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摘要: 【目的】研究不同施肥处理下土壤细菌群落的特征，为建立促进土壤生态系统稳定和健康的养分管理制

度提供依据。【方法】陕西省杨凌示范区“国家黄土肥力与肥料效益监测基地”的 28 年长期定位试验始于

1990 年秋，种植制度为冬小麦–夏休闲，无灌溉。本研究选取定位试验中不施肥 (CK)、施用氮磷钾肥 (N、

P2O5、K2O 分别为 135、108、67.5 kg/hm2，NPK) 和有机无机肥配施 (70% N 来自牛粪，MNPK) 3 个处理。于

2018 年 6 月小麦收获后采集 0—20 cm 耕层土样，测定养分含量、含水量、微生物量碳含量、微生物量氮含量

及目标土壤微生物。以 1% 琼脂糖凝胶电泳法检测土壤中 DNA，根据 97% 相似度对序列进行 OTU 聚类、α 多

样性分析 (包括 Shannon、ACE 和 Chao1 等指数)，使用 CANOCO 4.5 软件对土壤细菌门水平群落结构、细菌相

对丰度等与土壤理化性质进行冗余分析。【结果】与 CK 相比，NPK 和 MNPK 处理显著提高了土壤有机碳、全

氮、微生物量碳、微生物量氮、硝态氮和铵态氮含量，显著降低了土壤 pH 值。不同处理细菌基因拷贝数为每

克干土 6.69 × 109～16.46 × 109，与 CK 相比，NPK 和 MNPK 处理细菌数量分别提高了 77% 和 146%。MNPK 处

理的土壤细菌 Shannon 多样性指数显著高于 CK 和 NPK 处理，而 Simpson 指数显著低于 CK 和 NPK 处理，

NPK 与 CK 处理间两个指数无显著差异。3 个处理的细菌丰富度指数 (Chao1 指数和 ACE 指数) 和均匀度指数均

没有显著差异。在门水平上，共获得 35 个细菌类群，其中，放线菌门   (Ac t inobac te r i a )、变形菌门

(Proteobacteria)、酸杆菌门 (Acidobacteria) 和绿弯菌门 (Chloroflexi) 为主要优势菌门 (相对丰度 > 10%)，占到全

