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长期不同磷肥施用量对砂姜黑土真菌多样性、群落组
成和种间关系的影响

马　 垒１，３，赵文慧１，３，郭志彬２，王道中２，赵炳梓１，∗

１ 中国科学院南京土壤研究所，土壤与农业可持续发展国家重点实验室， 南京 ２１０００８

２ 安徽省农业科学院土壤肥料研究所， 合肥 ２３００３１
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摘要：以安徽蒙城砂姜黑土氮磷钾肥肥效长期定位试验为平台，选取 Ｐ０（不施磷肥）、Ｐ１（Ｐ２Ｏ５ ４５ ｋｇ ／ ｈｍ２）和 Ｐ２（Ｐ２Ｏ５ ９０ ｋｇ ／

ｈｍ２）３ 个磷肥施用梯度，采用现代高通量测序技术，探索长期施用磷肥对真菌多样性、群落组成和种间关系的影响。 结果发现

真菌多样性随磷肥施入量增加而降低，且与全磷和有效磷均成显著负相关。 磷肥施用导致真菌群落组成发生明显改变，冗余分

析结果表明这与全磷和可溶性有机碳密切相关。 Ｐ１ 和 Ｐ２ 中子囊菌门和子囊菌纲显著升高，而被孢霉菌门和被孢霉菌纲则显

著降低。 在属水平上，施磷处理中腐生营养型真菌显著升高，而病原型和共生型真菌显著降低：其中 Ｐ０ 中 Ｓａｇｅｎｏｍｅｌｌａ、
Ｓｉｍｐｌｉｃｉｌｌｉｕｍ、Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｉｏｐｓｉｓ、Ｓｃｈｉｚｏｔｈｅｃｉｕｍ 和 Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ 等 ５ 个属相对丰度最高；Ｐ１ 中 Ｐｌｅｎｏｄｏｍｕｓ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ 和 Ａｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓ 相
对丰度最高；Ｐ２ 中 Ｃｙｐｈｅｌｌｏｐｈｏｒａ、Ｚｏｐｆｉｅｌｌａ、Ｇｕｅｈｏｍｙｃｅｓ、Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ 和 Ｍｕｃｏｒ 等 ５ 个属相对丰度最高。 网络分析发现施磷后真菌

网络复杂度和稳定性升高，物种间正相关关系增加，负相关关系减少。 因此在砂姜黑土区长期施用磷肥可降低真菌多样性，增
加土壤中腐生营养型真菌、减少共生或病原菌数量，同时提高物种间网络复杂度和稳定性。 以上结果表明磷肥施用对促进土壤

养分循环，控制植物病害、维持地下生态系统稳定性具有重要作用。
关键词：砂姜黑土；磷肥；高通量测序；真菌；网络分析
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ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ

砂姜黑土广泛分布于安徽、河南，山东等省，是我国主要的中低产田之一，其中磷有效性不足是砂姜黑土

作物生产的重要限制因素［１⁃２］。 施用化学磷肥是提高磷素有效性，提升作物产量的最主要的农业措施之

一［３］，但同时也可能影响地下微生物［４］。 我们之前的研究表明，长期施用磷肥可显著提高砂姜黑土酶活性和

细菌多样性，同时改变细菌群落结构［５］。 然而长期施用磷肥对砂姜黑土真菌群落的影响目前仍不清楚。
真菌是农田土壤中最常见的微生物之一，根据营养方式可将其划分为腐生营养型、共生营养型和病原型

等三种类型，在土壤有机质转化、促进 ／抑制作物生长和控制作物疾病等方面具有重要作用［６］。 真菌的生长

受温度、ｐＨ、水分和养分等多种土壤环境因子的影响［６］。 磷肥的施用一方面可通过增加磷素有效性直接影响

真菌群落结构，同时还可以通过改变土壤 ｐＨ、碳氮有效性以及影响植物生长等间接影响真菌群落结构［４，７⁃８］。
Ｂｅａｕｒｅｇａｒｄ 等［４］对单一苜蓿耕作的壤质粘土进行 ８ 年不同磷肥施用梯度（不施磷肥、Ｐ ２Ｏ５ ２０ ｋｇ ／ ｈｍ２和 Ｐ ２Ｏ５

４０ ｋｇ ／ ｈｍ２）处理后，发现真菌群落结构发生显著变化，但并未对真菌多样性和丛枝菌根真菌群落结构产生明

显影响。 而 Ｃｈｅｎｇ 等［９］发现经过 ９０ 年长期施用磷肥（Ｐ ２Ｏ５ １００ ｋｇ ／ ｈｍ２）后丛枝菌根真菌多样性显著降低，并
且形成了一个与未施磷处理明显不同的群落结构。 这种不一致的结果可能是由于不同的磷肥施用量、土壤质

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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地或作物轮作方式导致。 虽然关于长期施用磷肥对真菌影响已有一些研究，但这些研究或者利用低分辨率的

