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轮作休耕模式对土壤细菌群落的影响
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摘　 要:以黄土高原半干旱区 ９ 种轮作休耕模式土壤为研究对象ꎬ分别设残膜覆盖(Ｔ１)、伏天深耕(Ｔ２)、施牛羊

粪(７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋深翻耕(３０ ｃｍ)＋连续休耕 ３ ａ(Ｔ３)、施牛羊粪(７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋深翻耕(３０ ｃｍ)＋连续种植豌

豆 ３ ａ 并在盛花期翻压还田(Ｔ４)、施牛羊粪(７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋深翻耕(３０ ｃｍ)＋连续 ３ ａ 种植豌豆(每 ｋｇ 豌豆种子拌

根瘤菌粉 ８.５ ｇ)并在盛花期翻压还田(Ｔ５)、玉米秸秆粉碎(还田量 ７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋施牛羊粪(７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋深
翻耕(３０ ｃｍ)＋连续休耕 ３ ａ(Ｔ６)、玉米秸秆粉碎(还田量 ７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋施牛羊粪(７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋深翻耕(３０
ｃｍ)＋连续 ３ ａ 种植毛苕子并在盛花期翻压还田(Ｔ７)、玉米秸秆粉碎(还田量 ７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋施牛羊粪(７ ５００ ｋｇ
ｈｍ－２)＋深翻耕(３０ ｃｍ)＋连续 ３ ａ 种植毛苕子并在盛花期翻压还田(Ｔ８)等 ８ 个处理ꎬ以连续休耕 ３ ａ 为对照(ＣＫ)ꎬ采
用１６Ｓ ｒＲＮＡ扩增子测序技术对土壤细菌群落组成、丰度和多样性等特征进行研究ꎬ分析了土壤养分与细菌种群多样

性的相关关系ꎮ 结果表明ꎬ９ 种休耕轮作模式下ꎬ土壤细菌群落中相对丰度较高的前 ５ 位菌门依次为变形菌门(Ｐｒｏ￣
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)(２６.３３％~３７.３３％)、酸杆菌门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ) (１７.９３％ ~ ２１.４３％)、放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ) (１２.４２％ ~
１９.４１％)、芽单胞菌门(Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ)(６.９８％~１０.９９％)和绿弯菌门(Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ)(６.４８％~１０.５０％)ꎮ 其中 Ｔ１、Ｔ５

处理显著升高了硝化螺旋菌门的相对丰度(分别为 ５０.０４％和 ４２.４４％)ꎬＴ２处理显著提高了变形菌门和拟杆菌门的相

对丰度(分别为 ３１.５１％和 １５９.９６％)ꎬＴ６、Ｔ７处理显著增加了芽单胞菌门的相对丰度(分别为 ２８.３６％和 ２８.３３％)ꎬＴ８

处理显著增高了奇古菌门的相对丰度(５１９.７９％)ꎮ 不同轮作休耕模式的土壤全氮含量均高于 ＣＫꎮ 细菌群落丰富度

指数除 Ｔ７处理外ꎬ其余处理均高于 ＣＫꎮ 冗余分析和 Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ 置换检验结果显示ꎬ土壤全氮、全钾、速效氮含量对

土壤细菌群落结构影响显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
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ｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｌｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＣＫ. Ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎｄｅｘｅｓ (ＡＣＥ ａｎｄ Ｃｈａｏ１)
ｏｆ ａｌｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｅｘｃｅｐｔ Ｔ７ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＣＫ. Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ (ＲＤＡ) ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｄｒｉｖｅｎ ｂｙ ｓｅｖｅｒａｌ ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｒｉｅｔｉｅｓ. Ｔｈｅ Ｍｏｎｔｅ
Ｃａｒｌｏ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬ ｔｏｔａｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍꎬ ａｎｄ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｆａｌｌｏｗ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅꎻ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｂｕｎｄａｎｃｅꎻ ｓｏｉｌ ｎｕｔｒｉｅｎｔꎻ ｓｅｍｉ￣ａｒｉｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ
Ｌｏｅｓｓ Ｐｌａｔｅａｕ