部菌门的 80.1%～81.7%。与 CK 相比，MNPK 处理显著降低了放线菌门 (F = 5.845，P < 0.05) 的相对丰度，增

加了拟杆菌门 (F = 4.461，P < 0.05) 的相对丰度，3 个处理间其他菌门均无显著差异。冗余分析结果显示，

CK 与 NPK、MNPK 处理的土壤细菌群落结构具有明显差异，且 MNPK 处理对土壤细菌群落组成的影响更大。

土壤理化性质对细菌菌群影响表现为：土壤硝态氮 > 可溶性有机碳 > pH > 铵态氮 > 有机碳 > 土壤含水量，这些

理化因子均是影响微生物生长的关键因子。【结论】关中土区旱作雨养条件下，化肥平衡施用和有机无机肥

配施均显著提高了土壤中细菌数量、多样性和丰富度，有机无机肥配施还改变了细菌群落结构，特别是降低了

放线菌门、增加了拟杆菌门的丰度，更有利于土壤生态系统的稳定和健康。
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Abstract: 【Objectives】The fertility change in nutrient contents and microbial structure of farmland after long-
term fertilization was studied in this paper, which would provide theoretical base for reasonable fertilization
practice to maintain a stable and healthy soil ecosystem.【Methods】The investigated farmland was from a 28-
years’ long-term fertilization experiment in the “National Monitoring Base of Soil Fertility and Fertilizer
Efficiency on Loess Soil” in Yangling Demonstration Zone, Shaanxi Province, where the cropping system was
winter wheat-summer fallow and without irrigation. The soil samples were collected from three of the experiment
treatments, namely, no fertilization control (CK), pure chemical fertilizer (NPK,  N–P2O5–K2O＝135–108–67.5 kg/hm2)
and chemical fertilizer and manure combination (MNPK, 70% of N from cattle manure). After harvest of wheat,
soil samples of 0–20 cm in depth were collected. The soil nutrient contents, water content, microbial biomass C
and N contents were determined. The DNA of genome in soil samples were extracted and detected by 1%
agarose gel electrophoresis, and sequenced afterwards. The Shannon, ACE and Chao1 indices were
calculated.【Results】Compared with CK, the NPK and MNPK significantly increased soil organic carbon, total
nitrogen, microbial biomass carbon, microbial biomass nitrogen, nitrate nitrogen and ammonium nitrogen, while
significantly reduced soil pH. The copy number of bacterial genes were 6.69 × 109 – 16.46 × 109 per gram of dry
soil for the three treatments, and those in NPK and MNPK treatments were 77% and 146% significantly higher
than that in CK. The Shannon diversity index of soil bacteria of MNPK was significantly higher, while Simpson
index were significantly lower than those of CK and NPK treatments, and there was no significant difference
between NPK and CK. The bacterial richness index (Chao1 index and ACE index) and the uniformity index
were not significantly different among the 3 treatments. A total of 35 groups of bacteria were obtained at the
level of phylum, in which Actinobacteria, Proteobacteria, Acidobacteria and Chloroflexi were the main
dominant ones (relative abundance > 10%), and accounted for 80.1%–81.7% of the total bacteria phyla.
Compared with CK, MNPK significantly reduced the relative abundance of Actinomycetes (F = 5.845, P <
0.05) and increased that of Bacteroides (F = 4.461, P < 0.05). There was no significant difference for other phyla
of bacteria among the 3 treatments. The results of redundancy analysis showed that the soil bacterial community
structures were significantly different between no fertilization (CK) and fertilization (NPK and MNPK), and
MNPK had a greater impact than NPK on soil bacterial community composition. The importance of soil physical
and chemical properties affecting the bacterial communities was as follows: nitrate nitrogen > soluble organic
carbon > pH > ammonium nitrogen > organic carbon > soil water content.【Conclusions】In the rain-fed
farmland in Eum-orthic anthrosol area of Guanzhong, the bacteria population, diversity and richness are
significantly improved in soils under long-term balanced chemical fertilization and combination of organic and
inorganic fertilization. Combination of organic and inorganic fertilizers could increase the bacteria diversity that is
more efficient in increasing the abundance of Bacteroides and decreasing that of Actinomycetes, which represents
more stable and healthy in soil ecosystem.
Key words: Eum-orthic Anthrosols; balanced NPK fertilization; combined chemical and organic fertilization;

bacterial community structure; functional diversity index; nitrate nitrogen; soluble organic carbon

 

土壤微生物作为土壤生态系统中最重要、最活

跃和敏感的组成部分，参与其中的养分转化、物质

循环等过程，在改善土壤环境、培肥土壤、促进植

物吸收利用营养物质、生长发育等方面发挥着非常

重要的作用[1]。所有土壤微生物中，细菌的丰富度最

高，是衡量土壤质量和健康程度、反映土壤环境条

件的重要标志之一[2-3]，其数量、多样性以及群落结

构组成特征的变化等均会影响土壤肥力和农田的可

持续生产力，因此，维持高水平的细菌群落多样性

对农业可持续发展至关重要[4-5]。外界条件的改变如

降雨、施肥和耕作等，均会影响土壤中细菌的数

量、多样性和群落结构特征[6]。农业生态系统中，长

期不同的施肥措施会改变土壤性质，影响土壤环

境，进而改变土壤细菌的群落结构，对土壤质量和

生态系统的稳定性产生一定的影响 [7]。许多研究表

明，长期施用有机肥以及有机无机肥配合施用会明
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显改变土壤细菌群落结构组成，提高其数量和多样

