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摘要: 磷是农作物生长和高产必不可少的元素,细菌是揭示土壤生态环境演变的重要指示剂。 运用盆栽实验探讨骨炭、过磷

酸钙对稀土矿区土壤细菌群落的影响。 研究表明,含磷材料对稀土矿区停耕土壤细菌群落的影响与 P 含量、pH、稀土元素离

子浓度,时间、温度等因素相关。 过磷酸钙添加 40 d 后、骨炭添加 80 d 后,稀土矿区停耕稻田土壤细菌群落 Chao、Ace 指数均

有升高,土壤细菌群落多样性增大;pH 是影响细菌群落结构和功能的关键因子,酸杆菌门(Acidobacteria)与 pH 显著负相关,疣
微菌门(Verrucomicrobia)与 pH 显著正相关;骨炭、过磷酸钙中的 P 促进变形菌门(Proteobacteria)的生长,无论是 40 d,还是 80 d
时,骨炭处理与过磷酸钙处理的土壤变形菌门(Proteobacteria)所占比例均大于对照处理;骨炭、过磷酸钙中的磷酸根离子与土

壤中的稀土元素反应形成磷酸稀土沉淀,减少了溶液中的稀土元素浓度,导致骨炭、过磷酸钙处理的土壤柯氏假丝酵母菌

(Candidatus_koribacter)丰度低于对照处理;土壤细菌群落结构受时间、温度等因素的影响,骨炭、过磷酸钙、对照处理 40 ~ 80 d
� 时,随着时间、温度的变化,疣微菌门(Verrucomicrobia)丰度发生了显著变化。 研究表明,骨炭、过磷酸钙对稀土矿区停耕稻田

均有一定的修复效果。
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Abstract: Phosphorus (P) is an essential element for growth and high yield of crops, while bacteria are important
indicators to reveal the evolution of soil ecological environment. The effects of bone char (BC) and superphosphate
(SSP) on soil bacterial community in rare earth mining area were studied by pot experiments. The research showed
that the effects of phosphorus materials on soil bacterial community were related to P content, pH, ion concentra-
tion of rare earth elements, time and temperature and other factors. After adding SSP for 40 d and BC for 80 d, the
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indexes of Chao and Ace of soil bacterial community both increased, and the diversity of soil bacterial community
also increased. pH was the key factor affecting the structure and function of bacterial community. Acidobacteria
was negatively correlated with pH while Verrucomicrobia was positively correlated with pH. Phosphorus in BC and
SSP promotes the growth of Proteobacteria and the proportion of Proteobacteria in the soil treated with BC and
SSP was higher than that of the control check (CK) samples whether after 40 d or 80 d. The proportion of Pro-
teobacteria in soil treated with BC and SSP was higher than that of CK, no matter 40 d or 80 d later. P ions in BC
and SSP react with rare earth elements in soil to form rare earth phosphate precipitation and reduce the concentra-
tion of rare earth elements in solution, which results in that the abundance of Candidatus_koribacter in soil treated
with BC and SSP was lower than that of CK samples. Soil bacterial community structure was affected by time and
temperature. The abundance of Verrucomicrobia of soil changed significantly with the change of time and tempera-
ture when treated with BC, SSP and CK for 40 ~ 80 d. The results also showed that BC and SSP had a certain res-
toration effect on the fallow paddy fields in the rare earth mining area.
Keywords: rare earth elements; bacterial community; bone charcoal; superphosphate; soil; rare earth mining area

