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保护播种下紫花苜蓿根际土壤氨氧化和反硝化
微生物群落对糜子种植比例变化的响应

李若璇，李升郅粲，陈奕彤，孙雨豪，杨培志，崔彦农，龙明秀，何树斌*

（西北农林科技大学草业与草原学院，陕西  杨凌  712100）

摘要：为研究保护播种下糜子种植比例对紫花苜蓿根际土壤因子、氨氧化微生物［氨氧化古菌（ammonia-oxidizing 
archaea，AOA）和氨氧化细菌（ammonia-oxidizing bacteria，AOB）］和反硝化微生物（nirK、nirS 和 nosZ）的影响，以黄

土高原旱作农业区紫花苜蓿根际土壤为对象，设置 4 种糜子-紫花苜蓿种植比例［1∶1（1P1M），1∶2（1P2M），1∶3
（1P3M）和 2∶3（2P3M）］并以紫花苜蓿单播（M）为对照，利用高通量测序分析紫花苜蓿根际土壤中氨氧化和反硝化

微生物群落多样性、结构、组成、共现网络及其与土壤因子的相关性。结果表明：随着糜子种植密度的增加，保护播

种提高了土壤总氮含量和稳定碳氮同位素值，且在保护播种 2P3M 中显著增加（P<0. 05），土壤有机碳含量先降低

后增加，且在 2P3M 中显著下降（P<0. 05）。保护播种提高了土壤氨氧化和 nosZ 微生物的丰富度，降低了 nirK 微生

物的丰富度，其中，AOA 微生物 α 多样性对种植比例变化更敏感。β 多样性分析发现，不同保护播种比例之间，土壤

氨氧化和反硝化微生物群落结构差异均不明显。AOA 和 AOB 微生物分别以亚硝化球菌属和亚硝化螺菌属为优势

属，其含量均超过 85%；而反硝化微生物表现为富集促进植物生长发育和养分转化的菌属，如 nirK 微生物中无色杆

菌属和 nirS 微生物中固氮弧菌属等。共现网络分析表明，保护播种 2P3M 处理的土壤氨氧化和反硝化微生物群落

具有更复杂的共现网络，主要体现在网络复杂性和模块化系数指标。相关性分析进一步显示，全氮、钙离子、镁离子

与 AOA 微生物多样性显著相关，土壤有机碳和镉离子均与 AOB 和 nirS 微生物多样性显著相关。综上所述，饲草与

杂粮保护播种会影响饲草根际土壤氨氧化和反硝化微生物多样性、组成和共现网络，揭示了保护播种技术下氮素高

效利用的微生物机制，且以 2∶3 的比例种植作物可能会发挥出保护播种技术最佳优势。
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Abstract： Companion planting of broomcorn millet （Panicum miliaceum） with alfalfa （Medicago sativa） can 
improve nitrogen utilization.  To explore the mechanism of this effect， we investigated the impact of different planting 
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ratios of broomcorn millet and alfalfa on ammonia-oxidizing archaea （AOA）， ammonia-oxidizing bacteria （AOB）， 
denitrifying microorganisms （nirK- ， nirS- ， and nosZ-containing microbes）， and other soil factors in alfalfa 
rhizosphere soil under companion planting in the dry farming area of the Loess Plateau.  Four broomcorn millet-alfalfa 
planting ratios ［1∶1 （1P1M）， 1∶2 （1P2M）， 1∶3 （1P3M）， and 2∶3 （2P3M）］ were established with alfalfa monoculture 
（M） as the control.  The diversity， structure， composition， and co-occurrence network of ammonia-oxidizing and 
denitrifying microorganisms in alfalfa rhizosphere soil were determined by high-throughput sequencing， and their 
correlations with soil factors were analyzed.  The results showed that， as the ratio of broomcorn millet increased， the 
soil total nitrogen content and stable carbon and nitrogen isotope values increased， and significantly increased in 
2P3M （P<0. 05）； and the soil organic carbon content first decreased and then increased， with a significant decrease 
in 2P3M （P<0. 05）.  Companion planting increased the richness of ammonia-oxidizing and nosZ-containing 
microorganisms， but decreased the richness of nirK-containing microorganisms.  The alpha diversity of AOA was 
sensitive to the planting ratio.  However， a beta diversity analysis revealed no significant differences in ammonia-

