
土 壤 (Soils), 2025, 57(4): 824–834 

 

                          

①基金项目：中国科学院战略性先导科技专项(XDA28010302)、国家重点研发计划项目(2022YFD1500303)和国家现代农业产业技术体系

建设项目(CARS-03)资助。 

* 通信作者(jlchen@njfu.edu.cn; bzhao@issas.ac.cn) 

作者简介：宋世豪(1999—)，男，山东临沂人，硕士研究生，主要从事土壤结构及微生物研究。E-mail: 1501865456@qq.com 

http://soils.issas.ac.cn 

DOI: 10.13758/j.cnki.tr.2025.04.013 CSTR: 32214.14.tr202409300390 

宋世豪, 李丹丹, 刘梦璇, 等. 玉米与不同覆盖作物长期轮作对黑土有机碳积累及其在不同团聚体中分布的影响. 土壤, 2025, 57(4): 824–834. 

玉米与不同覆盖作物长期轮作对黑土有机碳积累及其在不同

团聚体中分布的影响
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摘  要：本研究以位于哈尔滨典型黑土的 5 年田间长期试验为研究平台，比较了玉米单作(CK)、黄花草木樨–玉米轮作(F1)和绛三

叶–玉米轮作(F2)对土壤有机碳及其在不同粒级团聚体中分布的影响，并从细菌、真菌、丛枝菌根真菌组成变化角度挖掘其微生物

机制。结果表明，F1和F2处理提升土壤有机碳效应类似，平均显著提升约28.9%，F1处理的土壤有机碳提升主要通过招募Glomerales、

Glomeromycota 和 Glomeromycetes 等球囊菌门物种驱动有机碳固存于>2 mm 和 0.25 ~ 2 mm 粒级团聚体所致，该两粒级团聚体碳占

土壤总有机碳的 63.6% 以上。而 F2 处理的土壤有机碳提升主要通过招募 Glomerales，驱动有机碳固存于 0.25 ~ 2 mm 粒级团聚体；

同时通过抑制 Glomeromycota，增加<0.053 mm 粒级碳固存；该两粒级团聚体碳占土壤总有机碳的 62.5% 以上。上述各粒级碳固存

的增加均通过同时增加团聚体质量占比及团聚体有机碳含量来实现，从而导致 F1 比 F2 处理土壤具有更强的结构稳定性，主要表现

为 F1 比 F2 处理土壤具有更高的团聚体平均重量直径和几何平均直径。研究结果揭示了丛枝菌根真菌在覆盖作物/主作物轮作系统

中提升土壤有机碳的重要性，并表明不同覆盖作物提升土壤有机碳的微生物机制不同。 

关键词：覆盖作物；团聚体；有机碳；共现网络 
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Effect of Long-term Rotation of Maize with Different Cover Crops on Accumulation of 
Organic Carbon in Black Soil and Its Distribution in Different Size Aggregates 
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Abstract: In this study, a 5-year field long-term experiment was conducted on typical black soil to compare the effects of maize 

monoculture (CK), sweet clover (Melilotus officinalis L.)-maize rotation (F1), and crimson clover (Trifolium incarnatum 

L.)-maize rotation (F2) on soil organic carbon (SOC) (0–20 cm) and its distribution across different size aggregates, and the 

microbial mechanisms were also explored behind these effects were by analyzing alterations in the composition of bacteria, fungi, 

and arbuscular mycorrhizal fungi. The results showed that SOC enhancement effects of F1 and F2 were similar, with an average 

significant increase of approximately 28.9%. SOC enhancement under F1 was primarily driven by the recruitment of Glomerales, 

Glomeromycota and Glomeromycetes, which contributed to SOC sequestration in >2 mm and 0.25–2 mm aggregates, accounting 

for over 63.6% of total SOC. Conversely, SOC enhancement under F2 was mainly achieved by recruiting Glomerales to drive 

SOC sequestration in 0.25–2 mm aggregates, while inhibiting Glomeromycota to enhance carbon sequestration of <0.053 mm 

aggregates, which constituted more than 62.5% of total SOC. The increase in carbon sequestration in each size aggregates 

mentioned above was achieved by simultaneously increasing the proportion of aggregate mass and organic carbon content of 
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aggregates, leading to stronger soil structural stability under F1 compared to F2, which was primarily manifested by the higher 

MWD and GMD of F1 compared to F2. The results revealed the significance of arbuscular mycorrhizal fungi in enhancing SOC 

within crop rotation systems involving cover crops, and indicated that different cover crops employ distinct microbial 

mechanisms to increase SOC. 

