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摘 要：土壤健康是实现农业可持续发展的根本。以江苏省南部典型稻麦轮作区土壤为研究对象，通过测定物理化学生物指标，采用主成分分析法筛选土壤健康评价指标并确定指标权重，结合隶属函数确定土壤健康指数并进行分级。通过高通量测序获取微生物群落指标，利用随机森林模型进行指标筛选，构建基于随机森林方法的土壤健康评价体系。结果表明：秸秆炭化还田可显著增加土壤有效磷含量，但速效钾含量相较于秸秆直接还田略有降低。不同处理对真菌群落α多样性指数的影响相较于细菌群落更加显著。江苏南部典型稻麦轮作区土壤健康评价最小数据集由有机质、有效磷、速效钾、转化酶与脲酶组成。施加氮肥、单倍秸秆还田以及秸秆炭化还田均可提高土壤健康指数，双倍秸秆还田短期内降低了土壤健康指数。通过随机森林模型筛选出的微生物群落指标为螺旋体门（Spirochaetota）、放线菌门（Actinobacteriota）和被孢霉门（Mortierellomycota）相对丰度、细菌Chao1指数、真菌香农指数、rbcL、nosZ、ureC及soxA等功能基因相对丰度。上述研究结果为江苏省南部区域农业管理措施的制定提供了科学依据，并为构建基于微生物群落指标的土壤健康体系提供思路。
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Abstract: 【Objective】Soil health is essential to achieving sustainable agricultural development. 【Method】 This study selected the soil of a typical rice-wheat rotation area in southern Jiangsu Province as the research object. By measuring physical, chemical, and biological indicators, principal component analysis was used to identify soil health indicators and determine their weights. Combined with the membership function, the soil health index was calculated and subsequently classified. The microbial community indicators were obtained via high-throughput sequencing, and the random forest model was used to screen the indicators and construct a soil health assessment system based on microbial community indicators. 【Result】The results showed that biochar application significantly increased the content of soil available phosphorus (AP), but the content of available potassium (AK) was slightly lower compared to direct straw returning. The impact of different treatments on the alpha diversity index of the fungal community was more significant compared to that of the bacterial community. Also, the minimum dataset for soil health evaluation in the typical rice-wheat rotation area in southern Jiangsu Province, selected based on principal component analysis, consisted of soil organic carbon, AP, AK, and the activities of SUC and urease. The application of nitrogen fertilizer, single straw returning, and straw carbonization returning significantly increased the soil health index, while double straw returning reduced the soil health index in the short term. Moreover, the microbial community indicators selected by the random forest model were the relative abundance of Spirochaetota, Actinobacteriota, Mortierellomycota, bacterial Chao1 index, fungal Shannon index, and the relative abundance of functional genes such as rbcL, nosZ, ureC, and soxA. 