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长期施氮对谷子根系内生真菌群落特征的影响

高小峰１，２，景 航３，闫本帅２，吴春晓１，２，王国梁１，３
（１．中国科学院水利部水土保持研究所黄土高原土壤侵蚀与旱地农业国家重点实验室，

陕西 杨凌７１２１００；２．中国科学院大学，北京１０００４９；３．西北农林科技大学水土保持研究所，陕西 杨凌７１２１００）

摘要：为探讨长期施氮对作物运输根和吸收根内生真菌群落特征的影响及其机制。以农田长期定位施肥

试验（１９９５—２０１９年）为基础，通过高通量测序技术，研究长期５个施氮肥处理（ＣＫ、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ１Ｐ、Ｎ２Ｐ。其

中ＣＫ、Ｎ１、Ｎ２施氮量分别为０，５５．２，１１０．４ｋｇ／ｈｍ２）对谷子不同功能根内生真菌群落组成和结构的影响。

结果表明：ＣＫ处理中吸收根的ＯＴＵｓ数和真菌多样性（ｓｈａｎｎｏｎ指数和Ｃｈａｏ　１指数）均显著高于运输根

（Ｐ＜０．０５）。门水平上，吸收根的Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ和Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ丰度显著高于运输根（Ｐ＜０．０５），但 Ｍｏｒ－

ｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ和Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ丰度显著低于运输根（Ｐ＜０．０５）。在属水平上，优势菌属 Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ和

Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ在吸收根内的相对丰度显著低于运输根（Ｐ＜０．０５），但Ｆｕｓａｒｉｕｍ 和Ｍｉｎｉｍｅｄｕｓａ显著高于运输

根（Ｐ＜０．０５）。高氮施肥吸收根和运输根的ＯＴＵｓ数、Ｃｈａｏ　１指数分别提高了２３．６２％，２３．８７％，其他施肥

则相反。施肥运输根的ｓｈａｎｎｏｎ指数提高了７．１２％～１９．６２％，吸收根则相反。施肥吸收根致病菌属（Ｂｉ－

ｐｏｌａｒｉｓ、Ｆｕｓａｒｉｕｍ、Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｉｏｐｓｉｓ、Ｍｉｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ）的相对丰度分别增加了５２．９９％，４０．７４％，１３３．０６％，

２００．００％，运输根中抗病菌属（Ｍｉｎｉｍｅｄｕｓａ）的相对丰度提高了４０．１６％～９７．１１％。施肥谷子根系碳、氮、磷

含量分别提高了２．３３％～１１．６３％，１３．３０％～９４．６６％，３．８９％～２６３．９２％，氮磷肥配施处理的影响尤为显著

（Ｐ＜０．０５）。施肥运输根生物量提高了１０６．６７％～３３６．４１％，吸收根的生物量降低了３５．２０％～６０．２０％。

长期施肥通过提高土壤速效磷、全磷、可溶性氮和根系碳含量而提高吸收根内生真菌丰度，通过提高根系

生物量而降低运输根内生真菌丰度，低氮磷配施肥（Ｎ１Ｐ）对土壤养分含量及菌群发展影响最大。探明长期

施氮肥对黄土丘陵区谷子不同功能根系内生真菌分布格局变化的影响，为作物的高产优质及农田土壤生

态环境的良好构建提供理论依据。
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ａｎｄ　ｒｅｄｕｃｉｎｇ　ｔｈｅ　ａｂｕｎｄａｎｃｅ　ｏｆ　ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ　ｆｕｎｇｉ　ｉｎ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ　ｒｏｏｔｓ　ｂｙ　ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ　ｒｏｏｔ　ｂｉｏｍａｓｓ，ａｎｄ　ａｐｐｌｙ－
ｉｎｇ　ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ　ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ　ｗｉｔｈ　ｌｏｗ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ（Ｎ１Ｐ）ｈａｓ　ｔｈｅ　ｇｒｅａｔｅｓｔ　ｉｍｐａｃｔ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｏｉｌ　ｎｕｔｒｉｅｎｔ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ａｎｄ　ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｌｏｒａ．Ｉｎ　ｓｈｏｒｔ，ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｃｏｕｌｄ　ｃｈａｎｇｅ　ｒｏｏｔ　ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ　ｆｌｏｒａ　ｂｙ　ａｆ－
ｆｅｃｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ｓｏｉｌ　ｏｒ　ｒｏｏｔ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ，ｗｈｉｃｈ　ｍｉｇｈｔ　ｌｅａｄ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｐｌａｎｔ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ　ａｎｄ
ｕｌｔｉｍａｔｅｌｙ　ａｆｆｅｃｔ　ｆａｒｍｌａｎｄ　ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍ　ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ；ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ａｎｄ　ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ｔｒａｎｓｐｏｒｔ　ｒｏｏｔｓ；ａｂｓｏｒｂｉｎｇ　ｒｏｏｔｓ；ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ

ｆｕｎｇｉ

　　作物根系中的内生真菌是指生活在作物根系中，

而对作物根系并不引起明显病害症状的拥有不同生

活策略的真菌。一方面，内生真菌能帮助植物获取更
多难以利用的无机和有机养分，促进作物生长发育；

另一方面，其中的病原真菌会从根系中吸收营养供给
自身生长需要。已有研究［１－４］发现，施肥对植物根系
内生菌有显著影响。３年连续施氮显著降低水曲柳
人工林的菌根真菌侵染率［１］。王婷［２］研究发现，施氮
后小麦菌根侵染率提高了１６．８％。低氮和高氮对内
生真菌的丰度有不同的影响［３］。李瑞霞等［４］研究发
现，低氮施肥（１８９ｋｇ／ｈｍ２）显著提高根内Ｇｌｏｍｅｒｏ－
ｍｙｃｏｔａ丰度，而高氮施肥（２７０ｋｇ／ｈｍ２）显著降低

Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ丰度。上述争议可能与施氮水平、

测定的微生物指标有关。此外，关于长期施肥如何通
过影响土壤性质、根系化学组分，进而影响根系内生
菌根群落特征的机制也缺乏系统研究。

越来越多的研究［５－１０］发现，植物根系是一个高度
异质性的系统，不同根序根系在形态、结构、功能和
菌根的侵染方面具有显著差异。刘莹等［５］研究发现，

油松幼苗的不同根系总根长和比表面积显著不同。

刘丽娜［６］研究发现，水曲柳＜１ｍｍ 的根系相较于

１～２ｍｍ根系周转速度更快。虽然相对于乔木和灌
木等植物而言，农作物不同根序根系之间的差异相对
较小。但也有研究［７－８］发现，农作物根系在形态和功
能方面也存在显著差异。邱新强等［７］研究发现，冬小
麦的不同径级根系的活根长显著不同。李晓龙等［８］

关于玉米的研究表明，不同径级根系的细根生物量、

根长、根表面积均存在显著差异。苗原等［９］和冯欢
等［１０］研究发现，菌根真菌的侵染和根系的形态与结
构相关。根系形态和生理功能是显著相关的，吸收根
是负责养分资源吸收，而运输根是负责养分资源运输
和贮存［１１］。但不同根序根系中内生菌的群落组成是
否存在差异缺乏系统研究，其对施肥的响应还不清
楚。

先前的研究关于长期施肥如何影响根系内生菌

群特征的机制缺乏系统研究，关于施肥对不同根序根
系中内生菌的群落组成是否存在差异尚不清楚。因
此，本研究以长期定位研究为基础，利用ＩＴＳ　ｒＲＮＡ
高通量测序技术，系统的研究长期施肥条件下中国黄
土高原地区农田谷子吸收根和运输根内生真菌的变

化，说明长期施氮肥对黄土丘陵区谷子不同功能根系
内生真菌分布格局变化的影响，为作物的高产优质及
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农田土壤生态环境的良好构建提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　试验地点
长期定位试验田位于中国科学院安塞水土保持综

合试验站（３５°１４′Ｎ，１０７°４１′Ｅ）。试验区作为典型的旱作
农业区，属温带季风气候，海拔１　２００ｍ，年均降水量５３０
ｍｍ，年均气温８．８℃，无霜期１６０天。试验区土壤类型

为黄绵土，典型农作物为谷子和糜子，当季作物为谷子。

试验开始（１９９５年）前耕层土壤有机碳、全氮、全磷含量
分别为３．５７，２．４１，１．３３ｇ／ｋｇ，有效磷、速效钾、缓效钾含
量分别为１９．００，６７．００，７０８．００ｍｇ／ｋｇ，ｐＨ为８．５１。

１．２　试验设计
长期定位施肥试验开始于１９９５年，共５个施肥

处理，随机区组设计，每个处理４个小区重复（ｎ＝
４），每个小区面积为３ｍ×７ｍ，坡度１５°，投影面积

２０ｍ２。５个施肥处理包括：不施肥（ＣＫ）、低氮施肥
（Ｎ１），５５．２ｋｇ／ｈｍ２、高氮施肥（Ｎ２），１１０．４ｋｇ／ｈｍ２、

低氮配施磷肥（Ｎ１Ｐ），施Ｐ量为９０ｋｇ／ｈｍ２、高氮配
施磷肥（Ｎ２Ｐ）。氮肥为尿素，磷肥为过磷酸钙，磷肥
做种肥一次施入，尿素施总量的２０％作种肥，余下

８０％的尿素在作物拔节期追施。作物种植模式为谷
子—糜子—谷子—大豆轮作，一年一熟。

１．３　样品收集

２０１９年１０月谷子收获后，利用土钻分别按“Ｓ”

