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Effects of selenium on microorganisms in the rhizosphere soil of oilseed rape
CHENG Qin, HU Cheng-xiao, MING Jia-jia, CAI Miao-miao, LIU Kang, TANG Yan-ni, ZHAO Xiao-hu*

（College of Resources and Environment, Huazhong Agricultural University / Research Center of Trace Elements / Hubei Provincial
Engineering Laboratory for New-type Fertilizer /Hubei Key Laboratory of Soil Environment and Pollution Remediation, Wuhan 430070,
China）
Abstract：Pot experiments were performed to investigate the effects of different concentrations（0, 0.5, and 1.0 mg·kg-1）of exogenous
selenium（Se）on the microbial community structure and diversity of rapeseed rhizosphere soil. The community structure analysis showed
that the dominant bacteria in the rhizosphere of Brassica napus were Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, and Acidobacteria, and the
dominant fungi were Ascomycota. The diversity analysis showed that exogenous Se did not significantly affect the diversity of the soil
bacterial and fungal communities. The principal coordinate analysis showed that the Se treatments had a significant effect on the bacterial
community structure, but not on the fungal community structure. Significant differences in the linear discriminant analysis（LDA）showed
that Microtrichales was significantly enriched by the low Se concentration in the soil, and Rhodanobacter, Nitrolancea, Thermomicrobiaceae,
and Achromobacter exhibited significant enrichment after treatment with the high concentration of Se in the soil. The results showed that Se
treatments were beneficial for the enrichment of rhizosphere microorganisms in the soil of rapeseed, thus promoting plant growth and
improving the ability of the plants to cope with adverse environment stress.
Keywords：selenium; oilseed rape; rhizosphere soil; microbial community; structure; diversity
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摘 要：为明确硒对土壤根际微生物生态特征的影响，采用盆栽试验，基于高通量测序技术研究了不同浓度（0、0.5、1.0 mg·kg-1）外源

硒对油菜根际土壤微生物群落结构与多样性的影响。群落结构分析结果表明：油菜根际土壤细菌优势菌门主要为变形菌门

（Proteobacteria）、放线菌门（Actinobacteria）、厚壁菌门（Firmicutes）和酸杆菌门（Acidobacteria）等；真菌优势菌门为子囊菌门

（Ascomycota）。多样性分析结果表明，硒未显著影响土壤细菌和真菌群落的多样性。主坐标分析表明，硒处理对细菌群落结构具有

显著影响，而对真菌群落的影响不明显。显著差异物种线性判别分析（LDA）显示：Microtrichales显著富集于低浓度（0.5 mg·kg-1）硒处

理土壤中；产黄杆菌（Rhodanobacter）、Nitrolancea、热微菌科（Thermomicrobiaceae）和无色杆菌属（Achromobacter）则显著富集于高浓度

（1.0 mg·kg-1）硒处理土壤中。研究表明，施硒有助于油菜根际土壤富集有益根际微生物，从而促进植物生长，提高植物应对不良环境

胁迫的能力。
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植物根际微生态环境中，微生物显著影响着“土

