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摘  要：采用真菌 ITS 区的 Illumina MiSeq 高通量测序技术，并结合非度量多维尺度分析(NMDS)、冗余分析(RDA)和曼特尔检验

(Mantel test)，探讨青稞单作(Q)、豌豆单作(W)、青稞豌豆混作(Q×W) 3 种模式在不施肥(0NP)、低氮磷(LNP)、高氮磷(HNP) 3 种施

肥水平下根际土壤真菌群落结构组成及多样性的差异，同时测定其土壤理化性质，并与根际土壤真菌群落结构进行相关性分析。结

果表明：青稞、豌豆在 3 种种植模式下土壤均呈碱性，且在不同施肥水平下土壤理化性质差异显著。门水平上，不同试验处理下共

检测到 18 个真菌类群，子囊菌门(Ascomycota，63.5% ~ 78.5%)、被孢霉门(Mortierellomycota，3.6% ~ 14%)、担子菌门(Basidiomycota，

1.1% ~ 6.9%)为共有优势类群；在属水平上，Penicillium、Mortierella 在青稞豌豆混作根际土壤中相对丰度最高，可能是驱动土壤有

机氮、磷转化为无机氮、磷的主要真菌群落。Bipolaris、Blumeria、Fusarium、Cladosporium 为土壤真菌群落丰度最高的 4 种潜在

致病菌属，在青稞豌豆混作根际土壤中的相对丰度低于青稞单作和豌豆单作，混作模式在不同施肥水平下 4 种具有潜在致病性的真

菌间相对丰度存在显著差异。在 LNP、HNP 水平下混作模式根际土壤中的真菌丰富度指数(ACE、Chao1)显著低于青稞单作，多样

性指数 (Shannon、Simpson)也低于青稞单作，但没有显著性差异；混作模式在 LNP 水平下 ACE 指数、Chao1 指数显著低于 0NP

水平，但 Shannon 指数、Simpson 指数高于 0NP 水平。从不同试验处理属水平下真菌群落相对丰度来看，混作模式可显著增加根际

土壤中有益菌群的相对丰度，通过根际土壤微生物优势种群及 α多样性分析，青稞豌豆混作模式较青稞单作、豌豆单作可增加根际

土壤中属水平下 Penicillium、Mortierella 等具有溶磷、氨化作用菌群的相对丰度，降低 Bipolaris、Blumeria、Fusarium、Cladosporium

等潜在致病菌群的相对丰度。相关分析表明，速效氮、有效磷、有机质是影响混作模式根际土壤真菌群落结构差异的主要驱动因子。 

关键词：青稞豌豆混作根际土；非度量多维尺度分析(NMDS)；冗余分析(RDA)；曼特尔检验(Mantel test)；真菌群落结构 
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Abstract: Using Illumina MiSeq high-throughput sequencing technology for ITS region of fungi, combined with NMDS, RDA 

and Mantel test analysis, the differences in the composition and diversity of rhizosphere soil fungi community of the different 

fertilization levels of no fertilization (0NP), low nitrogen and phosphorus (LNP) and high nitrogen and phosphorus (HNP) under 

the three cropping modes of Hulless barley monoculture (Q), pea monoculture (W) and hulless barley and pea mixed cropping 

(Q×W) were investigated, soil physiochemical properties and their correlation with the rhizosphere soil fungi community 

structure were also analyzed. The results show that soils are alkaline under the three cropping modes, and soil physicochemical 

properties are significantly different under different fertilization levels. A total of 18 fungal groups are detected under different 

treatments. Ascomycota (63.5%–78.5%), Mortierellaomycota (3.6%–14%) and Basidiomycota (1.1%–6.9%) are the common 
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dominant groups. At the genus level, Penicillium and Mortierella have the highest relative abundance in the mixed rhizosphere 

soil of hulless barley and pea, which may be the main fungal communities driving the conversion of organic nitrogen and 

phosphorus into inorganic nitrogen and phosphorus in soil. Bipolaris, Blumeria, Fusarium and Cladosporium are the four 

potential pathogenic fungi genera with the highest abundance in soil fungal community, and the relative abundance in the 

rhizosphere soil of hulless barley and pea mixed cropping is lower than those of hulless barley and pea single cropping. There are 

significant differences in the relative abundance of the four potential pathogenic fungi under different fertilization levels in the 

mixed cropping mode. Under LNP and HNP levels, the indices of fungus richness (ACE, Chao1) and diversity (Shannon, 

