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３ 种碳添加对退化农田土壤固碳细菌群落结构多样性
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摘要：为研究秸秆、生物炭和纳米碳添加对退化农田土壤固碳细菌群落结构多样性的影响，利用高通量测序技术，对 ３ 种碳源添加后黑龙江省

嫩江县退化农田土壤的固碳细菌群落结构及多样性进行研究．结果表明：①在 ９７％相似度水平下，秸秆、生物炭添加后土壤固碳细菌的 Ｃｈａｏ１
指数、Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数高于纳米碳添加后的土壤．②群落组成方面，在门水平上，变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为优势菌门，在生物

炭添加后的相对丰度最高，为 ９４． ３５％；在纲水平上，γ⁃变形菌纲（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为优势菌纲，在纳米碳添加后的相对丰度最高，为
６７．４５％；在目水平上，着色菌目（ Ｃｈｒｏｍａｔｉａｌｅｓ） 为优势菌目，在纳米碳添加后的相对丰度最高，为 ５０． ８３％；在科水平上，节外硫红螺菌科

（Ｅｃｔｏｔｈｉｏｒｈｏｄｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）为优势菌科，在纳米碳添加后的相对丰度最高，为 ３４． ３４％；在属水平上，硫碱弧菌 （ Ｔｈｉｏａｌｋａｌｉｖｉｂｒｉｏ）、 Ｓｕｌｆｕｒｉｆｕｓｔｉｓ、
Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ 为优势菌属，分别在生物炭、纳米碳和秸秆添加后的相对丰度最高，相对丰度分别为 １７．０２％、１６．４０％、１３．０３％．③层次聚类和主成分

分析结果显示，生物炭和纳米碳添加后土壤固碳细菌群落结构差异显著，进一步进行组间差异显著性分析表明，显著差异标记主要富集在生物

炭添加的土壤中，主要为硫碱弧菌和硫腺菌（Ｔｈｉｏｃｙｓｔｉｓ）最为显著．④冗余分析结果表明，土壤固碳细菌群落结构受土壤 ｐＨ、有机碳、全氮、全
磷、碱解氮及有效磷的综合影响，其中，土壤 ｐＨ 和全氮含量是影响土壤固碳细菌群落结构的主要理化性质．上述结果表明，秸秆添加对土壤固

碳细菌群落结构及多样性影响较小，生物炭添加可显著提高土壤固碳细菌群落多样性，纳米碳添加对土壤固碳细菌的影响具有一定特异性；土
壤固碳细菌群落结构受土壤 ｐＨ 和全氮含量显著影响．
关键词：退化农田；碳添加；固碳细菌；ｃｂｂＬ 基因；高通量测序
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１ 期 苏鑫等：３ 种碳添加对退化农田土壤固碳细菌群落结构多样性的影响

Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＣＯ２ ⁃ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｓｏｉｌ ｗａｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ ｐＨ， ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ， ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ｔｏｔａｌ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ， ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ＼ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ． Ｓｏｉｌ ｐＨ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ＣＯ２ ⁃ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｗ ｈａｄ ｌｉｔｔｌｅ ｅｆｆｅｃｔ， ｂｕｔ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｃｈａｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｅｄ ｔｈｅ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｓｏｉｌ ＣＯ２ ⁃ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ． ｎａｎｏ⁃ｃａｒｂｏｎ ｈａｓ ｓｐｅｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｓｏｉｌ ＣＯ２ ⁃ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｄｅｇｒａｄｅｄ ｆａｒｍｌａｎｄ； ｃａｒｂｏｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ； ＣＯ２ ⁃ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ； ｃｂｂＬ ｇｅｎｅ； ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

