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长期施用磷肥对稻Ｇ油轮作土壤磷组分
及微生物多样性的影响

陈凤１,２,王晓双１,２,甘国渝２,３,李燕丽１,２,邹家龙４,李继福２,３

１．湿地生态与农业利用教育部工程研究中心,荆州４３４０２５;２．长江大学农学院,荆州４３４０２５;

３．农业农村部废弃物肥料化利用重点实验室,武汉４３００７０;４．荆州市荆州区农业技术推广中心,荆州４３４０２５

摘要　采用田间定位试验(始于２０１１年)研究施用磷肥对稻Ｇ油轮作土壤磷组分及微生物多样性的影响.
试验设置 NK(－P)和 NPK(＋P)２个处理,按０~１０、１０~２０、２０~３０和３０~４０cm 土层进行采样和分析.各土

层有效磷、全磷和有机磷含量按常规方法测定;土壤无机磷组分采用化学连续提取法测定,并利用IlluminaＧ
MiSeqPE２５０平台进行表层土壤(０~１０cm)微生物高通量测序.结果显示:与对照(－P处理)相比,长期施用

磷肥(＋P处理)能显著增加各土层总磷、无机磷和有效磷含量,而有机磷含量处理间差异不明显.从土层有效

磷含量来看,施用磷肥可显著增加０~１０cm 和１０~２０cm 两个土层磷含量;对于２０~３０cm 和３０~４０cm 土层

的影响效果不显著.与对照相比,长期施用磷肥会降低细菌和真菌菌群的 Alpha多样性,菌群群落结构发生明

显改变.在细菌门水平上,绿弯菌门、酸杆菌门和变形菌门为优势菌门,磷肥施用后表层土壤绿弯菌门和酸杆菌

门相对丰度增加,而变形菌门相对丰度降低.在真菌门水平上,担子菌门和子囊菌门为优势菌门,磷肥施用后表

层土壤子囊菌门相对丰度降低,而担子菌门相对丰度增加.与对照相比,磷肥施用虽然引起耕层土壤中细菌和

真菌数量在各分类单元显著降低,但从属分类水平来看,优势菌群的相对丰度也随之降低.冗余分析结果表明

铝磷、铁磷含量与表层土壤优势细菌和真菌的丰度密切相关.可见,长期磷素亏缺会诱导微生物数量增加以活

化土壤养分,而充足的磷肥供应则能够满足作物养分需求,维持土壤微生物群落动态平衡.因此,有必要就整个

轮作系统磷肥施用进行优化,促进土壤磷素活化和释放,从而减少磷肥用量,提高其吸收利用率.
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　　植物的生长发育需要各种营养元素,而磷素作

为大量营养元素,对植物的生长和籽粒形成极为重

要.由于土壤风化强度大,南方稻田有效磷含量低,
使得缺磷现象较为普遍[１],因而磷肥投入就显得尤

为重要.随着磷肥长期施用,土壤缺磷现象得到明

显遏制和改善.施用磷肥对农作物的生长发育起着

决定性作用.磷素通过复杂的地球生物化学过程,
以各种形态存在于土壤颗粒和溶液中,磷的不同存

在形态影响着土壤磷素的生物有效性[２].土壤溶液

中无机磷酸盐可被植物根系直接吸收利用,而磷酸

铁铝和闭蓄态磷难以被直接利用[３].外源磷肥投入

是影响土壤磷形态和转化的重要驱动因子.黄晶[４]

对长江流域水稻土磷素肥力与施用磷肥效果的研究

发现长期施用磷肥后土壤全磷、有效磷含量呈增加

趋势.王海龙等[５]对小麦Ｇ玉米轮作７年连续观测

发现不施肥处理土壤全磷含量处于耗竭状态,作物

根系难以获取足够的磷素营养,随着施磷量的增加,
土壤全磷含量和有效磷含量显著增加.同时,土壤

类型差异也会对土壤磷含量和细菌群落多样性产生

影响[６].此外,在林地方面的研究表明,海拔高度通

过影响土壤有机质含量显著改变微生物的群落结

构,从而影响土壤磷的活化和循环[７].
土壤磷组分含量不仅与土壤理化性质有关,还

受到土壤微生物群落结构和功能的影响[８Ｇ９].尤其

是磷相关的土壤微生物参与各形态磷的生物地球化

学演变,在维持生态系统稳定性和多样性方面发挥

着关键作用.当前,施用磷肥对微生物群落组成结

构和多样性影响的研究还没有明确结论.现有研究



结果表明增加磷肥投入可显著提高土壤有效磷含

量,进而改变土壤细菌和真菌群落组成,提高有益微

生物的 相 对 丰 度 并 使 其 成 为 优 势 菌 群[１０].Hu
等[１１]对砂壤土的研究表明,平衡施肥显著提高土壤

微生物生物量和功能多样性.然而,Shi等[１２]发现

经过１７a梯度磷肥(０、１７．５和３５kg/hm２)施用后,
土壤细菌群落结构并未发生显著改变.可见,基于

不同的试验条件,获得的研究结果也存在一定差异,
其原因可能是土壤类型、施肥量,尤其土壤本底值

(有效磷含量)不同所致.为此,本研究选择低磷供

应水稻土为研究对象,探究低磷水平下,施用磷肥对

土壤磷组分及其含量的影响,同时明确磷组分与微

生物多样性之间的关系,以期为水旱轮作区磷肥科

学施用和土壤健康提供科学依据.