　 　 稀土是全球战略性资源。 中国是世界稀土资源

大国,尤其是离子型稀土储量、产量占世界首位[1-2]。
江西省赣州市是中国离子型稀土资源重地。 该市寻

乌县轻离子型稀土矿世界驰名。 自 1969 年在赣南

发现稀土矿并进行开采以来,累计开采稀土约 30 万

t,占全国离子吸附型稀土开采总量的 70% 以上[3]。
离子吸附型稀土矿床裸露于地表,厚度约 8 ~ 10 m。
稀土元素主要以水合离子或羟基水合离子的形式吸

附在粘土矿物中。 现已经历 3 代工艺沿替,即第 1
代池浸工艺、第 2 代堆浸工艺和第 3 代原地浸出工

艺[4]。 矿产开采导致大量稀土及废水、废渣进入矿

区周边水土,污染环境,部分稻田被迫停耕[5]。
磷(P)是农作物生长和高产必不可少的元素。

Jin 等[6-7]通过盆栽水稻,探讨含磷物质对土壤稀土

元素生物有效性及细菌群落结构的影响,研究表明

不同的含磷材料由于性质不同,其对土壤细菌群落

的影响不同。 细菌是土壤微生物的主要组成部分。
其群落的变化可以揭示土壤生态环境的演变[8]。 目

前关于施肥如何影响土壤细菌特性的研究结论不尽

相同。 研究认为施磷肥可增加细菌生物量及多样

性[9-12],促进细菌的生产力和产量,增加细菌群落的

多样性[13-14],P 改变根际细菌(rhizobacteria)群落的丰

富度、多样性及群落结构[15-16],但是有的研究认为施

磷肥对土壤微生物的组成和结构没有显著影响[17]。
赵国强等[18]认为单施磷肥各土层微生物量、碳、氮含

量相对于空白均无显著差异。 Jin 等[19]研究发现,添
加含磷材料改变土壤酸碱度(pH)、速效磷(AP)及土

壤溶解态的稀土元素浓度。 安凤秋[20]发现外源重金

属铅和镉的形态与细菌群落结构显著相关。 研究表

明高浓度稀土镧(La)对土壤细菌产生拟制作用,如
显著抑制微生物的呼吸速率,抑制土壤酶活性,影响

微生物生理类群和群落结构[21-22]。 研究发现,土壤

稀土含量与理化性质的变化显著影响土壤细菌多样

性和丰度[23-24]。
Jin 等[6-7]研究了种植水稻的前提下,P 对土壤

细菌群落的影响,并且发现了骨炭最具有修复稀土

污染土壤的潜力。 稀土开采导致矿区周边大量农田

被迫停耕,需要修复。 郎明[25]的研究表明,P 影响根

区生态位,根区生态位是影响细菌群落的关键因子。
但是到目前为止,关于含磷材料对弃耕农田,尤其是

稀土污染稻田的影响十分少见。 因此,探讨含磷材

料骨炭、过磷酸钙对矿区周边大量荒田、裸地土壤微

生物的影响具有一定的理论和现实意义。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 材料准备

样品采集自寻乌县文峰乡石排村轻稀土矿区停

耕 3 年的土壤,该地经纬度为 24°52′53″N,115°42′6″
E。 蛇形取样,每 100 m 设一个采样点,共采 100 个

样点,采样深度 20 cm。 将土样品自然风干,除去草

根及枯枝落叶、石块等杂物,过 100 目筛混合均匀后

备用。 供试过磷酸钙(SSP)购自上海市沪试生产厂,
骨炭(BC)购自山东省滕州化工厂。 土壤与含磷材料

理化性质及稀土含量如表 1 所示。 将 BC、SSP 添加

至土壤中,共设 3 个处理:未添加含磷材料(CK)、添
加 2.5%骨炭(BC)、添加 2.5%过磷酸钙(SSP)。 每个

处理 3 次重复。 供试样品分别装入高 20 cm、直径

15 cm 的硬质 PVC 桶中。 每桶称取 4 kg 的土壤,共
9 桶,称取 3 份 0.1 kg 的 BC、3 份 0.1 kg 的 SSP,分
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别加入对应的土壤样品中,搅拌、混匀,入桶,浸水淹

