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摘 要：长期不同的耕作措施能够显著改变农田土壤团聚体分布、微生物丰度以及全氮储量，但其之间是否存在相关

性尚不清楚。依托连续 10 年（2009—2020）旱地长期耕作试验为平台，比较传统耕作（翻耕+秸秆还田，PT）和保

护性耕作（深松耕+秸秆还田，CPT；免耕+秸秆还田，ZT）下土壤团聚体氮含量的变化及其与功能基因（amoA-AOA、

amoA-AOB、nirS、nirK、nosZⅠ和 nosZⅡ）丰度之间的关系。结果表明，长期保护性耕作（CPT 和 ZT）处理显著增加

了机械稳定性和水稳定性宏团聚体（>2 mm）和大团聚体（0.25~2 mm）的质量百分比，降低了微团聚体（<0.25 mm）

质量百分比。与传统耕作相比，长期 CPT 和 ZT 处理 0~20 cm 土层的全氮含量分别提高了 53.4%和 49.9%，宏团聚体

全氮贡献率分别提高了 16.2%和 21.8%，但土壤氮矿化速率、硝化潜势和反硝化潜势显著降低。通过 q-PCR 定量发现

CPT 和 ZT 显著提高了细菌、真菌以及氮功能基因（除氨氧化细菌（amoA-AOB 外））丰度；在各粒级团聚体内部，

大团聚体内部真菌、nirS、nosZⅠ的丰度显著高于微团聚体和宏团聚体，而 nosZⅡ基因丰度则表现出相反趋势。Mantel

分析结果表明，团聚体尺寸、土壤质地、矿质氮素含量、蔗糖酶活性、脲酶活性等因素是调控团聚体内部氮功能微生

物丰度的关键因子。相关性分析表明，团聚体土壤全氮含量与微生物生物量氮、可溶性有机氮、细菌、真菌、amoA-

AOB 和 nosZⅡ基因丰度呈现显著正相关关系，而与 nirS 和 nirK 型反硝化基因丰度呈现显著负相关关系。综上，长期

保护性耕作不仅有利于改善旱作农田土壤团聚体组分，增加全氮在土壤团聚体中的储存，还调控了细菌、真菌和氮功

能微生物在团聚体内部的丰度，从而改善了旱作农田土壤氮循环的趋势，有助于提升旱作农田土壤肥力。 
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Abstract:【Objective】Long-term tillage measures can significantly change the distribution of soil aggregates, microbial 

abundance and total nitrogen storage in farmland. However, whether there is a correlation between these properties remains 

unclear. This study aimed to reveal the relationship between total nitrogen content and nitrogen functional microorganisms 

within different particle sizes aggregates under long-term conservation tillage in dry farming areas of the Loess Plateau.

【Method】Based on the 10-year (2009-2020) long-term tillage experiment (conventional tillage: plow tillage, PT; conservation 

tillage: chisel plow tillage, CPT and zero tillage , ZT), the effects of long-term conservation tillage on the distribution of total 

nitrogen and its relationship with the abundance of functional genes (amoA-AOA, amoA-AOB, nirS, nirK, nosZI and nosZII ) 

within aggregates in dry farmland were studied.【Result】Long-term conservation tillage (CPT and ZT) significantly increased 

the mass percentage of mega-aggregates (> 2 mm ) and macro-aggregates (0.25 ~ 2 mm), while it decreased the mass percentage 

of micro-aggregates (< 0.25 mm). Compared with PT, long-term CPT and ZT treatments significantly decreased the soil 

nitrogen mineralization rate, nitrification potential, and denitrification potential but increased the total nitrogen content in the 

0~20 cm soil layer by 53.4 % and 49.9 %, respectively. The total nitrogen contribution rate of macro-aggregates of CPT and 

ZT treatments increased by 16.2 % and 21.8 %, respectively. Using qPCR technology, it was found that CPT and ZT 

significantly increased the abundance of bacteria, fungi and nitrogen functional genes (except amoA-AOB); and the abundance 

of fungi, nirS, and nosZI in macroaggregates was significantly higher than that in microaggregates and macroaggregates, while 

the abundance of nosZII gene showed the opposite trend. Mantel analysis showed that aggregate size, soil texture, mineral 

nitrogen content, sucrase activity, and urease activity were the key factors regulating the abundance of nitrogen-functional 

microorganisms within aggregates. Correlation analysis showed that the total nitrogen content in aggregate soil was positively 

correlated with MBN, DON, and the abundance of bacteria, fungi, amoA-AOB, and nosZII genes, while negatively correlated 

with the abundance of nirS and nirK denitrification genes. 【Conclusion】Long-term conservation tillage can increase soil 

total nitrogen storage mainly by increasing the contribution rate of nitrogen in macro-aggregates. As the abundance of bacteria, 

fungi, and nitrification process genes in macroaggregates increases, the abundance of nirS and nirK denitrifying 

microorganisms decreases, which improves the trend of the nitrogen cycle and significantly increases soil total nitrogen content. 

Key words: Conservation tillage; Total nitrogen within aggregates; Nitrogen functional microorganism; Dry farmland 

黄土高原是典型的旱地农业区，农田大多为中低产田，加之长期的高强度利用，该区农田土壤

氮库损耗、耕层浅薄、结构性障碍等问题突出，已成为国家“藏粮于技、藏粮于地”战略实施的短板
[1]。在满足快速增长人口的粮食需求下减少农田地力损耗、优化耕层结构是提高该区农业经济效益和

