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长期氮磷配施对褐土细菌多样性
及土壤酶活性的影响
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摘　 要:为探明不同氮磷化肥配施对土壤细菌群落结构和酶活性的影响ꎬ以山西寿阳褐土长期施肥定位试验为

依托ꎬ选择 ５ 个施肥处理:ＣＫ(不施肥)、Ｎ１ Ｐ１(Ｎ:６０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎻＰ:３７. ５ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ )、Ｎ２ Ｐ２(Ｎ:１２０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎻＰ:７５
ｋｇ􀅰ｈｍ－２)、Ｎ３Ｐ３(Ｎ:１８０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎻＰ:１１２.５ ｋｇ􀅰ｈｍ－２)和 Ｎ４Ｐ４(Ｎ:２４０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎻＰ:１５０.０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２)ꎬ采集玉米收获

后耕层(０~２０ ｃｍ)土样ꎬ通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 高通量测序技术ꎬ对土壤细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 Ｖ３－Ｖ４ 区进行测序ꎻ采用比

色法测定土壤蔗糖酶、脲酶和碱性磷酸酶活性ꎬ分析细菌群落结构与土壤酶活性之间的相关性ꎮ 结果表明ꎬ４ 个氮磷

配施处理均提高了土壤养分及玉米产量ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬＮ１Ｐ１、Ｎ２Ｐ２、Ｎ３Ｐ３和 Ｎ４Ｐ４处理中ꎬ碱解氮、有效磷、有机质及玉

米产量的增加率分别为 ３.３％~６０.９％ꎬ１２０.１％~８６２.６％ꎬ７.９％~１８.４％和 ６３.９％~８６.１％ꎮ 随着氮磷施用量的增加ꎬ细
菌 α－多样性在 Ｎ１Ｐ１处理中达到最高ꎬ之后呈现下降趋势ꎻβ－多样性分析发现ꎬ不同氮磷配施显著影响细菌群落结

构ꎮ ＲＤＡ 分析表明ꎬ土壤有效磷和全氮对细菌群落结构差异的贡献率最大ꎮ 随着氮磷施用量的增加ꎬ脲酶活性逐渐

升高ꎬ碱性磷酸酶和蔗糖酶的活性呈现降低趋势ꎮ 因此ꎬ化肥施用过量ꎬ不利于土壤中细菌多样性及土壤酶活性的

维持和提高ꎮ
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　 　 土壤微生物和酶活性是表征土壤肥力的重要

