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摘要：为研究不同草田轮作模式下土壤养分及细菌群落的组成特征，以 ５ 年紫花苜蓿⁃ １ 年小麦（Ａ５Ｗ１）、５ 年紫花苜蓿⁃ １ 年玉

米（Ａ５Ｃ１）、５ 年紫花苜蓿⁃ ２ 年小麦（Ａ５Ｗ２）和 ５ 年紫花苜蓿⁃ ２ 年玉米（Ａ５Ｃ２）草田轮作模式为对象，测定了土壤有机质、全氮、
全磷、全钾、碱解氮、速效磷和速效钾含量，在此基础上，基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列扩增子测序研究了 ４ 种轮作模式下耕层土壤细

菌群落组成特征。 结果表明：轮作第 ２ 年各土壤养分含量较第 １ 年显著下降。 细菌组成研究结果显示，４ 种轮作模式下占优势

的菌门为变形菌门、放线菌门和厚壁菌门。 土壤细菌群落优势属以丙酸杆菌属（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、链球

菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）以及奈瑟氏球菌属（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ）为主。 土壤细菌多样性以 Ａ５Ｃ２ 轮作处理最高，Ａ５Ｃ１ 最低；聚类分析显示

Ａ５Ｗ１ 和 Ａ５Ｃ１ 的组成最接近，其次是 Ａ５Ｃ２，Ａ５Ｗ２ 的组成与前两者相差较大。 土壤养分含量与几种优势属之间呈显著相关性

（Ｐ＜０．０５ ｏｒ Ｐ＜０．０１）。 研究结果揭示了河西走廊灌溉区种植紫花苜蓿多年后轮作小麦和玉米改善土壤肥力和防治某些土传植

物病害微生物的机理。
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以紫花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ Ｌ．）为代表的多年生豆科牧草是我国主要种植加工的一大类饲草作物，在现

代养殖业发展中有着不可或缺的作用，但是连作障碍一直是多年生牧草种植的瓶颈问题。 近些年已有大量学

者进行了探索，证实连作障碍的发生不仅与土壤理化性质改变有关，还与土壤微生物组成有关［１⁃２］，土壤微生

物作为土壤中的活性因子，是反应土壤质量最敏感的指标，近年来已有大量的研究表明在土壤微生物与连作

障碍之间存在密切关系［３⁃４］。
草田轮作是农业生产中消减连作障碍最广泛的应用措施，轮作通过增加作物组分丰富了地上、地下生物

多样性，改变了土壤微生态环境［５］，大量试验证明，轮作不仅可以协调不同作物之间养分吸收的局限性，避免

养分失衡，提高土壤养分的有效性和酶活性，还可以通过根系分泌物调整根围微生物群落组成，减少土传病虫

害的发生，提高经济效益［６⁃７］，但不同轮作模式对土壤理化性质的影响不尽相同。 土壤微生物作为土壤生态

系统重要组成部分，其群落结构和多样性主要受植物物种组成和土壤养分状况的影响［８］，不同作物释放的根

系分泌物存在差别，也影响了土壤微生物群落生长代谢和群落结构［９⁃１１］。 细菌是土壤微生物中分布最广，数
量最多的部分［１２］，占土壤微生物总数的 ７０％—９０％，是土壤养分变化的敏感指标之一［１３］。 研究微生物群落

组成及多样性一直是揭示植物⁃微生物互作关系机制的热点问题［１４⁃１５］。 目前高通量测序技术的不断发展，提
高了研究者对环境中微生物群落组成和功能的认知水平［１６⁃１７］。

科学合理的轮作模式可有效缓解连作障碍引起的土壤环境恶化，使土壤中微生物活性增强、多样性增加，
为作物生长提供健康稳定的土壤生态环境［１８⁃１９］。 目前关于紫花苜蓿草田轮作的研究报道相对较多，但前人

