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Abstract:【Objective】Due to diseases and pests, climate conditions and management practices, a cer-

tain amount of waste grape is produced in the vineyards every year. The disposal of the waste berry has

always been one of the problems besetting the farmers, which seriously restricted the clean and efficient

production of large-scale vineyards. Producing ferment fertilizer with waste grape is an effective way to

solve the problem. Many studies have shown that the application of ferment fertilizer can promote the

decomposition and utilization of soil nutrients and improve yield and quality of crops. However, the ef-

fects of the application of ferment fertilizer on soil microbial diversity remain unclear. The objective of

this study is to evaluate the effects of application of ferment fertilizer from waste grape berry on soil mi-

crobial diversity and community structure characteristics in vineyards.【Methods】Illumina MiSeq high-

throughput sequencing technology was adopted to evaluate the impact of the application of ferment fer-

tilizer made from waste grape on soil microbial diversity and community structure characteristics. CK

indicates the grapevines that were applied with traditional fertilizer, while F treatment indicates the

grapevines that were applied with ferment fertilizer. Total bacterial genomic DNA from soil samples of

CK and F were extracted using the Fast DNA SPIN extraction kits (MP Biomedicals, Santa Ana, CA,

USA) and stored at −20 ℃ prior to further analysis. PCR amplification of V3–V4 region of the bacteri-

al 16S rRNA genes was performed using the forward primer 338F (5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-

3’) and the reverse primer 806R (5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’). Thermal cycles consisted

of initial denaturation at 98 ℃ for 2 min, followed by 25 cycles consisting of denaturation at 98 ℃ for
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摘 要：【目的】将葡萄废果进行厌氧发酵制成酵素液肥并在葡萄园中进行回田施用，探索葡萄废果酵素肥对土壤微生

物多样性和土壤生态健康的潜在影响。【方法】采用 Illumina MiSeq高通量测序技术，评价葡萄废果酵素肥的施用对土

壤细菌多样性和群落结构特征的影响。【结果】施用葡萄废果酵素肥后土壤微生物多样性Chao1指数和ACE指数，以

及OTU总数均出现了显著降低；与常规施肥处理相比，土壤细菌群落结构组成在门水平和属水平均产生了显著差异；

施用葡萄废果酵素肥后，土壤微生物优势种群分布规律发生了显著变化，在某些与氮循环相关的菌属如硝化菌属Ni-

trobacter和中慢生根瘤菌属Mesorhizobium中具有明显丰度优势。【结论】施用葡萄废果酵素液肥会显著影响葡萄园土

壤细菌多样性和群落结构特征，研究结果为葡萄废果酵素肥的推广应用和土壤风险评估提供了科学依据。
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15 s, annealing at 55 ℃ for 30 s, and extension at 72 ℃ for 30 s, with a final extension of 5 min at

72 ℃ . PCR amplicons were purified with Agencourt AMPure Beads (Beckman Coulter, Indianapolis,

IN) and quantified using the PicoGreen dsDNA Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and then

sequencing was performed using the Illlumina MiSeq platform with MiSeq Reagent Kit v3 at Shanghai

Personal Biotechnology Co., Ltd (Shanghai, China).【Results】A total of 568 608 sequences were ob-

tained by Illumina MiSeq sequencing, among which 99 757 sequences were obtained in CK and 89 779

sequences were obtained in F. Alpha diversity index showed that the Chao1 and ACE index were signifi-

cantly lower in F than in CK, which indicated that the richness of soil bacteria community was signifi-

cantly decreased by application of grape waste ferment fertilizer. The Venn analysis showed that the CK

and F shared 4 235 OTUs, while CK had 1 271 unique OTUs and F had 1 034 unique OTUs. The com-

munity structure composition on phylum level showed that the top 5 phyla in abundance in CK were

Proteobacteria (24.67%), Chloroflexi (22.10%), Actinobacteria (16.23%), Acidobacteria (14.98%) and

Gemmatimonadetes (4.29% ), while the most abundant 5 phyla in F were Proteobacteria (29.73% ),

Chloroflexi (17.87% ), Actinobacteria (16.62% ), Acidobacteria (13.52% ) and Gemmatimonadetes

(4.54%). The phylum community structure composition was similar between CK and F. However, the

abundance distribution was significantly different. The community structure composition on genus level

indicated that the top 5 abundant genus in CK were Haliangium (1.96%), RB41 (1.46%), Roseiflexus

(1.41%), Streptomyces (1.14%) and 11-24 (1.07%), while the 5 most abundant genus in F were Azoto-

bacter (4.03%), Haliangium (1.81%), RB41 (1.87%), Roseiflexus (1.62%) and Streptomyces (1.31%).