指标ꎬ二者在土壤物质转化和能量流动过程中起着

极其重要的作用 [１－２]ꎮ 土壤微生物作为土壤生态系

统的重要组成部分ꎬ包括细菌、真菌、古菌等ꎮ 其

中ꎬ细菌是土壤中最大的功能性类群之一ꎬ参与土

壤呼吸、养分转化、有机物分解等过程 [３－４]ꎬ其多样

性是评价土壤质量及生产力的重要指标[５]ꎮ 土壤

酶是由微生物、动植物活体分泌以及由动植物残

体、遗骸分解ꎬ释放于土壤中的一类具有催化能力

的生物活性物质ꎬ是土壤生态系统新陈代谢的重要

动力ꎬ其活性可以反映出不同土壤生物化学反应的

相对强度和土壤养分状况[６]ꎮ 研究表明ꎬ土壤微生

物及酶活性与土壤的理化性质、施肥方式、耕作措

施等密切相关[７－８]ꎮ 施肥是农业生产中的一项重要

措施ꎬ可以提升土壤养分ꎬ增加粮食产量ꎮ 近年来ꎬ
为了保证粮食供给ꎬ大量的化肥输入农田ꎬ导致土

壤出现板结、盐碱化、粮食减产等现象[９－１０]ꎬ同时也

影响到了土壤细菌的生存环境及土壤酶活性ꎮ 细

菌的丰富度、均匀度、结构组成都会直接或者间接

影响到土壤肥力、土壤酶活性ꎬ进而威胁到粮食

安全ꎮ
大量研究表明ꎬ施肥影响土壤细菌的多样性ꎬ

合理施肥能显著提高细菌 ＯＴＵ 数量、功能多样性及

活性[１１]ꎬ而长期不合理施肥却降低了细菌的 α－多
样性ꎬ很大程度上改变了细菌的物种组成[１２]ꎬ细菌

群落的变化又会间接影响土壤酶活性ꎬ合理施肥可

以提高土壤蔗糖酶、 脲酶、 碱性磷酸酶等的活

性[１３－１５]ꎮ 土壤酶参与不同物质的分解与转化ꎬ通常

与土壤养分状况关系密切ꎬ也会随着作物生育期发

生变化[１６]ꎮ
随着人口增加及人为扰动加剧ꎬ我国耕地土壤

出现不同程度的退化现象ꎮ 山西是我国特色农业

大省ꎬ也是重要的粮食种植区ꎮ 褐土是山西主要类

型之一ꎬ研究褐土不同施肥下土壤细菌的多样性及

土壤酶活性ꎬ对我省土壤肥力培育及合理施肥具有

重要意义ꎮ 土壤细菌群落结构的形成与演替需要

经历漫长的过程ꎬ长期定位试验有利于合理、全面

地解释这一过程ꎮ 目前用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术研究

褐土区不同氮磷配施对细菌多样性的报道比较少ꎮ
本试验基于山西寿阳长达 ２８ ａ 的定位试验ꎬ以 ５ 个

不同氮磷配施处理的耕层土壤(０~２０ ｃｍ)为研究对

象ꎬ采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 高通量测序技术ꎬ对土壤细

菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 Ｖ３－Ｖ４ 区进行测序ꎬ探讨氮磷化肥

配施对细菌多样性及群落结构的影响ꎬ通过测定蔗

糖酶、脲酶和碱性磷酸酶的活性ꎬ分析细菌群落与

酶活性及环境因子之间的相关性ꎬ为山西褐土的肥

力培育及氮磷化肥的合理减施提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 研究区概况

长期定位试验地点位于山西省晋中市寿阳县

宗艾镇宗艾村 “国家农业环境寿阳观测试验站

(１１３°０６′ ３８″ Ｅ、３７° ５８′ ２３. ０″ Ｎ)”ꎮ 试验站海拔为

１１３０ ｍꎬ土壤发生分类为褐土ꎬ成土母质为马兰黄

土ꎬ系统分类属于简育干润雏形土 ( Ｈａｐｌｉ － Ｕｓｔｉｃ
Ｃａｍｂｏｓｏｌｓ) [１７]ꎮ 该区属中纬度暖温带半湿润偏旱

区大陆性季风气候区ꎬ年均气温为 ７.４℃ꎬ年均降水

量 ５００ ｍｍꎮ 试验地初始 ｐＨ 值为 ８.４ꎬ有机质为２３.８
ｇ􀅰ｋｇ－１、碱解氮为 １１７.６９ ｍｇ􀅰ｋｇ－１、有效磷为 ４.８４
ｍｇ􀅰ｋｇ－１、有效钾为 １００ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎮ

本长期定位试验从 １９９２ 年春开始种植春玉米ꎬ
采用大田裂区方式分布ꎮ 按照氮肥和磷肥的用量

梯度ꎬ共设置 ５ 个处理:Ｎ１Ｐ １ꎬ Ｎ２Ｐ ２ꎬ Ｎ３Ｐ ３ꎬ Ｎ４Ｐ ４和

ＣＫꎬ每个处理 ３ 个生物学重复ꎬ共 １５ 个小区ꎬ每个

小区长 ８.３ ｍꎬ宽 ８ ｍꎬ面积约为 ６６ ｍ２ꎬ各小区间起

垄隔离ꎮ 玉米品种为大丰 ３０ꎬ播种密度为 ６６ ０００ 株

􀅰ｈｍ－２ꎬ玉米播种前进行旋地和施肥ꎬ氮肥为尿素

(４６％ Ｎ)ꎬ磷肥为过磷酸钙(４６％ Ｐ ２Ｏ５)ꎬ施肥量见

表 １ꎬ方式为全部播前基施ꎮ
１.２　 样品采集

２０１８ 年 １０ 月玉米收获后ꎬ各小区采用“Ｓ”形取

样法ꎬ取 ５ 点制成一个混合土样ꎮ 用土钻采集 ０~２０

４６１ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 干旱地区农业研究　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ４０ 卷



ｃｍ 的土壤样品去掉明显的石砾、残枝败叶等杂物ꎬ
用无菌袋装好ꎬ将其置于冰盒带回实验室后分为两

部分ꎬ一部分用于土壤 ＤＮＡ 的提取和微生物多样性

分析ꎬ可暂时保存于－８０℃ꎻ另一部分自然风干后过

筛ꎬ进行土壤酶活性及理化性质的测定分析ꎮ

表 １　 试验处理及施肥

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｎ / (ｋｇ􀅰ｈｍ－２) Ｐ２Ｏ５ / (ｋｇ􀅰ｈｍ－２)
ＣＫ ０ ０.０

Ｎ１Ｐ１ ６０ ３７.５
Ｎ２Ｐ２ １２０ ７５.０
Ｎ３Ｐ３ １８０ １１２.５
Ｎ４Ｐ４ ２４０ １５０.０

１.３　 测定方法

１.３.１　 土壤理化性质测定 　 土壤理化性质的测定

方法均参照鲍士旦编著的«土壤农业化学分析方

法» [１８]ꎮ
１.３.２　 土壤细菌多样性分析 　 准确称取 ０.５ ｇ 土

样ꎬ采用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ ＳＰＩＮ ＤＮＡ 提取试剂盒(ＭＰ Ｂｉｏ￣
ｍｅｄｉｃａｌｓꎬ Ｓａｎｔａ Ａｎａꎬ ＣＡꎬ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ)ꎬ按照说明

书的方法进行土壤 ＤＮＡ 的提取ꎬ用 ０.７％的琼脂糖

凝胶进行电泳ꎬ观察条带是否清晰、完整ꎻ用紫外分

光光度计 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ－１０００(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎ￣
ｔｉｆｉｃꎬ Ｗａｌｔｈａｍꎬ ＭＡꎬ ＵＳＡ)测定 ＤＮＡ 的浓度ꎮ