降低环境成本、实现农业绿色发展面临的迫切需求。实施保护性耕作可显著改善土壤结构，优化土

壤微生物群落结构，调节土壤的养分供应，进而促进作物产量和农田地力的协同提升[2]。因此，研究

长期保护性耕作模式下黄土高原旱作农田耕层土壤团聚体结构及其内部氮储量和氮功能微生物分布

特征，可望为解决资源环境约束、保持农业生产强劲增长，协调粮食增长、地力提升和环境保护提

供科学合理的耕作方案，有力推动黄土高原中低产田的提质增效与绿色可持续发展。 
土壤中的全氮含量代表着土壤氮素的总贮量和供氮潜力，其矿化和固持过程受到土壤氮功能微

生物的显著作用[3-4]。保护性耕作通过改变土壤微生物特征进而影响土壤氮储量和周转过程[5]。微生

物介导的土壤氮素生物化学循环功能取决于其携带的功能基因的丰度变化[6]。nifH、氨氧化基因

（amoA-AOA 和 amoA-AOB)、nirK、nirS、nosZ（Ⅰ簇和Ⅱ簇）基因丰度分别是编码固氮酶、氨单加氧

酶、含铜离子亚硝酸盐还原酶、含细胞色素 cd1 亚硝酸盐还原酶和 N2O 还原酶的基因，而这些酶分

别催化着固氮、硝化和反硝化过程，对土壤氮库的转化有重要调节作用[7]。长期保护性耕作试验研究

表明，保护性耕作通过显著降低 nirK、nirS 和 nosZⅠ基因丰度和增加 nifH、amoA-AOA 和 nosZⅡ基因
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丰度，促使土壤氮功能微生物向着增加全氮积累的途径转变[5, 8]；通过增加土壤细菌和真菌的群落多

样性，进而影响微生物对土壤氮素的周转[9]；随着团聚体粒径百分比的变化，对土壤微生物、相关酶

类及有机底物之间形成物理屏障，限制食物网的相互作用，提升团聚体内部土壤全氮的累积和稳定

性[10]。此外，团聚体作为土壤元素生物化学循环的载体单元，土壤有机氮不仅能够与矿物颗粒结合

提高其在土壤中的稳定性，同时团聚体的物理保护作用还能将有机氮与土壤微生物及其分泌的胞外

酶隔离开，从而控制土壤有机氮的固存和矿化方向。前人研究发现，土壤氮素周转速率随着团聚体

粒径的增加逐渐变慢，如有机氮在粉黏粒中转化周期约为 2.61 个月，在微团聚体中增加到 9.30 个

月，在大团聚体中可以稳定存在 21.10 个月[11]。然而关于旱作农田长期保护性耕作下团聚体土壤内

部氮含量、氮功能基因丰度特征及其二者之间关系的研究尚少见报道。 
基于此，本研究以旱地长期保护性耕作定位试验农田为研究对象，通过测定长期保护性耕作下

土壤（0~20 cm）团聚体组分、稳定性、氮含量及其理化性质，并采用实时荧光定量 PCR (Real-time 
Quantitative PCR, qPCR) 技术，探究不同粒径团聚体土壤中细菌、真菌和氮功能微生物分布特征，以

期阐明旱作农田长期保护性耕作土壤团聚体氮含量变化的微生物驱动机制，为该地区最适保护性耕

作措施的选择提供理论依据。 

1 材料与方法  

1.1 供试材料 
研究于西北农林科技大学北校区西区长期保护性耕作定位试验田（34° 28′N，108° 07′E，海拔 521 

m）开展。研究区属温带半湿润半干旱季风气候，30 年平均气温 12.9 ℃，全年无霜期 221 d，年均蒸

发量 880 mm，年平均降水量 632 mm，降雨主要集中在 7—10 月。试验田为褐土，中国土壤系统分

类为钙积土垫旱耕人为土。土壤 pH 8.0，有机质 12.25 g·kg-1，全氮 1.21 g·kg-1，硝态氮 10.15 mg·kg-

1，铵态氮 0.74 mg·kg-1，有效磷 18.25 mg·kg-1，速效钾 128.63 mg·kg-1，容重 1.28 g·cm-3，土壤颗粒

机械组成为粉粒 58.76%、黏粒 39.38%、砂粒 1.86%。 
1.2 试验设计 

保护性耕作定位试验开始于 2009 年，种植模式为一年两熟冬小麦-夏玉米复种。共设置三个耕

作处理：免耕（ZT，保护性耕作），深松耕（CPT，保护性耕作）和翻耕（PT，传统耕作），试验采

用随机区组设计，3 个重复，共 9 个小区，小区面积 125 m2（长 25 m×宽 5 m）。具体耕作步骤如下：

免耕采用旋耕机进行 5 cm 的浅旋作业，以最大限度降低土壤扰动和保证作物种子发芽；深松耕首先

使用深松机深松土壤，深松齿间距 40 cm，深松深度 30~35 cm，然而使用旋耕机整理苗床；翻耕首

先使用翻耕机进行土壤翻耕作业，耕深 20 cm，然后使用旋耕机整理苗床。耕作作业在冬小麦播种前

和夏玉米播种前进行。冬小麦和夏玉米秸秆经过粉碎机粉碎作业后，均匀抛洒至小区表面，然后进

行不同的耕作操作。 
冬小麦种植品种为“陕麦 139”，夏玉米种植品种为“陕单 609”。冬小麦于每年 10 月中旬播种，

次年 6 月上旬收获，播种量 225 kg·hm-2，播种行距 20 cm；夏玉米于每年 6 月中旬播种，10 月上旬

收获，播种行距 70 cm，株距 23 cm。肥料基施，均匀撒于土壤表面后进行耕作处理，无追肥。单季

施肥量为尿素（N > 46%）375 kg·hm-2 和磷酸二铵（N > 18%，P2O5 > 60%）375 kg·hm-2。作物的生

育期内未进行灌溉，田间管理根据当地生产实际进行。 
1.3 研究方法 
1.3.1 土壤采集与处理   2019 年 5 月参照廖超林等[12]的方法，清理出 20 cm×20 cm×20 cm 的土方，

