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摘  要：【目的】高通量测序技术对研究环境样品中微生物群落组成具有很大的应用价值。土

壤微生物群落结构和多样性及其变化在一定程度上反映了土壤的质量。旨在从微生物群落结构

的角度阐述环保肥料增效剂对马铃薯根际土壤主要真菌类群结构的影响。【方法】通过高通量

测序结果对比分析应用增效剂前后马铃薯根际真菌宏基因组 ITS1 区，并依据 RDP 中设置的分

类阈值对序列进行物种分类。【结果】测序结果经过质量控制，共获得有效条带 437 375 条，依

据 97%的序列相似性做聚类分析，获得全部样品的可分类操作单元(OTUs)共 633 个。子囊菌的

总体数量在所有样品中最多(相对丰度在 56.95%−97.23%之间)，且处理后呈增加趋势(HY除外)，

而担子菌门数量在处理后呈下降的趋势。基于真菌 ITS1 高通量测序结果获得的 α 指数显示，

样品内部处理和对照之间真菌物种多样性有差别。基于真菌 ITS1 高通量测序获得的 β 指数显

示，处理组与对照组的真菌多样性之间没有差别，这表明真菌多样性之间的差异更多地取决于

样品采集地点。【结论】土壤特性是影响真菌种群的重要因素之一，环保肥料增效剂显著改善

了土壤真菌的种群结构。 
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Abstract: [Objective] The structure and diversity of soil microbial community and their changes 
reflect the quality of soil. To study the effects of a fertilizer synergist, we analyzed fungal 
communities from potato rhizosphere soil. [Methods] We used high throughput sequencing 
technology to sequence the fungi metagenomic DNA of the fungal internal transcribed spacer 1 (ITS 
1) in the roots of potatoes. With the aid of RDP classifier, all rhizosphere soil fungi were identified 
from the reads of OTUs. [Results] Sequencing data suggested that after the quality control,      
437 375 reads were remained. Cluster similarity analysis was performed with threshold of 97% 
sequence similarity, yielding 633 OTUs from the 12 samples. Phylogenetic analysis showed that 
Ascomycota were predominant in all samples (relative abundance from 56.95% to 97.23%). 
Ascomycota in all samples but Haiyuan with Novel Fertilizer Synergist increased. However, 
Basidiomycota decreased. Alpha diversity analysis showed that the fungal community diversity of 
the rhizosphere soil in the same site was different after fertilizer synergist application. however, in 
beta diversity analysis, no significant differences were observed with respect to fungal community 
composition, which could be attributed to the discrepancy in soil properties from different sampling 
sites. [Conclusion] Soil characteristics are one of the important factors in explaining the variation of 
microbial diversity. Fungal communities could be greatly changed by using Novel Fertilizer 
Synergist. 

Keywords: High throughput sequencing, Novel fertilizer synergist, Rhizosphere soil, Fungal 
community diversity 

土壤微生物是一个庞大的类群，很大程度上会

影响土壤与植物相互作用的过程，对土壤的形成发

育、物质循环和肥力演变都具有重要意义[1-2]。它们

不仅是土壤的重要组成部分，更是土壤养分循环的

主要推动者，其群落的变化在一定程度上可以反映

土壤质量的变化趋势[3-4]，土壤微生物，特别是根际

微生物作为植物和土壤之间关键的联系媒介，对植

物的生长发育起到了重要作用[5]。 

高通量测序作为第二代测序技术[6]，能够一次

并行对几百万到上千万条的 DNA 序列分别进行测

序，对于研究环境样品中微生物群落组成具有很大

的应用价值。目前高通量测序技术的发展实现了大

规模直接测序[7]，在水环境及土壤微生物群落研究

领域已得到广泛应用[8-11]，揭示了深海、土壤等复

杂环境中的微生物多样性，有助于准确分析环境中

微生物的组成和分布[12]，测序的结果能够更加深入

地了解微生物群落组分在科、属和 OTU 水平上的

变化[13-14]。 

目前，长期施肥对土壤理化和生物学性质的影

响已有大量报道[15]。土壤群落生态研究发现，长期

施用化肥使土壤板结，抑制根系生长、降低水肥利

用效率。本课题组研发的新型环保肥料增效剂是能
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够显著提高肥料利用率，促进作物增产[16-17]。本文

