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摘  要：在根际环境中伯克霍尔德氏菌（Burkholderiales）是一类重要的植物促生菌，其群落结构变化可能会影响植物的生

长和发育。本研究针对伯克霍尔德氏菌目，采用特异性引物 16S rRNA 基因高通量测序技术，研究了田间条件下黑土、潮土

和红壤中玉米根际伯克霍尔德氏菌群落结构及其对地上部作物生物量和产量的可能影响。结果表明：在三种土壤类型中，与

未施肥相比，施肥对伯克霍尔德氏菌目的丰富度和多样性均没有显著影响。在伯克霍尔德氏菌的科水平主要检测到三类细菌，

分别为草酸杆菌科（Oxalobacteraceae）、丛毛单胞菌科（Comamonadaceae）和伯克氏菌科（Burkholderiaceae），且草酸杆菌

科是其中的优势菌。此外，施肥显著增加了有机质含量较低的潮土中马赛菌（Massilia spp.和 Massilia sp. WG5）和伯克氏菌

（Burkholderia spp.）的相对丰度（P<0.05）；增加了酸性红壤中草螺旋菌（Herbaspirillum sp. ZM319）的相对丰度，但降低

了 Noviherbaspirillum spp.的相对丰度（P<0.05）；而在有机质含量最高的黑土中，所有检测到的伯克霍尔德氏菌均无明显地

变化。进一步分析表明，土壤有效磷、速效钾含量和土壤 pH 是影响这几类细菌的主要因素，而马赛菌群落的变化可能会影

响玉米地上部生物量和产量。本研究表明，尽管化学施肥是影响玉米地上部生物量和产量的主要原因，但是伯克霍尔德氏菌

等根际微生物群落也可能是影响它们的潜在生物因素。 

关键词：伯克霍尔德氏菌；马赛菌属；根际微生物；施肥；溶磷 
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Abstract: 【Objective】Under the class β-proteobacteria, Burkholderiales is a kind of Gram-negative bacteria, characterized 

physiologically as strict aerobic, facultative anaerobic and obligate anaerobic chemoheterotrophic types, and composed mainly of 

Burkholaceae, Oxalobacteriaceae, Alcaligenaceae, and Comamonadaceae in taxonomy. In rhizospheric environment, 

Burkholderiales is an important group of pro-growth bacteria that can promote growth and development of plants. It can not only  
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promote plant growth by producing phytohormones, but also improve the environment in which plants grow via nitrogen fixation, 

nodulation and phosphorus solubilization. Studies, so far accomplished, have demonstrated that soil physicochemical properties, 

soil pH, soil type and fertilization can affect the community structure and composition of Burkholderiales, but failed to address 

variation of the effects with soil type and its potential relationship with crop yield.【Method】In this study, 16S rRNA 

high-throughput sequencing of Burkholderiales was performed with a pair of specific primers. Based on the findings, responses of 

Burkholderiales to nitrogen, phosphorus and potassium fertilization (N, P and K) in community structure and of the maize crops 

in three different types of agricultural soils (phaeozem, cambisol and acrisol) in shoot biomass and yield were investigated.

【Result】Results show that application of chemical fertilizer did not affect much richness and diversity of the Burkholderiales in 

the three types of soil, as compared to the unfertilized plot. Moreover, three taxa of bacteria, i.e. Oxalobacteraceae, 

Comammonadaceae, and Burkholderiaceae, were detected at the family level of Burkholderiales. And Oxalobacteraceae was the 

dominant group. In addition, fertilization markedly increased relative abundance of the Burkholderia (mainly Burkholderia spp.) 

and Massilia (mainly Massilia spp. and Massilia sp. WG5) in the cambisol low in organic matter (P<0.01), while it significantly 

increased relative abundance of the Herbaspirillum (mainly Herbaspirillum sp. ZM319), but decreased that of the 

Noviherbaspirillum (mainly Noviherbaspirillum spp.) (P<0.01) in acidic acrisol. However, it did not affect much the relative 

abundance of all detected groups of Burkholderiales in the phaeozem high in soil organic matter and nutrient. Pearson correlation 

analysis and canonical correspondence analysis (CCA) indicates that nutrient (such as AP and AK) content and soil pH are the 

main factors affecting the community composition and structure of these bacteria (Burkholderia, Massilia, Herbaspirillum and 

Noviherbaspirillum). Furthermore, linear regression analysis and Mantel test shows that only the relative abundance of Massilia is 

significantly correlated with the shoot biomass and yield of maize (P<0.05). All these statistical analyses demonstrate that 

changes in community structure of Massilia may affect shoot biomass and yield of the crop. 【Conclusion】 This study indicates 

that although chemical fertilization is the main cause of the increase in shoot biomass and yield of maize, changes in community 

structure of rhizosphere microbes, such as Burkholderiales, may also be potential biological factors affecting shoot biomass and 

yield of maize. 

