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冬小麦免耕覆盖与生物有机肥施用对土壤细菌群落的
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摘要：为揭示保护性耕作措施对土壤细菌群落结构及多样性的影响规律，选取免耕覆盖＋施生物有机肥（ＮＦ）、免耕覆盖＋不施

生物有机肥（ＮＣ）、传统耕作不覆盖＋施生物有机肥（ＴＦ）和传统耕作不覆盖＋不施生物有机肥（ＴＣ）４ 个处理，以农田土壤生态系

统为研究对象，利用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 高通量测序技术，研究了冬小麦免耕覆盖与生物有机肥施用对土壤细菌群

落结构及多样性的影响。 结果表明：１）与 ＴＣ 处理相比，ＮＦ 处理显著降低了土壤 ｐＨ（Ｐ ＝ ０． ０３∗ ），增加了土壤全氮（Ｐ ＝

０．００２∗∗）、总碳含量（Ｐ＝ ０．０００１∗∗，Ｐ＝ ０．００７∗∗），影响了土壤碳 ／氮比分配（Ｐ＝ ０．００３∗∗）。 ２）从 １６ 个土壤样本中共获得细菌 ２７
门、８６ 纲、１２５ 目、２１３ 科和 ３１５ 属，其中放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）和变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为优势菌门，其相对丰度约占总丰度的 ８２．４０％。 ３）与传统耕作施生物有机肥处理相比，免耕覆盖施生物有机

肥增加了土壤细菌的多样性指数（Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数），降低了 ＡＣＥ 丰富度指数。 ４）ＮＭＤＳ 及多元分析结果表明：土
壤细菌群落丰富度指数、多样性指数均与土壤 ｐＨ、速效磷和土壤碳 ／氮比成正相关，与土壤微生物生物量碳（ＳＭＢＣ）和土壤总碳

成负相关；其中，土壤 ｐＨ 和 ＳＭＢＣ 分别是影响酸杆菌门和放线菌门的主要驱动因子。 施生物有机肥和耕作措施两种因素均对

土壤细菌群落结构组成产生了影响，但以施用生物有机肥对土壤细菌群落多样性的影响较明显；此外，施用生物有机肥在传统

耕作和免耕覆盖两种情况下均增加了冬小麦产量，但以传统耕作施生物有机肥处理最明显。 因此，传统耕作配施生物有机肥是

宁夏南部山区改善土壤理化性质、增加土壤细菌群落丰富度和多样性的重要途径。
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ｔｉｌｌａｇｅ ａｎｄ ｎｏ⁃ｔｉｌｌａｇｅ ｍｕｃｌｈｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｉｓ ｙｉｅｌｄ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｉｎ ＴＦ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ． Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ
ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｉｌｌａｇｅ ｗｉｔｈ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｃａｎ ｂｅ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｗａｙ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｎｏ⁃ｔｉｌｌａｇｅ ａｎｄ ｍｕｌｃｈｉｎｇ； ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ； ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ； ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ；
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｒｉｃｈｎｅｓｓ

免耕是指不翻耕和扰动土壤，把作物直接播种到种床上，将前茬作物残茬或草皮等覆盖地表，仅播种一次

田间作业的农作制度［１］。 可以减少水土流失，稳定土壤结构［２⁃３］，形成合理的土壤水、气、热三相比；在改善土

壤微生态环境，促进土壤养分良性循环中起主要贡献［４］。
土壤微生物是生态系统的重要组成部分，能够参与土壤养分循环，分解等过程，对温室气体产生和环境污

染物净化起着重要作用［５］。 近年来，大量研究证实，土壤微生物的数量、群落结构及多样性是维持土壤健康

和质量的重要因素［６］。 因此，研究不同耕作措施下土壤微生物群落结构的演替规律，对选择合理的种植措施

和改善土壤生态功能具有重要意义。
目前关于不同农业管理措施下，土壤微生物群落结构及多样性变化的研究结果仍存在差异［１，３］。 如长期

免耕或绿肥翻压会增加土壤微生物数量，影响其多样性［７］；保护性耕作施生物有机肥也能够提高土壤细菌多

样性和生物量［８］。 但，传统耕作施化肥和有机肥却对土壤细菌数量和群落结构的影响较小［９］。 Ｙａｎｇ 等［１０］研

究结果显示，免耕和秸秆还田能够增加土壤有机碳含量，调控土壤微生物生长及群落结构多样性，在提升土壤

肥力和生产力方面有重要作用。
然而，以往研究更多关注的是耕作方式及施肥种类的差异对土壤生物生物量、酶活性和微生物呼吸作用

等方面的影响，而同时采用免耕、覆盖和生物有机肥施用等栽培管理措施对土壤细菌群落结构影响的研究鲜

有报道。 因此，本研究采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 高通量测序技术，对宁夏南部山区冬小麦连续 ３ 年免耕体系下土壤

细菌群落群落结构组成和多样性分布特征进行系统分析，探讨不同处理措施下土壤细菌群落结构差异，明确

耕作、覆盖与施肥方式的交互作用是如何影响土壤细菌群落结构组成及其多样性？ 为制定合理的农作制度提

供理论支撑。
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１　 研究区域和方法

１．１　 研究区概况

研究区位于宁夏固原市隆德县沙塘镇（３５°２１′ Ｎ，１０５°４８′ Ｅ），如图 １ 所示：地处宁夏南部边陲，六盘山脉

以西，属于黄土高原丘陵区。 气候类型为中温带季风区半湿润向半干旱过渡性气候，年均气温 ６ ℃，年均降水

量 ４１０ ｍｍ，年均蒸发量 １３７０ ｍｍ。 海拔 １７２０—２９４２ ｍ，地势东高西低，土壤质地主要以黑垆土为主。 试验前

土壤基本理化性状：有机质 １０．６３ ｇ ／ ｋｇ，全氮 ０．５２ ｇ ／ ｋｇ，碱解氮 ４１．０ ｍｇ ／ ｋｇ，全磷 ０．６５ ｇ ／ ｋｇ，速效磷 ４５．５ ｍｇ ／
ｋｇ，速效钾 １７０．５ ｍｇ ／ ｋｇ，ｐＨ ９．０。