农田生态系统是陆地生态系统的重要组成部

分，也是固碳潜力最大的碳库之一，其中固碳细菌

分布广泛，环境适应能力强，能够较好地反映土壤

肥力变化特征（袁红朝等，２０１１）．近年来，由于人类

过度开垦和不合理使用，致使生态系统严重受损，
农田土壤退化现象极为严重，土壤中的固碳细菌群

落结构极有可能产生了较大变化，进而影响其固碳

功能，并最终对陆地生态系统土壤碳库产生一定影

响（Ｓｍｉｔｈ，２００４；韩冰等，２００５）．碳源材料具有高度

的生物化学稳定性和较强的吸附性能，能够改善土

壤质量、持留土壤养分，同时也对土壤微生物群落

结构产生一定的影响（Ａｗａｄ ｅｔ ａｌ．，２０１２）．研究不同

碳源对土壤固碳细菌群落结构、多样性的影响，分
析引起固碳细菌群落变化的主控土壤理化因子，对
明晰农田土壤生态系统固碳机制具有一定的意义．

碳源添加会对农田土壤理化性质及微生物活

性产生一定的影响．研究发现，秸秆添加可以改善土

壤结构，使土壤土质疏松多孔，提高土壤中的微生

物及 酶 活 性 （ Ａｌｉｓｏｎ ｅｔ ａｌ．， ２０００； Ｓａｐｋｏｔａ ｅｔ ａｌ．，
２０１２）；生物炭添加可以减少土壤养分流失，提高细

菌群落结构丰富度及多样性（侯建伟等，２０１８），并
使土壤生物活性得到明显改善（Ｋａｒｈｕ ｅｔ ａｌ．，２０１１）；
纳米碳是一种新型的碳材料，施用纳米碳可以维持

土壤有机质的稳定性，其小尺寸效应强化了肥料吸

附性能，可防止肥料在土壤中流失，避免对土壤造

成污染，在改善土壤肥力、提高作物产量等方面具

有一定的作用（高荣广等，２０１８；史妍君等，２０１８）．高
通量测序（Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ）技术具有测序深度深、获
得数据量大等优点，能更加真实地揭示微生物群落

的复杂性和多样性（ Ｓｈｏｋｒａｌｌａ ｅｔ ａｌ．，２０１２）．将 ｃｂｂＬ
作为标记基因，已被国内外学者广泛应用于生物固

碳分子生态学研究中，并已取得了一定的进展

（Ｙｕａｎ ｅｔ ａｌ．，２０１２；Ｓｅｌｅｓｉ ｅｔ ａｌ．，２０１５）．现有的研究

主要集中于农田土壤中秸秆、生物炭添加后土壤细

菌群落的变化，对纳米碳添加后土壤细菌群落的变

化研究较少，尤其是对东北退化农田区添加 ３ 种碳

源（秸秆、生物炭、纳米碳）后土壤固碳细菌群落结

构及多样性的变化研究鲜见报道．因此，本文以秸

秆、生物炭和纳米碳为添加材料，以 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

为标靶，借助荧光定量 ＰＣＲ 技术和 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ
高通量测序平台，分析 ３ 种碳源添加对退化农田土

壤固碳细菌群落结构多样性的影响及与土壤理化

性质间的关系，以期为退化农田土壤改良和碳源的

合理利用提供理论参考．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 试验材料

秸秆为当季作物秸秆（玉米秸秆），碳含量为

４０％；生物炭为溧阳活性炭公司生产的由作物（玉
米）秸秆制成的混合碳粉，碳含量为 ７９．６８％；纳米碳

为溧阳活性炭公司生产的由柱状活性炭、椰鞘活性

炭、纳米矿晶混合生产而成的颗粒碳，碳含量为

１４．０６％．试验所用肥料为红四方复合肥料，Ｎ＋Ｐ ２Ｏ５＋
Ｋ２Ｏ≥４５％．
２．２　 试验设计与样品采集

试验土壤选自黑龙江省嫩江县中储粮北方农

业开发有限公司科技园区内的退化农田，地理位置

为北纬 ４９°３３′、东经 １２５°２７′，属温带大陆性季风气

候．区域年平均气温为－１ ℃，年均无霜期为 １１０ ｄ，
年平均降水量为 ４５０ ｍｍ，土壤类型为黑土，ｐＨ 为

５．９７，有机碳含量为 ６．６１ ｇ·ｋｇ－１，主要种植玉米、大
豆和小麦．

于 ２０１６ 年 ８ 月在试验区域选择面积约为 ９９ ｍ２

（９ ｍ×１１ ｍ）的田块单元作为本试验的研究样地，先
将样地平均分成 ４ 部分，每部分面积约为 ４ ｍ×５ ｍ，
中间间隔宽 １ ｍ、深 ５０ ｃｍ 的长沟，不种植作物，作
为隔离带．于 ２０１６ 年 １０ 月秋整地后以“等碳量”原
则添加 ３ 种碳源，共计 ４ 个处理，每个处理 ３ 次重

