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摘要：生物质炭施用对土壤微生物群落结构的影响已有报道，但土壤团聚体粒组中微生物群落对生物质炭施用的响应的研究还

相对不足。 以施用玉米秸秆生物质炭两年后的水稻土为对象，采用团聚体湿筛法，通过高通量测序对土壤团聚体的微生物群落

结构与多样性进行分析，结果表明：（１）与对照相比，生物质炭施用显著促进了大团聚体（２０００—２５０ μｍ）的形成，并提高了团聚

体的稳定性。 （２）不同粒径团聚体间微生物相对丰度存在显著差异。 在未施生物质炭的处理（Ｃ０）中，随着团聚体粒径增大，变
形菌门、子囊菌门、β⁃变形杆菌目、格孢腔菌目的相对丰度逐渐降低，而酸杆菌门、担子菌门、粘球菌目、类球囊霉目的相对丰度

逐渐升高。 （３）生物质炭施用显著改变了团聚体间的微生物群落结构。 与 Ｃ０ 处理相比，生物质炭施用处理的大团聚体中变形

菌门、鞭毛菌门和 β⁃变形杆菌目的相对丰度分别显著提高了 １４．３７％、３３．２８％和 ３３．８２％；微团聚体（２５０—５３ μｍ）中酸杆菌门、
子囊菌门和粘球菌目的相对丰度分别显著降低了 ２０．１５％、１９．９３％和 １７．６６％；粉、黏粒组分（＜５３ μｍ）中担子菌门的相对丰度升

高 ９０．２５％，而子囊菌门和鞭毛菌门的相对丰度分别降低 １２．１５％和 １２．５８％。 由此可见，生物质炭不仅改变土壤团聚体组成和分

布，同时伴随着土壤微生物群落结构的改变。
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生物质炭是生物质在限氧条件下经过热裂解产生的高度芳香化的有机物质，具有比表面积大、吸附能力

强、稳定性高等特点［１］，其农业应用被认为是有效增加土壤碳固定与减缓气候变化的重要途径［２⁃３］。 研究表

明，生物质炭在土壤中施用有多重效应，如改善土壤理化性质、增加土壤有机碳含量、提升保水性能、减少温室

气体排放、降低养分淋失和提升作物产量等作用［４⁃６］。 此外，生物质炭施用还能显著影响土壤微生物群落结

构和活性［７⁃８］，由于土壤中的诸多物质转化过程（如温室气体产生）大多依赖于土壤微生物的调节，因此，研究

生物质炭施用对土壤微生物群落结构的影响对于深刻认识土壤的微观过程机制具有重要意义［９］。
目前，已有大量研究开始采用不同分子生物学技术（如 ＰＬＦＡ、高通量测序等）探索生物质炭施用下土壤

微生物群落结构变化及其与温室气体排放的关系，如 Ｆｅｎｇ 等［１０］ 发现施用不同温度制备的生物质 炭（３００，
４００，５００℃）显著降低土壤甲烷的排放，进一步通过高通量测序表明甲烷氧化菌和产甲烷菌相对变化是 ＣＨ４排

放降低的主要原因；Ｓｈｅｎｇ 和 Ｚｈｕ［１１］ 研究发现，生物质炭在酸性土壤中施用会导致富营养型微生物（拟杆菌

门、芽单孢菌门等）丰度增加，而在碱性土壤中会使贫养型微生物（酸杆菌门）增加；Ｃｈｅｎ 等［１２］ 发现在旱地土

壤中施用小麦秸秆（３５０—５５０℃）生物质炭（０，２０，４０ ｔ ／ ｈｍ２）三年后，４０ ｔ ／ ｈｍ２生物质炭处理中放线菌门、γ⁃变
形菌纲、厚壁菌门和子囊菌门的丰度显著降低，同时显著降低土壤呼吸对温度的敏感性。 另外，有研究指出，
生物质炭施用显著增加革兰氏阳性菌与革兰氏阴性菌比例（Ｇ＋ ／ Ｇ－）的同时降低了真菌与细菌的比例［１３］。
这些结果表明微生物群落结构或活性在生物质炭不同施用时间尺度下均发生了改变，但由于生物质炭原料、
制备工艺、生产条件以及土壤类型存在较大差异，生物质炭施用对微生物的影响程度存在不同结果。 除此以

外，生物质炭施入土壤后与土壤颗粒相互作用形成的“生物质炭⁃土壤颗粒”微系统可改变土壤微生物的生境，
这可能对土壤微生物群落结构及分布产生影响。 然而到目前为止，这方面的研究还相对缺乏。