Key words: Burkholderiales; Massilia; Rhizosphere microbes; Fertilization; Phosphorus solubilization 

栖息于植物根、茎或叶的伯克霍尔德氏菌目属

于变形菌门下的 β-变形菌纲，是一类革兰氏阴性菌，

其生理特征主要表现为严格需氧、兼性厌氧和专性

厌氧化能异养型，主要类群包括：伯克氏菌科、草

酸杆菌科、产碱菌科（Alcaligenaceae）和丛毛单胞

菌科[1-2]。其中多数是具有固氮、结瘤、溶磷和产生

植物激素等功能的植物促生菌。如越南伯克霍尔德

菌（Burkholderia vietnamiensis）和库鲁利伯克霍尔

德菌（Burkholderia kururiensis）具有固定空气中游

离态氮的功能[3]；瘤状伯克霍尔德菌（Burkholderia 

phymatum）除具有固氮功能外还能够在植物的根部

结瘤[4]。Castanheira 等[5]通过基因组指纹图谱和 16S 

rRNA 高 通 量 测 序 发 现 禾 谷 伯 克 霍 尔 德 菌

（ Burkholderia graminis ）、 真 菌 伯 克 霍 尔 德 菌

（Burkholderia fungorum）和属于洋葱伯克氏菌群

（Burkholderia cepacian complex）的菌株具有溶解矿

物质磷、合成吲哚乙酸、生成铁载体以及拮抗植物

致病卵菌的能力。此外，一些洋葱伯克霍尔德菌的菌

株能够栖息于谷物、玉米和水稻等作物的根际，通过

提高作物养分吸收的方式增加作物产量[6-7]。可见，

伯克霍尔德氏菌具有促进植物生长和发育的潜力。 

大量研究表明，温度、海拔高度、土壤 pH 和

土壤类型是影响细菌群落的重要因素 [8-10]，因此它

们也可能与伯克霍尔德氏菌的群落结构和组成密切

相关。Stopnisek 等[11]对不同生态系统、气候条件和

土壤类型中的伯克氏菌进行 16S rRNA 高通量测序

和 qPCR 分析，表明年均温度、海拔、地理位置（经

纬度）和土壤类型会显著影响伯克氏菌属的群落组

成和结构。 此外，氮肥和磷肥的施加也可能会影响

根际土壤中的伯克霍尔德氏菌的群落结构、组成和

功能。Tilman 等[12]研究表明长期施氮肥尤其是以硫

酸 铵 作 为 氮 肥 会 引 起 土 壤 酸 化 。 在 酸 性 环 境 下

（3.5～7），伯克氏菌属（属于伯克霍尔德菌目，伯

克氏菌科）有明显的竞争优势[11]，因此氮肥施加引
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起的土壤酸化可能会带来该菌丰度的增加。与长期