1　材料与方法

1.1　试验设计

长期定位田间试验地位于湖北省荆州市荆州区川

店镇李场村(３０°３３′２４″N,１１２°４′５６″E,海拔５２m),为河

流冲积物发育形成的水稻土.２０１１年水稻季开始进行

肥效田间试验,采用一年两熟的水稻Ｇ冬油菜轮作制度.
试验前,耕层(０~２０cm)土壤基本理化性质为pH６．４、
全氮含量０．６g/kg、碱解氮含量２７５．３mg/kg、有机质含

量２８．８g/kg、有效磷含量４．４４mg/kg、速效钾含量９６．６
mg/kg和缓效钾含量为５２８．２mg/kg[１３].本研究设置

２个处理,即﹙１﹚NK(－P)和(２)NPK(＋P)处理,各处理

３次重复,小区面积２０m２,采用完全随机区组排列.
除处理(１)不施磷肥外,作物每季养分施用量均按当地

推荐用量,即:N１８０kg/hm２、P２O５９０kg/hm２和 K２O
１２０kg/hm２,其中油菜季补施硼肥１５kg/hm２.肥料种

类为尿素(４６％ N)、过磷酸钙(１２％ P２O５)、氯化钾

(６０％ K２O)和硼砂(１１％ B).具体用量和施用方法

为:水稻季分３次施用氮肥,比例为基肥∶蘖肥∶穗

肥＝２∶１∶１;磷肥和钾肥在水稻移栽前一次性基

施.冬油菜季分３次施用氮肥,比例为基肥∶越冬

肥∶蕾薹肥＝３∶１∶１;磷肥、钾肥和硼肥在油菜移

栽前一次性基施[１４],其他田间管理均按当地最优方

式进行.
1.2　土壤磷组分划分与测定

２０１９年５月冬油菜收获后,按照S型采样法采

集各小区０~１０、１０~２０、２０~３０和３０~４０cm 土层

样品,混匀后按“四分法”取１kg带回实验室,风干

备用.土壤有效磷、全磷、有机磷按常规分析方法进

行测定;采用化学连续提取法测定土壤样品中各种

形态无机磷含量[１５],土壤无机磷分铝磷(AlＧP)、铁
磷(FeＧP)、闭蓄态磷(OＧP)和钙磷(CaＧP)４组.
1.3　土壤 DNA 提取及高通量测序

油菜收获时,采用强力土壤 DNA 分离试剂盒

(MoBioLaboratories,Carlsbad,CA,USA)对表层

(０~１０cm)鲜土进行DNA的提取.先将表层３cm
土壤剔除避免腐解物、杂质等干扰,然后采集３~１０
cm土样,每个样品做３次重复.采用１．２％琼脂糖

凝胶检测样品 DNA 的长度和完整性,利用 NanoＧ
Drop紫外分光光度计(ThermoScientific,NC２０００)
检测DNA的浓度和纯度.用无菌水将 DNA 稀释

至１ng/μL,以稀释后的基因组 DNA 为模板,根据

测序区域的选择,使用带 Barcode的特异引物对细

菌１６SrRNAV３ＧV４和真菌１８SrRNAITS１区域

进行扩增.对应引物:１６SV３ＧV４区引物(３３８F:５′Ｇ
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGＧ３′;８０６R:５′ＧGGACＧ
TACHVGGGTWTCTAATＧ３′)和 １８SITS１ 区 引 物

(１７３７F: ５′ＧGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGＧ３′;

２０４３R:５′ＧGCTGCGTTCTTCATCGATGCＧ３′).目 标

条带胶回收纯化后进行文库构建,利用IlluminaＧ
MiSeqPE２５０二代测序平台(上海派诺森生物科技

股份有限公司)进行测序.
1.4　数据处理

测序原始数据去除引物接头序列及各样本低质

量的碱基后进行拼接处理,得到每个样本的有效序

列数据库.之后,以９７％为划定阈值,对１６S和１８S
序列 进 行 可 操 作 分 类 单 元(operationaltaxonomic
unit,OTU)划分.采用 QIIME软件,调用 UCLUST
序列比对工具按９７％的序列相似度进行聚类,并选

取每个 OTU 度最高的序列作为该 OUT的代表序

列.针对细菌１６SrRNA和真菌１８SrRNA分别采用

Greengenes数据库和Silva数据库作为 OUT 分类

地位鉴定的模板序列.
试验数据均采用 MSExcel２０１６进行处理和作

图,LSD法检验P＝０．０５水平的差异显著性.利用

R软件vegan工具包以主要优势微生物群落相对丰

度作为响应变量、土壤０~１０cm 土层磷形态及无机

磷组分含量作为解释变量进行冗余分析.

