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摘 要：为了探讨绿肥配施减量化肥对土壤固氮菌的影响，以开展八年的紫云英配施减量化肥的长期定位试验站为平台，选取不

施肥（CK）、单施化肥（NPK）、紫云英配施 80%化肥（MF80）、紫云英配施 60%化肥（MF60）和紫云英配施 40%化肥（MF40）共 5个处

理，于水稻分蘖期采集土样，采用荧光定量PCR和 Illumina Miseq高通量测序技术，分析了不同施肥制度下土壤固氮菌 nifH基因丰

度和多样性的变化规律。结果表明：与单施化肥相比，翻压紫云英的减量施肥处理水稻产量与其无显著差异，从化肥用量和产量

综合考虑，MF60处理是一种适宜的施肥制度。翻压绿肥处理土壤全氮明显增加；碱解氮含量（除MF60处理）与NPK处理无显著

差异。翻压紫云英配施减量化肥的施肥处理（除MF40处理）土壤固氮菌丰度明显高于NPK处理，且固氮菌丰度与土壤碱解氮、硝

态氮和pH呈显著正相关。翻压紫云英后土壤固氮菌Shannon指数明显低于NPK处理，各施肥处理间OTU指数差异不明显。各施

肥处理的土壤固氮菌均以变形菌门为绝对优势菌门，翻压紫云英的减量施肥处理变形菌门丰度显著低于单施化肥处理。主坐标

分析表明，翻压紫云英配施减量化肥的 3个施肥处理与CK、NPK处理的土壤固氮菌的群落结构差异较明显。研究表明，紫云英配

施减量化肥有利于提升土壤肥力和固氮菌的数量，紫云英的施用和化肥用量都是影响土壤固氮菌群落结构的重要因素。
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Effect of green manure and reduced chemical fertilizer load on the community of soil nitrogen-fixing bacteria
FANG Yu, WANG Fei, JIA Xian-bo, LIN Chen-qiang, ZHANG Hui,CHEN Long-jun, CHEN Ji-chen*

（Institute of Soil and Fertilizer, Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fuzhou 350003, China）
Abstract：Chinese milk vetch（MV）is a type of green manure that has the potential to replace a portion of the chemical fertilizer load; how⁃
ever, it remains unclear how MV would replace N fertilizer. This study was conducted at a long-term field experimental station in Fuzhou,
China. The treatments conducted for this study are CK（without fertilization）, NPK（chemical fertilizer）, MF80（MV plus 80% NPK）, MF60
（MV plus 60% NPK）, and MF40（MV plus 40% NPK）. Soil samples were collected from the 0~20 cm soil layer at the rice tillering stage.
We determined the soil physicochemical properties. The abundances and community structures of nitrogen-fixing bacteria were assessed us⁃
ing the nifH gene. Quantitative PCR and Illumina MiSeq sequencing were used to determine the abundance and community structure of ni⁃
trogen-fixing bacteria in the paddy soil. The results showed that there was no significant difference in the rice yield between the green ma⁃
nure treatments and NPK treatment. MF60 is an appropriate fertilization regime when considering the yield and application rates of chemical
fertilizer. Long-term application of green manure combined with a reduced chemical fertilizer load increased the total nitrogen content in
comparison with the NPK treatment, and there was no significant difference in the available nitrogen content between the green manure treat⁃
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生物固氮是指在固氮微生物的作用下将空气中

