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摘  要  以八年生蓝莓品种“蓝丰”为供试植株，通过田间试验研究添加纺锤形芽孢杆菌L13在单一菌剂和复合微生物

肥料中对植株生长及根际土壤的影响. 试验设4个处理，其中单一菌剂即L13（P），以不施肥处理作为对照（CK）；以

灭菌后的腐熟鸡粪作为吸附载体接种酵母菌DY3和乳酸菌DY4作为普通生物肥（OF），在此基础上进一步接种L13作

为复合微生物肥料（PF），以OF作为对照，分别研究单一菌剂和复合微生物肥料对蓝莓叶片酶活、果实品质、植株养

分、根际土壤酶活和理化性质以及细菌群落结构的影响. 结果表明：含L13的两种肥料都显著降低了果实中可滴定酸

含量，提高了植株全氮、全钾含量以及土壤碱解氮、全氮、有机质含量，促进了蓝莓生长；L13在单一菌剂中的作用更

为明显，和对照相比，叶片中丙二醛含量降低61.9%，果实中花青苷含量提高21.68%，可滴定酸含量降低13.61%，植株

全氮、全磷、全钾分别提高4.12%、10.27%、8.63%，土壤蔗糖酶、酸性磷酸酶活性分别提高107.59%、21.36%，土壤碱解

氮、有效磷、速效钾、全氮、有机质含量分别提高了49.66%、31.28%、21.95%、63.83%、84.54%，土壤pH降低，并且两个

处理间各指标都达到了显著性差异. 运用Illumina Miseq高通量测序分析根际土壤细菌群落结构发现，L13作为单一菌

剂显著降低了土壤细菌菌群丰度和多样性，而在复合微生物肥料中菌群丰度和多样性增加；单一菌剂和复合微生物

肥料都增加了变形菌门和厚壁菌门的比例，单一菌剂还增加了放线菌门的比例，复合微生物肥料增加了拟杆菌门的比

例；放线菌目、芽孢杆菌目等的比例也有所增加；L13在单一菌剂中对蓝莓根际细菌群落结构的影响最为明显，厚壁菌

门的改变是造成结构差异的主要因素. 综上，纺锤形芽孢杆菌L13在两种微生物肥料中都能发挥其促生作用，在单一

菌剂中作用更显著，土壤细菌群落结构的改变同蓝莓生长、土壤肥力状况存在一定的相关性，这为PGPR与植物根际

的相互作用研究以及微生物肥料的研制提供了理论基础. （图5 表7 参36）
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Abstract   The aim of this research was to determine the effect of Bacillus fusiformis L13 on blueberry growth and rhizosphere 
soil when used as single species inoculant and compound microbial fertilizer. A field experiment was conducted using the 
blueberry breed Bluecrop. We set four treatments in this research, including no fertilizer as a control (CK) for the fermentation 
liquid of L13 as single species inoculant (P), the normal biological fertilizer of mixture of yeast DY3, lactobacillus DY4 and 
decomposed chicken manure (OF) as a control for the compound microbial fertilizer (PF) of mixture of OF and L13.  Then 
we measured the enzyme activity in leaves, fruit quality, nutrient content in plant, enzyme activity and physicochemical 
property of the rhizosphere soil, and the bacterial community of soil. The B. fusiformis L13 in the single species inoculant and 
the compound microbial fertilizer significantly decreased the titratable acid content, increased the content of total nitrogen 
and total potassium, and increased the available nitrogen, the total nitrogen, and the organic matter in the soil. We found L13 
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蓝莓（Blueberry）又名越桔，属于杜鹃花科越桔亚科越

桔属植物，原产北美 [1]，广泛分布于北半球 [2]. 蓝莓果实中含

有丰富的花青素等物质[3]，具有提高视力，抗衰老、防癌等功

效，被联合国粮农组织列为人类五大健康食品之一 [4]. 随着人

们对这种功能性保健浆果需求量的增加，我国蓝莓种植面

积也急剧扩大，然而蓝莓品种对土壤条件的特殊要求成为蓝

莓人工栽培的一大难题. 蓝莓种植园宜选土壤疏松、通气良

好、湿润、有机质含量高的酸性沙壤土、沙土以及有充足水

源的地方. 针对蓝莓土壤营养调控，目前主要的方法是用草

炭作为改良基质，并施加适量酸性肥料 [5]，但是草炭造价高，

且属于不可再生资源，并且蓝莓根系不发达，对营养吸收能

力差. 植物根际促生菌（Plant growth-promoting rhizobacteria，

PGPR）通过与根系的相互作用以及彼此之间的相互作用影

响植株生长和产量 [6]，它们可以产生植物激素或促进植物吸

收环境中的某些营养物质，从而促进植物生长 [7-8]. 由PGPR制

成不同类型的微生物肥料在一定程度上促进了植物生长，增

加了植株果实产量和质量，改善了土壤理化性质[9]，在蓝莓上

具有良好的应用前景. 

微 生物肥料已在粮食、蔬菜、果树等多种植物上取得

了良好的应 用效 果 [10]，微 生物肥料发展的总趋势是由单一

菌剂向复合生物肥发展，尤其是菌种同有机、无机肥料的复

合 [11]，但菌株之间、菌株同复合的有机、无机物料之间存在

复杂的相互作用，可能会使菌株在复合肥料中和作为单一菌

剂时发挥不同的作用，目前有关这方面的研究较少. 

