
西北农业学报 2019,28(10):1698-1707
ActaAgriculturaeBoreali-occidentalisSinica

网络出版日期:2019-10-23 doi:10.7606/j.issn.1004-1389.2019.10.017
网络出版地址:http://kns.cnki.net/kcms/detail/61.1220.S.20191021.2139.034.html

土壤细菌群落组成对有机与无机培肥措施的响应

收稿日期:2019-04-23  修回日期:2019-05-17
基金项目:宁夏回族自治区重点研发园区专项(2018BBF03002);宁夏科技支撑计划同心园区专项(2016BN03)。
第一作者:马晓英,女,硕士,副研究员,研究方向为科技绩效评价及统计分析。E-mail:1592624208@qq.com
通信作者:马 琨,男,博士,教授,研究方向为农田生态学和土壤微生物生态学。E-mail:makun0411@163.com

马晓英1,2,马 琨2,周 艳3,冶秀香3,杨金娟3,牛红霞3,马 玲3

(1.宁夏科技发展战略和信息研究所,银川  750001;2.宁夏大学 西北土地退化与生态恢复国家

重点实验室培育基地,银川 750021;3.宁夏大学 农学院,银川 750021)

摘 要 为揭示旱作区农田土壤细菌群落对有机、无机培肥措施的响应机制,以农田生态系统为研究对象,采
用高通量测序技术研究不同培肥措施下土壤细菌群落结构组成、多样性与土壤理化性状间的关系。结果表

明:持续8a的有机、无机培肥显著影响土壤基本理化性状指标,降低土壤碳氮比。所获得的细菌序列46531
条,分属于3494个土壤细菌OTUs,共分为58门、67纲、143目、271科、639属、435种;但不同有机、无机培

肥措施下土壤细菌群落丰富度指数、多样性指 数 无 显 著 差 异。变 形 菌 门 (Proteobacteria)相 对 丰 度 占

35.91%~42.03%,是土壤细菌的优势菌门。化肥配施牛粪、化肥配施羊粪处理下土壤变形菌门(Proteobac-
teria)、绿湾菌门(Chloroflexi)等的相对丰度均与对照间有极显著或显著差异。细菌前10门的相对丰度在化

肥配施黄腐酸钾、生物有机肥等低量外源有机碳处理下,两者间无显著差异。低量外源有机碳配施化肥处理

下土壤细菌群落组成与对照处理间的相似度较大,而牛粪配施化肥与羊粪配施化肥处理间的土壤菌群结构

相似度较高。土壤变形菌门(Proteobacteria)、酸杆菌门(Acidobacteria)、芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)的
相对丰度与土壤pH、土壤碱解氮质量分数呈负相关;第一、二排序轴能分别在累积变量78.67%、97.49%上

揭示土壤细菌优势菌门的相对丰度、土壤细菌多样性、丰富度与土壤理化性状间的相互关系。土壤pH和碱

解氮是影响酸杆菌门、放线菌门相对丰度高低的主要驱动因子。旱作区中长期有机和无机培肥措施下,外源

有机碳输入数量及有机肥类型影响土壤细菌群落结构组成。
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  化肥和有机肥是耕地土壤养分的主要来源,
但长期应用无机肥而不输入有机肥是导致土壤有