方法（比如 ＤＧＧＥ，ＰＬＦＡ 等） ［４，１０］，或者没有设置不同的磷肥梯度来研究不同磷肥施用量对真菌群落的影

响［９］；且多数研究集中在施磷对真菌多样性、群落组成的影响［４，７⁃１１］，而长期不同磷肥施用量下真菌网络构成

和物种间的关系我们仍不清楚。
本研究以安徽蒙城砂姜黑土氮磷钾肥肥效长期定位试验为平台，选取 Ｐ０（不施磷肥）、Ｐ１（Ｐ ２Ｏ５ ４５ ｋｇ ／

ｈｍ２）和 Ｐ２（Ｐ ２Ｏ５ ９０ ｋｇ ／ ｈｍ２）３ 个磷肥施用梯度。 利用现代高通量测序技术，测定经过 ２１ 年长期施用磷肥后

真菌群落多样性及群落组成的差异。 同时利用新兴的网络分析手段，研究不同磷肥施用量下真菌网络关系，
探索磷肥施用对真菌种间关系的影响。

１　 材料与方法

１．１　 长期试验样地概况

长期试验位于农业部蒙城砂姜黑土生态环境站内（３３°１３′Ｎ，１１６°３５′Ｅ）。 该试验站地处皖北平原，属于暖

温带半湿润季风气候，年平均降雨量 ８７２．４ ｍｍ，年均气温 １４．８℃，供试土壤为砂姜黑土区最具代表的普通砂

姜黑土。 试验开始（１９９４ 年）前土壤基本理化性质如下：有机质 ９．９０ ｇ ／ ｋｇ，全氮 ０．７９ ｇ ／ ｋｇ，全磷 ０．２８ ｇ ／ ｋｇ，有
效磷 ７．８０ ｍｇ ／ ｋｇ，速效钾 １１１．００ ｍｇ ／ ｋｇ。 试验样地 １９９４—１９９８ 年为小麦玉米轮作，１９９８—２０１５ 年为小麦大豆

轮作。
１．２　 长期试验样地设计

试验共设置 ９ 个处理，本研究选取其中 ３ 个处理，即：（１）Ｐ０（不施磷肥）；（２）Ｐ１（Ｐ ２Ｏ５ ４５ ｋｇ ／ ｈｍ２）；（３）

Ｐ２（Ｐ ２Ｏ５ ９０ ｋｇ ／ ｈｍ２）。 每个处理设置 ３ 个重复，小区面积 １９ ｍ２，完全随机区组设计。 除磷肥施用差异外，所
有处理氮肥和钾肥施用量一致，其中 Ｎ １８７．５ ｋｇ ／ ｈｍ２，Ｋ２Ｏ １３５ ｋｇ ／ ｈｍ２。 氮肥为尿素，磷肥为普钙，钾肥为氯

化钾。 小麦、大豆品种为当地主栽品种，每 ５—１０ 年更换一次。
１．３　 土壤样品采集

所有土壤样品于 ２０１５ 年 ６ 月小麦成熟期时采集，即截止样品采集时，各处理已经历总共 ２１ 年不同施肥

处理。 采用 Ｓ 采样法，使用直径 ５ ｃｍ 的土钻采集 ０—１５ ｃｍ 的表层土壤，每个小区采取 ９ 钻混合成一个土壤

样品。 所有样品采用冰袋保鲜运回实验室。 土壤样品在去除植物根系和大的石块后过 ２ ｍｍ 筛混匀。 所有

样品分为两部分，一部分室温下风干后用于土壤理化性质测定，另一部分置于－８０℃用于土壤 ＤＮＡ 提取。
１．４　 土壤理化性质测定

土壤理化性质均采用土壤常规分析方法测定［１２］。 土壤 ｐＨ 按土水比 １：５（质量体积比）充分混合后用 ｐＨ
计测定；土壤有机碳（ＳＯＣ）采用重铬酸钾氧化外加热法测定；土壤全氮（ＴＮ）采用半微量开氏法测定；全磷

（ＴＰ）和有效磷（ＡＰ）采用钼锑抗比色法；可溶性有机碳（ＤＯＣ）采用土水比 １：５（质量体积比）充分振荡 ３０ ｍｉｎ
后，上清液过 ０．４５ μｍ 滤膜，滤液采用有机碳分析仪测定；土壤硝态氮（ＮＯ－

３ ⁃Ｎ）和铵态氮（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ）采用 ２ ｍｏｌ ／

Ｌ 的 ＫＣｌ 提取，硝态氮采用双波段比色法，铵态氮采用靛酚蓝比色法。
１．５　 土壤 ＤＮＡ 提取及真菌 ＩＴＳ１ 基因高通量测序

土壤 ＤＮＡ 采用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ （ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ， Ｓａｎｔａ Ａｎａ， ＣＡ， ＵＳＡ）试剂盒提取。 每个样品

称取 ０．５０ ｇ 鲜土，按照说明书操作提取 ＤＮＡ。
选 取 真 菌 ＩＴＳ１ 区 进 行 高 通 量 测 序。 ＰＣＲ 扩 增 采 用 特 异 性 引 物 ＩＴＳ５Ｆ （ ５′⁃

ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ⁃３′） ／ ＩＴＳ１Ｒ（５′⁃ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ⁃３′）。 每个样品前端引物均含有

不同的 ７ ｂｐ Ｂａｒｃｏｄｅ 用于区分不同样品。 ＰＣＲ 扩增条件包括 ９４℃ ５ ｍｉｎ；９０℃ ６０ ｓ，５５℃ ６０ ｓ，７２℃ ７５ ｓ，３０ 个

循环，之后 ７２℃ １０ ｍｉｎ。 反应产物采用 ＱＩＡ ｑｕｉｃｋ ＰＣＲ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ （Ｑｉａｇｅｎ）进行纯化。 将不同样品的

ＰＣＲ 扩增产物等摩尔混合后，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司 ＭｉＳｅｑ 测序仪完成序列分析（委托上海派森诺生物科技股份

有限公司测定）。

３　 １１ 期 　 　 　 马垒　 等：长期不同磷肥施用量对砂姜黑土真菌多样性、群落组成和种间关系的影响 　
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１．６　 数据统计分析

高通量测序所得序列按照以下步骤进行分析［５］：（１）双端序列采用 ＦＬＡＳＨ 进行拼接；（２）使用 Ｃｕｔａｄａｐｔ
切除引物；（３）采用 ＱＩＩＭＥ（１．９１）去除质量分数低于 ２０，序列短于 ２００ ｂｐ 的低质量序列；（４）采用 ＲＤＰ 数据库

去除嵌合体；（５）得到的高质量序列采用 Ｕｐａｒｓｅ 软件，以 ９７％相似度进行 ＯＴＵ 划分，采用 Ｂｌａｓｔ 方法以 ＵＮＩＴＥ
数据库为比对进行注释。 将未注释到门水平序列删除后，所有样品随机抽取 ２７，０００ 条序列进行后续分析。
真菌香农指数在 ＱＩＩＭＥ 中计算。 基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离的主坐标分析（ＰＣｏＡ）、冗余分析（ＲＤＡ）均使用 Ｒ ２．１５．
３ 软件的 ｖｅｇａｎ 包进行。 使用 ｖｅｇａｎ 包中的“ｍｒｐｐ”、“ａｎｏｓｉｍ”和“ａｄｏｎｉｓ”函数进行真菌群落结构相似性检验，
使用“ ｂｉｏｅｎｖ” 函数得到最优的 ＲＤＡ 模型。 Ｌｉｎｅａｒ Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＬＥｆＳｅ） 在 Ｇａｌａｘｙ 网站 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｈｕｔｔｅｎｈｏｗｅｒ．ｓｐｈ．ｈａｒｖａｒｄ．ｅｄｕ ／ ｇａｌａｘｙ ／ ）中进行，其中 ＬＤＡ 值大于 ３ 的物种为显著差异物种。 采用 ＳｐａｒＣＣ 软件

进行网络分析，为了减少网络复杂度，只选取 ＳｐａｒＣＣ 值 ｜ ｒ ｜ ＞０．８０，Ｐ＜０．００１ 的关系用于网络构建。 网络参数的

计算和网络图形制作在 Ｇｅｐｈｉ ０．９．２ 软件中进行。 使用 ＳＰＳＳ ２２．０ 软件进行单因素方差分析和相关分析，采用

新复检验法（Ｄｕｎｃａｎ′ｓ Ｎｅｗ Ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｒａｎｇｅ Ｔｅｓｔ）进行平均值显著性多重比较（Ｐ＜０．０５）。 采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ
２００７ 和 Ｏｒｉｇｉｎ ８．０ 软件进行数据处理和绘图。

２　 结果

２．１　 土壤理化性质

土壤理化性质如表 １ 所示。 长期不同磷肥施用量对土壤 ｐＨ 和全氮均没有显著影响（Ｐ＞０．０５，下同），但
土壤有机碳在 Ｐ２ 处理中显著升高（Ｐ＜０．０５，下同），分别比 Ｐ０ 和 Ｐ１ 处理提高 ７．６５％和 １０．３３％。 全磷和可溶

性有机碳含量均随着磷肥施入量的增加而显著升高，其中 Ｐ２ 和 Ｐ１ 处理全磷分别比 Ｐ０ 处理增加 ４０．００％和

２４．００％，可溶性有机碳分别增加 ３１．３６％和 １５．６０％。 铵态氮和硝态氮在不同施肥处理中呈相反的变化趋势，
其中铵态氮按照 Ｐ０＜Ｐ１＜Ｐ２ 的顺序升高，而硝态氮则按照 Ｐ２＜Ｐ１＜Ｐ０ 的顺序升高。 可以预见，长期施用磷肥