形五点采样法在每个小区中采集５个点的表层（０—

２０ｃｍ）土壤混匀，将土壤中的杂质去除后，用于土壤
基本理化指标测定。选取１０株形态相似的谷子，根
系按功能法分为运输根、吸收根，一部分用于测根系
内生真菌，剩余部分烘干测定根系碳氮磷元素含量。

将传统的细根（直径≤２ｍｍ）区分为吸收根和运输
根，吸收根由低级根组成，负责资源吸收的１，２级根
系；运输根由高级根组成，是负责运输与存储养分资
源的３，４级根系。

１．４　样品分析
土壤理化性质和根系碳、氮、磷元素含量的测定

方法参照鲍士旦［１２］方法进行测定。全碳采用重铬酸

钾容量－外加热法测定，全磷采用 Ｈ２ＳＯ４－Ｈ２Ｏ２消
解—钼锑抗分光光度法测定，全氮采用全自动凯氏定

氮仪测定。易溶解的有机碳（ＤＯＣ）和氮（ＤＯＮ）用蒸
馏水浸提法测定。土壤速效磷（ＳＡＰ）采用分光光度
计测定，有机碳采用ＴＯＣ仪灼烧法测定。土壤含量
率（ＷＣ）采用烘干法测定。

１．５　样品ＤＮＡ提取和ＰＣＲ扩增
根据Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．Ｂ　ｓｏｉｌ试剂盒（Ｏｍｅｇａ　Ｂｉｏ－ｔｅｋ，

Ｎｏｒｃｒｏｓｓ，ＧＡ，Ｕ．Ｓ．）说明书提取总ＤＮＡ，用 Ｎａｎｏ－
Ｄｒｏｐ２０００检测ＤＮＡ浓度和纯度，用１．０％琼脂糖凝
胶电泳检测ＤＮＡ提取的质量。对真菌ＩＴＳ１区进行

ＰＣＲ扩增，合成带有ｂａｒｃｏｄｅ的特异引物。本研究中
真菌的引物为 ＩＴＳ　１Ｆ （５′－ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴ－
ＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ－３′）和ＩＴＳ　２Ｒ （５′－ＧＣＴ－
ＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ－３′）。ＰＣＲ 反应体系
（２０μＬ）为：１０×Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ，ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）

２μＬ，正反向引物（５μｍｏｌ／Ｌ）各０．８μＬ，Ｑ５ＤＮＡ
聚合酶（２Ｕ／μＬ）０．２μＬ，ＢＳＡ　０．２μＬ，ＤＮＡ模板
（２０ｎｇ／μＬ）１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１３μＬ。使用ＡＢＩ　Ｇｅｎｅ－
Ａｍｐ９７００型进行ＰＣＲ扩增，反应条件为：９５℃
预变性３ｍｉｎ，２７个循环（９５℃变性３０ｓ，５５℃退火

３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ），最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。每个
样品３个重复扩增，然后将其用２．０％琼脂糖凝胶电
泳检测，用Ａｘｙ　Ｐｒｅｐ　ＤＮＡ　ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ａｘｙ－

ｇｅｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｕｎｉｏｎ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ，ＵＳ）纯化合并，将

样品送至Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ＭｉＳｅｑ平台进行高通量测序（上海
美吉生物医药科技有限公司）。基于内部转录间隔子
（ＩＴＳ）基因通过实时ＰＣＲ对真菌的丰度进行定量。

１．６　数据分析
原始测序序列使用Ｆａｓｔｐ软件（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．

ｃｏｍ／ＯｐｅｎＧｅｎｅ／ｆａｓｔｐ）质控，使用 Ｆｌａｓｈ 软件（ｈｔ－
ｔｐｓ：／／ｃｃｂ．ｊｈｕ．ｅｄｕ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ＦＬＡＳＨ／ｉｎｄｅｘ．ｓｈｔｍｌ）

拼接，用的 Ｕｐａｒｓｅ软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ／

ｕｐａｒｓｅ／），根据９７％的相似度进行 ＯＴＵ 聚类，用

ＲＤＰ　Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／

ｒｄｐ－ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ／）对每条序列进行物种分类注释，比

对Ｓｉｌｖａ数据库（ＳＳＵ１２３），设置比对阈值为７０％。

采用 Ｍｏｔｈｕｒ　１．３软件分析真菌样品的Ａｌｐｈａ多
样性（Ｃｈａｏ１指数、ＡＣＥ指数和Ｓｈａｎｎｏｎ指数）。偏
最小二乘法判别分析（ＰＬＳ－ＤＡ）法，使用 Ｒ语言