根际微 生物同环境和植物根际相互作用，影响土壤理

化性质和植物生长，因此研究植物根际细菌群落结构能够

反映土壤 肥力高低，从而揭示施加微 生物肥料对植物根际

微环境的影响. 土壤中只有0.1%-1%的微生物是可培养的，因

此传统的微生物培养技术只能反映极少量的土壤微生物组

成 [12]；一些非培养的研究土壤微生物的技术，如DNA指纹图

谱技术、磷脂脂肪酸分析法，虽然能够获得一部分不能培养

的土壤微 生物信息，但同近年来发展起 来的第二代测序方

法（NGS）相比，具有通量小和信息量少的缺点 [13-14]. 第二代

高通量测序方法以Illumina公司的Solexa、Roche公司的454和
Life Technologies公司的SOLiD、Ion Torrent为主，这些测序技

术最大特点就是数据产出通量高，在土壤微生物群落结构研

究中具有重要的应用[15]. 

我们以从蓝莓根际筛选到的纺锤形芽孢杆菌（Bacillus 
fusiformis）L13为供试菌株，并将其与通用生物型菌株（乳酸

菌和酵母菌）按照一定比例复合到灭菌后的腐熟鸡粪中，制

成蓝莓复合微生物肥料，分别研究含L13的单一菌剂和复合

微生物肥料对蓝莓生长以及土壤养分、酶活的影响，同时运

用Illumina Miseq高通量测序技术，探讨两种肥料对蓝莓根际

土壤细菌群落结构的影响，为蓝莓微生物肥料的研制提供理

论基础. 

1  材料与方法

1.1  试验点概况
试验于2014年3月24日蓝莓萌芽前在青岛佳沃蓝莓种植

基地（胶南臧家庄村，35.78 °N，119.79 °E）进行. 该地区属温

带海洋性季风气候，年平均气温12.1 ℃，年降雨量适中，夏

季凉爽而潮湿，冬季寒冷而湿润，四季分明，无霜期202 d，

年日照2 447.1 h. 供试植株为种植在冷棚中的8年生“蓝丰”

（Vaccinium corymbosum L.，‘Bluecrop’），树高为1.3-1.6 m，每

株有4-8个主枝，株行距为l m × l.5 m，高垄栽培. 土壤pH值为
4.32，有机质含量为11.12 g/kg，土壤碱解氮、有效磷和速效钾

的含量分别为75.25 mg/kg、30.78 mg/kg和 96.92 mg/kg. 

1.2  试验材料及方案
供试菌株为从蓝莓根际筛选到的纺锤形芽孢杆菌L13，

保藏于山东农业大学微生物实验室. 所用L13发酵液浓度为
2.5 × 108 cfu/ml，供试肥料为L13菌剂、普通生物肥、L13复合

微生物肥料，其中普通生物肥为结合通用的酵母菌DY3和乳

酸菌DY4，按照DY4 : DY3 : H2O = 1 : 1 : 2的比例接种到灭菌

后的腐熟鸡粪（微生物肥料的吸附载体）中（活菌数0.5 × 108 
cfu/g）；L13复合微生物肥料为按照DY4 : DY3 : L13 = 1 : 1 : 2
的比例接种到灭菌后的腐熟鸡粪中（活菌数0.5 × 108 cfu/g）. 

promoted the growth of blueberry in both microbial fertilizers, being more effective in single application than in the compound 
one. Compared with CK, the P treatment had 61.9% lower leave MDA content, 21.68% higher fruit anthocyanin, 13.61% lower 
fruit titratable acid, and 4.12%, 10.27%, 8.63%, respectively, higher contents of total nitrogen, phosphorus, and potassium. 
The activity of soil invertase was 107.59% higher and the activity of soil acid phosphatase 21.36% higher. In addition, the total 
nitrogen, the organic matter, and the available nitrogen, phosphorus, and potassium was 63.83%, 84.54%, 49.66%, 31.28%, 
21.95%, respectively, higher in P treatment. The pH of the soil was significantly lower with L13 than the CK. We used a next-
generation sequencing method, Illumina Miseq detecting the bacterial community of rhizosphere soil. And the results showed 
that the single species inoculant reduced the bacterial community richness and diversity compared with CK, which increased 
by using compound fertilizer compared with OF. L13 in both microbial fertilizers increased the proportion of Proteobacteria 
and Firmicutes, in addition to increasing the percentage of Actinobacteria in single inoculation increasing the percentage 
of Baceroidetes in compound application. It also increased the amount of beneficial bacteria including Actinomycetales and 
Bacillales. The effect of L13 was more obvious when used as single microbial fertilizer, with the change of Firmicutes as a very 
important factor. The results indicated that B. fusiformis L13 used as single species inoculant or compound microbial fertilizer 
can promote the growth of blueberry, being more effective in single fertilizer. There is some correlation between the change of 
the bacterial community of rhizosphere soil and the growth of blueberry, as well as soil fertility. 

Keywords   Bacillus fusiformis; single species inoculant; compound microbial fertilizer; blueberry; soil; bacterial community
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试验设4个处理：1）施用L13菌剂（简称P），每株1 L，将
1 L菌剂与1 L水混匀，浇灌施入距树干30 cm以内的土壤中，

接种后覆土；2）不施用任何肥料（简称CK）；3）施用L13复

合微生物肥料（简称PF），每株10 kg，沟施；4）施用普通生物

肥（简称OF），每株10 kg，沟施. 各处理随机区组设计，每处

理12株树，3次重复. 于2014年3月24日蓝莓萌芽前施肥，正常

管理. 

1.3  样品采集
2014年9月10日，分别采集各处理的叶片、果实及植株样

品，用液氮速冻并保存于-80 ºC冰箱，用于测定叶片酶活、果

实品质、植株养分相关指标；各处理随机选取3个样点，去除

表层10 cm左右表层土，采用剥落分离法 [16]采集蓝莓根际土

壤，每个样品混匀后分为两份，装入密封袋中，其中一份风干

过筛后测定土壤酶活及养分，另一份用于土壤总DNA提取. 

