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长期施用绿肥对小麦玉米间作
土壤微生物的影响

许小虎１ꎬ车宗贤１ꎬ２ꎬ赵　 旭１ꎬ崔　 恒１ꎬ２ꎬ张久东１ꎬ２

(１.甘肃农业大学ꎬ甘肃省农业科学院土壤肥料与节水农业研究所ꎬ甘肃 兰州 ７３００７０ꎻ
２.农业部甘肃耕地保育与农业环境科学观测试验站ꎬ甘肃 武威 ７３３０１７)

摘　 要:利用 Ｂｉｏｌｏｇ 微平板法和高通量测序技术ꎬ研究小麦玉米间作条件下ꎬ不同长期施肥处理土壤微生物对不

同碳源的利用差异以及土壤微生物群落在门、属水平上的变化ꎬ探明长期施用绿肥对土壤微生物群落多样性及代谢

功能的影响ꎮ 结果表明:长期施用绿肥可显著提高土壤有机质、速效磷和速效钾含量ꎬ降低土壤 ｐＨ 值ꎬ增强土壤微

生物碳源代谢能力ꎮ 不同施肥条件下ꎬ放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)和变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)为土壤优势菌群ꎬ绿肥

处理的放线菌门丰度最高(２９.９４％)ꎬ农家肥处理最低(２２.９５％)ꎻ秸秆还田处理的变形菌门丰度最高(２２.３２％)ꎬ对照

处理最低(１８.８５％)ꎻ酸杆菌门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ)、绿弯菌门(Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ)、厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)在各个处理中的相对

丰富度较高ꎬ分别为 １３.３９％~１９.７１％、１０.８５％~１４.５６％、３.５４％ ~ １２.９８％ꎮ 长期施用绿肥有效提高了土壤放线菌门、
厚壁菌门、芽孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)以及假节杆菌属(Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ)的丰度ꎬ降低了酸杆菌门的丰度ꎬ增加了土壤微

生物种群数量ꎮ 综上可知ꎬ长期施用绿肥不仅可以提高土壤肥力ꎬ还能增强土壤抵御土传病害的能力ꎮ
关键词:施肥ꎻ土壤微生物ꎻ长期定位试验ꎻ群落多样性
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　 　 微生物是土壤生物区系最重要的组成部分ꎬ也
是土壤生态系统中极其活跃的部分ꎬ在土壤养分转

化循环、抗干扰能力以及可持续生产力中发挥了重

要作用[１－３]ꎮ 近年来ꎬ国内外学者对土壤微生物群

落结构及多样性开展了全方面研究ꎬ梁斌等[４] 研究

发现ꎬ施用氮肥能有效增加土壤微生物的氮含量ꎻ
蔡燕飞等[５]通过研究表明ꎬ有机肥能够改善土壤微

生物生态环境ꎬ有效提高土壤微生物量ꎬ特别是有

机肥和有机无机肥配施在整个生育期对土壤微生

物数量的增加作用明显ꎮ 化肥对当季作物的生长

有重要促进作用[６]ꎬ但其当季损失率较高[７]ꎬ对土

壤培肥贡献不大ꎬ且高量氮肥会导致土壤中 ＮＯ－
３ －Ｎ

大量累积ꎬ增加污染环境的风险[８]ꎮ
绿肥作为一类纯天然的肥料ꎬ将其翻压还田可

以有效提高土壤的有机质含量[９]ꎬ改善土壤理化性

质ꎬ为微生物的生长繁殖提供良好的环境[１０]ꎮ 万水

霞等[１１]研究表明ꎬ与不施肥的土壤相比ꎬ长期施用

绿肥的土壤中微生物总量显著增加了 ５８. ０９％ ~
８６.８６％ꎬ尤其是细菌数量增加了 ７７.９３％~１１２.７６％ꎮ
高菊生等[１２]研究表明ꎬ与冬闲处理相比ꎬ绿肥还田

能促进水稻增产ꎬ其增产稳定性较好ꎬ还能显著增

加土壤有机质含量ꎬ提高土壤全氮、碱解氮含量ꎬ加
速土壤矿化ꎬ促进水稻对磷素及钾素的吸收ꎮ 李文

广等[１３]研究发现ꎬ黄土高原旱地麦后复种饲料油菜

还田后ꎬ有效改善了土壤细菌群落组成ꎬ增加了有

益菌的丰度ꎬ酸杆菌门、芽单胞菌门以及硝化螺旋

菌门丰度显著增加ꎮ
Ｂｉｏｌｏｇ 技术由美国 Ｂｉｏｌｏｇ 公司于 １９８９ 年研发ꎬ

能够用于鉴定细菌、霉菌等多种微生物ꎬ并且可以

判断微生物群落的代谢活性以及生长发育情况[１４]ꎮ
高通量测序技术是目前应用最为普遍的测序技术ꎬ
与传统的基因测序方法相比ꎬ它具有灵敏性高、准
确性高以及成本较低的特点ꎬ通过检测土壤微生物

的遗传物质ꎬ能够准确、全面、快速地了解土壤微生

物群落的复杂性以及多样性[１５－１６]ꎮ 本研究基于农

业部甘肃耕地保育与农业环境科学观测试验站长

期定位试验田(１９８８ꎬ灌漠土)ꎬ利用 Ｂｉｏｌｏｇ 技术以

及高通量测序技术研究长期施用绿肥对土壤养分、
微生物代谢功能及微生物群落组成的影响ꎬ探讨长

期施用绿肥对土壤肥力的影响ꎬ以期为建立科学的

施肥制度、提高土壤肥力提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 研究区概况

试验地位于甘肃省武威市凉州区农业部甘肃

耕地保育与农业环境科学观测试验站长期定位试

验田(１０２°４０′Ｅꎬ３８°３７′Ｎ)ꎬ地处温带大陆性干旱气

候区ꎬ海拔 １ ５０４ ｍꎬ年均气温 ７. ７℃ꎬ降水量 １５０
ｍｍꎬ蒸发量 ２ ０２１ ｍｍꎬ日照时数 ３ ０２３ ｈꎬ无霜期约

１５０ ｄꎮ 试验地土壤为灌漠土ꎬ长期定位试验于 １９８８
年开始ꎬ初始耕层(０~２０ ｃｍ)土壤基本理化性质为:
速效钾 １８０ ｍｇｋｇ－１ꎬｐＨ 值 ８.８ꎬ容重 １.４ ｇｃｍ－３ꎬ
孔隙度 ４７.８％ꎬ有机质 １６.４ ｇｋｇ－１ꎬ全氮 １.０６ ｇ
ｋｇ－１ꎬ全磷 １.５０ ｇｋｇ－１ꎬ有效磷 １３.０ ｍｇｋｇ－１ꎮ
１.２　 试验设计

