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[bookmark: OLE_LINK1]摘 要：为探究生物质炭对北疆灌区农田土壤地力的持续改良效应。本研究通过三年田间定位试验，设置不施生物质炭（B0）、低生物质炭用量（10 t·hm-2，B1）与高生物质炭用量（20 t·hm-2，B2）三个处理，系统分析生物质炭对土壤团聚体碳氮组分、酶活性及微生物群落结构的影响。结果表明，生物质炭用量10 t·hm-2 在改善土壤结构方面效果最佳。具体表现在，大于2 mm和小于0.25 mm团粒中有机碳含量随生物质炭的施用呈上升趋势。其中，在大于2 mm 团聚体中B1相较B0显著提升44.05%，小于0.25 mm团聚体有机碳随生物质炭的施用呈先上升后下降的趋势，在B1达到最高；大于2 mm团聚体全氮随生物质炭用量增加呈先上升后下降的趋势，在B1达到最高；此外，研究结果显示，生物质炭施用会提高大于 2 mm和2~0.25 mm团聚体中微生物生物量碳、微生物生物量氮，降低小于0.25 mm团聚体微生物生物量氮。同时，三种团聚体脲酶活性均随生物质炭施用量呈上升趋势，在三种团聚体中B1与B0相比脲酶分别提高14.53%、5.43%和1.08%；过氧化氢酶在B1条件下达到最高，三种团聚体中分别较B0提高10.64%、21.43%和23.4%；蔗糖酶活性虽略有下降，但仍维持在较高水平，保障碳源供应。施用生物质炭显著提高了土壤细菌群落的α多样性（香农（Shannon）和Chao1指数），其促进作用随团聚体粒径减小而增强，且在10 t·hm-2（B1）施用量下改善效果较为均衡。相比之下，生物质炭对真菌α多样性的影响较弱且规律性不明显，Shannon指数仅略有提升，Chao1指数变化不显著，表明真菌群落对生物质炭施用的响应不如细菌敏感。生物质炭增加了变形菌门、疣微菌门等有益细菌群落的相对丰度，但在相同生物质炭施用条件下，不同团聚体中微生物组成无显著差异。施用生物质炭可提高土壤团聚体大于2 mm和2~0.25 mm粒级中细菌的网络复杂性，B1较B0处理平均权重分别提高28.68%和24.54%。综上所述，在本研究条件下，施用10 t·hm-2生物质炭（B1）可在提高麦田土壤团聚体碳氮组分含量的同时提升有益微生物群落丰度。
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Effects of Three-year Biochar Application on Microbial Community Structure and Carbon-Nitrogen Distribution in Soil Aggregates of Wheat Fields
MENG Xiangrui, YANG Weijun†, WANG Zi, ZHAO Lining, ZHANG Liyue, ZHANG Jinshan
(College of Agronomy, Xinjiang Agricultural University, Urumqi 830052, China)
Abstract: The aim of this study was to explore the long-term effects of biochar on improving soil fertility in farmland in the northern Xinjiang irrigation area. A three-year field trial with three treatments: no biochar application (B0), low biochar application (10 thm-2, B1), and high biochar application (20 thm-2, B2), was conducted to systematically analyze the effects of biochar on soil aggregate carbon and nitrogen components, enzyme activities, and microbial community structure. The results showed that when the biochar application rate was 10 t·hm-², it exhibited the optimal soil improvement effect. Specifically, the organic carbon content in aggregates larger than 2 mm and smaller than 0.25 mm demonstrated an upward trend with the application of biochar. Among them, in the aggregates larger than 2 mm, the organic carbon content in treatment B1 was significantly increased by 44.05% compared to treatment B0. In the aggregates smaller than 0.25 mm, the organic carbon content initially increased and then decreased with the application of biochar, reaching the maximum in B1. Also, the total nitrogen content in aggregates larger than 2 mm first increased and then decreased with the application of biochar, reaching the highest level in B1. Furthermore, the findings indicated that the application of biochar increased the microbial biomass carbon and nitrogen in aggregates larger than 2 mm and in the range of 2~0.25 mm, while reducing the microbial biomass nitrogen in aggregates smaller than 0.25 mm. Meanwhile, the urease activity in all three types of aggregates showed an upward trend with the application of biochar. Under the three aggregate conditions, compared to B0, B1 