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摘要：【目的】研究不同改良剂对酸性植烟土壤固氮菌群落和丰度的影响，从固氮微生物角度为改良剂的筛选及

其推广应用提供科学依据。【方法】采用田间单因素随机试验，设4个改良剂处理，分别为硅钙钾镁（T1）、白云石粉

（T2）、硅钙钾镁+生物炭（T3）和白云石粉+生物炭（T4），以不施用改良剂为对照（CK）。烟叶旺长期进行烟株农艺性

状调查并采集根际土壤样品，以nifH基因作为分子标记，应用荧光定量PCR和高通量测序技术，研究不同处理的土壤

固氮菌丰度和群落结构变化特征，并分析土壤固氮菌群落结构变化的主要驱动因素。【结果】施用不同改良剂普遍提

高了烟株农艺性状及土壤pH、有机碳含量和C/N。施用改良剂可显著提高土壤固氮菌nifH基因丰度（P<0.05，下同），

T1、T2、T3和T4处理分别较CK提高2.97、3.32、4.68和3.81倍。施用改良剂也提高了土壤固氮菌群落α多样性，且

Chao1、ACE、Shannon和Simpson指数均以T3处理最高。相关分析结果表明，固氮菌丰度、Chao1和ACE指数与土壤

pH呈显著正相关。在门水平上，共获得5个类群，其中放线菌门（Actinobacteria）、蓝藻门（Cyanobacteria）和厚壁菌门

（Firmicutes）为优势类群。改良剂施用对固氮菌群落结构有显著影响，优势门和属发生变化，硅钙钾镁+生物炭处理

显著增加放线菌门、蓝藻门、慢生根瘤菌属（Bradyrhizobium）和固氮螺菌属（Azospirillum）相对丰度。冗余分析结果

表明，土壤pH、有机碳、硝态氮和C/N是驱动固氮菌群落结构变化的主要因素。【结论】硅钙钾镁+生物炭混施处理对缓

解土壤酸化、改善烟田环境、促进烟株生长及提高固氮菌nifH基因丰度、群落α多样性和优势类群相对丰度效果显著，

适合在酸性植烟土壤中推广应用。
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Effects of amendment application on structure and abundance
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Abstract：【Objective】To study the abundance and structure of nitrogen-fixing microbial community in different amend-
ment application in acidic tobacco-planting soils，and to provide a scientific basis for selecting the amendment and applied
in flue-cured tobacco production from a microbiological point of view.【Method】Open-field random test involving a sin-
gle factor was performed. Four soil conditioner treatments were set，namely，silicon-calcium-potassium-magnesium（T1），
dolomite（T2），silicon-calcium-potassium-magnesium and biochar（T3），dolomite and biochar（T4）. The treatment with-
out soil conditioner was the control（CK）. Agronomic traits were investigated during the exuberant growing period，and
rhizosphere soil samples were collected. The fluorogenic quantitative real-time PCR technique was adopted in the experi-
ments using the high-throughput sequencing platform to target the nifH gene. The abundance，nitrogen-fixing microbial
community composition in acidic tobacco-planting soils werestudied under different treatments. The driving factors for
structural changes in the diazotrophic communities of the soil were identified.【Result】The application of different soil
conditioners generally improved the agronomic traits of tobacco plants and soil pH value，organic carbon content and C/N
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0 引言