的研究多集中在轮作对作物田土壤肥力及产量的影响［２０⁃２２］，缺乏紫花苜蓿⁃作物轮作系统中土壤细菌组成方

面的研究报道。 鉴于此，本试验分析 ５ 龄紫花苜蓿草地和不同作物轮作模式下，土壤养分因子含量和土壤细

菌群落结构的组成及其相互关系，旨在较深层次上探索紫花苜蓿连作障碍的形成机制，为采用轮作措施减轻

紫花苜蓿连作障碍提供实践依据，并为半干旱地区草田轮作和草地生态农业的可持续发展提供理论基础。

１　 材料与方法

１．１　 试验地概况

试验地位于在甘肃省武威市凉州区甘肃农业大学黄羊镇牧草站（１０３°５′Ｅ，３７°３０′Ｎ，海拔 １７７６ ｍ）。 位于

甘肃河西走廊东端，属冷温带干旱区，典型的大陆性气候，日照充足，春季多风沙，夏季有干热风。 降水年际变

化不大，但季节变化较大，多年平均降水量 １６０ ｍｍ 左右，主要集中在 ７、８、９ 月份，冬春季干旱，降水无法满足

作物生长的需要。 年蒸发量 ２４００ ｍｍ，年平均气温 ７．２ ℃，一月最低气温 －２７．７ ℃，七月最高气温 ３４．０ ℃，
０ ℃积温 ３５１３．４ ℃，１０ ℃积温 ２９８５．４ ℃。 全年无霜期 １５６ ｄ，绝对无霜期 １１８ ｄ，年日照时数 ２９４５ ｈ。 土壤以

荒漠灌淤土为主，粉沙壤质，土层深厚。
１．２　 供试材料

供试材料小麦品种为杂交种春宁 ４ 号（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ．ｃｖ．Ｃｈｕｎｎｉｎｇ Ｎｏ．４），玉米品种为杂交种陇单 ４
号（Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ．ｃｖ．Ｌｏｎｇｄａｎ Ｎｏ．４），紫花苜蓿品种为甘农 ３ 号（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ Ｌ．ｃｖ．Ｇａｎｎｏｎｇ Ｎｏ．３）。 小麦及玉

米种子市售，紫花苜蓿种子由甘肃农业大学草业学院提供。
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１．３　 试验设计

选取地势平坦的紫花苜蓿草地进行草田轮作试验。 设计如表 １ 所示，设 ４ 个处理。 试验小区面积为 ４ ｍ
×５ ｍ，不同小区间设 １ ｍ 隔离带，每个处理 ３ 个重复，不同小区的土壤肥力及管理方式相同。

表 １　 紫花苜蓿⁃玉米 ／小麦不同轮作处理

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｆ Ａｌｆａｌｆａ⁃ｃｏｒｎ ／ ｗｈｅａｔ ｒｏｔａｔｉｏｎ

编号 Ｎｏ． 轮作模式 Ｒｏｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ 编号 Ｎｏ． 轮作模式 Ｒｏｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

Ａ５Ｗ１ ５ａ 紫花苜蓿⁃ １ａ 小麦　 ５ａ Ａｌｆａｌｆａ⁃ １ａ Ｗｈｅａｔ Ａ５Ｗ２ ５ａ 紫花苜蓿⁃ ２ａ 小麦　 ５ａ Ａｌｆａｌｆａ⁃ ２ａ Ｗｈｅａｔ

Ａ５Ｃ１ ５ａ 紫花苜蓿⁃ １ａ 玉米　 ５ａ Ａｌｆａｌｆａ⁃ １ａ Ｃｏｒｎ Ａ５Ｃ２ ５ａ 紫花苜蓿⁃ ２ａ 玉米　 ５ａ Ａｌｆａｌｆａ⁃ ２ａ Ｃｏｒｎ