性等，潮土、黄泥田、灰漠土、水稻土和潮棕壤等

土壤上所得的研究结果相对一致[8-12]。对于长期施用

化肥来说，在不同类型土壤上的研究结果不尽相

同；在水稻土和潮棕壤上的研究结果表明，长期单

施化肥显著降低了细菌数量和多样性[11-13]；而在砂姜

黑土和灌溉土上的研究结果表明，长期平衡施用

化肥会显著增加土壤细菌数量以及提高细菌群落的

多样性和丰富度[13-14]。

土是陕西省关中平原的主要土壤类型，属于

西北半干旱地区特有的土壤资源，对于关中平原小

麦和玉米的生产至关重要。除旱作灌溉外，旱作雨

养亦是本区域重要的栽培管理方式。本研究运用 16S
rDNA 高通量测序技术，对旱作雨养条件下长期不同

施肥处理土土壤细菌的丰富度、多样性和群落结

构组成等进行了分析，较为客观地反映不同施肥措

施下细菌群落的实际状况，对于评价施肥对关中地

区土土壤质量的影响具有重要意义，同时为土

区合理的肥料管理措施制定及土壤可持续利用提供

决策依据。

1    材料与方法

1.1    试验地点与试验设计

供试土样采自陕西省杨凌示范区五泉镇的“国

家黄土肥力与肥料效益监测基地”长期肥料定位试

验田 (34°17′N、108°00′E)，海拔高度为 516 m，该基

地年平均气温 13℃，年平均降水量在 550～600
mm，且主要集中在 7月至 10月[15]，属于温带大陆性

季风气候。

长期定位试验始于 1990年秋，主要实行冬小麦－

夏休闲的种植制度，在小麦生长期内不进行人工灌

溉，作物生长所需水分主要来自自然降水。试验地

共设 7 个不同的施肥处理，本研究选取其中 3 个处

理：1) 长期不施肥 (CK)；2) 氮磷钾化肥平衡施用

(NPK)；3) 有机肥与氮磷钾化肥配施 (MNPK)。每个

试验小区长 21 m，宽 19 m，总面积为 399 m2。不同

处理施用的所有肥料均在小麦播种前一次性施入，

其中，氮、磷、钾养分用量分别为 N 135 kg/hm2、

P2O5 108 kg/hm2、K2O 67.5 kg/hm2，相应肥料种类为

尿素、过磷酸钙、硫酸钾。MNPK 处理中的 N
30% 由化肥提供，剩下的由有机肥提供，按比例折

合施用本试验所用有机肥 (牛粪)。土壤类型为黄土

母质上形成的土垫旱耕人为土 (土)。试验开始时

耕层土壤基本理化性状为土壤有机质 10.92 g/kg，全

氮 0.83 g/kg，全磷 1.39 g/kg，全钾 2.28 g/kg，碱解

氮 61.3 mg/kg，有效磷 9.57 mg/kg，速效钾 191
mg/kg，pH 8.62，孔隙度 49.63%，田间持水量

21.12%。

1.2    土壤样品采集与处理

2018 年 6 月小麦收获后采集 0—20 cm 耕层土

样。处理平均划分为 3 个区域，作为 3 次重复，每

个区域采六钻，将混合四分后的土样装入塑封袋后

带回实验室。将部分新鲜土样中的动植物残体和石

子等杂物直接剔除，过 2 mm 筛，及时测定土壤的含

水量、微生物量碳氮及硝态氮、铵态氮的含量。一

部分鲜样保存在–80℃ 的超低温冰箱中，用来分析目

标土壤微生物；其它样品经过自然风干后，用于测

定土壤中的其余养分含量。

土壤基本理化性质的测定方法参照土壤农化分

析[16]，pH 测定采用水土比为 1﹕1 浸提；用重铬酸钾

容量法测定土壤有机碳；全氮用硫酸消煮—
凯氏定氮法测定；土壤微生物量碳、氮采用氯仿熏蒸—
K2SO4 浸提法测定；土壤可溶性有机碳采用总有机碳

分析仪测定；土壤硝态氮、铵态氮用 KCl 浸提后，

用流动注射分析仪测定。

1.3    土壤微生物总 DNA 的提取及细菌高通量

测序

每个样品称取约 0.5 g 鲜土，根据 E.Z.N.A.®
soil 试剂盒 (Omega Bio-tek，Norcross，GA，U.S.) 说
明书提取总 DNA，完成基因组 DNA 的抽提后，用