机质流失,土壤结构恶化,生物活性降低,土壤肥

力下降的主要原因[1]。有机肥、无机肥的配合施

用不但有助于植物营养供给,而且能通过土壤有

机质的补充保持土壤肥力[2]。因此,有机肥与无

机肥的配合施用是发展可持续肥料管理策略的一

种有效途径。
土壤微生物在土壤有机质分解和碳、氮等养

分循环中起着重要作用[3]。有研究认为,采用有

机、无机肥配施的方法,可以调控长期连作棉田土

壤微生物区系和组成结构比例[4];黄砂壤上有机、
无机肥配施可以增加土壤细菌丰富度、多样性和

均匀度指数,提高微生物功能多样性[5]。Zhong

和Cai[6]报道,矿质肥料的施用增加了微生物的

生物量和多样性。有机和无机肥料的施用也会影

响土壤微生物的多样性、组成、丰富度和功能;其
中,有机和无机肥料施用下,氮肥是驱动相对丰度

较高的土壤细菌分类群变化的重要因素,有机物

料引起细菌分类群的变化则主要体现在丰度较低

的细 菌 群 落 上[7]。Wang等[8]研 究 发 现,连 续

36a无机肥处理下,土壤细菌多样性呈下降趋

势,而在有机肥处理下,细菌的多样性呈上升趋

势。单独施用有机肥或与无机肥料配合施用都会

增加土壤细菌多样性[9],但稻田中水稻秸秆的翻

压施用却没影响细菌多样性[10]。在土壤有机碳

和养分缺乏的状况下,有机肥的施用增强了土壤

细菌和真菌群落,对土壤放线菌没有影响,而化学



肥料的影响则与之相反[11]。因此,土壤细菌群落

受不同施肥措施的影响可能会产生不同的响应。
宁夏中部干旱区,水资源相对紧缺,区域土壤

有机碳含量偏低[12]。利用传统有机、无机结合的

培肥方式,随外源有机物的类型及输入数量的高

低变化,会对旱作区土壤细菌群落结构产生何种

影响? 因此,本研究选择连续8a有机、无机肥定

位培肥试验农田土壤,利用IlluminaMiSeq平台

的高通量测序方法,假设连续中长期有机、无机相

结合的培肥方式在促进土壤肥力提升的同时,会
显著影响土壤细菌多样性、改变土壤细菌群落结

构组成,土壤细菌的优势种群会因外源有机碳输

入数量及类型而产生显著差异。研究旨在揭示农

田培肥措施与土壤细菌群落间的相互关系,以期

为旱作农业生产过程中施肥制度选择以及土地生

产力的提升,提供理论支撑。

1 材料与方法

1.1 试验地概况

试验地位于宁夏吴忠市同心县王团镇旱作节

水示范园区(105°59'E,36°51'N),该区域年均降

雨量200mm,年均蒸发量2325mm。供试土壤

为灰钙土,试验前0~20cm 土壤基础理化性状

为:全氮0.25g·kg-1、全磷0.45g·kg-1、有机

碳2.77g·kg-1、碱解氮11.06mg·kg-1、速效

磷10.86mg·kg-1、速效钾97.08mg·kg-1、

pH8.74。

1.2 试验设计

试验开始于2011年4月,采用单因素随机区

组设计,小区面积为90m2(15m×6m),3次重

复,2011-2018年,采用马铃薯(Solanumtubero-
sum)-马铃薯-油用向日葵(Helianthusannuus
Linn.)-马铃薯-油用向日葵-玉米(Zeamays
Linn.)-玉米-玉米轮作方式,滴灌量150m3。
设6个处理,分别为不施肥(T0)、单施化肥[(化
学氮、磷、钾肥配施),T1]、化肥与牛粪配合施用

(T2)、化肥与羊粪配合施用(T3)、化肥与生物有

机肥配合施用(T4)和化肥与黄腐酸钾配合施用

(T5)。
马铃薯、玉米的氮、磷、钾(化学)肥施用量分

别 为 (N)391.35kg·hm-2、(P2O5)195.6
kg·hm-2、(K2O)210kg·hm-2;油用向日葵

氮、磷、钾(化学)肥施用量分别为(N)391.35
kg·hm-2、(P2O5)195.6kg·hm-2、(K2O )98

kg·hm-2。牛 粪、羊 粪 基 施 量 为 37 500
kg·hm-2·a-1,折合有机碳用量分别为10110
kg·hm-2·a-1、12555kg·hm-2·a-1;生物有

机肥、黄腐酸钾施用量为1200kg·hm-2·a-1,
折合有机碳用量分别为210kg·hm-2·a-1、350
kg·hm-2·a-1。70%的化学氮肥及全部磷、钾
肥和有机肥作基肥,剩余30%的氮肥作追肥,各
施肥处理中化学肥料的氮、磷、钾总量相同。2018
年作物收获时,采用多点取样法采集0~20cm土

层土壤样品,每小区采集2个土壤样本,各小区土

壤样本独立,共采集36个土壤样本,放入冰盒带

回实 验 室。一 部 分 土 样 过 1 mm 筛,存 放 于

-80℃冰箱,用于土壤细菌多样分析,另一部分

土样风干后用于土壤理化性质测定。

1.3 测定项目及方法

1.3.1 土壤基本理化性状测定 土壤全氮、有机

质、碱解氮、全磷、速效磷、速效钾、pH 测定分别

采用半微量开氏法、重铬酸钾容量法、碱解扩散

法、硫酸-高氯酸消煮 钼锑抗比色法、Olsen法、

NH4OAc浸提 火焰光度法测定,pH水土质量比

为5∶1[13]。

1.3.2 土壤微生物细菌总DNA的提取与检测

 土壤细菌 DNA 的提取采用 FastDNASpin
Kit(MPBiomedicals,SantaAna,CA,USA)试剂

盒,按照说明书步骤进行。选择细菌16SrDNA
V3-V4区 (前引物序 列 ACTCCTACGGGAG-
GCAGCA,后 引 物 序 列 GGACTACHVGGGT-
WTCTAAT,扩增片段大小为500bp。

反应体系为:Q5反应缓冲液 (5×),Q5高

保真GC缓冲液 (5× ),0.25μL,Q5高保真

DNA聚合酶 (5U/μL),2μL(2.5mmol/L)

dNTPs、上下游引物 (10μmol/L)各1.0μL,2

μLDNA 模板和8.75μLddH2O。扩增程序:

98℃ 预变性2min,98℃ 变性15s,55℃退火

30s,72℃ 延长30s,72℃终延伸5min,10℃持

续25~30个循环。对扩增子纯化后使用 Pi-
coGreendsDNA Kit分 析 试 剂 盒(Invitrogen,

Carlsbad,CA,USA )进行定量,通过20g/L琼

脂糖凝胶电泳对扩增产物进行检测,再利用AX-
YGEN公司的凝胶回收试剂盒对目标片段进行

切胶回收。
采用Illumina公 司 的 TruSeqNanoDNA

LTLibraryPrepKit制备测序文库,质检合格后

的文库利用IlluminaMiSeqPE25测序平台进行
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双末端PE测序,委托天津诺和致远生物科技股

份有限司完成。

1.4 数据处理与分析

使用QIIME(QuantitativeInsightsIntoMi-
crobialEcology,v1.8.0)和R(v3.2.0)软件,
调用USEARCH序列比对工具,对前述获得的序

列按 97% 相 似 度 水 平 的 OTUs (Operational
TaxonomicUnits)代表序列进行生物学信息统

计分析。利用 Mothur软件在97%的相似度水平

下进行OTUs聚类,统计获得OTU的个数,得到

每个OUT所对应的物种分类学信息,统计观察

样本数,计算样品的覆盖率指数。Mothur软件计

算Simpson和 Shannon多样性指数,Chao1和

Ace丰富度指数,PD-wholetree等Alpha多样性

指数。通过UniFrac分析,评估样本的Beta多样

性,根据样本之间的加权(Weighted)的 UniFrac
距离矩阵进行NMDS分析,绘制样本聚类树。细

菌群落样本组成之间的差异采用非度量多维尺度

分 析 (Non-metric Multidimensionalscaling,

NMDS)和相似度分析检验(ANOSIM),通过基

于999个排列的ANOSIM计算与NMDS相关的

r值,NMDS和 ANOSIM 的计算均基于R 软件

Vegan程序包。采用 MicrosofExcel2010软件

进行数据处理,利用DPS7.05软件进行单因素

(LSD)方差分析比较差异显著性(P<0.05),采
用Canoco5.0软件进行主成分分析。

2 结果与分析

2.1 有机与无机肥配施对土壤基本理化性状的

影响

连续有机、无机培肥8a后,除土壤C/N外

(F=1.06,P=0.377),土壤主要理化性状指标

均极显著受到土壤培肥方式的影响(P>0.001)

(表1);与T0 相比,化肥配施较高量外源有机碳

(T2、T3)下,土 壤 全 氮 分 别 增 加 64.00% 和

56.00%;化肥配施较低量外源有机碳(T4、T5)
下,土壤全氮均增加28.00%;但低量外源有机碳

输入下,土壤全氮的增幅明显低于外源高量有机

碳输入处理。土壤碱解氮质量分数也表现出与土

壤全氮类似的变化趋势。可见,土壤全氮、碱解氮

质量分数的高低,明显受到外源有机碳输入数量

及类型的影响,有机、无机相结合的培肥措施整体

上增强土壤氮的容量和强度,以化肥配施高量外

源有机碳(肥)的效果最好。
不同培肥措施下土壤全磷与T0 间均显著差

异,但各培肥处理间无明显差别。与T0 相比,土
壤速效磷质量分数也表现出与全磷类似趋势。其

中化肥配施高量外源有机碳处理下(T2、T3),土
壤速效磷较 T0 分别增加1.24倍、1.14倍,但

T2、T3 之间无显著差异。外源低量有机碳输入

下,化肥配施生物有机肥、黄腐酸钾肥料的处理与

单施化肥处理间土壤速效磷也无显著差异。不同

培肥措施下土壤pH较T0 下降0.07~0.14;T2、

T3 处 理 较 T0 土 壤 pH 也 分 别 降 低2.51%、

2.05%。较高量外源有机碳输入下,化肥配施牛

粪(T2)、羊粪(T3)较化肥配施低量有机碳(T4、

T5)土壤的pH 仅分别下降0.61%~1.22%、

1.71%~2.32%。
土壤C/N是衡量土壤碳、氮营养平衡状况的

指标[14]。与T0 相比,试验中有机与无机相结合

的培肥措施均降低了土壤 C/N,其下降平均在

4.41%~15.10%。分析认为,试验中不同有机、
无机培肥措施在促进土壤有机碳和全氮累积的同

时,引起了土壤C/N的变动;由于土壤C/N的变

化与土壤养分循环与周转直接相关,因此,土壤有

机质、有机氮的分解矿化以及土壤无机氮素的有

表1 有机肥与无机肥配施对土壤理化性状的影响(x±s)

Table1 Effectsoforganicandinorganicfertilizerapplicationonsoilphysicochemicalproperties