通过 ＰＣＲ 扩增细菌的高变区 Ｖ３－Ｖ４ 区ꎬ引物

为 ３３８Ｆ (５’ － ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ － ３’) 和

８０６Ｒ(５’ －ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ － ３’) [１９]ꎬ
在上游引物中加入 ７ 个碱基的寡核苷酸标签序列

ｂａｒｃｏｄｅꎬ用来区分不同样品ꎮ ＰＣＲ 扩增采用 ＮＥＢ
Ｑ５ ＤＮＡ 高保真聚合酶ꎬ反应体积为 ２５ μＬꎬ体系组

成为:模板 ＤＮＡ ２ μＬꎬ上下游引物各 １ μＬꎬＱ５ ＤＮＡ
聚合酶 ０.２５ μＬꎬ反应缓冲液 ５ μＬꎬｄＮＴＰ ２ μＬꎬ补无

菌水到 ２５ μＬꎮ ＰＣＲ 程序为:９８℃ 预变性 ２ ｍｉｎꎻ
９８℃变性 １５″ꎬ５５℃退火 ３０″ꎬ７２℃延伸 ３０″ꎬ反复 ２５
个循环ꎻ７２℃充分延伸 ５ ｍｉｎꎮ 扩增结果进行 ２％琼

脂糖凝胶电泳ꎬ切取目的片段ꎬ然后用 ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ
凝胶回收试剂盒(Ａｘｙｇｅｎ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｕｎｉｏｎ Ｃｉｔｙꎬ
Ｕ.Ｓ.)回收目的片段ꎬ通过 ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ ｄｓＤＮＡ Ａｓｓａｙ
Ｋｉｔ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ Ｃａｒｌｓｂａｄꎬ ＣＡꎬ Ｕ.Ｓ.)进行定量ꎮ 将

扩增产物送至上海派森诺生物科技股份有限公司ꎬ
进行高通量测序ꎮ
１.３.３　 土壤酶活性的测定　 脲酶活性采用苯酚钠－
次氯酸钠比色法ꎬ以 ２４ ｈ 后 １ ｇ 土壤中 ＮＨ３－Ｎ 的质

量(ｍｇ)表示脲酶活性ꎻ碱性磷酸酶活性采用磷酸苯

二钠法ꎬ以 ２４ ｈ 后 １ ｇ 土壤中酚的质量(ｍｇ)表示脲

酶活性ꎻ蔗糖酶采用 ３ꎬ５－二硝基水杨酸比色法ꎬ以
２４ ｈ 后 １ ｇ 土壤中葡萄糖的质量(ｍｇ)表示蔗糖酶

活性ꎬ详见参考文献[２０]ꎮ
１.４　 数据统计

采用 ＱＩＩＭＥ 对测序数据进行处理[２１]ꎮ 首先ꎬ将
与 Ｂａｒｃｏｄｅ 精确匹配的原始测序 Ｒｅａｄｓ 分配给各样

本ꎬ去除低质量序列ꎬ使用 ＦＬＡＳＨ (ｖ１.２.７)进行组

装和拼接[２２]ꎬＵＣＨＩＭＥ (ｖ４.２)进行嵌合体剔除ꎬ剩
余的优质序列通过 ＵＣＬＵＳＴ 以 ９７％的相似度阈值划

分 ＯＴＵ ( Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ) [２３]ꎮ 从每个

ＯＴＵ 中选择一个具有代表性的序列ꎬ与 Ｓｉｌｖａ １３２ 数

据库进行比对和 ＯＴＵ 分类[２４]ꎮ 序列数据分析主要

采用 ＱＩＩＭＥ 和 Ｒ ( ｖ ３. ６. ３ꎬ Ｖｅｇａｎ ｐａｃｋａｇｅ) 进行
[２５－２６]ꎮ 利用 ＱＩＩＭＥ 计算 Ｃｈａｏ１ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数ꎮ
采 用 主 成 分 分 析 ( Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ
ＰＣＡ)研究不同样品间细菌群落结构的变化ꎮ 采用

置换多元方差分析(ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ) [２７] 评估各组间

细菌群落组成差异的显著性ꎮ 利用 ＭＥＧＡＮ[２８]进行

细菌群落分类组成和丰度可视化ꎮ 采用无加权组

算术平均法(ＵＰＧＭＡ)ꎬ利用 Ｒ 软件进行物种组成

相似性分析ꎬ并通过 ＣＡＮＯＣＯ 软件进行细菌群落与

环境因子的冗余分析(Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＲＤＡ)ꎮ
１５ 个土壤样本共得到 ３７６８３３ 条高质量序列ꎬ原始

数据 已 提 交 至 ＮＣＢＩ 数 据 库 中ꎬ 编 号 为 ＰＲＪ￣
ＮＡ７０６４６９ꎮ

采用 ＳＰＳＳ 软件(ｖｅｒｓｉｏｎ ２２)进行单因素方差分

析(ＡＮＯＶＡ)ꎬ检验土壤理化性质、土壤酶活性、细菌

α－多样性指数等的正态分布和方差同质性ꎮ 在 Ｐ ＝
０.０５ 水平下ꎬ采用 ＬＳＤ (Ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ)
检验分析数据间的显著性差异ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 不同氮磷配施对土壤理化性质及玉米产量的