百分之一的琼脂糖凝胶电泳检测。然后样品送至美

吉公司进行测序。用 ABI GeneAmp®9700 型 PCR
仪，采用 338F (5′–ACTCCTACGGGAGGCAGCAG–
3′) 和 806R (5′–GGACTACHVGGGTWTCTAAT–3′)
引物对土壤细菌的 V3—V4 可变区进行 PCR 扩增。

扩增体系为 20 μL，5 × FastPfu 缓冲液 4 μL，2 μL
2.5 mmol/L dNTPs，0.8 μL 引物 (5 μmol/L)，0.4 μL
FastPfu聚合酶；10 ng DNA模板。扩增程序为：95℃
预变性 3 min，27 个循环 (95℃ 变性 30 s，55℃ 退

火 30 s，72℃ 延伸 30 s)，最后 72℃ 延伸 10 min。PCR
产物使用 2% 的琼脂糖凝胶进行回收，利用 AxyPrep
DNA Gel Extraction Kit (Axygen Biosciences，Union
City，CA，USA) 进行纯化，Tris-HCl 缓冲液洗脱，

2% 的琼脂糖电泳检测。利用 QuantiFluor™-ST
(Promega，USA) 进行检测定量 [17]，将其按照要求

混合。
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1.4    高通量测序数据分析

构建好的质粒经测序鉴定无误后用紫外分光光

度计 (NanoDrop2000，Thermo Fisher Scientific，美

国) 测定质粒 OD260 的值，通过公式换算成拷贝数

(copies/μL)。利用 Illumina 公司的 MiseqPE300 平台

进行测序后，将原始数据上传至相应数据库中。采

用 Trimmomatic 和 FLASH[18]进行原始测得序列质控

和拼接，主要步骤：1) 过滤 reads 尾部质量值 20 以

下的碱基，设置 50 bp 的窗口，截去窗口内平均质量

值低于 20 的碱基后端所有序列，之后再去除质控后

长度低于 50 bp 的序列；2) 根据重叠碱基，将两端序

列进行拼接，拼接时重叠区之间的最大错配率为 0.2，
长度需大于 10 bp；3) 根据序列首尾两端的 barcode
和引物将序列拆分至每个样本，barcode 需精确匹

配，引物允许 2 个碱基的错配，去除存在模糊碱基

的序列。使用UPARSE软件 (version7.1, http://drive5.com/
uparse/)，根据 97% 的相似度对序列进行 OTU 聚

类，并在聚类的过程中去除单序列和嵌合体。利用

RDP classifier (http://rdp.cme.msu.edu/) 对每条序列进

行物种分类注释，比对 Silva (Release115, http://www.
arb-silva.de) 数据库[19]，设置比对阈值为 70%。

利用美吉的 I-Sanger 生信云平台 (https://www.
i-sanger.com/) 进行 α 多样分析   (包括 Shannon、
ACE、Chao1 等指数)，使用 SPSS 21 软件，进行单