没,保持土壤表面浅水平铺。 分别标注 CK1、CK2、
CK3,BC1、BC2、BC3,SSP1、SSP2、SSP3。 样品放置

大棚中,大棚内外气温、湿度、光照基本一致。 实验

起始日为 2019 年 5 月 1 日,40 d 和 80 d 后,即 6 月

10 日、7 月 20 日分别采集试验样品,低温保存,送至

北京新科开源基因科技有限公司进行高通量测序及

数据分析。
1. 2　 化学分析

土壤基本理化性质的测定参考《土壤农业化学

分析方法》。 其中,土壤 pH 值采用水土比 2.5 ∶ 1 电

极法;用钼锑抗法和紫外可见分光光度计 (型号

UV755B,上海元析仪器有限公司,中国)测定土壤中

的 P 含量[26]。 土壤样品稀土元素含量采用王水-高氯

酸消解法消解。 由于 ICP-MS 用于痕量元素分析,
ICP-OES 可以检测浓度不超过 1%的样品。 所以,土
壤中含量较高的稀土元素 La、Ce 和 Nd 采用 ICP-
OES 测定,含量较低的 Pr、Sm、Eu、Gd、Tb、Dy、Ho、
Er、Tm、Yb、Lu 和 Y 等稀土元素用 ICP-MS 测定,采
用国家标准样品(土壤 GBW07043)进行质量控制[26]。
1. 3　 16S r RNA 基因的扩增和测序

1. 3. 1　 样本准备、文库制备及测序

对 6 月 10 日和 7 月 20 日的 2 批样品及时进行

DNA 样品提取,分别对 DNA 样本的 V3V4 区进行

PCR 扩增,并使用设定的 index 序列进行样本区分。
扩增使用的引物分别为 338F (ACTCCTACGGGAG-
GCAGCA )、 806R ( GGACTACHVGGGTWTCTA-
AT)[27]。 PCR 使用 Phusion 高保真酶 (high-fidelity
PCR master with GC buffer),流程为:95 ℃预变性 5

min、94 ℃变性 30 s、55 ℃退火 35 s、72 ℃延伸 30 s,
以上共 30 个循环,72 ℃延伸 8 min[6-7]。 产物使用

1.5%琼脂糖凝胶电泳,蓝光观察目的片段。 使用凝

胶回收试剂盒 (Life Technology,USA)进行回收纯

化[28],经凝胶电泳检测合格后,对回收纯化的产物,
使用 Qubit 3.0(Life Technology,USA)进行精确双链

DNA 浓度定量。 将每个样本双链 DNA 条数设定一

致(总量=浓度×体积),均匀混合为 1 管。 使用 NEB
建库试剂盒进行建库,采用 DNA Library Prep Kit
for Illumina. NEBNext Ultra(NEB#e7370S/L)中的标

准建库流程。 对构建出的文库,使用 Aglent2100 和

qPCR 分别进行文库长度分布检测和浓度检测。 将

检测合格的文库使用 Illumina Hiseq2500(PE250 读

长)进行测序[27]。 对测序完毕得到的数据进行质控。
1. 3. 2　 下机数据统计

将下机得到的原始数据,使用 Ngs Tookit 软件

进行质控,质量控制采用 Bokulich 等[29] 推荐的参

数,质控标准为:删掉质量值 Q<15 且长度>50%该

� 序列总长度的 Reads(即碱基质量差的序列),删掉任

意一端含接头序列的 Reads(即长度过短的序列),得
到分析可用的 Clean Data(干净数据),之后根据混样

前每个样本的 Barcode 序列,使用 Qiime 软件中 split
_libraries_fastq.py 脚本对数据进行拆分(参数设置:
Barcode 允许最大容错为 0 bp,Primer 允许最大容错

为 3 bp),至此得到每个样本的分拆序列。
使用 FLASH 软件,对各样本正向和反向 Fastq

文件进行拼接(参数默认最小 Overlap =30 bp,Over-
lap 默认错配率为 0.3,Phred 值默认为 33),获得各样

本拼接统计 Reads 数目。

表 1　 土壤、过磷酸钙(SSP)、骨炭(BC)的理化性质和稀土元素(REE)浓度

Table 1　 Physicochemical properties and rare earth element (REE) concentrations of soil
and superphosphate (SSP) and bone charcoal (BC)

类别 Items 土壤 Soil 过磷酸钙 SSP 骨碳 BC

pH 值

pH value
5.35 3.16 9.23

化学式

Chemical formula
- CaP2H4O8 Ca3(PO4 )2·Ca3CO3

P 含量

P contents
0.035% 6.1% 16%

溶解度

Solubility

难溶于水

Poorly soluble

溶于水

Soluble in water

难溶于水

Poorly soluble

稀土元素含量/(mg·kg-1 )

