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摘  要：采集 4 种不同类型园地土壤，利用 16S rRNA 基因扩增子 Illumina 测序技术，研究不同园地土壤细菌亚群的结构与功能分

异。结果表明：不同类型园地整体细菌群落多样性无显著性差异，而丰富、中等和稀有类群的 α-多样性存在显著差异。对于丰富的

细菌亚群，茶园和葡萄园中的多样性较高，而桃园和菜园中的多样性较低；而对于中等和稀有类群，桃园中的多样性指数较高，而

菜园、茶园和葡萄园中的多样性较低。细菌群落组成分析表明，不同园地土壤中变形菌门(Proteobacteria)、酸杆菌门(Acidobacteriota)

和绿弯菌门(Chloroflexi)均有较高的丰度。基于 PCoA 和 UPGMA 分析发现，细菌亚群组成在不同类型园地中均具有显著性差异，

且丰富类群之间的差异大于中等和稀有类群。通过 FAPROTAX 预测分析发现，不同类型园地中中等和稀有类群所占据的功能种类

数量比丰富类群多，且中等和稀有类群在不同类型园地之间的功能差异大于丰富类群。 
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Abstract: In this study, soils samples were collected from four types of gardens to study the structural and functional 

differentiation of soil bacterial sub-communities using Illumina sequencing of 16S rRNA gene amplicons. The results showed that 

there was no significant difference in the overall bacterial communities in the different garden soils, while there were significant 

differences in the α-diversity of abundant, medium and rare taxa. For the abundant bacterial sub-communities, the diversity 

indices were higher in tea garden and vineyard soils but lower in peach and vegetable garden soils; For the medium and rare taxa 

bacterial sub-communities, the diversity indices were higher in peach garden soil but lower in vegetable garden, tea garden and 

vineyard soils. The analysis of soil bacterial community composition showed that Proteobacteria, Acidobacteriota and Chloroflexi 

had high abundances in different garden soils. Based on PCoA and UPGMA analysis, it was found that bacterial sub-community 

compositions were significantly different in different garden soils, and the differences between abundant sub-communities were 

greater than those between medium and rare taxa. By FAPROTAX prediction analysis, it was found that the numbers of functional 

species occupied by medium and rare sub-communities were greater than those of abundant taxa in different garden soils, and the 

functional differences between medium and rare sub-communities were greater than those of abundant sub-communities in 

different garden soils. 
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微生物对于维持土壤生态系统功能和稳定性至