Significant differences were observed in both community structure composition and abundance distribu-

tion between CK and F on genus level. The heatmap analysis on the top 50 genus showed that CK1,

CK2 and CK3 samples had high community structure similarity and clustered into one group. F2 and

F3 samples clustered into on group with high similarity, and then clustered together with the CK group.

F1 samples showed significant difference with other samples. NMDS and PLS-DA analyses were used

to group the experimental samples and evaluate the similarity of community structure among different

samples. The results indicated that the CK and F groups can be better distinguished according to

NMDS2 and PLS-DA1 factors. Metastats analysis was adopted to identify the dominant species in dif-

ferent groups. The results showed that 3 phyla and 63 genera were different between CK and F. Phyla

BRC1 and Planctomycetes were enriched in CK, while phylum Ignavibacteriae was enriched in F.

Among the top 20 different genera, 15 genera were enriched in CK and 5 genera enriched in F.【Conclu-

sion】Application of the ferment fertilizer from waste grape showed clear effects on soil microbial diver-

sity and community structure characteristics. Significant differences on phylum and genus levels were

observed between CK and F groups. The Chao1 and ACE index indicated that application of this fertiliz-

er is effective to reduce the soil microbial diversity in vineyard. It also promotes some microbial popula-

tions, such as Nitrobacter and Mesorhizobium, which plays a very important role in nitrogen cycle.

Key words: Waste grape; Enzyme fertilizer; Recycling; Microbial diversity; High-throughput sequenc-

ing

葡萄坏果、烂果的处置问题一直是困扰果农的

生产难题之一，严重制约了规模化葡萄园的清洁高

效生产。由于受病虫害、气候条件以及管理措施的

影响，葡萄园中每年都会产生一定量的葡萄废果，

以上海郊区的规模化葡萄园为例，某些葡萄园中废

果率可超过 30%[1]。葡萄废果问题不仅给果农造成

了严重的经济损失，同时，废果的随意弃置也极易

滋生病原菌，从而导致葡萄病害的发生和传播，严

重威胁葡萄园的生产环境[2]。目前，将果蔬废弃物

进行厌氧发酵制成液体肥料是实现其资源化循环
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利用的有效手段之一。诸多研究表明，将果蔬废弃