【Conclusion】 The results of this study provide a scientific foundation for the formulation of agricultural management measures in the southern Jiangsu region and offer valuable insights into the construction of a soil health system based on microbial community indicators.
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土壤是农业生产的根本，对粮食生产起到至关重要的作用[1]。土壤又是一个多方位、动态且复杂的生态系统，当土壤处于健康状态时可提供多种生态服务，主要体现在保障农业生产、提供栖息地、维持健康环境等方面[2]。集约化种植使得土壤退化严重，出现了不同程度的酸化、肥力降低和土壤生物多样性降低的现象，耕地质量正在逐渐走低，情况不容乐观[3]。因此，摸清土壤状况，采取相应的措施防止土壤退化，培育健康土壤势在必行，准确可靠的土壤健康评价可对土壤退化进行早期预警。Gutierrez等[4]指出，由于不恰当的农业管理措施以及气候影响，造成欧洲60%~70%的土壤处于不健康的状态，欧盟已出台相关提案，旨在21世纪中期构建一套土壤监测体系以监测土壤健康。
选择适宜的指标是土壤健康评价工作的关键步骤，虽然将全部指标纳入评价体系可最大限度地对土壤健康状况进行精准评价，但是此举会增加大量评价成本。最小数据集是一种常用的土壤健康评价方法，崔梦婷等[5]构建了包含土壤有机质、全氮、速效钾、酸性磷酸酶、脱氢酶、过氧化氢酶和含水率的最小数据集，用于评价巢湖某湿地公园土壤健康。陈正发等[6]基于土壤管理评估框架（SMAF）对云南坡耕地耕层土壤开展了土壤健康评价，构建了包括pH、田面坡度、总孔隙度、全氮、抗剪强度在内的最小数据集。解雪峰等[7]构建了包含黏粒比例、盐分、有机质、全钾和容重这5个指标的最小数据集，然后运用优劣解距离法（TOPSIS）模型计算土壤健康指数，对滨海滩涂围垦区的土壤进行评价。以上研究结果表明，基于最小数据集的土壤健康评价具有较强的跨区域适用性。然而，传统的理化指标对不同农业管理措施带来的土壤健康影响的反映较为片面，且响应较为滞后[8]，然而，生物指标受多种理化性质影响，并可迅速对土壤健康变化做出反应[9]。因此，生物指标为越来越多的研究人员所重视。吴霞等[10]通过文献计量学研究方法对土壤健康相关文献进行分析，指出以生物指标为主导的土壤健康评价工作是现如今土壤健康研究的热点。随着研究的深入与微生物组学技术的发展，将微生物指标更合理地纳入土壤健康评价体系的研究迎来了新契机。
国内外学者进行了大量的研究以发掘微生物群落信息与土壤功能之间的联系，使得微生物群落信息与土壤健康之间的联系愈发紧密，利用微生物群落指标评价土壤健康成为当前研究热点。Zheng等[11]通过高通量测序技术，将扩增子测序与定量PCR技术结合，通过微生物群落指标研究了不同轮作体系对土壤健康的影响，结果表明，复杂的轮作体系相较于单一轮作体系，微生物群落丰富度更高，而且较高的群落丰富度对土壤养分循环与土壤健康带来积极影响。来自土壤健康评价领域权威机构康奈尔大学的学者Wilhelm等[12]通过16S rDNA基因测序技术结合支持向量机与随机森林模型评估了北美农田的土壤健康，结果表明，基于16S rDNA基因测序技术结合机器学习可较好地预测土壤健康指数。Hermans等[13]通过16S rRNA基因测序确定了新西兰3 000多样点的土壤细菌群落组成，并通过细菌群落组成预测土壤健康指数，其准确率区间为50% ~ 95%。Jia等[14]选取了17个与土壤特性相关的功能基因，经过多元回归与模型自动选择分析表明，土壤微生物功能基因解释了84.5%的玉米产量变异，并筛选出与碳、氮、磷元素循环相关性强的功能基因GH31、cbbL、B-amoA、chiA、phoC和phoD，该研究将微生物功能基因与土壤健康联系起来，指出在未来的土壤健康评估和管理中，微生物功能基因有望成为一个重要的工具。
江苏省是我国种植水稻和小麦的重要省份之一，每年稻麦轮作的面积均在200万hm2以上，年产量约占全国总产量的9%。江苏省典型稻麦轮作区域经长期实施水旱轮作制度并配合科学培肥管理，培育出广泛分布的肥沃水稻土资源。此类土壤通过长期水旱交替耕作的熟化作用，形成了适宜多种作物生长的良好理化性状，通常兼具适宜水稻与小麦生长的特性，且能实现稳产高产目标，成为该区域稻麦轮作体系可持续发展的重要土壤基础。本研究基于江苏南部稻麦轮作区野外定位试验，使用主成分分析法构建了适用于目标区域的土壤健康评价最小数据集，并对目标区域的典型稻麦轮作农田进行了土壤健康评价，同时将土壤健康指数与微生物群落指标相结合，使用随机森林模型筛选与土壤健康指数关联度高的微生物群落指标，以期为构建基于微生物群落指标的土壤健康评价体系提供参考和理论依据。

