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摘  要: 为明确黄土高原旱作麦田长期保护性耕作对土壤肥力和土壤原核微生物的效应, 以位于山西省临汾市实

施保护性耕作 26 年的小麦田为试验基地, 采用 Illumina Hiseq 2500 高通量测序等手段, 开展了不同耕作措施[免耕

覆盖(NTS)、深松免耕覆盖(SNTS)和传统耕作(TT1)]对土壤理化性质和土壤原核微生物多样性的影响分析。研究结

果表明: 1)NTS 和 SNTS 处理比 TT1 处理显著提高了土壤全氮、碱解氮、速效磷及速效钾的含量, 降低了土壤 pH, 提

高了土壤贮水能力和水分含量, 降低了0~10 cm土层的土壤容重, 但提高了10~20 cm土层的土壤容重; 同时, SNTS

处理显著增加了土壤的有机质含量。2)Illumina Hiseq 高通量 16S rRNA 基因 V4 区测序结果表明: NTS 和 SNTS 处

理比 TT1 处理显著降低了绿弯菌门的相对丰度; NTS 比 SNTS 处理显著降低了土壤中疣微菌门和绿弯菌门的相对

丰度; NTS 处理显著增加了土壤原核微生物群落的多样性, 但未显著改变原核微生物群落的丰度; SNTS 对原核微

生物群落的多样性和丰富度均未有显著改变; NTS 处理的显著性差异物种(Biomarker)高于其他 2 个处理; 其他原核

微生物门的相对丰度, 在 3 个处理间尚未有明显差异。3)聚类分析可见: NTS 和 SNTS 处理与 TT1 处理的微生物群

落结构差异较大; NTS 处理与 SNTS 处理间的微生物群落结构差异较小。4)CCA 分析可知: 土壤 pH、有机质、速

效氮、速效磷、速效钾含量对土壤原核微生物群落遗传多样性的变化起着重要作用; 与 TT1 处理相比, NTS 和 SNTS

处理在一定程度上改变了土壤原核微生物群落结构, 但仍存在结构的相似性。综上所述, 长期进行 NTS 和 SNTS

处理对黄土高原旱地麦田土壤微生物多样性、丰富度以及土壤肥力因子等的正效作用明显。 
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Abstract: In dryland regions, conservation tillage has the advantages of reducing soil erosion, maintaining soil structure, improving soil 

physical and chemical properties, and promoting microbial reproduction, compared with traditional farming methods. Up to now, the 

effect of long-term conservation tillage on soil prokaryotic microbial community has not been adequately reported for the China’s Loess 

Plateau region. To understand the effects of long-term conservation tillage on soil prokaryotic microbial community diversity and soil 

fertility in dryland wheat fields on the Loess Plateau, the Illumina Hiseq 2500 high-throughput sequencing and physicochemical test 

methods were used to analyze the effects of different tillage measures on soil physical and chemical properties and the diversity of soil 

prokaryotic microbial community in the wheat fields in Linfen City, Shanxi Province. Tillage measures adopted in the study area for 26 

years included no-tillage with stubble (NTS), no-tillage with stubble after subsoiling (SNTS) and traditional tillage (TT1). The results 

showed that: 1) while soil contents of total nitrogen, available nitrogen, available phosphorus, available potassium, and soil water storage 

capacity and water content under NTS and SNTS treatments were significantly higher than those under TT1, soil pH under NTS and 

SNTS was lower than that under TT1. NTS and SNTS treatments reduced soil bulk density in the 010 cm soil layer, but increased it in 

1020 cm soil layer compared with TT1 treatment. Meanwhile, SNTS treatment significantly increased soil organic matter content. 2) 

The results of the Illumina Hiseq high-throughput 16S rRNA gene sequencing in area V4 indicated that: SNTS treatment significantly 

reduced the relative abundance of Chloroflexi, compared with TT1 treatment. NTS treatment significantly reduced the relative abun-

dance of Verrucomicrobia and Chloroflexi, compared with SNTS treatment. NTS treatment significantly increased the diversity of soil 

prokaryote community, but not significantly changed the abundance of prokaryote community. SNTS treatment not significantly changed 

the diversity and richness of prokaryote community. Biomarkers under NTS treatment were higher than under other treatments. The rela-

tive abundance of other prokaryotes at the phylum division was not significantly different among three treatments. 3) UPGMA analysis 

showed that prokaryote community structures of NTS and SNTS were significantly different from those of TT1, and the differences be-

tween NTS and SNTS were small. 4) CCA analysis showed that soil pH, contents of organic matter, available nitrogen, available phos-

phorus and available potassium were important for changes in genetic diversity of soil prokaryote communities. Although NTS and 

SNTS treatments could change soil prokaryotic microbiome structure greatly, there was still structural similarity among the soil prokary-

otic microbiomes among three treatments. To sum up, long-term conservation tillage had obvious positive effects on soil microbial diver-

sity, richness and soil fertility in dryland wheat fields on the Loess Plateau. 