关重要，土壤中多样化的微生物群落是决定农业生产

力的要素之一[1-2]。环境条件对土壤微生物群落的组

成具有决定性影响，包括不同的农业管理方式和土地

利用类型等因素[3]。了解相似土地利用类型、农业管

理土壤微生物群落之间的差异，有助于预测农业生态

系统的动态和功能，并对保持微生物多样性至关重要。 

大量研究表明，土壤细菌群落在相似的土地管理

措施下，往往会变得更均质，群落间差异较小[4]。造

成这种情况的原因可能是相似的土地管理降低了土

壤环境异质性，从而降低了群落间的差异[5]。但微生

物群落通常呈现倾斜的丰度分布，包括少数具有广泛

分布的丰富分类群和众多分布有限的中等、稀有分类

群，且不同细菌类群具有不同特性[6]。有研究表明，

与丰富分类群相比，稀有分类群具有较窄的生态位宽

度和较低的竞争能力，更容易受到外部因素的影响，

而丰富分类群往往具有较宽的生态位宽度和较高的

竞争能力，受外部因素的影响较小[7-9]。然而，目前

仅了解相似的土地管理会造成整体的细菌群落均质

化，但不同细菌亚群的结构及功能的差异尚不清楚。 

本研究针对茶园、菜园、葡萄园和桃园 4 种园地 

土壤，利用 16S rRNA 基因扩增子 Illumina Miseq 测

序技术，比较分析几种园地土壤中不同丰度细菌类群

的结构和功能差异，这将有助于揭示土壤细菌亚群对

不同土地利用方式的生态响应，以及阐明不同细菌类

群对土地利用的敏感性和适应性。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

不同园地土壤采样地点位于安徽省宣城市，该地

区属于典型的亚热带湿润季风气候，年平均温度为

17.8 ℃，年平均降水量为 1 700.7 mm。土壤样品于

2021 年 10 月采集，分别来自宣城市新丰农业有限公

司菜园(VS)、宣城市绿品果园家庭农场葡萄园(GS)、

宣城市绿丰家庭农场茶园(TS)和宣城市四季园果树

种植家庭农场桃园(PS)，上述园地均有 5 ~ 8 年的种

植历史。分别在 50 m2 范围内，采用五点取样法，采

集 0 ~ 20 cm 土层土壤样品，充分混匀后得到 1 个土

样。每个类型园地分别设置 3 个重复，共计 12 个样

品。采集的新鲜样品立即储存在无菌袋中，并在低温

条件下运回实验室，用于 DNA 的提取。不同类型园

地土壤基本理化性质见表 1。 

表 1  土壤基本理化性质 
Table 1  Soil basic physicochemical properties 

土样编号 土地利用 土壤类型 pH 有机质(g/kg) 全氮(g/kg) 有效磷(mg/kg) 速效钾(mg/kg) 水解性氮(mg/kg)

VS 菜园 泥骨田 4.78 33.10 2.59 286.00 1320.00 244.00 

GS 葡萄园 红砂泥田 5.40 21.57 1.50 27.77 242.30 149.00 

TS 茶园 棕红壤 5.41 16.50 1.07 35.40 113.50 105.00 

PS 桃园 沙泥田 6.54 36.00 2.29 88.00 383.00 185.00 

 
1.2  土壤 DNA 提取和 16S rRNA 基因测序 

准确称取 0.5 g 新鲜土壤，使用 FastDNATM Spin 

Kit(MP Biomedicals，美国)按照制造商的说明提取土

壤中的总 DNA。提取后，使用 PowerClean DNA 纯

化试剂盒(PowerClean，美国)对 DNA 进行纯化，并

使 用 NanoDrop ND-1000 分 光 光 度 计 (Thermo 

Scientific，美国)测量 DNA 的浓度和质量。经检测合

格后，选择细菌 16S rRNA 基因的 V4 区域进行扩增，

使用以下引物：515F(5'-GTGCCAGCMGCCGCGGT 

AA-3') 和 806R(5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT- 

3')[10]。PCR 条件如下： 94 ℃预变性 3 min；然后进

行 24 个循环，循环条件为 95 ℃变性 5 s，57  ℃ 退

火 90 s，72  ℃ 延伸 10 s；最后 72 ℃延伸 5 min。

将 PCR 产物使用 GeneJETTM Gel Extraction Kit 

(Thermo Scientific ，美国 ) 进行纯化，然后使用

GENEWIZ 公司的 Illumina Miseq 平台对纯化的产物

进行测序。 

1.3  高通量数据分析 

使用 QIIME 流程(版本 1.9.0)[11]对原始测序序列

进行处理。首先，通过 Cutadapt(V1.9.1)进行质量过

滤，剔除长度小于 150 bp 且平均碱基质量得分低于

20 的低质量测序 reads，以获取高质量的序列。采用

UCHIME 方法对嵌合序列进行检测和删除。然后，

利用 QIIME 中的 UCLUST 功能对序列进行聚类，设

定相似性阈值为≥ 97%，生成可操作分类单元

(OTUs)[12]。最后，利用 Mothur 算法对 OTUs 进行注

释分析。在注释过程中，使用 Silva数据库(https://www. 

arb-silva.de/)检索每个样本中的代表性分类单元的信
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息，并计算每个样本中的 OTU 数量。 

1.4  统计和生物信息学分析 
将细菌群落根据相对丰度划分为丰富、中等和稀

有类群。相对丰度大于 0.1% 的 OTUs 被定义为“丰

富类群”，相对丰度小于 0.01% 的 OTUs 被定义为“稀

有类群”，相对丰度在 0.1% ~ 0.01% 的 OTUs 被定义

为“中等类群”。 

采用 R studio 中的不同库/包(运行 R 版本 3.6.1)

进行分析。为了评估细菌亚群的 α 多样性，使用 R

程序中的“Vegan”包[13]计算 Chao1 丰富度指数和

Shannon 多样性指数，并使用非参数的 Wilcoxon 秩

和检验进行方差分析[14]；基于 Bray-Curtis 距离进行

主坐标(PCoA)分析，揭示细菌亚群的 β 多样性组成 

差异[15]；通过 Kruskal-Wallis 整体检验，对群落组成

差异进行评估，并使用 Wilcoxon 秩和检验进行组间

两两比较[16]；聚类树的构建使用了基于 Bray-Curtis

距离矩阵的 UPGMA 层级聚类方法 [17] ；使用

FAPROTAX(http://www.loucalab.com/archive/FAPRO
TAX/)预测不同土地利用下土壤细菌的群落功能[18]。 

2  结果 

2.1  不同园地土壤细菌亚群多样性 

如图 1 所示，在未将细菌细分为细菌亚群时，除

桃园和茶园之间的 Shannon 多样性指数具有显著差

异外，其他类型园地之间的 Chao1 丰富度指数和

Shannon 多样性指数没有显著差异。 

 

