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摘 要：为探究长期施肥驱动下植烟土壤根际与非根际微生物多样性的差异化响应及其关键养分因子，依托

始于 2010 年的长期定位试验，采集不施肥（CK）、单施无机肥（NPK）、单施有机肥（OM）、有机无机肥

配施 （NPKO）和无机肥加绿肥还田 （NPKG）5 个试验处理下烟株的根际与非根际土壤，采用高通量测序、

土壤理化性质测定和功能预测分析，评估不同施肥处理对根际与非根际土壤细菌和真菌群落组成、多样性

及潜在功能的影响。结果表明：长期施肥对细菌群落结构的影响在根际与非根际土壤中均表现显著，而对

真菌群落仅在非根际土壤表现突出；变形菌门、放线菌门、酸杆菌门以及子囊菌门、担子菌门等为根际与

非根际土壤的共有优势类群。施肥普遍促进了鞘氨醇单胞菌属的富集；同时，NPKG 处理的镰刀菌属丰度

较 CK 显著增加 117.20%，而 NPKO 处理则提升根际中腐质霉属丰度并使镰刀菌属降至所有处理中最低水

平，较 CK 下降 42.86%。施肥处理显著提升了土壤碳（32.32%~159.76%）、氮（17.68%~229.80%）组分含

量，其中，土壤 pH、全氮、总有机碳和可溶性有机碳是影响根际细菌群落演替的关键因子 （P<0.05），而非

根际真菌群落则主要受碱解氮水平的驱动。施肥增强了非根际细菌在碳氮代谢与跨膜运输方面的潜在功能

丰度，NPKO 不仅增强了真菌分解复杂有机底物的潜力，还降低了根际潜在病原菌相关的预测功能丰度。

综上，细菌与真菌对长期不同施肥的响应存在明显生境分异，其演替分别受根际土壤多养分因子与非根际

土壤碱解氮的差异化驱动，而有机无机配施处理更有利于协调养分周转并维持根际微生态健康。 
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Abstract: 【Objective】This study aimed to investigate the differential responses of rhizosphere and bulk soil 

microbial diversity to long-term fertilization and to identify the key nutrient drivers. 【Method】Rhizosphere and 

bulk soils were collected from tobacco plants under five treatments in a long-term field experiment established in 

2010. The samples were collected from plots with no fertilization (CK), inorganic fertilizer alone (NPK), organic 

fertilizer alone (OM), combined inorganic and organic fertilization (NPKO), and inorganic fertilizer plus green 

manure incorporation (NPKG). Using high-throughput sequencing, soil physicochemical analyses, and functional 

prediction, we evaluated the effects of different fertilization treatments on the composition, diversity, and potential 

functions of bacterial and fungal communities in rhizosphere and bulk soils.  【Result】The results showed that long-

term fertilization significantly altered bacterial community structure in both rhizosphere and bulk soil, whereas 

fungal community structure responded significantly only in bulk soil. Proteobacteria, Actinobacteriota, 

Acidobacteriota, Ascomycota, and Basidiomycota were the dominant phyla shared by both habitats. Fertilization 

generally promoted the enrichment of Sphingomonas. Meanwhile, compared with CK, the relative abundance of 

Fusarium under NPKG increased significantly by 117.20%, whereas NPKO increased the abundance of Humicola 

in the rhizosphere and reduced Fusarium to the lowest level among all treatments, representing a 42.86% decrease 

relative to CK. Also, fertilization significantly increased soil carbon (32.32%–159.76%) and nitrogen (17.68%–

229.80%) fractions. Soil pH, total nitrogen, total organic carbon, and dissolved organic carbon were the key factors 

driving rhizosphere bacterial succession (P < 0.05), whereas bulk soil fungal communities were mainly driven by 

alkali-hydrolyzable nitrogen. Fertilization enhanced the potential functions of bulk soil bacteria related to carbon 

and nitrogen metabolism and transmembrane transport. In addition, NPKO not only strengthened the potential of 

fungi to decompose complex organic substrates, but also reduced the predicted abundance of functions associated 

with potential rhizosphere pathogens. 【Conclusion】 Bacterial and fungal communities showed clear habitat-

specific responses to long-term fertilization, with their succession driven primarily by multiple nutrient factors in 

the rhizosphere soil and by alkaline hydrolyzable nitrogen in bulk soil. Additionally, combined organic–inorganic 

fertilization was more effective in coordinating nutrient turnover and maintaining rhizosphere microecological health. 