施加磷肥的土壤相比，不施加磷肥处理显著地增加

了一类重要的溶磷菌——马赛菌属（Massilia）（属

于伯克霍尔德菌目，草酸菌科）的丰度[13]。不仅如

此，磷肥对伯克霍尔德氏菌的影响还与磷肥的种类

密 切 相 关 。 在 玉 米 根 际 ， 与 重 过 磷 酸 钙 （ triple 

superphosphate）作为磷肥相比，长期以磷矿石（rock 

phosphate）作为磷肥能够显著地增加草酸杆菌科（主

要是马赛菌属和草螺菌属）的丰度[14]。最近，在海

伦长期施磷矿石的农业土壤中，研究者分离到了一

种具有溶磷能力的马赛菌并命名为：12-OD1T[15]。

目前已发表的研究大多数是关于伯克霍尔德氏菌群

落变化和物种鉴定分离，对伯克霍尔德氏菌在不同

类型土壤中的比较及其与作物产量的潜在关系有待

于进一步研究。 

本研究选择了三种典型农田土壤（黑土、潮土

和红壤）作为供试土壤，在同一海拔高度和气候类

型的田间条件下设置了施肥（氮磷钾）和不施肥两

种处理。通过对伯克霍尔德氏菌的引物序列[16]进行

16S rRNA 高通量测序，研究了玉米根际伯克霍尔德

菌的群落结构和组成的变化及其对玉米地上生物量

和产量可能的影响。 

1  材料与方法 

1.1  研究区概况 

田间试验设置于中国科学院封丘农业生态实验

站（114°24′ E，35°00′ N），位于河南省封丘县潘店

乡，海拔 67.5 m，属半干旱、半湿润的暖温带季风

气候，年均温为 13.9℃，年降水量为 605 mm，主要

集中在 6—9 月份。年日照时数 2 300～2 500 h。无 

霜期为 220 d 左右。 

1.2  研究方法 

于 2005 年 10 月布置微区试验，选择三种长期

旱地耕作的农田土壤（耕作历史 20 年以上），分别

为采自东北松嫩平原海伦的黄土母质发育而成的黑

土、采自黄淮海平原封丘的黄河冲积物发育的潮土

和采自南方丘陵区鹰潭的第四纪红黏土发育的红

壤，各土壤理化性质见表 1。在各地分层（20 cm 每

层）采集三种土壤的剖面（1.2 m 宽×1.4 m 长×1 m 

深），运至封丘站后按原来的土层顺序分别填装到长

1.2 m、宽 1.4 m、深 1 m 的试验小区，每种土壤设

置 2 种处理，每种处理设置 3 个重复（3×2×3）。小

区为砌砖水泥池（微区面积 1.2 m×1.4 m=1.68 m2），

小区隔墙厚 20 cm，露出地表 20 cm，底部铺石英

沙，内壁覆盖防水布。 

2 种 处 理 分 别 为 ：（ 1 ） 不 施 肥 处 理

（Unfertilized）：每年 6 月初种植 1 季玉米，品种为

当地品种郑单 958，不施用任何肥料，采用雨养，

不灌溉，人工定期除草；（2）常规施肥处理（NPK）：

每年种植 1 季玉米，施肥量为 N 150 kg·hm–2、P2O5 

75 kg·hm–2、K2O 60 kg·hm–2，肥料分别为尿素、

（NH4）2HPO4 和 KCl，种植前施加底肥（1/2 氮肥、

全部磷肥和钾肥），玉米大喇叭口期追施尿素（1/2 

氮肥），其他条件与不施肥处理相同。本研究试验样

品于 2016 年玉米成熟期（9 月 18 日）采集。 

玉米根际土壤采用抖根法收集[17-18]，具体操作

如下：首先剧烈抖动玉米的根，去除根表面附着的

大多数土壤，只保留根周围 1 mm 左右的土视为根

际土；其次称取 5 g 含有根际土的根放入 100 mL 的

无菌锥形瓶中，并向其中加入 50 mL 0.85%的 NaCl

溶液（经灭菌），使用无菌镊子小心地将根际土洗下， 

表 1  供试土壤基本理化性质（2005 年） 

Table 1  Physicochemical properties of the tested soils in the experiment of this study 

土壤 

Soil 
pH 

土壤有机质 

SOM/

（g·kg–1） 

全氮 

Total N/

（g·kg–1）

全磷 

Total P/

（g·kg–1）

全钾 

Total K/

（g·kg–1）

硝态氮

3NO -N/

（mg·kg–1）

铵态氮 

4NH -N/

（mg·kg–1） 

有效磷 

Available P/

（mg·kg–1） 

速效钾 

Readily available 

K/（mg·kg–1）

黑土 Phaeozem 5.94±0.00 49.65±4.42 2.43±0.06 0.25±0.01 14.85±0.13 21.28±3.02 21.08±1.85 26.34±0.86 141.73±5.05 

潮土 Cambisol 8.23±0.00 8.35±0.22 0.66±0.01 0.18±0.04 12.99±0.32 23.67±1.43 15.16±0.23 11.80±4.30 68.87±0.19 

红壤 Acrisol 5.02±0.00 8.53±0.70 0.83±0.33 0.08±0.01 6.93±0.44 17.62±0.85 19.15±0.21 35.33±3.98 219.40±4.41 
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直至根表面无明显土壤（重复该过程 3 次）；最后将

所有含有根际土的 NaCl 溶液小心转移至灭菌过的

50 mL 离心管中，以 9 000 r·min–1 的速度离心

10 min，倒去上清液后收集根际土（收集三次得到

的 所有根 际土 ）。 采集到 的根际 土分 别以 4℃和

–20℃保存，以进行理化指标的检测和 DNA 提取。

需要检测的理化指标测定方法参照文献[19]，包括

土壤有机质含量、pH 和营养物质含量（全氮、全磷、

全钾、有效磷、速效钾和碱解氮）。 

1.3  DNA 提取和高通量测序 

准确称量 1 g 玉米根际土壤于无菌研钵中并加入

0.5 g 无菌石英砂，液氮研磨；使用 Power Soil DNA 

isolation kit 提取土壤总 DNA。提取后使用超微量分光

光度计（Nanodrop 2000，Thermo Fisher Scientific，

Wilmington，DE，U.S.A）上机检测各样品 DNA 的质

量和浓度，浓度≥20 ng·μL–1，OD260/280 = 1.8～2.0 的样

品为合格样品，合格样品在–80℃条件下保存。 

利用 Illumina 测序平台，对 18 个根际土壤样本

的 DNA 做伯克霍尔德氏菌进行高通量测序，以标准

的细菌基因组 DNA Mix 作为阳性对照，根据选定的

检测区域确定相对应的扩增引物，对各样本的检测

区域做高保真 PCR 扩增。伯克霍尔德氏菌的 16S 

rRNA（V4-V5 区）扩增引物序列为[16]：Primer F = 

Illumina adapter sequence 1 + TTTTGGACAATGG 
GGGCAAC，Primer R = Illumina adapter sequence 2 