(图中***、**、*分别表示显著性差异达 P<0.001、P<0.01、P<0.05 水平，NS 表示无显著差异；下同) 

图 1  不同园地土壤微生物 α 多样性 Chao1 指数(A)和 Shannon 指数(B) 
Fig. 1  Microbial alpha diversity indices Chao1 (A) and Shannon (B) in different garden soils 
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将细菌分为不同亚群后，不同类型园地中的丰

富、中等和稀有类群的 α-多样性存在显著差异。对

于丰富类群，茶园和葡萄园中的多样性较高，而桃园

和菜园中的多样性较低。对于中等和稀有类群，桃园

中的多样性较高，而菜园、茶园和葡萄园中的多样性

较低。菜园土壤中的 3 个细菌亚群的多样性均较低。 

2.2  不同园地土壤细菌亚群结构 

基于 Bray-Curtis 相似性矩阵的主坐标分析

(PCoA)显示，不同园地类型下的土壤细菌亚群结构

存在差异(图 2)。ANOSIM 分析显示，4 种不同园地

样本之间群落组成变化显著(丰富类群，r=0.754，

P=0.001；中等类群，r=0.706，P=0.001；稀有类群，

r=0.695，P=0.001)。 

尽管微生物主要的门种类和丰度在丰富、中等和

稀有类群中存在差异，但在门水平上主要包括变形菌

门(Proteobacteria)、酸杆菌门(Acidobacteriota)和绿弯

菌门(Chloroflexi)。此外，利用 UPGMA 层级聚类构

建聚类树探究细菌群落的组成关系发现，在丰富类

群中，葡萄园和桃园的土壤细菌群落组成相较于菜

园和茶园更为相似；而对于中等和稀有类群，葡萄

园和菜园的土壤细菌群落组成相较于桃园和茶园

更为相似。 

 

图 2   不同园地土壤微生物丰富(A、D)、中等(B、E)和稀有(C、F)亚群 OTU 水平 PCoA 和亚群组成 
Fig. 2  OTU level PCoA and compositions of microbial abundant (A, D), medium(B, E) and rare sub-communities in different garden soils 

 
2.3  不同园地土壤细菌亚群组成差异 

在门水平上，对 4 种园地土壤样本进行 Kruskal- 

Wallis 检验及 Wilcoxon 秩和检验，筛选丰度存在显

著差异的微生物，结果(图 3)表明，不同细菌亚群的

主要门类在 4 种园地土壤中表现出不同趋势。在丰富

类群中，排名前 10 位的细菌门中有 8 个门在 4 种园

地土壤中具有显著性差异，但拟杆菌门(Bacteroidetes)

和硝化螺旋菌门(Nitrospirae)无显著差异；在中等类
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群中，有 6 个门具有显著性差异，但酸杆菌门(Aci-

dobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)、Patescibacteria

和棒状杆菌门(Rokubacteria)无显著差异；在稀有类群

中，有 6 个门具有显著性差异，但变形菌门(Proteo-

bacteria)、酸杆菌门、放线菌门和 Patescibacteria 无显

著差异。这些结果表明细菌亚群在不同园地具有不同

的群落结构，且中等和稀有类群相对于丰富类群变化

较小。 

本研究还观察到，细菌亚群中门的丰度变化可能

与园地类型相关。如，绿弯菌门(Chloroflexi)和酸杆

菌门在茶园的 3 个细菌亚群均具有较高丰度，而变形

菌门具有相对较低的丰度；放线菌门在桃园的 3 个细

菌亚群均具有较低丰度，而变形菌门具有相对较高的

丰度。 

 

图 3  不同园地土壤微生物丰富(A)、中等(B)和稀有(C)亚群前 10 位门水平差异 
Fig. 3  Variations in top 10 phylum levels of microbial abundant (A), medium(B) and rare (C) sub-communities in different garden soils 

 