下有效磷含量显著升高，其中 Ｐ２ 和 Ｐ１ 处理有效磷含量分别是 Ｐ０ 处理的 ４．８４ 倍和 ２．４４ 倍。 随着磷肥施入

量的增加，土壤碳氮比逐渐升高，而土壤碳磷比和氮磷比则显著降低。

表 １　 长期不同磷肥施用量对砂姜黑土理化性质的影响

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｐｈｙｓｉｃｏ⁃ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｍｅ ｃｏｎｃｒｅｔｉｏｎ ｂｌａｃｋ ｓｏｉｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ Ｐ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐＨ 土壤有机碳
ＳＯＣ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

全氮
ＴＮ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

全磷
ＴＰ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

可溶性有机碳
ＤＯＣ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｐ０ ５．２２±０．２８ａ ８．４２±０．３１ｂ １．０７±０．０５ａ ０．２５±０．０１ｃ １８．７８±０．１４ｃ

Ｐ１ ５．４３±０．０６ａ ８．６３±０．１５ｂ １．０１±０．０３ａ ０．３１±０．０２ｂ ２１．７１±１．６３ｂ

Ｐ２ ５．５３±０．１３ａ ９．２９±０．２３ａ １．０５±０．０９ａ ０．３５±０．０１ａ ２４．６７±０．２０ａ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

铵态氮

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

硝态氮

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

有效磷
ＡＰ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

碳氮比
Ｃ：Ｎ

碳磷比
Ｃ：Ｐ

氮磷比
Ｎ：Ｐ

Ｐ０ １．５６±０．３２ｂ ４３．０８±５．０７ａ ２．３４±０．０８ｂ ７．８５±０．１２ｂ ３４．０５±１．２２ａ ４．３４±０．１６ａ

Ｐ１ １．６９±０．１５ｂ １０．４４±１．０２ｂ ５．７１±０．７２ｂ ８．５２±０．２７ａｂ ２８．３０±２．１２ｂ ３．３２±０．２１ｂ

Ｐ２ ２．８０±０．０１ａ ８．０６±０．２０ｂ １１．３３±２．９２ａ ８．８５±０．５０ａ ２６．４６±０．５４ｂ ３．００±０．２３ｂ

　 　 表中数据为平均值±标准差（ｎ＝ ３），同一列数据后不同字母表示显著差异（Ｄｕｎｃａｎ 法， Ｐ ＜０．０５）；Ｐ０：不施肥对照， ｕｎａｍｅｎｄｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｐ１：施

用 Ｐ２Ｏ５ ４５ ｋｇ ／ ｈｍ２，ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｐ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ａｔ Ｐ２Ｏ５４５ ｋｇ ／ ｈｍ２；Ｐ２：施用 Ｐ２Ｏ５ ９０ ｋｇ ／ ｈｍ２，ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｐ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ａｔ Ｐ２Ｏ５９０ ｋｇ ／ ｈｍ２；

ＳＯＣ： ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ； ＴＮ： ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ＴＰ： ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ； ＤＯＣ： ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ； ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ： ａｍｍｏｎｉｕｍ； ＮＯ－

３ ⁃Ｎ： ｎｉｔｒａｔｅ； ＡＰ：

ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

２．２　 真菌群落多样性

经过质量控制后，总共得到 ４２３，４２６ 条高质量序列（每个样品 ２７，１３７—６４，６２６ 条序列），所有样品均一化

为 ２７，０００ 条序列后，以 ９７％相似度与 ＵＮＩＴＥ 数据库进行比对，总共得到 ３２１ 个 ＯＴＵ（每个样品 ２３７—２６３ 个

ＯＴＵ），这些 ＯＴＵ 归属于 １０ 个门，２９ 个纲，６６ 个目，１０７ 个科和 １４７ 个属。 以香农指数表征真菌 α⁃多样性
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（图 １），发现当序列数达到 ２７，０００ 条时，香农指数在 Ｐ０ 处理中最高（５．４３），Ｐ１ 处理居中（５．１０），而 Ｐ２ 处理

最低（４．９９），但各处理间差异未达显著性水平。 相关性分析表明（图 １），香农指数与土壤中全磷（ ｒ ＝ －０．６７８，
Ｐ＝ ０．０４５）和有效磷（ ｒ＝ －０．６７７，Ｐ＝ ０．０４５）均成显著负相关。 以上结果表明随着磷肥施入量的增加，土壤全磷

和有效磷含量随之升高，而真菌 α⁃多样性有不断降低的趋势。

图 １　 长期不同磷肥施用量对砂姜黑土真菌群落 α多样性的影响及其与全磷和有效磷之间的关系

Ｆｉｇ．１　 Ｆｕｎｇａｌ ａｌｐｈａ⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｍｅ ｃｏｎｃｒｅｔｉｏｎ ｂｌａｃｋ ｓｏｉｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ Ｐ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

Ｐ０：不施肥对照，ｕｎａｍｅｎｄｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｐ１：施用 Ｐ２Ｏ５ ４５ ｋｇ ／ ｈｍ２，ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｐ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ａｔ Ｐ２Ｏ５４５ ｋｇ ／ ｈｍ２；Ｐ２：施用 Ｐ２Ｏ５ ９０ ｋｇ ／ ｈｍ２，

ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｐ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ａｔ Ｐ２Ｏ５９０ ｋｇ ／ ｈｍ２；ＡＰ：ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＴＰ：ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

对均一化的 ＯＴＵ 表，基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离进行主坐标分析（图 ２）发现，主坐标的前两轴总共解释了

６３．６３％的总方差，其中第一轴和第二轴分别解释 ４６．１７％和 １７．４６％的总方差。 不施用磷肥的 Ｐ０ 处理聚集在

左侧，而施用磷肥的 Ｐ１ 和 Ｐ２ 处理聚集在右侧。 分别采用 ＭＲＰＰ、ＡＮＯＳＩＭ 和 ＡＤＯＮＩＳ 的方法对不施磷肥的

Ｐ０ 处理与施用磷肥的 Ｐ１ 和 Ｐ２ 处理真菌群落进行相似性检验，结果发现真菌群落结构在施用磷肥后发生显

著变化。 以不同处理中 ＯＴＵ 丰度作为响应变量，以土壤理化性质作为解释变量进行冗余分析，结果发现 ＤＯＣ
和 ＴＰ 是导致施磷后真菌群落结构变化的主要环境因子。 以上结果表明长期施用磷肥后真菌群落结构发生

显著改变，这种变化与土壤养分（ＴＰ 和 ＤＯＣ）密切相关。
２．３　 真菌群落组成

子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）是砂姜黑土中的优势菌（图 ３），其相对丰度在 ９ 个样品中在 ６５．７１％—７９．８６％之

间。 其余相对丰度大于 １％的门主要为被孢霉菌门（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ）和担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ），其在 ３ 个

处理中平均相对丰度分别为 ９．５４％和 ２．１２％。 单因素方差分析发现不同真菌物种对磷肥施用响应不同（图
３）。 在门水平上（图 ３），子囊菌门相对丰度随磷肥施入而显著增加，Ｐ２ 和 Ｐ１ 处理分别比 Ｐ０ 高出 ９．８７％和

１１．７５％；而被孢霉菌门则随磷肥施入而显著降低，Ｐ２ 和 Ｐ１ 分别比 Ｐ０ 降低 ４２．６３％和 ４３．８１％；其余菌门在三

处理间差异未达到显著水平。
在纲水平上（图 ３），子囊菌纲（Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）相对丰度最高，在 ３ 个处理中平均相对丰度占总序列数的

４５．３１％。 其余相对丰度大于 １％的分别为散囊菌纲（Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）、被孢霉菌纲（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｅｔｅｓ）、锤舌菌

纲（Ｌｅｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）和座囊菌纲（Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ）。 单因素方差分析发现子囊菌纲相对丰度随磷肥施入而显著

升高，Ｐ１ 和 Ｐ２ 处理分别比 Ｐ０ 提高 １５．９７％和 ２８．６３％；尽管被孢霉菌纲相对丰度在 Ｐ１ 和 Ｐ２ 处理间没有显著

差异，但它们比 Ｐ０ 处理分别降低了 ４２．６３％和 ４３．８２％；对锤舌菌纲来说，只有 Ｐ２ 处理显著降低其丰度达

４８．４１％，而 Ｐ１ 与 Ｐ０ 处理间没有显著差异；不同磷肥施用量对散囊菌纲和座囊菌纲相对丰度没有显著影响。
采用 ＬＥｆＳｅ 方法， 在属水平上对真菌群落进行差异物种分析， 结果如图 ３ 所示。 Ｓａｇｅｎｏｍｅｌｌａ、

５　 １１ 期 　 　 　 马垒　 等：长期不同磷肥施用量对砂姜黑土真菌多样性、群落组成和种间关系的影响 　
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图 ２　 长期不同磷肥施用量下砂姜黑土真菌群落结构及其与土壤理化因子关系

Ｆｉｇ．２ 　 Ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｍｅ ｃｏｎｃｒｅｔｉｏｎ ｂｌａｃｋ ｓｏｉｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ

Ｐ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

ＭＲＰＰ：多响应置换过程分析，ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ；ＡＮＯＳＩＭ：相似性分析，ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ；ＡＤＯＮＩＳ：多元方差分析，

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｕｓｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍａｔｒｉｃｅｓ；ＴＰ：全磷，ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＤＯＣ：可溶性有机碳，ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ

图 ３　 长期不同磷肥施用量下砂姜黑土真菌群落相对丰度大于 １％的门、纲以及属水平上差异物种

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ａｂｕｎｄａｎｔ ｐｈｙｌａ， ｃｌａｓｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｔｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ Ｐ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