1 材料与方法
1.1试验区概况
试验区位于江苏省溧阳市国家空间基础设施南京真实性检验站（31°30′12″N，119°12′40″E）。试验区地形为丘陵，夏冬季历时长，冬冷夏热；春秋季短，春温多变，秋高气爽。全年无霜期224 d，年平均气温15.4 ℃，年降水量1 149.7 mm，雨日133 d，平均风速3.0 m·s-1，日照2 103.7 h。土壤类型为普通潜育水耕人为土，土壤基本理化性质见表1。
表1 试验前土壤（0~20 cm）理化性质（n=24）
Table 1 Physical and chemical properties of soil (0-20 cm) before the experiment (n=24)
	土壤类型①
	pH
	BD/(g·cm-3)
	SOC/(g·kg-1)
	TN/(g·kg-1)
	NO3--N/(mg·kg-1)
	NH4+-N/(mg·kg-1)
	TP/(g·kg-1)
	AP/(mg·kg-1)

	普通潜育水耕人为土②
	5.47
	1.30
	11.56
	1.08
	25.47
	5.12
	0.43
	3.96


注：BD，容重；SOC，有机碳；TN，全氮；NO3--N，硝态氮；NH4+-N，铵态氮；TP，全磷；AP，有效磷。下同。Note: BD, Bulk density; SOC, Soil organic carbon; TN, Total nitrogen; NO3⁻-N, Nitrate nitrogen; NH4⁺-N, Ammonium nitrogen; TP, Total phosphorus; AP, Available phosphorus. The same below. ①Soil type, ②Orthic stagnic hydragric soils.
1.2试验设计与样品采集
[bookmark: _Hlk193376700]本研究基于2022年开始的秸秆还田野外定位试验，试验处理包括：（1）CK，不施加氮肥+秸秆不还田；（2）CS，不施加氮肥+秸秆还田；（3）NPK，施加氮肥+秸秆不还田；（4）NS，施加氮肥+秸秆还田；（5）NHS，施加氮肥+秸秆双倍还田；（6）NBC，施加氮肥+秸秆炭化还田。各小区之间用田垄隔开，以防各小区之间相互干扰。试验采用随机区组设计，每个处理4次重复，每个小区130 m2 (10 m  13 m)。肥料用量参考当地推荐用量，小麦季氮肥（尿素）用量为250 kg·hm-2（以N计，下同），磷肥（钙镁磷肥）为100 kg·hm-2（以P2O5计，下同），钾肥（氯化钾）为100 kg·hm-2（以K2O计，下同）。其中磷肥和钾肥作为基肥施入，追肥均用尿素，基追肥质量比为5.5：4.5。水稻季氮肥（尿素）用量为360 kg·hm-2，磷肥（钙镁磷肥）为75 kghm-2，钾肥（氯化钾）为120 kg·hm-2。其中磷肥和钾肥作为基肥施入，追肥均用尿素，基肥、分蘖肥、穗肥质量比为4：4：2。
2023年11月水稻成熟期采集土壤样品共24个，采样深度为0~20 cm。各试验田块采用梅花形布点法采集土壤，然后用四分法取部分样品装入自封袋中，最后用内置冰袋的保温箱保存运送。容重样品采用环刀法取样。从试验田中采集的样本带回实验室后，首先进行样品的分装，将一部分样品置于-80 ℃超低温冰箱中，用于微生物群落指标的测定；另一部分置于-4 ℃的冰箱中用于微生物生物量碳以及酶活性的测定；剩余土壤风干、磨碎过筛，用于测定土壤理化性质。
1.3 指标测定方法
土壤理化性质的测定参照《土壤农化分析》[15]：含水率（WC）用重量法测定，pH采用电位法测定，土壤有机碳（SOC）用重铬酸钾氧化—外加热法测定，全磷（TP）采用碱熔法—钼锑抗比色法测定，有效磷（AP）采用碳酸氢钠浸提—钼锑抗比色法测定，全氮（TN）采用半微量凯氏定氮—蒸馏法测定，硝态氮（NO3--N）与铵态氮（NH4+-N）采用氯化钾浸提—分光光度法测定，速效钾（AK）采用乙酸铵浸提—火焰光度计法测定。β-葡萄糖苷酶（β-G）采用对硝基酚比色法测定，转化酶（SUC）采用3,5-二硝基水杨酸比色法测定，脲酶（URE）采用苯酚钠-次氯酸钠比色法测定，蛋白酶（PRO）采用茚三酮比色法测定，酸性磷酸酶（ACP）采用对硝基苯磷酸二钠（PNPP）法[16]测定；微生物生物量碳（MBC）采用氯仿熏蒸提取—总有机碳分析仪（TOC）测定。各样品使用OMEGA土壤试剂盒（Omega Bio-Tek, Norcross, GA, 美国）提取DNA，使用16S rRNA基因V3~V4区对细菌和18S ITS1区对真菌进行分类。并在Illumina NovaSeq平台进行测序。DNA提取、PCR扩增和测序由南京派森诺基因科技有限公司进行。所有原始测序数据已上传至国家基因库生命大数据平台（CNGBdb），存取号为 CNP0007789。
1.4 土壤健康评价方法
采用主成分分析法对全量指标集进行降维，选择特征值大于1的主成分，保留每个主成分中载荷值大于0.5的指标，再结合综合载荷值（Norm），剔除每组最高Norm值10%以外的指标，最后对指标进行相关性分析，若两指标相关性大于0.6，保留Norm值大的指标[17-18]。Norm值计算公式：
	
	（1）


式中，Normik表示第i个指标在特征值不小于1的前k个主成分上的综合载荷值；uik表示第i个指标在第k个主成分上的载荷值；λk表示第k个主成分的特征值。
对指标进行归一化，采用隶属函数符合升型S函数的指标在一定范围内与土壤健康呈正相关，即越多越好。本研究中的该类型指标为有机碳、微生物生物量碳、全磷、有效磷、全氮、硝态氮、铵态氮、速效钾、转化酶、脲酶、酸性磷酸酶、β-葡萄糖苷酶、蛋白酶等，其函数表达式为：
	[bookmark: _Hlk188779440]
	（2）


式中，x1为指标阈值的最小值，x2为指标阈值的最大值，下同。
符合降型S函数的指标在一定范围内与土壤健康呈负相关，指标数值越小对土壤健康的正向贡献率越高，即越少越好，降型S函数的表达式为：
	