的氮气还原成氨的过程，是全球生态系统最主要的氮

源[1]。固氮菌群落结构组成对土壤氮素固定及维持

氮素循环具有重要意义。固氮菌体内存在一种具有

催化功能的固氮酶，固氮酶是由 nifD和 nifK基因编码

的钼铁蛋白和 nifH编码的铁蛋白构成。nifH基因只

存在于固氮菌中，其核酸序列保守，系统进化关系和

16S rRNA基因相一致，是研究固氮菌群落结构的最

好标记基因[2]。

为了获得作物高产，化肥施用量不断增加，化肥

的过量施用对土壤质量产生了严重影响，导致土壤质

量明显下降[3]。因此，改善施肥方式，实现农业的可

持续发展迫在眉睫。绿肥是有机肥的一种，它是一种

养分完全的优质生物能源，可提供作物所需养分、改

善农田生态环境，是保持土壤质量和农业可持续利用

的措施之一。紫云英（Astragalus sinicus）是我国水稻

产区主要的绿肥作物，水稻可以利用紫云英的生物固

氮能力，减少对化学氮肥的依赖，降低生态环境压力。

在水稻种植区利用冬闲种植绿肥，可以有效改善土壤

性状，并在一定程度上替代部分化学肥料，减少氮肥

用量[4]。据报道化肥配施绿肥有利于培肥土壤[5]和作

物增产[6]。因此建立绿肥化肥配施的施肥体系对于

保障粮食安全和节约自然资源具有十分重要的意义。

研究表明施肥制度对土壤固氮菌有一定影响。

例如 Berthrong 等[7]报道添加氮肥明显改变了森林土

壤固氮菌的群落结构。Tan等[8]也报道水稻土壤添加

氮肥后快速改变了固氮菌的群落结构。然而Wakelin
等[9]研究显示施用尿素并没有影响固氮菌群落。黎

睿智[10]指出单施有机肥和无机有机肥混施能在一定

程度上提升土壤固氮菌的丰富度和多样性，而单施化

肥的土壤固氮菌的多样性和丰富度会有所下降。有

机肥的施用量对土壤固氮菌也有显著影响，低量有机

肥能够增加玉米土壤固氮菌多样性[11]。然而目前关

于绿肥对土壤固氮菌影响的研究较少。仅王秀呈[12]

发现翻压紫云英增加了土壤固氮菌的丰度。有关绿

肥配施减量化肥对土壤固氮菌群落影响的研究尚属

空白。因此为了揭示绿肥配施减量化肥对我国南方

水稻土壤固氮菌群落多样性的影响，本研究以紫云英

化肥定位试验站土壤为研究对象，通过荧光定量和高

通量测序技术研究了绿肥配施不同比例化肥处理下

土壤固氮菌丰度和群落结构的变化规律及其与土壤

理化性质间的相关关系，以期为该区合理施肥提供科

学依据，从而促进水稻土壤的可持续发展。

1 材料与方法

1.1 研究区域概况

紫云英定位试验站位于福州市白沙镇，地理位置

为北纬 26°13′ 31″，东经 119°04′ 10″，海拔高度 15.4
m，年均降雨量 1 350.9 mm，年日照时数 1 812.5 h，年
平均温度 19.5 ℃，无霜期 311 d；土壤类型为渗育型水

