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保护性耕作对东北黑土微生物碳循环功能基因的影响

王　 倩１ꎬ２ꎬ刘红文１ꎬ２ꎬ贾淑霞１ꎬ３ꎬ∗ꎬ申建国４ꎬ陈学文１ꎬ张士秀１ꎬ张 　 延１ꎬ高 　 燕１ꎬ２ꎬ
梁爱珍１

１ 中国科学院东北地理与农业生态研究所黑土区农业生态重点实验室ꎬ长春　 １３０１０２

２ 中国科学院大学ꎬ北京　 １０００４９

３ 北华大学林学院ꎬ吉林　 １３２０１３

４ 农安县巴吉垒镇综合服务中心ꎬ长春　 １３０２１２

摘要: 土壤微生物既参与土壤有机碳的分解也是土壤有机碳转化和固定的驱动者ꎬ是影响土壤碳循环和有机碳稳定性的关键

因素ꎮ 然而ꎬ保护性耕作(秸秆还田)如何通过调节土壤微生物碳循环功能基因组成来影响土壤 ＣＯ２释放的机理尚不明确ꎮ 因

此ꎬ依托中国科学院东北地理与农业生态研究所长春保护性耕作观测站ꎬ借助鸟枪法宏基因组测序技术ꎬ分析了玉米连作系统

不同耕作方式(免耕(ＮＴ)、秋翻(ＭＰ)以及常规耕作(ＣＴ))对土壤 ＣＯ２释放速率、碳水化合物活性酶(ＣＡＺｙ)、碳循环功能基因

(碳固定、甲烷代谢以及碳水化合物代谢)组成的影响ꎮ 研究表明:基于生长季节土壤 ＣＯ２释放速率 ６ 年平均值分析发现ꎬ生长

季前期免耕土壤的平均 ＣＯ２释放速率显著低于秋翻和常规耕作ꎬ分别比秋翻低 ２８％(５ 月份)、１１％(６ 月份)和 ２３％(７ 月份)ꎻ比
常规耕作低 ３１％(５ 月份)、１９％(６ 月份)和 ７％(７ 月份)ꎮ 基于 ＣＡＺｙ 数据库注释结果ꎬ发现耕作处理显著影响一些糖苷水解酶

(如 ＧＨ１０２、ＧＨ５＿３８ 和 ＧＨ１３＿１７)、糖基转移酶(如 ＧＴ３９)和多糖裂解酶(如 ＰＬ１７ 和 ＰＬ５＿１)的基因丰度ꎬ与常规耕作相比ꎬ秸秆

还田的免耕和秋翻处理的这些差异基因的相对丰度较高ꎮ 基于京都基因与基因组百科全书(ＫＥＧＧ)数据库注释结果ꎬ发现耕

作方式显著影响土壤碳循环功能基因组成(Ａｄｏｎｉｓꎬ多元方差分析ꎬ Ｒ２ ＝ ０.４５ꎻ Ｐ＝ ０.００６)ꎬ且免耕处理土壤的碳固定、甲烷代谢

以及碳水化合物代谢功能基因组成不同于常规耕作和秋翻处理ꎬ单独聚为一类ꎮ 免耕土壤上调的碳固定功能基因的相对丰度

(所有上调功能基因相对丰度的平均值)分别比常规耕作和秋翻高 １７％和 １１％ꎬ而下调的 ２ 个功能基因(Ｋ０１００７ 和 Ｋ００１７０)的
丰度分别低 １９％ (ＣＴ)、２１％(ＭＰ)和 １４％ (ＣＴ)、１７％(ＭＰ)ꎮ 免耕土壤上调的甲烷代谢基因相对丰度分别较常规耕作和秋翻

高 １５％和 １０％ꎻ下调基因的丰度分别低 １３％ (ＣＴ)和 １１％(ＭＰ)ꎮ 免耕土壤上调的碳水化合物代谢功能基因丰度较常规耕作和

秋翻高 ２３％和 １４％ꎻ下调的基因丰度分别低 ２５％(ＣＴ)和 １８％(ＭＰ)ꎮ 冗余分析(ｄｂ－ＲＤＡ)表明土壤容重及土壤水溶性有机碳

(ＤＯＣ)是驱动土壤碳循环功能基因组成差异的主要因子(Ｐ<０.０５)ꎬ且免耕土壤上调的碳固定功能基因(Ｋ００６２５、Ｋ０１６７６、
Ｋ０９７０９、Ｋ００９２５ 和 Ｋ１４４７０ 等)、甲烷代谢基因(Ｋ０３５２０、Ｋ００８３０、Ｋ１０７１３、Ｋ１５６３３ 和 Ｋ００６２５ 等)和碳水化合物代谢功能基因