oxidizing and denitrifying community structures among the different planting ratios.  Nitrososphaera and Nitrosospira 
were the dominant genera of AOA and AOB， respectively， accounting for over 85% of their communities based on 
abundance.  The denitrifying microbial community was enriched in genera that promote plant growth and nutrient 
transformation， such as Achromobacter among the nirK-containing microorganisms and Azoarcus among the nirS-

containing microorganisms.  A co-occurrence network analysis revealed a more complex co-occurrence network of 
soil ammonia-oxidizing and denitrifying communities in 2P3M than in the other treatments， and this was mainly 
evident in the network complexity and modularity indicators.  The contents of total nitrogen and calcium and 
magnesium ions were significantly correlated with AOA microbial diversity， and the contents of soil organic carbon 
and cadmium ions were significantly correlated with AOB and nirS microorganisms.  In summary， companion 
planting affected the diversity， composition， and co-occurrence network of ammonia-oxidizing and denitrifying 
microorganisms in the rhizosphere soil of alfalfa， revealing the microbial mechanism of efficient nitrogen utilization 
under this technology.  Based on these results， the broomcorn millet∶alfalfa planting ratio of 2∶3 appears to be the 
most effective for exploiting the advantages of companion planting.
Key words： companion planting； ammonia oxidation； denitrification； functional gene； diversity； co-occurrence 
network

在全球气候变化的背景下，我国黄土高原地区单一的农业系统由于长期依赖大量氮肥的输入而处于氮损失

加剧、作物产量低、生物多样性减少等不可持续的状态［1-3］。紫花苜蓿（Medicago sativa）是一种在我国西北地区

栽培面积最大的豆科牧草，具有营养价值高、产量高及适应性广等优点［4］。紫花苜蓿在建植初期面临苗期生长缓

慢、杂草多、光照和土壤养分等资源利用率低及生产收益低等问题［5］。在我国北方的实际农业生产中，禾本科作

物通过竞争刺激紫花苜蓿使其增加根际共生固氮和氮利用，有效地利用了作物之间的互补和促进作用，提高牧草

年总产量，因此，选择生育期短的一年生禾本科植物与紫花苜蓿进行保护播种是弥补牧草生产初期生产效益低的

有效措施［6-7］。糜子（Panicum miliaceum）是中国黄土高原地区广泛种植的杂粮作物，具有生育期短、抗旱能力强

的特点，在西北地区实际生产中常与豆科作物共同种植，宜作为伴播作物［8］。在实际生产中，作物的种植比例能

够通过改变土壤因子和微生物来调节土壤微环境，最终影响作物生长，并且合理、适宜的种植栽培模式会更好地

促进作物对土地、光、热及土壤养分的有效利用［9-10］。因此，明确保护播种的比例，并阐明其对紫花苜蓿根际土壤

因子的影响机制有助于进一步发展保护播种的生产技术与理论。

氮循环微生物具有矿化养分，促进植物生长的功能［11］。硝化和反硝化作用作为土壤氮循环的关键过程分别

受氨氧化微生物［氨氧化古菌（ammonia-oxidizing archaea，AOA）和氨氧化细菌（ammonia-oxidizing bacteria，
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AOB）］介导和反硝化微生物（nirK、nirS 和 nosZ）调控［12］。研究表明，由氨氧化古菌和氨氧化细菌进行氨氧化作

