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强还原土壤处理驱动的微生物群落稳定性与功能的关
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摘  要：为研究强还原土壤处理（Reductive soil disinfestation，RSD）对连作土壤微生物群落稳定性的影响，以及微生物群

落稳定性变化与其功能的联系，以云南省石屏县连续种植多年的洋桔梗栽培土壤为研究对象，设置 4 个处理：对照（CK）；

分别添加高碳氮比有机物料（C/N 122，15 t·hm–2，SB），低碳氮比有机物料（C/N 19，15 t·hm–2，BD），高、低碳氮比有机

物料等质量混合（15 t·hm–2，SB+BD）的 RSD 处理。采用 Biolog 微平板法、定量 PCR 及高通量测序等技术手段分析了土壤

微生物群落稳定性及碳、氮代谢功能。结果表明，与 CK 相比，RSD 处理能够大幅降低细菌群落组成和丰度的稳定性，且

SB+BD 处理的影响较 SB 和 BD 处理强烈，但对真菌群落组成和丰度的稳定性无显著影响。同时，RSD 处理能够显著提高

细菌和真菌群落相互作用关系的稳定性，且 SB 和 BD 处理对其提升效果优于 SB+BD 处理。回归分析表明，土壤微生物群

落的相互作用关系稳定性与其组分和丰度的稳定性关系密切。相关性分析显示，土壤微生物群落稳定性与其活性、碳代谢功

能以及反硝化能力高度相关。综上，强还原土壤处理能够通过降低微生物群落组成和丰度的稳定性来提高类群间相互作用关

系的稳定性，促进土壤微生物活性恢复和群落生态功能改善。 

关键词：设施栽培；群落稳定性；功能多样性；微生物活性；氮循环功能基因 
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Abstract: 【Objective】Reductive soil disinfestations (RSD) is an effective agriculture practice to conquer continuous cropping 

obstacles by the elimination of soil-borne pathogens, degradation of allelochemicals, improvement of soil microbial community 

structure, and restoration of soil microbial functions. However, the effects of RSD practice on the stability of the mono-cropped 

soil microbial community are still unknown. Moreover, the relationship between soil microbial community stability and functions 

also needs to be studied. Therefore, this study was oriented to explore the relationship between the stability and function of soil 

microbial communities driven by reductive soil disinfestation.【Method】A field experiment, designed to have four treatments, 

i.e. CK (control without soil treatment); SB (RSD incorporated with 15 t·hm–2 organic substrate with C/N ratio of 122); BD (RSD 

incorporated with 15 t·hm–2 organic substrate with C/N ratio of 19); and SB+BD (RSD incorporated with 15 t·hm–2 organic 

substrates containing both high and low C/N ratios with equal mass), was carried out in a lisianthus mono-cropped soils in 

Shiping County, Yunnan Province. Biolog microplate method, quantitative real-time PCR, and high-throughput sequencing were 

used to analyze the microbial community stability, microbial metabolic activity and function diversity, and the abundance of 

nitrogen-related functional genes.【Result】Results showed that RSD significantly reduced the stability of bacterial community 

composition and abundance as compared to CK, with the effects of SB+BD treatment being stronger than that of SB and BD 

treatment, whereas it had no significant effect on the stability of fungal community composition and abundance. Also, RSD 

significantly enhanced the stability of interactions between bacterial and fungal communities, and SB and BD treatments had 

greater effects on the improvement of stability of the interaction between microbial communities than SB+BD treatment. 

Regression analysis indicated that the stability of interaction relationship of soil microbial community was closely related to the 

stability of microbial composition and abundance. In addition, correlation analysis showed that soil microbial community stability 

was highly correlated with its activity, carbon metabolic function and denitrification capacity.【Conclusion】Collectively, 

reductive soil disinfestation can improve the stability of interactions between microbial taxa by reducing the stability of microbial 

community composition and abundance, thereby promoting the restoration of soil microbial activity and improvement of 

community ecological function. 

Key words: Facility cultivation; Community stability; Functional diversity; Microbial activity; Nitrogen-related functional genes 