2　结果与分析

2.1　施用磷肥对土壤磷形态的影响

表１显示长期施用磷肥可不同程度地改变土壤

各形态磷含量.对照(－P)０~１０、１０~２０、２０~３０
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和３０~４０cm 土层的总磷含量分别为５９３．４、４９５．８、

４０６．１和２７２．８mg/kg,施用磷肥(＋P)后,各土层总

磷含量分别增加２１３．１、２０６．０、３４．６和１５．４mg/kg,
增幅依次分别为３５．９％、４１．５％、８．５％和５．６％.同

样,对于土壤无机磷含量,对照组０~１０、１０~２０、

２０~３０ 和 ３０~４０cm 土 层 无 机 磷 含 量 分 别 为

４３９．８、３８５．７、３１０．９和２４５．２mg/kg;施用磷肥后各

土层无机磷含量分别增加２０９．９、１８３．２、３５．１和１１．３
mg/kg,增幅分别为４７．７％、４７．５％、１１．３％和４．６％.
对照组０~１０、１０~２０、２０~３０和３０~４０cm 土层有

效磷含量分别为３．７、２．９、３．７和３．３mg/kg,长期施

入含磷肥料后,各土层有效磷含量分别增加３．３、

３．１、１．６和１．７mg/kg,增幅分别为９０．３％、１０７．４％、

４４．４％和５０．１％.对土壤有机磷含量进行分析发

现,对照组０~１０、１０~２０、２０~３０和３０~４０cm 土

层有机磷含量分别为 １５３．６、１１０．１、９５．２ 和 ２７．６
mg/kg,通过施用磷肥后,各土层有机磷含量分别增

加３．３、２２．８、－０．５和４．２ mg/kg,增幅为２．２％、

２０．７％、－０．５％和１４．９％,表明长期施用磷肥下各

土层有机磷变化规律不明显,且２０~３０cm 土层有

机磷含量有减少趋势.
从表１可知,对照组和处理组中各磷形态变化

明显.土壤各形态磷含量不仅受到施肥影响还与耕

作深度有关.长期施用磷肥可显著提高０~１０cm
表１　不同处理有机磷、无机磷、总磷和有效磷含量

Table１　ContentsoforganicP,inorganicP,totalPandavailablePwithdifferenttreatments

处理

Treatments

总磷/
(mg/kg)
TotalP

有机磷 OrganicP
含量/(mg/kg)

Content
占比/％
Ratio

无机磷InorganicP
含量/(mg/kg)

Content
占比/％
Ratio

有效磷/
(mg/kg)

AvailableP

－P

０~１０cm ５９３．４±３９．３c １５３．６±５．９a ２５．９±４．８a ４３９．８±４６．０c ７４．１±４．８c ３．７±０．４d
１０~２０cm ４９５．８±４１．６d １１０．１±１４．２bc ２２．２±１．２ab ３８５．７±２８．７d ７７．８±１．２b ２．９±０．４e
２０~３０cm ４０６．１±４６．０c ９５．２±１４．０c ２３．４±．２a ３１０．９±５５．４d ７６．６±５．２bc ３．７±０．９d
３０~４０cm ２７２．８±２０．５e ２７．６±２．３d １０．１±１．５d ２４５．２±２２．１e ８９．９±１．５a ３．３±０．４d

＋P

０~１０cm ８０６．５±１１．１a １５６．９±１７．９a １９．４±２．４bc ６４９．７±２６．８a ８０．６±２．４b ７．０±１．０a
１０~２０cm ７０１．８±１３．８b １３２．９±１２．０b １８．９±２．１c ５６８．９±２４．７b ８１．１±２．１ab ６．０±０．７b
２０~３０cm ４４０．７±２９．７dc ９４．７±４．５c ２１．５±２．４b ３４６．０±３４．２d ７８．５±２．４b ５．３±１．１c
３０~４０cm ２８８．２±３８．０e ３１．８±９．７d １１．０±５．０d ２５６．５±４７．１e ８９．０±５．０a ５．０±０．７c

　注:同列数据中具有不同字母的数据有显著性差异(P＜０．０５),下同.Note:Differentlettersforsameitemindicatesignificantdifferences
(P＜０．０５),thesameasbelow．

和１０~２０cm 土层磷含量,对２０~３０cm 和３０~４０
cm 底层处理间影响差异不明显.
2.2　施用磷肥对土壤无机磷组分的影响

长期施用含磷肥料,土壤无机磷各组分含量均

发生变化(表２).耕层土壤各组分磷含量测定结果

显示,变幅较大的是铁磷和闭蓄态磷含量,而铝磷和

钙磷变化较小;对底层土壤各组分磷含量分析发现,
施用磷肥对土壤中各无机磷组分含量的影响不大.
对照组０~１０、１０~２０、２０~３０和３０~４０cm 的CaＧP
(钙磷)含量分别为１７．０、１２．１、８．９和６．０mg/kg,施
磷后各土层 CaＧP含量分别增加３．３、３．９、０．８和１．３
mg/kg,增幅分别为１９．２％、３２．７％、８．５％和２１．５％.
同样,对照组０~１０、１０~２０、２０~３０和３０~４０cm
的FeＧP(铁磷)含量分别为３４．０、３２．８、３０．２和２７．６
mg/kg,施用 磷 肥 后 各 土 层 FeＧP 含 量 分 别 增 加