【研究意义】烤烟作为我国重要的经济作物

之一，种植面积和产量均居世界第一（Niu et al.，

2017）。近年来，随着烤烟长期连作和化肥过量施用

导致土壤质量退化严重，表现为土壤酸化、污染物积

累和生物多样性减少，烟叶产质量下降（李春英等，

2001；Zhang et al.，2016）。目前，土壤酸化已成为烟

叶生产中不可忽视的一个问题，严重制约着烟草产

业的可持续发展。土壤氮在满足植物生长、降低化

肥使用量、减少土壤酸化和改善土壤质量方面发挥

着重要作用。大气中的氮在固氮微生物的固氮酶作

用下可转化为被植物吸收利用的含氮化合物进入生

态系统。由于固氮微生物群落和多样性对环境变化

敏感，被广泛用作衡量土壤质量变化的重要指标

（Wang et al.，2017a）。研究表明，土壤改良剂通过直

接影响土壤理化性质，可间接影响土壤固氮菌群落

组成和丰度变化。因此，研究不同改良剂对固氮菌

群落结构和丰度的影响，可从固氮微生物角度为酸

性植烟土壤调节剂的筛选、评价及其推广应用提供

参考。【前人研究进展】施用改良剂是调节土壤酸化

常用的农艺措施。目前，普遍采用石灰材料（石灰、

方解石和白云石）作为酸化土壤改良剂（Kunhikrish-

nan et al.，2016）。欧阳延生等（2007）研究表明，与

对照相比，施用石灰有利于提高紫花苜蓿根瘤数量。

然而，长期或大量施用石灰可引起土壤板结，造成土

壤养分失衡，导致烟叶产质量下降（李春英等，

2001）。相关研究认为，硅钙钾镁肥作为碱性肥料，

可有效缓解土壤酸化，提高土壤养分，促进烟草生长

发育，也可克服石灰改良土壤存在的不足（马存金，

2020）。白云石粉也具有改善土壤理化性质和提高

烟叶产质量的作用，目前，在我国南方烟区普遍采用

白云石粉作为改良剂对酸性土壤进行改良（张国等，

2014）。此外，生物炭是一种在缺氧环境通过生物质

的热化学转化获得的固体材料，结构稳定，具有较大

的比表面积，营养丰富，可减少土壤养分流失，为微

生物提供良好的环境条件，提高作物养分利用效率

（Gao et al.，2017）。Quilliam等（2013）研究发现，生

物炭添加可提高土壤固氮酶活性和固氮微生物数

量。生物炭的类型和用量也可对土壤固氮微生物数

量和群落结构产生显著影响（孟颖等，2014；Mia et

al.，2014）。在烤烟生产中，生物炭被广泛用作土壤

改良剂，在促进烤烟生长、提高土壤肥力、钝化重金

属、改善微生物活性和抑制土传病害等方面发挥重

要作用（Zhang et al.，2020）。固氮菌在细菌和古细

菌分类群中高度保守，包括一些自由生活细菌、硫酸

盐还原细菌和共生固氮菌（Xun et al.，2018）。固氮

菌中nifH基因可对固氮酶的铁蛋白进行编码且高度

保守，被广泛作为分子标记基因用于土壤固氮菌群

落研究（Hu et al.，2018）。相关研究认为，土壤pH

（Wang et al.，2017b）、养分有效性（Li et al.，2022）和

C/N（Wang et al.，2018）等理化指标被视为驱动固氮

菌群落结构变化的关键因素。综上，不同种类改良

剂对土壤酸化改良效果不同，改良剂能通过直接或

间接改变土壤理化性质而影响固氮菌数量和群落结

构。【本研究切入点】目前，生物炭、硅钙钾镁和白云石

粉单独作为改良剂对植烟土壤理化性质（Li et al.，

ratio. Soil conditioners significantly improved the nifH gene abundance in soil nitrogen-fixing bacteria（P<0.05，the same
below）. T1，T2，T3 and T4 treatments achieved 2.97，3.32，4.68 and 3.81 times increase compared with CK，respectively.
Soil conditioners also increased the α-diversity index of the soil nitrogen-fixing bacterial community. Of all treatments，T3
had the highest Chao1，ACE，Shannon and Simpson indexes. The results of correlation analysis showed that the abun-
dance of nitrogen-fixing microbial community，Chao1 and ACE indexes were significant positively correlated with soil
pH. On the phylum level，five phyla were identified. Proteobacteria，Cyanobacteria，and Firmicutes were dominant phyla.
In contrast，the amendment addition altered the nitrogen-fixing microbial community structure with shifts in the phyla and
dominant genus，with significantly higher Proteobacteria，Cyanobacteria，Bradyrhizobium and Azospirillum in the silicon-
calcium-potassium-magnesium and biochar. Soil pH，organic carbon，nitrate nitrogen and C/N were the key factor correlated
with change in nitrogen-fixing microbial community structure. The results from redundancy analysis showed that soil pH，
organic carbon，nitrate nitrogen and C/N were the key factors correlated with change in nitrogen-fixing microbial commu-
nity structure.【Conclusion】Mixed application of silicon-calcium-potassium-magnesium and biochar has multiple effects：
alleviating soil acidification，improving tobacco field environment，promoting tobacco plant growth，and increasing nifH
gene abundance，α-diversity index，and relative abundance of dominant species in soil nitrogen-fixing bacteria. This ferti-
lizer combination is worthy of wider application in acidic tobacco-growing soils.

