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不同施肥模式对盐碱化稻作土壤细菌群落的影响

李　 明ꎬ张俊华
(宁夏大学 环境工程研究院ꎬ宁夏 银川 ７５００２１)

摘　 要:为了提高盐碱化土壤肥力ꎬ确定适宜的施肥模式ꎬ以宁夏银北西大滩核心试验站的盐渍化荒地为对象ꎬ
采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序分析法研究了脱硫废弃物与有机肥不同施肥模式 １)对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ(不施脱硫废弃物和有机

肥)ꎬ２)Ｔ１ 处理(脱硫废弃物 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２)ꎬ３)Ｔ２ 处理(３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２＋有机肥 １０ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２)ꎬ４)Ｔ３(３１ ２５０
ｋｇ􀅰ｈｍ－２＋有机肥 １８ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２)ꎬ５)Ｔ４(脱硫废弃物 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２＋有机肥 ２５ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２)对盐碱化稻作土

壤理化性质、细菌群落结构的影响ꎮ 结果表明ꎬ与对照组相比施用脱硫废弃物 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２和有机肥 ２５ ０００ ｋｇ􀅰
ｈｍ－２处理组(Ｔ４)显著增加了水稻土壤有机碳(６.７４％)、碱解氮(３７.２０％)、速效磷(４７.８３％)、铵态氮含量(９６.２６％)ꎮ
测序结果表明ꎬ土壤中 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓꎬ Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓꎬ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓꎬ
Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉꎬ Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓꎬ Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ 和 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ 为排名前 １０ 位的优势菌群ꎬ占总分类单元的 ９６.０５％ ~ ９４.３２％ꎮ
主成分分析发现ꎬ施用脱硫废弃物和有机肥可以显著的影响细菌群落结构ꎬ土壤细菌群落的 α 多样性指数随着有机

肥含量的增加而增加ꎮ Ｔ４ 处理组土壤细菌群落结构与其它处理差异显著ꎮ 在属水平ꎬ包括盐单胞菌(Ｈａｌｏｍｏｎａｓ)、
Ｓｕｌｆｕｒｉｍｏｎａｓ 以及 Ｌｕｔｉｂａｃｔｅｒ 在内的 １２ 个优势细菌属的相对丰度在 Ｔ４ 处理组显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ ＲＤＡ 分析表明盐

碱化土壤碱解氮和铵态氮含量分别解释了水稻土壤细菌群落结构变异的 １６.９％和 １４.０％(Ｐ<０.０５)ꎮ 这些结果均表

明短期不同施肥模式下对盐碱化稻作土壤具有一定的改良效果ꎮ
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　 　 土壤盐渍化及盐碱障碍是影响农业生产的主