+ CTTCGTTACCAAGTCAATGAAGA。研究表明该

引物所得序列有 99%属于伯克霍尔德氏菌[16]，且使

用该引物在 BLAST 数据库对比确定其属于特异性

引物。该细菌的 16S rRNA（V4-V5 区）区域扩增的

PCR 条件为：预变性步骤设置 95℃、2 min；变性

步骤设置 94℃、20 s，退火步骤设置 55℃、40 s，

延伸步骤设置 72℃、1 min，重复循环变性-退火-延

伸三个步骤 35 次；末延伸步骤设置 72℃、2 min。

利用带有 Index 序列的引物，通过高保真 PCR 将特

定的标签序列导入文库末端。样本添加特异性标签

序列的 PCR 条件为：预变性步骤设置 98℃、30 s；

变性步骤设置 98℃、10 s，退火步骤设置 65℃、30 s，

延伸步骤设置 72℃、30 s，重复循环变性-退火-延伸

三个步骤 11 次；末延伸步骤设置 72℃、5 min。之

后应用核酸纯化磁珠纯化扩增产物，得到样本的原

始文库。利用 Qubit 荧光定量仪对文库精确定量，

按相应比例（摩尔比）混合样本。通过 Agilent 2100 

Bioanalyzer 生物分析仪检测混合样本的文库插入片

段的大小，确认在 210～252 bp 之间无非特异性扩

增，并准确定量测序文库浓度。采用 Miseq 系列测

序仪 2×250 bp 的双端测序策略对文库做测序。原始

下机数据经过质量控制和过滤后，利用 UPARSE 软

件对其做 OTU（Operational Taxonomic Unit）聚类

分 析 ， 分 类 依 据 参 照 RDP（ Ribosomal Database 

Project）数据库的 RDP Release 11.5 版本。细菌测序

中每个样本获得的序列数范围为 40 607～65 060 

reads，为了尽量减少样本中读取计数变化的影响，

本研究基于样本序列最低数量（40 607 reads）对其

做抽平处理，按照 97%的相似性对所有序列做 OTU

划分，各样品文库的覆盖率均达到 98%以上。 

1.4  数据分析 

本研究计算了同一土壤类型下施肥和不施肥对

根 际 土 壤 中 物 种 相 对 丰 度 的 影 响 ， 且 使 用 热 图

（heatmap）对数据进行了可视化，使用了皮尔森

（Pearson）相关分析，以检验不同理化性质与物种

相对丰度之间的相关性。同时利用典范对应分析

（CCA）以研究不同理化指标对施肥情况下相对丰度

显著变化的伯克霍尔德氏菌群落结构和分布的影

响。利用 R 语言中的 lm 函数对物种相对丰度变化

与玉米地上生物量和产量进行了线性拟合。所有这

些分析都是在 R 语言（R 3.5.1）中进行的（https：

//www.r-project.org/ ）。 所 涉 及 的 R 包 分 别 为

pheatmap、corrplot 和 vegan[20]。 

为了评估土壤理化性质，伯克霍尔德氏菌的相

对丰度与玉米地上生物量和产量之间的直接和间接

联系，本研究构建了结构方程模型 [21]（structural 

equation modeling，SEM）。构建过程主要分为以下

三个步骤：首先基于已经掌握的知识和过去已发表

过的文献，判断预测因子之间可能存在的相关性并

预设模型；其次检验数据是否符合正态分布，对不

符合正态分布的数据进行对数转换，加载数据后检

查模型的整体适应性，本研究使用了 χ2 检测（当

P>0.05 时模型适应良好）、拟合优度指标（GFI，当

GFI>0.9 时模型适应良好）和近似均方根误差 [22]

（RMSEA，当 RMSEA<0.05 且 P>0.05 时模型适应良

好）来判断模型的适应性，对于某些即使对数转换

后 也 难 以 符 合 正 态 分 布 的 变 量 本 研 究 使 用 了

Bollen-Stine bootstrap 检测（当 bootstrap P>0.05 时

模型适应良好）；最后通过合理的模型拟合，本研究
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解释了模型的路径系数以及其对应的显著性 P 值，