1.4  测定方法
1.4.1  叶片抗 氧化酶 活性 测 定 　 　 叶片 超 氧化 物 歧化 酶

（SOD）、过氧化物酶（POD）、过氧化氢酶（CAT）活性以及

丙二醛（MDA）含量测定方法参照文献[17]进行. 
1.4.2  果实品质测定　　花青苷含量采用高效液相色谱法测

定；还原性维生素C含量采用2, 6 - 二氯靛酚法测定 [18]；可溶

性糖含量采用苯酚法测定 [19]；可溶性固形物含量采用手持式

糖度计测定；可滴定酸含量采用NaOH滴定法测定；糖酸比=
可溶性固形物含量/可滴定酸含量. 
1.4.3  植株养分测定　　植株样品采用H2SO4-H2O2消煮法 [20]

消煮，消煮液采用凯式定氮法、钒钼黄比色法、火焰光度法

分别测定植株全氮、全磷、全钾含量. 
1.4.4  根际土壤酶活及理化性质测定　　土壤脲酶、过氧化

氢酶、蔗糖酶、酸性磷酸酶活性分别采用苯酚钠比色法、高

锰酸钾滴定法、3,5 - 二硝基水杨酸比色法、磷酸苯二钠比色

法进行测定 [21]. 

土壤pH用pH计测定；碱解氮、有效磷、速效钾的测定分

别采用碱解扩散法、0.5 mol/L NaHCO3浸提-钼锑抗比色法、

1 mol/L NH4Ac浸提-火焰光度法；土壤有机质含量采用重铬

酸钾硫酸氧化比色法；全氮含量用凯氏定氮法测定 [18]. 
1.4.5  根际土壤细菌群落结构分析    土壤总DNA的提取采用

美国OMEGA公司生产的E.Z.N.A.Soil DNA Kit，对所提取的
DNA浓度检测合格后，密封寄送至上海翰宇生物科技有限

公司，通过Illumina MiSeq测序平台进行16S rDNA细菌群落

结构分析. 

图1为 数 据 分 析 流 程，选 择 恰 当 的 引物，对 样 品16S 
rDNA的V3、V4高可变区进行扩增，将PCR扩增产物纯化、定

量和均一化后，上机进行高通量测序. 测序时，各序列引入了

一段标志其样品来源的barcode标签，下机后统计原始数据，

原始数据中含有完整barcode标签的序列为有效序列，然后

将有效序列进行去杂，用最终得到的优化序列进行后续的生

物信息学分析. 

通常一 条序列来自一 个菌，根 据所得优化 序列的相似

性，将序列分归为许多小组，一个小组称为一个操作分类单

元（OTU，Operational Taxonomic Units），最常用的OTU相似

性水平为97%. 分类时，对测序序列随机取样，以抽到的序列

数与它们所能代表 OTU 的数目构建稀释曲线（Rarefaction 
curve），当稀 释曲线 趋于平坦时，说明更多的取样产生 新

的 OTU的 数目较 少，说明测序 数 据量合 理，另外，稀 释曲

线还能初步反应各样本的菌群丰度. 深度测序指数覆盖率

（Coverage）反应测序结果是否能代表样本的真实情况. 在

此依据的基础上，统计各样本的OTU分布，进一步进行Alpha
分析、Taxonomy分析、Beta分析. 

A l p h a 分 析 包 括 菌 群 丰 度、菌 群 多 样 性 以 及 R a n k 
Abundance曲线，其中菌群 丰度由chao指数和 Ace指数 反

应，菌群多样性由Simpson指数和Shannon指数反应，Rank 
Abundance曲线反应了样品所含物种的丰富程度和均匀程度. 
Taxonomy分析，即分类学分析是在OTU产生后，统计各个样

品含有的OTU及每 个OTU中含有的序列数目，然后将OTU
代表序列与Greengene数据库比对，得到每个OTU的种属信
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图1  细菌群落结构分析流程. 
Fig. 1  Flowchart of bacterial community structure analysis.
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息，进行多样品相似度分析和系统进化树分析. 多样品相似

度分析是将各样品的所有OTU在某一分类水平上（门、纲、

目、科、属、种）进行归类，绘制成柱状图或饼状图，反映样

品在某一分类水平上的物种组成比例情况；系统进化树则反

映了样品中包含的不同物种之间的相似度及进化关系. Beta
分析包括韦恩图（Venn图）、群落结构相似度分析、热图分析

（Heatmap 分析）以及主成分分析（PCA，Principal component 
analysis）. 韦恩图以直观的形式反映出各样品之间共有的

OTU数目和不同的OTU数目；热图通过颜色梯度反映出在某

一分类水平上各样品的群落结构的相似性和差异性；群落结

构相似度分析可以从整个分类系统上全面了解样品中所有

微生物的进化关系和丰度差异，距离越近说明群落结构越

相似；主成分分析可以用来反映不同样品中微生物群落组成

的相似性以及影响微生物多样性的主要因素. 所有分析中涉

及到的OTU都建立在97%相似性水平上. 

1.5  数据统计与分析
蓝莓叶片酶活、果实品质、植株养分、土壤酶活及养分

数据通过Excel 2007、SPSS 19.0进行统计分析. 

