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摘  要：应用定量 PCR 技术和高通量测序技术研究施用有机肥(YJ)、有机无机肥(YW)和无机肥(WJ)3 a 后土壤理化性质和细菌群落

结构、数量和功能的变化。结果显示不同施肥处理下，土壤理化性质发生改变，其中 WJ 和 YJ 处理降低了土壤 pH，但 YJ 处理能

显著提升土壤有机质含量，而 YW 处理在维持土壤 pH 的同时提高土壤速效养分和有机质含量。土壤细菌数量、群落结构和功能也

相应地发生变化，YJ 和 YW 处理土壤中的细菌 16S rRNA 基因拷贝数显著高于 WJ，YW 处理的土壤细菌群落 alpha 多样性最高。

主坐标分析和 ANOSIM 检验进一步表明，影响土壤细菌群落结构的最主要因素是土壤 pH。此外，施肥 3 a 后土壤中部分益生菌相

对丰度也发生明显的变化，YW 处理土壤中 Gemmatimonadaceae、Micrococcaceae 和 Haliangiaceae 等植物促生菌的丰度显著较高，

YJ 处理土壤中 Intrasporangiaceae、Xanthomonadaceae、Chitinophagaceae、Burkholderiaceae 等具有固氮或生防功能的细菌丰度较高，

YW 和 YJ 处理均增加了固氮菌 Rhizobiaceae 的丰度。细菌群落结构的改变进一步影响了细菌群落的功能，YW 处理显著增加了土

壤细菌群落的硝化功能。本研究结果可为烟叶生产中合理施肥提供科学依据。 
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Abstract: In this study, the changes in soil bacterial community structure, quantity and function were examined by a 3 a 

fertilization experiment using quantitative PCR and high-throughput sequencing techniques, which included three treatments: 

organic fertilizer (YJ), inorganic fertilizer (WJ), and the combined application of organic and inorganic fertilizer (YW). The 

results showed fertilization treatments caused the changes in soil physiochemical properties, specifically, WJ and YJ decreased 

soil pH, YJ significantly increased soil organic matter content, YW increased available nutrients and soil organic matter content 

while maintaining soil pH. Additionally, the quantity, community structure and function of soil bacteria also changed, the copy 

numbers of bacteria 16S rRNA gene in YJ and YW soils were significantly higher than in WJ soil, the alpha diversity of soil 

bacteria community in YW soil was the highest. Principal coordinate analysis and ANOSIM test further revealed soil pH had 

greatest influence on soil bacterial community structure. Moreover, some bacterial groups were obviously enriched, YW soil had 

significantly higher abundances of plant growth-promoting bacteria such as Gemmatimonadaceae, Micrococcaceae and 

Haliangiaceae. YJ soil had higher abundance of bacteria with nitrogen fixation or biocontrol functions such as Intrasporangiaceae, 

Xanthomonadaceae, Chitinophagaceae and Burkholderiaceae. Furthermore, YW and YJ increased the abundance of 

nitrogen-fixing bacteria Rhizobiaceae. Notably, the change in bacterial community structure may further influence bacterial 

community function, especially, YW can greatly enhance nitrification function of bacterial community. The above findings 
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provide a scientific basis for rational fertilization in tobacco production. 
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施肥是农业生产主要的措施之一，对土壤质