Simpson) are lower in rhizosphere soil of mixed cropping mode than those of hulless barley monocrop, while the indices of 

fungus richness (ACE, Chao1) are significantly lower under mixed cropping mode than those of 0NP level. However, the 

diversity (Shannon, Simpson) index is higher than the level of 0NP. According to the relative abundance of fungi community at 

the genus level under different treatments, the mixed cropping pattern can significantly increase the relative abundance of 

beneficial fungi in rhizosphere soil. Through the analysis of the dominant population and α diversity of microorganisms in 

rhizosphere soil, compared with hulless barley monoculture and pea monoculture, the mixed cropping pattern of hulless barley 

and pea can increase the relative abundance of Penicillium, Mortierella and other phosphorus-soluble and ammoniating fungi in 

rhizosphere soil at genus level, reduce the relative abundance of Bipolaris, Blumeria, Fusarium, Cladosporium and other potential 

pathogenic fungi groups. Correlation analysis shows that available nitrogen, available phosphorus and organic matter are the main 

driving factors affecting the difference of rhizosphere soil fungal community structure. 

Key words: Hulless barley and pea mixed rhizosphere soil; Non-metric multidimensional analysis (NMDS); Redundancy analysis 

(RDA); Mantel test; Fungal community structure 
 
混作是可明显改善连作障碍的有效措施[1]，不仅

可提高土壤微生物群落结构及多样性、提高土壤微生

物活性和酶活性、增加有益微生物数量，还能显著改

善有害微生物累积所致的微生态失衡、减少自毒物质

积累，进而促进土壤微生物区系环境的优化[2]，改变

土壤物质结构，防止土壤养分失衡[3]，最终达到修复

连作障碍的目的。 

真菌参与土壤有机质的合成与分解，影响着土壤

的一系列生化过程[4]。真菌在土壤–作物生态系统中

发挥着重要作用[5]，一方面可参与动植物残体的分

解，在生态系统中起着养分物质再循环的作用，另一

方面真菌也受到作物和土壤理化性质的影响[6]。肥

料被认为是导致土壤微生物群落改变的主要驱动因

子[7-8]。人为的施肥措施可增加土壤养分含量使微生

物优势物种多样性发生改变，进而间接影响土壤的

理化性质，致使微生物群落组成及生物量发生明显

改变[9]。不同的种植模式，如间混作、轮套作等对土

壤微生物的数量、活性或者群落结构的影响也是不同

的[10]。前人研究表明，马铃薯根际土壤真菌属水平

以轮作方式不同其优势属的种类和丰度差异较大[11]；

玉米/大豆间、套作时，可使间作处理中玉米和大豆

根际土壤微生物的数量比单作处理显著增加[12]；禾

本科牧草燕麦×豆科牧草箭筈豌豆混作时，相比单作

燕麦，可显著提高根际土壤细菌数量[13]。 

综上所述，施肥可明显改变根际土壤微生物群落

结构、多样性及其土壤理化性质，但针对高原地区禾

豆混作模式下根际土壤相关理化性质、真菌群落结构

及多样性对不同施肥水平的响应机制研究较少。鉴于

此，本研究采用 Illumina MiSeq 高通量测序技术，并

结合非度量多维尺度分析(NMDS)、冗余分析(RDA)

和曼特尔检验(Mantel test)，探讨不同施肥水平下的

青稞、豌豆单作和青稞豌豆混作根际土壤真菌群落结

构组成及多样性的差异及其与环境因子的相关性，找

出影响真菌群落结构差异的主要驱动因子，以期从根

际微生物角度得到能明显优化根际微生态的施肥水

平和方案，为青稞豌豆混作模式合理的肥料运筹方案

制定提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验区概况 

田间试验在青海省农林科学院种质资源创新试

验基地(36°62′N，101°77′E)进行，属青海省东部湟水

河流域灌区，海拔 2 309 m。土壤类型为栗钙土，容

重 1.50 g/cm3，田间持水率 15.20%，土壤 pH 7.98，

全氮含量 1.15 g/kg，有效磷含量 77.48 mg/kg，耕作

层有机质含量 22.11 g/kg。为避免春旱导致作物出苗

差的，试验地于秋收后耕层土壤封冻前做充分灌溉处

理(11 月上旬)，冬季封冻(11 月中下旬至来年 3 月上
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旬)，来年春季顶凌播种(3 月下旬至 4 月上旬)，整个

生育期不作灌水处理。 

1.2  试验设计 

田间试验开始于 2021 年 3 月，采用随机区组设计，

肥料在播前均匀撒施，每小区 10 行，行距 20 cm，行

长 6 m，小区面积为 12 m2。供试青稞品种选用“昆仑 15 

号”；豌豆品种选用“草原 23 号”，半无叶性品种。试

验设置不施肥(0NP)、低氮磷 (LNP，37.5 kg/hm2尿素+ 

75.0 kg/hm2 过磷酸钙)和高氮磷 (HNP，75.0 kg/hm2

尿素+150.0 kg/hm2 过磷酸钙) 3 个水平；种植模式设

青稞单作 (Q)、豌豆单作(W)和青稞豌豆混作 (Q×W) 