１．４　 土样采集

于 ２０１７ 年 ７ 月中旬采集土壤样品，五点法取样，用内径 ４０ ｍｍ 的土壤取样器取 ０—３０ ｃｍ 土层（耕作层）
土样。 每次采集后用 ７０％的酒精对土壤采样器进行消毒处理，以避免不同样品之间的污染。 采得土样去除

植物残体和石砾等杂物后放入灭菌袋，低温运输至实验室，尽快进行土壤 ＤＮＡ 的提取和其余操作。
１．４．１　 土壤养分测定

土壤有机质含量采用重铬酸钾法测定；土壤全氮采用凯氏定氮法测定；土壤碱解氮采用碱解扩散法；土壤

全钾采用火焰光度法；土壤有效钾含量先用醋酸铵浸提，再用火焰光度法测定；土壤全磷采用 ＨＣｌＯ４⁃Ｈ２ＳＯ４消

煮法；土壤速效磷采用碳酸氢钠浸提⁃铝锑抗比色法测定［２３］。
１．４．２　 土壤微生物 ＤＮＡ 提取和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因高通量测序

将采集的样品拣除杂质后，同一样品充分混合使之均匀，准确称取 １．００ ｇ 新鲜土样。 采用 ＯＭＥＧＡ 土壤

ＤＮＡ 提取试剂盒提取土壤总 ＤＮＡ，提取步骤参考试剂盒说明书。 １％的琼脂糖电泳和紫外分光光度法检测所

提取 ＤＮＡ 的 质 量 和 浓 度， 检 测 合 格 后 利 用 细 菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基 因 的 通 用 引 物 ３１４Ｆ （ ５′⁃
ＣＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧＣＡＧ⁃３′）

⁃８０５Ｒ（５′⁃ＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ⁃３′）扩增土壤微生物 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３＋Ｖ４ 区基因片段。 ＰＣＲ 反应

体系如下：Ｐｈｕｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（１Ｘ）１５ μＬ，ＤＮＡ 模版（１ ｎｇ ／ μＬ）１０ μＬ，正、反向引物（０．２ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ３ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ 补至 ３０ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件为：９５℃，３ ｍｉｎ；（９５ ℃，３０ ｓ； ５５℃，３０ ｓ；７２ ℃，３０ ｓ），２５ 个循环；１６ ℃１０

ｍｉｎ［２４］。 每个样品 ３ 个重复。 琼脂糖凝胶电泳法检测扩增结果，检测合格后送交至上海生工生物科技公司进

行后续实验和高通量测序。
１．５　 序列分析

获得原始序列数据后，采用 ＱＩＩＭＥ １．８．０ 分析 ＯＴＵｓ 的质量分析、Ａｌｐｈａ 多样性分析等。 Ａｌｐｈａ 多样性指数

中，Ｃｈａｏ１ 和 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ 为菌群丰度指数。 Ｃｈａｏ１ 计算公式为：ＳＣｈａｏ１ ＝ Ｓｏｂｓ＋
ｎ２

１

２ｎ２
；其中，Ｓｏｂｓ是观察到的物

种数，ｎ１是观察到的 Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｓ 的种类数，ｎ２是观察到的 Ｄｏｕｂｌｅｔｏｎｓ 的种类数。 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ：实验中观测的

种类数；Ｓｈａｎｎｏｎ 为菌群多样性指数，Ｓｈａｎｎｏｎ 计算公式如 Ｈ′ ＝ －∑ Ｒ

ｉ ＝ １
ｐｉ ｌｎｐｉ ；Ｈ′表示 Ｓｈａｎｎｏｎ Ｉｎｄｅｘ 值，Ｒ 表示

样品中物种的种类数，ｐｉ第 ｉ 个物种所占百分比；Ｓｉｍｐｓｏｎ 反映一个种群的优势度，Ｓｉｍｐｓｏｎ 公式如下： Ｄ ＝ １ －

∑ｐ２
ｉ ；其中 Ｐ ｉ表示物种 ｉ 在样品中的比例。 并基于 ＮＣＢＩ 数据库比对结果分析不同处理的土壤样品中细菌

的群落组成。
１．６　 数据统计

采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 软件对数据进行处理和作图；用 ＳＰＳＳ ２４． ０ 进行单因素方差分析（ ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），采用最小显著差异法（ＬＳＤ）比较数据组间的差异，用 Ｐｅｒｓｏｎ 相关系数评价不同因子间的相关性。
用 ＳＰＳＳ ２４．０ 统计软件完成相关关系分析。
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２　 结果与分析

