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摘 要:为了解引黄灌区紫花苜蓿土壤真菌结构及多样性特征随种植年限的演变规律与变化机理,为人工草地管理

提供科学依据,采用18SrDNA高通量测序方法分析引黄灌区种植不同年限的紫花苜蓿(1~6a)土壤真菌的物种群落

组成和丰度、Alpha多样性及Beta多样性与菌群所具有的结构,同时对土壤真菌群落组成与土壤理化因子进行了相

关性分析。结果表明:在属水平下,毛壳属、镰孢属、赤霉菌属、Lectera、小画线壳属为优势菌属;多样性分析表明,种

植时间为5a时,土壤真菌菌群丰度和多样性均达到最高,种植时间为2a与3a时,物种多样性组成相似性达到最

高;随着种植年限的变化,土壤真菌群落变化表现为先减小后增大的变化趋势,且与土壤理化性质具有显著相关关

系。pH值、速效氮和有机碳是影响紫花苜蓿土壤真菌群落组成的主要因子。
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Abstract:InordertounderstandthesoilfungalstructureanddiversitycharacteristicsofMedicagosativain
YellowRiverdiversionirrigationarea,changemechanismofplantingyearswerestudied,andthescientific
basisforartificialgrasslandmanagementwasprovided.The18SrDNAhigh—throughputsequencingmethod
wasusedtoanalyzethecommunitycompositionandabundance,Alphadiversity,Betadiversityandthe
structureofthebacterialcommunityofMedicagosativa(1~6a)plantedintheYellowRiverirrigationarea
fordifferentyears.Thecompositionofthefungalcommunitywascorrelatedwiththesoilphysicalandchemi-
calfactorsrelevantanalysis.TheresultsshowedthatthedominantgenereoffungidetectedwereChaetomi-
um,Fusarium,Gibberella,Lectera,MonographEllaatthegenuslevel.Theresultsofdiversityanalysis
showedthattheabundanceanddiversityofsoilfungalflorareachedthehighestwhentheplantingtimewas5
years,andthesimilarityofspeciesdiversitycompositionreachedthehighestwhentheplantingtimewas2
yearsand3years.Withthechangeofplantingyears,thechangesofsoilfungalcommunitiesshowedatrend
offirstdecreasingandthenincreasing,andhadasignificantcorrelationwithsoilphysicalandchemicalprop-
erties.ThepHvalue,availablenitrogen,andorganiccarbonarethemainfactorsaffectingthecompositionof
Medicagosativafungalcommunity.
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  紫花苜蓿(Medicagosativa)属于多年生草本植物,
且这种植物的根系比较发达、抗盐碱、拥有较好的适应