Key words: Long-term fertilization; Tobacco-growing soil; Rhizosphere; Bulk soil; Microbial community; 

Functional prediction 

土壤微生物参与有机质分解及碳、氮、磷、钾等养分转化，对土壤肥力、作物生长和土

壤健康具有重要作用[1-2]。根际受到根系分泌物和养分吸收活动的持续影响，形成区别于非

根际的特异性微生态环境[1,3]，并与养分活化及土传病原菌定殖密切相关[1,4-5]。非根际土壤受

根系直接影响较弱，其微生物群落更多反映长期施肥、基础养分和有机质积累等环境条件[6]。

因此，明确根际与非根际土壤微生物群落的组成差异及其功能特征，对于认识施肥条件下土

壤微生态环境变化具有重要意义[2]。 
施肥是调控土壤养分供给和微生物群落的重要措施，不同施肥方式对两类微域的影响并

不一致[6]。长期单施无机肥可能造成土壤酸化和养分失衡，进而改变微生物群落组成。

Geisseler 和 Scow[7]发现，长期单施无机肥可导致土壤酸化并降低细菌多样性。相比之下，

有机肥或有机无机肥配施可补充有机质和多样化底物，为微生物生长提供较稳定的资源条
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件，并有助于改善土壤结构和根际微生态环境[8-9]。绿肥翻压可为土壤提供有机碳和氮源，

并改变微生物群落组成及有机质周转过程[10]。已有研究表明，绿肥还田能够调节植烟土壤微

生物群落，并降低部分根部病害发生风险[11]。但不同绿肥种类可能带来不同的微生态效应。

Suproniene 等[12]发现，禾本科植物残体可能为部分镰刀菌提供潜在定殖基质。因此，绿肥还

田的效果不能仅从养分归还或土壤理化性质改善角度进行评价，还应关注其对根际和非根际

微生物群落及潜在病原类群的影响[11-12]。 
植烟土壤具有较强的特殊性。烟草根系分泌物中含有烟碱、酚酸等次生代谢物，可与施

肥措施共同影响根际微生物群落的组装和演替[13-14]。在长期连作条件下，根际土壤既是养分

吸收和微生物活动的重要区域，也是土传病原菌与烟草根系直接互作的关键界面，其微生态

稳定性与病害发生密切相关[13-14]。同时，非根际土壤作为根际周围的基础土壤环境，可通过

养分供给、有机质转化及微生物扩散对根际微生态产生持续影响[15]。然而，现有研究多集中

于施肥对土壤微生物群落的整体影响，对于长期定位施肥条件下，不同施肥模式如何影响植

烟根际与非根际土壤中细菌、真菌群落、潜在病原类群及其功能特征的差异响应，仍缺乏系

统分析。 
基于此，本研究依托长期定位施肥试验，比较 NPK、OM、NPKO 及 NPKG 处理下烟草

根际与非根际土壤细菌和真菌群落结构与多样性、潜在功能类群及土壤养分状况的影响差

异，旨在揭示长期施肥驱动下烟田根际与非根际微生态的差异化响应规律，解析驱动微生物

群落的关键养分因子，从而为优化烟田养分管理与改善根际土壤健康状况提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验点概况 
试验在农业农村部即墨野外综合科学观测研究站进行。试验地位于山东省青岛市即墨区

石门村 （36°26'N，120°34'E），年均气温 12.7 ℃，降水量 959.5 mm，无霜期 203 d，海拔 75.0 
m。土壤类型为棕壤，耕层 （0~20 cm）土壤 pH 为 5.56，容重 1.20 g·cm⁻3，有机碳含量 6.67 
g·kg⁻1，碱解氮 52.69 mg·kg⁻1，有效磷 10.60 mg·kg⁻1，速效钾 105.25 mg·kg⁻1。 
1.2  试验设计与田间管理 

长期定位试验始于 2010 年，田间试验采用完全随机区组设计，共设不施肥组（CK）、

单施无机肥组 （NPK）、单施有机肥组 （OM）、有机无机肥配施组 （NPKO）、无机肥加绿肥

还田组 （NPKG，后文简称绿肥组）五组处理，每个处理重复 3 次。主要种植制度为烟草单

作。在施肥管理上，CK 处理无任何添加，NPK、NPKO、NPKG 处理组无机肥 （N、P、K）

施用量一致，OM 处理仅施用腐熟牛粪有机肥，NPKO 处理在基肥中配施腐熟牛粪有机肥，

NPKG 于冬闲期种植一年生黑麦草 “冬牧 70”，于次年 4 月中旬将黑麦草翻压还田作为绿肥。

腐熟牛粪有机肥的有机碳和碱解氮含量分别为 201.27 g·kg⁻1 和 1.47 g·kg⁻1，黑麦草碳含量

36.87%，氮含量 2.52%，碳氮比（C/N）14.61。各处理具体施肥量见表 1。 
表 1 各处理肥料施用总量 

Table 1 Total fertilizer application rates under different treatments 

处理

Treatment 

肥料施用量 Fertilizer application rate/(kg·hm–2) 