本研究设置了 ５ 个不同施肥处理ꎬ分别为绿肥

(Ｇ)、化肥(Ｎ)、农家肥(Ｍ)、小麦秸秆(Ｓ)、不施肥

(ＣＫ)ꎬ每个处理 ３ 次重复ꎬ共 １５ 个小区ꎬ随机排列ꎬ
小区面积为 ３１.０５ ｍ２(６.９ ｍ×４.５ ｍ)ꎮ 绿肥主要为

箭筈豌豆鲜草(含有机质 ４５５ ~ ５０４ ｇｋｇ－１ꎬ全氮

３６.９~４０.１ ｇｋｇ－１ꎬ全磷 ５.４２ ~ ７.００ ｇｋｇ－１ꎬ全钾

２８.４~３０.３ ｇｋｇ－１)ꎬ秸秆主要为小麦秸秆ꎻ绿肥与

小麦秸秆分别在前一年 １０ 月初铡成 ２０ ｃｍ 左右的

小段ꎬ翻压在 ３０ ｃｍ 的耕层内ꎬ随即灌水ꎬ以利腐解ꎮ
农家肥为牛粪(含有机质 １８０ ~ ２２０ ｇｋｇ－１ꎬ全氮

１.７８~２.０５ ｇｋｇ－１ꎬ全磷 １.８３ ~ ２.５８ ｇｋｇ－１ꎬ全钾

２３.１~３０.０ ｇｋｇ－１)ꎬ播种前将其粉碎后翻压在 ３０
ｃｍ 的耕作层内ꎮ 绿肥、小麦秸秆、农家肥全部作为

基肥一次性施入土壤ꎻ化肥主要为尿素ꎬ施用方法

为 ２０％基施＋８０％追施ꎮ 绿肥和小麦秸秆的施用量

分别为每公顷农田鲜绿肥或小麦秸秆的平均产量ꎬ
而化肥与农家肥的施用量为当地农户施用肥料的

最佳量ꎮ 除不施肥处理(ＣＫ)外ꎬ其余处理均在小麦

播种前基施磷肥(Ｐ ２Ｏ５)１５０ ｋｇｈｍ－２ꎬ除化肥处理

外的其他处理全生育期不再施肥ꎬ具体施肥方案见

表 １ꎮ
供试玉米为‘利单 ２９５’ꎬ小麦为‘宁春 ５３ 号’ꎮ

试验地为小麦玉米间作田(每年 ３ 月中旬播种小

麦ꎬ４ 月中旬播种玉米ꎬ间作模式为小麦—玉米—小

麦)ꎬ且每年倒茬(倒茬次序为 ７ 月底收获小麦ꎬ１０
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月中旬收获玉米ꎬ收获后统一翻地ꎬ来年种小麦的

行改种玉米)ꎮ 单种小麦播种量为 ３７５ ｋｇｈｍ－２ꎬ带
田小麦播种量为 ２２５ ３７５ ｋｇｈｍ－２ꎬ玉米保苗 ６７
５００ 株ｈｍ－２ꎻ小麦玉米带田采用 １５０ ｃｍ 带幅(小
麦 ∶ 玉米＝ ７０ ｃｍ ∶ ８０ ｃｍ)ꎮ 播种、除草、配药、收获

等农事均为人工操作ꎬ３ 月中旬播种小麦ꎬ４ 月中上

旬出苗ꎬ７ 月中旬收获ꎻ４ 月中下旬覆膜播种玉米ꎬ５
月初出苗ꎬ１０ 月初收获ꎮ 熟制为一年一熟ꎮ

表 １　 施肥方案

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｃｈｅｍｅ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

施肥种类
Ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

ｔｙｐｅ

施肥量
Ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ

Ｇ 绿肥
Ｇｒｅｅｎ ｍａｎｕｒｅ

绿肥为箭筈豌豆鲜草(陇箭 １ 号)ꎬ施
肥量为 ４５ ０００ ｋｇｈｍ－２

Ｔｈｅ ｇｒｅｅｎ ｍａｎｕｒｅ ｉｓ ａｒｒｏｗ ｐｅａ ｆｒｅｓｈ
ｇｒａｓｓ (Ｌｏｎｇｊｉａｎ Ｎｏ.１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｅｒｔｉｌｉ￣
ｚａｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｉｓ ４５ ０００ ｋｇｈｍ－２

Ｎ
化肥

Ｃｈｅｍｉｃａｌ
ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ

化肥主要为尿素ꎬ施肥量为 ３７５ ｋｇ
ｈｍ－２

Ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ｕｒｅａꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｉｓ ３７５ ｋｇ
ｈｍ－２

Ｍ
农家肥
Ｆａｒｍ

ｍａｎｕｒｅ

农家肥为当地的土圈粪ꎬ施肥量为
１２０ ０００ ｋｇｈｍ－２

Ｔｈｅ ｆａｒｍ ｍａｎｕｒｅ ｉｓ ｔｈｅ ｌｏｃａｌ ｓｏｉｌ ｃｉｒｃｌｅ
ｍａｎｕｒｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｉｓ
１２０ ０００ ｋｇｈｍ－２

Ｓ
小麦秸秆
Ｗｈｅａｔ
ｓｔｒａｗ

施肥量为 １０ ５００ ｋｇｈｍ－２

Ｔｈｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｉｓ １０ ５００ ｋｇ
ｈｍ－２

ＣＫ
不施肥

Ｎｏ
ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

不施任何肥料
Ｎｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｉｓ ａｐｐｌｉｅｄ

　 　 注:化肥处理(Ｎ)氮肥的施用方式为小麦播种时基施 ２０％ꎬ小麦

拔节期施肥 ２０％ꎬ玉米拔节期施肥 ３０％ꎬ玉米大喇叭口期追施 ３０％ꎬ
时间、田间管理等同当地ꎻ除不施肥对照外ꎬ其他处理基施磷肥 Ｐ２Ｏ５

１５０ ｋｇｈｍ－２ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ (Ｎ)

ｉｓ ２０％ ｆｏｒ ｗｈｅａｔ ｐｌａｎｔｉｎｇꎬ ２０％ ｆｏｒ ｗｈｅａｔ ｊｏｉｎｔｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄꎬ ３０％ ｆｏｒ ｃｏｒｎ
ｊｏｉｎｔｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄꎬ ａｎｄ ３０％ ｆｏｒ ｃｏｒｎ ｂｉｇ ｂｅｌｌ ｍｏｕｔｈ ｐｅｒｉｏｄ. Ｔｈｅ ｔｉｍｅ ａｎｄ
ｆｉｅｌｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｃａｌ ａｒｅａ. Ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｔｈｅ ｂａｓｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ Ｐ２ Ｏ５ ｉｓ １５０ ｋｇ

ｈｍ－２ .