能力、能够防风固沙、改良土壤等多种特性[1]。因其具

有高产量、高品质,可用于放牧、青贮饲料和干草的制备

等多种利用方式,因此将其作为牧草栽培中的优良品

种。紫花苜蓿是我国种植面积居首位的牧草,具有十分

重要的生态和经济效应。关于紫花苜蓿生长年限对土

壤理化性状和肥力研究均有报道,比如,有研究已证明,
生长年限对土壤理化性状和肥力均有影响,除pH值外

不同种植年限间有着一定的差异性[2-3],土壤中有机质

和全氮的含量随种植年限增加而增长,但其增长率会随

种植年限增加而下降,这表示其增幅具有一定的周期

性[4-5]。同时苜蓿地土壤中养分增长年限会因为区域

的不同而有所不同,在中国黄土高原地区,通常其土

壤有机质、全氮增长期表现在5~10a[6]。但是在一

些干旱地区,种植4a左右,土壤养分含量相对来说

比较高[7]。对“黑土滩”不同建植年限栽培草地的研

究则发现土壤养分变化表现为2a一个周期的变化

规律[8]。土壤养分增加幅度和周期受到土壤微生物

的调控,但是对苜蓿种植年限的土壤微生物群落结构

变化及演变规律与影响因素知之甚少。
微生物是整个土壤生态系统之中最为关键的分

解者,参与到了土壤碳氮养分循环的过程之中,是土

壤中肥力的重要活性因子[9-10]。真菌是土壤中微生

物的一个主要成分,大约占微生物总量的90%[11]。
而微生物量快速周转过程中逐步释放的供植物生长

的有效营养,主要受真菌菌群的调控。同时在植物有

机体分解的初期过程中,真菌是比较活跃的,因此真

菌在生态系统营养循环中具有关键作用[12]。在降雨

量只有200mm左右的引黄灌区,紫花苜蓿种植有着

得天独厚的优势,使其产量更高、品质更好,在这样的

水土条件下,微生物真菌的群落结构和功能与其他地

区有怎样的差异尚不清楚。因此,本研究从土壤微生

物中真菌多样性特征入手,通过不同种植年限苜蓿地

土壤肥力变化与真菌群落多样性变化之间的某种规

律,寻找影响土壤肥力的主要真菌菌群,为引黄灌区

紫花苜蓿连种提供一个稳定的土壤养分循环系统。
因其真菌的种类非常多,而且个体间的多态性不

是非常明显,因此采用传统的方法对真菌进行正确的

分类存在较大的困难[13]。本研究使用高通量测序的

方法对其土壤中的真菌多样性进行全面的分析。深

度测序的性能是高通量测序技术的优势[14],同时也

给微生物方面的研究提供了一定技术层面的便利。
本研究以宁夏贺兰山人工紫花苜蓿农场种植时间为

1~6a的紫花苜蓿地为研究对象,研究其土壤养分分

布特征,并使用18SrDNA扩增子测序技术分析土壤

中真菌结构及多样性特征。进而从土壤真菌群落变

化和养分动态变化等角度筛选探索最佳的牧草种植

期,并为西北地区紫花苜蓿土壤养分管理和大面积栽

培及高质量生产提供科学指导[15]。

1 研究区概况

研究区位于宁夏银川市贺兰山的人工苜蓿农场

(38°30'N,106°06'E),海拔高度为1135m,位于我国

西北内陆,是中温带干旱区[15]。昼夜温差较大,该地

区年平均气温8.4℃,年最低气温为-20℃,极端最高气

温为38℃,年平均降水量为189.9~216.1mm,年蒸发量

为2250.0mm左右。年平均日照时间为3075.5h,无霜

期为160d。人工苜蓿农场从2012年开始,每一年都

有新种植的同种苜蓿。

2 材料与方法

2.1 样品采集

本研究以种植年限为1~6a(2012—2017年)的紫

花苜蓿地为研究对象,苜蓿地的灌溉条件、灌溉制度、气
候降水及土壤类型一致,均为地形平坦的灌区土壤环

境,试验设置的6个不同年限处理中,每个处理设置3个

面积为30m×30m的重复,在每个重复样地使用土壤

钻按照5点混合法取0—20cm深度的土壤[15],每个土

样采集1份,在试验样地将一小部分装入经高压灭菌后

的冻存管,贴上标签,立即放入-4℃的保温箱。剩余样

品装入自封袋,并对其进行相应的标记。随后将土样

带回实验室,冻存管转移至-80℃冰箱保存,用于真

菌群落的测定。自封袋中的样品在实验室自然风干,
并将土壤中植物碎屑和细根等杂质剔除,按要求过筛

后用于测定土壤的各项理化指标。

2.2 土壤理化性质的测定

土壤的pH值、电导率是通过水土比2.5∶1的

悬液,用PHS-3C酸度计和便携式电导率仪测定。土

壤全氮采用elementer元素分析仪进行测定。采用

碱解扩散法对碱解氮进行测定。用重铬酸钾氧化—
外加热法测定土壤中的有机碳。全磷采用NaOH熔

融—钼锑抗比色法。速效磷是用NaHCO3浸提—钼

锑抗比色方法测定的[16]。最后采用SPSS19.0对土

壤理化数据进行方差分析和多重比较。

2.3 土壤基因组DNA提取及HiSeq测序

土壤在碾碎过80目筛后,第一步是先使用SDS
对样本中的DNA进行提取,然后使用琼脂糖凝胶电

泳测定样本中DNA的程度和浓度,取出一定量的样

品,然后将其置于离心管内,使用无菌水稀释样品至
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1ng/μl
[17]。以稀释后的基因组DNA为测序模板,根