维持原状带回实验室，在室内风干过程中沿自然裂缝结构掰成小土块，并过 10 mm 筛。各试验小区

采用五点取样法均匀混合，四分法分取 2 份约 1 kg 土壤放在硬质铝饭盒内，其中一份在阴凉处风干，

用于团聚体分级和土壤基理化性质测定；另一份采用干筛法立即进行团聚体分级后，储存在-80℃冰
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箱，用于团聚体土壤微生物基因组 DNA 提取。 
1.3.2 土壤性质测定方法   土壤含水量、颗粒机械组成、有机碳（SOC）、全氮（TN）、全磷（TP）、
土壤硝态氮（NO3--N）和铵态氮（NH4+-N）含量参照鲍士旦[13]的方法进行。微生物生物量氮（MBN）

采用氯仿熏蒸法测定，换算系数 0.45；可溶性有机氮（DON）采用差减法测定，即采用凯氏法测定

土壤浸提液中土壤可溶性总氮（DTN），减去元素分析仪测得的浸提液中可溶性无机氮（DIN，包括

NH4+-N、NO3--N 和 NO2--N）；蔗糖酶（Invertase）活性用 3-5 二硝基水杨酸比色法测定；脲酶（Urease）
活性用苯酚钠比色法测定。 
1.3.3 土壤氮转化速率测定  参照颜晓元[14]的方法，土壤氮矿化速率采用厌氧培养法测定，通过测定

土壤初始和培养结束时 NH4+-N 和 NO3-的浓度，按照二者浓度总和随时间的变化计算土壤氮矿化速

率；土壤硝化潜势采用氯酸盐抑制法测定，使用 AA3 流动分析仪测定培养结束时 NO2-浓度，根据其

浓度随时间的变化计算硝化潜势；土壤反硝化速率采用乙炔抑制法测定，使用气相色谱检测气体样

品中 N2O 浓度，根据 N2O 浓度变化计算土壤反硝化潜势。 

1.3.4 土壤团聚体分级  采用干筛法[15]和湿筛法[16]分别进行机械稳定性团聚体和水稳定性团聚体分

级。将风干土粒细分为 7 个不同的粒径组，即分为＞5、3～5、2～3、1～2、0.5～1.0、0.25～0.5 和

＜0.25 mm。最终计算得到各粒度机械稳定性团聚体和水稳定性团聚体质量的百分比。 
团聚体平均重量直径 （MWD）、几何平均直径（GMD）、>0.25 mm 团聚体百分比（DR0.25 或

WR0.25，%）以及团聚体结构体破坏率（PAD，%）根据李伟等[15]的公示计算。 
基于 Tisdall 和 Oades 提出的团聚体等级发育模型[17]，将干筛法获得的新鲜团聚体样品组合成

宏团聚体（>2 000 μm）、大团聚体（250~2 000 μm）和微团聚体（<250 μm）用于探究长期保护性耕

作对旱作农田土壤团聚体氮含量和氮功能微生物分布的影响。 
1.3.5 团聚体土壤细菌、真菌和氮功能微生物丰度测定   团聚体土壤 DNA 采用 FastDNA® Spin Kit 
for Soil 试剂盒提取，每份土壤样品提取三个重复，混合后代表本小区该粒径团聚体土壤 DNA。使用

Nanodrop 2000 分光光度计和 1%琼脂糖凝胶测定 DNA 浓度和完整性。 
采用实时荧光定量（RT-qPCR）技术，通过 Biosystems QuantStudio™ 7 (Life Technologies Inc., 

Carlsbad, CA, USA)实时荧光定量仪对土壤中细菌 16S rRNA、真菌 ITS、amoA-AOA、amoA-AOB、
nirK、nirS、nosZ-clade I 和 nosZ-clade II 基因丰度进行测定，引物、反应体系和扩增条件参考 Wang
等 [17]。标准品制备：将构建的含目的基因的质粒，按照 10 倍稀释 8 个浓度梯度，与待测样品一起，

进行 qPCR。以标准品拷贝数的对数值为横坐标，以 CT 值为纵坐标，构建标准曲线，根据未知样品

的 CT 值，得到样品的拷贝数[18]。 
1.4 数据处理 

不同粒径团聚体全氮对土壤全氮的贡献率（CTN-aggregate，%）计算[19]： 

CTN-aggregate=
Caggregate×Wi

Csoil
×100% 

式中，Wi为各粒级团聚体的质量分数；Caggregate 为某粒级团聚体中全氮的含量；Csoil为土壤中全氮的

含量。 
采用 SPSS 19.0（SPSS Inc.，Armonk，NY，USA）软件，采用双因素方差分析（Two-way ANNOVA）

比较长期保护性耕作对不同粒径团聚体比例、土壤性质以及氮功能基因丰度的影响效应；采用 R 3.6.1
的 corrplot 包进行 Mentel 分析和相关性分析；利用 Origin 2023（OriginLab Co., USA）进行数据可视

化。 

2 结 果  

2.1 保护性耕作对土壤团聚体及其内部全氮、微生物生物量氮、可溶性有机氮分布的影响 
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与 PT 相比，CPT 和 ZT 显著增加了机械稳定性宏团聚体和水稳定性宏团聚体和大团聚体的比

例，但降低了机械稳定性大团聚体、微团聚体以及水稳定性微团聚体的质量占比（表 1，图 1）。此

外，随着耕作强度的增加，机械稳定性团聚体和水稳性团聚体的 NWD 和 GMD 逐渐增加。同时，

CPT 和 ZT 处理显著增加了 13.5%和 12.5%的> 0.25 mm 水稳性团聚体百分比，并降低了团聚体破坏

率。 
表 1 长期保护性耕作对团聚体分布和稳定性的影响 

Table 1 Effects of long-term conservation tillage on aggregate distribution and stability 

