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长期施用粪肥对红壤固氮菌多样性和群落组成的影响①
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摘  要：为了探究长期施用猪粪对红壤固氮菌群落的影响，依托中国科学院鹰潭红壤生态实验站长期施用猪粪的定位试验地，利用

高通量测序，测定4种施肥处理土壤(不施用猪粪的对照(CK)，施用9 Mg/hm2猪粪(M9)、18 Mg/hm2猪粪(M18)和27 Mg/hm2猪粪(M27))

的固氮菌多样性和群落结构。结果表明：长期施用猪粪显著提高红壤固氮菌多样性，且多样性与土壤有机碳、全氮和有效养分显著

正相关，但与土壤 pH 无显著相关性；非度量多维尺度分析(NMDS)结果表明，与对照相比，长期施用猪粪处理的固氮菌群落结构

明显不同，且差异程度随猪粪施用量的增加而增加；曼特尔检验(Mantel test)分析表明，固氮菌群落结构主要受土壤可溶性有机碳、

速效钾和有效磷影响；长期施用猪粪显著提高了蓝藻门和厚壁菌门的相对丰度，降低了 α-变形菌门和 β-变形菌门的相对丰度，这与

土壤养分的变化有关。综上，长期施用猪粪显著提高红壤固氮菌多样性，改变固氮菌群落结构和组成，土壤养分含量的变化是重要

影响因素。 
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Effects of Long-term Application of Pig Manure on Diversity and Community Composition of 

Diazotrophs in Acidic Ultisol 
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Abstract: To explore the impact of long-term application of pig manure on diazotrophic community, soils were sampled under 4 kinds 

of fertilizations: CK, without pig manure, and M9, M18, M27, application of 9, 18 and 27 Mg/hm2 pig manure, respectively from the 

Yingtan Red Soil Ecology Experimental Station, Chinese Academy of Sciences. High-throughput sequencing was utilized to measure the 

diversity and community structure of diazotrophs. Results showed that long-term application of pig manure significantly increased the 

diversity of diazotrophs, which was positively correlated with soil organic carbon, total nitrogen, and available nutrients, but not 

significantly correlated with soil pH. Non-metric multidimensional scaling (NMDS) analysis indicated that, compared with CK, 

long-term pig manure application significantly altered the community structure of diazotrophs, and the degree of difference increased 

with the increasing application amount of pig manure. Mantel test analysis revealed that the community structure of diazotrophs was 

mainly affected by dissolved organic carbon (DOC), available potassium (AK) and phosphorus (AP). Long-term application of pig 

manure significantly increased the relative abundance of Cyanobacteria and Firmicutes, while decreased the relative abundance of 

α-Proteobacteria and β-Proteobacteria, which could be ascribed to the change of soil nutrients. In conclusion, long-term application of 

pig manure can significantly increase the diversity, and alters the community structure and composition of diazotrophs in an acidic 

Ultisol, while the alteration of soil nutrient contents might be the key driving factor. 
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氮元素是作物生长过程中的必需营养元素，但大