因素 ANOVA 分析和 Pearson 相关性分析；用 Excel
制作相关图表。使用 CANOCO 4.5 软件对土壤细菌

门水平群落结构、细菌相对丰度等与土壤理化性质

进行冗余分析 (RDA分析，redundancy analysis)。

2    结果与分析

2.1    长期不同施肥对土壤理化性质的影响

长期不同施肥明显改变了土壤理化性质 (表 1)。

各处理土壤 pH、有机碳、全氮和微生物量碳均差异

显著 (P < 0.05)。施肥 (NPK 和 MNPK) 显著降低了土

壤 pH 而提高了土壤有机碳、全氮、可溶性有机碳和

微生物量碳含量，且 MNPK 的作用强于 NPK。土壤

微生物量氮、硝态氮和铵态氮，两个施肥处理间差

异不显著 (P > 0.05)，但均显著高于 CK (P < 0.05)。
不同处理土壤含水量无显著差异。

2.2    长期不同施肥对土壤细菌群落数量、多样性

及丰富度的影响

Shannon 多样性指数用来表示样品的多样性程

度，其值越大，说明细菌群落物种的多样性就越

高；Simpson 指数反映的是物种的优势度，值越小，

代表群落物种的多样性越高；Chao1 指数和 ACE 指

数均可用来表示土壤细菌群落的丰富度。MNPK 和

NPK 处理均显著增加了土壤细菌拷贝数，与 CK 相

比，NPK 和 MNPK 处理分别提高了 77% 和 146%
(表 2)。土壤细菌 Shannon 多样性指数，MNPK 处理

显著高于 CK 和 NPK 处理，而 CK 和 NPK 间差异不

显著。S impson 优势度指数，MNPK 显著低于

CK 和 NPK，同样 CK 和 NPK 间差异不显著。各处

理的 Chao1 指数、ACE 指数和均匀度指数均无显著

差异。

2.3    长期不同施肥对土壤细菌群落组成的影响

在门水平上，共获得 35 个细菌类群，得到

10 个相对丰度 > 1% 的类群 (图 1A)。其中，放线菌

门 (Actinobacteria)、变形菌门 (Proteobacteria)、酸杆

菌门 (Acidobacteria)、绿弯菌门 (Chloroflexi) 为主要

优势菌门 (相对丰度 > 10%)，相对丰度分别为 20.82%～

26.83%、21.08%～24.71%、17.41%～23.72% 和

13.37%～15.50%，占到全部菌门的 80.14%～81.67%。

其他 6 类群平均相对丰度均 < 1%，只占整个菌门的

18.33%～19.86%。与 CK 相比，MNPK 显著降低了

放线菌门 (F = 5.845，P < 0.05) 的相对丰度，增加了

表 1   3 个处理土壤理化性质

Table 1   Soil physical and chemical properties in the three treatments

处理

Treatment
pH

有机碳

SOC
(g/kg)

全氮

Total N
(g/kg)

可溶性有机碳

DOC
(mg/kg)

微生物量碳

MBC
(mg/kg)

微生物量氮

MBN
(mg/kg)

硝态氮

NO3
–-N

(mg/kg)

铵态氮

NH4
+-N

(mg/kg)

土壤含水量

Soil water content
(%)

CK     8.32 a   7.84 c 0.91 c 109.08 b 235.08 c 19.15 b 1.99 b 0.66 b 12.89 a

NPK   8.20 b 10.37 b 1.08 b 133.56 a 358.76 b 36.10 a 9.11 a 1.00 a 14.08 a

MNPK 8.11 c 13.95 a 1.47 a 135.36 a 445.73 a 36.95 a 9.14 a 1.07 a 12.85 a

      注（Note）：同列数值后不同小写字母表示处理间在 0.05 水平差异显著 Values followed by different lowercase letters in the same column
indicate significant difference among treatments at the 0.05 level.
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拟杆菌门 (F = 4.461，P < 0.05) 的相对丰度，其他菌