ｍｉｘＯｍｉｃｓ包分析对菌群进行分型。通过 Ｍａｎｔｅｌ分
析来检验环境因子对真菌群落的影响。冗余分析
（ＲＤＡ）基于Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ距离算法使用Ｒ语言ｖｅｇ－
ａｎ包分析，评估环境变量和内生真菌群落之间的关

系。柱状图和折线图制作采用Ｅｘｃｅｌ　２０１３软件。使
用ＳＰＳＳ　１８．０软件进行方差分析和Ｄｕｎｃａｎ多重比较
（Ｐ＜０．０５）来确定环境因子和微生物群落丰度在不
同处理之间的差异。

２　结果与分析
２．１　长期施肥对土壤和谷子根系养分含量的影响
由图１可知，长期施肥显著提高了土壤碳、氮、磷

养分含量（Ｐ＜０．０５），增幅为３８．５％～７７．３％，１８．９％～
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３６．３％，０．４％～４２．１％。其中，高氮施肥和低氮磷配施肥
处理显著提高了土壤碳、氮含量，氮磷肥配施显著提高
了土壤磷和土壤速效磷含量。施肥显著提高了谷子根
系碳、氮、磷含量，增幅为２．３３％～１１．６３％，１３．３０％～
９４．６６％，３．８９％～２６３．９２％，吸收根的氮含量、磷含量
显著高于运输根。

由表１可知，施肥运输根生物量提高了１０６．６７％～
３３６．４１％，吸收根的生物量降低了３５．２０％～６０．２０％。吸
收根生物量在不施肥条件下高于运输根，在施肥条件下
相反。运输根生物量在氮磷配施处理显著大于单施氮
肥，且在低氮配施磷肥处理达到最大值。吸收根在氮磷
肥配施处理根系生物量显著低于单施氮肥处理。

图１　１９９５－２０１６年长期施肥土壤养分含量的变化

表１　谷子运输根和吸收根根系组分和生物量

处理

运输根

Ｃ／

（ｇ·ｋｇ－１）
Ｎ／

（ｇ·ｋｇ－１）
Ｐ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

生物量／

（ｇ·ｍ－２）

吸收根

Ｃ／

（ｇ·ｋｇ－１）
Ｎ／

（ｇ·ｋｇ－１）
Ｐ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

生物量／

（ｇ·ｍ－２）

ＣＫ　 ０．４３±０．０１ｂ ２．６２±０．０２ｅ ２１．８４±１．６８ｄ １．９５±０．２６ｅ ０．４３±０．０１ｃ ４．３６±０．０４ｃ ３９．０９±２．９３ｃ ３．０４±０．１２ａ

Ｎ１　 ０．４４±０．０１ｂ ４．４２±０．０３ｃ ２２．６９±１．６５ｄ ５．４９±０．８６ｃ ０．４５±０．０１ｂ ６．０９±０．１１ｂ ３６．９６±２．８９ｃ １．７０±０．１０ｂｃ

Ｎ２　 ０．４３±０．０１ｂ ５．１０±０．０８ａ ２７．９４±１．２７ｃ ４．０３±０．７０ｄ ０．４７±０．０２ａ ６．６４±０．３７ａ ３６．７６±２．５９ｃ １．９７±０．１３ｂ

Ｎ１Ｐ ０．４８±０．０２ａ ４．０８±０．０５ｄ ７９．４８±０．５１ａ ８．５１±０．７４ａ ０．４６±０．０１ｂ ４．９４±０．３９ｃ ８３．９３±７．９８ｂ １．５１±０．３８ｂｃ

Ｎ２Ｐ ０．４６±０．０１ａ ４．７７±０．０３ｂ ６５．６３±１．１３ｂ ７．２３±０．４９ｂ ０．４８±０．０２ａ ６．１９±０．５５ｂ ９８．８０±３．３６ａ １．６０±０．２７ｃ

　　注：表中数据为平均值±标准差；同列不同小写字母表示施肥处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。下同。

２．２　长期施肥对谷子不同功能根内生真菌多样性和
丰度的影响

由图２可知，第１轴（ＣＯＭＰ１）对不同功能根内
真菌变化的贡献率分别为１１．０１％，８．８２％，第２轴
（ＣＯＭＰ２）对不同功能根内真菌变化的贡献率分别为

６．４４％，７．７４％。ＣＯＭＰ１和ＣＯＭＰ２分别代表总变量的

１７．４５％，１６．５６％。长期施肥对谷子根内真菌群落产生显
著影响，在运输根和吸收根中均表现为Ｎ１Ｐ、Ｎ２Ｐ处理
与Ｎ２处理沿第１轴分开，与Ｎ１、ＣＫ处理沿第２轴分
开，与ＣＫ相比，低Ｎ施肥对运输根和吸收根内生真菌
无显著差异，高Ｎ施肥和平衡施肥对运输根和吸收根的