(Ｋ００８８６、Ｋ００８３０、Ｋ０１６７６、Ｋ００１１７ 和 Ｋ００１１４ 等)与土壤 ＤＯＣ、容重或含水量呈显著正相关ꎮ 此外ꎬ研究发现土壤 ＣＯ２释放速率

与土壤碳循环功能基因组成显著相关(Ｒ２ ＝ ０.８０ꎻＰ<０.０１)ꎬ尤其是与一些碳水化合物代谢功能基因显著相关ꎮ 这些结果说明免

耕处理通过影响土壤理化性质改变土壤碳循环过程ꎬ且推断免耕秸秆还田和减少干扰的叠加效应通过调节碳循环功能基因组

成来提高土壤固碳潜力ꎮ
关键词:耕作方式ꎻ碳循环功能基因ꎻ土壤 ＣＯ２排放ꎻ宏基因组
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ｔｈａｔ ｕｎｄｅｒ ＭＰ ａｎｄ ＣＴ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＫＥＧＧ ｄａｔａｂａｓｅ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｇｅｎｅｓ (ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｌｌ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ) ｉｎ ＮＴ ｓｏｉｌ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＣＴ ａｎｄ
ＭＰ ｗｉｔｈ １７％ ａｎｄ １１％ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅ (Ｋ０１００７ ａｎｄ Ｋ００１７０) ｕｎｄｅｒ ＮＴ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈｅｓｅ ｏｆ ＣＴ ａｎｄ ＭＰ ｂｙ １９％ꎬ １４％ ａｎｄ ２１％ꎬ １７％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍｅｔｈａｎｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＮＴ ｓｏｉｌ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＣＴ ａｎｄ ＭＰ ｂｙ １５％ ａｎｄ １０％ꎬ ｔｈｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｗａｓ
ｌｏｗｅｒ ｂｙ １３％ (ＣＴ) ａｎｄ １１％ (ＭＰ)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｇｅｎｅ
ｉｎ ＮＴ ｓｏｉｌ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ＣＴ ａｎｄ ＭＰ ｂｙ ２３％ ａｎｄ １４％ꎬ ｔｈｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｂｙ ２５％
(ＣＴ) ａｎｄ １８％ (ＭＰ)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｓｏｉｌ ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ (ＤＯＣ) ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｄｒｉｖｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｃａｒｂｏｎ ｃｙｃｌｅ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ｄｂ￣ＲＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃａｒｂｏｎ
ｆｉｘａｔｉｏｎꎬ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ａｎｄ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｕｎｄｅｒ ＮＴ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓｏｉｌ ＤＯＣꎬ
ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｒ ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｓｏｉｌ ＣＯ２ ｅｆｆｌｕｘ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｃａｒｂｏｎ ｃｙｃｌｅꎬ ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｓｏｍｅ ｓｏｉｌ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ. Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＮＴ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｓｏｉｌ Ｃ￣ｃｙｃｌｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｖｅｒｌａｙｓ ｏｆ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｒｅｔｕｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ＮＴ ｃｏｕｌｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｃａｒｂｏｎ
ｓｅｑｕｅｓｔｒａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｙ ｓｈａｐｉｎｇ ｔｈｅ ｓｏｉｌ Ｃ￣ｃｙｃｌｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ: ｔｉｌｌａｇｅ ｓｙｓｔｅｍꎻ ｓｏｉｌ Ｃ￣ｃｙｃｌｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅꎻ ｓｏｉｌ ＣＯ２ ｅｆｆｌｕｘꎻ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅ

全球陆地土壤每年向大气释放 ５０—８０.４ Ｐｇ(１０１５ ｇ)碳ꎬ是化石燃料燃烧年输入大气 ＣＯ２量的 １１ 倍[１]ꎬ因
此土壤碳库的微小变化都能引起大气中 ＣＯ２浓度的剧烈响应[２]ꎮ 农田是受人为干扰最为严重的陆地生态系

统ꎬ也最有潜力通过良好的耕作管理措施实现碳固定[３]ꎮ 保护性耕作(减少土壤扰动、秸秆还田和轮作)是备

受国际关注的既能满足人类需求又对环境影响最小的农业管理措施[４]ꎮ 然而保护性耕作对土壤 ＣＯ２排放量

或速率的影响因研究区域、土壤和环境的不同而异ꎮ 比如全球范围内耕作土壤的 ＣＯ２排放量比免耕土壤多

２１％[５]ꎬ但是也有研究表明秸秆还田增加土壤 ＣＯ２排放量(７％—４５％) [６]ꎮ 土壤类型、土壤有机碳含量、土壤

输入新碳(根际分泌物、秸秆还田)的质量及可利用性是影响土壤 ＣＯ２排放及碳循环的重要因素[５ꎬ７]ꎬ因此保

护性耕作通过增加碳源输入(秸秆还田)、改变土壤理化性质和微环境等影响农田生态系统碳循环过程[８]ꎬ秸
秆还田被认为是增加农田生态系统土壤碳固定最有前途的方法[９—１０]ꎮ

１６７４　 １１ 期 　 　 　 王倩　 等:保护性耕作对东北黑土微生物碳循环功能基因的影响 　
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土壤微生物介导了如碳固定、甲烷代谢和碳降解等多个重要的碳循环基本过程[１１]ꎬ是影响土壤碳循环和

有机质(碳)稳定性的关键因素[１２]ꎮ 保护性耕作通过改变土壤微生物特征进而影响土壤碳存储、周转过

程[１３—１７]ꎮ 长期保护性耕作试验研究发现ꎬ保护性耕作通过提高表层土壤微生物量ꎬ增强土壤微生物代谢活

性ꎬ 促使土壤微生物群落结构向着有利于有机碳积累的方向发展[１４]ꎻ通过提高土壤生物(微生物和线虫)的
碳源利用效率(即增强以细菌通道为主的碳流传递效率)ꎬ促进土壤碳固存[１６]ꎻ还通过改变黑土团聚体中土

壤生物(微生物和线虫)分布模式及相互作用强度ꎬ增强团聚体中有机碳的累积和稳定性[１７]ꎮ 以往研究多侧

重于保护性耕作下土壤微生物活性、生物量以及群落组成和多样性等对于土壤碳周转的影响ꎬ然而关于土壤

微生物基因组结构与碳循环之间关系的研究较少ꎮ
生物地球化学过程中的微生物功能取决于与其功能基因相关的活动或行为ꎮ Ｔｒｉｖｅｄｉ 等[１８]报道了功能基

因与碳降解相关的酶活性密切相关ꎮ 了解这些微生物功能基因能够更直接地估计微生物驱动的碳转化机制ꎮ
已有学者报道ꎬ土壤基质(如碳源)可通过驱动编码碳水化合物活性酶(ＣＡＺｙ)的基因转录ꎬ影响碳循环过