量和可持续利用具有深远影响，长期施肥可改变

土壤理化性质和生物活性，影响作物产量 [1]。微生

物是土壤生物中最重要的组成部分，对环境变化

十分敏感，是土壤环境质量的重要指标 [2]。近年来，

国内外展开了诸多卓有成效的研究，主要集中于

不同肥料处理如有机肥、有机无机肥配合施用对

土壤肥力以及土壤微生物区系等方面的影响。有

研究表明施用化肥可以增加 30% ~ 50% 的粮食作

物产量 [3]，但是长期大量和过量施用化肥会引起土

壤酸化板结、供肥能力下降等问题 [4-5]。与仅使用

化肥相比，有机肥料、化肥和有机肥料配合施用

有利于土壤团粒结构的形成，增加土壤透气性，

增强保水保肥能力，协调水、气、热交换，促进

土壤养分转化，从而刺激微生物的生长 [6-7]。有机

肥施入土壤后，除了引起土壤微环境的变化外，

同时又引入了一些外源微生物，打破了土著微生

物动态平衡，最终造成整个土壤微生物区系的变

化 [8]。因此，有机肥、有机肥与化肥的配合施用可

以调控土壤微生物区系，是提升土壤质量和微生

物多样性的重要途径。  

烟草是我国重要的经济作物，我国烟草种植面积

和烟叶产量均居世界首位[9]。云南玉溪地处西南边

陲，长期种植烟草，大多数烟区植烟历史超过百年，

由于长期连作以及化学品(农药、除草剂)的大量投

入，部分地区植烟土壤质量下降明显，已成为当地烟

叶生产的主要障碍因子，制约烟叶产业的可持续发

展。针对不同施肥措施对植烟土壤微生物的影响，有

研究表明施用腐熟芝麻饼肥、腐殖酸或氨基酸可以明

显增加烟田土壤根际细菌和放线菌的数量，对土壤真

菌的数量影响较小[10]。郭红祥等[11]研究发现，施用

菜籽饼和花生饼后烟田土壤中细菌、放线菌、好气性

纤维分解菌和亚硝化细菌数量上升。张晓海等[12]研

究表明，施用菜籽饼不仅增加了烤烟根际土壤的细菌

数量，而且显著提高了烟草生育中后期根际解磷细菌

和解钾细菌的生物量。施用有机肥可以有效提高土壤

中有益微生物的数量，降低或者控制土壤中病原微生

物的数量，促进土壤微生物区系逐步向健康的状态转

变，例如李想等[13-14]研究发现施用 L-25 生物有机肥

后，烟苗根际土壤中病原菌的数量从 107 cfu/g 下降

至 106 cfu/g，烟草根系表面形成“微生物生物防御

层”，从而防止或减少病原菌的侵入。上述研究主要

集中于施用有机肥对植烟土壤微生物数量的影响，对

于土壤微生物多样性及功能变化的研究相对较少；此

外，无机肥、有机肥和有机无机肥配合施用对土壤微

生物群落结构、多样性及其功能的影响和差异也尚不

明确。 

目前，对植烟土壤响应施肥处理的研究主要集中

在微生物群落组成和多样性，在功能层面上对微生物

群落进行描述可以更深入地探讨施肥产生的影响。

FAPROTAX 是一个进行细菌功能比对的数据库，不

仅可对细菌进行具体的功能预测，还能对执行相关功

能的菌群进行鉴定分类。FAPROTAX 在细菌群落研

究中得到了较为广泛的应用[15-16]。因此，本研究以云

南玉溪种植烟草的土壤为研究对象，联合使用定量

PCR、高通量测序技术和 FAPROTAX 软件，分析不

同肥料处理对盆栽植烟土壤理化性质和微生物群落

结构、数量和功能的差异，探究各处理对土壤质量的

影响，以期为烟叶种植的合理施肥和烟草生产的可持

续发展提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  温室盆栽试验概况 

供试土壤采自云南省玉溪市峨山县岔河乡河外

村典型烟田，质地为紫色土，土壤的基本理化性质：

pH 6.32，全氮 1.87 g/kg，全磷 1.22 g/kg，有效磷 

22.73 mg/kg，速效钾 117.96 mg/kg。耕层土壤经风

干过 0.50 mm 筛后装入试验盆钵内，每盆装 25 kg 

风干土。 

盆栽试验起始于 2015 年，采用春季种烟-冬季

休闲的种植模式。设 3 种施肥处理，分别为：无机

肥(WJ)、有机肥(YJ)和有机无机肥(YW)，每种处理 3 

次重复。其中 WJ 处理，基肥为烟草专用复混肥，

追肥为烟草专用氮钾肥；YJ 处理中，基肥为有机肥，

追肥为有机水溶肥；YW 处理中，基肥为烟草专用

有机无机肥，追肥为有机无机氮钾肥。分别在移栽后 

7 ~ 10、14 ~ 17、21 ~ 28 d 追肥，3 个时期追肥量的

比例为 1︰3︰4。肥料养分含量比例及施肥量见表 1，

其中有机肥和烟草专用有机无机肥是以发酵腐熟的

油枯及生化黄腐酸钾制备。 

2017 年 5 月 11 日移栽烟苗，8 月下旬试验结

束，温室管理参照常规大田管理。 
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表 1  试验用肥料养分含量及其施肥量 
Table 1  Nutrient contents and application rates of fertilizers in greenhouse experiment 