2.4  不同园地土壤细菌亚群功能分异 

利用 FAPROTAX 对不同土地利用类型下土壤细

菌亚群功能进行预测，发现 3 个细菌亚群功能在不同

类型园地存在显著差异(图 4)。选择前 10 个功能进行

比较，发现 3 个亚群中的好氧化能异养(aerobic_che-

moheterotrophy)、化能异养(chemoheterotrophy)、硝
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化作用(nitrification)和好氧氨氧化(aerobic_ammonia_ 

oxidation)这 4 个功能均占据较高的比例。不同园地类

型下，稀有和中等类群功能差异比丰富类群更为显著。 

在不同类型园地中，功能预测还显示普遍性的一

致结果，即稀有和中等类群的功能多样性往往高于丰

富类群；丰富类群主要参与碳(C)、氮(N)和硫(S)的循

环过程，而中等和稀有类群参与的循环更加多样化，

包括碳、氮、硫、铁(Fe)、锰(Mn)和氢(H)的循环。 

 

图 4  不同园地土壤微生物丰富(A、D、G)、中等(B、E、H)和稀有亚群(C、F、I)的功能变化 
Fig. 4  Functional changes of microbial abundant (A, D, G), medium (B, E, H) and rare sub-communities (C, F, I) in different garden soils 

 

3  讨论 

3.1  不同园地土壤细菌亚群多样性指数变化 

揭示不同园地土壤细菌多样性，对于农业可持续

发展和生态环境保护具有重要意义[19]。本研究结果

显示，在未进行区分微生物亚群时，不同类型园地土

壤微生物多样性整体呈现无显著性差异。不同园地长

期的人为趋同影响可能是导致土壤微生物多样性之

间基本无差异的原因。在长期类似的农业管理实践

下，不同土地利用类型的土壤可能具有一些共同的环

境特征，如土壤 pH、湿度、有机质含量、养分状况

等，从而降低了环境异质性[20]。这些共同的环境特

征可能为微生物提供了相似的生存条件，导致土壤微

生物群落趋于稳定状态，形成了接近生态平衡的状

态，在这种情况下，微生物多样性之间的差异可能较

小，因为各种微生物群落已经适应了特定土地利用方

式带来的环境变化[21-22]。  

然而，将微生物群落区分为不同的亚群后，不同

亚群在不同的土地利用下具有显著性差异。虽然长期

的趋同影响可以降低环境异质性，使细菌群落趋于均

质化方向发展，但特定的园地土壤仍然具有特定的生

态位[7-8]。造成微生物亚群多样性在不同园地的变化

可能与土壤类型和植被类型相关。不同土地利用类型

通常伴随着不同的植被类型，而不同植被类型为微生

物提供了不同的根际环境和有机物输入，植物根系分

泌物和残留物可以影响土壤微生物亚群的组成及多

样性[23-25]。 

此外，不同园地的土壤管理行为也会直接或间接
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地影响微生物类群。例如，耕作、施用化肥、农药和