设施栽培的快速发展不仅为园艺作物如瓜果、

蔬菜的周年生产和均衡供应提供了有力保障，而且

在提高农民收入和发展地方经济方面发挥了重要作

用[1]。但是，由于复种指数高、肥料施用量大、单

一作物常年连作等特点，设施栽培易引起酸化、次

生盐渍化、养分失衡、土传病害频发等一系列土壤

退化问题，且随着种植年限的增加，以土传病害为

主要特征的连作障碍问题日益突出，已成为制约我

国设施农业可持续发展的主要瓶颈[2-3]。强还原土壤

处理（Reductive soil disinfestation，RSD）是一种作

物种植前的土壤修复方法，具有杀灭土传病原菌和

有害植食性线虫、缓解土壤酸化和次生盐渍化、降

解化感自毒物质和重建健康土壤微生物区系等多重

作用，在消除设施蔬菜和花卉等作物的连作障碍上

取得了显著的效果[4-7]。因此，RSD 处理的推广应用

对消除我国设施栽培的连作障碍问题，促进我国设

施农业的绿色可持续发展具有重要的意义。 

研究表明，RSD 处理形成的土壤微生物群落组成

与其对再植作物土传病害的防控效果密切相关[8-9]。因

此，准确表征和评估 RSD 处理形成的土壤微生物群

落结构特征对预测其作用效果至关重要。微生物群

落稳定性是指受到干扰时微生物群落保持类群组成、

丰度及其相互作用关系稳定的能力，其中类群组成和

丰度稳定性可用平均变异度指数（Average variation 

degree，AVD）表征，而相互作用关系稳定性可用

模块化程度和负相关性占比表征 [10-12]。Herren 和

McMahon[13]进一步提出了群落内聚力（Community 

cohesion）的概念，用于量化微生物群落间的连通性，
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发现群落负内聚力与其稳定性呈显著正相关关系。