图 １　 研究区地理位置

Ｆｉｇ．１　 Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｒｅａ

１．２　 试验设计

本试验于 ２０１５ 年春季开始，采用双因素随机区组设计。 Ａ 因素为耕作方式：分为免耕覆盖（Ｎ）、传统耕

作不覆盖（Ｔ）２ 个水平；Ｂ 因素为施肥方式：分为施生物有机肥（Ｆ）和不施生物有机肥（Ｃ），共 ４ 个处理，即免

耕覆盖＋施生物有机肥（ＮＦ）、免耕覆盖＋不施生物有机肥（ＮＣ）、传统耕作不覆盖＋施生物有机肥（ＴＦ）和传统

耕作不覆盖＋不施生物有机肥（ＴＣ），每个处理 ４ 次重复，小区面积 ３ ｍ×４ ｍ，共 １６ 个小区。 于 ２０１５ 年—２０１８
年 ９ 月种植冬麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ）‘蓝天 ３２ 号’。 前茬作物为蚕豆（Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ）‘临蚕 ６ 号’。 ２０１５ 年冬小

麦种植前将蚕豆秸秆粉碎与 ３０００ ｋｇ ／ ｈｍ２ 脱粒的小麦颖壳均匀覆盖于免耕处理土壤表面，后续试验不再覆盖

任何材料。 冬小麦播种量为 ３７５ ｋｇ ／ ｈｍ２，每小区播种 １２ 行。 施肥处理的小区仅施生物有机肥（黄腐酸

≥１２％，有机质≥４０％，巨大芽孢杆菌＋胶冻样类芽孢杆菌≥０．５ 亿 ／ ｇ，净含量 ４０ ｋｇ ／袋），施用量折合纯氮

（Ｎ％）９０ ｋｇ ／ ｈｍ２，纯磷（Ｐ ２Ｏ５％）为 １９．６７ ｋｇ ／ ｈｍ２、纯钾（Ｋ２Ｏ％）为 １８．５８ ｋｇ ／ ｈｍ２。 ＮＦ 处理的小区，生物有机

肥随冬小麦种子条施于播种沟内，ＴＦ 处理随播前耕翻施入土壤。 在返青期，将前者的田间杂草齐地表割掉，
覆盖在冬小麦行间；后者杂草连根拔除，扔出田外。
１．３　 样品采集

２０１８ 年 ７ 月在试验区采样，按照“Ｓ”形随机多点混合取样，采集耕层 ０—２０ ｃｍ 土壤样品，每个小区随机

采集 ５ 个样点混匀为 １ 份，共获得 １６ 份样品。 样品采集后去除新鲜土样中可见植物残体及土壤动物，按四分

法取 １ ｋｇ 土样放入采样袋中，冰盒带回实验室。 一部分自然风干后用于测定土壤养分；另一部分保存在－８０
冰箱，用于土壤细菌多样性测定。
１．４　 试验方法

１．４．１　 土壤理化性质测定

土壤含水量采用烘干法，土壤 ｐＨ 值采用 ＰＨＳＪ⁃ ４Ｆ ｐＨ 计（上海仪电科学仪器股份有限公司）测定（土水
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比 １：５）；土壤全碳（ＴＣ）和总氮（ＴＮ）采用碳氮分析仪（Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ Ｖａｒｉｏ ＭＡＸ）测定；土壤微生物生物量碳

（ＳＭＢＣ）采用氯仿熏蒸—０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｋ２ ＳＯ４提取；土壤全磷（ＴＰ）和速效磷（ＡＰ）采用钼锑抗比色法；碱解氮

（ＡＮ）采用碱解扩散法；速效钾（ＡＫ）采用 ＮＨ４ＯＡｃ 浸提－火焰光度法［１１］。
１．４．２　 ＤＮＡ 提取和高通量测序

采用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ ＳＰＩＮ ｋｉｔｓ 试剂盒（ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，ＵＳＡ），按照说明书进行土壤微生物总 ＤＮＡ 提取，提取

后使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 进行 ＤＮＡ 浓度和纯度的测定，并用 ０．８％ 琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 质量。 最后利用细

菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因的 Ｖ３＋Ｖ４ 区域进行扩增，引物序列为 ５１５Ｆ（５′⁃ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ⁃３′）和 ９０７Ｒ（５′⁃
ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ⁃３′）。 采用 ５０ μｌ 扩增体系，反应程序为：９８ ℃ 预变性 ２ ｍｉｎ，９８ ℃变性 １５ ｓ，５５
℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃ 延长 ３０ ｓ，７２ ℃终延伸 ５ ｍｉｎ，１０ ℃持续 ２５—３０ 个循环。 ＰＣＲ 结束后，引入 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ
桥式 ＰＣＲ 兼容引物进行第二轮扩增，使用 ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ ｄｓＤＮＡ Ｋｉｔ 分析试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， Ｃａｒｌｓｂａｄ， ＣＡ， ＵＳＡ）
对回收的 ＤＮＡ 精确定量［１２］，最后将 ＰＣＲ 产物委托上海派森诺生物科技股份有限公司进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ
测序。
１．４．３　 统计分析

高通量测序数据利用 ＱＩＩＭＥ（Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｉｎｓｉｇｈｔｓ Ｉｎｔｏ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｅｃｏｌｏｇｙ， ｖ１．８．）和 Ｒ（ｖ３．２．０）软件，调用

ＵＳＥＡＲＣＨ 序列比对工具，对优质序列按 ９７％相似度水平的 ＯＴＵｓ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ）进行分类学分

析。 采用 Ｍｏｔｈｕｒ 软件对全部有效序列进行 ＯＴＵ 聚类统计，绘制韦恩图（Ｖｅｎｎ 图）。 根据物种分类信息绘制

物种丰度热图。 利用 Ｍｏｔｈｕｒ 软件［１３⁃１４］ 计算多样性指数（Ｓｉｍｐｓｏｎ、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｃｈａｏ１ 和 ＡＣＥ）。 通过 ＵｎｉＦｒａｃ 软

件进行 ＮＭＤＳ 分析，绘制样本聚类树［１５］。 采用 ＤＰＳ（７．０５）软件对土壤理化性质、作物产量等数据进行方差分

析（Ｄｕｎｃａｎ′ｓ 法多重比较法，显著水平设为 ０．０５）。 土壤微生物主成分分析（ ＰＣＡ）在多元统计分析软件

Ｃａｎｏｃｏ ５．０ 中进行。 Ｏｒｉｇｉｎ ８．０ 绘制降雨量点线图。

２　 结果与分析

２．１　 土壤理化性质分析

不同处理土壤理化性质如表 １ 所示。 土壤含水量、速效钾、碱解氮、总碳和总氮含量整体表现为免耕覆盖

处理明显高于传统耕作处理，而土壤 ｐＨ、Ｃ ／ Ｎ 比则表现为传统耕作处理显著高于免耕处理。 方差统计分析显

示，与不施用生物有机肥处理相比，施用生物有机肥影响了不同处理间的土壤理化性质，但差异不显著；而耕

作措施却显著改变了不同处理间土壤 ｐＨ、Ｃ ／ Ｎ 比、全氮含量（Ｆ＝ ６．５６５，Ｐ ＝ ０．０３１∗；Ｆ ＝ ４９．３９１，Ｐ ＝ ０．０００１∗∗；
Ｆ＝ １９．８７１，Ｐ＝ ０．００２∗∗）。 同时，不施用生物有机肥时，土壤 ｐＨ、ＡＰ、Ｃ ／ Ｎ 比和 ＳＭＢＣ 表现为 ＴＣ＞ＮＣ，其余土