用将铵态氮（NH4
+-N）转化成反硝化作用底物亚硝态氮（NO2

--N）和硝态氮（NO3
--N），再经反硝化微生物产生一

氧化二氮（N2O）或氮气（N2）
［2］。氨氧化和反硝化微生物容易受到土壤因子、植物种类、施肥等因素影响，例如，土

壤因子驱动改变根际氨氧化和反硝化微生物生长和活性，这一过程因作物种类不同而产生不同效果［8］；nirK 微生

物群落多样性受全氮和硝态氮影响［13］；长期施用绿肥可以提高氮循环功能进而实现作物增产［14］。研究表明，

AOB 微生物可通过竞争限制 AOA 微生物增长，且 nirS 微生物群落与土壤因子的相关性高于 nirK 微生物群

落［15］。由于当前农业对肥料依赖严重，田间试验中氨氧化和反硝化微生物群落对氮肥的响应得到了更多的关

注［12］，然而，氨氧化和反硝化微生物参与紫花苜蓿根际土壤氮循环的机制，以及对保护播种比例的响应还不清楚。

系统阐释和评估土壤中氨氧化和反硝化微生物群落多样性、结构、组成、共现网络对保护播种比例的响应，对掌握

保护播种中氮高效循环利用的微生物学机制具有重要意义。因此，本研究以黄土高原地区保护播种中不同糜子

种植比例下紫花苜蓿的根际土壤为材料，研究 5 种不同保护播种比例下紫花苜蓿根际土壤中各因子的变化及氨

氧化和反硝化微生物群落多样性、结构、组成和共现网络及其与土壤因子之间的关系。研究结果可为深入阐明保

护播种氮循环变化机制，进一步发展紫花苜蓿保护播种的理论与技术提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　试验区概况

该试验基地位于陕西省延安市农业科学研究所安塞试验基地（36°48'10'' N，109°20'58'' E），海拔为 1007. 6 m，

属于半干旱季风气候，年均气温 8. 8 ℃，年均降水量 581. 1 mm，年蒸发量 1645. 4 mm。年日照时数为 2489. 5 h。
1. 2　试验材料

紫花苜蓿品种选用秋眠级为 2 级的‘中苜 1 号’，种子来源于唯特蓝图（北京）农业科技有限公司。糜子品种选

用‘榆糜 1 号’，由西北农林科技大学农学院小杂粮团队提供种子。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　试验设计　  本试验设置 5 个处理：以紫花苜蓿单播（M）为对照，糜子与紫花苜蓿分别以 1∶1（1P1M）、1∶
2（1P2M）、1∶3（1P3M）、2∶3（2P3M）的比例进行保护播种。将样地随机划分为 20 个小区，每个处理重复 4 次，每

个小区面积为 40 m2，小区之间设置 50 cm 的缓冲带。紫花苜蓿行间距保持为 30 cm，保护播种处理下将糜子种植

在紫花苜蓿行间。糜子种植密度大小顺序为 1P3M<1P2M<2P3M<1P1M。在播种作物前的整地中，加入适量

基肥补充有机质。2022 年 4 月上旬以 15~20 kg·hm-2的播种量播种紫花苜蓿，1 个月后以 60~70 kg·hm-2的播种

量播种糜子。分别于 7 月中旬和 9 月中旬在紫花苜蓿处于初花期时进行刈割，留茬 5 cm。从饲草播种到收获，所

有处理均无额外添加肥料和人工灌溉。

1. 3. 2　样品采集及测定　  土壤样品于 2022 年 9 月 18 日第 2 次刈割后进行采集。采用 5 点取样法，挖出被选中

的紫花苜蓿根系，抖落根系上的疏松土壤，采集根际黏附土壤作为样品。将 5 个样品均匀混合成复合样品，密封

于塑料袋中。土壤样品分为两部分，一部分冷冻干燥，-80 ℃保存，用于 DNA 提取和微生物分析；另一部分保存

在 4 ℃冰箱中，用于土壤因子分析。

1. 4　指标测定

1. 4. 1　紫花苜蓿根际土壤化学性质、金属离子和稳定碳氮同位素指标　  采用传统方法［16］测定土壤化学性质。

采用重铬酸钾外加热法测定土壤有机碳（soil organic carbon，SOC）含量。采用凯氏定氮法测定全氮（total 
nitrogen，TN）含量；采用紫外分光光度计法测定硝态氮、铵态氮（NO3

--N，NH4
+-N）含量。采用乙酸铵交换原子

吸收分光光度法测定钙离子（Ca2+）、镁离子（Mg2+）含量。采用 DTPA-TEA 浸提-AAS 法结合原子吸收分光光度

计测定镉离子（Cd2+）含量。由中国农业科学院农业环境与可持续发展研究所分析测试中心使用 Isoprime 100 稳

定同位素质谱仪（ATC-185 稳定同位素质谱仪）测定土壤稳定碳氮同位素（δ13C，δ15N）值。土壤稳定碳氮同位素计

算公式如下：
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δ13 C = ( R样品

R标准

- 1)× 1000‰ （1）

δ15 N = ( R样品

R标准

- 1)× 1000‰ （2）

式中：R 为同位素比值，R 样品、R 标准分别表示样品和标准物 13C/12C 或 15N/14N 的值。

1. 4. 2　紫花苜蓿根际土壤 DNA 提取、氨氧化和反硝化功能基因扩增及 Illumina Miseq 测序　  用试剂盒

（D5625 Soil DNA Kit，美国 Omega biotek 公司）提取样品中的 DNA。以定量、纯化后提取的 DNA 作为模板，根

据不同引物扩增氨氧化（AOA 和 AOB）和反硝化（nirK、nirS 和 nosZ）微生物的功能基因。本研究中使用的扩增

引物见表 1。扩增体系由 5×Reaction Buffer、GC buffer、dNTP（2. 5 mmol·L-1）、正反向引物、DNA 模板、ddH2O
和 Q5 DNA 聚合酶组成。扩增过程包括初始变性、退火、延伸和最后延伸。