Keywords: Conservation tillage; No-tillage with stubble; No-tillage with stubble after subsoiling; High-throughput sequencing; Soil 

prokaryotic microbiome 

保护性耕作是以秸秆覆盖还田、农田免耕或少

耕、施肥、播种等复式作业为主要内容的一种新型

旱作机械化耕作方式[1-2]。与传统耕作方式相比, 保

护性耕作不仅省工、省力、减少投入, 而且可减少

水土流失 , 保持土层结构 , 改善土壤理化性质 , 促

进微生物的繁殖 [3-5]。研究表明 , 不同类型生境中 , 

微生物的群落组成存在明显差异[6], 耕作方式不同, 

土壤环境也会不同, 进而引起土壤微生物的数量和

结构组成发生改变[7]。Yan等[8]对耕作和免耕变性土

微生物群落功能多样性的研究显示, 免耕比传统耕

作更有利于增加土壤微生物多样性。李彤等[9]研究

发现西北地区旱作麦田采用保护性耕作, 可以影响

土壤微生物群落丰度 , 并显著影响土壤理化性质 , 

进而影响土壤微生物空间结构。 

20 世纪 60 年代保护性耕作传入我国[10], 由于

其能够增加土壤蓄水, 增强土壤抗旱能力, 提高作

物产量, 降低生产成本等, 在我国北方旱地得到了

广泛应用[11]。为提高我国北方干旱地区农业生产水

平, 1992 年中国农业大学和山西省农机局受澳大利

亚国际农业研究中心资助, 在山西省临汾市开展了

旱地保护性耕作体系研究。张贵云等[12]以该试验基

地为平台, 开展了长期保护性耕作对丛枝菌根真菌

多样性的影响研究, 结果表明, 保护性耕作提高了

丛枝菌根真菌(AMF)多样性, 且深松与免耕相结合

的保护性耕作方式, 更有利于提高土壤 AMF 多样

性。土壤细菌是土壤生态系统中不可或缺的部分 , 

参与多种土壤生理生化过程 , 如土壤有机质的分

解、腐殖质的形成、养分的转化和循环等, 土壤生

态系统的质量和健康与土壤中细菌群落结构的变化

有很大关系[13-14], 因而对土壤微生物的研究尤其是

原核微生物群落结构的研究尤为重要。近年来, 人们

运用高通量手段研究土壤微生物的技术日趋成熟, 这

为深入分析微生物资源提供了可能[15]。 

高通量测序技术是对传统测序技术的一次革命性

创新[16], 其产生的16S rRNA基因的测序数据, 覆盖深

度高, 可以用来估计微生物群落的物种组成, 能更真

实地揭示环境中微生物群落的复杂度和多样性[17]。目

前为止, 国内外有关保护性耕作田土壤微生物多样性

的研究有了一定的报道, 但是黄土高原旱作麦田长期

保护性耕作对土壤原核微生物群落的影响, 尚鲜见研
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究报道。本研究以山西临汾旱地实施保护性耕作 26年

的小麦田为试验平台, 采用 Illumina Hiseq 2500 高通

量测序平台测序土壤 16S rDNA, 结合土壤质量环境

因子的典型相关分析(CCA), 对不同保护性耕作措施

对土壤原核微生物群落和土壤环境的影响进行研究, 

探寻保护性耕作技术应用的新理论和新策略, 为在微

生物水平上研究黄土高原旱作地区保护性耕作技术提

供重要理论支撑。 

1  材料与方法 

1.1  研究区域概况 

试验基地位于山西省临汾市尧都区城隍村

(36°0153″N, 111°3746″E, 海拔555 m)。试验区域年

平均气温12.2 ℃, 年0 ℃以上积温4 600 ℃, 无霜期

195 d, 年平均地温13.8 ℃。年均降水量515.7 mm, 

且均集中在7—9月份; 年均蒸发量1 933.1 mm。土壤

类型为碳酸盐褐土, 试验地种植制度为长期单一种

植冬小麦(Triticum aestivum)。 
1.2  耕作处理方式 

2017年5月, 借助1992年在山西省临汾市开始的

保护性耕作体系长期定位试验[18], 开展了黄土高原旱

作麦田长期保护性耕作对土壤原核微生物群落多样性

及土壤肥力的影响研究。本试验选择26年的免耕覆盖

(NTS)、连续深松覆盖4年后免耕22年的免耕覆盖

(SNTS)以及26年的传统耕作(TT1)3种耕作处理方式。

其中, NTS为全年不耕作, 播种时用免耕播种机一次

性完成施肥和播种, 收获后将各小区秸秆粉碎全覆盖; 

