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长期不同施肥模式对农田黑土微生物群落构建的影响

高　 威１，２，３， 王连峰４， 贾仲君１① 　 （１ 中国科学院南京土壤研究所土壤与农业可持续发展国家重点实验室， 江苏 南京

　 ２１０００８； ２ 中国科学院亚热带农业生态研究所亚热带农业生态重点实验室， 湖南 长沙 　 ４１０１２５； ３ 中国科学院大学，
北京　 １０００４９； ４ 大连交通大学环境与化学工程学院， 辽宁 大连　 １１６０２８）

摘要： 高强度集约化农业管理模式影响土壤微生物区系及其功能。 围绕我国典型黑土生态环境重点野外科学观

测试验站 ３６ 年的长期不同施肥管理土壤：不施肥（ＣＫ）、单施化肥（ＮＰＫ）、单施有机肥（ＯＭ）和有机－无机肥配施

（ＭＮＰＫ），研究了土壤肥力和微生物呼吸，并通过高通量测序技术和微生物群落构建模型探讨了长期不同施肥模

式对土壤功能微生物演替的环境驱动机制。 结果表明：长期施肥提升了土壤肥力，如土壤有机碳、全氮、有效磷含

量以及微生物活性。 不同施肥管理模式土壤微生物呼吸活性存在显著差异，由大到小依次为 ＭＮＰＫ、ＯＭ、ＮＰＫ 和

ＣＫ。 与 ＣＫ（以 Ｃ 计，１８６ ９ μｇ·ｇ－１）相比，ＭＮＰＫ 处理土壤微生物呼吸（以 Ｃ 计，２２８ ７ μｇ·ｇ－１）增幅高达 ２２ ４％。
差异物种分析（ＬＥｆＳｅ）表明，ＮＰＫ 和 ＭＮＰＫ 处理具有相似的指示物种，主要为 Ｄｙｅｌｌａ ｍａｒｅｎｓｉｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
和 Ｈｅｒｂａｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｓｐ．，ＯＭ 处理则主要包括 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｉｃｅｌｅｒ 和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ。 长期施肥刺激了氨氧化细菌

（Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ）生长，ＮＰＫ 处理氨氧化细菌丰度增加 ３ ６１ 倍，而黑土中氨氧化古菌和亚硝酸盐氧化细菌的优势类群

分别为 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ 和 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ。 微生物共存网络分析表明，ＭＮＰＫ 处理土壤微生物的关联度最为紧密，其正向

网络关联度占比高达 ９９ ６％，显著高于 ＮＰＫ 处理的 ７８ ４％和 ＯＭ 处理的 ９７ ４％。 β ＮＴＩ 分析表明，长期施肥导致

微生物类群定向富集而强化了群落组装的确定性过程，且 ＭＮＰＫ 处理确定性过程占比最高。 结构方程模型

（ＳＥＭｓ）进一步分析表明，长期施肥模式土壤肥力提升与微生物区系活性呈显著正相关，其解释度＞９０％。 上述结

果表明，长期施肥显著刺激功能菌生长，改变土壤微生物区系，提升土壤肥力，且 ＭＮＰＫ 处理对土壤肥力及其功能

稳定性的提升，明显优于 ＮＰＫ 和 ＯＭ 处理。 研究结果可为确立更为完善的农田黑土施肥管理制度提供科学依据。
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ａｇｅｍｅｎｔｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓ ｔｈａｔ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅｓ，
ａｌｔｅｒｅｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓｏｉｌ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＰＫ ａｎｄ ＯＭ， ＭＮＰＫ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｉｎ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｓｏｉｌ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ． Ａｓ ａ ｗｈｏｌｅ， ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｏｐｔｉｍｉ⁃
ｚｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｂｌａｃｋ ｓｏｉｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｂｌａｃｋ ｓｏｉｌ； ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ； ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ； ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｓｓｅｍｂｌｙ； ｋｅｙｓｔｏｎｅ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅｓ

　 　 《东北黑土地白皮书（２０２０）》显示，东北黑土区

总面积为 １０９ 万 ｋｍ２，是我国重要的商品粮生产基

地，贡献了我国粮食总产量的１ ／ ４。 黑土被认为是所

有土壤分类中最肥沃的土类。 然而，过去几十年，
不良的农田施肥管理模式导致黑土质量退化严

重［１］。 长期过度施用化肥引起土壤板结、土壤酸

化、养分利用率低和环境污染等问题，导致黑土质

量大幅度下降［１－２］。 因此，如何保护“耕地中的大熊

猫”，实现黑土质量可持续已成为当前热点研究课

题之一［３］。 越来越多的研究表明，有机物料添加，
如农家有机肥、秸秆等，具有替代工业化肥的巨大

潜力［４－５］。 针对全球 ６９０ 个不同试验的荟萃分析发

现，与单施化肥相比，施用有机肥可显著提升 ２７％
的作物产量， 土壤有机碳提升幅度更大， 高达

３８％［６］。 而无机化肥－有机肥配施的平衡施肥管理

模式不仅可以快速提升土壤肥力，增加作物产量，
还可以缓解单施化肥对土壤质量和生态环境造成

的危害［７］。 人们在重视不同施肥管理模式下土壤

物理和化学性质演替的同时，长期施肥对土壤生物

学性质影响的研究也在不断深入。 例如，针对新西

兰 ６０６ 个样点 ３ ０００ 多个土壤样品细菌群落的分析

结果表明，通过微生物群落组成的变化可以预测不

同土地的利用情况，预测准确率高达 ８５％［８］。 土壤

微生物作为生态系统最敏感的指标，参与了土壤质

量演替的全过程。 因此，阐明不同施肥管理模式下

土壤微生物群落构建差异，对于预测土壤演替方向

和优化施肥管理具有参考价值。
不同施肥模式下土壤微生物群落构建过程也

可能遵循了生态学理论。 然而，已有的生态学理论

主要来自于动物和植物宏观生态学，经典生态学理

论在微生物群落构建过程中的作用尚不清楚［９］。

例如，确定性和随机性过程被认为是动植物地理分

异规律的重要驱动力，但在土壤微生物群落构建方

面的上述相关研究仅有少量报道［１０］。 确定性过程

包括非生物和生物因素的生态选择，这些因素影响

微生物的适应性，从而决定微生物群落组成和丰

度［１１］。 相反，随机性过程涉及不可预测的扰动以及

微生物随机的出生、死亡和扩散过程［１２］。 近年来，
随着统计技术的发展，研究确定性和随机性过程的

相对贡献成为研究热点［１０，１３］。 最新的微生物群落

构建模型主要通过 β ＭＮＴＤ 和 β ＮＴＩ 来表征。 例

如，β ＮＴＩ 用于比较在经历 １０５ 年演替后土壤确定

性和随机性过程的变化，研究发现确定性过程主导

了土壤生态系统的转变过程，且高有机碳周转则被

认为是驱动土壤微生物群落构建的关键因子［１０］。
而针对不同空间尺度微生物群落的构建研究也发

现，小空间尺度由于具有高度相似的管理模式从而

导致较强的确定性过程［１４］。 然而，东北黑土较其他

土壤类型更加复杂，且长期不同施肥模式下外源输

入物料类型显著不同。 因此，在田块尺度下，农田

黑土微生物群落构建对于长期不同施肥模式是如

何响应的，目前并不清楚。
据此，该研究以揭示长期不同施肥模式对农田

黑土微生物群落构建的影响机制为目标，依托农业

农村部哈尔滨黑土生态环境重点野外科学观测试

验站的长期定位试验平台，选择代表性的 ４ 种施肥

管理模式农田土壤，通过实时荧光定量 ＰＣＲ 和 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因高通量测序技术，阐明长期不同施肥管

理模式土壤微生物数量和丰度的变化规律。 利用

微生物生态网络和群落构建模型 β ＮＴＩ，解析长期

不同施肥管理模式土壤微生物群落构建规律。 通

过差异物种分析 （ ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ
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ｓｉｚｅ，ＬＥｆＳｅ），明确长期不同施肥管理模式土壤关键

微生物功能群。 通过结构 方 程 模 型 （ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｅｑｕａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ，ＳＥＭ）将土壤理化性质、关键微生物

功能群和微生物群落构建过程联系起来，揭示长期

不同施肥管理模式下农田黑土微生物群落构建机

制。 研究结果可为确立完善的农田黑土施肥管理

制度和助力黑土可持续健康发展提供科学依据。

１　 材料与方法

１ １　 土壤样品概况

研究区位于农业农村部哈尔滨黑土生态环境

重点野外科学观测试验站（４５°４０′ Ｎ，１２６°３５′ Ｅ），
年均气温为 ４～５ ℃，年最高气温为 ３４ ℃，年最低气

温为－ ３５ ℃，年降水量为 ４５０ ～ ６５０ ｍｍ。 试验于

１９７９ 年设置，１９８０ 年开始进行小麦－大豆－玉米轮

作。 试验区土壤类型为黑土，由第四纪黄土状沉积

物发育形成。 选取代表性的 ４ 个试验处理进行土壤

样品分析，即：（１）长期不施肥（ＣＫ）；（２）单施化肥

（ＮＰＫ）；（３）单施有机肥（ＯＭ）；（４）化肥－有机肥配

施（ＭＮＰＫ）。 在施肥量上，小麦和玉米为 Ｎ １５０
ｋｇ·ｈｍ－２，Ｐ ２Ｏ５ ７５ ｋｇ·ｈｍ－２，Ｋ２Ｏ ７５ ｋｇ·ｈｍ－２；大
豆为 Ｎ ７５ ｋｇ·ｈｍ－２，Ｐ ２ Ｏ５ １５０ ｋｇ·ｈｍ－２，Ｋ２ Ｏ ７５
ｋｇ·ｈｍ－２；有机肥为纯马粪，按氮量 ７５ ｋｇ·ｈｍ－２（马
粪约 １８ ６００ ｋｇ·ｈｍ－２）施用。 土壤样品采集于 ２０１５
年小麦收获季，每个处理随机选取 ６ 个采样点，采集

０～ ２０ ｃｍ 新鲜土壤，去除细根及杂物，研磨并过 ２
ｍｍ 孔径筛，保存在 ４ ℃冰箱中待用。
１ ２　 土壤理化性质的测定

土壤理化性质用来表征不同施肥处理黑土养

分的变化情况。 主要理化指标包括：土壤田间持水

量（ＳＷＨＣ）、土壤 ｐＨ、土壤总有机碳（ＳＯＣ）、土壤全

氮（ＴＮ）、铵态氮（ＮＨ４
＋ ）、硝态氮（ＮＯ３

－ ）和有效磷

（ＡＰ）。 所用测定方法参见文献［１５－１６］。 ＳＷＨＣ
测定 采 用 环 刀 法； 土 壤 ｐＨ 测 定 采 用 ｐＨ 计，
Ｖ（水） ∶ ｍ（土）＝ ２ ５ ∶ １；ＳＯＣ 测定采用燃烧法；土
壤 ＴＮ 测定采用碳氮元素分析仪（Ｖａｒｉｏ Ｍａｘ ＣＮ，
Ｇｅｒｍａｎｙ）；土壤 ＮＨ４

＋ 和 ＮＯ３
－ 测定采用 ２ ｍｏｌ·Ｌ－１

ＫＣｌ 浸提后用流动分析仪 Ｓｋａｌａｒ （ Ｓａｎ ＋ ＋ Ｓｙｓｔｅｍ，
Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）测定。 土壤 ＡＰ 通过 ０ ３ ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸

氟化氢铵提取，采用经典的 Ｂｒａｙ 法测定。
１ ３　 土壤微生物呼吸活性的测定

利用土壤 ＣＯ２排放通量变化表征土壤微生物呼

吸活性。 具体操作如下：对于 ４ 种处理，每种处理设

置 ６ 个重复，每个重复称取 ６ ｇ 相当于干土的新鲜

土壤均匀平铺于 １２０ ｍＬ 血清培养瓶底部，调节土壤

含水量至 ４０％土壤田间持水量，预培养 ２４ ｈ。 预培

养结束后，调节土壤含水量至 ６０％土壤田间持水

量，通过高纯氩气反复冲刷培养瓶 ２ ｍｉｎ 后，注入高

纯空气，２８ ℃恒温密封避光培养 １４ ｄ。 培养 ０、１、４、
７、１０ 和 １４ ｄ 时动态监测培养瓶顶空气体中 ＣＯ２浓

度，随后立即置换高纯空气。 ＣＯ２浓度采用气相色

谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０，ＵＳＡ）测定。 ＣＯ２累积排放量计

算公式为

Ｆ ＝ △Ｃ × Ｖ × ρ ／ ｍ × ２７３ ／ Ｔ 。 （１）
式（１）中，Ｆ 为 ＣＯ２累积排放量，μｇ·ｇ－１；△Ｃ 为 ＣＯ２

浓度变化量，１０－６；Ｖ 为培养瓶体积，Ｌ；ρ 为标准状态

下 ＣＯ２密度，ｇ·Ｌ－１；ｍ 为干土质量，ｇ；Ｔ 为培养温

度，Ｋ。
１ ４　 土壤总 ＤＮＡ 提取、实时荧光定量 ＰＣＲ 和

Ｍｉｓｅｑ 高通量测序

　 　 土壤微生物总 ＤＮＡ 采用 ＦａｓｔＤＮＡ Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ ｆｏｒ
Ｓｏｉｌ（ＭＰ Ｂｉｏ，美国）试剂盒提取，具体操作参考试剂