耕作方式 
Tillage method 

机械稳定性团聚体 Mechanically stable aggregates  

宏团聚体 
Me/% 

大团聚体 
Ma/% 

微团聚体 
Mi/% 

DR0.25/% MWD/mm GMD/mm  

深松耕 CPT 59.04±2.56 a 37.23±1.27 b 3.73±0.76 a 96.3±6.8 a 3.85±0.47 a 2.49±0.19 a  

免耕 ZT 57.90±1.85 a 37.51± 1.88 b 4.59±1.02 a 95.4±2.3 a 3.91±0.22 a 2.39±0.16 a  

翻耕 PT 50.42±1.57 b 45.40±2.36 a 4.18±0.89 a 95.8±5.7 a 3.33±0.17 b 2.06±0.10 b  

F 值 * * ns ns ** *  

耕作方式 

Tillage method 

水稳定性团聚体 Water-stable aggregates  

宏团聚体 
Me/% 

大团聚体 
Ma/% 

微团聚体 
Mi/% WR0.25/% MWD/mm GMD/mm  

深松耕 CPT 20.87±1.28b 56.43±3.66a 22.70±1.69b 77.2±9.7a 1.71±0.14a 0.62±0.03a  

免耕 ZT 26.05±4.52a 58.33±2.91a 15.62±1.88b 76.5±7.0a 1.98±0.24a 0.71±0.07a  

翻耕 PT 9.38±1.36c 50.74±3.18b 39.88±2.69a 68.0±8.8b 0.92±0.10b 0.37±0.02b  

F 值 ** * * ** ** **  

注：Me，宏团聚体；Ma，大团聚体；Mi，微团聚体；DR0.25 为干筛处理得到的颗粒直径＞0.25 mm 粒级团聚体的质量比例；

WR0.25为湿筛处理得到的颗粒直径＞0.25 mm 粒级团聚体的质量比例；MWD 是团聚体的平均重量直径；GMD 是团聚体的几何平均

直径。不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）；*和**分别表示在 0.05 和 0.01 水平处理间存在显著差异，ns 表示处理间差异

不显著。Note: Me, mega-aggregate; Ma, macro-aggregate; Mi, micro-aggregate; DR0.25, > 0.25 mm mechanically stable aggregate; WR0.25, > 
0.25 mm water-stable aggregate; GMD, geometric mean diameter; MWD, mean weight diameter. Different lower letters in the same column 
indicate significant differences among treatments (P < 0.05). * and ** indicate significant differences between different treatments at 0.05 and 
0.01 levels, and ns indicated no significant difference between treatments. 

 

注：CPT，深松耕；ZT，免耕；PT，翻耕。不同的小写字母表示处理间存在显著差异(单因素方差分析，P <0.05)。
Note: CPT，Chisel plow tillage；ZT，Zero tillage；PT，Plow tillage. Different lowercase letters indicate significant differences 
between treatments (one-way ANOVA, P<0.05). 

图 1 长期保护性耕作对土壤机械稳定性团聚体（a）和水稳定性团聚体（b）的影响 
Fig. 1 Effects of long-term conservation tillage on soil mechanical stable aggregates (a) and water-stable aggregates (b) 
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长期保护性耕作和团聚体粒径显著影响了土壤 TN、DON 和 MBN 的含量（图 2a，表 2）。与 PT
相比，CPT 和 ZT 显著提高土壤全氮含量 51.36%和 53.90%；CPT 和 ZT 处理下宏团聚体 TN 对土壤

TN 的贡献率显著提高，微团聚体 TN 对土壤 TN 的贡献率显著降低，而大团聚体 TN 贡献率在不同

耕作处理之间差异不显著（图 2b）。此外，与 PT 相比，CPT 和 ZT 处理原状土的 MBN 分别增加

86.87%和 121.80%，DON 分别增加 53.83%和 104.97%；各粒级团聚体间，与微团聚体相比，大团聚

体和宏团聚体的 MBN 分别平均降低 11.73%和 24.84%，但是 DON 分别平均增加 19.00%和 8.94%。 

 

 
注：Me，宏团聚体；Ma，大团聚体；Mi，微团聚体。误差线表示三个重复测定的标准差。Note: Me, mega-aggregate; 

Ma, macro-aggregate; Mi, micro-aggregate. The error line shows the standard deviation of the three repeated measurements. 
图 2 长期保护性耕作对土壤全氮含量（a）和不同粒径团聚体全氮贡献率（b）的影响 

Fig.2 Effects of long-term conservation tillage on soil total nitrogen content (a) and total nitrogen contribution rate (b) of 
different aggregate particles 

2.2 保护性耕作对团聚体土壤性质和氮转化速率的影响 
与 PT 处理相比，CPT 和 ZT 分别显著增加了原状土黏粒含量、砂粒含量、SOC、TP、NO3--N、

NH4+-N、脲酶活性和蔗糖酶活性，并降低了土壤粉粒含量和 pH。与微团聚体相比，宏团聚体和大团

聚体分别显著增加了粉粒含量、黏粒含量、pH、脲酶活性和蔗糖酶活性，并显著降低了砂粒含量、

SOC、TP、NO3--N 和 NH4+-N 含量（表 2）。 
由图 3 可知，CPT 和 ZT 处理下土壤的氮矿化速率、硝化潜势和反硝化潜势平均分别显著降低

21.76%~29.80%、23.25%~27.69%%和 32.14%~58.61%（P＜0.05）；大团聚体和宏团聚体土壤的氮矿

化速率显著高于微团聚体，大团聚体和宏团聚体土壤的硝化潜势显著高于微团聚体，微团聚体和大

团聚体土壤的反硝化潜势显著高于宏团聚体。 

 
图 3 长期保护性耕作对不同粒径团聚体土壤氮矿化速率（a）、硝化潜势（b）和反硝化潜势（c）的影响 
Fig. 3 Effects of long-term conservation tillage on nitrogen mineralization rate (a), nitrification potential (b) and 

denitrification potential (c) of different aggregate particles 
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表 2 保护性耕作对不同粒径团聚体土壤物理性质、化学性质和酶活性的影响 
Table 2 Effects of conservation tillage on physical, chemical properties and enzyme activities of soil aggregates with different particle sizes 

注：不同小写字母表示同一耕作处理下不同团聚体之间存在差异显著（P<0.05）；不同大写字母表示不同耕作处理（根据粒径分布的加权平均）之间存在差异显著（P<0.05）；*、**和***分别表示在

0.05 、0.01 和 0.001 水平处理间存在显著差异，ns 表示处理间差异不显著。Note： Different lowercase letters indicate significant differences between different aggregate particles under the same tillage treatment 

(P < 0.05); different capital letters indicate significant differences between different tillage treatments (weighted average of aggregates particle distributions) (P < 0.05); *, **, *** indicate significant differences between 

different treatments at 0.05, 0.01 and 0.001 level, ns indicated no significant difference between treatments. 