物发酵液作为肥料回施到土壤中，对土壤养分的分

解利用、作物的产量和品质均有良好的促进作

用[3-4]。然而，施用葡萄废果发酵液对土壤微生物多

样性和群落结构特征的影响还鲜有报道。

土壤微生物是土壤生态系统的重要组成部分，

在土壤物质循环及各类反应过程中扮演着重要角

色，如土壤有机质分解、硝化作用、反硝化作用、土

壤结构稳定与功能维持、土壤腐殖质和团粒结构的

形成，以及 C、N、P、S 等养分的迁移转化等[5-6]。因

此，土壤微生物多样性与群落结构特征也是衡量土

壤质量和土壤生态健康的重要指标[7-8]。土壤微生

物多样性是指土壤生态系统中所有的微生物种类、

微生物拥有的基因以及这些微生物与环境之间相

互作用的多样化程度[9]。土壤微生物多样性和群落

结构特征对生存环境十分敏感，能够迅速对农业管

理措施的变化做出反应，可以用来衡量土壤肥力的

高低、物质代谢的旺盛程度以及土壤健康状况等，

是评价土壤质量和农业生态系统结构功能稳定性

的重要指标 [10- 12]。近年来，随着 PCR、DGGE、real-

time qPCR 以及高通量深度测序等分子生物学技术

的发展，为土壤微生物多样性和群落结构特征的研

究提供了可能[13-15]。诸多研究表明不同肥料种类、

不同施肥时间和不同施肥方式等因素均会显著影

响土壤微生物多样性和群落结构特征[16-18]。施肥是

重要的农田管理措施，同时也是影响土壤微生物多

样性和群落结构特征的关键因素[19-20]。长期施用氮

肥会显著影响固氮菌、氨氧化菌等氮循环菌群的群

落结构特征[21]；而磷肥施用会影响土壤微生物的种

群数量、活力、群落结构组成、以及某些特异性细菌

和真菌的丰度[22-23]；不同有机肥种类能够显著改变

土壤微生物多样性和群落结构特征，同时，有机肥

的施用也能够提高土壤微生物量和代谢活性[24-26]。

目前，有关土壤微生物多样性的研究主要集中于传

统施肥手段，而对于新型农业生产技术如果蔬废弃

物酵素肥的施用对土壤微生物影响的研究还报道

较少。因此，探讨葡萄废果酵素肥的施用对土壤微

生物多样性及群落结构特征的影响很有必要，这对

葡萄废果资源化循环利用技术的推广应用具有重

要意义。

目前，施用葡萄废果酵素肥对土壤微生物的影

响并不明确。本研究针对葡萄废果酵素肥在土壤

中的资源化循环利用问题，采用 Illumina MiSeq 高

通量测序技术，以土壤微生物多样性和群落结构特

征为评价指标，分析葡萄废果酵素肥的施用对葡萄

园土壤生态健康的影响，以期为葡萄废果酵素肥的

推广应用和土壤风险评估提供科学依据。

1 材料和方法

1.1 实验地概况

实验地位于上海市农业科学院金山果树试验

站内，该试验站建于 2004 年，位于上海市金山区廊

下镇中华村，占地面积约 13.33 公顷，主要以葡萄栽

培为主，其中葡萄总栽培面积约为 6.67 公顷，栽培

品种主要以‘巨峰’‘醉金香’和‘夏黑’等欧美杂交

系品种为主，也是上海地区葡萄的主食品种。该试

验站自建站以来开始进行葡萄栽培的研究和生产

工作，农业管理措施主要参照当地果农的操作习

惯，对上海郊区葡萄设施栽培和生产具有良好的代

表性。本研究中的葡萄废果酵素肥施用效果实验

在 2017 年葡萄生长季进行，实验选择的葡萄品种

为‘巨峰’，树龄 8 a（年）。

1.2 实验设计

实验共设两个处理，分别为常规施肥的对照组

CK 和施用酵素的实验组 F，每个处理 3 次重复（即

3 个大棚，每个棚面积约为 240 m2）。两处理的施肥

方案均参照当地果农的管理习惯，其中，除基肥中

有机肥施用量相同以外，实验组 F 的化肥施用量均

比对照组 CK 减量 25%，具体施肥方案如表 1 所

示。而实验组 F 增施葡萄废果酵素肥，酵素肥的施

用方法为自施用萌芽肥开始每两周施用 1 次，施用

时考虑到酵素肥的 pH 较低，将酵素肥原液稀释 20

倍后均匀施到葡萄根部周围 1 m 范围内，每次施肥

每棵葡萄藤施用 5 L 酵素肥（即 250 mL 酵素肥原

液），直至葡萄成熟采摘。2017 年葡萄生长季实验

组 F 总计施用酵素肥 8 次，即每棵葡萄藤施用酵素

肥原液 2 L。

1.3 葡萄废果酵素肥制备

采用上一生长季葡萄园中采集的葡萄废果制

备葡萄废果酵素肥，即本实验中施用的葡萄废果酵

素肥为 2016 季葡萄废果制得。制备的基本方法

为：将采集的葡萄废果带回实验室去除垃圾杂物后

洗净，人工捏碎后取 15 kg 放入 50 L 发酵桶，加入

5 kg 红糖作为碳源（红糖能较好的启动发酵，同时

赵 峥，等：葡萄废果酵素肥对葡萄园土壤细菌多样性的影响 1209
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成本较低、性价比高），加入 3 L 发酵接种液（接种