壤-植物”系统中矿质元素的生物有效性及植物生长

环境的健康状况[1-3]。微生物群落的功能与群落的结

构和多样性密切相关[4-5]。任何影响根际土壤微生物

群落结构与多样性的因素，都会影响到群落的功能，

进而影响到植物的健康生长。因此，研究根际微生物

群落结构与多样性变化，有助于理解外界因素促进植

物健康生长的根际过程。

硒是人体必需的微量元素，也是植物的有益元

素。土壤中施用适量硒有助于植物生长，增强植物抗

逆能力[6-8]。此外，土壤环境中，适量硒可直接或间接

抑制白腐真菌（Phanerochaete chrysosporium）、青霉菌

（Penicillium expansum）、核盘菌（Sclerotinia sclerotio⁃

rum）等多种病原微生物的生长[9-12]。有关硒与微生物

生态的研究结果表明，硒可显著改变土壤微生物的群

落结构及其多样性[13]。低浓度硒可提高土壤微生物

的数量和多样性，高浓度硒则表现出抑制效果[14]。不

同硒含量土壤的微生物群落特征及多样性与土壤性

质等因素密切相关[15-16]。

前期研究发现：向土壤中施用适量硒显著提高了

油菜体内矿质元素的含量，促进了油菜的生长；恩施

地区油菜主产区土壤微生物群落与硒含量密切相

关[17-18]。综合上述研究结果及其他研究报道推测，土

壤施硒促进植物生长与硒改变根际微生物群落组成

进而影响土壤微生态环境有关。为明确外源硒对根

际土壤细菌及真菌群落的影响，进而评价其土壤生态

安全性，本研究基于高通量测序技术，分析了土壤微

生物群落的结构与多样性对外源硒的响应，以期从微

生物生态调控的角度，研究硒与植物生长的关系，为

进一步评价农田施硒对土壤微生态安全的影响提供

新思路。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试油菜品种为中国农业科学院油料作物研究

所培育的中双9号。

1.2 试验设计与处理

盆栽试验在华中农业大学微量元素中心盆栽场

（30°28′26″N，114°02′15″E）完成。土壤类型为酸性

黄棕壤，种植油菜前采样分析测定其基本理化性质如

下：pH 4.8，有机质含量 21.2 g·kg-1，碱解氮、有效磷、

速效钾含量分别为 69.73、29.87、47.64 mg·kg-1，土壤

全硒含量 12.37 μg·kg-1。试验以亚硒酸钠（Na2SeO3）

作为硒源，共设置 3个处理，土壤施硒浓度依次为 0
（CK）、0.5、1.0 mg·kg-1，分别记为 Se0、Se0.5 和 Se1.0
（土壤硒浓度参照本团队前期相关研究结果设定），每

个处理 3次重复。在油菜播种前，将所有营养元素配

成溶液施入土壤，其中，N、P、K元素的施用量分别为

N 0.2 g·kg-1、P2O5 0.15 g·kg-1、K2O 0.2 g·kg-1，营养元

素来源分别为尿素、磷酸二氢铵和硫酸钾。微量元素

以每千克土壤中加入 1 mL阿农营养液（1 000倍）补

充。先将硒配制成一定浓度的溶液，施入土壤后迅速

拌匀。油菜按照当地播种时间于 2017年 9月 16日播

种。植物生长期间以去离子水作为水源。将盆栽放

置于防雨棚下防止雨水中微量元素对试验的污染。

1.3 根际土壤样品采集

根际土壤于 2018年 3月 15日（油菜花期）采用抖

根法收集，即从盆栽土壤的 20~50 cm土层选取带完

整根系的土块，然后轻轻抖落，紧附在根系表面且不

易被抖落的土壤即为根际土壤。再去掉土壤中的根

系和小石块，过 2 mm筛后将土样装于无菌封口袋中，

冰上放置带回实验室后保存在-80 ℃冰箱中。

1.4 根际土壤微生物总DNA提取和高通量测序

取 0.5 g 根际土壤样品，采用土壤 DNA 试剂盒

（MOBIO，美国）提取油菜根际土壤微生物总 DNA。

以紫外分光光度法测定提取的DNA纯度，1%琼脂糖

凝胶电泳检测合格后用于构建文库。以提取的总

DNA为模板，以细菌V4 区特异性引物（338F 5′-GT⁃
GCCAGCMGCCGCGGTAA–3′；806R 5′-GGACTACH⁃
VGGGTWTCTAAT–3′）[19]和真菌 ITS2 区特异性引物