通过分析对照和处理土壤样品中微生物结构的变

化，了解增效剂对马铃薯根际土壤主要微生物类群

结构的影响，揭示增效剂的作用机理，为保持农业

生产的长期可持续发展积累资料。 

1  材料与方法 

1.1  土壤特性及样品采集 

试验分别位于宁夏境内西吉(东经 105.70°，北

纬 35.97°)、固原(东经 106.28°，北纬 36.01°)、海原

(东经 105.64°，北纬 36.56°)、隆德(东经 106.11°，

北纬 35.63°)、彭阳(东经 106.65°，北纬 35.85°)等    

5 个县的 6 块马铃薯试验田，土壤类型均为黑垆土。

各试验点土壤基本性质如表 1 所示。 

各试验田土壤样品分为对照与处理两组，对照

组为底肥中无增效剂，处理组为底肥中添加 10%增

效剂。在 2015 年 4 月，底肥随马铃薯播种施入大

田。样品于 2015 年 9 月进行随机采集，每两个采

集地点间距离大于 10 m。样品采挖后装入干净塑料

袋，编号标记，放入保温箱中带回实验室备用。肥

料增效剂由中国科学院微生物研究所提供。 

1.2  土壤样品总 DNA 提取与测序 

土壤样品总 DNA 提取方法见文献[18]；对 DNA

样品进行检测，合格后用于构建文库。以各样品总

DNA 为模板，进行融合引物 PCR。PCR 扩增引物

为扩增真菌 ITS1 区的特异性引物。采用 Illumina 

MiSeq 2×300 测序平台对 PCR 扩增产物进行双端测

序分析。测序委托华大基因公司完成。 

1.3  数据统计 

对原始数据进行处理过滤。具体步骤包括 4 个

部分，首先采取按窗口去低质量的方法，具体操作

如下：设置 25 bp 为窗口长度，如果窗口平均质量

值低于 20，从窗口开始截除 Read 末端序列，移除

最终 Read 长度低于原始 Read 长度 75%的 Reads；

其次去除接头污染 Reads (默认 Adapter 序列与 Read

序列有 15 bp 的 Overlap，设置为 15 bp，允许错配

数为 3)；接着去除含 N 的 Reads；最后去除低复杂

度 Reads (默认 Reads 中某个碱基连续出现的长   

度≥10，设置 10 bp)。 

1.4  OTU 聚类及 RDP 分类   

序 列 拼 接 使 用 软 件 FLASH[2] (Fast length 

adjustment of short reads，v1.2.11)，根据质量控制所

得的优质序列，将多条序列按其序列间的距离根据

UPARSE 软件在 97%相似度下进行聚类，得到 OTU 

(Operational taxonomic unit)的代表序列；通过 RDP 

classifer (v2.2)软件，将 OTU 代表序列与数据库比

对，并进行物种注释，置信度阈值设置为 0.8。 

1.5  群落组成分析 

对各样品中的菌群进行分类。OTU 丰度代表对

应样品的物种丰富程度[19-21]，并构建稀释曲线[22]。

在形成的 OTU 聚类结果基础上，对样品进行 Alpha

多样性分析，采用软件计算样本的丰富度指数、辛

普森指数(Simpson)、香农指数(Shannon)、Chao1 指

数、ACE 指数来衡量样本的物种多样性。其中群落 

 

表 1  各试验点土壤基本性质 
Table 1  Properties of basic soils in different experimental sites 

土壤基本性质 

Properties of basic soils 

固原 

GY 

海原 

HY 

隆德 

LD 

彭阳 

PY 

西吉新营原种地 

XJXY 

西吉新营原原种地

XJXYY 
pH 6.88 5.92 6.45 6.01 5.37 5.84 

Organic matter (g/kg) 49.36 29.30 32.31 37.30 28.07 27.85 

Total nitrogen (g/kg) 1.52 1.14 1.24 1.48 1.57 1.12 

Alkali hydrolyzable nitrogen (mg/kg) 137.60 107.40 117.60 125.70 143.10 101.80 

Available phosphorus (mg/kg) 121.46 80.93 57.25 90.72 113.27 79.77 

Available potassium (mg/kg) 85.79 50.20 67.43 97.42 139.54 153.20 
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丰富度用 Chao1 指数描述，数值越高表明群落物种