液为葡萄园废果堆积点分离的酵母菌、霉菌和乳酸

杆菌的培养液各 1 L），然后加入蒸馏水至 50 L，即

葡萄废果、红糖和发酵液的比例为 3∶1∶10。盖紧

发酵桶盖后在室温下进行自然发酵，发酵桶盖开有

单向排气孔用于发酵过程中产生的气体排放。发

酵过程中监测发酵液的 pH 和 EC 值动态变化，当

pH 和 EC 值稳定不再变化时即可认为发酵结束

（时间约为 3 个月），之后将发酵液在室温下保存待

用。本研究中施用的葡萄废果酵素肥原液中所含

的主要成分如表 2 所示。其中，游离氨基酸采用全

自动氨基酸分析仪测定（上海交通大学，分析测试

中心）；主要阴阳离子采用离子色谱分析测定（上海

交通大学，分析测试中心），总酸采用酸碱滴定法测

定；总酚采用福林酚法测定；有效氮采用国标法进

行测定。

1.4 土壤DNA提取与PCR扩增

土壤样品在葡萄成熟采摘后 7 d 内进行采集，

每个葡萄棚随机选取 10 棵葡萄藤在根部周围 1 m

范围内（即酵素肥施肥区）采集 10 个样点形成一个

混合样，采样深度为 20 cm，样品采集后用保温箱低

温保存带回实验室以待后续实验。土壤样品的总

DNA 抽提根据 E.Z.N.A.® soil 试剂盒（Omega Bio-

tek，Norcross，GA，U.S.）说明书进行，DNA 浓度和纯

度利用 NanoDrop2000 进行检测，利用 0.8%琼脂糖

凝胶电泳检测 DNA 提取质量，同时采用紫外分光

表1 葡萄废果酵素肥施肥方案

Table 1 Fertilization scheme of waste grape ferment fertilizer （kg per 666.7m2）

处理

Treatment

CK

F

基肥

Basal fertilizer

有机肥

Organic manure

1 500

1 500

P肥
Phosphorus fertilizer

20

15

萌芽肥

Bud fertilizer

复合肥

Compound fertilizer

20

15

坐果肥

Boron fertilizer

复合肥

Compound fertilizer

10.0

7.5

尿素

Urea

10.0

7.5

着色肥

Coloring fertilizer

复合肥

Compound fertilizer

10.0

7.5

K肥

Potassium fertilizer

20

15

注：有机肥为上海市政府补贴的商品有机肥，含氮量 1.2%；P 肥施用过磷酸钙；K 肥施用硫酸钾；复合肥 N、P、K 比例为 15∶15∶15；尿素含氮

量 46%。

Note: The nitrogen content of Organic fertilizer is 1.2%, which was subsidized by Shanghai municipal government. The P fertilizer use superphos-

phate. The K fertilizer use potassium sulfate. The ratio of N, P and K in chemical compound fertilizer is 15:15:15. The nitrogen fraction in Urea is

46%.

pH

4.03

EC/
(mS·cm-1)

3.37

ρ（游离氨基酸）

Free amino
acids/(μg·mL-1)

395.7

w（总酸）

Total acids/
(g·kg-1)

94.7

ρ（总酚）

Total phenols/
(mg·L-1)

433.1

ρ（有效氮）

Available N/
(mg·L-1)

124.2

ρ（NH4
+）/

(mg·L-1)

17.6

ρ（NO3
-）/

(mg·L-1)

29.6

ρ（PO4
3-）/

(mg·L-1)

195.1

ρ（K+）/
(mg·L-1)

1086.1

ρ（Ca2+）/
(mg·L-1)

107.6

ρ（Mg2+）/
(mg·L-1)