increased the activity of urease by 14.53%, 5.43%, and 1.08%, respectively. In addition, catalase activity was highest under the B1 condition, increasing by 10.64%, 21.43%, and 23.4% compared to B0, respectively. Although sucrase activity slightly decreased, it still remained at a relatively high level, ensuring the supply of carbon sources. The application of biochar significantly enhanced the α-diversity (Shannon and Chao1 indices) of the soil bacterial community. This promoting effect was strengthened as the aggregate particle size decreased. Moreover, under the application rate of 10 t·hm-² (B1), the improvement effect was relatively balanced. In contrast, the impact of biochar on the α-diversity of fungi was relatively weak. The Shannon index only increased slightly, and the Chao1 index showed no significant change, indicating that the fungal community was less sensitive to the application of biochar compared to the bacterial community. Under the conditions of this study, applying 10 t·hm-2 of biochar (B1) can increase the content of carbon and nitrogen components in soil aggregates of wheat fields while enhancing the abundance of beneficial microbial communities.
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土壤团聚体是土壤结构的基本单位，是评价土壤质量的重要指标之一[1]。土壤团聚体为微生物提供不同的微环境，影响微生物群落结构的组成和功能，进而影响土壤碳、氮的含量和循环[2-3]。土壤团聚体变化受多种因素影响，人为管理和农业活动对其影响最为明显[4-5]。目前集约化的农业管理，如过度施用化肥和农药，虽快速提高了作物产量[6]，但对土壤健康造成了不同程度的破坏。有研究表明，长期施用化肥对土壤碳氮等元素含量的影响是多方面的，其中既包括对土壤碳氮含量的直接影响，也包括对土壤微生物群落的间接影响[7]。这些影响会进一步作用于土壤的肥力和生态功能，降低土壤的生产力和稳定性。因此，为了改善土壤健康和提高土壤生产力，必须采取可持续的农业管理措施。
生物质炭是由农林废弃物等生物质材料在缺氧条件和700 ℃以下的热解温度下生产的一种富碳材料[8]。由于其丰富的碳含量，在施入土壤后可提供大量的有机碳，这些有机碳在为土壤微生物提供能量的同时，也作为 “黏合剂”影响大团聚体的生成。研究发现，生物质炭施用可显著提高2~0.25 mm粒径团聚体在土壤中的占比，且可显著提高土壤碳氮含量，这与团聚体分布密切相关[9]。土壤养分与团聚体关系密切，这与团聚体内的微生物有着重要关系，而不同大小的微生物聚集体对土壤养分含量的影响可能不同[10-11]。有研究表明，通过长期保护性耕作增加土壤大团聚体中微生物群落的丰度，可提高土壤团聚体的有机碳、碳氮比以及含水量[12]。此外，团聚体的大小、养分含量、含水量的不同可显著影响土壤微生物的栖息环境[13-14]。目前，生物质炭施入灌区农田的研究主要集中在其施用短期内对土壤理化性质、酶活性等方面的影响，其中，过氧化氢酶活性反映土壤清除活性氧、维持氧化还原平衡的能力，影响有机质分解和养分循环[15]；蔗糖酶活性表征土壤碳转化强度，直接关系有效碳源的供应[16]；脲酶活性则主导尿素等有机氮向植物可利用铵态氮的转化效率，是评价土壤氮素供应潜力的重要指标[17]。这些酶活性共同构成了反映土壤肥力生物活性的核心指标。但对生物质炭施入后土壤团聚体分布、团聚体稳定性和土壤团聚体碳氮含量变化及其团粒结构中土壤微生物群落结构的了解仍然有限，因此，开展生物质炭施入对北疆灌区农田土壤团聚体微生物群落、团聚体碳氮含量的影响及其持续效应研究具有重要意义。
本研究基于定位试验，分析在北疆灌区麦田施用不同量生物质炭：不施生物质炭（B0）、生物质炭施用10 t·hm-2（B1）、生物质炭施用20 t·hm-2（B2）三年后土壤团聚体有机碳、全氮、微生物生物量碳氮及其相关酶和微生物群落的变化。利用16S rRNA基因和内转录间隔区（ITS）高通量测序等技术，通过对土壤微生物共生网络和群落组成分析，探讨生物质炭施用后土壤微生物多样性的变化及其对土壤团聚体碳氮组分含量及碳氮转运酶活性的影响。旨在澄清三个问题：（1）不同生物质炭施用量对土壤团聚体有机碳及全氮含量的影响如何？（2）不同生物质炭施用量对土壤团聚体内的微生物群落结构的影响如何？（3）不同生物质炭量对土壤团聚体内微生物网络稳定性有何改变？研究可为评价生物质炭在灌区农田改善土壤结构、提升地力及固碳等方面的长期应用提供可靠的理论和数据支撑。
1 材料与方法
1.1 试验地概况
本研究在新疆维吾尔自治区奇台县麦类试验站（42°45′—45°29′N，89°13′—91°22′E，海拔1 760 m）进行。该地区属于温带大陆性气候，年均降水量265.6 mm，年平均最高气温15 ℃，年平均最低气温3 ℃，无霜期153 d。试验地土壤为沙壤土，成土母质为冲积物，在中国土壤系统分类中属于灌淤土，土壤团聚体结构详见表1，pH 8.25，土壤基础养分含量：全氮1.14 g·kg-1，全磷1.23 g·kg-1，全钾28.16 g·kg-1，有机质20.85 g·kg-1，碱解氮61.02 mg·kg-1，有效磷18.54 mg·kg-1，速效钾147.0 mg·kg-1。
表1 土壤团聚体机械分布及稳定性
Table 1 Distribution and stability of soil mechanical aggregates
	处理 Treatment
	团聚体分布Aggregate distribution
	MWD
	GMD