壤理化性状在各处理间均呈现 ＮＣ＞ＴＣ，其中 ＳＭＢＣ 和 ＴＮ 含量分别增加了 ９４．０４％和 １５．３８％。 施用生物有机

肥时，ＳＭＢＣ、ＡＰ、ＡＮ、ＴＣ 和 ＴＮ 含量均呈现 ＮＦ＞ＴＦ；尤以 ＳＭＢＣ 和 ＡＰ 含量增加幅度最大，分别为 １１４．７４％和

２１．８７％；而 Ｃ ／ Ｎ 比和 ＡＫ 的含量与之相反，分别降低了 ５．６０％和 ７．０４％。
２．２　 细菌群落结构多样性及测序数据分析

通过对土壤 ＤＮＡ 基因组序列分析发现（表 ２），４ 种处理总共获得 ７８５６８８ 条有效序列，其中 ＴＣ、ＴＦ、ＮＣ 和

ＮＦ 处理分别获得细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的平均序列数 ４８６０７、４８１０１、５２６８７、４７０２８ 条。 对测序获得的序列采取随机

抽样方法，并基于每个深度下抽取到的序列数及对应的 ＯＴＵ 数绘制 Ｓｐｅｃａｃｃｕｍ 物种累积曲线（图 ２），结果表

明，土壤样品的 Ｓｐｅｃａｃｃｕｍ 物种累积曲线在样本数大于 １０ 时渐渐趋于平缓，说明不同处理土壤所测的序列库

容能够较好反映土壤细菌群落的物种数量，故测序数据基本合理。
２．３　 细菌 ＯＴＵ 统计及多样性分析

Ｖｅｎｎ 图能够直观反映不同处理间土壤细菌群落 ＯＴＵｓ 组成的差异性及重叠关系［１６］。 由图 ３ 可知，ＯＴＵ
水平上，ＴＣ、ＴＦ、ＮＣ 和 ＮＦ ４ 个处理中的 ＯＴＵ 数分别为 ６２５２、５８２７、５８６７ 个和 ５９３６ 个，其中共有 ＯＴＵ 数为

３１６６ 个，特异性 ＯＴＵ 数分别为 ８０２、５６８、５７３ 个和 ６２１ 个，表现为 ＴＣ＞ＴＦ＞ＮＣ＞和 ＴＦ，且共有 ＯＴＵ 数（３１６６） 是
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４ 种处理中特异性细菌 ＯＴＵ 数的 ４—６ 倍。 此外，各处理特异性 ＯＴＵ 数以 ＴＣ 最大，ＮＦ 次之；相比 ＮＣ 处理，
ＮＦ 中的 ＯＴＵ 数呈现增加趋势；相比 ＴＣ，ＴＦ 中 ＯＴＵ 数呈降低趋势，这说明传统耕作不覆盖施用生物有机肥处

理（ＴＦ）对土壤细菌群落 ＯＴＵ 可能会产生抑制作用，而免耕覆盖施生物有机肥处理（ＮＦ）在一定程度上则起到

促进作用。

表 １　 不同处理土壤理化及生物学性状分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｐＨ
（Ｈ２Ｏ）

土壤含水量
ＳＷＣ ／ ％

Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

全氮
ＴＮ ／ （ｇ ／ ｋｇ）
Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

碱解氮
ＡＮ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

Ａａｌｋａｌｉ⁃ｈｙｄｒｏｌｙｚａｌｅ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ

全磷
ＴＰ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

ＴＣ ８．５１±０．０３ａ １５．００±０．０２ａ ０．１３±０．０１ｂ ３４．４１±１．０５ａ ０．０８±０．０１ａ

ＴＦ ８．４９±０．０３ａ １６．００±０．０５ａ ０．１３±０．００ｂ ３５．１７±２．６０ａ ０．０８±０．００ａ

ＮＣ ８．４７±０．０１ａｂ １５．００±０．０１ａ ０．１５±０．０１ａ ３７．００±０．７７ａ ０．０９±０．０１ａ

ＮＦ ８．４１±０．０８ｂ １６．００±０．０１ａ ０．１５±０．０１ａ ３７．１５±２．４９ａ ０．０９±０．０１ａ

耕作覆盖
Ｔｉｌｌａｇｅ， ｍｕｌｃｈｉｎｇ ０．０３∗ ０．３０ ０．００２∗∗ ０．６６ ０．８４

施肥 Ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ０．１２ ０．３０ ０．１９ ０．０５ ０．３３

交互作用 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ０．３６ ０．７６ ０．６５ ０．７７ ０．８４

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

速效磷
ＡＰ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

速效钾
ＡＫ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

土壤总碳
ＴＣ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）
Ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎ

碳氮比
Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏｎ

Ｃａｒｂｏｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒａｔｉｏ

土壤微生物
生物量碳

ＳＭＢＣ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）
Ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｂｉｏｍａｓｓ ｃａｒｂｏｎ

ＴＣ ４１．４０±１３．２４ａ ２７８±３０．７８ａ ２．１３±０．０２ｃ １７．０４±０．６５ａ ５１４．５６±１６．９８ａｂ

ＴＦ ３６．８６±４．８４ａ ３２２±５６．８０ａ ２．１７±０．０２ｂ １６．７６±０．４０ａ ３１９．６０±１９０．１８ｂ

ＮＣ ４０．０８±１０．２４ａ ２９３±２６．６１ａ ２．１４±０．０４ｃ １５．７６±０．４８ｂ ２６５．１９±１４１．３３ｂ

ＮＦ ４４．９２±５．２８ａ ３０４±１６．００ａ ２．３１±０．０５ａ １５．５８±０．６９ｂ ６８６．３２±１７２．１０ａ

耕作覆盖
Ｔｉｌｌａｇｅ， ｍｕｌｃｈｉｎｇ ０．５０ ０．１０ ０．０００１∗∗ ０．００３∗∗ ０．３８

施肥 Ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ０．９８ ０．９２ ０．００７∗∗ ０．４２ ０．１６