程[１９]ꎮ 随着高通量测序技术的发展和测序价格的大幅下降ꎬ基于宏基因组的多样性分析现已成为可能ꎮ 宏

基因组分子技术试图分析从环境样本或纯培养中提取总 ＤＮＡ 中存在的所有遗传信息ꎬ相较于以往依赖于扩

增引物和量化特定的基因目标来表征功能基因的技术ꎬ利用该技术可以获得微生物遗传能力的整个视

图[２０—２１]ꎮ Ｓｏｕｚａ 等[２２]利用宏基因组技术研究发现ꎬ保护性耕作改变碳代谢途径ꎬ其中保护性耕作具有更多与

芳香族化合物代谢相关的序列ꎬ而传统耕作中具有更多与碳水化合物代谢相关的序列ꎮ Ｙａｎｇ 等[２３] 报道ꎬ参
与碳降解的功能基因模式与土壤温室气体排放密切相关ꎮ Ｊｉｎｇ[２４] 等报道ꎬ外界变化(如氮沉降)通过改变某

些碳循环功能基因的丰度改变土壤有机碳(ＳＯＣ)的分解ꎮ 但是ꎬ保护性耕作下黑土碳循环有关的功能基因如

何影响其碳循环过程尚不明确ꎮ
本研究以黑土区保护性耕作试验地(７ 年)为研究平台ꎬ分析了耕作方式对土壤碳水化合物活性酶

(ＣＡＺｙ)以及碳循环功能基因(碳固定、碳水化合物代谢以及甲烷代谢)的影响ꎬ揭示保护性耕作下黑土碳循

环功能基因信息ꎻ并结合作物生长季节内不同耕作处理土壤 ＣＯ２释放速率的差异ꎬ深入了解农田耕作措施对

土壤碳循环过程及其功能基因的影响ꎬ将有助于揭示土壤固碳的微生物作用机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 研究区概况

该试验地位于中国科学院东北地理与农业生态研究所长春保护性耕作观测站(４４°００′Ｎꎬ １２５°２４′Ｅ)ꎬ初
建于 ２０１２ 年ꎮ 温带大陆性季风气候ꎬ年平均降水量为 ５１５ ｍｍꎬ年平均气温为 ０.９ ℃(１９８２—２００９ 年)ꎮ 试验

区的土壤类型是中层典型黑土ꎬｐＨ 值为 ７.３ꎬ土壤总有机碳(土壤中不含无机碳)和总氮含量分别 １９.１ ｇ / ｋｇ
和 １.６ ｇ / ｋｇꎮ
１.２　 试验设计

试验采用单因素裂区随机区组设计ꎬ处理包括免耕秸秆还田(ＮＴ)、秋翻秸秆还田(ＭＰ)和常规耕作(秸
秆不还田)(ＣＴ)ꎬ每个处理四次重复ꎬ每个小区面积为 ７.８ ｍ×２５ ｍꎬ种植作物和模式为玉米连作ꎮ 免耕秸秆

还田处理ꎬ除了春季使用免耕播种机播种外ꎬ不对土壤进行任何干扰ꎬ收获后秸秆切成约 ３０ ｃｍ 小段返还土壤

表面ꎻ秋翻秸秆还田处理ꎬ包括春季整地(７.５—１０ ｃｍ)、播种、中耕和秋收后翻耕(２０ ｃｍ)等田间作业ꎬ玉米秸

秆在秋翻时移除试验小区ꎬ在次年春季耕种时埋入土壤ꎻ常规耕作处理的田间管理与秋翻处理相同ꎬ但玉米秸

秆不还田ꎮ 所有处理的播种时间、肥料种类和用量、田间管理措施均一致ꎬ播种时先施 ８９ ｋｇ Ｎ / ｈｍ２、５１ ｋｇ Ｐ /
ｈｍ２和 ７８ ｋｇ Ｋ / ｈｍ２作为底肥ꎬ并在 Ｖ￣６ 生长期再施用 ４５ ｋｇ Ｎ / ｈｍ２作追肥ꎮ 播种前后均使用除草剂和杀虫剂

来控制杂草和害虫ꎮ
１.３　 土壤 ＣＯ２释放速率测定

春天播种后ꎬ在每个试验小区距地头 １０ ｍ、垄的 １ / ２ 处埋设 ３ 个高和直径均为 ２０ ｃｍ 的聚氯乙烯(ＰＶＣ)

２６７４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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环ꎬＰＶＣ 环在测量前一天插入土壤(约 １５ ｃｍ)ꎬ并将 ＰＶＣ 环外围土壤轻轻压实ꎬ以防测量中漏气ꎮ 土壤 ＣＯ２

释放速率采用全自动土壤碳通量测量系统 ＬＩ￣Ｃｏｒ ８１００(Ｌｉ￣Ｃｏｒꎬ 林肯ꎬ内布拉斯加州ꎬ美国)测定ꎬ自播种之后

生长季节内每两周测量一次ꎬ测定时间为上午 ９:００—１１:００ꎮ 自试验地建立以来ꎬ每年生长季节都测定土壤

ＣＯ２释放速率ꎮ 本研究以６ 年平均值反映不同耕作处理间土壤 ＣＯ２释放速率的差异ꎮ
１.４　 土壤样品采集

于 ２０１９ 年 ４ 月份在试验区内用土钻采集 ０—５ ｃｍ 土层的土壤ꎬ每个小区随机采集 ７ 个土壤样点混合ꎬ每
个处理 ３ 次重复ꎮ 采集的土壤样品放入带冰袋的保温箱ꎬ并立即带回实验室ꎮ 去除可见的根和石头ꎬ过 ２ ｍｍ
筛ꎮ 一部分土壤样品在￣ ８０℃ 下储存ꎬ用于 ＤＮＡ 提取ꎮ 另一部分新鲜土壤样品用于土壤含水量、氨态氮