将获取的 PCR 产物委托上海派森诺生物科技股份有限公司进行功能基因微生物群落分析的 Illumina MiSeq
高通量测序。通过双末端 DNA 测序获得的原始数据使用 Vsearch 进行引物去除、拼接、去重和聚类等步骤，获得

操作分类单元（operational taxonomic units，OTU）表。随后，使用 FrameBot 对序列进行校对，以去除可能引入的

非目的片段。采用 Nilsson 等［17］的方法通过与 NCBI分类学数据库中的核酸序列比对并使用 BROCC 算法进行物

种注释。最后，以最低样本序列量的 95% 为标准抽平后获得 OTUs及其相对丰度。

1. 5　数据分析

采用 Excel 2010 进行数据整合，利用 SPSS 25 对土壤因子进行单因素方差分析（one way ANOVA）和邓肯法

（Duncan’s）多重检验。采用 Origin 2020 和 Adobe Illustrator 2020 构建图形。用 Kruskal-Wallis 检验和 Dunn’test
检验评估微生物群落 α 多样性。采用 95% 置信区间 Bray-Curtis 距离算法的主坐标分析（principal coordinate 
analysis，PCoA）描述微生物群落 β 多样性。使用 R 包“psych”和“Hmisc”分析微生物群落的共现网络，并导入

Gephi 0. 10. 1 进行可视化。利用 Bray-Curtis 距离算法和 Mantel检验对微生物 Shannon 指数和土壤因子矩阵进行

相关性分析，并利用 R 包“linkET”关联相关热图和网络图。表中数据均为“平均值±标准差”，n=4。

2　结果与分析

2. 1　保护播种比例对紫花苜蓿根际土壤因子的影响

由表 2 可知，不同的保护播种比例对土壤因子产生的影响不同。相比于对照（M），保护播种下随糜子密度增

加 SOC 含量先降低后增加，且在 2P3M 和 1P3M 发生显著变化（P<0. 05）。保护播种处理 2P3M 显著提高 TN 含

量（P<0. 05），而其他处理与对照没有显著差异。δ13C 和 δ15N 在 2P3M 均显著高于 M（P<0. 05），并达到了最大

表 1　Illumina测序分析中使用的扩增引物和扩增片段大小

Table 1　Amplification primers and amplification sizes used in Illumina sequencing analysis

功能基因  Functional genes

AOA

AOB

nirK

nirS

nosZ

引物 Primers

Arch-amoA26F
Arch-amoA417R

amoA1F
amoA2R

NIRK-F
NIRK-R

CD3AF
R3CDR

NOSZ-1126F
NOSZ-1381R

引物序列 Primer sequences （5′—3′）

GACTACATMTTCTAYACWGAYTGGGC
GGKGTCATRTATGGWGGYAAYGTTGG

GGGGTTTCTACTGGTGGT
CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC

TCATGGTGCTGCCGCGYGANGG
GAACTTGCCGGTKGCCCAGAC

GTSAACGTSAAGGARACSGG
GASTTCGGRTGSGTCTTGA

GGGCTBGGGCCRTTGCA
GAAGCGRTCCTTSGARAACTTG

长度 Length （bp）

417

500

400

400

400

参考文献 Reference

［18］

［19］

［20］

［21］

［22］

113



Vol. 34，No. 6ACTA PRATACULTURAE SINICA（2025）

值，而其他处理表现出不同程度的增加，但是差异均不显著。不同处理下 NO3
--N 和 NH4

+-N 含量没有表现出显

著变化。随着糜子种植密度增加，4 种处理的 Mg2+含量逐渐降低。与 M 相比，1P3M 显著提高 Ca2+含量（P<
0. 05），并达到最大值，其余 3 组处理的 Ca2+含量随着种植密度的增加逐渐降低。Cd2+含量在 1P2M 显著降低