肥料 WJ YJ YW 

烟草专用复混肥(N︰P2O5︰K2O=10︰10︰25) 300 kg/hm2   

烟草专用氮钾肥(N︰P2O5︰K2O=10︰0︰30) 825 kg/hm2   

有机肥(N︰P2O5︰K2O=4︰2︰2)  1 200 kg/hm2  

有机水溶肥(N︰P2O5︰K2O=5︰0︰17)  1 200 kg/hm2  

烟草专用有机无机肥(N︰P2O5︰K2O=7︰6︰17)   600 kg/hm2 

有机无机氮钾肥(N︰P2O5︰K2O=8.7︰0︰30.5)   750 kg/hm2 

总养分投入比 N︰P︰K 7.5︰2︰11.5 7.2︰1.6︰15.2 7.15︰2.4︰22.05 

 
1.2  试验样品采集 

于 2017 年 7 月 25 日烟草成熟期采集土壤样品。

每盆多点取样混合作为 1 个耕层土壤样品，充分混

匀。所有样品去除植物根系后风干过 2 mm 筛混匀，

一部分风干后用于土壤理化性质的测定，另一部分置

于 –80 ℃ 冰箱，用于土壤 DNA 提取。 

1.3  测定项目与方法 

1.3.1  土壤理化性质测定    土壤 pH 按土水比 1︰

2.5(质量体积比)充分混合后用 pH 计测定；土壤铵态

氮(NH4
+-N)采用纳氏试剂比色法测定，硝态氮(NO– 

3 -N)