盒使用指南。 土壤 ＤＮＡ 质量和纯度采用微量紫外

分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ－１０００，ＵＳＡ）测定。 提取

的土壤 ＤＮＡ 保存于－２０ ℃条件下待用。 采用实时

荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）测定 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数

以表征土壤细菌数量。 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因定量的通用

引物为 ５１５Ｆ ／ ９０７Ｒ［１７］。 利用 ｎｉｆＨ 基因拷贝数表征

功能固氮菌数量，ｎｉｆＨ 基因定量的通用引物为 ｐｏｌＦ ／
ｐｏｌＲ［１８］。 具体操作参见文献［１６］，１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

和 ｎｉｆＨ 基因的扩增效率分别为 ９７ ２％和 ９９ ３％。
进一步通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｍｉｓｅｑ 高通量测序分

析土壤微生物群落结构。 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｖ４－Ｖ５ 区

扩增通用引物为 ５１５Ｆ ／ ９０７Ｒ［１７］。 ５０ μＬ ＰＣＲ 反应

体系包括：２５ μＬ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ）、
１ μＬ 正反向引物（５０ μｍｏｌ·Ｌ－１）、２ ５ μＬ ＤＮＡ 模

板以及 ２０ ５ μＬ 无菌双蒸水。 反应条件：９５ ℃条件

下预变性 ３ ｍｉｎ；９５ ℃条件下变性 ３０ ｓ，５５ ℃条件下

退火 ３０ ｓ，７２ ℃条件下延伸 ４５ ｓ，３０ 个循环；７２ ℃条

件下延伸 １０ ｍｉｎ。 获得 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的扩增产物

后，利用 Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ Ｋｉｔ
Ｖｅｒ ２ ０ 试剂盒（ＴａＫａＲａ Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｄａｌｉａｎ，Ｃｈｉｎａ）进

行切胶纯化，并将纯化产物溶于无菌双蒸水中。 测

定浓度后进行等质量混合，最后进行建库测序。 建

库试剂盒为 ＶＡＨＴＳＴＭ Ｎａｎｏ ＤＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ
ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ®，测序试剂盒为 ＭｉＳｅｑ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｖ３。
所有 ２４ 个样本 Ｍｉｓｅｑ 高通量测序原始数据均提交

到 ＮＣＢＩ 网站的 ＳＲＡ 数据库，检索号为 ＳＲＰ２８２５０７
（ＳＲＲ１２６４８８８０－ＳＲＲ１２６４８９０３）。
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１ ５　 高通量测序数据分析和关键微生物功能群

鉴定

　 　 高通量测序数据分析主要借助 ＱＩＩＭＥ 软件完

成，分析步骤参见文献 ［ １６］。 具体地，首先通过

“ｊｏｉｎ＿ｐａｉｒｅｄ＿ｅｎｄｓ ｐｙ”指令合并双端测序文件，通过

“ｅｘｔｒａｃｔ＿ｂａｒｃｏｄｅｓ ｐｙ”指令去除测序接头。 然后，去
除序列片段长度＜２００ ｂｐ、质量控制参考值＜２５、无
法匹配的低质量序列，并通过 ＵＳＥＡＲＣＨ６１ 去除嵌

合体，共计获得 ４９５ １６９ 条高质量序列。 所有高质

量序列进一步通过 ＵＣＬＵＳＴ 算法以 ９７％的相似度聚

类 成 ＯＴＵ。 最 后， 与 ＲＤＰ 数 据 库 （ ｈｔｔｐ： ∥
ｒｄｐ ｃｍｅ ｍｓｕ ｅｄｕ）进行比对，得到每个样品的物种

组成。
微生物多样性主要通过 Ａｌｐｈａ 和 Ｂｅｔａ 多样性

指数构建。 进行多样性分析之前，先通过 ｇｏｏｄｓ ｃｏｖ⁃
ｅｒａｇｅ 指数（０ ９７６ ～ ０ ９８８）评估微生物多样性覆盖

度，并通过稀释曲线 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ 验证测序深

度。 Ａｌｐｈａ 多样性指数包括 Ｃｈａｏ１ 指数（丰富度）和
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（均匀度）等，通过“ｃｏｌｌａｔｅ ａｌｐｈａ”指令

完成。 Ｂｅｔａ 多样性通过 ＰＣｏＡ（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ
ａｎａｌｙｓｉｓ）反映微生物群落组成的变化情况，ＰＣｏＡ 计

算通过 Ｒ 语言 Ｖｅｇａｎ 软件包完成。
将关键微生物功能群（ ｋｅｙｓｔｏｎｅ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅｓ）作