处 理
Treatment

全氮/
(g·kg-1)
TN

全磷/
(g·kg-1)
TP

有机碳/
(g·kg-1)
OC

碱解氮/
(mg·kg-1)

AN

速效磷/
(mg·kg-1)

AP

速效钾/
(mg·kg-1)

AK
pH 碳氮比C/N

T0 0.25±0.02d 0.65±0.06b 5.16±0.25d 17.17±1.49 29.78±5.45c 159.33±16.67c 8.77±0.05a 21.06±1.17a

T1 0.28±0.03cd 0.74±0.05a 5.56±0.61d 19.69±2.49 44.42±6.40b 249.33±38.90a 8.58±0.13c 20.25±0.85a

T2 0.41±0.09a 0.81±0.04a 7.84±0.50a 33.38±8.72 66.80±6.57a 295.00±38.90a 8.55±0.09c 19.73±3.80a

T3 0.39±0.05ab 0.76±0.08a 7.27±0.58b 30.33±8.72 63.70±6.64a 286.00±50.07a 8.59±0.06c 18.90±1.17a

T4 0.32±0.06bc 0.79±0.07a 6.22±0.67c 24.36±4.71 51.36±4.13b 244.00±59.87ab 8.61±0.08bc 20.13±2.72a

T5 0.32±0.09bc 0.75±0.05a 5.49±0.47d 22.96±7.47 46.41±7.05b 192.00±16.59bc8.70±0.04ab 17.88±3.67a

P-value <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 >0.05

注:同列数据后不同字母表示处理间差异达显著差异(P<0.05)。下同。

Note:Differentlowercaseletterswithinacolumnindicatedsignificantdifference(P<0.05).Thesamebelow.
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效性必然与土壤微生物群落结构变化间存在着紧

密的联系。

2.2 有机与无机肥配施对土壤细菌群落多样性

及组成的影响

表2中土壤有机、无机培肥措施下各处理土

壤样品细菌文库的覆盖率均超过0.97,说明土壤

细菌的物种信息得到了较充分的体现,测序结果

能反映土壤细菌群落的真实情况。土壤细菌群落

丰富度指数(Chao1指数、Ace指数)、多样性指数

(Shannon指数、Simpson指数)在各处理之间均

无显著差异(P>0.05)。这说明与对照相比,连
续8a的土壤培肥措施总体上并未显著改变细菌

群落的丰富度及多样性。

表2 有机肥与无机肥配施对细菌多样性及丰富度的影响(x±s)

Table2 Effectsoforganicfertilizerandinorganicfertilizerapplicationto
soilbacterialcommunitiydiversityandrichnessindex

处 理
Treatment

观察样本数
Observedspecies

香浓指数
Shannon

辛普森指数
Simpson

Chao1指数
Chao1

ACE指数
ACE

覆盖率
Goodscoverage

谱系多样性
PDwholetree

T0 2589.17±132.61a 9.53±0.19a 1.00±0.00a 3319.66±177.32a 3340.08±206.29a 0.97±0.00a 226.88±11.01a

T1 2467.50±162.56a 9.48±0.19a 1.00±0.00a 3038.89±346.07a 3107.35±335.68a 0.97±0.00a 217.16±13.16a

T2 2389.33±94.96a 9.40±0.17a 1.00±0.00a 3219.79±719.27a 2997.41±188.84a 0.97±0.00a 208.33±11.90a

T3 2677.50±181.58a 9.68±0.08a 1.00±0.00a 3261.13±360.93a 3318.66±366.21a 0.97±0.01a 234.17±20.98a

T4 2541.33±290.62a 9.32±0.69a 0.99±0.01a 3120.62±409.81a 3204.87±386.20a 0.97±0.00a 231.15±22.77a

T5 2535.17±460.86a 9.43±0.50a 0.99±0.00a 3154.73±681.89a 3205.56±689.57a 0.97±0.01a 225.43±39.54a

P-value 0.48 0.65 0.49 0.93 0.68 0.81 0.37

  试验中总计36个土壤样品共获得的细菌序

列46531条,3494个细菌 OTUs,分属于58门

67纲143目271科639属435种。相对丰度较

高的前10门中变形菌门 (Proteobacteria),放线

菌门 (Actinobacteria)、酸杆菌门 (Acidobacte-
ria)、拟 杆 菌 门 (Bacteroidetes)、芽 单 胞 菌 门

(Gemmatimonadetes)的相对丰度均较高(图1)。
除了未确定门的其他细菌类群外,其余5门中绿

湾菌门(Chloroflexi)所占比例分别为3.22%~
4.86%,厚 壁 菌 门 (Firmicutes)为 0.69% ~
6.11%、梭杆菌门(Fusobacteria)为0.0068%~
1.068%、疣 微 菌 门 (Verrucomicrobia)为

