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摘   要：绿肥参与耕作改制是土壤培肥及作物增产的有效措施，对土壤微生物群落结构及多样

性的影响至关重要。【目的】研究绿肥配施氮肥对岩溶区稻田土壤微生物群落结构的影响，阐明

微生物、土壤生态环境因子及作物产量的相互关系，为岩溶稻区绿肥替代氮肥提供理论依据和数

据支撑。【方法】以典型岩溶稻田土壤为研究对象，设置冬闲+不施氮肥(CK)、冬闲+氮肥(N)、绿

肥+不施氮肥(M)、绿肥+氮肥(MN) 4 个处理，通过 3 年田间定位试验，对土壤微生物进行高通量

测序，解析不同施肥处理对细菌和真菌群落的影响。【结果】与 CK 相比，MN 处理显著提高了早

稻产量，提升了土壤有机质、全氮、碱解氮和速效钾含量，降低了速效磷含量。MN 处理显著提

高细菌群落丰富度及多样性，而真菌群落丰富度和多样性在 MN 处理有降低趋势。岩溶稻田土壤

优势细菌类群主要为 Chloroflexi、Proteobacteria 和 Acidobacteria 等，优势真菌类群主要为

Ascomycota、Basidiomycota 和 Zygomycota 等。冗余分析(RDA)结果表明，土壤速效钾是影响土壤

细菌群落组成的关键环境因子。共现网络分析结果表明，细菌-真菌群落交互关系主要以正相互作

用为主，细菌主要类群为 Chloroflexi 和 Proteobacteria，真菌主要类群为 Ascomycota 和
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Basidiomycota。【结论】绿肥翻压配施氮肥有利于改善土壤养分含量，其效果优于单施绿肥或单施

氮肥，且有利于改善土壤微生物学性状，为岩溶区绿肥替代氮肥提供了数据支撑。 

关键词：绿肥；氮肥；岩溶稻田；微生物群落；主要类群 
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Abstract: Application of green manure is an effective measure to improve soil fertility and crop yield, 
which is very important to the structure and diversity of soil microbial community. [Objective] To 
study the effect of green fertilizer combined with nitrogen fertilizer on microbial community structure 
in karst paddy soil, clarify the interaction among microorganisms, soil environmental factors, and crop 
yield, and thereby provide theoretical basis and evidence for the replacement of nitrogen fertilizer with 
green manure in karst area. [Methods] A three-year experiment was carried out on the typical karst 
paddy soil with the following four treatments: winter fallow + no nitrogen fertilizer (CK), winter fallow 
+ nitrogen fertilizer (N), green manure + no nitrogen fertilizer (M), and green fertilizer + nitrogen 
fertilizer (MN). Soil microorganisms were sequenced with high throughput sequencing technology to 
analyze the effect of different fertilization treatments on bacterial and fungal communities. [Results] 
Compared with CK, MN significantly increased the early rice yield, and the content of soil organic 
matter (SOM), total nitrogen (TN), available nitrogen (AN), and available potassium (AK), and 
decreased the content of available phosphorus (AP). Compared with other treatments, MN significantly 
raised soil bacterial richness and diversity, while the richness and diversity of fungal community 
decreased in MN. Chloroflexi, Proteobacteria, and Acidobacteria dominated the bacteria, and 
Ascomycota, Basidiomycota, and Zygomycota were dominant fungal taxa in the karst paddy soil. 
Redundancy analysis (RDA) revealed that soil AK was the key factor affecting the composition of soil 
bacterial community. Co-occurrence network analysis indicated that there were mostly synergistic and 
reciprocal relationships among microorganisms. The main bacterial groups were from Chloroflexi and 
Proteobacteria, and the main fungal groups were Ascomycota and Basidiomycota. [Conclusion] The 
combined use of green manure and nitrogen fertilizer can help increase soil nutrient content, and the 
effect is better than that of the application of chemical green alone or nitrogen fertilizer alone. 
Moreover, the combination can improve soil microbiological properties. This study provides evidence 
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for the substitution of green fertilizer for nitrogen fertilizer in karst area. 

Keywords: green fertilizer; nitrogen fertilizer; karst paddy field; microbial community; main groups 
 

土壤微生物是根际生态系统中最为活跃的

部分，它参与了营养物质形成与分解、养分循

环与转化以及能量流动等生态过程，对于维持

土壤生态质量和肥力、促进地上作物生长发育

具有重要作用[1]。细菌是土壤根际微生物的关

键菌群之一，对于调节土壤生态过程具有重要

的功能性作用，如有机质的分解及氮的分解和

矿化过程等[2]。真菌作为重要的分解者，能够

分解复杂的木质素与纤维素，还能与作物共生

形成菌根，为作物生长提供养分 [3]。土壤细菌

和真菌对于环境变化相当敏感，其群落结构及

多样性常被作为评价土壤地力的重要指标[4]。 
绿肥作为一种清洁高效的有机肥源，在我

国水稻生产中应用较广。施用绿肥能改善长期

单施氮肥造成土壤肥力下降的问题，为土壤及

作物提供了丰富的有机养分；同时，绿肥配施

氮肥还能有效提高氮素利用效率，对水稻增产

稳产具有重要作用[5]。研究表明，绿肥配施氮

肥通过改善土壤理化性状，可直接或间接地改

变土壤微生物群落多样性[6]。崔月贞等[7]研究发

现，绿肥还田显著提升土壤微生物总数量，增

加土壤细菌占比，降低真菌占比；Zhang 等[8]

