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缺氮胁迫对小麦根际土壤微生物群落结构特征的影响* 

熊  艺1，2，郑  璐1，沈仁芳1，2，兰  平1，2† 
（1. 土壤与农业可持续国家重点实验室（中国科学院南京土壤研究所），南京 210008；2. 中国科学院大学，北京 100049） 

摘  要：根际微生物在作物养分吸收的过程中发挥着重要作用。为提高小麦的氮肥利用率，有必要深入探究缺氮胁迫对小麦

根际微生物群落结构的影响。利用氮素耗竭的陕西关中地区典型的塿土，设置了正常供氮（150 mg·kg–1）和缺氮（不施氮肥）

的小麦根箱实验，采用 16S rRNA 基因扩增子高通量测序技术分析了小麦根际、近根际和非根际土壤微生物的多样性和群落

结构的差异。结果表明：土壤可溶性无机氮含量在微生物群落多样性和群落结构的变化中起主导作用。与正常供氮相比，土

壤微生物群落在缺氮胁迫下具有更高的 α 多样性。厚壁菌门（Firmicutes）、纤细菌门（Gracilibacteria）、Candidatus 

Jorgensenbacteria 和迷踪菌门（Elusimicrobia）等微生物的丰度与土壤硝态氮含量显著负相关，氨氧化古菌 Nitrososphaeria 则

是受缺氮胁迫影响的微生物共存网络的重要节点。缺氮胁迫诱导了土壤微生物的 mRNA 合成、糖酵解、过氧化物代谢和磷

酸肌醇代谢等代谢过程。亚硝化螺菌（Nitrosospira）和硝化螺旋菌（Nitrospiraceae）等对随机森林分类器准确度的影响最大，

后续可作为土壤供氮水平的生物标记物。综上所述，缺氮胁迫对小麦根际微生物的多样性、群落结构和代谢功能产生了显著

影响，且大于根际效应的影响，该发现对未来小麦根际促生微生物的培养和鉴定有启示作用，并为减氮增效的生产实践提供

了理论依据。 
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Abstract: 【Objective】Rhizosphere microorganisms play an essential role in the process of nutrients absorbing in crops. To 

improve nitrogen utilization efficiency in wheat production, it is of great significance to study effects of nitrogen deficiency on 
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structure of the microbial community in the rhizosphere of wheat. 【 Method 】 Soil samples were collected from a 

nitrogen-depleted wheat field of Lou soil, which is typical of the Guanzhong Region, Shaanxi Province for a rhizobox experiment. 

The experiment was designed to have two treatments, one applied with nitrogen fertilizer at a normal rate (150 mg·kg–1) and the 

other with no nitrogen fertilizer to the wheat growing in the rhizoboxes. Soil microbial communities in the rhizosphere, 

near-rhizosphere and non-rhizosphere were analyzed with the technique of 16S rRNA gene amplicon high-throughput sequencing 

for comparison between the two treatments in soil microbial diversity and community structure in these sections of the rhizoboxes. 

【Result】Results show that the content of soluble inorganic nitrogen in the soil played a leading role in triggering changes in 

microbial community diversity and community structure. Compared with normal nitrogen supply, soil microbial community has 

higher α diversity index under nitrogen deficiency. The abundance of microorganisms, such as Firmicutes, Gracilibacteria, 

Candidatus Jorgensenbacteria and Elusimicrobia, was negatively related to soil nitrate content. Nitrososphaeria an 

ammonia-oxidizing class of archaea, was a critical node of the microbial co-occurrence network affected by nitrogen deficiency. 

Nitrogen deficiency induced a series of microbial metabolic processes, such as mRNA synthesis, glycolysis, peroxides, and 

phosphoinositol metabolism. Nitrosospira and Nitrospirae contributed the most to accuracy of the random forest classifier, and 

can be used as biomarker for prediction of nitrogen supply level in soil. 【Conclusion】To sum up, the effects of nitrogen 

deficiency on diversity, community structure, and metabolic function of the soil microbes in the rhizosphere were significant, and 

more than the rhizosphere effect. It is helpful for the exploration of plant growth-promoting rhizobacteria and provides some 

theoretical basis for reducing the nitrogen fertilizer application and improving the utilization efficiency of nitrogen fertilizer in 

wheat production. 

Key words: Nitrogen deficiency; Wheat; Rhizosphere soil; Microbial diversity; High-throughput sequencing 