耕作 
Tillage 

团聚体尺寸 
Aggregate 

size 

砂粒 
Sand/% 

粉粒 
Slit/% 

黏粒 
Clay% pH 有机碳 

SOC/(g·kg-1) 
全磷 

TP/(g·kg-1) 
微生物生物量氮 
MBN/(mg·kg-1) 

可溶性有机氮 
DON/(mg·kg-1) 

硝态氮 
NO3

--N/ 
(mg·kg-1) 

铵态氮 
NH4

+-N/ 
(mg·kg-1) 

脲酶 
Urease/ 
(mg·g-1) 

蔗糖酶 
Invertase/ 
(mg·g-1) 

深松

耕 
CPT 

Mi 15.73±0.21a 82.34±0.21b 1.93±0.21a 8.09±0.03b 14.19±2.10a 1.17±0.05a 21.62±0.84a 15.66±0.96c 8.48±2.72a 1.02±0.06a 5.09±1.93a 25.13±1.13a 
Ma 14.01±1.51b 84.05±1.51a 1.94±1.51a 8.18±0.07a 13.97±0.65a 0.93±0.24b 18.71±0.95b 19.76±1.63a 5.92±1.06b 0.95±0.12b 5.31±1.94a 25.94±2.84a 
Me 14.22±1.40b 83.71±1.40a 2.07±1.39a 8.21±0.06a 10.90±1.81b 0.88±0.15b 16.75±2.29c 17.53±0.88b 7.82±3.60a 0.77±0.08c 5.89±2.07a 26.59±1.58a 

原状土 
Bulk soil 14.19±1.40A 83.80±1.40B 2.01±1.39A 8.19±0.18B 12.36±1.24A 0.91±0.18A 17.66±1.29B 18.26±1.25B 7.03±1.47A 0.86±0.10A 5.61±1.66A 26.25±1.58B 

免耕 
ZT 

Mi 15.57±1.02a 82.50±1.02b 1.93±1.02a 8.18±0.07b 15.35±0.74a 0.99±0.00a 25.81±2.87a 22.10±1.15b 6.08±0.90a 1.06±0.06a 4.39±0.93a 27.77±1.93a 
Ma 12.61±0.93b 85.42±0.93a 1.97±0.93a 8.24±0.06a 14.14±1.15a 0.82±0.12b 22.44±1.29a 25.78±1.65a 4.93±2.51b 1.05±0.18a 4.59±0.56a 28.60±1.97a 
Me 13.72±0.88b 84.29±0.88a 2.00±0.88a 8.27±0.08a 11.11±1.36b 0.82±0.07b 19.62±0.94b 23.58±1.33b 5.13±1.81a 0.87±0.15b 4.78±0.63a 27.80±2.00a 

原状土 
Bulk soil 13.37±0.91A 84.65±0.91B 1.98±0.90A 8.25±0.07B 12.53±1.25A 0.83±0.09A 20.96±1.14A 24.33±2.33A 5.10±2.04B 0.95±0.16A 4.68±0.62A 28.12±1.98A 

翻耕 
PT 

Mi 12.32±3.01a 86.11±3.01b 1.57±0.27a 8.20±0.05b 10.46±1.89b 0.75±0.18a 11.53±1.20a 10.74±0.86b 1.06±0.71b 0.97±0.55a 3.27±0.57a 16.76±1.57a 
Ma 12.21±2.00a 86.07±2.00b 1.72±0.23a 8.29±0.04a 10.18±0.98b 0.68±0.12b 10.53±1.37a 12.26±0.91a 2.15±2.60b 0.70±0.07b 3.29±0.72a 17.53±1.72a 
Me 10.90±0.89b 87.45±0.89a 1.66±0.89a 8.33±0.05a 11.63±0.62a 0.64±0.09b 8.30±0.94b 11.62±1.02b 2.24±1.50b 0.72±0.07b 4.05±0.66a 17.36±1.66a 

原状土 
Bulk soil 11.63±1.62B 86.71±1.62A 1.67±1.62B 8.30±0.05A 10.88±0.93B 0.67±0.11B 9.45±0.94C 11.87±1.41C 2.05±1.86C 0.74±0.13B 3.63±0.67B 17.36±2.36C 

 方差分析 ANOVA results 
耕作方式 Tillage (T) ** ** ns * ** ** ** ** *** ** * ** 
团聚体粒径
Aggregate (A) ** * ns * ** ** * * ** ** ns ns 

T×A * * ns * * ** ** ** * * ns ns 
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2.3 保护性耕作对团聚体土壤细菌、真菌和氮功能微生物丰度的影响 
团聚体粒径对 amoA-AOA、nirS、nirK、nosZⅠ和 nosZⅠⅠ的丰度也有显著影响，但是对于细菌、真

菌和 amoA-AOB 无显著影响；耕作和团聚体粒径的互作仅对细菌和 nirK 的丰度有显著影响（表 3）。
与 PT 处理相比，CPT 和 ZT 显著提高了细菌和真菌的总丰度（图 4）；ZT 处理土壤中 amoA-AOA 的

丰度显著高于 CPT 和 PT 土壤，然而，PT 土壤中 amoA-AOB 基因丰度明显高于 CPT 和 ZT 土壤（P 
< 0.05）；nirK、nirS 和 nosZⅠ反硝化基因丰度在 CPT 和 ZT 土壤中的丰度显著高于 PT 土壤（P < 0.05），
同时 nosZⅡ反硝化基因丰度在 ZT 土壤中的丰度显著高于 CPT 和 PT 土壤（P < 0.05）。大团聚体中真