土壤团聚体是土壤结构的基本单元，对保持土壤水分和养分、协调土壤环境与微生物活性、维持土壤结构

稳定具有重要意义［１４］。 不同农田管理措施（施肥、灌溉、耕作等）能不同程度的影响团聚体稳定性［１５⁃１６］，同时

伴随着土壤养分、微生物群落结构及酶活性变化［１７⁃１８］。 随着生物质炭在土壤应用中研究的深入，生物质炭施

用对土壤团聚体的组成、分布以及稳定性的影响已有报道［１９］，而且，不同团聚体中有机碳组分及结构也随生

物质炭施用而发生变化［２０⁃２１］。 尽管目前生物质炭应用对土壤微生物影响的研究已开展了大量工作，但主要

集中在全土范畴［２２⁃２３］。 作为微生物在微观尺度上的载体，土壤团聚体粒组的分布在土壤施用生物质炭条件

下发生改变，这可能伴随微域环境中有机物组成、孔隙、水分等生态因子的重组，从而导致微生物群落在不同

粒组中的重新分配，进而影响微域环境中的物质和元素循环。 然而，团聚体尺度上土壤微生物群落结构如何

响应于生物质炭，不同团聚体粒组中微生物对其响应是否一致，目前都还少有报道。
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为此，本试验选择太湖地区施用生物质炭两年后的水稻土为研究对象，采集表层（０—１５ ｃｍ）原状土壤，
采用湿筛法［２４］ 进行团聚体分组，并通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 平台对土壤微生物进行高通量测序，以期在团聚体尺

度上揭示生物质炭施用对稻田土壤微生物群落和多样性的影响。

１　 材料方法

１．１　 试验地概况与试验设计

田间试验开始于 ２０１６ 年 ５ 月，地点位于江苏省宜兴市徐舍镇 （３１°４１′Ｎ， １１９°７３′Ｅ）。 该地属于亚热带季

风气候，年均温为 １５．７℃，年均降水量为 １２４６．３ ｍｍ。 土壤类型是太湖地区第四纪湖积物发育的典型脱潜型

水稻土⁃乌泥土，种植制度为夏水稻⁃冬小麦轮作。 试验设置两个处理，未施生物质炭（Ｃ０）和生物质炭处理

（Ｃ１５），小区面积为 ３０ ｍ２（５ ｍ×６ ｍ），每个处理设 ３ 次重复，完全随机区组设计。 所施入的玉米秸秆生物质

炭在 ４５０℃下限氧烧制，于 ２０１６ 年 ５ 月水稻种植前按 １５ ｔ ／ ｈｍ２的用量一次性施入土壤表层，通过翻耕使其与

土壤均匀混合（０—１５ ｃｍ）。 生物质炭基础理化性质为：有机碳含量 ４３１．００ ｇ ／ ｋｇ，全氮含量为 ７．９７ ｇ ／ ｋｇ，Ｃ ／ Ｎ
为 ５１．８２，速效磷含量为 ２．３６ ｍｇ ／ ｋｇ，ｐＨ 为 ８．７９。 土壤的基础性质见表 １。

表 １　 供试土壤的基础性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｓｔｕｄｉｅｄ ｓｏｉｌ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ｐＨ
（Ｈ２Ｏ）

土壤有机碳
Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

全氮
Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

碳氮比
Ｃ ／ Ｎ

速效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｃ０ ５．７２ ２３．０６ ２．０６ １１．２ ２０．９９

Ｃ１５ ６．０１ ２８．７３ ２．２２ １２．９ １６．４６

　 　 Ｃ０， 未施用生物质炭处理 Ｓｏｉｌ ｗｉｔｈｏｕｔ ｂｉｏｃｈａｒ ａｍｅｎｄｍｅｎｔ；Ｃ１５，生物质炭施用量为 １５ ｔ ／ ｈｍ２的处理 Ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ ｂｉｏｃｈａｒ ａｍｅｎｄｍｅｎｔ ａｔ ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ １５

ｔ ／ ｈｍ２

１．２　 土壤样品采集与处理

土壤样品于 ２０１８ 年 ４ 月采集，按照 Ｓ 形路线使用不锈钢半圆柱专用采样铲采集表层土壤（０—１５ ｃｍ），每
个小区采集 ６ 个土壤样品。 将采集的原状土置于不锈钢收集罐后立即带回实验室，按照自然裂隙掰成约 １
ｃｍ３大小土块并混合均匀。 由于微生物对外界环境反应迅速，因此，在样品取回实验室 ２４ ｈ 内完成团聚体样

品的分离。 另一部分混合样品风干处理，剔除植物残体及侵入体，以备土壤基础性质测定。
１．３　 团聚体分组

（１）土壤团聚体分组根据 Ｓｉｘ 等［２４］的方法略加修改。 简单来说，称取一定量新鲜土样（相当于 ５０ ｇ 风干

土重）置于孔径为 ２０００ μｍ 筛中，在室温下（２０±２）℃浸没于无菌水中 ３０ ｍｉｎ，使水分充满土壤孔隙。 上下震

荡筛子，振幅在 ３ ｃｍ 左右，频率为每分钟 ５０ 次，震荡 ３ ｍｉｎ，使土壤全部过筛。 将过筛后的土壤悬浊液置于

２５０ μｍ 筛中，按上述操作继续震荡 ３ 分钟，然后将滞留于筛上的土壤颗粒用水清洗并转移至离心管中，在
４０００ ｒｐｍ 的条件下离心 ３０ ｍｉｎ。 将得到的团聚体迅速置于－８０℃冰箱冷藏。 此步骤得到 ２０００—２５０ μｍ 土壤