Hernandez 等[12]研究发现环境压力能够通过瓦解微

生物群落的模块化程度和负内聚力来降低群落稳定

性。然而，RSD 处理对土壤微生物群落稳定性有何

影响以及能否利用群落稳定性来表征 RSD 处理形

成的土壤微生物群落结构特征，目前还不得而知。 

Liu 等[14]的研究发现，有机物料类型（如碳氮

比、易分解有机碳含量）在很大程度上决定了 RSD

处理后土壤微生物群落的组成和结构，因此采用不

同碳氮比的有机物料进行 RSD 处理能够更全面地

了解并揭示该修复方法对土壤微生物群落稳定性的

影响。我们前期对连作障碍较为严重的设施洋桔梗

栽培土壤进行了不同碳氮比的单一及混合有机物料

RSD 处理，采用 Biolog 微平板法、实时荧光定量

PCR 及高通量测序等技术手段分析了土壤微生物的

碳源代谢活性、氮素循环功能基因丰度及细菌、真

菌的群落结构和多样性，结果发现混合有机物料

RSD 处理驱动形成的土壤细菌和真菌群落结构及多

样性较单一有机物料 RSD 处理显著不同，且其微生

物碳源代谢活性及其功能多样性明显优于单一有机

物料 RSD 处理，但杀菌效果无显著差别[15]。本文在

此基础上，首先研究不同单一及混合有机物料 RSD

处理对土壤微生物群落稳定性的影响，并进一步探

究土壤微生物群落稳定性与群落碳、氮代谢功能之

间的联系，旨在从群落稳定性的角度揭示 RSD 处理

重建的健康土壤微生物区系的本质特征，为进一步

理解田间不同有机物料 RSD 处理防控效果差异形

成的内在原因，及后续研发再植寄主作物生长过程

中的调控措施、强化基于 RSD 处理的设施栽培连作

障碍防控效果提供思路。 

1  材料与方法 

1.1  研究区概况 

田间试验位于云南省红河州石屏县异龙镇的洋

桔梗种植基地（23°40'N，102°35'E），该地区属亚热

带 高 原 季 风 气 候 ， 年 均 气 温 18℃ ， 年 均 降 雨 量

899 mm，全年无霜期 317 d。试验前该基地因连续

多年种植洋桔梗导致枯萎病发生率高达 80%，严重

影响其产量和经济效益。试验前耕层土壤 pH 为

7.41，硝态氮含量为 305.8 mg·kg–1，尖孢镰刀菌数

量为 1.9 × 107 ITS 拷贝数每克干土[8]。 

1.2  试验设计与土壤样品采集 

田间试验共设置四个处理：1）CK，不做任何

土壤处理的对照；2）SB，添加高碳氮比有机物料

的 RSD 处理（C/N 122）；3）BD，添加低碳氮比有

机物料的 RSD 处理（C/N 19）；4）SB+BD，添加高、

低碳氮比等质量混合有机物料的 RSD 处理（m/m= 

1︰1）。各处理包含 3 个小区，每个小区面积为

30 m2，随机排列分布。RSD 处理的田间操作流程参

照李云龙等[16]，处理期间土壤温度为 35～40℃，共

处理 28 d。处理结束后，按“S”形路线采集各小区

土壤样品，分别混合均匀后过 2 mm 筛，一部分保

存于 4℃用于分析土壤微生物活性和碳源代谢功能；

一部分保存于–80℃用于土壤 DNA 提取、氮素循环

功能基因丰度和微生物群落结构分析。 

1.3  土壤微生物活性及碳源代谢功能分析 

土壤微生物活性以荧光素二乙酸酯（Fluorescein 

diacetate，FDA）水解酶活性表征，采用荧光素比色

法测定，具体操作步骤及标准曲线构建参照 Adam

和 Duncan[17]。土壤微生物碳源代谢活性及功能多

样性采用 Biolog ECO 微平板法进行测定 [18]。具体

步骤如下：准确称取 5 g 土壤至 250 mL 三角瓶中，

加入 45 mL 灭菌 NaCl（0.85 %，w/v）溶液后黑暗

震荡 30 min，静置后将逐步稀释得到的 10–3 稀释

液接种至 ECO 板微孔中，于 25℃黑暗培养 144 h，

每隔 24 h 在 590 nm 处测定吸光值。选取 144 h 时

的吸光值进行统计分析，采用平均每孔颜色变化

率（Average well color development，AWCD）表

征土壤微生物碳源代谢活性，同时采用丰富度指数

（S）、多样性指数（H）和均匀度指数（E）评估土

壤微生物对碳源的利用能力，表征微生物代谢功能

多样性 [19]。 

1.4  土壤 DNA 提取及氮素循环功能基因定量分析 

称取 0.5 g 保存于–80℃冰箱中的土壤样品，使用

PowerSoil® DNA Isolation Kit（MoBio Laboratories，

Inc.，USA）按说明书步骤提取土壤 DNA，保存于

–20℃冰箱待用。用于定量氮素循环功能基因 nirK

（ nirK1F/nirK5R ）、 nirS （ Cd3aF/R3cd ） 和 nosZ

（nosZFb/nosZRb）的引物如表 1 所示，其扩增条件

为 95℃预变性 2 min，95℃变性 10 s，58℃退火 20 s，

72℃延伸 20 s，40 个循环。实时荧光定量 PCR 扩增反

应在 CFX96TM Real-Time System（Bio-Rad Laboratories 

Inc.，Hercules，USA）上进行。 
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表 1  实时荧光定量 PCR 及高通量测序所用引物 

Table 1  Primers used in real-time PCR assay and high-throughput sequencing 

目标基因 Target gene 
引物 

Primer set 

序列 

Sequence（5'-3'） 
参考文献 Reference 

nirK nirK1F GGMATGGTKCCSTGGCA 

 nirK5R GCCTCGATCAGRTTRTGG 
[20] 

nirS Cd3aF GTSAACGTSAAGGARACSGG 

 R3cd GASTTCGGRTGSGTCTTGA 
[21] 

nosZ nosZFb AACGCCTAYACSACSCTGTTC 

 nosZRb TCCATGTGCAGNGCRTGGCAGAA 
[22] 

16S rRNA 515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

 806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT 
[23] 

Fungal ITS ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 

 ITS2R GCTGCGTTCTTCATCGATGC 
[9] 

注：下划线为简并碱基。Note：Underlined letters denote degenerate positions. M，A/C；R，A/G；W，A/T；S，C/G；Y，C/T；

K，G/T；H，A/C/T；V，A/C/G；N，A/C/G/T. 

 

1.5  高通量测序及群落稳定性分析 

采用通用引物 515F/806R 和 ITS1F/ITS2R（见

表 1）分别对细菌 V4 和真菌 ITS1 区域进行 PCR 扩

增，PCR 体系及扩增条件参照 Huang 等[24]。扩增结

束后，用纯化试剂盒 AMPure XP Beads（Beckman 

Coulter，Brea，USA）对扩增产物进行纯化，并用

Invitrogen Qubit Spectrophotometer（Thermo Fisher 

Scientific，Carlsbad，USA）进行定量，细菌和真菌

样品分别等摩尔混合后进行高通量测序。高通量测序

在上海天昊科技有限公司（Genesky Biotechnologies，

Inc.）的 Illumina Miseq 平台上进行。利用 QIIME

软件 [25]对高通量测序产生的数据进行处理和分析

（包括序列拼接、序列质控、序列聚类及注释等步

骤），为降低测序深度对群落多样性分析的影响，分

别将细菌和真菌各样品随机抽平至 65 000 和 80 000

条序列，共获得 15 111 个细菌 OTU 和 1 567 个真菌

OTU，随后对细菌和真菌群落的 alpha 多样性（丰

富度 Sobs、Shannon 多样性）及 beta 多样性（主坐

标分析）进行分析[15]。为研究 RSD 处理对微生物群

落 OTU 分布的影响，将某一处理所有重复中均具有

的 OTU 定义为共有 OTU（Shared OTU），而将仅出

现在某一重复中的 OTU 定义为独有 OTU（Unique 

OTU）。 

微生物类群组成及丰度稳定性用群落平均变异

度指数表示。计算公式如下[11]： 

 

  1AVD

n
i i

ii

x x

j
k n









 