并且本研究还计算了标准总体影响（standardized 

total effects，对两个变量之间的直接和间接影响求

和）。所有的结构方程分析在 IBM® SPSS® Amos 

20.0（AMOS IBM USA）中完成。 

2  结  果 

2.1  不同土壤类型下施肥对土壤理化性质、玉米

地上部生物量和产量的影响 

在本研究中，施肥会显著增加三种土壤类型中

的全磷、有效磷含量和玉米地上部生物量（P<0.05）；

而对土壤水分含量、pH、土壤有机质和玉米产量的

改变会受到土壤类型的影响（表 2）。例如，施肥会

提高黑土的水分含量，提高黑土和潮土中的土壤有

机质，而对红壤中的水分含量和土壤有机质含量并

无显著的影响。此外，同种土壤与移置前相比，移

置后其产量均有显著的提高（P<0.001）。 

2.2  施肥对伯克霍尔德氏菌群落的影响 

基于对伯克霍尔德氏菌的 16s rRNA 测序分析

表明，相比黑土和潮土，红壤中伯克霍尔德氏菌的

丰富度和多样性较低；在同种土壤类型中，与未施 

表 2  同种土壤类型下施肥对土壤理化性质、玉米地上部生物量和产量的影响（2016） 

Table 2  Effects of fertilization on physicochemical properties，shoot biomass and yield of maize in soils the same in soil type 

土壤 

Soil 

处理 

Treatment 

含水量 Moisture/

（g·kg–1） 
pH 

土壤有机质
SOM/

（g·kg–1）

全氮 

Total N/
（g·kg–1）

全磷 

Total P/
（g·kg–1）

全钾 

Total K/
（g·kg–1） 

硝态氮 

3NO -N/

（mg·kg–1） 

铵态氮 

4NH -N/

（mg·kg–1）

未施肥 260.1±5.4 7.01±0.04 46.75±1.89 2.06±0.05 0.86±0.05 17.87±1.19 4.96±2.50 6.44±2.36黑土 

Phaeozem 施肥 272.9±2.9 6.94±0.07 50.09±0.18 2.12±0.02 1.02±0.03 19.79±0.53 10.52±3.18 5.66±0.80

P 0.02 0.19 0.04 0.13 < 0.01 0.06 0.08 0.62 

未施肥 170.9±6.7 8.63±0.02 9.22±0.21 0.61±0.03 0.73±0.05 17.38±0.34 4.13±0.73 4.7±1.35潮土 

Cambisol 施肥 162.1±3.1 8.59±0.06 10.63±0.34 0.63±0.01 0.85±0.02 17.48±0.20 10.07±3.74 6.15±1.77

P 0.11 0.34 < 0.01 0.32 0.02 0.69 0.06 0.34 

未施肥 170.1±3.9 6.91±0.09 12.45±1.16 0.82±0.09 0.49±0.01 9.84±0.41 1.56±0.01 5.57±1.29红壤 

Acrisol 施肥 163.6±9.8 6.70±0.07 13.72±1.82 0.83±0.01 0.59±0.03 9.71±0.33 4.80±0.99 4.50±2.20

P 0.35 0.04 0.36 0.85 0.01 0.69 < 0.01 0.51 

土壤 

Soil 

处理 

Treatment 

碱解氮 

Alkali-hydrolyzable 

N/（mg·kg–1） 

有效磷 

Available P/

（mg·kg–1）

速效钾 

Readily available

K/（mg·kg–1）

地上部生物量

Shoot biomass/

（1 000 kg·hm–2）

产量 Yield/ 

（1 000 

kg·hm–2） 

原位地上部生

物量 In-situ 

biomass / 

（1 000 

kg·hm–2） 

原位产量

In-situ yield /

（1 000 

kg·hm–2）

未施肥 210.70±22.45 23.75±1.11 180.8±14.6 9.37±0.86 10.15±0.72 7.62±0.26 3.34±0.63黑土 

Phaeozem 施肥 200.90±22.45 42.72±2.97 270.8±19.1 15.77±1.22 14.15±2.90 16.79±0.89 10.02±0.91

P 0.62 < 0.001 < 0.01 < 0.01 0.08 < 0.001 < 0.001 

未施肥 55.13±19.45 1.71±0.07 101.7±10.1 5.08±0.70 8.11±0.83 — — 潮土 

Cambisol 施肥 50.23±8.49 5.11±0.36 115.0±12.5 15.05±0.86 13.57 ±0.92 — — 

P 0.71 < 0.001 0.22 < 0.001 < 0.01 — — 

未施肥 50.23±5.61 15.17±0.24 250.0±2.5 5.35±0.24 9.84 ±0.47 1.56±0.16 0.37±0.05红壤 

Acrisol 施肥 55.13±9.23 32.97 ±1.91 283.3±28.9 13.63±1.25 13.27±0.50 1.50±0.01 1.18±0.11