认为长期绿肥轮作增加了水稻根际细菌的丰

度，并促进了水稻根际有益细菌的积累；李晋

等[9]从真菌角度揭示油菜绿肥对土壤的培肥效

果，发现绿肥还田降低了真菌的丰富度，减轻

了土壤真菌化程度。此外，微生物间的相互作

用是其群落互作网络的组成部分，能用于预测

和改善土壤生态功能 [10]，而这种作用可能较   
物种本身丰度及多样性对群落的影响更为重 
要[11–12]。研究表明，微生物网络共现差异受外

界环境影响[13]，微生物的相互作用亦受土壤养

分驱动[14]；因此，外源肥料投入势必扰动细菌

和真菌间互作关系。 
我国南方岩溶区稻田土壤生态系统受到较

为明显的环境制约，其土壤母质生态功能相对

脆弱[15–16]。当前，有关施肥影响土壤微生物群

落的研究集中于非岩溶区[13,17]，而岩溶地区特

殊环境条件导致土壤微生物组成与非岩溶区存

在差异[18–19]。因此，为进一步探究岩溶地区绿

肥配施氮肥对土壤养分状态、细菌和真菌群落

特征及其潜在交互关系的影响，本研究采用大

田定位试验，通过高通量测序技术，分析绿肥

配施氮肥对岩溶稻田土壤细菌和真菌群落结构

及多样性的影响，解析微生物与环境因子间的

相关性，明确绿肥配施氮肥对土壤养分调控是

否具有积极作用，以期为岩溶区绿肥替代氮肥

提供理论依据和数据支撑。 

1  材料与方法 
1.1  研究区概况 

试验区位于广西壮族自治区南宁市那桐镇

定典村(23°0′29″N、107°51′34″E)，该地属亚热

带季风气候，年平均气温 21.6 °C，年均降水量

约达 1 300 mm，平均海拔 64 m。土壤类型为典

型岩溶区棕黄色水稻土。土壤基础理化性状为：

pH 值 6.81、有机质 31.3 g/kg、全氮 1.90 g/kg、
碱解氮 136 mg/kg、速效磷 19.4 mg/kg、速效钾

161 mg/kg。 

1.2  试验设计 
大田试验开始于 2018 年 10 月，采用绿肥-

早稻-晚稻连作的种植模式。该试验设置 4 个处

理，分别为冬闲+不施氮肥(CK)、冬闲+氮肥(N)、
绿肥+不施氮肥(M)、绿肥+氮肥(MN)，采用随
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机区组排列，3 次重复，单个试验小区面积为

20.7 m2。绿肥品种为紫云英(桂紫 7 号)，紫云

英播种量为 30 kg/hm2，盛花期原位全量还田，

还田时间为 2021 年 3 月 22 日。供试水稻(桂育

9 号)于 4 月 7 日移栽，7 月 13 日收割；水稻移

栽后，除水稻分蘖后期晒田 7 d 及收获前 12 d
内不灌水，其余时间保持田面水层高度 4–5 cm。

施肥量分别为 N 180 kg/hm2、P2O5 90 kg/hm2 和

K2O 120 kg/hm2 (表 1)，肥料种类分别为尿素(含
N 46.4%)、过磷酸钙(含 P2O5 18.0%)和氯化钾(含
K2O 60%)，磷肥和钾肥作为基肥一次性施入，

氮肥按基肥:分蘖肥:攻穗肥=4:3:3 分次施入  
稻田。 

1.3  样品采集与分析 
经过 3 年的定位试验，于 2021 年早稻成熟

期测产考种并采集土壤样品。各小区随机调查

10 蔸水稻的有效穗数，并取代表性 5 蔸，测量

穗长，考查穗粒数、结实率、千粒重。测产时

各小区单打单收，晒干风净后折算成每公顷产

量。各小区土壤样品按五点采样法采集 0–20 cm
耕作层土壤，均匀混合为 1 个样本。去除根系

杂质后，取一部分放入–80 °C 冰箱保存，以备

提取土壤微生物 DNA，进行微生物分析；另取

一部分自然风干后保存，进行土壤理化性状测

定。每个处理的微生物重复测定 3 次，每个样

品的理化性状重复测定 3 次。 
 

表 1  不同处理施肥量 
Table 1  Different fertilization treatments 

Treatments N/ 
(kg/hm2) 

P2O5/ 
(kg/hm2) 

K2O/ 
(kg/hm2) 

CK 0 90 120 
N 180 90 120 
M 0 90 120 
MN 180 90 120 
CK: winter fallow coupled with no nitrogen fertilizer; N: 
winter fallow coupled with nitrogen fertilizer; M: green 
fertilizer coupled with no nitrogen fertilizer; MN: green 
fertilizer coupled with nitrogen fertilizer (n=3). 