 
式中，xi 表示样品 j 中第 i 个 OTU 的丰度； ix 表示

样品 j 所在处理所有重复中第 i 个 OTU 的平均丰度；

δi 表示样品 j 所在处理所有重复中第 i 个 OTU 丰度

的标准差；k 表示样品 j 所在处理的重复数量；n 表

示样品 j 中 OTU 的数量。AVD 值越大，表明微生物

类群组成及丰度稳定性越低。 

微生物群落相互作用关系稳定性用群落内聚力

表示，其计算分析步骤如下：首先将所有处理中出

现频率小于 50%的 OTU 去除，然后对剩余 OTU 的

两两相关性进行计算，得到实际相关性矩阵；同时

通过控制变量零模型计算得到其预期相关性矩阵，

然后通过将两者相减得到修正后的相关性矩阵。随

后对每个 OTU 与其它 OTU 之间的正相关和负相关

系数分别求和后取平均，得到所有 OTU 的正/负连

通性。然后用每个 OTU 的连通性乘以其相对丰度，

并将各样品中所有 OTU 的结果相加，即得到群落内

聚力。计算公式如下[13]： 
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 
1

cohesion
n

i i
i

j a c


  （若 ci > 0，则为正内聚

力；若 ci < 0，则为负内聚力） 

 
式中，n 为样本 j 中 OTU 的数量，ai 和 ci 分别为第 i

个 OTU 在群落中的相对丰度和连通性。群落负内聚

力和正内聚力的取值范围分别为–1～0 和 0～1，本研

究中呈现的均是其绝对值，两者绝对值之和为总内聚

力，绝对值之比即负内聚力/正内聚力的比值，其值

越高，则表示群落相互作用关系稳定性越强。 

1.6  统计分析 

土壤微生物活性、碳源代谢活性及其功能多样

性、反硝化功能基因丰度、细菌和真菌群落丰富度

Sobs、Shannon 多样性及其结构（主坐标 PCoA1）

的数据引自 Zhao 等[15]。采用 SPSS 19.0 进行统计分

析，单因素方差（One-way ANOVA）配合邓肯新复

极差法检验多处理间均值差异的显著性，并用 t 检

验对各 RSD 处理与对照之间的差异进行显著性检

验。采用 Pearson 相关性分析法对群落平均变异度

与 OTU 分布，群落总内聚力及负内聚力/正内聚力

的比值与正、负内聚力，以及群落丰富度、多样性、

结构、平均变异度和负内聚力/正内聚力的比值与微

生物活性、碳源代谢活性及其功能多样性以及反硝

化功能基因丰度之间的相关性进行检验，并对群落

负内聚力 /正内聚力的比值与群落平均变异度进行

回归分析。 

2  结  果 

2.1  RSD 处理对微生物群落 OTU 分布及平均变

异度的影响 

如表 2 所示，与 CK 处理相比，RSD 处理能够

显著改变细菌和真菌群落的 OTU 分布。对于细菌群

落，RSD 处理能够显著（P<0.05）降低其共有 OTU

的占比，同时增加其独有 OTU 所占的比例，且不同

RSD 处理对细菌群落 OTU 分布的影响程度不同，

其中 SB+BD 处理的影响最为显著。类似地，RSD

处理能够增加独有 OTU 在真菌群落中的占比，并降

低其共有 OTU 所占的比例，其中 SB+BD 处理中共

有 OTU 的占比显著（P<0.05）低于 CK 处理。 

如图 1a 所示，与 CK 处理相比，RSD 处理均能

增加细菌群落的平均变异度，其中 SB+BD 处理的

细菌群落平均变异度最高，达到 0.53，显著（P<0.05）

高于 CK 处理，而 SB 和 BD 处理间无显著差异。由

图 1b 可知，RSD 处理对真菌群落平均变异度的影

响较细菌弱，其中 BD 和 SB+BD 处理的真菌群落平

均变异度略高于 CK 处理。Pearson 相关性分析显示，

细菌群落的平均变异度与其共有 OTU 的占比呈显

著（P<0.05）负相关，与其独有 OTU 的占比呈显著

（P<0.01）正相关；而真菌群落的平均变异度与其共

有和独有 OTU 占比均无显著关系（表 3）。结果表

明，RSD 处理能够显著降低细菌群落组成和丰度的 

表 2  不同有机物料 RSD 处理对细菌和真菌群落 OTU 分布的影响 

Table 2  Effects of reductive soil disinfestation on the OTU distribution of bacterial and fungal communities relative to the type of material 
incorporated 