柱子高度和误差线代表平均值和标准差（ｎ＝ ３），不同字母表示在不同处理间显著差异（Ｄｕｎｃａｎ 法， Ｐ＜０．０５），条形图长度代表 ＬＤＡ 值，只显

示不同组间差异显著的物种（ＬＤＡ＞３）

Ｓｉｍｐｌｉｃｉｌｌｉｕｍ、Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｉｏｐｓｉｓ、Ｓｃｈｉｚｏｔｈｅｃｉｕｍ 和 Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ 等 ５ 个属相对丰度在 Ｐ０ 处理中最高；Ｐｌｅｎｏｄｏｍｕｓ、
Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ 和 Ａｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓ 等 ３ 个属相对丰度在 Ｐ１ 处理中最高；而 Ｃｙｐｈｅｌｌｏｐｈｏｒａ、 Ｚｏｐｆｉｅｌｌａ、 Ｇｕｅｈｏｍｙｃｅｓ、
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Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ 和 Ｍｕｃｏｒ 等 ５ 个属相对丰度在 Ｐ２ 处理中最高。
２．４　 真菌群落种间关系

采用 ＳｐａｒＣＣ 软件分别计算三种磷肥施用量下真菌 ＯＴＵ 之间的关系，结果如图 ４ 所示。 其中图中每一个

节点代表一个 ＯＴＵ，节点的大小代表其拥有的连接数量多少，不同节点颜色代表不同真菌门类；两个节点间

的实线连接代表正相关关系，虚线连接代表负相关关系。 对各网络中的节点数量进行统计，发现子囊菌门和

担子菌门是三个网络中的优势菌。 其中子囊菌门分别在 Ｐ０、Ｐ１ 和 Ｐ２ 处理中占所有节点数量的 ６１．５４％、
７２．１２％和 ７４．７９％，而担子菌门分别为 ８．９７％、６．７３％ 和 ６．７２％。

图 ４　 长期不同磷肥施用量对真菌群落网络组成的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｃｏ⁃ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ Ｐ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

不同磷肥施用量下网络参数如表 ２ 所示。 其中平均路径长度表示网络中任意两点间的平均距离；网络直

径代表任意两个节点距离中的最大值；平均聚类系数和模块性反应网络中节点聚集在一起的程度；平均度代

表每个节点拥有的连接的平均值。 所测网络模块性指数均高于 ０．４，说明 ３ 个网络均具有模块化结构。 网络

中连接的数量和平均度可用来表征网络复杂度，这两种指标均随磷肥施入量的增加而升高，说明施用磷肥可

提高真菌网络复杂度，从而可能提高其稳定性。 施用磷肥的 Ｐ２ 和 Ｐ１ 处理正相关比例增加，分别较 Ｐ０ 处理

高出 １０．４３％和 ２５．４６％，而负相关比例分别比 Ｐ０ 处理降低 ９．２７％和 ２２．６３％。 此外 Ｐ０ 处理中具有较高的平均

聚集系数，说明该处理中各节点聚集程度更高。

表 ２　 长期不同磷肥施用量下真菌群落网络指标的变化

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｋｅｙ ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ Ｐ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

网络指标
Ｎｅｔｗｏｒｋ ｍｅｔｒｉｃ

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｐ０ Ｐ１ Ｐ２

节点数 Ｎｏｄｅｓ ７８ １０４ １１９

连接数 Ｅｄｇｅｓ ５１ ８３ １２７

正连接比例 Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｄｇｅｓ ４７．０６ ５９．０４ ５１．９７

负连接比例 Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｅｄｇｅｓ ５２．９４ ４０．９６ ４８．０３

平均路径长度 Ａｖｅｒａｇｅ ｐａｔｈ ｌｅｎｇｔｈ １．８５３ ２．２３５ ４．０２０

网络直径 Ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｍｅｔｅｒ ５ ６ １０

平均聚集系数 Ａｖｅｒａｇｅ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ０．２８６ ０．１１０ ０．１１７

模块性 Ｍｏｄｕｌａｒｉｔｙ ０．９１９ ０．９２０ ０．７４９

平均度 Ａｖｅｒａｇｅ ｄｅｇｒｅｅ ０．６５４ ０．７９８ １．０６７

７　 １１ 期 　 　 　 马垒　 等：长期不同磷肥施用量对砂姜黑土真菌多样性、群落组成和种间关系的影响 　
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３　 讨论

３．１　 长期施用磷肥对真菌多样性的影响

我们之前的研究表明，在砂姜黑土区细菌 α⁃多样性随着磷肥的施入而显著升高，而这主要与土壤中 ＴＰ
和 ＤＯＣ 含量的升高有关［５］。 而本研究结果表明，与细菌相反，真菌 α⁃多样性随磷肥施入量的增加而不断降

低的趋势，且与 ＴＰ（ ｒ＝ －０．６７８，Ｐ＝ ０．０４５）和 ＡＰ（ ｒ＝ －０．６７７，Ｐ＝ ０．０４５）均成显著负相关（图 １）。 Ｈｅ 等［１１］ 发现