小麦是我国重要的粮食作物，其高产依赖于充

足的氮素供应，因此在小麦的生产过程中通常需要

投入大量的氮肥。然而，在实际生产中以尿素为代

表的速效氮肥的利用效率非常低[1-2]。氮肥在施入土

壤后，会经历淋溶、挥发、硝化和反硝化等过程，

氮素的损失率高达 14%～45%[2]。此外，过量的氮

肥施用不仅造成了资源浪费，还导致了水体的富营

养化等严重的环境问题[3]。 

土壤中的氮水平是土壤微生物多样性和群落结

构及其功能变化的主要驱动力之一 [4-6]。根际是植

物、土壤和微生物连接最为紧密的复杂微环境[7-8]。

植物根系从该区域直接获取氮素以维持生长和发

育，缺氮将直接影响作物生长、产量和品质。植物在

长期进化过程中形成了一系列的氮胁迫适应机制[9]。

例如，根系释放酶和有机酸等分泌物影响根际环境

中的微生物群落，根系及其周围的根际微生物协同

响应来适应缺氮环境，提高植物氮效率[10]。研究发

现，随着尿素施用量的增加，小麦根际微生物总量、

细菌、放线菌和真菌数量呈先上升后下降的趋势，

土壤蛋白酶、脲酶和过氧化氢酶等酶活力也随之变

化[11]。然而，长期的氮肥施用则会降低土壤微生物

数量以及细菌群落的 α 多样性[4]。Chen 等[10]的研究

表明，小麦的生育期和供氮水平均驱动着小麦根区

微生物群落结构的变化。Pagé 等[12]的研究表明，缺

氮条件下，肠杆菌科（Enterobacteriaceae）、噬几丁

质 杆 菌 科 （ Chitinophagaceae ）、 丛 毛 单 胞 菌 科

（Comamonadaceae）和柄杆菌科（Caulobacteraceae）

等细菌在小麦根际富集。上述微生物丰度的增加可

能提高作物氮肥吸收和利用效率。研究表明，接种

枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、荧光假单胞菌

（Pseudomonas fluorescens）、巨大芽孢杆菌（Bacillus 

megaterium）和固氮螺菌（Azospirillum）等植物根

际促生菌可提高小麦株高和籽粒产量，保证小麦产

量的同时减少氮肥的用量[13-14]。 

土壤微生物在土壤氮素循环中发挥着不可替代

的作用，广泛参与氮的同化作用、氨化作用、硝化

作用、反硝化作用、厌氧氨氧化作用和固氮作用等

过程[15-16]。与古菌和真菌相比，土壤中细菌具有数

量更多，种类更为丰富的氮代谢基因，具有氮代谢

多功能性，广泛参与氮循环的各个步骤[4，17]。对微

生物而言，土壤中环境条件变化很大，且极少情况

是适合生长的最佳条件，因此，单个微生物的氮循

环效率必然很低，而土壤中的微生物群落协同作用

可有效提高氮素循环效率[16]。研究发现，长期的氮
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肥施用会显著增强细菌的反硝化作用、硝酸盐同化

作用和有机氮代谢，而古菌的氮代谢过程则会受到

抑制[4]。接种固氮微生物等菌剂则是提高氮肥利用

率和氮肥减施的有效途径。研究表明，通过种子包

衣 接 种 和 向 叶 面 或 土 壤 撒 施 含 有 固 氮 螺 菌

（Azospirillum）等固氮菌剂，可促进小麦根系的生

长，提高其抗逆性并减少农田生态系统中氮素的流

失 [18]。然而，供氮水平对小麦根际（根室）、近根

际（距离根室 0～30 mm）以及非根际（距离根室

30～80 mm）微生物群落的多样性和群落结构的影

响尚不明确。因此，本研究以氮素耗竭的陕西关中

塿土为材料，通过根箱实验实现根际、近根际和非

根际土壤的分离，在两侧正常供氮、一侧正常供氮

一侧缺氮和两侧均缺氮的实验设计基础上，采用

16S rRNA 基因扩增子高通量测序技术，解析缺氮胁

迫下小麦根际微生物多样性和群落结构的变化及其

与非根际土壤微生物的差异，挖掘其中可能存在的

关键氮代谢功能微生物，从而为小麦生产中氮肥的

减施增效提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

供 试 土 壤 采 自 陕 西 省 咸 阳 市 长 武 县 王 东 村

（35°14'21.85"N，107°41'24.8"E）的耕作层土壤（0～

15 cm），该区域为内陆干旱气候，年平均气温 9.1℃，

年均降水量 584 mm，土壤类型为塿土（土垫旱耕人

为土），多年种植小麦，氮素耗竭。供试土壤理化性

质：pH7.06，电导率（Electrical conductivity，EC）

0.29 dS·m–1，有机质（Organic matter，OM）9.10 

g·kg–1，全氮（Total nitrogen，TN）0.67 g·kg–1，全

磷 （ Total phosphorus， TP） 9.46 g·kg–1 ， 有 效 磷

（Available phosphorus，AP）19.57 mg·kg–1，硝态氮

（NO3
–）6.28 mg·kg–1，铵态氮（NH4

+）4.59 mg·kg–1，

速效钾（Available potassium，AK）261 mg·kg–1。土

壤去除石块、植物残体等异物后，风干，过 10 目筛，

搅 拌 均 匀 后 用 于 根 箱 试 验 。 供 试 小 麦 （ Triticum 

aestivum）品种为中国春。 

1.2  根箱试验设计 

多区室的根箱设计参考李晓亮等[19]的方法，并

做了一些改良（图 1）。该装置由聚氯乙烯（PVC）

灰色塑料板制成，大小为 220 mm×140 mm×180 mm。

根箱正中间的塑料挡板有 6 个植物种植孔，根系被

限制在左右两侧宽 20 mm 的根系生长室中。根系生

长室和距离根室 0～30 mm、30～80 mm 的区域分别

为根际（Rhizosphere，R）、近根际（Near-rhizosphere，

N）和非根际（Non-rhizosphere，Non）的土壤取样

区域，每一侧不同区室之间用 500 目的尼龙网隔开，

允许土壤养分和微生物自由迁移。每个根箱用 4 kg

风干土填充。 

 