２．１　 不同轮作模式对土壤养分的影响

　 　 如表 ２ 所示，紫花苜蓿轮作作物 １ 年时，Ａ５Ｃ１ 处理的有机质含量为 １２．３ ｇ ／ ｋｇ，Ａ５Ｗ１ 处理为 １１．８５ ｇ ／ ｋｇ，
轮作第 ２ 年，无论后茬作物是玉米还是小麦，有机质含量较轮作第 １ 年均呈现下降趋势，轮作玉米处理第 ２ 年

比第 １ 年下降 ３．６６％，而小麦处理下降了 ７．６８％。 其余指标均呈现出相似的规律，就玉米轮作组而言，第 ２ 年

与第 １ 年相比，全氮下降了 ２．１７％，全磷下降了 ９．２８％，全钾、碱解氮、速效磷、速效钾呈现不同程度的下降，其
中，下降幅度最大的是速效磷，下降了 ２５．８％，下降幅度最小的是碱解氮，下降了 ０．４７％。 轮作小麦和轮作玉

米表现出了相似的规律，都是轮作第 ２ 年各指标较第 １ 年下降，下降幅度最大的是速效磷，下降了 ３８．３７％，下
降幅度最小的是速效钾，为 ２．５３％。

表 ２　 不同轮作模式下的土壤养分含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

全氮
ＴＮ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

全磷
ＴＰ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

全钾
ＴＫ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

碱解氮
ＡＮ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

速效磷
ＡＰ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

速效钾
ＡＫ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ａ５Ｗ１ １１．８５±０．２３ａ ０．９９±０．０１ａ １．０２±０．０１ａ ７６．８１±１．７７ａ ２８．６０±０．３８ａ １０５．５１±０．４５ａ ２０８．１５±１．０１ａ

Ａ５Ｃ１ １２．３０±０．２０ａ ０．９３±０．０１ｂ ０．９７±０．０１ａ ６５．９５±１．６２ａ ２７．５９±１．５７ｂ １０５．２０±１．３７ｂ ２１３．１５±１．１２ａ

Ａ５Ｗ２ １０．９４±０．０７ｃ ０．９４±０．０２ｂ ０．９２±０．０２ａ ７５．５６±１．１７ａ ２４．７５±１．０６ｃ ６５．０２±１．１８ｄ ２０２．８８±０．７０ａ

Ａ５Ｃ２ １１．４０±０．２１ｂ ０．９１±０．０１ｃ ０．８８±０．０１ｂ ６１．０４±０．０７ａ ２７．４６±０．３８ｂ ７８．０６±０．９３ｃ ２０５．５１±１．３３ａ

　 　 同列不同字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．２　 不同轮作模式下土壤测序结果及深度

测序得到的土壤细菌群落序列读数和 ＯＴＵＳ 数（表 ３），在相似度大于 ９７％的水平上 ４ 个轮作模式共获得

高质量目标序列 ４２７４３ 条。 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ Ｒａｔｅ 值均高于 ８０％，说明测序质量可以反映土壤细菌群落组成情况。
不同轮作模式统计分析表明，土壤细菌 ＯＴＵＳ 种类数无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

表 ３　 不同轮作模式下土壤细菌序列读数及 ＯＴＵＳ 数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ＯＴＵＳ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