交互作用 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ０．３５ ０．３１ ０．４３ ０．８６ ０．０００７∗∗

　 　 表中数值为平均值±标准差；同列不同字母表示差异显著（Ｐ＜ ０．０５）。 ＮＣ： 免耕覆盖不施生物有机肥 Ｎｏ⁃ｔｉｌｌａｇｅ， ｍｕｌｃｈｉｎｇ ｎｏ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ

ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ；ＮＦ： 免耕覆盖施生物有机肥 Ｎｏ⁃ｔｉｌｌａｇｅ， ｍｕｌｃｈｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ；ＴＣ：传统耕作不覆盖不施生物有机肥 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｉｌｌａｇｅ ｗｉｔｈｏｕｔ

ｍｕｌｃｈｉｎｇ， ａｎｄ ｎｏ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ．；ＴＦ：传统耕作不覆盖施生物有机肥 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｉｌｌａｇｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ｍｕｌｃｈｉｎｇ， ａｎｄ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ

表 ２　 土壤细菌测序数据及多样性指数分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

细菌（Ｖ３＋Ｖ４ 区） Ｂａｃｔｅｒｉａｌ（Ｖ３＋Ｖ４）
平均序列数

Ｍｅａｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ａｍｏｕｎｔ

辛普森指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

香浓指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ 指数
ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ

ＴＣ ４８６０７ ０．９９７４±０．００ｂ １０．４４±０．０６ａ ４２０９．８３±１５５．８１ａ ４５７９．７１±１５１．９０ａ

ＴＦ ４８１０１ ０．９９７５±０．００ｂ １０．４２±０．１５ａ ３６２７．３６±８１５．９４ｂ ４３２６．９２±６６７．６４ａ

ＮＣ ５２６８７ ０．９９８０±０．００ａ １０．５２±０．１１ａ ３８２４．３８±３０７．６６ａ ４０９２．０７±３７３．１２ａ

ＮＦ ４７０２８ ０．９９８１±０．００ａ １０．５５±０．１３ａ ３９１５．８７±５４１．４２ａ ４２０８．６０±６４８．６４ａ

　 　 表中数值为平均值±标准差；同列不同字母表示差异显著（Ｐ＜ ０． ０５）；ＮＣ： 免耕覆盖不施生物有机肥 Ｎｏ⁃ｔｉｌｌａｇｅ， ｍｕｌｃｈｉｎｇ ｎｏ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ

ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ；ＮＦ： 免耕覆盖施生物有机肥 Ｎｏ⁃ｔｉｌｌａｇｅ， ｍｕｌｃｈｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ；ＴＣ：传统耕作不覆盖不施生物有机肥 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｉｌｌａｇｅ ｗｉｔｈｏｕｔ

ｍｕｌｃｈｉｎｇ， ａｎｄ ｎｏ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ．；ＴＦ：传统耕作不覆盖施生物有机肥 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｉｌｌａｇｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ｍｕｌｃｈｉｎｇ， ａｎｄ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ

通过分析土壤样品，计算得到土壤细菌 Ａｌｐｈａ 多样性指数（表 ２）。 结果显示，不同处理下 ＡＣＥ 指数为

４０９２．０７—４５７９．７１，Ｃｈａｏ１ 指数为 ３６２７．３６—４２０９．８３，香浓指数为 １０．４２—１０．５５，辛普森指数为 ０．９９７—０．９９８。
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

图 ２　 物种累积曲线图

Ｆｉｇ．２　 Ｓｐｅｃｉｅｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

当耕作覆盖和施用生物有机肥两因素交互作用时，土壤

细菌丰富度指数（ＡＣＥ 和 Ｃｈａｏ 指数）表现为 ＴＣ＞ＮＦ＞
ＮＣ＞ＴＦ；而多样性指数（Ｓｉｍｐｓｏｎ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数）却呈

相反趋势，表现为：ＮＦ＞ＮＣ＞ＴＣ＞ＴＦ。 与 ＴＦ 处理相比，
ＮＦ 处理中， ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｃｈａｏ 指数分别增加了

１２．５％和 ７．９５％。 而 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数降低了 ２．７３％。 整体

上，传统耕作在一定程度上增加了土壤细菌群落的多样

性指数，降低了丰富度指数。
２．４　 细菌门水平相对丰度

通过对高通量测序结果进行分析，从 ４ 个处理中获

得土壤细菌菌群分属于 ２７ 门、８６ 纲、１２５ 目、２１３ 科和

３１５ 属。 在门水平上，共获得 ３４ 个类群（包括未鉴定类

图 ３　 ＯＴＵｓ分布的维恩图

　 Ｆｉｇ．３　 ＯＴＵｓ Ｖｅｎｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ　

ＴＦ： 传统耕作不覆盖施生物有机肥 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｉｌｌａｇｅ ｗｉｔｈｏｕｔ

ｍｕｌｃｈｉｎｇ， ａｎｄ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ； ＴＣ：传统耕作不覆盖不施生物

有机肥 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｉｌｌａｇｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ｍｕｌｃｈｉｎｇ， ａｎｄ ｎｏ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ

ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ； ＮＦ： 免耕覆盖施生物有机肥 Ｎｏ⁃ｔｉｌｌａｇｅ， ｍｕｌｃｈｉｎｇ ａｎｄ

ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ； ＮＣ： 免耕覆盖不施生物有机肥 Ｎｏ⁃ｔｉｌｌａｇｅ，

ｍｕｌｃｈｉｎｇ ｎｏ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ

群和其他）。 将相对丰度＜ １％的类群归为其他，得到

２０ 个类群（图 ４）。 其中放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形

菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）和酸杆菌

门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉ）为优势菌门（相对丰度≥１％），其相对

丰度分别为 ２６．９０％、２６．２０％、１５．８０％和 １３．５０％。 而芽

单 胞 菌 门 （ Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ ）、 硝 化 螺 旋 菌 门

（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ）、浮霉菌门 （ Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ） 和拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）等是非优势菌门（相对丰度≤１％）。 由