内生真菌群落有显著影响，且影响不同。

由图３可知，不施肥条件下，吸收根的ＯＴＵｓ数和
真菌α多样性均显著高于运输根。对于运输根而言，长
期施肥处理提高了真菌ｓｈａｎｎｏｎ指数。长期施肥对吸收
根和运输根丰富度指数影响作用相同，除高氮施肥处理
外，长期施肥降低了真菌群落的Ｃｈａｏ　１指数，ＯＴＵｓ数
在不同施肥处理表现和Ｃｈａｏ　１指数一致。由图４可知，

优势菌门是Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ、Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ、Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙ－
ｃｏｔａ、Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ和 Ｃｈｙｔｒｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ，优 势 菌 属 是

Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ、Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ、Ｆｕｓａｒｉｕｍ、Ｍｉｎｉｍｅｄｕｓａ、Ｃｌａｄｏｓ－
ｐｏｒｉｕｍ、Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｉｏｐｓｉｓ、Ｍｉｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ。施氮肥显著
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提高了运输根中Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ和Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ相对
丰度，显著降低了 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ相对丰度，氮磷肥配
施处理表现尤为明显。高氮配施磷肥处理与其它施
肥 处 理 相 反，显 著 降 低 了 Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ、

Ｃｈｙｔｒｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ的相对丰度。在属水平上，高氮施
肥显著提高了Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ的相对丰度，降低了 Ｍｉｎ－
ｉｍｅｄｕｓａ的相对丰度，其他施肥处理相反。高氮配施
磷肥显著提高了Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ 的相对丰度，降低了

Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ、Ｆｕｓａｒｉｕｍ 的相对丰度。整体上，施肥
提高了Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｉｏｐｓｉｓ的相对丰度，Ｍｉｃｒｏｄｏｃｈｉ－
ｕｍ 变化不明显。
低氮施肥和氮磷肥配施降低了吸收根 ＯＴＵｓ

数、真菌ｓｈａｎｎｏｎ指数和Ｃｈａｏ　１指数，根系内生真菌

存在中等多样性（ｓｈａｎｎｏｎ指数为３～５）。高氮施肥
真菌ｓｈａｎｎｏｎ指数显著降低，ＯＴＵｓ和Ｃｈａｏ　１指数
显著提高（图３）。在门水平上，施肥增加了Ａｓｃｏｍｙ－
ｃｏｔａ丰度，尤其氮磷肥配施处理最为明显，降低了

Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ、Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ相对丰度。在属水
平上，施肥显著提高了Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ的相对丰度，降低了

Ｍｉｎｉｍｅｄｕｓａ的相对丰度；氮磷肥配施处理显著提高了

Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｉｏｐｓｉｓ、Ｍｉｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ 的相对丰度，降低了

Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ的相对丰度，单施氮肥处理相反。高氮施肥
处理显著提高了Ｆｕｓａｒｉｕｍ 的相对丰度，其他施肥处理
却正好相反；Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ 的相对丰度表现为在低
氮施肥和低氮磷配施肥显著提高了菌属的相对丰度，
高氮施肥和高氮磷配施肥处理恰好相反（图４）。

图２　根系ＰＬＳ－ＤＡ排序分析

　　注：图柱上方不同小写字母表示不同处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

图３　运输根和吸收根内生真菌群落α多样性和ＯＴＵｓ数

２．３　不同施肥处理影响根系内生真菌群落的因子
对于运输根而言，真菌丰度和根系氮含量、生物

量、土壤全磷、土壤有效磷和土壤含水量显著相关。

Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ的相对丰度与根系生物量、土壤有效磷
含量显著负相关（Ｐ＜０．０５）。Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ的
相对丰度与土壤含水量、Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ的相对丰
度与土壤全磷、土壤有效磷显著正相关（Ｐ＜０．０５）。
对于吸收根而言，真菌丰度和根系全碳、生物量、土壤
全磷、土壤易溶解氮、土壤有效磷、土壤含水量显著

相关。Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ的相对丰度与植物全碳、土壤全
磷、土壤有效磷、Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ的相对丰度与土
壤含水量、Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ的相对丰度与根系生物
量显著正相关（Ｐ＜０．０５）。Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ的相对丰度
与与土壤含水量、Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ的相对丰度与
土壤全磷、土壤有效磷显著负相关（Ｐ＜０．０５）。Ｂａ－
ｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ的相对丰度与环境因子无相关性（表