　 　 黄土高原是中国文明发祥地及主要旱作农业

生产区[１]ꎮ 近年来ꎬ由于降雨集中、植被覆盖度降

低、特殊的土壤性质以及人类不合理的利用导致黄

土高原水土流失日益严重ꎬ现已成为国内水土流失

最严重的区域[２]ꎮ 水土资源的短缺与流失严重制

约了黄土高原区的经济发展ꎬ限制黄土区生态恢复

和土地生产力提高[３]ꎮ 为了坚守耕地红线ꎬ保障国

家粮食安全ꎬ更好地实施“藏粮于地、藏粮于技”战

略ꎬ实现节约地下水、保护生态环境的目标ꎬ国家提

出在部分地区探索试行耕地轮作休耕制度ꎮ ２０１６
年ꎬ将河北省地下水漏斗区、湖南省长株潭重金属

污染区、贵州及云南省石漠化区、甘肃省生态严重

退化区作为我国的休耕试点区[４]ꎮ 这对提高我国

土壤质量、促进农业提质增效[５]、维护食品安全和

保障生态安全[６]均具有重要意义ꎮ
已有研究表明ꎬ稻麦还田[７]、麦秸还田[８]、绿肥

还田[９－１０]、耕作方式[１１]等能够显著改变土壤细菌群

落ꎻ农田种植制度[１２]、耕作方式(如免耕、旋耕、深
松) [１３]、休耕[１４]等对物种多样性有重要影响ꎮ 而有

关甘肃省生态严重退化区轮作休耕模式与技术措

施对细菌群落的影响少见报道ꎮ 为此ꎬ本试验对甘

肃省黄土高原半干旱区不同轮作休耕模式下土壤

化学性质及细菌群落多样性进行了研究ꎬ从微生物

和养分的角度探讨黄土高原半干旱地区休耕轮作

最佳模式ꎬ旨在为该地区农业的可持续发展提供理

论依据和技术支持ꎬ亦为我国科学推行休耕轮作制

度试点工作提供现实参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 研究区概况

试验地位于甘肃省永靖县新寺乡大湾岘村

(３６°００′Ｎꎬ１０３°１２′Ｅ)ꎬ地处陇西黄土高原丘陵沟壑

区ꎬ境内山大沟深ꎬ土质疏松ꎬ水土流失严重ꎬ属温带

半干旱偏旱气候类型ꎬ海拔 １ ９５７ ｍꎬ年均温度８.７℃ꎬ>
１０℃积温 ２ ７５０℃ꎬ年均降雨量 ２６０ ｍｍꎬ且年际、季节性

分布不均ꎬ降雨主要集中在 ７—９ 月ꎬ蒸发量高达１ ５００
ｍｍꎮ 样地 ０~２０ ｃｍ 土层的 ｐＨ 值为 ８.２４ꎬ全氮、全磷、
全钾、有机质含量分别为 １.０９、０.１５、８.２５、３.４５ ｇｋｇ－１ꎮ
１.２　 试验设计

试验采用完全随机设计ꎬ于 ２０１７ 年 ５ 月设置 ９
种轮作休耕模式 (表 １)ꎬ小区面积 ５６ ｍ２ (７ ｍ ×
８ ｍ)ꎬ区间距为 ８０ ｃｍꎬ３ 次重复ꎮ 豆科绿肥作物豌

豆(Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ)、毛苕子( Ｉｉｃｉａ ｖｉｌｌｏｓａ)和箭筈豌豆

(Ｖｉｃｉａ ｓａｔｉｖａ)的播种量分别为 ９０、４５、７０ ｋｇｈｍ－２ꎬ
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表 １　 不同轮作休耕模式

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｆａｌｌｏｗ ｍｏｄｅｓ

代码 Ｃｏｄｅ 处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＣＫ 连续休耕 ３ ａ
Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｔｈｒｅｅ ｙｅａｒｓ ｏｆ ｆａｌｌｏｗ

Ｔ１
残膜覆盖ꎬ即前茬地膜玉米收获后ꎬ除去秸秆ꎬ未去除残膜ꎬ连续休耕 ３ ａ
Ａ ｔｈｒｅｅ￣ｙｅａｒ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｐｌａｓｔｉｃ ｆｉｌｍ ｍｕｌｃｈｉｎｇ

Ｔ２
伏天深耕ꎬ即每年三伏天深耕 １ 次ꎬ连续休耕 ３ ａ
Ａ ｔｈｒｅｅ￣ｙｅａｒ ｄｅｅｐ ｔｉｌｌａｇｅ ｉｎ ｈｏｔ ｓｕｍｍｅｒ

Ｔ３
施牛羊粪(７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋深翻耕(３０ ｃｍ)＋连续休耕 ３ ａ
Ａｐｐｌｙ ｃａｔｔｌｅ ａｎｄ ｓｈｅｅｐ ｍａｎｕｒｅ ｏｆ ７５００ ｋｇｈｍ－２ꎬ ｔｈｅｎ ｄｅｅｐ ｔｉｌｌａｇｅ ｏｆ ３０ ｃｍ ｆｏｒ ３ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｙｅａｒｓ ｏｆ ｆａｌｌｏｗ

Ｔ４

施牛羊粪(７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋深翻耕(３０ ｃｍ)＋连续 ３ ａ 种植豌豆并在盛花期翻压还田
Ａｐｐｌｙ ｃａｔｔｌｅ ａｎｄ ｓｈｅｅｐ ｍａｎｕｒｅ ｏｆ ７ ５００ ｋｇｈｍ－２ꎬ ａｆｔｅｒ ｄｅｅｐ ｔｉｌｌａｇｅ ｏｆ ３０ ｃｍ ｐｌａｎｔｉｎｇ Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ ｆｏｒ ３ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｙｅａｒｓ ａｎｄ ｒｅｔｕｒｎｉｎｇ ｔｏ
ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｉｎ ｆｕｌｌ ｂｌｏｏｍ