稻土黄泥田。紫云英-水稻长期轮作定位试验始于

2008年，试验开始时土壤基础理化性质：有机质 24.4
g·kg-1、全氮 1.23 g·kg-1、碱解氮 171.6 mg·kg-1、速效

磷13.5 mg·kg-1、速效钾83.4 mg·kg-1、pH 4.78。
本研究共设置 5个处理：（1）对照，不施紫云英和

化肥，CK；（2）单施化肥，NPK；（3）紫云英配施 80%化

肥，MF80；（4）紫云英配施 60%化肥，MF60；（5）紫云

英配施 40%化肥，MF40。NPK处理的年化肥用量为

N 135 kg·hm-2、P2O5 54 kg·hm-2、K2O 94.5 kg·hm-2。每

个处理设 3个小区，完全随机排列，每个小区面积为

15 m2。紫云英前两年为异地方式翻压，第三年起于

水稻成熟前套播紫云英种子（播种密度为 22.5 kg·
hm-2），于次年 4月份翻压。紫云英翻压量 2014年前

鲜草量为 18 000 kg·hm-2，2014年起翻压量为 22 500

ments（except for MF60）and NPK treatment. Compared with the NPK treatment, the green manure treatments（except for MF40）increased
the abundance of nitrogen-fixing bacteria, and positive correlations between the bacterial abundance and available nitrogen, nitrate nitro⁃
gen, and pH were observed. Shannon indices of the nitrogen-fixing bacteria with the green manure treatments were lower than that with the
NPK soil, but there was no significant difference in the operational taxonomic unit（OTU）number. Proteobacteria was the dominant phylum
for all treatments, and NPK treatment led to a higher relative abundance of Proteobacteria than the green manure treatments. Principal coor⁃
dinate analysis demonstrated that the community structures of nitrogen-fixing bacteria with the green manure treatments were significantly
distinct from that with the NPK treatment. Our results indicated that green manure combined with reduced chemical fertilizer load could in⁃
crease soil fertility and the abundance of nitrogen-fixing bacteria. Application of MV and application rates of chemical fertilizer are both im⁃
portant factors in shaping the community structure of nitrogen-fixing bacteria in the paddy soil studied.
Keywords：green manure; fertilizer reduction; nitrogen-fixing bacteria; real-time PCR; high-throughput sequencing; community structure
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kg·hm-2。

1.2 样品采集

土样采集时间为 2016年 8月（水稻分蘖期）。各

试验小区内按“S”形取样，随机布点采集耕作层（0~
20 cm）土壤样品，混匀后置于无菌自封袋迅速带回实

验室。部分土样风干后测定土壤养分；部分土样置

于-80 ℃保存用于分子试验。

1.3 测定方法

1.3.1 土壤理化性质测定

土壤基本养分测定参照鲁如坤《土壤农业化学分

析方法》[13]。土壤 pH值用蒸馏水浸提（土水比 1∶2.5）
pH 计测定；有机质用 K2Cr2O7-H2SO4外加热法；全氮

用凯氏定氮法；碱解氮用碱解扩散法；NH+4-N 用 2
mol·L-1 KCl溶液浸提-靛酚蓝比色法；NO-3-N用双波

长分光光度法[14]。

1.3.2 土壤微生物DNA的提取

采用 PowerSoil DNA Isolation Kit（Mobio，USA）试

剂盒提取土壤微生物总DNA。提取的DNA用 1%琼

脂糖凝胶电泳检测样品质量，并用 Nanodrop 核酸蛋

白测定仪（Nanodrop 2000）测定DNA的纯度和浓度。

1.3.3 土壤固氮菌nifH基因的荧光定量分析

选用引物 nifH-F（AAAGGYGGWATCGGYAART⁃
CCACCAC）和 nifH-R（TTGTTSGCSGCRTACATSGC⁃
CATCAT）扩增固氮菌 nifH基因[15]。PCR 体系为：2 ×
Taq PCR Master Mix（Takara，大连，中国）25 μL，上下

游引物各 2 μL（10 μmol·L-1），DNA模板 2 μL，用灭菌

超纯水补至 50 μL。PCR反应条件：94 ℃ 3 min；94 ℃
30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30个循环；72 ℃ 10 min。
将 PCR 产物回收，连接至 pMD19-T 载体（Takara，大
连，中国），转化至大肠杆菌DH5α感受态细胞中，筛

选阳性克隆测序分析。提取 nifH基因阳性质粒，用

Nanodrop核酸蛋白测定仪（Nanodrop 2000）测定质粒

浓度，计算 nifH基因拷贝数，按 10倍梯度进行稀释，

用于制备标准品。荧光定量 PCR在ABI 7500型荧光

定量 PCR 仪（ABI，CA，USA）上进行，反应体系（20
μL）为：SYBRGreen qPCR Master Mix 16.4 μL，上下游

引物各 0.8 μL（10 μmol·L-1），DNA模板 2 μL。每个样

品 3次重复。荧光定量PCR采用两步法进行，PCR条

件为 95 ℃预变性 10 min；95 ℃ 15 s，58 ℃退火延伸 1
min，40个循环。

1.3.4 固氮菌nifH基因的高通量测序分析

固氮菌 nifH基因采用 nifH-F/nifH-R 引物扩增，

PCR体系：5×FastPfu Buffer 4 μL，2.5 mmol·L-1 dNTPs

2 μL，上下游引物各 0.8 μL（5 μmol · L-1），FastPfu
Polymerase 0.4 μL，BSA 0.2 μL，模板DNA约 10 ng，超
纯水补足至 20 μL。PCR反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃
30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，35 个循环；72 ℃ 10 min。
扩增时在每个样品的上游引物 5′端添加一段长度为