要限制性因子ꎬ在人口不断增长ꎬ耕地逐渐减少的

情况下ꎬ改良利用盐碱地对增加耕地后备资源、改
善生态环境具有重要意义ꎮ 中国是一个盐渍化土

壤分布广泛的国家ꎬ盐渍化土壤面积达 ３. ６ × １０７

ｈｍ２ꎬ宁夏银北地区盐渍化土壤面积约 １１. ４ × １０４

ｈｍ２ꎬ是非盐碱耕地面积的 ２.１５ 倍ꎬ且多为低产田或

撂荒地ꎮ 黄河水灌溉淋盐与排水相结合的方法ꎬ是
当地传统的盐碱地改良方式[１]ꎮ 受水资源短缺ꎬ降
水稀少ꎬ蒸发量大的影响ꎬ传统的灌溉淋盐方式不适

合在当地长期实施ꎮ 因此ꎬ在黄河用水日趋减少的形

势下ꎬ开展盐碱地改良有效培肥措施的研究ꎬ对提高

盐碱地肥力ꎬ将盐碱地变废为宝具有很大的意义[２]ꎮ
脱硫废弃物改良盐碱地的技术原理是:脱硫废

弃物中的 Ｃａ２＋和 Ｍｇ２＋置换了土壤中的代换性钠ꎬ使
土壤盐分降低ꎬ以及土壤耕作破坏了土壤结构ꎬ使
土壤中下层盐分不能上升ꎬ改善了土壤的化学状

况ꎬ从而为作物的正常生长提供了较好的土壤环

境[３]ꎮ 另外ꎬ也有研究认为有机肥料在改良盐碱化

土壤方面有应用前景ꎮ 有机肥能够促进表层土壤

脱盐ꎬ可溶性阳离子 Ｎａ＋、Ｋ＋ 的下移量大于 Ｃａ２＋ 和

Ｍｇ２＋ꎬ显著增加土壤有机质和养分含量ꎬ以及增加土

壤微生物数量[４ꎬ ５]ꎮ 然而ꎬ关于脱硫废弃物和有机

肥的不同配比模式对盐碱地土壤改良效果的系统

研究尚未见相关的报道ꎮ
土壤微生物群落的变化可以作为土壤肥力状

况的重要生物学指标ꎬ其变化有赖于土壤的肥力水

平和环境状况[６]ꎮ 在盐碱地改良过程中ꎬ微生物和

改良行为之间产生什么交互影响ꎬ尚未见报道ꎮ 对

盐碱地土壤生理生态指标的研究是基础性的工作ꎬ
有必要以此建立可以作为综合评价土壤改良行为

效果的指标ꎮ
本研究拟选取脱硫废弃物和有机肥不同配比

施肥模式ꎬ分析不同施肥模式对盐碱化土壤细菌群

落结构和土壤理化性质的影响ꎬ探讨稻作条件下不

同施肥模式对盐碱地的改良培肥效果ꎬ突破盐碱地

碱性成分不易改良和肥力提升缓慢的技术难点ꎬ筛
选出适宜盐碱地土壤改良培肥的最佳施肥模式ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验区概况

试验设在宁夏石嘴山市平罗县西大滩前进农

场试验基地ꎬ位于宁夏贺兰山东麓洪积扇边缘ꎬ属
于黄河中上游灌溉地区(１０６°１３′~ １０６°２６′Ｅꎬ３８°４５′
~３８°５５′Ｎ)ꎬ该地区属干旱的大陆性气候ꎮ 年降水

量约为 １０５~２０５ ｍｍꎬ年蒸发量 １ ８７５ ｍｍꎬ全年无霜

期为 ２２０ ｄꎮ 试验地土壤类型为白僵土 (龟裂碱

土)ꎬ高度碱性ꎬ弱度盐化ꎬ钙的有效性低ꎮ 一般地

下水埋深 １.５ ｍ 左右ꎬ地下水主要含硫酸盐、氯化

物ꎬ并且普遍含有苏打ꎮ 试验地为 ２０１５ 年新开垦土

地ꎬ于开垦当年施用脱硫废弃物ꎮ 供试水稻品种为

“吉特 ６０５”ꎮ 有机肥为腐熟羊粪ꎮ
１.２　 试验设计

设置 ５ 个处理ꎬ１)对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ(不施脱硫废弃

物和有机肥)ꎻ２)Ｔ１ 处理(脱硫废弃物 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰
ｈｍ－２)ꎻ３)Ｔ２ 处理(３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２＋有机肥 １０ ０００
ｋｇ􀅰ｈｍ－２)ꎻ４)Ｔ３(３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ ＋有机肥 １８ ０００
ｋｇ􀅰ｈｍ－２)ꎻ５)Ｔ４(脱硫废弃物 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２＋有
机肥 ２５ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２)ꎬ每个处理 ３ 次重复ꎬ小区面

积 ４８ ｍ２(６ ｍ×８ ｍ)ꎮ
试验于 ２０１６ 年 ５ 月 ４ 日施肥翻地ꎬ５ 月 ７ 日灌

水(引黄河水灌溉ꎬ生育期总灌水 １０ 次)ꎬ５ 月 １９ 日

播种ꎬ旱直播ꎬ每公顷播量 ３７５ ｋｇꎬ１０ 月 １２ 日收获ꎮ
１.３　 样品采集

于水稻成熟期 ９ 月 ２０ 日采集根层土壤(５ ~ ２０
ｃｍ)ꎬ采用多点采样的方法ꎬ每个试验小区分 ５ 点采

集土样充分混匀ꎬ将新鲜土样分成 ２ 份ꎬ一份低温冷

藏带回实验室ꎬ在－２０℃冷冻保存ꎬ用于土壤微生物

的测定ꎬ另一份带回实验室室内风干用于测定 ｐＨ
值、电导率值(ＥＣ)、有机碳和速效养分ꎮ
１.４　 样品分析

１.４.１　 土壤属性和水稻产量测定　 土壤 ｐＨ 值—酸
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度计法ꎻ电导率—电导法ꎻ有机质—外加热法ꎻ全
氮—凯氏定氮法ꎻ全磷—酸溶－钼锑抗比色法ꎻ碱解

氮—碱解扩散法ꎻ速效磷—Ｏｓｌｅｎ 法ꎻ速效钾—乙酸

铵提取－火焰光度计法ꎻ无机氮(ＮＨ＋
４ －ＮꎬＮＯ－

３ －Ｎ)—
流动分析仪ꎻ有机碳—重铬酸钾容量法ꎮ 水稻产量

每小区单打独收ꎮ
１.４.２　 土壤 ＤＮＡ 的提取　 土壤样品中总 ＤＮＡ 的提

取采用 ＭｏＢｉｏ ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ(Ｃａｒｌｓｂａｄꎬ
ＵＳＡ)试剂盒提取总 ＤＮＡꎬ提取过程按试剂盒说明