据测序区域的选择,使用Barcode的特异引物528F和

706R,NewEnglandBiolabs公司的Phusion􀅹High-Fidel-
ityPCRMasterMixwithGCBuffer和高效高保真酶进

行PCR处理,确保扩增效率和准确性,之后通过HiSeq
2500PE250进行上机测序[18]。

2.4 生物信息学分析

下机数据通过预处理,将一些质量较低的reads
移除,然后将成对reads拼接成一条序列,为得到高

质量的reads,对tags两端的barcode序列及引物序

列进行去除,去除掉嵌合体以及短序列之后获得

cleantags。通过对经拼接过滤后的cleantags与物

种注释数据库比对来检测嵌合体序列,同时去除其中

的嵌合体序列[19],得到最终的EffectiveTags,对所

有样本的全部EffectiveTags进行聚类,默认以97%
的一致性(Identity)将序列聚类成为 OTU(Opera-
tionalTaxonomicUnits),同时依据其算法原则筛选

出OTU中出现频数最高的序列作为 OTUs的代表

序列,对OTU代表序列进行物种注释,使用 Qiime
软件(Version1.9.1)之中的blast方法[20]与 Unit数

据库对物种进行注释分析,而且对于每个分类水平:

kingdom(界),phylum(门),class(纲),order(目),

family(科),genus(属),species(种)进行分类统计,
统计其群落组成以及各个样本的丰度信息。

2.5 多样性分析

Alpha多样性分析是对单个样品中物种多样性

分析,基于OTU的结果,同时利用Qiime软件(Ver-
sion1.9.1)计算出菌群丰度指数(Chao1,ACE)和菌

群多样性指数的大小(Shannon,Simpson)[21];Beta
多样性是比较和分析不同样本的微生物群落构成。

同样是基于OTU的结果计算 Unifrac距离,之后使

用OTU 的丰度信息对 Unifrac距离进一步 构 建

WeightedUnifrac距离[22]。最后,通过多变量统计

学方法PCA主成分分析、PCoA主坐标分析和Beta
多样性指数组间的差异分析,从而发现不同样本(组)
之间的差异。

2.6 环境因子关联分析

研究环境因子与物种之间,环境因子与物种丰富

度(alpha多 样 性)之 间 的 相 关 性,目 前 常 用 的 有

Spearman 相 关 性 分 析 和 Manteltest 分 析。

Spearman相关性分析以Spearman相关系数作为量

度,Spearman相关系数又被叫做秩相关系数。其基

本原理也就是两变量所具有的秩次大小不同进行线

性分析,对于数据的原始变量分布没有进行要求,这
是一种非参数类型的分析办法,其适用范围比较广

泛;Manteltest是对两个矩阵相关关系的检验,总的

来说,它是两个不同总体之间的相关关系,多用于生

态学上,Manteltest用于计算环境因子和微生物群

落数据的相关性,是对两个矩阵相关关系的检验。

3 结果与分析

3.1 不同种植年限紫花苜蓿土壤基本理化指标分析

研究区pH 值在8.5~8.7,属于碱性土壤,第1
年和第6年存在显著差异,但相差数值仅为0.11,所
以长期种植苜蓿对土壤酸碱度影响很小。对苜蓿地

土壤样本进一步进行主要养分分析得到:电导率、有
效磷和全磷含量均无显著变化,有机碳、全氮和碱解