图 1  根箱结构示意图 

Fig. 1  Schematic diagram of the rhizobox 

1.3  土壤样品采集 

2018 年 11 月 19 日，选择饱满且大小一致的小

麦种子在浸湿的滤纸上于室内避光过夜催芽，将露

白的种子种植于根箱的种植孔中（每个孔一株小

麦）。正中间的挡板将根箱隔成左右两侧，同一株小

麦的根系可同时进入左右两侧的根系生长室，但无

法进入近根际区和非根际区。根箱两侧设置正常供

氮（N150）和缺氮（N0）两种供氮水平。由于左右

两侧进行了物理分割，因此根箱设置三种供氮方式：

两侧均正常供氮、一侧正常供氮一侧缺氮、两侧均

缺氮，每种供氮方法有 3 个重复，共 9 个根箱。所

有处理两侧均施磷酸二氢钙作为磷肥。根箱每一侧

不同区室之间土壤养分和微生物可自由迁移，尽量

将尿素溶液均匀地浇至供氮一侧的三个区室中。在

小麦二叶期时第一次施肥，氮和磷的施用量均为 100 

mg·kg–1（以纯氮或纯磷计），孕穗期追肥一次，施

氮量为 50 mg·kg–1（以纯氮计）。根箱放置于日光温

室中，每周随机交换根箱的位置。至小麦灌浆期结

束盆栽实验，对三种根箱供氮方式（3 个重复）的

左右两侧的根际、近根际和非根际土壤分别进行取

样，共计 54 个样品，取样日期为 2019 年 3 月 13 日。
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土壤样品采集时，小心拆除根箱周围的塑料板，逐

层剥离中间的尼龙网。小麦根系遍布整个生长室，

因此，将去除小麦根系并充分混匀后的根系生长室

中的土壤作为根际土。根箱的近根际和非根际区域

的土壤充分混匀后作为近根际土和非根际土。样品

一部分用于土壤微生物 DNA 的提取及土壤硝态氮

和铵态氮的测定，–80℃储存，一部分风干后过 10

目筛用于测定土壤基本理化性质。 

1.4  植株和土壤基本性质测定 

植株和土壤基本理化性质的测定均参考鲁如坤[20]