无机肥 Chemical fertilizer 有机肥 

Organic fertilizer 

绿肥 

Green fertilizer N P2O5 K2O 

CK 0 0 0 0 0 

NPK 82.20 83.25 249.75 0 0 

OM 0 0 0 22 500 0 
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NPKO 82.20 83.25 249.75 15 000 0 

NPKG 82.20 83.25 249.75 0 4 541 

 
1.3  样品采集与分析 

2024 年 8 月 9 日烟株下部叶成熟期采集土壤样品。非根际土壤取自植株根周 50 cm 范

围 0~20 cm 的土壤，根际土壤使用无菌毛刷将附着在烤烟根系附近 2 mm 的土壤刷下收集，

将土壤样品等量混合，分为三部分保存以备后用。一部分放入无菌塑料袋储存在冰盒中，带

回实验室−80 °C 保存，用于微生物分析[16]；一部分 4 ℃保存用于土壤可溶性有机碳 （DOC）
的测定；另一部分经风干研磨过筛后用于土壤速效钾 （AK）、有效磷 （AP）等指标的测定。 

土壤全氮采用半微量凯氏定氮法 （Kjeltec 8400，丹麦）[17]；土壤总有机碳 （TOC）、DOC
和颗粒有机碳 （POC）均采用 TOC 分析仪 （multi N/C 3100，Analytik Jena，德国）测定；土

壤碱解氮采用 1.0 mol·L⁻1 NaOH 碱解扩散法测定；有效磷采用 0.5 mol·L⁻1 碳酸氢钠浸提–钼
锑抗比色法，利用酶标仪（Multiskan GO，Thermo Fisher Scientific，上海）测定吸光度；速

效钾采用 1 mol·L⁻1 乙酸铵浸提–火焰光度计法测定。 
土壤细菌和真菌群落分别扩增 16S rRNA 基因 V4 区（515F/806R）和 ITS1 区（ITS5-

1737F/ITS2-2043R）。采用 DNeasy® PowerSoil® Pro Kit 提取土壤微生物基因组 DNA，并通

过 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量。PCR 产物经纯化、混合和文库构建后进行高通量测

序，测序工作由北京诺禾致源科技股份有限公司完成。 
1.4  数据处理 

原始测序数据在QIIME2 平台中采用DADA2 算法进行质控、去噪、拼接和嵌合体去除，

获得 ASVs（Amplicon Sequence Variants）及特征表。分类学注释采用 QIIME 2 软件完成，

其中细菌 16S rRNA 基因序列基于 SILVA 138.1 数据库进行注释，真菌 ITS 序列基于 
UNITE v9.0 数据库进行注释，并在 α 和 β 多样性分析前按最小测序深度进行均一化处理。

细菌功能采用 PICRUSt2 进行预测，并获得 PFAM 功能谱；真菌生态功能类群采用 FUNGuild
进行注释。采用单因素方差分析比较不同处理间土壤养分和微生物指标差异，并以 LSD 法

进行多重比较。基于 Bray-Curtis 距离进行 NMDS 排序和 PERMANOVA 分析；采用 Mantel
检验分析群落结构与养分因子的关联，并对属水平 Spearman 相关性进行 BH-FDR 校正。 

2  结 果 

2.1  施肥处理对根际与非根际土壤微生物多样性的影响 
在 ASV 水平上，长期施肥对细菌群落 α 多样性指数的整体影响较为有限 （表 2）。根际

土壤细菌中，NPKO 处理的 Chao1 和 Observed_ASVs 指数显著低于 CK 处理 （P<0.05），其

余处理间差异不显著。非根际细菌各 α 多样性指数在不同处理间均无显著差异。根际和非根

际真菌的 Chao1、Observed_ASVs 和 Shannon 指数在各处理间均无显著变化（P>0.05）。 
表 2 不同处理下根际与非根际土壤细菌与真菌 α 多样性指数 

Table 2 α-diversity of rhizosphere and bulk soil bacteria and fungi under different fertilization treatments 

土壤分区 

Soil compartment 

处理

Treatment 

细菌 Bacteria 真菌 Fungi 

Chao1 Observed_ASVs Shannon Chao1 Observed_ASVs Shannon 

根际 

Rhizosphere 

CKR 3 203±312ab 3 056±277ab 10.5±0.2a 537±118a 467±120.6a 4.8±0.8a 

NPKR 2 769±554ab 2 664±500ab 10.2±0.4a 467±44a 374±44.6a 3.8±1.1a 

OMR 2 888±930ab 2 751±864ab 9.9±1.3a 585±139a 483±133a 4.6±1.3a 

NPKOR 2 417±496c 2 346±441c 9.9±0.4a 578±60a 436±18a 4.5±0.3a 
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NPKGR 3 615±254a 3 452±212a 10.4±0.2a 491±85a 412±86a 5.1±0.7a 