轮作模式
Ｒｏｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

高质量目标序列
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖａｌｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ＯＴＵＳ Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ Ｒａｔｅ ／ ％

Ａ５Ｗ１ １０４２１Ａａ １８９１Ａａ ８５
Ａ５Ｃ１ ８５１４Ａｂ １７３１Ａａ ８４
Ａ５Ｗ２ １２４１０Ｂａ ２２８１Ａａ ８３
Ａ５Ｃ２ １４３９８Ａａ ２２８３Ａａ ８５

　 　 大写字母表示同行之间比较， 小写字母同列之间比较， 不同字母在 ０．０５ 水平下差异显著

２．３　 不同轮作模式对土壤细菌群落 Ａｌｐｈａ 多样性的影响

由表 ４ 所示，除 ＡＣＥ 指数外，其余 ３ 个指数都呈现出 Ａ５Ｃ２＞Ａ５Ｗ１＞Ａ５Ｗ２＞Ａ５Ｃ１ 的趋势，ＡＣＥ 指数虽为

Ａ５Ｗ２＞Ａ５Ｗ１，但差异不显著。 综上，不同指数反映出了基本一致的趋势。

表 ４　 不同轮作模式下土壤细菌群落 Ａｌｐｈａ 多样性比较

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

轮作模式
Ｒｏｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｃｈａｏ１ ＡＣＥ Ｓｈａｎｎｏｎ

Ａ５Ｗ１ ０．９８４１ １９９２．０ ２３５０．４ ８．６７
Ａ５Ｃ１ ０．９６９０ １５６９．０ ２０００．３ ７．４３
Ａ５Ｗ２ ０．９８２７ １７００．０ ２３６３．２ ８．２４
Ａ５Ｃ２ ０．９９３３ ２１２７．０ ２６９６．０ ９．２２
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２．４　 不同轮作模式对土壤细菌组成的影响

在门水平上，除极少部分细菌（０．０２％—０．０５％）未被分类外，４ 种轮作模式下土壤细菌主要分布在 ２３ 个

细菌 门 类。 由 图 １ 可 知， 优 势 菌 门 为 变 形 菌 门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ） （ ２５． ３０％—４１． ９０％） 和 放 线 菌 门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）（１４．５０％—１９．８０％）以及厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） （３．７０％—２３．７０％）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）
（５．４０％—１３．９０％）。 其次，拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）和芽

单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）的丰度也相对较高，其余菌门在各处理中均有分布，相对丰度因处理不同而存

在差异，但差异不显著 （Ｐ ＞ ０． ０５）。 另外，优势菌在不同轮作模式下的组成也不同，Ａ５Ｗ２ 中变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）含量很高，而厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）含量却较低，而这两种菌在其他轮作模式下含量较为

稳定。

图 １　 不同轮作模式土壤在门水平上的细菌类群比较

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ａ５Ｗ１： ５ａ 紫花苜蓿⁃ １ａ 小麦；５ａ 紫花苜蓿⁃ ２ａ 小麦；Ａ５Ｃ１： ５ａ 紫花苜蓿⁃ １ａ 玉米；Ａ５Ｃ２： ５ａ 紫花苜蓿⁃ ２ａ 玉米

图 ２　 不同轮作模式土壤在属水平上的细菌类群比较

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌｓ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

在属的分类水平，除未被分类的细菌属外（４１．３１％—５３．７８％），各轮作模式土壤细菌相对丰度排序前 １３
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的细菌菌属分布见图 ２。 不同轮作模式下土壤优势属基本相同，其中丙酸杆菌属（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、芽孢杆

菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、链球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）以及奈瑟氏球菌属（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ）为优势属。 但不同轮作模式下土壤各

细菌属所占相对丰度大小存在差异，如芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）在 Ａ５Ｗ１ 中相对丰度最高，但在 Ａ５Ｗ２ 中却相对