50.8

表2 葡萄废果酵素肥原液主要成分

Table 2 Major components of the ferment fertilizer from waste grape

光度计对 DNA 进行定量。土壤细菌的扩增引物为

338F (5’- ACTCCTACGGGAGGCAGCAG- 3’) 和

806R (5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’)，扩增

区域为 V3-V4 可变区，扩增体系为 20 μL，扩增程序

为：95 ℃预变性 3 min，27 个循环（95 ℃变性 30 s，

55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s），最后 72 ℃延伸 10

min（PCR 仪：ABI GeneAmp® 9700 型）。PCR 扩增

产物通过 2%琼脂糖凝胶电泳进行检测，并对目标

片段进行切胶回收，回收采用 AXYGEN 公司的凝

胶回收试剂盒。

1.5 高通量测序

样品的深度测序工作委托上海派森诺生物科

技 股 份 有 限 公 司 进 行 ，测 序 平 台 为 Illumina

MiSeq。首先制备测序文库并对其进行质检，然后

使用 MiSeq 测序仪（Illumina，San Diego，USA）进行

2×300 bp 的双端测序（Paired-end）。原始下机数据

根据序列质量进行初步筛查，运用 QIIME 软件

（Quantitative Insights Into Microbial Ecology，

v1.8.0）识别疑问序列，除了要求序列长度≥150 bp，

且不允许存在模糊碱基 N 之外，还将剔除 5’端引物

错配碱基数>1 的序列和含有连续相同碱基数>8 的

序列。同时，通过 QIIME 软件调用 USEARCH 检

查并剔除嵌合体序列。随后，使用 QIIME 软件调用

UCLUST 这一序列比对工具（Edgar，2010），对前述

获得的序列按 97%的序列相似度进行归并和 OTU

划分（Operational Taxonomic Units，可操作分类单
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元），并选取每个 OTU 中丰度最高的序列作为该