SNTS是深松(深度约40 cm)后, 进行长期的免耕覆盖

处理; TT1是小麦收获后用铧式犁耕翻(深度约25 cm), 

无秸秆覆盖, 播前旋耕(深度约15 cm)整地。各处理重

复3次, 每小区面积为600 m2。试验地无灌溉条件, 作

物靠自然降水生长。播种时间: 2016年9月25日, 小麦

品种为‘长6359’, 播种量为120 kg·hm2。试验田化肥使

用量: 尿素为225 kg·hm2, 磷酸二铵为150 kg·hm2。 

1.3  土壤样品采集 

于 2017年 5月 8日(小麦灌浆期)采取小麦根际

土样, 每小区随机选 3点, 每个样点先去掉表土, 再

从 0~20 cm 土层取小麦根际土样, 每点采集 3 份土

样均匀混合成一个样品。将所采集的土样分为两部

分, 一部分保存于灭菌的塑封袋中, 于低温条件下

带回实验室 , 保存于80 ℃冰箱中用于提取 DNA, 

供土壤原核微生物群落结构多样性分析; 另一部分

保存于普通塑封袋中, 带回实验室自然风干, 根据

试验需要分别过 18目、100目筛子用于土壤理化性

质的测定。土壤水分和容重指标则分别取自同一样

点 0~10 cm、10~20 cm土层。 

1.4  测定方法 

土壤理化性质测定: pH采用 1∶2.5土水比浸提

酸度计法, 土壤水分采用烘干法, 土壤容重采用环

割法, 有机质采用重铬酸钾容量法—稀释热法, 全

氮采用半微量开氏法, 碱解氮采用碱解扩散法, 速

效磷采用 0.5 molL1 NaHCO3 法 , 速效钾采用

NH4OAc浸提—火焰光度法测定[19]。 

土壤总 DNA 的提取及 16S rRNA 基因的 PCR

扩增: 土壤总 DNA 基因组的提取采用 DNA 提取试

剂盒进行。采用引物 515F(5-GTGCCAGCMGCCGC-

GGTAA-3) 和 806R(5-GGACTACHVGGGTWTCT 

AAT-3)扩增土壤微生物 16S rRNA基因V4区。30 μL 

PCR 反应体系: Phusion Master Mix (New England 

Biolabs, 2×)15 μL, Primer (2 μmolL1) 3 μL, Ge-
nomic DNA (1 ngμL1) 10 μL, dd H2O 2 μL。PCR反

应条件: 98 ℃预变性 1 min; 98 ℃ 10 s, 50 ℃ 30 s, 

72 ℃ 30 s, 30个循环; 72 ℃, 5 min。每个样本 3次

重复, 根据 PCR 产物浓度进行等浓度混样, 充分混

匀后使用 1×TAE 浓度 2%的琼脂糖胶电泳纯化 PCR

产物, 选择主带大小在 400~450 bp 之间的序列, 割

胶回收目标条带。产物纯化试剂盒使用的是 Thermo 

Scientific公司 GeneJET胶回收试剂盒。 

原核微生物 16S rRNA 基因 V4 区高通量测序: 

经纯化检测之后的土样送至北京诺禾致源科技股份

有限公司, 进行基因组 DNA 的提取和 PCR 扩增、

PCR产物的混样和纯化, 使用 New England Biolabs

公司的 NEB Next®Ultra™DNA Library Prep Kit for 

Illumina 建库试剂盒进行文库的构建, 构建好的文

库经过 Qubit定量和文库检测合格后, 使用 Illumina

公司的 HiSeq 2500测序平台, 进行上机测序。 

运用 Uparse软件对序列进行聚类, 以 97%的一

致性(Identity)将序列聚类成为 OTUs。采用软件 RDP 

classifier 进行物种分类。分别在门 (phylum)和属

(genus)水平上统计各样本的群落组成, 并对 OTU进

行生态学分析, 使用 Qiime 软件计算土壤物种相对

丰度、Chao1、ACE、Shannon、Simpson指数等, 使

用 R软件绘制稀释曲线。对 OTUs进行多序列比对, 

用 Qiime 软件构建系统发生树, 获得不同样品和分

组的群落结构差异, 通过 UPGMA 样品聚类树进行

展示。选用 LEfSe 统计分析方法对分组样品的物种

组成和群落结果进行差异显著性检验。同时, 进行

CCA分析和多样性指数与环境因子间的相关性分析, 
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得到显著影响组间群落变化的环境因子。 