较低。

图 ３　 不同轮作模式土壤在属水平细菌相对丰度主成分分析

　 Ｆｉｇ．３　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｏｉｌ

ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓｓ

２．５　 不同轮作模式下土壤细菌属相对丰度的主成分分析

由图 ３ 可知，４ 种轮作模式下土壤细菌物种相对丰

度共提取 ４ 个主成分，累积贡献率达 ９６．８２％，其中第 １
主成分 （ ＰＣ１） 和第 ２ 主成分 （ ＰＣ２） 贡献率分别为

６８．２５％和 ２２．３２％。 从图 ３ 中可以看出 ４ 种轮作模式中

Ａ５Ｗ１ 和 Ａ５Ｃ１ 分布在 ＰＣ１ 轴负方向，Ａ５Ｗ２ 和 Ａ５Ｃ２
分布在正方向。 Ａ５Ｗ１ 和 Ａ５Ｃ２ 序列分布在 ＰＣ２ 轴正

方向，Ａ５Ｃ１ 和 Ａ５Ｗ２ 分布在负方向。
载荷因子反映主成分与细菌属水平丰度的相关系

数，载荷因子越高，表示该细菌属对主成分的影响越

大［１２］。 由表 ５ 可知，与第一主成分（ＰＣ１）具有较高相

关性的细菌属主要有固氮菌属 Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ、硝化螺旋菌

属 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ、小梨形菌属 Ｐｉｒｅｌｌｕｌａ、Ｉａｍｉａ 菌属和芽孢杆

菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ，与第二主成分（ＰＣ２）具有较高相关性的

细菌属则主要有 Ｆｌａｖｉｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ 菌属、德沃斯氏菌属

Ｄｅｖｏｓｉａ、德沃斯氏菌属、拜纳蒙纳斯属 Ｂａｌｎｅｉｍｏｎａｓ、
Ａｄｈａｅｒｉｂａｃｔｅｒ 菌属（表 ５）。

表 ５　 属水平丰度的主成分载荷因子

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｌｏａｄ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

细菌属 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｕｓ ＰＣ１ ＰＣ２ 细菌属 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｕｓ ＰＣ１ ＰＣ２

Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ ０．９１∗ ０．３５ Ｆｌａｖｉｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ －０．６１ ０．５５∗

Ｆｌａｖｉｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ －０．６１ ０．５５∗ Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ －０．０１ ０．３４

Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ －０．０１ ０．３４ Ｒｈｏｄｏｐｌａｎｅｓ ０．６６ ０．１５

Ｒｈｏｄｏｐｌａｎｅｓ ０．１１ ０．１５ ＤＡ１０１ ０．１２ －０．１３

Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ０．８６∗ －０．１３ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ０．５３ ０．１

Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ０．５３ ０．１ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ０．８８∗ ０．５４

Ｌｙｓｏｂａｃｔｅｒ －０．２２ －０．４９ Ｉａｍｉａ ０．８１∗ －０．１３

Ｆｉｍｂｒｉｉｍｏｎａｓ －０．６ －０．２５ Ｐｉｒｅｌｌｕｌａ ０．９６∗ ０．１９

Ｊａｎｔｈｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ －０．５９ ０．４８ Ｖａｒｉｏｖｏｒａｘ －０．５ ０．５３

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ０．９ ０．３ Ｂａｌｎｅｉｍｏｎａｓ ０．１８ ０．７５∗

Ｄｅｖｏｓｉａ ０．５ ０．５７∗ Ａｄｈａｅｒｉｂａｃｔｅｒ －０．５６ ０．５７∗

　 　 表中带*的为两个主成分中相关性前 ５ 的细菌属

２．６　 基于土壤细菌组成的不同轮作模式聚类分析

由图 ４ 可见，在属水平上，Ａ５Ｗ１ 和 Ａ５Ｃ１ 的组成最接近，其次是 Ａ５Ｃ２，Ａ５Ｗ２ 的组成与前两者相差较大，
说明作物轮作的时间越长，细菌组成差异越大。
２．７　 土壤养分与土壤细菌优势属间的相关关系