OTU 的代表序列，根据每个 OTU 在每个样本中所

包含的序列数，构建 OTU 在各样本中丰度的矩阵

文件（即 OTU table）。对于每个 OTU 的代表序列，

在 QIIME 软件中使用默认参数，通过将 OTU 代表

序列与对应数据库（Greengenes，Release 13.8）的模

板序列相比对，获取每个 OTU 所对应的分类学信

息，以备后续分析使用。

1.6 数据分析

本研究中 Alpha 多样性指数采用 QIIME 软件

进行计算，包括 Chao1 指数、ACE 指数、Shannon 指

数和 Simpson 指数。不同分组多样性指数间的显

著性差异检验采用 SPSS 23 软件的单因素 ANOVA

进行。Chao1 指数和 ACE 指数侧重于体现群落的

丰富度，而 Shannon 指数和 Simpson 指数则综合考

虑群落的丰富度和均匀度。Venn 图使用 R 软件根

据 OTU 丰度矩阵进行绘制，直观地呈现各样本组

之间所共有和独有 OTU 数量。微生物群落结构

Bar 图使用 QIIME 软件绘制，用以呈现不同分类水

平土壤微生物的群落结构组成和丰度分布。结合

聚类分析的群落组成 Heatmap 图使用 R 软件绘制，

通过聚类可以将高丰度和低丰度的分类单元加以

区分，并以颜色梯度反映样本之间的群落组成相似

度。Beta 多样性分析使用 QIIME 软件和 R 软件进

行，主要包括层级聚类分析（Hierarchical cluster-

ing）、非度量多维尺度分析（NMDS）和偏最小二乘

法判别分析（PLS-DA），用以考察不同样本（组）之

间群落结构的相似性。Metastats 分析使用 Mothur

软件进行，对门和属水平的各个分类单元在样本

（组）之间的序列量（即绝对丰度）差异进行两两比

较检验，以此识别不同样本（组）之间存在显著性差

异的物种，分析结果以小提琴图结合箱线图的形式

展示。此外，葡萄采摘后对葡萄的产量和品质进行

分析，用以评价施用酵素肥对‘巨峰’葡萄产量和品

质的影响。其中，葡萄产量为人工测产，葡萄果实

Vc 含量采用抗坏血酸法测定，可溶性固形物含量采

用糖度仪（日本，ATAGO）测定。

2 结果与分析

2.1 土壤微生物多样性指数分析

采用 Illumina MiSeq 深度测序技术共获得

568 608 条序列，其中对照组 CK 平均获得 99 757

条序列，施用葡萄废果酵素肥的实验组 F 平均获得

89 779 条序列。将获得的序列按 97%的相似度进

行归并和 OTU 划分建立 OTU table，基于 OTU ta-

ble 采用 QIIME 软件计算 Alpha 多样性指数，结果

如表 3 所示。分析结果显示，实验组 F 的丰富度指

数 Chao1 和 ACE 显著低于对照组 CK，这表明施用

葡萄废果酵素的土壤细菌群落丰富度出现了显著

降低；而兼顾群落丰富度和均匀度的多样性指数

Shannon 和 Simpson 虽然实验组 F 仍然低于对照组

CK，但二者之间没有统计学意义上的显著性差异。

2.2 土壤微生物群落结构组成分析

基于 OTU table 的 Venn 图分析如图 1 所示，结果

显示对照组 CK 和实验组 F 共有的 OTU 数为 4 235

个，而 CK 和 F 组独有的 OTU 数分别为 1 271 和

1 034 个，施用葡萄废果酵素肥的实验组 F 土壤细菌

的 OTU 数出现明显降低，这与 Alpha 多样性指数分

析结果一致。门水平（A）和属水平（B）的群落结构组

成和丰度分布如图 2 所示，图中显示了丰度水平在

前 20 位的物种。其中，对照组 CK 丰度水平前 5 的

菌门为变形菌门 Proteobacteria（24.67%）、绿弯菌门

Chloroflexi（22.10% ）、放 线 菌 门 Actinobacteria

（16.23%）、酸杆菌门 Acidobacteria（14.98%）和芽单

胞菌门 Gemmatimonadetes（4.29%）；而实验组 F 丰

表3 土壤细菌Alpha多样性指数比较

Table 3 Comparison of soil bacterial Alpha diversity index

注：*表示在 p ＜ 0.05 水平具有统计学意义的显著性差异。

Note: *indicate significant difference at p ＜ 0.05.

处理

Trentment

CK

F

多样性指数 Diversity index

Chao1

4 294.70

3 516.72*

ACE

4 449.52

3 545.92*

Shannon

10.20

9.86

Simpson

0.997 7

0.994 4

图1 OTU水平的Venn图分析

Fig. 1 Venn analysis on OTU level
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度水平前 5 的菌门也为变形菌门 Proteobacteria

（29.73%）、绿弯菌门 Chloroflexi（17.87%）、放线菌门

Actinobacteria（16.62%）、酸杆菌门 Acidobacteria

（13.52% ）和 芽 单 胞 菌 门 Gemmatimonadetes

（4.54%），两组之间虽然主要菌门的群落结构组成相

似，但各菌门丰度水平差异明显。而在属分类学水

平，对照组 CK 丰度水平前 5 的菌属分别为粘球菌目

的 Haliangium 菌属（1.96%）、酸杆菌门的 RB41 菌属

（1.46%）、玫瑰湾菌属 Roseiflexus（1.41%）、链霉菌属

Streptomyces（1.14%）和酸杆菌门的 11- 24 菌属

（1.07%）；而实验组 F 丰度水平前 5 的菌属则为固氮

菌属 Azotobacter（4.03%）、粘球菌目的 Haliangium

菌属（1.81%）、酸杆菌门的 RB41 菌属（1.87%）、玫瑰

湾菌属 Roseiflexus（1.62%）和链霉菌属 Streptomy-

ces（1.31%），二者的群落结构组成和丰度分布均产生

了显著差异。值得注意的是对照组 CK 的固氮菌属

Azotobacter 丰度水平仅为 0.02%，与施用葡萄废果

酵素肥的实验组 F 有着数量级的显著性差异。

2.3 优势菌群热图与聚类分析

在属水平对丰度前 50 位的优势菌群绘制热

度并根据群落结构组成相似度进行聚类分析，结

果如图 3 所示，图中红色代表在对应样本中丰度

图2 门水平（A）和属水平（B）群落结构组成丰度分布图

Fig. 2 Abundance distribution map of community structure composition on phylum level (A) and genus level (B)
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图3 优势菌群热图与聚类分析

