜0.05）。从 PC2 分析，在 2 000 ~ 200 μm

与 200 ~ 20 µm 粒组，秸秆区与化肥区真菌的组成存

在显著差异（P＜0.05）。 
 

表 3  不同团聚体粒组细菌得分系数分析 

Table 3  The PC scores of bacteria for different aggregate size fractions under different fertilization treatments 

主成分 处理 2 000 ~ 200 μm 200 ~ 20 μm 20 ~ 2 μm ＜2 μm 

NF -0.04 ± 0.35 B b -1.28 ± 0.23 C c 0.93 ± 0.19 A a 0.05 ± 0.63 B b 

CF 1.15 ± 0.26 A a 0.93 ± 0.06 A a 0.33 ± 0.27 B b -1.11 ± 0.22 C c 

PC1 

CFS -1.10 ± 0.13 C c 0.35 ± 0.04 B b -1.3 ± 0.18 C c 1.06 ± 0.06 A a 

NF 1.14 ± 0.98 A a 0.33 ± 0.56 A a -0.88 ± 0.52 B b 1.31 ± 0.08 A a 

CF -0.43 ± 0.18 B b 0.90 ± 0.16 A a 1.21 ± 0.27 A a -0.61 ± 0.19 B b 

PC2 

CFS -0.71 ± 0.09 A b -1.23 ± 0.11 B b -0.33 ± 0.36 A b -0.70 ± 0.30 A b 

＜2 μm 
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图 2  不同团聚体粒组中不同施肥处理下真菌 DGGE 主成分分析图谱 

Fig. 2  PCA of DGGE profiles of fungal communities in different aggregate size fractions under different fertilization treatments. 

 

表 4  不同团聚体粒组真菌得分系数分析 

Table 4  The PC scores of fungi for different aggregate size fractions under different fertilization treatments of fungi 

主成分 处理 2 000 ~ 200 μm 200 ~ 20 μm 20 ~ 2 μm ＜2 μm 

NF -1.21 ± 0.20 AB c -1.10 ± 0.11 AB c 0.93 ± 0.19 A a 0.05 ± 0.63 B b 

CF 0.20 ± 0.38 AB b 0.08 ± 0.40 B b 0.33 ± 0.27 B b -1.11 ± 0.22 C c 

PC1 

CFS 1.01 ± 0.19 AB a 1.02 ± 0.68 AB a -1.3 ± 0.18 C c 1.06 ± 0.06 A a 

NF -0.41 ± 0.25 C b 0.64 ± 0.27 A a -0.88 ± 0.52 B b 1.31 ± 0.08 A a 

CF 1.24 ± 0.52 A a -1.00 ± 0.53 B b 1.21 ± 0.27 A a -0.61 ± 0.19 B b 

PC2 

CFS -0.83 ± 0.23 A b 0.36 ± 0.18 A ab -0.33 ± 0.36 A b -0.70 ± 0.30 A b 

 

有机碳的结构组成和生物可利用性是影响土壤

微生物组成的重要因素。我们已有的研究表明，秸

秆还田与化肥配施显著提高 2 000 ~ 200 μm 和 200 ~ 

20 μm 粒组的有机碳含量[5]。一般情况下，当氮肥与

纤维素结合时，促进真菌生长，当氮肥与易分解底

物结合时，细菌生长增加[16]。而土壤中植物的根、

残体等较新鲜的易分解的有机物大多集中在大团聚

体中[7]，这为细菌的生长提供了大量可利用的碳源。

同时，土壤有机碳的 C/N 随着团聚体粒径的增大而

提高 [5,19]，秸秆还田显著提高大团聚体中土壤的

C/N[20]，而高 C/N 的有机物对真菌，尤其对于腐生

性真菌具有较明显的影响[7, 16]。因此，在较大粒组中

秸秆还田与单施化肥处理间土壤细菌和真菌组成在

PC1 和 PC2 分析均产生显著的差异，说明较大粒组

的土壤团聚体中细菌和真菌群落组成灵敏响应施肥

措施的变化。 
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2.3  不同施肥处理下土壤团聚体粒组的细菌、真菌群

落结构多样性变化 

不同施肥处理土壤各团聚体粒组细菌和真菌多样

性香农指数的变化见表 5、6。从不同粒组来看，20 ~ 2 

μm 粒组细菌多样性指数最低，2 000 ~ 200 μm 和＜2 μm

粒组多样性指数较高。施用化肥显著降低 200 ~ 20 μm

粒组的细菌多样性（表 5）。真菌多样性则表现为 2 000 

~ 200 μm 粒组较高，＜2 μm 居中，200 ~ 20 μm 与 20 ~ 

2 μm 粒组相对较低（表 6），而不同施肥措施对团聚体

粒组细菌和真菌的多样性指数均影响较小。 

 

表 5  不同土壤团聚体粒组细菌群落多样性指数（香农指数） 

Table 5  The diversity indexes of soil bacterial community of different aggregate size fractions 

处理 2 000 ~ 200 μm 200 ~ 20 μm 20 ~ 2 μm ＜2 μm 

NF 3.44 ± 0.03 A a 3.38 ± 0.10 A a 3.11 ± 0.22 B b 3.42 ± 0.09 A a 

CF 3.35 ± 0.10 A a 3.22 ± 0.06 A b 2.97 ± 0.20 B b 3.39 ± 0.02 A a  

CFS 3.34 ± 0.02 B a 3.36 ± 0.03 B ab 3.18 ± 0.02 C a 3.49 ± 0.07 A a 

 