2  结果与分析

2.1  叶片抗氧化酶活性分析
表1为4个处理 对蓝莓叶片抗氧化酶活性及丙二醛含量

的影响，可以看出，各处 理 蓝莓叶片过氧化物酶活性 差 异

不显著；超氧化物酶活性处理P同CK相比显著降低，降低了

13.13%，处理PF同OF相比降低了8.26%，但未达到显著性差

异；过氧化氢酶活性处理PF同OF相比显著增加了172%，但处

理P和CK无显著性差异；处理P和CK相比、PF和OF相比丙二

醛含量都达到了显著性差异，P比CK减少了61.9%，PF比OF增

加了45.65%. 可见，L13单一菌剂处理P显著降低了蓝莓叶片超

氧化物酶活性和丙二醛含量，而L13在复合微生物肥料处理

PF中显著增加了过氧化氢酶活性和丙二醛含量，两种微生物

肥料对其它几种叶片酶活都无显著影响. 

2.2  果实品质分析
表2为蓝莓果实品质相关指标的测定结果. 处理P和CK

相比，花青苷含量增加了21.68%，达到了显著性差异，维生

素C含量显著降低了22.7%，可滴定酸显著降低了13.61%，可

溶性固形物、可溶性糖以及糖酸比无显著性差异；处理PF和
OF相比，花青苷含量、可溶性固形物以及溶性糖无显著性差

异，可滴定酸显著降低了10.81%，维生素含量和糖酸比显著

增加，分别增加了60.69%、20.13%. 由此可见，L13在单一菌剂

及复合微生物肥料中都能显著降低蓝莓果实中可滴定酸含

量，在单一菌剂中还显著提高了花青苷含量，在复合微生物

肥料中提高了维生素含量和糖酸比. 

2.3  植株养分分析
植株全氮（N）、全磷（P）、全钾（K）含量测定结果如表

3所示. 处理P和CK相比，3种植株养分含量都显著增加，全

氮、全磷、全钾含量分别比CK增加了4.12%、10.27%、8.63%；

处 理 PF和 OF相比，植株 全 氮和全 钾含 量分别显著增 加了
4.20%、6.70%，但全磷含量显著降低了9.53%. L13无论在单一

菌剂中，还是在复合微生物肥料中都能在一定程度上提高蓝

莓植株养分含量. 

2.4  根际土壤酶活及理化性质分析
对蓝莓根际土壤酶活测定结果（表4）显示，处理P蔗糖

酶活性达到了8.20 mg/g，酸性磷酸酶活性达到了5.91 mg/g，

同CK相比两者都达到了显著性差异，分别增加了107.59%、
21.36%，但过氧化氢酶和脲酶活性两个处理间未达到显著性

差异；处理PF和OF相比仅过氧化氢酶活性达到了显著性差

异，增加了9.46%. 

由根际土壤理化性质测定结果（表5）可以看出，处理P
和CK相比，土壤pH显著降低，达到了4.25，碱解氮、有效磷、

速效钾、有机质以及全氮含量都达到了显著性差异，分别比

表1  不同处理对蓝莓叶片抗氧化酶活性和丙二醛含量的影响
Table 1  Effect of different treatments on activity of antioxidant enzymes and malondialdehyde (MDA) content of blueberry leaves

处理
Treatment

超氧化物歧化酶
Superoxide dismutase (SOD)

(λ/U g-1, FW)

过氧化物酶
Peroxidase (POD)
(λ/U g-1 min-1, FW)

过氧化氢酶
Catalase (CAT)

(λ/U g-1 min-1, FW)

丙二醛
Malondialdehyde (MDA)

(b/μmol g-1, FW)
P 228.19 ± 2.68 b 16.67 ± 3.33 a 20.00 ± 5.00 b 0.024 ± 0.006 c

CK 262.69 ± 5.97 a 6.67 ± 0.65 a 33.75 ± 1.25 b 0.063 ± 0.004 a
PF 163.64 ± 4.96 c 10.00 ± 3.33 a 85.00 ± 10.00 a 0.067 ± 0.002 a
OF 178.38 ± 5.41 c 20.00 ± 6.67 a 31.25 ± 3.75 b 0.046 ± 0.004 b

P：L13单一菌剂；CK：未施加肥料；PF：L13复合微生物肥料；OF：普通生物有机肥. 不同小写字母表示处理间差异显著（P < 0.05）. 
P: single species inoculant of L13; CK: treatment with no fertilizer; PF: compound microbial fertilizer of L13; OF: normal biological fertilizer. Lowercase letters 
indicate significant difference (P < 0.05) among different treatments.

表2  不同处理对蓝莓果实品质的影响
Table 2  Effect of different treatments on fruit quality of blueberry

处理
Treatment

花青苷
Anthocyanin (λ/U g-1, FW)

维生素C
Vitamin C (w/mg kg-1 )

可溶性固溶物
Soluble solids (w/%)

可溶性糖
Soluble sugar (w/mg g-1, FW)

可滴定酸
Titratable acid (w/%)

糖/酸
Sugar/acid

P 185.80 ± 3.46 a 1061.48 ± 15.38 b 9.84 ± 2.38 a 46.15 ± 1.52 a 7.62 ± 0.27 b 1.29 ± 0.12 bc
CK 152.70 ± 3.78 b 1373.27 ± 22.41 a 10.08 ± 2.14 a 45.75 ± 1.45 a 8.82 ± 0.19 a 1.14 ± 0.17 c
PF 174.60 ± 3.69 a 1393.78 ± 12.55 a 11.84 ± 2.11 a 45.80 ± 1.61 a 6.60 ± 0.37 c 1.79 ± 0.21 a
OF 177.80 ± 2.87 a 867.36 ± 23.78 c 11.04 ± 2.09 a 46.38 ± 1.74 a 7.40 ± 0.22 b 1.49 ± 0.11 b