的 方 法 。 在 小 麦 灌 浆 期 采 用 叶 绿 素 仪 （ SPAD- 

502Plus，Konica Minolta，日本）测定叶绿素相对含

量（SPAD 值），并测量穗长（Spike length，SL）。

植株烘干后测定小麦地上部生物量（Biomass），植

株样品经研磨仪粉碎混匀后用于营养元素含量的测

定。经过 H2SO4-H2O2 消煮后，植物全氮含量采用靛

酚蓝比色法测定；全磷含量采用钼锑抗比色法测定；

全钾含量采用火焰光度计（M410 Sherwood，英国）

测定。使用 pH 计（SevenMulti Mettler Toledo，瑞士）

测 定 土 壤 pH， 使 用 电 导 仪 （ SevenMulti Mettler 

Toledo，瑞士）测定电导率。土壤样品的硝态氮和

铵态氮含量采用连续流动分析仪（San++System，

SAKLAR，荷兰）测定。土壤有机质含量采用水合

热重铬酸钾氧化—比色法测定；全氮含量使用酸溶

—靛酚蓝比色法测定；全磷含量采用酸溶—钼锑抗

比色法测定；有效磷含量采用碳酸氢钠溶液浸提—

钼锑抗比色法测定；速效钾含量采用乙酸铵溶液浸

提—火焰光度计法测定。 

1.5  16S rRNA 基因扩增子高通量测序 

1.5.1  土壤微生物 DNA 的提取     准确称取 0.5 g

鲜土，采用土壤 DNA 提取试剂盒（FastDNA　 SPIN 

Kit for Soil，MP Biomedicals）进行土壤 DNA 的提

取。使用 NanoDrop 2000（Thermo Scientific，美国）

测定 DNA 的浓度和纯度，–20℃保存。 

1.5.2  高通量测序方法    利用通用引物（341F：

CCTACGGGRBGCASCAG 和 806R：GGACTACNN 

GGGTATCTAAT） 对 DNA 中 的 细 菌 基 因 组 16S 

rRNA 基因的 V3～V4 区域进行扩增。细菌和古菌的

16S rRNA 基因同源性很高，因此部分古菌的序列也

会被扩增。PCR 反应体系为 30 μL，包含 Phusion 

Master Mix（2×）15 μL，引物（2 μmol·L–1，3 μL），

模板 DNA（1 ng·μL–1，10 μL，共 10 ng）和超纯水

（2 μL）。PCR 反应程序为：预变性 98℃，1 min；

（98℃，10 s；50℃，30 s；72℃，30 s）× 30 个循环；

72℃，5 min。每一个样本的引物中有对应的 Barcode

用于数据拆分。为保证样本数据量产出均匀，PCR

产物经 Qubit 仪（Qubit2.0，Thermo Scientific，美国）

测定浓度后等质量混样并纯化。最后使用建库试剂

盒（TruSeq® DNA PCR-Free Sample Preparation Kit）

进行文库构建，构建好的文库经过 Qubit 和荧光定

量 PCR 定量，文库合格后，使用 IonS5TM XL（Thermo 

Scientific，美国）进行测序，测序服务委托北京诺

禾致源科技股份有限公司完成。 

1.5.3  高通量测序数据处理     首先使用 QIIME

软件对拼接数据进行过滤，过滤掉低质量碱基较多

的序列。具体步骤为：将原始序列从连续低质量值

（≤19）碱基数达到设定长度（3）的第一个低质量

碱基位点截断，经过截取后，进一步过滤掉其中连

续高质量碱基长度小于序列长度 75%的序列。使用

vsearch（Version 2.13.2）软件将序列文件和物种注

释数据库、嵌合体序列数据库进行比对，从而去除

嵌合体序列，一共得到 3 328 189 条有效的 DNA 序

列。根据 Barcode 拆分不同样品，每个样本序列数

在 40 491～85 747 之间，平均 61 633 条序列。使用

Uparse（Version 7.0.1001）软件按照 97 %的序列相

似度对序列进行聚类，一共获得 5 028 个可操作分

类单元（Operational taxonomic unit，OTU），选择每

个 OTU 中频数最高的序列作为每个 OTU 的代表序

列。使用 Mothur（Version 1.44.1）软件将代表序列

和 SSUrRNA 数据库中的序列以阈值 0.8～1 为标准

进行比对，从而获得每个代表序列在各个分类层级

的菌种注释信息。代表序列通过 MUSCLE（Version 

3.8.31）软件进行序列比对，进而构建所有 OTU 的

系统进化树。最后以测序数据量最小的样本为标准

对所有样本的 OTU 丰度数据进行均一化处理。 

1.6  数据处理和统计分析 

数据分析和可视化在 R 语言（Version 3.6.0）环

境下完成。通过 QIIME 软件（Version 1.9.1）计算

样本的多样性指数。使用 psych 包（Version 1.8.12）

分析多样性指数与土壤理化因子之间的相关性；使

用 vegan 包（Version 2.2.5）进行不同样本物种 OTU

和 环 境 因 子 之 间 基 于 欧 几 里 德 距 离 的 冗 余 分 析

（Distance-based redundancy analysis，dbRDA）。使

用 vegan 包进行不同样本 OTU 丰度数据的主成分分 
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析（Principal component analysis，PCA）和多响应

置换过程（Multi response permutation procedure，

MRPP）分析。使用 lavaan 包（Version 0.6.5）整合

土壤、植株的理化指标和微生物群落多样性数据建

立结构方程模型，并利用 visio 2016 可视化分析结

果。共存网络图中 OTU 之间的相关性筛选标准为相

关系数的绝对值大于 0.9 且校正后 P 值小于 0.01，

使用 igraph 包（Version 1.2.5）绘制共存网络图，并

统计共存网络的相关属性。根据 OTU 丰度及 KEGG

数据库，使用 Tax4Fun2 包（Version 1.1.5）预测不

同 样 本 的 微 生 物 群 落 的 功 能 潜 力 。 使 用

randomForest 包（Version 4.6.14）对不同处理下的

OTU 丰度进行随机森林分析并绘制受试者工作特

征曲线（Receiver operating characteristic curve，  

ROC）。使用 ggplot2 包（Version 3.3.0）绘制不同微

生物种类对随机森林分类结果准确性的影响。 

2  结  论 

2.1  缺氮胁迫对小麦生长和土壤理化性质的影响 

与正常供氮相比，两侧缺氮的小麦地上部生物

量、SPAD、全氮含量以及穗长显著降低（表 1）。但

是，除了穗长，其他指标在一侧正常供氮一侧缺氮和

两侧正常供氮的处理之间无显著差异。正常供氮条件

下，土壤硝态氮含量大大提高，在根际土壤中尤为显

著（表 2）。速效钾在不同的根箱区室间差异显著，越

靠近根系，含量越低。不同供氮条件对土壤 pH、有机

质含量、全氮含量和全磷含量的影响不显著。 

表 1  小麦地上部性状和营养元素含量 

Table 1  Status and nutrient contents in shoots of wheat 

处理 Treatment Biom/g SPAD SL/cm TN/（g·kg–1） TP/（g·kg–1） TK/（g·kg–1）

两侧正常供氮① 1.75±0.56B 41.6±2.8B 6.94±0.73C 27.3±6.7B 1.00±0.25A 12.4±1.3A 

一侧正常供氮一侧缺氮② 1.44±0.41B 39.4±3.8B 5.98±0.89B 25.8±8.6B 1.29±0.53A 11.7±1.0A 

两侧缺氮③ 0.78±0.26A 27.5±2.2A 3.82±0.63A 16.9±8.6A 2.54±0.53B 13.8±1.6B 

注：Biom 表示干生物量，SPAD 表示叶绿素的相对含量，SL 表示穗长，TN 表示全氮、TP 表示全磷，TK 表示全钾。每个处理

设置 3 个重复，每个重复为根箱中 6 株小麦的平均值，数据为平均值±标准差。同一列中不同大写字母表示不同处理间差异显著（P

≤0.01）。下同。Note：Biom stands for biomass（dry weight），SPAD value for relative chlorophyll content，SL for spike length，TN for total 

nitrogen，TP for total phosphorus，and TK for total potassium. Each treatment had three replicates，and each replicate was the average of the 

6 wheat plants in each rhizobox，and the data are of mean±standard deviation. Different capital letters in the same column indicate significant 

differences between treatments at 0.01 level. The same below. ①Nitrogen is normally supplied on both sides. ②Nitrogen is deficient on one 

side，and is normally supplied on another sides. ③Nitrogen is deficient on both sides. 