影响

２.１.１　 不同氮磷配施对土壤理化性质的影响 　 不

同氮磷施肥对土壤理化性质的影响如表 ２ 所示ꎬ与
ＣＫ 相比ꎬ氮磷化肥配施降低了土壤 ｐＨꎬ并且提高了

土壤 ＡＮ、ＡＰ、ＡＫ、ＯＭ、ＴＮ、ＴＰ 和 ＴＫ 的含量ꎮ 其中ꎬ
ＡＮ、ＡＰ、ＡＫ、ＯＭ 和 ＴＰ 在各处理之间均存在显著差

异(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬＮ１Ｐ １、Ｎ２Ｐ ２、Ｎ３Ｐ ３、Ｎ４Ｐ ４

处理的 ＡＮ 增幅分别为:９７.８％ꎬ１１６.６％ꎬ１５９.０％和

２０８.２％ꎻ ＡＰ 的增加率分别为 １２０. １％ꎬ ３８７. ７％ꎬ
６３５.２％和 ８６２.６％ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬ各氮磷配施处理土

壤有机质的增加率范围为 ８４.８％ ~１０２.９％ꎬ在 Ｎ２Ｐ ２

处理中土壤有机质达到最高ꎬ之后出现下降的趋势ꎮ
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２.１.２　 不同氮磷配施对玉米产量的影响 　 氮磷配

施显著提高了玉米产量ꎬ且各处理间的差异显著(Ｐ
<０.０５)ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬＮ１Ｐ １、Ｎ２Ｐ ２、Ｎ３Ｐ ３、Ｎ４Ｐ ４处理的

玉米产量增加率分别为 ６３. ９％ꎬ８６. １％ꎬ８３. １％和

７９.９％ꎮ 玉米产量在 Ｎ２Ｐ ２处理中达到最高ꎬ之后呈

现下降趋势ꎬ说明超过一定界限后继续增加施肥量

并不能增加玉米的产量ꎮ
２.２　 不同氮磷配施处理下土壤细菌的多样性

２.２.１　 土壤细菌的 α－多样性　 细菌的 α－多样性指

数如表 ３ 所示ꎬＣｈａｏ１ 指数在不同处理间未见差异ꎬ
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数只有在 Ｎ１Ｐ １和 Ｎ４Ｐ ４两处理间差异显

著(Ｐ<０.０５)ꎬ其他处理之间差异不显著ꎮ 随着氮磷

化肥用量的增加ꎬＣｈａｏ１ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数均出

现波动ꎬ在 Ｎ１Ｐ １处理下ꎬ两种指数均达到最高ꎬ之后

开始下降ꎬ虽然在 Ｎ３Ｐ ３处理下 Ｃｈａｏ１ 指数重新出现

上升ꎬ但是整体上呈现下降的趋势ꎬ在 Ｎ４Ｐ ４处理中ꎬ
两种指数低于 ＣＫ 处理ꎮ
２.２.２　 门水平土壤细菌相对丰度 　 通过对各处理

细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的高通量测序结果进行分析和比对

得知ꎬ所有细菌共注释到 ３３ 个门ꎬ１１１ 个纲ꎬ３１５ 个

目ꎬ５２２ 个科和 ９５６ 个属ꎮ 相对丰度值排序位于前

１０ 位的细菌门如图 １ 所示ꎮ 排名在前 ５ 位的门依

次为:变形菌门 ( Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、放线菌门 ( Ａｃｔｉ￣
ｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、绿弯菌门(Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ)、酸杆菌门(Ａｃ￣

ｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ)、芽单胞菌门(Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ)ꎬ共占

所有菌门的 ８５％以上ꎬ在各个处理中平均相对含量

为:２３.３％~ ２６.８％ꎬ２０.５％ ~ ２３.３％ꎬ１５.０％ ~ １７.８％ꎬ
１２.９％~１５.７％ꎬ７.１％ ~ １０.２％ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬＮ１ Ｐ １、
Ｎ２Ｐ ２、Ｎ３Ｐ ３、Ｎ４Ｐ ４处理芽单胞菌门的相对含量提高ꎬ
并且随着氮磷化肥用量的增加ꎬ芽单胞菌门的相对