P：L13单一菌剂；CK：未施加肥料；PF：L13复合微生物肥料；OF：普通生物有机肥. 不同小写字母表示处理间差异显著（P < 0.05）. 
P: single species inoculant of L13; CK: treatment with no fertilizer; PF: compound microbial fertilizer of L13; OF: normal biological fertilizer. Lowercase letters 
indicate significant difference (P < 0.05) among different treatments.
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表4  不同肥料处理对蓝莓根际土壤酶活性的影响
Table 4  Effect of different treatments on enzyme activity of blueberry 
rhizosphere soil

处理
Treatment

过氧化氢酶
Catalase

(λ/mL g-1)

脲酶
Urease

(λ/mg g-1)

蔗糖酶
Invertase
(λ/mg g-1)

酸性磷酸酶
Acid phosphatase

(λ/mg g-1)
P 8.81 ± 0.28 a 0.19 ± 0.018 a 8.20 ± 0.18 a 5.91 ± 0.07 b

CK 8.25 ± 0.05 ab 0.18 ± 0.005 a 3.95 ± 0.00 b 4.87 ± 0.19 c
PF 8.68 ± 0.12 a 0.22 ± 0.002 a 9.72 ± 0.72 a 6.77 ± 0.19 a
OF 7.93 ± 0.16 b 0.20 ± 0.023 a 8.73 ± 0.63 a 6.49 ± 0.27 ab

P：L13单一菌剂；CK：未施加肥料；PF：L13复合微生物肥料；OF：普通
生物有机肥. 不同小写字母表示处理间差异显著（P < 0.05）. 
P: single species inoculant of L13; CK: treatment with no fertilizer; PF: 
compound microbial fertilizer of L13; OF: normal biological fertilizer. 
Lowercase letters indicate significant difference (P < 0.05) among different 
treatments.

CK增加了49.66%、31.28%、21.95%、84.54%、63.83%，提高了

土壤养分含量；处理PF同CK相比，土壤pH降低，但未达到显

著性差异，养分含量指标中，碱解氮、有机质和全氮含量达

到了显著性差异，分别比OF增加了19.91%、29.92%、4.07%，

有效磷和速效钾含量有所增加，但未达到显著性差异. 

2.5  根际土壤细菌群落结构分析
2.5.1  OTU分类及Alpha分析    由表6的16S rDNA分析结果看

出，4个样本深度测序指数覆盖率（Coverage）都在0.9以上，

说明样品中序列没被测出的概率较小，本次测序结果能够代

表样本的真实情况. OTU分布统计结果显示，样本P所包含的

OTU数目比CK少469，而样本PF包含的OTU数目比OF增加了

244.  表2中ACE和Chao为评估样品菌群丰度的两个指数，它

们的算法不同，但反映的结果具有一致性，样品菌群丰度由

大到小依次为CK、P、PF、OF. Shannon和Simpson是评估菌群

多样性的两个指数，两者算法也不同，Simpson指数值越大，

说明群落多样性越低，而Shannon值越大，说明群落多样性越

高. 由表2中两个指数的数值可以得出，4个样品菌群多样性

大小依次为CK > P > PF > OF. 

2.5.2  Taxonomy分析    4个样品所有序列共归为3 238个

OTU，将每 个OTU的代表序列与GenBank数据库比对后得

知，仅样品P中一条序列属于古生菌界，其它序列都属于细

菌界. 这些序列在细菌界中分属于33个门，如图2为4个样品

在门水平上的细菌群落结构组成. 由图可知试验所用蓝莓根

际土壤细菌主要分布在3个门：变形菌门（Proteobacteria）、

酸杆菌门（Acidobacteria）和放线菌门（Actinobacteria），3个

门所占百分比之和在每个样品中都达到80%以上. 样本P同

CK相比，变形菌门、放线菌门、厚壁菌门（Firmicutes）、待

定门（OD1）和暂定类群（TM7）所占的比例增加，其中，放

线菌门和厚壁菌门增加比例明显，分别比CK增加了4.66%、

5.44%；样品PF同OF相比，变形菌门、厚壁菌门、拟杆菌门

（Bacteroidetes）、暂定类群TM7所占比例增加，其中变形菌

门增加了3.08%. 

2.5.3  Beta分析    图3韦恩图显示了4个样品共有以及特有的
OTU数目. 样品P和CK共包含2 677个OTU，其中共有的OTU
数目为598个，P特有的为805个，CK特有的为1 274个；样品

PF和OF共包含1 553个OTU，其中共有的OTU数目为553个，

表3  不同处理对蓝莓植株养分含量的影响
Table 3  Effect of different treatments on nutrient content in plant of 
blueberry

处理
Treatment

全氮
Total nitrogen

(w/%)

全磷
Total phosphorus

(w/%)

全钾
Total potassium

(w/%)
P 3.542 ± 0.076 bc 0.408 ± 0.0098 b 0.667 ± 0.013 b

CK 3.402 ± 0.035 a 0.37 ± 0.0085 a 0.614 ± 0.0061 a
PF 3.599 ± 0.041 c 0.408 ± 0.0085 b 0.653 ± 0.0078 b
OF 3.454 ± 0.11 ab 0.451 ± 0.0072 c 0.612 ± 0.012 a

P：L13单一菌剂；CK：未施加肥料；PF：L13复合微生物肥料；OF：普通
生物有机肥. 不同小写字母表示处理间差异显著（P < 0.05）. 
P: single species inoculant of L13; CK: treatment with no fertilizer; PF: 
compound microbial fertilizer of L13; OF: normal biological fertilizer. 
Lowercase letters indicate significant difference (P < 0.05) among different 
treatments.