Key words: Cover crops; Aggregate; Soil organic carbon; Co-occurrence network 

 

覆盖作物是指主要作物在生长期或收获后，在

时间上或空间上能够填充土壤裸露间隙的作物[1-2]。

目前，已有大量研究指出，覆盖作物能通过向土壤

直接输入有机碳源、促进土壤团聚体形成以及招募

本土有益微生物等方式促进土壤有机碳的固存[3-8]。

其中，豆科覆盖作物因其具有更高的微生物碳利用

效率，在提升土壤有机碳含量效果上优于非豆科类

覆盖作物[3, 9-12]。如 Hu 等[9]研究表明，豆科覆盖作物

种植下土壤微生物生物量碳和轻组分有机碳的效应

量分别提升 37% 和 29%，分别高于非豆科覆盖作物

0.42 倍和 5.47 倍。 

土壤团聚体作为土壤结构的重要组成部分，其粒

径分布及稳定性对土壤肥力有着重要影响[13-14]。覆盖

作物可以通过改变土壤团聚体粒径组成改善土壤结

构，提高土壤肥力[15-16]，且不同覆盖作物类型对土壤

团聚体不同粒级的占比影响不同。已有研究报道，覆

盖作物–主作物轮作有利于土壤大团聚体的形成[17]，

例如，多毛紫云英与玉米轮作可以提高 0.25 ~ 2 mm

大团聚体的占比[18]，其能显著增加水稳性团聚体的

平均质量直径，从而提高土壤团聚体的稳定性[19-20]；

也有研究认为，覆盖作物可以通过增加微团聚体进一

步保护与矿物结合的碳来提高土壤有机碳固存[21-22]，

比如，黑燕麦与玉米轮作可以显著提高<0.25 mm 团

聚体的占比[23]。 

覆盖作物与玉米轮作能改变土壤细菌、真菌和丛

枝菌根真菌等微生物的群落组成[15]，这可能是由于

覆盖作物残渣分解和根系分泌物为微生物生长提供

了充足的养分来源[24-25]。已有不少研究报道，玉米与

毛叶苕子轮作可以显著提高微生物数量[26]；小麦–豇豆

轮作能显著提高作物根际丛枝菌根真菌的数量[27]，而

丛枝菌根真菌菌丝体产生的球囊霉素相关蛋白等已

被报道有利于促进土壤团聚体的形成[28]。 

我国东北地区是世界三大黑土带之一。近年来，

由于土地高强度利用、耕作方式不当以及土壤侵蚀加

剧等因素，东北黑土地正面临黑土层变薄、有机质含

量下降等问题[29]。种植覆盖作物是一种提高土壤有

机碳的有效措施，但其固碳机制尚需深入研究。本研

究以我国东北典型黑土区的 5 年长期田间试验为平

台，探究不同覆盖作物品种与玉米轮作对土壤有机碳

及其在不同粒级团聚体中分布的影响，并基于高通量

测序分析细菌、真菌和丛枝菌根真菌群落组成的变

化，从而明确不同粒级团聚体碳固存对土壤有机碳的

贡献，并甄别与不同粒级团聚体碳固存有关的特定微

生物物种。 

1  材料与方法 

1.1  长期试验设计 

田间试验始于 2018 年 4 月，试验地点为黑龙江

省 哈 尔 滨 市 道 外 区 民 主 乡 光 明 村 (45°50′N ，

126°51′E)，试验开始前该试验点常年进行玉米(Zea 

mays L.)连作。该地区位于松嫩平原中南部，属于寒

温带季风气候，年平均气温 5.4 ℃，≥10 ℃有效积

温 2 700 ℃以上，年平均光照 2 641 ~ 2 732 h，年平

均降水 533 mm，年平均蒸发 1 315 mm。土壤类型为

发育自洪积黄土状黏土的黑土。试验开始前的土壤基本

性质为 pH 7.22，有机碳含量 17.21 g/kg，全氮 1.47 g/kg。 

试验设置 3 个处理：玉米单作(CK)、黄花草木

樨(Melilotus officinalis (L.) Pall.)–玉米轮作(F1)、绛三

叶(Trifolium incarnatum L.)–玉米轮作(F2)。除 CK 处

理外，其他两个处理均为第一年种植覆盖作物、第二年

种植玉米进行轮作。作物均种植在垄上且两垄间距统一

为 65 cm，每条垄上玉米株距为 20 cm。草木樨种植密

度为 37.5 kg/hm2，绛三叶种植密度为 75 kg/hm2。每个

处理设置 3 个重复，共有 9 个小区。小区随机分布，

每个小区面积为 16.25 m2(3.25 m×5 m)。每年作物收

获后，其秸秆均利用粉碎机粉碎后还田。玉米季施肥

采用当地常规施肥水平，N、P2O5、K2O 施用量分别

为 150、75、75 kg/hm2，氮肥 40% 作基肥、60% 在

生育期两次追肥(拔节期和孕穗期)，磷、钾肥全部作

基肥。覆盖作物生长季不施肥。 

1.2  样品采集与测定 

于 2022 年 7 月覆盖作物生物量最高时采集土壤

样品，采用直径 10 cm 的土钻按“S”形采集 0 ~ 20 cm

土样 5 份，混匀后剔除杂质并均分成三等份，一部分

风干用于土壤基本性质测定，一部分保存于 –80 ℃

用于提取土壤 DNA 并测定土壤微生物群落组成，剩
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余部分保存于 –20 ℃用于测定土壤可溶性有机碳/氮