Total REEs/(mg·kg-1 ) 663.68
63.19 8.66
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1. 3. 3　 OTU 生成及注释

根据序列的相似性,将之归为多个 OTU(opera-
tional taxonomic unit)。 选择相似水平为 0.03(即 97%
序列相似性,大约等同于种水平)进行后续分析。 本

次分析采用 Uclust 算法,可以较好地处理长度有一定

差异的序列聚类。 本次规则定义为:每个 OTU 总含

量≥2,或者>1 时给予保留,否则将其 OTU 舍弃[30]。
将精简后的 OTU 表格供下游所有分析使用。
1. 4　 统计分析

数据清洗和物种分类,以及后期 Alpha 多样性

分析,使用了软件 Mothur v.1.35.0(http://www.moth-
ur.org)。 序列注释是微生物多样性分析的一项核心

内容。 本次分析,针对 OTU 代表序列进行注释。 使

用了来自 Silva 数据库的参考序列(db128 版),注释

使用 Mothur 软件的 classify.seqs 命令,注释算法使

用 RDP 算法(https://www.mothur.org/wiki/Taxonomy_
outline)。 绘制 Heatmap 使用 Origin9.0,数据可视化

采用了 Metasee 软件和 Qiime 软件。

2　 结果(Results)
2. 1　 pH 及气温

由表 2 和表 3 可知,样品培养 40 d 与 80 d 期间

气温差异较大,BC 与 SSP 不同处理对土壤不同阶

段 pH 产生了不同影响。 40 d 时,添加 SSP 的土壤

pH 有所下降,添加 BC 的土壤 pH 显著增大;80 d
时,添加 SSP 和 BC,pH 均显著升高。
2. 2　 多样性分析

Alpha 多样性指数一般用来衡量单个样本内部

的丰富度和多样性高低。 计算各个样本的相关统计

和分析指数包括覆盖率指数(Good’ s Coverage)、丰
度指数 (OTU 数目、Chao 和 Ace)和多样性指数

(Shannon-Weiner 指数和 Simpson 多样性指数)。
图 1 由 F1、F2、F3 和 F4 共 4 个部分构成,分别

表达的是 Ace、Chao1、 INV-Simpson 和 Shannon 指

数。 从 F1、F2 可知,CK、BC 和 SSP 处理 40 d 土壤

细菌群落的 Ace、Chao1 指数均高于 80 d 的样品;
BC、SSP 处理 40 d 后,前者土壤微生物总数降低,丰
富度下降,后者土壤微生物总数、多样性均略有升

高。 从 F3、F4 可知,BC 处理的土壤细菌群落 INV-
Simpson、Shannon 指数均高于 CK 和 SSP 处理的样

品;BC、SSP 处理 40 d 后,前者微生物多样性指数

INV-Simpson、Shannon 均有升高,而后者 INV-Simp-
son 下降,Shannon 值变化不显著。 由图 1 可知,处理

80 d 后,BC处理组土壤微生物丰富度、多样性均有升

高,SSP 处理组丰富度变化不明显,多样性略有下降。
2. 3　 稀释性曲线

稀释性曲线衡量样本的取样深度。 当稀释性曲

线趋向与 X 轴平行时,说明取样的数量充足,更多

� 的取样也可能只产生少量新的 OTU;反之则表明继

续取样还可能产生较多新的 OTU。 随机抽样方法,
将每个样本每隔 50 条抽取一次,计算当前 OTU 数

目(式(1)),得到一系列累计值,如图 2 所示。

Sn = St -
∑
St

i = 1

N - Ni

n( )
N
n( )

æ

è

ç
ç
ç
ç

ö

ø

÷
÷
÷
÷

(1)