Fig. 3 Heatmap and cluster analysis of dominant flora

较高的属，绿色代表丰度较低的属。结果显示对

照组 CK 组内具有较高的群落结构相似度，首先

聚为一类；实验组中样本 F2 和 F3 具有较高的群

落结构相似度先聚为一类，然后再与对照组 CK

聚为一类；而实验组中样本 F1 与其他各样本的群

落结构组成则差异性较高。从总的趋势来看，对

照组 CK 具有丰度优势的菌群多于实验组 F，且

CK 组内优势菌群的分布规律较为一致；实验组 F

组内优势菌群的分布较为散乱，主要体现在样本

F1 中。值得注意的是，虽然实验组 F 中具有明显

丰度优势的菌群少于对照组 CK，但某些优势菌群

如硝化菌属 Nitrobacter 和中慢生根瘤菌属 Meso-

rhizobium 等在土壤氮的分解利用和转化循环过

程中起着关键作用。

2.4 样本分组分析

采用非度量多维尺度分析（NMDS）和偏最小二

乘法判别分析（PLS-DA）对实验样本进行分组，考

察不同样本之间群落结构的相似性。基于 Weight-

ed UniFrac 距离矩阵的 NMDS 分析如图 4 所示，结

果显示对照组 CK 和实验组 F 在 NMDS2 方向能较

好的区分，在 NMDS1 方向对照组 CK 也能较好的

聚集，而实验组 F 的分布则较为散乱，这表明不同

分组组内具有较高的群落结构相似性，且对照组

CK 的群落结构相似性优于实验组 F。根据物种丰
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度矩阵和样本分组数据构建的 PLS-DA 判别模型

如图 5 所示，结果显示在 PLS1 方向对照组 CK 和

实验组 F 能够较好地区分，表明不同分组土壤微生

物的群落结构在组间产生了显著差异，而在组内则

具有较高的群落结构相似性。

2.5 物种差异分析

Metastats 分析通常用于识别不同分组之间具

有显著性差异的物种，结果显示对照组 CK 和实验

组 F 在 3 个门和 63 个属具有显著性差异。其中，

对照组 CK 在 BRC1 菌门和 Planctomycetes 菌门具

有显著性优势，而实验组 F 在 Ignavibacteriae 菌门

具有显著性优势，如图 6 所示。而图 7 显示的为属

水平差异最显著的前 20 个菌属，结果表明对照组

CK 在其中 15 个菌属具有显著性优势，而实验组 F

仅在 5 个菌属具有显著性优势。

2.6 废果酵素肥对葡萄产量和品质的影响

葡萄采摘后对其产量和常规品质指标进行了

分析测定，分析结果如表 4 所示。结果显示施用葡

萄废果酵素肥的实验组 F 其产量有一定程度提升，

但与常规施肥的对照组 CK 相比未达到统计学意义

的显著性差异。在品质指标方面，实验组 F 中葡萄

果实的维生素 C 含量显著高于对照组 CK，施用葡

萄废果酵素肥后葡萄果实品质有明显改善。而果

实的可溶性固形物含量比较中，二者无显著性差

异。总的来说，施用葡萄废果酵素肥对葡萄的产量

和品质均有一定程度的提升。

3 讨 论

土壤和其中的微生物是密不可分的整体，据估

计土壤中微生物数量可达 1 029 数量级[13]。土壤微

生物在维持生态系统功能与结构稳定性过程中发

挥着重要作用，因此普遍认为土壤微生物多样性和

图4 基于Weighted UniFrac距离矩阵的NMDS分析

Fig. 4 NMDS analysis based on weighted-uniFrac

distance matrix

图5 样本分组PLS-DA判别模型分析

Fig. 5 PLS-DA discriminant model analysis

for sample grouping

图6 门水平显著性差异物种Metastats分析

Fig. 6 Metastats analysis for significantly different species on Phylum level
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群落结构特征是衡量土壤质量和健康状况的重要