１.３　 土壤样品采集

于 ２０２０ 年 ７ 月小麦收获后进行取样ꎬ采用对角

线采样法按不同处理取 ０~２０ ｃｍ 耕层土样 ３ 份ꎬ将
３ 份土样混合均匀ꎬ共计 １５ 个土壤混合样ꎮ 去除根

系、枯落物ꎬ将土样装入灭菌自封袋中ꎬ放入装有冰

块的保温箱ꎬ带回实验室立即冷藏ꎬ一部分过筛冷

冻用于测定土壤微生物ꎬ一部分自然风干常温保

存ꎬ用于测定土壤理化性质ꎮ

１.４　 Ｂｉｏｌｏｇ－ＥＣＯ 测定方法以及高通量测序

取 １０ ｇ 新鲜土壤样品ꎬ置于已灭菌的装有 ９０
ｍＬ ０. ８５％ ＮａＣｌ 溶液的三角瓶中ꎬ２５℃、２００ ｒ
ｍｉｎ－１条件下振荡 ３０ ｍｉｎꎬ并用 ＮａＣｌ 溶液稀释到

１０－３ ｇｍＬ－１后ꎬ向 ＥＣＯ 微平板的 ９６ 孔中分别加入

１５０ μＬ 稀释液ꎬ将接种好的 Ｂｉｏｌｏｇ－ＥＣＯ 板于 ２５°Ｃ
黑暗环境下培养 １０ ｄꎬ每隔 ２４ ｈ 在 Ｂｉｏｌｏｇ 微平板读

数仪上测定 ５９０ ｎｍ 与 ７５０ ｎｍ 波长下吸光值ꎬ并用

ＯＤ５９０ 值 与 ＯＤ７５０ 值 的 差 值 来 表 征 代 谢

活性[１７－１８]ꎮ
平均颜色变化率(Ａｖｅｒａｇｅ ｗｅｌｌ ｃｏｌｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ

ＡＷＣＤ) 表示土壤微生物利用碳源的能力ꎬ采用 Ｂｉｏｌｏｇ
微平板培养 ２４０ ｈ 的数据进行统计ꎮ 土壤微生物群

落功能多样性指数分析采用 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数和 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数ꎮ

平均颜色变化率:　 ＡＷＣＤ ＝ ∑(Ｃ ｉ － Ｒ) / Ｎ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数:　 Ｈ′ ＝ － ∑ｐｉ(ｌｎｐｉ)

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数:　 Ｄ ＝ １ － ∑ｐ２
ｉ

ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数:　 Ｕ ＝ ∑ｎ２
ｉ

式中ꎬＣ ｉ 为第 ｉ 个非对照孔的吸光值ꎬＲ 为对照孔的

吸光值ꎬＮ为微孔板中所含的３１种碳源数量ꎻｎｉ 为第

ｉ 孔的相对吸光值(Ｃ ｉ － Ｒ)ꎬｐｉ 为第 ｉ 孔的相对吸光

值与整个微平板所有相对吸光值总和的比值(Ｃ ｉ －

Ｒ) /∑(Ｃ ｉ － Ｒ)ꎮ

高通量技术使用 ３３８Ｆ ( ＡＣＴＣＣＴＡ ＣＧＧＧＡＧ￣
ＧＣＡＧＣＡＧ)和 ８０６Ｒ(ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷ ＴＣＴＡＡＴ)
对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｖ３ ~ Ｖ４ 可变区进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ
ＰＣＲ 反应条件:预变性 ９５℃ ３ ｍｉｎꎻ ９５℃ ３０ ｓꎬ５５℃
３０ ｓꎬ７２℃ ４５ ｓꎬ２７ 个循环ꎻ然后 ７２℃ 稳定延伸 １０
ｍｉｎꎬ最后 １０℃进行保存ꎮ 用 ２％的琼脂糖凝胶电泳

进行检测ꎬ并使用 ＡＸＹＧＥＮ 公司的 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ 纯

化回 收 试 剂 盒 回 收ꎮ ＰＣＲ 回 收 产 物 后ꎬ 用

ＱｕａｎｔｕｓＴＭ Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ (ＰｒｏｍｅｇａꎬＵＳＡ) 对回收产物

进行检测定量ꎮ 使用 ＮＥＸＴＦＬＥＸＲ Ｒａｐｉｄ ＤＮＡ－Ｓｅｑ
Ｋｉｔ 进行建库:(１)接头链接ꎻ(２)使用磁珠筛选去除

接头自连片段ꎻ(３)利用 ＰＣＲ 扩增进行文库模板的

富集ꎻ(４)磁珠回收 ＰＣＲ 产物得到最终的文库ꎮ 最

后将 ＰＣＲ 产物利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司 Ｍｉｓｅｑ ＰＥ３００ 平台

(上海美吉生物医药科技有限公司)进行测序[１９]ꎮ
１.５　 土壤理化性质测定

土壤 ｐＨ 值采用酸度计电位法测定[２０]ꎬ土壤有

机质、土壤速效钾、土壤速效磷含量分别采用重铬

酸钾外加热法 ＧＢ ９８３４－８８、火焰光度计法 ＧＢ ７８５６
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－８７、钼锑抗比色法 ＧＢ ７８５３－８７ 测定[２１]ꎬ土壤含水

率采用烘干法测定[２１]ꎮ
１.６　 数据处理

利用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 以及 ＳＰＳＳ ２０.０ 进行数据分析ꎬ
用 Ｄｕｎｃａｎ 法进行多重比较(α ＝ ０.０５)ꎮ 用 Ｐｅａｒｓｏｎ
法进行相关性分析ꎬ运用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 及 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１９
绘图ꎮ 土壤微生物高通量测序数据基于上海美吉

生物 医 药 科 技 有 限 公 司 云 平 台 ( ｈｔｔｐ: / / ｅｄｕ.
ｍａｊｏｒｂｉｏ.ｃｏｍ / ｌｅｓｓｏｎ / １４６３)进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 长期施用绿肥对土壤理化性质的影响

不同施肥处理对土壤理化性质的影响如表 ２ 所

示ꎬ不同施肥条件下ꎬ处理 Ｇ 的 ｐＨ 值与处理 Ｎ、处
理 ＣＫ 存在显著性差异且前者较后 ２ 个处理分别下

降了 ０.７５％和 ２.８６％ꎻ处理 Ｇ 的土壤有机质含量与

处理 Ｎ、处理 ＣＫ 存在显著性差异ꎬ且前者较后 ２ 个

处理分别高出 ４２.６４％和 ４５.６７％ꎻ处理 Ｍ 全氮含量

高于其他处理ꎬ但各处理间差异不显著ꎻ处理 Ｇ 的

速效磷和速效钾含量均显著高于处理 Ｎ 和 ＣＫꎬ速
效磷分别提高了 １５６.０５％、１ ２３３.４０％ꎬ速效钾分别

提高了 ７０.６６％和 １６.０８％ꎻ处理 Ｍ 的速效磷与速效

钾含量均远高于其他处理ꎮ 长期施用绿肥可有效

提高土壤中的有机质、速效磷和速效钾含量ꎬ且可

以降低土壤 ｐＨ 值ꎮ
表 ２　 不同施肥处理土壤理化性质(２０２０ 年)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (２０２０)