粒组（大团聚体），以 Ｍａｃ 表示。 按上述步骤，进一步可以得到 ２５０—５３ μｍ 土壤粒组（微团聚体），以 Ｍｉｃ 表

示，＜５３ μｍ 的土壤粒组（粉、黏粒组分），以 ＳＣ 表示。 并通过平均质量直径（ＭＷＤ）和大于 ２５０ μｍ 团聚体的

质量比例（Ｒ０．２５）两个指标表示团聚体稳定性。
团聚体稳定性评价指标：
（２）平均质量直径（ＭＷＤ）

ＭＷＤ ＝ ∑
ｎ

ｉ ＝ １
Ｘ ｉ( Ｗｉ）

式中， Ｘ ｉ为各粒径团聚体的平均直径；Ｗｉ表示相应粒径团聚体占总团聚体质量的比例。
（３）大于 ２５０ μｍ 团聚体的质量比例（Ｒ０．２５）
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Ｒ０．２５ ＝
ＭＲ０．２５

ＭＴ

式中，ＭＲ０．２５
表示大于 ２５０ μｍ 团聚体的质量； ＭＴ 表示团聚体总质量。

１．４　 微生物高通量测序

使用 ＰｏｗｅｒＳｏｉｌＲ ＤＮＡ 提取试剂盒 （Ｍｏ Ｂｉｏ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ Ｉｎｃ．， ＣＡ） 按说明书提供的步骤对土壤样品进行

细菌和真菌的 ＤＮＡ 提取，并利用 １％琼脂糖凝胶电泳检测提取的 ＤＮＡ 质量。 之后对细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 中的

Ｖ３—Ｖ４ 高 变 区 进 行 ＰＣＲ 扩 增， 引 物 序 列 为 Ｆ３３８ （ ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ ） 和 Ｒ１５８
（ ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ ）； 对 真 菌 １８Ｓ ｒＲＮＡ 的 ＩＴＳ１ 基 因 进 行 ＰＣＲ 扩 增， 引 物 为 １７３７Ｆ
（ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ）和 ２０４３Ｒ（ＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ）。 扩增后，用 ２％琼脂糖凝胶电泳检测

扩增产物，之后切胶、回收、建立文库并使用 Ｉｌｌμｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 平台进行测序。 对测得的数据进行过滤，去除嵌

合体、短序列后得到优质序列。 用 ｕｓｅａｒｃｈ 方法按照 ９７％相似度对序列进行 ＯＴＵ 聚类（不含单序列）。 通过

Ｃｈａｏ１ 指数评估群落中 ＯＴＵ 数目，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数估算样品中微生物多样性。 通过与细菌 ｓｉｌｖａ１２８ 数据库和真

菌 Ｕｎｉｔｅ 数据库比对，使用 Ｑｉｉｍｅ 平台的 Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ Ｄａｔａｂａｓｅ Ｐｒｏｊｅｃｔ （ＲＤＰ） Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 算法（７０％置信度）生成

不同分类水平的微生物丰度表，以此评估各团聚体粒组中门、纲、目、科、属、种（ｐｈｙｌｕｍ， ｃｌａｓｓ， ｏｒｄｅｒ， ｆａｍｉｌｙ，
ｇｅｎｕｓ， ｓｐｅｃｉｅｓ）水平细菌和真菌物种组成及相对丰度。
１．５　 数据处理

试验所得数据使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 进行处理，ＳＰＳＳ ２０．０ 软件进行方差分析，采用 Ｄｕｎｃａｎ 法进行显

著性差异比较（Ｐ＜ ０．０５），最后用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ２０１５ 进行图形绘制。 利用 Ｍｏｔｈｕｒ 软件对每个样品做 α⁃多样性指

数（Ｃｈａｏ１， Ｓｈａｎｎｏｎ）分析。 在 β⁃多样性指数中，使用 ＵｎｉＦｒａｃ 软件对 ＰＣＡ 结果进行分析以明确不同处理及团

聚体间微生物群落是否存在差异。

２　 结果与分析

２．１　 土壤团聚体

由表 ２ 可知，Ｃ０ 和 Ｃ１５ 处理的质量回收率分别为 ９５．６％和 ９７．７％。 从团聚体的分布来看，粉、黏粒组分

在两个处理中均比例最高，达到 ７５．８５％—８０．４９％；而大团聚体和微团聚体所占比例都在 １０％左右。 与 Ｃ０ 处

理相比，生物质炭施用下大团聚体显著增加 ４２．００％，而粉、黏粒组分降低 ５．７６％，同时 ＭＷＤ 和 Ｒ０．２５分别显著

增加 ３５．９２％和 ２１．０５％。

表 ２　 团聚体分布和稳定性指标

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ａｇｇｒｅｇａｔｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ａｇｇｒｅｇａｔｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