气中含量很高的氮气(N2)并不能为作物所直接利用。

为了满足日益增长的世界人口的粮食需求，由此产生

的集约化农业活动大量使用了无机肥料[1]。然而，无

机化肥特别是氮肥在耕地中的过度施用常常导致土

壤酸化、养分利用率低下、温室气体排放增加等环境

问题，从而威胁土壤生物多样性和环境健康[2-4]。生

物固氮能将大气中的 N2转化为作物可利用的 NH4
+，

该过程占土壤输入总氮的 65%[5]。生物固氮不仅可以

提高氮素的生物可利用性，还能减少化学氮肥的使

用，并提高农业的可持续性[6]。因此，生物固氮被普

遍认为是一种环境友好的氮输入方式，能够代替部分

化肥来满足植物对氮的需求。生物固氮包括共生固氮

和非共生固氮，其中，自由生活的非共生固氮菌是生

物固氮的重要组成部分[7]。 

非共生固氮菌能够通过固氮酶独立地将大气中

的 N2固定，是土壤中提供活性含氮化合物的重要贡

献者。高度多样化的土壤固氮菌群落包括变形菌门、

厚壁菌门、蓝藻门和古细菌等多个物种类型，但这些

群体中大多数在实验室的培养条件下难以存活[8]。因

此，需要通过合适的生物标志物进行研究。固氮酶是

由 nifH、nifD 和 nifK 基因编码的复杂蛋白。其中，

nifH基因编码固氮酶的一个亚基，在细菌和古细菌结

构域中高度保守，为研究固氮菌群落提供了有效的生

物标记[9]。鉴于此，编码固氮酶的 nifH基因成为检测

固氮菌多样性和群落组成的理想生物标志物[10]。 

固氮菌群落对于环境扰动高度敏感，其多样性和

组成与各种非生物因素密切相关，包括温度、湿度、

土壤 pH、养分含量和农业管理措施等[11-15]。施肥是

影响固氮菌群落的重要非生物因素。相关研究表明，

过量施肥可能会通过改变养分可利用性、土壤酸化或

盐碱化，进而影响固氮菌群落[16-18]；另一方面，有研

究指出不平衡施肥会通过降低特定的土壤养分含量

或恶化土壤的吸附特性而影响固氮菌群落[18-19]。一般

来说，施用矿质肥，特别是氮肥，会抑制固氮作用和

固氮菌，改变固氮菌群落组成[6]。然而，迄今为止，

施用有机肥对固氮菌群落的影响仍存在争议。有机肥

主要来源于作物残茬、人类粪便或动物物质，施用有

机肥会直接或间接地影响土壤微生物群落结构和组

成[20]。Lin等[21]研究指出，长期施用有机肥会提高土

壤 pH，从而降低土壤中固氮菌丰度和多样性；再者，

有研究表明施用有机肥通过提高土壤养分含量降低

固氮菌群落多样性[11]。然而，另有研究发现施加有机

肥为固氮菌提供大量的碳源和能量，增加了固氮菌的

竞争优势，从而增加其多样性和丰度[22-23]。因此，施

用有机肥对土壤固氮菌多样性和群落组成的影响仍

有待进一步研究。 

红壤是典型的亚热带土壤，广泛分布于中国东南

部。红壤具有严重风化和淋溶的特点，其土壤一般酸

性强且肥力差[24]。相较于氮肥导致土壤进一步酸化，

施用有机肥能够更好地维持作物产量和保护土壤肥

力。有研究指出，施用猪粪能够有效缓解土壤酸化，

提高土壤有机质和养分含量[25]。解析长期施用猪粪

对红壤固氮菌群落的影响是对前人研究的重要补充。