Key words：amendments；tobacco-planting soil；nitrogen-fixing microbe；nifH gene abundance；community structure
Foundation items：Guizhou Science and Technology Support Plan project（2018-2337）；Science and Technology
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2022）、酶活性（武晓桐，2020）和烟叶产质量（杜倩

等，2021）等方面的研究较多，然而关于生物炭分别

与硅钙钾镁和白云石粉混施对植烟土壤固氮菌群落

结构和丰度影响的研究尚无报道。【拟解决的关键问

题】应用荧光定量PCR和高通量测序技术，研究不同

改良剂处理下土壤固氮菌群落结构差异特征及其与

环境因子的关系，为缓解烟田土壤酸化、提高土壤质

量和筛选出适宜酸性植烟土壤的改良剂提供科学

依据。

1 材料与方法

1. 1 试验地概况及试验材料

试验于2021年在贵州省江口县狮子口村（108°

32 ′ 58″E、27°48 ′ 32″N，海拔835 m）进行，试验地属

典型中亚热带季风气候，年均降水量1340.5 mm，年

均湿度80.73%，年均气温16.5 ℃，有效积温在5000 ℃

以上，年均日照时数1090.7 h，无霜期353 d。供试土

壤为黄壤。试验田土壤理化性质：pH 4.8、有机碳

27.57 g/kg、全氮1.58 g/kg、全磷1.26 g/kg、全钾12.34

g/kg、速效钾472.8 mg/kg、速效磷112.77 mg/kg。供

试改良剂：生物炭（水稻秸秆，比表面积22.5 m3/g、孔

径29.4 nm、有机碳75%、氮含量1.4%~1.7%、pH 10.1）、

硅钙镁钾（SiO2≥25%、CaO≥25%、MgO≥12%、pH 8.5）、

白云石粉（CaO≥31.86%、MgO≥22.02%、pH 8.8）。供

试烤烟品种为云烟87。

1. 2 试验方法

采用单因素随机试验设计。设4个改良剂处

理，分别为硅钙钾镁（T1）、白云石粉（T2）、硅钙钾

镁+生物炭（T3）和白云石粉+生物炭（T4），以不施用

改良剂为对照（CK）。每处理重复3次，行株距为

1.00 m×0.55 m，每小区面积33 m2，区组设通道，四

周设保护行2行。烟田施用专用基肥750 kg/ha、专用

追肥225 kg/ha、专用提苗肥47.5 kg/ha，硅钙镁钾和

白云石粉施用量分别为2001 kg/ha，生物炭施用量为

4502 kg/ha，均作为基肥条施。烟苗于2021年4月28

日采用井窖式技术移栽，其他栽培管理措施按井窖

式优质烟叶栽培技术规程进行。

在烟叶旺长期（2021年6月30日）进行根际土壤

样品采集和烟株农艺性状调查。每小区采用抖根法

采集5株烟株根际新鲜土壤样品，混合形成单一样

品。土壤样品过2 mm筛，去除石头和植物残留物。