式中:Sn 表示在抽取 n 个个体后观察到的 OTU 平

� 均数,St 表示 N 个个体样本中的 OTU 总数。

表 2　 不同处理土壤 pH 值

Table 2　 Soil pH value with different treatments
日期 Date CK SSP BC

2019.06.10 5.45±0.02b 5.03±0.03a 6.89±0.01c

2019.07.20 5.82±0.05b 6.58±0.06a 6.73±0.05c

注:字母 a、b、c 表示不同含磷材料处理之间的显著性差异;“±”表示允许的误差范围。
Note: The letters a, b and c indicate the significant differences among the treatments of different phosphorous materials; “±” indicates the allowable error

range.
表 3　 不同时期的气温

Table 3　 Temperature of different periods

时期

Period

最低气温/℃
Lowest temperature/℃

最高气温/℃
Highest temperature/℃

平均气温/℃
Average temperature/℃

05.01—06.10 22.0 35.0 30.0

06.11—07.20 27.0 37.0 35.0
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图 1　 不同含磷材料对土壤群落的 α多样性的影响

注:不同的字母表示不同含磷材料处理之间的显著性差异(小写字母表示同一个阶段内的显著性差异,大写字母表示在 2 个阶段

之间的显著性差异),P<0.05;BC、CK、SSP 为培养 40 d 的样品,BC(2)、CK(2)、SSP(2)为培养 80 d 的样品,下同。

Fig. 1　 The effect of different phosphorous materials on the alpha diversity of soil community
Note: Different letters indicate the significant differences among treatments of different phosphorated materials (Lowercase letters indicate

significant differences in the same stage, and capital letters indicate significant differences in two stages), P<0.05; BC, CK and SSP were

samples cultured for 40 d, BC (2), CK (2) and SSP (2) were samples cultured for 80 d; the same below.

图 2　 细菌 16S 基因序列的稀释曲线

Fig. 2　 Rarefaction curves of bacterial 16S gene sequences

2. 4　 对土壤细菌群落影响的差异性分析

由图 3 可知,第 1、2 阶段 BC、CK、SSP 不同处

理的各点分布差异较大,同一个阶段内 BC、CK、
SSP 不同处理的各点分布差异也较大,说明非度量

多维标度(non-metric multidimensional scaling)NMDS
Bray-Curtis 差异显著,表明不同阶段 BC、CK 和 SSP

图 3　 NMDS 分析不同磷材料处理土壤细菌群落

结构的相似性

Fig. 3　 Similarity of bacterial community structure in soil treated
by different phosphorus materials under the analysis of NMDS

不同处理均显著影响了细菌的 β 多样性。
2. 5　 对土壤细菌群落结构的影响

由图 4 ~ 图 6 可知,BC、CK 和 SSP 处理 40 d
时,门水平有酸杆菌门(Acidobacteria)、Verrucomicro-
bia、变形菌门(Proteobacteria)>15% ,其中 SSP 处理

Acidobacteria 平均占 65.8% 、CK 处理平均占 52.9% 、
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BC 处理平均占 25.1% ,BC 处理 Verrucomicrobia 平

均占 45.8% 、CK 处理平均占 30.2% 、SSP 处理只占

7% ;纲水平有 Acidobacteria、丰佑菌纲 (Opitutae)、
OPB35_soil_group>15% ,其中 Acidobacteria 门中的

Acidobacteria 纲,SSP 处理平均占 65.5% 、CK 处理

平均占 52.5% 、BC 处理平均占 23.7% ;目水平有酸

杆菌 目 (Acidobacteriales )、 丰 佑 菌 目 (Opitutales )、
OPB35_soil_group>15% ,其中 Acidobacteria 纲中的

Acidobacteriales,SSP 处理平均占 65.5% 、CK 处理平

均占 52.5% 、BC 处理平均占 23.7% ;科水平有酸杆

菌科 Acidobacteriaceae_(Subgroup_1)、丰佑菌科(Opi-
tutaceae)、OPB35 _ soil _ group _ fa > 15% ,其中 Ac-
idobacteriales 目中的 Acidobacteriaceae_(Subgroup_1)
科,SSP 处理平均占 65.5% 、CK 处理平均占 52.5% 、
BC 处理平均占 23.7% ;属水平 Candidatus_koribact-
er、丰佑菌(Opitutus)、OPB35_soil_group_ge>15% ,其

� 中 Acidobacteriaceae_(Subgroup_1)科中的 Candidatus_
koribacter 属,SSP 处理平均占 61.1% 、CK 处理平均