表 2  根箱土壤的理化性质 

Table 2  Physicochemical properties of the soil in the rhizobox 

处理 Treatment 位置 Position EC/（dS·m–1） OM/（g·kg–1）TN/（g·kg–1） NO3
–/（mg·kg–1）NH4

+/（mg·kg–1） AP/（mg·kg–1）AK/（mg·kg–1）

R 0.299±0.074C 11.0±1.2A 0.551±0.043A 36.0±10.6C 3.75±1.80B 61.3±9.4A 178±5A 

N 0.206±0.026AB 10.8±1.4A 0.599±0.058A 21.0±4.1B 2.45±0.72AB 79.0±11.5B 222±4C N150 

Non 0.271±0.038BC 10.9±0.9A 0.564±0.061A 26.7±4.9B 2.18±0.56AB 61.9±4.1A 238±4D 

R 0.208±0.036AB 10.9±1.0A 0.596±0.065A 1.93±1.65A 2.28±0.67AB 68.5±7.6AB 196±7B 

N 0.164±0.011A 10.7±0.6A 0.585±0.073A 2.00±0.94A 0.92±0.66A 72.4±10.1AB 221±7C N0 

Non 0.194±0.016A 10.8±0.7A 0.609±0.067A 3.46±1.76A 0.97±0.76A 64.3±5.7A 234±6D 

注：N150 表示正常供氮处理，N0 表示缺氮处理。R 表示根际，N 表示近根际，Non 表示非根际。EC 表示电导率，OM 表示有

机质，NO3
–表示硝态氮，NH4

+表示铵态氮，AP 表示速效磷，AK 表示速效钾，数据为平均值±标准差，n=9。下同。Note：N150 stands 

for normal nitrogen supply，N0 for nitrogen deficiency. R stands for rhizosphere，N for near rhizosphere，Non for non-rhizosphere. EC stands 

for Electrical conductivity，OM for Organic matter，NO3
– for nitrate，NH4

+ for ammonium，AP for available phosphorus，and AK for available 

potassium，and the data are of mean±standard deviation，n=9. The same below. 
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2.2  缺氮胁迫对土壤微生物群落 α 多样性的影响 

土壤微生物群落的 α 多样性采用基于多度覆盖

的物种估计量（Abundance-based coverage estimator，

ACE）指数和物种丰富度（Observed species）指数

来表征。在正常供氮条件下，根际土壤微生物的 ACE

多样性显著低于近根际土壤，而在同一供氮水平下

其他区室之间的差异不显著（图 2a））。总体而言，

缺氮胁迫极显著地提高了土壤微生物的 ACE 多样

性指数（图 2b））。因此，供氮水平对土壤微生物群

落 α 多样性的影响要大于根际效应的影响。 

进一步对物种丰富度（observed species index）

和土壤理化因子做相关性分析（图 3）。土壤微生物

群落的物种丰富度与硝态氮含量呈极显著的负相关

关系（P≤0.001），且相关性最高（R2=0.69）。同时，

物种丰富度与铵态氮含量和电导率也呈极显著负相

关关系，而与其他土壤化学性质的相关性并不显著。

这也验证了土壤可溶性无机氮水平，特别是硝态氮

含量对土壤微生物群落 α 多样性的影响。 

 

注：多组比较使用克鲁斯卡尔-沃利斯（Kruskal-Wallis）检验，成对比较使用 Wilcoxon 检验。显著性差异在 P≤0.05 和 P≤0.01

水平分别用*和**标注，n=9（a）），n=27（b））。Note：Kruskal-Wallis test was used for multi-group comparison，and wilcoxon test for paired 

comparison. Significant differences at P≤0.05 and P≤0.01 levels are indicated by * and **，respectively，n=9（a）），n=27（b））. 

 

图 2  不同根箱区室（a））和不同供氮水平（b））的土壤微生物群落的基于多度覆盖的物种估计量（ACE）多样性指数 

Fig. 2  ACE-based diversity index of the soil microbial community between different areas in the rhizobox（a））and under different nitrogen 

levels（b）） 

 

图 3  土壤微生物群落物种丰富度与土壤理化因子之间的相关性 

Fig. 3  Correlation between diversity index of the observed species of soil microbial community and soil physicochemical factors 
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2.3  缺氮胁迫下小麦土壤根际微生物群落结构的

变化 

不同供氮水平下土壤微生物群落结构和环境因

子之间的关系通过 dbRDA 冗余分析来表征。降维后

第 一 维 度 和 第 二 维 度 的 解 释 量 分 别 为 10.84%和

6.04%。不同氮水平下的微生物群落结构具有显著差

异（图 4a）），其 95%置信椭圆能够在硝态氮含量、

铵态氮含量和土壤电导率向量指示的方向上大致区

分开。进一步对土壤理化因子拟合 dbRDA 分析的结

果进行 F 检验，硝态氮含量、铵态氮含量、土壤电

导率和速效钾含量对土壤微生物群落结构具有显著

影响。 

根际、近根际和非根际土壤微生物 OTU 丰度数

据的 PCA 分析结果表明，降维后前两个主成分维度

的解释量分别为 6.9%和 5.94%（图 4b）和图 4c））。

同一供氮水平下，根际和近根际围成的多边形相距

较远，而非根际则在前两者中间。基于 Bray-Curtis

距离的 MRPP 检验表明，在缺氮胁迫下根际和近根

际的土壤微生物群落组成之间具有显著差异，而近

根际和非根际之间差异并不显著（图 4b））。小麦的

根际效应对土壤微生物群落结构产生的差异仅在同

一供氮水平下进行比较才能达到显著水平，因此，

土壤可溶性无机氮含量对微生物多样性和群落结构

的影响较根际效应的影响更大。 

 

注：不同环境因子在基于距离的冗余分析（dbRDA）结果中的显著性通过 F 检验获得，根际、近根际和非根际微生物群落结构

之间的差异用多响应排列程序（MRPP）检验获得，显著的差异性在 P≤0.05 和 P≤0.01 的水平分别用*和**标注。Note：The significance 

of different environmental factors in the distance-based redundancy analysis（dbRDA）analysis was obtained by F test，the significant 

differences between soil microbial community in rhizosphere，near-rhizosphere，and non-rhizosphere were test by multi response permutation 

procedure（MRPP）test. The significant differences obtained by Wilcoxon test at P≤0.05 and P≤0.01 levels are indicated by * and **，

respectively. 