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐＨ

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ
/ (ｇｋｇ－１)

全氮
Ｔｏｔａｌ Ｎ

/ (ｇｋｇ－１)

速效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ
/ (ｍｇｋｇ－１)

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ
/ (ｍｇｋｇ－１)

ＣＫ ８.１７±０.００６ａ １８.８３±０.８８ｃｄ １.３０±０.０６ａｂ ５.３０±１.２７ｅ １１８.６０±９.２８ｄ
Ｇ ７.９４±０.０１５ｅ ２７.４３±０.３５ａ １.７９±０.０８ａｂ ７０.６７±５.６５ｂ １３７.６７±０.６７ｂｃ
Ｓ ８.１０±０.０１２ａｂ ２５.７３±０.１８ａｂ １.５７±０.０４ａｂ ６７.６０±３.４４ｂｃ １４６.００±４.９３ｂ
Ｍ ８.０８±０.０１５ｂｃ ２８.８３±０.２３ｅ ２.６８±０.３６ａ ２１５.６０±４.８３ａ ３５４.６７±５.３６ａ
Ｎ ８.００±０.０２５ｄ １９.２３±０.３７ｃ １.３４±０.０４ａｂ ２７.６０±１.７０ｄ ８０.６７±１.６７ｅ

　 　 注:同列不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉ￣

ｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.２　 长期施用绿肥对土壤微生物群落结构的影响

２.２.１　 对土壤微生物群落 ＡＷＣＤ 值的影响 　 不同

处理 ＡＷＣＤ 变化曲线如图 １ 所示ꎬ土壤微生物对碳

源的利用率随着时间的增长而逐渐上升ꎬ且呈“Ｓ”
型变化ꎬ在 ２４ ~ ４８ ｈ 内增长缓慢ꎬ４８ ~ １２０ ｈ 增长速

度加快ꎬ１６８ ｈ 达到峰值后趋于稳定ꎮ 因 １６８ ｈ 为

ＡＷＣＤ 值拐点ꎬ故选取 １６８ ｈ 的土壤微生物 ＡＷＣＤ

值进行方差分析ꎮ １６８ ｈ 时ꎬ处理 Ｇ 的 ＡＷＣＤ 值与

处理 Ｎ、处理 ＣＫ 存在显著性差异且前者较后 ２ 个

处理分别高出 ２１.７８％和 ３２.２６％ꎻ处理 Ｍ 与处理 ＣＫ
有显著性差异ꎬＭ 较 ＣＫ 提高２１.０４％ꎻ不同施肥条件

下的土壤微生物 ＡＷＣＤ 值表现为 Ｇ>Ｍ>Ｓ>Ｎ>ＣＫꎮ
处理 Ｇ 的土壤微生物 ＡＷＣＤ 值在第 １６８ ｈ 达到最

高值ꎬ且高于其他时间段的其他处理ꎻ处理 Ｇ 与处

理 Ｍ 的土壤微生物 ＡＷＣＤ 值在各时间段均高于其

他处理ꎬ说明长期施用绿肥可显著提高土壤微生物

的多样性及微生物群落的活性ꎮ
２.２.２　 对土壤微生物群落多样性指数的影响 　 不

同处理土壤微生物的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和

ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数如图 ２、图 ３、图 ４ 所示ꎮ １６８ ｈ 时ꎬ处
理 Ｍ 与处理 Ｎ 的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数之间存在显著性差

异ꎬ处理 Ｍ 比处理 Ｎ 提高了 １.５０％ꎻ处理 Ｇ、处理 Ｓ
以及处理 Ｍ 均与处理 Ｎ 在 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数上存在显

著性差异ꎬ３ 个处理分别较处理 Ｎ 提高了 ０.２１％、
０.１７％和 ０.２２％ꎻ处理 Ｇ 与处理 Ｎ、处理 ＣＫ 的 ＭｃＩｎ￣
ｔｏｓｈ 指数之间存在显著性差异ꎬ处理 Ｇ 比处理 Ｎ、处
理 ＣＫ 分别提高了 １８.４６％和 ２９.０７％ꎮ ５ 种不同施

肥条件下ꎬ土壤微生物的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指

数和 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数在 １６８ ｈ 均达到了稳定ꎬ且 ５ 种

处理的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数与 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数在第 １６８ ｈ 有

高度一致性ꎮ ２４~１２０ ｈꎬ处理 Ｎ 的 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数均

低于处理 ＣＫꎮ
２.２.３　 对土壤微生物碳源代谢能力的影响　 如图 ５
所示ꎬ不同施肥处理下土壤微生物对 ３１ 种碳源的利

用能力存在显著性差异ꎮ 处理 Ｇ 的土壤微生物碳

源代谢能力最强ꎻ处理 Ｇ 与 Ｍ 的土壤微生物代谢能

力大于 １. ０ 的碳源最多ꎬ有 ２８ 种ꎬ占总碳源的

９０.３２％ꎻ处理 Ｎ 的土壤微生物代谢能力大于 １.０ 的

碳源有 ２０ 种ꎬ占总碳源的 ６４.５２％ꎻ处理 ＣＫ 仅有 １４
种ꎬ占总碳源的 ４５.１６％ꎮ 各个处理均对 ４－羟基苯

甲酸、ｒ－羟基丁酸、Ｌ－精氨酸、Ｌ－天冬酰胺酸以及衣

康酸有着较高的利用能力ꎬ而均对 ａ－丁酮酸、ＤꎬＬ－
ａ－甘油、甘氨酰－Ｌ－谷氨酸利用率较差ꎮ

处理 Ｎ 与处理 ＣＫ 的土壤微生物对酯类、醇类

以及一些氨基酸类的利用率较差ꎬ对葡萄糖－１－磷
酸盐、Ｌ－苏氨酸、Ｌ－丝氨酸、Ｄ－半乳糖酸 γ 内脂、Ｉ－
赤藻糖醇、２－羟苯甲酸、腐胺利用率均低于其他处

理ꎻ处理 Ｇ 对酸类碳源的利用明显高于其他处理ꎻ
处理 Ｇ 与处理 Ｍ 的土壤微生物对 Ｌ－苯基丙氨酸的

利用率明显高于其他处理ꎮ 可见ꎬ处理 Ｇ 与 Ｍ 对土

壤碳源的代谢能力最强ꎮ
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图 １　 平均颜色变化率

Ｆｉｇ.１　 Ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｌｏｒ ｃｈａｎｇｅ ｒａｔｅ

　 　 　