	
	>2 mm
	2~0.25 mm
	<0.25 mm
	
	

	B0
	46.96%a
	37.56%b
	15.95%a
	1.39a
	1.57a

	B1
	46.37%a
	37.60%b
	16.02%a
	1.39a
	1.16a

	B2
	38.86%b
	42.66%a
	18.48%a
	1.30a
	1.07a


注：MWD，平均重量直径；GMD，几何平均直径；B0，不施生物炭；B1，10 t·hm⁻²生物炭，B2，20 t·hm⁻²生物炭。同列不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同。Note: MWD, mean weight diameter; GMD, geometric mean diameter; B0, no biochar applied; B1, 10 t·hm⁻² biochar; B2, 20 t·hm⁻² biochar. Different lowercase letters in the same column mean significant differences between treatments (P<0.05). The same below.
1.2 试验材料
研究所用玉米秸秆生物质炭购自金和福农业科技股份有限公司。其制备方法为：将玉米秸秆经风干、粉碎后，于450 ℃的限氧条件下热解炭化4 h，冷却后破碎过筛，获得0.05～2.00 cm的颗粒状产品。所得产物pH9.3，全氮21.8 g·kg-1，碱解氮5.4 mg·kg-1，有效磷200.9 mg·kg-1。固定碳含量为687 g·kg-1，全碳757.6 g·kg-1，挥发分含量为206 g·kg-1，灰分106 g·kg-1。
1.3 试验设计
定位试验采用随机区组设计，设3个生物质炭用量：不施生物质炭（B0）、生物质炭10 t·hm-2（B1）、生物质炭20 t·hm-2（B2）。各小区面积为9 m2（3 m×3 m），三次重复，共9个小区。生物质炭于2021年4月作为基肥通过旋耕机一次性施入试验田，后续再无添加。氮肥用量为258 kghm-2（纯N），其中，50%作为基肥施入，剩余50%分别在春小麦拔节期和孕穗期按照6：4质量比追施。春小麦选用当地主栽品种新春37号，于2023年4月采用20 cm等行距条播，播种量为每公顷450万株。田间管理措施均与大田常规操作保持一致。
1.4 土壤团聚体采集及筛分
春小麦成熟期（8月1日），去除取样点上层石块及凋落物后，采用“S”形五点取样法在小区选取5个取样点，在每个取样点使用直径8 cm的土钻在0~30 cm土层钻取土样，并将所取土样混合均匀，放入保温箱带回实验室。通过改良的干筛新鲜土壤方法[14]分离出三种团聚体尺寸（>2 mm、 2~0.25 mm、<0.25 mm）。土样运至实验室后，立即放在无菌超净工作台上，称量约1 kg新鲜土壤，依次通过2 mm和0.25 mm无菌标准筛，人工筛分，时间为2~3 min，静置1 min，收集各层筛面上的土壤团聚体分别称重，记录并装袋。将不同粒径团聚体分成两部分，一部分放在-80 ℃超低温冰箱中用于随后的微生物DNA提取，另一部分用于测定团聚体中养分指标和酶活性指标。
1.5 土壤化学分析
土壤有机碳采用 H2SO4-K2Cr2O7 外加热法测定；全氮采用半微量凯氏定氮法测定，并使用半自动凯氏定氮仪（KDN-520，KEFEI，上海）进行分析。土壤蔗糖酶和脲酶活性分别采用 3,5-二硝基水杨酸比色法和苯酚钠-次氯酸钠比色法测定，其吸光度均使用 BIOLOG MicroStation 读数仪（GEN III 型，美国）读取。土壤过氧化氢酶活性采用高锰酸钾滴定法测定。微生物生物量碳（MBC）和微生物生物量氮（MBN）采用氯仿熏蒸—K2SO4 提取法提取后，使用可溶性碳氮测定仪（Multi N/C 3000，德国）进行测定。所有测定方法的具体操作步骤均参考《土壤农化分析》[18]。
1.6 土壤微生物测定