７２．９、４５．８、２１．５和０．６mg/kg,增幅分别为２１４．４％、

１３９．７％、７０．８％和２．３％.对照组０~１０、１０~２０、

２０~３０和３０~４０cm 的 AlＧP含量分别为２．９、１．２、

１．７和２．７mg/kg,而长期向土壤施用磷肥后,各土

层 AlＧP含量分别增加４．９、２．３、２．２和０．２mg/kg,
增幅为１６４．５％、１８８．８％、１２９．９％和６．２％.与对照

相比,施用磷肥后各土层 OＧP含量分别增加１２８．８、

１３１．１、１０．７ 和 ９．２ mg/kg,增 幅 分 别 为 ３３．４％、

３８．６％、４．０％和４．４％.
不同施肥处理下无机磷组分占无机磷总量的相

对含量见表３,从表３可知,长期施用磷肥使耕层土

壤无机磷组分中FeＧP和 AlＧP比例增加,而使CaＧP
和 OＧP相对相对含量减少.对照组耕层０~１０cm
和１０~２０cm 的无机磷组分中FeＧP占比为７．７％和

８．５％,而施用磷肥后,各土层的FeＧP比例分别提高

１１２．７％和６２．５％.对照组０~１０cm 和１０~２０cm
耕层的无机磷组分中AlＧP相对含量分别为０．７％和

０．３％,施用磷肥后,各土层的 AlＧP相对含量分别增

加了０．５％和０．３％,增幅为７９．１％和９５．８％.对照组

０~１０cm和１０~２０cm耕层的无机磷组分中CaＧP比

例分别为３．９％和３．１％,施用磷肥后,各土层CaＧP相

对量分别减少０．７％和０．３％,减幅为１９．３％和１０．０％.
对照组０~１０cm 和１０~２０cm 耕层无机磷组分中
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OＧP相对量分别为８７．７％和８８．１％,施用磷肥后,各
土层 CaＧP相对量分别减少８．５％和５．４％,减幅为

９．７％和６．１％.因此,在４种不同无机磷组分中闭蓄

态磷占比最高,其次是铁磷和钙磷,而铝磷占比最低.
表２　不同施肥处理无机磷组分含量

Table２　ContentsofvariousinorganicPfractionwithPfertilizerapplication mg/kg

处理 Treatments 钙磷 CaＧP 铁磷 FeＧP 铝磷 AlＧP 闭蓄态磷 OＧP

－P

０~１０cm １７．０±０．８b ３４．０±４．２d ２．９±０．４bc ３８５．９±４２．１b
１０~２０cm １２．１±１．１c ３２．８±１．１d １．２±０．３e ３３９．７±２８．４b
２０~３０cm ８．９±１．４d ３０．２±４．６d １．７±０．８e ２７０．０±５７．９c
３０~４０cm ６．０±０．８e ２７．６±４．１e ２．７±１．３c ２０９．０±２３．４d

＋P

０~１０cm ２０．３±１．５a １０６．９±４．３a ７．８±０．７a ５１４．６±２２．６a
１０~２０cm １６．０±３．９b ７８．６±７．０b ３．５±０．６b ４７０．８±２３．６a
２０~３０cm ９．７±０．６d ５１．７±１．０c ３．９±０．２b ２８０．７±３４．５c
３０~４０cm ７．３±０．４de ２８．２±３．２e ２．８±１．０c ２１８．２±４９．７d

表３　不同施肥处理无机磷组分相对含量

Table３　ProportionsofvariousinorganicPfractionwithPfertilizerapplication ％

处理 Treatments 钙磷 CaＧP 铁磷 FeＧP 铝磷 AlＧP 闭蓄态磷 OＧP

－P

０~１０cm １７．０±０．８b ３４．０±４．２d ２．９±０．４bc ３８５．９±４２．１b
１０~２０cm １２．１±１．１c ３２．８±１．１d １．２±０．３e ３３９．７±２８．４b
２０~３０cm ８．９±１．４d ３０．２±４．６d １．７±０．８e ２７０．０±５７．９c
３０~４０cm ６．０±０．８e ２７．６±４．１e ２．７±１．３c ２０９．０±２３．４d

＋P

０~１０cm ２０．３±１．５a １０６．９±４．３a ７．８±０．７a ５１４．６±２２．６a
１０~２０cm １６．０±３．９b ７８．６±７．０b ３．５±０．６b ４７０．８±２３．６a
２０~３０cm ９．７±０．６d ５１．７±１．０c ３．９±０．２b ２８０．７±３４．５c
３０~４０cm ７．３±０．４de ２８．２±３．２e ２．８±１．０c ２１８．２±４９．７d

2.3　施用磷肥对土壤微生物群落结构的影响

１)OTU划分和分类地位鉴定.由图１可知,对
于细菌和真菌而言,对照样本中门(Phylum)、纲

(Class)、目(Order)、科(Family)、属(Genus)和种

(Species)各分类水平的 OTU数均高于长期施用磷

肥样本.对于细菌,对照样本门、纲、目、科、属和种

的 OTU数量分别为３２９１、３１８０、２３２６、１４５１、９０８
和１１２,而长期施用磷肥样本 OTU 数则分别减少

１７１、１８２、２６７、３０５、２０６和２０,减幅分别为５．２％、

５．７％、１１．５％、２１．０％、２２．７％和１７．９％.对于真菌,
对照样本门、纲、目、科、属和种各分类水平的 OTU
数量分别为３８３、３４６、３４３、２５６、２７１和２１１,长期施

用磷肥样本中 OTU数量分别减少４６、４７、５２、２６、３５
和３２,减幅分别为１２．０％、１３．６％、１５．２％、１０．２％、

１２．９％和１５．２％.这表明与对照相比,长期施用磷

肥会降低细菌和真菌的群落数量.