Ｔ５

施牛羊粪(７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋深翻耕(３０ ｃｍ)＋连续 ３ ａ 种植豌豆(每 ｋｇ 种子拌根瘤菌粉 ８.５ ｇ)并在盛花期翻压还田
Ａｐｐｌｙ ｃａｔｔｌｅ ａｎｄ ｓｈｅｅｐ ｍａｎｕｒｅ ｏｆ ７ ５００ ｋｇｈｍ－２ꎬ ａｆｔｅｒ ｄｅｅｐ ｔｉｌｌａｇｅ ｏｆ ３０ ｃｍ ｐｌａｎｔｉｎｇ Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ ｗｉｔｈ ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｐｏｗｄｅｒ ８.５ ｇｋｇ－１ ｆｏｒ ３
ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｙｅａｒｓ ａｎｄ ｒｅｔｕｒｎｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｉｎ ｆｕｌｌ ｂｌｏｏｍ

Ｔ６
玉米秸秆粉碎(还田量 ７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋施牛羊粪(７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋深翻耕(３０ ｃｍ)后连续休耕 ３ ａ
Ｃｏｒｎ ｓｔｒａｗ ｃｈｏｐｐｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｔｕｒｎｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ７ ５００ ｋｇｈｍ－２ꎬ ｔｈｅｎ ｄｅｅｐ ｔｉｌｌａｇｅ ｏｆ ３０ ｃｍ ｆｏｒ ３ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｙｅａｒｓ

Ｔ７

玉米秸秆粉碎(还田量 ７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋施牛羊粪(７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋深翻耕(３０ ｃｍ)＋连续 ３ ａ 种植毛苕子并在盛花期翻压还田
Ｃｏｒｎ ｓｔｒａｗ ｃｈｏｐｐｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｔｕｒｎｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ７ ５００ ｋｇｈｍ－２ꎬ ａｆｔｅｒ ｄｅｅｐ ｔｉｌｌａｇｅ ｏｆ ３０ ｃｍ ｐｌａｎｔｉｎｇ Ｉｉｃｉａ ｖｉｌｌｏｓａ ａｎｄ ｒｅｔｕｒｎｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｉｎ
ｆｕｌｌ ｂｌｏｏｍ

Ｔ８

玉米秸秆粉碎(还田量 ７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋施牛羊粪(７ ５００ ｋｇｈｍ－２)＋深翻耕(３０ ｃｍ)＋连续 ３ ａ 种植箭筈豌豆并在盛花期翻压还田
Ｃｏｒｎ ｓｔｒａｗ ｃｈｏｐｐｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｔｕｒｎｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ７ ５００ ｋｇｈｍ－２ꎬ ｔｈｅｎ ａｐｐｌｙ ｃａｔｔｌｅ ａｎｄ ｓｈｅｅｐ ｍａｎｕｒｅ ｏｆ ７ ５００ ｋｇｈｍ－２ꎬ ａｆｔｅｒ ｄｅｅｐ ｔｉｌｌａｇｅ
ｏｆ ３０ ｃｍ ｐｌａｎｔｉｎｇ Ｖｉｃｉａ ｓａｔｉｖａ ａｎｄ ｒｅｔｕｒｎｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｉｎ ｆｕｌｌ ｂｌｏｏｍ

播种深度 ３ ｃｍꎬ行距 ３０ ｃｍꎮ 休耕第 ３ 年即 ２０１９ 年

９ 月 ２１ 日用土钻在各小区按“Ｓ”形路线采取 ０ ~ ２０
ｃｍ 土层土样ꎬ３ 次重复ꎮ 土样混匀后装入灭菌袋中

用冰盒带回ꎬ在－８０℃冰箱中保存备用ꎮ 土样分为

两份ꎬ一份用于土壤化学指标测定ꎬ另一份用于土

壤微生物总 ＤＮＡ 提取ꎮ
１.３　 测定方法

土壤化学指标测定:土壤全氮( ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬ
ＴＮ)采用凯氏定氮法测定ꎬ全磷( ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎬ
ＴＰ)采用 ＨＣ１Ｏ４－浓 Ｈ２ＳＯ４外加热消煮法(分光光度

法)测定ꎬ全钾( ｔｏｔａｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍꎬＴＫ)采用 ＨＣｌＯ４ －ＨＦ
外加热消煮法(火焰光度法)测定ꎬ速效氮(ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬ ＡＮ ) 采 用 碱 解 扩 散 法 测 定ꎬ 速 效 磷

( ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎬ ＡＰ ) 采 用 ０. ５ ｍｏｌ  Ｌ－１

ＮａＨＣＯ３浸提－钼锑抗比色法测定ꎬ速效钾(ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｏｔａｓｓｉｕｍꎬＡＫ)采用 ＮＨ４ＯＡｃ 浸提(火焰光度法)测
定ꎬ有机质( ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒꎬＯＭ)采用重铬酸钾容量