基于以上研究背景，本研究以中国科学院鹰潭红壤生

态实验站长期施用猪粪定位试验地的酸性红壤为研

究对象，利用高通量测序，探讨长期施用粪肥对红壤

固氮菌多样性及群落组成的影响及其主要驱动因素，

以期更好地认识酸性红壤固氮菌群落，为农业生态系

统的合理施肥提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  研究区概况 

研究区位于江西省鹰潭市中国科学院鹰潭红壤

生态实验站(28°15′20′′ N，116°55′30′′ E)，该地区的

气候类型为典型亚热带季风气候，年平均降水量为 1 

975 mm，年平均气温为 17.6 ℃。土壤由第四纪红色

黏土发育而来，包含 41.2% 的黏粒、33.2% 的粉粒

和 25.6% 的砂粒，属于典型红壤、老成土(Ultisol)。 

1.2  试验设计及样品采集 

研究样地建立于 2002年，采用夏季花生和冬季

休耕的耕作方式。试验设置 4种施肥处理，通过随机

区组的方式建立，每种处理设有 3个重复。试验处理

包括：不施用猪粪的对照(CK)，每年施用 9 Mg/hm2

的猪粪(M9)、18 Mg/hm2的猪粪(M18)和 27 Mg/hm2

的猪粪（M27）。M9处理的施肥量与当地常规施肥量

相近，设置 M18和 M27的施肥量是为了测定旱地红

壤对粪肥的消纳能力，以及预测更高粪肥施用量对红

壤固氮菌多样性和群落的影响。试验中所添加的猪粪

收集于当地农场，并且在发酵罐中发酵 3个月。猪粪

的主要养分含量如下：总有机碳(TOC)157 g/kg，总氮

(TN)20.1 g/kg，总磷(TP)12.1 g/kg，总钾(TK)7.90 g/kg。 

土壤样品采集于 2019年 10月，在试验样地各个

小区，通过蛇形采样的方式选取 10 个样点，用土钻

采取土壤深度为 0 ~ 20 cm的土芯，充分混合均匀后

置入自封袋中形成一个土壤样品。样品存放于装有冰

袋的保温箱中，立即送至实验室。土壤样品经挑根去

杂后分为两部分，一部分新鲜样品置于 –80 ℃ 低温 
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保存，用于后续分子生物学分析；另一部分样品自然

风干后，进行土壤理化性质测定。 

1.3  土壤理化性质测定 

土壤理化性质按照 Lin等[26]所述方法进行测定。

土壤含水量：将风干的土样烘干至恒重后，测定土壤

含水量。土壤 pH：取 5 g风干土样，以 1∶5的土水

质量比加入除去 CO2的去离子水，振荡后使用 pH计

(FE20-FiveEasyTMpH，MettlerToledo，Gemman)测定。

土壤有机碳(SOC)和 TN 含量：将风干土样研磨通过

100 目筛后，使用碳氮元素分析仪 (VarioMAX，

Elementar，Germany)进行测定。土壤可溶性有机碳

(DOC)含量：称取 10 g新鲜土样，按照 1∶5的土水

质量比加入去离子水进行提取，振荡、过滤后利用岛

津碳氮分析仪(TOC Vcph，Shimadzu，Kyoto Japan)