图 ２　 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数变化图

Ｆｉｇ.２　 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ｃｈａｎｇｅ ｃｈａｒｔ

图 ３　 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数变化图

Ｆｉｇ.３　 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ｃｈａｎｇｅ ｃｈａｒｔ

　 　 　

图 ４　 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数变化图

Ｆｉｇ.４　 ＭｃＩｎｔｏｓｈ ｉｎｄｅｘ ｃｈａｎｇｅ ｃｈａｒｔ

图 ５　 微生物 １６８ ｈ 碳源利用聚类热图

Ｆｉｇ.５　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ １６８ ｈ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

　 　 通过聚类分析可以看出ꎬ处理 Ｇ 与 Ｍ 的土壤微

生物对碳源的代谢能力相似ꎬ处理 Ｎ 与 ＣＫ 的土壤

微生物对碳源的代谢能力相似ꎻ通过聚类分析将碳

源分为 ６ 类ꎬ土壤微生物对酸类碳源与单糖 /糖苷 /
聚合糖类碳源的利用情况相似ꎬ而对胺类、酯类以

及醇类碳源利用情况相似ꎮ
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２.２.４　 土壤微生物群落的 Ａｌｐｈａ 多样性分析　 利用

生信云平台对原始测序数据进行质量控制ꎬ从 １５ 个

土壤样品中共获得 ６４７ ９４９ 条高质量且有效的细菌

基因序列ꎬ通过 ９７％的 ＯＴＵ 聚类后获得 ４ ６４０ 个细

菌 ＯＴＵｓꎮ 由表 ３ 可知ꎬ不同施肥条件下 ０ ~ ２０ ｃｍ
土层土壤样本 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数大体相似ꎻＣｏｖｅｒａｇｅ 指

数均大于 ０.９７ꎬ说明各个土壤样本中基因序列被检

出率很高ꎬ能够正确合理地反映各个土壤样本中细

菌群落的多样性情况ꎻ处理 Ｇ 与处理 Ｎ、处理 ＣＫ 在

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数上存在显著差异ꎬ表明在不同类型施

肥土壤样本中细菌群落多样性存在显著差异ꎬ表现

为 Ｇ>ＣＫ>Ｎꎻ处理 Ｇ、处理 Ｓ、处理 Ｍ 的 ＯＴＵ 数目均

明显高于处理 Ｎꎻ处理 Ｎ 和处理 ＣＫ 的 ＡＣＥ 指数和

Ｃｈａｏ１ 指数均低于其他 ３ 个处理ꎮ

表 ３　 各土壤样品微生物多样性指数表

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＯＴＵ 总数
Ｔｏｔａｌ ＯＴＵ

香农指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

辛普森指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ 指数
ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ Ｃｏｖｅｒａｇｅ

ＣＫ ２６４２±３３ａ ６.６４±０.０２０ａｂ ０.００３±０.００ｂ ３２６０.８１±３７.４０ａ ３２４４.５８±２１.８７ａ ０.９７７±０.０００３３ａ
Ｇ ２６５９±７４ａ ６.５１±０.０５２ｃ ０.００３±０.００ａ ３３８０.１０±２６.４２ａ ３３６９.２７±３６.５０ａ ０.９７６±０.０００３３ｂ
Ｓ ２７００±６３ａ ６.７２±０.０２１ａ ０.００３±０.００ｂ ３３４８.５６±４２.０６ａ ３３４９.６０±４５.２４ａ ０.９７７±０.０００３３ａｂ
Ｍ ２６６９±３ａ ６.５５±０.０３０ｂｃ ０.００３±０.００ａｂ ３３４９.５４±３６.３７ａ ３３５４.５８±５２.４８ａ ０.９７６±０.０００５８ａｂ
Ｎ ２６０８±３６ａ ６.６２±０.０１５ａｂ ０.００３±０.００ｂ ３２６８.０５±３９.１８ａ ３２５５.８１±４０.８４ａ ０.９７７±０.０００５８ａｂ

２.２.５　 对土壤细菌门水平上群落结构的影响 　 将

各处理土壤样品中得到的 ＯＴＵꎬ在不同水平上进行

物种注释ꎬ选取相对丰富度大于 １.０％的细菌门分析

样品中细菌群落的组成ꎮ 如图 ６ 所示ꎬ不同施肥条

件下土壤细菌门水平的群落结构基本一致ꎬ包括 １１
个细菌门:Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ、Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ａｃｉｄｏｂａｃ￣
ｔｅｒｉｏｔａ、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ、 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ、Ｍｙｘｏｃｏｃ￣
ｃｏｔａ、Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｏｔａ、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｏｔａ、Ｍｅｔｈｙｌｏｍｉｒａ￣
ｂｉｌｏｔａ 和 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒｏｔａꎻ 其 中 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ、 Ｐｒｏ￣
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 为

优势菌门ꎮ 处理 Ｇ 中放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)的相

对丰度最高ꎬ占总丰度的 ２９.９５％ꎬ分别比处理 ＣＫ
和处理 Ｎ 提高了 ２１.３５％和 １６.８６％ꎻ变形菌门(Ｐｒｏ￣
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)相对丰度占 ２０.４５％ꎬ略高于处理 Ｎ 与处

理 ＣＫꎻ酸杆菌门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ)相对丰度最低ꎬ占
１３.３９％ꎬ而处理 ＣＫ 与处理 Ｎ 最高ꎬ分别占 １９.７１％
和 １８.２３％ꎻ绿弯菌门(Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ)占比也较低ꎬ为
１１.４％ꎬ而处理 ＣＫ 与处理 Ｎ 的相对丰度分别为

１４.５６％ 和 １３. ４３％ꎮ 处 理 Ｍ 的 厚 壁 菌 门

(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)相对丰度最高ꎬ为 １２.９８％ꎬ处理 ＣＫ 最

低ꎬ为 ３.５４％ꎬ而处理 Ｇ 的相对丰度明显高于处理

ＣＫ 与处理 Ｎꎮ
不同施肥条件下ꎬ长期施用绿肥处理的变形菌

门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)相对丰度高于其他处理ꎬ酸杆菌

门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ)、绿弯菌门(Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ)的相对

丰度则表现出相反的变化趋势ꎮ 拟杆菌门(Ｂａｃｔｅ￣
ｒｏｉｄｏｔａ)、 粘 球 菌 门 ( Ｍｙｘｏｃｏｃｃｏｔａ )、 芽 单 胞 菌 门

(Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｏｔａ)、硝化螺旋菌门(Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒｏｔａ)等
在长期不同施肥条件下土壤中的相对丰度变化不