土壤理化性状分析方法参照《土壤农业化

学分析方法》测定[20]。pH 值采用电位法测定(土:
水=1:2.5，质量体积比)；土壤有机质(soil organic 
matter，SOM)采用重铬酸钾-硫酸铜氧化法测

定；速效磷(available phosphorus，AP)采用碳酸

氢钠 -钼锑抗比色法测定；速效钾 (available 
potassium，AK)采用乙酸铵-火焰光度计法；碱

解氮(available nitrogen，AN)采用碱解扩散法测

定；全氮(total nitrogen，TN)采用浓硫酸消煮-
凯 式 定 氮 法 测 定 ； 交 换 性 钙 (exchangeable 
calcium，E-Ca)、镁(exchangeable magnesium，

E-Mg)采用乙酸铵交换-原子吸收分光光度计法

测定。 
土壤样品由广东美格基因科技有限公司使

用 Illumina Novaseq 高通量测序平台的 PE250
模式进行微生物测序。选取引物序列 515F 
(5′-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′) 和 970R 
(5′-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3′) 对 细 菌

16S rRNA 基因的 V4–V5-1 区段进行扩增；选

取引物序列 ITS1F (5′-TCCGTAGGTGAACCTGC 
GG-3′)和 ITS2-2043R (5′-GCTGCGTTCTTCAT 
CGATGC-3′)对真菌 ITS 基因的 ITS1–4 区段进

行扩增。首先对文库进行质检，质检合格后开

始测序，然后对测序得到的序列进行质控，以

去除嵌合体和短序列；利用 cluster 命令对 97%
相似水平的 OTU (operational taxonomic unit)代
表序列进行分类学分析；最后使用 QIIME 软件

计算土壤细菌和真菌的多样性指数。 

1.4  数据处理与分析 
利用 Microsoft Excel 2021 进行基本数据处

理。水稻产量及其构成因子、土壤理化性状等

差异显著性采用单因素方差分析 (one-way 
ANOVA)，LSD (P<0.05)进行比较；采用 Origin 
(2018)绘制土壤细菌、真菌物种分布图及优势类

群相对丰度图；利用 R Studio (Version 4.1.2)实
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现基于 Bray-cruits 距离的主坐标分析(principal 
co-ordinates analysis，PCoA)；采用 IBM SPSS 
Statistics 25 对水稻产量、土壤理化性状及细菌、

真菌群落进行 Spearman 相关性分析，并利用 TB 
tools 实现相关性可视化；利用 Canoco 软件进行

冗余分析(redundancy analysis，RDA)；选取细菌

和真菌优势 OTU 为数据源，于 Gephi (Version 
9.2)实现细菌与真菌的互作网络分析[21]。 

2  结果与分析 
2.1  稻谷产量及其构成因子 

不同施肥措施下早稻产量、有效穗数、穗

长、穗粒数、千粒重和结实率见表 2。MN 处理

下，早稻有效穗数、穗长及其穗粒数显著高于

CK 和 M 处理；而各处理下千粒重和结实率无

显著差异，说明绿肥配施氮肥可有效提高有效

穗数、穗长及穗粒数。与 CK、N 和 M 相比，

MN 处理显著增加了早稻产量，增幅分别为

41.9% (CK-MN)、12.06% (N-MN)和 16.15% (M-MN)，

说明绿肥配施氮肥有利于提高早稻产量。 

2.2  土壤理化性状 
各处理土壤理化性状单因素方差分析结果

如表 3 所示，与 CK 相比，MN 处理显著提高

了土壤 SOM、AK、AN 和 TN 含量，降低了

AP 含量；与 N 比，MN 处理显著提高了 SOM 和

AK 含量，降低了 pH 值；与 M 比，MN 处理显著

提高了土壤 pH 值和 AK 含量。与 CK、N 和 M 相

比，MN 处理下 E-Ga、E-Mg 无显著差异。 
 

表 2  不同施肥措施下稻谷产量及其构成因子 
Table 2  Early rice yield and its components under different fertilization measures 
Yield components of rice CK N M MN 
Effective panicle/(×104/hm2) 202.50±19.60c 229.50±17.13a 212.25±14.09b 238.50±19.24a 
Panicle length/cm 23.86±1.16c 25.22±0.67ab 24.80±0.73b 25.65±0.78a 
Spikelet per panicle 152.27±3.99d 167.93±2.43b 161.40±3.66c 171.27±3.73a 
1 000-grain weight/g 25.17±0.30a 25.23±0.29a 25.22±0.23a 25.29±0.35a 
Filled grain percentage/% 81.03±3.30a 81.24±1.64a 81.19±2.12a 81.06±2.14a 
Yield/(kg/hm2) 4 696.39±348.72c 5 945.00±376.46b 5 735.56±126.86b 6 661.94±120.56a 
CK: winter fallow coupled with no nitrogen fertilizer; N: inter fallow coupled with nitrogen fertilizer; M: green fertilizer 
coupled with no nitrogen fertilizer; MN: green fertilizer coupled with nitrogen fertilizer. The value is mean±standard error, and 
different letters indicate significant difference between treatments (P<0.05). 
 