将每个样品分为3份：一份-20 ℃保存用于土壤DNA

提取及高通量测序；一份4 ℃保存用于铵态氮和硝

态氮含量测定；一份风干用于土壤理化性质分析。

每处理的每个小区中对采集根际土壤的5株烟株进

行农艺性状调查，取5株平均值为1次重复数据，3次

重复。

1. 3 测定项目及方法

1. 3. 1 烟株农艺性状测定 依据烟草行业标准

YC/T 142—2010《烟草农艺性状调查测量方法》，采

用卷尺和游标卡尺分别测量烟株的株高、茎围、叶长

和叶宽等指标。

1. 3. 2 土壤化学性质测定 土壤化学指标测定参

考鲍士旦（2000）的方法。土壤pH采用电位法测定，

有机碳含量采用重铬酸钾氧化法测定，全氮含量采

用凯氏定氮法测定，铵态氮含量采用靛酚蓝比色法

测定，硝态氮含量采用酚二磺酸比色法测定。

1. 3. 3 土壤固氮菌DNA提取、荧光定量PCR及高

通量测序 按照DNA提取试剂盒从0.5 g土壤样品

中提取DNA，采用1%琼脂糖凝胶电泳和核酸定

量仪对DNA纯度和浓度进行检测。利用荧光定量

PCR技术对固氮菌丰度进行分析，扩增引物：nifH-F

（5'-AAAGGYGGWATCGGYAARTCCACCAC-3'）与

nifH-R（5'-TTGTTSGCSGCRTACATSGCCATCAT-3'）

（Rösch et al.，2002）。每个PCR扩增样品重复3次，

通过Minipre Kit获得样品质粒，根据样品质粒的标

准曲线，分别计算基因拷贝数。PCR扩增效率为

94%，R2为0.99。

采用2%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物，扩增子

在Illumina MiSeq平台进行测序。对原始数据进行

质量控制，采用Usearch进行序列分析。具有≥97%

相似性的序列被分配到相同的操作分类单元

（OTU）。同时对OTU代表序列进行分类注释。采用

QIIME对固氮菌群落α多样性指数进行分析。

1. 4 统计分析

采用SPSS 22.0对烟株农艺性状、土壤化学性

质、固氮菌数量和优势类群相对丰度进行方差分析

和显著性检验（P<0.05）。使用R软件进行土壤固氮

菌群落主坐标分析（Principal coordinates analysis，

PCoA）和冗余分析（Redundancy analysis，RDA）。

2 结果与分析

2. 1 不同改良剂对烟株农艺性状的影响

由表1可知，施用改良剂对烟株的株高、茎围、

叶长、叶宽和叶片数均有明显影响。与CK相比，各

改良剂处理的株高显著增加（P<0.05，下同），表现为

T3>T4>T1>T2>CK；T3和T4处理的茎围和叶长也显

著增加，茎围分别较CK增加16.17%和12.52%，叶长

分别增加14.57%和10.12%。T3处理的各农艺性状

指标均为最大值。

赵辉等：改良剂对酸性植烟土壤固氮菌群落结构和丰度的影响
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2. 3 不同改良剂对植烟土壤固氮菌nifH基因丰度