由表 ６ 可知，土壤养分因子与各细菌属的相关性不同，有机质与丙酸杆菌属 Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ 及固氮菌属

Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ 呈现显著相关关系（Ｐ＜０．０５），而与芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 为极显著正相关关系（Ｐ＜０．０１）。 全钾与链

球菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ 呈现显著相关关系（Ｐ＜０．０５），土壤碱解氮与丙酸杆菌属 Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ 呈显著正相关
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图 ４　 不同轮作模式土壤在属水平细菌组成聚类分析

　 Ｆｉｇ．４　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

关系（Ｐ＜０．０５），与固氮菌属 Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ 呈现极显著负相

关关 系 （ Ｐ ＜ ０． ０１ ）； 而 速 效 磷 与 丙 酸 杆 菌 属

Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ、芽 孢 杆 菌 属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 及 固 氮 菌 属

Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ 均呈显著正相关关系（Ｐ＜０．０５）。

３　 讨论

３．１　 轮作模式和土壤细菌多样性

土壤细菌作为土壤中最重要的活性组分，其多样性

水平也是反映土壤环境的最重要指标。 通过本研究结

果可以看出，后茬作物种类和轮作时间对土壤细菌群落

结构都有明显的影响。 其他学者的研究也发现了相似

的规律，如王芳等［２５］利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉ Ｓｅｑ 技术对不同连作及轮作方式下大豆根际细菌进行研究，发现连作时

间、轮作作物种类和轮作顺序 ３ 个因素对对土壤细菌多样性都会产生影响。 梁志婷［２６］ 在甘肃陇东地区进行

了不同粮草轮作模式对土壤微生物多样的研究结果也与本研究相似。 本研究的结果显示，轮作作物和轮作时

间 ２ 个因子对土壤细菌多样性的影响是普遍的，不同作物上的研究均支持这一结论。 因此，在利用轮作改善

土壤微生态时，应充分考虑 ２ 个因子，使其发挥最佳效果。 另一方面，本研究也提出了新的科学问题，即在轮

作体系中，作物种类和轮作时间这 ２ 个因子，哪一个对土壤微生物多样性的组成影响更大，这将是值得深入研

究的新课题。

表 ６　 不同养分因子和几种优势细菌属之间的相关性分析

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｓｅｖｅｒａｌ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｅｒａ

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ

全氮
ＴＮ

全磷
ＴＰ

全 钾
ＴＫ

碱解氮
ＡＮ

速效磷
ＡＰ

速效钾
ＡＫ

丙酸杆菌属
Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０．８２６∗ ０．７５２ ０．４１７ －０．７６２ ０．８６６∗ ０．８８６∗ ０．７５１

芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ０．９１３∗∗ ０．７２２ ０．６５８ ０．７１５ ０．７１５ ０．８２６∗ ０．７６２

链球菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ０．５１４ ０．３２５ ０．７２６ ０．９５２∗∗ ０．５６９ ０．７４１ ０．７６３

固氮菌属 Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ ０．８８９∗ －０．５２６ ０．６８８ ０．６５２ －０．９５６∗∗ ０．８６２∗ ０．７５５

硝化螺旋菌属 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ０．７１４ ０．９２４ ０．６２７ ０．６５７ ０．６８９ －０．７１５ ０．６２７
　 　 ∗ Ｐ＜０．０５；∗∗ Ｐ＜０．０１

３．２　 不同轮作模式下土壤细菌群落组成

土壤细菌群落结构受种植作物的影响［２７］，作物种类不同其土壤微生物所处环境不同，细菌组成和丰度大

小有差异，不同的农田土壤中存在共有和特异的细菌种群［２８］。 本研究发现变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和放线

菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）以及厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）为各轮作顺序丰度较高的菌，这一