	（3）


符合抛物线型函数的指标在某中间范围内对土壤健康起到正向作用，指标过高或者过低均会对土壤健康造成不利影响，即适量就好，本研究中的容重、pH、含水率均属于此类指标，抛物线型函数表达式为：
	
	（4）


式中，x3为指标适宜范围的下临界点，x4为指标适宜范围的上临界点。
指标权重采用公因子方差法计算，公因子方差表示某一变量被提取出的信息对主成分的解释程度，各指标权重为该指标的公因子方差所占最小数据集中所有指标公因子方差和的比重[19]：
	
	（5）


式中，Wi是第i个指标的权重，Ci为第i个指标由主成分分析法提取出的公因子方差，C是最小数据集中所有指标的公因子方差总和。
对以上各项评价指标的隶属度与权重加权求和，计算出土壤健康指数（SHI）[19]：
	
	（6）


1.5 基于随机森林模型的微生物群落指标筛选
以基于主成分分析的土壤健康指数作为因变量，所选取的微生物群落指标作为自变量，通过随机森林模型计算微生物群落指标的均方误差增加百分比（Increase in MSE (%)）。特征重要性的计算通过R软件中random forest包完成，并利用rfPermute包进行显著性的计算并标记。
1.6 数据处理
[bookmark: _Hlk209793875]试验数据通过Excel 2019进行初步整理，采用SPSS 26对数据进行描述性统计分析、主成分分析与显著性分析，其中显著性检验采用单因素方差分析及最小显著性差异法（LSD）检验。柱状图、箱线图、条形图与相关性热图均由Origin 2022软件绘制。
2 结果与讨论
2.1 不同处理对土壤性质的影响
不同处理对土壤理化性质的影响如表2所示，酶活性如图1所示。结果表明，氮肥施加可显著提高土壤有机碳、全氮、硝态氮、铵态氮含量，提高土壤脲酶活性。秸秆还田可提高土壤保水能力，提高土壤有机碳、全氮、微生物生物量碳含量，以及土壤蛋白酶活性。双倍秸秆还田（NHS）较单倍秸秆还田（NS）显著提高土壤微生物生物量碳含量。秸秆炭化还田可增加土壤有效磷含量，但微生物生物量碳含量略有降低。
表2 不同处理对水稻季土壤理化性质的影响
Table 2 Effect of different treatments on the physicochemical properties of soils in the rice season
	处理
Treatment
	BD
/(g·cm-3)
	WC
/(g·kg-1)
	pH
	SOC
/(g·kg-1)
	TN 
/(g·kg-1)
	NO3--N
/(mg·kg-1)

	CK
	1.35±0.05a
	27.02±1.02c
	5.39±0.10a
	9.47±0.40d
	1.04±0.03b
	6.93±0.11b

	CS
	1.32±0.14a
	34.33±2.08a
	5.63±0.30a
	9.76±0.54cd
	1.04±0.02b
	6.60±0.48b

	NPK
	1.37±0.02a
	26.00±1.73c
	5.45±0.24a
	10.42±0.24bc
	1.07±0.03ab
	12.11±1.34a

	NS
	1.25±0.04a
	30.66±1.15b
	5.44±0.07a
	10.74±0.66ab
	1.23±0.03a
	11.85±2.27a

	NHS
	1.22±0.10a
	31.05±1.41b
	5.40±0.12a
	11.25±0.29ab
	1.12±0.06ab
	10.21±0.07ab

	NBC
	1.27±0.02a
	26.75±2.16c
	5.43±0.09a
	11.36±0.60a
	1.12±0.05ab
	10.25±1.06ab

	处理
Treatment
	NH4+--N
/(mg·kg-1)
	TP
/(mg·kg-1)
	AP
/(mg·kg-1)
	AK
/(mg·kg-1)
	MBC
/(mg·kg-1)
	