6 个碱基的特异性碱基序列（barcode），用于区分样

品。将扩增的 nifH基因 PCR 产物经 AxyPrep DNA
Gel Extraction Kit（Axygen Biosciences，Union City，
CA，USA）纯化后，使用 QuantiFluorTM -ST（Promega，
USA）测定浓度，将每个样品 3次重复的 PCR产物等

摩尔混匀，用 Illumina Miseq 测序平台进行双末端测

序。测序由上海美吉生物医药科技有限公司完成。

采用 Flash和 Trimmomatic 软件对测序结果进行

质量控制。首先根据PE reads之间的重叠关系，将成

对的 reads拼接成一条序列，同时对 reads的质量和拼

接的效果进行质控过滤，根据序列两端的 barcode和
引物序列区分样品得到有效序列。数据去杂方法和

参数如下：（1）过滤 reads尾部质量值 20以下的碱基，

设置 50 bp 的窗口，如果窗口内的平均质量值低于

20，从窗口开始截去后端碱基，过滤质控后50 bp以下

的 reads，去除含 N 碱基的 reads；（2）根据 PE reads 之
间的重叠关系，将成对 reads 拼接成一条序列，最小

重叠长度为 10 bp；（3）拼接序列的重叠区允许的最大

错配比率为 0.2，筛选不符合序列；（4）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，最大引物错配数为2。
1.4 数据处理

按样本最小序列进行抽平，之后用Uclust v1.2.22
软件对序列进行聚类合并，选择 97% 作为相似性阈

值。主坐标分析（Principal coordinate analysis，PCoA）
采用R软件（3.2.1版本）完成。数据方差分析和相关

性分析采用SPSS 19.0软件。

2 结果与讨论

2.1 绿肥配施减量化肥对水稻产量和土壤理化性质

的影响

绿肥配施减量化肥对水稻产量（2009—2016年 8
年平均产量）的影响见图 1。MF80处理的产量最高，

为 8528 kg·hm-2；CK 处理产量最低，仅为 7002 kg·
hm-2。与NPK处理相比，翻压紫云英配施减量化肥的

3个处理水稻产量与其无显著差异（P>0.05）。综合化

肥用量和水稻产量，MF60（产量为 8194 kg·hm-2）被认

为是一种既环保又高产的施肥措施。
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绿肥配施减量化肥对土壤理化性质的影响见表

1。各施肥处理对土壤有机质含量无显著影响（P>
0.05）。与NPK处理相比，绿肥配施减量化肥处理组

明显增加了土壤全氮含量（P<0.05），而绿肥处理间无

显著差异（P>0.05）。与 CK相比，施肥处理（除MF40
处理）明显增加了土壤碱解氮（AN）含量，其中MF60
处理的 AN含量最高；绿肥配施减量化肥处理组（除