非根际 

Bulk soil 

CKB 2 462±232ab 2 385±226ab 10.2±0.3a 674±173a 564±121a 5.8±0.8a 

NPKB 2 230±433b 2 131±411b 9.4±0.7a 642±45a 533±20a 5.5±0.1a 

OMB 3 114±427a 2 943±410a 10.3±0.5a 638±132a 537±49a 5.3±0.4a 

NPKOB 2 745±407ab 2 628±335ab 10.3±0.2a 645±157a 515±130a 5.6±0.6a 

NPKGB 2 286±278b 2 166±270b 9.7±0.4a 464±110a 409±94a 5.4±0.5a 

基于 Bray-Curtis 距离的 NMDS 分析表明，不同施肥处理显著影响了根际和非根际土壤

细菌群落结构 （图 1）。根际细菌群落处理间差异显著 （stress=0.087，R²=0.675，P=0.001），
非根际细菌群落处理间差异亦显著 （stress=0.079，R²=0.595，P=0.044）。根际真菌群落在不

同处理间差异不显著 （stress=0.146，R²=0.532，P=0.243），而非根际真菌群落处理间差异显

著（stress=0.102，R²=0.587，P=0.003）。 

 

 
注：a)、c)为细菌群落；b)、d)为真菌群落；左侧为 NMDS 排序图，右侧为对应的 PERMANOVA 检验结果；R：根际；

B：非根际。（后续各图中根际与非根际字母标注规则与本图一致）。Note: a) and c), Bacterial communities; b) and d), Fungal 

communities. The left panel shows the NMDS ordination, and the right panel shows the corresponding PERMANOVA results. R: 

Rhizosphere; B: Bulk soil. (The lettering scheme for rhizosphere and bulk soil in the following figures is consistent with that used 

in this figure.) 

图 1 不同处理下根际与非根际土壤微生物 NMDS 分析 

Fig. 1 NMDS analysis of rhizosphere and bulk soil microbial communities under different fertilization treatments 

2.2  施肥处理对根际与非根际土壤微生物群落组成的影响 
植烟土壤根际与非根际土壤的菌群组成如图 2 所示。结果显示，根际土壤的优势菌门依

次为变形菌门（ Proteobacteria ）（ 31.20%~41.92% ）、放线菌门（ Actinobacteriota ）
（10.50%~22.97%）、酸杆菌门 （Acidobacteriota）（11.58%~16.00%）。与 CK 相比，施肥处理

提高了变形菌门丰度，降低了酸杆菌门的丰度，而 OM 处理中部分优势细菌门的相对丰度

较高。非根际菌门组成与根际相似，变形菌门仍占主导 （27.15%~36.67%），其次为放线菌门

（12.19%~19.69%）、酸杆菌门（15.00%~19.25%）。根际土壤中变形菌门和放线菌门的相对

丰度整体高于非根际土壤，而酸杆菌门在非根际土壤中相对较高。真菌群落门水平相对丰度

分析表明（图 2b），根际土壤中优势菌门为子囊菌门（Ascomycota）（25.52%~53.66%），其

次为担子菌门 （Basidiomycota）（3.80%~8.05%）、被孢霉门 （Mortierellomycota）（1.82%~6.40%）

和壶菌门（Chytridiomycota）（1.73%~7.30%）。与 CK 相比，施肥处理普遍降低了子囊菌门

的相对丰度，同时提高了担子菌门和壶菌门的丰度。在非根际土壤中，子囊菌门仍占主导
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（45.43%~73.14%），担子菌门 （6.85%~10.74%）和被孢霉门 （3.66%~10.72%）次之。与细

菌相反，非根际中主要优势真菌菌门的丰度高于根际。 

 
注：a）细菌，b）真菌。Note: a) Bacterial, b) Fungal. 

图 2 不同处理下根际与非根际土壤微生物菌门相对丰度 

Fig. 2 Relative abundance of microbial phyla in rhizosphere and bulk soil under different fertilization treatments 