如下定义：在 ＯＴＵ 分类水平上，与不施肥（ＣＫ）处理

相比，长期不同施肥管理模式下土壤微生物丰度发

生显著增加的生物标志物（ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ）。 这部分微

生物被认为在长期土壤培肥过程中发挥了重要作

用。 关键微生物功能群的鉴定采用经典的差异物

种分析方法，具体步骤参考 Ｇａｌａｘｙ 在线分析平台

（ｈｔｔｐ：∥ｈｕｔｔｅｎｈｏｗｅｒ．ｓｐｈ．ｈａｒｖａｒｄ．ｅｄｕ ／ ｇａｌａｘｙ ／ ）。
１ ６　 微生物分子生态网络构建、群落构建分析和结

构方程模型构建

　 　 生态网络构建：首先，剔除微生物类群（ＯＴＵｓ）
丰度低于 ０ １ ／ １００ 的低丰度类群，并利用 Ｒ 语言的

ｃｏｒｒ ｔｅｓｔ 函数计算 ＯＴＵｓ 之间的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系

数，得到相关性系数矩阵和 Ｐ 值矩阵，Ｓｐｅａｒｍａｎ 相

关系数和 Ｐ 值的阈值分别设定为 ０ ７ 和 ０ ０５。 然

后，通过 Ｇｅｐｈｉ 软件构建关联网络。 网络中每一个

节点（ ｎｏｄｅ） 代表一个 ＯＴＵ，各节点间的连接线

（ｅｄｇｅ） 代表各菌群之间的相关性。 最后， 通过

Ｇｅｐｈｉ 软件中的 Ａｎａｌｙｚｅｒ 工具计算生态网络的节点

数、连接数、网络密度、聚类系数、度等网络拓扑

结构。
微生物群落构建过程：主要通过基于零模型的

微生物群落构建参数 β ＮＴＩ 来表征确定性过程和随

机性过程的相对贡献，具体分析参见文献［１０，１６］。
简要来说，当 β ＮＴＩ＞ ２ 和 β ＮＴＩ＜－２ 时，分别表示确

定性过程的异质性选择和同质性选择占主导，而
｜ β ＮＴＩ ｜ ＜２ 表示随机性过程占主导。 为了进一步区

分不同随机性过程的相对贡献，引入 ＲＣｂｒａｙ。 当

｜ β ＮＴＩ ｜ ＜２ 且 ＲＣｂｒａｙ＜－０ ９５ 时，表示随机性过程的

同质化扩散占主导；当 ｜ β ＮＴＩ ｜ ＜２ 且 ＲＣｂｒａｙ ＞０ ９５
时，表示随机性过程的扩散限制占主导。

结构方程模型构建：结构方程模型的基本假设

为长期施肥直接或者间接改变了土壤养分状况和

微生物群落构建过程，进而提升了土壤有机碳含

量。 该模型中，土壤呼吸通过土壤 ＣＯ２排放量来表

征，群落组成通过 ＰＣｏＡ１ 来表征， 多样性通过

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数来表征。
１ ７　 统计分析

数据处理采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 和 ＳＰＳＳ
２２ ０ 完成。 理化参数处理之间的差异采用 ＳＰＳＳ
２２ ０ 软件包完成（ ＳＰＳＳ Ｉｎｃ．，Ｃａｒｙ，ＮＣ，ＵＳＡ），Ｐ ＜
０ ０５ 表示差异显著。 微生物类群差异通过 ＬＥｆＳｅ
分析完成。 采用 Ｈｅｍｌ 软件绘制 Ｈｅａｔｍａｐｓ，采用

Ｏｒｉｇｉｎ 软件（ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ２０１６， ＵＳＡ）绘制其他图表。
采用 ＳＰＳＳ ＡＭＯＳ ２１ ０ 软件分析构建 ＳＥＭ。

２　 结果与分析

２ １　 不同施肥管理模式下黑土主要性状的演替规律

表 １ 显示，长期不同施肥管理均显著提升 ＳＯＣ
含量。 土壤 ＴＮ 含量也呈类似变化趋势。 与 ＣＫ 相

比，ＭＮＰＫ 处理土壤 ＴＮ 含量增幅最大，为 ３３ １％，
而 ＮＰＫ 和 ＯＭ 处理则分别增加 １５ ４％和 ７ ７％。 土

壤 ＮＨ４
＋、ＮＯ３

－ 和 ＡＰ 含量均呈类似变化规律。 与

ＣＫ 相比，ＭＮＰＫ 处理 ＮＯ３
－ 和 ＡＰ 含量分别增加

８ ４３ 和 ８ ４８ 倍。 值得注意的是，长期施用 ＮＰＫ 导

致土壤出现一定程度的酸化，ＮＰＫ 处理土壤 ｐＨ 显

著低于 ＣＫ 处理，而长期施用 ＭＮＰＫ 则在一定程度

上缓解了土壤 ｐＨ 的下降。 此外，ＭＮＰＫ 处理土壤

持水性能也发生显著提升。
土壤微生物数量是表征土壤肥力状况的重要

生物学指标。 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ｑＰＣＲ 分析表

明，长期施肥管理显著增加土壤微生物数量（表 １）。
与 ＣＫ 相比，ＮＰＫ、ＯＭ 和ＭＮＰＫ 处理 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

拷贝数增幅分别达 ５ ８１％、２４ ４％和 ８ １４％。 就功

能固氮类群而言，长期施用 ＯＭ 和 ＭＮＰＫ 导致土壤

ｎｉｆＨ 固氮基因数量显著升高，而 ＮＰＫ 处理 ｎｉｆＨ 基因

数量有所降低。 同时，长期施肥管理显著影响微生

物多样性。 施用 ＮＰＫ 导致土壤微生物多样性显著
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降低。 与 ＣＫ 相比，ＮＰＫ 处理微生物 Ｃｈａｏ１ 指数降

低 １６ １％，而 ＭＮＰＫ 处理 Ｃｈａｏ１ 指数降幅有所减

缓，为 １４ ０％。 上述结果表明，长期施用有机－无机

肥的平衡施肥管理模式（ＭＮＰＫ）不仅可以提升土壤

肥力，而且在一定程度上减缓了单施化肥对土壤功

能微生物数量和多样性的危害。

表 １　 长期不同施肥管理黑土基本理化和微生物性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｓ

处理
田间持水量 ／

％
ｐＨ（Ｈ２Ｏ） ｗ（ＳＯＣ） ／

（ｇ·ｋｇ－１）
ｗ（ＴＮ） ／

（ｇ·ｋｇ－１）
ｗ（ＮＨ４

＋） ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

ｗ（ＮＯ３
－） ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
ＣＫ ３９ ８±１ ４ｃ ６ ２±０ １ａ １６ ２±０ ２ｄ １ ３０±０ ０２ｄ ４８ ３±２ ０ｃ １１ １±０ ５ｄ

ＮＰＫ ４０ ７±０ ８ｃ ５ ６±０ ２ｃ １７ ４±０ ２ｃ １ ５０±０ ０５ｂ ６７ ０±２ ５ａ ５１ ０±１ １ｂ

ＯＭ ４４ ３±０ ５ａ ６ ０±０ ２ａ １８ ６±０ １ｂ １ ４０±０ ０２ｃ ５４ ８±３ ９ｂ ２２ ３±２ ０ｃ

ＭＮＰＫ ４２ ０±０ ９ｂ ５ ８±０ １ｂ １９ ２±０ １ａ １ ７３±０ ０１ａ ６９ ９±０ ８ａ １０４ ７±２ ２ａ

处理
ｗ（ＡＰ） ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
Ｃ ／ Ｎ 比值

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数 ／
（１０９ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１）