表5  不同处理对蓝莓根际土壤理化性质的影响
Table 5  Effect of different treatments on physicochemical properties of blueberry rhizosphere soil

处理
Treatment pH

碱解氮
Available nitrogen

(w/mg kg-1)

有效磷
Available phosphorus

(w/mg kg-1)

速效钾
Available potassium

(w/mg kg-1)

有机质
Organic matter

(w/g kg-1)

全氮
Total nitrogen

(w/g kg-1)
P 4.25 ± 0.04 b 82.39 ± 3.00 b 36.09 ± 1.54 b 125.01 ± 2.89 a 18.86 ± 0.15 c 2.31 ± 0.06 c

CK 4.98 ± 0.11 a 55.05 ± 0.37 c 27.49 ± 2.74 c 102.51 ± 5.77 b 10.22 ± 1.60 d 1.41 ± 0.12 d
PF 4.12 ± 0.06 b 101.49 ± 3.37 a 43.93 ± 1.29 a 128.33 ± 2.57 a 32.39 ± 2.62 a 2.57 ± 0.05 a
OF 4.19 ± 0.08 b 84.64 ± 3.75 b 40.19 ± 2.45 a 125.01 ± 3.89 a 24.93 ± 1.12 b 2.46 ± 0.06 b

P：L13单一菌剂；CK：未施加肥料；PF：L13复合微生物肥料；OF：普通生物有机肥. 不同小写字母表示处理间差异显著（P < 0.05）. 
P: single species inoculant of L13; CK: treatment with no fertilizer; PF: compound microbial fertilizer of L13; OF: normal biological fertilizer. Lowercase letters 
indicate significant difference (P < 0.05) among different treatments.

表6  16S rDNA 分析结果
Table 6  Analytic results of 16S rDNA

处理 Treatment OTU ACE Chao Shannon Simpson Coverage
P 1403 3262.362522 2548.508197 5.741892 0.009864 0.952541

CK 1872 4411.247769 3276.32069 6.339076 0.004459 0.925068
PF 1175 2699.945061 2028.452381 5.20759 0.016584 0.966611
OF 931 1915.688248 1496.510791 5.150586 0.021627 0.961753

P：L13单一菌剂；CK：未施加肥料；PF：L13复合微生物肥料；OF：普通生物有机肥. OTU：操作分类单元；ACE、Chao：菌群丰度指数；Shannon、
Simpson：菌群多样性指数；Coverage：深度测序指数
P: single species inoculant of L13; CK: treatment with no fertilizer; PF: compound microbial fertilizer of L13; OF: normal biological fertilizer. OTU: operational 
taxonomic units; ACE and Chao: indices of bacterial abundance; Shannon and Simpson: indices of bacterial diversity; Coverage: index of deep sequencing.
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PF特有的为622个，OF特有的为378个. 表7为各样品特有的

OTU在门水平上的分布，P和CK相比，P特有的OTU主要分

布 在变 形菌门（34.04%）、厚壁菌门（18.39%）、放线菌门 
(14.16%)，CK特有的OTU主要分布在变形菌门（42.23%）、酸

杆菌门（10.68%）、拟杆菌门（9.58%），PF和OF相比，PF特有

的OTU主要分布在变形菌门（38.75%）、厚壁菌门（11.85%）、

放线菌门（11.25%），OF特有的OTU主 要 分布 在变 形菌门

（37.57%）、放线菌门（15.34%）、厚壁菌门（13.76%）. 
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图3  不同施肥处理的韦恩图. P：L13单一菌剂；CK：未施加肥料；PF：
L13复合微生物肥料；OF：普通生物有机肥. 
Fig. 3  Venn diagram of different fertilizer treatments. P: single species 
inoculant of L13; CK: treatment with no fertilizer; PF: compound microbial 
fertilizer of L13; OF: normal biological fertilizer.

热 图 分 析 基 于 属 的 分 类 水 平 将 样 品 中 高 丰 度 和

低 丰 度 的 物 种 进 行 聚 类，图 中 颜 色 由 红 色 到 绿 色 表 示
O T U 数目由 多 到 少.  由图 4可 以 看 出，样 品 C K中比 例 较

大 的 O T U 种 类 显 著 区 别 于 P，O F 和 PF也 存 在 较 大 的 差

异 .  OT U数目在 P和 PF中所占比 例 都 较 大 而 在 C K 和 OF
中所占比例 较 小 的 为 红 螺 菌 科（R hodospi r i l l a cea e）、
Sinobacteraceas、放线菌目（Actinomycetales）、γ-变形菌纲

（Gammaproteobacteria）中未分类属；除此之外，P中OTU
在乳球菌属（Lactococcus）、芽孢杆菌目（Bacillales）未分

类属、产黄杆菌属（Rhodanobacter）中所占比例较大，PF中
OTU在罗尔斯顿菌属（Ralstonia）中所占比例较大. 而样品
CK中OTU主要分布在紫色非硫细菌（Rhodoplanes）、伯克

霍尔德氏菌属（Burkholderia）、硝化螺旋菌属（Nitrospira）
以及其它一些未分类的属；OF中OTU主要分布在黄单胞菌属

（Xanthomonadaceae）、短根瘤菌属（Bradyrhizobium）以及
Gaiellaceae、醋酸杆菌科（Acetobacteriaceae）、暂定类群TM1
中未分类属. 