书进行ꎬ得到 ＤＮＡ 提取物后ꎬ－２０℃ 冻存ꎮ 提取的

ＤＮＡ 用浓度为 １.０％的琼脂糖凝胶电泳确定 ＤＮＡ
片段大小ꎮ
１.４.３ 　 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ 测序及数据分析 　 本研究目

标基因为细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ４ 区基因片段ꎬ所用的

引物 为 ５１５Ｆ / ８０６Ｒ[７]ꎮ 反 应 体 系: １５μｌ Ｐｈｕｓｉｏｎ
Ｈｉｇｈ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓꎬ
ＵＫ)ꎬ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒｓ ( ０.２ μＭ)ꎬ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒｓ
(０.２μＭ)ꎬ１０ｎｇＤＮＡ 模板ꎮ 扩增条件参照文献[８]ꎮ
ＰＣＲ 产物用 ２％琼脂糖凝胶检测ꎬ将目标条带切胶

回收纯化进行下一步的分析ꎮ
用于 ＰＣＲ 扩增的引物外侧都会加入一段

ｂａｒｃｏｄｅ 序列进行区分ꎬ序列为一段 ６ｂｐ 碱基的寡核

苷酸序列ꎬ每个样品用不同 ｂａｒｃｏｄｅ 序列进行区分ꎮ
Ｂａｒｃｏｄｅ 序列由上海吉美生物医药科技有限公司设

计并合成ꎮ 所得 ＰＣＲ 产物经切胶纯化后(Ｑｉａｇｅｎ 胶

回收试剂盒)ꎬ用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉ￣
ｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｃ. ＵＳＡ)测定浓度ꎬ等摩尔混合后采用完成

文库构建ꎬ安排上机测序ꎮ 高通量测序由诺禾致远

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ ２５００ 平台运行(Ｂｅｉｊｉｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎬ ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｏｖｏｇｅｎｅ. ｃｏｍ / ｉｎｄｅｘ. ｐｈｐ)ꎬ最后所测得数

据在 ２５０~３００ ｂｐ 之间产生ꎮ
所测得原始序列截去 Ｂａｒｃｏｄｅ 序列和引物序列

后ꎬ经 ＦＬＡＳＨ(Ｖ１.２.７ꎬ参数设置为－ｍ １０ －ｆ ３００ – ｘ
０.１－ ｐ ３３ – ｒ ２１９－ｒ １８０ － Ｍ １３５)拼接获得原始数

据 Ｔａｇｓ 数据ꎮ 原始 Ｔａｇｓ 经 ＱＩＩＭＥ(Ｖ１.７.０ꎬ质控参

数为 ＱＩＩＭＥ 默认值ꎬ参照 ｈｔｔｐ: / / ｑｉｉｍｅ. ｏｒｇ / ｓｃｒｉｐｔｓ /
ｓｐｌｉｔ＿ｌｉｂｒａｒｉｅｓ.ｈｔｍｌ)过滤处理获得高质量 Ｔａｇｓ 数据

(Ｃｌｅａｎ Ｔａｇｓ)ꎬ并与数据库(Ｇｏｌｄ ｄａｔａｂａｓｅꎬ ｈｔｔｐ: / /
ｄｒｉｖｅ５.ｃｏｍ / ｕｃｈｉｍｅ / ｕｃｈｉｍｅ＿ｄｏｗｎｌｏａｄ.ｈｔｍｌ)进行比对

( ＵＣＨＩＭＥ Ａｌｇｏｒｉｔｈｍꎬ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｄｒｉｖｅ５. ｃｏｍ /
ｕｓｅａｒｃｈ / ｍａｎｕａｌ / ｕｃｈｉｍｅ＿ａｌｇｏ.ｈｔｍｌ)检测嵌合体序列ꎬ

最终获得有效数据(Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ Ｔａｇｓ)ꎮ 测序深度为每

个文库原始 ｒｅａｄｓ 数不少于 ５ 万条ꎮ 后以 ９７％相似

性为依据ꎬ利用 ＵＰＡＲＳＥ ｐｉｐｅｌｉｎｅ 软件(Ｖ７.０.１００１)
将各序列聚类成为 ＯＴＵｓꎮ 为获得土壤样品中细菌

群落的多样性信息ꎬ使用 ｕｃｌｕｓｔ 软件对所得序列进

行聚类ꎬ并利用 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ ( Ｖ２. ２) [９] 软件与

ＧｒｅｅｎＧｅｎｅ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / / ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ. ｌｂｌ. ｇｏｖ / ｃｇｉ －
ｂｉｎ / ｎｐｈ－ｉｎｄｅｘ.ｃｇｉ)进行物种注释ꎬ统计每个样品在