含量逐渐升高ꎬ 增加率依次为 ０. ０５％ꎬ ２. ４７％ꎬ
３.０７％ꎬ３.０９％ꎮ 与此相反ꎬ酸杆菌门的相对含量随

着氮磷化肥用量的增加而呈现降低规律ꎬ与 ＣＫ 相

比ꎬＮ１Ｐ１、Ｎ２Ｐ２、Ｎ３Ｐ３、Ｎ４Ｐ４处理中酸杆菌门依次显著

降低了 ０.９８％ꎬ１.５２％ꎬ２.２９％ꎬ２.７９％ꎮ 此外ꎬ放线菌门

相对丰度依次降低了 ０.３８％ꎬ２.２２％ꎬ３.２２％ꎬ２.５２％ꎮ
２.２.３　 土壤细菌的 β－多样性　 采用主成分分析进

行土壤细菌 β－多样性检验ꎬ结果如图 ２ 所示ꎬＰＣ１
和 ＰＣ２ 两个轴分别解释了 ６４.１％和 ２２.０％的细菌群

落变化ꎮ 整体来看ꎬ同一处理的 ３ 个重复距离较近ꎬ
说明平行性较好ꎬ而不同处理的样本彼此分离ꎬ说
明不同施肥下土壤细菌群落结构有差异ꎮ 置换多

元方差分析(图 ３)表明ꎬ组间差异显著高于组内差

异(Ｐ<０.００１)ꎬＲ 值为 ０.８９８ꎬ接近于 １ꎬ因此ꎬ不同处

理之间细菌群落差异显著ꎮ
２.３　 不同氮磷配施对土壤酶活性的影响

如表 ４ 所示ꎬ不同氮磷配施对蔗糖酶、脲酶及碱

性磷酸酶的影响规律不同ꎮ 氮磷配施增加了土壤脲

表 ２　 不同氮磷配施处理下土壤的理化性质及玉米产量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｍａｉｚｅ ｙｉｅｌｄ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐＨ

碱解氮
ＡＮ

/ (ｍｇ􀅰ｋｇ－１)

有效磷
ＡＰ

/ (ｍｇ􀅰ｋｇ－１)

有效钾
ＡＫ

/ (ｍｇ􀅰ｋｇ－１)

有机质
ＯＭ

/ (ｇ􀅰ｋｇ－１)

全氮
ＴＮ

/ (ｇ􀅰ｋｇ－１)

全磷
ＴＰ

/ (ｇ􀅰ｋｇ－１)

全钾
ＴＫ

/ (ｇ􀅰ｋｇ－１)

玉米产量
Ｍａｉｚｅ ｙｉｅｌｄ

/ (ｋｇ􀅰ｈｍ－２􀅰ａ－１)

ＣＫ ８.６５±０.０３ａ ３２.７６±０.１２ｅ ４.５７±０.０５ｅ ２１.６８±０.０４ｅ １２.９０±０.０７ｅ ０.８３±０.０１ｄ ０.５０±０.０１ｅ １４.６７±０.０５ｄ ３６９５.１３±１９１.２１ｅ
Ｎ１Ｐ１ ８.４９±０.０４ｂ ６４.８１±０.０３ｄ １０.０６±０.０４ｄ ６２.４１±０.０５ｂ ２５.８２±０.０５ｂ １.０２±０.０２ｃ ０.６１±０.０１ｄ １５.４４±０.０３ｃ ６０５４.９８±２８５.１４ｄ
Ｎ２Ｐ２ ８.４２±０.０１ｃ ７０.９５±０.０８ｃ ２２.２９±０.０２ｃ ８１.１６±０.０９ａ ２６.１７±０.０２ａ １.２８±０.０１ｂ ０.７９±０.０２ｃ １６.０４±０.０２ａ ６８７７.０９±３１２.４５ａ
Ｎ３Ｐ３ ８.４７±０.０５ｂ ８４.８１±０.０３ｂ ３３.６０±０.０８ｂ ５９.９３±０.０３ｄ ２３.８４±０.０３ｄ １.２９±０.０３ｂ ０.８２±０.０１ｂ １５.４４±０.０３ｃ ６７６３.９７±１２１.２３ｂ
Ｎ４Ｐ４ ８.４９±０.０２ｂ １００.９５±０.０６ａ ４３.９９±０.０３ａ ６０.２９±０.１０ｃ ２４.２８±０.０２ｃ １.３６±０.０２ａ １.２５±０.０２ａ １５.８９±０.０５ｂ ６６４９.２１±５０.０２ｃ

注:同列数据后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 ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｏｆ ｄａｔａ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ３　 不同氮磷配施处理下细菌的 α－多样性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ α－ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

ＣＫ ２９３１.３６±４８２.３８ａ １０.７１±０.０８ａｂ
Ｎ１Ｐ１ ３９２９.８５±４２３.４１ａ １０.７９±０.０５ａ
Ｎ２Ｐ２ ３１１３.９９±８３０.２６ａ １０.７３±０.０６ａｂ
Ｎ３Ｐ３ ３４９３.４４±４０１.１８ａ １０.７１±０.１２ａｂ
Ｎ４Ｐ４ ２９０１.０２±４６４.３２ａ １０.５６±０.０４ｂ

酶活性ꎬＮ３Ｐ ３和 Ｎ４Ｐ ４处理中ꎬ脲酶活性显著高于 ＣＫ
处理ꎬ并且随着氮磷用量的增加ꎬ脲酶活性呈现逐

渐增长的趋势ꎬ Ｎ１Ｐ １、Ｎ２Ｐ ２、Ｎ３Ｐ ３、Ｎ４Ｐ ４处理中脲酶

活性较 ＣＫ 分别增加 ３.２％、４.７％、８.４％和 １４.９％ꎻ相
反ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬ氮磷配施显著降低了土壤碱性磷酸

酶的活性ꎬ随着氮磷用量的增加ꎬ碱性磷酸酶活性

逐步降低ꎬＮ１Ｐ １、Ｎ２Ｐ ２、Ｎ３Ｐ ３、Ｎ４Ｐ ４处理中碱性磷酸

酶活性较 ＣＫ 分别降低 １６. ９％、１８. ５％、２８. ４％ 和

２９.０％ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬ氮磷配施降低了土壤蔗糖酶活
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图 １　 不同处理下土壤细菌在门水平上的相对丰度
Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ

ｌｅｖｅｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ２　 不同处理土壤细菌 β－多样性检验的主成分分析

Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ
β－ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ３　 置换多元方差分析
Ｆｉｇ.３　 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ ａｎａｌｙｓｉｓ

表 ４　 不同处理对土壤酶活性的影响 / (ｍｇ􀅰ｇ－１􀅰２４ｈ－１)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｓｏｉｌ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ 蔗糖酶 ＳＵＣ 脲酶 ＵＲＥ 碱性磷酸酶 ＡＬＰ

ＣＫ ９７.４１±２.０２ａ ２.１２５±０.０７０ｃ ０.８９１±０.０２０ａ
Ｎ１Ｐ１ ８０.３９±４.４２ｂ ２.１９３±０.０３３ｂｃ ０.７４０±０.０１０ｂ
Ｎ２Ｐ２ ８２.７７±９.４７ａｂ ２.２２５±０.０６２ｂｃ ０.７２６±０.００３ｂ
Ｎ３Ｐ３ ６９.６８±６.１９ｂ ２.３０４±０.０１１ａｂ ０.６８３±０.０５１ｂｃ
Ｎ４Ｐ４ ７１.５２±１.７９ｂ ２.４４１±０.１７６ａ ０.６３３±０.０４１ｃ

性ꎬ降低范围为 １５.０％ ~ ２８.５％ꎬ除 Ｎ２Ｐ ２处理外ꎬ差
异均达到显著水平ꎻ４ 个氮磷配施的处理中ꎬＮ２Ｐ ２处

理蔗糖酶活性最高ꎮ
２.４　 影响细菌群落结构的土壤理化因子及酶活性

的 ＲＤＡ 分析

　 　 通过 ＣＡＮＯＣＯ 软件对各处理下细菌群落和土

壤理化因子及酶活性进行 ＲＤＡ 分析ꎬ结果如图 ４ 所

示ꎮ 前两个轴总共解释了 ７６％的细菌群落变化ꎬ第

图 ４　 不同处理下土壤细菌群落与土壤理化因子
及酶活性的冗余分析

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ
ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
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一轴为 ５３.２％ꎬ第二轴为 ２２.８％ꎮ 其中ꎬ土壤 ＡＰ(Ｆ
＝ １３.７０５ꎬＰ＝ ０.００２)对细菌群落结构的贡献率最大ꎻ
其次为 ＴＮ(Ｆ ＝ １１.５０７ꎬＰ ＝ ０.００２)ꎬ８ 个土壤理化因

子及 ３ 个酶活性贡献率顺序为:ＡＰ >ＴＮ>ＴＰ >ＡＮ>
ＳＵＣ>ＡＬＰ>ＵＲＥ>ＴＫ>ｐＨ>ＯＭ>ＡＫꎮ

２.５　 玉米产量与土壤理化因子及酶活性的相关性

玉米产量与土壤理化因子及酶活性间均存在

不同程度的相关性(表 ５)ꎮ 玉米产量与土壤 ＡＫ、
ＯＭ、ＴＮ、ＴＫ 呈显著正相关ꎬ与 ｐＨ 呈极显著负相关ꎬ
与 ＡＬＰ 呈显著负相关ꎻｐＨ 与 ＡＫ、ＯＭ 和 ＴＫ 均呈显

著或极显著负相关ꎻＡＮ 与 ＴＮ 和 ＵＲＥ 均呈显著正

相关ꎻＡＬＰ 活性与 ＳＵＣ 活性呈显著正相关ꎬ与 ＵＲＥ
活性呈显著负相关ꎮ

３　 讨　 论

３.１　 氮磷配施对土壤理化性质及玉米产量的影响

大量研究表明ꎬ长期施用化肥会造成土壤的酸

化[２９－３０]ꎮ 本研究中试验地虽然偏碱性ꎬ但是与 ＣＫ
处理相比ꎬ施肥降低了土壤的 ｐＨ 值ꎬ可能是酰胺态

氮肥尿素施入土壤中水解硝化逐年释放 Ｈ＋ 所

致[３１－３２]ꎮ 施肥可以提高各类型土壤中养分的含量

及作物产量[３３－３４]ꎬ本研究 ＣＫ 处理中ꎬ土壤有机质主

要来源为作物根茬ꎬ每年玉米残留根茬积累在土壤

中的有机质远不能满足土壤每年分解的有机质ꎬ因
此不能维持试验前的有机质水平ꎮ 研究表明ꎬ适量

施用化肥能够提高土壤有机质的含量或者极大程

度地维持土壤有机质的平衡[８－９]ꎬ在本结果中ꎬ随着

氮磷化肥量的增加ꎬ有机质出现先增加后降低的趋

势ꎬ并在 Ｎ２Ｐ ２处理中达到最高ꎬ可能是因为 Ｎ２Ｐ ２处

理的生物量最高ꎬ残留根茬中有机碳含量也最高ꎬ
有利于土壤中有机质的维持与提升ꎬ而过量施用化

肥导致土壤有机质含量下降ꎬ可能是因为氮肥用量

过高会改变土壤 ｐＨ 值ꎬ降低土壤中的 Ｃ / Ｎꎬ从而影

响土壤有机质的分解与转化ꎮ
玉米产量在 Ｎ２Ｐ ２处理中达到最高ꎬ且显著高于

其他处理ꎬ说明在一定范围内增施化肥可以提高作

物产量ꎬ超过这个范围便不再有增产作用ꎮ 本研究

中ꎬＮ２ Ｐ ２ 的 施 肥 量 ( Ｎ １２０ ｋｇ 􀅰 ｈｍ－２ꎬ Ｐ ２ Ｏ５ ７５
ｋｇ􀅰ｈｍ－２)更适合山西褐土玉米的生长ꎮ

表 ５　 玉米产量与土壤理化性质及酶活性的 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析

Ｆｉｇ.５　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｉｓｙｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍａｉｚｅ ｙｉｅｌｄ ｗｉｔｈ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ
玉米产量
Ｍａｉｚｅ
ｙｉｅｌｄ