主成分分析是 一种对数据进行简化的技术，它可以有

效地找出数据中最主要的影响因素，并通过方差分 解反应

在 二 维 坐标图上.  如图5，能 最大 反 应 方 差 值 的两个 特 征

值分别为PC1、PC2，它们对样品产生差异的贡献率分别为
62.91%、33.36%. 样品CK的PC1值低但具有较高的PC2值，拟

杆菌门、硝化螺旋菌门（Nitrospirae）、酸杆菌门、绿弯菌门

（Chloroflexi）以及芽单胞菌门（Gemmatimonadetes）是影响
CK细菌群落结构的主要因素；样品P的PC1值和PC2值都较

高，厚壁菌门、待定门OD1以及暂定类群TM7是影响其细菌

群落结构的主要因素；样品PF、OF在PCA中距离最近，说明

两个样本群落结构相似程度较高，它们具有较高的PC1值、

较低的PC2值，放线菌门和变形菌门是影响两者细菌群落结

构的主要因素. 

3  讨论与结论

目前，由植物根际促生细菌（PGPR）研制的不同微生物

肥料在常规农业中已得到广泛应用，并取得了良好的增产效

果 [22]. 研究表明，试验中应用的纺锤形芽孢杆菌L13菌剂（P）

以及由普通生物肥和L13形成的复合微生物肥料（PF）可在不

同程度上提高蓝莓根际土壤的生物活性和土壤肥力，复合微
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图2  门水平上的细菌群落结构组成. P：L13单一菌剂；CK：未施加肥料；
PF：L13复合微生物肥料；OF：普通生物有机肥. 
Fig. 2  Comparison of the bacterial communities at the phylum level. 
P: single species inoculant of L13; CK: treatment with no fertilizer; PF: 
compound microbial fertilizer of L13; OF: normal biological fertilizer.

表7  门水平上各样品特有的OTU分布
Table 7  Distribution of unique OTUs at the phylum level

P和CK比较 P vs CK PF和OF比较  PF vs OF

P
特有OTU

Unique OTUs 
(r/%)

CK
特有OTU

Unique OTUs  
(r/%)

PF
特有OTU

Unique OTUs  
(r/%)

OF
特有OTU

Unique OTUs  
(r/%)

Acidobacteria 7.58 Acidobacteria 10.68 Acidobacteria 7.56 Acidobacteria 7.14
Actinobacteria 14.16 Actinobacteria 8.63 Actinobacteria 11.25 Actinobacteria 15.34
Bacteroidetes 4.47 Bacteroidetes 9.58 Bacteroidetes 6.43 Bacteroidetes 3.17
Chloroflexi 3.11 Chloroflexi 3.38 Firmicutes 11.58 Chloroflexi 3.70
Firmicutes 18.39 Firmicutes 5.49 Proteobacteria 38.75 Firmicutes 13.76
Proteobacteria 34.04 Gemmatimonadetes 3.77 TM7 5.79 Gemmatimonadetes 4.50
TM7 6.21 Proteobacteria 42.23 Chlamydiae 3.54 Proteobacteria 37.57
其它 Other 12.05 TM7 3.38 Chloroflexi 3.22 TM7 3.17

其它 Other 12.87 其它 Other 11.90 其它 Other 11.64
P：L13单一菌剂；CK：未施加肥料；PF：L13复合微生物肥料；OF：普通生物有机肥. 
P: single species inoculant of L13; CK: treatment with no fertilizer; PF: compound microbial fertilizer of L13; OF: normal biological fertilizer.
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生物肥料的作用更为显著 [23].  本研究以不施肥处理CK作为

L13菌剂处理（P）的对照，以普通生物肥处理（OF）作为L13
复合微生物肥料处理（PF）的对照，分别研究了纺锤形芽孢

杆菌L13在单一菌剂中和复合微生物肥料中发挥的不同作用. 

3.1  纺锤形芽孢杆菌L13对蓝莓生长的影响
研究发现，单一菌剂和复合微生物肥料都显著降低了蓝

莓果实中可滴定酸含量，提高了植株全氮、全钾含量，在一

定程度上提高了植株养分含量以及蓝莓果实的品质. 但L13
在两种肥料中发挥的作用也有不同之处，它在单一菌剂中显

著降低了叶片中丙二醛含量和超氧化物歧化酶活性，而在复

合微生物肥料中显著提高了叶片中丙二醛含量和过氧化氢酶

活性. 丙二醛含量、超氧化物歧化酶和过氧化氢酶活性的高

低是评价植物抵御不良环境能力的重要指标. 植物在逆境或

衰老条件下会发生脂膜的过氧化作用，丙二醛含量升高[24]；

逆境胁迫还会降低植物细胞保护酶的活性，但当逆境程度

超过植物的耐受能力时，植物启动自身的保护机制，酶活性

升高 [25].  由此推测，单一菌剂能提高植物的抗逆性，在同样

的逆境条件下植物积累的丙二醛含量少于未施肥处理，同时

叶片超氧化物歧化酶活性未升高也说明植物具 有更强的耐

受力；而在复合微生物肥料中L13没有发挥提高植物抗逆性

的作用，但过氧化氢酶活性升高，在一定程度上降低了植物

的受伤害程度. L13单一菌剂提高了果实中花青苷含量，在复

合微生物肥料中提高了果实中维生素C含量和糖酸比，两者

在不同方面提高了蓝莓果实的营养价值. 另外，L13在单一菌

剂中和在复合肥料中发挥的作用相比还提高了植株全磷含

量. 可见，L13在单一菌剂中对植物生长产生的影响比在复合

肥料中更大. 