（ITS2 F 5′ -GTGCCAGCMGCCGCGGTAA–3′；2043R
5′ - GACTACHVGGGTWTCTAAT – 3′）进行 PCR 扩

增[20]。采用 Illumina MiSeq测序平台对 PCR扩增产物

进行测序分析。土壤样品的微生物测序及数据分析

由北京诺禾致源生物信息科技有限公司完成。

1.5 数据处理与分析

原始测序数据经去除接头序列和低质量的碱基

处理后，获得高质量序列。通过 Flash软件对每个样

品的Reads进行拼接，按照碱基数对Tags进行截断和

过滤并与数据库进行比对，得到最终的有效数据。利

用QIIME软件（V1.9.1）对序列进行识别，再利用USE⁃
ARCH选出优质序列后，以 97%的序列相似度将序列

聚类成操作分类单元（Operational taxonomic unit，
OTU），将选取出的OTU代表序列与 16S rRNA数据库

和 ITS数据库进行物种注释后开展后续的测序数据

分析。
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2 结果与分析

2.1 硒对油菜根际土壤微生物群落结构的影响

通过计算不同硒处理土壤样品中细菌和真菌在

门水平上的物种平均相对丰度，同时选取相对丰度在

1%以上的物种，绘制了门水平上的物种相对丰度分

布图（图 1）。由图 1A可知，油菜根际土壤中细菌相

对丰度较大的门类为变形菌门（Proteobacteria）、放线

菌门（Actinobacteria）、厚壁菌门（Firmicutes）和酸杆菌

门（Acidobacteria）等。硒处理（0.5、1.0 mg·kg-1）增加了

土壤酸杆菌门（Acidobacteria）和芽单胞菌门（Gemma⁃
timonadetes）的丰度，降低了放线菌门（Actinobacteria）
的丰度。由图1B可知，土壤中真菌相对丰度最大的门

类为子囊菌门（Ascomycota），硒处理（0.5、1.0 mg·kg-1）

增加了土壤子囊菌门（Ascomycota）的相对丰度。

Venn图展示了不同浓度硒处理组土壤微生物群

落共有或特有的 OTU数，进而分析了各处理间微生

物群落结构的相似性、重叠情况以及特异性（图 2）。

由图 2A可知，硒处理土壤中细菌群落共有OTU个数

为 670，而 Se0、Se0.5和 Se1.0处理土壤细菌群落特有

的OTU个数分别为 213、117和 113。由图 2B可知，硒

处理土壤中真菌群落共有 OTU 个数为 48，而 Se0、
Se0.5和 Se1.0处理土壤真菌群落特有的OTU个数分

别为 5、8和 14。结果表明，对照组（无外源硒处理组）

根际土壤细菌群落结构最为复杂，特异性最高，硒处

理降低了土壤细菌群落结构的特异性，增加了土壤真

菌群落结构的特异性。

2.2 硒对油菜根际土壤微生物群落Alpha多样性的影响

Alpha 多样性是对单个样品中物种多样性的分

析。本研究中，以 Shannon指数和 Simpson指数表示

样本中微生物的多样性，前者数值越大或后者数值越

小，表明群落多样性越大。Chao1指数可表征微生物

群落丰富度，该指数的大小与微生物群落丰富度大小

相对应。由表 1可知，土壤施硒对油菜根际土壤细菌

和真菌群落 Shannon指数和 Simpson指数的影响均未

达到显著水平，但显著降低了土壤细菌群落的Chao1
指数，对土壤真菌群落的Chao1指数影响不显著。土

壤微生物群落Alpha多样性分析结果表明：硒的施用

图1 不同施硒浓度下油菜根际土壤细菌（A）和真菌（B）
在门水平上的相对丰度

Figure 1 The relative abundances of bacterial（A）and fungal（B）
phyla in the rhizosphere soil of oilseed rape under different

selenium treatments

图2 不同施硒浓度下油菜根际土壤细菌（A）和真菌（B）
OTU Venn图

Figure 2 The Venn diagram of bacterial（A）and fungal（B）OTU
in the rhizosphere soil of oilseed rape under different

selenium treatments
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未显著改变油菜根际土壤样品中微生物的多样性，降

低了土壤细菌群落的丰富度。

2.3 硒对油菜根际土壤微生物群落Beta多样性的影响

根据样本的 OTU丰度信息计算 Unweighted Uni⁃
frac 距离，对土壤细菌和真菌群落进行主坐标分析

（Principal coordinate analysis，PCoA），评价硒对油菜

根际土壤微生物群落结构的影响（图 3）。由图 3 可

知，不同施硒浓度中的 3 个重复并不聚类于同一象

限，表明组内变异较大。由图 3A 可知，PC1 轴上

Se0.5、Se1.0处理集中分布在正方向，Se0处理分布在

负方向，Se0 与 Se0.5、Se1.0 之间差异显著，Se0.5 和

Se1.0之间差异不显著，说明影响土壤细菌群落结构

的主导因子较为明显。由图 3B可知，PC1轴上 Se0、
Se0.5、Se1.0处理集中分布在正方向；Se0、Se0.5、Se1.0
处理间的差异不显著，表明影响土壤真菌群落结构的