表 3  不同施肥措施下土壤理化性状 
Table 3  Physical and chemical properties of paddy soil under different fertilization 
Soil factor CK N M MN 
Soil pH  6.98±0.05b 7.10±0.04a 6.89±0.06c 6.95±0.02b 
SOM/(g/kg) 30.37±1.00c 31.69±1.56b 32.55±0.22ab 33.07±1.11a 
AP/(mg/kg) 18.32±0.49a 16.14±0.92b 16.68±0.53ab 14.99±0.51b 
AK/(mg/kg) 164.74±3.09b 160.03±8.72b 160.75±8.84b 180.51±6.09a 
AN/(mg/kg) 131.32±1.14b 138.28±5.51a 142.68±2.04a 142.86±9.31a 
TN/(g/kg) 1.92±0.04b 2.02±0.05a 2.04±0.04a 2.05±0.08a 
E-Ca/(cmol/kg) 8.35±0.26ab 8.84±0.68a 8.13±0.53b 8.41±0.52ab 
E-Mg/(cmol/kg) 0.57±0.04a 0.56±0.02a 0.54±0.07a 0.56±0.01a 
CK: winter fallow coupled with no nitrogen fertilizer; N: inter fallow coupled with nitrogen fertilizer; M: green fertilizer 
coupled with no nitrogen fertilizer; MN: green fertilizer coupled with nitrogen fertilizer. pH: potential of hydrogen; SOM: soil 
organic matter; AP: available phosphorus; AK: available potassium; AN: available nitrogen; TN: available nitrogen; E-Ca: 
exchangeable calcium; E-Mg: Exchangeable magnesium. The value is mean±standard error, and different letters indicate 
significant difference between treatments (P<0.05). 
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2.3  土壤微生物丰富度及多样 
土壤细菌 16S rRNA 的 V4–V5-1 区段测序结

果共得到 665 210 条序列，最小抽样深度序列数

为 31 219，包含 3 160 个 OTU，分别属于细菌的

53 门、121 纲、232 目、421 科、1 072 属。如表

4 所示，与 CK、N 和 M 相比，MN 处理提高土

壤细菌的群落丰富度(observed OTU)和多样性

(Shannon)指数，说明绿肥和氮肥配施对土壤细菌

群落丰富度及多样性的改善效果优于单施氮肥

或单施绿肥。土壤真菌 ITS 的 ITS1–4 区段测序

结果共得到 855 932 条序列，最小抽样深度序列

数为 21 507，包含 1 034 个 OUT，分别属于 7 门、

30 纲、88 目、221 科、501 属。与 CK、N 和 M
相比，MN 处理有降低土壤真菌的丰富度及多样

性指数的趋势，但与其他处理差异不显著。 

2.4  稻谷产量与土壤因子及微生物丰富度

和多样性的相关性分析 
为探究稻谷产量与土壤因子及微生物丰富度

和多样性的相关性，进行 Spearman 相关性分析，

结果如表 5 所示。在土壤因子方面，稻谷产量与 
表 4  不同施肥措施下土壤微生物丰富度及多样性指数 
Table 4  Richness and diversity index of soil microbial under different fertilization 
Microbial Diversity index CK N M MN 
Bacteria Observed OTU 2 737±370b 2 639±76b 2 486±44b 3 160±159a 
 Chao1 3 530.95±895.07ab 3 273.25±141.95b 3 049.63±60.18b 4 380.85±289.54a 
 Shannon 9.09±0.31b 9.00±0.08b 8.85±0.12b 9.46±0.12a 
 Simpson 0.992 2±0.00ab 0.991 5±0.00b 0.990 4±0.00b 0.994 5±0.00a 
Fungi Observed OTU 955±143.62a 991±149.60a 1 034±226.66a 744±85.56a 
 Chao1 1 350.42±169.06a 1 330.02±172.39a 1 269.17±302.75a 1 066.87±99.32a 
 Shannon 5.51±0.67ab 5.64±0.62ab 6.15±1.10a 4.51±0.65b 
 Simpson 0.91±0.02a 0.92±0.01a 0.92±0.05a 0.86±0.05a 
CK: winter fallow coupled with no nitrogen fertilizer; N: winter fallow coupled with nitrogen fertilizer; M: green fertilizer 
coupled with no nitrogen fertilizer; MN: green fertilizer coupled with nitrogen fertilizer. The value is mean±standard error, and 
different letters indicate significant difference between treatments (P<0.05). 
 