� 占 46.6% 、BC 处理平均占 21.8% 。
由图 4 ~ 图 6 可知,BC、CK 和 SSP 处理 80 d

时,门 水 平 有 Proteobacteria、 Verrucomicrobia、 Ac-
idobacteria、蓝藻门 (Cyanobacteria)、俭菌总门 (Par-
cubacteria)>15% ,其中 Proteobacteria 门在 SSP、CK、
BC 处理时平均占 40.0% 、23.7% 、36.6% ;Acidobac-
teria 门在 SSP、CK、BC 处理时分别平均占 3.7% 、
17.6% 、14.3% ;Verrucomicrobia 门在 SSP、CK、BC 处

理时分别平均占 21.9% 、8.4% 、32.8% ;纲水平有

Acidobacteria、δ-变形菌纲 (Deltaproteobacteria)、γ-变
形菌纲(Gammaproteobacteria)、Opitutae、Chloroplast、
Verrucomicrobiae、Parcubacteria _ cl >15% ,其中 Ac-
idobacteria 纲在 SSP、CK、BC 处理分别时平均占

2.6% 、17.4% 、13.8% ,Deltaproteobacteria 纲在 SSP、
CK、BC 处理时分别平均占 10.5% 、13.4% 、24.7% ,
Gammaproteobacteria 纲在 SSP、CK、BC 处理时平均

占 27.5% 、8.5% 、10.1% ;目水平有黏球菌目(Myxo-
coccales)、 Acidobacteriales、 假 单 胞 菌 目 ( Pseudo-
monadales)、Opitutales、绿弯菌目(Chloroplast)、Verru-
comicrobiales、Parcubacteria >15% ,Myxococcales 目

在 SSP、CK、BC 处理时分别平均占 9.7% 、13.1% 、
23.8% ,Acidobacteriales 目在 SSP、CK、BC 处理时分

别平均占 2.6% 、17.4% 、13.8% ,Pseudomonadales 目

在 SSP、CK、BC 处理时分别平均占 25.2% 、5.4% 、
6.5% ;科水平有固氮菌科(Archangiacea)、Acidobacte-

riaceae_ ( Subgroup _ 1 )、 Opitutaceae、 莫 拉 氏 菌 科

(Moraxellaceae)、Chloroplast_fa、Verrucomicrobiaceae、
Pseudomonadaceae>15% ,原囊粘菌科(Archangiaceae)
在 SSP、CK、BC 处理时分别平均占 7.4% 、12.6% 、
19.7% ,Acidobacteriaceae _ (Subgroup _1)科在 SSP、
CK、BC 处理时分别平均占 2.6% 、17.4% 、13.8% ,
Moraxellaceae 科在 SSP、CK、BC 处理时分别平均占

24.0% 、1.4% 、5.2% ;属水平厌氧粘细菌(Anaeromyx-
obacter)、Candidatus_koribacter、丰佑菌(Opitutus)、透

� 明球菌 (Perlucidibaca )、 Chloroplast _ ge、 突柄杆菌

� (Prosthecobacter )、 Parcubacteria _ ge > 15% , Anaero-
myxobacter 属在 SSP、CK、BC 处理时分别平均占

� 7.4% 、12.6% 、20.0% ,Candidatus_koribacter 属在 SSP、
� CK、BC处理时分别平均占 2.2% 、15.2% 、12.7% ,Per-

lucidibaca 属在 SSP、CK、BC 处理时分别平均占

� 23.9% 、1.4% 、 5.0% 。 Verrucomicrobia 门、Opitutae
纲、Opitutales 目、Opitutaceae 科、Opitutus 属在 SSP