土壤样本经干冰冷冻运输至北京百迈克生物技术有限公司进行后续分析。使用 TGuide® S96 磁性土壤/粪便DNA提取试剂盒（天津生物技术（北京）有限公司）提取土壤细菌和真菌总DNA。细菌16S rRNA基因的V3~V4高变区采用引物对338F (5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3')和806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3') 进行PCR扩增。真菌内转录间隔区（ITS） rRNA基因区域采用引物 ITS1 (5'-CTGTCATTAGGGAGAGAGA-3') 和 ITS2 (5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGA-3') 进行PCR扩增。扩增产物在Illumina MiSeq平台上进行高通量测序，以测定土壤细菌和真菌群落的丰度与多样性。测序完成后，在97%相似度阈值下，利用USEARCH软件将序列聚类为操作分类单元（OTU），并移除了相对丰度低于0.005%的稀有OTU。基于SILVA参考数据库，通过核糖体数据库计划（Ribosomal Database Project, RDP）分类器对OTU代表序列进行比对与分类学注释，从而获得各OTU的物种分类信息。原始序列已上传到国家生物中心（CNCB）阅读序列档案（GSA）数据库，登录号为PRJCA049190。
1.7 数据处理
采用 SPSS 25.0 软件进行数据处理，通过单因素方差分析（one-way ANOVA）与 邓肯（Duncan） 多重比较法，检验不同改良处理间的差异显著性（P<0.05）。α多样性分别由QIIME2和Origin 2021软件计算和显示。采用主坐标分析法（PCoA）分析β多样性。采用R中的“igraph”软件包进行斯皮尔曼（Spearman）相关性分析，计算微生物OTU之间的相关性，构建具有显著相关性（| R |>0.6， P < 0.05）的OTU之间的相关性网络。最后利用R中的“igraph”软件包计算微生物网络拓扑系数。
2 结 果
2.1 生物质炭用量对土壤团聚体碳氮和微生物生物量碳氮含量影响
由表2可知，在B0条件下，有机碳主要分布在小于0.25 mm团聚体中，2~0.25 mm团聚体次之，大于2 mm团聚体最少。生物质炭施用可显著提高大于2 mm团聚体和2~0.25 mm团聚体有机碳含量，两种团聚体径粒分别在B2条件下有机碳含量达到最高，与B0相比分别提升了76.60%和41.28%。生物质炭施用对小于0.25 mm团聚体有机碳含量影响不显著，在B1条件下达到最大值。生物质炭施用对土壤团聚体全氮含量的影响不显著，但2~0.25 mm团聚体和小于0.25 mm团聚体全氮含量随着生物质炭的施用呈上升趋势，大于2 mm团聚体全氮含量随着生物质炭施用呈先上升后下降的趋势，在B1达到最高。大于2 mm团聚体碳氮比随生物质炭施用量的增加而增大，其中，B1和B2较B0处理分别显著升高42.07%和127.91%。
大于2 mm团聚体中MBC含量随着生物质炭的施用量增加呈上升趋势，在B2达到最高值，与B0对照组相比，B1和B2处理分别提高7.22%和11.07%；2~0.25 mm团聚体和小于0.25 mm团聚体中MBC含量随着生物质炭的施用呈降低趋势，其中B1生物质炭施用量显著降低了小于0.25 mm团聚体中MBC含量，B1处理相较B0显著降低34.01%。
表2 不同生物质炭施用条件下土壤团聚体OC、TN、MBC、MBN及C/N
Table 2 OC, TN, MBC, MBN and C/N of soil aggregates under different biochar application conditions
	处理
Treatment
	土壤团聚体
Soil aggregates
	OC
/(g·kg-1)
	TN
/(g·kg-1)
	C/N
	
MBC
/(mg·kg-1)
	
MBN
/(mg·kg-1)
	MBC/MBN

	B0
	>2 mm
	5.97±0.03d
	1.27±0.11a
	4.73±0.42d
	105.35±12.59abc
	6.92±0.72b
	15.2±0.46a

	
	2~0.25 mm
	7.93±1.63c
	0.92±0.04c
	8.72±2.16ab
	101.41±12.22bc
	7.87±0.56b
	14.67±0.55a

	
	<0.25 mm
	9.98±0.02ab
	1.12±0.02ab
	8.88±0.17ab
	133.25±12.52a
	7.65±0.80a
	14.95±0.23a