的影响

由图1可知，不同处理的固氮菌nifH基因丰度范

围为0.35×107~1.64×107拷贝数/g干土。改良剂施用

均显著提高了固氮菌丰度，其中T1、T2、T3和T4处理

分别较CK显著提高2.97、3.32、4.68和3.81倍。T3处

理的固氮菌丰度最高，分别较T1和T2处理显著提高

57.69%和40.81%，与T4处理差异不显著。由此可

知，改良剂施用对植烟土壤固氮菌数量有促进作用，

但不同改良剂之间有明显差异。

2. 4 不同改良剂对植烟土壤固氮菌群落α多样性

指数的影响

由表3可知，施用改良剂均提高了土壤固氮菌

群落α多样性指数。Chao1和ACE指数在各处理中变

化趋势一致，均表现为T3>T4>T2>T1>CK。与CK相

比，T1、T2、T3和T4处理的Chao1指数分别显著提高

41.31%、57.24%、66.3%和60.4%，ACE指数分别显著

提高44.35%、58.82%、68.93%和60.4%，T1、T3和T4

处理的Shannon和Simpson指数也均显著升高。由此

可知，改良剂施用对土壤固氮菌丰富度和多样性有

显著影响，其中以T3（硅钙钾镁+生物炭）处理影响

效果最明显。

2. 5 不同指标的相关分析结果

为明确土壤化学性质和烟株农艺性状对固氮

菌数量的影响，进一步对固氮菌nifH基因丰度、群落

α多样性指数与土壤化学性质和农艺性状进行相关

分析，结果（图2）表明，nifH基因丰度与土壤pH、有机

碳、叶长和叶宽呈极显著正相关（P<0.01，下同），与

硝态氮含量呈极显著负相关，与C/N、株高和叶片数

呈显著正相关。土壤固氮菌Chao1和ACE指数分别

与土壤pH、有机碳含量呈极显著正相关相关，与硝

态氮含量呈极显著负相关，与C/N、茎围、叶长和叶

片数呈显著正相关；Chao1指数与叶宽呈极显著正相

处理
Treatment
CK
T1
T2
T3
T4

pH

4.65±0.14c
5.32±0.27b
6.11±0.28a

5.78±0.55ab
6.05±0.40a

有机碳含量（g/kg）
Organic carbon content

15.99±0.21c
16.61±0.15bc
17.21±0.75abc
18.84±1.93a

18.34±0.44ab

全氮含量（g/kg）
Total nitrogen content

1.58±0.09
1.57±0.04
1.64±0.07
1.63±0.06
1.57±0.05

铵态氮含量（mg/kg）
Ammonium nitrogen content

0.34±0.05b
0.43±0.04a
0.34±0.03b
0.29±0.05b
0.35±0.06b

硝态氮含量（mg/kg）
Nitrate nitrogen content

31.11±1.98a
17.37±1.94b
14.01±1.80c
10.68±1.11d
9.74±0.65d

C/N

10.13±0.49b
10.53±0.35ab
10.49±0.68ab
11.51±1.22ab
11.65±0.65a

处理 Treatment
CK
T1
T2
T3
T4

株高（cm）Plant height
76.60±11.10b
86.80±3.56a
86.20±3.27a
91.60±1.82a
89.00±3.39a

茎围（cm）Stem girth
7.48±1.32b
8.29±1.37ab
8.28±0.91ab
8.69±0.60a
8.57±1.03a

叶长（cm）Leaf length
58.30±2.11b
62.00±4.42ab
62.40±3.78ab
65.60±3.65a
64.20±3.56a

叶宽（cm）Leaf width
25.80±0.83b
27.20±2.28ab
26.20±1.92b
29.20±0.89a
27.80±1.48ab

叶片数 Leaf number
17.00±0.84b
17.00±0.56b
18.00±1.12b
19.00±1.03a
18.00±0.84ab

表 1 不同改良剂处理的烟株农艺性状
Table 1 Tobacco agronomic traits under different soil amendments

表 2 不同改良剂处理的土壤化学性质
Table 2 Chemical properties in flue-cured tobacco under different soil amendments

同列数据后不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。表2~表4同
Different lowercase letters in the same column represented significant difference（P<0.05）. The same was applied in Table 2-Table 4

图 1 不同改良剂处理的nifH基因丰度
Fig.1 Abundance of nifH gene under different soil amendments
图柱上不同小写字母表示差异显著（P<0.05）
Different lowercase letters on the bar represented significant difference
（P<0.05）
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处理 Treatment

2. 2 不同改良剂对植烟土壤化学性质的影响

由表2可知，施用改良剂对植烟土壤全氮含量

无显著影响（P>0.05，下同），但对其他土壤化学指

标产生不同程度的影响。施用改良剂后土壤pH显

著增加；有机碳含量以T3处理最高，T4处理其次，

二者差异不显著，但均显著高于CK和T1处理；铵态

氮含量以T1处理最高，显著高于其他处理，但T2、

T3、T4处理与CK间均无显著差异；施用改良剂导致

土壤硝态氮含量显著降低，T1、T2、T3和T4处理分

别较CK下降44.17%、54.97%、65.67%和68.69%；改

良剂施用后土壤C/N提高，T4处理C/N最高，与CK间

差异显著。
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关；Shannon和Simpson指数与硝态氮含量呈极显著