采用 SPSS 20.0 对土壤理化数据进行统计分析, 

使用R语言分析微生物多样性数据, 运用Canoco软件

进行环境因子对微生物群落结构的影响分析。 

2  结果与分析 

2.1  保护性耕作措施对土壤理化性质的影响 

由表 1可以看出, 在 0~20 cm土层土壤中, NTS

和 SNTS 2个处理的土壤全氮、碱解氮、速效磷及速

效钾含量均显著高于 TT1 处理, 而其 pH 显著低于

TT1, SNTS处理的土壤有机质含量显著高于 NTS和 

TT1 处理。TT1 处理的土壤含水量和容重与其他处

理间差异均显著, NTS和 SNTS处理间差异不显著, 3

个处理土壤含水量依次为 NTS>SNTS>TT1; 0~10 

cm土层土壤容重依次为 TT1>NTS>SNTS, 10~20 cm

土层土壤容重为 NTS>SNTS>TT1。结果显示, 保护

性耕作与传统耕作相比 , 显著提高了土壤中的全

氮、碱解氮、速效磷及速效钾的含量, 显著降低了

土壤 pH, 且深松免耕处理显著增加了土壤有机质的

含量; 同时, 保护性耕作还可以增加土壤贮水能力, 

提高土壤水分含量, 降低 0~10 cm土层的土壤容重, 

但提高 10~20 cm土层的土壤容重。 

表 1  长期不同耕作方式下土壤的理化性质 
Table 1  Soil physical-chemical characteristics under different long-term tillage treatments 

土壤水分 
Soil water content (%) 

土壤容重 
Soil bulk density  

(gcm3) 
处理 

Treatment 
pH 

有机质 
Organic 
matter 

(g·kg1) 

全氮 
Total N 
(g·kg1) 

碱解氮 
Available N 
(mg·kg1)

速效磷 
Available P 
(mg·kg1)

速效钾 
Available K 
(mg·kg1) 

0~10 cm 10~20 cm 0~10 cm 10~20 cm

NTS 8.32±0.01a 18.12±0.45a 1.08±0.01b 91.00±7.00b 63.30±3.25b 368.54±20.15b 9.47±1.69b 15.45±2.44b 1.22±0.29a 1.46±0.47b

SNTS 8.33±0.00a 24.08±1.99b 1.14±0.03b 86.33±2.33b 75.80±1.07b 326.13±11.62b 8.56±1.20b 14.95±2.58b 1.21±0.20a 1.44±0.48b

TT1 8.46±0.02b 14.91±0.61a 0.77±0.02a 58.33±2.33a 49.87±1.48a 220.05±10.12a 7.08±1.35a 8.89±1.61a 1.30±0.35b 1.34±0.41a

同列数字后不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。NTS: 免耕覆盖; SNTS: 深松免耕覆盖; TT1: 传统耕作。Different lowercase letters in the 

same column indicate significant differences at 0.05 level. NTS: no-tillage with stubble; SNTS: no-tillage with stubble after subsoiling; TT1: tradi-
tional tillage. 

2.2  土壤样品测序深度及合理性分析 

为检测样本的数据量是否合理, 从样品中随机

抽取一定测序量的数据, 统计它们所代表物种数目

(即 OTUs数目), 以抽取的测序数据量与对应的物种

数来构建稀释曲线, 不同耕作方式土壤样品原核微

生物稀释曲线见图 1。由图 1可知, 随着测序量的增

加, 原核微生物稀释曲线逐渐趋于平坦, 但尚未达

到饱和, 更多的测序量只会产生少量新的 OTU, 表

明本次试验的测序数据量合理, 能够较真实地反映

这 3 组土壤样品的原核微生物群落, 说明测序结果

包含了大多数原核微生物类群, 基本可以反映不同

耕作下土壤生境中原核微生物群落结构与组成, 但

仍有少量的原核微生物种类未被发现。 

2.3  保护性耕作措施对土壤原核微生物物种丰度

的影响 

不同处理土壤原核微生物种类 OTU 数量关系

韦恩图如图 2 所示, 3 个处理共产生 9 235 个 OTU, 

共同包含的 OTU 个数为 4 466, 占总 OTU 数量的

48.36%。其中, NTS共得到 7 257个 OTU, SNTS共

得到 6 547个 OTU, TT1共得到 6 384个 OTU。NTS

中特有的 OTU为 1 314个, 占总 OTU数量的 14.23%; 