（P<0. 05）。

2. 2　保护播种比例对紫花苜蓿根际土壤氨氧化和反硝化微生物群落特征的影响

2. 2. 1　保护播种比例对紫花苜蓿根际土壤氨氧化和反硝化微生物群落多样性的影响　  由图 1 可知，保护播种

处理提高了 AOA 的 Chao1 指数，1P3M、2P3M 分别较 M 显著增加（P<0. 05，P<0. 01），并在 2P3M 达到最高值；

保护播种处理降低了 AOA 的 Good’s coverage 指数，1P3M、2P3M 分别较 M 产生了显著性变化（P<0. 05，P<
0. 01），并在 2P3M 达到最低值；Shannon 指数并没有随着种植密度增加而产生规律性变化。保护播种处理提高了

AOB 和 nosZ 微生物群落 Chao1 指数，降低了 nirK 微生物群落 Chao1 指数，但这些差异均不显著。nirK 微生物的

Shannon 指数在 1P3M 和 1P1M 之间存在显著差异（P<0. 05）。不同处理下的 nirS 微生物群落 α 多样性没有显著

差异，但其 Chao1 和 Good’s coverage 指数随着保护播种比例变化的趋势与 nirK 微生物相反。由图 2 的主坐标分

析（principal coordinates analysis，PCoA）可知，5 个微生物的第一主坐标轴和第二主坐标轴之和均不超过 50%，且

保护播种比例间没有明显分离，说明不同保护播种比例间氨氧化和反硝化微生物群落结构差异不明显。整体上

看，AOA 是氨氧化和反硝化微生物群落中对种植比例变化最敏感的微生物群落，但其 Chao1 指数和 Shannon 指

数远小于其他微生物；反硝化微生物群落的 Chao1 和 Shannon 指数均高于氨氧化微生物群落，说明反硝化微生物

具有较高的丰富度和多样性。

2. 2. 2　保护播种比例对紫花苜蓿根际土壤氨氧化和反硝化微生物群落组成的影响　  由图 3A 可知，AOA 群落

中检测到 3 种不同属的微生物，以亚硝化球菌属（Nitrososphaera）为主，占 88. 07%~90. 17%，且在 1P3M 和 2P3M
中相对丰度高于 M；其次是 Candidatus Nitrosocosmicus，占 8. 92%~10. 60%。AOB 微生物群落有亚硝化螺菌属