负相关；Shannon指数分别与叶长和叶宽呈极显著正

相关；Simpson指数与叶长和叶宽呈显著正相关。

2. 6 不同改良剂对植烟土壤固氮菌群落组成的影响

通过对不同处理土壤样品OTUs进行归类，得到

5个门、13个纲、24个目、43个科和52个属。在门水平

上，分别为变形菌门（Proteobacteria）、蓝藻门（Cya-

nobacteria）、厚壁菌门（Firmicutes）、拟杆菌门（Bacte-

roidetes）和放线菌门（Actinobacteria）（图3-A）。其中

变形菌门、蓝藻门、厚壁菌门和拟杆菌门在不同处理

间有极差异显著。放线菌门（61.72%~75.55%）、蓝藻

门（8.24%~18.1%）和厚壁菌门（2.42%~14.45%）为优

势类群，占固氮菌总类群相对丰度的84.41%~96.51%。

在属水平上，得到相对丰度在1%以上的15个类群（图

3-B），其中慢生根瘤菌属（Bradyrhizobium）、固氮螺

菌属（Azospirillum）、地杆菌属（Geobacter）、念珠蓝

表 3 不同改良剂处理土壤固氮菌群落α多样性指数
Table 3 α diversity index of the nitrogen-fixing microbial community with different soil amendments

图 2 固氮菌群落α多样性指数、nifH基因丰度与土壤化学性质和农艺性状的相关性
Fig.2 Correlation between nitrogen-fixing microbial community α diversity index，nifH gene abundance and soil chemical

properties，tobacco agronomic traits
*和**分别表示显著相关（P<0.05）和极显著相关（P<0.01）

* indicated significant correlation（P<0.05）and ** indicated extremely significant correlation（P<0.01）
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处理 Treatment
CK
T1
T2
T3
T4

Chao1 指数 Chao1 index
921.25±95.58c

1301.79±174.72b
1448.54±39.82ab
1532.04±70.36a

1477.68±102.54ab

ACE 指数 ACE index
658.37±81.95c

950.37±141.59b
1045.6±27.51ab
1112.16±15.20a

1082.57±47.96ab

Shannon指数 Shannon index
6.07±0.26b
6.81±0.38a
6.58±0.54ab
7.04±0.15a
6.89±0.25a

Simpson指数 Simpson index
0.94±0.02b
0.97±0.01a

0.96±0.02ab
0.98±0.01a
0.97±0.01a

图 3 不同改良剂处理土壤固氮菌门（A）和属（B）水平组成
Fig.3 Nitrogen-fixing microbial community composition at the phylum（A）and genus（B）levels with different soil amendments

*和**分别表示该菌门（属）在不同处理间差异显著（P<0.05）或极显著（P<0.01）
* represented significant difference among treatments at phylum（genus）level（P<0.05），and ** represented extremely significant difference（P<0.01）
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赵辉等：改良剂对酸性植烟土壤固氮菌群落结构和丰度的影响
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菌属（Nostoc）和瘦鞘丝藻属（Leptolyngbya）为优势