在青藏高原草甸土中连续三年施用磷肥后，真菌群落 α⁃多样性显著降低。 与之相似，Ｌｉｕ 等［８］ 通过培育试验

发现在红壤中施用磷肥后真菌 α⁃多样性显著降低。 施磷后真菌 α⁃多样性的降低可能与土壤中 Ｐ 有效性变化

有关。 研究表明在低 Ｎ：Ｐ 环境中（Ｐ 丰富），细菌活性明显高于真菌，而在高 Ｎ：Ｐ 环境中（Ｐ 匮乏），真菌活性

则显著高于细菌［１３］。 本研究中 Ｎ：Ｐ 随着磷肥的施入而不断降低（表 １），因此这种 Ｎ 和 Ｐ 有效性的变化可能

更利于细菌的生长，从而导致细菌 α⁃多样性升高，而真菌 α⁃多样性降低。 此外，施用磷肥后，土壤中捕食真菌

的土壤动物增加，也可能导致真菌 α⁃多样性的降低［８］。
主坐标分析结果表明不施用磷肥与施用磷肥处理的真菌群落结构沿着第一轴分开（图 ２），表明长期施用

磷肥后真菌群落 β⁃多样性发生明显变化。 冗余分析的结果进一步表明 ＴＰ 和 ＤＯＣ 是导致真菌群落结构差异

的最主要环境因子（图 ２）。 本研究中随着磷肥施入量的增加，土壤中 ＴＰ 含量显著升高（表 １），而 Ｐ０ 处理中

磷含量的不足可能直接影响真菌的生长。 磷是真菌生长所必须的营养元素，磷素不足可导致真菌 ＤＮＡ、
ＲＮＡ、功能酶和细胞壁等合成受阻，从而直接限制真菌生长［１４］。 此外真菌是农田土壤中植物残体的最主要分

解者，而植物残体中 Ｃ：Ｐ 远高于微生物［１５］，因此土壤磷素缺乏可能会影响真菌对有机碳的分解利用，从而间

接影响真菌的生长。 ＤＯＣ 升高是导致施磷后真菌群落结构变化的另一个环境因子。 土壤中的真菌大多都是

异养微生物，需要吸收外界碳来获取养分和能源［６］。 不同微生物对碳有效性适应性不同，其中一些生长较快

的 ｒ⁃策略型物种适宜在高浓度碳环境中，而一些生长缓慢的 ｋ⁃策略型物种则适宜在低浓度碳环境中［１６］。 前

人的研究结果表明，ｐＨ 对土壤真菌群落结构形成具有重要影响［１７⁃１８］，而本研究中不同施磷处理间 ｐＨ 变化差

异很小（５．２２—５．５３），因此可能对真菌群落结构影响并不显著。 上述结果表明在砂姜黑土区长期施用磷肥

后，土壤养分（ＴＰ 和 ＤＯＣ）的变化是导致真菌群落结构发生改变的主要环境因子。
３．２　 长期施用磷肥对真菌群落组成的影响

与以往本地区的研究结果相同，子囊菌门是砂姜黑土中的优势菌种［１８］。 在门和纲水平上进行单因素方

差分析，发现子囊菌门及其门下的子囊菌纲均随着磷肥施入而显著升高（图 ３）。 子囊菌门是土壤中主要的腐

生营养型真菌，是土壤中动植物残体的主要分解者［１９］。 研究认为子囊菌门适于高肥力的土壤环境，其相对丰

度随着氮肥、磷肥、秸秆的施入而显著升高［１１，１９⁃２０］。 本研究中长期施用磷肥后土壤中 ＳＯＣ、ＤＯＣ、ＴＰ 和 ＡＰ 等

养分指标显著增加（表 １），可能会有利于子囊菌门的生长。 归属于子囊菌门的锤舌菌纲相对丰度在施磷处理

中显著降低 （图 ３）。 研究表明锤舌菌纲可以与植物共生生长，其相对丰度与 ＡＰ 含量成极显著负相

关［１７，２０⁃２１］。 因此可以推断作物在磷含量高的土壤中与锤舌菌纲共生模式减弱，导致该物种在高磷土壤中相对

丰度显著降低。 被孢霉菌门及被孢霉菌纲相对丰度在施用磷肥后也显著降低（图 ３）。 研究表明被孢霉菌门

中的一些真菌具有溶磷作用［７］，可以溶解土壤中的难利用的磷素，因此可以推断其在低磷土壤中更具有生长

优势。
采用 ＬＥｆＳｅ 方法，在属水平上对真菌群落组成进行差异物种分析 （图 ３）。 结果发现 Ｐ０ 处理中

Ｓｉｍｐｌｉｃｉｌｌｉｕｍ、 Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｉｏｐｓｉｓ、 Ｓａｇｅｎｏｍｅｌｌａ 和 Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ 等 相 对 丰 度 最 高， 其 中 Ｓｉｍｐｌｉｃｉｌｌｉｕｍ 和

Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｉｏｐｓｉｓ 为植物病原菌［２２⁃２３］，Ｓａｇｅｎｏｍｅｌｌａ 和 Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ 为植物内生菌［２４⁃２５］。 而 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ、Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ、
Ｍｕｃｏｒ 和 Ｚｏｐｆｉｅｌｌａ 等则在施磷处理中显著升高，其中 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ、Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ 和 Ｍｕｃｏｒ 均为腐生营养型真