采用紫外分光光度法测定；有效磷 (AP)采用 0.50 

mol/L 碳酸氢钠浸提，钼锑抗比色法测定；全钾(TK)、

速效钾(AK)和缓效钾(SLK)分别用 NaOH 熔融、1 

mol/L 乙酸铵浸提、1 mol/L 热硝酸浸提，原子吸收

分光光度法测定；有机质(OM)采用重铬酸钾容量法

测定。具体方法参考鲁如坤[17]。 

1.3.2  土壤 DNA 提取及实时荧光定量 PCR    称

取约 0.5 g 新鲜土壤，土壤总 DNA 使用 Fast DNA 

Spin Kit for Soil(MP Biomedicals, Santa Ana, CA, 
USA)试剂盒提取，同时用核酸定量仪 (NanoDrop 

ND-1000)检测提取 DNA的浓度和纯度，提取完成后，

于–20 ℃ 冰箱保存备用。 

采用实时荧光定量  PCR 法测定细菌  16S 

rRNA 基因丰度，采用引物  338F(5’-ACTCCTA 

CGGGAGGCAGCAG-3’) 和  806R(5’-GGACTACHV 

GGGTWTCTAAT-3’)扩增细菌 16S rRNA 基因。测定

标准质粒(内参)浓度并进行梯度稀释制备标准曲线，

用  Bio-Rad CFX96 荧光定量  PCR 仪 (Bio-Rad，

CA，USA)进行测定，根据标准曲线中的基因拷贝数

和 Ct 值计算样品中的基因拷贝数。反应体系为：

SYBR® Premix Ex Taq (ThiRNaseH Plus)10Ⅱ  μl，上下

游引物(10 μmol/L)各 0.20 μl，DNA 模板 2.0 μl，

ddH2O 7.6 μl。16S rRNA 反应条件为：95  3℃  min；

95  20℃  s，56  45℃  s，72  30℃  s，共 34 个循环。

退火延伸时检测荧光信号。 

1.3.3  高通量测序分析    高通量测序委托北京诺

禾致源生物公司进行，具体方法如下：①采用 CTAB 

或 SDS 方法提取 DNA，之后利用琼脂糖凝胶电泳

法检测 DNA 的纯度和浓度，无菌水稀释样本至 1 

ng/μl；②以稀释后的 DNA 为模板，利用通用引物

515F-806R 对细菌 16S rRNA 基因的 V4 区进行扩增，

在 515F 的前端插入 barcode 序列以区分各样本。PCR

反应体系为 30 µl，反应条件为：98  1℃  min，30 次

循环(98  10℃  s，50  30℃  s，72  30℃  s)，72  5℃  

min。PCR 产物使用 2% 浓度的琼脂糖凝胶进行电

泳检测，据其浓度进行等量混样，充分混匀后使用

GeneJET™ PCR Purification kit 试剂盒 (Thermo 

Scientific，USA)对 PCR 产物进行纯化；③使用 Ion 

Plus Fragment Library Kit 48 rxns 试剂盒(Thermo 

Fisher，MA，USA)进行文库构建，构建好的文库

经 过 Qubit 定 量 和 文 库 检 测 合 格 后 ， 利 用

IonS5TMXL 测序仪(Thermo Fisher，MA，USA)上

机测序。 

1.4  数据处理与分析 

土壤理化性质、细菌 16S rRNA 基因拷贝数的多

重比较、方差分析和相关性分析用 SPSS 24.0 软件完

成，相关性分析采用 Pearson 双尾检验，平均值多

重比较采用 Duncan 检验法进行显著性检验(统计水

准均为 P<0.05) ，并采用  Origin 8.6 和  Adobe 

Illustrator CC 2019 软件进行绘图。 

使用 QIIME 1.9.1 按以下步骤进行高通量测序

数据处理分析：①切除引物和低质量序列并根据 

barcode 序列区分各样本数据；②基于 SILVA[18]数据

库去除嵌合体；③得到的高质量序列以 97% 相似度

聚类成为 OTUs(operational taxonomic units，操作分

类单元)；④进行物种注释(设定阈值为 0.8 ~ 1)，将未

注释到门水平及注释为古菌的序列删除后，所有样品

随机抽取 52 000 条序列进行后续分析。计算细菌 
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Chao1、Shannon、Simpson、ACE 指数，使用 R3.6.1

软件  agricolae 包的  Tukey 检验和  wilcox 检

验 进 行 组 间 差 异 分 析 ， 基 于  Bray-Curtis 、

Weighted UniFrac、Unweighted UniFrac 距离的主

坐标分析 (PCoA)使用  WGCNA、stats 和  ggplot2 

包，Mantel test、ANOSIM 分析和典范对应分析

均使用  vegan 包进行，Pearson 相关性分析采用  

psych 和  pheatmap 包完成相关系数值的显著性

检验及函数可视化，功能预测使用  FAPROTAX 

软件进行。  

2  结果与讨论 

2.1  不同施肥处理对植烟土壤化学性质的影响 

经过连续 3 a 的施肥，与 2015 年本底土和 YW 

处理相比，WJ 和 YJ 处理均明显降低了土壤 pH ，

WJ 处理的土壤 pH 降低幅度最大，其次为 YJ 处

理(表 2)。与 WJ 处理相比，YJ 处理土壤中的铵态

氮、速效钾和缓效钾含量显著较低，有机质含量显著

较高；而 YW 处理除铵态氮含量显著较低外，其他

养分含量与 WJ 处理无显著差异。 

表 2  不同施肥处理下土壤主要化学性质 
Table 2  Main soil chemical properties under different fertilization treatments 

处理 pH 铵态氮(mg/kg) 硝态氮(mg/kg) 有效磷(mg/kg) 速效钾(mg/kg) 缓效钾(mg/kg) 有机质(g/kg)

YJ 5.17±0.08 b 5.45±0.29 b 46.48±10.27 a 74.74±2.10 a 335.58±44.37 b 362.68±11.24 b 56.50±9.48 a

YW 6.37±0.09 a 6.00±0.35 b 24.26±10.39 a 79.70±5.46 a 785.49±113.48 a 569.67±28.70 a 43.59±3.95 b