指标[27]。葡萄废果酵素肥循环利用技术虽然目前已

广泛被上海郊区的果农所采用，用以解决规模化葡

萄园中坏果、烂果的处置问题，但该农业措施对葡

萄园土壤生态健康是否存在潜在威胁并不清楚，葡

萄废果酵素肥的施用对土壤微生物有着怎样的影

响也不明确。因此，本研究以葡萄园土壤微生物多

样性和群落结构特征为评价指标，研究葡萄废果酵

素肥施用对葡萄园土壤微生态的影响，旨在为葡萄

废果酵素肥循环利用技术的推广应用提供一定的

评价标准与科学依据。

高通量测序结果显示葡萄废果酵素肥施用后，

土壤微生物多样性指数和 OTU 总数均呈下降趋

势，这可能与葡萄废果酵素肥的 pH 偏酸性有关，导

致土壤中某些微生物的活性受到了抑制[28-29]。从门

水平和属水平的群落结构组成分析来看，葡萄废果

酵素肥的施用对土壤微生物群落结构特征产生了

显著影响，样本分组分析也能够清楚的区分施用葡

萄废果酵素肥的实验组和常规施肥的对照组，这表

明葡萄废果酵素肥的施用对土壤微生物多样性产

生了显著影响。而优势菌群和物种差异分析则显

示，虽然施用葡萄废果酵素肥的处理土壤微生物多

样性出现了降低，但某些菌群的丰度优势在显著升

高，例如硝化菌属 Nitrobacter 和中慢生根瘤菌属

Mesorhizobium 等，这些菌属在土壤养分的转化与

吸收利用中发挥着重要作用。

葡萄废果酵素肥中含有大量的活性物质，主要

成分以小分子酸、酯类和各类离子等为主，这可能

是导致葡萄园土壤微生物产生显著差异的根本原

因，很多研究都表明土壤性质和环境因子的变化是

导致土壤微生物产生选择性差异的主要原因[30-32]。

施用葡萄废果酵素肥对葡萄产量和品质的影响也

与酵素肥的成分有关，酵素肥中含有丰富的养分和

活性物质，与传统施肥方式相比能够补充葡萄生长

过程中对各类氨基酸、以及中微量元素的需求，从

而提高葡萄的产量与品质。

图7 属水平显著性差异物种Metastats分析

Fig. 7 Metastats analysis for significantly different species on genus level

表4 施用葡萄废果酵素肥对‘巨峰’葡萄产量和品质的影响

Table 4 The effects of ferment fertilizer from waste grape

on grape yields and quality

处理

Treatment

CK

F

产量

Yields/
（kg·hm-2）

7 275

7 800

w（维生素C）
Vitamin C content/
（mg·kg-1）

125

153*

w（可溶性固形物）

Soluble
solid content/%

18.6

19.1

注：*表示在 p ＜ 0.05 水平上差异极显著。

Note: * indicate significant difference at p ＜ 0.05.
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本研究为葡萄废果酵素肥的在农业生产中的

应用提供了初步的评价标准和科学依据，但关于葡

萄废果酵素肥的施用对土壤微生态和葡萄产量、品

质的影响还需要进一步的深入研究。一方面，土壤

微生物群落结构特征的变化可能是由于葡萄废果

酵素肥的 pH 偏低所导致的，进一步调节肥料 pH 或

稀释倍数对土壤微生物群落结构特征是否会产生

不同的影响还有待进一步确认。另一方面，本研究

只是葡萄废果酵素肥施用 1 年的结果，长期施用对

土壤微生物和葡萄产量、品质的影响并不明确，其

长期效应也有待进一步研究，施肥的长期效果对于

农业措施的选择更具有实际的参考价值和意义。

此外，在分析过程中发现样本 F1的组内差异较为明

显，在未来的研究中应该增加实验重复，从而使研

究结论更加可靠。

4 结 论

（1）施用葡萄废果酵素肥显著影响葡萄园土壤

微生物多样性，土壤细菌群落结构特征在门水平和

属水平均产生了显著性差异。

（2）与常规施肥处理相比，施用葡萄废果酵素

降低了葡萄园土壤的微生物多样性，Chao1 指数、

ACE 指数和 OTU 总数均显著低于常规施肥土壤。

（3）施用葡萄废果酵素肥的土壤在某些微生物

种群具有明显优势，如与氮循环相关的硝化菌属

Nitrobacter 和中慢生根瘤菌属 Mesorhizobium 等。

（4）施用葡萄废果酵素肥能在一定程度上提升

‘巨峰’葡萄的产量和品质。
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