测定。土壤铵态氮(NH4
+-N)和硝态氮(NO3

--N)含量：

取 5 g风干土样，以 1∶5(m∶V)的比例通过 2 mol/L

的 KCl溶液浸提，振荡、过滤后使用流动分析仪(San++ 

System，Skalar，Holland)测定。土壤有效磷(AP)含量：

称取 5 g风干土样，加入 50 mL 0.05 mol/L HCl和

0.025 mol/L H2SO4的混合液浸提后，通过钼蓝比色法

测定。土壤有效钾(AK)含量：取 5 g风干土样，加入

50 mL 1 mol/L的醋酸铵溶液浸提后，使用火焰光度

计(FP640，INASA，China)测定。 

1.4  土壤总 DNA提取 

所有土壤样品的总 DNA 提取均使用 MoBio 

PowerSoilTM DNA Isolation Kits (Mo Bio 

Laboratories，Carlsbad，CA，USA)试剂盒进行提取。

称取 0.25 g的解冻新鲜土壤，按照试剂盒说明书的操

作步骤提取。提取的总 DNA存放于 –80 ℃ 冰箱，

用于进行后续的测序分析。 

1.5  高通量测序及生物信息分析 

高通量测序所使用的引物为 nifHF和 nifHR。双

端测序由上海美吉生物医药科技有限公司在 Illumina 

MiSeq (PE300)平台上测定。获得的原始 nifH序列利

用 FLASH(版本 1.2.7)软件进行质量筛选和合并。使

用 QIIME(版本 1.8.0)对拼接后的序列进行处理，剔除

低质量序列；随后，去除与 nifH 序列相似度低的序 

列和嵌合体，并使用 UPARSE 将剩余的高质量序列

以 95% 的相似性聚类成 OTUs。抽取代表性序列，

利用 MEGA-X 软件，将其与 NCBI 获得的参考序列

构建系统发育树，对每个 OTU进行分类。原始序列

均上传至 DDBJ数据库，数据注册号为 DRA014094。 

1.6  数据分析 

数据的统计分析在 SPSS 22.0及 Excel软件中进

行，所有数据在分析之前均经过同质性和正态分布检

验。利用单因素方差分析(ANOVA)比较处理间基本

理化性质、Shannon指数和 Chao1指数的差异，并用

邓肯法(Duncan’s test)检验处理间的差异显著性。通

过皮尔森(Pearson)相关性分析探究基本理化性质与

Shannon、Chao1指数的相关关系。NMDS和 Mantel 

test 分析利用 R 4.3.1 软件 vegan 数据包进行。采用

Origin 2023b、R 4.3.1软件进行绘图。图表中的所有

数据均为平均值±标准差。 

2  结果与分析 

2.1  长期施用猪粪对红壤基本理化性质的影响 

红壤基本理化性质在不同猪粪施用量下的变化

如表 1 所示。施用猪粪总体上降低了土壤 pH，其中

M9、M18处理与 CK相比差异显著(P<0.05)，而 M27

处理没有显著差异。土壤养分在施用猪粪的处理下总

体呈现增加的趋势，且随着猪粪施用量的增加而增

加。和 CK相比，SOC、DOC和 NH4
+-N含量在 M9

处理下无显著变化，在 M18、M27 处理下则显著增

加(P<0.05)；TN 含量只在 M27 处理下显著增加了

(P<0.05)；此外，施用猪粪处理均显著增加 NO3
--N、

AP和 AK含量(P<0.05)。 

2.2  长期施用猪粪对红壤固氮菌群落 α 多样性指

数的影响 

施用猪粪提高了红壤固氮菌群落的 α 多样性指

数(图 1)。和 CK 相比，Shannon 指数在 M18、M27

处理下显著提高(P<0.05)，而 M9处理对 Shannon指

数无显著影响；所有猪粪施用处理均显著提高 Chao1

指数(P<0.05)，且 M27处理的 Chao1指数最高。 

表 1  长期施用猪粪对红壤基本理化性质的影响 

Table 1  Effects of long-term application of pig manure on physicochemical properties of Ultisols 

处理 pH SOC(g/kg) DOC(mg/kg) TN(g/kg) NH4
+-N(mg/kg) NO3

--N(mg/kg) AP(mg/kg) AK(mg/kg) 

CK 4.95 ± 0.11 a 5.68 ± 0.57 c 5.74 ± 1.24 c 0.66 ± 0.03 b 7.52 ± 0.15 b 5.95 ± 0.30 c 7.36 ± 0.00 d 60.58 ± 9.14 c 

M9 4.80 ± 0.03 b 6.61 ± 0.73 bc 8.22 ± 1.29 bc 0.81 ± 0.12 ab 8.31 ± 0.73 ab 8.86 ± 1.45 b 33.54 ± 3.87 c 81.17 ± 5.33 b 

M18 4.79 ± 0.02 b 6.73 ± 0.42 ab 10.42 ± 2.21 b 0.81 ± 0.09 ab 9.41 ± 1.26 a 11.17 ± 1.17 a 49.76 ± 7.55 b 119.33 ± 4.48 a 

M27 4.90 ± 0.05 ab 7.67 ± 0.20 a 13.99 ± 0.71 a 0.90 ± 0.06 a 9.63 ± 0.52 a 11.80 ± 1.44 a 90.43 ± 0.14 a 139.54 ± 18.39 a 

注：表格内的数值均为平均值 ± 标准差(n=3)；同列数据小写字母不同表示处理间差异显著(P<0.05)，下同。 
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(图中小写字母不同表示处理间差异显著(P<0.05)，下同) 

图 1  长期施用猪粪对红壤固氮菌群落 α 多样性指数的影响 

Fig. 1  Effects of long-term application of pig manure on α diversity indexes of diazotrophic community in Ultisols 

 