 

图 4  土壤微生物 OTUs 丰度和环境因子的 dbRDA 分析（a））以及正常供氮的（b））和缺氮胁迫下（c）） 

OTU 丰度的主成分分析（PCA） 

Fig. 4  dbRDA analysis between OTUs abundances and environmental factors（a））and the PCA analyses based on OTU abundances under 

normal nitrogen supply（b））and nitrogen deficiency（c）） 

在门水平上对微生物丰度数据与土壤理化因子

进行相关性分析（图 5）：厚壁菌门（Firmicutes）、

拟 杆 菌 门 （ Bacteroidetes ） 和 硝 化 螺 旋 菌 门

（Nitrospirae）在土壤微生物群落中占主导地位，丰

度分别为 5.45%，4.97%和 1.39%。有 10 个门的微

生物丰度与土壤硝态氮含量具有显著的相关性，这

表明了硝态氮含量对部分门类的微生物丰度有较大

的影响。其中，厚壁菌门和其他丰度相对较低的纤

细 菌 门 （ Gracilibacteria ） 、 Candidatus 

Jorgensenbacteria 和迷踪菌门（Elusimicrobia）等微

生物的丰度与土壤硝态氮含量呈显著的负相关关

系，而硝化螺旋菌门则与土壤硝态氮含量呈显著的

正相关关系。厚壁菌门和纤细菌门等微生物丰度与

土壤 EC 以及铵态氮含量也呈显著的负相关关系。

此外，拟杆菌门和纤维杆菌门（Fibrobacteres）的丰

度则与速效钾含量呈显著的负相关关系。 

基于微生物 OTU 丰度数据构建土壤微生物的

共 存 网 络 。 其 中 ， 来 源 于 δ 变 形 菌 纲

（ Deltaproteobacteria ） 、 γ 变 形 菌 纲

（Gammaproteobacteria）、放线菌纲（Actinobacteria）、

α 变形菌纲（Alphaproteobacteria）、杆菌纲（Bacilli）

和 Nitrososphaeria 的微生物丰度较高（图 6a））。在

共存网络中，正相关边数为 1 403 条，占 98.04%，

因此，绝大多数的 OTUs 丰度之间呈正相关关系。 
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注：热图中的红色和蓝色分别表示正相关和负相关关系；

显著相关性在 P≤0.05 和 P≤0.01 水平上分别用*和**标注。

Note：The red or blue color in the heatmap indicates positive or 

negative correlation，respectively. The sign of * and ** indicates 

significant correlation at P≤0.05 and P≤0.01，respectively. 

 

图 5  微生物丰度与土壤理化因子相关性聚类热图（门水

平） 

Fig. 5  Cluster heatmap of correlativity between abundances of 
microorganisms at the phylum level and soil physicochemical factors 

仅有少数 OTUs 之间呈负相关关系（28 条，1.95%）。 

属水平的土壤微生物共存网络分析结果表明，

与正常供氮相比，缺氮胁迫下微生物共存网络的平

均连接度（Average degree，AD）显著增加，但是

其模块化程度（Modularity，MD）更低（图 6b））。

与近根际和非根际土壤相比，根际土壤中微生物共

存 网 络 的 平 均 连 接 度 显 著 更 高 ， 聚 类 系 数

（Clustering coefficient，CC）和网络图密度（Graph 

density， GD ） 更 高 ， 网 络 图 直 径 最 大 测 量 长 度

（Network diameter，ND）和平均路径长度（Average 

path length，APL）更低。说明缺氮胁迫和根际效应

可能增强了土壤微生物的互作强度。 

2.4  缺氮胁迫影响小麦和土壤微生物的结构方程

模型 

整合土壤-植物理化指标和微生物群落多样性

数据构建结构方程模型，比较拟合指数（Comparison 

fit index，CFI）为 0.876，近似误差均方根（Root mean 

square error of approximation，RMSEA）为 0.300，

模型的总体 P 值小于 0.001，模型可靠（图 7）。土

壤硝态氮含量处于模型的中心位置。土壤硝态氮含

量与供氮水平、土壤铵态氮含量显著正相关，土壤

硝态氮含量与小麦地上部生物量、全氮含量、叶片

叶绿素含量也呈显著正相关，而与小麦地上部全磷

含量、土壤微生物群落的 α 多样性、β 多样性显著

负相关。小麦地上部生物量与土壤微生物 β 多样性、

地上部全磷含量、全钾含量显著负相关。缺氮胁迫

将抑制小麦地上部的生长和光合作用，引起小麦地

上部全磷和全钾含量的提高，并提高土壤微生物的 

 

注：圆圈大小和 OTU 丰度呈正比，红色和蓝色线条分别

表示正相关和负相关关系。AD 表示平均连接度、ND 表示网络

图直径最大测量长度、MD 表示模块化程度、CC 表示聚类系数；

GD 表示网络图密度；APL 表示平均路径长度。不同的小写字母

表示不同处理下 AD 有显著性差异（P≤0.05），重复数为网络中

节点（OTUs）的数量。Note：Size of the circle is proportional to 

the abundance of OTU. The red or blue line indicates positive or 
negative relationship，respectively. AD stands for average degree，

ND for network diameter，MD for modularity，CC for clustering 

coefficient，GD for graph density，and APL for average path length. 