1.26%~1.61%、奇古菌门为(Thaumarchaeota)

0.82%~1.79%,所占比例均较低。
变形菌门中,除T4 与T0 间的相对丰度无明

显差异外,T1、T2、T3、T5 处理与 T0 相比,相对

丰度 分 别 提 高 5.18%、19.83%、11.91%、

9.90%,所占比例达37.76%~43.03%,变形菌

门为优势门(图1)。与对照(T0)相比,外源较高

量有机碳与化肥配施处理(T2、T3)的变形菌门相

对丰度平均增幅为11.91%~19.83% ,明显高

于低量外源有机碳和化肥配施以及单施化肥处理

的增加幅度。酸杆菌门也表现出类似的趋势,但
外源较低量有机碳配施化肥的情况下,酸杆菌门

相对丰度却表现出较对照降低的趋势,平均下降

为10.52%~14.41%。不同处理下基于门水平

上拟杆菌门相对丰度较对照处理都呈上升的趋

势;较低量外源有机碳和化肥配施处理中,其相对

丰度为13.88%~15.40%,与较高量外源有机碳

与化肥配施处理下的相对丰度相比,拟杆菌门的

相对丰度反而高出了10.70%、24.14%。
土壤细菌基于门水平上的相对丰度方差分析

结果表明(图1),门水平上,单施化肥处理下,相
对丰度较高的前10个门中土壤放线菌门(P=
0.001)、酸杆菌门(P=0.002)、芽孢杆菌门(P=
0.013)、绿湾菌门(P=0.001)与对照间有极显著

性差异。牛粪配 施 化 肥 处 理 的 土 壤 变 形 菌 门

(P=0.00866)、放线菌门(P=0.0027)、绿湾菌

门(P=0.00013)与对照间有极显著差异;而羊

粪配施化肥下,则表现为变形菌门(P=0.032)、
绿湾菌门(P=0.046)有显著性差异。较高量有

机碳及化肥配施下,细菌前10门的相对丰度中,
除绿湾菌门(P=0.008197)在牛粪配施化肥、羊
粪配施化肥间有极显著差异外,其他菌门间的相

对丰度无明显差异。较低量有机碳及化肥配施

下,细菌前10门的相对丰度中各菌门的相对丰度

间均无明显差异,基于门水平上的细菌组成比较

相似;但与对照相比,T4、T5 处理也仅表现为绿湾

菌门(P=0.026、P=0.029)有显著性差异。变

形菌门、放线菌门、酸杆菌门、拟杆菌门、芽单胞菌

门是宁夏中部旱作区不同有机、无机培肥模式下

土壤的优势菌群;与对照相比,各有机、无机培肥
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方式下的土壤样品主要菌门的相对丰度之间存在

差异。
根据Beta多样性距离矩阵进行层次聚类分

析,比较土壤细菌群落的相似性和差异关系可以

看出(图1),6个处理可聚为4大类,其中T0、T1
处理分别单独聚为一类;T2 和 T3处理的细菌群

落聚类关系较近,聚为一类;T4、T5在聚类关系

上也较近。总体上,低量外源有机碳配施化肥处

理下土壤菌群结构相似度与T0 处理间较近,其
与高量外源有机碳和化肥配施以及单施化肥处理

间的差异较大;牛粪配施化肥与羊粪配施化肥处

理间的土壤菌群结构相似度较高。外源有机碳量

的高低及有机肥料类型会对土壤细菌群落相似性

产生影响。

图1 基于加权配对算术平均法的土壤细菌群落聚类分析及门水平上分类学组成和分布

Fig.1 Theclusteringanalysisofsoilbacterialcommunities,thetaxonomiccompositionandthe
distributionbasedonthephylumlevelbythemethodofWeightedPairedArithmeticMean(PGMA)

图2 不同有机与无机培肥方式影响下的土壤

细菌Beta多样性非度量多维尺度分析

Fig.2 Analysisofsoilbacterialbetadiversityof
NonmetricMultidimensionalscaling(NMDS)

underthetreatmentoforganicfertilizer
andchemicalfertilizerapplication

  采用非度量多维尺度分析(NMDS)来反映土

壤细菌群落的Beta多样性,结果表明(图2),对
于基于门水平上的土壤细菌群落,不同有机与无

机肥配施措施下各采样点彼此间距离较近。整体

上,T2、T3 与T0 的距离较T1 和T4 与T0间的距

离稍远,这说明中长期有机、无机培肥措施下,高

量外源有机碳配施化肥(T2、T3)对土壤细菌Beta
多样性的影响较其他处理略高。通过对999个排

列组合的相似性(ANOSIM)分析发现,与 T0 相

比,有机、无机肥配施各措施对土壤细菌Beta多

样性的影响均显著。其中T1 与T0 相比(ANO-
SIM,R=0.94,P<0.01)、T2 与T0 相比(ANO-
SIM,R=1.00,P<0.01)、T3 与T0 相比(ANO-
SIM,R=0.67,P<0.01)、T4 与T0 相比(ANO-
SIM,R=0.29,P<0.01)、T5 与T0 相比(ANO-
SIM,R=0.35,P<0.01)均有显著性差异。但