图１　OTU划分和分类地位鉴定

Fig．１　OTUclassificationandstatusidentification

　　２)土壤微生物群落丰富度及 Alpha多样性分

析.稀释曲线能反映样品文库测序数据量的合理

性.由图２可知对照组和处理组的稀释曲线均平

缓,表明当前测序深度已足够反映样本所包含微生

物多样性,继续增加测序深度只会检测到少量的新

OTUs,对结果没有显著影响,说明测序数据量合

理、可用.

Chao１和 ACE指数更加能够体现微生物的群

落丰富度,而Shannon和Simpson指数更加能够体

现微生物的群落多样性.长期施用磷肥会使土壤细
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菌和真菌群落丰富度和多样性降低(表４).其中,
施用磷肥对土壤细菌 Chao１和Shannon影响最为

显著(３６８７．７、３５７１．７和１０．２７、９．９５),降幅分别为

３．１％和３．１％;对土壤真菌Chao１和ACE影响最为

显著(４９２．８、４３５．７和４９５．１、４４２．１),降幅分别为

１１．６％和１０．７％.

图２　OTUs稀疏曲线

Fig．２　RarefactioncurvesofOUTsnumber
表４　菌群Alpha多样性指数

Table４　Alphadiversityofsoilsamples

种群 Microbialgroup 处理 Treatments Simpson Chao１ ACE Shannon

细菌 Bacteria
－P ０．９９８±０．０２３a ３６８７．１±１２１．７a ３８７８．１±５０．４a １０．２７±０．３０a
＋P ０．９９６±０．０２１a ３５７１．７±１１７．９b ３８２９．８±４９．８a ９．９５±０．３０a

真菌 Fungi
－P ０．９４６±０．０２２b ４９２．８±１６．３c ４９５．１±６．４d ５．８５±０．２０b
＋P ０．９３２±０．０２１b ４３５．７±１４．４d ４４２．１±５．７c ５．７７±０．２０b

　　３)土壤微生物群落组成特征.试验结果(图３)
显示,相比施用磷肥,长期磷素缺乏引起耕层细菌和

真菌物种数量在各分类单元显著增加.细菌群落中

属、科、目水平的微生物类群和丰富度较高.真菌群

落中种、属、科水平的微生物类群和丰富度较高.对

照组细菌群落中门、纲、目、科、属和种水平的微生物

类群数量分别为３５、８９、１５１、１８７、２３７和５１.而长

期施用磷肥,细菌群落中门、纲、目、科、属和种水平

的微生物种群减少 ３、１０、９、２２、５３ 和 ５,降幅为

８．６％、１１．２％、６．０％、１１．８％、２２．４％和９．８％.同样

地,对照组真菌群落中纲、目、科、属和种水平的微生

物种群分别为２６、６４、９９、１２７和１２２;而长期施用磷

肥后,真菌群落中纲、目、科、属和种水平微生物种群

量分别减少２、６、１０、４和７,降幅依次为７．７％、９．４％、

图３　各分类水平上微生物种类分布

Fig．３　Microbialgroupsdistributionatdifferenttaxonomiclevels

１０．１％、３．１％和５．７％.
图４结果显示,从门分类水平上,两处理细菌中

绿弯菌门(Chloroflexi)、酸杆菌门(Acidobacteria)
和变形菌门(Proteobacteria)相对丰度最高,属优势

菌群,平均占总量的３２．４％、２７．７％和１７．０％,其次

是Patescibacteria、己科河菌门(Rokubacterial)、芽

单胞菌门(Gemmatimonadetes)、放线菌门(ActiＧ
nobacterial)和疣微菌门(Verrucomicrobia)等相对

丰度较高,平均占比为４．０％、３．５％、３．０％、２．５％和

２．３％;真菌中子囊菌门(Ascomycota)、RozellomyＧ
cota和担子菌门(Basidiomycota)相对丰度最高,属
优势菌群,平均占比为５８．２％、１４．３％和６．７％.
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与对照相比,施用磷肥后细菌中绿弯菌门、酸杆

菌门、己科河菌门、Latescibacteria和硝化螺旋菌

门(Nitrospirae)相对丰度增加,而其他菌群相对

丰度 减 少;真 菌 中 子 囊 菌 门、Mucoromycota和

Basidiobolomycota相对丰度减少,而其他菌群相

对丰度增加.总之,长期施用磷肥会显著改变门

分类水平下土壤中细菌和真菌群落结构分布和

丰度.