3 种模式；共 9 个处理，每个处理 3 次重复，共 27

个小区。青稞单作播量 300.0 kg/hm2，豌豆单作播量 

225 kg/hm2，青稞豌豆混作混合播量为 300 kg/hm2，

播量比例为青稞︰豌豆=1︰9，即青稞 30.0 kg/hm2，

豌豆 270.0 kg/hm2。田间管理采用常规管理方式。 

1.3  土壤样品采集  

试验于青稞拔节期采集根际土壤样品(青稞在生长

发育阶段分蘖到拔节期对外源养分的需求最高[14-15])。

单作、混作每个小区均采用“Z”字形取土法，取 5

个点次根际土壤，每个取样位点除去边行随机选择 3

株作物进行取样，同一取样位点 3 株植物的根际土混

合在一起作为该取样位点的根际土，其中混作按青稞

和豌豆根际土壤分开取样后，将根际土壤均匀混合在

一起。采用抖土法采集根际土壤样品，以作物为中心，

用铁锹按  1/2 行距 (垂直于行向 )×株距 (平行于行

向)×30 cm 深的规格破坏性挖出完整根系，轻轻抖

落与植物根系吸附的土壤，仍然粘在根系表面(<1 ~ 

4 mm)的土壤为根际土，用毛刷轻轻将其刷下，抖落

的土壤即为非根际土。土壤过 2 mm 孔径筛，装入空

心管内，根际土保存于 –80 ℃ 冰箱中，后续用于真

菌群落结构及多样性测定；非根际土风干保存，用于

后续土壤理化性质的测定。 

1.4  土壤基本理化性质测定  

土壤 pH 采用 pH 计测定；土壤有机质含量采用

光度比色法测定；土壤速效氮采用碱解扩散法测定；

土壤全磷、有效磷含量采用钼锑抗比色法测定；土壤

全氮含量采用凯氏定氮法测定。 

1.5  根际土壤真菌测序  

使用 Fast DNA SPIN Kit for Soil 试剂盒，依照

试剂盒说明提取土壤总 DNA，提取后的 DNA 溶

液用超微量紫外分光光度计测定其纯度和浓度，浓

度大于 50 ng/μL 的样品在 0.8% 的琼脂糖凝胶电泳

后检查片段是否完整，检查合格后存放于 –80 ℃ 

冰箱保存待测序；ITS1 位于真核生物核糖体 rDNA

序列的 18S 和 5.8S 之间。真菌 ITS PCR 使用

NS1-FUNG 通用引物 NS1 和 FUNGAL。PCR 反应

体系和扩增条件以戴瑞清等 [16]和马少兰等 [17]的方

法为依据，由北京诺禾致源科技股份有限公司后续

样品建库测序。 

1.6  测序数据处理及生物信息学分析 

测序得到的原始数据，存在一定比例的干扰

数据 [18]。为了使信息分析的结果更加准确、可靠，

首先对原始数据进行拼接、过滤，得到有效数据[19]。

序列分析通过 Uparse 软件进行，将优化的序列聚类

为操作分类单位(OTU)。使用 RDP 贝叶斯算法对 97% 

相似度的代表性 OTU 序列进行分类，以获得与每个

OTU 相对应的物种分类信息[20]。 

微生物 α多样性包括 Shannon 指数(表示样品中

分类总数及其占比，群落多样性越高，物种分布越均

匀，Shannon 指数越大)、 Simpson 指数(代表群落内

物种分布的多样性和均匀度，Simpson 指数越低，群

落多样性越高，物种分布越均匀)、Chao1 指数(估计

群落样品中包含的物种总数)、ACE 指数(估计群落中

OTU 数目)、覆盖度 Coverage(反映测序结果代表样本

的真实情况) [21]。使用 DPS 数据处理系统软件对土壤

理化性质及土壤微生物 α 多样性进行差异显著性统

计分析；不同处理的均值在 5% 的显著性水平下做

LSD 多重比较。数据以“平均数±标准差”形式表示。

微生物 β多样性分析(即真菌群落Beta分析)是对不同

样本的微生物群落构成进行分析，首先根据所有样本

的物种注释结果和 OTUs 的丰度信息，将相同分类的

OTUs 信息合并处理得到物种丰度信息表；然后，通

过 NMDS 统计，根据样本中包含的物种信息，以点

的形式反映在二维平面上，而对不同样本间的差异程

度，则是通过点与点间的距离体现，距离的远近代表

样本差异的大小。 

1.7  数据处理与分析 

利用 Canoco 5 软件进行 RDA 分析，研究土壤理

化性质与真菌群落之间的关系[22-23]，明确驱动土壤原

生生物群落组成变化的关键驱动因子。 

2  结果与分析 

2.1  混作和施肥对土壤理化性质的影响 

由表 1 可见，3 种施肥水平下不同种植模式之间

速效氮含量均呈现 Q×W>W>Q；混作模式速效氮含

量在 LNP、HNP 水平下显著高于 0NP 水平，且在

HNP 下含量最高，但与 LNP 下无显著差异。有效磷
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含量为 46.31 ~ 67.93 mg/kg，青稞单作土壤有效磷含