P 0.49 < 0.001 0.21 < 0.001 < 0.001 0.51 < 0.001 

注：未施肥处理 unfertilized treatment；施肥处理 fertilized treatment；加粗表示处理之间存在显著差异（P<0.05）。下同。Note：

Unfertilized treatment，fertilized treatment；bold indicates significant different between treatments（P<0.05）. The same below. 
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肥土壤相比，施肥并未显著地影响伯克霍尔德氏菌的

丰富度和多样性（图 1a）。本研究主要检测到三类主

要的伯克霍尔德氏菌，分别为草酸杆菌科、丛毛单胞

菌科和伯克氏菌科（图 1b），其中草酸杆菌均是优势

菌。伯克氏菌科在潮土中丰度最低。进一步分析表明，

施肥对种水平伯克霍尔德氏菌相对丰度的影响可能与

土壤类型有关（图 1c）。例如，在潮土中施肥显著地

增加了 Burkholderia spp.（属于伯克氏菌属）、Massilia 

spp.（属于马赛菌属）和 Massilia sp. WG5（属于马赛

菌属）的相对丰度；在红壤中施肥处理显著增加了

Herbaspirillum sp. ZM319 的相对丰度（属于草螺旋菌

属），显著降低了 Noviherbaspirillum spp.的相对丰度

（P<0.05）；而在黑土中施肥对所有检测到的伯克霍尔

德氏菌的相对丰度均无显著影响。 

 

注：图 a）伯克霍尔德氏菌的丰富度和多样性，其中小写字母代表同种土壤施肥与不施肥之间的比较，大写字母代表同一处理

（施肥或不施肥）下不同土壤之间的比较，不同字母表示存在显著差异；图 b）同一微生物分类等级下，不同处理土壤中微生物的相

对丰度，其中数字代表测序得到的序列数，其中在属水平下只展示了相对丰度在该属中大于 1%的物种；图 c）种水平伯克霍尔德氏

菌的热图分析，P 代表黑土 Phaeozem，C 代表潮土 Cambisol，A 代表红壤 Acrisol，U 代表未施肥 unfertilized，F 代表施肥 fertilized，

如 PU 代表黑土未施肥；黄色方框代表在同一种土壤下施肥与未施肥之间的比较；“*”代表显著性水平 P<0.05，“**” 代表 P<0.01，

“***” 代表 P<0.001。下同。Note：Fig. a）richness and diversity of Burkholderiales，in which lowercase letters represent a comparison 

between fertilized and unfertilized treatment under the same soil，capital letters represent a comparison between different soils under the same 

treatment，different letters indicate significant difference；Fig. b）relative abundances of microbes under different treated soils at the same 

classification level，in which numbers represent reads obtained by sequencing，only species with a relative abundance greater than 1% are 

shown at the genus level；Fig. c）heatmap analysis of Burkholderiales at the level of species，in which P，C，A，U and F represent Phaeozem，

Cambisol，Acrisol，unfertilized and fertilized treatment，respectively. For example，PU represent Phaeozem-unfertilized；yellow boxes 

represent a comparison between fertilized and unfertilized treatment under the same soil. “*” represents significance level P<0.05，“**” 

represents significance level P<0.01，“***” represents significance level P<0.001. The same below. 

图 1  同种土壤类型下施肥对伯克霍尔德氏菌群落的影响 

Fig. 1  Effect of fertilization on Burkholderiales community in soils the same in soil type 
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2.3  土壤理化性质与伯克霍尔德氏菌群落之间的

关系 

皮 尔 森 相 关 分 析 表 明 土 壤 理 化 性 质 的 改 变

（如：水分含量、土壤有机质含量、pH、碱解氮和

有效磷等）均会影响到 Burkholderia spp.的相对丰

度，但不会显著影响 Massilia sp. WG5 的相对丰

度（图 2a）。典范对应分析（CCA）pH、硝态氮

（ 3NO -N）、速效钾（AK）和有效磷（AP）含量的

变化是影响伯克霍尔德氏菌群落结构变化的主要

因素（图 2b）。 

 

注：图 a）为存在显著变化的伯克霍尔德氏菌与土壤理化性质之间的相关性分析，颜色深度代表相关性强弱，蓝色表示负相关，

红色表示正相关；图 b）为典范对应（CCA）分析。Note：Fig. a）correlation analysis between Burkholderiales with significant changes and 

the soil physicochemical properties，in which color depth represents the strength of the correlation，blue indicates the negative correlation，

and red indicates the positive correlation；Fig. b）canonical correspondence analysis（CCA）. 