复，其中，秸秆（Ｓ）７５００ ｋｇ·ｈｍ－２、生物炭（Ｂ）３７６４．７１
ｋｇ·ｈｍ－２、纳米碳（Ｎ）２１３３３．３３ ｋｇ·ｈｍ－２，并且施入深

度为 ２０ ｃｍ，未施碳源处理的样地作为对照样地

（ＣＫ），各处理均施用 ２５０ ｇ 复合肥．２０１６ 年、２０１７ 年

种植作物均为玉米．
添加 ３ 种碳处 理 ２ 年 后 于 ２０１８ 年 １０ 月

５３２

环
境
科
学
学
报



环　 　 境　 　 科　 　 学　 　 学　 　 报 ４０ 卷

（２０１６—２０１８ 年无其他对土壤有影响的活动），取作

物收获后耕层（０ ～ ２０ ｃｍ）土壤，每个小区随机取 ５
个样点混合成 １ 个样品，现场挑选出杂质（石子、作
物根系残体等），然后用聚乙烯塑料袋分装，并在袋

上做好标记，放进干冰保温箱中，运回实验室后保

存于－８０ ℃的冰箱，用于土壤微生物分析．用于土壤

理化性质测定的土样，通过风干过 ２ ｍｍ 筛后，于干

燥环境中常温保存．
２．３　 土壤理化性质测定

土壤 ｐＨ 采用电位法测定（水土比为 ２．５∶１）；有
机碳（Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ，ＳＯＣ）采用浓硫酸⁃重铬酸

钾消煮⁃硫酸亚铁滴定法测定；全氮（Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ，
ＴＮ） 采用半微量凯氏定氮法测定； 全磷 （ Ｔｏｔａｌ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ，ＴＰ）采用 ＮａＯＨ 熔融⁃钼锑抗比色法测

定；碱解氮（Ａｃｔｉｖｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＡＴ）采用碱解扩散法测

定，有效磷（Ａｃｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ，ＡＰ）采用钼锑抗比色

法测定．上述测定具体方法参见《土壤农化分析》
（鲍士旦，２０００）．
２．４　 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增及 ＭｉＳｅｑ 测序

ＤＮＡ 提取及高通量测序时取 ０．５ ｇ 土壤样品，
用土壤 ＤＮＡ 提取试剂盒 Ｐｏｗｅｒ Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ（ＭｏＢｉｏ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）提取总 ＤＮＡ，
在 ０．８％琼脂糖凝胶上检测基因组 ＤＮＡ 的纯度和质

量，取适量的样品于离心管中测浓度后置于－８０ ℃
冰箱保存．

对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ４ ～ Ｖ５ 高变区片段进行

ＰＣＲ 扩增，引物序列为 ｃｂｂＬ⁃Ｆ：５′⁃ＧＡＣＴＴＣＡＣＣＡＡ
ＡＧＡＣＧＡＣＧＡ⁃３′ 和 ｃｂｂＬ⁃Ｒ： ５′⁃ＴＣＧＡＡＣＴＴＧＡＴＴＴＣ
ＴＴＴＣＣＡＣ⁃３′； ｃｂｂＬ⁃Ｆ： ５′⁃ＣＡＴ ＣＡＴＧＴＴＣＧＡＣＣＡ
ＧＧＡＣＴ⁃３′ 和 ｃｂｂＬ⁃Ｒ： ５′⁃ＴＣＧＡＡＣＴＴＧＡＴＴＴＣＴＴ
ＴＣＣＡ⁃３′（季凤云等，２０１６）．ＰＣＲ 扩增条件为：９４ ℃
预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ６０ ｓ，５２ ℃退火 ６０ ｓ，７２ ℃
延伸 ６０ ｓ，共 ３０ 个循环；７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ，４ ℃保存．
每个样本 ３ 次重复，将同一样本的 ＰＣＲ 产物混合后