细菌群落 Bacterial community 真菌群落 Fungal community 
处理 

Treatment 
共有 OTU 占比 

Proportion of shared OTUs /% 

独有 OTU 占比 

Proportion of unique OTUs /%

共有 OTU 占比 

Proportion of shared OTUs /% 

独有 OTU 占比 

Proportion of unique OTUs /%

CK 55.7±1.7a 18.8±1.2bc 42.6±12.1a 29.5±10.1a 

SB 25.2±1.3c 13.6±0.5c 41.0±5.4a 33.8±6.2a 

BD 43.2±2.0b 29.3±0.7b 33.2±3.1ab 39.0±3.1a 

SB+BD 19.5±2.1d 45.5±13.4a 22.3±4.5b 54.6±15.4a 

注：CK，对照；SB，添加高碳氮比（C/N 122）有机物料的 RSD 处理；BD，添加低碳氮比（C/N 19）有机物料的 RSD 处理；

SB+BD，添加高、低碳氮比等质量混合有机物料的 RSD 处理。表中数据为平均值±标准差（n = 3），同一列中不同字母表示处理间

差异显著（P<0.05）。下同。Note：CK，control；SB，RSD incorporated with organic material high in C/N ratio（C/N 122）；BD，RSD 

incorporated with organic material low in C/N ratio（C/N 19）；SB+BD，RSD incorporated with organic material containing both high and low 

C/N ones（m/m=1︰1）. Means ± SD. Different letters within the same column indicate a significant difference between treatments at P<0.05. 

The same below. 
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注：误差线表示标准差（n = 3），柱上方不同字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同。Note：Error bars indicate the standard 

deviation of the means of replicates. Different letters above the bars mean a significant difference between treatments at P<0.05. The same 
below. 

 
图 1  不同有机物料 RSD 处理对土壤细菌（a）和真菌（b）群落平均变异度的影响 

Fig. 1  Effects of reductive soil disinfestation on the average variation degree of bacterial（a）and fungal（b）communities relative to the type of 

material incorporated 

表 3  细菌和真菌群落 OTU 分布与其平均变异度的 Pearson 相关性分析 

Table 3  Pearson correlation analyses between OTU distribution of bacterial and fungal communities and their average variation degrees 

细菌群落 Bacterial community 真菌群落 Fungal community 

 
共有 OTU 占比 

Proportion of shared OTUs 

/% 

独有 OTU 占比

Proportion of unique 

OTUs /% 

共有 OTU 占比 

Proportion of shared OTUs 

/% 

独有 OTU 占比 

Proportion of unique OTUs 

/% 

细菌群落平均变异度 

AVD of bacterial community 
–0.62* 0.81** —— —— 

真菌群落平均变异度 

AVD of fungal community 
—— —— –0.08 0.15 

*，P<0.05；**，P<0.01. 

 
稳定性，其主要通过刺激产生更多的独有 OTU 实

现，且混合物料 RSD 处理的作用效果更突出。 

2.2  RSD 处理对微生物群落内聚力的影响 

经过滤，共有 2 546 个细菌 OTU 和 141 个真菌

OTU 用于群落内聚力的分析。由图 2 可知，细菌群

落负内聚力在不同处理间差异显著（P<0.05），其中

SB 和 BD 处理的细菌群落负内聚力显著（P<0.05）

高于 CK 和 SB+BD 处理，且 SB 和 BD 以及 CK 和

SB+BD 之间无显著差异；而细菌群落正内聚力、总

内聚力以及负内聚力 /正内聚力的比值在不同处理

间均无显著差异。T 检验分析发现，与 CK 处理相

比，SB 和 BD 处理均能显著（P<0.05）降低细菌群

落正内聚力，且 SB 处理能显著（P<0.05）增加细菌

群落总内聚力（图 2a，图 2c）。此外，RSD 处理后，

土壤细菌群落的负内聚力 /正内聚力的比值有所提

高，其中 SB 处理和 BD 处理均能较 CK 处理显著

（t-test，P<0.01）增加细菌群落负内聚力/正内聚力

的比值（图 2d）。 

如图 3 所示，RSD 处理均能不同程度地提高真

菌群落的正内聚力、负内聚力、总内聚力以及负内

聚力 /正内聚力的比值，其中正内聚力在不同处理

间差异不显著，而负内聚力及负内聚力 /正内聚力

的比值在 RSD 处理后均有显著（P<0.001）提高，

且 SB 和 BD 处理的提升效果显著（P<0.05）优于

SB+BD 处理。此外，与 CK 处理相比，SB 和 BD

处理均能显著（P<0.05）提高真菌群落的总内聚力，
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且两者之间无显著差异，而 SB+BD 处理的影响不