SNTS 中特有的 OTU 为 732 个, 占总 OTU 数量的

7.93%; TT1中特有的 OTU为 702个, 占总 OTU数

量的 7.60%。表明 3 个处理原核微生物的群落结构

差异较大。分别将 3 组两两比较发现, TT1 和 NTS

共有的 OTU为 5 138个, TT1和 SNTS共有的 OTU

最少, 为 5 010个, NTS和 SNTS共有的 OTU最多, 

为 5 271个。 

2.4  保护性耕作措施对土壤原核微生物群落组成

及相对丰度的影响 

门分类水平上, 不同耕作方式下原核微生物群落

组成及相对丰度见图 3。从图 3可知, 3个处理土壤原

核微生物群落在门水平上的组成基本相同, 但平均相

对丰度所占比例略有差异。各处理中原核微生物类群

相对丰度排名前 10 的有变形菌门(Proteobacteria, 占

31.45%)、酸杆菌门(Acidobacteria, 占 16.51%)、放线

菌门(Actinobacteria, 占 14.94%)、厚壁菌门(Firmicutes, 

占 3.69%)、拟杆菌门(Bacteroidetes, 占 8.74%)、芽单

胞菌门(Gemmatimonadetes, 占 6.51%)、浮霉菌门

(Planctomycetes, 占 3.09%)、奇古菌门(Thaumarchaeota, 

占 2.87%)、疣微菌门(Verrucomicrobia, 占 3.08%)、绿

弯菌门(Chloroflexi, 占 2.65%), 它们占总类群的

92.43%~93.84%。其中, 变形菌门、酸杆菌门和放线菌

门为明显优势菌群, 分别占 3 个处理平均相对丰度

10%以上, NTS 处理 3 次重复平均相对丰度分别为

34.24%、13.23%、14.06%, SNTS处理分别为 28.02%、 
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图 1  长期不同耕作方式下土壤原核微生物稀释曲线 
Fig. 1  Soil bacterial rarefaction curves under different long 

term tillage treatments 
NTS: 免耕覆盖; SNTS: 深松免耕覆盖; TT1: 传统耕作。

NTS: no-tillage with stubble; SNTS: no-tillage with stubble after 
subsoiling; TT1: traditional tillage. 

 

图 2  长期不同耕作方式下土壤原核微生物 Venn 图 
Fig. 2  OTUs Venn of soil bacteria in the soil samples under 

different long term tillage treatments 
NTS: 免耕覆盖; SNTS: 深松免耕覆盖; TT1: 传统耕作。

NTS: no-tillage with stubble; SNTS: no-tillage with stubble after 
subsoiling; TT1: traditional tillage. 

18.48%、17.02%, TT1处理分别为 32.07%、17.83%、

13.73%。统计分析结果显示, 3个处理中优势菌门平均

相对丰度均未达到显著性差异水平(P>0.05)。其他 7

个菌门的平均相对丰度较低, 所占比例均小于 10.0%。

统计分析结果显示, 除疣微菌门在 NTS和 SNTS处理

中平均相对丰度达到显著差异水平(P<0.05), 绿弯菌

门在 NTS和 SNTS、NTS和 TT1处理中平均相对丰度

达到显著差异水平(P<0.05)外, 厚壁菌门、拟杆菌门、

芽单胞菌门、浮霉菌门、奇古菌门在 3 个处理中均未

有明显差异。此外, 还有 6.47%的原核微生物类群未被

分类。结果表明, 与传统耕作相比, 免耕显著降低了绿 

弯菌门的相对丰度; 与深松免耕相比, 免耕显著降低

了土壤中疣微菌门和绿弯菌门的相对丰度, 其他原核

微生物门的相对丰度在 3个处理间尚未有明显差异。 

 

图 3  长期不同耕作方式下土壤原核微生物群落在门水

平上的组成及相对丰度 
Fig. 3  Soil bacterial community composition and relative 
abundance at phylum level under different long term tillage 

treatments 
NTS: 免耕覆盖; SNTS: 深松免耕覆盖; TT1: 传统耕作。

NTS: no-tillage with stubble; SNTS: no-tillage with stubble after 
subsoiling; TT1: traditional tillage. 

属水平上, 不同耕作方式下原核微生物群落的组

成及相对丰度如图 4所示。在属水平上, 3个处理中原

核微生物类群的平均相对丰度均小于 5.0%, 其中

RB41 属是 3 个处理共同的优势菌群(占 3.26%), 在

TT1 处理中的相对丰度最高, 未被分类的原核微生物

类群占到 86.02%。在 3种处理的土壤样品中, 未分类

的原核微生物成了第一大类群, 说明随着分类的细化, 

相关数据库中可用信息量越来越少, 同时也说明土壤

中含有一定数量的潜在原核微生物类群。 

 

图 4  长期不同耕作方式下土壤原核微生物群落在属水

平上的组成及相对丰度 
Fig. 4  Soil bacterial community composition and relative 
abundance at genus level under different long term tillage 

treatments 
TT1: 传统耕作; NTS: 免耕覆盖; SNTS: 深松免耕覆盖。TT1: 

traditional tillage; NTS: no-tillage with stubble; SNTS: no-tillage 
with stubble after subsoiling; TT1: traditional tillage. 
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使用 Qiime 软件计算 Unifrac 距离 , 并基于

Weighted Unifrac方法构建 UPGMA样品聚类树, 对 3

个处理的土壤原核微生物群落构成的相似性进行聚类

分析, 并将聚类结果与各样品在门水平上的物种相对

丰度进行整合展示(图 5)。结果表明, 3个处理可分为 2

大类, 其中 NTS和 SNTS处理的土壤原核微生物群落

组成趋于一类, 在聚类关系上趋同性较强, TT1处理单

独为一类。表明免耕土壤原核微生物种群结构与深松

免耕覆盖并没有明显差异, 亲缘关系较近, 说明深松4 

 

图 5  长期不同耕作方式下土壤原核微生物群落相似性聚类树 
Fig. 5  Similarity tree of soil bacterial communities under 

different long term tillage treatments 
NTS: 免耕覆盖; SNTS: 深松免耕覆盖; TT1: 传统耕作。

NTS: no-tillage with stubble; SNTS: no-tillage with stubble after 
subsoiling; TT1: traditional tillage. 