各分类水平上的构成ꎮ 利用 ＱＩＩＭＥ(Ｖ１.７.０)计算不

同样品中细菌群落的 α 多样性和 β 多样性指数[１０]ꎮ
１.５　 数据处理

利用 ＳＡＳ 中 Ｄｕｎｃａｎ 法检验不同处理土壤属性

和微生物指标间的差异显著性ꎬ ＲＤＡ 分析采用

Ｃｏｎｏｃｏ(５.０)软件ꎬ绘图使用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ８ 软件ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 不同施肥模式对水稻土壤属性的影响

不同施肥模式对稻作条件下盐碱土壤有机碳

及速效养分的影响很大ꎮ 施用脱硫废弃物 ３１ ２５０
ｋｇ􀅰ｈｍ－２和有机肥 ２５ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２(Ｔ４)与对照组

土壤 相 比ꎬ 提 高 了 有 机 碳 ( ６. ７４％)、 碱 解 氮

(３７.２０％)、速效磷(４７.８３％)和铵态氮(９６. ２６％)ꎮ
另外ꎬ虽然统计分析结果不显著ꎬ但是 ｐＨ 值在不同

施肥模式处理中都有所降低ꎮ
２.２　 不同施肥模式对原土盐碱地水稻产量的影响

施用脱硫废弃物和有机肥可以显著提高水稻

的收获穗数和千粒重(表 ２)ꎬ处理 ４ 的千粒重和产

量达到最大值ꎬ与对照组相比较存在显著差异(Ｐ<
０.０５)ꎬ其中千粒重较对照增加 ３７％、产量增加

１８％ꎮ 说明处理 ４ 有效提高了土壤有机质及速效养

分的含量ꎬ改善了土壤生物活性ꎬ促进了水稻的生

长发育ꎮ
２.３　 不同施肥模式对水稻土壤细菌群落多样性的

影响

　 　 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ４ 区段的测序结果表明ꎬ试验

小区内土壤中细菌群落多样性较低ꎬ其中 α 多样性

香农指数均值 ９(±０.２)ꎮ 施用脱硫废弃物 ３１ ２５０ ｋｇ
􀅰ｈｍ－２＋有机肥 ２５ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２(Ｔ４)的水稻土壤细

菌群落香浓指数较对照显著增加(Ｐ<０.０１ꎬ表 ３)ꎮ
统计分析表明ꎬＴ３ 和 Ｔ２ 施肥模式处理组的多样性

指数均高于对照组ꎬ但与对照间并无显著差异ꎮ
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表 １　 不同施肥模式水稻土壤属性的变化

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｃ Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３ Ｔ４

ｐＨ ９.２８±０.０８ａ ８.７６±０.２７ａ ９.００±０.０６ａ ９.１９±０.０５ａ ８.７３±０.２１ａ
电导率值 ＥＣ / (μＳ􀅰ｃｍ－１) ８０４±７.３５ｂｃ ８７５±３.６９ａ ７５５±７.１５ｂｃ ８３５±７.７６ａｂ ８５４±９.１５ａｂ
有机碳 ＳＯＣ / (ｇ􀅰ｋｇ－１) ４.６０±０.０３ｂ ４.００±０.０５ｂ ４.７８±０.０９ａｂ ４.９０±０.０７ａ ４.９１±０.０９ａ
全氮 ＴＮ / (ｇ􀅰ｋｇ－１) ０.５０±０.００ａ ０.４４±０.００ａ ０.５３±０.００ａ ０.５４±０.００ａ ０.６１±０.００ａ
全磷 ＴＰ / (ｇ􀅰ｋｇ－１) ２.４１±０.００ａ ２.４３±０.０２ａ ２.９１±０.０１ａ ２.１２±０.０１ａ ２.１４±０.００ａ

碱解氮 Ａｌｋａｌｙｚａｂｌｅ￣Ｎ / (ｍｇ􀅰ｋｇ－１) ２２.３４±０.０５ｂ １７.１５±０.２９ｂ １６.０６±０.０３ｂ １９.２１±１.４６ｂ ３０.６５±３.４１ａ
速效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ / (ｍｇ􀅰ｋｇ－１) ８.７６±０.５７ｂ ９.３４±１.０４ｂ １２.１２±１.４１ａ １４.３２±１.４８ａ １２.９５±１.９５ａ
速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ / (ｍｇ􀅰ｋｇ－１) ３７６.９３±５.７８ａ ３３５.２±１６.９３ａ ３７８.２４±８.４９ａ ３８４.９±１.３３ａ ３６７.９１±１２.３８ａ
铵态氮 ＮＨ＋