WJ 4.82±0.14 c 20.39±11.84 a 23.46±10.09 a 94.52±16.19 a 735.33±207.72 a 548.45±25.14 a 35.79±0.66 b

注：同列数据小写字母不同表示处理间差异达 P<0.05 显著水平，下表同。  

 
YJ 处理有机质含量的显著增加，可能是因为本

试验中的有机肥是以发酵腐熟后的油枯及黄腐酸钾

作为有机原料制备的，其中相当部分的有机物质分解

缓慢，施用后导致土壤有机质积累，库存较高；此外，

黄腐酸钾和油枯中含有小分子有机酸，可能促进烟株

根系生长并影响微生物活动：分泌更多根系分泌物提高

外源有机碳输入量[19-20]、微生物活动的增强导致土壤微

生物量碳增加，从而提升根围土壤有机质含量[21]。YJ 

处理铵态氮、速效钾、缓效钾等养分均显著低于 YW 

和 WJ 处理，这是因为无机肥料养分释放快，短时

间内可迅速增加土壤速效养分含量，提高土壤供肥能

力；而有机肥养分释放慢，虽可改善土壤养分的库容，

提高土壤供肥容量，但速效养分较少；有机无机肥配

施，速效和缓效养分互补，可提高作物对肥料养分的

利用率。此外，YJ 和 YW 处理土壤中的硝态氮和

铵态氮比值均高于 WJ 处理，更能满足烟草喜硝的

特点。 

2.2  不同施肥处理对细菌群落数量的影响 

3 种不同肥料施用 3 a 后土壤中细菌 16S rRNA 

基因数量见图 1，与 WJ 处理相比，YW 和 YJ 处

理均显著增加了土壤中的细菌数量，分别增加了 

58.20% 和 64.63%。相关性分析(表 3)表明，土壤细

菌 16S rRNA 基因拷贝数与土壤 NH4
+-N 呈显著负

相关，与土壤 pH、有机质含量显著正相关，说明肥

料施用后引起的 NH4
+-N、pH 和有机质含量的变化，

可能是导致施肥土壤中细菌数量差异的主要原因。多

项研究证明，有机物的添加(农作物残体、绿肥)对微

生物数量的影响较大[22]。土壤有机质与农业或自然

生态系统中的土壤微生物生物量之间存在着显著正

相关关系[23]，有机肥料的添加，为细菌生长提供了

充足的碳、氮源，促进了细菌繁殖[24-25]。由于连续施

用无机肥显著降低了土壤 pH(表 2)，而细菌数量与

土壤酸碱度高度相关[26]，较低的 pH 环境不利于细

菌生长繁殖[27]，这可能是本研究 WJ 处理土壤中的

细菌 16S rRNA 拷贝数显著较低的原因。 

 

(图中小写字母不同表示处理间差异达 P < 0.05 显著水平) 

图 1  不同施肥处理土壤 16S rRNA 基因拷贝数 
Fig.1  16S rRNA gene copies in soils under different fertilization 

treatments 

2.3  不同施肥处理对细菌群落多样性的影响 

土壤细菌对环境条件的变化十分敏感，长期施肥

会显著影响微生物群落的多样性和结构[28]。通过高 
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表 3  16S rRNA 基因拷贝数与土壤理化性质的相关性 
Table 3  Correlations between 16S rRNA gene copies and soil 

properties 

指标 NH4
+-N NO– 

3 -N AP AK SLK TK pH OM

r –0.733* 0.533 –0.594 0.083 –0.200 –0.150 0.787* 0.733*

P 0.025 0.139 0.092 0.831 0.606 0.700 0.012 0.025

注：AP：有效磷；AK：速效钾；SLK：缓效钾；TK：全钾；

OM：有机质；NH4
+-N：铵态氮；NO– 

3 -N：硝态氮。*表示相关性

达 P<0.05 显著水平。 

 