年之后免耕覆盖22年土壤原核微生物种群结构变化

趋于免耕。 

2.5  保护性耕作措施对土壤原核微生物多样性的

影响 

Chao1指数和ACE指数表征物种的丰富度 , 其

值越高表明原核微生物群落的物种丰富度越高 ; 

Shannon指数和Simpson指数表征微生物多样性程度, 

Shannon指数越高表明原核微生物群落的多样性越

高, Simpson指数与之相反; Coverage是指各样本文

库的覆盖率[20-22]。 

表2是不同耕作方式下土壤原核微生物的多样

性指数。从表2可以看出, 3个处理文库覆盖率均在

98%以上, 能够较为全面地反映不同耕作措施下土

壤原核微生物群落的种类和结构。综合丰富度指数

Chao1和ACE以及多样性指数Shannon和Simpson指

数, 3个处理土壤环境原核微生物群落多样性由高到

低排序为: NTS>SNTS>TT1。统计分析结果, 3个处理

的Chao1指数和ACE指数差异不显著。不同耕作处理

对原核微生物群落的多样性影响程度均不同, 与传

统耕作相比, 免耕显著增加了土壤原核微生物群落

的多样性 , 未显著改变原核微生物群落的丰富度 ; 

深松免耕处理对原核微生物群落的多样性和丰富度

均未有显著改变。 

表 2  长期不同耕作方式下土壤原核微生物群落的多样性指数 
Table 2  Diversity and richness of soil bacteria communities under different long term tillage treatments 

处理 
Treatment 

Chao1指数 
Chao1 index 

ACE指数 
ACE index 

Shannon指数 
Shannon index 

Simpson指数 
Simpson index 

覆盖率 
Good’s-coverage 

NTS 5 839.393 0±592.538 8a 6 241.998 0±730.496 8a 10.286 7±0.023 4b 0.996 4±0.000 6b 0.980 8±0.004 0a 

SNTS 5 033.266 0±171.921 9a 5 325.330 3±203.092 8a 9.961 1±0.099 6a 0.996 5±0.000 4a 0.985 0±0.001 0a 

TT1 4 897.630 7±31.920 0a 5 159.809 3±35.957 2a 9.925 1±0.047 9a 0.997 9±0.000 0a 0.985 7±0.000 3a 

同列数字后不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。NTS: 免耕覆盖; SNTS: 深松免耕覆盖; TT1: 传统耕作。Different lowercase letters in the 

same column indicate significant differences at 0.05 level. NTS: no-tillage with stubble; SNTS: no-tillage with stubble after subsoiling; TT1: tradi-
tional tillage. 

2.6  不同耕作措施下土壤原核微生物群落组间差

异性 

通过LEfSe分析 , 可以找出组间具有显著差异

的Biomarker, 以及显著影响组间差异性的物种或群

落[23]。不同耕作方式下土壤原核微生物群落组间差异

LEfSe分析柱状图和进化分支图如图6所示, 不同处理

对应不同的Biomarker, NTS处理的显著性差异物种

(Biomarker)最多, SNTS次之, TT1最少。在门水平上, 

TT1样品中有1个主要门(疣微菌门)的细菌存在显著差

异, SNTS样品中有1个主要门(奇古菌门)的古菌存在显

著差异, TT1样品在门水平上无显著差异。在属水平上, 

SNTS中放线菌门的Pseudarthrobacter、变形菌门的

Steroidobscte共2属的细菌存在显著差异, NTS中变形

菌门的Sphingomonas、衣原体门的Estrella、拟杆菌门

的Pontibacter共3属的细菌存在显著差异。 

2.7  土壤原核微生物群落组成与土壤环境因子的

相关分析 

土壤理化性质的变化会直接或间接的影响土壤

微生物群落结构的组成[24-25]。为分析不同耕作方式

土壤生境中原核微生物群落与土壤环境因子特性间

的关系, 以原核微生物群落在门水平上的相对丰度

数据为物种数据 ,  土壤理化数据为土壤环境变量 , 

采用Canoco软件进行了CCA, 其结果排序如图7所

示 ,  第1排序轴对土壤原核微生物群落变化解释 
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图 6  长期不同耕作方式下土壤原核微生物群落处理间差异 LEfSe 分析图(A)和进化分支图(B) 
Fig. 6  Histogram (A) and cladogram (B) based on LEfSe analysis of soil bacterial communities under different long term tillage treatments 

NTS: 免耕覆盖; SNTS: 深松免耕覆盖; TT1: 传统耕作。NTS: no-tillage with stubble; SNTS: no-tillage with stubble after subsoiling; 

TT1: traditional tillage. 