低量外源有机碳配施化肥的T4、T5 之间(ANO-
SIM,R=-0.003,P=0.487)无显著性差异。高

量外源有机碳配施化肥的 T2、T3 之间(ANO-
SIM,R=0.33,P=0.006)有显著性差异。可见,
有机、无机相结合的培肥方式以及外源有机碳类

型在持续培肥下会对土壤细菌群落组成产生显著

影响。

2.3 有机与无机肥配施下土壤细菌群落与土壤

性质的相关分析

主成分分析(PCA)分析显示了不同有机、无
机培肥方式下,土壤理化性质与基于门水平上细

菌相对丰度之间的关系(图3)。第一排序轴、第
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二排序轴能分别在累积变量61.53%和17.14%
上解释相对丰度较高的前十门细菌群落的空间变

化。变形菌门、酸杆菌门、芽单胞菌门的相对丰度

与土壤pH、土壤碱解氮呈负相关;厚壁菌门、梭
菌门、奇古菌门的相对丰度与土壤pH、土壤碱解

氮呈正相关;拟杆菌门的相对丰度与土壤有机碳

间有正相关关系(图3-A)。图3-B中,土壤细菌

群落的Simpson指数和Shannon指数以及ACE
和Chao1丰富度指数均与土壤有机碳和碱解氮

呈负相关。第一排序轴、第二排序轴分别解释了

土壤 细 菌 丰 富 度、多 样 性 变 化 的 87.82% 和

9.67%。第一排序轴对不同有机、无机培肥措施

下的土壤细菌丰富度及多样性的变化解释量要比

第二、三、四排序轴解释量的总和还要大。

  Chao1.Chao1指数 Chao1index;ACE.ACE指数 ACEindex;Shannon-香浓指数 Shannoindex;Simpson-辛普森指数 Simpson

index;pH;TN.土壤全氮 Totalnitrogen;TP.土壤全磷 Totalphouphorus);AP.土壤速效磷 Availablephosphorus;AN.土壤碱解氮

 Availablenitrogen;AK.土壤速效钾 Availablepotassium;OC.土壤有机碳 Organiccarbon;C/N.土壤碳氮比 Ratioofsoilcarbon

andnitrogen;N/P.土壤氮磷比 Ratioofsoilnitrogenandphosphorus

图3 基于门水平上土壤壤细菌相对丰度、多样性与土壤理化性状间的主成分分析

Fig.3 Principalcomponentanalysis(PCA)betweenrelativeabundance,diversityandrichnessof
soilbacterialcommunitiesbasedonphylumlevelandsoilphysicalandchemicalcharacteristics

3 讨 论

3.1 有机与无机肥配施对土壤理化性质的影响

试验结果表明,连续8a有机、无机相结合的

培肥方式,显著提高了土壤主要理化性状指标中

各养分的含量,化肥配施牛粪(T2)、羊粪(T3)等
较高量外源有机碳处理对土壤有机碳质量分数增

加的效果较为显著。相关研究也证实,单施化肥、
有机肥配施化肥均能显著提高土壤氮、磷等养分

含量[15];氮肥、磷肥结合的长期定位试验显著增

加了土壤总氮、有效氮、有效磷、总有机碳的含

量[16]。分析认为,由于土壤有机质具有储存营养

物质,驱动微生物活动和养分循环、促进土壤物理

性质和保水能力等功能[17]。因此,培肥过程中,
随外源输入有机碳数量的增加,有机、无机结合的

方法促进了植物枯落物、植物地下作物根茬以及

根系分泌物来增加碳的输入量,而输入较高量外

源有机肥也可以直接为土壤提供丰富的有机碳

源。Hai等[17]也认为,长期有机肥施用对土壤有

机质的正效应可归因于有机肥的施用增加了土壤

可提取的不稳定态及矿物结合态有机质库的缘

故。因此,土壤有机质是直接和间接地影响土壤

物理、化学、生物和土壤性质的主要因子[18]。
土壤C/N可以反映土壤碳和氮循环中的复

合效应影响,通常用作估算土壤有机质质量的参

数,其与土壤硝化和有机质的分解有关[19]。本试

验中,有机肥、化肥配施有降低土壤C/N值的趋

势,但各处理间无显著差异。相关研究认为,低

C/N的有机物质输入可以导致土壤碳的正启动

效应[19]。这意味着,可能由于牛粪、羊粪、生物有

机肥往往具有相对较低的C/N,在化学氮肥施用

量一定的情况下,随外源有机碳的输入,土壤微生

物的分解速率加快。此外,土壤低C/N增加与碳

循环有关酶的活性,相应加速纤维素、木质素和其

他难以分解碳源的降解,进一步提高碳的有效性

和氮相关的酶活性,通过提高氮的矿化速率,增加
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无机氮的含量[20]。这也就解释为什么外源有机