MF60处理）的土壤 AN含量与 NPK处理相当。不同

施肥处理对土壤铵态氮含量的影响无显著差异。与

NPK处理相比，绿肥处理组（除MF40处理）土壤硝态

氮含量无明显变化。翻压紫云英处理组土壤 pH高于

NPK处理。

2.2 绿肥配施减量化肥对土壤固氮菌丰度的影响

由图 2可知，不同施肥处理对土壤固氮菌丰度产

生了显著影响。与 NPK处理相比，绿肥配施减量化

肥（除 MF40 处理）明显增加了土壤固氮菌丰度。

MF60处理 nifH基因的拷贝数最高，为每克干土 2.45×
109 基因拷贝数；CK和MF40处理固氮菌丰度最低，为

0.73×109 基因拷贝数。对土壤固氮菌丰度和土壤理

化性质进行相关性分析（表 2）得知，固氮菌丰度和土

壤碱解氮、硝态氮和pH呈显著正相关。

固氮菌是环境变化的重要生物学指示，施肥对固

氮菌有显著的影响，但是影响效果还没有达成一致的

表 1 不同施肥处理下土壤理化性质

Table 1 Soil properties under different fertilizer regimes
处理

Treatments
CK
NPK
MF80
MF60
MF40

有机质
Organic matter/g·kg-1

22.26±0.19a
21.76±0.89a
22.78±0.91a
23.22±1.35a
23.24±0.41a

全氮
Total N/g·kg-1

1.34±0.02b
1.41±0.03b
1.52±0.08a
1.50±0.06a
1.51±0.09a

碱解氮
Available N/mg·kg-1

108.68±1.83c
119.78±2.54b
118.82±2.75b
132.79±1.12a
113.51±2.57bc

铵态氮
NH+4-N/mg·kg-1

10.40±0.40ab
9.67±0.09b

10.28±0.04ab
10.87±0.68a
10.15±0.48ab

硝态氮
NO-3_N/mg·kg-1

3.82±0.20a
4.16±0.12a
3.81±0.21a
4.37±0.43a
2.90±0.71b

pH
5.55±0.07b
5.51±0.04b
5.68±0.08a
5.60±0.01ab
5.58±0.01ab

注：表中数据均为平均值±标准差（n=3），不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同。

Note：Data shown are the mean±SD（n=3）. Different lowercase letters indicate significant difference at 0.05 level. The same below.

图1 不同施肥处理的水稻产量

Figure 1 Rice yield under different fertilizer regimes

图2 不同施肥处理土壤固氮菌丰度

Figure 2 Abundance of soil nitrogen-fixing bacteria under
different fertilizer regimes

表2 固氮菌丰度和土壤理化因子的相关性分析

Table 2 Spearman′s correlation coefficients between the abundance of nitrogen-fixing bacteria and soil properties

固氮菌丰度
The abundance of nitrogen-fixing bacteria

有机质Organic matter
-0.079

全氮Total N
0.429

碱解氮Available N
0.811**

硝态氮NO-3_N
0.592*

铵态氮NH+4-N
0.114

pH
0.519*

注：*和**分别表示0.05和0.01的显著水平。
Note：* and ** indicate significant difference at the 0.05 level and 0.01 level.

不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同
Different lowercase letters indicate significant difference among

treatments at 0.05 level. The same below
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共识。长期施肥会对土壤固氮菌的群落大小产生显

著的影响[7，16]。本研究中不同处理固氮菌丰度对施肥

的响应明显不同。与单施化肥处理相比，紫云英配施

减量化肥处理（除 MF40处理）土壤中固氮菌丰度均

有大幅度提高。可见，绿肥的施用和化肥的用量对固

氮菌丰度都会产生显著影响。氮肥（例如N和NPK）
的输入减少了固氮菌丰度可能是由于土壤酸化或高

氮含量造成的[17]。Tan等[8]也报道单施氮肥降低了水

稻根际固氮菌的丰度，而且高量氮肥也降低了高粱根

际固氮菌的丰度[18]。本研究中翻压紫云英配施减量

化肥处理增加了土壤 pH值，而相关性分析表明固氮

菌丰度与土壤 pH值呈显著正相关，以及NPK处理含

有高量氮肥，可能导致 NPK处理的土壤固氮菌丰度

较低。因此平衡施肥对控制土壤固氮菌的丰度至关

重要。通过相关性分析得知，土壤固氮菌丰度与碱解

氮、硝态氮和 pH呈显著正相关。而Reed等[19]报道固

氮菌丰度与氮浓度呈负相关。侯海军等[20]发现固氮

菌的丰度与碱解氮含量呈负相关，氮肥会抑制固氮菌

的生长。Wang等[17]认为这些不一致性可能是由于施

肥制度对土壤产生的多重影响造成的，例如土壤

碳[21]、氮的可利用性[22]、pH [23]、土壤类型[24]、地上作物[8]