类群，相对丰度分别为23.34%~37.23%、6.73%~14.08%、

2.75%~6.76%、1.48%~7.06%和1.45%~4.39%。

由表4可知，T1、T2、T3和T4处理的放线菌门和

蓝藻门相对丰度显著提高，而厚壁菌门相对丰度显

著降低，其中T2和T4处理降幅最大。施用改良剂显

著提高了慢生根瘤菌属相对丰度，固氮螺菌属、念珠

蓝菌属和瘦鞘丝藻属相对丰度也有不同程度的升

高，且均以T3处理为最大值，与CK差异显著；而地杆

菌属相对丰度在各处理中差异不显著。由此可知，

改良剂对土壤固氮菌门和属优势类群有显著影响，

但不同改良剂处理间差异明显。

2. 7 固氮菌群落结构及其影响因子分析

由图4固氮菌群落结构的主坐标分析（PCoA）可

知，前2个主坐标累积解释群落结构总变异量的

36.8%。其中，CK的固氮菌群落与其他处理明显分

离；T1、T2、T3和T4处理聚集在一起。表明施用改良

剂显著改变了烟田土壤固氮菌群落结构。固氮菌群

落结构与土壤化学性质和烟株农艺性状的冗余分析

（RDA）结果（图5）表明，RDA1和RDA2分别解释固

氮菌群落变异的64.65%和6.77%，共解释总变异的

71.42%。土壤pH、有机碳、硝态氮和叶片数对土壤

固氮菌群落结构有极显著影响，C/N、株高、叶长和

叶宽对土壤固氮菌群落结构有显著影响。

3 讨论

3. 1 不同改良剂处理对土壤化学性质的影响

土壤酸化对土壤微生物活性及有机质分解起

重要作用，酸性过低导致土壤养分流失加快和肥力

下降，影响烟株生长发育（杜倩等，2021）。在酸性植

烟土壤中，施用白云石粉、硅钙钾镁和生物炭均可提

高土壤pH（张国等，2014；杜倩等，2021）。本研究结

果也表明，施用不同改良剂均可显著提高植烟土壤

pH，其中，白云石粉、白云石粉+生物炭、硅钙钾镁+

生物炭使土壤pH提高到适合优质烟叶生长的5.5~

6.5范围（邓小华等，2021）。白云石粉和白云石粉+

生物炭对土壤pH提高效果明显，可能是因为白云石

粉本身pH较高，对土壤pH提高有较大影响，与李昱

等（2006）研究得出施用白云石粉可显著提高土壤

pH和改善烟叶品质的结果相似，但与姜超强等

（2015）研究认为白云石粉对提高土壤pH作用较弱、

效果不显著的研究结果不同，产生差异的原因可能

与土壤质地、改良剂类型及添加量、成土因素和气候

表 4 不同改良剂处理土壤固氮菌门和属水平优势类群的相对丰度
Table 4 Relative abundance of dominant nitrogen-fixing microbial at the phylum and genus levels with different soil amendments

处理
Treatment

CK
T1
T2
T3
T4

菌门 Phylum
Proteobacteria
61.72±1.28c
68.07±2.74b
67.16±2.58b
75.26±1.08a
75.55±2.31a

Cyanobacteria
8.24±1.08c

12.35±3.33b
16.24±3.43ab
18.1±1.72a
17.98±1.74a

Firmicutes
14.45±3.22a
4.08±1.56b
2.42±0.20b
3.12±0.38b
2.98±1.60b

菌属 Genus
Bradyrhizobium

23.34±2.37b
30.41±2.80a
31.71±5.23a
36.62±2.49a
37.23±4.16a

Azospirillum
6.73±3.25b
8.92±1.81b
8.89±2.92b
14.08±1.52a
9.89±1.31b

Geobacter
6.76±2.93
5.06±2.01
6.21±3.21
3.97±1.02
2.75±0.94

Nostoc
1.47±0.64b
4.81±1.81ab
3.63±0.31ab
7.06±2.78a

5.04±2.34ab

Leptolyngbya
1.45±0.74b
1.83±0.96b
3.97±0.52a
4.39±1.63a
4.12±1.16a

图 4 土壤固氮菌群落PCoA分析结果
Fig.4 PCoA analysis of the soil nitrogen-fixing microbial com-

munity
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Fig.5 RDA analysis of the soil nitrogen-fixing microbial com-
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条件等有关。改良剂施用均提高了土壤有机碳含