用 ２％琼脂糖凝胶电泳检测，使用 Ａｘｙ Ｐｒｅｐ ＤＮＡ 凝

胶回收试剂盒（ＡＸＹＧＥＮ 公司） 切胶回收 ＰＣＲ 产

物，Ｔｒｉｓ ＨＣｌ 洗脱；２％琼脂糖电泳检测．根据电泳初

步定量结果，对 ＰＣＲ 产物进行定量检测，按照每个

样本的测序量要求，进行相应比例的混合． ＤＮＡ 样

品送至北京 Ａｌｌｗｅｇｅｎｅ 公司 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ ＰＥ３００ 平

台上机测序．
２．５　 数据处理与分析

通过 ＭｉＳｅｑ ＰＥ３００ 测序平台获得双端序列数

据，为了保证后续生物信息分析的准确性， 在

Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ 和 ＦＬＡＳＨ 软件平台上对测序数据进行

过滤和拼接：过滤 Ｒｅａｄ 尾部质量值 ２０ 以下的碱基；
根据 ＰＥ ｒｅａｄｓ 之间的 ｏｖｅｒｌａｐ 关系，将成对 ｒｅａｄｓ 拼

接（ｍｅｒｇｅ）成 １ 条序列，最小 ｏｖｅｒｌａｐ 长度为 １０ ｂｐ；
拼接序列的 ｏｖｅｒｌａｐ 区允许的最大错配比率为 ０．１，
不符合序列直接成对过滤掉；根据序列首尾两端的

ｂａｒｃｏｄｅ 和引物区分样品，并调整序列方向，ｂａｒｃｏｄｅ
允许的错配数为 ０．

基于 ９７％相似度水平，在 Ｕｓｅａｒｃｈ（ ｖｓｅｓｉｏｎ７．０）
平台上进行 ＯＴＵ 聚类分析，并在门、纲、目、科、属水

平上统计并分析各个样品的细菌群落组成（Ｅｄｇａｒ，
２０１３）；根据 ＯＴＵ 分析结果利用 Ｒ 语言工具，作图并

分析样品稀释性曲线 （ Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ Ｃｕｒｖｅ ）， 绘制

ｇｏｏｄｓ ｃｏｖｅｒａｇｅ、 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ、 Ｃｈａｏ１ 指 数 及

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数的曲线（Ｙｕ ｅｔ ａｌ．，２０１２）；利用韦恩图

比较样本间 ＯＴＵ 相似性；利用 ＬｅｆＳｅ 分析方法设定

显著差异的 ＬＤＡ 值为 ４．０，寻找组间丰度差异显著

物种．
利用 Ｅｘｃｅｌ 软件对数据进行整理、汇总；利用

ＳＡＳ９．２ 软件进行差异显著性分析（ｐ＜０．０５ 为差异显

著）及主成分分析 （ ＰＣＡ）；利用 Ｑｉｉｍｅ 软件计算

Ｕｎｉｆｒａｃ 距 离， 并 基 于 ＷｅｉｇｈｔｅｄＵｎｉｆｒａｃ 方 法 构 建

ＵＰＧＭＡ 样 品 聚 类 树 （ Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１３ ）； 利 用

ＣＡＮＯＣＯ ４．５ 软件进行冗余分析．

３　 结果与分析（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ）

３．１　 不同碳添加后的土壤理化性质变化

３ 种碳源添加对土壤理化性质的影响如表 １ 所

示，秸秆添加后土壤有机碳、全磷、有效磷含量无显

著变化 （ ｐ ＞ ０． ０５），土壤 ｐＨ 显著升高，升高率为

１．７１％，土壤全氮、碱解氮含量显著降低（ ｐ＜０．０５），
降低率分别为 １０．７１％、１０．０５％；生物炭添加后土壤

有机碳、碱解氮、有效磷含量无显著变化（ｐ＞０．０５），
ｐＨ、全磷含量显著升高（ ｐ ＜ ０． ０５），升高率分别为

２．８０％、６．３２％，全氮含量显著降低（ｐ＜０．０５），降低率

为 ５．９５％；纳米碳添加后土壤 ｐＨ、全磷含量无显著

变化（ｐ＞０．０５），有效磷含量显著升高（ ｐ＜０．０５），升
高率为 １５．５３％，有机碳、全氮、碱解氮含量显著降低

（ｐ＜０．０５），降低率分别为 １０．７６％、２１．４３％、１４．０６％．
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１ 期 苏鑫等：３ 种碳添加对退化农田土壤固碳细菌群落结构多样性的影响