等都会导致肥料对固氮菌的影响不一致。值得注意

的是施肥制度对固氮菌丰度的影响存在季节波动。

与取样时间相比，施肥措施仅仅是一个次要影响因

子[25-26]。例如Reardon等[27]揭示不同的试验年份相较

于施肥对固氮菌丰度的影响更大。多重因子，例如试

验地气温、水稻生长状况、土壤类型以及取样时间等

都可能引起本研究中固氮菌丰度与环境因子的关系

和其他研究的差异。

2.3 绿肥配施减量化肥对土壤固氮菌群落结构的影响

2.3.1 测序结果和多样性指数

使用 Illumina Miseq技术对固氮菌进行高通量测

序分析，共得到有效序列 218 607条，每个样品含有

10 891~18 937条序列，平均长度为 380 bp。按照 97%

相似度对非重复序列进行 OTU 分析，共得到 724 个

OTUs。样品测序覆盖度在 97.19%~97.52%，稀释性

曲线趋于饱和，表明测序深度可以反映土壤样品固氮

菌的信息。

绿肥配施减量化肥对土壤固氮菌多样性的影响

见表 3。各施肥处理对土壤固氮菌的 OTU 数目和

Chao1 指数没有显著影响（P>0.05）。与 NPK 处理相

比，绿肥配施减量化肥明显降低了土壤固氮菌的

Shannon指数和均匀度指数；而绿肥处理之间无显著

差异。与 NPK处理相比，紫云英配施减量化肥的处

理下土壤固氮菌的多样性指数降低可能是紫云英秸

秆还田后促进了某些优势物种，从而降低了物种的多

样性。

2.3.2 土壤固氮菌的群落组成

在门分类水平（图 3），变形菌门（Proteobacteria）
是固氮菌的绝对优势菌门，占总 OTU 的 59.72%~
80.86%，others包括广古菌门和蓝菌门，其余 OTU 则

隶属于未分类的细菌门。与 NPK处理相比，翻压紫

云英的施肥处理降低了变形菌门的丰度，而未分类的

细菌种类增加。可见，翻压紫云英改变了土壤固氮菌

优势类群的相对丰度，从而影响了固氮菌的群落组

成。在纲水平（图 4），土壤固氮菌主要隶属于α-变形

菌、β-变形菌和 δ-变形菌，还包括少量未分类的变形

菌门种类和未分类的细菌种类，others则包括甲烷微

菌纲、未分类的蓝菌门种类。固氮菌的种类并不局限

于某一属或某一种，而是广泛的分布在细菌界中，如

古细菌中的广古菌门和真细菌中的变形菌门、放线菌

门、蓝菌门、厚壁菌门及绿菌门等[28]。在本研究中固

氮菌主要集中在变形菌门，这与徐鹏霞[29]和Collavino
等[30]的研究结果相一致。其他序列少量分布于蓝菌

门，还有 17%~32%属于未分类的细菌。在变形菌门

中，本研究土壤中检测到 α-变形菌、β-变形菌和 δ-
变形菌的存在，而γ-变形菌未检测到。Izquierdo等[31]

也报道了一些热带土壤中缺乏 γ-变形菌的固氮菌。

表3 不同施肥处理固氮菌多样性指数

Table 3 Diversity indices of nitrogen-fixing bacteria under different fertilizer regimes
处理Treatment

CK
NPK
MF80
MF60
MF40

操作分类单元
OTUs

472±16a
497±21a
434±25a
440±15a
461±55a

Chao1指数
Chao1 index

593.09±15.61a
623.46±42.10a
554.53±19.00a
593.46±4.31a
558.19±39.60a

Shannon指数
Shannon index
4.89±0.07ab
5.11±0.05a
4.67±0.01b
4.57±0.23b
4.71±0.11b

均匀度
Evenness

0.79±0.02ab
0.82±0.01a
0.77±0.01b
0.75±0.04b
0.77±0.01b

覆盖度Coverage/%
97.45±0.00a
97.32±0.00a
97.44±0.00a
97.19±0.00a
97.52±0.00a
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在属水平（图 5），大部分优势类群为未分类的种类，

包括 unclassified Alphaproteobacteria、unclassified Pro⁃
teobacteria、unclassified Deltaproteobacteria、unclassi⁃
fied Beltaproteobacteria。而地杆菌属（Geobacter）是唯