的丰富度越高。香农指数可以反映样品的多样性程

度，数值越高表明群落物种(程度)种类越丰富。根

据分类学分析结果，绘制样品菌群分布条形图，比

较样品间的菌群组成差异。 

2  结果与分析 

2.1  样品采集 

共在 6 组平行处理小区采集 36 份土壤样品，

分别对同一地点的 3 个不同样品进行混合，得到   

12 个样品，其中 6 个为增效剂处理后的样品，另外

6 个为相应的对照。分别标记为固原(对照：GYD，

处理：GYC)，西吉新营原种地(对照：XJXYD，处

理：XJXYC)，西吉新营原原种地(对照：XJXYYD，

处理：XJXYYC)，海原(对照：HYD，处理：HYC)；

隆德(对照：LDD，处理：LDC)以及彭阳(对照：PYD，

处理：PYC)。 

2.2  序列质量控制 

12 个样品共获得原始 Reads 683 188 条，质量

控制后共获得优质序列 437 375 条 Tags，全部序列

长度均大于 220 bp (X=233 bp)。 

2.3  OTU 聚类及 RDP 分类 

质控后的序列，依据 97%的序列相似性获得的可

分类操作单元(OTUs) 633 个。各样品获得的 OTUs 数

目见表 2。RDP 分类全部 OTUs 可划分为 5 个门，     

9 纲，17 目，18 科，32 属(Others<0.5%除外)。稀释

曲线(Rarefaction curve)反映了样品的取样深度，可以

用来评价测序量是否足以覆盖所有类群。真菌丰富度

稀释曲线(图 1)显示，随着测序量的不断增大，各样

品 OTUs 数目的增加趋于平缓，达到饱和，在 97%相

似水平上计算样品测序的覆盖度，结果表明，所有样

本文库的覆盖率在 99.89%−99.93%之间，说明取样合

理，真实环境中真菌群落结构的置信度高，能够真实

地反映土壤样本的真菌群落。 

2.4  OTU 组成分析 

OTU 组成分析发现增效剂处理后真菌菌群的

种类发生了明显甚至显著的变化。在海原采集的样

品中，对照和处理共有的种群为 98 个，对照独有

的为 25 个，处理土壤中独有的为 116 个；在彭阳

样品中，对照和处理共有的种群为 127 个，对照独

有的为 124 个，处理样中独有的为 50 个。在隆德

的样品中，对照和处理共有的种群为 178 个，对照

独有的为 58 个，处理土壤中独有的为 61 个；在西

吉原种的样品中，对照和处理共有的种群为 135 个，

对照独有的为 46 个，处理土壤中独有的为 106 个；

在西吉原原种的样品中，对照和处理共有的种群为 

 

表 2  各样品的 α多样性 
Table 2  Alpha diversity index of all samples 

样品名称 

Sample name 

Tag 数量 

Tag number 

OTU 数量 

OTUs 

Chao1 指数 

Chao1 index 
ACE 

Shannon 指数

Shannon index

Simpson 指数 

Simpson index 

覆盖率 

Good’s coverage (%)
GYC 36 185 204 225.136 4 230.439 9 3.338 551 0.084 343 99.91 

GYD 36 118 154 189.062 5 182.992 6 2.346 979 0.179 431 99.91 

HYC 34 972 214 226.545 5 226.723 6 3.497 862 0.050 047 99.93 

HYD 32 579 123 143.312 5 145.090 9 1.063 408 0.650 133 99.92 

LDC 35 037 239 253.040 0 254.785 2 3.895 613 0.032 111 99.92 

LDD 34 990 236 248.500 0 251.259 0 3.849 484 0.034 460 99.92 

PYC 37 148 177 204.333 3 212.371 8 2.400 018 0.171 572 99.89 

PYD 32 227 251 262.000 0 261.465 9 3.713 866 0.048 454 99.93 

XJXYC 34 342 241 263.037 0 263.093 6 3.605 165 0.052 157 99.90 

XJXYD 23 257 181 196.789 5 197.284 8 3.584 455 0.044 325 99.89 

XJXYYC 34 724 182 193.040 0 197.433 3 3.043 725 0.087 936 99.93 

XJXYYD 26 690 192 208.235 3 204.533 0 3.558 935 0.050 889 99.91 
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图 1  相似度为 0.97 条件下各土壤样品的稀释曲线 
Figure 1  Rarefaction curves of soil samples at cut off level 
of 3% 
 