明显ꎮ 此外ꎬ厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)仅在施用农家肥

以及绿肥的土壤中大量存在ꎬ分别占总丰度的

１２.９８％和 ７.２９％ꎬ其他施肥土壤中丰度不足 ４.００％ꎮ
２.２.６　 对土壤细菌属水群落结构的影响 　 对不同

处理土壤细菌 ＯＴＵ 丰度排名前 ２０ 的属进行聚类分

析ꎬ如 图 ７ 所 示ꎬ 处 理 Ｇ 增 加 了 芽 孢 杆 菌 属

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)、斯科尔曼菌属(Ｓｋｅｒｍａｎｅｌｌ)、假节杆菌属

(Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ) 丰度ꎬ 分别比处理 Ｎ 提高了

１２６.０６％、６５.２７％和 ３１７.１２％ꎻ处理 Ｇ 还增加了链霉

菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ)和类诺卡氏菌(Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ)的丰

度ꎬ分别比处理 Ｎ 提高了 ４３.１２％和 ２７.０１％ꎮ 而处

理 Ｇ 中 ＯＴＵ>５００ 的有 １０ 类ꎬ处理 ＣＫ 中有 １２ 类ꎬ
处理 Ｎ 中有 １１ 类ꎮ 除了不施肥对照与单施氮肥处

理ꎬ其他 ３ 种施肥处理均降低了 ＲＢ４１ 的丰度ꎮ 未

鉴别的细菌种类在各个土壤样本中也以极高的丰

度水平存在ꎮ 通过聚类分析可以看出ꎬ处理 Ｎ 与处

理 ＣＫ 对土壤细菌群落属水平上影响情况类似ꎬ处
理 Ｓ 与处理 Ｍ 情况类似ꎻ而从细菌种类的角度来

看ꎬ芽孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)、盖拉菌属(Ｇａｉｅｌｌａ)以及

芽生球菌属(Ｂｌａｓｔｏｃｏｃｃｕｓ)在不同施肥条件下相对丰

度情况类似ꎬ相对丰度较高ꎻ类诺卡氏菌属(Ｎｏｃａｒ￣
ｄｉｏｉｄｅｓ)、鞘氨醇单胞菌属(Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ)以及斯科

尔曼菌属(Ｓｋｅｒｍａｎｅｌｌａ)情况类似ꎬ相对丰度均较低ꎮ
２.２.７　 不同施肥处理土壤微生物 β 多样性分析 　
不同施肥条件下土壤细菌门水平主坐标分析

(ＰＣｏＡ)如图 ８ 所示ꎬ第 １ 主坐标轴(ＰＣ１)与第 ２ 主

坐标轴( ＰＣ２) 对样本组成差异的解释度分别为

４７.５９％和 ２６. ６９％ꎬ ２ 个主坐标轴累积解释度达

７４.２８％ꎬ说明其可以代表土壤微生物门水平群落组

成的特征ꎮ 处理 Ｇ 与处理 ＣＫ、处理 Ｎ 在 ＰＣ１ 轴上明

显分开ꎬ而处理 Ｍ 与其他样本在 ＰＣ２ 轴上明显分开ꎬ
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说明处理 Ｇ 与 ＣＫ、Ｎ 在土壤细菌微生物群落结构上

存在显著差异ꎬ而处理 Ｍ 与其他处理存在显著差异ꎮ
２.３　 长期不同施肥条件下环境因子对土壤细菌群

落的影响

２.３.１　 基于 Ｂｉｏｌｏｇ－ＥＣＯ 长期不同施肥对土壤微生

物群落多样性的影响 　 为了进一步研究土壤微生

物群落与环境因子之间的相关性ꎬ采用 ｒ 语言中 Ｖａ￣
ｇｅｎ 法进行 ＲＤＡ 分析ꎬ结果如图 ９ 所示ꎮ 各指标用

带箭头的矢量线表示ꎬ连线的长短表示微生物群落

特征与该环境因子相关系数的大小ꎬ箭头连线与排

序轴的夹角表示该环境因子与排序轴的相关性ꎬ与
排序轴的夹角越小ꎬ该指标与排序轴的相关性越

大[２２]ꎮ 从图 ９ 可以看出ꎬ６ 个环境因子对微生物群

落的影响均表现出显著性ꎬＲＤＡ１ 和 ＲＤＡ２ 解释率

分别为 ６６.４５％和 ２.９５％ꎬ其中对微生物群落影响最

大的环境因子是 ｐＨ 值( ｒ２ ＝ ０.５６５１ꎬＰ＝ ０.００４８)和有

机质 ＯＭ( ｒ２ ＝ ０.４０３８ꎬＰ＝ ０.４００)ꎮ
２.３.２　 土壤细菌在门水平下基于高通量的 ｄｂ－ＲＤＡ
分析　 土壤理化性质与细菌门水平的关系如图 １０
所示ꎬ不同处理的微生物群落分别聚集在不同位

置ꎬ表明不同处理之间土壤微生物群落存在显著差

异ꎮ 环境因子对不同施肥处理土壤微生物的影响

不同ꎮ ｐＨ 值与有机质对土壤细菌群落的影响最大ꎻ
速效磷、速效钾、含水率、全氮与 ｐＨ 值之间的夹角

为锐角ꎬ除速效磷之外其他环境因子与 ｐＨ 值之间

的夹角为钝角ꎬ说明这几种环境因子之间是正相关

关系ꎻ有机质与 ｐＨ 值之间的夹角为钝角ꎬ两者之间

呈负相关关系ꎻ速效磷与有机质之间呈正相关关

系ꎮ 其中速效钾、含水率、全氮以及 ｐＨ 值与处理 Ｎ
和处理 ＣＫ 的土壤样本细菌群落结构存在较大的正

相关性ꎬ而有机质与处理 Ｇ 和处理 Ｍ 的土壤样本细

菌群落结构存在较大的正相关性ꎮ
２.３.３　 长期不同施肥条件下细菌门水平群落相对

丰度与环境因子的相关性 　 选取细菌门水平上丰

度前 １０ 的物种ꎬ采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性系数ꎬ分析细

菌种类与环境因子之间的相关性ꎮ 结果表明(图
１１)ꎬ土壤速效磷、速效钾、有机质以及全氮的含量

是影响细菌群落结构在门水平上最主要的环境因

子ꎮ 芽单胞菌门(Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｏｔａ)和甲烷氧化菌

门(Ｍｅｔｈｙｌｏｍｉｒａｂｉｌｏｔａ)的群落相对丰度与有机质、全
氮、速效磷和速效钾存在显著负相关ꎻ厚壁菌门

(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)与有机质、全氮、速效磷、速效钾以及含

水率存在显著性正相关ꎬ酸杆菌门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ)
和甲烷氧化菌门(Ｍｅｔｈｙｌｏｍｉｒａｂｉｌｏｔａ)与 ｐＨ 值存在显