表 5  稻谷产量与土壤因子及微生物相丰富度和

多样性的关性分析 
Table 5  Correlation analysis of rice yield with soil 
factors and microbial richness and diversity 
Soil/Microbe Index r P 
Soil factor pH –0.081 0.803 
 SOM 0.732** 0.007 
 AP –0.543 0.068 
 AK 0.413 0.182 
 AN 0.532 0.075 
 TN 0.666* 0.018 
 E-Ca –0.105 0.745 
 E-Mg –0.116 0.721 
Bacteria Observed OTU 0.480 0.114 
 Chao1 0.599* 0.040 
 Shannon 0.375 0.230 
 Simpson 0.438 0.155 
Fungi Observed OTU –0.508 0.092 
 Chao1 –0.588* 0.044 
 Shannon –0.476 0.117 
 Simpson –0.550 0.064 
*: significant correlation (P<0.05); **: extremely significant 
correlation (P<0.01). 

SOM 含量呈极显著正相关，与 TN 显著正相关；

在土壤微生物方面，稻谷产量与细菌 Chao 1 指数呈

显著正相关，而与真菌 Chao 1 指数呈显著负相关。 
2.5  土壤微生物群落结构及组成 

基于 Bray-cruits 距离的 PCoA 分析结果表

明(图 1)，不同施肥处理对土壤细菌群落结构的

影响大于真菌。 
如图 2 所示，在门水平上，不同处理下岩溶

稻田土壤细菌类群相对丰度大于 1%的优势菌群

共 12 个(图 2A)，占土壤细菌群落总数的 96.17%
以上。其中，Chloroflexi 的相对丰度最高，各处理

Chloroflexi 相对丰度分别为 37.64% (CK)、39.86% 
(N)、41.83% (M)和 33.04% (MN)；其次，相对丰

度 较 高 的 优 势 菌 群 分 别 为 Proteobacteria 
(19.07%–23.76%)、Acidobacteria (9.33%–11.39%)
和 Actinobacteria (1.92%–2.35%)。与 CK、N 和 M
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处理相比，MN 处理降低了 Chloroflexi 的相对丰

度，增加了 Proteobacteria 、 Acidobacteria 和

Planctomycetes 的相对丰度(图 2C)。基于 ITS 基因

测序结果，不同处理下岩溶稻田土壤真菌在门水

平上相对丰度大于 1%的优势菌群共 3 个(图 2B)，

分 别 为 Ascomycota (50.29%) 、 Basidiomycota 
(38.46%)和 Zygomycota (10.19%)，占土壤真菌群

落总数的 99.00%以上。与 CK、N 和 M 处理相比，

MN 处理增加了 Ascomycota 的相对丰度，降低了

Basidiomycota 的相对丰度。 
 

 
 

图 1  基于 Bray-curtis 距离的细菌(A)和真菌(B)群落结构主坐标(PCoA)分析 
Figure 1  Bacterial (A) and fungal (B) community structure assessed by principal coordinate analysis (PCoA) 
based on Bray-curtis distance. CK: winter fallow coupled with no nitrogen fertilizer; N: winter fallow coupled 
with nitrogen fertilizer; M: green fertilizer coupled with no nitrogen fertilizer; MN: green fertilizer coupled with 
nitrogen fertilizer. 

 

 
图 2  不同施肥措施下土壤细菌(A)、真菌(B)优势物种(门水平)相对丰度(相对丰度<1%归为 others) 
Figure 2  Relative abundance of dominant species of bacteria (A) and fungi (B) (phylum level) in soil under 
different fertilization measures (relative abundance <1% was classified as others), Different letters indicate 
significant difference between treatments (P<0.05). CK: winter fallow coupled with no nitrogen fertilizer; N: 
winter fallow coupled with nitrogen fertilizer; M: green fertilizer coupled with no nitrogen fertilizer; MN: 
green fertilizer coupled with nitrogen fertilizer. 
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土壤细菌和真菌优势 OTU 聚类结果表明