量随着施肥量的增加而升高；豌豆单作、青稞豌豆混

作有效磷含量随着施肥量的增加先升高再降低，在

LNP 水平下大于 HNP 水平，但无显著差异。有机质

含量为 15.81 ~ 21.84 g/kg，3 种种植模式土壤有机质

含量在不同施肥水平下均呈现 Q×W>W>Q 的趋势；

混作模式在 HNP 下有机质含量最高，显著高于 0NP、

LNP。所有土壤均为碱性土壤，pH 介于 8.02 ~ 8.24，

青稞、豌豆单作和混作模式均表现为随施肥水平的升

高土壤逐渐酸化；混作模式在 HNP 下 pH 最低，但

与 LNP 无显著差异。双因素方差分析表明(表 2)：种

植模式对有机质、速效氮、全氮、有效磷、pH 显著

影响(P<0.05)；施肥显著改变土壤有机质、全氮、速

效氮、有效磷含量(P<0.05)；施肥与种植模式对有机

质、全磷、有效磷、速效氮、pH 表现出显著的交互

作用(P<0.05)。 

表 1  土壤理化性质 
Table 1  Soil physicochemical properties under different treatments 

土壤性质 种植模式 施肥水平 

有机质 (g/kg) 全氮 (g/kg) 全磷 (g/kg) 速效氮 (mg/kg) 有效磷 (mg/kg) pH 

0NP 15.81 ± 0.58 d 0.95 ± 0.02 c 0.64 ± 0.03 c 19.75 ± 1.75 d 46.31 ± 2.16 d 8.07 ± 0.02 c 

LNP 17.86 ± 0.13 c 1.09 ± 0.04 bc 1.09 ± 0.04 bc 23.07 ± 1.84 c 54.76 ± 1.74 cd 8.05 ± 0.05 c 

Q 

HNP 18.91 ± 1.16 b 1.19 ± 0.04 b 1.19 ± 0.04 b 26.40 ± 0.61 bc 57.18 ± 2.66 c 8.02 ± 0.06 c 

0NP 16.24 ± 0.93 cd 1.31 ± 0.01 ab 0.72 ± 0.04 c 25.11 ± 1.96 c 57.60 ± 1.52 c 8.16 ± 0.03 b 

LNP 18.37 ± 0.60 b 1.34 ± 0.01 a 1.25 ± 0.01 b 29.92 ± 1.28 b 67.93 ± 1.25 a 8.12 ± 0.01 b 

W 

HNP 20.70 ± 0.33 ab 1.41 ± 0.03 a 1.52 ± 0.03 a 28.92 ± 2.67 b 65.08 ± 0.76 ab 8.09 ± 0.04 bc

0NP 17.44 ± 1.08 c 1.18 ± 0.03 b 0.68 ± 0.02 c 28.87 ± 1.76 b 55.98 ± 1.26 c 8.24 ± 0.05 a 

LNP 18.74 ± 1.56 b 1.22 ± 0.02 b 1.27 ± 0.01 b 32.68 ± 0.75 a 64.20 ± 1.20 ab 8.15 ± 0.01 b 

Q×W 

HNP 21.84 ± 0.40 a 1.35 ± 0.02 a 1.36 ± 0.02 ab 33.57 ± 0.79 a 61.87 ± 0.39 b 8.11 ± 0.04 bc

注：表中 Q、W、Q×W 分别代表青稞单作、豌豆单作、青稞豌豆混作；0NP、LNP、HNP 分别代表不施肥、低氮磷、高氮磷，下

同。表中同列小写字母不同表示各处理间差异显著(P<0.05)。 

表 2  种植模式和施肥水平对土壤理化性质影响的双因素方差分析 
Table 2  Two-way ANOVA on effect of cropping pattern and fertilization level on soil physicochemical properties 