法(外加热法)测定ꎬ土 ∶ 水为 １ ∶ ５ 悬液用 ｐＨ Ｓ－４
智能酸度计测定[１５]ꎮ

土壤总 ＤＮＡ 提取及细菌 １６ ＳｒＲＮＡ 基因扩增:采
用 ＣＴＡＢ 法对土壤基因组 ＤＮＡ 进行提取ꎬ用琼脂糖

凝胶电泳检测 ＤＮＡ 的纯度和浓度ꎬ取适量的样本

ＤＮＡ 于离心管中ꎬ使用无菌水稀释样本至 １ ｎｇμｌ－１ꎮ

以稀释后的基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ对细菌１６Ｓ ｒＲＮＡ
基因 Ｖ４ 区采用带 Ｂａｒｃｏｄｅ 的特异性引物[１６](５１５Ｆ
和 ８０６Ｒ)进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ每个样品 ３ 次重复ꎮ 根据

ＰＣＲ 产物浓度进行等量混样ꎬ充分混匀后使用 ２％
的琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物ꎬ对目的条带使用

Ｑｉａｇｅｎ 公司提供的胶回收试剂盒回收产物ꎮ 使用

ＴｒｕＳｅｑ  ＤＮＡ ＰＣＲ－Ｆｒｅｅ Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 建
库试剂盒进行文库构建ꎬ构建好的文库经过 Ｑｕｂｉｔ
和 Ｑ－ＰＣＲ 定量ꎬ文库合格后ꎬ使用 ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 进

行上机测序ꎮ 对 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ 测序得到的下机

数据( Ｒａｗ ＰＥ) 进行拼接和质控[１７]ꎬ得到 Ｃｌｅａｎ
ｔａｇｓꎬ再进行嵌合体过滤ꎬ得到可用于后续分析的有

效数据(ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｔａｇｓ)ꎮ
１.４　 数据分析

利用 Ｕｐａｒｓｅ 软件对样品的有效序列进行 ＯＴＵｓ
聚类 ( Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓꎬ相似度 ９７％ 以

上)ꎬ用 Ｍｏｔｈｕｒ 方法[１８] 与 Ｓｉｌｖａ 软件的 ＳＳＵｒＲＮＡ 数

据库[１９]进行物种注释(设定阈值为 ０.８ ~ １.０)ꎻ采用

ＭＵＳＣＬＥ(３.８.３１)软件[２０] 进行快速多序列比对ꎬ最
后对测序数据进行标准化处理ꎬ采用 Ｑｉｉｍｅ(１.９.１)
软件计算 Ａｌｐｈａ 多样性指数ꎬ使用 Ｒ 软件(２.１５.３)
绘制稀释曲线ꎮ

用 Ｅｘｃｅｌ ２００３ 进行数据统计ꎬ用 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件
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对数据进行单因素方差分析(Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ用
Ｄｕｎｃａｎ 法对数据进行多重比较ꎮ 用 ＣＡＮＯＣＯ ４.０
软件对细菌优势群落与土壤化学指标间的相互关

系进行冗余分析ꎬ并采用 Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ 置换检验计算

因子的重要性ꎬ其中置换次数设为 ９９９ 次ꎬ显著性水

平为 Ｐ<０.０５ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 土壤化学性质

由表 ２ 可知ꎬ不同轮作休耕模式对土壤全量养

分、速效养分、有机质及 ｐＨ 值均有显著影响(Ｐ <
０.０５)ꎮ 其中全氮、全磷、全钾含量的变化范围分别

为 ３.９７~ １１.９７ ｇｋｇ－１ꎬ０.１６ ~ ０.２６ ｇｋｇ－１ꎬ９.４９ ~
１１.０８ ｇｋｇ－１ꎬ全氮含量各处理均显著高于 ＣＫꎻ全
磷含量 Ｔ５和 Ｔ６处理显著大于 ＣＫꎬ其余处理与 ＣＫ 差