� 处理时占比均<15% ,BC、CK 处理时占比均<15% 。

3　 讨论(Discussion)
稀土矿产开采导致矿区土壤稀土含量过多,影

响生态环境。 近年来,金姝兰及其团队研究了种植

水稻的情况下,含磷材料对土壤生物有效性及细菌

群落结构的影响。 研究表明,含磷材料影响土壤 pH
值、土壤溶液稀土元素的浓度,影响土壤主要细菌的

门、纲、目、科、属、种的多样性[1,6-7]。 本研究在稀土

矿区被迫停耕的稻田土壤中添加含磷材料骨炭(BC)
和过磷酸钙(SSP)进行实验,在实验进行至 40 d 和

80 d 时分别进行了 16S r RNA 基因的扩增和测序。
BC、SSP 处理无论是 40 d 和 80 d 均对土壤细菌产

生显著的不同影响。 由于添加不同含磷材料导致土

壤 pH 值不同、不同时段气温的不同以及土壤中可

溶解的稀土元素含量的变化,BC 处理 40 d 后,微生

物多样性指数 INV-Simpson、Shannon 均有升高;SSP
处理 40 d 后,土壤微生物总数、多样性均有升高。
BC 处理 80 d 后,土壤微生物丰富度、多样性均有升

高,SSP 处理 80 d 后,丰富度、多样性变化不大。
大量研究表明,土壤细菌群落结构受 pH、P 含

量、重金属离子浓度、 时间和温度等因素的影

响[31-37]。 土壤中最丰富的微生物是细菌,主要包括

变形菌(Proteobacteria)、绿弯菌(Chloroflexi)、拟杆菌

(Bacteroidetes)、放线菌(Actinobacteria)和酸杆菌(Ac-
idobacteria)等[38]。 pH 被认为是影响细菌群落结构和
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图 4　 各分类水平>15%的统计结果

注:(a)为培养 40 d 的样品;(b)为培养 80 d 的样品。

Fig. 4　 The statistical results of each classification level greater than 15%
Note: (a) The sample cultured for 40 d; (b) The sample cultured for 80 d.

功能的关键因子。 本研究表明,BC、CK、SSP 处理

40 d 和 80 d,门水平丰度均>10%的包括 Acidobac-
teria 和 Verrucomicrobia,二者均与 pH 显著相关,其
中 Acidobacteria 与 pH 显著负相关,经相关性分析

后得出其相关系数为-0.827。 研究表明,土壤中添

加 SSP 后由于 SSP 溶解过程中 H+的释放,土壤 pH
值有所下降[39]。 SSP 处理 40 d 时,土壤酸性有所增

强,所以 40 d 时 SSP 处理 Acidobacteria 丰度升高,
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图 5　 门水平柱状图

Fig. 5　 Bar graph of phylum in soil

图 6　 属水平聚类热图

Fig. 6　 Heat map of genera in soil

平均占 65.8% ,Candidatus_koribacter 所占比例最高,
达 61.1% ,显著高于其他处理;添加 BC 土壤酸性下

降, pH 值升高, BC 处理 Acidobacteria 平均只占

25.1% ;Verrucomicrobia 与 pH 显著正相关,相关系

数为 0.705,这与之前的多数研究结果一致[40-41]。 本

研究发现,CK、BC、SSP 处理 40 d 与 80 d 时,由于

土壤 pH 变化,土壤细菌的门、纲、目、科、属均发生

了变化。 有研究表明,变形菌门中的不同菌对 pH
值要求不同,如 Gammaproteobacteria 中的 Perlucidi-
baca 属适宜 pH 较低的环境[42],所以 SSP 处理 80 d
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� 后,Perlucidibaca 占比最高;而 Deltaproteobacteria 中

� 的 Anaeromyxobacter 属适宜 pH 相对高一些的环

� 境,所以 BC 处理 80 d 后,Anaeromyxobacter 属占比

� 最高。 受 pH 值影响最显著的是OPB35_soil_group_
ge,该菌属适宜 pH 相对高一些的环境,所以无论是

� 40 d,还是 80 d 时,其丰度均为 BC 处理>CK 处理>
SSP 处理。

施肥对土壤细菌影响显著,有研究表明增施 P
肥可促进变形菌门的生长[7],3 种处理组在处理 40 d
和 80 d 后,门水平丰度 >10% 有 Verrucomicrobia、
Proteobacteria,其丰度的变化均与 P 的添加相关。
无论是 40 d,还是 80 d 时,BC 处理与 SSP 处理的土