(图 3)，各施肥处理下土壤微生物优势菌群组成

有所不同。对于细菌 OTU (图 3A)，与 CK 相比，

MN 处理显著降低了 OTU54、2、9、1 617、19、
2 721 和 52 的相对丰度；与 N 相比，MN 处理

显著降低了 OTU 52、2 721、19、2 和 54 的相

对丰度，增加了 OTU46 的相对丰度；与 M 相

比，MN 处理显著降低了 OTU1 617、9、2、54
和 46 的相对丰度。对于真菌 OTU (图 3B)，与

CK 相比，MN 处理显著增加了 OTU24 的相对

丰度；与 N 相比，MN 处理显著降低了 OTU14
的相对丰度；与 M 相比，MN 处理显著降低了

OTU12 的相对丰度(P<0.05)。 

2.6  土壤微生物与理化性状相关性分析 
为进一步解析岩溶区土壤环境因子与土壤

微生物群落变化的相互作用，并确定其主要环

境因子，以优势微生物类群为响应变量，土壤

理化性状为解释变量进行冗余分析(RDA)。细

菌群落与土壤因子的 RDA 结果显示(图 4A)，
第一、二排序轴的解释率分别为 52.23%和

3.36%；真菌群落与土壤因子的 RDA 分析结果

显示(图 4B)，第一、二排序轴的解释率分别为

57.09%和 20.57%。细菌群落置换检验结果表

明，AK 显著影响细菌群落组成 (P=0.026)，
Chloroflexi 相对丰度与 AK 呈显著负相关，

Proteobacteria 相对丰度与 AK 呈显著正相关，

而 Firmicutes 相对丰度与 AK 呈极显著正相关。

真菌群落置换检验结果显示，除个别真菌类群

外，土壤因子对真菌类群相对丰度影响均不显

著(P>0.05)，如 Glomeromycota 相对丰度与 SOM
含量呈显著正相关，Blastocladiomycota 相对丰

度与土壤 pH 呈极显著正相关。 
 

 
 

图 3  细菌(A)、真菌(B)优势 OTU 聚类热图 
Figure 3  Cluster heat map of dominant OTU of bacteria (A) and fungi (B). Taxonomy Ranks: Ⅰ-Phylum; 
Ⅱ-Class; Ⅲ-Order; Ⅳ-Family; Ⅴ-Genus. CK: winter fallow coupled with no nitrogen fertilizer; N: winter 
fallow coupled with nitrogen fertilizer; M: green fertilizer coupled with no nitrogen fertilizer; MN: green 
fertilizer coupled with nitrogen fertilizer. 
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优势 OTU 与土壤因子相关性分析结果表

明，不同施肥处理土壤细菌和真菌(图 4C)优势

OTU 与土壤理化性状间的相关性存在差异。其

中，细菌 OUT 46 与土壤 pH 呈显著负相关，OUT 
54 与 AK 呈显著正相关，OUT 7 则与 SOM 呈

极显著正相关。真菌优势 OUT 7 和 10 与 AN
分别呈显著负、显著正相关，OUT 9 和 20 与

AK 显著正相关，OUT 14 与 pH 呈极显著正相

关，OUT 24 与 pH 显著负相关，与 SOM、TN

显著正相关。 

2.7  土壤微生物共现网络分析 
网络分析用于比较不同施肥处理下岩溶区

稻田土壤微生物的相互作用模式。分别选取细

菌和真菌相对丰度大于 0.5%的优势 OTU 进行

共现网络分析。各处理中，微生物正相关边数

均大于负相关边数(表 6)，表明细菌与真菌的互

作关系多为正相关。同时，不同处理下土壤微

生物网络模式均有差异(图 5)，且不同施肥处理 
 

 
 

图 4  土壤细菌(A)、真菌(B)优势菌门与土壤理化性状冗余分析，土壤细菌及真菌(C)优势 OTUs 与环

境因子相关性分析 
Figure 4  Redundancy analysis of dominant phyla of soil bacteria (A) and fungi (B) and soil physical and 
chemical properties, correlation analysis of dominant OTUs of soil bacteria and fungi (C) and environmental 
factors. Significance levels are denoted as follows: P<0.05 (*) and P<0.01(**). Not marked indicates that the 
difference is not significant. 
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在共现网络中占比较大的细菌类群主要为

Chloroflexi (22.92%–31.67%)和 Proteobacteria 
(5.97%–10.42%)，真菌类群主要为 Ascomycota 
(16.67%–25.00%) 和 Basidiomycota (18.75%– 
26.67%)。 

3  讨论 
3.1  绿肥配施氮肥对岩溶稻田水稻产量及

土壤理化性状的影响 
本研究中，绿肥配施氮肥显著提高早稻稻

谷产量(表 2)。这可能是因为供试绿肥紫云英含

氮丰富，其腐解释放的氮更能匹配水稻对氮素

的需求，应用于稻田系统可充分保障水稻产  
量[22]。研究表明，绿肥作为优质有机肥料，翻

压还田有利于改善土壤理化性状[23]。本研究结

果表明，与不施绿肥相比，绿肥处理(M 和 MN)
降低了土壤 pH 值，这可能是由于绿肥腐解产

生有机酸所致[24]。研究表明，绿肥在短期内能

够显著提高土壤有机质含量，随着时间增长其

含量虽逐渐减少，但始终高于单施无机肥；而

氮肥施用会增加土壤对碳的固持，进而减少土

壤可溶性有机质含量下降 [25]。本研究中，MN
处理下有机质含量显著高于 CK 和 N 处理，且

土壤有机质含量与早稻产量呈极显著正相关，

这说明绿肥配施氮肥有利于增加土壤有机质含

量，维持土壤肥力，以及提升作物产量。这可

能是由于紫云英属于低碳氮比的豆科植物，其

根瘤菌能固定大气中的氮，施入土壤后能快速

释放氮以补充土壤氮库，丰富土壤中的氮含量；

加之氮肥的施用，使得本研究中 MN 处理下土

壤氮素含量(表 3)及早稻稻谷产量均高于其他

处理，进而有利于稻谷增产，这与杨璐等[26]结

果类似。本研究中 MN 处理下速效磷含量最低， 
 
表 6  土壤细菌和真菌网络拓扑指数 
Table 6  Topological index of soil bacteria and 
fungi 
Topological 
index 