	CK
	3.89±0.11c
	360.1 ±30.2b
	13.15±1.77bc
	145.2±10.7bc
	144.8±8.6c
	

	CS
	4.09±0.72bc
	400.0±47.6ab
	11.62±1.19c
	112.2±14.4c
	162.3±13.6c
	

	NPK
	4.83±0.41b
	407.3±22.6ab
	13.75±0.90bc
	133.2±7.7bc
	204.6±19.5b
	

	NS
	6.06±0.47a
	412.9±8.6ab
	13.64±1.60bc
	182.7±3.8a
	217.1±25.3b
	

	NHS
	4.74±0.62bc
	408.7±23.2ab
	15.74±1.81b
	183.5±14.0a
	248.7±14.8a
	

	NBC
	4.60±0.56bc
	436.8±49.0a
	18.54±0.52a
	168.5±11.4ab
	206.9±2.4b
	


注：WC：含水率；AK：速效钾；MBC：微生物生物量碳；CK：不施加氮肥+秸秆不还田；CS：不施加氮肥+秸秆还田；NPK：施加氮肥+秸秆不还田；NS：施加氮肥+秸秆还田；NHS：施加氮肥+秸秆双倍还田；NBC：施加氮肥+秸秆炭化还田。同列不同小写字母表示不同处理间存在显著性差异（P < 0.05）。下同。Note: WC, Water content; AK, Available potassium; MBC, Microbial biomass carbon; CK, no N fertilizer and no straw returning; CS, no N fertilizer but with straw returning; NPK, N fertilizer applied but no straw returning; NS, N fertilizer applied and straw returned; NHS, N fertilizer applied and double straw returned; NBC, N fertilizer applied and biochar returned. Different lowercase letters in the same column indicate significant differences among different treatments (P < 0.05). The same below.

[image: ]
注：β-G：β-葡萄糖苷酶；SUC：转化酶；URE：脲酶；PRO：蛋白酶；ACP：酸性磷酸酶。不同小写字母表示不同处理间差异显著（P < 0.05）。下同。Note: β-G: β-Glucosidase; SUC: Sucrase; URE: Urease; PRO: Protease; ACP: Acid phosphatase. Different lowercase letters indicate significant differences among different treatments (P < 0.05). The same below.
图1 不同处理对土壤酶活性的影响
Fig. 1 Effects of different treatments on soil enzyme activities
2.2 基于主成分分析的土壤健康评价
土壤健康评级指标主成分分析结果如表3所示，在对全量数据集进行主成分分析以后，共有5个特征值大于1的主成分，且方差百分比均大于5%，提取出的5个主成分累计方差贡献率达到了84.09%，表明5个主成分可较大程度上解释土壤健康情况。在主成分1中，SUC、TN、pH的载荷均超过0.5，分在第一组里；在主成分2中，PRO、URE、MBC、BD与TP的载荷超过0.5，划分至第二组里；在主成分3中，AP、WC的载荷超过0.5，划分至第三组里；主成分4中包含ACP；主成分5中包含NO3--N。此外，AK在主成分1与主成分2中载荷值均大于0.5，因其在主成分1中载荷值较大，故将其划分至第一组中，同理，将β-G与NO4+-N划分至第一组，SOC划分至第五组。
在每组中选取最高Norm值前10%范围内的指标，第一组中最高Norm值为SUC（1.897），前10%范围为1.707~1.897，因此第一组中保留SUC、TN与AK；第二组中最高Norm值为URE（1.734），前10%范围为1.561~1.734，因此第二组保留URE与PRO；第三组中最高Norm值为AP（1.395），前10%范围为1.256 ~ 1.395，因此第三组中的AP与WC保留；第四组中仅有ACP，故保留；第五组中最高Norm值为SOC（1.564），前10%范围为1.408~1.564，因此第五组中的SOC保留。
为进一步减少冗余，对仍保留的指标进行相关性分析。第一组中SUC与TN相关系数为0.81，呈极显著相关（P<0.001），保留Norm值较大的SUC；第二组中的URE与PRO的相关系数为0.7，呈显著性相关（P<0.05），且URE的Norm值（1.734）大于PRO的Norm值（1.651），因此第二组保留URE。同理，第三组中保留Norm值较大的AP；第五组保留Norm值较大的SOC。经过主成分分析结合Norm值以及相关系数分析，最终确定土壤健康评价最小数据集为：SUC、SOC、AK、AP、URE。根据李鑫等[20]对最小数据集指标使用频率的总结，本研究通过主成分分析结合Norm值构建的最小数据集中的SOC、AP、AK等指标选取频率均大于60%，URE与SUC分列微生物指标的第三、四位，表明本研究构建的最小数据集具有较好的代表性。
根据主成分分析法提取各指标公因子方差，提取出的所有指标其公因子方差均在0.8以上，其中SOC为0.941，URE为0.897，AP为0.875，SUC为0.863，AK为0.829，根据各指标占总公因子方差的比重，计算出土壤健康评价最小数据集各指标所占权重。根据第二次土壤普查分级标准[21]及前人[17]研究确定指标的转折点和隶属度函数公式，对最小数据集指标进行赋值，使其转化为0~1的无量纲数值，最终结合各指标权重，对最小数据集内指标进行加权求和运算，计算出土壤健康指数，结果如表3所示。可见，在土壤健康综合评价中，土壤健康指数最高的是NS与NBC处理，其次是NHS处理，CK处理的土壤健康指数最低，其中NBC、NHS与NS的健康等级为较健康，NPK与CS为亚健康，CK为较不健康。秸秆还田可改善土壤健康状况，提升土壤健康指数，NS与NHS处理相较于NPK处理土壤健康指数分别提高了19.85%与14.45%，CS的土壤健康指数相较于CK提升了16.49%。氮肥的施加也一定程度上改善了土壤健康状况，NPK相较于CK，NS相较于CS土壤健康指数分别提升了37.37%和47.12%，且秸秆炭化还田与直接还田无明显差异。本研究发现，秸秆还田与氮肥施加均可提高土壤健康指数，这与Liu等[22]与Wang等[23]研究一致，秸秆还田后通过改善土壤物理结构，增强微生物活性，从而加快秸秆腐解，增加土壤养分，从物理、化学与生物三条渠道提高土壤健康指数；而氮肥施加减轻了微生物与作物对氮的竞争，提高微生物活性，增强养分循环强度，从而提高土壤健康状况。在本研究中，秸秆炭化还田对土壤健康是一个持续积极的作用。前人研究表明，秸秆炭化还田对产量提升效果很小甚至产生不利影响[24-25]，但生物质炭更多地作为一种生物改良剂，因其拥有多孔结构与大量的表面官能团，能够改善微生物群落结构，从而影响土壤健康[26-27]，对土壤健康状况起到正向作用。此外，秸秆炭化还田的土壤各指标整体变化幅度较小，说明秸秆炭化还田增强了土壤的抗逆性，可有效减弱某些人为因素或非人为因素对土壤健康造成的影响[28]。秸秆过量还田相对于常量还田降低了土壤健康指数，并非最佳选择，研究表明，过量秸秆还田会导致过量的碳还田，造成土壤碳和其他养分失衡[29]，降低土壤pH[30]，影响土壤微生物群落，从而降低作物产量，对土壤健康造成负面影响。
[bookmark: _Ref12466]表3 不同处理下最小数据集指标隶属度及土壤健康状况
Table 3 Membership degree of the minimum data set index and soil health index under different treatments
	处理
Treatment
	AK
	SOC
	AP
	URE
	SUC
	土壤健康指数
Soil health index
	健康等级
Health level