图４　细菌和真菌门水平上的相对丰度

Fig．４　Relativeabundanceofbacteriaandfungiatphylumrank

　　图５结果显示,从属水平上看各菌群相对丰度

均较低.细菌和真菌群落中,对照和处理中 UniＧ
dentified(未鉴定物种)和 Others(其他物种)相对丰

度均最高,这表明细菌和真菌属中还未鉴定和分类

的菌 群 数 较 多.对 照 组 细 菌 属 中 Candidatus
Udaeobacter、CandidatusSolibacter和芽单胞菌属

(Gemmatimonas)相对丰度较高,占比分别为２．１％、

１．５％和１．２％;长期施用磷肥后,其相对丰度分别降

至０．７％、１．４％和０．７％.对照组真菌属中支顶孢属

(Acremonium)、Cookeina 和Camarophyllus 相对

丰度较高,占比分别为１７．８％、７．７％和１．５％,而施

用磷肥后,各属相对丰度依次分别降至０．４％、０．３％
和０．１％.这表明长期施用磷肥会使土壤中细菌和

真菌在属分类水平上的丰度有不同程度的改变.
2.4　土壤菌群群落与土壤磷组分之间的关系

选择冗余分析(RDA)考察不同处理微生物群

落丰度与土壤磷组分之间的相关性.从图６可以看

出,对照和施磷土壤主要微生物菌群在二维排序中

彼此分离明显,说明施磷造成土壤主要微生物群落

的分化(蒙特卡罗检验P＝０．０１６∗ ).无机磷组分中

CaＧP与细菌群落分布相关性最大,其次是 OＧP、

FeＧP和 AlＧP;FeＧP与真菌群落分布相关性最大,其
次是 OＧP、CaＧP和 AlＧP.对于各形态磷来说,有机

磷和总磷与细菌群落分布相关性最大,其次是有机

磷和有效磷.有效磷与真菌群落分布相关性最大,

其次是无机磷、总磷和有机磷.
无机磷组分与优势细菌群落相关性结果显示,

硝化螺旋菌门与 AlＧP、FeＧP、OＧP和CaＧP之间呈正

相关,且相关性依此减小.绿弯菌门、酸杆菌门与

CaＧP、OＧP、FeＧP和 AlＧP之间呈正相关,且相关性

依此减小.Gem、Ver、Act、Pat和 Pro均与 CaＧP、

OＧP、FeＧP和 AlＧP之间呈负相关.各形态磷含量

与优势细菌群落相关性表明,硝化螺旋菌门、绿弯菌

门和酸杆菌门与有效磷、总磷、无机磷及有机磷含量

均呈正相关.Gem、Ver、Act、Pat和 Pro与有机磷

正相关,与无机磷、总磷及有效磷呈负相关.无机磷

与优势真菌群落相关性结果显示,Asc与 CaＧP、

OＧP、FeＧP和 AlＧP呈负相关;Roz、Olp、Bas、Mor、

Muc和Zoo与 CaＧP、OＧP、FeＧP和 AlＧP呈正相关.
各形态磷含量与优势真菌群落相关结果显示,Asc
与有效磷、总磷、无机磷及有机磷呈负相关;而 Roz、

Olp、Bas、Mor、Muc和Zoo与有效磷、总磷、无机磷

及有机磷呈正相关.

3　讨　论

3.1　长期施用磷肥对土壤各形态磷含量的影响

磷是植株生长必需的大量元素之一,主要来自

土壤磷和磷肥.土壤磷素可分为有机磷和无机磷,
其中无机磷占土壤磷总量的６０％~８０％[１６],是植物

磷素吸收的主要来源.磷肥施入农田后易被土壤中
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图５　细菌和真菌属水平上的相对丰度

Fig．５　Relativeabundanceofbacteriaandfungiatgenusrank

　Chl:绿弯菌门 Chloroflexi;Aci:酸杆菌门 Acidobacteria;Pro:变形菌门 Proteobacteria;Pat:Patescibacteria;Ver:疣微菌门 VerrucomiＧ

crobia;Gem:芽单胞菌门 Gemmatimonadetes;Act:放线菌门 Actinobacteria;Nit:硝化螺旋菌门 Nitrospirae;Asc:子囊菌门 Ascomycota;

Roz:Rozellomycota;Olp:Olpidiomycota;Bas:担子菌门 Basidiomycota;Mor:Mortierellomycota;Zoo:Zoopagomycota;Muc:Mucoromycota．

图６　不同处理磷组分与微生物群落冗余分析

Fig．６　RDAanalysisofPfractionandmainmicrobialcommunitiesinsoilswithPorwithoutPfertilizer
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的Fe、Ca等元素固定,因此,磷肥的当季利用率一