ｎｉｆＨ 基因拷贝数 ／
（１０７ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１）

Ｃｈａｏ１ 指数 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数

ＣＫ ６ ３±０ ５ｄ １２ ５±０ ３ｂ ８ ６±０ ３ｃ ９ ５±０ ８ｃ １ ４６７±９８ａ ７ ０±０ ３ｂ

ＮＰＫ ３１ １±２ ３ｂ １１ ６±０ ４ｃ ９ １±０ １ｂｃ ９ １±０ ６ｃ １ ２３１±５５ｂ ６ ８±０ ２ｂｃ

ＯＭ １０ ８±０ ４ｃ １３ ３±０ ２ａ １０ ７±０ ８ａ ２４ ５±２ １ａ １ ５８６±１９０ａ ７ ５±０ １ａ

ＭＮＰＫ ５９ ７±３ ７ａ １１ １±０ ０ｄ ９ ３±０ ２ｂ １１ １±０ ６ｂ １ ２６２±１４２ｂ ６ ６±０ ３ｃ

平均值±标准差（ｎ＝ ６）；同一列数据后英文小写字母不同表示处理间某指标差异显著（Ｐ＜０ ０５）。

２ ２　 长期不同施肥管理模式对黑土微生物呼吸活

性和群落组成的影响

　 　 土壤微生物呼吸是表征土壤微生物活性的重

要参数，对于指示土壤有机碳周转具有重要参考意

义。 土壤 ＣＯ２动态监测结果表明，长期不同施肥管

理均显著提升土壤微生物基础呼吸，且有机－无机

肥配施的平衡施肥管理模式下土壤微生物呼吸活

性最强（图 １）。

ＣＫ 为不施肥，ＮＰＫ 为单施化肥，ＯＭ 为单施有机肥，ＭＮＰＫ 为有机－无机肥配施。

图 １　 长期不同施肥管理土壤 ＣＯ２累积排放量、微生物群落结构及优势微生物门和属

Ｆｉｇ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＣＯ２ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ， β⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｂｙ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ， ａｎｄ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ
ｐｈｙｌｏｔｙｐｅｓ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｓ
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　 　 动态监测 １４ ｄ，ＣＫ 土壤 ＣＯ２累积排放量（以 Ｃ
计）为 １８６ ９ μｇ·ｇ－１，ＮＰＫ、ＯＭ 和 ＭＮＰＫ 处理分别

为 ２１０ ６、 ２１８ ７ 和 ２２８ ７ μｇ · ｇ－１，增幅分别为

１２ ７％、１７ ０％和 ２２ ４％。 不同施肥管理土壤微生

物呼吸活性由低到高依次为 ＣＫ＜ＮＰＫ＜ＯＭ＜ＭＮＰＫ。
基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因高通量测序分析表明，长

期施肥管理导致土壤微生物群落结构发生明显分

异。 ＣＫ 与 ＯＭ 处理土壤微生物群落表现出一定的

相似性，而长期 ＮＰＫ 和ＭＮＰＫ 施肥则显著改变微生

物群落结构（图 １）。 在微生物分类门水平上，ＣＫ 优

势微生物门为变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，４１ ９％）和

酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ，１４ １％），ＯＭ 处理也为变形

菌门（３８ ２％）和酸杆菌门（１６ ３％），而 ＮＰＫ 处理为

变形 菌 门 （ ４２ ９％） 和 厚 壁 菌 门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，
１５ ４％），ＭＮＰＫ 处理为变形菌门（４３ ７％）和厚壁菌

门（２１ １％）。 在微生物分类属水平上，这种趋势更

加明显。 ＣＫ 优势微生物属为藤黄单孢菌属（ Ｌｕｔｅ⁃
ｉｍｏｎａｓ，１１ ５％）、酸杆菌 Ｇｐ６ （ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ＿ Ｇｐ６，
５ ４％）和芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ，４ ６％），ＯＭ 处理为

藤黄单孢菌属（７ １％）、酸杆菌 Ｇｐ６（７ ８％）和芽孢

杆菌 属 （ ６ ４％）， 而 ＮＰＫ 处 理 为 芽 孢 杆 菌 属

（７ １％）、戴氏菌属 （Ｄｙｅｌｌａ，７ ８％） 和酸杆菌 Ｇｐ３
（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ＿Ｇｐ３，６ ４％），ＭＮＰＫ 处理为芽孢杆菌

属（８ ５％）和戴氏菌属（６ １％）。
２ ３　 长期不同施肥管理模式对黑土微生物生态网

络特征和群落构建过程的影响

　 　 微生物生态网络对于解释物种共存和维持物

种多样性至关重要。 结果表明，长期 ＮＰＫ 施肥管理

导致微生物网络关联更松散，且微生物类群间正向

网络关联度显著降低，而长期施用 ＯＭ，尤其是施用

ＭＮＰＫ 导致土壤微生物网络关联度更紧密，且微生

物类群间正向网络关联度明显提升〔图 ２（ａ）〕。

ＣＫ 为不施肥，ＮＰＫ 为单施化肥，ＯＭ 为单施有机肥，ＭＮＰＫ 为有机－无机肥配施。

图 ２　 长期不同施肥管理土壤微生物生态网络和微生物群落构建过程

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏ⁃ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｐａｔｔｅｒｎｓ， ａｎｄ ｔｈｅ β ＮＴＩ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｓ
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　 　 ＣＫ 处理共发现 ４ ９４６ 条共存网络关联曲线，其
中，正向关联网络占比为 ８２ ８％，而 ＮＰＫ 处理正向