(DOC/DON)。同时采集各小区 0 ~ 20 cm 原状土壤样

品测定土壤团聚体组成。 

土壤有机碳(SOC)、全氮(TN)采用重铬酸钾氧化

法和凯氏定氮法测定[30]，DOC、DON 采用 Jones 和

Willett[31]的方法测定。 

1.3  团聚体分级方法 

土壤团聚体分级采用湿筛法[32]，具体操作为：

将一套孔径分别为 2.0、0.25、0.053 mm 的筛子自上

而下小心置入团聚体分析仪，使水面没过套筛；称取

50 g 风干的原状土，平铺在 2 mm 筛子上，并浸泡

10 min。设置团聚体分析仪振幅为3 cm，振频为30次/min，

时间为 5 min，最终筛得 >2、0.25 ~ 2、0.053 ~ 0.25、

<0.053 mm 4 种不同粒级的土壤团聚体样品。进一步

对筛得样品进行烘干称重以计算每级粒径团聚体

的质量占比，同时测定不同粒径团聚体中有机碳的

含量。  

1.4  土壤 DNA 提取与高通量测序 

称取 0.5 g 鲜土，使用 Fast DNA Spin Kit for 

Soil(MP Biomedicals，Santa Ana，CA，美国)试剂盒，

依据说明书步骤从鲜土中提取 DNA[33]。提取的 DNA 

纯度和浓度用  NanoDrop ND-1000 分光光度计

(ThermoFisher Scientific，Waltham，MA，美国)进行

检测。使用特异性引物 515F(5′- GTGCCAGCMGCC 

GCGGTAA-3′)/907R(5′-CCGTCAATTCMTTTRAGTT
T-3′)、ITS5F(5′- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG- 

3′)/ITS1R (5′ - GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3′)和
AMV4.5NF(5′-AAGCTCGTAGTTGAATTTCG-3′)/ 
A MDGR(5′-CCCAACTATCCCTATTAATCAT-3′)分别

对细菌、真菌和丛枝菌根真菌进行 PCR 扩增。PCR 

扩增物利用 Vazyme VAHTSTM DNA Clean Beads 

(Vazyme，中国)进行纯化，利用 PicoGreen dsDNA 

Assay Kit(Invitrogen，Carlsbad，CA，美国)试剂盒进

行定量。纯化后的产物等摩尔质量混合后使用 

Illumina MiSeq 平台的 MiSeq Reagent Kit v3 测序

仪进行测序(委托上海派森诺生物科技股份有限公司

测定)。 

高通量测序所得序列在 QIIME2 软件中采用以

下步骤进行分析：使用 demux 对原始序列数据进行

样本拆分，然后使用 cutadapt (Martin，2011)切除引

物序列，使用 VSEARCH(Rognes，2016)插件对数据

进行去噪、拼接，用 UCHISE 算法去除嵌合体，得

到优质序列后使用 UNOISE 算法 (cluster_unoise) 

(minsize=8)进行聚类，得到各样本特征序列(绝对序

列变体， ASV)。最后基于 Sliva、UNITE 和 MaarjAM

分类学数据库分别对细菌、真菌和丛植菌根真菌

ASV 进行注释。 

1.5  数据处理与分析 

通过 SPSS 软件，采用单因素方差分析(ANOVA)

和 Duncan 多重比较分析不同处理间指标差异。使用

R4.2.2 软件的 vegan 包进行主坐标分析 (Principal 

coordinate analysis，PCoA)；使用置换多元方差分析

(Permutational multivariate analysis of variance ，

PERMANOVA)判断不同处理间土壤细菌和真菌群落

组成的差异。 

筛选占总序列 0.1% 以上的 ASVs，利用 R 语言

psych 软件包计算细菌、真菌和丛枝菌根真菌物种之

间的 Spearman 相关性矩阵，以 P<0.05 为显著性水平、

相关系数|r| > 0.7，构建共现网络。利用 Gephi 实现网

络可视化，并进行模块化分析。 

不同粒径团聚体有机碳占全土总有机碳比例(团

聚体碳占比 )、团聚体质量占比、平均质量直径

(MWD)、几何平均直径(GMD)计算公式如下[34]：  

t

(%) 100iM

M
 团聚体质量占比  (1) 

t t

(%) 100i iC M

C M


 


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t

MWD i iX M

M


   (3) 

1
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n

i i
i

W X


 
  

 
  (4) 

上述公式中：Mi 为每级团聚体的质量(g)，Mt 为

土壤总质量(g)，Ci为每级团聚体中有机碳含量(g/kg)，

Ct 为全土有机碳含量(g/kg)，Xi 为每级团聚体的平均

直径(mm)，Wi 为每级团聚体的质量占土壤总质量的

比例。 

2  结果 

2.1  土壤总有机碳氮和可溶性有机碳氮 

与常规种植(CK)相比，长期轮作(F1、F2)处理均

显著提升了土壤总有机碳和全氮含量(P<0.05，表 1)，

而两个轮作处理之间无显著差异，其中土壤总有机碳

提升约 28.9%，全氮提升约 42.4%。两个轮作处理对

土壤可溶性有机碳含量无显著影响，但 F1 处理显著

增加可溶性有机氮含量，与 CK 相比增幅约 70%。 

2.2  土壤各粒级团聚体的分布和有机碳含量及团

聚体碳占比 

比较玉米与不同覆盖作物长期轮作对团聚体分

布的影响发现(图 1A)，与 CK 相比，F1 处理显著增 
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表 1  玉米与不同覆盖作物长期轮作对土壤总有机碳氮和可溶性有机碳氮含量的影响 
Table 1  Effects of long-term maize rotation with different cover crops on soil total organic carbon, organic nitrogen, dissolved organic carbon, 

and dissolved organic nitrogen 

土壤性质 CK F1 F2 

SOC (g/kg) 16.43 ± 0.87 b 21.19 ± 0.39 a 21.18 ± 0.99 a 

TN (g/kg) 1.18 ± 0.05 b  1.66 ± 0.11 a 1.70 ± 0.14 a  

DOC (mg/kg) 4.09 ± 0.31 a 3.92 ± 0.03 a 5.55 ± 1.63 a 

DON (mg/kg) 1.94 ± 0.14 b 3.30 ± 0.41 a 2.71 ± 0.92 ab 

注：同行数据小写字母不同表示处理间差异显著(P<0.05)。 

 