异不显著ꎻ全钾含量 Ｔ２处理与 ＣＫ 差异不显著ꎬ其余

处理均显著高于 ＣＫꎮ 各处理速效氮、速效磷、速效

钾含量分别在 ９８.１４ ~ １２４.４４ ｍｇｋｇ－１、０.８１ ~ ２.６２
ｍｇｋｇ－１、２８.８５ ~ ４３.１５ ｍｇｋｇ－１范围内变化ꎬ其中

速效氮含量 Ｔ２处理与 ＣＫ 差异不显著ꎬ其余处理均

显著低于 ＣＫꎻ速效磷含量 Ｔ５ 和 Ｔ６ 处理显著低于

ＣＫꎬＴ７处理与 ＣＫ 差异不明显ꎬ其余处理均显著高于

ＣＫꎻ速效钾含量 Ｔ５和 Ｔ６处理显著低于 ＣＫꎬＴ１处理显

著大于 ＣＫꎬ其余处理与 ＣＫ 差异均不显著ꎮ Ｔ１、Ｔ２、
Ｔ６处理的有机质含量与 ＣＫ 差异不显著ꎬ其他处理

均显著小于 ＣＫꎮ ｐＨ 值 Ｔ１、Ｔ６、Ｔ７处理与 ＣＫ 差异不

显著ꎬ其余处理均显著低于 ＣＫꎮ
２.２　 土壤细菌群落丰度与 Ａｌｐｈａ 多样性分析

由表 ３ 可知ꎬ通过高通量测序ꎬ过滤掉低质量的

序列后ꎬＣＫ、Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５、Ｔ６、Ｔ７、Ｔ８处理的有效

序列分别 为 ７８３２５、 ８０７８８、 ７９１０４、 ７７３４２、 ８１７１１、
８２４０９、８３９９４、 ７８４１３、 ８１６６２ꎻ ＯＴＵ 数分别为 ３２７１、
３５３６、３３２１、３３４２、３３５２、３４９０、３１９９、３２９８、３４６１ꎮ 由

图 １ 可知ꎬ各样品文库的覆盖度均在 ９８％以上ꎬ并结

合样品稀释曲线均趋于平缓ꎬ说明本研究测序数据

合理ꎬ能够准确反映出土壤细菌群落的真实信息ꎮ
不同处理土壤细菌群落丰富度指数(Ｃｈａｏ１ 指数和

ＡＣＥ 指数)Ｔ７处理与 ＣＫ 差异不显著ꎬ其余处理均显

著高于 ＣＫꎬ且 Ｔ３ 处理最大ꎻ细菌群落多样性指数

(Ｓｉｍｐｓｏｎ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ－ｗｉｅｎｅｒ 指数)各处理间差异不

显著ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ所有样品中共有 ＯＴＵｓ 数目为

２４７４ 个ꎬ其中 ＣＫ、Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５、Ｔ６、Ｔ７、Ｔ８各处理

中所特有的 ＯＴＵｓ 数目分别为 １０８、２０９、１１６、９１、
１０２、１１１、７６、１２３ 和 １１５ 个ꎮ

表 ２　 各样地土壤化学性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ (ｍｅａｎ±ＳＤꎬ ｎ＝ ３)

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐＨ

有机质
ＯＭ / (ｇｋｇ－１)

全氮
ＴＮ / (ｇｋｇ－１)

全磷
ＴＰ / (ｇｋｇ－１)

全钾
ＴＫ / (ｇｋｇ－１)

速效氮
ＡＮ / (ｍｇｋｇ－１)

速效磷
ＡＰ / (ｍｇｋｇ－１)

速效钾
ＡＫ / (ｍｇｋｇ－１)

ＣＫ ７.３７±０.０８ａ １６.６６±０.６５ａ ３.９７±０.０３ｆ ０.１９±０.０３ｃｄ ９.４９±０.０９ｄ １２３.３３±０.６２ａ １.２１±０.１１ｃ ３８.３８±１.１６ｂｃ
Ｔ１ ７.３９±０.０４ａ １５.１１±１.４７ａ ５.５５±０.０３ｅ ０.１８±０.０１ｃｄ １０.２３±０.０５ｃ １１５.５１±１.１０ｂ １.８２±０.０４ｂ ４３.１５±１.３８ａ
Ｔ２ ７.２８±０.０４ｂ １５.３８±１.６４ａ ５.２８±０.１６ｅ ０.２０±０.００ｃｄ ９.６７±０.２５ｄ １２４.４４±１.８７ａ ２.５４±０.３０ａ ３８.９２±１.３９ｂ
Ｔ３ ７.２６±０.０６ｂ １１.６４±１.０２ｂ ７.１１±０.５４ｄ ０.１６±０.０２ｄ １０.１１±０.１１ｃ １１１.３８±１.６２ｃｄ １.５９±０.０１ｂ ３６.８３±０.２４ｃ
Ｔ４ ７.２７±０.０５ｂ １０.７７±０.６７ｂｃ ８.４５±０.１０ｃ ０.２０±０.０３ｃｄ １０.３８±０.２２ｃ ９８.１４±１.７８ｆ ２.６２±０.１０ａ ３７.９８±１.１５ｂｃ
Ｔ５ ７.２６±０.０５ｂ １１.５０±１.０６ｂ ７.２２±０.１９ｄ ０.２２±０.０１ａｂ １１.０８±０.１３ａ １０４.７８±０.１９ｅ ０.８７±０.０４ｄ ２８.８５±０.４５ｅ
Ｔ６ ７.３６±０.０６ａ １４.３５±０.５９ａｂ １１.９７±０.３９ａ ０.２６±０.０２ａ １０.６８±０.１２ｂ １１０.０６±２.６０ｄ ０.８１±０.０３ｄ ３２.５２±０.７０ｄ
Ｔ７ ７.３９±０.０４ａ １２.６７±０.７２ｂ １０.７３±１.２７ｂ ０.１６±０.０２ｄ １０.２０±０.１３ｃ １１４.２０±１.８９ｂｃ １.３２±０.０４ｃ ３７.１７±０.１１ｂｃ
Ｔ８ ７.２９±０.０８ｂ ９.０９±０.２８ｃ ８.２２±０.１２ｃ ０.２１±０.０２ｂｃ １０.１６±０.１７ｃ １１３.２８±１.８１ｂｃ １.６０±０.１７ｂ ３８.３０±１.２４ｂｃ