3.2  纺锤形芽孢杆菌L13对蓝莓根际土壤酶活和理化
性质的影响
土壤酶主要来源于植物根系、动植物残体以及微生物，

微生物的生命活动为土壤酶作出了很大的贡献，如蔗糖酶、

脲酶、磷酸酶都可能来源于微生物 [26]. 土壤中过氧化氢酶、

蔗糖酶以及酸性磷酸酶活性的高低主要取决于土壤有机质
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图4  不同施肥处理的热图. P：L13单一菌剂；CK：未施加肥料；PF：L13
复合微生物肥料；OF：普通生物有机肥. 
Fig. 4  Heatmap of different fertilizer treatments. P: single species 
inoculant of L13; CK: treatment with no fertilizer; PF: compound microbial 
fertilizer of L13; OF: normal biological fertilizer.
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图5  不同施肥处理的主成分分析. P：L13单一菌剂；CK：未施加肥料；PF：L13复合微生物肥料；OF：普通生物有机肥. 
Fig. 5  Principal component analysis of different fertilizer treatments. P: single species inoculant of L13; CK: treatment with no fertilizer; PF: compound 
microbial fertilizer of L13; OF: normal biological fertilizer.
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和全氮含量的高低，并同土壤中氮、磷、钾元素的有效性相

关 [27]，土壤酶活在一定程度上反映了土壤肥力状况. L13作为

单一菌剂显著提高了土壤蔗糖酶活性和酸性磷酸酶活性，而

在复合微生物肥料中提高了过氧化氢酶的活性，两者从不同

方面促进了土壤中的代谢活动，有利于土壤肥力的提高. 两

种肥料都降低了土壤pH，提高了碱 解氮、有机质和全 氮含

量，为蓝莓生长提供了更适宜的土壤pH和养分，另外，单一

菌剂在土壤有效磷和速效钾的提高中也发挥了作用. 

3.3  纺锤形芽孢杆菌L13对蓝莓根际土壤细菌群落结
构的影响
细菌约占土壤微生物总数量的70%-90%，它们不仅参与

土壤养分循环（有机质和无机质的转化），而且对整个土壤

生态系统起着重要的作用 [28]，运用高通量技术分析L13在不

同组成的微生物肥料中对蓝莓根际细菌群落结构的影响，

进一步了解了纺锤形芽孢杆菌在蓝莓根际微生态环境的改

变中所起的作用. 

通 过 分 析 发 现，单 一 菌 剂（P）及 其 复合 微 生 物 肥 料

（PF）都能改变蓝莓细菌群落结构，但两者存在差别. 单一

菌剂显著降低了蓝莓根际土壤细菌菌群丰度和多样性，多数

的研究中，PGPR能够增加土壤菌群多样性 [29-31]，但本次研究

中L13菌剂的影响却与之相反，这可能包含多方面的原因，一

方面蓝莓土壤不同于其它植物生长环境，属于酸性环境，pH
较低，施肥前土壤中的微 生物种类以及理化性质等具 有特

殊性，因此施肥后根际环境产生的变化不同；另一方面，纺

锤形芽孢杆菌同土壤中的其它微生物可能存在拮抗作用，它

作为优势菌能更好地定殖于蓝莓根际，从而影响了其它细菌

的生存. 然而，复合微生物肥料增加了菌群丰度和多样性，这

可能是因为肥料中含有的腐熟鸡粪中有大量的有机物质，为
L13提供营养成分，存在一定的缓冲作用，加之乳酸菌和酵母

菌的存在，是植物根系同微生物之间的作用更加复杂，L13发

挥的作用也存在差异. 
L13还改变了蓝莓根际土壤中各菌群的比例，其中厚壁菌

门所占比例增加是群落结构改变的重要原因. L13为纺锤形

芽孢杆菌，它定殖于植物根际可能会引起与L13相近的各种

芽孢杆菌数量的增加，同时抑制了某些与之有拮抗作用的细

菌的生存，从而引起土壤中厚壁菌门比例的增加. 另外，厚壁

菌门中包含的芽孢杆菌是一类重要的植物根际促生菌，能通

过固氮、解磷、产生植物激素等促进植物生长，还能通过抑

制病原物和诱导系统抗性来防治植物病害 [32]，因此，厚壁菌

门比例的增加可能更加有利于植株生长. L13单一菌剂中比例

增加的黄杆菌属以及复合微生物肥料中增加的放线菌目，都

是应用广泛的根际促生菌，包含很多具有促生或生防潜能的

菌株 [33-34]. 紫色非硫细菌属、伯克霍尔德氏菌属、硝化螺旋菌

属在施加微生物肥料的土壤中数量明显低于未施的土壤，说

明L13对这3类菌产生了影响. 紫色非硫细菌能够产氢 [35]，施

肥后土壤pH的降低可能与这类菌数量的减少有关，从而为蓝

莓生长提供更适宜的土壤环境. 

综上所述，纺锤形芽孢杆菌L13在单一菌剂和复合微生

物肥料中对蓝莓生长和土壤生物学特性都产生了影响，在单

一菌剂中更为显著，对叶片酶活、果实品质、植株养分含量、

土壤酶活和化学性质各方面都发挥了作用，土壤根际细菌群

落结构也产生了很大的变化. 而L13同普通生物肥复合后所

发挥的作用相对于单一菌剂中较弱，但和普通生物肥相比也

能改善土壤肥力，提高植株养分含量，促进蓝莓生长，根际

土壤细菌群落变化也相对较小. 由此可见，根际土壤细菌群

落结构的变化和植物生长、土壤养分等指标的变化程度具有

一定的相关性. 虽然本研究中L13在复合肥料中发挥的作用

比在单一菌剂中的作用小，但复合肥料中包含的营养物质以

及其它微生物种类综合作用使其更有利于植物的生长，复合

微生物肥料在多种植物的应用研究中表明，它比单一菌剂更

有利于植物的生长 [9, 36]，因此，如何使L13在复合肥料中最大

程度地发挥其促生效果需要进一步研究，才能更好地改善

土壤微环境，促进植物生长. 
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