通量测序结果进行质控、降噪，共获得 723 037 条高质

量序列，平均每个样本 80 337 条。稀释曲线分析表明，

在 52 000 个随机选择的细菌序列中，曲线接近饱和稳

定，表明测序深度符合下游分析要求。不同处理土壤的

细菌群落 alpha 多样性指数见表 4，3 个处理中，YW 处

理土壤中的细菌群落 alpha 多样性指数显著较高，而 YJ 

和 WJ 处理之间无显著差异。说明 YW 处理能够提高

土壤中细菌的丰富度和多样性。基于  Bray-Curtis 

dissimilarity、Weighted UniFrac distance 和 Unweighted 

UniFrac distance 3 种距离矩阵进行主坐标分析，结果如

图 2 所示，不同施肥处理下细菌群落结构明显分异(图

2A ~ 2C)。ANOSIM 检验表明，3 种距离矩阵下各处理

的组内差异均显著低于组间差异(图 2 D ~ 2F)，表明不

同施肥处理下的细菌群落结构差异显著。 

表 4  不同施肥处理土壤细菌群落的 alpha 多样性指数 
Table 4  Alpha diversity indices of soil bacterial communities under different fertilization treatments 

处理 ACE 指数 Chao1 指数 Shannon 指数 Simpson 指数 

YJ 1 504.5 ± 28.58 ab 1 535.86 ± 48.48 b 7.63 ± 0.3 b 0.97 ± 0.01 b 

YW 1 587.59 ± 56.27 a 1 648.58 ± 69.64 a 8.62 ± 0.23 a 0.99 ± 0.00 a 

WJ 1 441.16 ± 96.20 b 1 458.70 ± 81.80 b 7.85 ± 0.29 b 0.98 ± 0.01 b 

注：表中数据为 3 个样点的平均值±标准差。 

 

图 2  基于 Bray-Curtis、Weighted UniFrac、Unweighted UniFrac 距离矩阵的 PCoA 分析和 ANOSIM 检验 
Fig.2  Principal co-ordinates analysis and ANOSIM test based on Bray-Curtis, weighted UniFrac and unweighted UniFrac distance matrixes of 

soil bacterial community under different fertilization treatments 
 

分别在 OTU 水平、门水平和科水平上，采用 

Mantel test 检验土壤细菌群落结构和土壤理化性质之

间的相关性(表 5)，结果表明土壤 pH 在各分类水平上

均与土壤细菌群落结构高度相关(P<0.001)，在 OTU

水平上 NH4
+-N 含量与土壤细菌群落结构显著相关(r = 

0.391，P = 0.005)。进一步采用 CCA 分析土壤理化性

质对细菌群落组成的影响(图 3)。结果显示，在 OTU

水平上，NH4
+-N、AP 和 pH 对第一轴贡献率较高，而

NO– 
3 -N、AK、SLK、TK 和 OM 对第二轴贡献率较高，

且 pH 和 NH4
+-N 对施肥土壤细菌群落影响显著(图 3)。
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在门和科水平上，pH 同样是显著影响土壤细菌群落结

构的关键环境因子。有研究表明，不同的肥料类型

会改变土壤的物理和化学性质，如土壤通气状况、

pH、水分和养分固持能力等，进而影响微生物群落

结构[28-30]，本研究结果与上述研究结论一致。连续施

用无机肥会导致土壤酸化，而土壤酸化会进一步引发

一系列生物化学反应，尤其是强烈影响微生物活动，

最终导致微生物区系多样性失衡[31]。与施用有机肥牛

粪相比，施用无机肥可降低土壤微生物区系种群功能

多样性[32]。而有机物料能增进土壤微生物多样性，微

生物多样性的增加又可改进对土壤的能源和营养物质

的利用，例如 Peacock 等[33]研究表明，长期施用牛粪

会促进作物根系分泌物和土壤中可溶性有机碳积累，

导致微生物生物量的增加和群落结构的变化。 

表 5  土壤细菌群落结构与理化性质的 Mantel 检验 
Table 5  Mantel test determining relations between soil properties and bacterial community sturctures 