(ＮＨ＋
４ ￣Ｎ)、硝态氮(ＮＯ－

３ ￣Ｎ)、土壤水溶性有机碳(ＤＯＣ)、溶解性总氮(ＤＴＮ)的测定ꎮ 另外在取样时在每个小

区用 ３ 个 １００ ｃｍ３的环刀采集土壤样品用于测定土壤容重ꎮ
１.５　 土壤样品测定

土壤含水量和容重采用烘干法测定ꎮ 土壤 ＮＨ＋
４ ￣Ｎ、ＮＯ－

３ ￣Ｎ 用 ２ ｍｏｌ / Ｌ 氯化钾(ＫＣＬ)溶液提取ꎬ连续流动

分析仪测定(ＳＫＡＬＡＲ ＳＡＮ＋＋ꎬ 荷兰)ꎮ 土壤 ＤＯＣ、ＤＴＮ 用 ０.５ ｍｏｌ / Ｌ Ｋ２ＳＯ４溶液浸提ꎬＴＯＣ 总有机碳分析仪测

定(ＴＯＣ￣Ｌ ＣＰＨꎬ ＳＨＩＭＡＤＺＵꎬ 日本)ꎮ
１.６　 鸟枪法宏基因组测序

按照制造商的说明ꎬ使用土壤 ＤＮＡ 提取试剂盒(Ｍｏ Ｂｉｏ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓꎬ 卡尔斯巴德ꎬ加利福尼亚州ꎬ美国)
提取 ＤＮＡꎮ 利用 １％琼脂糖凝胶电泳检查 ＤＮＡ 质量后ꎬ使用 Ｃｏｖａｒｉｓ Ｍ２２０ 将 ＤＮＡ 剪切成约 ４００ ｂｐ 的片段ꎮ
使用 ＮＥＸＴＦＬＥＸ Ｒａｐｉｄ ＤＮＡ￣Ｓｅｑ(Ｂｉｏｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ 奥斯汀ꎬ得克萨斯州ꎬ美国)构建文库ꎬ然后在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ
４０００ 测序平台(Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｉｎｃ.ꎬ 圣迭戈ꎬ加利福尼亚州ꎬ美国)上进行宏基因组测序(上海美吉生物医药科技有

限公司)ꎮ 原始数据已提交至美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ) 的测序数据存储库( ＳＲＡ) (序列号:
ＰＲＪＮＡ６９２９９５)ꎮ

使用 ＦＡＳＴＰ ｖ０.２０.０(ｈｔｔｐｓ: / / ｇｉｔｈｕｂ.ｃｏｍ / ＯｐｅｎＧｅｎｅ / ｆａｓｔｐ)修剪原始序列读数ꎬ以除去衔接子和低质量序

列ꎮ 经过质量过滤后ꎬ由 ＭＥＧＡＨＩＴ ｖ１.１.２[２５]对优化序列进行拼接组装ꎬ在拼接结果中筛选 ３００ ｂｐ 以上的重

叠群(ｃｏｎｔｉｇｓ)作为最终的组装结果ꎮ 使用 ＭｅｔａＧｅｎｅ[２６](ｈｔｔｐ: / / ｍｅｔａｇｅｎｅ.ｃｂ.ｋ.ｕ￣ｔｏｋｙｏ.ａｃ.ｊｐ / )对拼接结果中的

ｃｏｎｔｉｇｓ 进行 ＯＲＦ 预测ꎮ 使用 ＣＤ￣ＨＩＴ 将所有预测的基因序列进行聚类(９５％置信区间、９０％覆盖率) [２７]ꎬ并选

择最长的序列作为代表性序列ꎬ构建非冗余基因集数ꎮ 使用 ＳＯＡＰａｌｉｇｎｅｒ ｖ２.２１ 软件[２８] 将每个样品的优化序

列与非冗余基因集进行比对(９５％置信区间)ꎬ统计基因在对应样品中的丰度信息ꎮ
使用 ＤＩＡＭＯＮＤ ｖ ０.８.３５[２９]将非冗余基因集的氨基酸序列分别与 ＮＣＢＩ 非冗余蛋白(ＮＲ)数据库、碳水化

合物活性酶(ＣＡＺｙ)数据库和京都基因与基因组百科全书(ＫＥＧＧ)数据库进行分类和功能注释(Ｅ 值≤１×
１０－５)ꎮ
１.７　 统计分析

利用 ＳＰＳＳ ２３.０(ＳＰＳＳ Ｉｎｃ.ꎬ 芝加哥ꎬ伊利诺伊州ꎬ美国)ꎬ通过方差分析(ＡＮＯＶＡ)确定耕作方式对土壤

ＣＯ２释放速率的影响ꎻ通过 Ｌｅｖｅｎｅ 检验确定符合方差齐性后ꎬ利用方差分析(ＡＮＯＶＡ)来检查不同耕作方式之

间碳循环功能基因的差异性ꎻ通过相关性分析确定土壤碳循环功能基因组成(ＰＣｏＡ 第一主成分)和土壤 ＣＯ２

释放速率的关系ꎻ基于 Ｒ 包(Ｐｈｅａｔｍａｐ)绘制组间显著差异功能基因的聚类热图及相关性热图ꎻ基于斯皮尔曼

相关(Ｐ<０.０５)ꎬ采用 Ｇｅｐｈｉ 软件进行网络分析ꎮ 主坐标分析(ＰＣｏＡ)ꎬ冗余分析(ｄｂ－ＲＤＡ)ꎬ置换多元方差分

析(ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ)以及物种与功能贡献分析借助美吉云平台实现ꎮ

２　 结果

２.１　 耕作方式对土壤 ＣＯ２释放速率的影响

基于 ６ 年的平均值ꎬ免耕土壤的平均 ＣＯ２释放速率低于秋翻和常规耕作ꎬ主要体现在生长季节前期ꎬ免耕

３６７４　 １１ 期 　 　 　 王倩　 等:保护性耕作对东北黑土微生物碳循环功能基因的影响 　
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图 １　 不同耕作方式下土壤 ＣＯ２释放速率