种植模式 施肥水平 交互效应 土壤性质 

F P F P F P 

有机质 47.80 <0.001 78.15 <0.001 50.54 <0.001 

全氮 4.28 0.030 15.66 <0.001 0.72 0.586 

全磷 1.78 0.197 0.85 0.442 5.10 0.006 

速效氮 27.39 <0.001 19.14 <0.001 21.08 <0.001 

有效磷 32.09 <0.001 4.46 0.027 17.44 <0.001 

pH 36.46 <0.001 3.07 0.071 14.95 <0.001 
 

2.2  不同处理下土壤真菌测序数据和 OTU 聚类

分析 

通过统计各阶段的序列数、序列长度等参数对数

据进行评估。真菌 ITS 测序共获得 2 261 871 对原始

序列，2 244 757 条高质量序列，2 088 520 条有效序

列，每个样品至少产生 78 518 条有序序列，平均产

生 87 353 条有序序列，平均长度在 229 ~ 358 bp。对

所有处理中有效序列进行 OTU 聚类得到土壤真菌

OTU 数目进行统计，并绘制花瓣图(图 1)，直观展示

不同处理共有特征和特有特征的数目，从而通过

OTU 聚类所注释的物种信息，找出不同环境中特有

土壤微生物。 

由图 1A 可知，各处理间真菌特有 OTU 数目具

有显著性差异，9 组处理共有 OTU 数为 455 个，其

中 QHNP 特有 OTU 数目最多，为 116 个，Q×WLNP

特有 OTU 数目最少 64 个。由图 1B 可以看出，青稞

单作模式随着施肥水平的增加，土壤中 OTU 数逐渐

增多；豌豆单作模式随着施肥水平的增加，土壤中

OTU 数先降低后升高；青稞豌豆混作随着施肥水平

的增加，土壤中 OTU 数先降低后升高。 

2.3  不同处理下土壤真菌群落 Alpha 多样性分析 

真菌土壤多样性指数覆盖率均在 99% 以上。由

图 2 可知，青稞单作 ACE 指数，随着施肥量的增加

逐渐升高，在 HNP 水平下与其他两水平达显著性差 
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图 1  土壤真菌群落 OTU 花瓣图(A)和 OTU 数(B) 
Fig.1  OTU petals figure (A) and numbers (B) of fungal communities of soils 

 

(图中小写字母不同表示处理间差异显著(P<0.05)) 

图 2  土壤真菌 Alpha 多样性指标 
Fig.2  Alpha diversity indexes of soil fungi under different treatments 

 
异；豌豆单作 ACE 指数随着施肥量的增加逐渐降低；

混作模式随着施肥量的增加，ACE 指数先降低后升

高。Chao1 指数与 ACE 指数变化规律相同。在不同

施肥水平下 Shannon 指数均表现为 Q>Q×W>W，其

中混作模式在 LNP 水平下最高。Simpson 指数与

Shannon 指数呈现相同规律。以上结果表明青稞单作
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土壤中真菌群落丰富度和多样性最高，青稞豌豆混作

可以降低真菌群落物种丰富度及多样性。 

2.4  不同处理下真菌主要类群及分布 

在门水平上共得到 18 个真菌类群，图 3A 是真

菌在门水平上最大丰度前 10 位的物种相对丰度柱状

图。分别为子囊菌门 (Ascomycota，占比 63.5% ~ 

78.5%)、被孢霉门 (Mortierellomycota，3.6% ~ 14%)、

担子菌门 (Basidiomycota，1.1% ~ 6.9%)、毛霉门 

(Mucoromycota，0.5% ~ 5.8%)、球囊菌门 (Glo-

meromycota，0.2% ~ 1.8%)、壶菌门(Chytridiomycota，

0.3% ~ 0.7%)，另外油壶菌门 (Olpidiomycota)、捕虫

霉门 (Zoopagomycota)、芽枝霉门 (Blastocladiomycota)、

隐孢子菌 (Aphelidiomycota) 4 种菌门的相对丰度在

不同样品中所占比例不到 1%。在门水平上，占据主 

 

(A、C 为真菌门水平；B、D 为真菌属水平。*、** 分别表示差异达 P<0.05 和 P<0.01 显著水平) 

图 3  混作模式不同施肥水平对土壤真菌相对丰度(A, B)及主要优势菌群丰度(C, D)的影响 
Fig. 3  Relative abundances of soil fungi (A, B) and abundances of main dominant groups (C, D) under different fertilization levels of mixed 

crops 
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导地位的主要包括子囊菌门、被孢霉门、担子菌门，