Different lowercase letters indicate significant difference of AD（P

≤0.05），n= number of nodes（OTUs）in the network. 

 

图 6  土壤微生物 OTU 的共存网络（a））和属水平共存网

络的属性（b）） 

Fig. 6  Co-occurrence network of soil microbial OTU（a））and the 

attributes of the co-occurrence network at the genus level（b）） 
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注：CFI：比较拟合指数，RMSEA：近似误差均方根，箭头粗细与相关系数成正比。Note：CFI：Comparative fit index，RMSEA：

Root mean square error of approximation，arrow weights are proportional to coefficients. 

 

图 7  结构方程模型 

Fig. 7  Structural equation model 

α 多样性。土壤硝态氮含量和小麦的地上部生物量

共同影响了土壤微生物的群落结构，土壤-植物-微

生物群落三者相互影响，相互作用。 

2.5  缺氮胁迫下土壤微生物代谢过程的变化 

通 过 京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书 （ KEGG，

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）数据库

的功能注释对微生物群落功能变化进行预测（图 8）。

缺氮胁迫可能导致土壤微生物的信使 RNA 生物起

源（messenger RNA biogenesis）、糖酵解或糖异生过

程（glycolysis / gluconeogenesis）、过氧化物酶体

（peroxisome）和磷酸肌醇代谢（inositol phosphate 

metabolism ） 显 著 增 强 ， 而 蛋 白 质 输 出 （ protein 

export）和组氨酸代谢（histidine metabolism）则显

著减弱。 

2.6  响应缺氮胁迫的土壤微生物标志物 

为筛选不同供氮水平影响下的潜在生物标记物

（biomarker），本研究进行了两种供氮水平下土壤微

生物丰度数据的随机森林分析。不同供氮水平下，

仅选择前 3 个最重要的微生物种类的丰度数据对两

种供氮水平进行分类，曲线下面积值（area under the 

curve，AUC）就达到了 98.92%，选用前 20 个最重

要的微生物种类，AUC 值达到了 100%，这表明随

机森林的分类准确度较高，可信度较高（图 9a））。

亚 硝 化 螺 菌 属 （ Nitrosospira ）、 Candidatus 

Jorgensenbacteria、Candidatus Peribacteria、未鉴定

的硝化螺旋菌属（unidentified Nitrospiraceae）、亚硝

化单胞菌属（Nitrosomonas）等微生物对随机森林分

类器准确度的影响最大，可以作为与土壤氮水平相

关的生物标记物（图 9b））。上述结果可为后续分离

培养微生物提供参考。 

3  讨  论 

3.1  土壤氮素是引起小麦根际微生物群落结构变

化的主导因子 

土壤氮素是影响小麦生长、产量和品质的主要

限制因子之一[21]，同时，土壤氮水平也是驱动土壤

微生物多样性和群落结构改变的重要因子[4-6]。本研 
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注：差异的显著性通过 t 检验获得，显著性差异在 P≤0.05 和 P≤0.01 水平分别用*和**标注，n=27。Note：The significance of 

differences was obtained through t test. The sign of * and ** indicates significant differences at P≤0.05 and P≤0.01 level，respectively，n = 27. 

 

图 8  不同氮水平下具有显著差异的微生物代谢通路 

Fig. 8  Metabolic pathways of the microorganisms with significant differences under different nitrogen levels 

 

注：AUC：曲线下面积。Note：AUC：Area under the curve. 

 

图 9  微生物丰度的随机森林分析 

Fig. 9  Random forest analysis of microbial abundance 

究通过根箱试验综合考察了缺氮胁迫和根际效应对

土壤微生物群落结构的影响。研究结果表明，缺氮

胁迫显著抑制了小麦生长（表 1），但显著提高了土

壤微生物群落的 α 多样性（图 2）。微生物群落的

Observed species 多样性指数与土壤硝态氮、铵态氮

含量和电导率呈极显著的负相关关系（图 3），这也

与前期的一些研究结果一致[22]。Kavamura 等[5]的研

究表明，不同供氮条件下（有机氮、无添加、中等

无机氮、高无机氮），小麦根系细菌群落结构和组成

具有显著的差异，高无机氮的添加反而会抑制细菌群

落的多样性和稳定性。与长期施氮相比，低氮条件下

小麦土壤细菌群落的香农（Shannon）多样性指数更高，

而古菌和真菌群落的多样性则相对降低[4-5，23]。高氮

供应提高了土壤微生物 DNA/RNA 复制和蛋白质代

谢相关基因的丰度，有利于变形杆菌等富营养微生

物的生长和繁殖[24]。而缺氮胁迫会激发更多种类的

寡营养型微生物利用难降解碳源的能力，使其相对

丰度增加[22]。缺氮胁迫下更多种类的寡营养型微生

物相对于富营养微生物的竞争优势可能导致缺氮胁

迫下土壤微生物多样性更高。 

本研究整体而言，土壤可溶性无机氮含量对微

生物多样性和群落结构的影响较根际效应的影响更
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大（图 2～图 4），这很可能与一些氮代谢活跃的细