门均无显著差异。

纲水平上，共获得 68 个类群，其中 13 个类群

相对丰富度较高，其余类群平均相对丰度均 < 1%
(图 1B)。放线菌纲   (Actinobacteria)、酸杆菌纲

(Acidobacteria) 和 α-变形菌纲 (Alphaproteobacteria) 为
主要优势菌纲 (相对丰度 > 10%)，相对丰度分别为

20.82%～26.83%、17.41%～23.72% 和 10.62%～

11.80%，占到全部菌纲的 53.06%～56.82%。与

CK相比，MNPK显著降低了放线菌纲 (F = 5.845，P <
0.05) 和绿弯菌纲 (F = 33.960，P < 0.05) 的相对丰

度，3个处理间其他菌纲均无显著差异。

2.4    细菌群落结构与土壤性质的关系

为进一步分析不同土壤环境因子对细菌门水平

群落结构的影响，对细菌群落结构与土壤环境因子

进行 RDA 分析 (图 2)。结果表明，RDA1 能解释总

变异的 56.9%，而 RDA2 能解释总变异的 22.8%。细

菌门水平上，各个处理在 RDA 图上分布存在显著差

异，CK 处理明显与其他处理分布位置不同，表明单

施化肥和有机无机肥配施均会改变土壤细菌群落结

构，MNPK 处理与 CK 的距离更大，说明有机无机

肥配施对土壤细菌群落结构影响更大。环境因子对

土壤细菌群落结构影响由高到低依次为土壤硝态氮

表 2   不同处理土壤细菌数量和功能多样性指数

Table 2   Quantities and functional diversity indices of soil bacteria in different treatments

处理

Treatment
细菌拷贝数 (× 109)
Bacterial copies

多样性指数

Shannon index
优势度指数

Simpson index
ACE指数

ACE index
Chao1指数

Chao1 index
均匀度指数

Evenness index

CK       6.69 c 6.59 b 0.0030 a 2666 a 2656 a 0.975 a

NPK   11.81 b 6.64 b 0.0031 a 2734 a 2764 a 0.974 a

MNPK 16.46 a 6.75 a 0.0024 b 2750 a 2758 a 0.975 a

      注（Note）：同列数值后不同小写字母表示处理间在 0.05 水平差异显著 Values followed by different lowercase letters in the same column
indicate significant difference among treatments at the 0.05 level.
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图 1   不同处理土壤细菌在门 (A) 和纲 (B) 分类水平上的类群组成

Fig. 1   Soil bacterial composition at the levels of phylum (A) and class (B) in different treatments
[注（Note）：同类细菌不同小写字母表示处理间在 0.05水平差异显著

Different lowercase letters indicate significant difference among treatments for the same type of bacteria at the 0.05 level.]
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(NO3
–-N)、可溶性有机碳 (DOC)、pH、铵态氮 (NH4

+-
N)、有机碳 (SOC) 和土壤含水量 (SWC)。CK 点在

pH 上的投影在正方向，而 NPK 和 MNPK 在 pH 负

方向上，表明施肥通过降低土壤 pH 与 CK 形成差

异。NPK 和 MNPK 到 SOC、DOC、NO3
–-N 和 NH4

+-
N 上的投影分布在正方向，而 CK 分布在负方向上，

表明施肥提高了这些土壤性质从而与 CK 处理产生

差异。pH 与放线菌门 (Actinobacteria)、芽单胞菌门

(Gemmatimonadetes)、硝化螺菌门 (Nitrospirae) 和厚

壁菌门 (Firmicutes) 呈明显锐角，为正相关关系；与

拟杆菌门 (Bacteroidetes) 和酸杆菌门 (Acidobacteria)
呈明显钝角，为负相关关系。土壤 SOC、DOC、

NO3
–-N 和 NH4

+-N 等与放线菌门 (Actinobacteria)、芽

单胞菌门 (Gemmatimonadetes)、硝化螺菌门 (Nitrospirae)、
厚壁菌门 (Firmicutes) 以及拟杆菌门 (Bacteroidetes)
和酸杆菌门 (Acidobacteria) 的相关关系与 pH值相反。