菌、nirS、显著高于微团聚体和宏团聚体（图 5），amoA-AOA 和 nosZⅠ基因在宏团聚体和大团聚体中

的丰度显著高于微团聚体，而 nosZⅡ型反硝化基因丰度在微团聚体中显著高于宏团聚体和大团聚体，

细菌和 nirK 基因丰度在各粒径土壤间无显著差异。 
表 3 耕作模式和团聚体粒径对氮功能微生物丰度影响 

Table 3 Two-factor variance analysis of changes in soil nitrogen functional microorganisms under conservation tillage 
treatments and soil aggregate particles 

变异来源 
Source of variation df 细菌 

Bacteria 
真菌 
Fungi 

氨氧化微生物 
Ammonia oxidizer  反硝化微生物 

Denitrifying microorganism 
amoA-AOA amoA-AOB  nirS nirK nosZⅠ nosZⅡ 

耕作措施 

Tillage practices (T) 
2 5.729* 7.319* 6.935* 6.908**  25.584*** 16.906*** 1.995 15.889*** 

团聚体粒径 

Aggregate size (A) 
2 0.182 1.381 3.957* 1.485  3.261* 4.123* 3.333* 3.934* 

T×A 4 6.318*** 1.687 0.690 0.313  1.678 3.776** 1.999 0.803 

注：双因素方差分析采用混合效应模型进行，其中设置耕作方式为固定效应，团聚体粒径为随机效应。*，**，***分别表示在

0.05、0.01 和 0.001 水平处理见差异显著，ns 表示处理间差异不显著。Note: Two-factor analysis of variance was carried out using the 
mixed effects model, in which the tillage method was set as the fixed effect and the aggregate size as the random effect; ** represented 
extremely significant difference (P < 0.01); * represented significant difference (P < 0.05); ns represented non-significant difference (P > 0.05). 

 
 

 
注：*，**，***，****分别表示在 0.05, 0.01, 0.001 和<0.001 水平处理间存在显著差异，ns 表示处理间差异不显著。
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Note: *, **, ***, **** indicate significant differences between different treatments at 0.05, 0.01, 0.001 and < 0.001 levels, and 
ns indicated no significant difference between treatments. 

图 4 长期保护性耕作对土壤细菌（a）、真菌（b）和 amoA-AOA（c）、amoA-AOB（d）、nirS（e）、nirK（f）、
nosZⅠ（g）和 nosZⅡ（h）氮转化功能基因丰度的影响 

Fig.4 Effects of long-term conservation tillage on the abundance of bacteria (a), fungi (b), amoA-AOA (c), amoA-AOB 
(d), nirS (e), nirK (f), nosZ I (g) and nosZ II (h) 

 

 
图 5 团聚体粒径大小对细菌（a）、真菌（b）和 amoA-AOA（c）、amoA-AOB（d）、nirS（e）、nirK（f）、nosZⅠ

（g）和 nosZⅡ（h）氮转化功能基因丰度的影响 
Fig.5 Effects of aggregate particle size on the abundance of bacteria (a), fungi (b), amoA-AOA (c), amoA-AOB (d), nirS 

(e), nirK (f), nosZI (g) and nosZII (h) 

2.4 团聚体土壤细菌、真菌和氮功能微生物丰度的驱动因子 
Mantel 分析表明（图 6），细菌总丰度的关键土壤性质驱动因子为土壤质地、SOC、pH、蔗糖酶

活性、NO3--N、NH4+-N 和脲酶活性；真菌总丰度的驱动因子为团聚体大小、土壤质地、TP、NH4+-
N、脲酶活性和蔗糖酶活；硝化基因丰度的驱动因子为团聚体大小、蔗糖酶活性、NH4+-N 和 TN；反

硝化基因丰度的驱动因子为土壤质地、TN 、蔗糖酶活性、脲酶活性、NO3--N、NH4+-N、团聚体大

小。此外，从团聚体土壤性质相关性可以看出，团聚体土壤 TN、SOC、TP 和 NH4+-N 和 pH 呈现显

著负相关，而与脲和蔗糖酶活性呈现显著正相关；同时，pH 与脲和蔗糖酶活性也呈现显著负相关。 
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图 6 细菌、真菌和氮功能基因丰度的环境驱动因子 

Fig. 6 Environmental drivers of bacteria, fungi, and nitrogen functional genes abundance 

2.5 团聚体土壤全氮、硝态氮和铵态氮与功能微生物丰度之间的关系 
相关性分析表明（表 4），团聚体土壤 TN 与 MBN、DON、NO3--N 和 NH4+-N 以及细菌、真菌、

AOB 和 nosZⅡ型反硝化基因丰度呈显著正相关，而与 nirS 和 nirK 型反硝化基因丰度呈显著负相关；

团聚体土壤 MBN 和 DON 与细菌、真菌以及氮功能微生物丰度均呈显著正相关；团聚体土壤 NO3--
N 与 AOB 硝化基因丰度呈显著正相关，而与细菌、真菌、nirS、nosZⅠ和 nosZⅡ基因丰度呈显著负相

关；团聚体土壤 NH4+-N 与 nirS、nirK 和 nosZⅠ型反硝化基因丰度呈显著正相关，而与细菌和 nosZⅡ
基因丰度呈显著负相关。此外，nosZⅠ型反硝化基因丰度与真菌丰度显著正相关，nosZⅡ反硝化基因丰

度与细菌和真菌均显著正相关，其他氮功能基因丰度与真菌和细菌丰度无显著相关性。nirS 与 AOA
无相关性，nirK 和 nirZⅠ与 AOA 显著正相关，nirS、nirK 和 nosZⅠ与 AOB 显著负相关。 

表 4 长期保护性耕作下不同粒径团聚体土壤中氮功能基因丰度与全氮、硝态氮和铵态氮的相关性分析 
Table 4 Correlation analysis between the abundance of nitrogen functional genes and total nitrogen, nitrate nitrogen and 

ammonium nitrogen in aggregate soils with different particle sizes under long-term conservation tillage 
 TN MBN DON NO3