主导因子并不明显。基于Bray-Curtis距离进行Adonis
分析，结果表明：硒对土壤细菌群落结构影响显著

（R2=0.346，P=0.044）；硒对土壤真菌群落结构影响不

显著（R2=0.294，P=0.324）。综合土壤微生物群落Beta
多样性结果可知，硒对土壤细菌群落的影响比真菌群

落更为明显。

2.4 硒对油菜根际土壤微生物群落差异物种特征的

影响

分析不同施硒浓度下土壤细菌和真菌群落的差

异物种特征，对评价土壤硒与微生物多样性的关系十

分重要。本研究对三个浓度硒处理土壤间的细菌群

落采用线性判别分析（Linear discriminant analysis，
LDA），估算了硒处理下物种丰度对差异效果影响的

大小。分析结果见显著差异物种 LDA值分布柱状图

（图 4），该图反映了每个组内显著富集的物种及其差

异影响。由图 4可知：未施硒的油菜根际土壤中显著

富 集 乳 杆 菌 目（Lactobacillaceae）、德 库 菌 属

（Trichococcus）、肉杆菌科（Carnobacteriaceae）、普雷沃

氏菌科（Prevotellaceae）、红长命菌属（Sphaerotilus）；

Microtrichales显著富集于低浓度硒处理土壤中；而产

黄杆菌（Rhodanobacter）、Nitrolancea、热微菌科（Ther⁃
momicrobiaceae）和无色杆菌属（Achromobacter）则显

图3 不同施硒浓度下油菜根际土壤细菌（A）和真菌（B）PCoA分析

Figure 3 PCoA analysis of bacteria（A）and fungi（B）in the rhizosphere soil of oilseed rape under different selenium treatments

注：表中数据以均值±标准误表示。同一分类水平的同一列的字
母不同表示处理之间差异显著。

Note：Data is mean ± SE. The different letters in a column indicate
significant differences for the bacteria or fungi.

微生物
Microorganism

细菌

真菌

处理
Treatments

Se0
Se0.5
Se1.0
Se0

Se0.5
Se1.0

Shannon
指数

7.57±0.08a
7.45±0.04a
7.45±0.02a
1.91±0.13a
2.06±0.02a
2.00±0.08a

Simpson
指数

0.99±0.00a
0.98±0.00a
0.98±0.00a
0.66±0.05a
0.71±0.00a
0.69±0.02a

Chao1
指数

1 599.02±38.75a
1 475.81±2.51b
1 432.11±28.47b

80.76±3.37a
83.56±3.59a
87.04±4.31a

表1 不同施硒浓度下油菜根际土壤细菌和真菌多样性与丰富度

Table 1 The diversity and richness of bacteria and fungi in the
rhizosphere soil of oilseed rape under different

selenium treatments
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著富集于高浓度硒处理土壤中。