相关性分析表明，Shannon和 Chao1指数均与土

壤养分呈显著正相关关系(表 2，P<0.05)，而与 pH无

显著相关关系。Shannon 指数与 NO3
--N 的相关系数

最高，而 Chao1指数则与 AP的相关系数最高。 

表 2  红壤基本理化性质与固氮菌群落 α 多样性指数的相关性系数 

Table 2  Correlation coefficients between physicochemical properties of Ultisols and α diversity indexes of diazotrophic community 

 pH SOC DOC TN NH4
+-N NO3

--N AP AK 

Shannon –0.464 0.648* 0.759** 0.678* 0.830** 0.907** 0.796** 0.852** 

Chao1 –0.285 0.876** 0.897** 0.839** 0.764** 0.888** 0.906** 0.874** 

注：*、**分别表示相关性达 P<0.05和 P<0.01显著水平。 

 

2.3  长期施用猪粪对红壤固氮菌群落结构的影响 

长期施用猪粪显著改变红壤固氮菌群落结构。

NMDS分析发现，固氮菌群落结构在M9、M18和M27

处理中与 CK处理明显分异，且分异程度随猪粪施用量

增加而增加(图 2A)。Mantel test分析表明，红壤固氮菌

群落结构主要受 AP、AK和 DOC影响(图 2B)。 

2.4  长期施用猪粪对红壤固氮菌群落组成的影响 

系统发育树分析结果显示，供试土壤的固氮菌群落

组成主要为蓝藻门(Cyanobacteria)、α-变形菌门(Alpha- 

Proteobacteria)、β-变形菌门(Beta-Proteobacteria)和厚

壁菌门 (Firmicutes)，分别占总序列数的 44.7%、

30.6%、5.3% 和 10.6%(图 3)。 

 

(*、**、***分别表示达 P<0.05、P<0.01和 P<0.001显著水平) 

图 2  长期施用猪粪对红壤固氮菌群落结构影响的 NMDS 分析(A)及红壤固氮菌群落结构与土壤理化性质的 Mantel test

分析(B) 

Fig. 2  NMDS analysis of effect of long-term pig manure application on diazotrophic community structure (A) and Mantel test analysis of 

diazotrophic community structure and soil physiochemical properties (B) 
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(不同的颜色范围表示不同门类的固氮菌；分支旁边的数值表示基于 1 000个重复中>50% 的引导值； 

比例尺范围表示的是 0.1个核酸序列散度) 

图 3  固氮菌群落的系统发育树 

Fig. 3  Phylogenetic analysis of diazotrophic community 

 

长期施用猪粪明显改变红壤固氮菌门类水平的

群落组成(图 4)。蓝藻门在不同处理下均处于优势地

位，其相对丰度在 CK处理中为 36.6%，施用猪粪处

理则提高了蓝藻门相对丰度。不同猪粪施用量对 α-

变形菌门相对丰度的影响存在差异，M9处理提高其

相对丰度，而 M27 处理降低其相对丰度。β-变形菌

门的相对丰度随猪粪施用量增加而降低。厚壁菌门在

CK 和 M9 处理中相对丰度极低，分别为 0.0% 和

0.2%，而在 M18和 M27处理中则显著提高，其相对

丰度分别为 12.0% 和 31.9%。 

3  讨论 

3.1  长期施用猪粪对红壤固氮菌群落多样性的影响 

土壤微生物多样性对施肥、酸碱性和养分有效性

等环境变化十分敏感[22]。本研究发现，长期施用猪

粪显著提高红壤固氮菌 Shannon和 Chao1指数(图 1)。

该结果与前人发现长期施用有机肥显著提高土壤固 

 

图 4  长期施用猪粪对红壤固氮菌群落门类水平相对丰度

的影响 

Fig. 4  Effect of long-term pig manure application on relative 

abundance of diazotrophic phyla in Ultisols 
 

氮菌多样性的结果一致[27]。这可能是因为固氮菌多

数是异养或混合营养型微生物，施用猪粪为固氮菌生

长提供了重要的碳源和能源[28]。此外，固氮过程需
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要耗费额外的能量，而土壤磷的有效性对固氮菌生长