结果与 Ｓａｐｐ 等［２９］、Ｌｉｕ 等［３０］和王伏伟等［３１］对土壤细菌的研究结果一致。 在属的水平，芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）
在耕层丰度较高，该属为不产氧光合细菌，其功能与禾本科作物联合固氮作用紧密相关［３２］，这与 ４ 个轮作顺

序取样阶段均为禾本科作物相符。 研究表明，某些植物能够与土壤微生物产生互作作用，对植物病害控制产

生一定效果，同时也可能会引起某种作物感染病害［３３］。 本研究发现，５ａ 紫花苜蓿⁃ １ａ 玉米序列土壤中芽孢杆

菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）和奈瑟氏球菌属（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ）丰度较高，该菌属能够通过产生几丁质酶或细菌素的方式对土壤线

虫发育产生抑制作用，有生防效果［３４⁃３５］。 研究结果在揭示在河西走廊灌区连作苜蓿后轮作禾本科作物在改

善土壤肥力的同时，对胞土壤害虫防治效果较好。 轮作后 Ｆｉｍｂｒｉｉｍｏｎａｓ 菌属丰度较高，此菌具有固氮和脱氮

特征，在维持氮平衡方面起重要作用［３６］。
３．３　 轮作时间与土壤细菌群落

细菌群落是土壤微生物中最主要的一类微生物，是土壤微生物多样性的重要指标。 应用高通量测序分析
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技术，可以比较准确地反映细菌群落特征［３７⁃３８］。 本研究通过高通量测序技术对比研究了不同轮作模式下土

壤细菌多样性，结果发现，不同的轮作模式下细菌群落结构具有一定的差异。 但是主要优势菌群保持稳定，都
以变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）丰度最高，土壤中每一特定性的菌类均具有不同的功能特性，变形菌是一类适应

性很强的细菌，该类菌中即包含动植物的病原菌也存在抑制致病菌的有益菌［３９⁃４０］，但是不同轮作模式的细菌

组成也有不同，轮作 １ 年的比轮作 ２ 年的芽单胞菌门的丰度要高。 芽单胞菌类是有益于作物生长的细菌，轮
作 １ 年时，该类菌群数量明显高于第 ２ 年，这可以从土壤微生物特定菌类的增加来解释轮作栽培有益于作物

生物生长。 轮作栽培由于不同的作物对养分和水分吸收以及根系分泌物不同，因而能够改变土壤微生物的生

态环境。 吴宏亮对砂田土壤进行轮作栽培研究，发现轮作改变砂田土壤微生物区系结构，提高微生物多样

性［４１］。 本研究中，无论后茬作物玉米还是小麦，轮作 ２ 年实际上又造成了禾本科作物的连作，因此，其土壤微

生态的组成要劣于轮作 １ 年的。

４　 结论

在多年种植苜蓿地和不同禾本科作物复种轮作模式下，不同轮作模式对土壤养分各指标有不同程度的影

响，后茬作物无论是玉米还是小麦，轮组第 ２ 年土壤有机质、全氮、全磷、全钾、碱解氮、速效磷和速效钾的含量

都较第 １ 年有明显的下降。 ４ 种轮作模式下占优势的菌门为变形菌门、放线菌门和厚壁菌门。 土壤细菌群落

属组成中以丙酸杆菌属（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、链球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）以及奈瑟氏球菌

属（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ）为优势属等为主。 土壤细菌多样性以 Ａ５Ｃ２ 轮作模式下最高，Ａ５Ｃ１ 最低；聚类分析显示 Ａ５Ｗ１
和 Ａ５Ｃ１ 的组成最接近，其次是 Ａ５Ｃ２，Ａ５Ｗ２ 的组成与前两者相差较大。 土壤养分因子含量与几种优势属呈

现了不同程度的相关性。 研究结果揭示了河西走廊灌溉区种植多年紫花苜蓿后复种小麦和玉米改善土壤肥

力和防治某些土传植物病害微生物的机理。
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