3 讨论

土壤微生物在土壤-植物生态系统中具有关键

作用。植物在生长过程中与土壤微生物密切接触，其

根系可塑造根际土壤微生物群落[21-23]。与此同时，根

际微生物群落中的有益微生物如丛枝菌根真菌

（AMF）和植物生长促生菌（PGPR），有助于增强植物

对营养元素的吸收，促进植物生长，增强其对病原菌

的抵抗能力[24]。根际微生物群落结构和多样性可通

过“土壤-植物”互作系统直接影响到植物生长的微

生态环境。任何影响土壤微生物生态的外源因素都

可能间接影响植物的生长与安全。

本研究基于前期研究发现的“硒维护植物良好生

长环境，促进植物对矿质养分的吸收”等相关结果，结

合根际微生物生态功能，研究了硒作用下土壤微生物

群落的结构与多样性的响应。研究发现，本试验油菜

根际土壤中细菌相对丰度较大的门类为变形菌门

（Proteobacteria）、放线菌门（Actinobacteria）、厚壁菌门

（Firmicutes）、酸杆菌门（Acidobacteria）等。于冰[25]研

究表明，变形菌门对多种植物根际微环境（如：拟南

芥、玉米、枸杞等）具有良好的适应能力，酸杆菌门能

够降解复杂的木质素和纤维素，从而为土壤提供养

分[26]。本研究中，硒处理下增加了根际土壤酸杆菌门

（Acidobacteria）的丰度，表明土壤施硒可通过增加酸

杆菌门细菌的丰度进而促进木质素和纤维素的分解，

以增强油菜对养分的吸收。这与明佳佳等[17]研究结

果一致。此外，有研究指出，外源条件增加土壤中酸

杆菌门（Acidobacteria）和厚壁菌门（Firmicutes）的丰

度，改变微生物种群的相互作用和平衡，从而促进作

物生长，抑制土传病害的发生[27-28]。本研究数据验证

了Liu等[18]土壤施硒降低了油菜菌核病的发病率相关

研究结果。

Alpha多样性是有效评价土壤微生物群落多样性

和物种丰富度的指标。本研究发现，土壤施硒未显著

改变油菜根际土壤样品中细菌和真菌群落结构多样

性。有研究报道，不同硒含量土壤微生物群落结构特

征明显不同[15-16]，低浓度硒提高了土壤微生物的数量

和多样性，高浓度硒则表现出抑制效果[14]。本研究

Beta多样性分析结果表明，相比硒对土壤真菌群落的

影响，硒对细菌群落的影响更为明显。由此可见，油

菜根际土壤中细菌群落对硒浓度响应表现更为敏感。

本研究中，差异物种分析结果表明，较高浓度硒

（1.0 mg·kg-1）处理土壤中显著富集产黄杆菌（Rho⁃

danobacter）、Nitrolancea 和 无 色 杆 菌 属（Achromo⁃

bacter）。其中，产黄杆菌（Rhodanobacter）和 Nitrolan⁃

cea有助于降解土壤抗生素[29]；无色杆菌属（Achromo⁃

bacter）是一种对植物有益的菌属，能够促进植物生

图4 不同施硒浓度下油菜根际土壤细菌存在显著差异物种的LDA值分布柱图

Figure 4 Histogram of LDA value distribution of species with significant difference between bacteria in the rhizosphere soil of oilseed rape
under different selenium treatments
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程勤，等：硒对油菜根际土壤微生物的影响

长，增强应激反应基因的表达量[30]。Jurado等[31]研究

表明Microbacteriaceae可以产生某些生物活性物质，

可用于防控植物病害。本实验发现Microbacteriaceae

显著富集于低浓度硒（0.5 mg·kg-1）处理土壤中，由此

推测，施硒有助于特异性富集一些利于植物生长的有

益微生物。

尽管硒能够改变土壤微生物群落结构及其多样

性[13]，但不同硒含量的土壤微生物群落特征及多样性

不尽相同，这与植物类别、土壤性质、养分含量、理化

性质等密切相关[16，32]。因此，后续研究有必要借助基

因芯片技术，联合土壤理化因子冗余分析，进一步深入

揭示土壤养分转化功能菌、植物生长促生菌、土传病害

病原菌等丰度及其与硒含量的关系。此外，由于数据

库物种注释的限制，本研究暂未确定种属的物种，未能

对其在微生态环境中的功能进行解释，有待利用其他

先进手段对这些物种进行更详细的物种注释。

4 结论

本文在前期研究的基础上，借助高通量测序技术

分析并明确了硒对油菜根际土壤微生物群落结构与

多样性的影响。得到如下结论：

（1）硒对土壤细菌和真菌群落的多样性无显著影

响，但影响了细菌和真菌群落中菌群的相对丰度，如

增加了土壤酸杆菌门（Acidobacteria）和芽单胞菌门

（Gemmatimonadetes）的丰度，但降低了放线菌门（Ac⁃
tinobacteria）的丰度；在真菌群落中，增加了土壤子囊

菌门（Ascomycota）的相对丰度。

（2）硒对油菜根际土壤中细菌群落结构的影响显

著，对真菌群落结构无显著影响。

（3）硒促进油菜根际土壤富集对植物生长有益的

微生物。因此，本研究结果可为从根际微生态的角度

解释“硒增强植物抗性，促进植物生长”提供数据
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