	B1
	>2 mm
	8.59±.98bc
	1.31±0.16a
	6.72±1.36c
	112.96±11.73abc
	6.90±0.66ab
	14.33±0.77a

	
	2~0.25 mm
	8.31±0.47bc
	1.21±0.10ab
	6.95±0.96c
	93.37±6.90bc
	6.99±0.54b
	13.37±0.14b

	
	<0.25 mm
	10.64±0.94a
	1.18±0.02ab
	9.00±0.65ab
	87.93±10.96c
	7.04±0.43b
	13.33±0.26b

	B2
	>2 mm
	10.53±0.93a
	0.99±0.03bc
	10.78±1.61a
	117.01±9.15ab
	8.92±0.93ab
	15.33±0.52a

	
	2~0.25 mm
	11.20±1.01a
	1.23±0.24ab
	9.60±2.40ab
	108.14±6.63abc
	6.58±0.71b
	15.37±0.38a

	
	<0.25 mm
	9.95±1.66ab
	1.22±0.01ab
	8.15±1.42bc
	117.92±17.69ab
	8.05±1.17ab
	14.63±0.07a


注：OC，有机碳；TN，全氮；MBC，微生物生物量碳；MBN，微生物生物量氮；同列数据后不同小写字母表示在不同处理或团聚体粒径间差异显著 (P < 0.05)。下同。Note: OC, organic carbon; TN, total nitrogen; MBC, microbial biomass carbon; MBN, microbial biomass nitrogen. Different letters following the same row of data indicate significant differences between treatments or aggregate particle sizes (P < 0.05). The same below.
2.2 生物质炭用量对土壤团聚体酶活性的影响
在2~0.25 mm土壤团聚体中，脲酶活性随着生物质炭用量的增加显著升高，其中B2处理的脲酶活性高于B0处理28.26%（图1a）。过氧化氢酶活性随着生物质炭的施用呈先上升后降低的趋势，在B1条件下达到最高，B1处理土壤团聚体3种粒级过氧化氢酶活性分别高于B0处理10.64%、21.43%和23.40%。在生物质炭施用量较高（B2）时，土壤团聚体3种粒级中过氧化氢酶活性会显著降低，与B0相比分别降低23.40%、19.05%和19.15%（图1b）。蔗糖酶活性随着生物质炭的施用呈下降趋势，生物质炭施用对大于2 mm团聚体和2~0.25 mm团聚体中蔗糖酶活性无显著影响，但小于0.25 mm团聚体中蔗糖酶活性随着生物质炭的施用呈显著下降趋势，其中B2相较B0处理降低23.53%（图1c）。
[image: 酶活合图终1]
注：图中大写字母为各团聚体间差异显著（P < 0.05）；小写字母为各团聚体和生物质炭处理间差异显著（P < 0.05）。下同。Note: In the figure, uppercase letters indicate significant differences between aggregates (P < 0.05); Lowercase letters indicate significant differences among biochar and aggregate treatments (P < 0.05). The same below.
图1 不同生物质炭施用条件下土壤团聚体酶活性差异（a. 脲酶（Ure），b. 过氧化氢酶（Cat），c. 蔗糖酶（Inv））
Fig.1 Differences in enzyme activity of soil aggregates under different biochar application conditions (a. Urease (Ure), b. Catalase (Cat), c. Invertase (Inv) )
2.3 生物质炭用量对土壤团聚体微生物组成的影响
采用Spearman相关性对本研究中土壤团聚体中微生物组成进行分析，并从门和属水平上选择相对丰度前十的细菌和真菌作为优势种（图2）。土壤团聚体细菌共检测到38门、99纲、292目、604科、1 162属，其中变形菌门（21.21%~21.73%）、放线菌门（19.41%~21.24%）、酸杆菌门（17.22%~18.96%）、芽单胞菌门（12.4%~13.73%）、绿弯菌门（10.59%~11.84%）为优势菌门（平均丰度大于5%）。真菌含17门、56纲、142目、336科、860属。
与B0相比，施用生物质炭可增加大多数土壤细菌门水平的相对丰度。变形菌门、放线菌门和拟杆菌门随着生物质炭的施用呈先上升后降低的趋势，在B1生物质炭施用量下达到最高，相反绿弯菌门和芽单胞菌门随着生物质炭的施用呈下降趋势。土壤真菌优势真菌门主要为子囊菌门（72.92%~76.26%）、担子菌门（9.59%~14.87%）、被孢霉门（2.58%~3.36%）、壶菌门（1.18%~5.51%）、球囊菌门（1.35%~2.08%），其中，子囊菌门和担子菌门随着生物质炭的施用呈下降的趋势，在B2生物质炭量下达到最低，被孢霉门、壶菌门和球囊菌门随着生物质炭的施用呈先上升后下降的趋势，在B1生物质炭量下达到最高。
就属水平而言，施用生物质炭同样可增加大多数土壤细菌属水平的相对丰度。芽单胞菌属为细菌群的主要菌群，占总丰度的6.30%~10.56%，前十种细菌属中，芽单胞菌属和维西纳米杆菌随着生物质炭的施用呈上升趋势，在B2达到最高，鞘氨醇单胞菌随着生物质炭的施用呈先上升后下降的趋势，在B1达到最高。土壤优势真菌属为柄孢壳菌属（3.14%~14.81%）、枝孢菌属（1.71%~13.30%），土壤真菌群落属水平相对丰度与细菌呈相反的趋势，除枝孢菌属相对丰度随着生物质炭施用增高外，生物质炭对其余真菌群落相对丰度影响不显著。
[image: 群落累积图]