过程中 ATP 合成非常重要[22]。由于红壤中矿物质对

磷的固定能力强，容易形成铁磷、铝磷和闭蓄态磷等，

导致了土壤磷有效性偏低，而施加猪粪可以大幅度提

高红壤磷有效性，从而促进不同种类的固氮菌生长，

使其多样性提高[26]。Wang等[13]研究发现，酸性土壤

中 pH是影响固氮菌多样性的决定性因素。然而，本

研究的相关性分析表明，固氮菌 Shannon 和 Chao1

指数与土壤 pH无显著相关性，但与土壤养分呈显著

正相关(表 2)。这可能是因为本研究中 pH 的变化幅

度较低，固氮菌对其具有一定的适应能力。此外，施

用猪粪对土壤养分的影响远大于对 pH的影响，从而

掩盖 pH的效应。 

3.2  长期施用猪粪对红壤固氮菌群落结构和组成

的影响 

本研究表明，施用猪粪显著改变红壤固氮菌群落

结构，DOC、AP和 AK是最主要的影响因子，这与以

往大多数研究类似[29-31]。有机肥的施用向土壤中引入了

大量的养分和碳源，提供一个相对富营养的环境，对不

同固氮微生物的影响存在差异，从而显著影响固氮菌群

落结构[29]。Shi等[27]研究表明，有机肥相比于矿物质肥

能够有效地改变土壤固氮菌群落结构；而 Lin等[21]则进

一步研究发现，和施用作物残留物相比，施用猪粪可以

更有效地改变红壤固氮菌群落结构。 

本研究发现，蓝藻门、α-变形菌门、β-变形菌门

和厚壁菌门是红壤群落中最主要的固氮菌类型 (图

3)。蓝藻门是水生环境中常见的优势固氮菌，具有较

强的固氮能力[32]。然而，由于蓝藻门对干燥和水旱

交替环境具有较强的忍耐能力，这一光合自养型固氮

微生物也能在高温高湿的红壤环境中具备竞争优势
[10]。本研究长期施用猪粪提高了蓝藻门的相对丰度，

这可能是由于猪粪的施用促进了土壤呼吸，消耗了大

量氧气，从而为蓝藻门创造更加适宜的微厌氧环境。

此外，有研究指出相对于其他的固氮菌，蓝藻门需要

更多的有效氮供其生长[33]。因此，施用猪粪为蓝藻

门提供了大量的氮素养分，提高了蓝藻门的相对丰

度。再者，本研究发现厚壁菌门在 CK和 M9处理中

丰度极低，但在 M18和 M27处理中显著提高，表明

施用猪粪可以显著提高厚壁菌门固氮菌的相对丰度。

大量研究[34-35]也表明，施用有机肥显著提高了土壤中

厚壁菌门的相对丰度。这可能是因为厚壁菌门能够分

解复杂的有机物质，通常是粪便中含量最丰富的细菌

门类[36]。与蓝藻门和厚壁菌门相反，M18和 M27处

理降低了 α-变形菌门和 β-变形菌门的相对丰度。有

研究表明变形菌门属于革兰氏阴性菌，是一类富营养

型的细菌类群，一般情况下其相对丰度与土壤养分含

量变化呈正相关关系[37]。但可能由于 α-变形菌门和 β-

变形菌门在施用粪肥环境下的竞争力不如厚壁菌门，

因此，长期施用中量和高量猪粪处理下厚壁菌门具有

竞争优势，从而抑制了 α-变形菌门和 β-变形菌门的

生长，导致其相对丰度降低。 

4  结论 

1) 长期施用猪粪显著提高旱地红壤固氮菌多样

性，土壤养分含量而非 pH是其多样性增加的重要影

响因素。 

2) 长期施用猪粪显著改变旱地红壤固氮菌群落

结构，DOC、AP和 AK含量是最主要的影响因子。 

3) 长期施用猪粪提高蓝藻门和厚壁菌门相对丰

度，但降低 α-变形菌门和 β-变形菌门相对丰度。 

研究结果促进了对旱地红壤固氮菌的认识，为旱

地红壤养分管理提供理论基础和数据支撑。 
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