表 １　 不同碳添加后的土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ⁃ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理 ｐＨ 变化率
有机碳 ／
（ｇ·ｋｇ－１）

变化率
全氮 ／

（ｇ·ｋｇ－１）
变化率

全磷 ／
（ｇ·ｋｇ－１）

变化率
碱解氮 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
变化率

有效磷 ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

变化率

对照 ６．４３±０．０４ｃ — ７．２５±０．５６ａ — ０．８４±０．００ａ — ０．９５±０．０２ｂ — ７２．６３±０．８８ａ — ５９．２３±０．８７ｂ —

秸秆 ６．５４±０．０１ｂ １．７１％ ７．８８±０．３０ａ ８．６９％ ０．７５±０．００ｃ －１０．７１％ ０．９５±０．０３ｂ ０．００ ６５．３３±１．０１ｂ －１０．０５％ ６１．１３±１．７８ｂ ３．２１％

生物炭 ６．６１±０．０３ａ ２．８０％ ８．０９±０．２１ａ １１．５７％ ０．７９±０．００ｂ －５．９５％ １．０１±０．００ａ ６．３２％ ７２．９２±１．０１ａ ０．４０％ ５５．９２±１．３４ｂ －３．０１％

纳米碳 ６．４５±０．０３ｃ ０．３１％ ６．４７±０．２４ｂ －１０．７６％ ０．６５±０．０２ｄ －２１．４３％ ０．９４±０．００ｂ －１．０５％ ６２．４２±２．０２ｃ －１４．０６％ ６８．４３±０．５５ａ １５．５３％

　 　 注：同列数字后不同小写字母表示不同处理间差异显著（ｐ＜０．０５）．

３．２　 不同碳添加土壤固碳细菌群落多样性

在 ９７％相似度水平下，稀释曲线均趋于平缓

（图 １），表明所测序列已经基本覆盖到土壤样品中

的所有物种，测序数据量合理．从图 １ａ 可以看出，土
壤固碳细菌群落分析获得的有效序列覆盖率达

９８％以上，可以满足解释土壤细菌群落多样性的需

要．土壤固碳细菌群落结构丰富度和多样性主要是

由 ＯＴＵｓ 统计的 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ、表征菌群丰度的

Ｃｈａｏ１ 指数及反映菌群多样性的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数来表

示．从图中可以看出，秸秆、生物炭添加后土壤中固

碳细菌的 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 指数（图 １ｂ）、Ｃｈａｏ１（图
１ｃ）指数及 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（图 １ｄ）均高于纳米碳添加

的土壤样品，说明秸秆、生物炭的添加有利于提高

土壤固碳细菌群落多样性．

图 １　 不同碳源添加后的土壤固碳细菌群落多样性

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ＣＯ２ ⁃ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｎｇ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３．３　 不同碳添加土壤固碳细菌物种丰度

不同碳源添加后土壤 ＯＴＵ 数量关系韦恩图如图

２ 所示，３ 种碳源添加和无碳添加的土壤样品共产生

８５７ 个 ＯＴＵｓ，共同包含 ６３２ 个 ＯＴＵｓ，占总体 ＯＴＵ 个

数的 ７３．７５％．其中，ＣＫ 共得到 ７５９ 个 ＯＴＵｓ，秸秆添加

土壤共得到 ７４０ 个 ＯＴＵｓ，生物炭添加土壤共得到 ７７７
个 ＯＴＵｓ，纳米碳添加土壤共得到 ７３４ 个 ＯＴＵｓ．说明秸

秆和纳米碳添加后土壤固碳细菌物种丰度减少，而生

７３２
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物炭添加后土壤固碳细菌物种丰度增加．

图 ２　 不同碳源添加的土壤固碳细菌 Ｖｅｎｎ 图（ＣＫ：对照样地，
Ｓ：秸秆，Ｂ：生物炭，Ｎ：纳米碳）

Ｆｉｇ．２　 ＯＴＵｓ ｖｅｎｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ＣＯ２ ⁃ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃａｒｂｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３．４ 　 不同碳添加土壤固碳细菌群落组成及相对