质量百分比
Ｓｏｉｌ ａｇｇｒｅｇａｔｅ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ／ ％

Ｍａｃ Ｍｉｃ ＳＣ

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

团聚体稳定性指标
Ｉｎｄｅｘ ｏｆ ａｇｇｒｅｇａｔｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

Ｒ０．２５ ／ ％ ＭＷＤ ／ μｍ

Ｃ０ ７．５０±１．７３Ｂｃ １１．３±１．１１Ａｂ ８０．４９±２．６２Ｂａ ９５．６ １８．９３±２．５４Ｂ １０１．６６±２０．３９Ｂ

Ｃ１５ １０．６５±０．９９Ａｃ １１．９９±１．０２Ａｂ ７５．８５±１．８１Ａａ ９７．７ ２２．９９±１．６０Ａ １３８．１８±１１．５８Ａ

　 　 Ｍａｃ， 大团聚体 ｍａｃｒｏ⁃ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ；Ｍｉｃ， 微团聚体 ｍｉｃｒｏ⁃ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ；ＳＣ， 粉、黏粒组分 ｓｉｌｔ⁃ｃｌａｙ ｆｒａｃｔｉｏｎ；Ｒ０．２５， 粒径大于 ２５０ μｍ 的团聚体的质量

比例 ；ＭＷＤ，平均质量直径 Ｍｅａｎ ｗｅｉｇｈｔ ｄｉａｍｅｔｅｒ；表中不同小写字母表示同一个处理内部不同粒径团聚体间存在显著差异，不同大写字母表示

同一粒径的团聚体在不同处理间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）；图中数据为平均值±标准差（ｎ＝ ３）

２．２　 ＯＴＵ 及 α⁃多样性

与 Ｃ０ 处理相比，Ｃ１５ 处理全土中细菌的 ＯＴＵ 和 Ｃｈａｏ１ 指数分别升高 １２．３９％，１３．８９％；真菌的 ＯＴＵ、
Ｃｈａｏ１ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数分别明显升高 ２７．６０％，１５．４７％和 １２．３２％。 显然施炭增加了全土微生物 ＯＴＵ 和 α⁃多样

性（表 ３）。 就同一个处理内不同粒径团聚体间而言，无论是 Ｃ０ 还是 Ｃ１５ 处理，细菌的 ＯＵＴ、Ｃｈａｏ１ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数均无明显差异。 而真菌在 Ｃ１５ 处理大团聚体中的 ＯＴＵ 明显低于其他组分，同时微团聚体的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指
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数明显低于粉、黏粒组分。 从不同处理的同一团聚体粒径中的微生物来看，生物质炭施用显著提高了各粒径

团聚体中细菌 ＯＴＵ 数目和 α⁃多样性，但对真菌无显著影响。

表 ３　 不同处理下全土及团聚体中微生物 ＯＴＵ 及 α⁃多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ α⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ＯＴＵ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｆｕｎｇａｌ ｆｒｏｍ ｄｂｕｌｋ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

细菌 Ｂａｃｔｅｒｉａ 真菌 Ｆｕｎｇｕｓ

ＯＴＵ Ｃｈａｏ１ Ｓｈａｎｎｏｎ ＯＴＵ Ｃｈａｏ１ Ｓｈａｎｎｏｎ

Ｃ０ 全土 ２４９３．００±４６．０３Ｂａ ３３９９．２６±８９．９２Ｂａ ９．８２±０．０８Ｂａ ５６７．６７±５２．０５Ｂｂ ８０８．３７±７４．８３Ａａ ５．４１±０．２８Ｂａ

Ｍａｃ ２４５３．３３±１５７．８２Ｂａ ３４８５．４３±３３８．７５Ａａ ９．６７±０．２１Ｂａ ７２６．６７±５３．２０Ａａ ９４７．７７±６７．００Ａａ ５．９５±０．３５Ａａ

Ｍｉｃ ２４５２．００±５７．７１Ｂａ ３４７６．４１±１５５．５１Ｂａ ９．７９±０．０２Ｂａ ７３７．３３±３４．５０Ａａ ９３４．６３±３１．８１Ａａ ５．５８±０．２５Ａａ

ＳＣ ２４６６．００±４１．５８Ｂａ ３４３２．１０±８０．９６Ｂａ ９．７１±０．０３Ｂａ ６２４．００±１１９．８９Ａａｂ ７９２．０５±１５２．０８Ａａ ５．４６±０．３４Ａａ

Ｃ１５ 全土 ２８０２．００±４５．０４Ａａ ３８７１．５２±１１３．０２Ａａｂ １０．１０±０．０５Ａａ ７２４．３３±１３．３２Ａａ ９３３．４６±６７．５７Ａａ ６．０８±０．１４Ａａ

Ｍａｃ ２７３４．６７±３２．３９Ａａ ３７０５．４９±８３．６４Ａｂ １０．０４±０．０４Ａａ ６４８．３３±３８．４２Ａｂ ８４８．７２±３４．１１Ａａ ５．６２±０．２２Ａｂｃ