属水平分布显示，鞘氨醇单胞菌属在根际 NPK 和 NPKO 处理以及非根际 NPK 处理中相

对丰度较高 （图 3）。真菌群落中，腐质霉属和镰刀菌属为根际与非根际土壤的主要优势属。

根际土壤中，NPKO 处理的腐质霉属相对丰度最高，为 33.47%；NPKG 处理的镰刀菌属相

对丰度最高，为 15.03%，而 NPKO 处理最低，为 3.67%。非根际土壤中，优势真菌属的变

化趋势与根际总体相似，但镰刀菌属相对丰度整体高于根际。 
Fusarium 属包含多种与烟草土传病害相关的病原真菌，进一步比较 Fusarium 的相对丰

度发现 （图 4b），与 CK 相比，根际土壤中 NPK、OM 和 NPKO 处理的镰刀菌属相对丰度分

别降低 28.57%、38.14%和 42.86%，其中 NPKG 处理显著增加 117.20%。在非根际土壤中，

各施肥处理下镰刀菌属相对丰度均呈增加趋势，其中 NPK 和 NPKG 处理增幅为 156.06%和

152.10%。选取文献中报道较多的代表性潜在拮抗类群与代表性潜在病原类群进行相对丰度

比较，进一步分析各处理下 Fusarium 增加是否伴随拮抗或共存病原类群的变化 （图 4a）。结

果显示，根际土壤中，与 CK 相比，OM 和 NPKO 处理下的 Lysobacter 是优势拮抗类群，相

对丰度分别为 2.76%和 2.22%，NPKG 处理下 Bacillus 的丰度升至 1.71%；施肥处理降低了

Alternaria 的丰度（图 4a2），其中 NPKO 和 NPKG 处理下降幅度最大，分别为 87.69%、

97.54%。非根际土壤中 OM 处理下 Streptomyces 丰度为 1.28%，NPKO 处理中 Bacillus 和

Streptomyces 丰度分别为 0.35%、0.99%，NPKG 处理中 Bacillus 和 Streptomyces 丰度分别为

0.30%、0.81%。 
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注：a)、c)细菌，b)、d)真菌。连接宽度代表相对丰度大小，颜色用于区分不同微生物属。Note: a) and c), Bacterial; b) and 

d), Fungal. The width of the links represents relative abundance, and colors distinguish different microbial genera. 
图 3 不同处理下根际与非根际土壤微生物群落的属水平分布图 

Fig. 3 Genus-level diagrams of microbial community composition in rhizosphere and bulk soil under different fertilization 

treatments

 
 

注：潜在拮抗类群：Bacillus （芽孢杆菌属）、Pseudomonas （假单胞菌属）、Lysobacter （溶杆菌属）、Paenibacillus （类芽

孢杆菌属）、Trichoderma （木霉属）、Streptomyces （链霉菌属）；潜在病原类群：Ralstonia （劳尔氏菌属）、Colletotrichum （炭

疽菌属）和 Alternaria（链格孢菌属）。Note: Potential antagonistic genera: Bacillus, Pseudomonas, Lysobacter, Paenibacillus, 

Trichoderma, Streptomyces; Potential pathogenic genera: Ralstonia, Colletotrichum, Alternaria. 

图 4 不同处理下根际与非根际土壤潜在拮抗与病原菌属、镰刀菌的相对丰度特征 

Fig. 4 Relative abundance characteristics of potential antagonistic and pathogenic genera, including Fusarium, in rhizosphere and 

bulk soil under different fertilization treatments 

2.3  施肥处理下根际与非根际微生物群落与养分因子的关联特征 
不同施肥处理对根际与非根际土壤养分因子的影响存在明显差异（图 5）。在根际土壤

中，与 CK 相比，OM 处理显著提高 DOC、POC 和 TOC 含量，增幅分别为 130.75%、78.63%
和 89.97%；同时，AN、TN、AK 和 AP 含量分别提高 25.91%、166.65%、156.47%和 31.13%，

pH 提高 20.05%（P<0.05）。NPKO 处理显著提高 DOC、POC 和 TOC 含量，增幅分别为

67.42%、43.34%和 35.01%；AN、TN、AK、NH4⁺-N 和 NO3⁻-N 含量分别提高 151.72%、

135.16%、211.37%、151.72%和 199.63% （P<0.05）。NPKG 处理主要提高 AN、TN 和 AK 含
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量，增幅分别为 17.68%、229.80%和 203.14% （P<0.05）。在非根际土壤中，OM 处理显著提

高 DOC、POC 和 TOC 含量，增幅分别为 159.76%、34.53%和 32.32%；AN 和 NO3⁻-N 含量

分别提高 98.16%和 188.29% （P<0.05）。NPKO 处理下 DOC、POC、TOC、AN 和 NO3⁻-N 含

量分别提高 110.86%、41.88%、33.69%、67.96%和 165.10%（P<0.05）。NPKG 处理主要提

高 AN、TN 和 AK 含量，增幅分别为 73.85%、60.87%和 229.45%（P<0.05）。 

 
注：a)根际；b)非根际；a、b、c、d、e 为显著性标识。Note: a) Rhizosphere; b) Bulk soil; a, b, c, d, e indicate significant 

differences. 