４ －Ｎ / (ｍｇ􀅰ｋｇ－１) ８.３１±０.５３ｂ ８.０８±１.１０ｂ ７.４０±０.０３ｂ １０.４７±１.０６ｂ １６.３１±３.４１ａ
硝态氮 ＮＯ－

３ －Ｎ / (ｍｇ􀅰ｋｇ－１) ２.７０±０.０４ａ ２.６１±０.１２ａ ２.７１±０.２６ａ ２.６０±０.０９ａ ２.７４±０.０８ａ

　 　 注:图中数据均为均值±标准差(ｎ＝ ３)ꎬＣ＝ＣｏｎｔｒｏｌꎬＴ１＝脱硫废弃物 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎻＴ２＝脱硫废弃物 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ ＋有机肥 １０ ０００ ｋｇ
􀅰ｈｍ－２ꎻＴ３＝脱硫废弃物 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２＋有机肥１８ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎻＴ４＝脱硫废弃物 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２＋有机肥 ２５ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎬ不同小写字母
表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ下同ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ｄａｔａ ｓｈｏｗｎ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍｅａｎｓ ± ＳＤ (ｎ＝ ３)ꎬ Ｃ＝Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ Ｔ１＝ ｆｌｕｅ ｇａｓ ｄｅｓｕｌｆｕｒｉｚａｔｉｏｎ ｇｙｐｓｕｍ ｂｙ￣ｐｒｏｄｕｃｔｓ ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎬ Ｔ２＝ ｆｌｕｅ ｇａｓ ｄｅｓ￣
ｕｌｆｕｒｉｚａｔｉｏｎ ｇｙｐｓｕｍ ｂｙ￣ｐｒｏｄｕｃｔｓ ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ ＋ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ １０ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎬ Ｔ３ ＝ ｆｌｕｅ ｇａｓ ｄｅｓｕｌｆｕｒｉｚａｔｉｏｎ ｇｙｐｓｕｍ ｂｙ￣ｐｒｏｄｕｃｔｓ ３１ ２５０ ｋｇ􀅰
ｈｍ－２＋ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ １８ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎬ Ｔ４＝ ｆｌｕｅ ｇａｓ ｄｅｓｕｌｆｕｒｉｚａｔｉｏｎ ｇｙｐｓｕｍ ｂｙ￣ｐｒｏｄｕｃｔｓ ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２＋ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ２５ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ . Ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ２　 不同施肥对水稻产量的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ 穗数 / (万株􀅰ｈｍ－２)
Ｓｐｉｋｅ ｎｕｍｂｅｒ

每穗粒数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｒａｉｎ ｐｅｒ ｅａｒ

千粒重 / ｇ
Ｔｈｏｕｓａｎｄ ｓｅｅｄ ｗｅｉｇｈｔ

产量 / (ｋｇ􀅰ｈｍ－２)
Ｙｉｅｌｄ

Ｃ ５３０ｂ ２５９.３ｃ １８.５６ｃ ５５００ｃ
Ｔ１ ６１０ａ ３３５.２ｂ ２１.３４ｂ ５８７０ｂｃ
Ｔ２ ６２０ａ ４８４.５ａ ２２.６７ｂ ５７９０ｂｃ
Ｔ３ ５８０ａ ４６３.８ａ ２０.２１ｂ ５９７０ｂ
Ｔ４ ６６０ａ ４７０.９ａ ２５.４４ａ ６５００ａ

表 ３　 不同施肥模式水稻土壤细菌群落多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ α￣ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｈａｎｎｏｎ ｓｉｍｐｓｏｎ ｃｈａｏ１ ＡＣＥ

Ｃ ８.８±０.１６ｂ ０.９７±０.０２ａ ３６８９±３５３.３８ａ ３８２２±３５９.９９ａ
Ｔ１ ８.４±０.０６ｂ ０.９８±０.０２ａ ３４６７±１４１.０４ａ ３５２１±１２１.３４ａ
Ｔ２ ９.１±０.４２ａｂ ０.９８±０.００ａ ３２２６±１４５.５６ａ ３３４２±１０８.０１ａ
Ｔ３ ９.２±０.２０ａｂ ０.９９±０.００ａ ３１６２±１６８.８３ａ ３２８６±１５７.４２ａ
Ｔ４ ９.５±０.１１ａ ０.９９±０.０１ａ ３８１５±２０９.４１ａ ３９０３±２０９.２０ａ