壤 Proteobacteria 所占比例均大于 CK 处理;有研究

表明[32],与未施肥的对照相比,在施肥处理中 Verru-
comicrobia 的相对丰度均有所增加。 本研究中处理

40 d 和 80 d 时 BC、SSP 处理 Verrucomicrobia 所占

比例显著高于 CK,这与已有的研究结果一致。
金姝兰等[3]的研究表明,稀土矿区稻田土壤中

由于含磷材料的添加,导致土壤溶液稀土元素浓度

变化。 土壤中 Candidatus_koribacter 丰度更受土壤

� 溶液中的稀土元素浓度影响,处理 80 d 后,BC、SSP
中的 P 与土壤中的稀土元素形成磷酸稀土沉淀,减
少了溶液中的稀土元素浓度,导致 BC、SSP 处理的

土壤 Candidatus_koribacter 丰度低于 CK 处理。 土

� 壤细菌群落结构受时间、温度等因素的影响。 CK、
BC 和 SSP 处理 40 d 的样品是 5 月初至 6 月 10 日

这一时间段培养的,80 d 的样品是 5 月初至 7 月底

这一时间段的。 所以 80 d 的样品温度显著高于 40
d 的。 Ding 等[43]和 Jin 等[1]的研究表明,微生物群落

结构受季节和温度的影响。 由于 40 d 的样品与 80
d 的样品的时间和温度均发生变化,导致细菌群落

的丰富度(Chao1、Ace 指数)、多样性(INV-Simpson、
Shannon 指数)均发生了显著变化。

有研究表明,酸性矿山废水污染的河流流域稻

田土壤形成了与其他稻田土壤中的 Proteobacteria
主导的群落结构不同[41]。 所以,本次添加 BC、SSP
对稀土矿区停耕稻田细菌群落影响的研究与之前将

含磷材料添加在未停耕稻田土壤的研究结果有所不

同。 停耕稻田土壤中 Proteobacteria 的丰度显著低

于未停耕土壤,而 Acidobacteria、Verrucomicrobia 的

丰度显著高于未停耕土壤。 含磷材料对停耕和未停

耕稻田修复效果不一致。 Jin 等[6]的研究表明,BC
是未停耕稻田最有潜力的修复剂,而本研究认为

SSP 添加 40 d 后、BC 添加 80 d 后,稀土矿区停耕稻

田土壤细菌群落多样性指数均有升高,2 种含磷材

料均有一定的修复效果。
CK、BC、SSP 处理 40 d 和 80 d 后,土壤中 P 含

量、pH、稀土离子浓度和温度等不同,对土壤微生物

影响不同,BC、SSP 对稀土矿区停耕稻田均有一定

的修复效果。
(1)pH 是影响细菌群落结构和功能的关键因

子,Acidobacteria 与 pH 显著负相关,Verrucomicrobia
与 pH 显著正相关;BC、SSP 中的 P 促进变形菌门的

生长,无论是 40 d,还是 80 d 时,BC 处理与 SSP 处

理的土壤 Proteobacteria 所占比例均大于 CK 处理。
(2)BC、SSP 中的磷酸根离子与土壤中的稀土元

素形成磷酸稀土沉淀,减少了溶液中的稀土元素浓

度,导致 BC、SSP 处理的土壤 Candidatus_koribacter
丰度低于 CK 处理;土壤细菌群落结构受时间、温度

� 等因素的影响;CK、BC 和 SSP 处理 40 ~ 80 d 时,随
着时间、温度的变化 Verrucomicrobia 丰度发生了显

著变化。
(3)SSP 添加 40 d 后、BC 添加 80 d 后,稀土矿

区停耕稻田土壤细菌群落 Chao、Ace 指数均有升

高,土壤细菌群落多样性增大,表明 BC、SSP 对稀土

矿区停耕稻田均有一定的修复效果。
(4)BC、SSP 等含磷材料可能促进稀土矿区停耕

稻田有益菌的繁殖与富集,修复稀土污染土壤,使停

耕稻田的复耕成为可能。
以上结论仅仅是基于实验室的培养实验得出

的,实验结果未经大田实验验证,这是本研究的不

足,也是下一步我们要开展的工作。

通讯作者简介:金姝兰(1966—),女,硕士,教授,主要研究方

向为土壤污染过程与修复机理。
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