Ｍｉｃ ２７６２．３３±１１．６８Ａａ ３８９１．６８±４０．５７Ａａ １０．０７±０．０３Ａａ ７０８．３３±３６．６７Ａａ ９１１．５４±５３．４１Ａａ ５．４４±０．２８Ａｃ

ＳＣ ２７９１．６７±７０．０９Ａａ ３７７１．７９±９６．０４Ａａｂ １０．０８±０．０７Ａａ ７５５．３３±２６．８４Ａａ ９１１．０２±５９．９１Ａａ ５．９７±０．２３Ａａｂ

　 　 ＯＴＵ，操作分类单元 ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ；Ｃｈａｏ１，丰富度估计量 Ｃｈａｏ１ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｅｓｔｉｍａｔｏｒ；Ｓｈａｎｎｏｎ，香农多样性指数 Ｓｈａｎｎｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

ｉｎｄｅｘ；表中不同小写字母表示同一个处理间不同粒径团聚体中的 ＯＴＵ 及 α⁃多样性指数的显著差异，不同大写字母表示不同处理间相同粒径团

聚体中 ＯＴＵ 及 α⁃多样性指数的显著差异（Ｐ＜０．０５）；图中数据为平均值±标准差（ｎ＝ ３）

２．３　 细菌和真菌多样性

通过主成分分析（ＰＣＡ）可以清晰的看出（图 １），两处理间及团聚体间微生物群落结构存在明显差异。 细

菌和真菌的前两个主要成分分别能够解释总变异度的 ５５．８６％和 ５４．５８％。 在第一主成分上（ＰＣ１），Ｃ０ 和 Ｃ１５
处理间的微生物均能显著分开，这表明生物质炭施用导致微生物的群落结构产生变化。 在第二主成分上，对
细菌而言，无论是 Ｃ０ 还是 Ｃ１５ 处理，大团聚体和微团聚体间的距离较近，且与粉、黏粒组分显著分开，这表明

细菌在大团聚体和微团聚体中的群落相似，而与粉、黏粒组分存在较大差异。 与细菌的变化有所不同，对真菌

而言，Ｃ０ 处理中的大团聚体与＜２５０ μｍ 组分（微团聚体＋粉、黏粒组分）的群落结构在第二主成分上明显分

开。 而在 Ｃ１５ 处理中，微团聚体中的群落结构有向大团聚体群落结构靠近的趋势。 这表明，生物质炭的施用

会使微团聚体中的真菌群落结构向着大团聚体中群落结构方向发展。
图 ２ 为两处理主要细菌门和目水平的相对丰度。 本研究中共发现 ４３ 个门，主要包括变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ），芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ），放线菌

门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）和拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）等。 共发现 ２６３ 个目，主要包括 β⁃
变形杆菌目（Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ），ＳＢＲ１０３１，粘球菌目（Ｍｙｏｃｏｃｃａｌｅｓ），厌氧绳菌目（Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａｌｅｓ），根瘤菌目

（Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ），溶菌目（Ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒａｌｅｓ）和芽单胞菌目（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄａｌｅｓ）等。 同一个处理中不同粒组团聚体的

微生物相对丰度存在差异。 对 Ｃ０ 处理而言，随着团聚体粒径的增大，门水平的变形菌门、芽单胞菌门和硝化

螺旋杆菌门以及目水平的 β⁃变形杆菌目、芽单胞菌目的相对丰度逐渐降低，而酸杆菌门、粘球菌目、厌氧绳菌

目、溶菌目的相对丰度逐渐升高。 Ｃ１５ 处理中，随着团聚体粒径的增大，变形菌门、ＳＢＲ１０３１、根瘤菌目的相对

丰度升高，而硝化螺旋杆菌门、Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ、疣孢菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）的相对丰度逐渐降低。 施用生物质

炭显著改变了土壤微生物的相对丰度。 从全土来看，Ｃ１５ 处理的酸杆菌门和芽单胞菌门的相对丰度比 Ｃ０ 处

理分别下降 ３６．９３％和 １６．４４％，而变形菌门、硝化螺旋杆菌门和拟杆菌门的相对丰度分别增加 ２３． ３８％，
７１．２８％和 ３１．３１％。 在目水平上，施炭导致厌氧绳菌目相对丰度下降 ３２．８６％，而 β⁃变形杆菌目和根瘤菌目的

相对丰度分别升高 ４２．２８％和 ２２．８９％。 从不同粒组团聚体中微生物的相对丰度来看，与 Ｃ０ 处理相比，随着团

聚体的粒径增加，Ｃ１５ 处理中的变形菌门相对丰度变化分别为－４．１９％、７．０５％和 １４．３７％，变形菌门中的 β⁃变
形杆菌目的变化趋势相似，分别为－３．９２％，１２．９６％，３３．８２％；酸杆菌门分别下降 ０．４０％，１７．３１％和 ２０．１５％，溶
菌目分别降低 ２５．８５％，１９．０４％，１９．５９％；芽单胞菌门由降低 ３４．５０％和 ２６．４０％至无显著变化（２．８２％），相似