(柱状图上的误差线为标准误，不同小写字母表示相同粒级不同处理间的差异显著(P<0.05)，下图同) 

图 1  玉米与不同覆盖作物长期轮作对团聚体各粒级质量比例(A)、有机碳含量(B)、团聚体碳占比(C)的影响 
Fig.1  Effects of long-term maize rotation with different cover crops on aggregate mass proportion (A), organic carbon content (B), and 

aggregate carbon proportion (C) in each size aggregates 

 
加了>2 mm 和 0.25 ~ 2 mm 粒级大团聚体质量占比，

分别增加 58.6% 和 91.5%；同时显著降低了 0.053 ~ 

0.25 mm 粒径质量占比，降幅约 45.2%，对<0.053 mm

的粉黏粒占比无显著影响。而 F2 处理主要表现为

0.25 ~ 2 mm 粒级大团聚体和<0.053 mm 粉黏粒质量

占比的显著增加，增幅分别为 34.4% 和 176%；同时

0.053 ~ 0.25 mm 粒级团聚体质量占比显著降低约

49.7%，而>2 mm 粒级团聚体质量占比影响不显著。 

与 CK 相比，F1 和 F2 处理的  >2 mm、0.25 ~ 

2 mm 及 0.053 ~ 0.25 mm 3 个粒级团聚体中有机碳的

含量均有显著提升，提升幅度为 18.9% ~ 40.5%，而 

<0.053 mm 粒级的有机碳含量仅 F2 处理较 CK 处理

显著提升约 22.5%(图 1B)。不同粒级团聚体碳占比结

果显示(图 1C)，与 CK 相比，F1 处理 >2 mm 和 0.25 ~ 

2 mm 粒级的碳占比均显著升高，分别由 CK 处理的

11.4% 和 27.1% 提升至 18.0% 和 45.6%，0.053 ~ 

0.25 mm 粒级碳占比显著降低，<0.053 mm 粒级碳占

比与 CK 无显著差异；对 F2 处理，0.25 ~ 2 mm 和

<0.053 mm 粒级碳占比均显著提升，分别由 CK 处理

的 27.1% 和 9.5% 提升至 37.4% 和 25.1%，而 0.053 ~ 

0.25 mm 粒级碳占比则显著低于 CK，>2 mm 粒级碳

占比与 CK 无显著差异。由此可知，尽管 F1 和 F2

处理的土壤总有机碳含量相近并显著高于 CK(表 1)，

但它们的显著增加来自不同粒级团聚体碳的贡献，其

中 F1 处理主要来自 >2 mm 和 0.25 ~ 2 mm 粒级碳

占比的增加；而 F2 处理主要来自 0.25 ~ 2 mm 和 

<0.053 mm 粒级碳占比的增加，上述粒径团聚体碳占

比的增加主要源自团聚体质量占比和团聚体有机碳

含量共同显著增加所致(图 1)。 

团聚体平均重量直径 (MWD)和几何平均直径

(GMD)在不同处理间的变化趋势基本一致(图 2)，与

CK 相比，F1 处理 MWD 和 GMD 显著增加，增幅分

别为 57.7% 和 31.8%，而 F2 处理的 MWD 和 GMD

均与 CK 无显著差异。 

2.3  土壤微生物群落组成 

对各处理的细菌、真菌和丛枝菌根真菌群落组

成进行 PCoA 分析(图 3)，同时进行置换多元方差

分析(PERMANOVA，表 2)，结果表明，3 个处理

的细菌、真菌和丛枝菌根真菌群落均两两差异显著

(P<0.05)。 
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图 2  玉米与不同覆盖作物长期轮作对土壤团聚体平均重量直径(MWD)和几何平均直径(GMD)的影响 
Fig.2  Effects of long-term maize rotation with different cover crops on mean weight diameter (MWD) and geometric mean diameter (GMD) of 

soil aggregates 

 

图 3  玉米与不同覆盖作物长期轮作下土壤细菌(A)、真菌(B)、丛枝菌根真菌群落(C)主坐标分析(PCoA) 
Fig.3  Principal coordinate analysis (PCoA) of soil bacterial (A), fungal (B) and arbuscular mycorrhizal fungal (C) communities under long-term 

maize rotation with different cover crops 

 