三者相对丰度之和占各处理总测序丰度的 79.7% ~ 

87.2%。随着施肥水平的提高，青稞豌豆混作模式中

子囊菌门丰度增高，在 3 种施肥水平下青稞单作中子

囊菌门相对丰度均低于混作模式，混作模式会增加子

囊菌门物种丰度。图 3C 为不同施肥水平下混作门水

平的物种丰度图，被孢霉门混作模式在 LNP 水平下

含量最低仅占 3.6%，在 0NP 水平下含量最高；担子

菌门恰好相反，在 LNP 水平下含量最高，0NP 水平

下含量最低。不同土壤处理门水平上真菌群落结构无

明显差异。 

在属水平上共得到 357 个真菌类群，图 3B 是真

菌在属水平上最大丰度前 10 位的物种相对丰度图。

包括青霉菌属 (Penicillium)、蠕孢菌属 (Bipolaris)、

毛 葡 孢 属  (Botryotrichum) 、 布 氏 白 粉 菌 属 

(Blumeria)、被孢霉属 (Mortierella)、烟草镰刀菌属 

(Monographella)、枝孢菌属 (Cladosporium)、绿僵菌

属 (Metarhizium)、镰刀菌属 (Fusarium)、Fusicolla。

属水平上最大丰度前 10 位的物种，除了 Mortierella

是被孢霉门被孢菌属外，剩余均为子囊菌门。在属水

平 上 的 优 势 物 种 为 Penicillium 、 Bipolaris 、

Botryotrichum。如图 3D 为不同施肥水平下混作属水

平的物种丰度图，Penicillium 在 LNP(20.1%)下物种

丰度极显著高于 HNP(10.2%)；Bipolaris 随着施肥量

的增加，物种丰度也增加，其中 HNP 比 LNP 高 9.5%，

具有极显著差异；Blumeria 在 LNP (0.6%)下显著低于

HNP (6.9%)；Fusarium 的丰度随着施肥量的增加，

先降低后升高；Fusicolla 在 HNP (4.1%)下丰度显著

低于 LNP (10.2%)。以上结果表明不同处理土壤真菌

群落结构在门水平上无显著差异，但在属水平上有显

著性差异，其中不同种植模式会导致土壤真菌群落结

构发生变化，不同施肥水平对土壤真菌群落丰度也有

显著性影响。 

2.5  不同处理下根际土壤真菌群落组成的 NMDS

分析 

如图 4，Stress=0.016，说明样品对真菌具有实际

解释意义，且具有很好的代表性。相同种植模式的样

本会富集到一起，随着施肥水平的变化样本会出现分

离的情况，其中混作模式在不同施肥水平下样品分离

程度最大，混作模式样品与豌豆单作有部分重叠，说

明两样品真菌群落结构有相同之处。同一施肥水平下

不同种植模式的样品分化明显，在 LNP、HNP 水平

下 Q、W、Q×W 没有重叠部分。 

 

图 4  真菌群落结构 NMDS 分析 
Fig. 4  NMDS analysis of soil fungal community structure 

 

2.6  土壤理化性质对土壤真菌群落结构的影响 

为了更好地了解青稞豌豆混作模式根际土壤真

菌与环境因子的关系，对土壤真菌优势物种及土壤理

化性质进行 DCA 去趋势分析，结果显示排序轴最大

梯度细菌 DCA=2.63<3，真菌 DCA=2.57<3，表明青

稞豌豆土壤根际微生物群落分布更接近于线性模型，

利用 RDA 冗余分析能更好地解释根际土壤微生物与

土壤理化性质的关系。RDA 前两个排序轴的特征值

分别解释了 43.70% 和 20.93% 真菌物种的变化(图

5)。RDA 分析表明，6 个土壤环境因子共解释了

85.12% 的总特征值，对根际土壤真菌群落结构有显

著影响。偏冗余分析结果(表 3)表明，6 个环境因子

中只有速效氮(P=0.046)、有效磷(P=0.002)对真菌群

落的构建有显著性影响，分别解释 35.9%、17.9% 的

真菌群落变化。从图 5 中可以看出，影响真菌群落结

构的关键土壤因子在不同种植模式下有明显差异，其

中混作模式根际真菌群落主要受有效磷、速效氮、有

机质影响，而青稞单作和豌豆单作主要受全氮、全磷、

pH 影响。 

门水平上，优势菌群 Ascomycota 与速效氮、有

效磷、有机质呈正相关，与全氮、全磷、pH 呈负相

关。属水平上，Penicillium、Mortierella 与土壤速效

氮、有效磷呈正相关；Bipolaris、Blumeria 与土壤全

氮、全磷、pH 呈正相关；Botryotrichum 与 pH 呈正

相关，与其他环境因子均呈负相关。Mantel 分析结

果(表 4)表明：有机质(P=0.044)、有效磷(P=0.002)、

速效氮(P=0.016)为显著影响混作土壤真菌群落结构

的环境因子。 
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(SOM：有机质；TN：全氮；TP：全磷；AN：速效氮；AP：有