量，且T3和T4处理对有机碳提高作用高于其他处

理，可能与含有生物炭有关，有利于提高土壤碳含量

（Zhang et al.，2016）。改良剂施用后，土壤硝态氮含

量均有所下降，T3和T4处理下降最明显，可能与土

壤pH急剧上升有关，导致土壤氨氧化微生物数量减

少，对硝化过程有抑制作用（Wang et al.，2017c）；同

时，生物炭混施也有利于促进烟株生长，增强烟株对

硝态氮的吸收。

3. 2 植烟土壤固氮菌丰度和群落结构及其与环境

因子的关系

土壤pH、有机碳、植物及其根系分泌物等均会

影响固氮菌数量（杨亚东等，2017；王磊等，2020）。

Wang等（2017b）研究认为，土壤酸化对微生物生长

和代谢有显著影响，可抑制微生物活性，降低微生物

固氮能力。本研究发现，施用不同改良剂均显著提

高土壤固氮菌nifH基因丰度，通过提高土壤pH和改

善土壤养分，促进固氮微生物生长和繁殖。土壤pH

与nifH基因丰度呈正相关，与Pereira e Silva等（2011）

的研究结果一致。生物固氮除受土壤pH和有效氮

等指标影响外，能量来源也是其中一个重要限制因

素（DeLuca et al.，2002）。Liu等（2019）研究表明，施

用生物炭可提高土壤固氮菌数量。T3和T4处理土

壤固氮菌数量较高，可能与生物炭混施土壤有机碳

含量增加有关，可为固氮微生物生长提供充足碳源。

固氮菌数量与有机碳呈正相关，与Wang等（2018）研

究结果一致。碳利用率对氮固定有显著影响，而碳利用

率增加通常会提高生物氮固定率（Chen et al.，2019）。

生物炭混施后，生物炭中不稳定有机碳可被土壤固

氮微生物直接利用；同时，还可促进植物生长，通过

根系分泌物进一步降低有机碳稳定性（Liu et al.，

2019）。高雪峰和韩国栋（2021）研究认为，植物长势

好，根系分泌物多，有利于土壤微生物数量增加。硅

钙钾镁+生物炭混施处理的烟株农艺性状（株高、茎

围、叶长、叶宽和叶片数）显著高于对照，可能是烟株

通过根系分泌物为固氮菌生长提供较多养分供应。

本研究中，土壤固氮菌群落在门水平上以变形

菌门、蓝藻门、厚壁菌门为主，与李旭等（2021）的研

究结果相似。变形菌门的相对丰度在一定程度上可

反映土壤有机质等养分含量，且在pH较高土壤中生

长较好（Zhang et al.，2014）。变形菌门相对丰度以

T3和T4处理最高，可能与土壤有机碳含量及pH较高

有关。蓝藻门为水生环境中优势类群，且偏好于湿

润环境（Zehr et al.，2003）。蓝藻门相对丰度以T3和

T4处理较高，可能与生物炭混施和取样时期有关。

生物炭施用可显著提高土壤保水能力（吴愉萍等，

2019），且本研究取样期降雨较多，有利于蓝藻门固

氮菌生长繁殖。厚壁菌门可生活在极端环境，通过

分泌有害物质，干扰植物氮代谢，抑制植物正常生长

（Karelová et al.，2011）。本研究中，对照处理厚壁菌

门相对丰度显著高于其他处理，可能与土壤酸化和

烟株生长缓慢有关。在属水平上，慢生根瘤菌属相

对丰度高于其他类群，可能是由于慢生根瘤菌可排

泄碱性化合物，在酸性环境中比其他类群具有竞争

优势（Fujihara，2008）。施用改良剂均显著提高了慢

生根瘤菌相对丰度，生物炭混施处理慢生根瘤菌相

对丰度最高，与Liu等（2019）生物炭单施的研究结果

不一致，说明生物炭混施和单施对其有差异影响。

本研究结果表明，随硝态氮含量增加，慢生根瘤菌

属相对丰度逐渐降低，与Favero等（2022）的研究

结果一致。固氮螺菌属具有促进植物生长的作用

（Steenhoudt and Vanderleyden，2000；Veresoglou and

Menexes，2010）。T3处理的固氮螺菌属相对丰度显

著高于其他处理，推测T3处理烟株生长较快可能与

该菌群有关。地杆菌属在土壤厌氧环境分布广泛，

可驱动铁锰等金属矿物生物还原，对部分芳香烃化

学物有降解作用，具有较强的生态适应性（田丽丽和

王鑫，2020）。T3和T4处理地杆菌属相对丰度低于

其他处理，由于生物炭具有改善土壤通透性的作用

（王宇龙，2021），在一定程度上抑制地杆菌生长，进

一步验证了地杆菌生长倾向于厌氧环境。

4 结论

改良剂可通过调节土壤pH，驱动土壤性质变化

从而引起固氮菌群落结构发生变化。其中，硅钙钾

镁+生物炭混施处理对缓解土壤酸化、改善烟田环

境、促进烟株生长及提高固氮菌nifH基因丰度、群落

α多样性和优势类群相对丰度效果显著，适合在酸性

植烟土壤中推广应用。
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