丰度

研究所得的序列被归为个 ３ 门、４ 个纲、７ 个目、
１１ 个科和 １５ 个属，如图 ３ 所示，这些微生物大多只

能归 类 到 分 类 水 平 比 较 高 级 的 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）的细菌

类 群 中． 以 门 作 为 分 类 学 水 平， 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为优势菌门，在生物炭添加后的相

对丰度最高，为 ９４．３５％；在纲水平上，γ⁃变形菌纲

（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为优势菌纲，在纳米碳添加

后的相对丰度最高，为 ６７．４５％；在目水平上，着色菌

目（Ｃｈｒｏｍａｔｉａｌｅｓ）为优势菌目，在纳米碳添加后的相

对丰度最高，为 ５０．８３％；在科水平上，节外硫红螺菌

科（Ｅｃｔｏｔｈｉｏｒｈｏｄｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）为优势菌科，在纳米碳添

加后的相对丰度最高，为 ３４．３４％；在属水平上，硫碱

弧菌（Ｔｈｉｏａｌｋａｌｉｖｉｂｒｉｏ）、Ｓｕｌｆｕｒｉｆｕｓｔｉｓ、Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ 为优

图 ３　 不同碳源添加下土壤固碳细菌群落在门（ａ）、纲（ｂ）、目（ｃ）、科（ｄ）、属（ｅ）水平上的组成及相对丰度

Ｆｉｇ．３　 Ｓｏｉｌ ＣＯ２ ⁃ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ（ａ）， ｃｌａｓｓ（ｂ）， ｏｒｄｅｒ（ｃ）， ｆａｍｉｌｙ（ｄ） ａｎｄ ｇｅｎｕｓ（ｅ）
ｌｅｖｅｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
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势菌属，分别在生物炭、纳米碳和秸秆添加后的相

对丰度最高，相对丰度分别为 １７． ０２％、１６． ４０％、
１３．０３％．说明在门水平上，生物炭添加是影响固碳细

菌群落结构的重要因素，而在纲、目、科水平上，纳
米碳添加是影响固碳细菌群落结构的重要因素，在
属水平上，秸秆、生物炭和纳米碳添加是影响固碳

细菌群落结构的重要因素．
３．５　 不同碳添加土壤固碳细菌群落组间差异

基于 ＯＴＵ 的层次聚类分析结果显示，不同碳源

添加后土壤固碳细菌群落结构差异明显，树枝长度

代表样本间的距离，越是相似的样本越能聚到一

起，Ｎ１ 与 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３，ＣＫ３ 与 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３ 距离较近

（图 ４ａ）．主成分分析进一步证实了不同碳源添加后

固碳细菌群落结构差异明显，第一、二主成分轴对

细菌群落结构变异的解释量分别为 ３３． ７９％ 和

１８．２１％．其中，ＣＫ３ 与 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３ 聚集在一起，而 Ｎ１、
Ｎ２、Ｎ３ 与 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３ 相距较远（图 ４ｂ）．说明纳米碳