著正相关ꎮ

３　 讨　 论

微生物是土壤生态的重要组成部分ꎬ其活性与

土壤肥力密切相关ꎮ 本研究发现长期施用绿肥有

效提高了土壤微生物的种类和数量ꎬ与多位学者的

研究结果相似[２３－２６]ꎮ ＡＷＣＤ 值反映微生物群落的

代谢活性ꎬ是指示微生物分解代谢能力的重要指

标[２７]ꎮ 本研究表明ꎬ长期施用绿肥和农家肥处理的

ＡＷＣＤ 值显著高于其他施肥处理ꎬ施用绿肥以及农

家肥可以增加植物的凋落物和根系分泌物ꎬ补充土

壤的有机质ꎬ进而提高土壤微生物的代谢活性[２８－２９]ꎮ

图 ８　 不同施肥条件下土壤细菌门

水平群落主坐标分析(ＰＣｏＡ)
Ｆｉｇ.８　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ (ＰＣｏＡ)

　 　 注:ＯＭ—有机质ꎻＴＮ—全氮ꎻＡＰ—速效磷ꎻＡＫ—速效
钾ꎻＳＷＣ—土壤含水率ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: ＯＭ－Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒꎻ ＴＮ－Ｔｏｔａｌ Ｎꎻ ＡＰ－Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐꎻ
ＡＫ－Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋꎻ ＳＷＣ－Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ９　 Ｂｉｏｌｏｇ－ＥＣＯ 与环境因子的 ＲＤＡ 分析
(箭头代表环境因子)

Ｆｉｇ.９　 ＲＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇ－ＥＣＯ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｆａｃｔｏｒｓ ( ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ)
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图 ６　 不同施肥条件下各土壤细菌群落在门水平的相对丰度
Ｆｉｇ.６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｔ

ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数是表征微生物功能多

样性的指标[３０]ꎮ 长期施用绿肥和农家肥可显著提

高土壤微生物群落多样性ꎮ 吕卓呈等[３１] 研究发现

绿肥还田为土壤微生物提供了大量的碳源和氮源ꎬ
能够 有 效 提 高 土 壤 微 生 物 的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指 数 和

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数ꎮ 在本研究当中ꎬ处理 Ｇ 在微平板培

养 １６８ ｈ 时 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数较处理 Ｎ 显著提高了

０.２１％ꎬ而 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数两者基本没有差异ꎬ说明群

落多样性差异不大ꎮ Ｓｕｎ 等[３２] 研究发现长期单施

化肥会导致土壤微生物群落多样性降低ꎬ而李猛

等[３３]研究发现ꎬ长期单施氮肥会导致土壤中微生物

的种类和数量减少ꎬ微生物整体代谢功能明显下降ꎬ
常见菌群的均匀度也低于其他处理ꎮ 本研究中处理 Ｎ

　 　 注:ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿...代表目前未鉴别的细菌种类ꎮ
Ｎｏｔｅ: ｎｏｒａｎｋ＿ ｆ＿... ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ.

图 ７　 不同施肥条件下各土壤细菌群落在属水平聚类热图
Ｆｉｇ.７　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图 １０　 门水平细菌群落与环境因子的 ｄｂ－ＲＤＡ 分析
(红色箭头代表环境因子)

Ｆｉｇ.１０　 ｄｂ－ＲＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ｏｎ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

( ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ)

　 　 注:Ｘ 轴与 Ｙ 轴分别为环境因子和不同物种ꎬ计算 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关
性系数 Ｒ 值和显著性 Ｐ 值ꎬＲ 值在图中用不同颜色显示ꎬ而 Ｐ 值用星号
显示ꎮ ∗代表 Ｐ<０.０５ꎬ∗∗代表 Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗代表 Ｐ<０.００１ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｘ － ａｘｉｓ ａｎｄ Ｙ － ａｘｉｓ ａｒｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｃａｌｃｕｌａｔｅ Ｓｐｅａｒｍａｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ Ｒ ｖａｌｕｅ ａｎｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ Ｐ ｖａｌｕｅ. Ｒ ｖａｌｕｅ ｉｓ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅꎬ
ｗｈｉｌｅ Ｐ ｖａｌｕｅ ｉｓ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｗｉｔｈ ａｓｔｅｒｉｓｋ. ∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗ ｒｅｐｒｅ￣
ｓｅｎｔｓ Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｐ<０.００１.

图 １１　 细菌门水平与环境因子之间的相关性热图
Ｆｉｇ.１１　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｈｙｌｕｍ

ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ
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与处理 ＣＫ 的 ３ 种指数(Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数

和 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数)结果相差不大ꎬ处理 Ｎ 的 ＡＷＣＤ
值均低于其他处理ꎻ处理 Ｇ 与处理 Ｎ 在 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指

数存在显著性差异ꎬ前者较后者提高了１８.４６％ꎬ说
明单施氮肥降低了土壤微生物活性及多样性ꎬ且会

导致菌群均匀度降低ꎮ 通过对不同施肥条件下土

壤微生物的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数与 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数进行分析