酸碱度
ｐＨ

碱解氮
ＡＮ

有效磷
ＡＰ

有效钾
ＡＫ

有机质
ＯＭ

全氮
ＴＮ

全磷
ＴＰ

全钾
ＴＫ

蔗糖酶活性
ＳＵＣ

ａｃｔｉｖｉｔｙ

脲酶活性
ＵＲＥ

ａｃｔｉｖｉｔｙ

碱性磷酸
酶活性

ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ
玉米产量
Ｍａｉｚｅ ｙｉｅｌｄ １.０００

酸碱度
ｐＨ －０.９６８∗∗ １.０００

碱解氮
ＡＮ ０.８６９ －０.７２５ １.０００

有效磷
ＡＰ ０.７２５ －０.５５１ ０.９４２∗ １.０００

有效钾
ＡＫ ０.９２９∗ －０.９８８∗∗ ０.６６０ ０.４７ １.０００

有机质
ＯＭ ０.９４４∗ －０.９５８∗ ０.７４６ ０.５１ ０.９５３∗ １.０００

全氮
ＴＮ ０.９１４∗ －０.８２２ ０.９３５∗ ０.９２０∗ ０.７６６ ０.７４６ １.０００

全磷
ＴＰ ０.６４２ －０.４７７ ０.９０５∗ ０.９４５∗ ０.４３７ ０.４８１ ０.８４６ １.０００

全钾
ＴＫ ０.９１１∗ －０.９１６∗ ０.７９０ ０.６６８ ０.９３２∗ ０.８８１∗ ０.８７４ ０.７０１ １.０００

蔗糖酶活性
ＳＵＣ ａｃｔｉｖｉｔｙ

－０.８６８ ０.７２５ －０.９４７∗ －０.８５４ －０.６３０ －０.７５８ －０.８６０ －０.７３６ －０.６６３ １.０００

脲酶活性
ＵＲＥ ａｃｔｉｖｉｔｙ ０.６６４ －０.４７４ ０.９４２∗ ０.９７０∗∗ ０.４０８ ０.４９７ ０.８４７ ０.９７８∗∗ ０.６３９ －０.８３３ １.０００

碱性磷酸
酶活性

ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ
－０.９１７∗ ０.７９５ －０.９９１∗∗ －０.８９２∗ －０.７３７ －０.８２６ －０.９２９∗ －０.８５１ －０.８２８ ０.９５６∗ －０.８９２∗ １.０００

　 　 注:∗代表在 Ｐ<０.０５ 水平差异显著ꎬ∗∗代表在 Ｐ<０.０１ 水平差异显著ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ<０.０５ ｌｅｖｅｌꎬ ａｎｄ ∗∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ<０.０１ ｌｅｖｅｌ.
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３.２　 氮磷配施对土壤细菌 α－多样性及群落组成的

影响

　 　 α－多样性指数是评价细菌群落多样性的重要

指标ꎬ多样性指数越高表明细菌群落的丰富度和均

匀度越高ꎮ 本研究中的 Ｃｈａｏ１ 指数侧重体现细菌群

落的丰富度ꎬＳｈａｎｎｏｎ 指数兼顾群落的均匀度ꎮ 陈

哲等[３５]研究发现ꎬ在稻田中长期氮磷钾配施可以增

加土壤细菌的多样性ꎬ但是单施氮肥细菌多样性反

而会降低ꎻＺＨＯＵ 等[３６]研究发现在黑土上长期施化

肥会降低土壤细菌的多样性ꎮ 本结果的 ５ 个处理间

两项指数差异均不明显ꎬ总体表现为下降趋势ꎮ
通过对各处理细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的高通量测序结