图 ４ 可知，耕作和施肥两因素均对土壤细菌门水平相对

丰度产生了影响，其中绿弯菌门和酸杆菌门的相对丰度

在不施用生物有机肥处理中均表现为 ＮＣ＞ＴＣ；而施用

生物有机肥时，绿弯菌门的相对丰度呈现 ＮＦ＜ＴＦ，酸杆

菌门则表现为截然相反的趋势，这可能与细菌本身属性

有关。 此外，厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，０．３％）的相对丰度在

不施用生物有机肥时，ＮＣ 比 ＴＣ 明显增加 ２５％，施用生

物有机肥后，ＴＦ 和 ＮＦ 也分别增加了 ５０％ 和 ３２％，该结

果说明，免耕覆盖与施用生物有机肥二者结合更有利于

土壤细菌群落结构的变化。
通过热图的颜色变化梯度和相似性能够验证物种

群落组成的差异性和相似性。 从土壤细菌的前 ５０ 个属

的热图分析发现（图 ５）。 ４ 种处理中的细菌群落结构均发生了显著变化。 其中 ＴＦ 处理中，绿弯菌门的玫瑰

弯菌属（ Ｒｏｓｅｉｆｌｅｘｕｓ）的相对丰度较高；ＮＦ 处理下放线菌门中的类诺卡氏菌属（Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ）和土壤红杆菌属

（Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ）为优势菌属；ＴＣ 处理的变形菌门中（ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 的鞘氨醇单胞菌属 （ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、
Ｎｏｒｄｅｌｌａ 属、慢生根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ），酸杆菌门中的芽孢杆菌属（Ｂｌａｓｔｏｃａｔｅｌｌａ）具有较其他处理更高的

丰度分布特征；ＮＣ 处理中 Ｈａｌｉａｎｇｉｕｍ 属和拟孢囊菌属（Ｋｉｂｄｅｌｏｓｐｏｒａｎｇｉｕｍ）占据较高丰度。 此外，ＴＦ 和 ＮＦ、
ＴＣ 和 ＮＣ 聚为一类，说明在免耕和施用生物有机肥的交互作用下，主要以是否施用生物有机肥为主导因素。
２．４．１　 细菌门水平相对丰度差异性分析

不同处理中土壤细菌群落在门水平上的相对丰度差异性分析结果表明（图 ６）。 土壤细菌中的酸杆菌门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、装甲菌门（Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）和螺旋体菌门（Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ）的相
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图 ４　 门水平上土壤细菌群落结构组成

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

对丰度在 ＴＦ 与 ＮＣ 处理间有显著差异 （ Ｐ ＝ ０． ０４６、 Ｐ ＝ ０． ０１８、 Ｐ ＝ ０． ０１３ 和 Ｐ ＝ ０． ０１６）； 放线菌门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、装甲菌门（Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）和拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）的相对

丰度在 ＮＦ 与 ＮＣ 处理间也有显著差异（Ｐ＝ ０．０４２、Ｐ＝ ０．０２３、Ｐ ＝ ０．０３２ 和 Ｐ ＝ ０．０４０）。 当耕作和施用生物有机

肥两因子交互时，硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）和芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）的相对丰度在 ＴＦ 和 ＮＦ 中均

达到显著水平（Ｐ ＝ ０．０２１２）；而变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的相对丰度在 ＴＦ 与 ＴＣ 处理间有显著差异（Ｐ ＝
０．０２６）。 此外，芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）在 ＮＦ 与 ＮＣ 之间也达到极显著水平（Ｐ ＝ ０．００５）。 由此说明，
施用生物有机肥会显著影响土壤细菌群落结构在门水平上差异。
２．４．２　 不同处理下土壤细菌群落结构与环境因子的关系

基于 Ｒ 软件，采用非度量多维尺度分析（ＮＭＤＳ，Ｎｏｎｍｅｔｒｉｃ ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ）来反映土壤细菌

群落的 β 多样性（Ｓｔｒｅｓｓ＝ ０．１０６）。 如图 ７ 显示，不同处理对土壤细菌群落 β 多样性产生了明显影响，且形成

了不同的群落空间分布结构。 在不施用生物有机肥处理时，ＴＣ 和 ＮＣ 处理的细菌群落在空间分布上相对较

集中；但当施入生物有机肥后，ＴＣ 和 ＴＦ、ＮＣ 和 ＮＦ 处理却出现明显分离，差异较大。
利用主成分分析发现（图 ８ａ），土壤细菌的丰富度指数（ＡＣＥ 和 Ｃｈａｏ１ 指数）和多样性指数（Ｓｉｍｐｓｏｎ 和

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数）与土壤 ｐＨ、速效磷和 Ｃ ／ Ｎ 比成正相关，与土壤全氮、碱解氮、含水量、有机碳和微生物生物量碳

成负相关。 对细菌群落分布的共同解释为 ８８．５７％。 其中在门水平分类学组成中，放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、
绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）和硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）的相对丰度均与土壤含水量、碱解氮、有机碳、微生物生物

量碳成正相关，与土壤 ｐＨ、速效钾呈负相关（图 ８ｂ）；拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的相

对丰度与土壤速效钾和全磷成正相关，与微生物生物量碳、Ｃ ／ Ｎ 比和有机碳含量均呈负相关。 芽单胞菌门

（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）和酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）与土壤速效钾、Ｃ ／ Ｎ 比呈正相关；其中非优势门浮霉菌门
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图 ５　 各处理土壤优势细菌在属水平的群落热图分析

Ｆｉｇ．５　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｅａｃｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｏｉｌ

Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ： 酸杆菌门；Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ： 放线菌门； Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ： 芽单胞菌门； Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ： 绿弯菌门； Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ： 变形菌门；

Ｎｏｒｄｅｌｌａ 属； 鞘氨醇单胞菌： Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ； 慢生根瘤菌： Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ； 芽孢杆菌属： Ｂｌａｓｔｏｃａｔｅｌｌａ； 硝化螺菌属： Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ； Ｈ１６；

Ｂｒｙｏｂａｃｔｅｒ； Ａｃｉｄｉｂａｃｔｅｒ 属； 芽单胞菌属： Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ； ＲＢ４１； Ａｅｒｏｍｉｃｒｏｉｕｍｓｈｕ 属； Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｂａｃｔｅｒ； Ｖａｒｉｉｂａｃｔｅｒ； ＣＬ５００⁃ ２９＿ｍａｒｉｎｅ； ＯＭ２７＿

ｃｌａｄｅ； 红游动菌属： Ｒｈｏｄｏｐｌａｎｅｓ； Ｉｌｕｍａｔｏｂａｃｔｅｒ 属； Ｇａｉｅｌｌａ 属； Ａｃｔｉｎｏｐｈｙｔｏｃｏｌａ 属； 未鉴定的放线菌属： Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ； 红色杆菌

属： Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ； 玫瑰弯菌属： Ｒｏｓｅｉｆｌｅｘｕｓ； 假节杆菌属： Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ； 土微菌属： Ｐｅｄｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ； Ｋｉｂｄｅｌｏｓｐｏｒａｎｇｉｕｍ； Ｈａｌｉａｎｇｉｕｍ； 韩国生

工菌属： Ｋｒｉｂｂｅｌｌａ； 未鉴定的酸杆菌属： Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ； 指孢囊菌属： Ｄａｃｔｙｌｏｓｐｏｒａｎｇｉｕｍ； 伦茨氏菌属： Ｌｅｎｔｚｅａ； 游动放线菌属：

Ａｃｔｉｎｏｐｌａｎｅｓ； Ｖｉｒｇｉｓｐｏｒａｎｇｉｕｍ； 壤霉菌属： Ａｇｒｏｍｙｃｅｓ； 芽球菌属： Ｂｌａｓｔｏｃｏｃｃｕｓ； 地嗜皮菌属： Ｇｅｏｄｅｒｍａｔｏｐｈｉｌｕｓ； Ｓｋｅｒｍａｎｅｌｌａ； Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ＿

Ａｌｙｓｉｏｓｐｈａｅｒａ 属； 假诺卡氏菌属： Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒ Ｈａｌｉａｎｇｉｕｍｄｉａ； 链霉菌属： Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ； 小单孢菌属： Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ； 分枝杆菌属：

Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ； Ｉａｍｉａ 属； Ｐａｒｖｉｔｅｒｒｉｂａｃｔｅｒ； 土壤红杆菌属： Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ； 类诺卡氏菌属： Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ； Ｄｅｖｏｓｉａ； Ｍｉｃｒｏｖｉｒｇａ 属； 纤维菌

属： Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ

（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）与土壤 Ｃ ／ Ｎ、ｐＨ 和碱解氮成正相关，与土壤速效钾、含水量成负相关。 主成分 １ 和主成分 ２
分别占 ８５．６８％和 ９．３７％，两个排序轴累计变量能在 ９５．０５％上解释细菌群落结构组成的差异性。 另外，细菌

门水平分类学组成与第一、二排序轴之间的相关性较高，其中 ｐＨ 和土壤微生物生物量碳（ＳＭＢＣ）分别是酸杆
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图 ６　 不同处理土壤细菌群落组成在门水平的差异分析

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

图 ７　 不同处理土壤细菌非度量多维尺度分析（ＮＭＤＳ）分布

　 Ｆｉｇ．７　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｗａｓ

ａｎａｌｙｚｅｄ ｏｎ ａ ｎｏｎｍｅｔｒｉｃ ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｌｅ

ＴＦ： 传统耕作不覆盖施生物有机肥 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｉｌｌａｇｅ ｗｉｔｈｏｕｔ

ｍｕｌｃｈｉｎｇ， ａｎｄ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ； ＴＣ：传统耕作不覆盖不施生物有

机 肥 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｉｌｌａｇｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ｍｕｌｃｈｉｎｇ， ａｎｄ ｎｏ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ

ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ； ＮＦ： 免耕覆盖施生物有机肥 Ｎｏ⁃ｔｉｌｌａｇｅ， ｍｕｌｃｈｉｎｇ ａｎｄ

ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ； ＮＣ： 免耕覆盖不施生物有机肥 Ｎｏ⁃ｔｉｌｌａｇｅ，

ｍｕｌｃｈｉｎｇ ｎｏ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ

菌门和放线菌门的主要驱动因子。
２．５　 不同处理对冬小麦产量的影响

由表 ３ 可知，冬小麦的产量在 ４ 种处理中均有明显

差异。 ２０１６ 年表现为 ＮＦ＞ＴＦ＞ＴＣ＞ＮＣ。 在传统耕作不

覆盖和免耕覆盖两种处理中，以施用生物有机肥处理最

明显。 其中 ＮＦ 处理冬小麦产量最高达到 ３０３１．２５ ｋｇ ／
ｈｍ２。 而 ２０１７ 和 ２０１８ 年，传统耕作措施下，相比不施用

生物有机肥处理，施用生物有机肥处理显著增加了冬小

麦产量（Ｐ＜０．０５），以 ２０１８ 年冬小麦产量增加最显著，达
到 ２２．２５％。 在综合因素影响下，尤以传统耕作施用生物

有机肥处理效果最佳。 随种植时间延长，无论是否施用

生物有机肥，免耕覆盖处理下冬小麦产量均呈降低趋势，
而传统耕作处理却呈增加趋势。 分析认为这可能与当年

气候条件、耕作措施和施肥因子等综合因素有关。
为进一步分析冬小麦产量与土壤细菌优势菌群的

关系，将细菌前 ８ 门优势菌群与冬小麦产量作相关分

析，结果表明（表 ４）：冬小麦产量与土壤细菌群落相对

丰度均无相关性；而土壤硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）和
芽 单 胞 菌 门 （ Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ ） 与 酸 杆 菌 门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ） 显著正相关 （ Ｐ ＜ ０． ０５ ）； 放 线 菌 门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）与土壤酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、芽单

胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）和硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）均呈极显著负相关；变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）与绿弯

菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）也呈极显著负相关（Ｐ＜０．０１），说明土壤微生物功能群落之间存在更多的竞争关系。
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图 ８　 细菌多样性指数及门水平类群分布与土壤理化性状间的多元分析（ＰＣＡ）

Ｆｉｇ．８　 Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ， ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ

ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

Ａｃｔｉｎｏ： Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 放线菌门； Ｐｒｏｔｅｏ： Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 变形菌门； Ｃｈｌｏｒｏ： Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 绿弯菌门； Ａｃｉｄｏ： Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ 酸杆菌门； Ｇｅｍｍ：

Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ 芽单胞菌门；Ｎｉｔｒｏ： Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ 硝化螺旋菌门；Ｐｌａｎｃｔｏ： Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ 浮霉菌门；Ｂａｃｔｅｒｏ： Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 拟杆菌门；ｐＨ、ＴＮ、

ＴＰ、ＡＰ、ＡＮ、ＡＫ 和 ＴＯＣ、ＳＷＣ、Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏｎ、ＳＭＢＣ 分别指土壤 ｐＨ、全氮、全磷、速效磷、碱解氮、速效钾和有机碳、土壤含水量、碳氮比、土壤微

生物生物量碳；Ｃｈａｏ１、ＡＣＥ、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 分别指 Ｃｈａｏ１ 指数、ＡＣＥ 指数、香浓指数和辛普森指数；图中各形状代表不同处理；ＮＣ（１—４）