般仅为１０％~２５％[１７].土壤中磷素形态决定磷素

的生物有效性[１８],而土壤中不同形态无机磷对植物

有效性存在差异.已有研究表明长期施用磷肥,土
壤全磷、无机磷均有不同程度的累积,而不施用磷肥

土壤全磷、无机磷处于耗竭状态,二者趋势一致[１９].
本研究中,长期施用磷肥与对照土壤中各形态磷含

量有明显差异.对照土壤的全磷、无机磷及有效磷

含量显著低于施磷处理,这在其他长期定位试验中

也得到相似结论[２０Ｇ２１].有研究表明,施磷可显著增

加土壤有效磷含量,这是由于施用磷肥时,土壤中所

含总磷增加,虽然大部分磷肥会经过转化变成不能

被植物吸收利用的难溶磷形态,但仍会有部分磷素

本身具有有效性,易溶或者微溶于土壤溶液中,这一

部分就会被作物直接吸收利用[２２].施磷对土壤有

机磷含量影响不显著,除１０~２０cm 土层有机磷含

量提高２０．７％,这可能与微生物总量及其固定的磷

有关.长期施用磷肥不仅会影响土壤磷素形态和含

量变化,也会影响土壤中磷的垂直分布.对土壤剖

面研究发现底层土壤磷素含量低于表层土壤,表现

为磷素含量随土层的增加而逐渐降低.长期施用磷

肥可显著提高０~１０cm 和１０~２０cm 土层磷含量,
对于底层２０~３０cm 和３０~４０cm 处理间差异不明

显.单艳红等[２３]研究发现水稻田施用磷肥会导致

０~２５cm 土层无机磷含量显著增加.杨学云等[２４]

在西北地区的长期(１２a)定位试验也表明施肥显著

提高了０~２０cm 土层全磷和速效磷含量.
此外,本研究发现长期施用磷肥对土壤无机磷

组分有显著影响.各处理中 OＧP占比最高,约为

７９．２％~８８．１％.其次是 FeＧP、CaＧP,而 AlＧP相对

含量最小,仅占０．３％~１．２％.土壤磷组分之间存

在一定程度的相互制约,土壤有效磷含量取决于无

机磷组分的分布规律和转化特征.本研究结果显

示,土壤无机磷组分含量由高到低顺序为OＧP＞
FeＧP＞CaＧP＞AlＧP.长期施用磷肥后无机磷各组

分含量均有所增加,尤其对耕层铁磷和闭蓄态磷含

量影响最为显著,其次是铝磷和钙磷.施用磷肥对

底层土壤中各无机磷组分含量影响不明显.施用磷

肥使FeＧP和 AlＧP相对含量增加,而 CaＧP和 OＧP
相对含量减少.原因可能是施用肥料后作物长势较

好,将会从土壤中吸收更多有效磷,而无机磷中 CaＧ
P是最易被作物吸收的组分;肥料中会有一些 Fe、
Al等金属离子或者有机螯合物,会将土壤中相对有

效的磷素(Ca２ＧP和 Ca８ＧP)吸附.所以,土壤中FeＧ

P和 A１ＧP会随着施用磷肥而显著增加.闭蓄态磷

是由铁、铝氧化物胶膜所包裹的磷酸铁和磷酸铝,主
要存在于高度分化的强酸性和酸性土壤中,占土壤

无机磷的８０％以上;而在北方黄土中仅占１０％~
２０％,可见,对于南方稻田土壤,如何提高闭蓄态磷

的生物有效性是今后提高土壤供磷水平的主要研究

方向之一[２５].
3.2　长期施用磷肥对土壤微生物多样性的影响

土壤磷组分含量与土壤本底微生物群落和代谢

功能密切相关[８Ｇ９].目前,关于长期施肥对微生物群

落影响的研究不太多,报道的结果也不尽一致.以

往有研究表明,长期施用磷肥导致土壤细菌多样性

升高[２６Ｇ２７],原因是施用磷肥会提高土壤有效磷含量,
一方面可以直接提供微生物磷营养,另一方面促进

植物生长,增加根系分泌物,进而提高根际土壤微生

物的丰度和多样性.本研究结果与之有些差别,本
研究中细菌群落的αＧ多样性随着磷肥的施入而呈

降低趋势,造成这种现象的原因可能是本试验地的

本底全氮含量较低,施加磷肥后土壤 N/P比例的下

降造成微生物生物量减少,从而使细菌多样性降

低[２８].Islam 等[２９]对长期施肥(５３a)水稻土的研究

结果表明,增施 NPK 肥对微生物活性影响较小,
NPK处理的生物多样性指数也较小,这可能与该试

验田耕作历史悠久,本底土壤肥力较高有关.真菌

αＧ多样性变化与细菌相似,He等[３０]发现在我国西

南高原草甸土中连续施用磷肥后,真菌群落的αＧ多

样性指标显著降低.同时,Liu等[３１]通过研究发现

红壤中施用磷肥后真菌群落的αＧ多样性指标显著

降低.可见,施用磷肥改变了土壤有效磷含量,进而

影响到真菌αＧ多样性.
磷肥施入改变了细菌和真菌的群落组成和结

构.在细菌门水平上,绿弯菌门、酸杆菌门和硝化螺

旋菌门相对丰度随着磷肥施入而逐渐升高;而变形

菌门、芽单胞菌门、放线菌门和疣微菌门相对丰度则

随着磷肥施入有所降低.绿弯菌门相对丰度增加和

Francioli等[３２]的研究一致.酸杆细菌通常被归类

为缓慢生长的寡养生物[３３],长期[３４]和短期[３５]研究

均发现,它们的丰度随着施氮量的增加而显著下降.
疣微菌门为寡营养型细菌,适宜在养分有效性低的

环境中生长.富营养型的变形菌门[３６]在施用磷肥

后相对丰度降低,这和马垒等[３７]的研究一致,未施

磷肥土壤中低的pH 可能更适宜变形菌门生长.放

线菌门含量降低,这和张焕军等[３８]研究一致,这可

能与土壤类型和种植方式有关,使得微生物对施肥
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的响应不同.
在真菌门水平上,担子菌门和子囊菌门为优势