关联网络占比仅为 ７８ ４％（３ ２７６ ／ ４ １８１）。 相比较

而言，ＯＭ 处理正向关联网络有所增加，为 ９７ ４％
（４ ８１５ ／ ４ ９４５），而 ＭＮＰＫ 处理正向关联网络占比最

高，达 ９９ ６％（４ ９３５ ／ ４ ９５４）。 这表明长期有机－无
机肥平衡施肥管理模式有助于土壤微生物共存，对
于土壤功能的维持和稳定具有重要意义。

图 ２（ｂ）表明，长期施肥管理导致土壤微生物群

落构建确定性过程占比增加，主要为同质化选择的

确定性过程。 ＣＫ 处理确定性过程占比为 ３３ ３％，

而 ＮＰＫ 处理确定性过程占比显著增加，为 ５３ ３％，
且由 ＣＫ 处理的异质化选择过程转变为 ＮＰＫ 处理

的同质化选择过程。 类似地，ＯＭ 处理同质化选择

过程占比为 ４６ ７％，而长期 ＭＮＰＫ 施肥管理导致土

壤微生物群落构建确定性过程显著增强，其同质化

选择过程占比高达 ６６ ７％。 上述结果表明，长期施

肥管理导致微生物类群定向富集，并构建了稳定的

土壤微生物区系。
２ ４　 不同施肥模式黑土关键微生物功能群分析

长期不同施肥管理土壤关键微生物功能群鉴

定结果见图 ３。

ＣＫ 为不施肥，ＯＭ 为单施有机肥，ＮＰＫ 为单施化肥，ＭＮＰＫ 为有机－无机肥配施。

热图表示土壤指示物种相对丰度； 柱子长短表示与 ＣＫ 相比，不同施肥管理土壤指示物种丰度的增加量。

图 ３　 长期不同施肥管理土壤关键微生物功能群的鉴定

Ｆｉｇ ３　 Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｓ

　 　 通过经典的差异物种分析方法，进一步明确不

同施肥管理模式下农田黑土关键微生物功能群。
关键微生物功能群定义：与不施肥 ＣＫ 相比，长期施

肥管理模式下土壤微生物丰度发生显著增加的类
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群。 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的高通量测序共计检测出 ２ ５５９
个 ＯＴＵｓ，其中，仅有 ２ ７７％ 的微生物类群 （ ７１ ／
２ ５５９）丰度发生显著性上调，被称为关键微生物功

能群（图 ３）。
结果表明，长期不同施肥管理模式导致黑土关

键微生物功能群发生明显分异（图 ３）。 ７１ 个关键

微生物功能群中，仅发现 ９ 个 ＯＴＵｓ 在不同施肥管

理模式下均发生显著性增加， 主要包括 ＯＴＵ４
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）、ＯＴＵ２４（Ｔｕｍｅｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｕｔｅｏｌｕｓ）
和 ＯＴＵ５８（Ｄｅｖｏｓｉａ ｉｎｓｕｌａｅ）。 而高达 ８７ ３％（６２ ／ ７１）
的关键微生物类群具有明显的生态位分化。 例如，
共计 ２３ 个关键微生物功能群必须在有机肥存在的

施肥管理模式下才发生显著增加，主要包括 ＯＴＵ１１
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｉｃｅｌｅｒ）、ＯＴＵ１０ （Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｄｒｅｎｔｅｎｓｉｓ） 和

ＯＴＵ１３（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｍｕｔａｂｉｌｉｓ），这部分微生物类群

适应于复杂的有机营养环境。 而高达 ３５ 个关键微

生物类群必须在无机肥存在的施肥管理模式下才

发生显著增加，主要包括 ＯＴＵ２（Ｄｙｅｌｌａ ｍａｒｅｎｓｉｓ）、
ＯＴＵ１３２６（Ｈｅｒｂａｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｓｐ ）和 ＯＴＵ５（Ｔｕｂｅｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃａｌｉｄｕｓ），这部分微生物类群对无机营养环境比较敏

感。 此外，仅发现 ４ 个关键微生物类群只在ＭＮＰＫ 处

理土壤中显著增加，包括 ＯＴＵ４３（Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ＿
ｇｐ４）、ＯＴＵ２６ （ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｃｈａｎｇｂａｉｅｎｓｉｓ）、ＯＴＵ６３
（Ｐｉｒｅｌｌｕｌａ ｓｔａｌｅｙｉ）和 ＯＴＵ３８（Ｍｉｃｒｏｂｉｓｐｏｒａ ｒｏｓｅａ），与
ＣＫ 相比，ＭＮＰＫ 处理这 ４ 个类群丰度分别增加

２ ３０、０ ７８、２ ４４ 和 １ ７９ 倍。 这部分类群对环境要

求较高，适应于有机－无机配施的营养均衡环境中。
长期不同施肥管理模式导致功能硝化微生物

发生明显的生态位分化（图 ４）。 长期单施有机肥管

理更有利于氨氧化古菌（ＡＯＡ，Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ）的生

长，而长期单施化肥或者有机－无机肥配施管理则

更有利于氨氧化细菌（ＡＯＢ，Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ） 的生长。
就优势的 ＡＯＡ 而言， ＯＭ 处理增加， 而 ＮＰＫ 和

ＭＮＰＫ 处理均显著降低。 ＯＭ 处理 ＡＯＡ 相对丰度

为 ０ １０％，而 ＮＰＫ 和 ＭＮＰＫ 处理其相对丰度仅为

０ ０１１％和 ０ ０１４％，ＯＭ 处理分别为 ＮＰＫ 和 ＭＮＰＫ
处理的 ９ １ 和 ７ １ 倍。 与 ＣＫ 相比，ＮＰＫ 和 ＭＮＰＫ
处理优势的 ＡＯＢ 相对丰度均显著增加，而 ＯＭ 处理

无显著变化。 而针对亚硝酸盐氧化细菌（ＮＯＢ，Ｎｉ⁃
ｔｒｏｓｐｉｒａ），长期不同施肥均未促进其生长，反而在长

期 ＮＰＫ 和 ＭＮＰＫ 施肥管理模式下显著降低。

ＣＫ 为不施肥，ＮＰＫ 为单施化肥，ＯＭ 为单施有机肥，ＭＮＰＫ 为有机－无机肥配施。

同一幅图中，直方柱上方英文小写字母不同表示处理间优势菌群相对丰度差异显著（Ｐ＜０ ０５）。

图 ４　 长期不同施肥管理模式土壤氨氧化古菌（ＡＯＡ）、氨氧化细菌（ＡＯＢ）和
亚硝酸盐氧化细菌（ＮＯＢ）优势类群相对丰度变化

Ｆｉｇ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ （＞ ０ ０５％） ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ （ＡＯＡ）， ａｍｍｏｎｉａ
ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ （ＡＯＢ） ａｎｄ ｎｉｔｒｉｔｅ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ （ＮＯＢ） ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｓ

２ ５　 不同施肥管理模式黑土理化性质与微生物群

落特征相互关系比较分析

　 　 通过 ＳＥＭｓ 进一步探究长期不同施肥管理模式

下土壤养分状况和微生物群落构建过程是如何直

接或者间接影响 ＳＯＣ 累积。 ＳＥＭｓ 对 ＳＯＣ 累积的解

释度高达 ９５％以上（图 ５）。 研究结果表明，长期施

肥模式下微生物区系活性与土壤肥力呈显著正相

关，其在 ＮＰＫ、ＯＭ 和 ＭＮＰＫ 处理的综合效应分别高

达 ９７ ３％、９１ ７％和 ９８ ６％。 但长期不同施肥管理

模式下不同环境因子和不同微生物群落构建过程

对 ＳＯＣ 含量提升的作用机制不同。 长期单施化肥

管理模式主要通过改变土壤呼吸作用、有效磷的供

应和土壤微生物多样性，以提升 ＳＯＣ 含量 〔图 ５
（ａ）〕。 长期单施有机肥管理模式则主要通过改变

土壤呼吸作用、土壤微生物群落构建和核心物种

Ｂａｃｉｌｌｕｓ 以加速 ＳＯＣ 累积〔图 ５（ｂ）〕。 而长期有机－
无机肥配施的平衡施肥管理模式下 ＳＯＣ 含量的提

升受土壤微生物呼吸、土壤有效磷的供应以及微生
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物群落多样性和组成等多个环境因子的共同作用 调控〔图 ５（ｃ）〕。

ＣＫ 为不施肥，ＮＰＫ 为单施化肥，ＯＭ 为单施有机肥，ＭＮＰＫ 为有机－无机肥配施。

箭头的宽度与参数关联强度呈正比，Ｒ２值表示解释度。

图 ５　 不同影响因素对 ３ 种施肥处理土壤有机碳提升的直接和间接作用

Ｆｉｇ ５　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ （ＳＥＭｓ） ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ
ＳＯＣ ｕｎｄｅｒ ＮＰＫ， ＯＭ ａｎｄ ＭＮＰＫ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３　 讨论

３ １　 长期不同施肥管理模式对黑土理化和微生物

性质的影响

　 　 合理的施肥管理措施是助力农田黑土肥力提

升、保障黑土可持续健康发展的重要途径。 笔者研

究结果表明，有机－无机肥配施的平衡施肥管理模

式有利于黑土肥力的快速提升和微生物功能的稳

定。 目前，基于长期单施化肥或者单施有机肥的管

理模式下土壤理化和微生物性状的变化研究较为

深入，而针对有机－无机肥配施管理下土壤肥力与

土壤微生物活性、群落稳定性以及群落构建关联研

究鲜有报道。 例如，通过为期 ２１ 年的生物有机农业

试验发现，有机地块中土壤肥力的增强和生物多样

性的持续性增加，一方面维持了作物产量，另一方

面减少了对外部环境的营养依赖［５］。 而通过全球

实验的荟萃分析也发现，与单施化肥相比，施用有

机肥可大幅度提升作物产量和土壤有机碳含量，有
机培肥管理模式可以通过改变碳、氮、磷等营养元

素激活相关的微生物胞外酶活性来加速土壤有机

质的累积［６］。 笔者研究也得到类似结果。 不仅如

此，有机－无机肥配施的平衡施肥模式同时缓解了

土壤酸化，极大地提升了土壤肥力，维持了土壤微

生物功能稳定，其对土壤质量的提升效果明显优于
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单施化肥以及单施有机肥管理模式。 值得注意的

是，长期单施化肥导致土壤固氮菌数量显著下降，
可能是由于外源无机氮的引入削弱了土壤固氮微

生物的固氮作用，而长期有机－无机肥配施或有机

培肥管理模式均显著促进固氮微生物生长（表 １），
这是因为大量有机物料的投入导致土壤碳氮比显

著升高，固氮微生物则通过生物固氮作用补充氮

素，进而维持土壤稳定的碳氮比［１９］。 此外，笔者还

发现土壤微生物呼吸活性与土壤有机碳的变化规

律较为一致。 而 ＳＥＭｓ 进一步证实，土壤微生物呼

吸能够较好地反映土壤肥力状况，且微生物通过增

加相互作用强度进而维持微生物功能（图 ５）。 这些

结果暗示微生物对土壤质量的积极作用，同时也说

明微生物性状指标，如微生物呼吸、微生物数量和

微生物关联度等，可以较好地解释土壤肥力状况。
因此，在未来土壤质量监测中可以考虑纳入微生物

指标，例如微生物呼吸活性、微生物数量等，从而更

全面地认识土壤质量状况，并为生态系统中有效的

施肥管理提供重要依据。
３ ２　 长期不同施肥管理模式下黑土关键微生物功

能群

　 　 施肥管理通过外源输入物料，使有限资源中的

优势类群得以生长繁殖。 因此，笔者研究通过比较

不同施肥管理模式下核心物种差异，可为预测土壤

演替方向、助力黑土定向培肥提供参考。 已有研究

结果表明，长期无机化肥施肥管理导致土壤微生物

群落发生明显变化［２０］。 笔者研究结果与之一致，即
长期 ＮＰＫ 施肥管理模式下土壤微生物群落结构显

著不同于 ＣＫ。 值得注意的是，笔者发现长期施用

ＯＭ 处理土壤微生物群落结构与 ＣＫ 高度相似（图
１）。 这一结果表明，有机培肥管理有利于土壤微生

物群落结构的稳定，主要原因是外源有机物料的营

养供给相对较慢，对土壤环境扰动相对较小，从而

导致微生物群落结构变异不明显。 而长期有机－无
机肥配施土壤微生物类群类似于长期单施化肥处

理，这表明与有机肥相比，化肥对土壤细菌群落结

构的影响更大。 尽管如此，笔者仍然发现一部分类

群在所有不同施肥管理模式下均大量富集，例如，
ＯＴＵ４ 高度相似于 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ，其可以通过

降解土壤中难溶的含磷化合物为作物提供养分。
同时也有报道认为，巨大芽孢杆菌与根瘤菌混合培

养时具有固氮增效作用，非常适合于制成微生物肥

料［２１］。 而 ＯＴＵ２４ 高度相似于 Ｔｕｍｅｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｕｔｅｏｌｕｓ，
普遍存在于农田生态系统中［２２］。 这类微生物对环

境营养要求较低，适应能力极强，可以作为未来菌

种资源挖掘的重要突破口。 然而，绝大部分核心菌

群具有完全分化的生态位特征，这为识别不同施肥

模式下的指示物种提供了很好的借鉴。 例如，ＯＴＵ２
（Ｄｙｅｌｌａ ｍａｒｅｎｓｉｓ）和 ＯＴＵ１３２６（Ｈｅｒｂａｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｓｐ．）对
无机氮磷钾肥的响应非常迅速，这类菌群属于典型