氮含量均呈先降后回升的趋势,且在第5年达到最

大,说明随着种植年限的增加,苜蓿地土壤养分变化

可能表现为循环往复的波浪式变化趋势(表1)。
表1 不同种植年限紫花苜蓿土壤理化指标

种植年限/a pH值
电导率(EC)/

(mS·cm-1)
有机碳(SOC)/

(g·kg-1)
全氮(TN)/

(g·kg-1)
碱解氮(AN)/

(mg·kg-1)
全磷(TP)/

(g·kg-1)
速效磷(AP)/

(mg·kg-1)

1 8.67±0.04a 166.41±2.40a 18.33±0.03a 0.13±0.02b 34.36±3.21a 0.33±0.13a 11.30±1.34a
2 8.56±0.04b 177.22±9.31a 18.73±0.74a 0.15±0.03b 21.46±4.49b 0.26±0.03a 11.58±2.11a
3 8.58±0.01ab 162.80±3.50a 17.43±1.16b 0.08±0.03c 25.01±5.02b 0.24±0.04a 14.15±4.81a
4 8.58±0.04ab 170.00±4.60a 16.65±0.37b 0.08±0.03c 26.08±4.93b 0.24±0.03a 10.91±1.13a
5 8.63±0.02a 163.58±2.37a 18.00±0.64a 0.22±0.02a 34.41±1.34a 0.28±0.01a 7.89±6.76a
6 8.56±0.02b 173.22±4.88a 18.34±0.29a 0.11±0.02bc 28.64±5.06ab 0.26±0.02a 11.18±0.95a

注:平均数±标准差(n=3),同列数据后小写字母不同表示差异达显著(p<0.05)。

3.2 紫花苜蓿土壤真菌OTU水平分析

为了准确地认知各样本 OTU聚类情况和注释

情况,对OTU聚类及注释结果进行了综合统计和分

析,其中TotalTags是每个样本的总Tags数目,用
于OTU 聚类等后续分析的有效数据;TaxonTags
是用于构建OTUs并且获得注释信息的Tags数目;

UnclassifiedTags指的是没有获得注释信息的Tags
数目;UniqueTags是频数为1,并且无法被聚类到

OTUs的Tags数目,所以不对其进行后续分析,详
细的统计数据如表2所示。在样本之中随机性的进

行抽取测序量的数据,对他们的物种数目进行统计

(也就是OTUs数目),将测序数据量和其对应的物
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种数来构建曲线,即稀释曲线,稀释曲线能够直观地

反映出测序数据量是否科学合理,同时能够间接地反

映出物种的丰富度,如图1所示,曲线倾向于平坦,表
明测序数据的科学合理,而更多的数据量只会产生少

量新的物种。
表2 不同种植年限苜蓿地OTU聚类和

注释情况统计

种植

年限/a
Totaltags TaxonTags UnclassifiedTags UniqueTags OTUs

1 48212 47400 443 369 432
2 55276 54337 662 277 375
3 55067 54019 733 316 421
4 61717 60335 1069 313 469
5 59370 57442 1509 419 548
6 53548 51729 1521 297 456