２）。由表３可知，在对环境因子与真菌群落进行

Ｍａｎｔｅｌ分析得到验证，吸收根内生真菌群落的相对
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丰度与植物全碳、植物全氮、根系生物量、土壤有机
碳、土壤全氮、土壤全磷、易溶解碳、易溶解氮、土壤速
效磷显著相关（Ｐ＜０．０５）。

ＲＤＡ分析表明，在吸收根中，第１轴和第２轴分
别解释了长期不同施肥下谷子根内真菌群落变异的

４２．３３％和１．９９％；在运输根中，第１轴和第２轴分别

解释了长期不同施肥下谷子根内真菌群落变异的

３０．６７％和６．４７％（图５）。值得注意的是，植物根系碳
含量、土壤全磷含量、易溶解氮含量、土壤速效磷含量
是影响吸收根内生菌群落组成最主要的影响因子，植
物根系生物量是影响运输根内生菌群落结构组成最

主要的影响因子（图５和表４）。

图４　不同功能根系内生真菌群落丰度

表２　不同功能根系内生真菌与影响因子的相关性关系

　不同功能根系 真菌门 ＲＢ　 ＷＣ　 ＳＯＣ　 ＴＮ　 ＴＰ　 ＤＯＣ　 ＤＯＮ　 ＳＡＰ　 ＰＴＣ　 ＰＴＮ

Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ －０．４９＊ ０．０６ －０．１０ －０．０３ －０．３５　 ０．３３ －０．２４ －０．４９＊ －０．４３ －０．２５

Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ －０．１６　 ０．４５＊ ０．１４　 ０．１７ －０．３６　 ０．０２ －０．４ －０．２９ －０．２０ －０．１４

运输根 Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ　 ０．３５ －０．２７ －０．０３　 ０．３３　 ０．２２ －０．１４　 ０．１５　 ０．２７　 ０．１９ －０．０４

Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ　 ０．３２ －０．２０ －０．０４ －０．０４　 ０．５１＊ －０．３７　 ０．３５　 ０．５５＊ ０．３９　 ０．１１

ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｋ＿＿Ｆｕｎｇｉ　 ０．０８ －０．１１　 ０．１７ －０．１０　 ０．００　 ０．１４　 ０．４３　 ０．０３　 ０．１０　 ０．４９＊

Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ －０．４１ －０．６０＊ －０．０８ －０．２５　 ０．５２＊ －０．１８　 ０．４５　 ０．４６＊ ０．５０＊ ０．０２

Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ　 ０．３６　 ０．５３＊ ０．２０　 ０．２４ －０．５７＊ ０．２５ －０．４５ －０．５２＊ －０．３４　 ０．０２

吸收根 Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ　 ０．１５ －０．０４　 ０．０３　 ０．１６　 ０．０２ －０．１６　 ０．２９　 ０．１３ －０．０２ －０．１１

Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ　 ０．４９＊ ０．３９ －０．０５　 ０．４２ －０．４４　 ０．１６ －０．３２ －０．２１ －０．４０ －０．３６

ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｋ＿＿Ｆｕｎｇｉ　 ０．２５　 ０．５７　 ０．２４　 ０．３２ －０．４６＊ ０．３３ －０．４６＊ －０．４１ －０．５２＊ ０．１５

　　注：＊表示Ｐ＜０．０５；ＰＴＣ为谷子根系碳含量；ＰＴＮ为谷子根系氮含量；ＲＢ为根系生物量；ＳＯＣ为土壤碳含量；ＴＮ为土壤氮含量；ＴＰ为土壤

磷含量；ＤＯＣ为易溶解碳含量；ＤＯＮ为易溶解氮含量；ＳＡＰ为土壤有效磷含量；ＷＣ为土壤含水量。下同。

表３　根系内生真菌丰度与影响因子的 Ｍａｎｔｅｌ分析

不同功能根系 ＲＢ　 ＷＣ　 ＳＯＣ　 ＴＮ　 ＴＰ　 ＤＯＣ　 ＤＯＮ　 ＳＡＰ　 ＰＴＣ　 ＰＴＮ
运输根 ０．１５９ －０．０２　 ０．１２６　 ０．１３１　 ０．１４２ －０．０１７　 ０．１２８ Ｎ／Ａ　 ０．１６６　 ０．１６３
吸收根 ０．２６９ Ｎ／Ａ　 ０．２５６　 ０．２６６　 ０．１９３　 ０．１９９　 ０．２１３　 ０．１５６　 ０．２２９　 ０．２７３

　　注：Ｎ／Ａ表示在 Ｍａｎｔｅｌ分析时无值。
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３　讨 论
３．１　长期施肥对土壤性质、谷子养分含量和生物量
的影响