表 2  置换多元方差分析明确不同处理之间微生物群落差

异显著性 
Table 2  Difference significances of microbial community 

compositions between different treatments based on PERMANOVA 
analysis 

微生物 处理 R2 P 

F1 vs. CK 0.471 5 0.039* 

F2 vs. CK 0.561 6 0.026* 

细菌 

F1 vs. F2 0.319 9 0.032* 

F1 vs. CK 0.338 8 0.038* 

F2 vs. CK 0.490 6 0.039* 

真菌 

F1 vs. F2 0.366 5 0.019* 

F1 vs. CK 0.488 4 0.022* 

F2 vs. CK 0.579 9 0.025* 

丛枝菌

根真菌 

F1 vs. F2 0.496 7 0.034* 

注：R2 表示不同处理对组间差异的解释度；P 表示显著性，

*表示达 P<0.05 显著水平。 

 

利用 Simper 分析明确不同处理细菌、真菌和丛

枝菌根真菌群落差异的主导物种(表 3)。结果发现，3

个 处 理 细 菌群 落 之 间 的差 异 主 要 由芽 球 菌 属

(Blastococcus sp.)、吡啶单胞菌科(Pyrinomonadaceae)、

微球菌科(Micrococcaceae)、盖勒氏菌目(Gaiellales)

和 棒 状 杆 菌 属 (Rokubacteriales sp.) 主 导 ， 其 中

Blastococcus sp.、Pyrinomonadaceae 和 Gaiellales 在

F1 和 F2 处理中的相对丰度均显著高于 CK，

Micrococcaceae 的相对丰度表现为 CK>F2>F1，

Rokubacteriales sp.相对丰度表现为 F1>F2；真菌群落

变化主要由淡紫拟青霉属(Purpureocillium sp.)、巨枝

膝梗孢属(Gonytrichum sp.)、Retroconis sp.、木霉属

(Trichoderma sp.)和节菱孢霉菌属(Arthrinium sp.)主

导，其中 Purpureocillium sp.、Gonytrichum sp.和

Retroconis sp 的相对丰度在各处理间呈 CK>F1≈F2

的变化规律，Trichoderma sp.的相对丰度表现为

F1>CK，Arthrinium sp.的相对丰度表现为 F2>F1；此

外，丛枝菌根真菌群落变化主要由类球囊霉属
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(Paraglomus sp.)、球囊霉属(Glomus sp.)、球囊菌门

(Glomeromycota)、球囊霉目(Glomerales)和球囊菌纲

(Glomeromycetes)主导，其中 Paraglomus sp.的相对丰

度大小为 F2>CK>F1，Glomus sp.的相对丰度大小为

CK>F1 ≥ F2 ，而 Glomeromycota 、 Glomerales 和

Glomeromycetes 的相对丰度都表现为 F1>F2≥CK。 

表 3  基于 Simper 分析明确不同处理之间细菌、真菌、丛枝菌根真菌群落差异的前 5 个最为关键主导微生物 
 Table 3  Top five most influential species for differences in bacterial, fungal, and AMF communities among different treatments based on 

Simper analysis 

细菌群落组成 真菌群落组成 丛枝菌根真菌群落组成 处理 

物种名称 组 A 组 B 显著性 物种名称 组 A 组 B 显著性 物种名称 组 A 组 B 显著性

Micrococcaceae 92.75 220.75 P<0.05 unidentified fungi 508.25 3 264.25 P<0.05 Paraglomus sp. 1 038.00 3 034.50 P<0.05

Blastococcus sp. 235.75 174.75 P<0.05 Trichoderma sp. 2 081.00 0 P<0.05 Glomus sp. 132.25 191.25 P<0.05

Pyrinomonadaceae 124.25 67.50 P<0.05 Gonytrichum sp. 12.75 1 661.75 P<0.05 Glomeromycetes 549.25 72.00 P<0.05

Gaiellales1 123.25 71.75 P<0.05 Purpureocillium sp. 36.75 602.25 P<0.05 Glomeromycota 1 063.00 418.75 P<0.05

F1 
(组 A) 

vs. CK 
(组 B) 

Gaiellales2 115.00 71.00 P<0.05 Retroconis sp. 0 556.25 P<0.05 Glomerales 1 434.75 910.75 P<0.05

Blastococcus sp. 295.25 174.75 P<0.05 unidentified fungi 5 404.25 3 264.25 P<0.05 Paraglomus sp. 4 411.25 3 034.50 P<0.05

Pyrinomonadaceae 134.25 67.50 P<0.05 Gonytrichum sp. 45.50 1 661.75 P<0.05 Glomeromycota 564.75 418.75 P>0.05

unclassified bacteria 31.25 87.00 P<0.05 unidentified fungi 1 524.50 153.75 P<0.05 Glomerales 1 097.50 910.75 P>0.05

Gaiellales1 125.25 71.75 P<0.05 Purpureocillium sp. 6.75 602.25 P<0.05 Glomus sp. 94.00 191.25 P<0.05

F2 
(组 A) 

vs. CK 
(组 B) 

Gaiellales2 118.25 71.00 P<0.05 Retroconis sp. 0 556.25 P<0.05 Glomeromycetes 109.75 72.00 P>0.05

Micrococcaceae 92.75 187.75 P<0.05 Purpureocillium sp. 36.75 6.75 P>0.05 Paraglomus sp. 1 038.00 4 411.25 P<0.05

Blastococcus sp. 235.75 295.25 P<0.05 Gonytrichum sp. 12.75 45.50 P>0.05 Glomeromycota 1 063.00 564.75 P<0.05