有机肥料等农业管理行为会改变土壤中的养分水平

和化学性质，从而影响微生物的群落结构[26-27]。施用

肥料除了直接影响土壤化学成分变化，引起土壤微生

物活性、土壤微生物群落结构改变外，还能通过改变

土壤的物理性状，影响地上植被的生长状况，从而间

接地影响土壤微生物群落结构。据报道，大量施肥通

常会促使微生物群落均一化，进而导致微生物多样性

降低[28]；耕作会改变土壤结构，继而破坏原有的土

壤环境和微生物生境，减少微生物生活的空间，降低

微生物多样性[29]；农药使用会抑制微生物的生长和

繁殖，对某些微生物具有选择性杀灭作用，导致微生

物群落的多样性下降[30]。具体而言，菜园通常需要

频繁地耕作、施用化肥和农药，以增加产量及控制病

虫害和杂草，而这些管理行为会改变土壤结构和微生

物生境，导致微生物多样性的下降。 

3.2  不同园地土壤细菌亚群的组成分异 

不同土地利用方式下，土壤微生物群落的组成通

常不一致，这主要归因于土壤物理化学性质的变化、

植被类型和根系分泌物的影响、土壤管理行为以及生

态位的竞争和选择等因素的综合作用[31-32]。 

本研究通过 UPGMA 层级聚类构建聚类树，探

究细菌群落的组成关系，结果表明，中等和稀有类群

在不同园地类型下保持一致。同时，对于主要细菌亚

群的主要门类进行分析，发现丰富类群的细菌门变化

大于中等和稀有类群。不同类型园地之间的相似管理

可能会降低土壤间的异质性，使得中等和稀有类群更

容易在不同园地类型之间共存，从而降低了不同园地

细菌亚群的差异性。而丰度较高的类群往往在土壤微

生物组成中占据主导地位，这些类群具备更高的资源

利用能力、生长速率和适应性，使得它们能够在土壤

环境中更好地竞争和繁殖[8]。丰度较高的类群通常具

有较高的群落弹性和重建能力，当外界环境发生变化

时，这些类群可以通过重新适应和重建其种群来恢复

其丰度和功能，能够更快地适应新的环境条件并恢复

其群落结构[33-34]。因此，即使在相似的土壤环境中，

丰富类群可能仍然能够保持较高的差异。同时，不同

园地植被类型和根系分泌物也会对土壤微生物群落

产生直接影响，植被类型的差异会导致根系分泌物的

化学成分和数量变化，从而影响土壤中细菌类群的分

布和丰度[35]。特定的植被类型和根系分泌物可以为某

些类群提供更有利的生存条件，促进它们的生长和繁

殖，从而导致其在土壤微生物组成中的丰度较高[36]。

这也同样会导致丰度较高的细菌类群在不同土地利

用类型中差异较大。 

此外，特定类群的增加可能与土壤类型和植物种

类相关，本研究发现绿弯菌门(Chloroflexi)和酸杆菌

门(Acidobacteria)，与其他土壤相比，在茶园中具有

较高丰度，这可能与茶树本身的特性密切相关。茶树

原产中国云贵高原原始森林地区的酸性土壤，长期的

系统发育使其逐渐形成了喜酸的遗传特性，并且只有

在酸性土壤中才能正常生长[37]。因此，茶园土壤通

常具有一定的酸性，酸杆菌门在茶树土壤中表现出较

好的适应性，并能够利用有机质作为能源和营养源快

速生长[38]。另外，一些研究表明，绿弯菌门还与茶

树的共生关系有关，茶园土壤中的绿弯菌门可以与

茶树根系形成共生关系，这种共生关系可以提高茶

树的养分吸收效率，增强其抗病能力和适应环境的

能力 [39]。 

3.3  不同园地土壤细菌亚群功能分析 

微生物群落的功能对于土壤的养分循环、生物保

护、土壤结构形成以及生态系统稳定性具有重要的意

义。理解和保护微生物群落的功能对于土壤的肥力、

健康和可持续管理至关重要[35, 40]。 

本研究通过 FAPROTAX 预测分析发现，在不同

园地类型下，土壤细菌稀有和中等类群的功能差异大

于丰富类群。这意味着在不同土地利用类型下，丰富

类群的功能变化相对较小，而稀有和中等类群在功能

上表现出更大的差异。然而，与功能差异不同的是，

本研究结果显示微生物群落的组成差异中丰富类群

的变化大于中等和稀有类群。这与本研究预期的结果

相反，因为微生物的组成变化一般会导致功能发生变

化，但更大的组成差异，并未导致更大的功能差异。

丰度较高的微生物类群通常包含了多个物种和亚群，

这些物种可能在功能上存在重叠和冗余，这可能与细

菌群落的功能冗余有关[41]。在土壤生态系统中，丰

富类群扮演主要功能的角色，当环境条件发生变化

时，具有相似功能的微生物群体可以替代受到影响的

群体，维持生态系统的功能稳定性和适应性[42]。相

比之下，稀有和中等丰度的微生物亚群可能占据了较

为特定的生态位空间，并发挥特定的功能，它们可能

在土壤中承担一些特殊的生物化学过程，如降解、稀

有物质的转化、抗生素产生等[43]。不同园地土壤微

生物的生态位空间可能会发生较大的变化和分隔，导

致稀有和中等丰度亚群的功能差异更加显著[44]。 

4  结论 

本研究对 4 种园地土壤进行细菌群落差异研究，
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发现整体细菌群落多样性相似，这表明不同类型园地

对微生物多样性的整体影响较小，可能是因为相似的

土地管理措施使得土壤环境在某种程度上保持了相

对稳定的状态。但不同丰度的细菌类群之间存在显著

差异。在微生物群落组成方面，中等和稀有细菌类群

的差异性相较于丰富类群较小。然而，由于细菌群落

功能的冗余性存在，丰富类群相较于中等和稀有类群

功能差异较小。表明尽管丰富亚群在组成上存在较大

差异，但不同的丰富亚群可能在维持土壤生态系统功

能方面可能具有一定的替代性。这些结果将有助于更

好地理解土地利用对土壤微生物群落的影响，并为可

持续土地管理和农业环境保护提供科学依据。 
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