水平 指标 NH4
+-N NO– 

3 -N AP AK SLK TK pH SOM 

R 0.391** 0.082 0.145 0.119 0.141 0.021 0.731** 0.096 OUT 水平 

P 0.005 0.276 0.175 0.192 0.164 0.539 0.001 0.241 

R 0.187 0.071 0.012 0.111 0.081 0.094 0.908** 0.114 门水平 

P 0.104 0.604 0.466 0.214 0.280 0.229 0.001 0.180 

R 0.144 0.105 0.033 0.123 0.114 0.115 0.901** 0.081 科水平 

P 0.179 0.709 0.408 0.179 0.216 0.203 0.001 0.216 

注：**表示相关性达 P < 0.01 显著水平。 

 

(A. OTU 水平；B. 门水平；C. 科水平) 

图 3  土壤细菌群落与土壤因子的典范对应分析  
Fig.3  Canonical correspondence analysis (CCA) determining effects of soil factors on soil bacterial community structures 

 

2.4  不同施肥处理对细菌群落物种组成的影响 

将所获的高质量序列在 97% 相似性水平上进

行聚类，共得到 2 661 个 OTUs，代表序列经物种

注释后归属 32 个门、 50 个纲、 112 个目、 187 个

科和 360 个属。在全部样品中，Proteobacteria (平均

相对丰度为 39.9%)是最丰富的门，其次是 Actino-

bacteria (17.6%)、Acidobacteria(10.6%)、Gemmatimona-

detes(7.19%)和 Chloroflexi(8.57%)，这 5 个优势菌门

的累计相对丰度为 83.8% (图 4A)，与植烟黄壤中的

优势菌门类似[34]。上述优势菌门的相对丰度在不同处

理土壤中存在显著性差异，YJ 处理土壤中 Proteo-

bacteria 显著较高，分别比  YW 和  WJ 处理高 

16.20% 和 13.86%；可能是因为大量有机质的投入

有利于富营养微生物群落的富集 [35]。YW 处理的 

Acidobacteria 和  Gemmatimonadetes 均显著高于其

他处理，而 Actinobacteria、Chloroflexi 和 Firmicutes 

的相对丰度在 WJ 处理中最高。上述结果表明，与 

WJ 处理相比，YJ 处理显著增加了土壤中的变形菌

门相对丰度，而 YW 处理则显著增加了 Acidoba-

cteria 和 Gemmatimonadetes 相对丰度，YJ 和 YW 

处理均显著降低了 Actinobacteria 、 Chloroflexi 和 

Firmicutes 的相对丰度。 

在 科 水 平 上 ( 图 4B) ， Rhodanobacteraceae 、 

Gemmatimonadaceae 和  Sphingomonadaceae 是植烟

土壤细菌群落中平均相对丰度最高的 3 个科，分别隶

属 于  γ-Proteobacteria 、 Gemmatimonadetes 和  α- 

Proteobacteria。通过单因素方差分析，确定响应不同

肥料处理的 40 个组间差异物种，并对差异物种与土

壤理化因子进行相关性分析(图 5)，结果表明：连续 3 

a 施用  YJ 肥料，显著增加了土壤中  Intrasporan-

giaceae 、 Burkholderiaceae 、 Chitinophagaceae 和 

Xanthomonadaceae 的相对丰度，上述细菌均与土壤中
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的有机质和硝态氮含量正相关。Intrasporangiaceae 对

重金属有一定的耐受性[36]，Burkholderiaceae 是固氮

菌 [37] ，能够与植物寄主共生固氮，而  Xantho-

monadaceae[38]和 Chitinophagaceae[39]是植物病害生防

细菌，可以产生许多具有重要生物活性的次生代谢产

物从而抑制病原菌的生长。YW 处理显著降低了 

Rhodanobacteraceae、Microbacteriaceae 的相对丰度，

显著增加了 Gemmatimonadaceae、Micrococcaceae 和 

Haliangiaceae 的相对丰度，这 3 种相对丰度增加的

细菌均与土壤 pH 呈正相关；Gemmatimonadaceae[40]、

Micrococcaceae[41]和 Haliangiaceae[42-43]被证明是植物

促生菌(PGPR)，能够产生 GA 和 IAA 并诱导根系生

长。此外，YJ 和 YW 处理均显著增加了 Rhizobia-

ceae 的相对丰度，且与土壤中的有机质和硝态氮含量

正相关。Rhizobiaceae 是固氮菌[44]，能附着在根上并有

效地定殖于根表，与植物寄主共生固氮，是促进植物生

长的益生菌。综上，3 种施肥处理中，YJ 和 YW 处

理能够增加有益菌的相对丰度，更有利于烟草的生长。 

 