Pyrinomonadaceae 40.50 12.00 P<0.05 Retroconis sp. 0 0 P>0.05 Glomus sp. 132.25 94.00 P>0.05

Rokubacteriales sp. 31.50 3.50 P<0.05 unidentified fungi 310.00 0 P<0.05 Glomeromycetes 549.25 109.75 P<0.05

F1 
(组 A) 

vs. F2 
(组 B) 

Gemmatimonadaceae 11.75 38.00 P<0.05 Arthrinium sp. 30.75 317.00 P<0.05 Glomerales 1 434.75 1 097.50 P<0.05

 
2.4  细菌–真菌–丛枝菌根真菌共现网络及其与团

聚体碳占比之间关系 

通过 Spearman 相关关系构建 3 个处理的细菌、

真菌和丛枝菌根真菌共现网络(图 4)。网络共包含 286

个节点和 709 个边，59.8% 为正相关关系，40.2% 为

负相关关系，网络共甄别出 4 个主要模块(图 4A)。

分析各模块不同处理间相对丰度变化发现(图 4B)，

模块 1 主要表现为覆盖作物与玉米轮作显著降低其

丰度，其中相对丰度 CK>F1>F2；模块 2 和模块 3 中，

覆盖作物与玉米轮作会显著提高丰度，表现为

F1>F2>CK；模块 4 中，覆盖作物与玉米轮作会显著

降低丰度，主要表现为 CK>F2>F1。  

 

图 4  细菌–真菌–丛枝菌根真菌共现网络(A)及各模块相对丰度(B) 
Fig.4  Co-occurrence network of soil bacterial, fungal and AMF (A), and relative abundance of four modules (B)  
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各粒级团聚体碳占比与网络模块之间的相关性

分析发现(表 4)，>2 mm 粒级碳占比主要与模块 2 相

对丰度呈显著正相关；0.25 ~ 2 mm 粒级碳占比与模

块 2 相对丰度呈显著正相关，与模块 1 和 4 呈显著负

相关；0.053 ~ 0.25 mm 粒级碳占比与模块 1 和 4 相

对丰度呈显著正相关；<0.053 mm 粒级碳占比与模块

1 相对丰度呈显著负相关。因此，模块 1、2、4 被认

为是决定团聚体碳占比的关键模块。 

分析各关键模块内主导不同处理间相对丰度差

异的微生物物种发现(图 5)，模块 1 中不同处理间相

对丰度差异主要与 Glomeromycota、Blastococcus sp.、

Purpureocillium sp.和 Retroconis sp.等物种丰度变化

有关；模块 2 不同处理间相对丰度差异主要与 

Glomerales 、 Glomeromycota 、 Paraglomus sp. 、

Glomeromycetes 和假裸囊菌属(Pseudogymnoascus sp.)

等物种丰度变化有关；模块 4 不同处理间相对丰度差

异主要与青霉菌属 (Penicillium sp.)、Glomerales、

Glomus sp.和粪盘菌属(Ascobolus sp.)等物种丰度变

化有关。上述 11 个(包括 1 个细菌、5 个真菌、5 个

丛枝菌根真菌)物种被认为是决定团聚体碳占比的关

键物种。 

表 4  各粒级团聚体碳占比与不同模块的相关性分析 
Table 4  Correlation analysis between SOC proportions of four size 

aggregates and relative abundance of different modules 

模块 1 模块 2 模块 3 模块 4 粒径(mm)

R2 P R2 P R2 P R2 P 

>2 0.11 0.16 0.79 0.01** 0.18 0.10 0.03 0.42

0.25 ~ 2 –0.69 0.01** 0.54 0.01** 0.24 0.09 –0.30 0.04*

0.053 ~ 0.25 0.64 0.01** 0.05 0.23 0.14 0.41 0.29 0.04*

<0.053 –0.25 0.05* 0.09 0.34 0.08 0.74 0.04 0.47

注：*、**分别表示相关性达 P<0.05 和 P<0.01 显著水平。 

 

图 5  模块 1(A)、模块 2(B)和模块 4(C)中主导处理间差异的微生物物种 
Fig.5  Dominant genera in module 1 (A), 2 (B) and 4 (C) 

 