显著（图 3c）。 

Pearson 相关性分析显示，细菌群落总内聚力与

其正内聚力和负内聚力均呈显著（P<0.01）正相关

关系，而其负内聚力/正内聚力的比值与正内聚力呈

显著（P<0.01）负相关关系；真菌群落总内聚力和

负内聚力 /正内聚力的比值均与其正内聚力和负内

聚力呈显著（P<0.05）正相关关系（表 4）。结果表

明，RSD 处理能够强化不同微生物类群之间的相互

作用关系，特别是负相关关系，且这种效应在真菌

群落中更为显著。同时，RSD 处理能够提高微生物

群落负内聚力/正内聚力的比值，在细菌群落中主要

通过降低正内聚力实现，而在真菌群落中主要通过

增加负内聚力实现。因此，RSD 处理能够提高微生

物类群间相互作用关系的稳定性，且单一有机物料

RSD 处理的提升效果较混合有机物料处理强。 

2.3  微生物群落平均变异度与负内聚力/正内聚

力比值的相关性 

回归分析（图 4）显示，细菌群落负内聚力/正

内 聚 力 的 比 值 与 其 平 均 变 异 度 呈 线 性 相 关 （ P< 

0.01）；而真菌群落负内聚力/正内聚力的比值与其平

均变异度呈不显著（P=0.13）非线性相关。结果表

明，微生物群落的相互作用关系稳定性与其组分和

丰度的稳定性关系密切。 

2.4  微生物群落结构、多样性、平均变异度、内

聚力与其功能之间的相关性 

由表 5 可知，细菌群落的丰富度、Shannon 多

样性以及结构（PCoA1）与微生物活性、碳源代谢 

 

注：*表明处理与对照间差异显著（t-test），*，P<0.05；**，P<0.01；***，P<0.001。下同。Note：*indicates a significant difference 

at P<0.05 between the RSD-related treatment and the CK treatment according to the t-test. *，P<0.05；**，P<0.01；***，P<0.001. The same 

below. 

 
图 2  不同有机物料 RSD 处理对土壤细菌群落正内聚力（a）、负内聚力（b）、总内聚力（c）及负内聚力/正内聚力比

值（d）的影响 

Fig. 2  Effects of reductive soil disinfestation on the positive cohesion（a），|negative cohesion|（b），total cohesion（c），and |negative/positive 

cohesion|（d）of the bacterial community relative to the type of material incorporated 
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图 3  不同有机物料 RSD 处理对土壤真菌群落正内聚力（a）、负内聚力（b）、总内聚力（c）及负内聚力/正内聚力比

值（d）的影响 

Fig. 3  Effects of reductive soil disinfestation on the positive cohesion（a），|negative cohesion|（b），total cohesion（c），and |negative/positive 

cohesion|（d）of the fungal community relative to the type of material incorporated 

表 4  细菌和真菌群落正、负内聚力和总内聚力以及负内聚力/正内聚力比值的 Pearson 相关性分析 

Table 4  Pearson correlation analyses between positive and negative cohesion of bacterial and fungal communities and their total cohesion and 
negative/positive cohesion 

细菌 Bacteria 真菌 Fungi 

 正内聚力 

Positive cohesion 

负内聚力 

Negative cohesion

正内聚力 

Positive cohesion 

负内聚力 

Negative cohesion

细菌总内聚力 

Bacterial total cohesion 
0.93** 0.87** —— —— 

细菌负内聚力/正内聚力 Bacterial 

negative/positive cohesion 
–0.75** 0.02 —— —— 

真菌总内聚力 

Fungal total cohesion 
—— —— 0.95** 0.99** 

真菌负内聚力/正内聚力 Fungal 

negative/positive cohesion 
—— —— 0.65* 0.92** 

*，P<0.05；**，P<0.01. 
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图 4  细菌（a）、真菌（b）群落负内聚力/正内聚力的比值与其平均变异度的回归分析 

Fig. 4  Regression analyses between the |negative/positive cohesion| and average variation degree of bacterial（a）and fungal（b）community 

表 5  细菌和真菌群落结构、多样性、平均变异度、负内聚力/正内聚力比值与其活性和功能之间的 Pearson 相关性分析 

Table 5  Pearson correlation analyses between structure，diversity，average variation degree and negative/positive cohesion of bacterial and 
fungal communities and microbial activity and functions 

微生物活性 

Microbial activity

碳源代谢活性及功能多样性 

Metabolic activity and functional  

diversity of carbon substrates 

反硝化基因丰度 

Abundance of denitrifying genes  

FDA activity AWCD Shannon Evenness Richness

 

nirK nirS nosZ 

丰富度 Sobs –0.12 –0.59* –0.70* –0.30 –0.73**  –0.44 –0.49 –0.45 

多样性 Shannon –0.03 –0.52 –0.63* –0.22 –0.66*  –0.36 –0.45 –0.39 

主坐标 1 PCoA1 –0.04 –0.52 –0.64* –0.23 –0.67*  –0.36 –0.49 –0.41 

平均变异度 AVD 0.71** 0.64* 0.59* 0.49 0.60*  0.75** 0.40 0.59*

细菌

Bacteria 

负内聚力/正内聚力

Negative/positive cohesion 
0.37 0.52 0.56 0.26 0.59*  0.52 0.49 0.54 

丰富度 Sobs –0.09 –0.55 –0.66* –0.41 –0.66*  –0.39 –0.46 –0.41 

多样性 Shannon 0.30 –0.20 –0.33 0.00 –0.35  0.00 –0.35 –0.16 

主坐标 1 PCoA1 –0.34 –0.74** –0.81** –0.39 –0.85**  –0.61* –0.65* –0.64*

平均变异度 AVD 0.60* 0.51 0.41 0.64* 0.37  0.56 0.11 0.37 

真菌

Fungi 

负内聚力/正内聚力

Negative/positive cohesion 
0.18 0.58* 0.66* 0.23 0.70*  0.45 0.62* 0.56 

*，P<0.05；**，P<0.01. 