Ｆｉｇ.１　 Ｓｏｉｌ ＣＯ２ ｅｆｆｌｕｘ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｌｌａｇｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

不同小写字母代表耕作处理间差异显著ꎬＰ<０.０５

土壤 ＣＯ２释放速率分别比秋翻低 ２８％(５ 月份)、１１％
(６ 月份)和 ２３％ (７ 月份)ꎻ比常规耕作低 ３１％ (５ 月

份)、１９％(６ 月份)和 ７％(７ 月份)ꎮ 免耕、秋翻与常规

耕作处理间 ７ 月份的土壤 ＣＯ２释放速率存在显著差异

(图 １)ꎮ
２.２　 耕作方式对土壤 ＣＡＺｙ 基因的影响

ＣＡＺｙ 数据库中六种碳水化合物活性酶家族(糖苷

水解酶(ＧＨｓ)、糖基转移酶(ＧＴｓ)、多糖裂解酶(ＰＬｓ)、
碳水化合物酯酶(ＣＥｓ)、辅助活性氧化还原酶(ＡＡｓ)和
碳水化合物结合模块(ＣＢＭｓ))在三种耕作处理中均全

部存在ꎬ且以糖苷水解酶(ＧＨｓ) (约 ５８％)和糖基转移

酶(ＧＴｓ)(约 ２８％)占主导(表 １)ꎮ 在不同耕作处理下ꎬ
我们发现一些存在显著差异的 ＣＡＺｙ 家族(图 ２)ꎬ主要

集中在 ＧＨｓ 和 ＰＬｓ 上ꎬ其中免耕和秋翻的糖苷水解酶

类(ＧＨ１０２)显著高于常规耕作ꎻ而免耕的糖基转移酶(ＧＴ３９)和多糖裂解酶(ＰＬ１７)类低于常规耕作ꎬ秋翻的

ＧＴ３９ 和 ＰＬ１７ 则高于常规耕作(图 ２)ꎮ 总体上ꎬ免耕和秋翻处理的差异 ＣＡＺｙ 基因的相对丰度高于常规耕作

(图 ２)ꎮ 贡献分析显示ꎬＧＨ１０２、ＧＴ３９、ＰＬ１７、ＧＨ５＿３８ 和 ＧＨ１３ ＿１７ 酶类的主要贡献物种包括变形菌门

(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、放线菌门 ( Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、芽单胞菌门 ( Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ) 和拟杆菌门 ( Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)
(图 ２)ꎮ

表 １　 不同耕作方式下 ＣＡＺｙ(ｃｌａｓｓ)基因数

Ｔａｂｌｅ １　 ＣＡＺｙ ｇｅｎｅｓ ｃｌａｓｓ ｎｕｍｂｅｒ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｌｌａｇｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

糖苷水解酶
ＧＨｓ

糖基转移酶
ＧＴｓ

碳水化合
物酯酶
ＣＥｓ

辅助活性
氧化还原酶

ＡＡｓ

碳水化合物
结合模块
ＣＢＭｓ

多糖裂解酶
ＰＬｓ

免耕 ＮＴ ３４１５６.０±１６１９ １６４７２.６±８８４ ３４０１.３±１７８ ２０２６.０±２０８ ６００.７±３６ ６７２.０±７

秋翻 ＭＰ ３２６０６.７±２６２１ １５３５８.０±１１９３ ３１６６.０±２７４ ２２２４.７±２３４ ５２４.０±２４ ７０６.７±９４

常规 ＣＴ ３２２８０.７±１５７３ １４９２８.０±８８５ ２９９０.７±１９３ ２３７４.７±１４０ ４８４.０±７０ ６０８.０±４６

　 　 ＣＡＺｙ: 碳水化合物活性酶ꎻＧＨｓ:糖苷水解酶 Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ＨｙｄｒｏｌａｓｅｓꎻＧＴｓ:糖基转移酶 Ｇｌｙｃｏｓｙｌ ＴｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓꎻＣＥｓ:碳水化合物酯酶 Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ

ＥｓｔｅｒａｓｅｓꎻＡＡｓ:辅助活性氧化还原酶 Ａｕｘｉｌｉａｒｙ Ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓꎻ ＣＢＭｓ: 碳水化合物结合模块 Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ － Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｍｏｄｕｌｅｓꎻ ＰＬｓ: 多糖裂解酶

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ＬｙａｓｅｓꎻＮＴ:免耕 ｎｏ－ｔｉｌｌａｇｅꎻＭＰ:秋翻 ｍｏｌｄｂｏａｒｄ ｐｌｏｗꎻＣＴ:常规耕作 ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｉｌｌａｇｅ

２.３　 基于 ＫＥＧＧ 数据库的碳循环功能基因

本文关注了三大重要的碳循环过程(碳固定、甲烷代谢以及碳水化合物代谢)功能基因ꎮ 通过 ＫＥＧＧ 数

据库注释分别得到 １０７ 个、１２３ 个和 ６９７ 个与碳固定、甲烷代谢和碳水化合物代谢相关的功能基因(ＫＯ)类
别ꎮ 主坐标分析(ＰＣｏＡ)表明不同耕作处理土壤碳循环功能基因组成差异显著(ＡｄｏｎｉｓꎬＲ２ ＝ ０.４５ꎻ Ｐ ＝ ０.００６)
(图 ３)ꎬ前两轴分别解释了总功能基因组成变异的 ６１.２２％和 １８.８９％ꎮ 基于距离的冗余分析(ｄｂ－ＲＤＡ)分析