分析上述 11 个关键物种与各粒级团聚体碳占比

之间的相关性发现(图 6)，>2 mm 粒级碳占比与

Glomerales、Glomeromycota 和 Glomeromycetes 显著

正相关，与 Paraglomus sp. 显著负相关；0.25 ~ 2 mm

粒 级 碳 占 比 与 Glomerales 、 Glomeromycota 和

Glomeromycetes 显著正相关，同时与 Retroconis sp.、

Penicillium sp.和 Pseudogymnoascus sp.显著负相关；

0.053 ~ 0.25 mm 粒级碳占比与 Retroconis sp.、

Penicillium sp.、Purpureocillium sp.、Glomeromycota、

和 Glomus sp.显著正相关，与 Blastococcus sp.显著负

相关；<0.053 mm 粒级碳占比与 Blastococcus sp.显著

正相关，与 Glomeromycota 显著负相关。 

3  讨论 

3.1  覆盖作物与玉米轮作对黑土理化性质的影响 

本研究结果显示黄花草木樨和绛三叶与玉米轮

作均同等程度提升黑土总有机碳含量约 28.9%，提升

全氮含量约 42.4%(表 1)。Jian 等[6]通过 Meta 统计分

析全球 131 种覆盖作物引入农田生态系统的研究，发

现覆盖作物能显著提高土壤有机碳含量，提升幅度约

15.5%。黄花草木樨和绛三叶作为两种典型的豆科植

物能通过固氮功能有效提高土壤的氮素水平，这与前

人的研究结果一致[35]。覆盖作物引入农田后对可溶

性有机碳和可溶性有机氮的影响不尽相同，有研究表

明，紫花苜蓿和大豆引入轮作体系后，可溶性有机碳

和可溶性有机氮都没有显著变化[36]，也有研究表明

可溶性有机碳受覆盖作物类型显著影响，白三叶草可

以提高土壤可溶性有机碳含量[37]，绛三叶在生长期

可以提高可溶性有机氮的浓度[38]。  

研究结果进一步表明黄花草木樨与玉米轮作(F1

处理)能显著促进 >2 mm 和 0.25 ~ 2 mm 大团聚体的

形成，分别提高约 58.6% 和 91.5%，从而团聚体平 
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(*、**分别表示相关性达 P<0.05 和 P<0.01 显著水平) 

图 6  关键物种与不同粒级团聚体碳占比之间的相关性 
Fig.6  Correlations between keystone microorganism species and 

SOC proportions in four size aggregates  

 
均重量直径和几何平均直径显著提高约 57.7% 和

31.8%；而绛三叶与玉米轮作(F2 处理)虽然 0.25 ~ 2 mm

大团聚体含量也增加约 34.4%，但团聚体变化主要

表现为 0.053 ~ 0.25 mm 微团聚体占比下降约

49.7%，<0.053 mm 粉黏粒增加约 176%，而对土壤

团聚体稳定性指数的影响不显著(图 1、图 2)。这可

能是由于黄花草木樨作为外源有机碳源引入农田生

态系统后能激发土壤中的微生物活性，而微生物在

进行生命活动时会产生多糖充当黏合剂，将土壤小

颗粒黏结成大团聚体[39]，并且黄花草木樨也被报道

具有促进较小粒径微团聚体向较大粒径微团聚体聚

集的功能，而且随着种植时间的增加，改土效果越显

著[40]。而绛三叶直根发达[41]，其直根穿插能力强，能

扎入土壤深层破坏土壤结构并加剧团聚体破碎[42]，可

能导致粉黏粒增多。此外，研究发现覆盖作物种植

增加团聚体所有粒级中有机碳含量，并在>2 mm、

0.25 ~ 2 mm 和 0.053 ~ 0.25 mm 粒径中达到显著水

平，其中 F1 处理分别提升约 34.4%、18.9% 和

38.5%，F2 处理分别提升约 33.6%、32.8% 和 42.2% 

(图 1)。这可能是由于作物残茬是维持农业土壤有机

碳和养分的主要输入来源，覆盖作物由于根系发达，

引入农田生态系统可以生产更多的生物量，为土壤

输入了更多的外源碳，其被微生物分解后固存在各

级团聚体中[43]。 

3.2  覆盖作物与玉米轮作对黑土细菌、真菌、丛

枝菌根真菌群落的影响 

覆盖作物引入玉米种植生态系统显著改变了土

壤细菌、真菌和丛枝菌根真菌的群落组成，且各微生

物群落组成在不同处理之间两两差异显著(表 2、图

3)，这与 Muhammad 等人[44]的研究结果相一致。利

用 Simper 方法进一步分析影响群落变化的物种发

现，与 CK 处理相比，覆盖作物种植处理组的细菌群

落的变化主要与 Pyrinomonadaceae、Blastococcus sp.、

Micrococcaceae 和 Gaiellales 丰度的提升有关(表 3)。

Pyrinomonadaceae 被报道可以参与水解复杂的聚合

物[45]；Blastococcus sp.是一种碳降解菌[46]，其丰度升

高可能是由于覆盖作物引入后提供了更多的新鲜植

物残体，促进这些与碳降解功能相关的微生物快速生

长繁殖。Micrococcaceae 被认为是豆科植物残体的第

一批降解物[47]，其丰度升高可能是由于覆盖作物投

入改善了生长所需的养分条件所致。有研究认为苜蓿

作为豆科覆盖作物能显著提高 Gaiellales 的丰度[48]，

黄花草木樨和绛三叶同为豆科覆盖作物可能会提高

Gaiellales 的丰度。对于真菌群落， F1 处理中

Trichoderma sp.的相对丰度相对于 CK 处理显著提高

(表 3)，而 F1 和 F2 处理均显著降低了 Purpureocillium 

sp.、Gonytrichum sp.和 Retroconis sp.的相对丰度。其

中 Trichoderma sp.被报道能保护植物并控制病原体

种群[49]；有研究发现 Purpureocillium sp.丰度会随着

施氮量的增加而降低[50]，表明豆科覆盖作物因固氮

功 能 促 进 的 土 壤 氮 素 水 平 提 高 可 能 不 利 于

Purpureocillium sp.的生长。而在丛枝菌根群落中，F1

处理显著降低了 Paraglomus sp.的相对丰度，F2 处理

则显著提高了 Paraglomus sp.的相对丰度(表 3)。作为

土壤中常见的一种丛植菌根真菌，有关 Paraglomus sp.