图 5 不同处理下土壤养分因子的含量特征 

Fig. 5 Soil nutrient content characteristics under different fertilization treatments 

Mantel 检验显示，根际土壤细菌群落与 pH、DOC 和 TOC 极显著相关（P<0.001）（图

6a），并与 TN、AP 显著相关 （P<0.05）。非根际细菌群落与 pH 和 AK 呈显著相关 （P<0.05）
（图 6b）。真菌群落在根际土壤中与养分因子相关性不显著，非根际土壤中仅与 AN 呈极显

著相关 （P<0.001）。进一步选取各样品中相对丰度前十的优势属进行 Spearman 相关性分析，

根际土壤细菌群落中的Dongia属和 Lysobacter属均与部分碳氮组分呈显著正相关 （P<0.05）
（图 6c），而 Candidatus_Solibacter 和 Candidatus_Nitrosotalea 属则呈负相关。在非根际土壤

中（图 6d），Dongia 属与 DOC、NO3⁻-N、POC、TN、TOC 保持显著正相关（P<0.05），真

菌方面，Rhizophlyctis 属在根际中与 NH4⁺-N 呈显著的正相关关系 （P<0.01），Didymella 属与

NH4⁺-N 呈显著负相关关系（P<0.01），而非根际真菌属与养分因子的相关性整体较弱。 
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注：a)根际；b)非根际；c)根际细菌；d)非根际细菌；e)根际真菌；f)非根际真菌。相关性结果经 BH-FDR 校正：*P<0.05，

**P<0.01；仅对|ρ|≥0.50 的格子标注数值。Note: a) Rhizosphere; b) Bulk soil; c) Rhizosphere bacteria; d) Bulk soil bacteria; e) 

Rhizosphere fungi; f) Bulk soil fungi. Correlation results were adjusted using BH-FDR: * P<0.05, ** P<0.01; values are annotated 

only for cells with |ρ| ≥ 0.50 (colors represent ρ). 

图 6 不同处理下根际与非根际土壤微生物群落结构与养分因子的 Mantel 检验及 Spearman 相关性 

Fig. 6 Mantel test and Spearman correlation analyses between microbial community structure and nutrient factors in rhizosphere 

and bulk soils under different fertilization treatments 
2.4  施肥处理下根际与非根际土壤微生物功能响应特征 

基于 PICRUSt2 的 PFAM 功能预测结果显示，根际土壤细菌功能组成在不同施肥处理间

分化较弱（图 7a）。非根际土壤中 OM 处理形成了独特的功能特征（图 7c），参与碳水化合

物代谢 （Glycosyl transferases group 1 和 family 2）、物质跨膜运输 （Binding-protein-dependent 
transport system inner membrane component）、氮代谢（Aminotransferase class I and II）以及参

与细胞信号转导相关功能的预测丰度较高；NPK 处理组中主要促进因子超家族（Major 
Facilitator Superfamily）的相对丰度较高；NPKO 处理则提高了与脂肪酸合成相关的烯酰基

载体蛋白还原酶（Enoyl-(Acyl carrier protein) reductase）的丰度。 
根际真菌功能群在不同施肥处理中表现出明显分化 （图 7b），其中 NPK、OM 和 NPKO

聚为一类，CK 与 NPKG 聚为另一类。CK 处理中植物病原及病原–腐生混合型功能类群的预 
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注：a)、c)细菌 PFAM 功能谱；b)、d)真菌功能类群（FUNGuild）聚类。Note: a) and c), Bacterial PFAM functional spectrum; b) and d), Clustering of fungal functional groups (FUNGuild). 

图 7 不同处理下根际与非根际土壤微生物功能组成及生态类群聚类热图 

Fig. 7 Cluster heatmap of functional composition and ecological guilds of rhizosphere and bulk soil microbial communities under different fertilization treatments
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测丰度较高，提示未施肥根际土壤中潜在病原相关功能占比较高；NPK 和 OM 处理则以内

生–植物病原菌（Endophyte-Plant Pathogen）及动物病原–兼性腐生菌（Animal Pathogen-
Undefined Saprotroph）等病原及腐生复合类群的增加为主；NPKO 处理下土壤腐生、木腐生