CK N M MN 

Total nodes 60 64 67 50 
Bacterial 
nodes 

53.33% 51.56% 50.75% 48.00% 

Fungal nodes 46.67% 48.44% 49.25% 52.00% 
Total edges 1 214 1 400 1 685 788 
Positive edges 57.99% 51.28% 50.50% 57.11% 
Modularity 
index 

0.652 0.630 0.506 0.635 

CK: winter fallow coupled with no nitrogen fertilizer; N: 
winter fallow coupled with nitrogen fertilizer; M: green 
fertilizer coupled with no nitrogen fertilizer; MN: green 
fertilizer coupled with nitrogen fertilizer. 

 

 
 

图 5  土壤微生物共现网络 
Figure 5  Co-occurrence networks of soil microbial. CK: winter fallow coupled with no nitrogen fertilizer; 
N: winter fallow coupled with nitrogen fertilizer; M: green fertilizer coupled with no nitrogen fertilizer; MN: 
green fertilizer coupled with nitrogen fertilizer. 
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这可能是由于绿肥根系分泌物能加速活化土壤

中难溶解性磷，降低土壤对磷的固持，促进作

物对磷素的吸收利用[27]；同时，也可能是绿肥

的输入激发了微生物生长发育的活性，而提升

了微生物对磷素的需求[28]。此外，绿肥根系能

从更深层土壤中获取并固存钾素，待翻压后富

集于耕层，从而提高土壤中速效钾含量[29]，这

可能解释了本研究中，MN 处理显著增加土壤

速效钾含量。综上所述，绿肥配施氮肥有利于

培肥地力，提高水稻产量。 

3.2  绿肥配施氮肥对岩溶稻田土壤微生物

群落的影响 
土壤微生物在养分循环、调节局部气候以

及维持土壤结构等方面具有重要作用，其群落

丰富度及多样性是评价土壤生态功能稳定性的

重要指标[30]。研究表明，仅施氮肥对土壤微生

物丰富度和多样性存在抑制作用[31]；而绿肥施

用影响土壤微生物活性，改变土壤微生物的群

落组成增加其多样性，并能提高氮肥的利用效

率，缓解氮肥过量投入造成的环境风险[5–6]。在

微生物参与下，绿肥还田可释放大量的有机物

质和无机养分，提高土壤微生物量碳、氮的含

量，显著影响土壤细菌和真菌群落丰度[32]。本

研究中，绿肥配施氮肥能显著提高细菌群落丰

度及多样性。然而，施肥对真菌群落的影响却

存在争议，部分研究表明，施加绿肥能有效改

善真菌群落结构，并增加有益菌群丰度，以及

增加具有兼性功能的真菌类群数量[33–34]；但也

有研究认为，绿肥施用降低土壤真菌丰富度及

多样性[35]。在本研究中，与 CK 相比，MN 处

理下土壤真菌群落丰度及多样性均有降低趋

势，且早稻产量与细菌 Chao 1 指数显著正相关，

与真菌 Chao 1 指数显著负相关。这可能是由于

MN 处理下土壤养分含量丰富，有利于细菌生

长繁殖，而细菌数量增加对真菌的繁殖产生了

抑制作用，使得真菌群落数量有所下降[36]；其

次，研究表明，高碳氮比土壤有利于真菌生长，

而低碳氮比有利于细菌生长，本研究供试绿肥

紫云英属低碳氮豆科植物，因此，绿肥品种也

可能是影响真菌群落丰度的原因之一[37]。 
岩溶稻田土壤优势细菌类群(门水平)主要

为 Chloroflexi (33.04%–41.83%)、Proteobacteria 
(19.07%–23.76%)、Acidobacteria (9.33%–11.39%)
和 Actinobacteria (4.48%–5.46%)等(图 2A)，与

Cui 等[38]结果一致。Chloroflexi 在农作土壤中相

对丰度较高，可将糖和多糖发酵成氢和有机酸，

能加速稻田土壤有机物质分解[24,39]；Proteobacteria
参与土壤中矿质元素的生物循环，有利于保持

土壤肥力[40]；Acidobacteria 通常具有嗜酸和寡

营养等特点，在土壤物质循环和生态环境构建

过程中起着重要作用[41]。在本研究中，与 CK
处理相比，MN 降低了 Chloroflexi 相对丰度，

提高了 Proteobacteria 和 Acidobacteria 相对丰

度，与钟菊新等[24]在岩溶稻田土壤的研究结果

相似。研究表明，Ascomycota、Basidiomycota
和 Zygomycota 是农田生态系统中的三大真菌门 
类[42]，在本研究中也得到相似结果(图 2B)。其