２.４　 ＯＵＴ 丰度在门水平的变化分析

对不同施肥模式的样品中优势细菌门的分析

表明ꎬ水稻土壤中相对丰度排名前十的优势细菌门

分别为变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、拟杆菌门(Ｂａｃｔｅ￣
ｒｏｉｄｅｔｅｓ)、芽单胞菌门(Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ)、放线菌

门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、酸杆菌门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ)、厚壁

菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、绿弯菌门(Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ)、螺旋菌门

(Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ)和硝化螺旋菌门(Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ)ꎬ这些

细菌的丰度各占样品所测序列总数的 ９６. ０５％ ~
９４.３２％(图 １)ꎬ均为土壤常见菌群ꎮ

统计分析发现ꎬ Ｔ４ 处理组变形菌门、螺旋菌门

和硝化螺旋菌门都显著高于其它处理组(Ｐ<０.０５)ꎬ
但芽单胞菌门和酸杆菌门则显著低于其它处理组ꎮ

２.５　 不同施肥模式水稻土壤细菌群落在属水平的

丰度变化分析

　 　 从属水平对不同样品中细菌的相对丰度变化

分析表明ꎬ相对丰度排名前 ３５ 的细菌属的总比例分

别占不同施肥模式水稻土壤测序 ｒｅａｄｓ 数的 ４１.９８％
~１８.５２％ꎮ 这些属在不同处理中的相对丰度及其进化

关系 如 图 ２ 所 示ꎮ 这 些 细 菌 中ꎬ 盐 单 胞 菌

(Ｈａｌｏｍｏｎａｓ)、Ｓｕｌｆｕｒｉｍｏｎａｓ、Ｌｕｔｉｂａｃｔｅｒ、Ｓｐｈｉｎｇｏｒｈａｂｄｕｓ、
Ａｌｋａｌｉｆｌｅｘｕｓ、Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａ－２、Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ－２、Ｒｈｏｄｏｎｅｌｌｕｍ、
Ｔｈｉｏｈａｌｏｍｏｎａｓ、Ａｌｂｉｄｉｆｅｒａｘ、假单胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)、
ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ￣Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａｃｅａｅ 的相对丰度在施用脱硫废

弃物３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２和 ２５ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２有机肥处理组

(Ｔ４)中较高ꎬ而 Ｈａｌｉａｎｇｉｕｍ、Ｐｏｎｔｉｂａｃｔｅｒ、Ｍａｒｉｎｉｃｅｌｌａ、鞘
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氨醇单胞菌(Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ)、Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａ、Ｔｈａｌａｓｓｏｓｐｉｒａ、
Ｓｉｍｐｌｉｃｉｓｐｉｒａ、溶杆菌属(Ｌｙｓｏｂａｃｔｅｒ)、固氮弧菌属(Ａｚｏ￣
ａｒｃｕｓ)、Ｇｉｌｌｉｓｉａ 在对照组和施用脱硫废弃物３１ ２５０ ｋｇ􀅰
ｍ－２(Ｔ１)处理组中相对丰度较高ꎮ

图 １　 不同施肥模式水稻土壤细菌各门类相对丰度图

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｈｙｌｕｍ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ

图 ２　 不同施肥模式水稻土壤优势细菌属类相对丰度变化

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｕｓ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ

２.６　 不同施肥模式对水稻土壤中细菌群落结构的

影响

　 　 主成分分析发现ꎬ施用脱硫废弃物 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰
ｈｍ－２和有机肥 ２５ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２(Ｔ４)的处理对细菌

群落结构影响较大ꎬ对照处理和施用脱硫废弃物

３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２(Ｔ１)土壤中细菌群落结构较为接

近ꎬ施用脱硫废弃物 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰 ｈｍ－２ 和有机肥

１８ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２( Ｔ３) 和脱硫废弃物 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰

ｈｍ－２和有机肥 １０ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２(Ｔ２)与对照中土壤

细菌群落结构都较为相似(图 ３)ꎮ

　 　 注:主成分分析ꎮ Ｎｏｔｅ: Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ (ＰＣＡ).