及粪生腐生菌等分解功能群较为富集，表明有机无机肥配施可能增强真菌对有机底物的潜在

分解能力；NPKG 处理则兼具部分病原相关类群和较高丰度的腐生类群，与 CK 表现出一定

相似性。非根际真菌功能群未表现出清晰聚类，但不同处理间仍存在功能差异 （图 7d），其

中 OM 处理以真菌寄生和腐生类群为主，NPK 处理下内生菌和兰科菌根真菌等类群的预测

丰度较高，NPKO 和 NPKG 处理则主要表现为寄生–腐生及分解复合类群的变化。 

3  讨 论 

3.1  根际与非根际土壤微生物群落结构对长期施肥的响应差异 
长期定位施肥并非必然导致土壤微生物多样性线性升高或降低，更常见的是在持续选择压力

下趋于群落结构的稳定化[6-7]。本研究中，长期施肥对细菌和真菌 α 多样性的影响总体有限，

但显著改变了部分生境中的群落结构，说明长期施肥的影响主要体现在群落组成和优势类群

替换，而非单纯表现为丰富度或均匀度变化。这与长期施肥通过持续改变养分条件和资源供

给而重塑微生物群落结构的认识一致[7,18]。土壤微生物 β 多样性可反映不同处理下群落结构

的分异程度。研究结果显示，在根际区域 （图 1a），单施有机肥样本在排序图中呈现相对聚

集趋势，并与部分处理表现出一定分离，表明有机肥对根际细菌群落具有显著驱动效应，可

能与外源有机质输入促进特定功能类群富集有关[9,19-20]。非根际土壤中绿肥处理样本在排序

图中呈现相对聚集趋势 （图 1c），这可能与绿肥翻压后残体腐解产生的可溶性有机酸、氮源

及代谢物对非根际微生物群落形成持续选择作用有关[10-11,20]。相比之下，根际真菌群落对环

境扰动响应较弱 （图 1b），可能与根系活动维持了相对稳定的根际微环境，从而缓冲了施肥

处理带来的理化波动有关[1,21]。在非根际土壤中（图 1d），单施有机肥和化肥处理中土壤真

菌群落对有机质和无机养分输入较敏感[15,22]。根系活动有助于维持相对稳定的微环境，从而

增强了根际真菌群落的生态缓冲能力与弹性，而非根际缺乏这种缓冲，外源添加物的直接作

用可放大不同施肥方式间的差异[4,23]。 
3.2  根际与非根际土壤微生物优势类群与潜在功能群的差异性 

本研究中，子囊菌门在非根际土壤中的相对丰度高于根际土壤，这与部分林地和粮食作

物土壤中子囊菌门偏向根际富集、担子菌门偏向非根际分布的报道并不完全一致[21,24]。这一

差异可能与植烟土壤非根际区域受根系分泌物影响较弱、可利用底物供应相对有限有关，在

这种环境条件下，部分耐逆性较强或适应低养分环境的子囊菌类群更易维持较高丰度[15,23]。

属水平上，鞘氨醇单胞菌属在根际和非根际土壤中对施肥表现出不同响应，其中该菌属在根

际单施无机肥和有机无机肥配施处理中富集，说明其可能对速效养分输入及复合底物供给较

为敏感，并参与施肥后有机底物转化和土壤微环境调节[18]。腐质霉属在有机无机配施处理下

相对丰度升高，而在单施化肥处理中下降。腐质霉属具有纤维素分解能力，其变化说明有机

无机配施形成的底物和养分条件可能更有利于腐生真菌维持及有机质转化[9,25]。结合有机无

机肥配施下腐质霉属增加、镰刀菌属相对丰度较低的结果，该施肥方式可能有助于改善根际

真菌群落组成，并降低潜在病原菌扩张风险[24,26]。本研究中，绿肥处理下镰刀菌属在根际和

非根际土壤中均呈升高趋势 （图 4b），说明不同有机投入方式对潜在病原类群的影响并不一

致[11,26]。该差异可能与绿肥种类及其腐解特征有关。与常用豆科绿肥不同，本试验施用的黑

麦草属于禾本科牧草，可能作为镰刀菌的兼性寄主或内生定殖基质，可能形成病原菌存留和

扩散的 “绿色桥梁”[12,27]。翻压后，残体和根系可维持一定接种源，而其较低的碳氮比 （14.61）
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可能促进腐解初期速效氮和易分解有机碳的释放，为镰刀菌的腐生生长和定殖提供有利条件
[10,28]。相比之下，腐熟牛粪提供的有机底物组成更复杂，可能更有利于溶杆菌等拮抗微生物