表示免耕、覆盖和不施生物有机肥的 ４ 个重复； ＮＦ（１—４）表示免耕、覆盖和施生物有机肥的 ４ 个重复；ＴＣ（１—４）表示传统耕作、不覆盖和

不施肥的四个重复；ＴＦ（１—４）表示传统耕作不覆盖和施生物有机肥的四个重复

表 ３　 不同处理对冬小麦产量的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｗｉｎｔｅｒ ｗｈｅａｔ

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
产量 Ｙｉｅｌｄ ／ （ｋｇ ／ ｈｍ２）

２０１６ 年 ２０１７ 年 ２０１８ 年

传统耕作不覆盖不施生物有机肥（ＴＣ） ２８９５．８３±３６５７．４９ａ ７９７．５５±２４５．４３ａｂ １９３７．５０±２９９．５０ａ

传统耕作不覆盖施生物有机肥 （ＴＦ） ３０００．００±５１８．１９ａ ９５４．３７±１７６．２４ａ ２２９１．６７±３０８．０７ａ

免耕覆盖不施生物有机肥 （ＮＣ） ２６６６．６７±５１８．１９ａ ７０７．１０±８４．６３ｂ ８１２．５０±２９１．６７ｃ

免耕覆盖施生物有机肥 （ＮＦ） ３０３１．２５±１８４．３９ａ ７１３．６１±１５１．０１ｂ １３９５．８３±２６６．８０ｂ

耕作 Ｔｉｌｌａｇｅ （Ｔ） ０．６５ ０．２８ ０．００２８∗∗

施肥 Ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ （Ｆ） ０．７３ ０．０３∗ ０．０００１∗∗

交互作用 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ（Ｔ × Ｆ） ０．４２ ０．２４ ０．３５

　 　 表中数值为平均值±标准差；同列不同字母表示差异显著（Ｐ＜ ０． ０５）；ＮＣ： 免耕覆盖不施生物有机肥 Ｎｏ⁃ｔｉｌｌａｇｅ， ｍｕｌｃｈｉｎｇ ｎｏ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ

ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ；ＮＦ： 免耕覆盖施生物有机肥 Ｎｏ⁃ｔｉｌｌａｇｅ， ｍｕｌｃｈｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ；ＴＣ：传统耕作不覆盖不施生物有机肥 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｉｌｌａｇｅ ｗｉｔｈｏｕｔ

ｍｕｌｃｈｉｎｇ， ａｎｄ ｎｏ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ．；ＴＦ：传统耕作不覆盖施生物有机肥 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｉｌｌａｇｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ｍｕｌｃｈｉｎｇ， ａｎｄ ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ

３　 讨论

３．１　 不同处理对土壤理化性质及冬小麦产量的影响

　 　 有研究证实，土地利用方式不同，会造成土壤理化性质出现差异［１７］。 本研究中，持续冬小麦免耕、覆盖和

施用生物有机肥均能显著增加土壤养分含量，降低土壤 ｐＨ，提升土壤全氮、总碳含量，这与 Ｄｕｉｎｅｖｅｌｄ 等［１８］研

究结果一致。 与 ＴＣ 和 ＮＣ 处理相比，ＴＦ 和 ＮＦ 处理均显著增加了土壤总碳和全氮含量，分析认为生物有机肥
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是一种腐熟的肥料，施入后能为土壤微生物提供大量的碳源［１９］。 且在不覆盖、不施生物有机肥处理的土壤

中，作物根茬是有机质的主要来源，同时，施入生物有机肥后，因外源有机物的输入，也会导致土壤有机质积

累［２０］。 另一方面，当免耕、覆盖与施用生物有机肥交互作用时，不但有小麦颖壳、田间生草覆盖分解后的有机

物质，还有生物有机肥中的营养元素进入土壤，为作物提供养分需求。 因此，在一定程度上，土壤微生物对根

茬的降解速度发生改变，提高了作物根茬的残留量［２１］，减少了土壤有机质的氧化和矿化速度，最终提高了土

壤中总碳的含量［２２］。

表 ４　 作物产量与土壤细菌丰度 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｒｏｐ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

放线菌门 变形菌门 绿弯菌门 酸杆菌门
芽单胞
菌门

硝化螺
旋菌门

浮霉菌门 拟杆菌门 产量

放线菌门
Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ １

变形菌门
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

－０．３３ １

绿弯菌门
Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ０．０７ －０．７７∗∗ １

酸杆菌门
Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ －０．８３∗∗ －０．０６ ０．２２ １

芽单胞菌门
Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ －０．７９∗∗ ０．３８ －０．２５ ０．５３∗ １

硝化螺旋菌门
Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ －０．６３∗∗ －０．１９ ０．３ ０．５１∗ ０．５３∗ １

浮霉菌门
Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ

－０．０４ －０．１３ －０．１５ －０．０７ －０．０４ ０．０５ １

拟杆菌门
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ０．１３ ０．２ －０．３５ －０．１８ －０．２９ －０．５１∗ ０．１８ １

产量 Ｙｉｅｌｄ ０．２８ －０．１２ －０．０２ －０．３５ －０．２３ ０．０４ －０．１５ ０．１７ １

　 　 表中∗和∗∗分别代表 ０．０５ 和 ０．０１ 水平显著相关

图 ９　 ２０１５—２０１８ 年研究区降雨量分布情况

　 Ｆｉｇ． ９ 　 Ｐｒｅｉｐｉｔａｔｉｏｎｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｒｅａ ｆｒｏｍ ２０１５

ｔｏ ２０１８

　 　 免耕覆盖作为保护性耕作技术的关键技术措施之

一，对培肥土壤、提高土壤水分利用率，保证旱区作物高

产和稳产具有重要意义。 有学者［２３］ 指出，免耕和秸秆

还田等保护性措施在一定程度上会影响小麦、水稻幼苗

生长，降低作物产量。 本研究中，第一年，冬小麦经济产

量以 ＮＦ 处理最高，且随种植年限的增加，相比传统耕

作，免耕处理产量出现大幅减产现象，尤其是 ２０１７ 年，
差异最显著。 根据当地气象资料显示 （图 ９）， ２０１５
年—２０１７ 年，研究区 ８—１２ 月的总降雨量分别为 １９１．
６、１２８．７、２５２．５ ｍｍ，可判定作物播种后，２０１６ 年低降雨