（Nitrosospira）、亚硝化单胞菌属（Nitrosomonas）和亚硝化弧菌属（Nitrosovibrio）3 个主要菌属，其中，亚硝化螺菌

属是优势属，占 86. 02%~95. 00%，且在 1P3M 和 2P3M 中相对丰度高于 M；亚硝化单胞菌属属于条件稀有类群

（图 3B）。德沃斯氏菌属（Devosia）是 nirK 微生物群落中相对丰度最高的可分类菌属，并在 1P2M 相对丰度达到

最大；相比于其他处理，2P3M 较大程度增加了无色杆菌属（Achromobacter）相对丰度（图 3C）。在 nirS 微生物群

落可分类的属中，以假单胞菌属（Pseudogulbenkiania）为主；2P3M 中固氮弧菌属（Azoarcus）相对丰度高于其他处

理（图 3D）。在 nosZ 微生物群落中，1P2M 和 1P3M 中芽单胞菌属（Gemmatimonas）相对丰度超过 25%，高于其他

处理；2P3M 中草螺菌属（Herbaspirillum）相对丰度最高（图 3E）。

表 2　不同保护播种比例下土壤因子变化

Table 2　Changes of soil factors in different companion planting ratios

处理

Treatments

M
1P3M
1P2M
2P3M
1P1M

土壤有机碳

SOC
（g·kg-1）

5. 49±0. 55a
4. 18±0. 87b
4. 44±0. 97ab
4. 23±0. 57b
5. 16±0. 66ab

总氮

TN
（g·kg-1）

0. 27±0. 07bc
0. 22±0. 02c
0. 25±0. 05bc
0. 41±0. 04a
0. 31±0. 08b

铵态氮

NH4
+-N

（mg·kg-1）

4. 98±0. 92a
4. 22±0. 49a
4. 63±1. 04a
4. 67±1. 03a
4. 52±0. 83a

硝态氮

NO3
--N

（mg·kg-1）

2. 96±0. 50a
3. 02±0. 70a
2. 89±0. 44a
2. 99±0. 98a
3. 01±0. 38a

稳定碳同位素

δ13C（‰）

-7. 20±0. 08b
-7. 03±0. 38ab
-6. 81±0. 44ab
-6. 62±0. 22a
-6. 99±0. 34ab

稳定氮同位素

δ15N（‰）

26. 35±2. 12b
26. 71±4. 51ab
26. 81±1. 77ab
32. 12±3. 89a
27. 33±2. 25ab

钙离子

Ca2+

（mg·kg-1）

4. 59±0. 27c
5. 42±0. 26a
5. 20±0. 43ab
4. 73±0. 47bc
4. 39±0. 07c

镁离子

Mg2+

（mg·kg-1）

35. 83±0. 01ab
39. 92±2. 43a
38. 93±3. 02ab
36. 27±3. 43ab
34. 84±2. 57b

镉离子

Cd2+

（mg·kg-1）

0. 040±0. 00a
0. 039±0. 00ab
0. 033±0. 01b
0. 039±0. 00ab
0. 036±0. 01ab

SOC：Soil organic carbon；TN：Total nitrogen；NH4
+-N：Ammonium nitrogen；NO3

--N：Nitrate nitrogen；δ13C：Stable carbon isotopes；δ15N：Stable 
nitrogen isotopes.  M：紫花苜蓿单播  Alfalfa monoculture；1P3M：糜子保护播种紫花苜蓿的种植比例为 1∶3 The planting ratio of broomcorn millet 
companion planting with alfalfa is 1∶3；1P2M：糜子保护播种紫花苜蓿的种植比例为 1∶2 The planting ratio of broomcorn millet companion planting with 
alfalfa is 1∶2；2P3M：糜子保护播种紫花苜蓿的种植比例为 2∶3 The planting ratio of broomcorn millet companion planting with alfalfa is 2∶3；1P1M：糜

子保护播种紫花苜蓿的种植比例为 1∶1 The planting ratio of broomcorn millet companion planting with alfalfa is 1∶1.  不同小写字母表示在 P<0. 05 水

平上处理间差异显著。Different lowercase letters indicate significant differences among different planting ratio treatments at the P<0. 05 level.
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2. 2. 3　保护播种比例对紫花苜蓿根际土壤氨氧化和反硝化微生物共现网络的影响　  土壤氨氧化和反硝化微

生物的共现网络随保护播种比例变化而呈现不同的共现模式（图 4）。网络节点数和边数在 1P1M 和 1P2M 减少，

而在 1P3M 和 2P3M 则有不同程度的增加。2P3M 和 1P2M 分别有最多和最少的正相关关系，但所有处理的正相

关占比都不超过 60%。2P3M 还表现出较高的平均度、平均加权度和密度，而氨氧化微生物占整体微生物的比例

最低（19. 94%）。与 M 相比，1P2M 和 2P3M 的模块化系数均下降，且 2P3M 的模块化系数最低。整体来看，2P3M
处理的共现模式具有较高的网络复杂性，但微生物群落处于不稳定状态。

2. 3　紫花苜蓿根际土壤因子与氨氧化和反硝化微生物的相关性分析

通过对紫花苜蓿根际土壤因子与氨氧化和反硝化微生物进行 Mantel 检验（图 5）表明，AOA 群落多样性与

TN、Mg2+、Ca2+显著相关（P<0. 05）；AOB 和 nirS 微生物群落多样性均与 SOC 和 Cd2+表现出显著相关性（P<
0. 05）；nirK 和 nosZ 微生物群落多样性与土壤因子均无显著相关性。整体上看，氨氧化微生物比反硝化微生物更

容易受到土壤因子的影响。

3　讨论

氮素是限制植物生长发育的关键因子之一［2］。本研究中保护播种 2P3M 处理下紫花苜蓿根际土壤的 TN 含

图 1　不同保护播种比例下氨氧化和反硝化微生物群落 α多样性

Fig.  1　 Alpha diversity of the alfalfa rhizosphere soil ammonia-oxidizing and denitrifying microbial communities in different 

companion planting ratios
AOA：氨 氧 化 古 菌  Ammonia-oxidizing archaea；AOB：氨 氧 化 细 菌  Ammonia-oxidizing bacteria；nirK：nirK 微 生 物 群 落 nirK-containing 
microorganisms；nirS：nirS 微生物群落 nirS-containing microorganisms；nosZ：nosZ 微生物群落 nosZ-containing microorganisms. 下同 The same below. 
*， P<0.05； **， P<0.01 and ***， P<0.001.
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图 2　不同保护播种比例下紫花苜蓿根际土壤氨氧化和反硝化微生物群落的主坐标分析