的 ｒ－型菌，因此，更容易在长期无机肥施肥管理土

壤中 生 长［２３］。 而 ＯＴＵ１１ （ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｉｃｅｌｅｒ ） 和

ＯＴＵ１０（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｄｒｅｎｔｅｎｓｉｓ）属于植物根际促生菌，可
以通过降解土壤中难溶的含磷化合物为作物提供

养分，属于典型的 Ｋ－型菌，这类微菌群对环境底物

的利用能力较强，因此，容易在长期有机物料存在

的土壤中富集［２３］。
长期不同施肥也导致功能硝化微生物发生明

显的生态位分异。 在长期施用 ＯＭ 土壤中 ＡＯＡ 相

对丰度较高，而其在长期施用 ＮＰＫ 和ＭＮＰＫ 土壤中

显著下降（图 ４）。 这意味着长期施用化肥会导致氨

氧化古菌功能逐渐丧失。 与之相反，ＮＰＫ 和 ＭＮＰＫ
处理 ＡＯＢ 相对丰度均显著增加，而长期施用 ＯＭ 处

理其丰度较低。 笔者之前的研究结果与之一致，即
细菌是农田氨氧化过程的主要作用者，长期施用化

肥会导致土壤氨氧化细菌显著增加［２４］。 ＡＯＡ 和

ＡＯＢ 的生态位分化受土壤 ｐＨ 影响显著。 有研究表

明，ＡＯＡ 基因表达量一般随着 ｐＨ 的增加而增加，而
ＡＯＢ 基因表达量一般随着 ｐＨ 的增加而减少［２５］。
必须强调的是，尽管笔者研究通过系统发育分类解

析了不同施肥管理模式下关键的微生物功能群，但
是其生理生化意义有限。 事实上，同一属的多个物

种的功能表型可能完全不同［２６］，而且微生物的存在

并不代表微生物的功能。 因此，未来的研究应同时

开展同位素示踪和分离培养实验，从多个角度多个

方面解析不同施肥管理模式下土壤核心物种的生

理生化特征，为黑土定向培肥提供更重要的参考。
３ ３　 长期不同施肥管理模式对黑土微生物群落构

建的影响

　 　 微生物群落构建机制研究对于预测黑土演替

方向和黑土定向培肥具有重要意义。 目前，主流的

观点认为，土壤有机碳的周转速率是土壤微生物群

落构建的关键因子［１０，２７］。 笔者前期的研究结果表

明，在高有机碳周转的草地和农田土壤中，其确定

性过程显著高于低有机碳周转的碱地，并且高有机

碳周转是导致土壤确定性过程增加的关键因子［１６］。
笔者研究结果与之具有相似之处，长期施肥管理在

提升土壤肥力的同时，强化了土壤微生物群落构建

的确定性过程。 不仅如此，笔者还发现，微生物群

落构建过程与施肥类型紧密相关，且单施无机肥处
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理土壤微生物确定性过程显著高于有机肥处理（图
２）。 由于无机肥的投入能够提供大量易利用底物，
此时 ｒ－型菌处于竞争优势，导致核心微生物定向富

集而强化群落组装的确定性过程；而有机肥处理土

壤易利用底物水平相对较低，微生物类群对环境资

源的竞争更大，从而使得微生物定向富集的作用有

所减弱。 此外，笔者发现长期不施肥土壤微生物群

落构建确定性过程占比高达 ３３ ３％，这是由于黑土

本身的肥力较高，微生物群落定向富集过程依然存

在。 而微生物共存网络也表明，单施有机肥土壤微

生物正向网络关联度明显高于单施化肥处理。 这

进一步解释了有机培肥管理对土壤微生物群落稳

定性的维持具有重要作用，这与前人的报道［２８］ 一

致。 同时，笔者发现无论是微生物关联度，还是正

向网络关联度，有机－无机肥配施处理均显著高于

其他施肥处理，这说明有机－无机肥配施的平衡施

肥管理模式能够提供更加均衡的营养环境，也更有

利于维持土壤功能菌群的长期稳定。
微生物是调控土壤养分循环的主角，而土壤养

分的变化反过来也会塑造不同土壤特定的微生物

群落［２８］。 它们之间的直接或者间接作用关系很难

通过常规分析手段来阐明。 笔者通过结构方程模

型则能够很好地将微生物类群与土壤养分变化建

立联系。 结果表明，长期不同施肥管理模式下环境

因子和微生物群落构建过程对土壤有机碳含量提

升的作用机制明显不同（图 ５）。 长期单施化肥管理

模式由于提供了微生物易利用底物，则更多地影响

微生物活性，而长期单施有机肥管理模式由于提供

了复杂的有机物料，则强化了微生物群落构建和核

心物种的重要作用。 而长期有机－无机肥配施的平

衡施肥管理模式提供了相对均衡的营养环境，受环

境多因子的调控。 尽管笔者研究并未设置多种有

机－无机肥配比处理，但是将土壤肥力演替和微生

物群落构建过程联系起来，从微生物群落构建角

度，提供了有机－无机肥配施的平衡施肥管理模式

有助于土壤质量稳定发展的实验证据。

４　 结论

综上所述，长期不同施肥管理模式引起土壤有

机碳含量、有效磷含量和土壤结构等发生明显变

化，这些因素直接或间接地作用于土壤微生物并改

变其生理活性，进而影响土壤有机质的累积及周转

过程。 长期有机－无机肥配施管理模式下土壤有机

碳含量、土壤微生物活性以及微生物网络稳定性等

土壤质量指标均明显优于单施化肥和单施有机肥。

这些结果表明，有机－无机肥配施管理模式更有利

于提升土壤肥力和维持微生物功能的稳定。 结合

微生物群落构建也发现，长期施肥导致微生物类群

定向富集而强化了群落组装的确定性过程。 ＮＰＫ
和 ＭＮＰＫ 处理土壤微生物群落结构更为相似，核心

类群主要包括 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 和 Ｄｙｅｌｌａ 这 ２ 个属，而 ＯＭ 处

理核心类群为 Ｂａｃｉｌｌｕｓ。 就土壤硝化微生物而言，施
用 ＯＭ 土壤中氨氧化古菌 ＡＯＡ 相对丰度较高，而施

用 ＮＰＫ 和 ＭＮＰＫ 土壤中 ＡＯＢ 显著富集。 研究结果

强调了有机－无机肥配施管理模式的重要意义，为
今后农田黑土合理施肥管理提供参考。
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