菌丰度的变化相关。本研究也发现，硝化螺旋菌门

（Nitrospirae）的硝化细菌丰度与土壤硝态氮含量呈

显著的正相关关系，缺氮胁迫显著抑制了硝化螺旋

菌门等氨氧化微生物的繁殖，但显著地促进了厚壁

菌门（Firmicutes）和拟杆菌门（Bacteroidetes）等

微生物的繁殖（图 5）。随机森林分析结果表明，亚

硝化螺菌属（Nitrosospira）、未鉴定的硝化螺旋菌属

（ unidentified Nitrospiraceae ） 和 亚 硝 化 单 胞 菌 属

（Nitrosomonas）是响应缺氮胁迫的土壤微生物标志

物（图 9）。前期研究发现，长期缺氮的土壤中，土

壤硝化潜势较低，土壤中硝化作用的主要驱动力氨氧

化细菌的作用减弱，而氨氧化古菌的作用增强[25-26]。

其中，硝化螺旋菌在土壤微生物的氮代谢过程中起

主导作用。长期的氮肥施用导致硝化螺旋菌和亚硝

化单胞菌等氨氧化细菌的丰度大幅度提高，氮代谢

相关基因的表达分析也表明，供氮水平与细菌的反

硝化、硝化、硝酸盐同化作用和有机氮的代谢能力

显著正相关[4]。缺氮胁迫下，微生物群落中氨氧化

微生物丰度的降低可能有利于降低土壤氮素的流

失，进而有助于小麦适应短期缺氮环境。 

3.2  小麦根际在缺氮胁迫下富集特定的微生物

类群 

不同种类或基因型植物的根系会在土壤中招

募大量特定种属的微生物，调节根际微生物群落的

多样性和群落结构，以促进自身的生长并增强抗逆

性[27]。根系分泌有机酸等物质是植物应对氮素缺乏

的一种重要适应性机制[9，28]。植物根系分泌的有机

酸、氨基酸、糖类、蛋白质和其他次级代谢物等会

显著影响根际土壤微生物群落结构[29]。研究表明，

小 麦 和 野 燕 麦 等 麦 类 作 物 根 际 富 集 的 杆 菌 属

（Arthrobacter）和芽孢杆菌属（Bacillus）等特定微

生物的丰度与根系分泌物中的乙酸、草酸、琥珀酸、

烟酸、莽草酸和水杨酸等有机酸含量显著相关[10，30]。

缺氮胁迫下，玉米根系分泌的天冬氨酸、酪氨酸、

异亮氨酸和赖氨酸等氨基酸含量大大降低，也会引

起根际微生物丰度和活性的改变[31]。本研究表明，

与正常供氮相比，缺氮胁迫下小麦根际和近根际的

土壤微生物多样性和群落结构与非根际中的有一定

的差异（图 4），这可能与缺氮胁迫导致小麦根际分

泌物的有机酸和氨基酸含量改变有关。根际对特定

微生物的富集效应受土壤类型、植物类型以及植物

基因型的影响。最近的研究表明，不同氮效率的水

稻品种的根系微生物群落存在显著差异，氮高效品

种能够在根际富集更多种类的微生物，并且这些微

生物具有更强的氮代谢功能，水稻的硝酸盐转运体

NRT1.1B 参与这些特定微生物类群的富集[32]。细菌

在土壤的短期氮素转化过程中占据主导地位，能够

快速利用土壤中添加的植物源有机氮[33]。缺氮胁迫

下，一些特定种类的细菌在小麦根际土壤中富集可

能有利于土壤中氮素的周转并提高小麦应对缺氮胁

迫的抗逆性，进而促进小麦的生长。 

3.3  缺氮胁迫对小麦根际微生物共存网络和代谢

过程的影响 

本研究的结果表明，与正常供氮水平和非根际土

壤相比，缺氮胁迫下和根际土壤中的微生物共存网络

的平均连接度显著更高，模块化程度更低（图 6）。

这表明缺氮胁迫下，小麦根际土壤中不同种类的微

生物互作更加剧烈，且土壤可溶性无机氮浓度变化

通过促进或抑制相关微生物的生长调控了这种互作

关系。Ma 等[34]的研究也表明，土壤微生物共存网

络的网络图密度和平均路径长度等属性与土壤可溶

性氮含量显著相关。 

氨氧化古菌 Nitrososphaeria 是微生物共存网络

的关键节点。据报道，氨氧化古菌是土壤氮循环中

极其重要的参与者，催化了氨氧化过程的第一个步

骤，而 Nitrososphaeria 是氨氧化古菌中的一个重要

种类 [35]。作为一种富营养型古菌，Nitrososphaeria

在长期施用有机肥的水稻根际土壤中丰度较高[36]。

此外，本研究有关微生物代谢过程的预测结果表明，

缺氮胁迫下，土壤微生物的信使 RNA 生物起源、过

氧化物酶活性和磷酸肌醇代谢与抗逆胁迫相关的代

谢过程在缺氮胁迫下显著增强，同时组氨酸代谢和

蛋白质输出这两种与氮元素相关的代谢过程被显著

抑制（图 8）。缺氮胁迫带来的环境压力导致微生物

抗逆性增强，使不同种类微生物互作效应增强，从

而共同应对不利环境。 

4  结  论  

土壤氮素对植物的生长发育和微生物群落结构

的变化具有重要作用，土壤-植物-微生物三者相互
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作用，相互影响。本研究通过根箱试验发现土壤可

溶性无机氮含量在小麦土壤微生物多样性和群落结

构的改变中起主导作用，同时根际效应也影响了土

壤微生物的群落结构。氨氧化古菌 Nitrososphaeria

是受缺氮胁迫影响的微生物共存网络中的关键节

点，土壤可溶性无机氮含量的变化和根际效应能够

引起一些特定微生物丰度的显著变化，并改变微生

物群落的代谢功能，该改变可能有助于微生物和植

物适应缺氮胁迫。上述研究结果可为小麦根际促生

微生物的发掘和小麦氮素利用效率的提高提供部分
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