图 2  土壤理化性质与伯克霍尔德氏菌群落的联系 

Fig. 2  Relationships between soil physicochemical properties and Burkholderiales community 

2.4  生物因素、非生物因素与玉米地上部生物量

和产量之间的关系 

利用结构方程模型，建立了土壤营养状况、pH

及伯克霍尔德氏菌相对丰度与玉米地上部生物量和

产量之间潜在的直接和间接联系。结果表明：施肥

对土壤营养状态的改善既能够直接地影响玉米地上

部生物量（如有效磷）和产量（如硝态氮和速效钾），

也能够通过影响土壤 pH 和马赛菌属的群落结构间

接产生影响（图 3a）。此外，虽然施肥导致的土壤

理化性质的改变对 Massilia sp. WG5 的相对丰度变

化均无显著影响（图 2），但是属于马赛菌属的同种

微 生 物 之 间 存 在 明 显 的 正 相 关 关 系 （ r =0.85 ，

P<0.01），这意味着其同属内的其他物种可能通过增

加 Massilia sp. WG5 的相对丰度从而影响玉米的产

量。此外，标准总体效应的结果表明了有效磷和硝

态氮含量的增加是提高玉米地上部生物量和产量的

最主要因素，马赛菌属相对丰度的变化也会潜在影

响玉米地上部生物量和产量（图 3b）。 

2.5  伯克霍尔德氏菌相对丰度与玉米地上部生物

量和产量的关系 

对伯克霍尔德氏菌相对丰度与玉米地上部生物

量和产量的线性回归分析表明，其中马赛菌属的

Massilia sp. WG5 和 Massilia spp.的相对丰度与玉米

产量存在明显的线性相关（图 4）（P<0.05）。在不 
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注：图 a）为结构方程模型（SEM），χ2 = 7.051，P = 0.632，df = 9；bootstrap P = 0.806；GFI = 0.931；RMSEA = 0.000，P = 0.662，

灰色带箭头的虚线代表没有显著相关，红色带箭头的实线代表显著正相关，黑色带箭头的实线代表显著负相关；图 b）为结构方程模

型中各指标对地上部生物量和产量的总影响。Note：Fig. a）structural equation model（SEM），χ2 = 7.051，P = 0.632，df = 9；bootstrap 

P = 0.806；GFI = 0.931；RMSEA = 0.000，P = 0.662，in which dotted grey arrows represent non-significant paths（P>0.05），solid red arrows 

represent positive paths（P<0.05），solid black arrows represent negative paths（P<0.05）. Fig. b）total effect of each index on shoot biomass 

and yield in structural equation model. 

图 3  土壤理化性质、伯克霍尔德氏菌相对丰度与地上部生物量和产量之间的结构方程模型 

Fig. 3  Structural equation model for relationships of soil physicochemical properties and relative abundance of Burkholderiales with shoot 
biomass and yield of the crop 

 

图 4  伯克霍尔德氏菌与地上部生物量和产量的线性拟合 

Fig. 4  Linear fitting of the relationship of Burkholderiales with shoot biomass and yield of the crop 
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同土壤中施肥对这两种菌的影响并不一致，仅在有

机质含量不高、土壤呈碱性的潮土中，施肥才会显

著影响马赛菌的相对丰度；Mantel 检测也发现仅在

潮土中马赛菌相对丰度变化与玉米地上部生物量和

产量之间有显著相关性（表 3）。 

3  讨  论 

基于伯克霍尔德氏菌的 16S rRNA 测序数据，

本研究发现在同种土壤中施肥并没有显著改变根际 

土壤中伯克霍尔德氏菌的 α 多样性（图 1a），这可能

是因为在根际土壤中存在大量的根际分泌物[23-24]，所

以根际环境中碳可能不是伯克霍尔德氏菌的限制性

因素[25]。这一点与 Stopnisek 等[11]的研究结果一致，

土壤中有机质的含量不会影响伯克霍尔德氏菌的多

样性。此外，在本研究中草酸菌科是伯克霍尔德氏

菌群落内的优势菌（图 1b）。有证据表明该菌的多

样性主要受菌根真菌的影响[26-27]，其大多数成员与

菌根真菌存在共生关系[28]，所以施肥可能对草酸菌

科下群落的多样性影响较弱。 

表 3  不同土壤类型下两种马赛菌对地上部分生物量和作物产量的 Mantel 检测 

Table 3  Mantel test of the relationships of shoot biomass and crop yield with two species of rhizosphere Massilia bacteria relative to soil type 