图2 不同生物质炭施用条件下土壤团聚体微生物群落组成差异（a. 细菌群落门水平组成，b. 真菌群落门水平组成，c. 细菌群落属水平组成，d. 真菌群落属水平组成）
Fig. 2 Differences in microbial species composition of soil aggregates under different biochar application conditions (a. The composition of the bacterial community at the phylum level, b. The composition of the fungal community at the phylum level, c. The composition of the bacterial community at the genus level, d. The composition of the fungal community at the genus level)
2.4 生物质炭用量对土壤团聚体微生物群落及多样性影响 
进一步分析土壤团聚体中微生物群落及其多样性（图3）可知，细菌Shannon指数随着团聚体粒径的减小显著升高，且在大于2 mm团聚体和2~0.25 mm团聚体粒径下，细菌Shannon指数随着生物质炭的施用呈上升趋势。细菌Chao1指数随团聚体粒径的减小呈下降趋势，微团聚体细菌Chao1指数与大团聚体相比显著降低，在大团聚体中，细菌Chao1值随着生物质炭的施用显著提高，且在B2生物质炭施用量下达到最高值。各粒径团聚体之间真菌Shannon指数无显著差异，各粒径团聚体真菌Shannon指数均随着生物质炭的施用呈增加趋势；各粒径团聚体之间真菌Chao1指数随着团聚体粒径的减小显著提高，大于2 mm和小于0.25 mm团聚体真菌Chao1指数随着生物质炭的施用呈先增加后降低的趋势，在B1生物质炭施用量下达到最高，2~0.25 mm团聚体则随着生物质炭的施用显著提高，在B2生物质炭施用条件下达到最高。
OTU水平上的PCoA在不同生物质炭施用量下对不同团聚体的微生物组成并无显著影响（图3e，图3f）。但由图3g和图3h可知，细菌各粒级团聚体特有OTU数量在生物质炭施用后均呈现增加趋势，并在B2生物质炭施用量下达到最高；真菌各粒级团聚体特有OTU数量随着生物质炭的施用呈下降趋势，并在B2生物质炭施用量下达到最低。
[image: 阿尔法多样性]
[image: 组合图最终版]
注：图a)和图 b)为不同生物质炭施用条件下细菌α-多样性；图c)和图 d)为真菌α-多样性；图e)为土壤细菌群落组成的主成分分析（PCoA）; 图f)为土壤真菌群落组成d的PCoA分析；基于β-多样性差异细菌群落（g）和真菌群落（h）中常见和独特的OTU数量。Note: Fig. a) and Fig. b) are bacterial α-diversity under different biochar application conditions; Fig. c) and Fig. d) are fungal α-diversity; Fig. e) is Principal Coordinates Analysis analysis of soil bacterial community composition; Fig. f) is PCoA analysis of soil fungal community composition ; Based on β-diversity differences, the number of common and unique OTUs in bacterial communities (g) and fungal communities (h).
图3 不同生物质炭施用条件下土壤团聚体微生物多样性差异
Fig. 3 Differences in microbial α-diversity of soil aggregates under different biochar application conditions
2.5 生物质炭用量对土壤团聚体微生物网络影响
通过分析土壤团聚体微生物共生网络图（图4）可知，细菌的网络OTU较真菌OTU更紧密和丰富，并且存在更多的正相关性。不同团聚体大小的细菌网络在B0生物质炭施用量下相对分散，表明B1生物质炭土壤微生物网络复杂性最高，抗外界环境干扰的稳定性更强。B0的网络复杂性最低，土壤细菌和真菌之间的协同作用可能较弱。在B0条件下，三种粒径团聚体主要以放线菌门起到连接作用，随着生物质炭施用，疣微菌门更多地参与微生物网络连接。
[image: 小论文微生物网络图最后一稿]
注：在门水平上土壤微生物的共生网络，一个连接表示强（Spearman's r > 0.6）和显著（P <0.05）相关。红边和绿边分别表示正相关和负相关。每个节点的大小与连接数成正比。节点的颜色代表它们在门水平上的分类。Note: At the phylum level, a symbiotic network of soil microorganisms is strongly (Spearman's r > 0.6) and significantly (P <0.05) correlated. The red and green edges represent positive and negative correlations, respectively. The size of each node is proportional to the number of connections. The color of the nodes represents their classification at the phylum level.
图4 不同生物质炭施用条件下土壤团聚体微生物共生网络
Fig.4 Microbial symbiosis network of soil aggregates under different biochar application conditions
2.6 土壤微生物群落与土壤团聚体环境因子的关系
本研究使用冗余分析（RDA）探究土壤团聚体化学因素与土壤团聚体细菌和真菌群落之间的关系（图5a，图5b）。RDA的前两个轴分别解释了土壤细菌和真菌群落总变化的12.02%和9.1%。细菌群落和真菌群落的相对丰度与除土壤蔗糖酶外的其他指标均呈正相关。其中，细菌群落与MBC和MBN密切相关，真菌群落与全氮和脲酶的相关性更强。为了进一步探索微生物群落结构对土壤生化特性的影响，本研究进行了曼特尔（Mantel）分析并建立了两者之间的联系（图5c）。结果表明：土壤团聚体中细菌和真菌群落受土壤团聚体中3种酶的影响大于其他理化因子。其中，细菌群落受过氧化氢酶影响最大，其次是蔗糖酶和脲酶。真菌群落表现出与细菌群落相同的趋势。随机森林算法用于对影响微生物群落丰度的各种因素进行关联和排序。MBN 是影响微生物群落丰度的最重要因素，其次是MBC和脲酶（图5d）。