Fig.  2　Principal coordinates analysis of the alfalfa rhizosphere soil ammonia-oxidizing and denitrifying microbial communities in 

different companion planting ratios

图  3　不同保护播种比例下紫花苜蓿根际土壤氨氧化和反硝化微生物群落在属水平上的群落组成

Fig.  3　Community composition at the genus levels of the alfalfa rhizosphere soil ammonia-oxidizing and denitrifying microbial 

communities in different companion planting ratios
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量显著高于其他处理且 δ15N 值显著高于 M，表明这种种植比例下的保护播种能有效增强紫花苜蓿的共生固氮能

力并促进土壤的硝化速率［23］，这可能是保护播种栽培模式下紫花苜蓿建植初年实现增产效益，资源高效利用的潜

在机制之一。Lai 等［7］发现，由于谷物对氮素的吸收能力较强，导致其与豆科作物复合栽培时降低了豆科作物根

际土壤的氮含量从而促进了豆科作物生物固氮。本研究中的 NO3
--N 含量没有显著变化，但这并不意味着 NO3

--

N 对种植比例变化不敏感，可能是因为复合栽培模式下豆禾植物根系在氮的吸收与转化之间存在复杂的动态平

衡关系，这与 Egbeagu 等［24］的研究结果相似。Zhou 等［25］发现 SOC 作为微生物生长繁殖的供能物质，它的分解通

常会消耗贫化 13C 而导致 δ13C 富集。此外，研究表明，作物受荫蔽导致光能利用率的下降会限制其光合速率和根

际碳输入［26］，从而影响作物根际中 SOC 的含量。本研究发现不同于 1P3M 中 SOC 含量显著降低而 δ13C 值无显著

性变化，2P3M 中 δ13C 值显著增加，表明 1P3M 处理发生了复合栽培模式下常见的荫蔽胁迫［27］，而 2P3M 处理下微

生物生长活动旺盛。

微生物调控的氨氧化和反硝化作用在土壤氮素转化过程中起到关键作用［2］。微生物群落 α 多样性的 Chao1
指数常用来表征物种丰富度，是微生物丰度的最佳预测因子［28］。在本研究中，保护播种增加了氨氧化微生物的  
Chao1 指数，表明保护播种促进了紫花苜蓿根际土壤中氨氧化微生物的生长，增强了土壤氨氧化作用［29］，这与土

壤因子 TN 和 δ15N 的结果一致。相比于其他微生物群落，AOA 微生物群落 α 多样性对种植比例变化更敏感，表明

种植比例的变化驱动了作物间对养分的互补利用［30］；而氨氧化和反硝化微生物群落的结构没有明显分离，一方面

表明氨氧化和反硝化微生物群落结构变化可能受限于种植时间；另一方面表明不同保护播种比例间氨氧化和反

硝化微生物没有产生空间异质性［31］。反硝化微生物中 nirK 微生物群落丰富度和多样性高于 nirS 和 nosZ 微生物

群落，说明 nirK 微生物在反硝化微生物中可能占主导地位，这与在宁夏荒漠开展的一项针对豆科灌丛根际微生

物特征的研究结果相似［32］。

图 4　不同保护播种比例下氨氧化和反硝化微生物群落在共现网络的可视化网络（A）、网络组成（B）及拓扑学性质（C）
Fig.  4　 Visual network （A）， network composition （B） and topology properties （C） of microbial co-occurrence network in 
ammonia-oxidizing and denitrifying communities in different companion planting ratios
节点间的连接代表它们之间有强且显著的相关性。网络（A）中的点代表 OTUs。 A connection represents a strong （Spearman’s ρ >0.60） and 
significant （P<0.05） correlation. Different dots in （A） represent the OTUs in the network.
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高通量测序结果表明在 AOA 微生物群落中亚硝化球菌属是相对丰度最高的属，这与 Zhalnina 等［33］探究土地