肥配施化肥情况下,土壤C/N在不同培肥方式下

均较低的原因。

3.2 有机肥与无机肥配施对土壤细菌群落多样

性的影响

通常认为,有机和无机肥料的施用会影响土

壤微生物的多样性、组成、丰富度和功能,各种有

机物料的施用会对微生物多样性产生不同的影

响[21]。由于土壤细菌是土壤生产力的基础,在土

壤化学、物理性质,包括养分循环、有机物分解等

方面伴有重要的角色。因此,伴随着施肥而引起

土壤化学性状的改变就会影响细菌群落的组成和

多样性[22]。已有报道发现,粪肥施用可以缓解长

期施用无机肥导致的细菌多样性下降[23]。但本

研究结果表明,连续8a不同有机、无机配施的土

壤培肥措施下土壤细菌的多样性和丰度与对照处

理间均无显著差异。这与杨亚东等[24]在长期施

肥(11a)和灌溉对土壤细菌多样性和群落结构影

响中发 现,施 有 机 肥 和 化 肥 处 理 的 细 菌 群 落

ACE、Chao1和香浓指数差异均不显著的研究结

果是一致的。但张凯煜等[25]研究认为,肥料类

型、施肥活动与土壤微生物群落组成及其多样性

紧密相关,由于向土壤中人为大量输入外源物质

从而导致土壤生态系统稳定性改变,有可能是导

致土壤细菌群落多样性下降的主要原因。樊晓刚

等[26]认为,土壤微生物通常具有比较稳定的多样

性特征,其多样性一般比较稳定,在土壤培肥过程

中,短期土壤培肥,对土壤微生物的影响作用比较

有限。随培肥措施的应用,尽管土壤氮、磷、钾等

无机元素和有机质等可利用性增加,能为更多的

微生物提供生长和繁殖的条件,但由于土壤物理、
化学性质(例如土壤类型、pH、含盐量)、作物品

种、作物与微生物间的交互作用差异仅对特定细

菌的发育产生较大影响[27]。此外,目前的研究证

实,土壤细菌的多样性主要由土壤pH 和空间距

离决定[28]。土壤pH 是土壤微生物生物量和细

菌群落多样性的限制因素[24]。因此,试验中同一

试验地的不同有机、无机培肥措施下尽管已实施

8a,但土壤pH的差异只有0.07~0.22,这可能

是导致不同处理下土壤细菌多样性只有极小差

别,无显著性差异的原因。
耕地土壤细菌群落结构的变化明显依赖于土

壤的理化性质,如土壤pH[29]、土壤类型[30]和土

壤有机物含量的变化[31]。因此,在不同的土壤培

肥措施下土壤优势菌群就可能存在变化。本试验

结果表明,有机、无机相结合的土壤培肥措施下,
土壤变形菌门是优势菌门,土壤变形菌门、放线

菌门、酸杆菌门相对丰度均较高,无论高量或低量

外源有机物与化肥配施均提高土壤变形菌门的相

对丰度,降 低 土 壤 放 线 菌 门 的 相 对 丰 度。Liu
等[29]结果也证实畜禽粪便与化肥配合施用下土

壤酸杆菌门,变形菌门、放线菌门、拟杆菌门和芽

单胞菌门是土壤中普遍存在的主要类群。长期施

用有机肥料和化学肥料下土壤绿湾菌门、变形菌

门和酸杆菌门的相对丰度的总和超过总序列的

70%,是不同处理下的主要菌门[32]。施用化肥能

引起某些细菌种群的变化,无机化肥的施用可导

致a-变形杆菌和g-变形杆菌的增殖,降低古细菌

和氯酸杆菌的相对丰度[16]。分析认为,有机与无

机肥配施增加土壤有机碳、全磷、速效磷等土壤养

分,能消弱环境因子对土壤细菌群落的影响。例

如,试验中在有机与无机培肥结合后放线菌门相

对丰度反而降低,是因为土壤中放线菌门的优势

多倾向于土壤有机质含量较低的土壤中,而外源

土壤有机碳的输入及有机碳累积抑制了土壤放线

菌门细菌的增长[32];变性菌门、拟杆菌门、酸杆菌

门的细菌更适合于土壤养分含量相对较丰富的土

壤,而导致相对丰度增加的趋势。
相关研究证实,绝大多数优势菌门都与土壤

化学因子有一定的相关性[33]。本研究中,拟杆菌

门的相对丰度与土壤有机碳呈正相关;相对丰度

较高的变形菌门等细菌类群与土壤pH、土壤碱

解氮质量分数呈负相关。这同侯建伟等[34]在研

究中得出变形菌门相对丰富度与土壤碱解氮呈显

著负相关(P<0.05)是一致的,但与土壤pH 和

C/N与变形菌门极显著正相关的结论正好相反。
侯建伟等[34]认为,由于细菌是土壤中最重要的分

解者,因此长期无机或有机肥料的施用会导致能

有效利用土壤营养物质的特定微生物的富集。通

常而言,变形菌门细菌是一种营养丰富的共生性

细菌,多 存 在 于 富 含 土 壤 有 机 碳 的 土 壤 条 件

下[28]。因此,化肥配施下,外源有机碳种类以及

添加量高低导致土壤有机质含量的增加,可能是

通过影响土壤pH、碱解氮等因子与土壤细菌菌

群的相互作用,从而促进参与分解过程的土壤细

菌碳同化强弱来改变其群落组成的相对丰度。

4 结 论

变形菌门是中、长期有机、无机培肥措施下土
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壤细菌群落的优势菌门,受外源有机碳输入数量

及有机肥类型的影响,基于门水平上土壤细菌群

落结构组成的相对丰度发生改变,但土壤细菌群

落的丰富度和多样性在不同处理间无显著差异。
土壤pH、土壤碱解氮、有机碳含量高低是驱

动基于门水平上土壤主要细菌类群相对丰度高低

变化的主要影响因素。有机与无机相结合的培肥

方式对提高土壤肥力,促进旱作农业生产过程中

合理施肥制度选择具有重要作用。
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Abstract Inordertorevealtheresponsemechanismofsoilbacterialcommunitiestoorganicmanure
andinorganicfertilizerapplicationinaridregion,thefarmlandsoilecosystemwasselectedasthere-