表明土壤水溶性有机碳含量和容重是影响碳循环功能基因组成的主导土壤因子(图 ３)ꎮ
通过比较得到了不同耕作处理之间具有显著差异的功能基因(相对丰度>０.１％)ꎬ其中秋翻和常规耕作土

壤碳固定、甲烷代谢以及碳水化合物代谢功能基因组成类似ꎬ聚类在一起ꎬ免耕单独聚为一类(图 ４)ꎮ 耕作处

理间共有 ８ 个碳固定功能基因存在显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 免耕土壤 Ｋ０１００７ 和 Ｋ００１７０ 功能基因丰度比常规耕

作低 １９％和 ２１％ꎬ比秋翻低 １４％和 １７％ꎻ而 Ｋ００６２５、Ｋ０１６７６、Ｋ０９７０９、Ｋ００９２５ 和 Ｋ１４４７０ 碳固定功能基因的丰

度则比常规耕作高约 １７％(１２％—２１％)ꎬ比秋翻高 １１％(３％—１８％)(图 ４)ꎮ 免耕土壤上调的碳固定功能基

因主要与土壤 ＤＯＣ 含量、土壤容重正相关(图 ４、５ꎬＰ<０.０５)ꎬ而常规耕作土壤上调的碳固定功能基因(如

４６７４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　



ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｃｏｌｏｇｉｃａ.ｃｎ

图 ２　 不同耕作方式下差异 ＣＡＺｙ 基因(Ｐ<０.０５)ꎬ丰度前 １０ 的优势物种(门)对差异 ＣＡＺｙ 基因的贡献

Ｆｉｇ.２　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＣＡＺｙ ｇｅｎｅｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｌｌａｇｅ ｒｅｇｉｍｅｓꎬ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｐ １０ ａｂｕｎｄａｎｔ ｐｈｙｌａ ｔｏ ｔｈｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＣＡＺｙ ｇｅｎｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｒｅｅ ｔｉｌｌａｇｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

糖苷水解酶类:ＧＨ１０２ꎬＧＨ５—３８ꎬＧＨ１３—１７ꎻ糖基转移酶类:ＧＴ３９ꎻ多糖裂解酶类:ＰＬ１７ꎬＰＬ５—１ꎻＣＡＺｙ:碳水化合物活性酶ꎻＮＴ:免耕 Ｎｏ￣

ｔｉｌｌａｇｅꎻＭＰ:秋翻 Ｍｏｌｄｂｏａｒｄ ｐｌｏｗꎻＣＴ:常规耕作 ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｉｌｌａｇｅ

图 ３　 不同耕作方式土壤碳循环功能基因的主坐标分析(ＰＣｏＡ)及基于距离的冗余分析(ｄｂ￣ＲＤＡ)

Ｆｉｇ.３　 ＰＣｏＡ ( ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ￣ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ) ａｎｄ ｄｂ￣ＲＤＡ( ｄｉｓｔａｎｃｅ￣ｂａｓｅｄ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ) ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ

ｃａｒｂｏｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｌｌａｇｅ ｒｅｇｉｍｅｓ

ＳＢＤ:土壤容重 Ｓｏｉｌ ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙꎻＳＷＣ:土壤含水量 Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔꎻ ＮＨ＋
４ ￣Ｎ:土壤氨态氮 Ｓｏｉｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ (ＮＨ＋

４ ) ｃｏｎｔｅｎｔｓꎻＮＯ－
３ ￣Ｎ:土壤硝态氮

Ｓｏｉｌ ｎｉｔｒａｔｅ (ＮＯ－
３ ) ｃｏｎｔｅｎｔｓꎻＤＯＣ:土壤水溶性有机碳 Ｓｏｉｌ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎꎻＤＴＮ:土壤溶解性总氮 Ｓｏｉｌ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎻ∗环境因

子影响的显著性ꎻ∗表示 Ｐ<０.０５ꎻ∗∗表示 Ｐ<０.０１

Ｋ０１００７、Ｋ００１７０)与土壤 ＤＯＣ 含量负相关(图 ４、５ꎬＰ<０.０５)ꎮ
耕作处理间共有 １１ 个甲烷代谢功能基因存在显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 免耕土壤 ６ 个甲烷代谢基因的丰度

(Ｋ０３５２０、Ｋ００８３０、Ｋ１０７１３、Ｋ１５６３３、Ｋ００６２５ 和 Ｋ００９２５)比常规耕作高 １５％(２％—１７％)ꎬ比秋翻高 １０％(９％—
２４％)ꎻ另外 ２ 个甲烷代谢基因(Ｋ００１７０ 和 Ｋ２１０７１)的丰度则比常规耕作低 １３％(６％—２１％)ꎬ比秋翻低 １１％
(６％—１６％)(图 ４)ꎮ 免耕土壤上调的甲烷代谢基因主要与土壤 ＤＯＣ、土壤容重或土壤含水量显著正相关

(图 ４、图 ５ꎬＰ<０.０５)ꎮ
耕作处理间共有 ５７ 个碳水化合物代谢功能基因存在显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 免耕土壤一些碳水化合物代

谢基因丰度上调ꎬ一些基因下调ꎮ 例如ꎬ免耕土壤的一些碳水化合物代谢基因的丰度(如 Ｋ０５３４１、 Ｋ００００９、
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Ｋ０１８４０、Ｋ１７８１８、Ｋ００１７０、Ｋ００６２１ 和 Ｋ０００３５ 等)比常规耕作低 ２５％ (７％—７４％)ꎬ比秋翻低 １８％ (０. ４％—
８０％)ꎻ而 Ｋ０００５２、Ｋ０３７８０、Ｋ０１６５３、 Ｋ００１１７、Ｋ００１１４ 和 Ｋ００９２５ 等碳水化合物功能基因的丰度则比秋翻高