　 　 注:同列不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ｔｈｅ ０.０５ ｌｅｖｅｌ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ３　 样品序列数统计、丰富度与多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓａｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓꎬ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

有效序列
Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

分类单元
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ＯＴＵｓ

香农－威纳指数
Ｓｈａｎｎｏｎ－ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ

辛普森指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ 指数
ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ

覆盖度
Ｃｏｖｅｒａｇｅ / ％

ＣＫ ７８３２５±３３１ ３２７１±１３５ ９.６９±０.０１ａ ０.９９６±０.００ａ ３６０９.５７±１２１.０３ｃ ３７２０.８６±１９０.１０ｃ ０.９８７±０.００
Ｔ１ ８０７８８±９８９ ３５３６±２３４ ９.８４±０.１７ａ ０.９９７±０.００ａ ３９３０.５３±２６３.６１ｂ ４０２５.１１±３０１.３６ａｂ ０.９８６±０.００
Ｔ２ ７９１０４±９８６ ３３２１±１９０ ９.６２±０.１１ａ ０.９９６±０.００ａ ３７３５.７３±１９９.３９ｂ ３８２３.４８±２７４.２０ｂ ０.９８７±０.００
Ｔ３ ７７３４２±１４２ ３３４２±１６１ ９.５９±０.１２ａ ０.９９６±０.００ａ ４６３４.３１±１６２.１７ａ ４１０４.３９±４７３.１０ａ ０.９８３±０.００
Ｔ４ ８１７１１±９２９ ３３５２±１１８ ９.７２±０.０７ａ ０.９９６±０.００ａ ３７０１.８４±１２８.７１ｂ ３７９１.１３±１４３.９５ｂ ０.９８７±０.００
Ｔ５ ８２４０９±１０９２ ３４９０±１５４ ９.８２±０.０７ａ ０.９９７±０.００ａ ３９１６.０７±１５６.６０ｂ ４０３９.５３±２１８.５５ａｂ ０.９８５±０.００
Ｔ６ ８３９９４±１１５３ ３１９９±１３４ ９.５８±０.１３ａ ０.９９６±０.００ａ ３７５８.７８±３５０.３８ｂ ３８０３.３７±２４１.３１ｂ ０.９８５±０.００
Ｔ７ ７８４１３±１２８５ ３２９８±１３２ ９.８０±０.０７ａ ０.９９７±０.００ａ ３６３７.３６±１６２.８２ｃ ３７２２.０４±２０７.８６ｃ ０.９８８±０.００
Ｔ８ ８１６６２±６２６ ３４６１±１４８ ９.８５±０.１１ａ ０.９９７±０.００ａ ３９１７.１１±１４４.６０ｂ ３９４８.１５±１５３.６４ｂ ０.９８６±０.００
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图 １　 样品稀释曲线

Ｆｉｇ.１　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｓａｍｐｌｅｓ

　 　 　 　

图 ２　 土壤细菌 ＯＴＵｓ 分布花瓣图

Ｆｉｇ.２　 Ｆｌｏｗｅｒ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ＯＴＵｓ

２.３　 不同轮作休耕模式土壤细菌群落分布

２.３.１　 门水平上的群落组成　 由图 ３ 可知ꎬ各处理

细菌群落相对丰度从大到小位于前十位的细菌门

分别 为: 变 形 菌 门 ( Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ) ( ２６. ３３％ ~
３７.３３％)、 酸 杆 菌 门 ( Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ) ( １７. ９３％ ~
２１.４３％)、 放 线 菌 门 ( Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ) ( １２. ４２％ ~
１９.４１％)、芽单胞菌门(Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ) (６. ９８％
~ １０. ９９％)、 绿 弯 菌 门 ( Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ) ( ６. ４８％ ~
１０.５０％)、 拟 杆 菌 门 ( Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ) ( ３. １０％ ~
８.９５％)、 棒 状 杆 菌 门 ( Ｒｏｋｕｂａｃｔｅｒｉａ ) ( １.９７％ ~
３.５３％)、 疣 微 菌 门 ( Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ ) ( １.６３％ ~
２.３７％)、 硝 化 螺 旋 菌 门 ( Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ ) ( ０.７２％ ~
１.１７％)、 奇 古 菌 门 ( Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ ) ( ０.１８％ ~
１.１４％)ꎬ共占细菌总数的 ９３.３７％~９５.８５％ꎮ 其中变形