效磷。门水平下优势菌群：Ascomycota，Mortierellomycota，

Basidiomycota；属水平下优势菌群：Penicillium，Bipolaris，

Botryotrichum，Blumeria，Mortierella) 

图 5  土壤真菌门、属水平上优势菌群与环境因子的 RDA
分析 

Fig.5  RDA analysis of dominant fungal groups and environmental 
factors at phyla and genera levels in mixed crops 

表 3  土壤环境因子偏冗余分析(pRDA) 
Table 3  pRDA of influences of soil environmental factors on fungi 

community 

环境因子 特征值 解释能力(%) F 值 P 值 

有效磷 0.359 35.9 3.9 0.002

有机质 0.150 15.0 1.8 0.198

速效氮 0.179 17.9 3.0 0.046

pH 0.087 8.7 1.4 0.196

全氮 0.610 6.1 1.1 0.392

全磷 0.410 4.1 0.7 0.592

表 4  Mantel 检验环境因子与混作土壤微生物群落结构的

相关性 
Table 4  Mantel test correlation between environment parameters 

and soil microbe community structure 

 有机质 全氮 全磷 速效氮 有效磷 pH 

r 0.230 0.080 0.009 0.138 0.496 0.314

P 0.044 0.291 0.394 0.016 0.002 0.065

 

3  讨论 

3.1  施肥与种植模式对土壤养分含量的影响 

土壤速效养分是在生态与环境作用下土壤有机态

养分转化而来，是评价土壤供肥能力的重要指标[24]。

其中速效氮、有效磷含量分别代表土壤中氮、磷供应

的强度，其含量的多少决定着作物对氮、磷吸收情况，

与作物的长势和品质及产量直接相关[25]。本研究发

现青稞豌豆混作处理比青稞单作、豌豆单作处理土壤

速效氮、有效磷含量均有显著提高；随着施肥水平的

提高，不同种植模式下土壤有机质、全氮、全磷、速

效氮含量均随之增加，有效磷含量呈先增加再降低的

趋势，这说明种植模式和施肥效应及其交互作用对土

壤养分含量有显著性影响，3 种种植模式下，施肥量

的增加会降低土壤 pH。 

3.2  施肥与种植模式对土壤真菌多样性及群落结

构的影响 

根际土壤微生物对农作物的生长和对养分的吸收

利用有着重要的作用，是土壤环境中重要组成部分[26]。

微生物多样性指数用于描述组间和组内生物类型数

和均匀度，它可反映生物群落中物种的丰富度及其各类

型的分布比，还能比较不同样本间的差异物种[27-28]。本

研究发现混作和不同施肥水平对土壤微生物群落组

成和相对丰度均存在差异。高通量测序结果表明，不

同处理中共鉴定出真菌 18 门、54 纲、131 目、290

科、357 属、591 种。 

真菌门水平类群中子囊菌门、被孢霉门、担子菌

门为优势菌群在土壤中占主导地位，子囊菌门真菌多

数为腐生真菌，主要降解土壤中木质素和角质素等难

降解的有机质[29]。本研究发现真菌属水平下相对丰

度前 10 位的物种，有 9 种均来自子囊菌门，仅

Mortierella 属于被孢霉门，其相对丰度大小排序为豌

豆单作>青稞豌豆混作>青稞单作。Mortierella 具有氨

化作用和溶磷作用，可以将土壤中的有机氮、磷转化

为可被植物直接吸收利用的速效氮、有效磷 [30]。

Penicillium 也具有溶磷作用，不仅可以提高土壤有效

磷含量促进作物生长，而且还可以提高其他钙镁磷肥

的效力[31]，对作物增产、土壤增效有着正向影响，

已在国外广泛研究应用。在属水平上还发现了许多潜

在致病菌，包括 Bipolaris 是小麦叶枯病的主要潜在致

病菌[32]；Blumeria 是引起青稞白粉病的潜在致病菌[33]；

Fusarium 会导致作物根腐、茎腐和穗(粒)腐等多种病

害，造成作物减产[34]；Cladosporium 会引起番茄叶子

的霉烂[35]。本研究显示豌豆单作、混作青稞土壤中

Penicillium、Mortierella 相对丰度显著高于青稞单作，

混 作 模 式 会 降 低 土 壤 中 Bipolaris 、 Blumeria 、

Fusarium、Cladosporium 的相对丰度(图 3B)；其中混

作模式在 LNP 水平下 Penicillium 丰度最高(图 3D)， 

Bipolaris、Blumeria、Fusarium 的相对丰度在 LNP

水平下最低。研究结果表明混作模式可以提高土壤真

菌有益菌群的多样性和相对丰度，减少有害真菌的数

量，其真菌群落丰度的变化受施肥量影响显著，有益
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菌群丰度随施肥量的增加先升高后降低，潜在致病菌