黑土 Phaeozem 潮土 Cambisol 红壤 Acrisol 
 

Massilia spp. Massilia sp. WG5 Massilia spp. Massilia sp. WG5 Massilia spp. Massilia sp. WG5

 r P r P r P r P r P r P 

地上部生物量 

Shoot biomass 
0.03 0.11 –0.07 0.43 0.64 0.02 0.75 0.04 0.47 < 0.01 –0.13 0.65 

产量 Yield 0.52 0.1 0.52 0.08 0.64 0.01 0.68 0.06 –0.0.5 0.58 –0.03 0.54 

 
研究表明在根际土壤草酸杆菌科下的马赛菌属

是一种重要的功能菌[29]，该菌属中的多数成员具有

溶磷 [15]、降解菲 [30]及提高作物对盐的耐受力的功

能[31]。与过去的研究一致[25]，在三种土壤中，本研

究均发现了丰富的马赛菌（图 1b 和图 1c）。然而，

只有在潮土中马赛菌（主要是 Massilia sp. WG5 和

Massilia spp.）的相对丰度对施肥有显著的响应，这

可能与该菌的生存策略有关。研究表明富营养生存

策略的细菌有更快的生长速度，同时对竞争和和营

养状态的改变有更高的敏感性[32-33]。已有研究证明

了马赛菌属于富营养型细菌[25]，并且大量存在于根

际土壤中[34]。在本研究中结构方程模型分析发现土

壤中有效磷含量与马赛菌（主要是 Massilia spp.）的

相对丰度显著正相关（图 3a；r = 0.49，P<0.01），

而硝态氮含量的变化能够间接影响马赛菌的相对丰

度。因此，在有效磷含量被显著改善而土壤 pH 没

有变化的潮土中马赛菌对施肥会有一个明显的响

应。对于黑土而言，因为其本身具有很高的有机质

和有效磷含量（表 2），因此在该土壤类型下碳和营

养物质不是马赛菌属生长和繁殖的限制因子。黑土

含有丰富的碳和营养物质，因此其可能包含更多的

营富营养生存策略的微生物，这可能会给马赛菌属

带来较大的竞争压力[25]；同时，在移置到封丘后其

土壤有机质含量的明显降低，这将进一步增加富营

养微生物间对生态位和生存空间的竞争。因此，施

肥虽然会增加黑土中有效磷和速效钾的含量，但是

这些营养物质的改善并没有增加马赛菌属的相对丰

度。本研究中施肥显著降低了红壤的 pH，从而增加

马赛菌（主要是 Massilia spp.）的相对丰度（图 3a），

这意味着马赛菌更适合生活在偏酸性的土壤中。 

本研究结果表明在弱碱性和有机质含量较低的

潮土中，马赛菌属相对丰度的增加可能是提高玉米

地上部生物量和产量的一个潜在生物途径（图 3 和

图 4）。这可能是由于以下原因：首先大量的研究证

明了马赛菌是一类具有溶磷能力的菌属[13-15，34]，在

过去的研究中无论是磷缺乏的土壤中[13]，还是在长

期施加磷矿石[14]的土壤中均有发现丰富的马赛菌。

相关研究还表明马赛菌的丰度与磷酸酶的活性显著

正相关[34]。因此，潮土中马赛菌相对丰度的增加能

够为玉米提供更多的有效磷。在本研究中，Mantel

检测也证明了在潮土中该菌属相对丰度的变化显著

影响玉米地上部生物量和产量（表 3）。其次，Silva
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等[14]在研究发现马赛菌属有利于提高玉米对磷的吸

收能力。在本研究中，施肥土壤中玉米地上生物量

和 产 量 的 变 化 分 别 是 黑 土 中 增 加 了 68.30% 和

39.41%；潮土中增加了 196.26%和 67.32%；红壤中

增加了 155.14%和 34.86%（表 2），潮土中玉米地上

生物量和产量的增加相比于黑土和红壤来说更高。

施肥是提高玉米生物量和产量的重要因素（图 3b），

潮土中马赛菌属群落结构的变化可能也是提高玉米

地上生物量和产量的重要潜在生物因素。 

4  结  论 

氮磷钾施肥显著增加潮土中 Burkholderia spp.、

Massilia spp.和 Massilia sp. WG5 的相对丰度；增加

红壤中 Herbaspirillum sp. ZM319 的相对丰度，降低

红 壤 中 Noviherbaspirillum spp. 的 相 对 丰 度 （ P< 

0.05）；黑土中所有检测到的伯克霍尔德氏菌的相对

丰度均无显著影响。基于统计学分析，本研究发现

马赛菌属相对丰度的变化可能是改变玉米地上生物

量和产量的潜在生物途径。由于该结果是基于统计

学分析得到的，未来需要增加实验对其进一步验证。 
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