１４％(２％—４４％)ꎬ比常规耕作高 ２３％(２％—８４％) (图 ４)ꎮ 绝大多数免耕土壤的上调基因(包括 Ｋ００８８６、
Ｋ００８３０、Ｋ０１６７６、Ｋ００１１７ 和 Ｋ００１１４ 等)与土壤 ＤＯＣ 及土壤容重显著正相关(Ｐ<０.０５)ꎬ一些上调基因(如
Ｋ０００５２、Ｋ０１６５３、Ｋ１９６６８ 和 Ｋ１５７８ 等)也与土壤含水量显著正相关(图 ４、５ꎬＰ<０.０５)ꎮ

图 ４　 不同耕作方式下土壤碳固定ꎬ甲烷代谢和碳水化合物代谢功能基因相对丰度聚类

Ｆｉｇ.４ 　 Ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎꎬ ｍｅｔｈａｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ

ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｌｌａｇｅ ｒｅｇｉｍｅｓ

通过建立物种(丰度前 ３０ 的门)和土壤碳循环功能基因的相关性网络图(图 ６)ꎬ根据网络图中节点的度

数ꎬ确定奇古菌(Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ)对土壤碳循环功能的贡献最大ꎬ此外ꎬ酸杆菌门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ)ꎬ泉古菌门

(Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ)及绿弯菌门(Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ)同样具有重要贡献ꎮ
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图 ５　 耕作处理间具有显著差异的碳循环功能基因与土壤因子的相关性

Ｆｉｇ.５ 　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃａｒｂｏｎ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｌｌａｇｅ ｒｅｇｉｍｅｓ

∗显著性检验ꎬ∗表示 Ｐ<０.０５ꎻ ∗∗表示 Ｐ<０.０１ꎻ∗∗∗表示 Ｐ<０.００１

２.４　 土壤碳循环功能基因组成与 ＣＯ２释放速率的关系

相关性分析表明土壤 ＣＯ２释放速率与碳循环功能基因组成显著相关(Ｒ２ ＝ ０.８０ꎻＰ< ０.０１)ꎬ尤其是与一些

碳水化合物代谢功能基因显著相关ꎬ例如与碳水化合物代谢功能基因 Ｋ０５３４１、Ｋ００００９、Ｋ０１８４０、Ｋ０００１６、
Ｋ０１５７５、Ｋ０００３５ 和 Ｋ０３３３７ 显著正相关ꎻ而与 Ｋ０００５２、Ｋ０３７８０、Ｋ０１６５３、Ｋ０１５７８、Ｋ０６１５１、Ｋ０１６９２ 及 Ｋ１２４５４ 等

碳水化合物代谢功能基因显著负相关(图 ５)ꎮ
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图 ６　 不同耕作处理下土壤碳循环功能基因与微生物门(丰度前 ３０)的相关性

Ｆｉｇ.６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｏｉｌ Ｃ￣ｃｙｃｌｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｈｙｌａ (ｔｏｐ ３０)

网络图按类别着色ꎻ节点大小与节点的度成正比ꎻ红边为正相关ꎬ绿边为负相关

３　 讨论

农田管理措施(如耕作、覆盖方式等)会对土壤理化性质、土壤微生物群落多样性等产生影响[２５—２７]ꎬ进而

影响由土壤微生物介导的碳循环过程[３０]ꎮ 已有许多关于保护性耕作下土壤微生物活性、多样性及群落组成

的研究[３１—３２]ꎮ 一些研究已经表明不同耕作处理下 ＳＯＣ 的周转与特定土壤微生物群落特征的密切关

系[１４—１５]ꎬ然而具体涉及土壤碳循环功能基因组成的研究仍极少ꎮ 秸秆还田是农田土壤微生物的主要输入碳

源ꎬ土壤微生物对秸秆的分解利用影响土壤以及农田生态系统的碳循环过程ꎮ 因此ꎬ保护性耕作(免耕)中秸

秆的输入量、还田方式以及种类都将是引起土壤微生物群落碳循环功能差异的主要原因ꎮ 本研究利用宏基因

测序技术ꎬ探索了土壤碳循环功能基因对于秸秆还田和少耕的响应ꎮ 基于宏基因组分析结果ꎬ发现耕作处理

之间土壤碳循环功能基因丰度和组成存在差异ꎮ 一方面耕作处理之间一些糖苷水解酶(如 ＧＨ１０２、ＧＨ５＿３８
和 ＧＨ１３＿１７)ꎬ糖基转移酶(如 ＧＴ３９)和多糖裂解酶(ＰＬ１７ 和 ＰＬ５＿１)在基因丰度上存在显著差异ꎮ 碳水化合

物活性酶(ＣＡＺｙ)可用于合成和降解碳水化合物和糖缀合物ꎮ 糖基转移酶通常参与二糖、寡糖和多糖的生物

合成[３３]ꎻ糖苷水解酶和多糖裂解酶在纤维素、半纤维素和木质素的水解中起重要作用[３４—３５]ꎮ 因为底物性质

会改变微生物群落的结构和功能基因丰度ꎬ以确保它们可以获得足够的资源[３６]ꎮ 总体上ꎬ免耕和秋翻土壤这
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些基因的相对丰度高于常规耕作(图 ２)ꎬ说明来自免耕和秋翻土壤的微生物在分解残留物方面具有更强的活

性ꎬ释放简单的、易被植物吸收的小分子物质ꎬ重新激活养分循环ꎬ进而改善土壤质量[３７—３８]ꎮ 已有研究表明ꎬ
秸秆还田(碳源输入)使土壤中积累了高浓度的碳[３９]ꎬ由此推断免耕和秋翻中大量的以秸秆还田形式输入的

碳源可以上调一些 ＣＡＺｙ 基因(相对于常规耕作)ꎬ因此ꎬ有利于促成有机物含量高的土壤营养条件ꎮ
另一方面ꎬ研究发现耕作处理间土壤碳循环功能基因组成具有显著差异ꎬ秋翻与常规耕作具有类似的土