果进行分析和比对得知ꎬ所有细菌共注释到 ３３ 个

门ꎮ 其中五大优势菌门依次为:变形菌门、放线菌

门、绿弯菌门、酸杆菌门和芽单胞菌门ꎬ这些菌门普

遍存在于森林、湖泊、温室等土壤中ꎬ具有较强的生

成能力ꎬ但是细菌群落结构会随生态位点及作用底

物的差异而发生变化[３７－３８]ꎮ 研究表明ꎬ酸杆菌门中

的大部分细菌生长缓慢ꎬ适合在营养匮乏的环境中

生长 [３９]ꎬ因此ꎬ随着氮磷化肥施用量的增加ꎬ酸杆

菌门丰度呈现下降趋势ꎮ 研究发现ꎬ芽单胞菌门适

合在水分含量低的土壤中生存[４０]ꎬ本研究 Ｎ４Ｐ ４处

理氮磷化肥的施用量远超出作物需求ꎬ可能会导致

土壤出现板结ꎬ进而影响水分的入渗ꎬ因此ꎬ更适合

芽单胞菌门的生长ꎮ 此外ꎬ不同土壤类型、不同试

验环境及不同作物也会导致细菌各类群的相对丰

度有一定差异[４１]ꎬ这也造成了本研究中某些菌门的

相对丰度与其他研究的差别ꎮ
３.３　 氮磷配施对土壤酶活性的影响

蔗糖酶参与土壤中碳水化合物的转化ꎬ能促进

蔗糖分解成葡萄糖和果糖ꎬ是参与土壤碳循环的重

要酶类之一ꎬ也可用来评价土壤熟化程度ꎻ脲酶是

一种作用于线型酰胺键的酶ꎬ能将尿素催化水解成

氨、ＣＯ２等小分子无机化合物ꎬ是参与土壤氮素循环

的重要酶类之一ꎬ脲酶活性反映土壤有机态氮的转

化能力和土壤无机氮的供应能力ꎻ磷酸酶能够催化

土壤有机磷化合物矿化ꎬ其活性高低直接影响土壤

中有机磷的分解、转化及生物有效性ꎬ分为酸性磷

酸酶、中性磷酸酶和碱性磷酸酶ꎬ本试验地的土壤

ｐＨ 值在 ８.４２~８.６５ 之间ꎬ以碱性磷酸酶为主ꎮ 本研

究选择这 ３ 种酶ꎬ研究不同氮磷配施对它们的影响ꎮ
结果显示ꎬ脲酶活性随着施肥量的增加而不断提

高ꎬ这与前人的研究结果类似[４２]ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬ施
肥整体降低了蔗糖酶的活性ꎬ但在 ４ 个氮磷梯度处

理中ꎬ随着氮磷化肥用量的增加ꎬ蔗糖酶活性出现

先增加后降低的现象ꎬ在 Ｎ２Ｐ ２处理中达到最高ꎬ这
一现象与土壤有机质的变化趋势吻合ꎮ 陈文博

等[４３]在研究化肥对稻田土壤酶活性的影响时发现ꎬ
在水稻分蘖盛期ꎬ随着化肥量的增加ꎬ蔗糖酶活性

下降ꎬ但在其他生育期蔗糖酶活性是增加的ꎬ说明

蔗糖酶活性与作物生育期也有一定关系ꎮ 碱性磷

酸酶主要来源于植物根系和微生物的分泌物ꎬ在 ｐＨ
值为 ９ ~ １０ 之间活性达到最高ꎮ 有研究表明ꎬ磷肥

的施入可以提高土壤磷酸酶的活性ꎬ但在本研究的

结果中ꎬ４ 个氮磷配施的处理均降低了土壤碱性磷

酸酶的活性ꎬ并且随着施磷量的增加ꎬ呈现降低趋

势ꎬ可能是因为施肥后土壤 ｐＨ 值降低ꎬ碱性磷酸酶

的活性受到一定程度的抑制ꎮ
３.４　 不同因子间相关性分析

土壤中养分、酶、细菌都是作物生长不可或缺

的因素ꎮ 土壤酶很大一部分来自微生物的分泌物ꎬ
因此细菌与土壤酶活性存在不同程度的相关关系ꎮ
ＲＤＡ 前两轴可以解释 ７６％的细菌群落变化ꎬ细菌优

势门与土壤理化因子及酶活性存在一定的相关性ꎮ
玉米产量与土壤 ＡＫ、ＯＭ、ＴＮ、ＴＫ 呈显著正相关ꎬ与
ｐＨ 呈极显著负相关ꎬ与 ＡＬＰ 呈显著负相关ꎬ这与前

人研究结果类似[４４－４６]ꎮ 土壤各理化因子与酶活性

之间相互影响ꎬ共同促进养分循环及能量流动ꎬ为
作物生产提供良好环境ꎮ

４　 结　 论

１)细菌 β－多样性在不同氮磷配施处理中差异

显著ꎻ随着氮磷化肥用量的增加ꎬ细菌 α－多样性在

Ｎ１Ｐ １处理中达到最高ꎬ之后呈现下降趋势ꎮ
２)随着氮磷施用量的增加ꎬ土壤脲酶活性逐渐

增加ꎬ蔗糖酶和碱性磷酸酶活性均呈现下降趋势ꎮ
３)ＲＤＡ 分析表明ꎬ土壤有效磷和全氮对细菌群

落结构差异的贡献率最大ꎮ
４)土壤有机质和玉米产量在 Ｎ２Ｐ ２处理中达到

最高ꎬ施肥量 Ｎ １２０ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎬＰ ２Ｏ５ ７５ ｋｇ􀅰ｈｍ－２更

适合山西褐土玉米的生长ꎮ
综上所述ꎬ化肥施用过量不利于土壤中细菌多

样性及土壤酶活性的维持ꎬ农业生产中ꎬ需适当减

少化肥用量ꎬ以保证作物产量、维持土壤健康ꎮ

致谢:诚挚感谢上海派森诺生物科技股份有限公司

提供的测序平台ꎮ
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