表 6  不同土壤团聚体粒组真菌群落多样性指数（香农指数） 

Table 6  The diversity indexes of soil fungal community of different aggregate size fractions 

处理 2 000 ~ 200 μm 200 ~ 20 μm 20 ~ 2 μm ＜2 μm 

NF 3.45 ± 0.18 A a 3.14 ± 0.17 B a 2.92 ± 0.08 B b 3.47 ± 0.09 A a 

CF 3.65 ± 0.06 A a 3.18 ± 0.03 C a 3.09 ± 0.32 C a 3.51 ± 0.07 B a 

CFS 3.59 ± 0.33 A a 3.13 ± 0.16 B b 3.15 ± 0.07 B a 3.45 ± 0.04 AB a 

 

微生物多样性是反映土壤生物功能的重要指标。

本研究显示细菌和真菌的群落多样性在 20 ~ 2 μm 粒

组均为最低，真菌多样性在 2 000 ~ 200 μm 粒组中较

高，而细菌则在 2 000 ~ 200 μm 与＜2 μm 两粒组多样性

较高。Sessitsch 等[4]研究长期施肥处理试验的表土发

现，细菌的多样性为黏粒组最高。Kandeler 等[21-22]利

用 PLFA 和 DGGE 的方法研究表明，存在于黏粒中的

微生物主要是细菌，而大量的源于真菌的 PLFA18:2w6

则存在于较大的团聚体中。土壤团聚体中的微生物多

样性与其微域环境的物质组成密切相关。研究表明，

土壤中 2 000 ~ 200 μm 与＜2 μm 两粒组中有机碳含量

较高，而 20 ~ 2 μm 粒组含量最低[5-6]，这可能是造成

团聚体间微生物群落多样性差异的重要原因。此外，

群落多样性的变异分析显示，真菌和细菌多样性在团

聚体粒组间的差异显著，而施肥措施的影响不明显（表

7），由此可见，团聚体本身的微域环境的理化性状差

异直接影响微生物的群落多样性。较大粒径的团聚体

颗粒具有大小不同的孔隙组合，同时适合真菌和细菌

的生存，而＜2 μm 的黏粒中孔隙小，较适合细菌的生

存[26]。此外，黏粒中的有机碳多以聚亚甲基、脂类物

质居多[23-25]，与黏粒结合在一起，可以同时为好氧和

厌氧细菌提供较好的生活环境[4]，这样在黏粒中可以 

表 7  不同施肥处理下团聚体粒组细菌及真菌香农指数变异分析 

Table 7  Shannon Index variations of bacteria and fungi in different 

aggregate size fractions under different fertilization treatments 

微生物 项目 DF F P 

施肥 2 0.6841 0.512 2 细菌 

团聚体粒组 3 11.281 0.000 0 

施肥 2 3.7259 0.035 8 真菌 

团聚体粒组 3 31.473 0.000 0 

 

保持较高的细菌多样性。也有认为由于小团聚颗粒体

空隙直径小，限制大的生物（如原生动物）对细菌的捕

食，黏粒通过吸附、包裹细菌而抵抗了外界环境的影响
[27]，从而保持了该粒组的细菌多样性。因此，不同粒组

土壤的物理、化学特性和物质分配的差异对团聚体中微

生物的群落结构、多样性及功能产生很大的影响。 

3  结论 

（1）通过对土壤细菌和真菌组成的 DGGE 图谱

进行 PCA 分析显示，不同的施肥措施下团聚体中细菌

和真菌的组成发生了改变，其中 2 000 ~ 200 μm 和 200 

~ 20 μm 粒组中真菌和细菌灵敏响应施肥措施的变化。 

（2）通过对土壤细菌和真菌组成的 DGGE 图谱
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多样性分析显示，细菌的多样性在 2 000 ~ 200 μm 与＜

2 μm 粒组中较高，而真菌在大粒组中多样性较高，团

聚体粒组本身的特性造成的微生物群落多样性的差异

大于施肥措施的影响。 
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Influences of Long-term Fertilization on Bacteria and Fungi Community Structures in Different 

Aggregate-size Aggregates of Paddy Soil in Taihu Lake Region of China 

 

WANG Dan,  LI Lian-qing,  LIU Yong-zhuo,  PAN Gen-xing 

(College of Resources and Environmental Science, Nanjing Agricultural University, Nanjing  210095, China) 

 

Abstract:  Taking a long-term fertilized paddy soil in Taihu Lake region as research object and continuously rice-rape rotation has been 

conducted. The microbial community structures and diversity in < 2, 2-20, 20-200, and 200-2 000 μm aggregates under no fertilization (NF), chemical 

fertilization (CF), chemical fertilization plus straw return (CFS) were investigated through by PCR-DGGE analyze. The results showed that 

fertilization, chemical fertilization plus straw return, affected the bacteria and fungi community structures in 2 000-200 μm and 200-20 μm aggregates 

more than chemical fertilization only, which suggested the high sensitivity of microbial community structure changes in the larger aggregates. There 

were significant difference of microbial community structure diversity in different aggregates, the diversities in 2 000-200 μm and＜2 μm aggregates 

were higher for bacteria and higher in larger aggregates for fungi. The variance caused by different aggregates was more than different fertilization. 

Key words： Aggregates, Fertilization, PCR-DGGE, Microbial community structure, Community diversity 

 