图 ３　 不同施肥模式稻作土壤细菌群落主成分分析

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ β￣ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ
ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

２.７　 ＲＤＡ 分析

为了解土壤理化性质变化对不同施肥模式水

稻土壤细菌群落组成的影响ꎬ利用 Ｃａｎｏｃｏ ５.０ 进行

冗余分析(ＲＤＡ)ꎮ 结果表明ꎬ所测的十种土壤属性

因子中ꎬ碱解氮和铵态氮显著影响水稻土壤细菌群

落结构ꎬ分别解释了 １６. ９％和 １４. ０％(Ｐ< ０. ０５ꎬ图
４)ꎮ 土壤 ｐＨ 值、电导率值和有机碳的影响均无统

计学意义ꎮ

３　 讨　 论

土壤微生物多样性与土壤生态系统的功能息

息相关[１１]ꎮ 从细菌的组成来看ꎬＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 在细

菌群落中占绝对的优势ꎬ其它门如 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ、
Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ 及 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ 均为

农田土壤中的常见门类[１２]ꎮ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 施用有

机肥最多的 Ｔ４ 处理组显著增加ꎬ导致这种差异的

深层机制可以归结为:稻田土壤中变形菌门细菌包

含多种代谢种类ꎬ其中又以异养或者混合营养型微

生物占优势ꎬ这类细菌的生长需要有机化合物作为

碳源ꎬ通过氧化有机化合物来获取能量ꎮ Ｔ４ 处理组

中有机肥含量最高ꎬ因此丰富的有机底物和养分为

这些类群细菌提供了更多的碳源ꎬ因此变形菌门类

群相对丰度增加[１３]ꎮ Ｇｅ 等[１４] 研究了长期施肥的

农耕土壤细菌多样性ꎬ发现变性细菌在细菌类群中

占统治地位 (３０. ５％)ꎬ第二大优势类群是酸杆菌

(１５.３％)ꎮ 这与本研究结果略有所不同ꎬ在本研究
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中ꎬＢａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 是土壤中仅次于 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 的

第二大微生物类群ꎮ 研究证实ꎬＢａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 在降解

长链脂肪酸时具有重要作用[１５]ꎮ 一些长链脂肪酸ꎬ
如十二烷酸、油酸、辛酸和豆蔻酸等ꎬ尤其是十二烷

酸是毒害作用最强的长链脂肪酸ꎮ Ｗａｎｇ 等[１６] 在

ＣＳＴＲ 厌氧消化牛粪、牛粪与少量秸秆混合产甲烷

过程中以及处理一些富含糖类物质的废弃物中发

现 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 为优势菌群ꎮ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 在很多

中温发酵产甲烷系统中均为优势种群ꎬ表明这类细

菌有利于厌氧条件下有机物的分解、酸化ꎬ促进营

养元素的循环[１７]ꎮ

　 　 注:１ꎬ２ꎬ３ 代表不施用改良剂和肥料处理样品 ３ 次重复ꎻ４ꎬ５ꎬ

６ 代表施用脱硫废弃物处理 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎻ７ꎬ８ꎬ９ 代表脱硫废

弃物 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ ＋有机肥 １０ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎻ１０ꎬ１１ꎬ１２ 代表

３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２＋有机肥 １８ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎻ１３ꎬ１４ꎬ１５ 代表 ３１ ２５０

ｋｇ􀅰ｈｍ－２＋有机肥 ２５ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎮ
Ｎｏｔｅ: １ꎬ ２ ａｎｄ ３ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｐｌｏｔｓ ｔｈａｔ ｒｅ￣

ｍａｉｎｅｄ ｕｎｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄꎻ ４ꎬ ５ꎬ ６ ｆｒｏｍ ｐｌｏｔｓ ｔｈａｔ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｆｌｕｅ ｇａｓ ｄｅｓｕｌｆｕ￣

ｒｉｚａｔｉｏｎ ｇｙｐｓｕｍ ｂｙ￣ｐｒｏｄｕｃｔｓ ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎻ ７ꎬ ８ꎬ ９ ｆｒｏｍ ｐｌｏｔｓ ｔｈａｔ

ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｆｌｕｅ ｇａｓ ｄｅｓｕｌｆｕｒｉｚａｔｉｏｎ ｇｙｐｓｕｍ ｂｙ￣ｐｒｏｄｕｃｔｓ ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２

＋ ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ １０ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎻ １０ꎬ １１ꎬ １２ ｆｒｏｍ ｐｌｏｔｓ ｒｅｃｅｉｖｅｄ

ｆｌｕｅ ｇａｓ ｄｅｓｕｌｆｕｒｉｚａｔｉｏｎ ｇｙｐｓｕｍ ｂｙ￣ｐｒｏｄｕｃｔｓ ３１ ２５０ ｋｇ 􀅰 ｈｍ－２ ＋

ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ １８ ０００ ｋｇ 􀅰 ｈｍ－２ꎻ １３ꎬ １４ꎬ １５ ｆｌｕｅ ｇａｓ

ｄｅｓｕｌｆｕｒｉｚａｔｉｏｎ ｇｙｐｓｕｍ ｂｙ￣ｐｒｏｄｕｃｔｓ ３１ ２５０ ｋｇ 􀅰 ｈｍ－２ ＋ ｏｒｇａｎｉｃ

ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ２５ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２