	CK
	0.710
	0.373
	0.347
	0.333
	0.196
	0.388
	较不健康

	CS
	0.535
	0.387
	0.310
	0.647
	0.386
	0.452
	亚健康

	NPK
	0.646
	0.417
	0.361
	0.751
	0.498
	0.533
	亚健康

	NS
	0.903
	0.431
	0.359
	0.910
	0.747
	0.665
	较健康

	NHS
	0.910
	0.454
	0.410
	0.605
	0.699
	0.610
	较健康

	NBC
	0.699
	0.460
	0.478
	0.857
	0.900
	0.662
	较健康



2.3 不同处理对土壤微生物群落的影响
本研究中不同处理对土壤细菌门水平物种组成相对丰度的影响见图2a，排名前10的菌门分别为变形菌门（Proteobacteria）、绿弯菌门（Chloroflexi）、酸杆菌门（Acidobacteriota）、芽单孢菌门（Gemmatimonadota）、黏球菌门（Myxococcota）、放线菌门（Actinobacteriota）、硝化螺旋菌（Nitrospirota）、NC10（Methylomirabilota）、脱硫杆菌门（Desulfobacterota）、疣微菌门（Verrucomicrobiota）。不同处理对土壤真菌门水平物种组成相对丰度的影响见图2b，其中优势菌门为子囊菌门（Ascomycota）、担子菌门（Basidiomycota）、被孢霉门（Mortierellomycota）和罗兹菌门（Rozellomycota）。
不同处理对真菌群落α多样性指数的影响相较于细菌群落更加显著（图3）。氮肥施加降低了真菌群落的多样性与丰富度，与CK相比，NPK处理的真菌Chao1指数显著降低了67.79%（P < 0.05）。秸秆还田可改善氮肥施加带来的群落多样性降低问题，与NPK相比，NS处理显著提高26.32%（P < 0.05）。与NS相比，NBC处理的真菌Chao1指数显著升高了167.53%，香农（Shannon）指数显著提高了59.16%，均匀度（Pielou_e）指数提高了27.29%。这与王萍等[31]的研究结果相似。在细菌群落中，尽管单独施用氮肥亦会降低其多样性，但秸秆还田并未出现如真菌群落中的抑制效应，反而有助于维持其多样性水平。此外，在施加氮肥的背景下，秸秆还田对真菌与细菌群落的影响呈现不同趋势，具体表现为：真菌多样性降低，而细菌多样性并未发生显著变化，该差异可能与试验周期较短、秸秆未能充分分解，从而干扰微生物代谢过程有关[32]。
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图2 不同处理对土壤细菌（a）和真菌（b）门水平物种相对丰度的影响
Fig.2 Effect of different treatments on the relative abundance of bacterial community (a) and fungal community (b) at the phylum level
[image: ]
图3 不同处理对土壤细菌（a）和真菌（b）群落多样性指数的影响
Fig. 3 Effect of different treatments on alpha diversity indices of bacterial community (a) and fungal community (b)