菌门、酸杆菌门、放线菌门、芽单胞菌门和绿弯菌门

占细菌总数的 ８１.５０％~８７.０１％ꎬ说明这 ５ 个门的细

菌为优势菌群ꎮ 除疣微菌门外ꎬ不同处理细菌在门

分类水平上相对丰度有一定的差异ꎬ其中变形菌

门、拟杆菌门 Ｔ２处理显著高于 ＣＫ(Ｐ<０.０５)ꎬ其他处

理与 ＣＫ 无明显差异ꎻ酸杆菌门 Ｔ８处理显著小于 ＣＫ
(Ｐ<０.０５)ꎬ其他处理与 ＣＫ 差异不显著ꎻ放线菌门

Ｔ１、Ｔ２处理显著低于 ＣＫ(Ｐ<０.０５)ꎬ其他处理与 ＣＫ
差异不显著ꎻ芽单胞菌门 Ｔ６、Ｔ７处理显著高于 ＣＫ(Ｐ
<０.０５)ꎬ其他处理与 ＣＫ 差异不显著ꎻ绿弯菌门 Ｔ２处

理显著低于 ＣＫ(Ｐ<０.０５)ꎬ其他处理与 ＣＫ 差异不显

著ꎻ棒状杆菌门 Ｔ２、Ｔ６、Ｔ８ 处理显著小于 ＣＫ (Ｐ <
０.０５)ꎬ其他处理与 ＣＫ 差异不明显ꎻ奇古菌门 Ｔ８处

理最高并显著大于 ＣＫ(Ｐ<０.０５)ꎬ其他处理与 ＣＫ 差

异不显著ꎻ硝化螺旋菌门 Ｔ１、Ｔ５处理显著大于 ＣＫ(Ｐ
<０.０５)ꎬ其他处理与 ＣＫ 差异不显著ꎮ
２.３.２　 属水平上的群落组成　 由图 ４ 可知ꎬ各处理

细菌群落相对丰度从大到小位于前十位的细菌属

图 ３　 门分类水平下的细菌群落相对丰度

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

分 别 为: 鞘 氨 醇 单 胞 菌 属 ( Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ )、
Ａｄｈａｅｒｉｂａｃｔｅｒ 属、未分类酸杆菌属、内共生菌属(Ｂｕｃｈ￣
ｎｅｒａ)、芽生球菌属(Ｂｌａｓｔｏｃｏｃｃｕｓ)、黄杆菌属(Ｆｌａｖｉｓｏｌｉ￣
ｂａｃｔｅｒ)、黄曲霉属(Ｆｌａｖｉａｅｓｔｕｒａｒｉｉｂａｃｔｅｒ)、Ｇａｉｅｌｌａ 属、
Ｈａｌｉａｎｇｉｕｍ 属、芽单胞菌属(Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ)ꎬ其他类

群的相对丰度占８０.０７％ ~８７.７０％ꎮ 除未分类酸杆菌

属外ꎬ细菌在属分类水平上各处理相对丰度有一定的

差异ꎮ 其中鞘氨醇单胞菌属、Ａｄｈａｅｒｉｂａｃｔｅｒ 属、黄曲霉

属和黄杆菌属 Ｔ２处理均显著高于 ＣＫ(Ｐ<０.０５)ꎬ其他

处理与 ＣＫ 差异不显著ꎻ芽生球菌属 Ｔ１处理显著低于

ＣＫ(Ｐ<０.０５)ꎬ其他处理与 ＣＫ 差异不显著ꎻＧａｉｅｌｌａ 属

Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３处理显著小于 ＣＫ(Ｐ<０.０５)ꎬ其他处理与 ＣＫ
差异不明显ꎻＨａｌｉａｎｇｉｕｍ 属 Ｔ１、Ｔ４处理差异不显著ꎬ
且均显著高于 ＣＫ(Ｐ<０.０５)ꎬ其他处理与 ＣＫ 差异不
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图 ４　 属分类水平下的细菌群落相对丰度