管理对硝化微生物群落影响的研究结果相同，表明该菌属在紫花苜蓿根际氮转化中可能起着重要的作用。2P3M
中，AOB 微生物群落会招募亚硝化单胞菌属，通过微生物自我调节来使其适应环境的变化［34］；反硝化微生物能够

富集一些促进植物生长发育的属，如 nirK 微生物群落中无色杆菌属和 nosZ 微生物群落中草螺菌属［35-36］。本研究

还发现大量存在于苜蓿根际土壤、具有促进养分转化功能的一些菌属，如 nirK 微生物群落中德沃斯氏菌属，nirS

微生物群落中固氮弧菌属和假单胞菌属，以及 nosZ 微生物群落中芽单胞菌属［37-39］。此外，在紫花苜蓿根际土壤

中包括许多未分类的反硝化微生物，表明黄土高原土壤蕴含着较多未知的反硝化微生物菌属［32］。

共现网络是分析微生物群落间相互作用的重要方法，而网络稳定性和复杂性是评价微生物共现网络的关键

指标［40-42］。研究表明，具有较高网络复杂性共现模式的微生物群落处于富营养的状态，利于微生物多样性的增

加、加快物质循环和信息传递［43-44］。本研究中，2P3M 和 1P3M 的共现模式有较多的节点数和边数，表明它们具有

较高的网络复杂性。此外，模块性和微生物群落稳定性相关，较低模块性的共现模式中微生物群落趋向不稳定，

处于应激状态［41］。本研究中，相比其他处理，1P2M 和 2P3M 处理中模块化系数在下降，并在 2P3M 达到最低值，

表明 2P3M 的微生物群落整体处于不稳定的状态；所有共现模式中正相关关系占比都不超过  60%，而在 2P3M 处

理下正相关关系占比有小幅度的提高，表明保护播种有一定的调节氨氧化和反硝化微生物之间关系的作用［45］，

2P3M 模式减弱了氨氧化和反硝化微生物之间的竞争。

研究表明，土壤因子是驱动参与氮转化的微生物群落产生变化的主要因素［46-47］。本研究发现，相比反硝化微

生物群落，氨氧化微生物群落多样性更容易受土壤因子影响（图 5）。AOA 群落多样性与 Ca2+显著相关，这可能

与 AOA 微生物群落自养、混养或异养的不同生活方式有关［48-49］。此外，不同于 nirK 和 nosZ 微生物，本研究中

nirS 微生物群落多样性与 SOC 显著相关，表明 nirS 微生物是一种对土壤环境变化较敏感的反硝化微生物［50］。而

图 5　紫花苜蓿根际氨氧化和反硝化微生物群落与土壤因子的关系

Fig.  5　Relationship of ammonia-oxidizing and denitrifying microbial community diversity with alfalfa rhizosphere soil factors
热图颜色和网格大小代表了相关性大小。绿色和粉色方框分别代表正相关和负相关。线条粗细映射相关性值。节点与土壤因子之间连线的颜色具

有统计学意义。Heat map color and grid size represent the size of correlation value. Green boxes represent positive correlations， and pink boxes represent 
negative correlations. The thickness of each line is mapped in this interval according to the correlation value. The color of the connection between the 
nodes and the soil factors indicate statistical significance. *， P<0.05； **， P<0.01 and ***， P<0.001.
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nirK 和 nirS 微生物群落中多样性和土壤因子的相关性对保护播种比例表现出的不同响应，证实了 nirK 和 nirS 微

生物之间存在生态位差异［51］。

4　结论

适宜种植比例的保护播种提高了紫花苜蓿根际总氮含量和稳定碳氮同位素值，促进了紫花苜蓿生物固氮。

保护播种通过增加氨氧化微生物的丰富度，增强了土壤氨氧化作用，且 AOA 微生物 α 多样性对种植比例变化敏

感。尽管氨氧化和反硝化微生物群落结构相对稳定，但 2P3M 处理下反硝化群落招募了更多有利于植物生长发

育和养分转化的菌属。由共现网络可知，2P3M 的共现模式具有较高的网络复杂性且相对减弱了氨氧化和反硝

化微生物之间的竞争。因此，保护播种调控土壤因子，影响氨氧化微生物和反硝化微生物的多样性和群落组成，

实现氮的高效利用，是丰产的重要机制之一。综合来看，2P3M 具有最佳的氮周转利用，所以 2∶3 种植作物可能是

黄土高原地区保护播种的最佳比例。
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