 

图 7  门水平下长期不同耕作处理的土壤原核微生物群

落与土壤理化因子的典型对应分析 
Fig. 7  Canonical correspondence analysis (CCA) ordination 
biplot between bacterial community structure and soil environ-
mental factors at phylum level under different long term tillage 

treatments 
TN、AN、AP、AK、OM 分别代表土壤全氮、碱解氮、速

效磷、速效钾、有机质含量。NTS: 免耕覆盖; SNTS: 深松免耕

覆盖; TT1: 传统耕作。TN, AN, AP, AK and OM represented total 

N, available N, available P, available K and organic matter, respec-
tively. NTS: no-tillage with stubble; SNTS: no-tillage with stubble 
after subsoiling; TT1: traditional tillage. 

最多, 达 62.35%; 第 2 排序轴仅解释了原核微生物

群落变化的 23.75%, 前两轴共解释了原核微生物群

落总变异的 86.10%, 在对原核微生物群落变异的解

释中起主导作用。其中 , pH(r=0.968 5)、速效氮

(r=0.836 8) 、 速 效 磷 (r=0.898 4) 、 速 效 钾

(r=0.994 1)与第 1 排序轴相关性较高 , 全氮

(r=0.719 6)、有机质(r=0.917 7)与第 2排序轴相关

性较高。结果表明, 土壤 pH、有机质、速效氮、速

效磷、速效钾含量对土壤原核微生物群落遗传多样

性的变化起着重要作用。3 个处理样本中, TT1.1、

TT1.2、NTS.3 相距较近, 说明这 3 个样本的群落结

构相近, NTS.1、NTS.2、SNTS.2、TT1.3相距较近, 说

明这 4 个样本的群落结构相近; NTS.1 及 NTS.2 与

NTS.3相距较远, TT1.1及 TT1.2与 TT1.3相距较远, 

SNTS.1、SNTS.2、SNTS.3相距较远, 说明取样过程

中空间分布的不均匀及复杂性也会影响原核微生物

的群落结构。同时, TT1的 3个样本与 NTS.3、SNTS.1

相距较远, 说明这 3组样本之间群落结构存在差异。

结果表明, 与传统耕作相比, 保护性耕作在一定程

度上能够改变土壤原核微生物群落结构, 但仍存在

结构的相似性。 

3  讨论 

不同耕作方式对土壤养分的影响有所不同[26]。

Dolan等[27]和 Filho等[28]研究发现, 长期免耕提高了

土壤表层有机质的含量。本研究结果表明, 长达 26

年的免耕和深松免耕处理, 改变了 0~20 cm 土层的

理化性质, 其中土壤的有机质、全氮、碱解氮、速

效磷、速效钾含量相对于传统耕作均有不同程度的

提高, 这一结论与杨培培等[29]、李友军等[30]研究结

果一致, 说明保护性耕作能够提高土壤肥力, 促进

作物生长。戴亮[31]在不同耕作方式对土壤微生物及

土壤固碳能力影响的研究中指出, 深松免耕同时兼

具翻耕和免耕的优点, 可以降低土壤有机质的矿化

速率, 加深土壤腐殖质化程度, 减缓土壤有机碳的

损失。许菁等[32]通过 5 年的定位试验, 开展了长期

保护性耕作对小麦-玉米(Zea mays)两熟农田土壤碳
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储量及固碳潜力的影响研究, 结果表明, 秸秆翻入