发现ꎬ处理 Ｎ 的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数一直

低于其他 ４ 个处理的平均水平ꎬ这可能是由于农家

肥、绿肥施入带来大量可被微生物利用的碳源和氮

源ꎬ刺激了土壤微生物的生长ꎻ农家肥的施入带来

大量的活性微生物ꎬ起到了“接种”的作用ꎬ促进了

微生物生长以及其活性增加[３４]ꎮ 绿肥在施入土壤

后会被腐解ꎬ腐解过程中养分释放速度较为缓慢ꎬ
可以满足作物长期生长过程中的养分需求ꎬ不仅能

提高作物产量和养分利用率ꎬ还可以降低养分的淋

溶损失[３５]ꎮ 罗希茜等[３６] 研究表明长期秸秆还田以

及习惯施肥会导致微生物群落均匀度降低ꎬ与本研

究处理 Ｓ 的 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数结果一致ꎮ 通过微生物

培养 １６８ ｈ 碳源利用聚类分析热图来看ꎬ处理 Ｇ 的

土壤微生物碳源代谢能力最高ꎬ且对酸类碳源的利

用率明显高于其他处理ꎻ通过聚类分析可以看出一

些酸类、氨基酸类以及单糖 /糖苷 /聚合糖类碳源在

５ 种不同处理下土壤微生物利用率较高ꎻ而各处理

均对 ａ－丁酮酸、ＤꎬＬ－ａ－甘油、甘氨酰－Ｌ－谷氨酸利

用率较差ꎮ
从细菌群落门水平上的分布来看ꎬ长期施用绿

肥与其他施肥条件的土壤细菌群落组成一致ꎬ但是

各门类细菌的丰度大小存在差异ꎮ 李秀英等[３７] 研

究表明ꎬ长期单施化肥会导致土壤细菌数量低于荒

地ꎬ如土壤固氮菌、反硝化细菌、纤维分解菌等ꎬ而
土壤放线菌和硝化细菌会增加ꎮ 本研究中ꎬ放线菌

门、变形菌门、酸杆菌门、绿弯菌门在各个土壤样本

中均大量存在ꎬ为土壤优势菌群ꎻ处理 Ｇ 放线菌门

丰度最高ꎬ占 ２９.９４％ꎬ且处理 Ｇ 相比处理 Ｎ 放线菌

门丰度提高了 １６.８６％ꎮ 吕卓呈等[３１] 研究表明长期

施用绿肥可以有效提高土壤细菌 ＯＴＵ 数量ꎻ与其他

施肥条件相比ꎬ处理 Ｇ 土壤样本中的放线菌门丰度

提高 ７.０１％ꎬ细菌的 ＯＴＵ 数量相比施用化肥处理提

高了 １.９２％ꎮ 邹湘等[３８] 研究表明不施肥与化肥配

施猪粪的土壤细菌群落聚类更接近ꎬ本研究也发现

单施化肥与不施肥的土壤细菌群落结构相似ꎻ韩梅

等[３９]研究表明ꎬ长期化肥、绿肥配施提高了土壤微

生物群落的稳定性ꎬ并且使得变形菌门与酸杆菌门

成为优势菌种ꎻ变形菌门是一种在土壤中大量存在

的富营养微生物ꎬ很多种类的变形菌都可以在土壤

中起固氮作用[４０]ꎮ 本研究各施肥处理的土壤中变

形菌门种类丰度均高于不施肥对照ꎬ说明长期施肥

有利于土壤固氮以及土壤微生物群落的稳定ꎮ 宋

兆齐等[４１]研究表明厚壁菌门有很强的适应能力ꎬ能
够降解土壤中一些难溶化合物ꎬ并且可以有效防治

一些植物病虫害ꎬ在土壤生态环境中发挥着重要作

用ꎻ长期施用农家肥和绿肥的土壤样本中ꎬ厚壁菌

门分别占总丰富度的 １２.９８％和 ７.２９％ꎮ 长期施用

绿肥能有效提高土壤质量以及土壤肥力ꎮ 酸杆菌

门在土壤生态系统中有着重要的作用ꎮ 本研究表

明ꎬ施绿肥和施农家肥的土壤中酸杆菌门的丰度低

于其他施肥条件下的土壤ꎬ且土壤 １６８ ｈ 热图中绿

肥处理明显提高了酸类碳源的利用率ꎬ这可能是由

于绿肥与农家肥中某些物质增加了土壤碱性ꎬ或者

是施用绿肥导致酸类碳源被其他微生物大量利用

而影响了酸杆菌门的生长发育ꎬ导致其丰度降低ꎮ
细菌群落在属水平上的 Ｈｅａｔｍａｐ 图(图 ７)表明ꎬ不
同处理土壤细菌群落在属水平上组成基本一致ꎮ
芽孢杆菌是一种具有解磷、解钾、固氮等生物活性

的微生物ꎬ有利于提高作物产量ꎬ且芽孢杆菌抗逆

性好ꎮ 在李彦林等[４２]的研究中ꎬ耕地中的优势菌属

为芽孢杆菌属、葡萄球菌属、假节杆菌属等ꎬ耕地微

生物数量大于其他类型土壤微生物数量ꎮ 赵冬

雪[４３]研究表明长期施用绿肥会导致土壤中芽孢杆

菌属水平提高ꎻ本研究表明长期施用绿肥有效增加

了芽 孢 杆 菌 的 丰 度ꎬ 比 单 施 氮 肥 处 理 提 高 了

１２６.０６％ꎬ与其研究结果一致ꎮ 这可能是由于绿肥

翻压还田后增加了土壤中的磷、氮等元素含量ꎬ进
而提高了芽孢杆菌的丰度ꎮ 长期施用绿肥有效提

高了假节杆菌属的含量ꎬ比单施氮肥处理提高了

３１７.１２％ꎬ假节杆菌属有利于有机物的降解ꎬ提高了

土壤养分含量以及土壤肥力ꎮ 总体来看ꎬ长期施用

绿肥有效提高了土壤中有益菌的含量ꎬ从而提高了

土壤肥力ꎬ有利于作物的生长ꎮ
对 Ｂｉｏｌｏｇ－ＥＣＯ 检测以及高通量测序后的数据

进行 ＲＤＡ 相关性及相关性热图分析ꎬ可以看出ꎬｐＨ
值与有机质是影响土壤微生物群落多样性的最主

要环境因素ꎻ土壤全氮、ｐＨ 值、土壤速效钾以及含水

率之间呈显著正相关(Ｐ<０.０５)ꎬ而绿肥主要为豆科

作物ꎬ能大量固定空气中的氮ꎬ通过其翻压还田ꎬ可
有效增加土壤氮含量ꎮ 氮素的增加可以极显著地

提高土壤速效磷、速效钾含量以及土壤含水率ꎬ有
利于土壤肥力的增加ꎮ Ｂｉｏｌｏｇ－ＥＣＯ[３０] 和高通量测

序方法对微生物群落多样性分析的侧重点不同ꎬ
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Ｂｉｏｌｏｇ－ＥＣＯ 主要分析微生物的代谢活性ꎬ而高通量

测序主要分析土壤中所有微生物基因的多样性ꎮ
本研究结果表明绿肥以及农家肥有利于土壤肥力

的提高ꎬ两种方法相互印证ꎬ如 Ｂｉｏｌｏｇ－ＥＣＯ 分析得

出施绿肥使得酸类碳源的利用率较高ꎬ而高通量测

序结果分析得出施用绿肥导致酸杆菌门相对丰度

降低ꎮ 土壤微生物的群落结构和丰度与有机质、
氮、磷、钾含量及 ｐＨ 等土壤理化因子均呈现显著相

关性ꎬ这些理化因子的改变对微生物群落变化有明

显影响[４４]ꎮ

４　 结　 论

１)长期施用绿肥有利于提高土壤微生物群落

的多样性ꎬ单施氮肥降低了土壤微生物的多样性ꎬ
绿肥处理相比氮肥处理的 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数提高了

１８.４６％ꎮ
２)单施氮肥降低了土壤微生物对单糖 /糖苷 /

聚合糖类的代谢能力ꎬ长期施用绿肥可以增强土壤

微生物对碳源的代谢能力ꎬ且显著提高了对酸类碳

源的利用ꎬ降低了土壤中酸杆菌门的丰度ꎮ
３)与单施氮肥相比ꎬ长期施用绿肥土壤中放线

菌门的丰度提高了 １６.８６％ꎬ芽孢杆菌属、厚壁菌门、
链霉菌属的相对丰度也有所提高ꎬ从而提升了土壤

抵御土传病害的能力ꎮ
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