的，芽单胞菌目的变化分别为－３３．２８％，－２５．６３％，７．０２％。

９０５１　 ５ 期 　 　 　 朱孟涛　 等：生物质炭对水稻土团聚体微生物多样性的影响 　
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图 １　 细菌、真菌群落结构主成分分析（ＰＣＡ）

Ｆｉｇ．１　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｆｕｎｇｕｓ

Ｃ０＿Ｍａｃ，Ｃ０ 处理中的大团聚体组分样本 Ｔｈｅ ｍａｃｒｏ⁃ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｃ０ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ０＿Ｍｉｃ，Ｃ０ 处理中的微团聚体组分样本 Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏ⁃

ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｃ０ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ０＿ＳＣ，Ｃ０ 处理中的粉、黏粒组分样本 Ｔｈｅ ｓｉｌｔ⁃ｃｌａｙ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｃ０ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ０，Ｃ０ 处理的全土样本 Ｔｈｅ ｂｕｌｋ

ｓｏｉｌ ｉｎ Ｃ０ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ１５＿Ｍａｃ，Ｃ１５ 处理中的大团聚体组分样本 Ｔｈｅ ｍａｃｒｏ⁃ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｃ１５ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ１５＿Ｍｉｃ，Ｃ１５ 处理中的微团聚体

组分样本 Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏ⁃ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｃ１５ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ１５＿ＳＣ，Ｃ１５ 处理中的粉、黏粒组分样本 Ｔｈｅ ｓｉｌｔ⁃ｃｌａｙ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｃ１５ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ１５，

Ｃ１５ 处理的全土样本 Ｔｈｅ ｂｕｌｋ ｓｏｉｌ ｉｎ Ｃ１５ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 ３ 为两处理主要真菌门和目水平的相对丰度。 本试验样本中共发现 １７ 个真菌门，主要包括子囊菌门

（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ），鞭毛菌门（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ），担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）和球囊菌门（Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ）。 共发现

１１４ 个真菌目，主要包括被孢霉目（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａｌｅｓ）、竹盖菌目（Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ）、粪壳菌目（Ｓｏｒｄａｒｉａｌｅｓ）、座囊菌目

（Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ）、格孢腔菌目（Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ）和佩齐亚目（Ｐｅｚｉｚａｌｅｓ）等。 与细菌相似，同一个处理不同粒径

团聚体间的真菌相对丰度存在差异，并且随着团聚体粒径的增大，两处理中均呈现出子囊菌门、罗茨菌门、格
孢腔菌目相对丰度逐渐减少和担子菌门、球囊菌门、类球囊霉目相对丰度增加的趋势。 从全土角度来看，Ｃ１５
处理中担子菌门、球囊菌门的相对丰度比 Ｃ０ 处理分别增加 １３９．９７％和 １８．８８％，而子囊菌门相对丰度降低

２０．１６％，其中，子囊菌门中的粪壳菌目和佩齐亚目的相对丰度分别显著降低 ２５．０６％和 ８１．８８％。 从土壤团聚

体角度来看，与 Ｃ０ 处理相比，随着团聚体粒径的增加（从粉、黏粒组分到大团聚体粒组），Ｃ１５ 处理中子囊菌

门相对丰度的变化表现为－ １２． １５％、１９． ９３％和 ２５． ９４％。 竹盖菌目相对丰度变化为－ ２９． ２８％、－ ６． １７％和

３５．５２％。 粪壳菌目在 ３ 个团聚体粒组中都出现下降（－３４．０４％，－２９．３７％，－４３．４２％）。 担子菌门的相对丰度

在粉、黏粒组和微团聚体中分别显著增加 ９０．５２％和 ３８．１４％，而在大团聚体粒组中无显著变化。

３　 讨论

３．１　 生物质炭对土壤团聚体分布的影响

土壤团聚体组成与分布受农田管理措施显著影响，生物质炭施用可显著改变其存在状态。 部分试验表明

生物质炭施用能显著促进团聚体的形成［２５］，Ｙｏｏ 等［２６］ 通过向种植水稻和牧草的土壤中分别添加 ５％的玉米

秸秆及其制备的生物质炭（４５０℃），培养 １８ 周后发现，生物质炭添加使微团聚体（２５０—５３ μｍ）增加超过

２００％；Ｌｉｕ 等［２５］以油菜⁃土豆轮作系统为对象，在中国亚热带山地红壤中施用 ３５０—５５０℃小麦秸秆生物质炭

（０，２，５，１０，２０，３０，４０ ｔ ／ ｈｍ２）后发现，施炭显著增加表层土壤中大团聚体数量并且提高团聚体 ＭＷＤ 的

２８．０２％。 本研究结果发现，相对于未施生物质炭处理，施用生物质炭两年后大团聚体显著增加 ４２．００％，而且

０１５１ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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图 ２　 细菌门、目水平相对丰度

Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｈｙｌａ ａｎｄ ｏｒｄｅｒ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