[image: 图片1]注：a) 土壤细菌群落结构和环境因子的冗余分析（RDA），b) 土壤真菌群落结构和环境因子的 RDA，c) 土壤微生物群的水平结构和土壤理化因素的曼特尔（Mantel）分析，d) 对微生物活动影响因素的随机森林模型。其中，ME为大于 2 mm粒级团聚体；MA为2~0.25 mm粒级团聚体；MI为小于0.25 mm粒级团聚体。具有统计学意义的结果标记为 *（P <0.05）。Note: a) Redundancy analysis (RDA) of soil bacterial community structure and environmental factors, b) RDA of soil fungal community structure and environmental factors, c) Mantel analysis of the horizontal structure of soil microbial communities and soil physicochemical factors, d) Random forest model of factors affecting microbial activity. Here, ME refers to aggregates larger than 2 mm; MA refers to aggregates of 2-0.25 mm; MI refers to aggregates smaller than 0.25 mm. Results with statistical significance are marked as *( P < 0.05).
图5土壤团聚体微生物与环境因子的关系
Fig. 5 Microbial symbiosis network of soil aggregates under different biochar application conditions
3讨 论
土壤团聚体作为稳定和保护有机碳、氮的载体，其粒径大小的不同也会导致土壤团聚体对有机碳、氮的储存能力不同。本研究显示，三种团聚体有机碳总体主要分布在微团聚体中（<0.25 mm），团聚体有机碳随着生物质炭的施用显著提高，而团聚体中全氮含量变化不显著（表2），这与Zhang等[19]的研究结果相似。分析可能原因是，土壤有机碳在不同粒径团聚体中的固定与保存机制存在差异：大团聚体更利于其快速周转，而微团聚体则通过减缓周转速率来实现长期封存[20-22]。因此，小于0.25 mm团聚体对有机碳的保护能力更高，有机碳含量也相对更高。同时，因为生物质炭自身的理化性质，施入土壤后为各粒级团聚体带来大量碳源，而这些外来碳源由于中大型团聚体有更大的可直接接触面积，则优先附着于大于2mm和2~0.25 mm团聚体上[23]。本研究也发现，施用生物质炭后大于2 mm和2~0.25 mm团聚体有机碳增长率高于小于0.25mm团聚体（表2）。此外，2~0.25 mm团聚体MBC和MBN含量较大于2 mm和2~0.25 mm团聚体更低（表2），这与赵吉霞等[24]的研究结果不吻合，分析认为，2~0.25 mm团聚体有机碳含量低有两点原因：其一是，大于2 mm团聚体相较2~0.25 mm团聚体体积更大，孔隙结构允许微生物进入，同时，大团聚体外层形成的物理屏障减少了有机质的分解速率[25]；其二是，小于0.25 mm团聚体富含矿物结合态有机质（MAOM），通过铁铝氧化物或黏粒表面吸附，形成稳定复合体[26]。土壤团聚体通过控制不同粒级中有机质的可接触性、微生物群落组成、水分等因素直接影响着土壤酶的活性。