丰度变化对作物种植响应的报道不尽相同。Zhang

等 [51] 研究发现，混合种植覆盖作物可以提高

Paraglomus sp.的丰度；而 Luo 等[52]认为在玉米–小麦

轮作中，Paraglomus sp.的丰度会在收获期的玉米底

土 层 上 升 。 此 外 ， 本 研 究 发 现 Glomerales 、

Glomeromycetes、Glomeromycota 的相对丰度均在覆

盖作物引入后显著提升(表 3)，其中 Glomerales 目归

属于 Glomeromycetes 纲，而 Glomeromycetes 纲的物

种丰度已被报道与土壤有机碳显著正相关[53]，说明

这些物种丰度的上升可能与覆盖作物向土壤输入有

机碳源有关。 

3.3  不同覆盖作物提升土壤总有机碳的微生物机制 

本研究结果表明，F1 处理土壤总有机碳的显著
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增加主要来自>2 mm 和 0.25 ~ 2 mm 粒级碳占比的增

加(图 1)，它们主要与 Glomerales、Glomeromycota、

Glomeromycetes 中未分类的物种显著正相关(图 6)，

并且它们是决定不同处理间丛枝菌根真菌群落差异

的主要物种，其均在 F1 处理中显著富集(表 3)，表明

F1 处理土壤总有机碳的显著增加主要通过招募该 3

个物种来实现；另外，>2 mm 和 0.25 ~ 2 mm 粒级碳

占比的增加主要源自团聚体质量占比和团聚体有机

碳含量共同显著增加所致(图 1)，进一步说明 F1 处理

土壤总有机碳的显著增加主要通过招募 Glomerales、

Glomeromycota、Glomeromycetes 增加>2 mm 和 0.25 ~ 

2 mm 粒级大团聚体形成及增加其中碳固存来实现。

Glomerales(目水平)和 Glomeromycetes(纲水平)都属

于 Glomeromycota 菌 门 。 已 有 大 量 研 究 表 明

Glomeromycota 的诸多物种能在促进土壤大团聚体

形成、助力土壤固碳和提高团聚体稳定性上发挥至关

重要的作用，这可能是由于：①作为丛植菌根真菌，

Glomeromycota 的菌丝能影响碳的稳定性[54-55]，其能

黏 结 土 壤 中 细 小 的 颗 粒 形 成 团 聚 体 [56] ； ②

Glomeromycota 能分泌球囊霉素相关土壤蛋白，该蛋

白在促进大团聚体形成上发挥着极为重要的作用。因

此，本文认为 F1 处理下 Glomeromycota 门物种丰度

上升，可能会通过分泌球囊霉素等土壤蛋白提高大团

聚体的占比，增加碳的稳定性，也可能通过菌丝连接

等物理作用，提高了>2 mm 和 0.25 ~ 2 mm 粒级有机

碳含量，最终提高了土壤总有机碳。 

而 F2 处理土壤总有机碳的显著增加主要来自

0.25 ~ 2 mm 和 <0.053 mm 粒级碳占比的增加(图

1)，其中 0.25 ~ 2 mm 粒级碳占比主要与 Glomerales

正相关，<0.053 mm 粒级碳占比与 Glomeromycota

显著负相关(图 6)；而在 F2 处理中只有 Glomerales

富集，Glomeromycota 丰度则降低，Glomeromycetes

丰度与 CK 无显著差异(表 3、图 5)。这表明 F2 处理

土壤总有机碳的显著增加可能是通过招募 Glomerales

和抑制 Glomeromycota 来实现。 Glomerales 和

Glomeromycota 都能促进团聚体形成以及有机碳

的增加 [54-56]，而 Glomeromycota 丰度的降低可能

会减弱促进土壤颗粒黏结成团的效果，进而导致

部分土壤团聚体更容易破碎形成粉黏粒，使

<0.053 mm 粒级质量占比增加，最终表现出该粒

级团聚体碳占比提高。上述结果表明不同覆盖作

物与玉米轮作提升黑土有机碳主要通过刺激特定

丛枝菌根真菌物种驱动不同粒级团聚体形成并增

加其中碳固存所致。  

4  结论 

通过我国东北典型黑土 5 年的田间试验发现黄

花草木樨或绛三叶与玉米轮作均可以同等程度显著

提升土壤总有机碳含量。黄花草木樨与玉米轮作激发

土壤 Glomerales、Glomeromycota 和 Glomeromycetes

等丛枝菌根真菌物种的生长繁殖，它们共同驱动>2 mm

和 0.25 ~ 2 mm 粒级大团聚体形成并增加其中碳含量

促进土壤有机碳的固存。而绛三叶与玉米轮作提升

Glomerales 的丰度，其驱动 0.25 ~ 2 mm 粒级大团聚

体形成并增加其中有机碳的富集促进土壤总有机碳

含量的增加；同时抑制 Glomeromycota 物种的生长，

导致团聚体的破碎和<0.053 mm 粉黏粒占比的增加。

相比绛三叶，黄花草木樨与玉米轮作可以显著提高土

壤团聚体的稳定性，使有机碳在大团聚体中稳定固存

以提升土壤总有机碳含量。本研究结果为黑土培肥选

择适宜的覆盖作物品种提供了一定理论基础。 
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