图1 土壤真菌稀释曲线分析

3.3 不同种植年限苜蓿地土壤真菌群落组成

图2和图3分别展示了6组样品,在纲水平和属

水平下丰度前10的真菌群落组成情况。在纲水平

上,鉴定的丰度前10的菌占了总数中的73%,其中

包括粪壳菌纲(Sordariomycetes)(44%)、座囊菌纲

(Dothideomycetes)(12%)、散囊菌纲(Eurotiomyce-
tes)(6%)、盘菌纲(Pezizomycetes)(3%)、丝足虫纲

(Incertae)(4%)为优势菌,所占比例高达69%,不同

菌随种植年限的的变化呈现不同的变化规律(图2)。
在属水平上,共鉴定出328个属,丰度前10的菌占总

数的27%,其中毛壳属(Chaetomium)(8%)、镰孢属

(Fusarium)(7%)、赤霉菌属Gibberella(4%)、Lect-
era(1%)、小画线壳属(Monographella)(1%),除毛

壳属随着种植年限的不同有较大变化外,其余菌属变

化都较为稳定(图3)。

3.4 不同种植年限苜蓿地土壤真菌生物多样性

3.4.1 单个样品Alpha多样性分析 对指示群落结

构改变的4个Alpha多样性指数Shannon,Simpson,

Chao1以及ACE指数展开组间差异性分析。表3结

果表明,Simpson指数随种植年限的不同并没有发生

显著性变化,Shannon,Chao1和ACE指数均在种植

时间为5a时达到最大,2a时达到最小,且差异达显

著水平,由此可知在种植时间为5a时,土壤真菌菌

群丰度和多样性均达到最高,变化规律从大到小依次

为5a>6a>1a>4a>3a>2a。

图2 不同种植年限苜蓿地土壤真菌群落相对

丰度前10真菌纲

图3 不同种植年限苜蓿地土壤真菌群落相对

丰度前10真菌属

表3 不同种植年限苜蓿地土壤真菌Alpha多样性指数

种植

年限/a
香农指数 辛普森指数 Chao1指数 ACE指数

1 5.52±0.61ab0.92±0.07a 425.32±44.88b 430.16±41.06b

2 4.4±0.86b 0.83±0.09a 374.34±19.24b 377.17±19.89b

3 4.52±1.55ab0.84±0.13a 421.88±111.36b 421.75±116.19b
4 5.38±0.93ab0.91±0.08a 460.7±49.36ab 472.2±50.53ab

5 6.09±0.32a 0.96±0.01a 550.88±44.14a 560.62±43.59a

6 5.65±0.39ab0.95±0.02a 446.72±51.79ab 461.34±60.98ab

注:平均数±标准差(n=3),同列数据后小写字母不同表示差异达显

著(p<0.05)。

3.4.2 复杂样品的真菌群落Beta多样性分析 Beta
多样性是指利用 WeightedUnifrac距离对两个样品

之间的相异系数进行衡量,其数值越小,表示两个样

本在物种多样性方面差异性越小。Beta多样性分析

表明,种植时间为1a和2a,3a和4a,2a和4a之

间的相异系数从大到小分别为0.554,0.489,0.482,
这3组样本物种多样性差异达到最大;而2a和3a,
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4a和5a,2a和5a之间相异系数从小到大分别为

0.26,0.298,0.364,因此可以得到种植时间为2a和

3a时,其物种多样性组成相似性最高(图4)。

图4 加权Unifrac的热图

3.5 土壤环境因子与真菌群落组成相关性分析

对属水平下真菌群落组成与土壤环境因子展开

Spearman相 关 性 分 析,结 果 表 明:pH 值、AN 和

SOC与一部分真菌间存在显著或极显著相关性。

pH与Gibellulopsis、链格孢属(Alternaria)具有极

显著正相关关系,与Lectera、小画线壳属(Monogra-
phella)具有显著负相关关系,与金孢子菌属(Chry-
sosporium)呈显著正相关关系;AN与Lectera 具有