3    讨论

施肥能够提高作物产量，增加作物秸秆和根茬

量，提高土壤有机碳和全氮含量，培肥土壤[20]，同时

也可以改善土壤通气状况和含水量[21]，促进微生物的

生长活动，提高土壤微生物量碳、氮含量[22]。本研究

表明，与对照处理相比，施用化肥 (NPK) 和有机无

机肥配施  (MNPK) 显著增加了土壤 SOC、全氮、

DOC、NO3
–-N 和 NH4

+-N 含量 (表 1)，这与前人研究

结果一致。杨旸等[15]、林治安等[20]和杨晓等[23]在不同

类型土壤上的研究结果同样表明，长期施肥有利于

提高作物产量和土壤养分水平，改善土壤肥力。本

研究结果表明，单施化肥和化肥配施有机肥均显著

降低陕西关中雨养农田土的 pH；聂三安等[9]研究

发现，在黄土高原单施无机肥和有机无机肥配施均

会降低土壤 pH；郭芸等[24]和马琳等[14]对陕西关中灌

溉农田土的研究结果显示，有机无机肥配施会显

著降低土壤 pH。其原因一方面可能是，施肥后氮素

在转化和吸收时产生 H+，从而降低土壤 pH[25]；另一

方面可能是，施肥显著增加了土壤中有机碳的含

量，而有机碳为酸碱缓冲物质，可使土壤趋于中

性[26]，本研究区域土壤为石灰性土壤，所以单施化肥

或有机无机肥配施可使土壤 pH下降。

土壤微生物数量、多样性指数、均匀度指数和

优势度指数等是表征土壤生态系统健康稳定的重要

指标。不管是施化肥  (NPK) 还是有机无机肥配施

(MNPK) 均可以促进旱作雨养农田土微生物生长与

繁殖，长期施用化肥和有机无机肥配施处理土壤MBC
和 MBN 的明显增加 (表 1) 以及细菌拷贝数的显著提

高 (表 2) 均证实了这点，这与聂三安等[9]的研究结果

一致，马琳等[14]对陕西关中灌溉农田土的研究也得

到同样的结果。本研究利用 Illumina 平台 Miseq 高通

量测序技术分析陕西关中雨养农田土细菌多样性

和群落结构特征发现，长期单施化肥 (NPK) 的细菌

多样性与不施肥处理 (CK) 相比无显著差异，而长期

有机无机肥配施  (MNPK) 能明显提高土壤细菌的

Shannon 指数和降低 Simpon 优势度指数 (表 2)。同

样在土上，马琳等[14]利用 TRFLP 方法对土细菌

多样性的研究显示，长期单施化肥 (NPK) 和有机无

机肥配施  (MNPK) 对土壤细菌多样性均无显著影

响，孙瑞等[27]利用 Biolog 方法的研究结果显示，长

期施用无机肥能够显著提高土壤细菌多样性，而郭

芸等[24]利用 PLFA 法的研究结果显示，长期单施氮磷

肥会显著增加土壤微生物群落的多样性，这种差异

很可能是由于方法不同造成的。魏巍等[28]在黑土上的

研究结果显示，长期施用化肥和有机无机肥配施均

会显著降低土壤细菌群落的多样性。这可能是由于

土壤特性不同引起的，黑土土壤肥力相对较高，而

陕西关中土肥力相对较低。对于丰富度和均匀度

来说，各处理均无显著差异，这与于冰等[29]和王伏伟

等 [30 ]的研究结果相似，马琳等 [14 ]用 TRFLP 方法对

土土壤细菌多样性的研究也显示出同样的结果。

这可能是由于施肥的 2 个处理中各类细菌数量均有

所提高，导致各类细菌所占比例没有明显变化，从

而使土壤细菌群落丰富度和均匀度没有发生显著变化。
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图 2   基于门水平的 RDA 结果

Fig. 2   RDA results based on phylum level of bacteria
[注（Note）：1，2，3—CK；4，5，6—NPK；7，8，9—MNPK.
DOC—可溶性有机碳 Soluble organic carbon；SOC—土壤有机碳

Soil organic carbon；SWC—土壤含水量 Soil water content.]
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不同施肥方式均会影响细菌群落结构。本研究