菌［２６⁃２７］。 上述结果表明长期施用磷肥可提高土壤中腐生营养型真菌，降低共生和病原型真菌相对丰度。 与

我们的研究结果相似，Ｓｏｎｇ 等［１０］研究发现经过 ２１ 年连续施用磷肥后土壤中腐生营养型真菌增多，而共生的

８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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丛枝菌根真菌显著降低。 一个可能的解释是，长期施用磷肥后，作物秸秆和根系残留物增多，土壤中的腐生营

养型微生物可以通过分解植物残体获得养分和能量，在土壤中具有较高的竞争力。 丛枝菌根真菌与植物共生

生长，可促进植物对土壤中矿质养分（尤其是磷）的吸收，而磷肥的施用导致土壤养分（Ｐ）含量升高，植物对丛

枝菌根真菌的依赖性降低，导致其相对丰度降低［１０］；在缺磷施肥土壤中，植物秸秆和根系残留量较少，此时腐

生营养型微生物由于没有充足的外源有机物料补充，而失去竞争优势，这时土壤中的植物病原菌、植物内生菌

等可以通过寄生或共生的方式通过宿主获取养分和能量，从而具有较强的竞争力。 此外，Ｚｏｐｆｉｅｌｌａ 在施磷土

壤显著升高（图 ３），研究表明 Ｚｏｐｆｉｅｌｌａ 可通过分泌抗真菌化合物，抑制植物病原菌，从而控制植物病害［２８］。
３．３　 长期施用磷肥对真菌种间关系的影响

我们对三种磷肥施用量下真菌群落进行网络分析，探索长期施用磷肥对真菌群落种间关系的影响（图
４）。 首先，长期施用磷肥下网络中子囊菌门比例逐渐增多，而担子菌门比例逐渐减少。 研究表明子囊菌门主

要分解新鲜植物残体，而担子菌门主要分解难利用碳［２９］。 这种物种营养习性的变化可能与土壤中 Ｃ 的有效

性有关，本研究中长期施用磷肥后土壤中易利用的 ＤＯＣ 含量显著升高，可能导致子囊菌在网络关系中比例增

多。 其次，随着磷肥施用量不断升高，真菌网络连接数和平均度也随之升高（表 ２），意味着施用磷肥后真菌物

种之间的直接作用增多，而间接作用减少，而这种网络复杂度的增加会导致网络更加稳定，对外界环境变化

“抵抗性”更强［３０］。 与我们的研究结果相似，Ｆｅｎｇ 等［３１］研究发现长期施用磷肥可以增加细菌物种间的关联，
从而减少环境对物种筛选作用。 最后，我们发现施用磷肥后物种之间正相关作用比例增加，而负相关作用比

例减少（表 ２）。 这可能是由于 Ｐ０ 土壤中养分（尤其是 ＴＰ 和 ＤＯＣ）含量较低，各物种为争夺养分而导致竞争

作用增多，而施磷土壤中由于养分资源充足，因此各个物种间正相关比例增多。 值得注意的是 Ｐ１ 处理中正

相关连接比例最高，这种正相关连接的增加有利于形成更多的营养级，物种之间通过资源或代谢产物互补使

得养分利用更为高效［３２］。 此外随着磷肥的施入，平均聚类系数逐渐降低，这说明长期施用磷肥增加可土壤异

质性，可满足不同生态位真菌生长；而不施磷肥土壤中较高的平均聚类系数意味着其内物种功能的高度一致

性，环境因子的筛选作用较强，只有那些适应缺磷条件的物种存在于网络中。
前人的研究结果表明，在砂姜黑土区长期施用磷肥可显著提高砂姜黑土土壤肥力，提升地上作物产

量［１⁃３］。 而本研究的结果进一步表明，长期施用磷肥还可明显改变地下真菌群落多样性、组成和种间关系。
施磷后土壤中 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ、Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ 和 Ｍｕｃｏｒ 等腐生营养型真菌的增多有助于土壤有机质的转化，
Ｓｉｍｐｌｉｃｉｌｌｉｕｍ 和 Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｉｏｐｓｉｓ 等植物病原菌的减少有助于减缓作物病害。 此外磷肥施用还可提高真菌网

络复杂度和稳定性。 这些结果有助于我们了解地下微生物群落与土壤环境因子、地上作物之间关系。

４　 结论

经过 ２１ 年不同磷肥施用梯度后，真菌多样性随磷肥施用量的增多而有降低的趋势，并与土壤 ＴＰ 和 ＡＰ
成显著负相关。 磷肥施用显著改变了真菌群落组成，而这主要与土壤养分（ＴＰ 和 ＤＯＣ）的变化有关。 磷肥的

施用刺激腐生营养型真菌的生长，但导致病原型和共生 ／寄生型真菌相对丰度降低。 此外长期施用磷肥还可

增加真菌群落结构的复杂度和稳定性。
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