菌门,子囊菌门是真核生物中最多样化和最普遍的

门之一,它们是有机基质(如木材、落叶和粪便)的重

要分解者.已有研究显示子囊菌门是农业生态系统

中主要的真菌门类[３９].然而,担子菌门在森林中降

解高木质素含量的植物凋落物方面特别重要,但它

们在农业种植系统中的丰度可能较低.此外,从本

研究结果可以看出,细菌和真菌相对丰度高的属多

与总磷、有效磷、无机磷呈负相关,而与有机磷含量

呈正相关,这表明缺磷有助于提高土壤微生物多样

性和物种数量;而磷肥供应充足后,有机磷含量则可

能是土壤微生物群落结构多样性的主要限制因子,
这方面的研究还有待进一步深入和证实.
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EffectsoflongＧtermapplicationofphosphorusfertilizeronsoilphosphorus
fractionsandmicrobialdiversityinriceＧrapeseedrotation

CHENFeng１,２,WANGXiaoshuang１,２,GANGuoyu２,３,LIYanli１,２,ZOUJialong４,LIJifu２,３

１．MinistryofEducationEngineeringResearchCenterofEcologyandAgricultural
UseofWetland,Jingzhou４３４０２５,China;

２．CollegeofAgriculture,YangtzeUniversity,Jingzhou４３４０２５,China;

３．MinistryofAgricultureandRuralAffairsKeyLaboratoryofFertilizerUtilization,

Wuhan４３００７０,China;

４．AgriculturalTechnologyandPromotionServiceCenterofJingzhouDistrict,

Jingzhou４３４０２５,China

Abstract　AfieldexperimentwithtwotreatmentsincludingNK(－P)andNPK(＋P)wasconducＧ
tedin２０１１tostudytheeffectsoflongＧtermapplicationofphosphorus(P)fertilizeronthephosphorus
fractionsandmicrobialdiversityofriceＧrapeseedrotation．Thesoillayerwasdividedinto０Ｇ１０、１０Ｇ２０、２０Ｇ
３０and３０Ｇ４０cmforsamplingandanalyzing．SoilavailableP,totalPandorganicPweredeterminedwith
conventionalanalyticalmethods．ChemicalcontinuousextractionmethodwasusedtodeterminetheinorＧ
ganicPfractionsinthesoilsamples,andIlluminaＧmiseqpe２５０platform wasusedforhighＧthroughput
sequencingofsurfacesoil(０Ｇ１０cm)microorganisms．TheresultsshowedthatlongＧtermapplicationofP
fertilizer(＋P)significantlyincreasedthecontentoftotalP,inorganicPandavailablePineachsoillayer
comparedwiththeCK (－Ptreatment),buttheorganicPcontentdidnotincreasesignificantly．PconＧ
tentinsoillayerof０Ｇ１０cmand１０Ｇ２０cmsignificantlyincreasedbyapplicationofPfertilizer,butthe
effectonthebottomlayerof２０Ｇ３０cmand３０Ｇ４０cm wasnotobvious．Comparedwith －Ptreatment,

longＧtermapplicationofPfertilizerreducedthealphaofmicrobialcommunitydiversityandchangedthe
structureofmicrobialcommunity．Atthelevelofphylum,thedominantbacteriawereChloroflexi,AcＧ
idobacteriaandProteobacteria．TherelativeabundanceofChloroflexiandAcidobacteriawasincreased,

whilethatofProteobacteriadecreased．AscomycotaandBasidiomycotawerethedominantphylum,the
relativeabundanceofAscomycotadecreasedandthatofBasidiomycotaincreased．ComparedwithCK,alＧ
thoughtheapplicationofPfertilizersignificantlydecreasedthenumberofbacteriaandfungiinthelayer
soilineachtaxa,therelativeabundanceofthedominantfloradecreasedfromtheperspectiveofthegenus
level．TheresultsofanalyzingredundancyshowedthatthecontentofAlＧPandFeＧPwascloselyrelated
totheabundanceofvariousbacteriaandfungi．ItisindicatedthatlongＧtermphosphorusdeficiencyinＧ
duceanincreaseinthenumberofmicroorganismstoactivatesoilnutrients,andasufficientsupplyof
phosphorusfertilizermeetcropnutrientrequirementsandmaintainthedynamicbalanceofsoilmicrobial
communities．Therefore,itisnecessarytooptimizetheapplicationofPfertilizerintheentirecroprotaＧ
tionsystemtopromotetheactivationandreleaseofsoilphosphorus,therebyreducingtheamountofP
fertilizerandimprovingitsrecoveryrate．

Keywords　riceＧrapeseedrotation;Pfertilizer;soilPfraction;microbialdiversity;highthroughput
sequencing;microbialcommunity;soilPforms
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