和生物炭添加的土壤样本中固碳细菌群落差异

显著．
进一步通过 ＬＥｆＳｅ 分析，可以找出组间具有显

著差异的物种（Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ），以及显著影响组间差异

性的物种或群落．不同碳源添加后土壤固碳细菌群

落组间差异 ＬＥｆＳｅ 分析柱状图如图 ５ 所示，不同碳

源添加对应不同的物种，从图中可以看出生物炭添

加后 显 著 性 差 异 物 种 最 多， 主 要 为 硫 碱 弧 菌

（Ｔｈｉｏａｌｋａｌｉｖｉｂｒｉｏ）和硫腺菌（Ｔｈｉｏｃｙｓｔｉｓ）间的差异最

为显著，对照处理次之，秸秆和纳米碳添加后群落

组间无显著差异物种．

图 ４　 不同碳处理固碳细菌群落结构的层次聚类树（ａ）和主成分分析（ｂ）
Ｆｉｇ．４　 Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｔｒｅｅ（ａ） ａｎｄ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ（ｂ） ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ＣＯ２ ⁃ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃａｒｂｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ５　 不同碳源添加下土壤固碳细菌物种差异分析（Ｌｅｆｓｅ 分析）
Ｆｉｇ．５　 Ｌｅｆｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ＣＯ２ ⁃ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３．６　 不同碳添加土壤固碳细菌群落结构与土壤理

化性质的关系

对不同碳源添加后土壤固碳细菌群落结构与

土壤理化性质进行冗余分析（图 ６），第一排序轴对

土壤固碳细菌群落变化解释最多，达 ４０．６９％；第二

排序轴仅解释了固碳细菌群落变化的 １０．０９％，前两

轴共解释了固碳细菌群落总变异的 ５０．７８％，在对固

碳细菌群落变异的解释中起主导作用．结果显示，第
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一排序轴与 ｐＨ（相关系数为 ０．７６７）、ＴＮ（０．７８７）、
ＡＮ（０．６５０）、ＳＯＣ（０．１９９）呈正相关，与 ＡＰ（－０．４７２）
呈负相关（ｐ＜０．０５）；第二排序轴与 ｐＨ（０．３５４）、ＡＰ
（０．７５１）呈正相关，与 ＳＯＣ（－０．３９１）、ＴＮ（－０．４５６）、
ＡＮ（－０．５２３）、ＴＰ（－０．７６４）呈负相关（ｐ＜０．０５）．说明

土壤固碳细菌的群落结构受土壤 ｐＨ、有机碳、全氮、
全磷、碱解氮及有效磷含量的综合影响，土壤 ｐＨ 和

全氮是影响碳添加后土壤固碳细菌群落结构的主

要理化性质．

图 ６　 土壤理化性质对固碳细菌群落结构影响的冗余分析

Ｆｉｇ．６　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＣＯ２ ⁃ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

４　 讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

生物固碳是陆地生态系统中最直接有效的二

氧化碳固定途径，其中，具有固碳功能的微生物分

布广泛，环境适应能力强，从整个生物圈的物质能

量流来看，二氧化碳的微生物固定是一支不容小觑

的生物固碳力量 （袁红朝等，２０１１）．本研究采用

ＭｉＳｅｑ 高通量测序技术，对比研究 ３ 种碳源添加后

土壤固碳细菌群落结构及多样性的差异．结果表明，
３ 种碳源添加后变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和放线菌

门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）为研究菌群所属的两大门类，变
形菌门在土壤中所占比例最大，这与以往学者的研

究结论一致（季凤云等，２０１６；刘琼等，２０１７）．但本研

究 发 现 变 形 菌 门 的 γ⁃变 形 菌 纲

（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为土壤中的优势纲，与以往

学 者 研 究 发 现 变 形 菌 门 的 α⁃变 形 菌 纲 （ α⁃
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和 β⁃变形菌纲（β⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｔｅｒｉａ）为土

壤中的优势纲（戴雅婷等，２０１７）存在差异，可能是

由于本研究的供试土壤为退化农田土壤，γ⁃变形菌

纲细菌具有一定降解能力，因此为本研究土壤中的

优势菌纲．研究还发现，３ 种碳源添加后节外硫红螺

菌科（Ｅｃｔｏｔｈｉｏｒｈｏｄｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）为 γ⁃变形菌纲中的优