土壤后在很大程度腐解, 与无秸秆还田土壤有机碳

储量之间的差距逐渐拉大 , 土壤碳储量达到峰值 , 

说明不同耕作方式使秸秆在土壤中的腐解环境不同, 

引起秸秆腐解速率的不同, 土壤中秸秆腐解程度随

时间的推进而提高。本试验结果发现, 长期保护性

耕作与传统耕作相比, 免耕处理和深松免耕处理的

土壤有机质含量也均有不同程度的提高, 且深松免

耕优于免耕 , 前者显著提高了土壤有机质的含量 , 

较传统耕作提高了 61.50%, 可能因为深松免耕促进

了腐生菌增殖, 更有利于土壤有机质的提高。 

保护性耕作可以增加土壤的贮水能力, 提高土壤

水分含量, 这是因为保护性耕作在土壤表面覆盖有作

物残茬, 与传统耕作相比其地表裸露面积减少, 从而

土壤水分蒸发减少, 提高了土壤蓄水保墒能力[33]。本

研究表明, 保护性耕作显著提高了黄土高原旱作小

麦田土壤含水量, 有较明显的优势。土壤容重是衡

量土壤肥力的重要指标之一[34]。相关研究表明, 传

统翻耕的土壤容重大于保护性耕作[35], 本研究发现

0~10 cm 土层传统耕作处理土壤容重高于免耕和深

松免耕, 这与上述观点相一致, 可能是由于保护性

耕作措施增加了土壤的透气性和有机质含量, 在一

定年限后有利于降低土壤容重[36]。而本研究 3 个处

理 10~20 cm和 0~10 cm土层土壤容重变化规律不一

致, 10~20 cm土层土壤容重变化表现为免耕处理高

于传统耕作和深松免耕, 与上述观点不一致。赵洪

利等[37]研究发现, 免耕与深松、翻耕处理相比, 土壤

容重增大, 和本研究 10~20 cm 土壤容重结论一致, 

可能是因为本试验进行的长期免耕处理无土壤耕作, 

在长达 26 年的降水和自身重力影响下, 使得 10~20 

cm土层的土壤容重大于深松免耕和传统耕作处理。

CCA 结果表明, 土壤原核微生物群落结构多样性是

多个土壤环境因子共同作用的结果, 其中 pH、有机

质、速效氮、速效磷、速效钾含量对于研究区土壤

原核微生物群落遗传多样性的变化起着重要作用 , 

说明土壤碳、氮等营养元素对原核微生物的多样性

有显著影响[24]。 

土壤微生物类群中, 以细菌居多, 通常能占到

70%~90%, 其种类繁多、功能多样, 具有最为丰富的

遗传多样性[25,38]。不同耕作方式对土壤原核微生物

群落结构、种类、数量存在一定的影响, 采用高通

量测序技术对土壤原核微生物 16S rRNA基因的 V4

高变区进行扩增测序分析, 结果表明, 3 种处理在

97%的相似度水平上, 共产生 9 878种属分类水平的

原核微生物(OTUs), 此外测序还发现了许多未被分

类的原核微生物, 需通过深度测序或利用其他先进

手段对微生物进行更细致地分类研究。在门分类水

平上, 土壤主要优势菌群为变形菌门、酸杆菌门和

放线菌门, 其中变形菌门的丰度最高。这与 Roesch

等[39]对土壤微生物的研究相一致, 可能是因为变形

菌门是细菌中最大的一个门, 且该试验基地土壤呈

弱碱性, 而变形菌门则是碱性土壤中的主要优势菌

群[40]。有研究报道曾指出, 变形菌门中的许多类群

可起到固氮作用, 并能适应各种复杂环境, 环境条

件的变化对其分布和相对丰度影响不大[41], 本试验

中变形菌门在 3 个处理间差异并不显著, 这一结论

与上述观点相符合。 

Doran[42]曾认为 , 免耕由于对土壤的机械扰动

较小, 土体基本处于一种相对厌氧的状态, 土壤微

生物的数量及活性维持在相对稳定水平, 进而可能

导致了土体芽孢细菌数量上升。Liu等[43]曾认为, 土

壤扰动会降低土壤微生物的多样性和活性。Bending

等[44]曾认为, 秸秆或根茬还田能提高土壤微生物的

多样性。本研究结果表明不同耕作措施对土壤原核

微生物的多样性影响均不同, 总体表现出保护性耕

作高于传统耕作, 且免耕覆盖显著提高了土壤原核

微生物群落的丰富度和多样性, 这一结论与上述观

点相符合。可能是因为秸秆还田腐解过程中的部分

产物, 如糖类、氨基酸、蛋白质、维生素及有机酸、

酚类等, 为微生物的生长繁殖提供了丰富营养; 另

一方面, 保护性耕作能改善土壤结构, 增加土壤透

气性, 土壤微生物种类随之增加, 从而引起土壤原

核微生物多样性的增加[45-46]。表明长期保护性耕作

对提高土壤原核微生物群落丰富度和多样性更有利, 

免耕可能会更有效地为当季作物提供养分[7]。 

4  结论 

黄土高原旱作区长期免耕覆盖、连续深松覆盖

免耕覆盖以及传统耕作下, 0~20 cm土层土壤中主要

优势菌群为变形菌门、酸杆菌门和放线菌门, 均未

出现独有种群。与传统耕作相比, 保护性耕作的原

核微生物差异物种(Biomarker)明显多于传统耕作。

不同耕作措施虽在一定程度上不会改变土壤原核微

生物的组成和种类, 但会影响其相对分布。 

黄土高原旱作区长期保护性耕作措施, 提高了

土壤有机质含量、全氮、碱解氮、速效磷、速效钾

含量, 降低了土壤 pH, 改善了土壤性状。其中, pH、

有机质、速效氮、速效磷、速效钾含量是影响土壤
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原核微生物群落遗传多样性重要理化因子。 

本研究试验结果表明, 黄土高原旱作区连续多

年的免耕处理是相对较优的耕作处理措施, 适宜该

地区积极推广。 

本研究中, 3个处理土壤样品的 16S rDNA高通

量测序获取了大量的序列, 在一定程度上为后续研

究提供了一定的理论支撑, 但由于稀释曲线仍未完

全饱和, 因此, 还有待进行更深一步的研究。另外, 

有关保护性耕作对土壤微生物的影响还需结合多学

科、多方法进行综合评价, 以便获得更有效和全面

的研究结论。在后续研究中, 我们将增设不同年份

的取样试材, 以便能够更完整地反映出不同耕作方

式对土壤环境的动态影响。 
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