图 ４　 ＲＤＡ 分析土壤属性对细菌群落分布的影响

Ｆｉｇ.４　 ＲＤＡ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
ｉｎ ｆｉｖｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ

不同施肥处理导致稻田土壤微生物群落结构

和多样性差异明显ꎮ 本研究供试的稻田土壤仅施

改良剂和有机肥的量有所不同ꎬ造成土壤理化性质

差异很大ꎬ从而影响土壤微生物群落结构和多样

性ꎮ 但是这种多样性差异ꎬ可能是外界环境调节综

合因素共同作用的结果ꎮ 张平究等[１８] 对太湖地区

水稻土长期试验的研究也指出ꎬ长期有机肥和化肥

配施显著提高了土壤细菌的多样性ꎮ 刘恩科[１９] 等

指出化肥配施有机物料改变了细菌群落结构ꎮ 本

研究的结论与上述研究类似ꎬ测序结果表明ꎬα 多样

性受到了有机肥处理的影响ꎬ在施用有机肥最多的

Ｔ４ 处理组ꎬ多样性指数显著增加ꎮ 这表明ꎬ在一定

程度上ꎬ施用有机肥料后ꎬ土壤有机质和氮磷钾等

养分含量提高ꎬ土壤中变形菌大部分类群为异样或

者兼性营养菌ꎬ丰富的有机底物和养分为这部分微

生物类群的生长提供了可溶性的营养物质和

能力[２０ꎬ２１]ꎮ
研究证实ꎬ土壤 ｐＨ 和 ＥＣ 是微生物组成和潜在

微生物胁迫的有力预测者[２２ꎬ２３]ꎮ 在施用脱硫废弃

物后土壤的盐分(ＥＣ)含量除了 Ｔ２ 处理组外ꎬ都有

所增加ꎮ 周晓燕[２４] 等研究认为ꎬ施用脱硫废弃物

后ꎬ土壤中含盐量也随着增加ꎬ其原因是由于脱硫

废弃物本身也是一种盐ꎬ施用一定量会使土壤中盐

浓度升高ꎮ 盐分的增加为嗜盐菌提供了适宜的生

长环境ꎬ因而盐单胞菌(Ｈａｌｏｍｏｎａｓ)在对照、Ｔ１ 和

Ｔ４ 处理组的相对丰度都较高ꎬ其中在 Ｔ４ 处理组显

著增加ꎮ 另外ꎬ在施用有机肥最多的 Ｔ４ 处理组ꎬ土
壤全氮、碱解氮、铵态氮都有所升高ꎬ其中碱解氮和

铵态氮较对照组显著的升高ꎬ推测这一结果可能刺

激了螺旋菌门和硝化螺旋菌门的生长ꎮ ＲＤＡ 分析

表明ꎬ土壤碱解氮和铵态氮是影响不同施肥模式盐

碱化水稻土壤细菌群落变化的主要因素ꎬ盐碱化水

稻土壤细菌群落结构受到土壤环境因素的影响ꎮ
一般在盐碱化环境中都会出现 Ｃ、Ｎ 素缺乏ꎬ因此ꎬＮ
素的投入对此类环境显得非常重要[２５]ꎮ 土壤养分

也能很好的预测微生物生物标记或丰度[２３]ꎮ Ｗａｌｌｉｓ
等[２６]研究发现ꎬ土壤条件(包括有效磷、镁离子、总
阳离子、钾和有机质)与土壤细菌群落结构和组成

显著相关ꎮ

４　 结　 论

从以上分析可以发现ꎬ不同施肥模式导致土壤

理化性状和肥力水平发生显著变化ꎬ并对土壤细菌

群落结构产生了深刻的影响ꎮ 其中ꎬ施用脱硫废弃

物 ３１ ２５０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２和有机肥 ２５ ０００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２(Ｔ４)
处理组的多样性显著增加ꎬ而变形菌门、螺旋菌门

和硝化螺旋菌门都显著高于其它处理组ꎮ 与此结

果相一致的ꎬＴ４ 处理组中水稻产量也是最高的ꎮ 本

研究结果表明施用脱硫废弃物和有机肥对盐碱地

具有一定的改良效果ꎬ以 Ｔ４ 处理组的改良效果最

显著ꎮ 但以上论述仅是短期内观测ꎬ对于不同施肥
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模式在盐碱地改良过程中的生态效益评价ꎬ仍需利

用分子生物学手段分析长期不同施肥模式下盐碱

化稻作土壤微生物群落多样性和其功能的变化规

律ꎬ这对于筛选盐碱土改良培肥的最佳施肥模式和

深入理解稻田土壤碳循环过程都具有重要意义ꎮ
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