 
活性、碳源代谢多样性以及反硝化功能基因丰度呈

负相关关系，而细菌群落平均变异度和负内聚力/正

内聚力的比值与微生物活性、碳、氮代谢功能呈正

相关关系，其中细菌群落平均变异度与微生物活性、

碳源代谢活性、碳源代谢 Shannon 多样性和丰富度、

nirK 和 nosZ 基因丰度的相关性达到显著（P<0.05），

而细菌群落负内聚力 /正内聚力的比值仅与碳源代

谢丰富度呈显著（P<0.05）正相关。类似地，真菌

群落的丰富度、Shannon 多样性以及结构（PCoA1）

与微生物活性、碳源代谢活性、碳源代谢多样性以

及反硝化功能基因丰度也呈负相关关系，而真菌群

落平均变异度和负内聚力 /正内聚力的比值与微生

物活性、碳、氮代谢功能呈正相关关系，其中真菌

群落平均变异度与微生物活性、碳源代谢均匀度的

相关性达到显著（P<0.05），而真菌群落负内聚力/

正内聚力的比值与碳源代谢活性、碳源代谢 Shannon
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多样性和丰富度以及 nirS 基因丰度呈显著（P<0.05）

正相关。结果表明，RSD 处理驱动形成的微生物群

落结构和多样性特征不能有效指征其活性和碳、氮

功能的变化；而该处理驱动形成的微生物群落稳定

性（平均变异度、负内聚力/正内聚力比值）变化与

其活性和碳、氮功能息息相关。因此，RSD 处理能

够通过优化微生物群落结构，协调并强化微生物群

落间的互作关系，从而实现恢复微生物活性及改善

群落功能的目的。 

3  讨  论 

3.1  RSD 处理能降低微生物群落组成及其丰度的

稳定性 

大量研究表明，RSD 处理创造的高温厌氧且富

含小分子有机酸和还原性金属离子的土壤环境不仅

能够有效杀灭土传病原菌，还能改善土壤微生物群

落结构[8，15，26]。Li 等[7]研究发现，有益微生物如芽

孢杆菌属（Bacillus）、类芽孢杆菌属（Paenibacillus）、

柄孢壳属（Zopfiella）、被孢霉属（Mortiella）的丰

度在 RSD 处理土壤中显著增加，一定程度上表明

RSD 处理有利于驱动形成健康的土壤微生物群落。

本研究中，经过 28 d 的 RSD 处理，土壤微生物群

落的 OTU 分布发生显著变化，其中共有 OTU 的占

比明显下降，而独有 OTU 的占比有所增加，且混合

有机物料处理的效应较单一处理显著，这表明 RSD

处理能够刺激产生特定的微生物类群，且这种刺激

效应与有机物料的类型及多样性密切相关。进一步

分析发现，RSD 处理能够提高细菌群落的平均变异

度，但对真菌群落的平均变异度影响不大，这可能

与土壤细菌群落的多样性更高，且群落中对 RSD 处

理形成的环境敏感的类群更多有关。此外，混合有

机物料处理对群落平均变异度的影响大于单一处

理，这与混合有机物料在施用时难以均匀，因而能

够刺激产生更多的独有微生物类群有关。所以，RSD

处理能够通过降低微生物群落组成及其丰度的稳定

性，以恢复土壤微生态平衡和群落健康。 

3.2  RSD 处理能提高微生物群落相互作用关系的

稳定性 

不同微生物类群间的相互作用关系（竞争、互

生、共生等）是土壤微生物多样性的重要组成部分， 

对于维持土壤微生物群落结构和功能的稳定至关重

要[27]。具有正相关关系的微生物类群在生态位上高

度重叠，而具有负相关关系的微生物类群则占据着

不同的生态位。研究表明，当正相关关系在微生物

群落中占据主导时，外界环境的扰动易通过正反馈

机制迅速传递至整个群落，一旦群落中某些关键类

群消亡，将直接导致群落互作关系瓦解；而当负相

关关系在微生物群落中占据主导时，微生物类群可

通过负反馈机制降低外界环境扰动对整个群落的影

响，从而维持群落组成和功能的稳定[28-29]。本研究

发现，RSD 处理能够重塑土壤微生物类群间的相互

作用关系，显著提高群落负内聚力以及负内聚力/正

内聚力的比值，表明 RSD 处理能够塑造一个相互作

用关系更加稳定的微生物群落[13]，这是 RSD 处理重

建的健康土壤微生物区系的本质特征之一，也是其

能够有效抑制再植寄主作物生长过程中病原菌的增

殖速率，发挥群落整体抑病功能的关键[9]。同时，

本研究还发现，RSD 处理对真菌群落相互作用关系

稳定性的提升效果较细菌群落更强，且显著提高了