--N NH4
+-N Bacteria Fungi AOA AOB nirS nirK nosZⅠ nosZⅡ 

TN 1.000                       

MBN 0.744** 1.000            

DON 0.603** 0.848** 1.000           

NO3
--N 0.450** 0.501** 0.449** 1.000                   

NH4
+-N 0.560** 0.734** 0.541** 0.251* 1.000                 

Bacteria 0.533** 0.628** 0.624** -0.454** -0.265* 1.000               

Fungi 0.339** 0.452** 0.360** -0.394** -0.121 0.805** 1.000             

AOA 0.027 0.249* 0.252* 0.033 0.071 -0.129 -0.082 1.000           

AOB 0.235* 0.244* 0.337** 0.372** -0.172 0.208 0.009 -0.194 1.000         

nirS -0.420** 0.520** 0.630** -0.266* 0.374** -0.199 0.131 0.204 -0.371** 1.000       

nirK -0.243* 0.422** 0.521** 0.146 0.321** -0.185 0.138 0.334** -0.269* 0.761** 1.000     

nosZⅠ 0.199 0.299* 0.411** -0.224* 0.268* 0.005 0.279* 0.291** -0.394** 0.806** 0.816** 1.000   
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nosZⅡ 0.364** 0.414** 0.568** -0.292** -0.320** 0.431** 0.272* -0.100 0.312** -0.272* -0.156 -0.051 1.000 

注：*表示在 0.05 水平（双尾）上显著相关；**表示在 0.01 水平（双尾）上显著相关（n=84）。Note：* indicates 

a significant correlation at the 0.05 level, ** represents a significant association at the 0.01 level (double-tailed) (n=84). 

3 讨 论 

3.1 长期保护性耕作对团聚体全氮分布及全氮贡献率的影响 

与传统耕作相比，长期（10 年以上）保护性耕作提高了土壤团聚体的稳定性，同时显著增加了

宏团聚体（>2 mm）的比例，这与前人研究结果一致[19-20]。保护性耕作减少土壤扰动和增加外源碳输

入，减少了对团聚体的破坏并增强了土壤的团聚能力[21]。传统翻耕措施具有较强的土壤扰动，使得

宏团聚体、大团聚体和微团聚体之间发生相互转化和再分配，进而降低了土壤团聚结构的稳定性[22]。

以少耕、免耕和秸秆还田为核心的保护性耕作措施降低了土壤扰动强度和次数，降低了对土壤团聚

结构的破坏，在一定程度上有助于耕层土壤结构稳定性的恢复。此外，少耕或免耕可显著提高还田

秸秆残茬转化为有机质的效率，有机质是团聚体形成优良的粘合剂，进一步提高了微团聚体之间的

团聚性能，从而促进土壤大团聚体的形成[23]。 
本研究表明，长期的保护性耕作显著增加了耕层土壤全土的全氮含量和全氮储量，这与保护性

耕作显著增加各粒径团聚体全氮含量、宏团聚体比例及宏团聚体全氮贡献率密切相关（图 2）。在一

项为期 18 年的长期研究中发现，与常规耕作相比，免耕土壤的全氮显著增加[24]。一项全球元分析也

发现了类似的结果，随着时间的推移，免耕是对全氮储量提升最有效的土壤管理措施之一[25]。此外，

基于保护性农业对全球农田全氮储量的全球元分析同样表明，与传统翻耕管理措施相比，保护性农

业管理措施（如少耕、免耕、秸秆还田、作物多样性轮作等）均能够显著增加土壤全氮含量和储量
[26]。本研究发现，所有耕作处理下团聚体全氮贡献率均表现为宏团聚体高于大团聚体高于微团聚体，

且长期保护性耕作下宏团聚体全氮贡献率显著高于传统耕作，而微团聚体全氮贡献率显著低于传统

耕作，大团聚体全氮贡献率差异不显著。前人在团聚体有机碳上的研究表明，秸秆还田和免耕结合

显著增加了土壤中宏观团聚体的比例，减少了有机质矿化，增加了有机碳储量[23, 27]。同时，土壤碳

氮具有较强的耦合能力，全氮的含量与储量随着有机碳的增加而呈现增加趋势，这主要是由于土壤

有机碳具有吸附和保护全氮的作用[28]。 此外，保护性耕作有利于土壤宏团聚体和大团聚体的形成，

对团聚体内部有机质可以起到与分解微生物物理隔离保护的作用，降低有机氮的矿化，从而有利于

全氮的储存[10]。少耕、免耕可以塑造适宜的耕层结构，优化耕层土壤孔隙度，增加土壤导热系数，

减少土壤中的热量积累，从而优化微生物群落结构及其介导的碳氮循环功能，从而调控有机物矿化

强度，从而增加土壤中全氮的积累[1, 23]。 
3.2 细菌、真菌和氮功能微生物丰度对团聚体大小和土壤性质的响应 

耕作方式能显著影响土壤团聚体分布比例和微生物群落丰度。本研究发现，细菌、真菌和氮功

能微生物（细菌、真菌、AOA、AOB、nirS、nirK 和 nosZⅡ）对耕作方式的响应均极为敏感（图 3），
同时团聚体粒径大小显著影响了真菌、AOA、nirS、nosZⅠ和 nosZⅡ的丰度（图 4）。土壤团聚体是土

壤结构的基本单元，受到土壤耕作方式的显著影响；同时土壤团聚体中的异质性微生境在调节土壤

中微生物的丰度和功能方面起着重要作用[29]。Mantel 分析表明，土壤 pH、有机碳含量和土壤质地

（砂粒、粉粒和黏粒含量）等是驱动细菌丰度变化的因子；同时团聚体粒径大小、土壤矿质氮、蔗

糖酶和土壤质地等含量与土壤真菌丰度有紧密联系（图 5）。此前对细菌和真菌的研究也发现土壤微

生物群落丰度会受到耕作方式和土壤理化因子综合影响[5]。究其原因，与传统的翻耕方式相比，保护

性耕作可以改善土壤质量，为微生物生存提供丰富的资源，增加土壤微生物丰度。 
团聚体大小、NH4+-N 浓度和蔗糖酶活性是调控硝化微生物丰度产生差异的关键因子（图 5）。重
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要的是，不同粒径团聚体对 AOA 丰度有显著影响，而对 AOB 的影响不显著。前人研究表明，氨氧