的 3 个不同施肥处理共得到 35 个门水平类群、68 个

纲水平类群和超过 500 个属水平类群。不同处理的

细菌优势门和纲类群 (相对丰度 > 10%) 相似，但优

势类群的相对丰度存在一定差异。不同施肥处理

土细菌的优势菌门为放线菌门 (Actinobacteria)、酸

杆菌门 (Acidobacteria)、变形杆菌门 (Proteobacteria)
和绿弯菌门 (Chloroflexi)，这与孙瑞波等[13]研究得到

的 细 菌 优 势 类 群 相 似 ； 其 次 是 芽 单 胞 菌 门

(Gemmatimonadetes) 和硝化螺菌门 (Nitrospirae) (图
1A)。变形杆菌门   (Proteobacter ia)  和酸杆菌门

(Acidobacteria) 在长期有机无机肥配施后的土壤中丰

度 较 高 ， 说 明 有 机 无 机 肥 配 施 能 够 为

Proteobacteria 和 Acidobacteria 提供良好的生存环

境。主要原因可能是由于肥料可以为作物提供其生

长所必需的营养元素，促进作物根部器官的生长和

物质分泌，相应地提高了根系的生理活性，进而影

响与根际效应关系密切的变形杆菌门 (Proteobacteria)
和酸杆菌门 (Acidobacteria)，提高了其相对丰度[31]；

而 MNPK 处理放线菌门的相对丰度明显低于 CK 处

理，这可能与施肥提高了土壤有机碳和全氮含量有

一定的关系[13]。放线菌门 (Actinobacteria) 和绿弯菌门

(Chloroflexi) 在 CK 处理中的丰度显著高于 MNPK 处

理，Tian 等[32]发现其相对丰度与有机肥施用量呈负

相关关系。可能是因为绿弯菌和放线菌对有机肥施

用非常敏感[33]，施用有机肥反而会抑制绿弯菌和放线

菌的生长和繁殖，使绿弯菌门和放线菌门相对丰度

降低。聂三安等 [ 9 ]在黄泥土上的研究结果也显示，

Chloroflexi 在施肥处理中 (NPK 和 NPKS) 的相对丰

度较不施肥处理显著下降。

将 RDA 分析加入到微生物信息分析的过程中，

能够更加直接清楚地显示出土壤环境因子对研究区

土壤细菌群落特征的影响。RDA 分析结果表明，

MNPK 和 NPK 处理与 CK 分布位置上存在明显差

异，SOC、SWC、DOC、NO3
–-N、NH4

+-N 和 pH 均

会影响土壤细菌群落结构 (图 2)，这与丁建莉等[34]利

用高通量测序研究东北黑土微生物群落对长期施肥

响应的结果相似。土壤理化性质均会对土壤细菌群

落产生一定的影响，pH 与放线菌门、芽单胞菌门、

硝化螺菌门和厚壁菌门呈正相关关系，与拟杆菌门

和酸杆菌门呈负相关关系；SOC、DOC、NO3
–-N、

NH4
+-N 等与放线菌门、芽单胞菌门、硝化螺菌门和

厚壁菌门呈负相关关系，而与拟杆菌门和酸杆菌门

呈正相关关系；这与王伏伟等[30]利用高通量测序技术

在砂姜黑土上的研究结果一致。NPK 和 MNPK
处理土壤细菌群落结构均较不施肥处理 (CK) 发生了

显著变化，说明长期施肥能够改变土壤细菌生境条

件，从而引起土壤微生物群落结构的变化，这也进

一步证明了长期土壤培肥 (如氮磷钾化肥平衡施用、

有机无机肥配施等) 在提高土壤肥力的同时，可促进

土壤生态系统稳定和健康。

4    结论

关中旱作雨养条件下，长期氮磷钾化肥配施和

有机无机肥配施均可以显著提高农田土肥力和改

变土壤细菌群落结构，有机无机肥配施还可以显著

提高土壤细菌多样性。化肥平衡施用和有机无机肥

配施对于提升旱作雨养农田土壤肥力以及促进土壤

生态系统稳定和健康均具有重要作用，其中有机无

机肥配施是值得推荐的施肥方式。
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