中，Ascomycota 是岩溶区土壤的优势门，在真

菌群落中占比最大(50.29%)，并在 MN 处理时

相对丰度最高。原因可能在于 Ascomycota 多为

腐生真菌，适宜生存的 pH 范围为 7–8，岩溶稻

田的弱碱环境条件有利于 Ascomycota 的生长繁

殖[43]；并且，Ascomycota 受地上作物种类影响

强烈，其生长速率与土壤氮素的有效性密切相

关，而 MN 处理时土壤有效氮含量较高，使得

Ascomycota 的相对丰度相比其他处理有所增加[44]。

此外，微生物优势 OTU 聚类结果表明(图 3)，
不同处理细菌和真菌群落组成存在差异，是由

于施肥处理改变土壤条件，如土壤理化性状及

养分可利用性等，进而导致细菌和真菌类群组
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成发生变化[24]。 

3.3  岩溶稻田土壤微生物与土壤环境因子

的响应关系 
土壤微生物与土壤环境质量关系密切，而

土壤细菌和真菌又与土壤理化性状关系密切[45]。

Wei 等[46] 通过长达 35 年的定位试验研究表明，

土壤有机碳和全氮是影响我国北方潮土土壤细

菌群落的主要环境因子；Wang 等[47]对东北黑土

玉米根际土研究表明，pH、有机碳和速效磷是

影响土壤细菌群落的主要环境因子。而在本研

究中，RDA 分析表明(图 4)，速效钾是影响岩

溶稻田土壤细菌群落结构的主要环境因子。这

可能是由于试验地土壤母质类型、作物类型及

气候条件的不同而导致研究结果出现差异[38]。

速效钾是反映土壤供钾能力的重要指标，作物

所吸收的钾素是通过土壤中解钾微生物将不溶

性钾分解为可溶性钾而来[48]。同时，施用绿肥

能显著提高土壤速效钾含量和有效性，进而反

馈于解钾微生物群落[49]。 
本研究通过构建微生物群落共现网络，探

究了岩溶水稻土细菌与真菌的相互作用。结果

表明(图 5)，Chloroflexi 和 Proteobacteria 为岩

溶稻田土壤细菌主要类群， Ascomycota 和

Basidiomycota 为岩溶稻田土壤真菌主要类群。

它们不仅显著影响微生物群落结构和功能，而

且维持土壤微环境地球化学循环[50]。研究发现，

土壤养分含量减少，微生物多样性降低，而微

生物界间的相互作用则会增加，其互作网络也

更复杂；同时，有机物和营养物越丰富，微生

物共现网络的负相互作用越低[13,51]。在本研究

中，MN 处理细菌-真菌共现网络拓扑参数及网

络结构复杂程度均低于其他处理，这可能是由

于豆科绿肥施用增加了土壤有机质等养分含量

及细菌群落丰度和多样性，使细菌与真菌界间

相互作用减少 [37,52]；且与其他处理相比，MN

处理下细菌和真菌相对丰度大于 0.5%的优势类

群减少(图 5)，导致细菌-真菌界间相互作用降

低，其网络结构较其他处理简单[53]。本研究中，

细菌-真菌群落交互关系主要以正相互作用为

主，这说明土壤中营养物质丰富，使细菌和真

菌多以互惠协作的方式生存[14]。此外，绿肥配

施氮肥改善土壤养分含量，进一步驱动微生物

间的相互作用，最终反馈于微生物网络结构[10]。 

4  结论 
(1) 与 CK 相比，MN 处理显著提高了早稻

产量，提升了土壤有机质、全氮、碱解氮和速

效钾含量，降低了速效磷含量。速效钾是影响

岩溶稻田土壤细菌群落结构及多样性的主要环

境因子。 
(2) 绿肥还田增加土壤细菌群落丰度和多

样性，降低真菌群落丰度和多样性。岩溶稻田

土 壤 细 菌 优 势 菌 群 主 要 为 Chloroflexi 、
Proteobacteria 和 Acidobacteria，土壤真菌优势

菌群主 要 为 Ascomycota 、 Basidiomycota 和

Zygomycota。与 CK、N 和 M 相比，MN 降低

Chloroflexi 相对丰度，增加 Proteobacteria、 
Acidobacteria 相对丰度，增加 Ascomycota 相对

丰度，降低 Basidiomycota 相对丰度。同时，

MN 增加了部分优势 OTU 的相对丰度。 
(3) 不同处理微生物群落间相互作用主要

受土壤养分驱动，且细菌与真菌交互关系多为

正相互作用为主。Chloroflexi、Proteobacteria、
Ascomycota、Basidiomycota 为绿肥配施氮肥下

岩溶稻田土壤微生物的关键类群。 
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