化古菌（AOA）和氨氧化细菌（AOB）的丰度与 NH4+-N 浓度有关[30]，低浓度的 NH4+-N 会刺激 AOA
的增殖，因而表现为 AOA 的丰度随着团聚体粒径的增加而增加。而 AOB 对环境因子的敏感性不同，

但在弱碱性土壤和高 NH4+-N 条件下 AOB 会迅速增殖[31]。本研究发现随着团聚体粒径的增加 pH 增

高，而 NH4+-N 的浓度却降低，因而对 AOB 的丰度影响不显著。 
长期保护性耕作农田土壤反硝化微生物丰度在团聚体中的空间分布特征由矿质氮含量（NO3--N

和 TN 含量）、土壤质地（砂粒、粉粒和黏粒含量）、脲酶活性等因子的显著影响（图 5），这与前人

研究结果一致[26]。重要的是，与传统翻耕相比，长期保护性耕作均显著增加了所有反硝化微生物群

落的丰度（图 3），而团聚体尺寸对反硝化微生物的影响效应存在差异（图 4）。耕作对反硝化微生物

一致性的影响主要是由于翻耕使肥料埋入了 10~20 cm 的土壤层，缺氧和充足底物有利于反硝化细菌

的繁殖[32]。而团聚体作为土壤养分循环功能的主要反应器，在不同粒径中所承载的氮循环作用有所

差异。本研究结果强烈地支持了这一结论，即表明大团聚体中 nirS 型和 nosZⅠ反硝化群落丰度显著高

于微团聚体和宏团聚体，而微团聚体中 nosZⅡ型反硝化微生物群落丰度显高于大团聚体和宏团聚体。

究其原因主要是由于不同反硝化微生物群落对异质性的土壤微生境的敏感性不同。 
3.3 不同耕作方式下，团聚体土壤微生物群落丰度和全氮含量的关系 

土壤微生物是土壤氮循环的主要驱动因子，对土壤全氮的矿化和储存以及 MBN、DON 和矿质

氮（NO3--N 和 NH4+-N）的累积有重要作用[8]。其中，氮功能基因的丰度被认为是土壤氮功能微生物

活性的重要指标[31]。本研究中，长期保护性耕作处理相较传统耕作处理降低了土壤氮矿化速率和反

硝化速率，且氮矿化速率和反硝化速率随着团聚体粒径的增加呈降低趋势（图 3）。长期保护性耕作

下土壤细菌、真菌、AOB 和 nosZⅡ微生物的增加有利于土壤全氮储量的增加，而 nirS 和 nirK 型反硝

化微生物群落丰度的增加则驱使全氮发生矿化。大量研究表明，反硝化作用使硝酸盐还原成氮气，

从而降低了土壤中氮素营养的含量。nirS 和 nirK 型反硝化基因是编码气态氮氧化物（如 NO 和 N2O）

和氮气产生过程中的关键限速酶（亚硝酸还原酶），因而其丰度的增加可能标志着土壤氮素损失的加

剧；而 nosZⅡ基因是编码氧化亚氮还原酶的关键基因，其丰度的增加有利于减少土壤气态氮损失；

AOB 主要编码氨单加氧酶，催化铵态氮向硝态氮的转化，从而增加硝态氮含量[4, 7-8]。此前研究也表

明，长期保护性耕作通过增强微生物 N2O 汇的能力，同时抑制微生物 N2O 源的能力显著降低了旱作

农田 N2O 的排放损失[5]。前人研究也证实，细菌和真菌丰度和多样性的增加有利于土壤氮循环趋于

平衡，从而增加氮储量减少无效氮损失[8]。此外，保护性耕作处理土壤中细菌和真菌丰度的增加也是

提升土壤全氮储量的关键因素。前人研究已经表明，微生物残体氮对于土壤有机氮的增加具有显著

的贡献[33]。长期保护性耕作有利于形成富碳的土壤微生境，有助于促进微生物将外源有机碳同化为

自身组分，并以死亡残体的形式累积在土壤中[27]，增强了土壤有机氮的增加。本研究发现，长期保

护性耕作土壤中 MBN 的含量显著增加（表 2），有力支持了这一结果。综上，通过优良农业管理措

施促进细菌、真菌以群落丰度，抑制 amoA-AOA、nirS 和 nirK 基因丰度，增强 nosZⅠ和 nosZⅡ基因丰

度有利于土壤氮储量的增加。 

4 结 论 

通过 10 年的保护性耕作试验，免耕覆盖和深松覆盖显著提高了 0~20 cm 层土壤全氮、可溶性有

机氮、微生物生物量氮、硝态氮、铵态氮的含量。这主要是由于免耕秸秆还田和深松秸秆还田可显

著提高 0~20 cm 土层水稳定性宏团聚体和大团聚体质量百分比和团聚体稳定性，导致长期保护性耕

作显著提高宏团聚体中氮的贡献率和微生物生物量氮以及降低了土壤氮矿化速率和反硝化速率，进

而增加土壤全氮储量；同时，土壤全氮储量和氮转化速率的变化与细菌、真菌和氮功能微生物对耕

作和团聚体大小的敏感响应密切相关；长期保护性耕作措施增加了细菌和真菌丰度，同时抑制 amoA-
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AOA、nirS 和 nirK 基因丰度，增强 nosZⅠ和 nosZⅡ基因丰度，从而显著增加了土壤全氮储量。未来应

进一步揭示土壤团聚体内活性微生物对氮转化的作用机制，为农业固碳减排提供理论依据和技术支

撑。 
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