89 个，对照独有的为 103 个，处理土壤中独有的为

93 个；在固原的样品中，对照和处理共有的种群为

122 个，对照独有的为 32 个，处理土壤中独有的为

82 个。 

主成分分析(Principal component analysis，PCA)

是一种分析和简化数据集的技术，常用于减少数据

集的维数，同时保持数据集中的对方差贡献最大的

特征。这是通过保留低阶主成分，忽略高阶主成分

做到的。这样低阶成分往往能够保留住数据的最重

要方面。通过分析不同样品 OTU (97%相似性)组成

可以反映样品的差异和距离。 

根据 OTU 在每个样品的丰度文件计算出样品

的相对丰度，利用这个丰度信息进行 OTU 的 PCA

分析。通过 R (v3.1.1)语言中 ade4 包进行统计与作

图。从图 2 可以看出，应用增效剂同一地点的处理

与对照样品间 OTU 丰度组成发生了变化。 

2.5  不同分类地位的分布 

在门、科及属 3 个层次上对 12 个样品进行群

落 组 成 分 析 。 除 去 未 鉴 定 出 的 真 菌 外 ，

Chytridiomycota 门只出现在西吉新营原原种样品

中。Ascomycota、Basidiomycota、Glomeromycota、

Zygomycota 四个门类群在所有样品中都有分布。各

样本在门水平上的真菌类群分布及相对丰度见  

图 3。子囊菌的总体数量在所有样品中最多(相对丰

度在 56.95%−97.23%之间)，且经增效剂处理后呈增

加趋势(海原除外，图 4A)，担子菌门处理后呈下降

的趋势(海原除外，图 4B)。Glomeromycota 门的数

量最少，不超过样品的 0.49%。 

 
 

 
 
 

图 2  基于 OTU 丰度的 PCA 分析(按 Description 分组) 
Figure 2  PCA analysis based on OTU abundance 
(grouped by description) 

 

 

 
 
 

图 3  真菌门级分类单元在各样品中分布 
Figure 3  Distribution of fungi in each soil sample at 
phylum level  
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图 4  土壤子囊菌门(A)和担子菌门(B)微生物相对丰度 
Figure 4  The relative abundances of different phyla in 
Ascomycota (A) and Basidiomycota (B)  
注：D：对照；C：增效剂处理. 

Note: D: Control; C: Treat. 
 

在科水平上，不同地点的样品处理与对照比，

高产纤维素降解酶的毛球壳科(Lasiosphaeriaceae)

的相对数量均不同程度增加(彭阳除外)；散孢盘菌

(Thelebolaceae)也呈现大幅度增加的趋势(西吉新营

原原除外)。然而在固原处理样品中，丛赤壳科

(Nectricaceae)菌数显著增加；能产生脂肪酸等有机

化合物的被毛霉科(Mortierellaceae)也明显增加；火

丝菌科(Pyronemataceae)的数量更是大幅度增加。但

其他地点的样品中，处理与对照之间的变化与固原

样并不一致。 

使用增效剂后根际微生物真菌群落在属的水

平上也同样存在着变化，不仅在数量上，也体现在

多样性上(图 5)。6 个样品中频繁出现的主要有    

32 个属(除去未分类的和 Others<0.5%)，其中，处

理土样中 Mortierella 及 Alternariade 属的相对含量

均大于 9% (西吉新营原除外)，是优势的真菌群落。

处理与对照相比，Tetracladium (Fungi，Ascomycota，

Leotiomycetes，Helotiales，Incertae_sedis 螺旋藻；

Tetracladium， 彭 阳 除 外 ) 和 Thelebolus (Fungi ，

Ascomycota ， Leotiomycetes ， Thelebolales ，

Thelebolaceae，Thelebolus，西吉新营原原除外)的

菌群数量均增加了。 

 

 
 

图 5  真菌属级分类单元在各样品中分布 
Figure 5   Distribution of fungi in each soil sample at genus level 
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2.6  多样性分析 