及腐生真菌共同利用资源位点，从而限制机会性病原菌扩张[5,26]。尽管绿肥处理下芽孢杆菌

丰度有所增加，但未同步抑制镰刀菌的增长，说明单一潜在拮抗类群的增加不足以形成稳定

的病原抑制作用[29]。非根际土壤缺乏根系持续调节，外源底物输入后病原菌对新增资源的响

应可能更直接，因此更易表现出镰刀菌积累趋势[1,23]。因此，在以黑麦草等禾本科牧草作为

绿肥时，应充分评估其作为高能底物和潜在宿主基质的双重风险，并通过优化翻压方式和腐

解窗口期，降低病原菌隐匿增殖及加剧连作障碍的可能性。 
细菌功能预测结果显示，在缺乏外源养分输入的环境下，可能根际细菌群落具备更强的

环境应激感应与双组分信号转导潜力 （图 7a），倾向于投入更多能量用于捕捉根系分泌物中

微量的营养信号[1,3]，而施肥后碳氮供应增加，使微生物处于稳定富营养环境中，其对外界

刺激感知和调控相关功能的依赖可能有所降低[18,22]。非根际土壤中 （图 7c），由于缺乏根系

持续调控，微生物可能更多依赖自身代谢和物质转运过程来利用有机肥输入的底物。真菌

FUNGuild 功能聚类结果显示（图 7b），长期施肥条件下根际土壤中不施肥与绿肥处理真菌

功能结构相似。考虑到不施肥土壤中潜在病原相关功能类群占比较高，而绿肥连续翻压可输

入大量植物源有机质，二者在病原–腐生相关生态位上可能表现出一定相似性，提示绿肥的

施用可能同样存在较高的潜在病原风险，而非仅改善土壤性状[11-12]。与之相比，有机无机肥

配施在非根际土壤中富集了多类腐生和分解功能群，表明其可能增强真菌对复杂有机底物的

潜在分解能力，这与增加有机质投入有利于真菌参与复杂底物分解的报道一致[9,30]。结合根

际和非根际土壤的功能预测结果，有机无机肥配施可能有助于提升土壤真菌群落的有机质分

解潜力[25]。需要指出的是，PICRUSt2 和 FUNGuild 仅反映功能潜力，不能直接代表微生物

实际代谢活性，后续仍需结合宏基因组或宏转录组等方法进一步验证。 
3.3  养分因子在根际与非根际土壤微生物群落构建中的作用 

不同施肥处理显著改变了土壤关键养分因子的空间分布，并进一步影响根际与非根际微

生物群落对养分梯度的响应[6,22]。与宣泽鹏等[31]的研究结果类似，本研究发现，单施有机肥

和有机无机肥配施显著提高了根际和非根际土壤的碳氮水平（图 5），可能源于有机物分解

释放的可利用碳氮不仅为异养微生物提供能量，也增强了土壤无机氮的生物有效性和养分保

持能力[8-9]。Mantel 检验表明，根际细菌群落对 pH 及碳氮供给变化更为敏感 （图 6a）。这可

能与根际持续接收活性碳源输入、微生物代谢活跃及根际激发效应增强有关[10]。pH 作为关

键环境过滤因子，在长期施肥和根系活动共同作用下可能进一步增强对细菌群落的筛选效应
[6,22]。本研究采样于烤烟下部叶成熟期，根系活性和分泌物输入减弱，根际碳源可能更多来

自衰老根系及微生物残体的分解与矿化，从而增强细菌对可溶性碳和土壤碳库变化的响应
[14]。此外，本研究采用条施方式施肥，肥料主要集中于根系附近土层，这种空间上的养分富

集可能放大根际与非根际土壤的微生态差异。相比之下，非根际细菌群落在底物通量较低的

生境中 （图 6b），其群落构建更多受限于土壤母质及长期施肥形成的背景养分[15,23]。非根际

真菌对速效氮变化表现出较强响应 （图 6b），可能由于非根际缺乏根系持续提供的新鲜碳源，

真菌长期处于资源受限状态[15,21]，当施肥使土壤 AN 含量跨越特定阈值时，速效氮的脉冲式

输入解除了真菌的代谢抑制，从而促进真菌生长和群落调整[7,21]。此外，菌丝空间扩展能力

使真菌更高效截获非根际分散的氮素资源，因此在群落水平上对 AN 波动表现出较强响应
[21]。Spearman 分析结果进一步表明，根际 Lysobacter 和 Dongia 与碳氮周转较活跃的微环境

密切相关，这与前人研究结果相似[18,23]。非根际 Dongia 对长期施肥塑造的碳氮梯度表现出

稳定响应 （图 6d），可作为反映土壤碳氮改善状态的潜在指示类群。总体而言，长期有机投

入通过增加碳氮库并缓冲酸化，结合成熟期根际底物变化，共同驱动了根际细菌的敏感响应

与非根际真菌对速效氮变化的较强响应[8,20]。但相关性分析仅反映变量间协变关系，具体机
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制仍需结合环境因子共线性和处理效应谨慎解释。 

4  结 论 

植烟土壤细菌和真菌的 α 多样性的变化较小，但施肥促使微生物群落结构发生显著分

异，且驱动了根际土壤细菌群落向富营养型类群偏移。土壤碳氮水平是影响根际细菌与非根

际真菌群落结构的关键因子，有机无机肥配施增强了微生物对复杂有机底物的潜在分解功

能，有利于养分周转。长期施用禾本科绿肥虽能提升土壤养分，但其潜在寄主效应或残体基

质特征可能导致根际病原菌的隐性增殖，进而加剧烟草连作障碍的潜在风险。因此，合理进

行有机无机肥配施有助于优化根际和非根际土壤微生态结构，协调养分供应与微生物利用，

但在实际生产中应警惕禾本科绿肥翻压不当可能诱发潜在病原菌增殖而带来生物安全风险。 
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