searchobject,andthesoilbacterialcommunitystructureanddiversitywereanalyzedbyhigh-through-
putsequencingtechnologyafter8aorganicmanureandinorganicfertilizerapplication.Therelation-
shipbetweensoilbacteriacommunitiesdiversityandstructurewasalsodiscussedbasedonthephylum
levelandsoilphysicalandchemicalproperties.Theresultsshowedthatthesoilphysicalandchemical
characteristicsweresignificantlyaffectedbycontinuousorganicandinorganicfertilizationapplication,

buttheratioofsoilcarbonandnitrogendecreased.46531sequencesofthebacterialV3-V4regionbe-
longedto3494OTUs,thetotal3494soilbacteriaoperationaltaxonomicunits(OTUs)weredivided
into58phylum,67class,143order,271families,639genusand435species.However,thesoilbacteri-
alcommunityrichnessindexanddiversityindexwerenotsignificantdifferenceunderthedifferentor-
ganicandinorganicfertilizationapplication.TherelativeabundanceofProteobacteriaofalltreatments
accountedfor35.91%-42.03%,anditwasadominantphylumofbacteria.Therewasasignificantor
obviouslysignificantdifferencefortherelativeabundanceofProteobacteriaandChloroflexibetween
thetreatmentsofcowmanureorsheepmanurewithchemicalfertilizer,comparedwiththecontrol.
Thetop10bacteriawiththehigherrelativeabundancewerenotsignificantdifferencebetweenthe
treatmentofpotassiumfulvicacidandbio-organicfertilizerwithchemicalfertilizerbasedonthephy-
lumlevel.Thecompositionofsoilbacterialcommunitiesweresimilarbetweenthecontrolandthe
treatmentsbyorganicfertilizercombinedwiththeloweramountsoforganiccarbonandchemicalfer-
tilizerapplication,whiletherewereahighersimilaritybetweencowmanureandsheepmanurecom-
binedwithchemicalfertilizer.TherelativeabundancesofProteobacteria,Acidobacteria,andGammati-
monadeteswerenegativelycorrelatedwithsoilpHandsoilavailablenitrogen.Basedon78.67%and
97.49%ofaccumulatedvariablesinprincipalcomponentanalysis(PCA)ordinationofbasedonthe
phylumleve,therelationshipbetweentherelativeabundanceofthedominantbacteria,soilbacterial
communitiesdiversityandsoilphysicochemicalpropertiescouldbeexplainedseparately.SoilpHand
theavailablenitrogenwerethemaindrivingfactorsaffectingtherelativeabundanceofAcidobacteria
andActinobacteria.Thecompositionandthestructureofsoilbacterialcommunitywereinfluencedby
thevarietiesandtheamountsoforganicfertilizerwithadditionofexogenousorganicmatterinsoilun-
derthethemediumandlong-termorganicandinorganicfertilizationapplication.
Keywords Organicandinorganicfertilization;High-throughputsequencing;Bacteria;Diversity;

Communitystructure
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