根据PICRUSt 2对土壤微生物功能在京都基因与基因组百科全书数据库（KEGG）通路第四层级上的预测结果，不同施肥与秸秆管理措施对土壤碳、氮、磷、硫循环相关功能基因相对丰度的影响如图4所示。在碳循环方面，与固碳相关的基因如rbcL（编码RuBisCO）和acsB（编码乙酰辅酶A合成酶）在单施氮肥（NPK）处理下受到影响，该表现在acsB基因中更为显著，同时秸秆还田（NS）则能够提高acsB丰度，双倍秸秆还田能够提高rbcL丰度，说明秸秆输入有助于增强微生物固碳潜力。半纤维素降解基因endo相对丰度在秸秆还田处理中普遍上升，秸秆炭化还田（NBC）对endo丰度具有一定抑制效应，但并不显著。氮循环相关基因对不同管理措施响应明显，硝化作用关键基因amoA在秸秆还田和炭化还田配施氮肥处理中均显著降低，而反硝化相关基因nosZ（氧化亚氮还原酶）在NBC处理中丰度最高，提示生物质炭可能有助于减弱硝化作用并促进N2O还原。秸秆炭化还田（NBC）相较于单施氮肥（NPK）显著提高了同化硝酸盐还原酶基因nasA丰度，表明其在促进氮同化过程中的潜在作用。在磷循环方面，秸秆炭化处理（NBC）显著提高了有机磷矿化相关基因appA和磷调控基因phoB的丰度，表明生物质炭输入可能增强土壤磷活化和调控能力。硫循环相关基因中，氮肥显著抑制了硫还原基因aprA，但双倍秸秆还田（NHS）与秸秆炭化还田（NBC）可缓解氮肥施加带来的抑制效果；秸秆还田配施氮肥还提高了硫氧化基因soxA的相对丰度，秸秆炭化还田（NBC）相较于单施氮肥（NPK）提高了同化硫酸盐还原基因cysN的丰度，说明秸秆还田可促进硫的氧化与同化过程，优化硫养分循环。
综上所述，不同施肥与秸秆还田方式显著调控了土壤微生物在碳固定、有机质降解、硝化/反硝化、磷活化及硫转化等多个方面的功能潜力。总体而言，秸秆还田，尤其是秸秆炭化还田，在促进氮素同化、减少温室气体排放以及增强磷、硫活化方面表现出积极效应，而单施氮肥则在一定程度上抑制了土壤碳、硫循环相关微生物功能。
[image: ]
注：相同基因的图柱上不同小写字母表示不同处理间差异显著（P < 0.05）。Note: Different lowercase letters on the columns of the same gene indicate significant differences among different treatments (P < 0.05).
图4 不同处理对土壤养分循环功能基因相对丰度的影响
Fig. 4 Effect of different treatments on the relative abundance of functional genes related to soil nutrient cycling

2.4 土壤健康评价微生物指标筛选
[bookmark: _Hlk191665718]对微生物群落物种组成、多样性及基于KEGG预测功能基因丰度等所有指标进行特征重要性计算并排序，选取了均方误差为正的指标，筛选结果如图5所示。可以发现，将所有微生物群落指标通过随机森林模型进行特征重要性排序，其中均方误差较高且具有显著性的微生物群落指标为：rbcL、nosZ、uerC与soxA等功能基因丰度；多样性指数中有细菌群落Chao1指数与真菌群落Shannon指数；真菌物种组成指标有真菌被孢霉门（Mortierellomycota）；细菌物种组成中的螺旋体门（Spirochaetota）与放线菌门（Actinobacteriota）。将筛选出的微生物群落指标，参照土壤健康评价方法，将其转化为0~1无量纲数值。各指标权重为其均方误差占筛选出的指标的总均方误差值的比重。各指标权重与指标隶属度如表4所示。本研究中养分循环相关功能基因中筛选出了rbcL基因作为土壤健康评价微生物指标，这与Jia等[14]研究结果一致（cbbL与rbcL均为二磷酸核酮糖羧化酶的编码基因，功能相同，可互相替代使用），表明rbcL与土壤碳循环关联性较强，可用来表征土壤健康情况。被孢霉菌是一类腐生真菌，研究表明，接种被孢霉菌株（高山被孢霉（Mortierella alpina）和长孢被孢霉（Mortierella elongata））可显著提高土壤碳、氮、磷的含量以及碳、磷循环相关酶的活性[33]，与多种土壤性质相关，可表征土壤健康状况。
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AI 生成的内容可能不正确。]
注Note：*：P≤0.05； **：P≤0.01。
图5 微生物群落指标特征重要性
Fig. 5 Characteristic importance of microbial community indicators
表4 微生物群落指标隶属值及权重
Table 4 Affiliation values and weighting of microbial community indicators
	处理
Treatment
	细菌Chao1指数
Chao1 (Bac)
	真菌香农指数
Shannon (Fun)
	被孢霉门
Mortierellomycota
	螺旋体门
Spirochaetota
	放线菌门
Actinobacteriota
	尿素酶基因
ureC
	RuBisCo大亚基编码基因
rbcL
	硫氧化编码基因
soxA
	N2O还原酶编码基因
nosZ