土壤团聚体的 ＭＷＤ 和 Ｒ０．２５分别显著增加 ３５．９２％和 ２１．０５％（表 ２）。 这表明生物质炭在不同土壤类型中，无
论短期还是长期作用下均可促进团聚体的形成和团聚体稳定性的增加。 生物质炭农田应用对土壤团聚体分

布的改变与生物质炭本身的粒径大小和结构有很大关系［２７］，由于生物质炭巨大的比表面积和各类官能团，使
其具有较强的吸附性能［２８⁃２９］，从而在土壤中充当了胶结剂的作用，增加对粉、黏粒组分的团聚作用［３０］。 其次，
生物质炭包含从纳米到厘米级的颗粒，在田间大量施用后，小颗粒生物质炭可以进入团聚体内部或与矿物结

合态有机物结合［３１］，增加其胶结性。 而游离的大尺寸生物质炭颗粒则对土壤颗粒或微团聚体进行吸附，可进

一步促进了土壤颗粒的团聚过程。 另外，生物质炭在土壤中可以刺激真菌菌丝的生长，增加土壤颗粒的胶结

作用，从而促进其向大团聚体的演变。 通过对团聚体进行扫描电镜（ＳＥＭ）观察发现游离的大颗粒生物质炭

表面附着大量土壤颗粒（图 ４），这也成为生物质炭促进土壤颗粒团聚化的直观证据。 再者，由于生物质炭自
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图 ３　 真菌门、目水平相对丰度

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｆｕｎｇａｌ ｐｈｙｌａ ａｎｄ ｏｒｄｅｒ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

身极强的抗分解能力，使得以生物质炭为核心的团聚体的稳定性远高于以植物凋落物为核心的团聚体，这会

大大降低由微生物对活性有机组分利用而导致团聚体结构毁坏的可能性［３２］。
３．２　 生物质炭对土壤微生物丰度和多样性的影响

土壤微生物多样性和丰度的增加对增强水稻土生态功能的稳定和健康具有重要意义［９］。 研究表明生物

质炭施用对土壤细菌和真菌群落结构的影响不尽相同，如 Ｚｈｅｎｇ 等［９］ 在中国西南部酸性水稻土中施用 ３５０—
５５０℃的小麦秸秆生物质炭（０，２０，４０ ｔ ／ ｈｍ２）发现，生物质炭施用 ４ 年后明显增加了细菌 α⁃多样性，同时降低

了真菌的丰度。 在本研究中，生物质炭处理两年后同时提高了土壤中细菌和真菌的 α⁃多样性。 这表明，生物

质炭短期添加和长期存在对微生物产生的影响可能存在差异。 一些室内短期培养试验表明生物质炭本身的
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图 ４　 生物质炭在土壤团聚体中的扫描电子显微镜图

Ｆｉｇ．４　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ （ＳＥＭ） ｉｍａｇｅ ｏｆ ｂｉｏｃｈａｒ ｉｎ ｓｏｉｌ ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ

性质，如 ｐＨ、孔隙结构和化学组成特性等，是影响微生物丰度和多样性的重要原因［１１，３３］。 而在一些中长期田

间试验中，土壤理化性质的改善（降低土壤容重、增加土壤通气性、提升土壤保水性等）被认为是提高微生物

丰度和多样性的重要因素［３４⁃３５］。 如最近一些研究发现，田间施用生物质炭缓解了作物与微生物对营养元素

的竞争，这一方面是因为生物质炭本身携带的活性物质为微生物提供了丰富的养分和能源，另一方面，由于生

物质炭施用对作物生长的促进作用，间接增加了光合产物由根系向土壤中的输入［３６⁃３７］，从而促进了土壤微生

物的生长与繁殖。
微生物群落结构的改变直接影响土壤养分循环［３８］。 本研究发现生物质炭施用两年后的土壤中主要的微

生物门水平（变形菌门、酸杆菌门、子囊菌门、担子菌门）以及目水平（β⁃变形杆菌目、粘球菌目、被孢霉目、竹
盖菌目）的相对丰度均发生明显变化，这会进一步影响其在土壤中的功能。 就富营养型微生物的变形菌门以