真菌群落的总内聚力，这从侧面证明了连作介导的

土壤微生物区系失衡主要是由以病原菌为主导的

“真菌型”群落互作关系恶化（稳定性下降、关系弱

化）所引起的，因此只有强化土壤真菌类群间的相

互作用关系，提高其负相关关系的占比，才能有效

恢复其微生态平衡。此外，单一有机物料 RSD 处理

对微生物群落相互作用关系稳定性的提升效果明显

优于混合有机物料，这表明同种有机物料的使用量

对群落负相关关系的形成起着较为重要的作用。

Pearson 相关性分析发现，土壤微生物群落互作关系

稳定性的提升与其组成和丰度稳定性的降低密切相

关，表明 RSD 处理对连作土壤微生物群落互作关系

的重构很大程度上依赖于其对微生物群落组成及其

丰度的影响（图 4），尤其是对土传病原菌的抑制作

用和对有益微生物的激发作用[15，24]。因此可以推测，

RSD 处理过程中产生的某些特有微生物类群可能在

强化微生物群落互作关系及其稳定性上起着主导作

用，但还需要进一步的研究。 

3.3  RSD 处理驱动的微生物群落稳定性变化与其

活性和功能密切相关 

Xun 等[11]的研究发现某些关键微生物类群在组

成及丰度上的稳定对于群落实现特定的生态功能至
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关重要。因此，当这些功能微生物消失或种群数量

大幅下降时，就会造成特定土壤功能的紊乱或缺失，

如抑病土壤中的拮抗微生物数量下降时就会导致土

壤抑病能力降低或消失[30-31]。我们前期的研究发现，

RSD 处理诱导形成的特有微生物类群与土壤抑病及

化感物质降解等功能密切相关[7，15]，表明 RSD 处理

能够恢复或强化某些特定土壤功能。本研究中发现

细菌群落的平均变异度与反硝化功能基因丰度呈显

著正相关，表明 RSD 处理激发的某些细菌类群具有

反硝化功能，是实现连作土壤硝态氮去除的关键[24]。

此外，微生物（细菌和真菌）群落的平均变异度与

其活性呈显著正相关，表明 RSD 处理重构的土壤微

生物群落有利于其活性的恢复与提升。众所周知，

大部分土壤微生态功能是由多种微生物类群共同参

与接力完成的，因此土壤微生物间的相互联系及其

稳定性对实现特定功能至关重要[32]。本研究发现，

真菌群落相互作用关系的稳定性与碳源代谢活性、

功能多样性以及 nirS 基因的丰度显著相关，表明

RSD 处理驱动形成的真菌群落互作关系稳定性的提

升是群落功能改善的关键，这也从侧面说明由病原

菌主导的真菌群落互作关系弱化是导致连作土壤微

生态功能下降的“元凶”之一[33-34]。Huang 等[24]的

研究发现，复杂有机物料 RSD 处理在种植洋桔梗两

季后，土壤中尖孢镰刀菌的相对丰度以及洋桔梗枯

萎病的发病率显著低于酒精 RSD 处理或棉隆熏蒸，

这可能是因为复杂有机物料处理形成的土壤微生物

群落结构更加稳定，从而更好地发挥了群落整体抑

病活性，减缓了土传病原菌的增殖，保障再植作物

健康生长。此外，大量的研究发现，RSD 处理能够

显著改变土壤微生物群落结构并降低其多样性，提

高土壤微生物活性及其功能[15，35-36]，因此土壤微生

物群落结构及其多样性并不能有效指征 RSD 处理

后微生物群落功能状况（表 5）。综上，RSD 处理驱

动的土壤微生物群落稳定性是恢复或实现群落功能

的基础，是 RSD 处理重建的健康土壤微生物群落结

构的本质特征，因此可用于评价 RSD 处理后土壤的

健康状况[37]。 

4  结  论 

RSD 处理能够显著改变连作土壤微生物群落的

稳定性，主要表现为降低群落组成和丰度的稳定性，

增强群落间相互作用关系的稳定性，其中混合有机

物料对微生物群落组成和丰度稳定性的影响较单一

有机物料大，而对微生物群落互作关系稳定性的影

响则明显弱于单一有机物料。土壤微生物群落稳定

性与其活性、碳源代谢功能、反硝化功能以及抑病

能力密切相关，表明微生物群落稳定性可有效表征

RSD 处理土壤的健康状况。研究结果从微生物群落

稳定性的角度揭示了 RSD 处理重建健康土壤微生

物区系的本质特征，为后续通过研发再植寄主作物

生长过程中的调控措施以保障 RSD 处理的抑病效

果提供了思路和理论依据。 
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