量导致苗期持续干旱，可能是影响 ２０１７ 年冬小麦产量

降低的根本原因。 另外，本研究中，相比传统耕作，免耕

处理土壤容重上、中、下层均增加，其中以 １０—１５ ｃｍ 耕

层土壤容重增加最显著，可能是引起土壤板结，造成水

肥气热条件不协调，最终影响作物产量的另一因素。 这与王峻等［２４］ 的研究结果一致。 此外，研究中，相比不

施生物有机肥处理，两种施肥处理（ＮＦ 和 ＴＦ）中，２０１６—２０１８ 年冬小麦的产量均高于不施生物有机肥处理，
这说明，施用生物有机肥，具有增产作用，其机制主要是生物有机肥中含有的芽孢杆菌，适于生活在各种环境

０４０７ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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中，耐受性和稳定性极强，能够促进土壤无效硅磷钾的转化，增加土壤硅磷钾的供给，提高作物产量的能力导

致［２５］，其深层原因还有待进一步探究。
３．２　 不同处理对土壤细菌 Ａｌｐｈａ 多样性的影响

土壤微生物作为评价土壤的重要生物学指标，因不同的农业管理措施，其群落结构发生变化，也会影响农

业生态系统的物质循环和能量转换［２２］。 如李雨泽等［２６］ 研究发现，地膜覆盖土壤细菌丰富度降低，秸秆还田

细菌多样性增加，而施用生物有机肥土壤细菌的多样性也随之增加［２７］。 本研究中，４ 种处理方式对土壤细菌

群落多样性指数（Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数）和丰富度指数（Ｃｈａｏ１ 指数）均产生了不同程度的影响。 ＴＦ 处理土壤细菌丰

富度指数（ＡＣＥ 指数）提高，多样性降低，而 ＮＦ 处理却相反。 分析认为这与传统耕作措施，土壤频繁扰动促进

土壤碳源和氮源的转化有关［２８］。
土壤微生物多样性往往受植被类型、作物种类、土壤质地、ｐＨ、水分和通气等因素的影响［２９］。 相关研究

发现，土壤 ｐＨ 和有机碳是影响不同混交林中土壤细菌多样性的主要环境因子；全氮和含水量是影响沙地土

壤细菌结构和多样性的主导因子［３０］。 大量研究指出，土壤微生物在某种程度上，对干旱的响应较大，一定强

度的干旱会提高土壤细菌群落结构多样性，适宜的土壤水分条件则能为细菌生长繁殖创造良好条件，维持细

菌群落结构多样性［３１⁃３２］。 这与本研究中土壤含水量与细菌多样性指数和丰富度指数成负相关性的结果相

似。 此外，土壤 ｐＨ 的变化也是引起不同管理制度中土壤细菌群落结构变化的另一主要贡献因子［３２］。
３．３　 不同处理对土壤细菌群落结构组成的影响

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 高通量测序技术的发展为微生物的研究提供了一个强大高效的平台，能够快速有效地分

析土壤微生物的群落结构组成［３３］。 有学者［３４］认为，土壤微生物群落结构的整体组成在不同生境中的差异可

能较大，但优势菌群基本相似。 在本研究中，４ 种处理下土壤细菌优势菌门均为放线菌门、变形菌门、绿弯菌

门和酸杆菌门，相对丰度之和超过 ８０％，但各处理中的相对丰度各有差异，这与以往的一些研究相似［３５⁃３６］。
与传统耕作处理相比，免耕覆盖处理下，土壤酸杆菌门、放线菌门和变形菌门的相对丰度提高了 ３０．１７％—
３５．１１％，这主要是是由于残茬及生草覆盖后，为微生物提生命活动提供了有机碳源，刺激了土壤微生物的活

性，加快了自身的物质合成，使其丰度明显增加［３７］。 其中，酸杆菌门在 ＮＦ 处理中相对丰度最高，这可能是免

耕、残茬及生草覆盖后，植物根系分泌物导致土壤 ｐＨ 值下降［３８］（表 １），促进了酸杆菌门的活动。 也可能是施

用的生物有机肥中含有的“巨大芽孢杆菌＋胶冻样类芽孢杆菌”，属于芽孢杆菌属，是一类硅酸盐阳性细菌，能
为土壤补入大量的有益微生物，在作物根部形成有益菌群，抑制土壤有害及致病微生物的繁殖等，在一定程度

上，可能为土壤中优势菌群的繁殖创造了有利条件［３９］。
此外，本研究还发现具有降解土壤污染物功能的芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）和将土壤中的亚硝酸氧

化为硝酸盐的硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）的相对丰度在施入生物有机肥后分别降低了 ５．５％—８．６％和 １．１％—
２．６％，说明生物有机肥可能会抑制土壤污染物降解和氮肥力的提高［４０］。 另外，与其他 ３ 种处理相比，变形菌

门中（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）能够利用苯甲酸、水杨酸等物质作为唯一碳源，降解土壤有毒物质，具有抵抗植物病原菌

作用，适合生长在高度贫营养环境中的［４１］鞘氨醇单胞菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）在传统耕作不施生物有机肥（ＴＣ）
处理中相对丰度最高。

有学者研究证实，驱动土壤细菌群落结构组成发生改变的主要因子是土壤全氮含量［４２］。 如酸杆菌门能

够降解植物残体、参与单碳因子代谢；放线菌门参与土壤碳氮循环。 而在本研究中，我们发现土壤放线菌门与

土壤碱解氮、全氮及土壤含水量呈正相关，且土壤含水量是影响放线菌门的主导因子。 这可能与土壤细菌自

身属性相关。 普遍认为，变形菌门喜养分含量高的土壤；酸杆菌门喜贫瘠的土壤；而放线菌门主要存在于极度

干旱的环境中［４３］。 综上所述，不同环境因素对微生物类群的影响不同。 因此，关于免耕覆盖、施用生物有机

肥等交互效应改善土壤细菌群落结构组成的内在机制尚需进一步研究。

４　 结论

免耕覆盖、生物有机肥施用对土壤理化性质均产生了一定影响，显著增加了土壤总有机碳、总氮的含量，

１４０７　 １９ 期 　 　 　 王小玲　 等：冬小麦免耕覆盖与生物有机肥施用对土壤细菌群落的影响 　
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降低了土壤 ｐＨ、Ｃ ／ Ｎ 比和冬小麦的经济产量。 与传统耕作相比，免耕覆盖施用生物有机肥提高了土壤细菌

Ｓｉｍｐｓｏｎ 多样性指数，降低了 Ｃｈａｏ１ 丰富度指数，且耕作和施用生物有机肥两种因素均对土壤细菌群落分布产

生了影响，其中放线菌门、变形菌门、绿弯菌门和酸杆菌门为优势菌群。 速效钾和 Ｃ ／ Ｎ 比则是影响细菌群落

组成中变形菌门和酸杆菌门相对丰度的主要驱动因子。
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