一一个可分类的优势种群，丰度为 6.88%~13.70%。

地杆菌属在 CK 中丰度最高为 13.70%，MF40处理中

丰度最低为 6.88%。与NPK处理相比，翻压绿肥显著

降低了地杆菌属的丰度，但绿肥处理间无显著差异。

此外土壤中还含有丰度较低（相对丰度 < 1%）的一些

固氮菌属，如铁氧化细菌（Sideroxydans）、慢生根瘤菌

属（Bradyrhizobium）、厌氧黏细菌（Anaeromyxobacter）、

念珠藻属（Nostoc）、红螺菌属（Rhodospirillum）、固氮弓

菌属（Azoarcus）、红微菌属（Rhodomicrobium）、互营杆

菌属（Syntrophobacter）、微鞘藻属（Microcoleus）、红假

单胞菌属（Rhodopseudomonas）等。值得注意的是，本

研究中与紫云英关系密切的根瘤菌丰度较低，仅为

0.55%~0.73%。原因可能是紫云英于每年 4月翻压入

土，到8月取样时紫云英大部分物质已经腐解[32]。

2.3.3 土壤固氮菌群落结构的主坐标分析

我们基于OTU水平对土壤固氮菌群落结构进行

主坐标分析（图 6）。结果显示：第一和第二排序轴对

固氮菌群落变异的解释量分别为 36.76%和 25.08%，

总解释量达到 61.84%。由图 6可知，施肥处理对土壤

固氮菌的群落结构产生较大的影响，CK和NPK处理

固氮菌的群落结构较相似，而翻压紫云英的所有施肥

图4 不同施肥处理土壤固氮菌纲水平组成

Figure 4 Composition of nitrogen-fixing bacteria at the class level
under different fertilizer regimes

图3 不同施肥处理土壤固氮菌门水平组成

Figure 3 Composition of nitrogen-fixing bacteria at the phylum
level under different fertilizer regimes

图5 不同施肥处理土壤固氮菌属水平组成

Figure 5 Composition of nitrogen-fixing bacteria at the genus level under different fertilizer regimes
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*：P<0.05；**：P<0.01；**：P<0.001

处理都与 NPK处理距离较远，表明翻压紫云英明显

改变了土壤固氮菌的群落结构。而在翻压紫云英的

处理间，MF40和MF80处理的样本距离较近，表明两

者的固氮菌群落结构较相似，而MF60与它们距离较

远。主坐标分析表明紫云英配施减量化肥处理与

NPK 处理的土壤固氮菌群落结构存在明显的差异。

有研究表明，氮肥和有机肥的施用会影响土壤固氮菌

的群落组成[33]。本研究中与CK和NPK处理相比，翻

压紫云英的减量化肥处理土壤固氮菌组成发生了明

显改变，可见绿肥和化肥用量都影响了固氮菌的群落

组成。与单施化肥相比，翻压紫云英处理改变了土壤

理化性质，而水稻的根系分泌物可能也会随之产生变

化，分泌物的变化改变了土壤的微环境，从而引起土壤

固氮菌群落组成的变化。

2.3.4 土壤固氮菌与环境因子的相关性分析

对固氮菌群落组成（属水平）和环境因子进行相

关性分析见图 7。由图 7可知，环境因子和土壤固氮

菌群落有着显著的相关性，尤其是土壤TN和AN。土

壤 TN、AN 含量和 Anabaena、unclassified Nostocaceae
呈显著正相关（P<0.05），与 unclassified Proteobacte⁃
ria、unclassified Betaproteobacteria 和 unclassified De⁃
sulfuromonadales呈显著负相关（P<0.05）。土壤 pH与

图7 土壤固氮菌群落组成与土壤因子的相关性分析

Figure 7 Spearman′s correlation heatmap of nitrogen-fixing bacterial community composition at the genus level and soil properties
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固氮菌丰度也有显著的相关性，例如 pH与 unclassi⁃
fied Proteobacteria 和 unclassified Betaproteobacteria 呈

显著正相关（P<0.05），而与Anabaena、unclassified Nos⁃
tocaceae呈显著负相关（P<0.05）。Juraeva等[34]研究发

现，土壤 TN 含量能够影响固氮菌的分布。何冬华

等[35]和董志新等[36]研究报道 pH对固氮菌群落也会产

生显著影响。本研究中环境因子与固氮菌群落组成

的相关性分析说明土壤中固氮菌的群落结构可由多

个土壤性质共同影响和控制。

3 结论

（1）在长期施肥条件下，翻压紫云英配施减量化

肥有利于提升土壤肥力和固氮菌的数量，并且提升幅

度与化肥用量有关。

（2）翻压紫云英配施减量化肥处理对土壤固氮菌

群落结构产生明显影响。翻压紫云英和化肥用量都

是影响土壤固氮菌组成的重要因素。
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