极显著负相关关系,与木霉属(Trichoderma)呈显著

正相关关系,与金孢子菌属(Chrysosporium)呈显著

负相关关系;SOC与绿僵菌属(Metarhizium)、小画

线壳属(Monographella)、漆斑菌属(Myrothecium)
具有显著负相关关系。EC、TP和TN与个别属类存

在显著相关性(图5)。

图5 环境因子相关性分析热图

4 讨 论

土壤真菌数量大,种类多,是检测土壤质量变化

的重要指标,在评价土壤生态系统等功能方面具有重

要作用[23]。本研究通过对不同种植年限苜蓿地土壤

在纲水平和属水平下真菌群落组成中丰度占比前10
的菌类分析发现,粪壳菌纲、座囊菌纲、散囊菌纲、盘
菌纲、丝足虫纲为优势菌纲,毛壳属、镰孢属、赤霉菌

属、Lectera、小画线壳属为优势菌属。其中粪壳菌纲

占总纲类真菌的44%,而且随着种植年限的增加,没
有大的波动,粪壳菌是一种寄生在动物粪便上的真

菌,因此粪壳菌成为最具优势菌的原因可能是农田管

理过程中大量农家肥施入的结果,其他优势菌类随着

种植年限的增加,表现为先减小后增大的变化趋势,
这与土壤理化指标变化基本保持一致。在属水平下,
土壤真菌群落由于受pH 值,AN和SOC等理化因

子的影响,随着种植年限的增加,各菌属变化不再呈

现规律性变化。相关的研究显示,镰刀属、毛壳属和

木霉属在土壤中是常见的纤维素分解者[24],而本研

究发现毛壳属为6个样本中最具优势的真菌,占总菌

属的8%,因此毛壳属可能是影响苜蓿地土壤碳循环

的主要真菌菌属[25]。
土壤微生物群落多样性通常用多样性指数的大

小来分析,多样性指数越高则微生物群落多样性越

高[26]。本试验通过对指示群落结构变化的Alpha多

样性指数进行组间差异性分析,最终研究结果表明,

Simpson指数不受种植时间的影响,而Shannon指

数、Chao1指数和ACE指数表现出相同的变化规律,
即均在种植2a时达到最小,5a时达到最大,且差异

达显著水平,因此连种苜蓿会使土壤中真菌菌群的多

样性处于一个较高的水平,这与 Wal等[27]发现休耕

地土壤真菌多样性指数也处于较高水平的研究结果

保持一致,毕明丽[28]、孙倩[29]等研究结果也支持这

一结论。Beta多样性分析结果显示,随着种植年限

的增加,土壤真菌多样性变化表现为由变幅较大到逐

渐趋于平稳的趋势,各种植年限间相异系数可反映这

一变化规律。
已有研究表明,土壤真菌多样性和群落组成受多种

因素影响,土壤环境是其中一个重要因素[30-31],因此对

属水平下真菌群落组成与土壤环境因子进行Spearman
相关性分析,有助于探索影响不同种植年限苜蓿地土壤

真菌群落结构及多样性的主要影响因子。结果表明土

壤pH值,AN和SOC与一部分真菌间存在显著或极

显著相关性,EC、TP和TN与个别真菌存在显著相

关性,AP与所有真菌不具有相关性。Liu等[32]研究

发现,速效磷对土壤真菌群落结构具有较大影响,且
施磷肥会提高土壤真菌多样性[33],而本研究中,速效

磷变化范围为7.89~14.15,随着种植年限的增加未

发生显著性变化,因此未能体现影响程度。Beare
等[34]提出免耕少耕能增加真菌菌群的多样性,增加

不稳定碳的固定积累,进而影响土壤有机碳含量,这
与本研究Spearman相关性分析结果一致。本研究

中pH值随着种植年限的变化第1年与第6年存在
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显著性变化,且pH值与真菌属水平下存在显著或极

显著相关性,这与韩世忠等[35]研究发现土壤pH 值

会对真菌群落结构组成造成影响的结果一致。

5 结 论

毛壳属、镰孢属、赤霉菌属、Lectera、小画线壳属

这是在不同的种植年限苜蓿地土壤中的优势菌群,随
着种植年限的增加并无显著性变化;多样性指数分析

结果显示,土壤中的养分以及真菌群落组成和丰度都

在种植5a的时间达到峰值;Simpson指数随种植年

限的增加无显著性变化;种植时间为1~6a的苜蓿

地土壤真菌的多样性组成相似度较低,土壤pH 值、
速效氮和有机碳是影响真菌群落组成及多样性的主

要环境因子。
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