(样本与物种之间的关系，上半圆指示不同处理，下半圆指示不同物种，条带长度表示在相应处理中各优势门、科的相对丰度) 

图 4  不同施肥处理土壤门和科分类水平上细菌物种相对丰度 
Fig. 4  Relative abundances of soil bacteria communities at phylum and family levels under different fertilization treatments 

 

(下方的 YJ、YW和 WJ行表示的是 3个处理土壤中各差异菌的平均相对丰度，其余各行表示各差异菌与土壤理化性质的相关系数(0< r <1)) 

图 5  土壤理化性质与科水平差异菌相关性分析 
Fig.5  Correlations between soil properties and bacterial families 
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2.5  不同施肥处理对细菌群落功能的影响 

使用 FAPROTAX 对微生物细菌群落进行功能

预测，从 35 个功能中筛选出处理间有显著差异的 8 

项功能进行分析(表 6)，结果表明：与 YJ 和 WJ 处

理相比，YW 处理中需氧化能异养显著降低。相关

性分析表明，需氧化能异养功能与可进行光合作用的

自养营养微生物 Gemmatimonadetes 相对丰度呈负

相关 (r=–0.817，P=0.048)[45]。本研究中  Gemmati-

monadetes 在 YW 处理中显著升高(图 4A)，暗示土

壤中的化能自养微生物与异养微生物可能存在着生

态位的竞争作用。 

表 6  不同处理微生物菌群功能预测 
Table 6  Function prediction of soil microbial communities under 

different treatments  

功能 YJ YW WJ 

硝化功能  **  

硫酸盐呼吸  *  

硝酸盐氨化作用   ** 

木聚糖酶解 *   

需氧化能异养 *   

芳烃降解   ** 

脂肪族非甲烷烃降解  **  

乙酸还原   ** 

注：*，**分别表示相关性达 P<0.05 和 P<0.01 显著水平。 

 
本研究发现在 3 组施肥处理中，YW 处理细菌

群落的硝化功能显著高于 YJ 和 WJ 处理，可能是

由于执行该功能的关键物种 Nitrospira 在 YW 处

理中相对丰度显著高于 YJ 和 WJ 处理(图 6A)。相关

性分析表明，土壤 Nitrospira 的相对丰度与土壤 pH 

显著正相关(图 6B)，因此，推测 YJ 和 WJ 处理导

致土壤 pH 明显降低，进而减少了该菌的相对丰度，

影响了土壤微生物的硝化功能。长期连作土壤中，

WJ 处理一方面降低了植烟土壤 Burkholderiaceae、

Rhizobiaceae 等促进固氮作用的细菌丰度(图 4、图

5)；另一方面会导致土壤严重酸化，减少硝化作用关

键物种数量，抑制硝化细菌的活性，进而引发土壤微

生物硝化功能降低；而施用有机无机肥，土壤硝化功

能保持较高的状态，更能满足烟草喜硝的特点。 

3  结论 

长期施用不同的烟草肥料会对土壤理化性质和

细菌群落造成明显的影响。长期施用有机肥有助于提

高土壤有机质含量，增加细菌数量；有机无机肥配施

有利于维持土壤 pH 的稳定，还可提高土壤速效养分

和有机质含量，增加土壤中的细菌数量和细菌群落的

多样性。施用有机肥或有机无机肥配施均可以提高

Gemmatimonadaceae、Rhizobiaceae 和 Micrococcaceae

等植物促生菌的丰度；而连续施用无机肥则导致土壤

酸化，降低土壤细菌数量和细菌群落的硝化功能。综

上，建议云南紫色土区域烟草施肥采用无机肥和有机

肥配施，更有利于维持植烟土壤质量的稳定和微生物

区系的健康。 

 

图 6  不同处理硝化螺旋菌门相对丰度及 pH 相关性 
Fig.6  Correlation between relative abundance of Nitrospira and pH under different treatments 
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