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

显著ꎻ芽单胞菌属 Ｔ３、Ｔ６、Ｔ７、Ｔ８处理显著大于 ＣＫ(Ｐ
<０.０５)ꎬ其余处理与 ＣＫ 差异不显著ꎻ内共生菌属各

处理间无明显差异ꎮ
２.４　 细菌群落结构与土壤性质的关系

为进一步分析不同土壤环境因子对细菌门水

平群落结构的影响ꎬ对细菌群落结构与土壤环境因

子进行 ＲＤＡ 分析(图 ５)ꎮ 结果表明ꎬＲＤＡ１、ＲＤＡ２
分别解释总变异的 ４７.９５％和 ８.４９％ꎮ 其中变形菌

门、疣微菌门与速效氮、速效磷、速效钾、有机质呈

正相关ꎬ与全磷、全氮呈负相关ꎻ放线菌门、绿弯菌

门、奇古菌门与全氮、全磷、全钾呈正相关ꎬ与速效

氮、速效磷、速效钾、有机质呈负相关ꎻ芽单胞菌门、
硝化螺旋菌门、酸杆菌门、棒状杆菌门与全钾、ｐＨ 呈

正相关ꎬ而拟杆菌门与全钾、ｐＨ 呈负相关ꎮ 置换检

验的结果显示(表 ４)ꎬ全氮、全钾、速效氮是主导细

菌群落变化的主要因子ꎮ

３　 讨　 论

土壤细菌不仅能够快速、高效地分解与转化营

养物质[２１]、影响植物对养分的获取和土壤肥力ꎬ而
且细菌群落结构的差异和变化规律能反映土壤现

状及变化趋势ꎬ可用来指示土壤生态功能[２２]ꎮ 通过

对不同轮作休耕处理 １０ 大优势菌门分析发现ꎬ变形

菌门、酸杆菌门、放线菌门、芽单胞菌门和绿弯菌门

是本研究中的优势菌门ꎬ这一结果与多数学者的研

究结果相一致[２３－２４]ꎮ 变形菌门是土壤中最主要的细

菌类群ꎬ其代谢活动是土壤中最主要的细菌活动[２５]ꎮ

图 ５　 细菌群落与土壤环境因子冗余分析

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ａｎｄ ｓｏｉｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

表 ４　 冗余分析 Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ 置换检验结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ

因子
Ｆａｃｔｏｒ

解释率
Ｅｘｐｌａｉｎａｔｉｏｎ / ％

贡献率
Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ / ％ Ｒ２ Ｐ

ｐＨ ３.４ ５.４ １.７ ０.１４６
有机质 ＯＭ １.１ １.７ ０.５ ０.６３６
全氮 ＴＮ ７.７ １２.０ ２.８ ０.０３８
全磷 ＴＰ ２.７ ４.３ １.４ ０.２４
全钾 ＴＫ ２７.２ ４２.７ ９.３ ０.００２

速效氮 ＡＮ ８.７ １３.７ ４.２ ０.０１
速效磷 ＡＰ ６.７ １０.５ ２.８ ０.０５４
速效钾 ＡＫ ６.２ ９.７ ２.４ ０.０９２

酸杆菌门是嗜酸菌ꎬ植被类型会影响其分布[２６]ꎬ不
同休耕轮作模式使土壤 ｐＨ 值下降(ｐＨ 值由 ８.２４ 下

降为 ７.２６~７.３９)ꎬ有利于酸杆菌生存ꎮ 放线菌门是

土壤养分供给的主要来源ꎬ其产生的孢子能够抵抗

外界不利的环境条件[２７]ꎮ 芽单胞菌门是典型的植

物促生菌ꎬ通过与植物互作ꎬ进行生物固氮ꎬ诱导植

物分泌植物激素ꎬ促进植物生长ꎮ 绿弯菌具有生态

恢复的能力ꎬ可以增强土壤中营养物质的吸收[２８]ꎬ
本研究显示 Ｔ２处理(伏天深耕)的绿弯菌较低ꎬ其余

轮作休耕模式均优化了土壤环境ꎮ
土壤微生物参与完成土壤中各种复杂的生化

反应过程[２９]ꎮ 本研究表明ꎬ土壤细菌群落多样性

(Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ)指数无显著性变化ꎬ这是由于

样地具有相同的田间管理模式ꎬ表明样地土壤细菌

群落均匀度较高ꎻ细菌群落丰富度指数(Ｃｈａｏ１ 和

ＡＣＥ)ꎬ除 Ｔ７处理外ꎬ其余轮作休耕模式均高于 ＣＫꎬ
这是由于不同休耕轮作模式根系分泌物的不同影

响了土壤细菌群落多样性[３０]ꎮ
大量研究表明ꎬ土壤化学性质与土壤微生物关

系密切[２２ꎬ３１－３２]ꎮ 本研究中土壤优势菌门与土壤化
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学因子都有一定的相关性ꎬ其中土壤全氮、全钾、速
效氮含量是主导土壤细菌群落结构产生变化的主

要因子ꎬ表明不同休耕轮作模式的土壤化学性质不

同ꎬ改变了微生物物种组成及其结构ꎮ

４　 结　 论

在门分类水平上ꎬ变形菌门、酸杆菌门、放线菌

门、芽单胞菌门和绿弯菌门是黄土高原半干旱区不

同轮作休耕模式下土壤的优势细菌门ꎬ占整个细菌

类群丰富度的 ８１.５０％~８７.０１％ꎬ其中 Ｔ６处理的丰富

度最大为 ８７.０１％ꎬＴ２处理的丰富度最低为 ８１.５０％ꎻ
Ｔ１、Ｔ５处理显著升高了硝化螺旋菌门的相对丰度ꎬＴ２

处理显著提高了变形菌门和拟杆菌门的相对丰度ꎬ
Ｔ６、Ｔ７处理显著增加了芽单胞菌门的相对丰度ꎬＴ８处

理显著增高了奇古菌门的相对丰度ꎮ 不同轮作休耕

模式的土壤全氮含量均显著高于 ＣＫꎬ土壤细菌群落

丰富度指数(Ｃｈａｏ１ 和ＡＣＥ)除 Ｔ７处理外ꎬ其余处理均

显著高于 ＣＫꎻ土壤全氮、全钾、速效氮含量是不同轮

作休耕模式土壤细菌群落结构演变的重要因素ꎮ
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