黄土丘陵区处半干旱地区，土壤氮磷元素均缺
乏，氮素、磷素和水分都是影响植物生长发育的重要
限制因素。本研究发现，高氮施肥和低氮磷配施肥处
理显著提高了土壤碳、氮含量。可能是由于氮素添加
直接提高了土壤中可利用的氮、磷含量，促进土壤碳
循环，提高了土壤养分的有效性［１３］。同时，土壤碳、

氮、磷含量均在 Ｎ１Ｐ处理达到最大值。可能是低施
肥量促进土壤净氮矿化作用，尤其在氮素缺乏的土
壤，施氮肥显著提高了土壤的潜在氮矿化。但施氮肥
量过多造成土壤ｐＨ 降低，会抑制微生物活性，土壤
矿化作用和硝化作用下降［１４］。显然，氮磷平衡施肥
显著提高了土壤全磷和有效磷含量，但 Ｎ２Ｐ施肥略
低于Ｎ１Ｐ施肥处理。可能是氮素施入增加了磷素吸
收，减氮施肥降低了磷素流失风险，长期施用氮磷肥
有助于减轻氮素磷素对谷子生长的限制作用。

图５　根系内生真菌影响因子ＲＤＡ分析

表４　环境因子与根系内生真菌相关显著性检验

不同功能

根系

环境

因子
ＲＤＡ１ ＲＤＡ２　 ｒ２　 Ｐ

运输根 ＲＢ －０．７４　 ０．６７　 ０．３４　 ０．０２５

吸收根

ＰＴＣ　 ０．９５ －０．３１　 ０．３３　 ０．０３５
ＴＰ　 ０．９６ －０．２７　 ０．３６　 ０．０２３
ＤＯＮ　 ０．８９ －０．４６　 ０．５０　 ０．００１
ＳＡＰ　 ０．９３ －０．３６　 ０．３５　 ０．０２４

　　长期施肥显著提高了谷子根系碳、氮和磷含量，

其中氮磷配施对根系碳、磷含量的提高最为显著，严

正兵等［１５］对拟南芥的研究结果支持了本研究。根系

生物量反映了植物对土壤资源有效性和地上光合产

物在地下分配情况。本研究发现，长期施肥显著提高

了谷子运输根的根系生物量，降低了吸收根的根系生

物量。可能是因为根系碳含量的变化规律与细根的

功能相适应，施肥增加了土壤可利用的养分含量，对

植物细根生产及生物量积累产生影响［１６］。吸收根是

承担养分与水分的吸收功能，在其形态构成上对碳需

求较低。运输根有较高的运输能力和外部抗逆性能，

在形态构成上碳投入也较高［１１］。

３．２　长期施肥对根系内生真菌多样性和丰度的影响

不同施肥处理根系真菌结构会有明显分型［１７］。本

研究发现，谷子内真菌菌群结构分为３大类：第１类是

ＣＫ和Ｎ１施肥处理，第２类是Ｎ２施肥处理，第３类是

Ｎ１Ｐ和Ｎ２Ｐ施肥处理。本研究发现，吸收根中Ａｓｃｏｍｙ－
ｃｏｔａ的丰度显著高于运输根，这可能与吸收根在不同功

能根系中负责养分和水分的吸收有关［１１］，根系内生

Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ通过自身分泌的有机酸、碳酸等物质促

进土壤中有机质的分解，加速宿主根系对所需营养元

素的吸收，从而促进作物的生长［１８］。

本研究吸收根中Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ丰度随施肥梯度而增

加，但施肥显著降低了Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ相对丰度，特别是

高氮施肥处理。可能是由于Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ作为吸收根的

优势菌种，在吸收根中占绝对的主导地位，其主要功能

是对养分的吸收，因此对施肥响应敏感。而施肥使得

Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ丰度降低，可能是施肥促进谷子生长，根

系分泌物抑制其菌群发展，Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ诱导病害的可

能性被降低［１９］。以往的研究［１９－２０］表明，Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ主

要分解纤维素、木质素等大分子化合物，和锈菌、黑粉菌

及植物病害的关系非常密切。本研究发现，施肥显著提

高了致病菌的相对丰度，降低了抗病菌的相对丰度。

李光宇等［２１］的研究表明，Ｄｅｕｔｅｒｏｍｙｃｏｔｉｎａ的Ｂｉｐｏ－

ｌａｒｉｓ易引起小麦根腐病。台佳［２２］研究发现，Ｍｉ－
ｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ 易引起小麦茎基腐病。Ｐｉｎｚａｒｉ等［２３］研

究发现，Ｍｉｎｉｍｅｄｕｓａ 通过改变自身分泌物，从而具
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有抑制其他真菌的特性。已有研究［２１－２３］可以佐证