	CK
	0.513 
	0.742 
	0.145 
	0.277 
	0.479 
	0.251 
	0.165 
	0.505 
	0.438 

	CS
	0.370 
	0.933 
	0.189 
	0.235 
	0.417 
	0.564 
	0.468 
	0.409 
	0.322 

	NPK
	0.498 
	0.474 
	0.130 
	0.732 
	0.604 
	0.726 
	0.258 
	0.588 
	0.382 

	NS
	0.762 
	0.617 
	0.431 
	0.233 
	0.490 
	0.750 
	0.449 
	0.447 
	0.858 

	NHS
	0.816 
	0.719 
	0.477 
	0.327 
	0.442 
	0.460 
	0.582 
	0.556 
	0.490 

	NBC
	0.715 
	0.910 
	0.330 
	0.327 
	0.417 
	0.849 
	0.595 
	0.741 
	0.604 

	均方误差增加①/%
	3.771
	3.274
	3.468
	3.238
	2.301
	4.535
	5.506
	2.797
	3.610

	权重②
	0.116
	0.101
	0.107
	0.100
	0.071
	0.140
	0.169
	0.086
	0.111


①	Increase in mean squared error, ②Weight.
通过计算得到微生物群落指标隶属值与其权重，进行加权求和计算，得出基于随机森林的土壤健康指数（RF-SHI），并与前文基于主成分分析计算出的土壤健康指数（PCA-SHI）进行对比，结果如表5所示。其中RF-SHI最高值为NBC的0.623，然后是NS的0.569，最低的是CK的0.367。可见，RF-SHI在数值上相较于PCA-SHI均出现不同程度降低，但整体排名变化不明显，仅NBC与NS的排名发生了变化，可以较好地反映土壤健康状况。在PCA-SHI中NBC与NS基本持平，但RF-SHI中NBC超过了NS。由此可见，应用本研究筛选出的微生物指标也可较好地评价土壤健康状况。

表5 两种土壤健康评价方法结果对比
Table 5 Comparison of the results of two soil health assessment methods
	处理
Treatment
	基于主成分分析的土壤健康评价
Soil health assessment based on principal component analysis (PCA-SHI)
	
	基于随机森林的土壤健康评价
Soil health assessment based on random forests (RF-SHI)

	
	土壤健康指数
Soil health index
	排名
Ranking
	
	土壤健康指数
Soil health index
	排名
Ranking

	CK
	0.388
	6
	
	0.367
	6

	CS
	0.452
	5
	
	0.439
	5

	NPK
	0.533
	4
	
	0.474
	4

	NS
	0.665
	1
	
	0.569
	2

	NHS
	0.610
	3
	
	0.547
	3

	NBC
	0.662
	2
	
	0.623
	1


3结 论
本研究以江苏南部稻麦轮作区土壤为研究对象，测定了物理、化学及生物指标，构建了符合研究区实际情况的土壤健康评价体系，并进行土壤健康评价。基于评价结果，通过随机森林模型计算微生物群落指标的特征重要性，筛选出与土壤健康关联度高的微生物群落指标，得到的主要结论如下:（1）基于主成分分析筛选出的水稻季土壤健康评价最小数据集及权重为有机碳（0.213）、速效钾（0.188）、有效磷（0.199）、脲酶（0.204）、转化酶（0.196）。水稻季土壤健康指数排名为：NS>NBC>NHS>NPK>CS>CK，其中NHS、NS、NBC的土壤健康状况为较健康，NPK、CS处理为亚健康，CK处理为较不健康。（2）利用随机森林模型进行微生物群落指标筛选，筛选出细菌门水平物种组成指标为：螺旋体门（Spirochaetota）、放线菌门（Actinobacteriota）；真菌水平门水平物种组成指标仅有被孢霉门（Mortierellomycota）；α多样性指数指标为细菌Chao1指数与真菌Shannon指数；群落功能指标为rbcL、nosZ、ureC与soxA。基于筛选出的微生物群落指标进行土壤健康评价，评价结果与基于主成分分析法基本一致，可以较好地反映土壤健康状况。
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