及对简单碳水化合物利用效率较高的被孢霉目而言，二者通常被认为与土壤中活性碳组分的含量呈正相关关

系［３９］，而贫养型微生物的酸杆菌门与可溶性有机碳（ＤＯＣ）含量存在负相关关系［４０］。 研究表明施用生物质炭

不仅增加土壤中的惰性碳组分，同时也会提高土壤中 ＤＯＣ 等活性碳库的含量［４１］，这可能是本试验中变形菌

门和被孢霉目相对丰度的升高的重要原因。 不同土壤利用类型及生物质炭原料对酸杆菌门的影响可能存在

差异，如 Ｃｈｅｎ 等［１２］在旱地土壤中施用 ３５０—５５０℃小麦秸秆生物质炭（０，２０，４０ ｔ ／ ｈｍ２）三年后发现，施炭后酸

杆菌门的相对丰度有所升高；而 Ｌｉ 等［４２］在中国紫土中施入玉米秸秆生物质炭（５００℃）后却导致酸杆菌门相

对丰度的降低。 酸杆菌门主要对木质素，纤维素和半纤维素等有机物的分解起关键作用［４３］。 因此，在本试验

中酸杆菌门相对丰度的降低表明施用生物质炭有利于植物残体在土壤中的积累。 真菌对于稳定性较高的碳

组分的取食能力以及在高 Ｃ ／ Ｎ 条件下的生存能力高于细菌［４４］。 生物质炭的施用显著提升土壤碳氮比的同

时改善土壤通气状况，这有利于担子菌门的生长。 研究表明，担子菌门与高稳定性有机组分（木质素，纤维素

等）的含量呈正相关关系［４５］。 而生物质炭含有的大量芳香性稳定有机物可能会促进担子菌门相对丰度的升

高。 在本研究中占据主导地位的子囊菌门是高稳定性有机物降解的主要参与者［４２］，其相对丰度显著降低可

能促进土壤有机碳的积累。
３．３　 生物质炭施用对水稻土团聚体中微生物群落分布的影响

土壤团聚体包含大小不同的孔隙和土壤颗粒，能为土壤微生物提供多样的栖息环境，从而影响土壤微生

物在微域环境的分布［４６］。 研究表明，真菌与细菌的比例在＞１．０ ｍｍ 的团聚体中明显高于＜１．０ ｍｍ 团聚体，且
土壤微生物生物量和群落结构受 ０．０５—５．０ ｍｍ 团聚体含量的显著影响［４７］。 本次试验的 ＰＣＡ 分析表明，无论

是对细菌还是真菌，微生物在不同粒组团聚体中的分布存在显著差异。 大团聚体的酸杆菌门和担子菌门，
ＳＢＲ１０３１ 和根瘤菌目的相对丰度明显高于粉、黏粒组分，而粉、黏粒组分中的硝化螺旋杆菌门、子囊菌门、格孢

腔菌目和散囊菌目（Ｅｕｒｏｔｉａｌｅｓ）的相对丰度则高于大团聚体。 这些差异与土壤团聚体形成的微环境的差异有
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密切关系，如不同粒径团聚体中的有机物化学组成、Ｃ ／ Ｎ、孔隙组成、水分状况和氧气含量等生态因子的多样

化使微生物分布出现明显异质性［４８⁃４９］。 而生物质炭处理相比无炭土壤，变形菌门、鞭毛菌门、β 变形杆菌目、
被孢霉目的相对丰度在大团聚体中明显增加，酸杆菌门、粪壳菌目、厌氧绳菌目的的相对丰度在微团聚体明显

降低。 这些结果表明，生物质炭施用在微域环境中使土壤微生物产生了分异，这些变化可能与以下因素有关。
首先，生物质炭通过胶结或包裹作用或真菌的菌丝作用增加了土壤的团聚作用，改变了原始土壤颗粒的组合

方式，从而在空间分布上使微生物群落发生重新组合和分配；其次，由于生物质炭对土壤的改善作用（如改善

通气性、保水性等），在土壤颗粒重新组合后，相应的在土壤微环境中的营养物质和生态因子也随之改变，在
此情况下，微生物在新环境中重新适应，进而影响微生物的生长繁殖并改变其结构和组成。 由于各粒组微环

境的变化程度并不一致，因而导致在不同团聚体粒组中敏感微生物的变异不尽相同。 反过来，这些敏感微生

物群落的改变又可能影响所在生境中养分转化和循环［３０］，然而，它们之间的相互作用机制还有待于进一步

研究。

４　 结论

（１）水稻土施用生物质炭显著改变了土壤团聚体的分布及稳定性，主要表现为大团聚体含量的增加与稳

定性的提高。
（２）施用生物质炭显著改变了土壤微生物群落结构和多样性。 与对照相比，生物质炭施用下全土中细菌

和真菌的多样性显著增加。 在门水平上，变形菌门、硝化螺旋杆菌门和担子菌门的相对丰度明显升高，而子囊

菌门、酸杆菌门和芽单胞菌门的相对丰度明显下降；在目水平上，β⁃变形杆菌目、竹盖菌目和被孢霉目的相对

丰度明显升高，而粪壳菌目、厌氧绳菌目和溶菌目的相对丰度明显下降。
（３）不同粒径团聚体中微生物群落结构存在明显差异。 大团聚体中酸杆菌门、担子菌门、根瘤菌目的相

对丰度明显高于其他粒组，而硝化螺旋杆菌门、子囊菌门、β⁃变形杆菌目呈相反趋势。 施用生物质炭显著改变

了不同粒组中微生物群落分布。 与未施用生物质炭相比，生物质炭施用显著增加了大团聚体中变形菌门、鞭
毛菌门、竹盖菌目、β⁃变形杆菌目以及粉、黏粒组中的担子菌门、球囊菌门、格孢腔菌目的相对丰度，降低了微

团聚体中酸杆菌门、放线菌门、子囊菌门、粪壳菌目以及粉、黏粒组分中芽单胞菌门、子囊菌门和厌氧绳菌目的

相对丰度。
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