Ｍｉｎｉｍｅｄｕｓａ对致病菌有拮抗作用，Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ、Ｍｉ－
ｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ 是明显的致病菌。本研究也发现，Ｂｉｐｏ－
ｌａｒｉｓ对氮肥响应敏感，施肥显著提高了其丰度，同时
也提高了谷子根系致病的可能性。致病菌属 Ｍａｇ－
ｎａｐｏｒｔｈｉｏｐｓｉｓ、Ｍｉｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ 对氮磷肥配施响应明
显。Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔｉｎａ中 Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ 对单施氮肥响应
明显，其对化合物有生物转化作用。Ｍｉｎｉｍｅｄｕｓａ是

Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ的一个新属，且与病害菌发生拮抗作

用，降低了病害，施肥显著降低了其丰度，增加了病害

风险。总之，长期施肥显著提高了吸收根病原菌的丰

度，这将导致作物患病害的风险明显增加。

本研究发现，氮磷肥配施显著提高了Ｂａｓｉｄｉｏｍｙ－
ｃｏｔａ和Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ相对丰度，显著降低了Ａｓｃｏ－
ｍｙｃｏｔａ相对丰度。单施氮肥显著提高了内生 Ｍｏｒ－
ｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ、Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ相对丰度。可能是

氮磷肥配施处理中运输根根系碳含量显著高于其他

处理，为Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ和Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ中菌群的

发展提供了更好的营养和生长发育条件［１５－１６］。Ａｓ－
ｃｏｍｙｃｏｔａ多数与养分吸收相关，故而运输根的Ａｓｃｏ－
ｍｙｃｏｔａ丰度相对减少。本研究发现，施肥降低了运

输根内致病菌 Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ 的丰度，提高了抗病菌

Ｍｉｎｉｍｅｄｕｓａ的相对丰度，特别是低氮磷配施肥处
理，这与吸收根明显不同。原因可能是相较于吸收

根，运输根益生菌产生更多的抗病化合物［２３］，导致病

害菌减少，特别是低氮磷配施肥处理表现最明显。同

一菌属对不同施肥和不同功能根系的响应有很大区

别。从菌属丰度变化可以看出，根系内生真菌对氮磷

施肥的水平和类型都有明显的响应。真菌群落的结

构和组成变化与施肥有显著关系［１７］。总之，长期氮

磷施肥降低了抗病菌的丰度。

３．３　不同功能根系内生真菌的菌群变化及其影响因子
土壤理化性质与植物根系碳、氮、磷元素含量等

因子的变化影响根系内生真菌群落的组成和结构，但

不同因子的调控作用存在显著的差异。可能是因为

某些内生菌对氮素的响应更为敏感，而一些菌群的生

长和繁殖对养分的需求则不同［２４］。根系真菌群落结

构和多样性的变化反映了农业土壤对某些养分的需

求。长期氮磷肥配施可能首先改变土壤有机质的组

成，从而影响真菌的繁殖和组成。已有研究［２５］表明，

土壤有机碳与真菌群落具有显著的相关性，而可溶性

有机碳作为易于被土壤微生物分解和利用的活性有

机物，是微生物的主要利用基质和能源，对土壤微生

物和土壤养分均具有重要影响，这可能会间接影响根

系内生真菌群落。在本研究中，土壤理化因子和根系
特征因子对根内真菌群落结构有显著影响，根系碳含
量、土壤磷含量、土壤易溶解氮含量、土壤速效磷含量
对吸收根真菌群落组成和结构有积极的影响作用。

根系生物量对运输根真菌群落组成和结构有负向影

响作用，根系生物量通过影响根系碳含量，从而影响
运输根内生真菌的群落结构，这与已有研究［２４－２５］结果
一致。总之，施肥会改变土壤理化性质，进而影响根
系真菌的组成及丰度。

４　结 论
（１）长期施肥显著提高了谷子根系和土壤养分含

量，其中，氮磷配施肥对根系碳、磷含量的提高尤为显
著。施肥运输根生物量提高了１０６．６７％～３３６．４１％，

吸收根的生物量降低了３５．２０％～６０．２０％。
（２）吸收根中的Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ、Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ门

及Ｆｕｓａｒｉｕｍ、Ｍｉｎｉｍｅｄｕｓａ 属相对丰度显著高于运
输根，Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ、Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ门及 Ｍｏｒ－
ｔｉｅｒｅｌｌａ、Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ、Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ 属相对丰度则显
著低于运输根。

（３）施氮肥通过提高根系生物量改变运输根优势
菌群结构变化。施肥提高了植物根系碳含量、土壤全
磷、速效磷、土壤易溶解氮含量，从而促进吸收根优势
菌群结构变化。施肥增加了吸收根致病菌的相对丰
度，提高了运输根中抗病菌的相对丰度。
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