本研究显示，三种酶在三种团聚体条件下，均表现出小于0.25 mm团聚体最大，2~0.25 mm团聚体次之，大于2 mm团聚体最小的趋势（图1）。这是因为，土壤酶活性主要来自土壤微生物的代谢活动，而分布在小于0.25 mm团聚体中的微生物由于有机碳含量较其他粒径团聚体高（表2），这些有机碳为微生物的生长提供更充足的能量，导致酶活性均在小于0.25 mm团聚体更高。此外，脲酶和过氧化氢酶活性随着生物质炭施用后提高（图1），分析可能原因除了生物质炭可为土壤提供额外碳源，帮助微生物生长繁殖外，生物质炭具有较大的比表面积和吸附能力，可吸附土壤中的酶分子，减少酶的降解，从而保护酶的活性[27]。
本研究中，施用生物质炭对团聚体的微生物群落结构影响较小（图2），但就细菌群落结构组成而言，变形菌门、放线菌门、酸杆菌门等作为土壤中富营养群类，可通过有效利用生物质炭带来的碳源而快速繁殖和增长（图2），说明生物质炭对土壤微生物有正向的作用，这与Zhang等[28]研究结果相似。本研究发现，施用生物质炭可提高细菌的多样性（图3a，图3b），说明在适度施用生物质炭的水平下细菌多样性最大。施用生物质炭后，土壤养分的增加直接带动微生物多样性的增加，微生物的增加可大幅度改善土壤环境[29]。即，施用生物质炭后，微生物群落结构与土壤环境因子之间存在正反馈关系，两者协同改善土壤质量[28]。这与Bai等[30]的研究结果一致。但生物质炭施用并未显著改变土壤团聚体内的群落组成差异（图3e，图3f），分析可能原因有两点；一是由于生物质炭自身具有高化学稳定性和复杂的芳香化结构，这使它在土壤中的分解速度较慢，因此，对微生物群落的直接影响可能不如预期的显著[31]。由于生物质炭的碳含量高且化学惰性，它在土壤中形成了一个相对惰性的碳库，不易被微生物快速利用；二是土壤微生物群落对生物质炭的施用存在一定的适应性，能够在新的环境中重新适应，进而影响微生物的生长繁殖并改变其结构和组成[32]，这种变化可能在短时间内并不显著。然而，生物质炭的施用会改变微生物群落中常见和独特的OTU数量，三种团聚体粒级中的细菌特有OTU随着生物质炭施用的增加而增加，真菌则是随着生物质炭施用的增加而减少（图3g，图3h）。
通过土壤微生物共生网络图发现，土壤微生物并不能够单独在土壤中生存；它们通过构建复杂的相互作用网络来维持自身的生存和繁衍。网络分析更好地了解微生物之间的复杂关系，微生物群落之间的相互作用可反映土壤养分的固存和分解[33]。有研究发现，施用生物质炭可提高微生物网络的复杂性，提高微生物对碳、氮的代谢效率[34]。本研究结果显示，适量的生物质炭施用（B1）可提高大于2 mm和2~0.25 mm粒径团聚体的网络复杂性（图4），然而生物质炭施用对真菌的影响较小（图4），分析可能原因有两点：一是因为土壤真菌种类较少，相对地，不同真菌物种之间的竞争压力较小，每种真菌可更稳定地占据其特定的生态位，获取所需的养分和生存空间，从而在面对环境变化时，能够更好地维持自身的生长和功能[35]；二是真菌网络复杂性更低，当环境发生变化时，网络中的某些节点或连接可能受到影响，但由于整体结构简单，其他部分仍能保持稳定，从而维持整个群落的功能[36]。
4 结 论
从生物质炭施用中长期持续效应考虑，施用10 t·hm-2生物质炭（B1）三年后，可通过优化团聚体碳氮分布、提升细菌多样性及增强大团聚体微生物网络稳定性，更有效改善土壤结构与地力，为北疆灌区农田固碳及可持续土壤管理提供理论依据。
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