壤碳固定ꎬ甲烷代谢以及碳水化合物代谢的功能基因组成ꎬ免耕与其他处理存在差异ꎬ单独聚为一类(图 ４)ꎮ
土壤 ＤＯＣ 及土壤容重是驱动土壤碳循环功能基因组成的主导因子(图 ３)ꎬ绝大多数免耕土壤上调的碳循环

功能基因与土壤 ＤＯＣ、容重或含水量显著正相关(图 ５)ꎮ 秸秆还田不仅增加土壤水溶性有机碳含量ꎬ同时秸

秆覆盖也有利于维持土壤湿度[４０—４２]ꎬ这些改善的物理化学环境显著改变土壤微生物丰度以及群落组

成[４２—４３]ꎮ 本研究结果表明ꎬ秸秆还田(免耕和秋翻)可以增加土壤微生物所需要的碳源ꎬ并且有利于提高土

壤微生物活性ꎬ比如碳水化合物活性酶(ＣＡＺｙ)ꎬ但是还需要保护性耕作(免耕)所形成的微环境为土壤微生

物群落功能的发挥提供场所ꎮ 另外ꎬ本研究中奇古菌门(Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ)对土壤碳循环功能的贡献最大ꎬ虽
然土壤中古菌的相对丰度小于细菌ꎬ但其在土壤碳循环中可能发挥着重要的作用ꎬ深入探讨保护性耕作土壤

古菌的功能有助于阐明农田生态系统土壤微生物的固碳机制ꎮ
多年野外监测数据表明免耕处理生长季节前期(５ 至 ７ 月)的土壤 ＣＯ２释放速率比秋翻和常规耕作低

(图 １)ꎮ 与传统耕作相比ꎬ免耕通过减少对土壤结构的破坏有利于有机物质的积累[４０]ꎮ 这与之前的研究结

果一致ꎬ即免耕(实施 １３ 年后)以 ０.８０ Ｍｇ Ｃ ｈｍ－２ ａ－１)的速率显著增加了土壤有机碳储量(３０ ｃｍ 深度) [３９]ꎮ

生长季节后期(８ 至 １０ 月)各处理间土壤 ＣＯ２释放速率无显著差异ꎬ与土壤系统复杂性ꎬ植物生长因素的影响

有关ꎮ 土壤 ＣＯ２释放速率与碳循环功能基因组成显著相关ꎬ主要与土壤碳水化合物代谢功能基因包括

Ｋ０５３４１、Ｋ００００９、Ｋ０１８４０、Ｋ０００１６、Ｋ０１５７５、Ｋ０００３５ 和 Ｋ０３３３７ 显著正相关ꎻ而与 Ｋ０００５２、Ｋ０３７８０、Ｋ０１６５３、
Ｋ０１５７８、Ｋ０６１５１、Ｋ０１６９２ 及 Ｋ１２４５４ 等碳水化合物代谢功能基因显著负相关(图 ５)ꎮ 免耕处理通过调节土壤

碳水化合物代谢功能基因的相对丰度ꎬ即下调与土壤 ＣＯ２释放速率正相关的土壤碳水化合物代谢功能基因的

相对丰度ꎬ上调负相关的土壤碳水化合物代谢功能基因的相对丰度(图 ４、５)ꎬ从而导致免耕处理生长季节前

期的土壤 ＣＯ２释放低于秋翻和常规耕作处理(图 １)ꎮ 再者ꎬ秸秆还田和减少扰动导致的土壤 ＤＯＣ 及容重变

化是引起土壤碳循环功能基因差异的主导因子ꎮ 因此ꎬ推断免耕的秸秆还田和减少耕作的共同效应通过影响

土壤微生物碳循环功能基因组成来降低土壤 ＣＯ２释放速率ꎬ进而提高土壤固碳潜力ꎮ 研究初步探索了耕作方

式对土壤碳循环功能基因组成与土壤 ＣＯ２排放的影响ꎬ以土壤全基因组的测定和野外监测为主要手段ꎬ并未

涉及具体的碳循环途径ꎬ只能通过相关分析来解释土壤 ＣＯ２排放与土壤碳循环功能基因组成之间的关系ꎬ因
此还需要进行更加深入的调控试验来揭示其中的调控机制ꎮ

４　 结论

宏基因组数据分析结果表明耕作处理之间土壤碳循环功能基因组成存在差异ꎮ 相对于常规处理ꎬ免耕和

秋翻处理的糖苷水解酶(ＧＨ１０２、ＧＨ５＿３８ 和 ＧＨ１３＿１７)ꎬ糖基转移酶(ＧＴ３９)和多糖裂解酶(ＰＬ１７ 和 ＰＬ５＿１)等
碳水化合物活性酶(ＣＡＺｙ)上调ꎮ 但是免耕土壤碳循环功能基因组成不同于秋翻和常规耕作ꎬ单独聚为一类ꎬ
免耕土壤拥有较多上调丰度的碳固定以及甲烷代谢功能基因ꎬ而碳水化合物代谢功能基因的丰度既有上调也

有下调ꎮ 这些显著差异的土壤碳循环功能基因组成与土壤 ＣＯ２释放显著相关ꎮ 免耕处理生长季节前期较低

的土壤 ＣＯ２释放速率与土壤碳水化合物代谢功能基因的调控作用相关ꎬ即免耕处理下调与土壤 ＣＯ２释放速率

正相关的功能基因的相对丰度ꎬ而上调与之负相关的功能基因的相对丰度ꎮ 土壤水溶性有机碳和容重是土壤

碳循环功能基因组成的主要驱动因子ꎮ 推断免耕秸秆还田和减少耕作的叠加效应通过改变土壤碳循环功能

基因组成来提高土壤固碳潜力ꎮ
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