势菌科，这是研究发现的一个新现象，节外硫红螺

菌科微生物具有利用光能固定 ＣＯ２的显著作用，说
明碳添加后土壤中固定 ＣＯ２的微生物菌群数量增

多，有利于减少 ＣＯ２等温室气体的排放，在 ３ 种碳源

中，纳米碳添加后节外硫红螺菌科微生物的数量最

多，说明纳米碳在土壤固碳作用中有一定优势．
３ 种碳源添加相比，秸秆添加后土壤固碳细菌

物种丰度无明显变化，层次聚类分析结果也发现秸

秆添加与无碳添加的土壤中固碳细菌群落相似性

高，说明秸秆添加对土壤固碳细菌群落结构及多样

性影响不大，这与 Ｙｕａｎ 等（２０１２）对水稻田土壤固

碳细菌的研究结果一致，但也有研究发现秸秆和化

肥共同施用能提高土壤固碳细菌多样性 （ Ｙｕａｎ
ｅｔ ａｌ．，２０１３），因此，在生产上如何利用秸秆达到固

碳的效果还需结合生产情况进行深入研究．生物炭

添加后在门水平上土壤中固碳细菌群落的平均相

对丰度最高，土壤固碳细菌群落组间差异物种也最

多，这与武爱莲等（２０１６）研究发现随着生物炭施用

量的增加土壤细菌多样性呈增加趋势，以及 Ｊｉｎ
（２０１０）研究发现土壤细菌群落多样性随着生物炭

的增加而变大的结论一致，说明生物炭相较于其他

碳源来说，能够提高土壤固碳细菌群落的多样性；
但也有学者持相反意见，如 Ｐｉｅｔｉｋａｉｎｅｎ 等（２０００）研
究发现生物炭施用对总体微生物量影响不大，
Ｍａｒｒｉｓ（２００６）研究发现生物炭的施用会降低土壤微

生物的多样性．这是由于生物炭产品种类多样，其组

分和结构存在差异，因而造成微生物群落对生物炭

添加的响应不同，在实际生产中要明晰不同生物炭

的特性，并基于前期的调研和小区试验工作，结合

土壤特性进行合理施用．纳米碳具有特殊的物理性

质，其小尺寸和大表面积具有明显吸附作用（薛文

强等，２０１８）．本研究中虽然纳米碳添加后土壤中固

碳细菌群落多样性最低，在纲、目、科这 ３ 个水平上，
纳米碳添加后土壤固碳细菌群落相对丰度最高，这
与以往学者研究发现纳米材料对特定微生物类群

丰度具有显著的影响的结果一致 （刘安勋等，
２０１７），说明纳米碳对土壤固碳细菌的影响具有一

定的特异性．但也有学者研究发现，纳米碳添加对土

０４２
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壤养分循环转化具有一定的抑制作用 （ Ｌｅｈｍａｎｎ
ｅｔ ａｌ．，２０１１），且由于纳米材料的成本问题，在生产

上的应用还需进一步研究．
众所周知，土壤微生物群落结构与土壤理化性

质存在一定相关关系（刘琼等，２０１７），本研究通过

冗余分析发现，３ 种碳源添加后土壤固碳细菌群落

与土壤各理化性质均有一定的相关关系（ｐ＜０．０５），
说明土壤固碳细菌群落结构受土壤理化性质的综

合影响，其中，土壤 ｐＨ 和全氮对细菌群落的影响最

显著，这与 Ｌｉｕ 等（２０１４）的研究结果一致．土壤固碳

细菌群落的第一与第二排序轴分别解释了样本

４０．６９％和 １０．０９％的总变异，说明除了土壤性质外还

有其他因素引起了固碳微生物群落结构的变化，如
植被的变化同样会引起固碳微生物群落的变化（梁
雪，２０１７），其具体情况还需在今后的工作中进一步

研究．

５　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

３ 种碳源添加后对退化农田土壤固碳细菌群落

结构及多样性影响不同，添加秸秆对土壤固碳细菌

群落结构及多样性影响较小；生物炭添加显著提高

了土壤固碳细菌群落多样性，对土壤养分循环具有

一定的促进作用；纳米碳添加对土壤固碳细菌的影

响具有一定的特异性，且其添加后土壤中固定 ＣＯ２

的微生物菌群数量显著增多，有利于减少 ＣＯ２等温

室气体的排放．土壤固碳细菌群落结构受土壤 ｐＨ、
有机碳、全氮、全磷、碱解氮及有效磷的综合影响，
其中，ｐＨ 和全氮对土壤固碳细菌群落结构的影响

最大．
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