表 2 数据显示，6 组样品的聚类数目特点不同。

固原、海原、西吉新营原种样品中，处理土样中真

菌菌群数量明显增多，都大于 30%；而隆德和西吉

新营原原种土样处理前后种类数目变化不明显；只

有彭阳处理样中真菌类型的数目降低了 30%左右。

基于真菌 ITS1 高通量测序结果获得的 α 指数显示，

样品内部处理和对照之间真菌物种多样性有差别，

无明显规律可循。而基于真菌 ITS1 高通量测序获

得的 β 指数显示，处理组与对照组的真菌多样性之

间没有差别，真菌多样性之间的差异更多地取决于

样品采集地点。 

通过 Chaol 指数和 ACE 指数来评估微生物物种

的丰富度，两种指数结果一致表明，真菌物种丰富

度在对照和处理之间发生了变化。有的变化大，有

的变化不太明显。通过香农指数(Shannon index)对微

生物的多样性进行评估，除彭阳和西吉新营原原种

样品之外，处理与对照相比真菌物种多样性均有不

同程度地增加。固原、海原和隆德三地环保肥料增

效剂处理的土壤样品辛普森指数较对照显著降低，

说明处理后菌群均匀度降低，可能出现了优势菌群。 

3  讨论 

目前，利用高通量测序技术研究植物和环境中

真菌的群落结构及多样性趋势，呈现逐渐上升的势

头[6]。MiSeq 测序数据能够覆盖土壤大多数真菌的

ITS1 序列，该技术适用于环境真菌群落结构的研 

究[11]。本研究采用基于真核生物高变区的高通量测

序技术，初步探讨了肥料增效剂处理后马铃薯根际

真菌群落组成及多样性变化。研究结果为揭示环保

肥料增效剂调节马铃薯根际微生物的机理提供了

理论依据。通过对高变区 ITS1 的测序，分析了宁

夏五个县 6 个采样地点 12 个样品增效剂处理后马铃

薯根际真菌群落结构的变化。测序共获得 437 375 条

高质量的序列。依据 97%的序列相似性作聚类分析，

获得全部样品的可分类操作单元(OTUs)共 633 个。

通过 RDP 数据库进行比对，进一步划分为 5 个门

类群。所有样品中子囊菌的总体数量最多(相对丰度

在 56.95%−97.23%之间)，除海原县样品外处理后呈

增加趋势，担子菌门处理后呈下降的趋势。海原处

理后真菌菌群变化与其他地区不一致的原因有待

于进一步探究。 

基于真菌 ITS1 高通量测序结果获得的 α 指数

显示，样品内部处理和对照之间真菌物种多样性有

差别，无规律可循。而基于真菌 ITS1 高通量测序

获得的 β 指数显示，处理组与对照组的真菌多样性

之间没有差别，推测真菌多样性之间的差异更多地

取决于样品采集地点。由于土壤取自 5 个县，每个

地点土壤成分差别比较大，因此造成微生物群落差

异显著。分析发现，增效剂可以有效地调整微生物

群落结构。 

丰度值较大的优势种真菌可能在与宿主植物

相互作用中扮演着重要的角色。据报道子囊菌门中

丛赤壳科(Nectricaceae)菌多属菌生真菌，可以寄生

病原真菌。处理后该类菌群数量显著增加，可能具

有抑制病原真菌的功能[23]。担子菌中包含有黑粉

菌、柄绣菌等植物病害菌[24]，处理后该类菌群数量

呈下降的趋势(海原除外)，可能会对植物生长有益。 

不同土壤因其酸碱度、水分含量、有机质含量

及成土母质的不同，其微生物种类和数量也各不相

同[3]。土壤特性是影响真菌种群的重要因素之一。

实验结果表明增效剂显著改变了土壤真菌的种群

结构，表现出明显的趋势。但是有些微生物类群在

不同的土样中，变化并不一致。土壤微生物是个复

杂的类群，是微生物种群协同作用的结果，很难从

单一或某几个种群的变化来解释增效剂的作用，还

需要对同一地点土壤微生物群落的变化进行连续

地考察，来分析肥料增效剂在土壤改良方面的效

果，进一步揭示其可能的作用机理。 

致谢：感谢中国科学院微生物研究所戴欣博士对实

验数据分析方面给予的悉心指导。 
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