丰度随施肥量的增加逐渐升高。 

NMDS 分析结果表明(图 4)，相同种植模式不

同施肥水平下和相同水平不同种植模式对土壤真

菌群落结构均有显著性影响，一方面是因为不同作

物间物种差异，导致其根系周围富集不同种类土壤

真菌群落 [36]；另一方面施肥量在一定程度上可以改

善土壤微环境，这可能有益于个别真菌类群的生长，

从而引起真菌多样性个体大小或数量的差异，群落结

构发生变化且均匀度降低，进而导致多样性指数减

小，真菌多样性降低[29]。本研究发现青稞单作随着

施肥水平的升高，土壤真菌 ACE 指数、Chao1 指数

也随之升高。前人研究指出施肥对土壤微生物多样性

有重要影响，施肥会使作物生长期土壤真菌的数量增

加[37-38]，本研究结果与此一致。也有研究发现土壤真

菌的数量随着施肥水平的提高呈先增加后降低的趋

势[39]。施用适量肥料能有效调节根际土壤微生物环

境，增加土壤微生物数量，当施肥达到临界值时再增

施肥料，会对微生物的增殖产生抑制作用[40]。真菌

是造成青稞连作障碍的主要原因[1]。随着连作年限

增加，土壤有益菌群数量减少，有害真菌菌群成倍

增加 [41]。本研究表明适当施用肥料能有效抑制青稞

豌豆混作中真菌增殖生长，使真菌多样性及丰富度指

数降低，当施肥到达临界值时，不再对真菌有抑制作

用，所以其多样性及丰富度指数增加。 

3.3  土壤微生物多样性及群落结构与土壤养分之

间的关系 

作物和微生物在环境中共同进化并相互作用。高

海拔生态系统的一般特点是温度低、降雨量变化大、

大气压力低。高海拔地区的寒冷是影响微生物生物多

样性和土壤理化性质的一个主要因素[42]。因此，高

海拔地区不仅是各种微生物群的热点地区，也是了解

某些微生物对在寒冷环境中种植的作物的生长和生

产力影响的研究中心[43]。此外，还探索了氮磷添加

对青藏高原高寒草甸土壤真菌群落组成的影响[44]。

根系相关真菌连接了土壤和根系之间的资源流动，从

而影响作物生长和生态系统功能。对高海拔地区作物

根际土壤真菌群落结构的研究还不够深入。农型、气

候变化和人类活动是控制根际土壤真菌群落结构和

功能的主要因素[45]。青稞根际土壤真菌群落必须具

有耐旱性和耐寒性，对青藏高原极端气候具有较强

的适应性。土壤微生物种类和数量对环境因子的变

化和人为扰动的反应十分敏感，能够及时反映土壤

的变化 [46]，土壤微生物群落结构及多样性是多个土

壤环境因子共同作用的结果。其中 pH、有机质、全

氮、速效氮、全磷、有效磷含量等对于研究区土壤微

生物多样性起着重要作用[47]。本研究通过 RDA 分析

结果(图 5，表 3)表明有效磷、速效氮是影响土壤真

菌群落结构的关键环境因子。不同种植模式下影响土

壤真菌群落结构的关键因子也有所不同，其中有机

质、速效氮、有效磷为显著影响混作土壤真菌群落结

构的环境因子(表 4)。Penicillium、Mortierella 与土壤

速效氮、有效磷呈正相关，这与许昌超等[48]、宁琪

等[31]研究结果一致；Bipolaris、Blumeria 与土壤全氮、

全磷、pH 呈正相关，表明土壤酸化和施肥量的增加

可能会导致土壤致病真菌的增殖。  

4  结论 

研究结果表明，土壤中速效氮、有效磷、有机质

是 混 作 下 真 菌 群 落 多 样 性 的 主 要 贡 献 者 ，

Penicillium、Mortierella 在混作土壤中相对丰度最高，

是驱动土壤有机氮磷转化为无机氮磷的主要真菌群

落。Bipolaris、Blumeria、Fusarium、Cladosporium

为土壤真菌群落丰度最高的 4 种潜在致病菌属，在混

作土壤中相对丰度低于单作。混作模式较单作相比可

增加土壤有益菌群的相对丰度和多样性，减少潜在致

病菌群的含量，其中在低氮磷水平下有益菌群丰度最

高，潜在致病菌群相对丰度最低。 

本研究的结果仅基于一次性取样，只能表征一个

时间断面上的变化。未来应开展青稞豌豆混作模式在

不同施肥处理下根际微生态环境的动态监测，进一步

研究应从混作模式下作物氮磷吸收利用效率入手，分

析混作模式作物养分高效吸收利用的优势。 
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